
ว.วิทย. มข. 45(1) 138-150 (2560) KKU Sci. J. 45(1) 138-150 (2017)

ผลของอุณหภมูิอบแหงท่ีมีตอปรมิาณไอโซฟลาโวนและความสามารถ
การตานออกซิเดชันของถ่ัวเหลืองหมัก (ถ่ัวเนา)

Effects of Drying Temperature on the Isoflavone Content and
Antioxidant Capacity of Fermented Soybean (Thua Nao)

เกตุการ ดาจันทา1* และ หทัยทิพย รองคํา1

1สาขาวิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะเทคโนโลยีการเกษตรและอาหาร
มหาวิทยาลัยราชภฏัพิบูลสงคราม อ.เมือง จ.พิษณุโลก 65000

*Corresponding Author, E-mail: dkatekan@hotmail.com

บทคัดยอ
ถ่ัวเหลืองและผลิตภัณฑถ่ัวเหลืองถูกจัดเปนอาหารเพ่ือสุขภาพ งานวิจัยน้ีศึกษาผลของอุณหภูมิอบแหงท่ี

มีตอปริมาณสารไอโซฟลาโวนและการตานอนุมูลอิสระในถ่ัวเหลืองหมักของไทย (ถ่ัวเนา) โดยหมักถ่ัวเหลืองน่ึงสุก
ดวยผงกลาเช้ือ Bacillus subtilis ในอัตรา 0.1% (w/w) บมท่ี 42 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง จากน้ันอบแหง
ในตูอบแหงแบบลมรอนท่ี 60  70 และ 80 องศาเซลเซียส และตรวจวิเคราะหปริมาณของสารไอโซฟลาโวนกลุม
-glycosides (daidzin genistin และ glycitin) และ aglycosides (daidzein genistein และ glycitein)
สารประกอบฟนอล และฤทธ์ิ DPPH radical scavenging activity (DPPH) และ ferric reducing antioxidant
power (FRAP) อุณหภูมิในการอบแหงมีผลตอปริมาณคงเหลือของสารตานออกซิเดชันในถ่ัวเหลืองหมัก โดยถ่ัวเนา
ท่ีอบแหงในอุณหภูมิท่ีแตกตางกันมีปริมาณสารประกอบฟนอลและไอโซฟลาโวนกลุม aglycosides ไมแตกตางกัน
ขณะท่ีถ่ัวเนาอบแหงท่ี 70 และ 80 องศาเซลเซียส มีปริมาณสารไอโซฟลาโวนกลุม -glycosides (11 และ 11%)
และไอโซฟลาโวนท้ังหมด (17 และ 20%) สูงกวาถ่ัวเนาอบแหงท่ี 60 องศาเซลเซียส นอกจากน้ียังพบวาถ่ัวเนา
อบแหงท่ี 80 องศาเซลเซียส มีฤทธ์ิตานออกซิเดชันท้ังฤทธ์ิ DPPH และ FRAP สูงกวาถ่ัวเนาอบแหงท่ีอุณหภูมิต่ํา
กวา และพบไอโซฟลาโวนชนิด genistin ในถ่ัวเนาอบแหงมากท่ีสุด รองลงมาคือ daidzin และ daidzein
ตามลําดับ
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ABSTRACT
Soybeans and soy products are recognized as health food. In the present study, the

effect of drying temperature on the content of isoflavones and capacity of antioxidant of Thai
fermented soybean (Thua Nao) was studied. The fermented soybean was prepared by
inoculating autoclaved soybean with starter powder of the Bacillus subtilis at the ratio 0.1%
(w/w), incubated at 42C for 48 h, and then dried in a hot air oven at 60, 70, and 80C. The
contents of isoflavone -glycosides (daidzin, genistin and glycitin), aglycosides (daidzein,
genistein and glycitein) and total phenolic compounds were evaluated. Antioxidant activities in
terms of DPPH radical scavenging activity (DPPH) and ferric reducing antioxidant power (FRAP)
were also investigated. Drying temperature significantly affected the retention of antioxidants.
Although there was no significant difference in total phenolic compounds and isoflavone
aglycosides at different drying temperature, Thua Nao dried at 70 and 80C had higher contents
of -glycosides (11 and 11%) and total isoflavones (17 and 20%) than those of dried product at
60C. In addition, the product dried at 80C had superior activities of both DPPH and FRAP
compared with those at below drying temperature. Genistin was found the most in all dried
products, followed by daidzin and daidzein, respectively.

คําสําคัญ: ถ่ัวเหลืองหมัก  ถ่ัวเนา ไอโซฟลาโวน การตานออกซิเดชัน
Keywords: Fermented soybean, Thua Nao, Isoflavone, Antioxidant

1. บทนํา
ถ่ัวเนา เปนถ่ัวเหลืองหมักของไทยท่ีนิยม

บริโภคในภาคเหนือของประเทศ เชน เชียงใหม ลําพูน
ลําปาง และแมฮองสอน โดยใชเปนเครื่องปรุงรสชาติใน
อาหารพ้ืนบานหลายชนิด เน่ืองจากถ่ัวเนามีรสชาติ
อรอยคลายกับผงชูรสหรือท่ีเรียกวาอูมามิซึ่งเปนรสชาติ
ท่ีไดจากกรดอะมิโนอิสระ ไดแก กรดกลูตามิคและกรด
แอสปาติก (Tseng et al., 2005) ซึ่งไดจากการหมัก
ถ่ัวเหลืองดวยเช้ือ Bacillus subtilis และผลิตภัณฑท่ี
ไดมีลักษณะสีเหลืองคล้ําปนกับเมือกเหนียวเล็กนอย
และมีกลิ่นเหม็นของแอมโมเนีย นอกจากประเทศไทย
แลวถ่ัวเหลืองหมักยังมีการบริโภคอยางแพรหลายใน
หลายประเทศ โดยมีช่ือเรียกท่ีแตกตางกันตามทองถ่ิน

