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งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของความเข้มข้นและเวลาในการดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้าด้วย     

แอมิโลมอลเทสต่อปริมาณแอมิโลสปรากฏ, การกระจายตัวของแอมิโลเพกติน, การเป็น Thermo-reversible gel,  
การเกิดรีโทรเกรเดชัน ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง (Freeze-thaw stability)  โดยใช้   
รีคอมบิแนนท์แอมิโลมอลเทส (4-α-glucanotransferase; EC.2.4.1.25) ที่ท้าการแสดงออกใน Escherichia 
coli  จาก Corynebacterium glutamicum  โดยแปรความเข้มข้นของแอมิโลมอลเทส (10, 20 และ40     
ยูนิต/กรัมสตาร์ช)  ในการดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้าความเข้มข้น 5% (w/v) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง พบว่าสตารชข้าวเจ้าดัดแปรมีปริมาณแอมิโลสปรากฏ, การกระจายตัวของแอมิโลเพกตนิสาย
สั้น (DP≤8), อุณหภูมิในการหลอมผลึกจากการเกิดรีโทรเกรเดชัน (To, Tp และ Tc) และความคงทนต่อ      
การแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็งเพิ่มขึ้น มีการกระจายตัวของแอมิโลเพกตนิ DP 9-20 และมีคา่พลงังาน
ที่ใช้ในการหลอมผลึก (∆Hretro) ลดลง นอกจากน้ียังพบว่า ค่า tan δ สามารถเปลี่ยนกลับไปมาระหว่าง
อุณหภูมิ 70 และ 4 องศาเซลเซียส คล้ายสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel โดยการเปลี่ยนแปลง
เหล่าน้ีจะชัดเจนที่สุดที่การดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสความเข้มข้น 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  เม่ือแปรเวลา (1, 6, 
12 และ 24 ชั่วโมง) ในการดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้าความเข้มข้น 5% (w/v) ด้วยแอมิโลมอลเทสความเขม้ขน้ 40 
ยูนิต/กรัมสตาร์ช  พบว่าเม่ือเวลาในการดัดแปรเพิ่มขึ้น สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรมีปริมาณแอมิโลสปรากฏ,      
โช่ก่ิงของแอมิโลเพกตินสายสั้น, To, Tp, Tc และความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแขง็เพิม่ขึน้ 
มีการกระจายตัวของแอมิโลเพกติน DP 9-20 และค่า ∆Hretro ลดลง นอกจากน้ียังแสดงสมบัติการเป็น 
Thermo-reversible gel เฉพาะการดัดแปรที่เวลา 24 ชั่วโมง โดยเจลสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร (40 ยูนิต/กรัม
สตาร์ช, 24 ชั่วโมง) ที่ความเข้มข้น 15% (w/v) มีความแข็งแรงของเจลเทียบเท่าเจลาตินความเข้มข้น 1% 
(w/v) และผลิตภัณฑ์ Panna cotta ที่ใช้สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรทดแทนเจลาตินมีความแข็งแรงน้อยกว่า
ตัวอย่างที่มีเจลาตินเป็นส่วนประกอบ นอกจากน้ีสตาร์ชข้าวเหนียวดัดแปรด้วยแอมิโลมอลเทสความเข้มข้น 
10 และ 40  ยูนิต/กรัมสตาร์ช เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มีการกระจายตัวของ  โซ่ก่ิงของแอมิโลเพกตินสายสั้น
เพิ่มขึ้น แต่ไม่แสดงสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel   
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The objective of this study were to determine the effect of amylomaltase (AM) (4-α-D-

glucanotransferase; EC.2.4.1.25) concentration and modification time on the properties,             
(i.e. amylose content, branched chain length distribution of amylopectin, thermo-reversible gel 
property, retrogradation and freeze-thaw stability), of non-waxy rice starches modified by 
amylomaltase, originated from Corynebacterium glutamicum cloned and expressed in Escherichia 
coli. Rice starch slurries (5% w/v) was treated with different amylomaltase concentrations (10, 20 
and 40 U of AM/g starch) at 30oC for 24 h. The results show that as the amylomaltase 
concentration increased, the modified non-waxy rice starch had higher  apparent amylose content, 
short side chain of amylopectin (DP≤8), retrogradation temperatures (To, Tp, Tc), resistance to the 
freezing-thawing cycles and lower amylopectin (DP 9-20), enthalpy of retrogradation (∆Hretro).    
The tan δ value of the modified rice starch could reverse between 70oC and 4oC similarly to that 
of a thermo-reversible gel. These changes were obvious at 40 U of AM/g starch. The 5% (w/w) 
non-waxy rice starch slurries modified with 40 U of AM/g starch at 30oC and various time (1, 6, 12 
and 24 h.) had higher apparent amylose content, short side chain of amylopectin, To, Tp, Tc, 
resistance to the freezing-thawing cycles and lower amylopectin (DP 9-20), ∆Hretro as the time of 
modification increased. The modified non-waxy rice starch gel at different modification time 
demonstrated thermo-reversibility properties, especially at 24 h. The gel strength of the 15% (w/v) 
modified   non-waxy rice starch gel (40 U/g starch at 24 h) was equivalent to 1% (w/v) of gelatin 
gel. The modified non-waxy rice starch was used to replace gelatin in panna cotta was found to 
have lower gel strength than that with gelatin. Finally, the modification condition (40 U of AM/      
g starch) was used in waxy rice starch, it was found that the modified waxy rice had more short 
chain amylopectin but did not have the thermo-reversibility property indicating that it cannot 
replace gelatin.  
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บททื่ 1 

บทน า 

ปัจจุบนัอุตสาหกรรมอาหารมกีารน้าสตาร์ชข้าวมาใช้ประโยชนเ์พื่อวัตถุประสงค์ต่างๆ เช่น การ
เพิม่ความหนืดให้กบัอาหาร รกัษาความชุ่มช้ืนของอาหาร ท้าให้เกิดเจลในอาหารบางชนิด  หรืออาจใช้
เป็นตัวเช่ือมหรอืประสานอาหารเข้าด้วยกนั  แต่การใช้สตาร์ชข้าวธรรมชาตใินอุตสาหกรรมอาหารยงัมี
ข้อจ้ากัดบางประการ เนื่องจากสตาร์ชข้าวอาจไม่ทนตอ่สภาวะต่างๆ เช่น อุณหภูมิ ความดัน แรง Shear
หรอื pH  จงึมกีารคิดค้นวิธีดัดแปรสตาร์ชข้าว เพื่อเปลี่ยนแปลงหรือปรับปรุงสมบัตบิางประการของ
สตาร์ชข้าวใหเ้หมาะสมตอ่การนา้ไปใช้ประโยชน์ ซึ่งวิธีการดัดแปรสตาร์ชมีหลายวิธี เช่น วิธีทางกายภาพ 
ทั้งการใช้ความดันหรือความช้ืนในการดัดแปร วิธีทางเคม ี  ที่มีการใช้สารเคมีในการปรบัปรงุโครงสร้าง
หรอืโมเลกลุของสตาร์ช หรอืการดัดแปรโดยเอนไซม์ กเ็ป็นอกีหนึง่ทางเลือกที่ใช้  เพราะใช้สภาวะที่ไม่
รุนแรง  การเกิดปฏิกิริยามีความจ้าเพาะตอ่ชนิดผลิตภัณฑ์ ควบคุมการเกิดปฏิกิริยาง่าย โดยแอมโิลมอล
เทส (Amylomaltase; AM) เป็นเอนไซม์หนึง่ทีอ่าจใช้ในการดัดแปรสตาร์ช ซึ่งเอนไซม์นีจ้ะทา้หนา้ที่
หลกัคือ เรง่ปฏิกิริยาการตัดพนัธะที่ต้าแหนง่ α-กลูโคซิดกิ ทีป่ลายสายของโมเลกลุหนึง่ ได้กลโูคส  
สายสัน้ทีส่ามารถไปเช่ือมต่อที่ปลายสายกลโูคซิดกิอื่นได ้(Takaha and Smith, 1999) โดยคาดว่าจะได้
สตาร์ชดัดแปรที่มสีมบัติพเิศษคือ สามารถเกิดเจลที่มสีมบัตเิป็น Thermoreversible gel คือ เจลที่
เปลี่ยนกลับเป็นของเหลว  เมื่อไดร้ับความร้อนและเซทตัวเป็นเจลเมือ่ได้รบัความเยน็คล้ายกบัเจลาติน 
จึงอาจน้าสตาร์ชดัดแปรดงักล่าวไปใช้ทดแทนเจลาตินในอาหารสา้หรบัผูบ้รโิภคเฉพาะกลุม่ เช่น กลุม่  
คนมสุลมิหรือกลุ่มที่รบัประทานมงัสวิรัตซึง่จะไม่สามารถรบัประทานอาหารทีม่ีเจลาตินเปน็ส่วนประกอบ
เนื่องจากเจลาตินเปน็ผลิตภัณฑ์ทีส่กัดไดจ้ากสัตว์ เช่น หมู วัวหรือควาย เปน็ต้น (Morrison et al., 
1999)  นอกจากนี้ยังคาดหวังว่าการดดัแปรสตาร์ชข้าวโดยแอมโิลมอลเทสจะสามารถปรับปรุงสมบัติ
อย่างอื่นได้ เช่น ลดการเกิดรโีทรเกรเดชัน และเพิม่การทนตอ่การแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็งของ
เจลสตาร์ช เป็นตน้ 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของความเข้มข้นและเวลาในการดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้า
ต่อปริมาณแอมิโลสปรากฏ, การกระจายตัวของแอมิโลเพกติน, สมบัติการเป็น Thermo-reversible 
gel, การเกิดรีโกรเกรเดชัน ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง  (Freeze-thaw 
stability) ความแข็งแรงของเจลสตาร์ชดัดแปรเปรียบเทียบกับเจลาติน ตลอดจนการน้าสตาร์ช
ข้าวดัดแปรไปใช้ทดแทนเจลาตินในผลิตภัณฑ์ Panna cotta และผลของดัดแปรสตาร์ชข้าวเหนียว
ต่อลักษณะการกระจายตัวของแอมิโลเพกตินและสมบัติการเป็น Thermo-reversible ge



 

บทที่ 2 

วารสารปริทศัน ์

2.1 ข้าว 

ข้าวเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวในตระกูล Oryza เช่นเดียวกับหญ้า แบ่งเป็น 2 ชนิดคือ Oryza 
glaberrima นิยมปลูกเฉพาะในเขตร้อนของแอฟริกาเท่านั้น และ Oryza sativa ซึ่งสามารถแบ่ง 
เป็นออกได้เป็น 3 สายพันธ์ุ คือ Indica (อินดิกา) ปลูกบริเวณเขตร้อน เช่น ประเทศไทย, Japonica 
(จาปอนิกา) ปลูกบริเวณเขตกึ่งร้อน เขตอบอุ่น เขตที่มีอากาศเย็น และJavanica (จาวานิกา) ปลูก
ทั่วไปบริเวณเส้นศูนย์สูตร (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2550) โดยข้าวอาจแบ่งตามลักษณะของเมล็ดข้าวเป็น 
2 ชนิด (จ้ารัส โปร่งศิริวัฒนา, 2534) คือ 

2.1.1 ข้าวเหนียว เป็นข้าวที่มีเมล็ดข้าวสารเรียวยาว สีขาวขุ่น และเมื่อน้าไปหุงให้สุก ข้าวจะ
เหนียว จับตัวกันแน่นและมีลักษณะใส ข้าวเหนียวจะมีปริมาณแอมิโลสไม่เกิน 9% (กระทรวง
อุตสาหกรรม, 2529) 

2.1.2 ข้าวเจ้า เป็นข้าวที่มีเมล็ดข้าวสารเรียวยาว สีขาวใส เมื่อน้าไปหุงให้สุก ข้าวจะร่วนและมี
สีขาวขุ่น ข้าวเจ้าจะมีปริมาณแอมิโลสไม่ต่้ากว่า 15% (กระทรวงอุตสาหกรรม, 2529) 
 
2.2 องค์ประกอบทางเคมีของข้าว 

องค์ประกอบทางเคมีโดยประมาณของข้าว ประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรดถึง 90% (โดยน้้าหนัก
แห้ง) ซึ่งเป็นสตาร์ชเกือบทั้งหมด นอกจากนี้ยังประกอบด้วย โปรตีน 7% ไขมัน 1.5% วิตามิน เกลือ
แร่และสารอาหารอื่นๆ รวมเป็น 1.5% (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2550) ซึ่งสตาร์ชข้าว (Rice starch) ได้มา
จากการน้าข้าวหรือแป้งข้าว (Rice flour) มาผ่านกระบวนการก้าจัดโปรตีนออกโดยอาศัย
ความสามารถในการละลายของโปรตีน เช่น อัลบูมิน (Albumin) จะละลายน้้า, โกลบูลิน (Globulin) 
ละลายในน้้าเกลือ (NaCl), กลูตีลิน (Glutelin) ละลายในสารละลายด่าง (NaOH) และโปรลามิน
(Prolamin) ละลายในเอทานอล (Cagampang et al., 1966)   ซึ่งจะท้าให้ได้สตาร์ชที่บริสุทธ์ิมาก
ข้ึน โดยสตาร์ชบริสุทธ์ิควรมีปริมาณโปรตีนน้อยกว่า 1% (Whistler and BeMiller, 2009) 

สตาร์ชประกอบด้วยพอลิเมอร์ของกลูโคส 2 ชนิด คือ แอมิโลส (Amylose) และแอมิโลเพกติน 
(Amylopectin) ซึ่งในสตาร์ชของพืชแต่ละชนิดจะมีสัดส่วนของแอมิโลสและแอมิโลเพกตินแตกต่างกนั 
(ตารางที่ 2.1) ที่ส่งผลต่อสมบัติของสตาร์ช 
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ตารางที่ 2.1 ร้อยละของแอมิโลสและแอมิโลเพกตินของพืชแต่ละชนิด 

ชนิดของพืช 
แอมิโลส 

(% น้้าหนักแหง้) 
แอมิโลเพกติน 

(% น้้าหนักแหง้) 
ข้าวเจ้า 17 83 

มันส้าปะหลัง 17 83 
มันฝรัง่ 
ข้าวสาล ี

21 
28 

79 
72 

ข้าวโพด (พันธ์ุปกติ) 
ข้าวโพด (พันธ์ุเหนียว) 

28 
0 

72 
100 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Swinkels (1985) 
 

แอมิโลส (Amylose) เป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นที่ประกอบด้วยกลูโคสประมาณ 1,000-6,000 หน่วย 
ที่เช่ือมกันด้วยพันธะ α-1, 4-Glycosidic linkage (รูปที่ 2.1) น้้าหนักโมเลกุลของแอมิโลสอยู่ในช่วง 105 
ถึง 106 ดาลตัน ข้ึนอยู่กับ Degree of polymerization (DP) (กล้าณรงค์ ศรีรอต และเกื้อกูล ปิยะจอม
ขวัญ, 2550) แอมิโลสสามารถท้าปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนได้สารประกอบเชิงซ้อนสีน้้าเงิน 
(Swinkels, 1985) โดยข้าวอาจแบ่งเป็นกลุ่มตามปริมาณแอมิโลส ดังนี้ (รุ่งนภา พงศ์สวัสดิ์มานิต และ
คณะ, 2546) 

1) ข้าวที่มีปริมาณแอมิโลสต่้า (Waxy rice) มีปริมาณแอมิโลสปรากฎประมาณ     
0-3.8% เช่น ข้าวเหนียว กข 6 ข้าวเหนียวสันป่าตอง เป็นต้น 

2) ข้าวที่มีปริมาณแอมิโลสปานกลาง คือ มีปริมาณแอมิโลสปรากฏประมาณ    
12.9–18.0% เช่น ข้าวพันธ์ุขาวดอกมะลิ 105, พิษณุโลก 1, ปทุมธานี 1, กข 15 และสังข์หยด 

3) ข้าวที่มีปริมาณแอมิโลสสูง คือ มีปริมาณแอมิโลสปรากฏประมาณ 20.3–26.7% 
เช่น ข้าวพันธุ์พิษณุโลก 2, สุพรรณบุรี 1, สุพรรณบุรี 90, เหลืองประทิว 123, ชัยนาท 1, ข้าวห้าร้อย,   
กข 23, เฉี้ยงพัทลุง เจ็กเชย เป็นต้น 

 
รูปที่ 2.1 โครงสร้างของแอมิโลส 

 ที่มา: Buleon et al. (1998) 
 

http://www.intechopen.com/books/biodegradation-life-of-science/biodegradable-polymers#B13
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แอมิโลเพกติน (Amylopectin) เป็นพอลิเมอร์เชิงกิ่งของกลูโคส  มีส่วนที่เป็นเส้นตรงที่เช่ือม
กันด้วยพันธะ α-1,4-glycosidic linkage และทุกๆ 20-30 หน่วยของกลูโคสจะมีกิ่งสาขาเป็น       
พอลิเมอร์สายสั้นที่มี degree of polymerization (DP) อยู่ในช่วง 10 ถึง 60 หน่วย เช่ือมกันด้วย
พันธะ α-1,6- glycosidic linkage (รูปที่ 2.2) แอมิโลเพคตินเป็นพอลิเมอร์ขนาดใหญ่ มีน้้าหนัก
โมเลกุลเฉลี่ยประมาณ 1,000 เท่าของแอมิโลส คือประมาณ 107 ถึง 108 ดาลตัน (กล้าณรงค์ ศรีรอต 
และเกื้อกูล ปิยะจอมขวัญ, 2550) แอมิโลเพกตินสามารถท้าปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนได้
สารประกอบเชิงซ้อนสีน้้าตาลแดง (Swinkels, 1985) 
 

 
รูปที่ 2.2 โครงสร้างของแอมิโลเพกติน 

 ที่มา: Buleon et al. (1998) 
 

โครงสร้างแบบกิ่งของแอมิโลเพกตินประกอบด้วยสายโซ่ (Chain) 3 ชนิดคือ สาย A ซึ่งเชื่อมต่อ
กับสายอื่นที่ต้าแหน่งเดียวและไม่มีกิ่งเชื่อมต่อออกจากสายโซ่ชนิดน้ี , สาย B จะมีโครงสร้างแบบกิ่ง
เชื่อมต่อกับสายอื่นๆ 2 สายหรือมากกว่า ซึ่งโครงสร้างแอมิโลเพกตินประกอบด้วยสาย A และ B ใน
อัตราส่วน 0.8-0.9 : 1  สาย B1 เป็นสายที่มีจุดเชื่อม 2 ต้าแหน่ง ส่วนสาย B2 และ B3  เป็นสายที่มี
จุดเชื่อมมากกว่า 2 ต้าแหน่ง ซึ่งลักษณะของสาย A  และ B1 จะประกอบเป็นกลุ่มเด่ียว  ส้าหรับสาย B2 
และ B3 ที่มีความยาวแผ่ออกไป ท้าให้เกิดเป็นกลุ่มสายที่ 2 และ 3 ตามล้าดับ โดยสาย A, B1 และ B2 
จะมีขนาดโมเลกุลอยู่ในช่วง 6-12, 13-24 และ 25-45 ตามล้าดับ และสาย C เป็นสายแกนซึ่ง
ประกอบด้วยหมู่รีดิวซิง 1 หมู่ในโมเลกุล แอมิโลเพกตินแต่ละโมเลกุลจะประกอบด้วยสาย C เพียงหน่ึง
สายเท่าน้ัน (รูปที่ 2.3) (Hizukuri, 1986) กิ่งก้านของแอมิโลเพกตินมีผลต่อการเกิดเจลาติไนเซชันและ
การเกิดรีโทรเกรเดชัน (Jane et al., 1999) โดยสตาร์ชที่ประกอบด้วยแอมิโลเพกตินสายสั้นจะมีช่วง
อุณหภูมิในการเกิดเจลาติไซชันและรีโทรเกรเดชันต้่ากว่าแอมิโลเพกตินสายยาว (Jane et al., 1999;  
Shi and Seib, 1992) 

http://www.intechopen.com/books/biodegradation-life-of-science/biodegradable-polymers#B13
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รูปที ่2.3 ลักษณะโครงสร้างของแอมิโลเพกตินที่ประกอบด้วยสาย A, B และ C 

 ที่มา : Hizukuri (1986) 
 

โดยธรรมชาติแล้วการที่โครงสร้างของสตาร์ชมีขนาด รูปร่างและลักษณะที่แตกต่างกันข้ึนอยู่กับ
ชนิดและแหล่งก้าเนิดของสตาร์ช จากแบบจ้าลองโครางสร้างของสตาร์ช (รูปที่ 2.4) มีลักษณะเป็นวง
แหวนและมีโครงสร้างเป็นแบบกึ่งผลึก (Semi-crystalline) โดยโครงสร้างของแอมิโลเพกตินมีทั้งส่วน
ผลึก (Crystallite region) และส่วนอสัณฐาน (Amorphous region หรือ Gel phase) ซึ่งแอมิโลเพกติน 
ของสตาร์ชข้าวเจ้าและข้าวเหนียว สายส่วนใหญ่ประมาณ 80-90% จะประกอบเป็นกลุ่มเดี่ยวๆ และสาย
ที่เหลือประมาณ 10-20% จะเช่ือมต่อของแต่ละกลุ่ม ในแต่ละกลุ่มประกอบด้วยสายประมาณ 22-25 
สาย ท้าให้เกิดเป็นส่วนผลึก ให้ความแข็งแรงและยึดโครงสร้างของสตาร์ชไว้ การจับกันของ              
แอมิโลเพกตินท้าให้เกิดเป็นเกลียวคู่ (Double helix) ลักษณะโครงสร้างที่ เป็นเกลียวคู่ของ              
แอมิโลเพกตินจะอยู่ในส่วนบริเวณสาย A และสาย B1 (กล้าณรงค์ ศรีรอต และเกื้อกูล ปิยะจอมขวัญ, 
2550) โดยแอมิโลสและแอมิโลเพกติน มีผลต่อสมบัติที่แตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

 
รูปที ่2.4 แบบจ้าลองลักษณะโครงสร้างของเม็ดสตาร์ช 

 ที่มา : Jacobs and Delcour (1998) 
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ตารางที่ 2.2 สมบัติของแอมโิลสและแอมิโลเพกติน 

แอมิโลส แอมิโลเพกติน 
1. ประกอบด้วยโมเลกุลกลูโคสที่ต่อ 
   กันเป็นเส้นตรงด้วยพันธะ α-1,4-glycosidic  

1.โมเลกุลกลูโคสที่ต่อกันด้วยพันธะ α-1,4 และมี  
   การแตกกิ่งด้วยพันธะ α-1,6-glycosidic  

2. มี DP 1000-6000  2. มี DP 104-105แต่ละกิ่งมีกลูโคส 20-25 หน่วย 
3. เมื่ออยู่ในสารละลายจะรวมกลุ่มระหว่างสาย  
   โซ่เกิดโมเลกุลเกลียวคู่ ท้าให้เกิดการรีโทรเกรด 

