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บทคดัย่อ 
 

ถัว่เขียวและถัว่เหลืองเป็นพืชอาหารท่ีส าคญัของมนุษยเ์พราะเป็นแหล่งของโปรตีนท่ีให้คุณสมบติัทาง

ชีวภาพท่ีส าคญัโดยเฉพาะอยา่งยิ่งการตา้นอนุมูลอิสระ โดยส่วนใหญ่เนน้การศึกษาสารตา้นอนุมูลอิสระจากถัว่

เขียวและถัว่เหลืองท่ีอยูใ่นรูปของ ไอโซฟลาโวน โปรแอนโทไซยานิดิน กรดฟีนอลิก และโพลีแซคคาร์ไรด์ แต่

อย่างไรก็ตามพบว่าขอ้มูลเก่ียวกบัการตา้นอนุมูลอิสระจากโปรตีนท่ีอยู่ในถัว่เขียวและถัว่เหลืองท่ีงอกยงัมีอยู่

นอ้ย ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงเปรียบเทียบแบบแผนของโปรตีนและฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากสารสกดัโปรตีนท่ี

ไดจ้ากถัว่เขียวและถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นการเพาะและการเพาะงอก แลว้ผา่นกระบวนการไฮโดรไลซีสดว้ยเอนไซม์

ปาเปน โดยภายหลงัจากท่ีเมล็ดดูดซับน ้ าแลว้ท าการเพาะเมล็ดท่ีระยะเวลา 12  24 และ 48 ชัว่โมง จากนั้นสกดั

โปรตีนจากถัว่เหลืองทั้งท่ีไม่ผ่านการเพาะและการเพาะงอกดว้ยเฮกเซนและน ้ า แลว้น าไปตรวจสอบแบบแผน

ของสารสกดัโปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบวา่จ านวนแถบโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากถัว่เขียวท่ีไม่ท าการเพาะ

งอกและท าการเพาะงอกท่ีระยะเวลาต่างกนัไม่มีความแตกต่างของจ านวนแถบแบนของโปรตีน และมีจ านวน

แถบโปรตีนนอ้ยกวา่โปรตีนจากถัว่เหลือง แต่อยา่งไรก็ตามพบวา่แถบโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากถัว่เหลืองท่ีเพาะงอก

จะลดลงตามระยะเวลาการเพาะ จากนั้นน าสารสกดัโปรตีนจากถัว่เขียวและถัว่เหลืองมาท าการยอ่ยดว้ยเอนไซม์

ปาเปน แลว้ทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยเทคนิค DPPH assay พบวา่ถัว่เหลืองท่ีเพาะงอกท่ี 24 ชัว่โมงเม่ือท า

การยอ่ยดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 90 นาที ท่ีความเขม้ขน้ 2 mg/ml สามารถตา้นอนุมูลอิสระ 

DPPH ไดม้ากท่ีสุด คือ 57.42 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่พบแถบแบนโปรตีนในช่วงของการแยกดว้ย 15% SDS-PAGE 

ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่อาจมีโปรตีนหรือเปปไทดท่ี์มีขนาดโมเลกุลนอ้ยกวา่ 14 kDa ท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ 

DPPH ได ้ดงันั้นถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอกท่ี 24 ชัว่โมงท่ีผ่านการยอ่ยดว้ยเอนไซม์ปาเปนมีฤทธ์ิตา้นอนุมูล

อิสระไดม้ากท่ีสุดและสามารถใชเ้ป็นสารตา้นอนุมูลอิสระธรรมชาติในอุตสาหกรรมอาหารได ้
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ABSTRACT 

Mungbean (Vigna radiate (L.) Witzek) and soybean (Glycine max L.) are the most important and 

famous legumes for human because there are sources of proteins as well as provides biological properties, 

especially antioxidant properties. Major mungbean and soybean antioxidants include isoflavones, 

proanthocyanidins, phenolic acids and polysaccharides. Most studies have focused on the antioxidant 

properties of native mungbean and soybean, however the properties of germinated mungbean and soybean 

have a few repots. Therefore, the study aims to compare the protein patterns between dry mature seeds and 

germinating seeds of the mungbean and soybean extracts as well as to investigate their antioxidant properties, 

which were hydrolysed with papain. The germinating seeds were evaluated at 12, 24 and 48 h after water 

absorption. Protein extracts of both dry mature seeds and germinating seeds were achieved by the consecutive 

extraction in hexane and water. Protein pattern of each extract were determined by SDS-PAGE. The results 

from SDS-PAGE demonstrated that no differences in amounts of protein bands extracted from dry mature 

seeds and germinating seeds of mungbean and the amounts of protein bands is less than protein bands from 

soybean. However, amounts of protein extracted from germinating soybean seeds were decreased with time. 

And then, these proteins were digested with papain. The antioxidant activity of mungbean and soybean 

extracts and soybean hydrolysate were determined using DPPH assay. Soy protein isolate from 24 h of 

germination were hydrolyzed by treatment with papain at 37 ๐C for 90 min that showed the highest 

scavenging activity against DPPH free radicals (57.42% at 2 mg/ml). Nevertheless, the protein bands of soy 

protein hydrolysates were not detected by 15% SDS-PAGE. These may be contained protein or peptides that 

have lower molecular weight than 14 kDa leading to against DPPH free radicals. As conclusion, soy protein 

hydrolysate with papain from 24 h of germination had the best antioxidant potency and could be used as 

natural antioxidant in food industry.        
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.      ทีม่าและความส าคัญของปัญหา 
  สารอนุมูลอิสระเป็นผลจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัไดส้ารซ่ึงมีอิเล็กตรอนท่ีไม่มีคู่อยูใ่นวงรอบของอะตอม 
หรือโมเลกุล อนุมูลอิสระท่ีมากเกินไปก่อใหค้วามผิดปกติของร่างกายเช่น โรคเบาหวาน โรคหลอดเลือด มะเร็ง
และโรคหลอดเลือดหวัใจ  (Chandrasekara and Shahidi, 2011a2; Chandrasekara and Shahidi, 2011b; Sarmadi 
and Ismail, 2010) ถา้สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนัและสารอนุมูลอิสระไดก้็เป็นผลดีต่อสุขภาพของมนุษย ์
ซ่ึงสารท่ีสามารถยบัย ั้งสารอนุมูลอิสระเรียกวา่สารตา้นอนุมูลอิสระ โดยเขา้ยุติปฏิกิริยาลูกโซ่ดว้ยการเขา้จบักบั
สารอนุมูลอิสระและยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนัโดยถูกออกซิไดซ์ ดงันั้นสารตา้นอนุมูลอิสระจึงถือเป็นตวัรีดิวซ์
ในปฏิกิริยาดงักล่าว ซ่ึงการหาสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีไดจ้ากธรรมชาติเป็นส่ิงส าคญัท่ีถือวา่มีความปลอดภยัและมี
ความเป็นพิษน้อยกวา่สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีสร้างข้ึนมา ดงันั้นการศึกษาโดยส่วนใหญ่จึงมุ่งเน้นไปท่ีสารตา้น
อนุมูลอิสระท่ีไดจ้ากธรรมชาติเช่น โทโคฟีรอล (tocopherols) สารคาเทชิน (catechin) สารประกอบฟีโนลิก 
(phenolic compounds) และเปปไทด ์(peptides) (You et al., 2010) 

  อาหารท่ีเป็นแหล่งของโปรตีนสามารถแยกเป็นเปปไทด์ท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลขนาดเล็ก ท่ีมีฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีน ามาใชป้ระโยชน์ไดเ้พราะวา่เปปไทด์จะง่ายต่อการดูดซึม และมีความปลอดภยัต่อสุขภาพมากกวา่ยา
หรือสารอ่ืนๆท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ (Sarmadi and Ismail, 2010) โดยเปปไทด์ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพจะประกอบ
ไปดว้ยกรดอะมิโน 3-20 ตวั โดยฤทธ์ิทางชีวภาพจะข้ึนอยูก่บัล าดบัและกรดอะมิโนท่ีเป็นองคป์ระกอบของเปป
ไทด์ (Byun et al.,2009; Je et al., 2007; Pihlanto-Leppala, 2000) ซ่ึงเปปไทด์ท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพน ามาใช้
ประโยชน์ไดห้ลากหลายเช่น วิทยาภูมิคุม้กนั (Tsuruki et al., 2003) ลดความดนัโลหิต (Lee et al., 2010) สาร
ตา้นอนุมูลอิสระ (Je et al., 2007) และยบัย ั้งจุลินทรีย ์(Li et al., 2011) นอกจากน้ียงัพบวา่โปรตีนบางชนิดท่ีได้
จากการไฮโดรไลซีสและแยกบริสุทธ์ิจนไดเ้ป็นเปปไทด์ท่ีสามารถตา้นอนุมูลอิสระ (Shahidi and Zhong, 2010; 
Tironi and Anon, 2010) โดยเปปไทดป์ระกอบไปดว้ยกรดอะมิโน 5-16 ตวั (Chen et al, 1996) ท่ีมีคุณสมบติัเป็น
กรด เบส โครงสร้างเป็นวง และคุณสมบติัการไม่ชอบน ้ า อยูภ่ายในโมเลกุลสามารถช่วยให้เปปไทด์มีกิจกรรม
การตา้นอนุมูลอิสระได ้(Chen et al., 1998) โดยกรดอะมิโนดงักล่าวสามารถแย่งจบักบัไอออน จบักบัอนุมูล
อิสระ และยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของไขมนั (Sarmadi and Ismail, 2010) โดยเปปไทด์จากธรรมชาติท่ี
สามารถตา้นอนุมูลอิสระเป็นท่ียอมรับเป็นอย่างมากเน่ืองจากมีความปลอดภยัต่อสุขภาพ สามารถแยกไดจ้าก
โปรตีนในพืชอาหารหลากหลายชนิดเช่น มนัฝร่ัง (Kudo et al., 2009) ถัว่ลิสง (Chen et al., 2007) เอนโดสเปิร์ม
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ของขา้ว (Zhang et al., 2010) ถัว่เหลือง (Moure et al., 2005) กลูเตนของขา้วโพด (Li et al., 2008) และดอก
ทานตะวนั (Vioque et al., 2008)  

 โปรตีนจากถั่วเหลืองและถั่วเขียวเป็นสารอาหารโปรตีนหลักท่ีพบว่าโปรตีนจากถั่วเหลืองท่ีถูก
ไฮโดรไลซีสจะสามารถดูดซึมเขา้สู่ล าไส้ไดดี้กวา่โปรตีนท่ีไม่ถูกไฮโดรไลซีสเพราะมีองคป์ระกอบของเปปไทด์
ท่ีช่วยเพิ่มการละลายไดดี้ข้ึน ดงันั้นจึงเป็นทางเลือกหน่ึงในสารอาหารของมนุษยท่ี์เป็นแหล่งของกรดอะมิโน
หรือเปปไทดท่ี์จ าเป็นต่อร่างกาย  (Kong et al., 2008) ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงท าการไฮโดรไลซีสโปรตีนจาก
ถัว่เหลืองและถัว่เขียวท่ีท าใหง้อก ดว้ยการใชเ้อนไซมป์าเปน (papain) จากนั้นน ามาทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระ
ดว้ยวิธี DPPH โดยคาดหวงัว่าองค์ความรู้ท่ีไดท้ราบถึงหน้าท่ีทางชีวภาพของโปรตีนหรือเปปไทด์ท่ีอยู่ในถัว่
เขียวและถั่วเหลือง ท่ีถือเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมผลิตภณัฑ์อาหารเพื่อสุขภาพในกลุ่มโปรตีน การ
ประยกุตใ์ชท้างดา้นการแพทยแ์ละเวชส าอางค ์เป็นตน้ 

