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วิทยานิพนธนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาวิธีการ ดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ี ของโปรตีนรําขาวศึกษา

คุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลง และศึกษาการ ออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

ของโปรตีนรําขาวดัดแปลง  

ทดลองวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว  (RBP) แบงออก 2 แบบ คือ โปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง( MRBP) (พีเอช9.0 อุณหภูมิ60° ซ นาน 60 นาที ) 

พบวาระดบัการยอย ( DH) ของ MRBPมีคาเทากับรอยละ 0.43-1.98 และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

เอนไซมจํานวน 2 ชนิดคือเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A)ความเขมขนรอยละ 0.3เปนระยะเวลา 0, 3, 

15, 60และ 180 นาที ใหระดับการยอย ประมาณรอยละ1.55 (DH0-5), 8.42 (DH6-10), 13.83 

(DH11-15), 19.16 (DH16-20)และ21.47 (DH>20)ตามลําดับ และโปรตีนรําขาว ดัดแปลงดวย

เอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีความเขมขนรอยละ 6 ท่ีระยะเวลา 0, 30 และ 300 นาที ใหระดับการ

ยอยประมาณรอยละ1.87 (DH0-5), 10.88 (DH6-10) และ 12.08 (DH11-15)ตามลําดับ ผลการ

ตรวจสอบดวยโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ( SDS-PAGE)พบวาน้ําหนัก

โมเลกุลของRBP มีน้ําหนักโมเลกุลชวง 7-72 กิโลดาลตัน MRBPมีน้ําหนักโมเลกุล 8-62 กิโลดาลตัน 

และ MRBP-A/F มีน้ําหนักโมเลกุลลดลงเม่ือระยะเวลาการยอยของเอนไซมเพ่ิมข้ึน 

ศึกษาสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวไดแก การละลาย ความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟ

เออร ความสามารถในการอุมน้ําและน้ํามัน และสมบัติการเกิดโฟมพบวาโปรตีนรําขาวมีการละลาย

ต่ําสุดชวงพีเอช 4 และ 5 เม่ือโปรตีนรําขาวผานการดัดแปลงความสามารถในการละลายเพ่ิมข้ึน 

การศึกษาขนาดอนุภาคการกระจายตัวและ ความตางศักยไฟฟาของ เม็ดไขมัน ดัชนีการแยกชั้นครีม 

และโครงสรางทางจุลภาค เปนตัวบงชี้ถึงสมบัติเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนรําขาวดัดแปลง พบวา

โปรตีนรําขาวดัดแปลงจะมีความสามารถเปนสารอิมัลซิไฟเออรดีกวาโปรตีนรําขาว โดยท่ี MRBP ความ

เขมขนโปรตีนรอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ MRBP-F 



ค 

ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10 สามารถชวย การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมัน และทําให

ระบบอิมัลชันมีความคงตัว  สวนความสามารถในการอุมน้ํา  (WA) และน้ํามัน (FA) ของโปรตีนรําขาว

ดัดแปลงเปรียบเทียบกับโปรตีนรําขาวพบวาโปรตีนรําขาวดัดแปลง MRBPMRBP-Aและ MRBP-F มีคา 

WA และFAสูงกวา RBP สวนและสมบัติการเกิดโฟมของ RBP MRBP MRBP-A และ MRBP-F จะต่ําท่ี

พีเอช5 และเม่ือเปรียบเทียบระหวาง โปรตีนรําขาวและโปรตีนรําขาวดัดแปลง พบวา ความสามารถใน

การเกิดโฟมและความคงตัวของโฟม ของ MRBP MRBP-A และ MRBP-F เพ่ิมข้ึนมากกวาโปรตีนรํา

ขาวไมดัดแปลง 

การศึกษาการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของโปรตีนรําขาวดัดแปลง พบวา MRBP-Aระดับการยอย

รอยละ 0-5 มีฤทธิ์ตานการเกิดออกซิเดชันดวยวิธี ABTS assay แสดงผลการตานอนุมูลอิสระเปน 

EC50 สูงสุด (EC50เทากับ 2.67mg/ml) และMRBP-A ระดบัการยอยรอยละ  20 มีความสามารถในการ

จับโลหะไอออน ความสามารถในการรีดิวซ และความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิ

โนเลอิกสูงสุดแต  MRBP-F ระดบัการยอยรอยละ 11-15 ใหความสามารถในการตานการเกิด

ออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก ดีท่ีสุดดังนั้นโปรตีนรําขาวท่ีผานการดัดแปลงท้ังท่ีใช ความรอนรวมกับ

สารละลายดาง (MRBP) และ เอนไซม  สามารถเพ่ิมสมบัติเชิงหนาท่ีและ การออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ  

อาจใชเปนสวนผสมอาหารได 
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The thesis was aimed to modify a rice bran protein (RBP) using different 

modification methods in order to improve functional properties and investigate a 

characteristic of modified rice bran proteins (MRBP) and its antioxidant activity. 

Two modification techniques were conducted, heat assisted alkaline treatment 

and enzymatic hydrolysis treatment. RBP sample was modified using heat assisted 

with alkaline treatment (MRBP) under pH 9 at 60 °C for 60 min.  It was found that the 

degree of hydrolysis (DH) of MRBP was 0.43-1.98%. On the other hands, RBP sample 

was modified using 0.3% alkalase (MRBP-A) for 0, 3, 15, 60 and 180 min provided the 

degree of hydrolysis 1.55% (DH0-5), 8.42% (DH6-10), 13.83% (DH11-15), 19.16% (DH16-

20) and 21.47% (DH>20), respectively. In addition, using 6.0% flavourzyme hydrolysis 

(MRBP-F) for 0, 30 and 300 min,the degree of hydrolysis were obtained at 1.87%(DH0-

5), 10.88% (DH6-10), 12.08% (DH11-15) respectively. Moreover, the molecular weight 

of RBP was  7-72 kDa, while MRBP provided a molecular weight ranging from 8-62 kDa 

using SDS-PAGE. It was observed that molecular weight of MRBP-A/F decreased with 

increasing of hydrolysis time. 

Functional properties of rice bran protein i.e. solubility, emulsifying properties, 

water absorption capacity (WA) and fat absorption capacity (FA) and foaming 

properties were investigated. MRBP exhibited minimum solubility at pH 4-5. The 

solubility of MRBP increased by using both heat assisted alkaline treatment and 

enzymatic treatment. Mean particle size, particle size distribution, zeta potential, 



จ 

creaming index and microstructure were monitored as they are indicators for 

emulsifying properties of RBP. It was found that 0.4 %wtMRBP, MRBP-A at DH ranged 

0-5% and MRBP-F at DH ranged 6-10% represented bimodal or multimodal 

distribution resulting of good emulsion stability. MRBP MRBP-A andMRBP-F provided 

higher water absorption capacity and fat absorption capacity than RBP. In addition, 

the lowest foaming properties of RBP MRBP MRBP-A and MRBP-F were observed at pH 

5. Moreover, MRBP MRBP-A and MRBP-F provided higher foaming capacity and stability 

than RBP. 

According to antioxidant capacity, MRBP-A at DH ranged 0-5% expressed the 

lowest EC50(2.67mg/ml) using ABTS assay. On the other hand, the highest metal ions 

chelating activity and reducing powerwere obtained by MRBP-A at DH more than 

20%provided as well as the highest antioxidant capacity of linoleic acid was 

observed. However, MRBP-F at degree of hydrolysis ranged 11-15% prevented the 

best linoleic acid autoxidation. Therefore, the functional properties and antioxidant 

activity of modified rice bran proteins usingheat assisted alkaline treatment and 

enzymatic treatment can improve and may be used as a food ingredient in food 

industry. 
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4.5 สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน 43 

4.6  ความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 77 
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2.1 องคประกอบทางเคมี (รอยละ) ท่ีมีอยูในรําขาวและสวนตางๆ ท่ีไดจากการขัดสีขาว 5 

2.2  ชนิดและ ปริมาณกรดอะมิโนท่ีพบในรําขาว 6 

2.3  ชนิดและ ปริมาณกรดไขมันท่ีพบในรําขาวและขาวสาร 8 

2.4  ชนิดและ ปริมาณวิตามิน และเกลือแรท่ีพบในรําขาวและสวนท่ีไดจากการขัดสี 9 

4.1 องคประกอบทางเคมีของรําขาว รําขาวท่ีสกัดน้ํามัน โปรตีนรําขาว และโปรตีนถ่ัวเหลือง 

 และผลผลิตรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน และโปรตีนรําขาว 27 

4.2  ระดบัการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 28 

4.3  เวลาท่ีใชในการยอย ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) และ 

 ปริมาณโปรตีนท่ีละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.3  32 

4.4  เวลาท่ีใชในการยอย ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) และปริมาณโปรตีน 

 ท่ีละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซมรอยละ 6  32 

4.5  คาสี ( L* a* และ b*) ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน 

 รวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลง 

 ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 35 

4.6 คาสี ( L* a* และ b*) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) 

 และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH)  

 ตางๆ  35 

4.7   คาความแตกตางของสี ( ∆E* และ ∆H*) ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาว 

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP)  

 และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)  36 

4.8 ความแตกตางของสี ( ∆E* และ ∆H*) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม    

 อัลคาเลส(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย   

 (Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 36 

4.9 ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับ 

 โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) 65 
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4.10 ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน  

 รวมกับสารละลายดาง (MRBP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวม 

 กับสารละลายดาง (MSP) 66 

4.11 ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม  

 อัลคาเลสท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ 68 

4.12 ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม  

 ฟลาโวไซม ท่ีระดับการยอย (DH) ตาง 68 

4.13 ผลของฤทธิ์การตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ท่ีรอยละ 50 (EC50) ของ 

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

 สารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส 

 (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ >20 79 

4.14 ผลของฤทธิ์การตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ท่ีรอยละ 50 (EC50) ของ 

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

 สารละลายดาง (MRBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 11-15 79 

ก.1  สวนประกอบของเจลสําหรับ SDS-PAGE  101 

ข.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  110      
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2.1  โครงสรางของรําขาว 4 

4.1  โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) และ  

 โปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 27  

4.2  ระดบัการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 เอนไซมอัลคาเลสท่ีความเขมขนรอยละ 0-2 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม 

 ท่ีความเขมขนรอยละ 0-15(ภาพ B) 30 

4.3  ระดบัการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 เอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.3 ท่ีระยะเวลาการยอย 0-180 นาที (ภาพ A)  

 และเอนไซมฟลาโวไซมรอยละ 6 ท่ีระยะเวลาการยอย 0-12 ชั่วโมง (ภาพ B) 31 

4.4 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม  

 (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 33  

4.5  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB)  

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  

 (MRBP) โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอน 

 รวมกับสารละลายดาง (MSP)  เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.)  

 ภายใตสภาวะ (ภาพ A) Non-reducing และ (ภาพ B) Reducing 3 8 

4.6  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB)  

 โปรตีนรําขาว (RBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A)  

 ท่ีระดับการยอยตางๆ เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.)  

 ภายใตสภาวะ (ภาพ A) Non-reducing และ (ภาพ B) Reducing 40 

4.7  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) 

 โปรตีนรําขาว (RBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.) ภายใตสภาวะ  

 (ภาพ A) Non-reducing และ (ภาพ B) Reducing 4 2 

4.8 ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาว  (RBP) เปรียบเทียบกับ  

 โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช3-9 44 
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4.9 ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ   

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 ท่ีระดับพีเอช 3-9 44 

4.10  ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส  

 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีพีเอช 3-9 46 

4.11  ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับ 

 โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาว 

 รอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 48 

4.12  การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (ภาพ A) เปรียบเทียบกับ  

 โปรตีนถ่ัวเหลือง (ภาพ B) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาว 

 รอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 49 

4.13  ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ   

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0  

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสม 

 ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 50 

4.14  การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย  

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) (ภาพ A) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือ 

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) (ภาพ B) ท่ีความเขมขน 

 รอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา  

 (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัด 

 หลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 52 
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4.15  ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือง (SP)  

 ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชัน  

 น้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 

 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 5 3 

4.16  ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ  

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลง 

 ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0  

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสม 

 ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 5 3 

4.17  ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือง (SP)  

 ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชัน  

 น้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5  

 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 5 5 

4.18  ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  

 (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

 สารละลายดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 

 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 5 5 

4.19  โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย  

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) (ภาพ A) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือ 

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)(ภาพ B) ท่ีความเขมขน 

 รอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตรในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) 

 มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน  

 24 ชั่วโมงดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (กําลังการขยาย 100 เทา)  56 
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4.20  ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (ภาพ A)  

 และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4  

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของ  

 น้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง  58 

4.21  การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส   

 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขน 

 รอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มี  

 สวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง  60 

4.22   ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (ภาพ A) และ 

 เอนไซมฟลาโวไซม (ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขน 

 รอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มี  

 สวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง  61 

4.23  ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(ภาพ A)  

 และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4  

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของ 

 น้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง  63 

4.24  โครงสรางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาว  

 ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10  

 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมงดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง  

 (กําลังการขยาย 100 เทา)  64 

4.25 ความสามารถในการเกิดโฟม(ภาพ A) และความคงตัวของโฟม(ภาพ B) ของ 

 โปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) ความเขมขน  

 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 70 
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4.26  ความสามารถในการเกิดโฟม (ภาพ A) และความคงตัวของโฟม(ภาพ B) ของ 

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับ 

 โปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)  

 ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 72 

4.27 ความสามารถในการเกิดโฟม (ภาพ A) และความคงตัวของโฟม (ภาพ B) ของ 

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 ท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 7 4 

4.28  ความสามารถในการเกิดโฟม (ภาพ A) และความคงตัวของโฟม (ภาพ B) ของ 

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 ท่ีระดับพีเอช  3 5 7 และ 9 76 

4.29  ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ของโปรตีนรําขาว (RBP)  

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาว 

 ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5,  

 6-10, 11-15, 16-20 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 เอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 

 11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B)  78 

4.30  ความสามารถในการคีเลตโลหะดวยวิธี Metal ions chelating activity ของ 

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  

 (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย 

 (DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาว 

 ดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5,  

 6-10 และ 11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B)  81 

4.31  ความสามารถในการรีดิวซของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย  

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

 อัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20  

 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน  

 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B)  83 
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4.32  ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกดวยวิธี linoleic acid  

 peroxidation activity ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

 อัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20  

 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน  

 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B)  85 

ก.1  การแยกโปรตีนโดย Gel electrophoresis 102 

ข.1  กราฟมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) 1 10 

ค.1  กราฟมาตรฐาน Trolox (mg/ml) 1 13 

ค.2  กราฟมาตรฐาน EDTA (mM) 11 4 
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คําอธิบายสัญลักษณและอักษรยอ 

 

คํายอ คําเต็ม ความหมาย  

BHA  Butylatedhydroxyanisole สารตานอนุมูลอิสระ  

BHT Butylatedhydroxytoluene สารตานอนุมูลอิสระ  

BSA Bovine serum albumin โปรตีนมาตรฐาน 

DH Degree of hydrolysis ระดบัการยอยโปรตีน 

EC50 50% Effective concentration ความเขมขนของสารท่ีออกฤทธิ์กระตุนได 50% 

FA  Fat absorption ความสามารถในการอุมน้ํามัน 

WA Water absorption ความสามารถในการอุมน้ํา 

FC Foaming capacity ความสามารถในการเกิดโฟม 

FS Foaming stability ความคงตัวของโฟม 

PER Protein efficiency ratio ประสิทธิภาพการใชโปรตีน 

RB Rice bran รําขาว  

DRB Defatted rice bran รําขาวท่ีสกัดน้ํามัน  

RBP Rice bran protein โปรตีนรําขาว  

SP Soy protein โปรตีนถ่ัวเหลือง 

MRBP Modified rice bran protein โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

 สารละลายดาง 

MSP Modified soy protein โปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

  สารละลายดาง  

MRBP-A Modified RBP by alcalase โปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 

MRBP-F  Modified RBP by flavourzyme โปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซม 

  ฟลาโวไซม  

 



 
บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ขาว (Oryza sativa Linn.) เปนพืชอาหารหลักท่ีสําคัญของคนท้ังโลก ในการผลิตขาวป 

2559/2560 กระทรวงเกษตรสหรัฐอเมริกา ( USDA : United States Department of Agriculture) 

รายงานวาผลผลิตขาวท่ัวโลกมีปริมาณท้ังสิ้น 483.48ลานตันขาวสาร ประเทศท่ีผลิตขาวอันดับท่ี 1 คือ 

ประเทศจีน สามารถผลิตได 146.5 ลานตันขาวสาร รองลงมาคือ ประเทศอินเดีย สวนประเทศไทยมี

ผลผลิตขาวเปนอันดับท่ี 6 ของโลก มีผลผลิตขาวเปลือกท้ังสิ้น 31.8 ลานตันขาวเปลือก (ขาวนาปและ

ขาวนาปรัง) และสามารถสงออกขาวท้ังสิ้น 9.5 ลานตัน คิดเปนมูลคา 140,000 ลานบาท (สํานักงาน

เศรษฐกิจการเกษตร; กรมศุลกากรรวบรวมโดยสํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร)  

“รําขาว” เปนสวนของคัพภะซ่ึงรวมเยื่อหุมผล รวมเยื่อหุมเมล็ด นิวเซลลัส ชั้นแอลิวโรนและชั้น

ซับแอลิวโรน ไดจากการขัดขาวกลองใหเปนขาวสาร ในระหวางกระบวนการสีในการขัดสีขาวจะได

ขาวสารปริมาณรอยละ 40-55 ท่ีเหลือเปนผลพลอยไดคือ แกลบรอยละ 20 รําขาวรอยละ 10 และ

ปลายขาวรอยละ 10-22 ( Krachata et al., 1994) เม่ือคํานวณปริมาณรําขาวท่ีไดเปรียบเทียบกับ

ผลผลิตขาวท่ีผลิตไดท้ังประเทศพบวาปริมาณรําขาวท่ีเกิดข้ึนมีปริมาณ ไมนอยกวา 2-3ลานตันตอป รํา

ขาวอุดมไปดวยคุณคาทางอาหารสูงประกอบไปดวย โปรตีนรอยละ 13.3-15.14 ความชื้นรอยละ 

11.20  ไขมันรอยละ 15.0-19.93  เยื่อใยรอยละ 7.0-13.67 เถารอยละ 6.6-7.93  และคารโบไฮเดรต

รอยละ 18.74(จินตนา สังโสภา , 2551; Cao et al., 2009)แบงชนิดโปรตีนรําขาวตามสมบัติการ

ละลาย Osborne’s พบวาอัลบูมิน (Alubumin) และโกลบูลิน ( Globulin) สูง และมีปริมาณไลซีน 

(lysine)สูง แต กรดกลูตามิก ( Glutamicacid) ต่ํา เม่ือเปรียบเทียบกรดอะมิโมธัญพืชอ่ืน (Lasztity, 

1995)นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพการใชโปรตีน( Protein efficiency ratio: PER) ท่ีกินเขาไปตอ

การเพ่ิมน้ําหนักของมนุษยหรือสัตวทดลอง มีคาเปน 2.0-2.5 และ สามารถยอยได มากกวารอยละ 90 

อีกท้ังเปนแหลงโปรตีนท่ีไมกอใหเกิดอาการแพ เหมาะสําหรับเปนสวนผสมในสูตรอาหารสําหรับเด็กท่ี

แพอาหาร (Wang et al., 1999)การใชประโยชนของรําขาวสวนใหญใชเปนอาหารสัตว หรือใชเปน

เปนวัตถุดิบในการสกัดเปนน้ํามันรําขาวและสกัดโปรตีน 

ปจจุบันโปรตีนจากพืช เปนท่ีนิยมและ มีความตองการเพ่ิมข้ึน ใชทดแทนแหลงโปรตีนจาก

เนื้อสัตว นม และไข ท่ีมีราคาสูง เนื่องจากตนทุนการผลิตท่ีสูงข้ึน และใชเวลานานในการเลี้ยงหรือการ

ผลิต การใช รําขาวซ่ึงเปน ผลพลอยไดจากสิ่งเหลือใช จากกระบวนการสีขาว เปนแหลงวัตถุดิบในการ

ผลิตโปรตีนจึงมีความนาสนใจ  เพราะนอกจากจะมีราคาถูกแลวยังมีคุณคาทางอาหารสูง รําขาวถือวา
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เปนแหลงโปรตีนสูงอยางไรก็ตามสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวยังมีขอจํากัด เชน ความสามารถใน

การละลาย สมบัติการเกิดฟอง และสมบัติการเปนสารอิมัลซิ ไฟเออรต่ํา (Shih et al., 1999; Wang 

et al., 1999; Zhang et al., 2012) ดังนั้นควรมีการนํามาดัดแปลงโครงสรางเพ่ือใหเพ่ิมสมบัติเชิง

หนาท่ี โดยวิธีดัดแปลงโครงสรางโปรตีนมีหลายวิธีและการ ไฮโดรไลซโปรตีนเปนวิธีการหนึ่งท่ีนิยมใช

ดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนโดยท่ัวไปแลวการดัดแปลงมี 2 วิธี คือการใชความรอน (Yeom et 

al., 2010)และการใชเอนไซม (Zhao et al., 2011) การปรับปรุงดวยวิธีดังกลาวจะสงผลใหโปรตีนมี

สมบัติการละลายของโปรตีน  และการเปนสารอิมัลซิไฟเออรเพ่ิมข้ึน( Makayay and Theerakulkiat, 

2007; Yeom et al., 2010;Zhang et al., 2012; Tavano., 2013; Phongthal et al., 2016)แต

อยางไรก็ตามการไฮโดรไลซโปรตีนนอกจากจะปรับปรุงสมบัติเชิงหนาท่ีบางประการ ยังสามารถ

ปรับปรุงสมบัติทางชีวภาพของโปรตีนดวย ซ่ึงจากงานวิจัยท่ีผานมาพบวาโปรตีนไฮโดรไลเสตจากพืชมี

ความสามารถใชเปนสารตานออกซิเดชัน คือ การตานอนุมูลอิสระ ABTS เปนสารคีเลตหรือ

สารอินทรียท่ีสามารถจับกับอนุมูลอิสระ เพ่ิมความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิ

โนเลอิก (สุภาวดี ทรัพยสิริไพบูรณ , 2550; ลีนา หงาฝา , 2556; Castro and Sato, 2015; 

Phongthai et al., 2016;Thammarathip et al.,2016)ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ ศึกษา

วิธีการ ดัดแปลง สมบัติเชิงหนาของ โปรตีนรําขาว ดวยความรอนรวมกับสารละลายดางและการใช

เอนไซม ศึกษาคุณลักษณะและ สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลง  พรอมท้ังศึกษาการออก

ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของโปรตีนรําขาวดัดแปลง เพ่ือเปนแนวทางในการนําโปรตีนไฮโดรไลเสตจากรํา

ขาวไปประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหารไดอยางมีประสิทธิภาพตอไป 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.2.1ศึกษาวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว 

1.2.2ศึกษาคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

1.2.3 ศึกษาการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

 

1.3 สมมุติฐานการวิจัย 

โปรตีนรําขาวท่ีผานการดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดางและการใชเอนไซม สามารถ

ปรับปรุงคุณลักษณะ สมบัติเชิงหนาท่ี และการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

 

1.4 ขอบเขตการวิจัย 

1.4.1วิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว คือ ความรอนรวมกับสารละลายดาง  (ใช

ความรอนท่ีอุณหภูมิ 60 °ซกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 9) และ

การใชเอนไซม จํานวน 2 ชนิด คือ เอนไซมอัลคาเลส (Alcalase) ท่ีระดับความเขมขนรอยละ 0-2 โดย
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น้ําหนักเอนไซมตอน้ําหนักโปรตีน  นาน 0-180 นาที และเอนไซมฟลาโวไซม (Flavourzyme)ท่ีความ

เขมขนรอยละ 0-15 โดยน้ําหนักเอนไซมตอน้ําหนักโปรตีนนาน 0-12 ชั่วโมง 

1.4.2ตรวจสอบคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลงไดแกระดับการยอย สี 

น้ําหนักโมเลกุล การละลาย สมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออรความสามารถในการอุมน้ํา และน้ํามัน และ

สมบัติการเกิดโฟม 

1.4.3 ตรวจสอบการออกฤทธิ์ตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง โดยวิเคราะหกิจกรรม

การจับอนุมูลอิสระ ABTS กิจกรรมการจับโลหะไอออน (Metal ion chelating activity) กิจกรรม

การรีดิวซ(Reducing power) และ Linoleic acid peroxidation test 

 

1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.5.1 ทราบวิธีการดัดแปลงโปรตีนรําขาวท่ีชวยปรับปรุงคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีสามารถ
ใชเปนแนวทางในการใชประโยชนในผลิตภัณฑอาหารได 

1.5.2ทราบขอมูลการเปนสารตานการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 
1.5.3ทําใหไดแหลงโปรตีนแหลงใหมและชวยเพ่ิมมูลคาใหกับสิ่งเหลือใช คือ รําขาวใหมีมูลคาเพ่ิม

มากข้ึน 
 



 
 

 
บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 

 

2.1  ลักษณะท่ัวไปของรําขาว 

รําขาว คือ สวนประกอบของเนื้อเยื่อชั้นนอกของเมล็ดขาวท่ีถูกขัดออกมาระหวางการสี เปน

เนื้อเยื่อสีน้ําตาลท่ีอยูถัดจากเปลือกหุมเมล็ด ( Hull) ประกอบดวย เยื่อหุมผล ( Pericarp) เยื่อหุมเมล็ด 

(Tegmen) เยื่ออัลลูโลส ( Aleurone later)คัพภะ (Embryo) (ภาพท่ี 2.1) และแปงสวนนอกของเอน

โดสเปรมถามีการขัดหนักเกิดการแตกหักหลุดปะปนออกมารวมกันกับรําขาว (ขวัญหญิง           คุม

ทองหลาง, 2546;จินตนาสังโสภา, 2551)รําขาวท่ีไดจากกระบวนการสีขาวสามารถแบงออกเปน  3 

ชนิดดวยกัน(ชัยพฤกษหงสลัดดาพร, 2554) คือ 

(1)รําปนแกวเปนรําท่ี ไดจากโรงสีขนาดกลางประกอบดวยรําเปนสวนใหญและมีเศษแกลบชิ้น 

เล็กๆและคัพภะปะปนอยูเล็กนอย 

(2) รําละเอียดเปนรํา ขาวท่ีไดจากโรงสีขาวมาตรฐานอุตสาหกรรมประกอบดวยผิวหุมเมล็ดขาว

กลอง และ คัพภะรวมท้ังอาจมีเศษแปงท่ีไดจากการขัดผิวเมล็ดขาวสารปนอยูเล็กนอยมีลักษณะ

ละเอียดเบาสีเหลือง นวลและไมมีเศษแกลบปนใชมากในการเปนอาหารสัตวและสกัดเอาน้ํามันออกจน

กลายเปนรําสกัดน้ํามัน 

(3)รําขาวขาวเปนรําผสมแปงท่ีประกอบดวย เยื่อหุมเมล็ดขาวชั้นในและเศษแปงท่ีไดจากการขัด

ผิว เมล็ดขาวสารใหเรียบและเงาลักษณะเปนฝุนแปงสีขาวและมีน้ําหนักมากกวารําละเอียด 

 

 
 

ภาพท่ี 2.1โครงสรางของรําขาว 

ท่ีมา:จารุดา วิเศษสรรโชค (2545) 
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2.2 องคประกอบของรําขาว 

รําขาวมีองคประกอบหลายชนิด ไดแก คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน และเสนใย (ตารางท่ี 2.1) 

ซ่ึงองคประกอบของรําขาวจะแตกตางกันข้ึนอยูกับชนิดของขาวเปลือก และขาวชนิดเดียวกันก็อาจให

ปริมาณองคประกอบทางเคมีในรําขาวแตกตางกันตามกระบวนการสีขาว 

 

