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	 การผลิต	hydrolysate	vegetable	protein	(HVP)	จากกากถั่วเขียวด้วยเอนไซม์โปรติเอสทางการค้า	เพื่อผลิต

เป็นสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ชนิดผง	โดยใช้เอนไซม์	Flavourzyme®	ความเข้มข้นร้อยละ	1,	2,	3,	6,	12	และ	24	(w/v)	

และเวลาย่อยสลาย	6,	9	และ	12	ชม.	ร่วมกับการใช้วิธีการแสดงผลตอบสนองแบบโครงร่างพื้นผิว	และการประเมินทาง

ประสาทสัมผัส	พบว่าภาวะที่เหมาะสมในการผลิต	HVP	คือการใช้	Flavourzyme®	ความเข้มข้นร้อยละ	24	(w/v)	ใช้

เวลาย่อยสลาย	12	ชม.	ซึ่งภาวะดังกล่าวมีระดับการย่อยสลาย	(degree	of	hydrolysis:	DH)	ค่าเกลือ	(NaCl	ก./100	

มล.)	และคะแนนการยอมรับด้านรสหวาน	รสขม	กลิ่นเนื้อสัตว์	และความชอบโดยรวมสูงสุด	เมื่อนำามาทำาให้เข้มข้นพบ

ว่ามีปริมาณโปรตีนร้อยละ	63.62	(w/v)	ซึ่งกรดอะมิโนที่มีปริมาณสูงได้แก่	อาร์จินีน	ลูซีน	ไลซีน	ฟีนิลอะลานีน	และ 

เซอรีน	สำาหรับการพัฒนาสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่จาก	HVP	เข้มข้นที่ผลิตด้วย	Flavourzyme®	ความเข้มข้นร้อยละ	5,	10	

และ	15	(w/v)	พบวา่สารปรงุแตง่กลิน่รสไกจ่าก	HVP	เขม้ขน้ทีผ่ลติดว้ย	Flavouryzme®	รอ้ยละ	10	(w/v)	ไดค้ะแนนการ

ยอมรบัทางประสาทสมัผสัดา้นกลิน่รสไกส่งู	เมือ่นำาสารปรงุแตง่กลิน่รสไกจ่ากเอนไซม์	Flavouryzme®	มาประยกุตเ์ปน็ผง

รสไก่เปรียบเทียบกับสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ทางการค้า®	ความเข้มข้นร้อยละ	3,	6	และ	9	(w/v)	พบว่าผลิตภัณฑ์สารปรุง

แต่งผงรสไก่ที่ได้จากการเติมสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่จาก	Flavourzyme®	ปริมาณร้อยละ	6	(w/v)	มีคะแนนการยอมรับ

ทางประสาทสัมผัสด้านกลิ่นรสไก่สูงที่สุด	และไม่แตกต่างจากผลิตภัณฑ์ที่ใช้สารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ทางการค้า	(P≤0.05)
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 The enhancement of flavoring agent produced from mungbean meals was conducted to 
produce the chicken flavoring agent (as powder and soup) by a commercial proteases, Flavourzyme®. 
Enzyme concentration was varied at 6 different levels at 1, 2, 3, 6, 12 and 24% (w/v) and 3 different 
times of hydrolysis at 6, 9 and 12 hrs.  The result was evaluated by using response surface methodology 
integrated with sensory evaluation.  The best condition to produce hydrolysed vegetable protein (HVP) 
by Flavourzyme® was at 24% (w/v) for 12 hrs which perceptions of degree of hydrolysis (DH), %salt, 
sensory scores of sweetness, bitterness, animal flavored, and overall acceptance were high. After the  
Flavourzyme® HVP was concentrated, it contained 63.62% of protein and the high amino acids content 
are arginine, leucine, lysine, phenylalanine and serine. The concentrated HVP produced by Flavourzyme® 
was developed to processed chicken flavor by various concentrations of concentrated HVP at 5, 10  
and 15% (w/v). The best concentration of the Flavourzyme® HVP processed chicken flavor for sensory 
evaluation was at 10%. The Flavourzyme® HVP at concentration of 10%, were applied to the processed 
chicken powder and soup at 3 different concentrations of 3, 6 and 9% (w/v). The results showed that the 
chicken powder and chicken soup produced by concentrated Flavourzyme® HVP at 6% (w/v) had the 
highest score of sensory of chicken flavor taste, which is similar to the commercial chicken flavoring agent.
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1. บทนำ�
	 Hydrolysed	 vegetable	 protein	 (HVP)	 เป็น

โปรตีนไฮโดรไลเซท	 นิยมใช้เป็นสารปรุงแต่งกลิ่นรสใน

อุตสาหกรรมอาหารทั่วโลก	 มีคุณสมบัติในการปรับปรุง

และเสริมกลิ่นรสของผลิตภัณฑ์อาหารประเภทเนื้อสัตว์	

เนื่องจากองค์ประกอบทางเคมีของ	 HVP	 คล้ายคลึงกับ

สารประกอบที่เกิดขึ้นระหว่างการหุงต้มเนื้อ		กระบวนการ

ผลิต	 HVP	 นิยมใช้กรดที่มีความเข้มข้นและอุณหภูมิสูง	

อย่างไรก็ตามวิธีการนี้ได้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นผลพลอยได้ที่เกิด

จากกระบวนการผลิต	(by	product)	คือ	3-monochloro-

propanediols	 (3-MCPD)	 ซึ่งจัดเป็นสารพิษในกลุ่ม

ของ	 chlorohydrins	 ที่ก่อให้เกิดมะเร็งในร่างกายได้	 [1]	

ปัจจุบันการย่อยสลายโปรตีนโดยการใช้เอนไซม์โปรติเอส

จากแหล่งต่างๆ	 เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพมาก	 ให้โปรตีนที่

มีเพปไทด์ขนาดเล็กและกรดอะมิโนอิสระในปริมาณสูงสุด	

เนื่องจากเอนไซม์มีความจำาเพาะต่อสารตั้งต้นและ	pH	ที่

ใช้ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซท	 จึงสามารถเลือกใช้ชนิดของ

เอนไซม์และภาวะการย่อยสลายได้ตามความเหมาะสม	

เพื่อให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเซทที่มีคุณภาพและคุณสมบัติ

เชิงหน้าที่ตามต้องการ	 [2]	 โดยผลิตภัณฑ์ที่ได้	 เรียกว่า	

enzymatic	hydrolysate	vegetable	protein	(e-HVP)	

ซึ่งมีคุณสมบัติเสริมกลิ่นและรสชาติเช่นเดียวกับ	HVP	ที่

ได้จากกระบวนการผลิตที่ใช้กรด	 และมีข้อดีคือปริมาณ

เกลือและสาร	 3-MCPD	 ต่ำา	 สามารถนำาไปประยุกต์ใช้

กับอาหารมังสวิรัติและอาหารสุขภาพ	โดยเฉพาะสำาหรับผู้

ป่วยเป็นโรคหัวใจ	เบาหวาน	และความดันโลหิตสูง	[3]	มี

การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซทโดยการย่อยสลายโปรตีนจาก

พืชและสัตว์	 เช่น	 การย่อยสลายโปรตีนจากถั่วเหลืองใช้

เป็นสารปรุงแต่งกลิ่นรสโดยใช้เอนไซม์	 Flavourzyme® 

[4]	 โปรตีนไฮโดรไลเซทจากโปรตีนไอโซเลทจากถั่วเหลือง	

(soy	 protein	 isolate)	 โดยใช้เอนไซม์แพนครีเอทิน	 

(pancreatin)	[5]	โปรตีนไฮโดรไลเซทจากถั่วชิคพี	(chick-

pea	hydrolysates:	CPHs)	 โดยใช้เอนไซม์	Alcalase® 

ร่วมกับเอนไซม์	Flavourzyme®	[6]	Krzysztof	และคณะ	

[7]	ใช้เอนไซม์	Protamex	และ	Neutrase®	ย่อยสลาย	

extruded	soy	flour	(ExSF)	ส่วน	Wu	และคณะ	[8]	

พัฒนาสารปรุงแต่งกลิ่นรสเนื้อสัตว์จากกากถั่วเหลืองที่

ผา่นการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม	์Flavourzyme®	นอกจากนี้

