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บทคัดย่อ 

     ร าข้าวเป็นของเสียจากกระบวนการสีข้าวซึ่งในร าข้าวนั้นมีปริมาณโปรตีนมากถึง 12 – 20% โดย           

ข้าวสังข์หยดนั้นเป็นข้าว GI (Geographical Indications) ทีป่ลูกในจังหวัดพัทลุง มีลักษณะเป็นสีม่วงแดง และมี

ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระและวิตามินที่สูง จึงท าให้งานวิจัยนี้สนใจในการน าโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จาก

ร าข้าวสังข์หยดมาศึกษาในการท าเป็นอาหารเสริม โดยจะเตรียมโปรตีนสกัดจากร าข้าวสังข์หยดด้วยวิธีการสกัด

ด้วยเบสแล้วตกตะกอนด้วยกรดที่จุดไอโซอิเล็กทริก แล้วท าการไฮโดรไลซิสโปรตีนด้วยเอนไซม์ปาเปนที่  pH 7.0 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นน าโปรตีนที่ได้ไปผสมกับโปรตีนตามท้องตลาดสองชนิดได้แก่ โปรตีนจากไข่

ขาว และ เวย์โปรตีน ไอโซเลท เพ่ือพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนตามท้องตลาด โดยพบว่าการผสมโปรตีน

ไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด 10% กับ เวย์โปรตีน ไอโซเลท เป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมที่สุด ที่ให้

ปริมาณสารประกอบฟีนอลสูงถึง 20.13 mg GAE / g sample และมีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูงโดย

รายงานเป็นค่า IC50 เท่ากับ 271.1 µg/mL จึงท าให้เกิดเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมไฮน์โปรตีน นอกจากนี้ยังมี

ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนตามท้องตลาดทั่วไปอีก 6 ชนิด ดังนั้นไฮน์

โปรตีนจึงเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนอีกหนึ่งทางเลือกที่ไม่เพียงแต่จะมีปริมาณโปรตีนที่สูงแต่ยังมีฤทธิ์ใน

การต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูงอีกด้วยและยังเหมาะกับผู้ที่แพ้น้ าตาลแลคโตสและต้องการลดน้ าหนักเนื่ องจากไฮน์

โปรตีนนั้นไม่มีไขมันและไม่มีน้ าตาลแลคโตส 
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Abstract 
         Rice bran is a massive waste from rice milling process with 12-20 % protein content, 

especially abundant in Sangyod rice bran. Sangyod is a GI rice (Geographical Indications) in 

Phatthalung province which has red-purple color, high antioxidant activity and high vitamins. 

In this research, rice bran protein hydrolysate (RBPH) from Sangyod rice bran has been 

studied for its potential as a supplementary food. RBPH was prepared by alkaline extraction 

followed by acidic precipitation at isoelectric point and hydrolysed by papain at pH 7.0 and 

at 37 oC. The RBPH from Sangyod rice bran was mixed with two commercially available 

protein supplements: albumin powder and whey protein Isolate. It was found that 10% of 

RBPH from Sangyod rice bran mixed with whey protein isolate was an optimal ratio 

containing a total phenolic content of 20.13 mg GAE/g sample and IC50 of 271.1 µg/mL, 

resulting in a commercial product called HEIN protein. Moreover, their antioxidant was higher 

than the other 6 proteins commercially available in the market. Therefore, HEIN protein is an 

alternative protein that not only has a high protein content but also high antioxidant activity. 

In addition, this product is suitable for people who are allergic to lactose or under weight 

control because the protein is fat free as well as lactose free. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 ข้าว หรือ ชื่อทางวิทยาศาสตร์ Oryza sativa L. จัดเป็นพืชสายพันธุ์เดียวกันกับหญ้าที่มีความส าคัญ

ต่อชีวิตความเป็นอยู่ของมนุษย์มาก โดยมีผู้คนมากกว่าครึ่งโลกที่บริโภคข้าวเป็นอาหารหลักรวมถึงประเทศ

ไทยที ่บริโภคข้าวเป็นอาหารหลักมาตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน โดยในปี 2556 – 2560 ความต้องการใช้

ภายในประเทศเพ่ือการบริโภค ท าเมล็ดพันธุ์ อาหารสัตว์และอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ เพ่ิมขึ้นจาก 15.63 ล้านตัน

ข้าวเปลือกในปี 2556 เป็น 16.95 ล้านตันข้าวเปลือกในปี 2560 หรือเพ่ิมขึ้นร้อยละ 2.09 ต่อปี นอกจากนี้ข้าว

ยังเป็นสินค้าส่งออกที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของไทยอีกด้วย โดยในปี  2556–2560 ปริมาณและมูลค่า

ส่งออกมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนร้อยละ 7.50 และร้อยละ 2.36 ต่อปี ตามล าดับ1  เมื่อความต้องการข้าวของโลกสูงขึ้น

จึงท าให้ในแต่ละปีมีปริมาณร าข้าวมากถึง 29.3 ล้านตันต่อปี โดยร าข้าวเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการขัดสี

เมล็ดข้าวซึ่งมักจะถูกน าไปเป็นอาหารสัตว์หรือน าไปทิ้งเป็นของเสีย2  ซึ่งแท้จริงแล้วร าข้าวนั้นมีประโยชน์และ

คุณค่าทางโภชนาการมากมาย นอกจากจะประกอบไปด้วย ไขมัน ใยอาหาร เถ้า วิตามินและเกลือแร่ต่าง ๆ 

แล้ว ร าข้าวยังมีโปรตีนมากถึง 12-20% อีกด้วย3  ซึ่งถ้าสามารถสกัดโปรตีนจากร าข้าวได้จะสามารถเพ่ิมมูลค่า

ให้แก่ร าข้าวได้อีก และยังเป็นการช่วยเหลือเกษตรกรอีกด้วย 

          ในปัจจุบันมีการสกัดโปรตีนทางเลือกจากแหล่งต่าง ๆ เพ่ิมขึ้นมากมายเพ่ือทดแทนการแพ้อาหารที่มี

โปรตีนบางชนิด และเพ่ือทดแทนโปรตีนจากสัตว์บางชนิดที่มีราคาแพงหรือมีจ ากัด จึงท าให้โปรตีนจากพืช

เริ่มเข้ามามีบทบาทมากขึ้น โดยเมื่อเปรียบเทียบโปรตีนจากร าข้าวกับโปรตีนจากสัตว์และจากพืชอื่น ๆ เช่น 

โปรตีนถั่วเหลือง พบว่าโปรตีนและกรดอะมิโนที่ได้จากร าข้าวมีคุณค่าทางโภชนาการมากกว่าโปรตีนถั่วเหลือง 

โปรตีนข้าว เวย์โปรตีน และ เคซีน4   

 การน าโปรตีนมาผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยกรด -เบส หรือ เอนไซม์ต่าง ๆ จะท าให้ได้

โปรตีนไฮโดรไลเซต โดยโมเลกุลของโปรตีนจะถูกตัดพันธะให้มีขนาดเล็กลงซึ่งจะท าให้โปรตีนละลายและดูดซึม

ได้ดีขึ้น และยังช่วยลดการแพ้โปรตีนในอาหารได้อีกด้วย นอกจากนี ้โปรตีนไฮโดรไลเซตยังถูกใช้เป ็น

ส่วนประกอบของอาหารอีกมาก เช่น ซุป ขนมขบเคี้ยว รวมถึงผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์ต่าง ๆ 5-6   และยังมีการใช้

โปรตีนไฮโดรไลเซตในการรักษาอีกด้วย7 มีงานวิจัยอีกมากมายที ่พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซตจากพืชมี

ความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ เช่น เปลือกถ่ัววอลนัท8 มะเขือเทศ9 ผักกาดขาว10 และข้าว11 เป็นต้น  
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ถึงแม้ว่าโปรตีนไฮโดรไลเซตจะมีสมบัติที่ดีกว่าโปรตีนธรรมดามากมาย แต่ก็ควรระวังในกระบวนการไฮโดร   

ไลซิสถ้าใช้เวลานานหรือท าหลายครั้งเกินไปอาจจะท าให้สูญเสียคุณค่าทางโภชนาการบางอย่างได้12  

 มีงานวิจัยพบว่าการที่ร่างกายมีอนุมูลอิสระ (Free radical) มากเกินไปจะส่งผลเสียต่อร่างกายโดยท า

ให้เกิดโรคต่าง ๆ ได้มากมาย เช่น มะเร็ง โรคเรื้อรังชนิดต่างๆ โรคหัวใจและหลอดเลือด เป็นต้น13 ร่างกายจึง

จ าเป็นต้องผลิตสารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) ขึ้นมาเพื่อต่อต้านอนูมูลอิสระที่เกิดขึ้นในร่างกาย แต่

บางครั้งร่างกายก็ไม่สามารถผลิตสารต้านอนุมูลอิสระได้เพียงพอ ดังนั้นจึงต้องรับประทานอาหารที่มีสารต้าน

อนุมูลอิสระเพ่ิมเติมจากแหล่งอื่น ๆ เพื่อมาช่วยยับยั้งอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น 

 ข้าวสังข์หยด (Sangyod rice) เป็นข้าวที่ปลูกในพื้นที่จังหวัดพัทลุงมีลักษณะเป็นข้าวกล้องสีแดง

ม่วงที่ให้คุณค่าทางโภชนาการมากกว่าข้าวกล้องและข้าวซ้อมมือทั่วไป โดยประกอบไปด้วยแอนโทไซยานิน 

(Anthocyanin) แกมมาโอไรซานอล (γ-Oryzanol) วิตามิน B1, B2, B3 (Niacin), B6 และแร่ธาตุส าคัญต่างๆ 

เช่น เหล็ก แคลเซียม ฟอสฟอรัส เป็นต้น และยังมีรงควัตถุที่เป็นองค์ประกอบที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น  

สารประกอบฟีนอลประเภทฟลาโวนอยด์ชนิดแอนโทไซยานิน ที่มีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระ และมี

ความสามารถในการรักษาอาการอักเสบ 14 จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระ

ในข้าวมาจากกลุ่มสารประกอบฟีนอล (Phenolic acid derivatives) ที่พบได้มากในส่วนของร าข้าว และเมื่อ