เชน ญี่ปุน เรียก นัตโตะ (Natto) อินเดีย เรียก คินีมา
(Kinema) และเกาหลี เรียก จุงคุคแจง (Chungkukjang)
(Steinkraus, 1996)

ถ่ัวเนาจัดเปนอาหารสุขภาพเน่ืองจากเปน
แหลงของโปรตีน โดยเฉพาะอยางยิ่งกรดอะมิโนอิสระท่ี
ไดจากการหมักยอยของเช้ือจุลินทรียทําใหรางกาย
ดูดซึมไดงาย ถ่ัวเนามีกรดอะมิโนอิสระชนิดจําเปน
มากกวาถ่ัวเหลืองท่ีไมผานการหมักถึง 7 เทา (Dajanta
et al., 2011a) นอกจากน้ีถ่ัวเหลืองหมักยังเปนแหลง
สําคัญของสารตานออกซิเดชันคือสารประกอบฟนอล
(phenolic compounds) และสารไอโซฟลาโวน
(isoflavones) โดยเฉพาะอยางยิ่งสารไอโซฟลาโวนใน
รูปของ aglycosides ซึ่งเปนอนุพันธุท่ีมีประโยชนตอ
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รางกายมากท่ีสุดและรางกายสามารถดูดซึมไดใน
ปริมาณท่ีสูงและรวดเร็วมากกวาถ่ัวเหลืองท่ีไมผานการ
หมัก (Izumi et al., 2000) มีรายงานการวิจัยท่ีบงช้ีวา
การบริโภคถ่ัวเหลืองหมักชวยรักษาและปองกันโรคท่ี
สําคัญ ไดแก มะเร็งเตานม มะเร็งตอมลูกหมาก และ
มะเร็งลําไส (Gotoh et al., 1998) โรคหลอดเลือด
หัวใจ (Potter et al., 1998; Park et al., 2003)
โรคเบาหวาน (Liu et al., 2006) โรคกระดูกพรุน
(Potter et al., 1998; Ishimi et al., 2002) โรค
คอเลสเตอรอลในเลือดสูง รวมถึงการใชไอโซฟลาโวน
เปนสารทดแทนฮอรโมนเพศหญิงในหญิงวัยหมด
ประจําเดือนไดอีกดวย (Morabito et al., 2002)
รายงานของ Kang et al. (2012) ระบุวาการบริโภค
ถ่ัวเหลืองมีความสัมพันธกับการลดลงของความเสี่ยงตอ
การตายของผูปวยมะเร็งเตานมในประเทศจีน และ
รายงานของ Zhang et al. (2012) บงช้ีวาการบริโภค
สารไอโซฟลาโวนจากถ่ัวเหลืองในปริมาณสูงกวา 17.3
มิลลิกรัม/วัน ชวยลดอัตราการตายจากโรคมะเร็งเตา
นมได 38-36% โดยกลไกการยับยั้งอาการของมะเร็ง
เตานมเกิดจากสารไอโซฟลาโวนชนิด genistein ซึ่งมี
โครงสรางคลายคลึงกับฮอรโมนเอสโตรเจนของผูหญิง
(He and Chen, 2013) และรายงานของ Wei et al.
(2012) ซึ่งไดทําการศึกษาดวยวิธี Meta analysis
พบวา การบริโภคไอโซฟลาโวนจากถ่ัวเหลืองมีผลตอ
การเพ่ิมความหนาแนนของแรธาตุในกระดูกและชวย
ลดความเสี่ยงของการเกิดโรคกระดูกพรุน

กระบวนการผลิตถ่ัวเนาของไทยในปจจุบันยัง
เปนการผลิตแบบพ้ืนบาน คือการหมักถ่ัวเหลืองท่ีตมสุก
แลวในตะกราไมไผและคลุมดวยใบตองหรือวัสดุอ่ืน
หมักบมท่ีอุณหภูมิหอง นานประมาณ 3-7 วัน และทํา
เปนแผนบาง ตากแดดใหแหง เพ่ือใหสามารถเก็บรักษา
ไวไดนานข้ึน ภาษาทองถ่ินเรียกวา “ถ่ัวเนาแค็บ” การ

