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 ฐสรรพร   แสงสุขเอ่ียม : สมบติัและฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก                                         

ถัว่เขียว Vigna radiata และถัว่อะซูกิ Vigna angilaris งอก (PROPERTIES AND 
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 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาผลของระยะเวลาในการเพาะต่อองค์ประกอบทางเคมีของถัว่เขียว
และถัว่อะซูกิ   ความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของ Flavourzyme® ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต จากถัว่งอกแต่ละชนิด    
และผลของมอลโทเด็กซ์ทรินต่อฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง       
ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงองคป์ระกอบทางเคมีของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิในช่วงระยะเวลาเพาะ 0, 9, 18, 27 และ 
36 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิ 30 ± 2 oC  พบว่า ระยะเวลาเพาะไม่ส่งผลต่อการเพิ่มข้ึนของปริมาณโปรตีนหยาบในถัว่เขียว
อย่างมีนัยส าคญั (p>0.05)     แต่ส่งผลต่อการเพิ่มปริมาณสารประกอบฟีนอลิก (TPC) อย่างมีนัยส าคัญ(p≤0.05)    
โดยการเพาะถัว่เขียว 36 ชัว่โมง ให ้TPC สูงสุด แต่ไม่แตกต่างทางสถิติเม่ือเทียบกบัปริมาณ TPC ในถัว่เขียวเพาะ  
27 ชัว่โมง (p>0.05)  ขณะท่ีระยะเวลาเพาะถัว่อะซูกิมีผลให้ปริมาณโปรตีนหยาบ และ TPC เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญั 
(p≤0.05)  โดยถัว่อะซูกิเพาะ 36 ชัว่โมงมีปริมาณโปรตีนหยาบสูงสุด แต่ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ เมื่อเทียบกบั
ปริมาณโปรตีนหยาบในถัว่อะซูกิเพาะ 27 ชัว่โมง (p>0.05)    การย่อยโปรตีนจากถัว่เขียว และถัว่อะซูกิเพาะ 27 
ชัว่โมง ดว้ยเอนไซม ์Flavourzyme® 7 % (w/w) ไดป้ริมาณหมู่อะมิโนอิสระและ TPC สูงสุด และแตกต่างจากภาวะอื่น
อย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)   การเพิ่มข้ึนของความเขม้ขน้ Flavourzyme®  ท  าให้ปริมาณกรดอะมิโนอิสระเพิ่มข้ึน   
สอดคลอ้งกับผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นออกซิเดชันที่วิเคราะห์ดว้ยวิธี ferric reducing antioxidant power ( ค่า 
FRAP) ที่สูงกว่าภาวะอื่น ๆ     การเติมมอลโทเด็กซ์ทรินในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ        
0 และ 27 ชัว่โมง ย่อยดว้ย Flavourzyme® ความเขม้ขน้ 7 % (w/w) ที่ผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งมีผลให้
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ   TPC   ค่า FRAP และค่า ascorbic acid equivalent antioxidant capacity (AEAC) ลดลง
อยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)     เม่ือท าการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัดว้ยการใช ้electron spin resonance พบว่า การ
เติมมอลโทเด็กซ์ทรินท าให้ร้อยละ DPPH scavenging activity ลดลง เช่นเดียวกับการวิ เคราะห์ด้วย 
spectrophotometer    อยา่งไรกต็ามการเติมมอลโทเดก็ซ์ทรินในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 
ส่งผลให้ร้อยละผลผลิตและค่าปริมาณน ้ าอิสระเพิ่มข้ึน   ในขณะท่ีค่า surface hydrophobicity และค่าการดูดน ้ า   
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกท่ีผสมมอลโทเดก็ซ์ทรินลดลง  
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This research was aimed at studying the effect of germination period on the chemical composition of 

mung bean and azuki bean, the optimum concentration of Flavourzyme® for the production of protein 
hydrolysate from each germinated bean, and the effect of maltodextrin on antioxidant activity of freeze dried 
protein hydrolysate.  The results showed that germination periods (0, 9, 18, 27 and 36 h), at 30 ±2oC, did not 
significantly affect an increase in crude protein content in mung bean (p>0.05). Total phenolic content (TPC) of 
the 36-h germinated mung bean was the highest but not significantly different from that of the 27-h germinated 
mung bean. For azuki bean, it was found that both crude protein and TPC significantly increased with an 
increase in the germination period (p≤0.05). The 36 h-germinated azuki bean provided the highest content of 
crude protein but not significantly different compared to that of 27 h-germinated azuki bean (p>0.05).  In the 
production of protein hydrolysate from the germinated beans using Flavourzyme ®, it was found that the highest 
amount of free amino acid group (FAAG) and TPC was obtained when using 7% (w/w) Flavourzyme® for both 
27 h-germinated mung bean and azuki bean. An increase in FAAG and TPC relatively contributed to an increase 
in antioxidant activity measured using ferric reducing antioxidant power (FRAP).   The addition of maltodextrin 
in the protein hydrolysate before freeze drying caused a significant decrease in TPC, FRAP and ascorbic acid 
equivalent antioxidant capacity (AEAC) (p≤0.05). The antioxidant activity determined using DPPH radical 
scavenging activity with electron spin resonance gave the similar result in accordance to that determined with 
spectrophotometry. However, the addition of maltodextrin resulted in an increase in water activity of the protein 
hydrolysate powder while surface hydrophobicity and hygroscopicity decreased.  
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

 ถัว่เป็นพืชสกุล Vigna อยูใ่นตระกลู Leguminosae ตระกลูยอ่ย Paplilonoideae กระจายพนัธุ์
ในเขตร้อน   เขตก่ึงร้อน และเขตอบอุ่น        พืชสกุล Vigna ท่ีพบในประเทศไทยมีจ  านวน 11 ชนิด 
เช่น ถัว่เหลือง (Glycine max (L.))   ถัว่เขียว (Vigna radiate (L.) R. Wilczek var.radiata) และ
ถัว่อะซูกิ (Viigna angularis (Wild.) Ohwi & H. Ohashi) เป็นตน้ (รัมภ์รดา มีบุญญา และฉัตรชยั 
เงินแสงสรวย, 2553)           ในถัว่เมล็ดแห้งมีโปรตีนประมาณร้อยละ 23 – 41 โดยน ้ าหนักแห้ง      
โปรตีนจากถัว่มีคุณภาพดีเน่ืองจากเป็นแหล่งของกรดอะมิโนหลายชนิด ไดแ้ก่ อาร์จินีน   ไอโซลูซีน 
ลูซีน   ไลซีน   ฟีนิลอะลานีน   วาลีน   กรดแอสพาร์ติก   กรดกลูเทมิกและซีรีน (USDA, 2010)      
แต่ยงัมีกรดอะมิโนบางชนิดท่ีมีปริมาณต ่า คือ เมไทโอนีน และซิสเทอีน (Mubarak, 2005)     
นอกจากน้ีถัว่เมลด็แหง้ยงัมีสารประกอบฟีนอลิก เช่น ฟลาโวนอยด ์ท่ีมีสมบติัการตา้นออกซิเดชนั        
ปริมาณของสารดังกล่าวมีมากหรือน้อยข้ึนอยู่กบัลกัษณะทางพนัธุกรรมของถัว่แต่ละสายพนัธุ ์   
ถัว่เขียวมีปริมาณโปรตีนค่อนขา้งสูงประมาณร้อยละ 27 โดยน ้ าหนักแห้ง (Mubarak, 2005)   และ 
มีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด 3.55 มิลลิกรัมสมมูลยก์รดแกลลิกต่อถัว่หนัก 1 กรัม (Amarowicz and 
Pegg, 2008)        ถั่วอะซูกิมีปริมาณโปรตีนประมาณร้อยละ 24 โดยน ้ าหนักแห้ง (Balk, 
Klamczynska, and Czuchajowska, 1998)   และมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด 89.7 มิลลิกรัมสมมูลย ์  
คาเทชินต่อถัว่หนกั 1 กรัม (Amarowicz and Pegg, 2008)          อยา่งไรก็ตามในเมลด็ถัว่ยงัมีสารตา้น
คุณค่าทางโภชนาการ เช่น สารตา้นทริปซินและแทนนินรวมอยู่ดว้ย     สารตา้นคุณค่าทางโภชนาการ
ดงักล่าวสามารถถกูก าจดัหรือท าใหล้ดลงไปไดเ้ม่ือเมลด็ถัว่ผา่นกระบวนการแปรรูปต่าง ๆ   การงอก          
เป็นกระบวนการหน่ึงท่ีช่วยลดสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการซ่ึงท าไดง่้าย และประหยดัค่าใชจ่้าย  
(Kuo et al., 2004)   นอกจากน้ีการงอกยงัส่งผลต่อการเพ่ิมข้ึนของปริมาณสารตา้นออกซิเดชัน 
ชนิดต่าง ๆ ของถัว่งอก 

  การยอ่ยโปรตีนโดยใชเ้อนไซมเ์ป็นการปรับปรุงสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนให้มีสมบติั
ตามต้องการวิธีหน่ึง   การย่อยท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้มีปริมาณกรดอะมิโนอิสระ          
และเพปไทด์สายสั้นซ่ึงมีผลต่อคุณค่าทางโภชนาการท่ีเพ่ิมข้ึน           ถัว่ท่ีผ่านกระบวนการงอก   
จะมีปริมาณโปรตีน และสารประกอบฟีนอลิกเพ่ิมข้ึน  เน่ืองจากมีการสร้างสารทุติยภูมิ (secondary 
metabolites)   และปริมาณสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการท่ีมีในถัว่ดิบจะลดลงระหว่างการงอกดว้ย     
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ดงันั้นการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เพาะงอก จึงน่าจะใหผ้ลดีทั้งคุณค่าทางโภชนาการ และ
ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั          การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นวิธีการท าแห้ง        
ท่ีนิยมใชเ้พ่ือเพ่ิมอายกุารเก็บรักษา      และการใส่สารเติมแต่งอาหารบางประเภท  เช่น  มอลโท-
เด็กซ์ทริน ก่อนการท าแห้งอาจช่วยเพ่ิมอายุการเก็บ และปรับปรุงสมบัติเชิงหน้าท่ีของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตได ้

  ปัจจุบนัยงัไม่มีงานวิจยัท่ีศึกษาเก่ียวกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียว (Vigna radiata) 
และถัว่อะซูกิ (Vigna angilaris) งอกต่อฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสต    ดว้ยเหตุผล
ดงักล่าวงานวิจยัน้ีจึงมีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของถัว่เขียว  
และถัว่อะซูกิในช่วงระยะเวลางอกท่ีต่างกัน      ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ Flavourzyme®           
ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะงอก   และศึกษาผลของมอลโท-
เด็กซ์ทรินต่อฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะงอก       
ท่ีผา่นการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง    
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บทที่ 2 

 

วารสารปริทัศน์ 

 

2.1 ถั่วเขยีวและถั่วอะซูก ิ

 ถัว่ท่ีใชรั้บประทานเป็นอาหารไดจ้ากพืชซ่ึงจัดอยู่ในตระกูล Leguminosae  และอยู่ใน
ตระกลูยอ่ย Papilionoideae (Faboideae) ซ่ึงจดัเป็นพืชตระกลูถัว่แท ้         ในงานวิจยัน้ีจะกล่าวถึง
ถัว่เขียว (Vigna radiata) และถัว่อะซูกิ (Vigna angilaris) ท่ีเป็นพืชตระกูลถัว่แท้          ในอดีต      
ถัว่เขียวมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Phaseolus aureus Roxb. ต่อมาไดม้ีการเปล่ียนช่ือใหม่โดย Wilczek R. 
และ Hepper ท่ีท าการศึกษาสายพนัธุข์องถัว่เขียว และพบว่าถัว่เขียวมีวิวฒันาการมาจากถัว่สายพนัธุ์
ป่าท่ีพบในประเทศอินเดีย (Rachie and Roberts, 1974) ซ่ึงการคน้พบคร้ังน้ีท าให้ถัว่เขียวมีช่ือ
วิทยาศาสตร์ใหม่ว่า Vigna  radiate (L.) Wilczek   มีช่ือสามญั คือ mung bean และ green gram   ในประเทศไทย
ไดพ้ฒันาสายพนัธุข์องถัว่เขียวเพ่ือใชใ้นการเกษตร 2 สายพนัธุห์ลกั คือ ถัว่เขียวผิวมนัและถัว่เขียว
ผวิด า (กรมวิชาการเกษตร, 2552)           

         ถัว่อะซูกิ มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Vigna angularis (Wild) Ohwi and Ohashi ช่ือสามญั 
คือ adzuki bean, azuki bean, small red bean, small bean  และ atsuki (พิกุล ซุนพุ่ม, 2550)      
ถัว่อะซูกิพนัธุ์ปางดะท่ีปลูกในประเทศไทยได้รับการพฒันาจากถัว่อะซูกิพนัธุ์ Erimo ซ่ึงเป็น
ถั่วอะซูกิพันธุ์ดี ท่ีน าเข้ามาจากประเทศญ่ีปุ่นเมื่อปี พ.ศ. 2539 โดยมูลนิธิโครงการหลวง              
เพื่อส่งเสริมใหเ้กษตรกรบนท่ีสูงปลกูเพื่อการคา้ (ส านกัคุม้ครองพนัธุพ์ืช กรมวิชาการเกษตร, 2555) 
 

2.2 โปรตนีในเมลด็ถั่ว  

       โปรตีนในเมลด็ถัว่ถกูเกบ็สะสมระหว่างการเจริญของเมลด็  โดยอยูใ่นรูปของโปรตีนบอดี 
(protein bodies) อยูติ่ดกบัสตาร์ชแกรนูล (starch granules) แสดงดงัรูปท่ี 1 (Pernollet and Mossé, 1983) 
ปริมาณโปรตีนในโปรตีนบอด้ีมีประมาณร้อยละ 80±10      โปรตีนท่ีพบมีทั้งโปรตีนกลุ่มอลับูมิน   
โกลบูลิน และกลูเทลิน     แต่โปรตีนส่วนใหญ่ในโปรตีนบอด้ีเป็นโปรตีนกลุ่มโกลบูลิน              
ซ่ึงสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มยอ่ยได ้2 กลุ่ม คือ เลกูมิน (legumin) หรือ 11S และ  วิซิลิน (vicilin) 
หรือ 7S   ลกัษณะของโปรตีนทั้ง 2 ชนิด แสดงดังตารางท่ี 2.1 (Pernollet and Mossé, 1983)          
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นอกจากน้ียงัพบโปรตีนชนิดอ่ืน ในเมล็ดถัว่  เช่น เอนไซมช์นิดต่าง ๆ ท่ีเกิดข้ึนระหว่างการงอก
ของเมลด็    

 

รูปที่ 2.1   ภาพถ่ายดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของใบเล้ียงแบบตดัขวาง 
ของถัว่  

  โดย PB คือ โปรตีนบอด้ี   SG คือ สตาร์ชแกรนูล  ภาพก าลงัขยาย 5,400 เท่า 
  ที่มา : Pernollet และ Mossé (1983) 
 

ตารางที่ 2.1   สมบติัของเลกมูิน และวิซิลิน      

สมบัต ิ
เลกูมนิ วซิิลนิ 
11S 7S 

ขนาดโปรตีน 300 – 400 kDa 200 ± 50 kDa 

การละลายในสารละลายเกลือ ละลายไดน้อ้ย ละลายไดม้ากกว่า 

อุณหภูมิท่ีท าใหเ้กิดการจบัตวัเป็นกอ้น 
ท่ีอุณหภูมิสูงกว่า            
มีเสถียรภาพดีกว่า 

ท่ีอุณหภูมิต  ่ากว่า           
มีเสถียรภาพดอ้ยกว่า 

ปริมาณไนโตรเจน และซลัเฟอร์ สูงกว่า ต  ่ากว่า 

ที่มา :  Pernollet และ Mossé  (1983) 
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2.3 การเปลีย่นแปลงระหว่างการงอก 

 การงอกของเมล็ดเป็นการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ   ชีวภาพ   ชีวเคมี และคุณค่า                
ทางโภชนาการของเมลด็ (Kuo et al., 2004)        ดงันั้นการงอกจึงมีผลต่อกระบวนการหายใจของเมล็ด
ท่ีเพ่ิมข้ึนเน่ืองจากกระบวนการหายใจเป็นกระบวนการสลายสารอาหารท่ีสะสมภายในเมล็ด      
เพื่อใชเ้ป็นแหล่งพลงังานในการเจริญเติบโตเป็นตน้อ่อน        นอกจากน้ีการงอกยงัส่งผลต่อการสร้าง
หรือสังเคราะห์สารอาหารต่าง ๆ เพื่อน าไปใชใ้นการเจริญเติบโตเป็นล าตน้ และสืบพนัธุ์ต่อไป          
การเปล่ียนแปลงดังกล่าวจะเกิดข้ึนได้ดีเม่ือเมล็ดอยู่ภายใต้ภาวะท่ีเหมาะสม คือ อุณหภูมิ                
ท่ีไม่เปล่ียนแปลงมากนัก   ปริมาณออกซิเจนท่ีพอเหมาะส าหรับใช้ในกระบวนการหายใจ     
ปริมาณน ้ า และความช้ืนเหมาะสมท่ีจะท าใหเ้ปลือกหุม้เมลด็อ่อนตวั   และเอมบริโอท่ีอยู่ภายในเมล็ด
เร่ิมดูดซึมน ้ า  (Sangronis and Machado, 2007)           

 การเปล่ียนแปลงทางกายภาพท่ีสังเกตไดข้องถัว่เร่ิมจากการดูดน ้ าของเมล็ดท าให้เน้ือ 
ของเมลด็น่ิมข้ึน     มีการงอกของรากอ่อน (radical) จากเปลือกหุ้มเมล็ด   หลงัจากนั้นประมาณ 3 
ถึง 4 วนั   ใบเล้ียงของถัว่เขียวจะชูข้ึนเหนือดิน (โสภิตา ค  าหาญ, 2546)   

 สารทุติยภูมิ (secondary constituents) เป็นสารเคมีท่ีพืชสร้างข้ึนระหว่างกระบวนการ    
เมตาบอลิซึมในระหว่างการงอก   สามารถจ าแนกออกเป็น 3 กลุ่มย่อย          กลุ่มแรก คือ  
terpenoids เกิดจากกระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพของ isopentenyl และ dimethylallyl 
pyrophosphates          กลุ่มท่ีสอง คือ alkaloids และสารทุติยภูมิท่ีมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ 
โดยพืชสามารถสร้างสารประกอบท่ีมีไนโตรเจนจากอะมิโนของโปรตีน          กลุ่มท่ีสาม คือ    
สารทุติยภูมิประเภทฟีนอลิก   สารในกลุ่มน้ีเร่ิมต้นจากฟีนิลอะลานินท่ีเกิดจากกระบวนการ 
Shikimate   จากนั้ นฟีนิลอะลานินจึงเปล่ียนเป็น p-hydroxycinnamic acid เพื่อสังเคราะห์
สารประกอบฟีนอลิก เช่น กรดฟีนอลิก   ฟลาโวนอยด์ และแทนนินต่อไป (Harborne, 1999)       

 2.3.1 งานวจิยัที่ศึกษาการเปลีย่นแปลงของสารทุตยิภูมริะหว่างการงอก 

  Sattar และคณะ (1989) ศึกษาการเปล่ียนแปลงคุณค่าทางโภชนาการของถัว่เขียว            
ท่ีผา่นการแช่น ้ า  โดยแปรเวลาแช่น ้ า (0, 3, 6, 9 และ 12 ชัว่โมง) และอุณหภูมิในการแช่  (22-25 
และ 55 องศาเซลเซียส) พบว่า การแช่ถัว่เขียวเป็นเวลา 12 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิของน ้ า 55 องศา
เซลเซียสท าใหป้ริมาณโปรตีนเพ่ิมข้ึน เม่ือเทียบกบัปริมาณโปรตีนของถัว่เขียวท่ีไม่ผ่านการแช่น ้ า     
นอกจากน้ียงัศึกษาการเปล่ียนแปลงคุณค่าทางโภชนาการของถัว่เขียวท่ีผา่นการงอกเป็นเวลา 0, 24, 
48, 72, 96 และ 120 ชัว่โมง  อุณหภูมิเพาะระหว่าง  20 – 35 และอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  และ
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รายงานว่า ปริมาณโปรตีน  วิตามินซี  วิตามินบี1  และวิตามินบี2 เพ่ิมข้ึนหลงัการเพาะเม่ือเทียบกบัถัว่ 
ท่ีไม่ผา่นการเพาะทั้งสองระดบัอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเพาะ 

 Mubarak (2005) พบว่าการเพาะถัว่เขียวสายพนัธุ์ Giza-1 ในท่ีมืดเป็นเวลา 3 วนั     
มีผลต่อปริมาณความช้ืนและปริมาณโปรตีนหยาบท่ีเ พ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05)                 
เม่ือเปรียบเทียบกบัถัว่เขียวท่ีไม่ผา่นการเพาะ       

 การศึกษาเวลาในการเพาะของ Lin และ Lai (2006) ท่ีมีต่อการเพาะถัว่เหลือง 
(Glycine max (L.)  ถัว่เหลืองผวิด า และถัว่อะซูกิ (Vigna angularis) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 และ 4 วนั พบว่า ปริมาณฟีนอลิกของถัว่ทั้งสามชนิดท่ีเพาะเป็นเวลา 4 วนั   มีแนวโน้ม
เพ่ิมข้ึนมากกว่าถัว่ท่ีเพาะเป็นเวลา 1 วนั   เช่นเดียวกับปริมาณฟลาโวนอยด์ของถัว่เหลือง และ      
ถัว่เหลืองผวิด าท่ีเพ่ิมข้ึน      แต่ถัว่อะซูกิท่ีเพาะเป็นเวลา 1 วนัจะมีปริมาณของฟลาโวนอยด์เพ่ิมข้ึน
มากกว่าการเพาะเป็นเวลา 4 วนั  

 Ghavidel และ Prakash (2007) พบว่า การเพาะถัว่เขียว   cowpea (Vigna catjang)    
lentil (Lens culinaris) และ chickpea (Cicer arietinum) เป็นเวลา 1 วนั มีผลต่อปริมาณโปรตีน และ
วิตามินบี 1 ท่ีเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบัถัว่ท่ีไม่ผา่นการเพาะ           

 Sangronis และ Machado (2007) ศึกษาการเปล่ียนแปลงคุณค่าทางโภชนาการ    
ของถัว่แขก (Phaseolus vulgaris L.) 2 สายพนัธุ ์คือ ถัว่แขกสีขาว และถัว่แขกสีด า   และถัว่พิจเจิน 
(Cajanus cajan L. Millsp) โดยน าไปเพาะเป็นเวลา 5 วนั พบว่า ปริมาณของวิตามินซี และวิตามินบี 1 
ของถัว่ทั้งสามชนิดเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) เม่ือเทียบกบัถัว่ท่ีไม่ผา่นการเพาะ  

 Fernandez-Orozco และคณะ (2008) ศึกษาการเพาะถัว่เขียวในท่ีมืดเป็นเวลา 2, 3, 4, 
5 และ 7 วนั     ถัว่เหลือง (Glycine max cv. jutro) เพาะในท่ีมืดเป็นเวลา 2, 3 และ 4 วนั   ถัว่เหลือง 
(Glycine max cv. merit) เพาะในท่ีมืดเป็นเวลา 2, 3, 4, 5 และ 6 วนั พบว่า มีปริมาณของวิตามินอี 
และสารประกอบฟีนอลิกของถั่วทั้ งสามชนิดมีปริมาณเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)             
เมื่อผา่นการงอก           

 Martínez-Villaluenga และคณะ (2008) พบว่า การเพาะ pea (Pisum sativum L.) 
สามสายพนัธุจ์ากประเทศโปแลนด ์เป็นเวลา 5 วนั ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสในท่ีมืด จะส่งผล
ต่อปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด และโปรตีนหยาบใหเ้พ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)  เมื่อเทียบกบั
ถัว่ท่ีไม่ผา่นการเพาะ  
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 Rodríguez และคณะ (2008) ท าการเพาะ pea สายพนัธุ์ Esla   ถัว่เขียวสายพนัธุ ์     
La Granja และ lentils สายพนัธุ ์Castellana เป็นเวลา 2, 4 และ 6 วนัท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส      
ทั้งในภาวะท่ีมีแสง และไม่มีแสง พบว่า ท่ีภาวะทั้งสองภาวะระยะเวลาการเพาะถัว่ทั้งสามชนิดมีผลต่อ
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด   โปรตีนหยาบ   non-protein nitrogen และกรดอะมิโนบางชนิด ไดแ้ก่ 
ไลซีน   ฮีสทิดีน และไทโรซีนใหเ้พ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) เม่ือระยะเวลาการงอกเพ่ิมข้ึน  

 Maneemegalai and Nandakumar (2011) ท าการเพาะถัว่เขียว  ถัว่เขียวผิวด า (Vigna 
mungo) และถัว่ Pennisetum typhoides เป็นเวลา  24, 48 และ 72 ชัว่โมงในท่ีมืด พบว่า ถัว่ทั้งสามชนิด
มีปริมาณโปรตีน และวิตามินซีเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) เม่ือเทียบกบัถัว่ท่ีไม่ผา่นการเพาะ 

 การงอกของเมล็ดนอกจากมีส่วนช่วยเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการทางอาหารแลว้              
ยงัมีส่วนช่วยลดสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการท่ีมีในถัว่เมลด็แหง้          งานวิจยัของ Sattar และคณะ 
(1989)  ท่ีศึกษาอุณหภมิูของน ้ าท่ีใชใ้นการแช่เมลด็ถัว่เขียว พบว่า อุณหภูมิ และเวลาการแช่เมลด็ถัว่
ท่ีเพ่ิมข้ึนมีผลต่อปริมาณไฟเตท และสารตา้นทริปซินท่ีลดลงเม่ือเทียบกบัถัว่ท่ีไม่แช่น ้ า     และ
ปริมาณของสารดงักล่าวจะลดลงมากข้ึนเม่ือเมล็ดถัว่ถูกแช่ในน ้ าท่ีมีอุณหภูมิสูง เม่ือเพาะถัว่เขียว
เป็นเวลา 0-120 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 20 ‟ 35 และอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส พบว่า อุณหภูมิท่ีใชใ้น
การเพาะมีผลต่อปริมาณไฟเตท และสารตา้นการท างานของเอนไซมท์ริปซินลดลงอยา่งมากหลงัเพาะ 

 Mubarak (2005) พบว่า การงอกมีผลต่อการเปล่ียนแปลงของสารต้านคุณค่า                
ทางโภชนาการ ซ่ึงพบไดจ้ากการท่ีปริมาณของสารต้านคุณค่าทางโภชนาการ ได้แก่ แรฟฟิโนส       
สตาคิโอส   ไฟเตท และแทนนินของถัว่เขียวท่ีลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) เม่ือเทียบกบัถัว่เขียว
ท่ีไม่ผา่นการเพาะ          Sangronis และ Machado (2007) รายงานว่า ปริมาณของสารตา้นทริปซิน   
กรดไฟติก และแทนนินของถัว่แขก และถัว่พิจเจินลดลงอย่างมีนัยส าคญั (p<0.05) เมื่อระยะเวลา
เพาะเพ่ิมข้ึน        

 จากงานวิจัยข้างต้นสามารถสรุปได้ว่าเมล็ดถั่วท่ีผ่านการเพาะงอกจะส่งผลให ้      
1).คุณค่าทางโภชนาการบางประการ ไดแ้ก่ โปรตีน และวิตามินเพ่ิมข้ึน   2).การลดลงของสารตา้น
คุณค่า     ทางโภชนาการ ได้แก่ แรฟฟิโนส   สตาคิโอส   สารตา้นทริปซิน   แทนนิน และไฟเตท    
3).การเพ่ิมข้ึนของสารทุติยภูมิ ไดแ้ก่ วิตามินซี   วิตามินดี   วิตามินอี และสารประกอบฟีนอลิก             
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2.4 โปรตนีไฮโดรไลเสต 

 โปรตีนไฮโดรไลเสต เป็นผลิตภัณฑ์โปรตีนท่ีได้จากการย่อยวัตถุดิบท่ีมีโปรตีน         
เป็นองคป์ระกอบโดยการใชส้ารเคมี หรือใชเ้อนไซม ์        การยอ่ยดว้ยสารละลายกรดสามารถย่อย
โปรตีนไดร้วดเร็ว และให้กล่ินรสท่ีดี   แต่ท าให้ทริปโทเฟนซ่ึงเป็นกรดอะมิโนจ าเป็นถูกท าลาย     
การยอ่ยดว้ยสารละลายด่าง เช่น การใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ในภาวะท่ีรุนแรงจะท าให้
เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของกรดอะมิโนบางชนิดจาก L-form เป็น D-form  ซ่ึงเป็น
โครงสร้างของกรดอะมิโนท่ีร่างกายมนุษยไ์ม่สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได ้และผลิตภณัฑ์ท่ีได้     
มีกล่ินรสท่ีไม่ดี          ในขณะท่ีการย่อยโปรตีนดว้ยเอนไซม์โปรติเอสเพื่อตัดพนัธะเพปไทด์        
ในโปรตีนให้เกิดเป็นเพปไทด์ท่ีมีสายสั้ นลง และกรดอะมิโน     การย่อยด้วยเอนไซม ์                     
มีความจ าเพาะต่อสารตั้ งต้นสูงจึงไม่จ  าเป็นต้องใช้เอนไซม์ในปริมาณมาก  และภาวะท่ีใช ้           
ในการยอ่ยไม่รุนแรงจึงไม่ท าลายโครงสร้างของกรดอะมิโน   แต่อาจมีผลท าใหผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดม้ีรสขม 
อย่างไรก็ตามการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยวิธีการต่าง ๆ ท่ีได้กล่าวข้างต้น     จะท าให ้          
สายพอลิเพปไทด์ของโปรตีนถูกตัดให้เป็นเพปไทด์สายสั้นและกรดอะมิโนอิสระ    ซ่ึงส่งผล      
ต่อการเปล่ียนแปลงคุณค่าทางโภชนาการและสมบัติ เชิงหน้าท่ีบางประการของโปรตีน 
(Kristinsson and Rosco, 2000) 

 2.4.1 กระบวนการผลติโปรตนีไฮโดรไลเสตด้วยเอนไซม์ 

  กระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตดว้ยเอนไซม์ โดยส่วนใหญ่เร่ิมจากการบด
วัตถุดิบให้ละเอียด จากนั้ นจึงเติมตัวท าละลายแล้วน าไปย่อยด้วยโปรติเอสภายใต้ภาวะ                   
ท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซม ์    เมื่อครบระยะเวลาการยอ่ยจะท าการยบัย ั้งการท างานของ
โปรติเอส และแยกส่วนของเหลวซ่ึงเป็นโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีประกอบดว้ยเพปไทด์    สายสั้น 
และกรดอะมิโน    

  โปรติเอสเป็นเอนไซมป์ระเภทไฮโดรเลส (hydrolase) ซ่ึงท าหน้าท่ีเร่ง  การตัด
พนัธะเพปไทดข์องโปรตีน     ลกัษณะการตดัพนัธะเพปไทดข์องโปรติเอสแบ่งไดส้องประเภท คือ 
1).เอกโซเพปติเดส (exopeptidases) เป็นเอนไซมท่ี์ตดัพนัธะเพปไทด์ดา้นปลายของสายพอลิเพป
ไทด ์    โดยอาจตดัพนัธะทางดา้นปลายกลุ่มอะมิโน เรียกว่า aminopeptidase   และการตดัพนัธะ
ดา้นปลายกลุ่มคาร์บอกซิล เรียกว่า carboxypeptidase     2).เอนโดเพปติเดส (endopeptidases) เป็น
เอนไซม์ท่ีตัดพันธะเพปไทด์อย่างอิสระภายในสายพอลิเพปไทด์   การย่อยลักษณะน้ีจะมี
ประสิทธิภาพในการยอ่ยสูง เน่ืองจากการยอ่ยมีความจ าเพาะต่อสบัเสตรท                ท่ีเป็นเพปไทด์
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โมเลกุลใหญ่  การยอ่ยจึงสามารถเกิดข้ึนไดอ้ยา่งรวดเร็ว   เอนไซมใ์นกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ Alcalase® และ 
Neutrase® เป็นตน้ (ธนัยพร จนัทแ์สนโรจน์, 2550) 