มีการใช้เอนไซม์	Flavourzyme®	ในการย่อยสลายโปรตีน

จากสารละลายปลาเข้มข้น	 [9]	 การผลิตโปรตีนไฮโดรไล

เซทจากน้ำานึ่งปลาทูน่าด้วยเอนไซม์	Neutrase®	(0.5	ยูนิต

ตอ่กรมั)	เพือ่เปน็สารปรงุแตง่กลิน่รสอาหาร	[10]	การผลติ

ซอสกุ้งจากน้ำาต้มกุ้งด้วยเอนไซม์	 Neutrase®	 [11]	 ผลิต

โปรตีนไฮโดรไลเซทจากปลาฉลามด้วยเอนไซม์	Alcalase® 

[12]

	 HVP	 ได้จากการย่อยสลายหรือไฮโดรไลซ์เมล็ดพืชที่

มีโปรตีนสูงและผ่านการสกัดน้ำามันออกแล้ว	 (defatted	

vegetable	protein)	 เช่น	ถั่วเหลือง	ข้าวสาลี	 ข้าวโพด	

ข้าว	 เมล็ดทานตะวัน	 และถั่วต่างๆ	 โดยเฉพาะถั่วเขียว	

(mungbean)	(Vigna radiata	L.)	ซึ่งใช้ประกอบอาหาร

ต่างๆ	เช่น	ขนม	ได้แก่	แป้งซาหร่ิม	เพาะถั่วงอกและวุ้น

เส้น	 เป็นต้น	 [13]	 แต่การใช้ประโยชน์จากถั่วเขียวส่วน

ใหญ่ใช้เป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมผลิตวุ้นเส้น	 โดยแยก

แป้งออกจากเมล็ดถั่วเขียว	 ส่วนที่เหลือซึ่งมีโปรตีนสูงมัก

นำาไปเป็นอาหารสัตว์หรือทิ้งไป	 ซึ่งโปรตีนในถั่วเขียวมี

ประมาณร้อยละ	20–30	มีกรดอะมิโนจำาเป็นอยู่ครบถ้วน

โดยเฉพาะกรดอะมิโนไลซีน	(lysine)	[14]		ดังนั้นงานวิจัย

นี้มีวัตถุประสงคเ์พื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปร

ตีนไฮโดรไลเซทจากกากถั่วเขียวซึ่งเป็นส่วนของวัสดุเหลือ

ใช้ที่มีสารอาหารเช่น	 โปรตีน	 คาร์โบไฮเดรท	 และเกลือ

แร่	ในปริมาณมาก	โดยนำามาย่อยสลายด้วยเอนไซม์	เช่น	

Flavourzyme®	เพื่อให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเซท	enzymatic	

Mungbean	Meal	Protein	Hydrolysate	(e-MPH)	ใน

การเป็นสารตั้งต้นและองค์ประกอบหลักในการผลิตสาร

ปรุงแต่งกลิ่นรส	นอกจากเป็นการนำาวัสดุเหลือทิ้งทางการ

เกษตรมาใช้ให้เกิดประโยชน์	 เป็นการเพิ่มมูลค่าของ

ผลผลิตทางการเกษตรได้อีกทางหนึ่ง	 เนื่องจาก	 HVP	 มี

ราคาสูงและปัจจุบันประเทศไทยมีการนำาเข้า	 HVP	 เพื่อ

นำามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร	 ซึ่งเป็นอุตสาหกรรมหลัก

ภายในประเทศ	 รวมทั้งการใช้เอนไซม์ในการผลิตยังช่วย

ลดปริมาณสาร	3-MCPD	ด้วย

2. อุปกรณ์และวิธีก�รวิจัย
 2.1 ก�รเตรียมวัตถุดิบตั้งต้นและวิเคร�ะห์องค์

ประกอบท�งเคมี

	 	 กากถ่ัวเขียวท่ีผ่านการสกัดแป้งจากโรงงานวุ้นเส้น 
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สิทธินันท์	 จังหวัดปทุมธานี	 นำามาสกัดไขมันด้วยเฮกเซน

เป็นเวลา	 24	 ชม.	 จากนั้นกรองแยกและระเหยตัวทำา

ละลายออก	นำากากถั่วเขียวที่ผ่านการสกัดไขมันแล้วมานึ่ง

ความดันไอที่อุณหภูมิ	120°C	นาน	20	นาที	วิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคมี	 ได้แก่	 ปริมาณความชื้น	 โปรตีน	 

ไขมัน	เยื่อใย	เถ้า	และคาร์โบไฮเดรท	[15]

	 เอนไซม์	 Flavourzyme®	 ประกอบด้วยเอนไซม์โปรติ

เอสสองชนิด	 คือเอนโดเปปติเดสและเอกโซเปปติเดส	 มี

กิจกรรมของเอนไซม์	 (activity)	 เท่ากับ	 2.22	 ยูนิต/มล.	

มีค่ากิจกรรมจำาเพาะ	(specific	activity)	500	LAPU/g	

(Leucine	 amino	peptidase	 units	 per	 gram)	และ

มีภาวะเหมาะสมในการทำางานของเอนไซม์	 คือ	 pH	 7.0	

และอุณหภูมิ	50°C	[16]	

 2.2 ศึกษ�ภ�วะที่เหม�ะสมในก�รผลิตโปรตีนไฮ

โดรไลเซทจ�กก�กถั่วเขียวด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® 

	 	 กากถั่วเขียว	 50	 ก.	 เติมน้ำาปริมาตร	 250	 มล.	

ปรับ	 pH	 เป็น	 6.5	 ด้วย	 0.1	M	NaOH	 เติมเอนไซม์		

Flavourzyme®	 ความเข้มข้น	 6	 ระดับ	 คือ	 ร้อยละ	 1,	

2,	3,	6,	12	และ	24	(w/v)	และเวลาการย่อยสลายที่	3	

ระดับ	คือ	6,	9	และ	12	ชม.	ที่อุณหภูมิ	50°C	จากนั้น
หยุดปฏิกิริยาโดยให้ความร้อนที่อุณหภูมิ	 85°C	 เป็น
เวลา	 10	นาที	 นำาสารละลายที่ได้มากรองแยกเอาส่วนที่

เป็นตะกอนออก	 นำาส่วนโปรตีนไฮโดรไลเซทมาวิเคราะห์

สมบัติทางเคมี	ได้แก่	ค่าระดับการย่อยสลาย	(degree	of	

hydrolysis,	DH)	ตามวิธีของ	Edward	และ	Shipe	[17]	

คำานวณดังนี้	ระดับการย่อยสลาย	(ร้อยละ)	=	(10%	TCA	

soluble-N×100)/Total-N
	 	 โดย	Total	N	=	ร้อยละไนโตรเจนในวัตถุดิบ	ส่วน	

10%	TCA	soluble	N	=	ร้อยละไนโตรเจนที่ละลายได้

ใน	TCA	และค่าเกลือ	(NaCl	ก./100	มล.)	ด้วย	salinity	

refractometer	 (รุ่น	 S-28E	 บริษัท	 ATAGO	 ประเทศ

ญี่ปุ่น)	[18]	ทดลอง	2	ซ้ำา	วางแผนการทดลองแบบ	6x3	
factorial	in	completely	randomized	design	(CRD)	

วิเคราะห์ความแตกต่างค่าเฉลี่ยทางสถิติด้วย	 Duncan’s	

New	Multiple	Range	Test	(DMRT)	โดยใช้โปรแกรม	

SAS	(1997)	

	 	 นำาค่า	DH	และค่าเกลือของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่

ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์ตล่ะชนดิ	มาหาภาวะทีเ่หมาะ

สมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซท	 โดยใช้วิธีการแสดง

ผลตอบสนองแบบโครงร่างพื้นผิว	 (Response	 Surface 

Methodology;	 RSM)	 นำาค่าแต่ละค่ามาเข้าสมการ	 

multiple	linear	regression	ดังนี้

Y = bo+b1x1+b2x2+b12x1x2+b11x 21+b22x 22     (1)

	 	 เมื่อ	Y	 เป็นตัวแปรตาม	 (response	variable)	

ได้แก่ค่า	DH	และค่าเกลือส่วน	x1	และ	x2	เป็นตัวแปร

อิสระ	(independent	variables)	ในที่คือ	ค่าความเข้มข้น

ของเอนไซม์	และเวลาในการย่อยสลาย	ส่วนค่า	b0	เป็น

ค่าสัมประสิทธิ์คงที่	ซึ่ง	b1	และ	b2	เป็นสัมประสิทธิ์เชิง

เส้นของปัจจัยหลัก	และ	b12	และ	b13	เป็นสัมประสิทธิ์

ของ	interaction	ระหว่าง	2	ปัจจัย	เมื่อได้สมการ	นำาค่าที่ 

ได้มาสร้างเป็นกราฟ	response	surface	methodology	

(RSM)	 นำากราฟที่ได้มาซ้อนทับกัน	 (overlay)	 โดยใช้

โปรแกรม	Statistica	Version	5.0	[19]