ตารางท่ี2.1 องคประกอบทางเคมี (รอยละ) ท่ีมีอยูในรําขาวและสวนตางๆ ท่ีไดจากการขัดสีขาว 
 

ปริมาณองคประกอบทางเคมี ขาวเปลือก ขาวกลอง ขาวสาร รําขาว แกลบ 

โปรตีน(กรัม) 5.8-7.7 7.1-8.3 6.3-7.1 11.3-14.9 2.0-2.8 

ไขมัน(กรัม) 1.5-2.3 1.6-2.8 0.3-0.5 15.0-19.7 0.3-0.8 

เสนใย(กรัม) 7.2-10.4 0.6-1.0 0.2-0.5 7.0-11.4 34.5-45.9 

เถา(กรัม) 2.9-5.2 1.0-1.5 0.3-0.8 6.6-9.9 13.2-21.0 

คารโบไฮเดรต(กรัม) 64-73 73-87 77-89 34-62 22-34 

เสนใยอาหาร(กรัม) 16.4-19.2 2.9-3.9 0.7-2.3 24-29 66-74 

พลังงาน (กิโลแคลอร)ี 378 363-385 349-373 399-476 265-332 
 

ท่ีมา:จินตนาสังโสภา(2551) 

 

2.2.1 คารโบไฮเดรต (Carbohydrate) 

คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบหลักในรําขาว ซ่ึงมีปริมาณสูงถึง รอยละ34-62(ตารางท่ี 

2.1) โดยสะสมอยูในรูปของแปง น้ําตาล เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส 

2.2.2 โปรตีน (Protein) 

รําขาวมีองคประกอบของโปรตีนประมาณ รอยละ 11.3-14.9(Juliano, 1972)ซ่ึงเปน

สารอาหารท่ีมีในรําขาวรองลงมาจากคารโบไฮเดรตและไขมัน โดย โปรตีนจากรําขาวมีคุณคาทาง

โภชนาการสูง พบวารําขาวมีคา Protein efficiency ratio เทากับ 1.6-1.9 และหากเปนโปรตีน

เขมขนจากรําขาวจะมีคาเทากับ 2.0-2.5 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับเคซีน( Casein)และโปรตีนเขมขนจากรํา

ขาวสามารถถูกยอยสลายไดมากกวา รอยละ90 (Saunders, 1990) โปรตีนในรําขาวจะประกอบดวย

กรดอะมิโนจําเปน และไมจําเปนตอรางกาย ดังตารางท่ี 2.2โดยพบวาในรําขาวมีองคประกอบของ

กรดอะมิโนท่ีจําเปนตอรางกายท้ังสําหรับเด็ก และผูใหญ ครบทุกชนิดโดยเฉพาะไลซีน ( Lysine) ท่ีจัด

วาเปนกรดอะมิโนท่ีไมเพียงพอเปนอันดับแรก 
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ตารางท่ี 2.2 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนท่ีพบในรําขาว  
 

รายการ 
รําขาว 

รําละเอียด รําปนแกว รําสกัดน้ํามัน 

กรดอะมิโนจําเปน (มิลลิกรัมตอกรัม) 

อารจินีน 1.02 0.84 1.25 

ฮีสติดีน 0.35 0.30 0.44 

ไอโซลิวซีน 0.45 0.38 0.58 

ลิวซีน 0.89 0.76 1.14 

ไลซีน 0.58 0.53 0.78 

เมทไธโอนีน 0.26 0.22 0.32 

ซีสตีน 0.27 0.23 0.34 

เมทไธโอนีน+ซีสตีน 0.53 0.45 0.66 

เฟนิวอะลานีน 0.59 0.50 0.77 

ไทโรซีน 0.43 0.35 0.50 

เฟนิลอะลานีน+ไทโรซีน 1.02 0.85 1.27 

ทรีโอนีน 0.49 0.41 0.62 

ทริบโตเฟน 0.10 0.09 0.16 

วาลีน 0.67 0.57 0.85 

กรดอะมิโนไมจําเปน(มิลลิกรัมตอกรัม) 

อะลานีน 0.80 0.67 1.01 

กรดแอสปารติก 1.15 0.97 1.45 

กรดกลูตามิก 1.79 1.51 2.16 

ไกลซีน 0.71 0.59 0.89 

โพรลีน 0.55 0.48 0.72 

เซอรีน 0.59 0.49 0.73 
 

ท่ีมา:สาโรชคาเจริญ(2547) 
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จากรายงานการวิจัยการจําแนกชนิดของโปรตีนจากรําขาว และการวิเคราะหกรดอะมิโนท่ีเปน

องคประกอบของโปรตีน Juliano(1994) รายงานชนิดของโปรตีนจากรําขาวสามารถจําแนกไดโดยใช

พ้ืนฐานในการละลายของโปรตีนแตละชนิดไดแก  1)อัลบูมิล (Albumin)พบประมาณรอยละ 5เปน

โปรตีนท่ีละลายไดในน้ํา หรือละลายน้ําท่ีมีกรดอยูเพียงเล็กนอยและตกตะกอนทันทีเม่ือไดรับความ

รอน 2)โกลบูลิน (Globulin)พบประมาณรอยละ 12เปนโปรตีนท่ีละลายไดในสารละลายเกลือเจือจาง

และเปนกลาง (โซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.4 โมลาร) ไมคอยละลายในน้ําและไมละลายใน

สารละลายเกลือท่ีมีความเขมขนสูง 3)โฟรลามิน (Prolamin) พบประมาณรอยละ 3 เปนโปรตีนท่ี

ละลายไดในแอลกอฮอลท่ีมีความเขมขนรอยละ 60-80 โดยละลายไดดีในสารละลายเอทานอล แตไม

ละลายในน้ําและสารละลายเกลือเจือจาง และ 4)กลูติลิน (Glutelin) พบประมาณรอยละ 80 เปน

โปรตีนท่ีละลายไดดีในสารละลายดาง หรือสารละลายกรดเจือจางไดแก โซเดียมไฮดรอกไซด หรือ

ไฮโดรคลอริกท่ีความเขมขน 0.1 โมลาร โดยไมละลายในตัวทําละลายท่ีเปนกลาง แอลกอฮอล น้ํา และ

สารละลายเกลือเจือจาง Kohler and Palter (1967) ไดวิเคราะหกรดอะมิโนท่ีมีอยูในขาวสาลีและรํา

ขาวสาลี ดวยการใชเครื่อง Phoenix automatic amino acid analyzer พบวาในรําขาวสาลีมี

ปริมาณไลซีนเปนองคประกอบสูงกวาขาวสาลี โดยในรําขาวสาลีมีปริมาณไลซีนเทากับ 3.70 กรัม ตอ 

16 กรมัไนโตรเจนและ Bradbury et al. (1980) พบวาขาวพันธุ IR-32 มีกรดอะมิโนไลซีน และทรี

โอนีนมากในสวนของเอมบริโอ รองลงมา คือ สวนของเยื่ออัลลูโลนท่ีอยูรวมกับสวนท่ีหุมเมล็ด และพบ

นอยสุดในสวนของเอนโดสเปรมท่ีมีสตารชเปนองคประกอบอยู 

2.2.3  ไขมัน (Fat) 

รําขาวมี ไขมันเปนองคประกอบสูง ประมาณ รอยละ15.0-19.7 (ตารางท่ี 2.1 )สามารถ

นํามาใชประโยชนในการสกัดน้ํามันรําขาว ประกอบดวยกรดไขมันท่ีสําคัญ 3 ชนิด คือกรดปารมมิติก

(Palmitic acid) กรดโอเลอิก (Oleic acid) และกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid)อยูประมาณรอยละ90 

ของกรดไขมันท้ังหมด (ตารางท่ี 2.3) 
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ตารางท่ี 2.3ชนิดและปริมาณกรดไขมันท่ีพบในรําขาวและขาวสาร 
 

กรดไขมัน 
รอยละ 

รําขาว ขาวสาร 

Myristic acid 0.3 0.6 

Palmitic acid 18.3 33.8 

Palmitoleic acid 0.2 0.4 

Stearicacid 1.4 2.7 

Oleic acid 41.0 43.3 

Linoleicacid 37.1 18.0 

Linolenicacid 1.1 0.6 

Arachidic acid 0.6 0.4 
 

ท่ีมา:Lugay and Juliano(1964) 

 

2.2.4 เย่ือใย (Crude fiber) 

รําขาวมีปริมาณเยื่อใยรอยละ7.0-11.4(ตารางท่ี 2.1 )คือมีเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส (ท้ัง

แบบละลาย น้ําและไมละลายน้ํา ) โดยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสจะดูดซับน้ําและชวยใหลําไสใหญ

ทํางานไดราบรื่นข้ึน และชวยใหใหของเสียในลําไสรวมตัวเปนกอนและเคลื่อนผานลําไสเร็วข้ึน ซ่ึงไม

เพียงแตจะชวยปองกันทองผูก แตยังอาจชวยปองกันโรคติ่งเนื้ออักเสบในลําไสใหญและเสนเลือดขอด 

2.2.5 วิตามิน และเกลือแร (Vitamin and Mineral) 

รําขาวเปนแหลงของวิตามิน และเกลือแรคือ วิตามินบี 1 (Thiamine) วิตามินบี 2 

(Riboflavin) วิตามินบี 3 (Niacin) วิตามินอี (Tocophenol) ฟอสฟอรัส (Phosphorus)และ

โพแทสเซียม(Potassium)เปนตน(จารุดา วิเศษสรรโชค,2545) (ตารางท่ี 2.4) ท้ังนี้ชนิดและปริมาณจะ

แตกตางกันตามสายพันธุขาว สภาพในการเพาะปลูก และการขัดสีขาว 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

ตารางท่ี 2.4 ชนิดและปริมาณวิตามิน และเกลือแรท่ีพบในรําขาวและสวนท่ีไดจากการขัดสี 

 

ปริมาณวิตามิน 

และเกลือแร 
ขาวเปลือก ขาวกลอง ขาวสาร รําขาว แกลบ 

ไทอะมิน (มิลลิกรัม) 0.26-0.33 0.29-0.61 0.02-0.11 1.20-2.40 0.09-0.21 

ไรโบฟลาวิน(มิลลิกรัม) 0.06-0.11 0.04-0.14 0.02-0.06 0.18-0.43 0.05-0.07 

ไนอะซิน(มิลลิกรัม) 2.90-5.60 3.50-5.30 1.30-2.40 26.70-49.90 1.60-4.20 

แคลเซียม(มิลลิกรัม) 10-80 10-50 10-30 30-120 60-130 

ฟอสฟอรัส (กรัม) 0.17-0.39 0.17-0.43 0.08-0.15 1.10-2.50 0.03-0.07 

เหล็ก (มิลลิกรัม) 1.40-6.00 0.20-5.20 0.20-2.80 8.60-43.00 3.90-9.50 

สังกะสี (มิลลิกรัม) 1.70-3.10 0.60-2.80 0.60-2.30 4.30-25.80 0.90-4.00 
 

ท่ีมา:จินตนาสังโสภา(2551) 

 

2.3  การสกัดโปรตีนรําขาว 

โดยท่ัวไปแลวการสกัดโปรตีนจากรําขาว นิยมสกัดหลังจากรําขาวผานการสกัดน้ํามันท่ีหลงเหลือ

ออกโดยการใชเฮกเซนในการสกัด สารละลายท่ีใชในการสกัดใชสารละลายดางหรือสารละลายเกลือ 

แลวปรับพีเอชใหโปรตีนสามารถละลายออกมาไดมากท่ีสุด โดยปกติพีเอชท่ีโปรตีนสามารถละลายได 

คือพีเอช 9 ถึง 10 (Wang et al., 1999) จากนั้นทําการแยกกากออกใหไดแตสารละลายโปรตีน แลว

ทําการตกตะกอนโปรตีนโดยการปรับพีเอชใหมีคาเขาใกลคาพีไอ (Isoelectric point) ของโปรตีนชนิด

นั้นๆ โดยปกติโปรตีนรําขาวมีคาพีไอท่ีพีเอช 4.5 (Tsumura et al., 2005และ Cao et al., 2009) 

หลังจากการตกตะกอนของโปรตีนแลวทําการไดอะไลซิส (Dialysis) เพ่ือเอาสารละลายเกลือท่ีเกิดข้ึน

ในระหวางการสกัดออก ซ่ึงทําใหโปรตีนมีความบริสุทธิ์เพ่ิมมากข้ึน แลวทําการปรับคาพีเอชของโปรตีน

ใหเปนกลาง กอนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง Lew et al. (1975) ศึกษาการสกัดโปรตีนจากรําขาว

ไขมันเต็มท่ีพีเอช 8, 10, 11 และ 12 พบวาผลผลิตท่ีไดมีปริมาณรอยละ 43, 57, 76 และ 70 

ตามลําดับ โ ดยตกตะกอนโปรตีนท่ีพีเอช4.5 และท่ีพีเอช11 สามารถสกัดโปรตีนไดสูงถึง รอยละ76 

นอกจากนี้ Wang et al. (1999) อางโดยJiamyangyuen et al. (2005) พบวาการสกัดโปรตีนท่ีพีเอช

แตกตางกันมีผลทําใหปริมาณโปรตีนแตกตางกัน โดยการสกัดท่ีพีเอช9.5 มีผลผลิตโปรตีนสูงสุดถึง รอย

ละ 72.63 แตหากสกัดท่ีสภาวะพีเอชสูงเกินไปอาจมีผลทําใหไดปริมาณโปรตีนลดลงและอาจสงผลให

ปริมาณโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติและเกิดการสูญเสียน้ําสงผลใหเกิดกลิ่นและรสท่ีไมพ่ึงประสงค

รวมท้ังคุณคาทางโภชนาการของโปรตีนลดลง โดยเฉพาะกรดอะมิโนท่ีจําเปน เชน ไลซีนเปนตน เชน

การศึกษาของSereewatthanawut et al. (2008) พบวาการสกัดโปรตีนท่ีสภาวะดางท่ีมีความเขมขน
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สูงมีผลทําใหโมเลกุลของโปรตีนเกิดการเรียงตัวใหมยึดเกาะกันเปนรางแหข้ึน  เชน เกิดปฏิกิริยา 

Racemization ของกรดอะมิโน โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางจาก L-form ไปเปน D-form ซ่ึง

รางกายไมสามารถนําไปใชประโยชนได นอกจากนี้ ไมเพียงแคทําใหคุณภาพของโปรตีนลดลงแตอาจ

กอใหเกิดสารพิษอีกดวยเชน Lysinoalanine, Ornithinoalanineและ Lanthionineเปนตน 

 

2.4 วิธีการดัดแปลงโปรตีน 

การดัดแปลงโปรตีนจากพืชโดยท่ัวไปจะประกอบดวย 3 วิธี คือ 1) การใชความรอน เปนวิธีทาง

กายภาพท่ีมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีน ทําใหโครงสรางของโปรตีนเกิดการคลายตัว 

2) การใชสารเคมี ประกอบดวยการใชสารละลายกรด (กรดซัลฟูริก และกรดไฮโดรคลอริก) หรือ

สารละลายดาง(โซเดียมไฮดรอกไซด) และ 3) การใชเอนไซม โดยเอนไซมท่ีนิยมใช คือ เอนไซม     อัล

คาเลส หรือเอนไซมฟลาโวไซม(Jamdar et al., 2010และChen et al., 2014) 

2.4.1 การดัดแปลงโปรตีนดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

การดัดแปลงโปรตีนดวยสารละลายดางเปนการทําใหโครงสรางของโปรตีนเกิดการคลาย

ตัวซ่ึงอาศัยความแรงของประจุเปนตัวแยก เปนวิธีท่ีมีตนทุนในการผลิตต่ํา โดยสารละลายดางท่ีนิยมใช

ในการยอยโปรตีน คือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  (ลีนา หงาฝา, 2556) สวนการใชความรอนเปน

วิธีทางกายภาพท่ีนิยมใชในการดัดแปลงโปรตีน แตอยางไรก็ตามความรอนท่ีใชตองอยูในระดับท่ี

เหมาะสม เพราะความรอนมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีน โดยการใหความรอนท่ี

อุณหภูมิ 55-70 °ซ โปรตีนจะเกิดการสูญเสียโครงสรางทุติยภูมิ อุณหภูมิ 70-80 °ซ มีผลทําใหพันธะ

ไดซัลไฟดถูกทําลาย และท่ีอุณหภูมิ 80-90 °ซ จะเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดใหมระหวางโมเลกุล

ของโปรตีน (Davis and Williams, 1998) จากการศึกษาการใชความรอนในการดัดแปลงโปรตีน 

พบวาความรอนมีผลทําใหเกิดการคลายตัวของโมเลกุลโปรตีนท่ีมีขนาดใหญเกิดเปนเพปไทดท่ีมี

โมเลกุลขนาดเล็กลง สงผลใหพ้ืนท่ีผิวสัมผัสกับน้ําหรือพ้ืนท่ีผิวสวนท่ีไมชอบน้ําเพ่ิมข้ึน (Makayay and 

Theerakulkiat, 2007)สวนการใชความรอนรวมกับสารละลายดาง พบวาโปรตีนมีความสามารถใน

การละลายเพ่ิมข้ึน อาจเนื่องมาจากความรอนชวยใหโปรตีนเกิดการคลายตัวและสารละลายดางชวย

เพ่ิมความแรงของประจุ (สารละลายมีประจุเปนลบเพ่ิมข้ึน) สงผลใหมีแรงผลัก (Electrostatic 

repulsion)ระหวางโมเลกุลเพ่ิมข้ึนซ่ึงแรงผลักท่ีเกิดข้ึนเกิดจากปฏิกิริยา Deamidationของโปรตีนก

ลูตามิน(Glutamine) และแอสพาราจีน (Asparagine)อีกท้ังการใชความรอนรวมกับสารละลายดางยัง

เกิดปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนระหวางซัลไฮดริกกับไดซัลไฟด (Sulfhydryl-Disulfide) และเกิดปฏิกิริยา

ไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) ของโปรตีน ซ่ึงปฏิกิริยาเหลานี้เปนปจจัยสําคัญสําหรับการปรับปรุง

สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน (Mine, 1997)ดังนั้นการใชความรอนรวมกับสารละลายดาง สามารถ

ปรับปรุงสมบัติบางประการของโปรตีนได 

2.4.2 การดัดแปลงโปรตีนดวยเอนไซม 
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เอนไซมท่ีใชในการดัดแปลงโปรตีนเปนเอนไซมกลุมโปรติเอส ประเภท ไฮโดรเลส 

(Hydrolase) ทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาการยอยพันธะเพปไทดของโปรตีน โดยจะตัดพันธะเพปไทดของพอ

ลิเพปไทดไดเปนเพปไทดและกรดอะมิโนอิสระนอกจากนี้เอนไซมโปรติเอ สสามารถแบงเปนประเภท

ตางๆ ได หลายแบบ เชนแบงตามลักษณะการตัดสายยาวของพอลิเพปไทด  หรือแบงตาม กลไกการ

ทํางาน เปนตน โดยลักษณะการตัดสายยาวของพอลิเพปไทดแบงไดเปน 2 แบบ คือ       เอกโซเปปติ

เดส (Exopeptidases) เปนเอนไซมท่ียอยพันธะเพปไทดดานปลายโซของโมเลกุลถาเปนการตัดพันธะ

ทางปลายดานกลุมอะมิโน เรียกวา Aminopeptidaseขณะท่ีการตัดพันธะทางปลายดานกลุมคารบอก

ซิลเรียกวา Carboxypeptidaseและเอนโดเปปติเดส (Endopeptidase) เปนเอนไซมท่ียอยพันธะเพป

ไทดอยางอิสระภายในโซโมเลกุลของโปรตีนไดเปนเพปไทดสายสั้นๆ เอนโดเปปติเดสมีประสิทธิภาพใน

การยอยโปรตีนสูง เนื่องจากมีความจําเพาะตอสับส เตรทท่ีเปนเพปไทดโมเลกุลใหญหลายชนิด ทําให

สามารถยอยโปรตีนไดอยางรวดเร็ว(ปราณี อานเปรื่อง, 2547) 

นอกจากนี้ในอุตสาหกรรมนิยมใชเอนไซมทางการคาในการยอยโปรตีน โดยเอนไซมเหลานี้

สวนใหญไดมาจากเชื้อจุลินทรียซ่ึงเอนไซมแตละชนิดจะมีคุณสมบัติและสภาวะ ท่ีเหมาะสมในการยอย

โปรตีนแตกตางกั น (Anonymous, 2000) ตัวอยา งเอนไซมทางการคา เชน เอนไซมอัลคาเลส

(Alcalase)เปนเอนไซมท่ีไดจากจุลินทรียชนิด Bacillus licheniformiทําหนาท่ีเปนเอนโดเปปติเ อสมี

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในชวง 55-60 °ซมีพีเอชท่ีเหมาะสมอยูในชวง 8-8.5 (Jamdar et al., 2010)เปน

เอนไซมท่ีมีบริเวณเรงท่ีกรดอะมิโนเซอรีน (Serine) ฮิสติดีน(Histidine) และแอสพารติก (Aspartic 

acid)ซ่ึงเอนไซมชนิดนี้มีความจําเพาะตอสับสเตรทคอนขางกวาง และสามาถยอยพันธะเพปไทดไดดี

โดยเฉพาะบริเวณหมูคารบอกซิลของกรดอะมิโนไมมีข้ัวเปนหลัก (Adler-Nissen, 1986)และเอนไซมฟ

ลาโวไซม(Flavourzyme)เปนเอนไซมท่ีไดจากจุลินทรียชนิด Aspergillusoryzaeทําหนาท่ีเปนท้ังเอน

โดเปปติเดส และเอกโซเปปติเดส ทําใหโปรตีนไฮโดรไลเสต ท่ีไดไมมีรสขม มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 

50°ซ และมีพีเอชท่ีเหมาะสมอยูในชวง5-7 (Novozymes, 2000 อางอิงโดย ลีนาหงาฝา, 2556) 

 

2.5 คุณลักษณะของโปรตีนรําขาวหลังการดัดแปลง 

การจําแนกโปรตีนข้ึนอยูกับกับวิธีการสกัดและความสามารถในการละลาย โดยโปรตีนหลักท่ีพบ

ในรําขาวแบงออกเปน 4 ชนิด คือ อัลบูมินโกลบูลินโพรลามินและกลูติลิน(Onsaard, 2012 และWang 

et al., 1999)จากผลการทดลองของ Wang et al. (1999) พบวาโปรตีนจากรําขาวประกอบดวยอัลบู

มินรอยละ 37 โกลบูลินรอยละ 36 กลูติลินรอยละ 22 และโพรลามินรอยละ 5 แตการทดลองของ 

Cao et al. (2009)พบอัลบูมินรอยละ 42.71 โกลบูลินรอยละ 12.5 กลูเตลินรอยละ 40.25 และโพร

ลามินรอยละ 3.24 และยังพบวาสายเพปไทด 4 สายของโปรตีนจากรําขาวมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 

14-80 กิโลดาลตันเชนเดียวกับงานวิจัยของ  Tang et al. (2003) พบสายเพปไทด4 สาย มีน้ําหนัก

โมเลกุลอยูในชวง 6.5-66.2 กิโลดาลตัน แตอยางไรก็ตามเม่ือนําโปรตีนรําขาวมายอยพบวาน้ําหนัก
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โมเลกุลของโปรตีนเล็กลง เชนในงานวิจัยของ Ahmadifard et al. (2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผาน

การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีน้ําหนักโมเลกุล 19.58-35.57 กิโลดาลตันและโปรตีนรําขาวท่ีผานการ

ยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมพบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเปน 16-64 กิโลดาลตัน Phongthai et al. 

(2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 18.7-52.2 

กิโลดาลตัน ท้ังนี้โปรตีนจากรําขาวเปนโปรตีนท่ีประกอบดวยกรดอะมิโนท่ีจําเปนและเปนแหลงอาหาร

ท่ีสําคัญอีกแหลงหนึ่งเม่ือเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองและเคซีน 

 

2.6 สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนดัดแปลง 

สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนหมายถึง สมบัติของอาหารหรือสวนผสมท่ีมีการนําไปใชงานในอาหาร 

เชน การละลาย (Solubility) ความสามารถในการอุมน้ํา (Water absorption capacity) 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน (Oil absorption capacity) สมบัติการเกิดโฟม (Foaming 

properties) ความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออร (Emulsifying properties) และการเกิดเจล

(Gelling properties) เปนตนซ่ึงเปนสมบัติทางกายภาพและทางเคมีท่ีมีผลตอพฤติกรรมทางโปรตีนใน

อาหารระหวางการแปรรูป การเก็บรักษา การเตรียมอาหาร และการบริโภค 

การละลายเปนสมบัติเบื้องตนท่ีสําคัญเนื่องจากจะมีอิทธิพลตอสมบัติเชิงหนาท่ีอ่ืนๆ มี

ความสัมพันธกับสวนท่ีชอบน้ํา (Hydrophilic) และสวนท่ีไมชอบน้ํา (Hydrophobic) โดยสวนท่ีชอบ

น้ําจะอยูบริเวณพ้ืนท่ีผิวของโปรตีนเปนสวนใหญ และสวนท่ีไมชอบน้ํามักจะอยูบริเวณภายในโมเลกุล

ของโปรตีน ดังนั้นหากโปรตีนมีสวนท่ีชอบน้ํามาก และมีสวนท่ีไมชอบน้ํานอย โปรตีนจะมีสมบัติในการ

ละลายท่ีดี (วราทิพย วงษเอ่ียม , 2552) จากรายงานการวิจัยความสามารถในการละลายของโปรตีนท่ี

ผานการยอยหรือดัดแปลง เชน Makayay and Theerakulkiat (2007) พบวาความสามารถในการ

ละลายของโปรตีนรําขาวเพ่ิมข้ึนเม่ือโปรตีนไดรับความรอนรวมกับสารเคมี เพราะความรอนมีผลทําให

เกิดการแยกสลายโมเลกุลของโปรตีนท่ีมีขนาดใหญเกิดเปนเพปไทดท่ีมีโมเลกุลต่ํา สงผลใหมีพ้ืนท่ี

ผิวสัมผัสกับน้ําไดมากข้ึนClemente et al. (1999) ศึกษาการละลายของโปรตีนถ่ัว Chickpea ท่ีผาน

การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส พบวาโปรตีนถ่ัว Chickpea มีการละลายดีข้ึน มีคาการละลายรอยละ 

100 ท่ีพีเอช 7-8 ในขณะท่ียอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมมีคาการละลายรอยละ 90 ท่ี พีเอช7 Zhang et 

al. (2012) ศึกษาความสามารถในการละลายไดของไนโตรเจนจากโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวย

เอนไซมอัลคาเลสท่ีพีเอชในชวง 3-11 พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีคา

การละลายเพ่ิมข้ึน และ Phongthai et al. (2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัล

คาเลสมีคาการละลายเพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกับโปรตีนรําขาวท่ีไมผานการยอย โดยโปรตีนรําขาวท่ีผานการ

ยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีคาการละลายรอยละ 88-91  

อิมัลชันคือระบบท่ีประกอบดวยอนุภาคท่ีเปนของเหลวชนิดหนึ่งท่ีกระจายตัวเปนหยดอยูใน

ของเหลวอีกชนิดหนึ่ง ซ่ึงของเหลวท้ังสองชนิดท่ีผสมกันอยูมีลักษณะไมเปนเนื้อเดียวกัน สวน
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ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน พบวาเก่ียวของกับกรดอะมิโนไมมีข้ัวบนผิวของโมเลกุล โดยการเกิด

อิมัลชันเปนผลมาจากการดูดซับโมเลกุลโปรตีนไวบนผิวของเม็ดไขมัน กรดอะมิโนชนิดไมมีข้ัวจะทําให

โปรตีนสามารถเกาะตัวอยูบนผิวของเม็ดไขมัน โดยจะแทรกตัวเขาไปอยูบนผิวของเม็ดไขมันและหัน