 เอนไซมโ์ดยทัว่ไปจะมีประสิทธิภาพส าหรับการเกิดปฏิกิริยาในภาวะท่ีแตกต่างกนั 
ไดแ้ก่ 1).ระดบัความเป็นกรดด่าง   โดยเอนไซมแ์ต่ละชนิดจะมีช่วงความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสม
ส าหรับการท างานท่ีแตกต่างกนั    2).อุณหภูมิท่ีใชใ้นการย่อย เน่ืองจากเอนไซมจ์ดัเป็นโปรตีน  
ชนิดหน่ึง ดังนั้นอุณหภูมิในการย่อยจึงเป็นส่ิงส าคญัในการท างานของเอนไซม์ เพราะหากใช้
อุณหภูมิท่ีสูงเกินไปอาจส่งผลต่อโครงสร้างของเอนไซม์ท าให้เอนไซม์สูญเสียความสามารถ        
ในการเร่งปฏิกิริยา     3).ระยะเวลาในการยอ่ยโปรตีน ช่วงแรกของการยอ่ยโปรตีน เอนไซมจ์ะเขา้ไป
ตดัพนัธะเพปไทดข์องโปรตีนอย่างรวดเร็วจนเกิดเพปไทด์มีสายสั้นหรือกรดอะมิโน   แต่เม่ือใช้
ระยะเวลาในการยอ่ยมากข้ึนอตัราเร็วในการเขา้ตดัพนัธะเพปไทดข์องเอนไซมจ์ะเร่ิมคงท่ี (Alder-
Nissen, 1986)   

 การยอ่ยโปรตีนดว้ยโปรติเอสต่างชนิด จะส่งผลต่อปริมาณ และคุณภาพของโปรตีน
ไฮโดรไลเสต   เน่ืองจากโปรติเอสแต่ละชนิดจะมีความสามารถในการย่อยพนัธะเพปไทด์               
ท่ีแตกต่างกนั 

 Shahidi, Han และ Synowiecki (1995) เปรียบเทียบชนิดของเอนไซมคื์อ Alcalase®, 
Neutrase®, papain และการย่อยโปรตีนดว้ยปฏิกิริยา autolysis ของ endogeneous enzymes ท่ีไดจ้าก
เคร่ืองในปลาต่อการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตของปลา capelin (Mallotus villosus) จากนั้นท าการ
ยอ่ยโปรตีนดว้ยภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิยาของเอนไซมแ์ต่ละชนิด และใชร้ะยะเวลาใน
การย่อย 120 นาที พบว่า การย่อยโปรตีนด้วย Alcalase®, Neutrase®และpapain จะได้ร้อยละ 
protein recovery สูงกว่าการย่อยดว้ยปฏิกิริยา autolysis     และเมื่อเปรียบเทียบร้อยละ protein 
recovery ของการยอ่ยโปรตีนดว้ยเอนไซมท์างการคา้ พบว่า การย่อยดว้ยเอนไซม ์Alcalase® จะมี
ร้อยละ protein recovery สูงท่ีสุดเมื่อเทียบกบัการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์papain และ Neutrase®   โดยมี
ค่าร้อยละ 70.60 ± 1.5, 57.1 ± 2.13 และ 51.60 ± 1.92 ตามล าดบั        นอกจากน้ีการใช ้Alcalase® 
ในการย่อยโปรตีนจากปลา capelin เป็นเวลา 120 นาที จะมีระดับการย่อยสูงกว่าการย่อยด้วย 
Neutrase®      โดยมีระดบัการยอ่ยประมาณร้อยละ 20 และ 10 ตามล าดบั  

 Kamnerdpetch และคณะ (2007) ศึกษาการย่อยโปรตีนจากเน้ือมนัฝร่ังบดโดยใช้
เอนไซม์ผสมระหว่าง endoprotease (Alcalase®  และ Novo Pro-D®) และ exopeptidase 
(Flavourzyme® และ Corolase®)   ใชอ้ตัราส่วนระหว่าง endoprotease และ exopeptidase เท่ากบั 
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2:5 และ 3:4 ตามล าดบั   ท าการยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 26 ชัว่โมง พบว่า การใช้
เอนไซม ์Alcalase® และ Flavourzyme® ในอตัราส่วน 2:5   จะให้ระดบัการย่อยสูงท่ีสุด คือร้อยละ 
44   เมื่อเทียบกบัการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์Novo Pro-D® และ Corolase® ในอตัราส่วน 3:4  ซ่ึงให้ระดบั
การยอ่ยร้อยละ 17 

 Chen และคณะ (2012) น าโปรตีนไอโซเลทของ walnut (Juglans regia L.) มาย่อย
ดว้ย Neutrase®, Alcalase® และ pepsin ตามภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซมแ์ต่ละชนิด   และแปรเวลา
ในการยอ่ย 0.5 – 4 ชัว่โมง   จากนั้นน าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไดม้าวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั
ดว้ยวิธี DPPH scavenging activity พบว่า การใช ้pepsin จะให้ค่าร้อยละ DRSA (The DPPH 
radical scavenging ability) คงท่ีตลอดระยะเวลาการยอ่ยตั้งแต่ 0.5 – 4 ชัว่โมง   แตกต่างกบัโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีย่อยด้วย Neutrase® และ Alcalase® ท่ีมีค่าร้อยละ DRSA ลดลงเมื่อระยะเวลา        
การยอ่ยเพ่ิมข้ึน 

 ปริมาณโปรติเอสท่ีใช้ในการย่อยโปรตีนจะมีผลต่ออัตราเร็วในการย่อยโปรตีน         
การใช้เอนไซม์ในปริมาณมากจะส่งผลต่อระดบัการย่อยของโปรตีนไฮโดรไลเสตให้เพ่ิมข้ึน      
อย่างรวดเร็วในช่วงแรก   อย่างไรก็ตามระดับการย่อยของโปรตีนจะคงท่ี เมื่อเวลาในการย่อย      
ผา่นไปนานข้ึน 

 Benjakul และ Morrissey (1997) ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจาก Pacific whiting solid wastes (PWSW)  โดยใช้เอนไซม์ Alcalase® และ 
Neutrase®   พบว่า ภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยโปรตีนของเอนไซม ์Alcalase® คือ pH 9.5 อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส   ส่วนภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยโปรตีนของเอนไซม ์Neutrase® คือ pH 7.0 
อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส   เมื่อศึกษาผลของปริมาณเอนไซม ์(0 ‟ 120 AU/kg) ต่อระดบัการยอ่ยโปรตีน
จากภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลอง ใชร้ะยะเวลาในการย่อย 30 นาที พบว่า เม่ือเพ่ิมปริมาณ
เอนไซมจ์ะท าใหร้ะดบัการยอ่ยโปรตีนสูงข้ึน และระดบัการยอ่ยโปรตีนจะเร่ิมคงท่ีเม่ือเพ่ิมปริมาณ
เอนไซมถึ์ง 57 AU/kg   โดยเอนไซม ์Alcalase® และ Neutrase® มีระดบัการย่อยโปรตีนสูงสุดร้อยละ 
60 และ ร้อยละ 30 ตามล าดบั  

 Alvise และคณะ (2000) ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต        
จาก alfalfa ดว้ยเอนไซม ์Delvolase®  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ท่ากบั 0.8, 7.6, 76, 152 
และ 184 ยูนิตต่อโปรตีน alfalfa เข้มข้น 1 กรัม   แลว้น ามาย่อยท่ี pH 9.5 อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง   และติดตามระดบัการยอ่ยดว้ยวิธี pH-stat พบว่า ปริมาณสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ใชใ้นการรักษาระดบั pH ใหม้ีค่าเท่ากบั 9.5 ตามวิธี pH-stat จะมีค่าเพ่ิมข้ึน
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เม่ือระดบัความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์พ่ิมข้ึน    โดยท่ีระดบัความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ป็น 152 และ 
184 ยนิูตต่อโปรตีน alfalfa เขม้ขน้ 1 กรัม   จะมีการใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์มากกว่า    
ท่ีความเข้มข้น 0.8, 7.6 และ 76 ยูนิตต่อโปรตีน alfalfa เข้มข้น 1 กรัม (ปริมาณสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์25, 40 และ 45 มิลลิโมล ตามล าดบั)    

 Guerard, Guimas และ Binet (2002) ศึกษาการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลาทูน่า
ท่ีเหลือจากอุตสาหกรรมการผลิตปลาทูน่ากระป๋องดว้ยเอนไซม ์Umamizyme®  โดยใชอ้ตัราส่วน
เอนไซมต่์อโปรตีนในช่วงร้อยละ 0.1-1.5 (w/w) ยอ่ยท่ี pH 7 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชัว่โมง พบว่า เม่ืออตัราส่วนเอนไซมต่์อโปรตีนเพ่ิมข้ึนจะท าให้ระดบัการย่อยสูงข้ึน  และระดบั
การย่อยโปรตีนสูงสุดคือร้อยละ 22.5 เมื่อใชอ้ตัราส่วนโปรตีนต่อเอนไซมร้์อยละ 1.5 (w/w)  ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัปริมาณไนโตรเจนของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเพ่ิมข้ึน    

 2.4.2 ระดับการย่อยโปรตนี (Degree of hydrolysis, DH) 

  ระดับการย่อยโปรตีน เป็นดัชนีท่ีใช้อธิบายระดับการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม ์                
การวิเคราะห์ระดับการย่อยสามารถท าไดห้ลายวิธีตามความเหมาะสม และระดบัความละเอียด
เท่ียงตรงท่ีต้องการ     การวิเคราะห์และค านวณระดับการย่อยโปรตีนสามารถท าได้ 3 วิธี คือ        
1).การวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีตกตะกอนดว้ย trichloroacetic acid 
(TCA) โดยใชเ้ทคนิค Kjeldahl    การวดัค่าดูดกลืนแสงในช่วง UV ของเพปไทด์ท่ีมีหมู่วงแหวนเบน
ซีนในโครงสร้าง     และการวดัค่าดูดกลืนแสงในช่วง 400-700 นาโนเมตรของสารประกอบ
เชิงซอ้น  ท่ีมีสี เช่น ปฏิกิริยา Biuret          2).การวิเคราะห์หมู่อะมิโนอิสระดว้ยวิธี formal titration 
หรือใช้สารท่ีท าปฏิกิริยาเฉพาะกับหมู่อะมิโน ได้แก่ ninhydrin, trinitrobezene sulfonic acid 
(TNBS), fluorescamine, polychroniadou และ orthophtaldehyde (OPA) เป็นตน้     3).การวิเคราะห์
ปริมาณโปรตอนท่ีถกูปลดปล่อยออกมาระหว่างการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลเสตดว้ยเทคนิค pH-stat 
(ธนัยพร จนัทแ์สนโรจน,์ 2550)    

 ธนัยพร จนัทแ์สนโรจน์ (2550) ศึกษาการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยเป๋าฮ้ือ 
(Haliotis asinina) ดว้ยเอนไซม ์Flavourzyme® และ Alcalase® ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 6 
และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 8 ตามล าดบั และแปรปริมาณ Flavourzyme® เป็นร้อยละ 0-1.5 
ของน ้ าหนักตัวอย่าง   และแปรปริมาณ Alcalase® เป็นร้อยละ 0-0.20 ของน ้ าหนักตัวอย่าง             
ใช้ระยะเวลาในการย่อย 0-4 ชั่วโมง   จากนั้ นท าการวิ เคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้ งหมด             
และโปรตีนท่ีละลายไดด้ว้ยวิธี Kjeldahl เพื่อค  านวณระดบัการยอ่ยโปรตีน และปริมาณกรดอะมิโนอิสระ 



12 
 
พบว่า ปริมาณเอนไซมแ์ละระยะเวลาการยอ่ยมีผลต่อระดบัการย่อยและปริมาณกรดอะมิโนอิสระ
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้อย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)   ภาวะของเอนไซม์ทั้ งสองชนิดท่ีมี    
ระดบัการยอ่ยสูงท่ีสุด คือ Flavourzyme® ร้อยละ 1.00 ระยะเวลายอ่ย 4 ชัว่โมง มีร้อยละระดบัการย่อย 
47.75   และภาวะท่ีย่อยโปรตีนด้วย Alcalase® ร้อยละ 0.10 ระยะเวลาย่อย 3 ชั่วโมง มีร้อยละ     
ระดบัการยอ่ย 73.99 

ศุกร์จิตต ์เอ่ียมนเรพร (2551) ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสูบ      
ดว้ย Flavourzyme® ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 6.5 โดยแปรความเขม้ขน้เอนไซมเ์ป็นร้อยละ 
0, 1, 2, 5 และ 7.5 (w/w) และแปรเวลาในการยอ่ยเป็น 0-4 ชัว่โมง จากนั้นท าการวิเคราะห์โปรตีน
ทั้งหมดด้วยวิธี Dumas Combustion และปริมาณโปรตีนหลงัการย่อยดว้ยวิธี Modified Lowry   
และน ามาค านวณระดับการย่อย พบว่า Flavourzyme® ความเขม้ข้นร้อยละ 5 และ 7.5 (w/w)         
ใชเ้วลาการยอ่ย 3 ชัว่โมง มีร้อยละระดบัการยอ่ย คือ 35.78 และ 35.25 ตามล าดบั ซ่ึงไม่แตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05)     แต่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีระดบัความเขม้ขน้ของ Flavourzyme® ร้อยละ 5 
และ 7.5 (w/w) มีปริมาณกรดอะมิโนอิสระต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) คือ การใชเ้อนไซม์
ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 (w/w) จะใหป้ริมาณกรดอะมิโนอิสระทั้งหมด 277.25 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมตวัอยา่ง
ขณะท่ีใชเ้อนไซมค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 7.5 (w/w) ให้ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ 414.13 มิลลิกรัม  
ต่อ 100 กรัมตวัอยา่ง    

 2.4.3 สารต้านออกซิเดชัน  

  อนุมูลอิสระ คือ อะตอม โมเลกุล  หรือไอออนท่ีมี อิ เล็กตรอนไม่ครบคู่                   
เป็นองคป์ระกอบ   ท าใหอ้ะตอม โมเลกุล หรือไอออนนั้นขาดอิเลก็ตรอนไปหน่ึงตวั   ดงันั้นอนุมูลอิสระ
จึงเป็นอนุภาคท่ีไม่เสถียร และมีความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยาอย่างมาก   เน่ืองจากอนุมูลอิสระ
สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับโมเลกุลปกติโดยการดึงอิเล็กตรอนมาหน่ึงตัว   ท าให้โมเลกุลปกติ     
ขาดอิเล็กตรอน และเปล่ียนเป็นอนุมูลอิสระแทน ซ่ึงจะก่อให้เกิดปัญหาการแย่งอิเล็กตรอน       
จากโมเลกุลปกติโมเลกุลอ่ืนต่อไปอีก (วชัรี หาญยิ่ง, 2549)          การก าจดัอนุมูลอิสระอาจท าได้
โดยการเติมสารตา้นออกซิเดชนั  ซ่ึงเป็นสารท่ีสามารถป้องกนั หรือชะลอปฏิกิริยาเคมีท่ีท าให้เกิด
การแลกเปล่ียนอิเลก็ตรอนระหว่างสารตั้งตน้ และสารออกซิไดซิงเอเจนต์ท่ีก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ          
ดงันั้นสารในกลุ่มน้ีจึงมีหน้าท่ีจบัอนุมูลอิสระ และท าให้อนุมูลอิสระมีความเสถียรมากข้ึน (วชัรี 
หาญยิ่ง, 2549)    สารต้านออกซิเดชันแต่ละชนิดมีประสิทธิภาพในการตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชัน          
ท่ีแตกต่างกนั ข้ึนกบัปัจจยัต่าง ๆ เช่น ความเขม้ขน้ของสารต้านออกซิเดชนั อุณหภูมิ ชนิดของ    
สารตั้งตน้    รวมถึงชนิด และโครงสร้างของสารตา้นออกซิเดชนั 
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 สารต้านออกซิเดชันในร่างกาย ได้แก่ สารต้านออกซิเดชันท่ีเป็นเอนไซม์ เช่น 
ซูเปอร์ออกไซดดิ์สมิวเทส   กลตูาไทโอนเพอร์ออกซิเดส   แคแทเลส และซูเปอร์ออกซิไซด์ดิสมิวเทส 
เป็นตน้     และสารต้านออกซิเดชนัท่ีไม่ใช่เอนไซม์ เช่น วิตามินซี   วิตามินเอ   คาโรทีนอยด ์      
ฟลาโวนอยด ์  กลตูาไทโอน และกรดไลโพอิก เป็นตน้ (วชัรี หาญยิง่, 2549)           

 บิวทิเลเทตไฮดรอกซีอะนีโซล (butylated hydroxyanisole; BHA)   บิวทิเลเทตไฮด
รอกซีโทลอีูน (butylated hydroxytoluene; BHT) และเทอเทียรีบิวทิลไฮโดรควิโนน (tertiary butyl 
hydroquinone; TBHQ) เป็นสารต้านออกซิเดชันสังเคราะห์ท่ีถูกสร้างให้มีโครงสร้างคลา้ยกับ
โครงสร้างของสารตา้นออกซิเดชนัจากธรรมชาติ (Rajalakshmi and Narasimhan, 1996)           

  กลไกการป้องกนัการเกิดอนุมลูอิสระของสารตา้นออกซิเดชนัสามารถแบ่งออกได้
ดงัน้ี   1).กลไกการตา้นออกซิเดชนัโดยการให้อะตอมไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนกบัอนุมูลอิสระ 
หรือท าปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระไดส้ารประกอบท่ีมีความเสถียร   สารตา้นออกซิเดชนัในกลุ่มน้ี 
เช่น วิตามินอี   บีตาแคโรทีน และฟลาโวนอยด์ เป็นต้น          2).กลไก preventive inhibitors  
สามารถแบ่งกลุ่มของสารตา้นออกซิเดชนัไดเ้ป็นสามกลุ่มย่อย คือ สารตา้นออกซิเดชนักลุ่มแรก
เป็นสารท่ีสามารถรีดิวซไ์ฮโดรเพอร์ออกไซด ์(ROOH)   สารตา้นออกซิเดชนัในกลุ่มน้ี เช่น กรดอะมิโน 
และกรดฟอสฟอริก     สารกลุ่มท่ีสองเป็นสารตา้นออกซิเดชนัท่ีสามารถก าจดัซิงเกลตออกซิเจน 
(1O2) ซ่ึงก่อให้เกิดอนุมูลซูเปอร์ออกไซด์ (O2

-•) โดยสารต้านออกซิเดชันในกลุ่มน้ีมีหน้าท่ี            
รับพลงังานจากซิงเกลตออกซิเจน   ท าให้ซิงเกลตออกซิเจนเปล่ียนเป็นทริปเลตออกซิเจน ( 3O2)   
ซ่ึงมีความว่องไวในการท าปฏิกิริยาต ่า สารตา้นออกซิเดชนัในกลุ่มน้ี เช่น แคโรทีนอยด ์    สารกลุ่มท่ีสาม
เป็นสารต้านออกซิเดชันท่ีสามารถจับไอออนของโลหะ เช่น เหล็กและทองแดง เกิดเป็น
สารประกอบเชิงซอ้นของสารตา้นออกซิเดชนักบัโลหะ โดยสารประกอบท่ีเกิดข้ึนจะไม่สามารถ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัไดอี้ก  สารตา้นออกซิเดชนักลุ่มน้ี เช่น สารประกอบฟีนอลิก และกรด
ฟอสฟอริก เป็นตน้          3).กลไกท างานร่วมกนัในการเสริมฤทธ์ิของสารตา้นออกซิเดชนั เช่น 
วิตามินซี เป็นสารตา้นออกซิเดชนัท่ีสามารถรีดิวซอ์นุมลูของวิตามินอีให้มีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัได ้
(Rajalakshmi and Narasimhan, 1996) 

 การวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน  สามารถวิเคราะห์         
ได้หลายวิธี ซ่ึงแต่ละวิธีมีกลไกวดัความสามารถในการต้านออกซิเดชันของตัวอย่างต่างกัน        
การวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัท่ีไดรั้บความนิยมไดแ้ก่   1).Radical-
scavenging method เช่น 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity      
เป็นวิธีการวิเคราะห์ท่ีใช้อนุมูลอิสระสังเคราะห์ (DPPH) ท าปฏิกิริยากบัสารต้านออกซิเดชัน   
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โดยสารตา้นออกซิเดชนัท่ีมีสมบติัในการใหอ้ะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมลูอิสระสงัเคราะห์จะส่งผลให้
เกิดการเปล่ียนสีของ DPPH ซ่ึงมีสีม่วงให้เป็นสีของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง DPPH กับ     
สารตา้นออกซิเดชนั (DPPH-H) ซ่ึงมีสีเหลือง และตรวจติดตามค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
517 นาโนเมตร (Gordon, 2001)          2).ferric ion reducing antioxidant power (FRAP)   วิธี
วิเคราะห์น้ีจะอาศยัสมบติัของการเป็นรีดิวซิงเอเจนต์ของสารต้านออกซิเดชัน   โดยสารต้าน
ออกซิเดชนัจะสามารถรีดิวซ ์Fe(III)-2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) ซ่ึงเป็นสารประกอบไม่มีสี                
ให้เปล่ียนเป็น Fe(II)-TPTZ ซ่ึงเป็นสารประกอบสีน ้ าเงินในภาวะท่ีเป็นกรด และตรวจติดตาม     
การเปล่ียนแปลงดงักล่าวท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร (Benzie and Strain, 1996) 

 2.4.4 ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของโปรตนีไฮโดรไลเสต 

  โปรตีนไฮโดรไลเสตประกอบดว้ยเพปไทด์สายสั้น และกรดอะมิโน ซ่ึงมีสมบัติ
เป็นสารต้านออกซิเดชัน     สารต้านออกซิเดชันจะท าหน้าท่ี   1).ก  าจัดอนุมูลอิสระโดยการ            
ใหอ้ะตอมของไฮโดรเจนหรืออิเลก็ตรอนแก่อนุมูลอิสระ          2).การก าจดัออกซิเจนอิสระ หรือ
ไอออนของโลหะจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Gordon, 2001)      

 Wu, Chen และ Shiau (2003) ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลาแมค เคอเรล 
(Scomber austriasicus) ดว้ย Protease® N (EC.3.4.21.66) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส    และแปร
ระยะเวลาในการย่อยเป็น 0, 5,  10, 15 และ 25 ชั่วโมง พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตของ               
ปลาแมคเคอเรลมีปริมาณของกรดอะมิโนอิสระเพ่ิมข้ึนอยา่งมากเม่ือระยะเวลาการยอ่ยเพ่ิมข้ึนเทียบ
กบัการยอ่ย 0 ชัว่โมง (เพ่ิมข้ึนจาก 144.6 ± 33.2 เป็น 3133.5 ± 720.5 mg per 100 mL)   ปริมาณกรดอะมิ
โนท่ีเ พ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการย่อย มีความสัมพันธ์กับฤทธ์ิต้านออกซิเดชันท่ีวิ เคราะห์
ความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัดว้ยวิธี inhibition of linoleic acid autoxidant, DPPH  
radical scavenging และ reducing power ท่ีเพ่ิมข้ึน เมื่อเทียบกับโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีย่อย        
เป็นเวลา 0 ชั่วโมง และโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีย่อยเป็นระยะเวลา 10 ชั่วโมงจะมีฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธีดงักล่าวสูงท่ีสุด 

 Klompong และคณะ (2007) ศึกษาฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากปลา yellow stripe trevally (Selaroides leptolepis) โดยศึกษาชนิดของเอนไซม ์คือ Alcalase® 
2.4 L และ Flavourzyme® 500 L และผลของระดบัการยอ่ยท่ีร้อยละ 5, 15 และ 25 ต่อความสามารถ
ในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตดว้ยวธีิ DPPH radical-scavenging activity 
และ FRAP พบว่า การยอ่ยปลา yellow stripe trevallyโดยใช ้Alcalase® 2.4 L จนมีระดบัการย่อย
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ร้อยละ 5   จะท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชันท่ีวิเคราะห์ความสามารถ              
ในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัดว้ยวิธี DPPH radical-scavenging activity สูงสุดอย่างมีนัยส าคญั 
(p<0.05) เมื่อเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตในภาวะอ่ืน ๆ     การย่อยโปรตีนดว้ย Flvourzyme® 500 L 
ท่ีมีระดบัการย่อยร้อยละ 25 จะให้ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสาร
ตา้นออกซิเดชนัด้วยวิธี reducing power สูงท่ีสุด (p<0.05) เมื่อเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสต       
ในภาวะอ่ืน ๆ 

 จากงานวิจยัขา้งตน้ สรุปไดว้่า ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้
จากปลาแมคเคอเรลและปลา yellow stripe trevally ท่ีเพ่ิมข้ึนเม่ือระดบัการย่อยเพ่ิมข้ึน     ผลของ
ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีเพ่ิมข้ึน น่าจะเป็นผลมาจากขนาดเพปไทดแ์ละปริมาณของกรดอะมิโนอิสระ
ในโปรตีนไฮโดรไลเสต     โดยขนาดของเพปไทด์และกรดอะมิโนอิสระท่ีเกิดข้ึนเป็นผลจาก
ความจ าเพาะเจาะจงของเอนไซมท่ี์ใชใ้นการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต    

 Tang, Chen และ Ma (2009) น าโปรตีนเข้มขน้ของ buckwheat (Fagopyrum 
esculentum Moench) มายอ่ยดว้ย Alcalase® 2.4 L ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส pH 8   ศึกษาร้อยละ
ระดบัการย่อย (5, 10, 15, 20 และ 25) ต่อฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสต พบว่า 
ระดบัการยอ่ยร้อยละ 15 มีค่า IC50 สูงท่ีสุดเมื่อเทียบกบัระดบัการย่อยอ่ืน ๆ   และท่ีระดบัการย่อย
ร้อยละ 5 มีค่า reducing power สูงท่ีสุดเมื่อเทียบกบัระดบัการยอ่ยอ่ืน ๆ     ค่าท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์
ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีแตกต่างกัน เกิดจาก   
ระดบัการยอ่ยของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีต่างกนั ส่งผลต่อองค์ประกอบของเพปไทด์ กรดอะมิโน 
และสารประกอบฟีนอลิกในโปรตีนไฮโดรไลเสตแต่ละภาวะใหแ้ตกต่างกนั       

 Pownall, Udenigwe และ Aluko (2010) ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนไอโซเลท
จากถัว่ pea (Pisum satlvum L.) โดยย่อยดว้ย Thermolysin® อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส pH 8        
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่า เพปไทด์ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีขนาดโมเลกุลน้อยกว่า 3 kDa 
ส่งผลต่อฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH radical-scavenging activity และ metal 
chelating activities ใหเ้พ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีน ้ าหนกัโมโลกุลมากกว่า 3 kDa    

 Ajibola และคณะ (2011) ศึกษาฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสต       
ท่ีผลิตจากโปรตีนไอโซเลทของ African yam bean (Sphenostylis stenocarpa) แลว้ย่อยด้วย 
Alcalase® ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 9 เป็นเวลา 4 ชั่วโมง  พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสต             
ท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลต ่ากว่า 10 kDa จะมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH radical-
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scavenging activity, superoxide radical scavenging activity, hydroxyl radical scavenging activity 
และ FRAP เพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05)  เมื่อเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไม่ผา่นการยอ่ย    

 Wongekalak และคณะ (2011) ศึกษาฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสต    
จากโปรตีนเขม้ขน้ของถัว่เขียวท่ีไดจ้ากการย่อยดว้ย trypsin ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส pH 8 
เวลาการยอ่ย 1 ชัว่โมง พบว่า ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี Trolox equivalent antioxidant 
capacity (TEAC) และ oxygen radical adsorbing capacity-fluorescein (ORACFL) ของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) เมื่อเทียบกบัโปรตีนเขม้ขน้ของถัว่เขียวท่ีไม่ไดผ้่าน
การยอ่ย      

 โปรตีนเป็นแหล่งของเพปไทด์ท่ีมีสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ   ประสิทธิภาพ        
การออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเพปไทด์ ข้ึนกับโครงสร้างของเพปไทด์   ชนิดของกรดอะมิโน       
และต าแหน่งของกรดอะมิโนภายในสายเพปไทด์นั้น (Korhonen and Pihlanto, 2006; Ngo et al., 
2012)     นอกจากน้ี Chen และคณะ (2012) ไดร้ายงานว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุล
นอ้ยกว่า 3 kDa จะส่งผลใหโ้ปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัไดดี้กว่า
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลมากกว่า 3 kDa          Korhonen และ Pihlanto (2006) 
รายงานว่า เพปไทดท่ี์มีความสามารถใหฤ้ทธ์ิทางชีวภาพไดดี้ควรมีกรดอะมิโนอยู่ในสายเพปไทด์
ประมาณ 2 – 20 ตวั  

 Rajapakse และคณะ (2005) ท าการหมกั mussel (Mytilus edulis) ดว้ยโซเดียมคลอไรด์
ความเขม้ขน้ร้อยละ 25 (w/w) เป็นเวลา 6 เดือน   จากนั้นตกตะกอนโปรตีนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์
โซเดียมอะซิเตต (pH 4)   น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที     และน าเฉพาะ
ส่วนสารละลายใสท่ีไดไ้ปแยกเพปไทด์ดว้ยคอลมัน์ SP-Sephadex C-25 และใชโ้ซเดียมคลอไรด์
ความเขม้ขน้ร้อยละ 0 – 1 (v/v) ในสารละลายบพัเฟอร์โซเดียมอะซิเตต (pH 4) เป็นเฟสเคล่ือนท่ี
แบบ linear gradient ใชอ้ตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อนาที     จากนั้นน าเพปไทด์
ท่ีแยกไดด้ว้ยคอลมัน์ SP-Sephadex C-25  มาท าให้บริสุทธ์ิมากข้ึนโดยใชค้อลมัน์ Zorbax SB C18   
ใช ้acetonitrile ความเขม้ขน้ร้อยละ 0 – 4.6 (v/v) เป็นเฟสเคล่ือนท่ีแบบ linear gradient   อตัราการไหล
เท่ากบั 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที   และใช้เวลาในการแยก 30 นาที พบว่า การวิเคราะห์มวลโมเลกุล   
ดว้ย ESI mass spectroscopy ของเพปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก mussel ท่ีท าให้บริสุทธ์ิ      
มีมวลโมเลกุลเท่ากบั 962 ดาลตนั   และสายเพปไทด์มีล  าดบัการต่อของกรดอะมิโน คือ His-Phe-
Gly-Asp-Pro-Phe-His    เมื่อท าการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัของเพปไทด์
บริสุทธ์ิท่ีความเขม้ขน้ 200 µg/mL ดว้ยวิธี superoxide, hydroxyl, carbon-centered และ DPPH 
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radical scavenging activity พบว่า เพปไทด์บริสุทธ์ิท่ีความเข้มข้น 200 µg/mL จะให ้                 
ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันท่ีสูง เน่ืองจากสายเพปไทด์ท่ีน ามาวิเคราะห์ประกอบด้วยกรดอะมิโน                     
ท่ีมีโครงสร้างเป็น aromatic ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนท่ีออกฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัไดดี้   

Zhang และคณะ (2011) ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่ chickpea ดว้ย Alcalase® 
2.4 L FG   จากนั้นน าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตได้มาท าให้บริสุทธ์ิโดยใชค้อลมัน์ C18 RP-
HPLC   และใช ้acetonitrile ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 – 40 ท่ีผสม trifluoroacetic acid ความเขม้ขน้
ร้อยละ 0.1  เป็น เฟสเค ล่ือนท่ีแบบ l inear  gradient และอัตราการ เค ล่ือนท่ี 1  mL/min                    
เก็บตวัอย่างท่ีท าให้บริสุทธ์ิในช่วงเวลา 16.5 นาที พบว่า เพปไทด์ในช่วงเวลาดงักล่าวมีน ้ าหนัก
โมเลกุล 717.37 ดาลตัน และประกอบด้วยกรดอะมิโน 5 ชนิด คือ Asn-Arg-Tyr-His-Glu          
น ้ าหนักโมเลกุล และชนิดของกรดอะมิโนท่ีมีในโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสอดคล้องกับ     
ขนาดของเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั     เมื่อท าการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตดว้ยวิธี Metal ion chelating activity พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตในช่วงเวลาดงักล่าว
ให้ค่าร้อยละ chelating activity เท่ากบั 76.92   เมื่อใช ้Cu2+ ในการท าปฏิกิริยาและให้ค่าร้อยละ 
chelating activity เท่ากบั 63.08 เมื่อใช้ Fe2+ ในการท าปฏิกิริยา   ดังนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสต 
ในช่วงเวลาดังกล่าวมีความสามารถในการจับ Cu2+ ไดดี้กว่า Fe2+   ความสามารถในการจบัโลหะ    
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นผลมาจากกรดอะมิโนท่ีมี imidazole ring ท่ีมีความส าคญัในการจบัโลหะ 

