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บทคัดัย่อ

ถั�วเหล้อุงผิวดำ (Glycine max (L.) merrill) (สายพันธิุ์สุโขทัย 1) จััดเป็นพ้ชที�อุุดมไปด้วยโปรตีน และเป็นวัตถุดิบ 

ที�เหมาะสมในการผลิตโปรตนีไฮโดรไลเสต ซึ่่�งเป็นส่วนประกอุบขอุงอุาหารเชงิหนา้ที�ที�กำลงัเปน็ที�นยิมในปจััจุับนั โดยงานวิจััยนี� 

ทำการศก่ษาสภัาวะที�เหมาะสมในการผลติโปรตนีไฮโดรไลเสตจัากถั�วเหล้อุงผวิดำดว้ยเอุนไซึ่มอ์ุลัคาเลส ผนัแปรปริมาณเอุนไซึ่ม์ 

(ร้อุยละ 0.25–0.75) และระยะเวลาการย่อุย (3–6 ชั�วโมง) วางแผนการทดลอุงแบบ 22 แฟคทอุเรียลและ 2 จัุดศ้นย์กลาง 

(22 Factorial Experiment with 2 Center Points) ศ่กษาผลขอุงปริมาณเอุนไซึ่ม์ และระยะเวลาการย่อุยต่อุระดับ 

การยอุ่ยสลาย ปริมาณโปรตีน ปริมาณกรดอุะมิโน ปริมาณฟีนอุลิกทั�งหมด ความสามารถในการต้านอุนุมล้อิุสระด้วยวธิิ ีABTS 

และ FRAP และน�ำหนักขอุงโมเลกุลเพปไทด์พบว่า ตวัอุย่างทั�งหมดมีน�ำหนักโมเลกุลเพปไทด์อุย้ใ่นช่วง 10–20 กโิลดาลตัน และ

จัากการวิเคราะห์พ้�นที�การตอุบสนอุง (Response Surface) โดยการประมาณความสัมพันธิ์ระหว่างผลตอุบสนอุงและปัจัจััย  

พบว่า ปริมาณเอุนไซึ่ม ์และระยะเวลาการย่อุยมคีวามสัมพนัธิก์บัระดับการย่อุยสลาย และปริมาณกรดอุะมิโน โดยจัะมีคา่เพิ�มข่�น 

เม้�อุเพิ�มปริมาณเอุนไซึ่ม์ และเพิ�มระยะเวลาการย่อุย โดยทวนสอุบค่าที�ได้ และค่าจัากการทำนายมีความคลาดเคล้�อุนต�ำ  

โดยสภัาวะที�เหมาะสม (Optimal Condition) ที�ได้จัากการทำนาย ค้อุ ปริมาณเอุนไซึ่ม์ร้อุยละ 0.70 ที�ระยะเวลาการย่อุย 

5.60 ชั�วโมง จัะได้ผลิตภััณฑ์์โปรตีนไฮโดรไลเสตจัากถั�วเหล้อุงผิวดำที�มีฤทธิิ�ในการต้านอุนุม้ลอุิสระด้วยวิธิี ABTS อุย้่ที� 0.31 

มิลลิกรัมต่อุมิลลิลิตร ความสามารถในการต้านอุนุม้ลอุิสระด้วยวิธิี FRAP อุย้่ที� 0.72 มิลลิกรัมต่อุมิลลิลิตร น�ำหนักโมเลกุล

เพปไทด์ขนาดเล็ก และสามารถนำไปใช้เป็นส่วนผสมขอุงผลิตภััณฑ์์อุาหารเชิงหน้าที�ได้

คำสำคัญ: ถั�วเหล้อุงผิวดำ โปรตีนไฮโดรไลเสต เอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส ระดับการย่อุยสลาย
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Abstract

Black soybean (Glycine max (L.) merrill) (Sukhothai 1 species)  are considered to be high in protein 

content and they are suitable to serve as hydrolysate protein raw materials, which can be developed to 

functional food ingredients. This research aimed to study the effect of alcalase enzyme treatments for 

the optimal condition of black soybean hydrolysate. The two operating parameters were designed using 

22 Factorial experiment with 2 center points comprising enzyme concentration (0.25–0.75%) and digestion  

times (3–6 h). Their individual and combined effects on 6 responses were investigated, i.e. degree of 

hydrolysis, peptide, total protein, amino acid, total phenolic content, ABTS radical scavenging activity 

(ABTS) and ferric-reducing Antioxidant Power (FRAP). Peptide molecular weights of all samples were in 

the range of 10–20 kDa. The result of response surface analysis showed that enzyme concentration and 

digestion time were related to the degree of hydrolysis and amino acid content. Increasing the amount 

of enzyme concentration and digestion time resulted in an increased degree of hydrolysis and amino 

acid content. In addition, the observed values in the responses had low error rates when compared with 

the predicted values. The predicted optimal condition was 0.70% enzyme concentration with 5.60 h.  

digestion time. Black soybean protein hydrolysate yielded ABTS radical scavenging activity (ABTS)  

(0.31 mg/ml), Ferric-reducing Antioxidant Power (FRAP) (0.72 mg/ml), and small peptide molecular weight. 

They could be developed to food ingredients for a functional food product.
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1. บทนำ

 ปัจัจัุบันผลิตภััณฑ์์อุาหารเพ้�อุสุขภัาพเชิงหน้าที�  

(Functional Foods) มีการพัฒนาส่วนผสมในผลิตภััณฑ์์

ที�เป็นนวัตกรรมใหม่ เช่น โปรตีนไฮโดรไลเสตที�มีฤทธิิ�ทาง

ชีวภัาพ ซึ่่�งส่วนใหญ่่ผลิตจัากแหล่งโปรตีนจัากพ้ช เช่น ถั�วดำ 

[1] ถั�วเหล้อุง [2] และถั�วอุะซึ่้กิ [3] เป็นต้น อุีกหน่�งชนิดขอุง

โปรตีนจัากพ้ชที�มีการศ่กษาน้อุยในการพัฒนาโปรตีนไฮโดร 

ไลเสต ค้อุ ถั�วเหล้อุงผิวดำ (Glycine max (L.) merrill) ซึ่่�ง

ถั�วเหล้อุงผิวดำเป็นหน่�งในสินค้าเกษตรที�สำคัญ่ มีลักษณะ

เปล้อุกสีดำ โดยมีอุงค์ประกอุบทางเคมีที�มีสารอุอุกฤทธิิ�

ทางชีวภัาพ เช่น ไอุโซึ่ฟลาโวน [4] และซึ่าโปนิน [4] และมี

สมบัติต้านอุนุม้ลอิุสระ [4] ซ่ึ่�งการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต 

