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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาภาวะการสกัดโปรตีนที่ละลายน้ําได (albumin) จากปลายขาว รํา

ขาวและรําสกัดไขมันโดยใชเอนไซม โดยเลือกชนิดเอนไซมจากโครงสรางของวัตถุดิบ  ในปลายขาวใชเอนไซม  
α-amylase และ protease ในรําขาวและรําสกัดไขมันใชเอนไซม α-amylase  cellulase  mixed enzymes 
(arabanase cellulase hemicellulase  β-glucanase  และ xylanase และ protease) พบวาภาวะที่เหมาะสม
ในการสกัดโปรตีนจากปลายขาว คือ แปงจากปลายขาวไปทําใหสุกที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที ยอยดวยเอนไซม α-amylase เขมขน 0.15 %v/w อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาที  ให
โปรตีน 5.73 มิลลิกรัมตอปลายขาว 1 กรัม สวนในรําขาวและรําสกัดไขมันไดภาวะที่เหมาะสม คือ ใชรําขาวและ
รําสกัดไขมันที่ไมตองทําใหสุกแลวยอยดวย mixed enzymes เขมขน 0.10 %v/w อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 120 นาที สําหรับรําขาว และ 60 นาที สําหรับรําสกัดไขมัน  ใหโปรตีน 60.90 มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม 
และ 31.70 มิลลิกรัมตอรําสกัดไขมัน 1 กรัม ซึ่งคิดเปน % recovery เทากับ 98.90 และ 71.88 % ตามลําดับ 
เลือกภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการสกัด albumin จากวัตถุดิบทั้ง 3 ชนิด จากนั้นวิเคราะหหาขนาดโมเลกุลที่ทําให
เกิดการแพ คุณคาทางโภชนาการ และสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนพบวา albumin ที่สกัดไดจากวัตถุดิบทั้ง 3 
ชนิด ไมพบโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลขนาดเทากับ 16 kDa  ซึ่งมีรายงานวาเปนโปรตีนที่ทําใหเกิดอาการแพ     
โปรตีนจากรําขาวที่ยอยดวย mixed enzymes มีองคประกอบกรดอะมิโนใกลเคียงกับเคซีนและโปรตีนจากไข  
โปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันมี l imiting amino acid คือ lysine methionine และ 
phenylalanine ตามลําดับ    โปรตีนจากรําขาวที่ยอยดวย mixed enzymes มีคา Protein Efficiency Ratio สูง
ที่สุด คือ 2.14   (C-PER) และ 2.07 (DC-PER)  โปรตีนจากรําขาวมีสมบัติการเกิดโฟมดีที่สุด คือ สารละลาย
โปรตีนเขมขน 0.20 % ใหปริมาตรของฟองเทากับ 18.00 มิลลิลิตรจากปริมาตรสารละลายทั้งหมด 50 มิลลิลิตร 
สมบัติการเกิดอิมัลชันของโปรตีนจากรําขาวและรําสกัดไขมันมีคาไมแตกตางกัน (0.55 และ 0.58 ตามลําดับ) 
ในขณะที่โปรตีนจากปลายขาวมีคา 0.36 
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 This research was aimed to study the conditions for extraction of soluble proteins from broken rice, 
rice bran and defatted rice bran by using enzymatic treatment. The selection of enzyme for each treatment 
was based on the structure of raw materials. The α-amylase and protease were chosen for the extraction of 
soluble proteins from broken rice. Whilst α-amylase, cellulase, mixed enzymes (arabanase, cellulase, 
hemicellulase, β-glucanase and xylanase), and protease were used for the extraction of soluble proteins 
from rice bran and defatted rice bran. It was found that  the optimum condition for the extraction of soluble 
proteins from broken rice was obtained by using broken rice flour treated at 95 degree celcius for 30 minutes 
coupled with the addition of α-amylase (0.15% v/w), pH 6.5,  incubating at 70 degree celcius for 120 
minutes, resulting in 5.73 mg proteins/g broken rice in supernatants. The optimum conditions for extraction of 
soluble proteins from rice bran and defatted rice bran were obtained by  digesting each raw material with 
mixed enzymes (0.10% v/w), pH 3.8, incubating at 50 degree celcius for 120 minutes for rice bran and for 60 
minutes for defatted rice bran.The extracted soluble proteins obtained from rice bran and defatted rice bran 
was 60.90 and 31.70 mg proteins/g sample, respectively. The soluble proteins from broken rice, rice bran, 
and defatted rice bran were investigated for allergenic related protein, nutritional properties, and functional 
properties.The major allergenic protein reported by many researchs was the 16 kDa protein.  The extract 
soluble proteins were analyzed by SDS-PAGE and gel filtration chromatography.  There was no 16 kDa 
protein found.  The nutritional quality of three extract proteins were compared with that of egg and casein.  It 
was found that lysine, methionine, and phenylalanine were the limiting amino acids for protein from broken 
rice, rice bran and defatted rice bran, respectively.  The extract protein from bran showed highest Protein 
Efficiency Ratio (PER) at 2.14 (C-PER) and 2.07 (DC-PER).  The best foaming ability of protein solution 
among three extrated protein was found to be protein from rice bran. The rice bran soluble protein produced 
18.00 ml. of foam from 50 ml. of (0.20% w/v) protein solution. The emulsion ability of soluble protein from rice 
bran and defatted rice bran were found to be the same, 0.55 and 0.58, respectively  while that of the protein 
from broken rice was 0.36. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
ขาวเปนอาหารหลักของประชากรเกือบทั่วโลก รวมทั้งประเทศไทยดวย ในป พ.ศ. 2540  

ประเทศไทยผลิตขาวไดประมาณ 23,580,000 ตัน  คิดเปนมูลคา 123,317 ลานบาท (ศูนย
สารสนเทศการเกษตร, 2541) สวนใหญเปนการผลิตเพื่อบริโภคภายในประเทศ   สวนที่เหลือเปน
การสงออกไปตางประเทศ    ในระหวางการเก็บเกี่ยว การกะเทาะเปลือก  และในแตละขัน้ตอนของ
การขัดสีขาวดวยเครื่องจักรจะไดขาวสารที่ประกอบดวย ขาวเต็มเมล็ด  ขาวหักใหญ  สวนผล
พลอยไดจะเปนแกลบ และรําขาว เมล็ดขาวหักหรือปลายขาว     รําขาว  ขาวหักหรือปลายขาว  
สวนใหญมักจะนําไปใชเปนสวนผสมในอุตสาหกรรมของอาหารสัตว ดังนั้น รําขาว  ปลายขาว และ
ผลพลอยไดอ่ืน ๆ จึงมีราคาถูก   นอกจากขาวจะเปนแหลงคารโบไฮเดรตแลวยังมีโปรตีนที่มีคุณคา
ทางอาหารดวย ปลายขาวมีปริมาณโปรตีน 5.6-13.3 เปอรเซ็นต   และรําขาวซึ่งมีปริมาณโปรตีน  
12.1-17.2 เปอรเซ็นต  (Juliano, 1972)    นอกจากนี้ผลพลอยไดจากกระบวนการสกัดน้ํามันรํา
ขาว ไดแก รําสกัดไขมันมีปริมาณโปรตีน 15-20 เปอรเซ็นต (Barber และ Barber, 1980)     แมวา
ปริมาณโปรตีนในขาวจะต่ํา แตโปรตีนในขาวเปนโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพต่ํา (hypoallergenic 
proteins)  ปริมาณ allergenic proteins ในเนื้อขาว (endosperm)  มีปริมาณ  5 เปอรเซ็นตของ
ปริมาณโปรตีนที่สกัดไดทั้งหมด ในขณะที่รําขาว (bran) มี allergenic proteins 0.2 เปอรเซ็นต
ของปริมาณโปรตีนที่สกัดไดทั้งหมด เนื่องจากรําขาวมีสมบัติเปน  hypoallergen  จึงเปนแหลง
โปรตีนที่มีศักยภาพในการใชเปนองคประกอบในการผลิตสูตรอาหารสําหรับทารก (Landers และ 
Hamaker, 1994)  นอกจากนี้ในการศึกษา hypocholesterolemic effect  พบวา โปรตีนขาวมีผล
ในการลดคอเลสเตอรอลได (Morita และคณะ, 1996)  โดยปกติแลวโปรตีนในขาวจะมีปริมาณ 
lysine ประมาณ 3-4 เปอรเซ็นต ซึ่งมีปริมาณสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับธัญชาติชนิดอื่นและ
โปรตีน albumin เปนสวนที่พบ lysine มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนชนิดอ่ืนที่พบในขาว 
(glutelin globulin และ prolamin ) (Palmiano และคณะ, 1968)  จึงทําใหโปรตีน albumin มี
คุณคาที่มีตอรางกาย (biological value) สูง (Lozsa และ Koller, 1954) โดยเฉพาะโปรตีนที่
ละลายน้ําไดเปนสวนที่มี albumin มากกวาโปรตีนสวนที่ไมละลายน้ํา ทําใหโปรตีนสวนนี้เปนสวน
ที่นาสนใจศึกษาการสกัดเนื่องจากในประเทศไทยยังไมมีการคัดเลือกวัตถุดิบ การสกัดและใช
ประโยชนจากโปรตีนของขาว  เชน ใชเปนองคประกอบในอาหารสําหรับทารก  ดังนั้น การศึกษา
วัตถุดิบและการสกัดโปรตีนจากขาวจึงเปนขอมูลที่สําคัญตอระดับอุตสาหกรรมของประเทศและ
สามารถผลิตสงออกไปยังตางประเทศเปนการเพิ่มมูลคาแกขาวอีกดวย 
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การสกัดโปรตีนจากขาวเจาสามารถทําไดหลายวิธี เชน การสกัดโปรตีนดวยการใชดาง  

การใชดีเทอรเจนต  และการใชเอนไซม เปนตน  แตเนื่องจากการสกัดโปรตีนดวยการใชสารละลาย
ดางเขมขนในการสกัดโปรตีนทําใหเกิดสารพิษ (toxin) โดยการเกิด lysinoalanine ซึ่งเปน
ผลิตภัณฑจากการใชดางในการสกัดโปรตีน กระเพาะอาหารไมสามารถยอยสลาย lysinoalanine 
ไดและลําไสเล็กไมสามารถดูดซึมกรดอะมิโนไปใช  จนเปนสารตกคางกอใหเกิดโรคมะเร็งได 
(DeGroot และ Slump, 1969) นอกจากนี้ยังทําใหโปรตีนแปลงสภาพ (denature)     ทําใหโปรตีน
ที่ไดมีสีน้ําตาลเขมเนื่องจากเกิด Maillard reaction และทําใหโปรตีนที่สกัดไดมีความบริสุทธิ์ลดลง 
เนื่องจากสารละลายดางเขมขนเพิ่มการสกัด nonprotein components ออกมาดวย (Wang และ
คณะ, 1999)   สวนการใชดีเทอรเจนตในการสกัดก็เปนอันตรายเนื่องจากมีสารตกคางในโปรตีนที่
สกัดได        และยังสิ้นเปลืองเพราะตองกําจัดดีเทอรเจนตที่ตกคางจึงไมนิยมใชโปรตีนที่สกัด
ดวยดีเทอรเจนตในผลิตภัณฑอาหาร 

ในงานวิจัยนี้ตองการเลือกวัตถุดิบและการใชเอนไซมสกัดโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากขาว
เจา โดยวัตถุดิบที่ใชศึกษา ไดแก ปลายขาว  รําขาว และรําสกัดไขมัน  และแปรชนิดเอนไซมที่ใช
สกัดโปรตีนที่ละลายน้ําได และแปรภาวะตาง ๆ ที่ใชสกัด ไดแก  ปริมาณเอนไซม   อุณหภูมิ  คา
ความเปนกรดดาง  และเวลาในการสกัด ในการวิเคราะหผลจะคํานึงถึงประสิทธิภาพในการสกัด
ของโปรตีนที่ละลายน้ําที่สกัดได ตลอดจนศึกษาคุณคาทางโภชนาการ รวมถึงขนาดโมเลกุลของ
โปรตีนที่ทําใหเกิดการแพ โดยเลือกวิธีที่ให albumin ในสวนน้ําใสมากที่สุด มีคา Protein 
Efficiency Ratio (PER) สูงและไมมีโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพ 

 



 3
บทที่ 2 

 
วารสารปริทัศน 

 
2.1 ขาว (Oryza sativa) (จํารัส โปรงศิริวัฒนา, 2534) 
 ขาวใน genus Oryza มีหลาย species โดยแบงเปนขาวปา (wild rice) 22 species และเปน
ขาวที่ปลูกทั่วไป (cultivated rice) 2 species คือ Oryza glaberrima ปลูกแถบแอฟริกาตะวันตก
เปนสวนใหญ  และ    Oryza sativa     ซึ่งมี 3 subspecies คือ subspecies indica ปลูกในแถบ
เอเซียเขตรอน ปลูกมากในอินเดีย มาเลเซยี ฟลิปปนส เวียดนาม อินโดนิเซียและไทย อายุการเก็บ
ประมาณ 80-120 วัน เมล็ดมีลักษณะเรียวยาว subspecies japonica ข้ึนไดดีในเขตอบอุน ปลูก
จีน ญี่ปุนและเกาหลี   เมล็ดมีลักษณะอวน ปอม รวงแนน และ subspecies javanica   ปลูกมาก
ในหมูเกาะชวา  มีปลูกบางเล็กนอยในฟลิปปนส   อินเดียและศรีลังกา รวงยาว  
 ขาวเปนอาหารหลักของประชากรเกือบทั่วโลก ประเทศไทยผลิตขาวไดเปนอันดับตนของโลก  
ในป พ.ศ. 2540 ประเทศไทยผลิตขาวไดประมาณ 23,580,000 ตัน  คิดเปนมูลคา 123,317 ลาน
บาท (ศูนยสารสนเทศการเกษตร, 2541) สวนใหญเปนการผลิตเพื่อบริโภคภายในประเทศ  ใช
เลี้ยงสัตว และเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมบางประเภท เชน  อุตสาหกรรมผลิตเสนกวยเตีย๋ว บะหมี ่
และแปงขาวเจา เปนตน  ผลผลิตและมูลคาของผลผลิตขาวรวม (นาป/นาปรัง) ในประเทศไทย
ตั้งแตปเพาะปลูก 2530/2531 – 2539/2540  แสดงดังตารางที่ 2.1       ปริมาณและมูลคาสินคา
ขาออกของขาว ตั้งแตป พ.ศ. 2536 – 2540 แสดงดังตารางที่ 2.2 
 
2.2 เมล็ดขาว (rice grain) ประกอบดวย 2 สวน  คือ สวนหุมเมล็ดและเนื้อผล 
(จํารัส โปรงศิริวัฒนา, 2534) 
 2.2.1 สวนหุมเมล็ดหรือสวนหุมผล คือ แกลบ (hull หรือ husk) 18-28 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนักขาวเปลือก   hull ในขาว indica หมายถึง lemma palea sterile lemma และ rachilla 
สวนหุมเมล็ดประกอบดวยเปลือกใหญ (lemma) และเปลือกเล็ก (palea)   
  2.2.1.1 เปลอืกใหญ (lemma) เปลือกใหญเปนเปลือกหุมเนื้อผลที่มีขนาดใหญ
กวาเปลือกเล็ก 
       2.2.1.2  เปลือกเล็ก (palea) เปลือกเล็กจะอยูใตเปลือกใหญ  
 2.2.2 เนื้อผล (caryopsis) คือ ขาวกลองซึ่งเปนสวนที่อยูภายในของสวนหุมเมล็ด
ประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวน คือ เอ็มบริโอหรือเจิรม (embryo หรือ germ) หรือจมูกขาวและ 

mua01
Text Box

mua01
Text Box
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ตารางที่ 2.1  ผลผลิตและมูลคาของผลผลิตของขาวรวม (นาป/นาปรัง) ในประเทศไทย ตั้งแตป
เพาะปลูก 2530/2531-2541/42 
 
 ปเพาะปลูก           ผลผลิต                          มูลคาของผลผลิต 

                                           ตามราคาที่เกษตรกรขายได (ลานบาท) 
 2530/31 18,428.0 70,874.1 
 2531/32 21,263.0 84,626.7 
 2532/33 20,601.0 74,761.0 
 2533/34 17,193.0 62,032.3 
 2534/35 20,400.0 77,683.2 
 2535/36 19,917.0 65,447.3 
 2536/37 18,447.0 68,752.0 
 2537/38 21,111.0 81,425.1 
 2538/39 22,016.0  104,884.2 
 2539/40 22,332.0                               123,317.3  
 2540/41 23,580.0                                          164,164.0 
 2541/42 23,608.0                                          132,382.2 
    ที่มา: ศูนยสารสนเทศการเกษตร (2541) 
 
ตารางที่ 2.2  ปริมาณและมูลคาสินคาขาออกของขาว ตั้งแตปพ.ศ. 2536-2542 
 
 ป พ.ศ. ปริมาณ (เมตริกตัน) มูลคา (1,000 บาท) 
 2536 4,987,464  32,946,591 
 2537 4,858,638  39,187,305 
 2538 6,197,988  48,626,763 
 2539 5,460,219  50,734,761 
 2540 5,567,360  65,088,050 
 2541 6,540,235  86,805,347 
 2542 6,838,793  73,810,416 
        ที่มา: ศูนยสารสนเทศการเกษตร (2541)  
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เอนโดสเปรม (endosperm) หรือเนื้อขาวในแตละสวนของขาวกลองมีสารอาหารเปนองคประกอบ
แตกตางกัน โดยโปรตีนมีปริมาณสูงบริเวณเยื่อหุมเมล็ดและจมูกขาว ในการสีขาวเปลือกใหเปน
ขาวสารนั้นสวนของเนื้อเยื่อที่หอหุมเนื้อผลและจมูกขาวจะถูกขัดออกมาเปนผงละเอียด คือ รําขาว 
(bran) สวนประกอบที่สําคัญของเนื้อผลหรือขาวกลอง มีดังนี้ 
 2.2.2.1  เยื่อชั้นนอกหรือเยื่อหุมผล (pericarp) มี 1-2 เปอรเซ็นตของน้ําหนัก
ขาวกลอง เยื่อชั้นนอกประกอบดวย protein   hemicellulose และ cellulose เปนสวนสําคัญ มี    
3 ชั้นยอย คือ epicarp เปนเยื่อชั้นนอกสุดของ pericarp ที่อยูติดกับเปลือกหรือแกลบ   
mesocarp เปนเยื่อชั้นกลางอยูถัดจาก epicarp เขามา และ endocarp เปนเยื่อชั้นในของ 
pericarp อยูถัดจาก mesocarp เขามา        
 2.2.2.2 เยื่อชั้นกลาง (testa, tegmen, seed coat) เปนเยื่อชั้นที่อยูถัดจากเยื่อ
ชั้นนอกเขามา    ภายในเซลลของเยื่อช้ันกลางนี้ จะมีไขมันอยูเปนสวนใหญ  

2.2.2.3 เยื่อชั้นใน (aleurone layer) มี 4-6 เปอรเซ็นตของน้ําหนักขาวกลอง เยื่อ
ชั้นในเปนเยื่อชั้นในสุดอยูถัดจากเยื่อชั้นกลางเขามา ภายในเซลลของชั้นนี้จะมีเม็ดโปรตีนอยูมาก 
(protein rich aleurone grain) โดยมีชั้นไขมันบาง ๆ หอหุมอยู   เยื่อชั้นในทําหนาที่หอหุมเนื้อเยื่อ 
2 ชนิด คือ 

 2.2.2.3.1 เอ็มบริโอหรือเจิรม (embryo หรือ germ) คือ จมูกขาว  มี 
2-3 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเนื้อผล      มีปริมาณคอนขางนอยเมื่อเปรียบเทียบกับธัญชาติอ่ืนจมูก
ขาวจะอยูที่โคนเมล็ดดานเปลือกใหญ  

 2.2.2.3.2 เอนโดสเปรม (endosperm) คือ เนื้อขาวมีแปงประมาณ 83 
เปอรเซ็นตของเนื้อผล  ภายในเนื้อขาวนี้จะมีเม็ดแปงอัดแนนโดยมี protein body แทรกอยูระหวาง 
starch compound           protein body จะอยูหนาแนนบริเวณรอบนอกของเนื้อขาวมากกวา
บริเวณภายในของเนื้อขาว      องคประกอบของสวนตาง ๆ ของขาว แสดงตารางที่ 2.3 

 
2.3 โปรตีนขาว (rice proteins) 
 กระบวนการสีขาวทําใหไดขาวสาร 40-55 เปอรเซ็นต และผลพลอยได (by-product) อีก 3 
สวนหลัก  คือ แกลบ 20 เปอรเซ็นต รําขาว 10 เปอรเซ็นต และขาวหัก 10-22 เปอรเซ็นต ปริมาณ
โปรตีนในสวนตาง ๆ ที่ไดจากการสีขาวมีคาดังนี้ ปริมาณโปรตีนในขาวสารเทากับ 8 เปอรเซ็นต  
ในแกลบเทากับ 3 เปอรเซ็นต ในรําขาวเทากับ 17 เปอรเซ็นต และในขาวหักเทากับ 8.5 เปอรเซ็นต  
(Barber และ Barber,1980)  โปรตีนในปลายขาวอยูในรูป protein body (p.b.) จับกับ 
hemicellulose และ cellulose (c.w.) และอยูบริเวณรอบเม็ดแปง (s.g.) (รูปที่ 4.1) โปรตีนจาก 
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ตารางที่ 2.3  องคประกอบของสวนตาง ๆ ของขาว 
 
องคประกอบ (%) ขาวกลอง ขาวสาร รําขาว คัพภะ รําละเอียด 
โปรตีน  7.1-15.4 5.6-13.3 12.1-17.2 17.7-26.4 12.8-15.8 
ไขมัน  0.6-4.0 0.2-2.7 14.6-21.7 15.2-24.7 8.8-15.3 
เสนใย 0.2-2.6 0.1-1.3 8.7-15.6 2.0-4.8 2.1-5.3 
เถา  0.5-2.1 0.3-1.9 9.0-15.7 6.1-10.1 5.0-9.3 
สตารช  74.5-90.2 84.0-93.5 39.8-49.1 36.2-55.5 53.7-71.3 

   ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Juliano (1972) 
 
ขาวชนิดตาง ๆ มีความแตกตางกันโดย Houston และคณะ (1968)   พบวาขาวชนิด medium 
grain มี albumin สูงที่สุด รองลงมาคือ  ขาวชนิด  long grain  และขาวชนิด short grain 
ตามลําดับ     Padhye และ Salunkhe (1979) ศึกษาการสกัดโปรตีนขาวเมล็ดยาวพันธุเทกซัสที่
ขัดสีแลว (Texas long grain) พบวาขาวมีปริมาณโปรตีน 10.6 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง มี
อัตราสวนของ albumin : globulin : prolamin : glutelin เทากับ  8 : 9.5 : 12.5 : 70    นอกจากนี้ 
Cagampang และคณะ (1966) ศึกษาองคประกอบของโปรตีนในขาวพันธุ Chia-nan 8      
Taichung (Native 1)  และ  BPI 76 โดยแยกสวนโปรตีนของขาวกลอง ขาวสาร  รําขาวและรํา
ละเอียดของตัวอยางขาวทั้ง 3 พันธุ พบวาโปรตีนในขาวกลองและขาวสารเปน glutelin แสดงวา 
glutelin มีมากใน endosperm    สวน albumin และ globulin พบมากในรําขาวและรําละเอียด    
นอกจากนี้ albumin และ globulin ยังมีใน embryo และ aleurone layer (Juliano, 1972) จาก 
Osborne’s classification (Osborne และ Mendel, 1914) สามารถแบงโปรตีนตามการละลายใน
ตัวทําละลายไดเปน 4 สวน ดังนี้ 

 2.3.1 Glutelin  
 Glutelin เปนโปรตีนที่ละลายไดในสารละลายดางออน (NaOH 0.05 N) มีปริมาณ
ประมาณ 80 เปอรเซ็นตของปริมาณโปรตีนขาวทั้งหมด (Osborne, 1924) glutelin ในเนื้อขาวเปน 
protein body ที่มีลักษณะเปน crystalline (PB type II)  มีปริมาณประมาณ 60-65 เปอรเซ็นต
ของโปรตีนทั้งหมดที่พบในเนื้อขาว (Juliano, 1992) ในเมล็ดขาวแกมี glutelin ที่มีขนาดโมเลกุล 
38,000   25,000   16,000 Da ในอัตราสวน 1:1:1 (Villareal และ Juliano, 1978)  โดยโปรตีนที่มี
ขนาดโมเลกุล 16,000 Da เปนโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพมากที่สุด (Matsuda และคณะ, 1988) 
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 2.3.2 Prolamin  
 Prolamin ละลายไดในสารละลายแอลกอฮอล (ethanol ความเขมขน 60 %v/v) มี
ประมาณ 5 เปอรเซ็นตของปริมาณโปตีนขาวทั้งหมด (Osborne, 1924) prolamin กระจายอยูทั่ว
ทุกสวนของขาวกลอง  (Juliano,1972) prolamin ในเนื้อขาวเปน protein body มีลักษณะเปน 
spherical (PB I)   มีปริมาณประมาณ 20-25 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมดที่พบในเนื้อขาว 
(Juliano,1992) prolamin มี 1 subunit ที่มีขนาดโมเลกลุ 23,000 Da (Juliano และ Boulter, 
1976)   
   2.3.3 Albumin 
  Albumin ละลายไดในน้ําเปนโปรตีนที่มี biological value สูงที่สุด (Lozsa และ 
Koller, 1954) และเปนโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพต่ํา (Matsuda และคณะ, 1988) นอกจากนี้จาก
การศึกษาโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพดวยวิธี western blot analysis ไมพบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 
16,000 Da ใน albumin ที่สกัดจากรําขาว long grain (Landers และ Hamaker, 1994)  albumin 
มกีรดอะมิโน lysine สูงแตมี glutamic acid ต่ํา นอกจากนี้ albumin ยังมี uncharged polar 
amino acid ในปริมาณสูงแตมีปริมาณ acidic amino acid ต่ํา (Padhye และ Salunkhe, 1979) 
ซึ่งมีผลตอสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนโดยถามีสมดุลของ uncharged polar amino acid และ 
hydrophobic amino acid ในปริมาณเทากันทําใหสมบัติเชิงหนาที่ ไดแก การเกิดโฟมและการเกิด
อิมัลชันสูง  ขาวเมล็ดยาวพันธุเทกซัส (Texas long grain) ที่ผานการขัดสีแลวมี albumin ที่มี
ขนาดโมเลกุล 135,000  43,700  31,600    20,300    15,300    และ   7,400 Da   มี isoelectric 
point เทากับ 6.42 (Padhye และ Salunkhe, 1979)    ในขณะที่ Pasha, Begum, และ Baset 
(1995)  ศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนจากขาวกลองพันธุ indica พบวา albumin มีขนาด
โมเลกุลอยูระหวาง 12,000-240,000 Da   
  2.3.4 Globulin  
  Globulin ละลายไดในสารละลาย NaCl ความเขมขน 5 %w/v  แบงไดเปน 4 กลุม 
คือ α-globulin ซึ่งมีขนาดโมเลกุลตํ่า  คือ 18 kDa พบในเนื้อขาว (Pasha, Begum,  และ Baset , 
1995)    β-globulin ซึ่งพบในเนื้อขาวเทานั้น  γ-globulin เปนองคประกอบหลักใน bran และ
germ เปนโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 150 kDa (Morita และ Yoshida, 1968)  และ δ-globulin มี
ขนาดโมเลกุลใหญมากโดยโปรตีนจะออกมาพรอมกับ void volume ในการศึกษาขนาดโมเลกุล
ดวย gel filtration chromatography ดวย sephadex G-200  
  ปริมาณ albumin และ globulin รวมกันเทากับ 15 เปอรเซ็นตของปริมาณโปรตีน
ขาวทั้งหมด   
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รูปที่ 2.1 โครงสรางของขาว (Juliano, 1972) 
 c.w. คือ ผนังเซลล 
 s.g. คือ เม็ดแปง 
 p.b. คือ protein body 
 
2.4  คุณคาทางโภชนาการของโปรตีนขาว 

ปริมาณกรดอะมิโนในขาวแสดงดังตารางที่ 2.4 เห็นไดวาโปรตีนขาวมี lysine สูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับธัญชาติชนิดอื่น ๆ (Palmiano และคณะ, 1968)   คือ มี lysine ประมาณ 3-4 
เปอรเซ็นตของปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด    แตก็จัด lysine เปน first limiting amino acid ของ
ธัญชาติ   

 
2.5 การสกัดโปรตีนจากขาวเจา 
การสกัดโปรตีนจากขาวเจานั้นก็มีหลายวิธีดวยกัน เชน การสกัดโปรตีนดวยดาง  ดีเทอรเจนต และ
การใชเอนไซมในการสกัด เปนตน  โดยการเลือกวิธีที่จะศึกษาการสกัดโปรตีนจากขาวเจาจะ
พิจารณาจากการนําโปรตีนไปใชประโยชน ความสะดวกในการสกัด การประหยัดพลังงาน ตนทุน 
เวลาและเปนวิธีที่มีสารพิษที่เกิดจากกระบวนการสกัดต่ําที่สุด  เพื่อศึกษารายละเอียดในขั้นตอไป 
 2.5.1 การสกัดโปรตีนจากขาวสาร 
  การสกัดโปรตีนจากขาวสารมีหลายวิธี โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
  2.5.1.1 การสกัดโปรตีนจากขาวสารโดยใชตัวทําละลายในการสกัดตามสมบติั
การละลายในตัวทําละลาย  
  Cagampang และคณะ (1966) ศึกษาการสกัดโปรตีนจากขาวสารจากขาว
พันธุ Chia-nan 8  Taichung 1 และ BPI-76  สกัด albumin globulin prolamin glutelin  ดวยน้ํา
กลั่น     NaCl ความเขมขน 5 %w/v  ethanol ความเขมขน 60 %v/v และ NaOH ความเขมขน  
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ตารางที่ 2.4  ปริมาณกรดอะมิโนในเมล็ดธัญชาติ (g amino acid/16 g N) 

ขาวมิลเลต 
กรดอะมิโน ขาวสาลี บารเลย โอต ไรย ทริติเคลี ขาว ขาวโพด ขาวฟาง 

เพริล ฟอกซเทล โปรโซ 
อารจินีน 
ซีสทีน+ซีสทิอีน 
ฮีสทิดีน 
ไอโซลิวซีน 
ลิวซีน 
ไลซีน 
เมทิโอนีน 
เฟนีลอะลานีน 
ทริโอนีน 
ทริปโทแฟน 
ไทโรซีน 
วาลีน 
อะลานีน 
กรดแอสพาติก 
กรดกลูทาริก 
ไกลซีน 
โปรลีน 
เซอรีน 

4.0 
2.6 
2.2 
3.8 
6.7 
2.3 
1.7 
4.8 
2.8 
1.5 
2.7 
4.4 
3.3 
4.7 
33.1 
3.7 
11.1 
5.0 

4.4 
2.5 
2.1 
3.8 
6.9 
3.5 
1.6 
5.1 
3.5 
1.4 
2.5 
5.4 
4.1 
6.1 
24.5 
4.2 
10.9 
4.2 

6.6 
3.3 
2.2 
4.2 
7.2 
3.7 
1.8 
4.9 
3.3 
1.6 
3.0 
5.6 
4.6 
7.8 
21.0 
4.8 
4.7 
4.8 

