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1. ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
ขา้วเป็นธญัพืชอาหารท่ีส าคญัของคนไทย คนเอเชีย รวมไปถึงประชากรอีกหลายชนชาติบนโลกใบน้ี 

ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีการปลูกขา้วเป็นอนัดบัตน้ๆของโลกและเป็นผูส่้งออกข้าวรายใหญ่ของ
ตลาดโลกโดยขา้วเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีท ารายไดใ้หป้ระเทศปีละไม่ต ่ากว่า 65,000 ลา้นบาท โดยการส่งออก
ขา้วของไทยตลอด 10 ปีท่ีผ่านมา มีแนวโนม้สูงข้ึนจาก 6.37 ลา้นตน้ขา้วสาร ในปี พ.ศ. 2541 เป็น 10.01 
ลา้นตนัขา้วสาร ในปี พ.ศ. 2551 ส าหรับปริมาณการส่งออกขา้วในปี 2554 ปริมาณการส่งออกขา้วไทยมี
จ านวน 10.67 ลา้นตนัขา้วสาร คิดเป็นมูลค่า 192,956 ลา้นบาท (สมพร อิศวิลานนท์ และ ปรุฬห์ สันติ
ธรรมรักษ ์ 2555) ขา้วหอมมะลิเป็นสายพนัธ์ุขา้วท่ีมีถ่ินก าเนิดในประเทศไทย จดัเป็นขา้วนาปี  นิยม
บริโภคกนัอยา่งแพร่หลายทั้งในและต่างประเทศ  เป็นพนัธ์ุขา้วท่ีท าใหข้า้วไทยเป็นสินคา้ส่งออกท่ีรู้จกัไป
ทัว่โลก ปลกูไดคุ้ณภาพดีเฉพาะในประเทศไทย  ผลผลิตขา้วหอมมะลิของไทยในปี 2549 มีพ้ืนท่ีเพาะปลูก 
19.30 ลา้นไร่ และมีปริมาณผลผลิต 6.49 ลา้นตนัขา้วเปลือก (ตลาดสินคา้ล่วงหนา้แห่งประเทศไทย  2551) 
ในกระบวนการแปรรูปขา้วผลิตผลพลอยไดจ้ากการขดัสีขา้วเปลือกท่ีส าคญั คือ ร าขา้ว เป็นส่วนท่ีไดจ้าก
การขดัขา้วกลอ้งใหเ้ป็นขา้วสาร  ประกอบดว้ยชั้นเยื่อหุม้เมลด็และคพัภะเป็นส่วนใหญ่  โดยทัว่ไปจะแบ่ง
ออกเป็น 2 ส่วน คือ ร าหยาบ (bran) ซ่ึงไดจ้ากการขดัผิวเมลด็ขา้วกลอ้ง และร าละเอียด (polish) ไดจ้ากการ
ขดัขาวและขดัมนั  โดยขา้วเปลือกเม่ือผา่นการขดัสีจะใหร้ าขา้วประมาณร้อยละ 10 ของขา้วเปลือกทั้งหมด 
(วนัชยั 2541 อา้งใน อรอนงค ์2547) ซ่ึงมีปริมาณโปรตีนสูงถึงร้อยละ 11.3–14.9 (จารุดา วิเศษสรรโชค 
2545)   ซ่ึงในปี 2553 มีร าขา้วเป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากการขดัสีขา้วประมาณ 3.2 แสนตนั ดงันั้นมีปริมาณ
โปรตีนเป็นองค์ประกอบประมาณ  3.6-4.8 หม่ืนตนั การน าร าขา้วมาใชป้ระโยชน์โดยเฉพาะการผลิต
น ้ ามนัร าขา้วท าให้เกิดส่วนกากท่ีเหลือจากการสกดัหรือบีบน ้ ามนัซ่ึงยงัมีโปรตีนอยู่สูงถึงร้อยละ 15.86 
(สุนนัทา วงศ์ปิยชน และ วชัรี สุขวิวฒัน์ 2542)   หากสามารถเพ่ิมมูลค่าของโปรตีนจากร าขา้วโดยการ
น ามาแปรรูปจะก่อใหเ้กิดประโยชนต่์ออุตสาหกรรมการแปรรูปขา้ว   

การย่อยอาหารประเภทโปรตีนดว้ยเอนไซม ์(enzymatic hydrolysis) เป็นกระบวนการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสทท่ีมีองคป์ระกอบของเปปไทดท่ี์แสดงกิจกรรมทางชีวภาพต่างๆ  เรียกว่า “ไบโอแอคทีฟเปป
ไทด”์ (bioactive peptides) ซ่ึงมีคุณสมบติัส าคญั ไดแ้ก่ การลดความดนัเลือด  การตา้นออกซิเดชนั การ
ตา้นจุลินทรีย ์ ความสามารถในการลดคลอเลสเตอรอล การแข็งตวัของหลอดเลือด เสริมการดูดซึมแร่ธาตุ 
และเป็นสารช่วยลดความเจ็บปวด เป็นตน้ อตัราการตายดว้ยโรคความดนัเลือดสูงของคนไทยมีแนวโนม้
สูงข้ึน ปัจจุบนัมียาสังเคราะห์หลายตวัสามารถยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี (angiotensin  converting  enzyme, 
ACE) ท่ีเป็นสาเหตุท าใหเ้กิดความดนัเลือดสูง  อย่างไรก็ตามยาเหล่าน้ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งไดเ้พียงระยะสั้น อาจมี
ผลขา้งเคียงและท าลายไตในขั้นตอนการขบัถ่ายออกจากร่างกาย ความดนัเลือดต ่าในผูป่้วยบางราย และ

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B8%A2
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ระดบัโพแทสเซียมในเลือดสูงข้ึน จนเป็นสาเหตุท่ีตอ้งท าใหห้ยุดการใชย้า (Li และคณะ 2005) โปรตีน
ไฮโดรไลเสทท่ีมีคุณสมบติัลดความดันไดจ้ากการย่อยโปรตีนในอาหารจึงมีความปลอดภัยและไม่มี
ผลขา้งเคียง   

เปปไทด์ท่ีไดจ้ากกระบวนการย่อยโปรตีนดว้ยเอนไซมโ์ปรตีเนส (proteinase) มีคุณสมบติัยบัย ั้ง
กิจกรรมของเอนไซมเ์อซีอี (ACE) ไดรั้บความสนใจเป็นอย่างมากเน่ืองจากมีศกัยภาพในการรักษาโรค
ความดนัเลือดสูง (hypertension)  (Li และคณะ  2004)  จากการศึกษาของ หทยักาญจน์  กกแกว้ (2550) ใน
การผลิตเปปไทดจ์ากร าขา้วหอมมะลิของไทย  พบวา่สามารถผลิตเปปไทดจ์ากโปรตีนร าขา้วหอมมะลิโดย
การผลิตเป็นโปรตีนไฮโดรไลเสทซ่ึงไดจ้ากการย่อยดว้ยเอนไซม ์ ไดเ้ปปไทดจ์ากโปรตีนร าขา้วหอมมะลิ
ท่ีมีคุณสมบติัดา้นไบโอแอคทีฟเปปไทดโ์ดยช่วยยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมเ์อซีอี   ท่ีเป็นสาเหตุท าใหเ้กิด
ความดนัเลือดสูงและการตา้นอนุมูลอิสระ  สรญา ธิมาชยั (2554) ไดศึ้กษาผลของการย่อยโปรตีนร าขา้ว
หอมมะลิดว้ยเอนไซมช์นิดเดียวและกรองดว้ยเทคนิคไมโครฟิลเทรชนัต่อคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท  พบว่าเปปไทดท่ี์มีขนาดนอ้ยกว่า 50 กิโลดาลตนั (< 10 kDa และ 
10–50 kDa) มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งอนุมูล DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) และ  ABTS 
(2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)  ความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+) 
และคุณสมบติัการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี ดีกวา่เปปไทดท่ี์มีขนาดใหญ่ (ไม่แยกส่วน และ > 50 kDa)  

ในปัจจุบนัผูบ้ริโภคเร่ิมใส่ใจดูแลสุขภาพมากข้ึนซ่ึงเปปไทดท่ี์ไดจ้ากโปรตีนร าขา้วหอมมะลิสามารถ
เติมลงในอาหารเพ่ือประโยชน์ดา้นสุขภาพ   อย่างไรก็ตามการผลิตผลิตภัณฑ์อาหารจ าเป็นตอ้งผ่าน
กระบวนการแปรรูป และ/หรือเติมส่วนผสมต่างๆ เพ่ือใหผ้ลิตภณัฑมี์คุณภาพตามความตอ้งการ  ซ่ึงปัจจยั
เหล่าน้ีอาจมีผลต่อความคงตัวของเปปไทด์ร าข้าวท่ีเติมลงในผลิตภัณฑ์ได้    ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงมี
วตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาความคงตัวของไบโอแอคทีฟเปปไทด์จากร าข้าวหอมมะลิโดยการผสมลงใน
ผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเพ่ือเป็นการพฒันาโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทใหส้ามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได้
จริงในการผลิตเชิงพาณิชย ์ โดยศึกษาถึงผลของความร้อน ปริมาณน ้าตาล  และความเป็นกรด-ด่าง ซ่ึงลว้น
มีผลต่อความคงตัวในการแสดงคุณสมบัติการเป็นสารช่วยลดความดันเลือดสูงและต้านการเกิด
ออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากร าขา้วหอมมะลิ โดยขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาปัจจยัต่างๆ ท่ีมีผล
ต่อความคงตวัของไบโอแอคทีฟเปปไทด์ในคร้ังน้ีจะเป็นประโยชน์ในการน าโปรตีนร าขา้วหอมมะลิไป
พฒันาเป็นผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมท่ีเป็นประโยชนท์างดา้นสุขภาพส าหรับผูบ้ริโภคต่อไป 

 
2. วตัถุประสงค์ 

2.1 เพ่ือศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของกากร าขา้วและโปรตีนสกดัจากกากร าขา้ว 
2.2 เพ่ือศึกษาผลของการแยกส่วนดว้ยเทคนิคอลัตราฟิลเทรชนัและความร้อนต่อความคงตวัของ

โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองแบบชง 
2.3  เพ่ือศึกษาผลของปริมาณน ้าตาล ความเป็นกรด-ด่าง (pH) และความร้อน ต่อความคงตวัของ 
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โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงท่ีไม่ผา่นและผา่นการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัในผลิตภณัฑ์
เคร่ืองด่ืมจ าลองแบบชง 
  
3. ขอบเขตและข้อจ ำกดัของกำรวจัิย 
 3.1  ท าการผลิตเปปไทดผ์งจากร าขา้วหอมดอกมะลิ 105 ท่ีผ่านกระบวนการบีบน ้ามนัแบบเยน็ 
โดยการยอ่ยดว้ยเอนไซมย์อ่ยโปรตีนทางการคา้ (Protease G6)  ใชส้ภาวะการผลิตท่ีไดว้ิจยัมาแลว้  
  3.2  ท าการผลิตเปปไทด์จากร าขา้วผง 2 ขนาด คือ  ไม่ผ่านและผ่านเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั 
ศึกษาความคงตวัของเปปไทดร์ าขา้วเม่ือเติมลงในเคร่ืองด่ืมจ าลองท่ีมีการแปรปัจจยัต่างๆ ไดแ้ก่  ขนาด
ของเปปไทด ์ ปริมาณน ้าตาล (0-15%)  ความเป็นกรด – ด่าง (pH 3.5  4.5 และ 7) และความร้อน (น ้ า
อุณหภูมิหอ้ง (~30°ซ) และน ้าร้อนอุณหภูมิ 95°ซ)   
 

4. ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
4.1 ทราบผลของสภาวะการแปรรูปต่อคุณสมบติัการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีและการตา้น 

ออกซิเดชนัของเปปไทดร์ าขา้ว 
4.2  สามารถผลิตผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมเพ่ือสุขภาพท่ีเติมเปปไทดร์ าขา้วท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้ง 

เอนไซมเ์อซีอีและการตา้นออกซิเดชนัไดดี้  
4.3 เป็นองคค์วามรู้ในการวิจยัต่อไปเพ่ือเพ่ิมศกัยภาพของการแข่งขนัของผลิตภณัฑโ์ปรตีน 

ไฮโดรไลเสทจากแหล่งอ่ืนท่ีเป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากอุตสาหกรรมต่างๆ น าไปสู่การผลิตเชิงพาณิชยเ์พ่ือ
เป็นอาหารเสริมเพ่ือสุขภาพ 
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บทที ่ 2 
กำรทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 

 
ปัจจยัที่มผีลต่อควำมคงตวัของไบโอแอคทีฟเปปไทด์ 

เปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีผลิตไดจ้ากแหล่งอาหารชนิดต่างๆ  สามารถพฒันาไปเป็น
อาหารเพ่ือสุขภาพต่อไป บทบาทท่ีส าคญัของเปปไทด ์คือ มีคุณสมบติัดา้นไบโอแอคทีฟโดยสามารถลด
ความดนัเลือดสูงไดจ้ากการยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมเ์อซีอี  ยบัย ั้งจุลินทรีย ์และตา้นการเกิดออกซิเดชนั 
เป็นตน้ เปปไทดท่ี์มีคุณสมบติัดงักล่าวสามารถแยกไดจ้ากแหล่งโปรตีนหลายชนิด  ไดแ้ก่ โปรตีนเวย ์เค
ซีน ปลาทูน่า เห็ด โปรตีนสกดัจากดอกทานตะวนั โปรตีนไฮโดรไลเสทจากถัว่แดง เป็นตน้ (Li and others  
2004)  ส่วนงานวิจัยท่ีศึกษาคุณสมบติัของโปรตีนข้าวในการยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม์เอซีอีนั้น มี
การศึกษาโดยการใชแ้หล่งวตัถุดิบแตกต่างกนั เช่น ขา้วทั้งเมลด็ ร าขา้ว ผลิตผลพลอยไดข้องตะกอนหรือ
กากขา้ว (rice dregs)  จากการผลิตสาเก (sake  lee) ไวน์ขา้ว (rice  wine) โมโนโซเดียมกลูตาเมต หรือ
กลูโคส ตวัอย่าง เช่น มีการย่อยโปรตีนเขม้ขน้จากขา้วควิเนาดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส  จากนั้นน าโปรตีน
ไฮโดรไลเสทมาแยกส่วนดว้ยเทคนิคอลัตราฟิลเตรชัน่เมมเบรนขนาด 10 และ 5 กิโลดาลตนั พบว่าโปรตีน
ไฮโดรไลเสทท่ีมีเปปไทดน์ ้าหนกัโมเลกลุต ่ามีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีและช่วยลดจ านวนของ
สารอนุมลูอิสระ (Aluko and Monu 2004)  

 
1.   กระบวนกำรแปรรูปด้วยควำมร้อน (Heat treatment)  
กระบวนการแปรรูปดว้ยความร้อนเป็นวิธีการดั้งเดิมท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรม

ต่างๆ เช่น กระบวนการท าให้สุก การเซ็ทเจล ไส้กรอกและขนมปัง เป็นต้น ซ่ึงส่งผลกระทบต่อการ
เปล่ียนแปลงคุณค่าทางโภชนาการของผลิตภณัฑ์ อย่างไรก็ตามการเปล่ียนแปลงคุณค่าทางโภชนาการ
ข้ึนอยู่กบัปริมาณความร้อนท่ีใชใ้นกระบวนการแปรรูปผลิตภณัฑ ์นอกจากน้ีการแปรรูปดว้ยความร้อน
สามารถใชป้รับปรุงคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ี เช่น ความสามารถในการอุม้น ้าและการเกิดอิมลัชนั แต่ความร้อน
มีผลท าให้ความสามารถในการละลายของโปรตีนลดลง เน่ืองจากโปรตีนเกิดการตกตะกอน เช่น  
กระบวนการฆ่าเช้ือน ้านมโดยความร้อนแบบพาสเจอร์ไรส์ท่ีอุณหภูมิ 720ซ  นาน 15 วินาที พบว่าไม่มี
ผลกระทบต่อกิจกรรมทางชีวภาพของโปรตีนเวย ์ส่วนการใชค้วามร้อนสูงท าใหโ้ปรตีนเสียสภาพแบบผนั
กลบัไม่ได ้เช่น แอลฟาแลคตลับูมิน (alpha-lactalbumin) แต่บางคร้ังสามารถเกิดการเปล่ียนแปลงแบบผนั
กลบัไดเ้ม่ือใชค่้าความเป็นกรดต ่าหรือสูงกว่า 3.3 ซ่ึงความสามารถในการเปล่ียนแปลงแบบผนักลบัได้
ข้ึนอยู่กบัปริมาณแคลเซียม นอกจากน้ีความร้อนยงัท าใหเ้กิดปฏิกิริยาสีน ้าตาล (maillard  reaction) หรือ
การเกิดปฏิกิริยาสีน ้าตาลโดยไม่ใชเ้อนไซม ์(non enzymatic reaction)ในผลิตภณัฑต่์างๆ ระหว่างกรดอะมิ
โนไลซีนกบัน ้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) ท่ีพบในคาร์โบไฮเดรตและเป็นส่วนประกอบของอาหาร 
อย่างไรก็ตามผลิตภณัฑน์มมีความไวต่อการเกิดปฏิกิริยาสีน ้ าตาล  เน่ืองจากมีน ้ าตาลแลคโตส (lactose) 
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และกรดอะมิโนไลซีนอยู่เป็นจ านวนมาก อย่างไรก็ตามเม่ือผ่านกระบวนการฆ่าเช้ือโดยความร้อนแบบ
พาสเจอร์ไรส์ ความร้อนไม่สามารถท าลายโครงสร้างของกรดอะมิโนไลซีนได ้ แต่ส่งผลต่อคุณลกัษณะ
ทางประสาทสมัผสัและลดคุณค่าทางโภชนาการของผลิตภณัฑ ์ รวมถึงท าใหเ้กิดผลเสียต่อเซลลใ์นร่างกาย
และน าไปสู่สาเหตุของการเกิดโรคในร่างกาย (Korhonen and Pihlanto 2006)   