สามารถทำได้ 3 วิธิีหลัก ค้อุ การย่อุยโปรตีนด้วยสารละลาย

กรด  การยอุ่ยโปรตนีดว้ยสารละลายดา่ง และการยอุ่ยโปรตนี

ด้วยเอุนไซึ่ม์ เน้�อุงจัากการย่อุยโปรตีนด้วยสารละลายกรด

ควบคุมระดับการย่อุยได้ยาก ทำให้ผลิตได้คุณภัาพที�ไม่คงที� 

และมีกลิ�นขอุงสารละลายกรดตกค้างในผลิตภััณฑ์์ [5] และ

การย่อุยโปรตีนด้วยสารละลายด่าง ทำให้เกิดการเปลี�ยน

โครงสร้างกรดอุะมิโนจัาก L-form เป็น D-form ซึ่่�งร่างกาย

ไม่สามารถนำไปใช้ได้ เกิดกลิ�นรสที�ไม่ดี และส้ญ่เสียสาร

อุาหารสำคัญ่ [5] ดังนั�นวิธิีที�เป็นที�นิยม ค้อุ การย่อุยโปรตีน

ด้วยเอุนไซึ่ม์ เน้�อุงจัากเอุนไซึ่ม์มีความจัำเพาะต่อุสารตั�งต้น

สง้ และใชส้ภัาวะในการย่อุยที�ไมร่นุแรง โดยเอุนไซึ่ม์การค้าที�

นยิมใชใ้นการยอุ่ยโปรตนี ได้แก ่ฟลาโวไซึ่ม์ (Flavourzyme), 

อุัลคาเลส (Alcalase) และนิวเทรส (Neutrase) เป็นต้น [5] 

ซึ่่�งปจััจัยัที�มบีทบาทสำคญั่ในการผลติโปรตนีไฮโดรไลเสตดว้ย

เอุนไซึ่ม์ ค้อุ ปริมาณขอุงเอุนไซึ่ม์ และสภัาวะที�ใช้ในการผลิต 

เช่น ระยะเวลาในการย่อุย เป็นต้น โดยสัดส่วนขอุงเอุนไซึ่ม์

ตอุ่ซึ่บัสเตรทและระยะเวลามีความสัมพนัธ์ิกบัระดับการย่อุย

สลาย (Degree of Hydrolysis) Chabanon และคณะ [6] 

ได้ศ่กษาปัจัจััยดังกล่าวกับระดับการย่อุยสลายขอุงโปรตีน 

อุลับม้นิ และกลบ้ม้นิ พบวา่ มคีวามสมัพนัธิแ์บบลอ็ุก-ลเินยีร์  

(Log-linear) โดยอุัตราการย่อุยจัะเร็วในช่วงแรก และค่อุยๆ 

ลดลง พบว่าเม้�อุความเข้มข้นขอุงเอุนไซึ่ม์เพิ�มข่�น ระดับ

การย่อุยสลายขอุงโปรตีนทั�งสอุงชนิดมีค่าเพิ�มข่�น Guan  

และคณะ [7] ได้ศ่กษาการใช้เอุนไซึ่ม์ทริปซึ่ินในการปรับปรุง

คุณภัาพขอุงโปรตีนจัากรำข้าวโอุ๊ตพบว่า ระยะเวลาการย่อุย

มีผลต่อุระดับการย่อุยสลาย โดยเม้�อุเพิ�มระยะเวลาการย่อุย

เพิ�มข่�น ระดับการย่อุยสลายเพิ�มข่�น และคงที� ซึ่่�งสาเหตุที�

ระดับการย่อุยสลายไม่เพิ�มข่�นอุย่างต่อุเน้�อุง เน้�อุงจัากการ

ลดลงขอุงพนัธิะเพปไทดจ์ัำเพาะสำหรบัการยอุ่ยเอุนไซึ่ม ์การ

หยุดการทำงานขอุงเอุนไซึ่ม์ และการแข่งขันระหว่างโปรตีน

สภัาพธิรรมชาติ (Native Protein) และเพปไทด์อุย่างต่อุ

เน้�อุง Lomjabok และคณะ [8] ได้ศ่กษาผลขอุงปริมาณ 

เปปซิึ่น และระยะเวลาในการย่อุยในการผลิตคอุลลาเจันไฮโดร  

ไลเสตจัากเท้าไก่พบว่า ปัจัจััยทั�งสอุงมีความสัมพันธิ์กับ

ปรมิาณโปรตีน และปริมาณโปรตีนที�ไม่ชอุบน�ำ ซ่ึ่�งเพิ�มมากข่�น 

เม้�อุเพิ�มปริมาณเปปซิึ่น และความสามารถในการต้าน

อุนุม้ลอิุสระด้วยวิธิี ABTS เพิ�มมากข่�นและลดลง เม้�อุเพิ�ม 

ปรมิาณเปปซึ่นิและระยะเวลาการยอุ่ยถง่จัดุหน่�ง โดยเพิ�มข่�น 

ถ่ง 0.0423–0.0431 ไมโครโมลาร์/มิลลิกรัมโปรตีน และ 

ลดลงเหล้อุ 0.0380–0.0391 ไมโครโมลาร์/มิลลิกรัมโปรตีน 

นอุกจัากนั�น อุาจัมีปัจัจััยอุ้�นที�ส่งผลต่อุสมบัติขอุงโปรตีน 

ไฮโดรไลเสต เช่น ขนาดขอุงโมเลกุลเพปไทด์ และชนิดขอุง 

กรดอุะมิโนอุสิระที�เปน็อุงค์ประกอุบขอุงโปรตีนไฮโดรไลเสต 

เป็นต้น [9] Tong และคณะ [10] ได้ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต

จัากถั�วเหล้อุงโดยใช้เอุนไซึ่ม์โปรติเอุสพบว่า ได้ขนาดขอุง 

โมเลกุลเพปไทด์อุย้่ที� 10 กิโลดาลตัน และ 5–10 กิโลดาลตัน  

และเม้�อุใช้ระยะเวลาการย่อุยเพิ�มข่�นพบว่า ปริมาณโมเลกุล 

เพปไทด์ที� 10 กิโลดาลตันลดลง อุีกทั�งโมเลกุลเพปไทด์ 

ที� 5–10 กิโลดาลตัน มีความสามารถในการต้านอุนุม้ลอุิสระ 

และสามารถยับยั�งเอุนไซึ่ม์แอุนจิัโอุเทนซิึ่นวัน-คอุนเวอุร์ติง 

(Angiotensin I Converting Enzyme; AEC) เช่นเดียวกับ

การศก่ษาขอุง Chodnakarin และคณะ [11] ได้ศก่ษาผลขอุง

ขนาดโมเลกุลที�ไดจ้ัากโปรตีนไฮโดรไลเสตจัากหนังปลากราย

ที�ใชเ้อุนไซึ่มใ์นการยอุ่ยที�แตกตา่งกนัพบวา่ เอุนไซึ่ม ์อุลัคาเลส 

ให้ระดับการย่อุยสลายส้งสุดที�ร้อุยละ 35.09 และให้ขนาด

โมเลกุลเพปไทด์อุย้่ที�มากกว่า 30 กิโลดาลตัน ขนาดระหว่าง 

10–30 กิโลดาลตัน และน้อุยกว่า 10 กิโลดาลตัน ซึ่่�งขนาด

โมเลกุลเพปไทด์ที�น้อุยกว่า 10 กิโลดาลตัน มีความสามารถ 
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ในการยับยั�ง ACE ร้อุยละ 50.35 และความสามารถใน