Chen และคณะ (2012) ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนไอโซเลทของ walnut 
(Juglans regia L.)   แลว้น าโปรตีนไฮโดรไลเสตผา่น ultrafiltration membrane โดยใช ้molecular 
weight cutoff 3000 Da     เม่ือไดโ้ปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลต ่ากว่า 3000 ดาลตัน   
น าไปแยกออกเป็น 4 ส่วนดว้ยวิธี gel filtration chromatography โดยใชค้อลมัน์ Sephadex G-25 
และมีน ้ าเป็นเฟสเคล่ือนท่ี อตัราการไหลเท่ากบั 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที   น าโปรตีนไฮโดรไลเสตทั้ง 
4 ส่วนท่ีแยกได้ในขั้นตอนน้ีไปวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชันด้วยวิธี 
DPPH radical scavenging activity พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตในส่วนท่ี 3 (มวลโมเลกุลเท่ากบั
423.23 Da) มีร้อยละ DRSA สูงท่ีสุดเมื่อเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตส่วนอ่ืน ๆ       
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 2.4.5 ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลกิ 

สารประกอบฟีนอลิกจัดเป็นสารต้านออกซิเดชันประเภทหน่ึงท่ีพบมากในพืช     
นอกจากน้ีสารประกอบฟีนอลิกยงัเป็นสารทุติยภูมิซ่ึงเกิดจากกระบวนการสังเคราะห์ของพืช
ระหว่างการเจริญเติบโต     สารประกอบฟีนอลิกประกอบดว้ยวงแหวนอะโรมาติกอยา่งนอ้ยหน่ึงวงแหวน
ในโครงสร้าง และมีหมู่ไฮดรอกซิลเป็นหมู่แทนท่ี  จึงท าให้สารประกอบฟีนอลิกมีไดห้ลากหลาย
อนุพนัธ ์(รูปท่ี 2.2) เช่น กรดแกลลิก   กรดคาเฟอิก และฟลาโวนอยด์ เป็นตน้ (Xiao and Kai, 2012)        
โดยฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลิกเกิดจากการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ       
ผา่นกลไกต่าง ๆ เช่น การหยดุปฏิกิริยาลกูโซ่   การเป็นตวัคีเลต (chelating agent) และการเป็นสาร
เสริมฤทธ์ิสารตา้นออกซิเดชนั   ซ่ึงประสิทธิภาพในการตา้นออกซิเดชนัของสารประกอบฟีนอลิก
ข้ึนอยูก่บัต  าแหน่ง และจ านวนของหมู่ไฮดรอกซิลท่ีเกาะอยูก่บัโครงสร้างหลกั  

 
รูปที่ 2.2   โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิก  

                 ที่มา : Xiao and Kai (2012) 
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 Benavente-Garcia และคณะ (1997) พบว่า การตา้นออกซิเดชนัของฟลาโวนอยด์ 
จะมีประสิทธิภาพสูงหรือต ่ า ข้ึนกับโครงสร้างของฟลาโวนอยด์ เช่น การมีหมู่ไฮดรอกซิล             
ท่ีต  าแหน่งออร์โท และต าแหน่งพาราบนวงแหวนเบนซีน จะท าใหฤ้ทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของฟลาโวนอยด์
สูงกว่าฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของ trolox 4 เท่า    

Kim และคณะ (2012) รายงานว่า การสกดัสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด ์        
ดว้ยเมทานอลจากถัว่เขียวท่ีเพาะเป็นเวลา 5 วนั พบสารประกอบฟีนอลิก 191.7 ± 2.20 มิลลิกรัม
สมมูลยก์รดเฟรูลิกต่อถัว่หนัก 1 กิโลกรัมโดยน ้ าหนักแห้ง และพบฟลาโวนอยด์ 69.20 ± 1.70 
มิลลิกรัมสมมลูยล์ทีูนต่อถัว่หนกั 1 กิโลกรัม     เมื่อศึกษาฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของสารประกอบฟีนอลิก
และฟลาโวนอยด์จากถัว่เขียวเพาะ พบว่า ถัว่เขียวท่ีผ่านการเพาะมีค่าร้อยละ DPPH radical 
scavenging activity และ ร้อยละ alcohol dehydrogenase activity เพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
เมื่อเทียบกบัถัว่ท่ีไม่ผา่นการเพาะ   ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของถัว่เขียวเพาะเป็นผลจากสารประกอบ   
ฟีนอลิก และฟลาโวนอยดท่ี์มีอยู ่

Amarowicz และคณะ (2008) สกดัสารประกอบฟีนอลิกและแทนนินจากถัว่อะซูกิ
ดว้ยอะซิโตนความเขม้ขน้ร้อยละ 80 (v/v) ในอตัราส่วน 1:10 (w/v) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
30 นาที พบว่า สารประกอบฟีนอลิกของถั่วอะซูกิท่ีสกัดได้มีค่า total antioxidant activity              
ท่ีวิเคราะห์ดว้ย Randox kit® คิดเป็น 1.40 ± 0.04 µmol trolox® mg-1   และแทนนินให้ค่า total 
antioxidant activity คิดเป็น 4.17 ± 0.13 µmol trolox® mg-1    

จากการศึกษาฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตจากสัตวแ์ละพืช
ด้วยวิธีวิเคราะห์ต่าง ๆ พบว่า ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตจากสัตว ์        
น่าจะเกิดจากองค์ประกอบสองชนิด คือ เพปไทด์สายสั้ น และกรดอะมิโน     ส่วนฤทธ์ิ               
ตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตจากพืช อาจเกิดจากองคป์ระกอบหลกัสามชนิด คือ 
เพปไทดส์ายสั้น กรดอะมิโน และสารประกอบฟีนอลิก      

 

2.5 ผลของการท าแห้งแบบแช่เยอืกแข็งต่อฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 

 การท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็งเป็นการก าจดัน ้ าออกจากอาหาร โดยการใชอุ้ณหภูมิต  ่าร่วมกบั
การลดความดนับรรยากาศใหต้  ่าลงในระดบัท่ีน ้ าแข็งสามารถระเหิดเป็นไอได ้  การท าแหง้ดว้ยวิธีน้ี
จึงช่วยรักษาองคป์ระกอบของอาหารท่ีสามารถสลายตวั หรือเสียโครงสร้างไดง่้ายเมื่อไดรั้บความร้อน 
และการท าแหง้แบบน้ีส่งผลต่อฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัและสมบติัเชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
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น้อยกว่าการท าแห้งดว้ยวิธีอ่ืนท่ีตอ้งใชค้วามร้อนสูง (ชาลีดา บรมพิชยัชาติกุล, 2555; Chen, Chi and 
Xu, 2012)     ในกระบวนการท าแห้งอาจมีการเติมสารบางชนิดลงไป เช่น มอลโทเด็กซ์ทริน         
มอลโทเด็กซท์รินเป็นผลผลิตของการใชค้วามร้อน  กรด  หรือเอนไซมท่ี์ย่อยโมเลกุลของสตาร์ช
ใหเ้ป็นน ้ าตาลสายสั้น     มอลโทเด็กซท์รินถกูใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารเพื่อเป็นวตัถุเจือปนอาหาร    

 Chen, Chi และ Xu (2012) ศึกษาฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสต         
จากไข่ขาวท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ papain เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 6       
แลว้ผา่นการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง พบว่า ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH radical-
scavenging activity และ reducing power ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ขาวไม่ต่างแตก         
อยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05) เมื่อเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ขาวท่ีไม่ผ่านการท าแห้ง   ทั้งน้ี        
อาจเน่ืองจากการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็งใชอุ้ณหภูมิต  ่าจึงชะลอการเสียสภาพของโปรตีนส่งผลให้
ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตไม่เกิดเปล่ียนแปลงมากนกั           

Silva และคณะ (2012) ศึกษาผลของมอลโทเด็กซ์ทรินร้อยละ 15 และ 30 ต่อฤทธ์ิตา้น
ออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเน้ือหอยแมงภู่ท่ียอ่ยดว้ย Protamex® ท่ีอุณหภูมิ 51 องศา
เซลเซียส pH 6.85 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผสมมอลโทเด็กซ์ทรินร้อยละ 
15 และ 30 มีฤทธ์ิต้านออกซิเดชันท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี FRAP และ TEAC ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.05) เมื่อเทียบกับโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไม่ผสมมอลโทเด็กซ์ทริน   โดยผูว้ิจัยรายงานว่า      
การลดลงของฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผสมมอลโทเด็กซท์ริน อาจเป็นผลมาจาก
ปริมาณโปรตีนของตัวอย่างลดลง เน่ืองจากการเติมมอลโทเด็กซ์ทริน   แต่อย่างไรก็ตามฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจะข้ึนอยู่ก ับกรดอะมิโน และเพปไทด์สายสั้นของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีผลิตได ้

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

บทที่ 3 
 

อุปกรณ์ ขั้นตอนและวธีิด าเนินงานวจิยั 
 

3.1 อุปกรณ์ 
อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวิจยัประกอบดว้ย วตัถุดิบ   เอนไซม ์  สารเคมีและเคร่ืองมือ โดยมี

รายละเอียดดงัน้ี 
3.1.1 วตัถุดบิ 
          ถัว่เขียว จากบริษทั อุตสาหกรรมอาหารไทย (1964) จ  ากดั   และถัว่อะซูกิ จากมลูนิธิ

โครงการหลวง ซ้ือในช่วงเดือนเมษายน 2554 ถึงเดือนพฤษภาคม 2555 
 

3.1.2 เอนไซม์ 
 -amylase  (BAN® 480L)   food grade   (Brenntag, Mülheim) รายละเอียด             

ในภาคผนวก ก.1 
 Flavourzyme 500 MG®    food grade   (Brenntag, Mülheim) รายละเอียด               

ในภาคผนวก ก.2 
 

3.1.3 สารเคม ี
Acetic acid A.R. grade (Quality Reagent Chemical, New Zealand) 
Ammonium molybdate  A.R. grade (Univar, Australia) 
Boric acid A.R. grade (Carlo Erba, France) 
Bromocresol green A.R. grade (Carlo Erba, France) 
Calcium chloride A.R. grade (Univar, Australia) 
Copper (II) sulfate pentahydrate A.R. grade (Merck, Germany) 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl  
(DPPH) 

A.R. grade (Sigma, Germany) 

Ferric chloride A.R. grade (Quality Reagent Chemical, New Zealand) 
Folin-Ciocalteu phenol reagent A.R. grade (Sigma, Germany) 
Gallic acid A.R. grade (Fluka Chemika, Switzerland) 
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D-Glucose A.R. grade (Univar, Australia) 
Hydrochloric acid A.R. grade (Fisher Scientific, England) 
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl 
chroman-2-carboxylic acid  
(Trolox®) 

A.R. grade (Sigma, Germany) 

Methanol A.R. grade (Quality Reagent Chemical, New Zealand) 
Methyl red A.R. grade (Merck, Germany) 
Potassium hydrogen phthalate A.R. grade (Ajax Finechem, New Zealand) 
Selenium reagent mixture A.R. grade (Merck, Germany) 
Sodium acetate A.R. grade (Univar, Australia) 
Sodium carbonate A.R. grade (Quality Reagent Chemical, New Zealand) 
Sodium hydroxide  A.R. grade (Carlo Erba, France) 
di-sodium hydrogen arsenate 
heptahydrate 

A.R. grade (Fluka Chemika, Switzerland) 

Sodium hydrogen carbonate A.R. grade (Merck, Germany) 
Sodium dihydrogen 
orthophosphate 

A.R. grade (Univar, Australia) 

di-sodium hydrogen 
orthophosphate 

A.R. grade (Univar, Australia) 

Sodium sulphate  A.R. grade (Carlo Erba, France) 
Sulphuric acid 98% A.R. grade (Quality Reagent Chemical, New Zealand) 
Trichloroacetic acid A.R. grade (Carlo Erba, France) 
2,4,6-trinitrobenzenesulfonic 
acid 

A.R. grade (Sigma, Germany) 

2,4,6-tripyridyl-s-triazine 
(TPTZ) 

A.R. grade (Sigma, Germany) 

สารเคมีท่ีมีใชก้ารวิเคราะห์กรดอะมิโน 
AccQ„ TagTM  Eluent A concentrate (for hydrolysate amino acid analysis) (Waters, MA) 
Acetonitrile for HPLC grade (RCI Labscan Limited, Poland ) 
AccQ.fluorTM reagent kit   (Waters, MA) ประกอบดว้ย 
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 Water AccQ. fluorTM borate buffer 

Water AccQ. fluorTM reagent powder  
Water AccQ. fluorTM reagent diluents flammable  

Amino acid hydrolysate standard (Thermo scientific, USA) 
 

3.1.4 เคร่ืองมอื                                                                                                                                      
 เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัชนิดหยาบ (Sartorius รุ่น BP 310s, Bradford, Germany) 
 เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัชนิดละเอียด (Sartorius รุ่น ED 224s, Bradford, Germany) 
 เคร่ืองวดัความเป็นกรด – ด่าง (Horiba รุ่น F-21, Kyoto, Japan) 
 เคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง (Thermo Scientific รุ่น Supermodulyo-230, USA) 
 เคร่ืองวดัปริมาณน ้ าอิสระ (Aqua lab รุ่น 3 TE, Decagon Derices, Inc., WA) 
 ตูอ้บลมร้อน  (Memmert รุ่น 600, Schwabach, Germany)  
 ตูแ้ช่แข็งชนิดควบคุมอุณหภูมิต  ่า (Sanyo รุ่น SF-C95, Japan) 
 ชุดวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Buchi , Switzerland) ประกอบดว้ย 
- ชุดยอ่ย (Buchi รุ่น K-424 , Switzerland) 
- เคร่ืองดกัจบัไอกรด (Buchi รุ่น B-414, Switzerland) 
- ชุดกลัน่ (Buchi รุ่น B-324 , Switzerland) 
 เคร่ือง Centrifuge (Hettich รุ่น Mikro 22 R , Tuttlingen, Germany) 
 เคร่ือง Electron spin resonance spectrometer (JEOL Ltd., รุ่น JES-TE300 ESR 

spectrometry, Tokto, Japan) 
 เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Waters, MA)   

ประกอบดว้ย 
- ระบบฉีดตวัอยา่ง   (Waters 717 plus Autosample) 
- คอลมัน์ Waters AccQ – Tag amino acid analysis column  ขนาด 3.9 มิลลิเมตร x 150
มิลลิเมตร  ขนาดอนุภาค 4 ไมครอน 

- เคร่ืองตรวจวดั (Waters 2487 Dual  Absorbance Detector: 254 นาโนเมตร) 
- ป๊ัม (Waters 515 HPLC pump) 
- EmpowerTM system เป็นโปรแกรมส าหรับค านวณผล 
 เคร่ือง Rotary Evaporator (Eyela รุ่น SB-651, Tokyo, Japan) 
 เคร่ือง Shaking Water Bath (Gesells chaft für รุ่น GEL 1092, Burgwedel, Germany) 
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 เคร่ือง Spectrofluorometer (JASCO รุ่น FP-6200, Japan) 
 เคร่ือง Spectrophotometer (PerkinElmer รุ่น Lambda 25 UV/VIS system, MA) 

 

3.2 ขั้นตอนและวธิีด าเนินการวจิยั 

3.2.1 ศึกษาการเปลีย่นแปลงองค์ประกอบทางเคมขีองถั่วเขียวและถั่วอะซูกิในช่วงระยะเวลา  
การงอกที่ต่างกนั 

 แช่ถัว่เขียวและถัว่อะซูกิในน ้ าอุณหภูมิ 26±1 องศาเซลเซียส  อตัราส่วน 1:10 (w/v)  
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง  จากนั้นน ามาเพาะโดยใชผ้า้ขาวบางปูพ้ืนภาชนะ และคลุมถัว่ให้มิดชิด   เพาะท่ี
อุณหภูมิหอ้ง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 0, 9, 18, 27 และ 36 ชัว่โมง   เม่ือครบตามระยะเวลา
ท่ีก  าหนด น าถัว่มาน่ึงเป็นเวลา 10 นาที  เพ่ือยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมท่ี์เกิดข้ึนระหว่างการงอก  
ท้ิงตัวอย่างถั่วงอกให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง   แล้วจึงน าตัวอย่างไปป่ันใน Waring blender                
ดว้ยความเร็วสูงสุดนาน 3 นาที   น าถัว่ท่ีผา่นการป่ันละเอียดมาวิเคราะห์ดงัต่อไปน้ี 

 3.2.1.1 ปริมาณความช้ืนตามวิธีข้อ 925.40 ของ A.O.A.C (2006)  รายละเอียด            
ในภาคผนวก ข.1 

 3.2.1.2 ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Kjeldahl โดยใช ้conversion factor = 6.25  ตามวิธี        
ขอ้ 955.04 ของ A.O.A.C (2006)  รายละเอียดตามภาคผนวก ข.2 

 3.2.1.3 ปริมาณ non-protein nitrogen 

  การวิเคราะห์หาปริมาณ non-protein nitrogen ดดัแปลงตามวิธีของ Hagan และ 
Villota (1987)    โดยชัง่ถัว่เขียวและถัว่อะซูกิท่ีผ่านการป่ันละเอียด 30 กรัม  ใส่ลงในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์  180 มิลลิลิตร  กวนอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 2 ชัว่โมง  
แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,000 g เป็นเวลา 10 นาที    แยกสารละลายส่วนใส และ
ตะกอนออกจากกัน เก็บสารละลายส่วนใสไวใ้นบีกเกอร์     และน าตะกอนผสมกับสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 90 มิลลิลิตรท าการสกดัซ ้าเช่นเดียวกบัการสกดัคร้ังแรก   
น าสารละลายใสท่ีไดเ้ทรวมกบัสารละลายส่วนใสท่ีได้จากการป่ันเหวี่ยงคร้ังแรก    แลว้จึงเติม
สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (TCA) ความเข้มข้นร้อยละ 72  ลงในสารละลายส่วนใส          
จนสารละลายมีความเขม้ขน้ของ TCA ร้อยละ10   กวนสารละลายเป็นเวลา 30 นาที   แลว้น าไป  
ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,000 g  10 นาที   เทสารละลายส่วนใสท้ิง  และน าตะกอนมาลา้งดว้ย 
diethyl ether 10 มิลลิลิตร   จากนั้นน าไปอบ   ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสจนตะกอนแห้ง         
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หาปริมาณโปรตีนไนโตรเจนในตะกอนตามภาคผนวก ข.2   และค านวณปริมาณ non-protein 
nitrogen โดยการหกัลบปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (ขอ้ 3.2.1.2) กบัโปรตีนไนโตรเจน 

 3.2.1.4 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

   ชัง่ถัว่เขียวและถัว่อะซูกิท่ีผ่านการตีป่น 20 กรัมใส่ขวดรูปชมพู่   เติมเมทานอล 
200 มิลลิลิตร   ปิดปากขวดรูปชมพู่ดว้ยแผน่พาราฟิลม์   น าไปเขยา่แบบ orbital ในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ
ท่ีความเร็ว 170 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส   จากนั้นกรองผ่าน
กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 แลว้น าไประเหยเพื่อเอาเมทานอลออกดว้ยเคร่ืองระเหยแบบหมุน
ท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส    
  วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดด้วยวิ ธี  Folin-Ciocalteu            
โดยดดัแปลงจากวิธีของ Waterhouse (2005)   เตรียมตวัอย่างโดยน าตวัอย่างท่ีระเหยเมทานอล  
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนตวัอยา่งมีปริมาตรเท่าเดิม     น ามาท าการทดลองโดยปิเปตสารสกดั 200 
ไมโครลิตรลงในขวดก าหนดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตามดว้ยน ้ ากลัน่ 7 มิลลิลิตร  สารละลาย Folin-
Ciocalteu เขม้ขน้ 2 นอร์มลั  500 ไมโครลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนั และตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
4 นาที   จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตอ่ิมตวั 1.5 มิลลิลิตร  แลว้ปรับปริมาตรเป็น 10 
มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่  ผสมใหส้ารละลายเขา้กนั ตั้งท้ิงไวใ้นท่ีมืด  ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมง  
วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร  ค  านวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
จากกราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก (ภาคผนวก ข. 3)   แสดงผลในหน่วยไมโครกรัม    
กรดแกลลิกต่อกรัมถัว่เขียวหรือถัว่อะซูกิงอก (น ้ าหนกัแหง้) 

 3.2.1.5 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ ์

  ชัง่ถัว่เขียว และถัว่อะซูกิท่ีผา่นการตีป่น 20 กรัมใส่ขวดรูปชมพู่   เติมน ้ ากลัน่ 200 
มิลลิลิตร   ปิดปากขวดรูปชมพู่ดว้ยแผน่พาราฟิลม์   น าไปเขยา่แบบ orbital ในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ
ท่ีความเร็ว 170 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส   จากนั้นกรองผ่าน
กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1    
  วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซโ์ดยดดัแปลงจากวธีิของ Fournier (2005)   เตรียมตวัอยา่ง
โดยการเจือจางสารสกัดเขม้ข้นให้สารสกดัมีความเขม้ขน้ลดลง 5 เท่าดว้ยน ้ ากลัน่   ท าการทดลอง
โดยปิเปตสารสกัด 1 มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลอง ปิเปตสารละลาย low-alkalinity copper            
1 มิลลิลิตร  ผสมให้เขา้กนั  จากนั้นให้ความร้อนในอ่างน ้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาทีแลว้ท าให้เย็น  
เติมสารละลาย arsenomolybdate 1 มิลลิลิตร และน ้ ากลัน่ 2 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากนั ตั้ งท้ิงไว ้      
ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที   วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตร  ค  านวณ
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ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดจากกราฟมาตรฐานของสารละลายน ้ าตาลกลูโคส  (ภาคผนวก ข.4)  
แสดงผลในหน่วยไมโครกรัมน ้ าตาลกลโูคสต่อกรัมถัว่เขียวหรือถัว่อะซูกิงอก (น ้ าหนกัแหง้) 
 3.2.1.6 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด 

  น าถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ 0 และ 27 ชั่วโมง ท่ีผ่านการตีป่ันแลว้ (จากข้อ 
3.2.1) มาย่อยดว้ยสารละลายกรดตามวิธีการในภาคผนวก ข.5  จากนั้นน าสารท่ีไดม้าวิเคราะห์
ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดดว้ย HPLC  ตามวิธีAccQ. Taq (Waters, MA.,USA) โดยใชค้อลมัน์ 
Waters AccQ–Taq amino acid analysis ขนาด 3.9x150 มิลลิเมตร  เฟสเคล่ือนท่ีใชแ้บบ gradient 
elution ซ่ึงเป็นการผสมระหว่าง 60% acetonitrile และ AccQ. Taq Eluent A  โดยมีอตัราการผสม
ดงัน้ี 
 
 

เวลา 
(นาที) 

อตัราการไหลของเฟส
เคล่ือนท่ี (มิลลิลิตรต่อนาที) ร้อยละของ Eluent A ร้อยละของ 60% 

acetonitrile 
0.00 1.0 100 0 
0.50 1.0 98 2 
15.00 1.0 93 7 
19.00 1.0 90 10 
28.00 1.0 81 19 
34.00 1.0 80 20 
36.00 1.0 68 32 
40.00 1.0 60 40 
45.00 1.0 0 100 
50.00 1.0 100 0 

 

ภาวะท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 
ปริมาณตวัอยา่ง 10 ไมโครลิตร 
อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที 
อุณหภูมิในการวิเคราะห์ 37 องศาเซลเซียส 
เวลาในการวิเคราะห์ 50 นาทีต่อตวัอยา่ง 

  ขอ้ 3.2.1.1 ถึงขอ้ 3.2.1.5   วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design 
(CRD) โดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า   วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติโดยใช ้ analysis of variance 
(ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใช ้Duncan’s new multiple range test     

  ขอ้ 3.2.1.6 วางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการทดลอง 3 ซ ้า  
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3.2.2 ศึกษาผลของความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Flavourzyme® ในการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียวและถั่วอะซูกเิพาะงอก 
  คดัเลือกถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะจากขอ้ 3.2.1 ซ่ึงมีปริมาณโปรตีนหยาบสูงสุด  
เพื่อศึกษาในขอ้ 3.2.2     โดยเพาะถัว่เขียวและถัว่อะซูกิตามวิธีในขอ้ 3.2.1 เป็นเวลา 27 ชัว่โมง  
จากนั้ นน ามาน่ึงเป็นเวลา 10 นาที   แล้วจึงน าไปป่ันผสมกับสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร์         
ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ pH 6 (มีแคลเซียมคลอไรดผ์สมอยู ่0.5 กรัมต่อลิตร การเติมแคลเซียมคลอไรด ์
เพื่อให้ภาวะของสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร์เหมาะกับการท างานของ -amylase) ดว้ยเคร่ือง 
Waring blender   เมื่อตวัอยา่งละเอียดเติมเอนไซม ์-amylase 1% (w/w)โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก  
แลว้ยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   ยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์-amylase             
ท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส 20 นาที  และลดอุณหภูมิลงเหลือ 50 องศาเซลเซียส   แลว้ย่อยต่อ    
ดว้ยเอนไซม ์Flavourzyme® ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ 0, 3, 5 และ 7 (w/w) โดยน ้ าหนักแห้ง   
ของถัว่งอก  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   ใชร้ะยะเวลาในการย่อย 6 ชัว่โมง   ยบัย ั้งการท างาน   
ของเอนไซม ์Flavourzyme® ท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส 10 นาที     น าตวัอย่างท่ีผ่านการย่อย    
ไปป่ันเหวี่ยงท่ี 3,000 g 10 นาที  แลว้กรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1   น าสารละลาย
ส่วนใส (โปรตีนไฮโดรไลเสต)  น าไปวิเคราะห์ดงัต่อไปน้ี 

 3.2.2.1 ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระดว้ย Trinitrobenzensulfonic acid (TNBS)  

 วิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระตามวิธีของ Alder-Nissen (1979)   ปิเปต
โปรตีนไฮโดรไลเสตของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิ 0.125 มิลลิลิตร  ลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์
ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์  pH 8.2   2 มิลลิลิตร  ปิเปต 0.05% TNBS   2 มิลลิลิตร   ผสมให้เขา้กนั
แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที     ยบัย ั้งปฏิกิริยาโดยเติม           
กรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์   4 มิลลิลิตร   ท้ิงใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที   
จากนั้นน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร (blank ใช้สารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ pH 6 แทนโปรตีนไฮโดรไลเสต) ค  านวณปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากสมการท่ี 3.1 
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ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ 
(ไมโครโมลต่อกรัมโปรตีน)  

= 
 

 
       

 โดย    คือ  molar extinction coeffienct (20300 M-1cm-1) 
ปริมาตรสารละลายทั้งหมด คือ ปริมาตรโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีใช ้+ ปริมาตรสารละลาย  
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ + ปริมาตร TNBS + ปริมาตรสารละลายไฮโดรคลอริก  = 0.008125 L 
 

 3.2.2.2 ระดบัการยอ่ยดว้ย TNBS   
 ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.2.2.1 และค านวณระดับการย่อยของโปรตีน

ไฮโดรไลเสตจากสมการ 3.2 

DH   =                                   ……….3.2 
    

 โดย DH   คือ  ระดบัการยอ่ยของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
  Lo   คือ  ปริมาณกรดอะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตเร่ิมตน้ 

    Lt    คือ  ปริมาณกรดอะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยดว้ยเอนไซม ์
Flavourzyme® ในระดบัความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัโดยใชเ้วลายอ่ย 6 ชัว่โมง 
    Lmaxคือ  ปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่ผ่านการยอ่ยดว้ยกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 6 โมลาร์ 
(acid hydrolysis) 
 

 3.2.2.3 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
  วิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากขั้นตอน 3.2.2 
ตามวิธีในข้อ 3.2.1.4   และแสดงผลของสารประกอบฟีนอลิกในหน่วยไมโครกรัมกรดแกลลิก       
ต่อมิลลิลิตรของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
 3.2.2.4 ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ 

  น าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยจากขั้นตอน 3.2.2 ไปสร้างอนุพนัธข์องกรดอะมิโน
กบั Waters AccQ. Reagent ตามภาคผนวก ข.5   และใชภ้าวะในการทดลองเช่นเดียวกบัวิธีในขอ้ 
3.2.1.6   เพื่อวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระดว้ย HPLC  

  3.2.2.5 การเกิดสีน ้ าตาล 

   น าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากขั้นตอน 3.2.2 มาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
420 นาโนเมตร  เพื่อศึกษาค่าดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีระดับ       
ความเขม้ขน้ Flavourzyme® ต่างกนั 

 

× 106           .......3.1            
 x 1 เซนติเมตร x น ้าหนกัโปรตีนในตวัอยา่ง (g) 

Absorbance420 x ปริมาตรสารละลายทั้งหมด (L) 
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 3.2.2.6 ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั 

  น าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากขั้นตอน 3.2.2 วิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสาร
ตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ ดว้ยวิธีดงัต่อไปน้ี 

 1) วิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
วิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัดว้ยวิธี FRAP โดยดดัแปลงจากวิธีของ Benzie 

และ Strain (1996)     เตรียมสารละลาย FRAP ตามภาคผนวก ข.6 จากนั้นจึงปิเปตสารละลาย 
FRAP 1900 ไมโครลิตรใส่หลอดทดลอง แลว้จึงน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
30 นาที     เม่ือครบเวลาจึงปิเปตโปรตีนไฮโดรไลเสตของถั่วเขียว หรือถัว่อะซูกิงอก 100 
ไมโครลิตรตามลงไป  ผสมสารทั้งสองชนิดใหเ้ขา้กนัแลว้เก็บในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที   
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร (blank ใชส้ารละลายฟอสเฟสบฟัเฟอร์ pH 6 
แทนโปรตีนไฮโดรไลเสต)    ค  านวณค่า FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสต   โดยค านวณเทียบกบั
กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox® (ภาคผนวก ข.6)   
   2) วิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity 
  วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH radical scavenging activity 
ดดัแปลงจากวิธีของ Park และคณะ (2008)     ผสมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (pH 6) กบัโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกในอตัราส่วน 0.7 : 0.3 (v/v)  
  ปิเปตโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตรียม(ตามภาคผนวก ข.7) 1.5 มิลลิลิตร  ผสมกบั
สารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิโมลาร์ 1.5 มิลลิลิตร  แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืดนาน 
30 นาที   วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร   ค  านวณ DPPH radical scavenging 
activity (%)   จากสมการ 3.3      
 

                      DPPH radical scavenging activity (%)  =        ..........3.3 
 

      โดย A0   คือ   ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH 
    A    คือ   ค่าดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 

  ขอ้ 3.2.2.1 ถึงขอ้ 3.2.2.3   วางแผนการทดลองแบบ 2× 4  Factorial in CRD โดย
สุ่มตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสตจากภาวะการยอ่ย 3 ซ ้า   วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติโดยใช ้
ANOVA เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใช ้Duncan’s new multiple range test  

   ขอ้ 3.2.2.4 ถึงขอ้ 3.2.2.6   วางแผนการทดลองแบบ 2× 4  Factorial in CRD โดยสุ่ม
ตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสตจากภาวะการยอ่ย 3 ซ ้า  
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  3.2.3 ศึกษาผลของมอลโทเด็กซ์ทรินต่อฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสต   
จากถั่วเขียวและถั่วอะซูกเิพาะงอกที่ผ่านการท าแห้งแบบแช่เยอืกแข็ง 

 ท าการเพาะถัว่เขียวและถัว่อะซูกิ ตามวิธีในข้อ 3.2.1 เป็นเวลา 0 และ 27 ชั่วโมง           
แลว้น ามายอ่ยดว้ย Flavourzyme® โดยใชป้ริมาณ Flavourzyme® ท่ีคดัเลือกจากปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ
กรดอะมิโนอิสระและสารประกอบฟีนอลิก (ความเขม้ขน้ร้อยละ 7 (w/w))   

