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สภาวะทีเ่หมาะสมในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีปริมาณโปรตีนสูง 
จากหอยตลับ (Meretrix casta) โดยใช้วิธีพื้นผิวตอบสนอง 

Optimization of High Protein Content Protein Hydrolysate 
Extraction from Hard Clam (Meretrix casta)  

Using Response Surface Methodology 
นพรัตน์ มะเห1* ดาริกา อวะภาค2 และ ดลฤดี พิชัยรัตน์ 1 

 

บทคัดย่อ 
การศึกษาครั้งน้ีมีจุดประสงค์เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีปริมาณโปรตีน

สูงจากหอยตลับโดยใช้วิธีพื้นผิวตอบสนอง โดยปัจจัยที่ใช้ในการศึกษาประกอบด้วยอัตราส่วนของเนื้อหอยแห้ง
ต่อน้้าปราศจากอิออน ความเข้มข้นของเอนไซม์ protamex และระยะเวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์ protamex 
การศึกษาอิทธิพลของปัจจัยต่าง ๆ ก้าหนดล้าดับการทดลองและออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบห์นเคน ท้าการ
ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับและตรวจสอบปริมาณโปรตีน ผลการทดสอบทางสถิติพบว่า ตัวแปรอิสระ
สองตัวแปรคือ อัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้าปราศจากอิออน ( 1X ) และ ปริมาณของเอนไซม์ protamex (

2X ) มีอิทธิพลต่อปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสต (Y ) จากหอยตลับ (p<0.05) ส้าหรับเทอมเชิงเส้น 
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ให้ปริมาณโปรตีนสูงคือ อัตราส่วนของ เนื้อหอยแห้งต่อน้้า
ปราศจากอิออน เท่ากับ 1:8 (น้้าหนัก/น้้าหนัก) ปริมาณของเอนไซม์ Protamex ร้อยละ 1.5 และ ระยะเวลาใน
การย่อยด้วยเอนไซม์ protamex เท่ากับ 5.5 ช่ัวโมง ภายใต้สภาวะดังกล่าวสามารถสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มี
โปรตีนสูงสุด เท่ากับ 84.97 มิลลิกรัมอัลบูมิน/มิลลิลิตรโปรตีนไฮโดรไลเสต 
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ABSTRACT 
The objective of this study was to investigate the optimum condition for high protein 

content protein hydrolysate extraction from hard clam using Response Surface Methodology. 
Three independent variables were ratio of water to hard clam meat, enzyme (protamex) 
concentration and extraction time. Box-Behnken design was used for experimental design. After 
protein hydrolysate production from hard clam, protein content was evaluated. The statistical 
analysis indicated two variables, linear of ratio of water to hard clam meat ( 1X ) and enzyme 
(protamex) concentration ( 2X ) had significant effects on protein content of protein hydrolysate 
(p<0.05). The optimum condition for high protein content protein hydrolysate (Y ) were: ratio of 
water to hard clam meat was 1:8, enzyme (protamex) concentration was 1.5% and extraction 
time was 5.5 hours. Under these conditions, the predicted protein of protein hydrolysate was 
84.97 mg albumin / ml protein hudrolysate. 
 

ค าส าคัญ: วิธีการพื้นผิวตอบสนอง หอยตลับ โปรตีนไฮโดรไลเสต 
Keywords: Response surface methodology, Hard clam, Protein hydrolysate 
 

บทน า 
หอยตลับ หรือ Hard clam (Meretrix 

casta) มีช่ือเรียกตามท้องถิ่นต่าง ๆ แตกต่างกันไป 
เช่น หอยปากหนา หอยปะ เป็นต้น เป็นหอยทะเลที่พบ
ได้ในบางพื้นที่บริเวณชายฝั่งของจังหวัดตรัง โดยจะพบ
มากในอ้าเภอกันตัง และอ้าเภอปะเหลียน จังหวัดตรัง 
หอยตลับถือเป็นหอยที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของ
จังหวัดตรัง จึงมีการน้าหอยตลับมาใช้ประโยชน์
ค่อนข้างสูง โดยชาวประมงจะน้าหอยตลับมาจ้าหน่าย
ใน 2 รูปแบบคือ หอยสดทั้งตัว และหอยแกะเนื้อ ใน
ราคาที่ไม่สูงมาก การน้าเนื้อหอยมาผลิตเป็นโปรตีนโฮ
โดรไลเสต เพื่อใช้ประโยชน์ต่อในด้านต่าง ๆ เช่น น้ามา
ผลิตเป็นซอสหอยแทนหอยนางรม จึงเป็นแนวทางหนึ่ง
ในการเพิ่มมูลค่าให้กับหอยตลับ และสร้างผลิตภัณฑ์
ใหม่จากหอยตลับ 

การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากสัตว์น้้าใน
ระยะแรก ส่วนใหญ่เป็นการย่อยด้วยวิธีการทางเคมี 

ซึ่งให้ผลที่ไม่ค่อยดีในแง่ของ คุณค่าทางโภชนาการ 
โปรตีน และกรดอะมิโน (Shahidi et al., 1999) 
ต่อมากระบวนการผลิตได้มีการประยุกต์ใช้เอนไซม์ใน
การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตแทน (Nilsang et al., 
2005; Guerard et al., 2007) การผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสตด้วยเอนไซม์นั้น โปรตีนที่ได้จากการย่อย
สลายด้วยเอนไซม์ ท้าให้ไนโตรเจนสามารถละลายได้
มากกว่า และส่งผลต่อกรดอะมิโนอิสระ ท้าให้โปรตีน
ไฮโดรไลเสตที่ได้เป็นแหล่งที่ดีของกรดอะมิโน (Espe 
et al., 1989; Vidotti et al., 2003) การผลิต
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากสัตว์น้้ามีการศึกษาอย่าง
กว้างขวาง (Thiansilakul et al., 2007; Nalinanon 
et al., 2011; Benhabiles et al., 2012; Nazeer et 
al., 2012) ส้าหรับการศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
หอยนั้น จากการศึกษาของ Wang et al. (2008) ซึ่ง
เตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยการย่อยหอยนางรม 
(Crassostrea talienwhanensis Crosse) ด้วย
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เอนไซม์เปปซิน และเมื่อท้าบริสุทธิ์เปปไทด์ที่ได้จาก
โปรตีนไฮโดรไลเสลพบว่า เปปไทด์ซึ ่งมีล้าดับเป็น 
Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln-Arg-Phe มีคุณสมบัติ
ในการยับยั้ง ACE ได้ โดย ACE inhibitors คือ ตัว
ย ับ ยั ้ง แ อ ง จ ิโ อ เ ท น ซ ิน ค อน เ ว อ ร ์ต ิง  เ อ น ไ ซ ม์ 
(angiotensin-converting enzyme) เป็นกลุ่มยาที่
ใ ช ้ร ัก ษ า เ บื ้อ ง ต ้น ใ น  โ ร ค ค ว า ม ด ัน โ ล ห ิต ส ูง 
(hypertension) และหัวใจล้มเหลวแบบเลือดคั่ง 
(congestive heart failure)) โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
66 ไมโครโมล/ลิตร และเปปไทด์ดังกล่าวยังมี
คุณสมบัติในการลดความดันโลหิต เมื่อศึกษาในหนู
ทดลองที่ระดับ 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัม การทดลอง
ดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอย
นางรมเป็นแหล่งของเปปไทด์ที่มีคุณสมบัติในการลด
ความดันโลหิตได้ นอกจากนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
สัตว์น้้ายังมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ โดย 
Wang et al. (2014) พบว่าเปปไทด์ของโปรตีน
ไ ฮ โ ด ร ไ ล เ ส ต จ า ก ห อ ย น า ง ร ม  (Crassostrea 
talienwhanensis) ซึ่งมีน้้าหนักโมเลกุล 518 และ 
440 Da มีล้าดับของกรดอะมิโนเป็น proline-valine-

methionine-glycine-aspartic acid (PVMGA) และ 
glutamine-histidine-glycine-valine (QHGV) 
ตามล้าดับ มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระที ่ส ูง 
ส่วนโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลานั้น จากการศึกษา
ของ Nazeer et al. (2012) พบว่าเปปไทด์จาก
โปรตีนไฮโดรไลเสตของปลา croaker (Otolithes 
ruber) ที่มีน้้าหนักโมเลกุล 861.6 Da และมีล้าดับ
กรดอะมิโนเป็น Lys-Thr-Phe-Cys-Gly-Arg-His มี
คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ การศึกษาการสกัด
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับในครั ้งนี ้เลือกใช้
เอนไซม์ Protamex ซึ่งเป็น serine endoprotease 
ในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสต เนื ่องจากเอนไซม์
ชนิดนี้มีข้อดีคือสามารถใช้กับสัตว์น้้าและอาหารทะเล

