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การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) โปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ย่อยสลายด้วย

เอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) ที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ (%DH) 10, 20 และ 30 และโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น

ที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) ที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ (%DH) 5, 10 และ 15 พบว่า 

BPC มีโปรตีน คาร์โบไฮเดรตทั้งหมด ไขมัน และเถ้า เป็นองค์ประกอบร้อยละ 66.83, 30.23, 2.28 และ 1.66 

ตามล าดับ BPCH-A และ BPCH-F ประกอบด้วยโปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และเถ้า เป็นองค์ประกอบอยู่

ในช่วงร้อยละ 45.57-65.78, 26.20-48.84, 0.76-3.77 และ 4.09-4.58 ตามล าดับ BPC, BPCH-A และ 

BPCH-F มีปริมาณกรดอะมิโนจ าเป็นสูงกว่าระดับที่ FAO/WHO ก าหนด ยกเว้นทริปโตเฟน (tryptophan), 

ทรีโอนีน (threonine), เมไทโอนีน (methionine) และซิสตีน (cysteine) สารต้านโภชนาการที่พบในโปรตีน

ถั่วหรั่ง (BPC, PBCH-A และ BPCH-F) ประกอบด้วย สารประกอบฟีนอลิก และแทนนิน ยกเว้นทริปซิน     

อินฮิบิเตอร์ และพบปริมาณสารต้านโภชนาการเพ่ิมข้ึนเมื่อโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 

การศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของ BPC, BPCH-A และ BPCH-F พบว่าความสามารถในการละลายของ BPCH-A 

และ BPCH-F (ทุกๆ ระดับการย่อยสลาย) ดีกว่า BPC ในช่วงพีเอชที่ทดสอบ (3-9)  ความสามารถในการเกิด

ฟอง (FE) และความสามารถในการคงตัวของฟอง (FS) ของ 10%DH BPCH-A , 5 และ 10%DH BPCH-F สูง

กว่า BPC เมื่อใช้ความเข้มข้นโปรตีนมากกว่าร้อยละ 1 (น้ าหนักต่อปริมาตร) และ FS มีค่าลดลงเมื่อระดับการ

ย่อยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึน ค่าดัชนีความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (EAI) ของ BPC, BPCH-A และ BPCH-F 

ลดลงเมื่อความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้เพิ่มข้ึน (p< 0.05) ดัชนีความสามารถในการคงตัวของอิมัลชัน (ESI) ของ 

BPCH-A และ BPCH-F ที่ทุกระดับการย่อยสลายมีค่าสูงกว่า BPC เมื่อใช้ความเข้มข้นของโปรตีนร้อยละ 1 

(น้ าหนักต่อปริมาตร) ส าหรับ BPCH-A และร้อยละ 0.5 และ 1 (น้ าหนักต่อปริมาตร) ส าหรับ BPCH-F 

การศึกษาความคงตัวต่อความร้อนของโปรตีนไฮโดรไลเสต พบว่าสารละลาย BPCH-A และ BPCH-F มีความ

คงตัวต่อความร้อนมากกว่าของสารละลาย BPC ในทุกระดับการย่อยสลายของโปรตีน และทุกระดับความ

เข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ที่ทดสอบ (25-300 มิลลิโมลาร์) การศึกษากิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระและ

ฤทธิ์ต้านจุลชีพของ BPC, BPCH-A และ BPCH-F ทีร่ะดับความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร พบว่า 

20%DH BPCH-A มีค่ากิจกรรมการก าจัดอนุมูลอิสระ ABTS สูงสุด (ร้อยละ 64.97) และ 30%DH BPCH-A มี

ค่ากิจกรรมการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH และการจับโลหะไออน (Metal ion chelating) สูงสุด (ร้อยละ 

29.29 และ 74.41 ตามล าดับ) อย่างไรก็ตาม BPC, BPCH-A และ BPCH-F ไม่แสดงฤทธิ์ต้านจุลชีพต่อเชื้อที่ใช้

ในการทดสอบ (Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella 

Typhimurium, Staphylococcus aureus และ Vibrio cholerae) 
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ABSTRACT 
 

Investigation on chemical composition of bambara groundnut protein concentrate (BPC), 

bambara groundnut protein hydrolysates (BPH) from BPC using Alcalase (BPH-A) with 10, 20 and 

30% degree of hydrolysis (DH) and BPH from BPC using Flavourzyme (BPH-F) with 5, 10 and 15% 

DH showed that BPC contained protein, carbohydrate, fat and ash of 66.83, 30.23, 2.28 and 1.66%, 

respectively. BPCH-A and BPCH-F contained protein, carbohydrate, fat and ash in the range of 

45.57-65.78, 26.20-48.84, 0.76-3.77 and 4.09-4.58%, respectively. BPC, BPCH-A and BPCH-F 

contained the higher level of essential amino acid than that of FAO/WHO recommendation, except 

tryptophan, threonine, methionine and cysteine. Antinutritional factors found in bambara 

groundnut protein (BPC, BPCH-A and BPCH-F) were phenolic compound and tannin, except trypsin 

inhibitor. Moreover, the level of antinutritional factors were increased when bambara groundnut 

protein concentrate were hydrolysed with enzyme. Investigation on the functionality properties of 

BPC, BPCH-A and BPCH-F found that solubility of BPCH-A and BPCH-F (at all DH) were better than 

BPC in all range of tested pH (3-9). Foaming expansion (FE) and foaming stability (FS) of 10%DH 

BPCH-A, 5 and 10%DH BPCH-F were higher than BPC when protein concentration at 1% (w/v) used. 

Moreover, FS was decreased when increasing DH of protein. The emulsifying activity index (EAI) of 

BPC, BPCH-A and BPHC-F decreased with increasing the protein concentration (p< 0.05). Emulsion 

stability index (ESI) of BPCH-A and BPCH-F at all DH were higher than BPC when using protein 

concentration of 1% (w/v) for BPCH-A and 0.5 and 1% (w/v) for BPH-F. Heat stability study of BPH 

showed that BPCH-A and BPCH-F displayed greater heat stability than BPC in all range of DH and 

NaCl concentration (25-300 mM) tested. Study on antioxidative and antimicrobial activities of BPC, 

BPCH-A and BPCH-F at concentration of 0.5 mg protein/ml found that 20%DH BPCH-A showed the 

highest ABTS radical scavenging activities (64.97%) while 30%DH BPCH-A showed the highest DPPH 

radical scavenging and metal ion chelating activity (29.29 % and 74.41%, respectively). However, 

BPC, BPCH-A and BPCH-F exhibited non antimicrobial activities against tested pathogenic bacteria 

(Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, 

Staphylococcus aureus and Vibrio cholerae) 
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92 

 



ช 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่ หน้า 
1 โครงสร้างของแทนนิน 10 
2 การละลายของโปรตีนจากถ่ัวลูกไก่ (Chickpea) และโปรตีนถั่วลูกไกไ่ฮโดรไลเสต CPI, 

FCPH, ACPH และ AFCPH คือ โปรตีนถั่วลูกไก่ Isolate, โปรตีนถั่วลูกไก่ที่ผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์, โปรตีนถั่วลูกไก่ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและ
โปรตีนถั่วลูกไก่ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสร่วมกับ เอนไซม์ฟลาโวไซม์ 
ตามล าดับ 
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6 ความสามารถในการเกิดฟองของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่ง       
ไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) และเอนไซม์     
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ภาพที่ หน้า 
11 การตรวจสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) โปรตีนถั่วหรั่ง            

ไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) และโปรตีนถั่วหรั่ง           
ไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) ที่ระดับความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ต่อเชื้อ Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium และ  
Vibrio cholorae 
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บทน า 

 
ปัจจุบันโปรตีนไฮโดรไลเสตจากพืชถูกน ามาใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น 

ใช้เป็นสารก่อโฟม สารเพ่ิมอิมัลชัน สารเพ่ิมความอุ้มน้ า และใช้เป็นสารอาหารเพ่ือเสริมโปรตีน เป็นต้น 

(Tsumura et al., 2005) โปรตีนไฮโดรไลเสตจากพืชส่วนใหญ่ผลิตจากโปรตีนถั่วเหลืองเป็นหลัก เนื่องจากถั่ว

เหลืองเป็นวัตถุดิบที่จัดหาได้ง่าย และมีการศึกษาวิจัยถึงประโยชน์ต่างๆ ของโปรตีนจากถั่วเหลืองอย่าง

แพร่หลาย ความต้องการโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วเหลืองจึงมีปริมาณมาก แต่พบว่าปริมาณการผลิตโปรตีน

ไฮโดรไลเสตจากถ่ัวเหลืองไม่เพียงพอต่อความต้องการของผู้บริโภค นอกจากนี้ถั่วเหลืองบางส่วนถูกน าเข้าจาก

ต่างประเทศ และมักพบปัญหาถั่วเหลืองน าเข้าผ่านการตัดแต่งทางพันธุกรรม ถึงแม้ว่าอันตรายของพืชที่ผ่าน

การตัดแต่งทางพันธุกรรมนั้นยังไม่เป็นที่แน่ชัดว่าจะส่งผลกระทบต่อสุขภาพหรือไม่ แต่ก็ท าให้ผู้บริโภคบางกลุ่ม

หลีกเลี่ยงที่จะไม่รับประทานถั่วเหลือง หรือผลิตภัณฑ์จากถั่วเหลือง การวิจัยถึงแหล่งโปรตีนจากพืชแหล่งอ่ืน  

โดยเฉพาะถั่วสายพันธุ์ท้องถิ่นจึงมีความส าคัญต่ออุตสาหกรรมอาหารของไทย ทั้งในแง่การน าไปใช้ประโยชน์

ทดแทนถั่วเหลืองและการเพิ่มมูลค่า  

ในกระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตระดับอุตสาหกรรมมักใช้กรดหรือด่างเพ่ือการย่อยสลายโปรตีน 
ส่งผลให้เกิดการสูญเสียคุณค่าทางโภชนาการ เนื่องกรดอะมิโนจ า เป็นบางชนิดเกิดการสลายตัวในสภาวะ
ดังกล่าว นอกจากนี้กระบวนการย่อยสลายโปรตีนด้วยด่างยังก่อให้เกิดสารพิษปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์โปรตีน
ไฮโดรไลเสตได้ (Clemente et al., 1999) การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจึงนิยมใช้เอนไซม์ในการย่อยสลาย
โปรตีน ซึ่งเป็นกระบวนการที่สามารถรักษาคุณค่าทางโภชนาการของโปรตีนไฮโดรไลเสตไว้ได้ และผลิตภัณฑ์ที่
ได้มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคมากกว่า (Clemente et al., 1999)  ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้เอนไซม์
ทางการค้า 2 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์อัลคาเลส และเอนไซม์ฟลาโวไซม์ ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วหรั่ง 
ซึ่งเป็นพืชตระกูลถั่วล้มลุกที่นิยมปลูกกันมากในภาคใต้ (จิระ สุวรรณประเสริฐ, 2548) และศึกษาถึง
องค์ประกอบทางเคมี สมบัติเชิงหน้าที่ และการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน และ
ฤทธิ์ต้านจุลชีพของถั่วหรั่งที่ผลิตได้ เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ และน าไปสู่การประยุกต์ใช้โปรตีนถั่วหรั่ง
ไฮโดรไลเสตในอาหารชนิดต่างๆ เช่น ผลิตเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเพ่ือสุขภาพ หรือใช้เป็นโปรตีนทางเลือกในการ
รับประทานทดแทนโปรตีนจากเนื้อสัตว์ได ้
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วัตถุประสงค ์

1. เพ่ือศึกษาการแยกโปรตีนจากถั่วหรั่ง และการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนถั่วหรั่งที่แยกได้ 

2. เพ่ือศึกษาหาองค์ประกอบทางเคมี ปริมาณกรดอะมิโน และปริมาณสารต้านโภชนาการของ

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถ่ัวหรั่ง 

3. เพ่ือศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถ่ัวหรั่ง 

4. เพ่ือศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วหรั่ง 
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การตรวจเอกสาร 

 
1. ถั่วหรั่ง  
 ถั่วหรั่ง (Bambara groundnut) มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Vigna  subterranean ถั่วหรั่งมีถิ่นก าเนิด
อยู่ในเขตร้อนชื้นของทวีปแอฟริกา บริเวณหมู่เกาะมาดากัสการ์ และได้แพร่กระจายพันธุ์ออกไปยังทวีป
อเมริกาใต้ อเมริกากลาง ทางตอนเหนือของออสเตรเลีย และทวีปเอเชีย  โดยผ่านเข้ามาทางฟิลิปปินส์ 
อินโดนีเซีย มาเลเซีย และชายแดนภาคใต้ของประเทศไทย (Purseglove, 1968; Duke et al., 1986) และ
กลายมาเป็นพืชที่ส าคัญของท้องถิ่นภาคใต้  เนื่องจากเป็นพืชที่ปลูกง่ายและทนแล้งได้ดี  เจริญเติบโตได้ดีแม้ใน
สภาพดินที่มีความอุดมสมบูรณ์ต่ า  ได้แก่  ดินร่วนปนทรายหรือดินร่วนปนทรายที่ไม่มีน้ าขัง และสามารถปลูก
ได้ตลอดป ีเกษตรกรส่วนใหญ่มักปลูกถ่ัวหรั่งเป็นพืชแซมในสวนยางพารา  สวนมะพร้าว และสวนไม้ผล ดังนั้น
การปลูกถ่ัวหรั่งจึงเป็นอาชีพเสริมรายได้ให้แก่เกษตรก่อนที่พืชหลักจะได้ผล โดยจังหวัดที่มีการปลูกถั่วหรั่งมาก
ได้แก่ จังหวัดสงขลา พัทลุง ปัตตานี นครศรีธรรมราช สุราษฎร์ธานี และนราธิวาส ถั่วหรั่งมีชื่อเรียกแตกต่างกัน
ไปในแต่ละท้องถิ่น  เช่น ปัตตานี  ยะลา และนราธิวาส  เรียกว่า กาแจโป   สงขลา เรียกว่า ถั่วไทร หรือถั่วโบ  
ภูเก็ต  พังงา และกระบี่ เรียกว่า ถั่วปันหยี  ส่วนพัทลุง  สุราษฎร์ธานี และนครศรีธรรมราช  เรียกว่า ถั่วเม็ด
เดียว หรือถั่วหรั่ง  ส าหรับในต่างประเทศถั่วหรั่งมีชื่อเรียกอยู่หลายชื่อ  เช่น  ถั่วแบมบารา (Bambara 
groundnut)  ถัว่คองโกกูเบอร์ (Congo goober) ถั่วมาดาสการ์ (Madagascar groundnut) ถั่วเอิร์ธ (Earth 
pea) ถั่วแปฟฟิน (Buffin pea) และถั่วจูโก (Njugo bean) (National Academy of Science, 1979) ส่วน
ส าคัญของถั่วหรั่งที่น ามาใช้ประโยชน์ คือส่วนของเมล็ด โดยการน าผลหรือฝักที่มีเมล็ดอยู่ภายในมาต้มให้สุก
แล้วแกะเปลือกเอาเมล็ดมารับประทาน ถ้าเป็นเมล็ดที่เก็บมาใหม่จะมีรสหวาน นอกจากใช้ต้มรับประทานแล้ว
ยังน ามาประกอบอาหาร โดยใช้แทนถั่วลิสงในการประกอบอาหาร เช่น ต้มขาหมู มัสมั่น และท าไส้ขนมเปี๊ยะ 
เป็นต้น 
 1.1 ลักษณะทางพฤษศาสตร์ของถั่วหรั่ง ถั่วหรั่งมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาดังนี้    
 ราก ประกอบด้วยรากแก้ว (Primary root) รากแขนง (Secondary root) ซึ่งแตกจากรากแก้ว 
นอกจากนี้ก็มีรากวิสามัญ (Adventitious root) เกิดบริเวณข้อของล าต้นที่ขนานกับพ้ืนดิน (ล าต้นเลื้อยขนาน) 
ล าต้นมี 2 ชนิด คือ ล าต้นแบบตั้งตรง (Erect type) เป็นล าต้นที่เจริญในระยะแรก หลังจากนั้นมีการแตก
แขนงของล าต้นทอดขนานไปกับพ้ืนดินเรียกว่า ล าต้นเลื้อยขนาน (Prostrate type) ดอกถั่วหรั่งเป็นดอกแบน 
(Papilionaceous) มีขนาดเล็ก สีเหลือง ความกว้างของดอกเฉลี่ย 0.4 เซนติเมตร ความยาวเฉลี่ย 0.5 
เซนติเมตร ดอกเกิดตามมุมโดยก้านใบและตามข้อของล าต้นเลื้อยขนาน อาจเกิดดอกเดี่ยวหรือเกิดเป็นกลุ่มๆ 
ละ 2-3 ดอก มีก้านดอกสั้นมาก ขนาดความยาวเฉลี่ย 0.3 เซนติเมตร แต่ละดอกประกอบด้วยกลีบเลี้ยงสีเขียว 
5 กลีบ ที่มีฐานเชื่อมติดกันและส่วนปลายแยกเป็นสองแฉก กลีบดอกมีสีเหลือง 5 กลีบ ขนาดไม่เท่ากัน ท า
หน้าที่หุ้มเกสรตัวผู้และตัวเมีย เกสรตัวผู้มี 10 อัน เกสรตัวเมียมีรังไข่ยาวรี ใบเป็นใบประกอบ ขนาดของใบ
เฉลี่ยมีความกว้าง 3.9 เซนติเมตร ความยาว 4.9 เซนติเมตร ก้านใบรวบยาวและตั้งตรง ขนาดความยาวเฉลี่ย 
12 เซนติเมตร ที่ฐานของก้านใบมีหูใบ 2 อัน ส่วนก้านใบย่อยสั้นมาก ขนาดเฉลี่ย 0.2 เซนติเมตร ฝักและเมล็ด
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ฝักของถั่วหรั่งมีเมล็ดเดียว หรือเป็นกลุ่มตามล าต้น ฝักเมื่อแก่เปลือกจะแข็งมีสีน้ าตาล รูปร่างกลมรีเล็กน้อย 
ขนาดความยาวฝักเฉลี่ย 1.2 เซนติเมตร ความกว้างเฉลี่ย 1 เซนติเมตร เปลือกชั้นนอกและชั้นกลางเชื่อมติดกัน 
ส่วนเปลือกชั้นในแยกออกต่างหาก มีลักษณะเหนียวและแข็ง ภายในมีเมล็ดที่มีลักษณะผิวเรียบ สีครีมแดง 
ขนาดของเมล็ดมีความยาวเฉลี่ย 1 เซนติเมตร ความกว้างเฉลี่ย 0.8 เซนติเมตร มีเปลือกหุ้มเมล็ดที่ค่อนข้าง
หนา  
 1.2 สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในการปลูกถั่วหรั่ง 
 ถั่วหรั่งเป็นพืชที่เหมาะสมส าหรับปลูกในพ้ืนที่ดอน ดินทราย ทรายร่วนถึงดินร่วนปนทราย คือ  ต้อง
เป็นดินที่มีความร่วนซุยสูง เพราะเข็มของถั่วหรั่งสามารถแทงลงไปในดินเพ่ือเกิดเป็นฝักได้ง่ายกว่าดินเหนียว 
ดินมีการระบายน้ าและอากาศได้ดี ไม่เป็นพ้ืนที่ที่มีน้ าขัง หรือฉ่ าน้ าเป็นบางครั้งคราว ถึงแม้ดินลักษณะดังกล่าว
จะเป็นดินที่มีความอุดมสมบูรณ์ต่ ามาก แต่ถั่วหรั่งก็สามารถเจริญเติบโตได้ดี และสามารถเจริญเติบโตได้ใน
สภาพดินกรด แต่ไม่ทนดินด่างและดินเค็ม โดยระดับ pH ที่เหมาะสม คือ ระหว่าง 5.0 – 6.5 ถั่วหรั่งเป็นพืชที่
ปรับตัวต่อสภาพภูมิอากาศได้กว้างมาก ตั้งแต่เขตแห้งแล้งถึงร้อน กึ่งร้อนชื้น และฝนตกชุก เป็นพืชที่ต้องการ
แสงแดดมากและอุณหภูมิค่อนข้างสูง ถั่วหรั่งเจริญเติบโตได้ดีในสภาพที่มีฝนตกสม่ าเสมอในช่วงระยะเวลา
ตั้งแต่ปลูกจนถึงระยะออกดอก แต่ก็สามารถปรับตัวทนต่อสภาพแห้งแล้งได้ดี ถั่วหรั่งเจริญเติบโตได้ดีในพ้ืนที่ที่
มีปริมาณน้ าฝนเฉลี่ย 600 – 750 มิลลิลิตร และจะให้ผลผลิตสูงถ้ามีปริมาณน้ าฝนเฉลี่ย 900 – 1,200 
มิลลิลิตร ถั่วหรั่งเป็นพืชวันสั้น ที่เจริญเติบโตได้ตั้งแต่ความสูงเหนือระดับน้ าทะเลเล็กน้อย ถึงความสูง 1,520 
เมตร เหนือระดับน้ าทะเล  
 1.3 สายพันธุ์ถั่วหรั่ง ถั่วหรั่งที่นิยมปลูก มี 2 พันธุ์คือ พันธุ์พ้ืนเมือง และพันธุ์สงขลา 1 
 ถั่วหรั่งพันธุ์พื้นเมือง เป็นพันธุ์ซึ่งปลูกต่อๆ กันมาในระบบการปลูกพืชไร่แซมระหว่างไม้ยืนต้น หรือ
เมื่อเริ่มเปิดพ้ืนที่ใหม่ในสมัยก่อน มีอายุเก็บเกี่ยวประมาณ 150 – 180 วัน ระยะดอกแรกเริ่มบานเมื่ออายุ
ประมาณ 52 วัน ติดฝักโปร่ง เนื่องจากข้อห่างและทรงต้นแผ่กว้าง ให้ผลผลิตฝักสดเฉลี่ย 401 กิโลกรัม/ไร่ 
และผลผลิตฝักแห้งเฉลี่ย 121 กิโลกรัม/ไร่ ขนาดเมล็ดเล็ก ใน 100  เมล็ดมีน้ าหนัก  36.9 กรัม  เมล็ดภายในสี
เหลืองครีม ค่อนข้างอ่อนแอต่อโรคใบไหม้ 
 ถั่วหรั่งพันธุ์สงขลา 1  เป็นพันธุ์รับรองของกรมวิชาการเกษตร โดยเป็นพันธุ์ที่ได้จากการน าพันธุ์ที่มี
ศักยภาพในการให้ผลผลิตสูงจากสถาบันวิจัยการเกษตรเขตร้อนนานาชาติ ( IITA) ประเทศไนจีเรีย เข้ามา
ทดสอบเปรียบเทียบกับพันธุ์พ้ืนเมืองในสภาพพ้ืนที่ปลูกของภาคใต้ทุกจังหวัด (จิระ สุวรรณประเสริฐ, 2548) 
โดยมีอายุเก็บเกี่ยวสั้นกว่าพันธุ์พ้ืนเมือง คือประมาณ 110 -120 วัน ระยะดอกเริ่มบานเมื่ออายุประมาณ 38 
วัน  การติดฝักแน่นเป็นกระจุก เนื่องจากทรงต้นค่อนข้างเป็นกระจุก  จึงให้ผลผลิตฝักสดเฉลี่ย 462 กิโลกรัม/
ไร่  และผลผลิตฝักแห้งเฉลี่ย 161 กิโลกรัม/ไร่  ขนาดเมล็ดโต ใน 100 เมล็ดมีน้ าหนัก  48.3 กรัม  เมล็ด
ภายในสีแดง ค่อนข้างทนต่อโรคใบไหม้ และรสชาติเป็นที่นิยมของผู้บริโภค (จิระ สุวรรณประเสริฐ, 2548;     
จิราพร ศิริรัตน์, 2550) 
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 1.4 คุณค่าทางอาหารของถั่วหรั่ง 
 ถั่วหรั่งมีคุณค่าทางอาหารสูง ภูมิสันต์ จิวิพันธ์พงษ์ และ ธนาพร วีระประดิษศิลป์ (2536) ได้ศึกษา
องค์ประกอบทางเคมีของถั่วหรั่งเมล็ดแห้ง พบว่าประกอบด้วย คาร์โบไฮเดรตร้อยละ 51.3 โปรตีนร้อยละ 
18.8 ไขมันร้อยละ 5.2 เส้นใยร้อยละ 3.0 และเถ้าร้อยละ 1.8 ดังแสดงในตารางที่ 1 นอกจากนี้ในเมล็ด      
ถั่วหรั่งยังมีกรดลิโนเลอิกซึ่งเป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเป็นองค์ประกอบสูง และมีเมทไธโอนีนที่เป็นกรดอะมิโน
จ าเป็นสูงกว่าที่พบในเมล็ดของพืชตระกูลถั่วอ่ืนๆ (จิระ สุวรรณประเสริฐ, 2548) 
 
ตารางท่ี 1 องค์ประกอบทางเคมีของถั่วหรั่งสดและถั่วหรั่งแห้ง 

องค์ประกอบทางเคมี ถั่วหรั่งสด ถั่วหรั่งแห้ง 

   ความชื้น (ร้อยละ) 57.3 10.3 

   ไขมัน (ร้อยละ) 3.1 5.2 

   โปรตีน (ร้อยละ) 7.8 18.8 

   เถ้า (ร้อยละ) 1.8 3.4 

   เส้นใย (ร้อยละ) 3.0 4.8 

   คาร์โบไฮเดรต (ร้อยละ) 30.0 51.3 

   แคลเซียม (มิลลิกรัม) 14 62 

   ฟอสฟอรัส (มิลลิกรัม) 258 276 

   เหล็ก (มิลลิกรัม) 1.2 12.2 

   พลังงาน (แคลอรี่) 152 357 

ที่มา: ภูมิสันต์ จิวิพันธ์พงษ ์และ ธนาพร วีระประดิษศิลป์ (2536) 
 
              ปิยรัตน์ ศิริวงศ์ไพศาล (2548) ท าการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของแป้งและสตาร์ชจาก
ถั่วหรั่ง พบว่าแป้งถั่วหรั่งมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงถึงร้อยละ 61.59 โปรตีน ไขมัน เถ้า และเยื่อใย เท่ากับร้อย
ละ 15.48, 7.9, 4.19 และ 2.54 (โดยน้ าหนักแห้ง) ตามล าดับ (ตารางที่ 2) ซึ่งปริมาณองค์ประกอบทางเคมีที่
วิเคราะห์ได้ใกล้เคียงกับงานวิจัยที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ (Duke et al., 1986; Amarteifio and Moholo, 
1998) นอกจากนี้ยังพบว่าถั่วหรั่งเป็นแป้งประเภทถั่วซึ่งจะมีปริมาณโปรตีนสูงกว่าแป้งที่ได้จากธัญพืชและพืช
ราก (Adebowale et al., 2002) Lawal และคณะ (2007) วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของโปรตีนและ
โปรตีนที่ผ่านการดัดแปรทางเคมีของถั่วหรั่ง 3 แบบ คือ โปรตีนเข้มข้น (BNP) โปรตีนเข้มข้นที่ดัดแปรด้วยกรด
ซัคซินิก (Succinic acid) (BSP) และโปรตีนเข้มข้นที่ดัดแปรด้วยอะซิติกแอนไฮไดรด์ (Acetic anhydride) 
(BAP) พบว่ามอีงค์ประกอบทางเคมีดังแสดงในตารางที่ 3 
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ตารางท่ี 2 องค์ประกอบทางเคมีของแป้งและสตาร์ชจากถ่ัวหรั่ง 

องค์ประกอบ 
ปริมาณ (ร้อยละ) 

แป้งถ่ัว สตาร์ชถั่วหรั่ง 

ความชื้น 11.51 ± 0.32 8.90 ± 0.18 

ไขมัน 7.9 ± 0.01 0.44 ± 0.05 

โปรตีน 15.48 ± 0.18 0.61 ± 0.08 

เถ้า 4.19 ± 0.03 0.47 ± 0.03 

เยื่อใย 2.54 ± 0.38 0.60 ± 0.08 

คาร์โบไฮเดรต 61.59 ± 0.86 88.98 ± 0.23 

ปริมาณอะมิโลส ND 21.67 ± 1.43 

ND : ไม่ได้ตรวจวัด (Non determined) 
ที่มา: ปิยรัตน์ ศิริวงศ์ไพศาล (2548) 
 

ตารางท่ี 3 องค์ประกอบทางเคมีของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BNP) โปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ดัดแปรด้วยกรดซัคซิ
นิก (Succinic acid) (BSP) และโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ดัดแปรด้วยอะซิติกแอนไฮไดรด์ (Acetic anhydride) 
(BAP) 

องค์ประกอบทางเคมี (ร้อยละ) 
ตัวอย่าง ความชื้น เถ้า เยื่อใย ไขมัน โปรตีน คาร์โบไฮเดรต pH 
BNP 7.24±0.04a 2.06±0.01a ND 0.30±0.01a 79.43±2.34a 12.97 5.6 
BAPd 7.53±0.02b 3.05±0.0b ND 0.02±0.01a 78.5±5.22b 13.72 5.4 
BSPe 7.42±0.04c 3.03±0.0b ND 0.02±0.01a 78.1±4.61b 14.25 4.8 
ND :  ไม่สามารถหาค่าได ้(Not detected) 
a, b และ c คือค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ p<0.05,  d คือ ระดับของการเกิดอะซิติลเลชั่น 
(Acetylation) ที่ร้อยละ 78 (ปริมาณทั้งหมดค านวณจากฐานโปรตีน) และ  e คือ ระดับของการเกิดซัคซินิล
เลชั่น (Succinylation) ทีร่้อยละ 72 (ปริมาณท้ังหมดค านวณจากฐานโปรตีน) 
ที่มา: Lawal และคณะ (2007)  
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2. สารต้านโภชนาการ 

 สารต้านโภชนาการ เป็นองค์ประกอบหนึ่งที่มีอยู่ในอาหารตามธรรมชาติ หากร่างกายได้รับเข้าไปจะ
ก่อให้เกิดโทษต่อร่างกาย โดยสารต้านโภชนาการมีคุณสมบัติไปท าลายหรือขัดขวางการดูดซึม และการน าไปใช้
ประโยชน์ของสารอาหาร เช่นวิตามิน และแร่ธาตุบางชนิด บางตัวสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่
จ าเป็นในการย่อยอาหาร ดังนั้นสารต้านโภชนาการคือ สารที่คอยขัดขวางการน าสารอาหารต่างๆ ไปใช้
ประโยชน์ภายในร่างกาย แตส่ารต้านโภชนาการไม่ไดพ้บในอาหารทุกชนิด  
 พืช ผักและผลไม้เป็นแหล่งของสารอาหารหลากหลายชนิด แต่ก็มีองค์ประกอบของสารต้าน
โภชนาการประกอบอยู่ด้วย โดยเฉพาะในพืชเมล็ดถั่ว ที่มีองค์ประกอบของสารต้านโภชนาการอยู่หลายชนิด 
เช่น แทนนิน (Reddy et al., 1985) กรดไฟติก (Urbano et al., 2000) และสารยับยั้งเอนไซม์ทริปซิน 
(Gupta, 1987; Singh, 1988) เป็นต้น โดยพืชเมล็ดหลายๆ ชนิดก็มีองค์ประกอบของสารต้านโภชนาการ
แตกต่างกันออกไป ดังแสดงในตารางที่ 4 
 

ตารางท่ี 4 สารต้านโภชนาการในเมล็ดพืชชนิดต่างๆ  
ชนิดพืช สารต้านโภชนาการ 
กากถั่วเหลือง สารยับยั้งเอนไซม์โปรติเอส, เลคติน, กรดไฟติก, ซาโปนิน, ไฟโตเอสโตรเจน, 

สารยับยั้งวิตามิน, สารก่อภูมิแพ้ 
กากเรพซีด สารยับยั้งเอนไซม์โปรติเอส, แทนนิน, กลูโคไซโนเลท, กรดไฟติก 
กากเมล็ดลูปิน สารยับยั้งเอนไซม์โปรติเอส, ซาโปนิน, ไฟโตเอสโตรเจน, อัลคาลอย 
กากถั่วลิสง สารยับยั้งเอนไซม์โปรติเอส, แลกติน, แทนนิน, ไซยาโนเจน, กรดไฟติก,     