3. เมื่ออยู่ในสารละลายภาวะเป็นกลางจะไม่  
   เกิดรีโทรเกรด โมเลกุลจะเสถียรหรือคงตัว 

4. ให้สีน้้าเงินกับสารละลายไอโอดีน 4. ให้สีม่วงแดงหรือสีน้้าตาลแดงกับสารละลาย 
   ไอโอดีน 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Beynum and Roels (1985) 
 
2.3 สมบัติทางเคมีกายภาพของสตาร์ช 

2.3.1 การเกิดเจลาติไนเซชัน (Gelatinization) 
โมเลกุลของสตาร์ชประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิลจ้านวนมากที่ยึดเกาะกันด้วยพันธะ

ไฮโดรเจนและจับกันเป็นร่างแห เมื่อสารแขวนลอยสตาร์ชได้รับความร้อน  ความร้อนจะไปท้าลาย
พันธะไฮโดรเจน ท้าให้มีหมู่ไฮดรอกซิลอิสระสามารถจับกับน้้า ส่งผลให้โมเลกุลของสตาร์ชเกิดการ
พองตัวและมีความหนืดมากข้ึน  เรียกปรากฏการณ์นี้ว่า เจลาติไนเซชัน (Gelatinization) โดยเม็ด
สตาร์ชจะมีการเปลี่ยนแปลงหรือถูกท้าลายโครงสร้างความเป็นระเบียบ (รูปที่ 2.5) (กล้าณรงค์      
ศรีรอต และเกื้อกูล ปิยะจอมขวัญ, 2550) การเกิดเจลาติไนเซชันไม่ได้เกิดเฉพาะที่อุณหภูมิใด
อุณหภูมิหนึ่ง แต่เกิดเป็นช่วงอุณหภูมิ ข้ึนอยู่กับชนิดของสตาร์ช ปริมาณและการจัดเรียงตัวของ      
แอมิโลสและแอมิโลเพกติน สามารถตรวจวัดได้ด้วยเครื่อง Differential scanning calorimeter 
(DSC) (Zobel, 1964) ซึ่งสามารถวัดอุณหภูมิที่ใช้ในการเปลี่ยนแปลงพลังงานระหว่างกระบวนการ
เกิดเจลาติไนเซชัน ประกอบด้วย อุณหภูมิเริ่มต้น (Onset temperature; To), อุณหภูมิสูงสุด (Peak 
temperature; Tp) และอุณหภูมิสุดท้ายในการเกิดเจลาติไนเซชัน (Conclusion temperature; Tc)  
และปริมาณความร้อนที่เปลี่ยนแปลงในกระบวนเกิดเจลาติไนเซชัน (Enthalpy; ∆H) ของโมเลกุล
สตาร์ช (รูปที่ 2.6) การเกิดเจลาติไนเซชันจะสัมพันธ์กับความแข็งแรงของโครงร่างผลึกและความ    
คงตัวของส่วนอสัณฐาน ซึ่งถ้ามีอุณหภูมิที่ใช้ในการเปลี่ยนแปลงพลังงานสูง บ่งบอกถึงความแข็งแรง
ของโครงร่างผลึกต่อการเกิดเจลาติไนเซชันที่สูง และค่า ∆H มาก บ่งบอกถึงโครงสร้างของสตาร์ช     
มีปริมาณและความแข็งแรงของส่วนผลึกมาก (Zeleznak and Hoseney, 1987) โดยพบว่าสตาร์ช
ข้าวเจ้า (ขาวดอกมะลิ 105) และสตาร์ชข้าวเหนียว (กข 6) มีอุณหภูมิในการเกิดเจลาติไนเซชัน
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ประมาณ 62-75 และ 63-75 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ และมีค่า ∆H เท่ากับ 12.66 และ 13.95   
จูลต่อกรัม ตามล้าดับ (ปิยรัตน์ หนูสุก, 2546) 

 
 

รูปที่ 2.5 การเกิดเจลาติไนเซชันของสตาร์ช 
 ที่มา: Lai and Kokini (1991) 
 
 

 
 

รูปที ่2.6 กราฟจากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง DSC 
 ที่มา: กล้าณรงค์ ศรีรอต และเกือ้กลู ปิยะจอมขวัญ (2550) 

∆H Tc 

http://www.intechopen.com/books/biodegradation-life-of-science/biodegradable-polymers#B76
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2.3.2 การเกิดรีโทรเกรเดชัน (Retrogradation) 
หลังจากที่เม็ดสตาร์ชถูกท้าลายด้วยความร้อนและเกิดเจลาติไนเซชัน เม็ดสตาร์ชจะพอง

ตัวและแตกตัวในที่สุด โมเลกุลของแอมิโลสและแอมิโลเพกตินภายในเม็ดสตาร์ชจะกระจายตัวออกมา 
ท้าให้ความหนืดลดลงและเมื่อปล่อยให้เย็นตัว  โมเลกุลของแอมิโลสและแอมิโลเพกตินจะเกิดการ
จัดเรียงตัวกันใหม่  ซึ่งแอมิโลสสามารถเกิดการจัดเรียงตัวใหม่ระหว่างโมเลกุลด้วยพันธะไฮโดรเจนเกดิ
เป็นร่างแห 3 มิติในระยะเวลาอันสั้น เกิดเป็นเจล (Miles et al., 1985; Sievert and Wiirsch, 
1993)  ในขณะที่แอมิโลเพกตินที่เกิดการจัดเรียงตัวใหม่จะต้องใช้เวลานานกว่าเพื่อเกิดเป็นโครงร่าง
ผลึก (Crystalline) (Eliasson, 1985) การเกิดลักษณะเจลหรือผลึกนี้  เรียกว่า รี โทรเกรเดชัน 
(Retrogradation) หรือ การคืนตัว (รูปที่ 2.7) โมเลกุลที่มีผลต่อการเกิดรีโทรเกรเดชันคือแอมิโลส ส่วน
แอมิโลเพกตินซึ่งมีโมเลกุลที่ใหญ่และค่อนข้างเกาะกะ เนื่องจากมีกิ่งมาก ท้าให้เกิดรีโทรเกรเดชันช้า
กว่า ชนิดของสตาร์ชมีผลต่อการเกิดรีโทรเกรเดชัน เนื่องจากความแตกต่างของสัดส่วนของแอมิโลสกับ
แอมิโลเพกติน โดยสตาร์ชที่มีแอมิโลสสูงจะสามารถเกิดรีโทรเกรเดชันได้ดีและเร็วกว่าสตาร์ชที่แอมิโลส
ต่้า (Fredrikson et al., 1998) ความยาวของสายโซ่กิ่งแอมิโลเพกตินก็มีผลต่อการเกิดรีโทรเกรเกชันได้ 
โดยสายโซ่กิ่งของแอมิโลเพกตินที่มีสายโซ่กิ่งสั้น (DP 6-9)  มีผลท้าให้เกิดรีโทรเกรเดชันต่้า (Shi and 
Seib, 1992) นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอื่นที่จะส่งผลต่อการเกิดรีโทรเกรเดชัน ได้แก่ ความเข้มข้นของ
สตาร์ช อุณหภูมิ ปริมาณน้้าในเจลและองค์ประกอบอื่นๆ เช่น น้้าตาล โปรตีน ไขมัน กรด และเกลือ
เป็นต้น (วรรณา ตุลยธัญ, 2551) การวัดอุณหภูมิและค่าพลังงานความร้อนในการเปลี่ยนแปลงของ
กระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ช สามารถวัดโดยเครื่อง DSC เช่นเดียวกับการ                  
เกิดเจลาติไนเซชัน (Karim, Norziah and Seow, 2000) 
 ในการเก็บเจลสตาร์ชที่อุณหภูมิต่้า ซึ่งท้าให้เกิดการจัดเรียงตัวใหม่ของสายโซ่สตาร์ชด้วย
พันธะไฮโดรเจน  ท้าให้เจลมีความแน่น (Firmness) หรือแข็งแรงมากขึ้น น้้าที่มีในโมเลกุลจึงอาจถูกขับ
ออกมากจากก้อนเจล เรียกการขับน้้าออกมาน้ีว่า “Syneresis” สามารถใช้ในการประเมินสมบัติความ
คงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง (Freeze-thaw stability) ได้ ซึ่งการเกิด Syneresis 
อาจสัมพันธ์กับการเกิดรีโทรเกรเดชัน คือ สตาร์ชที่เกิดรีโทรเกรเดชันได้ดี จะมีแนวโน้มของความคง
ตัวต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็งต่้า (Syneresis มาก) ส่วนสตาร์ชที่เกิดรีโทรเกรเดชันต่้า 
จะมีความคงตัวต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็งสูง (Syneresis ต่้า) (Ferrero, Martino 
and Zaritzky, 1994; Jacobson and BeMiller, 1998; Karim, Norziah and Seow, 2000)   



9 

 
  

รูปที ่2.7 กลไกการเกิดรโีทรเกรเดชัน 
                                                 ที่มา: ดัดแปลงจาก Fruton and Simmonds (1958) 

 

2.3.3 สมบัติทางวิทยากระแส (Rheology) 
วิทยากระแสเป็นการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง (Deformation) หรือการไหล (Flow) ของวัสดุ 

เมื่อมีแรงมากระท้า (จิรารัตน์ ทัตติยกุล, 2554) สามารถบอกถึงโครงสร้างและพฤติกรรมของวัสดุนั้น 
ๆ โดยวัสดุที่มีโครงสร้างเป็นของแข็งจะแสดงออกมาในรูปของความยืดหยุ่น  (Elastic) ในขณะที่   
การไหลเป็นพฤติกรรมของวัสดุที่มีลักษณะโครงสร้างเป็นของเหลว จะแสดงออกมาในรูปของความ
หนืด (Viscous) หรือแรงต้านทานต่อการไหล (Dobraszczyk and Morgenstern, 2003; Steffe, 
1996)  

อาหารส่วนใหญ่ มีองค์ประกอบที่ซับซ้อน จึงอาจมีสมบัติของของแข็งและของเหลว
ร่วมกัน เรียกว่าสมบัติ Viscoelastic  ซึ่งการศึกษาสมบัติ Viscoelastic จะสามารถบ่งบอกพฤติกรรม
หรือลักษณะของอาหารว่ามีความเด่นชัดของความเป็นของแข็งหรือของเหลวมากกว่ากนั เครือ่งมอืทีใ่ช้
วัดมีทั้ง เครื่อง Viscometer และ Rheometer โดย Viscometer จะสามารถวัดได้เพียงค่าความหนืด
เท่านั้น ในขณะที่เครื่อง Rheometer สามารถวัดค่าตัวแปรอื่นๆที่ใช้ประเมินสมบัติทางวิทยากระแสได ้
จึงนิยมใช้เป็นเครื่องมือในการวัดสมบัติ Viscoelastic ในอาหาร (จิรารัตน์ ทัตติยกุล, 2554) โดยใช้วิธี 
Oscillatory หรือ Dynamic shear experiment ซึ่งไม่ท้าลายตัวอย่าง ใช้ในการศึกษาความแข็งแรง
ของเจล (Gel strength) การเกิดเจลติไนเซชันของแป้ง (Starch gelatinization) การเปลี่ยนสถานะ
ของสาร (Phase transition) และค่าที่วัดได้จะเป็นค่า Strorage  odulus (   ) ซึ่งบ่งบอกความ
ยืดหยุ่น (Elasticity) และค่า Loss  odulus ( ˝) ซึ่งบ่งบอกถึงความเป็นของเหลว (Viscous) เมื่อ
ตัวอย่างแสดงค่า     มากกว่าค่า  ˝  แสดงว่าตัวอย่างมีสมบัติความเป็นของแข็งมากกว่าของเหลวหรือ

สายแอมิโลส 

ในเมด็สตารช์ 
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มีลักษณะคล้ายเป็นของแข็ง (Solid-like)  แต่ถ้าตัวอย่าง แสดงค่า G˝ มากกว่าค่า     แสดงว่าตัวอย่าง
มีสมบัติความเป็นของเหลวมากกว่าของแข็งหรือมีลักษณะคล้ายเป็นของเหลว (Liquid-like) (จริารตัน ์
ทัตติยกุล, 2554) โดยการค้านวณค่า tan δ  

 

 
 

ซึ่ง δ คือ Phase shift มีหน่วยเป็นองศา (o) เป็นค่าที่สามารถใช้ในการบ่งบอกความเป็น 
Viscoelastic ของตัวอย่าง คือ ถ้าค่า tan δ จะต่้า แสดงว่าตัวอย่างมีลักษณะเป็นของแข็ง แต่ถ้ามี  
ค่า tan δ สูง แสดงว่าตัวอย่างแสดงลักษณะเป็นของเหลว โดยตัวอย่างอาหารทั่วไป จะมีค่า         
0o < δ <  90o  

การทดสอบวิธี Oscillatory หรือ Dynamic shear experiment แบ่งเป็น 4 การ
ทดสอบ คือ Amplitude sweep test, Frequency sweep test, Temperature sweep test 
และ Time sweep test (จิรารัตน์ ทัตติยกุล, 2554) ซึ่งในการทดสอบสมบัติการเป็น Thermo-
reversible gel เลือกใช้การทดสอบ Amplitude sweep test และ Frequency sweep test ดังนี้  

Amplitude sweep test เป็นการทดสอบข้ันแรกเพื่อหา Linear viscoelastic range 
(LVR) (รูปที่ 2.8) ซึ่งเป็นช่วงที่ค่า Modulus ไม่ข้ึนกับความเค้นหรือความเครียด ปกติ LVR ของ
อาหารจะมีค่าไม่เกิน 1% Strain โดยตัวอย่างที่มีลักษณะเป็น Strong gel จะให้ LVR กว้างกว่า 
Weak gel 

Frequency sweep test เป็นการทดสอบผลของการให้อัตราเฉือน (Shear rate) ต่อ
การเปลี่ยนแปลงลักษณะของตัวอย่าง แสดงผลการศึกษาในรูปของค่า G  ,  ˝ และ tan δ 

 

รูปที ่2.8 ช่วง Linear viscoelastic range (LVR) 
 ที่มา: Steffe (1996) 
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2.4 การดัดแปรสตาร์ชโดยแอมิโลมอลเทส 
การดัดแปรสตาร์ชอาจใช้วิธีทางเคมี ทางกายภาพ หรือเอนไซม์ เพื่อปรับเปลี่ยนสมบัติทางเคมี

หรือทางกายภาพ  ให้มีคุณลักษณะหรือคุณสมบัติที่ต้องการ โดยใช้วิธีการดัดแปรด้วยเอนไซม์เป็น
วิธีการหนึ่งที่ใช้สภาวะที่ไม่รุนแรงในการดัดแปร เกิดปฏิกิริยาที่มีความจ้าเพาะต่อชนิดผลิตภัณฑ์และ
ไม่เกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียง ซึ่งการดัดแปรแป้งด้วยเอนไซม์ในระดับอุตสาหกรรมมีการใช้เอนไซม์  
หลายชนิดข้ึนอยู่กับลักษณะของแป้งดัดแปรที่ต้องการ  

แอมิโลมอลเทส (Amylomaltase ; AM) มีช่ือตามระบบคือ  4-α-D-Glucanotransferase 
และช่ือตามรหัสคือ  EC.2.4.1.25 เป็นเอนไซม์ที่จัดอยู่ในกลุ่ม α-1,4-Glycosyltransferase ในสกุล                 
α-Amylase แอมิโลมอลเทสเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม Transferase เ ช่นเดียวกับไซโคลเดกซ์ทริน          
ไกลโคซิลทรานสเฟอเรส (Cyclodextrin glycolsyltransferase, CGTase; EC 2.4.1.19) ผลิตได้ทั้ง
จากพืช เช่น มันฝรั่ง ข้าว มันส้าปะหลัง เป็นต้น ซึ่งจะเรียกว่า D-enzyme  และแบคทีเรียบางชนิด 
เช่น  Thermus thermophilus, Pyrocaculum aeroplilum, Thermus scotodutus, 
Thermotoga marittme, Escherichia coli, Aquifex aeolicus เป็นต้น (Kaper et al., 2005; 
Lee et al., 2006; Van der Maarel et al., 2005; Oh et al., 2008; Monod and Torriani, 
1950; Bhuiyan, Kitaoka and Hayashi, 2003) เป็นเอนไซม์ที่ท้าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการย้ายหมู่
กลูโคซิลของสาย α-กลูแคนหนึ่งไปยังอีกสายหนึ่ง โดยเอนไซม์นี้สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ทั้งหมด        
4 ปฏิกิริยาดังต่อไปนี้ (เปี่ยมสุข พงษ์สวัสดิ์, 2551) 

1) ปฏิกิริยา Disproportionation เป็นปฏิกิริยาที่มีการย้ายหมู่กลู โคซิลระหว่าง                  
โอลิโกแซ็กคาไรด์สายตรงจากตัวให้ไปยังตัวรับ (รูปที่ 2.9) ปฏิกิริยา Disproportionation ถือเป็น
ปฏิกิริยาหลักที่เอนไซม์นีส้ามารถเร่งได้ 

 
(α-1,4 Glucan)m + (α-1,4 Glucan)n (α-1,4 Glucose)m-x +  (α-1,4 Glucose)n+x 

 
รูปที่ 2.9 ปฏิกิริยา Disproportionation  

 ที่มา: Van der Veen et al. (2000) 
 

2) ปฏิกิริยา Cyclization เป็นปฏิกิริยาที่ตัวให้ซึ่งถูกตัดหมู่กลูโคซิลออกไปเพื่อไปท้าหน้าที่เป็น
ตัวรับ คือ มีการโยกย้ายหมู่กลูโคซิลภายในสายแซ็กคาไรด์เดียวกัน โดยน้าปลายรีดิวซ์ (Reducing 
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end) ของส่วนที่ถูกตัดมาต่อกับปลายที่ไม่รีดิวซ์ (Non-reducing end) ในสายเดียวกัน (รูปที ่2.10) ทา้
ให้เกิดผลิตภัณฑ์ลักษณะเป็นวงปิดที่เรียกว่า ไซโคลเดกซ์ทริน (Cyclodextrin: CD) ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากการเร่งปฏิกิริยาของแอมิโลมอลเทสจะแตกต่างจาก CGTase คือ จะเกดิผลติภัณฑไ์ซโคลเดกซท์รนิ
ชนิดวงใหญ่มีขนาดตั้งแต่ CD17 ข้ึนไป  ในขณะที่ผลิตภัณฑ์หลักของการเร่งปฏิกิริยาของ CGTase จะ
เป็น CD6–CD8 

3) ปฏิกิริยา Coupling เป็นปฏิกิริยาผันกลับของปฏิกิริยา Cyclization คือ สามารถเปลี่ยน  
ไซโคลเดกซ์ทรินให้เป็นโอลิโกแซคคาไรด์สายตรง (รูปที่ 2.10) แต่แอมิโลมอลเทสจะเร่งปฏิกิริยา 
Coupling ให้เกิดข้ึนในระดับที่ต่้ามาก 

 
(α-1,4 Glucan)m  cyclic (α-1,4 Glucan)x  +  (α-1,4 Glucose)m-x 

 
รูปที่ 2.10 ปฏิกิริยา Cyclization และ ปฏิกิริยา Coupling 

 ที่มา: Van der Veen et al. (2000) 
 

4) ปฏิกิริยา Hydrolysis เป็นปฏิกิริยาที่มีการใช้น้้าร่วมเพื่อช่วยในการตัดหมู่กลูโคซิลของสาย
แซ็กคาไรด์ (Endo-amylolytic activity) (รูปที่ 2.11) ซึ่งทั้งแอมิโลมอลเทสและ CGTase            
มีแอกทิวิตีน้ีต่้ามาก 

 
(α-1,4 Glucan)m + H2O  (α-1,4 Glucose)x +  (α-1,4 Glucose)m-x 

 
รูปที่ 2.11 ปฏิกิริยา Hydrolysis 

 ที่มา : Van der Veen et al. (2000) 
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แอมิโลมอลเทสมีความคล้ายคลึงกับ CGTase ในการเร่งปฏิกิริยาทั้ง 4 รูปแบบ  แต่แตกต่างกัน
ที่แอมิโลมอสเทสจะเด่นในการเร่งปฎิกิริยา Disproportionation (Van der Maarel et al., 2005) 
ในขณะที่ CGTase จะเด่นในการเร่งปฏิกิริยา Cyclization ได้ดี (เปี่ยมสุข พงษ์สวัสดิ์, 2551) 

แอมิโลมอลเทสถูกพบครั้งแรกใน Escherichia coli  โดยเป็นเอนไซม์ที่จ้าเป็นในกระบวนการ
เมตาบอลิซึมของมอลโทส (Monod and Torriani, 1950) ต่อมามีรายงานการใช้แอมิโลมอลเทสใน
การดัดแปรสตาร์ช ซึ่งผลิตโดยแบคทีเรีย Escherichia coli  ที่ได้รับยีนแอมิโลมอลเทสจากแหล่ง
ต่างๆ เช่น Pyrobaculum aerophilum IM2 (Kaper et al., 2005), Thermus thermophilus 
HB8 (Van der Maarel et al., 2005), Thermus scotoductus (Seo et al., 2007; Lee et al., 
2006 and 2008), Thermus aquaticus (Park et al., 2007; Cho et al., 2009) และ 
Thermotoga maritime (Oh et al., 2008) เป็นต้น จากความแตกต่างของแหล่งแอมิโลมอลเทส 
ส่งผลให้ภาวะที่ใช้ในการดัดแปรสตาร์ชแตกต่างกัน (ตารางที่ 2.3)  
 การศึกษาสมบัติต่างๆของสตาร์ชจากการดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทส พบว่า สตาร์ชข้าวโพด
ดัดแปร (Oh et al., 2008) และสตาร์ชข้าวดัดแปร (Seo et al., 2007; Cho et al., 2009) มี
ปริมาณแอมิโลสปรากฏลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชที่ไม่ดัดแปร เมื่อตรวจสอบลักษณะการ
กระจายตัวของสายโซ่กิ่งของแอมิโลเพกตินด้วยเครื่อง HPAEC-PAD พบการเปลี่ยนแปลงการกระจาย
ตัวของสายโซ่กิ่งแอมิโลเพกติน โดยจากรายงานการดัดแปรสตาร์ชมันฝรั่งของ Van der Maarel และ
คณะ (2005) พบปริมาณโซ่กิ่งของแอมิโลเพกตินสายสั้น (DP 2-5) และสายยาว (DP≥30 ) เพิ่มข้ึน, 
สตาร์ชข้าวดัดแปร (Cho et al., 2007)  พบโซ่กิ่งแอมิโลเพกตินสายสั้น (DP 1-8) และสายยาว 
(DP>19) เพิ่มข้ึน ในขณะที่ Seo และคณะ (2007) พบโซ่กิ่งแอมิโลเพกตินสายสั้น (DP 1-9) เพิ่มข้ึน 
และ DP>10 ลดลง และ สตาร์ชข้าวโพดดัดแปร (Oh et al., 2008)  พบโซ่กิ่งแอมิโลเพกตินสายสั้น 
(DP<10) เพิ่มข้ึน โดยเฉพาะที่ DP1-5 เพิ่มข้ึนอย่างชัดเจน (รูปที่ 2.12) ทั้งนี้อาจเกิดจากเร่งปฏิกิริยา 
Disproportionation ของแอมิโลมอลเทส โดยเร่งการตัดพันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลส ย้ายไป
ยังสายกลูแคนของโซ่กิ่งแอมิโลเพกติน ท้าให้เกิดแอมิโลเพกตินที่มีสายโซ่กิ่งยาวข้ึน (รูปที่ 2.13) 
นอกจากเร่งการตัดพันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลส ย้ายไปยังสายกลูแคนของโซ่กิ่งแอมิโลเพกติน
แล้ว แอมิโลมอลเทสยังสามารถเร่งการตัดพันธะ α-กลูโคซิดิกของแอมิโลเพกติน ท้าให้โซ่กิ่งของ    
แอมิโลเพกตินสั้นลง จึงพบสายสั้นของแอมิโลเพกตินเพิ่มข้ึน (Park et al., 2007) ส่งผลต่อการเกิด   
รีโทรเกรเดชัน โดยรายงานของ Seo และคณะ (2007) พบว่าค่าพลังงานที่ใช้ในการหลอมผลึก 
(∆Hretro) ของเค้กข้าวจากสตาร์ชข้าวดัดแปรมีค่าน้อยกว่าเค้กข้าวจากสตาร์ชข้าวไม่ดัดแปร ซึ่งเป็นผล
มาจากการที่มีสายโซ่กิ่งสายสั้นเพิ่มข้ึน คือมีสัดส่วนของสาย A เพิ่มข้ึน สาย B1 ลดลง ท้าให้โครงร่าง
ผลึกที่จัดเรียงตัวใหม่มีความแข็งแรงต่้า พลังงานความร้อนที่ใช้ในการหลอมผลึกน้อยลง การเกิด           
รีโทรเกรเดชันจึงลดลง (Shi and Seib,  1992)  และในการศึกษาสมบัติความคงทนต่อการแช่เยือก



