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บทคัดย่อ 
 

การศึกษาการเกิดแป้งทนต่อการยอ่ยของเอนไซม์ชนิดท่ี 3 (Resistant starch type III; RS3) 
จากสตาร์ชขา้วสามพนัธ์ุ คือ พนัธ์ุกข 6 (RD6) พนัธ์ุพิษณุโลก 2 (P2) และพนัธ์ุสุพรรณบุรี 90 (S90) 
เม่ือท าการตดัก่ิงตวัอยา่งสตาร์ชเขม้ขน้ร้อลยะ 10 ดว้ยเอนไซม์พูลลูลาเนสเพียงชนิดเดียวหรือใช้
เอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลสท่ีอุณหภมิู 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
พบวา่ สตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพูลลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส (PIDBS) มีระดบัการตดัก่ิง ระดับการ
ยอ่ย และค่าเบตา้อะมิโลไลซิสสูงกวา่สตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพูลลูเนส (PDBS) และเม่ือบ่มตัวอย่างท่ี
ผ่านการตดัก่ิงท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และท าแห้งท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
48 ชัว่โมง พบว่าปริมาณ RS ของ retrograded pullulanase+isoamylase debranched starch (RPIDS) 
สูงกวา่ retrograded pullulanase debranched starch (RPDS) โดย RPIDS ของสตาร์ชข้าวพันธ์ุ RD6, 
P2 และ S90 มีปริมาณ RS เท่ากับร้อยละ 18.73, 43.44 และ 42.09 ตามล าดับ ในขณะท่ี RPDS มี
ปริมาณ RS เทา่กบัร้อยละ 12.01, 23.85 และ 22.65 ตามล าดับ ตัวอย่าง RPIDS และ RPDS แสดง
โครงสร้างผลึกแบบ B-type และมีช่วงอุณหภมิูการหลอมเหลว 54.46-57.38 องศาเซลเซียส ในขณะ
ท่ีตัวอย่าง RPIDS พบเอนโดเทอมท่ีสอง มีช่วงอุณหภูมิการหลอมเหลว 111.15–135.11องศา
เซลเซียส 

ผลของโครงสร้างอะมิโลเพคตินของสตาร์ชขา้วแต่ละสายพนัธ์ุต่อการเกิด RS ไดศึ้กษาโดย
เตรียมสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ S 90 ปราศจากอะมิโลสดว้ยการผ่านกระบวนการก าจดัอะมิโลสด้วยน ้ าท่ี
อุณหภมิู 90 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P 2 ปราศจากอะมิโลส (P2 free-amylose rice 
starches; P2-FAM) ผ่านกระบวนการก าจดัอะมิโลสโดยการใชส้ารละลายด่าง ท่ีอุณหภูมิ 90 องศา
เซลเซียส สตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (free amylose starch : FAM) ของพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90 ถูก
ตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซม์ไอโซอะมิเลส และบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีปริมาณ RS เทา่กบั 10.35, 14.42 และ 12.05% ตามล าดบั และพบว่า P2-FAM  
มีปริมาณ RS และค่าอุณหภมิูการหลอมเหลวสูงท่ีสุด ส่วน  S90-FAM มีปริมาณ RS สูงกวา่ RD6  
 การศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมจ์ากสตาร์ชข้าวตัดก่ิง โดยศึกษา
ชนิดของสตาร์ชขา้ว 4 สายพนัธ์ุ คือพนัธ์ุ กข 6 (RD6) พนัธ์ุพิษณุโลก 1 (P2) พนัธ์ุพิษณุโลก 2 (P2) 
และพนัธ์ุชยันาท (C1) ท่ีมีความแตกต่างของการกระจายสายโซ่ ความเข้มข้นของปริมาณของแข็ง
ในขั้นตอนการเตรียมและอุณหภมิูการตกผลึกต่อปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์โดยน าสตาร์ชขา้ว
ทั้ง 4 สายพนัธ์ุ ตดัก่ิงดว้ยเอนไซมไ์อโซอะมิเลสท่ีปริมาณของแข็งร้อยละ 10 และ 21 จากนั้นเก็บท่ี
อุณหภมิู 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนัหรือ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วนั พบวา่ แป้งทนย่อย
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ต่อเอนไซมท่ี์เตรียมจากสภาวะความเขม้ขน้ของแข็งร้อยละ 10 เก็บท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มี
ลกัษณะเป็นกอ้นรูปร่างไมแ่น่นอน (aggregate) ปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์และค่าเอนทาลปี
สูงข้ึนสัมพนัธ์กบัการกระจายสายโซ่ยาวของสตาร์ชตัดก่ิง แสดงผลึกรูปแบบ C+Vh และแสดง
อุณหภมิูหลอมเหลวสองช่วงท่ีประมาณ 88 และ 110-120 องศาเซลเซียส สัมพันธ์กับการตกผลึก
ของสายโซ่ส้ันและ amylose-lipid complex ตามล าดบั ส าหรับการเตรียมแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ท่ี
สภาวะความเขม้ขน้ของแข็งร้อยละ 21 สามารถผลิตแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมไ์ดสู้งถึงร้อยละ 55 จาก
การเก็บท่ีอุณหภมิู 50 องศาเซลเซียส ของขา้วสตาร์ชพนัธ์ุกข 6  แสดงรูปแบบผลึก A และอุณหภูมิ
หลอมเหลวสูงท่ี 110 องศาเซลเซียส โดยปริมาณสายโซ่ยาวของสตาร์ชตดัก่ิงไมเ่ป็นปัจจยัส าคัญต่อ
ปริมาณและคุณสมบติัทางเคมีกายภาพของแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมจ์ากการเตรียมท่ีสภาวะน้ี 
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2.2  Gradient program ของเคร่ือง High Performance Anion Exchange Chromatography 

