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บทคัดย่อ 

 งานวิจัยนี้เป็นการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยดซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีสารอาหารและ

ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพ โดยมีขั้นตอนการเตรียมด้วยวิธีการสกัดด้วยเบสและ

ตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริก แล้วท าไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ปาเปน ปัจจัยที่ศึกษา ได้แก่ เวลาในการ

สกัดโปรตีน เวลาในการท าไฮโดรไลซิส อุณหภูมิของการท าให้แห้งแบบพ่นฝอย จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ของ

โปรตีนด้วยเทคนิค UV-vis spectroscopy การทดสอบความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ โดยตรวจวัด

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH radical scavenging activity) พบว่า

สภาวะที่เหมาะสม คือ เวลาในการสกัดโปรตีน 2 ชั่วโมง เวลาในการท าไฮโดรไลซิส 1 ชั่วโมง และอุณหภูมิของ

การท าให้แห้งแบบพ่นฝอยที่ 150 องศาเซลเซียส (HD150/1h) โดยมีปริมาณโปรตีนสูง ฤทธิ์ในการต่อต้าน

อนุมูลอิสระสูง และอายุการเก็บรักษาได้มากที่สุด เมื่อเทียบกับโปรตีนไฮโดรไลเซตจากสภาวะอ่ืน โดยมี

ปริมาณโปรตีน 0.39 กรัมต่อกรัมสารตัวอย่าง ปริมาณสารประกอบฟีนอล 39.39 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัม

สารตัวอย่าง ความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระมีค่า IC50 282.1 g/mL และจากการศึกษาความเป็น

พิษต่อเซลล์พบว่าไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติของกล้ามเนื้อหนู (L929) โดยเวลาในการท าไฮโดรไลซิสไม่มี

ผลต่อฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระมากนัก เมื่อเทียบกับอุณหภูมิของการท าแห้งแบบพ่นฝอย และโปรตีน

ไฮโดรไลเซตมีประสิทธิภาพเหนือกว่าโปรตีนสกัดท่ียังไม่ผ่านการท าไฮโดรไลซิส นอกจากนั้นโปรตีนที่สกัดได้ยัง

มีความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระมากกว่าโปรตีนจากท้องตลาดที่น ามาทดสอบทั้ง 5 ชนิดอีกด้วย 
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Abstract 

Nutritious rice bran protein hydrolysates from Sangyod rice bran were obtained and 

their antioxidant activities were studied in this work. The hydrolysates were prepared by 

alkaline extraction and precipitation of proteins at isoelectric point, followed by hydrolysis 

with enzyme papain. Various parameters have been investigated including the extraction and 

hydrolysis times as well as the inlet air temperature of the spray dryer. The proteins were 

characterized by UV-vis spectroscopy and its antioxidant activity was investigated using DPPH 

radical scavenging assay. The optimal conditions are: extraction time at 2 hours, hydrolysis 

time at 1 hour and inlet air temperature of spray dryer at 150๐C (HD150/1h). The resulting 

hydrolysates obtained under this condition possessed high protein content, high antioxidant 

activity and has long shelf-life. The HD150/1h has protein content of 0.39 g/g sample, total 

phenolic content of 39.39 mg Gallic acid Equivalents (GAE)/g sample, the antioxidant activity 

with IC50 282.1 g/mL. The cytotoxicity test indicated that these protein hydrolysates are not 

toxic to normal cells (L929). Moreover, its antioxidant activity was higher than 5 proteins 

commercially available in the market. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 โครงงานวิจัยในครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย์ ดร. นงนุช เหมืองสิน และ 
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ในการให้ความอนุเคราะห์เป็นกรรมการประเมินโครงงานวิจัยในครั้งนี้  
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ค าปรึกษาด้านความรู้ชีวเคมี และสละเวลาในการช่วยท าการทดลอง 

 ขอขอบคุณคุณสุรวิทย์ คงมีผล บริษัท ดั๊กเคน (ประเทศไทย) จ ากัด ในการเอ้ือเฟ้ือเอนไซม์ปาเปน 

เพ่ือใช้ในการทดลอง 

 ขอขอบคุณคุณสถาป เสวกวรรณ บริษัท ข้าวพื้นเมืองภาคใต้ จ ากัด ในการเอ้ือเฟ้ือร าข้าวสังข์หยด 

เพ่ือใช้ในการทดอง 

 ขอขอบคุณพ่ีๆปริญญาเอกและปริญญาโทในกลุ่มวิจัย ที่ให้ค าปรึกษาและชี้แนะแนวทางการท าการ

ทดลอง การแก้ปัญหา และความรู้ต่างๆท่ีได้รับตลอดระยะเวลาการท างาน 
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สารบัญตัวย่อ 

mL   =  มิลลิลิตร 

L   =  ไมโครลิตร 

N   =  นอร์มาลิตี 

M   =  โมลาริตี หรือ โมลต่อลิตร 

mM   =  มิลลิโมลาริตี หรือ มิลลิโมลต่อลิตร 

mg/mL   =  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

g/mL   =  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

% v/v   =  ร้อยละโดยปริมาตร 

% w/v   =  ร้อยละโดยมวลต่อปริมาตร 

Da   =  ดาลตัน 

kDa   =  กิโลดาลตัน 

mg gallic acid equivalent (GAE)/g sample =  มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมสารตัวอย่าง  

 



 

 

บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ข้าว หรือชื่อทางวิทยาศาสตร์ Oryza sativa L. นับเป็นอาหารหลักของคนไทย รวมถึงเป็นสินค้า

ส่งออกที่ส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศ โดยในปี 2553-2558 ประเทศไทยมีการผลิตข้าวสูงถึงประมาณ 

30 ล้านตันต่อปี1 เมื่อมีปริมาณข้าวสูงสิ่งที่ตามมาจึงเป็นปริมาณร าข้าวที่มากถึง 2.7 ล้านตันต่อปี เนื่องจาก

ร าข้าวเป็นผลิตผลพลอยได้จากกระบวนการขัดสีเมล็ดข้าวเพ่ือให้ได้ข้าวที่พร้อมส่งออกและรับประทาน 

นอกจากจะเป็นผลพลอยได้ที่มักถูกน าไปใช้เป็นอาหารสัตว์และเป็นของเสียแล้ว ร าข้าวยังนับเป็นแหล่งของ

โปรตีนและไขมันอีกด้วย เพราะในร าข้าวประกอบด้วยไขมันประมาณ 12-22% โปรตีนประมาณ 11-17% 

และสารอื่นๆ ที่มีคุณประโยชน์อีกมากมาย2 

โปรตีนเป็นสารอาหารที่จ าเป็นต่อร่างกาย มีส่วนช่วยเสริมสร้างกล้ามเนื้อและเนื้อเยื่อที่สึกหรอ 

แหล่งที่ส าคัญของโปรตีน เช่น เนื้อสัตว์ นม ไข่ เป็นต้น แต่พบว่าในทารกและเด็กที่อายุน้อยมีการแพ้นมวัว

มากที่สุด รองลงมาคือการแพ้ไข่3 ซึ่งอาหารทั้ง 2 ชนิดเป็นแหล่งที่ส าคัญของโปรตีน ปัจจุบันจึงได้มีความ

พยายามในการสกัดโปรตีนทางเลือก เพ่ือทดแทนการแพ้อาหารที่มีโปรตีนบางชนิด และเพ่ือทดแทนโปรตีน

จากสัตว์ที่มีราคาแพง ท าให้การหาโปรตีนจากพืชเพ่ือทดแทนโปรตีนจากสัตว์เริ่มมีบทบาทส าคัญมากขึ้น 

โดยเมื่อเปรียบเทียบโปรตีนจากร าข้าวกับโปรตีนจากสัตว์และจากพืชอ่ืนๆ เช่น โปรตีนถั่วเหลือง พบว่า

โปรตีนและกรดอะมิโนที่ได้จากโปรตีนร าข้าวมีสารอาหารคุณภาพเทียบเท่าโปรตีนถั่วเหลือง โปรตีนข้าว 

โปรตีนจากนมวัว และเคซีน4 

นอกจากโปรตีนในรูปดั้งเดิมแล้ว ยังมักมีการน าโปรตีนมาผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิส เพ่ือให้ได้

โปรตีนไฮโดรไลเซต ซึ่งก็คือ โปรตีนที่ผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยกรด เบส หรือเอนไซม์ โปรตีนที่ได้

จะมีขนาดเล็กลง หรือสายเปปไทด์ที่สั้นลงโดยมีความยาวที่ไม่เท่ากันหลายสาย อาจจะเล็กลงไปจนถึง

กลายเป็นกรดอะมิโนอิสระก็ได้ ความส าคัญของการไฮโดรไลซิสโปรตีนก็เพ่ือท าให้ย่อยง่าย ช่วยในเรื่องของ

การดูดซึมซึ่งจะท าให้ร่างกายดูดซึมได้ง่ายขึ้น นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยหลายงาน ที่รายงานว่าโปรตีนไฮโดรไล

เซตและเปปไทด์ทั้งจากพืชและจากสัตว์มีความสามารถในการ ต่อต้านอนุมูลอิสระ เช่น เปลือกถ่ัววอลนัท5
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มะเขือเทศ6 ผักกาดขาว7 เป็นต้น เนื่องจากเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโนบางชนิดมีบทบาทส าคัญในการต่อต้าน

อนุมูลอิสระ 

อนุมูลอิสระ (free radical) ถูกตระหนักถึงอย่างแพร่หลาย เพราะมีงานวิจัยต่างๆ ยืนยันว่าการมี

ปริมาณอนุมูลอิสระในร่างกายมากเกินไป ก่อให้เกิดโรคได้ เช่น มะเร็ง โรคหัวใจและหลอดเลือด แก่ก่อนวัย 

โรคเรื้อรังชนิดต่างๆ เป็นต้น 
8 ซึ่งสารที่จะมาช่วยยับยั้งอนุมูลอิสระได้นั้น เรียกว่า สารต้านอนุมูลอิสระ 

(antioxidant) เนื่องจากบางครั้งร่างกายไม่สามารถผลิตสารต้านอนุมูลอิสระได้อย่างเพียงพอ จึงมีความ

จ าเป็นที่ต้องรับประทานอาหารที่มีสารต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมเข้าไป หรือการได้รับสารจากทางอ่ืน  

ข้าวสังข์หยดเริ่มถูกให้ความสนใจมากในปัจจุบัน เนื่องจากเป็นข้าวกล้องสีแดง -ม่วงที่มีคุณค่าทาง

อาหารสูง เพราะประกอบไปด้วยแอนโทไซยานิน (anthocyanin) แกมมาโอไรซานอล (γ-oryzanol) 

วิตามิน B1 B2 B3 (niacin) B6 และแร่ธาตุส าคัญ เช่น เหล็ก แคลเซียม ฟอสฟอรัส เป็นต้น  ข้าวสังข์หยดมี

รงควัตถุที่เป็นสารประกอบที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น สารประกอบฟีนอล ประเภท ฟลาโวนอยด์ชนิดแอนโท

ไซยานิน (anthocyanin) ที่มีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระ และความสามารถในการรักษาอาการอักเสบ