หมัก ถ่ัวเนาแบบพ้ืนบานอาศัยการหมักยอยของ
เ ช้ือจุลินทรีย ในธรรมชาติ ท่ีปนเปอนอยู กับเมล็ด
ถ่ัวเหลืองหรือภาชนะท่ีใชในการผลิต ทําใหผลิตภัณฑท่ี
ไดมีคุณภาพไมสม่ําเสมอข้ึนอยูกับความสะอาดของ
อุปกรณและสุขลักษณะของผูผลิต มีกลิ่นเหม็นของ
แอมโมเนียคอนขางแรง บางครั้งอาจเกิดการเนาเสีย
เน่ืองจากมีการปนเปอนของจุลินทรียและยังเสี่ยง
อันตรายจากจุลินทรียกอโรคหลายชนิดท่ีปนเปอนใน
ระหวางกระบวนการผลิต (Nout et al., 1998; Dike
and Odunfa, 2003; Leejeerajumnean, 2003) จึง
ไดมีความพยายามในการศึกษาวิจัยเพ่ือแกไขปญหา
ดานสุขอนามัยความสม่ําเสมอของผลิตภัณฑ และ
ปรับปรุงกระบวนการผลิตใหสอดคลองกับการผลิตใน
เชิงพาณิชยอยางตอเน่ือง โดยไดมีคัดแยกแบคทีเรียท่ี
เหมาะสมในการหมกัถ่ัวเนา คือ B. subtilis TN51 จาก
ถ่ัวเนาพ้ืนเมืองโดย ผศ.ดร.เอกชัย ชูเกียรติโรจน
มหาวิทยาลัยแมฟาหลวง (Dajanta et al., 2009a)
(Dajanta et al., 2009a) และมีการศึกษาพัฒนาเปน
กลาเช้ือบริสุทธ์ิสําหรับหมักถ่ัวเนาท้ังในรูปของเช้ือสด
ซึ่งตองมีการเตรียมในหองปฏิบัติการ (Dajanta et al.,
2011d) และการพัฒนาเปนผงกลาเช้ือแหงสําเร็จรูป
(เกตุการ, 2557) รวมถึงการศึกษาคุณภาพของถ่ัวเนาท่ี
ผลิตจากกลาเช้ือบริสุทธ์ิซึ่งพบวาถ่ัวเนาท่ีหมักดวยเช้ือ
บริสุทธ์ิB. subtilis TN51 มีคุณภาพท่ีดีกวาถ่ัวเนาท่ี
ผลิตจากวิธีพ้ืนบานดั้งเดิมท้ังทางเคมี กายภาพ คุณภาพ
ทางประสาทสัมผัส กลิ่นรสท่ีระเหยได และสารอาหาร
ท่ีมีประโยชนตอรางกาย เชน กรดอะมิโนอิสระ สาร
ไอโซฟลาโวนชนิด aglycosides สารประกอบฟนอล
และฤทธ์ิตานออกซิเดชัน (Dajanta et al., 2009a; b;
Dajanta et al., 2011a, b, c, d) ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมี
ความประสงค ท่ีจะพัฒนาถ่ัวเนาอบแหงเพ่ือใชเปน
ผงปรุงรสทดแทนถ่ัวเนาอบแหงชนิดแผนแบบดั้งเดิมเพ่ือ



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร มข. ปท่ี 45 เลมท่ี 1 141

ชวยปรับปรุงกระบวนการผลิตถ่ัวเหลืองหมักใหถูกตอง
ตามหลักสุขลักษณะท่ีดีของกระบวนการผลิตและเปน
การยกระดับอาหารพ้ืนบานสูการผลิตในเชิงพาณิชยโดย
ใชกระบวนการหมักถ่ัวเหลืองจากผงกลาเช้ือบริสุทธ์ิท่ี
นักวิจัยไดพัฒนาข้ึน และไดคัดเลือกอุณหภูมิในการ
อบแหงถ่ัวเนาท่ีเหมาะสมในการรักษาคุณภาพของสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพของผงปรุงรสถ่ัวเนาสําเร็จรูป

2. วิธีการดําเนินงานวิจัย
2.1 การเตรียมถั่วเนา

แชเมล็ดถ่ัวเหลืองสายพันธุเชียงใหม 60 ในนํ้า
อัตรา 1:4 (w/w) นาน 16 ช่ัวโมง หลังสะเด็ดนํ้าน่ึง
ถ่ัวเหลืองใหสุกในหมอน่ึงความดันท่ี 121 องศาเซลเซียส
นาน 40 นาที เติมผงกลาเช้ือ B. subtilis ลงใน
ถ่ัวเหลืองขณะรอน ในอัตรา 0.1% (w/w) บรรจุถ่ัว
เหลืองท่ีเติมกลาเช้ือแลวในกลองพลาสติกปลอดเช้ือ
ขนาด 13x18x10 เซนติเมตร และบมในตูบมเพาะท่ี
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง
2.2 การอบแหงถั่วเนา

บดถ่ัวเนาใหละเอียดและอบใหแหงดวยตูอบ
แหงแบบลมรอน ผันแปรอุณหภูมิในการทําแหง 3 ระดับ
คือ 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส จนไดคา water
activity ต่ํากวา 0.5 บดถ่ัวเนาใหละเอียดอีกครั้งจะได
ผงปรุงรสถ่ัวเนาอบแหง บรรจุใสในถุงอะลูมิเนียมฟอยล
เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการตรวจ
วิเคราะหคุณภาพตอไป
2.3 การสกัดสารตานอนุมูลอิสระในถั่วเนา

สกัดผงถ่ัวเนาอบแหง 10 กรัม ดวยตัวทํา
ละลายเมทานอล ความเขมขน 80% (v/v) จํานวน
100 มิลลิลิตร ในเครื่องอัลตราโซนิก กรองผาน
กระดาษกรอง Whatman No.1 นํากากท่ีเหลือไปสกัด
ซ้ําดวยวิธีการสกัดเดิม นําสารสกัดท่ีกรองไดท้ัง 2 ครั้ง
มารวมกันและนําไปปนเหว่ียงดวยเครื่อง centrifuge

ความเร็ว 3,000 rpm นาน 15 นาที แยกเอาเฉพาะ
สารละลายสวนใสไปทําใหแหงภายใตสภาวะสญุญากาศ
ดวยเครื่อง evaporator อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส
เก็บผงแหงของสารสกัดท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
เพ่ือรอการตรวจวิเคราะห
2.4 การตรวจชนิดและปริมาณสารไอโซฟลาโวน