Wu and Ding (2002) พบวา่โปรตีนถัว่เหลืองไฮโดรไลเสทท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส  
หลงัจากน าสารละลายเปปไทดค์วามเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาผ่านกระบวนการใหค้วามร้อนโดย
ใชอุ้ณหภูมิท่ีแตกต่างกนั คือ 20  40  60  80 และ 100  0ซ  นาน 2 ชัว่โมง พบว่าการใชอุ้ณหภูมิและ
ระยะเวลาในการใหค้วามร้อนแตกต่างกนัไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี  ซ่ึง
สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Yoshie-Stark and  others (2006) ไดน้ าเมลด็ลูปิน (lupin seed) ผ่านเคร่ืองบด
แบบแหง้ (dry mill) แยกเปลือกและเมลด็ และน าส่วนของเมลด็มาบดละเอียดดว้ยเคร่ืองบดแบบลูกกล้ิง 
(roll mill) น าไปสกดัไขมนัออกโดยใชเ้ฮกเซน (hexane) ก่อนน ามาสกดัโปรตีน  โดยตกตะกอนโปรตีน
ดว้ยกรด น าสารละลายแขวนลอยของโปรตีนความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาปรับค่าความเป็น
กรด-ด่างเท่ากบั 7  หลงัจากนั้นน ามาใหค้วามร้อนแบบพาสเจอไรส์ท่ีอุณหภูมิ 65  85  และ 125 0ซ  นาน 
10 100 และ 1000 วินาที ส่วนสารละลายแขวนลอยของโปรตีนท่ีไม่ผ่านการใหค้วามร้อนใชเ้ป็นตวัอย่าง
อา้งอิง พบวา่สารละลายแขวนลอยของโปรตีนท่ีไม่ผา่นการใหค้วามร้อนมีกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี
คิดเป็นร้อยละ 11.5 ส่วนร้อยละของการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีเม่ือผ่านการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 65  85 
และ 125 0ซ  อยูใ่นช่วงร้อยละ 14-17.7, 10.5 -14.3 และ 0 -2.72 ตามล าดบั นอกจากน้ียงัมีการเปรียบเทียบ
กบัสารละลายแคปโตพริล (captopril) ความเขม้ขน้ 0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงสามารถยบัย ั้งเอนไซมเ์อ
ซีอีไดร้้อยละ 46  ดงันั้นสามารถสรุปไดว้า่ สารละลายแขวนลอยของโปรตีนท่ีไม่ผา่นและผา่นการใหค้วาม
ร้อนท่ีอุณหภูมิ 65 และ 85 0ซ  มีร้อยละของการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีไม่แตกต่างกนั (p>0.05) อย่างไรก็ตาม
การให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 125 0ซ  ท าใหร้้อยละของการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบั
ตวัอย่างควบคุม (p≤0.05) ส่วนระยะเวลาในการให้ความร้อนไม่มีผลต่อร้อยละของการยบัย ั้งเอนไซม ์
ดงันั้นการพาสเจอไรส์โดยใชค้วามร้อนสูงท าใหร้้อยละของการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีลดลงอย่างเห็นไดช้ดั   
Rivas and others (2007) ไดท้ดสอบความคงตวัของเปปไทดย์บัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีจากการหมกัโปรตีนเวย์
และเติมลงในเคร่ืองด่ืมนมผสมน ้าส้มท่ีผ่านการพาสเจอไรส์ท่ีอุณหภูมิ 75 0ซ  นาน 1 นาที และค่าความ
เป็นกรด-ด่าง 3.99  หลงัจากนั้นบรรจุเคร่ืองด่ืมปริมาตร 150 มิลลิลิตรในถุงโพลีเอทิลีน (polyethylene 
bag)   น ามาใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 84 และ 95 0ซ  นาน 140 วินาที พบว่าเคร่ืองด่ืมนมผสมน ้าส้มท่ีผ่าน
การใหค้วามร้อนทั้ง 2 อุณหภูมิ มีอตัราส่วนของการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีไม่แตกต่างกนั ส่วนระยะเวลาการ
ใหค้วามร้อนไม่มีผลต่ออตัราส่วนของ การยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี (ACE)  นอกจากน้ี  Hwang (2010)  ได้
ศึกษาผลของกระบวนการแปรรูปต่อความคงตวัของเปปไทด ์ โดยใชส้ารละลายโอลิโกเปปไทดท่ี์ไดจ้าก
การย่อยน ้าตม้ทูน่าดว้ยเอนไซมโ์อเรียนเทส  ท่ีมีมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 204-265 ดาลตนั หลงัจากนั้นน า
สารละลายโอลิโกเปปไทดค์วามเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผา่นกระบวนการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 
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20  40  60  80 และ 100  0ซ  นาน 2 ชัว่โมง พบว่าการใชอุ้ณหภูมิและเวลาในการใหค้วามร้อนแตกต่างกนั
ไม่มีผลต่อร้อยละของการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี    Contreras and  others  (2011)   ไดศึ้กษาความคงตวัของ
เปปไทด์จากเคซีน (RYLGY และ AYFYPEL)  ท่ีไดจ้ากการย่อยดว้ยเอนไซม์เปปซิน น ามาผ่าน
กระบวนการท าแหง้แบบแช่แข็งระเหิดและแบบพ่นฝอย (อุณหภูมิขาเขา้ 140  0ซ    ขาออก 75-100 0ซ) 
พบวา่กระบวนการท าแหง้ทั้ง 2 วิธีไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณและกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี
ของเปปไทด ์(p > 0.05) และเม่ือเติมเปปไทดท์ั้งสองชนิดลงในโยเกิร์ตพร้อมด่ืมท่ีผ่านกระบวนการโฮโมจี
ไนซ์และการพาสเจอร์ไรซ์ท่ี  2 สภาวะ ไดแ้ก่ ท่ี 180  บาร์ อุณหภูมิ  95 0ซ  นาน 7 นาที และ 50 บาร์ 
อุณหภูมิ 90  0ซ  นาน 30 วินาที    แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 0ซ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า เปปไทด ์2 ชนิด มี
ความคงตวัต่อกระบวนการโฮโมจีไนซ์และการพาสเจอร์ไรซ์  โดยไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงความ
เขม้ขน้ของเปปไทด ์   
 

2. ควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) 
  จากการรายงานของ Hwang (2010) พบว่า สารละลายโอลิโกเปปไทดจ์ากน ้าตม้ทูน่าท่ีความเป็น
กรด-ด่าง  2   4    6   8 และ 10  มีความคงตวัท่ีดี  มีกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีและปริมาณของเปป
ไทดเ์หลืออยู่สูงหลงัผ่านการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 ๐ซ  นาน 2 ชัว่โมง สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Wu  and  
Ding (2002) โดยการบ่มเปปไทดจ์ากโปรตีนถัว่เหลือง (ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ท่ีมีสมบติั
ยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี ความเป็นกรด-ด่าง  2 – 10 ( อุณหภูมิ 40 ๐ซ)   ซ่ึงไม่พบการเปล่ียนแปลงกิจกรรมการ
ยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีของเปปไทดจ์ากโปรตีนถัว่เหลืองเม่ือใชค้วามเป็นกรด-ด่างและสภาวะในการใหค้วาม
ร้อนเดียวกนั ซ่ึงการเปล่ียนแปลงความเป็นกรด-ด่าง  มีผลต่อคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีโดยการดดัแปลงกรดอะ
มิโนหน่ึงชนิดหรือมากกว่าหน่ึงชนิด เช่น ในสภาวะกรดท าลายกรดอะมิโนกลูตามีนและแอสพาราจีน 
ส่วนการใชด่้างท าลายกรดอะมิโนเซรีน ซิสเตอีน ทรีโอนีน นอกจากน้ียงัท าใหเ้กิดไลซิโนอะลานีนและ
เกิดการเปล่ียนแปลงโครงร่างของกรดอะมิโน แต่พบการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของเปปไทด์เพียง
เลก็นอ้ยหลงัผา่นกระบวนการดงักล่าว  (Wu  and  Ding 2002) 
 

3.  ควำมเป็นกรด–ด่ำง ร่วมกบักำรให้ควำมร้อน 
จากการศึกษาของ Reunanen and Saris (2004) พบวา่ไนซิน (Nisin) ท่ีเป็นเปปไทดย์บัย ั้งจุลินทรีย ์

ท่ีไดจ้าก Lactococcuslactis subsp. lactis  ในไส้กรอกมีความทนทานต่อความร้อนท่ีอุณหภูมิ 70 ๐ซ   
Davies and others (1998) ไดศึ้กษาผลของค่าความเป็นกรดด่างต่อความคงตวัของสารละลายไนซิน โดย
น าสารละลายไนซินความเขม้ขน้ 10000  IU  ml-1 มาปรับค่าความเป็นกรด-ด่างในช่วง  1 – 5 จากนั้นน าไป
ผ่านกระบวนการใชไ้อน ้าความร้อนสูงภายใตค้วามดนั (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 115 ๐ซ เป็นเวลา  20 นาที
และอุณหภูมิ 121๐ซ    เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปวดัค่ากิจกรรมไนซิน (residual  nisin activity) และ
เก็บไวเ้ป็นเวลา 2 สัปดาห์ท่ีอุณหภูมิห้อง  พบว่าสารละลายไนซินมีความคงตวัมากท่ีสุดท่ีค่าความเป็น
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กรด-ด่างเท่ากบั 3  ทั้งการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 115 ๐ซ (20 นาที)   และการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ   
121๐ซ   (15 นาที) โดยท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างต ่ากว่าและสูงกว่า 3 มีปริมาณไนซินลดลง  ซ่ึงจะเห็นว่าการ
ให้อุณหภูมิทั้งสองสภาวะมีปริมาณไนซินสูญเสียเหมือนกนั โดยท่ีอุณหภูมิสูงมาก (121๐ซ) มีผลท าให้
ปริมาณไนซินสูญเสียไปบางส่วน  แต่ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีใชด้ว้ย   

Korhonen and others  (2006) รายงานว่ากระบวนการแปรรูปกรดอะมิโนอะลานีน  ซีสเตอีน 
และฟอสโฟเซอรีน ดว้ยความร้อนในสภาวะด่างหรือใชอุ้ณหภูมิสูงกว่า 200 ๐ซ  ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง
เท่ากบั 7 น าไปสู่การเกิดปฏิกิริยาดีไฮโดรอะลานีน (dehydroalanine) และท าให้เกิดไลซิโนอะลานีน 
(lysinoalanine ; LAL) เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนไลซีน อาร์จีนีน และซีสเตอีน    
กระบวนการแปรรูปดว้ยความร้อนในสภาวะด่าง  น าไปสู่การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของกรดอะมิโน เช่น 
อาร์จีนีน ซีรีน ทรีโอนีน และไลซีน เช่น การสลายตวัของกรดอะมิโนอาร์จีนีนท าให้เกิดออร์นิทีน 
(ornithine) เป็นตน้ และเกิดการเปล่ียนโครงร่างของกรดอะมิโนแบบแอล (L-amino) เปล่ียนเป็นแบบดี 
(D-amino) โดยเฉพาะกรดอะมิโนท่ีมีหมู่โซ่ขา้งทีมีประจุในโครงสร้างของโปรตีน เช่น แอสพาราจีน ซีรีน  
ซีสเตอีน   กลตูามิน  ฟีนิลอะลานีน  แอสพาราจีน และไทโรซีน 

 
4. ผลของสภำวะกำรเกบ็รักษำต่อควำมคงตวัของเปปไทด์ 
อาหารต่างๆมีการเปล่ียนแปลงทั้งทางเคมีและชีวภาพในระหว่างการเก็บรักษา    วตัถุประสงค์

ของการเก็บรักษาตอ้งการควบคุมตวัแปรต่างๆ ซ่ึงท าให้ปฏิกิริยาต่างๆ เกิดข้ึนอย่างเหมาะสม เพ่ือให้ได้
คุณภาพของผลิตภณัฑต์ามท่ีผูบ้ริโภคตอ้งการ  เช่น คุณค่าทางอาหาร  คุณภาพทางประสาทสัมผสั  อายุ
การเกบ็  ความสะดวก เป็นตน้   ดงันั้นระยะเวลาในการเกบ็รักษาเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอีกปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อ
ความคงตวัของเปปไทด์ ซ่ึงส่งผลกระทบต่อการบริโภคผลิตภณัฑเ์ขา้สู่ร่างกาย   Rivas  and  others  
(2007) ได้ศึกษาความคงตัวของเปปไทด์ยบัย ั้งเอนไซม์เอซีอีจากการหมักโปรตีนเวย์และเติมลงใน
เคร่ืองด่ืมนมผสมน ้ าส้ม แลว้น ามาให้ความร้อนระดบัพาสเจอร์ไรซ์ท่ีอุณหภูมิ 84๐ซ นาน 140 วินาที  
พบว่าเม่ือน าตวัอย่างไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 ๐ซ  นาน 81 วนั กิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซม ์ACE ไม่
แตกต่างกนัในทุกตวัอย่าง    Thiansilakul and others (2007)  ไดศึ้กษาความคงตวัของโปรตีนไฮโดรไล
เสทจากปลาทูแขกครีบยาว (round scad) ท่ีย่อยดว้ยเอนไซมเ์ฟลเวอร์ไซม ์(Flavourzyme) พบว่าค่าดชันี
การละลายของไนโตรเจน (Nitrogen solubility index, NSI) เร่ิมตน้มีค่าร้อยละ 99  แต่เม่ือเก็บรักษา
โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีอุณหภูมิ 25 และ 4 ๐ซ เป็นเวลา 6 สัปดาห์  พบว่าเม่ือเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมข้ึนการ
ละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสททั้งสองสภาวะลดลงเล็กนอ้ย  โดยอธิบายว่าสาเหตุท่ีท าให้การละลาย
ลดลงเน่ืองจากการรวมตวักนัของเปปไทด ์   

ส าหรับค่ากิจกรรมการจบัอนุมูล DPPH   ค่าความสามารถในการรีดิวซ์ (reducing power) และ
ความสามารถในการจบัโลหะ (Fe2+) มีค่าร้อยละ 59.9, 1.01 และ 58.2 ตามล าดบั  แต่เม่ือเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 และ 25 ๐ซ เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่ากิจกรรมการจบัอนุมูล DPPH ของโปรตีนไฮโดรไลเสท
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ลดลงเล็กน้อยในช่วงสัปดาห์แรกและหลงัจากระยะเวลาการเก็บ 1 สัปดาห์พบการเปล่ียนแปลงเพียง
เลก็นอ้ย ซ่ึงทั้งสองสภาวะมีค่ากิจกรรมการจบัอนุมูล DPPH ไม่แตกต่างกนั  ส าหรับการเปล่ียนแปลงค่า
ความสามารถในการรีดิวซ์ พบว่าลดลงเล็กน้อยเม่ือระยะเวลาการเก็บเพ่ิมข้ึนแต่ทั้ งสองสภาวะมีค่า
ความสามารถในการรีดิวซ์ไม่แตกต่างกนั  และส าหรับการเปล่ียนแปลงความสามารถในการจบัโลหะ 
(Fe2+) ของโปรตีนไฮโดรไลเสทพบว่ามีค่าลดลงท่ีเห็นไดอ้ย่างชดัเจนในช่วงเวลา 2 – 4 สัปดาห์ หลงัจาก
นั้นก็มีความคงตวั   สาเหตุท่ีค่ากิจกรรมการตา้นออกซิเดชนัลดลงเน่ืองจากว่ามีการท าลายสารประกอบ
ตา้นออกซิเดชันเม่ือระยะเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมข้ึนท าให้เกิดการสูญเสียกิจกรรมการตา้นออกซิเดชัน   
อย่างไรก็ตามแมว้่ากิจกรรมการต้านออกซิเดชันจะลดลงเล็กน้อยแต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  
(p>0.05)  

ส าหรับการเปล่ียนแปลงค่าสีของโปรตีนไฮโดรไลเสทในระหว่างการเก็บรักษา พบว่าสีของ
โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีผ่านกระบวนการท าแห้งแบบแช่แข็งระเหิดมีสีเหลืองอมน ้ าตาล (L* = 58.00,       
a* = 8.38 และ b* = 28.32)  แต่เม่ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 ๐ซ  ไม่พบการเปล่ียนแปลงของค่า L*,  a*  และ b* 
ของสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสท ในขณะท่ีท่ีอุณหภูมิ 25 ๐ซ พบว่าค่า L* ลดลง แต่ค่า  b* เพ่ิมข้ึน ซ่ึง
ช้ีให้เห็นว่าตัวอย่างมีสีคล ้ าข้ึน   แสดงให้เห็นว่ามีการเปล่ียนแปลงของค่าสีเกิดข้ึนเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน  
สาเหตุท่ีโปรตีนไฮโดรไลเสทมีสีคล ้าเน่ืองจากเกิดการรวมตวักนัของสีน ้าตาลจากปฏิกิริยาเมลลาร์ด  ซ่ึง
เป็นปฏิกิริยาการเกิดสีน ้าตาลโดยไม่ใชเ้อนไซมท่ี์ท าใหเ้กิดความคล ้าในผลิตภณัฑอ์าหาร  
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บทที ่ 3 
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

 

1. อุปกรณ์และสำรเคมี 
1.1 วตัถุดบิ 

ตวัอยา่งร าขา้วพนัธ์ุหอมดอกมะลิ 105 (ร าละเอียด) ท่ีเหลือจากการบีบน ้ามนัแบบเยน็ไดรั้บความ 
อนุเคราะห์จากกลุ่มวิสาหกิจชุมชนเกษตรอินทรีย ์จงัหวดัลพบุรี  น ามาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี            
ไดแ้ก่ ความช้ืน ไขมนั และโปรตีน (AOAC 2000) น ามาสกดัโปรตีนแลว้ย่อยดว้ยเอนไซมท์างการคา้ 
Protease G6 (Bacterial alkaline protease ซ่ึงผลิตจาก Bacillus licheniformis, Genencor, USA)       

1.2 สำรเคม ีเกรดส ำหรับกำรวเิครำะห์ 
1.2.1 กรดแกลลิก (Gallic acid)  Ar-Grade ผลิตโดยบริษทั  Fluka  ประเทศสหรัฐอเมริกา 
1.2.2 กรดซิตริก (Citric acid) ผลิตโดยบริษทั  Ajax Finechem Pty Ltd ประเทศออสเตรเลีย 
1.2.3 กรดบอริค (Boric acid) Ar-Grade  ผลิตโดยบริษทั  Ajax Finechem Pty Ltd          

ประเทศออสเตรเลีย 
1.2.4 กรดซลัฟริูก (H2SO4)  Ar-Grade  ผลิตโดยบริษทั Merck KGaA ประเทศเยอรมนั 
1.2.5 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ผลิตโดยบริษทั Merck KGaA ประเทศเยอรมนั 
1.2.6 เกลือเฮเพสโซเดียม (HEPES sodium salt) ผลิตโดยบริษทั Bio Basic, Inc.           

