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Abstract 

This work aimed to study the effects of various pretreatment conditions including temperature, 
pressure, and ultrasound on the degree of hydrolysis and antioxidant property of spent yeast hydrolysates. 
After pretreating with 5 conditions either autoclaving (121 °C, 15 psi, 20 min), ultrasonication for 15 min, 
ultrasonication for 30 min, boiling at 50 °C for an hour, or boiling at 85 °C for an hour, samples were 
hydrolyzed by a commercial protease from Bacillus sp. at the recommended conditions for 6 h. Spent yeast 
hydrolysates were then determined for their degree of hydrolysis and DPPH free radical scavenging activity. 
The best results in terms of the degree of hydrolysis were obtained from pretreating spent yeast using 
ultrasound for 30 min (58.86%) as well as boiling at 85 °C for an hour (56.50%). The highest antioxidant activity 
was found in the hydrolysate pretreated using ultrasonic wave for 30 min (66.67%). 
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บทคัดย่อ  
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของการปรบัสภาพ ด้วย อุณหภูมิ ความดัน และคลื่นอัลตร้าโซนิค ต่อระดับของการ

ย่อยสลายและคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของกากยีสต์ หลังจากปรับสภาพด้วยสภาวะอย่างใดอย่างหนึ่ง  คือ การใช้ความร้อน
ร่วมกับแรงดันไอน้้า (121 °C, 15 psi, 20 นาที) การใช้คลื่นอัลตราโซนิก(15 นาที) การใช้คลื่นอัลตราโซนิก(30 นาที) การต้มที่
อุณหภูมิ 50 °C (60 นาที) หรือการต้มที่ 85 °C (60 นาที) ไฮโดรไลซ์ตัวอย่างโดยเอนไซม์โปรติเอสจากเช้ือ Bacillus sp. ตาม
สภาวะที่แนะน้าเป็นเวลา 6 ชม. จากนั้นวิเคราะห์ระดับการย่อยสลายของโปรตีนและฤทธิ์ในการก้าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ของ
ไฮโดรไลเซทที่ได้ ผลการวิเคราะห์ระดับการย่อยสลายโปรตีนพบว่ามีค่าสูงสูดจากการเตรียมกากยีสต์ด้วยการใช้คลื่นอัลตร้าโซนิค 
30 นาที (58.86%) และการต้มที่อุณหภูมิ 85 °C 60 นาที (56.50%) ขณะที่ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบสูงที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญใน
ไฮโดรไลเซทที่ปรับสภาพด้วยการใช้คลื่นอัลตราโซนิก 30 นาที (66.67%)  
ค าส าคัญ: กากยีสต์ การปรับสภาพ ไฮโดรไลซสิ ต้านอนุมูลอิสระ   
 

ค าน า  
ปัจจุบันการศึกษาวิจัยการดัดแปรโปรตีนเพื่อผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซทได้รับความสนใจอย่างกว้างขวาง  เนื่องจากโปรตีน

จากแหล่งธรรมชาติส่วนใหญ่มักมีข้อจ้ากัดในการใช้ประโยชน์เพราะมีสมบัติบางประการที่ไม่เหมาะสม การดัดแปรโปรตีน เป็นวิธี
หนึ่งที่ช่วยปรับปรุงสมบัติของโปรตีนให้ดีขึ้น ซึ่งจะช่วยเพิ่มความหลากหลายในการน้าโปรตีนไปใช้ประโยชน์ (อ้างใน เกียรติศักดิ์ 
และบูรฉัตร, 2557) หลักการของการดัดแปรโปรตีนคือการท้าให้พันธะเพปไทด์ของโปรตีนแตกออก ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
สมบัติของโปรตีน ผลผลิตที่ได้จากการดัดแปรโปรตีน เรียกว่า โปรตีนไฮโดรไลเซท (Protein hydrolysate) วิธีการดัดแปรด้วย
เอนไซม์เป็นวิธีท่ีได้รับความสนใจเป็นอย่างยิ่งในปัจจุบัน ทั้งนี้เนื่องจากมีสภาวะที่ไม่รุนแรง มีความจ้าเพาะสูง และสามารถควบคุม
ระดับการย่อยได้ (Tavano, 2013) 