การต้านอุนุม้ลอุิสระด้วยวิธีิ DPPH ร้อุยละ 59.06 และ 

ความสามารถในการต้านอุนมุ้ลอุสิระดว้ยวธิิ ีFRAP ที� 304.56 

มิลลิโมลาร์สมม้ลขอุงเฟอุร์รัสซัึ่ลเฟต อุีกทั�งการศ่กษาขอุง 

Voss และคณะ [12] ไดศ้ก่ษาการย่อุยกากถั�วเหลอุ้งหลงัจัาก

ผลิตน�ำเต้าห้้ (Okara) ด้วยเอุนไซึ่ม์ อุัลคาเลส และเอุนไซึ่ม์ 

Cynara cardunculus พบว่า เอุนไซึ่ม์ให้ระดับการย่อุย

สลายสง้สดุที�รอุ้ยละ 31.99 และมปีรมิาณกรดอุะมโินจัำเปน็

มากถ่งร้อุยละ 37.50 ซึ่่�งอุุดมไปด้วยกรด อุะมิโนที�ไม่ชอุบน�ำ 

เช่น โพรลีน ลิวซึ่ีน และไอุโซึ่ลิวซึ่ีน ซึ่่�งเป็นกรดอุะมิโนที�ให้

ความสามารถในการต้านอุนุม้ลอิุสระส้ง ดังนั�นงานวิจััยนี�จั่ง

มีวัตถุประสงค์ในการศ่กษาผลขอุงปริมาณเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส 

และระยะเวลาการย่อุยในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจัาก 

ถั�วเหลอุ้งผิวดำต่อุสมบัตทิางเคมี เพ้�อุให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเสต 

จัากถั�วเหล้อุงผิวดำที�มีประสิทธิิภัาพ และสมบัติที�เหมาะสม

ขอุงผลิตภััณฑ์์อุาหารที�มีฤทธิิ�ทางชีวภัาพ

 

2. วัสดัุ อุปกริณ์ และวิธีีการิวิจัย

2.1 วัต่ถัุ่ดัิบ และสาริเคมี

 ถั�วเหล้อุงผิวดำจัากงานพัฒนาและส่งเสริมการผลิต

พ้ชไร่บนพ้�นที�ส้ง ม้ลนิธิิโครงการหลวง จั.เชียงใหม่ สาย

พันธิุ์สุโขทัย 1 อุายุ 1 เด้อุน บรรจัุในถุงสุญ่ญ่ากาศ โดยเก็บ

รักษาที�อุุณหภั้มิ 4–8 อุงศาเซึ่ลเซึ่ียส และเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส 

(7864.67 ย้นิตต่อุมิลลิลิตร) จัากบริษัท Novo Nordisk 

ประเทศเดนมารก์ (Catalog Number: 3267338) เกบ็รกัษา

ที�อุุณหภั้มิ 4–8 อุงศาเซึ่ลเซึ่ียส 

2.2 การิศึึกษาองค์ปริะกอบทางเคมีของถั่ั�วเหลืองผิวดัำ

 นำถั�วเหลอุ้งผิวดำมาวิเคราะห์อุงค์ประกอุบทางเคมีขอุง 

ถั�วเหล้อุงผิวดำ ได้แก่ ความช้�น โปรตีน ไขมัน เถ้า เส้นใย

อุาหาร และคาร์โบไฮเดรต [13] วิเคราะห์ในห้อุงปฏิิบัติการ

คณะอุุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 

2.3 การิเต่ริียมโปริต่ีนโฮโดัริไลเสต่จากถั่ั�วเหลืองผิวดัำ

 นำถั�ว เหล้อุงผิวดำบดให้ละเอุียดด้วยเคร้�อุงบด

อุเนกประสงค์ (Nanotech, NT-200C, ประทศจัีน) โดยผสม 

ถั�วเหล้อุงบดกบัน�ำกลั�นในอุตัราสว่น 1 : 10 (มวลตอุ่ปรมิาตร) 

เติมเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส โดยผันแปรปริมาณเอุนไซึ่ม์ (ร้อุยละ 

0.25–0.75 ต่อุน�ำหนักตัวอุย่าง) เขย่า 120 รอุบต่อุนาที  

ที�อุณุหภัม้ ิ50 อุงศาเซึ่ลเซึ่ยีส ผนัแปรระยะเวลาการยอุ่ย (3–6 

ชั�วโมง) หยุดปฏิิกิริยาโดยให้ความร้อุนที� 95 อุงศาเซึ่ลเซึ่ียส 

เป็นระยะเวลา 20 นาที เหวี�ยงแยกตะกอุนที� 8000 รอุบต่อุ

นาที ที�อุุณหภั้มิ 4 อุงศาเซึ่ลเซึ่ียส เป็นระยะเวลา 20 นาที 

จัากนั�นแยกเอุาส่วนใสเก็บรักษาที�อุุณหภั้มิ 4 อุงศาเซึ่ลเซึ่ียส 

2.4 การิวิเคริาะห์ริะดัับการิย่อยสลาย

 วเิคราะหร์ะดบัการยอุ่ยสลาย (Degree of hydrolysis) 

โดยวิธิี Ortho-phthaldialdehyde (OPA) ดัดแปลงจัาก 

Nielsen และคณะ [14] โดยเตรียมสารละลาย OPA Reagent  

ด้วย di-Sodium Tetraborate Decahydrate 7.620 กรัม 

และ Sodium Dodecyl Sulfate 0.200 กรัม ละลายในน�ำ 

Deionized (DI) 150 มิลลิลิตร จัากนั�นผสม Dithiothreitol 

(DTT) ร้อุยละ 99 ปริมาณ 0.176 กรัม ผสมสารละลาย 

OPA ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน�ำ DI เป็น 

200 มิลลิลิตร 

 การเตรียม OPA โดยชั�ง OPA 0.160 กรัม ทำละลายใน 

Ethanol ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และการเตรียมสารมาตรฐาน 

Serine โดยผสม Serine 0.050 กรัมในน�ำ 500 มิลลิลิตร 

 การวิเคราะห์โดยชั�งน�ำหนักตัวอุย่างที�แน่นอุน 4 กรัม  

ละลายในน�ำ DI 100 มลิลิลิตร ปเิปตสารละลาย 400 ไมโครลิตร 

ใส่ในหลอุดสารละลายที�มี OPA Reagent 3 มิลลิลิตร  

ตั�งทิ�งไว้ 2 นาที และวัดค่าการด้ดกล้นแสงที�ความยาวคล้�น 

340 นาโนเมตร คำนวณดังสมการ

 

  (1)

เม้�อุ A1 ค้อุ ค่าการด้ดกล้นแสงขอุงสารละลายตัวอุย่าง 

 A2 ค้อุ ค่าการด้ดกลน้แสงขอุงสารละลายควบคุม (DI)

 A3 ค้อุ ค่าการด้ดกล้นแสงขอุงสารละลายมาตรฐาน
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 S ค้อุ น�ำหนักตัวอุย่าง (กรัม)