4.2 
2.3 
2.1 
3.6 
6.0 
2.9 
1.2 
4.5 
3.3 
1.2 
1.9 
4.9 
3.7 
6.5 
27.5 
3.6 
10.4 
4.3 

4.9 
2.8 
2.5 
4.1 
6.7 
3.0 
1.9 
4.8 
3.1 
1.6 
2.3 
5.0 
3.6 
5.9 
30.9 
3.9 
10.7 
4.6 

7.7 
1.1 
2.3 
3.9 
8.0 
3.7 
2.4 
5.2 
4.1 
1.4 
3.3 
5.7 
6.0 
10.4 
20.4 
5.0 
4.8 
5.2 

4.7 
2.5 
2.8 
4.0 
12.5 
3.0 
1.8 
5.1 
3.6 
0.8 
4.4 
5.2 
7.7 
6.4 
18.8 
3.9 
8.8 
4.9 

2.6 
1.1 
2.1 
3.8 
13.6 
2.0 
1.5 
4.9 
3.1 
1.0 
1.5 
5.0 
9.5 
6.3 
21.7 
3.1 
7.9 
4.3 

3.3 
1.8 
2.3 
4.3 
13.1 
1.7 
2.4 
5.6 
3.1 
1.4 
3.7 
5.4 
11.3 
6.4 
22.2 
2.3 
6.9 
6.9 

2.3 
1.4 
1.2 
6.1 
10.5 
0.7 
2.4 
4.2 
2.7 
2.0 
1.6 
4.5 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

3.2 
1.0 
2.1 
4.1 
12.2 
1.5 
2.2 
5.5 
3.0 
0.8 
4.0 
5.4 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

โปรตีน 16.3 12.1 17.8 14.5 17.9 11.1 10.6 10.5 13.5 12.4 12.5 
ที่มา: Lasztityt, 1996
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0.4  %w/v    อัตราสวนเฉลี่ยของ albumin : globulin : prolamin : glutelin เทากับ 5:9:3:83 คือ 
มี albumin เทากับ 3.75 มิลลิกรัมตอขาวสาร 1 กรัม         ในทํานองเดียวกันกับ Padhye และ  
Salunkhe (1979) ซึ่งศึกษาโปรตีนขาวเมล็ดยาวพันธุเทกซัสที่ขัดสีแลว (Texas long grain) พบวา 
มีอัตราสวนของ albumin : globulin : prolamin : glutelin เทากับ 8 : 9.5 : 12.5 : 70   คือมี
ปริมาณ albumin เทากับ 8.48 มิลลิกรัมตอขาวสาร 1 กรัม การใชสารเคมีในการสกัดโปรตีนไม
เปนที่นิยมเนื่องจากอาจเหลือสารเคมีตกคางได  

  
2.5.1.2 การสกัดโปรตีนจากขาวสารโดยใชเอนไซมในการสกัด     

 Chang, Lee และ Brown (1986) ผลิต high-protein rice flour โดยใชขาวสารพันธุ 
Tai-Nung No. 67 และ Taichung No. 3 (Japonica)   ทําใหแปงสุกที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติม  α-amylase (78 units/mg enzyme) (novozymes®) ปริมาณ 
0.25 มิลลิกรัมตอน้ําแปง 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที ทําใหได
ปริมาณ albumin เทากับ 0.721 มิลลิกรัมตอขาวสาร 1 กรัม นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยอ่ืนที่ใช
เอนไซม amylase ยอยแปงขาวโดย Morita และ Kiriyama (1993) ผลิต rice protein isolate โดย
ใชแปงขาวพันธุ japonica เติม α-amylase  ความเขมขน 0.6%v/w บมที่อุณหภูมิ  97 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ไดปริมาณ albumin เทากับ 2.92 มิลลิกรัมตอขาวสาร 1 กรัม  
ในขณะที่ Shih และ Daigle (1997) ใช heat stable α-amylase (novozymes®) ความเขมขน 
0.15 %v/w ยอยแปงขาว (long grain) pH 6.5 บมที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาท ี
แลวตามดวย hemicellulase (novozymes®) ที่ 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง ไดปริมาณ 
albumin เทากับ 7.77 มิลลิกรัมตอขาวสาร 1 กรัม 

 นอกจากการใชสารเคมี และเอนไซมในการสกัดโปรตีนจากขาวสารแลวยังมี
วิธีทางกายภาพที่ใชในการสกัดโปรตีนออกมาจากโครงสรางของขาวสาร ดังเชนงานวิจัยของ Kato 
และคณะ (2000) ศึกษาการใช high hydrostatic pressure ในการสกัดโปรตีนจากขาวสารพันธุ 
japonica โดยใหความดันที่ระดับ 300 MPa ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ได
ปริมาณ albumin เทากับ 0.2-0.5  มิลลิกรัมตอขาวสาร 1 กรัม กลไกที่โปรตีนถูกปลดปลอย
ออกมา สันนิษฐานวาเกิด partial destruction ของ endosperm cell   เกิด permeation ของ
สารละลายเขาไปใน endosperm cell  ทําใหเกิด solubilization ของโปรตีนที่อยูรอบนอกของ 
protein body  และเกิด diffusion ของโปรตนีจาก endosperm cell สูสารละลายรอบ ๆ  
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 2.5.2 การสกดัโปรตีนจากปลายขาวหรอืขาวหกั 
 ปลายขาวหรือขาวหักมีคารโบไฮเดรตเปนองคประกอบประมาณ 90 เปอรเซ็นต   
ดังนั้น การกําจัดคารโบไฮเดรตออกจะชวยทําใหโปรตีนละลายออกมาไดงายขึ้น  โปรตีนในเนื้อเยื่อ
ของปลายขาวมีไดหลายรูปแบบ โดยโปรตีนที่อยูรอบ embryonic axis มีรูปแบบชัดเจน ในขณะที่
โปรตีนที่อยูภายใน embryonic axis กระจายอยูใน cytoplasm และ nuclei (Barber และ 
Barber, 1980) ดังนั้นการทําใหเยื่อชั้นนอกหรือเยื่อหุมผล (pericarp) แตกออกและลดขนาด
อนุภาคของเนื้อเยื่อภายในทําใหการสกัดโปรตีนออกมาไดมากขึ้น (Betschart, Fong และ 
Saunders, 1977) วิธีการสกัดโปรตีนจากปลายขาวหรือขาวหักมีหลายวิธีแตนิยมใชเอนไซมใน
การสกัดเนื่องจากไมมีสารเคมีตกคาง ไมเปนอันตราย งานวิจัยที่ศึกษาการสกัดโปรตีนจากปลาย
ขาวหรือขาวหัก มีดังนี้ 

 งานวิจัยที่ใชตัวทําละลายในการสกัดโปรตีนจากปลายขาว ไดแก Ju, Hettiarachchy 
และ Rath (2001) ซึ่งสกัดโปรตีนจากปลายขาวเมล็ดยาว (long grain)  (โปรตีน 8.75 เปอรเซ็นต) 
โดยใชน้ํากลั่น   NaCl ความเขมขน 5 %w/v   NaOH ความเขมขน 0.02 M และ ethanol ความ
เขมขน 70 %v/v ในการสกัด albumin globulin glutelin และ prolamin ทําใหได albumin 
globulin glutelin และ prolamin คิดเปน 4.45  13.11  79.74  และ 2.46 เปอรเซ็นตของโปรตีน
ขาวที่สกัดได    ไดปริมาณ albumin เทากับ 3.89 มิลลิกรัมตอปลายขาว 1 กรัม 
 นอกจากนี้ยังมีการใชเอนไซมในการสกัดโปรตีนจากปลายขาวโดย Shih และคณะ 
(1999) ใช heat stable α-amylase (novozymes®) 120 KNU/g ความเขมขน 0.15 %v/w ยอย
ปลายขาว long grain (มีโปรตีน 8.1 เปอรเซ็นต) ที่ pH 6.5  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
45 นาที  ไดปริมาณ albumin เทากับ 1.70 มิลลิกรัมตอปลายขาว 1 กรัม หลังจากนั้นใช cellulase 
(Solvay Enzymes®) ความเขมขน 0.2 % v/w บมที่ pH 4   อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
2 ชั่วโมง ยอยตะกอนจากการยอยดวย α-amylase จะไดปริมาณ albumin เทากับ 12.31 
มิลลิกรัมตอปลายขาว 1 กรัม  หรือใช hemicellulase (Solvay Enzymes®) ความเขมขน 0.5 
%v/w ยอยตะกอนจากการยอยดวย α- amylase  โดยยอยที่ pH 4  อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา  2 ชั่วโมง ไดปริมาณ albumin เทากับ 17.82 มิลลิกรัมตอปลายขาว 1 กรัม  และเมื่อใช
เอนไซม α-amylase (novozymes®) รวมกับ cellulose (Solvay Enzymes®) และ 
hemicellulase (Solvay Enzymes®) พบวาไดปริมาณ albumin เทากับ 20.74 มิลลิกรัมตอปลาย
ขาว 1 กรัม  จากการสกัดดวยเอนไซมขางตนจะเห็นไดวาการใชเอนไซมหลายชนิดรวมกันในการ
สกัดโปรตีนจากปลายขาวทําใหไดปริมาณ albumin สูงกวาการใชเอนไซมชนิดเดียว 
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 2.5.3 การสกัดโปรตีนจากรําขาวและรําสกัดไขมัน 

 โครงสรางของรําขาวและรําสกัดไขมันมี  cellulose  hemicellulose  ในรูปของ 
xylose และ arabinose ซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลล  xylose ประกอบดวย D-xylose      
(D-xylopyranosyl) โปรตีนในรําขาวเรียงตัวอยูรอบๆ  phytate anion  ทําใหเกิด insoluble 
protein-phytate complex (Wang และคณะ, 1999) โปรตีนในรําขาวจะจับกับไขมันในขณะที่
โปรตีนในรําสกัดไขมันจับกับไขมันลดลงเนื่องจากมีปริมาณไขมันลดลงจากการสกัดไขมันออกไป
แลว ดังนั้นการทําใหเยื่อช้ันนอกหรือเยื่อหุมผล (pericarp) แตกออกและลดขนาดอนุภาคของ
เนื้อเยื่อภายในหรือการยอยองคประกอบในรําขาวออกจะทําใหสกัดโปรตีนออกมาไดมากขึ้น 
(Betschart, Fong และ Saunders, 1977)  งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการสกัดโปรตีนจากรําขาวโดย
ใชตัวทําละลาย มีดงันี้ 

 Cagampang และคณะ (1966) ศึกษาการสกัดโปรตีนจากรําหยาบ (bran) และ รํา
ละเอียด (rice polish) จากขาวพันธุ Chia-nan 8  Taichung 1 และ BPI-76 โดยสกัด albumin 
globulin prolamin glutelin  ดวยน้ํากลั่น    NaCl ความเขมขน 5 %w/v   ethanol ความเขมขน 
60 %v/v และ NaOH ความเขมขน 0.4 %w/v  ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชัว่โมง ได
อัตราสวนของ albumin : globulin : prolamin : glutelin เทากับ 37 : 36 : 5 : 22 (รําหยาบ)      
30 : 14 : 5 : 51 (รําละเอียด) จะเห็นไดวารําขาวมี albumin และ globulin เปนองคประกอบหลัก  
และเปนไปในแนวโนมเดียวกับ Lander และ Hamaker (1994) ซึ่งใชน้ํากลั่นในการสกัด albumin 
จากรําขาวที่สกัดน้ํามันออกแลวไดปริมาณ albumin เทากับ 54.23 มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม  
สอดคลองกับ Hamada (1997) ซึ่งสกัดโปรตีนจาก ether-defatted rice bran  โดยใชน้ํากลั่น 
NaCl ความเขมขน 2 %w/v   ethanol ความเขมขน 70% %v/v  และ NaOH 0.1 M ในการสกัด 
albumin globulin prolamin และ glutelin ได albumin globulin prolamin และ glutelin เทากับ 
34   15  6   11 และ 32 เปอรเซ็นตของโปรตีนขาวทั้งหมด ตามลําดับ  คือ ไดปริมาณ albumin 
เทากับ 55.76 มิลลิกรัมตอรําสกัดไขมัน 1 กรัม        และมีการศึกษาผลของการใหความรอนแกรํา
ขาวที่มีตอปริมาณโปรตีนที่ถูกสกัดออกมาโดยเปรียบเทียบกับรําขาวที่ไมผานการ ใหความรอน
โดย Gnanasambandam และ Hettiarachchy (1995) เปรียบเทียบการสกัดโปรตีนจากรําขาว
และรําขาวที่ผานการใหความรอน     นํารําขาวทั้งสองไปสกัดน้ํามันออกและสกัดโปรตีนโดยการ
ปรับ pH เปน 9.5 เพื่อละลายโปรตีนและตกตะกอนโปรตีนที่ pH 4.5 พบวาปริมาณโปรตีนที่สกัด
ไดจากรําขาวที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิสูง 105-110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-45 นาที 
จะใหปริมาณโปรตีนต่ํากวารําขาวที่ไมผานการใหความรอน ทั้งนี้เนื่องจากระหวางการใหความ
รอนนั้นโปรตีนเกิดแปลงสภาพทําใหโปรตีนถูกสกัดออกมาไดต่ํา สอดคลองกับ Betschart, Fong 
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และ Saunders (1977) ซึ่งใชน้ํากลั่น  NaCl ความเขมขน 5 %w/v  ethanol ความเขมขน 60 
%v/v  NaOH ความเขมขน 0.4 %w/v   สกัดโปรตีน  albumin globulin prolamin และ glutelin 
จากรําขาว (Spanish rice bran) ที่ไมไดใหความรอน (มีโปรตีน 15.4 เปอรเซ็นต) และรําขาวที่ให
ความรอน (มีโปรตีน 16.1 เปอรเซ็นต)   รําขาวที่ไมไดผานการใหความรอนได albumin globulin 
prolamin และ glutelin  เทากับ  40 : 21 : 3 : 36 คิดเปน albumin เทากับ 61.60 มิลลิกรัมตอรํา
ขาว 1 กรัม และรําขาวที่ผานการใหความรอนได albumin globulin prolamin และ glutelin  
เทากับ  26 : 14 : 5 : 56 คิดเปน albumin เทากับ 41.86 มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม  จะเห็นไดวา
การสกัดโปรตีนจากรําขาวที่ไมไดผานการใหความรอนใหปริมาณโปรตีนสูงกวาการสกัดโปรตีน
จากรําขาวที่ผานการใหความรอนทั้งนี้เนื่องจากรําขาวที่ผานการใหความรอนเปนรําขาวที่ผานการ
สกัดน้ํามันดวย hexane และใหความรอนที่อุณหภูมิ 105-110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-45 
นาทีในการระเหยตัวทําละลายพรอมกับการทําลายการทํางานของเอนไซม lipase ที่มีผลตอ
คุณภาพของรําขาว จึงทําใหโปรตีนเกิดแปลงสภาพ และละลายออกมาไดต่ํากวารําขาวที่ไมไดผาน
การใหความรอน 
 นอกจากการใชตัวทําละลายในการสกัดโปรตีนแลวยังมีการใชเอนไซมในการสกัด 
โดยแบงตามชนิดของเอนไซมที่ใชสกัด ดังนี้ การใช  α-amylase ในการสกัดโดย Shih และคณะ 
(1999) ใช α-amylase (novozymes®) 120 KNU/g ความเขมขน 0.15 %v/w ยอยรําขาวที่  pH 
6.5  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที   ไดปริมาณ albumin เทากับ 16.88 มิลลิกรัม
ตอรําขาว 1 กรัม   การใชเอนไซม cellulase ในการสกัดโดย Ansharullah, Hourigan และ 
Chesterman (1997) ใช cellulase (novozymes®) ยอยรําขาว ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 
3.8  เวลา 5 ชั่วโมง ไดปริมาณ albumin เทากับ 25.94 มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม         Shih และ
คณะ (1999) ใช cellulase  (Solvay Enzymes®) ความเขมขน 0.2 %v/w  ยอยรําขาวที่ pH 4 
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 ชั่วโมง   ไดปริมาณ albumin เทากับ 44.35 มิลลิกรัมตอ
รําขาว 1 กรัม  Tang และ Hettiarachchy (2002) ศึกษาการสกัดโปรตีนจากรําสกัดไขมันโดยใช 
cellulase (novozymes®) ไดปริมาณ albumin เทากับ 11 ถึง 12 มิลลิกรัมตอรําสกัดไขมัน 1 กรัม    
การใช hemicellulase ในการสกัดโดย Shih และคณะ (1999) ใช hemicellulase (Solvay 
Enzymes®) ความเขมขน 0.5 %v/w   ยอยรําขาวที่   pH 4  อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
2 ชั่วโมง พบวาไดปริมาณ albumin เทากับ 57.46 มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม   การใช mixed 
enzymes (arabanase  cellulase   hemicellulase  β-glucanase และ xylanase) 
(novozymes®) ในการสกัด   Ansharullah, Hourigan และ Chesterman (1997) สกัดโปรตีน
จาก full-fat extruded rice bran (มี cellulose  27-33 เปอรเซ็นต และ hemicellulose เชน 
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xylose 36-42 เปอรเซ็นต) ใช mixed enzymes ยอยรําขาว พบวาการใช mixed enzymes ยอยรํา
ขาว ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 3.8 เวลา 5 ชั่วโมง  ไดปริมาณ albumin เทากับ 57.89 
มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม       และ Tang และ Hettiarachchy (2000) ใช mixed enzymes 
(arabanase  cellulase    hemicellulase β-glucanase และ xylanase) (novozymes®)  ยอยรํา
สกัดไขมันที่ผานการใหความรอนไดปริมาณ albumin เทากับ 13-25 มิลลิกรัมตอรําสกัดไขมัน 1 
กรัม การใชเอนไซม proteases ในการสกัดโดย Hamada (2000) ศึกษาการสกัดโปรตีนจากรํา
ขาว indica โดยยอยรําขาวดวย exoprotease ผสมกับ endoprotease (novozymes®) บมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8 ไดปริมาณ albumin เทากับ 46.05 มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม  
จากงานวิจัยขางตนจะเห็นไดวา มีการใชเอนไซมหลายชนิดในการสกัดโปรตีนจากรําขาวโดยมี
วัตถุประสงคของการใช เอนไซมขางตน  คือ  ยอยองคประกอบของรําขาวพวก  cellulose 
hemicellulose  starch และคารโบไฮเดรตอื่น ๆ  ออกจากโปรตีน ทําใหโปรตีนละลายออกมาได
มากขึ้น    การใชเอนไซมแตละชนิดใหปริมาณ albumin ใกลเคียงกัน แตมีภาวะที่เหมาะสม
แตกตางกันโดยการใช α-amylase (novozymes®) ในการสกัดโปรตีนตองบมที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมคอนขางสูง คือ 95 องศาเซลเซียส ในขณะที่เอนไซมชนิดอื่นมีอุณหภูมิที่เหมาะสม
ประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส จะเห็นไดวาการใช α-amylase ในการสกัดโปรตีนมีขอเสีย คือ 
สิ้นเปลืองพลังงานในการใหความรอน 

  
 2.5.4 การสกัดโปรตีนจากขาวกลอง 

  องคประกอบของขาวกลองนั้นคลายกับขาวสาร  คือ  มีคาร โบไฮเดรตเปน
องคประกอบหลัก การสกัดโปรตีนจากขาวกลองโดย Shih และ Daigle (2000) เตรียม rice 
protein isolate จาก brown rice protein concentrate เปน by-product จากกระบวนการผลิต 
syrup ที่มีโปรตีน 49 เปอรเซ็นต pH 6.5  เติม α-amylase (novozymes®) ใหความรอนจนมี
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลดอุณหภูมิจนถึง 60-62 องศาเซลเซียส     ปรับ 
pH 4   แลวเติม glucoamylase (Solvay Enzymes®) 0.4 มิลลิลิตร เปนเวลา 2 ชั่วโมง ได
ปริมาณ albumin เทากับ 8.33 มิลลิกรัมตอขาวกลอง 1 กรัม และใช  cellulase (novozymes®) 
หรือ hemicellulase (Solvay Enzymes®) หรือ mixed enzymes ของ cellulase β-glucanase 
และ xylanase (Genencor®) ความเขมขน 1 %v/w ยอยขาวกลองที่  pH 5  อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง จะไดปริมาณ albumin เทากับ 103.88  79.38 และ 24.01 มิลลิกรัม
ตอขาวกลอง 1 กรัม ตามลําดับ 
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2.6 การศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพ 
 การศึกษาโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพมีหลายวิธี ไดแก Radioallergosorbent Test     
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) โดยใช serum ของมนุษยหรือ serum ของ
กระตายในการทดสอบ (Engvall และ Perlmann, 1971) หรือใชการศึกษาขนาดโมเลกุลรวมกับ
การศึกษาทาง immunology โดยศึกษาขนาดโมเลกุลดวยวิธี SDS-PAGE หรือใช gel filtration 
chromatography แลวนําโปรตีนที่แยกไดไปบมดวย antiserum บน nitrocellulose sheet และ
วิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพดวย ELISA (Towbin, Staehelin และ Gordon, 1979)     
ขนาดโมเลกุลของโปรตีนขาวที่ทําใหเกิดการแพมีหลายขนาด เชน 14  15.5  16  40 และ 50 kDa 
เปนตน จากการศึกษาของ Matsuda และคณะ (1988)  ที่ใช ion-exchange chromatography 
แพ็คดวยเรซินชนิด DEAE cellulose จะทําใหแยกได peak ที่มี homogeneity สูง 1 peak และนํา
โปรตีนสวนนี้ไปศึกษา allergenic properties โดยใช ELISA โดยใช serum ของผูที่มีอาการแพ
โปรตีนจากขาวและหาขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดไดจากขาวสารพันธุ Japonica ดวย SDS-
PAGE รวมกับ gel filtration chromatography   พบวาโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 16 kDa ทําให
ผูปวยที่มีอาการแพโปรตีนขาวเกิดการแพโดยคิดเปน ELISA value สูงถึง 8 เทาหรือสูงกวาเมื่อ
เปรียบเทียบกับคนที่ไมมีอาการแพ และไดรายงานวาพบ allergenic proteinsในรําขาว และ เนื้อ
ขาวเทากับ 0.5 และ 2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ    นั่นคือโปรตีนที่มีในเนื้อขาว (endosperm) พบ
โปรตีนที่ทําใหเกิดการแพมากกวาโปรตีนจากรําขาว ซึ่งสันนิษฐานไดวาโปรตีนหลักที่พบในเนื้อ
ขาว (glutelin และ prolamin) เปนโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพไดสูงกวาโปรตีนหลักที่พบในรําขาว 
(albumin และ globulin)   จากงานวิจัยของ  Matsuda และคณะ (1991) ซึ่งไมพบโปรตีนที่มี
ขนาดโมเลกุลเทากับ16 kDa ในสวนของ albumin หรือ globulin  แตจะพบในโปรตีนสวนอื่น 
เปนไปในแนวโนมเดียวกับ Landers และ Hamaker (1994) ซึ่งสกัดโปรตีนจากรําขาว และไมพบ
โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล16 kDa ใน albumin หรือ globulin และมีโปรตีนขนาด 17.6  18.6  22.0  
24.5  34.0  และ 60.7 kDa และยังพบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 40 และ 50 kDa ในทุกตัวอยางที่
เตรียมไดแตเปนโปรตีนที่ทําใหแพต่ํา   
 โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 16 kDa เปนโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพไดสูงและไมพบโปรตีนที่มี
ขนาดโมเลกุล 16 kDa ใน albumin ของโปรตีนขาว  ดังนั้น การศึกษาหาขนาดโมเลกุล 16 kDa ใน
โปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE และ gel filtration chromatography จึงสามารถบงบอกถึงโปรตีนที่ทํา
ให เกิดการแพสูงไดโดยไมตองมีการศึกษาโปรตีนที่ทําให เกิดการแพโดยการศึกษาทาง 
immunology 
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2.7 การศึกษาคุณภาพของโปรตีน (Protein quality)  
 โปรตีนเปนสารอาหารที่มีความสําคัญตอส่ิงมีชีวิต โดยในดานโภชนาการนั้นโปรตีนจะมีหนาที่
พื้นฐานในการเปนแหลงของกรดอะมิโนโดยขึ้นกับชนิดและปริมาณของกรอะมิโน และการที่รางกาย
นํากรดอะมิโนไปใชไดหลังจากการยอย ดูดซึมและผานเมตาบอลิซึมตาง ๆ   โดยการดูดซึมและนํา
กรดอะมิโนไปใชจะขึ้นอยูกับแหลงโปรตีน  กระบวนการผลิตอาหาร  interaction ระหวางโปรตีนกับ
องคประกอบอื่นในอาหาร อายุและสุขภาพของผูบริโภค วิธีการประเมินคุณภาพของโปรตีนมีดวยกนั
หลายวิธี (Damodaran, 1996) ดังนี้ 
 2.7.1  วิธีประเมินทางเคมี เปนการวิเคราะหปริมาณโปรตีนและกรดอะมิโนในอาหาร  
อาหารโปรตีนชนิดใดมีปริมาณโปรตีนสูง และมีกรดอะมิโนจําเปนอยูในสัดสวนที่เหมาะสม 
เพียงพอแกความตองการของรางกาย  แสดงวาอาหารโปรตีนนั้นมีคุณภาพดี   หลักการวิเคราะห 
คือ วิเคราะหหาสวนประกอบของกรดอะมิโนของโปรตีนนั้น แลวเปรียบเทียบปริมาณกรดอะมิโน
จําเปนในอาหารโปรตีนกับปริมาณกรดอะมิโนจําเปนในอาหารโปรตีนที่เปนมาตรฐาน คาที่ได
เรียกวาคะแนนกรดอะมิโน (amino acid score หรือ chemical score) 
คะแนนกรดอะมิโน = ปริมาณ (มก.) ของกรดอะมิโนจําเปนในโปรตีนที่นํามาทดสอบ 1 กรัม 
               ปริมาณ (มก.) ของกรดอะมิโนจําเปนในโปรตีนที่เปนมาตรฐาน 1 กรัม 
หมายเหตุ อาจคิดเปนเปอรเซ็นตโดยคูณดวย 100  
 

โปรตีนที่นํามาใชเปนมาตรฐาน หมายถึงโปรตีนที่เขาไปในรางกายแลวรางกายสามารถ
นําไปใชไดเกือบทั้งหมด  ไมตองบริโภคอาหารโปรตีนอยางอื่นเสริมเขาไป  เชน  โปรตีนจากไขและ
น้ํานม  สวนกรดอะมิโนที่นิยมนํามาเปรียบเทียบ ไดแก lysine และ tryptophan    เพราะเปน
กรดอะมิโนที่มักมีจํานวนจํากัดในอาหาร    โปรตีนที่มีกรดอะมิโนจําเปนครบถวนและมีปริมาณ
เหมาะสม เชน โปรตีนจากไข จะมีคะแนนกรดอะมิโนเทากับ 100   แตอยางไรก็ตามวิธีทดสอบทาง
เคมีไมไดแสดงใหเห็นวา เมื่อมนุษยบริโภคอาหารโปรตีนนั้นเขาไปแลวสามารถยอย ดูดซึม และ
นําไปใชประโยชนไดจริงหรือไม  (Damodaran, 1996) Prakash และ Ramanatham (1995) 
วิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนของโปรตีนรําขาวเขมขนที่ผลิตจากรําขาวที่ผานการใหความรอนและ
ดวยกรดไฮโดรคลอริก พบวากรดอะมิโนจําเปนที่พบมากในรําขาวทั้งสอง คือ lysine และ 
methionine ซึ่งสอดคลองกับ Gnanasambandam และ Hettiarachchy (1995) ซึ่งรายงานวา
โปรตีนเขมขนที่ผลิตจากรําขาว ปรับ pH เปน 9.5 และตกตะกอนโปรตีนที่ pH 4.5 มี lysine ใน
ปริมาณสูง    Padhye และ Salunkhe (1979) พบวาโปรตีนที่สกัดไดจากขาวสารพันธุ Texas long 
grain มี albumin globulin prolamin และ glutelin ซึ่งมีคะแนนกรดอะมิโนเทากับ 47.5  53.0  
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23.0 และ 46.7 ตามลําดับ มีกรดอะมิโนจํากัด (limiting amino acid) คือ leucine  lysine  sulfur-
containing amino acid และ threonine ตามลําดับ มีคาคะแนนกรดอะมิโนเทากับ 65.1  66.3  
67.9 และ 78.9 ตามลําดับ ในขณะที่ Prakash และ Ramanatham (1995) รายงานวาโปรตีนรํา
ขาวเขมขนมีกรดอะมิโนจํากัดคือ threonine และ isoleucine ซึ่งมีคาคะแนนกรดอะมิโน เทากับ 
61.5 และ 66.0 ตามลําดับ และมีกรดอะมิโนที่เปลี่ยนแปลงไดงายเมื่อไดรับความรอน ไดแก 
lysine และ phenylalanine 

นอกจากการประเมินคุณภาพของโปรตีนดวยการวิเคราะหคาคะแนนกรดอะมิโนแลวยังมี
การวิเคราะหคา protein digestibility corrected amino acid score (PDCAAS) เปนวิธีที่ใชคา 
digestibility รวมกับวิธีทางเคมี คือ การวิเคราะหคา amino acid score และเปนวิธีที่ FAO/WHO 
(1991) แนะนําใหใชในอุตสาหกรรมอาหารแทนการวิเคราะหคา PER ได เนื่องจากเปนวิธีที่สะดวก
ในการวิเคราะห  มีความแมนยําและสามารถวิเคราะหไดรวดเร็ว ใชเวลานอยกวา 48 ชั่วโมง จึง
นําไปใชในงานที่เปน routine ได นอกจากนี้ยังไมตองมี pretreatment กอนการวิเคราะห  สามารถ
ใชวิเคราะหคุณภาพของอาหารโปรตีนไดหลากหลายแมแตโปรตีนที่มีคุณภาพต่ําไดและยังใช
ตนทุนในการวิเคราะหต่ํา คา PDCAAS คํานวณไดจาก 

PDCAAS = digestibility (%) x amino acid score ที่ต่ําที่สุด  
วิธีการวิเคราะหคา digestibility  

1. ชั่งตัวอยางใหมีไนเตรเจน 10 mg N ใสในบีกเกอรขนาด 25 มิลลิลิตร 
2. เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร แชไว 1 ชั่วโมง  
3.  equilibrate เคซีนและตัวอยางโปรตีน และเอนไซมที่ใชใหมี pH 8 + 0.03 ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส  เก็บเอนไซมบนอางน้ําแข็ง 
4 .equilibrate control ดวยการเติมสารละลายเอนไซม A ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บมที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 19 นาที 
5. เติมสารละลายเอนไซม B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส วัด 

pH ทันทีหลังจากบมดวยสารละลายเอนไซม A เปนเวลา 20 นาที (X) 
6. คํานวณ % digestibility จากสูตร 

  % digestibility = 234.84-22.56(X) 
 
