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 มะพร้าวเป็นพืชเศรษฐกิจที่มีการน ามาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือบริโภคได้หลากหลาย ใน
กระบวนการผลิตน  ามันมะพร้าวจะน ากะทิมาแยกส่วนของน  ามันออก และเหลือหางกะทิไว้ โดยพบว่า
หางกะทิมีสัดส่วนของโปรตีนที่สูง จึงสามารถน ามาสกัดโปรตีนต่อได้ แต่โปรตีนที่สกัดได้มีมักข้อจ ากัด
ในการน าไปใช้ เช่น มีความสามารถในการละลายในสภาวะกรดอ่อนต่ า และมีความสามารถในการจับ
กับสารให้กลิ่นรสเป็นต้น งานวิจัยนี มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรโปรตีน
จากมะพร้าวโดยใช้เอนไซม์ protein-glutaminase (PG) ศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ และสมบัติการจับ
กลิ่นรสของโปรตีนจากมะพร้าวที่ถูกดัดแปร โดยสกัดโปรตีนจากหางกะทิที่เหลือทิ งจากอุตสาหกรรม
การผลิตน  ามันมะพร้าวด้วยวิธีการตกตะกอนโปรตีนที่จุด isoelectric point (pH = 3.9) และหา
สภาวะในการดัดแปรด้วย response surface methodology (RSM) จากการศึกษาพบว่าสภาวะที่
เหมาะสมในการดัดแปรโปรตีนจากมะพร้าวด้วยเอนไซม์ PG คือ อตัราส่วนระหว่างปริมาณเอนไซม์ต่อ
ปริมาณโปรตีนเป็น 36 U/g protein, อุณหภูมิ 50 ºC และ pH = 7 เมื่อดัดแปรโปรตีนด้วยสภาวะ
ดังกล่าวที่ระยะเวลาต่าง ๆ กัน (15 min, 6 และ 12h) เพ่ือน ามาศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ พบว่าสมบัติ
การละลายที่ pH = 3 มีค่าเพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับตัวอย่างควบคุมที่ไม่ผ่านการดัดแปร 



(p≤0.05) ในขณะที่ pH = 5 ไม่มีความแตกต่างกัน (p>0.05) ส่วน pH = 7 มีค่าลดลงในตัวอย่างที่ถูก
ดัดแปรเป็นเวลา 15 min และ 6 h เมื่อพิจารณาความสามารถในการอุ้มน  าและน  ามัน พบว่าทุก
ตัวอย่างไม่มีความแตกต่างกัน (p>0.05) เมื่อเทียบกับตัวอย่างควบคุม ส าหรับสมบัติการเกิดอิมัลชัน 
พบว่าค่า emulsifying activity index (EAI) ของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปร 15 นาที มีค่าลดลงอย่างมี
นัยส าคัญ (p≤0.05) แต่โปรตีนที่ผ่านการดัดแปรเป็นเวลา 6 และ 12 h ไม่มีความแตกต่างกับตัวอย่าง
ควบคุม (p>0.05) ค่า emulsifying stability index (ESI) ของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรทุกตัวอย่างมี
ค่าเพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับตัวอย่างควบคุม (p≤0.05) และเมื่อพิจารณาสมบัติการเกิด
โฟม พบว่าตัวอย่างโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรมีค่า foaming capacity (FC) สูงขึ น (p≤0.05) แต่
foaming stability (FS) มีค่าลดลง (p≤0.05) molecular weight distribution ของโปรตีนที่ผ่าน
การดัดแปรมีโมเลกุลขนาดเล็กเพ่ิมขึ น และองค์ประกอบของกรดอะมิโนของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการ
ดัดแปรมีลักษณะคล้ายคลึงกับตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร เมื่อศึกษาสมบัติการจับกลิ่นรสของ
โปรตีนมะพร้าวที่ผ่านและไม่ผ่านการดัดแปร พบว่าความสามารถในการจับกลิ่นรสวานิลลินของ
โปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรด้วย PG ลดลงเมื่อเทียบกับโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร โดย
การดัดแปรโปรตีนด้วย PG ไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของชนิดของพันธะที่เกิดขึ นระหว่างวานิลลิน
กับโปรตีน ซึ่งได้แก่ van der Waals force หรือ hydrogen bonding เมื่อทดสอบทางประสาท
สัมผัส พบว่าค่า best estimate threshold (BET) ของวานิลลินในตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัด
แปร (33.17 ppm) สูงกว่าในตัวอย่างที่ผ่านการดัดแปรด้วย PG (14.11 ppm) แสดงให้เห็นว่า
ความสามารถในการจับกลิ่นรสโดยรวมของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรลดลง  
 
 

Coconut is an economical crop that widely processed and used in many 
ways. In order to produce coconut oil, the coconut milk is used as a raw material for 
oil extraction and coconut skimmilk is left behind as a by-product. Due to high 
protein content in coconut skimmilk, it has a potential for protein extraction. 
However, the extracted protein usually has limitation for using due to its low 
solubility in acidic condition and its ability to bind with flavor compounds. The 
objective of this study was to optimize of the enzymatic deamidation of coconut 
protein by protein-glutaminase (PG) and to study functional and flavor-binding 
properties of deamidated coconut protein. The extraction of protein was performed 
by conventional isoelectric precipitation (pH 3.9). The modified condition was 
optimized by using response surface methodology (RSM). The optimization was 
performed based on the condition, which contained high degree of deamidation 
(DD>30%) and low degree of hydrolysis (DH<5%). It was found that the optimum 



condition were enzyme:substrate ratio (E/S) of 36 U/g protein, temperature of 50oC 
and pH of 7.0. The functional properties of deamidated coconut proteins 
(deamidation by PG for 15 min, 6 h, and 12 h) were determined, including solubility, 
water- and oil-holding capacity, emulsifying properties and foaming properties. In 
comparison to control sample (same condition as deamidated ones, but without PG), 
the solubility of deamidated coconut protein was improved at pH = 3.0 (p≤0.05). At 
pH = 5.0, there was no difference in solubility among treatments (p>0.05). At pH = 
7.0, the solubility of coconut proteins, which deamidated for 15 min and 6 h, were 
decreased (p≤0.05). Water holding capacity and oil holding capacity were not 
different from control after deamidation by PG (p>0.05). Emulsifying activity index 
(EAI) of 15 min deamidated coconut protein was decreased (p≤0.05) while EAIs of 6 
and 12 h deamidated protein were not different from control (p>0.05). Emulsifying 
stability index (ESI) of all deamidated protein samples were increased (p≤0.05). 
Foaming capacity (FC) was increased after deamidation by PG (p≤0.05), while the 
foaming stability (FS) was decreased (p≤0.05). From the results of molecular weight 
distribution, the small molecular proteins were increased during deamidation. And 
amino acid profile of deamidated coconut protein was similar to untreated coconut 
protein. For flavor binding property of deamidated and non-deamidated coconut 
proteins, it was found that the ability of coconut protein to bind with vanillin was 
decreased after deamidation by PG. However, the types of interaction were not 
changed from van der Waals force or hydrogen bonding. Sensory study was done to 
observe best estimate threshold (BET) of vanillin in proteins (both deamidated and 
non-deamidated samples). The result showed higher BET of vanillin in non-
deamidated coconut protein (33.17 ppm) than of vanillin in deamidated sample 
(14.11 ppm). 
 
Keywords : deamidation, coconut protein, flavor-binding, protein-glutaminase 
(ค าหลัก) 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

 

มะพร้าว (Cocos nucifera L.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของโลก มีการปลูกแพร่หลายใน
ประเทศเขตร้อน ในปีพ.ศ.2556 มีก าลังการผลิตมะพร้าวทั่วโลกประมาณ 62 ล้านตัน โดยประเทศ 
ไทยถือเป็นผู้ผลิตมะพร้าวอันดับที่ 9 ของโลก มีก าลังการผลิตอยู่ที่  1 ล้านตัน ปริมาณการผลิต 
มะพร้าวในทั่วโลกมีแนวโน้มที่จะเพ่ิมขึ้น และมีการแปรรูปผลิตภัณฑ์เพ่ิมมากขึ้นในประเทศไทยทั้งในกลุ่ม
ผลิตภัณฑ์บริโภค เช่น น้ ามันมะพร้าว กะทิ และแป้งมะพร้าว หรือน าไปเป็นส่วนประกอบของผลิตภัณฑ์
อุปโภค เช่น เครื่องส าอาง เป็นต้น (FAO, 2013; ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2559)  

 กระบวนการผลิตน้ ามันมะพร้าวในปัจจุบัน มักเป็นการสกัดน้ ามันมะพร้าวแบบเย็นซึ่งจะท าให้เกิด
ของเสียคือ หางกะทิที่มีปริมาณโปรตีนประมาณร้อยละ 3 อยู่ด้วย จากการศึกษาพบว่าโปรตีนมะพร้าว
เป็นโปรตีนจากพืชที่มีกรดอะมิโนที่จ าเป็นต่อร่างกายครบทุกชนิด ท าให้มีความเป็นไปได้ที่จะน าหางกะทิ
ดังกล่าวมาสกัดโปรตีน แต่อย่างไรก็ตาม การศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนจากมะพร้าวยังน้อย และโปรตีน
มะพร้าวที่สกัดได้มีข้อจ ากัดในการใช้งานคือ สมบัติเชิงหน้าที่ที่ไม่อาจน าไปประยุกต์ใช้ได้หลากหลาย การ
ดัดแปรโปรตีนเป็นวิธีหนึ่งในการปรับปรุงสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนซึ่งการท าดีแอมิเดชันเป็นวิธีที่ไ ด้รับ
ความนิยมวิธีหนึ่ง ปฏิกิริยาดีแอมิเดชันคือการเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันของโปรตีนจากหมู่เอไมด์เป็นหมู่คาร์บอก
ซิลซึ่งจะท าให้ประจุสุทธิของโปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลง ส่งผลให้สมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนเปลี่ยนแปลง
ไป การท าดีแอมิเดชันสามารถท าได้ทั้งวิธีทางกายภาพ ทางเคมี และการใช้เอนไซม์ (Kwon et al., 1996; 
Schwenke, 1997) การท าดีแอมิเดชันสามารถใช้เอนไซม์ได้หลายชนิดในการเร่งปฏิกิริยา เช่น เอนไซม์
โปรตีนกลูตามิเนส (protein-glutaminase, PG) PG เป็นเอนไซม์ที่สกัดจากแบคทีเรียในดิน PG สามารถ
เร่งให้เกิดปฏิกิริยาดีแอมิเดชันได้ เอนไซม์ชนิดนี้มีข้อดีคือ สามารถเร่งปฏิกิริยาดีแอมิเดชันกับกรดอะมิโนก
ลูตามีนในสายเปปไทด์เท่านั้น ไม่เกิดกับกลูตามีนอิสระ และมีปฏิกิริยาข้างเคียง เช่น ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
ได้ต่ า นอกจากนี ้PG ยังเป็นเอนไซม์ท่ีพ่ึงค้นพบท าให้มีการศึกษาเก่ียวกับการน ามาใช้ในการดัดแปรโปรตีน
น้อยอีกด้วย (Yamaguchi et al., 2001) การดัดแปรโปรตีนจากมะพร้าวด้วยการท าดีแอมิเดชันโดยใช้ 
PG อาจจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน และท าให้โปรตีนจากมะพร้าวเป็น
อีกทางเลือกหนึ่งของอุตสาหกรรมอาหารในอนาคต 

 ปัจจุบันอาหารประเภทโปรตีนสูงได้รับความนิยมเพ่ิมมากขึ้นเนื่องจากผู้บริโภคมีความต้องการที่
จะลดอาหารประเภทไขมันและน้ าตาลสูงลง แต่อาหารประเภทโปรตีนสูงมักมีปัญหาเกี่ยวกับการจางลง
ของกลิ่นรส กล่าวคือเมื่อมีการเติมสารให้กลิ่นรสลงไปในผลิตภัณฑ์ที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบหลัก 
โปรตีนจะสามารถเกิดอันตรกริยากับสารให้กลิ่นรสได้ ซึ่งการเกิดอันตรกริยาระหว่างสารให้กลิ่นรสกับ
โปรตีนสามารถเกิดได้ 2 รูปแบบ คือปฏิกิริยาแบบผันกลับได้ (reversible) และแบบผันกลับไม่ได้ 
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(irreversible ) หากเกิดปฏิกิริยาแบบผันกลับไม่ได้ระหว่างสารให้กลิ่นรสกับโปรตีน จะท าให้เกิดปัญหา
กลิ่นรสที่เติมลงไปในอาหารจางลง (flavor fade) และจะท าให้กลิ่นรสโดยรวมของอาหารเปลี่ยนแปลงไป 
อันตรกริยาระหว่างสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนสามารถเปลี่ยนแปลงได้โดยการดัดแปรโครงสร้างของโปรตีน  
การดัดแปรโปรตีนด้วยวิธีดีแอมิเดชัน เป็นวิธีหนึ่งซึ่งสามารถเปลี่ยนแปลงสมบัติด้านการจับกลิ่นรส
ระหว่างสารให้กลิ่นรสและโปรตีนโดยท าให้ความสามารถในการจับกลิ่นรสโดยรวมลดลง โดยเอนไซม์ PG 
เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งที่มีการศึกษามาแล้วบ้างว่าสามารถลดความสามารถในการจับกลิ่นรสของโปรตีนถั่ว
เหลืองได้อีกด้วย (Suppavorasatit and Cadwallader, 2012) ถึงแม้ปัจจุบันมีแนวโน้มที่จะน าโปรตีน
มะพร้าวมาใช้ประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมทางอาหารมากขึ้น  แต่การใช้โปรตีนจากมะพร้าวอาจเกิด
ปัญหาการจางลงของกลิ่นรสได้เช่นเดียวกันกับโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าการดัดแปร
โปรตีนมะพร้าวด้วยวิธีแอมิเดชันโดยใช้เอนไซม์ PG จะสามารถท าให้โปรตีนมะพร้าวดัดแปรลด
ความสามารถในการจับกับกลิ่นรสได้เช่นกัน 

 งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการดัดแปรโปรตีนจากมะพร้าวโดยใช้ 
PG ศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่  และศึกษาสมบัติการจับกลิ่นรสของโปรตีนจากมะพร้าวที่ถูกดัดแปร
เปรียบเทียบกับโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร  
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บทที่ 2 

วำรสำรปริทัศน์ 

 

2.1 มะพร้ำว 

มะพร้าวหรือ Cocos nucifera, Linn. เป็นพืชในตระกูล Palmaceae ซึ่งเป็นกลุ่มเดียวกับ
ปาล์ม จาก และตาล เป็นไม้ยืนต้นสูง มีผลที่สามารถบริโภคได้โดยมีลักษณะเป็นทรงกลมหรือทรงรี เส้น
ผ่านศูนย์กลางประมาณ 20-23 เซนติเมตร มีผิวเรียบ ผลอ่อนมีสีเขียว เมื่อแก่จะมีสีน้ าตาล ภายในมีชั้นที่
เป็นเส้นใยอ่อนนุ่มและชั้นในที่แข็ง หรือ กะลา เนื้อมีสีขาวและมีของเหลวอยู่ภายใน รูปที่ 2.1 แสดงภาพ
จ าลองการตัดตามแนวยาวของผลมะพร้าว (ปิตินันต์ อักษร, 2553) 

รูปที่ 2.1 ภาพจ าลองการตัดตามแนวยาวของผลมะพร้าว 

ที่มา: Pyngthyngs (2012) 

 

มะพร้าวถือเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของโลกชนิดหนึ่ง มีก าลังการผลิตมะพร้าวทั่วโลกประมาณ 
62 ล้านตัน ในปีพ.ศ.2556 โดยประเทศไทยถือเป็นผู้ผลิตมะพร้าวอันดับที่ 9 ของโลก มีก าลังการผลิตอยู่ที่ 
1 ล้านตันต่อปี ดังแสดงในรูปที่  ทั้งนี้ในอดีตประเทศไทยเคยเป็นผู้ผลิตมะพร้าวอันดับ 6 ของโลก เช่น ใน
ปีพ.ศ. 2543 ที่ประเทศไทยมีก าลังการผลิตอยู่ที่ 1.8 ล้านตัน ปริมาณการผลิตมะพร้าวที่ลดลงเป็นผลมา
จากปัญหาจากภัยทางธรรมชาติ เช่น ภัยแล้ง แมลงศัตรูพืชระบาด ประกอบการขยายตัวของอุตสาหกรรม
ส่งผลให้เกษตรกรมีความสนใจที่จะปลูกมะพร้าวลดลง แต่ปริมาณก็ยังเพียงพอให้น าไปแปรรูปเป็น
ผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ อยู่ (FAO, 2013; ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2559) 
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รูปที่ 2.2 ปริมาณการผลิตมะพร้าวทั่วโลกในปีพ.ศ. 2556 

ที่มา: FAO (2013) 

 

ปัจจุบันมีการน าส่วนต่าง ๆ ของผลมะพร้าวไปใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ รวมถึงอุตสาหกรรม
อาหารซึ่งได้น าส่วนของเนื้อมะพร้าวมาผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ เช่น น้ ามันมะพร้าว กะทิ และแป้งมะพร้าว 
เป็นต้น นอกจากนี้ได้มีการน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอ่ืนๆ เช่น ยา และเครื่องส าอางอีกด้วย (Thaiphanit 
and Anprung, 2013) 

 

2.1.1 โปรตีนจากมะพร้าว 

 

2.1.1.1 การสกัดโปรตีนมะพร้าว 

ตั้งแต่ปีค.ศ. 1990 ได้มีการศึกษากระบวนการการสกัดโปรตีนจากมะพร้าวด้วยวิธีการต่าง ๆ เช่น 
Rasyid et al. (1992) ทดลองสกัดโปรตีนจากมะพร้าว 2 วิธี โดยวิธีแรกคือการน าหางกะทิที่ผ่านการแยก
ไขมันออกด้วยการปั่นเหวี่ยงมาแช่เยือกแข็ง หลังจากนั้นน ามาสกัดไขมันออกอีกครั้งด้วยการท า soxhlet 
ด้วยเฮกเซนเป็นเวลา 6 ชั่วโมง แล้วจึงน าไปท าแห้งด้วยการแช่เยือกแข็งอีกครั้ง จากนั้นน ามาปรับ pH 
เป็น 8.3 น าไปปั่นเหวี่ยง แล้วปรับเป็น 6.4 และ 4.8 ตามล าดับ จะได้ครีมโปรตีนที่มีปริมาณโปรตีนเป็น
องค์ประกอบ 82.7-84.7% ซึ่งคิดเป็น 68% protein recovery กระบวนการสกัดโปรตีนอีกวิธีหนึ่งคือ
การปั่นเหวี่ยงที่ 16,000xg เพ่ือแยกโปรตีนจากส่วนของหางกะทิ จากนั้นแยกส่วนของครีมที่ผ่านการแยก
ขั้นต้นด้วยการแช่เย็นเป็นเวลา 1 คืน พบว่าตะกอนโปรตีนที่ได้มีปริมาณโปรตีน 94.0-94.4% และมี 
protein recovery 94% 

Kwon et al. (1996) สกัดโปรตีนจากหางกะทิโดยใช้เทคนิค ultrafiltration โดยเลือกจากแผ่น
กรองที่มี molecular weight cut-off (MWCO) 5,000 Da จากนั้นน าไปท าแห้งด้วยการท าแห้งแบบพ่น
ฝอย พบว่าตัวอย่างที่ได้มีปริมาณโปรตีน 51.8% ในท านองเดียวกัน Onsaard et al. (2005) ใช้ 
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ultrafiltration ที่ 10000 Da MWCO สกัดโปรตีนได้ตัวอย่างที่มีปริมาณโปรตีนเพียง 45.6% อย่างไรก็
ตาม ในปี 2006 นักวิจัยกลุ่มนี้ได้ทดลองสกัดโปรตีนมะพร้าวอีกครั้งด้วยกระบวนการ 2 รูปแบบ โดยวิธี
แรกเป็นการตกตะกอนโปรตีนจากมะพร้าวด้วยกรดอะซิติกที่ pH 3.9 แล้วปั่นเหวี่ยงที่ที่อุณหภูมิ 35-40 
องศาเซลเซียสเพ่ือแยกส่วนไขมันออก จากนั้นล้างตัวอย่างซ้ าด้วยเฮกเซนเพ่ือก าจัดไขมันที่หลงเหลือ 
ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างหลังจากการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งคิดเป็น 88.94% อีกวิธีหนึ่งเป็นการน าหาง
กะทิไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 40 องศาเซลเซียส แล้วน าไปปั่น
เหวี่ยงเพ่ือแยกไขมันออก ล้างตัวอย่างซ้ าอีกครั้งด้วยเฮกเซนก่อนจะน าไปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง พบว่า
ได้ตัวอย่างที่ได้มีปริมาณโปรตีน 75.27% แต่ตัวอย่างโปรตีนที่ได้มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตปนถึง 14.67% 
(Onsaard et al., 2006) 

นอกจากกระบวนการสกัดจะมีผลแล้ว วัตถุดิบเริ่มต้นที่ ใช้ในการสกัดก็มีผลเช่นกัน เช่น
Thaiphanit and Anprung (2013) ทดลองสกัดโปรตีนมะพร้าวจากกะทิสดและตัวอย่างหางกะทิจาก
อุตสาหกรรมการผลิตน้ ามันมะพร้าวสกัดเย็นด้วยวิธีตกตะกอนโปรตีนที่ pH 4.0 โดยใช้กรด 
ไฮโดรคลอริก จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกส่วนของโปรตีน พบว่าตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวที่สกัดจาก
กะทิสดมีปริมาณโปรตีน 60.44% ในขณะที่ตัวอย่างที่สกัดจากหางกะทิจากอุตสาหกรรมมีปริมาณโปรตีน
ถึง 92.74% และในปี 2016 ได้สกัดโปรตีนซ้ าโดยใช้วัตถุดิบเป็นหางกะทิจากอุตสาหกรรมแห่งเดิมด้วย
กระบวนการสกัดแบบเดียวกัน พบว่าปริมาณโปรตีนในตัวอย่างที่สกัดได้หลังการท าแห้งมีค่าเป็น 80.3% 
ทั้งนี้อีกปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อการสกัดคือจ านวนรอบที่ใช้ในการสกัด และอาจจะต้องใช้สารเคมี เช่น เฮกเซน 
เพ่ือลดปริมาณไขมันลง (Thaiphanit et al., 2016)  

 

2.1.1.2 ลักษณะของโปรตีนมะพร้าว 

โปรตีนจากมะพร้าวที่สกัดได้หลังจากการท าแห้งด้วยการท าเยือกแข็งจะมีสีขาวอมเหลือง มีกลิ่น
กะทิจาง ๆ มีน้ าหนักเบา สีของโปรตีนมะพร้าวจะบ่งชี้ถึงความบริสุทธิ์ของโปรตีนที่สกัดได้   

 

2.1.1.2.1 Molecular weight distribution 

โปรตีนมะพร้าวส่วนใหญ่จะเป็นโปรตีนชนิดกลอบูลินซึ่งสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มคือ 7 และ 
11S โปรตีนกลุ่ม 11S กลอบูลินมีประมาณ 80% ของโปรตีนในกลุ่มกลอบูลินทั้งหมดโดยมีชื่อเรียกอีกชื่อ
ว่า cocosin โปรตีนกลุ่มนี้มีขนาดโมเลกุลดั้งเดิมอยู่ที่ 326,000 kDa แต่มีหน่วยย่อยเป็นเปปไทด์สายสั้นที่
มีขนาด 24, 34 และ 55 kDa ซึ่งจะปรากฏในเจลเมื่อท าการวิเคราะห์ด้วย sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ดังรูปที่  แถบโปรตีนที่ได้มีลักษณะคล้ายคลึงกับ
โปรตีนกลุ่ม 11S กลอบูลินที่สกัดได้จากงา  
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รูปที่ 2.3 การกระจายตัวของโปรตีน cocosin จากการวิเคราะห์โดย SDS-PAGE 

ที่มา: Garcia et al. (2005) 

 

กลอบูลินอีกกลุ่มคือ 7S กลอบูลิน มีขนาดโมเลกุลทั้งหมด 156,000 kDa โดยมีหน่วยย่อยเป็น
สายเปปไทด์ที่มีขนาด 16, 22 และ 24 kDa แต่เมื่อน าไปวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE จะแสดงผลเป็นแถบ
โปรตีนสี่แถบ คือ 16, 22, 24 และ 55 kDa ดังรูปที่ 2.5 (Kwon et al., 1996; Garcia et al., 2005) 

 

รูปที่ 2.4 การกระจายตัวของโปรตีน 7S กลอบูลิน จากการวิเคราะห์โดย SDS-PAGE 

ที่มา: Garcia et al. (2005) 
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นอกจากนี้ จากงานวิจัยของ Kwon et al. (1996) ที่ได้ศึกษาอุณหภูมิที่ท าให้โปรตีนมะพร้าวเกิด
การเสียสภาพด้วยการใช้ differential scanning calorimetry (DSC) พบว่า อุณหภูมิที่ท าให้เกิดการเสีย
สภาพของกลอบูลินในมะพร้าว (denaturation temperature, Td) คือ 82, 98 และ 112 องศาเซลเซียส  

 

2.1.1.2.2 องค์ประกอบของกรดอะมิโน 

จากงานวิจัยของ Rasyid et al. (1992) พบว่าองค์ประกอบของกรดอะมิโนจากมะพร้าวมี
ปริมาณกลูตามิกแอซิดสูง (17%) รองลงมาคืออาร์จีนีน และแอสปาติกแอซิดตามล าดับ นอกจากนี้ยังมี
กรดอะมิโนที่จ าเป็นต้องต่อร่างกายครบ 9 ชนิด ซึ่งจากงานวิจัยของ Thaiphanit และ Anprung (2013) 
ได้ผลที่คล้ายคลึงกัน คือ มีปริมาณกลูตามิกแอซิด (21.67%) อาร์จีนีน และแอสปาติกแอซิดสูง ดังแสดง
ตารางที่ 2.1  

 

ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบของกรดอะมิโนในโปรตีนจากมะพร้าว 

 
ที่มา: Thaiphanit and Anprung (2013) 

 

2.2 โปรตีน 

โปรตีนเป็นสารประกอบของโมเลกุลขนาดใหญ่โดยมีองค์ประกอบหลักเป็นคาร์บอน ไฮโดรเจน 
ออกซิเจน และไนโตรเจน และอาจจะพบซัลเฟอร์ในบางครั้ง หน่วยย่อยของโปรตีนหรือกรดอะมิโนจึงเกิด
จากการรวมตัวของสารข้างต้นนี้ โดยมีโครงสร้างหลักเป็นเป็นหมู่อะมิโน ( -NH2) และหมู่คาร์บอกซิล       
(-COOH) ต่อกันที่คาร์บอนในต าแหน่งแอลฟา และมีหมู่ฟังก์ชันหรือหมู่โซ่ข้าง (-R) ที่แตกต่างกันตามชนิด
ของกรดอะมิโน กรดอะมิโนจึงมีโครงสร้างพ้ืนฐานเป็น H2N-CH(R)-COOH ในธรรมชาติจะพบกรดอะมิโน 
20 ชนิดดังแสดงตารางที่ 2.2 ซึ่งเมื่อแบ่งตามหมู่โซ่ข้างแล้วจะแบ่งได้เป็น 8 กลุ่ม (Yada, 2004) ได้แก่  



8 
 

1. Acidic ประกอบไปด้วยแอสปาติกแอซิด และกลูตามิกแอซิด 

2. Basic ประกอบไปด้วยอาร์จีนิน, ฮิสติดีน และไลซีน 

3. Aliphatic ประกอบไปด้วย อะลานีน, ไอโซลิวซีน, ลิวซีน และวาลีน  

4. Aromatic ประกอบไปด้วยฟีนิลอะลานีน, ไทโรซีน และทริปโตแฟน 

5. Polar ประกอบไปด้วย เซอรีน และทรีโอนีน 

6. Thiol-containing ประกอบไปด้วย ซิสเตอีน และเมตไทโอนีน 

7. Amide ประกอบไปด้วย แอสปาราจีน และกลูตามีน 

8. กลุ่มพิเศษที่มีการจับของหมู่โซ่ข้างที่แตกต่างจากกรดอะมิโนตัวอ่ืน ได้แก่  ไกลซีน และ 
โปรลีน  

 

ตารางที่ 2.2 กรดอะมิโนที่พบในธรรมชาติ 20 ชนิด 

 
ที่มา: Yada (2004) 
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กรดอะมิโนจะเชื่อมต่อกันเป็นสายยาวด้วยพันธะเปปไทด์ในต าแหน่งของกลุ่มคาร์บอกซิลของ
กรดอะมิโนตัวแรกกับหมู่อะมิโนของกรดอะมิโนตัวที่สอง และมีชื่อเรียกตามจ านวนพันธะเปปไทด์ เช่น 
เปปไทด์ คือกรดอะมิโนสองตัวต่อกันด้วยพันธะเปปไทด์ 1 พันธะ ไดเปปไทด์ คือกรดอะมิโนสามตัวต่อกัน
ด้วยพันธะเปปไทด์สองพันธะ และโพลีเปปไทด์เกิดจากกรดอะมิโนหลายตัวต่อกันเป็นสายยาว กรดอะมิโน
ที่ต่อกันเป็นสายยาวจะท าให้เกิดอันตรกิริยาต่าง ๆ ทั้งภายในสารและภายนอกสายจนเกิดการจัดเรียงตัว
ใหม่เป็นโครงสร้างระดับต่าง ๆ (นิสานารถ กระแสร์ชล, 2540) ดังนี้ 

โครงสร้างปฐมภูมิ (primary structure) เป็นโครงสร้างที่มีกรดอะมิโนองค์ประกอบ กรดอะมิโน
จะเชื่อมกันด้วยพันธะเปปไทด์ซึ่งเป็นพันธะโควาเลนต์  

โครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) เกิดจากสายโพลีเปปไทด์ของโปรตีนเกิดการขดเป็น
เกลียวแบบแอลฟาเฮลิกซ์หรือเบตาชีทและยึดเหนี่ยวด้วยพันธะไฮโดรเจน 

โครงสร้างตติยภูมิ (tertiary structure) เป็นโครงสร้างของสายโพลีเปปไทด์ที่ขดพับและจับกัน
แน่นเป็นก้อนกลมด้วยอันตรกิริยาต่าง ๆ 

โครงสร้างจตุรภูมิ (quaternary structure) เป็นโครงสร้างที่เกิดจากสายโพลีเปปไทด์มากกว่า
หนึ่งสายรวมตัวกัน  

ชนิดของกรดอะมิโน การจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนและโครงสร้างในระดับต่าง ๆ ส่งผลถึงสมบัติ
ของของโปรตีน เช่น สมบัติการละลาย สมบัติการเกิดอิมัลชัน ซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญในการน าโปรตีนไปใช้ใน
ผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ดังนั้นจึงมีความพยายามที่จะปรับปรุงโครงสร้าง การจัดเรียงตัว และการปรับเปลี่ยนชนิด
ของกรดอะมิโนเพ่ือให้สมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไปและมีความเหมาะสมกับการน าไปใช้มาก
ยิ่งขึ้น (Yada, 2004) 

 

2.2.1 การดัดแปรโปรตีน 

การดัดแปรโปรตีนเป็นอีกหนึ่งวิธีในการปรับปรุงสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน โดยการดัดแปร
โปรตีนท าได้หลายวิธี เช่น การตัดสายโปรตีนด้วยการท าไฮโดรไลซิส การท าให้โปรตีนเสียสภาพ เช่น การ
ใช้ความร้อน และการเปลี่ยนหมู่ ฟังก์ชันของกรดอะมิโน เช่น ดีแอมิเดชัน (deamidation) และ 
ซักซินิเลชัน (succinylation) เป็นต้น  

 

2.2.1.1 ดีแอมิเดชัน 

ดีแอมิเดชันเป็นกระบวนการดัดแปรโปรตีนวิธีหนึ่งด้วยวิธีการเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันของโปรตีนจาก
หมู่เอไมด์เป็นหมู่คาร์บอกซิล ซึ่งจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสมบัติต่าง ๆ ของโปรตีนซึ่งเป็นผลมา
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จากการเปลี่ยนแปลงของประจุของโปรตีนที่ท าให้เกิดการจัดเรียงตัวของโครงสร้างที่ เปลี่ยนแปลงไป โดย
กรดอะมิโนที่สามารถเกิดปฏิกิริยานี้ได้จะต้องมีหมู่เอไมด์ซึ่งได้แก่ แอสปาราจีน (Asn) และกลูตามีน (Gln) 
โดยจะปลดปล่อยแอมโมเนียตามรูปที่ 2.6 ซึ่งปริมาณแอมโมเนียที่ถูกปลดปล่อยมานี้ถือเป็นตัวบ่งชี้อัตรา
การเกิดปฏิกิริยาของดีแอมิเดชันได้ (Hamada, 1992) 

 

รูปที่ 2.5 ปฏิกิริยาการเกิดดีแอมิเดชันของกลูตามีน 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Hamada (1992) 

การดัดแปรโปรตีนด้วยวิธีดีแอมิเดชันสามารถท าได้ทั้งการวิธีทางกายภาพ ทางเคมี และการใช้
เอนไซม์  

 