ละลายสารสกัดถ่ัวเนาในตัวทําละลายเมทานอล
ความเขมขน 80% (v/v) กรองผานเมมเบรนขนาด
0.45 ไมครอน กอนนําไปตรวจวิเคราะหชนิดและ
ปริมาณสารไอโซฟลาโวนตามวิธีการของ Lee et al.
(2008) ดวยเครื่อง High Performance Liquid
Chromatography (Shimadzu Instruments Co.,
Ltd., Japan) ท่ีประกอบดวยปม (model LC-10AD
VP) และดีเท็กเตอรแบบ photo diode array
(model SPD-M10A VP) และใชคอลัมน YMC-Pack
ODS-AM-303 (250 mm x 4.6 mm I.D.) วิเคราะห
ชนิดของไอโซฟลาโวนโดยวัดดวยความยาวคลื่น 254
นาโนเมตร และเทียบคา retention time กับสาร
ไอโซฟลาโวนมาตรฐานแตละชนิด ไดแก daidzein
genistein glycitein daidzin genistin glycitin
และใช flavone เปน internal standard วิเคราะห
ปริมาณสารไอโซฟลาโวนโดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของสารแตละชนิด ซึ่งมีคา R2 อยูระหวาง
0.996-0.998 คํานวณปริมาณสารไอโซฟลาโวนใน
หนวยไมโครกรัม/กรัมตัวอยาง
2.5 การตรวจปริมาณสารประกอบฟนอล

ตรวจวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลใน
สารสกัดถ่ัวเนาอบแหงตามวิธีของ Luque-Rodriguez
et al. (2007) โดยละลายสารสกัดถ่ัวเนาในสารละลาย
เมทานอลความเขมขน 80% (v/v) และผสมสารสกัด
400 ไมโครลิตร กับสารละลาย Folin-Ciocalteu
reagent ท่ีมีความเขมขน 0.25 นอรมัล จํานวน 2
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มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนต ความ
เขมขน 7.5% (w/v) จํานวน 1.6 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันดี และบมหลอดทดสอบในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี
50 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และบมตอในท่ีมืด 30 นาที
วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง UV-Vis spectro-
photometer (Spectrophotometer evolution 201,
USA) ท่ีความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร คํานวณหา
ปริมาณสารประกอบฟนอลในหนวยมิลลิกรัมสมมูลกรด
แกลลิก/กรัมสารสกัด โดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของกรดแกลลิก ซึ่งมีคา R2 เปน 0.996
2.6 การตรวจ DPPH radical scavenging
activity (DPPH)

ตรวจฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ในสารสกัด
ถ่ั ว เ น า อบแห ง ต าม วิ ธี ท่ี ดั ด แปล งจ าก Nueng-
chamnong et al. (2009) โดยผสมสารสกัดถ่ัวเนา
อบแหง 1 มิลลิลิตร กับสารละลาย DPPH ความเขมขน
0.2 มิลลิโมลาร จํานวน 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดี บม
ในท่ีมืดนาน 30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงดวย UV-Vis
spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 517 นาโน
เมตร สําหรับชุดควบคุมใชเมทานอลความเขมขน 80%
(v/v) แทนสารสกัด คํานวณฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ
DPPH จากสูตร

DPPH (%) = [1 – (คาดดูกลนืแสงของตัวอยาง)] ×100
คาดดูกลืนแสงของชุดควบคุม

และแสดงฤทธ์ิตานอนุมูล อิสระ DPPH ในหนวย
half-inhibition concentration (IC50)
2.7 การตรวจคา Ferric reducing antioxidant power
(FRAP)

ตรวจวิเคราะหฤทธ์ิ FRAP ในสารสกัดถ่ัวเนา
อบแหงตามวิธีของ Maier et al. (2009) โดยผสมสารสกัด
400 ไมโครลิตร กับสารละลาย FRAP 3 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน บมในอางนํ้าอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 4 นาที

วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องUV-Vis spectrophotometer
ท่ีความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร คํานวณคาFRAP ในหนวย
มิ ล ลิ ก รั ม สมมู ล โทรลอกซ / กรั มส ารส กั ด  โดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารโทรลอกซซึ่งมี
คา R2 เปน 0.999
2.8 การวางแผนการทดลองทางสถิติ

วางแผนการทดลองแบบ Completely
Randomized Design ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห
ความแปรปรวน (Analysis of Variance) และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Least
Significant Difference (LSD) ท่ีระดับความเช่ือมั่น
95%

3. ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง
3.1 ชนิดและปริมาณสารไอโซฟลาโวนในถั่วเนาอบแหง

งานวิจัยน้ีตรวจวิเคราะหสารไอโซฟลาโวน 6 ชนิด
ในถ่ัวเนาอบแหง ไดแก ไอโซฟลาโวนกลุม -glycosides
คือ daidzin genistin และ glycitin และไอโซฟลาโวน
กลุม aglycosides คือ daidzein genistein และ glycitein
แสดงปริมาณของสารไอโซฟลาโวนในถ่ัวเนาท่ีผานการ
อบแหงท่ีอุณหภูมิแตกตางกันในตารางท่ี 1

ถ่ัวเนาท่ีผานการอบแหงท่ีอุณหภูมิ 60 70
และ 80 องศาเซลเซียส มีสารไอโซฟลาโวนท้ังหมดอยู
ในชวง 2,129 – 2,367 ไมโครกรัม/กรัมตัวอยาง และ
ส วนใหญ เป นสาร ไอโซฟลาโวน ท่ีอยู ในรูปของ
-glycosides คิดเปนสัดสวน 68 – 73% ของไอโซฟลาโวน
ท้ังหมด โดยมีความเขมขนระหวาง 1,444 – 1,734
ไมโครกรัม/กรัมตัวอยาง ชนิดสารของไอโซฟลาโวนท่ี
พบมากท่ีสุด คือ genistin คิดเปนสัดสวน 35 – 39%
ของไอโซฟลาโวนท้ังหมด สําหรับปริมาณสารไอโซฟลาโวน
กลุม aglycosides พบอยูในชวง 633 – 685 ไมโครกรัม/
กรัมตัวอยาง (คิดเปนสัดสวน 27-32% ของไอโซ-
ฟลาโวนท้ังหมด) ชนิดสารของไอโซฟลาโวน ท่ีพบมาก
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ท่ีสุด คือ daidzein คิดเปนสัดสวน 17-23% ของ
ไอโซฟลาโวนท้ังหมด