หลายปีที่ผ่านมาได้มีการศึกษาการน้าเทคนิคตา่งๆ  มาใช้ร่วมกับการย่อยสลายโปรตนีด้วยเอนไซม์ โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อ
ท้าให้โปรตีนในวัตถุดิบเกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติ (denaturation) ซึ่งท้าให้เอนไซม์สามารถจับกับโปรตีนได้มากขึ้น ระดับการ
ย่อยสลายของโปรตีนสูงขึ้น จึงส่งผลต่อปริมาณและสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ผลิตได้เทคนิคที่น้ามาใช้ส่วนใหญ่จะเป็นการใช้
ในขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบก่อนเข้าสู่กระบวนการย่อย (pretreatment) เช่น การให้ความร้อน (thermal denaturation) การ

                                                 
1 ศูนย์เช่ียวชาญนวัตกรรมอาหารสุขภาพ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ปทุมธานี 12120 1 Expert Centre of Innovative Health Food, Thailand Institute of Scientific and Technological Research, Pathum Thani 12120   
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ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ( pH denaturation) และการให้แรงกล (mechanical denaturation) (Chen และคณะ, 2011; 
Taheri และคณะ, 2020, Cheison และคณะ, 2011) 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสภาวะการปรับสภาพทางกายภาพต่างๆ ของวัตถุดิบ ได้แก่ อุณหภูมิ ความดัน 
และคลื่นอัลตร้าโซนิค ต่อระดับของการย่อยสลายของโปรตีนและคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้ 

 
อุปกรณ์และวิธีการ  

เตรียมวัตถุดิบ คือ กากยีสต์ ให้อยู่ในรูปสารแขวนลอย โดยการเติมน้้ากลั่นอัตราส่วน 1:6 (w/v) แล้วน้าไปปรับสภาพทาง
กายภาพที่สภาวะต่างๆ ได้แก่ (1) การใช้ความร้อนร่วมกับแรงดันไอน้้า (121°C, 15 psi, 20 นาที) (2) การใช้คลื่นอัลตราโซนิกเป็น
เวลา 15 นาที (3) การใช้คลื่นอัลตราโซนิกเป็นเวลา 30 นาที (4) การต้มที่อุณหภูมิ 50°C เป็นเวลา 60 นาที และ (5) การต้มที่ 
85°C เป็นเวลา 60 นาที จากน้ันเติม Protamex เอนไซม์ทางการค้าจากเช้ือ Bacillus sp. ให้ความเข้มข้นของเอนไซม์ต่อโปรตีนใน
ตัวอย่าง ร้อยละ 5 ดัดแปลงจากวิธีของ Chiang และคณะ (2018) ตามสภาวะที่แนะน้า และเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 6 ชม. เมื่อครบก้าหนดเวลาให้ความร้อนที่ 95-100°C เป็นเวลา 15 นาที เพื่อยับยั้งการท้างานของเอนไซม์แล้วทิ้งไว้ให้
เย็น น้าไปปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนด้วยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 10 นาที น้าส่วนใส (hydrolysate) ที่
ได้ไปวิเคราะห์ระดับการย่อยสลายของโปรตีน (Degree of hydrolysis; DH) ตามวิธีของ Frister และคณะ (1988) และฤทธิ์ในการ
ก้าจัดอนุมูลอิสระ DPPH เปรียบเทียบกับตัวอย่างท่ีไม่มีการปรับสภาพก่อนการย่อย 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การวิเคราะห์ระดับการย่อยสลายของโปรตีนจากโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้หลังการย่อยตัวอย่างกากยีสต์ที่มีการปรับสภาพ
(เตรียมตัวอย่าง) ด้วยกรรมวิธีต่างๆ ด้วยเอนไซม์ Protamex พบว่าการเตรียมกากยีสต์ด้วยการใช้คลื่นอัลตร้าโซนิคเป็นเวลา 30 
นาที และการต้มที่อุณหภูมิ 85 °C เป็นเวลาหนึ่งช่ัวโมง มีระดับการย่อยสลายของโปรตีนสูงที่สุด คือ ร้อยละ 58.86 และ 56.50 
ตามล้าดับ (Figure 1) จากรายงานของ Majid และคณะ (2015) ระบุว่าคลื่นอัลตร้าโซนิค (อัลตร้าซาวนด์) สามารถสร้างผลกระทบ
หลายอย่าง ทั้งผลที่เกิดจากความร้อน (thermal effect) และที่ไม่ใช่ความร้อน (non-thermal effects) เช่น ผลทางกล 
(mechanical effect) และการเกิดฟองก๊าซในเนื้อเยื่อซึ่งเกิดขึ้นเนื่องจากการสั่นสะเทือนของคลื่นอัลตร้าซาวด์ (cativation 
effect) ผลกระทบเหล่านี้สามารถเปลี่ยนโครงสร้างของโปรตีนได้โดยการเพิ่มความสามารถในการขยายตัวของโปรตีนและท้าให้เกิด
ส่วนที่จับกับเอนไซม์มากขึ้น การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีนสามารถส่งเสริมกระบวนการไฮโดรไลซิสของเอนไซม์โดยการ
เพิ่มการรวมกันของเอนไซม์และโปรตีน ผลของอัลตราซาวนด์ขึ้นอยู่กับปัจจัยที่ใช้ในการเตรียมตัวอย่าง เช่น ก้าลัง เวลา ความถี่ของ
คลื่น และรูปแบบของคลื่น (Jia และคณะ, 2010) เช่นเดียวกับการปรับสภาพตัวอย่างด้วยการใช้ความร้อน ที่พบว่าสามารถส่งเสริม
ประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการย่อยสลายโปรตีน โดยความร้อนจะท้าให้พันธะเพปไทด์เกิดการคลายตัวแล้วท้าให้เกิดการเผยหมู่ที่
ไม่ชอบน้้าที่อยู่ภายในโครงสร้างของโปรตีน (internal cleavage site) ให้ออกมาอยู่บริเวณผิวหน้าของโปรตีนที่ผ่านการดัดแปร
ด้วยเอนไซม์ ซึ่งมีผลต่อสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีน (Zhang และคณะ, 2013) 