14 

แข็งและการละลายน้้าแข็ง (Freeze-thaw stability) ของเจลสตาร์ชข้าวดัดแปรของ Lee และคณะ 
(2006) พบว่าเจลสตาร์ชข้าวที่ไม่ดัดแปรมีการปลดปล่อยน้้า (%Syneresis) เพิ่มข้ึนมากกว่า 40%  
ในการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง 5 รอบ ในขณะที่เจลสตาร์ชข้าวดัดแปรมีการปลดปล่อยน้้า
คงที่ (10%) ตลอดทั้ง 5 รอบ  

จากการวิเคราะห์สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel หรือ เจลที่สามารถเปลี่ยนสถานะ
จากของแข็งเป็นของเหลวเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของการดัดแปรสตาร์ชมันฝรั่ง (Kaper      
et al., 2005; Van der Maarel et al., 2005; Hansen et al., 2009) สตาร์ข้าวโพด (Oh et al., 
2008) และสตาร์ชข้าวเจ้า (Lee et al., 2006) พบว่า สตาร์ชดัดแปรสามารถเปลี่ยนสถานะแบบผัน
กลับได้ระหว่างการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ  (Reversible) คล้ายกับสมบัติของเจลาตินที่ใ ช้ใน
อุตสาหกรรมอาหาร ทั้งนีเ้นื่องจากการเร่งปฏิกิริยา Disproportionation ของแอมิโลมอลเทส โดยเร่ง
การตัดที่พันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลสไปเช่ือมที่สายกลูแคนอื่น  และสามารถเร่งการตัดที่
พันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลเพกติน ท้าให้สายโซ่กิ่งสั้นลง  มีผลต่อการจัดเรียงตัวของโครงร่าง
ผลึก (Crystalline regions) ที่มีความแข็งแรงต่้าลง  ง่ายต่อการท้าลายโครงร่างผลึกเมื่อให้ความร้อน  
ท้าให้เจลสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรสามารถหลอมกลับมาเป็นสถานะคล้ายของเหลวได้ง่ายข้ึน (Kohyama 
et al., 2004) และโมเลกุลของแอมิโลสซึ่งถูกเร่งปฏิกิริยาให้เกิดการตัดให้มีสายสั้นลง สามารถเกิดการ
จัดเรียงตัวด้วยพันธะไฮโดรเจนเป็นโครงร่างตาข่ายสามมิติได้ง่ายและสามารถเกิดเป็นเจลได้เร็วกว่า  
การคืนตัวของแอมิโลเพกติน ท้าให้เจลของสตาร์ชดัดแปรสามารถเปลี่ยนเป็นสถานะคล้ายของแข็งได้ที่
อุณหภูมิต่้า (Goodfellow and Wilson, 1990) แต่จากรายงายของ Kaper และคณะ (2005) พบว่า
ความแข็งแรงของเจลสตาร์ชดัดแปรยังไม่สามารถเทียบเท่ากับความแข็งแรงของเจลาตินได้ที่ความ
เข้มข้นเดียวกัน โดยจากรายงานของ Van der Maarel และคณะ (2005) บ่งช้ีว่าเจลสตาร์ชมันฝรั่ง
ดัดแปรความเข้มข้น 8% มีความแข็งแรงใกล้เคียงกับเจลาตินมากที่สุด นอกจากนี้ในรายงานของ 
Hansen และคณะ (2009) ยังพบว่าสตาร์ชมันฝรั่ง, สตารชขาวโพดและสตารชถ่ัวเขียวดัดแปรมี    
จุดหลอมเหลวของเจลสตาร์ชเพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับสตารชที่ไม่ดัดแปร โดยสตารชมันฝรัง่ดดัแปร
มีจุดหลอมเหลวเพิ่มข้ึนจาก 65 เปน 74 องศาเซลเซียส, สตารชขาวโพดดัดแปรเพิ่มข้ึนจาก 57 เปน 
70 องศาเซลเซียส และสตารชถ่ัวดัดแปรเพิ่มจาก 63 เปน 79 องศาเซลเซียส สูงกว่าจุดหลอมเหลว
ของ  เจลาติน 120 และ 300 Bloom (จุดหลอมเหลว 27 และ 28 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ) ซึ่ง
สามารถละลายได้ดีที่อุณหภูมิร่างกาย ท้าให้สตาร์ชดัดแปรสามารถกักเก็บกลิ่นหรือรสชาติของอาหาร
ที่อาจจะลดลงหรือสูญสลายไปในกระบวนการผลิตได้ 
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รูปที่ 2.12 ลักษณะการกระจายตัวของสายโซ่กิ่งแอมิโลเพกตนิของสตาร์ชข้าวโพดดัดแปรที่เวลาต่าง ๆ 
 และสตาร์ชข้าวโพดไม่ดัดแปร โดยเครื่อง HPAEC-PAD 
 ที่มา: Oh et al. (2008) 
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รูปที่ 2.13 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของแอมิโลสและแอมโิลเพกตินเมื่อถูกดัดแปรโดย 
 แอมิโลมอลเทส 
 ที่มา : Seo et al. (2007) 
 



 

ตารางที่ 2.3 ภาวะในการดัดแปรสตาร์ชโดยแอมโิลมอลเทสจากงานวิจัยต่างๆ 

แหล่งของแอมิโลมอลเทส ชนิดสตาร์ช 
ภาวะที่ใช้ 

ผู้วิจัย ความเข้มข้นของเอนไซม์ 
(ยูนิต/กรัมสตาร์ช ) 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

Pyrobaculum aerophilum IM2 10% (w/v) Potato starch 1, 10, 25 80 4, 24 Kaper et al. (2005) 
Thermus scotoductus Rice cake 50 75 3 Seo et al. (2007) 
Thermus aquaticus 5% (w/v) Rice starch 0.1 70 12 Park et al. (2007) 

Thermus scotoductus 
3, 5, 10, 15% (w/v) Rice starch 
5% (w/v) Rice starch 

100 µl (1.38 mg/ml) 
2, 5, 50, 100 µl 

75 4 Lee et al. (2008) 

Thermus aquaticus 55.6% (w/v) Rice starch 2.5, 5 75 1 Cho et al. (2009) 

Thermus thermophilus 
20% (w/w) 
Potato, Maize, Pea 

2, 10, 100 70-85 
1.5, 3.5, 
5.5, 22 

Hansen et al. (2009) 

ทดสอบ Thermo-reversible gel      

Thermus thermophilus HB8 20% (w/v) Potato starch 1 70 24 
Van der Maarel     
et al. (2005) 

Thermus scotoductus 5% (w/v) Rice starch 100 µl (1.38 mg/ml) 75 4 Lee et al. (2006) 
Thermotoga maritime 12.5% (w/v) Corn starch 125 65 8, 16, 24 Oh et al. (2008) 
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2.5 เจลาติน 
เจลาตินเป็นผลิตผลที่ได้จากการย่อยสารประกอบที่เรียกว่า “คอลลาเจน” ซึ่งเป็นองค์ประกอบ

ของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่พบในกระดูก ผิวหนัง และเอ็นจากสัตว์ โดยความร้อน กรด หรือด่าง (Morrison 
et al., 1999) เป็นโปรตีนที่ไม่ค่อยมีความส้าคัญทางโภชนาการเนื่องจากมีกรดอะมิโน จ้าเป็นอยู่เพียง
เล็กน้อยและมีไม่ครบทุกหมู่ตามความต้องการของร่างกาย แตเ่จลาตินมีสมบัติพิเศษคือ เมื่อให้ความ
ร้อน จะเป็นของเหลวหนืด และเมื่อตั้งทิ้งไว้ให้เย็นของเหลวจะกลายเป็นเจล ท้าใหส้ามารถใช้ในอาหาร
ได้หลายวัตถุประสงค์ เช่น ใช้เป็นสารที่ท้าให้เกิดเจล (Gelling agent) ที่คืนตัวเป็นของเหลวได้เมื่อ
ได้รับความร้อน (Thermoreversible gel) โดยเจลของเจลาตินจะสามารถหลอมเหลวได้ที่อุณหภูมติ่า้
กว่าอุณหภูมิร่างกาย (< 35 องศาเซลเซียส), ใช้เป็นสารที่ท้าให้เกิดความคงตัว (Stabilizer), เปน็อมิลัซิ
ไฟเออร์ (Emulsifier) ท้าให้น้้ากับไขมันรวมตัวกันได้ดี ไม่แยกช้ัน, ใช้ทดแทนไขมัน (Fat replacer) ใน
อาหารไขมันต่้า, ใช้ส้าหรับการจับเก็บกลิ่นรส (Flavor encapsulation) และใช้เคลือบผิว แฮม ขนม
เค้ก เพื่อรักษาความชุ่มช้ืน เป็นต้น (Schrieber and Gareis, 2007) ดังแสดงในตารางที่ 2.4 

ตารางที่ 2.4 ตัวอย่างคุณภาพด้านความหนืดของเจลาตินที่มีค่า Bloom ต่างๆในตัวอย่างอาหาร 
(ตัวอย่างมีเจลาติน 6.67% วัดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส) 

เกรด/คุณภาพ (Bloom) ความหนืด (cP) ตัวอย่างอาหาร 
130 – 190 1.9 – 3.5 เจลลี ส่วนผสมยาบางชนิด 
180 – 210 2.4 – 3.4 เจลลี ซปุ ซอส ไอศกรีม 
215 – 235 2.8 – 3.4 ซุป ซอส ไอศกรีม โยเกิร์ต ครีมข้น คอนเฟกชันเนอรี 
240 – 260 3.2 – 4.0 มาร์ชแมโล อาหารหวานบางชนิดโยเกิร์ต         

คอนเฟกชันเนอรี เนื้อกระป๋อง 
270 – 280 3.4 – 4.4 โยเกิร์ต คอนเฟกชันเนอรี เนื้อกระป๋อง 
290 - 310 3.9 – 5.4 โยเกิร์ต คอนเฟกชันเนอรี เนื้อกระป๋อง 

ที่มา: จิรารัตน์ ทัตติยกลุ (2554) 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1011/gelling-agent-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%97%E0%B8%B3%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%A5
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1421/thermoreversible-gel-%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%A5%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%A2%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%94%E0%B9%89%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0499/stabilizer-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%97%E0%B8%B3%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%87%E0%B8%95%E0%B8%B1%E0%B8%A7%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%9A%E0%B8%B4%E0%B9%84%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0303/emulsifier-%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1913/fat-substitute-fat-replacer
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1364/flavor-encapsulation
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1297/ham-%E0%B9%81%E0%B8%AE%E0%B8%A1


 

บทที่ 3 

วิธีด าเนนิงานวิจัย 

3.1 วัตถุดบิและจุลินทรีย์ 
3.1.1 วัตถุดิบ 

3.1.1.1 ข้าวเจ้าพันธ์ุขาวดอกมะลิ 105 จากศูนย์วิจัยข้าว จังหวัดขอนแก่น (พันธ์ุข้าว
หลักปี 2553/2554) 

3.1.1.2 ข้าวเหนียวพันธ์ุ กข 6 จากศูนย์วิจัยข้าว จังหวัดขอนแก่น (พันธ์ุข้าวหลักปี 
2553/2554) 

3.1.2 จุลินทรยี์ 
ใช้รีคอมบิแนนท์แอมิโลมอลเทสที่ท้าการแสดงออกใน Escherichia coli BL21 (DE3) จาก  

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (Srisimarat et al., 2010)  
 
3.2 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 
 3.2.1 การเตรียมสตาร์ช 

สกัดโปรตีนจากวัตถุดิบข้าวเจ้าและข้าวเหนียวด้วยวิธีที่ดัดแปลงจาก Lumdubwong 
และ Seib (2000) โดยแช่ข้าวในสารละลาย NaOH ความเข้มข้น 1% (น้้าหนักต่อปริมาตร) ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นบดและร่อนผ่านตะแกรงร่อนขนาด 200 เมช ก่อนน้าไปปั่น
เหว่ียงด้วยเครื่องปั่นเหว่ียง (Hettich zentrifugen, Rotanta 460R, Germany)  ที่ความเร็ว 5,000 
rpm เป็นเวลา 10 นาที ขูดส่วนที่เป็นตะกอนสีเหลืองที่เป็นโปรตีนด้านบนออก แล้วล้างตะกอน
ด้านล่างที่เป็นสีขาวด้วยน้้ากลั่น และปรับ pH เป็น 7.0 ด้วยสารละลายกรด HCl ความเข้มข้น 0.1 
นอร์มัล จากนั้นน้าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ขูดตะกอนโปรตีนสีเหลือง
ด้านบนออก และล้างตะกอนสีขาวด้านล่างด้วยน้้ากลั่น ท้าเช่นน้ี 3 รอบ จากนั้นน้าตะกอนทีไ่ดไ้ปอบใน
ตู้อบลมร้อน (Yeo Heng, model HAL100S, B, Thailand) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง ก่อนบดและร่อนผ่านตะแกรงร่อนขนาด 120 เมช และเก็บรักษาในถุงลามิเนต 
(PE/AI/LDPE) ที่มีสมบัติในการป้องกันอากาศ แสงแดด และทนความร้อนได้ดี วัดและวิเคราะห์สมบัติ
ต่างๆของสตาร์ชจากข้าวทั้งสองชนิด โดยวิเคราะห์สมบัติ 3 ซ้้า  ได้แก่ 
  3.2.1.1 ปริมาณโปรตีน ความช้ืน เ ถ้า ไขมัน ตามวิธีของ AOAC (2005) 
รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.1-4 
  3.2.1.2 ปริมาณแอมิโลสปรากฏ (Apparent amylose) โดยดัดแปลงวิธีจาก 
Juliano (1971) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.5 
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  3.2.1.3 สมบัติทางความร้อนด้วยเครื่อง Differential scanning calorimetry 
(DSC) โดยดัดแปลงวิธีจาก Cho และคณะ (2009) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.6 
  3.2.1.4 ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง (Freeze-thaw  
stability) (Lee et al., 2006) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.7 
 
 3.2.2 การเตรียมแอมิโลมอลเทส 

 3.2.2.1 การเลี้ยงเชื้อ Escherichia coli BL21 (DE3) (Srisimarat et al., 2010)  
  น้าเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli  BL21 (DE3) ที่ได้รับยีนแอมิโลมอล

เทสจากแบคทีเรีย Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 ที่เก็บในกลีเซอรอล อุณหภูมิ   
-80 องศาเซลเซียส มาทิ้งให้ละลายที่อุณหภูมิห้องก่อนใช้ จากนั้นเข่ียเช้ือลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด 
Solid luria Bertani (SLB) ที่เติม Amplicillin ความเข้มข้น  100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ก.1) บ่มในตู้บ่ม (Callenkamp, Model IPR 150, UK) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 14 ช่ัวโมง เข่ียโคโลนีเดี่ยวลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด LB เหลว ปริมาตร   
5 มิลลิลิตร ที่เติม Amplicillin ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ก.1)  บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 250 rpm ใน Incubator shaker (New Brunswick 
Scientific, InnovaTM4000, USA) เป็นเวลา 14 ช่ัวโมง  ปิเปตเช้ือจากหลอดทดลองปริมาตร      
200 ไมโครลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด LB เหลว ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่เติม 
Amplicillin ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่
ความเร็ว 250 rpm ใน Incubator shaker เป็นเวลา 14 ช่ัวโมง จากนั้นปิเปตเช้ือ 3 มิลลิลิตร       
ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด LB เหลว ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ที่เติม Amplicillin     
ความเข้มข้น  100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว       
250 rpm ใน Incubator shaker วัดการเจริญของเช้ือแบคทีเรียด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
(Beckman, DU Series 650, USA) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เมื่อพบว่าค่าการดูดกลืนแสง
อยู่ในช่วง 0.4-0.6 จึงเติมสารละลาย Isopropylthio- -D-galactoside (IPTG) ความเข้มข้น       
0.4 มิลลิโมลาร์ 300 ไมโครลิตร เพื่อเหนี่ยวน้าให้เช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซม์มากข้ึน และบ่มที่อุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 250 rpm ใน Incubator shaker เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ท้าการแยก
เซลล์ด้วยเครื่องปั่นเหว่ียง (Beckman, Model J-30I, USA) ความเร็ว 6,000 rpm ที่อุณหภูมิ        
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ล้างเซลล์ครั้งแรกด้วยสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.85% 
(น้้าหนักต่อปริมาตร) (ภาคผนวก ก.2)  น้าไปปั่นเหว่ียงอีกครั้ง และล้างเซลล์ครั้งที่สองด้วยสารละลาย 
Extraction buffer (ภาคผนวก ก.2) และน้าไปปั่นเหว่ียงอีกครั้ ง  จากนั้นเก็บเซลล์ใน        
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Extraction buffer ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรต่อน้้าหนักเซลล์ 1 กรัม ในหลอด Falcon ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส  

 3.2.2.2 การแยกและท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์ (Srisimarat et al., 2010)  
  น้าเซลล์ E.coli BL21 (DE3) ที่เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาทิ้งให้

ละลาย ก่อนท้าให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง Sonicator (Bendelin, Germany) โดยใช้ Probe เบอร์ 73 
ที่ความถ่ี (Cycle) ระดับ 3 เป็นเวลา 1 นาที สลับกับการพักเซลล์ 1 นาที สังเกตการแตกของเซลล์
จากการเปลี่ยนสีและลักษณะความหนืดของตัวอย่าง คือถ้าเซลล์แตกสีของตั วอย่างจะเปลี่ยนจาก     
สีขาวนมเป็นสีน้้าตาลแดงและจะมีความหนืดมากข้ึน จากนั้นปั่นเหว่ียงด้วยเครื่อง Refrigerated 
centrifuge (Beckman, Model J-30I, USA) ความเร็ว 12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 45 นาที น้าส่วนใส (เอนไซม์หยาบ) ไป Dialyze (Regenerated Cellulose Tubular 
Membrane (Nominal MWCO 12,000-14,000, Wall thickness 20 µl) : Cellu Sep T4, USA) 
ในสารละลาย Phosphate buffer ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 2 ครั้ง   แล้วจึงท้าให้เป็นเอนไซม์บริสุทธ์ิโดยการผ่านคอลัมน์ ชนิด HisTrap 
affinity column (Amersham Bioscience HisTrap FFTM, HisTrap FFTM DEAE FFTM and 
HiPrep Phenyl FFTM (High Sub) 16/10) (ภาคผนวก ข) น้าเอนไซม์ที่ผ่านคอลัมน์ไป Dialyze ใน
สารละลาย Phosphate buffer ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง แล้วจึงเก็บเอนไซม์บริสุทธ์ิที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 3.2.2.3 การวิเคราะห์สมบัติเอนไซม์   
  วิเคราะห์แอกทิวิตีของเอนไซม์ด้วยวิธี Starch transglycosylation 

activity (ดัดแปลงวิธีจาก Park et al., 2007), ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford (Bradford, 1976), 
และความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ด้วยวิธี SDS-PAGE (Srisimarat et al., 2010) รายละเอียดแสดงใน
ภาคผนวก ค.1-ค.3 
 
 3.2.3 การดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้าโดยแอมิโลมอลเทส  

เตรียมสารละลายสตาร์ชข้าวเจ้าที่ความเข้มข้น 5% (น้้าหนักต่อปริมาตร) เจลาติไนซ์  
ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ทิ้งให้อุณหภูมิลดลงเป็น 30 องศาเซลเซียส (ดัดแปลง
วิธีจาก Lee et al., 2006) ดัดแปรสารละลายสตาร์ช โดยศึกษาผลของปัจจัยดังต่อไปนี้ 

 3.2.3.1 ความเข้มข้นของแอมิโลมอลเทส  
  แปรความเข้มข้นแอมิโลมอลเทสเป็น 10, 20, และ 40 U/กรัมสตาร์ช บ่มที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หยุดปฏิกิริยาโดยแช่ในน้้าเดือด เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
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อบสตาร์ชดัดแปรในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง บดและร่อนผ่าน
ตะแกรงร่อนขนาด 50 เมช เก็บรักษาสตาร์ชดัดแปรในถุงลามิเนต  

  วิเคราะห์สมบัติต่างๆของสตาร์ชดัดแปร ดังต่อไปนี้ 
    1) ปริมาณแอมิโลสปรากฎ ดัดแปลงวิธีจาก Juliano (1971) 
รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.5 
    2) การกระจายตัวของแอมโิลเพคติน โดยใช้ High performance 
anion exchange chromatography with pulsed amperometric detection; HPAEC-PAD 
(Kuakpetoon and Wang, 2006) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.9 

  3) สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ด้วยเครื่อง 
Rheometer (Lee et al., 2006) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.8 