สวนท่ีมีข้ัวออกมาสัมผัสกับน้ํา (วราทิพย วงเอ่ียม,2552) Guan et al. (2007) พบวาการยอยจะชวย

เพ่ิมความสมดุลระหวางโปรตีนสวนท่ีชอบน้ํากับโปรตีนสวนท่ีชอบน้ํามัน (hydrophilic-lipophilic 

balance) ทําใหโปรตีนมีคุณสมบัติในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรท่ีดี ชวยใหระบบอิมัลชันคงตัว Kim et 

al. (2005)และ Chen et al. (2014) รายงานวาการใชความรอนและสารเคมีสามารถชวยปรับปรุง

สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนได เพราะการยอยหรือการดัดแปลงโดยวิธีการใชความรอน

สงผลใหโปรตีนเกิดการคลายตัวและเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวสวนท่ีไมชอบน้ํา จึงทําใหอิมัลชันมีความคงตัว

Chabanon et al. (2007) ศึกษาความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรและความคงตัวของการ

เกิดอิมัลชันของโปรตีนเมล็ดเรปซีดท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส พบวาโปรตีนเมล็ดเรปซีดท่ี

ผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรดีกวาโปรตีนเมล็ดเร

ปซีดท่ีไมผานการยอย นอกจากนี้ยังศึกษาโปรตีนเมล็ดเรปซีดท่ีผานการยอยโดยการแยกประเภทของ

โปรตีน คือ โกลบูลินและอัลบูมิล พบวาโกลบูลินมีความสามารถในการเกิดอิมัลชันและความคงตัวของ

อิมัลชันรอยละ 50 และรอยละ 45 ตามลําดับ สวนโปรตีนอัลบูมิลมีความสามารถในการเกิดอิมัลชัน

และความคงตัวของอิมัลชันรอยละ 54 และรอยละ 69  

ความสามารถในการอุมน้ําเปนความสามารถของโมเลกุลท่ีสามารถรักษาน้ําเอาไวในโครงสราง

สามมิติของโปรตีนท่ีมีอยูในอาหาร เกิดจากพันธะไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลของน้ํากับสวนท่ีชอบน้ํา

ของโปรตีน ซ่ึงเก่ียวของกับการมีข้ัวและไมมีข้ัวของกรดอะมิโน โดยท่ีกรดอะมิโนท่ีมีข้ัวสามารถเกิด

พันธะไฮโดรเจนกับน้ําได 2-3 โมเลกุล แตกรดอะมิโนท่ีไมมีข้ัวสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับน้ําได 1 

โมเลกุล สวนความสามารถในการดูดซับน้ํามันเกิดจากน้ํามันกระจายตัวเขาสูสวนของโปรตีน โดย

โปรตีนท่ีไมมีประจุจะจับตัวกับไขมันไดดีจากการทดลองของ  Zhang et al. (2012) พบวาการเตรียม

ตัวอยางโปรตีนไดใชความรอนรวมกับสารเคมี โดยใชสภาวะพีเอช 9.5 ท่ีอุณหภูมิ 50 °ซ พบวา

ความสามารถในการอุมน้ําและความสามารถในการอุมน้ํามันเปน 3.71 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน 

และ 4.24 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน ตามลําดับอีกท้ังยังพบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวย

เอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการอุมน้ําเปน 4.4 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน และมี

ความสามารถในการอุมน้ํามันเทากับ 5.13 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการ

ดัดแปลงโปรตีนชวยทําใหสมบัติการอุมน้ําและอุมน้ํามันเพ่ิมข้ึน 

โฟมเปนระบบท่ีประกอบดวยฟองอากาศหรือแกสกระจายตัวอยูในของแข็งหรือของเหลวท่ีมี

ความหนืดสูง ซ่ึงการเกิดโฟมของโปรตีนมีความสัมพันธกับการละลายของโปรตีน ถาโปรตีนละลายได

มากหรือเกิดการกระจายตัวของโปรตีนในน้ําไดดี สงผลใหโปรตีนแพรกระจายไปยังผิวหนาระหวางน้ํา

และอากาศไดอยางรวดเร็ว จึงทําใหเกิดการจับอากาศของโปรตีนเกิดเปนโครงสรางฟลมลอมรอบ
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ฟองอากาศ และโมเลกุลของโปรตีนจะตองมีลักษณะท่ีเหนียวและยืดหยุน เพราะเปนสวนสําคัญท่ีจะ

ทําใหโฟมคงตัว (Tang et al., 2003) โดยโปรตีนท่ีผานการดัดแปลงจะชวยเพ่ิมความสามารถในการ

เกิดโฟมและความคงตัวของโฟม( Zhao et al., 2012;Phongthai et al., 2016;Yust et al., 

2010;Chabanon et al., 2007และJamdar et al., 2010)You et al. (2009) ไดทําการศึกษาการ

ดัดแปลงโปรตีนรําขาวโดยใชความรอนแบบ autoclaved ท่ีอุณหภูมิ 121 °ซ เวลา 30 นาที พบวา

โปรตีนรําขาวมีความสามารถในการเกิดโฟมเพ่ิมข้ึน เพราะการใชความรอนแบบวิธี autoclaved 

สงผลใหโครงสรางของโปรตีนเกิดการคลายตัว ไดโมเลกุลของเพปไทดท่ีมีขนาดเล็กลงเชนกัน  

 

2.7 สมบัติการเปนสารตานออกซิเดชัน 

ปจจุบันมีการศึกษาประโยชนในเชิงสุขภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากพืชมากข้ึน ยกตัวอยาง

เชน ชวยตานอนุมูลอิสระ ชวยลดความดัน หรือชวยสงเสริมระบบภูมิคุมกันของรางกาย (Li et al., 

2005) โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตนั้นเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากธรรมชาติท่ีเหมาะจะนํามาเปน

องคประกอบในอาหาร โดยเฉพาะคุณสมบัติดานการเปนสารตานการเกิดออกซิเดชัน ซ่ึงสามารถนํามา

ทดแทนสารตานการเกิดออกซิเดชันแบบสังเคราะหในผลิตภัณฑอาหารของมนุษย เชน 

Butylatedhydroxyanisole(BHA)และ Butylatedhydroxytoluene(BHT)เปนตน วิธีท่ีนิยมใชใน

การวิเคราะหความสามารถในการตานออกซิเดชันมีหลายวิธี ดังนี้ 

ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันดวยวิธี ABTS radical scavenging activityซ่ึงเปน

อนุมูลอิสระท่ีมีประจุบวกเกิดจากสาร ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid)) ทําปฏิกิริยากับเปอรออกซิเดชันของ metmyoglobinทําใหไดสารละลายสีน้ําเงิน

แกมเขียว ท่ีสามารถดูดกลืนแสงไดท่ีความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ถาตัวอยางมีความสามารถในการ

ตานอนุมูลอิสระ ABTSอัตราการเกิดสารละลายสีน้ําเงินแกมเขียวจะชาลง (Re et al., 1999)  

ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันดวยวิธี  Metal ions chelating activity เปนการ

ทดสอบความสามารถในการคีเลตไอออนของโลหะ หรือความสามารถในการจับโลหะไอออน ซ่ึงโลหะ

ไอออนโดยเฉพาะ Fe
2+ เปนตัวสําคัญในการเรงปฏิกิริยาทําใหเกิดสารอนุมูลอิสระ โดยโลหะไอออน 

Fe2+ จะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับออกซิเจนในอากาศ เกิดเปนสารอนุมูล superoxide anion ซ่ึง

ตัวอยางท่ีมีสารตานอนุมูลอิสระสามารถไปจับกับโลหะไอออน ( Fe2+) เพ่ือหยุดปฏิกิริยาการสราง

อนุมูลอิสระได (Dinis et al., 1994)  

ความสามารถในการรีดิวซ (Reducing power)เปนการทดสอบความสามารถในการรีดิวซหรือให

อิเล็กตรอนของสารตัวอยางท่ีตองการทดสอบแกสารอนุมูลอิสระท่ีสังเคราะหข้ึนภายในระบบ โดยสาร

ท่ีตองการทดสอบจะเปนตัวใหอิเล็กตรอนแกอนุมูลอิสระแลวทําใหเปลี่ยนเปนสารท่ีคงตัว โดยอาศัย

จากการวัดปฏิกิริยาการรีดิวซของ Fe3+เปน Fe2+ซ่ึงจะทําใหมีสีน้ําเงิน (Yildirim et al., 2001) 
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ความสามารถตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid autoxidation)ซ่ึงกรดลิ

โนเลอิกเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัวท่ีมีพันธะคูไมแข็งแรงและไวตอปฏิกิริยา ทําใหเกิดเปนอนุมูลอิสระ 

จากนั้นทําปฏิกิริยากับออกซิเจนในอากาศไดเปนไฮโดรเปอรออกไซด ถาสารตานอนุมูลอิสระมีพันธะคู

เปนองคประกอบ ทําใหสามารถใหอิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระได จึงลด การเกิดออกซิเดชันของกรดลิ

โนเลอิก(Castro and Sato, 2015) 

จากรายงานการวิจัยของ Zhu et al. (2006)พบวาโปรตีนไฮโดรไลเสตจากจมูกขาวสาลีท่ีผาน

การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส มีความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก

ใกลเคียงกับ α -tocopherolมีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ DPPH(2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl)ไดดีเทียบเทากับ BHT และมีความสามารถในการจับโลหะไอออนไดดี เนื่องจาก

โปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซม ทําใหมีขนาดโมเลกุลเล็กลง มีสายเพปไทดสั้นข้ึน การละลาย

เพ่ิมข้ึน และมีประจุเพ่ิมข้ึน สงผลใหสายเพปไทดมีกรดอะมิโนท่ีทําหนาท่ีเปน Prooxidantsเพ่ิมข้ึน 

นําไปสูการลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน สุภาวดีทรัพยสิริไพบูรณ (2550)พบวาโปรตีนถ่ัวเหลืองท่ี

ผานการดัดแปรดวยเอนไซมอัลคาเลส มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTSและสามารถตาน

การเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกไดดีกวาโปรตีนถ่ัวเหลืองท่ีไมผานการยอยหรือดัดแปลง 

Phongthaiet al. (2016) รายงานวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการ

ยอยรอยละ5.04 มีความสามารถในการจับโลหะไอออนนอย แตเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึนมี

ความสามารถในการจับโลหะไอออนไดดีและ Castro and Sato (2015) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผาน

การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการรีดิวซเพ่ิมข้ึน (คาการดูดกลืนแสง0.399 นาโน

เมตร) แตโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมมีความสามารถในการรีดิวซต่ํา (คาการ

ดูดกลืนแสง0.176 นาโนเมตร)
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

3.1 วัตถุดิบ สารเคมี และอุปกรณ 

3.1.1วัตถุดิบ 

3.1.1.1 รําขาวชนิดละเอียดจากโรงสีขาวสินรุงเรือง จํากัด อําเภอเดชอุดม จังหวัด

อุบลราชธานี 

3.1.1.2 โปรตีนถ่ัวเหลือง จาก บริษัท ไทยฟูดแอนเคมิคอล จํากัด 

3.1.1.3เอนไซมอัลคาเลส (Alcalase) จาก Bacilluslicheniformis บริษัท SIGMA-

ALDRICHประเทศสหรัฐอเมริกา  

3.1.1.4เอนไซมฟลาโวไซม (Flavourzyme) จาก Aspergillusoryzaeบริษัท SIGMA-

ALDRICH ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.2สารเคมี 

3.1.2.1 n-Hexane food grade (C6H14) ยี่หอFisher ประเทศไทย 

3.1.2.2 Sodium hydroxide analysis grade ยี่หอ Carlo Erbaประเทศฝรั่งเศส 

3.1.2.3 Sodium chloride analytical grade ยี่หอ Ajax Finechemประเทศ

ออสเตรเลีย 

3.1.2.4 Hydrochloric acid Analytical gradeยี่หอ Merck ประเทศเยอรมนี 

3.1.2.5 Sodium Dodecyl Sulfate Analytical grade ยี่หอ Merck ประเทศเยอรมน ี 

3.1.3อุปกรณ 

3.1.3.1 ตูอบแบบสุญญากาศ ยี่หอ WTBbinder รุน VD 115 S/N940048 ประเทศ

เยอรมนี 

3.1.3.2 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ Memmert S/NE601.0265 รุน BE600 ประเทศ

เยอรมนี 

3.1.3.3 เครื่องบด ยี่หอ Moulinex รุน 643 ประเทศเม็กซิโก  

3.1.3.4 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร UV-VIS SPECTROMETRE ยี่หอ PG Instruments 

Limited รุน T60UV/Visible ประเทศสหรัฐอเมริกา  

3.1.3.5 ตูอบลมรอน ยี่หอ Memmertรุน UN10 ประเทศเยอรมนี 
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3.1.3.6 เครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ยี่หอ HetoLabEquipment รุน FD 8 ประเทศ

เดนมารก 

3.1.3.7 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ NewBrunswickScientific รุน Innova 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.3.8 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง ยี่หอ Sartorius รุน BP2215 ประเทศเยอรมนี 

3.1.3.9 เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิต่ํา ยี่หอ Universal รุน 32R ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

3.1.3.10 เครื่อง Miniprotein 3 cells ยี่หอ BIO-RAD ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.3.11 ตะแกรงรอนขนาด 100 เมช ยี่หอ RETSCH ประเทศเยอรมนี 

3.1.3.12 เครื่องกวนแมเหล็ก ยี่หอ VORTEX-2GENIE รุน G56OE ประเทศไทย 

3.1.3.13 เครื่องโฮโมจิไนเซอรยี่หอ POLY TRONรุน PT MR-2100ประเทศ

สวิตเซอรแลนด 

3.1.3.14 เครื่องZetasizerยี่หอMalvern Instrumentรุน ZEN3600 ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

3.1.3.15 เครื่องวัดสีอาหารยี่หอ Hunter Lab รุน Color Flexประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.3.16 กลองจุลทรรศน ยี่หอ Nikon Microscope Eclipse รุน E-400 ประเทศญี่ปุน 

3.1.3.17 เครื่องโฮโมจิไนเซอรความดันสูง ยี่หอ SPX Lab Homogenizer รุน APV-2000 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 

3.2วิธีการดําเนินงาน 

การทดลองจะแบงออกเปน 3 สวน คือ  

สวนท่ี 1ศึกษาวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวแบงออก 2 วิธี คือ  

1.1 การดัดแปลงโปรตีนรําขาวดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  

1.2 การดัดแปลงโปรตีนรําขาวดวยเอนไซม   

สวนท่ี 2 ศึกษาคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

สวนท่ี 3 ศึกษาความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

สวนท่ี 1ศึกษาวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว 

3.2.1 การเตรียมตัวอยางโปรตีนรําขาวเขมขน  

นํารําขาวมาทําแหง ดวยเครื่องอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 60 °ซ จนมีความชื้นสุดทายมีคานอย

กวารอยละ 10 ทําการสกัดน้ํามันสวนท่ีเหลือออกดวยเฮกเซน ในอัตราสวน 1 :9จนมีน้ํามันสวนท่ีเหลือ

ไมเกินรอยละ 5 ทําการระเหยเฮกเซนออกดวยตูอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 55 °ซนาน 2 ชั่วโมง นํารําขาว

ปราศจากน้ํามันท่ีไดมาเติม น้ํากลั่น ในอัตราสวนระหวางรําขาวตอนํ้ากลั่นเปน 1 :10 โดยน้ําหนักตอ
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ปริมาตร แลวปรับพีเอชเปน 9 ดวยสารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซด  (NaOH) ความเขมขน 4.0 โมลาร

กวนท้ิงไวนาน 1 ชม. นําไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงท่ี28,313 x g นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

°ซ นําสารละลายท่ีได ไปตกตะกอนท่ีพีเอช 4.5 ดวยสารละลาย ไฮโดรคลอริก  (HCl) ความเขมขน 4.0

โมลารกวนสารละลายอยางตอเนื่องท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แยกตะกอนโปรตีนรําขาวท่ีได

ดวยการเหวี่ยงแยก ท่ี28,313 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ นาน 10 นาที จากนั้นทําใหเปนกลางดวย การปรับ

ใหมีพีเอช 7 แลวทําการไดอะไลซิส(Dialysis)กอนนําไปทําแหงดวยเครื่องทําแหงแชเยือกแข็ง ( Freeze 

dry) (ดัดแปลงจากChandiK.G. และ Sogi. S.D., 2007) กําหนดใหโปรตีนรําขาว คือ RBPวิเคราะห

องคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบรําขาวเริ่มตนและ โปรตีนรําขาวเขมขน และตรวจสอบคุณลักษณะ

และสมบัติเชิงหนาท่ีตอไป 

3.2.2 การเตรียมโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

นําโปรตีนรําขาวเขมขนท่ีสกัดได จากขอ 3.2.1 และโปรตีนถ่ัวเหลือง (ใชเปนตัว

เปรียบเทียบ) ผสมกับน้ํากลั่นในอัตราสวนระหวางโปรตีนกับน้ํากลั่นเปน 1:10 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

ปรับพีเอชเปน 9.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1.0โมลารกวนท้ิงไวนาน 30 นาที

แลวนําไปใหความรอนโดยใชอุณหภูมิ 60 °ซ นาน 60 นาที ทําใหเย็น โดยมีอุณหภูมิเทากับ30 °ซนําไป

หมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเหวี่ยงแยกท่ี28,313 x g นาน 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ นําสารละลายสวนใสท่ีได

ไปตกตะกอนท่ีพีเอช 4.5 ดวยสารละลาย ไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1.0โมลารทําการเหวี่ยงแยกเพ่ือ

เอาตะกอนโปรตีน จากนั้น ทําใหเปนกลางดวย การปรับใหมี พีเอช 7นําไป ทําแหงดวยเครื่องทําแหงแช

เยือกแข็ง ( Freeze dry)กําหนดใหโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

(Modified Rice Bran Protein)คือ MRBPจากนั้นนําไปตรวจสอบคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ี

ตอไป 

3.2.3 การเตรียมโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม   

3.2.3.1 ศึกษาผลของความเขมขนของเอนไซมตอระดับการยอยของโปรตีน 

เตรียมสารละลายโปรตีน ระดับความเขมขน รอยละ 1 ทําการยอยดวยเอนไซม 2 

ชนิดคือ เอนไซมอัลคาเลส(534Unit/g) และ เอนไซมฟลาโวไซม(522 Unit/g) 

1) การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส ท่ีระดับความเขมขนรอยละ 0-2 โดยน้ําหนัก

เอนไซมตอน้ําหนักโปรตีน ดวยสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลารพีเอช8 ใน อาง

น้ําควบคุมอุณหภูมิท่ี 60 °ซ นาน 60 นาที (Jamdar et al., 2010) 

2) การยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมระดับความเขมขนรอยละ 0- 15 โดยน้ําหนัก

เอนไซมตอน้ําหนักโปรตีน  ในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอรความเขมขน  50 มิลลิโมลารพีเอช7 ในอาง

น้ําควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 °ซนาน 60 นาที (ดัดแปลงจาก Novozymes, 2000;อางอิงจาก ลีนาหงาฝา, 

2556)  
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จากนั้นทําการหยุดกิจกรรมของเอนไซมดวยการตมท่ีอุณหภูมิ 90 °ซ นาน15 นาที 

และทําใหเย็นทันทีดวยน้ําธรรมดา นําไปเหวี่ยงแยกท่ี14,156 x g นาน 15 นาที กอนนําสวนใสท่ีไดไป

วิเคราะหระดับการยอยตอไป 

3.2.3.2 ศึกษาระยะเวลาการยอยตอระดับการยอยของโปรตีน 

เลือกความเขมขนของเอนไซมท่ีใหระดับการยอยท่ีเหมาะสมจากผลการทดลอง

ขอ 3.2.3.1 มาทําการเตรียม สารละลายโปรตีนรํา ขาวทําการเตรียมเหมือนกับขอ3.2.3.1 จากนั้นทํา

การยอยดวย เอนไซมอัลคาเลส  นาน 0-180 นาที และเอนไซมฟลาโวไซม นาน 0-12 ชั่วโมง ทําการ

หยุดกิจกรรมของเอนไซมดวยการตมท่ีอุณหภูมิ 90 °ซนาน10 นาที และทําใหเย็นทันทีนําไปเหวี่ยง

แยกท่ี 14,156 x g นาน 15 นาที กอนนําสวนใสท่ีไดไปวิเคราะหระดับการยอยตอไป 

3.2.3.3การเตรียมโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

เลือกความเขมขนของเอนไซมและระยะเวลาการยอยจากการทดลองขอ 3.2.3.1-

3.2.3.2 เพ่ือเตรียม โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม ท่ีระดับการยอย ของเอนไซมอัลคาเลส และ 

เอนไซมฟลาโวไซม  รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ >20 นําไปทําแหง แบบแชเยือกแข็ง 

(Freeze dry) และตรวจคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ี ตอไป ท้ังนี้ กําหนดใหโปรตีนรําขาวดัดแปลง

ดวยเอนไซมอัลคาเลส (Modified Rice Bran Protein by Alcalase) คือ MRBP-A และโปรตีนรําขาว

ดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม (Modified Rice Bran Protein by Flavourzyme) คือ MRBP-F 

3.2.4 ตรวจสอบผลผลิต องคประกอบทางเคมีและการวิเคราะหระดับการยอย 

3.2.4.1 ปริมาณผลผลิตท่ีได 

ปริมาณผลผลิตท่ีได (yield) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงคํานวณจากสูตร  

 

ปริมาณผลผลิต  =  น้ําหนัก โปรตีนดัดแปลงx 100 

   น้ําหนักโปรตีนรําขาวเริ่มตน 

 

3.2.4.2 องคประกอบทางเคมี  

วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของรําขาวและโปรตีนรําขาวเขมขน ไดแก ความชื้น 

โปรตีน ไขมัน เถา เยื่อใย และคารโบไฮเดรต ตามวิธีการของ AOAC (1999) สวนคารโบไฮเดรต

คํานวณดังนี้ 

 

คารโบไฮเดรต = 100 – (ความชื้น + ไขมัน + เถา + โปรตีน) 
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3.2.4.3การวิเคราะหระดับการยอย  

การวิเคราะห ระดบัการยอย ( Degree of hydrolysis; DH)(MRBPทําการ

วิเคราะหระดับการยอยท่ีความเขมขนโปรตีนแตกตางกันในชวง 0.2-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ดวย

วิธีการวัดโปรตีนภายหลังตกตะกอนดวย กรดไตรคลอโรอะซีติก( Trichloroacetic acid; TCA) รอยละ 

10ตามวิธีของ Qi et al. (1997) ใชสารละลายโปรตีน 15 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายกรดไตรคลอ

โรอะซีติก(รอยละ 20) 15 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ี7,600 x g นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนํา

สารละลายโปรตีนสวนใสไปวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Biuret (Robinson andHodgen, 1940)สําหรับ

การวิเคราะหปริมาณโปรตีนท้ังหมด ทําโดยนําโปรตีนรําขาวมายอยดวยสารละลาย SDS (Sodium 

Dodecyl Sulfate)ท่ีความเขมขนรอยละ 5 จากนั้นนําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิท่ี 85 °ซ นาน 1 

ชั่วโมง ทําใหเย็นทันที นําไปปนเหวี่ยงท่ี 7 ,600 x g นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนําสารละลาย

โปรตีนสวนใสไปวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Biuret (Robinson and Hodgen, 1940) 

 

DH (%) = (ปริมาณโปรตีนหลังจากตกตะกอน/ปริมาณโปรตีนท้ังหมด) x 100 

 

สวนท่ี 2 ศึกษาคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน 

3.2.5 คุณลักษณะของโปรตีน 

3.2.5.1 คาสี 

วิเคราะหคาสีของโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมดวยเครื่องวัดสีอาหาร

ในระบบฮันเตอร ( Hunter Lab) โดยคา L* เปนคาความสวาง ( Lightness) คา a* เปนคาสีแดง-สี

เขียว (Redness-Greeness) และคา b* เปนคาสีเหลือง-น้ําเงิน( Yellowness-Blueness) ดัดแปลง

ตามวิธีของ Kaur and Singh (2007) สวนคา ∆E*และ ∆H* (HunterLab, 2007)คือ คํานวณไดจาก

สูตรดังนี้ 

 

∆E* = √∆L∗2 + ∆a∗2 + ∆b∗2 
 

∆H* =√∆E∗2 + ∆L∗2 + ∆C∗2 

 

3.2.5.2 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน 

การวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนดัดแปลงดวยโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอ

ลิอะคริลาไมดเจล ( Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-

PAGE) ตามวิธีของ Laemmli (1970) ตัวอยางจะทําการปรับปริมาณความเขมขนโปรตีนสุดทาย 4 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท้ังท่ีใชและไมใช เบตาเมอรแคปโตเอธานอล ( ß-mercaptoethanol) ใสใน
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เจลสแตกก้ิง (Stacking gel) รอยละ 4 และเจลแยก ( Separating gel) รอยละ 12 ใน Tris running 

buffer (พีเอช 8.3) ท่ีความตางศักดิ์  180 โวลต  ทําการยอมสีดวย Coomassiebrillian blue R-250 

ความเขมขนรอยละ 0.3 และลางออกดวย Destaining solution 1 (50% methanol: 7.5% acetic 

acid: 42.5% distilled water)นาน 30 นาที แลวลางดวย Destaining solution 2 (5% methanol: 

7.5% acetic acid: 87.5% distilled water) นาน 2 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานขนาด 

5-245 กิโลดาลตัน(ยี่หอ BLUelfPrestained Ladder) 

3.2.6สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน 

3.2.6.1 การละลายของโปรตีน  

การวิเคราะหคุณสมบัติการละลายของโปรตีน (Protein solubility) ดัดแปลง

จาก Onsaard et al. (2010) และSumura et al. (2005)เตรียมสารละลายโปรตีนความเขมขนรอย

ละ 0.2 โดยน้ําหนักตอปริมาตร นําโปรตีนละลายน้ํากลั่นแลวปรับพีเอชในชวงระหวาง 3 ถึง 9 กวน

สารละลายโปรตีนดวยเครื่องกวนแมเหล็กท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมงนําสารละลายท่ีไดไปปน

เหวี่ยงท่ี14,156 x g นาน 10 นาที วัดปริมาตรสวนใสท่ีวัดได แลวนําไปวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Biuret 

(Robinson and Hodgen, 1940) โดยใชโบวินชีรัมแอลบูมิน (Bovine Serum Albumin: BSA) เปน

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน โปรตีนท่ีละลายไดคํานวณจาก 

 

Protein solubility (%) = 100 x (Ps/Pt) 

 

เม่ือPs = ปริมาณโปรตีนในสารละลายหลังจากทําการเหวี่ยงแยก 

Pt = ปริมาณโปรตีนท้ังหมดในตัวอยาง 

 

3.2.6.2 สมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออร 

ทดสอบสมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออร (Emulsifying properties)ดัดแปลงจากวิธี

ของOnsaardet al. (2006) การเตรียมสารละลายโปรตีนแบงออกเปน 2 กลุม คือ (1) RBPและ MRBP 

ใชความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และ (2) MRBP-A และ MRBP-F ใช

สารละลายโปรตีนความเขมขนรอยละ 0.4 เตรียมโดยละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 5 

มิลลิโมลารพีเอช6.5 (สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมีสวนผสมของโซเดียมเอไซด (Sodium azide)0.02 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร) กวนสารละลายท่ีอุณหภูมิหองนาน 60 นาที แลวผสมสารละลายโปรตีนรอย

ละ 90 กับน้ํามันรําขาวรอยละ 10 ดวยเครื่องโฮโมจิไนเซอรท่ีความเร็ว 12 ,000 รอบตอนาทีนาน 2 

