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บทคัดย่อ

	 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ และสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน 

ที่ไฮโดรไลซ์จากกากทานตะวันด้วยเอนไซม์ 2 ชนิด คือ โบรมิเลน และ Flavourzyme® แปรความเข้มข้นของเอนไซม์ 

3 ความเข้มข้น คือร้อยละ 5, 10 และ 15 ที่เวลาการไฮโดรไลซ์ 1, 3, 6, 12 และ 18 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นและ

เวลาในการไฮโดรไลซ์มีผลต่อร้อยละระดับการไฮโดรไลซ์ เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอนไซม์ และเวลาในการไฮโดรไลซ์ 

เพิม่ข้ึน ทำ�ให้ไฮโดรไลเซททีย่่อยสลายด้วยโบรมเิลน (Enzymatic bromelain sunflower protein hydrolysate: eb-SPHs)  

และ Flavourzyme® (Enzymatic flavourzyme sunflower protein hydrolysate: ef-SPHs) สงูข้ึน ถึงแมว่้า ef-SPHs 

มีระดับการไฮโดรไลซ์สูงกว่า eb-SPHs แต่ eb-SPHs มีค่า surface hydrophobicity (So) และมีประสิทธิภาพในการ

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH• (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) และ ABTS•+ (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid) radical scavenging) สูงกว่า ef-SPHs โดยเฉพาะ eb-SPHs ที่ได้จากการไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลน

ที่ความเข้มข้นร้อยละ 15 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• และ ABTS•+ สูงที่สุด

ที่ร้อยละ 83.94 และ 89.31 ตามลำ�ดับ นอกจากนี้ eb-SPHs มีสมบัติเชิงหน้าที่ในการเกิดฟองและอิมัลชันที่สูงกว่า  

ef-SPHs ขณะที่ eb-SPHs ที่ได้จากการไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลนเข้มข้นร้อยละ 10 (w/v) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง มีระดับ

การไฮโดรไลซ์เพียงร้อยละ 30.48 แต่มีค่า So สูงที่สุด เท่ากับ 1300 จัดเป็นสภาวะที่ดีที่สุดในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซท

จากกากทานตะวันที่แสดงสมบัติเชิงหน้าที่ในการเกิดฟองและอิมัลชันสูงที่สุดอยู่ที่ร้อยละ 287.50 และ 56.17 ตามลำ�ดับ
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	 The purpose of this study was to compare the antioxidant and functional properties of sunflower 
protein hydrolysates produced via the use of two proteases, bromelain (Enzymatic bromelain sunflower 
protein hydrolysate: eb-SPHs) and Flavourzyme® (Enzymatic flavourzyme sunflower protein hydrolysate: 
ef-SPHs). Enzyme concentration was varied at 3 different levels at 5, 10 and 15% and times of hydrolysis  
at 1, 3, 6, 12 and 18 h. Results showed that the enzyme concentration and hydrolysis time had effects 
on the degree of hydrolysis (DH). Degree of hydrolysis increased with increasing enzyme concentration  
and hydrolysis time. Although eb-SPHs had lower DH than ef-SPHs, eb-SPHs had higher surface  
hydrophobicity (So) and showed stronger antioxidant properties against DPPH• (1, 1-diphenyl-2- 
picrylhydrazyl) and ABTS•+ (Azinobis (2, 2'-azinobis (2-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) radical 
scavenging) radical scavenging properties. In particular, eb-SPH produced via the use of 15% bromelain  
for 6 h had the highest antioxidant activities against DPPH• and ABTS•+ of 83.94 and 89.31%,  
respectively. Moreover, eb-SPHs contributed to the high foaming and emulsifying capacities than ef-SPHs. 
The best condition to produce sunflower protein hydrolysate by bromelain was at 10% (w/v) for 1 h (low  
DH, 3048%) which led to the highest So of 1300 and highest foaming and emulsifying capacities of  
287.50 and 56.17%, respectively. 
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Abstract

Antioxidant and Functional Properties of Extracted Sunflower Proteins 
by Bromelain and Flavourzyme®
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1.	บทนำ�
	 ทานตะวันเป็นพืชน้ำ�มันท่ีมีความสำ�คัญทางเศรษฐกิจ 

และมีปริมาณน้ำ�มันสูงถึงร้อยละ 48 หลังจากการสกัด

น้ำ�มนัทานตะวันได้กากเมลด็ทานตะวนั (sunflower meal)  

เป็นผลพลอยได้ ซ่ึงมีปริมาณโปรตีนคงเหลือในกาก

ประมาณร้อยละ 30-50 โดยทั่วไปกากทานตะวันถูกนำ�

ไปใช้ในการผลิตปุ๋ยและเป็นส่วนผสมในอาหารสัตว์ [1] 

โปรตีนจากกากเมล็ดทานตะวันประกอบด้วยกรดอะมิโน

จำ�เป็น โดยเฉพาะอย่างย่ิงซิสเตอีน และเมทไธโอนีน 

ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนที่มีประสิทธิภาพในการเป็นสารต้าน 

อนุมูลอิสระ [2] นอกจากนี้กากทานตะวันยังมีกลูตามิก 

และแอสปารต์กิ ซ่ึงเป็นกรดอะมโินท่ีให้รสอร่อยในปรมิาณ

สงู [1] โปรตนีในกากทานตะวันมขีนาดใหญ่ (360 kDa) โดย

มโีปรตีนชนดิอลับมูนิ (ละลายในน้ำ�) และกลอบลูนิ (ละลาย

ในเกลือ) เป็นกลุ่มโปรตีนหลักท่ีพบในกากทานตะวัน  

อย่างไรก็ตามการสกัดน้ำ�มันทำ�ให้โปรตีนในกากทานตะวัน

เสียสภาพ และมีความสามารถในการละลายลดลง ส่งผล 

ให้โปรตีนไม่สามารถแสดงสมบัติเชิงหน้าท่ี (functional 

properties) ตลอดจนกรดอะมิโนในสายโปรตีนไม่มี

ประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (biological 

properties) [3] แต่วิธีการใช้เอนไซม์ในการไฮโดรไลซ์

กากโปรตีนจากแหล่งต่างๆ สามารถปรับปรุงโปรตีนหรือ 

เพปไทด์ให้มีสมบัติเชิงหน้าที่ และเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนกากทานตะวันที่ดีได้

	 การไฮโดรไลซ์โปรตีนด้วยเอนไซม์โปรติเอสเป็นการ

ใช้สภาวะที่ไม่รุนแรง ไม่ก่อให้เกิดสารก่อมะเร็ง 3- 

chloropropane-1,2-diol (3-MCPD) และสามารถ

กำ�หนดขอบเขตของการไฮโดรไลซ์ได้ [4] ซ่ึงสามารถ

ปรับปรุงสมบัติของโปรตีนให้อยู่ในรูปของเพปไทด์ท่ีเป็น

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ การต้านอนุมูลอิสระ และ

มสีมบัตเิชิงหนา้ที ่เช่นการเกิดโฟม และการเกิดอมิลัชัน [5]  

อย่างไรก็ตามสมบัติของเพปไทด์ท่ีเป็นสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ หรือมีสมบัติเชิงหน้าที่ข้ึนกับแหล่งของโปรตีน

ตั้งต้น และชนิดของเอนไซม์โปรติเอสซ่ึงส่งผลต่อระดับ 

การไฮโดรไลซ์ (degree of hydrolysis) ขนาดของเพปไทด์  

(molecular weight) องคป์ระกอบของกรดอะมโิน (amino  

acid composition) และการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโน 

(amino acid sequence) [6]

	 มีรายงานการศึกษาประสิทธิภาพในการเป็นสารต้าน

อนมุลูอิสระของโปรตนีไฮโดรไลเซทจากพืช โดยใชเ้อนไซม์

โปรติเอสหลายชนิด เช่น โปรตีนไฮโดรไลเซทจาก canola 

ดว้ย alcalase และ Flavourzyme® [7] โปรตนีไฮโดรไลเซท 

จาก peanut kernel ด้วย Esperase® [8] และโปรตีน 

ไฮโดรไลเซทจากกากปาลม์ ดว้ย alcalase, chymotrypsin,  

papain, pepsin, trypsin, Flavourzyme® และ bromelain  

พบว่าระดับการไฮโดรไลซ์มีผลต่อประสิทธิภาพในการต้าน

อนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซท โดยประสิทธิภาพใน

การต้านอนุมูลอิสระสูงข้ึนเมื่อระดับการไฮโดรไลซ์เพิ่มข้ึน 

เช่น โปรตีนไฮโดรไลเซทถั่วลิสงไฮโดรไลซ์ด้วย alcalase 

มปีระสทิธิภาพในการต้านอนมุลูอสิระสงูข้ึน เมือ่ระดบัการ

ไฮโดรไลซ์สงูข้ึนจากรอ้ยละ 10 ถึงรอ้ยละ 20 และเริม่คงที่

เมื่อระดับการไฮโดรไลซ์เพิ่มขึ้นจากร้อยละ 20 ถึงร้อยละ 

40 [5] นอกจากระดับการไฮโดรไลซ์แล้ว ยังมีรายงานการ

ศกึษาผลของขนาดของเพปไทด์ตอ่ประสทิธภิาพในการต้าน
อนุมูลอิสระ โดยที่เพปไทด์ที่มีขนาดเล็กมีความสามารถ

ในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าเพปไทด์ขนาดใหญ่ จาก

การศึกษาของ Sarmadi และ Ismail (2010) [9] พบว่า  

โปรตีนไฮโดรไลเซทจาก African yam bean ไฮโดรไลซ์

ด้วย alcalase ได้เพปไทด์มีขนาดเล็กกว่า 1 kDa มี

ประสิทธิภาพต้านอนุมูลอิสระ ferric reducing power 

และการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH และ hydroxyl สูงกว่า

เพปไทด์ที่มีขนาดมากกว่า 1 kDa

	 นอกจากนีม้งีานวิจยัทีศ่กึษาสมบัตเิชิงหนา้ท่ีของโปรตนี 
ไฮโดรไลเซทจากแหล่งโปรตีนและเอนไซม์โปรติเอสที่ 

แตกต่างกัน เช่น โปรตีนไฮโดรไลเซทจาก corn gluten 

ด้วย Protamex® [10] โปรตีนไฮโดรไลเซทจาก chickpea 

ดว้ย alcalase [11] และโปรตนีไฮโดรไลเซทจาก pine nut  

ด้วย alcalase ซ่ึงพบว่าระดับการไฮโดรไลซ์ที่เพิ่มสูงข้ึน

ทำ�ให้โปรตีนไฮโดรไลเซทมีสมบัติเชิงหน้าที่ลดลงโดยที่ 

ระดับการไฮโดรไลซ์ต่ำ� (ร้อยละ 5) โปรตีนไฮโดรไลเซทมี

สมบัติการเกิดโฟมท่ีสูงกว่าโปรตีน ไฮโดรไลเซทท่ีระดับ

การไฮโดรไลซ์สูง (ร้อยละ 25) และโปรตีนไฮโดรไลเซท

ที่ประกอบด้วยเพปไทด์ขนาดใหญ่ (มากกว่า 10 kDa) มี

สมบัติเชิงหน้าที่ที่ดี [12] จากการศึกษาของ Calderón de 
la barca และคณะ (2000) [13] พบว่า สมบัติการเกิด

โฟมและการเกิดอิมัลชันของโปรตีนไฮโดรไลเซทถ่ัวเหลือง
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ด้วยเอนไซม์ trypsin และ chymotrypsin มีค่าลดลงเมื่อ

โปรตีนที่ได้จากการไฮโดรไลซ์มีขนาดเล็กลง

	 ถึงแม้มีรายงานวิจัยที่ศึกษาสมบัติการเป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระ และสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเซท 

จากกากทานตะวนัทีไ่ฮโดรไลซ์ด้วย alcalase, Flavourzyme®,  

pepsin, pancreatin และ caseinate [14-15] และมี

รายงานการใช้โบรมิเลนมาผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซทกาก

ถ่ัวเขียวและสาหร่ายมาใช้เป็นสารปรุงแต่งกลิ่นรส [16-

17] แต่ยังไม่พบการศึกษาสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูล

อิสระ และสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจาก

กากทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลน ทั้งท่ีโบรมิเลน

เป็นเอนไซม์เอนโดรโปรติเอสท่ีตัดจำ�เพาะภายในสาย 

เพปไทด์ของโปรตีนได้เพปไทด์สายสั้นๆ และมีความ

จำ�เพาะ (specificity) กับกรดอะมิโนไลซีน อาร์จีนีน  

ฟนีลิอะลานนีและไทโรซีน ซ่ึงเป็นกรดอะมโินไฮโดรโฟบิคท่ี

พบมากในกากทานตะวัน การใช้โบรมเิลนไฮโดรไลซ์โปรตนี

กากทานตะวันนอกจากเป็นการปรับปรุงให้ได้เพปไทด์และ

กรดอะมิโนไฮโดรโฟบิคในสายเพปไทด์ ซ่ึงมีศักยภาพการ

เป็นสารต้านอนุมูลอิสระและสมบัติเชิงหน้าที่ ยังเป็นการ

เพิ่มมูลค่าของผลผลิตทางการเกษตรมาใช้ให้เกิดประโยชน์ 

	 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงศึกษาการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซท  

เพือ่ปรบัปรุงสมบัติของโปรตีนจากกากทานตะวันไฮโดรไลซ์

ด้วยโบรมิเลนเปรียบเทียบกับ Flavourzyme® ซ่ึงเป็น

เอนไซม์ทางการค้า 

2.	อุปกรณ์และวิธีการวิจัย
	 2.1		การเตรียมกากทานตะวันและวิเคราะห์องค์

ประกอบทางเคมี

	 	 	กากทานตะวันจากบริษัทฟลาเวอร์ฟูด จำ�กัด

นำ�มาสกัดน้ำ�มัน โดยการแช่ในเฮกเซน อัตราส่วนกาก

ทานตะวันต่อเฮกเซน 1:3 (กรัม/มิลลิลิตร) เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง กรองผ่าน Whatman เบอร์ 1 (สกัดซ้ำ�อีก 1 ครั้ง 

หรือจนกระทั่งมีปริมาณไขมันน้อยกว่าร้อยละ 1) และ 

ระเหยเฮกเซนออกจากกากทานตะวันเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นนำ�กากทานตะวันที่ผ่านการสกัดน้ำ�มันนำ�มาบด

และร่อนผ่านตะแกรงขนาด 80 เมช อบที่ 50 องศา-

เซลเซียส จนมคีวามช้ืนฐานแห้งเทา่กับรอ้ยละ 7.88 บรรจุ

ใส่ภาชนะปิดสนิท นำ�มาวิเคราะห์สมบัติทางเคมี ได้แก่ 

โปรตีน ไขมัน กากใย เถ้า และคาร์โบไฮเดรต [18] และ

วิเคราะห์กลุ่มโปรตีน [19] 

	 วิเคราะห์กลุ่มโปรตีน

	 	 	นำ�กากทานตะวันท่ีผ่านการสกัดน้ำ�มันแล้ว 

ปริมาณ 2 กรัม เติมน้ำ�กลั่น 10 มิลลิลิตร เขย่าเป็นเวลา 

1 ชั่วโมง นำ�มาปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนที่ 4 องศาเซลเซียส 

ด้วยความเร็ว 10,000×g เป็นเวลา 30 นาที กรองส่วน
ใสด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เพื่อเก็บส่วนใส

ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนกลุ่มอัลบูมิน จากนั้นนำ�ตะกอน

ที่ได้เติม 0.5M NaCl ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าเป็น
เวลา 1 ช่ัวโมง นำ�มาป่ันเหว่ียงและกรองส่วนใสเพื่อ

นำ�ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนกลุ่มกลอบูลิน เติม 70%  

เอทานอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในตะกอน เขย่าเป็น

เวลา 1 ชั่วโมง นำ�มาปั่นเหวี่ยงและกรองส่วนใสเพื่อนำ�

ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนกลุ่มโปรลามิน และเติม 0.1N 

NaOH ลงในตะกอน เขย่าเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง นำ�มา 

ป่ันเหว่ียง และกรองส่วนใสเพื่อนำ�ไปวิเคราะห์ปริมาณ

โปรตีนกลุ่มกลูเตลิน วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้ง 4 กลุ่ม

ด้วยวิธีไบยูเร็ต โดยใช้ Bovine serum albumin (BSA) 

เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ดัดแปลงวิธีจาก [19]

	 2.2		การไฮโดรไลซ์โปรตีนไฮโดรไลเซทจากกาก

ทานตะวันด้วยโบรมิเลนและ Flavourzyme® 

	 	 	นำ�กากทานตะวันท่ีผ่านการสกัดน้ำ�มันแล้ว 10 

กรัม ใส่ลงในขวดก้นกลม เติมน้ำ�กลั่นปริมาตร 250 

มิลลิลิตร นำ�ไปต้ังท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที จากนั้นเติมโบรมิเลน (activity เท่ากับ 

97,043.92 ยูนิต/มิลลิลิตร) หรือ Flavourzyme® (activity  

เท่ากับ 120,777.03 ยูนิต/มิลลิลิตร) แปรความเข้มข้น

ของเอนไซม์ร้อยละ 5, 10 และ 15 (น้ำ�หนักเอนไซม์ต่อ

น้ำ�หนักกากทานตะวัน) แปรเวลาในการไฮโดรไลซ์ที่ 1, 3, 

6, 12 และ 18 ชั่วโมง เขย่าทุก 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยา

