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Abstract 

The effects of pH and ratios of minced hybrid catfish frame (HCF) to water on the protein extraction as 
well as the effects of enzymatic hydrolysis conditions on functional properties of alkali-aided protein hydrolysates 
were investigated. Proteins from HCF were maximally extracted at pH 11 and the ratio of 1:5 (HCF:water (w/v)).  
The alkali-extracted proteins were digested using a commercial proteolytic enzyme (Protex 6L) at different enzyme 
concentrations (0.05, 0.5, 1.5, and 3% v/w of protein) and hydrolysis time (60, 120 and 180 min). After freeze-
drying, the alkali-extracted protein hydrolysate powders (APHPs) were analyzed compared to a conventional 
protein hydrolysate (CONTROL; HCF digested with 1.5% Protex 6L, 180 min) and commercial soy protein isolates 
(SPI-1 and SPI-2).  An increase in degree of hydrolysis was obtained when concentration of enzyme and 
hydrolysis time increased (p<0.05). Using alkali-aided extraction prior to hydrolysis could considerably reduce fat 
content (~98%) in alkali-extracted protein (AP) and hydrolysis time (~3 times).  Water and salt soluble proteins of 
all hydrolysates were markedly superior to those of AP and SPIs (p<0.05).  Some APHPs demonstrated equal or 
superior functional properties such as water holding capacity, fat absorption, and emulsion activity index to the 
CONTROL, AP and commercial SPIs.  Whereas, emulsion stability indexes of the CONTROL and APHPs with high 
degree of hydrolysis were higher than other samples.  
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บทคัดยอ 

ทําการศึกษาผลของ pH และอัตราสวนโครงปลาดุกบิ๊กอุยบดตอน้ําในกระบวนการสกัดโปรตีน  และผลของสภาวะใน
การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทตอคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนสกัดโดยใชสภาวะดาง  พบวาที่ pH 11.0 สามารถละลายโปรตีน
ไดสูงสุด และอัตราสวนที่เหมาะสมสําหรับใชในกระบวนการสกัดโปรตีนของโครงปลาดุกบิ๊กอุยบดตอน้ําคือ 1:5  (โดยน้ําหนัก
ตอปริมาตร) เมื่อนําโปรตีนสกัดที่สภาวะดาง (AP) มายอยดวยเอนไซมเชิงการคา (Protex  6L) ที่ความเขมขน  0.05   0.5  1.5  
และ 3.0 % (ปริมาตรตอน้ําหนักของโปรตีน) และเวลาในการยอย (60  120  และ 180  นาที) หลังจากผานการทําแหงแบบ
ระเหิดนําโปรตีนไฮโดรไลเสทผง (alkali-extracted protein hydrolysate powders; APHPs) มาวิเคราะหเปรียบเทียบกับ
ตัวอยางควบคุม (CONTROL : โครงปลาดุกบิ๊กอุยบดยอยดวยเอนไซม 1.5 %  นาน 180 นาที) และโปรตีนถั่วเหลืองสกัดเชิง
การคา (SPI-1&-2) พบวา ระดับการยอยสลายของโปรตีนเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนและระยะเวลาในการยอยเพิ่มขึ้น (p<0.05)  
การสกัดโปรตีนที่สภาวะดางกอนนํามายอยดวยเอนไซมสามารถลดปริมาณไขมันลงไดถึง 98 % และลดระยะเวลาในการยอย
ได ~3 เทาเมื่อเทียบกับ CONTROL   ความสามารถในการละลายน้ําและสารละลายเกลือ (0.6 M NaCl) ของ APHPs มีคา
ใกลเคียงกับ CONTROL แตสูงกวา AP และ SPI ทั้ง 2 ชนิดอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)   APHPs บางหนวยทดลองมี
คุณสมบัติเชิงหนาที่ ไดแก ความสามารถในการอุมน้ํา การดูดซับไขมัน และคุณสมบัติการเกิดอิมัลชัน ใกลเคียงหรือดีกวา 
CONTROL โปรตีนสกัดที่สภาวะดาง และโปรตีนถั่วเหลืองสกัดเชิงการคา ในขณะที่คุณสมบัติดานความคงตัวของอิมัลชันของ 
ตัวอยาง CONTROL และ APHPs ซึ่งมีระดับการยอยสลายสูงมีคาสูงกวาตัวอยางอื่น 
คําสําคัญ :  วัสดุเศษเหลือจากปลาดุกบิ๊กอุย  โปรตีนสกัดดวยดาง  โปรตีนไฮโดรไลเสทจากปลา  คุณสมบัติเชิงหนาที่ 
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คํานํา 
ปลาเปนแหลงของโปรตีนที่มีคุณภาพนาสนใจ  โดยเฉพาะมีกรดอะมิโนที่จําเปน อยางเชน  ไลซีน  และเมทไทโอนีน 