ได้9 มีผู้สนใจน าข้าวสังข์หยดมาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์หลากหลายชนิด เช่น การน าแป้งข้าวสังข์หยดมาท า

ผลิตภัณฑ์คุกกี้ข้าวสังข์หยดทดแทนการใช้แป้งสาลี10 การน าร าข้าวสังข์หยดใส่เป็นสารเติมแต่งส าหรับ

ผลิตภัณฑ์มาการองเพ่ือเพ่ิมใยอาหาร11 การน าร าข้าวสังข์หยดมาสกัดน้ ามันร าข้าวเพ่ือใช้ในครีม-เจล12 เป็น

ต้น แต่ยังไม่มีงานวิจัยที่น าร าข้าวสังข์หยดมาท าโปรตีนไฮโดรไลเซตทางเลือกและศึกษาฤทธิ์ในการต่อต้าน

อนุมูลอิสระ งานวิจัยชิ้นนี้จึงสนใจศึกษาการสกัดโปรตีนจากร าข้าวสังข์หยดและไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์

ปาเปนเพื่อให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเซต ที่มีปริมาณโปรตีนและมีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระสูง 

 

1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตของการวิจัย 

 1.2.1 วัตถุประสงค์ 

         เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซตที่ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มี ปริมาณ

โปรตีนและฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระสูง 

 

 1.2.2 ขอบเขตงานวิจัย 

         งานวิจัยชิ้นนี้จะท าการสกัดโปรตีนจากร าข้าวพันธุ์สังข์หยดที่ท าการก าจัดไขมันแล้ว ด้วย

เทคนิคการสกัดด้วยเบสแล้วตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริก แล้วท าการไฮโดรไลซ์โปรตีนที่

ได้ (crude protein) ด้วยเอนไซม์ปาเปนเพ่ือให้ได้เป็นโปรตีนไฮโดรไลเซต (hydrolysate 
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protein) ซึ่งท าให้แห้งด้วยเทคนิคการท าให้แห้งแบบพ่นฝอย โดยศึกษาปัจจัยของเวลาในการสกัด

โปรตีน (extraction time) เวลาในการไฮโดรไลซ์ (hydrolysis time) และอุณหภูมิของการท าให้

แห้งแบบพ่นฝอย (Inlet air temperature) เพ่ือให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเซตที่มีปริมาณโปรตีนและมี

ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระสูง แล้วพิสูจน์เอกลักษณ์ของโปรตีนที่สกัดได้ (crude protein) 

และโปรตีนไฮโดรไลเซต (hydrolysate protein) โดย หาขนาดโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE หา

ปริมาณโปรตีนด้วยเทคนิค UV-vis spectrophotometry หาปริมาณสารประกอบฟีนอลด้วย

เทคนิค UV-vis spectrophotometry ทดสอบความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ โดยการ

ตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH radical scavenging 

activity) และทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยเทคนิค MTT assay 

 

1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ในปี ค.ศ. 2006 Theerakulkait และคณะ13 ได้ท าการทดลองสกัดโปรตีนจากร าข้าว โดยศึกษา

ปัจจัยต่างๆที่มีผลต่อปริมาณโปรตีนที่สกัด ได้แก่ การสกัดไขมันก่อนน าร าข้าวมาใช้งาน เวลาในการสกัด

ด้วยเบส และ ความเร็วเครื่องกวนสาร พบว่า การใช้ร าข้าวที่ผ่านการสกัดไขมันออก จะให้ปริมาณโปรตีนที่

สกัดได้สูงกว่าร าข้าวที่มีไขมัน (full fat) ได้แก่ 17.5 และ 14.1 กรัม ตามล าดับ โดยปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้น

อย่างต่อเนื่องในช่วงเวลาการสกัด 10-45 นาที จากนั้นมีการเพ่ิมปริมาณโปรตีนที่ไม่สูงมากนัก และ

ความเร็วในการใช้เครื่องกวนสารให้ปริมาณที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 

  ในปี ค.ศ. 2008 Ghosh และคณะ14 ได้ท าการทดลองน าร าข้าวจากประเทศอินเดียมาท าการสกัด

โปรตีนไฮโดรไลเซต โดยท าการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ปาเปนซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ได้จากมะละกอ โดยเริ่มจาก

การน าร าข้าวที่ผ่านและไม่ผ่านการกรองด้วยตะแกรงขนาด 80 mesh มาสกัดโปรตีน เพ่ือศึกษาว่าการ

กรองมีผลต่อการสกัดหรือไม่ แล้วท าการสกัดโปรตีนด้วยเทคนิคการสกัดด้วยเบสที่ pH 10.0 จากนั้น

ตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริกที่ pH 4.0 แล้วศึกษาเวลาในการท าไฮโดรไลซิสที่ 0, 20, 30, 40, 50 

และ 60 นาที พบว่าร าข้าวที่ผ่านการกรองให้ปริมาณโปรตีน 24.1±1% ในขณะที่ร าข้าวที่อยู่ด้านบนของ

ตะแกรงให้ปริมาณโปรตีน 13.1±0.8 % แสดงว่าร าข้าวที่ผ่านการกรองแล้วสามารถสกัดได้ปริมาณโปรตีน

สูงกว่า 

ในปี ค.ศ. 2013 Zhou และคณะ15 ท าการทดลองเพ่ือศึกษาผลของเวลาในการไฮโดรไลซ์ 

(Hydrolysis time) โปรตีนสกัดจากเมล็ด Neocarya macrophylla โดยใช้เอนไซม์เปปซินย่อยก่อนแล้ว

ตามด้วยเอนไซม์ทริปซิน เวลาที่ใช้ในการศึกษา คือ 5 ถึง 180 นาที โดยผู้วิจัยศึกษาทั้งคุณสมบัติทาง
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กายภาพและคุณค่าทางอาหารของโปรตีนไฮโดรไลเซต ผลการทดลองพบว่า เมื่อใช้เวลาในการไฮโดรไลซ์

เพ่ิมขึ้น โปรตีนมีคุณสมบัติทางกายภาพลดลง แต่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้น โดยมีค่า 

IC50 ของการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลเรดิคัล ความสามารถ

ในการคีเลทไอออนของโลหะ การตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช และ

ความสามารถในการรีดิวซ์ ดังนี้ 4.31, 0.39, 2.10 และ 15.39 mg/mL ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่ามี

พันธะเปปไทด์ขนาดเล็ก (500-3000 Da) เพ่ิมมากขึ้นเมื่อเวลาในการไฮโดรไลซ์เพ่ิมขึ้นอีกด้วย 

ในปี ค.ศ. 2015 เนื่องโปรตีนจากร าข้าวถูกให้ความสนใจเป็นอย่างมากในช่วงหลายสิบปีที่ผ่านมา 

เพราะมีความต้องการใช้โปรตีนทางเลือกจากพืชมาทดแทนโปรตีนจากสัตว์ เพ่ือคนที่แพ้โปรตีนจากสัตว์

หรือเพ่ือคนที่บริโภคเนื้อสัตว์ไม่ได้ เพราะ จะท าให้ขาดโปรตีนซึ่งเป็นสารอาหารส าคัญที่ร่างกายต้องการ 

รวมถึงโปรตีนจากสัตว์มีราคาที่ค่อนข้างแพง Cho และคณะ4 จึงได้ท าการทดลองเปรียบเทียบปริมาณ

สารอาหารระหว่างโปรตีนที่ได้จากพืชและจากสัตว์ โดยโปรตีนจากสัตว์ ได้แก่ เวย์โปรตีน และ เคซีน 

โปรตีนจากพืช ได้แก่ ถั่วเหลือง ข้าว (ในส่วนที่เป็นเอนโดสเปิร์ม) และ ร าข้าว พบว่าปริมาณสารอาหารของ

โปรตีนในร าข้าวมีความเทียบเท่ากับสารอาหารจากโปรตีนสัตว์และจากโปรตีนของพืชชนิดอื่น 

มีผู้สนใจน าข้าวสังข์หยดมาแปลงเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆมากข้ึน เนื่องจากข้าวสังข์หยดเป็นข้าวกล้องสี

แดง-ม่วงที่มีคุณค่าทางอาหารสูง เพราะประกอบไปด้วยแอนโทไซยานิน (anthocyanin) แกมมาโอไรซา

นอล (γ-oryzanol) วิตามิน B1 B2 B3 (niacin) B6 และแร่ธาตุส าคัญ เช่น เหล็ก แคลเซียม ฟอสฟอรัส 

เป็นต้น  ข้าวสังข์หยดมีรงควัตถุที่เป็นสารประกอบที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ มีการน าร าข้าวสังข์หยดมาใช้แปลง

เป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ เพ่ือเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้แก่ร าข้าว เช่น  

ในปี ค.ศ. 2013 Bunyasawat และ Bhoosem11 ได้น าร าข้าวสังข์หยดมาเป็นสารเติมแต่ใน

ผลิตภัณฑ์มาการอง ในอัตราส่วน ร้อยละ 5, 10 และ 15 จากนั้นทดสอบคุณค่าทางโภชนาการ พบว่า ใน

ด้านของรสชาติผู้ชิมให้ความยอมรับทั้ง 3 สูตร และเมื่อเพ่ิมปริมาณร าข้าวมากขึ้นพบว่ามีคุณค่าทาง

โภชนาการเพ่ิมข้ึน ทั้งปริมาณพลังงาน โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรตและใยอาหาร  

ในปี ค.ศ. 2016 Itharat และ คณะ9 ได้ท าการสกัดสารจากร าข้าวสังข์หยด เพ่ือทดสอบฤทธิ์ใน

การต่อต้านการอักเสบ รวมถึงหาสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพในร าข้าวสังข์หยดด้วย โดยผลการทดลองพบว่า

การสกัดร าข้าวสังข์หยดด้วยเอทานอล 95% สามารถยับยั้งผลของ NO production ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่

ก่อให้เกิดการอักเสบได้สูงที่สุด จึงท าให้เหมาะแก่การรักษาโรคที่เก่ียวกับการอักเสบ โดยสารสกัดนี้มีแกมมา

โอไรซานอลและวิตามินอีในปริมาณสูง และ ในส่วนของร าข้าวนั้นมีปริมาณของแกมมาโอไรซานอลมากกว่า

จากข้าวสังข์หยดทั้งเมล็ด นอกจากนี้คณะวิจัยยังพบว่าปริมาณวิตามินบี B1 และวิตามิน B2 มีปริมาณสูงใน

สารที่สกัดจากร าข้าวด้วยน้ าเดือดอีกด้วย  
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1.4 ทฤษฎีและความรู้ที่เกี่ยวข้อง 

 1.4.1 อมูลอิสระ (free radicals) และสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) 

         อนุมูลอิสระ (free radicals) คือ โมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนขาดหายไป 1 ตัว ท าให้ตัวมันเอง

ไม่เสถียรและพร้อมจะเกิดปฏิกิริยากับสารหรือโมเลกุลที่อยู่บริ เวณใกล้เคียงโดยสามารถ

เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ได้ ดังนั้นเมื่อเกิดอนุมูลอิสระในร่างกาย โมเลกุลต่างๆ เช่น เยื่อหุ้มเซลล์ ดีเอ็นเอ 