	 	 การทดสอบทางประสาทสมัผสั	(sensory	evalua- 

tion)	 นำาสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเซทจากทุกภาวะของ

การยอ่ยสลาย	มาทำาใหเ้ขม้ขน้ดว้ยเครือ่ง	vacuum	rotary	

evaporator	ที่อุณหภูมิ	60°C	ได้โปรตีนไฮโดรไลเซทเข้ม
ข้นที่มีความชื้นร้อยละ	 30	 บรรจุขวดแก้วสีชา	 เก็บไว้ที่	

10°C	 นำามาประเมินการยอมรับคุณภาพของผลิตภัณฑ์

ทางประสาทสัมผัสด้านรสหวาน	 รสขม	 กลิ่นรสเนื้อสัตว์	

และกลิ่น-รสชาติโดยรวม	 ใช้วิธีทดสอบแบบ	qualitative	

descriptive	analysis	(QDA)	scoring	test	ให้คะแนน

ตั้งแต่	 0-9	 โดย	 9	 คะแนน	 หมายถึง	 ได้รับคะแนน

ความเข้มของรสหวาน	 รสขม	 กลิ่นรสเนื้อสัตว์	 และการ

ยอมรับกลิ่นรสชาติโดยรวมของผลิตภัณฑ์	 สูงที่สุด	 และ	

1	คะแนน	หมายถึง	ได้รับคะแนนต่ำาที่สุด	ใช้ผู้ทดสอบกึ่ง

ฝึกฝนจำานวน	15	คน	ทดสอบ	3	ครั้ง	วางแผนการทดลอง

และวิเคราะห์ข้อมูลแบบ	randomized	complete	block	

design	(RCBD)	เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย

ด้วยวิธี	DMRT	โดยใช้โปรแกรม	SAS	(1997)
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 2.3 วเิคร�ะหอ์งคป์ระกอบท�งก�ยภ�พและเคมขีอง 

e-MPHs ที่ย่อยสล�ยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® 

	 	 จากภาวะที่เหมาะสมที่สุดจาก	RSM	ในข้อ	2.2	

นำา	e-MPHs	ทีไ่ดจ้ากภาวะยอ่ยสลายดว้ย	Flavourzyme® 

มาทำาให้เข้มข้นด้วยเครื่อง	vacuum	rotary	evaporator	

ที่อุณหภูมิ	 60°C	 วิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมี	
ได้แก่	ค่าสีด้วย	Minolta	color	reader	ปริมาณโปรตีน	

ความชื้น	 ไขมัน	 เถ้า	 เกลือ	 และปริมาณกรดอะมิโนใน 

โปรตนีไฮโดรไลเซทดว้ยเครือ่ง	High	performance	liquid	

chromatography	(HPLC)

 2.4 ก�รพัฒน�โปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นเป็นส�ร

ปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ (chicken flavor)

	 	 นำา	HVP	เข้มข้นผลิตจาก	Flavourzyme® จาก

ภาวะที่ได้จากการย่อยสลายที่เหมาะสมที่สุดและมีการ

ยอมรับกลิ่นรสที่ดี	ความเข้มข้น	3	ระดับ	คือ	ร้อยละ	5,	

10	และ	15	w/v	ปรับ	pH	ให้เป็น	6.0	ด้วย	0.1	N	HCl	

หรือ	0.5	N	NaOH	และเติมส่วนผสมอื่นๆ	ได้แก่	แอล- 

ซีสทิอีน	0.5	mM	น้ำาตาลไรโบส	0.5	mM	และให้ความ

ร้อนที่อุณหภูมิ	95°C	เป็นเวลา	1.5	ชม.	[8]	สุ่มตัวอย่าง
สารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ในแต่ละภาวะ	 ปริมาณร้อยละ	 2	

v/v	 เติมลงในน้ำาร้อนอุณหภูมิ	95°C	บรรจุในภาชนะที่มี
ฝาปิดปริมาตร	20	มล.	นำามาวิเคราะห์ค่าสี	ค่าเกลือ	และ

ประเมินผลการยอมรับทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์	

ดา้นความเปน็เนือ้เดยีวกนั	ความเขม้สขีองผลติภณัฑ์	กลิน่

ไก่	กลิ่นหอม	ความน่ารับประทาน	รสเค็ม	รสหวาน	รส

ขมและการยอมรบัโดยรวมของผลิตภัณฑ์	ใช้	9-point	he-

donic	scale	กำาหนดระดับคะแนน	1–9	โดย	9	คะแนน	

หมายถึง	ชอบมากที่สุด	และ	1	คะแนน	หมายถึง	ชอบ

น้อยที่สุด	 ใช้ผู้ทดสอบกึ่งฝึกฝนจำานวน	 15	 คน	 ทดสอบ	

2	ซ้ำา	วางแผนการทดลองแบบ	randomized	complete	

block	design	(RCBD)	วิเคราะห์ความแตกต่างค่าเฉลี่ย

ทางสถิติด้วย	วิธี	DMRT	ใช้โปรแกรม	SAS	(1997)	
 2.5 ก�รเปรียบเทียบส�รปรุงแต่งกลิ่นรสไก่จ�ก

โปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นกับส�รปรุงแต่งกลิ่นรสไก่

ท�งก�รค้�ในรูปผลิตภัณฑ์ผงรสไก่

	 	 เตรียมสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ชนิดผงรสไก่เข้มข้น

ของ	e-MPHs	จาก	Flavourzyme®	ที่ดีที่สุดจากข้อ	2.4	

แปรความเข้มข้น	3	ระดับ	คือ	ร้อยละ	3,	6	และ	9	w/w	

เติมเกลือ	 น้ำาตาล	 ซีอิ๊วผง	 และกระเทียมผงร้อยละ	 41,	

20,	18.5	และ	6.5	ตามลำาดับ	ผสมส่วนประกอบให้เข้า
กัน	 นำามาเปรียบเทียบกับสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ทางการ

ค้าซึ่งผ่านการปรุงรสโดยใช้ผงไก่	โดยการประเมินคุณภาพ

ทางประสาทสมัผสั	เตรยีมผงรสไกจ่ากสารปรงุแตง่กลิน่รส

ไก่แต่ละชนิดปริมาณร้อยละ	2	ละลายในน้ำาร้อน	บรรจุใน

ภาชนะที่มีฝาปิดปริมาตร	 20	 มล.	 นำามาประเมินผลโดย

การวเิคราะหค์ณุลกัษณะของผลติภณัฑท์างประสาทสมัผสั

เช่นเดียวกับข้อ	2.4	ใช้วิธีทดสอบแบบ	9-point	hedonic	

scale	โดยผู้ทดสอบกึ่งฝึกฝน	15	คน	วางแผนการทดลอง

แบบ	RCBD	วเิคราะหค์วามแตกตา่งคา่เฉลีย่ทางสถติดิว้ย	

DMRT	ใช้โปรแกรม	SAS	(1997)

3. ผลก�รทดลองและวิจ�รณ์ผล
 3.1 สมบัติท�งเคมีของก�กถั่วเขียวเริ่มต้น

	 	 กากถั่วเขียวหลังการสกัดไขมันและนึ่งด้วยความ

ดันไอมีลักษณะเป็นผงละเอียดสีเขียว	 และมีกลิ่นถั่ว 

อ่อนๆ	มีปริมาณความชื้น	โปรตีน	ไขมัน	เถ้า	เยื่อใยและ

คาร์โบไฮเดรต	เท่ากับ	ร้อยละ	12.67	± 0.62,	70.47	± 0.33,
2.31	± 0.01,	2.46	± 0.03,	1.08	± 0.25	และ	11.01	± 2.54
(wet	basis)	ตามลำาดบั	กากถัว่เขยีวทีเ่ตรยีมไดน้ีม้ปีรมิาณ

โปรตีนร้อยละ	 70.47	 เหมาะสำาหรับเป็นวัตถุดิบตั้งต้นที่

สำาคญัสำาหรบัการยอ่ยสลายเพือ่ใหไ้ดเ้ปน็สารใหก้ลิน่รส	ซึง่

วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซท	 ควรมีปริมาณ

โปรตีนไม่ต่ำากว่าร้อยละ	 30	 (dry	 basis)	 [20]	 สำาหรับ

ปริมาณไขมันในวัตถุดิบควรมีปริมาณต่ำาที่สุด	 เนื่องจาก

ไขมันในวัตถุดิบอาจเกิด	 cross	 link	 กับโปรตีน	 อาจไป

ขัดขวางการย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์	 [21]	 สำาหรับ

ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในกากถั่วเขียวนี้มีปริมาณต่ำากว่าใน