  4) การเกิดรีโทรเกรเดชันจากการวัดค่าพลังงานที่ใช้ในการหลอม
ผลึกด้วยเครื่อง DSC ดัดแปลงวิธีจาก Cho และคณะ (2009) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.6 

  5) ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง (Lee et 
al., 2006) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.7 

  วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดย
วิเคราะห์สมบัติ 3 ซ้้า วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วย Analysis of variance (ANOVA) เปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้วิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DNMRT) ที่ระดับ
ความเช่ือมั่น 95% ด้วยโปรแกรมสาเร็จรูป IBM SPSS (IBM, version 16, USA) เลือกสภาวะที่
เหมาะสมโดยพิจารณาจากการมีสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel คือมีค่า tan δ สูง เมื่อให้
ความร้อน และ tan δ ต่้า เมื่อให้ความเย็น,  มีค่าพลังงานในการหลอมผลึกของการเกิดรีโทรเกรเดชัน 
(∆Hretro) ต่้า และมีความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็งดีข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับ
สตาร์ชข้าวที่ไม่ดัดแปร 

 3.2.3.2 เวลาในการดัดแปร  
  ใช้ความเข้มข้นแอมิโลมอลเทสที่เลือกจากข้อ 3.2.3.1 และแปรเวลาในการ

ดัดแปรเป็น 1, 6, 12 และ 24  ช่ัวโมง บ่มที่อุณหภูมิ  30±1 องศาเซลเซียส  และหยุดปฏิกิริยาโดย  
แช่ในน้้าเดือด เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง อบสตาร์ชในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง บดและร่อนผ่านตะแกรงขนาด 50 เมช เก็บรักษาสตาร์ชในถุงลามิเนต  วิเคราะห์สมบัติต่างๆ
ของสตาร์ชดัดแปรเช่นเดียวกับข้อ 3.2.3.1  วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 
Design (CRD) ท้าการทดลอง 3 ซ้้า วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วย Analysis of variance (ANOVA) 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้วิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DNMRT)  
ที่ระดับความเช่ือมั่น 95%  ด้วยโปรแกรมส้าเร็จรูป IBM SPSS  
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  เลือกเวลาที่เหมาะสมในการดัดแปรโดยพิจารณาจากผลของการวิเคราะห์
สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ,  มีค่า ∆Hretro ต่้า และมีความคงทนต่อการแข็งเยือกแข็ง
และการละลายน้้าแข็งดีข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชข้าวที่ไม่ดัดแปร โดยน้าสตาร์ชดัดแปรที่ได้จาก
ภาวะการดัดแปรที่เลือกในข้อ 3.2.3.1 และ 3.2.3.2 ไปเตรียมเจลที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 15% 
(น้้าหนักตอ่ปริมาตร) วัดความแข็งแรงของเจลเปรียบเทียบกับเจลของเจลาตินความเข้มข้น 1, 2, 3, 4, 
และ 5% (น้้าหนักต่อปริมาตร) ด้วยเครื่อง Texture-analyzer (TA-XT2i Texture Analyzer      
รุ่น Plus, United Kingdom) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.11  

 
 3.2.4 การดัดแปรสตาร์ชข้าวเหนียวโดยแอมิโลมอลเทส  

เตรียมสารละลายสตาร์ชข้าวเหนียวความเข้มข้น 5% (น้้าหนักต่อปริมาตร) เจลาติไนซ์  
ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ทิ้งให้อุณหภูมิลดลงเป็น 30 องศาเซลเซียส (ดัดแปลง
วิธีจาก Lee et al., 2006)  ดัดแปรสารละลายสตาร์ชข้าวเหนียวแอมิโลมอลเทสความเข้มข้น 10 และ 
40 U/กรัมสตาร์ช บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หยุดปฏิกิริยาโดยแช่ในน้้า
เดือด เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง อบสตาร์ชดัดแปรในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง บดและร่อนผ่านตะแกรงร่อนขนาด 50 เมช เก็บรักษาสตาร์ชดัดแปรในถุงลามิเนต  

 วิเคราะห์สมบัติต่างๆของสตาร์ชดัดแปร ดังต่อไปนี ้
1) การกระจายตัวของแอมิโลเพคติน โดยใช้ High performance anion exchange 

chromatography with pulsed amperometric detection; HPAEC-PAD (Kuakpetoon and 
Wang, 2006) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.9 

2) สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ด้วยเครื่อง Rheometer        
(Lee et al., 2006) รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง.8 
 
 3.2.5 การใช้สตาร์ชข้าวดัดแปรทดแทนเจลาตินในอาหาร  
  น้าสตาร์ชข้าวดัดแปรที่ได้จากภาวะการดัดแปรที่เลือกมาใช้ทดแทนเจลาตินในการ
ท้า Panna cotta (ภาคผนวก ง.12) และวัดความแข็งแรงของเนื้อผลิตภัณฑ์เปรียบเทียบกับ Panna 
cotta ที่มีเจลาตินเป็นส่วนประกอบ ด้วยเครื่อง Texture-analyzer  



 

บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณผ์ลการทดลอง 

4.1 สมบัติของสตาร์ชข้าว 
4.1.1 องค์ประกอบทางเคมีของสตาร์ชข้าว 

 จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ โปรตีน ไขมัน  เถ้า ปริมาณความช้ืน
และแอมิโลสปรากฏของสตาร์ชข้าวเจ้าและข้าวเหนียว (ตารางที่ 4.1) พบว่า สตาร์ชข้าวเจ้าและ
สตาร์ชข้าวเหนียว มีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 0.21% และ 0.79% ตามล้าดับ และมีปริมาณไขมัน
เท่ากับ 0.39% และ 0.29% สอดคล้องกับรายงานของ Noosuk และคณะ (2003) ที่พบว่าการสกัด
สตาร์ชข้าวโดยแช่เมล็ดข้าวในสารละลาย NaOH ความเข้มข้น 0.3% (น้้าหนักต่อปริมาตร)  มีปริมาณ
โปรตีนและไขมันน้อยกว่า 0.8% (โดยน้้าหนักแห้ง)  แต่แตกต่างจากรายงานการศึกษาของบุญทิวา 
นิลจันทร์ (2548) ซึ่งสกัดโปรตีนจากฟลาวร์ข้าวโดยใช้สารละลายถึง 3 ชนิด คือ NaCl 5%, เอทานอล 
85% และ NaOH 0.35% (น้้าหนักต่อปริมาตร)  ท้าให้สตาร์ชข้าวที่ได้มีปริมาณโปรตีนน้อยกว่า 
0.5% ทั้งนี้ เพราะโปรตีนที่มีในข้าวมีหลายชนิด สามารถละลายได้ในสารสกัดต่างชนิดกัน ดังนั้นการ
ใช้สารสกัดทั้ง 3 ชนิด อาจสกัดโปรตีนออกจากสตาร์ชได้มากกว่า นอกจากนี้ปริมาณไขมันก็ต่้ากว่า 
0.1% ซึ่งอาจเกิดจากการละลายของไขมันในเอทานอล อย่างไรก็ตาม สตาร์ชข้าวที่ผลิตได้ก็มีปริมาณ
โปรตีนและไขมันไม่สูงกว่าค่าที่ควรจะมีในสตาร์ช (โปรตีน<1%) (Whistler and BeMiller, 2009) 
 จากการวิเคราะห์ปริมาณแอมิโลสปรากฏ พบว่าสตาร์ชข้าวเจ้าขาวดอกมะลิ 105 และ
สตาร์ชข้าวเหนียว กข 6 มีปริมาณแอมิโลสปรากฏ เท่ากับ 16.45% และ 2.48% ในขณะที่รายงาน
ของ Noosuk และคณะ (2003) พบปริมาณแอมิโลสในสตาร์ชข้าวเจ้าขาวดอกมะลิ 105 (15.12%) 
และสตาร์ชข้าวเหนียว กข 6 (2.56%) ปริมาณแอมิโลสที่วิเคราะห์ได้สอดคล้องกับการจ้าแนกกลุ่ม
สตาร์ชข้าวไทย (รุ่งนภา พงศ์สวัสดิ์มานิต และคณะ, 2546) ซึ่งปริมาณแอมิโลสที่แตกต่างกันนี้จะมี
อิทธิพลต่อสตาร์ชข้าว การเกิดเจลาติไนเซชัน รีโทรเกรเดชัน และสมบัติทางวิทยากระแสของสตาร์ช
ข้าว (Noosuk et al., 2003) 
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ตารางที ่4.1 องค์ประกอบทางเคมีและแอมิโลสปรากฏของสตาร์ชข้าว 

องค์ประกอบ 
ปริมาณ (%) โดยน้้าหนักแหง้ 

สตาร์ชข้าวเจ้า สตาร์ชข้าวเหนียว 
โปรตีน  0.21 ± 0.05b  0.79 ± 0.03a 
ไขมันns 0.29 ± 0.02 0.39 ± 0.33 
ความช้ืน  7.49 ± 0.01a  7.13 ± 0.04b 

เถ้าns 0.24 ± 0.01 0.23 ± 0.04 
แอมิโลสปรากฏ 16.45 ± 0.07a  2.48 ± 0.14b 

หมายเหต ุ ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 a, b,   ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากบัต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมี  
 นัยส้าคัญ (p≤0.05) 
 ns  ค่าเฉลี่ยในแนวนอนเดียวกันไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p≥0.05) 
 

4.1.2 สมบัติทางความร้อน 
 จากการวัดสมบัติทางความร้อนในการเกิดเจลาติไนเซชัน ซึ่งเป็นกระบวนการให้ความ
ร้อนเพื่อท้าลายพันธะไฮโดรเจนในส่วนผลึกให้เกิดการคลายตัว ท้าให้เม็ดสตาร์ชสามารถดูดน้้า เกิด
การพองตัว  พบว่าอุณหภูมิเริ่มต้นในการเกิดเจลาติไนเซซัน (To) ของสตาร์ชข้าวเจ้ามีค่าสูงกว่ากว่า
สตาร์ชเหนียว (ตารางที่ 4.2)  เนื่องจากสตาร์ชข้าวเจ้ามีปริมาณแอมิโลสูงกว่าสตาร์ชข้าวเหนียว  จึง
ต้องใช้อุณหภูมิสูงกว่าในการท้าลายพันธะไฮโดรเจนของแอมิโลสที่เกาะเกี่ยวกันในบริเวณอสัณฐาน 
(Amorphous zone) มากกว่าสตาร์ชข้าวเหนียว ท้าให้มีค่า To สูงกว่า ในขณะที่ช่วงอุณหภูมิในการ
เกิดเจลาติไนเซชัน (Tc-To) ของสตาร์ชข้าวเจ้าจะแคบกว่าสตาร์ชข้าวเหนียว (12.2 และ 16.3 องศา
เซลเซียล ตามล้าดับ) บ่งบอกว่าสตาร์ชข้าวเจ้ามีความหลากหลายของรูปแบบผลึกน้อยกว่าสตาร์ชข้าว
เหนียว (Heterogeneity น้อยกว่า) (Slade and Levine, 1987) และพบว่ามีค่าพลังงานที่ใช้ในการ
เกิดเจลาติไนเซชัน (∆Hgel) ไม่แตกต่างกัน (13.2 และ 12.3 จูลต่อกรัม ตามล้าดับ) (p>0.05) บ่งบอก
ว่าความแข็งแรงโดยรวมของโครงสร้างที่เป็นระเบียบในส่วนผลึกไม่แตกต่างกัน (Whistler and 
BeMiller, 1997) สอดคล้องกับรายงานของ บุญทิวา นิลจันทร์ (2548)  ที่พบว่า ค่า ∆Hgel ของ
สตาร์ชข้าวเจ้าและข้าวเหนียวมีค่าใกล้เคียงกัน (13.17 และ 13.26 จูลต่อกรัม ตามล้าดับ)  
 จากการวัดการเกิดรีโทรเกรเดชันซึ่งเกิดจากการจัดเรียงตัวใหม่ของโมเลกุลแอมิโลส
และแอมิโลเพกตินหลังการเกิดเจลาติไนเซชันและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล เป็นเวลา 14 วัน 
พบว่า อุณหภูมิในการเกิดรีโทรเกรเดชัน (To, Tp และ Tc) และค่าพลังงานที่ใช้ในการหลอมผลึกจาก
การเกิดรีโทรเกรเดชัน (∆Hretro) มีค่าต่้ากว่ากระบวนการเกิดเจลาติไนเซซัน บ่งช้ีว่าโครงสร้างผลึกที่
เกิดการจัดเรียงตัวใหม่หลังการเกิดเจลาติไนเซชัน มีความสมบูรณ์หรือความแข็งแรงลดลง (Eliasson 
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and Ljunger, 1988; Russell, 1983; Russell 1987)  ซึ่งการเก็บตัวอย่างไว้ 14 วัน เป็นเวลาที่นาน
พอที่การเกิดรีโทรเกรเดชันส่วนใหญ่จะเกิดจากการจัดเรียงตัวใหม่ของแอมิโลเพกติน (Eliasson, 
1995) โดยสัดส่วนของปริมาณแอมิโลเพกตินของสตาร์ชข้าวเหนียวที่มีมากกว่าข้าวเจ้า ซึ่งควรจะ
ส่งผลให้สตาร์ชข้าวเหนียวมีค่า ∆Hretro มากกว่าสตาร์ชข้าวเจ้า (Lii, Tsai, and Tseng, 1996)  แต่ใน
งานวิจัยน้ีค่าพลังงานในการหลอมผลึกของการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชข้าวเหนียวและสตาร์ช
ข้าวเจ้ามีค่าทางสถิติไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ เป็นไปได้ว่าโปรตีนที่หลงเหลืออยู่ของสตาร์ชข้าว
เหนียว (ตารางที่ 4.1) ซึ่งจะแทรกตัวอยู่ระหว่างเม็ดสตาร์ชข้าวเหนียว อาจขัดขวางการจัดเรียงตัวของ
โครงร่างผลึก ท้าให้ผลึกมีความแข็งแรงลดลง ค่า ∆Hretro ที่วัดได้จึงมีค่าใกล้เคียงกับค่าของสตาร์ชข้าว
เจ้า (Chrastil, 1990) สอดคล้องกับรายงานของบุญทิวา นิลจันทร์ (2548) ที่พบว่าสตาร์ชข้าวเหนียว
ซึ่งมีปริมาณโปรตีนหลงเหลือมากกว่าสตาร์ชข้าวเจ้า (0.15% และ0.02% ตามล้าดับ) แสดงค่า 
∆Hretro ใกล้เคียงกัน 
  
ตารางที่ 4.2 สมบัติทางความร้อนของการเกิดเจลาติไนเซชันและรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชข้าวเจ้า 
 และข้าวเหนียว 

สตาร์ช TO (
oC) TP (

oC) TC (
oC) TC-TO (

oC) 
∆Hgel, ∆Hretro 

(J/g) 
การเกดิเจลาติไนเซชัน 
ข้าวเจ้า 64.1 ± 0.25b 70.0 ± 0.17ns 76.3 ± 0.24b 12.2 ± 0.04b 13.2 ± 0.84ns 
ข้าวเหนยีว 62.2 ± 0.21a 70.0 ± 0.42ns 78.0 ± 0.45a 16.3 ± 0.60a 12.3 ± 0.38ns 
การเกดิรโีทรเกรเดชัน 
ข้าวเจ้า 45.7 ± 0.99ns 54.6 ± 0.28ns 60.3 ± 0.07ns 14.6 ± 0.92ns 3.8 ± 0.57ns 
ข้าวเหนยีว 45.7 ± 1.55ns 54.1 ± 0.76ns 60.4 ± 0.25ns 14.7 ± 1.30ns 4.1 ± 0.28ns 

หมายเหต ุ ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 a, b,   ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากบัต่างกันในคอลัมนเ์ดียวกันของแต่ละกระบวนการแสดงความ  
 แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.05) 
 ns  ค่าเฉลี่ยในคอลัมนเ์ดียวกันของแตล่ะกระบวนไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p≥0.05) 
 

 
4.1.3 ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้ าแข็ง (Freeze-thaw stability) 

 จากการวิเคราะห์ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง 5 รอบ พบว่า
เจลสตาร์ชข้าวเจ้ามีการปลดปล่อยน้้า (Syneresis) เพิ่มข้ึนในทุกรอบ (0.7, 6.4, 7.6, 14.5 และ 
21.5% ตามล้าดับ)  สอดคล้องกับรายงานของ Charoenrein และ Preechathammawong (2012) 
ซึ่งพบว่าเจลสตาร์ชข้าวเจ้ามีการปลดปล่อยน้้าเพิ่มข้ึนในทุกรอบของการแช่เยือกแข็งและการละลาย
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น้้าแข็ง 5 รอบ ส่วนเจลสตาร์ชข้าวเหนียว พบปริมาณการปลดปล่อยน้้าต่้าใน 2 รอบแรก คือ 0.1 
และ 1.6% ตามล้าดับ  และมีการปลดปล่อยน้้าเพิ่มข้ึนอย่างมากในรอบที่ 3, 4 และ 5 คือ 10.4, 
14.8 และ 21.8 % ตามล้าดับ (รูปที่  4.1) ซึ่งสอดคล้องกับผลจากการวัดค่า ∆Hretro ของสตาร์ชข้าว
ทั้งสองชนิดที่ไม่แตกต่างกัน ดังนั้นจึงมีการใช้การวัดความคงตัวต่อการแช่เยือกแข็งและการละลาย
น้้าแข็งในการประเมินความสามารถในการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ช (Ferrero, Martino and 
Zaritzky, 1994; Jacobson and BeMiller, 1998; Varavinit, Anuntavuttikul and Shobsngob, 
2000)  
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รูปที่ 4.1 ปริมาณการปลดปลอ่ยน้้าจากเจลของสตาร์ชข้าวเจ้าและข้าวเหนียวในระหว่าง 

 การแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง 5 รอบ 
 ( = สตาร์ชข้าวเหนียว, = สตาร์ชข้าวเจ้า) 
 
4.2 สมบัติของแอมิโลมอลเทส 
 จากการวิเคราะห์แอกทิวิตีของเอนไซม์ด้วยวิธี Starch transglycosylation activity และ 
ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford (ตารางที่ 4.3) พบว่า เอนไซม์บริสุทธ์ิมีค่าแอกทิวิตีจ้าเพาะเท่ากับ 
42.7 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนเป็น 29.9 เท่าของเอนไซม์หยาบและได้ผลผลิตเป็น 
83.9 % 
 เมื่อวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ด้วยวิธี SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
(SDS-PAGE) พบแถบโปรตีนหลักที่มีน้้าหนักโมเลกุล 84 kDa เมื่อเปรียบเทียบกับ Standard 
protein marker (รูปที่ 4.2 ) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Srisimarat และคณะ (2010) แต่แตกต่าง
จากน้้าหนักโมเลกุลของแอมิโลมอลเทสจาก Thermus litoralis, Thermus aquaticus และ E.coli 
IFO03806 ที่มีน้้าหนักโมเลกุลเป็น 79, 57 และ 93 kDa ตามล้าดับ (Xavier et al., 1999; Terada 
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et al., 1999; Kitahata et al., 1989) แสดงว่าแอมิโลมอลเทสจากแหล่งต่างกันอาจมีน้้าหนัก
โมเลกุลแตกต่างกัน นอกจากแถบโปรตีนหลักแล้ว ยังพบแถบโปรตีนอื่นปนอยู่เล็กน้อย หลังผ่าน 
HisTrap affinity column อาจเป็นไปได้ว่ามีโปรตีนชนิดอื่นสามารถจับกับแอมิโลมอลเทสท้าให้หลุด
ปนออกมากับโปรตีนหลัก จึงปรากฏแถบโปรตีนอื่นด้วย (Srisimarat et al., 2010) 

 
ตารางที่ 4.3 สมบัติและแอกทิวิตีของแอมโิลมอลเทส 

ขั้นตอนการท้า
บริสุทธิ ์

ค่าแอกทิวิตี 
(ยูนิต/

มิลลิลิตร) 

ค่าแอกทิวิตี
ทั้งหมด (ยนิูต) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 

ค่าแอกทิวิตี
จ้าเพาะ (ยูนิต/

มิลลิกรัมโปรตีน) 

ความบริสุทธิ์ 
(เท่า) 

ผลผลิต 
(%) 

เอนไซม์หยาบ 26.4±0.21 1279.4±9.05 18.3±0.28 1.5±0.07 1 100 
เอนไซม์บริสุทธิ์ 49.2±0.04 1098.4±9.48 1.2±0.08 42.7±3.18 29.9±1.49 83.9±0.84 

 
รูปที่ 4.2 SDS-PAGE ของโปรตีนจาก Escherichia coli BL21 (DE3) ที่ได้รับการ  

         โคลนยีนแอมิโลมอลเทสจาก Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
  เมื่อ M = Standard protein marker 

    C = เอนไซม์หยาบทีม่ีปริมาณโปรตีน 15 ไมโครกรัม 
P = เอนไซม์ทีผ่่าน HisTrap affinity column ที่มีปริมาณโปรตีน  
      3 ไมโครกรัม 

 kDa     M          C          P  
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4.3 การดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้าโดยแอมิโลมอลเทส 
4.3.1 ผลของความเข้มข้นของแอมิโลมอลเทสต่อสมบัติของสตาร์ชดัดแปร 

 จากการแปรความเข้มข้นของแอมิโลมอลเทส 10, 20, และ 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช    
ในการดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้าที่ความเข้มข้น 5% (น้้าหนักต่อปริมาตร) และวิเคราะห์ปริมาณแอมิโลส 
ปรากฏ, การกระจายตัวของแอมิโลเพกติน, สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel, การเกิดรีโทร
เกรเดชันและความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง (Freeze-thaw stability) ของ
สตาร์ชดัดแปร พบว่าความเข้มข้นของแอมิโลมอลเทสมีผลต่อสมบัติของสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร ดังนี ้

4.3.1.1 ปริมาณแอมิโลสปรากฏ 
จากตารางที่ 4.4 พบว่า ปริมาณแอมิโลสปรากฏของสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรมี

ค่าเพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นของแอมิโลมอลเทสที่ใช้ในการดัดแปรอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.05)  ยกเว้น
ที่ความเข้มข้น 10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช มีปริมาณลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร 
และเมื่อพิจารณาการเกิดสีของสารประกอบเชิงซ้อนของสารละลายไอโอดีนและสตารช์ข้าวเจา้ดดัแปร  
พบว่ามีสีที่ เปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชที่ ไม่ดัดแปร ตามความเข้มข้นข อง               
แอมิโลมอลเทสที่ใช้ในการดัดแปร (รูปที่ 4.3) ซึ่งการเกิดสีของไอโอดีนสามารถบ่งบอกถึง Degree of 
polymerization (DP) ของสายแอมิโลสได้ โดยแอมิโลสที่มี DP น้อยกว่า 8 จะไม่สามารถเกิด
สารประกอบเชิงซ้อนกับไอโอดีนเพื่อให้เกิดสีได้ ในขณะที่แอมิโลสที่มี  DP ในช่วง 9-12, 14-28, 31-
35, 36-45 และ 47 ข้ึนไป จะเกิดสารประกอบเชิงซ้อนที่มีสีน้้าตาล, สีแดง, สีม่วงแดง, สีม่วง และสี
น้้าเงิน ตามล้าดับ (Bailey and Whelan, 1961) ซึ่งการที่สีของสารประกอบเชิงซ้อนของสตาร์ชข้าว
เจ้าดัดแปรเปลี่ยนเป็นสีม่วงแดง แสดงให้เห็นว่าการดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้าโดยแอมิโลมอลเทสท้าให้ 
DP ของสายแอมิโลสสั้นลง (DP 31-35) เมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชที่ไม่ดัดแปร (DP>47) ทั้งนี้อาจ
เกิดจากการเร่งปฏิกิริยา Disproportionation ของแอมิโลมอลเทส ในการตัดที่พันธะ α-กลูโคซิดิก
ของสายแอมิโลสไปเช่ือมที่ สายกลูแคนอื่น ได้เป็นโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้น (Hansen et al., 2009; 
Oh et al., 2008; Park et al., 2007; Seo et al., 2007)  โดยนอกจากเร่งการตัดที่พันธะ           
α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลสไปเช่ือมที่สายกลูแคนอื่นแล้ว  เป็นไปได้ว่าแอมิโลมอลเทสสามารถเร่ง
การตัดที่พันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลเพกตินได้เช่นกัน ได้เป็นโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้น (Park 
et al., 2007) จึงสามารถเกิดสีกับไอโอดีนเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน  และท้าให้มีปริมาณ        
แอมิโลสปรากฏเพิ่มข้ึน ทั้งนี้การดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสความเข้มข้น 10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช        
มีปริมาณแอมิโลสปรากฏลดลงจากสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรอย่างมีนัยส้าคัญ ซึ่งความเข้มข้นนีอ้าจจะ
ยังไม่เพียงพอให้เกิดการเปลี่ยนแปลงดังกล่าว 
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ตารางที่ 4.4 ปริมาณแอมิโลสปรากฏของสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและที่ดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทส 

ตัวอย่าง แอมิโลสปรากฏ(%) 
สตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร 16.5 ± 0.1c 

สตาร์ข้าวเจ้าดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทส  10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  15.2 ± 0.1d 

สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรโดยแอมโิลมอลเทส 20 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  16.8 ± 0.0b 

สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรโดยแอมโิลมอลเทส 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  18.9 ± 0.1a 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a, b,...  ค่าเฉลี่ยที่มีอกัษรก้ากบัต่างกันในคอลัมนเ์ดียวกันแสดงความแตกต่างกันอย่างม ี
นัยส้าคัญ (p≤0.05) 

 
 
 

 
รูปที่ 4.3 สีของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างไอโอดีนกับสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและดัดแปรโดย 

 แอมิโลมอลเทสที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 ยูนิต/กรมัสตาร์ช  
 

 
 
 
 
 
 
 

ไม่ดัดแปร
ดัดสfyfcxi
drfghfdd
gปร 

10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  
starch 

 20 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  
starch 

40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  
starch 
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4.3.1.2 การกระจายตัวของแอมิโลเพกติน 
 จากการวิเคราะห์การกระจายตัวของสายโซ่กิ่งของแอมิโลเพกตินของสตาร์ช

ข้าวเจ้าด้วยเครื่อง HPAEC-PAD พบว่า สายโซ่กิ่งของแอมิโลเพกตินของสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรมี
ปริมาณสายสั้น (DP ≤ 8) เพิ่มข้ึน และ DP 9-20 ลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชที่ไม่ดัดแปร 
โดยเฉพาะการดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้าที่ความเข้มข้น 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  มีการเปลี่ยนแปลงอย่าง
ชัดเจน (รูปที่ 4.4) ซึ่งโดยปกติแล้วจะพบขนาดของสายโซ่กิ่งในโครงสร้างของแอมิโลเพกตินตั้งแต่ DP 
6 จนถึง DP 50-60 (Piyachomkwan et al., 2000) ทั้งนี้การเร่งปฏิกิริยา Disproportionation ของ
แอมิโลมอลเทส ซึ่งนอกจากจะเร่งการตัดที่พันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลสไปเช่ือมที่สายกลูแคน
อื่นแล้ว  ยังสามารถเร่งการตัดที่พันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลเพกติน ท้าให้สายโซ่กิ่งที่เคยเป็น
สายยาว (DP 9-20)  ถูกตัดให้เป็นสายสั้นลง (Park et al., 2007) จึงพบสายโซ่กิ่งที่มีขนาดโมเลกุล
น้อยกว่า DP 6 เพิ่มข้ึน  สอดคล้องกับรายงานของ Seo และคณะ (2007) ซึ่งดัดแปรสตาร์ชข้าวโดย
แอมิโลมอลเทส จาก Thermus scotoductus พบการกระจายตัวของสายโซ่กิ่งแอมิโลเพกตินสายสั้น 
ตั้งแต่ DP 1-9 เพิ่มข้ึน และ DP > 10 ลดลง และในการศึกษาของ Van der Maarel และคณะ 
(2005) พบการเพิ่มข้ึนของสายโซ่กิ่งสายสั้น (DP 2-5) และสายยาว (DP>30) แต่ในงานวิจัยนี้ไม่พบ
การเพิ่มข้ึนของสายยาวดังกล่าวอย่างชัดเจน  
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รูปที่ 4.4 ลักษณะการกระจายตัวของสายโช่กิง่แอมิโลเพกตนิของสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและที่ดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่ความเข้มข้นต่างๆ
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4.3.1.3 สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel 
 จากการวิเคราะห์สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel หรือ เจลที่มีการ
เปลี่ยนแปลงแบบผันกลับได้ของสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร โดยวิเคราะห์จากค่า tan δ    ˝     (รูปที่ 4.5) 
ด้วยเครื่อง Rheometer พบว่าสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรสามารถเปลี่ยนสถานะแบบผันกลับได้ดีกว่าเจล
สตาร์ชข้าวไม่ดัดแปร คือ มีค่า tan δ ต่้า เมื่อถูกท้าให้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แสดงสถานะ
คล้ายของแข็ง (Solid-li e;    > ˝) และมีค่า tan δ สูง เมื่อถูกท้าให้ร้อนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
แสดงสถานะคล้ายของเหลว ( iquid-li e;  ˝>   )  ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงเด่นชัดที่การดัดแปรโดย      
แอมิโลมอลเทสความเข้มข้น 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  ทั้งนี้การเร่งปฏิกิริยา Disproportionation ของ    
แอมิโลมอลเทส โดยเร่งการตัดที่พันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลสไปเช่ือมที่สายกลูแคนอื่น  และ
สามารถเร่งการตัดที่พันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลเพกติน ท้าให้สายโซ่กิ่งสั้นลง  มีผลต่อการ
จัดเรียงตัวของโครงร่างผลึก (Crystalline regions) ซึ่งมีปริมาณของผลึกลดลง  ง่ายต่อการท้าลายผลึก
เมื่อให้ความร้อน  ท้าให้เจลสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรสามารถหลอมกลับมาเป็นสถานะคล้ายของเหลวได้ง่าย
ข้ึน (Kohyama et al., 2004) และโมเลกุลของแอมิโลสซึ่งถูกเร่งปฏิกิริยาให้เกิดการตัดให้มีสายสั้นลง 
สามารถเกิดการจัดเรียงตัวด้วยพันธะไฮโดรเจนเป็นโครงร่างตาข่ายสามมิติได้ง่ายและสามารถเกิดเป็นเจล
ได้เร็วกว่าการคืนตัวของแอมิโลเพกติน ท้าให้เจลของสตาร์ชดัดแปรสามารถเปลี่ยน เป็นสถานะคล้าย
ของแข็งได้ที่อุณหภูมิต่้า (Goodfellow and Wilson, 1990) ส่งผลท้าให้สตาร์ชดัดแปรมีสมบัติเป็น 
Thermo-reversible gel เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ (Lee et al., 2006; Oh et al., 2008) 
สอดคล้องกับรายงานการดัดแปรสตาร์ชข้าว (Lee et al., 2006) และสตาร์ชข้าวโพด (Oh et al., 2008) 
โดยแอมิโลมอลเทสจาก Thermus scotoductus และ Thermotoga maritime ตามล้าดับ สามารถ
แสดงสมบัตินี้ได้เช่นกัน แต่มีความสามารถในการเป็น Thermo-reversible gel ค่อนข้างสูง เมื่อ
เปรียบเทียบกับงานวิจัยน้ี ทั้งนี้อาจเป็นเพราะแอมิโลมอลเทสจากเช้ือตา่งชนดิและสตารช์ทีใ่ช้ดดัแปรมี
ปริมาณแอมิโลสต่างกันอาจส่งผลต่อสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ที่ต่างกัน
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สตาร์ชไม่ดัดแปร

10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช

20 ยูนิต/กรัมสตาร์ช

40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช

รูปที่ 4.5 สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ของสตาร์ชข้าวเจ้าที่ไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่ความเข้มข้นต่างๆ  
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4.3.1.4 การเกิดรีโทรเกรเดชัน 
จากการวิเคราะห์การเกิดรีโทรเกรเดชัน หลังการเก็บตัวอย่างสตาร์ชข้าวเจ้าที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน พบว่าอุณหภูมิในการเกิดรีโทรเกรเดชัน (To,Tp) ของสตาร์ช
ข้าวเจ้าดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่ความเข้มข้น 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  มีค่าไม่แตกต่างจากการดัดแปร
ที่ความเข้มข้น 20 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  ซึ่งมีค่าสูงกว่าสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและดัดแปรที่ความเข้มข้น 
10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช อย่างมีนัยส้าคัญ  มีค่า ∆Hretro ลดลงตามความเข้มข้นของแอมิโลมอลเทสทีเ่พิม่ข้ึน 
(p≤0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร (ตารางที่  4.5) แสดงว่าการดัดแปรโดยแอมิ
โลมอลเทสที่ความเข้มข้นมาก มีผลท้าให้สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร เกิดรโีทรเกรเดชันลดลง อาจเกดิจากการ
เร่งปฏิกิริยาของแอมิโลมอลเทส ซึ่งท้าให้ความยาวของสายแอมโิลสลดลง และการกระจายตวัของสายโซ่
กิ่งแอมิโลเพกตินที่มีสายสั้นเพิ่มข้ึน ท้าให้เกิดผลึกที่มีความแข็งแรงข้ึน จึงส่งผลให้มีค่า To และ Tp สงูข้ึน 
แต่อาจจะมีปริมาณของผลึกลดลง จึงส่งผลให้ค่าพลังงานความร้อนในการการหลอมผลึกต่้าลง (Oh     
et al., 2008; Shi and Seib, 1992)  

 
4.3.1.5 ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้ าแข็ง (Freeze-thaw   
          stability) 

 จากการศึกษาความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง พบว่า
เจลสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรที่ความเข้มข้น 20 และ 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช มีการปลดปล่อยน้้าจากเจล 
ลดลงทั้ง 5 รอบของการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง เมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชข้าวเจ้า        
ไม่ดัดแปรและดัดแปรที่ความเข้มข้น 10 U/กรัมสตาร์ช (รูปที่ 4.6)  อาจเกิดจากสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร
มีความยาวของสายแอมิโลสลดลง และมีโซ่กิ่งของแอมิโลเพกตินสายสั้นๆเพิ่มข้ึน ท้าให้การเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนระหว่างพอลิเมอร์ของสตาร์ชลดลง แต่สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับโมเลกุลของน้้าดีข้ึน  
เจลจึงอุ้มน้้ามาก เพราะฉะนั้นการขับน้้าเมื่อท้าการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็งจึงลดลง 
(%Syneresis ลดลง) แสดงให้เห็นว่าการดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่ความเข้มข้นสูง (20 และ 40     
ยูนิต/กรัมสตาร์ช) สามารถปรับปรุงสมบัติความคงทนต่อการแช่เยอืกแข็งและการละลายน้า้แข็งใหด้ข้ึีน 
สอดคล้องกับรายงานของ Lee และคณะ (2006) ซึ่งดัดแปรสตาร์ชข้าวโดยแอมิโลมอลเทส            
จาก Thermus scotoductus พบว่าสตาร์ชข้าวดัดแปรสตาร์ชมีการปลดปล่อยน้้าคงที่ประมาณ 10% 
ตลอดกระบวนการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็ง 5 รอบ ในขณะที่สตาร์ชข้าวไม่ดัดแปรมีการ
ปลดปล่อยน้้ ามากข้ึนใน 5 รอบของกระบวนการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้า แข็ง 



 
 

ตารางที่ 4.5 การเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่ความเข้มข้นต่างๆ หลังจากเก็บที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 14 วัน 

ตัวอย่าง 
การเกิดรีโทรเกรเดชัน 

TO (
oC) TP (

oC) TC (
oC) TC-TO (

oC) ∆Hretro (J/g) 
สตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร  45.70±0.99bc 54.60±0.28c 60.25±0.07c 14.55±0.92a 3.80±0.57a 
สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร 10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช 44.15±2.05c 53.80±0.99c  60.65±0.64bc 16.50±1.41a 3.80±0.14a 
สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร 20 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  47.70±0.85ab 56.15±0.07b 63.30±0.28b 14.60±0.57a  3.05±0.07ab 
สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช 50.20±0.28a 58.30±0.00a 65.70±1.13a 15.50±1.41a 2.45±0.21b 
หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

a, b, ... ค่าเฉลี่ยที่มีอกัษรก้ากบัต่างกันในคอลัมนเ์ดียวกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.05) 
 

36
 



 
 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0 1 2 3 4 5

กา
รป

ลด
ปล

่อย
น้้า

 (%
Sy

ne
re

sis
)

รอบ

สตาร์ชไม่ดัดแปร

10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช

20 ยูนิต/กรัมสตาร์ช

40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช

รูปที่ 4.6 ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็งของสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมโิลมอลเทสที่ความเข้มข้นต่างๆ 
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4.3.2 ผลของเวลาในการดัดแปรสตาร์ช 
จากสมบัติของสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร ที่ได้จากการแปรความเข้มข้นของแอมิโลมอล

เทส 10, 20, และ 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช ในข้อ 4.3.1 พบว่าความเข้มข้นของแอมิโลมอลเทส 40 ยูนิต/
กรัมสตาร์ช เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุด เนื่องจากสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรที่ได้มีสมบัติการเป็น 
Thermo-reversible gel ดีที่สุด เกิดรีโทรเกรเดชันต่้าที่สุด  และมีความคงทนต่อการแช่เยือกแข็ง
และการละลายน้้าแข็งดีที่สุด จึงเลือกใช้ความเข้มข้นนี้ในการศึกษาผลของเวลาในการดัดแปรเวลา  
(1, 6, 12 และ 24  ช่ัวโมง) ในการดัดแปรสตาร์ชข้าวที่ความเข้มข้น 5% (น้้าหนักต่อปริมาตร) และ
วิเคราะห์ปริมาณแอมิโลสปรากฏ การกระจายตัวของแอมิโลเพกติน สมบัติการเป็น Thermo-
reversible gel  การเกิดรีโทรเกรเดชันและความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็งของ
สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร  

จากการศึกษาพบว่า สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรที่เวลา 6, 12, และ 24 ช่ัวโมง มีปริมาณ 
แอมิโลสปรากฏสูงกว่าสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร ในขณะที่การดัดแปรที่บ่มเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง          
มีปริมาณแอมิโลสปรากฏน้อยกว่าสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร (ตารางที่ 4.6) และพบว่าการท้าปฏิกิริยา
ของไอโอดีนกับสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรที่เวลาต่างๆ  ให้สีที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ช
ข้าวเจ้าที่ไม่ดัดแปร (รูปที่ 4.7) เกิดเป็นสีม่วงแดง บ่งบอกถึง DP ของสายแอมิโลสที่เปลี่ยนไปได้คือ
สายแอมิโลสมี DP สั้นลง (DP 31-35) โดยเมื่อเวลาในการดัดแปรมากข้ึน ท้าให้การเร่งตัดที่พันธะ   
α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลสและสายแอมิโลเพกตินมากขึ้น จึงเกิดสีกับไอโอดีนได้มากข้ึน และมีผล
ท้าให้ปริมาณแอมิโลสปรากฏเพิ่มข้ึนด้วย  

 
ตารางที่ 4.6 ปริมาณแอมิโลสปรากฏของสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดดัแปรและที่ดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทส 

ความเข้มข้น 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช ที่เวลาต่างๆ 

ตัวอย่าง แอมิโลสปรากฏ (%) 

สตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร 16.5 ± 0.1d 

สตาร์ชข้าวเจ้าบ่มโดยแอมโิลมอลเทส 1 ช่ัวโมง 15.1 ± 0.0e 

สตาร์ชข้าวเจ้าบ่มโดยแอมโิลมอลเทส 6 ช่ัวโมง 18.1 ± 0.1c 

สตาร์ชข้าวเจ้าบ่มโดยแอมโิลมอลเทส 12 ช่ัวโมง 20.0 ± 0.1a 

สตาร์ชข้าวเจ้าบ่มโดยแอมโิลมอลเทส 24 ช่ัวโมง 18.7 ± 0.1b 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a, b,...  ค่าเฉลี่ยที่มีอกัษรก้ากบัต่างกันในคอลัมนเ์ดียวกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญ (p≤0.05) 
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รูปที่ 4.7 สีของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างไอโอดีนกับสตาร์ชข้าวไม่ดัดแปรและดัดแปรทีเ่วลาต่างๆ 
 

จากการศึกษาลักษณะกระจายตัวของสายโซ่กิ่งของแอมิโลเพกติน (รูปที่ 4.8) พบว่า
การกระจายตัวของสายโซ่กิ่งของแอมิโลเพกตินของสตาร์ชข้าวดัดแปรมีปริมาณสายสั้น (DP ≤ 8) 
เพิ่มข้ึน และ DP 9-20 ลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชที่ไม่ดัดแปร โดยเฉพาะเมื่อใช้เวลาในการ  
ดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้า 24 ช่ัวโมง มีการเพิ่มข้ึนของโซ่กิ่งสายสั้นอย่างชัดเจน  เป็นไปได้ว่าเวลาใน   
การดัดแปรที่มากข้ึน จะสามารถเร่งการตัดที่พันธะ α-กลูโคซิดิกของสายแอมิโลเพกตินมากขึ้น ท้าให้
สายโซ่กิ่งที่สายยาวถูกตัดให้เป็นสายสั้นลง พบสายโซ่กิ่งที่มีขนาดโมเลกุลน้อยกว่า DP 6 เพิ่มข้ึน 
 

จากการวัดสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ของเจลสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรที่ได้จาก
การดัดแปรโดยใช้เวลาต่างๆ (รูปที่ 4.9) พบว่าสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรสามารถเปลี่ยนสถานะจากคล้าย
ของแข็งเมื่อถูกท้าให้เย็นที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เป็นคล้ายของเหลวเมื่อถูกท้าให้ร้อนที่อุณหภูมิ      
70 องศาเซลเซียส โดยเฉพาะเมื่อใช้เวลาในการดัดแปร 24 ช่ัวโมง แต่ลักษณะการเป็น Thermo-reversible 
gel จะน้อยลงเมื่อเวลาในการดัดแปรสั้น เนื่องจากการดัดแปรที่ 24 ช่ัวโมง มีโซ่กิ่ งสายสั้นของ               
แอมิโลเพกตินมากกว่าการดัดแปรที่เวลาอื่นๆ ท้าให้เกิดผลึกน้อยลง  จึงถูกท้าลายด้วยความร้อนได้ง่าย 
และเปลี่ยนเป็นสถานะคล้ายของเหลวได้ง่ายกว่าการดัดแปรที่เวลาอื่นๆ (Kohyama et al., 2004) และแอ
มิโลสที่มีสายสั้นลงสามารถเกิดการจัดเรียงตัวเป็นโครงร่างตาข่ายสามมิติและเกิดเป็นเจลได้เร็วกว่า ท้าให้
สามารถเปลี่ยนเป็นลักษณะคล้ายของแข็งได้ที่อุณหภูมิต่้า (Goodfellow and  Wilson, 1990) ส่งผลท้าให้
สตาร์ชดัดแปรที่เวลา 24 ช่ัวโมง มีสมบัติเป็น Thermo-reversible gel ดีว่าการดัดแปรที่เวลาอื่นๆ 

ไม่ดัดแปร 1 ช่ัวโมง 12 ช่ัวโมง 6 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 
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นอกจากนี้ จากการวิเคราะห์การเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรโดย     
แอมิโลมอลเทสที่ใช้เวลาในการดัดแปรต่างๆ พบว่า ค่า ∆Hretro ลดลงอย่างมีนัยสา้คัญ เมือ่เปรยีบเทยีบ
กับสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร (ตารางที่ 4.7)  โดยสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรที่เวลา 24 ช่ัวโมง มีค่า ∆Hretro 
ลดลงมากที่สุด เป็นไปได้ว่าเวลาในการดัดแปรที่นานสุด มีผลท้าให้เกิดการเรง่ปฏิกริยิาการตดัพนัธะ α-
กลูโคซิดิกของสายแอมิโลเพกติน เป็นโซ่กิ่งสายสั้นเพิ่มข้ึน ผลึกที่เกิดข้ึนมีปริมาณลดลง ท้าให้ค่า
พลังงานความร้อนในการการหลอมผลึกลดลงมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร
และดัดแปรที่เวลาอื่นๆ และยังพบว่ามีอุณหภูมิในการเกิดรีโทรเกเดชันสูงข้ึน (To, Tp และTc) ในขณะ
การดัดแปรที่เวลา 1, 6 และ 12 ช่ัวโมง มีค่า ∆Hretro ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญจากสตาร์ชข้าวเจ้า
ไม่ดัดแปร  ผลการทดลองสอดคล้องกับผลการศึกษาสมบัติความคงทนของเจลสตาร์ชในการแช่เยือก
แข็งและการละลายน้้าแข็ง  ที่พบว่าเจลสตาร์ข้าวเจ้าดัดแปรที่เวลา 12 และ 24 ช่ัวโมง มีปริมาณการ
ปลดปล่อยของน้้าที่น้อยกว่าสตาร์ชข้าวไม่ดัดแปร ในขณะที่เจลสตาร์ชดัดแปรที่เวลา 1 และ 6 ช่ัวโมงมี
การปลดปล่อยน้้ามากกว่าเจลสตาร์ชข้าวไม่ดัดแปร (รูปที่ 4.10) แสดงให้เห็นว่ายิ่งใช้เวลาในการดัด
แปรมาก สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรจะเกิดรีโทรเกรเดชันลดลง และมีสมบัติความคงทนตอ่การแช่เยอืกแข็ง
และการละลายน้้าแข็งดีข้ึน 