ไมโทคอนเดรีย เป็นต้น จะถูกท าลาย โดยอาจจะถูกแย่งอิเล็กตรอนหรือถูกให้อิเล็กตรอนเพ่ิมมา 

ท าให้โมเลกุลในร่างกายเกิดความไม่เสถียรขึ้น16 โดยจะท าให้เซลล์เกิดการท างานที่ผิดปกติจนเกิด

เป็นความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ซึ่งเป็นภาวะที่ร่างกายไม่สามารถก าจัดอนุมูล

อิสระจ านวนมากที่เกิดขึ้นได้ เพราะโดยปกติแล้วร่างกายมีกลไกในการก าจัดอนุมูลอิสระอยู่แล้ว 

แต่อาจมีปัจจัยอ่ืนๆที่ท าให้ร่างกายไม่สามารถก าจัดได้ประสิทธิภาพเท่าเดิม ท าให้มีอนุมูลอิสระ

สะสมในร่างกายมากเกินความพอดี ซึ่งสาเหตุนี้เอง สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดโรคต่างๆ เช่น มะเร็ง 

โรคหัวใจ โรคเก่ียวกับไขข้อ แก่ก่อนวัย โรคเรื้อรังชนิดต่างๆ เป็นต้น17, 8  

สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือ โมเลกุลที่มีความเสถียรเพียงพอที่สามารถให้

อิเล็กตรอนไปยังอนุมูลอิสระ เพื่อลดความสามารถในการท าลายโมเลกุลอ่ืนๆของอนุมูลอิสระ ช่วย

ปกป้องเซลล์จากความเป็นพิษ และป้องกันการเกิดโรคต่างๆได้ สารต้านอนุมูลอิสระแบ่งได้เป็น 2 

กลุ่ม8   

1) กลุ่มที่เป็นเอนไซม์ (enzymatic antioxidants) เช่น superoxide dismutase (SOD), 

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

ต้น 

2) กลุ่มที่ไม่ใช่เอนไซม์ (nonenzymatic antioxidants) บางชนิดร่างกายสารมารถสร้างเอง

ได้ แต่บางชนิดร่างกายสร้างเองไม่ได้รับจากอาหารหรือผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ เช่น glutathione, 

coenzyme Q10, metal-chelating proteins, วิตามินอี, วิตามินซี, แคโรทีนอยด์, ฟลา

โวนอยด์ เป็นต้น 
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รูปภาพที่ 1.1 ลักษณะของอนุมูลอิสระและการท างานของสารต้านอนุมูลอิสระ18 

 1.4.2 เอนไซม์ปาเปน 

         ปาเปน เป็น cysteine protease พบได้ในพวกยางมะละกอ (Carica papaya) จัดเป็น

เอนไซม์จากธรรมชาติ ท าหน้าที่ตัดพันธะเปปไทด์ของกรดอะมิโนที่มีหมูโซ่ข้างเป็นเบส ได้แก่ 

histidine lysine ซึ่งมีช่วงการท างานได้หลากหลาย มีสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานในช่วง pH 

6.0–7.0 สามารถท างานได้ที่อุณหภูมิค่อนข้างสูง แต่จะสูญเสียการท างานเมื่ออุณหภูมิสูงเกิน 80 

องศาเซลเซียส เนื่องจากโปรตีนเกิดการเสื่อมสภาพ มีมวลโมเลกุล 23,406 ดาลตัน  

 

 1.4.3 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอล (Total Phenolic Content) 

สารประกอบฟีนอล คือ สารประกอบที่มีหมูไฮดรอกซิลอย่างน้อยหนึ่งหมู่เป็นหมู่เกาะอยู่บน

วงแอโรมาติก มีโครงสร้างตามรูปภาพที่ 1.2 ซึ่งทั้งหมู่เกาะและจ านวนวงแอโรมาติกมีความ

หลากหลายตั้งแต่ขนาดเล็กไปจนขนาดใหญ่มาก โดยสารประกอบฟีนอลมีสมบัติเป็นกรดอ่อน 

เนื่องจากการทีม่ีวงแอโรมาติกท าให้หมู่ไฮดรอกซิลนี้มีความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยา โดยสามารถ

ให้โปรตอน (H+) ได้ตามรูปภาพที่ 1.3 แล้วสารประกอบนี้สามารถเกิดการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอน

ได้ทั่ววงแอโรมาติก ท าให้สารประกอบนี้มีความเสถียร โดยแอนไอออนที่เกิดขึ้น เรียกว่า ฟีโนเลต

แอนไอออน เป็นสารที่สามารถละลายน้ าได้18  ด้วยความสามารถในการให้โปรตอนได้นั้น ท าให้

สารประกอบฟีนอลมีความสามารถในการเป็นสารต่อต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) 

 

 

โมเลกุลที่ไม่เสถียร 
(อนุมูลอิสระ) 

สารต้านอนุมูลอิสระ โมเลกุลที่เสถียร 
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รูปภาพที่ 1.2 โครงสร้างสารประกอบฟีนอล 

 

รูปภาพที่ 1.3 แสดงการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอนรอบวงแอโรมาติก 

         การหาปริมาณสารประกอบฟีนอล สามารถท าได้โดยวิธีการ Folin–Ciocalteu assay19 ซึ่ง

ใช้รีเอเจนต์ Folin-Ciocalteau phenol โดยรีเอเจนต์นี้เป็นสารผสมที่ประกอบด้วย heteropoly 

acids, phosphomolybdic และ phosphotungstic acids ซึ่งจัดเป็นสารที่มีความเสถียร 

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างเอเจนต์ Folin-Ciocalteau phenol กับสารประกอบ polyphenol ใน

ผลิตภัณฑ์ จัดเป็นปฏิกิริยารีดอกซ์ โดย molybdenum และ tungsten มีออกซิเดชันสเตทเป็น 

+6 ทั้งคู่ สารละลายนี้จะมีสีเหลือง ซึ่งเมื่อท าปฏิกิริยากับสารที่สามารถให้อิเล็กตรอนได้ 

molybdenum และ tungsten จะมีออกซิเดชันสเตทอยู่ระหว่าง +5 และ +6 โดยสารนี้จะมีสีน้ า

เงิน เมื่อน าสารละลายที่เกิดขึ้นไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร แล้วเทียบ

กับสารละลายมาตรฐาน จะสามารถค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลได้ โดยสารมาตรฐานที่

นิยมใช้ คือ กรดแกลลิก และในการท าปฏิกิริยานั้นจะท าที่สภาวะเบส โดยการเติมสารละลาย

โซเดียมคาร์บอเนตเพ่ือให้สารประกอบโพลีฟีนอลเกิดการเสียโปรตอนเป็นฟีโนเลตแอนไอออน โดย

แอนไอออนตัวนี้จะท าหน้าที่เป็นตัวรีดิวซ์ 20 

 

1.4.4 การหาความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH radical scavenging 

activity)  

         DPPH หรือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็นอนุมูลอิสระที่มีความเสถียรสูง และใน

สารละลายจะให้สีม่วงเข้มที่สังเกตง่าย (max = 515-517 นาโนเมตร) เป็นวิธีการที่นิยมใช้มาก 

เนื่องจากใช้งานง่ายเพียงละลายในตัวท าละลายที่เหมาะสมก็สามารถใช้งานได้เลย ใช้เวลาในการ
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วิเคราะห์ต่ า และใช้อุปกรณ์น้อย หลักการของการทดสอบด้วย DPPH คือ เป็นการศึกษา

ความสามารถในก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีอยู่ในสารละลาย โดย DPPH ที่ลดลง สามารถวัดได้

จากเทคนิคการตรวจวิเคราะห์โดยท าให้เกิดสี ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร เพราะเมื่ออนุมูล

อิสระ DPPH ได้รับโปรตอนหรืออิเล็กตรอนจากสารใดๆ (เช่น สารต้านอนุมูลอิสระ หรือ สาร

อนุมูลอิสระอ่ืนๆ) สารละลายจะเปลี่ยนไปเป็นสีเหลือง ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลง 21, 22  

 

 

รูปภาพที่ 1.4 การเกิดปฏิกริิยาของ DPPH Assay21,22 

 

 



 

 

บทที่ 2 
ขั้นตอนการทดลอง 

 

2.1 สารเคมี 

1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 

2. ไฮโดรคลอกริก (HCl) 

3. เฮกเซน (C6H14) 

4. เอทานอล (C2H6O) 

5. เอนไซม์ปาเปน (papain enzyme) 

6. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 

7. โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต (C4H4KNaO6) 

8. โซเดียมซิเตรต (C6H5Na3O7) 

9. คอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4•5H2O) 

10. กรดแอสคอบิก (Ascobic acid) 

11. โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

12. ไดโซเดียม ไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 

13. bovine serum albumin (BSA)  

14. Folin & Ciocalteu's phenol  

15. กรดแกลลิก (C7H6O5) 

16. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

17. ตัวอย่างโปรตีนจากท้องตลาด 5 ชนิด 

 Whey Protein 

 Hydrolyzed Rice Protein 

 Hydro Protein (Soy, Oat, Wheat, Maize Protein) 

 Hydrolyzed Milk (Casein) Protein 

 Hydrolyzed Silk Protein (Sericin)
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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. พีเอชมิเตอร์  

15. Vortex 

16. Mini Spray Dryer B-290 บริษัท BUCHI  

17. Microplate readers บริษัท Biotek จ ากัด รุ่น Powerwave XS2 

18. Hot plate 
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2.3 วิธีการทดลอง 

 2.3.1 การเตรียมสารตัวอย่าง 

         การสกัดโปรตีนจากร าข้าวสังข์หยดด้วยการสกัดเบสแล้วตกต ะกอนโปรตีนที่จุด             

ไอโซอิเล็กทริก ตามวิธีการสกัดของ Ghosh และคณะ14 เริ่มด้วยการสกัดไขมันออกจากร าข้าว โดย

ใช้ตัวท าละลายสกัด คือ เฮกเซน ในอัตราส่วนร าข้าวต่อเฮกเซน คือ 1 ต่อ 3 คนสารผสมทิ้งไว้เป็น

เวลา 5 ชั่วโมง ท าการแยกตัวท าละลายจากร าข้าว จากนั้นผึ่งร าข้าวปราศจากไขมันบนถา ด

อลูมิเนียมที่อุณหภูมิห้อง ทิ้งไว้ข้ามคืน เมื่อร าข้าวปราศจากไขมันแห้งแล้ว ให้น าร าข้าวมาร่อนผ่าน

ตะแกรงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 มิลลิเมตร จากนั้นเก็บส่วนที่ผ่านตะแกรงในถุงพลาสติกปิด

ปากถุงให้แน่น เก็บในที่มืด อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้งาน 

2.3.2 การสกัดโปรตีนจากร าข้าวด้วยการสกัดเบสแล้วตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริก 

         ผสมร าข้าวกับน้ ากลั่น ในอัตราส่วนร าข้าวต่อน้ ากลั่น คือ 1 ต่อ 4 ท าการปรับสารผสมให้มี 

pH 10 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 1 N จากนั้นคนสารเป็นเวลา 1, 2 และ 4 

ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 50 - 55 องศาเซลเซียส แล้วน าสารผสมที่ได้กรองผ่านผ้าไนล่อนแล้วท าการปั่น