ทุกชนิด เพื่อผลิตสารสกัดโปรตีนจากสัตว์น้้า (fish 
protein extract) ซึ ่งสารสกัดโปรตีนที่ได้ จะมี
กรดอะมิโนสูง ไขมันต่้า สามารถใช้ในการผลิตอาหาร
สัตว์หรือเป็นส่วนผสมในอาหารได้ (Novozymes, 
2015) 

ว ิธ ีก า ร พื ้น ผ ิว ต อ บ ส น อ ง  ( response 
surface methodology: RSM) เป็นวิธีการหนึ่งที่มี
ประส ิทธ ิภาพในการหาสภาวะที ่เหมาะสมของ
กระบวนการผลิต RSM เป็นการใช้เทคนิคทางสถิติ
และคณิตศาสตร์ที่ค่อนข้างประสพความส้าเร็จในการ
วัดผลของหลายๆปัจจัย เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ของกระบวนการผลิต (Atkinson and Donev, 
1992) มีการน้า RSM มาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยหลาย
ด้าน เช่น ด้านอาหารและทางด้านเภสัช (Ibanoglu 
and Ainsworth, 2004; Varnalis et al., 2004)  
เป็นต้น ข้อดีที่ส้าคัญของ RSM คือ ช่วยลดจ้านวนชุด
ทดลอง ที่ใช้ในการประเมินตัวแปรหลายตัว รวมทั้ง
ปฏิสัมพันธ์ของตัวแปรเหล่านั้น ดังนั้นการใช้ RSM จึง
ช่วยประหยัดแรงงาน และเวลา กว่าวิธีการอื่นๆที่
ต้องการหาสภาวะที่เหมาะสม (Giovanni, 1983) การ
ทดลองครั้งนี้ออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบห์นเคน 
(Box Benkhen Design: BBD) ซึ่งข้อดีของ BBD คือ
ต้องการชุดการทดลองที่น้อยเมื่อเทียบกับ fractional 
factorial design (FFD) หรือ central composite 
design: CCD) กรณีจ้านวนปัจจัย (factor) เท่ากัน 
นอกจากนั้น BBD ยังสามารถมองได้ภาพกว้าง 
(Rotatable) เมื่อไม่สนใจจ้านวนของปัจจัยภายใต้
สภาวะที่ศึกษา (Ray et al., 2010) 

การศึกษาครั้งนี้มีจุดประสงค์เพื่อหาสภาวะที่
เหมาะสมในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสตให้มีปริมาณ
โปรตีนสูงด้วยเทคนิคพื้นผิวตอบสนอง (RSM) ซึ่ง
โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้สามารถน้าไปประยุกต์ในงาน

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%88%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%99%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99-%E0%B8%84%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%A7%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%87_%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
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ต่ า ง  ๆ  ได้ อย่ า งมากมาย โดย เฉพาะในวงการ
อุตสาหกรรมอาหาร 
 

วิธีการทดลอง 
1. การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตและสารสกัดด้วยน้ า
จากหอยตลับ 

เตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสต โดยดัดแปลง
วิธีการของ Tsai et al. (2008) น้าหอยตลับทั้งตัวที่
ผ่านการล้างท้าความสะอาดแล้วมาเติมน้้าอัตราส่วน 
1:1 (น้้าหนัก/น้้าหนัก) แล้วน้าไปต้มเป็นเวลา 40 นาที 
เนื้อหอยที่ได้น้ามาท้าแห้งด้วยวิธีท้าแห้งแบบเยือกแข็ง 
(Freeze dry) น้าเนื้อหอยที่ผ่านการท้าแห้งมาบดให้
ละเอียด แล้วผสมน้้าปราศจากอิออนปริมาตร 10 เท่า
ของปริมาณผงหอย ปั่นเป็นเวลา 2 นาที แล้วต้มเป็น
เวลา 10 นาที ท้าให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมเอนไซม์ 
protamex ความเข้มข้นร้อยละ 0.5, 1 และ 1.5 
(อัตราส่วนเอนไซม์ต่อเนื้อหอยตลับเท่ากับ 1 : 100) 
ลงในเนื้อหอยบดที่มีสัดส่วนของผงเนื้อหอยแห้งต่อน้้า
ปราศจากอิออนเท่ากับ 1:8, 1:10 และ 1:12 บ่มที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4.5 5 และ 5.5 
ช่ัวโมง ตามล้าดับ หลังจากนั้นให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 
98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อหยุดการ
ท้างานของเอนไซม์ แยกส่วนที่ไม่ละลายออกโดยการ
น้าไปหมุนเหวี่ยงที่ 9000 rpm เป็นเวลา 20 นาที น้า
สารละลายส่วนบนมากรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 2 
สารละลายที่ได้คือโปรตีนไฮโดรไลเสต เพื่อใช้ส้าหรับ
การวิเคราะห์ต่อไป 
2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากเนื้อหอยตลับ 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากเนื้อหอยตลับ โดยการศึกษาปัจจัยที่มี
อิทธิพลต่อปริมาณโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้จากเนื้อ
หอยตลับ ออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบห์นเคน ที่

มี 3 ปัจจัย คือ อัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้า
ปราศจากอิออน (X1) ความเข้มข้นของเอนไซม์ 
protamex (X2) และระยะเวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์ 
Protamex (X3) ซึ่งมีข้ันตอนในการด้าเนินการ ดังนี้ 

2.1 การทดลองเพ่ือหาอิทธิพลของปัจจัย
จากแบบจ าลอง 

2.1.1 การก าหนดระดับของปัจจัยที่ใช้ใน
การทดลอง 

การก้าหนดระดับของปัจจัยทั้ง 3 ปัจจัย โดย
พิจารณาจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง การทดลองเบื้องต้น 
และข้อจ้ากัดของเครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง ซึ่งระดับ
ของปัจจัยที่ใช้ในการทดลองมี 3 ระดับ คือ ระดับต่้า  
(-1) ระดับกลาง (0) และระดับสูง (1) ดังแสดงในตาราง
ที่ 1 

2.1.2 การออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-
เบห์นเคน 

ในการทดลองผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
เนื้อหอยตลับ ได้ ใ ช้โปรแกรมส้ าเร็จรูป Minitab 
ก้าหนดล้าดับการทดลองและออกแบบการทดลอง
แบบบ๊อกซ์-เบห์นเคน ที่มี 3 ปัจจัย แต่ละปัจจัยมี 3 
ระดับ และมีการท้าซ้้า 5 ครั้ง (repeat) ดังนั้นจึงมี
จ้านวนหน่วยการทดลองทั้งหมด 17 หน่วยการทดลอง 
ดังตารางที่ 2 

2.1.3 การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเนื้อ
หอยตลับ 

ท้าการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเนื้อหอย
ตลับตามล้าดับการทดลองที่ก้าหนดไว้ในข้อ 2.1.2 โดย
ท้าการผลิตตามวิธีการในข้อ 1 

2.1.4 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับ 

น้าผลผลิตที่ได้จากข้อ 2.1.3 มาหาปริมาณ
โปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้  โดยวิเคราะห์
ปริมาณโปรตีนด้วยว ิธ ี Folin-Lowry method 
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(Lowry, et al., 1951; Cooper, 1977) เตรียม 
Reagent A โดยใช้สารละลาย สารละลาย Sodium 
carbonate Na2CO3 ร้อยละ 2 (น้้าหนัก/ปริมาตร) ใน 
Sodium Hydroxide ความเข้มข้น 0.1 นอร์มอล และ 
Reagent B โดยใช้ สารละลาย Copper sulphate 
CUSO4.5H2O ร้อยละ 0.5 (น้้าหนัก/ปริมาตร) ใน 
sodium tartarate ความเข้มข้นร้อยละ 1 จากนั้น
เตรียม Reagent C หรือสารละลาย Alkaline copper 
โดยผสม Reagent A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และ 
Reagent B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท้าการวิเคราะห์