2.2.1.1.1 ดีแอมิเดชันโดยใช้วิธีทางกายภาพ 

ส าหรับวิธีทางกายภาพนั้นท าได้หลากหลายวิธี เช่น การใช้ความร้อน การใช้ความดัน ซึ่งจาก
งานวิจัยของ Metwalli and Van Boekel (1998) ที่ได้ทดลองดัดแปรโปรตีนเคซีนจากนมด้วย 
วิธีดีแอมิเดชันโดยใช้ความร้อน 110 และ 145 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 0-120 นาที พบว่า เป็นวิธีที่
เกิดปฏิกิริยาข้างเคียงเป็นจ านวนมาก เมื่อตรวจวัดปริมาณไนโตรเจนที่ไม่ใช่โปรตีนที่ปลดปล่อยออกมา 
พบว่ามีเพียง 10-15% ที่เป็นแอมโมเนียที่คาดว่าจะเกิดจากปฏิกิริยาแอมิเดชัน  

 

2.2.1.1.2 ดีแอมิเดชันโดยใช้วิธีทางเคมี 

การดัดแปรด้วยวิธีดีแอมิเดชันอีกวิธีหนึ่งที่ได้รับความนิยมคือวิธีทางเคมี เช่นการใช้กรด และการ
ใช้ด่าง ปัจจัยที่ส่งผลต่อการปฏิกิริยาดีแอมิเดชันมีหลายประการ เช่น ชนิดของกรดที่ใช้ เป็นต้น ซึ่งกรดที่
นิยมใช้ได้แก่ กรดไฮโดรคลอริก กรดซิตริก กรดซักซินิก และกรดมาลิก Liao et al. (2010) ศึกษาการดัด
แปรกลูเตนจากข้าวสาลีด้วยกรดซักซินิกและกรดซิตริก พบว่า ในช่วง 10 นาทีแรกของการท าปฏิกิริยา 
กรดซักซินิกสามารถเร่งให้เกิดดีแอมิเดชันได้เร็วกว่ากรดซิตริก แต่เมื่อเวลาผ่านไป 15 นาที ค่า degree of 
deamidation (DD) ของโปรตีนที่ใช้กรดทั้งสองชนิดมีค่าใกล้เคียงกัน โดยมีค่า DD มากกว่า 50% 
นอกจากนี้ Lei et al. (2015) ศึกษาการใช้กรดซิตริกและกรดมาลิกในการดัดแปรกลูเตลินจาก Akebia 
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trifoliata ผลปรากฏว่า เมื่อระยะเวลาผ่านไป 12 ชั่วโมง ตัวอย่างที่ดัดแปรด้วยกรดซิตริกมีค่า DD 
มากกว่า 55% ซึ่งสูงกว่าการดัดแปรด้วยกรดมาลิกอย่างมีนัยส าคัญ แต่อย่างไรก็ตามพบกว่าปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสที่เกิดขึ้นจากการดัดแปรด้วยกรดซิตริกมีค่าสูงกว่ากรดมาลิกด้วยเช่นกัน นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาผลจากการใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ในการดัดแปรกลูเตลินจากข้าวบาร์เลย์ พบว่า DD มีค่าเพ่ิมขึ้น
เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของด่าง และระยะเวลาการดัดแปรเพ่ิมขึ้น โดยมีค่า DD เท่ากับ 43% เมื่อใช้
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.5 M ดัดแปรเป็นเวลา 2 ชั่วโมง (Zhao et al., 2011) 

อย่างไรก็ตามการดัดแปรด้วยวิธีทางกายภาพและทางเคมีมีข้อเสียคือท าให้เกิดปฏิกิริยาข้างเคียง 
เช่น ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เป็นต้น รวมทั้งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นค่อนข้างรุนแรง และไม่มีความจ าเพาะกับสาร
ตั้งต้น การดัดแปรโปรตีนด้วยวิธีดีแอมิเดชันด้วยการใช้เอนไซม์จึงเป็นอีกทางเลือกที่น่าสนใจ 

 

2.2.1.1.3 ดีแอมิเดชันโดยใช้เอนไซม์ 

เอนไซม์ที่สามารถใช้ในการดัดแปรโปรตีนด้วยปฏิกิริยาดีแอมิเดชันมีหลายชนิดซึ่งเอนไซม์แต่ละ
ช นิ ด มี ค ว า ม จ า เ พ า ะ แ ล ะ มี ป ฏิ กิ ริ ย า ข้ า ง เ คี ย ง แ ต ก ต่ า ง กั น  ตั ว อ ย่ า ง เ อ น ไ ซ ม์ ส า ห รั บ 
ดัดแปรโปรตีนด้วยวิธีดีแอมิเดชันได้แก่ โปรติ เอส เปปทิโดกลูตามิเนส ทรานส์กลูตามิเนส และ 
โปรตีนกลูตามิเนส เป็นต้น 

 

2.2.1.1.3.1 โปรติเอส (protease) 

เอนไซม์ในกลุ่มโปรติเอสมีหลายชนิด เช่น ปาเปน ทริปซิน และไคโมทริปซิ ซึ่งในสภาวะกรดหรือ
กลาง ปฏิกิริยาเคมีที่เกิดจากการเร่งโดยเอนไซม์กลุ่มนี้ส่วนใหญ่จะเป็นปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส แต่ในสภาวะ
ด่าง ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะเกิดได้น้อยมาก ในขณะเดียวกันจะสามารถเกิดปฏิกิริยาชนิดอ่ืนแทน เช่น ดี
แอมิเดชัน Kato et al. (1987) ศึกษาการเกิดดีแอมิเดชันโดยใช้เอนไซม์โปรติเอสข้างต้นในสภาวะด่าง 
พบว่าเอนไซม์ปาเปน และไคโมทริปซินสามารถเร่งการเกิดดีแอมิเดชันได้ในช่วง pH 10.0 และช่วง
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส โดยมี DD ไม่เกิน 20% และ degree of hydrolysis (DH) ไม่เกิน 10% ส่วน
เอนไซม์ทริปซินสามารถเร่งปฏิกิริยาดีแอมิเดชันได้ในช่วง pH เดียวกัน แต่ DD และ DH มีค่าไม่เกิน 5%  

 

2.2.1.1.3.2 เปปทิโดกลูตามิเนส (peptidoglutaminase) 

เปปทิโดกลูตามิเนสเป็นเอนไซม์อีกตัวหนึ่งที่สามารถเร่งปฏิกิริยาการเกิดดีแอมิเดชันได้ในกลูตา
มีนและแอสปาราจีนซึ่งอยู่ในสายเปปไทด์สั้น ๆ จึงมีความเป็นไปได้ที่จะน าไปใช้ในการดัดแปรตัวอย่างที่
ผ่านการตัดสายโปรตีนมาแล้ว Hamada (1992) ศึกษาความเป็นไปได้ดังกล่าวในตัวอย่างโปรตีนจากถั่ว
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เหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยความร้อนเทียบกับตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อย ผลปรากฏว่า DD ของ
ตัวอย่างที่ผ่านการย่อยด้วยความร้อน มีค่าสูงกว่าตัวอย่างที่ไม่ผ่านการย่อย  

 

2.2.1.1.3.3 ทรานส์กลูตามิเนส (transglutaminase) 

เอนไซม์ที่ได้รับความนิยมใช้ในการดัดแปรโปรตีนด้วยวิธีดีแอมิเดชันมากที่สุดคือเอนไซม์ทรานส์
กลูตามิเนส แต่เอนไซม์ชนิดนี้สามารถเร่งการเกิดการจับกันระหว่างกลูตามีนและหมู่อะมิโนบางกลุ่มได้
ด้วยเช่นกัน Motoki et al. (1986) ศึกษาการเกิดดีแอมิเดชันในเคซีนโดยควบคุมไม่ให้เกิดการจับกันของก
ลูตามีนกับหมู่อะมิโน ทางคณะผู้วิจัยได้ใช้กระบวนการ citraconylation เพ่ือจับกับหมู่อะมิโนอิสระที่
สามารถจับกับกลูตามีนได้ Agyare et al. (2008) ได้ท าการศึกษาการดัดแปรกลูเตนจากข้าวสาลีโดยใช้
เอนไซม์ทราส์กลูตามิเนส พบว่า ความสามารถในการละลายในช่วง pH = 4.0 – 7.0 มีค่าเพ่ิมขึ้นเมื่อท า
การดัดแปรโปรตีนเป็นเวลา 15 ชั่วโมง และยังมีการศึกษาการดัดแปรโปรตีนจากถั่วเหลืองโดย Babiker 
(2000) ซึ่งได้ดัดแปรโดยใช้เอนไซม์ชนิดนี้เป็นเวลา 60 นาที ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พบว่า 
ความสามารถในการเกิดอิมัลชันและโฟมของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรมีค่าเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเทียบกับโปรตีน
ที่ไม่ผ่านการดัดแปร 

   

2.2.1.1.3.4 โปรตีนกลูตามิเนส (PG) 

โปรตีนกลูตามิ เนส ( EC 3.5.1)  เป็น เอนไซม์ที่ มีการค้นพบในปี  2000 จากแบคที เรี ย 
Chryseobacterium proteolyticum ที่พบในดิน (Yamaguchi and Yokoe, 2000) ซึ่ง Scheuplein 
et al. (2007) ศึกษาถึงความสามารถในการก่อโรคของเชื้อตัวนี้เพ่ือบ่งชี้ถึงความปลอดภัยของเอนไซม์
โปรตีนกลูตามิเนส โดยได้ศึกษาด้านความสามารถในการก่อโรคของเชื้อ ความเป็นพิษของเอนไซม์ที่มีต่อ
หนูในระยะเวลา 90 วัน และโอกาสการเกิดการกลายพันธุ์ พบว่า C. proteolyticum มีความสามารถใน
การก่อโรคต่ า ไม่ส่งผลต่ออวัยวะ เลือด การขับถ่ายและน้ าหนักของหนูทดลองเมื่อได้รับเอนไซม์ชนิดนี้ใน
ปริมาณไม่เกิน 2,500 mg/น้ าหนักตัว/วัน ทางอาหาร และไม่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ในสัตว์ทดลอง จึงมี
ความเป็นไปได้ที่จะน าเอนไซม์ชนิดนี้มาใช้ในการดัดแปรโปรตีนในอาหาร ซึ่งปัจจุบันเอนไซม์ชนิดนี้ได้ผ่าน
การรับรองจาก USFDA ว่ามีความปลอดภัยในการน ามาใช้ generally recognized as safe (GRAS) (US 
FDA, 2008)  

โปรตีนกลูตามิเนสสามารถเร่งปฏิกิริยาการเกิดดีแอมิเดชันในกลูตามีนที่อยู่ในสายโปรตีนได้ แต่ไม่
เกิดปฏิกิริยากับกลูตามีนอิสระ แอสปาราจีน และเอไมด์ตัวอ่ืน ๆ เอนไซม์ชนิดนี้มีค่า pI = 10.0 และมี
น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 20 kDa จากงานวิจัยของ Yamaguchi et al. (2001) ซึ่งศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมของการท างานของโปรตีนกลูตามิเนสในช่วง pH และช่วงอุณหภูมิต่าง ๆ พบว่าช่วง pH ที่
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เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์คือระหว่าง 5-7 และช่วงอุณหภูมิคือ 50-60 องศาเซลเซียส ความ
เสถียรของเอนไซม์อยู่ในช่วง pH 5-9 และช่วงอุณหภูมิต่ ากว่า 50 องศาเซลเซียส (แสดงในรูปที่ 2.7) 

 

รูปที่ 2.6 ผลของ pH และอุณหภูมิต่อความสามารถในการท างานของเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนส 

ซ้าย: pH; : relative activity เทียบกับท่ี pH 5.0, : remaining activity เทียบกับตอนเริ่มต้น 
ขวา: อุณหภูมิ; : relative activity เทียบกับท่ีอุณหภูมิ 60oC , : remaining activity ที ่   

ระยะเวลา 10 นาที และ : remaining activity ที่ระยะเวลา 60 นาท ี

ที่มา: Yamaguchi et al. (2001) 
 

นอกจากนี้อัตราการเกิดปฏิกิริยาดีแอมิเดชันของโปรตีนกลูตามิเนสยังขึ้นกับชนิดของสารตั้งต้น
อีกด้วย โดยสามารถเร่งปฏิกิริยาได้ดีในโปรตีนกลุ่มเคซีนและโปรตีนสายยาวมากกว่าสายสั้นดังแสดงในรูป
ที่ 2.8 (Yamaguchi et al., 2001) 
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รูปที่ 2.7 specific activity ของโปรตีนกลูตามิเนสในสารตั้งต้นชนิดต่าง ๆ 

ที่มา: Yamaguchi et al. (2001) 

 

2.2.1.2 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเป็นอีกปฏิกิริยาที่มีส าคัญในโปรตีนเนื่องจากส่งผลถึงคุณภาพของโปรตีนนั้น 
ๆ ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะท าให้เกิดการท าลายพันธะเปปไทด์ในโครงสร้างระดับปฐมภูมิ โครงสร้างและ
การจัดเรียงตัวของโปรตีนในระดับอ่ืน ๆ จึงเกิดการเปลี่ยนแปลงด้วยเช่นกัน ซึ่งส่งผลให้สมบัติต่าง ๆ ของ
โปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลง เอนไซม์ในกลุ่มโปรติเอสสามารถเร่งให้เกิดปฏิกิริยาชนิดนี้ได้ เช่น การดัดแปร
โปรตีนจากถั่วโดยใช้โปรติเอสจะท าให้ความสามารถในการละลายและความสามารถในการเกิดอิมัลชันดี
ขึ้น แต่ความเสถียรในการเกิดอิมัลชันลดลง เป็นต้น (ทัพพสาร ใจแก้ว, 2556; Thaiphanit and 
Anprung, 2016)  

 

2.2.1.3 การเสียสภาพด้วยความร้อน 

ความร้อนเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลถึงคุณภาพของโปรตีนเนื่องจากความร้อนสามารถท าลาย
อันตรกิริยาภายในและภายนอกโมเลกุลของโครงสร้างโปรตีนในระดับทุติยภูมิและตติยภูมิ ซึ่งจะส่งผลให้
โปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลงและจัดเรียงตัวใหม่ โครงสร้างของโปรตีนจะเปิดเผยพ้ืนที่ที่ไม่ชอบน้ า และ
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ปลดปล่อยโปรตีนสายสั้นและกรดอะมิโนอิสระที่ถูกกักเก็บไว้ในโครงสร้างตติยภูมิ สมบัติเชิงหน้าที่ของ
โปรตีนจึงเปลี่ยนแปลงไป เช่น ความสามารถในการละลาย ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน 
ความสามารถในการเกิดโฟม และความหนืดของสารละลายโปรตีน (Boye et al., 1997) 

 

2.2.1.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรโปรตีน 

ในการดัดแปรโปรตีนจะมีปัจจัยที่ส่งผลถึงอัตราการเกิดปฏิกิริยาอยู่หลายปัจจัยขึ้นกับวิธีการดัด
แปร เช่น การดัดแปรโดยใช้กรดจะมีปัจจัยที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ ความเข้มข้นของกรด อุณหภูมิ และระยะการ
เกิดปฏิกิริยา เป็นต้น การดัดแปรโดยใช้เอนไซม์จะมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องคือ อัตราส่วนระหว่างเอนไซม์และ
โปรตีน อุณหภูมิ pH และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา นอกจากนี้ยังมีปัจจัยส าคัญที่ส่งผลต่อทุกวิธีการดัด
แปร คือ ชนิดและความเข้มข้นของโปรตีนที่ใช้ในการดัดแปร  

การหาสภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรโปรตีนจึงจ าเป็นจะต้องวางแผนการทดลองที่เหมาะสม 
วิธีผิวตอบสนอง (response surface methodology) และวางแผนการทดลองแบบ central 
composite design (CCD) เป็นทางเลือกหนึ่ง โดยวิธีนี้จะเป็นการสร้างพ้ืนผิวสามมิติที่ท านายผลจาก
ทดลองที่สภาวะต่าง ๆ ได้อย่างครอบคลุม พ้ืนผิวแบบสามมิติจะวาดจากสมการที่ได้จากผลการทดลอง 
โดยมีลักษณะเป็นสมการถดถอยเชิงเส้นตรง (สมการที่ 2.1) หรือสมการถดถอยเชิงเส้นโค้ง (สมการที่ 2.2) 
(ไพโรจน์ วิริยจารี, 2544) 

 

𝑦̂ = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖
𝑛
𝑖=1 𝑥𝑖 + 𝜀         (2.1) 

 
 𝑦̂ = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖

𝑛
𝑖=1 𝑥𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖

2𝑛
𝑖=1 + ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗 + 𝜀𝑛−1

𝑗=𝑖+1
𝑛
𝑖=1       (2.2) 

เมื่อ 𝑥𝑖  คือ ปัจจัยที่หนึ่ง 

 𝑥𝑗  คือ ปัจจัยที่สอง 

 𝛽0  คือ จุดตัดหรือค่าคงที่ 

 𝛽𝑖   คือ ผลเชิงเส้นตรง 

 𝛽𝑖𝑖  คือ ผลเชิงเส้นโค้ง 

 𝛽𝑖𝑗   คือ ผลเชิงของปฏิกิริยาสัมพันธ์ของตัวแปร 

 𝜀 คือ เทอมของความคลาดเคลื่อนสุ่ม 
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วิธีผิวตอบสนอง เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมทั้งในงานวิจัยในอาหารและอุตสาหกรรมประเภทอ่ืน 

โดยใช้ในการหาสภาวะการทดลองด้วยเอนไซม์เช่น การหาสภาวะการดัดแปรแลคโตสด้วยเอนไซม์ 𝛽-
galactosidase ปัจจัยที่ใช้ศึกษามีทั้งหมด 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของเอนไซม์ อุณหภูมิ และ pH 
และการหาสภาวะในการสกัดคอลลาเจนจากเปลือกไข่ที่มีปัจจัย 4 ปัจจัย ได้เป็นแผนการทดลอง 30 
ต าแหน่งที่ครอบคลุมช่วงที่ศึกษา (Das et al., 2015; Mohammadi et al., 2016) 

จากงานวิจัยในอดีตบ่งชี้ถึงช่วงการท างานของเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนส แต่ในตัวอย่างโปรตีนแต่

ละชนิดมีช่วงการท างานที่เหมาะสมของเอนไซม์แตกต่างกัน เช่น α-lactalbumin มีความเหมาะสมใน
สภาวะ pH = 7.0 และอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ในตัวอย่างนมพร่องมันเนยจะมีความเหมาะสมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และในโปรตีนกลูเตนจากข้าวสาลี สภาวะที่เหมาะสมคือ pH = 7.0 และ
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามในโปรตีนบางชนิดอาจจะใช้สารเคมีเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในเกิด

ดีแอมิเดชัน เช่น การเติมเอทานอลในการดัดแปรโปรตีน α-zein จากข้าวโพด การใช้วิธีผิวตอบสนองจึง
เป็นวิธีที่มีความเหมาะสมที่จะใช้ศึกษาการดัดแปรโปรตีนโดยเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนส (Gu et al., 
2001; Yong et al., 2004; Yong et al., 2006; Miwa et al., 2010) 

 

2.2.2 สมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน 

ปัจจัยที่มีผลต่อการใช้โปรตีนในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ คือสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน เช่น สมบัติการ
ละลาย สมบัติการอุ้มน้ าและน้ ามัน สมบัติการเกิดอิมัลชัน และ สมบัติการเกิดโฟม สมบัติเหล่านี้มีความ
เกี่ยวโยงกัน เช่น ถ้าความสามารถในการละลายต่ า สมบัติในการเกิดอิมัลชันจะต่ าด้วยเช่นกัน เป็นต้น ท า
ให้การศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนมีความซับซ้อน อย่างไรก็ตาม สมบัติเชิงหน้าที่บางประการที่มีค่า
ต่ าไม่ได้แปลว่าเป็นสมบัติที่ไม่ดี เพราะผลิตภัณฑ์ที่แตกต่างจะมีความต้องการสมบัติเชิงหน้าที่ที่แตกต่าง
กันด้วย 

 

2.2.2.1 สมบัติการละลาย 

ในการน าโปรตีนไปใช้ในผลิตภัณฑ์ ความสามารถในการละลายของโปรตีนเป็นปัจจัยส าคัญ
เนื่องจากโปรตีนที่สามารถละลายได้ดีจะสามารถน าไปใช้ได้ง่ายและหลากหลาย นอกจากนี้ความสามารถ
ในการละลายของโปรตีนเป็นสมบัติที่ส าคัญเนื่องจากส่งผลถึงสมบัติเชิงหน้าที่อ่ืน ๆ เช่น สมบัติการเกิด
อิมัลชัน สมบัติการเกิดโฟม เป็นต้น ปัจจัยที่มีผลต่อความสามารถในการละลายของโปรตีนมีหลายประการ 
เช่น ชนิดของโปรตีนซึ่งมีความแตกต่างกันของขนาดโมเลกุล ชนิดและการจัดเรีย งตัวของโปรตีน และ
สภาวะของสารละลาย เช่น ความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย ionic strength ชนิดของตัวท าละลายและ
อุณหภูมิที่ใช้ในการละลาย การละลายของโปรตีนจะเกิดจากการที่โปรตีนสร้างอันตรกิริยากับน้ า โดยจะมี
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อันตรกิริยาที่เกี่ยวของอยู่สองชนิด คือ hydrophobic interaction อันตรกิริยาชนิดนี้จะเกิดระหว่าง
โปรตีนและโปรตีน ท าให้โปรตีนสามารถสร้างอันตรกิริยากับน้ าได้น้อยลง ความสามารถในการละลายของ
โปรตีนจึงลดลงเมื่ออันตรกิริยาชนิดนี้เพ่ิม และ ionic interaction ซึ่งจะเป็นอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน
กับน้ า เมื่ออันตรกิริยาชนิดนี้เพ่ิม ความสามารถในการละลายของโปรตีนจึงมีค่าเพ่ิมขึ้น (Sikorski, 2006; 
Damodaran et al., 2007)  

 

รูปที่ 2.8 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างประจุสุทธิของโปรตีนกับ pH 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Sikorski (2006) 

 

โปรตีนแต่ละชนิดมีการเปลี่ยนแปลงของประจุขึ้นกับ pH ในสภาวะที่ประจุสุทธิของโปรตีน 0 จะ
ถือเป็น isoelectric point (pI) ดังรูปที่ 2.9 นอกจากนี้ที่ pI ความสามารถในการละลายของโปรตีนจะมี
ค่าน้อยที่สุดดังรูปที่ 2.10 ความสามารถในการละลายที่ต่ าที่ pI เป็นผลมากจากการที่โปรตีนมีประจุสุทธิ
เป็น 0 ค่า electrostatic repulsion จึงมีค่าน้อยมาก โปรตีนจึงเกิดการรวมตัวกันเนื่องจากเกิด 
hydrophobic interaction ได้ดี ในขณะเดียวกันโปรตีนสามารถเกิดอันตรกิริยากับน้ าได้น้อย 
ความสามารถในการละลายจึงลดลง (Damodaran et al., 2007) แต่อย่างไรก็ตาม ค่า pI ยังคงขึ้นกับ
ชนิดโปรตีน เช่น Yong et al. (2006) ศึกษาการดัดแปรกลูเตนจากข้าวสาลีด้วยการท าดีแอมิเดชัน พบว่า 
ความสามารถในการละลายของกลูเตนมีค่าลดลงที่ pH = 3.0 และมีค่าเพ่ิมขึ้นที่ pH = 5.0 และ 7.0 ซึ่ง
เป็นผลมาจากการลดลงของ pI ความสามารถในการละลายของโปรตีนจึงเกิดการเปลี่ยนแปลงเช่นเดียวกัน 
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รูปที่ 2.9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความสามารถในการละลายของโปรตีนกับ pH 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Sikorski (2006) 

 

2.2.2.2 สมบัติการอุ้มน ้าและน ้ามัน 

ความสามารถในการอุ้มน้ าจะส่งผลถึงเนื้อสัมผัสของอาหาร เช่น ท าให้อาหารมีความฉ่ าน้ า และ
สามารถกักเก็บน้ าเมื่อผ่านกระบวนการต่าง ๆ ไว้ได้ ปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อความสามารถในการอุ้มน้ าคือ
ชนิด ขนาด และความมีขั้วของโปรตีนที่ส่งผลถึงการเกิดอันตรกิริยากับน้ า จากงานวิจัยในโปรตีนจากคาโน
ลา พบว่าเมื่อโปรตีนมีขนาดที่เล็กลงจะสามารถเกิดอันตรกิริยากับน้ าได้มากขึ้น เนื่องจากเปปไทด์สายสั้น
จะมีพ้ืนที่ที่ชอบน้ ามากกว่าเปปไทด์สายยาว นอกจากนี้ชนิดของโปรตีนมีผลต่อความสามารถในการอุ้มน้ า
เช่นเดียวกัน จากตารางที่ 2.3 แสดงถึงความสามารถในการเกิดอันตรกิริยากับน้ าของกรดอะมิโนแต่ละ
ชนิด พบว่ากรดอะมิโนในโครงสร้างที่มีประจุจะสามารถเกิดอันตรกิริยากับน้ าได้ดีกว่า โดยถ้าสามารถเกิด
อันตรกิริยากับน้ าได้ดีจะสามารถอุ้มน้ าได้ดีเช่นกัน (Damodaran et al., 2007; Cumby et al., 2008)  
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ตารางที่ 2.3 ความสามารถในการจับกับน้ าของกรดอะมิโน 

Amino acid residue 
Binding capacity  

(moles H2O/mole residue) 

Polar  
     Asn 2 
     Gin 2 
     Pro 3 
     Ser,The 2 
     Trp 2 
     Asp (unionized) 2 
     Glu (unionized) 2 
     Tyr 3 
     Arg (unionized) 3 
     Lys (unionized) 4 
Ionic  
     Asp- 6 
     Glu- 7 
     Tyr- 7 
     Arg+ 3 
     His+ 4 
     Lys+ 4 
Nonpolar  
     Ala 1 
     Gly 1 
     Phe 0 
     Val,Ile,Leu,Met 1 

ที่มา: Damodaran et al. (2007) 

  

ความสามารถในการอุ้มน้ ามันของโปรตีนจะส่งผลถึงเนื้อสัมผัสเช่นกัน โดยส่งผลถึงความเนียน
ของผลิตภัณฑ์ ปัจจัยที่มีผลต่อความสามารถในการอุ้มน้ ามันมีลักษณะคล้ายคลึงกับความสามารถในการ
อุ้มน้ า คือ ขนาด และความมีขั้วของโปรตีน แต่ปัจจัยที่มีผลกับความสามารถในการอุ้มน้ ามันมากที่สุดคือ



20 
 

ความสามารถในการดักจับกับน้ ามันทางกายภาพ (physical entrapment) ซึ่งได้แสดงในรูปที่ 2.11 การ
ดักจับน้ ามันทางกายภาพคือการตรึงน้ ามันโดยไม่เกิดอันตรกิริยาระหว่างตัวอย่างกับน้ ามัน เช่น การตรึงไว้
ที่ช่องว่างระหว่างตัวอย่าง ดังนั้นความหนาแน่นรวม (bulk density) จึงเป็นอีกปัจจัยหนึ่งส่งผลถึงสมบัตินี้ 
เนื่องจากความหนาแน่นรวมจะบ่งชี้ถึงพ้ืนที่หรือช่องว่าง (void) ที่สามารถดักจับน้ ามันทางกายภาพได้ 
Mirmoghtadaie et al. (2009) ท าการทดลองดัดแปรโปรตีนจาก okara ด้วยการท าดีแอมิเดชัน พบว่า
ความสามารถในการอุ้มน้ ามันเพ่ิมขึ้น โดยเป็นผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของความสามารถในการดักจับ
น้ ามันทางกายภาพที่เพ่ิมมากข้ึนมากกว่าผลจากการท าดีแอมิเดชัน 

รูปที่ 2.10 การดักจับทางกายภาพ (physical entrapment) 

ที่มา: Nedovic et al. (2001) 

 

2.2.2.3 สมบัติการเกิดอิมัลชัน 

ผลิตภัณฑ์อาหารส่วนใหญ่มีลักษณะเป็นอิมัลชันท าให้สมบัติการเกิดอิมัลชันมีความส าคัญมากขึ้น 
สมบัติการเกิดอิมัลชันคือความสามารถของโปรตีนที่ท าหน้าที่เป็นอิมันซิไฟเออร์ในระบบอิมัลชันเพ่ือให้
อิมัลชันเกิดความเสถียร โปรตีนสามารถเป็นอิมัลซิไฟเออร์ได้เนื่องจากมีลักษณะเป็น amphiphilic คือ
ประกอบไปด้วยบริเวณที่ชอบและไม่ชอบน้ า ท าให้สามารถจัดโครงสร้างในลักษณะชั้นฟิล์มที่ครอบสาร
หนึ่งได้ ดังรูปที่ 2.12 อย่างไรก็ตาม การเกิดอิมัลขันและความเสถียรของอิมัลชันมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องหลาย
ประการ โดยเฉพาะชนิดของโปรตีนที่บ่งชี้ถึงความชอบและไม่ชอบน้ า รวมถึงความสามารถในการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีนอีกด้วย ชั้นฟิล์มของโปรตีน เกิดจากอันตรกิริยาสองกลุ่ม คือ 
hydrophobic interation และ ionic interaction โดย hydrophobic interation จะเกิดในบริเวณที่
ไม่ชอบน้ า หากเกิดอันตรกิริยานี้มากเกินไปจะท าให้โปรตีนเกิดการรวมตัวกัน ซึ่งจะท าให้ชั้นฟิล์มไม่
สมบูรณ์ แต่ถ้ามีค่า electrostatic repulsion ที่มากเกินไป หรือเกิด ionic interaction ได้ดี จะท าให้
โปรตีนเกิดการผลักกันจนเกิดเป็นชั้นฟิล์มที่บางและไม่เสถียร จึงจ าเป็นต้องสร้างความสมดุลระหว่างอันตร
กิริยาทั้งสองซึ่งสามารถพิจารณาได้จากค่า hydrophilic-lipophilic balance (HLB) ค่า HLB จะบ่งชี้ถึง
อัตราส่วนของพ้ืนที่ที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ าของอิมัลซิไฟเออร์ชนิดนั้น ๆ ท าให้สามารถเลือกใช้อิมัลซิไฟ
เออร์ที่เหมาะสมกับระบบอิมัลชันนั้น ๆ (Pearce and Kinsella, 1978; Damodaran et al., 2007) 
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รูปที่ 2.11 การจัดเรียงตัวของอิมัลซิไฟเออร์ในแบบต่าง ๆ 

ที่มา: McClements (2015) 

  

สมบัติการเกิดอิมัลชันจะพิจารณาจากความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (emulsion capacity, 
EC) ความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ (emulsifying activity index, EAI) และความเสถียรของ
อิมัลชัน (emulsifying stability index, ESI)  

Lei et al. (2015) ศึกษาผลของการดัดแปรกลูเตลินที่สกัดจากเมล็ด Akebia trifoliata var. 
australis ด้วยวิธีดีแอมิเดชัน พบว่า EAI ของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรด้วยกรดมาลิกมีค่าเพ่ิมขึ้นในสภาวะ
กรด แต่มีค่าลดลงในสภาวะด่าง ในขณะที่กลูเตลินที่ผ่านการดัดแปรด้วยกรดซิตริกมีค่า EAI เพ่ิมขึ้นทั้ง
ในช่วงกรดและด่าง เมื่อพิจารณาค่า ESI ปรากฏว่าการดัดแปรด้วยวิธีดีแอมิเดชันท าให้ความเสถียรของ
อิมัลชันลดลงโดยเฉพาะเมื่อดัดแปรด้วยกรดซิตริก 

 

2.2.2.4 สมบัติการเกิดโฟม 

สมบัติการเกิดโฟมจะมีลักษณะคล้ายคลึงกับสมบัติการเกิดอิมัลชัน โดยสมบัติการเกิดโฟมคือ
ความสามารถในการห่อหุ้มอากาศที่บริเวณรอยต่อระหว่างอากาศและของเหลว และคงรูปโฟมดัง  
กล่าวไว้ได้ ในขณะที่อิมัลชันคือการสร้างชั้นฟิล์มห่อหุ้มของเหลว แต่อย่างไรก็ตาม สมบัติการเกิดโฟมจะมี
อันตรกิริยาที่เกี่ยวข้อง 2 ชนิด คือ hydrophobic interation และ ionic interaction เช่นเดียวกัน โดย 
hydrophobic interation จะท าให้เกิดการสร้างชั้นฟิล์มที่ดีซึ่งถือเป็นการเพ่ิมความสามารถในการเกิด
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โฟม ในขณะที่ hydrophobic interation จะท าให้เกิดอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนและโปรตีนซึ่งเป็นการ
เพ่ิมความหนืดของฟิล์มและท าให้โฟมที่เกิดขึ้นมีความเสถียร ท าให้ชนิดและการจัดเรียงตัวของโปรตีนเป็น
ปัจจัยที่ส าคัญของการเกิดโฟม นอกจากนี้ความสามารถในการละลายของโปรตีนยังเป็นอีกปัจจัยที่ส่งผล
ถึงสมบัติการเกิดโฟมเนื่องจากโปรตีนที่ละลายได้ดีจะท าให้ความหนืดของชั้นฟิล์มเพ่ิมขึ้น โฟมที่ได้จึงมี
ความเสถียร (ศุกร์จิตต์ เอ่ียมนเรพร, 2551; Damodaran et al., 2007)  