นาที และนําไปเขาเครื่องโฮโมจิไนเซอรแรงดันสูงท่ีความดัน 3 ,000 psiจํานวน  3 รอบนําตัวอยาง

อิมัลชันท่ีไดไปตรวจสอบคุณสมบัติดังนี้ 

1) การกระจายตัวและขนาดอนุภาคเม็ดไขมัน 
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การวัดการกระจายตัว (Particle distribution)และขนาดอนุภาคเม็ดไขมัน  

(Particle size)ดวยเครื่อง Zetasizerโดยใชหลักการกระเจิงของแสงนํา ตัวอยางอิมัลชัน มาเจือจาง

1,000 เทาดวยสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอรเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ีพีเอช6.5เพ่ือหลีกเลี่ยงการกระเจิง

หลายครั้ง จากนั้นทําการวัดตัวอยางอิมัลชันของแตละความเขมขนของโปรตีนผลลัพธท่ีไดจะแสดงเปน

การกระจายตัว และคาเฉลี่ยขนาดอนุภาคเม็ดไขมัน ±สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

2) คาความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมัน 

ตัวอยางอิมัลชัน ทําการ การเจือจาง 1 ,000 เทาดวยสารละลาย ฟอสเฟส

บัฟเฟอร เขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ีพีเอช 6.5 การวัดคาความตางศักยไฟฟา (Zeta-potential)ใน

ตัวอยางอิมัลชันดวยเครื่องZetasizerมีหนวยเปนมิลลิโวลต (mV) 

3) ดัชนีการเกิดครีม  

นําตัวอยางอิมัลชันท่ีไดจากการเตรียมลงในหลอดทดลอง (ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 15 มิลลิเมตร และมีความสูง 125 มิลลิเมตร) โดยทําการชั่งน้ําหนักตัวอยางอิมัลชันใหได 

10 กรัม ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลววัดความสูงของการแยกชั้น 2 สวน คือ สวน

ทึบแสง (Opaque layer) จะอยูสวนบนของหลอดเรียกวา ครีม และสวนโปรงแสง ( Transparent 

layer) จะอยูสวนลางของหลอดเรียกวา ซีรัม คํานวณดัชนีการเกิดครีม(Creaming index)ดังนี้  

 

Creaming index = 100 x (HS/HE) 

 

เม่ือ HS= ความสูงท้ังหมดของตัวอยางอิมัลชัน 

 HE= ความสูงของชั้นซีรัมของตัวอยางอิมัลชัน 

 

4) โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน 

การวัดโครงสรางของขนาดอนุภาคของอิมัลชัน ใชกลองจุลทรรศนแบบใชแสง   

(conventional optical microscope) กําลังขยาย 100 เทา บันทึกภาพโดยกลองดิจิตอลท่ีเชื่อมตอ

กับซอฟตแวรภาพ(ACDsee Pro 5) ท่ีติดตั้งบนเครื่องคอมพิวเตอร 

3.2.6.3 ความสามารถในการอุมน้ํา 

ความสามารถในการอุมน้ํา(Water absorption; WA) ของโปรตีนดัดแปลงตามวิธี

ของSosulski (1962)ใชตัวอยางโปรตีน 1 กรัม แลวเติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นตั้ง

ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 14,156 x g เปนเวลา 10 นาที ทําการ

แยกสวนใสออก คาความสามารถในการอุมน้ําจะแสดงเปนกรัมน้ําตอกรัมโปรตีน คํานวณไดดังสมการ 

WA (g/g) = (W2-W1)/W0 
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เม่ือ  W0= น้ําหนักแหงตัวอยาง (กรัม) 

W1 = น้ําหนักหลอดรวมน้ําหนักแหงของตัวอยาง (กรัม) 

W2 = น้ําหนักหลอดรวมกับน้ําหนักตะกอน (กรัม) 

 

3.2.6.4ความสามารถในการอุมน้ํามัน 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน (Fat absorption; FA)ของโปรตีนดัดแปลงตามวิธี

ของ Lin et al. (1974) ใชโปรตีนรําขาว 1 กรัม แลวเติมน้ํามันถ่ัวเหลือง 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

จากนั้นตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 14,156 x g เปนเวลา 10 นาที 

ทําการแยกสวนใสออก คาความสามารถในการอุมน้ํามันจะแสดงเปนกรัมน้ํามันตอกรัมโปรตีน คํานวณ

ไดดังสมการ 

 

FA (g/g) = (F2-F1)/F0 

 

เม่ือ  F0 = น้ําหนักแหงตัวอยาง (กรัม) 

  F1 = น้ําหนักหลอดรวมน้ําหนักแหงของตัวอยาง (กรัม) 

F2 = น้ําหนักหลอดรวมกับน้ําหนักตะกอน (กรัม) 

 

3.2.6.5สมบัติการเกิดโฟม 

ทดสอบสมบัติการเกิดโฟม ดูความสามารถในการเกิดโฟม (Foaming capacity; 

FC) และความคงตัวของโฟม(Foaming stability; FS) ดัดแปลงตามวิธีของ Jamdaret al. (2010) นํา

โปรตีนความเขมขนรอยละ 0.5 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ละลายน้ํากลั่นแลวปรับพีเอชเปน 3 , 5, 7 

และ 9 จากนั้นทําการปนผสมท่ีความเร็ว 12 ,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที แลวรีบเทใสกระบอกตวง

ขนาด 25 มิลลิลิตร อานปริมาตรอยางรวดเร็วภายใน 30 วินาที จากนั้นตั้งตัวอยางท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง

นาน 10 นาที แลวอานปริมาตรอีกรอบ คํานวณคาไดดังสมการ 

 

FC (%) = [(A-B)/B] x 100 
 

FS (%) = [(A10 min -B)/(A-B)] x 100 

 

เม่ือ  B   = ปริมาตรกอนการตีโฟม (มิลลิลิตร) 

 A = ปริมาตรหลังจากตีโฟม(มิลลิลิตร) 

 A10 min  = ปริมาตรหลังจากตั้งท้ิงไว 10 นาที (มิลลิลิตร) 
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สวนท่ี 3 ศึกษาความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

3.2.7 ความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

3.2.7.1 ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี  ABTS radical scavenging activity 
ดัดแปลงจากวิธีThamnarathip et al. (2016) และ Re et.al (1999)ทําโดยปเปตสารละลายตัวอยาง
โปรตีน (0-8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (Blank: ใชน้ํากลั่นแทนสารละลายตัวอยาง) 
ลงในหลอดทดลองท่ีหุมดวยฟอยดแลวเติมสารละลาย ABTS+ ท่ีเจือจางแลวปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน แลวนําไปบมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง 6 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 734 
นาโนเมตรจากนั้นทําการเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน Troloxและคํานวณคา EC50 (50% 
Effective Concentration) 

3.2.7.2 ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี  Metal ions chelating activity 
ตามวิธีของPhongthai et al. (2016) ทําโดยปเปตสารละลายโปรตีนท่ีมีความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (Blank: ใชน้ํากลั่น)เติมน้ําDI(Deionized water) 3.7 มิลลิลิตร แลว
ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมสารละลาย Ferrous chlorideความเขมขน 2 มิลลิโมลารปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตรแลวเติมสารละลาย Ferrozineความเขมขน 5 มิลลิโมลารปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร แลวผสม
สารละลายท้ังหมดใหเขากันวางท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน EDTA(Ethylene 
diamine tetra-acetic acid)  

3.2.7.3 ความสามารถในการรีดิวซ (Reducing power)ตามวิธีของ Castro and Sato 
(2015) และ Yildirim et al. (2001)ปเปตสารละลายโปรตีนท่ีมีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม Phosphate buffer (พีเอช 6.6) ความเขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตร เติม Potassium ferricyanideความเขมขนรอยละ 1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
แลวนําไปบมท่ี 50 °ซ นาน 30 นาทีในท่ีมืด จากนั้นเติม TCA (Trichloroacetic acid)ความเขมขน
รอยละ 10ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงท่ี 8,000 x g นาน 10 นาที จากนั้นใช
สารละลายสวนใส 1 มิลลิลิตร เติมน้ํา DI(Deionized water) 1 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย Ferric 
chloride ความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรผสมใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 10 นาที นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร ผลการทดลองแสดงในรูปของการดูดกลืนแสงโดย
พิจารณาวาการดูดกลืนแสงเปนสัดสวนโดยตรงกับความสามารถในการรีดิวซ 

3.2.7.4 ความสามารถตานออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid autoxidation)
ตามวิธีของ Castro and Sato (2015)ปเปตสารละลายโปรตีนท่ีมีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยใช Phosphate buffer (pH 7)ความเขมขน 50 มิลลิโมลารในการเจือจาง  
(Blank: ใชน้ํากลั่น) จากนั้นเติมสารละลาย Linoleic acid ปริมาตร 130 ไมโครลิตร เติมเอทานอล
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันปดฝา แลว
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 42 °ซ นาน 24 ชั่วโมง ในท่ีมืด จากนั้นนํามาวิเคราะหระดับการเกิดออกซิเดชัน
ดวยวิธี Ferric thiocyanateโดยการดูดสารละลายตัวอยางมา 0.1 มิลลิลิตร เติมเอทานอลรอยละ 75 
ปริมาตร 4.7 มิลลิลิตร เติม Ammonium thiocyanateรอยละ 30 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และเติม 
Ferrous chloride เขมขน 20 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวตั้งท้ิงไวท่ี
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อุณหภูมิหอง 3 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร บันทึกคา และ
คํานวณคากิจกรรม(Inhibition) ในหนวยรอยละ (%) 
 

Inhibition (%) = [(Abs.blank-Abs.sample)/Abs.blank] x 100 
 

3.3การวางแผนการทดลองและวิเคราะหเชิงสถิติ 

วางแผนการทดลองแบบสุมภายในบล็อกสมบูรณ ( Completely Randomized Design: CRD) 

ทําการทดลอง 3 ซํ้า ขอมูลมาวิเคราะหความแปรปรวน ( Analysis of Variance: ANOVA) และนํามา

วิเคราะหความแตกตางระหวางทรี ทเมนตโดยใช Duncan’s Multiple Rage Test (DMRT) ท่ีระดับ

ความเชื่อม่ันรอยละ 95 

 



 
บทที่ 4 

ผลการทดลองและอภิปรายผล 

 

สวนท่ี 1 ผลของวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว 

4.1 องคประกอบทางเคมีของรําขาวรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน โปรตีนรําขาว และโปรตีนถั่วเหลือง และ

ผลผลิตรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน และโปรตีนรําขาว 

องคประกอบทางเคมีของรําขาว (RB) รําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) โปรตีนรําขาว ( RBP)และโปรตีน

ถ่ัวเหลือง (SP)และผลผลิตของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน ( DRB) และโปรตีนรําขาว ( RBP) แสดงดังตารางท่ี 

4.1 พบวารําขาวมีปริมาณไขมัน และโปรตีน เทากับรอยละ 14.99 และ 12.49 ตามลําดับ เม่ือนํารํา

ขาวไปผานการสกัดน้ํามันออก พบวามีปริมาณไขมันลดลง (รอยละ 2.15) และโปรตีนสูงข้ึน (รอยละ 

18.46) และเม่ือนํารําขาวท่ีผานการสกัดน้ํามันออกไปสกัดโปรตีนรําขาว พบวาองคประกอบทางเคมี

ของโปรตีนรําขาวเทากับ โปรตีนรอยละ 78.20 ไขมันรอยละ 2.06 ความชื้นรอยละ 4.87 เถารอยละ 

0.63 และคารโบไฮเดรตรอยละ 11.50 เม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือง พบวาโปรตีนถ่ัวเหลืองจะ

มีปริมาณโปรตีนสูงกวา (รอยละ 80.52) และปริมาณไขมันต่ํากวา (รอยละ 0.10)โปรตีนรําขาว

Jiamyangyuen et al. (2005) รายงานวาองคประกอบของรําขาวประกอบดวยโปรตนีรอยละ 12.6 

ไขมันรอยละ 21.30 เยื่อใยรอยละ 5.59 เถารอยละ 8.97 และความชื้นรอยละ 8.50 และ

องคประกอบทางเคมีของรําขาวท่ีสกัดน้ํามันออกมีปริมาณโปรตีนรอยละ 13.89 ไขมันรอยละ 1.92 

ท้ังนี้องคประกอบทางเคมีของรําขาวและรําขาวท่ีสกัดน้ํามันออกท่ีแตกตางกัน อาจเนื่องจาก

กระบวนการสีขาวซ่ึงเปนผลมาจากการขัดผิวเมล็ดขาวและกระบวนการสกัดไขมันออกจากรําขาวท่ี

แตกตางกันทําใหองคประกอบทางเคมีของรําขาวและรําขาวสกัดไขมันออกแตกตางกัน เม่ือ

เปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีของโปรตีนรําขาวจะมีคาใกลเคียงกับ Yeom et al. (2010) รายงาน

วาองคประกอบทางเคมีของโปรตีนรําขาวผานการลางดวย เอทานอลรอยละ 30 จํานวน 2 ครั้ง จะมี

ปริมาณโปรตีนรอยละ 77.62 และไขมันรอยละ 0.75 

สวนผลผลิต (Yield) โปรตีนรําขาวท่ีผานการสกัดท่ีพีเอช 9 นาน 1 ชั่วโมง กอนนําไปตกตะกอนท่ี

พีเอช 4.5 มีคาเทากับรอยละ 18.39 (ตารางท่ี 4.1)ปริมาณผลผลิตของ โปรตีนรําขาวเขมขน ท่ีไดมีคา

นอย ท้ังนี้อาจเนื่องจากปริมาณโปรตีนรําขาวสวนใหญรอยละ 75 เปนโปรตีนท่ีละลายไดดีในน้ํา คือ 

อัลบูมิน ( Albumin) และละลายไดใน สารละลายกรดและดาง คือ กลูเตลิน ( Glutelins) ปจจัยท่ี

เก่ียวของในการสกัดคือ พีเอช ระยะเวลาในการสกัด มีผลตอปริมาณผลผลิตของโปรตีนท่ีได ถึงแมวา

ผลผลิตโปรตีนรําขาวท่ีสกัดไดจะต่ํา แตปริมาณโปรตีนของโปรตีนรําขาวสูงถึงรอยละ 78.20 จึงมีความ
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เปนไปไดและเหมาะสม ในการนําไปใชเปนวัตถุดิบในการผลิตโปรตีนรําขาวดัดแปลงใหมีสมบัติเชิง

หนาท่ีท่ีเหมาะสมในการเปนสวนผสมอาหารตอไป 

 

ตารางท่ี 4.1องคประกอบทางเคมีของรําขาวรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน โปรตีนรําขาวและโปรตีน 

 ถั่วเหลือง และผลผลิตรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน และโปรตีนรําขาว 
 

องคประกอบเคมี 
(รอยละฐานแหง) 

รําขาว รําขาวท่ีสกัดน้ํามัน โปรตีนรําขาว โปรตีนถั่วเหลือง 

ความช้ืน 4.30±0.08b 5.53±0.48b 4.87±1.76b 14.14±0.04a 

โปรตีน1 12.49±0.22c 18.46±0.26b 78.20±2.30a 80.52±0.26a 

ไขมัน 14.99±0.07a 2.15±0.06b 2.06±0.33b 0.10±0.02c 

เถา 6.81±0.16b 11.09±0.23a 3.37±0.01c 4.25±0.03c 

เยื่อใย 5.41±0.33b 8.52±0.15a 0.63±0.14c 0.48±0.18c 

คารโบไฮเดรต2 61.58±0.15a 62.76±0.36a 11.50±3.47b 0.51±0.11c 

ผลผลิต (Yield) รอยละ - 66.23±1.15 18.39±0.40 - 
 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในแถวเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
1factor ท่ีใชในการคํานวณคือ 6.25 
2 ประเมินคาความแตกตางคารโบไฮเดรต = 100 – (ความชื้น + ไขมัน + เถา + โปรตีน) 

 

4.2 ผลการดัดแปลงโปรตีนรําขาวดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

โปรตีนรําขาว (MRBP) และโปรตีน ถ่ัวเหลือง (MSP) ท่ีผานการ ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

สารละลายดางแสดงดังภาพท่ี4.1 

 

   MRBP           MSP 

 
 

ภาพท่ี4.1โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) และโปรตนี   

 ถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง( MSP) 
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ผลของระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH)ของMRBPและ MSP แสดงดังตารางท่ี 4.2

พบวาระดับการยอยของ  MRBPและ MSP มีคาประมาณรอยละ 0.43-1.98 และรอยละ 0.22-0.64 

ตามลําดับ โดยผลของความเขมขนของโปรตีนรําขาวชวงรอยละ 0.2-0.6 ระดับการยอยมีคาสูงข้ึน แต

เม่ือความเขมขนของโปรตีนรําขาวชวงรอยละ 0.8-1.0 เริ่มคงท่ีซ่ึงไมแตกตางทางสถิติ ( p≥0.05) สวน

ความเขมขนของโปรตีนถ่ัวเหลืองชวงรอยละ 0.2-1.0ไมแตกตางทางสถิติ ( p≥0.05)ระดบัการยอยของ

โปรตีนรําขาวดัดแปลง และ โปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลง ท่ีแตกตางกัน อาจเนื่องจากสัมพันธกับ

ความสามารถในการละลายของโปรตีนท่ีแตกตางทําใหผลคาระดับการยอยของโปรตีนท้ังสองชนิดมี

ความแตกตางกัน จาก ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็น วาการใชความรอนรวมกับสารละลายดาง มีผลตอ

การยอยหรือทําลายพันธะเพปไทดภายในโครงสรางของโปรตีน 

 

ตารางท่ี 4.2ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง(MRBP) และโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความ

 รอนรวมกับสารละลายดาง(MSP) 
 

ความเขมขนของโปรตีน  
(รอยละ) 

ระดับการยอย (รอยละ) 
MRBP MSP 

0.2 0.43±0.17b 0.22±0.17a 

0.4 0.63±0.30b 0.42±0.34a 

0.6 0.92±0.52b 0.64±0.21a 

0.8 2.16±0.96a 0.53±0.18a 

1.0 1.98±0.25a 0.24±0.15a 

 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยท่ีทําการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a-cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีp≤0.05 
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4.3 ผลการเตรียมโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

4.3.1 ผลของปริมาณเอนไซมตอระดับการยอยของโปรตีน  
ผลของระดับการยอยของโปรตีนรําขาว ดัดแปลง ดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A)ความ

เขมขนรอยละ 0-2 และเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ความเขมขนรอยละ 0- 15 โดยน้ําหนักเอนไซม

ตอน้ําหนักโปรตีนท้ังหมดในสารละลาย นาน 60 นาที แสดงดังภาพท่ี 4.2พบวาระดับการยอย 

(Degree of hydrolysis: DH)ของ MRBP-A และ MRBP-F เพ่ิมข้ึนเม่ือความเขมขนของ เอนไซม

เพ่ิมข้ึน โดยท่ีอัตราการเกิดปฏิกิริยาการยอยของ MRBP-A ท่ีความเขมขนรอยละ 0 ถึง 0.3 จะเกิดข้ึน

อยางรวดเร็ว และคงท่ีท่ีความเขมขนรอยละ 0.4-2.0 (DH รอยละ 25 ) (ภาพท่ี 4.2A) สวนอัตราการ

เกิดปฏิกิริยาการยอยของ MRBP-F ท่ีความเขมขนรอยละ 0 ถึง 6 จะเกิดข้ึนอยางรวดเร็วและคงท่ีท่ี

ความเขมขนรอยละ 9 ถึง 15(DH รอยละ 10 ) (ภาพท่ี 4.2B) ท้ังนี้เนื่องจากการลดลงของอัตราการ

ยอยอาจเนื่องมาจากการลดลงของ โมเลกุลของสารตั้งตนหรือซับสเตรท( Substrate)ท่ีจําเพาะสําหรับ

การทํางานของเอนไซม เม่ือเปรียบเทียบระดับการยอยและความเขมขนของเอนไซมท่ีใช พบวาระดับ

การยอยของMRBP-A สูงกวา (DH รอยละ 25) และใชความเขมขนของเอนไซมต่ํากวา MRBP-F (DH 

รอยละ 10) อาจเนื่องจาก เอนไซมอัลคาเลส มีความเหมาะสมและจําเพาะกับ ซับสเตรทของโปรตนีรํา

ขาวมากกวา เอนไซมฟลาโวไซม จากการทดลองจึงเลือกความเขมขนของ เอนไซมอัลคาเลส  และ

เอนไซมฟลาโวไซม ท่ีรอยละ 0.3 และ 6 เพ่ือใชในการ ศึกษาระยะเวลาตอระดับการยอยของโปรตีน

ตอไป 
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(A) 

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.2 ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

 เอนไซมอัลคาเลสท่ีความเขมขนรอยละ 0-2 (ภาพ A)และเอนไซมฟลาโวไซมท่ี

 ความเขมขนรอยละ 0-15(ภาพ B) 

 

4.3.2 ผลระยะเวลาการยอยตอระดับการยอยของโปรตีน 

ผลของระยะเวลาการยอยตอระดับการยอย( Degree of hydrolysis: DH)ของโปรตีนรํา
ขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A)ความเขมขนรอยละ 0.3 นาน 180 นาที และเอนไซมฟ
ลาโวไซม(MRBP-F)ความเขมขนรอยละ 6 นาน12ชั่วโมง แสดงดังภาพท่ี 4.3 พบวาระยะเวลามีผลตอ
ระดับการยอย โดยระดับการยอยจะเพ่ิมข้ึนรวดเร็วท่ี 30 นาทีท้ังMRBP-A (DHรอยละ 17 ) และ 
MRBP-F(DH รอยละ 11)จากนั้นอัตราการเกิดปฏิกิริยาของการยอย ลดลงและคงท่ี (DH รอยละ 19 
และรอยละ 12 ตามลําดับ) ท้ังนี้เนื่องจากเกิดการแขงขันระหวางโปรตีนท่ีเปนสารตั้งตนและเพปไทดท่ี
เปนผลิตภัณฑในการเขาจับกับเอนไซม ซ่ึงมีความสัมพันธระหวางระยะเวลาการยอยตอระดับการยอย
ของโปรตีน 
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(A) 

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.3ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

 เอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.3 ท่ีระยะเวลาการยอย 0-180 นาที (ภาพ A) และ

 เอนไซมฟลาโวไซมรอยละ 6 ท่ีระยะเวลาการยอย 0-12 ช่ัวโมง(ภาพ B) 

 

4.3.3ระดับการยอยของโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซม 

จากผลการทดลองขอ 4.3.1-4.3.2 เลือกความเขมขนของเอนไซมและระยะเวลาการยอย 
เพ่ือใหไดระดับการยอยตางๆ แสดงดังตารางท่ี 4.3 และ 4.4 

ผลการทดลองพบวา โปรตีนรําขาว ดัดแปลง ดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีความ
เขมขนรอยละ0.3 ระยะเวลาการยอยนาน 0, 3, 15, 60และ 180 นาที ใหระดับการยอย(Degree of 
hydrolysis: DH)ประมาณรอยละ 1.55, 8.42, 13.83, 19.16และ 21.47ตามลําดับและใหการละลาย
ของโปรตีนท่ีรอยละ 61.28, 64.85, 59.00, 55.12และ 55.78ตามลําดับ(ตารางท่ี 4.3) 

สวนโปรตีนรําขาว ดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ท่ีความเขมขนรอยละ 6 
ระยะเวลาการยอยนาน 0 , 30 และ 300 นาที ใหระดับการยอย ( DH) ประมาณรอยละ 1.87,10.88
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และ 12.08 ตามลําดับ และใหการละลายของโปรตีน ท่ีรอยละ 38.21, 35.12 และ31.99ตามลําดับ 
(ตารางท่ี 4.4)จะเห็นไดวาการไฮโดรไลซโปรตีนรําขาวดวยเอนไซมอัลคาเลส  ใหระดับการยอยและการ
ละลายของโปรตีนท่ีสูงกวาการใช เอนไซมฟลาโวไซม แมวาเอนไซมฟลาโวไซม เปนเอนไซมชนิด เอนโด
โปรติเอส-เอกโซโปรติเอส ( Endo-exo protease) ท่ีสามารถตัดท้ังปลายคารบอกซิลิก(คารบอกซิเปป
ติเดส) หรือปลายของกรดอะมิโน (อะมิโนซิเปปติเดส) และตัดภายในของสายพันธะ  โพลีเพปไทดได
สวนเอนไซมอัลคาเลส เปนเอนไซมชนิดเอนโดโปรติเอส (Endoprotease) จะตัดพันธะเอไมดในสาย
โปรตีนเทานั้น อยางไรก็ตามอาจเนื่องจาก เอนไซมอัลคาเลส มีความจําเพาะตอ ซับสเตรท (Substrate) 
ท่ีมากกวาทําใหระดับการยอยท่ีไดสูงกวาและสงผลใหการละลายสูงกวาดวย 
 

ตารางท่ี4.3 เวลาท่ีใชในการยอย ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) และปริมาณ

 โปรตีนท่ีละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.3 
 

ชวงระดับการยอย 
(DH) 

เวลา  
(นาที) 

DH 
(รอยละ) 

ปริมาณโปรตีนท่ีละลาย  
(รอยละ) 

DH0-5 0 1.55±0.13e 61.28±3.39ab 

DH6-10 3 8.42±0.86d 64.85±3.26a 

DH11-15 15 13.83±0.73c 59.00±2.19abc 

DH16-20 60 19.16±1.15b 55.12±4.51c 

DH>20 180 21.47±0.76a 55.78±0.88bc 

 

หมายเหตุ:  คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี  

p≤0.05 

 

ตารางท่ี4.4 เวลาท่ีใชในการยอย ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) และปริมาณ

 โปรตีนท่ีละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซมรอยละ 6 
 

ชวงระดับการยอย 
(DH) 

เวลา  
(นาที) 

DH 
(รอยละ) 

ปริมาณโปรตีนท่ีละลาย  
(รอยละ) 

DH0-5 0 1.87±0.17c 38.21±1.36a 

DH6-10 30 10.88±0.70b 35.12±0.25b 

DH11-15 300 12.08±0.51a 31.99±2.24c 

 

หมายเหตุ: คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีp≤0.05 
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ภาพท่ี 4.4 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม
 (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 
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สวนท่ี 2 ศึกษาคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน 

4.4 คุณลักษณะของโปรตีน 

4.4.1คาสีของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

ผลการตรวจสอบคาสี L* a* และ b* ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

ความรอนรวมกับสารละลายดาง ( MRBP) โปรตีนถ่ัวเหลือง ( SP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวย

ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) แสดงดังตารางท่ี 4.5 และคาสี (L* a* และ b*) ของโปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส ( MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม ( MRBP-F) ท่ีระดับการยอย 

(degree of hydrolysis: DH) ตางๆ แสดงดังตารางท่ี 4.6 

คา L* เปนคาความสวางและมืด คา a* เปนคาความเปนสีแดง (+a) หรือเขียว (-a) และ

คา b* เปนคาความเปนสีเหลือง (+b) หรือน้ําเงิน (-b) ใชแสดงคาสีของตัวอยาง พบวาคาสีเริ่มตนของ 

RBP มีคาความสวาง (L*) 71.17 คาสีแดง -เขียว (a*) 1.70 และมีคาสีเหลือง -น้ําเงิน (b*) 12.60 สวน

คาสีเริ่มตนของ SP มีคาความสวาง ( L*) 86.25 คาสีแดง-เขียว ( a*) 0.71 และมีคาสีเหลือง-น้ําเงิน 

(b*) 17.83 (ตารางท่ี 4.5)  เม่ือโปรตีนรําขาวและโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

สารละลายดางหรือเอนไซม พบวาคาความสวาง ( L*) มีคาลดลงแสดงถึงสีเขมข้ึน แตคาสีแดง-เขียว 

(a*) และคาสีเหลือง-น้ําเงิน ( b*) มีคาเพ่ิมซ่ึงแสดงถึงคาสีออกเปนสีแดงและเหลืองเพ่ิมข้ึน เนื่องจาก