เปนตน  ในกระบวนการแปรรูปปลาทูนากอใหเกิดวัสดุเศษเหลือประมาณ 30 -35 %  ซึ่งสวนใหญจะนําไปผลิตเปนอาหาร
สําหรับสัตวและเศษเหลือทิ้ง  ดังนั้น จึงไดมีการศึกษาเพื่อเพิ่มมูลคาและการใชประโยชนจากวัสดุเศษเหลือใหมากที่สุด  แตยัง
มีขอมูลที่จํากัดเกี่ยวกับวิธีการสกัดโปรตีนปลาที่เหมาะสมเพื่อรักษาคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีน   การดัดแปลงโปรตีนโดย
ใชเอนไซมเปนทางเลือกหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสําหรับเก็บเกี่ยวโปรตีนปลาหรือวัสดุเศษเหลือจากโรงงานอุตสาหกรรมแปรรูป
สัตวน้ํา  นอกจากนี้ยังสามารถปรับปรุงและเพิ่มคุณสมบัติเชิงหนาที่ รวมไปถึงคุณคาทางโภชนาการของโปรตีนไดอีกดวย  ใน
เร็วๆนี้ไดมีการพัฒนากระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทปลาจากวัสดุเศษเหลือ (Šližytė et al., 2005)  ซึ่งเปปไทดที่ไดมี
คุณสมบัติทางไบโอแอคทีฟสูง เปนที่นาสนใจสําหรับเติมลงในผลิตภัณฑอาหารเพื่อสุขภาพ   ไดมีงานวิจัยเกี่ยวกับโปรตีน
ไฮโดรไลเสท รายงานวา โปรตีนไฮโดรไลเสทจากปลาแซลมอนที่ความเขมขนเอนไซม 1.5 %  เพิ่มความสามารถในการอุมน้ํา 
ซึ่งลดการสูญเสียน้ําหลังจากการแชแข็งเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางควบคุม (Kristinsson and Rasco, 2000b)  นอกจากนี้
โปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถละลายน้ําไดดีและยังมีบริเวณพื้นผิวที่เหมาะสมกับการเกิดอิมัลชัน (oil-in-water emulsions) 
เนื่องจากมีโปรตีนไฮโดรโฟบิกและโปรตีนไฮโดรฟลิก ซึ่งเปนโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญ (Wilding et al., 1984)   อยางไรก็ตาม
การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากวัสดุเศษเหลือที่ผสมกัน (ประกอบดวย เครื่องใน  ลําไส และกระดูก เปนตน) อาจจะใหผลผลิต
นอยเนื่องจากโปรตีนบางสวนเกิดอิมัลชันกับไขมันในระหวางกระบวนการผลิต ทางเลือกในการแกไขปญหาดังกลาวเพื่อเพิ่ม
ผลผลิตและปรับปรุงคุณภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสท ซึ่งเปนเทคนิคใหมในการเก็บเกี่ยวโปรตีนโดยอาศัยการละลายของโปรตีน
ที่สภาวะกรดหรือดาง  หมุนเหวี่ยงเพื่อแยกสวนที่ไมละลายออก  ในขณะเดียวกันไขมันก็จะรวมตัวกันอยูสวนบนสามารถแยก
ออกได สวนของโปรตีนที่ละลายไดก็จะทําการเก็บเกี่ยวโดยตกตะกอนที่จุดไอโซอิเล็กตริค  ทําใหไดโปรตีนที่ยังคงคุณสมบัติเชิง
หนาที่หรือเปนสารเติมแตง อยางเชน ในผลิตภัณฑซูริมิ (Hultin and Kelleher, 1999; Hultin et al., 2000)  Kristinsson and 
Hultin (2003) รายงานวา โปรตีนไมโอซินและโปรตีนไมโอฟบริลลารจากปลาคอดที่ใชสภาวะกรดหรือดางสามารถปรับปรุง
คุณสมบัติดานอิมัลชันได  สมมติฐานของงานวิจัยนี้คือ การใชวิธีการปรับ pH  เพื่อละลายโปรตีนใหมากที่สุดและแยกไขมันไดดี
กอนนํามายอยดวยเอนไซม อาจจะชวยปรับปรุงผลผลิตและลดระยะเวลาในกระบวนการ  อีกทั้งอาจจะปรับปรุงคุณสมบัติเชิง
หนาที่ของโปรตีนได  