  2.7.2 วิธีประเมินทางชีววิทยา หลักการ คือ นําโปรตีนที่ตองการทดสอบไปเลี้ยง

สัตวทดลอง เชน หนู แลววิเคราะหรางกายของสัตววาไดใชโปรตีนไปอยางไร   คาที่นิยมวิเคราะห 
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ไดแก protein efficiency ratio, digestibility ratio, biological value, net protein utilization 
 Protein efficiency ratio (PER) โดยใชหนูทดลอง (A.O.A.C, 1990) 
  เปนการวัดคุณภาพของโปรตีน โดยพิจารณาน้ําหนักตัวของสัตวที่เพิ่มข้ึน โดยมี
หลักการวา ถาอาหารโปรตีนใดที่สามารถทําใหรางกายเจริญเติบโตไดดี น้ําหนักตัวเพิ่มข้ึน         
คา PER ที่ไดก็สูง แสดงวาอาหารโปรตีนมีคุณคาสงู 

 PER   =         น้ําหนักตัวที่เพิ่มข้ึน(กรัม) 
      น้ําหนักอาหารโปรตีนที่ไดรับ (กรัม) 
 

 Hansen และคณะ (1981) รายงานวาโปรตีนขาวมีคา Protein Efficiency Ratio 
(PER) เทากับ 2.18 ซึ่งใกลเคียงกับเนื้อวัวซึ่งมีคา PER เทากับ 2.30 การที่โปรตีนขาวมีคา PER สูง
อาจเนื่องจากมีสมดุลของกรดอะมิโนจําเปนที่ดี คา PER ที่ไดมีคาใกลเคียงกับ Chang, Lee 
และ Brown (1986) ซึ่งศึกษาคุณภาพของแปงขาวโปรตนีสูงที่ผลิตจากแปงสุกเขมขน 5 เปอรเซ็นต 
ยอยดวย ∝-amylase (novozymes®) 0.25 มิลลิกรัมตอน้ําแปง 1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 90 นาทีไดคา PER เทากับ 2.17   งานวิจัยที่ศึกษาคุณภาพของโปรตีนที่สกัดได
จากรําขาว ไดแก Connor, Saunders และ Kohler (1976) ศึกษาคา PER ของโปรตีนเขมขนที่
สกัดจากรําขาว long grain โดยใชอัตราสวนของราํขาวตอน้ํากลั่นเทากับ 1:5 ที่ pH 9 เปนเวลา 
15 นาที พบวามีคา PER ของโปรตีนที่ตกตะกอนโปรตีนดวยความรอนที่อุณหภูมิ 85 องศา
เซลเซียส pH 6 และตกตะกอนดวยกรดที่ pH 4  เทากับ 1.99 และ 2.19 ตามลําดับ และมีคา PER 
สูงกวารําขาว (1.59)    ในทํานองเดียวกัน  Prakash และ Ramanatham (1995) ศึกษาคา PER 
ของโปรตีนรําขาวเขมขนที่ผลิตจากรําขาวที่ไมผานและผานการรักษาความคงตัว (stabilize) ดวย
กรดพบวาโปรตีนมีคา PER เทากับ 2.02 และ 2.19 ตามลําดับ 

 Digestibility ratio  (Chang และ Satterlee, 1979) คือ ความสามารถในการยอย
ไดของโปรตีน โปรตีนในอาหารแตละชนิดมี digestibility ratio ตางกัน 

 Digestibility ratio   =     ปริมาณไนโตรเจนที่ถูกดูดซึม  
                                    ปริมาณไนโตรเจนที่กินเขาไป 
 
 Biological value (BV) (Eggum และ Juliano, 1973) พิจารณาจํานวนสาร

ไนโตรเจนที่รางกายรับไวใชเปนประโยชนหลังจากผานการยอยแลว โดยคิดเปนรอยละของการดูด
ซึม  ไนโตรเจนที่รางกายสะสมไวก็เพื่อใชในการเจริญเติบโตและเสริมสรางสวนที่สึกหรอ 

Biological value (BV)     =   ปริมาณไนโตรเจนที่รางกายสะสม x 100 
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                                                                      ปริมาณโปรตีนที่รางกายดูดซึม 
 Lozsa และ Koller (1954) ศึกษา biological value ของโปรตีนที่สกัดจากขาว 

พบวา albumin มีคา biological value สูงที่สุด รองลงมา คือ globulin และ glutelin และ 
prolamin มีคาต่ําที่สุด  Morita และ Kiriyama (1993) ศึกษา digestibility และ biological value 
ของโปรตีนไอโซเลทจากขาว japonica โดยใช α-amylase เขมขน 0.6% v/w ยอยแปงขาวเจาที่
อุณหภูมิ 97 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ไดคา digestibility และ biological value เทากับ 
87.0  และ 51.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 Net protein utilization (NPU) (Miller และ Bender, 1955) คือ คาโปรตีน
สุทธิที่รางกายนําไปใชประโยชน  ใชหลักการเดียวกับการหาคา BV แตวิธีนี้จะคํานึงถึงการยอย
โปรตีนดวย  ถาโปรตีนชนิดใดยอยงายจะดูดซึมนําไปใชประโยชนไดมาก แสดงวาโปรตีนชนิดนั้นมี
คุณภาพดี 
      NPU =    BV  x  digestibility 
 
 2.7.3 การประเมินโดยใชเอนไซมและการเจริญของเชื้อจุลินทรีย การใชเอนไซมใน
การประเมนิคุณภาพของโปรตีนทําไดโดยใชเอนไซมโปรติเอสยอยโปรตีนตัวอยาง เอนไซมที่ใช เชน 
เปปซิน ทริปซนิ ไคโมทริปซนิ เปนตน ภายใตภาวะที่กําหนด   
       การหาคา protein efficiency ratio ดวย calculation  method (A.O.A.C, 1990) 
 PER คํานวณจากองคประกอบของกรดอะมิโนจําเปนของตัวอยาง (DC-PER)  
หรือจากทั้งองคประกอบของกรดอะมิโนจําเปนและ enzymatic digestibility ของโปรตีน (C-PER)   
การใชทั้ง C-PER และ DC-PER ทําใหการประเมินคุณภาพของโปรตีนมีความนาเชื่อถือมากขึ้น   
ถึงแม Rat bioassay จะเปนวิธีมาตรฐานในการหาคุณภาพของโปรตีนก็ตาม แต C-PER และ DC-
PER  ก็เปนทางเลือกใน  routine quality control  ในอาหารและองคประกอบของอาหาร   การใช  
assay ทั้งสองแนะนําไวในการประเมินคุณภาพอาหารโปรตีน  เพื่อใชใน internal check      เมื่อ
ประเมินคุณภาพโปรตีนจากทั้งสองวิธีและไดคาแตกตางกัน อาจเกิดจาก 

1) single-cell protein หรือ protein ที่มีผนังเซลลที่แข็งแรงลอมรอบ (เชน 
ยีสต หรือรําขาวสาลี)  ซึ่งจะทําให DC-PER มีคามากเกินที่ควรเปน 

2) โปรตีนที่ถูกยอยบางสวนหรือทั้งหมด (เชน liquid protein supplement) 
ซึ่งทําให C-PER มีคาต่ํากวาที่ควรเปน 

3) โปรตีนที่มี trypsin inhibitor (เชน heat-treated soy protein) ซึ่งจะทํา
ให DC-PER มีคามากเกินที่ควรเปน 
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  สวนการประเมินคุณภาพของโปรตีนโดยใชจุลินทรีย ในกลุมแบคทีเรีย เชน 
Streptococcus zymogenes (Ford, 1960) Streptococcus faecalis (Halevy และ 
Grossowicz, 1953) Leuconostoc mesenteroides  (Horn และคณะ, 1954) และ Clostridium 
perfringens (Solberg และคณะ, 1979) กลุมอะมีบา คือ Tetrahymena pyriformis เปนอะมีบา
ที่มีรูปแบบการใชกรดอะมิโนคลายคลึงกับมนุษยและหนูมาก (Evancho และคณะ, 1977) การ
ประเมินคุณภาพของโปรตีนโดยใชจุลินทรียมีขอเสีย คือ จุลินทรียจะไดรับผลกระทบจาก
องคประกอบอื่นในผลิตภัณฑอาหาร เชน เครื่องเทศ preservative และไขมัน เปนตน ผลการ
ประเมินจึงไมแมนยําเทาที่ควร นอกจากนี้ยังใชเวลาในการประเมินคุณภาพของโปรตีนนานอีกดวย 
 
 
 
2.8 การศึกษาสมบัติเชิงหนาที่ 
 เปนสมบัติทางเคมีกายภาพของโปรตีนที่มีผลตอระบบของอาหารในระหวางการเตรียม  
กระบวนการผลิต  การเก็บรักษา  การบริโภค  คุณลักษณะทางประสาทสัมผัสรวมถึงคุณคาทาง
โภชนาการ (Kinsella, 1976) 
 2.8.1 สมบัติการเกิดโฟม  
  สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีน หมายถึง ความสามารถของโปรตีนที่ทําใหเกิดพื้นที่
ผิวสัมผัสระหวางอากาศกับของเหลว  และรักษาความคงตัวใหกับฟลมไมใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
เนื่องจากแรงกระทําจากภายนอก ผลิตภัณฑอาหารที่ตองการสมบัติการเกิดฟอง ไดแก ไอศกรีม 
เคก และเมอแรงจ เปนตน  สมบัติการเกิดโฟมจะแตกตางกันขึ้นอยูกับโครงสราง surface 
hydrophobicity  ประจุ และ pI ของโปรตีน เชน globular protein จะเพิ่ม foaming stability 
ในขณะที่ flexible protein จะชวยใหเกิด interfacial อยางรวดเร็วทําให foaming activity สูง
(Damodaran,1996) นอกจากโครงสรางของโปรตีนจะมีผลตอสมบัติการเกิดโฟมแลวองคประกอบ
ทางเคมีอ่ืนก็มีผลตอสมบัติการเกิดโฟมได เชน ไขมัน โดยไขมันจะไปลดความคงตัวของโปรตีนที่
อยูที่ผิวสัมผัสระหวางอากาศกับน้ํา (Zayas, 1997)  สัมพันธกับ Bryant และคณะ (1988) ซึ่ง
รายงานวาแปงจากเมล็ดโอครามีปริมาณโปรตีนและไขมันเทากับ 39.15 และ 29.07 เปอรเซ็นต มี
คา foaming capacity เทากับ 12 เปอรเซ็นต ในขณะที่โปรตีนเขมขนจากเมล็ดโอครามีปริมาณ
โปรตีนและไขมันเทากับ 69.08 และ 0.88 เปอรเซ็นต มีคา foaming capacity สูงขึ้นเปน 57 
เปอรเซ็นต   สารประเภทฟอสโฟลิปด เชน เลซิทิน ก็สามารถเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนไดดวย 
hydrophobic interaction (Karel, 1973) จึงทําใหสวนที่เปน hydrophobic side chain ของ
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โปรตีนลดลง  Poole และคณะ (1986) รายงานวาเลซิทินจะไปขัดขวางการเกิดฟลมที่ผิวสัมผัส
ระหวางอากาศกับน้ํา ทําใหสมบัติการเกิดโฟมต่ําโดยเปนไปในแนวโนมเดียวกับ Bera และ 
Mukherjee (1989) ซึ่งรายงานวา โปรตีนรําขาวเขมขนที่ผลิตจากรําขาวสดมีคา foaming 
capacity  เทากับ 30.54 เปอรเซ็นตปริมาตรของโฟมตอปริมาตรทั้งหมด        สวนโปรตีนรําขาว
เขมขนที่ผลิตจากรําสกัดไขมันมีคา foaming capacity สูงขึ้นเปน 60.00 เปอรเซ็นตปริมาตรของ
โฟมตอปริมาตรทั้งหมด เห็นไดวาโปรตีนรําขาวเขมขนจากรําขาวสดมีคา foaming capacity ต่ํา
กวาโปรตีนเขมขนที่ผลิตจากรําสกัดไขมันในหองปฎิบัติการเนื่องจากโปรตีนรําขาวเขมขนที่ผลิต
จากรําขาวสดมีปริมาณไขมันสูงกวารําสกัดไขมันจึงทําใหสมบัติการเกิดโฟมลดลง  เพราะไขมันมี
คา surface active มากกวาโปรตีน โดยไขมันจะถูกดูดซับที่ผิวสมัผัสระหวางอากาศกับของเหลว
ไดดีกวาโปรตีนจากรําขาวสด (Damodaran, 1996)   การกําจัดองคประกอบอื่นออกจากโปรตีน
ชวยทําใหสมบัติการเกิดโฟมสูงโดย Wang และคณะ (1999) พบวาโปรตีนไอโซเลทจากรําขาวที่
ยอยดวย phytase และ xylanase ทําใหได foaming activity สูงใกลเคียงกับโปรตีนไขขาวทั้งนี้
เนื่องจาก phytase และ xylanase ยอย phytate และองคประกอบในเซลลของรําขาวออก ทําให
โปรตีนที่ละลายออกมามีลักษณะเปน flexible random-coiled มากขึ้น ชวยเพิ่ม foaming 
activity (Halling, 1981; Damodaran, 1990)   แตอยางไรก็ตามโปรตีนไอโซเลทจากรําขาวที่ไดก็
มี foaming stability ต่ํากวาโปรตีนไขขาวเนื่องจากไมมีฟลมที่เหนียวและยืดหยุนพอที่จะหอหุม
อากาศได จึงเกิด collapse ไดงาย (Halling, 1981; Damodaran, 1990) 
  
 2.8.2 สมบัติการเกิดอิมัลชัน 
  อิมัลชัน หมายถึง ระบบของเหลว 2 ชนิดที่ไมละลายซึ่งกันและกัน  โดยมีของเหลว
ชนิดหนึ่งเกิดเปนเม็ดหยดกลมกระจายอยูในของเหลวอีกชนิดหนึ่ง   ระบบของอิมัลชันแบงตาม
ลักษณะการกระจายตัว   ถาระบบเปนหยดน้ํามันกระจายอยูในน้ํา เรียกวา อิมัลชันระบบน้ํามันใน
นํ้า (oil-in-water, O/W)  และถาระบบเปนหยดน้ํากระจายอยูในน้ํามัน เรียกวา อิมัลชันระบบน้ําใน
น้ํามัน (water-in-oil, W/O) ถาโปรตีนทําหนาที่เปนอีมัลซิฟายเออร จะจัดอยูในกลุมของ 
biopolymer  ซึ่งมีการจัดเรียงสวน hydrophobic ของโมเลกุลโปรตีนที่ผิวสัมผัสระหวางน้ํากับ
น้ํามัน (McClement, 1999)       ผลิตภัณฑอาหารที่ตองการสมบัติการเกิดอมิัลชัน ไดแก ซอส เคก 
มายองเนส นม มาการีน  เปนตน Bera และ Mukherjee (1989)  รายงานวาโปรตีนรําขาวเขมขน
ที่ผลิตจากรําขาวสดมีคา emulsion  capacity สูงกวาโปรตีนรําขาวเขมขนที่ผลิตจากรําสกัดไขมัน
ในหองปฎิบัติการ  โดยมีคาเปน 150.10 และ 72.95 มิลลิลิตรของน้ํามันที่เกิดอิมัลชันตอโปรตีน 1 
กรัม อาจเนื่องจากโปรตีนรําขาวเขมขนที่ผลิตจากรําขาวสดนั้นมีปริมาณไขมันสูงกวารําสกัดไขมัน 
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ซึ่งจะมีผลทําใหคา HLB (hydrophile-lipophile balance)  มีคาเหมาะสมตอการเกิดอิมัลชันแบบ
น้ํามันในน้ํามากกวา      Wang และคณะ (1999) พบวาโปรตีนไอโซเลทจากรําขาวที่ยอยดวย 
phytase และ xylanase ทําใหได emulsifying properties ต่ํากวา bovine serum albumin ทั้งนี้
เนื่องจากโปรตีนไอโซเลทจากรําขาวมี surface hydrophobicity ต่ํา (Chaplin และ Andrew, 
1989; Petrucceli และ Anon, 1995; Halling, 1981)   Hamada (2000) เปรียบเทียบสมบตัิการ
เกิดอิมัลชันของโปรตีนเขมขนที่สกัดจากรําสกัดไขมันดวยเอนไซม endoprotease และ 
endoprotease ผสม exoprotease  (novozymes®) โดยโปรตีนรําขาวเขมขนที่สกัดจากทั้ง 
endoprotease  (novozymes®) และ endoprotease ผสม exoprotease  (novozymes®) และ 
bovine serum albumin มีคา emulsion activity  ไมแตกตางกัน   bovine serum albumin มีคา 
emulsion stability สูงกวาทั้งโปรตีนรําขาวเขมขนที่สกัดจาก endoprotease และendoprotease 
ผสม exoprotease    ทั้งนี้เนื่องจากเกิด deamidation ทําใหหมู amide ถูกกําจัดออก  และเกิด 
proteolysis ทําใหโปรตีนมีขนาดเล็กลง 
 
 
  
 



บทที่ 3  
 

วิธีการทดลอง 
 

วัตถุดิบ  
 ปลายขาว (Oryza sativa L.) พันธุปทุมธานี 1 บดลดขนาดโดยใช stone mill รอนผาน
ตะแกรงขนาด 100 เมช 
 รําขาว พันธุปทุมธานี 1 รอนผานตะแกรงขนาด 80 เมช 
 รําสกัดไขมันไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท ปทุมไรซมิลล แอนด แกรนารี จํากัด (มหาชน) 
รอนผานตะแกรงขนาด 80 เมช 
 ปลายขาว  รําขาว และรําสกัดไขมันที่ผานการรอนแยกขนาดแลวจะนําไปบรรจุใน 
PET/Al/linear-LDPE ใสกลองพลาสติกปดสนิทและนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 
 
วัสดุและสารเคมี 
 วัสดุ 

 Crucible 
 ถวยอะลูมิเนียม 
 กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 
 กระดาษกรอง Whatman เบอร 42 
 กระดาษลิตมัส 
 Dialysis tube MWCO 12,000-14,000 Da 
 คิวเวต 

 เอนไซม 
 heat stable α-Amylase Type S ผลิตจากการดัดแปลงพันธุกรรมของ Bacillus 
licheniformis (host) และรับรหัสพันธุกรรมในการผลิตเอนไซมจาก Bacillus 
stearothermophilus (donor) มี activity เทากับ 120 KNU/g (Kilo Novo Units/g) 
 Cellulase ผลิตจาก Trichoderma reesei มี activity เทากับ 1,500 NCU/g (Novo 
Cellulase Units/g) 
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  Mixed enzymes (arabanase, cellulose, hemicellulase, β-glucanase และ xylanase)  
ผลิตจาก Aspergillus aculeatus  ม ีβ-glucanase เปนองคประกอบหลัก โดยม ีactivity เทากับ 
100 FBG/g (Fungal-Beta-Glucanase/g) 
 Protease ผลิตจาก Aspergillus oryzae เปน endoprotease ผสมกบั exoprotease มี 
activity เทากบั 1,000 LAPU/g (Leucine Aminopeptidase Units/g) 
 เอนไซมทกุชนดิเปนของบริษทั novozymes®  ไดรับความอนุเคราะหจากบริษทั อีสตเอเซีย
ติ๊ก จํากัด 
 สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหทางเคมี 
 Boric acid A.R. grade 
 Folin-ciocalteu phenol A.R. grade 
 Sodium hydroxide A.R. grade 
 Hydrochloric acid A.R. grade 
 Sulfuric acid A.R. grade 
 Methylene blue A.R. grade 
 Methyl red A.R. grade 
 Phenolphthalein A.R. grade 
 Ethanol A.R. grade 
 Petroleum ether A.R. grade  
 Selenium mixture A.R. grade  
 Calcium chloride A.R. grade 
 สารเคมีที่ใชในการเตรียมบัพเฟอร 
 Disodium hydrogen phosphate A.R. grade  
 Dihydrogen sodium phosphate A.R. grade 
 Sodium acetate A.R. grade 
 Acetic acid A.R. grade 
 สารเคมีทใีชวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธขีอง Peterson (1983) 
 Sodium hydroxide A.R. grade  
 Copper sulphate A.R. grade  
 Sodium potassium tartrate A.R. grade 
 Sodium carbonate A.R. grade 
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 Folin ciocalteau phenol A.R. grade 
 Bovine serum albumin A.R. grade 
  
สารเคมีทีใชวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Miller (Miller, 1959) 
 3,5-Dinitrosalicylic acid A.R. grade 
 Sodium hydroxide A.R. grade 
 Glucose A.R. grade 
 สารเคมีทีใ่ชวิเคราะหหาขนาดโมเลกลุของโปรตีนดวยวธิี sodium dodecyl     
sulphate polyacrylamide gel electrophoresis 

 Acrylamide A.R. grade 
  Tris-(hydroxymethyl-aminomethane) A.R. grade  
 Glycine A.R. grade  
 Hydrochloric acid A.R. grade 
 TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylenediamine) A.R. grade 
 N,N’-Methylenebisacrylamide A.R. grade 
 Ammonium persulphate A.R. grade 
 2-Mercaptoethanol A.R. grade 
 Sodium dodecyl sulphate A.R. grade 
 Acetic acid A.R. grade  
 Methanol A.R. grade 
 Bromophenol blue A.R. grade 
 Coomassie brilliant blue A.R. grade 
 Glycerol A.R. grade 

 Low molecular weight marker ประกอบดวย  
  Phosphorylase b มีขนาดโมเลกุล 97,000 Da 
  Albumin มีขนาดโมเลกุล 66,000 Da 
  Ovalbumin มีขนาดโมเลกุล 45,000 Da 

  Carbonic anhydrase มีขนาดโมเลกุล 30,000 Da 
  Trypsin inhibitor มีขนาดโมเลกุล 20,100 Da 
  ∝-Lactalbumin มีขนาดโมเลกุล 14,400 Da 
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 สารเคมีทีใ่ชวิเคราะหหาขนาดโมเลกลุของโปรตีนดวยวธิี gel filtration   
chromatography 

 Sephacryl S-200 HR  
 Blue dextran  
 Sodium chloride A. R. grade  
 Low molecular weight gel filtration kit ประกอบดวย  

Ribonuclease A มมีวลโมเลกุล 13,700 Da 
Chymotrypsinogen A มีมวลโมเลกุล 25,000 Da   
Ovalbumin มีมวลโมเลกุล 43,000 Da   
Albumin มมีวลโมเลกุล 67,000 Da 

 สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะหคุณภาพของโปรตีน 
 Casein  
 Trypsin (14,600 unit/mg solid)  
 ∝-Chymotrypsin type II (51 unit/mg solid)  
 Peptidase (102 unit/g solid)  
 Bacterial protease type XIV (5.7 unit/mg solid)  
 Sodium hydroxide A.R. grade 
 Hydrochloric acid A.R. grade 

 สารเคมีทีใ่ชวิเคราะหสมบัติเชิงหนาที ่
 Egg white  
 Casein  
 Sodium dodecyl sulphate A.R. grade 
 น้ํามนัถัว่เหลือง  
 

ครุภัณฑ  
 ครุภัณฑที่ใชวิเคราะหทางเคมี  ปริมาณโปรตีนและน้ําตาลรีดิวซ 
 เครื่องชั่งทศนยิม 3 ตําแหนง ชนิด Sartorius  รุน B410 
 เครื่องชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง ชนิด Sartorius  รุน 1518 
 ตูอบ (WTB Binder) 
 เตาเผา (Isotemp, FT01/138) 
 เครื่องเขยาผสม (vortex mixer) (Minishaker)  
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 spectrophotometer (Spectronic 20 Genesys) 
 เครื่องหมนุเหวี่ยง (Medifuge Heraeus Christ) 
 เครื่องหมนุเหวี่ยง (Thermo IEC Multi-RF) 
 อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (Julabo SW 23) 
 เครื่องกวนผสมแบบแมเหลก็ (Agimatic-N) 
 ชุดวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน (Kjeldatherm and Vapodest I, Gerhardt, KT 85) 
 ชุดวิเคราะหหาปริมาณไขมนั (Soxlet Apparatus, Gerhardt)  
 ครุภัณฑที่ใชวิเคราะหหาขนาดโมเลกลุของโปรตีน 
 ชุด Minigel electrophoresis ยี่หอ Hoefer รุน mini VE เปนเครื่องที่ใชหลอแผนเจล
ขนาดกวาง 8 เซนติเมตร ยาว 9 เซนติเมตร สามารถหลอเจลพรอมกันได 2 แผน มีชองสําหรับ
หยอดตัวอยางไดทั้งหมด 10 ชองตอเจล 1 แผน  

 Power supply 220 V 
 คอลัมนแกวขนาด   1.6 x 100 ซม. 

 Spectrophotometer (UV-Visible recording spectrophotometer UV-240) 
 ครุภัณฑที่ใชวิเคราะหคุณภาพและสมบัติเชิงหนาทีข่องโปรตีน 
 pH meter CG 840 
 Hand homogenizer D-7801 
 Spectrophotometer (UV/VIS spectrophotometer V-530 JASCO) 
 
วิธีดําเนินงานวิจัย 
3.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของปลายขาว รําขาว และรําสกัดไขมัน (proximate 
composition)  ไดแก โปรตีน ความชื้น   ไขมัน เถา  เสนใย และคารโบไฮเดรต (A.O.A.C, 1990) 
และวิเคราะหปริมาณ albumin ใน ปลายขาว รําขาว และรําสกัดไขมัน วิธีวิเคราะหปริมาณ 
albumin ดัดแปลงจากวิธีของ Ju, Hettiarachchy และ Rath (2001) โดยใชอัตราสวนของวัตถุดบิ
ตอน้ํากลั่นเทากับ 1 : 4 กวนที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 ชั่วโมง หมุนเหวี่ยงที่ 3,000 x g เปนเวลา 
30 นาที วิเคราะหปริมาณ albumin ในสวนน้ําใสดวยวิธีของ Peterson (1983) 
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3.2 ศึกษาผลของการใหความรอนของผลพลอยไดจากการสีขาวตอการสกัดโปรตีน 

3.2.1 การเตรียมตัวอยางผลิตภัณฑที่เปนผลพลอยไดจากการสขีาวกอนยอยดวย
เอนไซม 
 นําผลิตภัณฑขาว (ปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน) 5 กรัม เติมสารละลาย 
phosphate buffer 0.2 M ที่มี pH เหมาะสําหรับเอนไซมที่จะใชในขั้นตอไป  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  
แลวนําไปทําใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติมสารละลาย 
phosphate buffer 0.2 M pH 6.5 เพิ่มอีก 50 มิลลิลิตร แลวทําใหเย็นลงโดยแชในอางน้ําแข็ง  
 สําหรับตัวอยางที่ไมตองการใหความรอน ทําลักษณะเดียวกันยกเวนการใหความรอนที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

3.2.2 การยอยผลิตภัณฑที่เปนผลพลอยไดจากการสีขาวดวยเอนไซม 
 3.2.2.1 การยอยดวย α-amylase 
  เตรียมปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันตามขอ 3.2.1 โดยใชสารละลาย 

phosphate buffer 0.2 M pH 6.5 และทําการยอยโดยดัดแปลงวิธีของ Shih และคณะ (1999) 
โดยเติมสารละลาย phosphate buffer 0.2 M pH 6.5 เพิ่มอีก 50 มิลลิลิตร เติม CaCl2 ความ
เขมขน 2 %w/v ปริมาตร 0.31 มิลลิลิตร เติม α-amylase ความเขมขน 0.15 %v/w และบมที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้ําแข็ง  

 3.2.2.2 การยอยดวย protease  
  เตรียมปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันตามขอ 3.2.1 โดยใชสารละลาย 

phosphate buffer 0.2 M pH 6.0 และทําการยอยโดยดัดแปลงวิธีของ Hamada (2000) โดยเติม
สารละลาย phosphate buffer 0.2 M pH 6.0 เพิ่มอีก 50 มิลลิลิตร และใช protease ปริมาณ 30 
LAPU/g (Leucine Aminopeptidase Unit/g) บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 
หยุดปฏิกิริยาโดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
  3.2.2.3 การยอยดวย cellulase 

  เตรียมรําขาวและรําสกัดไขมันตามขอ 3.2.1 โดยใชสารละลาย phosphate 
buffer 0.2 M pH 5.0 ทําการยอยโดยดัดแปลงวิธีของ Shih และคณะ (1999) โดยเติมสารละลาย 
phosphate buffer 0.2 M pH 6.5 เพิ่มอีก 50 มิลลิลิตร เติม CaCl2 ความเขมขน 2 %w/v ปริมาตร 
0.31 มิลลิลิตร เติม α-amylase ความเขมขน 0.10 %v/w และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
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  3.2.2.4 การยอยดวย mixed enzymes (arabanase  cellulase  hemicellulase  β-
glucanase และ xylanase)  

  เตรียมปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันตามขอ 3.2.1 โดยใชสารละลาย 
acetate buffer 0.2 M pH 3.8 ทําการยอยโดยดัดแปลงวิธีของ Ansharullah, Hourigan และ 
Chesterman (1997) โดยเติมสารละลาย acetate buffer 0.2 M pH 3.8 เติม mixed enzymes 
ความเขมขน 0.10 %v/w และบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  เติมน้ํากลั่น
ปริมาตร 50 มิลลิลิตรลงในสารละลายและปรับ pH เปน 7.0 บมเปนเวลา 60 นาที  

3.2.3 การแยกโปรตีนสวนน้ําใส 
 นําสารละลายที่ไดจากขอ 3.2.2 มาเหวี่ยงแยกที่ 9,000 x g เปนเวลา 10 นาที วิเคราะห

หาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Peterson (1983)  เลือกภาวะที่ใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสสูง
ที่สุด   เก็บสวนน้ําใสสําหรับการทดลองขั้นตอไป 

 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design ทดลอง 6 ซ้ํา และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (Cochran  และ Cox, 1992) 
 เลือกชนิดเอนไซมในการสกัดโปรตีนจากปลายขาวเพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอไป ดัง
รายละเอียดตอไปนี้ 
 
3.3 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากปลายขาวโดยใช α-amylase  
 3.3.1 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากปลายขาวโดยใช α-amylase  
  นําวิธีสกัดโปรตีนจากปลายขาวโดยใช α-amylase ที่ทําใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส
สูงที่สุดจากขอ 3.2 และแปรอุณหภูมิเทากับ 60  70 และ 80 องศาเซลเซียส เลือกอุณหภูมิที่ให
ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสสูงที่สุด   
 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design ทดลอง 4 ซ้ํา  และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (Cochran  และ Cox, 1992) 
 
 3.3.2 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกดัโปรตีนจากปลายขาวโดยใช α-amylase   
 การสกัดโปรตีนทําโดยใชอุณหภูมิที่ไดเลือกในขอ 3.3.1 และแปรเวลาเทากับ 0 30  
60  120  180  240 และ 300 นาที แยกสวนน้ําใสวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ 
Peterson (1983) และน้ําตาลรีดิวซ  (Miller, 1959)  และวิเคราะหปริมาณโปรตีนในตะกอนโดยใช 
Kjeldahl method  เลือกเวลาที่ใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสสูงที่สุด   
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 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design ทดลอง 3 ซ้ํา และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (Cochran  และ Cox, 1992) 
 
3.4 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากราํขาวและรําสกัดไขมันโดยใช mixed 
enzymes  
 3.4.1 ศึกษาปริมาณเอนไซมที่ใชสกัดโปรตีนจากรําขาวและราํสกัดไขมันโดยใช 
mixed enzymes  
 วิธีการสกัดโปรตีนดัดแปลงจากวิธีของ Ansharullah, Hourigan และ Chesterman   
(1997)  ใชรําขาวและรําสกัดไขมันดิบและมีข้ันตอนการศึกษาเชนเดียวกับขอ 3.2  และแปร
ปริมาณเอนไซม  0  0.05  0.10  2.00  6.00  8.00  8.70  9.40 และ 10.00 %v/w เติมน้ํากลั่น
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 7.0  แลวนําไปเขยาใน horizontal shaking water bath ที่
ความเร็วรอบ 190 รอบตอนาที  เปนเวลา 60 นาที แยกสวนน้ําใสวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตาม
วิธีของ Peterson (1983) และน้ําตาลรีดิวซ  (Miller, 1959) และวิเคราะหปริมาณโปรตีนในตะกอน
โดยใช Kjeldahl method  เลือกภาวะที่ใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสสูงที่สุด  
 วางแผนการทดลองแบบ   Completely Randomized Design ทดลอง 2 ซ้ํา  และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (Cochran  และ Cox, 1992) 
 
 3.4.2 ศึกษาอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากรําขาวและรําสกัด
ไขมันโดยใช mixed enzymes   
 การสกัดโปรตีนทําโดยใชปริมาณเอนไซมที่ไดเลือกในขอ 3.4.1 และมีข้ันตอน
การศึกษาเชนเดียวกับ 3.2 โดยแปร pH เทากับ 3.8  4.6  และ 5.4  แปรอุณหภูมิเทากับ 30 40 
และ 50 องศาเซลเซียส แยกสวนน้ําใสวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Peterson (1983) 
และน้ําตาลรีดิวซ  (Miller, 1959) และวิเคราะหปริมาณโปรตีนในตะกอนโดยใช Kjeldahl method  
เลือกภาวะที่ใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสสูงที่สุด   
 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in Completely Randomized Design ขนาด     
3 x 3 ทดลอง 2 ซ้ํา  และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test 
(Cochran  และ Cox, 1992) 
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 3.4.3 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกดัโปรตีนจากรําขาวและราํสกัดไขมันโดยใช 
mixed enzymes  
 การสกัดโปรตีนทําโดยใชอุณหภูมิและ pH ที่ไดเลือกในขอ 3.4.2 และและมีขั้นตอน
การศึกษาเชนเดียวกับ 3.2 โดยแปรเวลาเทากับ 0 30  60  120  180  240 และ 300 นาท ีแยกสวน
น้ําใสวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Peterson (1983) และน้ําตาลรีดิวซ  (Miller, 1959) 
และวิเคราะหปริมาณโปรตีนในตะกอนโดยใช Kjeldahl method  เลือกภาวะที่ใหปริมาณโปรตีน
ในสวนน้ําใสสูงที่สุด   
 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design ทดลอง 3 ซ้ํา และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (Cochran  และ Cox, 1992) 
 
 
 
3.5 เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาวที่ใช α-amylase รําขาวและ
รําสกัดไขมันที่ใช mixed enzymes  
 เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําจากผลพลอยไดจากขาวหลังจากยอยดวยเอนไซม
ชนิดตาง ๆ โดยพิจารณาปริมาณโปรตีน ปริมาณ albumin เมื่อเทียบกับ albumin ในผลพลอยได
จากการสีขาวตามวิธีของ Ju, Hettiarachchy และ Rath (2001) และตนทุนในการผลิต  

  
3.6  การศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดได 

หาขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันโดยใช Sodium 
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) ดัดแปลงจากวิธีของ 
Laemmli (1970) โดยใช resolving gel solution ความเขมขน 12.5 เปอรเซ็นต ปริมาณโปรตีนตอ 
wel l  8  ไมโครกรัม  ใชกระแสไฟฟา  20 มิลลิแอมแปร  และยืนยันโดย  gel  f i l t ra t ion 
chromatography โดยใช flow rate 20 ml./hr. 