ระยะเวลาท่ีใหความรอนหรือการยอยนานข้ึน สงผลการเพ่ิมการผลิตเพปไทดมากข้ึน สามารถ

เกิดปฏิกิริยาเมลลารดรวมกับน้ําตาลท่ีมีอยูในองคประกอบของวัตถุดิบได  เม่ือเปรียบเทียบคาสีของ 

MRBP-A กับ MRBP-F ท่ีระดับการยอยตางๆ พบวา  MRBP-A มีคาความสวาง (L*) และคาสีเหลือง-

น้ําเงิน (b*) นอยกวา MRBP-F แสดงถึงความมืดและคาสีน้ําเงินของตัวอยางMRBP-A อาจเนื่องมาจาก

สภาวะท่ีใชในการยอยไดแก อุณหภูมิ ระยะเวลาการยอย และพีเอชท่ีแตกตางกันทําใหปริมาณเพป

ไทดท่ีไดรับระหวางการยอยแตกตางกันสงผลใหคาสีแตกตางกัน 

เม่ือตรวจสอบคาความแตกตางของสี ( ∆E* และ ∆H*)ของ RBPMRBP SP MSP และ 

MRBP-A/Fท่ีระดับการยอยตางๆ แสดงดังตารางท่ี 4. 8 พบวาคาRBPมีคา ∆E* และ ∆H*เริ่มตนเปน 

25.41 และ 6.19 ตามลําดับ สวน SP มีคา∆E* เปน 19.26 และคา ∆H*เปน 7.06 (ตารางท่ี 4.7)  

เม่ือโปรตีนรําขาวและโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดางหรือเอนไซม 

พบวาคา∆E* และ ∆H*มีคาเพ่ิมข้ึนซ่ึงเปนไปตามคาสี L* a* และ b* ดังท่ีกลาวมาแลว 
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ตารางท่ี4.5 คาสี (L* a* และ b*) ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความ

 รอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถั่วเหลือง (SP) และโปรตีนถั่วเหลือง

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 
 

ตัวอยาง L* a* b* 

RBP 71.17±0.04b 1.70±0.05c 12.60±0.09c 

MRBP 42.37±1.03d 6.72±0.10a 17.44±0.22b 

SP 86.25±0.09a 0.71±0.11d 17.83±0.14b 

MSP 74.67±0.38c 2.42±0.14b 23.21±0.69a 

 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 ท่ี p≤0.05 

 

ตารางท่ี4.6 คาสี ( L* a* และ b*)ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) 

 และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis:  DH) 

ตางๆ 
 

ตัวอยาง MRBP-A MRBP-F 
L* a* b* L* a* b* 

DH0-5 45.53±0.16a 5.87±0.17c 15.39±0.19a 48.22±0.04a 5.88±0.06b 16.95±0.08a 

DH6-10 36.70±0.10b 6.61±0.30b 14.07±0.26b 46.31±0.04b 6.27±0.06ab 16.40±0.14ab 

DH11-15 37.49±0.12c 6.40±0.36b 13.28±0.27c 43.97±0.02c 6.37±0.03a 16.96±0.10a 

DH16-20 33.71±0.10d 7.20±0.38a 13.82±0.28bc - - - 

DH>20 30.31±0.05e 6.88±0.14ab 11.59±0.57d - - - 
 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 ท่ี p≤0.05 

 

 

 

 

 



36 

ตารางท่ี4.7 คาความแตกตางของสี( ∆E* และ ∆H*) ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาว

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถั่วเหลือง (SP) และ

 โปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 
 

ตัวอยาง ∆E* ∆H* 

RBP 25.41±0.04c 6.19±0.02d 

MRBP 54.09±0.99a 8.14±0.04b 

SP 19.26±0.14d 7.06±0.03c 

MSP 29.85±0.78b 8.29±0.13a 

 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 ท่ี p≤0.05 

 

ตารางท่ี 4.8 คาความแตกตางของสี ( ∆E* และ ∆H*)ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม

 อัลคาเลส(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย 

 ( degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 
 

ตัวอยาง 
MRBP-A MRBP-F 

∆E* ∆H* ∆E* ∆H* 

DH0-5 50.32±0.09e 7.43±0.10a 50.13±0.01b 7.89±0.01b 

DH6-10 58.47±0.01c 7.40±0.21a 52.19±0.07a 7.88±0.01b 

DH11-15 57.49±0.03d 7.22±0.28ab 48.44±0.05c 7.99±0.01a 

DH16-20 61.37±0.07b 7.49±0.04a - - 

DH>20 64.17±0.13a 7.08±0.05b - - 
 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 ท่ี p≤0.05 
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4.4.2 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน 

4.4.2.1 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

ผลการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนจากรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) 

โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถ่ัว

เหลือง (SP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง(MSP) เปรียบเทียบกับ

โปรตีนมาตรฐาน ดวยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Sodium 

Dodecyl SulphatePolyacrylamine Gel Electrophoresis: SDS-PAGE) ภายใตสภาวะนอนรีดิวซ

(Non-reducing) และสภาวะรีดิวซ(Reducing) แสดงดังภาพท่ี 4.5 

ภายใตสภาวะ Non-reducing พบวา DRB RBP MRBP SP และ MSP มีน้ําหนัก

โมเลกุล คือ 7-70, 7-151, 8-145, 12-165 และ 12-159 กิโลดาลตัน ตามลําดับ โดย DRB จะปรากฏ

แถบสีโปรตีนหลักอยู 2 แถบ คือ 60-68 และ 36-41 กิโลดาลตัน RBP ปรากฏแถบสโีปรตีนหลัก 2 

แถบ คือ 34-39 และ 8-10 กิโลดาลตัน สวน  MRBP SP และ MSP ปรากฏแถบสีโปรตีนหลักแถบ

เดียว คือ 8 159 และ 159 กิโลดาลตัน ตามลําดับ (ภาพท่ี 4.5 A)  

ภายใตสภาวะ reducing พบวาDRBRBP MRBP SP และ MSP มีน้ําหนักโมเลกุล

ระหวาง 6-80, 7-72, 8-67, 12-97 และ 12-159กิโลดาลตัน ซ่ึงปรากฏแทบโปรตีนหลัก คือ 8-12 , 8-

9, 13-39, 14-40และ 14-40 กิโลดาลตัน ตามลําดับ (ภาพท่ี 4.5 B) จากผลการทดลองภายใตสภาวะ 

Reducing แสดงใหเห็นวาการเติมสารเบตาเมอรแคปโตเอทธานอล จะปรากฏแถบสีโปรตีนท่ีชัดข้ึน

และปรากฏชวงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเล็กลง นอกจากนี้ยังชี้ใหเห็นวาโปรตีนมีการเชื่อมตอกันดวย

สายโพลีเพปไทดท่ีประกอบไปดวยหนึ่งหรือมากกวาหนึ่งดวยพันธะไดซัลไฟล  

Phongthai et al. (2017) รายงานวากลูเตลิน ( Glutelins) เปนโปรตีนหลักของ

โปรตีนรําขาวประมาณรอยละ 22.7-40.25 มีขอจํากัดในดานความสามารถในการละลายน้ํา เนื่องจาก

โมเลกุลเชื่อมตอกันและเกิดอันตรกิริยา ( Interaction) ระหวางพันธะไดซัลไฟลและไฮโดรโฟบิก 

(Hydrophobic) ทําใหยากในการสกัดโปรตีน น้ําหนักโมเลกุลของกลูเตลินประกอบดวย acidic 

subunit (30-39 กิโลดาลตัน) และ basic subunit (19-25 กิโลดาลตัน)มาจากสายพันธะโพลีเพปไทด

ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 57 กิโลดาลตัน ท้ัง 2 subunit ถูกเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนตภายในระหวาง

โมเลกุลถูกเชื่อมตอดวยพันธะไดซัลไฟลโดยท่ีน้ําหนักโมเลกุลกลูเตลินอยูในชวง 64 ถึง 500 กิโลดาล

ตัน (Lasztity, 1996; Cao et al., 2009) Hamada (1997) รายงานวาน้ําหนักโมเลกุลของกลูเตลินใน

รําขาวประมาณ 45 ถึง 150 กิโลดาลตัน ระหวางท่ี Chanput et al. (2009) และ Xia et al. (2012) 

รายงานวาน้ําหนักโมเลกุลของกลูเตลินในรําขาวประมาณ 10 ถึง 60 กิโลดาลตัน  นอกจากนี้ Tang et 

al. (2003) พบวาโปรตีนรําขาวมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 6.5-66.2 กิโลดาลตัน และ Ahmadifard 

et al. (2016) พบวาโปรตีนรําขาวมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 15.08-69.47 กิโลดาลตัน  

(A)      (B) 
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ภาพท่ี4.5 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB)

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง

 (MRBP) โปรตีนถั่วเหลือง (SP) และโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

 สารละลายดาง (MSP) เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.) ภายใต

 สภาวะ (ภาพ A) Non-reducing และ (ภาพ B) Reducing 

 แถบท่ี 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.) 

 แถบท่ี 2 คือ DRB 

 แถบท่ี 3 คือ RBP 

 แถบท่ี 4 คือ MRBP  

 แถบท่ี 5 คือ SP  

 แถบท่ี 6 คือ MSP  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2.2น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส 
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ผลการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนจากรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) 

โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย 5 ชวง

ระดับ คือ รอยละ 0-5, 6-10,11-15,16-20 และ >20 เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานดวยเทคนิค

โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Sodium Dodecyl 

SulphatePolyacrylamineGel Electrophoresis: SDS-PAGE) ภายใตสภาวะนอนรีดิวซ (Non-

reducing) และสภาวะรีดิวซ(Reducing) แสดงดังภาพท่ี 4.6 

จากการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนภายใตสภาวะ Non-reducing 

พบวาDRBและRBP จะมีแถบสีโปรตีนอยู 6 และ 7 แถบ (7-70และ  7-151 กิโลดาลตัน) ตามลําดับ 

สวนMRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 มีแถบสีโปรตีน 5 แถบ (9-151 กิโลดาลตัน ) และเม่ือระดับ

การยอยเพ่ิมข้ึนปรากฏแถบสีของโปรตีนจะจางลง แสดงใหเห็นวาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนรําขาวมี

ขนาดเล็กลงภายหลังจากถูกยอยดวยเอนไซม อัลคาเลส  โดยจะปรากฏแถบสีโปรตีนหลักท่ีระดับการ

ยอยรอยละ0-5 คือ 9-12 กิโลดาลตัน และท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10, 11-15,16-20 และ >20คือ 8 

กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 4.6A)   

ภายใตสภาวะ Reducing พบวาDRB, RBP และMRBP-A ทุกระดับการยอย มี

แถบสีโปรตีนจางลงท่ีชวงมากกวา 151 กิโลดาลตัน เม่ือพิจารณาแถบสีโปรตีนหลักของ DRBท่ี 57-65 

และ 38-41 กิโลดาลตันRBP ท่ี 33-38, และ 9-14 กิโลดาลตัน และMRBP-A ระดบัการยอยรอยละ 0-

5 ท่ี 32-35 และ 7-9 กิโลดาลตันแตเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึนรอยละ 6-10, 11-15,16-20 และ >20 

พบแถบสีโปรตีนหลักแถบเดียวคือ น้ําหนักโมเลกุลเปน 7, 6, 5 และ 5 กิโลดาลตัน ตามลําดับ (ภาพท่ี 

4.6B) แสดงใหเห็นวาโปรตีนรําขาวจะเชื่อมตอดวยสายโพลีเพปไทดท่ีประกอบไปดวยหนึ่งหรือมากกวา

หนึ่งดวยพันธะไดซัลไฟล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  (A)        (B) 
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ภาพท่ี4.6 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน(DRB)

 โปรตีนรําขาว(RBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ี

 ระดับการยอยตางๆ เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.) ภายใต

 สภาวะ (ภาพ A) Non-reducing และ (ภาพ B) Reducing 

 แถบท่ี 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.) 

 แถบท่ี 2 คือ DRB 

 แถบท่ี 3 คือ RBP 

 แถบท่ี 4 คือ MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5  

 แถบท่ี 5 คือ MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10  

 แถบท่ี 6 คือ MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15  

 แถบท่ี 7 คือ MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 16-20  

 แถบท่ี 8 คือ MRBP-A ท่ีระดับการยอยมากกวารอยละ 20  

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2.3น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม 
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ผลการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนจากรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) 

โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) เปรียบเทียบกับโปรตีน

มาตรฐานดวยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Sodium Dodecyl 

SulphatePolyacrylamine Gel Electrophoresis: SDS-PAGE) ภายใตสภาวะนอนรีดิวซ (Non-

reducing) และสภาวะรีดิวซ(Reducing) แสดงดังภาพท่ี 4.7 

จากการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนภายใตสภาวะ Non-reducing 

พบวาDRB และRBP จะปรากฏแถบสีโปรตีนหลกั 2 แถบ โดย DRBมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 60-70 

และ 41 กิโลดาลตัน สวน RBP มีน้ําหนักโมเลกุล  40-70 และ 8-11 กิโลดาลตัน สําหรับ  MRBP-F 

พบวาท่ีระดับการยอยรอยละ  0-5 ปรากฏแถบโปรตีนหลัก 2 แถบ คือ 158 และ 7-10 กิโลดาลตัน 

และท่ีระดับการยอยรอยละ  6-10 และ11-15 ปรากฏแถบโปรตีนหลักแถบเดียว คือ 6-7 และ 6 กิโล

ดาลตัน ตามลําดับ (ภาพท่ี 4.7A) 

ภายใตสภาวะ reducing พบวาแถบสีหลักของ DRB ท่ีน้ําหนักโมเลกุล คือ 57-65 

และ 38-41 กิโลดาลตัน  สวนRBP ท่ีน้ําหนักโมเลกุล คือ 33-38-65 และ 9-14 กิโลดาลตัน สวน 

MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 ท่ีน้ําหนักโมเลกุล คือ 63 และ 8-10 กิโลดาลตัน และเม่ือระดับ

การยอยรอยละ6-10 และ 11-15 พบแถบสีโปรตีนหลักแถบเดียว คือ 5-8 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 4.7 B) 

ซ่ึงแตกตางจากการทดลองของ Thamnarathip et al. (2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวย

เอนไซมฟลาโวไซมท่ีระดับการยอยรอยละ 4, 5 และ 7 ปรากฏแถบสขีองโปรตีน 11 แถบ (16-64 กิโล

ดาลตัน) และพบแถบสีโปรตีนหลักอยูในชวง 16 กิโลดาลตัน แสดงใหเห็นวาโปรตีนรําขาวจะเชื่อมตอ

ดวยสายโพลีเพปไทดท่ีประกอบไปดวยหนึ่งหรือมากกวาหนึ่งดวยพันธะไดซัลไฟล เชนเดียวกัน เม่ือ

เปรียบเทียบแถบสีของโปรตีนรําขาวระหวางท่ีถูกยอยดวย เอนไซมอัลคาเลส และเอนไซม ฟลาโวไซม  

พบวาแถบสีท่ีปรากฏภายหลังจากถูกยอยจะแตกตางกัน แสดงใหเห็นวาน้ําหนักโมเลกุลระหวาง  

MRBP-A กับ MRBP-Fจะแตกตางกัน ท้ังนี้ MRBP-A จะใชปริมาณเอนไซมนอยกวาและระยะเวลาการ

ยอยท่ีสั้นกวาการยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมสอดคลองกับ Zhang et al. (2014) ท่ีรายงานวาการใช

เอนไซมตางชนิดกันในการยอยโปรตีน ทําใหไดน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแตกตางกัน เพราะเอนไซมมี

ความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีนหรือสารตั้งตนไมเทากัน 

 

 

 

 

 

 

(A)      (B) 
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ภาพท่ี4.7 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน(DRB)

 โปรตีนรําขาว(RBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)

 เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.) ภายใตสภาวะ (ภาพ A)     

 Non-reducing และ (ภาพ B) Reducing 

 แถบท่ี 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.) 

 แถบท่ี 2 คือ DRB 

 แถบท่ี 3 คือ RBP 

 แถบท่ี 4 คือ MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5  

 แถบท่ี 5 คือ MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10  

 แถบท่ี 6 คือ MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน 
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4.5.1 สมบัติการละลายของโปรตีน 

4.5.1.1 สมบัติการละลายของโปรตีนรําขาว 

จากการศึกษาสมบัติการละลายของโปรตีนรําขาว (RBP)และโปรตีนถ่ัวเหลือง( SP) 

แสดงดังภาพท่ี 4.8 พบวาสมบัติการละลายของ  RBP และ SPสามารถละลายไดดีท้ังในสภาวะท่ีเปน

กรดและดาง คือ ท่ีพีเอชนอยกวา 4 และพีเอชมากกวา 5 แตความสามารถในการละลายของโปรตีน

ท้ังสองนอยสุดท่ีพีเอช 4 อาจเนื่องจาก ท่ีพีเอช4 ใกลจุดไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric point; pI)ของ

โปรตีนเหลานี้ จึงทําใหความสามารถในการละลาย ของ RBP และ SPมีการละลายนอย (Tsumura et 

al.,2005 และ Cao et al.,2009)  และท่ีจุด pIอาจเกิดจากการเพ่ิมข้ึนของ สวน ท่ีไมมีข้ัว 

(Hydrophobic) ของโมเลกุลของกรดอะมิโนหรือโปรตีน นําไปสูการ เกิดปฏิกิริยาของสวนท่ีไมมีข้ัวกับ

พ้ืนผิวท่ีไมมีประจุเพ่ิมสูงข้ึน หรือกรดอะมิโนหรือโปรตีนมีประจุบวกและปรุจุลบเทากัน ทําใหโมเลกุล

ของโปรตีนท่ีคาพีเอชนี้มีแรงดึงดูดกันเพ่ิมข้ึน เนื่องจากแรงอิเล็กโตรสแตติก (Electrostaticforces) 

และแรงทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของน้ํานอย จึงทําใหโมเลกุลของโปรตีนรวมตัวกันและตกตะกอนใน

ท่ีสุด (Damodaran, 1997)  ในทางกลับกันเม่ือพีเอชมีคามากกวาหรือนอยกวา 4 การละลายของ

โปรตีนจะเพ่ิมข้ึน เพราะท่ีพีเอชเพ่ิมข้ึนหรือพีเอชลดลงทําใหสาร ละลายของโปรตีน มีสภาวะเปนกรด

และเปนดาง หรือโปรตีนมีประจุเปนบวกและลบมากข้ึนตามลําดับ เกิดแรงผลักกันระหวางโมเลกุลของ

โปรตีนจึงเปนตัวกระตุนใหเกิดการละลายของโปรตีน( Yeom et al., 2010) แตอยางไรก็ตามRBP มี

ความสามารถในการละลายดีกวา SP ท่ีพีเอชนอยกวา 4 และพีเอชมากกวา 5 เนื่องจากมีโครงสรางท่ี

แตกตางกันของโปรตีนจึงมีความสามารถในการ ละลายตางกัน และความสามารถในการละลายเปน

หนึ่งในลักษณะท่ีสําคัญของโปรตีนเนื่องจากมีผลตอคุณสมบัติเชิงหนาท่ีอ่ืนๆ (Lawalet al., 2007) 

4.5.1.2 สมบัติการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

ผลการศึกษาการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

สารละลายดาง(MRBP)เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง

(MSP) ดังภาพท่ี 4.9 พบวา MRBP มีคาการละลายอยูในชวงรอยละ 18-63 ท่ีพีเอชกรดและดาง คา

การละลายของ MRBP จะแปรผันไปตามคาพีเอชของการละลาย โดย MRBP มีคาการละลายต่ําสุดท่ีพี

เอชเทากับ 4 และ 5 ซ่ึงเปนคาพีเอชท่ีใกลกับจุดไอโซอิเล็คตริก (Isoelectric point; pI)ของโปรตีน 

(Tsumura et al.,2005) และพบวาการละลายของ MRBP เพ่ิมข้ึนเม่ือพีเอชของสารละลายนอยกวา

หรือมากกวาจุดไอโซอิเล็คตริก และมีคาการละลายสูงสุดท่ีพีเอช 9 ซ่ึงมีคาการละลายเทากับรอยละ 

63 เม่ือเปรียบเทียบผลระหวาง MRBP กับ MSP พบวา MRBP มีคาการละลายดีกวา MSP ท้ังพีเอชท่ี

เปนกรดและดาง ยกเวนท่ีพีเอช 5 มีคาการละลายต่ํากวา MSP อาจเนื่องจากกรดอะมิโนท่ีแตกตางกัน

สงผลใหสมบัติการละลายท่ีไดแตกตางกัน 
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ภาพท่ี4.8 ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง

 (SP) ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช3-9 

 

 
 

ภาพท่ี4.9 ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MSP) ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช

3-9 

 

4.5.1.3 สมบัติการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลสและเอนไซมฟ

ลาโวไซม 

ผลการศึกษาดานสมบัติการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม      

อัลคาเลส(MRBP-A)ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15,16-20 

และ >20และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม( MRBP-F)ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5, 6-
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10 และ 11-15พบวาคาการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมท้ังสองชนิดจะผันแปรไป

ตามคาพีเอชของการละลาย โดยมีคาการละลายต่ําสุดเม่ือพีเอชของสารละลายเทากับ 4 ถึง 5 ซ่ึงเปน

คาพีเอชท่ีใกลจุดไอโซอิเล็คตริก(Isoelectric point; pI)ของโปรตีนรําขาว แตเม่ือพีเอชของสารละลาย

มีคาพีเอชหางจากจุดไอโซอิเล็คตริก (นอยกวา 4 หรือมากกวา 5) โปรตีนมีความสามารถในการละลาย

เพ่ิมข้ึน และมีคาการละลายสูงสุดท่ีพีเอช 8 และ 9 สําหรับ MRBP-A(ภาพท่ี 4.10A) หรือท่ีพีเอช 7-9 

สําหรับ MRBP-F (ภาพท่ี 4.10B) แตอยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาผลของระดับการยอยตอคาการละลาย

ของโปรตีน พบวา MRBP-A และ MRBP-F มีคาการละลายเพ่ิมข้ึนเม่ือระดับการยอยสูงข้ึน อาจ

เนื่องมาจากโปรตีนท่ีผานการยอย ทําใหโปรตีนมีน้ําหนักโมเลกุลเล็กลง อีกท้ังยังสงเสริมใหโครงสราง

ของเพปไทดมีความเปนข้ัวเพ่ิมมากข้ึนทําใหเพปไทดสามารถจับกับน้ําไดมากข้ึน ดังนั้นระดับการยอย

ของโปรตีนมีผลตอคาการละลายของโปรตีน สอดคลองกับการศึกษาของ Phongthai et al. (2016) ท่ี

ศึกษาผลการละลายของโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส พบวาคาการละลายของ

โปรตีนเพ่ิมข้ึนเม่ือระดับการยอยของโปรตีนเพ่ิมข้ึนโดยมีคาการละลายเทากับรอยละ 89 , 90 และ 91 

ท่ีระดับการยอยรอยละ 5.04 ,10.37 และ 15.04 ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบคาการละลายกับโปรตีน

จากพืช เชนการทดลองของ ลีนา หงาฝา (2556) พบวาโปรตีนถ่ัวหรั่งท่ียอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีคา

การละลายอยูในชวงรอยละ 87.10-99.75 ท่ีระดับการยอยรอยละ 10-30 และโปรตีนถ่ัวหรั่งท่ียอย

ดวยเอนไซมฟลาโวไซมมีคาการละลายอยูในชวงรอยละ 81.31-95.75 ท่ีระดับการยอยรอยละ 5-15 

ซ่ึงมีคาการละลายเพ่ิมข้ึนเม่ือระดับการยอยของโปรตีนเพ่ิมข้ึนเชนกันโดยท่ัวไปแลวการยอยโปรตีนรํา

ขาวดวยเอนไซมทําใหโมเลกุลของเพปไทดมีสายสั้นหรือมีขนาดโมเลกุลเล็กลง สงผลใหโปรตีนมี

ความสามารถในการละลายเพ่ิมข้ึน เพราะโปรตีนสามารถกระจายตัวอยูในน้ําไดดีเม่ือมีโมเลกุลเล็ก 

(Zhang et al., 2012) อีกท้ังโปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซมเกิดการคลายตัวเอากรดอะมิโนท่ีชอบ

น้ําออกมาไดมาก ทําใหพ้ืนท่ีผิวของโมเลกุลโปรตีนแสดงความมีข้ัวไดมาก ( Tavano, 2013) และเม่ือ

เปรียบเทียบผลการละลายกับ RBP พบวาโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมท้ังสองชนิดมีคาการ

ละลายเพ่ิมข้ึน 
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(A) 

 
 

(B) 

 
 

ภาพท่ี4.10ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส

 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีพีเอช 3-9 
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4.5.2สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออร 

4.5.2.1 สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนรําขาว และโปรตีนรําขาวดัดแปลง

ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

ตรวจสอบสมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรเปรียบเทียบระหวางโปรตีนรําขาว

(RBP)กับโปรตีนถ่ัวเหลือง( SP)และเปรียบเทียบระหวางโปรตีนรําขาว ( MRBP) และโปรตีนถ่ัวเหลือง

ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง ( MSP)ทําการตรวจสอบความคงตัวของอิมัลชันโดยวัด

ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมัน (Particle size) การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมัน (Particle 

distribution) ความตางศักยไฟฟา (Zeta-potential) ดัชนีการเกิดครีม (Creaming index)และ

โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน (Photomicrographs) ท่ีความเขมขนของโปรตีนรอยละ 

0.2-1.0โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (Oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรํา

ขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 

1) การกระจายตัวและขนาดอนุภาคเม็ดไขมัน 

สวนการกระจายของอนุภาคเม็ดไขมันของ อิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ RBPไม

สมํ่าเสมอมีรูปรางแบบ multimodal และขนาดอนุภาคเม็ดไขมันเฉลี่ยคอนขางใหญ (ภาพท่ี 4.11 และ 

4.12 A) สวนอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ SP มีการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันมีรูปรางแบบ 

bimodleและ multimodal(ภาพท่ี 4.12B)ขนาดอนุภาคนอยกวา 2 ,000 นาโนเมตรทุกความเขมขน

ของโปรตีน(ภาพท่ี 4.1 1) แสดงใหเห็นวา สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีน ถ่ัวเหลืองดีกวา

โปรตีนรําขาว อาจเนื่องจากSP มีปริมาณกรดอะมิโนท่ีไมมีข้ัวหรือมีประจุลบในโมเลกุลของโปรตีนมาก

วาRBP ทําใหสามารถจับกับเม็ดไขมันและเกิดแรงผลักระหวางโมเลกุลท่ีดี สงผลใหขนาดอนุภาคของ

เม็ดไขมันมีขนาดเล็กเม่ือเทียบกับอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ RBP เพราะโดยท่ัวไปแลวการเกิดอิมัลชัน

เปนผลมาจากการดูดซับโมเลกุลโปรตีนไวบนผิวของเม็ดไขมัน กรดอะมิโนชนิดไมมีข้ัวจะทําใหโปรตีน

สามารถเกาะตัวอยูบนผิวของเม็ดไขมัน โดยจะแทรกตัวเขาไปอยูบนผิวของเม็ดไขมันและหันสวนท่ีมี

ข้ัวออกมาสัมผัสกับน้ํา (วราทิพย วงเอ่ียม, 2552)  
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ภาพท่ี 4.11 ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีน ถั่ว

เหลือง (SP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบ อิมัลชัน

น้ํามันในน้ํา (oil-in-water)มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช 6.5 ทําการวัด

หลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 
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ภาพท่ี4.12 การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (♦ภาพ A) เปรียบเทียบกับ

 โปรตีนถั่วเหลือง (ภาพ B) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ

 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

 

 

 

0
5

10
15
20
25
30

0.1 1 10 100 1000 10000

Vo
lu

m
e 

(%
)