ซาโปนิน, สารยับยั้งวิตามิน 
กากเมล็ดดอกทานตะวัน สารยับยั้งเอนไซม์โปรติเอส, ซาโปนิน, สารยับยั้งเอนไซม์อาร์จิเนส 
กากเมล็ดฝ้าย ไฟโตเอสโตรเจน, กรดไฟติก, กอสซี่โพล, กรดไซโคโปรพิโอนิก, สารยับยั้ง

วิตามิน 
กากเมล็ดงา สารยับยั้งเอนไซม์โปรติเอส, กรดไฟติก 
กากใบลูเซียน่า ไมโมซีน 
กากใบอัลฟาฟ่า สารยับยั้งเอนไซม์โปรติเอส, ซาโปนิน, ไฟโตเอสโตรเจน, สารยับยั้งวิตามิน 
กากเมล็ดมัสตาร์ด กลูโคไซโนเลท, แทนนิน 

ที่มา: Francis และคณะ (2001) 
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Francis และคณะ (2001) แบ่งสารต้านโภชนาการออกเป็น 4 ชนิด ได้แก่  
1.  สารต้านโภชนาการที่มีผลขัดขวางการย่อยโปรตีน เช่น ทริปซินอินฮิบิเตอร์ สารยับยั้งเอนไซม์          

โปรติเอส แทนนิน และแลคติน เป็นต้น  
2.  สารต้านโภชนาการที่มีผลขัดขวางการดูดซึมสารอาหารประเภทแร่ธาตุ เช่น ไฟเตต ออกซาเลต 

เม็ดสีกอสซี่โพล และกลูโคไซโนเลท เป็นต้น 
3.  สารต้านโภชนาการที่มีผลยับยั้งการดูดซึมวิตามิน  
4.  สารต้านโภชนาการอ่ืนๆ เช่น ไมโคทอกซิน ไมโมซีน ออกซาเลต ไซยาโนเจน ไนเตรต อัลคาลอยด์ 

สารยับยั้งโฟโตเซนติไซทิง ซาโปนิน และไฟโตเอสโตรเจน เป็นต้น 
 2.1 สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compound) (พิสมัย เหล่าภัทรเกษม, 2548)  
 สารประกอบฟีนอลิก คือ สารที่สูตรโครงสร้างมีหมู่ไฮดรอกซิล (OH group) บนวงแหวนอะโรมาติก 
(Aromatic ring) ตั้งแต่ 1 กลุ่มขึ้นไป สารในกลุ่มนี้จึงมีคุณสมบัติละลายน้ าได้ดี พบได้ในพืช ผัก และผลไม้
ทั่วไป อาจแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ๆ คือ 

1. กรดฟีนอลิก (Phenolic  acid หรือ Simple  phenols) และอนุพันธุ์ เช่น กรดแกลลิค (Gallic 
acid), กรดแอลลาจิค (Ellagic  acid), กรดแทนนิค (Tannic  acid), วานิลลิน (Vanillin), คาทิโคล 
(Catechol), รีซอซินอล (Resorcinol) และกรดซาลิไซลิค (Salicylic  acid) เป็นต้น  สารกลุ่มนี้พบได้ในผลไม้
หลายชนิด เช่น ราสเบอร์รี ่(Raspberry) และแบล็คเบอร์รี่ (Blackberry) เป็นต้น 

2. ฟีนิลโพรพานอยด์ (Phenylpropanoids)  ได้แก่ สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compound) 
ที่วงแหวนอะโรมาติกมีคาร์บอนไซด์เชน (Carbon side chain) 3 กลุ่มเกาะอยู่  แยกย่อยออกได้หลายกลุ่ม
ได้แก่ กรดไฮดรอกซี่ซินนามิค (Hydroxycinnamic acid) เช่น กรดเฟอรูลิค (Ferulic acid), กรดคาเฟอิค 
(Caffeic acid) และกรดคูมาริค (Coumaric acid) เป็นต้น, คูมาริน (Coumarin) ได้แก่ อัมเบลลิฟีโรน 
(Umbelliferone), สโคโพเลติน (Scopoletin), เอสคูเลติน (Aesculetin) และโซราเลน (Psoralen) เป็นต้น 
และลิกแนน (Lignan) ได้แก่ พิโนเรซินอล (Pinoresinol), ยูจินอล (Eugenol) และไมริสไตซิน (Myristicin) 
เป็นต้น สารกลุ่มนี้พบได้ในแอปเปิล (Apple) แพร์ (Pear) และกาแฟ (Coffee) เป็นต้น 

3. ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids)  เป็นกลุ่มส าคัญของสารประกอบฟีนอลิก  เป็นสารที่มีสูตรโครงสร้าง
เป็น C6-C3-C6 แยกย่อยออกได้เป็นหลายกลุ่ม ได้แก่คาเทชิน (Catechin), โปรแอนโทไซยานิน 
(Proanthocyanin), แอนโทไซยานิดิน (Anthocyanidin), ฟลาโวน (Flavone), ฟลาโวนอล (Flavonol), 
ฟลาโวโนน (Flavonone) และไอโซฟลาโวน (Isoflavone)  
 สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารที่มีทั้งประโยชน์ และโทษ โดยประโยชน์ของสารประกอบฟีนอลนั้น
พบว่าเป็นสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และมีฤทธิ์ต้านจุลชีพได้ ในขณะที่โทษของสารประกอบฟีนอลนั้นพบว่า
จะส่งผลต่อการเจริญเติบโต และก่อให้เกิดผลเสียต่อสุขภาพของคนและสัตว์ที่รับประทานได้  เนื่องจากกลุ่ม   
ฟีนอลิกไฮดรอกซิล (Phenolic hydroxyl) หลายๆ กลุ่มในสารประกอบฟีนอลสามารถสร้างสารประกอบ
เชิงซ้อนกับโปรตีน ไอออนของโลหะ และพอลิเมอร์โมเลกุลอ่ืนๆ เช่น พอลิแซคคาไรด์ ได้ ท าให้ร่างกายไม่
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สามารถดูดซึมสารเหล่านี้ได้ ดังนั้นสารประกอบฟีนอลิกจึงมีผลลดความสามารถในการย่อยโปรตีน และกรด  
อะมิโนได้ (Schofield and Mbugua, 2001) 
 2.2 ทริปซินอินฮิบิเตอร์  (Trypsin inhibitor)  
 ทริปซินอินฮิบิเตอร์ เป็นสารต้านโภชนาการที่มีฤทธิ์จับกับน้ าย่อยทริปซิน  ท าให้ทริปซินไม่สามารถท า
หน้าที่ในการย่อยโปรตีนได้ ส่งผลให้สัตว์มีการเจริญเติบโตลดลง แต่ผลของทริปซินอินฮิบิเตอร์ในการ
เจริญเติบโตของสัตว์ไม่ได้มีเพียงผลของการยับยั้งการย่อยโปรตีนในล าไส้เท่านั้น แต่พบว่าเมื่อมีตัวยับยั้ง
เอนไซม์ทริปซินอยู่ในอาหารที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนอิสระด้วยนั้น จะน าไปสู่การสูญเสียก ามะถันในโปรตีน 
ส าหรับผลต่อคนยังไม่ชัดเจน โดยส่วนใหญ่ทริปอินฮิบิเตอร์จะพบมากในถั่วเหลือง และมีรายงานพบว่า      
ทริปอินฮิบิเตอร์มีคุณสมบัติเป็นสารต้านมะเร็ง  โดยการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง (Guillamon et al., 
2008) ปริมาณทริปอินฮิบิเตอร์ในถั่วเหลืองและผลิตภัณฑ์แสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางท่ี 5 ปริมาณทริปซินอินฮิบิเตอร์ในถั่วเหลืองและผลิตภัณฑ์  

ถั่วเหลืองและผลิตภัณฑ์ กิจกรรมของทริปซินอินฮิบิเตอร์ (มิลลิกรัม/กรัม) 
ถั่วเหลือง 17-27 
แป้งถ่ัวเหลือง 28-32 
โปรตีนถั่วเหลืองสกัด 
โปรตีนถั่วเหลืองเข้มข้น 
อาหารจากถ่ัวเหลือง 

1.2-30 
5.4-7.3 
0.3-4.1 

ที่มา: อาณดี นิติธรรมยง และประไพศรี ศิริจักรวาล (2553) 
 
 2.3 แทนนิน (Tannin) 
 แทนนินหรือโปรแอนโธไซยานิดิน (Proanthocyanidin) ประกอบด้วยกลุ่มของ Oligomers 
polyhydroxyflavan - 3 - ol และพอลิเมอร์ ที่เชื่อมโยงด้วยพันธะระหว่างคาร์บอน เชื่อมระหว่างหน่วยย่อย
ของฟลาโวนอล (Flavanol) ดังภาพที่ 1a และ 1b  ปฏิกิริยาของแทนนินกับโมเลกุลทางชีวภาพมีความส าคัญ
และมีผลทางโภชนาการและสรีรวิทยามาก กลุ่มฟีนอลิคไฮดรอกซิล (Phenolic hydroxyl) หลายกลุ่มจะ
น าไปสู่การสร้างสารประกอบเชิงซ้อนกับโปรตีน  กับไอออนของโลหะ และกับพอลิเมอร์โมเลกุลอ่ืน ๆ เช่น โพ
ลีแซคคาไรด์ (Polysaccharides)  แทนนินเป็นพอลิเมอร์ของฟลาโวนอล ที่โมโนเมอร์มีสมมาตรในต าแหน่งที่ 
2 และ 3 ในวงแหวนคาร์บอนดังภาพที่ 1 แม้ว่ารูปแบบในสเตอริโอที่ต าแหน่งเหล่านี้จะเกิดขึ้นในแทนนิน
ธรรมชาติ แต่รูปแบบเหล่านี้ก็มีผลค่อนข้างน้อยในส่วนของปฏิกิริยาที่ใช้ส าหรับวิเคราะห์หาแทนนิน  การ
แทนที่กลุ่ม R1, R2, R3 ในภาพที่ 1 อาจมีผลต่อปฏิกิริยาของแทนนิน บางครั้งเกิดการเอสเทอริไฟ (Esterified) 
เป็นกรดแกลลิก (Gallic acid) (เช่นในอิพิกาลโลคาเทชิน กาลเลท (Epigallocatechin gallate) (R1 = R3 = 
OH , R2 = O – Galloyl) ซึ่งเป็นสารโพลีฟีนอลิค (Polyphenolic) หลักของชาเขียว)  และหากในแทนนิน มี
เอสเทอร์กาลลเลท (Esters gallate) อาจเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางชีวภาพของแทนนินได้อย่างมีนัยส าคัญ ที่
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ต าแหน่ง R1 และ R3 มีความแตกต่างกันของกลุ่มไฮดรอกซิล (OH) และไฮโดรเจน (H) จะท าให้มีฟลาโวนอลโพ
ลีเมอร ์(Flavanol polymer) แตกต่างกัน (ภาพที่ 1) โดยการตอบสนองต่อสารต่างๆจะแตกต่างกัน ด้วยเหตุนี้ 
โพรไซยานิดิน (Procyanidins) จึงแตกต่างจากโพรเดลฟินิดิน (Prodelphinidins)  เพราะโพรเดลฟินิดินมี
กลุ่มไฮดรอกซิลที่ต าแหน่งที่ 5 ของวงแหวน B  จึงท าให้เกิดความแตกต่าง ตัวอย่างเช่น การเพ่ิมขึ้นของ
อัตราส่วนระหว่างโพรเดลฟินิดิน/โพรไซยานิดิน จะเป็นการเพ่ิมความสามารถในการรวมตัวของแทนนินกับ
โปรตีน  
 การออกซิเดชันระหว่างโมโนเมอร์ของฟลาโวนอล  เกิดขึ้นมากที่สุดระหว่างต าแหน่งที่ 4 และ 8 และ
ยังอาจเกี่ยวข้องกับต าแหน่งที่ 4 และ 6 ของโมโนเมอร์ (ภาพที่ 1) และต าแหน่งอ่ืนๆ ด้วย ขณะที่จ านวนรวม
ของโมโนเมอร์ของฟลาวานอลในเมล็ดองุ่นสกัด อยู่ระหว่าง 2-17 องศาพอลิเมอร์ แต่โพลิเมอร์เหล่านี้มักจะไม่
ละลายน้ าและจึงท าให้ยากท่ีจะศึกษา (Schofield and Mbugua, 2001)  
 

 
 

(a)                                       (b) 
 

ภาพที่ 1 โครงสร้างของแทนนิน 
(a) สารในต าแหน่ง R1 และ R3 ดังแสดงด้านล่างของโครงสร้าง (b) โครงสร้างของแทนนิน หาก R = H หรือ 
OH แล้วโครงสร้างจะเป็นโพรไซยานิดิน (Procyanidin) หรือโพรเดลฟินิดิน (Prodelphinidin)   โดยจะ

เชื่อมต่อกันที่ต าแหน่ง 4 → 6 (เส้นประ)  
ที่มา: Schofield and Mbugua (2001) 
 
3.  โปรตีนจากพืช 
 โปรตีนจากพืช พบมากในพืชตระกูลถั่ว โดยเฉพาะถั่วเหลือง (Soy bean) และผลิตภัณฑ์จาก         
ถั่วเหลือง เช่น เต้าหู้ เต้าเจี้ยว และเต้าฮวย เป็นต้น โปรตีนจากถั่วเหลือง (Soy protein) อุดมไปด้วยกรด        
อะมิโนหลายชนิดแต่น้อยกว่าโปรตีนจากนม โปรตีนที่ได้จากพืชมักจะมีคุณภาพต่ ากว่าโปรตีนที่ได้จากสัตว์แต่มี
ไขมัน คอเลสเตอรอลและน้ าตาลแลคโตสในปริมาณที่ต่ ากว่ามาก นอกจากนี้ยังประกอบไปด้วยสารส าคัญอีก
หลายชนิดได้แก่ไฟโตสเตอรอล (Phytosterols) ซาโปนิน (Saponins) และ ไอโซฟลาโวน (Isoflavones) ซึ่ง
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ไม่พบในโปรตีนจากสัตว์ โปรตีนจากถั่วเหลืองแบ่งออกเป็น 3 ชนิด เช่นเดียวกับเวย์โปรตีน โดยแต่ละชนิดมี
ปริมาณโปรตีนที่แตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 6  
 
ตารางท่ี 6 ปริมาณโปรตีนในถั่วเหลือง  
โปรตีนจากถั่วเหลือง ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ) 
Soy Flour 50 
Soy Concentrate 70 
Soy Isolate 90 

ที่มา: อินเดอร์ยีตซิงห์ บัดติยา (2553) 
 
 นอกจากนี้โปรตีนจากพืชยังมีจุดเด่นคือ มีสารที่เรียกว่าพฤกษเคมี (Phytochemical) เช่น ฮอร์โมน
พืช (Phytoestrogen) ซึ่งมีประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย์ ในขณะที่เอสโตรเจน (Estrogen) ที่เป็นฮอร์โมนที่
พบในมนุษย ์และในเนื้อเยื่อของสัตว์ เมื่อได้รับในปริมาณมากอาจสร้างปัญหาต่อสุขภาพได้ นอกจากนี้พืชยังมี
สารพฤกษเคมีอ่ืนๆ ที่เป็นประโยชน์ โดยปัจจุบันพบสารกลุ่มนี้กว่า 12,000 ชนิด และสารเหล่านี้ให้ประโยชน์
ต่อร่างกายได้อย่างหลากหลาย ตัวอย่างเช่น กากถั่วเหลือง ซึ่งเป็นแหล่งของโปรตีนจากพืช มีสารพฤกษเคมีที่
เป็นประโยชน์ปะปนอยู่มากมายหลายชนิด และสารเหล่านี้นับเป็นสารเสริมสุขภาพที่พบได้เฉพาะในพืช 
ในขณะที่โปรตีนจากเนื้อสัตว์หลายชนิดมักก่อให้เกิดอาการแพ้ หรือรบกวนภูมิต้านทานโรคบางอย่างได้ และยัง
อาจสร้างปัญหาให้กับผู้ป่วยได้ โดยท าให้มีปัญหาแทรกซ้อนทางไต อย่างไรก็ตามโปรตีนจากพืชยังมีข้อจ ากัดที่
จ าต้องน ามาพิจารณาร่วมด้วยคือสารต้านโภชนาการที่มักพบในพืชบางชนิด  เช่น ทริปซินอินฮิบิเตอร์ ซึ่งมีผล
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ทริปซินที่ใช้ย่อยโปรตีนในทางเดินอาหาร ไฟเตท (Phytate) ซึ่งมีผลขัดขวางการ
ดูดซึมแร่ธาตุหลายชนิดในระบบทางเดินอาหาร แทนนิน และฮีแมกกลูตินิน (Heammaglutinin) ซึ่งมีผลต่อ
เซลล์เม็ดเลือดแดง เป็นต้น (วินัย ดะห์ลัน, 2542) 
 
4. โปรตีนไฮโดรไลเสต 
 โปรตีนไฮโดรไลเสต คือผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยโปรตีนโดยการตัดสายพอลิเปปไทด์ให้เป็นกรด        
อะมิโนอิสระ หรือเปปไทด์สายสั้นๆ โดยใช้สารเคมีหรือเอนไซม์ เพ่ือปรับปรุงคุณค่าทางโภชนาการและ
ปรับปรุงสมบัติบางประการของโปรตีน เช่น สมบัติการละลาย สมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ และสมบัติการเกิด
โฟม เป็นต้น (Kristinsson and Rasco, 2000 อ้างถึงโดย ธันยพร จันทร์แสนโรจน์, 2550) จากรายงาน
การศึกษาพบว่าเปปไทด์ที่ได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสตมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ แต่ขึ้นอยู่กับขนาดและการเรียง
ตัวของกรดอะมิโนของเปปไทด์ (Chen et al., 1998; Seutsuna and Chen, 2002; Vaštag et al., 2010) 
 4.1 การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต วิธีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยทั่วไปมี 2 วิธี ได้แก่  
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 การย่อยโปรตีนด้วยสารเคมี เป็นการท าให้พันธะเปปไทด์แตกออกโดยใช้สารละลายกรดหรือด่าง ซึ่ง
เป็นวิธีที่มีต้นทุนต่ า แต่ควบคุมระดับการย่อยโปรตีนได้ยากท าให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีคุณภาพไม่คงที่ และมี
ข้อจ ากัดในการน าไปใช้ประโยชน์ในผลิตภัณฑ์อาหาร  
 การย่อยโปรตีนด้วยสารละลายกรดเป็นวิธีที่มีต้นทุนในการผลิตต่ า สามารถย่อยโปรตีนได้รวดเร็วและ
ให้กลิ่นรสที่ดี แต่ท าให้ทริปโตเฟน (Tryptophan) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนจ าเป็นถูกท าลาย สารละลายกรดที่นิยม
ใช้ในการย่อยโปรตีน ได้แก่ กรดซัลฟูริก และกรดไฮโดรคลอริก ซึ่งโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้จากการย่อยโปรตีน
ด้วยสารละลายกรดทั้งสองชนิดนี้จะมีเกลือซึ่งเป็นผลจากกระบวนการท าให้เป็นกลาง เป็นส่วนประกอบอยู่ด้วย 
โดยในการย่อยโปรตีนด้วยกรดซัลฟูริกจะเกิดเกลือแคลเซียมซัลเฟต และการย่อยโปรตีนด้วยกรดไฮโดรคลอริก
จะเกิดเกลือโซเดียมคลอไรด์ หรือโพแทสเซียมคลอไรด์ ในอุตสาหกรรมจึงนิยมใช้กรดไฮโดรคลอริกในการย่อย
โปรตีน เนื่องจากเกลือที่เกิดขึ้นในกระบวนการเป็นเกลือที่ใช้ในอาหารทั่วไป (Kristinsson and Rosco, 2000)  
 การย่อยโปรตีนด้วยสารละลายเบส สารละลายเบสที่นิยมใช้ในการย่อยโปรตีนได้แก่ สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ซึ่งหากย่อยในภาวะที่รุนแรงจะท าให้เกิดปฏิกิริยาราซิไมเซชั่น (Racemization) ของ
กรดอะมิโน โดยจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของกรดอะมิโนจาก L-Form เป็น D-Form ซึ่งร่างกาย
มนุษย์ไม่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ และท าให้เกิดสารประกอบดีไฮโดรอะลานีน (Dehydroalnine) ซึ่ง
สามารถท าปฏิกิริยากับกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ เกิดเป็นสารประกอบต่างๆ หลายชนิด เช่น ไลซิโนอะลานีน 
(Lysinoalanine) และแลนไธโอนีน (Lanthionine) เป็นต้น ท าให้สูญเสียสารอาหารที่ส าคัญ และ
สารประกอบทีเ่กิดข้ึนบางชนิดยังก่อให้เกิดสารพิษในอาหารอีกด้วย (Kristinsson and Rosco, 2000)  
 การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ท าได้โดยใช้เอนไซม์โปรติเอสตัดพันธะ          
เปปไทด์ในโมเลกุลของโปรตีนให้เป็นเปปไทด์สายสั้นลงและกรดอะมิโนอิสระ การย่อยโปรตีนด้ วยวิธีนี้มีข้อดี 
คือ เอนไซม์มีความจ าเพาะเจาะจงต่อสารตั้งต้นสูง จึงไม่จ าเป็นต้องใช้เอนไซม์ปริมาณมาก และสามารถย่อย
โปรตีนในภาวะที่ไม่รุนแรง นอกจากนี้การใช้เอนไซม์จะมีอัตราการย่อยสลายโปรตีนค่อนข้างสูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับการใช้กรดหรือด่าง การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรติเอสอาจท าให้เกิดสารประกอบที่มีรสขม
ได้ เนื่องจากการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนที่มีหมู่ไม่ชอบน้ า (Hydrophobic group) ในโมเลกุลโปรตีน เช่น 
ไอโซลิวซีน (Isoleucine), ฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine), ทริปโตเฟน (Tryptophan), ไทโรซีน (Tyrosine) 
และวาลีน (Valine) แต่เมื่อมีการควบคุมระดับการย่อยโปรตีนแล้วสารประกอบที่ให้รสขมนี้จะเกิดน้อยลง 
เพราะสายเปปไทด์ที่เกิดขึ้นจะเรียงตัวในลักษณะที่ไม่ก่อให้เกิดรสขม จึงสามารถควบคุมกลิ่นรสของผลิตภัณฑ์
ได้ด้วยการควบคุมระดับการย่อยโปรตีน (Kristinsson and Rosco, 2000) 
  เอนไซม์เข้ามามีบทบาทในกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑ์อาหารอย่างกว้างขวาง ในระดับอุตสาหกรรม
นิยมใช้เอนไซม์ในการดัดแปรโปรตีนมากกว่าการใช้สารเคมี เนื่องจากเอนไซม์แต่ละชนิด ให้ผลในการย่อย
สลายที่แตกต่างกันและมีความจ าเพาะต่อสับสเตรทสูง สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ภายใต้สภาวะไม่รุนแรงและไม่
ท าให้เกิดผลิตภัณฑ์อ่ืนที่ไม่ต้องการ เอนไซม์ที่ใช้ในการดัดแปรโปรตีนมีหลายประเภท ขึ้นกับการท างานของ
เอนไซม์แต่ละชนิด (ปราณี อ่านเปรื่อง, 2547) โปรติเอสเป็นเอนไซม์ประเภทไฮโดรเลส ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยา
การย่อยพันธะเปปไทด์ของโปรตีน โดยจะตัดพันธะเปปไทด์ของพอลิเปปไทด์ได้เป็นเปปไทด์ และกรดอะมิโน



13 

อิสระ เอนไซม์โปรติเอสสามารถแบ่งเป็นประเภทต่างๆ ได้หลายแบบ เช่น แบ่งตามลักษณะการตัดสายยาวของ
พอลิเปปไทด์ และการแบ่งตามกลไกการท างาน  
 การแบ่งตามลักษณะการตัดสายยาวของพอลิเปปไทด์ แบ่งได้เป็น 2 ประเภท ดังนี้ 

1) เอกซ์โซเปปติเดส (Exopeptidases) เป็นเอนไซม์ท่ีย่อยพันธะเปปไทด์ด้านปลายโซ่ของโมเลกุล ถ้า
เป็นการตัดพันธะทางปลายด้านกลุ่มอะมิโน เรียกว่าอะมิโนเปปติเดส (Aminopeptidase) ขณะที่การตัดพันธะ
ทางปลายด้านกลุ่มคาร์บอกซิล เรียกว่าคาร์บอกซีเปปติเดส (Carboxypeptidase) 

2) เอนโดเปปติเดส (Endopeptidase) เป็นเอนไซม์ที่ย่อยพันธะเปปไทด์อย่างอิสระภายในโซ่ของ
โมเลกุลโปรตีน ได้เป็นเปปไทด์สายสั้นๆ เอนโดเปปติเดสมีประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีนสูง เนื่องจากมี
ความจ าเพาะต่อสับเสตรทที่เป็นเปปไทด์โมเลกุลใหญ่หลายชนิด ท าให้สามารถย่อยโปรตีนได้อย่างรวดเร็ว 
(ปราณ ีอ่านเปรื่อง, 2547) 
 และการแบ่งตามกลไกการท างาน แบ่งได้เป็น 4 ประเภท ดังนี้  

1) ซีรีนโปรติเอส (Serine protease) เอนไซม์กลุ่มนี้จัดเป็นอัลคาไลน์โปรติเอส (Alkalli protease) 
มี pH ที่เหมาะสมในช่วง pH 7.0 – 11.0 เป็นพวกเอนโดเปปติเดส มีอนุมูลซีรีล (Seryl residue) และหมู่อิมิ
ดาโซล (Imidazole) อยู่ที่บริเวณเร่ง ถูกยับยั้งโดยไดไอโซโพรพิลฟอสโฟฟลูออไรด์  (di-Isopropyl-
phosphofluoride) ซึ่งท าปฏิกิริยากับหมู่ไฮดรอกซิลของอนุมูลเซริลในบริเวณเร่งของเอนไซม์ ตัวอย่าง
เอนไซม์ในกลุ่มนี้ได้แก่ อีลาสเตส (Elastase), ทรอมบิน (Thrombin) และทริปซิน (Trypsin) เป็นต้น   

2) ซัลไฮดริลโปรติเอส (Sulhydryl protease) หรือซีสเตอีนโปรติเอส (Cysteine protease) 
เอนไซม์กลุ่มนี้จัดเป็นนิวทรอลโปรติเอส (Neutral protease) มี pH ที่เหมาะสมในช่วง 6.0 - 7.5 เป็นพวก
เอนโดเปปติเดส มีอนุมูลซัลไฟดริลอยู่ที่บริเวณเร่ง ถูกยับยั้งโดยสารที่เรียกว่าสารซัลไฮดริล (Sulfhydryl 
reagent) ซึ่งจะท าให้อนุมูลซัลไฟดริลที่บริเวณเร่งได้รับความกระทบกระเทือน และอาจสูญเสียแอคติวิตีไปใน
ที่สุด เอนไซม์กลุ่มนี้จะเป็นเอนไซม์ที่สกัดได้จากพืชชั้นสูงและจุลินทรีย์บางชนิด  ตัวอย่างเอนไซม์กลุ่มนี้ได้แก่
โบรมีเลน (Bromelain) และปาเปน (Papain) เป็นต้น 

3) เมทัลโลโปรติเอส (Metalloprotease) เอนไซม์กลุ่มนี้จัดเป็นนิวทรอลโปรติเอส มี pH ที่เหมาะสม
คือ pH 7.8 เป็นพวกเอกซ์โซเปปติเดส เอนไซม์ในกลุ่มนี้เป็นโปรติเอสที่มีอิออนและโลหะรวมอยู่ในโมเลกุล
เอนไซม์หรือร่วมในปฏิกิริยาการย่อยโปรตีน โดยจะอยู่ในลักษณะโคแฟกเตอร์ ถูกยับยั้งด้วยสารจับอิออนของ
โลหะ (Metal chelating agent) เช่น 1,10-ฟีแนนโทรลีน (1, 10 – Phenanthroline) และ กรดเอทธิลลีนได
เอมีนเตตระอะซิติก (Ethylenediaminetetraacetic acid : EDTA) เป็นต้น ตัวอย่างเอนไซม์ในกลุ่มนี้ได้แก่ 
คาร์บอกซีเปปติเดส เอ (Carboxypeptidase A), คาร์บอกซีเปปติเดส บี (Carboxypeptidase B),                 
คาร์โนซิเนส (Carnosinase) และโปรลิเดส (Prolidase) เป็นต้น  

4) แอสปาติกโปรติเอส (Aspartic protease) เอนไซม์กลุ่มนี้จัดเป็นคาร์บอกซิลโปรติเอส (Carboxyl 
protease) และเอซิดโปรติเอส (Acid protease) มี pH ที่เหมาะสมในช่วง 2-4 มีหมู่คาร์บอกซิลจากอนุมูล
กรดแอสปาติค 2 อนุมูลอยู่ในบริเวณเร่ง ถูกยับยั้งโดยเปปสะเตติน (Pepstatin) เอนไซม์ส่วนใหญ่ในกลุ่มนี้เป็น
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เอนไซม์ที่ได้จากจุลินทรีย์ ตัวอย่างเอนไซม์กลุ่มนี้ เช่นเปปซิน (Pepsin) และเรนนิน (Rennin) เป็นต้น 
(Whitaker, 1994 อ้างถึงโดย ธันยพร จันทร์แสนโรจน์, 2550)  
 นอกจากนี้ในอุตสาหกรรมยังนิยมใช้เอนไซม์ทางการค้าในการย่อยโปรตีน โดยเอนไซม์เหล่านี้ส่วนใหญ่
ได้มาจากเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งเอนไซม์แต่ละชนิดจะมีคุณสมบัติและสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยโปรตีนแตกต่าง
กัน ตัวอย่างเอนไซม์ทางการค้า เช่น 

1) อัลคาเลส (Alcalase®) เป็นเอนไซม์ที่ได้จากจุลินทรีย์ Bacillus licheniformis เป็นเอนไซม์ใน
กลุ่มเอนโดเปปติเดส มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในช่วง 55-60 องศาเซลเซียส และมี pH ที่เหมาะสมในช่วง 8-8.5 
(Anonymous, 2000) 

2) ฟลาโวไซม์ (Flavourzyme®) เป็นเอนไซม์ที่ได้จากจุลินทรีย์ Aspergillus oryzae เป็นเอนไซม์ใน
กลุ่มเอนโดเปปติเดส และเอกโซเปปติเดส ท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้ไม่มีรสขม มีอุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 
50 องศาเซลเซียส และมี pH ที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 5-7 (Anonymous, 2000)  

3) นิวเตรส (Neutrase®) เป็นเอนไซม์ท่ีได้จากจุลินทรีย์ Bacillus amyloliquefaciens เป็นเอนไซม์
ในกลุ่มเอนโดเปปติเดส มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในช่วง 45-55 องศาเซลเซียส และมี pH ที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 
5.5-7 (Anonymous, 2000)  

4.2 ระดับการย่อยโปรตีน (Degree of hydrolysis, DH) 
 ระดับการย่อยโปรตีน เป็นดัชนีทีใ่ช้บ่งชี้ระดับการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ การติดตามค่า DH สามารถ
ท าได้หลายวิธีขึ้นอยู่กับความสะดวก ความเหมาะสม และระดับความละเอียดและเที่ยงตรงที่ต้องการ การ
วิเคราะห์และค านวณระดับการย่อยโปรตีนสามารถท าได้ 3 วิธี คือ การวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 
การวิเคราะห์กลุ่มแอลฟาอะมิโนอิสระ (Free -amino group) และการไตเตรทโปรตอนที่ถูกปลดปล่อย
ออกมา (Silvestre, 1997)  

1) การวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เหลืออยู่หลังจากตกตะกอนโปรตีน        
ไฮโดรไลเสตด้วยกรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid : TCA) สามารถวิเคราะห์ได้หลายวิธี ได้แก่ วิธี 
Kjeldhal การวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet : UV) ของเปปไทด์ที่มีหมู่วงแหวน 
และการวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 400 – 700 นาโนเมตร หลังจากผ่านปฏิกิริยาที่ท าให้เกิดสี เช่น 
ปฏิกิริยาไบยูเรต (Biuret) โดยระดับการย่อยโปรตีนสามารถค านวณได้จากสมการ (1) (Silvestre, 1997 อ้าง
ถึงโดย ธันยพร จันท์แสนโรจน์, 2550)   
 