 
3.7  การศึกษาคุณคาทางโภชนาการ  

หาองคประกอบกรดอะมิโนดวยวิธี AccQ. Tag และคํานวณคาคะแนนกรดอะมิโนของโปรตีน
ที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน คา Protein Efficiency Ratio (PER) ของ
โปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันดวยวิธีของ A.O.A.C. (1990) และคา 
Protein Digestibility Corrected Amino Acid Scoring (PDCAAS) ตามวิธีของ FAO/WHO 
(1991) 
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3.8  การศึกษาสมบัติเชิงหนาที่  
 ศึกษาสมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันดัดแปลง
จากวิธีของ Kato และคณะ (1989) โดยใช hand homogenizer D-7801 ที่ความเร็วรอบเบอร 5 
เปนเวลา 30 วินาที และ สมบัติการเกิดอีมัลชันของโปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรํา
สกัดไขมัน ดัดแปลงจากวิธีของ Pearce และ Kinsella (1978) โดยใช hand homogenizer D-
7801 ในการวิเคราะห โดยเปรียบเทียบสมบัติทั้งสองลักษณะกับสมบัติของไขและเคซีน 
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บทที่ 4 
 

ผลและวิจารณการทดลอง 
 

4.1 องคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ 
วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของปลายขาว รําขาวจากขาวพันธุปทุมธานี 1    และรําสกัด

ไขมันเปนรําขาวที่ผานการสกัดน้ํามันออกแลวซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท ปทุมไรซมิลล 
แอนด แกรนารี จํากัด (มหาชน)  ผลการวิเคราะหแสดงในตารางที่ 4.1 

 
ตารางที่  4.1   องคประกอบทางเคมีของปลายขาว  รําขาวและรําสกัดไขมัน (เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักแหง) * 
องคประกอบ โปรตีน (N x 5.95) 

(%) 
ความชื้น     

(%) 
ไขมัน 
(%) 

เถา          
(%) 

เสนใย 
(%) 

แปง ** 
(%) 

ปลายขาว 7.96     ±    0.75 8.36  ±  0.02 0.50   ± 0.04 0.63    ± 0.06 0.76    ± 0.67 81.78  ± 0.42 
รําขาว 14.32   ±    1.14 9.45  ±  0.04 24.46 ± 2.42 10.75  ±  1.21 33.68  ±  0.22 7.34  ±  0.86
รําสกัดไขมัน 16.98   ±    0.07 9.67  ±  0.05 2.85   ± 0.32 9.65    ±  0.59 34.91  ±  0.75 25.94  ± 3.18 

* คาเฉลี่ยจากการวิเคราะห 3 ซ้ํา 
** คํานวณจากผลตางของ 100 กับปริมาณองคประกอบอื่น 
 

จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีของปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน พบวา ปลาย
ขาว  รําขาวและรําสกัดไขมันมีปริมาณโปรตีน ความชื้น ไขมัน เถา เสนใยและแปง ดังแสดงใน   
ตารางที่ 4.1   เห็นไดวาองคประกอบทางเคมีของปลายขาวมีปริมาณใกลเคียงกับ Juliano (1972) 
ซึ่งวิเคราะหปริมาณโปรตีน ความชื้น ไขมัน เถา เสนใยและแปงไดเทากับ 5.6-13.3 6.0-9.0       
0.2-2.7  0.1-1.3  0.3-1.9 และ 84.0-93.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ      สวนองคประกอบทางเคมี
ของรําขาวและรําสกัดไขมันมีปริมาณใกลเคียงกับ  Barber และ Barber (1980) ซึ่งวิเคราะห
ปริมาณโปรตีน ความชื้น ไขมัน เถา เสนใยและแปงในรําขาวไดเทากับ 12-16  8-12    16-22      
7-10  8-12 และ 28-49 เปอรเซ็นต และวิเคราะหปริมาณโปรตีน ความชื้น ไขมัน เถา เสนใยและ
แปงในรําสกัดไขมันไดเทากับ 15-20  6-9  5-1.5  9-12  10-15   และ 42.5-59.5 เปอรเซ็นต    
ตามลําดับ     รําสกัดไขมันเปนรําขาวที่ผานการสกัดน้ํามันออกแลว รําสกัดไขมันจึงมีปริมาณ     
ไขมันต่ําลงเมื่อเปรียบเทียบกับรําขาวโดยมีปริมาณไขมันลดลงจากรําขาวประมาณ 88.35 
เปอรเซ็นต  มีปริมาณโปรตีนสูงขึ้นจากรําขาวประมาณ 15.67 เปอรเซ็นต (จากปริมาณโปรตีน 
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14.32 เปอรเซ็นต เปน 16.98  เปอรเซ็นต) เหตุที่เปนเชนนี้อาจเนื่องจากรําขาวที่ใชศึกษาเปนขาว
พันธุปทุมธานี 1  แตรําสกัดไขมันที่ไดรับความอนุเคราะหมานั้นเปนขาวที่มีขาวจากหลายพันธุ
ผสมกันอยู   นอกจากนี้โปรตีนในรําสกัดไขมันเองจะมี side chain ที่มีหมู hydrophobic ซึ่งไม
ละลายน้ําแตจะละลายไดดีในตัวทําละลายอินทรีย  ทําใหสามารถจับกับไขมันในรูปของ 
lipoprotein ซึ่งละลายไดดีในตัวทําละลายอินทรีย (Damodaran, 1996) ดังนั้นในการสกัดน้ํามัน
รําขาวของบริษัท ปทุมไรซมิลล แอนด แกรนาร ีจํากัด (มหาชน)  ซึ่งใช n-hexane (ตัวทําละลาย
อินทรีย) เปนตัวทําละลายในการสกัดเอาน้ํามันออกมานั้นจะทําให lipoprotein ละลายออกไปกับ
น้ํามันดวย สอดคลองกับงานวิจัยของ Prakash และ Ramanatham (1995) ที่รายงานวารําขาว
และรําสกัดไขมันที่ไดจากขาวพันธุ Gowri Sanna มีปริมาณโปรตีนรอยละ 13.5 และ 17.0       
ตามลําดับ  และมีปริมาณไขมัน 19.9 และ 1.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้รําขาวและรําสกัด
ไขมันยังมีเสนใยสูงกวาปลายขาวทั้งนี้เนื่องจากรําขาวและรําสกัดไขมันมี cellulose และ 
hemicellulose ที่เปนองคประกอบของผนังเซลลซึ่งประกอบดวย pericarp  seed coat และ 
aleurone layer   โดยจะถูกขัดสีออกมาระหวางกระบวนการสีขาว ในทางตรงกันขามปลายขาวก็
จะมีแปงเปนองคประกอบในปริมาณสูงกวารําขาวและรําสกัดไขมันเนื่องจากปลายขาวจะมีเนื้อ
ขาวเปนองคประกอบหลัก (Juliano, 1972) และเมื่อพิจารณารําขาวและรําสกัดไขมันจะเห็นไดวา
รําสกัดไขมันมีปริมาณแปงสูงขึ้นจากรําขาวประมาณ 71.71 เปอรเซ็นต (จากปริมาณแปง 7.34 
เปอรเซ็นตเปน 25.95 เปอรเซ็นต) ทั้งนี้อาจเนื่องจากรําขาวที่ใชในงานวิจัยผานการขัดสีเพียง 1 
คร้ัง ในขณะที่รําสกัดไขมันเปนรําขาวที่ไดจากการขัดสีในกระบวนการขัดสีขั้นทายจากบริษัท ปทุม
ไรซมิลล แอนด แกรนารี จํากัด (มหาชน) แลว จึงทําใหมีสวนของ (endosperm) ถูกขัดปนออกมา
กับรําขาวดวยสอดคลองกับ McCall (1953) และ Pascual และ Primo (1955) ซึ่งรายงานวา 
commercial bran จะมีแปงปนอยูเนื่องจากมีเนื้อขาวปนมากับรําขาวดวยซึ่งมีปริมาณแปงตั้งแต 
10-55 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักแหง   ปริมาณแปงจะเพิ่มข้ึนเมื่อมีการขัดสีขาวเพิ่มข้ึน 

 
4.2 ศึกษาผลของการใหความรอนปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันตอปริมาณโปรตีนที่
สกัดได 

จากองคประกอบทางเคมีของปลายขาว (ตารางที่ 4.1) เห็นไดวาปลายขาวมีปริมาณโปรตีน
เทากับ 7.96 เปอรเซ็นต และปริมาณคารโบไฮเดรตเปนองคประกอบสูงถึง 81.78 เปอรเซ็นต จาก
องคประกอบทางเคมขีองรําขาวและรําสกัดไขมัน (ตารางที่ 4.1) เห็นไดวารําขาวมีปริมาณโปรตีน
เทากับ 14.32 เปอรเซ็นต ปริมาณแปงเทากับ 7.34 เปอรเซ็นต และปริมาณเสนใยเปน             
องคประกอบเทากับ 33.68 เปอรเซ็นต ในขณะที่รําสกัดไขมันมีปริมาณโปรตีนเทากับ 16.98 



 35

เปอรเซ็นต และมีปริมาณแปงเทากับ 7.34 เปอรเซ็นต และปริมาณเสนใยเปนองคประกอบเทากับ 
34.91  เปอรเซ็นต มีปริมาณไขมันลดลง 92.46 เปอรเซ็นต ซึ่งใกลเคียงกับ Juliano (1985) ที่    
รายงานวามี non-starch polysaccharide หลัก คือ  cellulose 27-33 เปอรเซ็นต และ 
hemicellulose 36-42 เปอรเซ็นต เปนองคประกอบของผนังเซลลในชั้นของ aleurone pericarp 
และ seed coat  Leonzio (1966) พบวา  Italian bran ที่กําจัดจมูกขาวออกแลวบางสวนมี 
cellulose 9.64-12.80 เปอรเซ็นต  นอกจากนี้ยังมี xylose และ arabinose เปนองคประกอบหลัก 
(Matsuo และ Namba, 1958) นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีนในรําขาวยังจับกับ xylan และ phytate 
(Cheryan, 1980)  ใน commercial bran มีแปงปนอยูเนื่องจากม ีendosperm ปนมากับรําขาว
ดวย (McCall, 1953; Pascual และ Primo, 1955) ซึ่งมีปริมาณแปงตั้งแต 10-55 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักแหง   ปริมาณแปงจะเพิ่มข้ึนเมื่อมีการขัดสีขาวเพิ่มข้ึน  แตรําขาวที่ใชในงานวิจัยนี้มีการขัด
สีเพียง 1 ครั้งจึงมีปริมาณแปงปนมากับรําขาวต่ํา การศึกษาการสกัดโปรตีนจากธัญชาติ          
โดยเฉพาะธัญชาติที่มีปริมาณน้ํามันสูงจะมีการเตรียมวัตถุดิบโดยการสกัดน้ํามันออกกอนการ
สกัดโปรตีนเนื่องจากไขมันจะจับกับโปรตีน ดังนั้นการสกัดน้ํามันออกจากวัตถุดิบอาจจะชวยเพิ่ม
การสกัดโปรตีนออกมาเพิ่มข้ึน  ดังเชนงานวิจัยที่ เกี่ยวของกับการสกัดโปรตีนจากรําขาว 
Gnanasambandam และ Hettiarachchy (1995)  และ Prakash และ Ramanatham (1994)  ซึ่ง
สกัดน้ํามันออกจากรําขาวโดยใช n-hexane กอนการสกัดโปรตีน  จากตารางที่ 4.1 รําขาวมี
ปริมาณไขมันเทากับ 24.46 เปอรเซ็นต เมื่อสกัดน้ํามันออกตามวิธีของบริษัท ปทุมไรซมิลล แอนด 
แกรนารี จํากัด (มหาชน) จะเหลือปริมาณไขมันเทากับ 2.85 เปอรเซ็นต  คือ มีปริมาณไขมันลดลง 
88.35 เปอรเซ็นต    

การเลือกใชเอนไซมในการสกัดโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาวจึงมีสมมติฐานที่สําคัญ
อยู 2 ประการ คือ การใชเอนไซมในการยอยองคประกอบอื่นที่มีในปลายขาวออกจากโปรตีน    
เพื่อใหโปรตีนละลายออกมาไดงายขึ้น และ การใชเอนไซมในการสกัดเอาโปรตีนออกมาจาก    
โครงสรางของปลายขาวชวยใหสกัดโปรตีนออกมาเพิ่มขึ้น โดยในการศึกษาการใชเอนไซมในการ
ยอยองคประกอบอื่นที่มีในปลายขาวออกจากโปรตีนเพื่อใหโปรตีนละลายออกมาจะเลือกใช
เอนไซม        α-amylase โดยเลือกใชเอนไซม α-amylase ของบริษัท novozymes®  และมีปจจัย
ที่ศึกษา ไดแก การเตรียมวัตถุดิบ (การใหความรอนกับปลายขาวที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส
เปรียบเทียบกับการไมไดใหความรอนกับปลายขาวที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส)  อุณหภูมิ คา
ความเปนกรดดาง (pH)  และเวลา      การใชเอนไซมในการยอยเอาโปรตีนออกมาจากโครงสราง
ของปลายขาวจะเลือกใชเอนไซม protease โดยเลือกใชเอนไซม protease ของบริษัท 
novozymes®  เอนไซมที่ใชไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท อีสตเอเซียติ๊ก จํากัด   และมีปจจัยที่
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ศึกษา ไดแก การเตรียมวัตถุดิบ (การใหความรอนกับปลายขาวที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส
เปรียบเทียบกับการไมไดใหความรอนกับปลายขาวที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส)   ปริมาณ
เอนไซม  อุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง (pH)  และเวลา   

การใชเอนไซมในการสกัดเอาโปรตีนออกมาจากโครงสรางของรําขาวและรําสกัดไขมันชวย
ใหสกัดโปรตีนออกมาเพิ่มข้ึน โดยในการศึกษาการใชเอนไซมในการยอยองคประกอบอื่นที่มีในรํา
ขาวและรําสกดัไขมันออกจากโปรตีนเพื่อใหโปรตีนละลายออกมาจะเลอืกใชเอนไซม α-amylase 
เชนเดียวกับการสกัดโปรตีนจากปลายขาว  cellulase ซึ่งเปน cellulase ของบริษัท novozymes® 
และ  mixed enzymes (arabanase, cellulase, hemicellulase, β-glucanase และ xylanase) 
ซึ่งเปน mixed enzymes ของบริษัท novozymes® มีปจจัยที่ศกึษา ไดแก การเตรียมวัตถุดิบ 
ปริมาณเอนไซม  อุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง (pH)  และเวลา  การใชเอนไซมในการยอยเอา
โปรตีนออกมาจากโครงสรางของรําขาวและรําสกัดไขมันจะเลือกใชเอนไซม p r o t e a s e  ภาวะที่

ศึกษาเชนเดียวกับการสกัดโปรตีนจากปลายขาว 
จากผลการวิเคราะหอุณหภมูิโดยใช Brabender Viscoamylograph พบวาอุณหภูมิทีท่ําให

แปงในปลายขาวเกิด g e l a t i n i z a t i o n  คือ 9 5 องศาเซลเซียส (ภาคผนวก จ. ) 
 ศึกษาผลของ heat treatment ของปลายขาวตอการสกัดโปรตีนโดยใหความรอนกับปลาย
ขาวแลวที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส pH 6 เปนเวลา 30 นาที แลวใช α-amylase ความเขมขน 
0.15 %v/w ตามวิธีของ  Shih และคณะ (1997) ยอยปลายขาวโดยบมที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 60 นาที   และใช protease ปริมาณ 30 LAPU/g เลือกปริมาณเอนไซมนี้ใน
การศึกษาเนื่องจากเปนปริมาณที่อยูระหวางปริมาณที่แนะนําไว (Anon,1991) ซึ่งระบุปริมาณ
เอนไซมที่เหมาะสมในการยอยซับสเตรตไวเทากับ 10-50 LAPU/g (Leucine Aminopeptidase 
Unit/g) บมที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส  pH 6 เปนเวลา 60 นาที   ผลการวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนในสวนน้ําใส  แสดงดังตารางที่ 4.2  จากการวิเคราะหทางสถิติ จะเห็นไดวาการให
ความรอนกับปลายขาวกอนการใชเอนไซมทั้ง 2 ชนิดยอย ทําใหไดปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสสูง
กวาการไมไดใหความรอนกับปลายขาว    (ตารางที่ 4.2)        ทั้งนี้เนื่องจากการใหความรอนกับ
ปลายขาวทําใหแปงสวนผลึก (crystal) เปลี่ยนเปน อสัณฐาน (amorphous) เพิ่มขึ้น (Juliano, 
1972) จึงทําใหเอนไซมสามารถเขาถึงซับสเตรต (แปง) ไดมากขึ้นและยอยซับสเตรตไดมากขึ้น ผล
ที่ไดสอดคลองกับ Shih และคณะ (1997) ซึ่งเตรียมแปงที่มีความเขมขน 20 %w/v และใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที ไปพรอมกับการเติมเอนไซม α-amylase 
(Solvay Enzymes®) พบวาการทําใหความรอนกับปลายขาวชวยใหเอนไซมยอยแปงไดดีขึ้น 
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ตารางที่ 4.2   ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส    เมื่อใช α-amylase  และ protease ยอยปลายขาวที่
ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสและไมไดผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส  
     
การเตรียมวัตถุดิบ                    ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (มิลลิกรัม/กรัมปลายขาว) 
          α-amylase       protease 
no heat treatment             0.85 b    ± 0.19              0.21 b    ± 0.13  
heat treatment              5.18a    ± 0.66               2.91a    ± 0.27  
a,b,….อักษรตางกันในแนวตั้งของขอมูลมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 
โดยทําใหไดปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสสูง และเมื่อพิจารณาผลของชนิดเอนไซม จะเห็นไดวา
เอนไซม α-amylase  ใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (5.18 มิลลิกรัมตอปลายขาว 1 กรัม) สูงกวา
เอนไซม protease (2.91 มิลลิกรัมตอปลายขาว 1 กรัม) ซึ่งสอดคลองกับสมมติฐานวาการใช 
amylase ยอยแปงจากปลายขาว จะชวยยอยเม็ดแปงออกจากโปรตีนทําให protein body ละลาย
ออกมาไดมากขึ้น (รูปที่ 2.1)         และเมื่อใหความรอนกับปลายขาวก็จะชวยใหเอนไซมเขาถึง
ซับสเตรตไดงายขึ้น ทําใหเอนไซมยอยแปงไดดีขึ้น การใช protease ในการสกัดโปรตีนจากปลาย
ขาวใหปริมาณโปรตีนต่ํากวาการใช α-amylase เนื่องจากในโครงสรางของปลายขาวมี            
องคประกอบอื่นนอกจากแปง เชน เสนใย เปนตน องคประกอบเหลานี้จะขัดขวางการทํางานของ
เอนไซม protease เหตุที่เลือกอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสในการศึกษาผลของการใหความรอนกับ
ปลายขาวกอนการใชเอนไซมยอยแปงเนื่องจากที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เอนไซมจะมี        
ประสิทธิภาพในการทํางานมากกวา 80 เปอรเซ็นต (Anon, 1991)    อิทธิพลของอุณหภูมิตอการ
ทํางานของเอนไซม α-amylase แสดงดังรูปที่ 1 ช (ภาคผนวก ช.)  จากงานวิจัยของ Shih และ 
Daigle (1997) เห็นไดวาแปงขาวเจา (rice starch) จะเกิด gelatinization ที่อุณหภูมิ 70-75 องศา
เซลเซียส      แตจากการศึกษาอุณหภูมิที่ทําใหปลายขาวเกิด gelatinization โดยใช Brabender 
Viscoamylograph จะได gelatinization temperature  เทากับ 95 องศาเซลเซียส  และในการทํา
ใหปลายขาวเกิด gelatinization จะใชเวลาในการทาํใหปลายขาวเกิด gelatinization เปนเวลา 30 
นาที ตามวิธีของ Brook และ Griffin (1987) ดังนั้น งานวิจัยขั้นตอไปจึงใหความรอนกับปลายขาว
กอนใชเอนไซมยอยเพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาตอการทํางานของเอนไซม α-amylase   
ตอไป    
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 เมื่อใช α-amylase ความเขมขน 0.15  %v/w บมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  
cellulase ความเขมขน 0.10  %v/w ที่ pH 5  อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส mixed enzymes ความ
เขมขน 0.10  %v/w ที่ pH 3.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ protease ปริมาณ 30 LAPU/g 
บมที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส  pH 6 โดยบมรําขาวที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูม ิ95 องศา
เซลเซียสและไมไดผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  ผลการ
วิเคราะหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส แสดงดังตารางที่ 4.3 
 
ตารางที่ 4.3  ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส    เมื่อใชเอนไซมตาง ๆ ยอยรําขาวที่ผานการใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสและไมไดผานการใหความรอนที่อุณหภมูิ 95 องศาเซลเซียส  
 
การเตรียมวัตถุดิบ                     ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว)  

             α-amylase ns  cellulase ns     mixed enzymes ns     protease ns  
no heat treatment 20.73     ± 1.73     28.03   ± 1.09   59.39   ± 1.58       4.97     ± 0.19 
heat treatment   21.22     ± 1.00     28.28  ± 1.28   59.07  ± 1.48    5.58    ± 0.85  
ns หมายถึงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) 
 

 เมื่อบมรําสกัดไขมันที่ใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสและไมไดใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ดวย α-amylase ความเขมขน 0.15 %v/w บมที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส   cellulase ความเขมขน 0.10  %v/w ที่ pH 5  อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส mixed 
enzymes ความเขมขน 0.10  %v/w ที่ pH 3.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ protease 
ปริมาณ 30 LAPU/g บมที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส  pH 6  เปนเวลา 60 นาที  ผลการวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส แสดงดังตารางที่ 4.4  จากการวิเคราะหทางสถิติ   จะเห็นไดวาการให
ความรอนกับรําขาวและรําสกัดไขมันกอนการใชเอนไซมชนิดตาง ๆ ยอย ทําใหไดปริมาณโปรตีน
ในสวนน้ําใสไมแตกตางจากการไมไดใหความรอนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) (ตารางที่ 
4.4) การใหความรอนกับรําขาวและรําสกัดไขมันไมไดชวยใหไดโปรตีนในสวนน้ําใสเพิ่มข้ึนอยางมี
นัยสําคัญ (p < 0.05)     ทั้งนี้เนื่องจากรําขาวมีแปงเปนองคประกอบเพียง 7.34 เปอรเซ็นต       
(ตารางที่ 4.1) จึงมีปริมาณแปงที่เกิดเจลไดต่ํา เอนไซม α-amylase จึงมีผลในการยอยแปงสวน 
amorphous ไดต่ํา ในขณะที่การใช α-amylase ยอยรําสกัดไขมันที่ใหความรอนใหปริมาณโปรตีน
ในสวนน้ําใสไมแตกตางจากรําสกัดไขมันที่ไมไดใหความรอนเนื่องจากโปรตีนในรําสกัดไขมันจับ
กับ xylan และ phytate (Cheryan,1980)  และจับกับ cellulose hemicellulose และ β-glucan 
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ตารางที่ 4.4  ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส    เมื่อใชเอนไซมตาง ๆ ยอยรําสกัดไขมันที่ผานการให
ความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสและไมไดผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส  
 
การเตรียมวัตถุดิบ                       ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน)  

                  α-amylasens          cellulasens      mixed enzymesns    proteasens 
  no heat treatment      18.29     ± 1.86     24.93   ± 2.39     31.70   ± 1.12       5.06     ± 1.18 
  heat treatment   20.96     ± 2.50       25.16  ± 1.91     31.71  ± 2.25      4.90    ± 0.79 
ns หมายถึงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) 
 
มากกวาจับกับแปง (Barber และ Barber, 1980) และเมื่อพิจารณาผลของชนิดเอนไซม จะเห็นได
วา mixed enzymes ใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (59.39 มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม และ 31.70 
มิลลิกรัมตอรําสกัดไขมัน 1 กรัม) สูงกวาเอนไซม α-amylase cellulase และ protease ทั้งนี้  
เนื่องจาก mixed enzymes มีเอนไซม arabanase, cellulase, hemicellulase, β-glucanase   
และ xylanase เปนองคประกอบ (Anon, 1991)       จึงมีประสิทธิภาพในการยอยองคประกอบ
ตาง ๆ ไดแก cellulose hemicellulose xylan และ β-glucan ของรําขาวไดดีกวา cellulase  ซึ่ง
เปนเอนไซมที่สกัดจาก Trichoderma reesei   ที่ยอย cellulose เปนหลัก (Boyce, 1986)       
เนื่องจากโปรตีนในรําขาวและรําสกัดไขมันอยูบริเวณรอบ cellulose hemicellulose xylan และ β-

glucan ซึ่งอยูในสวนของ seed coat pericarp และ aleurone layer ดังนั้น การใช cellulase 
เพียงชนิดเดียวยอยรําขาวจึงมีผลในการสกัดต่ํา   ผลที่ไดสอดคลองกับ Tang และ Hettiarachchy 
(2002) โดยพบวา mixed enzymes (arabanase, cellulase, hemicellulase, β-glucanase และ 
xylanase) (novozymes®) สกัดโปรตีนจากรําขาวไดดีกวา cellulase (novozymes®) สวนการใช 
protease ยอยรําขาวและรําสกัดไขมันแลวไดปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสต่ําที่สุด เนื่องจากโปรตีน
รําขาวและรําสกัดไขมันจะจับกันดวยพันธะ disulfide และ crosslink กันอยูจึงทําใหเอนไซม 
protease เขาไปยอยซับสเตรตไดยาก อาจตองใช disulfide bond breaking agent เพื่อชวยสกัด 
ดังนั้น งานวิจัยข้ันตอไปจึงไมตองใหความรอนกับรําขาวกอนใชเอนไซมยอยซึ่งสอดคลองกับ Shih 
และคณะ (1999) และ Ansharullah, Hourigan และ Chesterman (1997) ซึ่งใชรําขาวดิบเปน
วัตถุดิบในการสกัดโปรตีนโดยใชเอนไซม ดังนั้น ใชรําขาวดิบเพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิ pH และ
เวลาตอการทํางานของเอนไซม mixed enzymes ตอไปสอดคลองกับ Tang และ Hettiarachchy 
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(2002) พบวา mixed enzymes ของ arabanase   cellulase   hemicellulase  β-glucanase 
และ xylanase  สกัดโปรตีนไดดีกวา cellulase 
  
4.3 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากปลายขาวโดยใช α-amylase  
 4.3.1 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากปลายขาวโดยใช α-amylase  
ความเขมขน  0.15  %v/w ยอยปลายขาวที่อุณหภูมิตาง ๆ 
 เมื่อยอยปลายขาวที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส  pH 6.5  
เปนเวลา 30 นาที  ดวย α-amylase ความเขมขน 0.15  %v/w ที่ pH 6.5  เปนเวลา 60 นาที  ตาม
วิธีของ  Shih และคณะ (1997)   โดยทําการทดลองที่อุณหภูมิตาง ๆ    ผลการวิเคราะหปริมาณ  
น้ําตาลรีดิวซ  โปรตีนในสวนน้ําใส โปรตีนในตะกอน แสดงดังตารางที่ 4.5 

 
ตารางที่ 4.5  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   โปรตีนในสวนน้ําใสและโปรตีนในตะกอนเมื่อยอยปลายขาว
ที่ผานการใหความรอนแลว บมดวย  α-amylase ความเขมขน 0.15  %v/w ที่ pH 6.5  เปนเวลา 
60 นาที   อุณหภูมิตาง ๆ    

 
   อุณหภูมิ น้ําตาลรีดิวซ             โปรตีนในสวนน้ําใส โปรตีนในตะกอน 
 ( °C)                  (มิลลิกรัม/กรัมปลายขาว)    (มิลลิกรัม/กรัมปลายขาว)     (มิลลิกรัม/กรัมปลายขาว) 
  60  757.00 c ± 45.00 3.30c    ± 0.08 76.03 b ± 0.21 
  70  1786.73a ± 10.40 5.22a  ± 0.06 74.23 d ± 0.13 
  80  1351.51b ± 13.00 4.79b  ± 0.08 74.65 c ± 0.21 
a, b, c,…อักษรตางกันในแนวตั้งของขอมูลมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) 