ของเอนไซม์ด้วยความร้อน (95 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 

15 นาที กรองสารละลายที่ได้ด้วย Whatman เบอร์ 1 

เก็บรักษาที่ -20 องศาเซลเซียส นำ�มาวิเคราะห์สมบัติทาง

กายภาพและเคมีของ enzymatic bromelain Sunflower 

Protein Hydrolysates (eb-SPHs) และ enzymatic  
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Flavourzyme Sunflower Protein Hydrolysates  

(ef-SPHs) ได้แก่ ค่าสี ระดับการไฮโดรไลซ์ (Degree 

of hydrolysis, DH) ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนขนาด

ของโมเลกุลของเพปไทด์ค่า surface hydrophobicity 

ประสิทธิภาพการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (วิเคราะห์ด้วย

วิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radicals scavenging  

(DPPH•) และ 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid) radicals scavenging (ABTS•+) 

และวิเคราะห์สมบัติเชิงหน้าท่ี (การเกิดโฟมและการเกิด

อิมัลชัน) 

			  2.2.1	วเิคราะหค์า่สขีองโปรตนีไฮโดรไลเซทจาก

กากทานตะวัน

	 	 	วิเคราะห์ค่าสี ด้วยเครื่องวัดสี ตามระบบ L*, a*, 

b* และค่า hue angle นำ� eb-SPHs และ ef-SPHs ทุก

สภาวะการย่อย ปริมาตร 3 มิลลิลิตร วัดด้วยเครื่องวัดสี 

(MiniScan® EZ, Hunter Lab, USA) โดยเปรียบเทียบ

กับคา่สทีีภ่าวะควบคุม (เอนไซมร์อ้ยละ 0) คำ�นวณค่าแตก

ต่างของสี ∆E ดังสมการ

	 ∆E = [(L*
2 - L

*
1)
2 + (a*

2 - a
*
1)
2 + (b*

2 - b
*
1)
2]1/2

โดยที่	 L*
1, a

*
1 และ b

*
1 : ค่าสีของภาวะควบคุม

	 	 L*
2, a

*
2 และ b

*
2 : ค่าสีของตัวอย่าง

			  2.2.2	วิเคราะห์ระดับการไฮโดรไลซ์ (Degree 

of hydrolysis: DH) ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกาก

ทานตะวัน

	 	 	วิเคราะห์ระดับการไฮโดรไลซ์ (DH) ดัดแปลงวิธี

จาก Flavia และ Maria (1998) [20] โดยนำ� eb-SPHs 
และ ef-SPHs 10 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองเติมกรด 

ไตรคลอโรอะซิติก (trichloroacitic acid : TCA) เข้มข้น 

ร้อยละ 20 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันเป็นเวลา 

2 นาที แล้วนำ�ไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 1,200×g เป็น
เวลา 15 นาที นำ�ส่วนของเหลวใสด้านบนไปวิเคราะห์

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดด้วยวิธี Kjeldahl และนำ�ค่าที่

ได้มาคำ�นวณตามสูตร 

	 	 	 โดยที่ Total - N = ร้อยละไนโตรเจนในวัตถุดิบ 

และ 20% TCA soluble-N = ร้อยละไนโตรเจนที่ละลาย

ได้ใน TCA

	

			  2.2.3	วเิคราะหช์นิดและปรมิาณกรดอะมิโนของ

โปรตีนกากทานตะวันและโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกาก

ทานตะวัน

	 	 	 วิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนของโปรตีน

กากทานตะวนั และโปรตนีไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวนั 

โดยนำ�กากทานตะวันที่ผ่านการสกัดน้ำ�มันแล้ว ปริมาณ 

1 กรัม มาไฮโดรไลซ์ด้วย 6N HCl ก่อนวิเคราะห์ชนิด

และปริมาณกรดอะมิโน ส่วนโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกาก

ทานตะวัน ไมต่อ้งผา่นการไฮโดรไลซ์ด้วย 6N HCl ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร นำ�แต่ละตัวอย่างมาเตรียมอนุพันธ์ด้วย  

AccQ-fluor derivertization และ AccQ-fluor reagent 

ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น 

ฉีดสารละลายอนุพันธ์ตัวอย่าง ปริมาตร 5 ไมโครลิตร  

เข้าเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography  

(HPLC) (JASCO FP2020, Japan) โดยใช้คอลัมน์  

Hypersil Gold column C18 และสารละลายผสม eluent  

A (sodium acetate 19 กรัม, phosphoric acid 40 

กรัม, triethylamine 2.27 กรัม) กับ eluent B (60% 

acetonitrile) เป็นตัวพา ด้วยอัตรา 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
วิเคราะห์สารประกอบด้วย fluorescence detector มี  

excitation ทีค่วามยาวคลืน่ 250 นาโนเมตร และ emission  

ที่ความยาวคลื่น 395 นาโนเมตร วิเคราะห์กรดอะมิโน

เทียบกับสารละลายกรดอะมิโนมาตรฐาน

			  2.2.4	วิเคราะห์น้ำ�หนักเพปไทด์ (Molecular 

weight peptide distribution) ของโปรตีนไฮโดรไลเซท

จากกากทานตะวัน

	 	 	 วิเคราะห์น้ำ�หนักเพปไทด์ของโปรตีนไฮโดรไลเซท

จากกากทานตะวัน ดว้ยเทคนคิ sodium dodecyl sulfate- 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

ตามวธีิของ Villanueva และคณะ  [15] โดยนำ� eb-SPHs 

และ ef-SPHs ผสมกับ sample buffer (0.3125 M Tris 
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HCl, SDS ความเข้มข้นรอ้ยละ 10, glycerol ความเข้มข้น 

ร้อยละ 50, bromphenol blue G ความเข้มข้นร้อยละ 

0.05 และ 2-Mercaptoethanol ความเข้มข้นร้อยละ 10) 

ในอัตราส่วน 5:1 ให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาท ีวิเคราะห์ขนาดเพปไทด์ของโปรตีนไฮโดรไลเซท 

จากกากทานตะวัน ที่ 15% separating gel และ 5% 

stacking gel ใน 25mM Tris running buffer ที่ความ

ต่างศักย์ 120 โวลต์ เวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นย้อมสีเจล 

ด้วย Coomassie brilliant blue G -250 และล้างเจล 

ด้วย สารละลาย 10% acetic acid ใน 20% methanol  
เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานขนาด 2-250 kDa  

(Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards, 

Bio Rad)

			  2.2.5	วิเคราะห์ค่า surface hydrophobicity 

ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวัน

	 	 	ค่า surface hydrophobicity ของ eb-SPHs 

และ ef-SPHs วิเคราะห์ตามวิธีของ Wu และคณะ (1998) 
[21] โดยใช้ตัวติดตามฟลูโอเรสเซนส ์ คือ 1-anilino-8- 

naphthalene-sulfonate (ANS) เตรียม eb-SPHs และ 

ef-SPHs ให้มีความเข้มข้น 0.00125 ถึง 0.03 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ด้วย 0.1 phosphate buffer (pH 7.0) 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 8 mM ANS (ละลายใน 

0.1 phosphate buffer pH 7.0) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากันและนำ�ไปวัดความเข้มของการเรืองแสง 

(fluorescence intensity, FI) ดว้ยเครือ่ง spectrofluoro-

meter (FP-6200®, Jasco) โดยกำ�หนดความยาวคลื่น 

excitation เท่ากับ 390 นาโนเมตร และความยาวคลื่น 

emission เท่ากับ 470 นาโนเมตร นำ�ค่า FI ของตัวอย่าง

ที่ความเข้มข้นต่างๆ มาสร้างกราฟสมการเส้นตรง โดยค่า

ความชันแสดงถึง surface hydrophobicity index (So) 

ของโปรตีนไฮโดรไลเซท

	 2.3		วเิคราะหป์ระสทิธิภาพการยับย้ังอนุมูลอิสระของ

โปรตีนไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวัน

			  2.3.1	ประสิทธิภาพการยับย้ังอนุมูลอิสระ 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) 

	 	 	 วิเคราะห์ประสิทธิภาพในการยับย้ังอนุมูลอิสระ 

DPPH• โดยดัดแปลงวิธีจาก Cai และคณะ (2013) [12] 

โดยนำ� eb-SPHs และ ef-SPHs ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

เติมน้ำ�กลั่น 980 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย 0.1 

มิลลิโมลาร์ DPPH• ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ตั้งไว้ในที่มืด

เป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

517 นาโนเมตร คำ�นวณความสามารถในการยับยั้งอนุมูล 

DPPH• ดังสมการ

โดยที่	 Acont	 คือ	ค่าการดูดกลืนแสงของ control  

	 	 	 	 (น้ำ�กลั่น + DPPH•)

	 	 Ablank	 คือ	ค่าการดูดกลืนแสงของสีตัวอย่าง  

	 	 	 	 (ตัวอย่าง + น้ำ�กลั่น + เอทานอล)