 
2. วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
         เพื่อศึกษาเปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากการไฮโดรไลซีสโปรตีนในถัว่เขียวและถัว่เหลืองในสภาวะ
ท่ีไม่ท าการเพาะงอกกบัท าการเพาะงอก 
 

3. ขอบเขตของโครงการวจัิย 
      แยกสกดัโปรตีนจากถัว่เขียวและถัว่เหลืองท่ีท าให้งอกท่ีเวลา 12 ชัว่โมง 24 ชัว่โมงและ 48 ชัว่โมง แลว้
ตรวจสอบแบบแผนของโปรตีนจากถัว่เขียวและถัว่เหลืองท่ีเพาะงอกท่ีระยะเวลาต่างกนัดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
จากนั้นน าโปรตีนท่ีไดม้าท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมป์าเปน แลว้น าสารสกดัโปรตีนหรือโปรตีนท่ีผา่นการไฮโดรไล
ซีสของถัว่เขียวและถัว่เหลืองท่ีไม่ท าการเพาะงอกและท าการเพาะงอกน ามาศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ย
เทคนิค DPPH assay 
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4. ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
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บทที ่2 
วรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

 
ถั่วเขียว 

ถัว่เขียวเป็นพืชตระกูลถัว่ท่ีคนไทยนิยมบริโภคเป็นอาหารคาว อาหารหวาน แหล่งปลูกถัว่เขียวใน
ประเทศไทย ส่วนใหญ่อยูท่างภาคเหนือตอนล่าง ภาคกลาง และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ  ถัว่เขียวแบ่งออกเป็น 
2 ชนิด ตามลกัษณะของเปลือกเมล็ด คือ ถัว่เขียวผิวมนัและถัว่เขียวผวิด า ซ่ึงความแตกต่างในดา้นสัณฐานวทิยา
ระหวา่งถัว่เขียวผวิมนัและถัว่เขียวผวิด าดงัแสดงในตารางท่ี 1 (นพพร และคณะ, 2547) 

 
ตารางที ่1 ความแตกต่างทางสัณฐานวทิยาระหวา่งถัว่เขียวผวิมนักบัถัว่เขียวผวิด า 

ลกัษณะ ถั่วเขียวผวิมัน ถั่วเขียวผวิด า 
หูใบ กวา้ง แคบ 
จ านวนดอกต่อ raceme 10-20 5-6 
รูปร่างฝัก ยาว โคง้ท่ีปลายฝัก สั้น ตรง 
จ านวนเมล็ดต่อฝัก 8-20 8 หรือต ่ากวา่ 
เมล็ด ค่อนขา้งกลม รูปร่างค่อนขา้งเป็นทรงกระบอก 
ตาเมล็ด (hilum) เรียบ มีขอบนูน 
สีใบเล้ียง (cotyledon) เหลือง ขาว 
สีกลีบคีล (keel) เทา เหลือง 
ปริมาณขนบนล าตน้ ใบ และฝัก สั้นและบาง ยาวและหนาแน่น 

 
1) ถัว่เขียวผวิมนั (Mungbean) มีช่ือทางพฤกษศาสตร์วา่ Vigna radiate (L.) Witzek ผลหรือฝักมีรูปทรง

ยาวรีและโคง้เล็กนอ้ย มีประมาณ 10-15 เมล็ดต่อฝัก เมล็ดมีขนาดเล็กและกลม ตวัอยา่งของถัว่เขียวผวิมนั เช่น 
พนัธ์ุอู่ทอง 1 เป็นพนัธ์ุแนะน าพนัธ์ุแรก พนัธ์ุชยันาท 72 60 และ 36 พนัธ์ุหลงัมีเมล็ดขนาดใหญ่ หนกัประมาณ 
7.2 กรัมต่อ 100 เมล็ด พนัธ์ุมอ.1 ท่ีเหมาะส าหรับปลูกแซมในสวนยางพารา พนัธ์ุก าแพงแสน 1 และ 2 ท่ีใหผ้ล
ผลิตสูงประมาณ 208 และ 193 กิโลกรัมต่อไร่ ตามล าดบั (ชยาพร และ กิตติ, 2557) โดยลกัษณะท่ีส าคญับาง
ประการของถัว่เขียวผวิมนั 7 พนัธ์ุแสดงดงัตารางท่ี 2 (นพพร และคณะ, 2547) 
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ตารางที่2 ลกัษณะประจ าพนัธ์ุท่ีส าคญัของถัว่เขียวผวิมนัพนัธ์ุรับรอง 6 พนัธ์ุ 
ลกัษณะ อู่ทอง1 ก าแพงแสน 

1 a 
ก าแพงแสน 
2 b 

ชัยนาท 60 มอ.1c ชัยนาท 36  ชัยนาท 72 

1.พนัธ์ุประวติั M74 VC1973A VC2778A VC1178A VC2768A VC1628A กพส 2 
อาบรังสี 

2.ปีท่ีรับรอง 2519 2529 2529 2530 2531 2534 2543 
3.สีโคนตน้
กลา้ 

ม่วง เขียว เขียว เขียว เขียว เขียว เขียว 

4.อายดุอก
แรกบาน (วนั) 

34-38 33-37 32-36 30-34 32-36 32-36 32-36 

5.อายเุก็บ
เก่ียวฝักชุด
แรก (วนั) 

60-65 58-62 56-60 52-56 56-60 56-6-0 56-63 

6. นน. 1,000 
เมล็ด (กรัม) 

63-67 65-69 63-67 60-63 65-69 70-73 63-67 

7.ผลผลิตจาก
แปลงทดสอบ 
(กก./ไร่) 

150-
170 

180-220 175-210 160-200 175-210 180-220 180-220 

a = ไม่ทนทานต่อดินด่าง ให้ผลผลิตสูงในฤดูแลง้ 
b = ไม่ทนทานต่อดินด่าง ให้ผลผลิตสูงในฤดูฝน 
c = ไม่ทนทานต่อดินด่าง ทนสภาพน ้าขงัไดดี้กวา่พนัธ์ุอ่ืนๆ 
 

2) ถัว่เขียวผิวด า (black gram) มีช่ือทางพฤกษศาสตร์วา่ V.  mungo (L.) Hepper อาจพบวา่บางพนัธ์ุมีล า
ตน้เล้ือย มีขนมากตามก่ิง ใบ และฝัก มีอายุเก็บเก่ียวนาน ผลหรือฝักมกัสั้ น ผิวฝักมีสีเขียวเม่ือยงัอ่อน แล้ว
เปล่ียนเป็นสีด าหรือสีน ้ าตาลเขม้เม่ือแก่ ฝักมีเมล็ดน้อยกว่า คือประมาณ 5-8 เมล็ดต่อฝัก เปลือกเมล็ดมีสีด า
ตวัอยา่งถัว่เขียวผิวด า เช่น พนัธ์ุพิษณุโลก 2 ท่ีให้ผลผลิตสูงถึง 190 กิโลกรัมต่อไร่ และพนัธ์ุอู่ทอง 2 ท่ีเป็นพนัธ์ุ
เก่าแก่ ถึงแมพ้นัธ์ุหลงัจะมีอายุเก็บเก่ียวนานกว่าพนัธ์ุแรก แต่พนัธ์ุน้ีก็มีเมล็ดสีน ้ าตาลหรือแดงน้อยกว่าพนัธ์ุ
พื้นเมือง ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีดีเป็นท่ีตอ้งการของตลาด (ชยาพรและกิตติ, 2557) 
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โครงสร้างของเมล็ดถัว่เขียวมีส่วนประกอบท่ีส าคญั 3 ส่วน ไดแ้ก่ เปลือกหุ้มเมล็ด (seed coat) 12.1 
เปอร์เซ็นต ์ตน้อ่อน (embryo) 2.3 เปอร์เซ็นต ์และใบเล้ียง (cotyledon) 85.6 เปอร์เซ็นต ์ของน ้ าหนกัเมล็ด ซ่ึงเม่ือ
ท าการสกดัองคป์ระกอบทางเคมีของถัว่เขียวท่ีบดละเอียดท่ีอยูใ่นรูปของแป้งนั้นพบวา่มีโปรตีนประมาณ 23.87 
เปอร์เซ็นต์ และคาร์โบไฮเดรต 56.43 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 3)โดยถั่วเขียวประกอบไปด้วยโปรตีน 17-26 
เปอร์เซ็นต ์โดยโปรตีนหลกัคือกลอบูลินชนิด vicilin (8S)  ชนิด basic 7S และ legumin พบได ้89 เปอร์เซ็นต ์
3.4 เปอร์เซ็นต ์และ 7.6 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั โดยกลอบูลินดั้งเดิมแต่ละชนิดมีน ้ าหนกัโมเลกุลแตกต่างกนัโดย 
vicilin มีน ้ าหนกัโมเลกุล 200 kDa basic 7S มีน ้ าหนกัโมเลกุล 135 kDa และ legumin มีน ้ าหนกัโมเลกุล  360 
kDa แต่เม่ือถูกแยกน ้ าหนกัโมเลกุลดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  โปรตีนกลอบูลินชนิด legumin มี 2 แบนท่ีมี
น ้ าหนกัโมเลกุลขนาด 40 kDa และ 24  kDa โปรตีนกลอบูลินชนิด vicilin ประกอบไปดว้ยแบนท่ีมีขนาด 60 
kDa 48 kDa  32 kda และ 26 kDa ส่วนโปรตีนกลอบูลินชนิด basic 7S ประกอบดว้ยแบนท่ีมีขนาด 28 kDa และ  
16 kDa (Mendoza et al., 2001) 

 
ตารางที ่3 การวเิคราะห์องคป์ระกอบของถัว่เขียว (ดดัแปลงขอ้มูลจาก Brishti et al., 2017) 