 
 จากการวิเคราะหทางสถิติ  พบวา อุณหภูมิมีอิทธิพลตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โปรตีน
ในสวนน้ําใส และโปรตีนในตะกอนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <  0.05) (ตารางที่ 4.5) โดยที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและโปรตีนในสวนน้ําใสสูงที่สุด (1786.73 
และ 5.22 มิลลิกรัมตอปลายขาว 1 กรัม ตามลําดับ)   รองลงมา คือ 80 และ 60 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ ) การสกัดโปรตีนจากปลายขาวที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 นาทีแลวบมดวยเอนไซมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส
สูงที่สุดเนื่องจากที่อุณหภูมินี้เอนไซมมีการทํางานสูงที่สุด (Anon, 1991) (รูปการทํางานของ
เอนไซมแสดงดังภาคผนวก ช.) active site ของเอนไซมสามารถจับกับซับสเตรตไดดี ทําใหเกิด
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ผลิตภัณฑไดมาก  จากตารางที่ 4.5 จะเห็นไดวาเมื่อปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงขึ้น ปริมาณโปรตีนใน
สวนน้ําใสก็จะสูงขึ้นซึ่งสอดคลองกับสมมติฐานวาการใช amylase ยอยแปง   เมื่อแปงถูกเอนไซม
ยอยทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูง  และทําให protein body ละลายออกมาไดมากขึ้น เนื่องจาก
โครงสรางของปลายขาวมีเนื้อขาวโดยมีเม็ดแปงเกาะติดกับโปรตีนที่มีลักษณะเปน protein body 
(รูปที่ 4.1) ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ Shih และคณะ (1999) ซึ่งใช α-amylase  ยอยปลาย
ขาวบดพบวาไดปริมาณโปรตีนและปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสสูง  แตไดปริมาณโปรตีนใน
สวนตะกอนต่ําลง  Brook และ Griffin (1987) ใชแปงขาวความเขมขน 5 %w/v และใหความรอนที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และใช α-amylase ยอยแปงที่ผานการใหความ
รอนแลวบมดวยเอนไซมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส    จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่อุณหภูมิอ่ืน จากผลการทดลองที่ไดจึงเลือกอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียสเพื่อศึกษาเวลาที่เหมาะสมตอไป  
 
 4.3.2 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกดัโปรตีนจากปลายขาวโดยใช α-amylase    
ยอยปลายขาว   ที่ pH 6.5  อุณหภมูิ 70 องศาเซลเซียส  
 เมื่อยอยปลายขาวที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที  ดวย α-amylase ความเขมขน 0.15 %v/w ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส pH 6.5  ที่เวลา
ตาง ๆ  ผลการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   โปรตีนในสวนน้ําใส และโปรตีนในตะกอน แสดงดัง
ตารางที่  4.6   จากการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ      พบวาเวลาในการสกัดโปรตีนมีผลตอ
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  โปรตีนในสวนน้ําใส และตะกอน (p < 0.05)   โดยเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ  โปรตีนในสวนน้ําใสก็จะสูงขึ้นดวย ในขณะที่โปรตีนในตะกอนจะต่ําลง (p < 0.05) 
และที่เวลา 120 นาที จะไดปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (5.73 มิลลิกรัมตอปลายขาว 1 กรัม) ไม
แตกตางจากที่เวลา 180  240 และ 300 นาที อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)    ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากเกิดการอิ่มตัวของซับสเตรต คือ เมื่อใชเอนไซมยอยซับสเตรตที่เวลาเพิ่มข้ึนในขณะที่ซับส
เตรตมีปริมาณคงที่ จึงไมมีซับสเตรตที่ใหเอนไซมยอยไดหรืออาจเกิดจากเอนไซมไปจับกับ       
ผลิตภัณฑที่ไดแทนที่จะจับกับซับสเตรต จึงไมทําใหไดผลิตภัณฑเพิ่มข้ึน (Whitaker, 1994) ดังนั้น
เลือกเวลาที่เหมาะสม คือ 120 นาที สําหรับการทดลองในขั้นตอไปเนื่องจากไมส้ินเปลืองเวลาและ
พลังงาน     
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ตารางที ่4.6  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โปรตนีในสวนน้ําใสและโปรตีนในตะกอนเมื่อยอยปลายขาวที่
ผานการใหความรอนแลวบมดวย α-amylase ความเขมขน 0.15  %v/w ที่ pH 6.5  อุณหภูม ิ70 
องศาเซลเซยีส ที่เวลาตาง ๆ 

 
    เวลา          น้ําตาลรีดิวซ                   โปรตีนในสวนน้ําใส                โปรตีนในตะกอน  
   (นาที)       (มิลลิกรัม/กรัมปลายขาว)     (มิลลิกรัม/กรัมปลายขาว)      (มิลลิกรัม/กรัมปลายขาว) 

0  5.24 c    ± 0.77 0.06 c   ± 0.00 79.60 a     ±   0.28 
60  1789.00 b    ± 11.00 5.19 b   ± 0.02 74.20 b     ±   0.14  
120  1798.00 ab  ± 32.90 5.73 ab ± 0.6 73.60 bc  ±   0.78 
180  1813.80 ab  ± 27.30 6.13 a   ± 0.31 73.30 c    ±   0.39 
240        1822.80 ab  ± 26.30 6.16 a   ± 0.20 73.10 c    ±   0.12 
300  1843.50 a    ± 41.60 6.07 a   ± 0.32 73.10 c    ±   0.18 

a, b, c,…คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันของขอมูลในแนวตั้งเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ    
(p ≤ 0.05) 
 
4.4 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากรําขาวและรําสกัดไขมัน  
 4.4.1 ศึกษาปริมาณเอนไซม mixed enzymes ที่เหมาะสมในการสกัดโปรตนีจากรํา
ขาวและราํสกัดไขมัน 
 จากการผลการทดลองขอ 4.3 เมื่อใช mixed enzymes ปริมาณตาง ๆ ยอยรําขาว
และรําสกัดไขมันดิบ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 3.8  เปนเวลา 60 นาที    ผลการวิเคราะห
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   โปรตีนในสวนน้ําใสและตะกอน แสดงดังตารางที่  4.7 และ 4.8  จาก
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ พบวาปริมาณเอนไซมมีอิทธิพลตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  โปรตีนใน
สวนน้ําใสและโปรตีนในตะกอน (p < 0.05) โดยเมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึน  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  
โปรตีนในสวนน้ําใสก็จะสูงขึ้นดวย (p < 0.05) ในขณะที่ปริมาณโปรตีนในตะกอนต่ําลง  โดย
ปริมาณเอนไซมเทากับ 0.10 %v/w ใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (31.92 มิลลิกรัมตอรําสกัด     
ไขมัน 1 กรัม) ไมแตกตางจากที่ปริมาณ 2  6  8  8.7  9.4 และ 10 %v/w ซึ่งใกลเคียงกับปริมาณ
เอนไซมที่แนะนําไว คือ 0.05-0.10 %v/w (Anon, 1991)   เนื่องจากเกิดการอิ่มตัวของซับสเตรต
หรือเกิด product inhibition คือ ปริมาณเอนไซมที่ใชมีมากเกินพอแลว ดังนั้นเมื่อเพิ่มปริมาณ
เอนไซมจึงไมทําใหไดผลิตภัณฑเพิ่มข้ึน (Whitaker, 1994)  จากผลการทดลองที่ไดจึงเลือก
ปริมาณเอนไซมนี้เพื่อศึกษาภาวะเหมาะสมในขั้นตอไป เนื่องจากไมส้ินเปลืองเอนไซม   



 43

 ตารางที่ 4.7 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   โปรตีนในสวนน้ําใสและโปรตีนในตะกอนเมื่อใช mixed 
enzymes ปริมาณเอนไซมตาง ๆ  ยอยรําขาวที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 3.8  เปนเวลา 60 
นาที 

 
เอนไซม                      น้าํตาลรีดิวซ               โปรตีนในสวนน้าํใส             โปรตีนในตะกอน                           
(%v/w)                 (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว)       (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว)        (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว)                            
 0.00 0.44 c     ±  0.08 0.00 c   ±    0.00 143.13 a     ±   0.11 
 0.05 48.20 b     ±  7.64 23.15 b   ±    2.62 119.99 b     ±   0.14 
 0.10 121.32 a     ± 0.53 58.39 a    ± 0.55 84.80 d     ±   0.28 
 2.00 121.24 a     ± 2.51 57.80 a    ± 0.28 85.23 c     ±   0.24  
 6.00  120.98 a     ± 4.36 58.03 a    ± 0.10 85.25 c     ±   0.07 
 8.00  121.35 a     ± 3.89 58.55 a    ±   0.64 84.51 de   ±   0.22 
 8.70 121.82 a     ±  0.31 58.59 a    ± 0.76 84.68 d     ±   0.08 
 9.40  121.53 a     ± 7.46 58.81 a    ± 1.29 84.36 e     ±   0.06 
10.00        121.84 a     ±  1.75        59.25 a    ±   0.78       83.93 f      ±   0.08 
a, b, c,…คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันของขอมูลในแนวตั้งเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ    
(p ≤ 0.05) 
   

4.4.2 ศึกษาอุณหภูมิและ pHที่เหมาะสมในการสกดัโปรตีนจากรําขาวและราํสกัด
ไขมันโดยใช mixed enzymes ความเขมขน  0.10  %v/w ที่ภาวะการสกัดตาง ๆ 
 จากการผลการทดลองขอ 4.4.1 เมื่อใช mixed enzymes ความเขมขน 0.10  %v/w  ยอย
รําขาวที่ภาวะการสกัดตาง ๆ  เปนเวลา 60 นาที  ผลการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   โปรตีนใน
สวนน้ําใสและตะกอน แสดงดังตารางที่ 4.9 จากการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ พบอิทธิพลรวม
ระหวางอุณหภูมิและคาความเปนกรดดาง (pH) มีผลตอปริมาณโปรตีนและน้ําตาลรีดิวซในสวน
น้ําใส  และปริมาณโปรตีนในตะกอน   (p < 0.05) เมื่อพิจารณาที่ระดับอุณหภูมิเดียวกัน ปริมาณ
โปรตีนและน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสลดลง ในขณะที่ปริมาณโปรตีนในตะกอนสูงขึ้น เมื่อ pH     
สูงขึ้น (p < 0.05) ชวง pH ที่ศึกษาอยูในชวง optimum pH ของเอนไซม คือ pH ตั้งแต 3.3-5.5  
(Anon, 1991) เหตุที่เมื่อ pH สูงขึ้นทําใหไดปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสต่ําลงอาจเนื่องจากเมื่อ pH 
เปลี่ยนแปลงจาก 3.8 เปน 5.4 ทําให prototropic group ในบริเวณเรงของเอนไซมจับกับ         
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ตารางที่ 4.8 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   โปรตีนในสวนน้ําใสและโปรตีนในตะกอนเมื่อใช mixed 
enzymes ปริมาณเอนไซมตาง ๆ ยอยรําสกัดไขมัน ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 3.8  เปน
เวลา 60 นาที 
 
เอนไซม                          น้าํตาลรีดิวซ       โปรตีนในสวนน้ําใส          โปรตีนในตะกอน                           
(%v/w)      (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน)     (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน)    (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน)                              
 0.00 0.81 c      ±  0.13 0.01 c    ±   0.00 169.13 a     ±   0.95 
 0.05 50.11 b      ±  1.34 17.15 b   ±   0.49 152.90 b     ±   0.42 
   0.10 90.45 a     ± 1.63      31.49 a     ± 0.73 137.25 c     ±   4.31 
 2.00 90.98 a     ± 0.54 31.85 a    ± 0.23 138.82 c     ±   0.31  
 6.00  90.82 a     ± 3.94 31.61 a    ± 4.88 138.17 c     ±   3.02 
 8.00  90.17 a     ± 5.84 31.76 a    ±   3.25 138.90 c     ±   1.84 
 8.70 91.20 a     ±  1.56 30.10 a    ± 3.82 138.65 c     ±   2.33 
 9.40  90.90 a     ± 4.66 30.55 a    ± 4.60 138.15 c     ±   2.90 
10.00        90.73 a     ±  1.88        30.68 a    ±   1.02       138.25 c     ±   0.50 

a, b, c,…คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันของขอมูลในแนวตั้งเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(p ≤ 0.05)   

 
ซับสเตรตไดนอยลงจึงเกิดปฎิกิริยาระหวางเอนไซมกับซับสเตรตไดนอยลงทําใหเอนไซมทํางานได
ไมเต็มที่สงผลใหไดผลิตภัณฑนอยกวาที่ pH ต่ํา (Whitaker, 1994) จึงทําใหไดปริมาณโปรตีนต่ํา    
และเมื่อพิจารณาที่ระดับ pH เดียวกัน  ปริมาณโปรตีนและน้ําตาลรีดิวซลดลงแลวเพิ่มข้ึน ในขณะ
ที่ปริมาณโปรตีนในตะกอนสูงขึ้นแลวลดลง เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น (p < 0.05)   ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
อุณหภูมิมีผลตอการทํางานของเอนไซมโดยเอนไซมนี้มีการทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิ 25-55 
องศาเซลเซียส  ดังนั้นเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนจาก 30 เปน 50 องศาเซลเซียสจึงมีผลตอการทํางาน
ของเอนไซมโดยเอนไซม β-glucanase ซึ่งเปนองคประกอบหลักใน mixed enzymes จากการ
วิเคราะหขอมูลทางสถิติ พบอิทธิพลรวมระหวางอุณหภูมิและคาความเปนกรดดาง (pH) มีผลตอ
ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสและในตะกอน(p < 0.05) เมื่อพิจารณาที่ระดับอุณหภูมิเดียวกัน 
ปริมาณโปรตีนและน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสลดลง ในขณะที่ปริมาณโปรตีนในตะกอนสูงขึ้น เมื่อ 
pH สูงขึ้น (p < 0.05)  ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อ pH เปลี่ยนแปลงจาก 3.8 เปน 5.4 ซึ่งอยูในชวง opimum  
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ตารางที่ 4.9  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   โปรตีนในสวนน้ําใสและโปรตีนในตะกอนเมื่อยอยรําขาว
ดวย mixed enzymes ความเขมขน 0.10  %v/w ที่ภาวะการสกัดตาง ๆ  เปนเวลา 60 นาที 

 
อุณหภูมิ      pH            น้ําตาลรีดิวซ               โปรตีนในสวนน้ําใส           โปรตีนในตะกอน  
   (°C)                  (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว)       (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว)      (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว) 

  30           3.8         71.50 b  ±   1.34        53.40 b    ±   4.85         89.80 g    ±    0.01 
 4.6 73.80 b  ± 1.86 41.80 c     ±   0.25 101.35 f     ±  0.64 
 5.4 37.40 c  ± 0.82 42.60 c    ±   0.51 100.90 f     ±   0.14 
40 3.8 10.10 e  ± 1.23 22.30 d    ±   0.97 120.80 e   ±   0.28 
 4.6 12.00 e  ± 0.78 15.10 e    ± 1.27 127.75 d   ±   1.06 
 5.4 3.78 f   ± 0.46 6.83 g    ± 0.25 136.85 a    ±  1.63  
50 3.8 120.87 a  ± 0.16 58.70 a    ± 1.84 84.60 h   ±    0.57 
 4.6 25.40 d  ± 0.86 11.80 ef   ± 0.25 131.50 c   ±    1.27 

5.4       11.20 e   ±    1.06          9.96 fg   ±   0.06        165.25 b   ±   0.09 
a, b, c,…คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันของขอมูลในแนวตั้งเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ    
(p ≤ 0.05) 
 
pH ของ mixed enzyme pH ที่เพิ่มข้ึนทําให prototropic group ในบริเวณเรงของเอนไซมและ
ซับสเตรตเปลี่ยนแปลง เกิดปฎิกิริยาระหวางเอนไซมกับซับสเตรตไดนอยลง ทําใหเอนไซมทํางาน
ไมดี  เอนไซมมีการทํางานสูงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (Anon, 1991) ทําใหไดปริมาณโปรตีน
ในสวนน้ําใสสูง  (58.70 มิลลิกรัมตอรําขาว  1 กรัม) ผลที่ ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ  
Ansharullah, Hourigan  และ Chesterman (1997) ใช  mixed enzymes เขมขน 10  %v/w ยอย
รําขาวที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 3.8 ไดปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสเทากับ 57.89 มิลลิกรัม
ตอรําขาว 1 กรัม  จากผลการทดลองที่ไดจึงเลือกอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและ pH 3.8 เพื่อ
ศึกษาเวลาที่เหมาะสมตอไป  
 
 จากการผลการทดลองขอ 4.4.1 เมื่อใช mixed enzymes ความเขมขน 0.10  %v/w  
ยอยรําสกัดไขมันที่ภาวะการสกัดตาง ๆ  เปนเวลา 60 นาที  ผลการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   
โปรตีนในสวนน้ําใสและตะกอน แสดงดังตารางที่ 4.10 จากการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  พบ
อิทธิพลรวมระหวางอุณหภูมิและคาความเปนกรดดาง (pH) มีผลตอปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส 
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ตารางที่ 4.10  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  โปรตีนในสวนน้ําใสและโปรตีนในตะกอนเมื่อใช mixed 
enzymes ปริมาณ 0.10% v/w ยอยรําสกัดไขมันที่ภาวะการสกัดตาง ๆ 
 
อุณหภูมิ      pH            น้ําตาลรีดิวซ                 โปรตีนในสวนน้ําใส           โปรตีนในตะกอน  
   (°C)                  (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน)   (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน)    (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน) 

30 3.8 22.86 d ± 0.51 5.00 d     ± 0.21 164.85 b   ± 0.21 
 4.6 7.89 e ±   1.56 2.97 ef ± 0.18 165.85 ab ±    1.20 
 5.4 3.72 e ± 0.00 2.31 f      ± 0.03 167.70 ab ±   0.42 
40 3.8 39.00 b   ± 11.07 16.29 b    ± 0.00 153.45 c   ±   0.78 
              4.6 32.40 bc   ± 3.30 3.90 de  ± 0.30 165.55 ab ±   1.91  
 5.4 28.26 cd ± 1.80 2.25 f      ± 0.21 167.95 a   ±   0.07 
50 3.8 90.40 a     ± 1.13      31.80 a     ± 1.68 138.05 d  ±   1.34 
 4.6 5.73 e    ± 0.39 13.11 c     ± 0.54 155.65 c  ±   1.91 

5.4          2.52 e    ± 0.00   4.83 d     ±  0.39        165.25 ab±   0.09 
a, b, c,…คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันของขอมูลในแนวตั้งเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ     
(p ≤ 0.05)  
 
และในตะกอน (p < 0.05) เมื่อพิจารณาที่ระดับอุณหภูมิเดียวกัน ปริมาณโปรตีนและน้ําตาลรีดิวซ
ในสวนน้ําใสลดลง ในขณะที่ปริมาณโปรตีนในตะกอนสูงขึ้น เมื่อ pH สูงขึ้น (Whitaker, 1994) จึง
ทําใหไดปริมาณโปรตีนและน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสลดลง ในขณะที่ปริมาณโปรตีนในตะกอน  
สูงขึ้น     และเมื่อพิจารณาที่ระดับ pH เดียวกัน ปริมาณโปรตีนและน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใส     
สูงขึ้น  ในขณะที่ปริมาณโปรตีนในตะกอนลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น(p < 0.05) ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
อุณหภูมิมีผลตอการทํางานของ ดังนั้นเมื่ออุณหภูมิเปลี่ยนแปลงจาก 30 เปน 50 องศาเซลเซียส 
จึงมีผลตอการทํางานของเอนไซมโดยเอนไซมและซับสเตรตชนกันมากขึ้นจะทําให side chain 
ของกรดอะมิโนที่อยูที่บริเวณเรงของเอนไซมอยูในรูปที่เหมาะสมและจับกับซับสเตรตไดมากขึ้น ทํา
ใหไดผลิตภัณฑมากขึ้น เมื่อวิเคราะหจากปจจัยรวม พบวาอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH เทากับ 
3.8 ใหปริมาณโปรตีนสูงที่สุด (31.80 มิลลิกรัมตอรําสกัดไขมัน 1 กรัม)  ซึ่งอยูในชวงอุณหภูมิและ 
pH ที่เหมาะสมของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 25-55 องศาเซลเซียส มีเอนไซม β-glucanase ซึ่งเปน
องคประกอบหลักใน mixed enzymes ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส optimum pH  
เทากับ 3.3-5.5 (Anon, 1991)  ผลที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Tang และ Hettiarachchy 
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(2002)    ไดปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสเทากับ 13-25 มิลลิกรัมตอรําสกัดไขมัน 1 กรัม  จากผล
การทดลองที่ไดจึงเลือกอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH เทากับ 3.8 เพื่อศึกษาเวลาที่เหมาะสม  
ตอไป  
 
 4.4.3 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากรําขาวและรําสกัดไขมันโดยใช 
mixed enzymes  ความเขมขน  0.10  %v/w ที่ pH 3.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
 จากผลการทดลองขอ 4.4.2 เมื่อใช mixed enzymes  ปริมาณ 0.10 %v/w   ยอยรํา
ขาว ที่ pH 3.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   ที่เวลาตาง ๆ    ผลการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
และโปรตีนในสวนน้ําใส และปริมาณโปรตีนในตะกอน แสดงดังตารางที่ 4.11 
 
ตารางที่ 4.11  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   โปรตีนในสวนน้ําใสและโปรตีนในตะกอนเมื่อใช mixed 
enzymes ความเขมขน 0.10  %v/w ยอยรําขาว ที่ pH 3.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   ที่เวลา
ตาง ๆ 
 
เวลา                             น้ําตาลรีดิวซ            โปรตีนในสวนน้ําใส          โปรตีนในตะกอน  

  (นาที)                      (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว)    (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว)    (มิลลิกรัม/กรัมรําขาว) 
 0  5.97 c    ± 0.45 0.40 c   ± 0.05 142.29 a      ±    0.19 
60  120.93 b   ± 0.43 58.60 b   ± 0.14 84.50 b      ±    0.10 
120  129.42 a    ± 0.48 60.90 a   ± 0.14 82.60 c      ±    0.08 
180  130.69 a    ± 0.43 60.90 a   ± 0.30 81.80 c      ± 0.08 
240        129.50 a    ± 0.97 60.80 a   ± 0.12 82.10 c      ±    0.31 
300                   130.37 a     ±     0.52   60.90 a   ±    0.20 82.40 c      ±    0.14 

a, b, c,…คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันของขอมูลในแนวตั้งเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ      
(p ≤ 0.05) 
 
 จากการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ พบวา เวลาในการสกัดโปรตีนมีอิทธิพลตอปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ  โปรตีนในสวนน้ําใส และตะกอน (p < 0.05) (ตารางที่ 4.11) โดยเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  โปรตีนในสวนน้ําใสก็จะสูงขึ้นดวย   ในขณะที่โปรตีนในตะกอนจะต่ําลง    
(p < 0.05)  และที่เวลา 120 นาที  จะไดปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (60.90 มิลลิกรัมตอรําขาว    
1 กรัม)    ไมแตกตางจากที่เวลา 180  240 และ 300 นาที    อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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การสกัดโปรตีนจากรําขาวโดยใช mixed enzymes ความเขมขน 0.10 %v/w ยอยรําขาวที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 3.8 ที่เวลาเพิ่มข้ึนไมทําใหไดผลิตภัณฑเพิ่มขึ้นอาจเนื่องจาก
บริเวณเรงของเอนไซมจับกับซับสเตรตอยางอิ่มตัวแลว ถึงแมจะเพิ่มเวลาในการสกัดก็ไมทําใหได
ผลิตภัณฑสูงขึ้น (Whitaker, 1994)  ดังนั้นเลือกเวลาที่เหมาะสม คือ 120 นาที เพื่อศึกษาขั้นตอไป 
 
 จากผลการทดลองขอ 4.4.3 เม่ือใช mixed enzymes ความเขมขน 0.10  %v/w ยอย
รําสกัดไขมัน ที่ pH 3.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   ที่เวลาตาง ๆ  ผลการวิเคราะหปริมาณ     
น้ําตาลริดิวซและโปรตีนในสวนน้ําใส และปริมาณโปรตีนในตะกอน แสดงดังตารางที่ 4.12    

 
ตารางที่ 4.12 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   โปรตีนในสวนน้ําใสและโปรตีนในตะกอนเมื่อใช mixed 
enzymes ปริมาณ 0.10% v/w  ยอยรําสกัดไขมัน ที่ pH 3.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   ที่เวลา
ตาง ๆ 
 
เวลา                น้ําตาลรีดิวซ               โปรตีนในสวนน้ําใส             โปรตีนในตะกอน  
(นาที)              (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน)   (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน)    (มิลลิกรัม/กรัมรําสกัดไขมัน) 

0  6.50 b    ± 0.50 0.39 b   ± 0.06 169.24 a    ±    0.30 
60  89.80 a    ± 1.71 31.70 a   ± 0.49 138.12 b    ±    0.07 
120  89.70 a    ± 1.71 31.50 a   ± 0.84 138.43 b    ±     0.23 
180  89.80 a    ± 1.74 30.50 a   ± 2.36 138.62 b    ± 0.60 
240        90.60 a    ± 0.38 31.50 a   ± 0.84 138.19 b    ±    0.12 
300                     89.60 a     ±     1.58   31.60 a   ±   0.55 138.16 b    ±     0.15 

a, b, c,…คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันของขอมูลในแนวตั้งเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ      
(p ≤ 0.05) 
 จากการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  พบวาเวลาในการสกัดโปรตีนมีอิทธิพลตอปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ  โปรตีนในสวนน้ําใส และตะกอน (p < 0.05)   โดยเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน ปริมาณน้ําตาล  
รีดิวซ  โปรตีนในสวนน้ําใสก็จะสูงขึ้นดวย ในขณะที่โปรตีนในตะกอนจะต่ําลง      (p < 0.05) และ
ที่เวลา 60 นาที จะไดปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (31.70 มิลลิกรัมตอรําสกัดไขมัน 1 กรัม) ไม 
แตกตางจากที่เวลา 120 180  240 และ 300 นาที อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) อาจเกิด
จากเกิด product inhibitionหรือเกิดการอิ่มตัวของซับสเตรต (Whitaker, 1994)     ดังนั้นเลือก
เวลาที่เหมาะสม คือ 60 นาที เนื่องจากไมสิ้นเปลืองเวลาและพลังงาน     
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4.5 เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาวที่ใช  α-amylase รําขาว 
และรําสกัดไขมันที่ใช mixed emzymes 

เมื่อพิตารณาปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส %albumin extracted % albumin recovery 
รวมทั้งตนทุนในการผลิตโปรตีนที่ละลายน้ําจากการยอยปลายขาวที่ผานการใหความรอนแลวดวย 
α-amylase และรําขาวและรําสกัดไขมันที่ไมผานการใหความรอนดวย mixed emzymes ของ 
arabanase  cellulase  hemicellulase  β-glucanase และ xylanase แสดงดังตารางที่ 4.13 
และรูปที่ 4.1 

% albumin recovery และ % albumin extracted 
 

 
 
 
 
 
 
 
                

 
วัตถุดิบ     

รูปที่ 4.1 % albumin recovery และ % albumin extracted ของโปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว 
รําขาว และรําสกัดไขมัน 
 

จากรูปที่ 4.1 เมื่อพิจารณา % albumin recovery และ % albumin extracted พบวาการ
ใช mixed emzymes ยอยรําขาวจะได % albumin recovery และ % albumin extracted สูงกวา
การใช mixed emzymes ยอยรําสกัดไขมันและใช α-amylase ยอยปลายขาวทั้งนี้เนื่องจากใน
ปลายขาวจะพบ albumin ในปริมาณต่ํา ในปลายขาวซึ่งมีอัตราสวนของ albumin : globulin : 
prolamin : glutelin   เทากับ  5:9:3:83  ในทํานองเดียวกับ Padhye และ Salunkhe (1979) ซึ่ง
พบวาขาวพันธุ Texas long grain   มีอัตราสวนของ albumin : globulin : prolamin : glutelin 
เทากับ 8:9.5:12.5:70 โดยปลายขาวมีปริมาณ albumin ต่ํากวารําขาวซึ่งมีอัตราสวนของ albumin 
: globulin : prolamin : glutelin เทากับ 37:36:5:22 (Cagampang และคณะ, 1966) Betschart, 
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Fong และ Saunders (1977)  พบวารําขาว (Spanish rice bran) ที่ไมไดใหความรอน albumin 
globulin  prolamin และ glutelin เทากับ 40 : 21 : 3 : 36 และรําขาวที่ใหความรอนได albumin 
globulin  prolamin  และ glutelin    เทากับ 26 : 14 : 5 : 56   นอกจากปลายขาวจะมีแปงเปน
องคประกอบแลวยังมีเสนใยที่จับกับโปรตีนอยู ดังนั้น การสกัดโปรตีนออกมา อาจตองใชเอนไซม
อ่ืนรวมดวย เชน งานวิจัยของ  Shih และ Daigle (1977) และ Shih และคณะ (1999) ใช 
hemicellulase และ cellulase ยอยแปงจากปลายขาวที่ผานการยอยดวย α-amylase มาแลว  
สวนรําสกัดไขมันที่ใช mixed emzymes ยอยแลวใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสต่ํากวารําขาวที่ใช 
mixed emzymes   เนื่องจากรําสกัดไขมันเปนรําขาวที่ผานกระบวนการใหความรอนที่อุณหภูมิ 
105-110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-45 นาที  เพื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซมไลเพสเพื่อรักษา
คุณภาพของน้ํามันรําที่สกัดไดจากกระบวนการรําสกัดน้ํามันรําและยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 
ทําใหโปรตีนเกิดแปลงสภาพและเกิดปฏิกิริยากับโปรตีน  หรือเกิดปฏิกิริยาระหวางโปรตีนกับ   
องคประกอบอื่น เชน เสนใยและแปง เปนตน        นอกจากความรอนแลวในการสกัดน้ํามันรํา     
n-hexane ในการสกัดน้ํามันรํา  ซึ่งตัวทําละลายอินทรียอาจทําใหโปรตีนแปลงสภาพเนื่องจากตัว
ทําละลายอินทรียจะไปจับกับสวนที่เปน hydrophobic ของโปรตีน (Scopes, 1994) ทําให
โครงสรางโปรตีนเปล่ียนแปลงไป โดยเปนไปในแนวโนมเดียวกับงานวิจัยของ Betschart ,Fong 
และ Saunders (1977) ซึ่งสกัดโปรตีนจากรําขาวพันธุ Spanish     โดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 
95-100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-4 นาที  ทําใหสกัดโปรตีนไดต่ําเพียง 20-22 เปอรเซ็นต     
นอกจากนี้ผลที่ไดก็เปนไปในแนวโนมเดียวกับ Gnanasambandam และ Hettiarachchy (1995) 
ซึ่งเตรียมโปรตีนเขมขนจากรําขาว และรําขาวที่ผานการใหความรอน พบวาโปรตีนที่สกัดจากรํา
ขาวที่ผานการใหความรอนจะใหปริมาณต่ํากวารําขาวที่ไมไดผานการใหความรอน    และเมื่อ
พจิาณาดานชนิดเอนไซมจะเห็นไดวา mixed enzymes ยอยรําขาวไดดีทั้งนี้เนื่องจาก mixed 
enzymes จึงสามารถยอยองคประกอบพวก cellulose hemicellulose xylan และ β-glucan  ที่มี
ในรําขาวออก ทําใหโปรตีนถูกปลดปลอยออกมาไดงายขึ้น   จากตารางที่ 4.13 จะเห็นไดวารําขาว
ที่สกัดดวย mixed enzymes  ใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสสูงกวาการใช α-amylase ยอยปลาย
ขาว และรําสกัดไขมันที่สกัดดวย mixed enzymes ดวยเหตุผลที่กลาวขางตนแลว  และเมื่อ
พิจารณาตนทุนการผลิตโปรตีน 1 กิโลกรัมจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน จะเห็นไดวาการ
ผลิตโปรตีนจากรําขาวใชตนทุนต่ําที่สุด (456.00 บาท) รองลงมา คือ รําสกัดไขมันและปลายขาว 
ตามลําดับ โปรตีนจากปลายขาวใหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใสต่ําแตใชตนทุนในการผลิตสูง
เนื่องจากตองใชปริมาณวัตถุดิบและสารละลายบัฟเฟอรในปริมาณสูง ดังนั้น การสกัด 
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ตารางที่ 4.13  ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส % protein recovery  %albumin extracted และ 
ตนทุนในการผลิตโปรตีนที่ละลายน้ําได 1 kg ของปลายขาว  รําขาว  และรําสกัดไขมันจากภาวะที่
เหมาะสมที่สุด  
 