 P ค้อุ ร้อุยละโปรตีนตัวอุย่าง

  (2)

 เม้�อุ ค่า α = 0.970 และ β = 0.342 [26]

 ระดับการย่อุยสลาย (ร้อุยละ) =  (3)

เม้�อุ h ค้อุ จัำนวนพันธิะเพปไทด์ที�ถ้กย่อุยต่อุกรัม

 htot ค้อุ จัำนวนขอุงพนัธิะเพปไทดท์ั�งหมดตอุ่กรมั [14]

2.5 การิวิเคริาะห์ปริิมาณฟีีนอลิกทั�งหมดั

 วิ เคราะห์ปริมาณฟีนอุลิกทั�งหมด ดัดแปลงจัาก  

Waterhouse [15] โดยปเิปตสารละลายตวัอุยา่ง 1 มลิลลิิตร 

เติมสารละลาย Folin-ciocalteu ความเข้มข้นร้อุยละ 10 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Sodium Carbonate 

ความเข้มข้นร้อุยละ 7.5 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร วางทิ�งไว้เป็น

ระยะเวลา 1 ชั�วโมง ในที�ม้ด จัากนั�นวัดค่าการด้ดกล้นแสง

ที�ความยาวคล้�น 765 นาโนเมตร โดยใช้ Gallic Acid เป็น

สารมาตรฐาน

2.6 การิวิเคริาะห์ความสามาริถั่ในการิต้่านอนุมูลอิสริะ

ดั้วยวิธีี 2,2′-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid) (ABTS)

 วิเคราะห์ความสามารถในการต้านอุนุม้ลอิุสระด้วยวิธิี 

ABTS ดัดแปลงจัาก Lee และคณะ [16] ผสม Potassium 

Persulphate ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ และ ABTS 

ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ใน Sodium Acetate Buffer  

ความเขม้ข้น 20 มลิลิโมลาร์ ทิ�งไวท้ี�อุณุหภัมิ้หอุ้ง 12–16 ชั�วโมง  

เจั้อุจัางด้วย Ethanol ความเข้มข้นร้อุยละ 95 ให้มีค่าการ

ด้ดกล้นแสง 0.70 ± 0.02 ที�ความยาวคล้�น 734 นาโนเมตร 

วิเคราะห์โดยปิเปตสารละลายตัวอุย่าง 0.30 มิลลิลิตร กับ

สารละลาย ABTS 2.70 มิลลิลิตร ทิ�งไว้ 6 นาที ในที�ม้ด วัดค่า 

การด้ดกล้นแสงที�ความยาวคล้�น 734 นาโนเมตร โดยใช้ 

Trolox เป็นสารมาตรฐาน

2.7 การิวิเคริาะห์ความสามาริถั่ในการิต้่านอนุมลูอสิริะดัว้ย

วิธีี Ferric Ion Reducing Antioxidant Power (FRAP)

 การวเิคราะหค์วามสามารถในการตา้นอุนมุล้อุสิระดว้ย

วธิิ ีFRAP ดดัแปลงจัาก Benzie และคณะ [17] โดยเตรียม 2, 4,  

6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ) ความเขม้ขน้ 10 มลิลโิมลาร์ 

ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใน Hydrochloric Acid ความเข้มข้น 

40 มิลลิโมลาร์ และเตรียม Iron (III) Chloride ความเข้มข้น 

20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และเตรียม Acetate 

Buffer ความเข้มข้น 300 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายทั�งหมด วิเคราะห์โดยปิเปตตัวอุย่าง 0.05 

มิลลิลิตร กับสารละลาย FRAP 0.95 มิลลิลิตร ทิ�งไว้ในที�ม้ด  

30 นาท ีวดัคา่การดด้กลน้แสงที�ความยาวคล้�น 595 นาโนเมตร  

โดยใช้ Ferrous sulfate เป็นสารมาตรฐาน

2.8 การิวิเคริาะห์ปริิมาณกริดัอะมิโนทั�งหมดั

 วิเคราะห์ปริมาณกรดอุะมิโนทั�งหมด ดัดแปลงจัาก 

Masuda และคณะ [18] โดยใช ้High-performance Liquid 

Chromatography (HPLC) คอุลมัน์ Shim-pack Amino-Na 

(100 mm × 6.0 mm I.D., 5µm; P/N: 228-18837-91, 

Shimadzu, ญ่ี�ปุ�น) ใช้ Mobile Phase ค้อุ Sodium Citrate 

Buffer ที� pH 3.23 และ 10.00 ตามลำดับ และ Sodium 

Hydroxide ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ 

2.9 การิวิ เคริาะห์น�ำหนักโมเลกุลเพปไทดั์ ด้ัวยวิ ธีี  

Sodium Dodecyl Sulphate-polyacrylamide Gel  

Electrophoresis (SDS-PAGE)

 วิเคราะห์น�ำหนักโมเลกุลเพปไทด์ด้วยวิธิี SDS-PAGE 

ดดัแปลงจัาก Gu และคณะ [19] ชดุทดสอุบ Laemmli’s โดย

ใช้ Stacking Gel ร้อุยละ 4 และ Acrylamide Separating 

Gel ร้อุยละ 12 ใช้ตัวอุย่างโปรตีนไฮโดรไลเสต 50 มิลลิกรัม 

ผสมใน 2x Laemli Sample Buffer 50 มิลลิลิตร โหลด

ตัวอุย่างปริมาณ 0.02 มิลลิลิตร ในแผ่นเจัลที�อุย้่ในบัฟเฟอุร์

ขอุง Tris-HCl ร้อุยละ 3.03 Glycerol ร้อุยละ 14.41 และ 
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Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) ร้อุยละ 1.00 ทำการ 

อุเิล็กโตรโฟซึ่สิที�ความตา่งศกัย ์120 โวลต ์เวลา 70 นาท ีตรง่เจัล 

ด้วย Methanol ความเข้มข้นร้อุยละ 40 และ Acetic Acid 

ความเข้มข้นร้อุยละ 10 เป็นระยะเวลา 30 นาที จัากนั�น 

ย้อุมสีเจัลด้วย Bio-Safe Coomassie G-250 (Gio-Rad, 

Hercules, สหรัฐอุเมริกา)

2.10 การิวิเคริาะห์ทางสถั่ิต่ิ

 ผลขอุงปริมาณเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส (X) และระยะ

เวลาการย่อุย (Y) วางแผนการทดลอุงแบบ 22 Factorial  

Experiment with 2 Center Points โดยตัวแปรทั�ง

สอุงมี 2 ระดับ ค้อุ ระดับต�ำ (–) และระดับส้ง (+) แสดง 

จัุดกลาง (0) ดังตารางที� 1 จัากนั�นนำมาวิเคราะห์พ้�นที�ผิว 

ตอุบสนอุง (Response Surface) เพ้�อุหาสภัาวะที�เหมาะสม 

ที�สุด (Optimal Condition) โดยใชโ้ปรแกรม Design-Expert 

11.0.0

ต่าริางที� 1 ปัจัจััยหลักและระดับที�ต้อุงการศ่กษา

ปัจจัยหลัก
ริะดัับ

ริะดัับต่�ำ (–) จุดักลาง (0) ริะดัับสูง (+)