 น าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตไดแ้บ่งออกเป็น 2 ส่วน ด าเนินการดงัน้ี     1).โปรตีน
ไฮโดรไลเสตส่วนแรกผา่นกระบวนการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง     2).โปรตีนไฮโดรไลเสตส่วนท่ีสอง
ผสมกับมอลโทเด็กซ์ทรินร้อยละ 5 (w/w)   แลว้จึงน าไปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง   การท าแห้ง 
แบบแช่เยอืกแข็งของโปรตีนไฮโดรไลเสตใชโ้ปรแกรมการท าแหง้แบบอตัโนมติั  โดยตั้งอุณหภูมิ
ท่ี -60 องศาเซลเซียส ความดนั 10-14 มิลลิบาร์  ใชเ้วลาการท าแหง้ 24 ชัว่โมง     เก็บตวัอย่างโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีผ่านการท าแห้งในถุงอะลูมิเนียมฟอยล์และเก็บในตู ้แช่แข็งอุณหภูมิ -18 องศา
เซลเซียส     
  ก่อนการวิเคราะห์ในขอ้ 3.2.3.2 ถึง 3.2.3.5 น าผงโปรตีนไฮโดรไลเสตละลายใน
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ pH 7.0  โดยสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีน าไปวิเคราะห์
มีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

 3.2.3.1 ร้อยละผลผลิต 
  ค  านวณร้อยละผลผลิตของโปรตีนไฮโดรไลเสตในทุกภาวะ จากสมการ3.4 
 

                     
  

 
 

  3.2.3.2 ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระดว้ย TNBS 
  ท าการทดลองตามวีธีในขอ้ 3.2.2.1  และแสดงปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ   

ในหน่วยไมโครโมลต่อกรัมตวัอยา่ง (น ้ าหนกัแหง้)  
  3.2.3.3 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

     ท าการทดลองตามวิธีในข้อ 3.2.1.4  และแสดงปริมาณสารประกอบ        
ฟีนอลิกในหน่วยไมโครกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมตวัอยา่ง (น ้ าหนกัแหง้) 
  3.2.3.4 ความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนั  

    วิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชันของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ 0 และ 27 ชัว่โมงท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน และเติม
มอลโทเด็กซท์ริน (5% w/w)  

ร้อยละผลผลิต     = น ้ าหนกัผลผลิต 
 น ้ าหนกัเร่ิมตน้ 
 

x  100 
 

……….3.4 
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AEAC (มิลลิกรัมวิตามินซีต่อกรัม) =    EC50 ของตวัอยา่ง 

 1) วิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity 
ดว้ย spectrophotometer 
  เตรียมสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสตใหม้ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร และเจือจางให้มีความเข้มข้น 6  ถึง 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  แล้ววิเคราะห์          
ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัในรูปของ DPPH radical scavenging activity (ท าการทดลองตามวิธีในขอ้ 
3.2.2.6 ในขอ้ 2))   น าขอ้มูลท่ีไดม้าสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหว่าง % scavenging activity       
กบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ    โดย % scavenging activity ค  านวณไดจ้ากสมการ 3.3
จากนั้นหาสมการเสน้ตรงของกราฟความสมัพนัธร์ะหว่าง % scavenging activity กบัความเขม้ขน้
ของสารละลายเจือจาง  แลว้แทนค่า y เป็น 50  ในกราฟความสมัพนัธท่ี์ได ้  เพื่อค  านวณหาค่า EC50 
ของตวัอยา่ง  แลว้จึงน าค่า EC50ของตวัอยา่งมาแทนในสมการ 3.5    เพื่อแสดงผลในหน่วยมิลลิกรัม 
วิตามินซีต่อกรัมตวัอยา่ง (น ้ าหนกัแหง้)  
 

                                                           
 

   
  โดยค่า EC50 ของวิตามินซีที่ใชใ้นการค านวณมีค่าเท่ากบั 0.00387 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Chan et al., 2007)                                               

2) วิธี Ferric reducing antioxidant power  
    ท าการทดลองตามวิธีในขอ้ 3.2.2.6 ในขอ้ 1)   และแสดงผลในหน่วย

มิลลิกรัม Trolox® ต่อกรัมตวัอยา่ง (น ้ าหนกัแหง้) 
 3) วิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity 
ดว้ยเคร่ือง electron spin resonance  
        ดัดแปลงการวิเคราะห์จาก Giri และคณะ (2011)    โดยปิเปต
สารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถั่วอะซูกิเพาะท่ีมีความเข้มข้น 3 มิลลิกรัม          
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   และเติมสารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ 0.15 มิลลิโมลาร์
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   ผสมให้เข้ากัน น าไปเก็บท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืดเป็นเวลา 15 นาที   
จากนั้นใชห้ลอด Pyrex NMR capillary ขนาด 20 ไมโครลิตร ดูดสารละลายท่ีเตรียมไวเ้พื่อน าไป
วิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง JES-TE300 electron spin resonance (ESR)   โดยใชภ้าวะในการวิเคราะห์ดงัน้ี 
microwave power 1.2 mW, microwave frequency 9149.3 MHz, magnetic field 325.5 ± 25 mT 
และ sweep time 30 s     จากนั้นค านวณค่า DPPH  radical scavenging activity (%) ตามสมการ 3.6 
 
 

EC50ของวิตามินซี 
x 100          …….3.5      
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 DPPH radical scavenging activity (%)  =    ..........3.6 
     

     โดย H0   คือ   ความสูงของพีคที่ไดจ้ากการวดัสารละลาย DPPH 
     H    คือ   ความสูงของพีคที่ไดจ้ากการวดัสารตวัอยา่ง 
 

  3.2.3.5 surface hydrophobicity 
                                     ดดัแปลงจากวิธีของ Wagner และ Anon (1990) เตรียมสารละลายตวัอย่าง
โปรตีนไฮโดรไลเสตให้มีปริมาณโปรตีนร้อยละ 0.010, 0.015, 0.020, 0.025, 0.030 และ 0.035 
(w/v)   ปิเปตตวัอยา่ง 3 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง   เติม 1-anilinonapthalene-8-sulfonate (ANS) 
ความเขม้ขน้ 8 mM 10 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั   จากนั้นน าไปวดัค่า fluorescence intensity (FI) 
ดว้ยเคร่ือง spectrofluorometer และตั้งค่า excitation และ emission ท่ีความยาวคล่ืน 390 และ 470 
นาโนเมตร ตามล าดบั    สร้างกราฟเสน้ตรงระหว่างค่า FI และปริมาณโปรตีน (%)  เพื่อหาค่าความชนั 
(surface hydrophobicity) โดยใช ้Bovine Serum Albumin (BSA) เป็นสารอา้งอิง    
   3.2.3.6 การวดัปริมาณน ้ าอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต  
                                          ชัง่น ้ าหนกัผงโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 
และผงโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผสมกบัมอลโทเด็กซท์รินร้อยละ 5 (w/w) 1 กรัมใส่ภาชนะพลาสติก
ส าหรับวดัปริมาณน ้ าอิสระ   เกล่ียผงโปรตีนไฮโดรไลเสตใหท้ัว่กน้ภาชนะ แลว้ปิดฝาภาชนะเป็นเวลา 
15 นาที   เมื่อครบเวลา 15 นาทีจึงเปิดฝาภาชนะออก   วดัปริมาณน ้ าอิสระของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส                  
   3.2.3.7 การดูดน ้ าของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
             ทดสอบความสามารถในการดูดน ้ าของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผ่าน
กระบวนการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง  และผงโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผสมกบัมอลโทเด็กซ์ทรินร้อยละ 
5 (w/w)          ซ่ึงดดัแปลงการวิเคราะห์จาก Sablani, Rahman และ Labuza (2001)   โดยชัง่น ้ าหนัก
โปรตีนไฮโดรไลเสต 1.0000 กรัม ใส่ภาชนะอะลูมิเนียมท่ีผ่านการอบแห้งและทราบน ้ าหนัก
แน่นอน   จากนั้นใส่ในภาชนะปิดท่ีบรรจุด้วยสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์อ่ิมตัวท่ีมีค่า
ความช้ืนสมัพทัธร้์อยละ 84.3 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Sablani, Ranman and Labuza, 2001) 
ภายในภาชนะใส่บีกเกอร์ท่ีมีโทลอีูน เพื่อป้องกนัการเจริญของจุลินทรีย ์  และเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 
(30±2 องศาเซลเซียส)   ชั่งน ้ าหนักของตวัอย่างทุกวนัจนตวัอย่างมีน ้ าหนักคงท่ี (± ร้อยละ 0.05  
ของน ้ าหนกัเร่ิมตน้ )     แสดงปริมาณน ้ าท่ีเพ่ิมข้ึนโดยใชห้น่วยเป็นน ้ าหนักของน ้ า (กรัม) ต่อกรัม
ของตวัอยา่ง (น ้ าหนกัแหง้) 
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ขอ้ 3.2.3.1 ถึงขอ้ 3.2.3.4 ขอ้ 2)   วางแผนการทดลองแบบ CRD    โดยการ
ท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 2 ซ ้ า   วิเคราะห์    
ความแปรปรวนทางสถิติโดยใช ้ANOVA เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใช ้Duncan’s 
new multiple range test  

ขอ้ 3.2.3.4 ขอ้ 3) ถึงขอ้ 3.2.3.7   วางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการ
ทดลอง 2 ซ ้า โดยสุ่มตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสตจากการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง  
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บทที่ 4 
ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 การเปลีย่นแปลงองค์ประกอบทางเคมขีองถั่วเขียวและถั่วอะซูกใินช่วงระยะเวลาการงอกที่ต่างกนั 

  

 4.1.1 องคป์ระกอบทางเคมีของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 

 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี (ความช้ืน   ไนโตรเจนทั้งหมด   โปรตีน
ไนโตรเจน  Non-protein nitrogen (NPN)   โปรตีนหยาบ   สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (TPC) 
และน ้ าตาลรีดิวซ)์ ของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะเป็นเวลา 0, 9, 18, 27 และ 36 ชัว่โมง แสดงในตาราง
ท่ี 4.1   และผลการวิเคราะห์ขอ้มลูทางสถิติแสดงในตารางท่ี ค.1 ถึง ค.14           

 ระยะเวลาการเพาะท่ีเพ่ิมข้ึนมีผลให้ปริมาณความช้ืนของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิ
เพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)   เน่ืองจากน ้ าเป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการเจริญเป็นตน้อ่อน (โสภิตา 
ค  าหาญ, 2546) จึงพบปริมาณความช้ืนของเมลด็ท่ีเพ่ิมข้ึนระหว่างกระบวนการงอก     ดงันั้นเมล็ด 
ท่ีใชเ้วลาเพาะนานกว่า จะมีปริมาณความช้ืนมากกว่าเมลด็ท่ีใชเ้วลาเพาะนอ้ย          Mubarak (2005) 
รายงานว่า การเพาะถัว่เขียวสายพนัธุ ์Giza-1 เป็นเวลา 3 วนัในท่ีมืด  ท าใหป้ริมาณความช้ืนเพ่ิมข้ึน
อย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) เม่ือเทียบกบัถัว่ท่ีไม่ผ่านการเพาะ     Ghavidel และ Prakash (2007) 
พบว่า การเพาะถัว่เขียว  cowpea, lentil และchickpea ในท่ีมืดเป็นเวลา 24 ชัว่โมงมีผลต่อปริมาณ
ความช้ืนของถั่ว ท่ี เ พ่ิมข้ึนอย่าง มีนัยส าคัญ (p≤0.05) เ ม่ือ เทียบกับถั่ว ท่ีไม่ผ่านการเพาะ                 
โดยปริมาณความช้ืนของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิท่ีหาไดจ้ะใช้ค  านวณผลของปริมาณไนโตรเจน
ทั้งหมด   โปรตีนไนโตรเจน   NPN   โปรตีนหยาบ   TPC และน ้ าตาลรีดิวซเ์ป็นน ้ าหนกัแหง้ (db)      

ระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวมีผลให้ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด   โปรตีนไนโตรเจน และ
โปรตีนหยาบท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี Kjeldahl เพ่ิมข้ึน  แต่ค่าท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05)          
ส่วนปริมาณ NPN ของถัว่เขียวมีแนวโน้มลดลงเม่ือระยะเวลาการเพาะเพ่ิมข้ึนแต่ไม่ส่งผลให้ปริมาณ 
NPN ต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05)     ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณโปรตีนในถัว่เขียวท่ีผา่นการงอก
เป็นไปในท านองเดียวกับ อรอนงค์ นัยวิกุล และพชัรี โสธนาสมบูรณ์ (2532) ท่ีรายงานว่า                  
การเพาะถัว่เขียวสายพนัธุก์  าแพงแสน1 เป็นเวลา 3 วนัท าให้ปริมาณโปรตีนเพ่ิมข้ึนเพียงร้อยละ 0.22     
Alonso, Aguirre และ Marzo (2000) พบว่า การเพาะถัว่เขียวสายพนัธุ์ Athropurpurea เป็นเวลา             
72 ชัว่โมงก็ไม่ส่งผลใหป้ริมาณโปรตีนหยาบเพ่ิมข้ึน (p>0.05) เม่ือระยะเวลาการเพาะเพ่ิมข้ึน  
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ระยะเวลาการเพาะถัว่อะซูกิท่ีเพ่ิมข้ึนมีผลต่อการเพ่ิมข้ึนของปริมาณไนโตรเจน
ทั้งหมด   โปรตีนไนโตรเจน NPN และโปรตีนหยาบ ท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี Kjeldahl อย่างมีนัยส าคญั 
(p≤0.05) 

การเพ่ิมข้ึนของปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดเป็นผลจากปริมาณโปรตีนไนโตรเจนท่ีได้
จากการตกตะกอนดว้ย TCA รวมกบัปริมาณ NPN ซ่ึงอาจมาจากกรดนิวคลีอิก   กรดอะมิโนและ 
เพปไทดส์ายสั้น     ทั้งน้ีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด และโปรตีนหยาบของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก   
ท่ีเพ่ิมข้ึน  น่าจะเป็นผลจากการสังเคราะห์โปรตีน   เพปไทด์สายสั้ น   กรดอะมิโน และ               
กรดนิวคลีอิกในระหว่างการงอก (Harborne, 1999; Maneemegalai and Nandakumar, 2011)         
หรืออาจเป็นไปได้ว่ากระบวนการงอกท าให้สารอาหารอ่ืน  เช่น แป้งและไขมันลดลงอย่าง                
มีนัยส าคญั (p<0.05) (Mubarak, 2005)    เม่ือค านวณปริมาณโปรตีนเทียบเป็นน ้ าหนักแห้ง   
ปริมาณของแป้งและไขมนัท่ีลดลงจึงท าใหป้ริมาณโปรตีนมีการเพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบสารอาหารอ่ืน 

 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดของถั่ว เ ขียวและถั่ว อะ ซู กิ เ พ่ิม ข้ึน                  
อย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) เม่ือระยะเวลาการเพาะเพ่ิมข้ึน (11.75 และ 12.90 ไมโครกรัมสมมูลย์
กรดแกลลิกต่อกรัมถัว่แหง้) การเพ่ิมข้ึนของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดอาจเป็นผลจาก       
การสังเคราะห์สารทุติยภูมิระหว่างกระบวนการงอก (Randhir, Lin and Shetty, 2004)     ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการทดลองของ McCue และ Shetty (2002) ท่ีพบว่าการเพาะถัว่เขียวในท่ีมืด         
เป็นเวลา 2 และ 3 วนั มีผลท าใหป้ริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในถัว่เขียวเพ่ิมข้ึนประมาณ  
8 ไมโครกรัมฟีนอลิกต่อน ้ าหนักถัว่สด     Fernandez-Orozco และคณะ (2008) พบว่า ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของถัว่เขียวสายพนัธุ์ emerald ท่ีเพาะเป็นเวลา 7 วนัเพ่ิมข้ึนจาก 1.09 
เป็น 3.46 มิลลิกรัมสมมลูยค์าเทชินต่อถัว่แหง้หนกั 1 กรัม      

นอกจากน้ีพบว่า ระยะเวลาในการเพาะท่ีเพ่ิมข้ึนท าให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ของถัว่  
ทั้งสองชนิดเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)     Rahman และคณะ (2007) รายงานถึงปริมาณ
เอนไซมอ์ะไมเลสของถัว่เขียวท่ีมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึน เม่ือท าการเพาะเป็นเวลา 24 ชัว่โมง     ดงันั้น
การเพ่ิมข้ึนของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในถัว่ทั้ งสองชนิดน่าจะเป็นผลจากการเพ่ิมข้ึนของปริมาณ
เอนไซมอ์ะไมเลสระหว่างการงอก         ซ่ึงเอนไซมอ์ะไมเลสท าใหค้าร์โบไฮเดรตโมเลกุลใหญ่ถูกย่อย
เป็นน ้ าตาลโมเลกุลเล็กไดม้ากข้ึน     สอดคลอ้งกบั Venkateswaran และ Vijayalakshmi (2010)     
ท่ีรายงานว่า ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ของ finger millet (Eleusine coracana) เพ่ิมข้ึน 1.81 เท่า           
เม่ือระยะเวลาการเพาะเพ่ิมข้ึน 24 ชัว่โมง 
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ในการเลือกระยะเวลาการเพาะท่ีเหมาะสม พิจารณาจากปริมาณโปรตีนหยาบสูงท่ีสุด 
พบว่า ระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวไม่ส่งผลให้ปริมาณโปรตีนหยาบแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคัญ    
(p>0.05)    ดงันั้นการคดัเลือกระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวจึงตอ้งใชป้ริมาณของสารประกอบฟีนอลิก
ประกอบการตดัสินใจ พบว่า ถัว่เขียวเพาะเป็นเวลา 36 ชัว่โมง มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูงท่ีสุด 
แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>05) เม่ือเทียบกบัถัว่เขียวเพาะ 27 ชัว่โมง     ส าหรับถัว่อะซูกิเพาะ
เป็นเวลา 36 ชัว่โมง ให้ปริมาณโปรตีนหยาบสูงท่ีสุด แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>05) เมื่อ
เทียบกบัถัว่อะซูกิเพาะ 27 ชัว่โมง     ดว้ยเหตุผลดงักล่าวจึงท าการคดัเลือกถัว่เขียวและถัว่อะซูกิ      
ท่ีเพาะเป็นเวลา 27 ชัว่โมงศึกษาในขั้นตอนต่อไป      

การเพาะถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเป็นเวลา 27 ชัว่โมงจะมีปริมาณโปรตีนหยาบสูงท่ีสุด     
โดยถั่วเขียวท่ีระยะเวลาการเพาะ 27 ชั่วโมงจะมีการเพ่ิมของปริมาณไนโตรเจนทั้ งหมด              
และโปรตีนหยาบสูงท่ีสุด ซ่ึงเพ่ิมข้ึน 1.04 เท่า เม่ือเทียบกบัปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและโปรตีนหยาบ
ท่ีระยะเวลาเพาะ 0 ชัว่โมง     เช่นเดียวกบัปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด และโปรตีนหยาบของถัว่อะซูกิ
ท่ีเพ่ิมข้ึน 1.15 เท่า เม่ือระยะเวลาเพาะเพ่ิมข้ึนเป็น 27 ชัว่โมง          นอกจากน้ีระยะเวลาการเพาะ 27 ชัว่โมง
ท าให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพ่ิมข้ึน 2.35 และ 2.53 เท่า 
ตามล าดบั 

การเพ่ิมข้ึนของปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด   โปรตีนหยาบและสารประกอบฟีนอลิก
ของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิท่ีแตกต่างกนัอาจเป็นผลจากชนิดและสายพนัธุข์องถัว่ท่ีแตกต่างกนั   จึงมี
องค์ประกอบทางเคมีท่ีแตกต่างกัน และการเปล่ียนแปลงระหว่างการงอกของถัว่แต่ละชนิด          
แต่ละสายพนัธุก์็มีการเปล่ียนแปลงท่ีแตกต่างกนัดว้ย 

ระยะเวลาเพาะ 27 ชัว่โมงท าให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ของถัว่อะซูกิเพ่ิมข้ึน 2.55 เท่า 
ซ่ึงนอ้ยกว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซข์องถัว่เขียวท่ีเพ่ิมข้ึน 3.65 เท่า   การเพ่ิมข้ึนของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์
ในถัว่ทั้งสองชนิดท่ีแตกต่างกนัอาจเป็นผลเน่ืองมาจากลกัษณะโครงสร้างของเม็ดแป้ง (starch 
granula ของถัว่ท่ีแตกต่างกนั     โดย Tang, Watanabe และ Mitsunaga (2002) ศึกษาลกัษณะของ 
azuki starch รวมถึงสมบัติต่าง ๆ พบว่า โครงสร้างของเม็ดแป้งของถั่วอะซูกิมีขนาดใหญ่         
ลกัษณะคลา้ยโครงสร้างเมด็แป้งมนัฝร่ัง   โครงสร้างภายในของเมด็แป้งถัว่อะซูกิมีผลึกมาก เมื่อน า 
เมด็แป้งถัว่อะซูกิมายอ่ยดว้ยเอนไซม ์beta-amylase และ isoamylase เป็นเวลา 30 ชัว่โมง พบว่า เมด็แป้ง
ถัว่อะซูกิมีร้อยละของระดับการย่อยต ่าท่ีสุด (ร้อยละ 23) เมื่อเทียบกับเม็ดแป้งของขา้วบาร์เลย ์ 
(ร้อยละ68)  
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ตารางที่ 4.1   อิทธิพลของระยะเวลาการเพาะต่อองคป์ระกอบทางเคมีของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิระยะงอก 

 ระยะเวลา
การเพาะ
(ชัว่โมง) 

ความช้ืน (%) 
ไนโตรเจน
ทั้งหมด       

(% w/w db) 

โปรตีน
ไนโตรเจน 
(% w/w db) 

Non-protein 
nitrogen      

(% w/w db) 

โปรตีนหยาบ
(%N x 6.25,   
% w/w db) 

สารประกอบ   
ฟีนอลิกทั้งหมด
(µg gallic acid / 

g db) 

น ้ าตาลรีดิวซ์
(µg glucose / 

g db) 

ถัว่เขียว 
(Vigna 

radiata) 

0 50.43a ± 4.45 3.73ns ± 0.09 3.13ns ± 0.04 0.60 ns ± 0.05 23.33ns ± 0.55    4.55a ± 0.60 0.62a ± 0.04 
9 58.27b ± 1.68 3.72ns ± 0.22 3.25ns ± 0.05 0.47 ns ± 0.17 23.23ns ± 1.36   5.97b ± 0.39 1.34b ± 0.08 
18 61.52b ± 2.28 3.60ns ± 0.15 2.95ns ± 0.59 0.65 ns ± 0.46 22.49ns ± 0.96    7.01b ± 0.83 1.65b ± 0.13 
27 66.59c ± 1.61 3.88ns ± 0.15 3.35ns ± 0.39 0.53 ns ± 0.24 24.26ns ± 0.93 10.69c ± 0.66 2.26c ± 0.41 
36 68.05c ± 1.36 3.75ns ± 0.22  3.34ns ± 0.38 0.40 ns ± 0.19 23.35ns ± 1.35  11.70c ± 0.64 2.65c ± 0.20 

ถัว่อะซูกิ 
(Vigna 

angilaris) 

0 51.36a ± 0.93  4.06a ± 0.47 3.20a ± 0.44  0.86b ± 0.10  25.39a ± 2.89   4.64a ± 0.07 0.42a ± 0.30 
9 55.47b ± 2.22  4.30a ± 0.47 3.47a ± 0.26  0.83b ± 0.21  26.89a ± 2.94   5.69a ± 0.36 0.49a ± 0.03 
18 62.59c ± 0.71 4.69ab ± 0.26 3.53a ± 0.17  1.16c ± 0.09 29.34ab ± 1.64   7.30b ± 0.16 0.89b ± 0.13 
27 65.16c ± 2.03 4.65ab ± 0.24 4.39b ± 0.29  0.26a ± 0.12 29.09ab ± 1.51 11.80c ± 0.67 1.07b ± 0.15 
36 70.94d ± 2.35  5.25b ± 0.23 4.84b ± 0.02  0.41a ± 0.21  32.80b ± 1.41 17.54d ± 1.53   1.54c ± 0.24 

                a,b,c,… ตวัเลขท่ีมีอกัษรก  ากบัต่างกนัในสดมภเ์ดียวกนั มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05) โดยเปรียบเทียบในถัว่ชนิดเดียวกนั 
                   ns ตวัเลขท่ีมีอกัษรในสดมภเ์ดียวกนั ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (p>0.05) โดยเปรียบเทียบในถัว่ชนิดเดียวกนั 
  ไนโตรเจนทั้งหมด - โปรตีนไนโตรเจน = Non-protein nitrogen 
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4.1.2 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 
 น าถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ 0 และ 27 ชัว่โมง มาวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณของกรด 

อะมิโน   โดยยอ่ยถัว่เขียวและถัว่อะซูกิดว้ยกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 6 โมลาร์ จากนั้นน าไปวิเคราะห์
ดว้ย HPLC พบว่า ถัว่ทั้งสองชนิดมีกรดอะมิโน 17 ชนิด (ตารางท่ี 4.2)      เน่ืองจากการยอ่ยโปรตีน
ดว้ยสารละลายกรด จะท าใหก้รดอะมิโนบางชนิด ไดแ้ก่ แอสพาราจิน เปล่ียนเป็นกรดแอสพาร์ติก   
กลตูามีนเปล่ียนเป็นกรดกลตูามิก และทริปโทเฟนถกูท าลาย (Kristinsson and rosco, 2000) 

 จากตารางท่ี 4.2 พบว่า ระยะเวลาการเพาะ 27 ชัว่โมงส่งผลต่อปริมาณกรดอะมิโน
ทั้งจ  าเป็นและไม่จ  าเป็นทั้งหมดของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกใหมี้แนวโนม้เพ่ิมข้ึน เม่ือเทียบกบัถัว่ 
ท่ีระยะเวลาเพาะ 0 ชัว่โมง แสดงในตารางท่ี 4.2 (โครมาโทแกรมแสดงในภาคผนวก ข.8) 

 จากการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดในถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ 0 และ 27 ชัว่โมง 
พบว่า ถัว่เขียวเพาะ 0 และ 27 ชัว่โมงมีปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด 2521.15 ± 399.01 และ 4192.41 
± 24.60 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมถัว่แหง้ ตามล าดบั  โดยระยะเวลาการเพาะถัว่เขียว 27 ชัว่โมง ท าให้
ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดเพ่ิมข้ึนประมาณ 1.66 เท่า          ถัว่อะซูกิเพาะ 0 และ 27 ชัว่โมง มีปริมาณ
กรดอะมิโนทั้งหมด 1713.43 ± 360.13 และ 4524.81 ± 516.38 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมถัว่แห้ง   
ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดของถัว่อะซูกิเพาะ 27 ชัว่โมงเพ่ิมข้ึนจากระยะเวลาการเพาะ 0 ชัว่โมง
ประมาณ 2.64 เท่า     การเพ่ิมข้ึนของปริมาณกรดอะมิโนอาจเกิดจากการสงัเคราะห์กรดอะมิโนและโปรตีน
ในระหว่างกระบวนการงอกของเมลด็ (Harborne, 1999; Maneemegalai and Nandakumar, 2011) 

 ปริมาณของกรดอะมิโนแต่ละชนิดท่ีวิเคราะห์ไดใ้นถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ 27 
ชัว่โมง มีแนวโนม้เพ่ิมข้ึน    โดยชนิดของกรดอะมิโนท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดในถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ 
27 ชัว่โมง ไดแ้ก่ กรดกลตูามิก (808.83 ± 31.78 และ 882.43 ± 81.07 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมถัว่แห้ง 
ตามล าดบั)   รองลงมาคือ กรดแอสพาร์ติก (703.91 ± 63.33 และ 668.02 ± 47.58 มิลลิกรัมต่อ 100 
กรัมถัว่แหง้ ตามล าดบั)        Mubarak (2005) ท าการเพาะถัว่เขียวเป็นเวลา 3 วนั พบว่า ชนิดของ
กรดอะมิโนในถัว่เขียวงอกท่ีมีปริมาณเพ่ิมข้ึน ไดแ้ก่ ไอโซลูซีน   ลูซีน   เฟนิลอะลานีน   วาลีน 
และทรีโอนีน           

 เม่ือพิจารณาอตัราส่วนของกรดอะมิโนแต่ละชนิดต่อปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด 
100 มิลลิกรัมของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก (ตารางท่ี 4.2) พบว่า การเพาะถัว่เขียว 27 ชัว่โมงท าให้
อตัราส่วนของกรดแอสพาร์ติก   อาร์จีนิน และเฟนิลอะลานีนต่อปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด 100 
มิลลิกรัมมีแนวโนม้เพ่ิมข้ึนอยา่งชดัเจนเมื่อเทียบกบักรดอะมิโนชนิดอ่ืน          การเพาะถัว่อะซูกิ
เป็นเวลา 27 ชัว่โมงมีผลต่อการเพ่ิมข้ึนของอตัราส่วนของวาลีน   กรดแอสพาร์ติก   เมไทโอนีน 
และกรดกลตูามิกต่อปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด 100 มิลลิกรัมเมื่อเทียบกบักรดอะมิโนชนิดอื่น  
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ตารางที่ 4.2   อิทธิพลของระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวและถัว่อะซูกิต่อชนิดและปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด  

ชนิดของกรดอะมิโน 
ระยะเวลาเพาะถัว่เขียว (ช่ัวโมง)  ระยะเวลาเพาะถ่ัวอะซูกิ (ช่ัวโมง) 

0 27  0 27 
ปริมาณ (mg/100 g db) ร้อยละ* ปริมาณ (mg/100 g db) ร้อยละ*  ปริมาณ (mg/100 g db) ร้อยละ* ปริมาณ (mg/100 g db) ร้อยละ* 

Essential amino acid          
Arginine 116.74 ± 48.17 4.63   249.55 ± 14.32 5.95     95.81 ± 37.09 5.59 252.09 ± 76.23 5.57 
Histidine   73.51 ± 17.61 2.92   122.36 ± 12.52 2.92     57.88 ± 13.13 3.38 145.28 ± 19.60 3.21 
Isoleucine 108.65 ± 21.93 4.31 171.15 ± 8.01 4.08     70.18 ± 11.59 4.10 187.28 ± 16.89 4.14 
Leucine 205.79 ± 37.33 8.16   331.10 ± 18.45 7.90     136.59 ± 23.69 7.97   58.56 ± 34.53 7.92 
Lysine     168.63 ± 18.14 6.69   235.04 ± 23.01 5.61     109.99 ± 14.72 6.42   96.33 ± 28.44 6.55 
Methionine   6.91 ± 6.62 1.07   42.85 ± 4.36 1.02     4.36 ± 8.07 0.25   49.84 ± 22.32 1.10 
Phenylalanine     197.26 ± 49.92 7.82      350.58 ± 32.87 8.36     142.75 ± 35.09 8.33 354.57 ± 47.05 7.83 
Threonine 160.55 ± 26.58 6.37   233.89 ± 10.96 5.58     120.58 ± 37.61 7.04 282.77 ± 33.83 6.25 
Valine 132.29 ± 25.02 5.25   215.25 ± 14.16 5.13     43.94 ± 36.80 2.56 215.18 ± 68.24 4.75 
TEAA† 1190.33 ± 181.03  1951.78 ± 80.37      782.09 ± 140.52  2139.71 ± 255.98  
Non-essential amino acid          
Alanine   5.83 ± 0.97 0.23     9.03 ± 1.77 0.22     3.28 ± 0.46 0.19   8.91 ± 0.80 0.20 
Aspartic acid 363.08 ± 45.47     14.40   703.91 ± 63.33 16.79     231.66 ± 35.86 13.52     668.02 ± 47.58 14.76 
Cysteine 14.39 ± 3.63 0.57   24.36 ± 2.53 0.58     50.23 ± 30.52 2.93  32.89 ± 46.71 0.73 
Glutamic acid 496.92 ± 68.01 19.71   808.83 ± 31.78 19.29     320.38 ± 53.08 18.70    882.43  ± 81.07 19.49 
Glycine 104.88 ± 22.82 4.16 149.63 ± 9.95 3.57    68.07 ± 12.03 3.97     170.29 ± 21.18 3.76 
Proline 106.10 ± 18.94 4.21      168.05 ± 7.98 4.01    70.56 ± 13.31 4.12     182.64 ± 16.03 4.03 
Serine 145.89 ± 28.48 5.78      232.70 ± 12.39 5.55    94.62 ± 17.66 5.52     249.34 ± 23.95 5.51 
Tyrosine   93.71 ± 27.41 3.72   144.00 ± 11.40 3.43       92.53 ± 27.92 5.40     190.54 ± 49.91 4.21 
TNEAA†† 1330.82 ± 217.99  2240.63 ± 55.77      31.34 ± 219.61    2385.10 ± 260.40  
Total amino acid   2521.15 ± 399.01 100    4192.41 ± 24.60      100   1713.43 ± 360.13 100   4524.81 ± 516.38     100 
*ร้อยละของกรดอะมิโนแต่ละชนิดเทียบปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด  
†TEAA คือ ปริมาณกรดอะมิโนจ าเป็นทั้งหมด      
††TNEAA คือปริมาณกรดอะมิโนไม่จ าเป็นทั้งหมด 
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4.2 ความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Flavourzyme® ในการผลติโปรตนีไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียวและ
ถั่วอะซูกริะยะงอก 