น ามาเปรียบเทียบกับน้ าผลไม้พร้อมดื่มหรือน้ าชาเขียวยังพบว่ามีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระมากกว่า

เกือบ 100 เท่า15  นอกจากนี้ข้าวสังข์หยดยังเป็นข้าวพันธุ์แรกของไทยที่ได้รับการขึ้นทะเบียนเป็นสินค้า

บ่งชี้ทางภูมิศาสตร์ GI (Geographical Indications) ทีผ่่านระบบจัดการคุณภาพ GAP อีกด้วย16   จึงท าให้ใน

ปัจจุบันมีผู้ ให้ความสนใจในการน าข้าวสังข์หยดมาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง  ๆ มากขึ้น เช่น การน า            

ข้าวสังข์หยดมาผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ขนมขบเคี้ยวและคุกก้ี17-18  การน าร าข้าวสังข์หยดใส่เป็นสารเติมแต่งส าหรับ

ผลิตภัณฑ์มาการองเพ่ือเพ่ิมใยอาหาร19 การสกัดน้ ามันจากร าข้าวสังข์หยดเพ่ือใช้เป็นส่วนประกอบในครีมหรือ

เจล 20  เป็ น ต้ น  แต่ ยั ง ไม่ มี ง าน วิ จั ย ที่ น าร าข้ าว สั งข์ ห ยดม าสกั ด เป็ น โป รตี น ไฮ โด ร ไล เซตด้ ว ย                               

วิธีสเปรย์ดราย (Spray Dried) และ ศึกษาฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนที่สกัดได้ ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงสนใจการสกัดโปรตีนจากร าข้าวสังข์หยด และไฮโดรไลซิสโปรตีนที่สกัดได้ ด้วยเอนไซม์ปาเปนและท า

ให้แห้งเป็นผงโปรตีนด้วยวิธีสเปรย์ดราย เพื่อให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเซตที่มีปริมาณโปรตีนและมีฤทธิ์ในการ

ต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูงเพ่ือสามารถน าไปแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตของการวิจัย 

 1.2.1  วัตถุประสงค์ 

 สามารถสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยดที่มีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระสูงเพ่ือ

น าไปพัฒนาอาหารเสริมโปรตีนตามท้องตลาด และ เพ่ิมมูลค่าให้กับร าข้าวสังข์หยดได้ 

 1.2.2   ขอบเขตงานวิจัย 

 งานวิจัยนี้เป็นการสกัดโปรตีนจากร าข้าวสังข์หยดโดยจะสกัดไขมันออกจากร าข้าวก่อนโดยใช้

ตัวท าละลายเฮกเซนในอัตราส่วนร าข้าวต่อเฮกเซน 1 : 3 หลังจากนั้นจะท าการสกัดโปรตีนด้วยเทคนิค 

alkaline extraction โดยใช้สารละลาย NaOH สกัดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 50-55 OC แล้ว

ตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริกด้วยสารละลาย HCl จะได้โปรตีนสกัดจากร าข้าวสังข์หยด       

(Crude protein) แล้วท าการไฮโดรไลซ์โปรตีนที่ได้ด้วยเอนไซม์ปาเปนเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อให้ได้

โปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด (Hydrolysate protein)  โดยจะท าให้โปรตีนแห้ง

เป็นผงด้วยเทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอยด้วยเครื่อง  Mini Spray Dryer B-290  ที่อุณหภูมิ  

150 OC จากนั้นจะท าการศึกษาและเปรียบเทียบสมบัติการผสมกันของโปรตีนไฮโดรไลเซตที่

สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยดกับอาหารเสริมโปรตีนตามท้องตลาดสองชนิด  ได้แก่ โปรตีนไข่ขาวผง 

และ เวย์โปรตีนไอโซเลท เพื่อแปรรูปและพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีน  และเพิ่ม

มูลค่าให้กับร าข้าวสังข์หยด โดยจะเปรียบเทียบลักษณะทางกายภาพ สมบัติการละลาย และ ท าการ

ทดสอบฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระของผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนที่พัฒนาขึ้นโดยการหา

ปริมาณสารประกอบฟีนอลด้วยเทคนิค UV-vis spectroscopy และการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging activity)  

 

1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 ในปี ค.ศ. 2006 Theerakulkait และคณะ21 ท าการสกัดโปรตีนจากร าข้าวโดยศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ที่

ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการสกัดโปรตีน ได้แก่ การน าร าข้าวที่ผ่านการสกัดไขมันแล้วมาใช้งาน เวลาในการ

สกัดโปรตีน และความเร็วของเครื่องกวนสาร โดยพบว่าร าข้าวที่ผ่านการสกัดไขมันออกแล้วจะให้ปริมาณ

โปรตีนที่มากกว่าร าข้าวที่ไม่ผ่านการสกัดไขมัน โดยปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องในช่วงเวลาการสกัด              

10 – 45 นาที และพบว่าความเร็วของเครื่องกวนสารที่  500  rpm เป็นความเร็วที่น้อยที่สุดที่จะให้

ประสิทธิภาพในการสกัดโปรตีนได้ดีที่สุด 
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 ในปี ค.ศ. 2008  Ghosh และคณะ22 ท าการศึกษาการสกัดโปรตีนในร าข้าวจากประเทศอินเดีย และ

น ามาไฮโดรไลซิสด้วยเอมไซม์ปาเปนที่ได้จากมะละกอ โดยจะเริ่มจากการน าร าข้าวมากรองผ่านตะแกรงขนาด 

80 mesh เพ่ือศึกษาว่าการกรองมีผลต่อการสกัดหรือไม่ แล้วท าการสกัดโปรตีนด้วยเทคนิค alkaline 

extraction จากนั้นท าการตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริกที่ pH 4.0 โดยพบว่าร าข้าวที่ผ่านการกรอง

ด้วยตะแกรงจะให้ปริมาณโปรตีนที่มากกว่า และยังพบว่าโปรตีนที่ผ่านการไฮโดรไลซิสนั้นมีคุณสมบัติที่ดีกว่า

โปรตีนที่ไม่ผ่านการไฮโดรไลซิสอีกด้วย 

 ในปี ค.ศ. 2013 Zhou และคณะ23 ท าการศึกษาผลของเวลาในการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis time) 

โปรตีนที่สกัดจากเมล็ด Neocarya macrophylla โดยใช้เอนไซม์เปปซินในการไฮโดรไลซิสก่อนแล้วตามด้วย

เอนไซม์ทริปซิน โดยท าการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพและคุณค่าทางอาหารของโปรตีนไฮโดรไลเซตที่เวลา  

5 ถึง 180 นาที พบว่าเมื่อเวลาในการไฮโดรไลซิสเพ่ิมขึ้น โปรตีนจะมีคุณสมบัติทางกายภาพลดลงแต่จะมีฤทธิ์

ในการต่อต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้น และยังพบว่าเมื่อใช้เวลาในการไฮโดรไลซิสเพ่ิมขึ้นจะท าให้พันธะเปปไทด์ที่มี

ขนาดเล็ก (500-3000 Da) เพ่ิมมากข้ึนอีกด้วย 

 ในปี ค.ศ. 2015 Cho และคณะ4  ได้ท าการทดลองเปรียบเทียบคุณค่าทางโภชนาการในโปรตีนจาก  

ร าข้าว กับ โปรตีนจากพืชอ่ืน ๆ และโปรตีนจากสัตว์ เนื่องจากโปรตีนจากสัตว์มีราคาแพง และ มีอย่างจ ากัด 

จึงท าให้ผู้วิจัยนั้นสนใจที่จะน าโปรตีนจากร าข้าวมาใช้ทดแทนโปรตีนจากสัตว์ โดยพบว่าโปรตีนจากร าข้าวมี

คุณค่าทางโภชการที่สูงเมื่อเทียบกับ โปรตีนถั่วเหลือง โปรตีนข้าว (ในส่วนที่เป็นเอนโดสเปิร์ม) เวย์โปรตีน และ 

เคซีน 

 เนื่องจากข้าวสังข์หยดเป็นข้ าวกล้อง สีแดง-ม่วง ที่มีคุณค่าทางอาหารสูง ประกอบไปด้วย              

แอนโทไซยานิน (Anthocyanin) แกมมาโอไรซานอล (γ-Oryzanol) วิตามิน B1 B2 B3 (Niacin) B6 และ     

แร่ธาตุส าคัญ เช่น เหล็ก แคลเซียม ฟอสฟอรัส เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูง     

จึงท าให้มีผู้คนสนใจในการน าร าข้าวสังข์หยดไปแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เพ่ือเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้แก่ร าข้าว 

และ เป็นการน าผลิตภัณฑ์ที่เป็นผลพลอยได้ที่เกิดจากกระบวนการสีข้าวมาท าให้เกิดประโยชน์ 

 ในปี ค.ศ. 2013 Bunyasawat และ Bhoosem19 ได้น าร าข้าวสังข์หยดมาเป็นสารเติมแต่งใน

ผลิตภัณฑ์มาการองในอัตราส่วนร้อยละ 5, 10 และ 15 จากนั้นทดสอบคุณค่าทางโภชนาการพบว่าในด้านของ

รสชาติผู้ชิมให้ความยอมรับทั้ง 3 สูตร และเมื่อเพ่ิมปริมาณร าข้าวมากขึ้นพบว่ามีคุณค่าทางโภชนาการเพ่ิมขึ้น 

ทั้งปริมาณพลังงาน โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรตและใยอาหาร  

 ในปี ค.ศ. 2016 ltharat และ คณะ14 ท าการสกัดสารจากร าข้าวสังข์หยดเพ่ือทดสอบฤทธิ์ในการ

ต่อต้านการอักเสบรวมถึงหาสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพในร าข้าวสังข์หยด โดยพบว่าสารที่สกัดจากร าข้าวสังข์หยด
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ด้วยเอทานอล 95% สามารถยับยั้งผลของ NO production ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่ก่อให้เกิดการอักเสบได้สูงที่สุด

จึงท าให้เหมาะแก่การน ามารักษาโรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ โดยสารสกัดนี้มีแกมมาโอไรซานอล และ 

วิตามินอีในปริมาณที่สูง และยังพบอีกว่าในร าข้าวนั้นมีปริมาณของแกมมาโอโรซานอลมากกว่าจา ก           