X (ร้อุยละ) 0.25 0.50 0.75

Y (ชั�วโมง) 3.00 4.50 6.00

3. ผลการิทดัลอง

3.1 องค์ปริะกอบทางเคมีของถั่ั�วเหลืองผิวดัำ

 การวิเคราะห์คุณภัาพขอุงวัตถุดิบเริ�มต้นที�จัะใช้ในการ

ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสำคัญ่มาก โดยจัะวิเคราะห์

ปริมาณความช้�น โปรตีน ไขมัน เถ้า เส้นใยอุาหาร และ

คาร์โบไฮเดรต แสดงดังตารางที� 2

 จัากการวิจััยพบว่า ถั�วเหล้อุงผิวดำมีอุงค์ประกอุบทาง

เคมี ได้แก่ โปรตีน และคาร์โบไฮเดรตเป็นหลัก ซึ่่�งมีปริมาณ

ที�ใกล้เคียงกับถั�วเหล้อุงผิวดำขอุงเม้อุงไถหนาน ประเทศ

ไต้หวัน โดย Yu และคณะ [20] พบว่า อุงค์ประกอุบทางเคมี

ขอุงถั�วดังกล่าวมีปริมาณความช้�น ไขมัน โปรตีน เถ้า เส้นใย 

ที�ละลายน�ำได้ และเส้นใยที�ละลายน�ำไม่ได้ อุย้่ที�ร้อุยละ 

10.32, 6.72, 37.65, 4.71, 2.45 และ 37.71 (โดยน�ำหนักสด)  

ตามลำดับ ซ่ึ่�งสอุดคล้อุงกับงานวิจััยครั�งนี� ทั�งนี�ปริมาณ 

อุงค์ประกอุบทางเคมีขอุงถั�วเหล้อุงผิวดำข่�นอุย้่กับปัจัจััยอุ้�น 

เช่น สายพันธ์ุิ ขนาดขอุงเมล็ดถั�ว สภัาพอุากาศ สภัาพดิน 

ที�ใช้ปล้ก และการด้แลรักษา เป็นต้น [3]

ต่าริางที� 2 อุงค์ประกอุบทางเคมีขอุงถั�วเหล้อุงผิวดำ
องค์ปริะกอบทางเคมี ถั่ั�วเหลืองผิวดัำ (ริ้อยละน�ำหนักสดั)

ความช้�น 9.55 ± 0.01

โปรตีน 37.92 ± 0.74

ไขมัน 9.87 ± 0.69

เถ้า 5.03 ± 0.03

เส้นใยอุาหาร 13.80 ± 0.12

คาร์โบไฮเดรต 23.82 ± 0.82

3.2 การิศึึกษาสภาวะการิผลิต่โปริต่ีนไฮโดัริไลเสต่

 จัากการศ่กษาผลขอุงปริมาณเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส (X1) 

ร่วมกับระยะเวลาการย่อุย (X2) ต่อุระดับการย่อุยสลาย (Y1) 

ปริมาณโปรตีน (Y2) ปริมาณกรดอุะมิโนทั�งหมด (Y3) ปริมาณ 

ฟนีอุลิกทั�งหมด (Y4) ความสามารถในการต้านอุนุมล้อิุสระดว้ย

วธิิ ีABTS (Y5) และความสามารถในการตา้นอุนมุล้อุสิระดว้ย

วธิิ ีFRAP (Y6) สามารถจัดัสิ�งทดลอุงได ้6 สิ�งทดลอุงดงัตารางที� 3  

และน�ำหนักโมเลกุลเพปไทด์ ดังร้ปที� 1 เม้�อุนำข้อุม้ล 

ที�ได้จัากการวิเคราะห์ มาคำนวณโดยใช้โปรแกรมสำเร็จัร้ป 

ทางสถติ ิDesign Expert (Multiple Regression) เพ้�อุอุธิบิาย 

ความสัมพันธิ์ระหว่างปริมาณเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส และระยะ

เวลาการย่อุยได้ผลดังตารางที� 4 พบว่า จัากการวิเคราะห์

ทั�งหมด มีผลการวิเคราะห์ที�มีค่า R2 ที�เข้าใกล้ 1 ค้อุ ระดับ

การย่อุยสลาย (0.8891) และปริมาณกรดอุะมิโนทั�งหมด 

(0.9389) และมีค่า p ≤ 0.05 ขอุงระดับการย่อุยสลาย และ

ปริมาณกรดอุะมิโนทั�งหมด แสดงให้เห็นว่าปริมาณเอุนไซึ่ม ์

อุลัคาเลส และระยะเวลาการย่อุยมผีลที�น่าเช้�อุถอุ้ สามารถนำมา 

หาสภัาวะที�การย่อุยเหมาะสมที�สดุได้ (Optimal Condition) 

ในทางตรงกันข้ามปริมาณโปรตีน ปริมาณฟีนอุลิกทั�งหมด 

ความสามารถในการต้านอุนุม้ลอุิสระด้วยวิธิี ABTS และ

วิธีิ FRAP ไม่มีความแตกต่างกันอุย่างมีนัยสำคัญ่ทางสถิติ  
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(p > 0.05) กบัปรมิาณเอุนไซึ่มอ์ุลัคาเลส และระยะเวลาการยอุ่ย  

การที�ปริมาณโปรตีนไม่มีความแตกต่างกันอุย่างมีนัยสำคัญ่

ทางสถิตินั�น เน้�อุงจัากปริมาณโปรตีนในตัวอุย่างไม่มีการ

เปลี�ยนแปลงในส่วนขอุงปริมาณโปรตนีในตวัอุยา่ง แตเ่กดิการ

เปลี�ยนแปลงในโครงสร้างขอุงโปรตีนในตัวอุย่าง ซึ่่�งมีทั�งกรด

อุะมิโนอุิสระ เพปไทด์สายสั�น และเพปไทด์สายยาว โดยเกิด

จัากการย่อุยขอุงเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส ซึ่่�งเป็นเอุนไซึ่ม์ที�ได้จัาก

