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วิทยานิพนธนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาวิธีการ ดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ี ของโปรตีนรําขาวศึกษา

คุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลง และศึกษาการ ออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

ของโปรตีนรําขาวดัดแปลง  

ทดลองวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว  (RBP) แบงออก 2 แบบ คือ โปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง( MRBP) (พีเอช9.0 อุณหภูมิ60° ซ นาน 60 นาที ) 

พบวาระดบัการยอย ( DH) ของ MRBPมีคาเทากับรอยละ 0.43-1.98 และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

เอนไซมจํานวน 2 ชนิดคือเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A)ความเขมขนรอยละ 0.3เปนระยะเวลา 0, 3, 

15, 60และ 180 นาที ใหระดับการยอย ประมาณรอยละ1.55 (DH0-5), 8.42 (DH6-10), 13.83 

(DH11-15), 19.16 (DH16-20)และ21.47 (DH>20)ตามลําดับ และโปรตีนรําขาว ดัดแปลงดวย

เอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีความเขมขนรอยละ 6 ท่ีระยะเวลา 0, 30 และ 300 นาที ใหระดับการ

ยอยประมาณรอยละ1.87 (DH0-5), 10.88 (DH6-10) และ 12.08 (DH11-15)ตามลําดับ ผลการ

ตรวจสอบดวยโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ( SDS-PAGE)พบวาน้ําหนัก

โมเลกุลของRBP มีน้ําหนักโมเลกุลชวง 7-72 กิโลดาลตัน MRBPมีน้ําหนักโมเลกุล 8-62 กิโลดาลตัน 

และ MRBP-A/F มีน้ําหนักโมเลกุลลดลงเม่ือระยะเวลาการยอยของเอนไซมเพ่ิมข้ึน 

ศึกษาสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวไดแก การละลาย ความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟ

เออร ความสามารถในการอุมน้ําและน้ํามัน และสมบัติการเกิดโฟมพบวาโปรตีนรําขาวมีการละลาย

ต่ําสุดชวงพีเอช 4 และ 5 เม่ือโปรตีนรําขาวผานการดัดแปลงความสามารถในการละลายเพ่ิมข้ึน 

การศึกษาขนาดอนุภาคการกระจายตัวและ ความตางศักยไฟฟาของ เม็ดไขมัน ดัชนีการแยกชั้นครีม 

และโครงสรางทางจุลภาค เปนตัวบงชี้ถึงสมบัติเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนรําขาวดัดแปลง พบวา

โปรตีนรําขาวดัดแปลงจะมีความสามารถเปนสารอิมัลซิไฟเออรดีกวาโปรตีนรําขาว โดยท่ี MRBP ความ

เขมขนโปรตีนรอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ MRBP-F 



ค 

ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10 สามารถชวย การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมัน และทําให

ระบบอิมัลชันมีความคงตัว  สวนความสามารถในการอุมน้ํา  (WA) และน้ํามัน (FA) ของโปรตีนรําขาว

ดัดแปลงเปรียบเทียบกับโปรตีนรําขาวพบวาโปรตีนรําขาวดัดแปลง MRBPMRBP-Aและ MRBP-F มีคา 

WA และFAสูงกวา RBP สวนและสมบัติการเกิดโฟมของ RBP MRBP MRBP-A และ MRBP-F จะต่ําท่ี

พีเอช5 และเม่ือเปรียบเทียบระหวาง โปรตีนรําขาวและโปรตีนรําขาวดัดแปลง พบวา ความสามารถใน

การเกิดโฟมและความคงตัวของโฟม ของ MRBP MRBP-A และ MRBP-F เพ่ิมข้ึนมากกวาโปรตีนรํา

ขาวไมดัดแปลง 

การศึกษาการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของโปรตีนรําขาวดัดแปลง พบวา MRBP-Aระดับการยอย

รอยละ 0-5 มีฤทธิ์ตานการเกิดออกซิเดชันดวยวิธี ABTS assay แสดงผลการตานอนุมูลอิสระเปน 

EC50 สูงสุด (EC50เทากับ 2.67mg/ml) และMRBP-A ระดบัการยอยรอยละ  20 มีความสามารถในการ

จับโลหะไอออน ความสามารถในการรีดิวซ และความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิ

โนเลอิกสูงสุดแต  MRBP-F ระดบัการยอยรอยละ 11-15 ใหความสามารถในการตานการเกิด

ออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก ดีท่ีสุดดังนั้นโปรตีนรําขาวท่ีผานการดัดแปลงท้ังท่ีใช ความรอนรวมกับ

สารละลายดาง (MRBP) และ เอนไซม  สามารถเพ่ิมสมบัติเชิงหนาท่ีและ การออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ  

อาจใชเปนสวนผสมอาหารได 
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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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4.1 องคประกอบทางเคมีของรําขาว รําขาวท่ีสกัดน้ํามัน โปรตีนรําขาว และโปรตีนถ่ัวเหลือง 

 และผลผลิตรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน และโปรตีนรําขาว 27 

4.2  ระดบัการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 28 

4.3  เวลาท่ีใชในการยอย ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) และ 

 ปริมาณโปรตีนท่ีละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.3  32 

4.4  เวลาท่ีใชในการยอย ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) และปริมาณโปรตีน 

 ท่ีละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซมรอยละ 6  32 

4.5  คาสี ( L* a* และ b*) ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน 

 รวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลง 

 ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 35 

4.6 คาสี ( L* a* และ b*) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) 

 และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH)  

 ตางๆ  35 

4.7   คาความแตกตางของสี ( ∆E* และ ∆H*) ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาว 

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP)  

 และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)  36 

4.8 ความแตกตางของสี ( ∆E* และ ∆H*) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม    

 อัลคาเลส(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย   

 (Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 36 

4.9 ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับ 

 โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) 65 
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4.10 ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน  

 รวมกับสารละลายดาง (MRBP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวม 

 กับสารละลายดาง (MSP) 66 

4.11 ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม  

 อัลคาเลสท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ 68 

4.12 ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม  

 ฟลาโวไซม ท่ีระดับการยอย (DH) ตาง 68 

4.13 ผลของฤทธิ์การตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ท่ีรอยละ 50 (EC50) ของ 

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

 สารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส 

 (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ >20 79 

4.14 ผลของฤทธิ์การตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ท่ีรอยละ 50 (EC50) ของ 

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

 สารละลายดาง (MRBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 11-15 79 

ก.1  สวนประกอบของเจลสําหรับ SDS-PAGE  101 

ข.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  110      
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2.1  โครงสรางของรําขาว 4 

4.1  โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) และ  

 โปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 27  

4.2  ระดบัการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 เอนไซมอัลคาเลสท่ีความเขมขนรอยละ 0-2 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม 

 ท่ีความเขมขนรอยละ 0-15(ภาพ B) 30 

4.3  ระดบัการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 เอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.3 ท่ีระยะเวลาการยอย 0-180 นาที (ภาพ A)  

 และเอนไซมฟลาโวไซมรอยละ 6 ท่ีระยะเวลาการยอย 0-12 ชั่วโมง (ภาพ B) 31 

4.4 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม  

 (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 33  

4.5  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB)  

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  

 (MRBP) โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอน 

 รวมกับสารละลายดาง (MSP)  เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.)  

 ภายใตสภาวะ (ภาพ A) Non-reducing และ (ภาพ B) Reducing 3 8 

4.6  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB)  

 โปรตีนรําขาว (RBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A)  

 ท่ีระดับการยอยตางๆ เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.)  

 ภายใตสภาวะ (ภาพ A) Non-reducing และ (ภาพ B) Reducing 40 

4.7  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) 

 โปรตีนรําขาว (RBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.) ภายใตสภาวะ  

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

4.8 ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาว  (RBP) เปรียบเทียบกับ  

 โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช3-9 44 
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4.9 ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ   

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 ท่ีระดับพีเอช 3-9 44 

4.10  ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส  

 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีพีเอช 3-9 46 

4.11  ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับ 

 โปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาว 

 รอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 48 

4.12  การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (ภาพ A) เปรียบเทียบกับ  

 โปรตีนถ่ัวเหลือง (ภาพ B) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาว 

 รอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 49 

4.13  ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ   

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0  

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสม 

 ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 50 

4.14  การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย  

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) (ภาพ A) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือ 

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) (ภาพ B) ท่ีความเขมขน 

 รอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา  

 (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัด 

 หลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 52 
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4.15  ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือง (SP)  

 ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชัน  

 น้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 

 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 5 3 

4.16  ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ  

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลง 

 ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0  

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสม 

 ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 5 3 

4.17  ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือง (SP)  

 ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชัน  

 น้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5  

 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 5 5 

4.18  ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  

 (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

 สารละลายดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 

 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 5 5 

4.19  โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย  

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) (ภาพ A) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือ 

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)(ภาพ B) ท่ีความเขมขน 

 รอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตรในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) 

 มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน  

 24 ชั่วโมงดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (กําลังการขยาย 100 เทา)  56 
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4.20  ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (ภาพ A)  

 และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4  

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของ  

 น้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง  58 

4.21  การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส   

 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขน 

 รอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มี  

 สวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง  60 

4.22   ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (ภาพ A) และ 

 เอนไซมฟลาโวไซม (ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขน 

 รอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มี  

 สวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง  61 

4.23  ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(ภาพ A)  

 และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4  

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของ 

 น้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง  63 

4.24  โครงสรางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาว  

 ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา ( oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10  

 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมงดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง  

 (กําลังการขยาย 100 เทา)  64 

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

 โปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือง (SP) ความเขมขน  

 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 70 
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ภาพท่ี หนา  
 

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

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับ 

 โปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)  

 ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 72 

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

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 ท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 7 4 

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

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 ท่ีระดับพีเอช  3 5 7 และ 9 76 

4.29  ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ของโปรตีนรําขาว (RBP)  

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาว 

 ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5,  

 6-10, 11-15, 16-20 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 เอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 

 11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B)  78 

4.30  ความสามารถในการคีเลตโลหะดวยวิธี Metal ions chelating activity ของ 

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  

 (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย 

 (DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาว 

 ดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5,  

 6-10 และ 11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B)  81 

4.31  ความสามารถในการรีดิวซของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย  

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

 อัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20  

 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน  

 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B)  83 
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4.32  ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกดวยวิธี linoleic acid  

 peroxidation activity ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย 

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

 อัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20  

 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  

 ท่ีระดับการยอย (DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน  

 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(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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คําอธิบายสัญลักษณและอักษรยอ 

 

คํายอ คําเต็ม ความหมาย  

BHA  Butylatedhydroxyanisole สารตานอนุมูลอิสระ  

BHT Butylatedhydroxytoluene สารตานอนุมูลอิสระ  

BSA Bovine serum albumin โปรตีนมาตรฐาน 

DH Degree of hydrolysis ระดบัการยอยโปรตีน 

EC50 50% Effective concentration ความเขมขนของสารท่ีออกฤทธิ์กระตุนได 50% 

FA  Fat absorption ความสามารถในการอุมน้ํามัน 

WA Water absorption ความสามารถในการอุมน้ํา 

FC Foaming capacity ความสามารถในการเกิดโฟม 

FS Foaming stability ความคงตัวของโฟม 

PER Protein efficiency ratio ประสิทธิภาพการใชโปรตีน 

RB Rice bran รําขาว  

DRB Defatted rice bran รําขาวท่ีสกัดน้ํามัน  

RBP Rice bran protein โปรตีนรําขาว  

SP Soy protein โปรตีนถ่ัวเหลือง 

MRBP Modified rice bran protein โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

 สารละลายดาง 

MSP Modified soy protein โปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ 

  สารละลายดาง  

MRBP-A Modified RBP by alcalase โปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 

MRBP-F  Modified RBP by flavourzyme โปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซม 

  ฟลาโวไซม  

 



 
บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ขาว (Oryza sativa Linn.) เปนพืชอาหารหลักท่ีสําคัญของคนท้ังโลก ในการผลิตขาวป 

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

รายงานวาผลผลิตขาวท่ัวโลกมีปริมาณท้ังสิ้น 483.48ลานตันขาวสาร ประเทศท่ีผลิตขาวอันดับท่ี 1 คือ 

ประเทศจีน สามารถผลิตได 146.5 ลานตันขาวสาร รองลงมาคือ ประเทศอินเดีย สวนประเทศไทยมี

ผลผลิตขาวเปนอันดับท่ี 6 ของโลก มีผลผลิตขาวเปลือกท้ังสิ้น 31.8 ลานตันขาวเปลือก (ขาวนาปและ

ขาวนาปรัง) และสามารถสงออกขาวท้ังสิ้น 9.5 ลานตัน คิดเปนมูลคา 140,000 ลานบาท (สํานักงาน

เศรษฐกิจการเกษตร; กรมศุลกากรรวบรวมโดยสํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร)  

“รําขาว” เปนสวนของคัพภะซ่ึงรวมเยื่อหุมผล รวมเยื่อหุมเมล็ด นิวเซลลัส ชั้นแอลิวโรนและชั้น

ซับแอลิวโรน ไดจากการขัดขาวกลองใหเปนขาวสาร ในระหวางกระบวนการสีในการขัดสีขาวจะได

ขาวสารปริมาณรอยละ 40-55 ท่ีเหลือเปนผลพลอยไดคือ แกลบรอยละ 20 รําขาวรอยละ 10 และ

ปลายขาวรอยละ 10-22 ( Krachata et al., 1994) เม่ือคํานวณปริมาณรําขาวท่ีไดเปรียบเทียบกับ

ผลผลิตขาวท่ีผลิตไดท้ังประเทศพบวาปริมาณรําขาวท่ีเกิดข้ึนมีปริมาณ ไมนอยกวา 2-3ลานตันตอป รํา

ขาวอุดมไปดวยคุณคาทางอาหารสูงประกอบไปดวย โปรตีนรอยละ 13.3-15.14 ความชื้นรอยละ 

11.20  ไขมันรอยละ 15.0-19.93  เยื่อใยรอยละ 7.0-13.67 เถารอยละ 6.6-7.93  และคารโบไฮเดรต

รอยละ 18.74(จินตนา สังโสภา , 2551; Cao et al., 2009)แบงชนิดโปรตีนรําขาวตามสมบัติการ

ละลาย Osborne’s พบวาอัลบูมิน (Alubumin) และโกลบูลิน ( Globulin) สูง และมีปริมาณไลซีน 

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

1995)นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพการใชโปรตีน( Protein efficiency ratio: PER) ท่ีกินเขาไปตอ

การเพ่ิมน้ําหนักของมนุษยหรือสัตวทดลอง มีคาเปน 2.0-2.5 และ สามารถยอยได มากกวารอยละ 90 

อีกท้ังเปนแหลงโปรตีนท่ีไมกอใหเกิดอาการแพ เหมาะสําหรับเปนสวนผสมในสูตรอาหารสําหรับเด็กท่ี

แพอาหาร (Wang et al., 1999)การใชประโยชนของรําขาวสวนใหญใชเปนอาหารสัตว หรือใชเปน

เปนวัตถุดิบในการสกัดเปนน้ํามันรําขาวและสกัดโปรตีน 

ปจจุบันโปรตีนจากพืช เปนท่ีนิยมและ มีความตองการเพ่ิมข้ึน ใชทดแทนแหลงโปรตีนจาก

เนื้อสัตว นม และไข ท่ีมีราคาสูง เนื่องจากตนทุนการผลิตท่ีสูงข้ึน และใชเวลานานในการเลี้ยงหรือการ

ผลิต การใช รําขาวซ่ึงเปน ผลพลอยไดจากสิ่งเหลือใช จากกระบวนการสีขาว เปนแหลงวัตถุดิบในการ

ผลิตโปรตีนจึงมีความนาสนใจ  เพราะนอกจากจะมีราคาถูกแลวยังมีคุณคาทางอาหารสูง รําขาวถือวา



2 

เปนแหลงโปรตีนสูงอยางไรก็ตามสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวยังมีขอจํากัด เชน ความสามารถใน

การละลาย สมบัติการเกิดฟอง และสมบัติการเปนสารอิมัลซิ ไฟเออรต่ํา (Shih et al., 1999; Wang 

et al., 1999; Zhang et al., 2012) ดังนั้นควรมีการนํามาดัดแปลงโครงสรางเพ่ือใหเพ่ิมสมบัติเชิง

หนาท่ี โดยวิธีดัดแปลงโครงสรางโปรตีนมีหลายวิธีและการ ไฮโดรไลซโปรตีนเปนวิธีการหนึ่งท่ีนิยมใช

ดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนโดยท่ัวไปแลวการดัดแปลงมี 2 วิธี คือการใชความรอน (Yeom et 

al., 2010)และการใชเอนไซม (Zhao et al., 2011) การปรับปรุงดวยวิธีดังกลาวจะสงผลใหโปรตีนมี

สมบัติการละลายของโปรตีน  และการเปนสารอิมัลซิไฟเออรเพ่ิมข้ึน( Makayay and Theerakulkiat, 

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

อยางไรก็ตามการไฮโดรไลซโปรตีนนอกจากจะปรับปรุงสมบัติเชิงหนาท่ีบางประการ ยังสามารถ

ปรับปรุงสมบัติทางชีวภาพของโปรตีนดวย ซ่ึงจากงานวิจัยท่ีผานมาพบวาโปรตีนไฮโดรไลเสตจากพืชมี

ความสามารถใชเปนสารตานออกซิเดชัน คือ การตานอนุมูลอิสระ ABTS เปนสารคีเลตหรือ

สารอินทรียท่ีสามารถจับกับอนุมูลอิสระ เพ่ิมความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิ

โนเลอิก (สุภาวดี ทรัพยสิริไพบูรณ , 2550; ลีนา หงาฝา , 2556; Castro and Sato, 2015; 

Phongthai et al., 2016;Thammarathip et al.,2016)ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ ศึกษา

วิธีการ ดัดแปลง สมบัติเชิงหนาของ โปรตีนรําขาว ดวยความรอนรวมกับสารละลายดางและการใช

เอนไซม ศึกษาคุณลักษณะและ สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลง  พรอมท้ังศึกษาการออก

ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของโปรตีนรําขาวดัดแปลง เพ่ือเปนแนวทางในการนําโปรตีนไฮโดรไลเสตจากรํา

ขาวไปประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหารไดอยางมีประสิทธิภาพตอไป 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.2.1ศึกษาวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว 

1.2.2ศึกษาคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

1.2.3 ศึกษาการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

 

1.3 สมมุติฐานการวิจัย 

โปรตีนรําขาวท่ีผานการดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดางและการใชเอนไซม สามารถ

ปรับปรุงคุณลักษณะ สมบัติเชิงหนาท่ี และการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

 

1.4 ขอบเขตการวิจัย 

1.4.1วิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว คือ ความรอนรวมกับสารละลายดาง  (ใช

ความรอนท่ีอุณหภูมิ 60 °ซกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 9) และ

การใชเอนไซม จํานวน 2 ชนิด คือ เอนไซมอัลคาเลส (Alcalase) ท่ีระดับความเขมขนรอยละ 0-2 โดย
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น้ําหนักเอนไซมตอน้ําหนักโปรตีน  นาน 0-180 นาที และเอนไซมฟลาโวไซม (Flavourzyme)ท่ีความ

เขมขนรอยละ 0-15 โดยน้ําหนักเอนไซมตอน้ําหนักโปรตีนนาน 0-12 ชั่วโมง 

1.4.2ตรวจสอบคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลงไดแกระดับการยอย สี 

น้ําหนักโมเลกุล การละลาย สมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออรความสามารถในการอุมน้ํา และน้ํามัน และ

สมบัติการเกิดโฟม 

1.4.3 ตรวจสอบการออกฤทธิ์ตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง โดยวิเคราะหกิจกรรม

การจับอนุมูลอิสระ ABTS กิจกรรมการจับโลหะไอออน (Metal ion chelating activity) กิจกรรม

การรีดิวซ(Reducing power) และ Linoleic acid peroxidation test 

 

1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.5.1 ทราบวิธีการดัดแปลงโปรตีนรําขาวท่ีชวยปรับปรุงคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีสามารถ
ใชเปนแนวทางในการใชประโยชนในผลิตภัณฑอาหารได 

1.5.2ทราบขอมูลการเปนสารตานการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 
1.5.3ทําใหไดแหลงโปรตีนแหลงใหมและชวยเพ่ิมมูลคาใหกับสิ่งเหลือใช คือ รําขาวใหมีมูลคาเพ่ิม

มากข้ึน 
 



 
 

 
บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 

 

2.1  ลักษณะท่ัวไปของรําขาว 

รําขาว คือ สวนประกอบของเนื้อเยื่อชั้นนอกของเมล็ดขาวท่ีถูกขัดออกมาระหวางการสี เปน

เนื้อเยื่อสีน้ําตาลท่ีอยูถัดจากเปลือกหุมเมล็ด ( Hull) ประกอบดวย เยื่อหุมผล ( Pericarp) เยื่อหุมเมล็ด 

(Tegmen) เยื่ออัลลูโลส ( Aleurone later)คัพภะ (Embryo) (ภาพท่ี 2.1) และแปงสวนนอกของเอน

โดสเปรมถามีการขัดหนักเกิดการแตกหักหลุดปะปนออกมารวมกันกับรําขาว (ขวัญหญิง           คุม

ทองหลาง, 2546;จินตนาสังโสภา, 2551)รําขาวท่ีไดจากกระบวนการสีขาวสามารถแบงออกเปน  3 

ชนิดดวยกัน(ชัยพฤกษหงสลัดดาพร, 2554) คือ 

(1)รําปนแกวเปนรําท่ี ไดจากโรงสีขนาดกลางประกอบดวยรําเปนสวนใหญและมีเศษแกลบชิ้น 

เล็กๆและคัพภะปะปนอยูเล็กนอย 

(2) รําละเอียดเปนรํา ขาวท่ีไดจากโรงสีขาวมาตรฐานอุตสาหกรรมประกอบดวยผิวหุมเมล็ดขาว

กลอง และ คัพภะรวมท้ังอาจมีเศษแปงท่ีไดจากการขัดผิวเมล็ดขาวสารปนอยูเล็กนอยมีลักษณะ

ละเอียดเบาสีเหลือง นวลและไมมีเศษแกลบปนใชมากในการเปนอาหารสัตวและสกัดเอาน้ํามันออกจน

กลายเปนรําสกัดน้ํามัน 

(3)รําขาวขาวเปนรําผสมแปงท่ีประกอบดวย เยื่อหุมเมล็ดขาวชั้นในและเศษแปงท่ีไดจากการขัด

ผิว เมล็ดขาวสารใหเรียบและเงาลักษณะเปนฝุนแปงสีขาวและมีน้ําหนักมากกวารําละเอียด 

 

 
 

ภาพท่ี 2.1โครงสรางของรําขาว 

ท่ีมา:จารุดา วิเศษสรรโชค (2545) 
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2.2 องคประกอบของรําขาว 

รําขาวมีองคประกอบหลายชนิด ไดแก คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน และเสนใย (ตารางท่ี 2.1) 

ซ่ึงองคประกอบของรําขาวจะแตกตางกันข้ึนอยูกับชนิดของขาวเปลือก และขาวชนิดเดียวกันก็อาจให

ปริมาณองคประกอบทางเคมีในรําขาวแตกตางกันตามกระบวนการสีขาว 

 

ตารางท่ี2.1 องคประกอบทางเคมี (รอยละ) ท่ีมีอยูในรําขาวและสวนตางๆ ท่ีไดจากการขัดสีขาว 
 

ปริมาณองคประกอบทางเคมี ขาวเปลือก ขาวกลอง ขาวสาร รําขาว 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 

เสนใย(กรัม) 7.2-10.4 0.6-1.0 0.2-0.5 7.0-11.4 34.5-45.9 

เถา(กรัม) 2.9-5.2 1.0-1.5 0.3-0.8 6.6-9.9 13.2-21.0 

คารโบไฮเดรต(กรัม) 64-73 73-87 77-89 34-62 22-34 

เสนใยอาหาร(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 คารโบไฮเดรต (Carbohydrate) 

คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบหลักในรําขาว ซ่ึงมีปริมาณสูงถึง รอยละ34-62(ตารางท่ี 

2.1) โดยสะสมอยูในรูปของแปง น้ําตาล เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส 

2.2.2 โปรตีน (Protein) 

รําขาวมีองคประกอบของโปรตีนประมาณ รอยละ 11.3-14.9(Juliano, 1972)ซ่ึงเปน

สารอาหารท่ีมีในรําขาวรองลงมาจากคารโบไฮเดรตและไขมัน โดย โปรตีนจากรําขาวมีคุณคาทาง

โภชนาการสูง พบวารําขาวมีคา Protein efficiency ratio เทากับ 1.6-1.9 และหากเปนโปรตีน

เขมขนจากรําขาวจะมีคาเทากับ 2.0-2.5 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับเคซีน( Casein)และโปรตีนเขมขนจากรํา

ขาวสามารถถูกยอยสลายไดมากกวา รอยละ90 (Saunders, 1990) โปรตีนในรําขาวจะประกอบดวย

กรดอะมิโนจําเปน และไมจําเปนตอรางกาย ดังตารางท่ี 2.2โดยพบวาในรําขาวมีองคประกอบของ

กรดอะมิโนท่ีจําเปนตอรางกายท้ังสําหรับเด็ก และผูใหญ ครบทุกชนิดโดยเฉพาะไลซีน ( Lysine) ท่ีจัด