สมบัติการเกิดโฟมจะพิจารณาจากความสามารถในการเกิดโฟม (foaming capacity, FC) และ
ความเสถียรของโฟมที่เกิดขึ้น (foaming stability, FS) การดัดแปรโปรตีนส่งผลต่อสมบัติการเกิดโฟม 
เช่น การดัดแปรโปรตีนถั่วเหลืองด้วยวิธีดีแอมิเดชันจะท าให้ FC มีค่าเพ่ิมขึ้น แต่ความเสถียรของโฟมมีค่า
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (Suppavorasatit et al., 2011) 

 

2.2.2.5 สมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนมะพร้าว 

ในปัจจุบันมีงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนมะพร้าวอย่างจ ากัด โดยมีการศึกษาถึงสมบัติเชิง
หน้าที่แค่บางประการ เช่น ความสามารถในการละลาย ความสามารถในการจับน้ าและน้ ามัน และ
ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน เป็นต้น  

 

2.2.2.5.1 ความสามารถในการละลาย 

ความสามารถในการละลายของโปรตีนมะพร้าวจะข้ึนกับวิธีการสกัดโปรตีน แต่ pH ประมาณ 4.0 
จะเป็นสภาวะที่โปรตีนสามารถละลายได้น้อยที่สุด ซึ่งถือเป็น pI ของโปรตีนมะพร้าว Onsaard et al. 
(2006) ได้ท าการศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการละลายของโปรตีนมะพร้าวที่สกัดวิธีที่แตกต่างกัน 
คือ การสกัดด้วยการตกตะกอนโปรตีนด้วยกรด และการสกัดโปรตีนด้วยการใช้ความร้อนและความเย็น 
(freeze-warm cycle) พบว่า ความสามารถในการละลายของโปรตีนมะพร้าวที่ pH = 7.0 ที่สกัดด้วย
การใช้ความร้อนและความเย็นสูงกว่า (45 %) การสกัดด้วยการตกตะกอนโปรตีนด้วยกรด (20%)  
นอกจากนี ้Thaiphanit and Anprung (2013) ได้ท าการสกัดโปรตีนมะพร้าวด้วยการตกตะกอนด้วยกรด
เช่นเดียวกัน พบว่าความสามารถในการละลายของโปรตีนมะพร้าวที่เปลี่ยนแปลงไปตาม pH เป็นดังรูปที่ 
2.13 โดยมีความสามารถในการละลายต่ าในช่วง pH = 3.0-7.0 และสามารถละลายได้ต่ าที่สุดที่ pH = 
4.0 หรือที่ pI 
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รูปที่ 2.12 pH solubility profile ของโปรตีนมะพร้าว 

ที่มา: Thaiphanit and Anprung (2013) 

 

2.2.2.5.2 ความสามารถในการจับกับน้ าและน้ ามัน 

ความสามารถในการจับกับน้ าและน้ ามันของโปรตีนมะพร้าวได้มีการศึกษาโดย Kwon et al. 
(1996) ซึ่งได้สกัดโปรตีนมะพร้าวโดยใช้เทคนิค ultrafiltration จากเนื้อมะพร้าวที่ผลิตขึ้นจากห้องทดลอง 
(CPC-L) และจากอุตสาหกรรม (CPC-C) พบว่า ความสามารถในการจับกับน้ าของโปรตีนมะพร้าวจากเนื้อ
มะพร้าวทั้งสองตัวอย่างไม่มีความแตกต่าง ในขณะที่ความสามารถในการจับกับน้ ามันของโปรตีนมะพร้าว
ที่สกัดจากเนื้อมะพร้าวในห้องทดลองมีค่าน้อยกว่าจากอุตสาหกรรม  

 

2.2.2.5.3 ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน 

อิมัลชันที่เกิดจากการใช้โปรตีนมะพร้าวเป็นอิมัลซิไฟเออร์มักเป็นอิมัลชันแบบน้ ามันในน้ า (oil in 
water) โดยความสามารถในการเกิดอิมัลชันและความเสถียรของอิมัลชันที่เกิดนั้นจะขึ้นกับชนิดของน้ ามัน
ที่ใช้ท าอิมัลชันด้วย เช่น Thaiphanit and Anprung (2016) ได้ศึกษาการเกิดอิมัลชันของโปรตีนมะพร้าว
โดยใช้น้ ามัน 2 ชนิด คือ น้ ามันมะกอก และน้ ามันดอกทานตะวัน พบว่า ค่า EAI ของอิมัลชันทั้งสองชนิดมี
ค่าประมาณ 40 m2/g ในขณะที่ค่า ESI มีความแตกต่างกัน โดยอิมัลชันที่ใช้น้ ามันมะกอกมีค่า ESI = 120 
min และอิมัลชันที่ใช้น้ ามันดอกทานตะวันมีค่า ESI = 15 min นอกจากนี้ Onsaard et al. (2006) ได้
ท าการศึกษาการท าอิมัลชันจากโปรตีนมะพร้าวโดยใช้น้ ามันข้าวโพด พบว่าอิมัลชันที่เกิดมีลักษณะดังรูปที่ 
2.13 
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รูปที่ 2.13 Photomicrographs ของอิมัลชันจากโปรตีนมะพร้าวและน้ ามันข้าวโพด 

ที่มา: Onsaard et al. (2006) 

 

2.2.3 สมบัติการจับกลิ่นรสของโปรตีน 

ปัจจุบัน อาหารประเภทโปรตีนสูงได้รับความนิยมเพ่ิมมากขึ้นเนื่องจากผู้บริโภคมีความต้องการที่
จะลดอาหารประเภทไขมันและน้ าตาลสูงลง แต่อาหารประเภทโปรตีนสูงมักมีปัญหาเกี่ยวกับการจางลง
ของกลิ่นรส กล่าวคือเมื่อมีการเติมสารให้กลิ่นรส (flavor compound) ลงไปในผลิตภัณฑ์ที่มีโปรตีนเป็น
องค์ประกอบหลัก โปรตีนจะสามารถเกิดอันตรกริยากับสารให้กลิ่นรสได้  (Guichard, 2002; 
Suppavorasatit และ Cadwallader, 2010) ท าให้ปริมาณกลิ่นรสที่ผู้บริโภคสามารถรับรู้ได้ขณะบริโภค
ลดลงหรือเปลี่ยนแปลงไปได้ ซึ่งการที่กลิ่นรสของอาหารจางลงอาจส่งผลให้การยอมรับของผู้บริโภคที่มีต่อ
ผลิตภัณฑ์อาหารชนิดนั้น ๆ ลดลงด้วย (Gkionakis และคณะ, 2007) การเกิดอันตรกริยาหรือการจับกัน
ระหว่างสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนสามารถเกิดได้ 2 รูปแบบ คือปฏิกิริยาแบบผันกลับได้ (reversible) และ
แบบผันกลับไม่ได้  (irreversible ) ซึ่งขึ้นอยู่กับธรรมชาติของโปรตีนและสารให้กลิ่นรสแต่ละชนิด (Kühn 
และคณะ, 2008)  ปฏิกิริยาแบบผันกลับได้ เช่นการเกิดพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) พันธะ
ไฮโดรโฟบิค  (hydrophobic interaction)  และ พันธะไอออนิก (ionic bond) ส่วนปฏิกิริยาแบบผัน
กลับไม่ได้ เป็นการเกิดพันธะโควาเลนต์ (covalent bond) ระหว่างหมู่คาร์บอนิล (carbonyl group) 
ของสารให้กลิ่นรสกับหมู่เอมีน (amine group) ของกรดอะมิโนในโมเลกุลของโปรตีน หรือเรียกอีกอย่าง
ว่าการเกิดชิฟฟ์เบส (Schiff base) (Kühn และคณะ, 2006; Suppavorasatit และ Cadwallader, 
2012) ซึ่งหากเกิดปฏิกิริยาแบบผันกลับไม่ได้ระหว่างสารให้กลิ่นรสกับโปรตีน จะท าให้เกิดปัญหากลิ่นรสที่
เติมลงไปในอาหารจางลง (flavor fade) (Suppavorasatit และ Cadwallader, 2012)  ซึ่งจะท าให้กลิ่น
รสโดยรวมของอาหารเปลี่ยนแปลงไป อันอาจส่งผลให้เกิดปัญหากับผู้ผลิตอาหารประเภทโปรตีนสูงในการ
เลือกชนิดและปริมาณท่ีเหมาะสมของสารให้กลิ่นรสที่จะเติมลงไปในอาหารนั้น ๆ 
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อันตรกริยาระหว่างสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนสามารถเปลี่ยนแปลงได้โดยการดัดแปรโครงสร้างของ
โปรตีน การดัดแปรโปรตีนด้วยวิธีดีแอมิเดชัน จากการศึกษาพบว่า การดัดแปรโปรตีนด้วยวิธีดีแอมิเดชัน
นั้น นอกจากจะสามารถเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนให้ดีขึ้นได้เช่น ความสามารถในการ
ละลาย  (solubility) การ เกิ ด โฟม (foaming capacity) และการ เกิ ด อิมั ลชั น  (emulsification 
properties) (Hamada, 1994; Miwa และคณะ, 2010; Liu และคณะ, 2011; Suppavorasatit และ
คณะ, 2013; Jiang และคณะ, 2015) แล้ว ยังสามารถเปลี่ยนแปลงสมบัติด้านการจับกลิ่นรส (flavor-
binding property) ระหว่างสารให้กลิ่นรสและโปรตีนโดยท าให้ความสามารถในการจับกลิ่นรสโดยรวม 
(overall flavor binding affinity) ระหว่างสารให้กลิ่นรสและโปรตีนลดลงอีกด้วย โดยพบว่าสามารถท า
ให้ชนิดของพันธะระหว่างโปรตีนและสารให้กลิ่นรส (vanillin และ maltol) เปลี่ยนจาก covalent bond 
ไปเป็นพันธะที่มีความแข็งแรงน้อยลง เช่น hydrogen bonding เป็นต้น (Suppavorasatit และ 
Cadwallader, 2012; Suppavorasatit และคณะ, 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 
 

บทที่ 3 

อุปกรณ์ และวิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 

3.1 วัตถุดิบ สำรเคมี และอุปกรณ์ 

3.1.1 วัตถุดิบ 

 หางกะทิจากอุตสาหกรรมการสกัดน้ ามันมะพร้าวบริสุทธิ์แบบสกัดเย็น (วิสาหกิจชุมชนกลุ่ม 100 
พันมะพร้าวไทย จังหวัดประจวบคีรีขันธ์)  

 เอนไซม์โปรตีนกลูตานิเนส (PG) “Amano” 500 (Amano Enzyme, Japan) 

 น้ ามันปาล์ม ตรามรกต (บริษทั มรกต อินดัสตรี้ส์ จ ากัด) 

 

3.1.2 สารเคมี 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide)     (A.R.) 

กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid)     (A.R.) 

กรดซัลฟิวริก (sulfuric acid)      (A.R.) 

กรดบอริก (boric acid)       (A.R.) 

Kjeldahl tablet        (A.R.) 

Methyl red         (A.R.) 

Methylene blue       (A.R.) 

เอทานอล (ethanol)       (A.R.) 

ปิโตรเลียม อีเทอร์ (petroleum ether)     (A.R.) 

โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (sodium di-hydrogen phosphate)   (A.R.) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (di-potassium hydrogen phosphate) (A.R.) 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium di-hydrogen phosphate) (A.R.) 

กรดซิตริก (citric acid)       (A.R.) 

Trichloroacetic acid (TCA)      (A.R.) 
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Bovine serum albumin (99%)      (A.R.) 

Tris-buffer saline (TBS)       (A.R.) 

กรดอะซิติก (acetic acid)      (A.R.) 

โซเดียมอะซิเตด (sodium acetate)     (A.R.) 

sodium dodecyl sulfate (SDS)      (A.R.) 

Gel electrophoresis reagent (Novex, Thermo Fisher Scientific, Inc., US) 

- LDS sample buffer 

- Reducing agent 

- MES buffer 

- Antioxidant agent 

- Protein marker (Seeblue plus 2 pre-stain) 

Simply blue safe stain (Thermo Fisher Scientific, Inc., US) 

Ammonia colorimetric assay kit II (Biovision Inc., Milpitas, CA) 

 DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA) 

  

3.1.3 อุปกรณ ์

เครื่องชั่ง (Mettler Toledo รุ่น MS1602S, Switzerland) 

 Refrigerate centrifuge (Hermle รุ่น Z36HK, Germany) 

pH meter (Mettler Toledo รุ่น Sevencompact, Switzerland) 

Digester (Buchi รุ่น K-424, Switzerland) 

Scrubber (Buchi รุ่น B-414, Switzerland) 

Distillation Unit (Buchi รุ่น B-324, Switzerland) 

Freeze dryer (Heto Drywinner, Thermo Fisher Scientific, Inc., US) 

Test sieve 20 Mesh (Endecotts, UK)  

Water bath (GFL รุ่น 1083, Germany) 
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Hot air oven (GenLab รุ่น PRIME, UK) 

Dialysis tubing (SnakeSkin, Thermo Fisher Scientific, Inc., US) 

Microplate reader (ASYS รุ่น UVM340, Biochrom Ltd., UK) 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc. รุ่น 20 GENESYS, US) 

Homogenizer ชนิด high shear disperser (Ystral รุ่น X10/25 , Germany) 

Incubator (Heraeus รุ่น B5042, Germany) 

Gel electrophoresis XCell SureLock (Novex, Thermo Fisher Scientific, Inc., US) 

Bis-Tris pre-cast gels (Novex, Thermo Fisher Scientific, Inc., US) 

Microwave (LG รุ่น MC766YS, South Korea) 

Gel documentation and analysis software (รุ่น InGeniusL, SYNGENE, Synoptics Ltd., 
UK) 

 

3.2 ขั้นตอนและวิธีกำรด ำเนินงำนวิจัย 

 

3.2.1 การสกัดโปรตีนจากมะพร้าว  

การสกัดโปรตีนจากมะพร้าวดัดแปลงจากวิธีของ Thaiphanit and Anprung (2013) โดยสกัด
โปรตีนจากหางกะทิโดยการตกตะกอนด้วยกรดไฮโดรคลอริคความเข้มข้น 1 N ที่ pI ของโปรตีนมะพร้าว 
(pH = 3.9) แล้วปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,900xg เป็นระยะเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 
จากนั้นเก็บส่วนตะกอนมาละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาณ 150 มิลลิลิตร น าไปปรับ pH = 3.9 และปั่นเหวี่ยง
ซ้ าทั้งหมด 4 รอบ หาปริมาณโปรตีนโดยใช้วิธี Kjeldahl (แสดงวิธีในภาคผนวก ก.2) โดยใช้ conversion 
factor เป็น 6.25 (AOAC, 2000) โปรตีนที่ได้จะต้องมีปริมาณโปรตีนเป็นองค์ประกอบไม่ต่ ากว่า 80 
เปอร์เซ็นต์ จึงถือว่าเป็น protein concentrate จากนั้นท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง และวิเคราะห์ปริมาณ
ความชื้น โปรตีนและไขมัน (แสดงวิธีในภาคผนวก ก.1-ก.3) บดและร่อนผ่านตะแกรงขนาด 20 Mesh 
จากนั้นเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสในถุงบรรจุแบบทึบแสง จนกว่าจะท าการศึกษาในขั้นถัดไป 
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3.2.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชันโดยใช้เอนไซม์โปรตีนก
ลูตามิเนส 

 

3.2.2.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการท้าดีแอมิเดชันโดยใช้วิธีผิวตอบสนอง 

 ศึกษาสภาวะการดัดแปรโปรตีนจากมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิ เดชันโดยใช้เอนไซม์ โปรตีน 
กลูตามิเนส โดยจ าลองสภาวะที่ดัดแปรโปรตีนจากถั่วเหลือง (Suppavorasatit et al., 2011) และใช้วิธี
ผิวตอบสนองโดยวางแผนการทดลองแบบ CCD มีปัจจัยที่ใช้ในการศึกษา 3 ปัจจัย ได้แก่อัตราส่วน
ระหว่างเอนไซม์และโปรตีน (E/S ratio) ในช่วงระหว่าง 5-50 unit/g protein อุณหภูมิระหว่าง 40-60 
องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ระหว่าง 5-9 ดังแสดงในตารางที่ 3.1  

 

ตารางที่ 3.1 แผนการทดลองในการศึกษาการดัดแปรโปรตีนจากมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชันโดยใช้เอนไซม์
โปรตีนกลูตามิเนส (ค่าสมมติและค่าจริง) 

Design 
point 

code  actual value 

x1 x2 x3  
E/S ratio 

(unit/ g protein) 
T 

(oC) 
pH 

1 -1 -1 -1  14 44 5.8 

2 1 -1 -1  41 44 5.8 

3 -1 1 -1  14 56 5.8 

4 1 1 -1  41 56 5.8 

5 -1 -1 1  14 44 8.2 

6 1 -1 1  41 44 8.2 

7 -1 1 1  14 56 8.2 

8 1 1 1  41 56 8.2 

9 -1.68 0 0  5 50 7 

10 1.68 0 0  50 50 7 

11 0 -1.68 0  22.5 40 7 

12 0 1.68 0  22.5 60 7 

13 0 0 -1.68  22.5 50 5 
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14 0 0 1.68  22.5 50 9 

15 0 0 0  22.5 50 7 

16 0 0 0  22.5 50 7 

17 0 0 0  22.5 50 7 

18 0 0 0  22.5 50 7 

19 0 0 0  22.5 50 7 

20 0 0 0  22.5 50 7 

 

ท าการดัดแปรโดยละลายโปรตีนมะพร้าวความเข้มข้น 10 mg/ml ใน 0.01 M citrate-
phosphate-borate buffer (แสดงวิธีเตรียมในภาคผนวก ข) จากนั้นผสมสารละลายเอนไซม์โปรตีนก
ลูตามิเนสในอัตราส่วนต่าง ๆ แล้วน าไปท าปฏิกิริยาใน water bath เป็นระยะเวลา 60 นาที จากนั้นหยุด
การท างานของเอนไซม์โดยการเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 80 องศาเซลเซียส แล้วคงอุณหภูมิไว้เป็นเวลา 10 นาที 
น าตัวอย่างโปรตีนดัดแปรที่ได้มาตกตะกอนโปรตีนด้วยสารละลาย trichloroacetic acid ความเข้มข้น 
0.4 M ในอัตราส่วน 1:1 จากนั้นแช่ตัวอย่างที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที แล้ว
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนใสมาวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ ดังนี้ 

 

3.2.2.1.1 Degree of deamidation (ดัดแปลงวิธีจาก Suppavorasatit et al. (2011)) 

น าส่วนใสของตัวอย่างมาวัดปริมาณแอมโมเนียที่ถูกปลดปล่อย โดยใช้ ammonia colorimetric 
assay kit II (แสดงวิธีในภาคผนวก ก.4) ค่า degree of deamidation (DD, %) ค านวณจากปริมาณ
แอมโมเนียที่วัดได้จากตัวอย่างเทียบกับปริมาณแอมโมเนียที่วัดได้จากตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวที่ถูกย่อย
ด้วยกรดซัลฟิวริก 2 N ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง (ย่อยอย่างสมบูรณ์) 

 

3.2.2.1.2 Degree of hydrolysis (ดัดแปลงจากวิธีของ Cabra et al. (2007)) 

น าส่วนใสของตัวอย่างมาวัดปริมาณโปรตีนที่ละลาย โดยใช้ DC protein assay (แสดงวิธีใน
ภาคผนวก ก.5) ค่า degree of hydrolysis (DH, %) ค านวณจากปริมาณโปรตีนที่ละลายจากตัวอย่าง
เทียบกับปริมาณโปรตีนที่ละลายจากตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวที่ถูกย่อยอย่างสมบูรณ์เช่นเดียวกับในข้อ 
3.2.2.1.1 
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น าข้อมูลมาขึ้นเป็นสมการถดถอยเชิงเส้นโค้ง โดยตัวแปรต้นคือ อัตราส่วนระหว่างเอนไซม์และ
โปรตีน อุณหภูมิ และ pH ตัวแปรตามคือ ค่า DD และ DH ดังสมการที่ 3.1 

 

𝑦̂ = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖
3
𝑖=1 𝑥𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖

23
𝑖=1 + ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗

3
𝑗=𝑖+1

2
𝑖=1  (3.1) 

 

เมื่อ   𝑦̂  คือ ตัวแปรตาม (DD และ DH) 

 𝑥𝑖,𝑗 คือ ตัวแปรต้น (อัตราส่วนระหว่างเอนไซม์และโปรตีน อุณหภูมิ และ pH) 

  𝛽0  คือ ค่าคงท่ี 

𝛽𝑖  คือ สัมประสิทธิ์ของสมการเชิงเส้น 

𝛽𝑖𝑖  คือ สัมประสิทธิ์ของสมการก าลังสอง 

𝛽𝑖𝑗  คือ สัมประสิทธิ์ของปฏิสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรอิสระทั้งสอง 

 

 การท านายสมการถดถอยเชิงเส้นโค้งที่ได้ ค านวณโดยใช้ โปรแกรมทางคณิตศาสตร์ SPSS 
Statistics software version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) และจากสมการที่ได้น ามาสร้าง surface 
และ contour plot โดยใช้โปรแกรม Statistica software version 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK) 
การคัดเลือกสภาวะที่เหมาะสมท าโดยเลือกสภาวะที่มีค่า DD สูง และค่า DH ต่ า 

การตรวจสอบความถูกต้องของสมการ (validation) ท าการดัดแปรโปรตีนมะพร้าวในสภาวะต่าง 
ๆ จ านวน 6 สภาวะ แล้ววิเคราะห์ค่า DD และ DH ของตัวอย่าง จากนั้นพิจารณาค่า DD และ DH จาก
การทดลองเทียบกับค่าที่ได้จากสมการถดถอยเชิงเส้นโค้ง วิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยที่ระดับความเชื่อม่ัน 95%  

 

3.2.2.2 การศึกษาผลของระยะเวลาในการดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชัน 

 จากการหาสภาวะที่เหมาะสมในข้อ 3.2.2.1 ได้สภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรโปรตีนด้วยวิธีดี
แอมิเดชันโดยโปรตีนกลูตามิเนสคือ อัตราส่วนระหว่างเอนไซม์และโปรตีนเป็น 36 unit/g protein 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและ pH = 7.0 จึงน าสภาวะดังกล่าวมาศึกษาผลของระยะเวลาต่อการ
เปลี่ยนแปลงของโปรตีนดัดแปร โดยแปรเวลาในช่วง 0-24 ชั่วโมง และท าการวิเคราะห์สมบัติทางเคมีดังนี้ 
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 3.2.2.2.1 Degree of deamidation 

  วิเคราะห์เช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3.2.2.1.1 

 

 3.2.2.2.2 Degree of hydrolysis 

วิเคราะห์เช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3.2.2.1.2 

 

3.2.3 การศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนจากมะพร้าว 

 

3.2.3.1 การเตรียมตัวอย่างส้าหรับการศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนจากมะพร้าว 

 ละลายโปรตีนมะพร้าวใน 0.01 M citrate-phosphate-borate buffer pH = 7.0 ความเข้มข้น 
200 mg/ml และเติมโปรตีนกลูตามิเนสในอัตราส่วน 36 unit/g protein น าไปท าปฏิกิริยาใน water 
bath ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 0, 15 นาที, 6 และ 12 ชั่วโมง และระหว่างท า
ปฏิกิริยาคนด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที จากนั้นหยุดการท างานของเอนไซม์ด้วยการเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 
80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที  

 ตัวอย่างควบคุมคือโปรตีนจากมะพร้าวที่ละลายใน 0.01 M citrate-phosphate-borate buffer 
pH = 7.0 ความเข้มข้น 200 mg/ml และแช่ใน water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็น
ระยะเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นแช่ในอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที (ไม่มีการเติมโปรตีนกลูตา
มิเนส)  

 วิ เคราะห์สมบัติทางเคมีของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่ านการดัดแปรโดยใช้ เอนไซม์ โปรตีน 
กลูตามิเนสที่ระยะเวลาต่าง ๆ และตัวอย่างควบคุมดังนี้ 

 

 3.2.3.1.1 Degree of deamidation 

  วิเคราะห์เช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3.2.2.1.1 

  

3.2.3.1.2 Degree of hydrolysis 

  วิเคราะห์เช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3.2.2.1.2 
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น าสารละลายโปรตีนที่ได้ไปผ่านการ dialysis โดยใช้ dialysis membrane (SnakeSkin, 
Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) ขนาดรูผ่าน 3.5K MWCO ในสารละลายกรดอะซิติก ความ
เข้มข้น 0.1 M ที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 14 ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายโปรตีนไปท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็ง บดและร่อนผ่านตะแกรงขนาด 20 Mesh และบรรจุในถุงแบบทึบแสง เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะน าไปศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน (โศภิษฐา มีนมณี และ อภิษฎา  
รัตนนุกรม, 2557)  

 

3.2.3.2 การศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนจากมะพร้าว 

 การศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนจากมะพร้าวศึกษาในโปรตีนตัวอย่าง 5 ชนิด ได้แก่ ตัวอย่าง
โปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปร ตัวอย่างโปรตีนควบคุม ตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรด้วยวิธี
ดีแอมิเดชันเป็นเวลา 15 นาที, 6 และ 12 ชั่วโมง 

 

3.2.3.2.1 สมบัติการละลายและ pH solubility profile  

สมบัติการละลายศึกษาโดยดัดแปลงจากวิธีของ Yong et al. (2004) วัดค่าความสามารถในการ
ละลายของโปรตีนโดยละลายโปรตีน 1 มิลลิกรัม ใน 0.1 M acetate-phosphate buffer 1 มิลลิลิตรที่ 
pH = 3, 5, และ 7 โดยคงอุณหภูมิไว้ที่ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 คืน จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 1,000xg เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส แล้วน าส่วนใสไปหาปริมาณโปรตีน
โดยวิธี DC protein assay ค านวณค่าความสามารถในการละลายของโปรตีน จากสูตรดังแสดงในสมการ
ที ่3.2 

pH solubility profile ศึกษาโดยละลายโปรตีนจากมะพร้าว 1 มิลลิกรัมในสารละลาย 0.1 M 
acetate-phosphate buffer 1 มิลลิลิตรที่ pH 2.4-8.0 โดยคงอุณหภูมิไว้ที่ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
1 คืน จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 1,000xg เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 
แล้วน าส่วนใสไปหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี DC protein assay ค านวณค่าความสามารถในการละลายของ
โปรตีน จากสูตรดังแสดงในสมการท่ี 3.2 

 

PS(%) =  
𝑃𝑁

TP
× 100    (3.2) 

 

เมื่อ PS  คือ ความสามารถในการละลายของโปรตีน 

PN  คือ ปริมาณโปรตีนที่ละลาย 
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TP  คือ ปริมาณโปรตีนเริ่มต้น 

 

 วางแผนการทดลองแบบ 3x5 Factorial in completely randomized designs (CRD) ท าการ
ทดลองซ้ า 3 ครั้ง วิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s multiple range 
test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

3.2.3.2.2 สมบัติการอุ้มน้ าและน้ ามัน  

ความสามารถในการอุ้มน้ า (WHC) และความสามารถในการอุ้มน้ ามัน (OHC) ศึกษาดัดแปลงวิธี
จาก Sze-Tao and Sathe (2000) โดยผสมโปรตีนจากมะพร้าว 0.1 กรัมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH = 7.0 
หรือน้ ามัน 1 กรัม จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixer เป็นเวลา 30 วินาที ตั้งทิ้งไว้ 30 นาทีที่
อุณหภูมิห้อง แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,600xg เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส จากนั้นชั่งน้ าหนักส่วนของเหลวและน ามาค านวณหา WHC และ OHC ดังสมการที ่3.3 

 

𝐿𝐻𝐶 =  
(𝑃𝑓−𝑃𝑖)

𝑃𝑖
     (3.3) 

 

เมื่อ     LHC  คือ WHC หรือ OHC 

  Pi คือ น้ าหนักโปรตีนเริ่มต้น 

  Pf  คือ น้ าหนักโปรตีนหลังปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13600xg 

 

วางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง วิเคราะห์ความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

3.2.3.2.3 สมบัติการเกิดอิมัลชัน  

 วิเคราะห์ค่า emulsifying activities index (EAI) และค่า emulsifying stability index (ESI) 
โดยดัดแปลงวิธีของ Pearce and Kinsella (1978) ละลายโปรตีนจากมะพร้าว 0.5% (w/v) ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH = 7.0 ความเข้มข้น 0.1 M จากนั้นผสมสารละลายโปรตีน 30 มิลลิลิตร
กับน้ ามันปาล์ม 10 มิลลิลิตร แล้วท าให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่องโฮโมจีไนเซอร์ที่ความเร็ว 22,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เจือจางอิมัลชันที่เวลา 0 และ 10 นาทีด้วยอัตราส่วนอิมัลชัน 100 ไมโครลิตรต่อ
สารละลาย sodium dodecyl sulfate (SDS) ความเข้มข้น 0.1%(w/v) 10 มิลลิลิตรจากนั้นน าไปวัดค่า
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การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตรและค านวณหาค่า EAI และ ESI จากสูตรดังแสดงใน
สมการที่ 3.4 และ 3.5 ตามล าดับ 

 

   EAI(m2 g⁄ ) =  
2T×𝐴0×dilution factor

c× ×10000
× 100 (3.4)  

 

   ESI (min) =  
𝐴0

𝐴0−𝐴10
× t    (3.5)  

  

เมื่อ T คือ ค่าความขุ่น  

A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่เวลาเริ่มต้น 

A10   คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่เวลา 10 นาที 

c คือ น้ าหนักโปรตีนต่อปริมาตร 

  คือ สัดส่วนของน้ ามันต่ออิมัลชันโดยปริมาตร 

t คือ ระยะเวลา 

 

วางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง วิเคราะห์ความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

3.2.3.2.4 สมบัติการเกิดโฟม  

Foaming capacity (FC) และ foaming stability (FS) ศึกษาโดยดัดแปลงวิธีของ Kanu et al. 
(2009) และ Segat et al. (2014) ละลายโปรตีนจากมะพร้าว 0.5%(w/v) ในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ (pH =  7.0) ความเข้มข้น 0.1 M จากนั้นตีสารละลายโปรตีน 50 มิลลิลิตรด้วยเครื่องโฮโมจีไน
เซอร์ให้เกิดโฟมด้วยความเร็ว 18,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที วัดปริมาณโฟมที่ได้ตามช่วงเวลา 0, 
5, 10, 20, 40 และ 60 นาที ค่า FC และ FS ค านวณได้จากสูตรดังแสดงในสมการที่ 3.6 และ 3.7 
ตามล าดับ 

 

FC(%) =  
VFo−VL

VL
× 100    (3.6) 
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  FS (%) =  
VFT

VFo
× 100    (3.7) 

   

เมื่อ  VL คือปริมาตรของสารละลายก่อนท าการตีขึ้นเป็นโฟม 

  VF0 คือปริมาตรของโฟมที่นาทีท่ี 0 

VFT  คือปริมาตรของโฟมที่นาทีท่ี 0, 5, 10, 20, 40 และ 60 

 

วางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง วิเคราะห์ความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

3.2.3.2.5 Molecular weight distribution 

Molecular weight distribution ของโปรตีนศึกษาโดยการท า sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ดัดแปลงวิธีของ Laemmli (1970) และใช้ 
Novex NuPAGE SDS-PAGE gel system (Novex, Thermo Fisher Scientific, Inc., US) ละลาย
โปรตีนจากมะพร้าวในน้ ากลั่นความเข้มข้น 1 mg/ml จากนั้นน าสารละลายโปรตีนมะพร้าว 100 
ไมโครลิตร ผสมกับ LDS sample buffer 100 ไมโครลิตรและ reducing agent 40 ไมโครลิตร น าไปให้
ความร้อนที่ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาทีและน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 
นาที เติม MES buffer 500 มิลลิลิตรและ antioxidant agent 500 ไมโครลิตรลงใน chamber ของ
เครื่อง XCell SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis จากนั้นหยอดส่วนใสที่ปั่นเหวี่ยงได้ปริมาณ 10 
ไมโครลิตรในช่องเจล Bis-Tris pre-cast gels โดยใช้ SeeBlue plus 2 pre-stain เป็น protein marker 
และน าไปผ่านกระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ เป็นระยะเวลา 90 นาที เมื่อครบเวลาล้างเจลด้วยน้ ากลั่น 100 
มิลลิลิตรในเครื่องไมโครเวฟที่ความร้อนสูงสุดเป็นเวลา 45 วินาทีและเทน้ าออก ล้างน้ ากลั่นซ้ าจ านวน 3 
รอบ จากนั้นย้อมเจลด้วย Simple Blue Safe Stain น าเจลที่แช่สีย้อมไปเข้าไมโครเวฟที่ความร้อนสูงสุด
เป็นเวลา 45 วินาที และแช่เจลทิ้งไว้เป็นเวลา 22 นาทีก่อนจะล้างสีย้อมออกด้วยน้ ากลั่น น าเจลที่ได้ไป
ค านวนหาน้ าหนักโมเลกุลโดยโปรแกรม software GeneSnap version 6.08 (SynGene, UK) 
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3.2.3.2.6 องค์ประกอบของกรดอะมิโน 