 DH =     ปริมาณโปรตีนหลังจากการตกตะกอนด้วย TCA × 100             ………………    1  
                      ปริมาณโปรตีนทั้งหมด    
 

2) การวิเคราะหก์ลุ่มแอลฟาอะมิโนอิสระ โดยทั่วไปจะนิยมใช้วิธีไตเตรท (Formal titration) ซึ่งจะใช้
สารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ (Formaldehyde) ท าปฏิกิริยากับกรดอะมิโน แล้วไตเตรทด้วยสารละลายเบส โดย
ใช้ฟีนอฟทาลีนเป็นอินดิเคเตอร์ (เปลี่ยนสีที่ pH 9.2) อัตราส่วนระหว่างแอลฟาอะมิโนไนโตรเจนอิสระ (Free 
α- amino nitrogen) กับปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดที่ได้จากการวิเคราะห์สามารถประมาณค่าระดับการย่อย
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โปรตีนที่ เ พ่ิมขึ้นได้  นอกจากนี้สารประกอบที่ท าปฏิกิริยาเฉพาะกับหมู่อะมิ โน เช่น Ninhydrine, 
Trinitrobenzene Sulfonic acid (TNBS), Polychroniadou, Fluorescamin และOrthiphtaldehyde 
(OPA) ก็สามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์ระดับการย่อยโปรตีนได้เช่นกัน โดยวิธีเก่าแก่ที่สุดคือการใช้ 
Ninhydrine เมื่อท าปฏิกิริยากับกรดอะมิโนแล้วจะได้สารประกอบสีน้ าเงินเข้ม วิธีนี้เป็นวิธีที่มีความไวสูง แต่มี
ข้อเสียหลายอย่าง เช่น สารเคมีที่ใช้ไวต่อออกซิเจน มีการรบกวนจากแอมโมเนีย ค่าที่ได้จากแบลงค์สูง และใช้
เวลาในการวิเคราะห์นาน (Moore และ Stein, 1948 อ้างถึงโดย  ธันยพร จันทร์แสนโรจน์, 2550)  ส่วน 
TNBS นั้นเป็นสารที่จ าเพาะต่อ Primary amino groups ท าการวิเคราะห์โดยผสม TNBS กับโปรตีนไฮโดรไล
เสตแล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 420 
นาโนเมตร ข้อเสียของวิธีนี้คือ ใช้เวลาในการวิเคราะห์นานสารเคมีที่ใช้อาจปนเปื้อนด้วย Picric acid ท าให้
ค่าที่ได้จาก Blank สูง TNBS ไม่เกิดปฏิกิริยากับ Proline และ Hydroxyproline และ TNBS สามารถท า
ปฏิกิริยากับ amino group ของ lysine ได้ (ธันยพร จันทร์แสนโรจน์, 2550)  สารประกอบอีกสองชนิด คือ  
Fluorescamin และ OPA เมื่อท าปฏิกิริยากับกรดอะมิโนแล้วจะท าให้สามารถวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนได้
ด้วยวิธี Fluorometry ซ่ึงวิธีนี้จะให้ความไวสูง แต่มีข้อเสีย คือ อนุพันธ์ของกรดอะมิโนที่เกิดขึ้นจะมีความ
เสถียรต่ า (Church et al., 1985 อ้างถึงโดย ธันยพร จันทร์แสนโรจน์,  2550) โดยระดับการย่อยโปรตีนสาร
มารถค านวณได้จากสมการ (2)   
 

 DH =     (Lt – L0)    × 100                                        …………………   2  
          (Lmax – L0)  
  

 Lt =  ปริมาณ α- amino acid ที่เวลา t    
 L0 =  ปริมาณ α- amino acid เริ่มต้น  
 Lmax =  ปริมาณ α- amino acid หลังจากย่อยโปรตีนเสร็จแล้ว  
 

3) การไตเตรทโปรตรอนที่ถูกปลดปล่อยออกมาระหว่างการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เรียกว่าเทคนิค 
pH-Stat ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นในภาวะที่เป็นกลางหรือเป็นเบสเล็กน้อย ซึ่งท าให้หมู่อะมิโนหลุดออกมาและมีการ
ปลดปล่อยโปรตอน ซึ่งท าให้ pH ของโปรตีนไฮโดรไลเสตลดลง ดั้งนั้นจึงต้องมีการเติมสารละลายเบสอย่าง
ต่อเนื่องเพ่ือรักษาระดับของ pH ให้เป็นไปตามต้องการด้วย Sodium hydroxide หรือ Calcium hydroxide 
โดยระดับการย่อยโปรตีนสามารถค านวณจากปริมาณสารละลายเบสที่ใช้ระหว่างท าปฏิกิริยา ดังสมการ ( 3) 
(ธันยพร จันทร์แสนโรจน์, 2550)   

 

 DH = B × Nb × 1/Mb × 1/α × 100/ htot                      ………………….   3  
 

 B =  ปริมาณเบสที่ใช้ (มิลลิลิตร) 
 Nb =  ความเข้มข้นของเบสที่ใช้ (N)  
 Mb =  มวลของโปรตีน (กรัม) 
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 1/α =  ค่า Calibration ส าหรับ pH – stat 
 htot     =  จ านวนพันธะเปปไทด์ในโปรตีน  
 

วิธีการนี้จะใช้ในการวัดระดับการย่อยโปรตีนอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย รวดเร็ว และไม่ท าให้โปรตีน
เสียสภาพ แต่ค่าระดับการย่อยโปรตีนที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้จะเป็นค่าสัมพัทธ์และหากต้องการความ
ถูกต้องแม่นย าจะต้องตรวจสอบด้วยวิธีอ่ืนๆ เช่น TNBS หรือ OPA (Silvestre, 1997 อ้างถึงโดย ธันยพร 
จันทร์แสนโรจน์, 2550)  
 4.3 สมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
 สมบัติเชิงหน้าที่ คือ สมบัติทางเคมีหรือทางกายภาพที่มีผลต่อพฤติกรรมของโปรตีน ในอุตสาหกรรม
อาหารมีการน าโปรตีนที่ผ่านการไฮโดรไลเสตมาเป็นใช้ส่วนประกอบอย่างมากมาย ทั้งนี้เพ่ือเป็นการปรับปรุง
คุณภาพและรสสัมผัสของอาหาร หรือเพ่ือเป็นการเพ่ิมคุณค่าให้กับอาหาร โดยลักษณะเฉพาะของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจะมีผลโดยตรงต่อสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของโปรตีนที่ใช้เป็นส่วนประกอบในอาหาร 
(Kristinsson and Rasco, 2000) ดังนั้นการน าโปรตีนไฮโดรไลเสตไปใช้ในอาหารต่างๆ นั้นจะต้องค านึงถึง
สมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วย โปรตีนไฮโดรไลเสตถูกน ามาใช้เป็นส่วนผสมในอาหารสามารถท า
หน้าที่ส าคัญต่างๆ ได้หลายประการ (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2551) 
 สมบัติการละลาย (Solubility) ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสต เป็นคุณสมบัติที่
ส าคัญและมีผลต่อคุณสมบัติเชิงหน้าที่อ่ืนๆ เช่น ความหนืด การเกิดโฟม อิมัลชัน และการเกิดเจลของ
ผลิตภัณฑ์ เนื่องจากองค์ประกอบของอาหารโดยส่วนใหญ่คือน้ า โปรตีนที่สามารถยึดจับน้ าหรือละลายน้ าได้จึง
สามารถรวมตัวเข้ากับอาหารและแสดงคุณสมบัติเชิงหน้าที่ได้ โปรตีนที่น ามาใช้ประโยชน์เชิงหน้าที่จึงควรจะมี
ความสามารถในการละลาย การวิจัยส่วนมากจึงใช้ความสามารถในการละลายของโปรตีนบ่งชี้คุณภาพของ
โปรตีน หรือโครงสร้างของโปรตีนทางอ้อม  ปัจจัยที่มีผลต่อการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสต  คือสัดส่วนของ
ส่วนที่ชอบน้ าและส่วนที่ไม่ชอบน้ าของผิวหน้าโปรตีน พีเอช อุณหภูมิ ค่าความแรงของอิออน (Ionic strength) 
ค่าความเข้มข้นของโปรตีน และสารประกอบอ่ืนๆ เช่น โลหะ หรือ ตัวท าละลายอินทรีย์  นอกจากนี้ปริมาณ
ไขมันที่มีอยู่ในโปรตีนไฮโดรไลเสตก็มีผลต่อความสามารถในการละลายเช่นกัน โดยถ้ามีปริมาณไขมันอยู่มากจะ
ท าให้ความสามารถในการละลายลดลง (Kristinsson and Rasco, 2000) 
  พรชนัน เที่ยวทั่ว (2548) ศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนโอคาราที่ถูกดัดแปรด้วยเอนไซม์อัลคาเลส
ที่ความเข้มข้น 1 กรัมเอนไซม์ต่อโปรตีนโอคารา 100 กรัม พบว่าโปรตีนโอคาราที่ถูกดัดแปรด้วยเอนไซม์อัล
คาเลส มีความสามารถในการละลายดีขึ้น แต่ไม่ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงค่าพ้ืนผิวที่ไม่ชอบน้ า (Surface 
hydrophobicity)  
  Clemente และคณะ (1999) ศึกษาสมบัติในการละลายของโปรตีนถั่วลูกไก่ (Chickpea) 4 แบบ คือ 
โปรตีนถั่วลูกไกแ่บบเข้มข้น, โปรตีนถั่วลูกไกท่ี่ผ่านการย่อยโดยใช้เอนไซม์ฟลาโวไซม์, โปรตีนถั่วลูกไก่ที่ผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลส และโปรตีนถั่วลูกไก่ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ผสมของเอนไซม์อัลคาเลสและ
เอนไซม์ฟลาโวไซม์ พบว่าโปรตีนถั่วลูกไก่มีการละลายดีขึ้นเมื่อโปรตีนถั่วผ่านการย่อยด้วยใช้เอนไซม์ โดย
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โปรตีนถั่วลูกไก่ ที่ผ่านการดัดแปรด้วยเอนไซม์อัลคาเลสมีค่าการละลายที่ร้อยละ 100 ที่ pH อยู่ในช่วง 7-8 
ในขณะที่การใช้เอนไซม์ฟลาโวไซม์มีระดับการย่อยร้อยละ 27 ที่ pH 7 และพบว่าการใช้เอนไซม์อัลคาเลส
ร่วมกับเอนไซม์ฟลาโวไซม์ในการดัดแปรโปรตีนถั่วลูกไก่ท าให้กราฟแสดงค่าการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเส
ตจากถ่ัวลูกไก่เปลี่ยนจากลักษณะกราฟแบบรูปตัวยูให้เป็นแบบแนวราบ ดังแสดงให้เห็นในภาพที่ 2 
 

 
 
ภาพที่ 2 การละลายของโปรตีนจากถ่ัวลูกไก ่(Chickpea) และโปรตีนถั่วลูกไกไ่ฮโดรไลเสต CPI, FCPH, ACPH 
และ AFCPH คือ โปรตีนถั่วลูกไก่ Isolate, โปรตีนถั่วลูกไก่ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์, โปรตีนถั่ว
ลูกไก่ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและโปรตีนถั่วลูกไก่ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสร่วมกับ
เอนไซม์ฟลาโวไซม์ ตามล าดับ   
ที่มา: Clemente และคณะ (1999) 
 
 Walsh และคณะ (2003) ศึกษาการปรับปรุงสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนถั่วเหลืองด้วยเอนไซม์อัล
คาเลส พบว่าเอนไซม์อัลคาเลสสามารถปรับปรุงสมบัติการละลายของโปรตีนถั่วเหลืองได้ที่ระดับการย่อยร้อย
ละ 20 โปรตีนที่ได้มีค่าการละลายเพ่ิมข้ึนโดยเฉพาะในช่วง pH 3-5 และลดต่ าลงในช่วง  pH 6-8  
 Govindaraju และ Srinivas (2004) ได้ศึกษาสมบัติสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนอะราชิน (Arachin) ที่
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์กลุ่มโปรติเอส พบว่าที่ระดับการย่อยสลายสูงขึ้นโปรตีนที่ได้มีค่าการละลายเพ่ิมขึ้นอยู่
ในช่วงร้อยละ 55-60 ส่วนที่ระดับการย่อยสลายต่ าโปรตีนที่ได้มีค่าการละลายเพ่ิมขึ้นในช่วงร้อยละ 14-16 
ในช่วง pH 4-4.5  
  Klompong และคณะ (2007) ศึกษาความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลา   
ข้างเหลือง (Selavoides leptolepsis) ที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ฟลาโวไซม์ที่
ระดับการย่อยของโปรตีน 3 ระดับ คือ ร้อยละ 5, 15 และ 25 พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการ
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ละลายสูงสุดเมื่อระดับการย่อยโปรตีนเท่ากับร้อยละ 25 และจากการทดสอบอิทธิพลของค่า pH ในช่วง 2-12 
ต่อความสามารถในการละลาย พบว่าที่ pH เท่ากับ 4 ค่าความสามารถในการละลายจะต่ าที่สุด ในขณะที่ pH 
ในช่วง 8-11 ค่าการละลายได้มากที่สุด ส่วนโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์มีค่าการละลาย
สูงสุดในช่วง pH เท่ากับ 6-8  
  Thiansilakul และคณะ (2007) ศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้จากปลาทูแขก 
(Decapterus maruadsi) และตรวจสอบค่าการละลายของโปรตีนดัดแปรที่ได้ด้วยวิธีการตรวจสอบ 
Nitrogen solubility index (NSI) พบว่าโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ มีค่า NSI เท่ากับ
ร้อยละ 99   
 สมบัติการเกิดฟอง (Foaming properties) สมบัติการเกิดฟองของโปรตีน หมายถึงความสามารถ
ของโปรตีนที่ท าให้เกิดพ้ืนที่ผิวสัมผัสระหว่างอากาศกับของเหลว และรักษาความคงตัวให้กับฟิล์มไม่ให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงเนื่องจากแรงกระท าจากภายนอก ผลิตภัณฑ์อาหารที่ต้องการสมบัติการเกิดฟอง ได้แก่ ไอศกรีม 
เค้ก และเมอร์แรงจ์ เป็นต้น สมบัติการเกิดฟองจะแตกต่างกันข้ึนอยู่กับโครงสร้างพ้ืนผิวที่ไม่ชอบน้ าของโปรตีน 
ประจุ และค่าจุดไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric point) ของโปรตีน เช่น Globular protein จะเพ่ิมความคงตัว
ของการเกิดฟอง (Foaming stability) ในขณะที่ Fibrous protein จะช่วยให้เกิด Interfacial ของโปรตีน
ระหว่างอากาศกับของเหลวอย่างรวดเร็วท าให้เกิด Foaming activity สูง (Damodaran and Paraf, 1997) 
โปรตีนท าหน้าที่สร้างความคงตัวให้กับโครงสร้างของฟอง ซึ่งกลไกการเกิดฟองของโปรตีน คือโปรตีนละลายใน
ของเหลวและละลายตัวออกเป็นรูปวงแหวนตรงยาว หรือปลายงอน เมื่อตีอัดอากาศเข้าไป โปรตีนจะห่อหุ้ม
โมเลกุลของก๊าซไว้ในลักษณะเป็นแผ่นฟิล์ม โดยหันด้านไม่มีข้ัวสู่อากาศ หันด้านมีข้ัวสู่น้ า ซึ่งโครงสร้างของฟอง
โดยทั่วไปจะไม่เสถียรถา้ฟองมีขนาดเล็กเกินไป เพราะโปรตีนแต่ละสายพยายามจะจัดเรียงตัวเองเข้าที่เดิมหาก
โมเลกุลอยู่ใกล้กัน ในทางกลับกัน หากฟองมีขนาดใหญ่เกินไป ฟองจะยุบตัวได้ง่าย เกิดการแตกของโครงสร้าง
ได้รวดเร็ว ทั้งนี้เพราะฟิล์มโปรตีนไม่หนาแน่นและแข็งแรงพอ ท าให้อากาศภายในดันออกได้ง่าย Cherry และ 
Mc Watters (1981) ได้สรุปลักษณะของโปรตีนที่มีคุณสมบัติการเกิดฟองได้ดี และช่วยให้ฟองมีความคงตัว
ดังนี้ คือ ละลายได้ดี ยึดอยู่ในชั้นระหว่างอากาศและน้ าได้ดี คลายเกลียวและเรียงตัวเป็นระเบียบในชั้นระหว่าง
อากาศและน้ าได้ตลอดเวลา และยึดโมเลกุลข้างเคียงได้หนาแน่น แต่ยืดหยุ่นรองรับแรงอัดอากาศเข้าและออก
ได้ด ีจะได้ฟองที่มีความคงตัว สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนพิจารณาจาก Formability หรือ Foam capacity 
ของโปรตีน  
  Lawal และคณะ (2007) ศึกษาผลของ pH (2-10) ต่อสมบัติการเกิดฟองของโปรตีนถั่วหรั่ง ที่ไม่ผ่าน
การดัดแปรและโปรตีนถั่วหรั่ง ที่ผ่านการดัดแปรด้วยสารเคมี 2 ชนิด คืออะซิติเลท (Acetylated) และ 
Succinylated พบว่าที่ pH เท่ากับ 10 ความสามารถในการเกิดฟองของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรด้วย 
Succinylated มีความสามารถในการเกิดฟองของโปรตีนสูงที่สุด รองลงมาคือโปรตีนที่ผ่านการท่านการดัด
แปรด้วยสาร Acetylated ส่วนความสามารถในการคงตัวของฟองพบว่า โปรตีนที่ผ่านการดัดแปรทั้ง 2 แบบมี
การคงตัวของฟองมากที่สุด ที่ pH เท่ากับ 2 รองลงมาคือโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปรที่ pH เท่ากับ 4  
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  Chabanon และคณะ (2007) ศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีน Rapeseed 
ที่ผลิตโดยใช้เอนไซม์อัลคาเลส พบว่าโปรตีนที่ผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสที่ระดับการย่อย
โปรตีนเท่ากับ 5 มีความสามารถในการเกิดฟองมากที่สุดและพบว่าที่ระดับการย่อยเท่ากับ 10 โปรตีนไฮโดรไล
เสตมีความคงตัวของฟองดีที่สุดที่เวลา 10, 30 และ 120 นาทีตามล าดับ  
  Taha และ Ibrahim (2002) ศึกษาผลของระดับการย่อย (%DH) ต่อสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนถั่ว
เหลือง โปรตีนจากเมล็ดงา และโปรตีนจากจมูกข้าว โดยใช้เอนไซม์ปาเปนและโบรมิเลน พบว่าโปรตีนจากพืช
ทั้ง 3 ชนิดที่ไม่ผ่านการย่อย (DH = 0) มีความสามารถในการเกิดฟองน้อยที่สุด รองลงมาคือโปรตีนจากจมูก
ข้าวที่ย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปนและโปรตีนจากถั่วเหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลนที่ระดับการย่อย
ร้อยละ 8.8 และ 7.3 ตามล าดับ Radha และคณะ (2007) เปรียบเทียบสมบัติการเกิดฟองของโปรตีนและ
โปรตีนไฮโดรไลเสต จากพืช 3 ชนิด (โปรตีนถั่วเหลือง โปรตีนงาและโปรตีนถั่วลิสง) พบว่าความสามารถและ
ความคงตัวของฟองโปรตีนที่ผ่านการย่อยมีค่าสูงกว่าโปรตีนผสมที่ไม่ผ่านการย่อย ซึ่งมีค่าความสามารถในการ
เกิดฟองและค่าความคงตัวของฟองเท่ากับ ร้อยละ 122  และ 90 มิลลิลิตร ตามล าดับ โดยโปรตีนจากถั่วลิสง 
มีค่าความสามารถในการเกิดฟองและค่าความคงตัวของฟองต่ าที่สุดดังแสดงให้เห็นในตารางที่ 7 
 
ตารางที่ 7 ค่าความสามารถในการเกิดฟองและค่าความคงตัวของฟองของโปรตีนจากพืช และโปรตีนพืช
ไฮโดรไลเสต  

   ชนิดโปรตีน 
ความสามารถในการเกิดฟอง ความคงตัวของฟอง 

(FC) (ร้อยละ) (FS) (มิลลิลิตร) 

โปรตีนไฮโดรไลเสตผสม 122 ± 5 90 ± 3 

โปรตีนผสม 42 ± 2 34 ± 2 

โปรตีนถั่วเหลือง 56 ± 3 42 ± 2 

โปรตีนถั่วลิสง 40 ± 2 10 ± 1 

โปรตีนจากงา 52 ± 3 16 ± 2 

ที่มา: Radha และคณะ (2007) 
  
 สมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ โปรตีนมีคุณสมบัติเป็นอิมัลซิไฟเออร์ที่ส าคัญในอาหาร โดยโปรตีนที่
ละลายน้ าสามารถเคลื่อนที่ไปยังส่วนที่อยู่ระหว่างเฟสของน้ าและน้ ามันและโปรตีนจะจัดเรียงตัวระหว่างเฟส
โดยหันเอาส่วนที่ไม่ชอบน้ าเข้าสู้ส่วนน้ ามัน และหันด้านที่ชอบน้ าไปยังเฟสน้ า โดยโปรตีนอาจมีการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างที่บริเวณระหว่างเฟสและอาจจัดรูปแบบโครงสร้างต่างๆ กัน เช่น เทรนลูป (Train 
loop) หรือ เทรล (Tail) ซึ่งล้วนมีผลต่อคุณสมบัติการเกิดอิมัลชันรวมทั้งความคงตัวของอิมัลชัน ปัจจัยที่มีผล
หรือมีบทบาทก าหนดคุณสมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีน ได้แก่ ความสามารถในการละลายของ
โปรตีน คุณสมบัติการไม่ชอบน้ าบริเวณพ้ืนผิว (Surface hydrophobicity) การสูญเสียสภาพของโปรตีน 
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รวมทั้งปัจจัยอ่ืนๆ เมื่อโปรตีนถูกย่อยเกิดเป็นเปปไทด์ที่มีโมเลกุลสายสั้นลงท าให้สามารถเคลื่อนที่ได้รวดเร็ว 
และเคลื่อนที่ไปยังบริเวณพ้ืนผิวเม็ดน้ ามัน โดยหันส่วนที่ไม่มีขั้วเข้าหาเม็ดน้ ามันและหันส่วนที่มีขั้วเข้าหาเฟส
น้ าท าให้เกิดอิมัลชันขึ้น ความสามารถในการเกิดอิมัลชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจะขึ้นอยู่กับระดับการย่อย
โปรตีน ความเป็นกรดเบส เอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยโปรตีน และคุณสมบัติการไม่ชอบน้ าบริเวณพ้ืนผิว (Surface 
hydrophobicity : S0) เป็นต้น โดยความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีนจะมีค่าต่ า ณ จุดไอโซอิ
เล็กทริก (Kristinsson and Rasco, 2000) สมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์พิจารณาจากค่า Emulsifying 
activity index (EAI) ซึ่งจะใช้ประมาณความสามารถของโปรตีนในการช่วยให้เกิดอิมัลชันและประมาณความ
คงตัวของอิมัลชันโดยใช้ค่า Emulsion stability index (ESI) โดยทั้งสองค่าค านวณมาจากการตรวจวัดความ
ขุ่นของอิมัลชันที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร  
  กระบวนการเกิดอิมัลชันเป็นกระบวนการหรือคุณสมบัติอันดับต้นๆที่เป็นองค์ประกอบอยู่ใน
กระบวนการผลิตอาหาร  อิมัลชัน คือ ระบบของเหลวตั้งแต่สองชนิดขึ้นไปที่ไม่ละลายซึ่งกันและกัน โดยมี
ของเหลวชนิดหนึ่งกระจายตัวในลักษณะหยดกลมเล็กๆ อยู่ในของเหลวอีกชนิดหนึ่ง ระบบของอิมัลชั่นจะแบ่ง
ตามลักษณะการกระจายตัว ถ้าระบบเป็นหยดน้ ามันกระจายอยู่ในน้ า เรียกว่า อิมัลชั่นแบบน้ ามันในน้ า (Oil-
in-water, O/W) ถ้าระบบเป็นหยดน้ ากระจายในน้ ามัน เรียกว่า อิมัลชั่นแบบน้ าในน้ ามัน (Water-in-oil, 
W/O) (Dickinson and Stainsby, 1982) โปรตีนท าหน้าที่เป็นอิมัลซิไฟเออร์ของระบบโดยมีการจัดเรียงส่วน
ที่เป็น Hydrophobic ของโมเลกุลโปรตีนที่ผิวสัมผัสระหว่างน้ ากับน้ ามัน (Clemente et al., 1999 อ้างถึง
โดย ธันยพร จันทร์แสนโรจน์, 2550) ความสามารถในการเกิดอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจะขึ้นอยู่
กับระดับการย่อยโปรตีน ความเป็นกรดเบส เอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยโปรตีน และ Surface hydrophobicity 
(S0) เป็นต้นโดยความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีนจะมีค่าต่ า ณ จุดไอโซอิเล็กทริก  
(Kristinsson and Rasco, 2000) 
  Chabanon และคณะ (2007) ศึกษาความสามารถในการเป็นสารอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีนไฮโดรไล
เสตที่ผลิตจากโปรตีน Rapeseed โดยใช้เอนไซม์อัลคาเลส พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้มีความสามารถใน
การเป็นสารอิมัลซิไฟเออร์และค่าความคงตัวของการเกิดอิมัลชั่นดีกว่าโปรตีน Rapeseed ที่ไม่ผ่าน
กระบวนการย่อย นอกจากนี้ได้ศึกษาโดยการแยกโปรตีน  2 ชนิดจากโปรตีน Rapeseed คือ โปรตีนโกลบูลิน
และโปรตีนอัลบูมิน พบว่าที่ระดับการย่อยโปรตีนร้อยละ 5 โปรตีนโกลบูลินมีค่าความสามารถในการเป็นสาร
อิมัลซิไฟเออร์และค่าความคงตัวของการเกิดอิมัลชั่นดีที่สุด คือเท่ากับร้อยละ 50 ± 2 และที่ร้อยละ 45 ± 4 
ตามล าดับ ส่วนโปรตีนอัลบูมิน มีค่าความสามารถในการเป็นสารอิมัลซิไฟเออร์ได้ดีที่สุดที่ระดับการย่อยร้อยละ 
10 คือ เท่ากับร้อยละ 54 ± 1 และมีค่าความคงตัวของการเกิดอิมัลชั่นที่ระดับย่อยร้อยละ 5 คือเท่ากับร้อยละ 
69 ± 9  
  Nalinanon และคณะ (2011) ศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเนื้อปลาทรายแดง 
(Ornate threadfin bream) ที่ผลิตโดยเอนไซม์เปปซินที่สกัดได้จากปลาโอแถบ (Skipjack tuna) พบว่าที่
ระดับความเข้มข้นของโปรตีนร้อยละ 0.10 และระดับการย่อยร้อยละ10 มีค่าความสามารถในการเป็นสารอิมัล
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ซิไฟเออร์ (Emulsion activity index หรือ EAI) และค่าความคงตัวของการเกิดอิมัลชั่น (emulsion stability 
index หรือ ESI) มากที่สุด คือ 116 ± 2.6 ตารางเมตร/กรัม และ 25.8 ± 2.2 นาที ตามล าดับ  
  Klompong และคณะ (2007) ศึกษาสมัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต จากปลาข้างเหลือง 
(Yellow stripe trevally) ที่ผลิตด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ฟลาโวไซม์ พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่
ผลิตโดยเอนไซม์อัลคาเลสมีค่าความสามารถในการเป็นสารอิมัลซิไฟเออร์ และค่าความคงตัวของอิมัลชั่นดีที่สุด
ที่ระดับการย่อยโปรตีนเท่ากับ ร้อยละ 5 ที่ pH เท่ากับ 10 และ 8 ตามล าดับ  
  ธันยพร จันทร์แสนโรจน์ (2550) ศึกษาการผลิตและสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอย
เป๋าฮือ (Haliotis asinina) พบว่าโปรตีนไฮโดรเลเสตที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์มีความสามารถ
ในการเป็นอิมัลไฟเออร์สูงกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและอิมัลชั่นที่เกิดขึ้นมี
ความคงตัวดีกว่า นอกจากนี้ยังพบว่าการเติมเกลือที่ระดับความเข้มข้น 0.10 โมล์ มีผลต่อความสามารถในการ
เป็นอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีนไฮโดรไลเสตและความคงตัวของอิมัลชั่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  และเมื่อ
เปรียบเทียบกับความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของ Bovine serum albumin (BSA) พบว่าโปรตีน
ไฮโดรไลเสตที่ได้มีความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์สูงกว่าแต่มีความคงตัวของอิมัลชั่นที่ใกล้เคียงกัน 
 
 4.4 การออกฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนแหล่งต่างๆ หลายชนิด เช่น โปรตีนเคซีนในนม 
โปรตีนข้าวโพด โปรตีนไข่แดง โปรตีนกล้ามเนื้อปลา โปรตีนจากกล้ามเนื้อหมู โปรตีนซีรัมอัลบูมินจากเลือดวัว 
คอลลาเจน โปรตีนเวร์ โปรตีนกลูเตนจากแป้งสาลี และโปรตีนจากถั่วหลายชนิด มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 
(Zhang et al., 2009)  โดยพบว่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตขึ้นกับหลาย
ปัจจัย เช่น สภาวะในขั้นตอนการสกัดแยกโปรตีน ชนิดของโปรตีน ระดับการย่อย องค์ประกอบของกรด      
อะมิโนและเปปไทด ์ 
 ในการวิเคราะห์สมบัติการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตจะมีปัจจัยหลายประการที่
มีอิทธิพลต่อการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในอาหาร เช่น สภาวะการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน และสภาวะทาง
กายภาพของสารตั้งต้นของปฏิกริยาออกซิชัน เป็นต้น เนื่องจากอิทธิพลดังกล่าว จึงท าให้ไม่สามารถใช้วิธี
ทดสอบเพียงวิธีเดียวในการตรวจสอบสมบัติการต้านออกซิเดชันของสารใดๆ ได้ วิธีที่ใช้ในการวิเคราะห์
ความสามารถในการต้านปฏิริยาออกซิเดชัน หรือความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระมีหลายวิธี แต่ที่นิยมใช้
ทดสอบ มีดังนี้  

1. ABTS free radical scavenging method 
ABTS+ เป็นอนุมูล อิสระที่มีประจุบวก เกิดจากสาร ABTS (2,2-Azino-bis-(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) ถูกออกซิไดส์ด้วยโพแทสเซียมเปอรซัลเฟต ใหกลายเปน ABTS+• (อนุมูล
อิสระ) ซ่ึงเปนอนุมูลที่มีสีน้ าเงินแกมเขียว ที่สามารถดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ถ้าโปรตีน
ไฮโดรไลเสตที่ใช้ทดสอบมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระ ABTS+ อัตราการเกิดสารละลายสีน้ าเงินแกม
เขียวจะช้าลง ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นแสดงดังนี้ (Landrault et al., 2001). 
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ABTS+ + metmyoglobin (ไม่มีสี)    ABTS+

 (สีเขียวแกมน้ าเงิน) 
 
                         ABTS+

     ABTS (ไม่มีสี) 
 

2. DPPH radical scavenging method 
DPPH (2,2-Diphenyl-1-pieryl-hydrozyl) เป็นอนุมูลอิสระสังเคราะห์ที่นิยมน ามาใช้ในการ

ตรวจวัดความสามารถในการต้านออกซิชันของโปรตีนไฮโดรไลเสต มีหลักการคือ เมื่ ออนุมูลอิสระ DPPH ท า
ปฏิกิริยากับสารที่มีคุณสมบัติในการต้านออกซิเดชัน จะมีผลท าให้อนุมูลอิสระ DPPH มีความเสถียร เนื่องจาก
ได้รับไฮโดรเจนอะตอมจากโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีคุณสมบัติต้านออกซิเดชัน และจะเกิดการเปลี่ยนแปลงสีจาก
สีม่วงแดงไปเป็นไม่มีสี หรือมีสีจางลง ซึ่งตรวจวัดได้จากค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
(Maisuthisakul et al., 2007) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นแสดงดังนี้ 