วาเปนกรดอะมิโนท่ีไมเพียงพอเปนอันดับแรก 
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ตารางท่ี 2.2 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนท่ีพบในรําขาว  
 

รายการ 
รําขาว 

รําละเอียด รําปนแกว รําสกัดน้ํามัน 

กรดอะมิโนจําเปน (มิลลิกรัมตอกรัม) 

อารจินีน 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 

กรดอะมิโนไมจําเปน(มิลลิกรัมตอกรัม) 

อะลานีน 0.80 0.67 1.01 

กรดแอสปารติก 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:สาโรชคาเจริญ(2547) 
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จากรายงานการวิจัยการจําแนกชนิดของโปรตีนจากรําขาว และการวิเคราะหกรดอะมิโนท่ีเปน

องคประกอบของโปรตีน Juliano(1994) รายงานชนิดของโปรตีนจากรําขาวสามารถจําแนกไดโดยใช

พ้ืนฐานในการละลายของโปรตีนแตละชนิดไดแก  1)อัลบูมิล (Albumin)พบประมาณรอยละ 5เปน

โปรตีนท่ีละลายไดในน้ํา หรือละลายน้ําท่ีมีกรดอยูเพียงเล็กนอยและตกตะกอนทันทีเม่ือไดรับความ

รอน 2)โกลบูลิน (Globulin)พบประมาณรอยละ 12เปนโปรตีนท่ีละลายไดในสารละลายเกลือเจือจาง

และเปนกลาง (โซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.4 โมลาร) ไมคอยละลายในน้ําและไมละลายใน

สารละลายเกลือท่ีมีความเขมขนสูง 3)โฟรลามิน (Prolamin) พบประมาณรอยละ 3 เปนโปรตีนท่ี

ละลายไดในแอลกอฮอลท่ีมีความเขมขนรอยละ 60-80 โดยละลายไดดีในสารละลายเอทานอล แตไม

ละลายในน้ําและสารละลายเกลือเจือจาง และ 4)กลูติลิน (Glutelin) พบประมาณรอยละ 80 เปน

โปรตีนท่ีละลายไดดีในสารละลายดาง หรือสารละลายกรดเจือจางไดแก โซเดียมไฮดรอกไซด หรือ

ไฮโดรคลอริกท่ีความเขมขน 0.1 โมลาร โดยไมละลายในตัวทําละลายท่ีเปนกลาง แอลกอฮอล น้ํา และ

สารละลายเกลือเจือจาง Kohler and Palter (1967) ไดวิเคราะหกรดอะมิโนท่ีมีอยูในขาวสาลีและรํา

ขาวสาลี ดวยการใชเครื่อง Phoenix automatic amino acid analyzer พบวาในรําขาวสาลีมี

ปริมาณไลซีนเปนองคประกอบสูงกวาขาวสาลี โดยในรําขาวสาลีมีปริมาณไลซีนเทากับ 3.70 กรัม ตอ 

16 กรมัไนโตรเจนและ Bradbury et al. (1980) พบวาขาวพันธุ IR-32 มีกรดอะมิโนไลซีน และทรี

โอนีนมากในสวนของเอมบริโอ รองลงมา คือ สวนของเยื่ออัลลูโลนท่ีอยูรวมกับสวนท่ีหุมเมล็ด และพบ

นอยสุดในสวนของเอนโดสเปรมท่ีมีสตารชเปนองคประกอบอยู 

2.2.3  ไขมัน (Fat) 

รําขาวมี ไขมันเปนองคประกอบสูง ประมาณ รอยละ15.0-19.7 (ตารางท่ี 2.1 )สามารถ

นํามาใชประโยชนในการสกัดน้ํามันรําขาว ประกอบดวยกรดไขมันท่ีสําคัญ 3 ชนิด คือกรดปารมมิติก

(Palmitic acid) กรดโอเลอิก (Oleic acid) และกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid)อยูประมาณรอยละ90 

ของกรดไขมันท้ังหมด (ตารางท่ี 2.3) 
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ตารางท่ี 2.3ชนิดและปริมาณกรดไขมันท่ีพบในรําขาวและขาวสาร 
 

กรดไขมัน 
รอยละ 

รําขาว ขาวสาร 

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) 

รําขาวมีปริมาณเยื่อใยรอยละ7.0-11.4(ตารางท่ี 2.1 )คือมีเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส (ท้ัง

แบบละลาย น้ําและไมละลายน้ํา ) โดยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสจะดูดซับน้ําและชวยใหลําไสใหญ

ทํางานไดราบรื่นข้ึน และชวยใหใหของเสียในลําไสรวมตัวเปนกอนและเคลื่อนผานลําไสเร็วข้ึน ซ่ึงไม

เพียงแตจะชวยปองกันทองผูก แตยังอาจชวยปองกันโรคติ่งเนื้ออักเสบในลําไสใหญและเสนเลือดขอด 

2.2.5 วิตามิน และเกลือแร (Vitamin and Mineral) 

รําขาวเปนแหลงของวิตามิน และเกลือแรคือ วิตามินบี 1 (Thiamine) วิตามินบี 2 

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

โพแทสเซียม(Potassium)เปนตน(จารุดา วิเศษสรรโชค,2545) (ตารางท่ี 2.4) ท้ังนี้ชนิดและปริมาณจะ

แตกตางกันตามสายพันธุขาว สภาพในการเพาะปลูก และการขัดสีขาว 
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ตารางท่ี 2.4 ชนิดและปริมาณวิตามิน และเกลือแรท่ีพบในรําขาวและสวนท่ีไดจากการขัดสี 

 

ปริมาณวิตามิน 

และเกลือแร 
ขาวเปลือก ขาวกลอง ขาวสาร รําขาว 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  การสกัดโปรตีนรําขาว 

โดยท่ัวไปแลวการสกัดโปรตีนจากรําขาว นิยมสกัดหลังจากรําขาวผานการสกัดน้ํามันท่ีหลงเหลือ

ออกโดยการใชเฮกเซนในการสกัด สารละลายท่ีใชในการสกัดใชสารละลายดางหรือสารละลายเกลือ 

แลวปรับพีเอชใหโปรตีนสามารถละลายออกมาไดมากท่ีสุด โดยปกติพีเอชท่ีโปรตีนสามารถละลายได 

คือพีเอช 9 ถึง 10 (Wang et al., 1999) จากนั้นทําการแยกกากออกใหไดแตสารละลายโปรตีน แลว

ทําการตกตะกอนโปรตีนโดยการปรับพีเอชใหมีคาเขาใกลคาพีไอ (Isoelectric point) ของโปรตีนชนิด

นั้นๆ โดยปกติโปรตีนรําขาวมีคาพีไอท่ีพีเอช 4.5 (Tsumura et al., 2005และ Cao et al., 2009) 

หลังจากการตกตะกอนของโปรตีนแลวทําการไดอะไลซิส (Dialysis) เพ่ือเอาสารละลายเกลือท่ีเกิดข้ึน

ในระหวางการสกัดออก ซ่ึงทําใหโปรตีนมีความบริสุทธิ์เพ่ิมมากข้ึน แลวทําการปรับคาพีเอชของโปรตีน

ใหเปนกลาง กอนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง Lew et al. (1975) ศึกษาการสกัดโปรตีนจากรําขาว

ไขมันเต็มท่ีพีเอช 8, 10, 11 และ 12 พบวาผลผลิตท่ีไดมีปริมาณรอยละ 43, 57, 76 และ 70 

ตามลําดับ โ ดยตกตะกอนโปรตีนท่ีพีเอช4.5 และท่ีพีเอช11 สามารถสกัดโปรตีนไดสูงถึง รอยละ76 

นอกจากนี้ Wang et al. (1999) อางโดยJiamyangyuen et al. (2005) พบวาการสกัดโปรตีนท่ีพีเอช

แตกตางกันมีผลทําใหปริมาณโปรตีนแตกตางกัน โดยการสกัดท่ีพีเอช9.5 มีผลผลิตโปรตีนสูงสุดถึง รอย

ละ 72.63 แตหากสกัดท่ีสภาวะพีเอชสูงเกินไปอาจมีผลทําใหไดปริมาณโปรตีนลดลงและอาจสงผลให

ปริมาณโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติและเกิดการสูญเสียน้ําสงผลใหเกิดกลิ่นและรสท่ีไมพ่ึงประสงค

รวมท้ังคุณคาทางโภชนาการของโปรตีนลดลง โดยเฉพาะกรดอะมิโนท่ีจําเปน เชน ไลซีนเปนตน เชน

การศึกษาของSereewatthanawut et al. (2008) พบวาการสกัดโปรตีนท่ีสภาวะดางท่ีมีความเขมขน
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สูงมีผลทําใหโมเลกุลของโปรตีนเกิดการเรียงตัวใหมยึดเกาะกันเปนรางแหข้ึน  เชน เกิดปฏิกิริยา 

Racemization ของกรดอะมิโน โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางจาก L-form ไปเปน D-form ซ่ึง

รางกายไมสามารถนําไปใชประโยชนได นอกจากนี้ ไมเพียงแคทําใหคุณภาพของโปรตีนลดลงแตอาจ

กอใหเกิดสารพิษอีกดวยเชน Lysinoalanine, Ornithinoalanineและ Lanthionineเปนตน 

 

2.4 วิธีการดัดแปลงโปรตีน 

การดัดแปลงโปรตีนจากพืชโดยท่ัวไปจะประกอบดวย 3 วิธี คือ 1) การใชความรอน เปนวิธีทาง

กายภาพท่ีมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีน ทําใหโครงสรางของโปรตีนเกิดการคลายตัว 

2) การใชสารเคมี ประกอบดวยการใชสารละลายกรด (กรดซัลฟูริก และกรดไฮโดรคลอริก) หรือ

สารละลายดาง(โซเดียมไฮดรอกไซด) และ 3) การใชเอนไซม โดยเอนไซมท่ีนิยมใช คือ เอนไซม     อัล

คาเลส หรือเอนไซมฟลาโวไซม(Jamdar et al., 2010และChen et al., 2014) 

2.4.1 การดัดแปลงโปรตีนดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

การดัดแปลงโปรตีนดวยสารละลายดางเปนการทําใหโครงสรางของโปรตีนเกิดการคลาย

ตัวซ่ึงอาศัยความแรงของประจุเปนตัวแยก เปนวิธีท่ีมีตนทุนในการผลิตต่ํา โดยสารละลายดางท่ีนิยมใช

ในการยอยโปรตีน คือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  (ลีนา หงาฝา, 2556) สวนการใชความรอนเปน

วิธีทางกายภาพท่ีนิยมใชในการดัดแปลงโปรตีน แตอยางไรก็ตามความรอนท่ีใชตองอยูในระดับท่ี

เหมาะสม เพราะความรอนมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีน โดยการใหความรอนท่ี

อุณหภูมิ 55-70 °ซ โปรตีนจะเกิดการสูญเสียโครงสรางทุติยภูมิ อุณหภูมิ 70-80 °ซ มีผลทําใหพันธะ

ไดซัลไฟดถูกทําลาย และท่ีอุณหภูมิ 80-90 °ซ จะเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดใหมระหวางโมเลกุล

ของโปรตีน (Davis and Williams, 1998) จากการศึกษาการใชความรอนในการดัดแปลงโปรตีน 

พบวาความรอนมีผลทําใหเกิดการคลายตัวของโมเลกุลโปรตีนท่ีมีขนาดใหญเกิดเปนเพปไทดท่ีมี

โมเลกุลขนาดเล็กลง สงผลใหพ้ืนท่ีผิวสัมผัสกับน้ําหรือพ้ืนท่ีผิวสวนท่ีไมชอบน้ําเพ่ิมข้ึน (Makayay and 

Theerakulkiat, 2007)สวนการใชความรอนรวมกับสารละลายดาง พบวาโปรตีนมีความสามารถใน

การละลายเพ่ิมข้ึน อาจเนื่องมาจากความรอนชวยใหโปรตีนเกิดการคลายตัวและสารละลายดางชวย

เพ่ิมความแรงของประจุ (สารละลายมีประจุเปนลบเพ่ิมข้ึน) สงผลใหมีแรงผลัก (Electrostatic 

repulsion)ระหวางโมเลกุลเพ่ิมข้ึนซ่ึงแรงผลักท่ีเกิดข้ึนเกิดจากปฏิกิริยา Deamidationของโปรตีนก

ลูตามิน(Glutamine) และแอสพาราจีน (Asparagine)อีกท้ังการใชความรอนรวมกับสารละลายดางยัง

เกิดปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนระหวางซัลไฮดริกกับไดซัลไฟด (Sulfhydryl-Disulfide) และเกิดปฏิกิริยา

ไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) ของโปรตีน ซ่ึงปฏิกิริยาเหลานี้เปนปจจัยสําคัญสําหรับการปรับปรุง

สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน (Mine, 1997)ดังนั้นการใชความรอนรวมกับสารละลายดาง สามารถ

ปรับปรุงสมบัติบางประการของโปรตีนได 

2.4.2 การดัดแปลงโปรตีนดวยเอนไซม 
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เอนไซมท่ีใชในการดัดแปลงโปรตีนเปนเอนไซมกลุมโปรติเอส ประเภท ไฮโดรเลส 

(Hydrolase) ทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาการยอยพันธะเพปไทดของโปรตีน โดยจะตัดพันธะเพปไทดของพอ

ลิเพปไทดไดเปนเพปไทดและกรดอะมิโนอิสระนอกจากนี้เอนไซมโปรติเอ สสามารถแบงเปนประเภท

ตางๆ ได หลายแบบ เชนแบงตามลักษณะการตัดสายยาวของพอลิเพปไทด  หรือแบงตาม กลไกการ

ทํางาน เปนตน โดยลักษณะการตัดสายยาวของพอลิเพปไทดแบงไดเปน 2 แบบ คือ       เอกโซเปปติ

เดส (Exopeptidases) เปนเอนไซมท่ียอยพันธะเพปไทดดานปลายโซของโมเลกุลถาเปนการตัดพันธะ

ทางปลายดานกลุมอะมิโน เรียกวา Aminopeptidaseขณะท่ีการตัดพันธะทางปลายดานกลุมคารบอก

ซิลเรียกวา Carboxypeptidaseและเอนโดเปปติเดส (Endopeptidase) เปนเอนไซมท่ียอยพันธะเพป

ไทดอยางอิสระภายในโซโมเลกุลของโปรตีนไดเปนเพปไทดสายสั้นๆ เอนโดเปปติเดสมีประสิทธิภาพใน

การยอยโปรตีนสูง เนื่องจากมีความจําเพาะตอสับส เตรทท่ีเปนเพปไทดโมเลกุลใหญหลายชนิด ทําให

สามารถยอยโปรตีนไดอยางรวดเร็ว(ปราณี อานเปรื่อง, 2547) 

นอกจากนี้ในอุตสาหกรรมนิยมใชเอนไซมทางการคาในการยอยโปรตีน โดยเอนไซมเหลานี้

สวนใหญไดมาจากเชื้อจุลินทรียซ่ึงเอนไซมแตละชนิดจะมีคุณสมบัติและสภาวะ ท่ีเหมาะสมในการยอย

โปรตีนแตกตางกั น (Anonymous, 2000) ตัวอยา งเอนไซมทางการคา เชน เอนไซมอัลคาเลส

(Alcalase)เปนเอนไซมท่ีไดจากจุลินทรียชนิด Bacillus licheniformiทําหนาท่ีเปนเอนโดเปปติเ อสมี

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในชวง 55-60 °ซมีพีเอชท่ีเหมาะสมอยูในชวง 8-8.5 (Jamdar et al., 2010)เปน

เอนไซมท่ีมีบริเวณเรงท่ีกรดอะมิโนเซอรีน (Serine) ฮิสติดีน(Histidine) และแอสพารติก (Aspartic 

acid)ซ่ึงเอนไซมชนิดนี้มีความจําเพาะตอสับสเตรทคอนขางกวาง และสามาถยอยพันธะเพปไทดไดดี

โดยเฉพาะบริเวณหมูคารบอกซิลของกรดอะมิโนไมมีข้ัวเปนหลัก (Adler-Nissen, 1986)และเอนไซมฟ

ลาโวไซม(Flavourzyme)เปนเอนไซมท่ีไดจากจุลินทรียชนิด Aspergillusoryzaeทําหนาท่ีเปนท้ังเอน

โดเปปติเดส และเอกโซเปปติเดส ทําใหโปรตีนไฮโดรไลเสต ท่ีไดไมมีรสขม มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 

50°ซ และมีพีเอชท่ีเหมาะสมอยูในชวง5-7 (Novozymes, 2000 อางอิงโดย ลีนาหงาฝา, 2556) 

 

2.5 คุณลักษณะของโปรตีนรําขาวหลังการดัดแปลง 

การจําแนกโปรตีนข้ึนอยูกับกับวิธีการสกัดและความสามารถในการละลาย โดยโปรตีนหลักท่ีพบ

ในรําขาวแบงออกเปน 4 ชนิด คือ อัลบูมินโกลบูลินโพรลามินและกลูติลิน(Onsaard, 2012 และWang 

et al., 1999)จากผลการทดลองของ Wang et al. (1999) พบวาโปรตีนจากรําขาวประกอบดวยอัลบู

มินรอยละ 37 โกลบูลินรอยละ 36 กลูติลินรอยละ 22 และโพรลามินรอยละ 5 แตการทดลองของ 

Cao et al. (2009)พบอัลบูมินรอยละ 42.71 โกลบูลินรอยละ 12.5 กลูเตลินรอยละ 40.25 และโพร

ลามินรอยละ 3.24 และยังพบวาสายเพปไทด 4 สายของโปรตีนจากรําขาวมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 

14-80 กิโลดาลตันเชนเดียวกับงานวิจัยของ  Tang et al. (2003) พบสายเพปไทด4 สาย มีน้ําหนัก

โมเลกุลอยูในชวง 6.5-66.2 กิโลดาลตัน แตอยางไรก็ตามเม่ือนําโปรตีนรําขาวมายอยพบวาน้ําหนัก
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โมเลกุลของโปรตีนเล็กลง เชนในงานวิจัยของ Ahmadifard et al. (2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผาน

การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีน้ําหนักโมเลกุล 19.58-35.57 กิโลดาลตันและโปรตีนรําขาวท่ีผานการ

ยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมพบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเปน 16-64 กิโลดาลตัน Phongthai et al. 

(2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 18.7-52.2 

กิโลดาลตัน ท้ังนี้โปรตีนจากรําขาวเปนโปรตีนท่ีประกอบดวยกรดอะมิโนท่ีจําเปนและเปนแหลงอาหาร

ท่ีสําคัญอีกแหลงหนึ่งเม่ือเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองและเคซีน 

 

2.6 สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนดัดแปลง 

สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนหมายถึง สมบัติของอาหารหรือสวนผสมท่ีมีการนําไปใชงานในอาหาร 

เชน การละลาย (Solubility) ความสามารถในการอุมน้ํา (Water absorption capacity) 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน (Oil absorption capacity) สมบัติการเกิดโฟม (Foaming 

properties) ความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออร (Emulsifying properties) และการเกิดเจล

(Gelling properties) เปนตนซ่ึงเปนสมบัติทางกายภาพและทางเคมีท่ีมีผลตอพฤติกรรมทางโปรตีนใน

อาหารระหวางการแปรรูป การเก็บรักษา การเตรียมอาหาร และการบริโภค 

การละลายเปนสมบัติเบื้องตนท่ีสําคัญเนื่องจากจะมีอิทธิพลตอสมบัติเชิงหนาท่ีอ่ืนๆ มี

ความสัมพันธกับสวนท่ีชอบน้ํา (Hydrophilic) และสวนท่ีไมชอบน้ํา (Hydrophobic) โดยสวนท่ีชอบ

น้ําจะอยูบริเวณพ้ืนท่ีผิวของโปรตีนเปนสวนใหญ และสวนท่ีไมชอบน้ํามักจะอยูบริเวณภายในโมเลกุล

ของโปรตีน ดังนั้นหากโปรตีนมีสวนท่ีชอบน้ํามาก และมีสวนท่ีไมชอบน้ํานอย โปรตีนจะมีสมบัติในการ

ละลายท่ีดี (วราทิพย วงษเอ่ียม , 2552) จากรายงานการวิจัยความสามารถในการละลายของโปรตีนท่ี

ผานการยอยหรือดัดแปลง เชน Makayay and Theerakulkiat (2007) พบวาความสามารถในการ

ละลายของโปรตีนรําขาวเพ่ิมข้ึนเม่ือโปรตีนไดรับความรอนรวมกับสารเคมี เพราะความรอนมีผลทําให

เกิดการแยกสลายโมเลกุลของโปรตีนท่ีมีขนาดใหญเกิดเปนเพปไทดท่ีมีโมเลกุลต่ํา สงผลใหมีพ้ืนท่ี

ผิวสัมผัสกับน้ําไดมากข้ึนClemente et al. (1999) ศึกษาการละลายของโปรตีนถ่ัว Chickpea ท่ีผาน

การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส พบวาโปรตีนถ่ัว Chickpea มีการละลายดีข้ึน มีคาการละลายรอยละ 

100 ท่ีพีเอช 7-8 ในขณะท่ียอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมมีคาการละลายรอยละ 90 ท่ี พีเอช7 Zhang et 

al. (2012) ศึกษาความสามารถในการละลายไดของไนโตรเจนจากโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวย

เอนไซมอัลคาเลสท่ีพีเอชในชวง 3-11 พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีคา

การละลายเพ่ิมข้ึน และ Phongthai et al. (2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัล

คาเลสมีคาการละลายเพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกับโปรตีนรําขาวท่ีไมผานการยอย โดยโปรตีนรําขาวท่ีผานการ

ยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีคาการละลายรอยละ 88-91  

อิมัลชันคือระบบท่ีประกอบดวยอนุภาคท่ีเปนของเหลวชนิดหนึ่งท่ีกระจายตัวเปนหยดอยูใน

ของเหลวอีกชนิดหนึ่ง ซ่ึงของเหลวท้ังสองชนิดท่ีผสมกันอยูมีลักษณะไมเปนเนื้อเดียวกัน สวน
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ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน พบวาเก่ียวของกับกรดอะมิโนไมมีข้ัวบนผิวของโมเลกุล โดยการเกิด

อิมัลชันเปนผลมาจากการดูดซับโมเลกุลโปรตีนไวบนผิวของเม็ดไขมัน กรดอะมิโนชนิดไมมีข้ัวจะทําให

โปรตีนสามารถเกาะตัวอยูบนผิวของเม็ดไขมัน โดยจะแทรกตัวเขาไปอยูบนผิวของเม็ดไขมันและหัน

สวนท่ีมีข้ัวออกมาสัมผัสกับน้ํา (วราทิพย วงเอ่ียม,2552) Guan et al. (2007) พบวาการยอยจะชวย

เพ่ิมความสมดุลระหวางโปรตีนสวนท่ีชอบน้ํากับโปรตีนสวนท่ีชอบน้ํามัน (hydrophilic-lipophilic 

balance) ทําใหโปรตีนมีคุณสมบัติในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรท่ีดี ชวยใหระบบอิมัลชันคงตัว Kim et 

al. (2005)และ Chen et al. (2014) รายงานวาการใชความรอนและสารเคมีสามารถชวยปรับปรุง

สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนได เพราะการยอยหรือการดัดแปลงโดยวิธีการใชความรอน

สงผลใหโปรตีนเกิดการคลายตัวและเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวสวนท่ีไมชอบน้ํา จึงทําใหอิมัลชันมีความคงตัว

Chabanon et al. (2007) ศึกษาความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรและความคงตัวของการ

เกิดอิมัลชันของโปรตีนเมล็ดเรปซีดท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส พบวาโปรตีนเมล็ดเรปซีดท่ี

ผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรดีกวาโปรตีนเมล็ดเร

ปซีดท่ีไมผานการยอย นอกจากนี้ยังศึกษาโปรตีนเมล็ดเรปซีดท่ีผานการยอยโดยการแยกประเภทของ

โปรตีน คือ โกลบูลินและอัลบูมิล พบวาโกลบูลินมีความสามารถในการเกิดอิมัลชันและความคงตัวของ

อิมัลชันรอยละ 50 และรอยละ 45 ตามลําดับ สวนโปรตีนอัลบูมิลมีความสามารถในการเกิดอิมัลชัน

และความคงตัวของอิมัลชันรอยละ 54 และรอยละ 69  

ความสามารถในการอุมน้ําเปนความสามารถของโมเลกุลท่ีสามารถรักษาน้ําเอาไวในโครงสราง

สามมิติของโปรตีนท่ีมีอยูในอาหาร เกิดจากพันธะไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลของน้ํากับสวนท่ีชอบน้ํา

ของโปรตีน ซ่ึงเก่ียวของกับการมีข้ัวและไมมีข้ัวของกรดอะมิโน โดยท่ีกรดอะมิโนท่ีมีข้ัวสามารถเกิด

พันธะไฮโดรเจนกับน้ําได 2-3 โมเลกุล แตกรดอะมิโนท่ีไมมีข้ัวสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับน้ําได 1 

โมเลกุล สวนความสามารถในการดูดซับน้ํามันเกิดจากน้ํามันกระจายตัวเขาสูสวนของโปรตีน โดย

โปรตีนท่ีไมมีประจุจะจับตัวกับไขมันไดดีจากการทดลองของ  Zhang et al. (2012) พบวาการเตรียม

ตัวอยางโปรตีนไดใชความรอนรวมกับสารเคมี โดยใชสภาวะพีเอช 9.5 ท่ีอุณหภูมิ 50 °ซ พบวา

ความสามารถในการอุมน้ําและความสามารถในการอุมน้ํามันเปน 3.71 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน 