เช้�อุจุัลินทรีย์ชนิด Bacillus licheniformi ที�ทำหน้าที�เป็น

เอุน็โดเปปติเดส เป็นเอุนไซึ่มท์ี�ยอุ่ยพนัธิะเพปไทด์อุยา่งอุสิระ 

ในโซึ่่โมเลกุลขอุงโปรตีน [21] จั่งมีทั�งเพปไทด์ไทด์สายสั�น 

และเพปไทด์สายยาวในแต่ละสิ�งทดลอุง ส่วนปริมาณ

โปรตีนที�วิเคราะห์ได้ สอุดคล้อุงกับปริมาณโปรตีนในโปรตีน 

ไฮโดรไลเสตอุ้�น เชน่ ถั�วเหลอุ้ง (รอุ้ยละ 59.07) [10] และถั�วดำ 

(รอุ้ยละ 63.60) [22] เปน็ตน้ อุยา่งไรกต็าม ในดา้นความสามารถ 

ในการต้านอุนุม้ลอุิสระ ด้วยวิธีิ ABTS โดย Shazly และ

คณะ [23] ไดร้ายงานวา่ความสามารถในการตา้นอุนมุล้อุสิระ 

ในเคซึ่นี (Casein) ที�มคีา่สง้สดุ พบไดใ้นสิ�งทดลอุงที�มนี�ำหนกั

โมเลกลุเพปไทดน์อุ้ย และข่�นอุย้ก่บัชนดิขอุงเพปไทดท์ี�สง่ผล

ต่อุความสามารถในการต้านอุนุม้ลอุิสระด้วยวิธิี ABTS ซ่ึ่�ง

สอุดคลอุ้งกบัผลการวิเคราะหค์วามสามารถในการต้านอุนุมล้

อุสิระดว้ยวิธิ ีABTS ขอุงงานวิจัยันี�กับน�ำหนักโมเลกุลเพปไทด์ 

ขอุงสิ�งทดลอุงมีขนาดที�ใกล้เคียงกัน คอุ้อุย้ใ่นช่วง 10–20 กโิล

ดาลตนั ดงัรป้ที� 1 จัง่สง่ผลใหค้วามสามารถในการตา้นอุนมุล้

อุสิระดว้ยวิธิ ีABTS ไมม่คีวามแตกต่างกัน ดงันั�นสามารถสรปุ

ได้ว่าความสามารถในการต้านอุนุม้ลอิุสระขอุงโปรตีนไฮโดร  

ไลเสตข่�นอุย้กั่บอุงค์ประกอุบขอุงโปรตนีเพปไทด์ และความยาว 

ขอุงโครงสร้าง [24]

 น�ำหนักโมเลกุลเพปไทด์ในตัวอุย่างถั�วเหล้อุงผิวดำที�

ผ่านการย่อุยด้วยเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส เทียบกับถั�วเหล้อุงผิวดำ

ที�ไม่ผ่านการย่อุย (ร้ปที� 1 (B)) ที�มีน�ำหนักโมเลกุลเพปไทด์

อุย้่ในช่วง 15–100 กิโลดาลตัน และเม้�อุผ่านการย่อุย พบว่า  

น�ำหนักโมเลกุลเพปไทด์มีน�ำหนักลดลง (ร้ปที� 1 (C–H)) 

เน้�อุงจัากเอุนไซึ่มอ์ุลัคาเลสมปีระสทิธิภิัาพคอุ่นขา้งสง้ในการ

เปลี�ยนในโครงสร้างโปรตีนเป็นกรดอุะมิโนอิุสระ และเพปไทด์

สายสั�น [25] ซึ่่�งเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลสเป็นเอุ็นโดเปปติเดสเชิงล่ก  

ต่าริางที� 3 ค่าตอุบสนอุงขอุงโปรตีนไฮโดรไลเสตจัากถั�วเหล้อุงผิวดำที�ย่อุยด้วยเอุนไซึ่ม์ และระยะเวลาที�แตกต่างกัน

สิ�งทดัลอง
X1

(ริ้อยละ)

X2 

(ช้ั�วโมง)

ค่าต่อบสนอง 

Y1 (ริ้อยละ) Y2 (ริ้อยละ)
Y3 (มิลลิกริัม

ต่่อมิลลิลิต่ริ)

Y4 (ไมโคริกริัม

ต่่อกริัม)

Y5 (มิลลิกริัม

ต่่อมิลลิลิต่ริ)

Y6 (มิลลิกริัม

ต่่อมิลลิลิต่ริ)

1 0.25 3.00 36.39 ± 0.34 53.10 ± 0.05 3.75 ± 0.01 11.15 ± 0.27 0.29 ± 0.01 0.713 ± 0.01

2 0.75 3.00 45.26 ± 0.30 58.61 ± 0.03 3.92 ± 0.01 12.86 ± 0.01 0.28 ± 0.01 0.720 ± 0.01

3 0.25 6.00 42.03 ± 0.17 60.20 ± 0.13 7.44 ± 0.01 13.70 ± 0.68 0.28 ± 0.01 0.720 ± 0.02

4 0.75 6.00 59.25 ± 0.06 75.60 ± 0.10 7.60 ± 0.01 16.06 ± 0.89 0.31 ± 0.01 0.731 ± 0.01

5 0.50 4.50 48.24 ± 0.14 69.98 ± 0.11 6.73 ± 0.01 14.81 ± 0.96 0.32 ± 0.01 0.705 ± 0.01

6 0.50 4.50 49.82 ± 0.57 69.81 ± 0.18 5.92 ± 0.01 14.47 ± 0.08 0.30 ± 0.01 0.703 ± 0.01
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ริูปที� 1 SDS-PAGE แสดงน�ำหนักขอุงเพปไทด์; Protein 

Molecular Weight Marker (A), ถั�วเหล้อุงผิวดำ 

ที�ไม่ผ่านการย่อุย (B), สิ�งทดลอุงที� 1 (C), สิ�งทดลอุง

ที� 2 (D), สิ�งทดลอุงที� 3 (E), สิ�งทดลอุงที� 4 (F), สิ�ง

ทดลอุงที� 5 (G) และสิ�งทดลอุงที� 6 (H)
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ที�มีตัวเร่งปฎิกิริยาจัำนวนมากในการย่อุยพันธิะเพปไทด์ใน

โครงสรา้งโปรตนี โดยเฉพาะกรดอุะมโินที�ไมช่อุบน�ำ และกรด

อุะมิโน ซึ่่�งเป็นน�ำหนักโมเลกุลที�ให้ความสามารถในการต้าน

อุนุม้ลอุิสระส้ง แสดงให้เห็นถ่งสมบัติเชิงหน้าที�ขอุงโปรตีน 

ไฮโดรไลเสตที�มีความสามารถในการต้านอุนุม้ลอุิสระ อุีก

ทั�งยังสามารถถ่ายโอุนอุิเล็กตรอุนจัาก Fe3+ เป็น Fe2+ โดย

ปริมาณที�เกิดข่�นสามารถประมาณความสามารถในการต้าน

อุนมุล้อุสิระไดจ้ัากผลการวเิคราะหค์วามสามารถในการตา้น

อุนมุล้อิุสระด้วยวิธิ ีFRAP โดยมีการรายงานว่าน�ำหนักโมเลกุล 

เพปไทด์ขอุงโปรตีนไฮโดรไลเสตส่งผลต่อุความสามารถใน

การต้านอุนุม้ลอุิสระด้วยวิธิี FRAP [26] Li และคณะ [26] 

ไดศ้ก่ษาสมบตักิารต้านอุนุมล้อุสิระดว้ยวธิิ ีFRAP ขอุงโปรตนี 

ไฮโดรไลเสตจัากถั�วล้กไก่ พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตที�มี 