Particle size (nm)

0.6 wt%

0
5

10
15
20
25
30

0.1 1 10 100 1000 10000

Vo
lu

m
e 

(%
)

Particle size (nm)

0.6 wt%

0
5

10
15
20
25
30

0.1 1 10 100 1000 10000

Vo
lu

m
e 

(%
)

Particle size (nm)

0.8 wt%

0
5

10
15
20
25
30

0.1 1 10 100 1000 10000

Vo
lu

m
e 

(%
)

Particle size (nm)

0.8 wt%

0
5

10
15
20
25
30

0.1 1 10 100 1000 10000

Vo
lu

m
e 

(%
)

Particle size (nm)

1 wt%

0
5

10
15
20
25
30

0.1 1 10 100 1000 10000

Vo
lu

m
e 

(%
)

Particle size (nm)

1 wt%



50 

เปรียบเทียบระหวางขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของ MRBP และ MSPท่ีความ

เขมขนโปรตีนรอยละ 0.2-0.6 โดยน้ําหนักตอปริมาตร พบวาเม่ือความเขมขนโปรตีน MRBP และ 

MSP สูงข้ึนขนาดอนุภาคเม็ดไขมันเล็กลง (ภาพท่ี 4.13) สวนการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของ

โปรตีนในภาพท่ี 4.14 พบวาอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MRBP มีการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันไม

สมํ่าเสมอมี รูปรางแบบ multimodalท่ีความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.2-0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

และการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันสมํ่าเสมอท้ังแบบ mono-di-modal เม่ือความเขมขนโปรตีน

เพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 0.6-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร โดยมีขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันเฉลี่ยนอยกวา 

2,000นาโนเมตร (ภาพท่ี 4.14A) สวนอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MSP พบวาการกระจายไมสมํ่าเสมอ

และมีรูปรางแบบ multi-modal และมีขนาดอนุภาคเม็ดไขมันใหญ ทุกความเขมขนโปรตีน (ภาพท่ี 

4.14B) 

 

 
 

ภาพท่ี4.13 ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอ

 ปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาว

 รอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 
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(A)      (B) 
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ภาพท่ี4.14การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MRBP)(ภาพ A)เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลง

 ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)(ภาพ B) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-

1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มี สวนผสมของ

น้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24  ช่ัวโมง 

 

2) คาความตางศักยไฟฟาของอิมัลชัน 

คาความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมันระหวางอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ

RBP กับ SPและ MRBP กับ MSP แสดงดังภาพท่ี 4.15-4.16 พบวาคาความตางศักยไฟฟาของอนุภาค

เม็ดไขมันอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของRBPSP MRBP และ MSP มีคาเทากับต่ํากวา -30      มิลลิโวลต ทุก

ความเขมขนของโปรตีน เม่ือเปรียบเทียบระหวาง RBP กับ SP และ MRBP กับ MSP พบวาคาความ

ตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมัน ของSP และ MSP จะมีคาต่ํากวา RBP และ MRBP ท้ังนี้คาความ

ตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมัน ใชบงบอกแนวโนมวาอนุภาคจะเกาะตัวกันเปนกอนหรือไม โดย

อนุภาคแขวนลอยจะเสถียรเม่ือศักยซีตามีคามากกวา +30 หรือนอยกวา -30 มิลลิโวลต ( Onsaardet 

al., 2006)  
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ภาพท่ี4.15ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง (SP)

 ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันใน

 น้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัด

 หลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

 
 

ภาพท่ี4.16ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

 (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลาย

 ดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบ

 อิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช

 6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

 

 

3) ดัชนีการเกิดครีม 

ผลการตรวจสอบดัชนีการเกิดครีมของอิมัลชัน พบวาอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ 

RBP มีดัชนีการเกิดครีมนอยกวาอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ SP ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-0.4 โดย

น้ําหนักตอปริมาตร และเม่ือความเขมขนโปรตีนเพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 0.6-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

ดัชนีการเกิดครีมไมแตกตางกัน (ภาพท่ี 4.17) แตอยางไรก็ตามอิมัลชันจากโปรตีนท้ัง 2 ชนิด ไม

สามารถคงตัวของครีมได ซ่ึงแสดงใหเห็นวา RBP และ SPไมมีความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟ

เออร เพราะอิมัลชันไมคงตัวและเกิดการรวมตัวกันของเม็ดไขมัน ซ่ึงการรวมตัวกันของเม็ดไขมันอาจ

เกิดจากหมูฟงกชันของโมเลกุลโปรตีนเหลานี้ท่ีมีประจุนอย ทําใหเกิดแรงผลักระหวางโมเลกุลของ

โปรตีนนอย จึงไมสามารถปองกันความคงตัวของครีมได 
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สวนอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MRBP เกิดการรวมตัวกันของอนุภาคไขมันและ

เกิดการแยกชั้นครีมท่ีความเขมขนของโปรตีนเปนรอยละ  0.2 โดยน้ําหนักตอปริมาตร แตเม่ือความ

เขมขนของโปรตีนเพ่ิมข้ึนจากรอยละ 0.2 เปน 0.4-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตรทําใหครีมเกิดความคง

ตัว สวนอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MSP เกิดการรวมตัวของอนุภาคเม็ดไขมันและเกิดชั้นครีมท่ีความ

เขมขนของโปรตีนรอยละ 0.2-0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร เม่ือความเขมขนของโปรตีนเปน 0.6-1.0 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร ระบบอิมัลชันและครีมมีความคงตัว (ภาพท่ี 4.18)แสดงใหเห็นวา

ความสามารถของท้ัง MRBP ท่ีความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และ MSP ท่ี

ความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.6 โดยน้ําหนักตอปริมาตร เพียงพอตอการหอหุมเม็ดไขมัน สงผลใหมี

ความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรมากกวาโปรตีนท่ียังไมดัดแปลง (RBP และ SP) ชี้ใหเห็นวา

การใชความรอนและสารเคมีสามารถชวยปรับปรุงสมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีน โดย

วิธีการใชความรอนสงผลใหโปรตีนเกิดการคลายตัว และเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวสวนท่ีไมชอบน้ํา จึงทําใหอิมัลชัน

มีความคงตัว (Kim et al., 2005; Onsaard et al., 2006; Molina et al., 2011 และ Chen et al., 

2014) 

4) โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน 

ผลการศึกษาโครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของอิมัลชันท่ีมี

สวนผสมของ MRBP (ภาพท่ี 4.19 A) พบวาโครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันจากระบบ

อิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MRBP ท่ีความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.4-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร มีการ

กระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันท่ีแขวนลอยไดดี ทําใหระบบอิมัลชันมีความคงตัวและไมเกิดการแยก

ชั้นครีม สวนโครงสรางทางจุลภาคของอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MSP (ภาพท่ี 4.19 B) ท่ีความเขมขน

รอยละ 0.6-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร มีการกระจายตัวของอนุภาคขนาดเล็กท่ีแขวนลอยอยูใน

ระบบ ทําใหระบบอิมัลชันมีความคงตัวและไมแยกชั้นครีมเชนเดียวกัน แตยังคงมีเม็ดไขมันบางสวน

เกิดการเกาะกลุมกันและเกิดการรวมตัวกัน สงผลใหเม็ดไขมันบางสวนมีขนาดใหญ 
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ภาพท่ี4.17ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง (SP) ท่ี

 ความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา

 (oil-in-water)มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัด

 หลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

 
 

ภาพท่ี4.18ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

 (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลาย

 ดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบ

 อิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช

 6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

 

 

A           B 
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        MRBP (0.4 wt%)   MSP (0.4 wt%) 

 
       MRBP (0.6 wt%)   MSP (0.6 wt%) 

 
       MRBP (0.8 wt%)   MSP (0.8 wt%) 

 
       MRBP (1.0 wt%)   MSP (1.0 wt%) 

 

ภาพท่ี4.19 โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความ รอน

รวมกับสารละลายดาง (MRBP) (ภาพ A) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง ดัดแปลงดวยความ

รอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)(ภาพ B) ท่ีความเขมขน รอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตรในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in- water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10

พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บ นาน 24 ช่ัวโมงดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (กําลังการ

ขยาย 100 เทา) 

4.5.2.1 สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม  

สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส

(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 

ทําการตรวจสอบความคงตัวของอิมัลชันโดยวัดขนาดอนุภาคของเม็ดไขมัน ( Particle size) การ

กระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมัน ( Particle distribution) ความตางศักยไฟฟา ( Zeta-potential) 

ดัชนีการเกิดครีม ( Creaming index) และโครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน 
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(Photomicrographs) ท่ีความเขมขนของโปรตีนรอยละ 0.4โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบ

อิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจาก

เก็บนาน 24 ชั่วโมง 

1) ขนาดอนุภาคเม็ดไขมันและการกระจายตัว 

ตรวจสอบขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ โปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) และ เอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F)ท่ีระดับการยอย 

(Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ แสดงดังภาพท่ี 4.2 0A-Bพบวาขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของ

อิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ  MRBP-Aลดลงท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 ถึง 6-10 และขนาดอนุภาคของ

เม็ดไขมันคงท่ีท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 , 16-20 และมากกวา 20 (~400 นาโนเมตร )ไมแตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p>0.05) (ภาพท่ี 4.20A) สวนขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของ MRBP-F 

ท่ีระดบัการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10มีขนาดใหญ (ประมาณ 450 นาโนเมตร) และมีขนาดอนุภาค

เล็ดสุดท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 (~200 นาโนเมตร) (ภาพท่ี 4.20 B) เม่ือพิจารณาการกระจาย

ตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนMRBP-A ท่ีทุกระดับการยอย พบวาการกระจายตัวของอนุภาคเม็ด

ไขมันของท้ังสองตัวอยาง ไมสมํ่าเสมอมีรูปรางแบบ multimodal ยกเวนท่ีระดับการยอยมากกวารอย

ละ 20 ท่ีมีความสมํ่าเสมอแบบ mono-modal (ประมาณ68.1-531 นาโนเมตร) (ภาพ 4.21 A) สวน

การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนMRBP-F พบวาท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10 และ 11-

15 จะมีการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมัน แบบ di-modal (ประมาณ 500-600นาโนเมตร) (ภาพ 

4.21 B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 
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(B) 

 
 

หมายเหตุ:a,bอักษรกํากับท่ีตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p≤0.05 
 

ภาพท่ี 4.20ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส

 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความ เขม

ขนรอญละ 0.4โดยน้ําหนักตอปริมาตรในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in- water) มี

สวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บ นาน 24 ช่ัวโมง 
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ภาพท่ี 4.21  การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม อัล

คาเลส(ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ  ความเขมขน

รอยละ 0.4โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา  (oil-in-water) มีสวนผสม

ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัด หลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

2) คาความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมัน 

ความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมันจากอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MRBP-

Aและ MRBP-F(ภาพท่ี 4.2 2A-B) พบวาคาความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมันของอิมัลชันของ  

MRBP-A และ MRBP-F เพ่ิมข้ึนเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึนคือ MRBP-A เพ่ิมจาก -44 เปน -29 มิลลิ

โวลต และ MRBP-F เพ่ิมจาก -44 เปน-36 มิลลิโวลต ท้ังนี้อาจเนื่องจากการท่ีระดับการยอยเพ่ิมข้ึนจะ

ทําใหคาการละลายเพ่ิมข้ึนเนื่องจาก น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมีขนาดเล็กและ สายโพลีเพปไทดสั้นจึง

ไมสามารถหอหุมเม็ดไขมันได สงผลใหความหนาแนนของประจุ (Charge density) ท่ีลอมรอบอนุภาค

เม็ดไขมันลดลง เม่ือเปรียบ คาความตางศักยไฟฟาของ อิมัลชันของ MRBP-F จะมีคาแตกตางกับ 

MRBP-A เนื่องจากระดับการยอยท่ีนอยกวา จะมีชนิดและจํานวน Ionizableของกรดอะมิโนของ

โปรตีนท่ีผานการยอยท่ีแตกตางกันของเอนไซม ทําใหมีผลตอความแตกตางของ ความหนาแนนของ

ประจุท่ีลอมรอบอนุภาคเม็ดไขมันท่ีแตกตางกัน 
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(B) 

 
 

หมายเหตุ:a,bอักษรกํากับท่ีตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p≤0.05 
 

ภาพท่ี 4.22ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(ภาพ A) และ

 เอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสม

 ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง  

 
 
 
 

3) ดัชนีการเกิดครีม 

ตรวจสอบคาดัชนีการเกิดครีม ของอิมัลชันของMRBP-A และMRBP-F พบวา 

MRBP-Aท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 มีความคงตัวของครีมแตเม่ือชวงระดับการยอยเพ่ิมข้ึนเกิดการ

รวมตัวกันของอนุภาคไขมันและเกิดการแยกชั้นครีม (ภาพท่ี 4.2 3A) สําหรับอิมัลชันของ MRBP-F ท่ี
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ระดับการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10 มีความคงตัวของครีม แตท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 จะเกิด

การแยกชั้นครีม(ภาพท่ี 4.23B)แสดงใหเห็นวาการยอยโปรตีนดวยเอนไซมท่ีระดับการยอยต่ํา (รอยละ 

0-10) สามารถทําใหอิมัลชันเกิดการคงตัวได สังเกตจากไมเกิดการแยกชั้นของครีม ท้ังนี้เนื่องจาก

โปรตีนรําขาวดัดแปลงท่ีระดับการยอยต่ํา จะทําใหโครงสรางโปรตีนเกิดการคลายตัว สงผลตอการเพ่ิม

พ้ืนท่ีผิวสวนท่ีไมชอบน้ํา อีกท้ังการยอยจะชวยเพ่ิมความสมดุลระหวางโปรตีนสวนท่ีชอบน้ํากับโปรตีน

สวนท่ีชอบน้ํามัน (Hydrophilic-lipophilic balance) ทําใหโปรตีนมีคุณสมบัติในการเปนสารอิมัลซิ

ไฟเออรท่ีดี (Guan et al., 2007) แตท่ีระดับการยอยเพ่ิมมากข้ึน (มากกวารอยละ 10) โปรตีนรําขาว

ดัดแปลงใหคุณสมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรลดลง เนื่องจากโครงสรางโปรตีนเกิดการคลายตัว

ออกมาท่ีเกิดจากการยอยในระดับสูงจะมีปริมาณกรดอะมิโนท่ีมีประจุและไมมีประจุท่ีซอนอยูภายใน

โครงสรางเกิดข้ึนท่ีผิวของโปรตีนมากข้ึนอีกท้ังโครงสรางของโปรตีนหรือสายเพปไทดจะมีขนาดโมเลกุล

เล็ก ทําใหโปรตีนมีความเปน Amphiphilicไมเพียงพอท่ีจะทําใหเกิดอิมัลชันท่ีดี สงผลใหความสามารถ

ในการหอหุมเม็ดไขมันของโปรตีนบริเวณผิวสัมผัสระหวางน้ํากับน้ํามันจึงลดลง ( Phongthai et al., 

2016 และ Phongthai et al., 2017) 

4) โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน 

ผลการทดลองโครงสรางทางจุลภาคของอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ  MRBP-A 

และ MRBP-F (ภาพท่ี 4.24) พบวาโครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันจากระบบอิมัลชันของ  

MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10 มีการ

กระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันท่ีแขวนลอยไดดี ทําใหระบบอิมัลชันมีความคงตัวและไมเกิดการแยก

ชั้นครีม แตท่ีระดับการยอยเพ่ิมข้ึน มีการกระจายตัวของอนุภาคขนาดเล็กท่ีแขวนลอยอยูในระบบ แต

ยังคงมีเม็ดไขมันบางสวนเกิดการเกาะกลุมกันและเกิดการรวมตัวกัน สงผลใหเม็ดไขมันบางสวนมี

ขนาดใหญทําใหระบบอิมัลชันไมคงตัว ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองการกระจายตัวของอนุภาคเม็ด

ไขมันและดัชนีการเกิดครีม 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 
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(B) 

 
 

หมายเหตุ:a,bอักษรกํากับท่ีตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p≤0.05 
 

ภาพท่ี 4.23ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(ภาพ A) และ

 เอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสม

 ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง  
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ภาพท่ี 4.24โครงสรางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาว

 ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ี

 ระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4โดยน้ําหนักตอปริมาตร ใน

 รูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 

 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมงดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง 

 (กําลังการขยาย 100 เทา) 

DH6-10 

DH0-5 

MRBP-F MRBP-A 

RBP 

DH11-15 

DH16-20 
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4.5.3สมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามัน 

4.5.3.1 สมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาว 

ผลวิเคราะหสมบัติการอุมน้ําของโปรตีนรําขาว( RBP)เปรียบเทียบกับโปรตีน   ถ่ัว

เหลือง(SP) พบวา RBP มีสมบัติการอุมน้ํานอยกวา SP(ตารางท่ี 4.9) เนื่องจากชนิดของกรด      อะมิ

โนท่ีแตกตางกันสงผลใหความสามารถในการอุมน้ําท่ีแตกตางกัน เพราะความสามารถของโมเลกุลท่ี

สามารถรักษาน้ําเอาไวในโครงสรางสามมิติของโปรตีนท่ีมีอยูในอาหารเกิดจากพันธะไฮโดรเจนระหวาง

โมเลกุลของน้ํากับสวนท่ีชอบน้ําของโปรตีน ซ่ึงเก่ียวของกับการมีข้ัวและไมมีข้ัวของกรดอะมิโนของ

โปรตีนแตละชนิด  ผลการทดลองสอดคลองกับ Onsaard et al. (2010) รายงานสมบัติการอุมน้ําของ

โปรตีนถ่ัวเหลืองเปน 6.1 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน และ Chandi and Sogi (2007) รายงานวา

สมบัติการอุมน้ําของโปรตีนรําขาวมีคาเทากับ 3.87 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีนเชนเดียวกับ Cao et 

al. (2009)รายงานวาสมบัติการอุมน้ําของโปรตีนรําขาวมีคาเทากับ3.54 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน

เม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีนจากพืช พบวาโปรตีนรําขาวมีสมบัติการอุมน้ําใกลเคียงกับโปรตีนบักหวีด 

และโปรตีนงาดํา เปน 3.30 และ 3.11 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน ตามลําดับ ( Tomotake et al., 

2002 และ สังคม สิงหาราช, 2557)  

ผลการทดลองสมบัติการอุมน้ํามันของ  RBP และ SP พบวา RBP มีสมบัติการอุม

น้ํามันดีกวา SP(ตารางท่ี 4.9) ผลการทดลองท่ีไดสอดคลองกับ Cao et al. (2009)รายงานวาสมบัติ

การอุมน้ํามันของ RBP เทากับ 3.83 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีนโดยท่ัวไปแลวสมบัติการอุม

น้ํามันจะมีความสําคัญกับระบบอิมัลชัน เพราะระบบอิมัลชันมีน้ํามันเปนองคประกอบและมี

ความสัมพันธกับปริมาณกรดอะมิโนท่ีไมมีข้ัวในโปรตีนซ่ึงเปนสวนสําคัญของสวนท่ีชอบน้ํามันของ

โปรตีน เม่ือมีความสามารถในการอุมน้ํามันมากจะมีแนวโนมในทางเดียวกันกับความคงตัวของอิมัลชัน 

 

ตารางท่ี 4.9ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับ

 โปรตีนถั่วเหลือง (SP) 
 

ตัวอยาง 
ความสามารถในการอุมน้ํา 

(กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) 
ความสามารถในการอุมน้ํามัน 

(กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน) 
RBP 2.75±0.31b 3.66±0.31a 

SP 6.03±0.39a 2.73±0.95b 

 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,bอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี

 p≤0.05 
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4.5.3.2 สมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน

รวมกับสารละลายดาง 

ผลการทดลองความสามารถในการอุมน้ําของโปรตีนรําขาว ( MRBP)และโปรตีน

ถ่ัวเหลือง ( MSP)ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดางพบวา ความสามารถในการอุมน้ําของ

MRBP มีคานอยกวา MSP อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) สวนความสามารถในการอุมน้ํามัน ของ

MRBP มีคานอยกวา MSP ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p>0.05)(ตารางท่ี 4.10) แตเม่ือ

เปรียบเทียบความสามารถในการอุมน้ําและน้ํามันระหวาง MRBP และRBPและระหวาง SP และ 

MSP(ตารางท่ี 4.9 และ 4.10)พบวาMRBP มีความสามารถในการอุมน้ําสูงกวา RBP (เพ่ิมข้ึนจาก 2.77 

เปน 4.02 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) และ MRBP มีความสามารถในการอุมน้ํามันสูงกวา RBP 

(เพ่ิมข้ึนจาก 3.66 เปน 4.17 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน ) และเม่ือเปรียบเทียบสมบัติ การอุมน้ํา

ของ SP จะมีคามากกวา MSP แตสมบัติการ อุมน้ํามันระหวาง SP จะมีนอยกวา MSP ดังนั้นจะเห็นได

วาการใชความรอนรวมกับสารละลายดางในการดัดแปลงโปรตีนรําขาวจะชวยเพ่ิมสมบัติการอุมน้ําและ

น้ํามัน แต การใชความรอนรวมกับสารละลายดางในการดัดแปลง โปรตีนถ่ัวเหลืองจะชวยเพ่ิมเฉพาะ

สมบัติการอุมน้ํามันเทานั้น   

 

ตารางท่ี 4.10ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MRBP) และโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MSP) 
 

ตัวอยาง 
ความสามารถในการอุมน้ํา 

(กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน 

(กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน) 

MRBP 4.02±0.10b 4.17±0.79a 

MSP 5.82±0.11a 4.56±0.74a 

 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,bอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
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4.5.3.3สมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัล

คาเลสและเอนไซมฟลาโวไซม 

จากผลการทดลองสมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาว

ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม ( MRBP-F) ท่ีระดับการยอย 

(Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ ดังตารางท่ี 4.11-4.12 พบวา MRBP-A ความสามารถในการอุม

น้ําเพ่ิมข้ึนท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 ถึงรอยละ 16-20 จากนั้นลดลงท่ีระดับการยอยมากกวารอยละ 

20 โดยสมบัติการอุมน้ําของ MRBP-A ท่ีรอยละ11-15 มีคาสูงสุดเทากับ 6.46 ก รัมของน้ําตอกรัมของ

โปรตีน (ตารางท่ี 4.11) สวนสมบัติการอุมน้ําของ MRBP-F ทุกระดับการยอย คือ รอยละ    0-5, 6-10 

และ 11-15(4.06-4.76 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน ) ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p≥0.05 ) (ตารางท่ี 4.12) ผลสมบัติการอุมน้ําของ MRBP-A และ MRBP-Fท่ีแตกตางกัน เนื่องจาก

ความจําเพาะของสารตั้งตนหรือซับสเตรท ( Substrate) ของเอนไซมอัลคาเลสและเอนไซมฟลาโวไซม

ท่ีแตกตางกัน ทําใหผลิตภัณฑท่ีไดภายหลังจากการยอยแตกตางกัน อาจสงผลถึงการแสดงกลุมของ

ประจ ุ(Charge) หรือโมเลกุลมีข้ัว (Polar group) ท่ีแตกตางกันสงผลใหการแสดงความสามารถในการ

ชอบน้ํา (Hydrophilic) แตกตางกัน  

สวนความสามารถในการอุมน้ํามันของ MRBP-A ทุกชวงระดับการยอยมีคา

เทากับ 4-6 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p≥0.05) 

(ตารางท่ี 4. 11) แตความสามารถในการอุมน้ํามันของ MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 จะมี

คาสูงสุดเทากับ 6.55 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน (ตารางท่ี 4.1 2) ท้ังนี้การเพ่ิมข้ึนของท้ัง

ความสามารถในการอุมน้ําและน้ํามันของโปรตีนท่ีผานการดัดแปลงดวยความรอนรวมกับดาง หรือ 

การใชเอนไซม ไมเพียงแตจะชวยแสดงกลุมของประจุ ( Charge) หรือโมเลกุลมีข้ัว ( Polar group) 

เพ่ิมข้ึน แตยังเพ่ิมจํานวนกลุมท่ีไมชอบน้ํา ( Hydrophobic groups) บนโมเลกุลของโปรตีนอีกดวย 

สงผลใหชวยเพ่ิมความสามารถในการอุมน้ํามันของโปรตีน สอดคลองกับ Zhang et al. (2012) 

รายงานความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 

พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการอุมน้ําเปน 4.4 กรัมของ

น้ําตอกรัมของโปรตีน และมีความสามารถในการอุมน้ํามันเทากับ 5.13 กรัมของน้ํามันตอกรัมของ

โปรตีน ดังนั้นจะเห็นไดวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการดัดแปลงดวยเอนไซมจะชวยเพ่ิมความสามารถใน

การอุมน้ําและอุมน้ํามันเพ่ิมข้ึน 

 

 

 

 



68 

ตารางท่ี 4.11ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

 อัลคาเลสท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ  
 

ระดับการยอย ความสามารถในการอุมน้ํา  

(กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน  

(กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน) 

DH0-5 5.26±0.09c 5.80±0.47a 

DH6-10 5.89±0.10b 5.88±0.19a 

DH11-15 6.46±0.24a 5.50±0.59a 

DH16-20 6.17±0.22ab 6.08±0.33a 

DH>20 4.91±0.22d 5.49±0.56a 

 

หมายเหตุ:a,b,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 

 

ตารางท่ี 4.12ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

 ฟลาโวไซม ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ   
 

ระดับการยอย ความสามารถในการอุมน้ํา  

(กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน  

(กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน) 

DH0-5 4.76±0.03a 6.55±0.12a 

DH6-10 4.17±0.03a 5.03±0.40b 

DH11-15 4.06±0.22a 4.05±0.32c 

 

หมายเหตุ:a,b,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
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4.5.4 สมบัติการเกิดโฟม 

4.5.4.1 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาว 

จากการวิเคราะหความสามารถในการเกิดโฟม (Foaming capacity: FC) และ

ความคงตัวของโฟม (Foaming stability: FA) ของโปรตีนรําขาว ( RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัว

เหลือง (SP) ท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 ดังภาพท่ี 4. 25 พบวา RBP มีความสามารถเกิดโฟมไดดีกวา 

SP ท่ีพีเอช 3 และ 7 แตพีเอช 5 และ 9 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p≥0.05) สอดคลอง

กับผลการศึกษาคาการละลายของโปรตีนดังภาพท่ี 4.8 เพราะการเกิดโฟมของโปรตีนมีความสัมพันธ

กับการละลายของโปรตีน ถาโปรตีนละลายไดมากหรือเกิดการกระจายตัวของโปรตีนในน้ําไดดี สงผล

ใหโปรตีนแพรกระจายไปยังผิวหนาระหวางน้ําและอากาศไดอยางรวดเร็ว จึงทําใหเกิดการจับอากาศ

ของโปรตีนเกิดเปนโครงสรางฟลมลอมรอบฟองอากาศ (Tang et al., 2003) นอกจากนี้ความสามารถ

ในการเกิดโฟมของ RBP ท่ีพีเอช 3 7 และ 9 มีคาสูง คือ รอยละ 44, 56 และ 53 ตามลําดับ เม่ือเทียบ

กับพีเอช 5 เนื่องจากพีเอช 5 เปนพีเอชท่ีใกลเคียงกับจุดไฮโซอิเล็กตริก (Isoelectric point:pI) ทําให

ความสามารถในการละลายของโปรตีนนอยลงสงผลใหความสามารถในการเกิดโฟมต่ํา (รอยละ 23)  

สวนความคงตัวของโฟม พบวา RBP มีความคงตัวของโฟมดีกวา SP ท่ีพีเอช 3 

และ 7 แตพีเอช 5 และ 9 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p≥0.05) และท่ีพีเอช 5 ความคง

ตัวของโฟมนอยสุด ท้ังนี้ความคงตัวของโฟมของ RBP ท่ีพีเอช 3 7 และ 9 คิดเปนรอยละ 38 , 53 และ 