with Pulse Amperometric Detector (HPAEC-PAD)  
 

29 
3.1 องค์ประกอบทางเคมีและโครงสร้างทางเคมีของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่างๆ 39 
3.2 ปริมาณอะมิโลสของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่างๆ 40 
3.3 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution  

of amylopectin) ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่างๆ 
 

43 
3.4 ปริมาณ RS ของ retrograded pullulanase debranched starch: RPDS และปริมาณ RS 

ของ retrograded pullulanase+ Isoamylase debranched starch: RPIDS ท่ีเกิดรีโทรเกร
เดชนัท่ีอุณหภมิู 4 oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมงของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6 (กข 6), P2 
(พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบรีุ 90)  

 
 
 

50 
3.5 ปริมาณความเป็นผลึกและรูปแบบผลึกของ native starch และ retrograded 

pullulanase debranched starch: RPDS และปริมาณ RS ของ retrograded 
pullulanase+Isoamylase debranched starch: RPIDS ท่ีเกิดรีโทรเกรเดชนัท่ีอุณหภมิู  
4 oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมงของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6 (กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) 
และ S 90 (สุพรรณบรีุ 90)  

 
 
 
 

51 
3.6 คุณสมบติัทางความร้อนในการเกิดเจลาติไนเซชนัชนัของสตาร์ชท่ีปราศจาก 

อะมิโลส (Free amylose starch : FAM) ท่ีผ่านการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูาเนส 
ร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส และบ่มท่ี 4 oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (RPIDS)  
ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90  

 
 
 

56 
3.7 

 
 

ค่า  Avrami exponent (n) และrate constant(k) ของสตาร์ชขา้วท่ีผ่านการตดัก่ิงดว้ย
เอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะไมเลสและบม่ท่ีอุณหภมิู 4 oซ เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ของสตาร์ชขา้วทั้งสามสายพนัธ์ุ RD 6 (กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S 90  
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3.8 ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งหลงัการชะลา้งอะมิโลส (Amylose 

leaching) ของสตาร์ชทั้งสามพนัธ์ุ  
 

67 
3.9 ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งหลงัการชะลา้งอะมิโลส (Amylose 

leaching) ร่วมกบัการลา้งตะกอนดว้ยน ้ าร้อนของสตาร์ชทั้งสามพนัธ์ุ  
 

68 
3.10 ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ พิษณุโลก 2 หลงัการชะลา้ง อะ

มิโลส (Amylose leaching) โดยใชส้ารละลายด่างร่วมกบัการลา้งตะกอนดว้ยน ้ ารอ้น  
 

70 
3.11 ปริมาณอะมิโลสหลงัท าการก าจดัอะมิโลส (Leaching amylose)  71 
3.12 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 

amylopectin) ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch: FAM)  
 

73 
3.13 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 

amylopectin) ของสตาร์ช กข 6 ท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch: FAM) 
ดว้ยน ้ าและ NaOH 

 
 

75 
3.14 สมบติัทางความร้อนของสตาร์ชขา้วท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch: FAM)

ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6 ( กข6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S 90 (สุพรรณบรีุ 90) 
 

78 
3.15 ปริมาณ RS ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch: FAM)และตดัก่ิง

ดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซ อะไมเลส และบม่ท่ี 4 oซ เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง (RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6 (กข 6 ), P2 (พิษณุโลก 2) และ 
S90 (สุพรรณบรีุ 90) 