และ 4.24 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน ตามลําดับอีกท้ังยังพบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวย

เอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการอุมน้ําเปน 4.4 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน และมี

ความสามารถในการอุมน้ํามันเทากับ 5.13 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการ

ดัดแปลงโปรตีนชวยทําใหสมบัติการอุมน้ําและอุมน้ํามันเพ่ิมข้ึน 

โฟมเปนระบบท่ีประกอบดวยฟองอากาศหรือแกสกระจายตัวอยูในของแข็งหรือของเหลวท่ีมี

ความหนืดสูง ซ่ึงการเกิดโฟมของโปรตีนมีความสัมพันธกับการละลายของโปรตีน ถาโปรตีนละลายได

มากหรือเกิดการกระจายตัวของโปรตีนในน้ําไดดี สงผลใหโปรตีนแพรกระจายไปยังผิวหนาระหวางน้ํา

และอากาศไดอยางรวดเร็ว จึงทําใหเกิดการจับอากาศของโปรตีนเกิดเปนโครงสรางฟลมลอมรอบ
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ฟองอากาศ และโมเลกุลของโปรตีนจะตองมีลักษณะท่ีเหนียวและยืดหยุน เพราะเปนสวนสําคัญท่ีจะ

ทําใหโฟมคงตัว (Tang et al., 2003) โดยโปรตีนท่ีผานการดัดแปลงจะชวยเพ่ิมความสามารถในการ

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

2010;Chabanon et al., 2007และJamdar et al., 2010)You et al. (2009) ไดทําการศึกษาการ

ดัดแปลงโปรตีนรําขาวโดยใชความรอนแบบ autoclaved ท่ีอุณหภูมิ 121 °ซ เวลา 30 นาที พบวา

โปรตีนรําขาวมีความสามารถในการเกิดโฟมเพ่ิมข้ึน เพราะการใชความรอนแบบวิธี autoclaved 

สงผลใหโครงสรางของโปรตีนเกิดการคลายตัว ไดโมเลกุลของเพปไทดท่ีมีขนาดเล็กลงเชนกัน  

 

2.7 สมบัติการเปนสารตานออกซิเดชัน 

ปจจุบันมีการศึกษาประโยชนในเชิงสุขภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากพืชมากข้ึน ยกตัวอยาง

เชน ชวยตานอนุมูลอิสระ ชวยลดความดัน หรือชวยสงเสริมระบบภูมิคุมกันของรางกาย (Li et al., 

2005) โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตนั้นเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากธรรมชาติท่ีเหมาะจะนํามาเปน

องคประกอบในอาหาร โดยเฉพาะคุณสมบัติดานการเปนสารตานการเกิดออกซิเดชัน ซ่ึงสามารถนํามา

ทดแทนสารตานการเกิดออกซิเดชันแบบสังเคราะหในผลิตภัณฑอาหารของมนุษย เชน 

Butylatedhydroxyanisole(BHA)และ Butylatedhydroxytoluene(BHT)เปนตน วิธีท่ีนิยมใชใน

การวิเคราะหความสามารถในการตานออกซิเดชันมีหลายวิธี ดังนี้ 

ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันดวยวิธี ABTS radical scavenging activityซ่ึงเปน

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

sulphonic acid)) ทําปฏิกิริยากับเปอรออกซิเดชันของ metmyoglobinทําใหไดสารละลายสีน้ําเงิน

แกมเขียว ท่ีสามารถดูดกลืนแสงไดท่ีความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ถาตัวอยางมีความสามารถในการ

ตานอนุมูลอิสระ ABTSอัตราการเกิดสารละลายสีน้ําเงินแกมเขียวจะชาลง (Re et al., 1999)  

ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันดวยวิธี  Metal ions chelating activity เปนการ

ทดสอบความสามารถในการคีเลตไอออนของโลหะ หรือความสามารถในการจับโลหะไอออน ซ่ึงโลหะ

ไอออนโดยเฉพาะ Fe
2+ เปนตัวสําคัญในการเรงปฏิกิริยาทําใหเกิดสารอนุมูลอิสระ โดยโลหะไอออน 

Fe2+ จะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับออกซิเจนในอากาศ เกิดเปนสารอนุมูล superoxide anion ซ่ึง

ตัวอยางท่ีมีสารตานอนุมูลอิสระสามารถไปจับกับโลหะไอออน ( Fe2+) เพ่ือหยุดปฏิกิริยาการสราง

อนุมูลอิสระได (Dinis et al., 1994)  

ความสามารถในการรีดิวซ (Reducing power)เปนการทดสอบความสามารถในการรีดิวซหรือให

อิเล็กตรอนของสารตัวอยางท่ีตองการทดสอบแกสารอนุมูลอิสระท่ีสังเคราะหข้ึนภายในระบบ โดยสาร

ท่ีตองการทดสอบจะเปนตัวใหอิเล็กตรอนแกอนุมูลอิสระแลวทําใหเปลี่ยนเปนสารท่ีคงตัว โดยอาศัย

จากการวัดปฏิกิริยาการรีดิวซของ Fe3+เปน Fe2+ซ่ึงจะทําใหมีสีน้ําเงิน (Yildirim et al., 2001) 



15 
 

ความสามารถตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid autoxidation)ซ่ึงกรดลิ

โนเลอิกเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัวท่ีมีพันธะคูไมแข็งแรงและไวตอปฏิกิริยา ทําใหเกิดเปนอนุมูลอิสระ 

จากนั้นทําปฏิกิริยากับออกซิเจนในอากาศไดเปนไฮโดรเปอรออกไซด ถาสารตานอนุมูลอิสระมีพันธะคู

เปนองคประกอบ ทําใหสามารถใหอิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระได จึงลด การเกิดออกซิเดชันของกรดลิ

โนเลอิก(Castro and Sato, 2015) 

จากรายงานการวิจัยของ Zhu et al. (2006)พบวาโปรตีนไฮโดรไลเสตจากจมูกขาวสาลีท่ีผาน

การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส มีความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก

ใกลเคียงกับ α -tocopherolมีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ DPPH(2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl)ไดดีเทียบเทากับ BHT และมีความสามารถในการจับโลหะไอออนไดดี เนื่องจาก

โปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซม ทําใหมีขนาดโมเลกุลเล็กลง มีสายเพปไทดสั้นข้ึน การละลาย

เพ่ิมข้ึน และมีประจุเพ่ิมข้ึน สงผลใหสายเพปไทดมีกรดอะมิโนท่ีทําหนาท่ีเปน Prooxidantsเพ่ิมข้ึน 

นําไปสูการลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน สุภาวดีทรัพยสิริไพบูรณ (2550)พบวาโปรตีนถ่ัวเหลืองท่ี

ผานการดัดแปรดวยเอนไซมอัลคาเลส มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTSและสามารถตาน

การเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกไดดีกวาโปรตีนถ่ัวเหลืองท่ีไมผานการยอยหรือดัดแปลง 

Phongthaiet al. (2016) รายงานวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการ

ยอยรอยละ5.04 มีความสามารถในการจับโลหะไอออนนอย แตเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึนมี

ความสามารถในการจับโลหะไอออนไดดีและ Castro and Sato (2015) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผาน

การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการรีดิวซเพ่ิมข้ึน (คาการดูดกลืนแสง0.399 นาโน

เมตร) แตโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมมีความสามารถในการรีดิวซต่ํา (คาการ

ดูดกลืนแสง0.176 นาโนเมตร)
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

3.1 วัตถุดิบ สารเคมี และอุปกรณ 

3.1.1วัตถุดิบ 

3.1.1.1 รําขาวชนิดละเอียดจากโรงสีขาวสินรุงเรือง จํากัด อําเภอเดชอุดม จังหวัด

อุบลราชธานี 

3.1.1.2 โปรตีนถ่ัวเหลือง จาก บริษัท ไทยฟูดแอนเคมิคอล จํากัด 

3.1.1.3เอนไซมอัลคาเลส (Alcalase) จาก Bacilluslicheniformis บริษัท SIGMA-

ALDRICHประเทศสหรัฐอเมริกา  

3.1.1.4เอนไซมฟลาโวไซม (Flavourzyme) จาก Aspergillusoryzaeบริษัท SIGMA-

ALDRICH ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.2สารเคมี 

3.1.2.1 n-Hexane food grade (C6H14) ยี่หอFisher ประเทศไทย 

3.1.2.2 Sodium hydroxide analysis grade ยี่หอ Carlo Erbaประเทศฝรั่งเศส 

3.1.2.3 Sodium chloride analytical grade ยี่หอ Ajax Finechemประเทศ

ออสเตรเลีย 

3.1.2.4 Hydrochloric acid Analytical gradeยี่หอ Merck ประเทศเยอรมนี 

3.1.2.5 Sodium Dodecyl Sulfate Analytical grade ยี่หอ Merck ประเทศเยอรมน ี 

3.1.3อุปกรณ 

3.1.3.1 ตูอบแบบสุญญากาศ ยี่หอ WTBbinder รุน VD 115 S/N940048 ประเทศ

เยอรมนี 

3.1.3.2 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ Memmert S/NE601.0265 รุน BE600 ประเทศ

เยอรมนี 

3.1.3.3 เครื่องบด ยี่หอ Moulinex รุน 643 ประเทศเม็กซิโก  

3.1.3.4 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร UV-VIS SPECTROMETRE ยี่หอ PG Instruments 

Limited รุน T60UV/Visible ประเทศสหรัฐอเมริกา  

3.1.3.5 ตูอบลมรอน ยี่หอ Memmertรุน UN10 ประเทศเยอรมนี 
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3.1.3.6 เครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ยี่หอ HetoLabEquipment รุน FD 8 ประเทศ

เดนมารก 

3.1.3.7 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ NewBrunswickScientific รุน Innova 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.3.8 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง ยี่หอ Sartorius รุน BP2215 ประเทศเยอรมนี 

3.1.3.9 เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิต่ํา ยี่หอ Universal รุน 32R ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

3.1.3.10 เครื่อง Miniprotein 3 cells ยี่หอ BIO-RAD ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.3.11 ตะแกรงรอนขนาด 100 เมช ยี่หอ RETSCH ประเทศเยอรมนี 

3.1.3.12 เครื่องกวนแมเหล็ก ยี่หอ VORTEX-2GENIE รุน G56OE ประเทศไทย 

3.1.3.13 เครื่องโฮโมจิไนเซอรยี่หอ POLY TRONรุน PT MR-2100ประเทศ

สวิตเซอรแลนด 

3.1.3.14 เครื่องZetasizerยี่หอMalvern Instrumentรุน ZEN3600 ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

3.1.3.15 เครื่องวัดสีอาหารยี่หอ Hunter Lab รุน Color Flexประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.3.16 กลองจุลทรรศน ยี่หอ Nikon Microscope Eclipse รุน E-400 ประเทศญี่ปุน 

3.1.3.17 เครื่องโฮโมจิไนเซอรความดันสูง ยี่หอ SPX Lab Homogenizer รุน APV-2000 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 

3.2วิธีการดําเนินงาน 

การทดลองจะแบงออกเปน 3 สวน คือ  

สวนท่ี 1ศึกษาวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวแบงออก 2 วิธี คือ  

1.1 การดัดแปลงโปรตีนรําขาวดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  

1.2 การดัดแปลงโปรตีนรําขาวดวยเอนไซม   

สวนท่ี 2 ศึกษาคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

สวนท่ี 3 ศึกษาความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

สวนท่ี 1ศึกษาวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว 

3.2.1 การเตรียมตัวอยางโปรตีนรําขาวเขมขน  

นํารําขาวมาทําแหง ดวยเครื่องอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 60 °ซ จนมีความชื้นสุดทายมีคานอย

กวารอยละ 10 ทําการสกัดน้ํามันสวนท่ีเหลือออกดวยเฮกเซน ในอัตราสวน 1 :9จนมีน้ํามันสวนท่ีเหลือ

ไมเกินรอยละ 5 ทําการระเหยเฮกเซนออกดวยตูอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 55 °ซนาน 2 ชั่วโมง นํารําขาว

ปราศจากน้ํามันท่ีไดมาเติม น้ํากลั่น ในอัตราสวนระหวางรําขาวตอนํ้ากลั่นเปน 1 :10 โดยน้ําหนักตอ
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ปริมาตร แลวปรับพีเอชเปน 9 ดวยสารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซด  (NaOH) ความเขมขน 4.0 โมลาร

กวนท้ิงไวนาน 1 ชม. นําไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงท่ี28,313 x g นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

°ซ นําสารละลายท่ีได ไปตกตะกอนท่ีพีเอช 4.5 ดวยสารละลาย ไฮโดรคลอริก  (HCl) ความเขมขน 4.0

โมลารกวนสารละลายอยางตอเนื่องท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แยกตะกอนโปรตีนรําขาวท่ีได

ดวยการเหวี่ยงแยก ท่ี28,313 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ นาน 10 นาที จากนั้นทําใหเปนกลางดวย การปรับ

ใหมีพีเอช 7 แลวทําการไดอะไลซิส(Dialysis)กอนนําไปทําแหงดวยเครื่องทําแหงแชเยือกแข็ง ( Freeze 

dry) (ดัดแปลงจากChandiK.G. และ Sogi. S.D., 2007) กําหนดใหโปรตีนรําขาว คือ RBPวิเคราะห

องคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบรําขาวเริ่มตนและ โปรตีนรําขาวเขมขน และตรวจสอบคุณลักษณะ

และสมบัติเชิงหนาท่ีตอไป 

3.2.2 การเตรียมโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

นําโปรตีนรําขาวเขมขนท่ีสกัดได จากขอ 3.2.1 และโปรตีนถ่ัวเหลือง (ใชเปนตัว

เปรียบเทียบ) ผสมกับน้ํากลั่นในอัตราสวนระหวางโปรตีนกับน้ํากลั่นเปน 1:10 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

ปรับพีเอชเปน 9.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1.0โมลารกวนท้ิงไวนาน 30 นาที

แลวนําไปใหความรอนโดยใชอุณหภูมิ 60 °ซ นาน 60 นาที ทําใหเย็น โดยมีอุณหภูมิเทากับ30 °ซนําไป

หมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเหวี่ยงแยกท่ี28,313 x g นาน 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ นําสารละลายสวนใสท่ีได

ไปตกตะกอนท่ีพีเอช 4.5 ดวยสารละลาย ไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1.0โมลารทําการเหวี่ยงแยกเพ่ือ

เอาตะกอนโปรตีน จากนั้น ทําใหเปนกลางดวย การปรับใหมี พีเอช 7นําไป ทําแหงดวยเครื่องทําแหงแช

เยือกแข็ง ( Freeze dry)กําหนดใหโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

(Modified Rice Bran Protein)คือ MRBPจากนั้นนําไปตรวจสอบคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ี

ตอไป 

3.2.3 การเตรียมโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม   

3.2.3.1 ศึกษาผลของความเขมขนของเอนไซมตอระดับการยอยของโปรตีน 

เตรียมสารละลายโปรตีน ระดับความเขมขน รอยละ 1 ทําการยอยดวยเอนไซม 2 

ชนิดคือ เอนไซมอัลคาเลส(534Unit/g) และ เอนไซมฟลาโวไซม(522 Unit/g) 

1) การยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส ท่ีระดับความเขมขนรอยละ 0-2 โดยน้ําหนัก

เอนไซมตอน้ําหนักโปรตีน ดวยสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลารพีเอช8 ใน อาง

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

2) การยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมระดับความเขมขนรอยละ 0- 15 โดยน้ําหนัก

เอนไซมตอน้ําหนักโปรตีน  ในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอรความเขมขน  50 มิลลิโมลารพีเอช7 ในอาง

น้ําควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 °ซนาน 60 นาที (ดัดแปลงจาก Novozymes, 2000;อางอิงจาก ลีนาหงาฝา, 

2556)  



19 
 

จากนั้นทําการหยุดกิจกรรมของเอนไซมดวยการตมท่ีอุณหภูมิ 90 °ซ นาน15 นาที 

และทําใหเย็นทันทีดวยน้ําธรรมดา นําไปเหวี่ยงแยกท่ี14,156 x g นาน 15 นาที กอนนําสวนใสท่ีไดไป

วิเคราะหระดับการยอยตอไป 

3.2.3.2 ศึกษาระยะเวลาการยอยตอระดับการยอยของโปรตีน 

เลือกความเขมขนของเอนไซมท่ีใหระดับการยอยท่ีเหมาะสมจากผลการทดลอง

ขอ 3.2.3.1 มาทําการเตรียม สารละลายโปรตีนรํา ขาวทําการเตรียมเหมือนกับขอ3.2.3.1 จากนั้นทํา

การยอยดวย เอนไซมอัลคาเลส  นาน 0-180 นาที และเอนไซมฟลาโวไซม นาน 0-12 ชั่วโมง ทําการ

หยุดกิจกรรมของเอนไซมดวยการตมท่ีอุณหภูมิ 90 °ซนาน10 นาที และทําใหเย็นทันทีนําไปเหวี่ยง

แยกท่ี 14,156 x g นาน 15 นาที กอนนําสวนใสท่ีไดไปวิเคราะหระดับการยอยตอไป 

3.2.3.3การเตรียมโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

เลือกความเขมขนของเอนไซมและระยะเวลาการยอยจากการทดลองขอ 3.2.3.1-

3.2.3.2 เพ่ือเตรียม โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม ท่ีระดับการยอย ของเอนไซมอัลคาเลส และ 

เอนไซมฟลาโวไซม  รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ >20 นําไปทําแหง แบบแชเยือกแข็ง 

(Freeze dry) และตรวจคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ี ตอไป ท้ังนี้ กําหนดใหโปรตีนรําขาวดัดแปลง

ดวยเอนไซมอัลคาเลส (Modified Rice Bran Protein by Alcalase) คือ MRBP-A และโปรตีนรําขาว

ดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม (Modified Rice Bran Protein by Flavourzyme) คือ MRBP-F 

3.2.4 ตรวจสอบผลผลิต องคประกอบทางเคมีและการวิเคราะหระดับการยอย 

3.2.4.1 ปริมาณผลผลิตท่ีได 

ปริมาณผลผลิตท่ีได (yield) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงคํานวณจากสูตร  

 

ปริมาณผลผลิต  =  น้ําหนัก โปรตีนดัดแปลงx 100 

   น้ําหนักโปรตีนรําขาวเริ่มตน 

 

3.2.4.2 องคประกอบทางเคมี  

วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของรําขาวและโปรตีนรําขาวเขมขน ไดแก ความชื้น 

โปรตีน ไขมัน เถา เยื่อใย และคารโบไฮเดรต ตามวิธีการของ AOAC (1999) สวนคารโบไฮเดรต

คํานวณดังนี้ 

 

คารโบไฮเดรต = 100 – (ความชื้น + ไขมัน + เถา + โปรตีน) 
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3.2.4.3การวิเคราะหระดับการยอย  

การวิเคราะห ระดบัการยอย ( Degree of hydrolysis; DH)(MRBPทําการ

วิเคราะหระดับการยอยท่ีความเขมขนโปรตีนแตกตางกันในชวง 0.2-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ดวย

วิธีการวัดโปรตีนภายหลังตกตะกอนดวย กรดไตรคลอโรอะซีติก( Trichloroacetic acid; TCA) รอยละ 

10ตามวิธีของ Qi et al. (1997) ใชสารละลายโปรตีน 15 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายกรดไตรคลอ

โรอะซีติก(รอยละ 20) 15 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ี7,600 x g นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนํา

สารละลายโปรตีนสวนใสไปวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Biuret (Robinson andHodgen, 1940)สําหรับ

การวิเคราะหปริมาณโปรตีนท้ังหมด ทําโดยนําโปรตีนรําขาวมายอยดวยสารละลาย SDS (Sodium 

Dodecyl Sulfate)ท่ีความเขมขนรอยละ 5 จากนั้นนําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิท่ี 85 °ซ นาน 1 

ชั่วโมง ทําใหเย็นทันที นําไปปนเหวี่ยงท่ี 7 ,600 x g นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนําสารละลาย

โปรตีนสวนใสไปวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Biuret (Robinson and Hodgen, 1940) 

 

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

 

สวนท่ี 2 ศึกษาคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน 

3.2.5 คุณลักษณะของโปรตีน 

3.2.5.1 คาสี 

วิเคราะหคาสีของโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมดวยเครื่องวัดสีอาหาร

ในระบบฮันเตอร ( Hunter Lab) โดยคา L* เปนคาความสวาง ( Lightness) คา a* เปนคาสีแดง-สี

เขียว (Redness-Greeness) และคา b* เปนคาสีเหลือง-น้ําเงิน( Yellowness-Blueness) ดัดแปลง

ตามวิธีของ Kaur and Singh (2007) สวนคา ∆E*และ ∆H* (HunterLab, 2007)คือ คํานวณไดจาก

สูตรดังนี้ 

 

∆E* = √∆L∗2 + ∆a∗2 + ∆b∗2 
 

∆H* =√∆E∗2 + ∆L∗2 + ∆C∗2 

 

3.2.5.2 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน 

การวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนดัดแปลงดวยโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอ

ลิอะคริลาไมดเจล ( Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-

PAGE) ตามวิธีของ Laemmli (1970) ตัวอยางจะทําการปรับปริมาณความเขมขนโปรตีนสุดทาย 4 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท้ังท่ีใชและไมใช เบตาเมอรแคปโตเอธานอล ( ß-mercaptoethanol) ใสใน
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เจลสแตกก้ิง (Stacking gel) รอยละ 4 และเจลแยก ( Separating gel) รอยละ 12 ใน Tris running 

buffer (พีเอช 8.3) ท่ีความตางศักดิ์  180 โวลต  ทําการยอมสีดวย Coomassiebrillian blue R-250 

ความเขมขนรอยละ 0.3 และลางออกดวย Destaining solution 1 (50% methanol: 7.5% acetic 

acid: 42.5% distilled water)นาน 30 นาที แลวลางดวย Destaining solution 2 (5% methanol: 

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

5-245 กิโลดาลตัน(ยี่หอ BLUelfPrestained Ladder) 

3.2.6สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน 

3.2.6.1 การละลายของโปรตีน  

การวิเคราะหคุณสมบัติการละลายของโปรตีน (Protein solubility) ดัดแปลง

จาก Onsaard et al. (2010) และSumura et al. (2005)เตรียมสารละลายโปรตีนความเขมขนรอย

ละ 0.2 โดยน้ําหนักตอปริมาตร นําโปรตีนละลายน้ํากลั่นแลวปรับพีเอชในชวงระหวาง 3 ถึง 9 กวน

สารละลายโปรตีนดวยเครื่องกวนแมเหล็กท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมงนําสารละลายท่ีไดไปปน

เหวี่ยงท่ี14,156 x g นาน 10 นาที วัดปริมาตรสวนใสท่ีวัดได แลวนําไปวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Biuret 

(Robinson and Hodgen, 1940) โดยใชโบวินชีรัมแอลบูมิน (Bovine Serum Albumin: BSA) เปน

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน โปรตีนท่ีละลายไดคํานวณจาก 

 

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

 

เม่ือPs = ปริมาณโปรตีนในสารละลายหลังจากทําการเหวี่ยงแยก 

Pt = ปริมาณโปรตีนท้ังหมดในตัวอยาง 

 

3.2.6.2 สมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออร 

ทดสอบสมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออร (Emulsifying properties)ดัดแปลงจากวิธี

ของOnsaardet al. (2006) การเตรียมสารละลายโปรตีนแบงออกเปน 2 กลุม คือ (1) RBPและ MRBP 

ใชความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และ (2) MRBP-A และ MRBP-F ใช

สารละลายโปรตีนความเขมขนรอยละ 0.4 เตรียมโดยละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 5 

มิลลิโมลารพีเอช6.5 (สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมีสวนผสมของโซเดียมเอไซด (Sodium azide)0.02 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร) กวนสารละลายท่ีอุณหภูมิหองนาน 60 นาที แลวผสมสารละลายโปรตีนรอย

ละ 90 กับน้ํามันรําขาวรอยละ 10 ดวยเครื่องโฮโมจิไนเซอรท่ีความเร็ว 12 ,000 รอบตอนาทีนาน 2 

นาที และนําไปเขาเครื่องโฮโมจิไนเซอรแรงดันสูงท่ีความดัน 3 ,000 psiจํานวน  3 รอบนําตัวอยาง

อิมัลชันท่ีไดไปตรวจสอบคุณสมบัติดังนี้ 

1) การกระจายตัวและขนาดอนุภาคเม็ดไขมัน 
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การวัดการกระจายตัว (Particle distribution)และขนาดอนุภาคเม็ดไขมัน  

(Particle size)ดวยเครื่อง Zetasizerโดยใชหลักการกระเจิงของแสงนํา ตัวอยางอิมัลชัน มาเจือจาง

1,000 เทาดวยสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอรเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ีพีเอช6.5เพ่ือหลีกเลี่ยงการกระเจิง

หลายครั้ง จากนั้นทําการวัดตัวอยางอิมัลชันของแตละความเขมขนของโปรตีนผลลัพธท่ีไดจะแสดงเปน

การกระจายตัว และคาเฉลี่ยขนาดอนุภาคเม็ดไขมัน ±สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

2) คาความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมัน 

ตัวอยางอิมัลชัน ทําการ การเจือจาง 1 ,000 เทาดวยสารละลาย ฟอสเฟส

บัฟเฟอร เขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ีพีเอช 6.5 การวัดคาความตางศักยไฟฟา (Zeta-potential)ใน

ตัวอยางอิมัลชันดวยเครื่องZetasizerมีหนวยเปนมิลลิโวลต (mV) 

3) ดัชนีการเกิดครีม  

นําตัวอยางอิมัลชันท่ีไดจากการเตรียมลงในหลอดทดลอง (ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 15 มิลลิเมตร และมีความสูง 125 มิลลิเมตร) โดยทําการชั่งน้ําหนักตัวอยางอิมัลชันใหได 

10 กรัม ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลววัดความสูงของการแยกชั้น 2 สวน คือ สวน

ทึบแสง (Opaque layer) จะอยูสวนบนของหลอดเรียกวา ครีม และสวนโปรงแสง ( Transparent 

layer) จะอยูสวนลางของหลอดเรียกวา ซีรัม คํานวณดัชนีการเกิดครีม(Creaming index)ดังนี้  

 

Creaming index = 100 x (HS/HE) 

 

เม่ือ HS= ความสูงท้ังหมดของตัวอยางอิมัลชัน 

 HE= ความสูงของชั้นซีรัมของตัวอยางอิมัลชัน 

 

4) โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน 

การวัดโครงสรางของขนาดอนุภาคของอิมัลชัน ใชกลองจุลทรรศนแบบใชแสง   

(conventional optical microscope) กําลังขยาย 100 เทา บันทึกภาพโดยกลองดิจิตอลท่ีเชื่อมตอ

กับซอฟตแวรภาพ(ACDsee Pro 5) ท่ีติดตั้งบนเครื่องคอมพิวเตอร 

3.2.6.3 ความสามารถในการอุมน้ํา 

ความสามารถในการอุมน้ํา(Water absorption; WA) ของโปรตีนดัดแปลงตามวิธี

ของSosulski (1962)ใชตัวอยางโปรตีน 1 กรัม แลวเติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นตั้ง

ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 14,156 x g เปนเวลา 10 นาที ทําการ

แยกสวนใสออก คาความสามารถในการอุมน้ําจะแสดงเปนกรัมน้ําตอกรัมโปรตีน คํานวณไดดังสมการ 

WA (g/g) = (W2-W1)/W0 
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เม่ือ  W0= น้ําหนักแหงตัวอยาง (กรัม) 

W1 = น้ําหนักหลอดรวมน้ําหนักแหงของตัวอยาง (กรัม) 

W2 = น้ําหนักหลอดรวมกับน้ําหนักตะกอน (กรัม) 

 

3.2.6.4ความสามารถในการอุมน้ํามัน 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน (Fat absorption; FA)ของโปรตีนดัดแปลงตามวิธี

ของ Lin et al. (1974) ใชโปรตีนรําขาว 1 กรัม แลวเติมน้ํามันถ่ัวเหลือง 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

จากนั้นตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 14,156 x g เปนเวลา 10 นาที 

ทําการแยกสวนใสออก คาความสามารถในการอุมน้ํามันจะแสดงเปนกรัมน้ํามันตอกรัมโปรตีน คํานวณ

ไดดังสมการ 

 

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

 

เม่ือ  F0 = น้ําหนักแหงตัวอยาง (กรัม) 

  F1 = น้ําหนักหลอดรวมน้ําหนักแหงของตัวอยาง (กรัม) 

F2 = น้ําหนักหลอดรวมกับน้ําหนักตะกอน (กรัม) 

 

3.2.6.5สมบัติการเกิดโฟม 

ทดสอบสมบัติการเกิดโฟม ดูความสามารถในการเกิดโฟม (Foaming capacity; 

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

โปรตีนความเขมขนรอยละ 0.5 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ละลายน้ํากลั่นแลวปรับพีเอชเปน 3 , 5, 7 

และ 9 จากนั้นทําการปนผสมท่ีความเร็ว 12 ,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที แลวรีบเทใสกระบอกตวง

ขนาด 25 มิลลิลิตร อานปริมาตรอยางรวดเร็วภายใน 30 วินาที จากนั้นตั้งตัวอยางท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง

นาน 10 นาที แลวอานปริมาตรอีกรอบ คํานวณคาไดดังสมการ 

 

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

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

 

เม่ือ  B   = ปริมาตรกอนการตีโฟม (มิลลิลิตร) 

 A = ปริมาตรหลังจากตีโฟม(มิลลิลิตร) 

 A10 min  = ปริมาตรหลังจากตั้งท้ิงไว 10 นาที (มิลลิลิตร) 
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สวนท่ี 3 ศึกษาความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

3.2.7 ความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

3.2.7.1 ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี  ABTS radical scavenging activity 
ดัดแปลงจากวิธีThamnarathip et al. (2016) และ Re et.al (1999)ทําโดยปเปตสารละลายตัวอยาง
โปรตีน (0-8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (Blank: ใชน้ํากลั่นแทนสารละลายตัวอยาง) 
ลงในหลอดทดลองท่ีหุมดวยฟอยดแลวเติมสารละลาย ABTS+ ท่ีเจือจางแลวปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน แลวนําไปบมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง 6 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 734 
นาโนเมตรจากนั้นทําการเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน Troloxและคํานวณคา EC50 (50% 
Effective Concentration) 

3.2.7.2 ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี  Metal ions chelating activity 
ตามวิธีของPhongthai et al. (2016) ทําโดยปเปตสารละลายโปรตีนท่ีมีความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (Blank: ใชน้ํากลั่น)เติมน้ําDI(Deionized water) 3.7 มิลลิลิตร แลว
ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมสารละลาย Ferrous chlorideความเขมขน 2 มิลลิโมลารปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตรแลวเติมสารละลาย Ferrozineความเขมขน 5 มิลลิโมลารปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร แลวผสม
สารละลายท้ังหมดใหเขากันวางท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน EDTA(Ethylene 
diamine tetra-acetic acid)  

3.2.7.3 ความสามารถในการรีดิวซ (Reducing power)ตามวิธีของ Castro and Sato 
(2015) และ Yildirim et al. (2001)ปเปตสารละลายโปรตีนท่ีมีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม Phosphate buffer (พีเอช 6.6) ความเขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตร เติม Potassium ferricyanideความเขมขนรอยละ 1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
แลวนําไปบมท่ี 50 °ซ นาน 30 นาทีในท่ีมืด จากนั้นเติม TCA (Trichloroacetic acid)ความเขมขน
รอยละ 10ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงท่ี 8,000 x g นาน 10 นาที จากนั้นใช
สารละลายสวนใส 1 มิลลิลิตร เติมน้ํา DI(Deionized water) 1 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย Ferric 
chloride ความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรผสมใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 10 นาที นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร ผลการทดลองแสดงในรูปของการดูดกลืนแสงโดย
พิจารณาวาการดูดกลืนแสงเปนสัดสวนโดยตรงกับความสามารถในการรีดิวซ 

3.2.7.4 ความสามารถตานออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid autoxidation)
ตามวิธีของ Castro and Sato (2015)ปเปตสารละลายโปรตีนท่ีมีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยใช Phosphate buffer (pH 7)ความเขมขน 50 มิลลิโมลารในการเจือจาง  
(Blank: ใชน้ํากลั่น) จากนั้นเติมสารละลาย Linoleic acid ปริมาตร 130 ไมโครลิตร เติมเอทานอล
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันปดฝา แลว
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 42 °ซ นาน 24 ชั่วโมง ในท่ีมืด จากนั้นนํามาวิเคราะหระดับการเกิดออกซิเดชัน
ดวยวิธี Ferric thiocyanateโดยการดูดสารละลายตัวอยางมา 0.1 มิลลิลิตร เติมเอทานอลรอยละ 75 
ปริมาตร 4.7 มิลลิลิตร เติม Ammonium thiocyanateรอยละ 30 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และเติม 
Ferrous chloride เขมขน 20 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวตั้งท้ิงไวท่ี
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อุณหภูมิหอง 3 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร บันทึกคา และ
คํานวณคากิจกรรม(Inhibition) ในหนวยรอยละ (%) 
 

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

3.3การวางแผนการทดลองและวิเคราะหเชิงสถิติ 

วางแผนการทดลองแบบสุมภายในบล็อกสมบูรณ ( Completely Randomized Design: CRD) 

ทําการทดลอง 3 ซํ้า ขอมูลมาวิเคราะหความแปรปรวน ( Analysis of Variance: ANOVA) และนํามา

วิเคราะหความแตกตางระหวางทรี ทเมนตโดยใช Duncan’s Multiple Rage Test (DMRT) ท่ีระดับ

ความเชื่อม่ันรอยละ 95 

 



 
บทที่ 4 

ผลการทดลองและอภิปรายผล 

 

สวนท่ี 1 ผลของวิธีการดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาว 

4.1 องคประกอบทางเคมีของรําขาวรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน โปรตีนรําขาว และโปรตีนถั่วเหลือง และ

ผลผลิตรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน และโปรตีนรําขาว 

องคประกอบทางเคมีของรําขาว (RB) รําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) โปรตีนรําขาว ( RBP)และโปรตีน

ถ่ัวเหลือง (SP)และผลผลิตของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน ( DRB) และโปรตีนรําขาว ( RBP) แสดงดังตารางท่ี 

4.1 พบวารําขาวมีปริมาณไขมัน และโปรตีน เทากับรอยละ 14.99 และ 12.49 ตามลําดับ เม่ือนํารํา

ขาวไปผานการสกัดน้ํามันออก พบวามีปริมาณไขมันลดลง (รอยละ 2.15) และโปรตีนสูงข้ึน (รอยละ 

18.46) และเม่ือนํารําขาวท่ีผานการสกัดน้ํามันออกไปสกัดโปรตีนรําขาว พบวาองคประกอบทางเคมี

ของโปรตีนรําขาวเทากับ โปรตีนรอยละ 78.20 ไขมันรอยละ 2.06 ความชื้นรอยละ 4.87 เถารอยละ 

0.63 และคารโบไฮเดรตรอยละ 11.50 เม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลือง พบวาโปรตีนถ่ัวเหลืองจะ

มีปริมาณโปรตีนสูงกวา (รอยละ 80.52) และปริมาณไขมันต่ํากวา (รอยละ 0.10)โปรตีนรําขาว

Jiamyangyuen et al. (2005) รายงานวาองคประกอบของรําขาวประกอบดวยโปรตนีรอยละ 12.6 

ไขมันรอยละ 21.30 เยื่อใยรอยละ 5.59 เถารอยละ 8.97 และความชื้นรอยละ 8.50 และ

องคประกอบทางเคมีของรําขาวท่ีสกัดน้ํามันออกมีปริมาณโปรตีนรอยละ 13.89 ไขมันรอยละ 1.92 

ท้ังนี้องคประกอบทางเคมีของรําขาวและรําขาวท่ีสกัดน้ํามันออกท่ีแตกตางกัน อาจเนื่องจาก

กระบวนการสีขาวซ่ึงเปนผลมาจากการขัดผิวเมล็ดขาวและกระบวนการสกัดไขมันออกจากรําขาวท่ี

แตกตางกันทําใหองคประกอบทางเคมีของรําขาวและรําขาวสกัดไขมันออกแตกตางกัน เม่ือ

เปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีของโปรตีนรําขาวจะมีคาใกลเคียงกับ Yeom et al. (2010) รายงาน

วาองคประกอบทางเคมีของโปรตีนรําขาวผานการลางดวย เอทานอลรอยละ 30 จํานวน 2 ครั้ง จะมี

ปริมาณโปรตีนรอยละ 77.62 และไขมันรอยละ 0.75 

สวนผลผลิต (Yield) โปรตีนรําขาวท่ีผานการสกัดท่ีพีเอช 9 นาน 1 ชั่วโมง กอนนําไปตกตะกอนท่ี

พีเอช 4.5 มีคาเทากับรอยละ 18.39 (ตารางท่ี 4.1)ปริมาณผลผลิตของ โปรตีนรําขาวเขมขน ท่ีไดมีคา

นอย ท้ังนี้อาจเนื่องจากปริมาณโปรตีนรําขาวสวนใหญรอยละ 75 เปนโปรตีนท่ีละลายไดดีในน้ํา คือ 

อัลบูมิน ( Albumin) และละลายไดใน สารละลายกรดและดาง คือ กลูเตลิน ( Glutelins) ปจจัยท่ี

เก่ียวของในการสกัดคือ พีเอช ระยะเวลาในการสกัด มีผลตอปริมาณผลผลิตของโปรตีนท่ีได ถึงแมวา

ผลผลิตโปรตีนรําขาวท่ีสกัดไดจะต่ํา แตปริมาณโปรตีนของโปรตีนรําขาวสูงถึงรอยละ 78.20 จึงมีความ
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เปนไปไดและเหมาะสม ในการนําไปใชเปนวัตถุดิบในการผลิตโปรตีนรําขาวดัดแปลงใหมีสมบัติเชิง

หนาท่ีท่ีเหมาะสมในการเปนสวนผสมอาหารตอไป 

 

ตารางท่ี 4.1องคประกอบทางเคมีของรําขาวรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน โปรตีนรําขาวและโปรตีน 

 ถั่วเหลือง และผลผลิตรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน และโปรตีนรําขาว 
 

องคประกอบเคมี 
(รอยละฐานแหง) 

รําขาว รําขาวท่ีสกัดน้ํามัน โปรตีนรําขาว 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 

เถา 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 

คารโบไฮเดรต2 61.58±0.15a 62.76±0.36a 11.50±3.47b 0.51±0.11c 

ผลผลิต (Yield) รอยละ - 66.23±1.15 18.39±0.40 - 
 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในแถวเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
1factor ท่ีใชในการคํานวณคือ 6.25 
2 ประเมินคาความแตกตางคารโบไฮเดรต = 100 – (ความชื้น + ไขมัน + เถา + โปรตีน) 

 

4.2 ผลการดัดแปลงโปรตีนรําขาวดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

โปรตีนรําขาว (MRBP) และโปรตีน ถ่ัวเหลือง (MSP) ท่ีผานการ ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

สารละลายดางแสดงดังภาพท่ี4.1 

 

   MRBP           MSP 

 
 

ภาพท่ี4.1โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) และโปรตนี   

 ถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง( MSP) 
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ผลของระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH)ของMRBPและ MSP แสดงดังตารางท่ี 4.2

พบวาระดับการยอยของ  MRBPและ MSP มีคาประมาณรอยละ 0.43-1.98 และรอยละ 0.22-0.64 

ตามลําดับ โดยผลของความเขมขนของโปรตีนรําขาวชวงรอยละ 0.2-0.6 ระดับการยอยมีคาสูงข้ึน แต

เม่ือความเขมขนของโปรตีนรําขาวชวงรอยละ 0.8-1.0 เริ่มคงท่ีซ่ึงไมแตกตางทางสถิติ ( p≥0.05) สวน

ความเขมขนของโปรตีนถ่ัวเหลืองชวงรอยละ 0.2-1.0ไมแตกตางทางสถิติ ( p≥0.05)ระดบัการยอยของ

โปรตีนรําขาวดัดแปลง และ โปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลง ท่ีแตกตางกัน อาจเนื่องจากสัมพันธกับ

ความสามารถในการละลายของโปรตีนท่ีแตกตางทําใหผลคาระดับการยอยของโปรตีนท้ังสองชนิดมี

ความแตกตางกัน จาก ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็น วาการใชความรอนรวมกับสารละลายดาง มีผลตอ

การยอยหรือทําลายพันธะเพปไทดภายในโครงสรางของโปรตีน 

 

ตารางท่ี 4.2ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง(MRBP) และโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความ

 รอนรวมกับสารละลายดาง(MSP) 
 

ความเขมขนของโปรตีน  
(รอยละ) 

ระดับการยอย (รอยละ) 
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:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยท่ีทําการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a-cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีp≤0.05 
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4.3 ผลการเตรียมโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

4.3.1 ผลของปริมาณเอนไซมตอระดับการยอยของโปรตีน  
ผลของระดับการยอยของโปรตีนรําขาว ดัดแปลง ดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A)ความ

เขมขนรอยละ 0-2 และเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ความเขมขนรอยละ 0- 15 โดยน้ําหนักเอนไซม

ตอน้ําหนักโปรตีนท้ังหมดในสารละลาย นาน 60 นาที แสดงดังภาพท่ี 4.2พบวาระดับการยอย 

(Degree of hydrolysis: DH)ของ MRBP-A และ MRBP-F เพ่ิมข้ึนเม่ือความเขมขนของ เอนไซม

เพ่ิมข้ึน โดยท่ีอัตราการเกิดปฏิกิริยาการยอยของ MRBP-A ท่ีความเขมขนรอยละ 0 ถึง 0.3 จะเกิดข้ึน

อยางรวดเร็ว และคงท่ีท่ีความเขมขนรอยละ 0.4-2.0 (DH รอยละ 25 ) (ภาพท่ี 4.2A) สวนอัตราการ

เกิดปฏิกิริยาการยอยของ MRBP-F ท่ีความเขมขนรอยละ 0 ถึง 6 จะเกิดข้ึนอยางรวดเร็วและคงท่ีท่ี

ความเขมขนรอยละ 9 ถึง 15(DH รอยละ 10 ) (ภาพท่ี 4.2B) ท้ังนี้เนื่องจากการลดลงของอัตราการ

ยอยอาจเนื่องมาจากการลดลงของ โมเลกุลของสารตั้งตนหรือซับสเตรท( Substrate)ท่ีจําเพาะสําหรับ

การทํางานของเอนไซม เม่ือเปรียบเทียบระดับการยอยและความเขมขนของเอนไซมท่ีใช พบวาระดับ

การยอยของMRBP-A สูงกวา (DH รอยละ 25) และใชความเขมขนของเอนไซมต่ํากวา MRBP-F (DH 

รอยละ 10) อาจเนื่องจาก เอนไซมอัลคาเลส มีความเหมาะสมและจําเพาะกับ ซับสเตรทของโปรตนีรํา

ขาวมากกวา เอนไซมฟลาโวไซม จากการทดลองจึงเลือกความเขมขนของ เอนไซมอัลคาเลส  และ

เอนไซมฟลาโวไซม ท่ีรอยละ 0.3 และ 6 เพ่ือใชในการ ศึกษาระยะเวลาตอระดับการยอยของโปรตีน

ตอไป 
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(A) 

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.2 ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

 เอนไซมอัลคาเลสท่ีความเขมขนรอยละ 0-2 (ภาพ A)และเอนไซมฟลาโวไซมท่ี

 ความเขมขนรอยละ 0-15(ภาพ B) 

 

4.3.2 ผลระยะเวลาการยอยตอระดับการยอยของโปรตีน 

ผลของระยะเวลาการยอยตอระดับการยอย( Degree of hydrolysis: DH)ของโปรตีนรํา
ขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A)ความเขมขนรอยละ 0.3 นาน 180 นาที และเอนไซมฟ
ลาโวไซม(MRBP-F)ความเขมขนรอยละ 6 นาน12ชั่วโมง แสดงดังภาพท่ี 4.3 พบวาระยะเวลามีผลตอ
ระดับการยอย โดยระดับการยอยจะเพ่ิมข้ึนรวดเร็วท่ี 30 นาทีท้ังMRBP-A (DHรอยละ 17 ) และ 
MRBP-F(DH รอยละ 11)จากนั้นอัตราการเกิดปฏิกิริยาของการยอย ลดลงและคงท่ี (DH รอยละ 19 
และรอยละ 12 ตามลําดับ) ท้ังนี้เนื่องจากเกิดการแขงขันระหวางโปรตีนท่ีเปนสารตั้งตนและเพปไทดท่ี
เปนผลิตภัณฑในการเขาจับกับเอนไซม ซ่ึงมีความสัมพันธระหวางระยะเวลาการยอยตอระดับการยอย
ของโปรตีน 
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(A) 

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.3ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

 เอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.3 ท่ีระยะเวลาการยอย 0-180 นาที (ภาพ A) และ

 เอนไซมฟลาโวไซมรอยละ 6 ท่ีระยะเวลาการยอย 0-12 ช่ัวโมง(ภาพ B) 

 

4.3.3ระดับการยอยของโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซม 

จากผลการทดลองขอ 4.3.1-4.3.2 เลือกความเขมขนของเอนไซมและระยะเวลาการยอย 
เพ่ือใหไดระดับการยอยตางๆ แสดงดังตารางท่ี 4.3 และ 4.4 

ผลการทดลองพบวา โปรตีนรําขาว ดัดแปลง ดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีความ
เขมขนรอยละ0.3 ระยะเวลาการยอยนาน 0, 3, 15, 60และ 180 นาที ใหระดับการยอย(Degree of 
hydrolysis: DH)ประมาณรอยละ 1.55, 8.42, 13.83, 19.16และ 21.47ตามลําดับและใหการละลาย
ของโปรตีนท่ีรอยละ 61.28, 64.85, 59.00, 55.12และ 55.78ตามลําดับ(ตารางท่ี 4.3) 

สวนโปรตีนรําขาว ดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ท่ีความเขมขนรอยละ 6 
ระยะเวลาการยอยนาน 0 , 30 และ 300 นาที ใหระดับการยอย ( DH) ประมาณรอยละ 1.87,10.88
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และ 12.08 ตามลําดับ และใหการละลายของโปรตีน ท่ีรอยละ 38.21, 35.12 และ31.99ตามลําดับ 
(ตารางท่ี 4.4)จะเห็นไดวาการไฮโดรไลซโปรตีนรําขาวดวยเอนไซมอัลคาเลส  ใหระดับการยอยและการ
ละลายของโปรตีนท่ีสูงกวาการใช เอนไซมฟลาโวไซม แมวาเอนไซมฟลาโวไซม เปนเอนไซมชนิด เอนโด
โปรติเอส-เอกโซโปรติเอส ( Endo-exo protease) ท่ีสามารถตัดท้ังปลายคารบอกซิลิก(คารบอกซิเปป
ติเดส) หรือปลายของกรดอะมิโน (อะมิโนซิเปปติเดส) และตัดภายในของสายพันธะ  โพลีเพปไทดได
สวนเอนไซมอัลคาเลส เปนเอนไซมชนิดเอนโดโปรติเอส (Endoprotease) จะตัดพันธะเอไมดในสาย
โปรตีนเทานั้น อยางไรก็ตามอาจเนื่องจาก เอนไซมอัลคาเลส มีความจําเพาะตอ ซับสเตรท (Substrate) 
ท่ีมากกวาทําใหระดับการยอยท่ีไดสูงกวาและสงผลใหการละลายสูงกวาดวย 
 

ตารางท่ี4.3 เวลาท่ีใชในการยอย ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) และปริมาณ

 โปรตีนท่ีละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.3 
 

ชวงระดับการยอย 
(DH) 

เวลา  
(นาที) 

DH 
(รอยละ) 

ปริมาณโปรตีนท่ีละลาย  
(รอยละ) 

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:  คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี  

p≤0.05 

 

ตารางท่ี4.4 เวลาท่ีใชในการยอย ระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) และปริมาณ

 โปรตีนท่ีละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซมรอยละ 6 
 

ชวงระดับการยอย 
(DH) 

เวลา  
(นาที) 

DH 
(รอยละ) 

ปริมาณโปรตีนท่ีละลาย  
(รอยละ) 

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: คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีp≤0.05 
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          MRBP-A            MRBP-F 

      

      

      

    

    
 
ภาพท่ี 4.4 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม
 (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 
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สวนท่ี 2 ศึกษาคุณลักษณะและสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน 

4.4 คุณลักษณะของโปรตีน 

4.4.1คาสีของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

ผลการตรวจสอบคาสี L* a* และ b* ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

ความรอนรวมกับสารละลายดาง ( MRBP) โปรตีนถ่ัวเหลือง ( SP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวย

ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) แสดงดังตารางท่ี 4.5 และคาสี (L* a* และ b*) ของโปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส ( MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม ( MRBP-F) ท่ีระดับการยอย 

(degree of hydrolysis: DH) ตางๆ แสดงดังตารางท่ี 4.6 

คา L* เปนคาความสวางและมืด คา a* เปนคาความเปนสีแดง (+a) หรือเขียว (-a) และ

คา b* เปนคาความเปนสีเหลือง (+b) หรือน้ําเงิน (-b) ใชแสดงคาสีของตัวอยาง พบวาคาสีเริ่มตนของ 

RBP มีคาความสวาง (L*) 71.17 คาสีแดง -เขียว (a*) 1.70 และมีคาสีเหลือง -น้ําเงิน (b*) 12.60 สวน

คาสีเริ่มตนของ SP มีคาความสวาง ( L*) 86.25 คาสีแดง-เขียว ( a*) 0.71 และมีคาสีเหลือง-น้ําเงิน 

(b*) 17.83 (ตารางท่ี 4.5)  เม่ือโปรตีนรําขาวและโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

สารละลายดางหรือเอนไซม พบวาคาความสวาง ( L*) มีคาลดลงแสดงถึงสีเขมข้ึน แตคาสีแดง-เขียว 

(a*) และคาสีเหลือง-น้ําเงิน ( b*) มีคาเพ่ิมซ่ึงแสดงถึงคาสีออกเปนสีแดงและเหลืองเพ่ิมข้ึน เนื่องจาก

ระยะเวลาท่ีใหความรอนหรือการยอยนานข้ึน สงผลการเพ่ิมการผลิตเพปไทดมากข้ึน สามารถ

เกิดปฏิกิริยาเมลลารดรวมกับน้ําตาลท่ีมีอยูในองคประกอบของวัตถุดิบได  เม่ือเปรียบเทียบคาสีของ 