องค์ประกอบ ปริมาณ (เปอร์เซ็นต์) 
โปรตีน 23.84 
ไขมนั 1.53 
กากใย 4.95 
เถา้ 3.02 

ความช้ืน 10.21 
แป้ง 56.43 

 
ถั่วเหลือง 

ถัว่เหลืองเป็นพืชอยูใ่นตระกูล Leguminosae มีช่ือวทิยาศาสตร์หลายช่ือ เช่น Glycine soja, Soja hispida, 
Phaseolus max เป็นตน้ แต่ช่ือท่ียอมรับกนัในปัจจุบนัคือ Glycine max (L.) Merrill โดยพนัธ์ุถัว่เหลืองท่ี
เกษตรกรใชป้ลูกมีอยูห่ลายพนัธ์ุ ส่วนใหญ่เป็นพนัธ์ุรับรองของทางราชการ ไดแ้ก่พนัธ์ุ สจ. 4  สจ. 5  สุโขทยั 1 
นครสวรรค ์1 เชียงใหม่ 60 สุโขทยั 2 เชียงใหม่ 2  สุโขทยั 3 (ถัว่เหลืองผิวด า) เชียงใหม่ 3 และเชียงใหม่ 4  
นอกจากน้ียงัมีพนัธ์ุ ท่ีเป็นท่ีนิยมในทอ้งถ่ินอีก 3 พนัธ์ุคือ พนัธ์ุทว ี9  พนัธ์ุ รม.1 และ พนัธ์ุ มข. 35 (KKU 35) ซ่ึง
ถัว่เหลืองพนัธ์ุ มข.35 นั้นปรับปรุงโดยคณาจารยข์องภาควิชาพืชไร่ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น 
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ซ่ึงไดจ้ากการคดัเลือกสายพนัธ์ุบริสุทธ์ิจากคู่ผสม Williams X สจ. 2 เร่ิมแนะน าให้แก่เกษตรกรตั้งแต่ พ.ศ. 2537 
เป็นท่ีนิยมในทอ้งท่ีของจงัหวดัขอนแก่น อุดรธานี และเลย (นพพร และคณะ, 2547) 

 ถัว่เหลืองเป็นเมล็ดพืชท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการเป็นแหล่งของไขมนัและโปรตีนท่ีมีประโยชน์ต่อ
สุขภาพ นอกจากน้ียงัมีองค์ประกอบทางเคมีอ่ืนๆ ได้แก่ สารสกดัไนโตรเจนอิสระ ความช้ืน เส้นใยและเถ้า 
(ตารางท่ี 4) โดยถัว่เหลืองให้โปรตีนหรือกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นส าหรับมนุษยแ์ละสัตว ์โดยมีโปรตีนสะสมอยูใ่น
เมล็ดประมาณ  35-42 เปอร์เซ็น  โดยโปรตีนท่ีพบเป็นกลุ่มของกลอบูลิน 2S  7S  11S และ 15S ซ่ึงโปรตีนสะสม
หลกัเป็นโปรตีนกลอบูลิน 11S  และ 7S พบประมาณ 40 และ 30  เปอร์เซ็นตามล าดบัของโปรตีนทั้งหมดท่ี
สะสมในเมล็ด โดยไกลซินิน (glycinin) เป็นโปรตีนในกลุ่มของกลอบูลิน 11S  ในขณะท่ีบีตา้คอนไกลซินิน (β-
conglycinin) เป็นโปรตีนในกลุ่มของกลอบูลิน 7S  โดยทัว่ไปไกลซินินอยู่ในรูปของเฮกซะเมอร์ มีน ้ าหนกั
โมเลกุล 360 kDa ในขณะท่ีบีตา้คอนไกลซินินเป็นไกลโคโปรตีนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 180 kDa ท่ีจะอยู่
ในรูปของไตรเมอร์ของหน่วยยอ่ยแอลฟา (α) แอลฟา' (α') และเบตา้ (β) ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุล  76  66   และ 47.5  
kDa ตามล าดบั (Qi et al., 1992; Ma et al., 2016)  ในกระบวนการงอกของเมล็ดนั้นโปรตีนท่ีเก็บสะสมจะถูก
ย่อยเป็นกรดอะมิโนอิสระเพื่อใช้เป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์โปรตีนตวัใหม่และสารประกอบไนโตรเจน
อ่ืนๆ โดยเอนไซมใ์นกลุ่ม endopeptidase มีบทบาทส าคญัในการย่อยโปรตีนส่วนใหญ่ท่ีเก็บสะสมไวใ้นเมล็ด 
คือโปรตีนในหน่วยยอ่ยของบีตา้คอนไกลซินินให้มีขนาดโมเลกุลท่ีเล็กลงเพื่อน าไปใช้ในระหวา่งการงอกของ
เมล็ด (Qi et al., 1992;  Zakharov et al., 2004) 

 
ตารางที ่4 องคป์ระกอบทางเคมีของถัว่เหลือง (ดดัแปลงจาก Rehman et al., 2007) 

องค์ประกอบ ปริมาณ (เปอร์เซ็นต์) 
ความช้ืน 7.50 
ไขมนั 19.73 
โปรตีน 34.81 
เถา้ 4.57 

เส้นใย 5.29 
สารสกดัไนโตรเจนอิสระ 35.6 
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อนุมูลอสิระ 
      อนุมูลอิสระ  (free radical) คือสารท่ีมีอิเล็กตรอนท่ีไม่มีคู่อยู่ในวงลอ้มของอะตอมหรือโมเลกุลท่ีมี

อิเล็กตรอนวงรอบนอกท าให้อะตอมหรือโมเลกุลของสารนั้นไม่เสถียร มีความวอ่งไวในการท าปฏิกิริยา ดงันั้น
จึงจ าเป็นตอ้งดึงอิเล็กตรอนจากเน้ือเยื่อหรือส่ิงแวดลอ้มรอบ ๆ อะตอมหรือโมเลกุล เพื่อให้เกิดความเสถียรเกิด
เป็นปฏิกิริยาออกซิเดชนัเช่นน้ีไปเร่ือย ๆ จึงเป็นสาเหตุท าให้เน้ือเยื่อหรือเซลล์นั้น เกิดความเสียหาย โดยอนุมูล
อิสระมีแหล่งท่ีมาจาก 2 แหล่งหลกั ๆได้แก่ จากภายในร่างกาย เป็นผลมาจากกระบวนการเมแทบอลิซึม ท่ี
เกิดข้ึนตลอดเวลาภายในเซลล์ ท าให้เกิดการท าลายเน้ือเยื่อ หรือการเปล่ียนแปลงขอ้มูลทางพนัธุกรรม และจาก
ภายนอกร่างกาย เป็นผลจากการไดรั้บการติดเช้ือก่อโรค รังสียูวี รังสีแกมมา ควนับุหร่ี ควนัหรือเขม่าจากท่อไอ
เสียรถยนต ์การรับประทานอาหารป้ิงยา่งหรืออาหารท่ีใชน้ ้ ามนัทอดซ ้ า (บุหรัน, 2556)  โดยสารท่ีมีความส าคญั
ต่อกระบวนการออกซิไดซ์อนุมูลอิสระหรือสามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนัได ้เรียกวา่ สารตา้นอนุมูลอิสระ 
(antioxidant)  โดยปกติร่างกายจะมีการสร้างสารตา้นอนุมูลอิสระไดแ้ก่ ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (superoxide 
dismutase) คาตาเลส (catalase) กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (glutathione peroxidase) เพื่อควบคุมและป้องกนั
ไม่ให้อนุมูลอิสระมีมากเกินไปจนท าลายเซลล์หรือเน้ือเยื่อ  นอกจากน้ีสารตา้นอนุมูลอิสระยงัไดจ้ากอาหารท่ี
รับประทานเขา้ไปจ าพวกวติามิน เบตาแคโรทีนและแคโรทีนอยด ์สารประกอบโพลีฟีนอล ซ่ึงสารดงักล่าวจะได้
จากพืชผกัและผลไม ้(บุหรัน, 2556)  ซ่ึงการหาสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีไดจ้ากธรรมชาติเป็นส่ิงส าคญัท่ีถือวา่มี
ความปลอดภยัและมีความเป็นพิษน้อยกว่าสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีสร้างข้ึนมา (Imaida et al., 1983) ดงันั้น
การศึกษาโดยส่วนใหญ่จึงมุ่งเน้นไปท่ีสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีไดจ้ากธรรมชาติเช่น โทโคฟีรอล (tocopherols) 
สารคาเทชิน (catechin) สารประกอบฟีโนลิก (phenolic compounds) และเปปไทด ์(peptides) (You et al., 2010) 

การศึกษาสารต้านอนุมูลอสิระจากถั่วเขียว 
 การศึกษาสารตา้นอนุมูลอิสระจากถัว่เขียว มีการสกดัเอาเปลือกถัว่เขียวดว้ยเมทานอล พบวา่สารสกดัท่ี
ไดส้ามารถแยง่จบักบัอนุมูลอิสสระและเป็นตวัยบัย ั้งลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน่ ต่อมาก็มีการสกดัโพลีแชคคาไรด์ท่ี
ละลายน ้าจากเปลือกถัว่เขียว (Vigna radiate L.) ดว้ยเคร่ืองอลัตราโซนิค และแยกบริสุทธ์ิโพลีแซคคาไรด์ไดไ้อ
โซเลต MP1 และ MP2  ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุล 83 kDa และ 45 kDa โดย MP1 มีความสามารถในการจบักบัอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิลไดม้ากกว่า MP2  แต่ในขณะท่ี MP2 มีความสามารถในการจบักบัอนุมูลอิสระซุปเปอร์
ออกไซดแ์ละ DPPH มากกวา่  MP1 (Lai et al., 2010)  นอกจากน้ียงัมีการรายงานวา่สารฟลาโวนอยด์  ไวเทกซิน 
(vitexin) และ ไอโซไวเทกซิน (isovitexin) เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีพบมากในถัว่เขียว (มากกวา่ 96%  อยูใ่น
เปลือกหุ้มเมล็ด)  (Cao et al., 2011) แต่อยา่งไรก็ตามก็มีนกัวิจยับางท่านสนใจศึกษากระบวนการเปล่ียนแปลง
ของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของถัว่เขียว ถัว่เหลืองและถัว่ด าเม่ือเกิดการงอก พบวา่มีการเพิ่มข้ึนของวิตามินซี 
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วติามินอี โปรตีนท่ีละลายน ้า ฟีโนลิกทั้งหมด และสารตา้นอนุมูลอิสระ  จากการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่ง
สารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดและฟลาโวนอยดท์ั้งหมดของถัว่เขียว ถัว่เหลืองและถัว่ด าจะมีค่าสูงสุดอยูท่ี่ 44.87– 
90.31 เปอร์เซ็นต ์จะสัมพนัธ์กบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ โดยการงอกของถัว่ท่ีเหมาะสมกบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
อยูท่ี่ระยะเวลาการงอกท่ี 3-5 วนั (Xue et al., 2016) 
การศึกษาสารต้านอนุมูลอสิระจากถั่วเหลือง 