 
 
 

79 
3.16 ปริมาณความเป็นผลึกและรูปแบบของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free-  amylose 

starch: FAM) ท่ีผ่านการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซม ์ไอโซอะ
ไมเลส และบ่มท่ี 4 oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6 
( กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบรีุ 90) 

 
 
 

81 
3.17 สมบติัทางเทอร์โมไดนามิกในการเกิดเจลาติไนเซชนัชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะ

มิโลส(Free amylose starch: FAM)ท่ีผ่านการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลลููลาเนสร่วมกบั
เอนไซมไ์อโซอะไมเลส และบ่มท่ี   4 oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (RPIDS) ของสตาร์ช
ขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6 ( กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S 90 (สุพรรณบรีุ 90) 
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3.18 ขอ้มลูการกระจายน ้ าหนกัโมเลกุลของสตาร์ชขา้วตดัก่ิงตรวจวิเคราะห์โดย  
HPSEC-MALLS-RI 

 
85 

3.19 ขอ้มลูการกระจายสายโซ่อะมิโลเพคตินของสาร์ชขา้วตดัก่ิงตรวจวิเคราะห์โดย 
HPAEC-PAD 

 
88 

3.20 ระดบัการยอ่ย เบตา้อะมิโลไลซิสลิมิต และปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมข์อง
ตวัอยา่งแป้งตดัก่ิงความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยน ้ าหนกัและเก็บท่ีอุณหภมิู  25๐ซ 

 
90 

3.21 ปริมาณผลึก อตัราส่วนของชนิดผลึกและขนาดผลึกของตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อ
เอนไซมท่ี์สภาวะการเตรียมเจลความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยน ้ าหนกัและเก็บท่ี
อุณหภมิู 25 ๐ซ 

 
 

92 
3.22 ปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมใ์นสตาร์ชตดัก่ิงท่ีสภาวะการเตรียมเจลความเขม้ขน้

ร้อยละ 21 โดยน ้ าหนกั อุณหภมิูการเก็บ25 ๐ซ  และ 50 ๐ซ 
 

95 
3.23 ปริมาณผลึก อตัราส่วนของชนิดผลึกและขนาดผลึกของตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อ

เอนไซมใ์นสตาร์ชตดัก่ิงท่ีสภาวะการเตรียมเจลความเข้มขน้ร้อยละ 21 โดยน ้ าหนกั 
อุณหภมิูการเก็บ 25 ๐ซ และ 50 ๐ซ 
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ภาพท่ี หน้า 
1.1 โครงสร้างอะมิโลสและโครงสร้างอะมิโลเพคติน 5 
1.2 ลกัษณะโครงสร้างแบบก่ึงผลึกของเมด็สตาร์ช 8 
1.3 โครงสร้างทางผลึกชนิด A และ Bรูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอ็กซเรยข์อง

สตาร์ชท่ีมีลกัษณะโครงสร้างทางผลึกแบบ A, B และ Vh 
 

9 
1.4 ลกัษณะโครงสร้างของ RS แต่ละชนิด 11 

   1.5 ลกัษณะโครงสร้างของ RS 3 ในสารละลายอะมิโลส (a) แบบจ าลอง Micelle : สาย
เกลียวคู่ถูกจดัเรียงตวัอยา่งเป็นระเบียบในส่วนโครงสร้างท่ีเป็นผลึก (C)  
นอกเหนือจากบริเวณท่ีเป็นอสัณฐาน (b) แบบจ าลอง Lamella : โครงสร้าง 
Lamella ถูกสร้างข้ึนจากการพบัของสายโซ่ โดยพ้ืนท่ีส่วนท่ีพบัตวัเป็นส่วนอ
สัณฐาน (A) ขณะท่ีส่วนกลางของ Lamella คือ ส่วนท่ีเป็นผลึก (C) 

 
 
 
 

13 
1.6 กราฟเศษส่วนผลึกกบัล็อกของเวลาของ polypropylene ท่ีอุณหภมิูต่างๆ 16 
1.7 แสดงลกัษณะการท างานของเอนไซมแ์ต่ละชนิดในการยอ่ยสตาร์ช 19 
3.1 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 

amylopectin) ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ กข 6 (a), พิษณุโลก 2 (b), และสุพรรณบรีุ 90 (c) 
 

44 
3.2 ระดบัการตดัก่ิงของสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลลูาเนส (Pullulanase debranched 

starch : PDBS) และสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะไมเลส
(Pullulanase+ Isoamylase debranched starch : PIDBS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสาม
พนัธ์ุ RD6 (กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบรีุ 90) 