MRBP-A กับ MRBP-F ท่ีระดับการยอยตางๆ พบวา  MRBP-A มีคาความสวาง (L*) และคาสีเหลือง-

น้ําเงิน (b*) นอยกวา MRBP-F แสดงถึงความมืดและคาสีน้ําเงินของตัวอยางMRBP-A อาจเนื่องมาจาก

สภาวะท่ีใชในการยอยไดแก อุณหภูมิ ระยะเวลาการยอย และพีเอชท่ีแตกตางกันทําใหปริมาณเพป

ไทดท่ีไดรับระหวางการยอยแตกตางกันสงผลใหคาสีแตกตางกัน 

เม่ือตรวจสอบคาความแตกตางของสี ( ∆E* และ ∆H*)ของ RBPMRBP SP MSP และ 

MRBP-A/Fท่ีระดับการยอยตางๆ แสดงดังตารางท่ี 4. 8 พบวาคาRBPมีคา ∆E* และ ∆H*เริ่มตนเปน 

25.41 และ 6.19 ตามลําดับ สวน SP มีคา∆E* เปน 19.26 และคา ∆H*เปน 7.06 (ตารางท่ี 4.7)  

เม่ือโปรตีนรําขาวและโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดางหรือเอนไซม 

พบวาคา∆E* และ ∆H*มีคาเพ่ิมข้ึนซ่ึงเปนไปตามคาสี L* a* และ b* ดังท่ีกลาวมาแลว 
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ตารางท่ี4.5 คาสี (L* a* และ b*) ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความ

 รอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถั่วเหลือง (SP) และโปรตีนถั่วเหลือง

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 
 

ตัวอยาง 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:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 ท่ี p≤0.05 

 

ตารางท่ี4.6 คาสี ( L* a* และ b*)ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) 

 และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis:  DH) 

ตางๆ 
 

ตัวอยาง 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:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 ท่ี p≤0.05 
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ตารางท่ี4.7 คาความแตกตางของสี( ∆E* และ ∆H*) ของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาว

 ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถั่วเหลือง (SP) และ

 โปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) 
 

ตัวอยาง ∆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:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 ท่ี p≤0.05 

 

ตารางท่ี 4.8 คาความแตกตางของสี ( ∆E* และ ∆H*)ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม

 อัลคาเลส(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย 

 ( degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 
 

ตัวอยาง 
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:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,b,cอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 ท่ี p≤0.05 
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4.4.2 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน 

4.4.2.1 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

ผลการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนจากรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) 

โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนถ่ัว

เหลือง (SP) และโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง(MSP) เปรียบเทียบกับ

โปรตีนมาตรฐาน ดวยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Sodium 

Dodecyl SulphatePolyacrylamine Gel Electrophoresis: SDS-PAGE) ภายใตสภาวะนอนรีดิวซ

(Non-reducing) และสภาวะรีดิวซ(Reducing) แสดงดังภาพท่ี 4.5 

ภายใตสภาวะ Non-reducing พบวา 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 สวน  MRBP SP และ MSP ปรากฏแถบสีโปรตีนหลักแถบ

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

ภายใตสภาวะ reducing พบวาDRBRBP MRBP SP และ MSP มีน้ําหนักโมเลกุล

ระหวาง 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) จากผลการทดลองภายใตสภาวะ 

Reducing แสดงใหเห็นวาการเติมสารเบตาเมอรแคปโตเอทธานอล จะปรากฏแถบสีโปรตีนท่ีชัดข้ึน

และปรากฏชวงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเล็กลง นอกจากนี้ยังชี้ใหเห็นวาโปรตีนมีการเชื่อมตอกันดวย

สายโพลีเพปไทดท่ีประกอบไปดวยหนึ่งหรือมากกวาหนึ่งดวยพันธะไดซัลไฟล  

Phongthai et al. (2017) รายงานวากลูเตลิน ( Glutelins) เปนโปรตีนหลักของ

โปรตีนรําขาวประมาณรอยละ 22.7-40.25 มีขอจํากัดในดานความสามารถในการละลายน้ํา เนื่องจาก

โมเลกุลเชื่อมตอกันและเกิดอันตรกิริยา ( Interaction) ระหวางพันธะไดซัลไฟลและไฮโดรโฟบิก 

(Hydrophobic) ทําใหยากในการสกัดโปรตีน น้ําหนักโมเลกุลของกลูเตลินประกอบดวย acidic 

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

ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 57 กิโลดาลตัน ท้ัง 2 subunit ถูกเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนตภายในระหวาง

โมเลกุลถูกเชื่อมตอดวยพันธะไดซัลไฟลโดยท่ีน้ําหนักโมเลกุลกลูเตลินอยูในชวง 64 ถึง 500 กิโลดาล

ตัน (Lasztity, 1996; Cao et al., 2009) Hamada (1997) รายงานวาน้ําหนักโมเลกุลของกลูเตลินใน

รําขาวประมาณ 45 ถึง 150 กิโลดาลตัน ระหวางท่ี Chanput et al. (2009) และ Xia et al. (2012) 

รายงานวาน้ําหนักโมเลกุลของกลูเตลินในรําขาวประมาณ 10 ถึง 60 กิโลดาลตัน  นอกจากนี้ Tang et 

al. (2003) พบวาโปรตีนรําขาวมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 6.5-66.2 กิโลดาลตัน และ Ahmadifard 

et al. (2016) พบวาโปรตีนรําขาวมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 15.08-69.47 กิโลดาลตัน  

(A)      (B) 
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ภาพท่ี4.5 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB)

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง

 (MRBP) โปรตีนถั่วเหลือง (SP) และโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

 สารละลายดาง (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  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2.2น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส 
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ผลการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนจากรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) 

โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) ท่ีระดับการยอย 5 ชวง

ระดับ คือ รอยละ 0-5, 6-10,11-15,16-20 และ >20 เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานดวยเทคนิค

โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Sodium Dodecyl 

SulphatePolyacrylamineGel Electrophoresis: SDS-PAGE) ภายใตสภาวะนอนรีดิวซ (Non-

reducing) และสภาวะรีดิวซ(Reducing) แสดงดังภาพท่ี 4.6 

จากการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนภายใตสภาวะ Non-reducing 

พบวาDRBและRBP จะมีแถบสีโปรตีนอยู 6 และ 7 แถบ (7-70และ  7-151 กิโลดาลตัน) ตามลําดับ 

สวนMRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 มีแถบสีโปรตีน 5 แถบ (9-151 กิโลดาลตัน ) และเม่ือระดับ

การยอยเพ่ิมข้ึนปรากฏแถบสีของโปรตีนจะจางลง แสดงใหเห็นวาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนรําขาวมี

ขนาดเล็กลงภายหลังจากถูกยอยดวยเอนไซม อัลคาเลส  โดยจะปรากฏแถบสีโปรตีนหลักท่ีระดับการ

ยอยรอยละ0-5 คือ 9-12 กิโลดาลตัน และท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10, 11-15,16-20 และ >20คือ 8 

กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 4.6A)   

ภายใตสภาวะ Reducing พบวาDRB, RBP และMRBP-A ทุกระดับการยอย มี

แถบสีโปรตีนจางลงท่ีชวงมากกวา 151 กิโลดาลตัน เม่ือพิจารณาแถบสีโปรตีนหลักของ DRBท่ี 57-65 

และ 38-41 กิโลดาลตันRBP ท่ี 33-38, และ 9-14 กิโลดาลตัน และMRBP-A ระดบัการยอยรอยละ 0-

5 ท่ี 32-35 และ 7-9 กิโลดาลตันแตเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึนรอยละ 6-10, 11-15,16-20 และ >20 

พบแถบสีโปรตีนหลักแถบเดียวคือ น้ําหนักโมเลกุลเปน 7, 6, 5 และ 5 กิโลดาลตัน ตามลําดับ (ภาพท่ี 

4.6B) แสดงใหเห็นวาโปรตีนรําขาวจะเชื่อมตอดวยสายโพลีเพปไทดท่ีประกอบไปดวยหนึ่งหรือมากกวา

หนึ่งดวยพันธะไดซัลไฟล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  (A)        (B) 
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ภาพท่ี4.6 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน(DRB)

 โปรตีนรําขาว(RBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ี

 ระดับการยอยตางๆ 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 ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5  

 แถบท่ี 5 คือ MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10  

 แถบท่ี 6 คือ MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15  

 แถบท่ี 7 คือ MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 16-20  

 แถบท่ี 8 คือ MRBP-A ท่ีระดับการยอยมากกวารอยละ 20  

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2.3น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม 
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ผลการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนจากรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน (DRB) 

โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) เปรียบเทียบกับโปรตีน

มาตรฐานดวยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Sodium Dodecyl 

SulphatePolyacrylamine Gel Electrophoresis: SDS-PAGE) ภายใตสภาวะนอนรีดิวซ (Non-

reducing) และสภาวะรีดิวซ(Reducing) แสดงดังภาพท่ี 4.7 

จากการตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนภายใตสภาวะ Non-reducing 

พบวาDRB และRBP จะปรากฏแถบสีโปรตีนหลกั 2 แถบ โดย DRBมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 60-70 

และ 41 กิโลดาลตัน สวน RBP มีน้ําหนักโมเลกุล  40-70 และ 8-11 กิโลดาลตัน สําหรับ  MRBP-F 

พบวาท่ีระดับการยอยรอยละ  0-5 ปรากฏแถบโปรตีนหลัก 2 แถบ คือ 158 และ 7-10 กิโลดาลตัน 

และท่ีระดับการยอยรอยละ  6-10 และ11-15 ปรากฏแถบโปรตีนหลักแถบเดียว คือ 6-7 และ 6 กิโล

ดาลตัน ตามลําดับ (ภาพท่ี 4.7A) 

ภายใตสภาวะ reducing พบวาแถบสีหลักของ DRB ท่ีน้ําหนักโมเลกุล คือ 57-65 

และ 38-41 กิโลดาลตัน  สวนRBP ท่ีน้ําหนักโมเลกุล คือ 33-38-65 และ 9-14 กิโลดาลตัน สวน 

MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 ท่ีน้ําหนักโมเลกุล คือ 63 และ 8-10 กิโลดาลตัน และเม่ือระดับ

การยอยรอยละ6-10 และ 11-15 พบแถบสีโปรตีนหลักแถบเดียว คือ 5-8 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 4.7 B) 

ซ่ึงแตกตางจากการทดลองของ Thamnarathip et al. (2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวย

เอนไซมฟลาโวไซมท่ีระดับการยอยรอยละ 4, 5 และ 7 ปรากฏแถบสขีองโปรตีน 11 แถบ (16-64 กิโล

ดาลตัน) และพบแถบสีโปรตีนหลักอยูในชวง 16 กิโลดาลตัน แสดงใหเห็นวาโปรตีนรําขาวจะเชื่อมตอ

ดวยสายโพลีเพปไทดท่ีประกอบไปดวยหนึ่งหรือมากกวาหนึ่งดวยพันธะไดซัลไฟล เชนเดียวกัน เม่ือ

เปรียบเทียบแถบสีของโปรตีนรําขาวระหวางท่ีถูกยอยดวย เอนไซมอัลคาเลส และเอนไซม ฟลาโวไซม  

พบวาแถบสีท่ีปรากฏภายหลังจากถูกยอยจะแตกตางกัน แสดงใหเห็นวาน้ําหนักโมเลกุลระหวาง  

MRBP-A กับ MRBP-Fจะแตกตางกัน ท้ังนี้ MRBP-A จะใชปริมาณเอนไซมนอยกวาและระยะเวลาการ

ยอยท่ีสั้นกวาการยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมสอดคลองกับ Zhang et al. (2014) ท่ีรายงานวาการใช

เอนไซมตางชนิดกันในการยอยโปรตีน ทําใหไดน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแตกตางกัน เพราะเอนไซมมี

ความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีนหรือสารตั้งตนไมเทากัน 

 

 

 

 

 

 

(A)      (B) 
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ภาพท่ี4.7 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี SDS-PAGE ของรําขาวท่ีสกัดน้ํามัน(DRB)

 โปรตีนรําขาว(RBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)

 เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Standard: Std.) ภายใตสภาวะ (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 ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5  

 แถบท่ี 5 คือ MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10  

 แถบท่ี 6 คือ MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5สมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน 
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4.5.1 สมบัติการละลายของโปรตีน 

4.5.1.1 สมบัติการละลายของโปรตีนรําขาว 

จากการศึกษาสมบัติการละลายของโปรตีนรําขาว (RBP)และโปรตีนถ่ัวเหลือง( SP) 

แสดงดังภาพท่ี 4.8 พบวาสมบัติการละลายของ  RBP และ SPสามารถละลายไดดีท้ังในสภาวะท่ีเปน

กรดและดาง คือ ท่ีพีเอชนอยกวา 4 และพีเอชมากกวา 5 แตความสามารถในการละลายของโปรตีน

ท้ังสองนอยสุดท่ีพีเอช 4 อาจเนื่องจาก ท่ีพีเอช4 ใกลจุดไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric point; pI)ของ

โปรตีนเหลานี้ จึงทําใหความสามารถในการละลาย ของ RBP และ SPมีการละลายนอย (Tsumura et 

al.,2005 และ Cao et al.,2009)  และท่ีจุด pIอาจเกิดจากการเพ่ิมข้ึนของ สวน ท่ีไมมีข้ัว 

(Hydrophobic) ของโมเลกุลของกรดอะมิโนหรือโปรตีน นําไปสูการ เกิดปฏิกิริยาของสวนท่ีไมมีข้ัวกับ

พ้ืนผิวท่ีไมมีประจุเพ่ิมสูงข้ึน หรือกรดอะมิโนหรือโปรตีนมีประจุบวกและปรุจุลบเทากัน ทําใหโมเลกุล

ของโปรตีนท่ีคาพีเอชนี้มีแรงดึงดูดกันเพ่ิมข้ึน เนื่องจากแรงอิเล็กโตรสแตติก (Electrostaticforces) 

และแรงทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของน้ํานอย จึงทําใหโมเลกุลของโปรตีนรวมตัวกันและตกตะกอนใน

ท่ีสุด (Damodaran, 1997)  ในทางกลับกันเม่ือพีเอชมีคามากกวาหรือนอยกวา 4 การละลายของ

โปรตีนจะเพ่ิมข้ึน เพราะท่ีพีเอชเพ่ิมข้ึนหรือพีเอชลดลงทําใหสาร ละลายของโปรตีน มีสภาวะเปนกรด

และเปนดาง หรือโปรตีนมีประจุเปนบวกและลบมากข้ึนตามลําดับ เกิดแรงผลักกันระหวางโมเลกุลของ

โปรตีนจึงเปนตัวกระตุนใหเกิดการละลายของโปรตีน( Yeom et al., 2010) แตอยางไรก็ตามRBP มี

ความสามารถในการละลายดีกวา SP ท่ีพีเอชนอยกวา 4 และพีเอชมากกวา 5 เนื่องจากมีโครงสรางท่ี

แตกตางกันของโปรตีนจึงมีความสามารถในการ ละลายตางกัน และความสามารถในการละลายเปน

หนึ่งในลักษณะท่ีสําคัญของโปรตีนเนื่องจากมีผลตอคุณสมบัติเชิงหนาท่ีอ่ืนๆ (Lawalet al., 2007) 

4.5.1.2 สมบัติการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

ผลการศึกษาการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

สารละลายดาง(MRBP)เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง

(MSP) ดังภาพท่ี 4.9 พบวา MRBP มีคาการละลายอยูในชวงรอยละ 18-63 ท่ีพีเอชกรดและดาง คา

การละลายของ MRBP จะแปรผันไปตามคาพีเอชของการละลาย โดย MRBP มีคาการละลายต่ําสุดท่ีพี

เอชเทากับ 4 และ 5 ซ่ึงเปนคาพีเอชท่ีใกลกับจุดไอโซอิเล็คตริก (Isoelectric point; pI)ของโปรตีน 

(Tsumura et al.,2005) และพบวาการละลายของ MRBP เพ่ิมข้ึนเม่ือพีเอชของสารละลายนอยกวา

หรือมากกวาจุดไอโซอิเล็คตริก และมีคาการละลายสูงสุดท่ีพีเอช 9 ซ่ึงมีคาการละลายเทากับรอยละ 

63 เม่ือเปรียบเทียบผลระหวาง MRBP กับ MSP พบวา MRBP มีคาการละลายดีกวา MSP ท้ังพีเอชท่ี

เปนกรดและดาง ยกเวนท่ีพีเอช 5 มีคาการละลายต่ํากวา MSP อาจเนื่องจากกรดอะมิโนท่ีแตกตางกัน

สงผลใหสมบัติการละลายท่ีไดแตกตางกัน 
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ภาพท่ี4.8 ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง

 (SP) ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช3-9 

 

 
 

ภาพท่ี4.9 ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MSP) ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช

3-9 

 

4.5.1.3 สมบัติการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลสและเอนไซมฟ

ลาโวไซม 

ผลการศึกษาดานสมบัติการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม      

อัลคาเลส(MRBP-A)ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15,16-20 

และ >20และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม( MRBP-F)ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5, 6-
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10 และ 11-15พบวาคาการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมท้ังสองชนิดจะผันแปรไป

ตามคาพีเอชของการละลาย โดยมีคาการละลายต่ําสุดเม่ือพีเอชของสารละลายเทากับ 4 ถึง 5 ซ่ึงเปน

คาพีเอชท่ีใกลจุดไอโซอิเล็คตริก(Isoelectric point; pI)ของโปรตีนรําขาว แตเม่ือพีเอชของสารละลาย

มีคาพีเอชหางจากจุดไอโซอิเล็คตริก (นอยกวา 4 หรือมากกวา 5) โปรตีนมีความสามารถในการละลาย

เพ่ิมข้ึน และมีคาการละลายสูงสุดท่ีพีเอช 8 และ 9 สําหรับ MRBP-A(ภาพท่ี 4.10A) หรือท่ีพีเอช 7-9 

สําหรับ MRBP-F (ภาพท่ี 4.10B) แตอยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาผลของระดับการยอยตอคาการละลาย

ของโปรตีน พบวา MRBP-A และ MRBP-F มีคาการละลายเพ่ิมข้ึนเม่ือระดับการยอยสูงข้ึน อาจ

เนื่องมาจากโปรตีนท่ีผานการยอย ทําใหโปรตีนมีน้ําหนักโมเลกุลเล็กลง อีกท้ังยังสงเสริมใหโครงสราง

ของเพปไทดมีความเปนข้ัวเพ่ิมมากข้ึนทําใหเพปไทดสามารถจับกับน้ําไดมากข้ึน ดังนั้นระดับการยอย

ของโปรตีนมีผลตอคาการละลายของโปรตีน สอดคลองกับการศึกษาของ Phongthai et al. (2016) ท่ี

ศึกษาผลการละลายของโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส พบวาคาการละลายของ

โปรตีนเพ่ิมข้ึนเม่ือระดับการยอยของโปรตีนเพ่ิมข้ึนโดยมีคาการละลายเทากับรอยละ 89 , 90 และ 91 

ท่ีระดับการยอยรอยละ 5.04 ,10.37 และ 15.04 ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบคาการละลายกับโปรตีน

จากพืช เชนการทดลองของ ลีนา หงาฝา (2556) พบวาโปรตีนถ่ัวหรั่งท่ียอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีคา

การละลายอยูในชวงรอยละ 87.10-99.75 ท่ีระดับการยอยรอยละ 10-30 และโปรตีนถ่ัวหรั่งท่ียอย

ดวยเอนไซมฟลาโวไซมมีคาการละลายอยูในชวงรอยละ 81.31-95.75 ท่ีระดับการยอยรอยละ 5-15 

ซ่ึงมีคาการละลายเพ่ิมข้ึนเม่ือระดับการยอยของโปรตีนเพ่ิมข้ึนเชนกันโดยท่ัวไปแลวการยอยโปรตีนรํา

ขาวดวยเอนไซมทําใหโมเลกุลของเพปไทดมีสายสั้นหรือมีขนาดโมเลกุลเล็กลง สงผลใหโปรตีนมี

ความสามารถในการละลายเพ่ิมข้ึน เพราะโปรตีนสามารถกระจายตัวอยูในน้ําไดดีเม่ือมีโมเลกุลเล็ก 

(Zhang et al., 2012) อีกท้ังโปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซมเกิดการคลายตัวเอากรดอะมิโนท่ีชอบ

น้ําออกมาไดมาก ทําใหพ้ืนท่ีผิวของโมเลกุลโปรตีนแสดงความมีข้ัวไดมาก ( Tavano, 2013) และเม่ือ

เปรียบเทียบผลการละลายกับ RBP พบวาโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมท้ังสองชนิดมีคาการ

ละลายเพ่ิมข้ึน 
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(A) 

 
 

(B) 

 
 

ภาพท่ี4.10ความสามารถในการละลายของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส

 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีพีเอช 3-9 
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4.5.2สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออร 

4.5.2.1 สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนรําขาว และโปรตีนรําขาวดัดแปลง

ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

ตรวจสอบสมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรเปรียบเทียบระหวางโปรตีนรําขาว

(RBP)กับโปรตีนถ่ัวเหลือง( SP)และเปรียบเทียบระหวางโปรตีนรําขาว ( MRBP) และโปรตีนถ่ัวเหลือง

ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง ( MSP)ทําการตรวจสอบความคงตัวของอิมัลชันโดยวัด

ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมัน (Particle size) การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมัน (Particle 

distribution) ความตางศักยไฟฟา (Zeta-potential) ดัชนีการเกิดครีม (Creaming index)และ

โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน (Photomicrographs) ท่ีความเขมขนของโปรตีนรอยละ 

0.2-1.0โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (Oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรํา

ขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ชั่วโมง 

1) การกระจายตัวและขนาดอนุภาคเม็ดไขมัน 

สวนการกระจายของอนุภาคเม็ดไขมันของ อิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ RBPไม

สมํ่าเสมอมีรูปรางแบบ multimodal และขนาดอนุภาคเม็ดไขมันเฉลี่ยคอนขางใหญ (ภาพท่ี 4.11 และ 

4.12 A) สวนอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ SP มีการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันมีรูปรางแบบ 

bimodleและ multimodal(ภาพท่ี 4.12B)ขนาดอนุภาคนอยกวา 2 ,000 นาโนเมตรทุกความเขมขน

ของโปรตีน(ภาพท่ี 4.1 1) แสดงใหเห็นวา สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีน ถ่ัวเหลืองดีกวา

โปรตีนรําขาว อาจเนื่องจากSP มีปริมาณกรดอะมิโนท่ีไมมีข้ัวหรือมีประจุลบในโมเลกุลของโปรตีนมาก

วาRBP ทําใหสามารถจับกับเม็ดไขมันและเกิดแรงผลักระหวางโมเลกุลท่ีดี สงผลใหขนาดอนุภาคของ

เม็ดไขมันมีขนาดเล็กเม่ือเทียบกับอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ RBP เพราะโดยท่ัวไปแลวการเกิดอิมัลชัน

เปนผลมาจากการดูดซับโมเลกุลโปรตีนไวบนผิวของเม็ดไขมัน กรดอะมิโนชนิดไมมีข้ัวจะทําใหโปรตีน

สามารถเกาะตัวอยูบนผิวของเม็ดไขมัน โดยจะแทรกตัวเขาไปอยูบนผิวของเม็ดไขมันและหันสวนท่ีมี

ข้ัวออกมาสัมผัสกับน้ํา (วราทิพย วงเอ่ียม, 2552)  
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ภาพท่ี 4.11 ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีน ถั่ว

เหลือง (SP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบ อิมัลชัน

น้ํามันในน้ํา (oil-in-water)มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช 6.5 ทําการวัด

หลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 
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ภาพท่ี4.12 การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (♦ภาพ A) เปรียบเทียบกับ

 โปรตีนถั่วเหลือง (ภาพ B) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร

 ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ

 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 
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เปรียบเทียบระหวางขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของ MRBP และ MSPท่ีความ

เขมขนโปรตีนรอยละ 0.2-0.6 โดยน้ําหนักตอปริมาตร พบวาเม่ือความเขมขนโปรตีน MRBP และ 

MSP สูงข้ึนขนาดอนุภาคเม็ดไขมันเล็กลง (ภาพท่ี 4.13) สวนการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของ

โปรตีนในภาพท่ี 4.14 พบวาอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MRBP มีการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันไม

สมํ่าเสมอมี รูปรางแบบ multimodalท่ีความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.2-0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

และการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันสมํ่าเสมอท้ังแบบ mono-di-modal เม่ือความเขมขนโปรตีน

เพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 0.6-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร โดยมีขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันเฉลี่ยนอยกวา 

2,000นาโนเมตร (ภาพท่ี 4.14A) สวนอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MSP พบวาการกระจายไมสมํ่าเสมอ

และมีรูปรางแบบ multi-modal และมีขนาดอนุภาคเม็ดไขมันใหญ ทุกความเขมขนโปรตีน (ภาพท่ี 

4.14B) 

 

 
 

ภาพท่ี4.13 ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับ

 สารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอ

 ปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาว

 รอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

 

 

 

 

 

 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Pa
rt

ic
le

 s
iz

e 
(n

m
)

Protein concentrate (wt%)

MRBP MSP



51 

(A)      (B) 
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ภาพท่ี4.14การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MRBP)(ภาพ A)เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลง

 ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)(ภาพ B) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-