 ปลายขาว รําขาว รําสกัดไขมัน 

ปริมาณโปรตีนในวัตถุดิบ  
(mg/g raw material) 

79.60 143.20 169.60 

Albumin ที่สกัดได  
(mg/g raw material)  
(ใชเอนไซมสกัด) 

5.73 60.90 31.70 

Albumin ในวัตถุดิบ  
(mg/g raw material)  (Ju, 
Hettiarachchy และ Rath, 2001) 

6.40 61.58 44.10 

% albumin recovery 89.53 98.90 71.88 
% albumin extracted 7.20 42.53 18.67 
ปริมาณวัตถุดิบ(kg/protein 1 kg) 174.00 17.00 32.00 
ราคาวัตถุดิบ(บาท/protein 1 kg) 1,740.00    170.00 320.00 
ราคาเอนไซม(บาท/protein 1 kg) 82.00 25.00 46.00 
ราคาบัฟเฟอร (บาท/protein 1 kg) 37,079.00 261.00   491.00 
ตนทุนการผลิต* (บาท/protein1 kg) 38,901.10 456.00 857.00 

    *ตนทนุในการผลิตยังไมรวมคาสาธารณูปโภค 
 
โปรตีนจากปลายขาวอาจตองใชวิธีอ่ืนในการกําจัดแปงออกจากโครงสรางของปลายขาว เชน การ
โมแปงเอาแปงออก และนําสวนที่เปนน้ําลางแปงระหวางการโมมาศึกษาการสกัดโปรตีน เปนตน  
แตในการพิจารณาเลือกภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการสกัดโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากขาวเจา   
นอกจากจะพิจารณาจากปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส % albumin recovery  % albumin 
extracted และตนทุนในการผลิตแลวยังตองพิจารณาขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพ  
คุณคาทางโภชนาการ และสมบัติเชิงหนาที่อีกดวย 
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4.6 การศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดได 
 4.6.1 ศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดได โดย SDS-PAGE  (รายละเอียด แสดงดงั
ภาคผนวก ข. ) ศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว  รําขาวและรําสกัดไขมัน
โดย SDS-PAGE   แสดงดังรูปที่  4.2 
 

kDa 
  
         
          
                   20 kDa 
                    14 kDa 
 
 
 
 
 
รูปที่  4.2 ขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ละลายน้ําที่สกัดไดจาก (a) ปลายขาว   (b) รําขาวและ (c) 
รําสกัดไขมันดวยวิธี SDS-PAGE โดย Std = molecular weight marker ปริมาณโปรตีนตอ well 
เทากับ 8 ไมโครกรัม 
 
 จากรูปที่ 4.2 พบวาโปรตีนจากปลายขาวมีขนาดเทากับ 14  20 และ 28 kDa โปรตีนจาก
รําขาวที่สกัดดวย mixed enzymes (novozymes®) มีขนาดเทากับ 14  20  28 และ 40 kDa 
โปรตีนจากรําสกัดไขมันที่สกัดดวย mixed enzymes (novozymes®) มีขนาดเทากับ 14  20  28 
44  และ 60 kDa  โปรตีนจากรําสกัดไขมันมีขนาดโมเลกุล 60 kDa ซึ่งไมพบในโปรตีนจากรําขาว
ทั้งนี้เนื่องจากโปรตีนจากรําสกัดไขมันสกัดไดจากรําสกัดไขมันซึ่งเปนรําขาวที่ผานการใหความรอน
ที่อุณหภูมิ 105-110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-45 นาที โปรตีนเกิดแปลงสภาพ ทําใหโปรตีนเกิด 
crosslink กัน ทําใหไดโปรตีนที่มีขนาดใหญขึ้น แตไมพบโปรตีนที่มีขนาด 16 kDa ซึ่งผลที่ได
สอดคลองกับ     Matsuda และคณะ (1988) รายงานวาไมพบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 16 kDa 
ในสวนของ albumin หรือ globulin และเปนไปในแนวโนม เดียวกับ  Landers  และ 
Hamaker (1994) ซึ่งไมพบโปรตีน 16 kDa   ใน albumin หรือ globulin ที่สกัดจากรําขาว และ
โปรตีนที่พบมีขนาด 17.6  18.6  22.0  24.5  34.0  และ 60.7 kDa     จากรูปที่ 4.2 จะเห็นไดวา 

Std  a    b    c

97 
66 
45 
30 
20.1 
14.4 

44 kDa

40 kDa 
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14 kDa 
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20 kDa
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28 kDa 



 53

ขนาดโมเลกุลของโปรตีนจากรําขาวและรําสกัดไขมันแยกออกจากกันไมชัดเจน ทั้งนี้เนื่องจาก
โปรตีนที่สกัดไดจากรําขาวและรําสกัดไขมันมีองคประกอบอื่นที่พบในรําขาวและรําสกัดไขมัน เชน 
cellulose hemicellulose และแปง เปนตน โดยองคประกอบเหลานี้มีประจุและจับกับโปรตีน ทํา
ใหการเคลื่อนที่ของโปรตีนเมื่อไดรับกระแสไฟฟาเปลี่ยนแปลงไป จึงตองใชวิธีการหาขนาดโมเลกุล
วิธีอ่ืนรวมดวยโดยใช gel filtration chromatography ใชคอลัมน Sephacryl S-200  
  
 4.6.2 การวิเคราะหหาขนาดโมเลกุลของโปรตีนดวย gel filtration chromatography  
  วิเคราะหขนาดโมเลกุลของโปรตีนโดยใช gel filtration chromatography โดย 

load ตัวอยางลงในคอลัมนขนาด 1.6 x 100 ซม. ที่บรรจุดวย Sephacryl S-200 
  เมื่อคํานวณคา Ve/Vo ไดแลวนําไปคํานวณหาขนาดโมเลกุลจากสมการ 
   logMW = -1.241 Ve/Vo +3.4004 (รายละเอียดในภาคผนวก  ข.) 
 

จากรูปที่ 4.3 วิเคราะหขนาดโมเลกุลของโปรตีนจากรําขาว พบวาโปรตีนจากรํา
ขาวมี 5 peak ซึ่งมีขนาดโมเลกุลเทากับ  13.5  19.5  27.5  34.6 และ 39.9 kDa ในขณะที่เมื่อ
ศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนจากรําขาวดวย SDS-PAGE จะไดแถบโปรตีน 4 band ขนาด 14  
20  28 และ 40 kDa โดยไมพบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเทากับ 34.6 kDa ทั้งน้ีอาจเนื่องจากใน
การศึกษา SDS-PAGE นั้นเปนการใชภาวะที่รุนแรงและมีการใช β-mercaptoethanol ในการตัด 
disulfide bond จึงอาจเปนผลใหโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเทากับ 34.6 kDa เกิดการสลายตัวไป
เปนโปรตีนที่มีขนาด 13.5 และ 19.5 kDa  แตอยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาคาปริมาณของโปรตีน
ขนาด 34.6 kDa ที่แยกดวย gel filtration จากคาการดูดกลืนแสงของโปรตีนขนาด 34.6 kDa จะ
พบวาเปนโปรตีนที่มีในปริมาณต่ํา 

จากรูปที่ 4.4 โปรตีนจากรําสกัดไขมนัมีขนาดโมกุลเทากับ  13.7  19.5  27.9 
34.6  39.9 และ 65.8 kDa ซึ่งโปรตีนที่มีขนาดเทากับ 65.8 kDa อาจเปนโปรตีน albumin ในขณะ
ที่เมื่อศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนจากรําสกัดไขมันดวย SDS-PAGE จะไดแถบโปรตีน 5 band 
โดยไมพบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเทากับ 34.6 kDa ทั้งนี้อาจเนื่องจากโปรตีนขนาด 34.6 kDa 
สลายไปในการศึกษาขนาดของโมเลกุลดวยวิธี SDS-PAGE ดวยเหตผุลเชนเดียวกันกับขางตน
และเมื่อพิจารณา peak ที่ไดจาการ run ตัวอยางโปรตีนจากรําขาวและรําสกัดไขมันดวยวิธี SDS-
PAGE และ gel filtration chromatography พบวามี peak ตางกัน 1 peak คือ 65.8 kDa อาจ
เนื่องจากรําสกัดไขมันเปนรําขาวที่มีการใชความรอนในการรักษาคุณภาพของรําขาวกอนการสกัด
น้ํามนัจึงทําใหโปรตีนเกิดแปลงสภาพและเกิด crosslink กัน 
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27.52  19.53  13.47 kDa 
      39.90  34.59 
 
 
A280 

 
 
 
 

 
 
      ปริมาตร (มิลลิลิตร) 

รูปที่ 4.3  ขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดไดจากรําขาวที่ใช mixed enzymes ยอย โดยใช gel 
filtration chromatography ดวยคอลัมน Sephacryl S-200 HR 
           65.78  39.90      34.59  27.91  19.53 13.66  kDa 

 
       ปริมาตร (มิลลิลิตร) 

 
 
 

 
ปริมาตร (มิลลิลิตร) 

รูปที่ 4.4  ขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดไดจากรําสกัดไขมันท่ีใช mixed enzymes ยอย โดยใช
gel filtration chromatography ดวยคอลัมน Sephacryl S-200 HR 

จากผลการวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE และ gel filtration chromatography จะเห็นได
วาไมพบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 16 kDa ซึ่งเปนโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพ ผลที่ไดเปนไปใน
แนวโนมเดียวกับ Matsuda และคณะ (1988) ซึ่งไมพบโปรตีนที่ทําใหเกิดการแพเชนกัน การเลือก
ภาวะที่เหมาะสมตองพิจารณาดานคุณคาทางโภชนาการดวย รายละเอียดแสดงดังหัวขอ 4.7 
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4.7  การศึกษาคุณคาทางโภชนาการ  
 4.7.1 องคประกอบของกรดอะมิโนและคาคะแนนกรดอะมิโน 
  องคประกอบของกรดอะมิโนของโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาว รําขาวและรํา
สกัดไขมันที่ภาวะที่เหมาะสมที่สุด   แสดงดังตารางที่ 4.14 เมื่อศึกษาองคประกอบของกรดอะมิโน
จะเห็นไดวา โปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาวที่ยอยดวย α-amylase รําขาวและรําสกัดไขมันที่ยอย
ดวย mixed enzymes ของ arabanase   cellulase   hemicellulase  β- glucanase และ 
xylanase    พบวาโปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาวมีปริมาณกรดอะมิโนจําเปน tryptophan สูง
กวาเคซีน สวนกรดอะมิโนจําเปนชนิดอื่นต่ํากวาเคซีนทุกตัว และไมมีกรดอะมิโนจําเปนที่มีปริมาณ
สูงกวาปริมาณที่ recommend ไวสําหรับเด็กอายุ 2-5 ป โปรตีนที่สกัดไดจากรําขาวมีปริมาณ
กรดอะมิโนใกลเคียงกับเคซีน และมีกรดอะมิโนจําเปน ไดแก threonine valine tryptophan และ 
histidine สูงกวาเคซีน และมี threonine isoleucine tryptophan และ histidine สูงกวาปริมาณที่ 
recommend ไวสําหรับเด็กอายุ 2-5 ป ผลการทดลองที่ไดเปนไปในแนวโนมเดียวกับงานวิจัยของ 
Wang และคณะ (1999) ที่สกัดโปรตีนจากรําขาวและศึกษาองคประกอบกรดอะมิโน พบวามี
องคประกอบกรดอะมิโนใกลเคียงกับเคซีนโดยมีกรดอะมิโน valine cystine phenylalanine 
threonine histidine arginine alanine aspartic acid และ glycine สูงกวาเคซีน  และมี 
threonine และ histidine สูงกวาปริมาณที่ recommend ไวสําหรับเด็กอายุ 2-5 ป    โปรตีนที่สกัด
จากรําสกัดไขมันมีกรดอะมิโนจําเปน histidine สูงกวาเคซีนและสูงกวาปริมาณที่ recommend ไว
สําหรับเด็กอายุ 2-5 ป     เมื่อพิจารณาปริมาณกรดอะมิโนไมจําเปนจะเห็นไดวาโปรตีนที่สกัดจาก
ปลายขาวดวย α-amylase มีปริมาณกรดอะมิโนไมจําเปน glycine arginine alanine และ 
cystine สูงกวาเคซีน    ในขณะที่โปรตีนที่สกัดไดจากรําขาวและรําสกัดไขมันที่สกัดดวย mixed 
enzymes มีปริมาณกรดอะมิโนไมจําเปนใกลเคียงกับเคซีน และมี aspartic acid glycine 
arginine alanine และ cystine สูงกวาเคซีน   และเมื่อพิจารณาปริมาณกรดอะมิโนจําเปนของ
โปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันเปรียบเทียบกับไข จะเห็นไดวาโปรตีนจาก
ปลายขาวมีปริมาณกรดอะมิโนจําเปนทุกตัวต่ํากวาโปรตีนจากไข  ในขณะที่โปรตีนจากรําขาวมี 
threonine valine tryptophan และ histidine สูงกวาโปรตีนจากไข  โปรตีนจากรําสกัดไขมันมี 
histidine สูงกวาโปรตีนจากไข การที่โปรตีนจากปลายขาวมีปริมาณกรดอะมิโนต่ํากวาโปรตีนจาก
รําขาวและรําสกัดไขมันอาจเนื่องจากในกระบวนการสกัดจะตองใหความรอนจนอุณหภูมิเปน 95 
องศาเซลเซียส โดยอาจมีผลทําใหโปรตีนแปลงสภาพ กรดอะมิโนทําปฏิกิริยากับองคประกอบอื่น 
เชน แปง และเสนใย เปนตน ทําใหโปรตีนจากปลายขาวมีปริมาณกรดอะมิโนต่ํา  สวนเหตุที่ 
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ตารางที่  4.14  องคประกอบของกรดอะมิโนของโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาว รําขาวและ
รําสกัดไขมันที่ภาวะที่เหมาะสมที่สุด เคซีนและไข (g amino acid/100 g protein) 
 
  Amino acids                            ปริมาณ  Amino acid                                amount recommended  
       A               B            C        Casein        Egg ****            for infant (2-5 years) 
Thr*  1.43 5.50 3.70 4.77          4.7    4.3 
Val*  2.86 7.50 2.96 7.35        6.6    5.5 
Leu*  4.29 8.13 2.78 9.99        8.6    9.3 
Ile*  1.43 4.63 1.67 5.74        5.4    4.6 
Lys*  1.43 6.63 4.81 8.77        7.0    6.6 
Trp*  1.43 2.13 1.11 1.33        1.7    1.7 
Phe*  1.43 5.00 1.48 5.48        9.3 **   7.2 
Met*  1.43 2.63 1.48 3.52        5.7 ***   4.2 
His*  1.43 4.13 3.33 3.15        2.2    2.6 
Asp       5.71    14.38   13.89     7.89  
Ser  2.86 5.88 3.15 5.99 
Glu           11.43    21.63   21.30   25.14  
Gly  4.29 8.88 7.22 2.09  
Arg  7.14    12.63     9.81 4.23  
Ala  5.71 9.88 7.04 3.91  
Pro  4.29 7.63 2.59   11.88  
Cys  2.86 3.25 2.59 0.40  
Tyr 1.43 4.13 1.85 5.92  
A = โปรตีนปลายขาว  B = โปรตีนรําขาว  C = โปรตีนรําสกัดไขมัน  
โปรตีนจากปลายขาว รําขาว รําสกัดไขมัน และ Casein วิเคราะหดวยวิธี AccQ Tag (Liu และคณะ, 1995) 
*      กรดอะมิโนจําเปน 
**     ปริมาณกรดอะมิโนของ phe คือ phe + tyr 
***   ปริมาณกรดอะมิโนของ met คือ met + cys 
**** FAO/WHO/UNU (1985) 
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ปริมาณกรดอะมิโนของโปรตีนจากรําสกัดไขมันต่ํากวาโปรตีนจากรําขาวอาจเนื่องจากรําสกัด
ไขมันเปนรําขาวที่ผานการใหความรอนสูงในการใหความรอนและผานการสกัดน้ํามันดวย hexane 
ซึ่งมีผลทําใหโปรตีนแปลงสภาพไดทําใหกรดอะมิโนถูกทําลาย 

คาคะแนนกรดอะมิโนของโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาว   รําขาวและรําสกัดไขมัน
เมื่อเปรียบเทียบกับเคซีนและไข แสดงดังตารางที่ 4.15  จะเห็นไดวาโปรตีนจากปลายขาวที่สกัด
ดวย α-amylase โปรตีนจากรําขาวและรําสกัดไขมันที่สกัดดวย mixed enzymes ของ 
arabanase cellulase   hemicellulase β-glucanase และ xylanase มี lysine methionine และ 
phenylalanine เปนกรดอะมิโนจํากัด (limiting amino acid) ตามลําดับ โดยมีคะแนนกรดอะมิโน
เทากับ 16.29   74.49 และ 27.03 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ 
Juliano (1972)  พบวา lysine เปน limiting amino acid ในขาว และ Damodaran (1996) ซึ่งระบุ
วาโปรตีนจากพืชสวนใหญจะมี lysine และ sulfur-containing amino acid เปน limiting amino 
acid  ในทางตรงขามกับ Wang และคณะ (1999)   ที่สกัดโปรตีนจากรําขาวและศึกษา
องคประกอบกรดอะมิโน พบวา โปรตีนไอโซเลทที่ไดจากการใช phytase และ xylanase ยอยรํา
ขาวมีกรดอะมิโน tryptophan เปน first limiting amino acid    เหตุที่เปนเชนนี้ เนื่องจากรําขาวที่
ใชในงานวิจัยแตกตางจาก Wang และคณะ (1999) หลายดาน เชน  ทั้งทางดานพันธุ การ
เพาะปลูก กระบวนการสีขาว เปนตน   โปรตีนจากพืชสวนใหญจะมี lysine และ sulfur-
containing amino acid เปน limiting amino acid (Damodaran, 1996)  ในทางตรงขามกับ 
Wang และคณะ (1999)   ที่สกัดโปรตีนจากรําขาวและศึกษาองคประกอบกรดอะมิโน พบวา 
โปรตีนไอโซเลทที่ไดจากการใช phytase และ xylanase ยอยรําขาวมีกรดอะมิโน tryptophan เปน 
first limiting amino acid    เหตุที่เปนเชนนี้ เนื่องจากรําขาวที่ใชในงานวิจัยแตกตางจาก Wang 
และคณะ (1999) หลายดาน เชน  ทั้งทางดานพันธุ การเพาะปลูก กระบวนการสีขาว เปนตน 
ดังนั้น จะเห็นไดวาโปรตีนที่สกัดไดจากรําขาวที่ใช mixed enzymes ในการยอยเหมาะสม ในการ
ใชเปนองคประกอบในอาหารไดดีเน่ืองจากมีองคประกอบกรดอะมิโนใกลเคียงกับเคซีน และมี 
limiting amino acid ที่มีคะแนนกรดอะมิโนสูง  (คะแนนกรดอะมิโนเทากับ 74.49 เปอรเซ็นต)  
เมื่อพิจารณาคาคะแนนกรดอะมิโนของโปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันเมื่อ
เปรียบเทียบกับโปรตีนจากไข จะเห็นไดวาโปรตีนจากปลายขาวมี lysine เปน limiting amino acid 
(คะแนนกรดอะมิโนเทากับ 20.43 เปอรเซ็นต)    โปรตีนจากรําขาวและรําสกัดไขมันมี isoleucine 
เปน limiting amino acid (คะแนนกรดอะมิโนเทากับ 85.74 และ 30.93 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) 
โปรตีนที่สกัดไดจากรําขาวที่ใช mixed enzymes  ในการยอยเหมาะสมในการใชเปนองคประกอบ         
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ตารางที่ 4.15  คาคะแนนกรดอะมิโน (%) ของโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาว    รําขาวและ
รําสกัดไขมันเมื่อเปรียบเทียบกับเคซีนและไข 
 
Amino acids                amino acid score (%)   
                          A C             BC                CC                AE                          BE               CE 

Thr 29.93      115.24 77.61 30.43 117.02 78.72 
Val 38.86         102.00 40.30 43.33 113.64 44.85 
Leu 42.90       81.34 27.81 49.88 94.53 32.33 
Ile 24.87       80.52 29.02 26.48 85.74 30.93 
Lys 16.29       75.56 54.91 20.43 94.71 68.71 
Trp 107.26     159.55 83.43 84.12 125.29 65.29 
Phe 26.07       91.24 27.03 30.75 98.17 35.81 
Met 40.54       74.49 42.04 72.26 103.16 71.40 

His 45.36     130.98 105.84 65.00 187.73 151.36 
AC  คือ คะแนนกรดอะมิโนของโปรตีนจากปลายขาวที่ใช α-amylase ในการยอยเมื่อเปรียบเทียบกับเคซีน 
BC คือ คะแนนกรดอะมิโนของโปรตีนจากรําขาวที่ใช mixed enzymes ในการยอยเมื่อเปรียบเทียบกับเคซีน 
CC คือ คะแนนกรดอะมิโนของโปรตีนจากรําสกัดไขมันที่ใช mixed enzymes ในการยอยเมื่อเปรียบเทียบกับเค
ซีน 
AE  คือ คะแนนกรดอะมิโนของโปรตีนจากปลายขาวที่ใช α-amylase ในการยอยเมื่อเปรียบเทียบกับไข 
BE  คือ คะแนนกรดอะมิโนของโปรตีนจากรําขาวที่ใช mixed enzymes ในการยอยเมื่อเปรียบเทียบกับไข 
CE  คือ คะแนนกรดอะมิโนของโปรตีนจากรําสกัดไขมันที่ใช mixed enzymes ในการยอยเมื่อเปรียบเทียบกับไข 
 

ในอาหารไดดีเนื่องจากมีองคประกอบกรดอะมิโนใกลเคียงกับเคซีนและโปรตีนจากไข
นอกจากนี้ยังมี limiting amino acid ที่มีคะแนนกรดอะมิโนสูง (คะแนนกรดอะมิโนเทากับ 85.74
เปอรเซ็นต) ถึงแมการประเมินคุณภาพของโปรตีนโดยวิเคราะหองคประกอบกรดอะมิโนและคา
คะแนนกรดอะมิโนจะมีขอดี คือ วิเคราะหไดงายและสะดวกในการวิเคราะห complementary 
effect ของโปรตีนในอาหารเพื่อใชพัฒนาคุณภาพของอาหารโปรตีนโดยเติมกรดอะมิโนที่เปน
กรดอะมิโนจํากัดลงไป  แตการวิเคราะหคะแนนกรดอะมิโนนั้นมีสมมติฐานวาตัวอยางโปรตีนตอง
ถูกยอยจนหมด และกรดอะมิโนจําเปนทุกตัวตองถูกดูดซึม นอกจากนี้มนุษยยังมีความสามารถใน
การใชกรดอะมิโนไดเฉพาะรูป L-form แตการวเิคราะหคะแนนกรดอะมิโนนั้นไมสามารถแยกความ
แตกตางระหวาง L และ D-amino acid ได ฉะนั้นคาคะแนนกรดอะมิโนที่ไดจึงมีคามากเกิน
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ประมาณ (overestimate)    นอกจากนี้ยังไมสามารถทํานายผลยับยั้งของกรดอะมิโนที่มีปริมาณ
สูงตอการนํากรดอะมิโนชนิดอ่ืนไปใชของรางกาย  และไมสามารถประเมินผลของ antinutritional 
factor ได (Damodaran, 1996)  ฉะนั้น การวิเคราะหองคประกอบกรดอะมิโนและคาคะแนน
กรดอะมิโนจึงไมไดบอกวาเมื่อรางกายไดรับอาหารโปรตีนเขาไปแลวสามารถยอยและดูดซึมกรด      
อะมิโนไปใชไดมากนอยเพียงใด ดังนั้น จึงตองมีการ correct คะแนนกรดอะมิโนดวยการวิเคราะห
คา protein digestibility  คา Protein Efficiency Ratio (PER) โดยคา  C-PER วิเคราะหไดจาก
องคประกอบของกรดอะมิโนรวมกับคา protein digestibility  สวนคา DC-PER วิเคราะหไดจาก
องคประกอบของกรดอะมิโนเทานั้น  และคา  Protein digestibility corrected amino acid score 
(PDCAAS) 
 
 4.7.2 คา  protein digestibility  คา Protein Efficiency Ratio (PER) (A.O.A.C, 1990) 
และคา Protein digestibility corrected amino acid score (PDCAAS) (FAO/WHO/UNU, 
1985) 
  จากตารางที่ 4.16    จะเห็นไดวาคา Protein Efficiency Ratio (PER) ของโปรตีนที่
สกัดจากปลายขาวและรําสกัดไขมันใหคา PER มากเกินประมาณ (overestimate) คา PER ของ
โปรตีนที่สกัดจากปลายขาวและรําสกัดไขมันไมสอดคลองกับปริมาณกรดอะมิโนจําเปนซึ่งมี
ปริมาณต่ํามาก   และมีคา %protein digestibility คอนขางต่ําแตกลับใหคา PER สูง ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากโปรตีนจากปลายขาวและรําสกัดไขมันอาจมีผนังเซลลที่ถูกยอยไมหมด ทําใหมีโปรตีน
สวนที่ถูกผนังเซลลหอหุมอยู   หรือเปนโปรตีนที่มี proteolytic inhibitor ซึ่งยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมโปรติเอสที่ใชยอยโปรตีน ทําใหการคํานวณคา %protein digestibility ไดต่ําลง  และอาจ
เนื่องจากโปรตีนที่สกัดจากปลายขาวและรําสกัดไขมันมีปริมาณกรดอะมิโนที่ตอตานการยอยดวย
เอนไซม protease  (lysine leucine cystine aspartic acid และ proline) ต่ํา    สงผลถึงการ
จําแนกกลุมในการคํานวณคา PER    ดังนั้น การประเมินคุณภาพของโปรตีนจากปลายขาวและรํา
สกัดไขมันจึงตองใชการประเมินคุณภาพโปรตีนของวิธีอ่ืนรวมดวยโดยเลือกใชวิธีการวิเคราะห 
Protein digestibility-corrected amino acid score (PDCAAS) ซึ่งเปนวิธีที่ไดรับความนิยมมา 
เปนเวลานาน และไดรับการ recommend โดย FAO/WHO แลว   คา PDCAAS ของโปรตีนจาก
ปลายขาวมีคา PDCAAS เทากับ 0.09 (เทียบกับเคซีน) และ 0.12 (เทียบกับโปรตีนจากไข) โปรตีน
จากรําขาวมคีา PDCAAS เทากับ 0.54 (เทียบกับเคซีน) และ 0.62 (เทียบกับโปรตีนจากไข) 
โปรตีนจากรําสกัดไขมันมีคา PDCAAS เทากับ 0.17 (เทียบกับเคซีน) และ 0.19 (เทียบกับโปรตีน
จากไข) จะเห็นไดวาคา PDCAAS ของโปรตีนจากรําขาวมีคาสูงกวา wheat gluten (0.25) แตต่ํา
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กวาเคซีนและโปรตีนจากไขทั้งนี้เนื่องจากโปรตีนจากรําขาวมีองคประกอบกรดอะมิโนที่ดี คือ มี
ปริมาณกรดอะมิโนจําเปนใกลเคียงกับเคซีนและโปรตีนจากไข และมีกรดอะมิโนจําเปนบางตัวที่มี
ปริมาณสูงกวาเคซีนและไข  นอกจากนี้โปรตีนจากรําขาวยังมีคา %protein digestibility สูงกวา
โปรตีนจากปลายขาวและรําสกัดไขมันอีกดวย    ปลายขาวและรําสกัดไขมันผานการใหความรอน
กอนการสกัดโปรตีนโดยในการสกัดโปรตีนจากปลายขาวตองทําใหปลายขาวสุกที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาทีกอนการใชเอนไซมยอยและรําสกัดไขมันก็เปนรําขาวที่ผาน heat 
stabilize มาแตโปรตีนจากปลายขาวมีคา %protein digestibility ต่ํากวาโปรตีนจากรําสกัดไขมัน
ทั้งนี้เนื่องจากโปรตีนในปลายขาวมี leucine cystine และ proline ซึ่งเปนกรดอะมิโนที่ตอตานการ
ยอยดวย protease ในปริมาณสูง ทําใหเอนไซม protease เขาไปยอยโปรตีนไดยาก  (Jewell, 
Kendrick และ Satterlee, 1980) และเมื่อพิจารณาคา PER ของเคซีนจากการวิเคราะหดวยวธิี
ของ A.O.A.C (1990) และ FAO/WHO/UNU (1985) ซึ่งใชหนูทดลองในการวิเคราะห พบวาเคซีน
มีคา PER ที่วิเคราะหไดจากทั้งสองวิธีไมแตกตางกัน คือ ไดคา PER เทากับ 2.50  ในขณะที่
โปรตีนจากรําขาวใหคา PER เทากับ 2.14 (C-PER) และ 2.07 (DC-PER) ซึ่งมีคาใกลเคียงกัน 
และใกลเคียงกับเนื้อวัว (2.30) (Hansen และคณะ, 1981) ถึงแมคา PER ของโปรตีนจากรําขาว
จะต่ํากวาเคซีนและไขแตโปรตีนจากรําขาวก็มีคา PER สูงกวา wheat gluen    คา PER ที่ได
ใกลเคียงกับงานวิจัยของ Hansen และคณะ (1981) ซึ่งรายงานวาโปรตีนขาวมีคา Protein 
Efficiency Ratio (PER) เทากบั 2.18 การที่โปรตีนขาวมีคา PER สูงอาจเนื่องจากมีสมดุลของ
กรดอะมิโนจําเปนที่ดี  นอกจากนี้คา PER ที่ไดยังมีคาใกลเคียงกับ Chang, Lee และ Brown 
(1986) ซึ่งศึกษาคุณภาพของแปงขาวโปรตีนสูงที่ผลิตจากแปงที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ
เขมขน 5 เปอรเซ็นต  ยอยดวย ∝-amylase 0.25 มิลลิกรัม  ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 90 นาทีไ ดคา PER เทากับ 2.17    เมื่อพิจารณาดานคุณคาทางโภชนาการจะเห็นไดวา
โปรตีนจากรําขาวมีคุณคาทางโภชนาการที่ดีโดยมีองคประกอบกรดอะมิโนใกลเคียงกับเคซีนและ
ไข นอกจากนี้ยังมีคา PER สูงกวา wheat gluten และใกลเคียงกับเนื้อวัวอีกดวย  และมีคา 
PDCAAS สูงกวา  wheat gluten  ดวย   ทั้งนี้อาจเนื่องจากโปรตีนจากรําขาวมีองคประกอบ
กรดอะมิโนที่ดี และไมมี antinutritional factor 
 