งานวิจัยอื่น	 ซึ่งมีปริมาณคาร์โบไฮเดรทสูงประมาณร้อย

ละ	12-25	[22-24]	เนื่องจากกากถั่วเขียวที่นำามาใช้ได้มา

จากกระบวนการผลติวุน้เสน้	ทำาใหม้ปีรมิาณคารโ์บไฮเดรต

เหลืออยู่ในกากถั่วเขียวต่ำา	 ถ้าวัตถุดิบมีคาร์โบไฮเดรตมาก

เกนิไปอาจทำาปฏกิริยิากบักรดอะมโินทีไ่ดจ้ากการยอ่ยสลาย

โปรตีน	ทำาให้กรดอะมิโนสูญเสียไป	[21]
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 3.2 ภ�วะที่เหม�ะสมในก�รใช้ก�กถั่วเขียวผลิต

โปรตีนไฮโดรไลเซทด้วย Flavourzyme® 

	 	 ปริมาณเอนไซม์	Flavourzyme®	และระยะเวลา

ที่ใช้ในการย่อยสลายมีอิทธิพลร่วมกันต่อค่าระดับการย่อย

สลายและปรมิาณเกลอืใน	e-MPH	(P≤0.05)	จากรปูที	่1a	
และ	1b	แสดงให้เห็นว่า	เมื่อใช้ปริมาณ	Flavourzyme® 

ร้อยละ	 1	 ย่อยสลายเป็นเวลา	 6	 ชม.	 มีระดับการย่อย

สลายและค่าเกลือต่ำาสุด	 ร้อยละ	 0.53	 และ	 1.40	 ตาม

ลำาดับ	 โดยที่ปริมาณ	 Flavourzyme®	 ร้อยละ	 24	 ย่อย

สลายเป็นเวลา	 12	 ชม.	 มีระดับการย่อยสลายและเกลือ

สูงสุด	คือ	ร้อยละ	1.70	และ	4.80	ตามลำาดับ	(P≤0.05)	
เห็นได้ว่าเมื่อปริมาณเอนไซม์เพิ่มขึ้นโอกาสที่เอนไซม์จะ

จับกับโมเลกุลของโปรตีนมีมากขึ้น	 จึงเกิดการย่อยสลาย

เพิ่มมากขึ้น	 เป็นผลให้ค่าระดับการย่อยสลายเพิ่มสูงขึ้น	

แต่เมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซม์มากขึ้นจนกระทั่งปริมาณของ

เอนไซม์ที่ใช้เพียงพอกับปริมาณโปรตีนที่มีอยู่	 ค่าระดับ

การยอ่ยสลายมคีา่คงที	่จากการยอ่ยสลายกากถัว่เขยีวดว้ย	

Flavourzyme®	ได้	e-MPH	ที่มีระดับการย่อยสลายต่ำานั้น	

เนื่องจาก	 Flavourzyme®	 ที่ใช้นี้	 มีกิจกรรมจำาเพาะต่ำา	

เทา่กบั	500	LAPU/g	(Leucine	amino	peptidase	units	

per	gram)	จึงควรใช้ปริมาณเอนไซม์มากขึ้น	และปริมาณ

โปรตีนที่ละลายได้จากถั่วเขียวมีปริมาณน้อยที่	pH	6.5	จึง

ควรแยกเป็นโปรตีนไอโซเลตก่อนนำามาย่อยสลาย	 รวมทั้ง

กากถัว่เขยีวมอีงคป์ระกอบทางเคมอีืน่นอกจากโปรตนี	เชน่

คาร์โบไฮเดรท	 และไขมัน	 โดยเฉพาะไขมันอาจขัดขวาง

การย่อยสลายโปรตีน	โดยไขมันอาจเกิด	cross	 link	กับ

โมเลกุลของโปรตีน	 เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง

ไขมันและโปรตีน	(lipo-protein	complex)	ซึ่งโครงสร้าง

ดังกล่าวสามารถทนต่อการย่อยด้วยกรดและเอนไซม์	 [21]	
ส่วนคาร์โบไฮเดรตที่มีมากเกินไป	 ทำาให้กรดอะมิโนที่ได้

จากการยอ่ยสลายโปรตนีเกดิการสญูเสยีไปกบัปฏกิริยิาเมล

ลาร์ด	(Maillard	reaction)	เกิดสารประกอบกลิ่นรส	[25]	

ซึ่งถ้าเกิดมากเกินไปทำาให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีสีเข้มขึ้นและมี

กลิ่นรสที่ไม่พึงประสงค์	 ส่วนปริมาณเกลือของ	 e-MPH	 

จาก	 Flavourzyme®	 ที่เพิ่มขึ้นส่วนหนึ่งอาจเกิดจากการ

ปรับ	 pH	 ด้วยกรดหรือด่างเพื่อให้มีค่าที่เหมาะสมกับการ

ทำางานของเอนไซม์	 นอกจากนี้เกลือที่วัดได้	 อาจเป็นผล 

มาจากพันธะไอออนิกที่เกิดขึ้นระหว่างกรดหรือด่างกับ 

กรดอะมิโนที่มีประจุที่ได้จากการย่อยสลาย	 เช่น	 โพรลีน	 

กรดกลูตามิก	 กรดแอสพาร์ติก	 และอาร์จินีน	 เกิดเป็น 

เกลืออนินทรีย์ในผลิตภัณฑ์	 [26,	 27]	 รวมทั้งเอนไซม์	 

Flavourzyme®	ที่เติมเข้าไปมีเกลือเป็นส่วนประกอบ	เมื่อ

เติมปริมาณมากขึ้นในการย่อยสลายโปรตีนกากถั่วเขียว	

ทำาให้ปริมาณเกลือของไฮโดรไลเซทเพิ่มมากขึ้นตามไป

ด้วย	ดังนั้นเมื่อเพิ่มปริมาณของเอนไซม์จึงมีผลให้ทั้งระดับ 

การย่อยสลายและปริมาณเกลือในโปรตีนไฮโดรไลเซทเพิ่ม

ขึ้นด้วย	

	 	 เมื่อนำาค่าระดับการย่อยสลายและปริมาณเกลือ

มาศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต	 e-MPHs	 ด้วย	 

Flavourzyme®	 โดยใช้	 RSM	 ซึ่งเป็นวิธีแสดงผลตอบ

สนองต่อผลจากตัวแปรต่างๆ	 [28]	 เพื่อนำามาสร้างกราฟ

แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเอนไซม์และระยะ

เวลาย่อยสลายต่อค่าของระดับการย่อยสลายและปริมาณ

เกลือ	 รูปที่	 2	 โดยขอบเขตของกราฟที่มีสีเข้มที่สุดและ

เป็นช่วงที่สูงที่สุดในกราฟ	 เป็นขอบเขตของภาวะการผลิต

ที่เหมาะสม	มีระดับการย่อยสลายสูงสุดคือ	ช่วงภาวะที่ใช้

ปริมาณ	Flavourzyme®	 ร้อยละ	 11-24	ย่อยสลายเป็น

ระยะเวลา	10-12	ชม.	(รูปที่	2a)	และขอบเขตของภาวะ

การผลิตที่เหมาะสมมีปริมาณของเกลือสูงสุดในช่วงด้าน

บนของกราฟซึ่งมีสีเข้มที่สุด	(รูปที่	2b)	คือ	ช่วงภาวะที่ใช้

ปริมาณเอนไซม์ร้อยละ	16-24	ย่อยสลายเป็นเวลา	6-12	

ชม.	เมื่อทำาการซ้อนทับกราฟ	surface	plot	เพื่อกำาหนด

ขอบเขตของภาวะการผลิตที่ให้ผลของระดับการย่อยสลาย

และปริมาณเกลือสูงที่สุด	 พบว่าภาวะที่เหมาะสมในการ

ย่อยสลายกากถั่วเขียวด้วย	 Flavourzyme®	 เพื่อผลิต

โปรตีนไฮโดรไลเซท	ได้แก่	ภาวะท่ีใช้ปริมาณ	Flavourzyme® 

ร้อยละ	16-24	ย่อยสลายเป็นเวลา	10-12	ชม.	ถึงแม้ว่า

ภาวะที่เหมาะสมนี้ทำาให้	 e-MPH	 มีค่าเกลือที่สูงขึ้น	 

(ร้อยละ	 4-5)	 แต่เป็นระดับปริมาณเกลือที่น้อยกว่าการ

ย่อยสลายโปรตีนด้วยกรด	(มีค่าเกลือร้อยละ	20)	อย่างไร

กต็าม	เกลอืทีม่อียูช่ว่ยเพิม่รสชาตขิอง	e-MPH	ในการเปน็

สารตั้งต้นการผลิตสารปรุงแต่งกลิ่นรสด้วย	

	 	 ผลการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสด้าน

รสหวาน	 รสขม	 กลิ่นรสเนื้อสัตว์	 และการยอมรับโดย

รวมของ	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตจาก	 Flavourzyme® 

ทั้ง	 18	 ทรีตเมนต์	 พบว่า	 e-MPH	 จากภาวะทดลองที่
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ปริมาณ	Flavourzyme®	ร้อยละ	24	ย่อยสลายเป็นเวลา	