ตัวอย่างโดยน้าสารละลายตัวอย่างที่เจือจางด้วยความ
เข้มข้นที ่เหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลาย alkaline-copper reagent (Reagent C) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ 10 นาที 
จากนั้นเติม Folin-Ciocalteu’s phenol reagent 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันทิ้งสารละลายไว้
เป็นเวลา 30 นาที (เกิดสีน้้าเงิน) วัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ปริมาณของ
โปรตีนที่ละลายได้ค้านวณโดยใช้ bovine serum 
albumin เป็นสารมาตรฐาน 

 

ตารางที ่1 ปัจจัยและระดับของแต่ละปัจจัยที่ใช้ในการทดลอง 

ปัจจัย 
ระดับ 

-1 0 1 

X1 : อัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้าปราศจากออิอน (น้า้หนัก/น้า้หนัก) 1: 8 1:10 1:12 

X2 : ความเข้มข้นของเอนไซม์ Protamex (ร้อยละ) 0.5 1 1.5 

X3 : ระยะเวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์ Protamex (ชั่วโมง) 4.5 5 5.5 
 

ตารางที ่2 ล้าดับการทดลองของการออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบห์นเคน ที่มี 3 ปัจจัย ปัจจัยละ 3 ระดับ 
และมีการท้าซ้้า 5 ครั้ง 

StdOrder RunOrder PtType Blocks X1 X2 X3 

8 1 2 1 1 0 1 

1 2 2 1 -1 -1 0 

12 3 2 1 0 1 1 

4 4 2 1 1 1 0 

15 5 0 1 0 0 0 

17 6 0 1 0 0 0 

3 7 2 1 -1 1 0 

13 8 0 1 0 0 0 

6 9 2 1 1 0 -1 

14 10 0 1 0 0 0 

11 11 2 1 0 -1 1 

2 12 2 1 1 -1 0 

5 13 2 1 -1 0 -1 

16 14 0 1 0 0 0 

7 15 2 1 -1 0 1 

10 16 2 1 0 1 -1 

9 17 2 1 0 -1 -1 
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2.2 การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ 
ใช้โปรแกรมส้าเร็จรูปทางสถิติที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% มีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 
2.2.1 ตรวจสอบความถูกต้องของแบบจ้าลอง 

2.2.1.1 ตรวจสอบการกระจายแบบ
แจงแจงของส่วนตกค้าง 

2.2.1.2 ตรวจสอบความเป็นอิสระของ
ส่วนตกค้าง 

2.2.1.3 ตรวจสอบความเสถียรของ
ความแปรปรวนของส่วนตกค้าง 

2.2.2 วิ เคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์ของการ
ตัดสินใจ (R-Square: R-Sq) 

2.2.3 วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) 
2.2.4 สร้างสมการท้านาย 
2.2.5 สร้างพื้นผิวตอบสนอง 
2.2.6 หาค่าปัจจัยที่เหมาะสมที่สุด 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1 ปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเนื้อหอย
ตลับ 

จากการศึกษาสภาวะการผลิตโปรตีน ทั้ง 17 
หน่วยการทดลอง ผลที่ได้ดังแสดงในตารางที ่3 

. 

ตารางที ่3 ปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับของแต่ละหน่วยการทดลอง 

ล าดับการ
ทดลอง 

ปัจจัยที่ศึกษา ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมอัลบูมิน/ 
มิลลิลิตรโปรตีน 
ไฮโดรไลเสต) 

อัตราส่วนของเน้ือหอยแห้งต่อ
น้ าปราศจากอิออน (X1) 

(กรัม/กรัม) 

ปริมาณของเอนไซม์ 
protamex (X2) (%) 

ระยะเวลาในการย่อยด้วย
เอนไซม์ protamex (X3) 

(ชั่วโมง) 

1 1:12 1 5.5 32.03 

2 1:8 0.5 5 54.53 

3 1:10 1.5 5.5 71.23 

4 1:12 1.5 5 49.93 

5 1:10 1 5 63.78 

6 1:10 1 5 66.48 

7 1:8 1.5 5 81.88 

8 1:10 1 5 62.93 

9 1:12 1 4.5 44.43 

10 1:10 1 5 53.83 

11 1:10 0.5 5.5 50.38 

12 1:12 0.5 5 32.68 

13 1:8 1 4.5 68.78 

14 1:10 1 5 42.53 

15 1:8 1 5.5 67.63 

16 1:10 1.5 4.5 67.58 

17 1:10 0.5 4.5 53.88 
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2. ผลการวิเคราะห์ทางสถิติ 