Amino acid profile วิเคราะห์โดยเทคนิค high performance liquid chromatography 
(HPLC) และใช้ fluorescence detector เตรียมตัวอย่างที่ใช้ศึกษา (โปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร 
และผ่านการดัดแปรด้วยโปรตีนกลูตามิเนสเป็นเวลา 6 ชั่วโมง) โดยย่อยโปรตีนด้วยกรดไฮโดรคลอริก 
ความเข้มข้น 6 N เป็นเวลา 22 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส แล้วน าไปสร้างอนุพันธ์กับ AccQ-
flour สารละลายตัวอย่าง (อนุพันธ์ของกรดอะมิโน) 5 ไมโครลิตร ฉีดเข้าเครื่อง HPLC โดยใช้คอลัมน์ 
Hypersil Gold C18 และ sodium acetate buffer pH = 4.90 และ 60% acetonitrile เป็น eluents 
จากนั้นค านวณหาปริมาณกรดอะมิโนโดยเปรียบเทียบปริมาณสารจากพ้ืนที่ใต้กราฟของสารมาตรฐานที่
ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน และรายงานผลเป็น mg/100 mg (AccQ, 1993)  

 

3.2.4 การศึกษาสมบัติด้านการจับกลิ่นรสของสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนมะพร้าว 

 

3.2.4.1 การสกัดโปรตีนจากมะพร้าว 

การสกัดโปรตีนจากหางกะทิดัดแปลงจากวิธีของ Thaiphanit and Anprung (2013) ท าโดย

ปรับ pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริคความเข้มข้น 1 N ให้เป็น 3.9 เพ่ือให้โปรตีนตกตะกอนตามวิธีที่อธิบาย

แล้วในขั้นต้น จากนั้นสกัดไขมันออกด้วยวิธี soxhlet (AOAC, 2000)  และหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี 

Kjeldahl (AOAC, 2000) โดยใช้ conversion factor เป็น 6.25 (Thaipanit และคณะ, 2016) วัด

ปริมาณความชื้นของโปรตีนมะพร้าวที่สกัดได้ (AOAC, 2000)  ร่อนผ่านตะแกรงขนาด 20 Mesh และเก็บ

รักษาตัวอย่างโปรตีนที่สกัดได้ที่ 4 °C จนกว่าจะท าการทดลองข้ันถัดไป 

 

3.2.4.2 การเตรียมตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวดัดแปร 

ละลายโปรตีนมะพร้าวที่เตรียมในข้อ 3.2.4.1 ในซิเตรตฟอสเฟตบอเรตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 

0.01 M (pH = 7) อัตราส่วน 1:3 กวนผสมตลอดเวลาที่อุณหภูมิ 50 °C แล้วเติมเอนไซม์ PG ให้มีความ

เข้มข้น 36 U/g protein (สุพิชชา, 2559) กวนผสมเป็นเวลา 1 ชั่วโมง และหยุดการท างานของเอนไซม์

โดยการเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 80 °C และคงอุณหภูมิไว้เป็นเวลา 10 นาที วิเคราะห์ค่า %DD และ %DH ท า

แห้งแบบแช่เยือกแข็ง และเก็บรักษาตัวอย่างโปรตีนที่อุณหภูมิ 4 °C จนกว่าจะท าการทดลองข้ันถัดไป 
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3.2.4.3 Molecular weight distribution 

Molecular weight distribution ของโปรตีนศึกษาโดยการท าตามวิธีในข้อ 3.2.3.2.5 

 

3.2.4.4 การศึกษาสมบัติด้านการจับกลิ่นรสของสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนมะพร้าว 

ศึกษาสมบัติด้านการจับกลิ่นรสของสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัด

แปรโดยวิธีดีแอมิเดชันเปรียบเทียบกับโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร โดยสารให้กลิ่นรสที่เลือกมาศึกษา 

ได้แก่วานิลลิน (vanillin) ซึ่งมีโครงสร้างที่มีหมู่คาร์บอนิลเป็นองค์ประกอบ 

 

 3.2.4.4.1 การแยกและหาปริมาณสารให้กลิ่นรสอิสระ (free [unbound] flavor compound) 

การแยกและหาปริมาณสารให้กลิ่นรสอิสระ ท าตามวิธีของ Suppavorasatit และ Cadwallader 

(2012)  แสดงในรูปที่ 3.1 โดยน าสารละลายผสมระหว่างโปรตีนและสารให้กลิ่นรสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  

3 mL ใส่ใน Amicon Ultra-4 centrifugal filter tube ที่มี molecular weight cutoff เท่ากับ 3 K 

(Merck Millipore Ltd., Tullagreen, Carrigtwohill Co., IRELAND) น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 6,000 rpm 

เป็นเวลา 40 นาที โดยควบคุมอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิที่ใช้ในการบ่ม (เช่น 5, 15 และ 25 °C) จากนั้นน า

ตัวอย่างที่ผ่านการกรอง (permeate) 0.5 mL มาเติม vanillin-d3 (internal standard; i.s.) ที่มีความ

เข้มข้น 920 ppm ปริมาตร 10 µL ลงไป ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปสกัดด้วย dichloromethane 

ปริมาตร 0.25 mL น าสารละลายที่สกัดได้ไปวิเคราะห์ปริมาณด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี -

แมสสเปกโทรเมตรี (GC-MS) และค านวณหาปริมาณสารให้กลิ่นรสอิสระจากสูตรดังแสดงในสมการที่ 3.8 

Mass of flavor compound = mass of i.s. ×ƒi ×
peak area of flavor compound

peak area of i.s.
        (3.8) 

   เมื่อ   ƒi        คือ  MS response factor 

                        i.s.     คือ  internal standard 
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รูปที่ 3.1 แผนภาพแสดงการแยกและหาปริมาณวานิลลินอิสระ  

ดัดแปลงจาก: Suppavorasatit และ Cadwallader (2012) 

 

 3.2.4.4.2 แก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตรี (GC-MS) 

การวิเคราะห์ปริมาณวานิลลินอิสระ ตามวิธีของ Suppavorasatit และ Cadwallader (2012)  

ท าโดยฉีดตัวอย่างที่สกัดได้ปริมาตร 2 µL ลงในเครื่อง GC-MS โดยใช้ hot splitless mode (250°C) ซึ่ง

ต่อกับคอลัมน์ชนิด DB-WAX (30 m x 250 µm i.d. x 0.25 µm film thickness) ตั้งค่าโปรแกรมของ 

oven ให้เพ่ิมอุณหภูมิจาก 150°C ไป 220°C ที่อัตรา 10 °C/min โดยมี initial และ final holding time 

เป็น 2 และ 20 นาทีตามล าดับ สภาวะของ mass selective detector (MSD) เป็นดังนี้ อุณหภูมิของ 

transfer line คือ 250°C; ionization voltage คือ 70 eV; ช่วงของ mass (scan mode) คือ 35-400 

amu; scan rate คือ 4.2 cycle/s 

 

 3.2.4.4.3 การหาเวลาที่จุดสมดุลของการจับกลิ่นรส (flavor binding equilibration time) 

 ตามวิธีของ Suppavorasatit และ Cadwallader (2012) โดยเตรียมสารละลายโปรตีนความ

เข้มข้น 3 % (w/v) ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 M (pH = 7.0) และเก็บไว้ที่

อุณหภูมิ 4 °C ข้ามคืน จากนั้นเติมสารละลายวานิลลินให้มีความเข้มข้น 50 µg/ml ในขวดแก้วที่ผ่านการ
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ก าจัดความมีขั้วขนาด 20 mL จากนั้นปิดฝาให้สนิท น าไปบ่มและกวนผสมตลอดเวลาที่อุณหภูมิคงที่ (5, 

15 และ 25 °C) ชักตัวอย่างในแต่ละช่วงเวลาตั้งแต่ 0-72 ชั่วโมง น าไปวิเคราะห์หาปริมาณสารให้กลิ่นรส

อิสระ (ตามวิธีในข้อ 3.2.4.4.1) พิจารณาเวลาที่จุดสมดุล ของแต่ละอุณหภูมิจากกราฟความสัมพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของสารให้กลิ่นรสอิสระกับเวลาที่อุณหภูมิคงที่นั้น ๆ 

 

 3.2.4.4.4 การหาสมบัติในการจับกลิ่นรส (flavor binding properties) 

หา binding properties ตามวิธีของ Li และคณะ (2000) และ Chobpattana และคณะ 

(2002) โดยเตรียมสารละลายโปรตีนความเข้มข้น 3 % (w/v) ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ

เข้มข้น 0.05 M (pH = 7.0) และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C ข้ามคืน จากนั้นเติมสารละลายวานิลลินให้มีความ

เข้มข้น 10, 20, 40, 60, 80, และ 100 µg/mL ในขวดแก้วที่ผ่านการก าจัดความมีขั้วขนาด 20 mL 

จากนั้นปิดฝาให้สนิท น าไปบ่มและกวนผสมที่อุณหภูมิคงที่ที่ 5 °C จนถึงจุดสมดุล หาปริมาณสารให้กลิ่น

รสอิสระที่จุดสมดุล จากนั้นท าการทดลองท่ีอุณหภูมิคงที่อีก 2 อุณหภูมิ (15 และ 25 °C) 

ค านวณหาปริมาณของพ้ืนที่ที่โปรตีนจับกับสารให้กลิ่นรส (number of binding site, n) และ

ค่าคงที่ของการจับ (binding constant, K) จากกราฟ Klotz plot ซึ่งเป็นกราฟความสัมพันธ์ระหว่างส่วน

กลับของจ านวนโมลของสารให้กลิ่นรสที่ถูกจับต่อจ านวนโมลของโปรตีนทั้งหมด (
1

ν
 ) กับส่วนกลับของ

ความเข้มข้นของสารให้กลิ่นรสอิสระ (
1

 [L]
) โดย Klotz plot แสดงในสมการที่ 3.9            

    
1

ν
    =    

1

n
   +   

1

Kn [L]
                                                    (3.9) 

เมื่อ        ν     คือ  จ านวนโมลของสารให้กลิ่นรสที่ถูกจับต่อจ านวนโมลของโปรตีนทั้งหมด 

                [L]    คือ ความเข้มข้นของสารให้กลิ่นรสอิสระ 

 

 3.2.4.4.5 การหาค่าตัวแปรทางอุณหพลศาสตร์ (thermodynamic parameters) 

ค านวณค่าตัวแปรทางอุณหพลศาสตร์จากค่าคงที่ของการจับกัน (K) ที่ได้ด้วยวิธีจากข้อ 3.2.4.4.4 

 

3.2.4.4.5.1 ค่าพลังงานอิสระที่ใช้ในการจับกัน (Gibb’s free energy of binding, ∆G°) 

ค านวณได้จากสมการที่ 3.10 
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∆G°    =   − RTlnK                                                       (3.10) 

    เมื่อ   R    คือ   ค่าคงท่ีของแก๊ส (1.9859 calK-1mol-1) 

               T    คือ   อุณหภูมิสัมบูรณ์ (absolute temperature; Kelvin, K) 

 

3.2.4.4.5.2 ค่าเอนทาลปีของการจับกัน (enthalphy of binding, ∆H°) ค านวณได้จากสมการ 

van’t Hoff ดังแสดงในสมการที่ 3.11 

∆H° =   
- RdlnK

d(1/T) 
                                                              (3.11) 

 

    เมื่อ   K    คือ   ค่าคงท่ีในการจับกัน 

               

3.2.4.4.5.3 ค่าเอนโทรปีของการจับกัน (entropy of binding, ∆S°) ค านวณได้จากสมการที่ 

3.12 

 

∆S°  =  
∆H° - ∆G°  

T 
                                                        (3.12) 

 

3.2.4.4.6 การประเมินทางประสาทสัมผัส (sensory evaluation) 

ศึกษาสมบัติด้านการจับกลิ่นรสของสารให้กลิ่นรสกับโปรตีน โดยการหาค่าความเข้มข้นต่ าที่สุด

ของสารให้กลิ่นที่ผู้ทดสอบสามารถรับรู้ได้จากการดมกลิ่น (odor detection thresholds) ตามวิธีของ 

ASTM E697-04 (2004) โดยเปรียบเทียบระหว่างโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรและไม่ผ่านการดัดแปร เตรียม

ตัวอย่างโดยละลายโปรตีนมะพร้าวในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 M (pH 7.0) ในดม

กลิ่น (sniff bottle) จากนั้นเติมสารให้กลิ่นรสที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน 6 ความเข้มข้น (แสดงใน

ภาคผนวก ฉ.1) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C ทิ้งไว้ข้ามคืน ก่อนทดสอบทางประสาทสัมผัส ตั้งตัวอย่างไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ในการทดสอบใช้ผู้ทดสอบจ านวน 27 คน (ชายและหญิงอายุระหว่าง 20-

60 ปี) โดยใช้การทดสอบแบบ three alternative forced choice (3-AFC) โดยผู้ทดสอบดมกลิ่น

ตัวอย่าง 6 ชุดที่มีความเข้มข้นของสารให้กลิ่นรสแตกต่างกัน ชุดละ 3 ตัวอย่าง โดยแต่ละชุดตัวอย่างจะ

ประกอบไปด้วยตัวอย่างที่ไม่มีการเติมสารให้กลิ่นลงไป (blank) 2 ตัวอย่าง และตัวอย่างที่มีการเติมสารให้

กลิ่นลงไป 1 ตัวอย่าง แล้วให้ผู้ทดสอบเลือกตัวอย่างที่สามารถรับรู้กลิ่นได้ เพียง 1 ตัวอย่างเท่านั้น โดย
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ล าดับการดม เริ่มจากชุดที่มีความเข้มข้นของสารให้กลิ่นต่ าไปสูง จากนั้นค านวณค่า best estimate 

threshold (BET) โดยค านวณและแสดงค่าเป็นค่า BET ของกลุ่มผู้ทดสอบ (เฉลี่ยจากผู้ทดสอบแต่ละคน) 
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บทที่ 4 

ผล และวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 

4.1 กำรสกัดโปรตีนจำกมะพร้ำว 

 การสกัดโปรตีนมะพร้าวมีวัตถุประสงค์เพ่ือเตรียมตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวเข้มข้น ซึ่งต้องการให้มี
ปริมาณโปรตีนไม่ต่ ากว่า 80% (w/w) พบว่าโปรตีนจากมะพร้าวที่สกัดด้วยวิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วย
กรดที่ pI ของโปรตีนมะพร้าวมีองค์ประกอบดังแสดงในตารางที่ 4.1 หลังจากการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง
พบว่าโปรตีนที่ได้มีค่าความชื้น 0.98 % มีปริมาณโปรตีน 81.68% ซึ่งถือว่ามีปริมาณโปรตีนสูงพอที่จะใช้
ศึกษาในขั้นถัดไป นอกจากนี้ยังพบว่ามีไขมัน 16.57% โดยมีปริมาณผลผลิตโปรตีน yield = 3.81% ซึ่งมี
ค่าใกล้เคียงกับโปรตีนมะพร้าวที่สกัดด้วยวิธีเดียวกันในงานวิจัยของ Thaiphanit and Anprung (2016) 
ซึ่งพบว่าสามารถสกัดได้ปริมาณโปรตีน 80.3% ปริมาณไขมัน 18.9% และมีปริมาณผลผลิตโปรตีน 
(yield) 4.56% อย่างไรก็ตามการสกัดโปรตีนด้วยวิธีนี้จะได้โปรตีนที่มีปริมาณไขมันสูงซึ่งหากต้องการ
ก าจัดไขมันจ าเป็นจะต้องใช้สารเคมีเช่น hexane ช่วยในการดึงไขมันออกจากโปรตีนซึ่งจะสามารถลด
ปริมาณไขมันลงได้มากขึ้น (Onsaard et al., 2006)  

 

ตารางที่ 4.1 องค์ประกอบภายในโปรตีนมะพร้าวที่สกัดจากหางกะทิ 

Constituents Mean ± SD %(w/w) 

Moisture 0.98±0.01 

Protein 81.68±1.03 

Fat 16.57±0.24 

ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า 

 

4.2 กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมในกำรท ำดีแอมิเดชันของโปรตีนมะพร้ำวด้วยโปรตีนกลูตำมิเนส 

 ในการดัดแปรโปรตีนโดยการใช้เอนไซม์ ปัจจัยหลักที่มีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาได้แก่ ความเข้มข้น
ของโปรตีนและเอนไซม์ อัตราส่วนระหว่างเอนไซม์และโปรตีน (E/S ratio) อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา ตัวท าละลายและสิ่งเจือปน เช่น ตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์ โดย
ปัจจัยที่น ามาศึกษาคือ E/S ratio อุณหภูมิ pH และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา (Whitaker, 1993) 
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4.2.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการท าดีแอมิเดชันโดยใช้วิธีผิวตอบสนอง 

 ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการดัดแปรโปรตีนจากมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชันท าโดยใช้วิธี
ผิวตอบสนอง (RSM) และวางแผนการทดลองแบบ central composite design (CCD) ตัวแปรที่ใช้เป็น
ตัวแปรต้นได้แก่ E/S ratio ซึ่งก าหนดให้อยู่ในช่วง 5-50 unit/g protein อุณหภูมิระหว่าง 40-60 องศา
เซลเซียส และ pH ในช่วง 5-9 ซึ่งเป็นซึ่งเป็นช่วงอุณหภูมิ และ pH ที่เอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนสมีความ
เสถียรและสามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาได้ (Yamaguchi et al., 2001) ค่า degree of deamidation 
(DD) และ degree of hydrolysis (DH) ของโปรตีนมะพร้าวที่ถูกดัดแปรในสภาวะต่าง ๆ แสดงในตาราง
ที่ 4.2 จากตาราง DD ของโปรตีนจากมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรเป็นระยะเวลา 60 นาทีมีค่าอยู่ในช่วง 
19.48-39.66% และ DH มีค่าอยู่ในช่วง 1.72-5.26% 

จากข้อมูลในตารางที่ 4.2 น ามาขึ้นเป็นสมการถดถอยเชิงเส้นโค้งโดยใช้ค่าจริง สมการท านายค่า 
DD และ DH ได้เป็นสมการที่ 4.1 และ 4.2 ตามล าดับ  

 

DD (%) = – 89.386 – 0.629x1 + 2.503x2 + 22.025x3  
  – 0.008x1

2 – 0.05x2
2 – 2.982x3

2 + 0.012x1x2  
  + 0.089x1x3 + 0.309x2x3     (4.1) 

 

DH (%) = 19.428 + 0.176x1 – 0.854x2 + 0.097x3  
– 0.001x1

2 + 0.012x2
2 + 0.093x3

2 – 0.001x1x2   

– 0.015x1x3 – 0.024x2x3     (4.2) 

 

  เมื่อ  x1  คือ E/S ratio 

   x2 คือ อุณหภูมิ 

   x3  คือ pH 
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ตารางที่ 4.2 ค่า degree of deamidation (DD) และ degree of hydrolysis (DH) ของโปรตีนจาก
มะพร้าวที่ถูกดัดแปรด้วยเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนสที่สภาวะต่าง ๆ 

design 
point 

independent variables 
dependent 
variables 

code actual value DD 
(%) 

DH 
(%) x1 x2 x3 E/S T pH 

1 -1 -1 -1 14 44 5.8 33.98 2.27 

2 1 -1 -1 41 44 5.8 33.98 2.51 

3 -1 1 -1 14 56 5.8 27.33 3.62 

4 1 1 -1 41 56 5.8 30.58 4.28 

5 -1 -1 1 14 44 8.2 23.75 2.51 

6 1 -1 1 41 44 8.2 27.91 2.27 

7 -1 1 1 14 56 8.2 24.83 3.74 

8 1 1 1 41 56 8.2 34.61 2.76 

9 -1.68 0 0 5 50 7 29.91 2.92 

10 1.68 0 0 50 50 7 36.68 1.72 

11 0 -1.68 0 22.5 40 7 31.61 2.71 

12 0 1.68 0 22.5 60 7 31.61 5.26 

13 0 0 -1.68 22.5 50 5 29.91 3.65 

14 0 0 1.68 22.5 50 9 19.48 2.75 

15 0 0 0 22.5 50 7 34.85 2.51 

16 0 0 0 22.5 50 7 33.92 2.80 

17 0 0 0 22.5 50 7 37.05 2.80 

18 0 0 0 22.5 50 7 39.66 2.62 

19 0 0 0 22.5 50 7 38.97 2.80 

20 0 0 0 22.5 50 7 34.03 2.80 
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สมการที่ 4.1 มีค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (r2) = 0.929 และสมการที่ 4.2 มีค่า r2 = 0.928 
ซึ่งหมายความว่าสมการทั้งสองสามารถท านายค่า DD และ DH ได้ 92.9 และ 92.8% ตามล าดับ อย่างไร
ก็ตาม มีความจ าเป็นต้องพิจารณาความเหมาะสมของสมการ (lack of fit) ควบคู่ไปด้วย lack of fit ที่
เหมาะสมจะต้องมีค่ามากกว่า 0.05 จากสมการที่ 4.1 มีค่า lack of fit = 0.974 แสดงว่ามีความเหมาะสม
ของสมการ ส่วนสมการที่ 4.2 มีค่า lack of fit = 0.12 แสดงว่ามีความเหมาะสมของสมการเช่นกัน 

 วิธีแสดงผลตอบสนองแบบโครงร่างผิวเป็นการแสดงผลออกมาจากการพิจารณาปัจจัยหลักที 2 
ปัจจัย จึงต้องเลือกปัจจัยที่มีความส าคัญ 2 ปัจจัยมาสร้างกราฟเพ่ือพิจารณาหาสภาวะที่เหมาะสม โดย
คัดเลือกจากปัจจัยหลักซึ่งได้แก่ E/S ratio อุณหภูมิ และ pH ส าหรับค่า DD พบว่า ปัจจัยหลักทั้งสาม
ไม่ได้มีผลต่อ DD อย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) ดังแสดงในตารางที่ 4.3 จึงต้องพิจารณาปัจจัยหลักที่ส่งผล
ต่อค่า DH ร่วมด้วย พบว่า อุณหภูมิเป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อค่า DH อย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) ในขณะที่ E/S 
ratio ถือเป็นปัจจัยที่ไม่ส่งผลต่อค่า DH มากที่สุด จึงก าหนดให้ค่า E/S ratio เป็นค่าคงที ่

 
ตารางที่ 4.3 p-value ของปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อค่า degree of deamidation (DD) และ degree of 
hydrolysis (DH) 

Factor DD DH 

E/S ratio 0.172 0.896 

Temperature 0.869 0.009 

pH 0.253 0.563 

 

 ค่าคงที่ของอัตราส่วนระหว่างเอนไซม์และโปรตีนพิจารณาจากค่าที่ท าให้ได้ DD สูงที่สุดคือ 36 
unit/g protein จึงน าไปแทนในตัวแปร x1 ในสมการที่ 4.1 และ 4.2 และได้ออกมาเป็นสมการที่ 4.3 
และ 4.4 ตามล าดับ สมการการท านาย DD ที่อัตราส่วนระหว่างเอนไซม์และโปรตีนมีค่า 36 unit/g 
protein แสดงในสมการที่ 4.3 มีค่า r2 = 0.729 และมีค่า lack of fit = 0.894 ซึ่งถือว่ามีความเหมาะสม 
ส่วนสมการท านายค่า DH แบบสองปัจจัย (สมการที่ 4.4) มีค่า r2 = 0.807 และมีค่า lack of fit = 0.403 
ซึ่งถือว่ามีความเหมาะสมเช่นกัน 

 

DD (%) = – 122.386 + 2.935x2 + 25.229x3  
  – 0.05x2

2 – 2.982x3
2 + 0.309x2x3    (4.3) 
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DH (%) = 24.594 – 0.8791x2 – 0.4317x3     

+ 0.012x2
2 + 0.093x3

2 – 0.024x2x3   (4.4) 

 

เมื่อ  x2 คือ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

   x3  คือ pH 

 

 การแสดงผลตอบสนองแบบโครงร่างพ้ืนผิวโดยมี E/S ratio เป็นค่าคงที่ที่ 36 unit/g protein 
ของสมการการท านาย DD (สมการที่ 4.3) น าเสนอในรูป surface และ contour plot ดังแสดงในรูปที่ 
4.1 และ 4.2 เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาดีแอมิเดชัน พบว่า DD มีค่าเพ่ิมขึ้นจนมีค่า 38% ที่ช่วง
อุณหภูมิ 48-52 องศาเซลเซียส แล้วลดลงเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิจนสูงกว่า 52 องศาเซลเซียสเช่นเดียวกันกับค่า 
pH ที่พบว่ามีค่า DD เพ่ิมขึ้น เมื่อเพ่ิม pH จนมีค่าสูงสุดที่ pH = 6.8 เมื่อ pH สูงกว่า 6.8 DD จะมีค่า
ลดลง การลดลงของ DD เมื่ออุณหภูมิสูงกว่า 52 องศาเซลเซียสเป็นผลมาความเสถียรของเอนไซม์ที่ลดลง
ตามอุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้น จากงานวิจัยของ Yamaguchi et al. (2001) รายงานว่าเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเน
สมีความเสถียรที่อุณหภูมิต่ ากว่า 50 องศาเซลเซียส และสามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาได้ดีในช่วง pH = 5-7 
ซึ่งส่งผลให้ค่า DD เมื่อ pH มากกว่า 7 มีค่าลดลง นอกจากนี้ช่วง pH น้อยกว่า 5.0 เป็นช่วงที่เข้าใกล้ค่า 
pI ของโปรตีนมะพร้าว (pI = 3.9-4.0) ท าให้โปรตีนอยู่ในลักษณะที่รวมตัวกัน ความสามารถในการ
เกิดปฏิกิริยาจึงน้อย อย่างไรก็ตามสภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาดีแอมิเดชันโดยใช้เอนไซม์
โปรตีนกลูตามิเนสยังขึ้นกับโครงสร้างและองค์ประกอบของกรดอะมิโนด้วย ตัวอย่างเช่น เคซีนที่มี
ปริมาณกลูตามีนและลิวซีนสูงสามารถเกิดปฏิกิริยาได้ดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ pH = 6.8 
ในขณะที่โปรตีนจากถั่วเหลืองที่มีปริมาณกลูตามีนและแอสปาราจีนสูง มีความเหมาะสมในสภาวะ 
อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส และ pH = 7.0 นอกจากนี้ในโปรตีนบางชนิดยังมีความจ าเป็นต้องใช้สารอ่ืน
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการเกิดปฏิกิริยา เช่น โปรตีนจากข้าวโพดที่จ าเป็นต้องใช้เอทานอล 11.7% ใน
การเร่งให้เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ pH = 8.0 (Yamaguchi et al., 2001; Yong 
et al., 2004; Suppavorasatit et al., 2011) 
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รูปที่ 4.1 surface plot จากสมการ degree of deamidation (E/S = 36 unit/g protein) 

 

 

รูปที่ 4.2 contour plot จากสมการ degree of deamidation (E/S = 36 unit/g protein) 
 การแสดงผลตอบสนองแบบโครงร่างพ้ืนผิวโดยมี E/S ratio เป็นค่าคงที่ที่ 36 unit/g protein 
ของสมการการท านาย DH (สมการที่ 4.4) น าเสนอในรูป surface และ contour plot ดังแสดงในรูปที่ 
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4.3 และ 4.4 เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยา DH มีค่าลดลงเล็กน้อยจนมีค่าต่ าสุดคือ มีค่าน้อยกว่า 
3% ที่ช่วงอุณหภูมิ 46-50 องศาเซลเซียส และมีค่าเพ่ิมขึ้นเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และเมื่อเพ่ิมค่า pH พบว่า 
DH มีค่าลดลงเล็กน้อย จนมีค่าต่ าท่ีสุดที่ช่วง pH = 7.0-9.0 อย่างไรก็ตามค่า pH ถือเป็นปัจจัยที่มีผลน้อย
เนื่องจากมีค่า p-value สูง (ไพโรจน์ วิริยจารี, 2544) เมื่อ pH มีการเปลี่ยนแปลงจึงท าให้ DH มีค่าที่
เปลี่ยนแปลงไปเล็กน้อย 

 

 
รูปที่ 4.3 surface plot จากสมการ degree of hydrolysis (E/S = 36 unit/g protein) 
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รูปที่ 4.4 contour plot จากสมการ degree of hydrolysis (E/S = 36 unit/g protein) 
 

 สภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชันโดยใช้เอนไซม์โปรตีน 
กลูตามิเนสควรเป็นสภาวะที่ท าให้เกิดปฏิกิริยาดีแอมิเดชันสูงและเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสต่ า กล่าวคือมีค่า 
DD สูง และมีค่า DH ต่ า เมื่อน ารูปที่ 4.2 และ 4.4 มาซ้อนกันจะได้เป็น overlaid contour plot (รูปที่ 
4.5) ซึ่งสามารถน ามาใช้หาสภาวะที่เหมาะสมได้ โดยสภาวะดังกล่าวมี อุณหภูมิประมาณ 50 องศา
เซลเซียส และ pH ประมาณ 7.0 สภาวะดังกล่าวจะท าให้ได้ค่า DD สูงที่สุด อย่างไรก็ตามสภาวะนี้ไม่ได้ให้
ค่า DH ที่ต่ าที่สุด แต่เนื่องจากเมื่อพิจารณาเฉพาะค่า DH พบว่ามีค่าค่อนข้างต่ า กล่าวคือมีค่าน้อยกว่า 
3% ซึ่งถือเป็นค่าที่ยอมรับได้ เนื่องจาก DH ที่มีค่ามากกว่า 5% อาจท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของรสชาติ
เนื่องจากกรดอะมิโนอิสระบางชนิดอาจท าให้เกิดรสขม ท าให้สามารถเลือกสภาวะที่เหมาะสมในการดัด
แปรโปรตีนเป็น E/S ratio = 36 unit/g protein อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ pH = 7.0 
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รูปที่ 4.5 overlaid contour plot จากสมการ degree of deamidation และ degree of hydrolysis 

(E/S = 36 unit/g protein) 
 

 การตรวจสอบความถูกต้องของสมการ (validation) พบว่า ค่า DD และ DH ที่ได้จากการทดลอง
ไม่มีความแตกต่างจากค่าที่ได้จากการค านวณจากสมการ 

 

4.2.2 การศึกษาผลของระยะเวลาในการดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชัน 

 ในขั้นตอนการดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วยเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนสโดยใช้ E/S ratio = 36 
unit/g protein อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ pH 7.0 โดยแปรระยะเวลาในการดัดแปรตั้งแต่ 0-24 
ชั่วโมงแสดงในรูปที่ 4.6 degree of deamidation (DD) และ degree of hydrolysis (DH) ที่เปลี่ยน
ตามระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา จากรูปพบว่า DD มีค่าเพ่ิมข้ึนเมื่อระยะเวลาเพ่ิมขึ้นโดยมีการเพ่ิมขึ้นอย่าง
รวดเร็วในช่วงแรกจนมีค่าเท่ากับ 30% ภายใน 15 นาทีของการเกิดปฏิกิริยา จากนั้นอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาลดลงจนมีค่าเข้าใกล้ค่าคงที่ที่ 54% ภายใน 12 ชั่วโมง การลดลงของอัตราการเกิดปฏิกิริยา
เป็นผลมาจากการที่โปรตีนตั้งต้นมีจ านวนจ ากัด (Whitaker, 1993) 

 เมื่อพิจารณาค่า DH ของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรในรูปที่ 4.6 พบว่าค่า DH เพ่ิมขึ้นตาม
ระยะเวลาโดยมีค่าเพ่ิมขึ้นเป็น 3% ภายในระยะเวลา 2 ชั่วโมง และที่ระยะเวลาการดัดแปร 24 ชั่วโมงมี
ค่าสูงกว่า 6% นอกจากนี้ยังมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอีกหลังจาก 24 ชั่วโมงแล้ว ซึ่งปฏิกิริยา 
ไฮโดรไลซิสที่เกิดข้ึนนี้อาจเกิดมาจากหลายสาเหตุ เช่น การให้ความร้อน หรือการที่อาจมีเอนไซม์ที่เจือปน
ในเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนสที่น ามาใช้ในการศึกษา เนื่องจากเป็นเอนไซม์ทางการค้า จึงมีความเป็นไปได้ที่
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จะมีโปรติโอไลติกเอนไซม์ (proteolytic enzyme) ตัวอ่ืนปนอยู่ซึ่งท าให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
นอกจากนี้ในส่วนของโปรตีนมะพร้าวที่สกัดมาดัดแปรนั้น ไม่ได้มีขั้นตอนการยับยั้งการท างานของเอนไซม์
ดั้งเดิมภายในมะพร้าว จึงเป็นอีกสาเหตุหนึ่งของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เพ่ิมมากขึ้นตามระยะเวลาการดัด
แปร (Panicker et al., 2009; Suppavorasatit et al., 2011) 

 

 
รูปที่ 4.6 degree of deamidation (DD) และ degree of hydrolysis (DH) ที่เปลี่ยนตามระยะเวลา

การเกิดปฏิกิริยา 
 

 การดัดแปรโปรตีนจากมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชันเป็นเวลา 15 นาที, 6 ชั่วโมง และ 12 ชั่วโมง 
พบว่าค่า DD ที่เกิดขึ้นมีความแตกต่างกันอย่างชัดเจน คือ มีค่าประมาณ 30, 40 และ 50% จึงน าไปศึกษา
สมบัติเชิงหน้าที่ในขั้นต่อไป 