12	ชม.	มีคะแนนการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส

ด้านรสขมต่ำาที่สุด	(P≤0.01)	เท่ากับ	3.33	และมีคะแนน
ด้านรสหวาน	 กลิ่นเนื้อสัตว์	 และความชอบโดยรวมสูง

ที่สุด	 (P≤0.01)	 เท่ากับ	 8.67,	 8.33	 และ	 8.67	 ตาม
ลำาดับ	 (ตารางที่	 1)	 แสดงว่า	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตได้

จาก	Flavourzyme®	 ในภาวะนี้มีผลการประเมินคุณภาพ

ทางประสาทสัมผัสด้านความเข้มของรสหวาน	 ขม	 กลิ่น-

รสเนื้อสัตว์	 และความชอบโดยรวมที่ดีที่สุด	 เนื่องจาก	 

Flavourzyme®	มปีรมิาณเอนไซมเ์อกโซเปปตเิดสชนดิคาร์

บอกซิเปปทิเดสที่ตัดตำาแหน่งของกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติ

ไม่ชอบน้ำาอยู่ปริมาณมาก	 ทำาให้โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ผลิต

จาก	 Flavourzyme®	 มีปริมาณเพปไทด์ที่มีกรดอะมิโน

ชนิดไม่ชอบน้ำาทางด้านปลายสาย	(C-terminal)	ในระดับ

ต่ำา	โดยเฉพาะลิวซีน	อาร์จีนีน	และฟีนิลอะลานีน	ซึ่งเป็น

กรดอะมิโนที่ให้รสขม	ดังนั้น	e-MPH	ที่ผลิตได้จึงมีรสขม

น้อยมาก	 [29,	 30]	 ดังนั้นจึงเลือก	 eMPHs	ผลิตได้จาก

เอนไซม์	 Flavourzyme®	 ปริมาณร้อยละ	 24	 เวลาย่อย

สลาย	 12	 ชม.	 ไปใช้ในการศึกษาองค์ประกอบทางเคมี	

และการพัฒนาเป็นสารปรุงแต่งกลิ่นรสต่อไป

รูปที่ 1	ค่าระดับการย่อยสลาย	(a)	และปริมาณเกลือจากการย่อยสลาย	(b)	โดยใช้	Flavourzyme® 

(a) (b)

 

(a ) 

  

(b ) 

 

รูปที่ 2	การตอบสนองแบบโครงร่างพื้นผิวของอิทธิพลระหว่างปริมาณ	Flavourzyme®	และระยะเวลาย่อยสลาย	6,	9	และ	12	

ชั่วโมงต่อระดับการย่อยสลาย	(a)	และปริมาณเกลือ	(b)	ในโปรตีนไฮโดรไลเซท

(a) (b)
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ต�ร�งที่ 1	คุณลักษณะทางประสาทสัมผัสของ	e-MPH	เข้มข้นที่ย่อยสลายด้วย	Flavourzyme® 

ภาวะการย่อยสลายด้วย	Flavourzyme® รสหวาน รสขม กลิ่น-รสเนื้อสัตว์ ยอมรับโดยรวม

ปริมาณร้อยละ	1	ย่อยสลาย	6	ชม. 2.33k 8.67m 1.00l 2.00n

ปริมาณร้อยละ	1	ย่อยสลาย	9	ชม. 2.67k 8.00lm 1.33l 2.33nm

ปริมาณร้อยละ	1	ย่อยสลาย	12	ชม. 4.33j 7.67kl 2.33k 2.67lmn

ปริมาณร้อยละ	2	ย่อยสลาย	6	ชม. 4.37ij 7.33jkl 2.67k 3.33klm

ปริมาณร้อยละ	2	ย่อยสลาย	9	ชม. 5.33hi 7.33jkl 3.00jk 3.67jkl

ปริมาณร้อยละ	2	ย่อยสลาย	12	ชม. 5.33hi 7.00ijk 3.67ij 4.00ijk

ปริมาณร้อยละ	3	ย่อยสลาย	6	ชม. 5.67gh 6.67hij 4.00hi 4.67hij

ปริมาณร้อยละ	3	ย่อยสลาย	9	ชม. 5.67gh 6.33ghi 4.33hi 5.00ghi

ปริมาณร้อยละ	3	ย่อยสลาย	12	ชม. 6.30fg 6.00fgh 4.67gh 5.33fgh

ปริมาณร้อยละ	6	ย่อยสลาย	6	ชม. 6.30fg 5.67efg 5.33fg 5.67fgh

ปริมาณร้อยละ	6	ย่อยสลาย	9	ชม. 6.67ef 5.33def 5.33fg 6.00efg

ปริมาณร้อยละ	6	ย่อยสลาย	12	ชม. 6.67ef 5.00cde 5.67ef 6.33def

ปริมาณร้อยละ	9	ย่อยสลาย	6	ชม. 7.00def 5.00cde 5.67ef 7.00cde

ปริมาณร้อยละ	9	ย่อยสลาย	9	ชม. 7.33cde 4.67cd 6.33de 7.33bcd

ปริมาณร้อยละ	9	ย่อยสลาย	12	ชม. 7.67bcd 4.67cd 6.67cd 7.67abc

ปริมาณร้อยละ	12	ย่อยสลาย	6	ชม. 8.00abc 4.33bc 7.33bc 8.00abc

ปริมาณร้อยละ	12	ย่อยสลาย	9	ชม. 8.33ab 3.67ab 7.67ab 8.33ab

ปริมาณร้อยละ	12	ย่อยสลาย	12	ชม. 8.67a 3.33a 8.33a 8.67a

													F-test ** ** ** **

												C.V.	(%) 8.99 9.19 11.12 12.24

หม�ยเหตุ	 a,	b,	c,	…	ตัวอักษรต่างกันในแนวตั้ง	แตกต่างกันอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ

	 	 	 **ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตัวอักษรต่างกันในแนวตั้งแตกต่างกันอย่างมีนัยสำาคัญยิ่ง
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 3.3 สมบัติท�งก�ยภ�พและเคมีของโปรตีนไฮโดร

ไลเซทเข้มข้นที่ผลิตได้จ�กภ�วะที่เหม�ะสมที่สุด

	 	 โปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นที่ได้จากการย่อยสลาย

จากภาวะที่ดีที่สุดด้วย	Flavourzyme®	มีสีน้ำาตาลเข้มและ

มีกลิ่นหอมกว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ไม่ผ่านการทำาให้เข้ม

ข้น	โดย	e-MPH	เข้มข้นจาก	Flavourzyme®	มีค่า	L*,	

a*	และ	b*	เท่ากับ	30.1,	2.3	และ	8.7	ตามลำาดับ	การ

ที่	e-MPH	มีสีน้ำาตาลเข้ม	เนื่องจากเกิดผลิตภัณฑ์จากการ

ทำาปฏิกิริยาระหว่างกรดอะมิโนและน้ำาตาลที่ได้จากการให้

ความร้อนระหว่างการทำาให้เข้มข้น	 ทำาให้เกิดสารให้กลิ่น

รสและมีสีเข้มขึ้น	 [31]	 และโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ผลิต

จาก	Flavourzyme®	มีหมู่แอลฟาของกรดอะมิโน	(alpha	

amino	group)	สูง	ซ่ึงเกิดข้ึนในขณะการย่อยสลายและใน

ข้ันตอนการยับย้ังการทำางานของเอนไซม์ด้วยความร้อน	[27]	