1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มี สวนผสมของ

น้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24  ช่ัวโมง 

 

2) คาความตางศักยไฟฟาของอิมัลชัน 

คาความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมันระหวางอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ

RBP กับ SPและ MRBP กับ MSP แสดงดังภาพท่ี 4.15-4.16 พบวาคาความตางศักยไฟฟาของอนุภาค

เม็ดไขมันอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของRBPSP MRBP และ MSP มีคาเทากับต่ํากวา -30      มิลลิโวลต ทุก

ความเขมขนของโปรตีน เม่ือเปรียบเทียบระหวาง RBP กับ SP และ MRBP กับ MSP พบวาคาความ

ตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมัน ของSP และ MSP จะมีคาต่ํากวา RBP และ MRBP ท้ังนี้คาความ

ตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมัน ใชบงบอกแนวโนมวาอนุภาคจะเกาะตัวกันเปนกอนหรือไม โดย

อนุภาคแขวนลอยจะเสถียรเม่ือศักยซีตามีคามากกวา +30 หรือนอยกวา -30 มิลลิโวลต ( Onsaardet 

al., 2006)  
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ภาพท่ี4.15ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง (SP)

 ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันใน

 น้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัด

 หลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

 
 

ภาพท่ี4.16ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

 (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลาย

 ดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบ

 อิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช

 6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

 

 

3) ดัชนีการเกิดครีม 

ผลการตรวจสอบดัชนีการเกิดครีมของอิมัลชัน พบวาอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ 

RBP มีดัชนีการเกิดครีมนอยกวาอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ SP ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-0.4 โดย

น้ําหนักตอปริมาตร และเม่ือความเขมขนโปรตีนเพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 0.6-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

ดัชนีการเกิดครีมไมแตกตางกัน (ภาพท่ี 4.17) แตอยางไรก็ตามอิมัลชันจากโปรตีนท้ัง 2 ชนิด ไม

สามารถคงตัวของครีมได ซ่ึงแสดงใหเห็นวา RBP และ SPไมมีความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟ

เออร เพราะอิมัลชันไมคงตัวและเกิดการรวมตัวกันของเม็ดไขมัน ซ่ึงการรวมตัวกันของเม็ดไขมันอาจ

เกิดจากหมูฟงกชันของโมเลกุลโปรตีนเหลานี้ท่ีมีประจุนอย ทําใหเกิดแรงผลักระหวางโมเลกุลของ

โปรตีนนอย จึงไมสามารถปองกันความคงตัวของครีมได 
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สวนอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MRBP เกิดการรวมตัวกันของอนุภาคไขมันและ

เกิดการแยกชั้นครีมท่ีความเขมขนของโปรตีนเปนรอยละ  0.2 โดยน้ําหนักตอปริมาตร แตเม่ือความ

เขมขนของโปรตีนเพ่ิมข้ึนจากรอยละ 0.2 เปน 0.4-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตรทําใหครีมเกิดความคง

ตัว สวนอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MSP เกิดการรวมตัวของอนุภาคเม็ดไขมันและเกิดชั้นครีมท่ีความ

เขมขนของโปรตีนรอยละ 0.2-0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร เม่ือความเขมขนของโปรตีนเปน 0.6-1.0 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร ระบบอิมัลชันและครีมมีความคงตัว (ภาพท่ี 4.18)แสดงใหเห็นวา

ความสามารถของท้ัง MRBP ท่ีความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และ MSP ท่ี

ความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.6 โดยน้ําหนักตอปริมาตร เพียงพอตอการหอหุมเม็ดไขมัน สงผลใหมี

ความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรมากกวาโปรตีนท่ียังไมดัดแปลง (RBP และ SP) ชี้ใหเห็นวา

การใชความรอนและสารเคมีสามารถชวยปรับปรุงสมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีน โดย

วิธีการใชความรอนสงผลใหโปรตีนเกิดการคลายตัว และเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวสวนท่ีไมชอบน้ํา จึงทําใหอิมัลชัน

มีความคงตัว (Kim et al., 2005; Onsaard et al., 2006; Molina et al., 2011 และ Chen et al., 

2014) 

4) โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน 

ผลการศึกษาโครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของอิมัลชันท่ีมี

สวนผสมของ MRBP (ภาพท่ี 4.19 A) พบวาโครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันจากระบบ

อิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MRBP ท่ีความเขมขนโปรตีนรอยละ 0.4-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร มีการ

กระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันท่ีแขวนลอยไดดี ทําใหระบบอิมัลชันมีความคงตัวและไมเกิดการแยก

ชั้นครีม สวนโครงสรางทางจุลภาคของอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MSP (ภาพท่ี 4.19 B) ท่ีความเขมขน

รอยละ 0.6-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร มีการกระจายตัวของอนุภาคขนาดเล็กท่ีแขวนลอยอยูใน

ระบบ ทําใหระบบอิมัลชันมีความคงตัวและไมแยกชั้นครีมเชนเดียวกัน แตยังคงมีเม็ดไขมันบางสวน

เกิดการเกาะกลุมกันและเกิดการรวมตัวกัน สงผลใหเม็ดไขมันบางสวนมีขนาดใหญ 
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ภาพท่ี4.17ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง (SP) ท่ี

 ความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา

 (oil-in-water)มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัด

 หลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

 
 

ภาพท่ี4.18ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

 (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลาย

 ดาง (MSP) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบ

 อิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 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 โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความ รอน

รวมกับสารละลายดาง (MRBP) (ภาพ A) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง ดัดแปลงดวยความ

รอนรวมกับสารละลายดาง (MSP)(ภาพ B) ท่ีความเขมขน รอยละ 0.2-1.0 โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตรในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in- water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10

พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บ นาน 24 ช่ัวโมงดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (กําลังการ

ขยาย 100 เทา) 

4.5.2.1 สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม  

สมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส

(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F) ท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ 

ทําการตรวจสอบความคงตัวของอิมัลชันโดยวัดขนาดอนุภาคของเม็ดไขมัน ( Particle size) การ

กระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมัน ( Particle distribution) ความตางศักยไฟฟา ( Zeta-potential) 

ดัชนีการเกิดครีม ( Creaming index) และโครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน 
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(Photomicrographs) ท่ีความเขมขนของโปรตีนรอยละ 0.4โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบ

อิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจาก

เก็บนาน 24 ชั่วโมง 

1) ขนาดอนุภาคเม็ดไขมันและการกระจายตัว 

ตรวจสอบขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ โปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) และ เอนไซมฟลาโวไซม (MRBP-F)ท่ีระดับการยอย 

(Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ แสดงดังภาพท่ี 4.2 0A-Bพบวาขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของ

อิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ  MRBP-Aลดลงท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 ถึง 6-10 และขนาดอนุภาคของ

เม็ดไขมันคงท่ีท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 , 16-20 และมากกวา 20 (~400 นาโนเมตร )ไมแตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p>0.05) (ภาพท่ี 4.20A) สวนขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของ MRBP-F 

ท่ีระดบัการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10มีขนาดใหญ (ประมาณ 450 นาโนเมตร) และมีขนาดอนุภาค

เล็ดสุดท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 (~200 นาโนเมตร) (ภาพท่ี 4.20 B) เม่ือพิจารณาการกระจาย

ตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนMRBP-A ท่ีทุกระดับการยอย พบวาการกระจายตัวของอนุภาคเม็ด

ไขมันของท้ังสองตัวอยาง ไมสมํ่าเสมอมีรูปรางแบบ multimodal ยกเวนท่ีระดับการยอยมากกวารอย

ละ 20 ท่ีมีความสมํ่าเสมอแบบ mono-modal (ประมาณ68.1-531 นาโนเมตร) (ภาพ 4.21 A) สวน

การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนMRBP-F พบวาท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10 และ 11-

15 จะมีการกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมัน แบบ di-modal (ประมาณ 500-600นาโนเมตร) (ภาพ 

4.21 B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 
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(B) 

 
 

หมายเหตุ:a,bอักษรกํากับท่ีตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p≤0.05 
 

ภาพท่ี 4.20ขนาดอนุภาคของเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส

 (ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความ เขม

ขนรอญละ 0.4โดยน้ําหนักตอปริมาตรในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in- water) มี

สวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บ นาน 24 ช่ัวโมง 
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ภาพท่ี 4.21  การกระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม อัล

คาเลส(ภาพ A) และเอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ  ความเขมขน

รอยละ 0.4โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา  (oil-in-water) มีสวนผสม

ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัด หลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง 

 

2) คาความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมัน 

ความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมันจากอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ MRBP-

Aและ MRBP-F(ภาพท่ี 4.2 2A-B) พบวาคาความตางศักยไฟฟาของอนุภาคเม็ดไขมันของอิมัลชันของ  

MRBP-A และ MRBP-F เพ่ิมข้ึนเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึนคือ MRBP-A เพ่ิมจาก -44 เปน -29 มิลลิ

โวลต และ MRBP-F เพ่ิมจาก -44 เปน-36 มิลลิโวลต ท้ังนี้อาจเนื่องจากการท่ีระดับการยอยเพ่ิมข้ึนจะ

ทําใหคาการละลายเพ่ิมข้ึนเนื่องจาก น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมีขนาดเล็กและ สายโพลีเพปไทดสั้นจึง

ไมสามารถหอหุมเม็ดไขมันได สงผลใหความหนาแนนของประจุ (Charge density) ท่ีลอมรอบอนุภาค

เม็ดไขมันลดลง เม่ือเปรียบ คาความตางศักยไฟฟาของ อิมัลชันของ MRBP-F จะมีคาแตกตางกับ 

MRBP-A เนื่องจากระดับการยอยท่ีนอยกวา จะมีชนิดและจํานวน Ionizableของกรดอะมิโนของ

โปรตีนท่ีผานการยอยท่ีแตกตางกันของเอนไซม ทําใหมีผลตอความแตกตางของ ความหนาแนนของ

ประจุท่ีลอมรอบอนุภาคเม็ดไขมันท่ีแตกตางกัน 
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(B) 

 
 

หมายเหตุ:a,bอักษรกํากับท่ีตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p≤0.05 
 

ภาพท่ี 4.22ความตางศักยไฟฟาของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(ภาพ A) และ

 เอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสม

 ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง  

 
 
 
 

3) ดัชนีการเกิดครีม 

ตรวจสอบคาดัชนีการเกิดครีม ของอิมัลชันของMRBP-A และMRBP-F พบวา 

MRBP-Aท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 มีความคงตัวของครีมแตเม่ือชวงระดับการยอยเพ่ิมข้ึนเกิดการ

รวมตัวกันของอนุภาคไขมันและเกิดการแยกชั้นครีม (ภาพท่ี 4.2 3A) สําหรับอิมัลชันของ MRBP-F ท่ี
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ระดับการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10 มีความคงตัวของครีม แตท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 จะเกิด

การแยกชั้นครีม(ภาพท่ี 4.23B)แสดงใหเห็นวาการยอยโปรตีนดวยเอนไซมท่ีระดับการยอยต่ํา (รอยละ 

0-10) สามารถทําใหอิมัลชันเกิดการคงตัวได สังเกตจากไมเกิดการแยกชั้นของครีม ท้ังนี้เนื่องจาก

โปรตีนรําขาวดัดแปลงท่ีระดับการยอยต่ํา จะทําใหโครงสรางโปรตีนเกิดการคลายตัว สงผลตอการเพ่ิม

พ้ืนท่ีผิวสวนท่ีไมชอบน้ํา อีกท้ังการยอยจะชวยเพ่ิมความสมดุลระหวางโปรตีนสวนท่ีชอบน้ํากับโปรตีน

สวนท่ีชอบน้ํามัน (Hydrophilic-lipophilic balance) ทําใหโปรตีนมีคุณสมบัติในการเปนสารอิมัลซิ

ไฟเออรท่ีดี (Guan et al., 2007) แตท่ีระดับการยอยเพ่ิมมากข้ึน (มากกวารอยละ 10) โปรตีนรําขาว

ดัดแปลงใหคุณสมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรลดลง เนื่องจากโครงสรางโปรตีนเกิดการคลายตัว

ออกมาท่ีเกิดจากการยอยในระดับสูงจะมีปริมาณกรดอะมิโนท่ีมีประจุและไมมีประจุท่ีซอนอยูภายใน

โครงสรางเกิดข้ึนท่ีผิวของโปรตีนมากข้ึนอีกท้ังโครงสรางของโปรตีนหรือสายเพปไทดจะมีขนาดโมเลกุล

เล็ก ทําใหโปรตีนมีความเปน Amphiphilicไมเพียงพอท่ีจะทําใหเกิดอิมัลชันท่ีดี สงผลใหความสามารถ

ในการหอหุมเม็ดไขมันของโปรตีนบริเวณผิวสัมผัสระหวางน้ํากับน้ํามันจึงลดลง ( Phongthai et al., 

2016 และ Phongthai et al., 2017) 

4) โครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมัน 

ผลการทดลองโครงสรางทางจุลภาคของอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของ  MRBP-A 

และ MRBP-F (ภาพท่ี 4.24) พบวาโครงสรางทางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันจากระบบอิมัลชันของ  

MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10 มีการ

กระจายตัวของอนุภาคเม็ดไขมันท่ีแขวนลอยไดดี ทําใหระบบอิมัลชันมีความคงตัวและไมเกิดการแยก

ชั้นครีม แตท่ีระดับการยอยเพ่ิมข้ึน มีการกระจายตัวของอนุภาคขนาดเล็กท่ีแขวนลอยอยูในระบบ แต

ยังคงมีเม็ดไขมันบางสวนเกิดการเกาะกลุมกันและเกิดการรวมตัวกัน สงผลใหเม็ดไขมันบางสวนมี

ขนาดใหญทําใหระบบอิมัลชันไมคงตัว ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองการกระจายตัวของอนุภาคเม็ด

ไขมันและดัชนีการเกิดครีม 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 
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(B) 

 
 

หมายเหตุ:a,bอักษรกํากับท่ีตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p≤0.05 
 

ภาพท่ี 4.23ดัชนีการเกิดครีมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(ภาพ A) และ

 เอนไซมฟลาโวไซม(ภาพ B) ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4

 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในรูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสม

 ของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมง  
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ภาพท่ี 4.24โครงสรางจุลภาคของอนุภาคเม็ดไขมันของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาว

 ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ี

 ระดับการยอย (DH) ตางๆ ความเขมขนรอยละ 0.4โดยน้ําหนักตอปริมาตร ใน

 รูปแบบอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil-in-water) มีสวนผสมของน้ํามันรําขาวรอยละ 10 

 พีเอช6.5 ทําการวัดหลังจากเก็บนาน 24 ช่ัวโมงดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง 

 (กําลังการขยาย 100 เทา) 

DH6-10 

DH0-5 

MRBP-F MRBP-A 

RBP 

DH11-15 

DH16-20 
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4.5.3สมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามัน 

4.5.3.1 สมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาว 

ผลวิเคราะหสมบัติการอุมน้ําของโปรตีนรําขาว( RBP)เปรียบเทียบกับโปรตีน   ถ่ัว

เหลือง(SP) พบวา RBP มีสมบัติการอุมน้ํานอยกวา SP(ตารางท่ี 4.9) เนื่องจากชนิดของกรด      อะมิ

โนท่ีแตกตางกันสงผลใหความสามารถในการอุมน้ําท่ีแตกตางกัน เพราะความสามารถของโมเลกุลท่ี

สามารถรักษาน้ําเอาไวในโครงสรางสามมิติของโปรตีนท่ีมีอยูในอาหารเกิดจากพันธะไฮโดรเจนระหวาง

โมเลกุลของน้ํากับสวนท่ีชอบน้ําของโปรตีน ซ่ึงเก่ียวของกับการมีข้ัวและไมมีข้ัวของกรดอะมิโนของ

โปรตีนแตละชนิด  ผลการทดลองสอดคลองกับ Onsaard et al. (2010) รายงานสมบัติการอุมน้ําของ

โปรตีนถ่ัวเหลืองเปน 6.1 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน และ Chandi and Sogi (2007) รายงานวา

สมบัติการอุมน้ําของโปรตีนรําขาวมีคาเทากับ 3.87 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีนเชนเดียวกับ Cao et 

al. (2009)รายงานวาสมบัติการอุมน้ําของโปรตีนรําขาวมีคาเทากับ3.54 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน

เม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีนจากพืช พบวาโปรตีนรําขาวมีสมบัติการอุมน้ําใกลเคียงกับโปรตีนบักหวีด 

และโปรตีนงาดํา เปน 3.30 และ 3.11 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน ตามลําดับ ( Tomotake et al., 

2002 และ สังคม สิงหาราช, 2557)  

ผลการทดลองสมบัติการอุมน้ํามันของ  RBP และ SP พบวา RBP มีสมบัติการอุม

น้ํามันดีกวา SP(ตารางท่ี 4.9) ผลการทดลองท่ีไดสอดคลองกับ Cao et al. (2009)รายงานวาสมบัติ

การอุมน้ํามันของ RBP เทากับ 3.83 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีนโดยท่ัวไปแลวสมบัติการอุม

น้ํามันจะมีความสําคัญกับระบบอิมัลชัน เพราะระบบอิมัลชันมีน้ํามันเปนองคประกอบและมี

ความสัมพันธกับปริมาณกรดอะมิโนท่ีไมมีข้ัวในโปรตีนซ่ึงเปนสวนสําคัญของสวนท่ีชอบน้ํามันของ

โปรตีน เม่ือมีความสามารถในการอุมน้ํามันมากจะมีแนวโนมในทางเดียวกันกับความคงตัวของอิมัลชัน 

 

ตารางท่ี 4.9ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับ

 โปรตีนถั่วเหลือง (SP) 
 

ตัวอยาง 
ความสามารถในการอุมน้ํา 

(กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) 
ความสามารถในการอุมน้ํามัน 

(กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน) 
RBP 2.75±0.31b 3.66±0.31a 

SP 6.03±0.39a 2.73±0.95b 

 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,bอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี

 p≤0.05 
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4.5.3.2 สมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน

รวมกับสารละลายดาง 

ผลการทดลองความสามารถในการอุมน้ําของโปรตีนรําขาว ( MRBP)และโปรตีน

ถ่ัวเหลือง ( MSP)ดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดางพบวา ความสามารถในการอุมน้ําของ

MRBP มีคานอยกวา MSP อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) สวนความสามารถในการอุมน้ํามัน ของ

MRBP มีคานอยกวา MSP ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p>0.05)(ตารางท่ี 4.10) แตเม่ือ

เปรียบเทียบความสามารถในการอุมน้ําและน้ํามันระหวาง MRBP และRBPและระหวาง SP และ 

MSP(ตารางท่ี 4.9 และ 4.10)พบวาMRBP มีความสามารถในการอุมน้ําสูงกวา RBP (เพ่ิมข้ึนจาก 2.77 

เปน 4.02 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) และ MRBP มีความสามารถในการอุมน้ํามันสูงกวา RBP 

(เพ่ิมข้ึนจาก 3.66 เปน 4.17 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน ) และเม่ือเปรียบเทียบสมบัติ การอุมน้ํา

ของ SP จะมีคามากกวา MSP แตสมบัติการ อุมน้ํามันระหวาง SP จะมีนอยกวา MSP ดังนั้นจะเห็นได

วาการใชความรอนรวมกับสารละลายดางในการดัดแปลงโปรตีนรําขาวจะชวยเพ่ิมสมบัติการอุมน้ําและ

น้ํามัน แต การใชความรอนรวมกับสารละลายดางในการดัดแปลง โปรตีนถ่ัวเหลืองจะชวยเพ่ิมเฉพาะ

สมบัติการอุมน้ํามันเทานั้น   

 

ตารางท่ี 4.10ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MRBP) และโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอน

 รวมกับสารละลายดาง (MSP) 
 

ตัวอยาง 
ความสามารถในการอุมน้ํา 

(กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน 

(กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน) 

MRBP 4.02±0.10b 4.17±0.79a 

MSP 5.82±0.11a 4.56±0.74a 

 

หมายเหตุ:คาท่ีไดเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a,bอักษรกํากับท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
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4.5.3.3สมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัล

คาเลสและเอนไซมฟลาโวไซม 

จากผลการทดลองสมบัติการอุมน้ําและสมบัติการอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาว

ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส (MRBP-A) และเอนไซมฟลาโวไซม ( MRBP-F) ท่ีระดับการยอย 

(Degree of hydrolysis: DH) ตางๆ ดังตารางท่ี 4.11-4.12 พบวา MRBP-A ความสามารถในการอุม

น้ําเพ่ิมข้ึนท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 ถึงรอยละ 16-20 จากนั้นลดลงท่ีระดับการยอยมากกวารอยละ 

20 โดยสมบัติการอุมน้ําของ MRBP-A ท่ีรอยละ11-15 มีคาสูงสุดเทากับ 6.46 ก รัมของน้ําตอกรัมของ

โปรตีน (ตารางท่ี 4.11) สวนสมบัติการอุมน้ําของ MRBP-F ทุกระดับการยอย คือ รอยละ    0-5, 6-10 

และ 11-15(4.06-4.76 กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน ) ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p≥0.05 ) (ตารางท่ี 4.12) ผลสมบัติการอุมน้ําของ MRBP-A และ MRBP-Fท่ีแตกตางกัน เนื่องจาก

ความจําเพาะของสารตั้งตนหรือซับสเตรท ( Substrate) ของเอนไซมอัลคาเลสและเอนไซมฟลาโวไซม

ท่ีแตกตางกัน ทําใหผลิตภัณฑท่ีไดภายหลังจากการยอยแตกตางกัน อาจสงผลถึงการแสดงกลุมของ

ประจ ุ(Charge) หรือโมเลกุลมีข้ัว (Polar group) ท่ีแตกตางกันสงผลใหการแสดงความสามารถในการ

ชอบน้ํา (Hydrophilic) แตกตางกัน  

สวนความสามารถในการอุมน้ํามันของ MRBP-A ทุกชวงระดับการยอยมีคา

เทากับ 4-6 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p≥0.05) 

(ตารางท่ี 4. 11) แตความสามารถในการอุมน้ํามันของ MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 จะมี

คาสูงสุดเทากับ 6.55 กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน (ตารางท่ี 4.1 2) ท้ังนี้การเพ่ิมข้ึนของท้ัง

ความสามารถในการอุมน้ําและน้ํามันของโปรตีนท่ีผานการดัดแปลงดวยความรอนรวมกับดาง หรือ 

การใชเอนไซม ไมเพียงแตจะชวยแสดงกลุมของประจุ ( Charge) หรือโมเลกุลมีข้ัว ( Polar group) 

เพ่ิมข้ึน แตยังเพ่ิมจํานวนกลุมท่ีไมชอบน้ํา ( Hydrophobic groups) บนโมเลกุลของโปรตีนอีกดวย 

สงผลใหชวยเพ่ิมความสามารถในการอุมน้ํามันของโปรตีน สอดคลองกับ Zhang et al. (2012) 

รายงานความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 

พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการอุมน้ําเปน 4.4 กรัมของ

น้ําตอกรัมของโปรตีน และมีความสามารถในการอุมน้ํามันเทากับ 5.13 กรัมของน้ํามันตอกรัมของ

โปรตีน ดังนั้นจะเห็นไดวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการดัดแปลงดวยเอนไซมจะชวยเพ่ิมความสามารถใน

การอุมน้ําและอุมน้ํามันเพ่ิมข้ึน 
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ตารางท่ี 4.11ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

 อัลคาเลสท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ  
 

ระดับการยอย ความสามารถในการอุมน้ํา  

(กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน  

(กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน) 

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,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 

 

ตารางท่ี 4.12ความสามารถในการอุมน้ําและอุมน้ํามันของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม 

 ฟลาโวไซม ท่ีระดับการยอย (DH) ตางๆ   
 

ระดับการยอย ความสามารถในการอุมน้ํา  

(กรัมของน้ําตอกรัมของโปรตีน) 

ความสามารถในการอุมน้ํามัน  

(กรัมของน้ํามันตอกรัมของโปรตีน) 

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,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
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4.5.4 สมบัติการเกิดโฟม 

4.5.4.1 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาว 

จากการวิเคราะหความสามารถในการเกิดโฟม (Foaming capacity: FC) และ

ความคงตัวของโฟม (Foaming stability: FA) ของโปรตีนรําขาว ( RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัว

เหลือง (SP) ท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 ดังภาพท่ี 4. 25 พบวา RBP มีความสามารถเกิดโฟมไดดีกวา 

SP ท่ีพีเอช 3 และ 7 แตพีเอช 5 และ 9 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p≥0.05) สอดคลอง

กับผลการศึกษาคาการละลายของโปรตีนดังภาพท่ี 4.8 เพราะการเกิดโฟมของโปรตีนมีความสัมพันธ

กับการละลายของโปรตีน ถาโปรตีนละลายไดมากหรือเกิดการกระจายตัวของโปรตีนในน้ําไดดี สงผล

ใหโปรตีนแพรกระจายไปยังผิวหนาระหวางน้ําและอากาศไดอยางรวดเร็ว จึงทําใหเกิดการจับอากาศ

ของโปรตีนเกิดเปนโครงสรางฟลมลอมรอบฟองอากาศ (Tang et al., 2003) นอกจากนี้ความสามารถ

ในการเกิดโฟมของ RBP ท่ีพีเอช 3 7 และ 9 มีคาสูง คือ รอยละ 44, 56 และ 53 ตามลําดับ เม่ือเทียบ