ความรอนในการอบแหงถ่ัวเนามีผลตอชนิด
และปริมาณของสารไอโซฟลาโวน โดยเมื่อใชความรอน
ในการอบแหงท่ีอุณหภูมิ 70 และ 80 องศาเซลเซียส
ทําใหปริมาณของไอโซฟลาโวน glycosides (17 และ
20% ตามลําดับ) และไอโซฟลาโวนท้ังหมด (11 และ
11% ตามลําดับ) ในถ่ัวเนาสูงกวาถ่ัวเนาท่ีผานการ
อบแหงท่ี 60 องศาเซลเซียส อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

(P  0.05) ขณะท่ีไอโซฟลาโวนกลุม aglycosides ใน
ถ่ัวเนาท่ีอบแหงอุณหภูมิ 60-80 องศาเซลเซียส มี
ปริมาณไมแตกตางกัน

ถ่ัวเนาอบแหงท่ีผลิตไดจากงานวิจัยน้ีตรวจพบ
สารไอโซฟลาโวนท้ังหมดในปริมาณท่ีสูงกวาถ่ัวเนาท่ี
ผลิตจากกลาเช้ือ B. subtilis ในรายงานของ Dajanta
et al. (2009b) มากถึง 2.2 – 2.7 เทา ท้ังน้ีอาจเปนผล
มาจากความแตกตางกันของสายพันธุของถ่ัวเหลืองและ
ระยะการหมักถ่ัวเหลืองท่ีแตกตางกัน

ตารางท่ี 1 ปริมาณสารไอโซฟลาโวน (ไมโครกรัม/กรัมตัวอยาง) ในผงถ่ัวเนาอบแหงท่ีผานการอบแหงในอุณหภูมิท่ีแตกตางกัน

สารไอโซฟลาโวน
อุณหภูมิการอบแหง (องศาเซลเซียส)

60 70 80
-glycoside isoflavones 1,444  45b 1,734  20a 1,686  79a
Daidzin 452  12b 562  22a 540  26a
Genistin 750  22b 912  9a 861  40a
Glycitin 243  11b 260  7b 286  5a
Aglycoside isoflavones 685  11a 633  48a 666  31a
Daidzein 487  19a 405  48b 416  18b
Genistein 100  5b 106  5b 121  6a
Glycitein 98  7b 122  12a 129  7a
Total isoflavones 2,129  54b 2,367  67a 2,353 89a
คาในตารางเปนคาเฉล่ีย  คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n = 3) และตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกนัในแถวเดียวกนัแสดงคาความแตกตางกนัอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05)

3.2 ปริมาณสารประกอบฟนอลในถั่วเนาอบแหง
ผงถ่ัวเนาท่ีผานการอบแหงท่ีอุณหภูมิ 60 70

และ 80 องศาเซลเซียส ถูกสกัดดวยตัวทําละลาย
เมทานอลความเขมขน 80% (v/v) ไดปริมาณสารสกัด
(yield) ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P > 0.05)
โดยมีปริมาณสารสกัดอยูท่ี 27.17 - 30.99% (ตารางท่ี 2)
และพบวาสารสกัดของผงถ่ัวเนาท่ีผานการอบแหงท้ัง
3 อุณหภูมิมีปริมาณของสารตานออกซิเดชันกลุม

สารประกอบฟนอล ใกล เ คี ย ง กัน โดยพบอยู ใ น
ชวง 34.80 – 37.10 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิก/
กรัมสารสกัด หรือ 9.46 – 11.49 มิลลิกรัมสมมูลกรด
แกลลิก/กรัมตัวอยาง ซึ่งเปนปริมาณท่ีใกลเคียงกับท่ี
ตรวจพบในถ่ัวเนา (ปริมาณ 35.18-37.29 มิลลิกรัม
สมมูลกรดแกลลิก/กรัมสารสกัด) ในรายงานของ
Dajanta et al. (2011c) และถ่ัวเหลืองหมักโคจิ
(ปริมาณ 23.70 - 45.72 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิก/
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กรัมสารสกัด) (Lin et al., 2006) แตมีปริมาณนอยกวา
ถ่ัวเหลืองหมักจุงคุคแจงของเกาหลี (ปริมาณ 22.19

มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิก/กรัมตัวอยาง) (Kwak
et al., 2007)

ตารางท่ี 2 ปริมาณสารสกัด สารประกอบฟนอล ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH และฤทธ์ิ FRAP ของถ่ัวเนาอบแหง
ท่ีผานการอบแหงในอุณหภูมิท่ีแตกตางกัน

คุณภาพ
อุณหภูมิการอบแหง (องศาเซลเซียส)

60 70 80
Extract yield (%) 30.99  1.66a 29.13  2.73a 27.17  0.56a
Total phenolics
(มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิก/กรัมสารสกดั)

37.10  2.14a 35.02  0.58a 34.80  1.04a

DPPH radical-scavenging activity
(IC50; มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

3.42  0.25a 2.53  0.36b 1.53  0.18c

FRAP (มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ/กรัมสารสกัด) 13.42  0.12b 14.71  0.24a 14.91  0.24a
คาในตารางเปนคาเฉล่ีย  คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n = 3) และตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงคาความแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05)