วัตถุประสงคในการศึกษาครั้งนี้ คือ 1) เพื่อศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากโครงปลาดุกบิ๊กอุยโดยใช
สภาวะดาง และ 2) เพื่อศึกษาผลของการใชโปรตีนสกัดที่สภาวะดางมาผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทตอคุณสมบัติเชิงหนาที่ 

 
อุปกรณและวิธีการ 

1. การเตรียมตวัอยาง   
 นําโครงปลาดุกบิ๊กอุยมาแยกสวนหัวออกและหั่นเปนชิ้นเล็กๆ  จากนั้นบดใหละเอียดและผสมซูโครส 8 %  โซเดียม
ไตรโพลีฟอสเฟต 0.3 %   BHA : BHT (1:1) 0.01 %   และ EDTA 0.02 % บรรจุภายใตสภาวะสุญญากาศ  แชแข็งที่อุณหภูมิ -
35 °ซ.  นาน 3 ชม.  และเก็บรักษาที่  -20 °ซ.  จนกวาจะดําเนินการทดลอง 
2.  ศึกษารูปแบบการละลายของโปรตีนของโครงปลาดุกบ๊ิกอุยบดที่ระดับ pH ตางๆ 

ทําการผสมตัวอยางโครงปลาดุกบิ๊กอุยบดตอน้ําขจัดอิออนในอัตราสวน 1: 50 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร)  จากนั้นปรับ 
pH ของสวนผสมใหได  2.0 – 12.0  นําไปหมุนเวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 x g เปนเวลา  20  นาที  อุณหภูมิ  4 °ซ.   และนํา
สวนสารละลายใสมาวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ละลายไดโดยวิธี Lowry (1951) 
3.  ศึกษาอัตราสวนของโครงปลาดุกบ๊ิกอุยบดตอน้ําที่เหมาะสมตอกระบวนการสกัดโปรตีนปลา 

นําโครงปลาดุกบิ๊กอุยบดมาผสมกับน้ําในอัตราสวนตางๆ( 1:3  1:5  1:7 และ 1:9  โดยน้ําหนักตอปริมาตร) จากนั้น
ทําการปรับ pH ที่สภาวะดางที่ใหการละลายสูงสุด (จากขอ 2)  แยกเอาเฉพาะสวนโปรตีนที่ละลายไดมาปรับ pH เปน  5.5 เพื่อ
เก็บเกี่ยวโปรตีนโดยการตกตะกอน  โปรตีนที่ไดเรียกวา โปรตีนสกัดที่สภาวะดาง (alkali-extracted protein ; AP) นํามาผสม
กับน้ําตาลซูโครส  8 % บรรจุภายใตสภาวะสุญญากาศและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -30 °ซ.    
4.  ศึกษาผลของความเขมขนของเอนไซมและระยะเวลาที่มีตอกระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท 