4.2.1 ภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยโปรตีนถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกดว้ย Flavourzyme® 
 จากการวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ   ระดับการย่อยและสารประกอบ           

ฟีนอลิกทั้งหมดในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
pH 6 ระยะเวลายอ่ย 6 ชัว่โมง   ไดผ้ลแสดงดงัตาราง 4.3, 4.4, 4.5 และ 4.6 ตามล าดบั 

 การวิเคราะห์ขอ้มลูทางสถิติของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากถัว่เขียวเพาะ พบว่า ระยะเวลาการเพาะ   ความเขม้ขน้ Flavourzyme® และอิทธิพลร่วมระหว่าง
ระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ Flavourzyme® มีผลต่อการเพ่ิมข้ึนของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ
ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวเพาะอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 
และตารางภาคผนวก ค.15   โดยเม่ือเพ่ิมระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ Flavourzyme® จะท าให้
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตของถัว่เขียวงอกสูงข้ึน     จากการวิเคราะห์ทางสถิติ 
พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่ว เขียวงอกในภาวะการเพาะ 27 ชั่วโมง และย่อยด้วย 
Flavourzyme® ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 7 (w/w) โดยน ้ าหนกัแหง้ของถัว่งอกมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ
สูงท่ีสุด และแตกต่างจากภาวะอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) คือ 1049.00 ± 66.88 µmole g-1 protein db 
ซ่ึงเพ่ิมข้ึนประมาณ 7.1 เท่า เม่ือเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวเพาะ 27 ชัว่โมง ในภาวะ
ท่ีไม่มี Flavourzyme®   

ตารางที่ 4.3   ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก ท่ีผ่านการย่อย   
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

ความเข้มข้น 
Flavourzyme® (%w/w) 

หมู่อะมโินอสิระ (µmole g-1 protein db) 

เพาะ 0 ช่ัวโมง เพาะ 27 ช่ัวโมง 

0 65.42a ± 0.40         147.66b ± 4.27 

3      514.86c ± 8.58         805.11e ± 28.64 

5      692.40d ± 9.95         921.25f ± 9.97 

7 708.67d ± 17.21       1049.00g ± 66.88 

    a,b,c,… ตวัเลขท่ีมีอกัษรก  ากบัต่างกนัมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05)  
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 พิจารณาตารางท่ี 4.4 และตารางภาคผนวก ค.16  พบว่า ระยะเวลาการเพาะ            
และความเข้มข้น Flavourzyme® มีผลต่อการเพ่ิมข้ึนของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระในโปรตีน      
ไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิเพาะอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05)   แต่อิทธิพลร่วมระหว่าง
ระยะเวลาการเพาะและความเข้มข้น Flavourzyme® ไม่ส่งผลต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ           
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิเพาะใหแ้ตกต่างทางสถิติ (p>0.05)  จึงท าการวิเคราะห์ขอ้มลู   
แบบแยกปัจจยั (ตารางภาคผนวก ค. 17 ถึง ค. 22)      เมื่อไม่มี Flavourzyme®  พบว่า โปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 0 ชั่วโมงจะมีปริมาณหมู่อะมิโนน้อยกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสต   
จากถัว่เขียวเพาะ 27 ชัว่โมงอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)          ในขณะท่ีระดบัความเขม้ขน้ Flavourzyme® 
ร้อยละ 3, 5 และ 7 โดยน ้ าหนกัแหง้ของถัว่งอก     ถัว่เพาะ 27 ชัว่โมงมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระเพ่ิมข้ึน 
เม่ือเทียบกบัถัว่เพาะ 0 ชัว่โมง แต่ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05)          เม่ือเพ่ิมระดบัความเขม้ขน้ 
Flavourzyme® ในการยอ่ยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอกมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระเพ่ิมข้ึน
อย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05)        ภาวะการย่อยโปรตีนจากถัว่อะซูกิเพาะ 27 ชัว่โมง ความเขม้ข้น
Flavourzyme®  ร้อยละ 7 (w/w) โดยน ้ าหนกัแหง้ของถัว่งอก เป็นภาวะท่ีใหป้ริมาณหมู่อะมิโนอิสระ
สูงท่ีสุด   

การเพ่ิมข้ึนของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่ทั้งสองชนิด 
เกิดจากการท างานของเอนไซม์ Flavourzyme® ซ่ึงท าหน้าท่ีในการตัดพนัธะเพปไทด์ ท าให ้             
สายพอลิเพปไทด์มีขนาดสั้ นลง   ท าให้เกิดหมู่อะมิโนอิสระเพ่ิมข้ึน เม่ือวิเคราะห์ปริมาณ        
หมู่อะมิโนอิสระดว้ย trinitrobenzenesulfonic acid ซ่ึงสามารถเกิดปฏิกิริยากับ primary amines     
จึงใหค่้าหมู่อะมิโนอิสระสูงข้ึน (Alder-Nissen, 1979)          Achouri, Zhang และ Shiying (1998) 
รายงานว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เหลืองมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระเพ่ิมข้ึนจาก 0.247 เป็น 
0.274  free NH2 per 100 g protein เม่ือร้อยละของระดบัการยอ่ยเพ่ิมข้ึนจากร้อยละ 4 เป็นร้อยละ 8     
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ตารางที่ 4.4  ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก ท่ีผ่านการย่อย                   
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

ความเข้มข้น 
Flavourzyme® (%w/w) 

หมู่อะมโินอสิระ (µmole g-1 protein) 

เพาะ 0 ช่ัวโมง เพาะ 27 ช่ัวโมง 

0   50.50aA ± 1.82     67.05bA ± 0.62 

3 305.65aB ± 7.13   309.79aB ± 6.38 

5 370.20aC ± 8.62   374.80aC ± 0.89 

7  415.59aD± 7.83   437.02aD ± 11.97 

       a,b ตวัเลขท่ีมีอกัษรก  ากบัต่างกนัตามแนวนอน มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05) 

                         A,B,C…ตวัเลขท่ีมีอกัษรก  ากบัต่างกนัในสดมภเ์ดียวกนั มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05)  

 

 เมื่อพิจารณาตารางท่ี 4.5 และตารางในภาคผนวก ค.23 และค.24 พบว่า ระยะเวลาการเพาะ
และความเขม้ข้น Flavourzyme®   รวมถึงอิทธิพลร่วมของระยะเวลาการเพาะและความเขม้ข้น 
Flavourzyme® ท าให้ระดับการย่อยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียวและถัว่อะซูกิงอก
เปล่ียนแปลงอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)          การย่อยโปรตีนจากถั่วเขียวเพาะ 0 ชั่วโมง            
ความเข้มข้น  Flavourzyme®  ร้อยละ 5 และ 7 (w/w) โดยน ้ าหนักแห้งของถั่วงอก จะให ้            
ระดบัการย่อยสูงสุดซ่ึงแตกต่างจากภาวะอ่ืนอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05)   โดยท่ีค่าระดบัการย่อย  
จากทั้งสองภาวะไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (ร้อยละประมาณ 68)     อยา่งไรก็ตามเมื่อพิจารณาระดบัการย่อย
ซ่ึงติดตามจากปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก พบว่า ตวัอยา่งท่ีมี
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระสูงท่ีสุด (ถัว่เพาะ 27 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ Flavourzyme®  ร้อยละ 7 (w/w) 
โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก) ไม่ได้มีระดับการย่อยสูงท่ีสุด   ทั้ งน้ีเน่ืองจากระดับการย่อย           
ของโปรตีน เป็นอตัราส่วนระหว่างปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ ณ เวลาใด ๆ กบัปริมาณกรดอะมิโน
ทั้งหมดของตวัอย่าง        แต่ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์ จะมีผลต่อปริมาณ
หมู่อะมิโนอิสระ ณ เวลาใด ๆ     จึงตอ้งท าการหกัลบปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ ณ เวลาใด ๆ ดว้ยปริมาณ
หมู่อะมิโนอิสระก่อนการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์      โดยปริมาณหมู่อะมิโนอิสระก่อนการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
และกรดอะมิโนทั้งหมดของถัว่เขียวเพาะ 27 ชัว่โมงมีปริมาณมากกว่าถัว่เขียวเพาะ 0 ชั่วโมง        
จึงส่งผลใหร้ะดบัการยอ่ยท่ีค  านวณไดไ้ม่เพ่ิมข้ึนตามปริมาณหมู่อะมิโนอิสระท่ีเพ่ิมข้ึน             
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 ในกรณีโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก ภาวะท่ีมีระดับการย่อยสูงท่ีสุด คือ 
ภาวะการย่อยโปรตีนจากถัว่อะซูกิเพาะ 27 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ Flavourzyme® ร้อยละ 7 (w/w) 
โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก   โดยมีระดบัการย่อยเท่ากบั 20.24 ± 0.65 ซ่ึงแตกต่างจากภาวะอ่ืน
อยา่งมีนยัส าคญั(p≤0.05)          ศุกร์จิตต ์เอ่ียมนเรพร (2551) รายงานว่า ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์
Flavourzyme® ร้อยละ 5 และ 7.5 (w/w) ท าใหร้ะดบัการยอ่ยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสูบ
เพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) เมื่อเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไม่มี Flavourzyme®   แต่ค่าท่ีได้
จากทั้งสองภาวะขา้งตน้ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ  

ตารางที่ 4.5   ระดบัการยอ่ยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก ท่ีผ่านการย่อย                    
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

ความเข้มข้น 
Flavourzyme

® (%w/w) 

ระดับการย่อย (%) 

ถั่วเขยีว  ถั่วอะซูก ิ

เพาะ 0 ช่ัวโมง เพาะ 27 ช่ัวโมง  เพาะ 0 ช่ัวโมง เพาะ 27 ช่ัวโมง 

0    0.00a ± 0.00   0.00a ± 0.00    0.00a ± 0.00      0.00a ± 0.00 

3  48.37e ± 0.91 25.14b ± 1.08  12.01b ± 0.33    13.25c ± 0.35 

5  67.16f ± 1.10 29.51c ± 0.38  15.02d ± 0.40    16.82e ± 0.05 

7  68.88f ± 1.83 34.32d ± 2.52  17.14e ± 0.36    20.24f ± 0.65 

    a,b,c,… ตวัเลขท่ีมีอกัษรก  ากบัต่างกนัมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05) โดยเปรียบเทียบในถัว่ชนิดเดียวกนั 
 

 เมื่อพิจารณาการเปล่ียนแปลงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในโปรตีนไฮโดรไลเสต           
จากถัว่เขียวงอก พบว่า ระยะเวลาการเพาะ   ความเขม้ขน้ Flavourzyme® และอิทธิพลร่วมของ
ระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ Flavourzyme®  ท าให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด
เพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 และตารางภาคผนวกค.25        ภาวะในการผลิต
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอกท่ีใหป้ริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงท่ีสุด คือ การยอ่ย
โปรตีนของถัว่เขียวเพาะ 27 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ Flavourzyme® ร้อยละ 7 (w/w) โดยน ้ าหนักแห้ง
ของถัว่งอก (1334.10 ± 47.83 µg gallic acid ml -1) ซ่ึงแตกต่างจากภาวะอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญ 
(p≤0.05)   โดยท่ีภาวะการย่อยน้ีก็เป็นภาวะท่ีให้หมู่อะมิโนอิสระสูงท่ีสุดเช่นกัน โดยปริมาณ
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สารประกอบฟีนอลิกของโปรตีนไฮโดรไลเสตในภาวะดงักล่าวเพ่ิมข้ึนจากภาวะการย่อยโปรตีน
ของถัว่เขียวเพาะ 0 ชัว่โมง ในภาวะท่ีไม่มี  Flavourzyme® ประมาณ 3.5 เท่า     

 การวิ เคราะห์ข้อมูลทางสถิติของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิงอก พบว่า             
การเพ่ิมข้ึนของความเขม้ขน้ Flavourzyme®   และอิทธิพลร่วมระหว่างระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ 
Flavourzyme® ท าให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)          
ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 และตารางภาคผนวก ค.26          ภาวะในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต    
จากถัว่อะซูกิงอกท่ีใหป้ริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงท่ีสุด คือ การยอ่ยโปรตีนของถัว่อะซูกิ
เพาะ 27 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ Flavourzyme® ร้อยละ 7 (w/w) โดยน ้ าหนกัแห้งของถัว่งอก (770.82 

± 12.26 µg gallic acid ml-1) ซ่ึงแตกต่างจากภาวะอ่ืนอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05)     และเป็นภาวะ  
การยอ่ยเดียวกบัท่ีใหป้ริมาณหมู่อะมิโนอิสระสูงท่ีสุด   ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตในภาวะดงักล่าวเพ่ิมข้ึน จากภาวะการยอ่ยโปรตีนของถัว่อะซูกิเพาะ 0 ชัว่โมง ท่ีไม่มี 
Flavourzyme® ประมาณ 1.3 เท่า          

 Asano, Shinagawa และ Hashimoto (1982) อธิบายว่า อนัตรกิริยาท่ีมีบทบาทส าคญัใน
การเกิดสารประกอบเชิงซอ้นท่ีเกิดจากสารประกอบฟีนอลิกกบัโปรตีน ไดแ้ก่ พนัธะไฮโดรเจน
และอนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิก   แต่ Siebert, Troukhanova และ Lynn (1996) พบว่า อนัตรกิริยา
ไฮโดรโฟบิกของสารประกอบเชิงซอ้นท่ีเกิดจากของสารประกอบฟีนอลิกกบัโปรตีนมีบทบาทท่ี
ส าคญัมากกว่าพนัธะไฮโดรเจน     Flavourzyme® เป็นเอนไซมป์ระเภทไฮโดรเลส ท าหน้าท่ีตดั
พนัธะเพปไทด์ให้ไดเ้พปไทด์สายสั้น (Brenntag, Mülheim) อาจส่งผลต่อต าแหน่งและระยะห่าง
ระหว่างสารประกอบฟีนอลิกและหมู่อะมิโนในสายพอลิเพปไทด์หรือเพปไทด์ ท าให้การเกิด  
อนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิกลดลง             จึงท าให้ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกใน
โปรตีนไฮโดรไลเสตไดเ้พ่ิมข้ึน     นอกจากน้ีการใชถ้ัว่อะซูกิท่ีมีสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด      
สูงกว่าถัว่เขียว น่าจะมีผลใหป้ริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไดสู้ง
มากข้ึนดว้ย              

 Wang และ Tang (2012) พบว่า เมื่อน าโปรตีนไอโซเลตท่ีได้จาก buckwheat มาย่อยดว้ย
เอนไซมท์ริปซินเป็นเวลา 2 ชัว่โมง   ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท่ีได ้เปรียบเทียบกบัเวลาท่ีใชย้่อย   
0 ชัว่โมงมีค่าเพ่ิมข้ึนจากร้อยละ 0.38 เป็นร้อยละ0.97   
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ตารางที่ 4.6  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและ                      
ถัว่อะซูกิงอก ท่ีผา่นการยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

ความเข้มข้น 
Flavourzyme® 

(%w/w) 

สารประกอบฟีนอลกิทั้งหมด (µg gallic acid ml-1) 

ถั่วเขยีว  ถั่วอะซูก ิ

 เพาะ 0 ช่ัวโมง เพาะ 27 ช่ัวโมง  เพาะ 0 ช่ัวโมง เพาะ 27 ช่ัวโมง 

0  377.62a ± 10.38    752.06b ± 9.12   571.82b ± 12.68  513.33a ± 11.54 

3 814.71bc ± 47.44 1107.70e ± 46.38   672.32c ± 10.69  661.98c ± 9.25 

5 842.07cd ± 38.30 1218.10f ± 53.89   697.10d ± 21.35  698.33d ± 6.88 

7  899.05d ± 5.25  1334.10g ± 47.83   739.66e ± 5.12  770.82f ± 12.26 

a,b,c,… ตวัเลขท่ีมีอกัษรก  ากบัต่างกนัมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05) โดยเปรียบเทียบในถัว่ชนิดเดียวกนั 

 เน่ืองจากผลการวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียว        
และถัว่อะซูกิงอกท่ีเพ่ิมข้ึน เมื่อความเขม้ขน้ Flavourzyme® เพ่ิมข้ึน   ไม่สามารถอธิบายได้ว่า       
หมู่อะมิโนอิสระท่ีเพ่ิมข้ึนในโปรตีนไฮโดรไลเสต เป็นผลมาจากการเพ่ิมข้ึนของหมู่อะมิโนอิสระ
หรือการเพ่ิมข้ึนของกรดอะมิโน  จึงวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต
เพ่ือเป็นขอ้มลูเพ่ิมเติมส าหรับอธิบายการเพ่ิมข้ึนของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ ว่ามาจากปริมาณของ   
กรดอะมิโนอิสระท่ีมีในโปรตีนไฮโดรไลเสตเม่ือความเขม้ขน้ Flavourzyme® เพ่ิมข้ึนหรือไม่ 

4.2.2 ปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 

  เน่ืองจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตร้อยละ 62.62 และ 62.9  
โดยน ้ าหนกัแหง้ของถัว่ (USDA, 2010) ตามล าดบั     ดงันั้นก่อนท าการยอ่ยโปรตีนจากถัว่เขียวและ
ถัว่อะซูกิดว้ย Flavourzyme® ตอ้งน าตวัอย่างไปผ่านการย่อยดว้ยเอนไซม์ BAN® 480 L ซ่ึงเป็น
เอนไซมป์ระเภท -amylase เพื่อป้องกนัการเกิดเจลระหว่างกระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต 

 ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไดจ้ากการยอ่ย
โปรตีนของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกในภาวะต่าง ๆ  (ตารางท่ี 4.7 และ 4.8 และโครมาโตแกรมท่ีได้
จากการวิเคราะห์ แสดงในภาคผนวก ข.8) พบว่า เมื่อความเขม้ขน้ Flavourzyme® เพ่ิมข้ึน (ร้อยละ 0, 
3, 5 และ 7 โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก) จะท าให้ปริมาณกรดอะมิโนอิสระของโปรตีน               
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ไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิท่ีเพาะเป็นเวลา 0 และ 27 ชั่วโมง มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึน            
ซ่ึงผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทั้งหมดท่ีได ้สอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะห์ปริมาณ
หมู่อะมิโนอิสระในข้อ 4.2.1   การเพ่ิมข้ึนของปริมาณกรดอะมิโนอิสระเม่ือเพ่ิมความเข้มข้น 
Flavourzyme®   จึงช่วยยนืยนัว่า Flavourzyme® ท่ีใชมี้สมบติัเป็นทั้งเอกซโ์ซเพปติเดส และเอนโด-
เพปติเดส ซ่ึงมีการตดัพนัธะเพปไทดแ์บบสุ่ม เม่ือท างานมากข้ึนจึงเกิด กรดอะมิโนอิสระมากข้ึน  

 โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอกจะมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระทั้งหมดและ
กรดอะมิโนอิสระเพ่ิมข้ึน มากกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก เม่ือความเข้มข้น 
Flavourzyme® เพ่ิมข้ึน    อาจเป็นผลมาจากโปรตีนของถัว่เขียวถกูยอ่ยดว้ย Flavourzyme® ไดง่้ายกว่า
โปรตีนของถัว่อะซูกิ 

  จากตารางท่ี 4.7 พบว่า ชนิดกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียว
เพาะ  0 และ 27 ชัว่โมง   ท่ีมีปริมาณกรดอะมิโนอิสระเพ่ิมข้ึนเม่ือความเขม้ข้น Flavourzyme® 
เพ่ิมข้ึน ไดแ้ก่ อาร์จินีน   กรดแอสพาร์ติก   ซิสเทอิน   กรดกลูตามิก   ฮีสทีดิน   ไอโซลูซีน   ลูซีน   
ไลซีน   ฟีนิลอะลานีน   ซีรีน   ไทโอนีน และวาลีน     แต่อย่างไรก็ตามมีกรดอะมิโนบางชนิด 
ไดแ้ก่   อะลานิน   ไกลซีน   เมไทโอนีน   โพรลีน และไทโรซีน ท่ีมีการเปล่ียนแปลงของปริมาณ       
กรดอะมิโนอิสระนอ้ยมาก เมื่อความเขม้ขน้ Flavourzyme® เพ่ิมข้ึน   ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากในถัว่เขียวเพาะ 
0 และ 27 ชัว่โมง มีปริมาณของกรดอะมิโนเหล่าน้ีต  ่า   โดยเฉพาะเมไทโอนีน และอะลานีนท่ีพบ
ในปริมาณท่ีต ่ ากว่า 50 mg per 100 g sample db (ตารางท่ี 4.2)     ดังนั้ นโอกาสท่ีจะได ้           
กรดอะมิโนอิสระเหล่าน้ีจึงนอ้ย 

  จากตารางท่ี 4.8 พบว่า ชนิดกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิ
เพาะ  0 และ 27 ชั่วโมง ท่ีมีปริมาณกรดอะมิโนอิสระเพ่ิมข้ึนเม่ือความเข้มข้น Flavourzyme® 

เพ่ิมข้ึน ไดแ้ก่ อาร์จีนิน   ซิสเทอีน   กรดกลตูามิก   ฮีสทีดิน   ไอโซลซีูน   ลซีูน   ไลซีน   ฟีนิลอะลานีน    
ซีรีน   ไทโอนีน และไทโรซีน    รวมถึง วาลีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิเพาะ 0 ชัว่โมง 
มีปริมาณกรดอะมิโนอิสระเพ่ิมข้ึน เม่ือความเขม้ขน้ Flavourzyme® เพ่ิมข้ึน         แต่อย่างไรก็ตาม
ยงัมีกรดอะมิโนอิสระบางชนิดในโปรตีนไฮโดรไลเสต ไดแ้ก่ อะลานีน   กรดแอสพาร์ติก   ไกลซีน   
เมไทโอนีน และโพรลีน    รวมทั้ง วาลีน ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิเพาะ  27 ชั่วโมง          
ท่ีแทบไม่มีการเปล่ียนแปลงปริมาณของกรดอะมิโนอิสระ เมื่อความเขม้ขน้ Flavouryzme® เพ่ิมข้ึน   
ซ่ึงแนวโน้มน้ีก็พบในถัว่เขียวเช่นเดียวกัน   ทั้ งน้ีการเพ่ิมข้ึนของปริมาณกรดอะมิโนอิสระ        
น่าจะสมัพนัธก์บัปริมาณกรดอะมิโนท่ีมีอยูใ่นถัว่แต่ละชนิด 
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ธนัยพร จันท์แสนโรจน์ (2550) พบว่า เม่ือเพ่ิมปริมาณเอนไซม์และเวลาในการย่อย      
จะท าใหป้ริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตเพ่ิมข้ึน   เน่ืองจากระดบัการยอ่ยท่ีสูงข้ึน 
ท าให้โปรตีนถูกย่อยไดม้าก   ปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตจึงสูงข้ึนด้วย      
และภาวะท่ีให้ปริมาณกรดอะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยเป๋าฮ้ือสูงท่ีสุด คือ      
การยอ่ยดว้ย Flavourzyme® ร้อยละ 1.5 ระยะเวลาการย่อย 3 ชัว่โมง มีปริมาณกรดอะมิโนอิสระ 
229.16 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมตวัอยา่ง   
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ตารางที่ 4.7  ผลของปริมาณเอนไซม ์Flavourzyme®ต่อปริมาณกรดอะมิโนอิสระ (mg mL-1) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวเพาะท่ีผา่นการยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง  

ชนิดของ
กรดอะมโิน 

ระยะเวลาเพาะ 0 ช่ัวโมง   ระยะเวลาเพาะ 27 ช่ัวโมง  
ความเข้มข้นของเอนไซม์ (% w/w)  ความเข้มข้นของเอนไซม์ (% w/w) 

0 3 5 7  0 3 5 7 
Alanine 0.000 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.002 ± 0.000  0.000 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.002 ± 0.000 
Arginine 0.008 ± 0.000 0.033 ± 0.006 0.041 ± 0.009 0.052 ± 0.007  0.011 ± 0.004 0.033 ± 0.005 0.028 ± 0.010 0.064 ± 0.011 
Aspartic acid 0.003 ± 0.000 0.013 ± 0.002 0.025 ± 0.019 0.033 ± 0.002  0.013 ± 0.002 0.014 ± 0.002 0.018 ± 0.001 0.038 ± 0.006 
Cysteine† 0.000 ± 0.000 0.019 ± 0.002 0.023 ± 0.006 0.029 ± 0.004  0.002 ± 0.000 0.018 ± 0.004 0.017 ± 0.001 0.031 ± 0.005 
Glutamic acid 0.010 ± 0.001 0.025 ± 0.003 0.033 ± 0.012 0.070 ± 0.005  0.034 ± 0.005 0.032 ± 0.004 0.039 ± 0.002 0.083 ± 0.014 
Glycine 0.001 ± 0.000  0.006 ± 0.002 0.008 ± 0.002 0.011 ± 0.001  0.001 ± 0.000 0.006 ± 0.001 0.005 ± 0.000 0.009 ± 0.002 
Histidine† 0.002 ± 0.000 0.026 ± 0.003 0.034 ± 0.008 0.049 ± 0.005  0.009 ± 0.002 0.031 ± 0.005 0.029 ± 0.001 0.057 ± 0.011 
Isoleucine 0.001 ± 0.000 0.020 ± 0.002 0.025 ± 0.005 0.038 ± 0.004  0.005 ± 0.001 0.019 ± 0.004 0.019 ± 0.001   0.039 ± 0.006 
Leucine 0.003 ± 0.000 0.047 ± 0.004 0.057 ± 0.012 0.085 ± 0.009  0.004 ± 0.001 0.043 ± 0.008 0.042 ± 0.001 0.086 ± 0.013 
Lysine 0.001 ± 0.000 0.026 ± 0.005 0.034 ± 0.004 0.061 ± 0.005  0.004 ± 0.001 0.020 ± 0.003 0.022 ± 0.002 0.051 ± 0.009 
Methionine† 0.002 ± 0.000 0.006 ± 0.001 0.008 ± 0.002 0.009 ± 0.004  0.001 ± 0.000 0.006 ± 0.001 0.005 ± 0.000 0.010 ± 0.002 
Phenylalanine† 0.004 ± 0.000 0.061 ± 0.007 0.068 ± 0.018 0.085 ± 0.015  0.007 ± 0.001 0.057 ± 0.010 0.054 ± 0.004 0.096 ± 0.013 
Proline 0.005 ± 0.001 0.003 ± 0.000 0.004 ± 0.001 0.007 ± 0.001  0.010 ± 0.002 0.007 ± 0.002 0.007 ± 0.002 0.012 ± 0.002 
Serine 0.004 ± 0.000 0.039 ± 0.003 0.045 ± 0.015 0.073 ± 0.006  0.064 ± 0.012 0.062 ± 0.007 0.062 ± 0.007 0.121 ± 0.019 
Threonine 0.036 ± 0.003 0.033 ± 0.004 0.036 ± 0.006 0.0056 ± 0.004  0.027 ± 0.006 0.027 ± 0.003 0.030 ± 0.003 0.058 ± 0.012 
Tyrosine† 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.009 ± 0.022  0.011 ± 0.002 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.001 
Valine 0.000 ± 0.000 0.027 ± 0.002 0.034 ± 0.007 0.046 ± 0.016  0.000 ± 0.000 0.027 ± 0.005 0.027 ± 0.001 0.055 ± 0.008 
Total 0.080 ± 0.006 0.383 ± 0.032 0.487 ± 0.098 0.703 ± 0.065  0.202 ± 0.036 0.404 ± 0.066 0.410 ± 0.017 0.811 ± 0.140  

      †เป็นกรดอะมิโนท่ีมีความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนั 

 

48 

 



49 
 

 

ตารางที่ 4.8  ผลของปริมาณเอนไซม ์Flavourzyme®ต่อปริมาณกรดอะมิโนอิสระ (mg mL-1) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิเพาะท่ีผ่านการยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง  

ชนิดของ
กรดอะมโิน 

ระยะเวลาเพาะ 0 ช่ัวโมง   ระยะเวลาเพาะ 27 ช่ัวโมง  
ความเข้มข้นของเอนไซม์ (% w/w)  ความเข้มข้นของเอนไซม์ (% w/w) 

0 3 5 7  0 3 5 7 
Alanine 0.000 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000  0.000 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 
Arginine 0.023 ± 0.003 0.032 ± 0.003 0.056 ± 0.005 0.052 ± 0.005  0.022 ± 0.009 0.025 ± 0.002 0.039 ± 0.004 0.048 ± 0.009 
Aspartic acid 0.008 ± 0.001 0.011 ± 0.001 0.018 ± 0.001 0.019 ± 0.001  0.003 ± 0.001 0.016 ± 0.014 0.014 ± 0.003 0.016 ± 0.002 
Cysteine† 0.001 ± 0.000 0.016 ± 0.002 0.028 ± 0.003 0.024 ± 0.004  0.003 ± 0.001 0.011 ± 0.002 0.019 ± 0.002 0.023 ± 0.005 
Glutamic acid 0.015 ± 0.002 0.021 ± 0.003 0.040 ± 0.003 0.044 ± 0.002  0.009 ± 0.004 0.015 ± 0.004 0.030 ± 0.006 0.036 ± 0.004 
Glycine 0.002 ± 0.001 0.006 ± 0.001 0.012 ± 0.001 0.011 ± 0.002  0.003 ± 0.001 0.004 ± 0.001 0.007 ± 0.001 0.009 ± 0.002 
Histidine† 0.002 ± 0.000 0.020 ± 0.002 0.038 ± 0.004 0.039 ± 0.007  0.009 ± 0.004 0.016 ± 0.002 0.028 ± 0.003 0.035 ± 0.006 
Isoleucine 0.001 ± 0.000 0.015 ± 0.002 0.028 ± 0.003 0.026 ± 0.002  0.002 ± 0.000 0.011 ± 0.002 0.020 ± 0.002   0.024 ± 0.003 
Leucine 0.002 ± 0.000 0.035 ± 0.004 0.061 ± 0.006 0.056 ± 0.005  0.003 ± 0.001 0.026 ± 0.003 0.046 ± 0.004 0.053 ± 0.007 
Lysine 0.002 ± 0.000 0.018 ± 0.002 0.031 ± 0.003 0.032 ± 0.002  0.004 ± 0.001 0.016 ± 0.002 0.028 ± 0.007 0.032 ± 0.004 
Methionine† 0.000 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000  0.000 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.000 0.001 ± 0.001 
Phenylalanine† 0.003 ± 0.000 0.044 ± 0.005 0.075 ± 0.009 0.085 ± 0.015  0.003 ± 0.001 0.030 ± 0.004 0.050 ± 0.005 0.121 ± 0.023 
Proline 0.004 ± 0.001 0.002 ± 0.000 0.004 ± 0.001 0.005 ± 0.001  0.003 ± 0.000 0.003 ± 0.000 0.003 ± 0.000 0.004 ± 0.001 
Serine 0.005 ± 0.001 0.029 ± 0.003 0.054± 0.006 0.051 ± 0.005  0.009 ± 0.003 0.020 ± 0.008 0.039 ± 0.004 0.048 ± 0.007 
Threonine 0.005 ± 0.001 0.016 ± 0.002 0.027 ± 0.002 0.027 ± 0.002  0.009 ± 0.003 0.014 ± 0.002 0.025 ± 0.005 0.027 ± 0.004 
Tyrosine† 0.001 ± 0.000 0.024 ± 0.003 0.044 ± 0.004 0.040 ± 0.004  0.005 ± 0.001 0.018 ± 0.002 0.032 ± 0.003 0.038 ± 0.005 
Valine 0.002 ± 0.000 0.005 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.127 ± 0.019  0.001 ± 0.000 0.003 ± 0.001 0.006 ± 0.001 0.007 ± 0.001 
Total 0.075 ± 0.009 0.296 ± 0.033 0.528 ± 0.054 0.564 ± 0.059  0.089 ± 0.016 0.250 ± 0.046 0.386 ± 0.045 0.524 ± 0.067  