ถัว่เหลืองเป็นเมล็ดพืชท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูงท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพ ประกอบไปดว้ยโปรตีน 
34.81 เปอร์เซ็นต์ คาร์โบไฮเดรต 35.6 เปอร์เซ็นต์และไขมนั 19.73 เปอร์เซ็นต์ (Rehman et al., 2007) โดย
สารประกอบท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีพบในเมล็ดถัว่เหลืองแบ่งออกเป็นสารประกอบท่ีไม่ใช้โปรตีน เช่นไอ
โซฟลาโวน (isoflavones) ซาโปนิน (saponins) และสารประกอบโปรตีน ซ่ึงการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ
ถัว่เหลืองของสารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีไม่ใช้โปรตีนไดแ้ก่ การศึกษาองค์ประกอบและกลุ่มของฟีโนลิกท่ีพบใน
เมล็ดของถัว่เหลือง 20 สายพนัธ์ุท่ีทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH พบวา่ถัว่เหลืองพนัธ์ุ Serbian 
cultivar 1511 และ Chinese cultivar LN92-7369 มีสารประกอบฟีโนลิกมากท่ีสุดและมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล
อิสระไดสู้งท่ีสุด ในขณะท่ีถัว่เหลืองสายพนัธ์ุท่ีเป็นจีโนไทป์มีปริมาณสารประกอบฟีโนลิกน้อยและมีฤทธ์ิใน
การแยง่จบักบั DPPH ไดน้อ้ยเช่นเดียวกนั (Malencic et al., 2007) ซ่ึงมีการรายงานวา่เปลือกหุ้มเมล็ดถัว่เหลืองสี
ด าจะมีปริมาณฟีโนลิกทั้งหมดและฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมากกวา่เมล็ดถัว่เหลืองทั้งเมล็ดและเมล็ดถัว่เหลืองสีด า
ท่ีแยกเปลือกหุม้เมล็ดออก (Xu and Chang, 2008) 

 แต่อยา่งไรก็ตามมีการรายงานวา่เมล็ดถัว่เหลืองสีด า (Glycine max L.) ท่ีท าการเพาะงอกเป็นระยะเวลา  
3 วนั (24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมงและ 72 ชัว่โมง) แลว้น าโปรตีนมายอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินและแพนครีเอตินเพื่อ
ทดสอบกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ พบวา่โปรตีนถัว่เหลือกท่ีงอกท่ีเวลา 48 ชัว่โมงท่ีความเขม้ขน้ 2.5 mg/ml 
สามารถจบักบัอนุมูลอิสระ 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) ไดดี้ท่ีสุดคือ 76.56 เปอร์เซ็นต ์รองลงมาท่ี
เวลา  24 ชัว่โมง และ 72 ชัว่โมงท่ีความเขม้ขน้ 2.5 mg/ml จบักบัอนุมูลอิสระ DPPH ได ้ 66.62 และ 60.55 
เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั (Sefatie et al., 2013)  
 โปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีผ่านการไฮโดรไลซีสมีลกัษณะทางกายภายท่ีดีกว่าโปรตีนท่ีไม่ผ่านการย่อย
เน่ืองจากโปรตีนท่ีถูกย่อยเป็นเพปไทด์สามารถถูกดูดซึมท่ีล าไส้ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพดงันั้นกรดอะมิโนหรือ
เปปไทด์จึงเป็นทางเลือกของสารอาหารแก่มนุษย ์โดยโปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีไฮโดรไลซีสแสดงคุณสมบติัทาง
กายภาพท่ีหลากหลายท่ีประกอบไปดว้ยการช่วยลดไขมนัในกระแสเลือดและลดคอเลสเตอรอลในกระแสเลือด 
ตา้นอนุมูลอิสระ ลดความดนัเลือด ช่วยปรับความยืดหยุ่นของหลอดเลือดและเน้ือเยื่อบุโพรงของหลอดเลือด 
เป็นตน้ (Kong et al., 2008)  โดยโปรตีนหรือเปปไทด์จากถัว่ได้มีการน ามาใช้ประโยชน์อย่างมากในด้าน
โภชนาการของมนุษย์ เช่น เป็นโปรตีนเสริมในผลิตภณัฑ์อาหารของผูสู้งอายุและนักกีฬา เคร่ืองด่ืมเสริม
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พลงังาน ไปจนถึงการประยกุตใ์ชใ้นการรักษาโรคต่างๆ เช่น โรคหลอดเลือดหวัใจ โรคมะเร็งและโรคเบาหวาน 
เป็นตน้ (Singh et al., 2014) นอกจากน้ียงัสามารถน ามาเป็นส่วนผสมท่ีเป็นแหล่งของโปรตีนในอาหารเล้ียงสัตว์
ไดอี้กดว้ย (Zdunczyk et al., 2010) 
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บทที ่3 
วธิีการด าเนินการวจิัย 

 
1. การเตรียมตัวอย่างถั่วเหลืองและถั่วเขียว 
          น าเมล็ดถัว่เหลืองและถัว่เขียวมาท าการเพาะงอก จากนั้นเก็บเมล็ดถัว่เหลืองและถัว่เขียวท่ีเพาะงอกท่ีเวลา 
12  24 และ 48 ชัว่โมงมาบดใหล้ะเอียด จากนั้นน ามาสกดัน ้ามนัออกดว้ยการใช ้ n-hexane อตัราส่วน 1:5 v/v 
เป็นเวลา 10 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิหอ้ง ซ่ึงไขมนัอิสระก็จะถูกระเหยออกไปในอากาศ จากนั้นก็เก็บตวัอยา่งเพื่อ
วเิคราะห์ในขั้นตอนถดัไป 
2.      การสกดัโปรตีนจากถั่วเหลืองและถั่วเขียว 
         เม่ือท าการสกดัแยกไขมนัออกจากถัว่เหลืองและถัว่เขียวแลว้น ามาเติมน ้าท่ีปรับ pH เป็น 8.0 ดว้ย 2N 
NaOH ในอตัราส่วนน ้าต่อถัว่ 10:1 แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน ามา centrifuge ท่ี 6,000 
rpm เป็นเวลา 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C จากนั้นน าส่วนใสท่ีไดม้าปรับ pH ใหเ้ป็น 4.5 ดว้ย 1 N HCl จากนั้นเก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 ๐C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้น ามา centrifuge ท่ี 6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C จากนั้นน า
ส่วนของตะกอนโปรตีนท่ีไดม้าลา้งดว้ยน ้ากลัน่ 2 คร้ัง แลว้ปรับ pH ใหเ้ป็น 7.0 ดว้ย 2 N NaOH แลว้น าโปรตีน
ไปท าใหแ้หง้ดว้ย freeze-dried  ก่อนท่ีจะน าไปท าการวเิคราะห์ในขั้นตอนถดัไป 
3.       การหาปริมาณโปรตีนด้วยวธีิการของ Bradford 
          ปิเปตสารละลาย Bradford dry จ านวน 1 มิลลิลิตร ลงใน microcentrifuge tube และใชเ้ป็น blank ดว้ย จาก
นั้นปิเปตโปรตีนจากถัว่แต่ละชนิด อยา่งละ 1 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 15 นาที แลว้น าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร จากนั้นค านวณหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานปริมาณโปรตีน 
4.      การท า SDS-PAGE 
         เตรียม 15% separating gel, 4% stacking polyacrylamide gel หลงัจากนั้นผสมตวัอยา่งโปรตีนปริมาณ 15 
ไมโครกรัม กบั 2x solubilizing solution  แลว้น าไปตม้ประมาณ 2 นาที จากนั้นโหลดตวัอยา่งลงในแผน่เจล แลว้
ท าการแยกโปรตีนโดยใช ้Tris-glycine เป็น electrod buffer จากนั้นยอ้มดว้ย coomassie brilliant blue R-250 จน
เห็นแถบโปรตีนชดัเจน ท าการ destain ประมาณ 1 ชัว่โมง หรือให้เจลท่ีไม่มีแถบโปรตีนใส 
5.     การไฮโดรไลซีสโปรตีนจากถั่ว 
       เตรียมตวัอยา่งผงโปรตีนจากถัว่เขียวและถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นการเพาะงอกและท่ีผา่นการเพาะงอกท่ีระยะเวลา 
12 24 และ 48 ชัว่โมงมาละลายดว้ย 0.1 M phosphate buffer pH 7.0 ในอตัราส่วน 2 เปอร์เซ็นตโ์ปรตีน จากนั้น
เติมเอนไซม ์ papain ในอตัราส่วนเอนไซมต่์อสับสเตรต 1:100 จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 30 
นาที 60 นาที และ 90 นาที แลว้ท าการหยดุปฏิกิริยาดว้ยการน าไปตม้ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 90 ๐C เป็นเวลา 
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10 นาที จากนั้นน ามาแช่ในอ่างน ้าใหอุ้ณหภูมิลดลง แลว้น ามา centrifuge ท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นเก็บส่วนใส เพื่อวเิคราะห์การทดลองต่อไป 
6. การทดสอบ Antioxidant ด้วยวธีิ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay 
          การทดสอบฤทธ์ิของการถัว่เหลือง  ถัว่เขียวและไฮโดรไลซีสโปรตีนจากถัว่เหลืองในการยบัย ั้งอนุมูล
อิสระจะใชว้ธีิการตรวจวดัดว้ย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) โดยใชเ้ปปไทด์ความเขม้ขน้  1-2  mg/ml  
ในปริมาตร 10 µl เติมลงใน  0.1 M DPPH  ปริมาตร 100 µl  ลงใน  96 well plate ผสมให้เขา้กนัจากนั้นบ่มในท่ี
มืดเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี A550 nm  จากนั้นน าแต่ละค่ามาค านวณหาเปอร์เซ็นต์
การยบัย ั้งอนุมูลอิสระตามสูตรขา้งล่าง 
        % DPPH radical scavenging ability = [(Control A550nm – Sample A550nm)/Control A550nm] × 100 
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บทที ่4 
ผลการวจิัย 

 

1. ศึกษาแบบแผนโปรตีนถั่วเขียวด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
จากผลการศึกษาเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีนจากถัว่เขียวพนัธ์ุชยันาท 60 ท่ีไม่ท าการเพาะ กบัเพาะงอกท่ี

ระยะเวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมงดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบวา่สารสกดัโปรตีนในถัว่เขียวท่ีไม่ผา่นการเพาะกบั
ผ่านการเพาะงอกมีจ านวนแถบของโปรตีนไม่แตกต่างกนัมากนัก โดยโปรตีนหลกัท่ีพบมีขนาดประมาณ 57 
kDa และโปรตีนท่ีพบรองลงมาคือ มีขนาด ประมาณ 25 kDa ซ่ึพบไดท้ั้งในถัว่เขียวท่ีไม่ท าการเพาะและท าการ
เพาะงอกท่ีเวลา 12 24  และ 48 ชัว่โมง แสดงดงัรูปท่ี 1 
 

 
 