 
 
 

46 
3.3 ระดบัการยอ่ยของสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสเพียง ( Pullulanase debranched 

starch : PDBS) และสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะไมเลส
(Pullulanase+ Isoamylase debranched starch : PIDBS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสาม
พนัธ์ุ RD6 ( กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบรีุ 90)  

 
 
 

47 
   3.4 ค่า - amylolysis limit ของสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลลูาเนสเพียง (Pullulanase 

debranched starch : PDBS) และสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซ  
อะไมเลส(Pullulanase+ Isoamylase debranched starch : PIDBS) ของสตาร์ชขา้ว
ทั้งสามพนัธ์ุ RD6 (กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบรีุ 90)  
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3.5 ลกัษณะโครงสร้างผลึกของ Native starch (a) และretrogradedpullulanase 
debranched starch: RPDS) และ retrograded pullulanase+ Isoamylase debranched 
starch: RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6 (กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) และ 
S90 (สุพรรณบรีุ 90)  

 
 
 

57 
3.6 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชนั (a) native starch และ(b) retrograded-

pullulanase debranched starch: RPDS) และ retrograded pullulanase+ Isoamylase 
debranched starch: RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6 ( กข 6), P2 
(พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบรีุ 90)  

 
 
 

58 
3.7 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงท่ีวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง FTIR ของสตาร์ชขา้วท่ีผ่านการ

ตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลลูาเนสร่วมกบัไอโซอะไมเลสและบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 oซ เป็น
เวลา 24 ชัว่โมงท่ีระยะเวลาต่างๆ ของสตาร์ชขา้งทั้งสามสายพนัธ์ุ (a) RD 6 ( กข 
6), (b) P2 (พิษณุโลก 2) และ (c)S 90 (สุพรรณบรีุ 90)  

 
 
 

61 
3.8 ค่าสัดส่วนอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1ของสตาร์ชขา้ว

ท่ีผ่านการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลลููลาเนสร่วมกบัไอโซอะไมเลสและบม่ท่ีอุณหภมิู 
4 oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ (a) RD6 (กข 6), (b) P2 
(พิษณุโลก 2) และ (c) S90 (สุพรรณบรีุ 90) ท่ีเวลาต่างๆ 

 
 
 

62 
3.9 กราฟของ log [-ln(EL-Et)/(EL-Eo)] ต่อ log t ตามสมการ Avrami ของสตาร์ชขา้วท่ี

ผ่านการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะไมเลสและบม่ท่ีอุณหภูมิ   
4 oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ของสตาร์ชขา้งทั้งสามพนัธ์ุ (a) RD6 ( กข 6), (b) P2 
(พิษณุโลก 2) และ (c) S90 (สุพรรณบรีุ 90) 

 
 
 

65 
3.10 กราฟมาตรของการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีข้ึนกบัค่าพลงังาน 

ท่ีใชใ้นการหลอมเหลว (melting enthalpies) ของสารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะ
มิโลสและไขมนั 

 
 

72 
3.11 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชนั ของสารประกอบเชิงซอ้นระหว่างสตาร์ชขา้ว

ท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch: FAM)กบัไขมนั LPCของสตาร์ชขา้วทั้ง
สามพนัธ์ุ RD6 (กข6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบรีุ 90) 
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3.12 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 

amylopectin)ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch: FAM) ของ
สตาร์ช (a) ขา้วพิษณุโลก 2 และ (b) สุพรรณบรีุ 90  

 
 

74 
3.13 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 

amylopectin)ของสตาร์ช กข 6 ท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch: FAM) 
ดว้ย (a) น ้ า และ (b) NaOH 

 
 

76 
3.14 ลกัษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylosestarch: 

FAM)ทั้งสามพนัธ์ุ RD6 (กข6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบรีุ 90) 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1. ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาท่ีท าการวิจัย  