  †เป็นกรดอะมิโนท่ีมีความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนั 49 
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4.2.3 การเกิดสีน ้ าตาลของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 

การวิเคราะห์การเกิดสีน ้ าตาลของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก
ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร (รูปท่ี 4.1) พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ 0 ชัว่โมง มีค่าของการดูดกลืนแสงท่ีมากกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ 27 ชั่วโมง   ซ่ึงหมายถึงมีโอกาสเกิดปฏิกิริยาสีน ้ าตาลมากกว่า          
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวเพาะ 0 ชั่วโมง มีค่าการดูดกลืนแสงเพ่ิมข้ึนประมาณ 0.1 ยูนิต     
(จาก 0.722 เป็น 0.844) เมื่อความเขม้ขน้ Flavourzyme® เพ่ิมข้ึน        ในขณะท่ีเม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ 
Flavourzyme®  จากร้อยละ 3 เป็น  7 โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอกในถั่วเขียวเพาะ 27 ชั่วโมง             
และถัว่อะซูกิเพาะ 0 และ 27 ชัว่โมง   โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได ้มีค่าการดูดกลืนแสงของเพ่ิมข้ึน
ประมาณ 0.06 – 0.08 ยนิูต   อยา่งไรก็ตามในภาวะท่ีไม่มี Flavourzyme® โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได ้       
ในช่วงเวลาการเพาะดงักล่าวจะใหค่้าการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุด 

การเพ่ิมข้ึนของค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร อาจเกิดจาก
ปฏิกิริยาสีน ้ าตาลของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาการเกิด   
สีน ้ าตาลท่ีไม่อาศยัเอนไซม ์คือ ปฏิกิริยาเมลลาร์ด   โดยเกิดปฏิกิริยาระหว่างหมู่คาร์บอนิลอิสระของ
น ้ าตาลรีดิวซ ์  กบัหมู่อะมิโนอิสระของกรดอะมิโน โปรตีน หรือ เพปไทด์  แลว้เกิดเป็นสาร สีน ้ าตาล   
ท่ีเรียกว่า melanoidins     โดยทั่วไปปฏิกิริยาน้ีอาจเกิดระหว่างกระบวนการผลิตท่ีใชอุ้ณหภูมิสูง หรือ       
การเก็บรักษาท าใหเ้กิดสีน ้ าตาลในผลิตภณัฑ ์

ทั้งน้ีน ้ าตาลรีดิวซ ์ไดจ้ากกระบวนการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตระหว่างการงอก (Rahman 
et al., 2007) และจากการย่อยแป้งดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลสในขั้นตอนการเตรียมตวัอย่าง  ขณะท่ี
กรดอะมิโนและเพปไทดส์ายสั้นมีอยูใ่นโปรตีนไฮโดรไลเสต      เม่ือน ้ าตาลรีดิวซ์และกรดอะมิโน
ในโปรตีนไฮโดรไลเสตไดรั้บความร้อนจากกระบวนการผลิตในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 50-70 องศา-
เซลเซียส จึงอาจก่อให้เกิดสีน ้ าตาลได ้  นอกจากน้ีการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดจะเกิดไดดี้เมี่อค่า pH 
ของสารละลายสูงกว่าค่า pI ของเพปไทดห์รือโปรตีนชนิดนั้น ๆ  เพื่อท าให้หมู่อะมิโนอยู่ในรูปของเอมีน      
โปรตีนของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิมีค่า pI อยู่ในช่วง pH 4 ‟ 5 (Mohamed, Bakar and Hamid, 1996; 
Peterbauer and Richter, 1998)     ดงันั้นกระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตมีช่วง pH 6 จึงเอ้ือ
ต่อการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดของโปรตีนไฮโดรไลเสต          Fry และ Stegink (1982) พบว่า ชนิดของ
กรดอะมิโนมีผลต่ออตัราการเกิด ปฏิกิริยาเมลลาร์ดใน parential nutrition solution   โดยกรดอะมิโน
ท่ีมีความไวในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดค่อนขา้งมาก คือ ไลซีน   ทริปโทเฟน   ซีรีน และไทโอนีน      
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กรดอะมิโนท่ีมีความไวในการเกิดปฎิกิริยาเมลลาร์ดไดป้านกลาง คือ วาลีน   ไอโซลูซีน   ลูซีน และ
โพรลีน     ขณะท่ีอาร์จีนิน อะลานิน   เฟนิลอะลานิน   ฮีสทีดีน   เมไทโอนีน และไกลซีน เป็นกรดอะมิโน 
ท่ีมีความไวในการเกิด ปฏิกิริยาเมลลาร์ดนอ้ย       จากผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดอะมิโน
อิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก (ตารางท่ี 4.7 และ 4.8) พบว่า ความ
เขม้ขน้ Flavourzyme® ท่ีเพ่ิมข้ึน ไม่ไดส่้งผลต่อการเพ่ิมข้ึนของกรดอะมิโนแต่ละชนิดในปริมาณท่ีสูง      
จึงอาจเป็นผลใหค่้าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตรของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก   
ถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก เพ่ิมข้ึนเพียงเลก็นอ้ย (รูปท่ี 4.1) เมื่อความเขม้ขน้ Flavourzyme® เพ่ิมข้ึน  

ถึงแมว้่าการเกิดปฏิกิริยาสีน ้ าตาลจะท าให้กรดอะมิโนและเพปไทด์ ซ่ึงมีฤทธ์ิตา้น
ออกซิเดชนัมีปริมาณลดลง เน่ืองจากถูกใชไ้ปในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด   แต่ Maillard reaction 
product   ก็มีความสามารถในการออกฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัได ้(Kurozawa, Park and Hubinger, 2009) 

Liu และคณะ (2010) พบว่า การละลายผงโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เหลือง 0.25 กรัม 
ในน ้ ากลัน่ แลว้เติมน ้ าตาลไซโลสจนสารละลายมีความเขม้ขน้ร้อยละ 12 (w/v) และมี pH 7.4   
น าไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส   จะท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีไดเ้กิด Maillard reaction 
product จากกรดอะมิโนและน ้ าตาลไซโลส   มากกว่าตวัอย่างท่ีไม่เติมน ้ าตาลไซโลส   เห็นไดว้่า 
ในกรณีน้ีปฏิกิริยาจะเกิดได้ดีท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ซ่ึงสูงกว่าอุณหภูมิท่ีใชใ้นการย่อย
โปรตีนไฮโดรไลเสต (50-70 องศาเซลเซียส) อยา่งมาก      
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รูปที่ 4.1 ผลของระดบัความเขม้ขน้ Flavourzyme®ต่อการเกิดสีน ้ าตาลของโปรตีนไฮโดรไลเสต                   
จากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก ท่ีผา่นการยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง  

              (MBG 0 hr หมายถึง ถั่วเขียวงอก 0 ชั่วโมง     MBG 27 hr หมายถึง ถั่วเขียวงอก 27 ชั่วโมง     ABG 0 hr หมายถึง 
ถัว่อะซูกงิอก 0 ชัว่โมง     ABG  27 hr หมายถึง ถัว่อะซูกงิอก 27 ชัว่โมง) 

 
 

4.2.4 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียว            
และถัว่อะซูกิงอก 

4.2.4.1 ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี Ferric reducing antioxidant power 
(FRAP) 

 รูปท่ี 4.2 รายงานผลการวิเคราะห์เป็นค่า FRAP (mmol Trolox® mL-1)      
เมื่อความเขม้ขน้ Flavourzyme® เพ่ิมข้ึน (ร้อยละ 3, 5 และ 7 โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก) ท าให ้  
ค่า FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อย     ทั้งน้ีเม่ือ
พิจารณาจากระดบัการยอ่ยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิด พบว่า ท่ีระดบัการงอก
เดียวกนั ความเขม้ขน้ Flavourzyme® ท่ีเพ่ิมข้ึน (ร้อยละ 3, 5 และ 7 โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก)  
ท าให้ระดบัการย่อยของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิอยู่ในช่วงร้อยละ 25 ‟ 69 และ 12 ‟ 20 ตามล าดบั ซ่ึง       
มีค่าใกลเ้คียงกนั (ตารางท่ี 4.5)  ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ   สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (ตารางท่ี 4.3, 
4.4 และ 4.6) และกรดอะมิโนอิสระท่ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั ไดแ้ก่ ซิสเทอีน   ฮีสทีดีน   เมไทโอนีน   
ฟีนิลอะลานิน และไทโรซีน มีปริมาณท่ีไม่แตกต่างกนัมาก (ตารางท่ี 4.7 และ 4.8)     ดังนั้น       
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การท่ีกรดอะมิโนอิสระ เพปไทดส์ายสั้น และสารประกอบฟีนอลิก ซ่ึงมีความสามารถในการรีดิวซ ์
Fe (III) ได ้(Kartika et al., 2007) มีปริมาณเพ่ิมข้ึนไม่มาก   จึงท าให้ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี FRAP มีการเปล่ียนแปลง  
เพียงเลก็นอ้ย เมื่อความเขม้ขน้ Flavourzyme® เพ่ิมข้ึน 

 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
ถัว่อะซูกิงอก มีแนวโน้มสูงกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียวงอก และเกิดข้ึนท่ีทุกระดับ        
ความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีใชใ้นการย่อย    ทั้ งน้ีอาจเน่ืองจากฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียวและถั่วอะซูกิงอกท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี FRAP เป็นผลจากสมบัติของ            
การเป็นรีดิวซิงเอเจนต์ของโปรตีนไฮโดรไลเสต     โดยกรดอะมิโนอิสระ เพปไทด์สายสั้น และ
สารประกอบฟีนอลิก มีความสามารถในการรีดิวซ ์Fe (III) ได ้(Kartika et al., 2007)   แต่เป็นท่ีน่าสงัเกตว่า
ถัว่เขียวงอกมีสารประกอบฟีนอลิก   หมู่อะมิโนอิสระและกรดอะมิโนอิสระมากกว่าถัว่อะซูกิงอก 
แต่มีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี FRAP ต ่ากว่า   ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะ ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั
ท่ีวิเคราะห์ได้ข้ึนกับชนิดของสารประกอบฟีนอลิก   เพปไทด์และชนิดของกรดอะมิโนมากกว่า         
ท่ีจะข้ึนกบัปริมาณของสารดงักล่าวท่ีมีอยูใ่นโปรตีนไฮโดรไลเสต 

  Lin และคณะ (2010) รายงานว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตจาก porcine plasma    
ท่ีย่อยดว้ยเอนไซม ์Alcalase® มีค่า FRAP เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เมื่อระดบัการย่อย
เพ่ิมข้ึน   โดยค่า FRAP เพ่ิมข้ึนจาก 456.4 ± 1.4 เป็น 1409.9 ± 9.9 FeSO4 equivalent (µM)   คิดเป็น
ร้อยละการเพ่ิมจากร้อยละ 0 เป็นร้อยละ 17.6   ทั้งน้ีเน่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเสตมีหมู่อะมิโนอิสระ 
มากข้ึนระหว่างการยอ่ย 
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รูปที่ 4.2  ผลของระดบัความเขม้ขน้ Flavourzyme®  ต่อฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวธีิ FRAP      
                    ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก ท่ีผ่านการย่อยเป็นเวลา 6 ชั่วโมง     

(MBG 0 hr หมายถึง ถั่วเขียวงอก 0 ชั่วโมง     MBG 27 hr หมายถึง ถั่วเขียวงอก 27 ชั่วโมง     ABG 0 hr หมายถึง 
ถัว่อะซูกงิอก 0 ชัว่โมง     ABG 27 hr หมายถึง ถัว่อะซูกงิอก 27 ชัว่โมง) 

 

4.2.4.2 ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH radical scavenging activity 

   ผลการวิเคราะห์รายงานเป็นค่าร้อยละ DPPH scavenging activity   โดยใช้
โปรตีนไฮโดรไลเสต 0.3 มิลลิลิตรในสารละลาย 1 มิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากบั DPPH  (รูปท่ี 4.3)     
ผลการทดลองช้ีใหเ้ห็นว่า ค่าร้อยละ DPPH scavenging activity ของโปรตีนท่ีไดจ้ากการย่อยโปรตีน
ของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกโดยใช ้Flavourzyme® ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ (ร้อยละ 3, 5 และ 7 โดย
น ้ าหนกัแหง้ของถัว่งอก) อยูใ่นช่วง 76-84 และ 33-42 ตามล าดบั   ซ่ึงมีการเปล่ียนแปลงไม่ชดัเจน     
ขณะท่ีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ   สารประกอบฟีนอลิก (ตารางท่ี 4.3, 4.4 และ 4.6) และกรดอะมิโนอิสระ
ท่ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั (ตารางท่ี 4.7 และ 4.8) มีปริมาณเพ่ิมข้ึนอยา่งชดัเจน   การท่ีค่าร้อยละ DPPH 
scavenging activity เปล่ียนแปลงเล็กน้อยเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์   อาจเน่ืองมาจาก
องคป์ระกอบของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกแต่ละชนิด มีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติก  
สามารถใหไ้ฮโดรเจนอะตอมแก่โมเลกุลท่ีขาดอิเลก็ตรอน เช่น อนุมลูอิสระของ DPPH ไดแ้ตกต่างกนั 
(Rajapakse et al., 2005)      นอกจากน้ีการท่ีโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน     
ท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH radical scavenging activity มากกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสต จากถัว่อะซูกิ   

   MBG 0 hr           MBG 27 hr           ABG 0 hr           ABG 27 hr       
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อาจเน่ืองมาจากโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวน่าจะมีสารท่ีมีความสามารถในการให้ไฮโดรเจน
อะตอมแก่อนุมลูอิสระของ DPPH มากกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิ     โดย Sosulski และ 
Dabrowski (1984) รายงานว่า สารประกอบฟีนอลิกได้แก่  p-hydroxybenzoic, protocatechuic, 
syringic, gallic, trans-p-coumaric และ trans-ferulic มีมากในถัว่เขียวและเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิตา้น
ออกซิเดชนั 

Tang และคณะ (2009) ศึกษาฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก 
buckwheat protein isolate ดว้ยวิธี DPPH radical scavenging ability ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตเท่ากบั 0.2 mg mL-1 พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีระดบัการย่อยร้อยละ 5      
มีค่าร้อยละ DPPH radical scavenging ประมาณร้อยละ 20  ในขณะท่ีระดับการย่อยร้อยละ 15       
มีค่าร้อยละ DPPH radical scavenging ประมาณร้อยละ 15     ทั้งน้ีการท่ีระดบัการย่อยร้อยละ 5 มี
ค่า DPPH radical scavenging สูงกว่าระดบัการยอ่ยร้อยละ 15 เน่ืองจากระดบัการยอ่ยท่ีแตกต่างกนั
ท าใหป้ริมาณเพปไทดส์ายสั้น กรดอะมิโนอิสระ และสารประประกอบฟีนอลิกเกิดข้ึนไดต่้างกนั 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.3 ผลของระดบัความเขม้ขน้ Flavourzyme®ต่อฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี       
              DPPH  radical scavenging activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก    
              ท่ีผา่นการยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง                                                  
              ( MBG 0 hr หมายถึง ถัว่เขียวงอก 0 ชัว่โมง     MBG 27 hr หมายถึง ถัว่เขียวงอก 27 ชัว่โมง     ABG 0 hr หมายถึง    
                  ถัว่อะซูกงิอก 0 ชัว่โมง     ABG 27 hr หมายถึง ถัว่อะซูกงิอก 27 ชัว่โมง) 
                  * หมายถึง ปริมาณโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีใชใ้นการวิเคราะห ์0.3 มิลลิลิตร 
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 ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก เป็นผลมาจาก
กรดอะมิโน   หมู่อะมิโนอิสระ   เพปไทดส์ายสั้นและสารประกอบฟีนอลิก      นอกจากน้ีฤทธ์ิตา้น
ออกซิเดชนัของสารประกอบฟีนอลิกยงัข้ึนกบัชนิดของสารประกอบฟีนอลิกดว้ย       โดยชนิดของ
สารประกอบฟีนอลิกท่ีแตกต่างกันจะส่งผลต่อกลไกการท างานของสารประกอบฟีนอลิก            
ในการออกฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีต่างกัน            Sosulski และ Dabrowski (1984) รายงานว่า 
เปลือกหุ้มถัว่เขียวมีสารประกอบฟีนอลิก ไดแ้ก่  p-hydroxybenzoic, protocatechuic, syringic, 
gallic, trans-p-coumaric และ trans-ferulic   ส่วนเอนโดสเปิร์มของถัว่เขียวมีสารประกอบฟีนอลิก 
ไดแ้ก่ trans-p-coumaric     ในขณะท่ีถัว่อะซูกิยงัไม่พบรายงานชนิดของสารประกอบฟีนอลิก        
มีรายงานเพียงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดเท่านั้น (Amarowicz and Pegg, 2008)            
Lin และ Lai (2006) รายงานว่า ถัว่มีสารประกอบฟีนอลิก เช่น flavonol, flavones และ 
isoflavonoids ซ่ึงมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน           โดยถั่วเขียวและถัว่อะซูกิมี flavonol เป็น
องคป์ระกอบภายในเมลด็ ( Kim et al., 2012; Lin and Lai, 2006) ซ่ึงช่วยเสริมฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกได ้         

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียวและถั่วอะซูกิเพาะ 27 ชั่วโมง ท่ีย่อยด้วย
Flavourzyme® ความเขม้ขน้ร้อยละ 7 โดยน ้ าหนกัแหง้ของถัว่งอก เป็นเวลา 6 ชัว่โมง   เป็นภาวะท่ีให้
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ   สารประกอบฟีนอลิก และกรดอะมิโนอิสระสูงท่ีสุด     จึงน าตวัอย่าง   
ทั้ งสองตัวอย่างไปท าแห้งด้วยวิธีการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง   โดยเปรียบเทียบกับโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถั่วอะซูกิท่ีเพาะท่ี 0 ชั่วโมง และใช้ภาวะในการย่อยเดียวกัน           
แลว้น าไปท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง 
 

4.3 ผลของมอลโทเด็กซ์ทริน ต่อฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียวและ
ถั่วอะซูกริะยะงอกที่ผ่านการท าแห้งแบบแช่เยอืกแข็ง 
  การศึกษาองคป์ระกอบและสมบติัของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิเพาะ 
0 และ 27 ชัว่โมง   ย่อยดว้ย Flavourzyme® ความเขม้ขน้ร้อยละ 7 โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก          
มีตัวอย่างท่ีน ามาวิเคราะห์ 4 ตัวอย่าง คือ โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวเพาะ 0 ชั่วโมง         
ความเขม้ขน้ Flavourzyme® ร้อยละ 7 โดยน ้ าหนกัแหง้ของถัว่งอก (MBG 0-7)    โปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากถัว่เขียวเพาะ 27 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ Flavourzyme® ร้อยละ 7 โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก 
(MBG 27-7)       โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิเพาะ 0 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ Flavourzyme® 
ร้อยละ 7 โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก (ABG 0-7)     และโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิเพาะ   
27 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ Flavourzyme® ร้อยละ 7 โดยน ้ าหนักแห้งของถัว่งอก (ABG 27-7)   ตวัอย่างทั้ง 4 
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ตวัอยา่ง  ท าการวิเคราะห์โดยเปรียบเทียบผลของการเติมมอลโทเด็กซ์ทริน (DE=18) ร้อยละ 5 (w/v) กบั
ไม่เติมมอลโทเด็กซท์ริน แลว้น าไปท าแหง้ดว้ยวิธีการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง   ไดผ้ลการวิเคราะห์
ดงัน้ี     

จากผลการค านวณร้อยละผลผลิตของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 
(ตารางท่ี 4.9) พบว่า การเติมมอลโทเดก็ซท์รินในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 
มีร้อยละผลผลิตเพ่ิมข้ึน เม่ือเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิดท่ีไม่เติมมอลโท-
เด็กซท์รินอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) (ตารางภาคผนวกค.27 และ ค.28) 

 MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทรินจะมีร้อยละผลผลิตเพ่ิมข้ึนร้อยละ 
63.37 และ 86.64 ตามล าดบั เมื่อเทียบกบั MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน   
เน่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอกท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทริน มีปริมาณของของแข็ง
เร่ิมตน้ก่อนการท าแห้ง มากกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอกท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน             
ขณะท่ีร้อยละผลผลิตของ ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีผสมมอลโทเด็กซ์ทรินมีร้อยละผลผลิต
เพ่ิมข้ึนร้อยละ 43.91 และ 67.40 ตามล าดบั เมื่อเทียบกบั ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีไม่เติมมอลโท-
เด็กซ์ทริน    ซ่ึงสอดคลอ้งกับปริมาณของของแข็งเร่ิมตน้ในสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสต     
จากถัว่อะซูกิงอกท่ีเติมมอลโทเด็กซท์รินและไม่เติมมอลโทเด็กซท์ริน            

 มอลโทเด็กซ์ทรินเป็นสารในกลุ่มพอลิแซคคาร์ไรด์ท่ีเติมลงไปในอาหารเพ่ือเพ่ิมเน้ือ
ใหแ้ก่อาหาร   ดงันั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิดท่ีผสมมอลโทเด็กทรินจึงมีร้อยละ
ผลผลิตมากกว่าโปรตีนจากถัว่งอกท่ีไม่ผสมมอลโทเด็กซ์ทริน     นอกจากน้ีปริมาณของของแข็ง
เร่ิมตน้ท่ีละลายอยูใ่นสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นส่วนประกอบหน่ึงท่ีช่วยบอกแนวโน้ม
ของผลผลิตของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผา่นการท าแหง้  

 Peng และคณะ (2013) พบว่า การเติมมอลโทเด็กซ์ทริน (DE=20) ร้อยละ 0, 10, 20, 30 
และ 40 ลงใน purple sweet potato flours ท่ีผา่นการท าแห้งแบบพ่นฝอย   มีร้อยละผลผลิตเพ่ิมข้ึน
เป็นร้อยละ 23, 26, 28, 40 และ 41 ตามล าดบั   การเพ่ิมข้ึนของร้อยละผลผลิตเป็นผลมาจากมอลโท- 
เด็กทรินซเ์ป็นสารเพ่ิมเน้ือใหแ้ก่ purple sweet potato flours     
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ตารางที่ 4.9 ร้อยละผลผลิตของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกท่ีผา่นการท าแหง้ 
                    แบบแช่เยอืกแข็ง 
 

ตวัอย่าง ปริมาณของแข็งทั้งหมด 
 ก่อนการท าแห้ง 

ร้อยละผลผลติ 
หลงัการท าแห้ง 

 MBG 0-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน    9.00 ± 0.00   8.30b ± 0.18 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 13.20 ± 0.28 13.56d ± 0.79 
MBG 27-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน   8.00 ± 0.00   6.51a ± 0.16 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน       13.65 ± 0.49 12.15c ± 0.01 
ABG 0-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน        10.90 ± 1.27 10.02a ± 0.88 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน       14.35 ± 0.21 14.42b ± 1.10 
ABG 27-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน   9.85 ± 0.35   8.13a ± 1.09 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน       13.75 ± 0.35 13.61b ± 0.41 

                     a,b,c,… ตวัเลขทีมี่อกัษรก  ากบัต่างกนัในสดมภเ์ดียวกนั มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) โดยเปรียบเทียบในถัว่ชนิดเดียวกนั 

 

 4.3.1 ผลของการเติมมอลโทเด็กซท์รินต่อองคป์ระกอบของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

 จากตารางท่ี 4.10 พบว่า การเติมมอลโทเด็กซท์รินในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียว
และถั่วอะซูกิงอกท าให้ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ และสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดลดลง           
อยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) ผลการค านวณทางสถิติแสดงในตารางท่ี ค.29 ถึง ค.32 

 ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระใน MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีเติม   
มอลโทเด็กซ์ทรินเมื่อเทียบกับ MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีไม่ได้เติมมอลโทเด็กซ์ทริน พบว่า 
MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีเติมมอลโทเด็กซท์ริน  มีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระลดลงร้อยละ 22.78 
และ 31.12 ตามล าดับ  เช่นเดียวกบั ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีเติมมอลเด็กซ์ทรินก็มีปริมาณ
หมู่อะมิโนอิสระลดลงร้อยละ 16.80 และ 31.00 ตามล าดบั เมื่อเทียบกบั ABG 0-7 และ ABG 27-7 
ท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน      นอกจากน้ีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต           
จากถัว่ทั้งสองชนิดท่ีเพาะเป็นเวลา 27 ชัว่โมง มากกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่ท่ีเพาะเป็นเวลา  
0 ชัว่โมง   เน่ืองจากระหวา่งการงอกของเมลด็จะเกิดการสงัเคราะห์กรดอะมิโน และเพปไทดส์ายสั้น    

      การวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต เป็นการท าปฏิกิริยา
ระหว่าง trinitrobenzenesulfonic acid กบัหมู่อะมิโนของสายเพปไทด ์    การเติมมอลโทเด็กซ์ทริน
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ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจึงอาจท าให้หมู่อะมิโนของสายเพปไทด์ขาดความเป็นอิสระ   เน่ืองจาก 
(1) มอลโทเด็กซท์รินอาจเกิดการรวมตวั (incorporated) กบัองคป์ระกอบของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
(Chik et al.,2011)   แต่ในการทดลองน้ีเติมมอลโทเด็กซ์ทรินเพียงร้อยละ 5 (w/w) จึงอาจไม่ส่งผล
ต่อการรวมตวัของมอลโทเด็กซท์รินกบัองคป์ระกอบของโปรตีนไฮโดรไลเสต     (2) กระบวนการ
รวมตวักนัระหว่างน ้ าตาลกบัโปรตีน (non-enzymatic glycation of protein) เป็นอนัตรกิริยาระหว่าง 
หมู่คาร์บอนิลของมอลโทเด็กซ์ทริน กบัหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต (Lapolla, Traldi 
and Fedele, 2005)   ท าให้ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทริน     
ท่ีวิเคราะห์ได้มีน้อยกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไม่ผสมมอลโทเด็กซ์ทริน      แต่อย่างไรก็ตาม 
Owusu-Apenten (2002) รายงานว่า ตวัอยา่งท่ีมีคาร์โบไฮเดรต หรือน ้ าตาลแลกโตสในปริมาณสูง 
จะก่อใหเ้กิดการรบกวน (interferences) การวิเคราะห์หมู่อะมิโนอิสระดว้ย TNBS 

ตารางที่ 4.10 ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ และสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสต  
                       จากถัว่เขียว และถัว่อะซูกิงอกท่ีผา่นการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง 
 

ตวัอย่าง หมู่อะมโินอสิระ 
(µmole g-1 sample, db) 

สารประกอบฟีนอลกิทั้งหมด 
(µg gallic acid g-1sample, db) 

 MBG 0-7   
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน         539.69bc ± 38.22  841.84b ± 63.87 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน         416.73a ± 24.54  613.83a ± 36.06 
MBG 27-7   
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน          632.22c ± 56.81    888.33b ± 102.53 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน         435.50b ± 38.93  570.50a ± 52.33 
ABG 0-7   
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  616.38ab ± 97.09             1058.80b ± 6.84 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  512.82a ± 32.78               756.25a ± 16.86 
ABG 27-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน   718.20b ± 46.31             1119.92c ± 12.37 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน          495.53a ± 3.93               788.16a ± 35.83 

     a,b,c,… ตวัเลขทีมี่อกัษรก  ากบัต่างกนัในสดมภเ์ดียวกนั มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) โดยเปรียบเทียบในถัว่ชนิดเดียวกนั 

 

 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดใน MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีเติม
มอลโทเด็กซท์รินเมื่อเทียบกบั MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซท์ริน  พบว่า MBG 0-7 
และ MBG 27-7 ท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทริน  มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลงร้อยละ 
27.08 และ 35.77 ตามล าดับ   เช่นเดียวกบั ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทริน       
จะมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลงร้อยละ 28.57 และ 29.62 ตามล าดบั เมื่อเทียบกบั 
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ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีไม่เติมมอลโทเด็กทรินซ์ (ตารางท่ี 4.10)   และโปรตีนไฮโดรไลเสต   
จากถัว่ทั้ งสองชนิดท่ีเพาะ 27 ชั่วโมง จะมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมากกว่าโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากถัว่ท่ีเพาะ 0 ชัว่โมง   ทั้งน้ีเน่ืองจากการเพ่ิมข้ึนของปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดในถั่วเพาะ 27 ชั่วโมง   เป็นผลมาจากการสังเคราะห์สารทุติยภูมิของเมล็ดระหว่าง
กระบวนการงอก 

 การเติมมอลโทเด็กซท์รินในโปรตีนไฮโดรไลเสตอาจเกิดอนัตรกิริยาระหว่างหมู่ไฮดรอกซิล 
ของมอลโทเด็กซท์ริน และหมู่ไฮดรอกซิลของสารประกอบฟีนอลิก   ท าให้สารประกอบฟีนอลิก 
ขาดความเป็นอิสระ  ส่งผลใหก้ารวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด โดยใชว้ิธี Folin-
Ciocalteu colorimetric   ซ่ึงเป็นการท าปฏิกิริยาระหว่างสารประกอบฟีนอลิก และ tungsten หรือ 
molybdenum oxides (Waterhouse, 2005) มีค่าลดลง     ดังนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเติม           
มอลโทเด็กซท์ริน จึงมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดท่ีตรวจวิเคราะห์ไดน้้อยกว่าตวัอย่างท่ี
ไม่ไดเ้ติมมอลโทเด็กซท์ริน     Waterhouse (2005) กล่าวว่า น ้ าตาลในตวัอย่างเป็น interference ใน
การวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดดว้ยวิธี Folin-Ciocalteau 

  Chik และคณะ (2011) พบว่า การผสมมอลโทเด็กซ์ทรินท่ีมีค่า DE มากข้ึน คือ 10, 15 
และ 20  ท าให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกของ pitaya juice มีแนวโน้มลดลงจาก 252.5            
เป็น 210.6 และ 222.5 mg gallic acid per 100 g  powder ตามล าดบั   การลดลงของปริมาณสารประกอบ  
ฟีนอลิกใน pitaya juice เกิดจากการรวมตวั (incorporated) ของมอลโทเด็กซ์ทรินและสารประกอบ     
ฟีนอลิก          Peng และคณะ (2013) พบว่า การท าแหง้แบบพ่นฝอยของ purple sweet potato flours 
ท่ีผสมมอลโทเด็กซ์ทรินร้อยละ 30 (DE=20) ท าให้ปริมาณแอนโทไซยานินของ purple sweet 
potato flours powder ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) เมื่อเทียบกบัตวัอยา่งท่ีไม่เติมมอลโทเด็กทริน 
(31.99 ± 0.07 เป็น 26.48 ± 0.06 mg per 100 g sample,db)     แต่ปริมาณฟลาโวนอยด์และฟีนอลิก
ทั้งหมดของ purple sweet potato flours powder เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคญั (p<0.05) เมื่อเทียบกบั
ตวัอยา่งท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน (0.67 ± 0.01 เป็น 0.76 ± 0.02 mg per 100 g sample, db และ 
1.39 ± 0.01 เป็น 1.45 ± 0.02 mg per 100 g sample, db ตามล าดบั)   การลดลงของปริมาณแอนโท-
ไซยานินอาจเป็นผลมาจากความร้อนของวิธีการท าแห้งแบบพ่นฝอย   ขณะท่ีการเพ่ิมข้ึน           
ของปริมาณฟลาโวนอยด์และฟีนอลิกทั้งหมด  อาจเป็นผลมาจากมอลโทเด็กซ์ทรินมีส่วนช่วย
ป้องกนัการถกูท าลายของฟลาโวนอยด ์และฟีนอลิกระหว่างกระบวนการท าแหง้ 
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4.3.2 ผลของการเติมมอลโทเด็กซ์ทรินต่อความสามารถในการต้านออกซิเดชัน          
ของโปรตีนโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 

 4.3.2.1 ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH radical scavenging activity 
ดว้ย spectrophotometer 