  การเลือกภาวะที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนที่ละลายน้ําไดนอกจากจะพิจารณาดาน
ปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส %albumin recovery และ %albumin extracted   ขนาดโมเลกุลของ
โปรตีนที่ทําใหเกิดการแพและคุณคาทางโภชนาแลวยังตองพิจารณาสมบัติเชิงหนาที่ซึ่งเปนสมบัติ
ที่สําคัญในการนําโปรตีนไปใชเปนองคประกอบในผลิตภัณฑอาหาร โดยสมบัติที่เลือกพิจารณา  
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ไดแก สมบัติการเกิดโฟม และสมบัติการเกิดอิมัลชันซึ่งเปนสมบัติที่ใชอยางกวางขวางใน
ผลิตภัณฑอาหารโดยมีรายละเอียดดังหัวขอ 4.8 
ตารางที่ 4.16 คา  protein digestibility  คา protein efficiency ratio (PER) และคา PDCAAS 
ของแสดงโปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน  
 
โปรตีน digestibility 

(%) 
PER PDCAAS PDCAAS 

Casein  89.61 2.50 (C-PER) 1.00 1.00 
  2.50 (DC-PER)   
  2.50*   
ไข* 97.00 3.90 1.00 1.00 
Wheat gluten* 96.00 0.26 0.25 0.25 
ปลายขาว 58.03 3.32 (C-PER) 0.09** 0.12*** 
  3.52 (DC-PER)   
รําขาว 72.01 2.14 (C-PER) 0.54** 0.62*** 
  2.07 (DC-PER)   
รําสกัดไขมัน 61.58 3.01 (C-PER) 0.17** 0.19*** 
  3.16 (DC-PER)   
* ที่มา: FAO/WHO/UNU (1985) 
**คะแนนกรดอะมิโนที่ใชคํานวณคิดเทียบกับเคซีน 
***คะแนนกรดอะมิโนที่ใชคํานวณคิดเทียบกับโปรตีนจากไข 
 
4.8 การศึกษาสมบัติเชิงหนาที่ 
     4.8.1 การศึกษาสมบัติการเกิดโฟม 
 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน
เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนไขขาวและเคซีน แสดงดังตารางที่ 4.17 จะเห็นไดวาโปรตีนจากปลาย
ขาวและรําสกัดไขมันมีคา foaming capacity (12.75 ml.) มีคาต่ํากวาโปรตีนไขขาว (19.75 ml.) 
เนื่องจากโปรตีนที่ไดจากปลายขาวที่ใช α-amylase ในการสกัดอาจไมไดชวยยอยแปงออกจาก
โปรตีนไดมากเทาที่ควร โปรตีนละลายออกมาไดนอย คา foaming capacity จึงคอนขางต่ํา  
โปรตีนที่สกัดไดจากรําขาวที่ใช mixed enzymes ในการสกัดมีคา foaming capacity (18.00 ml.)  
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ตารางที่ 4.17 สมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน
เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนไขขาวและเคซีน 
        
โปรตีน foaming capacity (ml.) foaming stability (min.) 
เคซีน 6.88 d    ±   0.85 101.25 c    ±  3.50 
ไขขาว 19.75 a    ±   0.96 119.25 a    ±  0.96 
ปลายขาว 12.75c     ±  1.50 98.75 c    ±  1.71 
รําขาว 18.00 ab   ±  1.83 110.25 b    ±  1.89 
รําสกัดไขมัน 16.38 b    ±   1.60 100.25 c    ±  6.70 
 
ไมแตกตางจากโปรตีนไขขาว   โปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันมีคา foaming 
capacity สูงกวาเคซีน (6.88 ml.) โปรตีนจากรําสกัดไขมันมีคา foaming capacity (16.38 ml.) 
ไมแตกตางจากโปรตีนจากรําขาว (18.00 ml.) อาจเนื่องจากเมื่อใช mixed enzymes ยอยรําขาว
แลวจะทําให β-glucan arabinose cellulose hemicellulose และ xylan ถูกยอยออกไปโปรตีน
ละลายออกมาและมีลักษณะเปน random coil ซึ่งทําใหมี foaming capacity ที่ดีสอดคลองกับ 
Wang และคณะ (1999) พบวาโปรตีนไอโซเลทจากรําขาวที่ยอยดวย phytase และ xylanase ทํา
ใหได foaming capacity สูงใกลเคียงกับโปรตีนไขขาวทั้งนี้เนื่องจาก phytase และ xylanase 
ยอย phytate และองคประกอบในเซลลของรําขาวออก ทําใหโปรตีนที่ละลายออกมามีลักษณะ
เปน flexible random-coiled มากขึ้น ชวยเพิ่ม foaming capacity (Halling, 1981; Damodaran, 
1990)      ในขณะที่ Bera และ Mukherjee (1989) รายงานวา โปรตีนรําขาวเขมขนที่ผลิตจากรํา
ขาวสดมีคา    foaming capacity   ต่ํากวาโปรตีนเขมขนที่ผลิตจากรําสกัดไขมันในหองปฎิบัติการ
เนื่องจากโปรตีนรําขาวเขมขนท่ีผลิตจากรําขาวสดมีปริมาณไขมันสูงกวารําสกัดไขมันจึงทําให
สมบัติการเกิดโฟมลดลง  เพราะไขมันมีคา surface active มากกวาโปรตีน โดยไขมันจะถูกดูดซับ
ที่ผิวสัมผัสระหวางอากาศกับของเหลวไดดีกวาโปรตีนจากรําขาวสด (Damodaran, 1996)        
ผลการวิจัยแตกตางจาก Bera และ Mukherjee (1989) ทั้งนี้อาจเนื่องจากมีกระบวนการสกัด
โปรตีนแตกตางกันโดย  Bera และ Mukherjee (1989) สกัดโปรตีนจากรําขาวพันธุ indica ดวย
สารละลายดางที่ pH 9.0  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และตกตะกอนโปรตีน
โดยการปรับ pH เปน 4.50 จึงไดโปรตีนสวนอื่นนอกจาก albumin ออกมาดวย ไดแก glutelin ซึ่ง
เปนโปรตีนที่ละลายไดดีในสารละลายดาง  รําสกัดไขมนัที่ Bera และ Mukherjee (1989) ใชใน 
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งานวิจัยเปนรําขาวที่สกัดไขมันออกเทานั้นไมไดมีการใหความรอน แตโปรตีนจากรําสกัดไขมันที่ได
จากงานวิจัยที่ศึกษาเปนรําขาวที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิสูงเพื่อรักษาคุณภาพของรําขาว  
ดังนั้น โปรตีนจากรําสกัดไขมันจึงเกิดแปลงสภาพและละลายออกมาในลักษณะ flexible random 
coil ต่ํา จึงทําใหมี foaming capacity ไมแตกตางจากโปรตีนจากรําขาว นอกจากนี้โปรตีนจากรํา
ขาวยังมี uncharged polar amino acid ไดแก glycine threonine cysteine และ tyrosine ใน
ปริมาณสูง (Padhye และ Salunkhe, 1979) ซึ่งมีปริมาณที่สมดุลกับกรดอะมิโนที่มี hydrophobic 
side chain ไดแก alanine valine leucine isoleucine proline phenylalanine tryptophan และ 
methionine  การที่โปรตีนจะให foaming capacity สูงเกิดจากโปรตีนเกิดแปลงสภาพ คือ มีประจุ
สุทธิเปนศูนย นั่นคือ โปรตีนมีปริมาณกรดอะมิโนที่มี hydrophobic side chain เทากับ 
hydrophilic side chain จึงทําใหหอหุมอากาศไดมาก (Damodaran, 1996)   และเมื่อพิจารณา
คา foaming stability จะเห็นไดวาโปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันมีคา foaming 
stability  ต่ํากวาโปรตีนจากไขขาว (119.25 min.) โปรตีนจากปลายขาว รําสกัดไขมัน เคซีน มีคา
ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) แตโปรตีนจากรําขาวมีคา foaming stability 
สูงกวาเคซีนทั้งนี้อาจเนื่องจากโปรตีนจากรําขาวมี globular protein สูงกวาโปรตีนจากปลายขาว
และรําสกัดไขมัน เนื่องจากโปรตนีที่สกัดไดจากปลายขาวและรําสกัดไขมันมี acidic amino acid 
(aspartic acid และ glutamic acid) ในปริมาณสูงกวา basic amino acid  (lysine histidine 
และ arginine)   และอาจมี globular protein ซึ่งทําใหเกิดฟลมที่มีลักษณะยืดหยุนในปริมาณต่ํา 
ทั้งนี้เนื่องจาก globular protein เปนโปรตีนที่โครงสรางเปลี่ยนแปลงไดงายเมื่อไดรับความรอน
หรือเมื่อ pH เปลี่ยนแปลงไป ทําใหได viscoelastic film ที่ไมแข็งแรง ทําใหเกิดการ collapse ได 
ผลที่ไดสอดคลองกับ Wang และคณะ (1999) ซึ่งพบวาโปรตีนไอโซเลทจากรําขาวที่ไดก็มี 
foaming stability ต่ํากวาโปรตีนไขขาวเนื่องจากไมมีฟลมที่เหนียวและยืดหยุนพอที่จะหอหุม
อากาศได จึงเกิด collapse ไดงาย (Halling, 1981; Damodaran, 1990)  จากสมบัติการเกิดโฟม 
จะเห็นไดวาโปรตีนจากรําขาวมีความเหมาะสมในการใชเปนองคประกอบในผลิตภัณฑอาหารที่
ตองอาศัยสมบัติการเกิดฟองได เชน เคก และเมอแรงจ เปนตน      ทั้งนี้เนื่องจากโปรตนีจากราํขาว
มีคา foaming capacity   และ  foaming stability   สูงใกลเคียงกับโปรตีนไขขาวและมีคาสูง
กวาเคซีน 
 
 4.8.2 การศึกษาสมบัติการเกิดอิมัลชัน 
  สมบัติการเกิดอิมัลชันของโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัด
ไขมันเมื่อเปรียบเทียบกับเคซีนและ bovine serum albumin แสดงดังตารางที่ 4.18  จะเห็นไดวา  
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ตารางที่ 4.18  สมบัติการเกิดอิมัลชันของโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัด
ไขมันเมื่อเปรียบเทียบกับ bovine serum albumin และเคซีน 
 
โปรตีน emulsifying activity (A500) emulsion stability (min.) 
เคซีน 0.39 c    ±  0.08 5.00 c    ±  0.82 
Bovine serum albumin 0.90 a    ±  0.01 16.75 a    ±  0.50 
ปลายขาว 0.36c    ±  0.11 4.00 c    ±  0.82 
รําขาว 0.55b    ±  0.06 13.75 b    ±  0.65 
รําสกัดไขมัน 0.58 b    ±  0.12 14.75 b    ±  1.04 
 
โปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันม ีemulsifying activity และ emulsion stability   
ไตํ่ากวา bovine serum albumin  ทั้งนี้เนือ่งจากโปรตีนจากปลายขาว รําขาวและราํสกัดไขมันอาจ
มี hydrophile-lipophile balance (HLB) ต่ํา คา HLB มีอิทธิพลตอ emulsifying activity ของ
โปรตีน (Nakai, 1983)     โปรตีนจากปลายขาวม ีemulsifying activity และ emulsion stability 
ไมแตกตางจากเคซีน ในขณะที่โปรตีนจากรําขาวมีคา emulsifying activity และ emulsion 
stability ไมแตกตางจากโปรตีนจากรําสกดัไขมันโดยมีคาทัง้สองสงูกวาเคซีน  ผลที่ไดเปนไปใน
แนวโนมเดยีวกับ Wang และคณะ (1999) ซึ่งพบวาโปรตีนไอโซเลทจากรําขาวทีย่อยดวย phytase 
และ xylanase  ทาํใหได emulsifying activity     และ emulsion stability ต่ํากวา bovine serum 
albumin ทัง้นีเ้นื่องจากโปรตีนไอโซเลทจากรําขาวมี surface hydrophobicity ต่ํา (Chaplin และ 
Andrew, 1989; Petrucceli และ Anon, 1994; Halling, 1981)  แตขัดแยงกับ Bera และ 
Mukherjee (1989) ซึ่งรายงานวาโปรตีนรําขาวเขมขนทีผ่ลิตจากรําขาวสดมีคา emulsion  
capacity สูงกวาโปรตีนรําขาวเขมขนที่ผลิตจากรําสกัดไขมัน ทั้งนี้อาจเนื่องจากโปรตีนจากราํสกดั
ไขมันมีสารชนดิอื่นนอกจากโปรตีนที่ทาํใหมีสมบัติการเกดิอิมัลชันที่ด ีเชน กรดไขมัน และเลซิทนิ 
เปนตน (Orthoefer, 1996)   สารดงักลาวมีสมบัติเปนอมิัลซิฟายเออร (Fisher และ Parker, 1988)  
โปรตีนรําขาวเขมขนที่ผลิตจากรําขาวสดนัน้มีปริมาณไขมันสูงกวารําสกัดไขมัน       Bera และ 
Mukherjee (1989) สกัดโปรตีนจากราํขาวพันธุ indica  ดวยสารละลายดางที่ pH 9.0  อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และตกตะกอนโปรตีนโดยการปรับ pH เปน 4.50 ไดโปรตีน 
glutelin เมื่อพิจารณาสมบัตกิารเกิดอิมัลชนัของโปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน    
จะเหน็ไดวาโปรตีนจากรําขาวมีความเหมาะสมในการใชเปนองคประกอบในผลิตภัณฑอาหารที่
ตองอาศัยสมบัติการเกิดอิมลัชันได เชน ไอศกรีม ซอส และผลิตภัณฑเนื้อสัตว เปนตน      ทัง้นี้ 
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จากโปรตีนจากรําขาวมีคา emulsifying activity   และ   emulsion stability      สูงกวาเคซนีและ
ใกลเคียงกับ bovine serum albumin 
   
  เมื่อพิจารณาสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีน albumin ที่สกดัไดดวยวิธีการที่เหมาะสม 
พบวา สมบัตกิารเกิดโฟมของโปรตีนจากรําขาวม ี   foaming capacity  สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับโปรตีนจากปลายขาวและรําสกัดไขมันและไมแตกตางจากโปรตีนจากไขขาว    โปรตีนจากราํ
ขาวมีคา foaming stability สูงกวาโปรตนีจากปลายขาวและรําสกัดไขมัน แตมีคา foaming 
stability รองลงมาจากโปรตีนไขขาว โปรตนีจากรําขาวและรําสกัดไขมันมีคา emulsifying activity 
และ emulsion stability ไมแตกตางกนัและสูงกวาโปรตีนจากปลายขาว ในขณะทีโ่ปรตีนจากมีคา 
emulsifying activity และ emulsion stability ต่ํากวา bovine serum albumin
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                              บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

   ปลายขาว  รําขาว และรําสกัดไขมันมีปริมาณโปรตีน 7.78 ถึง 8.14 เปอรเซ็นต  14.29 ถึง 
14.35 เปอรเซ็นต  และ 15.73 ถึง 18.23 เปอรเซ็นต ตามลําดับ       
 เมื่อสกัดโปรตีนจากปลายขาวดวย α-amylase โดยใชปลายขาว ขนาด 100 mesh และ
ใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที สกัดดวย α-amylase ปริมาตร 0.15  
%v/w pH 6.5  อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาที ใหโปรตีน 5.73 มิลลิกรัมตอปลาย
ขาว 1 กรัม  ภาวะเหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากรําขาวโดยใช mixed enzymes คือ ใชรําขาว
ขนาด 80 mesh ความเขมขน 25 %w/v mixed enzymes ความเขมขน 0.10  %v/w pH 3.8     
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาที  ใหโปรตีน 60.90 มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม ภาวะ
เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากรําสกัดไขมันโดยใช mixed enzymes คือ ใชรําสกัดไขมันขนาด 
80 mesh  เขมขน 25 %w/v สกัดดวย mixed enzymes ความเขมขน 0.10  %v/w pH 3.8 
อุณหภูมิ   50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที ใหโปรตีน 31.70 มิลลิกรัมตอรําสกัดไขมัน 1 กรัม 

จากการศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ละลายน้ําที่สกดัไดจากปลายขาว รําขาวและรํา
สกัดไขมัน ไมพบโปรตีนที่ทําใหเกิดอาการแพสูง (16 kDa) โปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรํา
สกัดไขมันมี limiting amino acid คือ lysine methionine และ phenylalanine ตามลําดับ   โดย
โปรตีนจากรําขาวมีองคประกอบกรดอะมิโนใกลเคียงกับเคซีนและไขมากที่สุด โปรตีนจากรําขาวที่
ยอยดวย mixed enzymes มีคา Protein Efficiency Ratio สูงที่สุด คือ 2.14 (C-PER) และ 2.07 
(DC-PER)    
 จากการศึกษาสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนที่ละลายน้ําที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรํา
สกัดไขมัน พบวา โปรตีนจากปลายขาวมีคา foaming capacity สูงกวาเคซีน แตมีคาต่ํากวา
โปรตีนไขขาว โปรตีนที่สกัดไดจากรําขาวที่ใช mixed enzymes มีคา foaming capacity ไม
แตกตางจากโปรตีนไขขาว โปรตีนจากรําสกัดไขมันมีคา foaming capacity ไมแตกตางจาก
โปรตีนจากรําขาว ในดาน foaming stability พบวา โปรตีนจากรําขาวทั้งสกัดไขมันและไมสกัด 
และปลายขาวมีคาไมแตกตางจากเคซีน และต่ํากวาไขขาว โปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรํา
สกัดไขมันมี emulsifying activity และ emulsion stability   ไมแตกตางจากเคซีนและมีคาต่ํากวา 
bovine serum albumin ต่ํากวา bovine serum albumin โปรตีนจากรําขาวและรําสกัดไขมันมีคา 
emulsifying activity และ emulsion stability ไมตางกันและมีคาสูงกวาเคซีน 
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 โปรตีนที่ละลายน้ําได (albumin) ที่สกัดไดจากรําขาวที่ยอยดวย mixed enzymes ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 3.8 เปนเวลา 120 นาที ใหปริมาณโปรตีนสูงที่สุด และมี            
% albumin recovery  และ % albumin extracted สูงที่สุด       มีองคประกอบกรดอะมิโน 
คุณภาพโปรตีนที่ดี  และมีสมบัติการเกิดโฟม  และอิมัลชันที่ดี นอกจากนี้ยังมีตนทุนในการผลิตต่ํา
กวาโปรตีนที่สกัดจากปลายขาวและรําสกัดไขมัน 
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ภาคผนวก ก 

 
วิธีวิเคราะหทางเคมี 

 
ก.1  การวิเคราะหปริมาณความชื้น (ดัดแปลงจาก AOAC (1990)) 
 อุปกรณ  
 Aluminium dish 
  เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (Sartorius, A200S) 
 ตูอบลมรอน (Binder, ED) 
 เดซิกเคเตอร (desiccator) 
 วิธวีิเคราะห  
 1. อบ aluminium dish และฝาที่อุณหภูมิ  105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ทิง้ให
เย็นในเดซิกเคเตอรชั่งน้ําหนกั 
 2. ชั่งตัวอยางใหทราบน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 2 กรัม ใสลงใน aluminium dish ที่
อบแหงแลว 
 3. นําไปอบทีอุ่ณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียส ขามคืน 

4. นําออกจากตูอบและทิ้งใหเยน็ในเดซกิเคเตอร และชั่งน้ําหนกั 
5. นําไปอบตออีกประมาณ 1 ชั่วโมงหรือจนกระทั่งน้ําหนักคงที ่
6. คํานวณปรมิาณความชื้นหรือน้ําทีห่ายไป 

 การคํานวณ 
 ปริมาณความชื้น (เปอรเซ็นต) = (m1 - m2)/m x 100 
 เมื่อ  m  =  น้าํหนักตัวอยาง (กรัม) 
  m1 =  น้ําหนักตัวอยางและภาชนะกอนอบ (กรัม)  
  m2   =  น้ําหนกัตัวอยางและภาชนะหลังอบ (กรัม)  
 
ก.2  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (ดัดแปลงจาก AOAC (1990)) 
 อุปกรณ  
 ชุดวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Kjeldatherm and Vapodest I, Gerhardt, KT 85) 
 สารเคม ี  

1. โซเดียมไฮดรอกไซด (Commercial grade) เตรียมใหมีความเขมขน 50 เปอรเซ็นต 
2. กรดบอริก (A.R. grade) เตรียมใหมีความเขมขน 4 เปอรเซ็นต 
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3. กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 37 เปอรเซ็นต (A.R. grade) เตรียมใหมคีวามเขมขน 0.1 
N 
4. สารเรงปฏิกิริยาใช Selenium reagent mixture (A.R. grade)  
5. กรดซัลฟวริก (A.R. grade) 
6. อินดิเคเตอร (สารละลายเมธิลเรดเขมขน 0.2 เปอรเซน็ต ปริมาตร 50 มิลลิลิตรผสม

กับสารละลายเมธิลีนบลเูขมขน 0.2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 25 มิลลิลิตร) 
 วิธวีิเคราะห   

1. ชั่งตัวอยางใหทราบน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 2 กรัม ใสลงในหลอดยอย 
2. เติม selenium reagent mixture ซึ่งเปนสารเรงปฏิกิริยาประมาณ 5 กรัม และกรด

ซัลฟวริกเขมขนปริมาตร 15 มิลลิลิตร นําไปยอยบนเตายอย  ยอยจนของผสมในหลอดยอยเปนสี
เขียวใส จากนั้นปดเตายอย และทิ้งไวใหเย็นเปนเวลา 30 นาที 

3. เตรียมขวดขนาด 500 มิลลิลิตรที่หยดอินดิเคเตอรไวแลว 3 หยด เพื่อรับสารที่กลั่นได
ที่ปลายคอนเดนเซอรของเครื่องกลั่น เติมสารละลายกรดบอริกที่มีความเขมขน 4 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

4. นําหลอดตัวอยางที่ผานการยอยแลวตอเขากับเครื่องกลั่น    เติมน้ํากลั่นลงในหลอด
ยอย หลอดละ 50 มิลลิลิตร เพื่อละลายตะกอนที่เกิดขึ้น  เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มี
ความเขมขน 50 เปอรเซ็นต ปริมาตร 70 มิลลิลิตร 

5. ในระหวางการกลัน่จะเกดิแอมโมเนียขึน้  และแอมโมเนียที่เกิดขึ้นจะถูกจับไวดวย
สารละลายกรดบอริกทําใหไดสารละลายสเีขียว รองรับส่ิงที่กลัน่ไดจนมีปริมาตรเทากับ 200 
มิลลิลิตร 

6. ลางสวนปลายของคอนเดนเซอรดวยน้ํากลั่นใสลงในขวดที่รองรับส่ิงที่กลัน่ได 
7.นําสารละลายที่ไดจากการกลั่นทั้งหมดมาไทเทรตกับสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่มี

ความเขมขน 0.1 N และมีการวิเคราะหหาความเขมขนที่แนนอนไวแลว จนไดจุดยุติเปน
สารละลายสีชมพู ทํา blank โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง และวิเคราะหเชนเดียวกัน 

8. คํานวณหาปริมาณโปรตีน 
 การคํานวณ 
 ปริมาณโปรตีนทัง้หมด (เปอรเซ็นต)   =   1.4007 x (V1 – V2) x N x CF 
                               น้ําหนักแหงของตวัอยาง (กรัม) 
 
เมื่อ V1  =  ปริมาตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไทเทรตตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
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 V2  =  ปริมาตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไทเทรต blank (มิลลิลิตร) 
 N   =  ความเขมขนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรต หนวยเปน Normal 
 CF =  conversion factor ใชเปลี่ยนปริมาณไนโตรเจนใหเปนโปรตีนโดยใชคาเทากบั 5.95 
ก.3  การวิเคราะหปริมาณไขมัน (ดัดแปลงจาก AOAC (1990)) 
 อุปกรณ  

ตูอบลมรอน (Binder, ED) 
Soxhlet apparatus (Gerhardt) 
เดซิกเคเตอร (desiccator) 

 สารเคม ี  
ปโตรเลียมอีเทอร (A.R. grade) 

 วิธวีิเคราะห  
1. ชั่งตัวอยางแลวนําไปอบแหงใหไดน้ําหนกัประมาณ 5 กรัม หอดวยกระดาษกรอง 

Whatman No.1 
2. ใสตัวอยางที่หอดวยกระดาษกรองแลวลงในทิมเบิลซึง่บรรจุในขวดสกัดที่แหงสนทิ

และทราบน้ําหนกัที่แนนอน 
3. เติมปโตรเลียมอีเทอร ปริมาตร 250 มิลลิลิตรลงในขวดสกัด และตอเขากับชุดสกัด ใช

เวลาในการสกัดเปนเวลา 4 ชั่วโมง 
4. ระเหยปโตรเลียมอีเทอรออกจากไขมนัหรือน้ํามันที่สกัดได 
5. นําไขมันหรือน้ํามนัที่ไดในขวดสกัดไปอบที่อุณหภูมิ 100 + 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

1 ชั่วโมง หรือจนน้าํหนักคงที่ แลวทิ้งใหเยน็ในเดซกิเคเตอร 
6. ชั่งน้ําหนักของไขมันหรือน้าํมันที่สกัดได คํานวณหาปรมิาณไขมัน 

 การคํานวณ 
 ปริมาณไขมัน (เปอรเซ็นต)  =  น้ําหนักของไขมันที่สกัดได (กรัม) x 100 
                         น้าํหนักแหงของตัวอยาง (กรัม) 
 
ก.4  การวิเคราะหปริมาณเถา (ดัดแปลงจาก AOAC (1990)) 
 อุปกรณ  

เตาเผา (Fisher Scientific, Isotemp) 
Crucible 
Hot plate 
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วิธวีิเคราะห  

1. ชั่งตัวอยางที่ทราบน้ําหนักแนนอน 1 กรัม ใสใน crucible ที่ผานการเผาที่อุณหภูมิ 550 
องศาเซลเซียส จนน้ําหนักคงที่และชั่งน้ําหนักที่แนนอน 

2. นําตัวอยางไปเผาบน hot plate จนกระทั่งตัวอยางไมมีควัน 
3. นําไปเผาทีอุ่ณหภูมิ 550 องศาเซลเซยีส จนไดน้าํหนกัคงที ่ 

4.ทําใหเยน็ในเดซกิเคเตอร ชั่งน้าํหนัก  
5. คํานวณปรมิาณเถา 

 การคํานวณ 
 ปริมาณเถา (เปอรเซ็นต)  =  (m2 – m1) x 100 
                                  m 
 เมื่อ  m   =  น้ําหนักแหงของตัวอยาง (กรัม) 
       m1  =  น้ําหนกั crucible (กรัม) 
         m2  =  น้ําหนกั crucible และเถา (กรัม) 
 
ก. 5  การวิเคราะหปริมาณเสนใย (ดัดแปลงจาก AOAC (1990)) 
 สารเคม ี  

สารละลายกรดซัลฟวริกที่มคีวามเขมขน 1.25% w/v 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 1.25% w/v 
เอธานอลที่มีความเขมขน 95% 

 อุปกรณ  
เตาเผา (Fisher Scientific, Isotemp) 
Crucible 
Hot plate 
กระดาษกรองชนิดปราศจากเถา 
กระดาษกรอง Whatman No.1 

 Suction flask 
 วิธีวิเคราะห  

1. ชั่งตัวอยางที่ผานการสกัดไขมันดวยปโตรเลียมอีเธอรมาแลวใหทราบน้ําหนักที่
แนนอน 2 กรัม ใสบีกเกอรขนาด 600 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรดซัลฟวริกที่มีความเขมขน 
1.25% w/v ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตมเดือดเพื่อยอยตัวอยางเปนเวลา 30 นาที ในระหวางการตม
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เดือดตองรักษาระดับสารละลายใหเทากับ 200 มิลลิลิตร โดยเติมน้ํารอนลงไป กรองผาน
กระดาษกรอง Whatman No.1 ดวยการ suction  และลางกากดวยน้ํารอนจนหมดฤทธิ์กรด 

2. นํากากที่ไดจากการกรองมายอยตอดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความ
เขมขน 1.25% w/v ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตมเดือดเพื่อยอยตัวอยางเปนเวลา 30 นาที ในระหวาง
การตมเดือดตองรักษาระดับสารละลายใหเทากับ 200 มิลลิลิตร โดยเติมน้ํารอนลงไป กรองผาน
กระดาษกรองชนิดปราศจากเถาที่ผานการอบแหงและทราบน้ําหนักที่แนนอนดวยการ suction  
และลางกากดวยน้ํารอนจนหมดฤทธิ์ดาง 

3. ลางกากดวยเอธานอล 2 คร้ัง คร้ังละ 30 มิลลิลิตร นํากากที่ไดไปอบแหงที่อุณหภูม ิ
100 องศาเซลเซียส ทิ้งใหเย็นในเดซิกเคเตอร ชั่งน้ําหนัก อบตอไปจนไดน้ําหนักคงที่ 

4. นํากากไปเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส ทิ้งใหเยน็ในเดซกิเคเตอร ชั่งน้าํหนัก เผา
ตอไปจนไดน้ําหนกัคงที ่
 การคํานวณ   
 ปริมาณเสนใย (เปอรเซ็นต) = (m1 - m2)/m x 100 
  เมื่อ  m  =  น้าํหนักตัวอยาง (กรัม) 

 m1 =  น้ําหนักตัวอยางและภาชนะหลงัอบ (กรัม)  
 m2   =  น้ําหนกัตัวอยางและภาชนะหลังเผา (กรัม)  

 
ก. 6 การวิเคราะหปริมาณแปง (Miller, 1959) 
 โดยคํานวณจากการนําผลรวมขององคประกอบอื่นไปหกัออกจากหนึง่รอย ดังสมการ 
 CHO  =  100 - (M + P + F + A) 
 เมื่อ  CHO  =  ปริมาณแปง (เปอรเซ็นต) 
  M = ปริมาณความชื้น (เปอรเซ็นต) 
  P = ปริมาณโปรตีน (เปอรเซ็นต) 
  F = ปริมาณไขมัน (เปอรเซ็นต) 
  A = ปริมาณเถา (เปอรเซ็นต) 
 
ก.7 การวเิคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (Miller, 1959) 
 สารเคม ี  

เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 2 N 
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เตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก โดยละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid 2.5 

กรัม ลงในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 2 N ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเติม
โพแทสเซียมโซเดียมทาเทรท 75 กรัม คนจนละลาย เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 250 มิลลิลิตร เก็บ
ในขวดสีชา ที่อุณหภูมิหอง  
 วิธีวิเคราะห  
 1. นําสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน 
  2. นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที 
  3. ทําใหเย็นอยางรวดเร็วโดยแชในอางน้ําแข็ง 
  4. เติมน้ํากลั่น 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
  5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
  6. คํานวณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานซึ่งใชน้ําตาลกลูโคส 0  0.2  
0.4  0.8 และ 1.0 กรัมตอลิตรเปนสารมาตรฐาน แสดงดังตารางที่ ก 1 และรูปที่ 1 ก 
 