ข้าวสังข์หยดทั้งเมล็ดอีกด้วย นอกจากนี้การสกัดสารจากร าข้าวสังข์หยดด้วยน้ าเดือดจะมีปริมาณวิตามิน B1 

และ วิตามิน B2 ในปริมาณท่ีสูงอีกด้วย 

 ในปี ค.ศ. 2016 Chompupuen 24 ได้ท าการศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซตจาก

ร าข้าวสังข์หยด และฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนที่สกัดได้ โดยใช้วิธีการสกัดเบสและตกตะกอน

โปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริก แล้วท าการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ปาเปน โดยท าการศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการ

สกัด ได้แก่ เวลาในการสกัดโปรตีน เวลาในการท าไฮโดรไลซิส และอุณหภูมิของการท าแห้งแบบพ่นฝอย โดย

จากการทดลองพบว่า สภาวะที่เหมาะสม คือ เวลาในการสกัดโปรตีน 2 ชั่วโมง เวลาในการไฮโดรไลซิส          

1 ชั่วโมง และอุณหภูมิของการท าแห้งแบบพ่นฝอยที่ 150 องศาเซลเซียส ซึ่งสภาวะดังกล่าวจะให้ปริมาณ

โปรตีนที่สกัดได้สูงสุด และยังให้ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูงอีกด้วย และยังพบว่าโปรตีนที่สกัดได้จาก  

ร าข้าวสังข์หยดนั้นไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ นอกจากนี้โปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยดยังมี

ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระมากกว่าโปรตีนจากท้องตลาดที่น ามาทดสอบอีก 5 ชนิด อีกด้วย 

 ในปี ค.ศ. 2017 Phantuwong และ คณะ25 ได้ท าการศึกษาผลของการไฮโดรไลซิสร าข้าวสังข์หยด

ด้วยเอมไซน์ ที่ส่งผลต่อปริมาณบีตา-กลูแคน (β-Glucan) และ โปรตีน โดยพบว่าการไฮโดรไลซิสด้วย

เอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส (Amyloglucosidase) แล้วตามด้วยเอนไซม์โปรตีเอส (Protease) ที่ความเข้มข้น

ของเอนไซม์ 5%v/w ทั้งสองชนิดที่ 60 นาที เป็นกระบวนการที่จะให้ปริมาณบีตา-กลูแคน และ โปรตีน     

มากที่สุด นอกจากนี้ยังให้คุณสมบัติในการต้านการอักเสบที่ดีอีกด้วย จึงท าให้เหมาะแก่การน าไปเป็นส่วนผสม

ในอาหารที่มีประโยชน์ 

  

1.4 ทฤษฎีและความรู้ที่เกี่ยวข้อง 

 1.4.1 อนุมูลอิสระ (Free radicals) และสารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

 อนุมูลอิสระ (Free radicals) คือ โมเลกุลหรือไอออนที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยวอยู่รอบนอก    

ท าให้เกิดความไม่เสถียร และว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาซึ่งอาจเกิดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่กับสารหรือ

โมเลกุลที่อยู่ในบริเวณข้างเคียงได้ ดังนั้นเมื่อเกิดอนุมูลอิสระในร่างกายโมเลกุลต่าง ๆ เช่นเยื่อหุ้มเซลล์     

(Cell membrane) ดีเอ็นเอ (DNA) ไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) เป็นต้น จะถูกท าลาย โดย

อนุมูลอิสระจะแย่งอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอ่ืน ก่อให้เกิดผลเสียต่อเซลล์และท าลายเซลล์ร่างกาย26  
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โดยเซลล์จะท างานผิดปกติจนเกิดเป็นความเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) ซึ่งเป็นภาวะที่

ร่างกายไม่สามารถก าจัดอนุมูลอิสระจ านวนมากท่ีเกิดขึ้นได้ โดยปกตินั้นร่างกายจะมีกลไกในการก าจัด

อนุมูลอิสระแต่อาจมีปัจจัยอ่ืน ๆ ที่ท าให้ร่างกายมีประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมูลอิสระลดลง ท าให้

ร่างกายมีอนุมูลอิสระสะสมในปริมาณที่มาก จึงท าให้สามารถเกิดโรคต่าง ๆ ตามมาได้ เช่น โรคมะเร็ง 

โรคหัวใจ โรคเก่ียวกับไขข้อ โรคเรื้อรังชนิดต่าง ๆ และการแก่ก่อนวัยอันควร เป็นต้น13,27 
 

 สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) คือ โมเลกุลที่มีความเสถียรเพียงพอที่สามารถให้

อิเล็กตรอนไปยังอนุมูลอิสระ เพ่ือยุติปฏิกิริยาลูกโซ่  ลดการท าลายเซลล์ในร่างกาย ปกป้องเซลล์จาก

ความเป็นพิษ และป้องกันการเกิดโรคต่าง ๆ ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระบางชนิดนั้นร่างกายสามารถสร้าง

เองได้ แต่บางชนิดไม่สามารถสร้างเองได้จึงต้องรับประทานอาหารหรือผลิตภัณฑ์อ่ืน ๆ เพ่ิมเติม 

โดยสารต้านอนุมูลอิสระแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม13 

1) กลุ่มที่ เป็นเอนไซม์ (Enzymatic antioxidants) เช่น superoxide dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) และ glutathione reductase เป็นตน้ 

2) กลุ่มที่ ไม่ ใช่ เอนไซม์  (Nonenzymatic antioxidants) เช่น  glutathione, coenzyme 

Q10, Metal-chelating proteins, Vitamin E, Vitamin C, Carotenoid แ ล ะ  Flavonoids   

เป็นต้น 

 

1.4.2 เอนไซม์ปาเปน  

 ปาเปน (Papain) เป็น cysteine protease ที่พบได้ในยางมะละกอ (Carica papaya L.) 

จัดเป็นเอนไซม์ธรรมชาติที่มีมวลโมเลกุล 23,406 ดาลตัน โดยสามารถย่อยโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล

ใหญ่ให้เล็กลงได้ ซึ่งมีช่วงการท างานในสภาวะที่หลากหลาย และมีช่วง pH ที่เหมาะสมต่อการท างาน

ในช่วง pH 3.0 - 9.0  แต่เอนไซม์จะเกิดการเสียสภาพได้เมื่อมีอุณหภูมิสูงเกิน 80 องศา หรือ อยู่ใน

สภาวะที่ตัวท าละลายมีความเข้มข้นสูงเกินไป 28 

 

1.4.3 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอล (Total Phenolic Content) 

 สารประกอบฟีนอล มีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนที่เป็นอนุพันธ์ของวงแหวนเบนซี น 

และมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH group) อย่างน้อยหนึ่งหมู่ต่ออยู่ โดยสารประกอบฟีนอลพ้ืนฐาน คือ   

สารฟีนอล (Phenol) ดังรูปที่ 1.1 ซึ่งหมู่เกาะและจ านวนวงแอโรมาติกมีความหลากหลายตั้งแต่ขนาด

เล็กไปจนถึงขนาดใหญ่ โดยสารประกอบฟีนอลมีสมบัติเป็นกรดอ่อนเนื่องจากวงแอโรมาติกจะท าให้
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หมู่ไฮดรอกซิลนี้มีความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยา โดยจะให้โปรตอน (H+) ได้ดังรูปที่  1.2 ซึ่ง

สารประกอบนี้สามารถเกิดการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอนได้ทั่ววงแอโรมาติก ท าให้สารประกอบนี้มีความ

เสถียรโดยแอนไอออนที่เกิดขึ้น เรียกว่า ฟีโนเลตแอนไอออน เป็นสารที่สามารถละลายน้ าได้ 29 และ

เนื่องจากความสามารถในการให้โปรตอนได้นั้นจึงท าให้สารประกอบฟีนอลมีความสามารถในการเป็น

สารต่อต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลสามารถท าได้โดยวิธีการ Folin - Ciocalteu assay 30 ซึ่ง

ใช้รีเอเจนต์ Folin – Ciocalteu phenol โดยรีเอเจนต์นี้เป็นสารผสมที่ประกอบด้วย heteropoly 

acids, phosphomolybdic และ phosphotungstic acids ซึ่งจัดเป็นสารที่มีความเสถียร ปฏิกิริยา

ที่ เกิ ดขึ้ น ระหว่ างรี เอ เจนต์  Folin - Ciocalteau phenol กับสารประกอบ  polyphenol ใน 

ผลิตภัณ ฑ์  จัด เป็ นปฏิกิ ริยารีดอกซ์  โดย  molybdenum และ tungsten มี เลขออกซิ เดชัน 

(Oxidation State) เป็น +6 ทั้งคู่ ซึ่งสารละลายนี้จะมีสีเหลือง และเมื่อท าปฏิกิริยากับสารที่สามารถ

ให้อิเล็กตรอนได้ทั้งmolybdenum และ tungsten จะมีเลขออกซิเดชันอยู่ระหว่าง +5 และ +6 

โดยสารนี้จะมีสีน้ าเงิน เมื่อน าสารละลายที่เกิดขึ้นไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร 

แล้วเทียบกับสารละลายมาตรฐาน จะสามารถค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลได้ โดยสาร

มาตรฐานที่นิยมใช้ คือ กรดแกลลิก (Gallic acid) และในการท าปฏิกิริยานั้นจะท าที่สภาวะเบส โดย

รูปที่ 1.1 โครงสร้างสารประกอบฟีนอล 

รูปที ่1.2 การเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอนรอบวงแอโรมาติก 
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จะเติมสารละลาย โซเดียมคาร์บอเนตเพ่ือให้สารประกอบโพลีฟีนอลเกิดการเสียโปรตอนเป็นฟีโนเลต

แอนไอออน ซ่ึง แอนไอออนตัวนี้จะท าหน้าที่เป็นตัวรีดิวซ์ 31 

 

1.4.4 การหาความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging activity) 

  DPPH หรือ  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็ น อนุ มู ล อิ ส ระที่ มี ค วาม เสถี ย รสู ง ใน 

สารละลายจะให้สีม่วงเข้มที่สังเกตง่าย (λmax = 515 - 517 นาโนเมตร) ซึ่งเป็นวิธีการที่นิยมใช้มาก 