	 	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตจากภาวะที่ดีที่สุดจาก	 

Flavourzyme®	 (ปริมาณเอนไซม์ร้อยละ	 24	 เวลาย่อย

สลาย	12	ชม.)	มีความชื้น	 โปรตีน	 เถ้า	 ไขมัน	คาร์โบ

ไฮเดรท	และค่าเกลือ	ร้อยละ	30.10,	63.62,	2.85,	0.05,	

3.38	และ	8.00	ตามลำาดบั	(ตารางที	่2)	ปรมิาณไนโตรเจน

ทั้งหมดซึ่งส่วนใหญ่เป็นกรดอะมิโนและสารที่ให้กลิ่นและ

รส	 และโปรตีนยังมีส่วนช่วยในการตรึงกลิ่นสารที่ระเหย

ได้	 [32]	 ซึ่งสอดคล้องกับผลการประเมินคุณลักษณะของ

ผลิตภัณฑ์ทางประสาทสัมผัสของ	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิต

จาก	Flavourzyme®	ซึ่งมีค่าอยู่ในระดับสูง	(ตารางที่	1)

ปริมาณไขมันใน	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตจากเอนไซม์	 

Flavourzyme®	 มีค่าต่ำากว่าปริมาณไขมันที่มีอยู่ในกากถั่ว

เขียว	รวมทั้งในงานวิจัยอื่นๆ	ซึ่งมีปริมาณไขมันประมาณ

ร้อยละ	0.5-3.88		[27,	10]	อาจเป็นเพราะในขั้นตอนการ

แยกส่วนของแข็งออกจากส่วนของเหลว	 สามารถกำาจัด 

ไขมันซึ่งติดอยู่กับส่วนที่ไม่ละลายน้ำาออกไปได้มาก	

	 	 สำาหรับปริมาณคาร์โบไฮเดรทของ	 e-MPH	 เข้ม

ขน้ทีผ่ลติจากเอนไซม	์Flavourzyme®	ต่ำากวา่ปรมิาณทีพ่บ

ในกากถั่วเขียว	 อาจเนื่องมาจากระหว่างการทำาให้เข้มข้น

เกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด	และ	strecker	degradation	โดย

คาร์โบไฮเดรทที่มีอยู่ในวัตถุดิบทำาปฏิกิริยากับกรดอะมิโน 

และเพปไทด์	 ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยสลายด้วย

เอนไซม์	 ได้สารระเหยที่ให้กลิ่นหอมหลายชนิด	 [33,	 34,	

35]	 ทำาให้	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตจาก	 Flavourzyme® 

มีคาร์โบไฮเดรทร้อยละ	 3.38	 และกากถั่วเขียวมีร้อยละ	

11.01	

	 	 e-MPH	เข้มข้นที่ผลิตจาก	Flavourzyme®	มีค่า

เกลอืรอ้ยละ	8.00	ซึง่สงูกวา่ปรมิาณเกลอืใน	e-MPH	กอ่น

การทำาให้เข้มข้น	(ร้อยละ	4.80)	เนื่องจากหลังการระเหย

น้ำาออกทำาให้สารประกอบต่างๆ	ใน	e-MPH	เพิ่มขึ้น	จึง
ทำาให้ปริมาณเกลือ	 e-MPH	 เข้มข้นสูงขึ้น	 โดยปริมาณ

เกลือใน	e-MPH	ช่วยเพิ่มรสชาติของสารปรุงแต่งกลิ่นรส	

ที่ได้จากการใช้โปรตีนไฮโดรไลเซทเป็นสารตั้งต้น	

	 	 กรดอะมิโนใน	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตจาก	 

Flavourzyme®	 โดยไม่ผ่านขั้นตอนการย่อยสลายด้วย

กรดก่อนวิเคราะห์ด้วยเครื่อง	HPLC	มีชนิดของกรดอะมิ

โนอิสระ	17	ชนิด	ได้แก่	แอสพาร์ติก	เซอรีน	กลูตามิก	

ไกลซีน	 ฮีสทิดีน	 อาร์จินีน	 ทรีโอนีน	 อะลานีน	 โพรลีน	 

ซิสทิอีน	 ไทโรซีน	 วาลีน	 เมทไธโอนีน	 ไลซีน	 ไอโซลูซีน	 

ลูซีน	และฟีนิลอะลานีน	(ตารางที่	2)	ซึ่งกรดอะมิโนอิสระ

ใน	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตจาก	 Flavourzyme® มีกรด

อะมิโนอิสระสูงกว่าในกากถั่วเขียว	 (ย่อยด้วยกรด	 HCL	

6	 นอร์มัล	 24	 ชม.)	 ได้แก่	 เซอรีน	 ฮีสทิดีน	 อาร์จินีน	 

ทรีโอนีน	 ไทโรซีน	 วาลีน	 เมทไธโอนีน	 ไลซีน	 ไอโซลูซีน	 

ลูซีน	และฟีนิลอะลานีน	ซึ่งทั้งนี้อาจเป็นเพราะความร้อน

ที่ใช้ในขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบและในขั้นตอนยับยั้งการ

ทำางานของเอนไซม์ในระหว่างขั้นตอนการย่อยสลาย	 รวม

ทั้งการแยกส่วนของเหลวซึ่งเป็นโปรตีนไฮโดรไลเซทออก

จากกากถั่วเขียวในขั้นตอนการย่อยสลาย	 โดยความร้อน

ทำาลายโครงสร้างของโปรตีนขนาดใหญ่	 ได้เป็นเพปไทด์

ขนาดเล็กลง	 ซึ่งมีความสามารถในการละลายเพิ่มขึ้นใน

ส่วนของโปรตีนไฮโดรไลเซท	ทำาให้มีปริมาณกรดอะมิโนใน

โปรตีนไฮโดรไลเซทมากกว่าในวัตถุดิบ	[36]		ซึ่งสอดคล้อง

กับ		Netto	และคณะ	[5]	ที่รายงานว่าปริมาณกรดอะมิโน 

ในโปรตีนไฮโดรไลเซทมีปริมาณมากกว่าในวัตถุดิบ	 เป็น 

ปริมาณกรดอะมิโนที่จำาเป็นซึ่งพบในโปรตีนไฮโดรไลเซท	

และมีความจำาเพาะกับเอนไซม์	 Flavourzyme®	 โดยกรด

อะมโินใน	e-MPH	มปีรมิาณอารจ์นินีสงูทีส่ดุ	รอ้ยละ	11.24	

รองลงมา	คือ	ลิวซีน	 ไลซีน	ฟีนิลอะลานีน	 เซอรีน	พบ

ปรมิาณรอ้ยละ	11.10,	9.90,	9.51	และ	9.06	ตามลำาดบั	โดย 

กรดอะมิโนอาร์จินีนให้รสชาติหอมหวาน	ส่วนลิวซีน	ฟีนิล

อะลานีน	ให้รสขม	และเซอรีนให้รสชาติหวานและเปรี้ยว	
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สอดคล้องกับการทดสอบทางประสาทสัมผัสของ	e-	MPH	

ที่มีรสชาติหอมหวานและมีรสขม

	 	 กรดอะมิโนซิสทิอีนในกากถั่วเขียวมีปริมาณน้อย

มาก	(ร้อยละ	0.71)	และไม่พบใน	e-MPH	เข้มข้นที่ผลิต

จาก	Flavourzyme®	อาจเนือ่งจากซสิทอินีเกดิพนัธะไดซลั

ไฟด์	(disulfide	bond)	ระหว่างซีสทีอีน	2	โมเลกุล	ได้

เป็นซีสทีน	 (cystine)	 ซึ่งสามารถเกิดได้ง่าย	 อีกทั้งความ

ร้อนเป็นตัวเร่งในการเกิดพันธะอีกด้วย	[37]	
	 	 ปริมาณไกลซีนและอะลานีนใน	 e-MPH	 ที่ผลิต

จาก	Flavourzyme®	(ตารางที	่3)	เทา่กบัรอ้ยละ	1.90	และ

ปริมาณอะลานีนใน	e-MPH	ที่ผลิตจาก	Flavourzyme® 

เท่ากับร้อยละ	 3.86	 โดยที่ไกลซีนและอะลานีนเป็นสาร

ตั้งต้นในการเกิดกลิ่นรสกับสารประกอบประเภทไดคีโตน

ในปฏิกิริยาเมลลาร์ด	 เกิดเป็นสารประกอบไพราซีน	 ซึ่ง

เป็นสารประกอบที่มักพบในโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ผลิตด้วย

เอนไซม์	เช่น	trimethylpyrazine,	3-ethyl-2,5-dimethyl-

pyrazine	และ	6-ethyl-2,3,5-trimethylpyrazine	เป็นต้น	

[38,	 39]	 สอดคล้องกับคะแนนการประเมินคุณภาพทาง

ประสาทสัมผัสของ	 e-MPH	 ที่ผลิตจาก	 Flavourzyme® 

ซึ่งมีคะแนนสูง	สำาหรับปริมาณโพรลีนใน	e-MPH	เข้มข้น 

ที่ผลิตจาก	Flavourzyme®	มีค่าเท่ากับร้อยละ	1.55	ซึ่ง

สอดคล้องกับ	 Aaslyng	 และคณะ	 [40]	 ที่รายงานว่า	 

Flavourzyme®	 ไม่สามารถย่อยสลายเพปไทด์ที่มีโพรลีน

อยู่ในสายพอลีเพปไทด์ได้

ต�ร�งที่ 2	 องค์ประกอบทางกายภาพและเคมีของโปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นที่ผลิตได้จาก	 Flavourzyme®	 ปริมาณร้อยละ	 24	

	 	 	 เวลาย่อยสลาย	12	ชม.