ตารางที ่ก. 1  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตรของสารละลาย D-glucose ที่
ความเขมขนตาง ๆ  
 

ความเขมขนของ D-glucose 
(กรัมตอลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 
540 นาโนเมตร 

0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

0.000 
0.236 
0.494 
0.808 
1.076 
1.211 

 
ก. 8 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสวนน้ําใส (ดัดแปลงจาก Peterson, 1983) 
 สารเคม ี สารละลายแอลคาไลคอปเปอร ประกอบดวย 

1.สารละลายโซเดียมไบคารบอเนตในดางโดยใชโซเดียมไบคารบอเนต 2 กรัมตอ
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 โมลาร  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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 2.สารละลาย คอปเปอร ซัลเฟต-โพแทสเซียมโซเดียมทาเทรท (CuSO4.5H2O  0.5% 
ใน NaKC4H4O8  1%)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 ก  กราฟมาตรฐานของสารละลาย D-glucose ความเขมขนตาง ๆ วัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร  
  
 เตรียมสารละลายแอลคาไลคอปเปอรโดยผสมสารละลายขอ 1  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
และขอ 2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เตรียมใหมทุกครั้ง 
 สารละลายฟนอล ประกอบดวย Folin ciocalteas  1  สวนผสมกับน้ําขจัดไอออนแลว  1  
สวน 

สารละลายดีออกซีโคเลตเขมขน 0.1% w/v 
กรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขน 72% 

 วิธีวิเคราะห  
1. นําสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายดีออกซีโคเลต 

0.1% w/v ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เติมกรด
ไตรคลอโรอะซิติกเขมขน 72% ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

2. นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 x g เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง คว่ํา
หลอดลงบนกระดาษทิชชูเพื่อซับน้ํา ระวังไมใหตะกอนหลุดออกมากับสวนน้ําใส 

3. เติมสารละลายแอลคาไลคอปเปอรปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 10 นาที เติมสารละลายฟนอลปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที 

4. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

y  =  1 .2 7 3 x
R 2 =  0 .9 9 1 6

0

0 .5

1

1 .5

0 0 .2 0 .4 0 .6 0 .8 1 1 .2

A540 

ปริมาณกลูโคส (กรัมตอลิตร)
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5. คํานวณความเขมขนของโปรตีนในสวนน้ําใสจากกราฟมาตรฐานซึ่งใช bovine 

serum albumin ปริมาณ 0   50   100   200   300   400   500   600 และ 800 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเปนสารมาตรฐาน แสดงดังตารางที่ ก 2 และรูปที่ 2 ก 
ตารางที ่ก. 2  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 750 นาโนเมตรของสารละลาย bovine serum 
albumin ที่ความเขมขนตาง ๆ  
 

ความเขมขนของ bovine serum 
albumin (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 
750 นาโนเมตร 

0 
50 
100 
200 
300 
400 
500 
600 
700 

0.000 
0.112 
0.334 
0.480 
0.606 
0.860 
0.909 
0.923 
0.973 

   
  
 
 
 
 A750 

 
 
 
 
   ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
 
รูปที่ 2 ก กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin  ความเขมขน
ตาง ๆ วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร   

y = 0.0022x

R2 = 0.9649

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1

0 100 200 300 400 500
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ภาคผนวก ข 

การหาขนาดโมเลกุลของโปรตีน 
 
ข. 1 การวิเคราะหหาขนาดโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE (Sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) ตามวิธีของ Laemmli (1970) ซ่ึงดัดแปลงโดย  
 1. อุปกรณ 
 ชุด Minigel electrophoresis ยี่หอ Hoefer รุน mini VE เปนเครื่องที่ใชหลอแผนเจล
ขนาดกวาง 8 เซนติเมตร ยาว 9 เซนติเมตร สามารถหลอเจลพรอมกันได 2 แผน มีชองสําหรับ
หยอดตัวอยางไดทั้งหมด 10 ชองตอเจล 1 แผน ตออยูกับเครื่องกําเนิดกระแสไฟฟา 
 2. การเตรียม stock solution แสดงดังตารางที่ ข. 1 
ตารางที่  ข. 1   การเตรียมสารเคมีสําหรับทํา SDS-PAGE 
 

สารเคมี ความเขมขนสดุทาย  ปริมาณที่ใช 
1. Acrylamide solution  
(เก็บสารละลายในตูเย็น)  
acrylamide เขมขน 30%, bisacrylamide 
เขมขน 0.8%, 200 ml 
      - acrylamide (FW 71.08) 

 - bisacrylamide (FW 154.17) 
      - deionized water 

 
 
 
 

30 
0.8 
- 

 
 
 
 

60 g 
1.6 g 

to 200 ml 
2. 4x Resolving gel buffer 
(เก็บสารละลายในตูเย็น)  
Tris-Cl เขมขน 1.5 M, pH 8.8, 200 ml 

- Tris (FW 121.1) 
-deionized water 
- HCl 
- deionized water 

 
 

 
 
 

1.5 M 
- 

to pH 8.8 + 0.05 
- 

 
 
 

36.3 g 
150 ml 

- 
to 200 ml 
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ตารางที่  ข. 1   (ตอ) การเตรียมสารเคมีสําหรับทํา SDS-PAGE 
 
                         สารเคมี 
3.  4x Stacking gel buffer 
(เก็บสารละลายในตูเย็น)  
Tris-Cl เขมขน 0.5 M, pH 6.8, 50 ml 

- Tris (FW 121.1) 
- deionized water 
- HCl 

    - deionized water 

ความเขมขนสดุทาย  
 
 

                 
                0.5 M 

- 
to pH 6.8 + 0.05 

- 

ปริมาณที่ใช 
 
 

        
        3.0 g 

40 ml 
- 

to 50 ml 
4. SDS เขมขน 10%  
(เก็บสารละลายที่อุณหภูมหิอง) 

- SDS (FW 288.38) 
     - deionized water 

 
 

                 10 % 
- 

 
 

10 g 
to 100 ml 

5. Ammonium persulphate เขมขน10% 
(initiator) (เตรียมใหมทุกครัง้ที่ใช) 

- ammonium persulphate (FW 228.2) 
     - deionized water 

 
 

10 % 
- 

 
 

0.1 g 
to 1 ml 

6. 2x Treatment buffer 
(แบงใสหลอดเล็กๆ หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซียส) Tris-Cl 
เขมขน 0.125 M, SDS เขมขน 4%, glycerol 
เขมขน 20% v/v,   DTT 0.2 M, bromophenol 
blue เขมขน0.02%, pH 6.8, 10 ml 

สารเคมี 
     - 4x stacking gel buffer 

- SDS เขมขน 10% 
- glycerol 
- bromophenol blue 
- dithiothreitol (DTT; FW 154.2) 

 
 
 
 

 
 
 

0.125 M 
4% 
20% 

0.02% 
10.1 M 

 
 
 
 
 
 
 

2.5 ml 
4.0 ml 
1.0 ml 
2.0 mg 
0.31 g 
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     - deionized water - to 10.0 ml 
ตารางที่  ข. 1   (ตอ) การเตรียมสารเคมีสําหรับทํา SDS-PAGE 
 
สารเคมี ความเขมขนสดุทาย ปริมาณที่ใช 
7. Tank buffer 
(เก็บสารละลายไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 1 
เดือน) 
Tris 0.025 M, glycine เขมขน 0.192 M, SDS 
เขมขน0.1%, pH 8.3, 10 l 

- Tris (FW 121.1) 
- glycine (FW 75.07) 
- SDS 

     - deionized water 

 
 
 
 
 

0.025 M 
0.192 M 

0.1% 
- 

 
 
 
 
 

30.28 g 
144.13 g 

10 g 
to 10 l 

 
 3. การเตรียม working solution 
 3.1 การเตรียม resolving gel solution แสดงดังตารางที่ ข. 2 
ตารางที่ ข. 2 การเตรียม resolving gel solution เมื่อตองการแผนเจลหนา 1 มิลลิเมตร จํานวน        
2 แผน 
 

ความเขมขนสดุทายของเจล สารเคมี 
5% 7.5% 10% 12.5% 15% 

Acrylamide solution 
4x resolving gel buffer 
SDS เขมขน 10% 
Deionized water 
ammonium persulphate* 
TEMED* 

3.3 ml 
5 ml 

0.3 ml 
11.4 ml 
100 µl 
6.7 µl 

5 ml 
5 ml 

0.2 ml 
9.7 ml 
100 µl 
6.7 µl 

6.7 ml 
5 ml 

0.2 ml 
8 ml 

100 µl 
6.7 µl 

8.3 ml 
5 ml 

0.2 ml 
5.4 ml 
100 µl 
6.7 µl 

10 ml 
5 ml 

0.2 ml 
4.7 ml 
100 µl 
6.7 µl 

* เติมแลวควรหลอเจลทันที 
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 3.2 การเตรียม stacking gel solution แสดงดังตารางที่ ข. 3 
ตารางที่ ข. 3 การเตรียม Stacking gel solution สําหรับเจลหนา 1 มิลลิเมตร จํานวน 2 แผน 
 

สารเคมี ปริมาณ 
acrylamide solution 
4x stacking gel buffer 
 SDS เขมขน 10% 
deionized water 
ammonium persulphate* 
TEMED* 

0.88 ml 
1.66 ml 
66 µl 

4.06 ml 
33.4 µl 
3.3 µl 

* เติมแลวควรหลอเจลทันที 
 
 3.3 การเตรียมสารละลายสําหรับยอมเจล 
 3.3.1 การเตรียม fixing solution แสดงดังตารางที่ ข. 4 
ตารางที่ ข. 4 การเตรียม fixing solution ปริมาณ 1 ลิตร 
 

สารเคมี ปริมาณ 
methanol 
Acetic acid 100% 
Deionized water 

500 ml 
100 ml 
400 ml 

 
 3.3.2  การเตรียม staining solution แสดงดังตารางที่ ข. 5 
ตารางที่ ข. 5 การเตรียม staining solution ปริมาณ 1 ลิตร 
 

สารเคมี ปริมาณ 
coomassie brillant blue stain 
Fixing solution 

2.50 g 
to 1 liter 
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 3.4 การเตรียม destain solution แสดงดังตารางที่ ข. 6 
ตารางที่ ข 6 การเตรียม destain solution ปริมาณ 1 ลิตร 
 

สารเคมี ปริมาณ 
methanol 
acetic acid 100% 
deionized water 

70 ml 
70 ml  
860 ml 

 
4. ขั้นตอนการหาขนาดโมเลกุลดวย SDS-PAGE 

 4.1 การเตรียมแผนอะครีลาไมดเจล 
 4.1.1 ลางแผนกระจกสําหรับหลอเจลดวยน้ําสะอาด ตามดวยน้ํา deionized 
จากนั้นลางดวยเอททิลแอลกอฮอล 
 4.1.2 ประกบแผนกระจกทั้งสองแผนเขาหากันโดยใชแผนพลาสติกสีขาวที่มีความ
หนา 1 มิลลิเมตร คั่นไวที่ขอบทั้ง 2 ดาน 
 4.1.3 ประกอบแผนกระจกเขากับตัวเครื่องโดยใหกระจกแผนที่มีรอยเวาหันเขาดาน
ในของตัวเครื่อง 
 4.1.4 ใชเข็มฉีดยาหรือไมโครปเปตตดูด resolving gel solution ที่มีความเขมขน
เทากับ 12.5% แลวคอยๆ หยอดลงในชองระหวางแผนกระจก ระวังอยาใหเกิดฟอง ใส resolving 
gel solution จนสารละลายอยูต่ํากวาขอบบนของกระจกแผนที่มีรอยเวาประมาณ 1.5 – 2 
เซนติเมตร 
 4.1.5 หยอด deionized water ปดทับหนาเจล  ตั้งทิ้งไวบนพื้นที่เรียบ รอใหเจลแข็ง 
ใชเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง 
 4.1.6 ใชเข็มฉีดยาหรือไมโครปเปตตดูด stacking gel solution ที่มีความเขมขน
เทากับ 4%  แลวคอยๆ หยอดลงในชองระหวางแผนกระจก ระวังอยาใหเกิดฟอง  ใส stacking gel 
solution จนสารละลายสูงถึงขอบบนของกระจกแผนที่มีรอยเวา 
 4.1.7 เสียบหวีพลาสติก (comb) ลงในชองระหวางแผนกระจก เพื่อใหเกิดชอง 
(well) สําหรับหยอดตัวอยาง แลวตั้งทิ้งไวใหเจลชั้นบนนี้แข็ง ใชเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง ดึงหวี
พลาสติกออก  จะไดแผนเจลที่พรอมสําหรับการวิเคราะหตัวอยาง 
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4.2 การเตรียมสารละลายโปรตีนตัวอยางและ molecular weight marker 

4.2.1 การเตรียมสารละลายโปรตีนตัวอยาง     
 เตรียมสารละลายโปรตีนจากปลายขาว     รําขาวและรําสกัดไขมันใหมคีวาม
เขมขน 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยนําตัวอยางมาเจือจางดวย  treatment buffer โดยเมื่อ
เจือจางแลวสารละลายที่ไดควรมีความเขมขนของโปรตีนในชวง 8  ไมโครกรัม ในสารละลาย 5 
ไมโครลิตร (ปริมาตรที่หยอดลงใน well) เขยาใหเขากัน นําสารละลายที่ไดใสใน microcentrifuge 
tube นําไปตมในน้ํากลั่นอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที หากสารละลายมีตะกอน
ควรนําไปเหวี่ยงแยกกอนจึงนําสารละลายสวนใสมาใช  ตั้งทิ้งไวใหสารละลายมีอุณหภูมิเทากับ
อุณหภูมิหอง จะไดตัวอยางที่พรอมสําหรับการวเิคราะห 

4.2.2 การเตรียม molecular weight marker 
 molecular weight marker ที่ใชเปน low molecular weight calibration kit 
มีปริมาณโปรตีน 576 ไมโครกรัมตอ vial  และมีโปรตีนเปนองคประกอบ 6 ชนิด ไดแก  
 Phosphorylase b จาก rabbit muscle มีปริมาณโปรตีนเทากับ 67 
ไมโครกรัม มีขนาดโมเลกุลเทากับ 97,000 Da 
 Albumin จาก bovine serum มีปริมาณโปรตีนเทากับ 83 ไมโครกรัม มี
ขนาดโมเลกุลเทากับ 66,000 Da 
 Ovalbumin จาก chicken egg white  มีปริมาณโปรตีนเทากับ 147 
ไมโครกรัม มีขนาดโมเลกุลเทากับ 45,000 Da 
 Carbonic anhydrase จาก bovine erythrocyte มีปริมาณโปรตีนเทากับ 
83 ไมโครกรัม มีขนาดโมเลกุลเทากับ 30,000 Da 
 Trypsin inhibitor จาก soybean มีปริมาณโปรตีนเทากับ 80 ไมโครกรัม มี
ขนาดโมเลกุลเทากับ 20,100 Da 
 ∝-Lactalbumin จาก bovine milk มีปริมาณโปรตีนเทากับ 116 ไมโครกรัม 
มีขนาดโมเลกุลเทากับ 14,400 Da 
 เตรียมสารละลาย molecular weight marker โดยละลายโปรตีนใน vial 
ดวย sample buffer (Tris-HCl เขมขน 0.0625 M, SDS เขมขน 2%, glycerol เขมขน 10% v/v, 
Dithiothreitol เขมขน 0.1 M และ bromophenol blue เขมขน 0.01% ที่ pH 6.8) ปริมาตรเทากับ 
200 ไมโครลิตร แบงใส microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ0 องศาเซลเซียส 
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4.3  วิธีการศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนดวย SDS-PAGE 

4.3.1 ประกอบสวนแผนเจลเขากับแทงค คลายสวนฐานของแทนหลอเจลออก แลว
ใสสารละลาย tank buffer ลงในชองดานหลังของแผนกระจกที่ใชหลอเจลจนสารละลายทวมแผน
เจล  แลวจึงดูดสารละลายตัวอยางและ molecular weight marker ในขอ 4.2.1 และ 4.2.2 
ตามลําดับ หยอดลงในแตละ well ปริมาณ 5  ไมโครลิตรตอ well    

4.3.2 เติม tank buffer ลงในแทงคใหอยูระหวางระดับขีดลางและขีดบนของตัว
แทงค  ตอชุดวิเคราะหเขากับเครื่องกําเนิดไฟฟา กําหนดใหศักยไฟฟาคงที่เทากับ 300 โวลต  และ
กระแสไฟฟาเทากับ 20 มิลลิแอมแปร กดปุม start  

4.3.3 รอจนตัวอยางวิ่งลงมาตามแผนเจลจนสุดขอบลางของแผนเจลโดยมีระยะหาง
จากขอบลางประมาณ 2-3 มิลลิเมตร  ปดเครื่องแลวถอดเครื่องกําเนิดไฟฟาออก  แกะแผนเจ
ลออกจากแผนกระจก 

4.3.4 นําแผนเจลมาแชใน fixing solution ใหทวมแผนเจลเปนเวลาประมาณ 30 
นาที แลวจึงนํามาแชใน staining solution ใหทวมแผนเจล เปนเวลาประมาณ 30 นาที และนํามา
แชใน destain solution อีกประมาณ 60 นาที และนําไปเขยาอยางชา ๆ บนเครื่องเขยา  

4.3.5  เท destain solution ออกและเปลี่ยน destain solution นําไปเขยาตออีก 60 
นาที  จะเริ่มมองเห็นแถบโปรตีนที่วิเคราะห เท destain solution ออกเปลี่ยนเปน deionized 
water แทน แลวนําไปเขยาอยางชา ๆ บนเครื่องเขยาประมาณ 24 ชั่วโมง          

4.3.6 วัดระยะทางที่สารละลายโปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน    
molecular weight marker และระยะทางที่สียอมเคลื่อนที่ได และคํานวณเปนคา Rf     สรางกราฟ
มาตรฐานโดยสรางกราฟระหวาง logMW และ Rf  วิเคราะหหามวลโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดได
โดยนําคา Rf  เทียบกับกราฟมาตรฐาน 

4.3.7 ในการเก็บรักษาเจลที่ไดจะนําแผนเจลเก็บในถุงที่มี deionized water อยู  
หรือนําแผนเจลที่ไดมาวางบนแผนกระจกที่ปูดวยกระดาษแกวใส แลวปดทับดวยกระดาษแกวใส
อีกแผนหนึ่ง พยายามรีดกระดาษแกวใหแนบกับแผนเจลอยาใหมีฟองอากาศ  ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลาประมาณ 48 ชั่วโมง จะไดแผนเจลที่แหง 

 
4.4 กราฟมาตรฐานและการคาํนวณขนาดโมเลกลุ 

วัดระยะทางทีส่ารละลายโปรตีนจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน   molecular 
weight marker และสียอมเคลื่อนที่และคาํนวณคา Rf  โดย 
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Rf      =       ระยะทางที่โปรตีนเคลื่อนที ่

                 ระยะทางที่สียอมเคลื่อนที ่
 
ขนาดโมเลกุลและคา Rf แสดงในตารางที ่ค 8 

 
 
Log(MW) 
       Rf 
 
 
 
 
 

                Rf 

รูปที่ 1 ข  กราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐาน (low molecular weight calibration kit) ใน
การศึกษา SDS-PAGE 
 
ข.2 การหามวลโมเลกุลของโปรตีนดวยวิธ ีgel filtration 
 การหามวลโมเลกุลของโปรตีนดวยวิธี gel filtration ดัดแปลงจากวิธีของ Matsuda และ
คณะ (1991) มีรายละเอียดดังนี้ 
 การเตรยีม sephacryl S-200 HR 
 sephacryl HR 200 เปนเจลที่พองตัวเต็มที่และพรอมที่ใชงานและมีเอทานอล 20% เปน 
preservative  มีความหนืดสูงจึงตองเจือจางดวยบัฟเฟอรที่ใชชะจนเขมขนประมาณ 75% 
 การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน 
 นําโปรตีนมาตรฐานที่ทราบมวลโมเลกุล (low molecular weight gel filtration kit) 
ไดแก ribonuclease A มีมวลโมเลกุล 13,700 Da  chymotrypsinogen A มีมวลโมเลกุล 25,000 
Da  ovalbumin มีมวลโมเลกุล 43,000 Da  albumin มีมวลโมเลกุล 67,000 Da ละลายใน
สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.1 M ใหมีความเขมขน 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
 
 
 
 

log(MW) = -1.3118Rf + 2.0243
R2 = 0.9789
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การเตรียม blue dextran 2000  
 สารละลาย blue dextran 2000 เตรียมไดโดยละลาย blue dextran 2000 ในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด เขมขน 0.1 M ใหมีความเขมขน 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
 
 การเตรียมตัวอยางโปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมัน 
 นําตัวอยางโปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันละลายในสารละลาย
โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.1 M ใหโปรตีนมีความเขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร 
 วิธีการบรรจุ sephacryl S-200 HR ลงคอลัมน 

1. ตรวจสอบสภาพของคอลมัน และตาขาย ประกอบเครื่องโดยจัดใหคอลัมนตั้งอยูใน
แนวตั้งสงูจากพื้นและตอคอลัมนเขากับ adaptor ระวังอยาใหมีฟองอากาศเกาะที ่adaptor 

2. เติมน้ํากลัน่ลงในคอลัมนประมาณ 2 เซนติเมตร ปลอยใหน้าํกลัน่ไหลออกมาทางดาน
ลางของคอลัมนเพื่อไลฟองอากาศ 

3. นํา sephacryl S-200 HR ที่ละลายในน้ํากลั่นและมีความเขมขนประมาณ 75% มา
บรรจุลงในคอลัมนแกวขนาด 1.6 x 100  ซม. ที่อุณหภูมิที่ใชงานจริง โดยคอย ๆ เทลงดานขางของ
คอลัมนใหมีความสูงประมาณ 1 ใน 4 ของความยาวคอลัมน ตั้งทิ้งไวสักพักจนแยกชั้น ใชแทงแก
วกวนผิวหนาของของเหลวเหนือเจล แลวจึงเท sephacryl S-200 HR ลงไปอีก ทิ้งใหแยกชั้นและ
ใชแทงแกวกวนผิวหนาของของเหลวเหนือเจล แลวจึงเท sephacryl S-200 HR ลงไปอีก ทําเชนนี้ 
2-3 คร้ังในการบรรจุเจลลงคอลัมน 

4. ตอคอลัมนเขากับปมใชข้ันตอนในการบรรจุ 2 ข้ันตอน คือ ขั้นแรกใชอัตราเร็วของการ
ไหล 60 มิลลิลิตร/ชั่วโมง เปนเวลา 3 ชั่วโมง ข้ันที่สองใชอัตราเร็วของการไหล 20 มิลลิลิตร/ชั่วโมง 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง โดยใชตัวชะ คือ สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.1 M 

5. ทิ้งใหเจลแพ็คตัวกันและมีของเหลวเหนือเจลประมาณ 1 เซนติเมตร ถาเจลแพค็ตวักนัดี
แลวระดับเจลหลังจากใชตัวชะชะคอลัมนที่อัตราเร็วของการไหล 20 มิลลิลิตร/ชั่วโมง  เปนเวลา 3 
ชั่วโมงจะไมแตกตางจากที่อัตราเร็วของการไหล 60 มิลลิลิตร/ชั่วโมง เปนเวลา 3 ชั่วโมงหรือ
แตกตางนอยมาก  

วิธีการวิเคราะหหามวลโมเลกลุของโปรตีน 
1. ทดสอบประสิทธิภาพของคอลัมนที่เตรียมไดโดยผานสารละลาย blue dextran 2000 

เขมขน 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรลงไปบนคอลัมนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชสารละลายโซเดียมคลอไรด 
0.1 M เปนตัวชะ เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร นําหลอดที่ไดมาวัดคา
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การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  หาคา void volume (Vo) ของคอลัมนโดยวัด
ปริมาตรที่สารละลาย blue dextran 2000 ผานคอลัมนออกมา 

2. เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานของ ribonuclease A ผสมกับ ovalbumin ใหมี
ความเขมขน 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ผานลงไปบนคอลัมนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชสารละลาย
โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.1 M เปนตัวชะ เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร 
นําหลอดที่ไดมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จะได elution volume (Ve) 
หรือปริมาตรของโปรตีนที่ผานออกมาจากคอลัมน หนวยเปนมิลลิลิตร  และเตรียมสารละลาย
โปรตีนมาตรฐานของ albumin ผสมกับ chymotrypsinogen A ใหมีความเขมขน 4 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ทําเชนเดียวกับ ribonuclease A ผสมกับ ovalbumin   สรางกราฟมาตรฐานของโปรตีน
มาตรฐานโดยสรางกราฟระหวาง logMW และ Ve/Vo 
 3. นําตัวอยางโปรตีนที่สกัดไดจากปลายขาว รําขาวและรําสกัดไขมันละลายในสารละลาย
โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.1 M ใหโปรตีนมีความเขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ผานลงไปบน
คอลัมนปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร ทํา
เชนเดียวกับโปรตีนมาตรฐาน คํานวณคา Ve/Vo และหามวลโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดไดโดยเทียบ
จากกราฟมาตรฐาน 

 
รูปที่ 2 ข กราฟมาตรฐานของ protein marker (albumin  ovalbumin  alpha-
chymotrypsinogen A และ ribonuclease A)  เมื่อศึกษา gel filtration ใชคอลัมน Sephacryl   
S-200 HR 

Ve/Vo 

y = -1.241x + 3.4004
R2 = 0.994
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ภาคผนวก ง 

การวิเคราะหสมบัติเชิงหนาที่ 
 
ง. 1 วิธวีิเคราะหสมบัติการเกิดฟอง ดัดแปลงจากวิธขีอง Kato และคณะ (1989) 
 วิธวีิเคราะหคา Foaming capacity และ Foaming stabiliy 
 1. เตรียมโปรตีนใหมีความเขมขน 0.2% ในสารละลาย phosphate buffer 0.05 M pH 7.4 
ปริมาตร 50 มลิลิลิตร  

2. กวนดวยเครื่อง hand homogenizer ที่ความเร็วรอบเบอร 5 เปนเวลา 30 วินาท ี
3. วัดปริมาตรที่เวลา 0 นาท ีFoaming capacity มีหนวยเปนมิลลิลิตร 
4. ตั้งทิ้งไว 30 นาท ีวัดปริมาตร 
5. คํานวณคา Foaming stability จากสูตร 
  Foaming stability = V0/( ∆ t/ ∆V) 
∆V = ปริมาตรที่เปลีย่นแปลงไปเมือ่เวลาผานไป 30 นาท ี
∆ t = เวลาที่เปลี่ยนแปลงไป (30 นาท)ี 
V0 = ปริมาตรที่เวลา 0 นาท ี
 

ง. 2 วิธวีิเคราะหสมบัติการเกิดอิมลัชนั ดัดแปลงจากวธิีของ Pearce และ Kinsella (1978) 
 วิธวีิเคราะหคา Emulsion activity และ Emulsifying stabiliy 
  1. เตรียมโปรตีนใหมีความเขมขน 1% ในน้ํากลัน่ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 7  
 2. เติมน้ํามนัถัว่เหลือง ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

3. กวนดวยเครื่อง hand homogenizer ทีค่วามเร็วรอบเบอร 6 เปนเวลา 1 นาท ี
 4. ปเปตสารละลายมา 50 ไมโครลิตร ที่เวลา 0 และ 10 นาท ีเติมสารละลาย SDS เขมขน 
0.1% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  

 5. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 
6. คํานวณ Emulsifying stability จากสตูร 
  Emulsifying stability = T0/( ∆ t/ ∆T) 
∆T = คาการดูดกลนืแสงที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อเวลาผานไป 10 นาท ี
∆ t = เวลาที่เปลี่ยนแปลงไป (10 นาท)ี 
T0 = คาการดูดกลนืแสงที่เวลา 0 นาท ี
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ภาคผนวก จ 

การวิเคราะหสมบัติดานความหนืดของแปง 
 
 ดัดแปลงจากวิธีของ Mazurs และคณะ (1957) โดยเปลีย่นระยะเวลาในชวงควบคุมให
อุณหภูมิคงทีท่ี่ 95 องศาเซลเซียส และ 50 องศาเซลเซยีสใหส้ันลงจาก 60 นาทีเปน 15 นาท ี
 
 อุปกรณ Brabender Viscoamylograph รุน Viskograph PT100 
 วิธวีิเคราะห 
 1. ชั่งตัวอยางแปงโดยคิดเปนน้าํหนักแหง 30 กรัม ผสมกับน้ํากลั่นใหไดน้ําหนักทัง้หมด 500 
กรัม ใชแทงแกวคนกวนไมใหแปงตกตะกอน จากนั้นจงึเทน้าํแปงใสลงในภาชนะใสตัวอยาง 
(bowl) ของเครื่องซึ่งไดประกอบกับตัวเครือ่งแลว ใชแทงแกวกวนใหเขากัน 
 2. ประกอบกับตัวเครื่อง Brabender และใหเครื่องเริ่มทาํงาน 
 3. ปรับภาวะการทํางานของเครื่อง ดังนี ้

 3.1 ใหเครื่องกวนมีอัตราเรว็ 75 รอบตอนาท ี
3.2 การตั้งโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิ ดังนี้ คือ 

3.2.1 ใหอุณหภูมิสูงขึ้นในอตัราเร็ว 1.5 องศาเซลเซยีสตอนาทจีนกระทั่ง
อุณหภูมิถึง 95 องศาเซลเซยีส 

3.2.2 คงอุณหภูมิไวที่ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
3.2.3 ใหอุณหภูมิลดลงในอตัราเร็ว 1.5 องศาเซลเซยีสตอนาทจีนกระทั่ง

อุณหภูมิลดลงถึง 50 องศาเซลเซียส 
3.2.4 คงอุณหภูมิไวที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 4. ถาขณะเดินเครื่องเสนกราฟความหนืดเพิ่มข้ึนจนสุดสเกลใหถวงดวยตุมน้าํหนักขนาด 
125 กรัม ซึ่งมคีาเทากับความขนหนืด 500 BU. หรือตุมน้ําหนกัขนาด 250 กรัม ซึ่งมคีาเทากับ
ความขนหนืด 1,000 BU. 
 5. นํากราฟการเปลี่ยนแปลงความขนหนืดของตัวอยางน้าํแปงมาวิเคราะหผล 

 
 

 
 



















ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวกันยารัตน เรียวกลาง เกิดวันที่ 16 กันยายน พ.ศ. 2520 ที่
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิตจากภาควิชาเทคโนโลยีทาง
อาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2541 และเขาศึกษาตอใน
หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2542 

ผลงานทางวชิาการ 

กันยารัตน เรียวกลาง, เกียรติศักดิ์ ดวงมาลย และสุเมธ ตันตระเธียร.  2546.  
การสกัดโปรตนีที่ละลายน้ําไดจากขาวจาว.  การเสนอผลงานวิชาการแบบบรรยาย.  การประชุม
วิชาการ คร้ังที ่11 ประจําป 2546, 18-19 มีนาคม.  กรุงเทพฯ: คณะวิทยาศาสตร จฬุาลงกรณ
มหาวิทยาลยั
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