เนื่องจากใช้งานง่ายเพียงละลายในตัวท าละลายที่เหมาะสมก็สามารถใช้งานได้เลย ใช้เวลาไม่นานใน

การวิเคราะห์และใช้ อุปกรณ์น้อย หลักการของการทดสอบด้วย DPPH คือ เป็นการศึกษา 

ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีอยู่ในสารละลาย โดย DPPH ที่ลดลง สามารถวัดได้ 

จากเทคนิคการตรวจวิเคราะห์โดยท าให้เกิดสีที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร เพราะเมื่ออนุมูลอิสระ 

DPPH ได้รับโปรตอนหรืออิเล็กตรอนจากสารใด ๆ (เช่น สารต้านอนุมูลอิสระ) สารละลายจะเปลี่ยนไป

เป็นสีเหลือง ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลง 32,33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.5 เวย์ (Whey) 

 เวย์ (Whey) เป็นโปรตีนในน้ านม (Milk) ซ่ึงเป็นโปรตีนที่มีคุณภาพสูง ร่างกายสามารถย่อยและ

ดูดซึมไปใช้ได้ง่ายและรวดเร็ว มีกรดแอมิโนที่จ าเป็น (Essential amino acid) อยู่ครบ และมี       

กรดแอมิโนชนิด branched-chain amino acid (BCAA) ได้แก่ leucine, isoleucine และ valine  

นอกจากนี้ยังเป็นโปรตีนที่มีส่วนส าคัญในการเสริมสร้างกล้ามเนื้อ ซ่อมแซมส่วนที่สึกหรอ หรือ สร้าง

เนื้อเยื่อเพ่ิมเติม โดยเวย์โปรตีนที่ผ่านกรรมวิธีแล้วจะมีหลายชนิด ซึ่งจะมีปริมาณองค์ประกอบของ

โปรตีนและคุณค่าทางโภชนาการที่แตกต่างกันไป แบ่งออกเป็น 3 ชนิด ดังนี้ 34 

รูปที ่1.3 การเกิดปฏิกิริยาของ DPPH Assay32,33  
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1) Whey protein concentrate (WPC) 

ปริมาณโปรตีนที่อยู่ใน Whey protein concentrate อยู่ที่ประมาณร้อยละ 25 – 89 ซึ่ง

ส่วนใหญ่จะประกอบด้วยโปรตีนร้อยละ 80 เป็นผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่ที่พบในท้องตลาด เวย์

โปรตีนชนิดนี้มีน้ าตาลแลคโตสค่อนข้างมาก (ร้อยละ 4 - 8) จึงอาจไม่เหมาะกับผู้ที่ขาด

เอนไซม์แลคเตส (Lactase) ในการย่อยน้ าตาลแลคโตส 

2) Whey protein isolate (WPI) 

ประกอบด้วยโปรตีนร้อยละ 90 – 95 ซึ่งเป็นแหล่งที่ดีมากของโปรตีนรวมทั้งส าหรับผู้ที่แพ้

น้ าตาลแลคโตสเพราะเวย์โปรตีนชนิดนี้มีแลคโตสในปริมาณที่น้อยมาก เวย์โปรตีนชนิดนี้มี

ราคาแพงเพราะมีความบริสุทธิ์สูงและมีปริมาณโปรตีนอยู่ค่อนข้างมาก 

3) Hydrolyzed whey protein 

เวย์โปรตีนชนิดนี้สายของโปรตีนขนาดยาวจะถูกย่อยให้เป็นสายเปปไทด์ขนาดสั้น ๆ ท าให้

ดูดซึมได้ง่าย ลดโอกาสในการแพ้ มักใช้ส าหรับทารก นักกีฬา และในทางการแพทย์ โดย

การย่อยโปรตีนให้เป็นสายเปปไทด์สั้น ๆ นั้นไม่มีผลต่อคุณค่าทางโภชนาการของเวย์โปรตีน 

แต่ปริมาณโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบมีความแปรผันสูง และมีราคาแพง 

 

 1.4.6 อัลบูมิน (Albimin) 

 อัลบูมิน เป็น โปรตีนที่ท าหน้าที่ในการสร้างเม็ดเลือดและซ่อมแซมส่วนต่าง ๆ ของร่างกายให้มี

ความสมบูรณ์มากขึ้น โดยแอลบูมินนั้น มีประมาน 50% ของโปรตีนที่พบในเลือดเลยทีเดียว 

นอกจากนี้ยังสามารถเสริมสร้างความแข็งแรงให้กับร่างกายเพ่ือต่อต้านการติดเชื้อต่าง ๆ ได้เป็นอย่างดี 

ซ่ึงอัลบูมินถูกสร้างขึ้นมาจากกรดอะมิโนที่ตับ ดังนั้นหากร่างกายได้รับกรดอะมิโนน้อยเกินไปหรือได้รับ

พลังงานจากอาหารไม่เพียงพอก็จะท าให้ระดับของอัลบูมินลดต่ าลงอย่างรวดเร็ว ซึ่งก็เป็นผลให้       

ภูมิต้านทานต่ า และเสี่ยงต่อการเกิดภาวะแทรกซ้อนง่ายขึ้นอีกด้วย โดยอัลบูมินพบในไข่ขาวอยู่มากถึง 

50% ซึ่งเป็นแหล่งที่พบอัลบูมินมากที่สุด ดังนั้นไข่ขาวจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส าหรับผู้ที่ต้องการ

เสริมสร้างโปรตีน เพราะนอกจากจะได้โปรตีนแล้วยังมีกรดอะมิโนอีกมากมายที่ให้ประโยชน์ในไข่ขาว 

อีกด้วย เช่น ไลซีน (Lysine) ซึ่งช่วยในการเสริมสร้างภูมิคุ้มกันและสร้างเอมไซม์ต่าง ๆ ฮิสทิดีน 

(Histidine) ซ่ึงช่วยเสริมการท างานของระบบประสาทให้ดียิ่งขึ้น และลิวซีน (Leucine) ซึ่งช่วยกระตุ้น

การหลั่ง Growth Hormone และช่วยให้การท างานของสมองมีประสิทธิภาพมากกว่าเดิม เป็นต้น35,36,37
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1.4.7 โปรตีนไฮโดรไลเซต (Protein hydrolysate) 

 โปรตีนไฮโดรไลเซต คือ ผลิตผลของโปรตีนที่ได้จากการไฮโดรไลซิสโปรตีนด้วยเอนไซม์ หรือ 

กรด-เบส โดยโมเลกุลของโปรตีนจะถูกตัดพันธะให้มีขนาดเล็กลงเป็นเพปไทด์ หรือกรดอะมิโนอิสระ 

ซึ่งจะท าให้ดูดซึมได้เร็วขึ้นและยังลดการแพ้จากโปรตีนในอาหารนั้น ๆ อีกด้วย 38 
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บทที ่2 
การทดลอง 

 

2.1 สารเคมี 

 1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 

 2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 

 3. เฮกเซน (C6H14) 

 4. เอทานอล (C2H6O) 

 5. เอนไซม์ปาเปน (Papain enzyme) 

 6. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 

 7. กรดแอสคอบิก (Ascobic acid) 

 8. โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

 9. ไดโซเดียม ไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 

 10. Folin & Ciocalteu's phenol 

 11. กรดแกลลิก (C7H6O5) 

 12. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

 13. ร าข้าวสังข์หยด 

 14. ตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนจากท้องตลาด 

     • Whey protein isolate 

     • Albumin powder 
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2.2 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

 1.   บีกเกอร์ ขนาด 10 25 50 100 500 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร 

 2.  ขวดก าหนดปริมาตร ขนาด 10 25 50 100 และ 250 มิลลิลิตร 

 3.  หลอดทดลอง 

 4.  พาสเจอร์ปิเปต 

 5.   ปิเปตขนาด 10 มิลลิลิตร 

 6.  ไมโครปิเปต 

 7.   ไมโครเวล ขนาด 96 หลุม 

 8.   เอพเพนดอร์ฟ 

 9.   คิวเวทท์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 10. เทอร์โมมิเตอร์ 

 11. ถาดอะลูมิเนียม 

 12. ตะแกรงกรอง ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรู 0.5 มิลลิเมตร 

 13. ผ้าไนลอน 

 14. กระดาษวัดค่าพีเอช (pH indicator strips) 

 15. Mini Spray Dryer B-290 บริษัท BUCHI 

 16. Microplate readers บริษัท Biotek จ ากัด รุ่น Powerwave XS2  

 17. Hot plate 
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2.3 วิธีการทดลอง 

 2.3.1 การเตรียมร าข้าวสังข์หยด 

 การสกัดโปรตีนจากร าข้าวสังข์หยดด้วยการสกัดเบสแล้วตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริกตาม

วิธีการสกัดของ Ghosh และคณะ22  โดยใช้สภาวะในการสกัดตาม Chompupuen 24  โดยเริ่มจากการน า

ร าข้าวสังข์หยดมาร่อนผ่านตะแกรงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 มิลลิเมตร เพ่ือให้ได้ร าข้าวละเอียด และ

แยกดิน หรือ กรวดทราย ต่าง ๆ ที่ติดมาจากโรงสีออกจากร าข้าว จากนั้นท าการสกัดไขมันออกจากร าข้าว

ด้วยตัวท าละลายเฮกเซนในอัตราส่วนร าข้าว ต่อ เฮกเซน 1 ต่อ 3  คนสารผสมทิ้งไว้เป็นเวลา 5 ชั่วโมง 

แล้วท าการแยกตัวท าละลายออกจากร าข้าว ผึ่งร าข้าวที่ถูกสกัดไขมันออกแล้วบนถาดอลูมิเนียมที่

อุณหภูมิห้องและทิ้งไว้ข้ามคืน เก็บร าข้าวที่แห้งแล้วในถุงพลาสติก ปิดปากถุงให้แน่น เก็บในที่มืด    

อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้งาน  

 

 2.3.2 การสกัดโปรตีนจากร าข้าวที่ผ่านการสกัดไขมันแล้วด้วยการสกัดด้วยเบสและตกตะกอนโปรตีนที ่