3.3 ฤทธิ์ตานอนมุูลอิสระ DPPH ของถั่วเนาอบแหง
ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัด

ถ่ัวเนาอบแหงมีความผันแปรข้ึนอยูกับความเขมขนของ
สารสกัด โดยท่ีระดับความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
พบวา สารสกัดถ่ัวเนาท่ีผานการอบแหงท่ี 60 70 และ
80 องศาเซลเซียส มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH เปน
32 43 และ 60% ตามลําดับ

เมื่อเพ่ิมความเขมขนของสารสกัดเปน 5
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวา ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH
เพ่ิมสูงข้ึนเปน 76 95 และ 91% ตามลําดับ ฤทธ์ิตาน
อนุมูลอิสระ DPPH ของถ่ัวเนาท่ีผานการอบแหงท้ัง 3
อุณหภูมิมีความคงท่ีอยูในชวง 97–98% เมื่อเพ่ิมความ
เขมขนของสารสกัดเปน 10 – 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
ถ่ัวเนาอบแหงท่ีไดจากงานวิจัยน้ีมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ
DPPH สูงกวาถ่ัวเหลืองหมักจุงคุคแจงในรายงานของ
Shon et al. (2007) เล็กนอย เมื่อเปรียบเทียบกันท่ี
ระดับความเขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยจุงคุค-
แจงพบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ในชวง 72–77%
และมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH สูงกวาถ่ัวเหลือง

หมักคินีมาคอนขางมาก ซึ่งรายงานของ Moktan et
al. (2008) ระบุวาสารสกัดคินีมา ความเขมขน 50
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH เพียง
44% เทาน้ัน

ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ในหนวย half-
inhibition concentration (IC50) หมายถึง ปริมาณ
ของสารตานออกซิเดชันท่ีสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระลง
ได 50% (Lin et al., 2006) ดังน้ันคา IC50 ท่ีต่ําจะ
แสดงถึงประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมูลอิสระท่ีดีกวา
คา IC50 ท่ีสูง ผลในตารางท่ี 2 แสดงใหเห็นวาคา IC50

ของถ่ัวเนาลดลงเมื่อใชอุณหภูมิในการอบแหงสูงมากข้ึน
โดยคา IC50 ของถ่ัวเนาท่ีผานการอบแหงท่ี 80 องศา
เซลเซียส มีคาต่ําท่ีสุด และคา IC50 ของถ่ัวเนาท่ีผาน
การอบแหงท่ี 60 องศาเซลเซียส มีคาสูงท่ีสุด แสดงให
เห็นวาถ่ัวเนาท่ีไดจากการอบแหงท่ี 80 องศาเซลเซียส
มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด โดยมีฤทธ์ิตานอนุมูล
อิสระสูงกวาถ่ัวเนาท่ีผานการอบแหงท่ี 60 และ 70
องศาเซลเซียส คิดเปน 2.2 และ 1.6 เทา ตามลําดับ
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3.4 ฤทธิ์ FRAP ของถั่วเนาอบแหง
ฤทธ์ิตานออกซิเดชันท่ีวัดดวยวิธี FRAP พบวา

ถ่ัวเนาอบแหงมีฤทธ์ิ FRAP อยูในชวง 13.42 – 14.91
มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ/กรัมสารสกัด (ตารางท่ี 2)
ถ่ัวเนาท่ีไดจากการอบแหงท่ี 70 และ 80 องศาเซลเซียส มี
ฤทธ์ิ FRAP สูงกวาการอบแหงท่ี 60 องศาเซลเซียส
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P  0.05) ฤทธ์ิ FRAP เปน
การวัดฤทธ์ิตานออกซิเดชันรวม (total antioxidant
activity) ดวยกลไกการลดลงของ ferric-tripyridyl-
triazine complex ไปเปนสารประกอบ ferrous และ
เกิดสารสีข้ึน ดังน้ันจึงเปนการวัดคา total reducing
power ของสารตานออกซิเดชัน (Benzie and Strain,
1996)

เมื่ อ พิ จารณาจากปริ มาณของสารต าน
ออกซิเดชัน คือ สารไอโซฟลาโวน สารประกอบฟนอล
และฤทธ์ิตานออกซิเดชันคือ DPPH radical-
scavenging activity และฤทธ์ิ FRAP ท่ีพบในถ่ัวเนา
อบแหงแลว พบวาการอบแหงถ่ัวเนาท่ีอุณหภูมิ 80
องศาเซลเซียส ทําใหถ่ัวเนามีปริมาณของสารตาน
ออกซิเดชันและฤทธ์ิตานออกซิเดชันสูงกวาการอบแหง
ท่ีอุณหภูมิต่ํากวา

4. วิจารณผลการวิจัย
ไอโซฟลาโวนเปนสารในกลุมสารประกอบฟนอล

ท่ีเกิดจากการรวมตัวของสาร phenylpropane และ
malonyl coenzyme A จํานวน 3 โมเลกุล พบใน
ถ่ัวเหลืองท้ังท่ีผานกระบวนการหมักและไมหมัก (Liu,
2004) ไอโซฟลาโวนมีหลายกลุมตามลักษณะโครงสราง
ทางเคมี โดยงานวิจัยน้ีตรวจวิเคราะหไอโซฟลาโวน
ในกลุม -glycosides และ aglycosides เทาน้ัน
นอกจากน้ีในถ่ัวเหลืองยังมีรายงานการพบไอโซฟลา-
โวนกลุม acetylglycosides ไดแก acetyldaidzin
acetylgenistin acetylglycitin และกลุม malonylglycosides

ไดแกmalonyldaidzin malonylgenistin malonylglycitin
โดยชนิดและปริมาณของสารไอโซฟลาโวนข้ึนอยูกับ
สายพันธุของถ่ัวเหลืองและลักษณะของการแปรรูป
(Liu, 2004; Lee et al., 2010)