 
จากการศึกษาความแข็งแรงของเจล (Gel strength) ของสตาร์ชดัดแปร (40 ยูนิต/

กรัมสตาร์ช, ดัดแปร 24 ช่ัวโมง) เปรียบเทียบเจลาติน (160 Bloom) ที่ความเข้มข้นต่างๆ  ด้วยเครื่อง 
Texture-analyzer (ตารางที่ 4.8)  พบว่า ลักษณะของเจลสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรจะมีลักษณะเป็น  
เจลขุ่น ในขณะที่เจลของเจลาตินจะเป็นเจลใส ซึ่งเจลสตาร์ชดัดแปรจะมีค่าความแข็งแรงของเจลน้อย
กว่าเจลาตินที่ความเข้มข้นเดียวกัน (Hansen et al., 2008; Kaper et al., 2005) โดยเจลของสตาร์ช
ข้าวดัดแปรที่ความเข้มข้น 15% (น้้าหนักต่อปริมาตร) สามารถเทียบเท่ากับความแข็งของเจลเจลาติน
ความเข้มข้น 1% (น้้าหนักต่อปริมาตร) ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาของ Van der Maarel และคณะ 
(2005) ที่ดัดแปรสตาร์ชมันฝรั่งโดยแอมิโลมอลเทสและพบว่าเจลของสตาร์ชดัดแปรที่ความเข้มข้น 
5% (โดยน้้าหนักแห้ง) มีความแข็งแรงของเจลเทียบเท่ากับเจลาตินความเข้มข้น 3% (โดยน้้าหนัก
แห้ง) ดังนั้นจึงน้าสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรไปทดแทนเจลาตินในผลิตภัณฑ์ Panna cotta ที่มีเจลาติน
เป็นส่วนประกอบ 1.3% 
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รูปที่ 4.8 ลักษณะการกระจายตัวของสายโช่กิง่แอมิโลเพกตินของสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและที่ดัดแปรทีเ่วลาต่างๆ 

สตาร์ชไม่ดัดแปร 

   บ่ม 1 ช่ัวโมง 

   บ่ม 24 ช่ัวโมง 

   บ่ม 12 ช่ัวโมง 

   บ่ม 6 ช่ัวโมง 
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รูปที่ 4.9 สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ของสตาร์ชข้าวเจ้าที่ไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสทีเ่วลาต่างๆ 

70oC 70oC 70oC 

4oC 4oC 
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ตารางที่ 4.7 การเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่เวลาต่างๆ หลังจากเกบ็ที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 14 วัน 

ตัวอย่าง 
การเกิดรีโทรเกรเดชัน 

TO (
oC) TP (

oC) TC (
oC) TC-TO (

oC) ∆Hretro (J/g) 
สตาร์ชไม่ดัดแปร 47.73±0.66c 55.94±1.00c 60.39±0.23c 12.66±0.43b 3.51±0.10a 
สตาร์ชดัดแปรที่เวลา 1 ช่ัวโมง 44.98±0.03d 54.19±0.02d 60.70±0.00c 15.72±0.03a 1.98±0.03b 
สตาร์ชดัดแปรที่เวลา 6 ช่ัวโมง 49.00±0.57c 57.20±0.28b 65.20±0.42b 16.20±0.99a 2.00±0.14b 
สตาร์ชดัดแปรที่เวลา 12 ช่ัวโมง 50.95±0.92b 60.95±0.21a  65.70±0.28ab 14.75±0.64a 1.80±0.00b 
สตาร์ชดัดแปรที่เวลา 24 ช่ัวโมง 53.39±0.02a 61.20±0.00a 66.01±0.01a 12.63±0.04b 1.56±0.08c 
หมายเหต ุ ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 a, b,...  ค่าเฉลี่ยที่มีอกัษรก้ากบัต่างกันในคอลัมนเ์ดียวกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.05) 
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รูปที่ 4.10 ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้า้แข็งของสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่เวลาต่างๆ 
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ตารางที่ 4.8 ค่าความแข็งแรงของเจลสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปรและดัดแปรเปรียบเทียบกับเจลาตินที่ความเข้มข้นต่างๆด้วยเครื่อง Texture-analyzer 

ตัวอย่าง Force (g) Distance (mm) Gel strength (g.mm) 
สตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร 5% (w/v) ไม่สามารถวัดค่าได้ 

สตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร 10% (w/v)   5.5 ± 0.7f 4.7 ± 0.2c  25.9 ± 4.4f 

สตาร์ชข้าวเจ้าไม่ดัดแปร 15% (w/v)   9.5 ± 0.7e  5.4 ± 0.1ab  51.2 ± 2.8e 

สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร 5% (w/v) ไม่สามารถวัดค่าได้ 
สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร 10% (w/v)  ไม่สามารถวัดค่าได้ 

สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปร 15% (w/v)   2.3 ± 0.4g 2.5 ± 0.1d    5.5 ± 0.7g 

เจลาติน 1% (w/v)   2.0 ± 0.0g 1.4 ± 0.6e    2.8 ± 1.2g 

เจลาติน 2% (w/v)  20.5 ± 0.7d  5.0 ± 0.1bc 102.5 ± 1.6d 

เจลาติน 3% (w/v)  67.0 ± 0.0c 5.8 ± 0.1a 390.2 ± 5.8c 

เจลาติน 4% (w/v)  97.5 ± 0.7b 5.8 ± 0.1a 566.4 ± 5.5b 

เจลาติน 5% (w/v) 120.5 ± 0.7a 5.7 ± 0.0a 683.2 ± 5.7a 

หมายเหต ุ ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 a, b,… ค่าเฉลี่ยทีม่ีอักษรก้ากบัต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.05)  
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4.4 การดัดแปรสตาร์ชข้าวเหนียวโดยแอมิโลมอลเทส 
การดัดแปรสตาร์ชข้าวเหนียวโดยแอมิโลมอลเทสโดยใช้แอมิโลมอลเทสความเข้มข้น 10 และ 40 

ยูนิต/กรัมสตาร์ช  และเวลาในการดัดแปร 24 ช่ัวโมง เช่นเดียวกับภาวะการดัดแปรสตาร์ชข้าวเจา้ และ
วิเคราะห์การกระจายตัวของสายโซ่กิ่งของแอมิโลเพคตินของสตาร์ชข้าวเหนียว ด้วยเครื่อง HPAEC-
PAD (รูปที่ 4.11) พบว่า สายโซ่กิ่งของแอมิโลเพกตินของสตาร์ชข้าวเหนียวดัดแปรความเข้มข้น 10    
ยูนิต/กรัมสตาร์ช  มีปริมาณสายสั้น (DP ≤ 6) เพิ่มข้ึน ส่วนการดัดแปรความเข้มข้น 40 ยูนิต/กรัม
สตาร์ช มีปริมาณสายสั้น (DP ≤ 8) เพิ่มข้ึน และ DP 9-20 ลดลง  และจากการวิเคราะห์สมบัติการเป็น 
Thermo-reversible gel ของสตาร์ชข้าวเหนียวดัดแปร พบว่าการดัดแปรที่ความเข้มข้น 10 และ 40 
ยูนิต/กรัมสตาร์ช  มีค่า tan δ สูง เมื่อถูกท้าให้ร้อนที่ 70 องศาเซลเซียส เจลสตาร์ชสามารถผันกลับ
เป็นสถานะคล้ายของเหลว ( ”> ’)  เนื่องจากสายโซ่กิ่งสั้นลง  ผลึกที่เกิดข้ึนมีปริมาณน้อยลง  งา่ยตอ่
การท้าลายผลึกเมื่อให้ความร้อน  ท้าให้เจลสตาร์ชข้าวเหนียวดัดแปรสามารถหลอมกลบัมาเปน็สถานะ
คล้ายของเหลวได้ง่าย แต่ไม่สามารถเปลี่ยนกลับเป็นสถานะคล้ายของแข็ง ( ’> ”) ได้ เมื่อถูกท้าให้
เย็นที่ 4 องศาเซลเซียส จึงยังคงมีค่า tan δ สูง (รูปที่ 4.12) เป็นไปได้ว่าสตาร์ชข้าวเหนียวเป็นสตาร์ชที่
มีแอมิโลสต่้ามาก จึงไม่สามารถเกิดการจัดเรียงตัวเป็นโครงร่างตาข่ายสามมิติของแอมิโลสและเกดิเปน็
เจล  ดังนั้นจึงไม่สามารถน้าสตาร์ชข้าวเหนียวดัดแปรมาเปรียบเทียบความแข็งแรงและน้าไปทดแทน  
เจลาติน อาจกล่าวได้ว่าการดัดแปรสตาร์ชข้าวเหนียวโดยแอมิโลมอลเทส ไม่สามารถปรับปรุงสมบัติ
ของสตาร์ชข้าวเหนียวให้มีสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ได้  
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รูปที่ 4.11 ลักษณะการกระจายตัวของสายโช่กิ่งแอมิโลเพกตินของสตาร์ชข้าวเหนียวไม่ดัดแปรและที่ดัดแปรโดยแอมโิลมอลเทสที่ความเข้มข้นต่างๆ 

สตาร์ชไม่ดัดแปร 

ดัดแปร 10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช 

 

ดัดแปร 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  D
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รูปที่ 4.12 สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ของสตาร์ชข้าวเหนียวไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสทีค่วามเข้มข้นต่างๆ

4oC 4oC 

70oC 70oC 70oC 
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4.5 การใช้สตาร์ชข้าวดัดแปรทดแทนเจลาตินในอาหาร 
จากการวิเคราะห์สมบัติต่างๆ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดที่มีสมบัติตามที่ต้องการพบว่า  

การดัดแปรสตาร์ชข้าวโดยแอมิโลมอลเทสความเข้มข้น 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช และดัดแปรเป็นเวลา  
24 ช่ัวโมง เป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สุด โดยเฉพาะสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ซึ่งเป็น
สมบัติที่คล้ายเจลาติน 

จากการใช้สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรทดแทนเจลาตินในผลิตภัณฑ์ Panna cotta ด้วยความเข้มข้น 
5, 10 และ 15% (น้้าหนักต่อน้้าหนัก) เปรียบเทียบกับ Panna cotta ที่มีเจลาตินเป็นส่วนประกอบ
ประมาณ 1.3% (น้้าหนักต่อน้้าหนัก) และวัดค่าความแข็งแรงของผลิตภัณฑ์ด้วยเครื่อง Texture-
analyzer (ตารางที่ 4.9) พบว่าสูตร Panna cotta ที่ทดแทนเจลาตินด้วยสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรที่
ความเข้มข้นต่างๆ ยังมีความแข็งแรงต่้ากว่า Panna cotta ที่มีเจลาตินเป็นส่วนประกอบ เนื่องจาก
Panna cotta ที่ใช้สตาร์ชดัดแปรทดแทนเจลาตินที่ความเข้มข้นสูงสุดคือ 15% สามารถเทียบเท่า
ความแข็งแรงกับเจลาติน 1% จากการทดสอบเปรียบเทียบความแข็งแรงของเจลก่อนหน้านี้ ดังนั้น
เมื่อน้ามาใช้ทดแทนเจลาตินใน Panna cotta และเปรียบเทียบกับสูตรที่มีเจลาตินเป็นส่วนประกอบ 
1.3%  จึงพบว่าความแข็งแรงของ Panna cotta ที่วัดได้มีค่าต่้ากว่า ซึ่งหากเพิ่มความเข้มข้นของ
สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรให้มากกว่า 15% ความแข็งแรงที่วัดได้ อาจมีค่าใกล้เคียงกับ Panna cotta ที่
ประกอบด้วยเจลาติน นอกจากนี ้เป็นไปได้ว่าโปรตีนในนมสามารถเกิดเจลได้ ประกอบกับกลไกการ
เกิดเจลของเจลาติน ซึ่งเกิดจากการจับตัวกันของพันธะไฮโดรเจนแบบ Triple-helix (Karim and 
Bhat, 2008) ส่งผลให้ Panna cotta มีความแข็งแรงกว่าสูตรที่ใช้สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรทดแทน     
เจลาติน (Fitzsimons, Mulvihill and Morris, 2008)  
 
ตารางที่ 4.9 ค่าความแข็งแรงของ Panna cotta ที่มีเจลาตินเป็นส่วนประกอบและที่ใช้สตาร์ชข้าว  

เจ้าดัดแปรทดแทนเจลาตินที่ความเข้มข้นต่างๆด้วยเครือ่ง Texture-analyzer 

สูตร Pana cotta Force (g) Distance (mm) Gel strength (g.mm) 

สูตรทีม่ีเจลาติน 8.5 ± 0.71a  4.0 ± 0.17b 33.9 ± 4.27a 

ทดแทนด้วยสตาร์ชดัดแปร 5% 2.0 ± 0.00c 3.85 ± 0.07b  7.7 ± 0.14c 

ทดแทนด้วยสตาร์ชดัดแปร 10% 3.0 ± 0.00c 3.84 ± 0.02b 11.5 ± 0.07c 

ทดแทนด้วยสตาร์ชดัดแปร 15% 5.5 ± 0.71b 4.48 ± 0.12a 24.6 ± 2.53b 
หมายเหต ุ ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 a, b,...  ค่าเฉลี่ยที่มีอกัษรก้ากบัต่างกันในคอลัมนเ์ดียวกันแสดงความแตกต่างกันอย่างม ี
 นัยส้าคัญ (p≤0.05) 
 



 

บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและขอ้เสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
สตาร์ชข้าวเจ้าและข้าวเหนียวที่ใช้ในการทดลอง เป็นสตาร์ชบริสุทธ์ิ (โปรตีน<1%) มีปริมาณ

ไขมันต่้ากว่า 0.5% และมีปริมาณแอมิโลสปรากฏ 16.45 และ 2.27% ตามล้าดับ โดยแอมิโลมอลเทส 
หลังผ่านการท้าให้บริสุทธ์ิด้วย HisTrap affinity column พบว่ามีค่าแอกทิวิตีจ้าเพาะเท่ากับ 42.7    
ยูนิต/โปรตีน 1 มิลลิกรัม ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนเป็น 29.9 เท่าของเอนไซม์หยาบ  มีผลผลิต 83.9 % 
และเป็นโปรตีนที่มีน้้าหนักโมเลกุล 84 kDa 

ความเข้มข้นของแอมิโลมอลเทสที่ใช้ในการดัดแปรสตาร์ชข้าวที่เพิ่มข้ึน (20 และ 40 ยูนิต/กรัม
สตาร์ช) มีผลท้าให้สตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรมีปริมาณแอมิโลสปรากฎเพิ่มข้ึน การกระจายตวัของสายโซก่ิง่
ของแอมิโลเพกตินสายสั้น (DP ≤ 8) เพิ่มข้ึน และ DP 9-20 ลดลง มีสมบัติการเป็น Thermo-
reversible gel  ค่า ∆Hretro ต่้าลง และมีสมบัติความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้า้แข็งดี
ข้ึน ในขณะที่ความเข้มข้น 10 ยูนิต/กรัมสตาร์ช  ไม่สามารถปรับปรุงโครงสร้างและสมบัติของสตาร์ช
ข้าวเจ้าดัดแปรได้  

จากการศึกษาผลของเวลาในการดัดแปร พบว่าเมื่อใช้เวลาในการดัดแปรสตาร์ชข้าวเจ้าเพิ่มข้ึน 
ปริมาณแอมิโลสปรากฏเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส้าคัญ การกระจายตัวของโซ่กิ่งของแอมิโลเพคตินสายสั้น
เพิ่มข้ึน และ DP 9-20 ลดลง สตาร์ชดัดแปรมีสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ชัดเจนที่เวลา 
24 ช่ัวโมง มีอุณหภูมิที่ใช้ในการหลอมผลึกของเกิดรีโทรเกรเดชันสูงข้ึน ค่า ∆Hretro ต่้าลง และมีความ
คงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้้าแข็งสูงดีข้ึน 

จากการทดสอบความแข็งแรงของเจลสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรที่ความเข้มข้น 40 ยูนิต/กรัมสตาร์ช 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับเจลาติน พบว่าเจลสตาร์ชข้าวเจ้าดัดแปรความเข้มข้น 15% (น้้าหนัก
ต่อปริมาตร) มีความแข็งแรงเทียบเท่ากับ เจลาตินความเข้มข้น 1% (น้้าหนักต่อปริมาตร) และเมื่อน้า
สตาร์ชดัดแปรไปทดแทนเจลาตินใน Panna cotta พบว่า Panna cotta ที่ใช้สตาร์ชดัดแปร (15%)       
มีความแข็งแรงน้อยกว่า Panna cotta ที่มีเจลาติน (1.3%) เป็นส่วนประกอบ  

นอกจากนี้ยังพบว่าสตาร์ชข้าวเหนียวดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่ความเข้มข้น 10 และ 40     
ยูนิต/กรัมสตาร์ช เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง มีการกระจายตัวของโซ่กิ่งของแอมิโลเพกตินสายสั้นเพิ่มข้ึน แต่
เจลสตาร์ชไม่แสดงสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel  
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
1) ควรดัดแปรสตาร์ชโดยแอมิโลมอลเทสร่วมกับเอนไซม์ชนิดอื่นเพื่อเร่งการเกิดปฏิกิริยา 

Disproportionation ให้เกิดดีข้ึน เช่น Branching enzyme เป็นต้น 
2) ผลิตแอมิโลมอลเทสจากยีสต์ เพื่อให้สามารถน้าไปใช้ดัดแปรสตาร์ชและน้าไปในผลิตภัณฑ์

อาหาร 



 

รายการอ้างอิง 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ก.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ (Srisimarat et al., 2010) 
1) การเตรียม Luria Bertani (LB) medium ที่เติม Amplicillin 

ละลาย Tryptone 10 กรัม, Yeast extract 5 กรัม และ NaCl 5 กรัม ในน้้าปราศจาก
ไอออน (Deionized water ; DI) และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร น้าไปท้าให้ปลอดเช้ือที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ด้วยเครื่อง Autoclave (Kokusan Ensinki, H-8LL, Japan) แล้ว
จึงเติม Amplicillin ให้มีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2) การเตรียม Solid Luria Bertani (LB) medium plate ที่เติม Amplicillin 
ละลาย Tryptone 10 กรัม, Yeast extract 5 กรัม, NaCl 5 กรัม และ Agar 5 กรัม ในน้้า DI 

และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร น้าไปท้าให้ปลอดเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
ด้วยเครื่อง Autoclave แล้วเติม Amplicillin ให้มีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ก่อนเท
อาหารเลี้ยงเช้ือบนจานเพาะเลี้ยง 
 
ก.2 การเตรียมสารเคมีส าหรับเลี้ยงเชื้อ (Srisimarat et al., 2010) 

1) สารละลาย Potassium phosphate buffer, pH 7.4 ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ 
ละลาย KH2PO4 17.01 กรัม ในน้้า DI และปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร และละลาย 

K2HPO4 43.55 กรัม ในน้้า DI และปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร จากนั้นใช้สารละลาย KH2PO4 
เพื่อปรับค่า pH ของสารละลาย K2HPO4 ให้เป็น 7.4 

2) สารละลาย Extraction buffer 
ผสมสารละลาย Potassium phosphate buffer, pH 7.4 ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร, Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร, Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) ความเข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์ pH 8.0 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ β-Mercaptoethanol ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในขวดวัดปริมาตรและ
ปรับปริมาตรด้วยน้้า DI เป็น 500 มิลลิลตร 

3) สารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.85% (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
ละลาย NaCl 2.13 กรัม ในน้้า DI และปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

การท าให้เอนไซม์บริสุทธิ ์

ข.1 การเตรียมสารเคมีส าหรับการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ (Srisimarat et al., 2010) 
1) Binding buffer 

ละลาย NaCl 14.61 กรัม, Imidazole 0.68 กรัม, สารละลาย Potassium phosphate 
buffer, pH 7.4 ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในน้้าบริสุทธ์ิ (Ultrapure water; 
UP) และปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 

2) Elution buffer 
ละลาย NaCl 2.92 กรัม, Imidazole 3.40 กรัม, สารละลาย Potassium phosphate 

buffer, pH 7.4 ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้้า UP และปรับปริมาตรเป็น 
100 มิลลิลิตร 

3) Stripping buffer 
ละลาย NaCl 2.92 กรัม, เติมสารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร             

1 มิลลิลิตร และ สารละลาย Potassium phosphate buffer, pH 7.4 ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้้า UP และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

4) Recharge solution (สารละลาย Nickel sulfate ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์) 
ละลาย Nickel sulfate 0.744 กรัม ในน้้า UP และปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

5) Ethanol ความเข้มข้น 20% (ปริมาตรต่อปริมาตร) 
ผสม Absolute ethanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้้า UP และปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 
 
หมายเหตุ: สารเคมีทุกตัวจะต้องกรองผ่านกระดาษกรอง Polyethersulfone (PES) ขนาด  

รูพรุน 0.45 ไมโครเมตร (Whatman, England) ก่อนการน้าไปใช้ 
 

ข.2 การท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ (Srisimarat et al., 2010) 
1) Recharge ประจุของคอลัมน์ (HisTrap affinity column (Amersham Bioscience 

HisTrap FFTM, HisTrap FFTM DEAE FFTM and HiPrep Phenyl FFTM (High Sub) 16/10)) ใหม่
ทุกครั้งก่อนการใช้งาน ด้วย Stripping buffer ปริมาตร 5-10 มิลลิลิตร หรือจนกว่าคอลัมน์เปลี่ยน
จากสีฟ้าเขียวเป็นสีขาว 

2) ชะคอลัมน์ด้วย Binding buffer ปริมาตร 5-10 มิลลิลิตร แล้วตามด้วยน้้า UP 5-10 มิลลิลิตร 
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3) เติมประจุใหม่ให้คอลัมน์ด้วย Recharge solution ปริมาตร 3-5 มิลลิลิตร หรือจนกว่า
คอลัมน์เปลี่ยนจากสีขาวเป็นสีฟ้าเขียว จากนั้นชะด้วยน้้า UP อีก 5-10 มิลลิลิตร เพื่อไล่สารละลาย 
Recharge ที่อาจจะค้างอยู่ในคอลัมน์ 

4) Equilibrate คอลัมน์ด้วย Binding buffer ปริมาตร 5-10 มิลลิลิตร แล้วน้าเอนไซม์หยาบมา
ผ่านคอลัมน์ จากนั้นชะด้วย Binding buffer จนกว่าค่า OD280 ของสารละลายที่ผ่านคอลัมน์จะมีค่า
เป็นศูนย์ (ใช้ Binding buffer เป็น blank) 

6) ชะคอลัมน์ด้วย Elution buffer จนสารละลายที่ผ่านคอลัมน์มีค่า OD280 เป็นศูนย์          
(ใช้ Elution buffer เป็น blank) และเก็บสารละลายที่ผ่านคอลัมน์ 