ประเทศแคนาดา 
1.2.7 คอปเปอร์ซลัเฟต (Cu2SO4.5H2O) ผลิตโดยบริษทั Ajax Finechem Pty Ltd                   

ประเทศออสเตรเลีย 
1.2.8 ควิโนลีน (Quinoline) ผลิตโดยบริษทั Sigma-Aldrich Chemicals                                

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
1.2.9 โซเดียมโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) ผลิตโดยบริษทั Asia Pacific Speciality Chemicals      

ประเทศออสเตรเลีย 
1.2.10 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ผลิตโดยบริษทั Ajax finechem Pty Ltd                          

ประเทศออสเตรเลีย 
1.2.11 โซเดียมซิเตรท (Na3C6H5O7.2H2O)  ผลิตโดยบริษทั  Ajax Finechem Pty Ltd  

ประเทศออสเตรเลีย 
1.2.12 โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ผลิตโดยบริษทั RIC Labscan ประเทศไทย 
1.2.13 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.2H2O)  ผลิตโดยบริษทั  Ajax Finechem Pty 

Ltd  ประเทศออสเตรเลีย 
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1.2.14 สารมาตรฐาน  2,2-ไดฟีนิล-1-ไพคริลไฮดราซิล (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl; 
DPPH) ผลิตโดยบริษทั  Sigma-Aldrich Chemicals  ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.2.15 สารมาตรฐาน  โทรลอกซ์ (6-hydroxy-2,5,7,8 tetramethyl-chloroman-2-cardoxylic 
acid; Trolox)    ผลิตโดยบริษทั Sigma-Aldrich Chemicals ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.2.16 เบนซีนซลัโฟนิลคลอไรด ์(Benzene sulfonyl chloride; BSC) ผลิตโดยบริษทั Sigma-
Aldrich Chemicals ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.2.17 โบวีนซีลมัอลับูมิน (Bovine serum albumine) ผลิตโดยบริษทั Sigma-Aldrich 
Chemicals ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.2.18 ปิโตรเลียมอีเทอร์ (Petrolium ether) Ar-Grade  ผลิตโดยบริษทั RCI  Labscan      
ประเทศอินเดีย 

1.2.19 โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl) ผลิตโดยบริษทั Ajax Finechem Pty Ltd                   
ประเทศออสเตรเลีย 

1.2.20 โพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4) ผลิตโดยบริษทั Ajax Finechem Pty Ltd            
ประเทศออสเตรเลีย 

1.2.21 โพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต (K2S4O8) ผลิตโดยบริษทั Ajax Finechem Pty Ltd                  
ประเทศออสเตรเลีย 

1.2.22 โฟลินฟีนอล (folin-Ciocalteu’ phenol reagent)  ผลิตโดยบริษทั  Carlo  Erba Reactifs 
SA  ประเทศฝร่ังเศส 

1.2.23 เฟอโรซีน (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-4’-4’’-disulfonic  acid)            
ผลิตโดยบริษทั Sigma-Aldrich Chemicals  ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.2.24 เมธานอล (Methanol) ผลิตโดยบริษทั Merck KGaA ประเทศเยอรมนั 
1.2.25 เมธิลเรด (Methylred) Ar-Grade  ผลิตโดยบริษทั Merck KGaA ประเทศเยอรมนั 
1.2.26 เอธานอล (Ethanol) ผลิตโดยบริษทั Merck KGaA ประเทศเยอรมนั 
1.2.27 เอนไซมย์อ่ยแองจิโอเทนซิน I (Angiotensin I-converting enzyme; EC 3.4.15.1 from 

rabbit lung   ผลิตโดยบริษทั Sigma-Aldrich Chemicals ประเทศสหรัฐอเมริกา 
1.2.28 ฮิบพิวริล-แอล-ฮิสทิดิล-แอล-ลิวซีน (Hippury-L-histidyl-L-Leucine; HHL) ผลิตโดย

บริษทั Sigma science ประเทศสหรัฐอเมริกา 
1.2.29 สารมาตรฐาน  2,2’-เอซิโนบิส (3- เอธิลเบนโซไธเอโซลีน-6-ซลัโฟนิคแอซิด) (2,2’-

azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid; ABTS)  ผลิตโดยบริษทั  Sigma-
Aldrich Chemicals ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.2.30 ไอรอน (II) คลอไรด ์(Iron (II) Chloride) (FeCl2.4H2O) ผลิตโดยบริษทั BHD        
ประเทศองักฤษ 
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1.2.31 สารมาตรฐาน  เอธิลลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด (Ethylene  diamine  tetraacetic 
acid; EDTA) ผลิตโดยบริษทั BHD ประเทศองักฤษ 

1.2.32 มอลโตเดกซ์ตริน (Maltodextrin ; DE 10) ผลิตโดยบริษทั Abbra  Corporation Limited 
1.3 อุปกรณ์ 

1.3.1 เคร่ืองชัง่ละเอียด (Analytical Balance) รุ่น AB 104 ทศนิยม 4 ต าแหน่ง บริษทั Meter 
toledo ประเทศส สวิสเซอร์แลนด ์

1.3.2 เคร่ืองชัง่ละเอียด (Analytical Balance) รุ่น PB 303 ทศนิยม 3 ต าแหน่ง บริษทั Meter 
toledo ประเทศสสวิสเซอร์แลนด ์

1.3.3 เคร่ืองบดอาหาร รุ่น warning  commercial  บริษทั  New  Hartford                       
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.3.4 เคร่ืองป่ันเหว่ียงแยกสาร (centrifuge) ยี่หอ้ Thermofisher scientific รุ่น sorvall legend 
mach 1.6 R  ประเศเยอรมนั 

1.3.5 เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรดด่าง รุ่น FiveEasyTMFE20-I  บริษทั mettle  Toledo group 
ประเทศสสวิสเซอร์แลนด ์

1.3.6 เคร่ืองวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน รุ่น Kjeltec system 1026 Distilling unit บริษทั Tecator 
ประเทศสวีเดน 

1.3.7 เคร่ืองวิเคราะห์ปริมาณไขมนั (extraction unit) รุ่น Soxtec system HT1043             
บริษทั Tecator  ประเทศสวีเดน 

1.3.8 เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ รุ่น perkin elmer precisely lambda 25 uv/vis บริษทั Perkin 
Elmer Instrument spectrophotometer ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.3.9 เตาใหค้วามร้อน (Hot plate) รุ่น HC 502 บริษทั Bibby  ประเทศสหรัฐอเมริกา 
1.3.10 โถดูดความช้ืน 
1.3.11 ตูอ้บลมร้อน (Cabinet Dryer) รุ่น F1079712 บริษทั Hanna ประเทศเยอรมนั 
1.3.12 เคร่ืองปิดผนึกแบบสุญญากาศ  
1.3.13 อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น Haak D10 บริษทั United instrument               

ประเทศเยอรมนั 
1.3.14 อลัตราฟิลเทรชนั รุ่น Kvick Start cassettes บริษทั GE Healthcare                            

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
1.3.15 ถงัปฏิมากรณ์ (Fermenter) รุ่น Bosstech model CB-1 บริษทั  B. Braun  Biotech  

International 
1.3.16 อุปกรณ์เคร่ืองแกว้เพ่ือใชใ้นการทดลอง 
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2. วธีิกำรด ำเนินกำรวจัิย 
2.1 กำรเตรียมวตัถุดบิ 

 น ากากร าขา้วหลงัผ่านการบีบน ้ามนัแบบเยน็  (cold  press)  มาบรรจุแบบสุญญากาศในถุงโพลี
เอธิลีนขนาดบรรจุ   1 กิโลกรัม เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 0ซ  จากนั้นแบ่งตวัอย่างกากร าขา้วออกมาวิเคราะห์
องคป์ระกอบทางเคมี ไดแ้ก่ ปริมาณความช้ืน (AOAC  2000)  ปริมาณไขมนัโดยวิธี  Soxhlet extraction  
(AOAC   2000)  ปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl (AOAC  2000) 
 

2.2 กำรสกดัโปรตนีจำกร ำข้ำวหอมมะลิ 
  ท าการสกดัโปรตีนจากร าขา้วโดยน าร าขา้วมาบดให้ละเอียดดว้ยเคร่ืองบดอาหาร (blender) 

เพ่ือใหมี้ขนาดอนุภาคเลก็ลง จากนั้นท าการละลายโปรตีนท่ีสภาวะด่างและตกตะกอนท่ีจุดไอโซอิเลกตริก 
(Gnanasambandam  และ  Hettiarachchy 1995) โดยใชอ้ตัราส่วนของร าขา้วต่อน ้ า 1 : 5 ปรับสภาวะ
ส่วนผสมไปท่ี ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 11.0 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์เขม้ขน้ 1.0 นอร์มลั 
ใชร้ะยะเวลาในการสกดั 45 นาที (Jiamyangyuen และคณะ 2005) จากนั้นน าไปเหว่ียงแยกสารละลายท่ี 
5,000 x g นาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 0ซ  น าส่วนสารละลายมาตกตะกอนท่ีจุดไอโซอิเลกตริก (Isoelectric 
pH : pI = 4.5) ดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 1.0 นอร์มลั จากนั้นเหว่ียงแยกตะกอนโปรตีนท่ี 
10,000 x g นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 40ซ น าตะกอนโปรตีนเก็บในภาชนะพลาสติก เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ     
-300ซ ไม่เกิน  1 สัปดาห์ ก่อนน าไปผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท  จากนั้นหาปริมาณผลผลิตและวิเคราะห์
องคป์ระกอบทางเคมีของโปรตีนสกดัจากร าขา้ว  ไดแ้ก่ ปริมาณความช้ืน (AOAC  2000) ปริมาณไขมนั
โดยวิธี  Soxhlet extraction  (AOAC  2000) และปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl  (AOAC  2000) 

 
2.3 กำรผลติโปรตนีไฮโดรไลเสทจำกโปรตนีร ำข้ำว 

น าโปรตีนสกดัจากร าขา้วในขอ้ 2.2 ไปผา่นกระบวนการยอ่ยดว้ยเอนไซมท่ี์ใชย้อ่ยโปรตีนทาง 
การคา้   Protease G6   (endopeptidase)   โดยใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  
(หทยักาญจน์  กกแกว้ 2550 มีการดดัแปลงเล็กนอ้ย) โดยใชเ้อนไซมร้์อยละ 3 (ของโปรตีนสกดัโดย
น ้ าหนกัแห้ง) และอตัราส่วนโปรตีนสกดัต่อน ้ า 1 : 7  โดยสภาวะการย่อยท่ีเหมาะสมของเอนไซม ์ 
Protease G6 คือ ท่ีอุณหภูมิ 55 0ซ  ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 8.0  เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ระหว่างกระบวนการ
ไฮโดรไลซิสเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซมค์วามเขม้ขน้ 1 หรือ 2 นอร์มลั เพ่ือควบคุมความเป็น
กรด-ด่าง ใหค้งท่ีในระหว่างการไฮโดรไลซิส หลงัจากนั้นหยุดปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิส   โดยน าไปให้
ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 85 0ซ นาน 15 นาที (Sathivel และคณะ 2003) ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ประมาณ 30 นาที (ใชน้ ้ า
หล่อเยน็ร่วมดว้ย) น าไปเหว่ียงแยกสารละลายท่ีความเร็ว 10,000 × g นาน 10 นาที  เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 0ซ  
น าตวัอย่างท่ีไดเ้ติมมอลโตเดกซ์ตริน (DE 10) ในอตัราส่วนมอลโตเดกซ์ตรินต่อปริมาณโปรตีน (Lowry 
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และคณะ 1951) เท่ากบั 1:1 จากนั้นน าตวัอย่างไปผ่านกระบวนการท าแหง้แบบแช่แข็งระเหิด (freeze  
drying) 
 

2.4 กำรแยกส่วนโปรตนีร ำข้ำวไฮโดรไลเสทด้วยเมมเบรนอลัตรำฟิลเทรชัน 
น าสารละลายโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทท่ีผลิตไดจ้ากขอ้ 2.3 มาแยกส่วน (fractionation) ดว้ย 

เมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัขนาด  50  กิโลดาลตนั   เน่ืองจากเปปไทดท่ี์มีขนาดเลก็กว่า  50  กิโลดาลตนั  
(< 10  kDa และ 10 – 50 kDa) มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งอนุมูล   DPPH   ABTS   ความสามารถในการ
จบัเฟอรัสไอออน (Fe2+)  และคุณสมบติัการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี ดีกวา่เปปไทดท่ี์มีขนาดใหญ่ (ไม่แยกส่วน  
และ  > 50 kDa) (สรญา  ธิมาชยั  2554)  จากนั้นน าตวัอย่างท่ีผ่านการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทร
ชนัเติมมอลโตเดกซ์ตริน (DE 10) ในอตัราส่วนมอลโตเดกซ์ตรินต่อปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ 
1955) เท่ากบั 1:1 จากนั้นน าตวัอยา่งไปผา่นกระบวนการท าแหง้แบบแช่แขง็ระเหิด (freeze  drying)  
 

2.5   เพือ่ศึกษำผลของกำรแยกส่วนด้วยเทคนิคอลัตรำฟิลเทรชันและควำมร้อนต่อควำมคงตัวของ

โปรตนีร ำข้ำวไฮโดรไลเสทผงในผลติภัณฑ์เคร่ืองดืม่จ ำลองแบบชง 

ศึกษาขนาดของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทหรือเปปไทดผ์งท่ีไม่ผา่นการแยกส่วนดว้ยเมม 
เบรนอลัตราฟิลเทรชนั (Rice bran protein hydrolysate, RBPH) และผา่นการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตรา
ฟิลเทรชนั (< 50 RBPH )  หลงัการเติมน ้าร้อนอุณหภูมิ  95 0ซ  ท่ีสภาวะความเป็นกรด-ด่าง เป็นกลาง (pH 
7.0)   ปริมาณน ้าตาลร้อยละ 0    

เตรียมตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองแบบชง ดงัน้ี 
2.5.1 เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ฟอสเฟตความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ (ความเป็นกรด-ด่าง  7.0)  ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง (ประมาณ 30 0ซ) และแบ่งส่วนหน่ึงน าไปใหค้วามร้อนจนกระทัง่ไดอุ้ณหภูมิ 95 0ซ 
2.5.2   เติมสารละลายบฟัเฟอร์ (อุณหภูมิหอ้งและ 95 0ซ)  ลงในโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง  

(RBPH และ < 50 RBPH)  ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบัร้อยละ 0.25 ของปริมาตรสุดทา้ย (ค านวณ
น ้าหนกัโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงโดยใชป้ริมาณโปรตีนเป็นฐาน)  คนส่วนผสมใหล้ะลายเขา้กนันาน 
2  นาที  แลว้ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง   

2.5.3   น าตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองไปวิเคราะห์ ดงัน้ี  
(1) ปริมาณของแขง็ท่ีละลายได ้(Total soluble solids, TSS)  (Ruck  1963)   

(ภาคผนวก) 
(2) วดัค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผา่น  (% Transmittance)   ความยาวคล่ืน 660 nm (Ishii  

และ Yokotsuka  1972)  (ภาคผนวก) 
(3) ปริมาณโปรตีน (Lowry  และคณะ 1951)  (ภาคผนวก) 
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(4) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด (Total  phenolic content) (Maisuthisakul  
และคณะ  2007)  (ภาคผนวก)     

(5) ความสามารถในการตา้นอนุมูล  ABTS (2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS  radical-scavenging activity) (Yin  และคณะ 2005)  (ภาคผนวก) 

(6) ความสามารถในการจบักบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+ chelating ability) (Yin  และคณะ 
2005)  (ภาคผนวก) 

(7) กิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี  (Li  และคณะ  2005) (ภาคผนวก)   
 
 จดัการทดลองแบบ 2 x 2  Symmetric Factorial   ในแผนการทดลอง Randomized Complete 
Block Design (RCBD) ปัจจยัท่ี 1 คือ  โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท 2 ชนิด (RBPH  และ < 50 RBPH ) และ
ปัจจยัท่ี 2 อุณหภูมิ 2 ระดบั (น ้ าอุณหภูมิหอ้ง ~30 0ซ และน ้าร้อน 95 0ซ)  ก าหนดใหว้นัท่ีสุ่มตวัอย่างมา
ทดลองเป็นบลอ็ค  ท าการทดลอง  2  ซ ้ า  วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูลและทดสอบความแตกต่าง
ของค่าเฉล่ียทรีตเมนตโ์ดยใช ้ DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test)  โดยการใชโ้ปรแกรม
ส าเร็จรูป  SPSS for windows  version 17.0  
 