	 	 Atest	 คือ	ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง  

	 	 	 	 (ตัวอย่าง + น้ำ�กลั่น + DPPH•)

			  2.3.2	ประสิทธิภาพการยับยั้งอนุมูลอิสระ 2,2'- 

azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

(ABTS•+)

	 	 	 วิเคราะห์ประสิทธิภาพในการยับย้ังอนุมูลอิสระ 

ABTS•+ โดยดัดแปลงวิธีจาก Cai และคณะ (2013) [12] 

เตรียมสารละลาย ABTS•+ โดยผสม 7.0 µM ABTS 

และ 2.45 µM potassium persulphate ในอัตราส่วน 

1 ต่อ 5 เก็บไว้ในที่มืด 12 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางด้วย 

95% เอทานอล จนสารละลาย ABTS•+ มีค่าดูดกลืนแสง

ในช่วง 0.7±0.05 ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร นำ� 
eb-SPHs และ ef-SPHs ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติม

น้ำ�กลั่น 980 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย ABTS•+ 

4 มิลลิลิตร ตั้งไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 6 นาที วัดค่าการ 

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร คำ�นวณ

ความสามารถในการยับยั้งอนุมูล ABTS•+ ดังสมการ
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โดยที่	 Acont	 คือ	ค่าการดูดกลืนแสงของ control 

	 	 	 	 (น้ำ�กลั่น + ABTS•+)

	 	 Ablank 	คือ	ค่าการดูดกลืนแสงของสีตัวอย่าง 	

	 	 	 	 (ตัวอย่าง + น้ำ�กลั่น + เอทานอล)

	 	 Atest	 คือ	ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง 	

	 	 	 	 (ตัวอย่าง + น้ำ�กลั่น + ABTS•+)

	 2.4		วิเคราะห์คุณสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน 

ไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวัน

			  2.4.1	สมบัติเชิงหน้าที่ในการเกิดโฟม

	 	 	 เตรียม eb-SPHs และ ef-SPHs ความเข้มข้น

รอ้ยละ 50 ปรมิาตร 10 มลิลลิติร ใสใ่นกระบอกตวงขนาด 

100 มลิลลิติร ป่ันให้เกิดโฟมด้วยโฮโมจไินเซอร ์ทีค่วามเร็ว 

10,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีวัดปรมิาตรของฟอง

ที่เกิดขึ้น ดัดแปลงวิธีจาก Cao และคณะ (2009) [22] 

คำ�นวณร้อยละการเกิดโฟมดังสมการ

  

			  2.4.2	สมบัติเชิงหน้าที่ในการเกิดอิมัลชัน

	 	 	 เตรียม eb-SPHs และ ef-SPHs ความเข้มข้น

ร้อยละ 50 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด centrifuge 

ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ำ�มันถั่วเหลือง 2.5 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากันด้วยโฮโมจิไนเซอร์ ที่ความเร็ว 10,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพื่อให้เกิดอิมัลชัน จากนั้นนำ�

สารละลายทีไ่ดม้าป่ันเหว่ียงทีค่วามเร็ว 1,200×g เป็นเวลา 
5 นาที วัดปริมาตรอิมัลชันที่เกิดขึ้น ดัดแปลงวิธีจาก Cao 

และคณะ [22] คำ�นวณการเกิดอิมัลชันดังสมการ

	 2.5		การวิเคราะห์ผลทางสถิติ

	 	 	วางแผนการทดลองแบบ 3×5 Factorial in 
Randomized Complete Block Design ทำ�การทดลอง 

3 ซ้ำ� วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติและเปรียบเทียบ

ความแตกต่างค่าเฉลี่ยโดย Duncan's Multiple Range 

Test (DMRT) ด้วยโปรแกรม SAS (1997)

3.	ผลการทดลองและวิจารณ์ผล
	 ผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมขีองกากทานตะวัน 

ทีผ่า่นกระบวนการสกัดไขมนัออกดว้ยเฮกเซน (ตารางที ่1) 

พบว่า กากทานตะวันประกอบด้วยโปรตีน คาร์โบไฮเดรต 

ไขมัน กากใย และเถ้า ร้อยละ 59.98, 25.29, 0.40, 

5.58 และ 8.75 (ฐานน้ำ�หนักแห้ง) ตามลำ�ดับ โดยกาก

ทานตะวันที่ได้มีปริมาณโปรตีนสูง เหมาะแก่การนำ�ไป

ใช้เป็นแหล่งโปรตีนตั้งต้นในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซท 

เนื่องจากแหล่งโปรตีนตั้งต้นที่เหมาะสมในการนำ�มาผลิต 

เป็นโปรตีนไฮโดรไลเซท ควรมอีงค์ประกอบโปรตนีไมต่่ำ�กว่า 

ร้อยละ 30 ประกอบกับมีปริมาณไขมันต่ำ�  (น้อยกว่า 

ร้อยละ 1) และกากใยปริมาณน้อย (น้อยกว่าร้อยละ 10) 

ทำ�ให้ไม่ขัดขวางการทำ�งานของเอนไซม์โปรติเอสส่งผลต่อ

ความว่องไวในการทำ�งานของเอนไซม์ได้ [10] นอกจากนี้

กากทานตะวันท่ีสกัดน้ำ�มันยังประกอบด้วยโปรตีนในกลุ่ม

กลอบูลิน (โปรตีนที่ละลายในน้ำ�เกลือ) อัลบูมิน (โปรตีนที่

ละลายน้ำ�) กลูเตลิน (โปรตีนที่ละลายด่าง) และโปรลามิน  

(โปรตีนที่ละลายในเอทานอล) ร้อยละ 53.18, 24.10, 

18.21 และ 4.51 (ฐานน้ำ�หนักแห้ง) ตามลำ�ดับ เมื่อ

วิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนในกากทานตะวัน 

(ตารางท่ี 2) พบว่า กากทานตะวันนอกจากมีกลูตามิก 

และแอสปาร์ติกซ่ึงเป็นกรดอะมิโนที่ให้รสอร่อยในปริมาณ

สูง (12.42 และ 5.27 มิลลิกรัม/กากทานตะวัน 100 กรัม  

ตามลำ�ดับ) และกรดอะมิโนจำ�เป็น โดยเฉพาะอย่างย่ิง 

ไกลซีน อะลานีน วาลีน ไอโซลิวซีน ลิวซีน และโพรลีน  

ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนไฮโดรโฟบิคในปริมาณสูงแล้ว กาก

ทานตะวันยังพบกรดอะมิโนท่ีมีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ 

ได้แก่ ซิสเตอีน และเมทไธโอนีน และพบกรดอะมิโนท่ี

จำ�เพาะต่อการตัดของโบรมิเลน (ไลซีน อาร์จีนีน ฟีนิล

อะลานีน และไทโรซีน) ดังนั้นกากทานตะวันจึงเป็นแหล่ง

โปรตีนที่ส่งผลให้กากทานตะวันเป็นแหล่งของโปรตีนท่ีมี

กรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระที่ดี 
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ตารางที่ 1 องค์ประกอบทางเคมีของกากทานตะวันหลังการสกัดไขมันด้วยเฮกเซน

Protein 59.98 ± ±1.43
carbohydrate 25.29 ± 0.60
fat 0.40 ± ±0.01
fiber 5.58 ± ±0.22
ash 8.75 ± ±0.05

องคประกอบทางเคมี ปริมาณ (กรัม/100 กรัมของน้ำหนักแหง)

หมายเหตุ	ความช้ืนฐานแห้งของกากทานตะวันทีน่ำ�มาศกึษาองคป์ระกอบทางเคมเีท่ากับรอ้ยละ 7.88

ตารางท่ี 2	 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนท่ีพบในโปรตีนกากทานตะวันหลังการสกัดไขมันด้วยเฮกเซน และกรดอะมิโนทั้งหมดที่ 

	 	 	 พบในโปรตนีไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวันท่ีไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมเิลน และ Flavourzyme® และกรดอะมโินทีพ่บในรปู 

	 	 	 อิสระและในรูปเพปไทด์

Amino acids 
 

Amino acid of eb-SPHs  
at 15% bromelain for 6 h 

(mg/100mL) 
at 15% Flavourzyme® for 6 h 

(mg/100mL) 
Total amino 

acid 
Total 
amino 
acid

Free 
amino 
acid

Amino acids 
as peptides 

form

Total 
amino 
acid

Free 
amino 
acid

Amino acids as 
peptides form 

Aspartic acid 5.27 162.03 2.15 159.88 138.53 23.94 114.59 
Serine 2.42 84.66 4.31 80.35 71.61 37.25 34.36 

Glutamic acid 12.42 409.35 4.12 405.23 390.46 40.73 349.73 
Glycine 2.93 101.12 4.13 96.99 85.35 20.45 64.9 
Histidine 1.27 37.66 1.01 36.65 39.01 19.47 19.54 
Arginine 4.68 154.02 30.4 123.62 160.29 136.21 24.08 