เหวี่ยงที่ 4000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที  ทิ้งตะกอนแล้วน าสารละลายด้านบนมาปรับให้ได้ pH 

4.0 ด้วยสารละลายไฮโดรคลอริก (HCl) 1 N แล้วคนสารผสมเป็นเวลา 1, 2 และ 4 ชั่วโมงตาม

เวลาการท าครั้งแรก ที่อุณหภูมิ 50-55 องศาเซลเซียส จากนั้นน าสารละลายที่มีตะกอนโปรตีนมา

ท าให้แห้งโดยใช้เทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอย ด้วยเครื่อง Mini Spray Dryer B-290 ที่อุณหภูมิ

ของอากาศร้อนขาเข้า 100 และ 150 องศาเซลเซียส จะได้โปรตีนสกัดจากร าข้าว (crude 

protein : CP) เก็บสารในถุงพอลีเอทิลีนสีชาทึบ แล้วเก็บรักษาในตู้เย็นอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 

 

 2.3.3 การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเซตด้วยเอนไซม์ปาเปน 

         โปรตีนสกัดจากร าข้าว 10 กรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 0.02 

mM ปริมาตร 200 มิลลิลิตร โดยเริ่มแรกใส่สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร แล้วท าการปรับ pH ของสารละลายให้ใกล้เคียง 7.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

(NaOH) 2.0 N แล้วเติมสาระลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์อีก 100 มิลลิลิตร จากนั้นปรับสารละลายให้ได้ 

pH 7.0 ด้วยพีเอชมิเตอร์ (pH meter) และปรับอุณหภูมิของสารละลายให้ได้ 37 องศาเซลเซียส 

และคนสารตลอดการทดลอง เมื่อควบคุมสภาวะได้แล้ว ท าการเติมเอนไซม์ปาเปนปริมาณ 0.01 
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กรัม จากนั้นจึงเริ่มจับเวลาเพ่ือศึกษาเวลาไฮโดรไลซิส (hydrolysis time) ได้แก่ 1 6 และ 24 

ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเวลาแล้วให้หยุดปฏิกิริยาโดยการท าลายการท างานของเอนไซม์ปาเปน โดย

การน าบีกเกอร์สารละลายแช่ในอ่างน้ าเดือดอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้น

น าสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเซตที่ได้มาปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกส่วนที่ไม่ละลายออก ด้วยเครื่องปั่น

เหวี่ยง ที่ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที ทิ้งตะกอนแล้วน าสารละลายด้านบนมาท าให้

แห้งโดยใช้เทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอย ด้วยเครื่อง Mini Spray Dryer B-290 ที่อุณหภูมิของ

อากาศร้อนขาเข้า 100 และ 150 องศาเซลเซียส ตามอุณหภูมิเดิมของ CP จะได้โปรตีนไฮโดรไล

เซต (hydrolysate protein : HD) เก็บสารในถุงพอลีเอทิลีนสีชาทึบ แล้วเก็บรักษาในตู้เย็น

อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 

 

2.4 การตรวจสอบคุณสมบัติโปรตีนที่สกัดได้ 

 2.4.1 การวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

         น าโปรตีนที่สกัดได้ละลายด้วยน้ าปราศจากไอออน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว  16000 รอบ

ต่อนาที นาน 10 นาที แล้วใช้สารละลายส่วนบนมาวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 200-750 นาโน

เมตร 

 

 2.4.2 การหาขนาดโมเลกุลของโปรตีน 

         โดยใช้เทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) โดยการชั่งน้ าหนักตัวอย่าง 50 มิลลิกรัมใส่ในเอพเพนดอร์ฟ ละลายด้วย Tris-Cl pH7.4 

ความเข้มข้น 1 M และ 10% SDS น าไปให้ความร้อนที่ 95 องศาเซลเซียสนาน 20 นาทีน าไปปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็ว 16000 x g นาน 10 นาที จากนั้นโหลดตัวอย่างลงเจลที่มี 4% acrylamide 

stacking gel และ 12.5% acrylamide separating gel โดยใช้ silver strain 
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 2.4.3 การหาปริมาณโปรตีน 

         เตรียมโปรตีนตัวอย่างเหมือนการทดลองที่ 2.4.2 จากนั้นเจือจางสารตัวอย่าง 50 เท่าในไม

โครเวลเพลท ขนาด 96 หลุม แล้วเติมชุดรีเอเจนต์ BCA Protein Assay Kit จากบริษัท            

Thermo Fisher Scientific Inc. น าไปบ่มที่อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้ว

น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร โดยสารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ใช้ 

คือ bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 0, 0.025, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 

และ 2 g/mL  

 

 2.4.4 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอล 

         ปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมด (total phenolic content : TPC) ถูกวิเคราะห์ด้วย 

Folin-Ciocalteu method ตามวิธีการทดลองของ Thamnarathip และคณะ23 ซึ่งต้องใช้สาร

ดังต่อไปนี้ 

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

 ปิเปตรีเอเจนต์ Folin & Ciocalteu ความเข้มข้น 2N ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในบี

เกอร์ จากนั้นปิเปตน้ าปราศจากไอออน 9 มิลลิลิตร คนให้สารละลายเข้ากัน 

2) โซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 7.0% (w/v) 

 ชั่งโซเดียมคาร์บอเนตหนัก 3.5 กรัม ละลายสารด้วยน้ าปราศจากไอออนในขวดก าหนด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร 

3) สารละลายกรดแกลลิก ความเข้มข้น 0.6 mg/mL 

 ชั่งกรดแกลลิก หนัก 0.0300 กรัม ละลายสารด้วยน้ าปราศจากไอออนในขวดก าหนด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร 

4) การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ที่ความเข้มข้น0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 

และ 0.06 mg/mL โดยปิเปตสาร ตารางที่ 2.1 
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 ตารางท่ี 2.1 ปริมาณสารละลายที่ใช้เพื่อการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมด 

ความเข้มข้นกรดแกลลิก 
(mg/mL) 

ปริมาตรกรดแกลลิกความเข้มข้น 
0.6 mg/mL (L) 

ปริมาตรน้ าปราศจาก
ไอออน (L) 

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 

เมื่อเตรียมสารละลายที่ต้องใช้ครบแล้ว ให้เริ่มการทดสอบ ดังนี้ 

1) ผสมสารละลายโปรตีนตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร เข้ากับรีเอเจนต์ Folin & Ciocalteu 

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

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มสารละลายในที่มืดนาน 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 การรายงานค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมดแสดง

ในหน่วย mg gallic acid equivalent (GAE)/g sample 

 

 2.4.5 การทดสอบวิธีเบเนดิกต์ (Benedict’s test) 

ตามวิธีการของ คณาจารย์ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย24 ชั่ง

สารโปรตีนตัวอย่างทั้ง 8 ชนิดหนัก 0.0500 กรัม ใส่ในแต่ละเอพเพนดอร์ฟ ละลายด้วยน้ า

ปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสารด้วยเครื่อง vortex นาน 15 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยง

เพ่ือแยกส่วนที่ไม่ละลายออก ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็ว 10000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที 

เพ่ือน าสารละลายด้านบนมาทดสอบ จากนั้นเตรียมสารละลายดังนี้ 
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1) สารละลายเบเนดิกต์ 

 ชั่งคอปเปอร์ซัลเฟตหนัก 0.4325 กรัม  

 ชั่งโซเดียมซิเตรตหนัก 4.375 กรัม 

 ชั่งโซเดียมคาร์บอเนตหนัก 2.5000 กรัม 

 ละลายสารทั้ง 3 ชนิดข้างต้นเข้าด้วยกันในบีกเกอร์ ด้วยน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 

25 มิลลิลิตร  

2) สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 0.1% (w/v) 

 ชั่งกลูโคสหนัก 0.0100 กรัม ละลายสารด้วยน้ าปราศจากไอออนในขวดก าหนด

ปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร 

เมื่อเตรียมสารละลายที่ต้องใช้ครบแล้ว ให้เริ่มการทดสอบโดยปิเปตสารต่างๆ ตามตารางที่ 2.2 

จากนั้นน าไปให้ความร้อนในบีกเกอร์น้ าเดือดนาน 3-5 นาท ีแล้วสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของ

สารละลาย โดยสังเกตควบคู่ไปกับหลอด blank และ positive test เสมอ 

 ตารางท่ี 2.2 ปริมาณสารละลายที่ใช้ในการทดสอบหาน้ าตาลรีดิวซ์ 

หลอดทดลอง blank positive test สารตัวอย่าง 

น้ า (mL) 0.5 - - 

สารละลายกลูโคส (mL) - 0.5 - 

สารละลายตัวอย่าง (mL) - - 0.5 

สารละลายเบเนดิกต์ (mL) 1 1 1 

 

2.5 การทดสอบความสามารถในการต่อต้านสารอนุมูลอิสระ โดยเทคนิคการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH radical scavenging activity) 

 ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระของโปรตีนตัวอย่างในสาร 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) ตามวิธีการของ Stanisavljević และ คณะ25 โดยมีการปรับเปลี่ยนเล็กน้อย สาร

ที่ต้องเตรียมมีดังนี้ 
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1) สารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่างๆในน้ าปราศจากไอออน ได้แก่ 1x105, 0.5x105, 1x 

104, 0.5x104, 1x 103, 0.5x103, .5x102, 10, 5 และ 1 g/mL โดยใช้หลักการ Serial 

Dilutions จากการชั่งสาร 0.1000 กรัมละลายในน้ าปราศจากไอออน 1 มิลลิลิตร  

 

2) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 0.05 mM 

 เตรียมสารละลายโพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขม้ข้น 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 ตรวจวัดพีเอชด้วยพีเอชมิเตอร์ ถ้าพีเอชไม่ตรงให้

ปรับด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์หรือกรดไฮโดรคลอริก 

3) สารละลาย DPPH เข้มข้น 0.1 mM 

 ชั่ง DPPH หนัก 0.0015 กรัม ละลายสารด้วยเอทานอลในขวดก าหนดปริมาตรขนาด 

50 มิลลิลิตร 

เมื่อเตรียมสารละลายที่ต้องใช้ครบแล้ว ให้เริ่มการทดสอบโดยปิเปตสารต่างๆ ตามตารางที่ 2.3 จากนั้นบ่ม

สารละลายไว้ในที่มืดนาน 30 นาที (เนื่องจากสารละลายตกตะกอน ที่นาทีที่ 20 จึงน ามาปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 10000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที) แล้วจึงน าสารละลายด้านบนมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 517 nm 
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ตารางท่ี 2.3 ปริมาณสารละลายที่ใช้เพื่อตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระ        
ดีพีพีเอช 

 Sample Control Blank 
ปริมาตรสารละลายตัวอย่างในน้ า 

ปราศจากไอออน (L) 
100 100 - 

ปริมาตรสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์(L) 400 400 500 
ปริมาตรสารละลาย DPPH (L) 200 - 200 

ปริมาตรเอทานอล - 200 - 

โดยค่า scavenging activity สามารถค านวณได้จากสมการด้านล่าง แล้วน ามาเขียนกราฟแสดง

ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นสารตัวอย่างกับ %I ที่ค านวณได้ จะได้ค่า half inhibition 

concentration (IC50) ก าหนดให้ 

Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ประกอบด้วยสารตัวอย่างและสารละลาย DPPH 

Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ประกอบด้วยสารตัวอย่างและเอทานอล 

Ablank   คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ประกอบด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์และ              

สารละลาย DPPH 

 
 

2.6 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 

 เลี้ยงเซลล์ปกติของกล้ามเนื้อหนู (L929) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเลี้ยงเซลล์ไว้ในไมโครเพลท 

ขนาด 96 หลุม แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 ˚C 5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 เตรียมสารละลายตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 1x105, 1x104, 1x103, 1x102, 10 และ 1 g/mL 

โดยใช้หลักการ Serial Dilutions จากการชั่งสาร 0.1000 กรัมละลายในน้ าmilli-Q 1 

มิลลิลิตร แล้วเจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นปิเปตสารละลายตัวอย่างปริมาตร 20 L ใส่

ในแต่ละหลุม จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1x104, 1x103, 1x102, 10, 1 และ 0.1 g/mL 

บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C 5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

 ปิเปตสารละลาย MTT ความเข้มข้น 5 mg/mL ปริมาตร 10 L ใส่ลงในทุกหลุม เพื่อย้อมสี

เซลล์ที่มีชีวิตรอด จากนั้นบ่มสารเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37˚C 5% คาร์บอนไดออกไซด์ 

I% = Ablank – (Asample -Acontrol) x 100% 
Ablank 
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 ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ด้านบนแต่ละหลุมออก จากนั้นปิเปตสารละลาย DMSO เพ่ือละลายผลึก 

formazan ทิ้งไว้จนกว่าจะได้สารละลายสีม่วงคงท่ี เขย่าสารให้เข้ากัน แล้วน าไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

โดยค่าเปอร์เซ็นต์เซลล์รอดชีวิต (% cell viability) สามารถหาค่าได้จากสมการด้านล่าง แล้วน ามาเขียน

กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นสารตัวอย่างกับ % cell viability ที่ค านวณได้ ก าหนดให้ 

 Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ประกอบด้วยสารตัวอย่างในเซลล์  

 Ablank   คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไม่มีสารตัวอย่างในเซลล์ 

    

 

 

% cell viability = Asample x 100% 
Ablank 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและการอภิปรายผลการทดลอง 

 

3.1 การสกัดโปรตีนจากร าข้าวด้วยวิธีการสกัดด้วยเบสและตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริก 

 ในขั้นแรกเป็นการทดสอบหาเวลาที่ใช้ในการสกัดโปรตีนจากร าข้าวด้วยการสกัดด้วยเบสและ

ตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริก โดยศึกษาท่ีเวลา 1, 2 และ 4 ชั่วโมง ซึ่งเป็นการทดลองขนาดเล็กที่ใช้

ร าข้าว 10 กรัม และท าให้โปรตีนแห้งโดยการอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พบว่าได้ปริมาณโปรตีนดัง

รูปภาพที่ 3.1 ลักษณะผลิตภัณฑ์เป็นของแข็งสีน้ าตาลด า ละลายน้ าไม่ดีจึงต้องใช้อ่างส่งคลื่นความถี่สูงเพ่ือ

ช่วยให้ละลายดีขึ้น โดยจะเห็นว่า จากชั่วโมงที่ 1 ไปถึงชั่วโมงที่ 2 ปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้นอย่างมาก แต่

ชั่วโมงท่ี 4 นั้นไม่ได้แตกต่างจากชั่วโมงท่ี 2 เท่าไหร่นัก จึงสรุปได้ว่า ในการทดลองขั้นนี้ มีเวลาในการสกัดที่

เหมาะสม คือ 2 ชั่วโมง ซึ่งจะใช้ในการทดลองครั้งต่อไป 

 

รูปภาพที่ 3.1 ปริมาณโปรตีนทีไ่ดจ้ากการสกดัโปรตีจากร าข้าวที่เวลาต่างๆ 

การทดลองขั้นต่อมาเป็นการศึกษาอุณหภูมิของการท าให้แห้งแบบพ่นฝอย ในการสกัดโปรตีนจาก

ร าข้าวด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์นั้น เพ่ือให้โปรตีนจากในร าข้าวละลายออกมายังตัวท าละลายที่มี

สภาวะเป็นเบส เนื่องจากโปรตีนประกอบไปด้วยกรดอะมิโนหลายชนิดที่มีโครงสร้างเป็น NH2(CH)COOH-R 

ที่มีท้ังหมู่เอมีนที่เป็นเบสและหมู่คาร์บอกซิลิกที่เป็นกรด โดยหมู่โซ่ข้าง (side chain : R) เป็นส่วนที่ท าให้

กรดอะมิโนมีความแตกต่างกันไป โดยกรดอะมิโนมีโครงสร้างเป็นสวิทเทอร์ไอออน (Zwitterion) ตาม

รูปภาพที่ 3.2 ซึ่งเป็นโมเลกุลที่ประกอบด้วยประจุบวกและประจุลบท าให้โมเลกุลนี้มีความเป็นเป็นกลาง 
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แตเ่มื่ออยู่ในภาวะที่เป็นเบส หมูคาร์บอกซิลิกจะเสียโปรตอน ท าให้ประจุรวมเป็น -1 ซึ่งจะเกิดการผลัก

กันเองของกรดอะมิโน ท าให้กรดอะมิโนหรือโปรตีนสามารถละลายน้ าได้24  

 

รูปภาพที่ 3.2 แผนภาพการเปลี่ยนแปลงประจุของกรดอะมิโนที่ pH ต่างๆ 

จากนั้นน าสารผสมมากรองด้วยผ้าไนล่อนเพื่อแยกกากร าข้าวขนาดใหญ่ออก แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบ 4000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เพ่ือแยกส่วนที่ไม่ละลายน้ าออก ได้แก่ กากร าข้าวขนาด

เล็ก เส้นใยไฟเบอร์ และอ่ืนๆ จะได้สารละลายใสสีน้ าตาล เมื่อท าการทดลองปรับ pH ของสารละลายหลัง

เซนตริฟิวจ์เป็น pH 4.0 จะสังเกตเห็นว่ามีตะกอนเกิดขึ้นในสารละลายอย่างชัดเจน เนื่องจาก ที่ pH 4.0 

เป็นจุดไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric point : pI) ของโปรตีน ที่จุดนี้กรดอะมิโนจะมีประจุสุทธิเป็น 0 

เนื่องจากกรดอะมิโนมีทั้งประจุบวกและประจุลบ ท าให้มันสามารถจับกับกรดอะมิโนข้างเคียงที่มีประจุตรง

ข้ามได้แล้วเกิดการรวมตัวและตกตะกอนขึ้น จากนั้นน าสารละลายที่ได้มาท าให้แห้งแบบพ่นฝอย โดยใช้

เครื่อง Mini Spray Dryer B-290 ที่อุณหภูมิของอากาศร้อนขาเข้า 100 และ 150 องศาเซลเซียส จะได้

ผลิตภัณฑ์ที่มีลักษณะเป็นผงสีน้ าตาลอ่อน มีกลิ่นคล้ายร าข้าว ซึ่งก าหนดชื่อเป็น CP100 และ CP150 

ตามล าดับ โดยน้ าหนักโปรตีนสกัดที่ได้ คือ 49.45 กรัม และ 75.49 กรัม คิดเป็น % recovery คือ 4.94 

และ 7.55 ตามล าดับ โดยจะเห็นว่าที่อุณหภูมิของอากาศร้อนขาเข้า 150 องศาเซลเซียสนั้นให้ปริมาณ

ผลิตภัณฑ์ที่มากกว่า เนื่องจากที่อุณหภูมิสูง ปริมาณความชื้นในผลิตภัณฑ์จะน้อยลง ท าให้สูญเสียปริมาณ

สารในกระบวนการท าให้แห้งน้อยลงจึงได้ผลิตภัณฑ์มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิของอากาศร้อนขา

เข้า 100 องศาเซลเซียส นอกจากจะได้ปริมาณสารมากกว่าแล้วในเรื่องของการเก็บรักษายังสามารถเก็บ

รักษาได้นานกว่าอีกด้วย26 

 

pH ต่ า pH = pI pH สูง 

ประจุบวก ประจุลบ สวิทเทอร์ไอออน 
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3.2 การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเซตด้วยเอนไซม์ปาเปน 

ในขั้นตอนนี้ได้ท าการศึกษาเวลาในการไฮโดรไลซิส ที่ 1, 6 และ 24 ชั่วโมง ดังนั้นในแต่ละตัวอย่าง

จะท าการชั่งสาร 3 ครั้งเพ่ือศึกษาแต่ละเวลา จากนั้นละลายสารตัวอย่างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

pH 7.0 ความเข้มข้น 0.02 mM ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เนื่องจาก CP100 และ CP150 มีสภาพเป็นกรด

จึงต้องปรับให้ได้ pH 7.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 N จากนั้นปรับอุณหภูมิให้ได้ 37 องศา

เซลเซียส ก่อนจะใส่เอนไซม์ปาเปน เพ่ือให้สภาวะเหมาะสมกับการท างานของเอนไซม์ เพราะปาเปนมี

สภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานในช่วง pH 6.0–7.0 หลังจากใส่เอนไซม์ปาเปนแล้วจึงเริ่มท าการจับเวลาใน

การไฮโดรไลซิส เมื่อครบเวลาในแต่ละบีกเกอร์แล้วท าการหยุดปฏิกิริยา โดยการน าบีกเกอร์มาให้ความร้อน

ในบ่อน้ าร้อน 100 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพ่ือท าให้เอนไซม์ปาเปนไม่สามารถท างานได้ จากนั้นจึง

ได้มาท าให้แห้งแบบพ่นฝอย โดยใช้เครื่อง Mini Spray Dryer B-290 ที่อุณหภูมิของอากาศร้อนขาเข้า 100 

และ 150 องศาเซลเซียสตามเดิมของสารตั้งต้น ได้น้ าหนักผลิตภัณฑ์ดังตารางที่ 3.1 โดยก าหนดให้ CP100 

ที่ไฮโดรไลซิสด้วยเวลา 1, 6 และ 24 ชั่วโมง มีตัวย่อเป็น HD100/1h, HD100/6h และ HD100/24h 

ตามล าดับ และก าหนดให้ CP150 ที่ไฮโดรไลซิสด้วยเวลา 1, 6 และ 24 ชั่วโมง มีตัวย่อเป็น HD150/1h, 

HD150/6h และ HD150/24h ตามล าดับ โดยจะเห็นว่าปริมาณสารที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส มีค่า

มากกว่าที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เนื่องจากมีความชื้นน้อยกว่า 

ตารางท่ี 3.1 น้ าหนักของโปรตีนไฮโดรไลเซตทั้ง 6 ชนิดหลังท าให้แห้งแบบพ่นฝอย 

สาร 
น้ าหนัก 

CP100 (g) 

น้ าหนัก
ผลิตภัณฑ์ที่ได้ 

(g) 
  

น้ าหนัก 
CP150 (g) 

น้ าหนัก
ผลิตภัณฑ์ที่ได้ 

(g) 
HD100/1h 10.0062 1.2438  HD150/1h 10.0403 4.1297 
HD100/6h 10.0070 2.0275  HD150/6h 10.0252 4.7101 
HD100/24h 10.0402 1.5432  HD150/24h 10.0357 3.7127 