ข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีความส าคัญมากของประเทศไทย  ทั้ งในด้านการบริโภค
ภายในประเทศและการส่งออกไปในตลาดโลก โดยในปี พ.ศ. 2547 ประเทศไทย มีการส่งออกข้าว 
27.5 ลา้นตนั ซ่ึงส่งออกในรูปของขา้วสาร ส่วนผลิตภณัฑ์แปรรูปขา้วส่งออกท่ีส าคญัซ่ึงมีมลูค่าเป็น
อนัดบัสองในปี 2544 คือ แป้งขา้ว ซ่ึงการส่งออกตั้งแต่ปี 2544 ถึงปี 2547 มีแนวโน้มท่ีเพ่ิมมากข้ึน 
(จกัรพนัธ์ุ เกษภิษโญ, 2547) แต่อยา่งไรก็ตามก็ยงัมีปริมาณเพียงเล็กนอ้ยเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณ
การส่งออกขา้ว แต่เม่ือค านวณเป็นราคาต่อตนัพบวา่ ผลิตภณัฑ์แปรรูปข้าวมีราคาสูงกว่าข้าวอย่าง
เด่นชดั โดยมีราคา 22,460 บาท/ตนั ในขณะท่ีราคาขา้วมี 13,270 บาท/ตนั ดงันั้นหากสามารถพฒันา
ผลิตภณัฑ์แปรรูปขา้วใหก้วา้งขวางยิ่งข้ึน ยอ่มเป็นการเพ่ิมมลูค่าของขา้วใหสู้งข้ึน  

ขา้วท่ีปลูกในประเทศไทยเป็นขา้วอินดิกา (Indica) ซ่ึงตั้ งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั ส านักวิจยั
และพฒันาขา้ว กรมการขา้ว ไดด้ าเนินงานปรับปรุงพนัธ์ุขา้วมาอยา่งต่อเน่ืองจนไดข้้าวพันธ์ุรับรอง 
พนัธ์ุแนะน า และพนัธ์ุทัว่ไป ซ่ึงมีทั้งพันธ์ุข้าวนาสวน ข้าวไร่ ข้าวข้ึนน ้ า ข้าวน ้ าลึก ธัญพืชเมือง
หนาว และข้า วญ่ีปุ่ น  จ  านวน  93 พัน ธ์ุ (http://www.ricethailand. go.th/data_002/rice_xx2-
03_ricebreed001_0.html)โดยทัว่ไปขา้วเจา้และขา้วเหนียวมีปริมาณอะมิโลสและอะมิโลเพคตินท่ี
แตกต่างกนัจึงท าใหคุ้ณภาพของขา้วหุงสุกและแป้งขา้วในดา้นสี ความใส ความหนืด และการให้
ลักษณะเน้ือสัมผัสแตกต่างกัน ดังนั้ น จึงมีการน าแป้งข้าวเจ ้าและแป้งข้าวเหนียวมาใช้ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ ท่ีแตกต่างกนั อยา่งไรก็ตามแป้งดิบ (native starch) มีคุณสมบติับางประการท่ีไม่
เหมาะสมต่อการน าไปใช ้ดงันั้นจึงมีการน าแป้งมาปรับเปล่ียนคุณสมบติับางประการเพ่ือให้มีความ
เหมาะสมต่อการน าไปใชง้าน ท่ีเรียกวา่แป้งดดัแปร (modified starch) 

แป้งทนการย่อยด้วยเอนไซม์ (enzyme resistant starch หรือ resistant starch) จากค านิยาม
ของ European Flair Concerted Action on Resistant Starch  (EURESTA) หมายถึงแป้งและ
ผลิตภณัฑ์ของแป้งท่ีไมส่ามารถถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์ละถูกดูดซึมในล าไส้เล็กของมนุษย์สุขภาพดี 
(Euresta, 1992) ดงันั้น resistant starch (RS) จึงจดัอยูใ่นกลุ่มของเส้นใยอาหาร (dietary fiber) (Yue 
and Waring, 1998) โดยสามารถผ่านเขา้ไปถึงล าไส้ใหญ่และถูกหมกัโดยจลิุนทรียใ์นล าไส้ใหญ่ได้
ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็นกรดไขมนัสายส้ันๆ (short-chain fatty acid, SCFA) เช่น acetic acid, 
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propionic acid และ butyric acid ซ่ึงช่วยในการป้องกันโรคในล าไส้ใหญ่  (Akerberg et al., 1998; 
Bird et al., 2000) 
  โดยทัว่ไป RS แบ่งเป็น 4 ประเภท (Sajilata et al., 2006; Thompson, 2000) คือ type I, II, III 
และ IV ซ่ึง RS type III เป็น RS ท่ีเกิดจากการรีโทรเกรเดชัน (retrogradation) ของเจลแป้งหลังการท า
ใหเ้ยน็ และเป็น RS ท่ีมีความส าคญัมากกวา่ RS ประเภทอ่ืน เน่ืองจากมีความเสถียรต่อความร้อนมาก 
(thermal stability) (Sivak and Preiss, 1998) ท าใหท้นต่อกระบวนการหุงตม้ปกติ นอกจากน้ีก็มีรายงาน
ว่า RS type III สามารถถูกหมกัและผลิต butyric acid ได้มากกว่า RS type II และ oligosaccharide 
(Brouns et al., 2002) 
 จากความส าคญัของ RS ดงัท่ีกล่าวจึงท าใหมี้การน า RS มาประยกุต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร
มากข้ึน โดยใชเ้ป็นส่วนผสมแทนการใชเ้ส้นใยอาหารจากแหล่งอ่ืนๆ และใชเ้พ่ิมปริมาณเส้นใยอาหาร 
(fiber fortified) ซ่ึงจะใชใ้นผลิตภณัฑ์อาหารท่ีปรุงสุกและผ่านการอบ เช่น เบเกอร่ี ผลิตภณัฑ์ธัญญชาติ
ส าเร็จรูป (RTE Cereal) และขนมขบเค้ียว อาหารเส้น (pasta/noodle) และอาหารทอด เป็นต้น เน่ืองจาก
ทนความร้อนไดสู้ง ดงันั้นแนวโน้มการใช้ RS เป็นแหล่งใยอาหารในอาหารท่ีเสริมใยอาหาร (fiber 
fortification) จึงไดร้ับความสนใจมากข้ึน โดยเฉพาะในประเทศตะวนัตกท่ีใส่ใจในเร่ืองสุขภาพกนัมาก 