Threonine 2.02 64.91 4.35 60.56 61.29 26.41 34.88 
Alanine 2.37 71.85 5.13 66.721 62.04 27.84 34.2 
Proline 2.30 69.61 0.90 68.71 65.88 8.56 57.32 
Cystine 0.50 45.68 6.87 38.81 43.77 18.02 25.75 
Tyrosine 1.09 45.39 1.28 44.11 35.89 27.98 7.91 
Valine 2.50 75.52 25.65 49.87 74.79 37.58 37.21 

Methionine 0.77 16.29 4.03 12.26 21.86  12.59 9.27 
Lysine 1.92 72.52 9.60 62.92 58.67 36.51 22.16 

Isoleucine 2.08 64.24 1.02 63.22 63.68 29.52 34.16 
Leucine 3.36 96.48 7.52 88.96 90.49 45.84 44.65 

Phenylalanine 2.43 68.86 4.30 64.56 63.76 32.55 31.21 
Total 50.33 1640.19 116.77 1523.42 1518.1 590.72 927.38

lower Sunflflf 
meal 

(mg/100mg)

Amino acid of eb-SPHs 
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	 3.1		ลักษณะปรากฏและค่าสีของโปรตีนไฮโดรไลเซท 

จากกากทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลนและ  

Flavourzyme®

	 	 	การวิเคราะห์ค่าสี ได้แก่ ค่าความสว่าง (L*) ค่า

เฉดสี (hue angle) และ ค่าการเปลี่ยนแปลงของสี (∆E) 

ซึ่งเปรียบเทียบจากค่าสีที่เปลี่ยนแปลงจากชุดควบคุม (ไม่

ใส่เอนไซม์) โดยค่า L* มีค่าตั้งแต่ 0 (มืดดำ�) ถึง 100 

(สว่างขาว) และค่า hue angle ซึ่งแสดงถึงสีที่แท้จริงที่

ปรากฏ มีค่าอยู่ระหว่าง 0 ถึง 360 โดยในแต่ละช่วงของ

แต่ละองศาแสดงสีที่ปรากฏแตกต่างกัน ดังแสดงในตาราง

ที่ 3 โดยค่า hue angle อยู่ในช่วง 90-135 แสดงว่า 
โปรตีนท่ีไฮโดรไลซ์จากกากทานตะวันมีเฉดสีตรงกับช่วง 

สีเหลือง โดยมีค่าความสว่าง หรือค่า L* ของ eb-SPHs 

มีค่าอยู่ระหว่าง 83.68-88.27 และ ef-SPHs มีค่า L*  

อยู่ระหว่าง 73.47-77.20 ซึ่งค่า L* ของ ef-SPHs มีค่า

สูงกว่า eb-SPHs ส่งผลให้ ef-SPH มีสีเข้มกว่า eb-SPH 

ตารางที่ 3	ค่าสีของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลน และ Flavourzyme® ความเข้มข้นร้อยละ  

	 	 	 	 5, 10 และ 15 โดยน้ำ�หนัก ที่เวลา 1, 3, 6, 12 และ 18 ชั่วโมง

Enzyme 
concentration (%) Time (h) eb-SPH ef-SPH 

L* ∆E hº L* ∆E hº 

0 
(control) 

1 88.68 - 108.07 88.68 - 108.07 
3 87.73 - 107.95 87.73 - 107.95 
6 86.79 - 107.90 86.79 - 107.90 
12 86.57 - 106.34 86.57 - 106.34 
18 85.05 - 104.87 85.05 - 104.87 

5 

1 88.27 2.47 101.48 77.20 3.49 101.52 
3 87.69 2.77 93.86 76.96 3.86 101.73 
6 86.41 2.47 90.35 75.96 3.07 102.44 
12 85.71 3.47 88.45 74.93 4.42 100.94 
18 84.10 2.47 93.02 73.47 4.68 102.96 

10 

1 87.72 2.92 91.43 76.50 3.79 100.98 
3 86.49 3.42 93.66 76.21 4.06 100.84 
6 85.90 3.52 89.92 75.48 3.76 101.08 
12 84.95 3.92 90.23 74.64 5.08 100.31 
18 84.08 4.92 97.03 73.62 5.19 99.88 

15 

1 87.71 3.29 90.36 75.63 5.05 98.97 
3 86.32 3.79 92.95 75.49 4.20 99.70 
6 85.68 3.89 93.19 75.73 4.10 99.52 
12 84.25 4.29 91.09 74.30 5.25 99.95 
18 83.68 5.29 90.99 73.47 5.96 97.95 

F test  ns ns ns ns ns ns 
C.V.(%)  2.03 3.24 8.88 2.41 3.55 6.45 

LSD  0.59 0.64 0.81 0.55 0.59 1.11 
ns หมายถึง ค่าสีในคอลัมน์เดียวกันไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ (p > 0.05)
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	 	 	อย่างไรก็ตามค่า ∆E ของ ef-SPHs ยังมคีา่สงูกว่า 

eb-SPHs แสดงว่าการไฮโดรไลซ์โปรตีนกากทานตะวัน

ด้วย Flavourzyme® ทำ�ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของ 

โปรตีนไฮโดรไลเซทมากกว่าการไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลน 

ซ่ึงสอดคล้องกับลักษณะปรากฏของ eb-SPHs และ  

ef-SPHs ที ่ef-SPHs มสีเีหลอืงน้ำ�ตาลเข้มกว่า eb-SPHs  

เนื่องจาก Flavourzyme® เป็นเอนไซม์ที่ตัดพันธะเพปไทด์

ได้ทั้งภายในและปลายสายของโปรตีน ทำ�ให้ได้กรดอะมิโน

อสิระท่ีสง่ผลตอ่การเปลีย่นแปลงสขีองโปรตนีไฮโดรไลเซท  

[23] แต่อย่างไรก็ตามการเพิ่มข้ึนของร้อยละความเข้มข้น 

เอนไซม์ไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าสีของโปรตีน 

ไฮโดรไลเซท

	 3.2		ระดับการไฮโดรไลซ์ของโปรตีนไฮโดรไลเซท

จากกากทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลนและ  

Flavourzyme®

	 	 	ระดับการไฮโดรไลซ์แสดงถึงสัดส่วนร้อยละ

ของเพปไทด์ท่ีถูกไฮโดรไลซ์ต่อปริมาณโปรตีนทั้งหมดใน 

โปรตีนไฮโดรไลเซท โดยความเข้มข้นของเอนไซม์และ

ระยะเวลาในการไฮโดรไลซ์มีผลต่อการเพิ่มข้ึนของระดับ

การไฮโดรไลซ์อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ โดยการไฮโดรไลซ์

ด้วยโบรมิเลนในช่วง 1 ถึง 6 ชั่วโมง ระดับการไฮโดรไลซ์

เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว (รูปที่ 1) เนื่องจากกากทานตะวันมี

โปรตีนกลอบูลินและอัลบูมิน เป็นกลุ่มโปรตีนหลักในกาก

ทานตะวัน ซ่ึงโปรตีนท้ังสองกลุ่มนี้สามารถละลายได้ดีใน

น้ำ�และน้ำ�เกลือ ตามลำ�ดับ จึงถูกไฮโดรไลซ์อย่างรวดเร็ว

ในช่วงระยะเวลาแรกๆ ของการเกิดปฏิกิริยา [24] ซ่ึงที่

เวลาไฮโดรไลซ์ 6 ชั่วโมง พบว่า eb-SPHs ที่ความเข้มข้น 

โบรมิเลนร้อยละ 15 มีร้อยละระดับการไฮโดรไลซ์สูงที่สุด 

(ร้อยละ 42.23) แต่เมื่อความเข้มข้นของเอนไซม์เพิ่ม

ข้ึนหลังการไฮโดรไลซ์กากทานตะวันเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 

ค่าระดับการไฮโดรไลซ์ของโปรตีนไฮโดรไลเซทมีค่าคงที่ 

เนื่องจากกลุ่มของโปรตีนท่ีละลายน้ำ�ได้ดีที่เป็นสับสเตรท

ถูกไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ ทำ�ให้ได้เพปไทด์สายสั้นๆ หรือ

กรดอะมิโนอิสระ เอนไซม์จึงไม่สามารถไฮโดรไลซ์ได้อีก  

ทำ�ให้สับสเตรทไม่เพียงพอต่อเอนไซม์ หรือเกิด product 

inhibition ส่งผลให้ค่าระดับการไฮโดรไลซ์คงที่ [25] ส่วน

การไฮโดรไลซ์โปรตนีกากทานตะวนัด้วย Flavourzyme® มี

ร้อยละการย่อยสลายที่สูงกว่าโบรมิเลน เนื่องจากเอนไซม์  

Flavourzyme® เป็นเอนไซม์ endo-exo protease ซึ่ง 

สามารถไฮโดรไลซ์พันธะเพปไทด์ได้ท้ังภายในสายและ

ปลายสายของโปรตีน ทำ�ให้มีระดับการไฮโดรไลซ์สูงกว่า

การใช้โบรมิเลนท่ีเป็นเอนไซม์ endoprotease ซ่ึงการ 

ไฮโดรไลซ์กากทานตะวันด้วย Flavourzyme® ที่ความ 

เข้มข้นร้อยละ 15 เป็นเวลา 18 ชั่วโมง มีร้อยละการย่อย

สลายสูงที่สุด (ร้อยละ 57.29)
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	 	 เวลา 1, 3, 6, 12 และ 18 ชั่วโมง
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	 3.3		ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนของโปรตีน 

ไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วย 

โบรมิเลนและ Flavourzyme®

	 	 	ผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโน

ของ eb-SPHs และ ef-SPHs พบวา่ โปรตนีไฮโดรไลเซท 

จากกากทานตะวันท่ีไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลนและ  

Flavourzyme® ประกอบด้วยกรดอะมิโนจำ�เป็น โดย

เฉพาะอย่างยิ่ง ไกลซีน อะลานีน โพรลีน วาลีน ไลซีน  

ไอโซลิวซีน ลิวซีน และฟีนิลอะลานีน ซึ่งเป็นกรดอะมิโน-

ไฮโดรโฟบคิ และกรดอะมโินซิสเตอนี และเมทไธโอนนี ซ่ึง

เป็นกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ (ตารางที่ 2) 
	 	 	กรดอะมิโนท่ีพบในโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกาก

ทานตะวันอยู่ในรูปของกรดอะมิโนอิสระ และสายเพป

ไทด์ ซ่ึง Flavourzyme® สามารถไฮโดรไลซ์โปรตีนกาก

ทานตะวันให้อยู่ในรูปกรดอะมิโนอิสระได้เท่ากับ 590.72 

มลิลกิรมั/100 มลิลลิติร ซ่ึงสงูกว่ากรดอะมโินอสิระทัง้หมด

ของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลน (116.77 

มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) เนื่องจาก Flavourzyme® เป็น

เอนไซม์ที่ไฮโดรไลซ์โปรตีนได้ทั้งภายในและปลายสายของ

โปรตีน ef-SPHs จึงมีกรดอะมิโนในรูปกรดอะมิโนอิสระ

สูง ในขณะที่โบรมิเลนเป็นเอนไซม์ที่ตัดภายในสายโปรตีน 

กรดอะมิโนส่วนใหญ่ของ eb-SPHs จึงอยู่ในรูปของ 

เพปไทด์ (1,640.19 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) ซึ่งสูงกว่า 

ef-SPHs (927.38 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) ซึ่งสอดคล้อง

กับค่าระดับการไฮโดรไลซ์ของ eb-SPHs และ ef-SPHs

	 3.4		การจัดเรียงขนาดเพปไทด์ (Molecular weight 

peptide distribution) ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกาก

ทานตะวนัทีไ่ฮโดรไลซด์ว้ยโบรมิเลนและ Flavourzyme®

	 	 	ผลวิเคราะห์ Molecular weight distribution 

ของ eb-SPHs และ ef-SPHs ด้วยวิธี SDS-PAGE จาก

รูปที่ 2 พบว่าโปรตีนกากทานตะวันที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่

ขนาด 60kDa (รูป a) ไม่ปรากฏในแผ่นเจล (รูป b1, b2, 

b3, c1, c2 และ c3) เนือ่งจากโปรตนีถูกเอนไซมโ์บรมเิลน  

และ Flavourzyme® ไฮโดรไลซ์เป็นโปรตีนขนาดเล็กและ

เพปไทด์สายสัน้ๆ eb-SPHs มขีนาดโมเลกุลกระจายหลาย

ขนาด ได้แก่ 10, 13, 17, 21, 24 และ 34 kDa เมื่อ

ความเข้มข้นเอนไซม์และเวลาในการไฮโดรไลซ์เพิ่มข้ึน 

ทำ�ให้ eb-SPHs และ ef-SPHs มีระดับการไฮโดรไลซ์ 

สงูข้ึน สง่ผลให้เพปไทด์ทีไ่ด้มขีนาดเลก็ลง เช่น แถบโปรตีน

ขนาด 34 kDa ใน eb-SPHs จางลงเมื่อเพิ่มความเข้มข้น 

โบรมิเลนและเวลาในการไฮโดรไลซ์ และแถบโปรตีน 

ไม่ปรากฏเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของโบรมิเลนเป็นร้อยละ 

15 (รูป b3) [24] แต่เมื่อเวลาในการไฮโดรไลซ์มากกว่า 

6 ช่ัวโมง เพปไทด์ขนาดใหญ่มีสีจางลง หรือไม่ปรากฏ

แถบโปรตีน แต่พบการกระจายตัวของเพปไทด์ขนาดเล็กๆ 

แทน ซ่ึงสอดคล้องกับร้อยละระดับการไฮโดรไลซ์ และ

เนื่องจาก Flavourzyme® สามารถตัดพันธะเพปไทด์ 

ที่ปลายสายได้กรดอะมิโนอิสระหรือได้เพปไทด์ซ่ึงมีขนาด

เลก็กว่าโปรตีนมาตรฐานท่ีใช้ (2 kDa) จงึไมแ่สดงแถบสบีน 

เจล (รูป c1, c2 และ c3) จึงทำ�ให้พบการกระจายตัวของ

เพปไทด์ของ eb-SPHs มากกว่า ef-SPHs ซึ่งสอดคล้อง

กับผลการวิเคราะห์กรดอะมิโนของ ef-SPHs ที่พบว่ามี

กรดอะมิโนอยู่ในรูปกรดอะมิโนอิสระมากกว่า eb-SPHs
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รูปที่ 2	 ขนาดโปรตีนของกากทานตะวัน (DSM) (a) ขนาดเพปไทด์ของ eb-SPHs ความเข้มข้นโบรมิเลนร้อยละ 5 (b1) 10 (b2)  

	 	 และ 15 (b3) และ ef-SPHs ความเข้มข้น Flavourzyme® ร้อยละ 5 (c1) 10 (c2) และ 15 (c3)

	 3.5		ค่า surface hydrophobicity ของโปรตีน 

ไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวนัทีไ่ฮโดรไลซด์ว้ยโบรมิเลน

และ Flavourzyme®

	 	 	จากผลการวิเคราะห์ surface hydrophobicity  

(So) หรือค่าที่แสดงแนวโน้มของความไม่ชอบน้ำ�ที่ผิว

ของโปรตีน ซ่ึงเป็นค่าท่ีมีบทบาทสำ�คัญในการกำ�หนด

โครงสร้างและคุณสมบัติของโปรตีน [26] จากรูปที่ 3 ค่า 

So ของ eb-SPHs และ ef-SPHs มีค่าสูงกว่าโปรตีน 

ไฮโดรไลเซททีส่ภาวะควบคมุ (ความเข้มข้นเอนไซมร้์อยละ 

0) เนื่องจากโมเลกุลของโปรตีนเริ่มต้นหันส่วนที่ไม่ชอบน้ำ� 

(hydrophobic group) เข้าสู่ภายในโครงสร้างของโปรตีน 
แต่การไฮโดรไลซ์โปรตีนด้วยเอนไซม์ท้ังสองชนิดเพียง 

บางสว่น ทำ�ให้โปรตนีเผยด้าน hydrophobic group ออกสู ่

ภายนอกโครงสร้างของโปรตีนได้มากข้ึน ส่งผลให้ค่า So 

เพิ่มสูงขึ้น [21] อย่างไรก็ตามการเพิ่มขึ้นของความเข้มข้น

เอนไซม์ และเวลาในการไฮโดรไลซ์โปรตีนกากทานตะวัน 

พบว่า So มีค่าลดลง เพราะการไฮโดรไลซ์ของเอนไซม์ที่

มากเกินไป ทำ�ให้เกิดเพปไทด์สายสั้นๆ หรือกรดอะมิโน  

ซ่ึงมี hydrophobic binding sites น้อยกว่าเพปไทด์ 

สายยาว [27] และจากการที่ Flavourzyme® เป็นเอนไซม์

ท่ีตัดปลายสายโปรตีนจึงทำ�ให้เพปไทด์ท่ีได้มีขนาดเล็กหรือ

เกิดเป็นกรดอะมิโนอิสระ ซ่ึงส่งผลให้มีค่า So ต่ำ�กว่า 

eb-SPHs
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หมายเหตุ a, b, c, …ตัวอักษรต่างกันแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ p ≤ 0.05
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รูปท่ี 3	ค่า Surface hydrophobicity (So) ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วย 