 
DPPH (สีม่วงแดง) + AH (antioxidant)    DPPH-H (ไม่มีสี) + A 
DPPH (สีม่วงแดง) + R  (radical species)    DPPH-R (ไม่มีสี)  

 
  สุภาวดี ทรัพย์สิริไพบูลย์ (2550) ศึกษาความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชันของโปรตีนถั่ว
เหลืองสกัดที่ย่อยด้วยวิธีทางเคมีและใช้เอนไซม์ พบว่าโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ผ่านการดัดแปรด้วยเอนไซม์ มี
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ท าลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของกรดไขมันลิโนเลอิกเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ไม่ผ่าน
การย่อย และจะมีฤทธิ์เพ่ิมขึ้นเมื่อระยะเวลาในการการย่อยและความเข้มข้นของโปรตีนไฮโดรไลเสตเพ่ิมขึ้น 
นอกจากนี้พบว่าโปรตีนถั่วเหลืองไฮโดรไลเสตที่ย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสมีแนวโน้มให้ความสามารถในการ
ท าลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันลิโนเลอิกสูง
กว่าโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปน  
 Zhang และคณะ (2009) พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้จากเอนโดสเปิรม์ของข้าวมีกิจกรรมใน
การจับอนุมูลอิสระ 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ได้เทียบเท่ากับกิจกรรมของ -Tocopherol 
และยังสามารถยับยั้งการเกิดออโต้ออกซิเดชั่น (Auto oxidation ในระบบจ าลอง Linoleic acid ได้ ร้อยละ 
82.09 ซึ่งใกล้เคียงกับกิจกรรมการยังยั้งของ -Tocopherol ที่ยับยั้งได้ร้อยละ 86.35 นอกจากนี้โปรตีน
ไฮโดรไลเสตที่ผลิตจากเอนโดสเปิร์มของข้าวสามารถจับโลหะในรูป Ferrous ion ได้ถึง 1000 ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร  
 Tang และคณะ (2009) ศึกษากิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตจากเมล็ด 
Buckwheat ด้วยเอนไซม์อัลคาเลส พบว่ากิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระมีค่าสูงขึ้นเมื่อระดับการย่อยสูงขึ้น 
(ร้อยละ 0 ถึง ร้อยละ 15) และสามารถต้านการเกิดออกซิเดชันเนื่องจาก Linoleic acid peroxide ได้ดี 

H2O2 

Protein hydrolysate 
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นอกจากนี้พบว่าปริมาณการยับยั้งอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้มีความสัมพันธ์โดยตรงกับปริมาณ 
Polyphenol ที่สูงขึ้นเมื่อระดับการย่อยสูงขึ้น อย่างไรก็ตามการใช้ประโยชน์จากโปรตีนไฮโดรไลเสตนั้นนอก
จากจะให้ผลดีในด้านการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระแล้ว ยังต้องมีคุณค่าทางโภชนาการและมีสมบัติเชิงหน้าที่ที่ดี
อีกด้วย 
 Nalinanon และคณะ (2011) พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตจากกล้ามเนื้อปลาตาหวานที่ผลิตโดยใช้
เอนไซม์เปปซินที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 20 มีกิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระในรูป ABTS และ DPPH ได้
สูงที่สุด ส่วนกิจกรรมการจับไออนโลหะจะเพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมระดับการย่อย และเมื่อท าการแยกเปปไทด์โดยใช้
เทคนิค Size exclusion chromatography พบว่าเปปไทด์ที่มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 1.3 kDa มี
ความสามารถในการต้านอนุมุลอิสระได้สูงที่สุด   
  ปัจจุบันนี้มีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเมล็ดพืชมากขึ้นโดยเฉพาะจากเมล็ดพืชน้ ามัน  จึงท าให้มี
งานวิจัยที่มุ่งศึกษาถึงผลและประโยชน์ในเชิงสุขภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสตมากขึ้น (Zhu et al., 2006; 
Chabanon et al., 2007; Yoshie-Stark et al., 2008)  ยกตัวอย่างเช่น โปรตีนไฮโดรไลเสตช่วยลดความดัน 
ผลของโปรตีนไฮโดรไลเสตต่อการส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ผลของโปรตีนไฮโดรไลเสตต่อต้านภาวะ
คลอเลสเตอรอลสูงและการใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ เป็นต้น (Yoshie-Stark and 
Wasche, 2004 ; Horiguchi et al., 2005; Li et al., 2005, 2007, 2008) โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตนั้นเป็น
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากธรรมชาติที่เหมาะจะน ามาเป็นองค์ประกอบในอาหาร เครื่องส าอาง และทางด้าน
การแพทย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งคุณสมบัติในด้านการเป็นสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่นซึ่งได้รับความสนใจเป็น
พิเศษเพราะสามารถที่จะน ามาทดแทนสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่นแบบสังเคราะห์ได้ อย่างเช่น  BHA, BHT 
และ TBHQ ในผลิตภัณฑ์อาหารของมนุษย ์(Vaštag et al., 2010) 
 เยาวภา เธียรศิลากุล (2549) ศึกษากิจกรรมการเป็นสารต้านออกซิเดชั่นของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
กล้ามเนื้อปลาทูแขก (Decapterus maruadsi) ที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ฟลาโว
ไซม์ ซึ่งมีระดับการย่อยสลายร้อยละ 20, 40 และ 60 พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วย

เอนไซม์ฟลาโวไซม์ มีประสิทธิภาพการจับกับอนุมูลอิสระ (DPPH·) และ Reducing power สูงกว่าโปรตีน

ไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสแต่มีประสิทธิภาพการจับกับโลหะ (Fe
2+

) ที่ต่ ากว่า เมื่อ
เปรียบเทียบที่ระดับการย่อยสลายเดียวกัน และพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เตรียมจากเนื้อปลาทูแขกซึ่งผ่าน

การก าจัดไขมันมีระดับการย่อยสลายสูงถึงร้อยละ 60 มีประสิทธิภาพการจับกับอนุมูลอิสระ (DPPH·) และ 
Reducing power สูงสุด ในขณะที่โปรตีนไฮโดรไลเสตที่เตรียมจากเนื้อปลาที่ไม่ได้ผ่านการก าจัดไขมันที่มี

ระดับการย่อยสลายร้อยละ 20 มีประสิทธิภาพการจับกับโลหะ (Fe
2+

) ได้ดี ดังนั้นชนิดของเอนไซม์โปรตีนเนส 
ระดับการย่อยสลาย รวมทั้งการก าจัดไขมันของเนื้อปลาก่อนการย่อยสลายมีผลต่อกิจกรรมการเป็นสารต้าน
ออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสต   
 Peña-Ramos และ Xiong (2003) น าโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ 
Crymotrypsin มาทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นเปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ไม่ผ่าน
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การย่อย พบว่าโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์สามารถยับยั้งการฟอร์มตัวของคอนจูเกตเต็ด
ไดอีน (Conjugated dienes) และการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมันที่ด้วยการทดสอบด้วยวิธี 
TBARS (Thiobarbituric acid-reative substances) ได้ดีกว่าโปรตีนถั่วเหลืองที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ 
Crymotrypsin  
 Zhu และคณะ (2006) ท าการทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นของโปรตีน                  
ไฮโดรไลเสตจากจมูกข้าวสาลีที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลส พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตจากจมูกข้าวสาลี
ที่มีขนาดโมเลกุลต่ ากว่า 1500 Da มีความสามารถในการยับยั้งปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชั่นของไขมันได้ดี
ใกล้เคียงกับ α-Tocopherol และท่ีปริมาณ 1.3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากจมูกข้าวสาลี
จะมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีเทียบเท่า BHT (Butylated hydroxytoluene)  
 Li และคณะ (2008) ศึกษาความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วลูกไก่ โดยคัด
แยกเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้ด้วยวิธี Gel filtration เป็น 4 ส่วน (Fraction) คือ Fraction 1, 
Fraction 2, Fraction 3 และ Fraction 4 จากนั้น เมื่อน ามาวัดความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออโต้ออกซิ
เดชั่นของกรดลิโนเลอิก (Inhibition of linoleic acid autoxidation) ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH (DPPH radical-scavenging activity), วัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 
(Hydroxyl radical-scavenging activity), วัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระรูปแบบซุปเปอร์ออกไซด์ 
(Superoxide radical-scavenging activity) พบว่าโปรตีนถั่วลูกไก่ไฮโดรไลเสต จาก Fraction 4 มีสมบัติใน
การยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชั่นจากกรดไขมันลิโนเลอิกได้ดีใกล้เคียงกับสาร α-tocopherol โดยมีระดับการ
ยับยั้งร้อยละ 81.13 และร้อยละ 83.66 ตามล าดับ แต่มีระดับการยับยั้งน้อยกว่าสาร Butylated 
hydroxytoluene หรือ BHT ซึ่งเท่ากับร้อยละ 99.71 เมื่อวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH, 
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลและความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระชนิดซุปเปอร์
ออกไซด์ พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วลูกไก่จาก Fraction 4 ที่ระดับความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร, 
ความเข้มข้น 1.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีกิจกรรมการยับยั้งสูงที่สุด 
ตามล าดับ 
 Chanput และคณะ (2009) ศึกษาการออกฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของโปรตีนจากข้าวบาร์เลย์ 
และโปรตีนร าข้าวพบว่า โปรตีนข้าวบาร์เล่และโปรตีนร าข้าวที่ผ่านการไฮโดรไลเสตโดยใช้เอนไซม์เปปซิน
ร่วมกับทริปซินมีความสามารถในการออกฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่นได้ดีกว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านการไฮโดรไล
เสต นอกจากนี้จากการแยกชนิดโปรตีนร าข้าวทั้งหมด 4 ชนิด คืออัลบูมิน (Albumin), กลอบบูลิน 
(Globulin), โพรลามิน (Prolamin) และ กลูเทลิน (Glutelin) พบว่าโปรตีนชนิดกลอบบูลินมีความสามารถใน
การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่นในระบบจ าลองกรดลิโนเลอิกได้ดีที่สุด และจากการทดสอบความสามารถในการ
รีดิวส์เฟอริก (Fe3+) ของโปรตีนข้าวบาร์เลย์และโปรตีนร าข้าวพบว่า โปรตีนทั้งสองชนิดที่ผ่านการไฮโดรไลเสต
มีความสามารถในการรีดิวส์ปริมาณเฟอริก (Fe3+) ให้เปลี่ยนมาอยู่ในรูปของเฟอรัส (Fe2+) ได้ดีกว่าโปรตีนที่ไม่
ผ่านการไฮโดรไลเสต 
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 Vaštag และคณะ (2010) ศึกษาการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไอโซเลตไฮโดรไลเสตจาก
โปรตีนเมล็ดฟักทองที่ผ่านการแยกน้ ามันออกและตรวจสอบความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี DPPH 
(1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl) พบว่า การผลิตโปรตีนเมล็ดฟักทองไฮโดรไลเสตที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส อัตราส่วนเอนไซม์ต่อโปรตีนเท่ากับ 4.1 (HUT/มิลลิกรัม) ให้โปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ DPPH มากที่สุด 
 ฤทธิ์ต้านจุลชีพ งานวิจัยที่เกี่ยวกับฤทธิ์ในการต้านจุลชีพของโปรตีนไฮโดรไลเสตนั้นพบน้อยกว่า
งานวิจัยที่ศึกษาถึงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ โดยจากการรายงานพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตจากโปรตีน
บางชนิดเช่น โปรตีนนมและโปรตีนไข่มีความสามารถในการต้านจุลชีพได้   
 Daoud และคณะ (2005) พบว่าเปปไทด์ที่แยกได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก Bovine 
haemoglobin ที่ผลิตโดยใช้เอนไซม์เปปซินที่ระดับการย่อยต่ าๆ ภายหลังการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธี Reverse 
Phase-High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) มีกิจกรรมการยังยั้งจุลชีพได้ 9 สายพันธุ์ 
โดยมีแกรมบวก มี 6 สายพันธุ์ได้แก่ Micrococcus luteus A270, Listeria innocua, Enterococcus 
faecalis, Bacillus cereus, Staphylococcus saprophyticus และ Staphylococcus simulans และ   
แกรมลบ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Escherichia coli, Shigella sonnei และ Salmonella Enteritidis  
 Salampessy และคณะ (2010) ศึกษาฤทธิ์การต้านจุลชีพของเปปไทด์ที่แยกได้จากโปรตีนไฮโดรไล
เสตที่ผลิตได้จากกล้ามเนื้อปลาวัว โดยใช้เอนไซม์ Bromelain พบว่ามีเปปไทด์จ านวน 2 fraction ที่มีฤทธิ์ใน
การยังยั้งเชื้อจุลินทรีย์ ได้แก่เปปไทด์ fraction 12 ซึ่งมีค่า Minimum inhibition concentration (MIC) 
เท่ากับ 4.3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในการยังยั้งเชื้อ Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus และ   
เปปไทด์ fraction 9 ที่สามารถยับยั้งเชื้อ B. cereus ได้เพียงชนิดเดียว และมีค่า MIC เท่ากับ 5.35 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร   
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วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 
 

1. วัสดุ และอุปกรณ์ 
1.1 ตัวอย่างถั่วหรั่ง  
ถั่วหรั่งพันธุ์สงขลา 1 ซึ่งมเียื่อหุ้มเมล็ดสีแดง ซื้อจากตลาดสดในจังหวัดปัตตานี 
1.2 สารเคมี และอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 สารเคมี 

- 2,2´-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic-acid) diammonium salt; ABTS  
(Sigma-Aldrich, Germany) 

- 2,2-Diphenyl-1-pikryl-hydrazyl; DPPH (Sigma-Aldrich, Germany) 

- 2,4,6-trinitro-benzenesulfonic acid; TNBS (Sigma, Germany) 

- 3-(2-Pyrydyl) – 5,6 – diphenyl- 1,2,4 – triazine - 4´,4´´, disulfonic acid sodium 
salt; Ferrozine (Sigma-Aldrich, USA)  

- (±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid; Tolox (Sigma-
Aldrich, Germany) 

- Bovine serum albumin; BSA  (Fluka, Swisszerland) 

- Ethyl alcohol; C2H5OH (Merck Finechem, Australia) 

- Folin and Ciocalteu Phenol Reagent (2.0 Normal) (LOBAL Chemie, India) 

- Hydrochloric acid; HCl (J.T. Baker, USA) 

- Iron (II) chloride tetrahydrate; Ferrous chloride  (Sigma-Aldrich, Germany)  

- L- 2 – Amino – 4 – methyl pentanoic acid; L-leucine (HIMEDIA, India)  

- Methyl alcohol; CH3OH (J.T. Baker, USA)  

- Potassium persulfate; K2S2O8 (Ajax Finechem, Australia) 

- Sodium chloride; NaCl (Ajax Finechem, Australia) 

- Sodium hydroxide; NaOH (Labscan Asia, Thailand) 

- Sodium lauryl sulphate; SDS (LOBAL Chemie, India) 

- Sodium sulfite; Na2SO3 (Ajax Finechem, Australia) 

- Trichloromethane; CHCl3 (Labscan Asia, Thailand) 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ 

- Agar (HIMEDIA, India) 

- Muller-Hinton broth (HIMEDIA, India) 

- Nutrient broth  (HIMEDIA, India)   
1.3 แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดสอบ  
แบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบประกอบด้วยแบคทีเรียก่อโรค 6 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus cereus 

DMST 5040, Escherichia coli DMST 4212, Listeria monocytogenes DMST 1327, Salmonella 
Typhimurium DMST 562, Staphylococcus aureus DMST 8840 และ Vibrio cholerae non 
O1/non O139 DMST 2873 จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข (Department of 
Medical Sciences Thailand: DMST)  

1.4 อุปกรณ์ 
Instrument  Model  Company/Country  
Autoclave  SX-500  Tomy, Tokyo, Japan  
Balance (2 digits)  BP2100S  Sartorius, Germany  
Balance (4 digits)  LA230S  Sartorius, Germany  
Bench Top Refrigerated 
Centrifuge 

HARRIER 15/80  Sanyo, Japan 

Centrifuge  CR22GIII  Hitachi, Japan  
CIE Colorimeter  ColorFlex  Hunterlab, USA  
Freeze dryer FD8-Cool safe Advance Scanvac, Denmark 
Hot air oven D-6450 Heraeus Hanau, Germany 
Hotplate stirrer 002278 Fisher scientific, UK 
Incubator  BD115  Binder, Germany  
Laminar air flow cabinet  HB2448  Allerad, Denmark  
Milling Cyclotec TM 1093 Foss, Sweden 
pH meter  FEP20  Mettler Toledo, Switzerland  
Protein digestion set TR Gerhardt, Germany 
Protein distillation set  VAP1 Gerhardt, Germany 
Shaker incubator LSI-5002M Daihan Lab Tech, Korea  
Sieve shaker  AS 200 basic Retsch, Germany 
Soxhlet distillatory  306 M Gerhardt, Germany 

 



28 

2. วิธีการทดลอง 
 2.1 การเตรียมแป้งถั่วหรั่ง และการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของแป้งถั่วหรั่ง 

เตรียมแป้งถั่วหรั่ง โดยน าเมล็ดถั่วหรั่งล้างน้ าให้สะอาดแล้วแช่น้ าสะอาดทิ้งไว้ประมาณ 12 ชั่วโมง 
แกะเปลือกและเยื่อหุ้มเมล็ดที่มีสีแดงออก อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น าเมล็ดถั่วห
รั่งที่อบแล้วบดด้วยเครื่องบดแห้งจนละเอียดเป็นผงแป้ง ร่อนผ่านตะแกรงที่มีขนาด 60 เมส เก็บแป้งถั่วหรั่งที่
ได้ในถุงอะลูมิเนียมฟอยล์เพ่ือป้องกันแสงแดดและเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ดัดแปลงจาก Lawal et 
al., 2007)  

สกัดไขมันออกจากแป้งถั่วหรั่ง เริ่มจากน าแป้งถั่วหรั่งสกัดแยกไขมันออกด้วยตัวท าละลายผสม
ระหว่าง Chloroform : Methanol (อัตราส่วน 9:1) โดยผสมแป้งถั่วหรั่งกับตัวท าละลายในอัตราส่วน 1:10 
กวนของผสมที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 ชั่วโมง กรองสารละลายด้วยกระดาษกรองเบอร์ 4 น าตะกอนที่ได้ไป
ขจัดตัวท าละลายโดยใช้เครื่อง Rotary evaporator (ดัดแปลงจาก Sittiwat and Narissara, 2000)  

ศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณของแป้งถั่วหรั่งและแป้งถั่วหรั่งที่ผ่านการสกัดไขมันออก โดยน าแป้ง
ถั่วหรั่งที่ได้วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี ดังนี้ ปริมาณโปรตีน ด้วยวิธี Kjeldahl Method (AOAC, 2000) 
ปริมาณไขมัน ด้วยวิธี Soxhlet method (AOAC, 2000) ปริมาณความชื้น ด้วยวิธี Air Oven Method 
(AOAC, 2000) ปริมาณเยื่อใยด้วยวิธีวิเคราะห์ Crude fiber (AOAC, 2000) และปริมาณเถ้าด้วยวิธี Furnace 
Method (AOAC, 2000) รายละเอียดของวิธีวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ก      

2.2 การผลิตโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น  
การสกัดโปรตีนจากแป้งถั่วหรั่งที่ผ่านการสกัดไขมันออกแล้ว (ปริมาณของแป้งที่ใช้สกัดแต่ละครั้ง

ประมาณ 250 กรัม) เติมน้ ากลั่น (DI) ในอัตราส่วน 1:10 (น้ าหนักต่อปริมาตร) ปรับค่าความเป็นกรดด่างให้
เท่ากับ 10 โดยใช้ 1 นอร์มอล ของโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) กวนสารละลายด้วยเครื่องกวนสารละลาย
อย่างต่อเนื่องที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงสารละลายที่ความเร็วรอบ 9000 g ที่อุณหภูมิ 15 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เก็บสารละลายส่วนใสและปรับค่าความเป็นกรดด่างให้เท่ากับ 4.5 ด้วย 1 
นอร์มอล ของกรดไฮโดรคลอริค (Hydrochloric acid) กวนสารละลายอย่างต่อเนื่องที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายไปแยกด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9000 g ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที เก็บตะกอนที่ได้ (ดัดแปลงจาก Jamdar et al., 2010; Li et al., 2008) ละลายตะกอน
โปรตีนด้วยน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้นของโปรตีนร้อยละ 10 ปริมาณ/ปริมาตร (w/v) ปรับค่าความเป็นกรดด่าง
ของสารละลายเท่ากับ 7 กวนสารละลายอย่างต่อเนื่อง ท าแห้งสารละลายด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 
เพ่ือให้ได้โปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นในรูปผง เรียกตัวอย่างว่าโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (Bambara groundnut protein 
concentrate; BPC)  

2.3 การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนถั่วหรั่ง 
การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นโดยศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสม ความเข้มข้น

ของเอนไซม์ที่ใช้ (เอนไซม์อัลคาเลส และฟลาโวไซม์) เพ่ือก าหนดระดับการย่อยสลายโปรตีนที่ระดับการย่อย
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สลายร้อยละ 10, 20 และ 30 ส าหรับโปรตีนที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส และโปรตีนที่ระดับการย่อย
สลายร้อยละ 5, 10 และ 15 ส าหรับโปรตีนที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์   
 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่เตรียมได้ โดย
เตรียมเป็นสารละลายโปรตีนเข้มข้น 10 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร จากโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) ที่เตรียม
ได้จากขั้นตอนที่ 3.3.1.2  ปรับค่าความเป็นกรดด่างด้วย 0.1 นอร์มอล ของโซเดียมไฮดรอกไซด์ ให้เท่ากับ 8 
หรือ 7 ส าหรับการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสหรือฟลาโวไซม์ตามล าดับ บ่มสารละลายในอ่างน้ าควบคุม
อุณหภูมิ (Water bath) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ก่อนเติมเอนไซม์อัลคาเลส หรือบ่มที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ก่อนเติมเอนไซม์ฟลาโวไซม์ โดยเติมเอนไซม์แต่ละชนิดที่ความ
เข้มข้นต่างกัน 2 ระดับ คือ ร้อยละ 1 และ 3 ปริมาณ/ปริมาตร บ่มสารละลายในอ่างควบคุมอุณภูมิพร้อมเขย่า
สารละลายด้วยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที (rpm) เก็บตัวอย่างสารละลายโปรตีนปริมาตร 10 มิลลิลิตร ณ 
เวลา 0, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300 และ 360 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยแช่สารละลายใน
น้ าร้อน อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (ดัดแปลงจาก Jamda et al., 2010) น าสารละลายที่
ได้ไปตรวจสอบระดับการย่อยสลายของโปรตีน (Degree of hydrolysis; DH) ด้วยวิธีการวิเคราะห์หมู่อะมิโน
อิสระโดยการท าปฏิกิริยากับ TNBS (Benjakul and Morrissey, 1997) รายละเอียดของวิธีวิเคราะห์แสดงใน
ภาคผนวก ข สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างระดับการย่อยสลาย (%) ของโปรตีนกับเวลา (นาท)ี 

ศึกษาผลของความเข้มข้นเอนไซม์ต่อระดับการย่อยสลายของโปรตีน  เตรียมสารละลายโปรตีนเข้มข้น 
10 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิตร โดยใช้สภาวะการย่อยสลาย (พีเอชของสารละลายและอุณหภูมิในการบ่ม) 
ส าหรับการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสหรือเอนไซม์ ฟลาโวไซม์ตามวิธีการทดลองก่อนหน้านี้ แต่เติม
เอนไซม์ทั้งสองชนิดที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ ร้อยละ 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 และ 10 โดยน้ าหนักเอนไซม์ต่อ
น้ าหนักโปรตีนทั้งหมดในสารละลาย ผสมให้เข้ากัน บ่มสารละลายในสภาวะการย่อยสลายที่ก าหนดเป็น
ระยะเวลา 360 นาที เก็บตัวอย่างสารละลายโปรตีนปริมาตร 10 มิลลิลิตร หยุดปฏิกิริยาโดยแช่สารละลาย
โปรตีนในน้ าร้อนอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลายไปตรวจสอบระดับการย่อย
สลาย (% DH) เช่นเดียวกับการทดลองตอนที่ 3.3.2.1 รายละเอียดของวิธีวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ก น า
ค่าท่ีได้มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าลอการิทึมฐาน 10 (log10) ของความเข้มข้นเอนไซม์ที่ใช้กับ
ระดับการย่อยสลายของโปรตีน (%) วิเคราะห์หาสมการเชิงเส้นจากกราฟความสัมพันธ์  

การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ระดับการย่อยสลายต่างๆ ท าได้โดยค านวณหาความเข้มข้นของเอนไซม์
ที่ต้องใช้ส าหรับการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตจากสมการเชิงเส้น เตรียมโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตให้ได้ระดับ
การย่อยสลายต่างกัน 3 ระดับ คือ ร้อยละ 10, 20 และ 30 ส าหรับการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส และ
ร้อยละ 5, 10 และ 15 ส าหรับการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ จากนั้นท าแห้งสารละลายโปรตีน   
ไฮโดรไลเสตที่ได้ด้วยวิธีท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง เพ่ือให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเสตในรูปผง เรียกว่า โปรตีนถั่วหรั่ง
เข้มข้นไฮโดรไลเสต (Bambara groundnut protein concentrate hydrolysate; BPCH) (ดัดแปลงจาก 
Klompong et al., 2007) ก าหนดให้ BPCH-A คือโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วย
เอนไซม์อัลคาเลสและ BPCH-F คือโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์          
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2.4 การตรวจสอบระดับการย่อยของโปรตีน (Degree of hydrolasis; DH) 
ตรวจสอบระดับการย่อยโปรตีน (DH) ด้วยวิธีการวิเคราะห์หมู่อะมิโนอิสระด้วยการท าปฏิกิริยากับ 

TNBS โดยการน าสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสต (125 ไมโครลิตร) เติม phosphate buffer เข้มข้น 0.2 
โมลล์ (M) (pH 8.2) จ านวน 2.0 มิลลิลิตร และเติม 1.0 มิลลิลิตร ของสารละลาย TNBS เข้มข้นร้อยละ 0.01 
เขย่าให้เข้ากัน ตั้งไว้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (ในที่มืด) หยุด
ปฏิกิริยาโดยการเติม Sodium sulfite เข้มข้น 0.1 โมลล์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตั้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 15 นาที  จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  ค านวณปริมาณ α-
amino acid ที่ได้อยู่ในรูปของแอลลูซีน (L-leucine) จากนั้นค านวณระดับ  DH โดยใช้สูตร (Benjakul and 
Morrissey, 1997) 

 
                    DH = (Lt – L0) × 100                                  
                           (Lmax – L0)  
  
 Lt =  ปริมาณ α- amino acid ที่เวลา t    
 L0 =  ปริมาณ α- amino acid เริ่มต้น  
 Lmax =  ปริมาณ α- amino acid หลังจากย่อยโปรตีนด้วย 6 N HCl ที่  
                                      อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
 
2.5 การวิเคราะห์กรดอะมิโน 
ชั่งตัวอย่างที่บดละเอียดให้มีปริมาณโปรตีน 100 มิลลิกรัม ใส่ใน Bombelroll tube ขนาด 200 

มิลลิลิตร  เติม 6 N HCl จนครบ 50 มิลลิลิตร ปิดให้สนิทแล้วน าไปย่อย จากนั้นตั้งทิ้งให้เย็น น า hydrolysate 
2.5 มิลลิลิตร มาระเหยกรดเกลือออกด้วยเคริ่อง Vacuum Rotary Evaporator จนแห้ง ละลายตะกอนที่
เหลือด้วย Sodium citrate buffer pH 2.2 จนครบปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วกรอง hydrolysate ที่ได้ก่อน
น าสารละลายมาวิเคราะห์หากรดอะมิโนด้วยเครื่อง Amino Analyzer (Sparkman et al., 1958) 

2.6 การวิเคราะห์สารต้านโภชนาการ 
 การวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิคทั้งหมด วิเคราะห์หาสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดตามวิธีการของ 

Slinkard และ Singleton (1977) และ Rafat และคณะ (2010) ท าการสกัดสารประกอบฟีนอลิคจากตัวอย่าง
ท าโดยชั่งตัวอย่าง 10 กรัม ละลายในสารละลายแอลกอฮอล์ร้อยละ 95 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป
เขย่าบนเครื่อง shaker incubator ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมงในที่มืด จากนั้นกรอง
ตัวอย่างด้วยกระดาษกรอง (whatman No. 5) น าส่วนใสที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเครื่อง evaporator ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส น าตัวอย่างที่ได้ 20 ไมโครลิตร  ผสมกับสารละลาย Folin – Ciocalteu ความ
เข้มข้น 2 นอร์มอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรเป็น 1600 ไมโครลิตร ด้วยน้ ากลั่น แล้วเติม
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง 
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Vortex  ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ  45 นาทีในที่มืดที่ แล้วน าไปวัดหาค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 760 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV – Visible spectrophotometer โดยใช้น้ ากลั่นเป็นแบลงค์  ปริมาณ  
ฟีนอลิคท้ังหมดจะแสดงเป็นค่าของกรดแกลลิคเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิค 
 การวิเคราะห์ทริปซินอินฮิบิเตอร์ การวิเคราะห์กิจกรรมการท างานของเอนไซม์ทริปซิน จะใช้เคซีน
เป็นสารตั้งต้นในการวิเคราะห์ และการยับยั้งการท างานของเอนไซม์วัดโดยใช้สารสกัดจากถั่วหรั่ง โดยมี
ขั้นตอนการวิเคราะห์ดังนี้ ชั่งแป้งถ่ัวหรั่ง 5 กรัม เติมสารละลาย 0.05 โมลล์ โซเดียมฟอสเฟสบัปเฟอร์ pH 7.5 
ปริมาณ 50 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น  50 มิลลิลิตร เขย่าและตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 3 ชั่วโมง น าไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 7000 ×g  เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  จากนั้นน าสารละลายส่วนใสที่ได้ไป
เจือจางโดยให้มีค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ทริปซินระหว่างร้อยละ 40 และ 60 หนึ่งหน่วยของทริปซิน 
หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงจะเพ่ิมขึ้น 0.01 ที่ 280 นาโนเมตร ในเวลา 20 นาที ส าหรับการเกิดปฏิกิริยาของ
ตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร และ Trypsin Inhibitory  Activity  (TIA) เป็นหน่วยของการยับยั้งการท างานของทริ
ปซิน โดยแสดงผลเป็นหน่วยต่อน้ าหนักแห้ง (Ramakrishna et al., 2006) 
 การวิเคราะห์แทนนิน ชั่งตัวอย่างหนัก 10 มิลลิกรัม  ใส่ในหลอดทดลอง เติมสารละลายอะซีโตน 
(acetone) ร้อยละ 70 ปริมาตร/ปริมาตร (v / v) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร, สารละลาย n-butanol–HCl (95 : 
5, ปริมาตร/ปริมาตร) จ านวน 3 มิลลิลิตร และเติม 0.1 มิลลิลิตร ferric reagent (สารละลาย 
ammoniumsulfaterferric ใน 2 นอร์มอล HCl ร้อยละ 2)  ปิดปากหลอดด้วยกระจกใช้ป้องกันความร้อน 
และให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง น าไปเหวี่ยงแยกแล้ววัด
ค่าการดูดกลืนแสงที ่550  นาโนเมตร (Ramakrishna et al., 2006) 
 2.7 การศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน  
 ศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นและโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสต โดยตรวจสอบ
สมบัติต่างๆ ดังนี้ 

- สมบัติการละลาย (ดัดแปลงจาก Lowry et al., 1951)    

- สมบัติการเกิดฟอง (ดัดแปลงจาก Shahidi et al., 1995)  
 วิเคราะห์ค่าความสามารถในการเกิดฟอง (Foaming expansion; FE) และวิเคราะห์ค่าความคง

ตัวของฟอง (Foam stability; FS)  

- สมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ (ดัดแปลงจาก Pearce and Kinsella, 1978)  
 วิเคราะห์ค่าดัชนีความสามารถในการอิมัลชัน (Emulsion ability index; EAI )  และวิเคราะห์ค่า

ดัชนีค่าความคงตัวของอิมัลชัน (Emulsion stability index; ESI) 

- สมบัติการจับเรียงตัวภายใต้สภาวะการให้ความร้อน (ดัดแปลงจาก La-ongdao et al., 2011) 
 รายละเอียดของวิธีวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ข วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (Analysis of 
Variance) และวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองโดยใช้ Dancan’ s New Multiple Range 
Test (DNMP) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
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 2.8 การศึกษาการออกฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสต 

- วิเคราะห์ฤทธิ์การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี ABTS radical scavenging activity ตามวิธี
ของ Re et al. (1999)   

- วิเคราะห์ฤทธิ์การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี DPPH radical scavenging activity ตามวิธี
ของ Shimada et al. (1992) 

- วิเคราะห์ฤทธิ์การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี Metal ions chelating activity ตามวิธีของ 
Decker and Welch (1990)       

รายละเอียดวิธีการวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ค วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (Analysis of 
Variance) และวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองโดยใช้ Dancan’s New Multiple Range Test 
(DNMP) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

2.9 การศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพของโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสต 
 Disc-diffusion assay (Jorgensen et al., 1999) น าสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสตมากรองด้วย 

0.45 µm Milipore filter จากนั้นหยดสารละลาย 20 ไมโครลิตร ลงบน paper disc ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 
6 mm ปล่อยไว้ให้แห้ง โดยมีตัวควบคุมคือ สารละลายแอลกอฮอล์ร้อยละ 95 (20 ไมโครลิตร/disc) และ 
ampicillin (20 ไมโครกรัม/disc) เตรียมเชื้อที่น ามาทดสอบได้แก่ Bacillus cereus C1113, Salmonella 
Typhimurium DMST 0562, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichai coli O157:H7 DSMT 
12473 และ Listeria monocytogenes ATCC 19115 โดยเลี้ยงใน Nutrient broth (NB) และปรับความขุ่น
ให้ได้เท่ากับ McFarland No. 0.5 จากนั้นใช้ก้านส าลี (Cotton swab) จุ่มเชื้อแล้วกระจาย (spread) ลงบน 
Mueller hinton agar (MHA) แล้ววาง paper disc ที่อาบด้วยสารละลายที่เตรียมไว้ลงไปบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
จากนั้นน าไปบ่มเพาะเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง อ่านผลโดยวัดขนาดบริเวณใสที่เกิดข้ึน 

 Broth dilution test (Jorgensen et al., 1999) แบคทีเรียที่ถูกยับยั้งด้วยสารละลายโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากการทดสอบด้วย disc-diffusion assay จะถูกน ามาทดสอบเพ่ือหาค่า MIC และ MBC ของ
สารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยวิธี broth dilution method ดังนี้ น าสารละลายมาท าการเจือจางเป็น
ล าดับแบบ 2 เท่า (2-fold serial dilution) เติมลงในแต่ละหลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร และหลอดควบคุม
เติมสารละลายแอลกอฮอล์ร้อยละ 95 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หรือยาแอมพิซิลิน (ampicillin) (20 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วเติมเชื้อท่ีเจือจาง 200 เท่าจากความขุ่นที่เท่ากับ McFarland No. 0.5 ลง
ไปหลอดละ 1 มิลลิลิตร ทุกหลอด แล้วน าไปเพาะเลี้ยงที่ 37องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง อ่านผล โดยหลอด
แรกท่ีใสเป็น MIC จากนั้นปิเปต เชื้อจากหลอดที่ใส 0.01 มิลลิลิตร กระจายด้วยแท่งแก้วลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
NA แล้วน าไปบ่มเพาะที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง แล้วอ่านผล โดยถ้าเชื้อขึ้นมากกว่า 5 โคโลนี ถือ
ว่าความเข้มข้นนั้นไม่สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ ไม่ถือว่าเป็น MBC แต่ถ้าเชื้อขึ้นน้อยกว่า 5 โคโลนี ถือว่า
ความเข้มข้นนั้นสามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ เป็นค่า MBC 
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 2.10 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 วางแผนการทดลองแบบสมบริบูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD) วิเคราะห์ความ
แปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS for Window Version 10 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

การศึกษาองค์ประกอบทางเคมี สมบัติเชิงหน้าที่ และการออกฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของโปรตีนถั่วหรั่ง
ไฮโดรไลเสต มีผลการศึกษาประกอบด้วย (1) องค์ประกอบโดยประมาณ (Proximate composition) ของ
วัตถุดิบ ได้แก่ แป้งถั่วหรั่งและแป้งถั่วหรั่งที่ผ่านการสกัดไขมันออก (2) การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต ศึกษา
องค์ประกอบโดยประมาณ และปริมาณสารต้านโภชนาการของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่ง
ไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F)  (4) 
ศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นและโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสต (5) ศึกษาสมบัติการต้าน
ออกซิเดชันของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นและโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสต  

3.1 การศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณ (Proximate composition) ของวัตถุดิบแป้งถั่วหรั่ง
และแป้งถั่วหรั่งท่ีผ่านการสกัดไขมันออก 

 การศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณของแป้งถ่ัวหรั่งและแป้งถ่ัวหรั่งที่ผ่านการสกัดไขมันออก แสดงผล
การทดลองในตารางที่ 8 พบว่าแป้งถ่ัวหรั่งมีองค์ประกอบหลักเป็นคาร์โบไฮเดรตร้อยละ 54.12 (ร้อยละ 60.67 
โดยน้ าหนักแห้ง) โปรตีนร้อยละ 17.43 (ร้อยละ 19.54 โดยน้ าหนักแห้ง) และไขมันร้อยละ 13.18 (ร้อยละ 
14.77 โดยน้ าหนักแห้ง) สอดคล้องกับการรายงานของ Yusuf และคณะ (2008) และกรมวิชาการเกษตร 
(2555) ที่พบว่าแป้งถั่วหรั่งมีคาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน อยู่ในช่วงร้อยละ 58-61, 15-19 และ 6-8 
ตามล าดับ จากผลการรายงานของ Duke (1986) และ Belitz และคณะ (2009)  พบว่าโปรตีนในแป้งถั่วหรั่งมี
ปริมาณต่ ากว่าถั่วลิสงและถั่วเหลืองซึ่งมีปริมาณโปรตีนประมาณร้อยละ 31 และ 41 ตามล าดับ แต่พบว่าแป้ง
ถั่วหรั่งมีปริมาณโปรตีนสูงใกล้เคียงกับแป้งถั่วเขียว ที่มีองค์ประกอบเป็นโปรตีนประมาณร้อยละ 19  แป้งถั่ว  
หรั่งจึงถือเป็นแหล่งที่ดีของโปรตีนอาหารจากพืชอีกแหล่งหนึ่ง ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้ท าการสกัดไขมัน
ออกจากแป้งถั่วหรั่งด้วยตัวท าละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์มและเอทานอล (อัตราส่วน 9:1) พบว่าสามารถ
ก าจัดไขมันออกจากแป้งถั่วหรั่งได้ประมาณร้อยละ 50 (ลดลงจากร้อยละ 14.77 เหลือเพียงร้อยละ 7.62 โดย
น้ าหนักแห้ง) และพบว่าแป้งถั่วหรั่งมีโปรตีนเข้มข้นขึ้นจากร้อยละ 19.54 เป็นร้อยละ 39.15 โดยน้ าหนักแห้ง 
ในขณะที่ปริมาณความชื้น ไขมัน เถ้าและคาร์โบไฮเดรตมีค่าลดลง เนื่องจากการสกัดแยกไขมันออกจากแป้ง
ถั่วหรั่งท าให้แป้งถั่วหรั่งมีปริมาณโปรตีนเข้มข้นมากขึ้น ผู้วิจัยจึงเตรียมแป้งถั่ว หรั่งโดยสกัดไขมันออกจากแป้ง
ถั่วหรั่งก่อนการสกัดแยกโปรตีนเพื่อผลิตเป็นโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น 
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ตารางท่ี 8 องค์ประกอบโดยประมาณของแป้งถ่ัวหรั่ง และแป้งถั่วหรั่งที่สกัดไขมันออก 

3.2 การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต 
 3.2.1 ผลของระยะเวลาต่อระดับการย่อยสลาย (DH) ของโปรตีน 
 การศึกษาผลของระยะเวลาต่อระดับการย่อยสลายของ BPC ที่เตรียมเป็นสารละลายเข้มข้น 

10 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์อัลคาเลสหรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ภายใต้สภาวะที่
ก าหนด และตรวจสอบระดับการย่อยสลายที่ระยะเวลา 0 ถึง 360 นาที พบว่าการย่อยสลาย BPC ด้วย
เอนไซม์ทั้งสองชนิดมีลักษณะเส้นกราฟของการย่อยสลาย (Time-hydrolysis curve) ที่คล้ายกันคือ ในช่วง 
60 นาทีแรกของการย่อยสลาย โปรตีนมีอัตราการย่อยสลาย (พิจารณาจากความชันของเส้นกราฟ) สูงขึ้นอย่าง
เห็นได้ชัด  แต่เมื่อระยะเวลาการย่อยสลายเพ่ิมขึ้นจาก 60 นาทีเป็น 180 นาที พบว่าการย่อยสลายด้วย
เอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดที่ระดับความเข้มข้นเอนไซม์ร้อยละ 1 มีอัตราการย่อยสลายลดลงและมีแนวโน้มคงที่ 
ในขณะที่การใช้เอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดที่ความเข้มข้นร้อยละ 3 มีอัตราการย่อยสลายเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง และเมื่อ
ท าการย่อยสลายโปรตีนที่ระยะเวลานานกว่า 180 นาที พบว่าโปรตีนมีระดับการย่อยสลายเพ่ิมขึ้นเพียง
เล็กน้อย และ มีแนวโน้มคงที่ อย่างไรก็ตามพบว่าระดับการย่อยสลายของโปรตีนมีระดับการย่อยสลายสูงสุด
เมื่อท าการย่อยสลายโปรตีนที่ระยะเวลา 360 นาที (ภาพที่ 3) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhu et al. (2006) 

Compositions BF DBF 
Moisture 10.79 ± 0.13b 8.97 ± 1.38a 

Protein 17.43 ± 0.23*a 

(19.54 ± 0.15)**a 
35.64 ± 0.20*b 

(39.15 ± 0.22)**b 
Fat 13.18 ± 1.14*b 

(14.77 ± 0.26)**b 
6.94 ± 0.62*a 

(7.62 ± 0.68)**a 
Ash 4.48 ± 0.20*a 

(5.02 ± 0.22)**a 
4.32 ± 0.14*a 

(19.54 ± 0.15)**a 
Total carbohydrate# 54.12 ± 0.43*b 

(60.67 ± 0.48)**b 
44.13 ± 0.59*a 

(48.48 ± 0.65)**a 
Crude fiber 3.27 ± 0.10*b 

(3.67 ± 0.11)**b 
2.23 ± 0.29*a 

(2.45 ± 0.32)**a 
* Wet wt. basis (%) 

   **Dry wt. basis (%) 
   #Total carbohydrate is calculated by difference 
   Different superscripts (a-d) in the same row represent the significante differences at     

 p< 0.05 
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ที่พบว่าการย่อยสลายโปรตีนจากจมูกข้าวสาลีด้วยเอนไซม์อัลคาเลสจะมีระดับการย่อยสลายเพ่ิมขึ้นอย่าง
รวดเร็วในช่วง 60 นาทีแรกและมีระดับการย่อยสลายของโปรตีนสูงสุดเท่ากับร้อยละ 25 เมื่อระยะเวลาผ่านไป 
360 นาที เมื่อพิจารณาที่ระยะเวลาการย่อยสลายเดียวกัน พบว่าการย่อยสลาย BPC ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสมี
ระดับการย่อยสลายของโปรตีนสูงกว่าการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ และพบว่าเอนไซม์อัลคาเลสที่
ความเข้มข้นเพียงร้อยละ 1 มีระดับการย่อยสลายของโปรตีนสูงกว่าการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ใน
ทุกระดับความเข้มข้นที่ทดสอบ (เข้มข้นร้อยละ 1 และ 3) (ภาพที่ 3)  

 ในการศึกษาผลของปริมาณเอนไซม์ต่อระดับการย่อยสลายของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น  ผู้วิจัย
เลือกระยะเวลาที่เอนไซม์ท้ังสองชนิด (อัลคาเลส และฟลาโวไซม์) มีระดับการย่อยสลายสูงที่สุด (360 นาที) ที่
ทุกระดับความเข้มข้นของเอนไซม์ ตั้งแต่ระดับต่ าจนถึงสูง (ร้อยละ 0.5 จนถึง ร้อยละ 10) ที่สามารถย่อยสลาย 
BPC ให้มีระดับการย่อยสลายสูงทีสุ่ดได้อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) ส าหรับการทดลองในขั้นต่อไป 

 

 
ภาพที่ 3 การเปลี่ยนแปลงระดับการย่อยสลาย (DH) ของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัล
คาเลสและเอนไซม์ฟลาโวไซม์ท่ีระดับความเข้มข้นต่างๆของเอนไซม์ (น้ าหนักต่อน้ าหนักโปรตีน) (ข้อมูลมาจาก
การด าเนินการทดลอง 2 ซ้ า) 

  
 3.2.2 ผลของปริมาณเอนไซม์ต่อระดับการย่อยสลายของโปรตีน 
  จากการย่อยสลาย BPC ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสหรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ที่ระดับความเข้มข้น

ของเอนไซม์แตกต่างกัน 6 ระดับ คือ ร้อยละ 0.5,  1,  2.5,  5,  7.5 และ 10 โดยน้ าหนักเอนไซม์ต่อน้ าหนัก
โปรตีนทั้งหมดในสารละลาย เป็นเวลานาน 360 นาที ตรวจสอบระดับการย่อยสลายของ BPC จากนั้นสร้าง
กราฟความสัมพันธ์ระหว่างลอการิทึมฐาน 10 (Log10) ของความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ใช้กับระดับการย่อย
สลาย (%) พบว่าได้กราฟความสัมพันธ์เส้นตรงและมีสมการเชิงเส้นดังแสดงในภาพที่ 4 จากผลการทดลอง
สามารถยืนยันได้ว่าเอนไซม์อัลคาเลสมีประสิทธิภาพการย่อยสลายโปรตีนถั่วหรั่งได้ดีกว่าเอนไซม์ฟลาโ วไซม์ 
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พิจารณาจากระดับการย่อยสลายที่มีค่าสูงกว่าในทุกระดับความเข้มข้นที่ศึกษา จากความสัมพันธ์ดังกล่าว
สามารถใช้ค านวณหาความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ต้องใช้ในการท าปฏิกิริยา (ค่า X ในสมการ) เพ่ือก าหนดระดับ
การย่อยสลายของโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ต้องการผลิต (ค่า Y ในสมการ) ในการศึกษาครั้งนี้เพ่ือให้ได้
โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่มีระดับการย่อยสลายแตกต่างกัน 3 ระดับ คือ ระดับสูง ระดับกลาง และระดับต่ า 
ภายใต้ความสามารถในการย่อยสลายโปรตีนถั่วหรั่งของเอนไซม์แต่ละชนิด ผู้วิจัยจึงก าหนดระดับการย่อย
สลายร้อยละ 10, 20 และ 30 ส าหรับการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส(จากการค านวณเพ่ือให้ได้ระดับการ
ย่อยสลายร้อยละ 10, 20 และ 30 พบว่าต้องใช้เอนไซม์อัลคาเลสเป็นปริมาณ 0.86, 1.28  และ 13.8 (กรัม : 
100 กรัมโปรตีน) และร้อยละ 5, 10 และ 15 ส าหรับการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ พบว่าต้องใช้
เอนไซม์ฟลาโวไซม์เป็นปริมาณ 0.68, 4.03 และ 23.80 (กรัม : 100 กรัมโปรตีน) โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่
ผลิตได้จะถูกน าไปศึกษาองค์ประกอบทางเคมี สมบัติเชิงหน้าที่และการเป็นสารต้านออกซิเดชันในการศึกษา
ขั้นตอนถัดไป 

 

 
ภาพที่ 4 ความสัมพันธ์ระหว่าง log10 ความเข้มข้นของเอนไซม์และระดับการย่อยสลายของโปรตีนถั่วหรั่งที่
ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ฟลาโวไซม์ ปฏิกิริยาการย่อยสลายด าเนินภายใต้ พีเอช 8 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ส าหรับการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและพีเอช 7 อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียสส าหรับการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม ์

 
3.3 การศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณ (Proximate composition) และปริมาณสารต้าน

โภชนาการของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัล
คาเลส (BPCH-A) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) 

จากการสกัดแยกโปรตีนจากแป้งถั่วหรั่งด้วยวิธีตกตะกอน ณ จุดไอโซอิเล็กตริก (Isoelectric point; 
pI) แล้วท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งในรูปผง ได้เป็น BPC พบว่า BPC ที่ผลิตได้มีปริมาณผลผลิต (Production 
yield) ของโปรตีนผงร้อยละ 11.53 โดยน้ าหนักโปรตีนผงต่อน้ าหนักแป้งถั่วหรั่งเริ่มต้น มีปริมาณโปรตีนร้อย
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ละ 66.83 ซึ่งเป็นปริมาณโปรตีนที่สูงในระดับโปรตีนเข้มข้น (Protein concentrate) มีปริมาณคาร์โบไฮเดรต
ร้อยละ 29.23 และไขมันร้อยละ 2.28  ดังแสดงในตารางที่ 9  เมื่อพิจารณาปริมาณผลผลิตของโปรตีนผง 
พบว่าการศึกษาครั้งนี้มีปริมาณผลผลิตน้อยกว่าเมื่อเปรียบการศึกษาของ Mune และคณะ (2011) ที่สกัดแยก
โปรตีนจากแป้งถั่วหรั่ง โดยใช้สภาวะด่างที่พีเอช 8.99  ตกตะกอนโปรตีนที่พีเอช 4.5 และอบแห้งเป็นโปรตีน
ผงด้วยเตาอบแบบลมร้อน (50 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง) ได้ปริมาณผลผลิตของโปรตีนผงประมาณร้อย
ละ 27 ทั้งนี้ปริมาณผลผลิตที่น้อยอาจเกิดจากการสูญเสียโปรตีนไปบางส่วนในขั้นตอนการผลิต เช่น การ
สูญเสียโปรตีนที่ละลายได้ในกรด (Acid-soluble protein)  ที่อาจเกิดขึ้นในขั้นตอนการปรับพีเอชให้เท่ากับ 
4.5 เพ่ือตกตะกอนโปรตีน นอกจากนี้การได้ปริมาณผลผลิตของโปรตีนน้อยอาจเนื่องจากประสิทธิภาพในการ
ตกตะกอนโปรตีน จากงานวิจัยของ Chew และคณะ (2003) พบว่าการสกัดโปรตีนจากถั่ว Australian sweet 
lupin ด้วยสภาวะด่าง (pH 8-9) แม้จะสามารถท าละลายโปรตีนได้ถึงร้อยละ 87 แต่สามารถสกัดแยกโปรตีน
ด้วยวิธีตกตะกอน ณ จุดไอโซอิเล็กตริก (pH) ได้เพียงร้อยละ 59 ของปริมาณโปรตีนทั้งหมดในสารละลาย    

ผลการศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณของ BPCH-A และ BPCH-F  (ตารางที่ 9) พบว่าเมื่อระดับ
การย่อยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึนปริมาณโปรตีนที่วิเคราะห์ได้มีแนวโน้มลดลง โดยมีปริมาณโปรตีนเท่ากับร้อย
ละ 64.47, 65.78 และ 62.72 ส าหรับ BPCH-A ที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนเท่ากับร้อยละ 10, 20 และ 
30 ตามล าดับ และมีปริมาณโปรตีนเท่ากับร้อยละ 55.89, 57.91 และ 45.57 ส าหรับ BPCH-F ที่ระดับการ
ย่อยสลายของโปรตีนเท่ากับร้อยละ 5, 10 และ 15 ตามล าดับ การย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์ให้มีระดับ
ระดับการย่อยสลายที่สูงขึ้นอาจมีผลต่อการลดปริมาณโปรตีนไนโตรเจนได้เล็กน้อย จากการศึกษาของ 
Sèvestre และ Wen-shui (2006) พบว่าการย่อยสลายโปรตีนเคซีนด้วยเอนไซม์โปรตาแม็ก (Protamax) มี
ปริมาณโปรตีนไนโตรเจนลดลงจากร้อยละ 85.89 เป็นร้อยละ 76.67 เมื่อระดับการย่อยสลายของโปรตีน
เพ่ิมขึ้นจากร้อยละ 5 เป็นร้อยละ 20 ซึ่งผู้วิจัยวิจารณ์ผลการทดลองว่าเกิดจากการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ
สารประกอบไนโตรเจนที่ไม่ใช่โปรตีน (Non protein nitrogen) จากผลการทดลองครั้งนี้ เมื่อพิจารณา
ปริมาณโปรตีนของ BPCH-F จะเห็นว่า BPCH-F ทั้ง 3 ระดับการย่อยสลาย มีปริมาณโปรตีนไนโตรเจนลดลง
อย่างเห็นได้ชัด โดยเฉพาะที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนร้อยละ 15 เนื่องมาจากในการศึกษาครั้งนี้ท าการ
ผลิต BPCH-F โดยการเติมเอนไซม์ฟลาโวไซม์ในรูปเม็ด (Granule in form)  และจากการวิเคราะห์ปริมาณ
โปรตีนไนโตรเจนของเอนไซม์ฟลาโวไซม์ในรูปเม็ด พบว่ามีโปรตีนเป็นองค์ประกอบเพียงร้อยละ 5.95 ซึ่งอีก
ร้อยละ 94.05 ขององค์ประกอบอาจเป็นสารกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่ใช้เป็นสารช่วยในการยึดเกาะ ( Binder 
agent) เมื่อเติมเอนไซม์ในรูปเม็ดลงในระบบเพ่ือย่อยสลายโปรตีนและท าแห้งโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นผง จึงท า
ให้สัดส่วนของคาร์โบไฮเดรต (ร้อยละโดยน้ าหนักต่อน้ าหนักโปรตีน) เพ่ิมขึ้น ท าให้ BPCH-F มีปริมาณโปรตีน
ต่ าลงเมื่อระดับการย่อยสลายสูงขึ้น (เติมเอนไซม์มากขึ้น) โดยในการทดลองครั้งนี้ผู้วิจัยได้เติมเอนไซม์ฟลาโว
ไซม์ในรูปแบบเม็ด ปริมาณร้อยละ 0.68, 4.03 และ 23.81 (โดยน้ าหนักเอนไซม์ต่อปริมาณโปรตีนทั้งหมดใน
สารละลาย) ส าหรับการย่อยที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนเท่ากับ ร้อยละ 5, 10 และ 15 ตามล าดับ จึงท า
ให้ปริมาณโปรตีนลดลงเป็นสัดส่วนกับปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่เพ่ิมขึ้นดังกล่าว นอกจากนี้พบว่าปริมาณไขมัน
ของ BPCH-A และ BPCH-F  มีค่าอยู่ในช่วงระหว่างร้อยละ 0.76-3.77 และร้อยละ 1.03-3.62 ตามล าดับ โดย
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จากผลการทดลองพบว่าปริมาณไขมันของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความแปรปรวนตามระดับการย่อยสลายของ
โปรตีน โดยที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 20 และ 10 ส าหรับ BPCH-A และ BPCH-F ตามล าดับ มีไขมัน
ปริมาณสูงสุด แต่จากรายงานวิจัยของ Jamdar และคณะ (2010) ที่ศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณของ
โปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเสตที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนร้อยละ 10-40 พบว่าปริมาณไขมันของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตมักมีค่าลดลงเมื่อระดับการย่อยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึน เนื่องจากเกิดการสูญเสียไปในขั้นตอนการ
ย่อยสลาย และการเตรียมตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตในรูปแบบผง  ซึ่งจะเห็นว่า BPCH-A ที่ระดับการย่อย
สลายร้อยละ 10 และ 30 และ BPCH-F ที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 5 และ 15 มีปริมาณไขมันต่ ากว่าของ 
BPC  เมื่อวิเคราะห์ปริมาณเยื่อใยของ BPC  BPCH-A และ  BPCH-F พบว่าปริมาณเยื่อใยของโปรตีนทั้งสาม
ชนิดมีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถวิเคราะห์ได้ ในส่วนของปริมาณเถ้าพบว่า BPCH-A และ BPCH-F มี
ปริมาณเถ้ามากกว่า BPC ประมาณ 2 เท่า โดยพบปริมาณเถ้าของ BPCH-A อยู่ในช่วงระหว่างร้อยละ 4.09 - 
4.58 และมีปริมาณเถ้าของ BPCH-F อยู่ในช่วงร้อยละ 4.11 – 4.47 ทั้งนี้เป็นผลของปริมาณเกลือที่เกิดจาก
การปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารละลายโปรตีนถั่วหรั่งในขั้นตอนการเตรียมสารละลายโปรตีนก่อน
การย่อยสลายด้วยเอนไซม์   

 
 
 
 
 
 
 



40 

ตารางที่ 9 องค์ประกอบโดยประมาณของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) และเอนไซม์ 
ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) 

#Total carbohydrate was calculated by difference 
* Values are given as mean ± SD from triplicate determinations.  
Different superscripts (a-d) in the same row represent the significance differences between BPC and BPCH-A while differences superscripts (w-
z) in the same row represent the significance differences of  BPC and  BPCH-F  at p< 0.05 

 
 
 
 
 

Compositions 
(% Dry wt.)* 

BPC 
BPCH-A  BPCH-F 

10 % DH 20 % DH 30 % DH  5 % DH 10 % DH 15 % DH 

Protein 66.83 ± 0.84d,z 64.47 ± 0.90b 65.78 ± 0.45c 62.72 ± 0.41a  55.89 ± 0.45x 57.91 ± 1.40y 45.57 ± 0.33w 

Fat 2.28 ± 0.21d,y 1.56 ± 0.10b 3.77 ± 0.20c 0.76 ± 0.28a  1.03 ± 0.04w 3.62 ± 0.20x 1.48 ±  0.07x 

Ash 1.66 ± 0.18a,w 4.58 ± 0.31d 4.25 ± 0.04c 4.09 ± 0.06b  4.33 ± 0.12y 4.47 ± 0.22z 4.11 ± 0.08x 

Total Carbohydrate# 30.23 ± 0.48c,w 29.39 ± 0.81b 26.20 ± 0.36a 33.43 ± 0.24d  38.75 ± 0.82y 34.00 ± 0.36x 48.84 ± 0.20z 

Crude fiber ND ND ND ND  ND ND ND 
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ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารต้านโภชนาการในตัวอย่างโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่ง
ที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) หรือฟลาโวไซม์ (BPCH-F) โดยวิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณแทนนิน และปริมาณทริปซินอินฮิบิเตอร์ พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตมี
ปริมาณสารต้านโภชนาการ 2 ชนิด (สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และแทนนิน) สูงกว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านการ
ย่อยสลาย (BPC) โดยโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic 
compound) อยู่ในช่วงระหว่าง 88.93 - 548.33 มิลลิกรัมGAE/กรัมโปรตีน ส าหรับ BPCH-A และอยู่ในช่วง
ระหว่าง 328.56 – 598.93 มิลลิกรัมGAE/g protein ส าหรับ BPCH-F และพบว่า BPCH-A ที่ระดับการย่อย
สลายร้อยละ 10 และ BPCH-F ที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 5 มีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมาก
ที่สุด  

ผลการวิเคราะห์ปริมาณแทนนิน โดยแสดงเป็นค่าสมมูลของมิลลิกรัมของกรดแทนนิคต่อกรัมโปรตีน 
พบว่าปริมาณแทนนินของทั้ง BPCH-A และ BPCH-F มีค่าอยู่ในช่วงระหว่าง 6.03 - 8.42 มิลลิกรัมTAE/g 
protein และ 12.14 -15.51 มิลลิกรัมTAE/g protein ตามล าดับ  สารแทนนินจัดเป็นสารยับยั้งการใช้
ประโยชน์ของโปรตีน (Inhibitor) เนื่องจากแทนนินมีคุณสมบัติที่สามารถจับตัวกับโปรตีนได้อย่างเหนียวแน่น 
(Reed, 1995) โดยทั่วไปสารแทนนินจะเกาะกับโปรตีนเป็นสารประกอบเชิงซ้อน (Tannin-protein 
complex) และไม่ถูกย่อยในสภาพความเป็นกรด-ด่างภายในกระเพาะอาหาร หากร่างกายได้รับแทนนินใน
ปริมาณมากก็จะส่งผลกระทบต่อไต จาก Material Safety Data Sheet (MSDS) ของ Tannic acid 
(Science Lab.com, online 7/02/56) พบว่าปริมาณแทนนินที่ก่อให้เกิดความเป็นพิษแบบเฉียบพลันเมื่อ
ได้รับทางปาก โดยท าการทดลองในหนูมีปริมาณอยู่ที่ 2,260 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัวของหนูหนึ่งกิโลกรัม และ
จากผลการทดลองพบว่าตัวอย่างที่พบปริมาณแทนนินมากที่สุด คือโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วย
เอนไซม์ฟลาโวไซม์ มีปริมาณแทนนินอยู่ที่ 15.51 มิลลิกรัมTAE/g protein ซึ่งเป็นปริมาณที่น้อยเมื่อเทียบกับ
ปริมาณที่จะก่อให้เกิดพิษ  

นอกจากนี้ เมื่อวิเคราะห์หาปริมาณทริปซินอินฮิบิเตอร์ในตัวอย่างทั้งหมด พบว่าไม่มีตัวอย่างใดมีทริ
ปซินอินฮิบิเตอร ์ดังนั้นโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้จึงมีความปลอดภัยต่อการบริโภคเป็นโปรตีนอาหาร 
เนื่องจากมีปริมาณสารต้านโภชนาการต่ า 

 
3.4 การศึกษาปริมาณกรดอะมิโนของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นและโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสต

 ปริมาณกรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไล
เสต (BPH) (ย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPH-A) และเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPH-F) และมีระดับการย่อยสลาย
ร้อยละ 20 และ 10 ตามล าดับ) แสดงในตารางที่ 10 พบว่าทั้ง BPC และ BPH มีปริมาณกรดอะมิโน 
glutamic acid, aspartic acid, lysine และ leucine สูงสุด คือ มีค่าอยู่ในช่วงระหว่างร้อยละ 20.09-28.65, 
7.22-8.75, 8.72-9.84 และ 8.29-9.28 ตามล าดับ สอดคล้องกับการรายงานของ Kone และคณะ (2011) ที่
พบว่ากรดอะมิโนที่มีมาก 4 อันดับแรกในแป้งถั่วหรั่ง คือ glutamic acid, aspartic acid, leucine และ 
lysine โดยมีปริมาณเท่ากับ 1047, 735, 408 และ 403 มิลลิกรัม/g total nitrogen ตามล าดับ BPC และ 
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BPH มีกรดอะมิโนจ าเป็น เป็นองค์ประกอบหลายชนิด ได้แก่ histidine, isoleucine, leucine, lysine, 
methionine, phenylalanine, threonine, tryptophan และ valine โดยมีค่าสัดส่วนของกรดอะมิโน
จ าเป็นต่อกรดอะมิโนไม่จ าเป็น (essential amino acid and non-essential amino acid ratio) เท่ากับ 
0.70, 0.74 และ 0.64 ส าหรับ BPC, BPCH-A และ BPCH-F ตามล าดับ และพบว่า BPC และ BPH มีกรดอะมิ
โนจ าเป็นชนิด lysine และ leucine ปริมาณมาก คือ มีปริมาณอยู่ในช่วงร้อยละ 8.72-9.84 และ 8.29-9.28 
ตามล าดับ แต่มีปริมาณ tryptophan และ methionine น้อย เท่ากับร้อยละ 0.23-0.75 และ 0.09-0.23 
ตามล าดับ) ซึ่งสอดคล้องกันกับปริมาณกรดอะมิโนของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นในงานวิจัยของ Mune และคณะ 
(2011) และของพืชโดยทั่วไป เช่น ถั่วลูกไก่ และ lupin (El-Adawy et al., 2001; Sanchez-Vioque et al., 
1999). BPC และ BPH มีปริมาณกรดอะมิโนจ าเป็นสูงกว่าระดับที่ FAO/WHO (1991) ก าหนด (ตารางที่ 10) 
ยกเว้น tryptophan, threonine และ กรดอะมิโนที่มีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบทั้งหมด (total sulphur 
amino acids; methionine+cysteine) ซึ่งมีปริมาณต่ ากว่าที่ FAO/WHO ก าหนด เมื่อพิจารณา BPH-A 
และ BPH-F พบว่าโปรตีนทั้ง 2 ชนิด มีกรดอะมิโนจ าเป็นบางชนิด ได้แก่ tryptophan, methionine และ 
sulphur amino acid ต่ ากว่า BPC ซึ่งเป็นโปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการ
สูญเสียโปรตีนอัลบูมิน (albumin) ไปบางส่วนในระหว่างการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต ซึ่งจากการรายงานของ 
Chavan และคณะ (2001) พบว่าโปรตีนอัลบูมินจะมี cystine และ methionine เป็นองค์ประกอบอยู่มาก  
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ตารางท่ี 10 กรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสต 