  จุดไอโซอิเล็กทริก 

 ท าการผสมร าข้าวสังข์หยดที่ผ่านการสกัดไขมันแล้วกับน้ า DI (Deionized water) ในอัตราส่วน   

ร าข้าว ต่อ น้ า DI  1 ต่อ 4 แล้วปรับสารผสมให้มี pH 10 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)     

5 N จากนั้นคนสารผสมเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 50 - 55 องศาเซลเซียส แล้วน ามากรองผ่าน        

ผ้าไนล่อน และน าสารละลายมาปรับให้ได้ pH 4.0 ด้วยสารละลายไฮโดรคลอริก (HCl)  2 N  คนสารผสม

เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 50 - 55 องศาเซลเซียส จากนั้นน าสารละลายที่มีตะกอนโปรตีนมาท าให้

แห้งโดยใช้เทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอยด้วยเครื่อง Mini Spray Dryer B-290 ที่อุณหภูมิของอากาศร้อน

ขาเข้า 150 องศาเซลเซียส จะได้โปรตีนสกัดจากร าข้าวสังข์หยด (Crude protein : CP) เก็บสารในถุง    

พอลีเอทิลีนสีชาทึบ เก็บรักษาในตู้เย็นอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 

 

 2.3.3 การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเซตด้วยเอนไซม์ปาเปน 

        น าโปรตีนที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด 10 กรัม มาละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความ

เข้มข้น 0.02 mM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วท าการปรับ pH ของสารละลายให้ใกล้เคียง 7.0 ด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 2.0 N แล้วเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความ

เข้มข้น 0.02 mM อีก 100 มิลลิลิตร จากนั้นปรับสารละลายให้ได้ pH 7.0 โดยใช้กระดาษวัดค่าพีเอช  

(pH indicator strips) และปรับอุณหภูมิของสารละลายให้ได้ 37 องศาเซลเซียส โดยคนสารตลอด     
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การทดลอง เมื่อควบคุมสภาวะได้แล้วท าการเติมเอนไซม์ปาเปน (Papain enzyme) ปริมาณ 0.01 กรัม 

โดยใช้เวลาในการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis time) 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแล้วให้หยุดปฏิกิริยาโดยการ

ท าลายการท างานของเอนไซม์ปาเปน โดยการน าบีกเกอร์สารละลายแช่ในอ่างน้ าเดือดอุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นน าสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเซตที่ได้มาปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกส่วนที่ไม่ละลาย

ออกด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที ทิ้งตะกอนแล้วน าสารละลาย

ด้านบนมาท าให้แห้งโดยใช้เทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอยด้วยเครื่อง Mini Spray Dryer B-290 ที่

อุณหภูมิของอากาศร้อนขาเข้า 150 องศาเซลเซียส จะได้โปรตีนไฮโดรไลเซต (Hydrolysate protein : HD) 

เก็บสารในถุงพอลีเอทิลีน สีชาทึบ แล้วเก็บรักษาในตู้เย็น อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 

 

 2.3.4 ตรวจสอบคุณสมบัติโปรตีนที่สกัดได้ 

  2.3.4.1 การวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

  น าโปรตีนที่สกัดได้ละลายด้วยน้ าปราศจากไอออน และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว    

10000 รอบ ต่อ นาที นาน 10 นาที แล้วใช้สารละลายส่วนบนมาวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง     

200 - 750 นาโนเมตร 

 

2.3.4.2 การหาปริมาณโปรตีน และน้ าตาล 

  ส่งโปรตีนที่สกัดได้ไปทดสอบหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีคเจลดาห์ล (Kjeldahl method: 

AOAC(2012), 991.20) ซึ่งเป็นการวิเคราะห์หาโปรตีนในอาหาร โดยการวิเคราะห์หาปริมาณ

ไนโตรเจนทั้งหมดที่มีอยู่ และทดสอบหาปริมาณน้ าตาลทั้งหมดได้แก่ ฟรักโทส (Fructose) กลูโคส 

(Glucose) ซูโครส(Sucrose) มอลโทส (Maltose) และแล็กโทส (Lactose) ด้วยวิธีอ้างอิงตาม 

AOAC(2016), 982.14 ที่ห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย ชั้น 16  

 

2.4 พัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนจากท้องตลาดโดยผสมโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าว 

สังข์หยด 

 ผสมโปรตีนไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยด ในปริมาณ 5% และ 10% กับอาหารเสริมโปรตีนจาก

ท้องตลาด ได้แก่ โปรตีนไข่ขาวผง (Albumin powder) และ เวย์โปรตีนไอโซเลท (Whey protein isolate) 
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2.5 ตรวจสอบฤทธิ์ในการต่อต้านสารอนุมูลอิสระ 

 ท าการตรวจสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยดและ

โปรตีนอาหารเสริมจากท้องตลาด 2 ชนิด ได้แก่ โปรตีนไข่ขาวผง (Albumin powder) และ เวย์โปรตีน        

ไอโซเลท (Whey protein isolate) รวมถึงผลิตภัณฑ์อาหารเสริมที่ท าการพัฒนา โดยท าการตรวจสอบ          

2 วิธี ได้แก่ 

 2.5.1 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอล 

        การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมด (Total phenolic content : TPC) ถูกวิเคราะห์ด้วย 

Folin-Ciocalteu method ตามวิธีการทดลองของ Thamnarathip และคณะ11  ซึ่งต้องใช้สารดังต่อไปนี้ 

1) รีเอเจนต์ Folin & Ciocalteu ความเข้มข้นเจือจาง (1:10 v/v) 

   •   ปิเปตรีเอเจนต์ Folin & Ciocalteu ความเข้มข้น 2 N ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในบีกเกอร์ 

      จากนั้นปิเปตน้ าปราศจากไอออน 9 มิลลิลิตร แล้วคนให้สารละลายเข้ากัน 

2) โซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 7.0% (w/v) 

•   ชั่งโซเดียมคาร์บอเนต 3.5 กรัม ละลายสารด้วยน้ าปราศจากไอออนในขวดก าหนดปริมาตร  

ขนาด 50 มิลลิลิตร  

3) สารละลายกรดแกลลิคความเข้มข้น 0.6 mg/mL 

•   ชั่งกรดแกลลิก 0.03 กรัม ละลายสารด้วยน้ าปราศจากไอออนในขวดก าหนดปริมาตรขนาด 

50 ขนาด มิลลิลิตร 

4) การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ที่ความเข้มข้น 0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 

และ 0.06 mg/mL โดยปิเปตสาร ดังตารางที่ 2.1 
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 ตารางท่ี 2.1 ปริมาณสารละลายที่ใช้เพื่อการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมด 

 

  เมื่อเตรียมสารละลายที่ต้องใช้ครบแล้วให้ท าการทดสอบดังนี้ 

1) ผสมสารละลายโปรตีนตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร เข้ากับรีเอเจนต์ Folin & Ciocalteu   

เจือจาง (1:10 v/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 7.0% (w/v) บ่ม

สารละลายในที่มืดนาน 30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 

2) น าสารละลายมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 nm 

3) ใช้สารละลายกรดแกลลิก ที่ความเข้มข้น 0, 0.01 , 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 และ 0.06 

mg/mL เป็นสารละลายมาตรฐาน โดยรายงานค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมดแสดงใน

หน่วย  mg gallic acid equivalent (GAE)/g sample 

 

 2.5.2 การทดสอบความสามารถในการต่อต้านสารอนุมูลอิสระ โดยเทคนิคการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูล 

     อิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging activity) 

 ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระของโปรตีนตัวอย่างในสาร 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl 

(DPPH) ตามวิธีการของ Stanisavljević และ คณะ39  โดยมีการปรับเปลี่ยนเล็กน้อย ซึ่งสารที่ต้องเตรียมมี

ดังนี้ 

1) สารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ในน้ าปราศจากไอออน ได้แก่ 1x105, 1x104,            

1x 103, 1x102, 10, 1, 0.1 และ 0.01 µg/mL โดยใช้หลักการ Serial Dilutions จากการชั่ง

สาร 0.1 กรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออน 1 มิลลิลิตร 

ความเข้มข้นกรดแกลลิก 

(mg/mL) 

ปริมาตรกรดแกลลิกความเข้มข้น 

0.6 mg/mL (µL) 

ปริมาตรน้ าปราศจากไอออน 

(µL) 

0 0 1000 

0.01 17 983 

0.02 33 967 

0.03 50 950 

0.04 67 933 

0.05 83 917 

0.06 100 900 
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2) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 0.05 mM 

•   เตรียมสารละลายโพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเข้มข้น 1 M โดยชั่งสารหนัก 

13.6084 กรัม ละลายสารด้วยน้ าปราศจากไอออนในขวดก าหนดปริมาตรขนาด           

100 มิลลิลิตร เรียกว่าสารละลาย A 

•   เตรียมสารละลายไดโซเดียม ไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเข้มข้น 1 M โดยชั่งสารหนัก 

14.1957 กรัม ละลายสารด้วยน้ าปราศจากไอออนในขวดก าหนดปริมาตรขนาด           

100 มิลลิลิตร เรียกว่าสารละลาย B 

•   ผสมสารละลาย A และ B เข้าด้วยกัน โดยปิเปตสารละลาย A ปริมาตร 21.1 มิลลิลิตร 

และสารละลาย B ปริมาตร 28.9 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 2000 มิลลิลิตร จากนั้น

ปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ตรวจวัดพีเอชด้วยกระดาษวัดค่าพีเอช ถ้าพีเอชไม่ตรง

ให้ ปรับด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์หรือกรดไฮโดรคลอริก 

3) สารละลาย DPPH เข้มข้น 0.1 mM 

•   ชั่ ง DPPH 0 .0015 กรัม  ละลายสารด้วย เอทานอลในขวดก าหนดปริมาตรขนาด               

50 มิลลิลิตร 

เมื่อเตรียมสารละลายที่ต้องใช้ครบแล้ว ให้เริ่มการทดสอบโดยปิเปตสารต่าง ๆ ตามตารางที่ 2.2 จากนั้น

บ่ม สารละลายไว้ในที่มืดนาน 30 นาที เนื่องจากสารละลายตกตะกอนเมื่อเวลาผ่านไป 20 นาที จึงน ามา

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที แล้วจึงน าสารละลายด้านบนมาวัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ความ ยาวคลื่น 517 nm 