	 	 โบรมิเลน (a) และ Flavourzyme® (b) ที่ความเข้มข้นเอนไซม์และระยะเวลาย่อยสลายต่างๆ

	 3.6		ประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• และ 

ABTS•+ ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวันที่ 

ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลนและ Flavourzyme®

	 	 	ผลการวิเคราะห์ประสิทธิภาพในการเป็นสารต้าน 

อนุมูลอิสระ โดยวิธีทดสอบกับอนุมูลอิสระ DPPH• ของ 

eb-SPHs และ ef-SPHs ดังแสดงในรูปที่ 4 พบว่า  

eb-SPHs ทีส่ภาวะการไฮโดรไลซ์ดว้ยโบรมเิลนความเข้มข้น 

ร้อยละ 15 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการ

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH• สูงที่สุด (p ≤ 0.05) ถึงร้อยละ  
83.94 แต่ eb-SPHs และ ef-SPHs หลังจากการ 

ไฮโดรไลซ์เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพในการ 

ดักจับอนุมูลอิสระ DPPH คงที่ ซึ่งสอดคล้องกับผลการ

วิเคราะห์ค่าร้อยละระดับการไฮโดรไลซ์ของ eb-SPHs ซึ่ง

มีงานศึกษาของ Jamdra และคณะ (2010) [5] พบว่า  

เมือ่ระดบัการไฮโดรไลซ์ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากถ่ัวลสิง 

ไฮโดรไลซ์ด้วย alcalase เพิ่มสูงข้ึนถึงระดับหนึ่ง 

ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• ของโปรตีน

ไฮโดรไลเซทจากถั่วลิสงมีค่าคงที่ ส่วนประสิทธิภาพในการ

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH• ของ ef-SPHs มีประสิทธิภาพ

ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• เพิ่มข้ึน สอดคล้องกับ 

รอ้ยละระดับการไฮโดรไลซ์ ซ่ึงพบว่าทีส่ภาวะการไฮโดรไลซ์ 

ด้วย Flavourzyme® ที่ความเข้มข้นร้อยละ 15 เป็นเวลา 

18 ชั่วโมง เป็นสภาวะที่ ef-SPHs มีประสิทธิภาพในการ

ดักจับอนุมูลอิสระ DPPH• สูงที่สุด (p ≤ 0.05) ร้อยละ  
69.50 จากผลวิเคราะห์ประสิทธิภาพในการเป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระ โดยวิธีทดสอบกับอนุมูลอิสระ ABTS•+ ของ 

eb-SPHs และ ef-SPHs ดังแสดงในรูปที่ 5 พบว่า  

eb-SPHs และ ef-SPHs มีประสิทธิภาพในการต้าน

อนมุลูอสิระ ABTS•+ ทีส่ภาวะการไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมเิลน 

ที่ความเข้มข้นร้อยละ 15 เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง สูงถึง 

ร้อยละ 92.18 และ 76.21 ตามลำ�ดับ 



578 วารสารวิจัยและพัฒนา มจธ. ปีที่ 39 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2559

รูปที่ 4	ประสิทธิภาพในการดักจับสารอนุมูลอิสระ DPPH• ของ โปรตีนไฮโดรไลเซทจากกาก 

	 	 ทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลน (a) และ Flavourzyme® (b) ที่ความเข้มข้น 

	 	 เอนไซม์และระยะเวลาย่อยสลายต่างๆ
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รูปท่ี 5	 ประสิทธิภาพในการดักจับสารอนุมูลอิสระ ABTS•+ ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกาก 

	 	 ทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลน (a) และ Flavourzyme® (b) ที่ความเข้มข้น 

	 	 เอนไซม์และระยะเวลาย่อยสลายต่างๆ
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	 	 	จากการวิเคราะห์ประสิทธิภาพในการเป็น

สารต้านอนุมูลอิสระของ eb-SPHs และ ef-SPHs  

พบว่า ประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของ 

eb-SPHs และ ef-SPHs เพิ่มข้ึนเมื่อความเข้มข้นของ

เอนไซม์และเวลาในการไฮโดรไลซ์เพิ่มข้ึน นอกจากนี้  

eb-SPHs นั้นมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ 

DPPH• และ ABTS•+ ได้สูงกว่า ef-SPHs ซ่ึงให้

ผลสอดคล้องกับชนิดและปริมาณกรดอะมิโนที่พบใน  

eb-SPH และ ef-SPHs จากตารางท่ี 4 ซ่ึงพบว่า eb-SPHs  

มีปริมาณองค์ประกอบของกรดอะมิโนไฮโดรโฟบิค ใน

ปริมาณท่ีสูงกว่า ef-SPHs เนื่องจากโบรมิเลนมีความ

จำ�เพาะในการไฮโดรไลซ์โปรตนีทีต่ำ�แหนง่กรด อะมโินไลซีน  

อาร์จีนีน ฟีนิลอะลานีน และไทโรซีน ซ่ึงอาจทำ�ให้ได้ 

เพปไทด์สายสั้นๆ ที่มีกรดอะมิโนเหล่านี้ที่ปลายสาย โดย 

กรดอะมิโนไฮโดรโฟบิคเหล่านี้มีผลต่อการจับกันระหว่าง

สายเพปไทด์และอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะไทโรซีน ซ่ึง 

มีความสามารถในการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระได้ดี 

[28] การใช้โบรมิเลนยังสามารถไฮโดรไลซ์โปรตีนที่มีกรด 

อะมิโนซิสเตอีนและเมทไธโอนีนปริมาณสูงกว่าการใช้  

Flavourzyme® ซึ่งมีรายงานว่าซิสเตอีน และเมทไธโอนีน 

มีหมู่ซัลเฟอร์ (thiol) อยู่ในโครงสร้างของกรดอะมิโน 

ทั้งสองชนิดนี้โดยซัลเฟอร์ในโครงสร้างของซิสเตอีนและ

เมทไธโอนนีนัน้มคีา่อเิลก็โตรเนกาติวิต้ี (electronegativity)  

ต่ำ�ทำ�ให้กรดอะมิโนทั้งสองชนิดนี้สามารถให้อิเล็กตรอน

แก่อนุมูลอิสระได้ง่าย [29] นอกจากนี้ปริมาณกรดอะมิโน

ส่วนใหญ่ของ eb-SPHs อยู่ในรูปเพปไทด์ (ตารางที่ 2) 

เนื่องจากโบรมิเลนเป็นเอนไซม์เอนโดรโปรติเอส (ตัด

จำ�เพาะภายในสายโปรตีน) ในขณะที่ ef-SPHs ประกอบ

ด้วยกรดอะมิโนอิสระมาก เนื่องจาก Flavourzyme® เป็น

เอนไซม์ท่ีสามารถไฮโดรไลซ์ได้ทั้งภายในสายและปลาย

สายของโปรตีน ซึ่งโปรตีนที่อยู่ในรูปของเพปไทด์สายสั้นๆ 

มีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพมากกว่ากรด 

อะมิโนอิสระ ดังนั้น eb-SPHs จึงมีประสิทธิภาพในการ

ตา้นสารอนมุลูอสิระท่ีสงูกว่า ef-SPHs โดยนอกเหนอืจาก 

กรดอะมิโนกลูตามิกและแอสปาร์ติก ยังพบกรดอะมิโน- 

ไกลซีน อะลานีน โพรลีน วาลีน ไลซีน ไอโซลิวซีน  

ลิวซีน และฟีนิลอะลานีนในรูปของเพปไทด์ ซ่ึงมีผลต่อ

ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระของ eb-SPHs

	 	 	 เมือ่พจิารณาเปรยีบเทียบประสทิธภิาพในการต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH• และ ABTS•+ ของ eb-SPHs และ 

ef-SPHs พบว่า ให้ผลประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล

อิสระในทางเดียวกัน โดยประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล

อิสระ ABTS•+ มีค่าสูงกว่าประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล

อิสระ DPPH• เป็นเพราะอนุมูลอิสระ ABTS•+ เป็นอนุมูล

ที่ว่องไวในการเกิดปฏิกิริยากับเพปไทด์ท่ีมีฤทธิ์เป็นสาร

ต้านอนุมูลอิสระ มากกว่านั้น ABTS•+ เป็นอนุมูลอิสระที่

ทำ�ปฏิกิริยาในระบบท่ีมีน้ำ�เป็นตัวทำ�ละลาย เช่นเดียวกับ  

eb-SPHs และ ef-SPHs [30] ดังนั้นโปรตีนไฮโดรไลเซท

จากกากทานตะวันจึงสามารถยับย้ังอนุมูลอิสระ ABTS•+ 

ได้สูงกว่า DPPH• 

	 3.7		สมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเซท 

จากกากทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลนและ  

Flavourzyme®

	 	 	จากผลการวิเคราะห์สมบัติเชิงหน้าที่ได้แก่ สมบัติ 

การเกิดโฟม และสมบัติการเกิดอิมัลชันของ eb-SPHs 

และ ef-SPHs พบวา่ การไฮโดรไลซ์โปรตีนกากทานตะวัน

ดว้ยโบรมเิลน และ Flavourzyme® สามารถปรับปรุงสมบัติ

เชิงหน้าที่ของกากโปรตีนทานตะวันได้ โดย eb-SPHs  

และ ef-SPHs มีสมบัติการเกิดโฟมสูงกว่าสภาวะควบคุม 

(ความเข้มข้นเอนไซม์ร้อยละ 0) ถึง 10 เท่า เนื่องจาก

โปรตีนของกากทานตะวันมีขนาดใหญ่ ไม่สามารถฟอร์ม

ตัวเพื่อเก็บกักอากาศไว้ภายในโครงสร้างโปรตีนได้ การ

ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์สามารถลดขนาดของโปรตีนกาก

ทานตะวัน และเกิดการคลายเกลียวของสายโปรตีนทำ�ให้

ส่วนที่ไม่ชอบน้ำ�ไปจับกับโครงสร้างที่เป็นอากาศ และส่วน

ที่ชอบน้ำ�จับกับส่วนที่เป็นของเหลวเกิดเป็นฟิล์มห่อหุ้ม

รอบๆ อากาศไว้และเกิดเป็นโฟมได้ [31] อย่างไรก็ตาม

จากรูปท่ี 6 สมบัติในการเกิดโฟมของ eb-SPHs และ 

ef-SPHs ลดลงเมื่อเพิ่มความเข้มข้นเอนไซม์และเวลาใน

การไฮโดรไลซ์ ซึ่งเมื่อพิจารณาค่าระดับการไฮโดรไลซ์ร่วม

ด้วยพบว่า เมื่อความเข้มข้นของเอนไซม์และเวลาในการ

ไฮโดรไลซ์ท่ีเพิ่มข้ึนทำ�ให้ระดับการไฮโดรไลซ์สูงข้ึนและได้

เพปไทด์ที่มีขนาดเล็กลง ทำ�ให้สมบัติในการเกิดโฟมลดลง 

สอดคล้องกับผลการทดลองของ Cai และคณะ [12] ซึ่ง

พบว่าโปรตีน pine nut ไฮโดรไลซ์ด้วย alcalase ที่ระดับ 
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การไฮโดรไลซ์ต่ำ�  มีสมบัติการเกิดโฟมท่ีสูงกว่าโปรตีน      

ไฮโดรไลเซทที่ระดับการไฮโดรไลซ์สูง ดังนั้นโปรตีน 

ไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวันที่ระดับการไฮโดรไลซ์ต่ำ�ๆ 

จึงมีสมบัติการเกิดโฟมสูง โดยเฉพาะการไฮโดรไลซ์ด้วย 

โบรมิเลนความเข้มข้นร้อยละ 10 เวลา 1 ชั่วโมง มีสมบัติ

การเกิดโฟมสูงที่สุดเท่ากับร้อยละ 283.5 เนื่องจากสมบัติ

การเกิดโฟมตอ้งอาศยัพืน้ทีส่ว่นทีไ่มช่อบน้ำ�ของโปรตนีหรอื

เพปไทด์ ซึ่งสอดคล้องกับค่า surface hydrophobicity 
ของเพปไทด์ และเม่ือเปรียบเทียบสมบัติการเกิดโฟมของ 

eb-SPHs และ ef-SPHs พบว่า ef-SPHs มีค่า surface 

hydrophobicity น้อยกว่า eb-SPHs ส่งผลให้มีบริเวณ

โปรตีนส่วนท่ีไม่ชอบน้ำ�มีน้อย จึงทำ�ให้มีสมบัติในการเกิด

โฟมได้น้อยเช่นกัน

หมายเหตุ a, b, c, …ตัวอักษรต่างกันแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ p ≤ 0.05
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รูปที่ 6	 ประสิทธิภาพในการเกิดโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลน (a) และ  

	 	 Flavourzyme® (b) ที่ระดับความเข้มข้นเอนไซม์และระยะเวลาย่อยสลายต่างๆ

	 	 	สมบัติการเกิดอิมัลชันของโปรตีนนั้น เกิดจาก

โปรตีนทำ�หน้าที่เป็นอิมัลซิไฟเออร์ช่วยในการล้อมรอบ

อิมัลชันที่เกิดข้ึน โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ไฮโดรไลซ์ด้วย 

โบรมิเลน และ Flavourzyme® มีสมบัติการเกิดอิมัลชัน

สูงกว่าสภาวะควบคุม (ความเข้มข้นเอนไซม์ร้อยละ 

0) เนื่องจากการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ทำ�ให้โปรตีน

สามารถเผยส่วนที่ไม่ชอบน้ำ� (hydrophobic group) ซึ่ง

พิจารณาจากค่า surface hydrophobicity ทำ�ให้เพิ่มแรง 

ยึดกันระหว่างไขมันและโปรตีนมากข้ึน แต่เมื่อระดับการ 

ไฮโดรไลซ์สูงข้ึนเพปไทด์มีขนาดสั้นลงซ่ึงส่งผลต่อสมดุล

ของส่วนที่ชอบและไม่ชอบน้ำ�ของเพปไทด์ ทำ�ให้โปรตีน

ไฮโดรไลเซทมีสมบัติในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ลดลง [32] 

จากรูปที่ 7 พบว่าความสามารถในการเกิดอิมัลชันของ 

eb-SPHs และ ef-SPHs ซึ่งมีค่ามากที่สุดเท่ากับร้อยละ 

49.5 เมื่อไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลนความเข้มข้นร้อยละ 10 

เวลา 1 ชั่วโมง แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอนไซม์และ

เวลาในการไฮโดรไลซ์ ทำ�ให้โปรตีนมีขนาดเล็กลง ส่งผลให้

มสีมบัติในการเป็นอมิลัซิไฟเออร์ลดลงสอดคลอ้งกับร้อยละ

ระดับการไฮโดรไลซ์ ขนาดโมเลกุลของเพปไทด์ และ ค่า 

surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเซท
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หมายเหตุ a, b, c, …ตัวอักษรต่างกันแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ p ≤ 0.05
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รูปที่ 7	ประสิทธิภาพในการเกิดอิมัลชันของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากกากทานตะวันที่ไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลน (a)  

	 	 และ Flavourzyme® (b) ที่ระดับความเข้มข้นเอนไซม์และระยะเวลาย่อยสลายต่างๆ

4.	สรุป
	 การไฮโดรไลซ์โปรตีนกากทานตะวันโดยโบรมิเลน ซ่ึง

เป็นเอนไซม์ที่ตัดจำ�เพาะภายในสายของโปรตีน สามารถ

ปรับปรุงประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระและสมบัติ

เชิงหน้าที่ของโปรตีนกากทานตะวันได้ โดยการไฮโดรไลซ์

โปรตีนกากทานตะวันด้วยโบรมิเลนทำ�ให้โปรตีนกาก

ทานตะวันมีขนาดเล็กลง ค่า surface hydrophobicity  

สูงข้ึน ส่งผลให้ eb-SPHs มีสมบัติเชิงหน้าท่ีในการ

เป็นสารก่อโฟมและอิมัลชันสูงกว่าโปรตีนกากทานตะวัน

ที่ไม่ได้ผ่านการไฮโดรไลซ์และสูงกว่าการไฮโดรไลซ์ด้วย 

Flavourzyme® ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่ตัดจำ�เพาะทั้งภายใน

และปลายสายของโปรตีน นอกจากนี้ eb-SPHs ยัง

มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• และ 

ABTS•+ สูงกว่าโปรตีนกากทานตะวันท่ีไม่ได้ผ่านการ 

ไฮโดรไลซ์และสูงกว่าการไฮโดรไลซ์ด้วย Flavourzyme® 

โดยเมื่อความเข้มข้นเอนไซม์สูงข้ึนและเวลาในการ 

ไฮโดรไลซ์นานข้ึน ส่งผลให้ร้อยละระดับการไฮโดรไลซ์ 

สูงข้ึน ขนาดของโปรตีนเล็กลงมาก ทำ�ให้ surface  

hydrophobicity มีค่าลดลง ส่งผลให้ eb-SPHs มีสมบัติ

เชิงหน้าท่ีลดลง ซ่ึงการไฮโดรไลซ์ด้วยโบรมิเลนท่ีความ 

เข้มข้นเอนไซม์ร้อยละ 10 เวลา 1 ชั่วโมง สามารถผลิต

โปรตีนไฮโดรไลเซทที่มีสมบัติการเกิดโฟมและอิมัลชันได้ดี

ทีส่ดุ แต่ eb-SPHs มปีระสทิธภิาพในการต้านอนมุลูอสิระ 

DPPH• และ ABTS•+ ได้สูงขึ้นเมื่อระดับการไฮโดรไลซ์สูง

ขึ้น โดยการไฮโดรไลซ์โปรตีนกากทานตะวันด้วยโบรมิเลน

ที่ความเข้มข้นเอนไซม์ร้อยละ 15 เวลาการไฮโดรไลซ์นาน 

6 ช่ัวโมง สามารถปรับปรุงและเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนกากทานตะวันได้ดีที่สุด
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