 

ในกระบวนการไฮโดรไลซิส ซึ่งเป็นการย่อยโปรตีนให้มีขนาดเล็กลง โดยการตัดพันธะเปปไทด์ให้

เป็นสายสั้น ซึ่งจะช่วยในแง่ของการดูดซึม โดยจากการทดลองพบว่าการไฮโดรไลซิสนั้นส่งผลต่อการละลาย

ของโปรตีนด้วย ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับ crude protein แล้ว หากละลายสารในปริมาณ 10 mg/mL เขย่า

สารเป็นเวลา 15 นาท ีแล้วน าไปเซนตริฟิวจ์ จากนั้นแยกสารละลายออก น าตะกอนที่เหลือไปอบที่อุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 คืน เพ่ือให้สารแห้ง แล้วชั่งน้ าหนักส่วนที่ไม่ละลายน้ าจะพบว่า crude 

protein มีส่วนที่ไม่ละลายน้ ามากกว่าโปรตีนไฮตีนไฮโดรไลเซตอย่างชัดเจน  
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3.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของโปรตีนที่สกัดได้ 

 3.3.1 การวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  

น าโปรตีน CP100 และ HD100/1h ละลายกับน้ าปราศจากไอออน จากนั้นน าไปเซนตริฟิวจ์ที่  

10000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เพ่ือให้สารละลายใสไม่มีความขุ่น เพราะใช้สารละลายนี้กับเทคนิค   

UV-vis spectroscopy โดยท าการวัดค่าความยาวคลื่นที่ 280 นาโนเมตร ซึ่งเป็นการทดสอบเชิงคุณภาพ 

เพ่ือยืนยันโปรตีน โดยเทคนิคนี้ไม่จ าเป็นต้องใช้สารเคมีอ่ืนๆ ใช้เพียงตัวอย่างโปรตีนที่ต้องการทดสอบ

เท่านั้น จึงง่าย สะดวกและรวดเร็ว เนื่องจากในโปรตีนที่มีกรดอะมิโนจ าพวกหมู่โซ่ข้างที่เป็นวงอะโรมาติก 

ได้แก่ tyrosine และ tryptophan ที่มีโครงสร้างตามรูปภาพที่ 3.3 ท าให้สามารถดูดกลืนแสงในช่วง

อัลตราไวโอเลตได้ ผลการทดลองแสดงตามรูปภาพที่ 3.4 โดยจะเห็นว่ามีพีคขนาดเล็กปรากฏที่ 280 นาโน

เมตร จึงสรุปได้ว่าผลิตภัณฑ์ที่สกัดได้ทั้ง crude และ ผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเซตเป็นโปรตีน  

 

รูปภาพที่ 3.3 โครงสร้างกรดอะมโิน a) tyrosine และ b) tryptophan 

 

 

 

 

a. b. 
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รูปภาพที่ 3.4 แสดงกราฟการดดูกลืนแสง a) CP100 และ b) HD100/1h 

 
 

 3.3.2 การหาขนาดโมเลกุลของโปรตีน  

เทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) เป็น

เทคนิคเพ่ือใช้หาขนาดโมเลกุลของสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่โดยใช้สนามไฟฟ้า สารที่นิยมใช้เทคนิคนี้ ได้แก่ 

ดีเอ็นเอ โปรตีน เป็นต้น โดยการแปลผลจะเทียบขนาดกับโปรตีนมาตรฐาน ได้ผลการทดลองดัง        

รูปภาพที่ 3.5 โปรตีนมาตรฐานเห็นแบนที่ไม่ชัดเจนเนื่องจากโดนสารละลายโปรตีนบดบัง แต่สามารถ

มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า จึงก าหนดขนาดไว้ในกรอบสีน้ าเงิน (ด้านซ้ายของรูปภาพ) โดยเลนที่ 4 และ 8 เป็น

ของสาร CP100 และ CP150 ตามล าดับ จะเห็นว่าไม่สามารถแยกแบนด์ได้อย่างชัดเจน เนื่องจากโปรตีนนี้

ไม่บริสุทธิ์และอาจมีสารอ่ืนผสมอยู่มาก เช่น พวกรงควัตถุ เป็นต้น ในสภาวะไฮโดรไลซิสที่ 1 และ 2 ชั่วโมง 
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จะเห็นแบนที่ประมาณ 35 - 40 kDa แต่ไม่พบแบนด์นี้เมื่อใช้เวลาไฮโดรไลซิส 24 ชั่วโมง และพบแบนที่ 

25-35 kDa แทน ดังนั้นจึงคาดได้ว่าโปรตีนถูกไฮโดรไลซิสให้มีขนาดเล็กลงอย่างชัดเจนเมื่อเวลาผ่านไป 24 

ชั่วโมง แต่ในทุกๆตัวอย่างจะพบโปรตีนขนาดประมาณ 15 kDa  

 

รูปภาพที่ 3.5 แสดงน้ าหนักโมเลกุลของร าข้าวสังข์หยดทีส่ภาวะต่างๆ ด้วย SDS-PAGE โดย เลนท่ี (1)HD100/1h 
(2)HD100/1h (3)HD100/1h (4)CP100 (5)HD100/1h (6)HD100/1h (7)HD100/1h และ (8)CP150 

 

 3.3.3 การหาปริมาณโปรตีน 

การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธีการ bicinchoninic acid (BCA) assay สารละลายคิวปรัส (Cu2+) 

จะเข้าจับกับพันธะเปปไทด์แล้วกลายเป็นคิวปริกไอออน (Cu+) ที่สามารถกับ bicinchoninic acid ได้ จะ

เห็นสารละลายเปลี่ยนเป็นสีม่วง ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเทคนิคUV-vis spectroscopy ได้ที่

ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร โดยความเข้มของสีน้ าเงินแปรผันตรงกับปริมาณโปรตีนในสารละลาย 

สามารถหาความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่างโดยการสร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีน  bovine serum 

albumin (BSA) ที่ความเข้มข้น 0, 0.025, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 และ 2 g/mL จะได้กราฟ

มาตรฐาน ดังรูปภาพที่ 3.6 
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รูปภาพที่ 3.6 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธร์ะหว่างความเข้มข้นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA  
และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร 

เมื่อน าสารละลายโปรตีนตัวอย่างทั้ง 8 ชนิด ได้แก่ CP100, CP150, HD100/1h, HD100/6h, 

HD100/24h, HD150/1h, HD150/6h และ HD150/24h มาวัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ BCA 

assay แล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสง ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 3.2 

ตารางท่ี 3.2 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง เพื่อหาปริมาณโปรตีน 

ตัวอย่าง ค่าการดูดกลืนแสง 
CP100 0.543 
CP150 0.574 

HD100/1h 0.658 
HD100/6h 0.725 
HD100/24h 0.645 
HD150/1h 0.698 
HD150/6h 0.677 
HD150/24h 0.654 

 

จากกราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA จะได้สมการกราฟมาตรฐาน y = 0.6223x ที่มีค่า             

R² = 0.9981 และเมื่อน าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนตัวอย่างที่วัดได้มาค านวณหาความ

เข้มข้นโปรตีนในสารละลาย จะได้ผลดังตารางที่ 3.3 จากผลการทดลองพบว่า CP100 และ CP150 มี

ปริมาณโปรตีนน้อยกว่าโปรตีนไฮโดรไลเซตทุกสภาวะ แต่โปรตีนไฮโดรไลเซตมีปริมาณโปรตีนที่ใกล้เคียงกัน 

y = 0.5924x 
R² = 0.9943 
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ดังนั้นเวลาในการไฮโดรไลซิสและอุณหภูมิของการท าให้แห้งแบบพ่นฝอยไม่มีผลต่อปริมาณโปรตีน แต่การ

ไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ปาเปนมีผลต่อปริมาณโปรตีน 

ตารางท่ี 3.3 แสดงปริมาณโปรตีนเทียบกับน้ าหนักสารตัวอย่าง 

ตัวอย่าง ความเข้มข้นโปรตีน (g/mL) กรัมโปรตีน/กรัมตัวอย่าง 
CP100 36.38 0.33 
CP150 38.99 0.38 

HD100/1h 46.08 0.41 
HD100/6h 51.74 0.52 
HD100/24h 44.99 0.43 
HD150/1h 49.46 0.43 
HD150/6h 47.69 0.47 
HD150/24h 45.75 0.45 

  
 

 3.3.4 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอล 

การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลตามวิธีการ Folin Ciocalteu method เพ่ือหาปริมาณ

สารประกอบฟีนอล โดยอาศัยหลักการที่ฟีนอลมีคุณสมบัติเป็นกรดอ่อน เมื่ออยู่ในสภาวะที่เป็นเบสจะแตก

ตัวให้ฟีโนเลตแอนไอออน ซึ่งมีความสามารถในการรีดิวซ์สารละลายรีเอเจนต์ Folin & Ciocalteu's 

phenol ท าให้สารละลายเปลี่ยนเป็นสีน้ าเงิน ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเทคนิค UV-vis 

spectroscopy ได้ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร สามารถหาปริมาณสารประกอบฟีนอลของโปรตีน

ตัวอย่างโดยการสร้างกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก ที่ความเข้มข้น 0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 และ 

0.06 mg/mL จะได้กราฟมาตรฐาน ดังรูปภาพที่ 3.7  
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รูปภาพที่ 3.7 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธร์ะหว่างความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานกรดแกลลกิ  
และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

เมื่อน าสารละลายโปรตีนตัวอย่างทั้ง 8 ชนิด ได้แก่ CP100, CP150, HD100/1h, HD100/6h, 

HD100/24h, HD150/1h, HD150/6h และ HD150/24h มาวัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Folin 

Ciocalteu method แล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสง ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 3.4 

ตารางท่ี 3.4 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง เพื่อหาปริมาณฟีนอล 

ตัวอย่าง ค่าการดูดกลืนแสง 
CP100 0.339 
CP150 0.354 

HD100/1h 0.325 
HD100/6h 0.347 
HD100/24h 0.339 
HD150/1h 0.317 
HD150/6h 0.311 
HD150/24h 0.321 

จากกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก จะได้สมการกราฟมาตรฐาน y = 10.015x - 0.0055 ที่มีค่า 

R² = 0.9948 และเมื่อน าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนตัวอย่างที่วัดได้มาค านวณหาปริมาณ

สารประกอบฟีนอลในสารละลายตัวอย่าง จะได้ผลดังตารางที่ 3.5 โดยการรายงานผลปริมาณฟีนอลทั้งหมด

จะรายงานในหน่วย mg Gallic acid Equivalents (GAE)/g sample โดยจะเห็นว่าปริมาณสารประกอบฟี

นอลมีปริมาณไม่แตกต่างกันมาก ทั้ง crude protein และ โปรตีนไฮโดรไลเซต อาจจะเนื่องมาจากใช้

y = 10.015x - 0.0055 
R² = 0.9948 
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วิธีการสกัดโปรตีนที่เหมือนกัน เนื่องจากสารประกอบฟีนอลจะมีการสร้างแรงกระท ากับโปรตีนทั้งพันธะโค