47 ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Chandi and Sogi (2007) พบวาท่ีสภาวะกรดและดาง

โปรตีนจะเกิดการละลายไดดี ทําใหความสามารถในการเกิดโฟมดีและความคงตัวของโฟมสูง เม่ือเทียบ

กับสภาวะท่ีพีเอช 5 เนื่องจากท่ีพีเอชใกลจุดไอโซอิเล็กทริก ทําใหความสามารถในการละลายของ

โปรตีนต่ําและเกิดการตกตะกอนสงผลใหความสามารถในการเกิดโฟมไมดีและความคงตัวของโฟมต่ํา 

ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาพีเอชเปนปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอคาความสามารถในการเกิดโฟมและความคงตัว

ของโฟมของโปรตีนรําขาว  ซ่ึงในสภาวะท่ีมีความเปนกรดหรือดางสูงโมเลกุลของโปรตีนจะสัมพันธกับ

ประจุสุทธิทําใหเกิดการผลักกัน (Electrostatic repulsion) ของประจุไฟฟาซ่ึงมีผลทําใหแรง    

ไฮโดรโฟบิกออนแรงลง สงผลใหโมเลกุลของโปรตีนมีความยืดหยุน (Guan et al., 2007) 
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(B) 

 
 

หมายเหตุ: a,bอักษรกํากับท่ีตางกันท่ีพีเอชแตกตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
 

ภาพท่ี 4.25 ความสามารถในการเกิดโฟม(ภาพ A) และความคงตัวของโฟม(ภาพ B) ของ

 โปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง (SP) ความเขมขน 0.5 

 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9  

 

 

 

 

 

 

4.5.4.2 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 
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ผลการศึกษาความสามารถในการเกิดโฟม (Foaming capacity: FC) และความ

คงตัวของโฟม(Foaming stability: FA) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลาย

ดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ี

ระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 (ภาพท่ี 4.2 6) พบวา MRBP มีความสามารถในการเกิดโฟมไดดีท่ีสภาวะ   

พีเอชเปนกรดและดาง โดยเฉพาะท่ีพีเอช 3 และพีเอช 9 เม่ือเปรียบเทียบกันระหวาง MRBP กับ MSP 

พบวา MRBP ท่ีพีเอช 3 และ 9 มีความสามารถในการเกิดโฟมไดดี แตท่ีพีเอช 5 และ 7 มี

ความสามารถในการเกิดโฟมต่ํากวา MSP(ภาพ 4.26 A) สวนความคงตัวของโฟม พบวา MSP มีความ

คงตัวของโฟมดีกวา MRBP ทุกพีเอช ยกเวนท่ีพีเอช 3 ท่ีมีความคงตัวของโฟมต่ํา (ภาพ 4.26 B) จาก

ผลการทดลองสามารถอธิบายไดวาการใชความรอนทําใหโมเลกุลของ MRBP เกิดการคลายตัวและ

ความสามรถในการละลายเพ่ิมข้ึนและความสามารถในการละลาสูงกวา MSP ทําให MRBP สามารถ

แพรกระจายไปยังผิวหนาระหวางน้ําและอากาศไดเร็ว เกิดการจัดเรียงตัวบริเวณผิวหนาของอากาศ

และน้ําไดดี ความสามารถในการเกิดโฟมจึงดี (พีเอช 9) เม่ือพิจารณาผลความสามารถในการเกิดโฟม

และความคงตัวของโฟมระหวาง MRBP กับ RBP (ภาพท่ี 4.24) พบวา MRBP มีความสามารถในการ

เกิดโฟมเพ่ิมข้ึนและมีความคงตัวของโฟมไดดี แสดงใหเห็นวาการใชความรอนรวมกับสารละลายดาง

ชวยใหโปรตีนมีความสามารถในการเกิดโฟมและความคงตัวของโฟมดีข้ึน จากการศึกษาของ Yeom 

et al., (2010) ไดทําการศึกษาการดัดแปลงโปรตีนรําขาวโดยใชความรอนเชนเดียวกัน แตเปนการใช

ความรอนดวยวิธีการใหความรอนแบบ autoclaved ท่ีอุณหภูมิ 121 °ซ เวลา 30 นาที พบวาโปรตีน

รําขาวมีความสามารถในการเกิดโฟมเพ่ิมข้ึน เพราะการใชความรอนแบบวิธี Autoclaved สงผลให

โครงสรางของโปรตีนเกิดการคลายตัวและไดโมเลกุลของเพปไทดท่ีมีขนาดเล็กลง  
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(B) 

 
 

หมายเหตุ:a,bอักษรกํากับท่ีตางกันท่ีพีเอชแตกตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
 

ภาพท่ี 4.26 ความสามารถในการเกิดโฟม(ภาพ A) และความคงตัวของโฟม(ภาพ B) ของ

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบ

 กับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ีความ

 เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 
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4.5.4.3 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลสและเอนไซมฟ

ลาโวไซม 

1) สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) 

ผลการศึกษาความสามารถในการเกิดโฟม (Foaming capacity: FC) และ

ความคงตัวของโฟม (Foaming stability: FA) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส

(MRBP-A)ท่ีระดับการยอย  (Degree of hydrolysis: DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ 

>20 พีเอช 3, 5, 7 และ 9 แสดงดังภาพท่ี 4.27A พบวา MRBP-A ทุกระดับการยอยมีความสามารถใน

การเกิดโฟมดีท่ีสภาวะพีเอชมากกวา 5 และนอยกวา 5 และความสามารถในการเกิดโฟมสูงท่ีสุดของ

โปรตีนทุกชวงระดับการยอยท่ีพีเอช 9 และเม่ือเปรียบเทียบผลของระดับการยอยตอ ความสามารถใน

การเกิดโฟม  พบวาระดับการยอยรอยละ 6-10 มีความสามารถในการเกิดโฟมสูงท่ีสุดและระดับการ

ยอยรอยละ >20มีความสามารถในการเกิดโฟม ต่ํา ท่ีสุด ทุกพีเอชสําหรับความคงตัวของโฟมของ 

MRBP-Aท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ตาง ๆ แสดงดังภาพท่ี4.27 B พบวา MRBP-

A ทุกชวงระดับการยอยมีความคงตัวของโฟมต่ําสุดท่ีพีเอช 5 และความคงตัวของโฟมเพ่ิมข้ึนท่ีพีเอ

ชมากกวาและนอยกวา 5 เม่ือพิจารณาผลของระดับการยอยตอ ความคงตัวของโฟมของ MRBP-A 

พบวาระดับการยอยรอยละ 6-10 ใหคาความคงตัวของโฟมมากสุด แตท่ีระดับการยอยรอยละ >20 

จะใหความคงตัวต่ําท่ีสุดทุกพีเอช 

เนื่องจากความสามารถของการเกิดโฟมและความคงตัวของการเกิดโฟมของ

MRBP-A จะมีความสัมพันธกับคาพีเอช ท้ังนี้ผลจากประจุ ( Net charge) ของโปรตีนมีผลตอการดูด

ซับระหวางอากาศกับผิวน้ํา (Air-water interface)เม่ือประจุเพ่ิมมากข้ึนสมบัติการเกิดโฟมของโปรตีน

จะเพ่ิมข้ึน สวนท่ีพีเอช 5 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีน จะต่ําท่ีสุด เนื่องจากความสามารถในการ

ละลายต่ําสุด เพราะใกลจุด isoelectric point (pI)เม่ือพิจารณาผลของ ระดับการยอยพบวาท่ีระดับ

การยอยสูง ไดเพปไทดท่ีมีขนาดเล็กทําใหความสามารสามารถหอหุมฟองอากาศต่ํามีผลตอ

ความสามารถเกิดโฟมต่ํา (Zhao et al., 2012) เชนเดียวกับการทดลองของ Phongthai et al. 

(2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 5.04 มี

ความสามารถในการเกิดโฟมสูงสุด แตท่ีระดับการยอยรอยละ 10.37 และรอยละ 15.04 

ความสามารถในการเกิดโฟมต่ํา อีกท้ังยังสอดคลองกับโปรตีนจากพืชชนิดอ่ืน เชนการทดลองของ 

Yust et al. (2010) ท่ีไดทําการศึกษาความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนถ่ัวเขียว (Chickpea) ท่ี

ระดับการยอยรอยละ 10 พบวาโปรตีนมีความสามารถในการเกิดโฟมลดลง Chabanon et al. (2007) 

ศึกษาความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนแอลบูมินจากโปรตีนแรบซีดท่ีระดับการยอยรอยละ 5 

ถึง 15 พบวาโปรตีนมีความสามารถในการเกิดโฟมลดลงจากรอยละ 91 เปน86 และ Jamdar et al. 

(2010) พบวาโปรตีนถ่ัวลิสงท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 40 มี

ความสามารถในการเกิดโฟมต่ํา 
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(A) 

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.27ความสามารถในการเกิดโฟม (ภาพ A) และความคงตัวของโฟม (ภาพ B) ของ

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ

 มิลลิลิตรท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 
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2) สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม 

สวนผลการศึกษาความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

เอนไซมฟลาโวไซม( MRBP-F)ท่ีระดับการยอย  (Degree of hydrolysis: DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 

11-15 พีเอช 3, 5, 7 และ 9แสดงดังภาพท่ี 4.28 Aพบวา MRBP-F มีความสามารถในการเกิด      โฟ

มไดดีท่ีสภาวะพีเอชมากกวา 5 แตท่ีพีเอช 3 และ5 ความสามารถในการเกิดโฟมไมแตกตางกัน 

(p>0.05) แตอยางไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบผลความสามารถในการเกิดโฟมระหวางชวงระดับการยอย 

พบวาท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 มีความสามารถในการเกิดโฟมมากและไมแตกตางกันกับท่ีระดับการ

ยอยรอยละ 11-15 แตท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10 มีความสามารถในการเกิดโฟมต่ําสุด (ภาพท่ี 

4.28 A)เม่ือพิจารณาผลความคงตัวของโฟมพบวาผลการทดลองเปนไปในทิศทางเดียวกันกับ

ความสามารถในการเกิดโฟม โดย MRBP-F มีความคงตัวของโฟมไดดีท่ีสภาวะพีเอชมากกวา 5 แตท่ี  

พีเอช 3 และ 5 มีความคงตัวของโฟมต่ําสุด  

เม่ือเปรียบเทียบผลระดับการยอยของโปรตีนตอความคงตัวของโปรตีน พบวา

ระดบัการยอยรอยละ 0-5 มีความคงตัวของโฟมมากสุด และมีความคงตัวของโฟมลดลงเม่ือชวงระดับ

การยอยเพ่ิมข้ึน (ภาพท่ี 4.28 B)สอดคลองกับผลการทดลองของ ลีนา หงาฝา (2556) พบวาโปรตีน

ถ่ัวหรั่งท่ีผานการยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมท่ีระดับการยอยรอยละ 5 และ 10 มีความสามารถในการ

เกิดโฟมท่ีดี แตเม่ือระดับการยอยของโปรตีนเพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 15 พบวาความสามารถในการเกิดโฟม

มีคาลดลง และเม่ือพิจารณาความคงตัวของโฟมพบวาเม่ือระดับการยอยของโปรตีนเพ่ิมข้ึน จะใหผล

ของความคงตัวของโฟมลดลงพบวาท่ีระดับการยอยรอยละ 15 มีคาความคงตัวของโฟมต่ํา 

จากผลการศึกษาจะเห็นวา MRBP-A หรือ MRBP-F มีความสามารถเกิดฟอง 

และความคงตัวของโฟมท่ีดี เม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีนรําขาว (RBP) แตอยางไรก็ตามท่ีระดับการยอย

ต่ําๆ (รอยละ 5-10)จะมีความสามารถในการเกิดฟองสูงกวาระดับการยอยสูง โดยท่ัวไปแลว

ความสามารถในการเกิดโฟมเกิดจากโปรตีนท่ีละลายอยูในของเหลวเคลื่อนท่ีมาบริเวณท่ีผิวรอยตอ

ระหวางอากาศกับน้ํา โปรตีนคลายตัวเกิดเปนฟลมบาง จัดเรียงตัวในลักษณะเปนสายยาว ( Chain) 

หวง (Loop) และหาง (Tail) หันสวนท่ีไมมีข้ัวสูอากาศแตหันสวนมีข้ัวสูน้ํา สงผลใหโปรตีนสามารถกัก

เก็บอากาศไวไดในโครงสราง และฟองอากาศสามารถกระจายตัวอยูภายในของเหลวได แตเม่ือ โปรตีน

ท่ีระดับการยอยสูง จะเปนเพปไทดสายสั้นไดโมเลกุลโปรตีนขนาดเล็ก สงผลใหโปรตีนขาด

ความสามารถในการจัดเรียงตัวบริเวณผิวหนาของอากาศและน้ํา (Air-water interface) จึงไมเกิดเปน

ฟลมหอหุมฟองอากาศไว ทําใหความสามารถในการเกิดฟองไมดี ( Phongthai et al., 2016) อีกท้ัง

การยอยจะทําใหไดโมเลกุลท่ีมีประจุมาก ซ่ึงการท่ีโมเลกุลมีประจุมากทําใหเกิดการขัดขวางการข้ึนรูป

และสงผลตอความคงตัวของโฟม(Chandi and Sogi, 2007) 
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(A) 

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.28ความสามารถในการเกิดโฟม (ภาพ A) และความคงตัวของโฟม (ภาพ B) ของ

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ

 มิลลิลิตรท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 
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สวนท่ี 3 ความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

4.6 ความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

4.6.1 ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTSradical scavenging activity 

การวิเคราะหประสิทธิภาพในการเปนสารอนุมูลอิสระทดสอบ ดวยวิธี ABTS radical 

scavenging activityของโปรตีนรําขาว(RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลาย

ดาง (MRBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส( MRBP-A)และ เอนไซมฟลาโวไซม 

(MRBP-F)ท่ีระดับการยอยตางๆ แสดงดังภาพท่ี 4.29พบวาRBP MRBP และ MRBP-A ท่ีระดับการ

ยอยรอยละ 0-5 และ >20 มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTS+ไมแตกตางกันทางสถิติ  

(p≥0.05) แต MRBP-A ระดับการยอยรอยละ 0-5 มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTS+มาก

สุด คือ 7.57 mg Trolox/g sample (ภาพท่ี 4.29 A) สําหรับMRBP-Fเม่ือเปรียบเทียบกับ RBP และ 

MRBP พบวา RBP MRBP และ MRBP-F ท่ีระดับการยอยตางๆ จะมี ความสามารถในการตานอนุมูล

อิสระABTS+ ใกลเคียงกันคืออยูในชวง 5.84-7.06 mg Trolox/g sample (ภาพท่ี 4.29 B)สอดคลอง

กับ Thamnarathip et al. (2016) รายงานความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTS+ของโปรตีน

รําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 12.5 , 16.3 และ 18.7 

เปรียบเทียบกับโปรตีนรําขาวท่ีไมผานการยอย พบวาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTS+ ไม

แตกตางกัน  

รายงานคาความเขมขนของตัวอยางท่ีไดท่ีมีประสิทธิภาพในการกําจัดอนุมูลอิสระของ 

ABTS+ไดรอยละ 50ของปริมาณท้ังหมด( Effective Concentration:EC50)พบวาMRBP-A ท่ีระดับ

การยอยรอยละ 0-5  มีคา EC50ท่ีมีความเขมขนของโปรตีนนอย คือ 2.67 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

(p≤0.05)(ตารางท่ี 4.1 3)สวน MRBP-F ท่ีระดับการยอยตางๆ ใหคา EC50 อยูในชวง 3.27-3.36 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ไมแตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) (ตารางท่ี 4.1 4)จากการรายงานของ 

Adebiyiet al. (2009) และ Thamnarathip et al. (2016) พบวาการใชเอนไซมในการยอยโปรตีน 

ทําใหโมเลกุลของโปรตีนมีขนาดเล็ก มีสายเพปไทดขนาดสั้นเพ่ิมข้ึน จึงสงผลใหสายเพปไทดมีกรดอะมิ

โนท่ีมีความสามารถในการจับอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึนดวย เชน กรดอะมิโนประเภทสารประกอบฟนอล 

(Phenolic hydroxyl) ฮิตติดีน ( Histidine) โพรลีน ( Proline)ทริปโตเฟน ( Tryptophan) ลิวซีน 

(Leucine) วาลีน (Valine)อะลานีน (Alanine) และเมไทโอนีน ( Mathionine) เปนตน แตอยางไรก็

ตามชนิดของเอนไซมท่ีใชในการยอยเปนปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญตอความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ 

เพราะเอนไซมแตละชนิดมีความจําเพาะเจาะจงตอสารตั้งตนตางกัน  
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(A)    

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.29 ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ของโปรตีนรําขาว (RBP) 

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง(MRBP) โปรตีนรํา ขาว

 ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ0-5,  6-

10, 11-15, 16-20 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม ฟลาโวไซม

(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ11-15 ท่ี ความเขมขนของโปรตีน 2 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B) 
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ตารางท่ี4.13ผลของฤทธิ์การตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ท่ีรอยละ 50 (EC50) ของโปรตีน รํา

ขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  (MRBP) โปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับ การยอย(DH) รอยละ0-5, 6-10, 11-

15, 16-20 และ >20 
 

ตัวอยาง EC50 (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

Trolox 0.34±0.01a 

RBP 3.07±0.08c 

MRBP 3.26±0.28de 

DH0-5 2.67±0.07b 

DH6-10 3.89±0.16f 

DH11-15 3.49±0.11e 

DH16-20 3.44±0.13de 

DH>20 3.17±0.19cd 

 

หมายเหตุ:a,b,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 

 

ตารางท่ี4.14ผลของฤทธิ์การตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ท่ีรอยละ 50 (EC50) ของโปรตีน รํา

ขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  (MRBP) และโปรตีน

รําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับ การยอย(DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ

11-15 
 

ตัวอยาง EC50 (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

Trolox 0.34±0.01a 

RBP 3.07±0.08b 

MRBP 3.26±0.28c 

DH0-5 3.27±0.15bc 

DH6-10 3.31±0.13c 

DH11-15 3.36±0.06c 

 

หมายเหตุ:a,b,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
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4.6.2ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี Metal ions chelating activity 

จากผลการวิเคราะหคาความสามารถในการจับโลหะไอออน ( Metal ions chelating) 

ของ MRBP-A และ MRBP-F ท่ีระดับการยอยตาง ๆ เปรียบเทียบกับ RBP และ MRBP ดังภาพท่ี 4.30 

พบวา MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ0-5 และ 6-10 ไมแตกตางกันทางสถิติกับ RBP และ MRBP 

(p≥0.05) แตเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึน ระดบัการยอยรอยละ 11-15, 16-20 และ >20 ความสามารถ

ในการจับโลหะไอออนไดดีกวา RBP MRBP (p≤0.05) (ภาพท่ี 4.30A) สวนMRBP-F พบวาท่ีระดับการ

ยอยรอยละ 11-15 มีความสามารถในการจับโลหะไอออนสูงสุด เปรียบเทียบกับ RBP MRBP และ 

MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10 (p≤0.05) (ภาพท่ี 4.30B) 

จากผลการทดลองสามารถอธิบายไดวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมท่ีระดับ

การยอยสูงๆ สามารถทําหนาท่ีเปนสารคีเลตหรือสารอินทรียท่ีสามารถจับอนุมูลอิสระไดดี สอดคลอง

กับผลการทดลองของการทดลองของ Phongthai et al. (2016) รายงานวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการ

ยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 5.04 มีความสามารถในการจับโลหะไอออนนอย 

แตมีความสามารถในการจับโลหะไอออนไดดีเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึน และเม่ือเปรียบเทียบกัน

ระหวางโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสกับโปรตีนรําขาวท่ีไมผานการยอย พบวา

ความสามารถในการจับโลหะไอออนไมแตกตางกันทางสถิติและ ลีนา หงาฝา (2556) พบวาโปรตีน

ถ่ัวหรั่งท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสหรือฟลาโวไซม มีความสามารถในการจับโลหะไอออนไดดี 

และสูงข้ึนเม่ือระดับการยอยโปรตีนเพ่ิมข้ึน เนื่องจากโปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซม ทําใหมีขนาด

โมเลกุลเล็กลง มีสายเพปไทดสั้นข้ึน การละลายเพ่ิมข้ึน และมีประจุเพ่ิมข้ึน สงผลใหสายเพปไทดมี

กรดอะมิโนท่ีทําหนาท่ีเปน Prooxidantsเพ่ิมข้ึน นําไปสูการลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน  (Zhu et 

al., 2006) 
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(A) 

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.30ความสามารถในการคีเลตโลหะดวยวิธี Metal ions chelating activityของ

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

 (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย

 (DH) รอยละ0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาว

 ดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ 0-5,  6-10 

และ11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B) 
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4.6.3ความสามารถในการรีดิวซของโปรตีนรําขาวดวยวิธี Reducing power 

ผลการทดสอบความสามารถในการรีดิวซของ MRBP-A และMRBP-F ท่ีระดับการยอย

ตางๆ เปรียบเทียบกับ RBP และ MRBP ดังภาพท่ี 4.31พบวา MRBP-A ท่ีระดับการยอยมากกวารอย

ละ 20  มีความสามารถในการรีดิวซสูงสุด รองลงมาคือท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 , 16-20 , 0-5 

และ 6-10 ตามลําดับ เม่ือ เปรียบเทียบกับ RBP และ MRBP พบวา MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 

11-15, 16-20 และ 0-5 จะมีคาสูงกวา (ภาพท่ี 4.31A)สวนความสามารถในการรีดิวซของ MRBP-F 

พบวา MRBP-F ทุกระดับการยอยมีความสามารถในการรีดิวซมากกวา RBP MRBP อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p≤0.05) (ภาพท่ี 4.31B) แสดงใหเห็นวาโปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซม มีความสามารถ

ในการตานอนุมูลอิสระท่ีดี เพราะโดยท่ัวไปแลวความสามารถในการรีดิวซเปนการทดสอบ

ความสามารถในการใหอิเล็กตรอนของสารละลายโปรตีน โดยการรีดิวซ Fe3+ เปน Fe2+ (Chan et al., 

2007) แตอยางไรก็ตามความสามารถในการรีดิวซท่ีเพ่ิมข้ึนสอดคลองกับระดับการยอยของโปรตีน 

ความสามารถในการละลาย เม่ือโปรตีนมีระดับการยอยท่ีสูงสงผลใหโปรตีนมีขนาดเล็กลง 

ความสามารถในการละลายเพ่ิมข้ึน โปรตีนมีประจุเพ่ิมข้ึน รวมถึงมีสายเพปไทดท่ีมีโครงสรางสงเสริม

ใหมีความสามารถในการรีดิวซไดดี (Ramos and Xiong, 2001) อีกท้ังการยอยทําใหไดกรดอะมิโนท่ีมี

โซขางเปนประจุลบ (R group) อยูบนโครงสรางของโปรตีนเพ่ิมมากข้ึน บงชี้ถึงความสามารถในการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระ (Re et al., 1999) จากรายงานการวิจัยของ Castro and Sato. (2015) พบวา

โปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.399 แตโปรตีนรําขาว

ท่ีผานการยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.176 
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(A) 

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.31ความสามารถในการรีดิวซของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม อัล

คาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ0-5, 6-10, 11-15, 16-20  และ >20(ภาพ A) 

และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ 

0-5, 6-10 และ11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 2  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B) 
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4.6.4ความสามารถในการตานออกซิเดชัน ของกรดลิโนเลอิกดวยวิธี Linoleic acid 

peroxidation activity 

การวิเคราะหความสามารถในการตานออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกของ MRBP-A และ

MRBP-F ท่ีระดับการยอยตาง ๆ เปรียบเทียบกับ  RBP และ MRBP ดังภาพท่ี 4.32 พบวา  MRBP-A ท่ี

ระดับการยอยมากกวา 20 มีความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกไดดีกวา 

RBP MRBP และท่ีระดับการยอยอ่ืนๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) (ภาพ A)  

สวนความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกของ MRBP-F 

เปรียบเทียบกับ RBP และ MRBP พบวา MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 มีความสามารถใน

การตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกดีกวา RBP MRBP และท่ีระดับการยอยอ่ืนๆ อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ ( p≤0.05) (ภาพ B) เนื่องจากโปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซมมีกรดอะมิโนกลุม

ไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) เพ่ิมข้ึน (Chiue et al., 2003) อีกท้ังยังสอดคลองกับความสามารถใน

การเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีน ซ่ึงพบวาความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีน

เพ่ิมข้ึนเม่ือโปรตีนผานการดัดแปลงหรือยอยดวยเอนไซม เพราะความสามารถในการตานการเกิด

ออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกท่ีเพ่ิมข้ึนอาจมีผลมาจากโปรตีนมีความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟ

เออรท่ีดี เชนเดียวกับการรายงานของ Zhu et al. (2006)  พบวาการดัดแปลงโปรตีนดวยเอนไซม ทํา

ใหโครงสรางของโปรตีนคลายตัวออก มีคา Surface hydrophobicity เพ่ิมข้ึน และมีความสามารถใน

การเปนสารอิมัลซิไฟเออร ซ่ึงสงผลใหมีความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก

เพ่ิมข้ึนดวย 
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(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.32ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกดวยวิธี linoleic  acid 

peroxidation activityของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลง ดวยความรอนรวมกับ

สารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวเอนไซม อัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย

(DH) รอยละ0-5, 6-10, 11-15, 16-20  และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

เอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ11-15 ท่ีความ

เขมขนของโปรตีน  2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

การ ดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดวยความรอนรวมกับ สารละลาย ดาง 

(MRBP)พบวาการมีระดับการยอย (DH) ของโปรตีนรําขาวเทากับรอยละ 0.43-1.98 สวนการดัดแปลง

โปรตีนรําขาวดวยเอนไซม อัลคาเลสความเขมขนรอยละ 0.3 ท่ีระยะเวลา 0-180 นาที และเอนไซมฟ

ลาโวไซม ความเขมขนรอยละ 6 ท่ีระยะเวลา 0-12ชั่วโมง  พบวาระดับการยอยเทากับรอยละ 1.55-

21.47 และรอยละ 1.87-12.08ตามลําดับ 

คุณลักษณะโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง ( MRBP)และโปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวย เอนไซมพบวาคาสีL* ลดลง แตมีคาสี a* และ b* เพ่ิมข้ึนในสภาวะ non-reducing 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนรําขาวเทากับ 7- 151 กิโลดาลตันแตเม่ือ ดัดแปลงดวยความรอน

รวมกับสารละลายดาง ( MRBP) พบวามีน้ําหนักโมเลกุล8-145 กิโลดาลตัน และเม่ือผานการดัดแปลง

ดวยเอนไซม พบวามีน้ําหนักโมเลกุลเล็กลงเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึน สวนสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน

รําขาวดัดแปลง พบวาสมบัติการละลาย ความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออร ความสามารถใน

การอุมน้ําและน้ํามัน และสมบัติการเกิดโฟมดีข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีนรําขาวไมผานการดัดแปลง

โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมจะมีความสามารถในการจับโลหะไอออน ความสามารถในการ

รีดิวซ และความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกสูงกวา โปรตีนรําขาว ไมผาน

การดัดแปลงและผานการ ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง โดยท่ี โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

เอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระABTS ดีท่ีสุดสวน

โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ  20 มีความสามารถในการจับ

โลหะไอออน ความสามารถในการรีดิวซ และความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิ

โนเลอิกดีท่ีสุด สวนโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซมระดับการยอยรอยละ 11-15 ให

ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกดีท่ีสุด 

 

5.2 ขอเสนอแนะ 

5.2.1 ควรมีการตรวจสอบสมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรในวันท่ี 0 ดวย เพ่ือใชเปนขอมูล

เปรียบเทียบ และควรตรวจสอบการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโน เพ่ือใหทราบโครงสรางท่ีแนชัดของ 