7) น้าตัวอย่างสารละลายที่เก็บจากข้อ 6) ไปตรวจสอบแอกทิวิตีของเอนไซม์ด้วยวิธี  
Starch transglycosylation activity (ภาคผนวก ค.1)  

8) น้าสารละลายทั้งหมดที่ตรวจสอบแล้วว่ามีแอกทิวิตี ไป Dialyze ใน Potassium 
phosphate buffer, pH 7.4 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ด้วยเมมเบรนชนิดเดียวกับที่ท้า Dialyze 
เอนไซม์หยาบ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อก้าจัด Imidazole หลังข้ันตอนน้ี
เอนไซม์ที่ได้หลังการ Dialyze คือเอนไซม์บริสุทธ์ิ 

9) เก็บคอลัมน์โดยการชะด้วยน้้า UP 10-20 มิลลิลิตร แล้วชะด้วย Ethanol ความเข้มข้น 20% 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาตร 3-5 มิลลิลิตร  

 



63 
 

ภาคผนวก ค 

การวิเคราะห์สมบัตเิอนไซม์ 

ค.1 Starch transglycosylation activity (ดัดแปลงวิธีจาก Park et al., 2007) 
 

สารเคมี 
1) สารละลาย Potassium phosphate buffer, pH 6.0 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 

ละลาย KH2PO4 0.34 กรัม ในน้้า DI และปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร และ ละลาย
K2HPO4 0.44 กรัม ในน้้า DI และปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร จากนั้นใช้สารละลาย KH2PO4 เพื่อ
ปรับค่า pH ของสารละลาย K2HPO4 ให้ได้ pH เป็น 6.0 

2) สารละลาย Soluble starch ความเข้มข้น  0.2% (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
ละลาย Soluble starch 0.05 กรัม ในน้้า DI และปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร  

3) สารละลาย Maltose  ความเข้มข้น 1% (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
ละลาย Maltose 0.25 กรัม ในน้้า DI และปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร  

4) สารละลายไอโอดีน (0.02% I2 (w/v), 0.2% KI (w/v)) 
ละลาย Potassium iodide (KI) 0.2 กรัม และ Iodine (I2) 0.02 กรัม ในน้้า DI และ     

ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
 

วิธีทดสอบ 
1) เตรียมหลอดทดลองตามจ้านวนของการเก็บหลอดทดลองจากการชะคอลัมน์ด้วย 

สารละลาย Elution buffer (การท้าบริสุทธ์ิเอนไซม์ในภาคผนวก ข) 
2) เติมสารเคมีในหลอดทดลองแต่ละหลอด ดังต่อไปนี้ 

ก. สารละลาย Potassium phosphate buffer, pH 6.0 = 600 ไมโครลิตร 
ข. สารละลาย Soluble starch  = 250 ไมโครลิตร 
ค. สารละลาย Maltose = 50 ไมโครลิตร 

3) น้าหลอดทดลองไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   
5 นาที 

4) เติมสารละลายจากการชะด้วย Elution buffer ลงในหลอดทดลองที่เตรียมไว้ในข้อ 2  
หลอดละ 100 ไมโครลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

5) หยุดปฏิกิริยาด้วยการต้มในน้้าเดือด 10 นาที 
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6) ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายไอโอดีน 900 
ไมโครลิตร  

7) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยใช้สารละลายของน้้า 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรและสารละลายไอโอดีน 900 ไมโครลิตร เป็น blank ด้วยเครื่อง 
Spectrophotometer (Beckman, DU Series 650, USA) 

หมายเหตุ  เตรียมตัวควบคุม (Control) โดยเตรียมสารละลายดังข้อ 2) แต่เปลี่ยน
สารละลาย ข้อ 4) เป็น Elution buffer ที่ไม่ผ่านคอลัมน์  

8) ค้านวณแอกทิวิตีของเอนไซม์ โดยก้าหนดให้ เอนไซม์ 1 หน่วย (U; ยูนิต)  คือ ปริมาณ
ของเอนไซม์ที่ท้าให้สีน้้าเงินของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างสารละลายไอโอดีนและสารละลายแป้ง
ลดลง 1% ต่อนาที ภายใต้สภาวะที่ก้าหนด (บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ) 
 
ตัวอย่างการค้านวณแอกทิวิตีของเอนไซม์ 
 สมมติให้ ค่า A600 ของ Control = 0.450 

ค่า A600 ของ Elution buffer ที่ชะผ่านคอลัมน์ = 0.255 

 เพราะฉะนั้น  % Reduction = X100   =  43.33% 

 เวลาที่ใช้ในการท้าปฏกิริยา     =  10 นาที 
 ปริมาณสารละลายที่ใช้ในการท้าปฏิกิริยา    =  100 µl หรือ  0.1 ml 
 เพราะฉะนั้นแอกทิวิตีของสารละลายคิดเป็น  43.33 U/ml 
 
ค.2 ปริมาณโปรตีนโดยใช้สารละลาย Coomassie brilliant blue R-250 (Bradford, 1976)  

สารเคมี 
1) Bradford stock solution 

ผสม  Coomassie brilliant blue R-250 350 มิลลิกรัม, 95% Ethanol ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร และ สารละลาย 85% Phosphoric acid ปริมาตร 200 มิลลิลิตร กวนทิ้งไว้บน 
Magnetic stirrer ข้ามคืน กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 42 (Whatman, England) แล้วเก็บในขวด
สีชา ที่อุณหภูมิห้อง 

2) Bradford reagent : Bradford working buffer 
ผสม Bradford stock solution ปริมาตร 30 มิลลิลิตร, 95% Ethanol ปริมาตร       

15 มิลลิลิตร, สารละลาย 85% Phosphoric acid ปริมาตร 30 มิลลิลิตร และน้้ากลั่น 425 มิลลิลิตร 
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วิธีทดลอง 
1) สร้างกราฟโปรตีนมาตรฐาน โดยใช้ Bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 1

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (สัดส่วนตามตารางที่ ค.1) วัดค่าการดูดกลืน
แสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer (Beckman, DU Series 650, USA) ที่ความยาวคลื่น 595  
นาโนเมตร  

ตารางที่ ค.1 การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

ตัวอย่าง 
ปริมาณโปรตีน 
(ไมโครกรัม) 

สารละลายโปรตีน
มาตรฐาน (BSA) 

(ไมโครลิตร) 

Phosphate buffer, 
pH 7.4, 50 mM 

(ไมโครลิตร) 

Bradford 
reagent 
(มิลลิลิตร) 

Blank 0 0 100 1 
1 2.5 2.5 97.5 1 
2 5 5 95 1 
3 7.5 7.5 92.5 1 
4 10 10 90 1 
5 12.5 12.5 87.5 1 

2) เติมเอนไซม์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองที่มี Bradford reagent ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร และผสมให้เข้ากัน วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 595 นาโนเมตร 

3) ค้านวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน (รูปที่ ค.1)  
    จากสมการ x = ปริมาณโปรตีน (ไมใครกรัม) และ y = ค่า A595 

 
รูปที่ ค.1 กราฟปรมิาณโปรตีนมาตรฐาน 

y  = 0.0357x 
R2 = 0.9883 
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ค.3 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ด้วยวิธี SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
(SDS-PAGE) (Srisimarat et al., 2010) 
 

สารเคมี 
1) สารละลาย Tris-HCl, pH 8.8 ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ 

ละลาย Tris (Hydroxymethyl)-aminomethane 18.2 กรัม ด้วยน้้า DI และปรับ pH ด้วย
สารละลาย HCl ความเข้มข้น 1 นอร์มัล ให้ได้ pH 8.8 และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน้้า DI 

2) สารละลาย Tris-HCl, pH 6.8 ความเข้มข้น 1 และ 0.5 โมลาร์ 
ละลาย Tris (Hydroxymethyl)-aminomethane 12.1 กรัม ส้าหรับความเข้มข้น      

1  โมลาร์ และ 6.1 กรัม ส้าหรับความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ด้วยน้้า DI และปรับ pH ด้วยสารละลาย 
HCl ความเข้มข้น 1 นอร์มัล ให้ได้ pH 6.8 และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน้้า DI 

3) สารละลาย SDS (Sodium dodecyl sulfate) ความเข้มข้น 10% (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
ละลาย Sodium dodecyl sulfate 10 กรัม ด้วยน้้า DI ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

4) สารละลาย Glycerol ความเข้มข้น 50% (ปริมาตรต่อปริมาตร) 
น้า 100% Glycerol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร มาปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน้้า DI 

5) สารละลาย Bromophenol blue ความเข้มข้น 1% (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
ละลาย Bromophenol blue 0.1 กรัม ในน้้า DI ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กวนจนละลาย

หมด แล้วกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman, England) 
6) สารละลาย 2-Mercaptoethanol  
7) SDS dye  

ผสมสารละลาย Tris-HCl, pH 6.8 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 0.6 มิลลิลิตร, สารละลาย 
Glycerol ความเข้มข้น 50% 5 มิลลิลิตร, สารละลาย SDS ความเข้มข้น 10% 2 มิลลิลิตร, 
สารละลาย Bromophenol blue ความเข้มข้น 1% 1 มิลลิลิตร, สารละลาย 2-Mercaptoethanol 
0.5 มิลลิลิตร และน้้า DI 0.9 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

8) Coomassie gel stain  
ละลาย Coomessie Blue R-250 1 กรัม ด้วย Methanol 450 มิลลิลิตร และ Glacial 

acetic acid 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ด้วยน้้า DI 
9) Coomassie gel destain  

ผสม Methanol 100 มิลลิลิตร, Glacial acetic acid 100 มิลลิลิตร และปรับปริมาตร 
เป็น 1 ลิตร ด้วยน้้า DI 
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การเตรียมเจล 
1) เตรียมสารละลายส้าหรับ 7.5% Separating gel และ 5% Stacking gel โดยใช้

ส่วนประกอบที่แสดงในตารางที่ ค.2 

ตารางที่ ค.2 ปริมาณสารที่ใช้ในการเตรียม 7.5% Separating gel และ 5% Stacking gel  
(ส้าหรับ 1 gel) 

สารเคม ี 7.5% Separating gel 5% Stacking gel 
Solution A : 40% Acrylamide 0.705 ml 0.16  ml 
Solution B :  1.5 M Tris-HCl, pH 8.8   1.25  ml - 
Solution C :  0.5 M Tris-HCl, pH 6.8   - 0.25  ml 
H2O 1.74  ml 0.825  ml 
10% Ammoniumpersulfate 50 µl 12.5  µl 
N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,2-diaminoethane 
(TEMED) 

5  µl 1.5  µl 

Total volume 3.74  ml 1.25  ml 
 
2) เตรียม Electrophoresis buffer โดยละลาย Tris 3 กรัม, Glycine 14.4 กรัม, SDS     

1 กรัม ในน้้า DI และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้น 10X ก่อนน้าไปใช้จะต้องเจือจาง
เป็น 1X ในปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

3) ยึดแผ่นแม่แบบที่ประกอบด้วยแผ่นกระจกกับแผ่นที่ใช้เตรียมเจลให้แน่น มีแผ่นพลาสติก
สอดกั้นกระจกเพื่อให้เกิดช่องว่างส้าหรับเทเจล ทดสอบการรั่วด้วยน้้ากลั่น และซับน้้าออก 

4) เทสารละลายส้าหรับ 7.5% Separating gel ลงในแม่แบบให้เหลือพื้นที่ประมาณ 1 นิ้ว 
แล้วเทน้้า DI ตาม ปล่อยทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที เจลในส่วน Separating gel จะแข็งตัว แล้วจึงเทน้้า 
DI ที่เติมลงไปออก 

5) เทสารละลายส้าหรับ 5% Stacking gel จนเต็มพื้นที่ที่เหลืออยู่จากช้ัน Separating gel 
แล้วปักโคมบ์ (comb) เพื่อให้เกิดช่องว่างส้าหรับการเติมตัวอย่าง ปล่อยทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที   
เจลในส่วน Stacking gel จะแข็งตัว แล้วดึงโคมบ์ออก 

6) น้าเจลที่แข็งตัวแล้วออกจากแม่แบบและน้าไปติดตั้งเข้ากับชุด Electrophoresis โดยเติม 
Electrophoresis buffer ที่เตรียมไว้ลงในอ่างบัฟเฟอร์จนท่วมแผ่นเจล 
 

การเตรียมสารละลายเอนไซม์ 
ผสมเอนไซม์กับ SDS dye ในอัตราส่วน 4:1 แล้วน้าไปต้มในน้้าเดือด ประมาณ 5 นาที 
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การท า Gel Electrophoresis 
ท้าการโหลดตัวอย่างโดยมี Standard protein marker, สารละลายเอนไซม์ทั้งเอนไซม์

หยาบและเอนไซม์บริสุทธ์ิที่เตรียมไว้ ลงในหลุมเจลจากการปักโคมบ์ ผ่านกระแสไฟฟ้าในการท้า   
Gel Electrophoresis ประมาณ 20-25 mA จนสังเกตเห็นว่าแถบสีอยู่ห่างจากขอบล่างของแผ่นเจล 
ประมาณ 5 มิลลิเมตร จึงปิดการให้กระแสไฟฟ้า 

 
การติดตามแถบสีโปรตีน 

น้าแผ่นเจลออกจากกระจกแล้วน้าไปย้อมสีด้วย Coomassie gel stain เป็นเวลา 1-2 ช่ัวโมง  
จากนั้นเท Coomassie gel stain ออก แล้วเติมสารละลาย Coomassie gel destain เปลี่ยนถ่าย 
สารละลาย Coomassie gel destain จนกว่าจะเห็นว่าสีย้อมที่ติดบนแผ่นเจล ออกหมด เหลือไว้เพียง
แถบสีของ Standard protein marker สารละลายเอนไซม์ทั้งเอนไซม์หยาบและเอนไซม์บริสุทธ์ิ 
ค้านวณน้้าหนักโมเลกุลของโปรตีนจากสมการกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ค.2) 
 จากความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่าง  log MW และ Rf    
 เมื่อ y = ขนาดโมเลกุล  และ x = ระยะการเคลื่อนที ่ของแถวโปรตีน (Rf) 
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รูปที่ ค.2  กราฟมาตรฐานน้้าหนกัโมเลกลุของแอมิโลมอลเทส 
1 = Phosphorylase b  (MW = 97 kDa) 
2 = Bovine serum albumin (MW = 66 kDa) 
3 = Ovalbumin  (MW = 45 kDa) 
4 = Carbonic anhydrase (MW = 30 kDa) 

หมายเหตุ  ลูกศร แสดงถึง น้้าหนักโมเลกลุของแอมโิลมอลเทส 

y  = -16.80+109.0 
R2 = 0.8837 
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ภาคผนวก ง 

การวิเคราะห์สมบัติของสตาร์ชข้าว 

ง.1 ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Kjeldahl (ดัดแปลงวิธีจาก AOAC, 2005, section 32.1.22) 
 

วัสดุและอุปกรณ์ 
1) ชุดย่อยโปรตีน (Protein digestion set)  ประกอบด้วย 

1.1) Digestion unit (BUCHI, K-424, Switzerland) 
1.2) Scrubber (BUCHI, B-414, Switzerland) 

2) เครื่องสกัด/กลั่นโปรตีน (Protein distillation) (BUCHI, B-324, Switzerland) 
3) หลอดย่อย (Digestion tube) 

 
สารเคมี 

1) สารละลายกรด Boric ความเข้มข้น 4% (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
2) สารละลาย NaOH ความเข้มข้น 45% (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
3) สารละลายกรด HCl ความเข้มข้น 0.1 นอร์มัล  
4) สารละลาย H2SO4  เข้มข้น   
5) Catalyst : Selenium agent mixture 
6) Indicator (Methylene blue : Methyl red)  (อัตราส่วน 1: 2) 

 
วิธีทดลอง 

1) เปิดชุดย่อยโปรตีนก่อนประมาณ  15  นาที เพื่ออุ่นเครื่อง ในขณะที่ช่ังตัวอย่างสตาร์ช
ข้าวให้ได้น้้าหนักประมาณ 1 กรัม (รู้น้้าหนักแน่นอน) ลงบนกระดาษกรอง เบอร์ 41 (Whatman, 
England) ห่อกระดาษกรองแล้วใส่ลงในหลอดย่อย 

2) เติม Catalyst ประมาณ 5 กรัม ลงในหลอดย่อย 
3) เติมสารละลาย H2SO4 เข้มข้น ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  ลงในหลอดย่อย 
4) ท้า Blank โดยใช้น้้ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร แทนตัวอย่าง 
5) ต่อหลอดย่อยโปรตีนเข้ากับชุดย่อยโปรตีน ย่อยจนได้สารละลายใสสีน้้าตาลแดง 

(ประมาณ 20-40 นาที) โดยตรวจสอบลักษณะสารในหลอดย่อยเป็นระยะๆ 
6) ปิดชุดย่อยโปรตีน แล้วจึงแยกหลอดย่อยออกมาวางไว้ในตู้ดูดควัน ทิ้งให้เย็นที่

อุณหภูมิห้อง 
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7) เติมสารละลายกรด Boric ความเข้มข้น 4% (น้้าหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ลงในขวดรูปชมพู่ เติม Indicator 2-3 หยด  เพื่อรองรับสารที่กลั่นได้จากหลอดย่อย (สารละลายที่
เติม Indicator แล้วจะมีสีม่วงแดง) 

8) กลั่นตัวอย่างโดย 
8.1) Preheat  เครื่องกลั่นก่อนใช้โดยน้าหลอดย่อยที่สะอาด  เติมน้้ากลั่นประมาณ 3 ใน 

4 ของหลอด ต่อเข้ากับเครื่องแล้วเลือก “Preheat mode” 
8.2) ท้าความสะอาดชุดกลั่นโดยน้าหลอดย่อยที่สะอาดต่อเข้ากับเครื่องแล้วเลือก 

“Clean mode” 
8.3) เริ่มกลั่นตัวอย่างโดยน้าหลอดย่อยที่ได้จากข้อ 7 ต่อเข้ากับเครื่องและน้าขวดรูป

ชมพู่ที่มีสารละลายกรด Boric จากข้อ 7 ต่อเข้ากับเครื่องด้านนอกที่จะรองรับสารที่กลั่น เลือก 
“Digestion mode” และก้าหนดภาวะกลั่นดังนี้ 

- น้้ากลั่น : 50 มิลลิลิตร 
- สารละลาย NaOH ความเข้มข้น  45% : 60 มิลลิลิตร 
- เวลาที่ใช้ในการกลั่น : 5 นาที 
- Steam 100% 
- Aspiration : SAM 
ในระหว่างการกลั่นจะเกิดก๊าซแอมโมเนีย (NH3) ซึ่งจะถูกจับไว้ด้วยสารละลายกรด 

Boric ท้าให้สารละลายเปลี่ยนเป็นสีเขียว ท้าการกลั่นจนได้สารละลายทั้งหมดประมาณ 200 
มิลลิลิตร 

9) น้าสารละลายในขวดรูปชมพู่ ที่ได้จากการกลั่นไปไทเทรตด้วยสารละลาย HCl  ความ 
เข้มข้น 0.1 นอร์มัล (ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน) จนกระทั่งถึงจุดยุติ (สารละลายสีม่วงแดง) 
ค้านวณหาปริมาณโปรตีนจากสมการ 
 

 
 

 
 

เมื่อ A = ปริมาตรของสารละลาย HCl ที่ใช้ในการไทเทรตตัวอย่าง 
   B = ปริมาตรของสารละลาย HCl ที่ใช้ในการไทเทรต blank 
   C = ความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลาย HCl 
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ง.2 ปริมาณความชื้น (Moisture content) (ดัดแปลงวิธีจาก AOAC, 2005, section 32.1.03) 
 

1) อบถ้วยอลูมิเนียมที่ล้างสะอาดในตู้อบลมร้อน (WTB Binder, E53, Germany) ที่อุณหภูมิ 
105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นทิ้งให้เย็นใน Desiccator ก่อนน้าไปช่ังน้้าหนัก 

2) ช่ังตัวอย่างสตาร์ชประมาณ 2 กรัม (ทราบน้้าหนักแน่นอน) ในถ้วยอลูมิเนียม 
3) อบถ้วยอลูมิเนียมพร้อมตัวอย่างในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 

ช่ัวโมง ทิ้งให้เย็นใน Desiccator แล้วช่ังน้้าหนัก 
4) อบตัวอย่างซ้้าอีก 30 นาที ทิ้งให้เย็นใน Desiccator ช่ังน้้าหนักและอบซ้้าจนกว่าน้้าหนักจะ

คงที่หรือต่างไม่เกิน  0.1% (ทศนิยมต้าแหน่งที่ 3) 
5) ค้านวณปริมาณความช้ืนจากสมการ 

 
เมื่อ W  =  น้้าหนักของตัวอย่างเริ่มต้น (กรัม) 

   W1  =  น้้าหนักของตัวอย่าง + น้้าหนักถ้วยอลูมิเนียมก่อนอบ (กรัม) 
   W2  =  น้้าหนกัของตัวอย่าง + ถ้วยอลูมิเนียมหลังอบ (กรัม) 
 
ง.3 ปริมาณเถ้า (Ash) (ดัดแปลงวิธีจาก AOAC, 2005, section 32.1.05) 

 
1) เผาถ้วยกระเบื้อง (Crucible) ใน furnace ที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที   

จากนั้นทิ้งให้เย็นใน Desiccator ก่อนน้าไปช่ังน้้าหนัก 
2) ช่ังตวัอย่างประมาณ 2 กรัม (ทราบน้้าหนักแน่นอน) ใส่ในถ้วยกระเบื้อง 
3) น้าถ้วยกระเบื้องพร้อมตัวอย่างไปวางบน Hot plate ที่อุณหภูมิประมาณ 120 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หรือจนตัวอย่างเริ่มเป็นสีด้าทั้งหมด 
4) น้าถ้วยกระเบื้องพร้อมตัวอย่างที่เป็นสีด้า ไปเผาใน Furnace ที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 ช่ัวโมงหรือจนตัวอย่างเปลี่ยนเป็นเถ้าสีขาวหรือสีเทา 
5) น้าออกมาทิ้งให้เย็นใน Desiccator แล้วช่ังน้้าหนักถ้วยกระเบื้องพร้อมตัวอย่างที่เป็นเถ้า     

สีขาว/เทา 
6) ค้านวณปริมาณเถ้าจากสมการ 

 
เมื่อ W  =  น้้าหนักของตัวอย่าง (กรัม) 

   W1  =  น้้าหนักของตัวอย่าง + น้้าหนักถ้วยกระเบื้องก่อนอบ (กรัม) 
   W2  =  น้้าหนักของตัวอย่าง + น้้าหนักถ้วยกระเบื้องหลังอบ (กรัม) 
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ง.4 ปริมาณไขมัน (Total fat) (ดัดแปลงวิธีจาก AOAC, 2005, section 32.1.14) 
 

วัสดุและอุปกรณ์ 
1) ชุด Soxhlet extraction (Gerhardt, Germany) 
2) Rotary evaporator  ประกอบด้วย 