กับพีเอช 5 เนื่องจากพีเอช 5 เปนพีเอชท่ีใกลเคียงกับจุดไฮโซอิเล็กตริก (Isoelectric point:pI) ทําให

ความสามารถในการละลายของโปรตีนนอยลงสงผลใหความสามารถในการเกิดโฟมต่ํา (รอยละ 23)  

สวนความคงตัวของโฟม พบวา RBP มีความคงตัวของโฟมดีกวา SP ท่ีพีเอช 3 

และ 7 แตพีเอช 5 และ 9 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p≥0.05) และท่ีพีเอช 5 ความคง

ตัวของโฟมนอยสุด ท้ังนี้ความคงตัวของโฟมของ RBP ท่ีพีเอช 3 7 และ 9 คิดเปนรอยละ 38 , 53 และ 

47 ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Chandi and Sogi (2007) พบวาท่ีสภาวะกรดและดาง

โปรตีนจะเกิดการละลายไดดี ทําใหความสามารถในการเกิดโฟมดีและความคงตัวของโฟมสูง เม่ือเทียบ

กับสภาวะท่ีพีเอช 5 เนื่องจากท่ีพีเอชใกลจุดไอโซอิเล็กทริก ทําใหความสามารถในการละลายของ

โปรตีนต่ําและเกิดการตกตะกอนสงผลใหความสามารถในการเกิดโฟมไมดีและความคงตัวของโฟมต่ํา 

ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาพีเอชเปนปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอคาความสามารถในการเกิดโฟมและความคงตัว

ของโฟมของโปรตีนรําขาว  ซ่ึงในสภาวะท่ีมีความเปนกรดหรือดางสูงโมเลกุลของโปรตีนจะสัมพันธกับ

ประจุสุทธิทําใหเกิดการผลักกัน (Electrostatic repulsion) ของประจุไฟฟาซ่ึงมีผลทําใหแรง    

ไฮโดรโฟบิกออนแรงลง สงผลใหโมเลกุลของโปรตีนมีความยืดหยุน (Guan et al., 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 
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(B) 

 
 

หมายเหตุ: a,bอักษรกํากับท่ีตางกันท่ีพีเอชแตกตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
 

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

 โปรตีนรําขาว (RBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลือง (SP) ความเขมขน 0.5 

 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9  

 

 

 

 

 

 

4.5.4.2 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 
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ผลการศึกษาความสามารถในการเกิดโฟม (Foaming capacity: FC) และความ

คงตัวของโฟม(Foaming stability: FA) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลาย

ดาง (MRBP) เปรียบเทียบกับโปรตีนถ่ัวเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ี

ระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 (ภาพท่ี 4.2 6) พบวา MRBP มีความสามารถในการเกิดโฟมไดดีท่ีสภาวะ   

พีเอชเปนกรดและดาง โดยเฉพาะท่ีพีเอช 3 และพีเอช 9 เม่ือเปรียบเทียบกันระหวาง MRBP กับ MSP 

พบวา MRBP ท่ีพีเอช 3 และ 9 มีความสามารถในการเกิดโฟมไดดี แตท่ีพีเอช 5 และ 7 มี

ความสามารถในการเกิดโฟมต่ํากวา MSP(ภาพ 4.26 A) สวนความคงตัวของโฟม พบวา MSP มีความ

คงตัวของโฟมดีกวา MRBP ทุกพีเอช ยกเวนท่ีพีเอช 3 ท่ีมีความคงตัวของโฟมต่ํา (ภาพ 4.26 B) จาก

ผลการทดลองสามารถอธิบายไดวาการใชความรอนทําใหโมเลกุลของ MRBP เกิดการคลายตัวและ

ความสามรถในการละลายเพ่ิมข้ึนและความสามารถในการละลาสูงกวา MSP ทําให MRBP สามารถ

แพรกระจายไปยังผิวหนาระหวางน้ําและอากาศไดเร็ว เกิดการจัดเรียงตัวบริเวณผิวหนาของอากาศ

และน้ําไดดี ความสามารถในการเกิดโฟมจึงดี (พีเอช 9) เม่ือพิจารณาผลความสามารถในการเกิดโฟม

และความคงตัวของโฟมระหวาง MRBP กับ RBP (ภาพท่ี 4.24) พบวา MRBP มีความสามารถในการ

เกิดโฟมเพ่ิมข้ึนและมีความคงตัวของโฟมไดดี แสดงใหเห็นวาการใชความรอนรวมกับสารละลายดาง

ชวยใหโปรตีนมีความสามารถในการเกิดโฟมและความคงตัวของโฟมดีข้ึน จากการศึกษาของ Yeom 

et al., (2010) ไดทําการศึกษาการดัดแปลงโปรตีนรําขาวโดยใชความรอนเชนเดียวกัน แตเปนการใช

ความรอนดวยวิธีการใหความรอนแบบ autoclaved ท่ีอุณหภูมิ 121 °ซ เวลา 30 นาที พบวาโปรตีน

รําขาวมีความสามารถในการเกิดโฟมเพ่ิมข้ึน เพราะการใชความรอนแบบวิธี Autoclaved สงผลให

โครงสรางของโปรตีนเกิดการคลายตัวและไดโมเลกุลของเพปไทดท่ีมีขนาดเล็กลง  
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(B) 

 
 

หมายเหตุ:a,bอักษรกํากับท่ีตางกันท่ีพีเอชแตกตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
 

ภาพท่ี 4.26 ความสามารถในการเกิดโฟม(ภาพ A) และความคงตัวของโฟม(ภาพ B) ของ

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) เปรียบเทียบ

 กับโปรตีนถั่วเหลืองดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง (MSP) ท่ีความ

 เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 
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4.5.4.3 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลสและเอนไซมฟ

ลาโวไซม 

1) สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) 

ผลการศึกษาความสามารถในการเกิดโฟม (Foaming capacity: FC) และ

ความคงตัวของโฟม (Foaming stability: FA) ของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส

(MRBP-A)ท่ีระดับการยอย  (Degree of hydrolysis: DH) รอยละ 0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ 

>20 พีเอช 3, 5, 7 และ 9 แสดงดังภาพท่ี 4.27A พบวา MRBP-A ทุกระดับการยอยมีความสามารถใน

การเกิดโฟมดีท่ีสภาวะพีเอชมากกวา 5 และนอยกวา 5 และความสามารถในการเกิดโฟมสูงท่ีสุดของ

โปรตีนทุกชวงระดับการยอยท่ีพีเอช 9 และเม่ือเปรียบเทียบผลของระดับการยอยตอ ความสามารถใน

การเกิดโฟม  พบวาระดับการยอยรอยละ 6-10 มีความสามารถในการเกิดโฟมสูงท่ีสุดและระดับการ

ยอยรอยละ >20มีความสามารถในการเกิดโฟม ต่ํา ท่ีสุด ทุกพีเอชสําหรับความคงตัวของโฟมของ 

MRBP-Aท่ีระดับการยอย (Degree of hydrolysis: DH) ตาง ๆ แสดงดังภาพท่ี4.27 B พบวา MRBP-

A ทุกชวงระดับการยอยมีความคงตัวของโฟมต่ําสุดท่ีพีเอช 5 และความคงตัวของโฟมเพ่ิมข้ึนท่ีพีเอ

ชมากกวาและนอยกวา 5 เม่ือพิจารณาผลของระดับการยอยตอ ความคงตัวของโฟมของ MRBP-A 

พบวาระดับการยอยรอยละ 6-10 ใหคาความคงตัวของโฟมมากสุด แตท่ีระดับการยอยรอยละ >20 

จะใหความคงตัวต่ําท่ีสุดทุกพีเอช 

เนื่องจากความสามารถของการเกิดโฟมและความคงตัวของการเกิดโฟมของ

MRBP-A จะมีความสัมพันธกับคาพีเอช ท้ังนี้ผลจากประจุ ( Net charge) ของโปรตีนมีผลตอการดูด

ซับระหวางอากาศกับผิวน้ํา (Air-water interface)เม่ือประจุเพ่ิมมากข้ึนสมบัติการเกิดโฟมของโปรตีน

จะเพ่ิมข้ึน สวนท่ีพีเอช 5 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีน จะต่ําท่ีสุด เนื่องจากความสามารถในการ

ละลายต่ําสุด เพราะใกลจุด isoelectric point (pI)เม่ือพิจารณาผลของ ระดับการยอยพบวาท่ีระดับ

การยอยสูง ไดเพปไทดท่ีมีขนาดเล็กทําใหความสามารสามารถหอหุมฟองอากาศต่ํามีผลตอ

ความสามารถเกิดโฟมต่ํา (Zhao et al., 2012) เชนเดียวกับการทดลองของ Phongthai et al. 

(2016) พบวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 5.04 มี

ความสามารถในการเกิดโฟมสูงสุด แตท่ีระดับการยอยรอยละ 10.37 และรอยละ 15.04 

ความสามารถในการเกิดโฟมต่ํา อีกท้ังยังสอดคลองกับโปรตีนจากพืชชนิดอ่ืน เชนการทดลองของ 

Yust et al. (2010) ท่ีไดทําการศึกษาความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนถ่ัวเขียว (Chickpea) ท่ี

ระดับการยอยรอยละ 10 พบวาโปรตีนมีความสามารถในการเกิดโฟมลดลง Chabanon et al. (2007) 

ศึกษาความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนแอลบูมินจากโปรตีนแรบซีดท่ีระดับการยอยรอยละ 5 

ถึง 15 พบวาโปรตีนมีความสามารถในการเกิดโฟมลดลงจากรอยละ 91 เปน86 และ Jamdar et al. 

(2010) พบวาโปรตีนถ่ัวลิสงท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 40 มี

ความสามารถในการเกิดโฟมต่ํา 
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(A) 

 
(B) 

 
 

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

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ

 มิลลิลิตรท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 
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2) สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม 

สวนผลการศึกษาความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

เอนไซมฟลาโวไซม( MRBP-F)ท่ีระดับการยอย  (Degree of hydrolysis: DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ 

11-15 พีเอช 3, 5, 7 และ 9แสดงดังภาพท่ี 4.28 Aพบวา MRBP-F มีความสามารถในการเกิด      โฟ

มไดดีท่ีสภาวะพีเอชมากกวา 5 แตท่ีพีเอช 3 และ5 ความสามารถในการเกิดโฟมไมแตกตางกัน 

(p>0.05) แตอยางไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบผลความสามารถในการเกิดโฟมระหวางชวงระดับการยอย 

พบวาท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 มีความสามารถในการเกิดโฟมมากและไมแตกตางกันกับท่ีระดับการ

ยอยรอยละ 11-15 แตท่ีระดับการยอยรอยละ 6-10 มีความสามารถในการเกิดโฟมต่ําสุด (ภาพท่ี 

4.28 A)เม่ือพิจารณาผลความคงตัวของโฟมพบวาผลการทดลองเปนไปในทิศทางเดียวกันกับ

ความสามารถในการเกิดโฟม โดย MRBP-F มีความคงตัวของโฟมไดดีท่ีสภาวะพีเอชมากกวา 5 แตท่ี  

พีเอช 3 และ 5 มีความคงตัวของโฟมต่ําสุด  

เม่ือเปรียบเทียบผลระดับการยอยของโปรตีนตอความคงตัวของโปรตีน พบวา

ระดบัการยอยรอยละ 0-5 มีความคงตัวของโฟมมากสุด และมีความคงตัวของโฟมลดลงเม่ือชวงระดับ

การยอยเพ่ิมข้ึน (ภาพท่ี 4.28 B)สอดคลองกับผลการทดลองของ ลีนา หงาฝา (2556) พบวาโปรตีน

ถ่ัวหรั่งท่ีผานการยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมท่ีระดับการยอยรอยละ 5 และ 10 มีความสามารถในการ

เกิดโฟมท่ีดี แตเม่ือระดับการยอยของโปรตีนเพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 15 พบวาความสามารถในการเกิดโฟม

มีคาลดลง และเม่ือพิจารณาความคงตัวของโฟมพบวาเม่ือระดับการยอยของโปรตีนเพ่ิมข้ึน จะใหผล

ของความคงตัวของโฟมลดลงพบวาท่ีระดับการยอยรอยละ 15 มีคาความคงตัวของโฟมต่ํา 

จากผลการศึกษาจะเห็นวา MRBP-A หรือ MRBP-F มีความสามารถเกิดฟอง 

และความคงตัวของโฟมท่ีดี เม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีนรําขาว (RBP) แตอยางไรก็ตามท่ีระดับการยอย

ต่ําๆ (รอยละ 5-10)จะมีความสามารถในการเกิดฟองสูงกวาระดับการยอยสูง โดยท่ัวไปแลว

ความสามารถในการเกิดโฟมเกิดจากโปรตีนท่ีละลายอยูในของเหลวเคลื่อนท่ีมาบริเวณท่ีผิวรอยตอ

ระหวางอากาศกับน้ํา โปรตีนคลายตัวเกิดเปนฟลมบาง จัดเรียงตัวในลักษณะเปนสายยาว ( Chain) 

หวง (Loop) และหาง (Tail) หันสวนท่ีไมมีข้ัวสูอากาศแตหันสวนมีข้ัวสูน้ํา สงผลใหโปรตีนสามารถกัก

เก็บอากาศไวไดในโครงสราง และฟองอากาศสามารถกระจายตัวอยูภายในของเหลวได แตเม่ือ โปรตีน

ท่ีระดับการยอยสูง จะเปนเพปไทดสายสั้นไดโมเลกุลโปรตีนขนาดเล็ก สงผลใหโปรตีนขาด

ความสามารถในการจัดเรียงตัวบริเวณผิวหนาของอากาศและน้ํา (Air-water interface) จึงไมเกิดเปน

ฟลมหอหุมฟองอากาศไว ทําใหความสามารถในการเกิดฟองไมดี ( Phongthai et al., 2016) อีกท้ัง

การยอยจะทําใหไดโมเลกุลท่ีมีประจุมาก ซ่ึงการท่ีโมเลกุลมีประจุมากทําใหเกิดการขัดขวางการข้ึนรูป

และสงผลตอความคงตัวของโฟม(Chandi and Sogi, 2007) 
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(A) 

 
(B) 

 
 

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

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ

 มิลลิลิตรท่ีระดับพีเอช 3 5 7 และ 9 
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สวนท่ี 3 ความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

4.6 ความสามารถในการตานออกซิเดชันของโปรตีนรําขาวดัดแปลง 

4.6.1 ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTSradical scavenging activity 

การวิเคราะหประสิทธิภาพในการเปนสารอนุมูลอิสระทดสอบ ดวยวิธี ABTS radical 

scavenging activityของโปรตีนรําขาว(RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลาย

ดาง (MRBP) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส( MRBP-A)และ เอนไซมฟลาโวไซม 

(MRBP-F)ท่ีระดับการยอยตางๆ แสดงดังภาพท่ี 4.29พบวาRBP MRBP และ MRBP-A ท่ีระดับการ

ยอยรอยละ 0-5 และ >20 มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTS+ไมแตกตางกันทางสถิติ  

(p≥0.05) แต MRBP-A ระดับการยอยรอยละ 0-5 มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTS+มาก

สุด คือ 7.57 mg Trolox/g sample (ภาพท่ี 4.29 A) สําหรับMRBP-Fเม่ือเปรียบเทียบกับ RBP และ 

MRBP พบวา RBP MRBP และ MRBP-F ท่ีระดับการยอยตางๆ จะมี ความสามารถในการตานอนุมูล

อิสระABTS+ ใกลเคียงกันคืออยูในชวง 5.84-7.06 mg Trolox/g sample (ภาพท่ี 4.29 B)สอดคลอง

กับ Thamnarathip et al. (2016) รายงานความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTS+ของโปรตีน

รําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 12.5 , 16.3 และ 18.7 

เปรียบเทียบกับโปรตีนรําขาวท่ีไมผานการยอย พบวาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ABTS+ ไม

แตกตางกัน  

รายงานคาความเขมขนของตัวอยางท่ีไดท่ีมีประสิทธิภาพในการกําจัดอนุมูลอิสระของ 

ABTS+ไดรอยละ 50ของปริมาณท้ังหมด( Effective Concentration:EC50)พบวาMRBP-A ท่ีระดับ

การยอยรอยละ 0-5  มีคา EC50ท่ีมีความเขมขนของโปรตีนนอย คือ 2.67 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

(p≤0.05)(ตารางท่ี 4.1 3)สวน MRBP-F ท่ีระดับการยอยตางๆ ใหคา EC50 อยูในชวง 3.27-3.36 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ไมแตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) (ตารางท่ี 4.1 4)จากการรายงานของ 

Adebiyiet al. (2009) และ Thamnarathip et al. (2016) พบวาการใชเอนไซมในการยอยโปรตีน 

ทําใหโมเลกุลของโปรตีนมีขนาดเล็ก มีสายเพปไทดขนาดสั้นเพ่ิมข้ึน จึงสงผลใหสายเพปไทดมีกรดอะมิ

โนท่ีมีความสามารถในการจับอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึนดวย เชน กรดอะมิโนประเภทสารประกอบฟนอล 

(Phenolic hydroxyl) ฮิตติดีน ( Histidine) โพรลีน ( Proline)ทริปโตเฟน ( Tryptophan) ลิวซีน 

(Leucine) วาลีน (Valine)อะลานีน (Alanine) และเมไทโอนีน ( Mathionine) เปนตน แตอยางไรก็

ตามชนิดของเอนไซมท่ีใชในการยอยเปนปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญตอความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ 

เพราะเอนไซมแตละชนิดมีความจําเพาะเจาะจงตอสารตั้งตนตางกัน  
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(A)    

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.29 ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ของโปรตีนรําขาว (RBP) 

 โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง(MRBP) โปรตีนรํา ขาว

 ดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ0-5,  6-

10, 11-15, 16-20 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม ฟลาโวไซม

(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ11-15 ท่ี ความเขมขนของโปรตีน 2 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B) 
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ตารางท่ี4.13ผลของฤทธิ์การตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ท่ีรอยละ 50 (EC50) ของโปรตีน รํา

ขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  (MRBP) โปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับ การยอย(DH) รอยละ0-5, 6-10, 11-

15, 16-20 และ >20 
 

ตัวอยาง EC50 (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

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,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 

 

ตารางท่ี4.14ผลของฤทธิ์การตานออกซิเดชันดวยวิธี ABTS ท่ีรอยละ 50 (EC50) ของโปรตีน รํา

ขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง  (MRBP) และโปรตีน

รําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับ การยอย(DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ

11-15 
 

ตัวอยาง EC50 (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

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,cอักษรกํากับท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 

 p≤0.05 
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4.6.2ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี Metal ions chelating activity 

จากผลการวิเคราะหคาความสามารถในการจับโลหะไอออน ( Metal ions chelating) 

ของ MRBP-A และ MRBP-F ท่ีระดับการยอยตาง ๆ เปรียบเทียบกับ RBP และ MRBP ดังภาพท่ี 4.30 

พบวา MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ0-5 และ 6-10 ไมแตกตางกันทางสถิติกับ RBP และ MRBP 

(p≥0.05) แตเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึน ระดบัการยอยรอยละ 11-15, 16-20 และ >20 ความสามารถ

ในการจับโลหะไอออนไดดีกวา RBP MRBP (p≤0.05) (ภาพท่ี 4.30A) สวนMRBP-F พบวาท่ีระดับการ

ยอยรอยละ 11-15 มีความสามารถในการจับโลหะไอออนสูงสุด เปรียบเทียบกับ RBP MRBP และ 

MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 และ 6-10 (p≤0.05) (ภาพท่ี 4.30B) 

จากผลการทดลองสามารถอธิบายไดวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมท่ีระดับ

การยอยสูงๆ สามารถทําหนาท่ีเปนสารคีเลตหรือสารอินทรียท่ีสามารถจับอนุมูลอิสระไดดี สอดคลอง

กับผลการทดลองของการทดลองของ Phongthai et al. (2016) รายงานวาโปรตีนรําขาวท่ีผานการ

ยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 5.04 มีความสามารถในการจับโลหะไอออนนอย 

แตมีความสามารถในการจับโลหะไอออนไดดีเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึน และเม่ือเปรียบเทียบกัน

ระหวางโปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสกับโปรตีนรําขาวท่ีไมผานการยอย พบวา

ความสามารถในการจับโลหะไอออนไมแตกตางกันทางสถิติและ ลีนา หงาฝา (2556) พบวาโปรตีน

ถ่ัวหรั่งท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสหรือฟลาโวไซม มีความสามารถในการจับโลหะไอออนไดดี 

และสูงข้ึนเม่ือระดับการยอยโปรตีนเพ่ิมข้ึน เนื่องจากโปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซม ทําใหมีขนาด

โมเลกุลเล็กลง มีสายเพปไทดสั้นข้ึน การละลายเพ่ิมข้ึน และมีประจุเพ่ิมข้ึน สงผลใหสายเพปไทดมี

กรดอะมิโนท่ีทําหนาท่ีเปน Prooxidantsเพ่ิมข้ึน นําไปสูการลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน  (Zhu et 

al., 2006) 
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(A) 

 
(B) 

 
 

ภาพท่ี 4.30ความสามารถในการคีเลตโลหะดวยวิธี Metal ions chelating activityของ

 โปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง 

 (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมอัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย

 (DH) รอยละ0-5, 6-10, 11-15, 16-20 และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาว

 ดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F) ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ 0-5,  6-10 

และ11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B) 
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4.6.3ความสามารถในการรีดิวซของโปรตีนรําขาวดวยวิธี Reducing power 

ผลการทดสอบความสามารถในการรีดิวซของ MRBP-A และMRBP-F ท่ีระดับการยอย

ตางๆ เปรียบเทียบกับ RBP และ MRBP ดังภาพท่ี 4.31พบวา MRBP-A ท่ีระดับการยอยมากกวารอย

ละ 20  มีความสามารถในการรีดิวซสูงสุด รองลงมาคือท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 , 16-20 , 0-5 

และ 6-10 ตามลําดับ เม่ือ เปรียบเทียบกับ RBP และ MRBP พบวา MRBP-A ท่ีระดับการยอยรอยละ 

11-15, 16-20 และ 0-5 จะมีคาสูงกวา (ภาพท่ี 4.31A)สวนความสามารถในการรีดิวซของ MRBP-F 

พบวา MRBP-F ทุกระดับการยอยมีความสามารถในการรีดิวซมากกวา RBP MRBP อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p≤0.05) (ภาพท่ี 4.31B) แสดงใหเห็นวาโปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซม มีความสามารถ

ในการตานอนุมูลอิสระท่ีดี เพราะโดยท่ัวไปแลวความสามารถในการรีดิวซเปนการทดสอบ

ความสามารถในการใหอิเล็กตรอนของสารละลายโปรตีน โดยการรีดิวซ Fe3+ เปน Fe2+ (Chan et al., 

2007) แตอยางไรก็ตามความสามารถในการรีดิวซท่ีเพ่ิมข้ึนสอดคลองกับระดับการยอยของโปรตีน 

ความสามารถในการละลาย เม่ือโปรตีนมีระดับการยอยท่ีสูงสงผลใหโปรตีนมีขนาดเล็กลง 

ความสามารถในการละลายเพ่ิมข้ึน โปรตีนมีประจุเพ่ิมข้ึน รวมถึงมีสายเพปไทดท่ีมีโครงสรางสงเสริม

ใหมีความสามารถในการรีดิวซไดดี (Ramos and Xiong, 2001) อีกท้ังการยอยทําใหไดกรดอะมิโนท่ีมี

โซขางเปนประจุลบ (R group) อยูบนโครงสรางของโปรตีนเพ่ิมมากข้ึน บงชี้ถึงความสามารถในการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระ (Re et al., 1999) จากรายงานการวิจัยของ Castro and Sato. (2015) พบวา

โปรตีนรําขาวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.399 แตโปรตีนรําขาว

ท่ีผานการยอยดวยเอนไซมฟลาโวไซมมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.176 
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ภาพท่ี 4.31ความสามารถในการรีดิวซของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

 ความรอนรวมกับสารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซม อัล

คาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ0-5, 6-10, 11-15, 16-20  และ >20(ภาพ A) 

และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ 

0-5, 6-10 และ11-15 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 2  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B) 
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4.6.4ความสามารถในการตานออกซิเดชัน ของกรดลิโนเลอิกดวยวิธี Linoleic acid 

peroxidation activity 

การวิเคราะหความสามารถในการตานออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกของ MRBP-A และ

MRBP-F ท่ีระดับการยอยตาง ๆ เปรียบเทียบกับ  RBP และ MRBP ดังภาพท่ี 4.32 พบวา  MRBP-A ท่ี

ระดับการยอยมากกวา 20 มีความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกไดดีกวา 

RBP MRBP และท่ีระดับการยอยอ่ืนๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) (ภาพ A)  

สวนความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกของ MRBP-F 

เปรียบเทียบกับ RBP และ MRBP พบวา MRBP-F ท่ีระดับการยอยรอยละ 11-15 มีความสามารถใน

การตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกดีกวา RBP MRBP และท่ีระดับการยอยอ่ืนๆ อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ ( p≤0.05) (ภาพ B) เนื่องจากโปรตีนท่ีผานการยอยดวยเอนไซมมีกรดอะมิโนกลุม

ไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) เพ่ิมข้ึน (Chiue et al., 2003) อีกท้ังยังสอดคลองกับความสามารถใน

การเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีน ซ่ึงพบวาความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออรของโปรตีน

เพ่ิมข้ึนเม่ือโปรตีนผานการดัดแปลงหรือยอยดวยเอนไซม เพราะความสามารถในการตานการเกิด

ออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกท่ีเพ่ิมข้ึนอาจมีผลมาจากโปรตีนมีความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟ

เออรท่ีดี เชนเดียวกับการรายงานของ Zhu et al. (2006)  พบวาการดัดแปลงโปรตีนดวยเอนไซม ทํา

ใหโครงสรางของโปรตีนคลายตัวออก มีคา Surface hydrophobicity เพ่ิมข้ึน และมีความสามารถใน

การเปนสารอิมัลซิไฟเออร ซ่ึงสงผลใหมีความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก

เพ่ิมข้ึนดวย 
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ภาพท่ี 4.32ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกดวยวิธี linoleic  acid 

peroxidation activityของโปรตีนรําขาว (RBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลง ดวยความรอนรวมกับ

สารละลายดาง (MRBP) โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวเอนไซม อัลคาเลส(MRBP-A) ท่ีระดับการยอย

(DH) รอยละ0-5, 6-10, 11-15, 16-20  และ >20(ภาพ A) และโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

เอนไซมฟลาโวไซม(MRBP-F)  ท่ีระดับการยอย(DH) รอยละ 0-5, 6-10 และ11-15 ท่ีความ

เขมขนของโปรตีน  2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ภาพ B) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

การ ดัดแปลงสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีนรําขาวดวยความรอนรวมกับ สารละลาย ดาง 

(MRBP)พบวาการมีระดับการยอย (DH) ของโปรตีนรําขาวเทากับรอยละ 0.43-1.98 สวนการดัดแปลง

โปรตีนรําขาวดวยเอนไซม อัลคาเลสความเขมขนรอยละ 0.3 ท่ีระยะเวลา 0-180 นาที และเอนไซมฟ

ลาโวไซม ความเขมขนรอยละ 6 ท่ีระยะเวลา 0-12ชั่วโมง  พบวาระดับการยอยเทากับรอยละ 1.55-

21.47 และรอยละ 1.87-12.08ตามลําดับ 

คุณลักษณะโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง ( MRBP)และโปรตีนรํา

ขาวดัดแปลงดวย เอนไซมพบวาคาสีL* ลดลง แตมีคาสี a* และ b* เพ่ิมข้ึนในสภาวะ non-reducing 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนรําขาวเทากับ 7- 151 กิโลดาลตันแตเม่ือ ดัดแปลงดวยความรอน

รวมกับสารละลายดาง ( MRBP) พบวามีน้ําหนักโมเลกุล8-145 กิโลดาลตัน และเม่ือผานการดัดแปลง

ดวยเอนไซม พบวามีน้ําหนักโมเลกุลเล็กลงเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึน สวนสมบัติเชิงหนาท่ีของโปรตีน

รําขาวดัดแปลง พบวาสมบัติการละลาย ความสามารถในการเปนสารอิมัลซิไฟเออร ความสามารถใน

การอุมน้ําและน้ํามัน และสมบัติการเกิดโฟมดีข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีนรําขาวไมผานการดัดแปลง

โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมจะมีความสามารถในการจับโลหะไอออน ความสามารถในการ

รีดิวซ และความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกสูงกวา โปรตีนรําขาว ไมผาน

การดัดแปลงและผานการ ดวยความรอนรวมกับสารละลายดาง โดยท่ี โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวย

เอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ 0-5 มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระABTS ดีท่ีสุดสวน

โปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยดวยเอนไซมอัลคาเลสท่ีระดับการยอยรอยละ  20 มีความสามารถในการจับ

โลหะไอออน ความสามารถในการรีดิวซ และความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิ

โนเลอิกดีท่ีสุด สวนโปรตีนรําขาวดัดแปลงดวยเอนไซมฟลาโวไซมระดับการยอยรอยละ 11-15 ให

ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิกดีท่ีสุด 

 

5.2 ขอเสนอแนะ 

5.2.1 ควรมีการตรวจสอบสมบัติการเปนสารอิมัลซิไฟเออรในวันท่ี 0 ดวย เพ่ือใชเปนขอมูล

เปรียบเทียบ และควรตรวจสอบการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโน เพ่ือใหทราบโครงสรางท่ีแนชัดของ 

เพปไทดท่ีผลิตได  
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5.2.2ควรนําโปรตีนรําขาวดัดแปลงมาทดลองใชเปนสวนผสมในผลิตภัณฑอาหาร เพ่ือดูสมบัติเชิง

หนาท่ีและการใชงานไดจริงของโปรตีนดัดแปลง 
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1. การหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนดวยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (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

ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 เก็บสารละลายไวในขวดสีชา

ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ สามารถเก็บสารละลายไวใชได 1 เดือนหลังจากการเตรียม 

2.2.2 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 

ชั่ง Tris-base 18.15 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร แลวปรับพีเอชเปน 8.8 

ดวย 1 MHClจากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร แลวเก็บสารละลายไวท่ีอุณหภูมิ 4 

°ซ 

2.2.3 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 

ชั่ง Tris-base 6.06 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร แลวปรับพีเอชเปน 6.8 ดวย 1 

MHClจากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร แลวเก็บสารละลายไวท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ 

2.2.410% SDS 

ชั่ง SDS 10 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 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 

ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 3,000 มิลลิลิตร (พีเอช 8.3) และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ 

2.2.7Catalyst 

2.2.7.1 10% Ammonium persulphate (APS) เตรียมกอนท่ีจะใช 

2.2.7.2 TEMED (N,N,N, N-tetramethylethylenediamine) สามารถใชไดเลยโดย

ไมตองเจือจาง 

2.2.8 Protein Marker 

โปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ําหนักโมเลกุล 5-245 KDaยี่หอ BLUelfPrestained 

Ladder 

2.2.9สียอมแถบโปรตีน (Staining) 

เตรียมโดยชั่งCoomassiebrillian blue R-250 ปริมาณ 0.3 กรัม (0.3% w/v) 

จากนั้นละลายใน methanol ปริมาตร 45 มิลลิลิตร เม่ือละลายหมดแลวกรอง จากนั้นเติม Glacial 

Acetic acid ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 45 มิลลิลิตร 

2.2.10 สารละลายสําหรับลางสียอมแถบโปรตีน (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 สวนประกอบของเจลสําหรับ SDS-PAGE 
 

สวนประกอบของเจล 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 

2.3.1การเตรียมตัวอยาง 

นําตัวอยางโปรตีน 1 กรัม ผสมกับ 5 % SDS 9 มิลลิลิตร จากนั้นโฮโมจิไนส 1 นาที 

แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 85 °ซเปนเวลา 1 ชั่วโมง นําสารละลายมาเหวี่ยงแยก 8000 rpm นาน 10 

นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีไบยูเรท กอนนําไปใชนําสวนใสท่ีไดมา

ผสมกับ sample buffer ในอัตราสวน 1 ตอ 1 โดยใหมีปริมาณโปรตีนเทากับ 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ทําการตมสารผสมเปนเวลา 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 ใหเต็ม chamber จากนั้น load ตัวอยางท่ีเตรียมจากขอ 1 จํานวน 10 

ไมโครลิตร ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสเขากับ power supply เปดกระแสไฟฟา 180 โวลล จนสีของโบรโม

ฟนอลบลูเคลื่อนท่ีจนเกือบสุดปลายกระจก จึงหยุดการใหกระแสไฟฟา (ประมาณ 1 ชั่วโมง) 

2.3.4 ทําการยอมสีโปรตีนในเจล โดยยอมในStaining solution นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามา

ลางโดยแชในDestaining solution 1 นาน 30 นาที แลวแชดวย Destaining solution 2นาน 2 

ชั่วโมง 
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ภาพท่ี ก.1 การแยกโปรตีนโดย Gel electrophoresis 
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การวิเคราะหทางเคมี 
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2.การวิเคราะหหาปริมาณความช้ืน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,1999) 

2.1  วัสดุอุปกรณ 

2.1.1 ภาชนะอะลูมิเนียมสําหรับหาความชื้น 

2.1.2 ตูอบลมรอน (Hot air oven) 

2.1.3โถดูดความชื้น (desiccator) 

2.1.4 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

 

2.2 วิธีทดลอง 

2.2.1อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 105 °ซ นาน 2-3 ชั่วโมง นํา

ออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนัก 

2.2.2กระทําเชนขอ 1 ซํ้า จนไดผลตางของน้ําหนักท่ีชั่งท้ังสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 

มิลลิกรัม 

2.2.3 ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักท่ีแนนอนอยางละเอียด 1-2 กรัม ใสลงในภาชนะหาความชื้นซ่ึง

ทราบน้ําหนักแลว 

2.2.4 นําไปอบในตูอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 105 องสาเซลเซียส นาน 4-5 ชั่วโมง 

2.2.5 นําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนัก จากนั้นนําเขาตูอบและ

กระทําซํ้าเชนเดิมจนไดผลตางของน้ําหนักท่ีชั่งท้ังสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม  

 

การคํานวณ 

 ปริมาณความชื้น (%) = 
( )ผลตางของน้ําหนักกอนอบและหลังอบกรัมน้ําหนักตัวอยางเริ่มตน

 (กรัม)
x 100 

 

3. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตนี(ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,1999) 

3.1 วัสดุอุปกรณ 

3.1.1 ขวดแกววิเคราะหโปรตีน (Kjeldahl Apparatus)  

3.1.2เครื่องยอย (Digestion Apparatus)  

3.1.3เครื่องกลั่น (Distallation) 

3.1.4 ขาตั้งและบิวเรตสําหรับไทเทรตสารละลาย 

3.1.5 ขวดรูปชมพูขนาด (Erlenmeyer flask) 250 มิลลิลิตร 

3.1.6 กระบอกตวงขนาด 25 100 และ 500 มิลลิลิตร 

3.1.7 น้ํากลั่น 
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3.1.8บีกเกอร 

3.1.9Glass bead or boiling chip 

3.1.10เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

 

3.2 สารเคมี 

3.2.1Conc. HCL 

3.2.2 Mix Catalyst (สารผสมระหวาง copper sulfate: potassium sulfate อัตราสวน 

1:10) 

3.2.3 Sodium hydroxide เขมขนรอยละ 40 โดยใช Sodium hydroxide 40 กรัม ละลาย

ในน้ํากลั้น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

3.2.4Hydrochloric เขมขน 0.1 N 

3.2.5 Boric acid เขมขนรอยละ 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 ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอนประมาณ 0.5-1 กรัม ใสลงใน Kjeldalh flask เติม Mix 

Catalyst ประมาณ 5 กรัม 

การยอย (Digestion) 

3.3.2 เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ 25 มิลลิลิตร 

3.3.3ยอยบน heating mantle โดยใหความรอนออนๆ จนกระท่ังหมดฟอง แลวคอยเพ่ิม

ความรอนอุณหภูมิ 400 °ซ จนกระท่ังสารละลานใสท้ิงไวใหเย็น 

การกลั่น (Distillation) 

3.3.4เติมน้ํากลั่นลงในหลอดยอย 400 มิลลิลิตร และเติม 40%NaOH 80 มิลลิลิตร นําหลอด

ยอยมาตอเขากับเครื่องกลั่น 

3.3.5 นําขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมี 4% boric acid อยู 75 มิลลิลิตร และเติม

อินดิเคเตอรเรียบรอยแลวมารองรับสารละลานท่ีกลั่นได 

3.3.6 กลั่นจนไดสารละลาย 300 มิลลิลิตร 

3.3.7 ไทเทรตสารละลายท่ีกลั่นไดดวย 0.1N HClจนกระท่ังสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเปน

สีชมพู 

3.3.8 ทํา blank ตามขอ 1-7 โดยไมตองใสตัวอยาง 
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การคํานวณ 

 

ปริมาณไนโตรเจน (รอยละ) = 
(A−B)x 0.014 x N x 100

W
 

 

ปริมาณโปรตีน (รอยละ) = % Nitrogen x F 

 

เม่ือ A คือ ปริมาตรของ HClท่ีใชไทเทรตกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

 B คือ ปริมาตรของ HClท่ีใชไทเทรตกับ blank (มิลลิลิตร) 

 N คือ ความเขมขนของ HCl (โมลาร) 

 W คือ น้ําหนักของตัวอยาง (กรัม) 

 F คือ คาแฟคเตอร 

 

4. การวิเคราะหหาปริมาณไขมัน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,1999) 

4.1 วัสดุอุปกรณ 

4.1.1Soxhletapparatut 

4.1.2หลอดใสตัวอยาง (extraction thimble) 

4.1.3 สําลี 

4.1.4 ตูอบลมรอน 

4.1.5 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

4.1.6 โถดูดความชื้น 

 

4.2 สารเคมี 

4.2.1 ปโตรเลียม อีเทอร หรือเฮกเซน 

 

4.3 วิธีทดลอง 

4.3.1 อบขวดกลมสําหรับหาปริมาณไขมันในตูอบท่ีมีอุณหภูมิ 105 °ซ นาน 1 ชั่วโมง ท้ิงไวให

เย็นในโถดูดความชื้น และชั่งน้ําหนักท่ีแนนอน 

4.3.2 ชั่งตัวอยางบนกระดาษกรองท่ีทราบน้ําหนักแนนอนประมาณ 3-5 กรัม หอใหมิดชิดใส

ลงในหลอดใสตัวอยาง ปดดวยสําลี 

4.3.3 นําหลอดตัวอยางใสใน Soxhletเติมสารตัวทําละลายปโตรเลียม อีเทอร ลงในขวดกลม

ปริมาตร 60 มิลลิลิตร แลววางบนเตา 
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4.3.4 ประกอบชุดกลั่นไขมัน พรอมท้ังเปดน้ําหลออุปกรณควบแนน และเปดสวิทซใหความ

รอน โดยปรับความรอนใหเกิดการกลั่นตัวของสารละลายปโตรเลียม อีเทอร 5-6 หยดตอนาที ใชเวลา

ในการสกัดประมาณ 6 ชั่วโมง 

4.3.5 หลังจากสกัดเสร็จ ปรับเครื่องไปท่ีปุม recovery เพ่ือใหปโตรเลียม อีเทอร เหลือ 2-3 

มิลลิลิตร แลวนําไปอบท่ีตูอบอุณหภูมิ 103-105 °ซ นาน 6 ชั่วโมง ทําใหเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่ง

น้ําหนัก 

 

การคํานวณ 

ปริมาณไขมัน (%) = 
( )น้ําหนักไขมันหลังอบกรัมน้ําหนักตัวอยางเริ่มตน

 (กรัม)
x 100 

 

 

5. การวิเคราะหหาปริมาณเถา (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 ตําแหนง 

 

5.2 วิธีทดลอง 

5.2.1 เผาถวยกระเบื้องในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550 °ซ นาน 3 ชั่วโมง นําออกจากเตาเผาเก็บไว

ในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นลงจนถึงอุณหภูมิหอง ชั่งน้ําหนักท่ีแนนอน บันทึกผล 

5.2.2 ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักท่ีแนนอน 2-5 กรัม ใสในถวยกระเบื้องท่ีทราบน้ําหนักท่ี

แนนอนแลว 

5.2.3 นําไปเผาท่ีอุณหภูมิ 550 °ซ จนกระท่ังไดเถาสีขาว อาจใชเวลา 5-6 ชั่วโมง นําออกจาก

เตาเผา เก็บในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นลงจนถึงอุณหภูมิหอง ชั่งน้ําหนักตัวอยาง บันทึกผลท่ี

แนนอน 
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การคํานวณ 

 

ปริมาณเถา (%) = 
( )น้ําหนักเถากรัมน้ําหนักตัวอยางเริ่มตน

 (กรัม)
x 100 

 

 

6. การวิเคราะหหาปริมาณเย่ือใย(ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,1999) 

6.1 วัสดุอุปกรณ 

6.1.1 อุปกรณวิเคราะหปริมาณเยื่อใยและชุดกรองเยื่อใย 

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 ตําแหนง 

 

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 ใสตัวอยางท่ีชั่งน้ําหนักแนนอนประมาณ 2 กรัม ใสในกระบอกแกวสําหรับตมยอย เติม

สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขนรอยละ 1.25 ท่ีผานการตม 150 มิลลิลิตร ลงในกระบอกแกว นําไปตม

ในเครื่องยอยหาเยื่อใยท่ีเปดน้ําผานระบบควบแนนนาน 30 นาที 

6.3.2 กรองตัวอยางผานผาลินิน โดยใชชุดกรอง ประกอบดวย butcher funnel, filtering 

flask และ suction pump ลางเยื่อใยดวยน้ํารอนจนหมดความเปนกรด 

6.3.3 นํากากท่ีไดจากการกรองใสในกระบอกแกวใบเดิม เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

เขมขนรอยละ 1.25 ท่ีผานการตมเดือด 150 มิลลิลิตร ตมในเครื่องยอย 30 นาที 
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6.3.4 กรองตัวอยางผานผาลินินเชนเดียวกับขอ 2 ลางตัวอยางดวยน้ํารอนจนหมดความเปน

ดางและกรด และลางดวยแอลกอฮอลรอยละ 95 2 ครั้ง ครั้งละประมาณ 10 มิลลิลิตร แลวขูดกากใส

ในถวยกระเบื้อง (crucible) ท่ีอบและทราบน้ําหนักท่ีแนนอนแลว 

6.3.5 นํา crucible อบท่ี 103-105 องสาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นในโถความชื้น 

อบซํ้าอีก 30 นาที จนกระท่ังไดน้ําหนักสองครั้งตางกันไมเกิน 1-3 มิลลิลิตร  

6.3.6 นํา crucible ไปเผาพรอมกากท่ีอบแหงในเตาเผาอุณหภูมิ 550 °ซ เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

ปลอยใหเย็น ชั่งน้ําหนัก ทําซํ้าอีก 30 นาที จนไดน้ําหนักท่ีแนนอน 

 

การคํานวณ 

 

ปริมาณเยื่อใย (%) = 
ผลตางของนน. ( )ตัวอยางหลังอบและหลังเผากรัมน้ําหนักตัวอยางเริ่มตน

 (กรัม)
x 100 

 

7. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตนีโดยวิธีไบยูเรต (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 กวนจนเปนเนื้อเดียวกัน เติมสารละลาย 10% NaOH 300 มิลลิลิตรในขณะ

กวน ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร 

 7.2.2 สารมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

เตรียมโดยชั่ง BSA มา 0.01 กรัม จากนั้นละลายดวยน้ํากลั่นและปรับปริมาตรดวยน้ํา

กลั่นใหได 10 มิลลิลิตร จากนั้นดูดสารละลาย BSA ท่ีมีความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรใสหลอด

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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การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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การเตรียมตัวอยาง 

ชั่งตัวอยางโปรตีนรําขาว 0.5 กรัมแลวเติม 5 mM phosphate buffered saline ใหได

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําตัวอยางไปกวนเปนเวลา 30 นาที แลวทําการแยกเอาสวนใสมา

วิเคราะห โดยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4,000 rpm เปนเวลา 10 นาที หรือกรองผานกระดาษ

กรองเบอร 1 จากนั้นนําไปวิเคราะหไบยูเรทเพ่ือหาความเขมขนของโปรตีน 

 

8. ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี 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 ละลายดวยน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรให

ได 500 มิลลิลิตร 

8.1.2 เตรียม 2.45 mM Potassium persulphateชั่งโพแทสเซียมซัลเฟส 0.3312 กรัม 

ละลายดวยน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 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 มิลลิลิตรแลวกวนจนกวาจะละลายเปนเนื้อเดียวกัน แลวปรับ pH 

ดวย HClใหได pH 7.4 คอยปรับปริมาตรดวยน้ํากลั้นใหได 1000 มิลลิลิตร 

8.1.4 เตรียมสารละลาย ABTS+ ทําการผสม 7 mM ABTS  กับ 2.45 mM Potassium 

persulphate ในอัตราสวน 1 :0.5 ในขวดสีชาบมในท่ีมืด 12-16 ชั่วโมง กอนนําไปใช จากนั้นดูด

สารละลายท่ีผสมมาเจือจางดวย 5mMPhosphate buffered saline (pH 7.4) แลวนําไปวัดคา Abs. 

ท่ีความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ใหไดคาการดูดกลืนแสง 0.7±0.02 

8.1.5เตรียมTrolox(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) โดย

การชั่ง Troloxมา 0.05กรัม ละลายดวยสารละลาย 80% ethanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขา

กัน จากนั้นปรับปริมาตรดวย 80% ethanol ใหได 50 มิลลิลิตรแลวทําการเจือจางสารละลายใหได

ความเขมขน 0-0.6 mg/ml 

 

8.2  วิธีวิเคราะห 

8.2.1ปเปตสารละลายตัวอยางโปรตีน (0-8 mg/ml) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (Blank :ใชใชน้ํา

กลั่นแทนสารละลายตัวอยาง) ลงในหลอดทดลองท่ีหุมดวยฟอยด 
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8.2.2 เติมสารละลาย ABTS+ ท่ีเจือจางแลวปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไป

บมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง 6 นาที  

8.2.3 วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 734 นาโนเมตรบันทึกคา ทําการเปรียบเทียบกับสารละลาย

มาตรฐาน Troloxและคํานวณคาการยับยั้ง (% inhibition ABTS+) ไดจากสมการ 

 

% inhibition ABTS+ = [(Abs.control– Abs.sample)/Abs.control] x 100 

 

 
 

ภาพท่ี ค.1 กราฟมาตรฐาน Trolox (mg/ml) 

 

9.ความสามารถในการตานออกซิเดชันดวยวิธี 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

ดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

9.1.2 5 mMFerrozineโดยชั่ง Ferrozine 0.2462 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรดวย

น้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

9.1.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน 1 mM EDTA โดยชั่ง EDTA 0.029 กรัม ละลายดวย 80% 

Ethanal ปรับปริมาตรดวยเอทานอลใหครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาเจือจางดวยเอทานอลใหมี

ความเขมขนในชวง 0-0.1 mM 
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9.2  การวิเคราะหตัวอยาง 

9.2.1 นําตัวอยางโปรตีนท่ีมีความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

(Blank : ใชน้ํากลั่น) 

9.2.2เติมน้ํากลั่น 3.7 มิลลิลิตร แลวผสมใหเขากัน 

9.2.3 เติมสารละลาย 2 mM Ferrous chloride ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

9.2.4 เติมสารละลาย 5 mMFerrozineปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารละลาย

ท้ังหมดใหเขากัน 

9.2.5 วางท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 562 

นาโนเมตร บันทึกคา 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 ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น

ใหครบ 1000 มิลลิลิตร 

-Na2HPO4ชั่งมา 28.392 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น

ใหครบ 1000 มิลลิลิตร 

y = -4.294x + 0.615
R² = 0.999
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จากนั้นนําสารละลายท้ังสองมาผสมกันใหไดคา pH เทากับ 6.6 

10.1.2 1% Potassium ferricyanideโดยชั่ง C6N6FeK3มา 1 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 

แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

10.1.3 10% TCA โดยชั่ง TCA มา 10 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํา

กลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

10.1.40.1% Ferric chloride (FeCl3) โดยชั่ง Ferric chloride 0.1 กรัม ละลายดวยน้ํา

กลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 

10.2 วิธีการวิเคราะห 

10.2.1นําตัวอยางโปรตีนท่ีมีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 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 ผสมใหเขากัน  

10.2.5 แลวนําไปบมท่ี 50 °ซ เปนเวลา 30 นาทีในท่ีมืด 

10.2.6 เติม 10% TCA ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมกัน นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 

8000 x g นาน 10 นาที 

10.2.7 ใชสารละลายสวนใส 1 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย 

0.1% ferric chloride ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรผสมใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 10 นาที  นําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร  

ผลการทดลองแสดงในรูปของการดูดกลืนแสงโดยพิจารณาวาการดูดกลืนแสงเปนสัดสวน

โดยตรงกับกําลังลดกําลัง 
 

11. ความสามารถในการตานออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid autoxidation)ตาม

วิธีของCastro and Sato (2015) 

11.1 การเตรียมสารละลาย 

11.1.150 mM Phosphate buffer (pH 7)  

-NaH2PO4ชั่งมา 5.999 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นให

ครบ 1000 มิลลิลิตร 

-Na2HPO4ชั่งมา 7.098 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นให

ครบ 1000 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําสารละลายท้ังสองมาผสมกันใหไดคา pH เทากับ 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

ดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 50 มิลลิลิตร 

11.1.6 20 mMFerrous chloride (FeCl2) โดยชั่ง Ferric chloride 0.2535 กรัม 

ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 

11.2 วิธีการวิเคราะห 

11.2.1เจือจางตัวอยางโปรตีนใหได 2 mg/ml โดยใช 50 mM Phosphate buffer (pH 

7) ในการเจือจางใหไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพ่ือละลายตัวอยาง (Blank: ใชน้ํากลั่น) 

11.2.2 เติมสารละลาย Linoleic acid ปริมาตร 130 ไมโครลิตร  

11.2.3 เติมเอทานอลปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 25 

มิลลิลิตร 

11.2.4 ผสมใหเขากันปดฝา แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 42 องสาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง ในท่ีมืด 

11.2.5 จากนั้นนํามาวิเคราะหระดับการเกิดออกซิเดชันดวยวิธี Ferric thiocyanateโดย

การดูดสารละลายตัวอยางมา 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 

11.2.9ผสมใหเขากัน แลวตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 3 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร บันทึกคา และคํานวณคากิจกรรมในหนวยรอยละ (%) 

 

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