 

4.3 กำรศึกษำสมบัติเชิงหน้ำที่ของโปรตีนจำกมะพร้ำว 

 เนื่องจากการดัดแปรเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมเป็นการดัดแปรระดับหลอดทดลอง แต่การเตรียม
ตัวอย่างเพ่ือศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ต้องมีการขยายขนาดการผลิต ค่า DD และ DH จึงมีความแตกต่างจาก
การท าในปริมาณน้อย ผลของการเตรียมตัวอย่างโปรตีนที่เวลาต่าง ๆ แสดงในตารางที่ 4.4 พบว่า 
ตัวอย่างควบคุมมี DD = 10.46% โปรตีนมะพร้าวที่ถูกดัดแปรโดยวิธีดีแอมิเดชันเป็นระยะเวลา 15 นาที, 
6 และ 12 ชั่วโมงมีค่า DD = 32.21, 42.57 และ 49.61% ตามล าดับ ทั้งนี้ค่า DD ที่มีความแตกต่างจาก
การทดลองในข้อ 4.2.2 เป็นผลมาจากการเพ่ิมขึ้นของปริมาณสารตั้งต้นซึ่งจากเดิมใช้สารละลายโปรตีน

0

1

2

3

4

5

6

7

0

10

20

30

40

50

60

70

0 4 8 12 16 20 24

%
D

H
 

%
D

D
 

Time (hr) 

%DD

%DH



53 
 

ความเข้มข้น 10 mg/ml เปลี่ยนเป็นความเข้มข้น 200 mg/ml ซึ่งส่งผลให้อัตราการเกิดปฏิกิริยา
เปลี่ยนแปลงไปด้วย ส่วน DH ของตัวอย่างควบคุมมีค่า 5.01% ในขณะที่โปรตีนที่ผ่านการดัดแปรด้วยวิธีดี
แอมิเดชันเป็นเวลา 15 นาที, 6 และ 12 ชั่วโมงมีค่า DH = 2.50, 5.23 และ 5.58% ตามล าดับ ซึ่งค่า DH 
ที่สูงกว่าในข้อ 4.2.2 เป็นผลมาจากปริมาณสารตั้งต้นที่เพ่ิมมากข้ึนท าให้เอนไซม์อ่ืน ๆ ที่เจือปนมาสามารถ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้มากขึ้นเช่นเดียวกัน (Whitaker, 1993; Suppavorasatit et al., 2011) 

 
ตารางที่ 4.4 degree of deamidation และ degree of hydrolysis ของโปรตีนมะพร้าวที่ถูกดัดแปรที่
ระยะเวลาต่าง ๆ ส าหรับศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน 

Treatment %DD %DH 

Control* 10.46±0.32 5.01±0.21 

15 min 32.21±0.41 2.50±0.16 

6 h 42.57±0.41 5.23±0.30 

12 h 49.61±1.65 5.58±0.22 

 *Control คือ โปรตีนมะพร้าวท่ีผา่นการแช่ใน buffer ที่ pH = 7.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 
ช่ัวโมงโดยไม่ใช้เอนไซม์ แล้วเพิ่มอณุหภมูิเป็น 80 องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 10 นาที 

 

4.3.1 สมบัติการละลาย 

 ความสามารถในการละลายเป็นสมบัติที่ส าคัญของโปรตีนสมบัติหนึ่ง นอกจากจะเป็นสมบัติที่บ่งชี้
ถึงความสามารถในการน าไปใช้งานแล้ว ยังส่งผลต่อสมบัติอ่ืน ๆ ของโปรตีนอีกด้วย เช่น สมบัติการเกิด
อิมัลชันและการเกิดโฟม เป็นต้น ความสามารถในการละลายของโปรตีนมะพร้าวที่ pH = 3.0, 5.0 และ 
7.0 แสดงในตารางที่ 4.5 – 4.7 ตามล าดับ การละลายของโปรตีนที่ pH = 7.0 มีค่าสูงสุดคือมีค่ามากกว่า 
66% และมีค่าต่ าสุดที่ pH = 5.0 คือมีค่าน้อยกว่า 25% การที่โปรตีนจากมะพร้าวมีความสามารถในการ
ละลายน้อยที่ pH = 5.0 เป็นผลมาจากเป็น pH ที่ใกล้กับจุดไอโซอิเล็กตริก (pI) ของมะพร้าวซึ่งมี
ค่าประมาณ 3.9-4.0 นอกจากนี้ในช่วง pH = 4.0-6.0 ยังเป็นช่วงที่โปรตีนมะพร้าวมีพฤติกรรมการละลาย
ต่ าซ่ึงพบผลเชน่เดียวกันในงานวิจัยของ Thaiphanit and Anprung (2013) ที่ศึกษาความสามารถในการ
ละลายของโปรตีนมะพร้าวที่ pH ต่าง ๆ พบว่าที่ pH = 5.0 ความสามารถในการละลายของโปรตีน
มะพร้าวต่ ากว่าที่ pH = 3.0  

เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการละลายในแต่ละช่วง pH พบว่า ที่ pH = 3.0 (ตารางที่ 4.5) 
ตัวอย่างควบคุมมีความสามารถในการละลายต่ า (42.92 %) กว่าตัวอย่างอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส าคัญซึ่งเป็นผล
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จากการใช้ความร้อนในการเตรียมตัวอย่าง โดยเฉพาะที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ
อุณหภูมิที่ท าให้เกิดการเสียสภาพของโปรตีนมะพร้าวกลุ่มกลอบูลินซึ่ง (Kwon et al., 1996) จึงท าให้เกิด
การเสียสภาพของโปรตีนบางส่วน ท าลายอันตรกิริยาทั้งภายในและภายนอกโมเลกุล โปรตีนจึงเกิดการ
จัดเรียงตัวใหม่และส่งผลให้ surface hydrophobicity มีค่าเพ่ิมขึ้น อันตรกิริยาภายในโปรตีนจึงเพ่ิมขึ้น 
ในขณะที่การเกิดอันตรกิริยากับน้ าลดลง ความสามารถในการละลายจึงลดลง นอกจากนี้โปรตีนมะพร้าวที่
ผ่านการท าดีแอมิเดชันมีความสามารถในการละลายสูงกว่าตัวอย่างโปรตีนควบคุม เนื่องจากดีแอมิเดชัน
จะเปลี่ยนกลูตามีนให้เป็นกลูตามิกแอซิดซึ่งมีความเสถียรในโครงสร้างที่เป็นประจุดังรูปที่ 4.7 และ
โครงสร้างนี้สามารถเกิดอันตรกิริยากับน้ าได้ดี ความสามารถในการละลายของโปรตีนจึงมีค่าเพ่ิมขึ้น 
(Hamada, 1992; Damodaran et al., 2007) 

 

 

รูปที่ 4.7 โครงสร้างประจุของกลูตามิกแอซิด 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Hamada (1992) 

 

ตารางที่ 4.5 ความสามารถในการละลาย (%) ของโปรตีนจากมะพร้าวที่ pH = 3.0 

Treatment Solubility (%) 

Untreated 54.90a ± 1.79 

Control 42.92b ± 4.05 

15 min 51.72a ± 2.66 

6 h 56.11a ± 7.01 

12 h 51.85a ± 4.17 

a, b, c ตัวเลขท่ีมีอักษรต่างกันก ากับในคอลัมน์เดยีวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) 

 



55 
 

จากตารางที่ 4.6 แสดงความสามารถในการละลายของโปรตีนมะพร้าวที่ pH = 5.0 พบว่า 
ความสามารถในการละลายของโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร ตัวอย่างโปรตีนควบคุม และตัวอย่างโปรตีนที่
ผ่านการดัดแปรไม่มีความแตกต่างกันเนื่องจากเป็น pH มีค่าใกล้กับ pI ซึ่งประจุรวมของโปรตีนมีค่าใกล้ 0 
ท าให้โปรตีนเกิดการรวมตัวกัน และมีความสามารถในการละลายของโปรตีนต่ า  

 

ตารางที่ 4.6 ความสามารถในการละลาย (%) ของโปรตีนจากมะพร้าวที่ pH = 5.0 

Treatment Solubility ns (%) 

Untreated 20.03C ± 2.94 

Control 19.85C ± 6.20 

15 min 20.63C ± 2.50 

6 h 22.27C ± 3.58 

12 h 24.36C ± 5.33 

ns ตัวเลขในคอลัมน์เดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) 

 

ความสามารถในการละลายของโปรตีนมะพร้าวที่ pH = 7.0 แสดงในตารางที่ 4.7 พบว่า 
ตัวอย่างโปรตีนควบคุมมีความสามารถในการละลายต่ ากว่าตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปรเนื่องจาก
เหตุผลเดียวกับท่ี pH = 3.0 ตามทฤษฎีของการเกิดดีแอมิเดชัน ตัวอย่างที่ผ่านการดัดแปรด้วยวิธีดีแอมิเด
ชันควรมีความสามารถในการละลายสูงกว่าตัวอย่างควบคุม แต่จากตารางที่ 4.7 พบว่า ความสามารถใน
การละลายของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรเป็นเวลา 15 นาที และ 6 ชั่วโมงมีค่าต่ ากว่าความสามารถในการ
ละลายของตัวอย่างควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่ความสามารถในการละลายของโปรตีนที่ผ่านการดัด
แปร 12 ชั่วโมงมีค่าสูงกว่าตัวอย่างโปรตีนควบคุม ซึ่งอาจเป็นผลมาจากค่า DH ที่สูงขึ้นตามระยะเวลาการ
ดัดแปร ความสามารถในการละลายที่ต่ าลงในช่วง pH สูงเป็นผลมาจากการท าดีแอมิเดชันและการใช้
ความร้อนควบคู่กันซึ่งมีผลท าให้ค่า pI เปลี่ยนแปลงไป เนื่องจากกลูตามิกแอซิดที่เกิดขึ้นจะเสถียรใน
โครงสร้างที่เป็นประจุลบ (รูปที่ 4.7) ท าให้ pI มีค่าเพ่ิมข้ึน ทั้งนี้ผลการทดลองในลักษณะเดียวกันนี้เคยพบ
ในงานวิจัยของ Yong et al. (2006) ที่ท าการดัดแปรกลูเตนจากข้าวสาลีด้วยเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนส 
พบว่าความสามารถในการละลายของโปรตีนที่ pH = 7.0 จะลดลงเมื่อ DD มีค่ามากกว่า 10% และจะ
เพ่ิมข้ึนเมื่อ DD มีค่ามากกว่า 70% (Hamada, 1992; Damodaran et al., 2007) 
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ตารางที่ 4.7 ความสามารถในการละลาย (%) ของโปรตีนจากมะพร้าวที่ pH = 7.0 

Treatment Solubility (%) 

Untreated 85.43a ± 1.83 

Control 76.11b ± 1.54 

15 min 66.12c ± 2.19 

6 h 67.68c ± 2.46 

12 h 83.63a ± 1.22 

a, b, c ตัวเลขท่ีมีอักษรต่างกันก ากับในคอลัมน์เดยีวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) 

 

 ความสามารถในการละลายของโปรตีนที่เปลี่ยนตาม pH ตั้งแต่ 2.4-8.0 แสดงในรูปที่ 4.8 โปรตีน
จากมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร (เส้นทึบสีด า) มีช่วงการละลายต่ าที่ช่วง pH 3.4-5.0 ซ่ึงมีความสามารถ
ในการละลายไม่เกิน 20% และมีค่าต่ าสุดที่ pH 4.0 คือมีความสามารถในการละลาย 9.41% และมีค่า
เพ่ิมขึ้นเมื่อ pH เพ่ิมขึ้น โดยมีความสามารถในการละลายมากกว่า 80% ที่ pH มากกว่า 6.2 (80.25%) 
เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการละลายของตัวอย่างพบว่า ที่ pH น้อยกว่า 4.2 ความสามารถในการ
ละลายของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรในทุกช่วงระยะเวลามีค่าสูงกว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปรและโปรตีน
ควบคุม ช่วง pH 4.2-5.0 ไม่มีความแตกต่างของสมบัติการละลายของโปรตีนในตัวอย่างที่แตกต่างกัน 
และช่วง pH มากกว่า 5.0 ความสามารถในการละลายของโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปรสูงกว่าโปรตีนชนิด
อ่ืน ลักษณะของ pH solubility profile ที่เกิดขึ้นเป็นผลมาจากการท าดีแอมิเดชันควบคู่กับการใช้ความ
ร้อน ซึ่งส่งผลให้ pI มีค่าเพ่ิมขึ้น ความสามารถในการละลายในสภาวะกรดจึงมีค่าเพ่ิมขึ้น (Yong et al., 
2006; Suppavorasatit et al., 2011) นอกจากนี้ ความสามารถในการละลายที่แสดงในรูปที่ 4.7 เป็น
การสนับสนุนสมบัติการละลายของโปรตีนมะพร้าวที่วิเคราะห์ได้ในในตารางที่ 4.5 ค่า pI ของโปรตีนจาก
มะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรเท่ากับ 3.9 แต่เมื่อดัดแปรแล้วจะมีค่าเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย คือมีค่าประมาณ 4.2-
4.4 
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รูปที่ 4.8 pH solubility profile ของโปรตีนจากมะพร้าว 

 

4.3.2 สมบัติการอุ้มน้ าและน้ ามัน 

 สมบัติการอุ้มน้ า (water holding capacity; WHC) และสมบัติการอุ้มน้ ามัน (oil holding 
capacity) ของโปรตีนเป็นสมบัติที่ส่งผลต่อลักษณะของผลิตภัณฑ์ เช่น ลักษณะเนื้อสัมผัส และการ
กระจายตัวในผลิตภัณฑ์ เป็นต้น สมบัติการอุ้มน้ าและน้ ามันของโปรตีนจากมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร
และผ่านการดัดแปรที่เวลาต่าง ๆ แสดงในตารางที่ 4.8  

สมบัติการอุ้มน้ าของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรด้วยวิธีดีแอมิเดชันมีค่าสูงกว่าโปรตีนจากมะพร้าวที่
ไม่ผ่านการดัดแปรอย่างมีนัยส าคัญ แต่ระยะเวลาการดัดแปรที่แตกต่างกันไม่ท าให้เกิดความแตกต่ างของ
สมบัติการอุ้มน้ า ความสามารถในการอุ้มน้ าที่เพ่ิมขึ้นเป็นผลมาจากการเสียสภาพของโปรตีนและการ
เปลี่ยนแปลงของประจุของโปรตีนซึ่งเพ่ิมอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนและน้ า จากงานวิจัยของ Kinsella 
(1979) และ Mune et al. (2014) รายงานว่าปัจจัยหลักที่มีผลต่อความสามารถในการอุ้มน้ าคือการเสีย
สภาพของโครงสร้างโปรตีน ซึ่งจะท าให้โปรตีนเกิดการคลายตัวและเปิดเผยบริเวณที่มีประจุหรือมีขั้วมาก
ขึ้น ส่งผลให้สามารถเกิดอันตรกิริยากับน้ าได้ดีขึ้น จากตารางที่ 4.8 พบว่าค่า WHC ของตัวอย่างควบคุมมี
แนวโน้มที่จะมีค่าสูงกว่าตัวอย่างที่ไม่ผ่านการดัดแปร ทั้งนี้อาจเกิดจากการเตรียมโปรตีนของตัวอย่าง
ควบคุมและตัวอย่างที่ผ่านการดัดแปรมีการให้ความร้อน ซึ่งท าให้โปรตีนเกิดการคลายตัว และส่งผลให้
ความสามารถในการจับกับน้ าสูงขึ้น การเกิดดีแอมิเดชันโดยเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนสจะเป็นการเปลี่ยน
จากกลูตามีนเป็นกลูตามิกแอซิดซึ่งจะอยู่ในรูปที่เป็นประจุที่มีความเสถียรสูงกว่า โครงสร้างแบบนี้ จะ
สามารถเกิดอันตรกิริยากับน้ าได้มากกว่าโครงสร้างของกลูตามีน ท าให้ WHC มีค่าเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้การ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซึ่งเป็นการลดขนาดของโปรตีนยังส่งเสริมการเกิดอันตรกิริยาดังกล่าวอีกด้วย 
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ความสามารถในการอุ้มน้ าของโปรตีนจึงเพ่ิมขึ้น (Damodaran et al., 2007; Mirmoghtadaie et al., 
2009) 

 ความสามารถในการอุ้มน้ ามันของโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรไม่มีความแตกต่างจาก
โปรตีนที่ผ่านการดัดแปร โดยที่ระยะเวลาในการดัดแปรไม่มีผลต่อความสามารถในการอุ้มน้ ามันเช่นกัน 
จากตารางที่ 4.8 พบว่า มีค่า OHC ระหว่าง 1.19-1.43 g oil/g protein ค่า OHC ของโปรตีนมะพร้าวที่
ผ่านการดัดแปรควรแตกต่างจากโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร เนื่องจากการท าดีแอมิเดชันจะเปลี่ยนแปลง
ประจุของโปรตีนจึงส่งผลให้ค่า OHC เปลี่ยนแปลงไป เช่น งานวิจัยของ Mirmoghtadaie et al. (2009) 
ที่ได้ท าการดัดแปรโปรตีนจากโอ๊ตด้วยการท าดีแอมิเดชันโดยใช้กรดไฮโดรคลอริกและวัดค่า OHC ด้วย
น้ ามันถั่วเหลืองพบว่า การท าดีแอมิเดชันจะท าให้สมบัติการจับกับน้ ามันเพ่ิมขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงของ
สมบัติทางเคมีกายภาพของโปรตีนหลังการท าดีแอมิเดชัน แต่ปัจจัยหลักของการเปลี่ยนแปลงของสมบัตินี้
คือ ความสามารถในการกักเก็บทางกายภาพ (physical entrapment) และความหนาแน่นรวม ซึ่งการท า
ดีแอมิเดชันไม่ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของความหนาแน่นรวมอย่างชัดเจน ส่งผลให้ความสามารถใน
การจับกับน้ ามันของโปรตีนจากมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรไม่มีความแตกต่างจากโปรตีนดั้งเดิม (Kinsella, 
1979) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Chan and Ma (1999) ได้ดัดแปรโปรตีนจาก okara โดยใช้กรด
ไฮโดรคลอริกและพบว่าสมบัติในการจับกับน้ ามันไม่มีการเปลี่ยนแปลง 

 
ตารางที่ 4.8 ความสามารถในการอุ้มน้ าและน้ ามันของโปรตีนจากมะพร้าว 

Treatment 
WHC 

(g water/g protein) 
OHCns 

(g oil/g protein) 

Untreated 0.90b±0.05 1.24±0.06 

Control 1.01ab±0.06 1.21±0.16 

15 min 1.08a±0.12 1.25±0.12 

6 h 1.16a±0.08 1.43±0.20 

12 h 1.08a±0.01 1.19±0.05 

a, b ตัวเลขท่ีมีอักษรต่างกันก ากับในคอลัมน์เดยีวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) 

ns ตัวเลขในคอลัมน์เดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) 
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4.3.3 สมบัติการเกิดอิมัลชัน 

 สมบัติการเกิดอิมัลชันที่ใช่ในการศึกษาในงานวิจัยนี้คือค่า emulsifying activity index (EAI) 
และ emulsifying stability index (ESI) ค่า EAI และ ESI แสดงในรูปที่ 4.9 และ 4.10 อิมัลชันที่เกิดขึ้น
มีลักษณะเป็นอิมัลชันแบบน้ ามันในน้ า (oil in water) ซึ่งจะโปรตีนจะสร้างชั้นฟิล์มหุ้มหยดน้ ามันที่รอยต่อ
ระหว่างน้ ามันกับน้ า  

ค่า EAI ของโปรตีนมะพร้าวแสดงในรูปที่ 4.9 พบว่า โปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรมีค่า EAI 
สูงที่สุด (52.46 m2/g protein) ส่วนโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรด้วยเอนไซม์โปรตีน 
กลูตามิเนสเป็นเวลา 15 นาทีมีค่าต่ าที่สุด (17.76 m2/g protein) จากการศึกษาพบว่าปัจจัยส าคัญที่มีผล
ต่อค่า EAI คือความสามารถในการละลายของโปรตีน โปรตีนที่สามารถละลายได้มาก จะสามารถสร้าง
ฟิล์มครอบหยดไขมันได้ดีด้วยเช่นกัน (Boye et al., 1997) จากตารางที่ 4.5 ความสามารถในการละลาย
ของโปรตีนจากมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรที่ pH = 7.0 มีค่าสูงที่สุด ซึ่งอิมัลชันที่ศึกษาเป็นอิมัลชันที่ pH 
= 7.0 จึงท าให้ค่า EAI ของโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรมีค่าสูงที่สุดด้วย จากการศึกษา พบว่า
ความร้อนและปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะท าให้เกิดการคลายตัวของโปรตีนและเปิดเผยพ้ืนที่ไม่ชอบน้ า อีกทั้ง
ยังเพ่ิมจ านวนเปปไทด์สายสั้น พื้นที่ท่ีไม่ชอบน้ าที่เพ่ิมขึ้นนี้เป็นการเพ่ิม hydrophobic interaction ท าให้
โปรตีนเกิดการรวมตัวกัน ชั้นฟิล์มที่หุ้มหยดไขมันจึงเกิดไม่สมบูรณ์ ซึ่งส่งผลให้ค่า EAI มีค่าลดลงได้ ค่า 
EAI ของตัวอย่างโปรตีนควบคุมและโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรจึงมีค่าต่ ากว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร 
(Schwenke, 1997) นอกจากนี้ยังพบกว่าการท าดีแอมิเดชันจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของประจุของ
โปรตีน ส่งผลให้ความชอบน้ าเพ่ิมขึ้น ความสามารถในการละลายจึงเพ่ิมขึ้นและท าให้ค่า EAI ของโปรตีน
เกิดการเปลี่ยนแปลงได้ เมื่อเปรียบเทียบผลของระยะเวลาการดัดแปรโปรตีนพบว่า เมื่อระยะเวลาการดัด
แปรเพ่ิมขึ้น EAI มีค่าเพ่ิมขึ้น เนื่องจากระยะเวลาการดัดแปรที่นานขึ้นท าให้ความสามารถในการละลาย
เพ่ิมขึ้น ประจุของโปรตีนและ surface hydrophobicity ที่เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งส่งผลถึง hydrophilic-
lipophilic balance ซึ่งมีความเหมาะสมกับระบบอิมัลชันที่ใช้มากขึ้น ค่า EAI ของโปรตีนที่ผ่านการดัด
แปรที่ 6 และ 12 ชั่วโมงจึงมีค่าสูงกว่าการดัดแปรที่เวลา 15 นาที (Chan and Ma, 1999; Damodaran 
et al., 2007) 
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รูปที่ 4.9 Emulsifying activity index (EAI) ของโปรตีนมะพร้าว 

 

 ค่า ESI ของโปรตีนจากมะพร้าวแสดงในรูปที่ 4.10 โปรตีนจากมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรมีค่า ESI 
สูงกว่าตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปรและตัวอย่างโปรตีนควบคุม การเกิดดีแอมิเดชันจะเพ่ิมพ้ืนที่ที่
ชอบน้ าท าให้สามารถเกิด hydrophobic interaction ได้น้อยลง ชั้นฟิล์มที่เกิดขึ้นจึงมีความสมบูรณ์มาก
ขึ้น ส่งผลให้อิมัลชันมีความเสถียรเพ่ิมมากขึ้น ค่า ESI จึงมีค่าเพ่ิมขึ้น (Chan and Ma, 1999) เมื่อ
เปรียบเทียบผลของระยะเวลาการดัดแปรโปรตีนต่อ ESI พบว่าการท าดีแอมิเดชันเป็นเวลา 6 ชั่วโมง ให้ค่า 
ESI มากที่สุด คือประมาณ 139 นาที จากนั้นค่า ESI ลดลงเมื่อเวลาการดัดแปรเป็น 12 ชั่วโมง การลดลง
ของ ESI ที่การดัดแปร 12 ชั่วโมงเป็นผลมาจากการท าดีแอมิเดชันที่มากเกินไปจะเพ่ิม electrostatic 
repulsion ซึ่งการที่ electrostatic repulsion มีค่ามากเกินไปจะท าให้เกิดการผลักกันของโปรตีน และ
ท าให้ฟิล์มที่หุ้มหยดไขมันบางลง และส่งผลให้ความเสถียรของอิมัลชันลดลง การลดลงของ ESI ยังพบใน
งานวิจัยอ่ืน ๆ เช่น การดัดแปรโปรตีนจากโอ๊ตที่ด้วยกรดไฮโดรคลอริก และกลูเตลินจาก  Akebia 
trifoliate ที่ผ่านการดัดแปรด้วยกรดมาลิกและกรดซิตริกอีกด้วย (Damodaran et al., 2007; 
Mirmoghtadaie et al., 2009; Liao et al., 2010; Lei et al., 2015)  
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รูปที่ 4.10 Emulsifying stability index (ESI) ของโปรตีนมะพร้าว 
 

4.3.4 สมบัติการเกิดโฟม 

 สมบัติการเกิดโฟมที่ศึกษาในงานวิจัยนี้ได้แก่ ค่า foaming capacity (FC) และ foaming 
stability (FS) ที่ระยะเวลาตั้งแต่ 0-60 นาที ตารางที่ 4.9 แสดงค่า FC ของโปรตีนจากมะพร้าวดั้งเดิม
และผ่านการดัดแปร ตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรมีค่า FC สูงกว่าตัวอย่างควบคุมและ
โปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรเป็นเวลา 15 นาทีและ 6 ชั่วโมง ซึ่งสามารถอธิบายได้จากการให้ความ
ร้อนในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างส่งผลให้เกิดการเสียสภาพของโปรตีนบางส่วน และยังท าให้พ้ืนที่ที่ไม่
ชอบน้ าเพ่ิมขึ้นส่งผลให้การเกิด ionic interaction ลดลง FC จึงมีค่าลดลง ท าให้ตัวอย่างที่ผ่าน
กระบวนการให้ความร้อน (ตัวอย่างโปรตีนควบคุมและโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปร) มีค่า FC ต่ ากว่า
โปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร นอกจากนี้ความสามารถในการละลายยังเป็นอีกสาเหตุที่ท าให้
ตัวอย่างโปรตีนดั้งเดิมมีค่า FC สูงกว่าตัวอย่างอ่ืน ๆ (ตารางที่ 4.7) โปรตีนที่สามารถละลายได้ดีจะ
สามารถสร้างชั้นฟิล์มเพ่ือกักเก็บอากาศไว้ได้มากขึ้น ส่งผลให้ค่า FC สูงขึ้น (Boye et al., 1997; 
Damodaran et al., 2007) ตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรที่ระยะเวลา 12 ชั่วโมงมีค่า FC 
5.91% ซึ่งมีค่าสูงกว่าตัวอย่างโปรตีนควบคุม (4.67%) อย่างมีนัยส าคัญ การท าดีแอมิเดชันท าให้โปรตีน
เกิดการเปลี่ยนแปลงประจุสุทธิ ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้าง ionic interaction มีค่า
เพ่ิมข้ึน ท าให้ความสามารถในการเกิดโฟมดีขึ้นจึงท าให้มีค่า FC เพ่ิมขึ้น ซึ่งผลการทดลองลักษณะนี้พบใน
ตัวอย่างโปรตีนกลูเตนจากข้าวสาลีที่ผ่านการดัดแปรด้วยเอนไซม์ทรานส์กลูตามิเนส (Agyare et al., 
2009) 
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ตารางที่ 4.9 Foaming capacity (FC) ของโปรตีนจากมะพร้าว 

Treatment FC (%) 

Untreated 6.86a±1.27 

Control 4.67c±0.58 

15 min 5.08bc±0.14 

6 h 5.15bc±0.18 

12 h 5.91ab±0.13 

a, b, c ตัวเลขท่ีมีอักษรต่างกันก ากับในคอลัมน์เดยีวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) 

 

 Foaming stability ของโปรตีนจากมะพร้าวที่ระยะเวลาต่าง ๆ แสดงในรูปที่ 4.11 ค่า FS ของ
ทุกตัวอย่างลดลงเมื่อระยะเวลาการเกิดดีแอมิเดชันเพ่ิมขึ้น เมื่อระยะเวลาผ่านไป 60 นาที ค่า FS ของ
ตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปรมีค่าสูงที่สุด (66.67%) ตัวอย่างควบคุมและตัวอย่างโปรตีนที่ผ่านการ
ดัดแปรมีค่า FS ลดลงเร็วกว่าตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปรซึ่งเป็นผลมากจากการให้ความร้อน และ
การท าดีแอมิเดชันซึ่งจะเพ่ิม electrostatic repulsion ค่า electrostatic repulsion ที่มากเกินไปจะ
ขัดขวางการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนที่ก่อให้เกิดชั้นฟิล์มที่หุ้มอากาศ ฟิล์มที่ได้จึงบางลง ความเสถียร
ของโฟมจึงลดลง ผลการทดลองในลักษณะนี้พบในงานวิจัยอื่น ๆ เช่น การดัดแปรโปรตีนจาก okara ที่ FS 
ลดลงตามระยะเวลาในอัตราที่ใกล้เคียงกับโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร และโปรตีนจากโอ๊ตที่พบว่าความ
เสถียรของโฟมของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรลดลงเร็วกว่าโปรตีนดั้งเดิม (Chan and Ma, 1999; 
Damodaran et al., 2007; Mirmoghtadaie et al., 2009) 
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รูปที่ 4.11 Foaming stability (FS) ของโปรตีนจากมะพร้าว 

 

4.3.5 Molecular weight distribution 

 การกระจายตัวของน้ าหนักโมเลกุล (molecular weight distribution) ของโปรตีนมะพร้าว
วิเคราะห์โดยการท า sodium dodecyl sulfate –polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) โดยแสดงผลในรูปที่ 4.12 จากรูปแสดง protein marker (แถว a), แถบโปรตีนของโปรตีน
มะพร้าวที่ผ่านการดัดแปร (แถว b), แถบโปรตีนของตัวอย่างควบคุม (แถว c), แถบโปรตีนของโปรตีนที่
ผ่านการดัดแปรเป็นเวลา 15 นาที (แถว d), แถบโปรตีนของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรเป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
(แถว e) และ แถบโปรตีนของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรเป็นเวลา 12 ชั่วโมง (แถว f) ในแถบโปรตีน
มะพร้าวทุกชนิด (แถว b-f) ปรากฏแถบโปรตีน 5 แถบหลักที่น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 16, 24, 34, 55 
และ 100 kDa ซึ่งน้ าหนักโมเลกุลเหล่านี้มาจากโปรตีนหลักในมะพร้าว จากการศึกษาข้อมูลพบว่า โปรตีน
หลักในมะพร้าวประกอบด้วยโปรตีนกลุ่ม 11S และ 7S กลอบูลิน ซึ่งโปรตีนจากมะพร้าวส่วนใหญ่เป็นกลุ่ม 
11S กลอบูลินซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 326 kDa แต่จะแสดงแถบโปรตีนในการท า SDS-PAGE 
ในช่วงขนาดโมเลกุล 24, 34 และ 55 kDa ซึ่งแถบโปรตีนที่ขนาด 55 kDa เกิดจากการรวมตัวกันของ
โปรตีนในช่วงขนาดโมเลกุล 24 และ 34 kDa (Garcia et al., 2005) โมเลกุลของโปรตีนกลุ่ม 7S กลอบู
ลินมีน้ าหนักประมาณ 156 kDa และแสดงผลในแถบโปรตีนที่ช่วงน้ าหนัก 16, 22 และ 24 kDa (Kwon 
et al., 1996; Garcia et al., 2005) 

 การกระจายตัวของน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนจากมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรจะมีความ
แตกต่างจากตัวอย่างอ่ืนโดยเป็นผลมากจากขั้นตอนการให้ความร้อน โปรตีนในแถบน้ าหนักที่ต่ ากว่า 22 
kDa ของตัวอย่างควบคุมและตัวอย่างที่ผ่านการดัดแปร (แถบ c-f) จะมีมากกว่าที่ปรากฏในตัวอย่าง
โปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร (แถบ b) คือมีประมาณ 13.44% (แสดงค่าในภาคผนวก ง) ในขณะที่
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ตัวอย่างควบคุม, ตัวอย่างที่ผ่านการท าดีแอมิเดชันเป็นเวลา 15 นาที, 6 ชั่วโมง และ 12 ชั่วโมง มีปริมาณ
โปรตีนในช่วงขนาดโมเลกุลต่ ากว่า 22 kDa เป็น 15.47, 17.11, 19.38 และ 22.09% ตามล าดับ โดยมี
ปริมาณโปรตีนสูงในช่วงน้ าหนัก 12 และ 16 kDa ซึ่งบ่งชี้ว่ามีโมเลกุลขนาดเล็กเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้ในช่วง
น้ าหนักโมเลกุล 55 kDa ของโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร (แถบ b) ยังมีความเข้มมากกว่าตัวอย่างอ่ืนๆ 
อย่างชัดเจน โดยมีปริมาณโปรตีน 40.67% ในขณะที่ตัวอย่างควบคุม, ตัวอย่างที่ผ่านการท าดีแอมิเดชัน
เป็นเวลา 15 นาที, 6 ชั่วโมง และ 12 ชั่วโมง มีปริมาณโปรตีน 31.79, 29.82, 22.25 และ 25.42% 
ตามล าดับ การที่ตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปรมีปริมาณโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลสูงเช่นที่ 55 kDa 
มากกว่าตัวอย่างชนิดอื่นและมีปริมาณโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลน้อยกว่า 22 kDa ต่ ากว่านั้นเป็นผลมาจาก
การใช้ความร้อนและการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในการเตรียมตัวอย่าง การใช้ความร้อนจะท าลายอันตร
กิริยาต่าง ๆ โปรตีนจึงเกิดการคลายตัวและปลดปล่อยโปรตีนสายสั้น เมื่อรวมกับการเกิดไฮโดรไลซิสที่
ท าลายพันธะเปปไทด์และได้เป็นโปรตีนสายสั้นจึงท าให้แถบโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลสูงของโปรตีนที่ไม่
ผ่านการดัดแปรมีปริมาณมาก และโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลน้อยมีปริมาณน้อยกว่าโปรตีนที่ผ่านการดัด
แปร การกระจายตัวของน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนในลักษณะนี้ยังพบในตัวอย่างโปรตีนที่ผ่านการดัดแปร
ชนิดอ่ืน เช่น โปรตีนจากข้าวโพด และถั่วเหลือง เป็นต้น (Yong et al., 2004; Suppavorasatit et al., 
2011)  