 
 
 
 
 

Amino acids 
Content (g/ 100g) 

BPC BPH-A BPH-F FAO/WHO (1991) 
Alanine 3.90 5.04 3.53  
Arginine 7.86 7.15 6.35  
Aspartic acid 8.75 8.31 7.22  
Cystine 0.06 0.00 0.00  
Glutamic acid 20.37 20.09 28.65  
Glycine 2.90 3.13 2.62  
Histidine* 6.00  4.93 4.24 1.90 
Isoleucine* 3.96 4.63 3.95 2.80 
Leucine* 8.29 9.28 8.35 6.60 
Lysine* 8.72 9.33 9.84 5.80 
Methionine* 0.23 0.09 0.13  
Phenylalanine* 6.03 5.68 5.76  
Proline 4.96 4.95 4.37  
Serine 4.68 4.36 2.69  
Threonine* 2.87 2.91 2.20 3.40 
Tryptophan* 0.72 0.23 0.58 1.10 
Tyrosine 5.25 4.49 5.37  
Valine* 4.45 5.40 4.14 3.50 
Methionine+Cystine 0.29 0.09 0.13 2.5 
Phenylalanine+Tyrosine 11.28 10.17 11.14 6.3 
Total essential amino acids 41.26 42.47 39.20 33.9 
Total non-essential amino acids 58.74 57.53 60.80  
*Essential amino acid 
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3.5 การศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นและโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสต
 3.5.1 สมบัติการละลาย 

    ผลการศึกษาสมบัติด้านการละลายของโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส 
(BPCH-A) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) ที่มีระดับการย่อยสลายต่างกัน 3 ระดับ คือระดับการย่อยสลาย
ร้อยละ 10, 20 และ 30 ส าหรับการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลส หรือร้อยละ 5, 10 และ 15 ส าหรับการย่อย
ด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ไม่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (Control: 
BPC) ได้ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 5A และ 5B  พบว่าเมื่อพิจารณา BPC ซึ่งเป็นโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่
ไม่ผ่านการย่อยสลาย มีค่าการละลายอยู่ในช่วงร้อยละ 20-60 ค่าการละลายของ BPC จะผันแปรไปตามค่า   
พีเอชของสารละลาย โดย BPC มีค่าการละลายต่ าสุดเมื่อพีเอชของสารละลายเท่ากับ 4 ซึ่งเป็นค่าพีเอชที่จุด  
ไอโซอิเล็คตริกของโปรตีนจากพืชทั่วไป (pH 4-5) (Tsumura et al. 2005) และพบว่าค่าการละลายของ BPC 
เพ่ิมขึ้นเมื่อพีเอชของสารละลายน้อยกว่าหรือมากกว่า 4 (ค่าพีเอชห่างจากจุดไอโซอิเล็คตริก) และมีค่าการ
ละลายสูงสุดที่พีเอช 9 คือ มีค่าการละลายเท่ากับร้อยละ 71.59  การย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด
สามารถปรับปรุงการละลายของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นได้ พิจารณาจากค่าการละลายที่เพ่ิมขึ้นของทั้ง BPCH-A 
และ BPCH-F โดยพบว่าทั้ง BPCH-A และ BPCH-F มีความสามารถในการละลายสูงกว่า BPC อย่างเห็นได้ชัด
ในทุกระดับค่าพีเอชที่ทดสอบ (pH 3-9)  BPCH-A และ BPCH-F มีค่าการละลายอยู่ในช่วงร้อยละ 87.10 - 
99.75 และ 81.31 - 95.75 ตามล าดับ (ภาพที่ 5A และ 5B) โดยค่าการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตจะผัน
แปรไปตามพีเอชของสารละลายเช่นเดียวกับค่าการละลายของ BPC และพบว่าที่ pH เท่ากับ 4 การย่อยสลาย 
BPC ด้วยเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด (BPCH-A และ BPCH-F) ในทุกระดับการย่อสลาย สามารถปรับปรุงการละลาย
ของโปรตีนให้สูงกว่าร้อยละ 70 ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับการศึกษาของ Jamdar และคณะ (2010) ที่
พบว่าโปรตีนถั่วลิสงที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสมีความสามารถในการละลาย สูงกว่ าโปรตีนถั่ว
ลิสงที่ไม่ผ่านกระบวนการย่อยสลาย โดยมีค่าการละลายอยู่ในช่วงร้อยละ 86 - 100 เมื่อท าการทดสอบที่พีเอช 
1-12 โดยทั่วไปการย่อยสลายโปรตีนให้เป็นเปปไทด์สายสั้นหรือมีขนาดโมเลกุลเล็กลงจะส่งผลให้โปรตีนมี
ความสามารถในการละลายเพ่ิมขึ้น เนื่องจากโปรตีนมีขนาดเล็กสามารถกระจายตัวอยู่ในน้ าได้ดี ในขณะที่
โปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ จะมีขนาดใหญ่ มีความสามารถในการกระจายตัวในน้ าได้ต่ า 
(Chobert et al., 1988; Linder et al., 1996; Gbogouri et al., 2004) โมเลกุลโปรตีนที่ผ่านการย่อยสลาย
ด้วยเอนไซม์จะเกิดการคลายตัวเอากรดอะมิโนที่ชอบน้ า (Hydrophilic amino acid) ออกมาได้มาก ส่งผลให้
พ้ืนผิวของโมเลกุลโปรตีนแสดงความมีขั้วได้มากขึ้น โปรตีนจึงมีความสามารถในการจับกับโมเลกุลของน้ าได้ดี 
(Sikorski, 1981)  เมื่อพิจารณาผลของระดับการย่อยสลายต่อค่าการละลายของโปรตีน พบว่าเมื่อระดับการ
ย่อยสลายสูงขึ้นทั้ง BPCH-A และ BPCH-F มีค่าการละลายของโปรตีนไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p< 
0.05) (ภาพที่ 5A และ 5B) อาจเนื่องจากการย่อยสลายโปรตีนถั่วหรั่งด้วยเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดส่งเสริมให้มี
โครงสร้างของเปปไทด์ที่ได้มีความเป็นขั้วมากขึ้นท าให้เปปไทด์จับกับน้ าได้ดีระดับการย่อยสลายของโปรตีนจึง
ไม่มีผลต่อความแตกต่างของโปรตีนมากนัก 
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ภาพที่ 5   การละลายของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วย
เอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) (ภาพ A) และเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) (ภาพ B) ที่พีเอชต่างๆ (ข้อมูลเป็น
ค่าเฉลี่ยมาจากการด าเนินการทดลอง 3 ซ้ า)   

  (A) 

   (B) 
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3.5.2 สมบัติการเกิดฟอง 
3.5.2.1 ความสามารถในการเกิดฟอง (Foaming expansion)   
 ผลการศึกษาความสามารถในการเกิดฟอง (FE) ของโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อย

สลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) ชนิดเอนไซม์ละ 3 ระดับการย่อย
สลาย คือ ร้อยละ 10, 20 และ 30 ส าหรับ BPCH-A และร้อยละ 5, 10 และ15 ส าหรับ BPCH-F เปรียบเทียบ
กับโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ไม่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (Control; BPC) โดยแปรความเข้มข้นของโปรตีน
ที่ใช้เท่ากับร้อยละ 0.1, 0.25, 0.5,  1 และ 3 (w/v) พบว่าทั้งโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นและโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไล
เสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด มีค่าความสามารถในการเกิดฟอง (FE) เพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นของ
โปรตีนที่ใช้เพ่ิมขึ้น และมีค่า FE สูงสุดเมื่อใช้โปรตีนแต่ละชนิดที่ความเข้มข้นของโปรตีนเท่ากับร้อยละ 3 (p< 
0.05) (ภาพที่ 6A และ 6B) เมื่อพิจารณาผลของระดับการย่อยสลายร่วมกับความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้ของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตเปรียบเทียบกับ BPC ซึ่งเป็นโปรตีนเข้มข้นท่ีไม่ผ่านการย่อยสลาย พบว่าที่ความเข้มข้นของ
โปรตีนที่ใช้เท่ากับร้อยละ 1 และ 3 (น้ าหนักต่อปริมาตร) BPCH-A ที่มีระดับการย่อยสลายร้อยละ 10 มี
ความสามารถในการเกิดฟองสูงกว่า BPC อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) (ภาพที่ 6A) เมื่อพิจารณาที่ระดับความ
เข้มข้นอ่ืนๆ พบว่าการใช้ BPCH-A ที่ความเข้มข้นของโปรตีนร้อยละ 0.1 ระดับการย่อยสลายร้อยละ 20 มีค่า
ความสามารถในการเกิดฟองสูงกว่า BPC (p< 0.05) ได้เช่นเดียวกัน แต่การใช้ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.25 และ 
0.5 จะมีค่าความสามารถในการเกิดฟองต่ ากว่า BPC อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) (ภาพที่ 6A) ในส่วน BPCH-
F เมื่อพิจารณาผลของระดับการย่อยสลายร่วมกับความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้เปรียบเทียบกับ BPC พบว่าที่
ความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้เท่ากับร้อยละ 1 และ 3 BPCH-F ที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 5 และ 10 มี
ความสามารถในการเกิดฟองสูงกว่า BPC อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) แต่ที่ระดับความเข้มข้นโปรตีนที่ใช้
เท่ากับร้อยละ 0.25 และ 0.5 พบว่า BPCH-F ที่ระดับการย่อยสลายเดียวกัน (DH ร้อยละ 5 และ 10) มีค่า
ความสามารถในการเกิดฟองต่ ากว่า BPC (p<  0.05) (ภาพที ่6B)  
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ภาพที่ 6 ความสามารถในการเกิดฟองของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่าน
การย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) (ภาพ A) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) (ภาพ B) ที่ระดับ
ความเข้มข้นโปรตีนร้อยละ 0.1, 0.25, 0.5, 1 และ 3  

 

(A) 

(B) 
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จากการศึกษาจะเห็นว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ระดับการย่อยสลายต่ าๆ ได้แก่ ระดับการย่อยสลายร้อย
ละ10 ส าหรับ BPCH-A และร้อยละ 5 และ10 ส าหรับ BPCH-F มีความสามารถในการเกิดฟองที่ดีเมื่อ
เปรียบเทียบกับ BPC ทั้งนี้มีปัจจัยภายใน (Internal factor) หลายอย่าง ที่มีอิทธิพลต่อการเกิดฟองของโปรตีน 
เช่น ขนาดของโมเลกุลโปรตีน ล าดับของกรด  อะมิโน ความมีขั้วของโปรตีน ปริมาณหมู่ไฮโดรโฟบิคของ
โปรตีน เป็นต้น  (Kinsella, 1976) ซึ่งโปรตีนชนิด BPCH-A ที่ย่อยสลายร้อยละ 10 และ BPCH-F ที่ย่อยสลาย
ร้อยละ 5 และ 10 มีความสามารถในด้านการเกิดฟองที่ดีกว่า BPC อาจเนื่องจากมีเปปไทด์ที่สามารถละลายได้
ดีในส่วนที่เป็นของเหลวจะสามารถแพร่กระจายไปยังผิวหน้าระหว่างน้ าและอากาศและจัดเรียงตัวบริเวณ
ผิวหน้าของอากาศและน้ าได้ดี แต่ที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนในระดับที่สูงๆเกิดเป็นเปปไทด์สายสั้น
โมเลกุลขนาดเล็กส่งผลให้โปรตีนขาดความสามารถในการจัดเรียงตัวบริเวณผิวหน้าของอากาศและน้ า  (Air–
water interface) จึงไม่เกิดเป็นฟิลม์ห่อหุ้มฟองอากาศไว้ โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ระดับการย่อยสลายสูงๆ จึงมี
ความความสามารถในการเกิดฟองไม่ดีเมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ระดับการย่อยสลายต่ าๆ
ดังกล่าว สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Nalinanon และคณะ (2011) ที่พบว่าความสามารถในการเกิดฟอง
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเนื้อปลาทรายแดงโม่ง หรือ Ornate threadfin bream ที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์
เปปซินที่สกัดได้จากเครื่องในปลาโอแถบมีค่าความสามารถในการเกิดฟองลดลงเมื่อระดับการย่อยสลายของ
โปรตีนสูงกว่าร้อยละ 10 จากผลการศึกษาครั้งนี้ พบว่าการใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตทั้ง BPCH-A และ BPCH-F 
ในระดับความเข้มข้นที่น้อยกว่าร้อยละ 1 ไม่สามารถปรับปรุงค่าความสามารถในการเกิดฟองของโปรตีนได้ 
และมีค่าความสามารถในการเกิดฟองต่ ากว่า BPC การเกิดฟองของโปรตีนเกิดจาก 3 กระบวนการ คือ 1) การ
เคลื่อนที่ (Transportation) 2) การซึมแทรก (Penetration) และ 3) การจัดเรียงตัวใหม่ (Reognization) 
ของโมเลกุลโปรตีนที่พื้นผิวระหว่างอากาศและน้ าโดยโปรตีนที่ดูดซับตรงบริเวณพ้ืนผิวระหว่างอากาศและน้ าใน
ขณะที่มีการตีฟองอากาศได้เร็วมีการคลายตัว (Unfold) และจัดเรียงตัวกันใหม่บริเวณพ้ืนผิวระหว่างอากาศ
และน้ าได้ดี จึงแสดงค่าความสามารถในการเกิดฟองที่ดีกว่าโปรตีนที่ถูกดูดซับได้ช้าและโมเลกุลไม่คลายตัว
บริเวณพ้ืนผิวระหว่างอากาศและน้ า (Damodaran and Paraf, 1997) ดังนั้นการน าเอนไซม์มาใช้ในการย่อย
สลายโปรตีนจึงเป็นการเพ่ิมความสามารถในการละลายของโปรตีน และส่งผลต่อกระบวนการเกิดฟองโปรตีน
ดังกล่าว  

3.5.2.2 ความคงตัวของฟอง (Foaming stability)    
ผลการศึกษาความคงตัวของฟอง (FS) ของโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัล

คาเลส (BPCH-A) (ภาพที ่7B-7D) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) (ภาพที ่8B - 8D) เปรียบเทียบกับโปรตีน
ถั่วหรั่งเข้มข้นที่ไม่ผ่านการย่อยสลาย (Control; BPC) (ภาพที่ 7A หรือ 8A) โดยแปรระดับความเข้มข้นของ
โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ร้อยละ 0.1, 0.25, 0.5, 1 และ 3 (w/v) ตรวจวัดค่าความคงตัวของฟองที่ช่วงเวลา 
0.5, 5, 10 และ 60 นาที พบว่า BPC มีค่า FS อยู่ในช่วงระหว่างร้อยละ 1.18 ถึงร้อยละ 55.78 เมื่อพิจารณา
ที่ช่วงเวลาที่ทดสอบเดียวกัน พบว่าค่า FS ของ BPC เพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้เพ่ิมขึ้นและมีค่า 
FS สูงสุงเมื่อใช้โปรตีนที่ความเข้มข้นเท่ากับร้อยละ 3 เมื่อพิจารณาที่ระดับความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้เท่ากัน 
พบว่า BPC มีค่า FS ลดลงเพียงเล็กน้อยเมื่อระยะเวลาที่ทดสอบเพ่ิมขึ้นในช่วงระหว่าง 0.5 ถึง 60 นาที แสดง
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ถึงความสามารถในการคงตัวที่ดีของฟองโปรตีน (ภาพที่ 7A) เมื่อพิจารณาโปรตีนที่ผ่านการย่อยสลายด้วย
เอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด (BPCH-A และ BPCH-F) พบว่าค่า FS ของ BPCH-A ที่ทุกระดับการย่อยสลายของโปรตีน 
(DH ร้อยละ 10, 20 และ 30) ให้ผลการทดลองในทิศทางเดียวกับ BPC คือ เมื่อพิจารณาที่ช่วงเวลาที่ทดสอบ
เดียวกัน พบว่าค่า FS ของ BPCH-A จะสูงขึ้นเมื่อความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้เพ่ิมขึ้น และมีค่า FS สูงสุดเมื่อ
ใช้โปรตีนที่ความเข้มข้นร้อยละ 3 เมื่อพิจารณาที่ระดับความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้เท่ากัน  พบว่า BPCH-A มี
ค่า FS ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) เมื่อระยะเวลาที่ทดสอบเพ่ิมข้ึนในช่วงระหว่าง 0.5 ถึง 60 นาที แสดง
ถึงความไม่คงตัวของฟองโปรตีน (ภาพที่  7B,  7C หรือ 7D) เมื่อเปรียบเทียบกับค่า FS ของ BPCH-A กับ 
BPC (ภาพที่ 7A) พบว่า  BPCH-A มีแนวโน้มที่จะให้ค่าความคงตัวของฟองต่ ากว่า BPC ในทุกระดับความ
เข้มข้นของโปรตีนที่ทดสอบ และพบว่าระดับการย่อยสลายของโปรตีนที่สูงขึ้นจากร้อยละ 10 เป็นร้อยละ 30 
จะมีแนวโน้มที่จะให้ค่าความคงตัวของฟองลดลง (เปรียบเทียบระหว่างภาพที่ 7B, 7C และ 7D)  

เมื่อพิจารณาค่า FS ของ BPCH-F พบว่าผลการทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกับ BPC และ BPCH-A 
คือเมื่อพิจารณาที่ช่วงระยะเวลาที่ทดสอบเดียวกัน พบว่า BPCH-F มีค่า FS สูงขึ้นเมื่อความเข้มข้นของโปรตีน
ที่ใช้เพ่ิมขึ้น และเมื่อพิจารณาที่ระดับความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้เท่ากัน พบว่า BPCH-F จะมีค่า FS ลดลง
อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) เมื่อระยะเวลาที่ทดสอบเพ่ิมขึ้นในช่วงระหว่าง 0.5 ถึง 60 นาที เมื่อพิจารณาผล
ของระดับการย่อยสลายของโปรตีน พบว่าเมื่อระดับการย่อยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึนค่า FS ของ BPCH-F จะมี
ค่าลดลง โดยพบว่าที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนร้อยละ 15 มีค่า FS ต่ าสุด  

จากผลการทดลองพบว่าโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสหรือ
เอนไซม์ฟลาโวไซม์ มีความสามารถในการคงตัวของฟองต่ ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วหรั่งที่ไม่ผ่านการ
ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการย่อยสลายโปรตีนเป็นเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กท าให้โปรตีน
สูญเสียประสิทธิภาพในการห่อหุ้มฟองอากาศเอาไว้ จึงท าให้ฟองอากาศมีลักษณะเปราะและแตกได้ง่าย แต่
อย่างไรก็ตามพบว่า ที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนต่างๆ (BPCH-A ระดับการย่อยสลายร้อยละ 10, 20 และ 
30 หรือ BPCH-F ที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 5, 10 และ 15) สามารถปรับปรุงความคงตัวของฟองโปรตีน
ได้ โดยการเพ่ิมความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้ให้สูงขึ้น ทั้งนี้การเพ่ิมความเข้มข้นของโปรตีนในระบบจะท าให้
ฟองอากาศที่ได้มีความแข็งแรง เนื่องจากฟิลม์โปรตีนที่ห้อหุ้มฟองอากาศมีความหนามากขึ้น และการเพ่ิม
ปริมาณโปรตีนในระบบยังเป็นการเพ่ิมความหนืด (Viscosity) ของวัฏภาคน้ า (Aqueous phase) ซึ่งจะท าให้
ฟองที่เกิดขึ้นมีความคงตัวที่ดี (Phillips et al., 1994)  
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ภาพที่ 7 ความคงตัวของฟองของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วย
เอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) ที่ความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้ต่างๆ  (A คือ BPC; B, C และ D คือ BPCH-A ที่
ระดับการย่อยสลายของโปรตีนร้อยละ 10 20 และ 30 ตามล าดับ)  

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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ภาพที ่8 ความคงตัวของฟองของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วย
เอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) ที่ความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้ต่างๆ (A คือ BPC; B, C และ D คือ BPCH-F ที่
ระดับการย่อยสลายของโปรตีนร้อยละ 5, 10 และ 15 ตามล าดับ) 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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3.5.3 สมบัติการเกิดอิมัลชัน                        
 ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของ โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่านย่อย

สลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) (ตารางที่ 11) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) (ตารางที่ 11) 
เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ไม่ผ่านการย่อยสลาย (BPC) โดยแปรความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้ร้อยละ 
0.1, 0.5,  1.0 และ 3.0 (w/v) ค่าความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีนแสดงด้วยค่าดัชนี
ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (Emulsifying ability index; EAI) และค่าความเสถียรของอิมัลชันแสดงด้วย
ค่าดัชนีความคงตัวของอิมัลชัน (Emulsion stability index ; ESI)  พบว่า BPC ซึ่งเป็นโปรตีนถั่วหรั่งที่ไม่ผ่าน
การย่อยสลายมีค่า EAI อยู่ในช่วง 17.23-31.94 m2/g และจะมีค่า EAI ลดลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของโปรตีน
ที่ใช้สูงขึ้น การใช้ BPC ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 ให้ค่า EAI สูงสุด (p< 0.05) และการใช้ที่ความเข้มข้นร้อย
ละ 1.0 มีค่า EAI ต่ ากว่าการใช้ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 และ 3 อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) เมื่อพิจารณาค่า 
ESI ของ BPC พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 19.70-40.92 นาที และการใช้ BPC ที่ความเข้มข้นร้อยละ 3 มีค่า ESI 
สูงสุด รองลงมาคือการใช้ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1, 0.5 และ 1 ตามล าดับ (p< 0.05)                                               

เมื่อพิจารณาสมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของ BPCH-A (ตารางที่ 11) พบว่าค่า EAI ของ BPCH-A อยู่
ในช่วง 3.34-57.85 m2/g เมื่อพิจารณาที่ระดับการย่อยสลายเดียวกัน พบว่าการใช้  BPCH-A ความเข้มข้น
สูงขึ้นจะส่งผลให้ค่า EAI ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) และการใช้ BPCH-A ที่ความเข้มข้นของโปรตีนร้อย
ละ 0.1 มีค่า EAI สูงกว่าค่า EAI ของ BPC  อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) เมื่อพิจารณาที่ระดับความเข้มข้นของ
โปรตีนที่ใช้เท่ากัน พบว่าเมื่อระดับการย่อยสลายสูงขึ้น BPCH-A จะมีค่า EAI ลดลง และมีค่าต่ าสุดที่ระดับการ
ย่อยสลายของโปรตีนเท่ากับร้อยละ 30 (p< 0.05) ในด้านของค่าดัชนีความคงตัวของอิมัลชัน (ESI) พบว่า 
BPCH-A มีค่า ESI อยู่ในช่วงระหว่าง 19.70-87.14 นาที เมื่อพิจารณาที่ระดับการย่อยสลายเดียวกัน พบว่า 
ESI มีค่าสูงสุดเมื่อใช้ BPCH-A ที่ระดับความเข้มข้นโปรตีนเท่ากับร้อยละ 1, 0.1 และ 0.5 ส าหรับ BPCH-A ที่
มีระดับการย่อยสลายเท่ากับ 10, 20 และ 30 ตามล าดับ (p< 0.05) จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าค่า ESI ของ 
BPCH-A มีความแปรปรวน ไม่สัมพันธ์กับระดับการย่อยสลายและความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้ ทั้งนี้อาจเพราะ
ความคงตัวของอิมัลชันขึ้นกับปฏิสัมพันธ์ร่วมของทั้ง ขนาด รูปร่าง และความเป็นขั้วของโมเลกุลโปรตีน 
โดยทั่วไปการเกิดอิมัลชันจะเป็นผลมาจากการดูดซับของโมเลกุลโปรตีนหรือเปปไทด์ไว้บนพ้ืนผิวของหยด
น้ ามัน กรดอะมิโนที่ไม่มีขั้ว (Hydrophobic amino acid) จะท าให้โปรตีนสามารถเกาะตัวอยู่บนผิวของน้ ามัน
โดยการแทรกตัวเข้าไปอยู่บนผิวของตัวน้ ามัน และหันส่วนที่มีข้ัวออกมาสัมผัสน้ า (Pomeranz, 1991) 
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ตารางที่ 11 ดัชนีความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (EAI) และดัชนีความคงตัวของอิมัลชัน (ESI) ของโปรตีน
ถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) ที่
ความเข้มข้นของโปรตีนต่างๆ                              

Concentration (%) Emulsifying activity index 
*(m2/g) 

Emulsion stability 
index(min) 

BPC 
0.1 
0.5 
1.0 
3.0 

 
31.94 ± 0.83ab,y 
17.27 ± 1.07c,x 
11.21 ± 0.48c,w 
17.23 ± 1.95d,x 

 
40.92 ± 2.24d,y 
21.58 ± 0.65a,x 
19.70 ± 2.01a,w 
44.24 ± 2.59d,z 

10% DH BPCH-A   
0.1 34.64 ± 3.32b,z 37.55 ± 3.55bc,x 
0.5 16.36 ± 1.68b,y 23.98 ± 2.13ab,w 
1.0 10.09 ± 0.70b,x 46.14 ± 1.22d,y 
3.0 6.25 ± 0.78c,w 19.97 ± 3.01a,w 
20% DH BPCH-A   
0.1  57.85 ± 1.82d,z 38.70 ± 1.32c,y 
0.5    17.56 ± 1.41c,y 25.63 ± 0.18c,w 
1.0                                                     10.58 ± 0.50bc,x 33.21 ± 0.24b,wx 
3.0 5.61 ± 0.01b,w 37.86 ± 1.53c,x 
30% DH BPCH-A   
0.1 47.35 ± 1.82c,z 26.57 ± 1.72a,w 
0.5 10.07 ± 0.37a,y 87.14 ± 4.53d,z 
1.0 6.18 ± 0.42a,x 38.28 ± 2.11c,y 
3.0 3.43 ± 0.10a,w 22.91 ± 0.44b,x 

*Means ± SD from triplication determinations. 

 Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p< 0.05) among 
sample specific concentration, while different (w-y) in the same column indicate the 
significance (p< 0.05) among various protein concentrations. 
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สมบัติการเป็นอิมัลไฟเออร์ของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) 
แสดงในตารางที่ 12 พบว่าค่า EAI ของ BPCH-F มีค่าอยู่ในช่วงระหว่าง 1.08-30.86 m2/g เมื่อพิจารณาที่
ระดับการย่อยของสลายโปรตีนที่เท่ากัน พบว่า BPCH-F มีค่า EAI สูงสุดเมื่อใช้ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 และ
จะมีค่า EAI ลดลงเมื่อใช้ที่ความเข้มข้นของโปรตีนสูงขึ้น (p< 0.05) เมื่อพิจารณาที่ระดับความเข้มข้นของ
โปรตีนที่ใช้เท่ากัน พบว่า BPCH-F มีค่า EAI ลดลงเมื่อระดับการย่อยสลายสูงขึ้น (p< 0.05)  ยกเว้นเมื่อใช้ที่
ความเข้มข้นโปรตีนเท่ากับร้อยละ 0.1 ที่พบว่า BPCH-F มีค่า EAI สูงขึ้นเมื่อระดับการย่อยสลายของโปรตีน
เพ่ิมขึ้น  ในด้านค่า ESI  เมื่อพิจารณาที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนเท่ากัน พบว่า ESI ของ BPCH-F มีค่า
ลดลงเมื่อระดับความเข้มข้นของโปรตีนเพ่ิมขึ้น โดยพบว่า BPCH-F มีค่า ESI สูงสุดเมื่อใช้ที่ระดับความเข้มข้น
โปรตีนร้อยละ 0.1 (p< 0.05) และเมื่อพิจารณาที่ระดับความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้เท่ากัน พบว่า BPCH-F ที่
ระดับการย่อยสลายร้อยละ 15 มีค่า ESI สูงสุด (p< 0.05) โดยค่า ESI ของ BPCH-F มีความแปรปรวนไม่
สัมพันธ์กับระดับการย่อยสลาย และความเข้มข้นของโปรตีนเช่นเดียวกับ BPCH-A ดังนั้นการเลือกน าโปรตีน
ไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้ (BPCH-A และ BPCH-F) ไปใช้งานจึงไม่ควรพิจารณาเฉพาะค่า ESI เพียงอย่างเดียว 

จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าสมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นและโปรตีนถั่วหรั่งที่
ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ทั้งสองชนิด มีค่าดัชนีความสามารถในการเกิดอิมัลชันและดัชนีความคงตัวของ
อิมัลชันแตกต่างกัน ขึ้นกับระดับการย่อยสลายของโปรตีนและความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้ ทั้งนี้การย่อยสลาย
ของโปรตีนด้วยเอนไซม์มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของทั้งขนาดโมเลกุลและโครงสร้างของโปรตีน เกลียวโปรตีนที่
คลายตัวออกเนื่องจากการย่อยสลายของเอนไซม์จะท าให้ปริมาณกรดอะมิโนที่มีประจุและไม่มีประจุ ของ
โปรตีนที่ซ่อนอยู่ภายในโครงสร้างของโปรตีนเกิดขึ้นที่ผิวของโปรตีนมากขึ้น ซึ่งมีอิทธิพลต่อความสามารถใน
การจับน้ าและน้ ามันของโปรตีนไฮโดรไลเสต ดังนั้นการย่อยสลายโปรตีนถั่วหรั่งด้วยเอนไซม์ต่างชนิดกันที่
ระดับการย่อยสลายต่างกัน จึงอาจท าให้ได้เปปไทด์ที่มีคุณสมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์แตกต่างกันด้วย ใน
กรณีท่ีโปรตีนไฮโดรไลเสตมีคุณสมบัติการเกิดอิมัลชันไม่ดีอาจเนื่องมาจากการย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์ให้
เป็นโมเลกุลที่มีขนาดเล็กลง ท าให้โปรตีนมีความเป็น Amphiphilic ไม่เพียงพอที่จะท าให้เกิดอิมัลชันที่ดี 
(Chobert et al., 1988)  
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ตารางที่ 12 ดัชนีความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (EAI) และดัชนีความคงตัวของอิมัลชัน (ESI) ของโปรตีน
ถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) ที่
ระดับความเข้มข้นของโปรตีนต่างๆ  

Concentration (%) Emulsifying activity index 

(m2/g) 
Emulsion stability index 

(min) 
Control 
0.1 
0.5 
1.0 
3.0 

 
31.94 ± 0.83d,y* 
17.27 ± 1.07d,x 
11.21 ± 0.48d,w 
17.23 ± 1.95d,x 

 
40.92 ± 2.24a,x 
21.58 ± 0.65a,w 
19.70 ± 2.01a,w 
44.24 ± 2.59d,x 

5% DH BPCH-F   
0.1 20.51 ± 0.53ab,z 59.47 ± 0.00c,y 
0.5    7.31 ± 0.26c,y 35.14 ± 1.17b,x 
1.0   5.61 ± 0.08c,x 32.30 ± 0.43c,x 
3.0 4.21 ± 0.04c,w 17.26 ± 2.53b,w 
10% DH BPCH-F   
0.1  24.81 ± 1.57b,y 45.76 ± 1.76b,yz 
0.5    5.98 ± 0.26b,x 44.24 ± 2.39c,y 
1.0                                                     3.94 ± 0.93b,w 29.84 ± 1.37b,x 
3.0 3.72 ± 0.15b,w 16.57 ± 0.17a,w 
15% DH BPCH-F   
0.1 30.86 ± 0.13c,y 85.96 ± 3.48d,z 
0.5 3.46 ± 0.26a,x 70.00 ± 0.00d,x 
1.0 1.73 ± 0.11a,w 46.45 ± 2.05d,y 
3.0 1.08 ± 0.12a,w 27.63 ± 1.51c,w 