 

 ตารางท่ี 2.2 ปริมาณสารละลายที่ใช้เพ่ือตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช 

 

 Sample Control Blank 

ปริมาตรสารละลายตัวอย่างในน้ าปราศจากไอออน (µL) 100 100 - 

ปริมาตรสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (µL) 400 400 500 

ปริมาตรสารละลาย DPPH (µL) 200 - 200 

ปริมาตรเอทาทอล (µL) - 200 - 
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 โดยค่า scavenging activity สามารถค านวณได้จากสมการด้านล่าง แล้วน ามาเขียนกราฟแสดง

ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นสารตัวอย่างกับความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ (% Inhibition)  

ที่ค านวณได้ จะได้ค่า half inhibition concentration (IC50)  
 

 ก าหนดให้ 

Asample  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ประกอบด้วยสารตัวอย่างและสารละลาย DPPH 

Acontrol  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ประกอบด้วยสารตัวอย่างและเอทานอล  

Ablank    คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ประกอบด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์และ 

     สารละลาย DPPH 

 

 

 

 

2.6 วิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการ 

 น าผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนที่ท าการพัฒนาสูตรที่เหมาะสมส่งไปวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการที่

ห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ชั้น 16  

 

2.7 ออกแบบผลิตภัณฑ์ 

   โดยใช้โปรแกรม Adobe Illustrator CC 

 

% Inhibition = 
Ablank – (Asample – Acontrol)

Ablank
 X 100 % 
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รูปที ่2.1 แผนภาพการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยด และการตรวจสอบสมบัติของโปรตีนที่สกัดได้ 
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 รูปที ่2.2 แผนภาพการพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนตามท้องตลาด 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและการอภิปรายผลการทดลอง 

 

3.1 การสกัดโปรตีนจากร าข้าวด้วยวิธีการสกัดด้วยเบสและตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริก 

 ในการทดลองนี้ได้ท าการสกัดโปรตีนจากร าข้าวสังข์หยดด้วยวิธีการสกัดด้วยเบส โดยใช้สารละลายโซเดียม  

ไฮดรอกไซด์ (NaOH) ในการปรับสภาวะของสารละลายให้เป็นเบสเพ่ือให้โปรตีนในร าข้าวนั้นละลายออกมา 

เนื่องจากในโปรตีนนั้นประกอบไปด้วยกรดอะมิโนหลายชนิดที่มีโครงสร้างดังรูปที่ 3.1  ซึ่งจะประกอบไปด้วย

หมู่เอมีนที่เป็นเบสและหมู่คาร์บอกซิลิกที่เป็นกรด โดยจะมีหมู่โซ่ข้าง (Side chain : R) ที่เป็นส่วนที่ท าให้

กรดอะมิโนมีความแตกต่างกันไป เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง pH และ ค่า pH สูงกว่าจุดไอโซอิเล็กทริก ซึ่งอยู่ใน

สภาวะที่เป็นเบส หมู่คาร์บอกซิลิกจะเสียโปรตอน ท าให้ประจุรวมกลายเป็น – 1 ดังรูปที่ 3.2 ซึ่งจะเกิดการ

ผลักกัน (Charge repulsion) ของกรดอะมิโน ท าให้แต่ละโมเลกุลของโปรตีนนั้นจะใช้ประจุท าอันตรกิริยากับ

โมเลกุลของน้ าที่อยู่ล้อมรอบได้ดี ท าให้โปรตีนสามารถละลายน้ าได้ 40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 โครงสร้างกรดอะมิโน 

รูปที่ 3.2 แผนภาพการเปลี่ยนแปลงประจุของกรดอะมิโนที่ pH ต่าง ๆ  

  

ประจุบวก ประจลุบ สวิทเทอร์ไอออน 

pH ต่ า pH = pI pH สูง 
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 น าสารผสมที่ได้มากรองผ่านผ้าไนล่อนเพื่อท าการแยกกากร าข้าวออกจากสารละลาย และน าสารละลายมา

ปรับ ให้ ได้  pH 4.0 ด้ วยสารละลายไฮโดรคลอริก  (HCl) ซึ่ งที่  pH 4.0 นั้ น เป็ นจุ ด ไอ โซ อิ เล็ กทริก        

(Isoelectric point : pI) ของโปรตีน โดยในสภาวะที่ค่า pH เท่ากับจุดไอโซอิเล็กทริกนั้น กรดอะมิโนจะมี

โครงสร้างเป็นสวิทเทอร์ไอออน (Zwitterion) ท าให้กรดอะมิโนมีประจุสุทธิเป็น 0 และเนื่องจากมีทั้งประจุบวก

และประจุลบอยู่ในโมเลกุลเดียวกัน จึงท าให้กรดอะมิโนดึงดูดกับโมเลกุลข้างเคียงท าให้โปรตีนเกิดการ

ตกตะกอน (Precipitation) จากนั้นน าสารละลายที่มีตะกอนโปรตีนมาท าให้แห้งโดยใช้เทคนิคการท าแห้งแบบ

พ่นฝอยด้วยเครื่อง Mini Spray Dryer B-290 ที่อุณหภูมิของอากาศร้อนขาเข้า 150 องศาเซลเซียส จะได้ผง

โปรตีนที่มีลักษณะเป็นผงสีน้ าตาลอ่อน โดยน้ าหนักโปรตีน (Crude protein : CP) ที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด 

350 กรัม คือ 91.15 กรัม คิดเป็น % recovery เท่ากับ 26.0 %  

 

3.2 การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเซตด้วยเอนไซม์ปาเปน 

 ในขั้นตอนนี้จะเป็นการไฮโดรไลซิสโปรตีนที่สกัดได้จากขั้นตอนแรกด้วยเอนไซม์ปาเปนเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

โดยจะน าโปรตีนที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด (Crude protein) มาละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 และ

ปรับอุณหภูมิให้ได้ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือให้สภาวะเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์แล้วจึงค่อยใส่เอนไซม์

ปาเปน เมื่อครบเวลาในการไฮโดรไลซิส 1 ชั่วโมงแล้ว จะท าการหยุดการท างานของเอนไซม์ปาเปน โดยการน า

บีกเกอร์มาให้ความร้อนในอ่างน้ าเดือดอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วน าสารละลายที่ถูก

ไฮโดรไลซิสแล้วไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกส่วนที่ไม่ละลายออก จากนั้นน าสารละลายที่ได้มาท าให้แห้งโดยใช้เทคนิค

การท าแห้งแบบพ่นฝอยด้วยเครื่อง Mini Spray Dryer B-290 ที่อุณหภูมิของอากาศร้อนขาเข้า 150 องศา

เซลเซียส จะได้โปรตีนไฮโดรไลเซต (Hydrolysate protein : HD) ที่มีลักษณะเป็นผงสีน้ าตาลอ่อน โดยมี

น้ าหนักโปรตีนไฮโดรไลเซตที่ท าการไฮโดรไลซิสโปรตีนสกัดจากร าข้าวสังข์หยด 10.47 กรัม เท่ากับ 4.60 กรัม 

คิดเป็น % recovery เท่ากับ 43.9 % 

 โดยในกระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์นั้น โมเลกุลของโปรตีนจะถูกตัดพันธะท าให้โปรตีนมีขนาดเล็ก

ลงเป็นเพปไทด์ขนาดต่าง ๆ กัน หรือ เป็นกรดอะมิโนอิสระ จึงท าให้โปรตีนที่ถูกไฮโดรไลซิสนั้นจะดูดซึมได้ง่าย

กว่าโปรตีนทั่วไป และยังพบว่าการไฮโดรไลซิสโปรตีนนั้นยังท าให้การละลายดีขึ้นอีกด้วย 
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3.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของโปรตีนที่สกัดได้ 

 3.3.1 การวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  

 น าโปรตีนที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด ทั้ง crude protein และ โปรตีนที่ถูกไฮโดรไลซิสด้วย

เอนไซม์ปาเปน (Hydrolysate protein) มาละลายด้วยน้ าปราศจากไอออน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 10000 รอบ ต่อ นาที นาน 10 นาที แล้วน าสารละลายส่วนบนมาวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 

200 - 750 นาโนเมตร ด้วยเทคนิคอัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรสโคปี (UV-VIS Spectroscopy) 

เพ่ือเป็นการยืนยันว่าสารที่สกัดได้นั้นเป็นโปรตีน โดยวิธีนี้ยัง ง่าย สะดวก และ รวดเร็วอีกด้วย เพราะไม่

จ าเป็นต้องใช้สารเคมีอ่ืน ๆ แต่ใช้เพียงตัวอย่างโปรตีนที่ต้องการทดสอบเท่านั้น  

 การวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงอัลตราไวโอเลตนั้นเป็นสมบัติการดูดกลืนของกรดอะมิโนสองชนิด

ได้แก่ Tyrosine และ Tryptophan ซึ่งมีโครงสร้างดังรูปที่ 3.3 ซึ่งจะดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 

275 และ 280 นาโนเมตร ตามล าดับ และเนื่องจากสัดส่วนโดยปริมาณของกรดอะมิโนทั้ง 2 ชนิดนี้

ค่อนข้างจะคงที่ในโปรตีนส่วนใหญ่ ดังนั้นปริมาณโปรตีนจึงเป็นปฏิภาคโดยตรงกับค่าการดูดกลืนแสง    

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 40  โดยจากผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.4 จะเห็นว่ามี

พีคขนาดเล็กปรากฏขึ้นที่ความยาวคลื่นประมาณ 280 นาโนเมตร จึงท าให้สรุปได้ว่าสารที่สกัดได้ จาก     

ร าข้าวสังข์หยดนั้นทั้ง crude protein และ hydrolysate protein เป็นโปรตีน   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.3 โครงสร้างกรดอะมิโน a) Tyrosine และ b) Tryptophan 

a. b. 
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a. 

b. 