เมื่อน้าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้ไปทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยการวิเคราะห์ DPPH scavenging activity พบว่า
ไฮโดรไลเซทที่ได้จากการปรับสภาพวัตถุดิบก่อนย่อยด้วยเอนไซม์ ด้วยการใช้คลื่นอัลตราโซนิกเป็นเวลา 30 นาที ฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระสูงที่สุด (66.67%) อย่างมีนัยส้าคัญ (Figure 2) Wang และคณะ (2014) ซึ่งศึกษาผลของการปรับสภาพตัวอย่างด้วยการใช้
คลื่นอัลตร้าโซนิคต่อกิจกรรมของเพปไทด์ที่ย่อยจากข้าวโอ๊ตที่มีฤทธิ์ยับยั้ง Angiotensin-converting enzyme (ACE) รายงานว่า
ก้าลังของคลื่นอัลตร้าโซนิคและเวลาที่ใช้ในการเตรียมตัวอย่าง มีอิทธิพลอย่างมากต่อระดับของกิจกรรมการยับยั้ง ACE ของเปป
ไทด์ดังกล่าว ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Liang และคณะ, (2017) ที่พบว่าปัจจัยทั้งสองนี้ส่งผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของโปรตีน
ไฮโดรไลเซทที่ได้จากข้าวโพด 
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การใช้เทคนิคต่างๆ เพื่อปรับสภาพวัตถุดิบที่ใช้ในการทดลองนี้ คือ กากยีสต์ ก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์ Protamex ส่งผล

ต่อระดับการย่อยสลายของโปรตีน ซึ่งจากผลการวิเคราะห์พบว่าการเตรียมตัวอย่างก่อนกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์ด้วยการใช้
คลื่นอัลตร้าโซนิคเป็นเวลา 30 นาที ส่งผลให้ DH สูงที่สุด คือ 58.86% และโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด 
(66.67%) เมื่อเปรียบเทียบกับการปรับสภาพกากยีสต์ด้วยเทคนิคอ่ืนๆ 
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Figure 1 Degree of hydrolysis of spent yeast hydrolysates pretreated with different techniques. 
 
 
 

 
 

Figure 2 Antioxidant activity of spent yeast hydrolysates pretreated with different techniques. 
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