2.6 กำรศึกษำผลของปริมำณน ำ้ตำล ควำมเป็นกรด-ด่ำง และควำมร้อนต่อควำมคงตวัของ 
โปรตนีร ำข้ำวไฮโดรไลเสทผงที่ไม่ผ่ำนกำรแยกส่วนด้วยเมมเบรนอัลตรำฟิลเทรชันในผลิตภัณฑ์เคร่ืองดื่ม
จ ำลองแบบชง 

เตรียมตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองแบบชง ดงัน้ี 
2.6.1 น าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงท่ีไม่ผา่นการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั  

(crude rice bran protein hydrolysate, RBPH)  ท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25 ของปริมาตรสุดทา้ย (ค านวณ
น ้าหนกัโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงโดยใชป้ริมาณโปรตีนเป็นฐาน) ผสมกบัน ้ าตาลซูโครส 3 ระดบั
ความเขม้ขน้ คือ ร้อยละ  0   7  และ 15 

2.6.2 เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ซิเตรทความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์  ความเป็นกรด-ด่าง  3.5 และ 
4.5    และบฟัเฟอร์ฟอสเฟตความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่าง  7.0   ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (ประมาณ 30 
0ซ) แบ่งส่วนหน่ึงน าไปใหค้วามร้อนจนกระทัง่ไดอุ้ณหภูมิ 95 0ซ   

2.6.3 เติมสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีความเป็นกรด-ด่าง ต่างๆ  ลงในส่วนผสมข้อ 2.6.1  คน
ส่วนผสมใหล้ะลายเขา้กนันาน 2 นาที  ตวัอย่างท่ีเติมสารละลายบฟัเฟอร์อุณหภูมิ 95 0ซ  ตั้งท้ิงไวใ้หเ้ยน็ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง ก่อนน าไปวิเคราะห์  

2.6.4 น าตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองแบบชง ไปวิเคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้  2.5  
 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=rcbd&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fcyberclass.msu.ac.th%2Fcyberclass%2Fcyberclass-uploads%2Flibs%2Fdocument%2F4.RCBD_1_c379.pdf&ei=QfXWTqf7LYWurAfBr8nZDQ&usg=AFQjCNF4sWLRqskH2eZhJEK37Ir3--UGaA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=rcbd&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fcyberclass.msu.ac.th%2Fcyberclass%2Fcyberclass-uploads%2Flibs%2Fdocument%2F4.RCBD_1_c379.pdf&ei=QfXWTqf7LYWurAfBr8nZDQ&usg=AFQjCNF4sWLRqskH2eZhJEK37Ir3--UGaA&cad=rja
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จดัการทดลองแบบ 2 x 3 x 3  Asymmetric Factorial   ในแผนการทดลอง Randomized 
Complete Block Design (RCBD)ปัจจยัท่ี 1 คือ อุณหภูมิ 2 ระดบั (น ้าอุณหภูมิหอ้ง 300ซ และน ้าร้อน 950ซ)  
ปัจจยัท่ี 2 คือ  ความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครส 3 ระดบั (ร้อยละ 0  7 และ 15)  และปัจจยัท่ี 3 ค่าความเป็น
กรด –ด่าง 3 ระดบั (pH 3.5  4.5 และ 7.0)  ก าหนดใหว้นัท่ีสุ่มตวัอย่างมาทดลองเป็นบลอ็ค  ท าการทดลอง  
2  ซ ้ า  วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูลและทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียทรีตเมนต์โดยใช ้ 
DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test)  โดยการใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป  SPSS for windows  
version 17.0  
 

2.7   กำรศึกษำผลของปริมำณน ำ้ตำล  ควำมเป็นกรด-ด่ำง และควำมร้อน  ต่อควำมคงตัวของโปรตีน

ร ำข้ำวไฮโดรไลเสทผงที่ผ่ำนกำรแยกส่วนด้วยเมมเบรนอัลตรำฟิลเทรชันในผลิตภัณฑ์เคร่ืองดื่มจ ำลอง

แบบชง 

 เตรียมตวัอย่ำงผลติภัณฑ์เคร่ืองดืม่จ ำลองแบบชง ดงันี ้
2.7.1   น าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงท่ีผา่นการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั  

(< 50 RBPH)  ท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25 ของปริมาตรสุดทา้ย (ค านวณน ้าหนกัโปรตีนร าขา้วไฮโดรไล
เสทผงโดยใชป้ริมาณโปรตีนเป็นฐาน)   ผสมกบัน ้าตาลซูโครส 3 ระดบัความเขม้ขน้ คือ ร้อยละ  0    7 
และ 15 

2.7.2    เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ซิเตรทความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์  ความเป็นกรด-ด่าง  3.5 และ 
4.5    และบฟัเฟอร์ฟอสเฟตความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่าง  7.0   ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (ประมาณ 30 
0ซ) แบ่งส่วนหน่ึงน าไปใหค้วามร้อนจนกระทัง่ไดอุ้ณหภูมิ 95 0ซ   

2.7.3   เติมสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีความเป็นกรด-ด่าง ต่างๆ  ลงในส่วนผสมขอ้ 2.6.1  คน
ส่วนผสมใหล้ะลายเขา้กนันาน 2 นาที  ตวัอย่างท่ีเติมสารละลายบฟัเฟอร์อุณหภูมิ 95 0ซ  ตั้งท้ิงไวใ้หเ้ยน็ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง ก่อนน าไปวิเคราะห์    

2.7.4   น าตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองแบบชงไปวิเคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้  2.5  

 จดัการทดลองแบบ 2 x 3 x 3  Asymmetric Factorial   ในแผนการทดลอง Randomized 
Complete Block Design (RCBD) ปัจจยัท่ี 1 คือ อุณหภูมิ 2 ระดบั (น ้ าอุณหภูมิหอ้ง ~300ซ  และน ้าร้อน 
950ซ)  ปัจจยัท่ี 2 คือ  ความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครส 3 ระดบั (ร้อยละ 0  7 และ 15)  และปัจจยัท่ี 3 ค่า
ความเป็นกรด –ด่าง 3 ระดบั (pH 3.5  4.5 และ 7.0)  ก าหนดใหว้นัท่ีสุ่มตวัอย่างมาทดลองเป็นบลอ็ค  ท า
การทดลอง  2  ซ ้ า  วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูลและทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียทรีตเมนต์
โดยใช ้ DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test)  โดยการใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป  SPSS for windows  
version 17.0  

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=rcbd&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fcyberclass.msu.ac.th%2Fcyberclass%2Fcyberclass-uploads%2Flibs%2Fdocument%2F4.RCBD_1_c379.pdf&ei=QfXWTqf7LYWurAfBr8nZDQ&usg=AFQjCNF4sWLRqskH2eZhJEK37Ir3--UGaA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=rcbd&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fcyberclass.msu.ac.th%2Fcyberclass%2Fcyberclass-uploads%2Flibs%2Fdocument%2F4.RCBD_1_c379.pdf&ei=QfXWTqf7LYWurAfBr8nZDQ&usg=AFQjCNF4sWLRqskH2eZhJEK37Ir3--UGaA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=rcbd&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fcyberclass.msu.ac.th%2Fcyberclass%2Fcyberclass-uploads%2Flibs%2Fdocument%2F4.RCBD_1_c379.pdf&ei=QfXWTqf7LYWurAfBr8nZDQ&usg=AFQjCNF4sWLRqskH2eZhJEK37Ir3--UGaA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=rcbd&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fcyberclass.msu.ac.th%2Fcyberclass%2Fcyberclass-uploads%2Flibs%2Fdocument%2F4.RCBD_1_c379.pdf&ei=QfXWTqf7LYWurAfBr8nZDQ&usg=AFQjCNF4sWLRqskH2eZhJEK37Ir3--UGaA&cad=rja
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หมำยเหตุ :    
1) ความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครส 3 ระดบั คือ ร้อยละ 0  7 และ 15 เพ่ือจ าลองสภาวะของ 

เคร่ืองด่ืมในทอ้งตลาดท่ีไม่มีน ้าตาล  มีน ้าตาลนอ้ย และมีน ้าตาลสูงปานกลาง 
2) การก าหนดความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 3.5  4.5 และ 7.0   เพ่ือจ าลองสภาวะของเคร่ืองด่ืม  

ลกัษณะต่างๆ ดงัน้ี 
2.1)  ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 3.5  จ าลองสภาวะของเคร่ืองด่ืมท่ีมีความเป็นกรด (เปร้ียว 

มาก)  ไดแ้ก่  น ้า ผลไม ้เช่น สบัปะรด สม้ หรือน ้าผกัท่ีมีรสเปร้ียว เช่น มะเขือเทศ กระเจ๊ียบแดง เป็นตน้  
2.2)  ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 4.5 จ าลองสภาวะของเคร่ืองด่ืมท่ีมีความเป็นกรดต ่า  

(เปร้ียวเลก็นอ้ย) เช่น นมเปร้ียว 
2.3)  ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.0 จ าลองสภาวะของเคร่ืองด่ืมท่ีมีความเป็นกรด-ด่าง   

ปานกลาง  เช่น นมสดพาสเจอร์ไรซ์  น ้านมถัว่เหลือง เป็นตน้ 
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บทที ่ 4 
ผลกำรวจิัยและอภิปรำยผล 

 

1. องค์ประกอบทำงเคมีของกำกร ำข้ำวและโปรตีนสกดัจำกกำกร ำข้ำว 
ตวัอยา่งร าขา้วพนัธ์ุหอมดอกมะลิ 105 (ร าละเอียด) ท่ีเหลือจากการบีบน ้ามนัแบบเยน็จากกลุ่ม 

วิสาหกิจชุมชนเกษตรอินทรีย ์จงัหวดัลพบุรี น ามาวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี พบว่ามีองคป์ระกอบใน
ร าขา้วสกดัไขมนั ไดแ้ก่ โปรตีน ไขมนั และความช้ืน เท่ากบัร้อยละ 12.96  13.23 และ 10.13 (โดยน ้าหนกั
เปียก) ตามล าดบั (ตารางท่ี 1) ในขณะท่ีสรญา ธิมาชยั (2554) รายงานปริมาณโปรตีน ไขมนั และความช้ืน
ของกากร าขา้วท่ีผ่านการบีบน ้ ามนัแบบเยน็เท่ากบัร้อยละ 13.24  8.54  และ 6.77  ตามล าดบั  เม่ือ
เปรียบเทียบกบัร าขา้วท่ียงัไม่ผา่นการบีบน ้ามนัมีปริมาณโปรตีนและไขมนัเท่ากบัร้อยละ  11.3 – 14.9 และ 
15.0 – 19.7 (โดยน ้ าหนกัเปียก)  ตามล าดบั  (องอนงค์ นัยวิกุล  2550) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 
Prakash (1991) พบวา่ร าขา้วท่ีมีไขมนัเตม็มีองคป์ระกอบพ้ืนฐานทางเคมีท่ีส าคญัไดแ้ก่ โปรตีนและไขมนั
ร้อยละ 14.1 และ 20.9 (โดยน ้ าหนักแห้ง) ตามล าดบั และเม่ือสกดัน ้ ามนัออก (เฮกเซน) แลว้พบว่ามี
ปริมาณโปรตีนและไขมนัร้อยละ 18.20 และ 1.60 (โดยน ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั จารุดา วิเศษสรรโชค 
(2545) รายงานว่าร าขา้วท่ีผ่านการสกดัน ้ ามนัมีปริมาณโปรตีน ไขมนั และความช้ืน เท่ากบัร้อยละ 15.46   
2.72  และ  6.69  (โดยน ้าหนกัเปียก)  ตามล าดบั    นอกจากน้ี  ศุภวรรณ ถาวรชินสมบติั  และหทยักาญจน ์
กกแกว้ (2551) ไดร้ายงานว่ากากร าขา้วหอมมะลิท่ีผ่านการสกดัน ้ามนัดว้ยเฮกเซนท่ีอุณหภูมิห้อง โดยใช้
เคร่ือง solid – liquid extraction มีปริมาณโปรตีน  ไขมนั  และความช้ืน เท่ากบัร้อยละ 12.64   2.82 และ 
10.66 (โดยน ้าหนกัเปียก) ตามล าดบั  จะเห็นวา่กากร าขา้วท่ีเหลือจากการบีบน ้ามนัแบบเยน็ท่ีใชใ้นงานวิจยั
น้ีมีปริมาณไขมนัท่ีสูงกวา่การสกดัน ้ามนัโดยใชต้วัท าละลายเฮกเซน                                                                                               

เม่ือน ากากร าขา้วท่ีเหลือจากการบีบน ้ ามนัแลว้มาสกดัโปรตีนท่ีสภาวะด่าง (ปรับสภาวะท่ี pH 
11.0) โดยใชร้ะยะเวลาในการสกดั 45 นาที ตกตะกอนโปรตีนท่ีจุดไอโซอิเลกตริก (pI 4.5) และศึกษา
คุณสมบติัของโปรตีนจากกากร าขา้วในดา้นองค์ประกอบทางเคมี (ตารางท่ี 1) พบว่ามีปริมาณโปรตีน 
ไขมนั และความช้ืน เท่ากบัร้อยละ 14.33  6.49 และ 76.24 (โดยน ้ าหนกัเปียก) ตามล าดบั โดยมีปริมาณ
โปรตีนเท่ากบัร้อยละ  61.82  (โดยน ้าหนกัแหง้)  และมีปริมาณผลผลิตเท่ากบัร้อยละ 17.80     จากงานวิจยั
ของ สรญา ธิมาชยั (2554) ไดศึ้กษาองคป์ระกอบทางเคมีของโปรตีนสกดัจากกากร าขา้วท่ีสภาวะเดียวกนั
พบว่ามีปริมาณโปรตีน ไขมนั และความช้ืน เท่ากบัร้อยละ 11.80  8.05 และ 79.04 (โดยน ้ าหนกัเปียก) 
ตามล าดบั โดยมีปริมาณโปรตีนเท่ากบัร้อยละ 56.19 (โดยน ้าหนกัแหง้) และมีปริมาณผลผลิตเท่ากบัร้อย
ละ 16.43 (โดยน ้าหนกัแหง้)   โปรตีนท่ีสกดัไดมี้สีคล ้าซ่ึงเกิดจากสารประกอบโพลีฟินอลิก (polyphenolic  
compounds) เช่น กรดไซรินจิก (syringic acid)  กรดคิวมาริก (coumaric acid)  กรดคาเฟอิก (caffeic acid)   
กรดสินาพิก (sinapic acid) และวานิลลิน (vanillin)  ท่ีเกิดการออกซิเดชนัโดยปฏิกิริยาฟีนอลออกซิเดชนั 
(phenoloxidation) ดงันั้นโปรตีนท่ีสกดัไดจึ้งมีสีน ้าตาลเขม้    โดยสารประกอบเหล่าน้ีเกิดสารประกอบ  
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ตำรำงที่ 1      องคป์ระกอบทางเคมีของกากร าขา้วและโปรตีนสกดัจากกากร าขา้วท่ีเหลือจากการบีบน ้ามนั  
       แบบเยน็ 

ตวัอย่ำง 
องค์ประกอบทำงเคม ี(ร้อยละโดยน ้ำหนักเปียก) 

โปรตนี ไขมนั ควำมช้ืน 
1. กากร าขา้ว 12.96±0.42 13.23±0.02 10.13±1.91 
2. โปรตีนสกดัจากกากร าขา้ว 14.33±0.24 6.49±2.85 76.24±2.62 
หมำยเหตุ      ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  จากการวิเคราะห์ 3 ซ ้ า ของ 2 ซ ้ าการทดลอง (replication)    
 
เชิงซอ้นกบัโปรตีนดว้ยพนัธะไฮโดรเจน  พนัธะโควาเลนซ์  แรงไฮโดรโฟบิก  และพนัธะอิออนิก ซ่ึงแยก
ออกจากกนัยาก โดยปฏิกิริยาระหว่างโปรตีนกบัสารประกอบโพลีฟีนอลิคเกิดข้ึนจากสภาวะการสกดั คือ 
pH  ก๊าซออกซิเจน เวลา และอุณหภูมิ  ซ่ึงสารฟีนอลิคเหล่าน้ีจะส่งผลใหคุ้ณสมบติัทางชีวภาพของโปรตีน
และความสามารถในการยอ่ยลดลง  (Salcedo-Chaves และคณะ  2002)   
 
2. กำรศึกษำผลของกำรแยกส่วนด้วยเทคนิคอัลตรำฟิลเทรชันและควำมร้อนต่อควำมคงตัวของ

โปรตีนร ำข้ำวไฮโดรไลเสทผงในผลติภัณฑ์เคร่ืองดื่มจ ำลองแบบชง 
โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงท่ีไม่ผา่น  (RBPH) และผา่นการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทร 

ชนัขนาด  50 กิโลดาลตนั (< 50 RBPH)  น ามาละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 
7.0   ท่ีอุณหภูมิ 2 ระดบั คือ อุณหภูมิห้อง (~30°ซ) และ 95°ซ  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25 ของ
ปริมาตรสุดทา้ย     เพ่ือเปรียบเทียบความคงตวัของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงทั้งสองขนาดต่อความ
ร้อน   เม่ือน าผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองแบบชงไปวิเคราะห์คุณสมบติัต่างๆ ไดผ้ลการทดลอง ดงัน้ี  

2.1 ปริมำณของแข็งที่ละลำยได้ทั้งหมด (Total soluble solid, TSS)   
                  ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมดในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองท่ีเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไล-
เสทผง  RBPH  และ < 50 RBPH เม่ือละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ 2 สภาวะ คือ อุณหภูมิหอ้ง (~30°ซ) 
และ 95°ซ   ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.0  พบว่ามีปริมาณของแข็งท่ีละลายไดอ้ยู่ในช่วง 2.50 – 3.00  
องศาบริกซ์ (°Brix )  ในขณะท่ีความร้อนและขนาดของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง RBPH และ < 50 
RBPH  ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด (p > 0.05)  (ภาพท่ี 1) 