รูปที่ 3.4 UV-Vis Spectra ของ a) crude protein และ b) Hydrolysate protein 
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 3.3.2 การหาปริมาณโปรตีน และน้ าตาล 

 ท าการส่งโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยดไปทดสอบหาปริมาณโปรตีนและน้ าตาล  

ที่ห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ชั้น 16 พบว่าจาก

การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีคเจลดาห์ล (Kjeldahl method: AOAC(2012), 991.20) โดยการ

ย่อยสลายโปรตีนที่ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน (amino acid) ที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ ซึ่งในการ

ย่อยสลายโปรตีนจะปลดปล่อยไนโตรเจนออกมาและจะถูกเปลี่ยนเป็นแอมโมเนีย จากนั้นท าการไทเทรต

เพ่ือหาปริมาณไนโตรเจน และน าปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดมาคูณกับ Kjeldahl factor ซึ่งอาหารแต่ละ

ชนิดก็จะมีแฟกเตอร์แตกต่างกันออกไป41 โดยจากการทดลองจะได้ว่ามีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 7.66 กรัม 

ใน 100 กรัมของสารตัวอย่าง และจากการทดสอบหาปริมาณน้ าตาลทั้งหมดได้แก่ ฟรักโทส (Fructose) 

กลูโคส (Glucose) ซูโครส(Sucrose) มอลโทส (Maltose) และแล็กโทส (Lactose) ด้วยวิธีอ้างอิงตาม 

AOAC(2016), 982.14 พบว่ามีปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 9.68 กรัม ใน 100 กรัม ของสารตัวอย่าง แต่ไม่พบ

น้ าตาลแลคโตสท าให้โปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยดนั้น เป็นโปรตีนอีกหนึ่งทางเลือกที่

เหมาะส าหรับผู้ที่แพ้น้ าตาลแลคโตส หรือที่เรียกว่าLactose Intolerance 

 

3.4 พัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนจากท้องตลาดและตรวจสอบคุณสมบัติของผลิตภัณฑ์ 

  ท าการผสมโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด ในปริมาณ 5% และ 10% กับอาหารเสริม

โปรตีนจากท้องตลาด 2 ชนิด ได้แก่ โปรตีนไข่ขาวผง (Albumin powder) และ เวย์โปรตีนไอโซเลท      

(Whey protein isolate) เพ่ือศึกษาหาสูตรที่เหมาะสมที่ให้โปรตีน และฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูง  

ไปพร้อมกัน โดยจะท าการตรวจสอบคุณสมบัติของผลิตภัณฑ์เพ่ือหาสูตรที่เหมาะสม ด้วยการหาปริมาณ

สารประกอบฟีนอล และ การทดสอบความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ โดยการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระ ด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging activity) 

3.4.1 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอล 

 ท าการหาปริมาณสารประกอบฟีนอลตามวิธีการ Folin-Ciocalteu method โดยอาศัยหลักการที่ 

ฟีนอลมีสมบัติเป็นกรดอ่อน เมื่ออยู่ในสภาวะที่ เป็นเบสจะแตกตัวให้ฟีโนเลตแอนไอออน ซึ่งจะมี

ความสามารถในการรีดิวซ์สารละลายรีเอเจนต์ Folin & Ciocalteu’s phenol จึงท าให้สารละลาย

เปลี่ยนเป็นสีน้ าเงิน โดยสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร ด้วยเทคนิค

อัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรสโคปี (UV-VIS Spectroscopy) ซึ่งจะหาปริมาณสารประกอบฟีนอล

ในสารละลายโปรตีนตัวอย่างได้จากการสร้างกราฟมาตรฐาน  (Calibration curve) กรดแกลลิกที่ความ
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เข้มข้น 0 , 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 และ 0.06 mg/mL  ซึ่ งจากผลการทดลองจะได้กราฟดัง       

รูปที่ 3.5 โดยจะได้สมการจากกราฟมาตรฐานคือ y = 9.7786x + 0.0649 ที่มีค่า R2 เท่ากับ 0.9984 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

 จ า ก นั ้น น า ส า ร ล ะ ล า ย โป ร ต ีน ต ัว อ ย ่า งทั ้ง  7  ช น ิด  ได ้แ ก ่ hydrolysate protein จาก                

ร าข้าวสังข์หยด , โปรต ีน ไข ่ขาวผง  (Albumin powder), เวย์ โปรตีน  ไอโซเลท (Whey protein 

isolate), 5% HD + albumin powder, 10% HD + albumin powder, 5% HD + whey protein 

isolate,   10% HD + whey protein isolate มาท าการวัดค่าการดูดกลืนแสง และท าการค านวณหา

ปริมาณสารประกอบฟีนอลในสารละลายตัวอย่างซึ่งได้ผลตามตารางที่ 3.1  ซึ่งจะรายงานปริมาณ

สารประกอบฟีนอลในหน่วยของ mg gallic acid equivalents (GAE) / g sample 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.5 กราฟมาตรฐาน (Calibration curve) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ 

            สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร 
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    ตารางท่ี 3.1 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนตัวอย่างและปริมาณสารประกอบฟีนอล 

 
 เนื่องจากสารประกอบฟีนอลมีสมบัติเป็นกรดอ่อนเพราะมีวงแอโรมาติก ท าให้หมู่ไฮดรอกซิลมีความ

ว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาโดยสามารถให้โปรตอนได้ ซึ่งจากความสามารถในการให้โปรตอนนี้จึงท าให้

สารประกอบฟีนอลมีความสามารถในการเป็นสารต่อต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) โดยจากผลการ

ทดลองจะเห็นได้ว่าโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยดนั้นมีปริมาณสารประกอบฟีนอลมาก

ที่สุดโดยมีค่าเท่ากับ 33.37 mg GAE / g sample ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่

มากเมื่อเทียบกับโปรตีนจากท้องตลาดสองชนิด ได้แก่ โปรตีนไข่ขาวผง (Albumin powder) และ เวย์

โปรตีน ไอโซเลท (Whey protein Isolate) จากนั้นน ามาผสมกับโปรตีนจากท้องตลาดทั้ง 2 ชนิด ข้างต้น 

ในอัตราส่วน โปรตีนไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยด 5% และ 10% จะพบว่าการน าโปรตีนไฮโดรไลเซตที่

ส กั ด ได้ จ าก ร าข้ า ว สั งข์ ห ยด  10  % ม าผสม กั บ เวย์ โป รตี น ไอ โซ เลท นั้ น  มี ป ริ ม าณ ฟี น อล                        

เท่ากับ 20.13 mg GAE / g sample ซึ่งให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลมากท่ีสุดเมื่อเทียบกับสูตรผสมอ่ืน ๆ  

 

 

  

 

ความเข้มข้น 
ค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 760 nm 

mg gallic acid 
equivalents (GAE) /       

g sample 

hydrolysate protein จากร าข้าวสังข์หยด (HD) 0.463 33.37 

albumin powder 0.297 17.72 

whey protein isolate 0.242 13.93 

5% HD + albumin powder 0.319 17.67 

10% HD + albumin powder 0.305 17.54 

5% HD + whey protein Isolate 0.3115 18.28 

10% HD + whey protein Isolate 0.3385 20.13 
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3.4.2 การทดสอบความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ โดยการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย 

วิธีการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging activity)  

 DPPH assay เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน (Antioxidant) ซึ่ง

ใช้ reagent คือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และง่ายต่อการวิเคราะห์    

ท าให้มีความถูกต้องและแม่นย าสูง โดยอนุมูลอิสระ DPPH เป็น radical ที่เสถียร เมื่อละลายในเอทานอล

จะได้สารละลายสีม่วงเข้ม ซึ่งดูดกลืนแสงได้ดีที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร โดยเมื่อสารนี้รับโปรตอนจะ

เกิดเป็นสารประกอบที่มีสีเหลือง ซึ่งถ้าสารตัวอย่างมีความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิส ระที่สูง      

ความเข้มของสารละลายสีม่วงจะลดลง ซึ่งในที่นี้จะท าชุด control ไปด้วยเนื่องจากว่าสารตัวอย่างสามารถ

ดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตรได้ด้วยเช่นกัน ท าให้ต้องลบค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง

ออกไป  

 โดยจะเริ่มจากการชั่งสาร 0.1 กรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออน 1 มิลลิลิตร เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น

ของสารตัวอย่าง 1x105 µg/mL แล้วเตรียมสารตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยการเจือจางตามล าดับ 

ได้แก่ 1x104, 1x103, 1x102, 10, 1, 0.1 และ 0.01 µg/mL โดยที่แต่ละค่าความเข้มข้นนั้นจะให้ค่า 

%inhibition ที่แตกต่างกัน โดยจะใช้วิตามินซี (Ascorbic acid) เป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ซึ่งเมื่อ

น ามาสร้างกราฟการกระจายตัวระหว่างความเข้มข้นของสารตัวอย่างกับ %inhibition จะได้กราฟรูป    

ตัวเอส (S curve) ซึ่งจะท าให้สามารถหาค่า half inhibition concentration (IC50)  ได้ ซึ่งค่า IC50 นี้ยิ่งมี

ค่าน้อยจะยิ่งแสดงถึงความสามารถในการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดี โดยลักษณะกราฟที่ได้ แสดงดัง

ตัวอย่างในรูปที่ 3.6   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 3.6 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเข้มข้นของสารตัวอย่าง 
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 โดยค่า IC50 ที่ได้ มาจากการค านวณด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 7 ซึ่งค่า IC50 ของโปรตีน

ตัวอย่างจะแสดงในตารางที่ 3.2 จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า โปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าว

สังข์หยดจะมีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีที่สุดเมื่อเทียบกับโปรตีนจากท้องตลาดทั้ง

สองชนิด ได้แก่ โปรตีนไข่ขาวผง (Albumin powder) และ เวย์โปรตีน ไอโซเลท  (Whey protein 

Isolate)  โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 213.5 µg/mL จากนั้นน ามาผสมกับโปรตีนจากท้องตลาดทั้ง 2 ชนิด 

ข้างต้น ในอัตราส่วน โปรตีนไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยด 5% และ 10% จะพบว่า เมื่อน าโปรตีน

ไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด 10%  มาผสมกับเวย์โปรตีน ไอโซเลท จะพบว่ามีความสามารถ

ในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุดเมื่อเทียบกับสูตรผสมอื่น ๆ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 271.1 µg/mL   

  

ตารางท่ี 3.2 ความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ โดยการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ของโปรตีน 

 