ความรอนในการอบแหงถ่ัวเหลืองหมักมีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงชนิดของสารไอโซฟลาโวนใน
ถ่ัวเหลือง โดยรายงานของ Chein et al. (2005)
พบว า คว าม ร อน ทํ า ให ส า ร ไ อ โ ซฟลา โ วนช นิด
malonylgenistin เปลี่ยนรูปเปน genistin ไดเร็วท่ีสุด
ร อ ง ล ง ม า คื อ ก า ร เ ป ลี่ ย น ไ อ โ ซ ฟ ล า โ ว น ช นิ ด
malonylgenistin เปน acetylgenistin และ acetylgenistin
เปน genistin ตามลําดับ จากเหตุผลดังกลาวจึงทําให
ผงปรุงรสจากถ่ัวเนาท่ีผานการอบแหงท่ีอุณหภูมิ 60 –
80 องศาเซลเซียส มีปริมาณของสาร genistin
มากกวาสารไอโซฟลาโวนชนิดอ่ืนๆ และการอบแหง
ถ่ัวเนาท่ีอุณหภูมิ 70 – 80 องศาเซลเซียส มีปริมาณ
ของสาร genistin สูงกวาการอบแหงท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P  0.05)

ผลการศึกษาในครั้งน้ีแตกตางจากรายงาน
ของ Dajanta et al. (2009b) ท่ีพบวาในถ่ัวเนาท่ีหมัก
จากแบคทีเรีย B. subtilis TN51 มีปริมาณสารไอโซ-
ฟลาโวนชนิด daidzein และ glycitin สูงท่ีสุด ท้ังน้ี
อาจเปนผลมาจากความแตกตางของสายพันธุถ่ัวเหลือง
ท่ีใชในการผลิต และความแตกตางของระยะเวลาใน
การหมัก โดยงานวิจัย ของ Dajanta et al. (2009b)
ใชเวลาในการหมักถ่ัวเหลืองสายพันธุ TG145 ท่ี
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นานถึง 72 ช่ัวโมง ขณะท่ี
งานวิจัยน้ีใชถ่ัวเหลืองสายพันธุเชียงใหม 60 และใช
เวลาในการหมักท้ังหมดเพียง 48 ช่ัวโมงเทาน้ัน ซึ่ง
รายงานของ Kuo et al. (2006) ระบุวาเวลาในการ
หมักถ่ัวเหลืองดวยแบคทีเรีย B. subtilis มีผลตอการ
เปลี่ยนแปลงชนิดของสารไอโซฟลาโวน โดยแบคทีเรีย
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จะสรางเอนไซม -glucosidase ออกมายอยสลาย
ไอโซฟลาโวนกลุ ม malonylglycosides และ
acetylglycosides ใหเปลี่ยนเปน -glycosides และ
ยอยสลาย -glycosides ตอไปจนไดเปน aglycosides
ผานทางกระบวนการ deglycosylation และจากเหตุผล
ดังกลาวจึงทําใหถ่ัวเหลืองหมักมีปริมาณของไอโซฟลา-
โวน aglycosides คือ genistein daidzein และ
glycitein เพ่ิมสูงข้ึนหลังจากการหมักดวยจุลินทรีย
สอดคลองกับรายงานของ Dajanta et al. (2009b) ท่ี
พบวาหลังการหมักถ่ัวเหลืองน่ึงสุกดวย B. subtilis
TN51 ทําใหไอโซฟลาโวน กลุม aglycosides เพ่ิม
สูงข้ึนถึง 318% เมื่อเปรียบเทียบกับถ่ัวเหลืองกอนหมัก
และอีกปจจัยหน่ึงท่ีทําใหงานวิจัยน้ีตรวจพบปริมาณ
ของสารไอโซฟลาโวนแตละชนิดแตกตางจากรายงาน
ของ Dajanta et al. (2009b) คือวิธีการทําแหงถ่ัวเนา
กอนการตรวจวิเคราะหคุณภาพ โดยรายงานของ
Dajanta et al. (2009b) ใชวิธีการทําแหงถ่ัวเนากอน
การตรวจวิเคราะหไอโซฟลาโวนดวยวิธี freeze-dry ซึ่ง
เปนการทําแหงท่ีอุณหภูมิแชเยือกแข็งแตงานวิจัยน้ีใช
วิธีการอบแหงแบบลมรอนท่ีมีอุณหภูมิสูงกวา ดังน้ันจึง
สงผลตอการเปลี่ยนรูปของสารไอโซฟลาโวนท่ีแตกตาง
กัน

มี ร า ย ง าน ท่ีบ ง ช้ี ว า ส า ร ไ อ โ ซฟลา โ วน
โดยเฉพาะอยางยิ่งชนิด aglycosides มีสรรพคุณใน
การปองกันโรคท่ีสําคัญหลายชนิด เชน โรคมะเร็ง
โรคเบาหวาน ทดแทนฮอรโมนเอสโตรเจนในหญิงวัย
หมดประจําเดือนและปองการเสื่อมของกระดูก (Gotoh
et al., 1998; Peterson et al., 1998; Ishimi et al.,
2002; Kim et al., 2006; Liu et al., 2006)

สารประกอบฟนอลจัดเปนสารท่ีมีฤทธ์ิตาน
อนุมูลอิสระ (free radical terminators) และ metal
chelators (Hogg et al., 1993; Parthasarathy and