รูปที ่1 ผลการศึกษาแบบแผนของถัว่เขียวดว้ยเทคนิค SDS-PAGE โดย Lane 1: โปรตีน marker, Lane 2: โปรตีน
จากถัว่เขียวท่ีไม่ท าการเพาะงอก Lane 3:โปรตีนจากถัว่เขียวท่ีท าการเพาะงอกท่ี 12 ชัว่โมง, Lane 4:โปรตีนจาก
ถัว่เขียวท่ีท าการเพาะงอกท่ี 24 ชัว่โมง และ Lane 5:โปรตีนจากถัว่เขียวท่ีท าการเพาะงอกท่ี 48 ชัว่โมง 
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2.      ศึกษาแบบแผนโปรตีนถั่วเหลืองด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
       จากผลการศึกษาเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีนในถัว่เหลืองพนัธ์ุ KKU 35 ท่ีไม่ท าการเพาะกบัเพาะงอกท่ี
ระยะเวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมงดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  พบวา่สารสกดัโปรตีนในถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นการเพาะ
กบัผา่นการเพาะงอกมีจ านวนแถบแบนของโปรตีนแตกต่างกนั โดยถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นการเพาะพบแถบโปรตีน 
12 แถบ ถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะเมล็ดท่ีระยะเวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมง พบแถบโปรตีนจ านวน 10  7  และ  6 
แถบตามล าดบั โดยการเพาะเมล็ดท่ี 48 ชัว่โมงพบโปรตีนน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 57  kDa มีความเขม้ของแถบ
โปรตีนมากกวา่โปรตีนในเมล็ดถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นการเพาะ (รูปท่ี 2) 

 
รูปที่ 2 ผลการศึกษาแบบแผนของถัว่เหลืองดว้ยเทคนิค SDS-PAGE โดย Lane 1: โปรตีน marker, Lane 2: 
โปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีไม่ท าการเพาะงอก Lane 3:โปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอกท่ี 12 ชัว่โมง, Lane 4:
โปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอกท่ี 24 ชัว่โมง และ Lane 5:โปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอกท่ี 48 
ชัว่โมง 
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3.      ผลการศึกษาแบบแผนของโปรตีนจากถั่วเขียวและถั่วเหลืองทีผ่่านการไฮโดรไลซีสด้วยเอนไซม์ปาเปน 
        จากผลการทดลองพบวา่จากการไฮโดรไลซีสโปรตีนจากถัว่เขียวท่ีไม่ผา่นการเพาะงอกและการเพาะงอกท่ี
ระยะเวลา 12  24 และ 48 ชัว่โมง ดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 30 60 และ 90 นาที ไม่พบแถบ
แบนของโปรตีน (รูปท่ี 3 และ รูปท่ี 4)   

 
 

รูปที่3  ผลการศึกษาแบบแผนโปรตีนของถัว่เขียวจากการไฮโดรไลซีสดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C 
ดว้ยแทคนิค SDS-PAGE หมายเลข 1-3 แสดงถัว่เขียวท่ีไม่ท าการเพาะงอกไฮโดรไลซีสเป็นเวลา 30 60 และ 90 
นาทีตามล าดบั  หมายเลข 4-6 แสดงถัว่เขียวท่ีเพาะงอกท่ี 12 ชัว่โมงไฮโดรไลซีสเป็นเวลา 30 60  และ 90  นาที
ตามล าดบั หมายเลข 7-8 แสดงถัว่เขียวท่ีเพาะงอกท่ี 24 ชัว่โมงไฮโดรไลซีสเป็นเวลา 30 และ 60 นาทีตามล าดบั 
 

แต่อยา่งไรก็ตามพบวา่การไฮโดรไลซีสโปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นการเพาะงอกและการเพาะงอกท่ี 
ระยะเวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมง ดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ีอุณหภูมิ  37  ๐C เป็นเวลา 30 60 และ 90 นาที พบวา่ถัว่
เหลืองท่ีไม่ผา่นการเพาะงอกเม่ือไฮโดรไลซีสท่ีระยะเวลา 30 60 และ 90 นาที พบแถบโปรตีนหลกัท่ีมีขนาด
ประมาณ 20.1  และ 16.0 kDa เหมือนกนั (รูปท่ี 4) ส่วนการเพาะงอกท่ี 12 ชัว่โมงและไฮโดรไลซีสดว้ยเอนไซม์
ปาเปนท่ี 37 ๐C เป็นเวลา 30 นาทีเท่านั้นท่ีพบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 24 kDa (รูปท่ี 4) ส่วนสภาวะอ่ืนๆ ของ
ถัว่เหลืองท่ีผา่นการไฮโดรไลซีสจะไม่พบแถบของโปรตีน (รูปท่ี 5) จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่เอนไซม์
ปาเปนท่ีน ามายอ่ยในสภาวะท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 30 60 และ 90 นาที ไม่เหมาะสมกบัการยอ่ยโปรตีนจาก
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ถัว่เขียว เน่ืองจากพบวา่โปรตีนจากถัว่เขียวในทุกสภาวะเกิดการตกตะกอนเม่ือเติมเอนไซมป์าเปนลงไปท า
ปฏิกิริยา  แต่อยา่งไรก็ตามพบวา่เอนไซมป์าเปนสามารถท าการยอ่ยโปรตีนจากถัว่เหลืองได ้ เน่ืองจากพบแบน
ของโปรตีนบางส่วนท่ีมีโมเลกุลท่ีเล็กลงเม่ือท าการยอ่ยและพบการตกตะกอนของโปรตีนไดน้อ้ยเม่ือท าปฏิกิริยา
กบัเอนไซมป์าเปน  ดงันั้นจึงน าเฉพาะส่วนใสท่ีไดจ้ากการไฮโดรไลซีสโปรตีนจากถัว่เหลืองเท่านั้นไปทดสอบ
ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระต่อไป 

 

 
 
รูปที่ 4  ผลการศึกษาแบบแผนโปรตีนของถัว่เขียวและถัว่เหลืองจากการไฮโดรไลซีสดว้ยเอนไซม์ปาเปนท่ี
อุณหภูมิ 37 ๐C ดว้ยแทคนิค SDS-PAGE หมายเลข 1 แสดงถัว่เขียวท่ีเพาะงอกท่ี 24 ชัว่โมงแลว้ไฮโดรไลซีสเป็น
เวลา 90 นาที  หมายเลข 2-4 แสดงถัว่เขียวท่ีเพาะงอกท่ี 48 ชัว่โมงแลว้ไฮโดรไลซีสเป็นเวลา 30 60  และ 90 นาที
ตามล าดบั หมายเลข 5-7 แสดงถัว่เหลืองท่ีไม่ท าการเพาะงอกแลว้ไฮโดรไลซีสเป็นเวลา 30 60 และ 90 นาที
ตามล าดบั หมายเลข 8 แสดงถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอกท่ี 12 ชัว่โมงแลว้ไฮโดรไลซีสเป็นเวลา 30 นาที 
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รูปที่ 5 ผลการศึกษาแบบแผนโปรตีนของถัว่เหลืองจากการไฮโดรไลซีสดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C
ดว้ยแทคนิค SDS-PAGE หมายเลข 1-2 แสดงถัว่เหลืองท่ีเพาะงอกท่ี 12 ชัว่โมงแลว้ไฮโดรไลซีส 60 และ 90 
นาที ตามล าดบั หมายเลข 3-5 แสดงถัว่เหลืองท่ีเพาะงอกท่ี 24 ชัว่โมงแลว้ไฮโดรไลซีส 30 60 และ 90 นาที
ตามล าดบั หมายเลข 6-8 แสดงถัว่เหลืองท่ีเพาะงอกท่ี 48 ชัว่โมงแลว้ไฮโดรไลซีส 30 60 และ 90 นาทีตามล าดบั 
       
4.     ผลการศึกษาฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ DPPH assay 

ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging 
พบวา่สารสกดัโปรตีนจากถัว่เขียวท่ีไม่ไดท้  าการเพาะงอกและท่ีท าการเพาะงอกท่ี 12 24 และ 48  ชัว่โมงท่ีความ
เขม้ขน้ 1 mg/ml และ 2 mg/ml ยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระ DPPH ไดน้อ้ยกวา่ 10 เปอร์เซ็นต ์ (รูปท่ี 6) ส่วนสาร
สกดัโปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีไม่ไดท้  าการเพาะงอกและท าการเพาะงอกท่ี 12  24 และ 48 ชัว่โมงท่ีความเขม้ขน้ 1 
mg/ml ยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระ DPPH ไดน้อ้ยกวา่ 10 เปอร์เซ็นและท่ีความเขม้ขน้ 2 mg/ml พบวา่สารสกดั
โปรตีนจากถัว่เหลืองไม่ไดท้  าการเพาะงอกและท่ีท าการเพาะงอกท่ี 12 ชัว่โมง  ยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระ DPPH 
ไดน้อ้ยกวา่ 10 เปอร์เซ็น แต่อยา่งไรก็ตามการเพาะงอกท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง  ยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระ DPPH 
ได ้10   และ 22 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (รูปท่ี 7)  
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รูปที ่6 ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของโปรตีนจากถัว่เขียวไม่ผา่นการเพาะงอกกบัผา่นการเพาะงอกท่ีเวลา 12 24  และ 

48 ชัว่โมง ซ่ึงถูกวดัดว้ยวธีิ DPPH assay 

 

รูปที ่7 ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของโปรตีนจากถัว่เหลืองไม่ผา่นการเพาะกบัผา่นการเพาะงอกท่ี 12  24  และ 48 

ชัว่โมง ซ่ึงถูกวดัดว้ยวธีิ DPPH assay 



19 
 

 จากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่สารสกดัโปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอกมีฤทธ์ตา้นอนุมูลอิสระได้
เล็กนอ้ย จึงน าไปยอ่ยต่อใหเ้ป็นโมเลกุลท่ีเล็กลงดว้ยการใชเ้อนไซมป์าเปน ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C ท่ีระยะเวลาการยอ่ย 
30 60 และ 90 นาที ท่ีความเขม้ขน้ 1 mg/ml และ 2 mg/ml พบวา่ฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH  ข้ึนอยูก่บั
ความเขม้ขน้ของสารสกดัโปรตีนท่ีท าการยอ่ยและระยะเวลาการยอ่ยท่ีมากกวา่ 30 ก็ไม่มีผลต่อการตา้นอนุมูล
อิสระมากนกั โดยตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้ 2 mg/ml สามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระไดม้ากกวา่ตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้ 1 
mg/ml การยอ่ยโปรตีนจากถัว่เหลืองไม่ไดท้  าการเพาะงอกและท าการเพาะงอกท่ี 12  24  และ 48 ชัว่โมง ท่ีความ
เขม้ขน้ 2 mg/ml ยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระ DPPH ได ้24-25 เปอร์เซ็นต ์31-33 เปอร์เซ็นต ์55-57 เปอร์เซ็นต ์และ 
41-47 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั (รูปท่ี 8)   

 

รูปที่ 8 ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของโปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็น
เวลา 30 60 และ 90 นาที ซ่ึงถูกวดัดว้ยวธีิ DPPH assay: S1= ไม่ผา่นการเพาะงอก S2= การเพาะงอกท่ี 12 ชัว่โมง  
S3= การเพาะงอกท่ี 24 ชัว่โมง S4= การเพาะงอกท่ี 48 ชัว่โมง 
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บทที ่5 
อภิปรายผลการวจิัย 

 
ถัว่เหลืองเป็นพืชอาหารส าคญัท่ีมีโปรตีนสะสมอยูใ่นเมล็ดประมาณ  35-42 เปอร์เซ็นต์ โดยโปรตีน