2.1 การตรวจสอบความถูกต้องของแบบ- 
จ าลอง 

จากการทดลองผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
หอยตลับโดยการย่อยด้วยเอนไซม์ทั้ง 17 หน่วยทดลอง 
และน้าผลการทดลองที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพของ
ข้อมูลว่ามีความเหมาะสมหรือไม่ด้วยการวิเคราะห์
ความถูกต้องของแบบจ้าลอง หากข้อมูลมีความ
เหมาะสมจึงน้ามาวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์ของการ
ตัดสินใจ (R-square: R-Sq) และวิเคราะห์ความ
แปรปรวน (ANOVA) การตรวจสอบคุณภาพข้อมูลมี 3 
ขั้นตอนคือ (1) การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจง

ปกติ (2) การตรวจสอบความเป็นอิสระของข้อมูล (3) 
การตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน 

จากการตรวจสอบความถูกต้องของรูปแบบการ
ทดลองพบว่า ค่าส่วนตกค้างของข้อมูลที่ได้จากการ
ทดลองเป็นไปตามสมมติฐานทั้ง 3 ข้อ คือ (1) ส่วน
ตกค้างมีการแจกแจงแบบปกติ (2) ค่าส่วนตกค้างมี
ความเป็นอิสระต่อกัน และ (3) ค่าความแปรปรวนมี
เสถียรภาพ จึงสรุปได้ว่าข้อมูลที่ได้จากการทดลองชุดนี้
มีความถูกต้องและเหมาะสมส้าหรับการน้าไปวิเคราะห์
ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจและวิเคราะห์ความ
แปรปรวน ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่1-3 
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รูปที ่1 กราฟความน่าจะเป็นแบบปกติของส่วนตกค้าง 
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รูปที ่2 แผนภูมิการกระจายของสว่นตกค้างกับล้าดับของข้อมูล 
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รูปที ่3 แผนภูมิการกระจายส่วนตกค้างในแต่ละระดับของปัจจัย 

 

2.2 การสร้างสมการท านายปริมาณโปรตีน
ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับ 

จากการวิเคราะห์สัมประสิทธิ์ของสมการ
ถดถอยของปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
หอยตลับพบว่า ค่า R-Sq มีค่าเท่ากับ 86.03% แสดง
ว่า อัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้าปราศจากอิออน 
ปริมาณของเอนไซม์ และระยะเวลาในการย่อยด้วย
เอนไซม์ Protamex สามารถอธิบายความผันแปรหรือ
การเปลี่ยนแปลงของปริมาณโปรตีนได้ร้อยละ 86.03 
โดยอัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้าปราศจากอิออน
และปริมาณของเอนไซม์มีผลต่อปริมาณโปรตีนใน
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับ  (p<0.05) และ
สามารถน้าไปสร้างสมการท้านายเพื่อหาค่าปริมาณ
โปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับได้ ดังนี้ 

Y = 57.9050-14.2187 1X +9.8938 2X -
1.6750 3X -5.3525 2

1X +2.1975 2

2X

+0.6600 2

3X -2.5250 1X 2X -2.8125

1X 3X +1.7875 2X 3X               (1) 

เมื่อ Y  = ปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
หอยตลับ (มิลลิกรัมอัล-บูมิน/มิลลิลิตรโปรตีนไฮโดร- 
ไลเสต) 

1X  = อัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้า
ปราศจากอิออน (Ratio = 1:8 – 1:12) 

2X  = ปริมาณของเอนไซม์ protamex 
(%Enzyme = 0.5 – 1.5) 

3X  = ระยะเวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์ 
protamex (Time = 4.5-5.5 ช่ัวโมง) 

เมื่อพิจารณาการขาดความเหมาะสมของ
สมการ (lack of fit) พบว่าค่า P–value ของ lack of 
fit มีค่าเท่ากับ 0.930 ซึ่งมีค่ามากกว่า 0.05 ท้าให้
สามารถสรุปได้ว่า แบบจ้าลองนี้มีความพอเพียงของตัว
แปรในสมการ ดังนั้นจึงสามารถน้าสมการข้างต้นมาใช้
ในการท้านายปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
หอยตลับได้ 