Santanam, 1994;  Patel and Darley-Usmar,
1999; Mathew and Abraham, 2006) โดยท่ัวไป
สารประกอบฟนอลมักสรางพันธะเช่ือมอยูกับโครงสราง
ของพืช  ในถ่ัวเหลืองพบสารประกอบฟนอลในปริมาณ
ท่ีแตกตางกันข้ึนกับสายพันธุ  และมีรายงานท่ีบงช้ีวา
การหมักถ่ัวเหลืองดวยจุลินทรียชวยเพ่ิมปริมาณของ
สารประกอบฟนอลในถ่ัวเหลืองหมัก เน่ืองจากจุลินทรีย
ไ ด ส ร า ง เ อ น ไ ซ ม -glucosidase อ อ ก ม า ย อ ย
สารประกอบฟนอลท่ีเช่ือมตออยูกับองคประกอบของ
พืชใหหลุดออกมาอยูในรูปของสารประกอบฟนอล
อิสระ (Lee et al., 2007; Moktan et al., 2008;
Georgetti et al., 2009) และรายงานของ Dajanta
et al. (2011c) และ Dajanta et al. (2013) พบวา
หลังการหมักถ่ัวเนาดวยแบคทีเรีย B. subtilis มี
ปริมาณสารประกอบฟนอลเพ่ิมข้ึนจากถ่ัวเหลืองกอน
หมักมากถึง 217-859% สอดคลองกับการตรวจพบใน
กระบวนการหมักนัตโตะและคินีมา (Moktan et al.,
2008; Juan and Chou, 2010; Yao et al., 2010)

DPPH radical-scavenging activity เปน
ปฏิกิริยาท่ีบงช้ีถึงความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ
ซึ่งเปนคาท่ีแสดงถึง primary antioxidant activity
และเปนกลไกสําคัญในการชวยปองกันเซลลจากการ
ทําลายของอนุมูลอิสระ ปองกัน genotoxic และ
oxidative DNA damage ทําใหสามารถตอตานโรคท่ี
มีสาเหตุจากอนุมูลอิสระ เชน โรคมะเร็ง โรคหลอด
เลือดหัวใจ ความดันเลือดสูง โรคพารกินสัน และไขขอ
อักเสบ (Ames et al.,1993; Kim et al., 2008) ผงปรุงรส
ถ่ัวเหลืองหมักท่ีผลิตไดจากงานวิจัยน้ีมีฤทธ์ิตานอนุมูล
อิสระ DPPH ใกลเคียงกับถ่ัวเนาพ้ืนเมืองท่ีมีจําหนายใน
พ้ืนท่ีจังหวัดเชียงใหม (Dajanta et al., 2012) และ
ถ่ัวเนา ท่ีผลิตจากกลาเ ช้ือบริสุท ธ์ิในรายงานของ
Dajanta et al. (2011c; 2013) โดยมีคา IC50 ของ
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ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH อยูในชวง 2.43 – 3.27
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

ฤทธ์ิตานออกซิ เดชัน DPPH radical-
scavenging activity และฤทธ์ิ FRAP ท่ีพบในถ่ัวเนา
อบแหงเปนผลจากสารประกอบฟนอลและสารไอโซ-
ฟลาโวนท่ีตรวจพบในถ่ัวเนาอบแหง โดยสารประกอบ
ฟนอลมีคุณสมบัติ เปนสารต านออกซิ เด ชันจาก
ความสามารถ ในการรี ดิ วซ  ก าร ให ไ ฮ โดร เ จน
(hydrogen donators) ยับยั้งออกซิเจนโมเลกุลเดี่ยว
(single oxygen quencher) และการจับกับโลหะท่ี
สามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน (metal chelating)
(Rice-Evans et al., 1995) ฤทธ์ิตานออกซิเดชันมี
ความสัมพันธ กับปริมาณของสารตานออกซิเดชัน
และ ข้ึนอยู กับชนิดและโครงสร างของสารต าน
ออกซิเดชัน โดยสาร genistin มีฤทธ์ิในการยับยั้งอนุมูล
อิสระมากท่ีสุดในกลุมของสารไอโซฟลาโวนท่ีพบใน
ถ่ัวเหลือง (Lee et al., 2005)

5. สรุปผลการวิจัย
งานวิจัยน้ีแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาผงปรุง

รสจากถ่ัวเนานอกจากจะสามารถชวยเพ่ิมรสชาติอรอย
หรือรสอูมามิใหกับอาหารแลวยังมีฤทธ์ิในการตาน
อนุมูลอิสระสูงและอุดมดวยสารตานออกซิเดชันท่ีมี
ประโยชนตอรางกายท้ังสารประกอบฟนอล และสาร
ไอโซฟลาโวน โดยเฉพาะอยางยิ่งชนิด aglycosides ซึ่ง
ชวยในการปองกันโรคท่ีสําคัญหลายชนิด ดังน้ันถ่ัวเนา
จึงจัดเปนอาหารเสริมสารตานออกซิเดชันท่ีควรนําไป
ศึกษาตอยอดในการพัฒนาผลิตภัณฑเพ่ือสุขภาพตอไป
ในอนาคตเพ่ือขยายตลาดถ่ัวเนาพ้ืนบานของไทย
รวมถึงการศึกษาตอยอดถึงศักยภาพในการนําไปใชใน
การปองกันโรคตางๆ ในเชิงลึกตอไป

6. กิตติกรรมประกาศ
งานวิจัยน้ีไดรับทุนสนับสนุนจากสํานักบริหาร

โครงการวิจัยในอุดมศึกษาและพัฒนามหาวิทยาลัยวิจัย
แหงชาติ สํา นักคณะกรรมการการอุดมศึกษาใน
คลัสเตอรโครงการบูรณาการวิจัยจากรากฐานภูมิ
ปญญาทองถ่ินสูนวัตกรรมดวยวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี
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