ในปัจจบุนันกัวิจยัและโรงงานอุตสาหกรรมอาหารเร่ิมให้ความสนใจและศึกษาเก่ียวกับ RS 
มากข้ึน เน่ืองจาก RS สามารถท าหนา้ท่ีเป็นใยอาหารได้ (Ranhotra et al., 1996) โดยมีการผลิต RS ทั้ง
ชนิด type II และ III โดย type II จะผลิตจากแป้งขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะมิโลสสูง ส่วน RS type III จะ
ผลิตจาก retrograded high amylose corn starch และ retrograded maltodextrin ซ่ึง type III เป็น RS ท่ี
ไดร้ับความสนใจในทางอุตสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากมีประโยชน์ต่อสุขภาพในดา้นการมีคุณสมบติัเชิง
หนา้ท่ีเม่ือถูกใชเ้ป็นส่วนผสมของอาหาร (food ingredient) ประกอบกบัศกัยภาพในการการผลิตในเชิง
อุตสาหกรรมRS ชนิดน้ีจึงไดร้ับความสนใจในการวิจยัอยา่งมาก จากงานวิจยัท่ีผ่านมาพบว่า ปัจจยัท่ีมี
ผลต่อการเกิด RS มีหลายปัจจยัดว้ยกนั ทั้งปัจจยัทางดา้นคุณสมบติัของสตาร์ชท่ีประกอบดว้ย ความเป็น
ผลึกของสตาร์ช โครงสร้างของแกรนูล อตัราส่วนระหวา่งอะมิโลสและอะไมโลเพคติน การเกิดรีโทรเก
รเดกชนัของอะมิโลส ความยาวของสายโซ่อะมิโลส และส่วนท่ีเป็นเส้นตรงของอะมิโลเพคติน (Goni et 
al., 1996; Sajilata et al., 2006) นอกจากน้ียงัมีปัจจยัทางด้านสภาวะในกระบวนการผลิตรวมถึง
ระยะเวลาการเก็บ (Tovar, 1992; Sievert and Pomeranz., 1989; Sajilata et al., 2006) ซ่ึงล้วนแต่ส่งผล
ต่อปริมาณ RS ท่ีเกิดข้ึนโดยปริมาณการเกิด RS ในแป้งจากแหล่งท่ีแตกต่างกนั อาจเป็นผลมาจากความ
แตกต่างทางดา้นโครงสร้างและการจดัเรียงตวัของอะมิโลสและอะไมโลเพคตินภายในสตาร์ช ซ่ึงยงัคง
มีการศึกษาในเชิงเปรียบเทียบปริมาณ RS ในแป้งชนิดต่างๆ เน่ืองจากสาเหตุดงักล่าวนอ้ย และโดยส่วน
ใหญ่ก็ศึกษาในแป้งชนิดอ่ืนท่ีไมใ่ช่แป้งขา้วเจา้ ขา้วก็อาจใชเ้ป็นแหล่งวตัถุดิบในการผลิตแป้งท่ีทนต่อ
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การยอ่ยดว้ยเอนไซม์ได้ ถึงแมว้่าแป้งข้าวส่วนใหญ่จะมีอะมิโลสไม่เกิน 38% หากมีการพัฒนาทาง
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีท่ีเหมาะสม ประกอบกบัสายพนัธ์ุต่างๆ ของข้าวในประเทศไทยมีมากมาย 
หากมีโครงสร้างโมเลกุลของอะมิโลสและอะมิโลเพคตินท่ีเหมาะสม ก็อาจสามารถใชเ้ป็นแหล่งวตัถุดิบ
ในการผลิตแป้งท่ีทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ท่ีเทียบเท่าหรือดีกว่าแป้งข้าวโพดได้ดังนั้นการศึกษา
สัดส่วนและโครงสร้างโมเลกุลของอะมิโลสและอะมิโลเพคตินแป้งขา้วจากขา้วพนัธ์ุต่างๆ ท่ีมีต่อ RS ท่ี
เกิดข้ึน คุณสมบติัในการใชป้ระโยชน์ และเชิงสุขภาพ จะช่วยให้เกิดความเข้าใจและสามารถน าไป
ประยกุต์ในการผลิตแป้งขา้วท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมท่ี์เหมาะสม เพ่ือใช้เป็นแหล่งของใยอาหาร 
และเป็น functional food ingredient เพ่ือสุขภาพ ซ่ึงจะน าไปสู่การพฒันานวตักรรมใหม่ของผลิตภณัฑ์
แปรรูปจากขา้ว จึงเป็นทางเลือกหน่ึงของการเพ่ิมมูลค่าของแป้งข้าวให้มีความหลากหลายมากข้ึน ท่ี
สามารถส่งออกไปยงัยโุรปหรือสหรัฐอเมริกาได ้
 