2.2 ร้อยละของแสงที่ส่องผ่ำน  (% Transmittance)  
ร้อยละของแสงท่ีส่องผา่น คือ สดัส่วนของความเขม้ของแสงท่ีผ่านเขา้ไปในตวัอย่างต่อความ

เข้มของแสงท่ีผ่านออกมา  ในการศึกษาน้ีการวดัค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผ่านเป็นการวดัความใส 
(Clarification) ของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงทั้ง 2 ขนาด คือ ท่ีไม่ผ่าน
และผา่นการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั (RBPH และ < 50 RBPH)   ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ   
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ภำพที่ 1            ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดข้องผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท 

          ผงไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั  (pH 7.0)  
หมำยเหตุ         RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตรา 

ฟิลเทรชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั 
  a ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึงทรีทเมนตท่ี์ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั 

          ทางสถิติ  (p>0.05) 
 

0.25  ภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั   ตารางท่ี 2 แสดงผลการศึกษาร้อยละของแสงท่ีส่องผ่านของโปรตีนร า
ขา้วไฮโดรไลเสทผงท่ีเติมในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลอง พบว่าการแยกส่วนดว้ยอลัตราฟิลเทรชนัมีผลต่อ
ค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผา่นอยา่งมีนยัส าคญั (p 0.05) โดยโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท RBPH และ < 50 
RBPH มีค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผ่านเท่ากบั  0.15 และ 93.97 – 95.42 ตามล าดบั  ในขณะท่ีความร้อน 
(95°ซ) ไม่มีผลต่อค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผ่าน (p > 0.05)  แสดงให้เห็นว่า RBPH มีสารประกอบท่ีมี
ขนาดโมเลกุลใหญ่กว่า 50 kDa  และไม่สามารถละลายไดใ้นสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีทั้งสองอุณหภูมิ  
ผลิตภณัฑจึ์งมีความขุ่นสูง (ค่าการส่องผ่านของแสงต ่า)  ซ่ึงอาจเป็นสารท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยาระหว่าง
โปรตีนหรือเปปไทดแ์ละสารประกอบพอลิฟินอล  สารประกอบทั้งสองจะรวมตวักนัเกิดเป็นสารประกอบ
เชิงซ้อนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงข้ึน และมีความสามารถในการละลายลดลง  สามารถพบไดใ้นผลิตภณัฑ์
จากธญัพืช หรือ ผลไม ้เช่น เบียร์  ไวน ์ น ้าผลไม ้(ประพนัธ์ ป่ินศิโรดม 2535) 

2.3 ปริมำณโปรตนี 
   โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง  RBPH  และ < 50 RBPH  มีปริมาณโปรตีนท่ีแตกต่างกนั 

เลก็นอ้ย (p 0.05) คือ มีปริมาณโปรตีนเท่ากบั 0.270 และ 0.321–0.338 กรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั  จากผล
การศึกษาดว้ยเทคนิค Tricine SDS-PAGE ของ  สรญา  ธิมาชยั  (2554) พบว่าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท
จากกากร าขา้วบีบน ้ ามนัแบบเยน็ท่ีผลิตโดยใชส้ภาวะเดียวกบังานวิจยัน้ี  พบเปปไทด์ขนาดโมเลกุลนอ้ย
กวา่  20 กิโลดาลตนั  เป็นส่วนใหญ่  ดงันั้น  การแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัขนาด  50 กิโล 
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ตำรำงที่ 2     ร้อยละของแสงท่ีส่องผา่นของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง        
      ไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั  (pH 7.0) 

กำรแยกส่วน 
ร้อยละของแสงที่ส่องผ่ำน (%T) 

น ำ้อุณหภูมห้ิอง (30 °C) น ำ้ร้อน (95 °C) 

ไม่ผ่ำนเมมเบรนอลัตรำฟิลเทรชัน (RBPH) 0.15±0.00a 0.15±0.01a 

ผ่ำนเมมเบรนอลัตรำฟิลเทรชัน (< 50 RBPH) 95.42±0.36b 93.97±0.45b 
หมำยเหตุ      ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน จากการวิเคราะห์ 3 ซ ้ า  ของ 2 ซ ้ า การทดลอง (replication)     

                     a-b ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัทั้งแนวตั้งและแนวนอนแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั 
 ทางสถิติ  (p 0.05) 

 
ดาลตนั  (< 50 RBPH )  จึงเป็นการท าให้มีโปรตีนเขม้ขน้มากข้ึน  ในขณะท่ีความร้อนไม่มีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงปริมาณโปรตีน (p>0.05) (ภาพท่ี 2) 

2.4 ปริมำณสำรประกอบฟีนอลคิทั้งหมด (Total phenolic content)  
ภาพท่ี 3 แสดงปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติม

โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง  2 ขนาด  (RBPH  และ  < 50 RBPH)  ภายใตส้ภาวะความเป็นกรด-ด่าง  7.0 
และมีปริมาณน ้าตาลร้อยละ 0  เปรียบเทียบกบัการละลายน ้าท่ีอุณหภูมิหอ้ง  (~30°ซ)   และท่ีอุณหภูมิ 

 
 

ภำพที่  2        ปริมาณโปรตีนของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและ 
       ผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั  (pH 7.0) 

หมำยเหตุ      RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตรา 
       ฟิลเทรชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั 

             a-bตวัอกัษรท่ีต่างกนับนแท่งกราฟแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (p 0.05) 
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(95°ซ)  พบว่าปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดของตวัอย่างท่ีเติม RBPH  และ  < 50 RBPH  ไม่
แตกต่างกนั (p > 0.05) โดยมีค่าอยู่ในช่วง 19.02 – 20.17 มิลลิกรัม/กรัมเปปไทด์ผง  อาจเน่ืองมาจาก
สารประกอบฟีนอลิคมีโมเลกลุขนาดเลก็กวา่ 50  กิโลดาลตนั จึงไม่พบความแตกต่างระหว่าง RBPH  และ  
< 50 RBPH  ในขณะท่ีผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองท่ีเตรียมจากน ้าท่ีอุณหภูมิ 95°ซ  มีปริมาณสารประกอบฟี
นอลิคทั้งหมดสูงกว่าตวัอย่างท่ีเตรียมจากน ้าท่ีอุณหภูมิหอ้ง  (p 0.05)     Kähkönen และคณะ (1999) 
รายงานว่า  ชั้นเปลือกนอกของเมลด็ธญัพืช  เปลือกชั้นนอก (husk/hull)  เปลือกชั้นใน (pericarp)  เซลล์
เทสตาและอลัยโูรน (testa and aleurone cells) มีสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดมากกว่าในส่วนของชั้นเอน
โดสเปิร์ม   ซ่ึงสารประกอบฟีนอลิคในธญัพืชพบทั้งในรูปแบบอิสระและรูปแบบท่ีมีการจบัตวักบัสารอ่ืน 
(bound form)  เช่น น ้าตาล กรดไขมนั หรือโปรตีน  ส่วนใหญ่จะพบอยู่ในรูปแบบท่ีมีการจบัตวักบัสารอ่ืน  
ซ่ึงกระบวนการแปรรูปสามารถปลดปล่อยเป็นสารประกอบฟีนอลิคอิสระได ้เช่น ความร้อน  กรด   ด่าง   
แรงเฉือน  การฉายรังสี เป็นตน้  ท าให้มีปริมาณสารฟีนอลิคอิสระในระบบเพ่ิมข้ึน (Bonoli และคณะ 
2004)   Xu และคณะ (2007) พบวา่ การใหค้วามร้อนแก่สารสกดัจากเปลือกสม้ท่ีสภาวะต่างๆ (120-150 °ซ 
นาน 30-90 นาที)   มีผลให้มีปริมาณกรดฟีนอลิครูปแบบอิสระเพ่ิมข้ึนแต่รูปแบบท่ีมีการจบัตวัลดลง  
อยา่งไรกต็ามความร้อนยงัมีผลท าลายกรดฟีนอลิคดว้ยข้ึนอยูก่บัระดบัความร้อนและระยะเวลาท่ีใช ้  
 
  

 
 

ภำพที่ 3         ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้ว 
    ไฮโดรไลเสทผงไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั (pH 7.0) 

หมำยเหตุ         RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตรา 
           ฟิลเทรชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั 

           a-bตวัอกัษรท่ีต่างกนับนแท่งกราฟแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p 0.05) 
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2.5 ควำมสำมำรถในกำรยบัยั้งอนุมูล ABTS 
 ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมลู ABTS ของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงท่ีไม่ผา่นการแยก 

ส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั (RBPH) ท่ีเติมลงในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองมีประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งอนุมูล ABTS ต ่ากว่า (24.73 – 29.15 ไมโครโมลาร์โทรลอกซ์ /50 ไมโครกรัมโปรตีน)  โปรตีนร า
ขา้วไฮโดรไลเสทผงท่ีผ่านการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั (< 50 RBPH) (36.96–45.82 ไม
โครโมลโทรลอกซ์/50ไมโครกรัมโปรตีน) อย่างมีนัยส าคัญ  (p 0.05)  (ภาพท่ี 4) ซ่ึงสอดคลอ้งกับ
งานวิจยัของ สรญา ธิมาชยั (2554) ท่ีศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS ของโปรตีนร าขา้ว
ไฮโดรไลเสทท่ีย่อยดว้ยเอนไซม ์3 สภาวะ พบว่าความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS ของโปรตีนร า
ขา้วไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาดมากกว่า 50 กิโลดาลตนั มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS ต ่ากว่า
โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาดต ่ากว่า 50 กิโลดาลตนั (<10 kDa และ 10–50 kDa)  นอกจากน้ี
ผลการวิจยัยงัพบว่าความร้อนมีผลต่อการเปล่ียนแปลงความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS โดย
อุณหภูมิท่ีเพ่ิมข้ึน (95°ซ)  ท าใหป้ระสิทธิภาพการยบัย ั้งอนุมลู ABTS ลดลง (p 0.05) 
 

 
ภำพที่ 4         ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมลู ABTS ของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองโปรตีนร าขา้ว 
                     ไฮโดรไลเสทผงไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั  (pH 7.0) 
หมำยเหตุ      RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตรา 
           ฟิลเทรชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั 

         a-cตวัอกัษรท่ีต่างกนับนแท่งกราฟแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p 0.05) 
 

2.6 ควำมสำมำถในกำรจบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+) 
ภาพท่ี  5   แสดงความสามารถของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง  RBPH  และ  < 50 RBPH ท่ี

เติมในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองในการจบัเฟอร์รัสไอออน  พบว่าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงขนาด  
< 50 RBPH   มีความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออน (40.25–47.96 ไมโครโมลาร์อีดีทีเอ/200 
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ไมโครกรัมโปรตีน)   สูงกวา่  RBPH  (20.55–25.56 ไมโครโมลาร์อีดีทีเอ/200 ไมโครกรัมโปรตีน)  (p
0.05)   ซ่ึงผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะห์กิจกรรมการยบัย ั้งอนุมูล ABTS และสอดคลอ้ง
กบัผลการทดลองของ สรญา ธิมาชยั (2554)  ท่ีศึกษาโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทท่ีย่อยดว้ยเอนไซมช์นิด
ต่างๆ และผา่นการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั พบว่าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทท่ีย่อยดว้ย
เอนไซมช์นิดต่างๆ ท่ีมีขนาดนอ้ยกว่า 50 กิโลดาลตนั มีความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออนสูงกว่า
โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาดโมเลกุลขนาดใหญ่ (ไม่แยกส่วน และ > 50 kDa)  Moure และคณะ 
(2006) ศึกษาการย่อยโปรตีนถัว่เหลืองดว้ย  Flavourzyme  พบว่าโปรตีนถัว่เหลืองไฮโดรไลเสทท่ีมี
ขนาดโมเลกุลนอ้ยกว่า 10 กิโลดาลตนั มีประสิทธิภาพในการจบัเฟอร์รัสไอออนสูงกว่าขนาด 30  50  
กิโลดาลตนั  และท่ีไม่ผ่านการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั ตามล าดบั  เช่นเดียวกบั  Dong 
และคณะ (2008)  ศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสทจากกลา้มเน้ือปลาเกล็ดเงินท่ีย่อยดว้ย  Alcalase และ 
Flavourzyme พบว่าโมเลกุลขนาดเลก็ในโปรตีนไฮโดรไลเสทมีบทบาทส าคญัในการจบักบัโลหะ โดย
ขนาดโมเลกุลท่ีเล็กกว่า 500 ดาลตนั มีความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออนสูง เม่ือใชค้วามเขม้ขน้
ของโปรตีนไฮโดรไลเสท 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ส่วนการเตรียมผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมจ าลองโดยการ
ละลายโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงในน ้าท่ีอุณหภูมิสูง (95°ซ)  ท าใหค้วามสามารถในการจบัเฟอร์รัส
ไอออนลดลงอยา่งมีนยัส าคญั  (p 0.05)  

   
 

 
 
ภำพที่  5        ความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+) ของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองโปรตีนร า 

       ขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั  (pH 7.0) 
หมำยเหตุ       RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตรา 
           ฟิลเทรชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั 

           a-c  ตวัอกัษรท่ีต่างกนับนแท่งกราฟแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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2.7 ประสิทธิภำพในกำรยบัยั้งเอนไซม์เอซีอี 
กิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง  RBPH  และ  < 50 RBPH  

ท่ีเติมในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลอง (ภาพท่ี 6) พบว่าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงขนาด  < 50 RBPH      
มีกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี (ร้อยละ 81.10–81.64 /100 ไมโครกรัมโปรตีน) สูงกว่าโปรตีนร าขา้ว
ไฮโดรไลเสทผงท่ีไม่ผา่นการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั (RBPH)  (ร้อยละ 60.68–61.03 /100 
ไมโครกรัมโปรตีน)  (p 0.05) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการวิจยัของ สรญา ธิมาชยั (2554) ท่ีศึกษาการย่อย
โปรตีนร าขา้วดว้ยเอนไซมช์นิดต่างๆ และน าไปแยกขนาดดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั พบว่าโปรตีนร า
ขา้วไฮโดรไลเสทขนาดต ่ากว่า 50 กิโลดาลตนั มีกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซม์เอซีอีสูงกว่าโปรตีนร าขา้ว
ไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาดโมเลกุลขนาดใหญ่ (ไม่แยกส่วน และ >50 kDa)  อย่างมีนยัส าคญั (p 0.05)        
He และคณะ (2006)  ไดศึ้กษาโปรตีนกุง้ไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย Protease จาก Bacillus sp. เม่ือ
ผ่านการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัพบว่าโปรตีนกุง้ไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาดโมเลกุล 3 กิโล
ดาลตนั (IC50 เท่ากบั 0.22 mg/ml) มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีสูงกว่าโปรตีนกุง้ไฮโดรไล
เสทท่ีไม่ผ่านการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชัน (IC50 เท่ากับ 0.98 mg/ml)  เช่นเดียวกัน 
Raghavan และ Kristinsson (2009) พบว่าโปรตีนปลานิลไฮโดรไลเสทท่ีย่อยด้วย Cryotin และ 
Flavourzyme ท่ีมีขนาดโมเลกลุนอ้ยกวา่ 10 กิโลดาลตนั แสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีสูง
กวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทขนาดโมเลกลุ 10 – 30 กิโลดาลตนั  และ  > 30 กิโลดาลตนั  ตามล าดบั 

ในขณะท่ีอุณหภูมิไม่มีผลต่อค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี (p > 0.05) แสดงให้เห็นว่า
โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทมีความคงตวัต่อความร้อน  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการวิจยัของ Wu และ Ding 
(2002) พบว่าโปรตีนถัว่เหลืองไฮโดรไลเสทท่ีผ่านการย่อยดว้ย Alcalase  หลงัจากน าสารละลายเปปไทด์
ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาผ่านกระบวนการใหค้วามร้อนโดยใชอุ้ณหภูมิ 20-100  0ซ  นาน 2 
ชัว่โมง พบว่าการใชอุ้ณหภูมิท่ีแตกต่างกนัไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซม์เอซีอี  
เช่นเดียวกบั  Hwang (2010)  ไดศึ้กษาผลของกระบวนการแปรรูปต่อความคงตวัของเปปไทด ์ โดยใช้
สารละลายโอลิโกเปปไทดท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยน ้าตม้ทูน่าดว้ยเอนไซมโ์อเรียนเทส  ท่ีมีมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 
204-265 ดาลตนั หลงัจากนั้นน าสารละลายโอลิโกเปปไทด์ความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผ่าน
กระบวนการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 20-100  0ซ  นาน 2 ชัว่โมง พบว่าการใชอุ้ณหภูมิและเวลาในการให้
ความร้อนแตกต่างกนัไม่มีผลต่อร้อยละของการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี  Rivas และคณะ (2007) ไดท้ดสอบ
ความคงตวัของเปปไทดจ์ากการหมกัโปรตีนเวยใ์นการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีเม่ือเติมลงในเคร่ืองด่ืมนมผสม
น ้าส้มท่ีผ่านการพาสเจอไรส์ท่ีอุณหภูมิ 75 0ซ  นาน 1 นาที และค่าความเป็นกรด-ด่าง  3.99  หลงัจากนั้น
บรรจุเคร่ืองด่ืมปริมาตร 150 มิลลิลิตรในถุงโพลีเอทิลีน (polyethylene bag)   น ามาใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 
84 และ 95 0ซ  นาน 140 วินาที พบว่าเคร่ืองด่ืมนมผสมน ้ าส้มท่ีผ่านการให้ความร้อนทั้ง 2 อุณหภูมิ มี
อตัราส่วนของการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีไม่แตกต่างกนั   
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ภำพที่  6       ความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองโปรตีนร าขา้ว 

      ไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัท่ีสภาวะความเป็นกรด-ด่าง        
       เท่ากบั 7.0   

หมำยเหตุ      RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตรา 
           ฟิลเทรชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั 

           a-b  ตวัอกัษรท่ีต่างกนับนแท่งกราฟแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p    
       0.05) 
 
 เม่ือเติมโปรตีนร าข้าวไฮโดรไลเสทผงท่ีไม่ผ่าน (RBPH) และผ่านการแยกส่วนด้วยเมม

เบรนอลัตราฟิลเทรชนัขนาด  50 กิโลดาลตนั (< 50 RBPH) ในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลอง  พบว่าความ
ร้อน (95 0ซ) มีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด  ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS และ
ความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+)  (p  0.05)  แต่ไม่มีผลต่อปริมาณของแข็งท่ีละลายได้
ทั้งหมด  ร้อยละของแสงท่ีส่องผา่น (ความขุ่น)  ปริมาณโปรตีนและความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซี
อี (p > 0.05)  ในขณะท่ีขนาดของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงมีผลต่อ ความขุ่น  ปริมาณโปรตีน  
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด  ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS  ความสามารถในการ
จบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+)  และความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี (p  0.05)  ดงันั้นในขั้นตอน
ต่อไปจึงศึกษาขนาดของเปปไทดแ์ต่ละชนิดแยกกนั 
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3. กำรศึกษำผลของปริมำณน ำ้ตำล  ควำมเป็นกรด-ด่ำง และควำมร้อน ต่อควำมคงตัวของโปรตีน 
ร ำข้ำวไฮโดรไลเสทผงที่ไม่ผ่ำนและผ่ำนกำรแยกส่วนด้วยเมมเบรนอัลตรำฟิลเทรชันในผลิตภัณฑ์
เคร่ืองดื่มจ ำลองแบบชง 

3.1  ปริมำณของแข็งที่ละลำยได้ทั้งหมด (Total soluble solid)  
การหาปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมดในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองท่ีเติมโปรตีนร าขา้ว 

ไฮโดรไลเสทผงท่ีไม่ผ่าน (crude rice bran protein hydrolysate, RBPH) และผ่านการแยกส่วนดว้ยเมม
เบรนอลัตราฟิลเทรชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั (< 50 RBPH) ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25  ท่ีสภาวะการมี
ปริมาณน ้าตาล ความเป็นกรด-ด่าง และการให้ความร้อนท่ีแตกต่างกนั พบว่า เม่ือปริมาณน ้าตาลเพ่ิมข้ึน
ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ั้งหมดจะเพ่ิมข้ึนดว้ย (p  0.05) ในขณะท่ีความร้อนและความเป็นกรด-ด่าง 
ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด (p > 0.05)  แสดงดงัตารางท่ี 3 
 
ตำรำงที่ 3     ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดข้องผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง  

ไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั 
 

ปริมำณ
น ำ้ตำล (%) 

ปริมำณของแข็งที่ละลำยได้ทั้งหมด (°Brix) 

RBPH < 50 RBPH 

น ำ้อุณหภูมห้ิอง 
(30°C) 

น ำ้ร้อน (95°C) น ำ้อุณหภูมห้ิอง 
(30°C) 

น ำ้ร้อน (95°C) 

0 2.53±0.06a 2.53±0.15a 2.97±0.08A 2.97±0.14A 
7 9.93±0.15b 10.07±0.12b 9.72±0.45B 9.83±0.29B 

15 17.07±0.06c 17.10±0.10c 17.27±0.37C 16.93±0.10C 
หมำยเหตุ      ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  จากการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า  ของ 2 ซ ้ าการทดลอง (replication)  

RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั
ขนาด 50 กิโลดาลตนั 

          a-c  ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p 0.05) 
          A-B  ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p 0.05) 
 

3.2 ร้อยละของแสงที่ส่องผ่ำน  (% Transmittance)  
   การวดัความใส (Clarification) ของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองท่ีเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท
ผงทั้ง 2 ขนาด คือ ท่ีไม่ผ่านและผ่านการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชัน (RBPH และ < 50 
RBPH) ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25  ภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั แสดงผลในตารางท่ี 4  ซ่ึงพบว่า การ
เปล่ียนแปลงค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผ่านของตวัอย่างท่ีเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงทั้งสองขนาดมี
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แนวโนม้ไปในทิศทางเดียวกนั คือ ความร้อน  ปริมาณน ้ าตาล  และความเป็นกรด-ด่าง  (pH) มีผลต่อค่า
ร้อยละของแสงท่ีส่องผ่านแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั  (p  0.05) นอกจากน้ีปัจจยัทั้งสามชนิดมีอิทธิพล
ร่วมกนั (interaction) (p  0.05) ต่อการเปล่ียนแปลงค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผ่าน  ในส่วนของความร้อน
พบว่าเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน (950ซ) ค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผ่านมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p  0.05) 
เน่ืองจากอุณหภูมิท่ีสูงข้ึนท าให้สารละลายโปรตีนร าข้าวไฮโดรไลเสทผงเกิดการเสียสภาพท าให้
ความสามารถในการละลายลดลงกลายเป็นสารแขวนลอย โดยอุณหภูมิจะมีผลต่อพนัธะนอนโควาเลนต ์
(non-covalent) เช่น พนัธะไฮโดรเจน  พนัธะไฮโดรโฟบิก (hydrophobic interactions) และพนัธะอิออนิก 
(electrostatic interactions) ในโครงสร้างของโปรตีน ท าใหโ้ปรตีนเกิดการคลายตวัและส่วนท่ีไม่ชอบน ้า
ภายในโครงสร้างโปรตีนเปิดตวัออกมา ความสามารถในการท าปฏิกิริยากบัน ้าลดลง และส่วนท่ีไม่ชอบน ้า
ท่ีเปิดออกมาน้ีจะเหน่ียวน าให้โปรตีนเกิดการรวมตวั จบัตวัเป็นกอ้น และตกตะกอนในท่ีสุด (Li-Chan 
และคณะ 1984) ส าหรับ RBPH นั้นเน่ืองจากมีอนุภาคขนาดใหญ่จึงค่อนขา้งเกิดปัญหาในการละลาย ท าให้
สารละลายท่ีไดมี้ลกัษณะเป็นสารแขวนลอยซ่ึงสารละลายท่ีได้มีความขุ่นมาก  ในทางตรงกนัขา้มโปรตีน
ไฮโดรไลเสทชนิด  < 50 RBPH  สามารถละลายน ้าไดดี้ท าใหส้ารละลายท่ีไดมี้ลกัษณะท่ีใส 

ปริมาณน ้าตาลท่ีเพ่ิมข้ึนส่งผลใหค่้าร้อยละของแสงท่ีส่องผา่นเพ่ิมข้ึนเลก็นอ้ยเน่ืองจากน ้าตาลมี
ผลท าให้สารละลายมีความใสมากข้ึนอาจเน่ืองมาจากน ้ าตาลซูโครสช่วยเสริมการละลายของเปปไทด ์
Tanabe และ Saeki (2001) รายงานการเพ่ิมการละลายของโปรตีนมยัโอซินจากปลาเม่ือท าปฏิกิริยา
เมลลาร์ดหรือไกลโคซิเลชนั (glycosylation) กบัน ้าตาลกลูโคสท่ีสภาวะความเขม้ขน้ของเกลือต ่า (0.1 M 
NaCl) ในขณะท่ีสภาวะความเป็นกรด-ด่างต ่า (pH 3.5 และ 4.5) พบวา่ผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองมีความใส
มากกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเป็นกลาง (pH 7.0) เน่ืองจากสภาวะการทดลองท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง  3.5 
และ 4.5  มีค่าใกลเ้คียงกบัค่า pI  (Isoelectric point) ของโปรตีนร าขา้ว  (pI ~ 4.5) ในสภาวะท่ีสารละลาย
โปรตีนมีค่าความเป็นกรด-ด่าง อยู่ท่ีระดบั pI  ความสามารถในการละลายของโปรตีนจะลดลงต ่าสุด 
เน่ืองจากประจุไฟฟ้ารวมของโปรตีนมีค่าเป็นศูนยจึ์งไม่เกิดแรงผลกักนัระหว่างประจุท่ีจะท าให้โปรตีน
เกิดการกระจายในสารละลาย  ในสภาวะน้ีโปรตีนอยู่ชิดกนัซ่ึงอาจเกิดการรวมตวัและตกตะกอน   เม่ือน า
ส่วนใสไปวดัค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผ่านจึงท าให้ผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืมจ าลองมีความใสมากข้ึน ซ่ึง
สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Ishii และ Yokotsuka (1972) ไดศึ้กษากระบวนการท าให้น ้ าผลไมใ้สโดยใช้
เอนไซม ์Pectin  trans-Eliminase (PTE) พบว่าช่วงของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการท าใหน้ ้ าผลไมใ้ส 
คือ 45-500ซ   และเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน (700ซ) ค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผ่านจะลดลง  และค่าความเป็นกรด-
ด่าง  (pH) ท่ีเหมาะสมส าหรับการท าใหน้ ้าผลไมใ้ส อยู่ในช่วงค่าความเป็นกรด-ด่าง  3 – 4  ท าใหน้ ้ าผลไม้
มีค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผา่นสูงท่ีสุดประมาณร้อยละ  96.25 และท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง  5.5 น ้ าผลไมมี้
ค่าร้อยละของแสงท่ีส่องผา่นประมาณ 17.36  นอกจากน้ียงัพบวา่ผลการวิจยัน้ีท่ีความเป็นกรด-ด่าง  7.0 ใน
น ้าตาลทุกๆระดบั (ร้อยละ 0  7 และ 15) เม่ือผ่านการเติมน ้ าร้อน (950ซ) มีความคงตวัของค่าร้อยละของ
แสงท่ีส่องผา่นของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงมากท่ีสุด 
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ตำรำงที่  4      ร้อยละของแสงท่ีส่องผา่นของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง  
        ไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั 

ปริมำณ
น ำ้ตำล 
(%) 

ควำมเป็น
กรด-ด่ำง  
(pH) 

ร้อยละของแสงที่ส่องผ่ำน (%T) 

RBPH < 50 RBPH 

น ำ้อุณหภูมห้ิอง 
(30°C) 

น ำ้ร้อน (95°C) 
น ำ้อุณหภูมห้ิอง 

(30°C) 
น ำ้ร้อน (95°C) 

 
3.5 0.24±0.00e 0.15±0.02a 75.10±0.51D 60.53a±0.01A 

0 4.5 0.24±0.00e 0.14±0.03a 93.28±1.04GH 85.55±0.17F 

 
7.0 0.15±0.00a 0.15±0.01a 95.42±0.36I 93.97±0.45GHI 

 
3.5 0.30±0.01f 0.17±0.01ab 73.70±1.79D 63.50±0.03B 

7 4.5 0.24±0.00e 0.17±0.03abc 93.15±0.31G 86.54±0.09F 

 
7.0 0.31±0.01fg 0.17±0.00abc 95.32±0.13HI 92.53±2.08G 

 
3.5 0.33±0.01g 0.20±0.00bcd 80.00±1.82E 70.46±0.11C 

15 4.5 0.33±0.01g 0.19±0.03bcd 94.50±0.52GHI 86.34±0.15C 

 
7.0 0.21±0.00e 0.21±0.02cd 94.60±0.51GHI 93.92±0.95GHI 

หมำยเหตุ      ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  จากการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า  ของ 2 ซ ้ าการทดลอง (replication) 
 RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทร      

                       ชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั 
                                      a-g ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัทั้งแนวตั้งและแนวนอนแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั 

       ทางสถิติ (p  0.05) 
            A-I ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัทั้งแนวตั้งและแนวนอนแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั 
       ทางสถิติ (p  0.05) 
 

3.3   ปริมำณโปรตนี  
 ปริมาณโปรตีนของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง  RBPH  และ   

< 50 RBPH  ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25  ภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนัมีแนวโนม้ไปในทิศทางเดียวกนั 
พบวา่ ปริมาณน ้าตาล ความเป็นกรด-ด่าง  และความร้อน ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณโปรตีนอย่าง
มีนยัส าคญั (p > 0.05) โดย RBPH และ <50 RBPH  มีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วง 0.256 - 0.292  และ  0.292 
– 0.369 กรัม/มล. ตามล าดบั (ตารางท่ี 5)   Contreras และคณะ  (2011) ไดศึ้กษาความคงตวัของเปปไทด์
จากเคซีน (RYLGY และ AYFYPEL)  ท่ีไดจ้ากการย่อยดว้ยเอนไซมเ์ปปซิน น ามาผ่านกระบวนการท า
แห้งแบบแช่แข็งระเหิดและแบบพ่นฝอย (อุณหภูมิขาเข้า  140 0ซ และ ขาออก 75-1000ซ) พบว่า
กระบวนการท าแหง้ทั้ง 2 วิธีไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณของเปปไทด ์(p > 0.05)   
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ตำรำงที่  5      ปริมาณโปรตีนของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงไม่ผา่น 
    และผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั 

ปริมำณ
น ำ้ตำล 
(%) 

ควำมเป็น
กรด-ด่ำง  
(pH) 

ปริมำณโปรตนี (g/ml) 

RBPHns < 50 RBPHns 

น ำ้อุณหภูมห้ิอง 
(30°C) 

น ำ้ร้อน (95°C) 
น ำ้อุณหภูมห้ิอง 

(30°C) 
น ำ้ร้อน (95°C) 

 3.5 0.273±0.00 0.266±0.01 0.302±0.00 0.292±0.00 
0 4.5 0.256±0.00 0.271±0.01 0.306±0.00 0.329±0.00 

  7.0 0.270±0.01 0.270±0.02 0.321±0.01 0.338±0.03 
 3.5 0.288±0.01 0.267±0.02 0.316±0.03 0.325±0.01 
7 4.5 0.274±0.01 0.276±0.04 0.329±0.00 0.317±0.04 

  7.0 0.277±0.00 0.271±0.03 0.339±0.03 0.335±0.02 
 3.5 0.292±0.01 0.271±0.00 0.363±0.00 0.357±0.06 

15 4.5 0.282±0.01 0.290±0.02 0.345±0.02 0.321±0.03 
  7.0 0.289±0.00 0.292±0.02 0.369±0.01 0.347±0.06 
หมำยเหตุ      ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  จากการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า  ของ 2 ซ ้ า การทดลอง (replication) 

RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั      
                      ขนาด 50 กิโลดาลตนั 

ns ทรีทเมนตท์ั้งหมดไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p > 0.05) 
 

3.4  ปริมำณสำรประกอบฟีนอลคิทั้งหมด (Total phenolic content)  
ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดของผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้ว

ไฮโดรไลเสทผง  RBPH  และ  < 50 RBPH   ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25  ภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั  มี
ปริมาณเท่ากบั 17.48 – 20.45 และ 19.56 – 21.84  มิลลิกรัมต่อกรัมเปปไทด์ผง  (ตารางท่ี  6)   พบว่า 
ตวัอย่างท่ีเติมโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงแต่ละขนาด  มีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดไม่
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p > 0.05)    ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นว่าสารประกอบฟีนอลิคมีความคงตวัต่อ ปริมาณ
น ้าตาล ความเป็นกรด-ด่าง  และความร้อน    จิราพร  เพลินจิต (ม.ป.ป.) ไดศึ้กษาความคงตวัของกรดฟีนอ
ลิคในน ้าก่ึงวิกฤต  (subcritical water) 100 150 200 และ 250 0ซ  เป็นเวลา 30 60 90 และ 120 นาที  จาก
การศึกษาพบวา่เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิและเวลาในการใหค้วามร้อนท าใหก้รดฟีนอลิคสลายตวัมากข้ึน โดยส่วน
ใหญ่สลายตวัอย่างสมบูรณ์ท่ี 250 0ซ  หลงัจากใหค้วามร้อน 30 นาที  อย่างไรก็ตามเน่ืองจากในงานวิจยัน้ี
สภาวะของความร้อนไม่รุนแรง (95 0ซ)  จึงไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณของสารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมด      
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ตำรำงที่ 6      ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้ว 
    ไฮโดรไลเสทผงไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั 

ปริมำณ
น ำ้ตำล 
(%) 

ควำมเป็น
กรด-ด่ำง  
(pH) 

ปริมำณสำรประกอบฟีนอลคิทั้งหมด (mg/g  dry  basis) 

RBPH ns < 50 RBPH ns 

น ำ้อุณหภูมห้ิอง 
(30°C) 

น ำ้ร้อน (95°C) 
น ำ้อุณหภูมห้ิอง 

(30°C) 
น ำ้ร้อน (95°C) 

 
3.5 18.77±0.47 17.48±0.01 20.08±1.12 19.97±0.53 

0 4.5 18.07±0.44 20.22±0.14 20.42±0.43 20.99±0.01 

 
7.0 19.02±0.39 20.03±0.15 19.72±0.35 20.17±0.49 

 
3.5 19.48±0.88 19.56±0.34 20.44±0.22 19.60±1.00 

7 4.5 19.29±0.21 19.92±2.95 20.45±1.06 19.56±0.58 

 
7.0 18.54±0.39 19.42±0.16 21.16±0.29 19.84±1.32 

 
3.5 20.06±0.97 20.45±0.92 21.09±0.39 20.40±0.92 

15 4.5 19.79±0.69 19.32±0.35 21.84±0.36 20.35±0.56 

 
7.0 20.15±0.37 20.05±2.34 21.16±0.98 21.13±0.45 

หมำยเหตุ      ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  จากการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า  ของ 2 ซ ้ า การทดลอง (replication) 
RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั      

                      ขนาด 50 กิโลดาลตนั 
  ns ทรีทเมนตท์ั้งหมดไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (p > 0.05) 
 