วาเลนต์และไม่ใช่พันธะโควาเลนต์7 ท าให้สามารถพบสารประกอบฟีนอลในโปรตีนที่สกัดได้จากวิธีเดียวกัน 

นอกจากนี้สารประกอบฟีนอลยังมีความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระอีกด้วย  

ตารางท่ี 3.5 แสดงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกเปรียบเทียบกับปริมาณสารกรดแกลลิก 

ตัวอย่าง mg gallic acid equivalents (GAE)/g sample 
CP100 41.8/ 
CP150 52.58 

HD100 1h 46.43 
HD100 6h 42.37 
HD100 24h 43.91 
HD150 1h 39.39 
HD150 6h 44.14 
HD150 24h 43.62 

 
 

 3.3.5 วิธีเบเนดิกต์ (Benedict’s test) 

 วิธีเบเนดิกต์เป็นการวิเคราะห์เชิงปริมาณ เพ่ือตรวจสอบว่าสารตัวอย่างมีน้ าตาลรีดิวซ์หรือไม่ โดย

น้ าตาลรีดิวซ์ คือ สารคาร์โบไฮเดรตจ าพวกน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวหรือโมเลกุลคู่ ที่มีหมู่แอลดีไฮด์อิสระและ

หมู่คีโตนอิสระ ซึ่งมีความสามารถในการให้อิเล็กตรอนได้ โดยในสารละลายจะมีคิวปริกไอออน (+2) ใน

สภาวะเบส ซึ่งเมื่อสารนี้ได้รับอิเล็กตรอนจะกลายเป็นคิวปรัสไอออน (+1) ในรูปออกไซด์ (Cu2O) ท าให้สี

ของสารละลายเปลี่ยนแปลง ใช้ความร้อนในการเร่งปฏิกิริยานาน 3-5 นาที ซึ่งสารประกอบนี้ไม่ละลายน้ า 

ท าให้ตกตะกอนสีแดงอิฐออกมาในที่สุด โดยสีของสารละลายสามารถเปลี่ยนแปลงได้ในช่วงสีฟ้า เขียว 

เหลือง ส้ม และแดงอิฐ โดยปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์จะเก่ียวข้องกับสีของสารละลายดังนี้27 

 สีฟ้า  หมายความว่า ไม่มีน้ าตาลรีดิวซ์ 

 สีเขียว  หมายความว่า มีน้ าตาลรีดิวซ์ 0.1-0.5 % ในสารละลาย 

 สีเหลือง  หมายความว่า มีน้ าตาลรีดิวซ์ 0.5-1 % ในสารละลาย 

 สีส้ม  หมายความว่า มีน้ าตาลรีดิวซ์ 1-1.5 % ในสารละลาย 

 สีแดง  หมายความว่า มีน้ าตาลรีดิวซ์ 1.5-2 % ในสารละลาย 

 สีแดงอิฐ  หมายความว่า มีน้ าตาลรีดิวซ์มากกว่า 2% ในสารละลาย 
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จากการทดสอบตัวอย่างโปรตีนที่สกัดได้ทั้ง 8 ชนิด ชั่งโปรตีนตัวอย่างสารละ 50 มิลลิกรัม ละลาย

ในน้ าปราศจากไอออน 1 มิลลิลิตร เช่าสารให้เข้ากัน แล้วน าไปเซนตริฟิวจ์ที่ 4000 รอบต่อนาที นาน 10 

นาที เพื่อแยกส่วนที่ไม่ละลายน้ าออก เพ่ือให้สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีได้ง่ายขึ้น ได้ผลการทดลองแสดง

ตามรูปภาพที่ 3.8 โดยหลอดทดลองที่ 1 เป็น blank ที่ใส่น้ าเปล่าเพ่ือดูสีสารละลายที่ไม่มีการเกิดปฏิกิริยา 

จะเห็นเป็นสารละลายใสสีฟ้า หลอดทดลองที่ 2 คือ สารละลายกลูโคส 0.1% ซึ่งเป็นชุด positive test จะ

สังเกตเห็นตะกอนสีแดงอิฐในสารละลายสีแดงอิฐ เนื่องจากกลูโคสเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ หลอดทดลองที่ 3-10 

เป็นสารละลายโปรตีนตัวอย่าง ตามที่ได้ระบุไว้ในรูปภาพที่ 3.8 จะเห็นว่าสารละลายเปลี่ยนเป็นสีเหลืองใน

หลอดที่ 3, 4, 5, 6, 8 และ 9 แสดงว่ามีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 0.5-1 % ในสารละลายโปรตีน ในหลอดที่ 7 

และ 10 ซึ่งเป็นโปรตีนที่ผ่านการไฮโดรไลซ์ 24 ชั่วโมง จะได้สารละลายสีเขียว แสดงว่ามีปริมาณน้ าตาล

รีดิวซ์ที่นอ้ยกว่าทั้ง 6 หลอดข้างต้น 

 

รูปภาพที่ 3.8 สีของสารละลายตวัอย่างต่างๆ เมื่อทดสอบด้วยวิธีเบเนดิกต ์

 

3.4 การทดสอบความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ โดยการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย

วิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH radical scavenging activity) 

 การตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่มี

ความเสถียร และง่ายต่อการตรวจวัด เพราะเมื่อละลาย DPPH ในเอทานอลจะได้สารละลายสีม่วงเข้ม ซึ่ง

เมื่อสารนี้รับโปรตอน (อิเล็กตรอน) จะเกิดเป็นสารประกอบที่มีสีเหลืองซึ่งสีม่วงจะจางหายไปตามปริมาณ

การเพ่ิมขึ้นของสารประกอบสีเหลืองนี้ ท าให้สามารถตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาได้ที่ความยาว

คลื่น 517 นาโนเมตร ซึ่งสามารถค านวณได้ตามสมการด้านล่าง โดยสาเหตุที่ต้องท าชุด control 

เนื่องจากว่า สารละลายตัวอย่างสามารถดูดกลืนความยาวคลื่นที่ 517 นาโนเมตรได้เช่นกัน จึงเป็นการ
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รบกวนระบบการท างาน ท าให้จ าเป็นต้องลบค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างออกให้เหลือเพียงค่าการดูกลืน

แสงของส่วนที่ท าปฏิกิริยากับดีพีพีเอช โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 ชุด 

 3.4.1 การทดสอบความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนตัวอย่างที่สกัดได้ 

โดยเตรียมสารตัวอย่างด้วยการละลายน้ าปราศจากไอออน ให้ได้ความเข้มข้น 105 

g/mL (ชั่งสารหนัก 0.1000 กรัม ละลายในน้ า 1 มิลลิลิตร) แล้วเจือจางด้วยวิธี Serial 

Dilutions เพ่ือให้สารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 1x105, 0.5x105, 1x104, 

0.5x104, 1x103 , 0.5x103, 1x102, 0.5x102, 10, 5  และ 1 g/mL โดยที่แต่ละค่าความเข้มข้น

จะให้ค่า %inhibition ต่างๆกัน ซึ่งเมื่อน ามาสร้างกราฟการกระจายตัวระหว่างความเข้มข้นสาร 

(หลังผสมกับรีเอเจนต์ต่างๆ) และ %inhibition จะได้กราฟรูปตัวเอส (S curve) ที่สามารถหาค่า 

half inhibition concentration (IC50) ได้ ซึ่งค่า IC50 นี้ยิ่งมีค่าน้อยจะยิ่งแสดงถึงความสามารถ

ในการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอชได้ดี ลักษณะกราฟที่ได้แสดงดังตัวอย่างในรูปภาพที่ 3.9 โดยค่า 

IC50 ที่ได้ มาจากการค านวณด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5  

 

รูปภาพที่ 3.9 กราฟแสดงตัวอย่างการหาค่า IC50 ที่ความเข้มข้นต่างๆและ %Inhibition 

จากผลการทดลองและค านวณพบว่า crude protein ทั้ง 2 สภาวะ คือ CP100 และ 

CP150 มีค่า IC50 คือ 904.8 และ 608.3 g/mL ตามล าดับ โดย CP150 มีความสามารถในการ

ต่อต้านอนุมูลที่ดีกว่า อาจจะเนื่องมาจากการใช้อุณหภูมิลมร้อนขาเข้าที่มากกว่าท าให้เกิดปฏิกิริยา

เมลลาร์ด ซึ่งผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยานี้เกิดจากการท าปฏิกิริยากันระหว่างน้ าตาลรีดิวส์ (reducing 

sugar) กับเอไมด์ กรดอะมิโน เปปไทด์ โปรตีน หรือสารประกอบอ่ืนๆที่มีไนโตรเจนเป็น

องค์ประกอบ แล้วเร่งปฏิกิริยาด้วยความร้อน  ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นนี้เอง มีความสามารถในการ

รีดิวซ์หรือให้อิเล็กตรอนได้28 จึงเป็นเหตุผลให้อนุมูลอิสระดีพีพีเอชได้รับอิเล็กตรอนมากขึ้น ค่า 

IC50 ของ CP150 จึงน้อยกว่า CP100 เพราะจากผลการทดสอบด้วยวิธีเบเนดิกต์ สารตัวอย่างทั้ง 2 
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ชนิดมีน้ าตาลรีดิวซ์ทั้งคู่ แต่ CP150 ใช้อุณหภูมิในการท าแห้งมากกว่า จึงอาจะเกิดผลิตภัณฑ์จาก

ปฏิกิริยาเมลลาร์ดได้มากกว่า 

การหาค่า IC50 ของโปรตีนไฮตีนไฮโดรไลเซตนั้นสามารถสรุปผลได้ดัง ตารางที่ 3.6 เมื่อ

เปรียบเทียบระหว่าง crude protein และ ไฮโดรไลเซตโปรตีนจะพบว่า crude protein มีค่า 

IC50 สูงกว่าโปรตีนไฮโดรไลเซตมาก เนื่องจาก crude protein ที่ได้นั้น ประกอบไปด้วยโปรตีน

ขนาดใหญ่ท าให้มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่จ าเพาะ และกรดอะมิโนที่มีฤทธิ์การต่อต้านอนุมูลอิสระถูก

จ ากัดพ้ืนที่อยู่บริเวณด้านในของโครงสร้างโปรตีน ท าให้แสดงฤทธิ์การท างานได้ไม่ ดี ในขณะที่

โปรตีนไฮโดรไลเซตจะถูกท าลายโครงสร้างของโปรตีนให้คลายตัวมากขึ้น มีการตัดพันธะเปปไทด์

มากขึ้น จึงเผยกรดอะมิโนซึ่งมีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระออกมาสู่ด้านนอกของโปรตีนมากขึ้น28 

โดยกรดอะมิโนที่มีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระ เช่น cysteine และ methionine ที่มีธาตุ

ซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ สามารถให้อิเล็กตรอนได้29
 
 histidine, tryptophan เป็นต้น ท าให้การ

ท างานของโปรตีนไฮโดรไลเซตในการก าจัดอนุมูลดีพีพีเอชมีมากขึ้น แต่เมื่อเปรียบเทียบในกลุ่ม

โปรตีนไฮโดรไลเซตเหมือนกัน จะพบว่า โปรตีนที่ใช้เวลาไฮโดรไลซิสนาน 24 ชั่วโมงมีค่า IC50 สูง