เตรียมสวนผสมของโปรตีนสกัดที่สภาวะดางโดยปรับอัตราสวนกับน้ําเปน 1:1.5 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) และทําการ
ปรับ pH  และควบคุมอุณหภูมิ (8.0 และ 60°ซ. ตามลําดับ) เติมเอนไซมเชิงการคา( Protex 6L) โดยใชความเขมขน 0.05  0.5  
1.5  และ  3.0 % (โดยปริมาตรของโปรตีน) และระยะเวลาในการยอย( 60  120 และ 180 นาที) ในระหวางกระบวนการยอยทํา
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การติดตามการเปลี่ยนแปลงระดับการยอยสลายของโปรตีนทุกๆ 15 นาที โดยวิธี pH-stat (Adler-Nissen, 1977)  เมื่อครบ
ระยะเวลาในการยอยทําการยับยั้งเอนไซมดวยไมโครเวฟที่ระดับความรอนสูงสุด นาน 3 นาที  นํามาหมุนเวี่ยงแยกเอาสวน
โปรตีนที่ละลายไดไปทําแหงแบบระเหิด  ไดโปรตีนไฮโดรไลเสทผง (alkali-extracted protein hydrolysate powders ; 
APHPs) 
5.  ศึกษาองคประกอบทางเคมีกายภาพและคุณสมบัติเชิงหนาที ่

คุณสมบัติเชิงหนาที่ของ  APHPs ดังนี้ ความสามารถในการละลายน้ําและสารละลายเกลือ (0.6 M NaCl) 
(Thawornchinsombut and Park, 2006) ความสามารถในการอุมน้ํา (Lin and Huang, 2003) ความสามารถในการดูดซับ
ไขมัน (Shahidi et al., 1995) ความสามารถในการเกิดอิมัลชันและความคงตัว (Pearce and Kinsella, 1978) โดย
เปรียบเทียบกับตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสทจากโครงปลาดุกบิ๊กอุยบด (Protex 6L 1.5% นาน 180 นาที (CONTROL))   
โปรตีนสกัดที่สภาวะดาง (AP) และโปรตีนถั่วเหลืองสกัดเชิงการคา (soy protein isolates; SPI-1 และ SPI-2) 

 
ผลและวิจารณผล 

ผลของรูปแบบการละลายโปรตีนของโครงปลาดุกบิ๊กอุยบดที่ระดับ pH ตางๆ  พบวา ที่ pH 11.0  โปรตีนสามารถ
ละลายมากที่สุด และที่ pH 5.5  โปรตีนละลายไดนอยสุด (Fig. 1)    อัตราสวนของโครงปลาดุกบิ๊กอุยตอน้ําที่ตางกันใหปริมาณ
ผลผลิตโปรตีนสกัดที่ไดมีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ(p>0.05) ดังนั้นจึงเลือกใชอัตราสวนที่ 1:5  เนื่องจากที่ 
1:3 ทําใหยากตอการกวนผสม 

   

 

 
ผลของความเขมขนของเอนไซมและระยะเวลาในการยอยตอกระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท พบวา ในชวง

ระยะเวลา 60 นาทีแรก   ที่ความเขมขนของเอนไซม  0.5-3.0% (มิลลิลิตรตอ 100 กรัมโปรตีน) มีคาระดับการยอยสลายของ
โปรตีน  (degree of hydrolysis ; DH) เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  ซึ่งเมื่อความเขมขนของเอนไซมและระยะเวลาในการยอยเพิ่มขึ้น 
จะทําให DH เพิ่มขึ้นดวย โดยเฉพาะที่ความเขมขนเอนไซม  3 %  180 นาทีใหคา DH สูงที่สุด (36.89%) (Fig. 2)    การใชวิธี
สกัดโปรตีนที่สภาวะดางจากโครงปลากอนนํามาผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถลดไขมันในโปรตนีที่สกัดไดสูงถึง ~98% และ
ลดระยะเวลาในการยอยโปรตีนได ~3 เทา    