 

 
รูปที่ 4.12 Molecular weight distribution ของโปรตีนมะพร้าว 

a: protein marker, b: untreated coconut protein, 
c: control coconut protein,  d: deamidated coconut protein 15 min, 

e: deamidated coconut protein 6 h, และ f: deamidated coconut protein 12 h 
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4.3.6 องค์ประกอบของกรดอะมิโน 

 องค์ประกอบของกรดอะมิโนของโปรตีนที่สกัดจากมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร และผ่านการดัด
แปรด้วยวิธีดีแอมิเดชันเป็นเวลา 6 ชั่วโมงแสดงในตารางที่ 4.10 โปรตีนจากมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรมี
ปริมาณกลูตามิกแอซิดและอาร์จีนินสูงที่สุดเป็นสองอันดับแรก (16.87 และ 10.94 mg/100 mg 
ตามล าดับ) หลังจากการดัดแปรโปรตีนแล้วพบว่า ปริมาณกลูตามิกแอซิดและอาร์จีนินมีค่าเป็น 16.41 
และ 10.62 mg/100 mg ตามล าดับ และกรดอะมิโนตัวอ่ืนยังมีปริมาณใกล้เคียงกับปริมาณกรดอะมิโน
ของโปรตีนจากมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรจึงมีความเป็นไปได้ว่า การท าดีแอมิเดชันไม่ส่งผลถึงการ
เปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของกรดอะมิโน อย่างไรก็ตาม การท าดีแอมิเดชันโดยใช้เอนไซม์โปรตีนกลูตา
มิเนสเป็นการเปลี่ยนหมู่เอไมด์ของกลูตามีนเป็นคาร์บอกซิลซึ่งจะเปลี่ยนเป็นกลูตามิกแอซิด ดังนั้น
องค์ประกอบของกรดอะมิโนจึงควรมีการเปลี่ยนแปลง กล่าวคือ มีปริมาณกลูตามีนลดลง และมีปริมาณก
ลูตามิกแอซิดเพ่ิมขึ้น แต่เนื่องจากวิธีการเตรียมตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดอะมิโนมี
การใช้กรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 6 N ควบคู่กับการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 22 ชั่วโมง เพ่ือให้สามารถเกิดปฏิกิริยาที่ท าให้ตรวจวัดปริมาณกรดอะมิโนได้ (ภาคผนวก ค.1) ท า
ให้กลูตามีนในตัวอย่างเกิดปฏิกิริยาการสลายตัวเป็นกลูตามิกแอซิด และไพโรกลูตามิกแอซิด ไพโรกลูตา
มิกเป็นสารที่เกิดจากการสลายตัวของกลูตามีนและกลูตามิกแอซิด เมื่อน าตัวอย่างมาวิเคราะห์ด้วย HPLC 
กลูตามีน กลูตามิกแอซิด และไพโรกลูตามิกจะออกมาในเวลาที่ใกล้เคียงกันจนไม่สามารถแยกได้ ในการ
รายงานผลกลูตามิกแอซิดในตารางที่ 4.8 จึงเป็นการรวมปริมาณกลูตามีน กลูตามิกแอซิด และไพโรกลูตา
มิกไว้ด้วยกัน (Shih, 1985) ปริมาณองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่วิเคราะห์ได้มีค่าใกล้เคียงกับปริมาณที่
วิเคราะห์ได้ในงานวิจัยก่อนหน้านี้ ซึ่ง Rasyid et al. (1992) รายงานว่ามีปริมาณกลูตามิกแอซิด 16.63-
17.79%, อาร์จีนิน 8.78-13.01% และแอสปาร์ติกแอซิด 9.36-11.12% ในขณะที่ Thaiphanit and 
Anprung (2016) รายงานว่ามีปริมาณกลูตามิกแอซิด 21.67 g/100 g, อาร์จีนิน 12.22 g/100 g และ 
แอสปาร์ติกแอซิด 8.65 g/100 g ซึ่งเมื่อพิจารณาจากชนิดของกรดอะมิโนยังพบอีกว่าในโปรตีนจาก
มะพร้าวมีกรดอะมิโนที่จ าเป็นต่อร่างกายครบทั้ง 9 ชนิด 
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ตารางที่ 4.10 องค์ประกอบของกรดอะมิโนของโปรตีนจากมะพร้าวที่ผ่านและไม่ผ่านการดัดแปร 

Amino acids 
(mg/100mg) 

Untreated 
Deamidated 

6 hr 

Aspartic acid 6.65 6.74 

Serine 3.19 3.21 

Glutamic acid 16.87 16.41 

Glycine 3.16 3.12 

Histidine 2.04 2.06 

Arginine 10.94 10.62 

Threonine 1.99 2.00 

Alanine 2.85 2.93 

Proline 2.44 2.47 

Tyrosine 1.40 1.28 

Valine 3.34 3.57 

Lysine 3.85 3.95 

Isoleucine 1.92 2.09 

Leucine 4.49 4.65 

Phenylalanine 3.43 3.35 

 

การดัดแปรโปรตีนจากมะพร้าวที่สกัดจากหางกะทิจะเพ่ิมความหลากหลายของสมบัติเชิงหน้าที่ 
ซึ่งเป็นการเพ่ิมทางเลือกในการน าโปรตีนมะพร้าวไปใช้ในผลิตภัณฑ์เช่นกัน ท าให้โอกาสในการน าโปรตีน
มะพร้าวไปใช้จริงในอุตสาหกรรมเพ่ิมมากขึ้น เช่น การใช้โปรตีนมะพร้าวในผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มที่เป็น
อิมัลชัน แต่ไม่ต้องการให้เกิดโฟม เป็นต้น โปรตีนมะพร้าวยังสามารถพัฒนาเป็นทางเลือกให้กับผู้บริโภค
บางกลุ่ม เช่น การใช้แทนโปรตีนถั่วเหลืองที่ก่อให้เกิดการแพ้ในผู้บริโภค และการใช้โปรตีนมะพร้าวเป็น
โปรตีนเกษตรส าหรับผู้บริโภคกลุ่มที่ไม่บริโภคเนื้อสัตว์ (มังสวิรัติ) นอกจากนี้การใช้งานโปรตีนมะพร้าวยัง
เป็นการลดมลพิษทางสิ่งแวดล้อม เนื่องจากโปรตีนมะพร้าวที่ศึกษาสกัดมาจากหางกะทิที่เป็นของเสียจาก
อุตสาหกรรมการผลิตน้ ามันมะพร้าว การศึกษาและปรับปรุงสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนมะพร้าวจึงถือเป็น
งานวิจัยที่มีประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมอาหารและสิ่งแวดล้อม 
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4.4 การศึกษาสมบัติด้านการจับกลิ่นรสของสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนมะพร้าว 

 

4.4.1 การสกัดและเตรียมตัวอย่างมะพร้าว 

เนื่องจากการสกัดโปรตีนมะพร้าวในขั้นตอนแรก ได้โปรตีนที่มีปริมาณไขมันประมาณร้อยละ 20 
ท าให้จ าเป็นต้องสกัดโปรตีนใหม่อีกครั้ง โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือเตรียมตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวเข้มข้น ซึ่ง
ต้องการให้มีปริมาณโปรตีนไม่ต่ ากว่าร้อยละ 90 เพ่ือให้เหมาะในการศึกษาผลของการดัดแปรโปรตีนต่อ
สมบัติด้านการจับกับสารกลิ่นรส ซึ่งจากการสกัดพบว่าโปรตีนจากมะพร้าวที่สกัดด้วยวิธีการตกตะกอน
โปรตีนด้วยกรดไฮโดรคลอริค (pH = 3.9) แล้วสกัดไขมันออกโดยใช้ตัวท าละลายเป็น petroleum ether 
มีองค์ประกอบดังแสดงในตารางที่ 4.11 หลังจากการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งพบว่าโปรตีนที่ได้มีค่า
ความชื้น ปริมาณโปรตีน และปริมาณไขมันเป็นร้อยละ 5.55, 92.97 และ 0.17 ตามล าดับ โดยมีปริมาณ
ผลผลิตโปรตีน (yield) ร้อยละ 2.96 

 

ตารางที่ 4.11 องค์ประกอบภายในโปรตีนมะพร้าวที่สกัดจากหางกะทิ 

Constituents Mean ± SD %(w/w) 

Moisture 5.55 ± 0.27 

Protein 92.97 ± 0.20 

Fat 0.17 ± 0.02 

ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า 

 

4.4.2 การเตรียมตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวดัดแปร 

การดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชันโดยใช้ PG ท าในสภาวะที่เหมาะสมเพ่ือให้โปรตีน
ที่ตัดแปรมีค่า DD สูง และมีค่า DH ต่ า ตามสภาวะในการศึกษาขั้น 3.2.3.1 คือ E/S ratio เท่ากับ 36 
unit/g protein อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ pH เท่ากับ 7.0 ใช้เวลาในการดัดแปร 1 ชั่วโมงพบว่า
โปรตีนที่ผ่านการดัดแปรมีค่า DD เท่ากับร้อยละ 36.12 และค่า DH เท่ากับร้อยละ 3.18 ซึ่งใกล้เคียงกับ
การศึกษาขั้นต้น 
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เมื่อศึกษาการกระจายตัวของน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปร ผลการ
วิเคราะห์แสดงในรูปที่ 4.13 จากรูปแสดง protein marker (แถว a), แถบโปรตีนของโปรตีนมะพร้าวที่ไม่
ผ่านการดัดแปร (แถว b) และแถบโปรตีนของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปร (แถว c) โปรตีนทั้งสอง
ชนิด (แถบ b และ c) ปรากฏแถบโปรตีน 4 แถบหลักที่น้ าหนักโมเลกุล 18, 22, 30 และ 55 kDa ซึ่ง
น้ าหนักโมเลกุลเหล่านี้มาจากโปรตีนหลักในมะพร้าว โดยโปรตีนหลักในมะพร้าวประกอบไปด้วย โปรตีน
กลุ่ม 11S (cocosin) และ 7S กลอบูลินโดยมีปริมาณร้อยละ 86 และ 14 ตามล าดับ โปรตีนจากมะพร้าว
ส่วนใหญ่เป็นกลุ่ม 11S ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุล 326 kDa ซึ่งจะแสดงแถบโปรตีนในการท า SDS-PAGE 
ในช่วงน้ าหนักโมเลกุล 24, 34 และ 55 kDa โดยแถบโปรตีนขนาด 55 kDa เกิดจากการรวมตัวของแถบ
โปตีนขนาด 24 และ 34 kDa (Garcia และคณะ, 2005) และโปรตีนกลุ่ม 7S มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 
156 kDa ซึ่งจะแสดงแถบโปรตีนในช่วงน้ าหนักโมเลกุล 16, 22 และ 24 kDa ซึ่งผลการทดลองที่ได้มี
ความสอดคล้องกับการศึกษาของ Rodsamran และ Sothornvit (2018) ที่รายงานแถบโปรตีนหลักของ
โปรตีนจากมะพร้าวมีขนาด 14, 18, 34 และ 52 kDa นอกจาก DeMason และ Chandra Sekhar 
(1992) รายงานว่าโปรตีนจากมะพร้าวจะแสดงแถบโปรตีนในช่วง 17 – 55 kDa (17, 20, 22, 25, 31, 34 
และ 55 kDa)  

รูปที่ 4.13 Molecular weight distribution ของโปรตีนมะพร้าว 

a: protein marker, b: untreated coconut protein (CP),  

c: deamidated coconut protein (DCP) 

kDa a b c 

165 
125 
93 

240 

72 

57 

42 

31 

24 

18 
15 

8 
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การกระจายตัวของน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนจากมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปรและโปรตีนจาก
มะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรจะมีความแตกต่างกันเล็กน้อย โดยจะพบว่าโปรตีนในแถบน้ าหนักที่ต่ ากว่า 22 
kDa ของตัวอย่างที่ผ่านการดัดแปร (แถบ c) จะมีมากกว่าที่ปรากฏในตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการ
ดัดแปร (แถบ b) คือมีประมาณร้อยละ 12.68 และ 8.97 ตามล าดับ การที่โปรตีนที่ผ่านการดัดแปรมี
ปริมาณของโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลน้อยกว่า 22 kDa สูงกว่านั้นเป็นผลมาจากขั้นตอนการให้ความร้อน
ซึ่งจะเป็นการท าลายอันตรกิริยาต่าง ๆ โปรตีนจึงเกิดการคลายเกลียวและปลดปล่อยโปรตีนสายสั้น 
รวมทั้งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซึ่งเป็นการท าลายพันธะเปปไทด์และได้เป็นโปรตีนสายสั้นเกิดขึ้น 

 

4.4.3 การหาเวลาที่จุดสมดุลของการจับกลิ่นรส (flavor binding equilibration time) 

การศึกษาสมบัติด้านการจับกลิ่นรสโดยการใช้เทคนิค equilibrium dialysis นั้นจ าเป็นต้องหา
เวลาที่จุดสมดุลในการจับกลิ่นรสระหว่างโปรตีนกับสารให้กลิ่นรส ซึ่งหาได้จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง
ปริมาณวานิลลินอิสระที่เหลือจากการเกิดอันตรกิริยากับโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร (CP) และ 
โปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปร (DCP) กับเวลาในการบ่มที่อุณหภูมิ 5, 15 และ 25 °C (รูปที่ 4.14) โดย
พิจารณาเวลาต่ าที่สุดที่ท าให้ปริมาณวานิลลินอิสระคงที่ พบว่าเวลาที่จุดสมดุลของการเกิดอันตรกิริยา
ระหว่างวานิลลินกับ CP ที่ 5, 15 และ 25 °C เป็นดังนี้ 48, 24 และ 6 ชั่วโมงตามล าดับ และ เวลาที่จุด
สมดุลของการเกิดอันตรกิริยาระหว่างวานิลลินกับ DCP ที่ 5, 15 และ 25 °C เป็นดังนี้ 48, 24 และ 2 
ชั่วโมงตามล าดับ (ตารางที่ 2) จากผลการศึกษาที่ได้พบว่าเวลาที่ท าให้ถึงจุดสมดุลของการเกิดอันตรกิริยา
ทั้งของ CP และ DCP สั้นลงเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้นจาก 5 ไป 25 °C สอดคล้องกับการศึกษาของ 
Suppavorasatit และ Cadwallader (2012) ที่ท าการศึกษาหาเวลาที่จุดสมดุลของการเกิดอันตรกิริยา
ระหว่างโปรตีนถั่วเหลืองกับวานิลลินพบว่าเวลาที่จุดสมดุลของโปรตีนถั่วเหลืองสกัด (SPI) ที่ 5, 15 และ 
25 °C เป็นดังนี้ 48, 36 และ 12 ชั่วโมงตามล าดับ และเวลาที่จุดสมดุลของโปรตีนถั่วเหลืองสกัดที่ผ่านการ
ดัดแปรด้วยวิธีดีแอมิเดชัน (DSPI) ที่ 5, 15 และ 25 °C เป็นดังนี้ 48, 24 และ 9 ชั่วโมงตามล าดับ 
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              (a) 5 °C 

 
              (b) 15 °C 

 
              (c) 25 °C 

 
รูปที่ 4.14 Equilibration curve ของการเกิดอันตรกริยาระหว่าง vanillin และโปรตีนที่ยังไม่ผ่านการดัด

แปร (CP) ผ่านการดัดแปร (DCP) ที่ 5 °C (a), 15°C (b), and 25 °C (c) ตามล าดับ 
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ตารางที่ 4.12 Equilibration time ของการเกิดอันตรกริยาระหว่าง vanillin และโปรตีนมะพร้าวที่ยังไม่
ผ่านการดัดแปร (CP) และผ่านการดัดแปร (DCP)  

Coconut protein T (°C) minimum time to reach equilibrium (h) 

CP 5 48 

 15 24 

 25 6 

   

DCP 5 48 

 15 24 

 25 2 

 

4.4.4 สมบัติในการจับกลิ่นรส (flavor binding properties) ของโปรตีนมะพร้าว 

การศึกษาสมบัติในการจับกลิ่นรสระหว่างโปรตีนมะพร้าวกับวานิลลินจะท าการศึกษาโดยหาค่าตัว
แปรต่างๆได้แก่ จ านวนพ้ืนที่ในการจับกับกลิ่นรส (binding site, n) และค่าคงที่ในการจับ (binding 
constant; K) ซึ่งค านวณจากจุดตัดแกน y (1/n) และ ค่าความชัน (1/Kn) จากสมการเส้นตรงในตารางที่ 
3 ตามล าดับซึ่งได้มาจากการสร้าง Klotz plot (รูปที่ 4.15) โดยค่า n, K และ nK ของการเกิดอันตรกิริยา
ระหว่างโปรตีนมะพร้าวกับวานิลลินที่ค านวณได้แสดงในตารางที่ 4 ค่า n ของการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง
วานิลลินกับ CP ที่ 5, 15 และ 25 °C เป็น 0.81, 0.79 และ 1.48 ตามล าดับ ซึ่งที่ 25 °C พบว่ามีค่า n 
สูงสุดเมื่อเทียบกับที่ 5 และ 15°C ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p ≤ 0.05)  และค่า n ของการเกิด
อันตรกิริยาระหว่างวานิลลินกับ DCP ที่ 5, 15 และ 25 °C เป็น 0.81, 0.96 และ 1.58 ตามล าดับ ซึ่งค่า 
n ที่ได้จากการทดลองของทั้ง CP และ DCP มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Damodaran และ Kinsella (1981) ซึ่งศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนถั่วเหลืองและสาร
ให้กลิ่นรสกลุ่มคาร์บอนิล พบว่าค่า n ของการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง 2-nonanone กับโปรตีนถั่วเหลือง
มีค่าสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้นจาก 5 ไป 25 °C (เพ่ิมจาก 2.00 เป็น 4.00) ในท านองเดียวกัน 
Suppavorasatit และ Cadwallader (2012) พบว่าค่า n ของการจับระหว่างมอลทอลกับ DSPI เพ่ิมขึ้น
เมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้นจาก 5 ไป 25 °C โดยที่ 5, 15 และ 25 °C ค่า n ของ SPI มีค่า 4.01, 4.13 และ 29.5 
ตามล าดับ จากผลการทดลองพบว่าค่า K ของการเกิดอันตรกิริยาระหว่างวานิลลินกับ CP และ DCP มีค่า
ลดลงเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้นจาก 5 ไป 25 °C (ตารางที่ 4.14) สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Damodaran 
และ Kinsella (1981) ซึ่งรายงานค่า K ของ 2-nonanone กับ SPI ลดลงจาก 2000 M-1 ที่ 5 °C เป็น 
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930 M-1 ที่ 25 °C ในท านองเดียวกัน Suppavorasatit และ Cadwallader (2012) ยังรายการว่าค่า K 
ของการจับกันระหว่างมอลทอลและ DSPI ลดลงเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิจาก 5 ไป 25 °C โดยที่ 5, 15 และ 
25°C ค่า K ของ SPI มีค่า 51.7, 50.9 และ 2.69 ตามล าดับ อย่างไรก็ตามค่าที่ได้จากการทดลองนี้กับค่าที่
รายงานไว้ในการศึกษาของ Damodaran และ Kinsella (1981) และ Suppavorasatit และ 
Cadwallader (2012) มีค่าไม่ใกล้เคียงกันเนื่องจากโปรตีนที่ใช้เป็นคนละชนิดกัน ซึ่งจากผลการทดลอง
พบว่าที่ 15 °C ค่า n และ K ของ CP และ DCP มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญโดยค่า n ของ DCP 
สูงกว่าของ CP และค่า K ของ CP สูงกว่าของ DCP ในขณะที่ที่ 5 และ 25 °C ค่า n และ K ของ CP และ 
DCP   ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  

จากผลการทดลองพบว่าโปรตีนมะพร้าวทั้งที่ผ่านและไม่ผ่านการดัดแปรให้ผลเป็นแนวโน้ม
เดียวกัน คือเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมจาก 5 ไป 25 °C ค่า n จะเพ่ิมข้ึนและค่า K จะลดลง ซึ่งการอธิบายด้วยค่า n 
หรือ K เพียงอย่างเดียวอาจจะไม่สามารถใช้เป็นตัวแทนความสามารถในการจับกลิ่นรสโดยรวม (overall 
binding affinity) ของสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนได้ ดังนั้นเพ่ือให้มีความถูกต้องมากขึ้นจึงใช้ค่า nK ในการ
อธิบายความสามารถในการวัดความสามารถในการจับกลิ่นรสโดยรวม (Kühn และคณะ, 2008; 
Suppavorasatit และ Cadwallader, 2012) ซึ่งค านวณได้จากสมการที่ได้จาก Klotz plots (ตารางที่ 
4.13) ซ่ึงพบว่าค่า nK ของอันตรกิริยาระหว่างวานิลลินกับ CP ที่ 5, 15 และ 25 °C เป็น 985.36 x 104, 
853.61 x 104 และ 586.54 x 104 ตามล าดับ และ ค่า nK ของอันตรกิริยาระหว่างวานิลลินกับ DCP ที่ 5, 
15 และ 25 °C เป็น 803.23 x 104, 534.04 x 104 และ 434.98 x 104 ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่าค่า nK 
ของ CP สูงกว่าของ DCP ที่ทุกอุณหภูมิแสดงให้เห็นว่าการดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิชันโดย
เอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนส (PG) ส่งผลต่อการจับกับสารให้กลิ่นรสวานิลลินอย่างมีนัยส าคัญ (p ≤ 0.05) 
ทั้งนี้อาจเกิดจากการที่โปรตีนมะพร้าวถูกดัดแปรด้วยวิธีดีแอมิเดชันโดยเอนไซม์ PG สามารถลด
ความสามารถในการจับกันระหว่างโปรตีนมะพร้าวกับสารให้กลิ่นรสกลุ่มที่มีหมู่คาร์บอนิลได้ เนื่องจากการ
ดัดแปรโปรตีนดังกล่าว เป็นการเปลี่ยนหมู่เอไมด์ในกลูตามีนให้เป็นกรดกลูตามิก ซึ่งการสูญเสียหมู่เอไมด์
ท าให้ความสามารถในการที่จะเกิดพันธะโควาเลนต์หรือการเกิดชิฟฟ์เบส (Schiff base) กับหมู่คาร์บอนิล
ของวานิลลินลดลง ส่งผลให้โปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรมีความสามารถในการจับกับวานิลลินลดลง
ด้วย และอาจเป็นไปได้ว่าการจับกันระหว่าง DCP และวานิลลิน อาจเกิดผ่านพันธะไฮโดรเจน หรือเกิด
จากอันตรกิริยาที่ ไม่เฉพาะเจาะจง ซึ่งผลการทดลองที่ ได้นี้สอดคล้องกับผลการศึกษาของ 
Suppavorasatit และ Cadwallader (2012) ซึ่งศึกษาผลของการดัดแปรโครงสร้างของโปรตีนถั่วเหลือง
โดยเอนไซม์ PG ต่อสมบัติการจับกลิ่นรสโดยใช้เทคนิค equilibrium dialysis พบว่าความสามารถในการ
จับกลิ่นรสโดยรวม (overall binding affinity) ของวานิลลินกับโปรตีนถั่วเหลืองที่ผ่านการดัดแปรมีค่า
ลดลง โดยพบว่าความสามารถในการจับของวานิลลินกับ SPI ที่อุณหภูมิ 5, 15 และ 25 °C สูงกว่า การจับ
ของวานิลลินกับ DSPI  ถึงประมาณ 7 - 9 เท่า  
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นอกจากนี้ยังพบว่าค่า nK ของทั้ง CP และ DCP ลดลงเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมจาก 5 ไป 25 °C ซึ่ง
สามารถอธิบายได้ว่าอุณหภูมิมีผลต่อการเกิดอันตรกิริยาระหว่างสารให้กลิ่นรสและโปรตีนโดยที่อุณหภูมิ 5 
°C มีการเกิดอันตรกิริยาระหว่างวานิลลินและโปรตีนมะพร้าวมากที่สุดเมื่อเทียบกับที่ 15 และ 25 °C ทั้งนี้
อาจเกิดจากที่อุณหภูมิต่ า (5°C) อันตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (hydrophobic interaction) ภายในโครงสร้าง
ของโปรตีนอ่อนแอ ส่งผลให้หน่วยย่อยของโปรตีนเกิดการจัดเรียงตัวกันใหม่ภายในโมเลกุลของโปรตีนเอง 
สายโซ่ของโปรตีนที่เกิดการคลายเกลียวจึงเผย hydrophobic binding sites ออกมาด้านนอกมากขึ้น 
เป็นผลท าให้ความสามารถในการจับกลิ่นรสดังกล่าวเพ่ิมข้ึนด้วย  

 

ตารางที่ 4.13 สมการเส้นตรงจาก Klotz plots ส าหรับอันตรกริยาระหว่าง vanillin และโปรตีนมะพร้าว
ที่ยังไม่ผ่านการตัดแปร (CP) และผ่านการตัดแปร (DCP) จากการทดลอง 2 ซ้ า 

protein T (°C) replication 1 replication 2 

equation r2 equation r2 

CP 5 y = 0.1003x + 1.2897 0.9963 y = 0.1027 + 1.1892 0.9972 

 15 y = 0.1170x + 1.2525 0.9969 y = 0.1173 + 1.2909 0.9963 

 25 y = 0.1718x + 0.6217 0.9978 y = 0.1692x + 0.7451 0.9973 

      

DCP 5 y = 0.1271x + 1.2271 0.9973 y = 0.1220x + 1.2340 0.9973 

 15 y = 0.1843x + 1.0383 0.9980 y = 0.1903x + 1.0449 0.9971 

 25 y = 0.2290x + 0.6552 0.9983 y = 0.2308x + 0.6138 0.9977 
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              (a) 5 °C 

 

              (b) 15 °C 

 
              (c) 25 °C  

 

รูปที่ 4.15 Klotz plots ส าหรับอันตรกริยาระหว่าง vanillin และโปรตีนมะพร้าวที่ยังไม่ผ่านการตัดแปร 
(CP) และผ่านการตัดแปร (DCP) ที ่5 °C (a), 15°C (b), and 25 °C (c) 
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ตารางที่ 4.14 ค่า Binding parameters ส าหรับอันตรกริยาระหว่าง vanillin และโปรตีนมะพร้าวที่ยังไม่
ผ่านการตัดแปร (CP) และผ่านการตัดแปร (DCP) 

parameter T (°C) CP DCP 

n 5 0.81 ± 0.05 b A 0.81 ± 0.00 c A 
 15 0.79 ± 0.02 b B 0.96 ± 0.00 b A 
 25 1.48 ± 0.19 a A 1.58 ± 0.07 a A 
    
K (x 104) (M-1) 5 1221.89 ± 90.44 a A 988.47 ± 32.54 a A 
 15 1085.51 ± 21.21 a A 556.23 ± 10.11 b B 
 25 401.12 ± 55.50 b A 276.03 ± 14.26 c A  
    
nK (x 104) (M-1) 5 985.36 ± 16.47 a A 803.23 ± 23.26 a B 
 15 853.61 ± 1.55 b A 534.04 ± 12.10 b B 
 25 586.54 ± 6.32 c A 434.93 ± 2.41 c B 
a, b, c ตัวเลขท่ีมีอักษรต่างกันก ากับในคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 

A,B ตัวเลขท่ีมีอักษรต่างกันก ากับในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 

 

4.4.3 การหาค่าตัวแปรทางอุณหพลศาสตร์ (thermodynamic parameters) 

ค่าตัวแปรทางอุณหพลศาสตร์ของการเกิดอันตรกิริยาระหว่างวานิลลินกับ CP และ DCP แสดงดัง
ตารางที่ 4.15 พบว่าค่าพลังงานอิสระที่ใช้ในการจับกัน (Gibb’s free energy of binding, ∆G°) ของวา
นิลลินกับ CP และ DCP มีค่าเป็นลบ แสดงว่าเป็นปฏิกิริยาที่สามารถเกิดขึ้นได้เอง (spontaneous)  โดย
ค่า ∆G° ที่ได้จากการทดลองนี้มีค่าใกล้เคียงกับค่าที่รายงานของ Suppavorasatit และ Cadwallader 
(2012) ที่รายค่า ∆G° ของวานิลลินกับ SPI ที่ 5, 15 และ 25 °C เป็น -5.99, -7.21 และ -8.54 kcal 
mol-1 ตามล าดับ และกับ DSPI ที่ 5, 15 และ 25 °C เป็น -6.69, -6.84 และ -7.09 kcal mol-1 

ตามล าดับ โดยค่า ∆G° ที่ได้จากการทดลองนี้ แสดงให้เห็นว่าความสามารถในการจับ (binding affinity) 
ของวานิลลินกับ DCP ที่ 5 °C มีค่าสูงกว่าที่ 15 และ 25 °C ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Li และ
คณะ (2000) ที่รายงานค่า ∆G° ของวานิลลินกับเคซีนที่ 4 และ 12 °C เป็น -3.58 และ -3.33 kcal mol-1 
ตามล าดับ  

ค่าเอนทาลปีของการจับกัน (enthalphy of binding, ∆H°) ของวานิลลินกับ CP และ DCP มีค่า
เป็นลบ (-9.19 และ -10.59 kcal mol-1 ตามล าดับ) แสดงให้เห็นว่าอันตรกิริยาระหว่าง CP และ DCP 
กับวานิลลินเป็นปฏิกิริยาแบบคายความร้อน (exothermic) นอกจากนี้ค่าเอนโทรปีของการจับกัน 
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(entropy of binding, ∆S°) ของวานิลลินกับโปรตีนทั้งสองมีค่าเป็นลบด้วยเช่นกัน ซึ่งค่า ∆H° และ ∆S° 
นี้สามารถช่วยในการระบุประเภทของอันตรกิริยาของการจับกันได้ (Wang และ Li, 2011)  Ross และ 
Subramanian (1981)  ท าการจ าแนกเครื่องหมายของตัวแปรอุณหพลศาสตร์ที่เกี่ยวข้องกับการเกิด
อันตรกิริยาแต่ละประเภทของโปรตีนไว้ว่า  ∆H° > 0 และ ∆S° > 0 หมายถึงเกิดอันตรกิริยา 
hydrophobic ถ้า ∆H° < 0 และ ∆S° < 0 หมายถึงการเกิดแรง van der Waals หรือ พันธะไฮโดรเจน 
และถ้า ∆H° ≈ 0 และ ∆S° > 0 จะเป็นการเกิดอันตรกิริยาแบบ electrostatic  จากการทดลองนี้พบว่า
ค่า ∆H° และ ∆S° ของอันตรกิริยาระหว่างวานิลลินกับ CP และ DCP มีค่าเป็นลบ ซึ่งหมายความว่าอันตร
กิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างวานิลลินกับ CP และ DCP เป็นแรง van der Waals หรือพันธะไฮโดรเจน (Ross 
และ Subramanian, 1981; Ross และ Rekharsky, 1996; Suppavorasatit and Cadwallader, 
2012) และการเกิดอันตรกิริยาเป็นกระบวนการขับเคลื่อนแบบเอนทาลปี (enthalpy driven process) 
(Ross และ Subramanian, 1981; Ross และ Rekharsky, 1996; Li และคณะ, 2000; Suppavorasatit 
and Cadwallader, 2012)  

 

ตารางที่ 4.15 Thermodynamic parameter ส าหรับอันตรกริยาระหว่าง vanillin และโปรตีนมะพร้าว
ที่ยังไม่ผ่านการตัดแปร (CP) และผ่านการตัดแปร (DCP) 

parameter T (°C) CP DCP 

∆G° (kcal mol-1) 5 -9.01 ± 0.04 a A -8.90 ± 0.01 b A 
 15 -9.27 ± 0.01 b B -8.88 ± 0.01 b A 
 25 -9.00 ± 008 a A -8.78 ± 0.03 a A 
    