* Means ± SD from triplication determinations. 
 Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p< 0.05) among 
sample specific concentration, while different (w-y) in the same column indicate the 
significance (p< 0.05) among various protein concentrations. 
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นอกจากนี้จากการศึกษาครั้งนี้พบว่า การใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วหรั่ง (ทั้ง BPCH-A และ BPCH-
F) ที่ระดับความเข้มข้นของโปรตีนสูงขึ้นจะส่งผลให้ค่าดัชนีความสามารถในการเกิดอิมัลชันลดลง ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากเมื่อเพ่ิมปริมาณโปรตีนไฮโดรไลเสต ท าให้ระบบมีปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้น อาจส่งผลให้โปรตีนหรือเปป
ไทด์เกิดการจับเรียงตัว (Aggregation)  กันเองของโมเลกุลโปรตีนมากขึ้น ท าให้โปรตีนไม่สามารถแทรกตัว
หรือถูกดูดซับบนพ้ืนผิวของหยดน้ ามันได้ ความสามารถในการห่อหุ้มเม็ดไขมันของโปรตีนบริเวณผิ วสัมผัส
ระหว่างน้ ากับน้ ามันจึงลดลง (Kristinsson and  Rasco, 2000) ส่งผลให้การเกิดอิมัลชันเกิดได้ไม่ดี สอดคล้อง
กับการศึกษาของ Thiansilakul และคณะ (2007) ที่พบว่าเมื่อความเข้มข้นของโปรตีนปลาทูแขกข้างเหลือง
ไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์เพ่ิมสูงกว่าร้อยละ 0.5 อิมัลชันจะมีค่า EAI และ ESI ลดลง 
ส่วนในกรณีที่โปรตีนมีระดับความเข้มข้นน้อยสามารถที่จะท าให้เกิดอิมัลชันของโปรตีนได้ดีนั้น Lawal และ
คณะ (2007) อธิบายว่าเนื่องจากโมเลกุลโปรตีนที่ความเข้มข้นน้อยๆนั้น สามารถเคลื่อนตัวและถูกดูดซับ
บริเวณผิวหน้าของน้ ามันได้ดีกว่าโปรตีนที่มีความเข้มข้นสูง ซึ่งเป็นอุปสรรคต่อการเคลื่อนตัวและการถูกดูดซับ
ของโปรตีน ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับชนิดของโปรตีนด้วยเช่นกัน 

3.5.4 สมบัติการจับเรียงตัวภายใต้สภาวะการให้ความร้อน 
จากการทดสอบการจับเรียงตัวภายใต้ความร้อน (Thermal aggregation) ของโปรตีน โดยตรวจสอบ

ค่าความขุ่น (O.D. 400 นาโนเมตร) ของสารละลายโปรตีนเข้มข้น 1 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ภายหลังการ
ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ของโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วย
เอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) (ภาพที่ 9) หรือเอนไซม์ ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) (ภาพที่ 10) เปรียบเทียบกับ
โปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ไม่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (BPC) โดยศึกษาท่ีระดับความเข้มข้นของโซเดียมคลอ
ไรด์แตกต่างกัน (0-300 มิลลิโมลาร์)  พบว่าสารละลาย BPC มีค่าความขุ่นอยู่ช่วงระหว่าง 1.77-2.18 และมีค่า
ความขุ่นลดลงเมื่อระดับความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์เพ่ิมขึ้น เมื่อพิจารณา BPCH-A เปรียบเทียบกับ BPC 
พบว่าภายหลังการให้ความร้อนสารละลาย BPCH-A มีค่าความขุ่นน้อยกว่า BPC อย่างเห็นได้ชัด ในทุกระดับ
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่ทดสอบ (ภาพที่ 9) แสดงถึงความคงตัวต่อความร้อนที่ดีของ BPCH-A 
เนื่องจากโปรตีนในสารละลายจับเรียงตัวเป็นโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่ได้น้อยเมื่อผ่านการให้ความร้อน และเมื่อ
พิจารณาที่ระดับความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์เท่ากัน พบว่าเมื่อระดับการย่อยสลายของโปรตีนเพ่ิมขึ้น
สารละลายโปรตีนจะมีค่าความขุ่นลดลง   
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ภาพที่ 9 ความขุ่นของโปรตีนถั่วหรั่ง (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส 
(BPCH-A) (เข้มข้น 1 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร) ที่ระดับความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ต่างๆ  
ภายใต้สภาวะการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที   

 
 

 
ภาพที่  10 ความขุ่นของโปรตีนถั่วหรั่ง (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วย
เอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) (เข้มข้น 1 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร) ที่ระดับความเข้มข้นของเกลือโซเดียม
คลอไรด์ต่างๆ ภายใต้สภาวะการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที   
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ในส่วนของ BPCH-F พบว่าสารละลาย BPCH-F ทั้ง 3 ระดับการย่อยสลาย มีค่าความขุ่นภายหลังการ
ให้ความร้อนต่ ากว่า BPC อย่างเห็นได้ชัด เมื่อพิจารณาที่ระดับความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่เท่ากัน และ
พบว่าค่าความขุ่นของสารละลายลดลงเมื่อระดับการย่อยสลายของโปรตีนเพ่ิมขึ้น (ภาพที่ 10)  เมื่อพิจารณา
ผลของระดับโซเดียมคลอไรด์ พบว่าที่ระดับความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์เท่ากับ 25 มิลลิโมลาร์ ส่งผลต่อ
การเพ่ิมค่าความขุ่นของทั้ง BPCH-A และ BPCH-F เมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายโปรตีนที่ไม่มีโซเดียมคลอ
ไรด์ อาจเนื่องจากที่ระดับความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 25 มิลลิโมลาร์ เป็นสภาวะที่จะส่งเสริมให้โปรตีน
เกิดการจับเรียงตัวภายใต้สภาวะการให้ความร้อนได้มาก เนื่องจากเกิดการปรับปรุงประจุของโมเลกุลโปรตีน
ด้วยอิออนของเกลือ ท าให้โปรตีนคลายตัวบางส่วน ส่งเสริมให้เกิดอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic 
interaction) ระหว่างโมเลกุลของโปรตีน แต่ในสภาวะที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์เพ่ิมขึ้นปริมาณอิออนที่มากจะ
ไปปรับปรุงประจุในโมเลกุลโปรตีนได้มากโปรตีนมีแรงผลัก (Repulsive force) ระหว่างโมเลกุลมากจึงจับเรียง
ตัวกันได้น้อยเม่ือน าไปให้ความร้อน 

การวิเคราะห์ค่าความขุ่นของโปรตีนภายหลังการให้ความร้อนเป็นการตรวจสอบปริมาณการสูญเสีย
สภาพ (Denaturation) และการจับเรียงตัว (Aggregation) กันของโมเลกุลโปรตีนเมื่อได้รับความร้อนโดยการ
ที่สารละลายโปรตีนมีค่าความขุ่นสูงขึ้นภายหลังการให้ความร้อน เกิดจากการจับเรียงตัวของ โมเลกุลโปรตีน
เป็นอนุภาคที่มีขนาดใหญ่ขึ้น ท าให้โมเลกุลโปรตีนเกิดการกระเจิงแสง (Light scattering) ในช่วงความยาว
คลื่นที่ตรวจวัด (400 นาโนเมตร) สารละลายโปรตีนที่มีค่าความขุ่นมากแสดงถึงความไม่คงตัวต่อความร้อน 
(Thermal stability)  โดยเฉพาะอย่างยิ่งการให้ความร้อนในกระบวนการแปรรูปอาหาร ซึ่งนอกจากจะท าให้
ผลิตภัณฑ์มีลักษณะขุ่นแล้ว ยังอาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงคุณลักษณะด้านอ่ืนๆ เช่น ความหนืดของ
ผลิตภัณฑ์เพ่ิมข้ึน ผลิตภัณฑ์เกิดการตกตะกอน หรืออาจท าให้เนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นเจล (Gel) 
ซึ่งเหล่านี้อาจเป็นลักษณะที่ไม่พ่ึงประสงค์ของผลิตภัณฑ์ได้ จากผลการทดลองจะเห็นว่าการย่อยสลายด้วย
เอนไซม์ทั้ง 2 สองชนิด สามารถปรับปรุงสมบัติการคงตัวต่อความร้อนของโปรตีนจากถั่วหรั่งได้ดี ซึ่งสอดคล้อง
กับผลการทดลองของ Ryan และคณะ (2008) ที่พบว่าโปรตีนถั่วเหลืองไฮโดรไลเสตมีความคงตัวต่อความร้อน
ได้ดีกว่าโปรตีนถั่วเหลืองเข้มข้นที่ไม่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ เมื่อท าการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ในช่วงพีเอชที่ท าการทดสอบเท่ากับ 7.1 และ 7.5 กล่าวคือสารละลายโปรตีนถั่ว
เหลืองไฮโดรไลเสตมีค่าความขุ่นต่ ากว่าโปรตีนถั่วเหลืองเข้มข้นที่ไม่ผ่านการย่อยสลาย ในการศึกษาครั้งนี้ได้
ศึกษาผลของการให้ความร้อนร่วมกับปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด์ ซึ่งเป็นการจ าลองระบบอาหารที่มีการใช้
เกลือโซเดียมคลอไรด์เป็นเครื่องปรุงรส ซึ่งเกลือจะมีคุณสมบัติโดยตรงต่อการเพ่ิมหรือลดความคงตัวของ
โปรตีนในระหว่างการให้ความร้อน เนื่องจากเกลือมีความสามารถในการปรับเปลี่ยนประจุสุทธิของโปรตีนได้  
(Damodaran and Paraf, 1997) โดยจากผลการทดลองจะเห็นว่าการมีเกลือในระบบอาหารมีผลต่อการลด
ค่าความขุ่นของสารละลายโปรตีนได้  การที่โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้มีความคงตัวต่อความร้อนที่ดี 
ท าให้มีความเป็นไปได้ที่จะน าโปรตีนถั่วหรั่งไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการผลิตอาหารที่ใช้ความร้อน  เช่น 
อาหารที่ต้องผ่านการให้ความร้อนหรือฆ่าเชื้อ เป็นต้น 
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3.6 การศึกษาสมบัติการต้านออกซิเดชันของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่ว หรั่ง
ไฮโดรไลเสต (BPCH) 

ผลการศึกษาสมบัติการต้านออกซิเดชัน โดยตรวจสอบกิจกรรมการจับอนุมูลอิสระ ABTS และ DPPH 
และกิจกรรมการจับโลหะไอออนของ BPCH-A (ตารางที่ 13) และ BPCH-F (ตารางที่ 14) เปรียบเทียบกับ 
BPC พบว่า BPC ซึ่งเป็นโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ไม่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์มีกิจกรรมการต้านอนุมูล
อิสระ ABTS, DPPH และกิจกรรมในการจับโลหะไอออนเท่ากับร้อยละ 33.2, 21.45 และ 35.72 ตามล าดับ  

 เมื่อย่อยสลายโปรตีนถั่วหรั่งด้วยเอนไซม์ทั้งสองชนิด พบว่าโปรตีนที่ผ่านการย่อยสลายจะมีกิจกรรม
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระดีกว่าโปรตีนถั่วหรั่งที่ไม่ผ่านการย่อยสลาย โดยพบว่า BPCH-A ที่ระดับการย่อย
สลายร้อยละ 10 และ 20 มีกิจกรรมการจับอนุมูลอิสระ ABTS ได้สูงสุด คือร้อยละ 64.16 และ 64.97 
ตามล าดับ (p< 0.05) (ตารางที่ 13) ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับ Nalinanon และคณะ (2011) ที่ศึกษา
เกี่ยวกับคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกล้ามเนื้อปลาทรายแดงโม่งที่ผ่าน
การย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินที่ได้จากปลากทูน่าพันธ์โอแถบ พบว่าที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 20 โปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากกล้ามเนื้อปลาทรายแดงโม่งมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ดีที่สุด
เช่นเดียวกัน นอกจากนี้มีรายงานของ สุภาวดี ทรัพย์สิริไพบูลย์ (2550) ที่ศึกษาความสามารถในการเป็นสาร
ต้านออกซิเดชันของโปรตีนถั่วเหลืองไฮโดรไลเสต พบว่าโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 
มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ดีกว่าโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ไม่ผ่านการย่อยสลาย และมีฤทธิ์
เพ่ิมขึ้นเมื่อระยะเวลาในการย่อยสลายและความเข้มข้นของโปรตีนไฮโดรไลเสตเพ่ิมขึ้นจากร้อยละ 0.1 เป็น
ร้อยละ 0.5 และพบว่าโปรตีนถั่วเหลืองไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสมีความสามารถในการ
ท าลายอนุมูลอิสระไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันลิ
โนเลอิกสูงกว่าโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปน โดยทั่วไปการย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์เป็น
การท าให้โปรตีนมีขนาดเล็กลง โปรตีนจึงแสดงลักษณะของความเป็นขั้วมากขึ้น ทั้งนี้ BPCH-A ที่ระดับการ
ย่อยสลายร้อยละ 10 และ 20 มีความสามารถที่จะจับกับอนุมูลอิสระ ABTS+• ได้ดี อาจเนื่องมากจาก BPCH-
A ที่ระดับการย่อยสลายดังกล่าวมีกรดอะมิโนที่มีโซ่ข้างเป็นประจุลบ (Nagatively chareged R group) อยู่
บนโครงสร้างของโปรตีนมากจึงสามารถที่จะจับกับอนุมูลอิสระ ABTS+• ได้ดี บ่งชี้ถึงความสามารถที่จะท าลาย
หรือยับยั้งอนุมูลอิสระที่จะเกิดข้ึนได้ (Re et al., 1999)  

 เมื่อพิจารณาสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของ BPCH-A พบว่ามีค่าเพ่ิมขึ้นเมื่อระดับ
การย่อยสลายของโปรตีนเพ่ิมขึ้น (p< 0.05) โดยมีค่ากิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุดอยู่ที่ร้อยละ 
29.29 เมื่อโปรตีนมีระดับการย่อยสลายเท่ากับร้อยละ 30 (ตารางที่ 13) แสดงให้เห็นว่า BPCH-A มี
ประสิทธิภาพในการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH โดยมีความสามารถในการให้อิเล็กตรอน (Electron donor) 
กับอนุมูลอิสระ ท าให้อนุมูลอิสระมีความสเถียร ซึ่งผลที่ได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Jamdar และคณะ 
(2010) ที่ศึกษาอิทธิพลของระดับการย่อยสลายของโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเสต ต่อความสามารถในการเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระ ที่พบว่าเมื่อระดับการย่อยสลายเพ่ิมขึ้น (จากร้อยละ10 เป็น 20 30 และ 40) ค่ากิจกรรม
การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเสตจะเพ่ิมข้ึนตามล าดับ  
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เมื่อพิจารณาค่าการจับโลหะไอออน (Metal ion chelating) พบว่าเมื่อระดับการย่อยเพ่ิมขึ้นค่าจับ
กับโลหะไอออน (Fe2+) ของ BPCH-A ก็เพ่ิมขึ้น (ตารางที่ 13) ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับ Jamdar และ
คณะ (2010) ที่พบว่าโปรตีนถั่วลิสงไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยโดยเอนไซม์อัลคาเลสมีความสามารถในการจับ
โลหะไอออนสูงขึ้นเมื่อระดับการย่อยสลายโปรตีนถั่วลิสงเพ่ิมขึ้นจากร้อยละ 10 เป็นร้อยละ 20, 30 และ 40 
ตามล าดับ ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่าเปปไทด์ในโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตสามารถท าหน้าที่เป็นสารคีเลตหรือ
สารอินทรีย์ที่สามารถจับอนุมูลอิสระหรือท าหน้าที่เป็น Prooxidants น าไปสู่การลดการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมัน ซึ่งการจับกับธาตุที่มีประจุบวก  เช่น เหล็ก สังกะสี หรือทองแดง ในระบบของอาหารจะ
ช่วยลดอัตราการเกิดออโต้ออกซิเดชัน และชะลอการเกิดสารประกอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่จะส่ งผลต่อ 
กลิ่น รส ในอาหาร (Gordon, 2001)  

ส่วนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH- F) พบว่าที่ระดับการย่อยสลาย
ร้อยละ 5 โปรตีนมีค่ากิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ดีที่สุด คือร้อยละ 48.58 และเมื่อระดับการย่อย
สลายของโปรตีนสูงขึ้นโปรตีนจะมีค่ากิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระลดลง ดังแสดงในตารางที่ 14 สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Prommool และคณะ (2010) ที่พบว่ากิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ของโปรตีนไฮโดรไล
เสตที่ผลิตจากเครื่องในปลาทูน่าพันธุ์โอแถบ ที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์มีค่าลดลงเมื่อปริมาณเอนไซม์
เพ่ิมข้ึน (ระดับการย่อยสลายโปรตีนเพิ่มข้ึน)  

เมื่อพิจารณากิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH พบว่า BPCH-F มีความสามารถในการจับอนุมูล 
DPPH ลดลงเมื่อระดับการย่อยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึน โดยมีค่ากิจกรรมสูงสุดที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 5 
คือมีค่าเท่ากับร้อยละ 27.23 อย่างไรก็ตามพบว่า BPCH-F ในทุกระดับการย่อยสลายมีความสามารถในการ
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า BPC ซึ่งเป็นโปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อยสลาย (ตารางที่ 14) สอดคล้องกับผลการ
ทดลองของ Chuan-He และคณะ (2009) ที่ศึกษาความสามารถในการจับอนมูลอิสระ DPPH ในเมล็ด
ข้าวบัคฮวีท (Buckwheat) ที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 5-25 ที่ระดับความ
เข้มข้นของโปรตีนตั้งแต่ 0.00 - 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบว่าที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 5 มีกิจกรรมการ
จับอนุมูลอิสระได้สูงที่สุดและมีค่าความเข้มข้นที่แสดงการยับยั้ งร้อยละ 50 (50% Inhibitory 
Concentration: IC50) เท่ากับ 0.56 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นอกจากนี้ Klompong และคณะ (2007) ศึกษา
ความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ DPPH ของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เตรียมจากกล้ามเนื้อปลาสีกุนข้างเหลือง
ที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส พบว่าความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ DPPH มีความสามารถ
ในการต้านอนุมูล DPPH ลดลงเมื่อระดับการย่อยสลายเพ่ิมขึ้นแต่ไม่มีความแตกต่างในโปรตีนไฮโดรไลเสตที่
เตรียมจากกล้ามเนื้อปลาสีกุนข้างเหลืองที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ท่ีระดับการย่อยสลายในช่วงร้อยละ 
5 ถึง ร้อยละ 25 การย่อยสลายโปรตีนท าให้เกิดเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กและกรดอะมิโนอิสระที่ค่อนข้าง
หลากหลายขึ้นกับความจ าเพาะเจาะจงกับเอนไซม์แต่ละชนิด ซึ่งการเปลี่ยนแปลงขนาดและองค์ประกอบของ
เปปไทด์ที่มีขนาดเล็กจะมีผลต่อกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ (Wu et al., 2003) เมื่อพิจารณา
ความสามารถในการจับโลหะไอออน (Metal ion chelating) ของ BPCH-F พบว่าเมื่อระดับการย่อยสลาย
ของโปรตีนเพิ่มข้ึนความสามารถในการจับโลหะไอออนก็เพ่ิมข้ึนด้วย  
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ตารางที่ 13 กิจกรรมการต้านออกซิเดชันของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนที่ ผ่านการย่อยสลาย
ด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) ที่ระดับการย่อยสลายต่างๆ  

Hydrolysates 
Activities tested 

ABTS radical 
scavenging (%) 

DPPH radical               
scavenging (%) 

Metal ion chelating (%) 

BPC 33.2 ± 0.62a* 21.45 ± 0.76a 35.73 ± 0.02a 
10% DH BPCH-A 64.16 ± 0.85c 28.16 ± 0.55b 54.54 ± 0.02b 
20% DH BPCH-A 64.97 ± 0.47cd 29.03 ± 0.43c 66.95 ± 0.01c 
30% DH BPCH-A 60.30 ± 0.71b 29.29 ± 0.25d 74.41 ± 0.01d 
   *Means ± SD from triplication determinations. 
    Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p< 0.05) 
 
ตารางท่ี 14 กิจกรรมการต้านออกซิเดชันของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่ว หรั่งที่ย่อยสลายด้วย
เอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) ที่ระดับการย่อยสลายต่างๆ  

Hydrolysates 
Activities tested 

ABTS radical 
scavenging (%) 

DPPH radical               
scavenging (%) 

Metal ion chelating (%) 

BPC 33.20 ± 0.62a* 21.45 ± 0.76a 35.73 ± 0.03a 
5% DH BPCH-F 48.58 ± 0.54d 27.23 ± 0.99d 40.38 ± 0.01b 
10% DH BPCH-F 46.54 ± 0.20c 25.70 ± 0.24c 46.93 ± 0.02c 
15% DH BPCH-F 39.97 ± 0.12b 23.23 ± 0.89b 51.36 ± 0.02d 
   *Means ± SD from triplication determinations. 
   Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p< 0.05) 
  

จากผลการศึกษาความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสต ทั้งใน
รูปแบบ ABTS, DPPH และ Metal ion chelating พบว่าโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดร ไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายโดย
เอนไซม์อัลคาเลสและฟลาโวไซม์ มีเปปไทด์ที่สามารถท าหน้าที่เป็นตัวให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระท าให้
เกิดโมเลกุลที่มีความเสถียร จึงมีผลต่อการชะลอหรือยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระได้ ( Stohs 
and Bagchi, 1995) นอกจากนี้เปปไทด์จากโปรตีนถั่วหรั่งที่ผลิตได้ยังสามารถจับโลหะไอออนได้ดี โลหะ
ไอออนเป็นตัวการส าคัญในการเร่งปฏิกิริยาท าให้เกิดสารอนุมูลอิสระได้มากมาย โดยเฉพาะธาตุเหล็กที่อยู่ใน
รูปเฟอร์รัส (Fe2+) จะท าปฏิกิริยาออกซิเดชันกับออกซิเจนในอากาศ เกิดเป็นอนุมูล Superoxide anion 
radical (O2

-  ) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระตัวเริ่มต้นที่ท าให้เกิดอนุมูลอิสระตัวอ่ืนๆ ต่อไป (Dinis et al., 1994)  
ดังนั้นการที่โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการจับโลหะไออนได้ดี จึงมีผลต่อต้านการเกิดปฏิกิริยา
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ออกซิเดชันได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีระดับการย่อยสลายของโปรตีนสูงๆ ได้แก่ BPCH-A ที่
ระดับการย่อยร้อยละ 30 และ BPCH-F ที่ระดับการย่อยร้อยละ 15  

 3.7 ฤทธิ์ต้านจุลชีพ  
 ผลการตรวจสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของ BPC, BPCH-A และ BPCH-F พบว่าทั้ง BPC, BPCH-A และ 

BPCH-F ไม่แสดงฤทธิ์ต้านจุลชีพที่น ามาทดสอบทั้ง 6 ชนิด ได้แก่ Bacillus cereus, Escherichia coli, 
Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus และ Vibrio 
cholerae ดังแสดงในภาพที่ 11 

 

 
 

ภาพที่ 11 การตรวจสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อย
สลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ 
(BPCH-F) ที่ระดับความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ต่อเชื้อ (A) Bacillus cereus; (B) Listeria 
monocytogenes; (C) Staphylococcus aureus; (D) Escherichia coli; (E) Salmonella 
Typhimurium และ (F) Vibrio cholorae โดยมีน้ ากลั่น (DW) และ Tetracyclin (10 ไมโครกรัม) เป็นชุด
ควบคุมลบและบวก ตามล าดับ (1: BPC; 2: 10%DH BPCH-A; 3: 20%DH BPCH-A; 4: 30%DH BPCH-A; 
5: 5%DH BPCH-F; 6: 10%DH BPCH-F; 7: 15%DH BPCH-F) 
  
 งานวิจัยที่เกี่ยวกับฤทธิ์ในการต้านจุลชีพของโปรตีนไฮโดรไลเสตนั้นพบน้อยกว่างานวิจัยที่ศึกษาถึงฤทธิ์
ในการต้านอนุมูลอิสระ โดยจากการรายงานพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตจากโปรตีนบางชนิดเช่น โปรตีน
นมและโปรตีนไข่มีความสามารถในการต้านจุลชีพได้   
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บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 
 

1.  โปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นที่ผลิตได้มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบในปริมาณที่สูง เมื่อผลิตเป็นโปรตีนไฮโดรไลเสต
โดยท าการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและฟลาโวไซม์ มีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วงร้อยละ 62.72 – 
64.47 และ 45.57 – 57.91 ตามล าดับ โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้มีปริมาณสารต้านโภชนาการได้แก่ 
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และแทนนินอยู่ในช่วงระหว่าง 88.93 – 598.93 มิลลิกรัมGAE/g protein 
และ 6.03-8.42 มิลลิกรัมTAE/g protein ตามล าดับ  

2.  การย่อยสลายโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ฟลาโวไซม์สามารถปรับปรุง
ความสามารถในการละลายให้ดีขึ้น และท าให้โปรตีนละลายได้ดีในช่วง พีเอชที่กว้าง สารละลายโปรตีน
ถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดมีความคงทนต่อความร้อนที่ดีกว่าโปรตีน
ถั่วหรั่งที่ไม่ผ่านการย่อยสลาย และมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ส่งผลต่อการเพ่ิมความคงตัวต่อความร้อนของ
โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตได้  โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้มีสมบัติการเกิดฟอง และการเป็นอิมัลซิไฟ
เออร์ได้แตกต่างกันขึ้นกับระดับการย่อยสลายของโปรตีนและความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้ โปรตีนถั่วหรั่ง
ที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 10 และ 20 และโปรตีนถั่วหรั่งที่
ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 10 และ 15 สามารถปรับปรุง
คุณสมบัติการเกิดฟองและการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีนได้ดี เมื่อใช้ที่ระดับความเข้มข้นของโปรตีนที่
เหมาะสม 

 3.  การย่อยสลายโปรตีนถั่วหรั่งด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและฟลาโวไซม์ส่งผลต่อการเพ่ิมกิจกรรมการจับอนุมูล
อิสระ ABTS และ DPPH รวมทั้งการจับโลหะไออน (Metal ion chelating) ของโปรตีน โปรตีนถั่วหรั่ง
ไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการจับอนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้นเมื่อระดับการย่อยสลายของโปรตีนเพ่ิมขึ้น  
โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลสที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนร้อยละ 20 
มีกิจกรรมในการจับอนุมูลอิสระ ABTS สูงที่สุด แต่มีกิจกรรมในการจับอนุมูลอิสระ DPPH และกิจกรรม
การจับโลหะไอออนสูงสุดที่ระดับการย่อยสลายของโปรตีนร้อยละ 30 โปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผ่าน
การย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์มีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระชนิด ABTS และ DPPH ของโปรตีน
สูงที่สุดที่ระดับการย่อยสลายร้อยละ 5 แต่มีกิจกรรมการจับโลหะไออนสูงสุดที่ระดับการย่อยสลายของ
โปรตีนร้อยละ 15 แต่ไม่พบฤทธิ์ต้านจุลชีพของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น และโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่
ย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส และเอนไซม์ฟลาโวไซม์ 
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ข้อคิดเห็นและข้อเสนอแนะส าหรับการวิจัยต่อไป 
 

 หากมีการศึกษาต่อจากการวิจัยในครั้งนี้ ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมดังต่อไปนี้  
1. โปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้นและโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตในปริมาณที่สูงอยู่ จึง

ควรพัฒนาวิธีการสกัดแยกโปรตีนให้มีคาร์โบไฮเดรตในปริมาณน้อย และโปรตีนมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน  
2. โปรตีนถั่วหรั่งที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ ควรน ามาทดสอบสมบัติในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน

ตามน้ าหนักโมเลกุล ศึกษาล าดับการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโน (Amino acid sequance) เพ่ือให้ทราบ
โครงสร้างที่แน่ชัดของเปปไทด์ที่ผลิตได้ ซึ่งอาจเป็นประโยชน์ต่อการสังเคราะห์โปรตีนที่มีฤทธิ์ต้า น
ออกซิเดชันในระดับอุตสาหกรรมได้ 

3.   ควรมีการน าโปรตีนถั่วหรั่งไฮโดรไลเสตไปทดลองประยุกต์กับผลิตภัณฑ์อาหารประเภทอ่ืน  เช่น สารต้าน
ออกซิเดชันในระบบอาหาร หรือสารแต่งกลิ่นรสในอาหาร เป็นต้น 
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ภาคผนวก ก 

การวิเคราะห์ทางเคม ี
 

1. การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนรวม โดยวิธี Kjeldahl Method (AOAC, 2000) 
สารเคมี 

          1. Conc. Sulfuric acid                                                                                                                                                                                         

          2. Mix Catalyst (สารผสมระหว่าง copper sulfate: potassium sulfate อัตราส่วน 1:10) 

          3. Sodium hydroxide เข้มข้นร้อยละ 40 โดยใช้ Sodium hydroxide 40 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 

ปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร 

          4. Hydrochloric เข้มข้น 0.1 N 

          5. Boric acid เข้มข้นร้อยละ 4 เตรียมโดยต้มน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตรให้ร้อน แล้วใส่ผงกรดบอริกลงไป 

4.0 กรัม ต้มจนละลายหมด ทิ้งไว้จนสารละลายเย็นลงแล้วจึงเติมน้ า              

6. Indicator เตรียมโดยใช้ (mixed indicator: methylred 0.1 กรัม: bromocresol green 0.1 

กรัม ในethanol 100 มิลลิลิตร) 

วิธีการวิเคราะห์ 

ชั่งตัวอย่าง 2-5 กรัม (ควรมีโปรตีนประมาณ 5 กรัม) ใส่ลงใน Kjeldalh flask เติม 

Mixed catalyst: CuSO4 0.1 กรัม, NaSO4 2 กรัม และ conc.H2SO4 25 กรัม 

การย่อย (Digestion) 

ย่อยบน heating mantle โดยให้ความร้อนอ่อนๆจนกระทั่งหมดฟอง แล้วค่อยเพิ่มความร้อ 

อุณหภูมิ 400 องศาเซลเซียส จนกระท่ังสารละลายใส ทิ้งไว้ให้เย็น 

 การกลั่น (Distillation) 

 1. เติมน้ ากลั่นลงในหลอดย่อย 10-15 มิลลิลิตร น าหลอดย่อยมาต่อเข้ากับเครื่องกลั่น 

 2.  เติมสารละลาย NaOH ความเข้มข้นร้อยละ 40 ปริมาตร 40-50 มิลลิลิตร  

 3. น า receiving flask ที่มีสารละลาย boric acid ร้อยละ 40 อยู่ 20-25 มิลลิลิตร และเติม 

indicator เรียบร้อยแล้วมารองรับสารละลายที่กลั่นได้  

 4. กลั่นจนได้สารละลายประมาณ 25 มิลลิลิตร  

 5. ไทเทรตสารละลายที่กลั่นได้ด้วย 0.1 N HCl จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสี

ม่วงอมชมพู 

 6. ท า blank ตามข้อ 1-7 โดยไม่ต้องใส่ตัวอย่าง 
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 7. ค านวณหาปริมาณโปรตีนจากสูตร 

การค านวณ 

 การวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธีนี้ ควรท าตัวอย่างไว้ตรวจสอบ เรียกว่า Blank (โดยใส่สารเคมีและขั้นตอน