ความสามารถในการละลายน้ําและสารละลายเกลือ (NaCl 0.6 โมลาร) ของ APHPs มีคาอยูในชวง 56.9-70.0% 
และ 57.2-73.6%  ซึ่งสูงกวา AP (2.1% และ 0.1%)  และ SPI ทั้ง 2 ชนิด (9.4 & 18.2% และ 5.0 & 7.5%) ตามลําดับ 
(p<0.05)   เมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้นมีผลใหโปรตีนไฮโดรไลเสท (APHPs) มีความสามารถในการอุมน้ําและ
ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (Emulsion activity index; EAI) นอยลงแตไมมีอิทธิพลตอคาการดูดซับไขมัน  การเติม 
APHPs (เอนไซม 1.5 %)  SPI-2 และ CONTROL ทําใหเนื้อปลานิลบดมีความสามารถในการอุมน้ําเพิ่มขึ้น (p<0.05)      
ตัวอยาง APHPs บางหนวยทดลองมีคาการดูดซับไขมันสูงกวา CONTROL   AP และ SPI ทั้ง 2 ชนิดอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05)    EAI ของ APHPs ทุกตัวอยาง (0.32-0.68 ม2/วินาที) มีคาสูงกวา CONTROL (0.14 ม2/วินาที) ยกเวน APHP ที่

Figure 1.  Effect of pH on the protein solubility 
minced of  hybrid catfish frame. 

Figure 2. Enzymatic hydrolysis of alkali-extracted protein with 
Protex6L (0.05 %, 0.5 %, 1.5 %, and 3.0 %) and 
CONTROL (minced hybrid catfish frame, 1.5% 
Protex6L). 
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ยอยดวยเอนไซม 3% นาน 2 และ 3 ชั่วโมง (p<0.05)    ในขณะที่ความคงตัวของอิมัลชันของ CONTROL และ APHP ที่ยอย
ดวยเอนไซม 3% นาน 2 ชั่วโมง ซึ่งมีคาการยอยสลายสูง (เปปไทดสายสั้น) มีคาสูงที่สุด 

 
Table 1.  Parameter analysis of alkali-treated protein, alkali-treated protein hydrolysates, and conventional protein 

hydrolysate from hybrid catfish frame compared to commercial soy protein isolates.  
 

Samples APHPs (% Protex 6L) 
Analysis SP

I-1
 

SP
I-2

 
AP CONTROL 

0.05 (1-3 h) 0.5 (1-3 h) 1.5 (1-3 h) 3.0 (1-3 h) 

Degree of hydrolysis (%) - - - 25.8 5.0 - 8.1 17.4 - 24.9 26.0 - 33.9 30.6 - 36.9 
  Functional properties  

Water soluble protein (%) 9.4 18.2 2.1 60.0 58.7 - 68.1 56.9 - 64.9 59.8 - 67.3 62.2 - 70.0 

Salt soluble protein (%) 5.0 7.4 0.1 43.1 57.2 - 73.6 58.8 - 62.8 60.3 - 64.6 60.6 - 71.1 

Water holding capacity 

(mL/g sample) 
0.35 0.43 0.40 0.45 0.42 0.38 - 0.40 0.44 - 0.47 0.34 - 0.36 

Fat absorption  

(mL/g protein) 
2.6 2.6 1.4 2.7 3.8 - 5.0 3.5 - 5.7 3.1 -  4.9 4.1 - 6.4 

Emulsion activity index 

(m2/g) 
1.5 0.5 0.6 0.1 0.5 - 0.7 0.3 - 0.5 0.4 0.1 - 0.4 

Emulsion stability index 

(min) 
26.7 19.0 37.3 52.2 20.9 - 26.0 24.7 - 33.6 28.2 - 34.8 29.6 - 51.6 

SPI-1 and SPI-2 = commercial soy protein isolates; AP = alkali-treated protein, CONTROL = conventional protein 
hydrolysate, and APHPs = alkali-treated protein hydrolysates from hybrid catfish frame. 
 

สรุป 
การใชดางรวมกับกระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากวัสดุเศษเหลือโดยการยอยดวยเอนไซมที่ยอยโปรตีน

สามารถลดระยะเวลาและปริมาณเอนไซมที่ใชได และยังปรับปรุงคุณสมบัติเชิงหนาที่ ซึ่งสามารถนําไปใชเปนสารเติมแตง
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