2.3 การสร้างพ้ืนผิวตอบสนองของปริมาณ
โปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับ 

แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ หรือสมการ
ส้าหรับท้านายปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากหอยตลับที่ได้ สามารถน้ามาสร้างกราฟพื้นผิวผล
ตอบโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับและ
กราฟโครงร่างได้ดังรูปที่ 4–9 



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีท่ี 43 ฉบับท่ี 3 433 

 

 

 
รูปที ่4 พื้นผิวผลตอบปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตระหว่างอัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้าปราศจาก 

อิออน และปริมาณของเอนไซม์ protamex 
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รูปที ่5 กราฟโครงร่างปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตระหว่างอัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้าปราศจาก 

อิออน และปริมาณของเอนไซม์ protamex 
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รูปที ่6 พื้นผิวผลตอบปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตระหว่างอัตราส่วนของเนื้อหอยแห้ง ต่อระยะเวลาใน

การย่อยด้วยเอนไซม์ protamex 
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รูปที ่7 กราฟโครงร่างปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตระหว่างอัตราส่วนของเนื้อหอยแห้ง ต่อระยะเวลาใน

การย่อยด้วยเอนไซม์ protamex 
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รูปที ่8 พื้นผิวผลตอบปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตระหว่างปริมาณของเอนไซม์ protamex ต่อ

ระยะเวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์ protamex 
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รูปที ่9 กราฟโครงร่างปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตระหว่างปริมาณของเอนไซม์ protame ต่อระยะเวลา

ในการย่อยด้วยเอนไซม์ protamex 
จากกราฟแสดงพื้นผิวผลตอบ (รูปที่ 4) และ

กราฟโครงร่าง (รูปที่ 5) ของปริมาณโปรตีนในโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากหอยตลับ ระหว่างอัตราส่วนของเนื้อ
หอยแห้งต่อน้้าปราศจากอิออน และปริมาณของ
เอนไซม์ Protamex โดยก้าหนดให้ระยะเวลาในการ

ย่อยด้วยเอนไซม์ Protamex อยู่ที่ระดับกลาง พบว่า 
ปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับ
เพิ่ มขึ้ น  เมื่ ออั ตราส่ วนของ เนื้ อหอยแห้ งต่ อน้้ า
ปราศจากอิออนลดลง (หรือตัวอย่างมีปริมาณน้้า
น้อยลง ปริมาณเนื้อหอยมากขึ้น) และปริมาณของ
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เอนไซม์ Protamex เพิ่มขึ้น แสดงว่า ถ้าต้องการผลิต
โปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีปริมาณโปรตีนสูง  ต้องใช้
อัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้าปราศจากอิออนที่น้อย 
(หรือตัวอย่างมีปริมาณน้้าน้อยลง ปริมาณเนื้อหอยมาก
ขึ้น) และใช้เอนไซม์ที่มีความเข้มข้นสูง 

ส่วนรูปที่ 6-9 แสดงให้เห็นว่า ปัจจัยในเรื่อง
อัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้าปราศจากอิออน มีผล
ต่อปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับ 
ในขณะที่ระยะเวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์ Protamex 
ไม่มีผลต่อปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
หอยตลับ และรูปที่ 8-9 แสดงให้เห็นว่า ปัจจัยในเรื่อง
ปริมาณของเอนไซม์ Protamex มีผลต่อปริมาณโปรตีน
ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับ  ในขณะที่
ระยะเวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์ Protamex ไม่มีผล
ต่อปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหอยตลับ 
ส้าหรับปัจจัยที่มีผลต่อปฏิกิริ ยาของเอนไซม์นั้ น 
ประกอบด้วย 1) ความเข้มข้นของสารตั้งต้น 
(Substrate concentration) 2) ความเข้มข้นของ
เอนไซม์ 3) ผลของพีเอช 4) ผลของอุณหภูมิ 5) ความ
เ ข้ ม ข้ น แ ล ะ กิ จ ก ร ร ม ข อ ง น้้ า  (Water 
activity/concentration) 6) ผลของตัวเร่ง 
(Catalyze) (Whitaker, 1996) จากการศึกษาครั้งที่
ปัจจัยที่มีผลต่อปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตคอื
อัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้าปราศจากอิออน และ
ปริมาณของเอนไซม์ Protamex ซึ่งคือ ความเข้มข้น
ของสารตั้ งต้ น  และ  ความ เข้มข้นของ เอนไซม์ 
ตามล้าดับ 