ที่สุด แสดงว่ามีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระต่ าสุด เนื่องมาจากว่า การใช้เวลาไฮโดรไลซิสที่มาก

เกินไปจะท าให้ความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระต่ าลง28 และเมื่อพิจารณาผลจากปฏิกิริยา

การทดสอบเบเนดิกซ์แล้ว HD100/24h และ HD150/24h มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์น้อยกว่าโปรตีน

ไฮโดรไลเซตตัวอ่ืนๆ จึงท าให้ผลการต่อต้านอนุมูลอิสระจากผลิตภัณฑ์ในปฏิกิริยาเมลลาร์ดมีผล

น้อยกว่า แต่ก็ยังคงมีประสิทธิภาพดีกว่า crude protein   

 ตารางท่ี 3.6 แสดงค่าความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ โดยการก าจัดอุมูลอิสระดีพีพีเอช 
                 ของโปรตีนที่สกัดได้ทั้ง 8 ชนิด 

สาร IC50 (g/mL) 
CP100 904.8 
CP150 608.3 

HD100/1h 375.1 
HD100/6h 341.7 
HD100/24h 401.1 
HD150/1h 282.1 
HD150/6h 273.5 
HD150/24h 295.1 
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 3.4.2 การทดสอบความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนตัวอย่างตามท้องตลาด 

เพ่ือทดสอบความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนที่สกัดได้ทั้ง 8 ชนิด 

ได้ท าการเปรียบเทียบค่า IC50 จากการสุ่มโปรตีนที่มีขายตามท้องตลาด ทั้งที่เป็นโปรตีนส าหรับ

บริโภคและส าหรับเป็นสารผสมในเครื่องส าอาง มีทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ 1) Whey Protein ซึ่งเป็น

โปรตีนที่ได้จากนมวัว 2) Hydrolyzed Rice Protein เป็นโปรตีนที่ได้จากเอนโดสเปิร์มของเมล็ด

ข้าว 3) Hydro Protein (Soy, Oat, Wheat, Maize Protein) ซึ่งเป็นโปรตีนผสมของธัญพืชชนิด

ต่างๆ 4) Hydrolyzed Milk (Casein) เป็นโปรตีนเคซีนที่อยู่ในนม 5) Protein Hydrolyzed Silk 

Protein (Sericin) เป็นโปรตีนจากไหมหรือชื่อว่าเซริซีน นอกจากนี้ยังท าการทดสอบหาค่า

ความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของ Ascorbic acid หรือวิตามินซี ซึ่งจัดเป็นสารต้าน

อนุมูลที่มีประสิทธิภาพสูงและเป็นที่รู้จักอย่างมาก ได้ผลการทดลองดัง ตารางที่ 3.7 พบว่า โปรตีน

ไฮโดรเซตที่สกัดได้มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าโปรตีนตามท้องตลาดทั้ง 5 ชนิด 

 ตารางท่ี 3.7 แสดงค่าความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ โดยการก าจัดอุมูลอิสระ  
       ดีพีพีเอชของกรดแอสคอบิกและโปรตีนในท้องตลาดทั้ง 5 ชนิด 

สาร IC50 (g/mL) 
กรดแอสคอบิก 21.83 
Whey protein 3,494 
Hydrolyzed Rice Protein 1,148 
Hydrolyzed Protein (Soy, Oat, Wheat, Maize Protein) 8,538 
Hydrolyzed Silk Protein (Sericin) 10,622 
Hydrolyzed Milk (Casein) Protein 15,103 
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3.5 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 

 การทดสอบความเป็นพิษของสารตัวอย่างต่อเซลล์ โดยใช้วิธี MTT assay เป็นการศึกษาการ

ท างานของเซลล์เมื่ออยู่ในสารละลายตัวอย่าง ว่ามีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดมากน้อยอย่างไร โดยปริมาณ

เซลล์ที่มีชีวิตรอดจะส่งผลต่อความเข้มของสีม่วงจาก formazan โดยผลการทดลองแสดงดังรูปภาพที่ 3.10 

จะเห็นว่าเซลล์ที่มีชีวิตรอดมีปริมาณค่อนข้างคงที่ในช่วงความเข้มข้น 0.1-1000 g/mL และมีเปอร์เซ็นต์

เซลล์รอดชีวิต (% cell viability) 80-100% ซึ่งเป็นค่าการรอดชีวิตที่สูง โดยเซลล์ที่มีชีวิตรอดเริ่มลดลงเมื่อ

ความเข้มข้นสูงถึง 10000 g/mL และเมื่อเปรียบเทียบกับ CP150 จะพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซตมี

เปอร์เซ็นต์เซลล์รอดชีวิตที่สูงกว่า แสดงว่าโปรตีนตัวอย่าง HD150/1h มีความเป็นพิษต่อเซลล์ต่ า จึง

สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในด้านชีวภาพได้  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาพที่ 3.10 กราฟแท่งแสดงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน HD150/1h และ CP100 ที่ความเข้มข้นต่างๆกับเปอรเ์ซ็นต์
การอยู่รอดชีวิตของเซลล์ปกติ L929 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 

 งานวิจัยนี้ ศึกษาการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยด โดยการสกัดด้วยเบสแล้ว

ตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กทริก แล้วท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบพ่นฝอย และมีเอนไซม์ปาเปนใน

การเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยในขั้นตอนการสกัดโปรตีนจากร าข้าวด้วยเบส พบว่าที่เวลา 1, 2 และ 4 

ชั่วโมง ให้ปริมาณโปรตีน 10,907 13,812 และ 14,727 g/mL ตามล าดับ เนื่องจากที่ 2 และ 4 ชั่วโมง

ปริมาณโปรตีนไม่ต่างกันมาก จึงเลือกเวลาการสกัดเบสที่ 2 ชั่วโมง  

 เมื่อน า CP100 และ CP150 มาไฮโดรไลซ์ที่เวลา 1, 6 และ 24 ชั่วโมง จะได้ตัวอย่างโปรตีน

ไฮโดรไลเซต 6 ชนิด ได้แก่ HD100/1h, HD100/6h, HD100/24h, HD150/1h, HD150/6h และ 

HD150/24h พบว่า หลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย โปรตีนไฮโดรไลเซตที่ 150 องศาเซลเซียส ให้ปริมาณ

ผลิตภัณฑ์ที่มากกว่า มีความชื้นน้อยกว่าและเก็บรักษาได้ง่ายกว่าโปรตีนไฮโดรไลเซตที่ 100 องศาเซลเซียส 

นอกจากนี้เมื่อศึกษาสมบัติโปรตีนในด้านอ่ืนๆ พบว่า จาก SDS-PAGE การไฮโดรไลซิสนาน 24 ชั่วโมงท าให้

โปรตีนมีขนาดเล็กลงมากกว่าที่ไฮโดรไลซิส 1 และ 6 ชั่วโมง น าโปรตีนที่สกัดได้ทั้ง 8 ชนิด ได้แก่ CP100, 

CP150, HD100/1h, HD100/6h, HD100/24h, HD150/1h, HD150/6h และ HD150/24h มาพิสูจน์

เอกลักษณ์ได้ผลดังนี้ จากการหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี bicinchoninic acid (BCA) assay พบว่ามีปริมาณ

โปรตีน 0.33, 0.38, 0.41, 0.52, 0.43, 0.43, 0.47 และ 0.45 กรัมต่อกรัมสารตัวอย่าง ตามล าดับ จากการ

หาปริมาณสารประกอบฟีนอลตามวิธีการ Folin Ciocalteu method พบว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลใน

โปรตีน ได้แก่ 41.82, 52.58, 46.43, 42.37, 43.91, 39.39, 44.14 และ 43.62 mg gallic acid 

equivalent (GAE)/g sample ตามล าดับ จากการทดสอบด้วยวิธีเบเนดิกซ์ พบว่า โปรตีนที่สกัดได้มี

น้ าตาลรีดิวซ์เป็นส่วนประกอบ แต่ที่เวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส 24 ชั่วโมงมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ต่ าที่สุด 

จากการทดสอบความสามารถในการต่อต้านอนุมูลอิสระ โดยการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการ

ท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH radical scavenging activity) พบว่า มีค่า half inhibition 

concentration (IC50) ดังนี้ 904.8, 608.3, 375.1, 341.7, 401.1, 282.1, 273.5 และ 295.1 g/mL 

ตามล าดับ โดยฤทธิ์การต่อต้านอนุมูลอิสระคาดว่ามาจาก 2 ส่วน คือ การไฮโดรไลซิสโปรตีนเป็นการตัด

พันธะเปปไทด์ท าให้โปรตีนมีความยาวที่สั้นลงและท าให้ โครงสร้างโปรตีนเปลี่ยนแปลง กรดอะมิโนที่มี
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ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระที่เคยโดนบังอยู่ด้านในจึงออกมาสู่ข้างนอกโปรตีนท าให้มีฤทธิ์การท างานดีขึ้น 

และอีกเหตุผลหนึ่ง คือ การท าให้แห้งด้วยความร้อนจะเกิดผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา เมลลาร์ด ท าให้โปรตีน

ไฮโดรไลเซตมีประสิทธิภาพการต่อต้านอนุมูลอิสระดีกว่า CP100 และ CP150  

 ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซตจากร าข้าวสังข์หยด คือ เวลาในการ

สกัดโปรตีน 2 ชั่วโมง เวลาในการไฮโดรไลซิส 1 ชั่วโมง และอุณหภูมิของการท าให้แห้งแบบพ่นฝอย 150 

องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณโปรตีนสูง ฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระสูง และอายุการเก็บรักษาได้มากที่สุด 

เมื่อเทียบกับโปรตีนไฮโดรไลเซตตัวอ่ืน นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าโปรตีนจาก

ท้องตลาดทั้ง 5 ชนิดอีกด้วย 
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ภาคผนวก ก 

กราฟแสดงค่า IC50 ของโปรตีนที่สกัดได ้
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รูปภาพที่ ก-1 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ CP100 

 

 

 

 

รูปภาพที่ ก-2 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ CP150 
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 รูปภาพที่ ก-3 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ HD100/1h 

 

รูปภาพที่ ก-4 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ HD100/6h 

 

รูปภาพที่ ก-5 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ HD100/24h 
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รูปภาพที่ ก-6 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ HD150/1h 

 

รูปภาพที่ ก-7 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ HD150/6h 

 

รูปภาพที่ ก-8 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ HD150/24h



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

กราฟแสดงค่า IC50 ของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกและโปรตีนจากท้องตลาด 
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รูปภาพที่ ข-1 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของกรดแอสคอบิก (Ascorbic acid)  

 

รูปภาพที่ ข-2 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ whey protein 

 

รูปภาพที่ ข-3 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ Hydrolyzed Rice Protein 
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รูปภาพที่ ข-4 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ Hydrolyzed Protein  
(Soy, Oat, Wheat, Maize Protein) 

 

รูปภาพที่ ข-5 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ Hydrolyzed Silk Protein (Sericin) 

 

รูปภาพที่ ข-6 กราฟแสดงการหาค่า IC50 ของ Hydrolyzed Milk (Casein) Protein 
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รหัสไปรษณีย์ 18230 อีเมล vorapichcha@gmail.com 
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