  เมื่อพิจารณาตารางท่ี 4.11 พบว่า ความเข้มขน้ของโปรตีนไฮโดรไลเสต     
ท่ีแตกต่างกนั มีผลต่อค่าร้อยละ DPPH scavenging activity    โดยค่าร้อยละ DPPH scavenging 
activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนเม่ือความเข้มข้นของโปรตีนไฮโดรไลเสต
เพ่ิมข้ึน         เน่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีความเขม้ขน้เพ่ิมข้ึน ย่อมมีสารท่ีมีความสามารถ  
ในการใหไ้ฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระสังเคราะห์เพ่ิมข้ึน    ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์
ดว้ยวิธี DPPH radical scavenging activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิ   
เป็นผลจากองคป์ระกอบของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิด ท่ีมีความสามารถในการให้
อะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระของ DPPH   ซ่ึงพิจารณาไดจ้ากการปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ  
และสารประกอบฟีนอลิกของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่ทั้งสองชนิด  (ตารางท่ี 4.10)   นอกจากน้ี
การเปล่ียนแปลงของร้อยละ DPPH scavenging activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตทั้งภาวะท่ีเติม
และไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทรินให้ผลการทดลองไปในท านองเดียวกัน คือ ความเข้มข้นโปรตีน
ไฮโดรไลเสตเพ่ิมข้ึน   ท าใหค่้าร้อยละ DPPH scavenging activity เพ่ิมข้ึนเช่นเดียวกนั 
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ตารางที่ 4.11 ค่าร้อยละ DPPH scavenging activity ท่ีไดจ้ากความเขม้ขน้ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 

ความเข้มข้นโปรตนี
ไฮโดรไลเสต  (mg mL-1) 

ร้อยละ DPPH scavenging activity 

ไม่เตมิมอลโทเด็กซ์ทริน  เตมิมอลโทเด็กซ์ทริน 
MBG 0-7  MBG 27-7  ABG 0-7 ABG 27-7   MBG 0-7  MBG 27-7  ABG 0-7  ABG 27-7  

0.25 21.07 ± 1.82 10.53 ± 5.04 11.48 ± 0.49 10.88 ± 1.15  - - 11.09 ± 5.06 - 

0.50 24.52 ± 1.85 13.51 ± 2.53 18.57 ± 0.12 16.32 ± 1.32  11.40 ± 0.47 8.82 ± 0.52 15.91 ± 2.18   9.18 ± 1.75 

0.75 27.52 ± 3.26 14.05 ± 1.70 21.34 ± 4.11   23.75 ± 5.47  13.06 ± 2.58 - 14.14 ± 0.52   9.56 ± 2.87 

1 18.56 ± 2.72 24.68 ± 4.43 28.55 ± 1.67   41.73 ± 2.78  13.71 ± 0.97 10.09 ± 1.58 26.17 ± 0.44 17.39 ± 2.72 

2 31.31 ± 4.79 - - 40.82 ± 7.20  22.22 ± 2.42 23.16 ± 3.71 41.47 ± 0.62 29.30 ± 9.75 

3 43.01 ± 4.65 38.58 ± 4.60 53.54 ± 1.70 50.83 ± 3.69  31.16 ± 0.69 33.81 ± 1.11  45.51 ± 3.14 35.07 ± 0.97 

4 52.32 ± 6.76 53.16 ± 5.09   38.23 ± 1.15 52.80 ± 3.59  38.29 ± 4.79 45.31 ± 2.31 56.34 ± 0.24 53.56 ± 4.05 

5 59.64 ± 5.77 - - -  - - 61.37 ± 1.89 57.23 ± 4.26 

6 63.15 ± 4.02 60.02 ± 2.91 57.95 ± 1.39 58.52 ± 6.55  57.12 ± 0.18 47.61 ± 0.59 64.25 ± 0.49 66.26 ± 4.70 
-หมายถึง ความเขม้ขน้ดงักล่าวไม่ไดท้  าการวิเคราะห์ 
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 จากตารางท่ี 4.11 เมื่อน าความเข้มข้นของโปรตีนไฮโดรไลเสตกับร้อยละ DPPH 
scavenging activity มาสร้างกราฟเพื่อหาสมการเสน้ตรงท่ีจะน าไปค านวณเป็นค่า EC50 ของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตในแต่ละตวัอย่าง (การสร้างกราฟเส้นตรงเพื่อสร้างสมการค านวณ EC50 ตอ้งท าให้
กราฟเสน้ตรงครอบคลุม DPPH scavenging activity ในช่วงร้อยละ 50 )          โปรตีนไฮโดรไลเสต
ท่ีความเขม้ขน้ต ่าสามารถลดความเขม้ขน้ของ DPPH ไดร้้อยละ 50   เราจะจดัใหโ้ปรตีนไฮโดรไลเสตนั้น
มีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH radical scavenging activity ท่ีดี (แสดงเป็นค่า EC50 
ในตารางท่ี 4.12) 

 จากตารางท่ี 4.12 และตารางภาคผนวก ค.33 และ ค. 34  เมื่อพิจารณาจากค่า EC50         

พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกท่ีเติมมอลโทเด็กซท์ริน จะตอ้งใชค้วามเขม้ขน้
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตมากกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกท่ีไม่เติม       
มอลโทเด็กซท์ริน  โดยค่า EC50 ของตวัอยา่งทั้งสองกลุ่มแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)  

 แต่เน่ืองจากตวัเลขท่ีไดจ้ากค่า EC50 อาจไม่สามารถส่ือให้เห็นถึงฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน
เทียบกบัสารมาตรฐาน   จึงตอ้งน าค่า EC50 ของโปรตีนไฮโดรไลเสตมาค านวณเป็นค่าความสามารถ
ในการก าจดัอนุมลูอิสระเทียบเท่าวิตามินซี (ascorbic acid equivalent antioxidant capacity, AEAC) 
แสดงผลในตารางท่ี 4.12 

 จากผลการค านวณค่า AEAC พบว่า การเติมมอลโทเด็กซ์ทรินในโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก ท าใหค่้า AEAC ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบั
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิดท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน (ตารางท่ี 4.12 และตาราง
ภาคผนวก ค.35 และ ค.36)          MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทรินมีค่า AEAC 
ลดลงร้อยละ 22.92 และ 35.52 ตามล าดบั เมื่อเทียบกบั MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีไม่ไดเ้ติมมอลโท-
เด็กซท์ริน         เช่นเดียวกบั ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีเติมมอลโมเด็กซ์ทริน  มีค่า AEAC ลดลง
ร้อยละ 42.51 และ 55.07 ตามล าดบั เมื่อเทียบกบั ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน     
การลดลงของค่า AEAC ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิดสอดคลอ้งกบัการลดลง
ของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ และสารประกอบฟีนอลิกของโปรตีนไฮโดรไลเสต จากถัว่งอก       
ทั้งสองชนิดท่ีเติมมอลโทเด็กซท์ริน (ตารางท่ี 4.10)         

 การเติมมอลโทเด็กซท์รินท าใหค่้า AEAC ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิด
ลดลง  อาจเน่ืองมาจาก (1) โมเลกุลของหมู่อะมิโนอิสระ และสารประกอบฟีนอลิกท่ีมีความสามารถ
ในการใหไ้ฮโดรเจนอะตอมในโปรตีนไฮโดรไลเสตเกิดอนัตรกิริยากบัมอลโทเด็กซ์ทริน   ท าให้ค่า 
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AEAC ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทรินลดลง   (2)อาจเกิดการรวมตัว 
(incorporated) ของมอลโทเด็กซ์ทรินกบัสารท่ีมีความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมของ
โปรตีนไฮโดรไลเสต แต่การทดลองน้ีมีการเติมมอลโทเด็กซ์ทรินเพียงร้อยละ 5 จึงอาจไม่ท าให้
มอลโทเด็กซท์รินรวมตวั (incorporated) กบัสารท่ีมีความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตได ้

 Chik และคณะ (2011) รายงานว่า การผสมมอลโทเด็กซ์ทรินร้อยละ 25 (DE = 10, 15  
และ 20) ใน pitayo juice power จะให้ร้อยละ DPPH scavenging activity ลดลงจากร้อยละ 41.5  
เป็น 28.7 และ 38.8 ตามล าดบั    การลดลงของร้อยละ DPPH scavenging activity เกิดจากการรวมตวั 
(incorporated) ระหว่างมอลโทเด็กซท์รินกบั pitayo juice 

ตารางที่ 4.12  ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH radical 
scavenging activity และ FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 
ท่ีผา่นการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง  

ตัวอย่าง 

DPPH radical scavenging activity  
FRAP 

(mgTrolox® g-1 
sample,db) 

EC50 

(mg ml-1) 

AEAC 
(mg ascorbic acid g-1 

sample,db) 

 

 MBG 0-7      

       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  4.07a ± 0.59           0.96c ± 0.14        12.13b ± 0.29 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 5.28b ± 0.21 0.74ab ± 0.04          1.99a ± 0.17 
MBG 27-7      
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  4.23a ± 0.23 0.92bc ± 0.05        16.64c ± 2.93 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 6.19b ± 0.14 0.63a ± 0.01          2.42a ± 0.18 
ABG 0-7      
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  1.88a ± 0.09 2.07b ± 0.10    2814.50b ± 141.75 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 3.27b ± 0.01 1.19a ± 0.01      494.53a ± 43.62 
ABG 27-7      
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  1.90a ± 0.30 2.07b ± 0.32    2824.30b ± 102.80 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 4.22c ± 0.20 0.93a ± 0.04      516.36a ± 3.82 

a,b,c,… ตวัเลขที่มีอกัษรก  ากบัต่างกนัในสดมภเ์ดียวกนั มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) โดยเปรียบเทียบในถัว่ชนิดเดียวกนั 
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4.3.2.2 ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี FRAP 

 เมื่อพิจารณาตารางท่ี 4.12 พบว่า การเติมมอลโทเด็กซท์รินในโปรตีนไฮโดรไลเสต
ท่ีไดจ้ากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกท าใหค่้า FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตลดลงอย่างมีนัยส าคญั 
(p≤0.05) (ตารางภาคผนวก ค.37 และ ค.38) 

 การเติมมอลโทเด็กซ์ทรินใน MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท าให้ค่า FRAP ลดลง
ร้อยละ 83.59 และ 85.46 ตามล าดบั เมื่อเทียบกบั MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน 
เช่นเดียวกับ ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทริน จะท าให้ค่า FRAP ลดลงร้อยละ 
82.43 และ 81.72 ตามล าดับ เมื่อเทียบกบั ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน     
การเปล่ียนแปลงของค่า FRAP จากการทดลอง  ให้ผลการทดลองในท านองเดียวกับปริมาณ   
หมู่อะมิโนอิสระ และสารประกอบฟีนอลิกของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิด         
คือมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ และสารประกอบฟีนอลิกลดลงเมื่อเติมมอลโทเด็กซท์ริน (ตารางท่ี 4.10) 

 การเติมมอลโทเด็กซ์ทริน ท าให้ค่า FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอก     
ทั้งสองชนิดลดลง   เน่ืองจาก (1) มอลโทเด็กซท์รินท่ีเติมลงในโปรตีนไฮโดรไลเสตอาจเกิดอนัตรกิริยา
กบัโครงสร้างของกรดอะมิโน เพปไทด์สายสั้น (Lapolla et al., 2005) และสารประกอบฟีนอลิก     
ท่ีมีสมบติัในการเป็นรีดิวซิงเอเจนต์ท่ีดี     จึงท าให้โครงสร้างของสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีมี
สมบติัเป็นรีดิวซิงเอเจนตเ์ปล่ียนแปลง ส่งผลใหค่้า FRAP ลดลง     (2) นอกจากน้ีโปรตีนไฮโดรไลเสต 
ท่ีเติมมอลโทเด็กซท์รินจะมีปริมาณโปรตีนในสารละลายท่ีน ามาวิเคราะห์นอ้ยกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสต
ท่ีไม่เติมมอลโทเด็กทริน       แต่การทดลองน้ีมีการเติมมอลโทเด็กซ์ทรินเพียงร้อยละ 5   ดงันั้น
ปริมาณโปรตีนในสารละลายท่ีน ามาวิเคราะห์จึงมีปริมาณแตกต่างกนัไม่มาก ซ่ึงไม่น่าส่งผลอย่าง
ชดัเจนต่อการลดลงของค่า FRAP ท่ีวิเคราะห์ได ้ 

  Silva และคณะ (2012) พบว่า ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเน้ือหอยแมงภู่ท่ีเติม
มอลโทเด็กซท์รินร้อยละ 15 และ 30 จะมีค่า FRAP ลดลงจาก 35.99 ± 0.27 เป็น 10.16 ± 0.03 และ 
5.86 ± 0.03 µmol Trolox® g-1 protein hydrolysate ตามล าดบั   โดยอธิบายว่า การลดลงของค่า FRAP 
อาจเป็นผลมาจากปริมาณโปรตีนของตวัอยา่งลดลง เน่ืองจากการเติมมอลโทเด็กซ์ทริน   แต่อย่างไรก็ตาม
ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจะข้ึนอยู่ก ับกรดอะมิโน และเพปไทด์สายสั้ น           
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตได ้
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  การเติมมอลโทเด็กซท์รินในโปรตีนไฮโดรไลเสตท าให้ค่า AEAC และค่า FRAP 
ลดลง   โดย MBG 0-7 และ MBG 27-7 ท่ีเติมมอลโทเด็กซท์รินจะมีค่า AEAC และค่า FRAP ลดลง
ประมาณร้อยละ 22-35 และ 83-85 ตามล าดบั          ABG 0-7 และ ABG 27-7 ท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทริน    
มีค่า AEAC และค่า FRAP ลดลงประมาณร้อยละ 42-55 และ 81-82 ตามล าดบั      การท่ีโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิดมีค่า FRAP ลดลงมากกว่าค่า AEAC   อาจเน่ืองมาจากมอลโท-
เด็กซท์ริน อาจเกิดอนัตรกิริยากบัสารท่ีมีสมบติัเป็นรีดิวซิงเอเจนตไ์ดม้ากกว่าสารท่ีมีความสามารถ
ในการให้ไฮโดรเจนอะตอมของโปรตีนไฮโดรไลเสต   ท าให้ค่าท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้น
ออกซิเดชนัดว้ยกลไก DPPH radical scavenging activity ต่างจากค่าท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ยกลไก
การรีดิวซ ์Fe (III) ใหเ้ป็น Fe (II) 

4.3.2.3 ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH radical scavenging activity ดว้ย
การใชเ้คร่ือง electron spin resonance (ESR) 

เน่ืองจากฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH 
radical scavenging activity  ด้วย spectrophotometer (ตารางท่ี 4.12) เป็นการตรวจติดตาม           
การเปล่ียนแปลงสีของอนุมูลอิสระสังเคราะห์ DPPH    เพื่อเป็นการยืนยนัผลการเปล่ียนแปลงสี 
ของอนุมูลอิสระสังเคราะห์ท่ีเกิดข้ึนว่าการเปล่ียนแปลงสีเกิดจากการท่ีอนุมูลอิสระของ DPPH      
ไดรั้บไฮโดรเจนอะตอมจากโปรตีนไฮโดรไลเสต     จึงไดท้ าการวิเคราะห์การตา้นออกซิเดชนัดว้ยวิธี 
DPPH radical scavenging activity ด้วยเคร่ือง ESR ซ่ึงอาศยัการเปล่ียนแปลงของสัญญาณ                      
คล่ืนแม่เหลก็ไฟฟ้าของอิเลก็ตรอนเด่ียวของอนุมลูอิสระสงัเคราะห์ DPPH (สเปคตรัมของสัญญาณ
อนุมลูอิสระ แสดงในภาคผนวก ข.9)   จากสเปคตรัมของสญัญาณอนุมูลอิสระท่ีปรากฏ จะติดตาม
การเปล่ียนแปลงอิเล็กตรอนของพีคท่ีสูงท่ีสุด   เน่ืองจากสามารถสังเกตถึงการเปล่ียนแปลง        
ของอิเลก็ตรอนเด่ียวไดช้ดัเจน      เมื่ออนุมูลอิสระสังเคราะห์ DPPH เกิดการจบั (scavenging) กบั
อนุมลูอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต จะท าใหค่้าสเปคตรัมของสัญญาณของอิเล็กตรอนเด่ียวของ
อนุมลูอิสระสงัเคราะห์ DPPH ลดลง (สเปคตรัมของโปรตีนไฮโดรไลเสตในภาวะท่ีไม่เติมและเติม
มอลโทเด็กซท์รินแสดงในภาคผนวก ข.9)  

 เม่ือเปรียบเทียบผลของการเติมมอลโทเด็กซท์รินในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียว 
และถัว่อะซูกิงอก ท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH radical scavenging activity  ดว้ย spectrophotometer 
และเคร่ือง ESR (ตารางท่ี 4.13) พบว่า ร้อยละ DPPH scavenging activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก ท่ีเติมและไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน (ความเขม้ขน้โปรตีนไฮโดรไลเสต
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เท่ากบั 3 mg mL-1) ใหค่้าร้อยละ DPPH scavenging activity ในท านองเดียวกนั คือ การผสมมอลโท-
เด็กซท์รินในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียว และถัว่อะซูกิงอก ท าให้ร้อยละ DPPH scavenging 
activity ลดลง      อย่างไรก็ตามค่าร้อยละ DPPH scavenging activity ท่ีวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง ESR     
จะมีค่าสูงกว่าการวิเคราะห์ด้วย spectrophotometer   เน่ืองจากการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง ESR         
เป็นการติดตามสัญญาณคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าของอิเล็กตรอนเด่ียว ท่ีมีทั้ งหมดของอนุมูลอิสระ
สังเคราะห์ DPPH   เมื่ออิเล็กตรอนเด่ียวของอนุมูลอิสระสังเคราะห์ DPPH ถูกจับ (scavenging) 
โดยสารตา้นอนุมลูอิสะของโปรตีนไฮโดรไลเสต  ท าให้จ  านวนอิเล็กตรอนเด่ียวของอนุมูลอิสระ
สังเคราะห์ DPPH ลดลง   ค่าท่ีได้จากสัญญาณคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าจึงลดลง     ส่วนการใช ้
spectrophotometer เป็นการตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงสีของอนุมูลอิสระสังเคราะห์ DPPH      
Brand-Williams, Cuvelier และ Berset (1995) รายงานว่า เมื่อสารตวัอย่างท าปฏิกิริยากบั DPPH 
ในช่วงระยะเวลาหน่ึง จะสามารถลดความเข้มข้นของ DPPH ได้ประมาณร้อยละ 75  จากนั้น         
ค่าความเขม้ขน้ของDPPH จะเร่ิมคงท่ี (steady state)    นอกจากน้ี Yamaguchi และคณะ (1998) 
รายงานว่า สีของตวัอยา่ง (food pigments) ก่อใหเ้กิดการรบกวน (interference) ของค่าการดูดกลืนแสง 
DPPH     ดว้ยเหตุผลดังกล่าวการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัดว้ยเคร่ือง spectrophotometer        
จึงอาจให้ค่าร้อยละDPPH scavenging activity ท่ีต  ่ากว่าการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง ESR ท่ีสามารถ
ตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงอนุมลูอิสระสงัเคราะห์ DPPH จากการเปล่ียนแปลงของอิเลก็ตรอนเด่ียว 
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ตารางที่  4.13 ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชันโดยใช้ DPPH ท่ีวิเคราะห์ด้วย
spectrophotometer และเคร่ือง ESR ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียวและ
ถัว่อะซูกิงอก ท่ีผา่นการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง   

ตวัอย่าง 
DPPH scavenging activity (%) 

Chemical analysis  ESR analysis 
 MBG 0-7     

       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  43.01 ± 4.65   89.19 ± 2.16 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 31.16 ± 0.69    87.09 ± 3.57 
MBG 27-7     
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  38.58 ± 4.60  92.76 ± 3.27 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 33.81 ± 1.11   88.77 ± 4.70 
ABG 0-7     
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  53.54 ± 1.70    97.12 ± 0.67 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 45.51 ± 3.14    95.74 ± 2.35 
ABG 27-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  50.83 ± 3.69   97.34 ± 0.18 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 35.07 ± 0.97   92.74 ± 1.95 

 

 4.3.3 ผลของการเติมมอลโทเด็กซท์รินต่อสมบติัทางกายภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสต  
จากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก  

  4.3.3.1 ค่า surface hydrophobicity 

ค่า surface hydrophobicity  เป็นดัชนีท่ีใช้ในการบอกปริมาณของ 
hydrophobic patch ท่ีอยู่บริเวณผิวด้านนอกของโมเลกุลโปรตีน    โปรตีนท่ีมีปริมาณหมู่ 
hydrophobic มาก จะละลายน ้ าไดย้าก (Kamara et al., 2010)       วิธีท่ีนิยมใชใ้นการวิเคราะห์ค่า 
surface hydrophobicity ของโปรตีนคือ probe spectra fluorometry  เป็นการวัดการเรืองแสง 
fluorescence ของสารตวัอย่าง         ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ     แลว้น าค่าท่ีไดไ้ปสร้างกราฟเส้นตรง
ระหว่างความเขม้ของแสง fluorescence (FI) และปริมาณโปรตีน (%)     เพื่อหาค่าความชนัจากสมการ
เสน้ตรง ซ่ึงเป็นค่า surface hydrophobicity ของสารตวัอยา่ง    โดยสารท่ีมีค่าความเขม้ในการเรืองแสง 
fluorescence สูงจะมีค่า surface hydrophobicity สูง       สารท่ีสามารถเกิดการเรืองแสง fluorescence ไดดี้   
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มกัเป็นสารประกอบกลุ่ม aromatic  และสารประกอบในกลุ่ม alicyclic carbonyl compounds                  
ในการทดลองใช ้1-anilino-8-naphtalene-sulphonate (ANS)  เป็น fluorescence probe  ซ่ึงท าหน้าท่ี 
complexing agent   โดย ANS จะเกิดอนัตรกิริยากับบริเวณ hydrophobic ของโปรตีนตัวอย่าง         
ท าให้โครงสร้างโมเลกุลของโปรตีนตัวอย่างเกิดการเปล่ียนแปลง   ได้สารท่ีเป็น fluorescence 
complex (MÖller and Denicolaŧ, 2002)   ในการทดลองน้ีหาค่า surface hydrophobicity ของโปรตีน
ไฮโดรไลเสต เทียบกบั bovine serum albumin (BSA)    

จากตารางท่ี 4.14  เมื่อเปรียบเทียบค่า surface hydrophobicity ระหว่าง BSA          
และโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก ทั้งในภาวะท่ีเติม และไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน 
พบว่า BSA มีค่า surface hydrophobicity มากกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิด       
และทั้งสองภาวะ   เน่ืองจาก (1) BSA เป็นโปรตีนโมเลกุลใหญ่ประกอบดว้ยกรดอะมิโนหลายชนิด  
ท่ีมีโครงสร้าง aromatic และ alicyclic carbonyl hydrocarbon   ส่งผลต่อการเกิดอนัตรกิริยาระหว่างหมู่ 
hydrophobic ของ BSA กบั ANS ไดส้าร fluorescence complex ท่ีให้ความเขม้ของการเรืองแสง 
fluorescence มาก  โมเลกุล BSA จึงมีค่า surface hydrophobicity สูง   ขณะท่ีโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิซ่ึงถกูยอ่ยดว้ยเอนไซม ์   ท าใหส้ายพอลิเพปไทดข์องถัว่ทั้งสองชนิดถูกตดั
ใหส้ั้นลง  ขนาดโมเลกุลเลก็กว่า BSA     จึงท าใหบ้ริเวณผิวดา้นนอกของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่
ทั้งสองชนิดมีหมู่ hydrophobic น้อยกว่า BSA     การเกิดอนัตรกิริยาระหว่างหมู่ hydrophobic ของ
โปรตีนไฮโดรไลเสต กบั ANS จึงเกิดไดน้้อยลง      นอกจากน้ี MBG 0-7, MBG 27-7, ABG 0-7 
และ ABG 27-7 มีปริมาณของกรดอะมิโนอิสระ ไดแ้ก่   อะลานิน   ไอโซลซีูน และไทโรซีน ซ่ึงเป็น 
amino acid hydrophobic side chain ในปริมาณท่ีต ่า (ตารางท่ี 4.7 และ 4.8) ดงันั้นโอกาสท่ีเกิด 
fluorescence complex จึงนอ้ยลง         (2) การเติมมอลโทเด็กซท์รินลงในโปรตีนไฮโดรไลเสตท าให้
มีการสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหว่างโมเลกุลของมอลโทเด็กซท์รินกบัโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
และผลของการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งท่ีท าให้มีการดึงน ้ าออกจากโมเลกุลโปรตีนไฮโดรไลเสต         
ทั้งสองกรณี  มีผลต่อการจดัเรียงตวัใหม่ของโมเลกุลโปรตีนไฮโดรไลเสต   ท าให้ต  าแหน่งของหมู่ 
hydrophobic ท่ีบริเวณผวิดา้นนอกของโมเลกุลโปรตีนไฮโดรไลเสตเกิดการเปล่ียนแปลงอนัตรกิริยา
ระหว่างหมู่ hydrophobic  ของโปรตีนไฮโดรไลเสต กบั ANS จึงเกิด fluorescence complex ไดน้้อย  
ท าให้ความเข้มของการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีค่าน้อยกว่า BSA          
อย่างไรก็ตามการเติมมอลโทเด็กซ์ทรินเพียงร้อยละ 5 อาจไม่ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงของหมู่ 
hydrophobic ในโมเลกุลโปรตีนไฮโดรไลเสต มากนกั   เน่ืองจากค่า surface hydrophobicity ของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิดในภาวะท่ีเติมและไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน มีค่าใกลเ้คียงกนั  
(มค่ีาระหว่าง 1 ‟ 5) 
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ค่า surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีวิเคราะห์ได ้ สามารถน าไปใช้
เป็นแนวทางในการน าโปรตีนไฮโดรไลเสตไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหาร   เน่ืองจากค่า 
surface hydrophobicity มีความสัมพนัธ์กับความไม่ชอบน ้ าท่ีบริเวณผิวด้านนอกของโปรตีน 
(Kristinsson and Rosca, 2000)    ดังนั้ นหากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตได้มีค่า surface 
hydrophobicity ค่อนข้างต ่ า แสดงถึงบริเวณผิวด้านนอกของโปรตีนท่ีมีความชอบน ้ าสูง                
ซ่ึงจะส่งผลใหก้ารละลายเกิดไดดี้ข้ึน   

ศุกร์จิตต ์  เอ่ียมนเรพร (2551) รายงานว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสูบท่ียอ่ยดว้ย
เอนไซม ์Flavourzyme® เขม้ขน้ 7.5 % (w/w) เป็นเวลา 3 ชัว่โมง เติมมอลโทเด็กซท์รินร้อยละ 5 (DE= 
10) น าไปผา่นการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง มีค่า surface hydrophobicity นอ้ยกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากใบยาสูบท่ีไม่เติมมอลโทเด็กทรินซ์     เน่ืองจากโมเลกุลของมอลโทเด็กซ์ทรินจะสร้างพนัธะ
ไฮโดรเจนกบัโมเลกุลของโปรตีน เกิดการจดัเรียงตวัใหม่ของโมเลกุลโปรตีน   หรืออาจเกิดจากโมเลกุลของ
โปรตีนถกูก าจดั hydration shell ออกไปขณะท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง   ส่งผลให้ต  าแหน่งของหมู่ 
hydrophobic ท่ีบริเวณผวิดา้นนอกของโปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลง (Wang, 2000; Anokhina et al., 2005) 

ตารางที่  4.14 ค่า surface hydrophobicity ของ BSA และโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียว              
และถัว่อะซูกิงอกท่ีผา่นการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง  

 

ตวัอย่าง Surface hydrophobicity (slope*) 

 Bovine serum albumin (BSA) 27661 ± 32.22 
 MBG 0-7  
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  5.46 ± 0.67 

        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 4.51 ± 1.50 
MBG 27-7  
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  4.75 ± 0.68 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 4.97 ± 1.56 
ABG 0-7  
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  2.93 ± 0.55 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 1.90 ± 1.06 
ABG 27-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  2.65 ± 0.09 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 2.41 ± 0.51 
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4.3.3.2 ค่าปริมาณน ้ าอิสระ และการดูดน ้ า 

  ค่าปริมาณน ้ าอิสระ เป็นอตัราส่วนของความดนัไอของน ้ าในอาหารต่อความดนัไอ
ของน ้ าบริสุทธ์ิท่ีจุดอ่ิมตัว ณ อุณหภูมิเดียวกนั     การเปล่ียนแปลงค่าปริมาณน ้ าอิสระจะเกิดข้ึน
ระหว่างกระบวนการท าแห้งหรือกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง  อาหารท่ีมีความสามารถ   
ในการดูดความช้ืนจากอากาศไดม้ากจดัเป็นอาหารประเภท hygroscopic product     ความสามารถ
ในการดูดน ้ าของอาหารจึงสมัพนัธก์บัค่าปริมาณน ้ าอิสระ  โดยอาหารพวก low  hygroscopic จะมีค่า
ปริมาณน ้ าอิสระสูงกว่าอาหารพวก high hygroscopic (นิธิยา รัตนาปนนท,์ 2549)     

 จากตารางท่ี 4.15 พบว่า ค่าปริมาณน ้ าอิสระท่ีไดจ้ากโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียว 
และถัว่อะซูกิงอก ท่ีเติมและไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทรินมีค่าอยู่ในช่วง 0.25-0.32   ปริมาณน ้ าอิสระ      
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียว และถัว่อะซูกิท่ีเติมมอลโทเด็กซ์ทรินเพ่ิมข้ึน เมื่อเทียบกับ
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่ชนิดเดียวกนัท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซท์ริน        ปริมาณน ้ าอิสระของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตในช่วงท่ีไดจ้ากการทดลองแมจ้ะไม่เหมาะต่อการเจริญของแบคทีเรีย   ยีสต์และรา   
แต่เป็นช่วงท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาลิพิดออกซิเดชนัได ้    แต่เน่ืองจากปริมาณไขมนัในโปรตีนไฮโดรไลเสต 
ของถัว่เขียวและถัว่อะซูกิมีนอ้ยมาก   ดงันั้นปฏิกิริยาลิพิดออกซิเดชนัจึงไม่ใช่สาเหตุของการเส่ือมเสีย
ในระหว่างการเก็บรักษา     นอกจากน้ีการท่ีค่าปริมาณน ้ าอิสระท่ีไดจ้ากการทดลองมีค่าต ่ากว่า 0.5   
จึงเป็นสาเหตุหลกัการของการเส่ือมเสียจากปฏิกิริยาการเกิดสีน ้ าตาลโดยไม่ใชเ้อนไซมร์ะหว่างการเก็บ
รักษาโปรตีนไฮโดรไลเสตเช่นกนั         จากตารางท่ี 4.15 พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสต ทั้งในภาวะ       
ท่ีเติมและไม่เติมมอลโทเด็กซท์ริน มีค่าการดูดน ้ าประมาณ 0.45-0.66 g water g-1 sample, db   ซ่ึงถือว่า
มีค่าการดูดน ้ ากลบัสูง   ดงันั้นเมื่อมีการเปิดภาชนะบรรจุ จะท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตจะแสดง
สมบติั hygroscopicity  โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตจะดูดความช้ืนจากส่ิงแวดลอ้ม   ซ่ึงมีผลต่อการเส่ือมเสีย
ของผลิตภณัฑ ์             

 Silva และคณะ (2012) พบว่า ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเน้ือหอยแมงภู่ท่ีเติม 
มอลโทเด็กซท์รินร้อยละ 15 และ 30 มีค่าการดูดน ้ าของโปรตีนไฮโดรไลเสตลดลงอย่างมีนัยส าคญั 
(p<0.05) เมื่อเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซ์ทริน (42.7 ± 0.2 เป็น 18.6 ± 0.1 
และ 17.1 ± 0.2 g water per 100 g sample ตามล าดบั)     ทั้งน้ีคุณลกัษณะของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
ก่อนการท าแหง้ เช่น ปริมาณของของแข็ง   ความหนืดและความคงตวั   จะส่งผลต่อสมบติัทางเคมี 
และกายภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผา่นการท าแหง้ ในดา้นความช้ืน   การดูดน ้ า และขนาดเฉล่ีย
ของอนุภาค  
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ตารางที่ 4.15  ปริมาณน ้ าอิสระและค่าการดูดน ้ าของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก
ท่ีผา่นการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง 