∆H° (kcal mol-1) 5-25 -9.19 ± 1.75 A -10.59 ± 0.29 A 
    
∆S° (cal K-1 mol-1) 5 -30.81 ± 5.88 * -35.52 ± 0.98 * 
 15 -30.81 ± 5.88 * -35.52 ± 0.98 * 
 25 -30.81 ± 5.88 * -35.52 ± 0.98 * 
a, b, c ตัวเลขท่ีมีอักษรต่างกันก ากับในคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 
A,B ตัวเลขท่ีมีอักษรต่างกันก ากับในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 
* ตัวเลขในคอลัมน์และแถวเดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) 

  

 

 4.4.4 การประเมินทางประสาทสัมผัส (Sensory evaluation) 
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การศึกษาสมบัติด้านการจับกลิ่นรสของสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนด้วยวิธีการทดสอบทางประสาท
สัมผัสมีวัตถุประสงค์เพ่ือใช้เปรียบเทียบข้อมูลกับการศึกษาสมบัติด้านการจับกลิ่นรสโดยวิธีการใช้
เครื่องมือ เนื่องจากการทดสอบโดยการใช้เครื่องมือเพียงอย่างเดียวนั้นจะไม่สามารถวัดผลกระทบที่เกิด
จากการรับรู้กลิ่นรสได้โดยตรง ในการทดลองนี้ใช้วิธีการทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยการหาค่าความ
เข้มข้นต่ าที่สุดของสารให้กลิ่นที่ผู้ทดสอบสามารถรับรู้ได้จากการดมกลิ่น (odor detection thresholds) 
ตามวิธีของ ASTM E697-04 (2004) เพ่ือศึกษาผลของการดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชันโดย
เอนไซม์ PG ต่อสมบัติด้านการจับกลิ่นรสของวานิลลินกับโปรตีนมะพร้าว โดยแสดงผลการทดสอบเป็นค่า 
best estimate threshold (BET) ของกลุ่มผู้ทดสอบดังแสดงในตารางที่ 4.16 จากผลการทดลองพบว่า
ค่า BET ของวานิลลินในตัวอย่าง CP เป็น 33.17 ppm ซึ่งสูงกว่าในตัวอย่าง DCP ซึ่งมีค่าเท่ากับ 14.11 
ppm แสดงให้เห็นว่าความสามารถในการจับกลิ่นรสโดยรวมของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรลดลง 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Suppavorasatit และคณะ (2013) ที่พบว่าค่า BET ของวานิลลินใน
ตัวอย่างน้ านมถั่วเหลืองที่ผ่านการดัดแปร (1.80 ppm) ลดลงเมื่อเทียบกับตัวอย่างน้ านมถั่วเหลืองที่ไม่
ผ่านการดัดแปร (9.61 ppm) อย่างไรก็ตามค่า BET ที่ได้จากการทดลองนี้ไม่ใกล้เคียงกับค่า BET ที่
รายงานในการศึกษาของ Suppavorasatit และคณะ (2013) เนื่องจากโปรตีนที่ใช้ทดสอบเป็นคนละชนิด
กัน และจากผลการทดสอบสมบัติด้านการจับกลิ่นรสด้วยวิธีทดสอบทางประสาทสัมผัสพบว่ามีความ
สอดคล้องกับการทดสอบโดยการใช้เครื่องมือข้างต้น (ตารางท่ี 4.14 และ 4.15) 

 

ตารางที่ 4.16 ค่า Group best estimate thresholds (BET) ส าหรับอันตรกริยาระหว่าง vanillin และ
โปรตีนมะพร้าวที่ยังไม่ผ่านการตัดแปร (CP) และผ่านการตัดแปร (DCP) (n=27) 

Coconut protein BET (µg/ml) ± Standard deviation 

CP 33.17 ± 4.63 

DCP 14.11 ± 3.27 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลกำรทดลอง 

1. สภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วยวิธีดีแอมิเดชันโดยเอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนส 

- สภาวะที่มีอัตราส่วนระหว่างเอนไซม์และโปรตีน 36 unit/g protein อุณหภูมิ 50  
องศาเซลเซียส และ pH = 7.0 

- ผลของระยะเวลาในการดัดแปรโปรตีนจากมะพร้าวด้วยด้วยการท าดีแอมิเดชันโดยใช้เอนไซม์
โปรตีนกลูตามิเนสคือ เมื่อระยะเวลาเพิ่มข้ึน DD และ DH มีค่าเพ่ิมข้ึน 

 

2. สมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรด้วยวิธีดีแอมิเดชันโดยโปรตีนกลูตามิเนส 

- ความสามารถในการละลายของโปรตีนจากมะพร้าวที่ผ่านและไม่ผ่านการดัดแปรมีค่าสูงสุดที่ 
pH = 7.0 และมีค่าต่ าสุดที่ pH = 5.0 การดัดแปรโปรตีนด้วยการท าดีแอมิเดชันส่งผลให้ความ 
สามารถในการละลายที่ pH = 3.0 เพ่ิมขึ้นในทุกช่วงระยะเวลาการดัดแปร ที่ pH = 5.0 ไม่เกิดการ
เปลี่ยนแปลง และที่ pH = 7.0 ความสามารถในการละลายลดลงในตัวอย่างที่ผ่านการดัดแปรเป็นเวลา 15 
นาที และ 6 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร  

- ความสามารถในการละลายของโปรตีนความสามารถในการละลายของโปรตีนจากมะพร้าวที่
ผ่านและไม่ผ่านการดัดแปรที่ขึ้นกับ pH พบว่า ความสามารถในการละลายของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรใน
ทุกช่วงเวลาในช่วง pH น้อยกว่า 4.2 มีค่าเพ่ิมขึ้น และมีค่าน้อยลงในช่วง pH มากกว่า 5.0 เมื่อเทียบกับ
ตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร 

- ความสามารถในการอุ้มน้ าของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรมีค่าประมาณ 1.08-1.16 g water/g 
protein ซึ่งมีค่าสูงกว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร 

- ความสามารถในการอุ้มน้ ามันของตัวอย่างโปรตีนที่ผ่านการดัดแปรมีค่าประมาณ 1.19-1.43 g 
oil/g protein ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างไปจากตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร 

- จากการศึกษาสมบัติในการเกิดอิมัลชันของโปรตีนจากมะพร้าว พบว่า ตัวอย่างโปรตีนจาก
มะพร้าวที่ผ่านดัดแปรมีค่า emulsifying activity index ลดลง และมีค่า emulsifying stability index 
เพ่ิมข้ึนเมื่อเทียบกับตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร 



79 
 

- สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนมะพร้าวมีค่า foaming capacity ลดลงเมื่อท าการดัดแปรโปรตีน
ด้วยการท าดีแอมิเดชัน ค่า foaming stability ที่ลดลงตามระยะเวลามีการลดลงที่เร็วขึ้นเมื่อเทียบกับ
ตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร 

- Molecular weight distribution ของตัวอย่างโปรตีนมะพร้าวเมื่อท าการดัดแปรโปรตีน พบว่า 
โมเลกุลที่มีน้ าหนักโมเลกุลมากมีจ านวนลดลง และโมเลกุลที่มีน้ าหนักโมเลกุลน้อยมีจ านวนเพิ่มขึ้น 

- องค์ประกอบของกรดอะมิโนของโปรตีนจากมะพร้าวไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อดัดแปรด้วย
เอนไซม์โปรตีนกลูตามิเนส โดยมีปริมาณกลูตามิกแอซิดและอาร์จีนินสูงกว่ากรดอะมิโนชนิดอื่น 

 

3. การศึกษาสมบัติด้านการจับกลิ่นรสของสารให้กลิ่นรสกับโปรตีนมะพร้าว 

 - ความสามารถในการจับกลิ่นรสวานิลลินของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรด้วย PG ลดลง
เมื่อเทียบกับโปรตีนมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร  

- การดัดแปรโปรตีนมะพร้าวด้วย PG ไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของชนิดของพันธะที่เกิดขึ้น
ระหว่างวานิลลินกับโปรตีน ซึ่งได้แก่ van der Waals force หรือ hydrogen bonding 

- เมื่อทดสอบทางประสารทสัมผัส พบว่าค่า best estimate threshold (BET) ของวานิลลินใน
ตัวอย่างโปรตีนที่ไม่ผ่านการดัดแปร (33.17 ppm) สูงกว่าในตัวอย่างที่ผ่านการดัดแปรด้วย PG (14.11 
ppm) แสดงให้เห็นว่าความสามารถในการจับกลิ่นรสโดยรวมของโปรตีนมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรลดลง  

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนจากมะพร้าวเนื่องจากการดัดแปร
ด้วยการท าดีแอมเิดชัน 

 

2. ควรมีการศึกษาผลของการท าดีแอมิเดชันต่อ การเกิดการแพ้ เพ่ือประโยชน์ในการประยุกต์ใช้ได้อย่าง
กว้างขวาง 

 

3. ควรมีการศึกษาการประยุกต์ใช้โปรตีนจากมะพร้าวในผลิตภัณฑ์อาหารชนิดต่าง ๆ เพ่ิมเติม 
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ภำคผนวก ก 

วิธีวิเครำะห์ทำงเคมี 

 

ก.1 กำรวิเครำะห์ปริมำณควำมชื้น (ตามวิธีของ AOAC (2000)) 

อุปกรณ์ 

 1. ถ้วยอลูมิเนียม 

 2. เครื่องชั่ง (Mettler Toledo รุ่น MS1602S, Switzerland) 

 3. Hot air oven (GenLab รุ่น PRIME, UK) 

 4. เดซกิเคเตอร์ 

 

วิธีวิเคราะห์ 

 1. อบถ้วยอลูมิเนียมและฝาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นใน 
เดซิกเคเตอร์ จากนั้นชั่งน้ าหนักของถ้วยอลูมิเนียม 

 2. ชั่งตัวอย่างให้ทราบน้ าหนักที่แน่นอนปริมาณ 2 กรัม ใส่ลงในถ้วยอลูมิเนียมที่อบแห้งและเย็น
แล้ว 

 3. น าไปอบที่อุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  

 4. น าออกจากตู้อบและทิ้งให้เย็นในเดซิกเคเตอร์ และชั่งน้ าหนัก 

 5. น าไปอบต่ออีกประมาณ 1 ชั่วโมง น าออกมาทิ้งให้เย็นในเดซิกเคเตอร์ และชั่งน้ าหนัก  ท าซ้ า
จนกระท่ังน้ าหนักคงท่ี 

 6. ค านวณปริมาณความชื้นหรือน้ าที่หายไปจากสมการ 

  

ปริมาณความช้ืน (%) =  
(𝑊𝑖 − 𝑊𝑓) × 100

𝑊
 

  

 เมื่อ  W คือ น้ าหนักตัวอย่าง (กรัม) 

         Wi  คือ  น้ าหนักตัวอย่างและภาชนะก่อนอบ (กรัม) 

        Wf  คือ   น้ าหนักตัวอย่างและภาชนะหลังอบ (กรัม) 
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ก.2 กำรวิเครำะห์ปริมำณโปรตีนด้วยวิธี kjeldahl (ตามวิธีของ AOAC (2000)) 

อุปกรณ์ 

1. Digester (Buchi รุ่น K-424, Switzerland) 

2. Scrubber (Buchi รุ่น B-414, Switzerland) 

3. Distillation Unit (Buchi รุ่น B-324, Switzerland) 

4. เครื่องชั่ง (Mettler Toledo รุ่น MS1602S, Switzerland) 

 

สารเคมี 

1. กรดซัลฟิวริก ความเข้มข้น 98% 

2. กรดไฮโดรคลอริก 37% ความเข้มข้น 0.1 M 

3. กรดบอริก ความเข้มข้น 4 % (w/v) 

4. Indicator  

- เตรียมโดยละลาย methy red 0.125 กรัม และ methylene blue 0.0825 กรัม ใน 
90% ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 35 %(w/v) 

6. Kjeldahl tablet  

 

วิธีการวิเคราะห์ 

ขั นตอนการย่อย 

1. ชั่งตัวอย่างที่ผ่านการอบแห้งน้ าหนักแน่นอนประมาณ 0.5 กรัม (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง) ใส่ใน
หลอดย่อย 

2. เติม Kjeldahl tablet 1 เม็ด เพ่ือเร่งปฏิกิริยา และกรดซัลฟิวริก 20 มิลลิลิตรลงในหลอดย่อย 

3. ท า blank โดยใช้น้ ากลั่นแทนตัวอย่างประมาณ 1 มิลลิลิตร แล้ววิเคราะห์เช่นเดียวกับตัวอย่าง 

4. น าหลอดย่อยต่อเข้ากับเครื่องย่อยโปรตีนที่มีการควบคุมอุณหภูมิการย่อย รอจนตัวอย่างมีสี
เขียวอ่อน (ใช้เวลาประมาณ 30-45 นาที) 

5. ปิดเตาย่อยและน าออกจากเครื่องย่อย และท้ิงให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
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ขั นตอนการกลั่นและไตเตรต 

1. จัดอุปกรณ์กลั่น เปิดสวิทซ์ให้ความร้อน และเปิดน้ าหล่อเย็นเครื่องควบแน่น 

2. น าขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรที่บรรจุสารละลายกรดบอริกความเข้มข้น 4 %(w/v) 25 
มิลลิลิตรผสม indicator 2-3 หยด ไปรองรับของเหลวที่กลั่นได้ โดยให้ปลายของอุปกรณ์ควบแน่นแช่ใน
สารละลาย ตั้งค่าเครื่องโดยการก าหนดปริมาณสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 35 % (w/v) 
ที่จะใช้ในการกลั่นเทา่กับ 90 มิลลิลิตรและเวลาในการกลั่น 7 นาที  

3. เติมน้ ากลั่นลงในหลอดย่อยโปรตีนหลอดละ 30 มิลลิลิตร จากนั้นต่อหลอดย่อยเข้ากับเครื่อง
กลั่น และเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ตามปริมาณที่ก าหนดไว้ เพ่ือให้ท าปฏิกิริยาเกินพอ ซึ่งสังเกต
ได้จากสารละลายเปลี่ยนเป็นสีน้าตาลเข้มหรือสีด า 

4. กลั่นให้ได้ของเหลวอยู่ในระดับ 200 มิลลิลิตร 

5. ไตเตรตสารละลายที่กลั่นได้ในขวดรูปชมพู่ด้วยสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก ความ
เข้มข้น 0.1 M ที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน จนถึงจุดยุติที่สารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอ่อน บันทึก
ปริมาตรสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกที่ใช้ และค านวณหาปริมาณไนโตรเจนที่ต้องการ ดังสมการ 

 

  %𝑁𝑖𝑡𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛 =  
(𝑉𝑠−𝑉𝑏)×𝑁×14×100

𝑊𝑡.𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒×1000
 

 

เมื่อ  Vs  คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ไทเทรตตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 

Vb  คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ไทเทรต blank (มิลลิลิตร) 

N  คือ ความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริก 

 

 6. ค านวณหาปริมาณโปรตีนโดย 

ปริมาณโปรตีน = %Nitrogen x 6.25 
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ก.3 กำรวิเครำะห์ปริมำณไขมัน (ตามวิธีของ AOAC (2000)) 

อุปกรณ์ 

 1. เครื่องชั่ง (Mettler Toledo รุ่น MS1602S, Switzerland) 

 2. Hot air oven (GenLab รุ่น PRIME, UK) 

 3. Soxhlet apparatus (Gerhardt) 

 4. เดซิกเคเตอร์ (desiccator) 

 5. กระดาษกรอง Whatman No.1 

6. ทิมเบิล 

   

สารเคมี  

 1. ปิโตรเลียมอีเทอร์  

          

วิธีวิเคราะห์  

 1. ชั่งตัวอย่างที่แห้งแล้วให้ได้น้ าหนักประมาณ 5 กรัม ห่อด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 

 2. ใส่ตัวอย่างที่ห่อด้วยกระดาษกรองแล้วลงในทิมเบิลและบรรจุในขวดสกัดที่แห้งสนิทและทราบ
น้ าหนักท่ีแน่นอน 

 3. เติมปิโตรเลียมอีเทอร์ ปริมาตร 250 มิลลิลิตรลงในขวดสกัด และต่อเข้ากับชุดสกัด ใช้เวลาใน
การสกัดเป็นเวลา 4 ชั่วโมง  

 4. ระเหยปิโตรเลียมอีเทอร์ออกจากไขมันหรือน้ ามันที่สกัดได้ 

 5. น าไขมันหรือน้ ามันที่ได้ในขวดสกัดไปอบที่อุณหภูมิ 100 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นในเดซิกเคเตอร์ และชั่งน้ าหนัก อบซ้ าจนกว่าน้ าหนักจะคงท่ี 

 6. ชั่งน้ าหนักของไขมันหรือน้ ามันที่สกัดได้ ค านวณหาปริมาณไขมันจากสมการ 

ปริมาณไขมัน =  
𝑊𝑜 × 100

𝑊
 

  เมื่อ  W คือ น้ าหนักตัวอย่าง (กรัม) 

         Wo  คือ  น้ าหนักของน้ ามันที่สกัดได้ (กรัม) 
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ก.4 กำรวิเครำะห์  Degree of deamidation (โดยใช้ ammonia colorimetric assay kit II) 

อุปกรณ์ 

1. 96 well microtiter plate 

2. Incubator (Heraeus รุ่น B5042, Germany) 

3. เครื่อง microplate reader (ASYS รุ่น UVM340, Biochrom Ltd., UK) 

 

สารเคมี 

1. ammonia colorimetric assay kit II (Biovision Inc., Milpitas, CA) 

 - สารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์มาตรฐาน 

 - Reagent A 

 - Reagent B 

2. น้ ากลั่นที่ปราศจากแอมโมเนีย 

 

วิธีวิเคราะห์ 

 1. เตรียมสารส าหรับสร้างกราฟมาตรฐานโดย เจือจางสารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์มาตรฐาน 
10 ไมโครลิตรด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากแอมโมเนีย 990 ไมโครลิตร จากนั้นใส่ลง 96 well microtiter 
plate ในปริมาณ 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรสารละลายในหลุมเป็น 100 
ไมโครลิตรด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากแอมโมเนีย จะได้ความเข้มข้นเป็น 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 
nmol/หลุม 

 2. ใส่ตัวอย่างปริมาณระหว่าง 2-100 ไมโครลิตรใน 96 well microtiter plate และปรับ
ปริมาตรภายในหลุมให้เป็น 100 ไมโครลิตรด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากแอมโมเนีย 

 3. เติม reagent A ปริมาณ 80 ไมโครลิตร  

4. เติม reagent B ปริมาณ 40 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาท ี

5. น าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 670 นาโนเมตร 

6. สร้างกราฟมาตรฐาน โดยใช้ค่าการดูดกลืนแสง และความเข้มข้นของสารละลาย และคิด
ปริมาณแอมโมเนียของตัวอย่างจากสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟ 
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กราฟมาตรฐาน 

 
รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของปริมาณแอมโมเนีย 
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ก.5 กำรวิเครำะห์ปริมำณโปรตีนที่ละลำย (โดยใช้ DC protein assay) 

อุปกรณ์ 

1. 96 well microtiter plate 

2. เครื่อง microplate reader (ASYS รุ่น UVM340, Biochrom Ltd., UK) 

 

สารเคมี 

1. DC Protein Assay (Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories Inc., USA) 

- bovine serum albumin (BSA) 

- reagent A (alkaline copper tartrate solution) 

- reagent B (Folin Reagent) 

2. Tris-buffer saline (TBS) 

 

วิธีวิเคราะห์ 

1. เตรียมสารส าหรับสร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้ BSA เป็นโปรตีนมาตรฐาน ละลาย BSA 30 
มิลลิกรัม ในสารละลาย TBS 20 มิลลิลิตร เจือจางสารละลาย BSA ทั้งหมด 9 ความเข้มข้น ได้แก่ 1200, 
900, 600, 300, 100, 30, 10 และ 0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2. หยอดสารละลาย BSA และตัวอย่างอย่างละ 5 ไมโครลิตร ลง 96 well microtiter plate 

3. เติม reagent A ปริมาณ 25 ไมโครลิตร  

4. เติม reagent B ปริมาณ 200 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาอย่างน้อย 15 นาท ี

5. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 630  
นาโนเมตร ภายใน 1 ชั่วโมงหลังเติม reagent B 

6. สร้างกราฟมาตรฐาน โดยใช้ค่าการดูดกลืนแสง และความเข้มข้นของสารละลาย BSA และคิด
ปริมาณโปรตีนที่ละลายของตัวอย่างจากสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟ 
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กราฟมาตรฐาน 

 
รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของปริมาณโปรตีนที่ละลาย 
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ภำคผนวก ข 

กำรเตรียม buffer 

 

ข.1 Citrate-phosphate-borate buffer (ดัดแปลงจาก (Östling and Virtama (1946))) 

สารเคมี 

1. กรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.1 N 

 2. โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 N 

 3. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

 4. กรดซิตริก  

 5. กรดบอริก 

 6. น้ ากลั่นที่ปราศจากคาร์บอน 

 

วิธีการเตรียม 

การเตรียม buffer stock 

 1. ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 โมล กรดซิตริก 0.033 โมล และกรดบอริก 0.0507 โมล 
กับโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 N ปริมาณ 243 มิลลิลิตร 

 2. ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากคาร์บอนจนมีปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 

 

การเตรียม buffer ที่ pH ต่างๆ 

 1. ผสม buffer stock ปริมาณ 20 มิลลิลิตร กับกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.1 N ใน
ปริมาณตามผิดพลำด! ไม่พบแหล่งกำรอ้ำงอิง 

 2. ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากคาร์บอนจนมีปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
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ตารางที่ ข.1 ปริมาณกรดไฮโดรคลอริกที่เติมเพ่ือให้สารละลายมี pH ต่าง ๆ 

pH→ 

↓ 

.00 .10 .20 .30 .40 .50 .60 .70 .80 .90 

2  72.10 69.25 66.87 64.90 63.25 61.77 60.48 59.29 58.29 

3 57.49 57.60 56.05 55.42 54.83 5428 53.72 53.17 52.61 52.07 

4 51.52 51.00 50.46 49.92 49.40 48.88 48.35 47.81 47.28 46.72 

5 46.18 45.64 45.10 44.54 43.99 43.40 42.77 42.15 41.51 40.89 

6 40.28 39.66 39.02 38.31 37.54 36.73 36.02 35.36 34.72 34.13 

7 33.51 32.97 32.46 31.90 31.36 30.82 30.33 29.88 29.45 29.06 

8 28.70 28.44 28.20 27.91 27.56 27.20 26.83 26.34 25.77 25.12 

9 24.48 23.82 23.21 22.60 21.95 21.32 20.71 20.13 19.60 19.10 

10 18.65 18.24 17.84 17.51 17.20 16.92 16.68 16.35 15.98 15.56 

11 15.09 14.59 13.92 13.08 12.09 10.75     
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ข.2 Acetate-phosphate buffer (ความเข้มข้น 0.1 M) 

สารเคมี 

 1. โซเดียมอะซิเตด 

 2. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

 

วิธีการเตรียม 

 1. ชั่งโซเดียมอะซิเตด 34.0000 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตรในขวด
ก าหนดปริมาตร 

 2. ชั่งโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 29.9950 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 250 
มิลลิลิตรในขวดก าหนดปริมาตร 

 3. ปรับ pH ของสารละลายในข้อ 1 ด้วยสารละลายในข้อ 2 จนได้ pH ที่ต้องการ 
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ข.3 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH = 7.0, ความเข้มข้น 0.1 M) 

สารเคมี 

 1. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

 2. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

 

วิธีการเตรียม 

 1. ชั่งไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 43.5450 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 250 
มิลลิลิตรในขวดก าหนดปริมาตร 

 2. ชั่งโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 34.0225 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 250 
มิลลิลิตรในขวดก าหนดปริมาตร 

 3. ปรับ pH ของสารละลายในข้อ 1 ด้วยสารละลายในข้อ 2 จนได้ pH = 7.0 
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ภำคผนวก ค 

กำรวิเครำะห์องค์ประกอบของกรดอะมิโน 

 

ค.1 กำรเตรียมตัวอย่ำง 

 1. ผสมตัวอย่างกับกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 6 N ปริมาณ 5 มิลลิลิตร จากนั้นให้ความร้อน
ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 22 ชั่วโมง 

 2. เติม internal standard และเจือจางด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากไอออน 

 3. น าสารละลายที่ผ่านการกรองมาผสมกับ AccQ-fluor derivatization buffer และ AccQ-
fluor reagent 

 4. ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาท ี

 

ค.2 สภำวะท่ีใช้ในกำรทดลอง HPLC 

HPLC System  : Water Alliance 2695 with heater 

     Jasco FP2020 fluorescence Detector (EX: 250, EM: 395 nm) 

Column  : Hypersil Gold column C18 (4.6*150 mm, 3 µm) 

      Temp. 35 ± 1˚C 

Sample volume : 5 µl 

Eluents   : Sodium acetate buffer pH 4.90±0.05 

     60% acetonitrile 
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ค.3 Chromatogram  

 

 
รูปที่ ค.1 Chromatogram ของกรดอะมิโนมาตรฐาน 
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รูปที่ ค.2 Chromatogram ของโปรตีนจากมะพร้าวที่ไม่ผ่านการดัดแปร 
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รูปที่ ค.3 Chromatogram ของโปรตีนจากมะพร้าวที่ผ่านการดัดแปรด้วยเอนไซม์ 6 ชั่วโมง 
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ภำคผนวก ง 

Molecular weight distribution 

 

ง.1 สัดส่วนกำรกระจำยตัวของน้ ำหนักโมเลกุล 

ตารางที่ ง.1 สัดส่วนการกระจายตัวของน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมะพร้าว 

น้ าหนักโมเลกุล 
(kDa) 

Untreated 
(b) 

Control 
(c) 

15 min 
(d) 

6 h 
(e) 

12 h 
(f) 

55 40.67 31.79 29.82 22.25 25.42 

35 4.57 4.75 3.62 4.83 4.52 

32 3.70 5.38 5.75 3.29 3.93 

30 11.63 11.19 12.37 16.63 14.80 

24 15.95 16.50 17.41 18.19 16.45 

22 2.95 2.25 2.61 3.29 4.04 

16 4.84 7.05 8.20 9.50 10.42 

12 5.65 6.17 6.30 6.59 7.63 
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a b s t r a c t

The optimization of deamidation by protein-glutaminase (PG) on coconut protein (CP) and its effect on
protein properties were studied. The optimum conditions were determined using response surface
methodology (RSM). It was found that the optimum conditions were: enzyme:substrate ratio (E/S) of 36
U/g protein, temperature of 50 �C and pH of 7.0. The selected functional properties of treated CP sub-
jected to deamidation for 15min, 6 h, and 12 h, respectively were determined. Comparatively to control
sample, the solubility of deamidated CP was improved at pH¼ 3.0 (p� .05). Water-holding and oil-
holding capacities were not different from control after PG deamidation. Emulsifying activity index
(EAI) of 15min deamidated sample was decreased, while EAIs of 6 and 12 h deamidated protein were not
different from control. Emulsifying stability index of all deamidated samples were increased. Foaming
capacity was increased after PG deamidation, while the foaming stability was decreased. It was also
found that small molecular proteins were increased after PG deamidation.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Coconut (Cocos nucifera L.) is one of important economic plants
that is cultivated in most of tropical countries including Indonesia,
Philippines, and Thailand. The world production of coconut in 2013
was about 62 million metric tons (FAO, 2013; Onsaard, Vittayanont,
Srigam, & Mcclements, 2005). Nowadays, there are many products
from coconut in themarket such as coconutmilk, coconut flour, and
coconut oil. In addition, apart from using the coconut milk, it is also
used for virgin coconut oil production. Increasing coconut oil pro-
duction, especially of the virgin coconut oil, to be used as an
components in food, medical, and cosmetic products, causes an
increase in waste, which is the coconut skimmilk containing high
protein content (without protein denaturation by heat treatment)
as reported by Hagenmaier, Cater, and Mattil (1972); Gunetileke
and Laurentius (1974); Rosenthal, Pyle, and Niranjan (1996);
Marina, Che Man, and Amin (2009). Thus, it may be possible to
utilize these proteins as food and medical ingredients since the

coconut protein (CP) has high arginine content, which is beneficial
to human health and disease prevention (DebMandal & Mandal,
2011; Mepba & Achinewhu, 2003; Remya, Chikku, Renjith,
Arunima, & Rajamohan, 2013; Salil, Nevin, & Rajamohan, 2011).

The application of CP as an ingredient depends on protein's
functional properties which are affected by protein pattern and
amino acid composition. Peamprasart and Chiewchan (2006) re-
ported that CP can act as emulsifier to stabilize fat globules. How-
ever, Patil and Benjakul (2017) found that water-soluble CP
(albumin) exhibited low emulsifying properties, compared to salt-
soluble proteins (globulin). In addition, protein solubility is one of
the most important properties because it affects on other proper-
ties, including emulsification, foaming, and gelling properties
(Kinsella & Melachouris, 1976; Vojdani, 1996). As well as other
proteins, it has been reported that the use of CP is limited due to its
low solubility, especially in slightly acidic condition (Samson, Cater,
& Mattil, 1971; Thaiphanit & Anprung, 2016). To improve plant
protein solubility and other functional properties, deamidation is
one of the popular methods to increase negative charge in the
protein by changing amide to carboxyl group in glutamine and
asparagine residues (Riha, Izzo, Zhang, & Ho, 1996; Wang, Gan,* Corresponding author.
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Zhou, Cheng, & Nirasawa, 2017). Among physical, chemical, and
enzymatic deamidation methods, the enzymatic method is better
than the others because of its substrate specificity, mild reaction
condition, and less side-chain reaction (Hamada, 1994). From pre-
vious works, the functional properties such as solubility, emulsi-
fying properties, and foaming properties were improved after
deamidation in many kinds of protein sources, including soy,
wheat, and maize. (Chan & Ma, 1999; Day, Xu, Lundin, & Wooster,
2009; Lei, Zhao, Selomulya, & Xiong, 2015; Liu et al., 2011;
Mirmoghtadaie, Kadivar, & Shahedi, 2009; Suppavorasatit, De
Mejia, & Cadwallader, 2011; Wang et al., 2017; Yin, Wang, Liu, &
Yao, 2017; Yong, Yamaguchi, Gu, Mori, & Matsumura, 2004).

Protein-glutaminase (PG) is an enzyme isolated from soil bac-
teria namely Chryseobacterium proteolyticum which can cause
deamidation by changing amide group at glutamine residues even
at high or low molecular weight of protein, but not free glutamine.
Moreover, PG has no side reaction and has low susceptibility to
hydrolysis when compared with other deamidation enzymes, such
as protease, peptidoglutaminase, transglutaminase, and gluta-
minase (Gu, Matsumura, Yamaguchi, & Mori, 2001; Hamada, 1992;
Kato, Tanaka, Lee, Matsudomi, & Kobayashi, 1987; Kato, Tanaka,
Matsudomi, & Kobayashi, 1987; Yamaguchi & Yokoe, 2000;
Yamaguchi, Jeenes, & Archer, 2001).

Response surface methodology (RSM), a mathematical and
statistical technique, can be used as a tool to optimize deamidation
conditions by prediction of dependent variable values using the
mathematical models. The optimal models are evaluated from one
or more factors and their interactions in order to reduce number of
experiments, and thus reduce time-consumption. Therefore, RSM is
widely used in optimization of processes or conditions in many
food industries and research such as hydrolysis conditions of
bovine plasma protein, extraction conditions of collagen from egg
shell, high pressure processing conditions of mango pulp, and
deamidation conditions of soy protein isolate (Kaushik, Rao, &
Mishra, 2016; Mohammadi et al., 2016; Suppavorasatit et al., 2011).

To our knowledge, there is no study about deamidation of CP
using PG. Therefore, the PG deamidation may be used to modify CP
since CP contains high amount of glutamine/glutamic acid like soy
proteins (Rasyid, Manullang, & Hansen, 1992; Samson et al., 1971;
Thaiphanit & Anprung, 2016). The objectives of this research
were to optimize the enzymatic deamidation of CP by PG and to
study its effect on selected functional properties of deamidated CP,
including solubility, water- and oil-holding capacity, emulsification,
and foaming properties.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Coconut skimmilk for protein extraction was supplied by the
100 Phan Ma-phrau Thai group (Prachuapkhirikhan, Thailand), a
virgin coconut oil manufacturer. Protein-glutaminase (PG)
“Amano” 500 (515 U/g) was provided by Amano Enzyme, Inc.
(Japan). All chemicals were analytical grade from Quality Reagent
Chemical Co. Ltd. (New Zealand) and Sigma-Aldrich Co. (MO, USA).

2.2. Coconut protein extraction

Coconut protein (CP) was extracted from coconut skimmilk by
conventional isoelectric precipitation method (Thaiphanit &
Anprung, 2016) with some changes. HCl (1 N) was added to coco-
nut skimmilk (initial pH¼ 4.38) in order to adjust pH to 3.9 (iso-
electric point [pI] of CP), and then centrifuged at 5900�g for
20min. The protein (precipitate) was dispersed in distilled water
and re-extracted for 3 times. The extracted CP was dialyzed,

lyophilized, and kept at 4 �C prior further experiments and ana-
lyses. The protein content was determined by the Kjeldahl method
using a nitrogen conversion factor of 6.25 (AOAC., 2000).

2.3. Optimization of PG deamidation on CP

The optimal condition for PG deamidation on CP was investi-
gated using response surface methodology (RSM). A central com-
posite design (CCD) with 3 factors (independent variables)
including enzyme:substrate ratio (E/S; 5e50 U/g protein), tem-
perature (40e60 �C), and pH (5e9) was selected based on available
literature (Suppavorasatit et al., 2011; Yamaguchi et al., 2001) and
recommendation from enzyme producer. The experimental design
with 20 combinations is shown in Table 1.