การวิเคราะห์เช่นเดียวกับตัวอย่าง) 

  ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ)  =   (A-B)×N×1.4×F     

                       Wt 

 A คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใช้ในการไทเทรตกับตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 
 B คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใช้ในการไทเทรตกับ blank (มิลลิลิตร) 
 Wt คือ น้ าหนักของตัวอย่าง 

 N คือ ความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริก (N) 
 F คือ ค่าแฟคเตอร์ 
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2. การวิเคราะห์ปริมาณไขมัน ด้วย Soxhlet (AOAC, 2000) 

สารเคมี 

  ปิโตรเลียมอีเทอร์หรือเฮกเซน 

วิธีวิเคราะห์ 

 1.  ใส่ขวดกลมส าหรับการหาปริมาณไขมัน ซึ่งมีขนาดความจุ 250 มิลลิลิตร ในตู้อบไฟฟ้า ทิ้งไว้ให้

เย็นในโถดูดความชื้น และชั่งน้ าหนักท่ีแน่นอน 

 2.  ชั่งตัวอย่างบนกระดาษกรองที่ทราบน้ าหนัก 3-5 กรัม ห่อให้มิดชิดใส่ลงในหลอดส าหรับใส่ตัวอย่าง  

  3.  น าหลอดตัวอย่างใส่ลงใน Soxhlet เติมสารตัวท าละลายปิโตรเลียม อีเทอร์ ลงในขวดหาไขมัน 

ประมาณ 150 มิลลิลิตร แล้ววางบนเตา 

 4.  ประกอบอุปกรณ์ชุดกลั่นไขมัน พร้อมทั้งเปิดน้ าหล่ออุปกรณ์ควบแน่นและเปิดสวิทช์ให้ความร้อน 

 5.  ปรับความร้อนให้หยดของสารท าละลายกลั่นตัวจากอุปกรณ์ควบแน่นด้วยอัตรา 150 หยดต่อนาที 

 6.  เมื่อครบ 6 ชั่วโมงแล้ว น าหลอดใส่ตัวอย่างออกจาก Soxhlet ทิ้งให้ตัวท าละลายไหลจาก 

Soxhlet ลงในขวดก้นกลมจนหมด  

 7.  ระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ 

 8.  น าขวดหาไขมันไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสจนแห้ง ทิ้งให้เย็นในโถดูดความชื้น 

 9.  ชั่งน้ าหนัก แล้วอบซ้ านานครั้งละ 30 นาที จนกระทั่งผลต่างของน้ าหนักทั้งสองครั้งติดต่อกันไม่

เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

 10.  ค านวณหาปริมาณไขมันจากสูตร 

 

                      ปริมาณไขมัน (เปอร์เซ็นต์)   =  2

1

100W

W

  

                                    เมื่อ 1W  คือ น้ าหนักขวดตัวอย่างก่อนอบ   

                                         2W  คือ น้ าหนักขวดตัวอย่างหลังอบ  
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3. การวิเคราะห์หาปริมาณความชื้น โดยวิธี Air Oven Method (AOAC, 2000) 

วิธีวิเคราะห์ 

1. อบถ้วยอะลูมิเนียมในตู้อบไฟฟ้า ที่อุณหภูมิ 105±5 องศาเซลเซียส เวลา 2-3 ชั่วโมง น าออกจาก

ตู้อบ ใส่ลงในโถดูดความชื้น จนกระท่ังอุณหภูมิของภาชนะเท่ากับอุณหภูมิห้อง แล้วจึงชั่งน้ าหนัก 

 2. กระท าซ้ าเช่นเดียวกับข้อ 1 จนได้ผลต่างของน้ าหนักที่ชั่งสองครั้งไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม  

 3. ชั่งตัวอย่างให้ได้น้ าหนักแน่นอน 1-3 กรัม ใส่ลงในภาชนะหาความชื้นซึ่งทราบน้ าหนักน าไปอบใน

ตู้อบไฟฟ้าที่อุณหภูมิ 105±5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 ชั่วโมง 

 4. น าออกจากตู้อบใส่โถดูดความชื้น แล้วชั่งน้ าหนักภาชนะพร้อมตัวอย่าง จากนั้นน ากลับไปเข้าตู้อบ

และกระท าซ้ าเช่นเดิมจนได้ผลต่างของน้ าหนักทั้งสองครั้งติดต่อกันไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

การค านวณ 

 

 ร้อยละปริมาณความชื้น =    ผลต่างน้ าหนักตัวอย่างก่อนอบและหลังอบ (กรัม)   X 100 

             น้ าหนักตัวอย่าง (กรัม) 
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4. การวิเคราะห์ปริมาณเถ้า (AOAC, 2000)  

วิธีวิเคราะห์ 

1. เผาถ้วยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง น าออกจาก

เตาเผาเก็บไว้ในโถดูดความชื้น ปล่อยให้เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห้อง ชั่งน้ าหนัก บันทึกผล 

 2. กระท าซ้ าเช่นเดียวกับข้อ 1 จนกระทั่งน้ าหนักคงที่ (ผลต่างของน้ าหนักที่ชั่งสองครั้งไม่เกิน 1-3 

มิลลิกรัม) หาค่าเฉลี่ย บันทึกผล (W1)  

 3. ชั่งตัวอย่าง อย่างละเอียดประมาณ 2 กรัม (S) ลงในถ้วยกระเบื้องเคลือบ เผาบนเตาไฟฟ้า จนหมด

ควัน 

 4. น าไปเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส จนกระทั่งได้เถ้าสีเทาอ่อน หรือสีขาวสม่ าเสมอ น าออก

จากเตาเผา เก็บในโถดูดความชื้น ปล่อยให้เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห้อง ชั่งน้ าหนัก บันทึกผล 

5. ท าซ้ าเช่นเดียวกับข้อ 4 จนกระทั่งน้ าหนักคงที่ (ผลต่างของน้ าหนักที่ชั่งสองครั้งไม่เกิน 1-3 

มิลลิกรัม) หาค่าเฉลี่ย บันทึกผล (W2) 

6. ค านวณหาปริมาณเถ้าจากสูตร  

 ร้อยละของปริมาณเถ้า (%) = (W2-W1) × 100  

        S  
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5. การตรวจสอบระดับการย่อยโปรตีน (DH) ด้วยวิธีการวิเคราะห์หมู่อะมิโนอิสระด้วยการท าปฏิกิริยากับ 

TNBS (Benjakul and Morrissey, 1997) 

สารเคมี 

1. 2,4,6-trinitro-benzenesulfonic acid (TNBS) 

2. Sodium sulfite 

3. L- 2 – Amino – 4 – methyl pentanoic acid (L-leucine) 

วิธีวิเคราะห์ 

1. น าสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสต (125 ไมโครลิตร) เติม phosphate buffer เข้มข้น 0.2 M (pH 

8.2) จ านวน 2.0 มิลลิลิตร และเติม 1.0 มิลลิลิตร ของสารละลาย TNBS เข้มข้นร้อยละ 0.01 เขย่าให้เข้ากัน  

2. ตั้งไว้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (ในที่มืด)  

3. หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม Sodium sulfite เข้มข้น 0.1 M ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตั้งไว้ให้เย็นที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที   

4. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร   

5. ค านวณปริมาณ α -amino acid ที่ได้อยู่ในรูปของ L-leucine  

6. จากนั้นค านวณระดับ  DH โดยใช้สูตร (Benjakul and Morrissey, 1997) 

 

                    DH = [(Lt – L0)/ (Lmax – L0)] × 100       

                            

 Lt =    ปริมาณ α - amino acid ที่เวลา t    

 L0 =    ปริมาณ α - amino acid เริ่มต้น  

 Lmax =    ปริมาณ α - amino acid หลังจากย่อยโปรตีนด้วย 6 N HCl ที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์คุณสมบตัเิชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วหรั่ง 

 
1. สมบัติการละลาย (ดัดแปลงจาก Lowry et al., 1951)   
สารเคมี  

1. Bovine serum albumin 

วิธีวิเคราะห์ 

1. ตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสต จ านวน 10 มิลลิกรัมโปรตีน  ละลายด้วยน้ าที่ปราศจากไอออน 

(Deionized water; DI) จ านวน 8 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH ของสารละลายให้อยู่ในช่วง 3, 4, 5, 6, 7, 8 

และ 9 ด้วย 1 N HCl หรือ 1 N NaOH น าสารละลายกวนผสมที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ปรับปริมาตร

สารละลายที่ได้ให้มีปริมาตร 10 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น  

2. ปรับ pH ของสารละลายให้เท่ากับสารละลายก่อนหน้านี้ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000 g 

เป็นเวลา 15 นาที  

3. วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่ละลายได้ในส่วนใส ด้วยวิธี Lowry (Lowry et al., 1951)  โดยใช้ 

Bovine serum albumin เป็น Standard และปริมาณโปรตีนทั้งหมดในตัวอย่างสามารถวิเคราะห์ได้หลังจาก

ละลายตัวอย่างใน 0.5 N NaOH  

4. ค านวณความสามารถในการละลายจากกราฟมาตรฐานปริมาณโปรตีน  

Solubility (%) = (ปริมาณโปรตีนที่ละลายได้/ปริมาณโปรตีนทั้งหมด) × 100  

 

ภาพภาคผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐานของโปรตีน 
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2. สมบัติการเกิดฟอง (ดัดแปลงจาก Shahidi et al., 1995)   

วิธีวิเคราะห์ 

 2.1 การตรวจสอบ Foaming Capacity  

2.1.1 เตรียมสารละลายโปรตีนเข้มข้นร้อยละ 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 และ3.0 (กรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร)  

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท าให้เกิดฟองโดยใช้ Homogenizer ที่ความเร็ว 16,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วเท

ลงในกระบอกตวงปริมาตร 250 มิลลิลิตร ตรวจวัดปริมาตรฟองทั้งหมด จากนั้นค านวณหาค่า FE (Foam 

expansion) ดังสมการ  

    FE (% volume increase) = (V1/V0) ×100  

        

  เมื่อ V1   คือ ปริมาตรฟองทั้งหมด  

  เมื่อ V0     คือ ปริมาตรสารละลายเริ่มต้นก่อนตีปั่นให้เกิดฟอง  

 

2.2 การตรวจสอบ Foam Stability  

2.2.1 ตรวจสอบความคงตัวของฟอง โดยใช้ตัวอย่างเดียวกับการหาค่า FE แต่บันทึกปริมาตรของ 

สารละลายทั้งหมดหลังตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 0, 0.5, 5, 10 และ 60 นาที ค านวณค่า FS ดังนี้  

       FS (%) = (Vt / V0) × 100  

  เมื่อ Vt คือ ปริมาตรหลังการตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ณ เวลาต่างๆ 

  เมื่อ V0   คือ ปริมาตรทั้งหมดหลังจากตีปั่น (ที่เวลา 0 นาที)      
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3. สมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ (ดัดแปลงจาก Pearce and Kinsella, 1978)  

 วิเคราะห์สมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของโปรตีนไฮโดรไลเสตถั่วหรั่ง โดยวิเคราะห์ หาค่า

ความสามารถในการเกิดอิมัลชั่นจากค่า EAI และวิเคราะห์ความเสถียรของอิมัลชั่นที่เกิดข้ึนจากค่า ESI 

วิธีวิเคราะห์  

1. น าน้ ามันถั่วเหลืองปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายโปรตีนปริมาตร 6 มิลลิลิตร ที่มีความ

เข้มข้นต่างๆ ดังนี้ ร้อยละ 0.10, 0.25 ,0.50 และ 1.0  (กรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร) ผสมให้เข้ากันโดยใช้ 

Homogenizer ที่ความเร็วรอบ 20,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  

2. จากนั้นใช้ปิเปตดูดสารละลายปริมาตร 50 ไมโครลิตร ที่นาที ที่ 0 และ10 น ามาเจือจาง 100 ด้วย

สารละลาย SDS เข้มข้นร้อยละ 0.1 ผสมสารละลายให้เข้ากันโดยใช้ Vortex mixer เป็นเวลา 10 นาที น าไป

วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A500  จากนั้นค านาณค่า EAI และ 

ESI ดังนี้  

   EAI (m2/g) = (2×2.303×A500×DF)/lØC    

           

   A500  =    ค่าการดูดกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตร  

                    DF  =    จ านวนเท่าที่ใช้เจือจางอิมัลชั่นเพื่อให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ 

        l =    light path length (เมตร)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

    Ø =    สัดสว่นของน้ ามันที่ใช้ในการท าให้เกิดอิมัลชั่น  

    C =    ปริมาณโปรตีน (กรัมต่อลูกบาศก์เมตร) 

 

ค่า ESI ค านวณได้จาก  

 ESI (นาที) =   A0 × Δ t / Δ A 

       A0    = ค่าความขุ่น 

                      Δ t       = ระยะเวลาที่ผ่านไป (นาที)  

       Δ A      = ค่าความขุ่นที่เปลี่ยนไป A0 – A10 
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4. สมบัติการจับเรียงตัวภายใต้สภาวะการให้ความร้อน (ดัดแปลงจาก La-ongdao et al., 2011 และ 

Keawmanee et al., 2011)      

สารเคมี 

1. Na-phosphate buffer pH 7.0 

2.   NaCl  

วิธีวิเคราะห์ 

1. เตรียมสารละลายโปรตีนโดยน าตัวอย่างโปรตีนผง 1 กรัม ผสมในสารละลาย 0.1 M Na-phosphate 

buffer pH 7.0 ที่มีปริมาณเกลือ NaCl เข้มข้นแตกต่างกัน (0, 25, 50, 100, 200 และ 300 มิลลิโมลาร์)  

2. ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นท าให้เย็นโดยใช้น้ าเย็น ตรวจวัด

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 400 นาโนเมตร  
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์การออกฤทธิ์ต้านออกซเิดชันของโปรตีนไฮโดรเสตจากถั่วหรั่ง 

 
1. ตรวจสอบฤทธิ์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี ABTS radical scavenging activity                     
(Re et al., 1999) 
สารเคมี 

1. 2,2´-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic-acid) diammonium salt (ABTS) 

2.  Potassium persulfate 

3. Methanol 

 วิธีการวิเคราะห์ 

1. เตรียม Stock solution ที่มีส่วนผสมของสารละลาย  ABTS เข้มข้น 7.4 มิลลิโมลาร์ และ

สารละลาย Potassium persulfate เข้มข้น 2.6 มิลลิโมลาร์ ผสม Stock solution ทั้งสองด้วยอัตราส่วน1:1 

เก็บสารละลายผสมในท่ีมืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง  

2. น าสารละลายที่ได้มาเจือจางโดยใช้ Methanol ในอัตราส่วน (1:50 ปริมาตรต่อปริมาตร) 

สารละลาย ABTS ที่ใช้ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ท าการทดลอง  

3. น าตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 

ผสมกับสารละลาย ABTS ปริมาตร 2850 ไมโครลิตร จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง โดยทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 

1 ชั่วโมง  

4. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร โดยใช้ Spectrophotometer (เตรียม 

Blank โดยผสมสารตัวอย่างเหมือนข้างต้นแต่เปลี่ยนมาเติมน้ ากลั่นแทนสารละลายตัวอย่าง) ค านวณกิจกรรม

การยับยั้งอนุมูลอิสระในหน่วยร้อยละ (% Radical-scavenging activity ) 

การค านวณ 

Radical-scavenging activity (%) = [(B-A)/B] × 100 

 

เมื่อ    A   = ค่าความยาวคลื่นของตัวอย่าง  

        B   = ค่าความยาวคลื่นของ Blank 
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2. ตรวจสอบฤทธิ์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี  DPPH radical scavenging activity 

(Shimada et al., 1992) 

สารเคมี 

1. 2,2-Diphenyl-1-pikryl-hydrazyl (DPPH) 

2. Ethanol 

วิธีวิเคราะห์  

1. น าตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 

เติมสารละลาย DPPH เข้มข้น 0.15 มิลลิโมลาร์ ที่ละลายอยู่ใน Ethanol ความเข้มข้นร้อยละ 95 ปริมาตร 

1.5 มิลลิลิตร  

2. ผสมสารละลายให้เข้ากันวางทิ้งไว้ที่อุณหภูมห้องโดยวางทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัด

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง UV-1800 spectrophotometer ค านวณ

กิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระในหน่วยร้อยละ (% Radical-scavenging activity )  

การค านวณ 

Radical-scavenging activity (%) = [(B-A)/B] × 100 

 

เมื่อ    A   = ค่าความยาวคลื่นของตัวอย่าง  

                  B    = ค่าความยาวคลื่นของ Blank 
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3. ตรวจสอบฤทธิ์ในการเป็นสารยับยั้งอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี  Metal ions chelating activity (Decker 

and Welch 1990) 

สารเคมี 

1. Ferrous chloride 

2. 3-(2-Pyrydyl) – 5,6 – diphenyl- 1,2,4 – triazine - 4´,4´´, disulfonic acid sodium saltอ

(Ferrozine) 

   

วิธีวิเคราะห์ 

1. น าตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

จากนั้นเติมสารละลาย Ferrous chloride ที่มีความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร  

2. เติมน้ าปริมาตร 1.85 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Ferrozine ที่มีความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 

0.1 มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากันวางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที วัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตรจากนั้นค านวณค่ากิจกรรม   Chelating activity ในหน่วยร้อยละ 

(% Chelating activity)  

การค านวณ 

   Chelating activity (%) = [(B-A)/B] × 100  

 

เมื่อ    A   = ค่าความยาวคลื่นของตัวอย่าง  

                          B    = ค่าความยาวคลื่นของ Blank 
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ภาคผนวก ง 
คุณสมบัติเชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถ่ัวหรั่ง 

 
ตารางภาคผนวกที่ 1 การละลายของโปรตีนเข้มข้น (BPC) และโปรตีนที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัล
คาเลส (BPCH-A) 

pH 
Solubility (%) 

BPC 10%DH BPCH-A 20%DH BPCH-A 30%DH BPCH-A 

3 50.02 ± 0.11*d 87.10 ± 0.19b 88.47 ± 0.19c 89.95 ± 0.95d 
4 21.29 ± 0.67a 69.53 ± 0.48a 69.29 ± 0.33a 70.58 ± 0.56a 
5 34.38 ± 0.66b 70.62 ± 0.19a 71.42 ± 0.60b 71.94 ± 0.28b 
6 48.61 ± 0.29c 90.48 ± 0.40c 91.79 ± 0.60d 92.41 ± 0.32c 
7 69.17 ± 0.22e 94.25 ± 0.67d 96.30 ± 0.43e 96.92 ± 0.11e 
8 70.44 ± 0.11f 95.27 ± 1.09d 96.68 ± 0.66e 97.10 ± 2.14f 
9 71.59 ± 0.44g 98.72 ± 1.54e 99.31 ± 0.71f 99.75 ± 0.43g 

       *Means ± SD from triplication determinations. 
          Different superscripts (a-g) in the same column indicate the significance (p< 0.05) 
 
ตารางภาคผนวกที่ 2 การละลายของโปรตีนเข้มข้น (BPC) และโปรตีนที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลา
ไซม์ (BPCH-F) 

pH 
Solubility (%) 

BPC 5%DH BPCH-F 10%DH BPCH-F 15%DH BPCH-F 

3 50.02 ± 0.11*d 86.58 ± 0.21c 85.36 ± 0.51b 81.31 ± 0.47c 
4 21.29 ± 0.67a 74.78 ± 0.53a 72.62 ± 0.12a 71.40 ± 0.23a 
5 34.38 ± 0.66b 75.98 ± 0.21b 75.20 ± 0.65c 74.80 ± 0.60b 
6 48.61 ± 0.29c 91.59 ± 0.44d 90.44 ± 0.92d 88.42 ± 0.39d 
7 69.17 ± 0.22e 93.64 ± 0.74e 91.94 ± 0.47e 91.68 ± 0.13e 
8 70.44 ± 0.11f 94.07 ± 0.32e 93.97 ± 0.42f 92.66 ± 0.66f 
9 71.59 ± 0.44g 95.76 ± 0.80f 93.83 ± 0.20f 93.49 ± 0.52g 

       *Means ± SD from triplication determinations. 
          Different superscripts (a-g) in the same column indicate the significance (p< 0.0
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ตารางภาคผนวกที ่3 ค่าความสามารถในการเกิดฟองของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A)  

Concentration 
(% w/v) 

Foam expansion (%) 

BPC 10%DH BPCH-A 20%DH BPCH-A 30%DH BPCH-A 

0.1 4.73 ± 1.16a,w,* 11.69 ± 1.81ab,w 17.18 ± 4.08b,w 10.64 ± 6.53ab,w 
0.25 35.84 ± 5.73b,x 14.44 ± 2.68a,w 17.70 ± 1.22a,w 10.15 ± 2.82a,w 
0.5 45.67 ± 4.74c,y 24.69 ± 2.14ab,x 31.53 ± 3.07b,x 20.06 ± 5.10a,x 
1.0 43.94 ± 1.01b,y 69.61 ± 3.90c,y 42.87 ± 1.05b,y 27.95 ± 3.51a,x 
3.0 55.10 ± 4.45b,z 77.21 ± 0.49c,z 41.95 ± 3.86ab,y 43.34 ± 2.74a,y 

*Means ± SD from triplication determinations. 

Different characters   (a-d) on the top of bars within the figures represent the significance at p< 0.05 among sample specific                                                        
protein concentration, while different (w-z) indicate the significance at p< 0.05 among various protein concentrations. 
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ตารางภาคผนวกที ่4 ความสามารถในการเกิดฟองของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F)  

Concentration 
(% w/v) 

Foam expansion (%) 

BPC 5%DH BPCH-F 10%DH BPCH-F 15%DH BPCH-F 

0.1 4.73 ± 1.16a,w,* 16.13 ± 0.66bc,w  17.94 ± 1.66c,w  13.74 ± 2.10b,w  
0.25 35.84 ± 5.73b,x 24.28 ± 5.67a,w  20.87 ± 1.70a,w  18.76 ± 0.41a,w  
0.5 45.67 ± 4.74c,y 55.95 ± 8.52b,x  33.33 ± 1.99a,x  31.45 ± 4.41a,x  
1.0 43.94 ± 1.01b,y 90.84 ± 6.57c,y  76.25 ± 8.47c,y  35.80 ± 2.41a,x  
3.0 55.10 ± 4.45a,z 81.82 ± 4.79b,y  94.08 ± 3.96c,y 64.43 ± 3.34a,y  

*Means ± SD from triplication determinations. 

Different characters   (a-d) on the top of bars within the figures represent the significance at p< 0.05 among sample specific                                                        
protein concentration, while different (w-z) indicate the significance at p< 0.05 among various protein concentrations. 
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ตารางภาคผนวกที ่5 ความสามารถในการคงตัวของฟองของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งที่
ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) 
Concentration                      

(% w/v) 
Foaming stability (FS) (min) 

0.5 5 10 60 
BPC     
0.1  2.87 ± 1.05a,x,*  2.37 ± 1.54a,x 1.18 ± 0.77a,w 0.00 ± 0.00a,w 
0.25 35.84 ± 5.73b,x 33.49 ± 8.24b.w 31.76 ± 5.96b,w 25.62 ± 4.90b,w 
0.5 42.33 ± 3.35bc,w 39.94 ± 1.33bc,w 36.88 ± 0.75b,w 32.13 ± 2.50c,w 
1.0 44.27 ± 0.64c,w 43.62 ± 0.66bc,w 42.62 ± 0.54b,w 34.81 ± 3.11c,w 
3.0 55.78 ± 5.03d,wx 53.41 ± 4.59c,x 51.71 ± 3.11c,wx 46.99 ± 4.01d,w 
10%DH BPCH-A     
0.1 11.05 ± 2.92a,w 9.77 ± 5.14a,w 8.63 ± 4.15a,w 3.32 ± 3.14a,w 
0.25 14.44 ± 2.68a,y 13.13 ± 1.95a,xy  9.87 ± 0.22ab,x 5.23 ± 2.13a,w 
0.5 24.69 ± 2.14a,y 21.60 ± 2.83a,xy 18.52 ± 3.70b,wx 14.20 ± 1.07b,w 
1.0 59.35 ± 9.54b,y 47.25 ± 0.25b,xy 31.10 ± 6.09c,wx 20.28 ± 2.45c,w 
3.0 68.57 ± 2.63b,y 54.65 ± 7.36b,xy 41.88 ± 7.40d,wx 29.18 ± 4.52d,w 
20%DH BPCH-A     
0.1 17.18 ± 4.08a,w 13.93 ± 1.29a,w 12.40 ± 1.94a,w 7.90 ± 3.24a,w 
0.25 17.70 ± 1.22a,w 14.17 ± 4.42a,w 12.65 ± 3.49a,w 8.92 ± 2.74ab,w 
0.5 31.53 ± 3.07b,w 31.53 ± 3.07b,w 30.08 ± 4.53b,w 24.19 ± 5.05b,w 
1.0 42.87 ± 1.05c,w 38.59 ± 0.94c,w 35.75 ± 3.02c,w 29.95 ± 3.65c,w 
3.0 46.12 ± 7.79d,x 35.98 ± 1.32d,x 33.69 ± 1.46d,x 27.06 ± 5.45c,w 
30%DH BPCH-A     
0.1      10.64 ± 6.53a,w 9.25 ± 4.82a,w 6.73 ± 6.31a,w 4.06 ± 4.17a,w 
0.25  10.87 ± 3.98a,w 10.15 ± 2.82a,w 7.52 ± 3.61a,w   6.75 ± 1.70ab,w 
0.5  20.06 ± 5.10b,w 19.37 ± 4.14b,w 18.13 ± 4.25b,w 12.96 ± 3.21b,w 
1.0  29.19 ± 3.06c,w 29.19 ± 4.25c,w 27.28 ± 2.35c,w 25.38 ± 2.93c,w 
3.0  43.34 ± 2.47d,x 41.75 ± 3.21d,x 38.80 ± 5.87d,x 28.96 ± 4.81c,w 
* Different characters (a-d) represent the significance at p< 0.05 among sample specific time, 
while different (w-z) indicate the significance at p< 0.05 among various times. 
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ตารางภาคผนวกที ่6 ความสามารถในการคงตัวของฟองของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหรั่งที่
ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-F) 
Concentration                      

(% w/v) 
Foaming stability (FS) (min) 

0.5 5 10 60 
BPC     
0.1  2.87 ± 1.05a,x,*  2.37 ± 1.54a,x 1.18 ± 0.77a,w 0.00 ± 0.00a,w 
0.25 35.84 ± 5.73b,x 33.49 ± 8.24b,w 31.76 ± 5.96b,w 25.62 ± 4.90b,w 
0.5 42.33 ± 3.35bc,w 39.94 ± 1.33bc,w 36.88 ± 0.75b,w 32.13 ± 2.50c,w 
1.0 44.27 ± 0.64c,w 43.62 ± 0.66bc,w 42.62 ± 0.54b,w 34.81 ± 3.11c,w 
3.0 55.78 ± 5.03d,wx 53.41 ± 4.59c,x 51.71 ± 3.11c,wx 46.99 ± 4.01d,w 
5%DH BPCH-F     
0.1 10.37 ± 0.66a,y 7.82 ± 2.33a,xy 6.52 ± 2.45a,x 0.00 ± 0.00a,w 
0.25 20.47 ± 5.67a,y 9.61 ± 2.56a,x  7.70 ± 2.43a,wx 2.62 ± 2.27a,w 
0.5 52.38 ± 2.06b,y 24.45 ± 2.79b,x 21.43 ± 4.72b,wx 14.74 ± 5.28b,w 
1.0 71.31 ± 6.57c,y 42.38 ± 4.78c,x 36.20 ± 6.03c,wx 25.71 ± 7.74c,w 
3.0 80.11 ± 4.79c,y 65.26 ± 5.50d,x 59.66 ± 4.56d,x 33.17 ± 6.51c,w 
10%DH BPCH-F     
0.1 17.94 ± 1.66a,y 4.35 ± 1.23ab,y 3.71 ± 0.14ab,x 0.00 ± 0.00a,w 
0.25 16.09 ± 0.57a,y 1.79 ± 0.06a,y 1.21 ± 1.05a,x 0.00 ± 0.00a,w 
0.5 21.84 ± 3.98a,y 9.20 ± 1.00b,y 7.47 ± 1.00b,x 0.00 ± 0.00a,w 
1.0 43.22 ± 2.79b,z 28.47 ± 4.45c,y 19.92 ± 3.83c,x 4.56 ± 2.02b,w 
3.0 62.97 ± 6.81c,z 31.97 ± 6.05c,y 26.07 ± 5.33d,xy 17.67 ± 4.49c,w 
15%DH BPCH-F     
0.1 0.00 ± 0.00a,w 0.00 ± 0.00a,w 0.00 ± 0.00a,w 0.00 ± 0.00a,w 
0.25 0.00 ± 0.00a,w 0.00 ± 0.00a,w 0.00 ± 0.00a,w 0.00 ± 0.00a,w 
0.5 8.83 ± 2.35b,x 1.28 ± 2.22b,w 0.00 ± 0.00a,w 0.00 ± 0.00a,w 
1.0 28.40 ± 2.14c,y 8.64 ± 2.14c,x 1.23 ± 2.14b,w 0.00 ± 0.00a,w 
3.0 30.99 ± 0.88c,z 12.40 ± 0.18c,y 7.44 ± 0.11c,x 4.13 ± 1.41b,w 
* Different characters (a-d) represent the significance at p< 0.05 among sample specific time, 
while different (w-z) indicate the significance at p< 0.05 among various times. 
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ตารางภาคผนวกที่ 7 การจับเรียงตัวภายใต้สภาวะการให้ความร้อนของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และ
โปรตีนถั่วหรั้งที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัลคาเลส (BPCH-A) 
NaCl Concentrate 

(mM) 
Turbidity 

BPC 10%DH BPCH-A 20%DH BPCH-A 30%DH BPCH-A 
0 2.18 ± 0.00cd,y,* 1.25 ± 0.03d,x 1.07 ± 0.01c,w 0.97 ± 0.13b,w 
25 2.26 ± 0.05d,y 1.28 ± 0.01d,x 1.14 ± 0.01d,w 1.09 ± 0.01d,w 
50 2.27 ± 0.00d,z 1.13 ± 0.01c,y 1.05 ± 0.01c,x 0.96 ± 0.06b,w 
100 2.09 ± 0.12bc,y 1.07 ± 0.02b,x 1.00 ± 0.01b,x 0.87 ± 0.05b,w 
200 2.05 ± 0.06b,y 1.07 ± 0.02b,x 0.99 ± 0.00b,w 0.88 ± 0.01b,w 
300 1.77 ± 0.03a,z 1.02 ± 0.02a,y 0.93 ± 0.01a,x 0.79 ± 0.03a,w 

* Different characters (a-d) represent the significance at p< 0.05 among the same sample, 
while different (w-z) indicate the significance at p< 0.05 among the same NaCl concentrate. 
 
ตารางภาคผนวกที่ 8 การจับเรียงตัวภายใต้สภาวะการให้ความร้อนของโปรตีนถั่วหรั่งเข้มข้น (BPC) และ
โปรตีนถั่วหรั้งที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) 
NaCl Concentrate 

(mM) 
Turbidity 

BPC 5%DH BPCH-F 10%DH BPCH-F 15%DH BPCH-F 
0 2.18 ± 0.00cd,z,* 1.86 ± 0.01a,y 1.62 ± 0.02a,x 1.50 ± 0.05d,w 
25 2.26 ± 0.05d,x 2.12 ± 0.12b,x 1.78 ± 0.00d,w 1.64 ± 0.07e,w 
50 2.27 ± 0.00d,z 1.97 ± 0.06a,y 1.72 ± 0.04c,x 1.39 ± 0.01c,w 
100 2.09 ± 0.12bc,z 1.94 ± 0.01a,y 1.68 ± 0.02b,x 1.29 ± 0.01b,w 
200 2.05 ± 0.06b,z 1.91 ± 0.14a,w 1.61 ± 0.02a,y 1.22 ± 0.01a,x 
300 1.77 ± 0.03a,z 1.66 ± 0.00a,x 1.59 ± 0.01a,w 1.21 ± 0.01a,y 

* Different characters (a-d) represent the significance at p< 0.05 among the same sample, 
while different (w-z) indicate the significance at p< 0.05 among the same NaCl concentrate. 
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