2.1) Vacumn pump (BUCHI, V-700, Switzerland) 
2.2) Rotavapor (BUCHI, RII, Switzerland) 

3) ขวดก้นกลม 
4) กระดาษกรอง เบอร์  1 (Whatman, England) 

 
สารเคมี 

1) สารละลาย  Petroleum ether 
 

วิธีทดลอง 
1) อบขวดก้นกลมในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

จากนั้นทิ้งให้เย็นใน Desiccator ก่อนน้าไปช่ังน้้าหนัก 
2) ช่ังตัวอย่างสตาร์ชประมาณ 2 กรัม (ทราบน้้าหนักแน่นอน) ห่อด้วยกระดาษกรอง เบอร์ 

1 และใส่ลงใน Cellulose thimble 
3) ใส่ Cellulose thimble ลงในชุด Soxhlet extraction 
4) เติมสารละลาย Petroleum ether ปริมาตร 250 มิลลิลิตรลงในขวดก้นกลม           

ต่ออุปกรณ์ให้เรียบร้อยและน้าไปวางบนเตาให้ร้อน 
5) ใช้เวลาในการสกัดไขมันประมาณ 4 ช่ัวโมง จากนั้นน้าขวดก้นกลมไประเหยสารละลาย 

Petroleum ether ออกด้วยเครื่อง Rotary evaporator 
6) น้าขวดก้นกลมไปอบในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิประมาณ 90-100 องศาเซลเซียส       

จนแน่ใจว่าระเหยสารละลาย Petroleum ether ออกไปหมด จากนั้นทิ้งให้เย็นใน Desiccator แล้ว
น้าไปช่ังน้้าหนัก 

7) ค้านวณปริมาณไขมันจากสมการ 
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ง.5 ปริมาณแอมิโลสปรากฏ (Apparent amylose) (ดัดแปลงวิธีจาก Juliano (1971)) 
 

สารเคมี 
1) สารละลาย NaOH ความเข้มข้น 2 นอร์มัล 
2) สารละลาย Acetic acid ความเข้มข้น 1 นอร์มัล  
3) Ethanol ความเข้มข้น  95%  (ปริมาตรต่อปริมาตร) 
4) สารละลายไอโอดีน (0.2% I2 (น้้าหนักต่อปริมาตร), 2% KI (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
5) แอมิโลสมาตรฐานจากมันฝรั่ง (Sigma-Aidrich, USA) 
6) แอมิโลเพกตินมาตรฐานจากข้าวโพด (Sigma-Aidrich, USA) 

 
วิธีทดลอง 

1) สร้างกราฟมาตรฐาน โดยช่ังแอมิโลสและแอมิโลเพกตินตามสัดส่วน ดังแสดงในตารางที่ 
ง.1 ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 

2) เติม Ethanol ความเข้มข้น 95% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ สารละลาย NaOH       
ความเข้มข้น 2 นอร์มัล  ปริมาตร  9  มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ   

3) น้าไปต้มในน้้าเดือดประมาณ 10 นาที ทิ้งให้เย็น และปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้เป็น  
100 มิลลิลิตร  

4) เตรียมขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตรขวดใหม่ โดยเติมน้้ากลั่นปริมาตร 70 มลิลลิติร
, สารละลาย acetic acid ความเข้มข้น 1 นอร์มัล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร, สารละลายไอโอดีนปริมาตร  
2 มิลลิลิตร  และสารละลายตัวอย่างจากข้อ 3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรให้เป็น 100 
มิลลิลิตร ด้วยน้้ากลั่น 

5) วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer (Beckman, DU Series 650, 
USA) ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และสร้างกราฟมาตรฐานดังรูปที่ ง.1  

6) เตรียมตัวอย่างสตาร์ชข้าว โดยช่ังสตาร์ช 100±2 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 
100 มิลลิลิตร และด้าเนินการตามขั้นตอนข้อ 2-6 โดยค้านวณปริมาณแอมิโลสปรากฏจากสมการของ
กราฟมาตรฐาน (รูปที่ ง.1) 
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ตารางที่ ง.1 สัดส่วนแอมิโลสและแอมิโลเพกตินในการเตรียมกราฟมาตรฐาน 

ตัวอย่างที่ 
แอมิโลส แอมิโลเพกติน 

% ปริมาณ (mg) % ปริมาณ (mg) 
1 0 0 100 100 
2 5 5 95 95 
3 15 15 85 85 
4 25 25 75 75 
5 35 35 65 65 

 

 

y = 0.0098x + 0.1218
R² = 0.9945
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รูปที่ ง.1 กราฟปริมาณแอมโิลสมาตรฐาน 
         เมื่อ x = ปรมิาณแอมิโลส (%)  และ  y = A620 
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ง.6 สมบัติทางความร้อน ด้วยเครื่อง Differential scanning calorimetry (DSC) (ดัดแปลงวิธี
จาก Cho และคณะ (2009)) 
 

วัสดุอุปกรณ์ 
1) Aluminium volatile pan (Perkin Elmer, Kit NO.0219-0062, USA) 
2) DSC (Perkin Elmer, Diamond DSC, USA) 

 
วิธีท า 

1) ช่ังตัวอย่างสตาร์ชประมาณ 2.0 ±1.0 มิลลิกรัม ใส่ลงใน Aluminium volatile pan 
และเติมน้้ากลั่น 6 มิลลิกรัม (อัตราส่วน สตาร์ช : น้้ากลั่น เป็น 1:3) 

2) ปิดผนึก Aluminium volatile pan และ Equilibrate ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา        
24 ช่ัวโมง 

3) น้า Aluminium volatile pan ที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง DSC ให้ความร้อนจากอุณหภูมิ 
30-90 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเพิ่มอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสต่อนาที โดยใช้ Aluminium 
volatile pan เปล่าเป็นตัวอ้างอิง (จากข้อ 1-3 เป็นการวัดสมบัติทางความร้อนในการเกิด            
เจลาติไนเซชัน) 

4) น้า Aluminium volatile pan หลังจากการให้ความร้อนไปเก็บที่อุณหภูมิ                
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ 

5) น้า Aluminium volatile pan ไปให้ความร้อนจากอุณหภูมิ 25-85 องศาเซลเซียส   
ด้วยอัตราการเพิ่มอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสต่อนาที (ส้าหรับการวิเคราะห์สมบัติทางความร้อนใน
การเกิดรีโทรเกรเดชัน) 

6) วิเคราะห์สมบัติทางความร้อนจากเครื่อง DSC ด้วยโปรแกรม Pyris version 7.0 ด้วยค่า
ดังต่อไปนี ้

TO    =  อุณหภูมิเริ่มต้น (Onset temperature)  :  องศาเซลเซียส 
TP    =  อุณหภูมิสูงสุด (Peak temperature)  :  องศาเซลเซียส 
TC    =  อุณหภูมิสุดท้าย (Conclusion temperature)  :  องศาเซลเซียส 
∆H      ค่าพลังงานที่ใช้ในหลอมผลึก  :  จูลต่อกรัม 
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ง.7 ความคงทนต่อการแช่เยือกแข็งและการละลายน้ าแข็ง (Freeze-thaw stability) (ดัดแปลง
วิธีจาก Lee และคณะ (2006)) 
 

วิธีทดลอง 
1) เตรียมสารละลายสตาร์ชความเข้มข้น  5% (น้้าหนักต่อน้้าหนัก) และเจลาติไนซ์ที่

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
2) ตักเจลสตาร์ชปริมาณ 1 กรัม ใส่ลงใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 กรัม และ       

ช่ังน้้าหนัก 
3) น้า Eppendorf tube ตัวอย่างไปแช่ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

22 ช่ัวโมง 
4) แช่ตัวอย่างใน Eppendorf tube ในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 2  ช่ัวโมง 
5) น้า Eppendorf tube ไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที ดูดน้้า 

ที่ปรากฏบริเวณผิวหน้าของเจลออก และช่ังน้้าหนักสุดท้ายก่อนการน้าไปแช่เยือกแข็งอีกครั้ง 
6) ท้าซ้้าจากข้อ 3-5 อีก 4 รอบ 
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ง.8 สมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ด้วยเครื่อง Rheometer (ดัดแปลงวิธีจาก Lee 
และคณะ (2006)) 
 

วัสดุอุปกรณ์ 
1) Rheometer (Thermo HAAKE รุ่น MARS II, Japan) 

 
วิธีทดลอง 

1) เตรียมสารละลายสตาร์ชความเข้มข้น 10% (น้้าหนักต่อน้้าหนัก) โดยการเจลาติไนซ์ที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ทิ้งให้อุณหภูมิลดลงมาเป็น 70 องศาเซลเซียสใน 
Water bath จากนั้นน้าไปวัดสมบัติการเป็น Thermo-reversible gel ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
ด้วยเครื่อง Rheometer โดยใช้หัววัดแบบ Parallel plate ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 35 มิลลิเมตร  
ใช้การวัดแบบ Oscillatory shear test เพื่อหาค่า tan δ  โดยก้าหนดค่าการวัดดังนี้ 

 
Gap size     =  1  mm 
% strain     =  1 
Frequency  =  1  Hz 

 และ tan δ  =  

2) น้าตัวอย่างสตาร์ชจากข้อ 1. ไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง
เพื่อให้เกิดเป็นเจล  จากนั้นน้าเจลสตาร์ชการวัดค่า tan δ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และน้าเจล 
ไปแช่ใน Water bath ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ก่อนน้ามาวัดค่าอีกครั้ง ท้าการวัดเพื่อหาค่า tan 
δ อุณหภูมิ 4 และ 70 องศาเซลเซียสอีกซ้้า 2 รอบ 
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ง.9 การกระจายตัวของแอมิโลเพคติน โดยใช้ High performance anion exchange 
chromatography with pulsed amperometry detection : HPAEC-PAD (Kuakpetoon and 
Wang, 2006) 
 

สารเคมี 
1) สารละลาย Acetate buffer pH 3.5 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

เตรียมสารละลาย Acetic acid ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ และสารละลาย Sodium 
acetate (CH3COONa) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  โดยละลาย Sodium acetate anhydrous 
(CH3COONa) 0.41 กรัม ด้วยน้้า UP ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร และสารละลาย Acetic acid 
ความเข้มข้น 17 โมลาร์ (100%) ปริมาตร 0.29 มิลลิลิตร กับน้้า UP และปรับเป็น 50 มิลลิลิตร ปรับ 
pH ของสารละลาย Sodium acetate เป็น 3.5 ด้วยสารละลาย Acetic acid 

2) Mobile phase A:  สารละลาย NaOH ความเข้มข้น 150 มิลลิโมลาร์ 
 น้าน้้า UP ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ไปไล่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ด้วยเครื่อง sonicator 

ประมาณ 45 นาที แล้วเติมสารละลาย NaOH ที่มีความเข้มข้น 50% ปริมาตร 7.92 มิลลิลิตร 
3) Mobile phase B:  สารละลาย Sodium acetate ความเข้มข้น 600 มิลลิโมลาร์      

ในสารละลาย NaOH ความเข้มข้น 150 มิลลิโมลาร์ 
 ละลาย Sodium acetate anhydrous (CH3COONa) 49.22 กรัม ด้วยน้้า UP ปรับ

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน้าไปไล่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ด้วยเครื่อง sonicator เป็น
เวลาประมาณ 45 นาที แล้วเติมสารละลาย NaOH ความเข้มข้น 50% ปริมาตร 7.92 มิลลิลิตร 

4) Mobile phase C:  สารละลาย NaOH ความเข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์ 
 น้าน้้า UP ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ไปไล่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ด้วยเครื่อง sonicator 

ประมาณ 45 นาที แล้วเติมสารละลาย NaOH ความเข้มข้น 50% ปริมาตร 26.40 มิลลิลิตร 
เครื่องมือ/อุปกรณ์ 

1)  HPAEC DX-600 (Dionex corp., Sunnydale, USA) 
 Column: Carbopac PA-1TM  
 Pulsed amperometry detector: Dionex ED40 
 Autosampler: Dionex AS40 
 Column oven: Dionex ICS-3000 SP 
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วิธีทดลอง 
1) การเตรียมตัวอย่าง 

ก. ช่ังสตาร์ชข้าว 9 มิลลิกรัมลงในหลอดทดลอง เติมน้้า UP ปริมาตร 3.2 มิลลิลิตร 
ข. น้าไปกวนและให้ความร้อนบน Heating block (Thermo Scientific, Model 

2078Q, Japan) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง ทิ้งตัวอย่างให้เย็น 
ค. เติมสารละลาย Acetate buffer pH 3.5 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 

0.4 มิลลิลิตร 
ง. เติม Isoamylase (จากเช้ือจุลินทรีย์ Pseudomonas amyloderamosa  

(Hayashibara, Japan)) ปริมาตร  30 ไมโครลิตร 
จ. บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
ฉ. หยุดปฏิกิริยาโดยการแช่ในน้้าเดือดเป็นเวลา 30 นาทีและทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง

กรองตัวอย่างผ่านตัวกรอง (Tisch Scientific, Nylon Syringe Filters 0.22 um, 30 mm diameter, 
USA) ลงใน vial ส้าหรับการน้าไปฉีดในเครื่อง HPAEC 

2) การฉีดตัวอย่างในเครื่อง HPAEC 
ก. Equilibrate คอลัมน์ด้วย Mobile phase A  
ข. ตั้ง Linear gradients ของ Mobile phase B ที่จะใช้ใน การชะตัวอย่าง ดังต่อไปนี้ 

 
Mobile phase B (%) เวลา (นาที) 
0 - 20 0 - 5 
20 - 45 6 - 30 
45 - 55 31 - 60 
56 - 60 61 - 80 
66 - 65 81 - 90 
66 - 80 91 - 95 
81 - 100 96 - 100 

 
ค. เครื่องจะฉีดตัวอย่างอัตโนมัติโดยจะชะตัวอย่างด้วย Mobile phase B ในอัตราเร็ว 

1 มิลลิลิตรต่อนาที 
ง. เมื่อชะตัวอย่างแล้ว เครื่องจะท้าการซะคอลัมน์สุดท้ายด้วย Mobile phase C  
จ. ผลที่ได้จะแสดงออกมาในรูป Chromatogram แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง แกน x 

คือ Rentention time (min) และ แกน y คือ Detector response (nC) 
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ง.11 ค่าความแข็งแรงของเจล (Gel strength) ด้วยเครื่อง Texture-analyzer (ดัดแปลงวิธีจาก 
Lanier (1992)) 
 

วิธีทดลอง 
1) เตรียมเจลของสตาร์ชความเข้มข้น 5, 10 และ 15% และเจลาติน 160 bloom BP. 

(บริษัทรวมเคมี, ประเทศไทย) ความเข้มข้น 1, 2, 3, 4, และ 5% โดยเจลาติไนซ์ที่อุณหภูมิ 95     
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ทิ้งให้เย็นและบรรุลงในถ้วยพลาสติกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 
เซนติเมตร ให้เจลมีความสูง 3 เซนติเมตร และเก็บเจลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง 

2) น้าตัวอย่างมาวัดค่าความแข็งแรงของเจลด้วยเครื่ อง  Texture-analyzer         
(TA-XT2i Texture Analyzer รุ่น Plus, United Kingdom) โดยเลือกใช้หัววัดแบบลูกตุ้ม (P.O.25s) 
ตั้งค่าโปรแกรมโดยเลือกที่ Setting mode เป็น “Measurement force in compression” เลือก 
option เป็น “Return to start” และตั้งค่าต่อไปนี้ 

3)  
Pre-test speed          : 1.0 mm/s 
Test speed               : 1.0 mm/s 
Post-test speed         : 10.0 mm/s 
Deformation (Strain)  : 30 %  
Trigger force             : 2 g 
Data Acquisition       : 100 pps 

 
เครื่องจะวัดแรงที่ใช้ในการกด (Force) และระยะการกดตัวอย่างที่ท้าให้เกิดแรงต้านของ 

Trigger force 2 g (Distance) ดังรูปที่ ง.2 
 

ค่าความแข็งแรงของเจล (Gel strength) = แรงที่ใช้ในการกด (Force; g) x ระยะการกด (Distance; mm) 
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รูปที ่ง.2  ตัวอย่างกราฟการวัดค่าความแข็งแรงของเจลด้วยเครื่อง Texture-analyzer 
   เมื่อ y = แรงที่ใช้ในการกด (Force; g)  
   X = ระยะการกด (Distance; mm) 
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ง.12 วิธีท า Panna cotta (ดัดแปลงวิธีจาก กุลพัชร์ กนกวัฒนาวรรณ, 2011) 
 

ส่วนผสม 
1) เจลาตินผง    3.5 กรัม 
2) นมสด  110.0 กรัม 
3) วิปปิ้งครีม 110.0 กรัม 
4) น้้าตาลทราย   35.0 กรัม 
5) กลิ่นวานิลา     2.5 กรัม 

 
วิธีท า 

1) เทนมสดที่ตวงไว้ลงชาม จากนั้นโรยเจลาตินผงที่ตวงไว้ให้ทั่ว ทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที
หรือจนกว่าจะเห็นว่าเจลาตินผงพองตัว  

2) น้าวิปปิ้งครีม น้้าตาลทราย และกลิ่นวานิลาที่ตวงไว้ เทลงหม้อ ตั้งไฟอ่อนๆ จนกระทั่ง
น้้าตาลทรายละลาย แล้วจึงยกออกจากเตา จากนั้นน้านมสดที่โรยผงเจลาตินทิ้งไว้มาผสม  

3) คนจนเจลาตินละลาย แล้วกรองผ่านตะแกรง แล้วเทลงพิมพ์หรือภาชนะตามต้องการ 
แช่เย็นในตู้เย็นเพื่อให้เซตตัว   

จากสูตรข้างต้น ความเข้มข้นของเจลาตินคิดเป็น 1.3% (น้้าหนักต่อน้้าหนัก) ซึ่งการ
น้าสตาร์ชดัดแปรมาทดแทนเจลาตินจะใช้ความเข้มข้น 5, 10 และ 15% (น้้าหนักต่อน้้าหนัก)      
แล้วน้าไปวัดความแข็งแรงเปรียบเทียบกับ Panna cotta สูตรที่ใส่เจลาติน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.asiabooks.com/Author/thaibooks/%E0%B8%81%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%9E%E0%B8%B1%E0%B8%8A%E0%B8%A3%E0%B9%8C%20%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%92%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%93/
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ภาคผนวก จ 

ข้อมูลการวิเคราะห์ทางสถิต ิ

 
ตารางที่ จ.1 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณแอมิโลสปรากฎของสตาร์ชข้าวเจ้าไม่ 
 ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

Source  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Treatment 14.094 3 4.698 1252.778 .000 

Error .015 4 .004 
  

Total 14.109 7 
   

 
ตารางที่ จ.2 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณแอมิโลสปรากฎของสตาร์ชข้าวเจ้า 
 ไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่เวลาต่าง ๆ 
 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Treatment 28.870 4 7.218 1031.071 .000 

Error .035 5 .007 
  

Total 28.905 9 
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ตารางที่ จ.3 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชข้าวเจ้า 
 ไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่ความเข้มข้นต่างๆ  

  Source  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

To Treatment 41.054 3 13.685 9.146 .029 

Error 5.985 4 1.496 
  

Total 47.039 7 
   

Tp Treatment 23.564 3 7.855 29.501 .003 

Error 1.065 4 .266 
  

Total 24.629 7 
   

Tc Treatment 36.925 3 12.308 27.815 .004 

Error 1.770 4 .442 
  

Total 38.695 7 
   

Tc-To Treatment 5.064 3 1.688 1.307 .388 

Error 5.165 4 1.291 
  

Total 10.229 7 
   

∆H Treatment 2.565 3 .855 8.769 .031 

Error .390 4 .098 
  

Total 2.955 7 
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ตารางที่ จ.4 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชข้าวเจ้า 
 ไม่ดัดแปรและดัดแปรโดยแอมิโลมอลเทสที่เวลาต่างๆ 

  Source  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

To Treatment 81.171 4 20.293 63.098 .000 

Error 1.608 5 .322 
  

Total 82.779 9 
   

Tp Treatment 76.690 4 19.172 85.629 .000 

Error 1.120 5 .224 
  

Total 77.809 9 
   

Tc Treatment 63.049 4 15.762 250.471 .000 

Error .315 5 .063 
  

Total 63.363 9 
   

Tc-To Treatment 22.600 4 5.650 17.958 .004 

Error 1.573 5 .315 
  

Total 24.173 9 
   

∆H Treatment 4.751 4 1.188 162.055 .000 

Error 0.037 5 .007 
  

Total 4.788 9 
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ตารางที ่จ.5 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองการวัดความแข็งแรงของเจลของสตาร์ช 
 ดัดแปรและไม่ดัดแปรเปรียบเทียบกับเจลาตินที่ความเข้มข้นต่างๆ 

  
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Distance 
Treatment 128.846 10 12.885 305.651 .000 

Error 0.464 11 0.042 
  

Total 129.309 21 
   

Force 
Treatment 38955.61 10 3895.561 16324.26 .000 

Error 2.625 11 0.239 
  

Total 38958.24 21 
   

Gel strength 
Treatment 1300074 10 130007.4 11120.2 .000 

Error 128.602 11 11.691 
  

Total 1300202 21 
   

 
ตารางที ่จ.6 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองการวัดความแข็งแรงของ Panna cotta ที่ใช้ 
 สตาร์ชดัดแปรทดแทนเจลาตินและสูตรปกต ิ

  
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Distance 
Treatment .547 3 .182 15.165 .012 

Error .048 4 .012 
  

Total .595 7 
   

Force 
Treatment 50.500 3 16.833 67.333 .001 

Error 1.000 4 .250 
  

Total 51.500 7 
   

Gel 
strength 

Treatment 871.481 3 290.494 47.190 .001 

Error 24.623 4 6.156 
  

Total 896.104 7 
   

 
 
 
 



87 
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การน้าเสนอผลงานวิจัย 
 
 เสนอผลงานวิจัยแบบโปสเตอร์ เรื่อง EFFECTS OF AMYLOMALTASE TREATMENT ON 
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STARCHES ในงานประชุมทางวิชาการนานาชาติ 13th FAOBMB Congress ในหัวข้อเรื่อง Discovery 
of Life Processes : From Biomolecular to System Biology ระหว่างวันที่ 25-29 พฤศจิกายน 
2555 ณ ศูนย์นิทรรศการและการประชุมไบเทค กรุงเทพมหานคร 
 
 เสนอผลงานวิจัยแบบบรรยาย เรื่อง RICE STARCH MODIFICATION BY AMYLOMALTASE 
ในงาน The 1st International Joint Symposium Thai-Japan ระหว่างวันที่ 5-6 มกราคม 2556  ณ 
ศูนย์ฝึกอบรมและสัมมนา สถาบันวิจัยทรัพยากรทางน้้า จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เกาะสีชัง จังหวัด
ชลบุรี 
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