เพปไทดท่ีผลิตได  
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5.2.2ควรนําโปรตีนรําขาวดัดแปลงมาทดลองใชเปนสวนผสมในผลิตภัณฑอาหาร เพ่ือดูสมบัติเชิง

หนาท่ีและการใชงานไดจริงของโปรตีนดัดแปลง 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารอางอิง 
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ภาคผนวก ก 

การวิเคราะหทางดานคุณลักษณะของโปรตีน 
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1. การหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนดวยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (ดัดแปลงจาก Laemmli, 1970) 

2.1 วัสดุอุปกรณ 

2.1.1 เครื่องMiniprotein 3 cells 

2.1.2  Auto pipette 

 

2.2 สารเคมี 

2.2.1Acrylamide/bisacrylamide (30%T, 2.67%C) 

เตรียมโดยชั่ง acrylamide 29.2 กรัม และ bisacrylamide 0.8 กรัม ละลายและปรับ

ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 เก็บสารละลายไวในขวดสีชา

ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ สามารถเก็บสารละลายไวใชได 1 เดือนหลังจากการเตรียม 

2.2.2 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 

ชั่ง Tris-base 18.15 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร แลวปรับพีเอชเปน 8.8 

ดวย 1 MHClจากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร แลวเก็บสารละลายไวท่ีอุณหภูมิ 4 

°ซ 

2.2.3 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 

ชั่ง Tris-base 6.06 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร แลวปรับพีเอชเปน 6.8 ดวย 1 

MHClจากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร แลวเก็บสารละลายไวท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ 

2.2.410% SDS 

ชั่ง SDS 10 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร 

2.2.5Stock sample buffer (10 มิลลิลิตร) 

2.2.5.1 Reducing agent 

- น้ํากลั่น     4 มิลลิลิตร  

- 0.5 M Tris-HCl pH 6.8   1.25 มิลลิลิตร  

- Glycerol    2 มิลลิลิตร 

- 10% SDS    2 มิลลิลิตร 

- 2-ß-mercaptoethanol   0.5 มิลลิลิตร 

- 0.2% (w/v) bromophenol blue 0.25 มิลลิลิตร 

2.2.5.2 Non-reducing agent 

- น้ํากลั่น     4.5 มิลลิลิตร  

- 0.5 M Tris-HCl pH 6.8   1.25 มิลลิลิตร  

- Glycerol    2 มิลลิลิตร 

- 10% SDS    2 มิลลิลิตร 
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- 0.2% (w/v) bromophenol blue 0.25 มิลลิลิตร 

2.2.6Electrode (running) buffer pH 8.3 

- Tris base  9 กรัม 

- Glycine   43.2 กรัม 

- SDS   3 กรัม 

ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 3,000 มิลลิลิตร (พีเอช 8.3) และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ 

2.2.7Catalyst 

2.2.7.1 10% Ammonium persulphate (APS) เตรียมกอนท่ีจะใช 

2.2.7.2 TEMED (N,N,N, N-tetramethylethylenediamine) สามารถใชไดเลยโดย

ไมตองเจือจาง 

2.2.8 Protein Marker 

โปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ําหนักโมเลกุล 5-245 KDaยี่หอ BLUelfPrestained 

Ladder 

2.2.9สียอมแถบโปรตีน (Staining) 

เตรียมโดยชั่งCoomassiebrillian blue R-250 ปริมาณ 0.3 กรัม (0.3% w/v) 

จากนั้นละลายใน methanol ปริมาตร 45 มิลลิลิตร เม่ือละลายหมดแลวกรอง จากนั้นเติม Glacial 

Acetic acid ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 45 มิลลิลิตร 

2.2.10 สารละลายสําหรับลางสียอมแถบโปรตีน (Destaining) 

1) Destaining  solution 1 เตรียมโดยผสมเอธานอล 250 มิลลิลิตร กรดอะซิติก37.5 

มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 212.5 มิลลิลิตร 

2) Destaining  solution 2 เตรียมโดยผสมเอธานอล25 มิลลิลิตร กรดอะซิติก37.5 

มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 437.5 มิลลิลิตร 

2.2.11การเตรียม Separating Gel ดังตารางท่ี ก.1 
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ตารางท่ี ก.1 สวนประกอบของเจลสําหรับ SDS-PAGE 
 

สวนประกอบของเจล Stacking gel 4% Running gel 10% 

30% Acrylamide, 0.8 bis acrylamide (mL) 0.665 3.333 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 (mL) - 2.5 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 (mL) 1.25 - 

10% SDS (µL) 50 100 

Distillate water (mL) 3 4.012 

10% Ammonium persulphate (µL) 35 50 

TEMED (µL) 3 5 

Total volume (mL) 5.00 9.997 

 

2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1การเตรียมตัวอยาง 

นําตัวอยางโปรตีน 1 กรัม ผสมกับ 5 % SDS 9 มิลลิลิตร จากนั้นโฮโมจิไนส 1 นาที 

แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 85 °ซเปนเวลา 1 ชั่วโมง นําสารละลายมาเหวี่ยงแยก 8000 rpm นาน 10 

นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีไบยูเรท กอนนําไปใชนําสวนใสท่ีไดมา

ผสมกับ sample buffer ในอัตราสวน 1 ตอ 1 โดยใหมีปริมาณโปรตีนเทากับ 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ทําการตมสารผสมเปนเวลา 3 นาที ท่ี 95 °ซ 

2.3.2 เตรียม Running gel และ Stacking gel จากตารางท่ี ก.1 

2.3.3 การแยกโปรตีนโดยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสทําการประกอบชุดเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส จากนั้น

เติม electrod buffer ใหเต็ม chamber จากนั้น load ตัวอยางท่ีเตรียมจากขอ 1 จํานวน 10 

ไมโครลิตร ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสเขากับ power supply เปดกระแสไฟฟา 180 โวลล จนสีของโบรโม

ฟนอลบลูเคลื่อนท่ีจนเกือบสุดปลายกระจก จึงหยุดการใหกระแสไฟฟา (ประมาณ 1 ชั่วโมง) 

2.3.4 ทําการยอมสีโปรตีนในเจล โดยยอมในStaining solution นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามา

ลางโดยแชในDestaining solution 1 นาน 30 นาที แลวแชดวย Destaining solution 2นาน 2 

ชั่วโมง 
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ภาพท่ี ก.1 การแยกโปรตีนโดย Gel electrophoresis 
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ภาคผนวก ข 

การวิเคราะหทางเคมี 
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2.การวิเคราะหหาปริมาณความช้ืน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,1999) 

2.1  วัสดุอุปกรณ 

2.1.1 ภาชนะอะลูมิเนียมสําหรับหาความชื้น 

2.1.2 ตูอบลมรอน (Hot air oven) 

2.1.3โถดูดความชื้น (desiccator) 

2.1.4 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

 

2.2 วิธีทดลอง 

2.2.1อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 105 °ซ นาน 2-3 ชั่วโมง นํา

ออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนัก 

2.2.2กระทําเชนขอ 1 ซํ้า จนไดผลตางของน้ําหนักท่ีชั่งท้ังสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 

มิลลิกรัม 

2.2.3 ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักท่ีแนนอนอยางละเอียด 1-2 กรัม ใสลงในภาชนะหาความชื้นซ่ึง

ทราบน้ําหนักแลว 

2.2.4 นําไปอบในตูอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 105 องสาเซลเซียส นาน 4-5 ชั่วโมง 

2.2.5 นําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนัก จากนั้นนําเขาตูอบและ

กระทําซํ้าเชนเดิมจนไดผลตางของน้ําหนักท่ีชั่งท้ังสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม  

 

การคํานวณ 

 ปริมาณความชื้น (%) = 
( )ผลตางของน้ําหนักกอนอบและหลังอบกรัมน้ําหนักตัวอยางเริ่มตน

 (กรัม)
x 100 

 

3. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตนี(ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,1999) 

3.1 วัสดุอุปกรณ 

3.1.1 ขวดแกววิเคราะหโปรตีน (Kjeldahl Apparatus)  

3.1.2เครื่องยอย (Digestion Apparatus)  

3.1.3เครื่องกลั่น (Distallation) 

3.1.4 ขาตั้งและบิวเรตสําหรับไทเทรตสารละลาย 

3.1.5 ขวดรูปชมพูขนาด (Erlenmeyer flask) 250 มิลลิลิตร 

3.1.6 กระบอกตวงขนาด 25 100 และ 500 มิลลิลิตร 

3.1.7 น้ํากลั่น 



105 
 

3.1.8บีกเกอร 

3.1.9Glass bead or boiling chip 

3.1.10เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

 

3.2 สารเคมี 

3.2.1Conc. HCL 

3.2.2 Mix Catalyst (สารผสมระหวาง copper sulfate: potassium sulfate อัตราสวน 

1:10) 

3.2.3 Sodium hydroxide เขมขนรอยละ 40 โดยใช Sodium hydroxide 40 กรัม ละลาย

ในน้ํากลั้น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

3.2.4Hydrochloric เขมขน 0.1 N 

3.2.5 Boric acid เขมขนรอยละ 4  

3.2.6Indicator เตรียมโดยใช (mixed indicator : methylred 0.1 กรัม : bromocresol 

green 0.1 กรัม ใน ethanol 100 ml) 

 

3.3 วิธีทดลอง 

3.3.1 ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอนประมาณ 0.5-1 กรัม ใสลงใน Kjeldalh flask เติม Mix 

Catalyst ประมาณ 5 กรัม 

การยอย (Digestion) 

3.3.2 เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ 25 มิลลิลิตร 

3.3.3ยอยบน heating mantle โดยใหความรอนออนๆ จนกระท่ังหมดฟอง แลวคอยเพ่ิม

ความรอนอุณหภูมิ 400 °ซ จนกระท่ังสารละลานใสท้ิงไวใหเย็น 

การกลั่น (Distillation) 

3.3.4เติมน้ํากลั่นลงในหลอดยอย 400 มิลลิลิตร และเติม 40%NaOH 80 มิลลิลิตร นําหลอด

ยอยมาตอเขากับเครื่องกลั่น 

3.3.5 นําขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมี 4% boric acid อยู 75 มิลลิลิตร และเติม

อินดิเคเตอรเรียบรอยแลวมารองรับสารละลานท่ีกลั่นได 

3.3.6 กลั่นจนไดสารละลาย 300 มิลลิลิตร 

3.3.7 ไทเทรตสารละลายท่ีกลั่นไดดวย 0.1N HClจนกระท่ังสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเปน

สีชมพู 

3.3.8 ทํา blank ตามขอ 1-7 โดยไมตองใสตัวอยาง 
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การคํานวณ 

 

ปริมาณไนโตรเจน (รอยละ) = 
(A−B)x 0.014 x N x 100

W
 

 

ปริมาณโปรตีน (รอยละ) = % Nitrogen x F 

 

เม่ือ A คือ ปริมาตรของ HClท่ีใชไทเทรตกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

 B คือ ปริมาตรของ HClท่ีใชไทเทรตกับ blank (มิลลิลิตร) 

 N คือ ความเขมขนของ HCl (โมลาร) 

 W คือ น้ําหนักของตัวอยาง (กรัม) 

 F คือ คาแฟคเตอร 

 

4. การวิเคราะหหาปริมาณไขมัน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,1999) 

4.1 วัสดุอุปกรณ 

4.1.1Soxhletapparatut 

4.1.2หลอดใสตัวอยาง (extraction thimble) 

4.1.3 สําลี 

4.1.4 ตูอบลมรอน 

4.1.5 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

4.1.6 โถดูดความชื้น 

 

4.2 สารเคมี 

4.2.1 ปโตรเลียม อีเทอร หรือเฮกเซน 

 

4.3 วิธีทดลอง 

4.3.1 อบขวดกลมสําหรับหาปริมาณไขมันในตูอบท่ีมีอุณหภูมิ 105 °ซ นาน 1 ชั่วโมง ท้ิงไวให

เย็นในโถดูดความชื้น และชั่งน้ําหนักท่ีแนนอน 

4.3.2 ชั่งตัวอยางบนกระดาษกรองท่ีทราบน้ําหนักแนนอนประมาณ 3-5 กรัม หอใหมิดชิดใส

ลงในหลอดใสตัวอยาง ปดดวยสําลี 

4.3.3 นําหลอดตัวอยางใสใน Soxhletเติมสารตัวทําละลายปโตรเลียม อีเทอร ลงในขวดกลม

ปริมาตร 60 มิลลิลิตร แลววางบนเตา 
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4.3.4 ประกอบชุดกลั่นไขมัน พรอมท้ังเปดน้ําหลออุปกรณควบแนน และเปดสวิทซใหความ

รอน โดยปรับความรอนใหเกิดการกลั่นตัวของสารละลายปโตรเลียม อีเทอร 5-6 หยดตอนาที ใชเวลา

ในการสกัดประมาณ 6 ชั่วโมง 

4.3.5 หลังจากสกัดเสร็จ ปรับเครื่องไปท่ีปุม recovery เพ่ือใหปโตรเลียม อีเทอร เหลือ 2-3 

มิลลิลิตร แลวนําไปอบท่ีตูอบอุณหภูมิ 103-105 °ซ นาน 6 ชั่วโมง ทําใหเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่ง

น้ําหนัก 

 

การคํานวณ 

ปริมาณไขมัน (%) = 
( )น้ําหนักไขมันหลังอบกรัมน้ําหนักตัวอยางเริ่มตน

 (กรัม)
x 100 

 

 

5. การวิเคราะหหาปริมาณเถา (ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,1999) 

5.1 วัสดุอุปกรณ 

5.1.1Crucible 

5.1.2 Muffle furnace (เตาเผา) 

5.1.3 Hot plate 

5.1.4โถดูดความชื้น 

5.1.5 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

 

5.2 วิธีทดลอง 

5.2.1 เผาถวยกระเบื้องในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550 °ซ นาน 3 ชั่วโมง นําออกจากเตาเผาเก็บไว

ในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นลงจนถึงอุณหภูมิหอง ชั่งน้ําหนักท่ีแนนอน บันทึกผล 

5.2.2 ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักท่ีแนนอน 2-5 กรัม ใสในถวยกระเบื้องท่ีทราบน้ําหนักท่ี

แนนอนแลว 

5.2.3 นําไปเผาท่ีอุณหภูมิ 550 °ซ จนกระท่ังไดเถาสีขาว อาจใชเวลา 5-6 ชั่วโมง นําออกจาก

เตาเผา เก็บในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นลงจนถึงอุณหภูมิหอง ชั่งน้ําหนักตัวอยาง บันทึกผลท่ี

แนนอน 
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การคํานวณ 

 

ปริมาณเถา (%) = 
( )น้ําหนักเถากรัมน้ําหนักตัวอยางเริ่มตน

 (กรัม)
x 100 

 

 

6. การวิเคราะหหาปริมาณเย่ือใย(ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,1999) 

6.1 วัสดุอุปกรณ 

6.1.1 อุปกรณวิเคราะหปริมาณเยื่อใยและชุดกรองเยื่อใย 

6.1.2Crucible 

6.1.3 Hot air oven 

6.1.4 Muffle furnace 

6.1.5โถดูดความชื้น 

6.1.6Balance 

6.1.7 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

 

6.2 สารเคมี 

6.2.1 1.25% H2SO4 

6.2.2 1.25% NaOH 

6.2.3 95% Ethanol 

 

6.3 วิธีทดลอง 

6.3.1 ใสตัวอยางท่ีชั่งน้ําหนักแนนอนประมาณ 2 กรัม ใสในกระบอกแกวสําหรับตมยอย เติม

สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขนรอยละ 1.25 ท่ีผานการตม 150 มิลลิลิตร ลงในกระบอกแกว นําไปตม

ในเครื่องยอยหาเยื่อใยท่ีเปดน้ําผานระบบควบแนนนาน 30 นาที 

6.3.2 กรองตัวอยางผานผาลินิน โดยใชชุดกรอง ประกอบดวย butcher funnel, filtering 

flask และ suction pump ลางเยื่อใยดวยน้ํารอนจนหมดความเปนกรด 

6.3.3 นํากากท่ีไดจากการกรองใสในกระบอกแกวใบเดิม เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

เขมขนรอยละ 1.25 ท่ีผานการตมเดือด 150 มิลลิลิตร ตมในเครื่องยอย 30 นาที 
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6.3.4 กรองตัวอยางผานผาลินินเชนเดียวกับขอ 2 ลางตัวอยางดวยน้ํารอนจนหมดความเปน

ดางและกรด และลางดวยแอลกอฮอลรอยละ 95 2 ครั้ง ครั้งละประมาณ 10 มิลลิลิตร แลวขูดกากใส

ในถวยกระเบื้อง (crucible) ท่ีอบและทราบน้ําหนักท่ีแนนอนแลว 

6.3.5 นํา crucible อบท่ี 103-105 องสาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นในโถความชื้น 

อบซํ้าอีก 30 นาที จนกระท่ังไดน้ําหนักสองครั้งตางกันไมเกิน 1-3 มิลลิลิตร  

6.3.6 นํา crucible ไปเผาพรอมกากท่ีอบแหงในเตาเผาอุณหภูมิ 550 °ซ เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

ปลอยใหเย็น ชั่งน้ําหนัก ทําซํ้าอีก 30 นาที จนไดน้ําหนักท่ีแนนอน 

 

การคํานวณ 

 

ปริมาณเยื่อใย (%) = 
ผลตางของนน. ( )ตัวอยางหลังอบและหลังเผากรัมน้ําหนักตัวอยางเริ่มตน

 (กรัม)
x 100 

 

7. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตนีโดยวิธีไบยูเรต (ดัดแปลงจาก Robinson and Hodgen, 

1940) 

7.1 วัสดุอุปกรณ 

7.1.1หลอดทดลอง 

7.1.2 เครื่องผสม (Vortex mixer) 

7.1.3 Spectrophotometer และ cuvette 

7.1.4 Auto pipette 

 

7.2 สารเคมี 

7.2.1 สารละลายไบยูเรต(Biuret regent)  

เตรียมโดยชั่ง CuSO4.5H2O มา 1.5 กรัม และ NaKC4H4O6.4H2O 6 กรัม ละลายใน

น้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร กวนจนเปนเนื้อเดียวกัน เติมสารละลาย 10% NaOH 300 มิลลิลิตรในขณะ

กวน ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร 

 7.2.2 สารมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

เตรียมโดยชั่ง BSA มา 0.01 กรัม จากนั้นละลายดวยน้ํากลั่นและปรับปริมาตรดวยน้ํา

กลั่นใหได 10 มิลลิลิตร จากนั้นดูดสารละลาย BSA ท่ีมีความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรใสหลอด

ทดลองดังตารางท่ี ข.1 

 



110 
 

ตารางท่ี ข.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
 

Conc. (mg/mL) BSA (µL) น้ํากลั่น (µL) สารละลายไบยูเรต(mL) 

0 0 500 2 

2 100 400 2 

4 200 300 2 

6 300 200 2 

8 400 100 2 

10 500 0 2 

 

 

 
 

ภาพท่ี ข.1 กราฟมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) 
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การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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การเตรียมตัวอยาง 

ชั่งตัวอยางโปรตีนรําขาว 0.5 กรัมแลวเติม 5 mM phosphate buffered saline ใหได

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําตัวอยางไปกวนเปนเวลา 30 นาที แลวทําการแยกเอาสวนใสมา

วิเคราะห โดยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4,000 rpm เปนเวลา 10 นาที หรือกรองผานกระดาษ

กรองเบอร 1 จากนั้นนําไปวิเคราะหไบยูเรทเพ่ือหาความเขมขนของโปรตีน 

 

8. ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS radical scavenging activity ดัดแปลง

จากวิธี Thamnarathip et al. (2016) และ Re et al. (1999) 

8.1  การเตรียมสารละลาย  

8.1.1 เตรียม 7 mM ABTS ชั่ง ABTS 1.8012 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรให

ได 500 มิลลิลิตร 

8.1.2 เตรียม 2.45 mM Potassium persulphateชั่งโพแทสเซียมซัลเฟส 0.3312 กรัม 

ละลายดวยน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 500 มิลลิลิตร 

8.1.3 การเตรียม 5mM Phosphate buffered saline (pH 7.4) ทําโดยชั่ง  

-5 mM Na2HPO4.7H2O มา 0.7098 กรัม  

-5 mM KH2PO4มา 0.6804 กรัม   

-137 mMNaClมา 8.0008 กรัม  

-2.7 mMKClมา 0.2013 กรัม 

จากนั้นเติมน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตรแลวกวนจนกวาจะละลายเปนเนื้อเดียวกัน แลวปรับ pH 

ดวย HClใหได pH 7.4 คอยปรับปริมาตรดวยน้ํากลั้นใหได 1000 มิลลิลิตร 

8.1.4 เตรียมสารละลาย ABTS+ ทําการผสม 7 mM ABTS  กับ 2.45 mM Potassium 

persulphate ในอัตราสวน 1 :0.5 ในขวดสีชาบมในท่ีมืด 12-16 ชั่วโมง กอนนําไปใช จากนั้นดูด

สารละลายท่ีผสมมาเจือจางดวย 5mMPhosphate buffered saline (pH 7.4) แลวนําไปวัดคา Abs. 

ท่ีความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ใหไดคาการดูดกลืนแสง 0.7±0.02 

8.1.5เตรียมTrolox(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) โดย

การชั่ง Troloxมา 0.05กรัม ละลายดวยสารละลาย 80% ethanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขา

กัน จากนั้นปรับปริมาตรดวย 80% ethanol ใหได 50 มิลลิลิตรแลวทําการเจือจางสารละลายใหได

ความเขมขน 0-0.6 mg/ml 

 

8.2  วิธีวิเคราะห 

8.2.1ปเปตสารละลายตัวอยางโปรตีน (0-8 mg/ml) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (Blank :ใชใชน้ํา

กลั่นแทนสารละลายตัวอยาง) ลงในหลอดทดลองท่ีหุมดวยฟอยด 
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8.2.2 เติมสารละลาย ABTS+ ท่ีเจือจางแลวปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไป

บมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง 6 นาที  

8.2.3 วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 734 นาโนเมตรบันทึกคา ทําการเปรียบเทียบกับสารละลาย

มาตรฐาน Troloxและคํานวณคาการยับยั้ง (% inhibition ABTS+) ไดจากสมการ 

 

% inhibition ABTS+ = [(Abs.control– Abs.sample)/Abs.control] x 100 

 

 
 

ภาพท่ี ค.1 กราฟมาตรฐาน Trolox (mg/ml) 

 

9.ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี Metal ions chelating activity ตามวิธีของ

Phongthai et al. (2016) 

9.1 การเตรียมสารละลาย 

9.1.1 2 mMFerrous chloride (FeCl2) โดยชั่ง Ferrous chloride 0.0254 กรัม ละลาย

ดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

9.1.2 5 mMFerrozineโดยชั่ง Ferrozine 0.2462 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรดวย

น้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

9.1.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน 1 mM EDTA โดยชั่ง EDTA 0.029 กรัม ละลายดวย 80% 

Ethanal ปรับปริมาตรดวยเอทานอลใหครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาเจือจางดวยเอทานอลใหมี

ความเขมขนในชวง 0-0.1 mM 
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9.2  การวิเคราะหตัวอยาง 

9.2.1 นําตัวอยางโปรตีนท่ีมีความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

(Blank : ใชน้ํากลั่น) 

9.2.2เติมน้ํากลั่น 3.7 มิลลิลิตร แลวผสมใหเขากัน 

9.2.3 เติมสารละลาย 2 mM Ferrous chloride ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

9.2.4 เติมสารละลาย 5 mMFerrozineปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารละลาย

ท้ังหมดใหเขากัน 

9.2.5 วางท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 562 

นาโนเมตร บันทึกคา ทําการเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน 1 mM EDTA 

 

 
 

ภาพท่ี ค.2 กราฟมาตรฐาน EDTA (mM) 

 

10. ความสามารถในการรีดิวซ(Reducing power)ตามวิธีของCastro and Sato (2015) และ 

Yildirim et al. (2001) 

10.1 การเตรียมสารละลาย 

10.1.10.2 M Phosphate buffer (pH 6.6)  

-NaH2PO4 ชั่งมา 23.996 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น

ใหครบ 1000 มิลลิลิตร 

-Na2HPO4ชั่งมา 28.392 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น

ใหครบ 1000 มิลลิลิตร 

y = -4.294x + 0.615
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จากนั้นนําสารละลายท้ังสองมาผสมกันใหไดคา pH เทากับ 6.6 

10.1.2 1% Potassium ferricyanideโดยชั่ง C6N6FeK3มา 1 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 

แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

10.1.3 10% TCA โดยชั่ง TCA มา 10 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํา

กลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

10.1.40.1% Ferric chloride (FeCl3) โดยชั่ง Ferric chloride 0.1 กรัม ละลายดวยน้ํา

กลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 

10.2 วิธีการวิเคราะห 

10.2.1นําตัวอยางโปรตีนท่ีมีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

10.2.2 เติม 0.2 M Phosphate buffer (pH 6.6) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  

10.2.3 เติม 1% Potassium ferricyanide (K3Fe (CN)6) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  

10.2.4 ผสมใหเขากัน  

10.2.5 แลวนําไปบมท่ี 50 °ซ เปนเวลา 30 นาทีในท่ีมืด 

10.2.6 เติม 10% TCA ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมกัน นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 

8000 x g นาน 10 นาที 

10.2.7 ใชสารละลายสวนใส 1 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย 

0.1% ferric chloride ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรผสมใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 10 นาที  นําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร  

ผลการทดลองแสดงในรูปของการดูดกลืนแสงโดยพิจารณาวาการดูดกลืนแสงเปนสัดสวน

โดยตรงกับกําลังลดกําลัง 
 

11. ความสามารถในการตานออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid autoxidation)ตาม

วิธีของCastro and Sato (2015) 

11.1 การเตรียมสารละลาย 

11.1.150 mM Phosphate buffer (pH 7)  

-NaH2PO4ชั่งมา 5.999 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นให

ครบ 1000 มิลลิลิตร 

-Na2HPO4ชั่งมา 7.098 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นให

ครบ 1000 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําสารละลายท้ังสองมาผสมกันใหไดคา pH เทากับ 7 
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11.1.2 Linoleic acid 

11.1.3 99.5% Ethanol 

11.1.4 75% Ethanol 

11.1.5 30% Ammonium thiocynateชั่ง Ammonium thiocynate15 กรัม ละลาย

ดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 50 มิลลิลิตร 

11.1.6 20 mMFerrous chloride (FeCl2) โดยชั่ง Ferric chloride 0.2535 กรัม 

ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 

11.2 วิธีการวิเคราะห 

11.2.1เจือจางตัวอยางโปรตีนใหได 2 mg/ml โดยใช 50 mM Phosphate buffer (pH 

7) ในการเจือจางใหไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพ่ือละลายตัวอยาง (Blank: ใชน้ํากลั่น) 

11.2.2 เติมสารละลาย Linoleic acid ปริมาตร 130 ไมโครลิตร  

11.2.3 เติมเอทานอลปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 25 

มิลลิลิตร 

11.2.4 ผสมใหเขากันปดฝา แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 42 องสาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง ในท่ีมืด 

11.2.5 จากนั้นนํามาวิเคราะหระดับการเกิดออกซิเดชันดวยวิธี Ferric thiocyanateโดย

การดูดสารละลายตัวอยางมา 0.1 มิลลิลิตร  

11.2.6 เติม 75% Ethanol ปริมาตร 4.7 มิลลิลิตร 

11.2.7 เติม 30% Ammonium thiocyanateปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

11.2.8 เติม 20mM Ferrous chloride ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

11.2.9ผสมใหเขากัน แลวตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 3 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร บันทึกคา และคํานวณคากิจกรรมในหนวยรอยละ (%) 

 

Inhibition (%) = [(Abs.blank-Abs.sample)/Abs.blank] x 100 
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