Deamidation of CP was performed in 0.01M citrate-phosphate-
borate buffer (Suppavorasatit et al., 2011; €Ostling & Virtama, 1946)
containing 10mg/mL CP. The reaction was conducted with various
factors as shown in Table 1 in 20mL test tubes with lids. After
deamidation, the temperature was raised to 80 �C and held for
10min to inactivate enzyme. Degree of deamidation (DD) and de-
gree of hydrolysis (DH) were used as dependent variables. The
estimated response variables by (each dependent variable) can be
described as a second-order mathematical model (Equation (1)):

by ¼ b0 þ
X3
i¼1

bixi þ
X3
i¼1

biix
2
i þ

X2
i¼1

X3
j¼iþ1

bijxixj (1)

where b0, bi, bii and bij are constant, linear, quadratic, and inter-
action coefficients of the model, respectively, while xi and xj are
independent variables. To generate the predicted models and
calculate regression coefficients of the models, SPSS Statistics
software version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was performed.
The surface and contour plotswere plotted using Statistica software
version 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

The additional experiments on the effect of deamidation on
reaction times were conducted. The selected condition from RSM

Table 1
Experimental design (coded and actual values) for the degree of deamidation (DD, %)
and degree of hydrolysis (DH, %) for the enzymatic deamidation of coconut protein
using protein-glutaminase (PG).

design point independent variables dependent
variables

code actual value DD DH

x1 x2 x3 E/Sa T pH

1 �1 �1 �1 14 44 5.8 33.98 2.27
2 1 �1 �1 41 44 5.8 33.98 2.51
3 �1 1 �1 14 56 5.8 27.33 3.62
4 1 1 �1 41 56 5.8 30.58 4.28
5 �1 �1 1 14 44 8.2 23.75 2.51
6 1 �1 1 41 44 8.2 27.91 2.27
7 �1 1 1 14 56 8.2 24.83 3.74
8 1 1 1 41 56 8.2 34.61 2.76
9 �1.68 0 0 5 50 7 29.91 2.92
10 1.68 0 0 50 50 7 36.68 1.72
11 0 �1.68 0 22.5 40 7 31.61 2.71
12 0 1.68 0 22.5 60 7 31.61 5.26
13 0 0 �1.68 22.5 50 5 29.91 3.65
14 0 0 1.68 22.5 50 9 19.48 2.75
15 0 0 0 22.5 50 7 34.85 2.51
16 0 0 0 22.5 50 7 33.92 2.80
17 0 0 0 22.5 50 7 37.05 2.80
18 0 0 0 22.5 50 7 39.66 2.62
19 0 0 0 22.5 50 7 38.97 2.80
20 0 0 0 22.5 50 7 34.03 2.80

a E/S is enzyme:substrate ratio.
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(temperature of 50 �C, E/S ratio of 36 U/g protein, and pH of 7.0) was
used to perform PG deamidation at various time periods from 0 to
24 h. A control sample was CP that treated under the same condi-
tions for 24 h without addition of PG. The DD and DH were deter-
mined as a function of time.

2.4. Determination of molecular mass distribution by sodium
dodecyl sulfate epolyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

SDS-PAGE of untreated, control, and deamidated CP samples
were performed according to modified method of Laemmli (1970).
In brief, loading sample was prepared by mixing 60 mL of protein
sample (1mg protein/1mL deionized water) with 50 mL NuPAGE®

LDS sample buffer (Life Technologies Cor., Carlsbad, CA) and 5 mL
sample reducing agent. The sample was heated at 70 �C for 10min,
and then briefly spun in a centrifuge (Fisher Scientific, Pittsburgh,
PA). Five mL protein standard (SeeBlue® plus2 pre-stained protein
markers) and 10 mL of each loading sample were loaded to precast
polyacrylamide gel (NuPAGE® Novex® 4e12% Bis-Tris gel) with
using NuPAGE® MES running buffer. The loaded gel was run at 80 V
for 90min. The gel was dyed in simple blue safe stain (Life Tech-
nologies Cor., Carlsbad, CA) for 20min, and then de-stained in
distilled water overnight. The molecular mass and band intensity of
sample was determined by gel documentation and analysis soft-
ware (SynGene Model InGeniusL, Frederick, MD, USA).

2.5. Determination of protein secondary structure by circular
dichroism (CD)

The secondary structure of coconut protein was determined by
the method described by Suppavorasatit et al. (2011). Coconut
proteins were dispersed at a concentration of 10 mM in phosphate
buffer (pH 7.0) at 20 �C. The CD spectra in the far UV region
(190e250 nm) of each sample were determined using JASCO
spectropolarimeter (Model J-715, Tokyo, Japan). The samples were
analyzed using a 1-cm path length square quartz cuvette with a
Teflon cap. The molar ellipticity values were calculated using the
formula as shown in Equation (2)

½q�molar;l

�
deg cm2 dmol�1

�
¼ 100� ql=m� d (2)

where ql is the observed ellipticity (degrees) at wavelength l, m is
molar concentration of a solute, and d is the pathlength (cm). The
percentage of secondary structure production from CD spectra was
obtained using software from webserver: perry.freeshell.org/raus-
sens.html, based upon the method described by Raussens,
Ruysschaert, and Goormaghtigh (2003).

2.6. Sample preparation for protein properties determination

PG deamidation of the protein was performed in 0.01M citrate-
phosphate-borate buffer (pH 7.0) containing 200mg/mL CP and PG
(E/S of 36 U/g protein). The mixture was incubated with continu-
ously stirring (200 rpm) at different times (15min, 6 h, and 12 h) at
50 �C in order to get deamidated CP samples with approximate 30,
40, and 50 %DD, respectively. The deamidated CP sample was then
heated to 80 �C for 10min to inactivate enzyme and immediately
cooled down to room temperature. Each sample was dialyzed,
freeze-dried, and stored at 4 �C prior to further experiments. Con-
trol sample was treated in the same way as the deamidated sample
for 6 h, but without using PG.

2.7. Determination of DD

The DD was measured as described by Yong et al. (2004) and
Suppavorasatit et al. (2011) with some modifications. The amount
of released ammonia produced from deamidation process was
determined using ammonia colorimetric assay kit II (Biovision Inc.,
Milpitas, CA, USA). The DD was expressed as the percentage of the
amount of released ammonia from deamidated CP compared to
amount of ammonia from completely hydrolyzed CP sample, which
was CP treated with 2 N sulfuric acid at 100 �C for 4 h.

2.8. Determination of DH

The DH was determined by the method described by Cabra,
Arreguin, Vazquez-Duhalt, and Farres (2007) and Suppavorasatit
et al. (2011). The DH was calculated from the ratio (in percentage)
of the soluble protein in supernatant after precipitate deamidated
CP sample with 0.2 N trichloroacetic acid (TCA) and the soluble
protein in supernatant of the completed hydrolysis CP sample.

The soluble protein in supernatant was determined using DC
(detergent compatible) Protein Assay (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA). The absorbance was measured at 630 nm. The sol-
uble protein concentration was quantified using standard curve of
bovine serum albumin (BSA) with r2 y 0.98 (data not shown).

2.9. Determination of amino acids

The total amino acid was determined by high performance
liquid chromatography (HPLC) using Hypersil Gold C-18 column
connected with fluorescence detector. The dried protein samples
(untreated and deamidated for 6 h) were hydrolyzed and derivat-
ized by 6 N HCl and heated at 110 �C for 22 h. The samples were
then mixed with AccQ-fluor derivatization reagent and heated to
50 �C for 10min. Sodium acetate buffer (pH 4.9) with 60% aceto-
nitrile was used as eluent.

2.10. Determination of solubility

Protein solubility (PS) at pH 3.0, 5.0, and 7.0 and pH solubility
profile between pH 2.4e8.0 were determined in triplicate accord-
ing to the procedure described by Yong et al. (2004) with some
changes. One mg of freeze-dried CP sample was dissolved in 0.1M
phosphate-acetate buffer in 1.5mL microcentrifuge tubes. The
samples were kept at ambient temperature overnight, then vor-
texed and centrifuged at 1000g for 10min (Kubota model#5310,
Japan). The soluble protein in supernatant was determined by DC
protein assay and the PS was calculated as shown in Equation (3).

PSð%Þ ¼   Protein in supernarant
Total Protein � 100 (3)

2.11. Determination of water- and oil-holding capacity

Water-holding capacity (WHC) and oil-holding capacity (OHC)
were determined in triplicate according to a slightly modified
method of Sze-Tao and Sathe (2000). The freeze-dried samples
(0.1 g) were dissolved in 1mL deionized water or dispersed in 1mL
palm oil, vortexed for 30 s. After letting them stand for 30min, the
mixtures were centrifuged at 13,600�g at 25 �C for 10min (Kubota
model#5310, Japan), and then the precipitate was weighed. WHC
or OHCwere expressed as g of water or oil retained per g of protein.
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2.12. Determination of emulsification properties

Emulsifying activities index (EAI) and emulsifying stability in-
dex (ESI) were measured by turbidimetric method described by
Pearce and Kinsella (1978) with slight modification. One hundred
and fifty mg sample was dispersed in 30mL of 0.1M phosphate
buffer (pH 7.0) and mixed with 10mL of palm oil, the mixture was
then homogenized (Ystral model D-79282, Germany) at
22,000 rpm for 1min to form emulsion. One hundred mL of emul-
sion was taken (at 0 and 10min after homogenization) and diluted
with 9.9mL of 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS). The absorbance of
diluted emulsion was measured at 500 nm. The EAI and ESI were
calculated following Equations (4) and (5)

EAI
�
m2

.
g
�
¼  2� 2:303� A0 � dilution factor

c� f� 10000
(4)

ESI ðminÞ ¼   A0

DA
� t (5)

where A0 is the absorbance of diluted emulsion immediately after
homogenization, c is weight of protein per unit volume (g/mL) in
the aqueous phase before emulsion formation, F is oil volume
fraction of the emulsion, DA is the change in absorbance between
0 and 10min, and t is the time interval (10min).

2.13. Determination of foaming properties

Foaming capacity (FC) and foaming stability (FS) were deter-
mined according to the method described by Kanu et al. (2009)
with some modifications. The freeze-dried CP was dissolved in
0.1M phosphate buffer (pH 7.0) at concentration of 0.5% (w/v). The
foam was formed by homogenizing 50mL of protein solution at
18,000 rpm for 1min. The FC and FS were calculated as shown in
Equations (6) and (7)

FCð%Þ ¼  VFo � VL

VL
� 100 (6)

FS ð%Þ ¼  VFT

VFo
� 100 (7)

where VL is volume of protein mixture before forming foam, VF0 is
volume of foam immediately after homogenization, and VFT is the
volume of foam at interval time.

2.14. Statistical analysis

All experiments were carried out in triplicate. The data were
analyzed using one way analysis of variance (ANOVA). Duncan's
multiple range test was used to compare the differences among
treatments (p< .05) using SPSS statistic software version 17.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL).

3. Results and discussion

3.1. Coconut protein extraction

It was found that yield of CP extracted from coconut skimmilk
was 3.81± 0.71% (w/w), while protein content was 81.68± 1.03%
(w/w). This result was quite similar to that reported by Thaiphanit
and Anprung (2016) who extracted CP at pH 4.0. They found that
the CP yield and protein content were 4.56% and 80.3% (w/w),
respectively. In addition, moisture and fat contents of extracted CP
were 0.98± 0.01% and 16.57± 0.24% (w/w), respectively.

3.2. Optimization of PG deamidation on CP

From central composite design, the experimental data were
obtained from 20 combinations of three independent variables,
which were E/S, temperature, and pH (Table 1). Two models were
fitted to explain DD and DH as dependent variables and showed as
second-order equations (Equations (8) and (9)).

DD (%)¼e 89.386e0.629x1 þ 2.503x2 þ 22.025x3 e 0.008x12 e

0.05x22e 2.982x32 þ 0.012x1x2 þ 0.089x1x3 þ 0.309x2x3 (8)

DH (%) ¼ 19.428 þ 0.176x1 e 0.854x2 þ 0.097x3 e

0.001x12 þ 0.012x22þ 0.093x32 e 0.001x1x2 e 0.015x1x3 e

0.024x2x3 (9)

where DD is degree of deamidation (%), DH is degree of hydrolysis
(%), x1 is E/S (U/g protein), x2 is temperature (oC), and x3 is pH. The
coefficients of determination (r2) of the models (DD and DH) were
0.929 and 0.928, respectively. To generate the surface and contour
plots, the main effects of the models were determined by ANOVA. It
was found that the main effects of DD model (Equation (8)) were
not significant, while the least significant of DH model (Equation
(9)) was E/S (p¼ .896). In order to find out the optimum condition
from the plots, the overlaid contour plot of DD and DH using
temperature and pH as independent variables was considered. The
E/S was kept at a constant value of 36 U/g protein, which was the
value that gave highest DD and acceptable DH values. The surface
plots (a) and contour plots (b) of the DD and DH models are shown
in Fig. 1 and Fig. 2, respectively.

From Fig. 1, the temperature around 48e52 �C and the pH
around 6.8e7.2 caused the highest DD value. The DD was increased
with increasing temperature up to around 50 �C, and then
decreased when the temperature was raised above 50 �C. This
could be because the PG was inactive at temperature higher than
50 �C (Yamaguchi & Yokoe, 2000). In addition, an increase of DD
was observed at pH around 7 (38 %DD at pH 6.8). This result was in
agreement with report of a group of researcherswho found that the
PG stabilized at pH around 5e9 and was highly active at pH 5e7
(Yamaguchi et al., 2001). However, the optimum conditions of PG
deamidation can depend on many other factors, including protein
type, protein structure, and amino acid profile (Gu et al., 2001;
Hamada, 1992; Mohammadi et al., 2016).

Fig. 2 shows the minimum DH (<3%) at temperatures around
43e51 �C and pH around 8. This could be explained by the fact that
high temperature caused protein unfolding and releasing the short
chain peptides and/or proteins, so the DH was increased. In addi-
tion, at around neutral pH (pH¼ 7e8), the proteins were stable due
to low electrostatic force, resulting in low DH (Damodaran, Parkin,
& Fennema, 2007).

In order to optimize PG deamidation of CP by RSM, the desirable
high DD and low DH were considered. From the overlaid contour
plot of DD and DH, the optimum conditions chosen were at pH
around 7.0 and temperature around 50 �C (Fig. 3). At this condition,
the maximum DD (38%) was observed and the DH was around 3%,
which was an acceptable value described by previous study
(Suppavorasatit et al., 2011).

The effect of reaction time on PG deamidation of CP is shown in
Fig. 4. The DD was dramatically increased to about 35% within first
2 h, and then slightly increased until reaching the plateau at 12 h
(about 54% DD). In addition, the DH was also raised to approxi-
mately 3% within 2 h, and continued increasing to around 6% at
24 h. These possible hydrolytic reactions could have occurred due
to the actions of PG itself and of active proteolytic enzymes origi-
nated from coconut meat since the enzymes might not be
destroyed during protein extraction process (Panicker, Usha, Roy, &
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Mandal, 2009). Furthermore, the PG used in this study was com-
mercial PG, which could contain some residual protease activities
as well (Suppavorasatit et al., 2011).

In order to prepare PG deamidated CP samples for functional
properties determination, the PG deamidation was performed us-
ing optimal condition: E/S of 36 unit/g protein, pH of 7.0 and
temperature of 50 �C with various reaction times. The DD of pre-
pared deamidated CP samples at 15min, 6 h, and 12 h were 32.21,
42.57, and 49.61%, respectively, while the DH were 2.50, 5.23 and
5.58%, respectively. The DD and DH values of prepared samples
appeared slightly different from the expected values (30, 40, and
50% DD). This could be the result of using higher substrate con-
centration during sample preparation process (200mg/mL CP)
compared to the optimization study (10mg/mL CP) (Schwenke,
1997). A similar phenomenon was found in previous study about
PG deamidation on soy protein isolate done by Suppavorasatit et al.
(2011).

3.3. Determination of amino acids

Total amino acids of untreated CP and 6 h deamidated CP were
determined by HPLC (Table 2). Both untreated and deamidated CPs
contained high level of glutamic acid and arginine. As reported
previously about action of PG on the proteins, PG can change
glutamine residue both in peptide and protein chain to glutamic
acid. It was expected to see the results showing an increase in
glutamic acid after deamidation. However, the results showed
similar amount of glutamic acid in both untreated and deamidated
CP samples. It might be due to the conversion of glutamine to
glutamic acid or pyroglutamic acid during sample preparation for
the determination of the amino acid profile by HPLC (Airaudo,
Gayte-Sorbier, & Armand, 1987; Shih, 1985). Thus, the amount of
glutamic acid shown in Table 2 was the total amount of glutamine,
glutamic acid, and pyroglutamic acid. In addition, the composition
of the amino acid in untreated CP was comparable to previous

Fig. 1. Response surface (a) and contour (b) plots of the effect of temperature and pH on the degree of deamidation (DD, %) of coconut protein (CP) by protein-glutaminase (PG) at
enzyme:substrate ratio 36 U/g protein (from Equation (7)).
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study, which also indicated that the CP is high in glutamic acid,
arginine, and aspartic acid and contains nine types of essential
amino acids (Thaiphanit & Anprung, 2016).

3.4. Band patterns by SDS-PAGE

The band patterns by sodium dodecyl sulfate epolyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) of untreated, control, and deami-
dated CP for 15min, 6 h and 12 h are displayed in Fig. 5. Generally,
main proteins found in CP are globulins, including 11S and 7S
globulin. More than 80% of globulin is cocosin or 11S globulin,
which has molecular weight around 326 kDa. However, from pre-
vious studies, three bands (24, 34, and 55 kDa) were shown in SDS-
PAGE. The minor globulin is 7S, which has native molecular weight

of 156 kDa with three bands as 16, 22, 24 kDa shown in SDS-PAGE
(Garcia, Arocena, Laurena, & Tecson-Mendoza, 2005; Kwon, Park,
& Rhee, 1996).

Fig. 5 shows similar band patterns, but different in band in-
tensity. The control and deamidated CP show high band intensity at
lower than 22 kDa bands, especially at about 12 and 16 kDa. The
percentage of band intensities of all samples (untreated, control,
deamidated CP at 15min, 6 h, and 12 h) at lower than 22 kDa
determined by gel documentation and analysis software is 13.44,
15.47, 17.11, 19.38 and 22.09, respectively. This phenomenon might
have occurred due to the heat treatment and protein hydrolysis.
The proteins could have unfolded and shorter chain peptides and/
or proteins could be released. A downward shift of the band pat-
terns of deamidated protein was also found in other proteins,

Fig. 2. Response surface (a) and contour (b) plots of the effect of temperature and pH on the degree of hydrolysis (DH, %) of coconut protein (CP) by protein-glutaminase (PG) at
enzyme:substrate ratio 36 U/g protein (from Equation (8)).
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including soy protein, wheat gluten, and maize protein.
(Suppavorasatit et al., 2011; Yong, Yamaguchi,&Matsumura, 2006).

3.5. Circular dichroism (CD)

The changes in secondary structure caused by deamidationwere

measured using the far-UV CD spectra (190e250 nm) of the protein
samples. The CD spectra of the soluble fractions of the untreated,
control, and deamidated CP samples are shown in Fig. 6. From the
CD spectra, it was found that deamidation could decrease the
percentage of a-helix structure and increase that of b-sheet struc-
ture (Table 3). The increase in b-sheet formation after deamidation

Fig. 3. Overlaid contour plots of the response variables, degree of deamidation (DD, %)
and degree of hydrolysis (DH, %), of coconut protein (CP) by protein-glutaminase (PG)
showing the optimal region for deamidation.
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Table 2
Amino acid profile of untreated and deamidate coconut proteins by protein-
glutaminase.

amino acid untreated deamidated

(mg/100mg)

aspartic acid 6.65 6.74
serine 3.19 3.21
glutamic acid 16.87 16.41
glycine 3.16 3.12
histidine 2.04 2.06
arginine 10.94 10.62
threonine 1.99 2.00
alanine 2.85 2.93
proline 2.44 2.47
tyrosine 1.40 1.28
valine 3.34 3.57
lysine 3.85 3.95
isoleucine 1.92 2.09
leucine 4.49 4.65
phenylalanine 3.43 3.35

Fig. 5. SDS-PAGE patterns of coconut protein treated by PG: (a) molecular weight
markers; (b) untreated coconut protein; (c) control coconut protein, incubated without
PG for 6 h (10.46% DD); (d) coconut protein incubated with PG for 15min (32.21% DD);
(e) coconut protein incubated with PG for 6 h (42.57% DD); (f) coconut protein incu-
bated with PG for 12 h (49.61% DD).
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Fig. 6. Far UV-CD spectra of non-deamidated and deamidated coconut protein (CP):
untreated; control (CP treated without PG); CP deamidated for 15min (32.21% DD,
2.50% DH); CP deamidated for 6 h (42.57% DD, 5.23% DH); CP deamidated for 12 h
(49.61% DD, 5.58% DH).
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agrees with previous works on a-zein and soy protein isolate
(Suppavorasatit et al., 2011; Yong et al., 2004). Moreover, the per-
centage of b-turn structure and random coil did not differ among
samples.

3.6. Protein solubility

pH solubility profiles of untreated, control, and deamidated CP
samples (at 15min, 6 h, and 12 h) are shown in Fig. 7. It was
found that the solubility of all deamidated CP samples was higher
than that in untreated and control samples at the pH < 4.2. In
addition, at the pH > 5.0, untreated CP showed higher solubility
in comparison to the others. From the plots, isoelectric point (pI)
of CP has changed as a result of PG deamidation and heat
treatment to inactivate enzyme (80 �C for 10min). After PG
deamidation, the pI of CPs was shifted to be around 4.0e4.2,
compared to untreated and control CP, which was around
3.9e4.0. The slightly increased pI after deamidation was in
agreement with the works published by Wang and Johnson
(2001) and Suppavorasatit et al. (2011) who found that the shift
of pI could be a result of heat treatment during enzyme inacti-
vation step. In addition, it was reported that the shift in pI came
from the reaction of deamidation which can increase the poly-
electrolyte character of protein (Day et al., 2009). The increase in
pI could make CP more soluble in acidic condition.

The protein solubility of deamidated CPs compared with un-
treated and control samples at different pH values (3.0, 5.0, and
7.0) is shown in Table 4. The solubility at pH 7.0 was higher than
at pH 3.0 and 5.0. The lowest solubility was observed in all
samples at pH 5.0 since it is close to the pI of CP. At pH 3.0 and 7.0,
the solubility of control sample was lower than untreated CP due
to thermal denaturation during heating step leading to the protein
aggregation (Kwon et al., 1996). During heating, inter- and intra-
molecular bonds were ruptured, resulting in rearrangement of
the proteins at the surface. This could have resulted in an increase
of protein surface hydrophobicity and thus the protein solubility

has decreased. At pH 3.0, the solubility of all deamidated samples
was higher than that of control sample. This could be explained
that the deamidation could have increased electrostatic forces of
protein, and therefore the solubility has increased (Boye, Ma, &
Harwalkar, 1997). Generally, the solubility of the proteins in-
creases after modification of their structures by deamidation;
however, the result shows that the solubility of deamidated pro-
tein at pH 7.0 was lower than that untreated and control samples
except 12 h deamidated CP. A high solubility at neutral pH of 12 h
deamidated CP might have resulted from hydrolysis since the DH
had increased as a function of time (Fig. 4). This is in agreement
with the previous finding showing that the solubility of the pro-
tein is increasing as a result of both deamidation and hydrolysis
by rupturing the peptide linkages of the proteins (Yong et al.,
2004).

3.7. Water- and oil-holding capacity

Water holding capacity (WHC) of all deamidated CP was higher
than that of untreated CP as shown in Table 5. Previous reports
indicated that deamidation reaction can change the functional
group of protein from amide to carboxyl group which is more stable
in ionic form. Therefore, the protein-water interaction raises due to
the increment of protein net charge that results in the increase of
WHC after deamidation (Damodaran et al., 2007; Mirmoghtadaie
et al., 2009).

The effect of deamidation on oil holding capacity (OHC) is
shown in Table 5. It was found that there was no difference among
treatments. In general, OHC can be affected by many factors,
including protein content, extent of change in oil/water surface
area, hydrophobicity, and charge of the protein. However, this
might be due to the CPs containing a certain amount of fat and
because the major factor affecting fat absorption mechanism is the
physical entrapment. The deamidation reaction by PG does not
affect significantly the protein structure (Chan & Ma, 1999;
Mirmoghtadaie et al., 2009).

3.8. Emulsifying properties

Emulsifying activity index (EAI) and emulsifying stability index
(ESI) were performed in phosphate buffer at pH 7.0 as shown in
Table 5. In general, the emulsifying properties of untreated and
treated proteins are due to structural properties of the protein that
can stabilize emulsion by forming a thin layer adsorbed at the oil-
water interface. It is covalently bound and provided stability to
emulsions against coalescence and flocculation (Dickinson, 2003,
2012; Sharif et al., 2017). However, the results in Table 5 show
that the untreated CP had higher EAI than the others, while the
15min deamidated CP had the lowest value. This might be due to

Table 3
Secondary structures of non-deamidated and deamidated coconut proteins.

sample secondary structure (%)

a-helix b-sheet b-turn random sum

untreated 11.8 26.5 12.5 38.8 89.7
control 20.1 21.3 12.5 37.4 91.3
15min 0.3 43.5 12.5 37.8 94.0
6 h 0.3 40.9 12.5 37.9 91.6
12 h 0.3 40.7 12.5 38.2 91.7

Data were derived from analysis of CD spectra.
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Fig. 7. pH solubility profiles of non-deamidated and deamidated coconut proteins by
protein-glutaminase.

Table 4
Solubility of non-deamidated and deamidated coconut proteins.

sample solubility (%)

pH 3.0 pH 5.0ns pH 7.0

untreated 54.90aB± 1.79 20.03C± 1.94 85.43aA± 1.83
control 42.92bB ± 4.05 19.70C± 2.12 76.11bA ± 1.54
15min 51.72aB± 2.66 20.63C± 2.50 66.12cA± 2.19
6 h 54.44aB± 0.44 22.27C± 2.58 67.68cA± 2.46
12 h 51.85aB± 4.17 23.36C± 2.33 83.63aA± 1.22

a-b Within columns, values with different superscripts indicate significant differ-
ences at p< .05.
A�C Within rows, values with different superscripts indicate significant differences
at p< .05.
ns No differences between data within the same column.
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effect of sufficiently soluble protein/oil ratio, structure, and surface
hydrophobicity of the protein, which are the main factors affecting
emulsifying properties (Boye et al., 1997; Sharif et al., 2017). The
highest solubility at pH 7.0 was observed in untreated CP, when the
solubilized protein could form a layer around oil droplet better than
other treated proteins. Thus the EAI of untreated sample was the
highest. In comparison within only the deamidated samples, the
high DD sample had higher EAI since the deamidation could in-
crease solubility, net charge, and surface hydrophobicity, thus
changed the hydrophilic-lipophilic balance for emulsification (Chan
& Ma, 1999; Damodaran et al., 2007). Moreover, after deamidation,
more flexible secondary structures were found as shown in Fig. 6
and Table 3. After PG deamination, percentage of the b-sheet has
increased, while that of the a-helix has decreased. These changes in
the secondary structure can reflect in interfacial properties of the
protein (Zhang, Waghmare, Chen, Xu, & Mitra, 2015). Furthermore,
the comparison of amino acid profiles of deamidated and untreated
CPs (Table 2) shows that deamidation caused some changes in
amount of hydrophobic and hydrophilic amino acids, which could
highly affect EAI values. These changes in amino acids profiles were
also found in previous studies done on soy protein and wheat
gluten (Chan & Ma, 1999; Liao et al., 2010).

In contrast to the result of EAI, the ESI of all deamidated CPs was
higher than untreated and control samples. For deamidated CPs,
the improvement of the emulsification ability is mainly based on
the rise of electrostatic repulsive force of the deprotonated carboxyl
groups and protein-protein interaction at water-oil interface
(Dickinson, 2010a). Moreover, the stability of oil-in-water emulsion
might be due to the proportion of 11S and 7S fractions in CP and
deamidated CPs (Fig. 5). In addition, the deamidation could make
proteins orient themselves toward fat in water-oil interface, and
thus increasing the stability of the emulsion. However, the previous
studies showed different influences on the emulsion stability such
as interfacial tension, particle size distribution, rheological prop-
erties, protein-polysaccharide interaction and flocculation
(Koberstein-Hajda& Dickinson, 1996; Thaiphanit& Anprung, 2016;
Thaiphanit, Schleining, & Anprung, 2016). In addition, the 12 h
deamidated CP showed lower ESI than 6 h modified CP. This
decreasing of ESI could be due to the fact that the solubility of 12 h
deamidated samples approached to untreated sample. It also can be
explained that samples with high DD could cause an excessive net
charge and increase electrostatic repulsion, resulting in the
decrease in protein-protein interaction (Damodaran et al., 2007; Lei
et al., 2015; Liao et al., 2010; Mirmoghtadaie et al., 2009). Moreover,
heating process at 50 �C during CP deamidation for a longer time
(12 h) is probably causing the heat-induced change in the protein-
polysaccharide interactions in CP which plays a role in the forma-
tion of structure and texture as a thickening agent in O/W emul-
sions stabilized by the proteins (Thaiphanit & Anprung, 2016). In
addition, the heating process and protein hydrolysis can induce
change in the molecular weight of the CP as already shown in the
band patterns by SDS-PAGE.

3.9. Foaming properties

The determination of foaming capacity (FC) and foaming sta-
bility (FS) were performed in phosphate buffer (pH 7.0) and the
results are displayed in Table 5 and Fig. 8, respectively. Generally,
the foaming properties of the CP are due to the interfacial rheology
of the adsorbed layer of the protein film around a bubble which can
prevent Ostwald ripening (Dickinson, Ettelaie, Murray,&Du, 2002).
This functional behavior can be affected by some properties of the
proteins such as molecular weight, surface deformation and
conformational structures (Dickinson, 1999, 2010b). Therefore, the
untreated CP had the highest FC when compared with other sam-
ples (Table 5). This could be due to the heating step, which caused
partial denaturation and increased surface hydrophobicity of the
protein (Boye et al., 1997). Therefore, the FC of control and all
deamidated CP samples have decreased. The deamidation reaction
could cause the increase in net charge of the protein or peptides,
resulting in increasing tendency of foam forming. Thus, the FC of
deamidated CP at 12 h (DD¼ 49.61%) had higher value than dea-
midated CP at 15min and 6 h (DD¼ 32.21 and 42.57%, respectively).
In addition, the protein solubility is one of main factors affecting the
foaming properties. The increment in FC could be caused by
available protein (solubilized proteins) at air-water interface
(Agyare, Xiong, & Addo, 2008).

The FS of all samples were decreased over time. The untreated
CP showed slower decline in FS than the other samples. Fig. 8 shows
that control and all deamidated samples exhibited a higher rate of
decline than the untreated sample. This could be explained by the
fact that the heating step for enzyme inactivation could alter the
secondary and tertiary structure of proteins. Net charge of the
protein was increased, resulting in the decrease in protein-protein
interaction due to the excessive net charge. Similar decline in FS
value as a function of resting time was also found in okara and oat
protein after deamidation (Boye et al., 1997; Chan & Ma, 1999;
Damodaran et al., 2007; Mirmoghtadaie et al., 2009).

Table 5
Water-holding capacity (WHC), oil-holding capacity (OHC), emulsifying activity index (EAI), emulsifying stability index (ESI), and foaming capacity (FC) of non-deamidated and
deamidated coconut proteins.

sample WHC (g water/g protein) OHCns (g oil/g protein) EAI (m2/g protein) ESI (min) FC (%)

untreated 0.90b± 0.05 1.24± 0.06 52.46a±0.40 53.41c±4.92 6.11a±0.05
control 1.01ab± 0.06 1.21± 0.16 24.83b± 1.06 62.00c±2.65 4.67c±0.58
15min 1.08a±0.12 1.25± 0.12 17.76c±1.62 111.25b ± 1.77 5.08bc±0.14
6 h 1.16a±0.08 1.43± 0.20 22.30b± 0.23 139.17a±1.44 5.15bc±0.18
12 h 1.08a±0.01 1.19± 0.05 23.23b± 3.18 104.17b ± 3.54 5.91ab ± 0.13

a-c Within columns, values with different superscripts indicate significant differences at p< .05.
ns No differences between data within the same column.
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4. Conclusion

In summary, the deamidation using PG on coconut protein was
successfully optimized using RSM. The optimal conditions in order
to obtain high DD and acceptable DHwere E/S of 36 U/g protein, pH
of 7.0, and temperature of 50 �C. Some functional properties have
changed by the deamidation process. The solubility under acidic
conditions and emulsifying stability were increased after PG
treatment. However, deamidation by PG could cause the decline of
some properties, such as emulsifying activity and foaming stability.
From industrial application perspective, there is potential of using
CP as food proteins in the industry since CP functional properties
can be changed by PG deamidation, especially in emulsified high
protein aqueous foods. Moreover, CP could be an alternative food
ingredient due to its complete protein and low in allergenicity.
However, the study of other functional properties and allergenicity
of PG deamidated CPmight be needed for further use, that have not
been considered in the present study.
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