น�ำหนกัขอุงเพปไทดน์อุ้ย จัะมคีวามสามารถในการตา้นอุนุมล้

อุิสระด้วยวิธิี FRAP ได้ดีกว่าที�มีน�ำหนักเพปไทด์มากในส่วน

ปรมิาณฟีนอุลิกทั�งหมดในสิ�งทดลอุงทั�งหมดพบว่า ไม่มคีวาม

แตกตา่งกนัอุยา่งมนียัสำคญั่ สอุดคลอุ้งกบังานวจิัยั Jaikaew 

[3] ที�ทำการทดลอุงย่อุยถั�วอุะซึ่้กิ โดยใช้เอุนไซึ่ม์อุัลคาเลสที�

ความเข้มข้นร้อุยละ 1, 3, 5, และ 7 ที�ระยะเวลา 1, 2, 3 

และ 4 ชั�วโมง พบว่า ไม่แตกต่างกัน อุย่างมีนัยสำคัญ่ขอุง 

ปรมิาณฟีนอุลิกทั�งหมด ซึ่่�งตรงกับข้ามกับ Barreto และคณะ 

[27] ที�พบว่า เอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส สามารถเพิ�มประสิทธิิภัาพ

ในการสกัดสารประกอุบฟีนอุลิกทั�งหมดจัากกากเมล็ดลินิน 

(Linum usitatissimum) ซึ่่�งมีลักษณะเป็นเม้อุกในเมล็ด 

เน้�อุงจัากเอุนไซึ่ม์สามารถย่อุยสลายหร้อุทำลายผนังเซึ่ลล์

หรอุ้เย้�อุหุม้เซึ่ลลไ์ด ้จัง่สง่ผลใหส้ารประกอุบฟนีอุลกิดงักลา่ว 

ถ้กปล่อุยจัากเซึ่ลล์มาได้มากข่�น ซ่ึ่�งจัะให้ผลที�แตกต่างกัน 

ข่�นอุย้ก่บัลกัษณะขอุงเซึ่ลล์ตวัอุย่าง เม้�อุนำสมการความสมัพนัธ์ิ 

เชงิเส้นขอุงปริมาณเอุนไซึ่มอ์ุลัคาเลส และระยะเวลาการย่อุย 

(ตารางที� 4) มาวิเคราะห์พ้�นที�ผิวตอุบสนอุง (ร้ปที� 2) ขอุง

ระดบัการยอุ่ยสลาย และปรมิาณกรดอุะมโินทั�งหมด โดยพ้�นที�

ผิวตอุบสนอุงขอุงระดับการย่อุยสลาย แสดงดังร้ปที� 2 (ก)  

พบว่า เม้�อุใช้ปริมาณเอุนไซึ่ม์ และระยะเวลาการย่อุยเพิ�มข่�น  

ระดับการย่อุยสลายก็จัะเพิ�มข่�น โดยมีความสัมพันธิ์เชิง 

เสน้ตรง (Linear Effect) Noman และคณะ [28] ไดศ้ก่ษาผล 

ขอุงการเพิ�มปริมาณเอุนไซึ่มอ์ุลัคาเลส ตอุ่ระดับการยอุ่ยสลาย 

ขอุงโปรตีนไฮโดรไลเสตในปลาพบว่า การใช้อุัตราส่วนขอุง

เอุนไซึ่มท์ี�นอุ้ย จัะใหร้ะดบัการยอุ่ยสลายที�ต�ำ เม้�อุเพิ�มปรมิาณ 

ขอุงเอุนไซึ่ม์เพิ�มมากข่�น ระดับการย่อุยสลายจัะเพิ�มส้งข่�น 

อุย่างไรก็ตาม การเพิ�มปริมาณเอุนไซึ่ม์ที�ส้งมาก ส่งผลให้

ระดับการย่อุยสลายเพิ�มข่�น แต่เม้�อุระยะเวลาผ่านไปจัุดหน่�ง 

ระดับการย่อุยสลายลดลงเล็กน้อุย อุาจัเกิดจัากเอุนไซึ่ม์

เกิดการยับยั�งการแพร่กระจัายขอุงพ้�นผิว จั่งทำให้เกิดการ 

อุิ�มตวัขอุงอุตัราการเกดิปฏิกิริยิา อุยา่งไรกต็าม การเพิ�มระยะ

เวลาการย่อุยส่งผลต่อุการเพิ�มข่�นขอุงระดับการย่อุยสลาย  

และมีข้อุสังเกตว่าหากมีการเพิ�มระยะเวลาการย่อุย ระดับ

การย่อุยสลายจัะมีแนวโน้มคงที� และลดลงเล็กน้อุย Guan 

และคณะ [7] ได้ศ่กษาระดับการย่อุยสลายขอุงโปรตีน 

ไฮโดรไลเสตจัากรำข้าวโอุ๊ตพบว่า มีระดับการย่อุยเพิ�มข่�น

อุยา่งรวดเรว็ในชว่งระยะเวลา 2 ชั�วโมงแรก และคงที� แตเ่ม้�อุ

เพิ�มระยะเวลาเพิ�มข่�นเป็น 4 ชั�วโมง พบว่า ระดับการย่อุยสลาย 

ลดลงเล็กน้อุย ซึ่่�งอุาจัเกิดจัากเอุนไซึ่มห์ยุดทำงาน (Enzyme 

Inactivation) และอุาจัเกิดการแข่งขันระหว่างโปรตีน และ

เพปไทด์ที�เกิดข่�นระหว่างการย่อุยสลาย นอุกจัากนั�นระดับ

การยอุ่ยสลายอุาจัเพิ�มข่�นหรอุ้ลดลง หากมกีารเตรยีมตวัอุยา่ง

ที�แตกต่างกัน เช่น การหมัก การให้ความร้อุน เป็นต้น [29] 

ส่วนพ้�นที�การตอุบสนอุงขอุงปริมาณกรดอุะมิโน แสดง 

ดังร้ปที� 2 (ข) พบว่า เม้�อุใช้ปริมาณเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลสและ

ต่าริางที� 4 สมการความสัมพันธิ์เชิงเส้นขอุงปริมาณเอุนไซึ่ม์ และระยะเวลาการย่อุย ที�มีผลต่อุสมบัติทางเคมีขอุงโปรตีน 

ไฮโดรไลเสตจัากถั�วเหล้อุงผิวดำ
สมบัต่ิทางเคมี ความสัมพันธี์กับต่ัวแปริ p-value R2

ระดับการย่อุยสลาย (ร้อุยละ) = 19.07+26.09 (ปริมาณเอุนไซึ่ม์) +3.27 (ระยะเวลา) 0.0369 0.8891

ปริมาณกรดอุะมิโน (มิลลิกรัมต่อุมิลลิลิตร) = 0.21+0.32 (ปริมาณเอุนไซึ่ม์) +1.23 (ระยะเวลา) 0.0151 0.9389
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ระยะเวลาในการย่อุยเพิ�มข่�นส่งผลให้ปริมาณกรดอุะมิโน 

เพิ�มข่�น โดยมคีวามสมัพนัธิเ์ชงิเสน้ตรง Chen และคณะ [30] 

พบว่า การเพิ�มปริมาณเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลสและระยะเวลาใน 