ตวัอย่าง ปริมาณน า้อสิระ 
ค่าการดูดน า้ (g water g-1 

sample, db) 
 MBG 0-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  0.25 ± 0.01   0.58 ± 0.03 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 0.32 ± 0.01   0.46 ± 0.06 
MBG 27-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  0.27 ± 0.02  0.66 ± 0.01 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 0.32 ± 0.02  0.47 ± 0.02 
ABG 0-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  0.27 ± 0.00 0.58 ± 0.13 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน 0.31 ± 0.00 0.50 ± 0.11 
ABG 27-7    
       ไม่เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน  0.27 ± 0.01 0.60 ± 0.10 
        เติมมอลโทเดก็ซ์ทริน                  0.32 ± 0.00 0.45 ± 0.09 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

 การเพ่ิมระยะเวลาท่ีใช้ในการเพาะถัว่เขียว (0, 9, 18, 27 และ 36 ชั่วโมง) ไม่ส่งผล                      
ต่อการเปล่ียนแปลงของปริมาณโปรตีนหยาบอย่างมีนัยส าคญั (p>0.05)     แต่ส่งผลให้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (TPC) เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05)   โดยการเพาะถัว่เขียว 36 
ชัว่โมง ให ้TPC สูงสุด แต่ไม่แตกต่างทางสถิติเมื่อเทียบกบัปริมาณ TPC ในถัว่เขียวเพาะ 27 ชัว่โมง 
(p>0.05)         ขณะท่ีระยะเวลาการเพาะถัว่อะซูกิ (0, 9, 18, 27 และ 36 ชัว่โมง) มีผลต่อทั้งปริมาณ
โปรตีนหยาบและสารประกอบฟีนอลิกท่ีเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)   โดยถัว่อะซูกิเพาะ 36 ชัว่โมง 
มีปริมาณโปรตีนหยาบสูงสุด  แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ เมื่อเทียบกับปริมาณโปรตีนหยาบ            
ในถัว่อะซูกิเพาะ 27 ชัว่โมง (p>0.05)           การเปล่ียนแปลงของปริมาณโปรตีนและสารประกอบฟีนอลิก 
เกิดจากการสังเคราะห์กรดอะมิโน และเพปไทด์สายสั้น   รวมถึงการสร้างสารทุติยภูมิในกลุ่ม          
ฟีนอลิกท่ีเกิดข้ึนระหว่างกระบวนการงอกของเมลด็           

 เม่ือน าถัว่เขียวเพาะ 27 ชัว่โมงมายอ่ยดว้ย Flavourzyme®  ความเขม้ขน้ร้อยละ 7 โดยน ้ าหนกัแหง้
ของถัว่งอกเป็นเวลา 6 ชั่วโมง   ให้ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ   สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด         
และกรดอะมิโนอิสระสูงท่ีสุด   และการยอ่ยถัว่อะซูกิเพาะ 27 ชัว่โมง ดว้ย Flavourzyme®  ความเขม้ขน้
ร้อยละ 7 โดยน ้ าหนักแห้งของถั่วงอก เป็นเวลา 6 ชั่วโมง   ให้ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ   
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และกรดอะมิโนอิสระสูงท่ีสุดเช่นกนั   สอดคลอ้งกบัความสามารถ 
ในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP)          
ท่ีเพ่ิมข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ Flavourzyme® ท่ีใชใ้นการยอ่ยเพ่ิมข้ึน 

 การเติมมอลโทเด็กซ์ทริน (DE=18) ร้อยละ 5 (w/w) ในโปรตีนไฮโดรไลเสตถัว่เขียว           
และถัว่อะซูกิงอกท่ีได ้เทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไม่เติมมอลโทเด็กซท์ริน แลว้ผ่านการท าแห้ง
แบบแช่เยอืกแข็ง พบว่า การเติมมอลโทเด็กซท์รินท าใหป้ริมาณหมู่อะมิโนอิสระและสารประกอบ       
ฟีนอลิกในโปรตีนไฮโดรไลเสตลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)     ส่งผลใหค่้า FRAP และค่า ascorbic 
acid equivalent antioxidant capacity (AEAC) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก
ท่ีเติมมอลโทเด็กซท์รินลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)   เม่ือท าการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั
ดว้ยการใช ้ESR พบว่า การเติมมอลโทเด็กซ์ทรินท าให้ร้อยละ DPPH scavenging activity ลดลง 
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เช่นเดียวกบัการวิเคราะห์ดว้ย spectrophotometer    เน่ืองจากโมเลกุลของมอลโทเด็กซ์ทรินอาจเกิด
อนัตรกิริยากบัสารท่ีมีความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั  อยา่งไรก็ตามการเติมมอลโทเด็กซท์ริน
ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก ส่งผลให้ร้อยละผลผลิตและค่าปริมาณ         
น ้ าอิสระเพ่ิมข้ึน   ในขณะท่ีค่า surface hydrophobicity และค่าการดูดน ้ าของโปรตีนไฮโดรไลเสต      
จากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอกท่ีผสมมอลโทเด็กซท์ริน ลดลง  

 

5.2 ข้อเสนอแนะจากการวจิยั 

 ผลการศึกษาฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก 
พบว่า ความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิด
น่าจะเป็นผลมาจากกรดอะมิโน   เพปไทด์สายสั้น และสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด    ดังนั้น
การศึกษาในเชิงลึกควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกบัขนาดโมเลกุลของเพปไทดส์ายสั้น   การจดัเรียงตวั    
ของกรดอะมิโนในสายเพปไทด์ และชนิดของสารประกอบฟีนอลิกท่ีมีในโปรตีนไฮโดรไลเสต  
จากถัว่เขียวและถัว่อะซูกิงอก เพ่ือเป็นข้อมูลเพ่ิมเติมเก่ียวกับฤทธ์ิต้านออกซิเดชันในโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากถัว่งอกทั้งสองชนิด           
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ภาคผนวก ก 

รายละเอียดของเอนไซม์ 

ก.1 รายละเอยีดเอนไซม์ -amylase (BEN® 480L) 
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ก.2 รายละเอยีดเอนไซม์ Flavourzyme500 MG® 
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ภาคผนวก ข 

วธีิวเิคราะห์ทางเคมี 

ข.1  การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืน 

 ตามวิธีของ A.O.A.C (2006)   ขอ้ 925.40 

วิธีทดลอง 

1.   ชัง่ตวัอยา่งท่ีทราบน ้ าหนกั 2 กรัม (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง)   ใส่ภาชนะอะลูมิเนียมท่ีผ่าน
การอบแหง้และและทราบน ้ าหนกัท่ีแน่นอน 

2.   น าตัวอย่างเข้าอบแห้งในตู ้อบลมร้อนโดยเปิดฝาภาชนะอะลูมิเนียม   โดยควบคุม
อุณหภูมิท่ี 110 ± 1 องศาเซลเซียส  

3.   น าตวัอยา่งออกมาชัง่น ้ าหนกั   โดยท้ิงให้ตวัอย่างเยน็ในโถดูดความช้ืนท่ีอุณหภูมิห้อง  
แลว้จึงน าไปชัง่น ้ าหนกั   ท าการทดลองขอ้ 2 และ 3 จนตวัอยา่งมีน ้ าหนกัคงท่ี 

4.   ค  านวณหาความช้ืนโดยใชสู้ตรค านวณดงัน้ี 

 

 

ข.2  การวเิคราะห์ปริมาณโปรตนี 

 ตามวิธีของ A.O.A.C (2006)  ขอ้ 955.04 

สารเคม ี

 1.   กรดซลัฟริูกเขม้ขน้   

 2.   สารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 

 3.   สารละลายกรดบอริก ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 โดยปริมาตร 

 4.  สารละลายอินดิเคเตอร์ (เตรียมจากร้อยละ 0.2 ของ methyl red ผสมกบัร้อยละ 0.1 ของ 
bromocresol green) 

 5.   สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ร้อยละ 50 โดยปริมาตร 

ความช้ืน (ร้อยละ)  = [ น ้ าหนกัก่อนอบแหง้ (กรัม) –  น ้ าหนกัหลงัอบแหง้ (กรัม) ] 

น ้ าหนกัก่อนอบแหง้ (กรัม) 
x  100 
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 6.   สารเร่งปฏิกิริยา (selenium reagent mixture) 

วิธีทดลอง 

 1.  ชัง่ตวัอยา่งท่ีมีน ้ าหนกัแน่นอน 1 กรัม ใส่ลงใน Kjeldahl flask 

 2.   เติมสารเร่งปฏิกิริยา 5 กรัม   

 3.   เติมกรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 20 มิลลิลิตร 

 4.   ยอ่ยตวัอย่างดว้ยเคร่ือง Buchi Digestion ท่ีอุณหภูมิ 350 องศาเซลเซียสจนกระทัง่ได้
สารละลายสีน ้ าตาลใส และท้ิงไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 5.   กลัน่ตวัอยา่งท่ียอ่ยไดด้ว้ยเคร่ือง Buchi Distillation โดยใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
ท่ีมากเกินพอเป็นตวัท าปฏิกิริยา และเก็บสารละลายท่ีกลัน่ไดใ้นสารละลายกรดบอริกท่ีเติมอินดิเค
เตอร์ 2 – 3 หยด 

 6.   น าสารละลายท่ีไดจ้ากการกลัน่ทั้งหมดมาไทเทรตดว้ยสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 
ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 

 7.   ค  านวณหาปริมาณโปรตีนโดยใชสู้ตร 

 

 

        ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ) = ปริมาณไนโตรเจน (ร้อยละ) x 6.25    

 เมื่อ   Va   คือ   ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไทเทรตตวัอยา่ง 

                            Vb     คือ   ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไทเทรต blank 

         N    คือ  ความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 
ข.3   การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิทั้งหมดด้วยวธิี Folin-Ciocalteu 
          วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu ดดัแปลงจากวิธีของ 
Waterhouse (2005) 
การเตรียมสารละลาย 
          สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตอ่ิมตวั  

ปริมาณไนโตรเจน (ร้อยละ)  = 
(Va – Vb) x N x 1.4 

น ้ าหนกัตวัอยา่งแหง้ (กรัม) 
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          ละลายโซเดียมคาร์บอเนต 200 กรัม ในน ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร   จากนั้นน าสารละลายเก็บท่ี
อุณหภูมิหอ้ง (30 ± 1 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง   จากนั้นน าสารละลายท่ีไดม้ากรองผ่าน
กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1   แลว้ปรับปริมาตรของสารละลายเป็น 1 ลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ 
การท ากราฟมาตรฐาน 
 1.   ละลายกรดแกลลิก 0.5 กรัม ในเมทานอล 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรเป็น 100 
มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ 
 2.   ปิเปตสารละลายจากขอ้ 1. ปริมาตร 0.5, 1, 2, 3.5, 4.5, 5, 6, 7.5, 9 และ 10 มิลลิลิตรใส่
ในขวดปรับปริมาตร   แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่   โดยสารละลายกรดแกลลิก
ท่ีไดจ้ะมีความเขม้ขน้ 25, 50, 100, 175, 225, 250, 300, 375, 450 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั   จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมดตามการทดลองขอ้ 3.1.5 แลว้สร้าง
กราฟมาตรฐานดงัรูปท่ี ก.1    
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ ข.1   กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิกท่ีใชใ้นการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกหมด 

ข.4   การวเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ด้วยวธิี Somogyi - Nelson 

       วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซด์ว้ยวิธี Somogyi - Nelson ดดัแปลงจากวิธีของ Fournier (2005) 

การเตรียมสารละลาย 

1. สารละลายอะซิโนโมลิปเดต (Arsenomolybdate) 

       ชัง่แอมโมเนียมโมลิปเดต (Ammonium molybdate) 25 กรัม   แลว้น าไปละลายในน ้ ากลัน่
ปริมาตร 450 มิลลิลิตร   คนจนสารละลายละลายหมด   จากนั้นเติมกรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 21 มิลลิลิตร 
และน ้ ากลัน่ 25 มิลลิลิตรโดยมีไดโซเดียมไฮโดรเจนอะซีเนตเฮปทาไฮเตด (disodium hydrogen 
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arsenate heptahydrate) 3 กรัม   กวนสารละลายท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง   
สารละลายท่ีเตรียมสามารถเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 6 เดือน 

 

        2.   สารละลาย Low – alkalinity copper reagent 

               2.1   ชัง่ sodium potassium tartrate 12 กรัม และ anhydrous sodium carbonate 24 กรัม   
ละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

    2.2   ชัง่ copper sulfate pentahydrate 4 กรัม และ sodium hydrogen carbonate 16 กรัม    
ละลายในน ้ ากลัน่   จากนั้นน าไปผสมกบัสารละลายท่ีเตรียมในขอ้ 2.1 

    2.3   ชัง่ anhydrous sodium sulfate 180 กรัม   ละลายในน ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร 

    2.4   น าสารละลายท่ีไดจ้ากขอ้ 2.2 และขอ้ 2.3 มาผสมกนั   แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร   
สารละลายท่ีเตรียมไดส้ามารถเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ปี 

การท ากราฟมาตรฐาน 

          1.   เตรียมสารละลายกลโูคสมาตรฐานความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

          2.   ปิเปตสารละลายจากขอ้ 1. ปริมาตร 5, 10, 15, 20, 30, 45, 55, 65, 85 และ 100 ไมโครลิตร   
โดยสารละลายกลโูคสมาตรฐานท่ีไดจ้ะมีความเขม้ขน้ 5, 10, 15, 20, 30, 45, 55, 65, 85 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั   จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ตามการทดลองขอ้ 
3.1.6   แลว้สร้างกราฟมาตรฐานดงัภาพท่ี ข.2 

 
รูปที่ ข.2   กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกลโูคสท่ีใชใ้นการวิเคราะห์หาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ ์
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ข.5  การวเิคราะห์ชนดิและปริมาณของกรดอะมโินด้วยวธิ ีhigh-performance liquid chromatography 
(HPLC) 

วิธีการทดลอง 

1. การเตรียม Waters AccQ. reagent เพื่อท าอนุพนัธก์รดอะมิโน 

                      ปิเปต Waters AccQ. fluorTM reagent diluents flammable 1 มิลลิลิตร  ใส่ลงใน 
Waters AccQ. fluorTM reagent powder  ปิดฝาให้สนิทและปิดทบัดว้ยแผ่นพาราฟิลม์   เขย่าให้
สารละลายทั้งหมดเขา้กัน แลว้น าไปให้ความร้อนดว้ยตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ  55 ± 0.1 องศาเซลเซียส    
เป็นเวลา 10 นาที  ระวงัอย่าให้ความร้อนนานเกิน 10 นาที   Waters AccQ. reagent ท่ีเตรียมเสร็จ
สามารถเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งไดน้าน   1 สปัดาห ์

       2.   การเตรียมสารละลายกรดอะมิโนมาตรฐาน 

                      ปิเปต amino acid hydrolysate standard 40 ไมโครลิตรลงในหลอดตวัอยา่งขนาด 6 x 50 
มิลลิเมตร   เติมน ้ า Milli-Q 960 ไมโครลิตร  เขย่าให้สารละลายทั้งหมดเป็นเน้ือเดียว    ดงันั้นสาร
มาตรฐานท่ีเตรียมได้จะประกอบดว้ย 100 molต่อไมโครลิตรของกรดอะมิโนแต่ละชนิด และ
สามารถเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสนาน 1 เดือน 

3.การเตรียมตวัอยา่งโดยวิธีการยอ่ยดว้ยกรด (acid hydrolysate) 

    3.1   ชัง่ตวัอยา่งถัว่เขียวหรือถัว่อะซูกิใหมี้ปริมาณโปรตีน 0.001 กรัมต่อมิลลิลิตร   ลงใน
หลอด vacuum hydrolysis   จากนั้นเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 6 โมลาร์  (ท่ีมี
ฟีนอล 0.1 % w/v) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร    
    3.2   ผา่นก๊าซไนโตรเจนลงในหลอด vacuum hydrolysis เป็นเวลา 10 นาที   จากนั้นจึง
ดูดอากาศออกจากหลอด vacuum hydrolysis ดว้ยป๊ัมสุญญากาศเป็นเวลา 10 นาที    

3.3   น าตวัอยา่งท่ีไดเ้ขา้ตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง    
3.4   ปรับค่าความเป็นกรด ‟ ด่างของตวัอย่างท่ีผ่านการย่อยให้อยู่ในช่วง 2 – 3 ด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 6 โมลาร์    
         3.5   กรองสารตวัอย่างผ่านกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1   สารสกดัท่ีย่อยดว้ยกรด
สามารถเก็บท่ีอุณหภูมิ 6 – 10 องศาเซลเซียสไดน้าน 1 สปัดาห์ 
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    4. สร้างอนุพนัธข์องกรดอะมิโนอิสระในสารตวัอยา่งท่ียอ่ยดว้ยกรด 

                  ปิเปตสารตัวอย่างท่ีย่อยด้วยกรด 20 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด  6 x 50 
มิลลิลิตร   เติม Waters AccQ. Fluor borate buffer 60 ไมโครลิตร เขย่าให้เขา้กนั   และเติม Waters 
AccQ. Reagent 20 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั   จากนั้นน าตวัอย่างท่ีไดก้รองผ่าน nylon filter 0.45 
ไมครอน ลงใน insert tube      และปิดทบัด้วยแผ่นพาราฟิลม์ ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 
นาที   น าไปให้ความร้อนด้วยตู ้อบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 55 ± 1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที     
แลว้จึงน าไปวิเคราะห์หาปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดดว้ยเคร่ือง HPLC 

ข.6   การวเิคราะห์ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในรูป Ferric ion reducing antioxidant power (FRAP) 

       วิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัในรูป FRAP โดยดดัแปลงจากวิธีของ Benzie และ Strain (1996) 

การเตรียมสารละลาย 

1. สารละลายบฟัเฟอร์โซเดียมแอซีเตต ความเขม้ขน้ 300 มิลลิโมลาร์  pH 3.6  

      ชัง่โซเดียมแอซีเตด 40.824 กรัม ละลายในน ้ า 700 มิลลิลิตร   แลว้ปรับ pH ดว้ยกรดแอซีติก
เขม้ขน้ (ร้อยละ 99.8) แลว้จึงปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ 

2. สารละลายเฟอริกคลอไรดเ์ขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์  (เตรียมใหม่ทุกคร้ัง) 

      ละลายเฟอริกคลอไรด ์0.3244 กรัมในน ้ ากลัน่   และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ 

3. สารละลายกรดไฮโดรคลอกริกเขม้ขน้ 40 มิลลิโมลาร์ 

ปิเปตกรดไฮโดรคลอกริกเขม้ขน้ร้อยละ 37 ปริมาตร 0.33 มิลลิลิตรในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับ
ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ 

4. สารละลาย 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ (เตรียมใหม่ทุกคร้ัง) 
ละลาย TPTZ 0.0312 กรัมในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์          

แลว้ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 40 มิลลิโมลาร์    
5. สารละลาย FRAP (เตรียมใหม่ทุกคร้ัง) 

ปิเปตสารละลายบฟัเฟอร์โซเดียมแอซีเตด 25 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลายเฟอริกคลอไรด ์
2.5 มิลลิลิตร   และสารละลาย TPTZ 2.5 มิลลิตร   แลว้ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั 

วิธีการทดลอง 

1. ปิเปตสารละลาย FRAP 1900 ไมโครลิตร  ลงในหลอดทดลอง 
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2. น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในอ่างควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 30 นาที 
3. ปิเปตสารละลายตวัอย่าง 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองท่ีมีสารละลาย FRAP  เขย่า

ใหเ้ขา้กนัและเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที 
4. วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร   และน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดเ้ทียบ

กบักราฟมาตรฐานของสารละลาย Trolox® (ภาพท่ี ก.3) เพื่อค  านวณหาฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัท่ีมีใน
ตวัอยา่ง 

การท ากราฟมาตรฐาน 

1. ละลาย Trolox® 0.025 กรัมในเมทานอล  และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ 
2. ปิเปตสารละลายจากขอ้ 1. ปริมาตร 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00, 2.25, 

2.50, 2.75 และ 3.00 มิลลิลิตร   ลงในขวดปรับปริมาตร แลว้ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่
โดยสารละลาย Trolox® มีความเขม้ขน้ 0.025, 0.05, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00, 2.25, 2.50, 
2.75 และ 3.00 มิลลิโมล ตามล าดบั   จากนั้นน าไปวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัในรูป FRAP     
เพื่อสร้างกราฟมาตรฐานดงัภาพท่ี ก.3    

 
รูปที่ ข.3   กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox® ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์หาฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัในรูป FRAP 

ข.7   การวเิคราะห์ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในรูป1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 
scavenging acitivity 

      วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันในรูป 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 
scavenging acitivity   โดยดดัแปลงจากวิธีของ Park และคณะ(2008) 
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การเตรียมสารละลาย 

 เตรียมสารละลาย DPPH เขม้ขน้ 0.2 มิลลิโมลาร์ (เตรียมใหม่ทุกคร้ัง)  

 ละลาย DPPH 0.004 กรัมในเมทานอลร้อยละ 80 แลว้ปรับปริมาตรของสารละลายเป็น 50 
มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งในท่ีมืด 30 นาทีก่อนน าไปใชว้ิเคราะห์ 

ข.8   โครมาโตแกรมของสารของสารมาตรฐานกรดอะมิโนท่ีวิเคราะห์ดว้ย HPLC 
 

 
รูปที่ ข.4   โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานกรดอะมิโน 
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ข.9   สเปคตรัมของสญัญาณอนุมลูอิสระ ท่ีวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง electron spin resonance (ESR) 

 

รูปที่ ข. 5   สเปคตรัมของสญัญาณอนุมลูอิสระสงัเคราะห์ DPPH (control) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ข. 6     สเปคตรัมของสญัญาณของอนุมลูอิสระสงัเคราะห์ DPPH และโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไม่เติม 
มอลโทเด็กซท์ริน 

 

 

 

DPPH 

Sample 
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รูปที่ ข. 7   สเปคตรัมของสญัญาณของอนุมลูอิสระสงัเคราะห์ DPPH และโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเติม 
                         มอลโทเดก็ซท์ริน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DPPH 

Sample 
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ภาคผนวก ค 

ตารางวเิคราะห์ความแปรปรวน 

ตารางที่ ค.1 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวต่อปริมาณความช้ืน    
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 601.591 4 150.398 23.284 .000 
Error 64.593 10 6.459   
Total 56428.737 15    

 
ตารางที่ ค.2 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวต่อปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด    
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination .121 4 .030 1.017 .444 
Error .298 10 .029   
Total 209.337 15    

 
ตารางที่ ค.3 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวต่อปริมาณโปรตีน 
                   ไนโตรเจน 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination .340 4 .085 .664 .631 
Error 1.280 10 .128   
Total 155.476 15    

 
ตารางที่ ค.4 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวต่อปริมาณ  
                    Non-protein nitrogen 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination .122 4 .031 .452 .769 
Error .675 10 .068   
Total 5.000 15    
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ตารางที่ ค.5 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวต่อปริมาณโปรตีนหยาบ 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 4.724 4 1.181 1.028 .439 
Error 11.492 10 1.149   
Total 8182.416 15    

 
ตารางที่ ค.6 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวต่อปริมาณ                      
                    สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 113.668 4 28.417 69.315 .000 
Error 4.100 10 .410   
Total 1073.947 15    

 
ตารางที่ ค.7 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่เขียวต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ ์
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 7.696 4 1.924 41.135 .000 
Error .468 10 .047   
Total 51.605 15    

 

ตารางที่ ค.8 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่อะซูกิต่อปริมาณความช้ืน    
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 726.076 4 181.519 57.036 .000 
Error 31.826 10 3.183   
Total 56751.164 15    
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ตารางที่ ค.9 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่อะซูกิต่อปริมาณ 
                    ไนโตรเจนทั้งหมด   
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 2.435 4 .609 4.947 .018 
Error 1.231 10 .123   
Total 319.963 15    

 
ตารางที่ ค.10  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่อะซูกิต่อปริมาณ  
                     โปรตีนไนโตรเจน   
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 5.804 4 1.451 19.628 .000 
Error .739 10 .074   
Total 233.058 15    

 
ตารางที่ ค.11  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่อะซูกิต่อปริมาณ  
                      Non-protein nitrogen    
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 1.599 4 .400 16.569 .000 
Error .241 10 .024   
Total 9.316 15    

 
ตารางที่ ค.12 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่อะซูกิต่อปริมาณ            
                     โปรตีนหยาบ    
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 94.713 4 23.678 4.940 .019 
Error 47.927 10 4.793   
Total 12499.712 15    
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ตารางที่ ค.13 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่อะซูกิต่อปริมาณ  
                      สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด   
  

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 338.526 4 84.632 143.046 .000 
Error 5.916 10 .592   
Total 1667.963 15    

 
ตารางที่ ค.14 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะถัว่อะซูกิต่อปริมาณ 
                      น ้ าตาลรีดิวซ ์

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Germination 2.507 4 .627 31.552 .000 
Error .199 10 .020   
Total 14.373 15    

 
ตารางที่ ค.15 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ Flavourzyme®   
                     ต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Germination 332521.333 1 332521.333 452.452 .000 
Concentration 2201664.017 3 733888.006 998.581 .000 
germination * concentration 56282.200 3 18760.733 25.527 .000 
Error 11758.898 16 734.931   
Total 1.162E7 24    

 
ตารางที่ ค.16 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ Flavourzyme®   
                     ต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Germination 819.119 1 819.119 17.469 .001 
Concentration 474951.356 3 158317.119 3.376E3 .000 
germination * concentration 338.565 3 112.855 2.407 .105 
Error 750.226 16 46.889   
Total 2513751.227 24    
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ตารางที่ ค.17 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะ ท่ีระดบัความเขม้ขน้    
                          Flavourzyme® 0 % (w/w) ต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Germination 411.019 1 411.019 222.153 .000 

Error 7.401 4 1.850   

Total 21144.248 6    

 

ตารางที่ ค.18 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะ ท่ีระดบัความเขม้ขน้   
                          Flavourzyme® 3 % (w/w) ต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Germination 25.751 1 25.751 .563 .495 

Error 182.967 4 45.742   

Total 568364.463 6    

 

ตารางที่ ค.19 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะ ท่ีระดบัความเขม้ขน้   
                          Flavourzyme® 5 % (w/w) ต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Germination 31.832 1 31.832 .847 .410 

Error 150.358 4 37.590   

Total 832719.690 6    

 

ตารางที่ ค.20 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะ ท่ีระดบัความเขม้ขน้   
                          Flavourzyme® 7 % (w/w) ต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Gremination 689.082 1 689.082 6.731 .060 

Error 409.500 4 102.375   

Total 1091522.826 6    
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ตารางที่ ค.21 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความเขม้ขน้ Flavourzyme® ท่ีระยะเวลาเพาะ 0   
                     ชัว่โมงต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Concentration 239188.565 3 79729.522 1.680E3 .000 

Error 379.693 8 47.462   

Total 1217577.060 12    

 
ตารางที่ ค.22 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความเขม้ขน้ Flavourzyme® ท่ีระยะเวลาเพาะ 27   
                     ชัว่โมงต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Concentration 236101.357 3 78700.452 1.699E3 .000 

Error 370.533 8 46.317   

Total 1296174.166 12    

 
ตารางที่ ค.23 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ Flavourzyme®   
                     ต่อระดบัการยอ่ยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Germination 3415.798 1 3415.798 2.116E3 .000 
Concentration 10072.004 3 3357.335 2.080E3 .000 
germination * concentration 1311.382 3 437.127 270.808 .000 
Error 25.827 16 1.614   
Total 42849.878 24    
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ตารางที่ ค.24 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ Flavourzyme®   
                     ต่อระดบัการยอ่ยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Germination 14.091 1 14.091 117.123 .000 
Concentration 1226.453 3 408.818 3.398E3 .000 
germination * concentration 7.429 3 2.476 20.582 .000 
Error 1.925 16 .120   
Total 4597.561 24    

 
ตารางที่ ค.25 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ Flavourzyme®   
                     ต่อสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Germination 819687.793 1 819687.793 581.424 .000 
Concentration 1071453.735 3 357151.245 253.336 .000 
germination * concentration 15328.662 3 5109.554 3.624 .036 
Error 22556.684 16 1409.793   
Total 2.216E7 24    

 
ตารางที่ ค.26 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระยะเวลาการเพาะและความเขม้ขน้ Flavourzyme®   
                     ต่อสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Germination 497.588 1 497.588 3.393 .084 
Concentration 145221.776 3 48407.259 330.062 .000 
germination * concentration 6253.510 3 2084.503 14.213 .000 
Error 2346.580 16 146.661   
Total 1.079E7 24    
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ตารางที่ ค.27 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อร้อยละผลผลิตของ 
                     โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Trtment 64.601 3 21.534 126.168 .000 
Error .683 4 .171   
Total 886.624 8    

 
ตารางที่ ค.28 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อร้อยละผลผลิตของ 
                     โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Trtment 53.035 3 17.678 21.174 .006 
Error 3.340 4 .835   
Total 1122.671 8    

 
ตารางที่ ค.29 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ 
                     ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก 
 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Trtment 60011.027 3 20003.676 11.758 .019 
Error 6805.255 4 1701.314   
Total 2115407.894 8    

 
ตารางที่ ค.30 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ 
                     ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 
Trtment 63881.299 3 21293.766 6.727 .048 
Error 12661.570 4 3165.392   
Total 2821203.362 8    
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ตารางที่ ค.31 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อปริมาณสารประกอบ      
                      ฟีนอลิกทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Trtment 153007.198 3 51002.399 10.950 .021 
Error 18630.754 4 4657.689   
Total 4418778.504 8    
   

ตารางที่ ค.32 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อปริมาณสารประกอบ      
                      ฟีนอลิกทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Trtment 205943.562 3 68647.854 155.332 .000 
Error 1767.777 4 441.944   
Total 7138708.763 8    

 
ตารางที่ ค.33 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อค่า EC50ของโปรตีน 
                     ไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Trtment 5.871 3 1.957 16.798 .010 
Error .466 4 .117   
Total 201.665 8    

 
ตารางที่ ค.34 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อค่า EC50ของโปรตีน 
                     ไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Trtment 7.795 3 2.598 76.475 .001 
Error .136 4 .034   
Total 71.324 8    
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ตารางที่ ค.35 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อค่า AEAC ของโปรตีน 
                     ไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Trt .143 3 .048 7.983 .037 
Error .024 4 .006   
Total 5.416 8    

 
ตารางที่ ค.36 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อค่า AEAC ของโปรตีน 
                     ไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Trtment 2.118 3 .706 25.135 .005 
Error .112 4 .028   
Total 21.730 8    

 
ตารางที่ ค.37 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อค่า FRAP ของโปรตีน 
                     ไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียวงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Trtment 317.104 3 105.701 48.291 .001 

Error 8.755 4 2.189   
Total 875.818 8    

 
ตารางที่ ค.38 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการเติมมอลโทเด็กทรินต่อค่า FRAP ของโปรตีน 
                     ไฮโดรไลเสตจากถัว่อะซูกิงอก 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Trt 1.071E7 3 3569659.306 438.275 .000 
Error 32579.191 4 8144.798   
Total 3.285E7 8    
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ประวตัผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 

 นางสาวฐสรรพร แสงสุขเอ่ียม   เกิดเมื่อวนัท่ี 11 มีนาคม 2530 ท่ีจงัหวดักรุงเทพมหานครฯ     
ส าเร็จการศึกษาระดบัปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต จากสาขาวิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยทีางอาหาร 
ภาควิชาเทคโนโลยีอุตสาหกรรมเกษตร คณะวิทยาศาสตร์ประยุกต์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยี        
พระจอมเกลา้พระนครเหนือ เมื่อปีการศึกษา 2551     และเขา้ศึกษาต่อในหลกัสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาตร์ จุฬาลงกรณ์มหหาวิทยาลัยใน               
ปีการศึกษา 2552 

 

 รายการส่ิงตีพิมพแ์ละเผยแพร่ 

 ฐสรรพร แสงสุขเอ่ียม และ เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย.์ 2555. โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เขียว 
และถัว่อะซูกิ: ผลของการเพาะ. ใน การประชุมวิชาการ งานเกษตรนเรศวร คร้ังท่ี 
10 (ภาคบรรยาย). วนัท่ี 24 ‟ 25 กรกฎาคม 2555 ณ มหาวิทยาลยันเรศวร จงัหวดั
พิษณุโลก.  
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