สะสมหลกัเป็นกลอบูลิน 11S  และ 7S พบประมาณ 40  และ 30 เปอร์เซ็นของโปรตีนทั้งหมด ตามล าดบั โดย
ไกลซินิน (glycinin) เป็นโปรตีนในกลุ่มของ 11S อยูใ่นรูปของเฮกซะเมอร์ มีน ้ าหนกัโมเลกุล 360 kDa ส่วนบีตา้
คอนไกลซินิน (β-conglycinin) เป็นกลุ่มของกลอบูลิน 7S  มีน ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 180 kDa อยูใ่นรูปของ
ไตรเมอร์ท่ีมีองคป์ระกอบเป็นหน่วยยอ่ยแอลฟา (α) แอลฟา' (α') และเบตา้ (β) มีน ้ าหนกัโมเลกุล 76  66 และ 
47.5  kDa ตามล าดบั (Ma et al., 2016) จากการศึกษาแบบแผนโปรตีนจากเมล็ดถัว่เหลืองพนัธ์ุ KKU 35 ท่ียงัไม่
การเพาะงอก พบวา่มีจ านวนแถบแบนของโปรตีนมากท่ีสุด แต่ในขณะท่ีเม่ือท าการเพาะเมล็ดถัว่เหลืองท่ี  24 
ชัว่โมงกบั 48 ชัว่โมง ไม่พบโปรตีนท่ีมีขนาดน ้ าหนกัโมเลกุลมากกว่า 57 kDa อาจเป็นไปไดว้า่เมล็ดแห้งมี
เอนไซม ์ endopeptidase และ carboxypeptidase ท่ีไม่สามารถท างานไดแ้ต่จะท างานไดเ้ม่ือเมล็ดอยูใ่นระหวา่ง
การงอก   โดยการยอ่ยโปรตีนขนาดใหญ่ท่ีเก็บสะสมไวใ้ห้มีขนาดท่ีเล็กลง (Muntz et al., 2001) ซ่ึงการศึกษา
ก่อนหนา้น้ีเก่ียวกบัการสกดัโปรตีนจากใบเล้ียงของถัว่เหลืองท่ีเพาะเป็นระยะเวลา 12 วนั พบวา่ท่ีระยะเวลาการ
เพาะงอกมีผลต่อการเปล่ียนแปลงโปรตีนในหน่วยยอ่ยของบีตา้คอนไกลซินิน โดยโปรตีนสองหน่วยยอ่ยคือ α 
และ α' ลดลงอย่างรวดเร็วโดยไม่พบหลงัจากการเพาะเมล็ดท่ีระยะเวลา 6 วนั  แต่อย่างไรก็ตามพบว่ามีหน่ึง
หน่วยยอ่ยของบีตา้คอนไกลซินินท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุล 51.2 kDa เกิดข้ึนในทุกระยะเวลาของการเพาะงอกจนถึง
วนัท่ี 6 ของการเพาะเมล็ด (Wilson et al., 1986) นอกจากน้ีเอนไซมใ์นกลุ่มของ Protease C1 ท่ีท าหนา้ท่ีในการ
เร่ิมตน้การยอ่ยหน่อยยอ่ย α  และ α' ของบีตา้คอนไกลซินินท่ีเก็บสะสมในถัว่เหลือง (Glycine max L. Merrill)  
พบโปรตีนตวักลางท่ีมีขนาด 70 63 61 58 55 และ 53.5  kDa (Qi et al., 1992)   ในทางตรงกนัขา้มกบัแบบแผน
ของโปรตีนจากถัว่เขียวท่ีพบวา่จ านวนแถบแบนของโปรตีนจะไม่มีความแตกต่างกนัระหวา่งถัว่เขียวท่ีไม่ท าการ
เพาะงอกกบัท าการเพาะงอกท่ีระยะเวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมง ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่การสลายตวัอยา่งรวดเร็วของ
โปรตีนท่ีเก็บสะสมในถัว่เขียวจะเกิดข้ึนหลกัจากกระบวนการงอกได ้2-3 วนั (Chrispeels and Boulter, 1975) 

สารสกดัโปรตีนจากถัว่เขียวและถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอกเม่ือน ามายอ่ยดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ีอุณหภูมิ 
37 ๐C เป็นเวลา 30 นาที 60 นาทีและ 90 นาที แลว้ตรวจสอบแบบแผนของโปรตีนท่ียอ่ยไดด้ว้ยเทคนิค SDS-
PAGE พบวา่เอนไซม์ปาเปนในสภาวะดงักล่าวไม่เหมาะสมท่ีจะท าการยอ่ยโปรตีนจากถัว่เขียว เน่ืองจากสาร
สกดัโปรตีนจากถัว่เขียวเกิดการตกตะกอน  แต่ในขณะท่ีเอนไซมป์าเปนสามารถท าการยอ่ยโปรตีนจากถัว่เหลือง
ได ้เน่ืองจากพบแบนของโปรตีนบางส่วนท่ีมีโมเลกุลท่ีเล็กลงเม่ือท าการยอ่ย และพบการตกตะกอนของโปรตีน
ไดน้อ้ยเม่ือท าปฏิกิริยากบัเอนไซมป์าเปน  ซ่ึงเม่ือน าส่วนใสของโปรตีนหรือเปปไทด์จากถัว่เหลืองท่ีไดจ้ากการ
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ยอ่ยดว้ยเอนไซม์ปาเปนไปทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  พบว่าสามารถตา้นอนุมูลอิสระไดม้ากกว่า
โปรตีนท่ีไม่ถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมป์าเปน แต่อยา่งไรก็ตามพบวา่สภาวะของการยอ่ยถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอกท่ี 
24  ชัว่โมงดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ีความเขม้ขน้ 2 mg/ml  ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 90 นาที สามารถตา้นอนุมูล
อิสระ DPPH ไดสู้งสุด 57.42  เปอร์เซ็นต ์สามารถตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ไดม้ากกวา่การยอ่ยถัว่เหลืองท่ีท าการ
เพาะงอกท่ี 48  ชัว่โมงดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ีความเขม้ขน้ 2 mg/ml ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 60 นาที ท่ีตา้น
อนุมูลอิสระ DPPH  ไดเ้พียง 47 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดใ้ห้ผลการทดลองท่ีแตกต่างจากการใช้
เอนไซมต์วัอ่ืนในการยอ่ยถัว่เหลือง  ซ่ึงมีการรายงานวา่โปรตีนจากไฮโดรไลซีส  (hydrolysate) เมล็ดถัว่เหลืองสี
ด า (Glycine max L.) ท่ีท าให้งอกเป็นระยะเวลา  3 วนั (24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมงและ 72 ชัว่โมง) แลว้น าโปรตีนมา
ย่อยดว้ยเอนไซม์เปปซินและแพนครีเอติน พบว่าโปรตีนถัว่เหลือกท่ีงอกท่ีเวลา 48 ชัว่โมงท่ีความเขม้ขน้ 2.5  
mg/ml สามารถจบักบัอนุมูลอิสระ 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) ได้ดีท่ีสุดคือ 76.56 เปอร์เซ็นต ์
รองลงมาท่ีเวลา 24 ชัว่โมง และ72 ชัว่โมงท่ีความเขม้ขน้ 2.5 mg/ml จบักบัอนุมูลอิสระ DPPH ได ้66.62  และ 
60.55 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั (Sefatie et al., 2013)  ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้่าคุณสมบติัของเอนไซม์ท่ีน ามายอ่ยถัว่
เหลืองเมล็ดมีสีเหลือง กบัถัว่เหลืองท่ีมีสีด า เม่ือใชเ้อนไซมท่ี์ต่างชนิดกนัอาจยอ่ยให้ไดโ้ปรตีนหรือเปปไทด์ท่ีมี
โครงสร้างท่ีอาจจะแตกต่างกนั เพราะเอนไซม์แต่ละชนิดมีความสามารถในการยอ่ยโปรตีนไดแ้ตกต่างกนัโดย
เอนไซมป์าเปนยอ่ยอนุพนัธ์ของกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง  N-acyl-alpha- amino acid (Lowe and Williams, 1965) 
เอนไซม์เปปซินยอ่ยโปรตีนท่ีต าแหน่งพนัธะเปปไทด์ (Hornbuckle et al., 2008) และแพนครีเอตินเป็นไซม์ท่ี
หลัง่จากตบัอ่อนสามารถย่อยโปรตีนได้ (Silvestre et al., 2011) ท าให้ได้โปรตีนหรือเปปไทด์ท่ีตา้นอนุมูล 
DPPH ไดเ้ปอร์เซ็นตท่ี์แตกต่างกนัในแต่ละสภาวะของถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอก เม่ือน าสารสกดัโปรตีนจากถัว่
เหลืองท่ีท าการเพาะงอกแลว้ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมป์าเปนเพื่อตรวจสอบตรวจสอบแบบแผนของโปรตีนหรือ
เปปไทด์ท่ีไฮโดรไลซีสดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  ไม่พบแถบแบนของโปรตีนในช่วงการแยกดว้ย 15% SDS-
PAGE อาจเป็นไปไดว้่ามีโปรตีนหรือเปปไทด์ท่ีมีขนาดโมเลกุลน้อยกว่า 14 kDa ท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล
อิสระ DPPH ได ้ ก่อนหนา้น้ีมีการรายงานวา่ตวัอยา่งถัว่ทุกชนิดท่ีมีการเพาะงอกพบเปอร์เซ็นตข์องเปปไทด์ท่ีอยู่
ในช่วงระหวา่ง 370-1500 Da มากกวา่ถัว่ท่ีไม่ไดท้  าการเพาะงอก และยงัมีผลต่อกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระได้
มากกวา่ถัว่ท่ีไม่ไดท้  าการเพาะงอกอีกดว้ย การศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบัสมมุติฐานท่ีวา่กิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ
ท่ีสูงจะข้ึนอยูก่บัน ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนหรือเปปไทด์ (Amadou et al., 2010; Sefatie et al., 2013)  จึงตอ้งมี
การศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัเทคนิคท่ีใชใ้นการแยกเปปไทดห์รือโปรตีนท่ีไดต่้อไป  
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บทที ่6 
สรุปผลการวจัิย 

 
จากการวิเคราะห์แบบแผนโปรตีนจากถัว่เขียวและถัว่เหลืองท่ีท าการเพาะงอกดว้ยเทคนิค SDS-PAGE

พบว่า จ  านวนแถบโปรตีนของถัว่เขียวจะน้อยกว่าโปรตีนจากถัว่เหลือง โดยในถัว่เขียวเม่ือท าการเพาะงอกท่ี
ระยะเวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมง แบบแผนโปรตีนท่ีไดจ้ะไม่แตกต่างจากถัว่เขียวท่ีไม่ไดท้  าการเพาะ ส่วนแถบ
โปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากถัว่เหลืองท่ีเพาะงอกจะลดลงตามระยะเวลาการเพาะ เม่ือน าโปรตีนท่ีไดจ้ากถัว่เขียวและถัว่
เหลืองท่ีเพาะงอกมายอ่ยดว้ยเอนไซมป์าเปน เพื่อทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี  DPPH พบวา่โปรตีน
จากถัว่เหลืองท่ีเพาะงอกท่ี 24 ชัว่โมง ท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมป์าเปนท่ี  37 ๐C  เป็นเวลา  90  นาที ท่ีความเขม้ขน้  
2 mg/ml สามารถตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ไดม้ากท่ีสุด คือ  57.42  เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่พบแถบแบนโปรตีนท่ีผา่น
การไฮโดรไลซีสในช่วงของการแยกดว้ย 15% SDS-PAGE ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่อาจมีโปรตีนหรือเปปไทด์ท่ีมี
ขนาดโมเลกุลนอ้ยกวา่ 14 kDa ท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ได ้
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การเปรียบเทยีบแบบแผนโปรตีนจากสารสกัดเมล็ดถั่วเหลืองที่ไม่ผ่านการเพาะและการเพาะงอก 
Comparison of Protein Patterns from the Extracts of Dry Mature Seeds and Germinating Seeds 

of Soybean (Glycine max L.) 
 