3.5 ควำมสำมำรถในกำรยบัยั้งอนุมูล ABTS   
ตารางท่ี 7   ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมลู  ABTS   ของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท RBPH   

และ < 50 RBPH ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25 ภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั  พบวา่  ปริมาณน ้าตาล  ความเป็น
กรด-ด่าง   และความร้อน มีผลท าใหค้วามสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS ลดลงอย่างมีนยัส าคญั (p
0.05) โดยโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท RBPH  และ < 50 RBPH มีค่าความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล 
ABTS อยู่ในช่วง 7.95–32.02  และ 21.62–45.89 ไมโครโมลาร์โทรลอกซ์/50 ไมโครกรัมโปรตีน 
ตามล าดบั ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS ของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทจะลดลง เม่ือผ่านการ
เติมน ้าร้อน (950ซ) ค่าความเป็นกรดเพ่ิมข้ึนและปริมาณน ้าตาลลดลง (p 0.05) ซ่ึงโปรตีนร าขา้วไฮโดรไล
เสททั้ง 2 ชนิด มีแนวโนม้ไปในทิศทางเดียวกนั ส าหรับโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทท่ีไม่ผ่านการแยกส่วน
ดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั (RBPH) พบว่ามีอิทธิพลร่วมกนัระหว่าง 2 ปัจจยั คือ ความร้อนกบัน ้าตาล  
ความร้อนกบัค่าความเป็นกรด-ด่าง  และปริมาณน ้ าตาลกบัความเป็นกรด-ด่าง  (p 0.05) และส าหรับ
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โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทท่ีผ่านการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั (< 50 RBPH) พบว่ามีผล
ร่วมระหว่าง 3 ปัจจยั (p 0.05)  ต่อความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS    Zhao และคณะ (2011) 
รายงานว่าค่าความเป็นกรด-ด่าง ท่ีเป็นกรดมีผลต่อกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระของโปรตีนกุง้ไฮโดรไล
เสท พบว่าความคงตัวของคุณสมบัติในการตา้นออกซิเดชันลดลงเล็กน้อยเม่ือความเป็นกรดเพ่ิมข้ึน  
เน่ืองจากเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของโปรตีนไฮโดรไลเสท (การเสียสภาพ/การตกตะกอน)  ดว้ย
การเหน่ียวน าของสภาวะท่ีเป็นกรดและความร้อน  ผลการวิจยัน้ีท่ีสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็นกลาง 
(pH 7.0) ในน ้าตาลทุกๆระดบั (ร้อยละ 0  7 และ 15) เม่ือผ่านการเติมน ้าร้อน (950ซ)  มีความคงตวัของค่า
ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมลู ABTS ของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทมากท่ีสุด 
 
 ตำรำงที่ 7     ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมลู ABTS ของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้ว 

        ไฮโดรไลเสทผงไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั 

ปริมำณ
น ำ้ตำล 
(%) 

ควำมเป็น
กรด-ด่ำง  
(pH) 

ABTS• RSA (µM TE /50 µg  protein) 

RBPH  < 50 RBPH  

น ำ้อุณหภูมห้ิอง 
(30°C) 

น ำ้ร้อน (95°C) 
น ำ้อุณหภูมห้ิอง 

(30°C) 
น ำ้ร้อน (95°C) 

 
3.5 20.66±0.31f 7.95±0.79a 31.53±0.39D 21.62±0.33A 

0 4.5 26.11±0.46h 14.72±0.84c 40.12±0.48H 27.60±0.27C 

 
7.0 29.15±0.30kl 24.73±0.41g 45.82±0.11K 36.96±0.02E 

 
3.5 24.65±0.04g 10.52±0.88b 36.63±0.19E 25.02±0.03B 

7 4.5 28.18±0.01jk 16.44±0.15d 41.42±0.35I 30.60±0.70D 

 
7.0 32.02±0.36m 26.90±0.93hi 45.89±0.04K 37.62±0.28EF 

 
3.5 27.11±0.20hij 14.81±0.82c 38.90±0.20G 26.97±1.11C 

15 4.5 30.13±0.00l 19.35±0.34e 42.94±0.59J 30.74±0.82D 

 
7.0 29.15±0.03kl 27.91±0.95ijk 45.87±0.07K 38.34±0.42FG 

หมำยเหตุ       ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  จากการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า  ของ 2 ซ ้ า การทดลอง (replication) 
       RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั  

                       ขนาด 50 กิโลดาลตนั 
              a-mตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งและแนวนอนแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั     

ทางสถิติ  (p 0.05) 
 A-K ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งและแนวนอนแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั        
ทางสถิติ  (p 0.05) 
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3.6 ควำมสำมำถในกำรจบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+)   
ตารางท่ี 8 แสดงความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+) ของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท  

RBPH  และ < 50 RBPH ท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25  พบว่าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงท่ีเติมใน
ผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลอง  มีค่าความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออนอยู่ในช่วง 2.44–33.65 และ 4.38–
48.08 ไมโครโมลาร์อีดีทีเอ/200 ไมโครกรัมโปรตีน ตามล าดบั โดยปริมาณน ้ าตาล  ความเป็นกรด-ด่าง    
และความร้อน  มีผลต่อการเปล่ียนแปลงค่าความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออน (p 0.05) และพบผล
ของทั้ง 3 ปัจจยัร่วมกนั (p 0.05)  เม่ือโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผ่านการเติมน ้ าร้อน (950ซ) ค่าความ
เป็นกรดเพ่ิมข้ึนและปริมาณน ้าตาลลดลง พบวา่ความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออนของโปรตีนร าขา้ว
ไฮโดรไลเสทผงจะลดลง (p 0.05) ซ่ึงผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะห์กิจกรรมการยบัย ั้ง
อนุมลู ABTS ผลการวิจยัน้ีท่ีสภาวะความเป็นกรด-ด่าง ท่ีเป็นกลาง (pH 7.0) ในน ้าตาลทุกๆ ระดบั (ร้อยละ 
0  7 และ 15)  เม่ือผา่นการเติมน ้าร้อน (950ซ) มีความคงตวัของค่าความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS 
ของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงมากท่ีสุด 
 

3.7 ประสิทธิภำพในกำรยบัยั้งเอนไซม์เอซีอี  
ตารางท่ี   9   แสดงกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง RBPH  

และ  < 50 RBPH ท่ีเติมในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงอยู่ในช่วงร้อยละ 
60.28 – 62.95/100 ไมโครกรัมโปรตีน พบว่า ภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนัของปริมาณน ้ าตาล  ความเป็น
กรด-ด่าง  และความร้อน ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี (p > 0.05) แสดงให้
เห็นว่าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงมีความคงตวัของกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีต่อสภาวะการมี
ระดบัน ้ าตาล  ความเป็นกรด-ด่าง  และความร้อน ท่ีแตกต่างกนั  ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Wu และ 
Ding (2002) ไดศึ้กษาโปรตีนถัว่เหลืองไฮโดรไลเสทท่ีผ่านการย่อยดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส หลงัจากน า
สารละลายเปปไทดม์าผา่นกระบวนการใหค้วามร้อนโดยใชอุ้ณหภูมิท่ีแตกต่างกนั คือ 20  40  60  80 และ 
100  0ซ  นาน 2 ชัว่โมง พบวา่การใชอุ้ณหภูมิและระยะเวลาในการใหค้วามร้อนแตกต่างกนัไม่มีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี  และการบ่มเปปไทดจ์ากโปรตีนถัว่เหลือง (ความเขม้ขน้ 2 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ท่ีความเป็นกรด – ด่างตั้งแต่ 2 – 10 ( อุณหภูมิ 40 ๐ซ)   ไม่พบการเปล่ียนแปลง
กิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี   Hwang (2010) ไดศึ้กษาผลของกระบวนการแปรรูปต่อความคงตวัของ 
เปปไทด์  โดยใช้สารละลายโอลิโกเปปไทด์ท่ีได้จากการย่อยน ้ าต้มทูน่าด้วยเอนไซม์โอเรียนเทส 
(Orientase) มาผ่านกระบวนการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 20  40  60  80 และ 100  0ซ  นาน 2 ชัว่โมง พบว่า
การใชอุ้ณหภูมิและเวลาในการใหค้วามร้อนท่ีแตกต่างกนัไม่มีผลต่อร้อยละของการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี   
นอกจากน้ีกิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีและปริมาณของเปปไทดเ์หลืออยู่สูงหลงัผ่านกระบวนการให้
ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 Oซ  นาน 2 ชัว่โมง ท่ี pH  2, 4, 6, 8 และ10 
 



33 
 

ตำรำงที่  8     ความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+) ของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร า 
        ขา้วไฮโดรไลเสทผงไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนัภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั 

ปริมำณ
น ำ้ตำล 
(%) 

ควำมเป็น
กรด-ด่ำง  
(pH) 

Fe2+ chelating ability (µM  EDTA/200 µg  protein) 

RBPH  < 50 RBPH  

น ำ้อุณหภูมห้ิอง 
(30°C) 

น ำ้ร้อน (95°C) 
น ำ้อุณหภูมห้ิอง 

(30°C) 
น ำ้ร้อน (95°C) 

 
3.5 6.04±1.63d 2.44±0.66a 6.25±1.53ABC 4.38±0.07A 

0 4.5 9.16±0.68de 4.07±0.83ab 15.72±0.49E 6.21±0.27ABC 

 
7.0 25.56±0.16h 20.55±0.49g 48.08±0.71K 40.25±0.10H 

 
3.5 10.77±0.64e 2.67±0.28a 8.01±0.67C 5.51±0.56aB 

7 4.5 10.46±0.88de 5.24±0.72bc 24.98±2.11F 10.54±0.50D 

 
7.0 33.65±0.85k 21.37±0.26g 46.79±0.56JK 42.29±0.05I 

 
3.5 12.46±1.44f 3.06±0.08a 6.82±0.54BC 6.05 ±0.13aB 

15 4.5 21.67±0.49g 6.38±0.02c 27.31±0.97G 11.45±0.18D 

 
7.0 30.47±0.39ij 29.19±0.91ij 45.80±1.41J 42.98±0.21I 

หมำยเหตุ      ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  จากการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า  ของ 2 ซ ้ า การทดลอง (replication) 
   RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทร      

                        ชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั 
 a-k ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งและแนวนอนแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั            
(p 0.05) 
A-K ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งและแนวนอนแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั            
(p 0.05) 
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ตำรำงที่  9   ความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองเติมโปรตีนร าขา้ว 
          ไฮโดรไลเสทผง ( ไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั) ภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั 

ปริมำณ
น ำ้ตำล 
(%) 

ควำมเป็น
กรด-ด่ำง  
(pH) 

ACE inhibition  (% /100 µg protein) 

RBPHns < 50 RBPHns  

น ำ้อุณหภูมห้ิอง
(30°C) 

น ำ้ร้อน(95°C) 
น ำ้อุณหภูมห้ิอง

(30°C) 
น ำ้ร้อน (95°C) 

 
3.5 61.27±1.32 61.15±0.86 82.96±1.92 80.98±0.41 

0 4.5 62.95±1.12 60.94±1.51 80.94 ±1.86 80.55 ±0.03 

 
7.0 60.68±2.27 61.03±1.56 81.03 ±1.56 81.10±0.01 

 
3.5 60.28±0.43 61.01±0.08 81.08 ±0.23 80.36 ±0.72 

7 4.5 61.58±0.83 61.21±0.12 81.41±0.16 80.71±0.45 

 
7.0 62.81±1.23 60.36±1.08 80.56±1.08 81.04±0.06 

 
3.5 61.64±1.05 61.01±0.62 81.06±2.14 80.30±1.27 

15 4.5 61.73±1.03 60.42±0.18 80.32±0.81 80.30±1.20 

 
7.0 61.24±0.46 60.28±1.39 80.78 ±1.13 80.86±0.33 

หมำยเหตุ       ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  จากการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า  ของ 2 ซ ้ า การทดลอง (replication)             

   RBPH และ < 50 RBPH  คือ โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทไม่ผา่นและผา่นเมมเบรนอลัตราฟิลเทร      
                        ชนัขนาด 50 กิโลดาลตนั 
                ns ทรีทเมนตท์ั้งหมดไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (p > 0.05) 
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บทที ่ 5 
สรุปผลวจิัยและข้อเสนอแนะ 

 
1. สรุปผลกำรวจัิย 

การศึกษาผลของการแยกส่วนดว้ยเทคนิคอลัตราฟิลเทรชนัและความร้อนต่อความคงตวัของ 
โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ (pH 7.0) ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (~30  °ซ.)  และท่ี  
95 °ซ. (ไม่เติมน ้าตาล)  พบว่า  ความร้อนและขนาดของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงท่ีผ่านและไม่ผ่าน
การกรองดว้ยเมมเบรนขนาด 50 กิโลดาลตนั (RBPH และ < 50 RBPH) ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลง
ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด  นอกจากน้ีการแยกส่วนดว้ยเมมเบรนอลัตราฟิลเทรชนั  (< 50 RBPH) 
นั้นยงัท าใหมี้โปรตีนเขม้ขน้มากข้ึน  แต่ความร้อนไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณโปรตีน  ในขณะท่ี
ความร้อนและขนาดของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงมีผลต่อปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด  
ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS  และความสามารถในการจบัเฟอร์รัสไอออน (Fe2+)  และเม่ือ
เปรียบเทียบโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงทั้ง 2 ขนาด พบว่าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงขนาด < 50 
กิโลดาลตนั  มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีและการตา้นอนุมลูอิสระท่ีดีกวา่  และใหส้ารละลายท่ีมี
ความใสมากกวา่ 

จากการศึกษาผลของ ปริมาณน ้ าตาล  ความเป็นกรด-ด่าง และความร้อน ต่อความคงตวัของ
โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงแต่ละขนาด (RBPH และ < 50 RBPH)  พบว่ามีแนวโนม้ไปในทิศทาง
เดียวกนั คือ เม่ือปริมาณน ้าตาลเพ่ิมข้ึนท าใหป้ริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ั้งหมดเพ่ิมข้ึนดว้ยแต่ความร้อน
และความเป็นกรด-ด่าง ไม่มีผลต่อปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด และเม่ือพิจารณาค่าร้อยละของแสง
ท่ีส่องผา่นของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสททั้ง 2 ขนาดพบวา่มีอิทธิพลร่วมของสามปัจจยัซ่ึงมีผลต่อค่าร้อย
ละของแสงท่ีส่องผ่าน  โดยเคร่ืองด่ืมจ าลองมีค่าการส่องผ่านของแสงลดลงท่ีสภาวะพีเอชและปริมาณ
น ้าตาลต ่า แต่อุณหภูมิสูง    และเช่นเดียวกนัปัจจยัทั้งสามมีผลท าใหค้วามสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
ลดลงเม่ือผ่านการเติมน ้ าร้อน  ค่าความเป็นกรดเพ่ิมข้ึนและปริมาณน ้ าตาลท่ีลดลง  ในทางตรงกนัขา้ม
ปัจจยัทั้งสาม ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณโปรตีน  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดและ
กิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี   ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทมีความคงตวัต่อความร้อน  
ปริมาณน ้าตาลและความเป็นกรด-ด่าง  โดยเฉพาะท่ีสภาวะเป็นกลาง (pH 7.0) ในน ้าตาลทุก ๆ ระดบั (ร้อย
ละ  0  7 และ 15 )  เม่ือผ่านการเติมน ้าร้อน (95°ซ) พบว่าโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผงมีความคงตวัมาก
ท่ีสุด    จากผลการทดลองช้ีให้เห็นว่าเปปไทด์ร าขา้วสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในระบบเคร่ืองด่ืมท่ีมี
คุณสมบติัยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอีไดอ้ย่างหลากหลาย  อย่างไรก็ตามส าหรับการพฒันาเคร่ืองด่ืมท่ีสภาวะกรด
จะส่งผลใหก้ารตา้นอนุมลูอิสระของเปปไทดล์ดลง 
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2. ข้อเสนอแนะ 
2.1 เน่ืองจากในขั้นตอนการทดลองอาจเกิดปฏิกิริยาสีน ้าตาล (Browning  reaction) ในระหว่าง

การสกดัโปรตีนท่ีใชส้ภาวะด่างสูง (pH 11)  เน่ืองจากการท าปฏิกิริยาระหว่างแป้งขา้วท่ีปนมากบัวตัถุดิบ
และโปรตีนในร าขา้ว  นอกจากน้ีการเติมปริมาณน ้ าตาลระดบัต่าง ๆ ลงในระบบเคร่ืองด่ืมจ าลองอาจ
เกิดปฏิกิริยากบักรดอะมิโนในโปรตีนไฮโดรไลเสทจากร าขา้วได ้ ดงันั้นควรมีการศึกษาเพ่ือให้ทราบว่า
สมบติัการตา้นออกซิเดชนัเกิดจากผลิตภณัฑจ์ากปฏิกิริยาการเกิดสีน ้าตาลดว้ยหรือไม่ 

2.2 ควรศึกษาการมีปฏิสัมพนัธ์ (Interaction) ของเปปไทด์กบัส่วนประกอบต่างๆ ในอาหาร
นอกจากน ้าตาลและกรดซิตริก  และความคงตวัของเปปไทดร์ าขา้วต่อกระบวนการแปรรูปอาหารวิธีอ่ืนๆ   

2.3 ควรศึกษาการเปล่ียนองค์ประกอบและล าดบัของกรดอะมิโนของเปปไทด์ร าขา้วเม่ือผ่าน
กระบวนการแปรรูปอาหาร 

2.4 ควรมีการพฒันาโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทโดยเติมเป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑอ์าหาร หรือ 
เคร่ืองด่ืมเพ่ือสุขภาพต่าง ๆ ท่ีมีสภาวะใกลเ้คียงกบัสภาพแวดลอ้มจริง 
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1. ปริมำณของแข็งทีล่ะลำยได้ทั้งหมด  (AOAC  2000) 
1.1 อุปกรณ์ 