2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

2.1 เพ่ือศึกษาระดบัการยอ่ยของสตารช์ขา้วดว้ยเอนไซมต์ดัก่ิง 
2.2 เพ่ือเปรียบเทียบคุณสมบติัสตารช์ขา้วท่ีมี RS type III สูงท่ีผลิตจากขา้วพนัธ์ุต่างๆ 
2.3 เพ่ือศึกษาผลของโครงสร้างอะมิโลเพคตินจากขา้วพนัธ์ุต่างๆตอ่การเกิดRS 

 

3. วรรณกรรมและทบทวนเอกสารท่ีเก่ียวข้อง (Reviewed literature)  

 3.1 สตาร์ช  
 แป้ง หมายถึง คาร์โบไฮเดรตท่ีมีองค์ประกอบของคาร์บอน ไฮโดรเจนและออกซิเจนเป็น
ส่วนใหญ่ ซ่ึงมีส่ิงเจือปนอ่ืนๆ เช่น โปรตีน ไขมนั และเกลือแร่นอ้ยมาก สตาร์ชท่ีผลิตโดยทัว่ไปยงั
มีส่วนประกอบอ่ืนๆ อยูม่าก เรียกวา่ ฟลาว (flour) ตัวอย่างเช่น ฟลาวข้าวโพด (corn flour),ฟลาว
ข้าวสาลี (wheat flour),และฟลาวข้าว (rice flour) เป็นต้น ซ่ึงมีส่วนประกอบโปรตีนสูง ดังนั้น 
สตาร์ช หมายถึง ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการน าฟลาวมาผ่านกระบวนการก าจดัส่วนประกอบทางเคมี
อ่ืนๆ ท่ีอยูร่วมกบัสตาร์ชออก เพ่ือท าใหส้ตาร์ชบริสุทธ์ิ เช่น สตาร์ชข้าวโพด (corn starch),สตาร์ช
ขา้วสาลี (wheat starch) และสตาร์ชขา้ว (rice starch) รุ่งนภา พงศส์วสัด์ิมานิต และคณะ (2546) ได้
เตรียมสตาร์ชขา้วไทยพนัธ์ุต่างๆ ท าได้โดยน าเมล็ดข้าวท่ีผ่านการโม่เปียก (wet milling)  เพ่ือให้
ไดฟ้ลาวจากนั้นน ามาสกดัโปรตีนโดยการใชส้ารเคมีต่างๆ เช่น สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์
เขม้ขน้ร้อยละ 5 เอทานอลร้อยละ 95 และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 0.35 พบว่า
สตาร์ชท่ีเตรียมไดมี้โปรตีนนอ้ยกวา่ร้อยละ 0.5 มีปริมาณของไขมนันอ้ยกวา่ร้อยละ 0.1 ปริมาณเถ้า
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ร้อยละ 0.4 โดยน ้ าหนักแห้ง และปริมาณสตาร์ชข้าวของทุกพันธ์ุท่ีได้มากกว่าร้อยละ 95 โดย
น ้ าหนกัแหง้ 