การย่อุยทำให้เกิดกรดอุะมิโนอุิสระเพิ�มมากข่�น ซึ่่�งอุาจัอุย้่ใน

ร้ปขอุงกรดอุะมิโนอุิสระหร้อุเพปไทด์ โดยพบปริมาณขอุง 

กรดอุะมิโนฮีสทีดีน ไทโรซึ่ีน เมทไทโอุนีน และไลซึ่ีนเพิ�มข่�น 

4.2, 3.6, 3.2 และ 3.6 เท่า ตามลำดับ Tarky และคณะ [31] 

รายงานว่ากลไกการย่อุยสลายขอุงเอุนไซึ่มอ์ุลัคาเลส เกิดจัาก

เอุนไซึ่ม์อุัลคาเลสแข่งขันกันเข้าจัับบริเวณผิวขอุงสารตั�งต้น 

ทำให้พันธิะเพปไทด์ขอุงโปรตีนเกิดการแตกตัว และปล่อุย

กรดอุะมิโนอิุสระหร้อุเพปไทด์อุอุกมาในสารละลาย ดังนั�น

เม้�อุความเข้มข้นขอุงเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลสมากข่�น ทำให้โปรตีน

ถ้กย่อุยสลายมากข่�น ผลผลิตขอุงกรดอุะมิโนจั่งเพิ�มข่�นด้วย 

เม้�อุนำปจััจัยัขอุงระดับการย่อุยสลาย และปริมาณกรดอุะมิโน 

ทั�งหมด มาหาสภัาวะที�เหมาะสมจัากการทำนายในการผลิต 

โปรตีนไฮโดรไลเสตจัากถั�วเหล้อุงผิวดำพบว่า ปริมาณ 

เอุนไซึ่มอ์ุลัคาเลสที�เหมาะสม คอุ้ รอุ้ยละ 0.70 ที�ระยะเวลาใน

การย่อุยที� 5.60 ชั�วโมง ดังร้ปที� 3 โดยสามารถทำนายระดับ

การย่อุยสลายอุย้ท่ี�รอุ้ยละ 55.68 ปริมาณโปรตีนอุย้ท่ี�รอุ้ยละ  

74.63 ปริมาณกรดอุะมิโนทั�งหมดอุย้่ที� 7.31 มิลลิกรัมต่อุ

มิลลิลิตร ปริมาณฟีนอุลิกทั�งหมดอุย้่ที� 15.81 ไมโครกรัมต่อุ

กรมั ความสามารถในการตา้นอุนมุล้อุสิระดว้ยวธิิ ีABTS อุย้ท่ี�  

0.31 มิลลิกรัมต่อุมิลลิลิตร ความสามารถในการต้านอุนุม้ล

อุิสระด้วยวิธิี FRAP อุย้่ที� 0.72 มิลลิกรัมต่อุมิลลิลิตร Wang 

และคณะ [32] ได้ศ่กษาสภัาวะการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต 

จัากถั�วดำโดยใช้เอุนไซึ่ม์พบว่า เอุนไซึ่ม์ที�เหมาะสม ค้อุ  

เอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส ที�ความเข้มข้นขอุงเอุนไซึ่ม์ร้อุยละ 1.61 

เป็นระยะเวลา 3 ชั�วโมง อุีกทั�งโปรตีนไฮโดรไลเสตจัาก 

ถั�วเหล้อุงผิวดำที�ได้มีความสามารถในการต้านอุนุม้ลอุิสระ

ด้วยวิธิี ABTS และ FRAP ที�ส้งกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจัาก 

ถั�วเหล้อุง (สายพันธิุ์เชียงใหม่ 60) ถ่ง 0.05 (6.20 เท่า) และ 

0.03 (24.00 เท่า) มิลลิกรัมต่อุมิลลิลิตร ตามลำดับ (จัาก

การทดลอุงเพิ�มเติมขอุงผ้้วิจััย) ที�ปริมาณเอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส 

และระยะเวลาการย่อุยเท่ากัน เม้�อุนำมาทวนสอุบความ

ริูปที� 2 พ้�นที�ผิวตอุบสนอุงขอุงระดับการย่อุยสลาย (ก) และ

ปริมาณกรดอุะมิโนทั�งหมด (ข)

ริูปที� 3 สภัาวะที�เหมาะสมขอุงปริมาณเอุนไซึ่มอ์ุลัคาเลส และ

ระยะเวลาการย่อุยขอุงโปรตีนไฮโดรไลเสต จัากถั�ว

เหล้อุงผิวดำ 

(ก)

(ข)
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แม่นยำขอุงสมการ พบว่ามีความคลาดเคล้�อุนขอุงระดับการ 

ย่อุยสลาย (ร้อุยละ 3.52) และปริมาณกรดอุะมิโนทั�งหมด 

(ร้อุยละ 1.86) 

4. สริุป

 การศก่ษาผลขอุงปรมิาณเอุนไซึ่ม์อุลัคาเลส และระยะเวลา 

การย่อุยในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจัาก ถั�วเหล้อุง 

ผิวดำต่อุระดับการย่อุยสลาย และสมบัติทางเคมีพบว่า

ระดับการย่อุยสลาย และปริมาณกรดอุะมิโนมีความแม่นยำ  

(p ≤ 0.05) ซึ่่�งสอุดคล้อุงกับงานวิจััย Voss และคณะ [12] 

ที�พบว่า ระดับการย่อุยสลาย และปริมาณกรดอุะมิโนเพิ�มข่�น 

เม้�อุเพิ�มปรมิาณเอุนไซึ่ม ์และระยะเวลาการยอุ่ย ในการนำมา 

วิเคราะห์หาสภัาวะที�เหมาะสมพบว่า การเพิ�มปริมาณ 

เอุนไซึ่ม์อุัลคาเลส และการเพิ�มระยะเวลาการย่อุย ทำให้

ระดับการย่อุยสลาย และปริมาณกรดอุะมิโนเพิ�มสง้ข่�น โดยมี 

สภัาวะที�เหมาะสมจัากการทำนาย คอุ้ ปริมาณเอุนไซึ่ม์อุลัคาเลส 

ร้อุยละ 0.70 ที�ระยะเวลาการย่อุย 5.60 ชั�วโมง โดยจัะได้

ผลติภัณัฑ์โ์ปรตนีไฮโดรไลเสตจัากถั�วเหลอุ้งผวิดำที�มฤีทธิิ�ตา้น

อุนุม้ลอุิสระด้วยวิธิี ABTS อุย้่ที� 0.31 มิลลิกรัมต่อุมิลลิลิตร 

ความสามารถในการต้านอุนุม้ลอิุสระด้วยวิธีิ FRAP อุย้่ที� 

0.72 มลิลกิรมัตอุ่มลิลลิติร ซ่ึ่�งสง้กว่าโปรตนีไฮโดรไลเสตจัาก

ถั�วเหล้อุง อุุดมไปด้วยโมเลกุลเพปไทด์ขนาดเล็กที�อุย้่ในช่วง 

10–20 กิโลดาลตัน และสามารถนำไปใช้เป็นส่วนประกอุบ

อุาหารขอุงผลิตภััณฑ์์อุาหารเชิงหน้าที�ได้หลากหลายชนิด
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