Hand  refractometer   
1.2 วธีิทดลอง 

น าตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองท่ีสภาวะต่างๆ  วดัดว้ย  hand  refractometer  อ่าน 
ปริมาณของของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายไดใ้นหน่วยองศาบริกซ์ 
 
2. ร้อยละของแสงที่ส่องผ่ำน  (% Transmittance)  (Ishii  และ Yokotsuka  1972) 

ร้อยละของแสงท่ีส่องผา่น  (% Transmittance)  คือ สดัส่วนของความเขม้ของแสงท่ีผา่นเขา้ไป 
ในตวัอยา่งต่อความเขม้ของแสงท่ีผา่นออกมา  น าตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมจ าลองไปวดัค่าร้อยละของ
แสงท่ีส่องผา่น  (% Transmittance)   ดว้ยเคร่ือง   UV-VIS   Spectrophotometer  ท่ีความยาวคล่ืน  660         
นาโนเมตร  

 
3.     กำรวเิครำะห์ปริมำณโปรตนีโดยวธีิ Lowry (Lowry and others 1951) 

3.1 เคร่ืองมอืและอุปกรณ์ 
3.1.1    เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  
3.1.2    ปิเปต  
3.1.3    หลอดทดลอง  

3.2 สำรเคม ี
3.2.1    คอปเปอร์ซลัเฟต (Cu2SO4.5H2O) 
3.2.2    โซเดียมซิเตรท (Na3C6H5O7.2H22O) 
3.2.3    โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 
3.2.4    โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 
3.2.5    โฟลินฟีนอล (folin-Ciocalteu phenol reagent) 
3.2.6    โบวีนซีรัมอลับูมิน (Bovine serum albumine) 

3.3 วธีิทดลอง 
3.3.1    การเตรียมสารละลาย 

1)   สารละลาย ก  น าคอปเปอร์ซลัเฟต (Cu2SO4.5H2O) จ านวน 0.5 กรัม ผสมกบัโซเดียม
ซิเตรท (Na3C6H5O7.2H22O) จ านวน 1 กรัม จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 
เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

http://www.merckmillipore.com/thailand/chemicals/spectroquant-pharo-video/thai/c_1dqb.s1On9UAAAEgAZY.30MB
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2)    สารละลาย ข น าโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) จ านวน 20 กรัม ผสมกบัโซเดียมไฮ-
ดรอกไซด์ (NaOH) จ านวน 4 กรัม จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน ้ ากลัน่ เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง 

3)    สารละลาย ค น า สารละลาย ก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย ข ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร  

4)    สารละลาย ง โฟลินฟีนอล (folin-Ciocalteu phenol reagent) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ผสมกบัน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร  

3.3.2   น าตวัอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสทปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นเติม
สารละลาย ค ปริมาตร 5  มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งประมาณ 5-10 นาที 

3.3.3  เติมสารละลาย ง ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนั ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องประมาณ       
20-30 นาที 

3.3.4  น าสารละลายผสมไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความ       
ยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร  

3.3.5  หาปริมาณโปรตีนในสารละลายโดยเทียบจากกราฟมาตรฐานระหว่างความเขม้ขน้ของโบ
วีนซีรัมอลับูมิน (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่างท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโน
เมตร (ภาพผนวกท่ี 1) 

 
 

 

ภำพผนวกที่ 1   กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของโบวีนซีรัมอลับูมิน (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) กบัค่า 
                        การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร 
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4.    กำรวเิครำะห์ควำมสำมำรถในกำรยบัยั้งอนุมูล  ABTS  (ABTS radical-scavenging activity) (Yin 

และคณะ  2005) 

4.1   เคร่ืองมอืและอุปกรณ์ 
4.1.1    เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
4.1.2   ปิเปต  
4.1.3    หลอดทดลอง  

4.2   สำรเคม ี    
4.2.1    โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)   
4.2.2    โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl) 
4.2.3    โพแทสเซียมซลัเฟต (K2S4O8) 
4.2.4    โทรลอกซ์ (6- Hydroxyl-2,5,7,8 tetramethyl-chloroman-2-carboxylic acid; Trolox) 
4.2.5    โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 (Sodium phosphate buffer) 
4.2.6    2, 2' เอซิโนบิส (3-เอธิลเบนโซไธเอโซลีน-6-ซลัโฟนิคแอซิด) (2, 2' – azinobis (3- 

ethylbenzothiazoline -6-sulfonic acid; ABTS) 
4.3   วธีิทดลอง 

4.3.1    เตรียมสารละลาย ABTS ความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ ในโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์
ความเข้มขน้ 0.1 โมลาร์ pH 7.0 (ประกอบด้วยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.818 และ
โพแทสเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 0.0015) 

4.3.2    เตรียมอนุมูล ABTS โดยน าสารละลาย ABTS มาผสมกบัสารละลายโพแทสเซียม
ซลัเฟตความเขม้ขน้ 70 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรท่ีเท่ากนั 

4.3.3    เติมสารละลายโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
หรือตวัควบคุม (เติมสารละลายบฟัเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ pH 7.0 แทนตวัอย่าง
โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย ABTS ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมให้
เป็นเน้ือเดียวกนั น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง  นาน 6 นาที  ในท่ีมืด   

4.3.4    น าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาว
คล่ืน 734  นาโนเมตร 

4.3.5    ค านวณหาความสามารถในการยบัย ั้งอนุมลู ABTS (ร้อยละ) จาก 
 

     กิจกรรมการยบัย ั้งอนุมลู ABTS (ร้อยละ) = (A-B) x 100 
                                            A 

เม่ือ  A = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งควบคุม 
              B = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
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4.3.6    เปรียบเทียบความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS ของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท
กบัโทรลอกซ์ โดยสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของโทรลอกซ์กบัค่าความแตกต่างของค่าการ
ดูดกลืนแสงของอนุมูล ABTS เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งควบคุม (A = (Acontrol- Atrolox) 734 nm ) โดยใชค้วามเขม้ขน้
ของโทรลอกซ์ตั้งแต่ 0 ถึง 40 ไมโครโมลาร์ (ภาพผนวกท่ี 2) 
 

 

 
ภำพผนวกที่ 2  กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของโทรลอกซ์ (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และค่าความ 

          แตกต่างของค่าการดูดกลืนแสงของอนุมลู ABTS เทียบกบัตวัควบคุมท่ีความยาวคล่ืน 
734  นาโนเมตร   

y = 0.019x - 0.0071 
R² = 0.9969 
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ควำมเข้มข้นของโทรลอกซ์  (ไมโครโมลำร์) 
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5. กำรวเิครำะห์ควำมสำมำรถในกำรจับกบัเฟอร์รัสไอออน (Fe 2+ Chelating ability)   
        (Yin and 2005) 
        5.1   เคร่ืองมอืและอุปกรณ์ 

5.1.1    เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  
5.1.2    ปิเปต  
5.1.3    หลอดทดลอง  

5.2   สำรเคม ี
5.2.1    เฟอโรซีน ((3-(2-Pyridyl)-5,6 diphenyl-1,2,4-triazine-4',4' '– disulfonic acid 

monosodium salt)) 
5.2.2    เมธานอล (Methanol) 
5.2.3    เอธิลลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด (Ethylenediminettra acetic acid; EDTA)  
5.2.4    ไอรอนคลอไรด ์(FeCl2.4H2O) 
5.2.5    โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 

5.3   วธีิทดลอง 
5.3.1    เติมสารละลายโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทความเขม้ขน้ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

หรือตวัควบคุม (เติมสารละลายบฟัเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ pH 7.0 แทนตวัอย่าง
โปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสท) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร 

5.3.2    เติมเมธานอล ปริมาตร 3.7 มิลลิลิตร และไอรอนคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

5.3.3    จากนั้นเติมเฟอโรซีนความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ท้ิงไวน้าน   
10 นาที 

5.3.4    น าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาว
คล่ืน 562 นาโนเมตร 

5.3.5    ค านวณความสามารถในการจบักบัเฟอร์รัสไอออน  (ร้อยละ) จาก 
 

       ความสามารถในการจบักบัเฟอร์รัสไอออน (ร้อยละ) = (A-B) x 100 
                                                                                   A 

 เม่ือ  A = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งควบคุม (โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์) 
         B = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง  
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5.3.6    เปรียบเทียบความสามารถในการจบักบัเฟอร์รัสไอออน ของโปรตีนร าขา้วไฮโดรไล
เสทกบั  อีดีทีเอ โดยสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของอีดีทีเอกบัค่าความแตกต่างของค่าการ
ดูดกลืนแสงของเฟอร์รัสไอออน เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งควบคุม (A = (Acontrol- AEDTA) 562 nm ) โดยใชค้วาม
เขม้ขน้ของอีดีทีเอ ตั้งแต่ 0 ถึง 50  ไมโครโมลาร์ (ภาพผนวกท่ี 3) 
 

 
ภำพผนวกที่ 3  กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของอีดีทีเอ (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และค่าความ 

          แตกต่างของค่าการดูดกลืนแสงของเฟอร์รัสไอออนเทียบกบัตวัควบคุมท่ีความยาวคล่ืน  
          562 นาโนเมตร 
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ควำมเข้มข้นของอดีทีเีอ (ไมโครโมลำร์) 
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6.      กำรวเิครำะห์ปริมำณสำรประกอบฟีนอลคิทั้งหมด  (Iqbal  และคณะ  2007) 
6.1 เคร่ืองมอืและอุปกรณ์ 

6.1.1 เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  
6.1.2 ปิเปต  
6.1.3 หลอดทดลอง  

6.2 สำรเคม ี
6.2.1 กรดแกลลิค  (gallic  cid) 
6.2.2 เมธานอล (Methanol) 
6.2.3 โฟลินฟีนอล (folin-Ciocalteu phenol reagent) 
6.2.4 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 

6.3 วธีิทดลอง 
6.3.1 เติมกรดแกลลิค หรือสารละลายโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทผง  200  ไมโครลิตร ใส่ 

ในหลอดทดลอง 
6.3.2 เติมน ้า  DI  (Dionized water)  ปริมาตร  7 มิลลิลิตร 
6.3.3 เติมสารโฟลิฟีนอล  (เจือจางดว้ยน ้า  1 : 10) ปริมาตร 800  ไมโครลิตร  จากนั้นท้ิงท่ี 

อุณหภูมิหอ้งไวป้ระมาณ 10 นาที 
6.3.4 เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต  ความเขม้ขน้ร้อยละ  20  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร   

ผสมใหเ้ขา้กนั   จากนั้นท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดเป็นเวลา 2 ชัว่โมง  
6.3.5 น าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาว 

คล่ืน 760 นาโนเมตร 
6.3.6 ค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด โดยสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่ง 

ความเขม้ขน้ของกรดแกลลิค (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร 

(ภาพผนวกท่ี 4)    
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ภำพผนวกที่ 4   กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของกรดแกลลิค (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) และค่าการ  
                          ดูดกลืนแสงของท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร 
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7. กำรวเิครำะห์ควำมสำมำรถในกำรยบัยั้งเอนไซม์เอซีอี (Angiotensin I –converting enzyme; ACE) 
(Li and others 2005) 

        7.1   เคร่ืองมอืและอุปกรณ์ 
7.1.1    เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
7.1.2    ปิเปต  
7.1.3    หลอดทดลอง  
7.1.4    อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

7.2   สำรเคม ี 
7.2.1    กรดไฮโดรคลอริก  
7.2.2    เกลือเฮเพสโซเดียม (HEPES sodium salt) 
7.2.3    ควิโนลีน (Quinoline) 
7.2.4    โซเดียมคลอไรด ์ 
7.2.5    เบนซีนซลัโฟนิลคลอไรด ์(Benzene sulfonyl chloride; BSC) 
7.2.7    เอธานอล  
7.2.8    เอนไซมย์่อยแองจิโอเทนซินวนั (Angiotensin I-converting enzyme ; EC 3.4.15.1 

from rabbit lung) 
7.2.9    ฮิบพิวรีล-แอล-ฮิสทิดิล-แอล-ลิวซีน (Hippury-L-histidyl-L-Leucine; HHL) 

  
7.3   วธีิทดลอง   

7.3.1    การเตรียมสารละลาย 
7.3.1.1    สารละลายบฟัเฟอร์เฮเพสไฮโดรคลอริค (HEPES HCl buffer) ความเขม้ขน้ 

50 มิลลิโมลาร์ (ประกอบดว้ยสารละลายเกลือเฮเพสโซเดียมความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ และโซเดียมคลอ
ไรดค์วามเขม้ขน้ 300 มิลลิโมลาร์) pH 8.3 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เตรียมโดยน าเกลือเฮเพสโซเดียม 
(HEPES sodium salt) และโซเดียมคลอไรดม์าละลายในน ้ากลัน่ จากนั้นปรับ pH ไปท่ี 8.3 ดว้ยสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริคความเขม้ขน้ 1.0 นอร์มลั ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  

7.3.1.2    เตรียมสารละลายฮิบพิวรีล-แอล-ฮิสทิดิล-แอล-ลิวซีน (HHL) ความเขม้ขน้
ร้อยละ 0.3 ในสารละลายบฟัเฟอร์เฮเพสไฮโดรคลอริคความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ 

7.3.1.3    เตรียมสารละลายเอนไซมเ์อซีอีความเขม้ขน้ 100 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร ใน
สารละลายบฟัเฟอร์เฮเพสไฮโดรคลอริคความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ 

7.3.2    การเตรียมตวัอยา่ง 
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7.3.2.1    เติมสารละลายโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน
สารละลายฮิบพิวรีล-แอล-ฮิสทิดิล-แอล-ลิวซีน ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.3 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปบ่ม
ใน    อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

7.3.2.2    เติมสารละลายเอนไซมเ์อซีอีความเขม้ขน้ 100 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

7.3.2.3    หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมโ์ดยเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริคความ
เขม้ขน้ 1.0 นอร์มลั ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

7.3.2.4    ปรับปริมาตรเป็น 0.5 มิลลิลิตร ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์เฮเพสไฮโดรคลอริค
ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์  pH 8.3 (เอนไซมเ์อซีอีจะย่อยฮิบพิวรีล-แอล-ฮิสทิดิล-แอล-ลิวซีน ซ่ึงเป็น
สบัสเทรตและปล่อยกรดฮิบพิวริคออกมา) 

7.3.2.5    เติมควิโนลีน ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั นาน 10 วินาที 
7.3.2.6    เติมเบนซีนซลัโฟนิลคลอไรด ์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัทนัที     

นาน 20 วินาที น าไปบ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ในท่ีมืด 
7.3.2.7    เติมเอธานอลปริมาตร 3,700 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มในอ่างน ้า

ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ในท่ีมืด 
7.3.2.8    วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 492 

 นาโนเมตร  
7.3.3   การเตรียมตวัอยา่งควบคุม 

7.3.3.1    เติมสารละลายฮิบพิวรีล-แอล-ฮิสทิดิล-แอล-ลิวซีน ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.3 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกบับฟัเฟอร์เฮเพสไฮโดรคลอริคความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์  ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร น าไปบ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

7.3.3.2    เติมสารละลายเอนไซมเ์อซีอีความเขม้ขน้ 100 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

7.3.3.3    หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมโ์ดยเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริคความ
เขม้ขน้ 1.0 นอร์มลั ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

7.3.3.4    เติมสารละลายโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
7.3.3.5    ปรับปริมาตรเป็น 0.5 มิลลิลิตร ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์เฮเพสไฮโดรคลอริค

ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์   
7.3.3.6    เติมควิโนลีน ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั นาน 10 วินาที 
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7.3.3.7    เติมเบนซีนซลัโฟนิลคลอไรด ์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัทนัที 
นาน 20 วินาที น าไปบ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ในท่ีมืด 

7.3.3.8    เติมเอธานอลปริมาตร 3,700 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มในอ่างน ้า
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ในท่ีมืด 

7.3.3.9    วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 492  
นาโนเมตร  

7.3.4    การเตรียมแบลงค ์(Blank) 
7.3.4.1    เติมสารละลายเอนไซมเ์อซีอีเขม้ขน้ 100 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร จากนั้นหยดุปฏิกิริยาของเอนไซมโ์ดยเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริคความเขม้ขน้ 1.0 นอร์
มลั ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

7.3.4.2    เติมสารละลายฮิบพิวรีล-แอล-ฮิสทิดิล-แอล-ลิวซีน ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.3 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

7.3.4.3    เติมสารละลายโปรตีนร าขา้วไฮโดรไลเสทปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าไป
บ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

7.3.4.4    ปรับปริมาตรเป็น 0.5 มิลลิลิตร ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์เฮเพสไฮโดรคลอริค
ความเขม้ขน้ 50  มิลลิโมลาร์   

7.3.4.5    เติมควิโนลีน ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั นาน 10 วินาที 
7.3.4.6    เติมเบนซีนซลัโฟนิลคลอไรด ์(BSC) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้

กนัทนัที นาน 20 วินาที น าไปบ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ในท่ีมืด 
7.3.4.7    เติมเอธานอลปริมาตร 3,700 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มในอ่างน ้า

ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ในท่ีมืด 
7.3.4.8    วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 492  

นาโนเมตร 
7.3.5    ค านวณสามารถในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี (ร้อยละ) 

                                  สามารถในการยบัย ั้งเอนไซมเ์อซีอี (ร้อยละ)   =   (B-A) x 100 
                                                                                        (B-C) 
 

 เม่ือ  A = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
  B = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งควบคุม (เติมบฟัเฟอร์แทนตวัอยา่ง)  
  C = ค่าการดูดกลืนแสงของแบงค ์(เติมกรดไฮโดรคลอริคก่อนเอนไซม)์ 