บังอร ประจันบาล1 

Bung-on Prajanban1 
 

Abstract 
Germination is the process by which an organism grows from a seed or similar structure. The process 

changes compositions of proteins and amino acids for synthesis of new cells during germination. The patterns of 
proteins extracted from germinating soybean (Glycine max L.) seeds that are correlated with time during 
germination process have not been clearly studied. The objective of this study was to compare the protein 
patterns which were extracted from dry mature seeds and germinating seeds of the soybean variety, KKU 35. The 
germinating seeds were evaluated at 12, 24 and 48 h after water absorption. Protein extracts of both dry mature 
seeds and germinating seeds were achieved by the consecutive extraction in hexane and water. Protein purity 
and pattern of each extract were determined by FT-IR spectrometry and SDS-PAGE, respectively. Then, protein 
band with higher intensity than that of dry mature seeds was identified by LC-MS/MS. Germinating seeds at four 
evaluation times displayed strong absorption peaks of approximately 1633 cm-1, 1518 cm-1 and 1392 cm-1,  which 
were correlated with the amine I, amine II  and amine III structures of a protein, respectively. The results from 
SDS-PAGE demonstrated that amounts of protein extracted from germinating soybean seeds decreased with 
time. The protein pattern of germinating seeds at 48 h with molecular weight of about 57 kDa showed higher 
intensity than did the protein pattern of dry mature seeds, and this protein was identified as alpha-subunits of 
beta-conglycinin, partial [Glycine max] by comparing the protein sequences with those  in database.  
Keywords: Soybean, Germination, beta-conglycinin  

 
บทคดัย่อ 

การงอกเป็นกระบวนการเจริญเตบิโตของพืชจากเมลด็หรือโครงสร้างที่คล้ายคลงึกนั กระบวนการนีส้ง่ผลตอ่การ
เปลีย่นแปลงของโปรตีนและกรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบของเมลด็เพื่อใช้ในการสร้างเซลล์ใหมใ่นระหวา่งทีเ่มลด็งอก  โดย
แบบแผนโปรตีนที่สกดัจากเมลด็ถัว่เหลอืง (Glycine max  L.) ที่ท าการเพาะงอกสมัพนัธ์กบัระยะเวลาการงอกยงัไมม่ี
การศกึษาที่ชดัเจน ดงันัน้จงึมวีตัถปุระสงค์เพื่อศกึษาเปรียบเทียบแบบแผนของโปรตีนท่ีสกดัจากถัว่เหลอืงพนัธุ์ KKU 35 ที่ไม่
ผา่นการเพาะและที่ผา่นการเพาะงอก โดยภายหลงัจากที่เมลด็ดดูซบัน า้แล้วท าการเพาะเมลด็ที่ระยะเวลา 12  24 และ 48 
ชัว่โมง จากนัน้สกดัโปรตีนจากถัว่เหลอืงทัง้ที่ไมผ่า่นการเพาะและการเพาะงอกด้วยเฮกเซนและน า้ น าไปตรวจสอบความ
บริสทุธ์ิและแบบแผนของสารสกดัโปรตีนด้วยเทคนิค FT-IR และ SDS-PAGE ตามล าดบั แล้วระบชุนิดของโปรตีนจากการเพาะ
งอกที่มีความเข้มของแถบโปรตีนมากกวา่ที่ไมผ่า่นการเพาะด้วยเทคนิค LC-MS/MS ผลการทดลองพบวา่โปรตีนที่สกดัได้ทัง้ 4 
สภาวะแสดงเอกลกัษณ์การดดูกลนืแสงมากในชว่งเลขคลื่นประมาณ 1633 cm-1 1518 cm-1 และ 1392  cm-1 ที่บง่บอกหมู ่
amine I, amine II และ amine III ของโปรตีน  จากผล SDS-PAGE พบวา่จ านวนแถบโปรตีนที่สกดัได้จากถัว่เหลอืงทีเ่พาะงอก
จะลดลงตามระยะเวลา โดยแบบแผนของโปรตีนจากถัว่เหลอืงทีง่อก 48 ชัว่โมง พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 57 kDa  มี
                                                           
1คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยับรูพา วิทยาเขตสระแก้ว สระแก้ว 27160 
  Faculty of  Agricultural Technology, Burapha University, Sakaeo Campus, Sakaeo 27160 
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ความเข้มของแถบโปรตีนมากกวา่ถัว่เหลอืงที่ไมผ่า่นการเพาะ และเมื่อบง่ชีช้นิดของโปรตีนในฐานข้อมลูพบวา่เป็นโปรตนี 
alpha subunit of beta conglycinin, partial [Glycine max]  
ค าส าคัญ:  ถัว่เหลอืง, การงอก, เบต้า คอนไกลซินิน 
 

ค าน า 

พืชมีการเก็บสะสมโปรตีน ไตรเอซิลกลเีซอรอล และคาร์โบไฮเดรตไว้ในสว่นของ เมลด็  หวั และราก โดยพืชใบเลีย้งคู่
เก็บสะสมโปรตีนปริมาณมากในรูปของเมลด็เพื่อเป็นแหลง่ของคาร์บอน ไนโตรเจน และซลัเฟอร์ที่ใช้ส าหรับการงอกของเมลด็
และการพฒันาเป็นต้นออ่นของพชื (Yamada et al., 2014) โดยถัว่เหลอืงเป็นพืชอาหารส าคญัที่มีโปรตีนสะสมอยูใ่นเมลด็
ประมาณ  35-42 เปอร์เซ็น โดยโปรตีนสะสมหลกัเป็นโกลบลูนิ 11S  และ 7S พบประมาณ 40  และ 30 เปอร์เซ็นตามล าดบั
ของโปรตีนทัง้หมด โดยไกลซินิน (glycinin) เป็นโปรตีนในกลุม่ของ 11S อยูใ่นรูปของเฮกซะเมอร์ มีน า้หนกัโมเลกลุ 360 kDa 
สว่นบีต้าคอนไกลซินิน (β-conglycinin) เป็นกลุม่ของโกลบลูนิ 7S  มีน า้หนกัโมเลกลุประมาณ 180 kDa อยูใ่นรูปของไตรเมอร์
ที่มีองค์ประกอบเป็นหนว่ยยอ่ยแอลฟา (α) แอลฟา' (α') และเบต้า (β) มีน า้หนกัโมเลกลุ 76  66 และ 47.5  kDa ตามล าดบั 
(Ma et al., 2016)  โดยเอนไซมกลุม่ endopeptidase มีบทบาทส าคญัในการยอ่ยโปรตีนท่ีเก็บสะสมในเมลด็ทีเ่ป็นโปรตีนใน
หนว่ยยอ่ยของเบต้าคอนไกลซินนิให้มีขนาดโมเลกลุที่เลก็ลงหรือถกูยอ่ยเป็นกรดอะมิโนอิสระ โดยใช้เป็นสารตัง้ต้นในการ
สงัเคราะห์โปรตีนตวัใหมแ่ละสารประกอบไนโตรเจนตวัอื่น ๆ เพือ่ใช้ในการพฒันาเป็นต้นออ่นในระหวา่งกระบวนการงอกของ
เมลด็ (Zakharov et al., 2004) จากข้อมลูดงักลา่วจึงศกึษาการเปลีย่นแปลงของโปรตีนที่สมัพนัธ์กบัระยะเวลาการงอกของถัว่
เหลอืงพนัธุ์ KKU 35 ท่ีไมผ่า่นการเพาะและที่ผา่นการเพาะงอก 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

1. การเตรียมตัวอย่างถั่วเหลอืง 
ถัว่เหลอืงพนัธุ์ KKU 35 น ามาแช่น า้เป็นเวลา 8 ชัว่โมง แล้วเพาะลงบนกระบะท่ีมีทิชชชูบุน า้ให้ชุม่ในภาชนะปิด วาง

ไว้ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 12 24  และ 48 ชัว่โมง จากนัน้อบให้แห้งแล้วน ามาบดให้ละเอยีด เติมเฮกเซนลงไปในอตัรา 5 ตอ่ 1 
วางไว้ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 12 ชัว่โมง แล้วน าถัว่เหลอืงที่สกดัไขมนัออกวางให้ระเหยแห้งที่อณุหภมูิห้อง   
2. การสกดัโปรตนีจากถั่วเหลอืง 

การสกดัโปรตีนจากถัว่เหลอืงโดยการดดัแปลงวิธีการเพียงเลก็น้อยของ Solominoarisoa Sefatie et al.,  (2013) โดย
น าตวัอยา่งแห้งเติมน า้ลงไปในอตัราสว่น 1 ตอ่ 10 แช่ไว้ทีอ่ณุหภมูิห้องเป็นเวลา 3 ชัว่โมง แล้วปรับพีเอชให้เป็น 8.0 ด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์  น ามาป่ันเหวี่ยงที ่ 6,000  รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 20นาที ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส แล้วน าสว่นใสมา
ปรับพีเอชเป็น 4.5 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก เก็บไว้ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง แล้วน ามาป่ันเหวี่ยงอีกรอบ 
แล้วน าตะกอนที่ได้มาปรับพีเอช 7.0 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์   จากนัน้น าโปรตีนไปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง  
3. การวิเคราะห์ตัวอย่างโปรตนีด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

ผงโปรตีนถกูน ามาตรวจวดัหมู่ฟังก์ชัน่ของสารประกอบด้วยเทคนิค FTIR-Spectroscopy ด้วยเคร่ือง Bruker tensor 
27 FT-IR spectrometer และใช้ Platinum Diamond ATR เป็นอปุกรณ์เสริม วดัที่ 64 scans ด้วย Spectral resolution 4 cm-