เมื่อไม่นานมานี้ความสนใจเกี่ยวกับเปปไทด์ที่
มีคุณสมบัติเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive 
peptides) จากสัตว์ทะเลได้รับความสนใจกว้างขวาง
ขึ้น (Harnedy and Fitzgerald, 2012; Kim and 
Wijesekara, 2010 ) โดยการย่อยด้วยเอนไซม์เป็นวิธีที่
มี ประสิทธิ ภาพมากที่ สุ ด ในการผลิต  bioactive 

peptides จากแหล่งของโปรตีน (Bernardini et al., 
2011; Thiansilakul et al., 2007) ดังนั้นโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจึงถือเป็นแหล่งของ เปปไทด์ที่มีคุณสมบัติ
เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Je et al., 2005; Qian 
et al., 2008) การศึกษาสภาวะในการสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสตในครั้งนี้ จึงเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการสกัด
โปรตีนไฮโดรไลเสต เพื่อใช้ในการศึกษาสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพต่อไป 
2.4 การหาปัจจัยท่ีเหมาะสมที่สุด 

การหาค่าปัจจัยที่เหมาะสมที่สุดในการสกัด
โปรตีนไฮโดรไลเสต เพื่อให้ได้ปริมาณโปรตีนจากหอย
ตลับมากที่สุด โดยใช้ฟังก์ช่ัน response optimizer ใน
โปรแกรมส้าเร็จรูปทางสถิติ  และวัดความพึงพอใจ
โดยรวมของผลตอบ (composite Desirability: D) ซึ่ง
ค่าความพึงพอใจของผลตอบมีค่าเท่ากับ 1 หมายถึง 
ผลตอบนั้นได้รับความพึงพอใจอย่างสมบูรณ์ ผลการ
ทดสอบมีดังนี ้
 -  X1 : อัตราส่วนของเนื้อหอยแห้งต่อน้้า
ปราศจากอิออน (น้้าหนัก/น้้าหนัก) เท่ากับ 1:8 

- X2 : ปริมาณของเอนไซม์ Protamex (ร้อย
ละ) เท่ากบั 1.5 

- X3 : ระยะเวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์ 
Protamex (ช่ัวโมง) เท่ากับ 5.5 

โดยได้โปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีโปรตีนสูงสุด 
เท่ากับ 84.97 (มิลลิกรัมอัลบูมิน/มิลลิลิตรโปรตีน
ไฮโดรไลเสต) 

 

สรุป 
การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการผลิต

โปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีปริมาณโปรตีนสูงจากหอยตลับ 
ด้วยวิธีพื ้นผิวตอบสนอง โดยการศึกษาอิทธิพลของ
ปัจจัยต่าง ๆ ก้าหนดล้าดับการทดลองและออกแบบ
การทดลองแบบ บ๊อกซ์-เบห์นเคน พบว่า สภาวะที่
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เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ให้ปริมาณ
โปรตีนสูงคือ อัตราส่วนของเนื้ อหอยแห้งต่อน้้ า
ปราศจากอิออน เท่ากับ 1:8 (น้้ าหนัก/น้้ าหนัก ) 
ปริมาณของเอนไซม์ protamex ร้อยละ 1.5 และ 
ระยะเวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์ protamex เท่ากับ 
5.5 ช่ัวโมง ภายใต้สภาวะดังกล่าวสามารถโปรตีน
ไ ฮ โ ด ร ไ ล เ ส ต ที่ มี โ ป รตี น สู ง สุ ด  เ ท่ า กั บ  84.97 
มิลลิกรัมอัลบูมิน/มิลลิลิตรโปรตีนไฮโดรไลเสต สภาวะ
ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้น้าไปใช้ในการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสต เพื่อใช้ในการผลิตซอสหอย ทดแทนหอย
นางรม อย่างไรก็ตามโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้สามารถ
น้ า ไปประยุ กต์ ในงานต่ า ง  ๆ  ได้ อย่ า งมากมาย 
โดยเฉพาะในวงการอุตสาหกรรมอาหาร 
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