องค์ประกอบทางกายภาพและเคมี
โปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้น	โดยเอนไซม์	Flavourzyme®

(ค่าเฉลี่ย	± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

ค่าสี

L*	value 30.10	±	0.15

a*	value 2.30	± 0.10

b*	value 8.70	±	0.05

ค่าเกลือ	NaCl	(มก./100	มล.) 8.00	±	1.10

ความชื้น 30.10	± 0.53

โปรตีน	(%) 63.62	± 0.17

เถ้า	(%) 2.85	±	0.12

ไขมัน	(%) 0.05	±	0.01

คาร์โบไฮเดรท	(%) 3.38	±	0.27
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ต�ร�งที่ 3	 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนในโปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นที่ผลิตจาก	Flavourzyme®	ปริมาณร้อยละ	24	 เวลาย่อย

	 	 	 สลาย	12	ชม.	และกากถั่วเขียวเริ่มต้น

ชนิดกรดอะมิโน

ปริมาณกรดอะมิโน	(ร้อยละ)

โปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นย่อยสลายด้วย	

Flavourzyme®
กากถั่วเขียว

กรดแอสพาร์ติก 2.32 12.15

เซอรีน 9.06 7.22

กรดกลูตามิก 5.90 18.92

ไกลซีน 1.90 4.58

ฮีสทิดีน 7.53 2.34

อาร์จินีน 11.24 8.46

ทรีโอนีน* 4.47 3.58

อะลานีน 3.86 4.59

โพรลีน 1.55 5.50

ซิสทิอีน 0.00 0.71

ไทโรซีน 6.21 3.38

วาลีน* 6.94 3.38

เมทไธโอนีน* 2.07 1.33

ไลซีน* 9.90 7.73

ไอโซลูซีน* 6.44 3.38

ลิวซีน* 11.10 6.64

ฟีนิลอะลานีน* 9.51 6.12

หมายเหตุ		*	=	กรดอะมิโนจำาเป็นที่ร่างกายต้องการ

 3.4 ก�รพัฒน�โปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นเป็นส�ร

ปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ (chicken flavor)

	 	 e-MPH	 จากชนิดของเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อย

สลายและปริมาณ	 e-MPH	 เข้มข้นที่เติมเพื่อผลิตสาร

ปรุงแต่งกลิ่นรสไก่มีอิทธิพลร่วมกันต่อคะแนนการยอมรับ

ของผลิตภัณฑ์ในด้านความเป็นเนื้อเดียวกัน	กลิ่นไก่	กลิ่น

หอมน่ารับประทาน	รสหวาน	เค็ม	ขม	และความชอบโดย

รวมอย่างมีนัยสำาคัญ	 แต่ไม่มีผลร่วมกันต่อคะแนนการ

ยอมรับของผลิตภัณฑ์ด้านความเข้มสีของผลิตภัณฑ	์ การ

ใช้	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตจาก	 Flavourzyme®	 ปริมาณ

ร้อยละ	 10	 มีคะแนนการยอมรับทางประสาทสัมผัสด้าน

กลิ่นและรสชาติสูงที่สุด	 เมื่อเทียบกับ	 e-MPH	 เข้มข้น

จาก	 Flavourzyme®	 ปริมาณร้อยละ	 5	 และ	 15	 โดย

ได้คะแนนความเป็นเนื้อเดียวกัน	 ความเข้มของผลิตภัณฑ์	

กลิ่นไก่	กลิ่นหอมน่ารับประทาน	รสเค็ม	รสหวาน	รสขม	

และความชอบโดยรวมเท่ากับ	 7.75,	 6.94,	 7.00,	 7.19,	
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7.25,	7.06,	7.31	และ	7.19	ตามลำาดับ	(รูปที่	4)	การเพิ่ม

ปริมาณของ	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตจาก	 Flavourzyme® 

ปริมาณร้อยละ	15	พบว่าค่าเฉลี่ยของคะแนนการยอมรับ

ทางประสาทสัมผัสด้านกลิ่นและรสชาติลดลง	 ซึ่งอาจ

เนื่องจากปริมาณของ	 e-MPH	 เข้มข้นที่ใช้มากเกินไป

จนเหม็นกลิ่นคาวไก่	 ดังนั้นจึงเลือกภาวะในการผลิตสาร 

ปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ซึ่งใช้	 e-MPH	 เข้มข้นที่ผลิตจาก	 

Flavourzyme®	ปริมาณร้อยละ	10	สำาหรับศึกษาขั้นต่อไป	

	 	 แมว้า่	e-MPH	เขม้ขน้ทีผ่ลติจาก	Flavourzyme® 

มีกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ	 เช่น	 เมทไธ 

โอนีน	(ตารางที่	3)	รวมทั้งซิสทิอีนที่เปลี่ยนเป็นซิสทีน	ซึ่ง

มีบทบาทในการเป็นสารตั้งต้นของปฏิกิริยาการเกิดกลิ่น

รสเนื้อสัตว์	[34]	โดยเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด	ระหว่างกรด 

อะมิโนกับน้ำาตาลรีดิวซ์หรือสารประกอบคาร์บอนิลที่มีอยู่

ในโปรตีนไฮโดรไลเซทในภาวะที่อุณหภูมิสูง	 แต่ปริมาณที่

มีอยู่เป็นปริมาณที่ไม่สามารถทำาให้เกิดกลิ่นรสเนื้อเฉพาะ

ได้	 ในการทดลองมีการเติมซิสทิอีนเพิ่มอีก	 0.005	 โมล	

เนื่องจากต้องการให้เกิดปฏิกิริยากับน้ำาตาลไรโบสซึ่งเป็น

น้ำาตาลรีดิวซ์ที่เติมลงไป	 เพื่อให้เกิดกลิ่นรสไก่ที่เด่นชัด	

เน่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเซทมีกรดอะมิโนและน้ำาตาลรีดิวซ์

หลายชนิด	 เมื่อให้ความร้อนเพื่อเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด	

อาจได้กลิ่นรสเนื้อสัตว์	ที่ไม่สามารถบ่งชี้ประเภทของกลิ่น

รสเนื้อสัตว์ได้	 [41]	 อย่างไรก็ตาม	 กลิ่นรสเนื้อสัตว์ยังขึ้น

อยู่กับสภาวะการผลิต	 ชนิด	 และระดับของสารตั้งต้นใน

การเกิดกลิ่นรสเนื้อสัตว์แต่ละชนิด	 [42]	 ดังนั้นโปรตีน 

ไฮโดรไลเซทจึงเป็นส่วนผสมที่สำาคัญในอุตสาหกรรมการ

ผลิตสารปรุงแต่งกลิ่นรส	 โดยเฉพาะการผลิตสารให้กลิ่น

รสเนือ้	สารสำาคญัทีใ่หก้ลิน่ไกซ่ึง่เกดิจากปฏกิริยิาเมลลารด์	

ได้แก่	2-methyl-3-furanthiol,	2-furfurylthiol,	methionol,	 

2,4,5-trimethyl-thiazole,	 nonanol	 และ	 2-trans-

nonenal	 รวมทั้งรสชาติที่เกิดขึ้นในโปรตีนไฮโดรไลเซทซึ่ง

เกิดจากกรดอะมิโนชนิดต่างๆ	

 

รูปที่ 4 ค่าเฉลี่ยการยอมรับทางประสาทสัมผัสด้านกลิ่นและรสชาติของสารปรุงแต่งกลิ่น

รสไก่	จากโปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นจากการย่อยสลายกากถั่วเขียวด้วย	Flavourzyme® 
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 3.5 ก�รเปรียบเทียบส�รปรุงแต่งกลิ่นรสไก่จ�ก

โปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นกับส�รปรุงแต่งกลิ่นรสไก่

ท�งก�รค้�ในรูปผลิตภัณฑ์ผงรสไก่

	 	 ชนิดและปริมาณของสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่

ชนิดผงรสไก่ที่ได้จาก	 Flavourzyme®	 มีอิทธิพลร่วม

กัน (p≤0.05)	 ต่อคะแนนการยอมรับทางประสาทสัมผัส
ด้านลักษณะทางกายภาพ	กลิ่นไก่	กลิ่นหอม	ความน่ารับ

ประทาน	 รสหวาน	 รสเค็ม	 รสขม	 และการยอมรับโดย

รวมของผลิตภัณฑ์	 แต่ไม่มีอิทธิพลร่วมกัน	 (p>0.05)	 ต่อ

คะแนนการยอมรับของผลิตภัณฑ์ด้านความเข้มของสีของ

ผลิตภัณฑ์	

	 	 การผลิตผงรสไก่จากสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ซึ่ง

ผลิตจาก	 e-MPH	 เข้มข้นที่ได้จากการย่อยสลายกากถั่ว

เขียวด้วย	 Flavourzyme®	 โดยเติมปริมาณร้อยละ	 3,	 6	

และ	9	ผสมเข้ากับส่วนประกอบอื่นๆ	พบว่าคะแนนการ

ยอมรบัทางประสาทสมัผสัดา้นกลิน่และรสชาตแิตกตา่งกนั

อยา่งมนียัสำาคญั	ยกเวน้ดา้นความเขม้ของสขีองผลติภณัฑ์

ที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำาคัญ	(รูปที่	5)	โดยผงรสไก่ที่
เติมสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่จาก	 e-MPH	 เข้มข้นที่ได้จาก

การย่อยสลายกากถั่วเขียวด้วย	 Flavourzyme®	 ปริมาณ

รอ้ยละ	6	ไดค้ะแนนดา้นลกัษณะทางกายภาพเทา่กบั	7.00	

ความเข้มของสีของผลิตภัณฑ์เท่ากับ	 6.94	กลิ่นไก่เท่ากับ	

7.31	กลิ่นหอมน่ารับประทานเท่ากับ	7.19	รสเค็มเท่ากับ	

7.26	รสหวานเท่ากับ	7.92	รสขมเท่ากับ	7.24	และความ

ชอบโดยรวมเท่ากับ	7.37	ซึ่งได้คะแนนความชอบทุกด้าน

สงูกวา่ผงปรงุแตง่กลิน่รสไกท่ีเ่ตมิ	e-MPH	ปรมิาณรอ้ยละ		

3	และ	9	
	 	 ส่วนการผลิตผงรสไก่จากสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่

ทางการค้าจากผงรสไก่	โดยเติมปริมาณร้อยละ	3,	6		และ	

9	 ผสมกับส่วนประกอบอื่นๆ	 พบว่าคะแนนการยอมรับ

ทางประสาทสัมผัสด้านกลิ่นและรสชาติแตกต่างกันอย่าง

มีนัยสำาคัญยิ่ง	ยกเว้นด้านรสหวานที่ไม่มีความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยสำาคัญ	เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของคะแนนการ

ยอมรบัทางประสาทสมัผสัดา้นกลิน่และรสชาตนิ้ำาซปุผงรส

ไก่	ดังรูปที่	6	พบว่าภาวะการผลิตผงสำาหรับทำาน้ำาซุปรสไก่

ทีเ่ตมิสารปรงุแตง่ผงกลิน่รสไกท่างการคา้ปรมิาณรอ้ยละ	6	

มีคะแนนสูงที่สุด	 ดังนี้	 คะแนนด้านลักษณะทางกายภาพ

เท่ากับ	 6.92	 ความเข้มของสีของผลิตภัณฑ์เท่ากับ	 6.86		

กลิ่นไก่เท่ากับ	7.30	กลิ่นหอมน่ารับประทานเท่ากับ	7.20		

รสเค็มเท่ากับ	 7.31	 รสหวานเท่ากับ	 7.95	 รสขมเท่ากับ	

7.25	และความชอบโดยรวมเท่ากับ	7.38
	 	 เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของคะแนนการยอมรับ

ทางประสาทสัมผัสด้านกลิ่นและรสชาติผงรสไก่	 (รูปที่	

5-6)	 พบว่า	 สารปรุงแต่งกลิ่นรส	 e-MPH	 เข้มข้นจาก

การย่อยสลายกากถั่วเขียวด้วย	 Flavourzyme®	 ปริมาณ

ร้อยละ	10	ผสมกับเกลือ	น้ำาตาล	ซีอิ๊วผง	และกระเทียม

ผง	 นำามาปริมาณร้อยละ	 6	 ผสมในน้ำาร้อน	 ได้สารปรุง

แต่งกลิ่นรสไก่ชนิดผง	ที่มีคะแนนการยอมรับทางประสาท

สัมผัสด้านกลิ่นและรสชาติที่ดีที่สุดและไม่แตกต่างกับสาร

ปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ทางการค้าปริมาณร้อยละ	6

4. สรุป
	 ภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายโปรตีนในกากถ่ัวเขียว

หลังการสกัดไขมันเพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเซท 

ที่มีกลิ่นดีที่สุด	 และ	 %DH	 สูง	 คือ	 ย่อยสลายด้วย	 

Flavourzyme®	 ปริมาณร้อยละ	 24	 ที่อุณหภูมิ	 50°C	
pH	 7.0	 เป็นเวลา	 12	 ชม.	 ซึ่ง	 e-MPHs	 เข้มข้นที่ได้ 

มีโปรตีนร้อยละ	 63.62	 เถ้าร้อยละ	 2.85	 ไขมันร้อยละ 

0.05	 คาร์โบไฮเดรทร้อยละ	 3.38	 และเกลือร้อยละ	

8.00	 มีกรดอะมิโน	 17	 ชนิด	 เรียงจากปริมาณมากไป

น้อยดังนี้	อาร์จินีน	ลิวซีน	ไลซีน	ฟีนิลอะลานีน	เซอรีน	 

ฮีสทิดีน	 วาลีน	 ไอโซลูซีน	 ไทโรซีน	 กลูตามิก	 ทรีโอนีน	 

อะลานีน	เมทไธโอนีน	ไกลซีน	โพรลีน	ซิสทิอีน	และแอส

พาร์ติก	เมื่อนำา	e-MPHs	เข้มข้นจากภาวะที่ดีที่สุดที่ผลิต

จาก	 Flavourzyme®	 ปริมาณร้อยละ	 10	 ผสมกับแอล-

ซีสทิอีน	0.5	มิลลิโมล	น้ำาตาลไรโบส	0.5	มิลลิโมล	ที่	pH	

6.0	 ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ	 95°C	 เป็นเวลา	 1.5	 ชม.	
ได้สารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ที่มีรสขมต่ำาที่สุด	 และรสหวาน	

กลิ่นเนื้อสัตว์	 และความชอบโดยรวมดีที่สุด	 หลังจากนั้น

นำาสารปรุงแต่งแต่ละชนิดมาประยุกต์เป็นผงปรุงแต่งรส

ไก่	ปริมาณร้อยละ	6	ผสมกับเกลือ	น้ำาตาล	ซีอิ๊วผง	และ

กระเทยีมผง	รอ้ยละ	41,	20,	18.5	และ	6.5	น้ำาหนกัตอ่น้ำา

หนกั	ตามลำาดบั	สรปุไดว้า่	e-MPHs	เขม้ขน้ทีผ่ลติจากการ

ย่อยสลายกากถั่วเขียวด้วย	Flavourzyme®		มีศักยภาพใน

การใช้เป็นสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ชนิดผงรสไก่	 ซึ่งได้กลิ่น

รสไก่ใกล้เคียงกับสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ทางการค้า	
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รูปที่ 5	ค่าเฉลี่ยการยอมรับทางประสาทสัมผัสด้านกลิ่นและรสชาติของผงรสไก่จากสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่

ผลิตจากโปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นได้จากการย่อยสลายกากถั่วเขียวด้วย	Flavourzyme®	ปริมาณร้อยละ	3,	6	และ	9

รูปที่ 6	ค่าเฉลี่ยการยอมรับทางประสาทสัมผัสด้านกลิ่นและรสชาติของผงรสไก่จากสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่

ผลิตจากสารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่ทางการค้า	ปริมาณร้อยละ	3,	6	และ	9
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