1 ท าการวดัตวัอยา่ง 5 ซ า้ บนัทกึผลการวดัและวิเคราะห์สเปกตรัมด้วยโปรแกรม Optical User Software (OPUS) 7.5 (Bruker 
Optics Ltd, Ettlingen, Germany)          
4. การท า SDS-PAGE  
  เตรียมเจล 12 % separating gel และ 4 % stacking polyacrylamide gel จากนัน้ผสมตวัอยา่งโปรตีนปริมาณ 15 
ไมโครกรัม กบั 2x solubilizing แล้วน าไปต้มประมาณ 2 นาท ี จากนัน้โหลดตวัอยา่งโปรตีนลงบนแผน่เจล แล้วท าการแยก
โปรตีนโดยใช้ Tris-glycine เป็นอิเลก็โทรดบฟัเฟอร์ จากนัน้ย้อมสด้ีวย coomassie brilliant blue R-250 จนเห็นแถบโปรตีน
ชดัเจน จากนัน้น าแช่ในสารละลาย destain ประมาณ 1 ชัว่โมง หรือให้เจลที่ไมม่ีแถบโปรตีนใส  
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5. LC-MS/MS 
ท าการตดัแถบโปรตีนที่มขีนาดน า้หนกัโมเลกลุประมาณ  57 kDa จากการเพาะงอกที่ระยะเวลา 48 ชัว่โมง มายอ่ย

ด้วยเอนไซม์ทริปซิน จากนัน้ระบชุนิดของโปรตีนด้วยเทคนิค LC-ESI MS/MS (Bruker, Bremen, Germany) แล้วน าข้อมลูที่ได้
ไปเทียบกบัฐานข้อมลูโปรตีนโดยใช้โปรแกรม  MASCOT MS/MS Ion Search (www.matrixscience.com) 
 

ผล 
1. การตรวจสอบองค์ประกอบของสารสกัดโปรตีนถั่วเหลืองด้วยเทคนิค FT-IR 

การวเิคราะห์โปรตีนที่สกดัได้จากถัว่เหลอืงที่ไมท่ าการเพาะและการเพาะเมลด็ที่ระยะเวลาตา่ง ๆ ด้วยเทคนิค FT-IR 
พบวา่ทัง้ 4 สภาวะ มีการดดูกลนืแสงมากในช่วงเลขคลืน่ประมาณ  1633 cm-1 1518 cm-1  และ 1392 cm-1 โดยการดดูกลนื
แสงต ่าในชว่งเลขคลืน่ประมาณ  1064 cm-11160 cm-1 1233 cm-1 1449 cm-1 1745 cm-1  2854 cm-1  และ 2924 cm-1  แต่
การเพาะเมลด็ที่ 48 ชัว่โมงที่ไมพ่บการดดูกลนืแสงในช่วงเลขคลืน่ประมาณ 1160 cm-1  และ 1745 cm-1 (Figure1) 
2. แบบแผนโปรตีนจากสารสกัดเมลด็ถั่วเหลอืงที่ไม่ผ่านการเพาะและการเพาะงอก 

เมื่อเปรียบเทียบแบบแผนของสารสกดัโปรตีนในถัว่เหลอืงที่ไมผ่า่นการเพาะกบัผา่นการเพาะงอกพบวา่จ านวนแถบ
ของโปรตีนแตกตา่งกนั โดยถัว่เหลอืงที่ไมผ่า่นการเพาะพบแถบโปรตีน 12 แถบ ถัว่เหลอืงที่ท าการเพาะเมลด็ที่ระยะเวลา 12  
24 และ 48 ชัว่โมง พบแถบโปรตีนจ านวน 10  7  และ  6 แถบตามล าดบั โดยการเพาะเมลด็ที่ 48 ชัว่โมงพบโปรตีนน า้หนกั
โมเลกลุประมาณ 57  kDa มีความเข้มของแถบโปรตีนมากกวา่โปรตีนในเมลด็ถัว่เหลอืงที่ไมผ่า่นการเพาะ (Figure 2)  
3. การบ่งชีช้นิดของโปรตนีด้วยเทคนิค LC-MS/MS 

ผลการวิเคราะห์ชนดิของโปรตีนที่มีขนาดน า้หนกัโมเลกลุประมาณ 57 kDa ของถัว่เหลอืงทีเ่พาะงอกที่ระยะเวลา 48 
ชัว่โมงด้วย LC-MS/MS และระบชุนิดของโปรตีนในฐานข้อมลูพบว่าเป็นโปรตีน alpha subunit of beta conglycinin, partial 
[Glycine max] (Table 1) 

 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

โปรตีนจากเมลด็ถัว่เหลอืงที่สกดัด้วยเฮกเซนและน า้ พบการดดูกลนืแสงสงูในช่วงเลขคลืน่ประมาณ 1633 cm-1   
1518  cm-1   และ 1392  cm-1 ที่สอดคล้องกบัหมู ่amine I (~1650 cm-1), amine II (~1550 cm-1), amine  III (1400-1200 
cm-1)   ที่เป็นโครงสร้างองค์ประกอบของโปรตีน (Barth, 2007)  โดยพบวา่มีการปะปนของคาร์โบไฮเดรตและไขมนัเพียง
เลก็น้อยจากการดดูกลนืแสงต า่ในช่วงเลขคลืน่ประมาณ 1064 cm-1 1160 cm-1  1233 cm-1 1449 cm-1 1745 cm-1 2854 cm-

1  และ 2924 cm-1  (Wiercigroch et al., 2017;  Forfang et al., 2017)  แตท่ี่ระยะเวลาการเพาะเมลด็ที่ 48 ชัว่โมงพบ
ต าแหนง่ของการดดูกลนืแสงในชว่งของไขมนัและคาร์โบไฮเดรตน้อยกวา่เมลด็ถัว่เหลอืงที่ไมท่ าการเพาะ อาจเป็นไปได้วา่มีการ
ใช้ไขมนัและคาร์โบไฮเดรตที่สะสมอยูใ่นระหวา่งที่เกิดกระบวนการงอกด้วย นอกจากนีก้ารเพาะเมลด็ที่  24 กบั 48 ชัว่โมง ไม่
พบโปรตีนที่มีขนาดน า้หนกัโมเลกลุมากกวา่ 57 kDa เมื่อเปรียบเทียบกบัเมลด็ที่ไมท่ าการเพาะ อาจเป็นไปได้วา่เมลด็แห้งมี
เอนไซม์ endopeptidase และ carboxypeptidase ทีไ่มส่ามารถท างานได้แตจ่ะท างานได้เมือ่เมลด็อยูใ่นระหวา่งการงอก   
โดยการยอ่ยโปรตีนขนาดใหญ่ทีเ่ก็บสะสมไว้ให้มีขนาดทีเ่ลก็ลง (Muntz et al., 2001) ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาก่อนหน้านี ้
เก่ียวกบัการสกดัโปรตีนจากใบเลีย้งของถัว่เหลอืงที่เพาะเป็นระยะเวลา 12 วนั พบวา่ที่ระยะเวลาการเพาะงอกมีผลตอ่การ
เปลีย่นแปลงโปรตีนในหนว่ยยอ่ยของบีต้าคอนไกลซินิน โดยโปรตนีสองหนว่ยยอ่ยคือ α และ α' ลดลงอยา่งรวดเร็วโดยไมพ่บ
หลงัจากการเพาะเมลด็ที่ระยะเวลา 6 วนั  แตอ่ยา่งไรก็ตามพบวา่มีหนึง่หนว่ยยอ่ยของบีต้าคอนไกลซินินท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุ 
51.2 kDa เกิดขึน้ในทกุระยะเวลาของการเพาะงอกจนถึงวนัท่ี 6 ของการเพาะเมลด็ (Wilson et al., 1986) นอกจากนีเ้อนไซม์
ในกลุม่ของ Protease C1 ที่ท าหน้าที่ในการเร่ิมต้นการยอ่ยหนอ่ยยอ่ย α  และ α' ของบีต้าคอนไกลซินินท่ีเก็บสะสมในถัว่
เหลอืง (Glycine max L. Merrill)  พบโปรตีนตวักลางที่มีขนาด 70 63 61 58 55 และ 53.5  kDa (Xiaoqun et al., 1992)  ซึง่
อาจเป็นไปได้ในกระบวนการงอกของเมลด็ถัว่เหลอืพนัธุ์ KKU 35 มีการยอ่ยโปรตีนในหนว่ยยอ่ยของบีต้าคอนไกลซินินเป็น

http://www.matrixscience.com/
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โปรตีนตวักลางที่มีขนาดโมเลกลุเลก็ลงและมีปริมาณที่เพิม่ขึน้เมือ่เมลด็งอกได้ 48 ชัว่โมงคือโปรตีนหนว่ยยอ่ยแอลฟาของบีต้า
คอนไกลซินิน  ที่อาจเก็บสะสมในใบเลีย้งมากขึน้เพื่อน าไปใช้ในการพฒันาเป็นเอ็มบริโอในระหวา่งการงอกของเมลด็  
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Table 1  Protein identification by LC-MS/MS after SDS-PAGE.  
Protein 
band 

Match to Protein 
name 

Mass 
Theory 
(Da) 

Score Sequence 
coverage 
(%) 

Peptide  sequences 

Mw ~57 kDa 
germination 
at 48 h 

BAA23360.2 alpha subunit 
of beta 
conglycinin, 
partial 
[Glycine 
max] 

63184 978 33 RSPQLQNLRD, RSPQLQNLRD 
KFFEITPEKN, RNILEASYDTKF 
RESYFVDAQPKK,RLQESVIVEISKE 
RLITLAIPVNKPGRF,KTISSEDKPFNLRS 
KEQQQEQQQEEQPLEVRK 
KAIVILVINEGDANIELVGLKE 
RVPSGTTYYVVNPDNNENLRL 
RFESFFLSSTEAQQSYLQGFSRN 
RDLDIFLSIVDMNEGALLLPHFNSK 

 
สรุปผลการทดลอง 

จ านวนแถบโปรตีนที่สกดัได้จากถัว่เหลอืงที่เพาะงอกจะลดลงตามระยะเวลา โดยถัว่เหลอืงทีง่อก 48 ชัว่โมง พบแถบ
โปรตีนขนาดประมาณ 57 kDa  มีความเข้มของแถบโปรตีนมากกวา่ถัว่เหลอืงที่ไมผ่า่นการเพาะ และเมื่อบง่ชีช้นิดของโปรตีน
ในฐานข้อมลูพบวา่เป็นโปรตีน alpha subunit of beta conglycinin, partial [Glycine max]  

 

ค าขอบคุณ 

ขอขอบคณุงบประมาณสนบัสนนุจากทนุอดุหนนุการวิจยัจากเงินรายได้ของคณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยั
บรูพา วิทยาเขตสระแก้ว สญัญาเลขที่ 001/2561 และขอขอบคณุศนูย์วิจยัปรับปรุงพนัธุ์พืชเพื่อการเกษตรที่ยัง่ยืน คณะ
เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น ที่อนเุคราะห์ถัว่เหลอืงพนัธุ์ KKU 35 และศนูย์วิจยัโปรตีนและโปรติโอมิกส์เพื่อการ
พานิชย์และอตุสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น 

 
 

Figure 2 SDS-PAGE of of protein extracted from dry mature  
              and germinating seeds of soybean at 12, 24 and 48 h                                                                                                    

Figure 1 FT-IR spectra of protein extracted from dry mature                                        
              seeds and germinating seeds of soybeans at 12, 24 and 48 h.  
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