 จากผลการตรวจสอบสมบัติของผลิตภัณฑ์เพ่ือหาสูตรที่เหมาะสม โดยท าการตรวจสอบจากการหา

ปริมาณสารประกอบฟีนอล และความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระโดยการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH ท าให้ผู้วิจัยสรุปได้ว่าสูตรที่เหมาะสม คือ การน าโปรตีน

ไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด 10% มาผสมกับ เวย์โปรตีน ไอโซเลท เพราะนอกจากจะให้ฤทธิ์

ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูงแล้ว ก็ยังได้โปรตีนในปริมาณที่สูงจากเวย์โปรตีน ไอโซเลท นอกจากนี้

โปรตีนสูตรดังกล่าวยังละลายได้ง่ายเมื่อเทียบกับการน าไปผสมกับโปรตีนจากไข่ขาวอีกด้วย 

 

ตัวอย่าง IC50 (µg/mL) 

Ascorbic acid 8.4 

hydrolysate protein จากร าข้าวสังข์หยด (HD) 213.5 

albumin powder 482.9 

whey protein isolate 3412.0 

5% HD + albumin powder 458.7 

10% HD + albumin powder 365.9 

5% HD + whey protein Isolate 482.1 

10% HD + whey protein Isolate 271.1 
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3.5 ไฮน์โปรตีน (HEIN PROTEIN) 

 ไฮน์โปรตีนเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนที่มีส่วนผสมของโปรตีนที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยดโดยท า

การน าโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด 10% มาผสมกับเวย์โปรตีน ไอโซเลท เพ่ือให้ได้

ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมที่มีปริมาณโปรตีนที่สูง และมีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูงด้วยดังรูปที่ 3.7 

นอกจากนี้ไฮน์โปรตีนยังดูดซึมได้เร็ว ไม่มีไขมัน และยังเหมาะส าหรับผู้ที่แพ้น้ าตาลแลคโตสอีกด้วย จากนั้น

น าไฮน์โปรตีนส่งไปวิเคราะห์ข้อมูลทางโภชนาการที่ห้องปฏิบัติการวิจัยและการทดสอบอาหาร คณะ

วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ชั้น 16 พบว่า ในโปรตีนตัวอย่าง 30 กรัม จะให้พลังงานทั้งหมดเท่ากับ              

100 กิโลแคลอรี  ไขมัน 0 กรัม โปรตีน 23 กรัม คาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 3 กรัม น้ าตาล 2 กรัม และ โซเดียม 

310 มิลลิกรัมดังรูปที่ 3.8  

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.7 รูปแบบผลิตภัณฑ์ไฮน์โปรตีน (HEIN PROTEIN) 
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รูปที่ 3.8 ฉลากผลิตภัณฑ์ไฮน์โปรตีน (HEIN PROTEIN) จากห้องปฎิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร          

            คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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เมื่อน าไฮน์โปรตีน (HEIN PROTEIN) มาเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนตามท้องตลาด         

6 ชนิด ได้แก่  โปรตีนจากไข่ขาว (Albumin powder) โปรตีนที่ ได้จากเอนโดสเปิ ร์มของเมล็ดข้าว 

(Hydrolyzed Rice Protein) โปรตีนผสมของธัญ พืชชนิด ต่าง  ๆ (Hydro Protein; Soy, Oat, Wheat, 

Maize Protein) โปรตีนเคซีน  (Hydrolyzed Milk; Casein) โปรตีนจากไหม  (Protein Hydrolyzed Silk 

Protein; Sericin) ตามรูปที่ 3.9 จะพบว่าไฮน์โปรตีนนั้นมีคุณสมบัติในการต่อต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด เมื่อเทียบ

กับผลิตภัณฑ์อาหารเสริมอ่ืน ๆ ตามท้องตลาด24 

 

 

 

 

 
 

271.1 482.9
1148

3412

8538

10622

15103

IC
50

(µ
g/

m
L)

SAMPLE ACTIVITY

COMPARATIVE IC50

HEIN PROTEIN
Albumin powder
Hydrolysate Rice Protein
Whey protein
Hydrolysate Protein (Soy, Oat, Wheat, Maize)
Hydrolysate Silk Protein (Sericin)
Hydrolysate Milk Protein (Casein)

รูปที ่3.9 กราฟแสดงการเปรียบเทียบค่า IC50 ของไฮน์โปรตีนกับผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนชนิดอื่น ๆ 
            ตามท้องตลาด 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 

  งานวิจัยนี้ได้ท าการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยดโดยการสกัดด้วยเบสแล้วตกตะกอน

โปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริก แล้วท าการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ปาเปน โดยจะท าให้แห้งเป็นผงโปรตีนโดย ใช้

เทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอยด้วยเครื่อง Mini Spray Dryer B-290 จากนั้นน าโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้

ส่งไปทดสอบที่ห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ชั้น 16 เพื่อ

ตรวจสอบปริมาณโปรตีน และปริมาณน้ าตาล จากรายงานการทดสอบพบว่า โปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จาก    

ร าข้าวสังข์หยดนั้น มีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 7.66 กรัม ต่อ ปริมาณสารตัวอย่าง 100 กรัม และยังไม่พบน้ าตาล

แลคโตสอีกด้วย ดังนั้นจึงเป็นแหล่งโปรตีนทางเลือกใหม่ส าหรับผู้ที่แพ้น้ าตาลแลคโตส ต่อมาได้น าไปทดสอบ

ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) โดยจะท าการหาปริมาณสารประกอบฟีนอล และ ความสามารถ

ในการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging activity) โดยพบว่ามีปริมาณสารประกอบ    

ฟีนอลเท่ากับ 33.37 mg GAE / g sample และมีความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระโดยการก าจัดอนุมูล

อิสระ DPPH โดยรายงานค่าเป็น IC50 มีค่าเท่ากับ 213.5 µg/mL  

  น าโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยดมาผสมกับผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนตาม

ท้องตลาดสองชนิด ได้แก่ โปรตีนไข่ขาวผง (Albumin powder) และ เวย์โปรตีน ไอโซเลท (Whey protein 

Isolate)  เพ่ือท าการหาสูตรที่เหมาะสมที่จะให้ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูงที่สุด  และพัฒนาผลิตภัณฑ์

อาหารเสริมโปรตีนตามท้องตลาด โดยจากการทดลองจะพบว่าการผสมโปรตีนไฮโดรไลเซตที่สกัดได้จากร าข้าว

สังข์หยดในปริมาณ 10 % กับ เวย์โปรตีน ไอโซเลท จะให้ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด โดยมีปริมาณ 

ฟีนอลเท่ากับ 20.13 mg GAE / g sample และค่า IC50 เท่ากับ  271.1 µg/mL  

  ผลิตภัณฑ์ไฮน์โปรตีน (HEIN PROTEIN) เป็นอาหารเสริมโปรตีนที่มีส่วนผสมของโปรตีนไฮโดรไลเซตที่

สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยดในปริมาณ 10 % กับ เวย์โปรตีน ไอโซเลท และจากการน าไฮน์โปรตีนส่งไปวิเคราะห์

ข้อมูลทางโภชนาการที่ห้องปฏิบัติการวิจัยและการทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ชั้น 16 พบว่า ในโปรตีนตัวอย่าง 30 กรัม จะให้พลังงานทั้งหมดเท่ากับ 100 กิโลแคลอรี ไขมัน 0 กรัม โปรตีน 

23 กรัม คาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 3 กรัม น้ าตาล 2 กรัม และ โซเดียม 310 มิลลิกรัม นอกจากนี้ เมื่อน าไฮน์

โปรตีนมาเปรียบเทียบฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระกับผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนตามท้องตลาด 6 ชนิด 

ได้แก่ โปรตีนจากไข่ขาว (albumin powder) โปรตีนที่ได้จากเอนโดสเปิร์มของเมล็ดข้าว (Hydrolyzed Rice 

Protein) โป รตี น ผสมของธัญ พื ชชนิ ด  ต่ าง  ๆ  (Hydro Protein; Soy, Oat, Wheat, Maize Protein)     
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โปรตีนเคซีน (Hydrolyzed Milk; Casein) โปรตีนจากไหม (Protein Hydrolyzed Silk Protein; Sericin)  

ยังพบว่าไฮน์โปรตีนนั้นมีคุณสมบัติในการต่อต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด เมื่อเทียบกับผลิตภัณฑ์อาหารเสริมอ่ืน ๆ 

ตามท้องตลาด 

  ดังนั้นไฮน์โปรตีนจึงเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโปรตีนทางเลือกใหม่ที่ไม่เพียงแต่จะมีปริมาณโปรตีนที่

เทียบเท่ากับอาหารเสริมโปรตีนทั่วไปแต่ยังมีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่สูง  และยังเหมาะส าหรับผู้ที่แพ้

น้ าตาลแลคโตส และต้องการควบคุมน้ าหนักอีกด้วย เพราะไฮน์โปรตีนนั้นไม่มีไขมัน และไม่มีน้ าตาลแลคโตส 
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ภาคผนวก ก 

รายงานผลการทดสอบปริมาณโปรตีน และค่าทางโภชนาการอื่น ๆ ในโปรตีน

ไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยด 
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รูปที ่ก-1 ผลการทดสอบปริมาณโปรตีน และปริมาณต่าง ๆ ในโปรตีนที่สกัดได้จากร าข้าวสังข์หยด  
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ภาคผนวก ข 

กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเขม้ขน้ของสารตัวอย่าง

ของโปรตีนชนิดต่าง ๆ   
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รูปที่ ข-1 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเข้มข้นของ Albumin powder 

รูปที่ ข-2 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเข้มข้นของ hydrolysate protein (HD) 

จากร าข้าวสังข์หยด 
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รูปที่ ข-3 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเข้มข้นของ whey protein isolate 

รูปที่ ข-4 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเข้มข้นของ 5% HD + albumin powder 
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รูปที่ ข-5 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเข้มข้นของ 10% HD + albumin powder 

รูปที่ ข-6 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเข้มข้นของ 5% HD + whey protein Isolate 
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รูปที่ ข-7 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเข้มข้นของ 10% HD + whey protein Isolate 

รูปที่ ข-8 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า % Inhibition กับความเข้มข้นของ Ascorbic acid 
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