3.2 โครงสร้างและองค์ประกอบของสตาร์ช 
 สตาร์ช มีสูตรเคมีโดยทัว่ไปคือ (C6H10O5) เป็นพอลิเมอร์กลูโคสซ่ึงประกอบดว้ยหน่วยของ
น ้ าตาลกลูโคสเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะกลูโคซิดิก (glucosidic linkage) ท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 1 ทาง
ตอนปลายของสายพอลิเมอร์ มีหน่วยกลูโคสท่ีมีหมู่แอลดีไฮด์ (aldehyde group) เรียกว่าปลายรีดิ
วซ่ิง (reducing end group) สตาร์ชประกอบดว้ยพอลิเมอร์ของกลูโคส 2 ชนิด คือ พอลิเมอร์เชิงเส้น 
(อะมิโลส, amylose) และพอลิเมอร์เชิงก่ิง (อะมิโลเพคติน, amylopectin) ซ่ึงสตาร์ชจากแหล่งท่ี
แตกต่างกนัจึงท าใหคุ้ณสมบติัของสตาร์ชแต่ละชนิดแตกต่างกนั (กลา้ณรงค์ และเก้ือกูล, 2546) 
 3.2.1 อะมิโลส  
 อะมิโลสเป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นของน ้ าตาลกลูโคส ประกอบโดยโมเลกุลของกลูโคส
ประมาณ 200 ถึง 2,000 หน่วย เช่ือมต่อกันด้วยพันธะα-1,4-glycosidic linkage ดังภาพท่ี 3.1 
น ้ าหนกัโมเลกุลของอะมิโลสอยูใ่นช่วง 105 ถึง 106 ดาลตัน ซ่ึงอะมิโลสในสตาร์ชแต่ละชนิดจะมี
น ้ าหนักโมเลกุล ท่ีแตกต่างกันออกไปและมีค่าระดับขั้ นของพอลิ เมอไรเซชั่น  (degree of 
polymerization, DP) ท่ีแตกต่างกนัอีกดว้ยส าหรับต าแหน่งของอะมิโลส ภายในเมด็สตาร์ชจะข้ึนอยู่
กบัชนิดของสตาร์ชโดยอะมิโลสบางส่วนอยูใ่นกลุ่มของอะมิโล-เพคติน บางส่วนกระจายอยู่ท ั้งใน
ส่วนอสัญฐาน (amorphous regions) และส่วนผลึก (crystalline regions) อะมิโลสท่ีมีขนาดโมเลกุล
ใหญ่จะพบเป็นเกลียวคู่กบัอะมิโลเพคตินอยูใ่จกลางเมด็สตาร์ช ส าหรับอะมิโลสท่ีมีขนาดโมเลกุล
เล็กจะพบอยูต่ามขอบของเมด็สตาร์ช (Hizukuri, 1995) อะมิโลสสามารถรวมตัวเป็นสารประกอบ
เชิงซอ้นกบัไอโอดีนและสารประกอบอินทรียอ่ื์นๆ เช่น บิวทานอล,กรดไขมนั, ฟีนอล, สารลดแรง
ตรึงผิวหลายชนิด และไฮโดรคาร์บอน โดยสารประกอบเชิงซ้อนเหล่าน้ีจะไม่ละลายในน ้ า 
เน่ืองจากอะมิโลสจะพนัเป็นเกลียวล้อมรอบสารละลายอินทรีย์เหล่าน้ี แต่เม่ืออยู่ในสารละลาย
โครงสร้างอะมิโลสจะมีหลายรูปแบบ คือ  ลักษณะเป็นเกลียวมว้น (helix) เกลียวท่ีคลายตัว 
(interrupted helix)หรือมว้นอย่างไม่เจาะจง (random coil) การท่ีอะมิโลสจะอยู่ในรูปแบบใดนั้น
ข้ึนอยูก่บัชนิดของตวัท าละลาย อุณหภมิู และขนาดโมเลกุลของอะมิโลส 
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ภาพท่ี 1.1โครงสร้างอะมิโลสและโครงสร้างอะมิโลเพคติน 
 แหล่งท่ีมา : Tester,Karkalas and Qi (2004) 
 
 รุ่งนภา พงศส์วสัด์ิมานิต และคณะ (2546) ไดท้  าการศึกษาปริมาณอะมิโลสของ ข้าวไทย
พันธ์ุต่างๆ ด้วยวิธีการตกตะกอนอะมิโลเพคตินด้วย concanavalin A หรือ Con-A ซ่ึงสามารถ
จ าแนกสตาร์ชขา้วออกเป็น 3 กลุ่ม คือ ขา้วพนัธ์ุอะมิโลสต ่าซ่ึงมีปริมาณอะมิโลสปรากฎ (apparent 
amylose) ปริมาณร้อยละ 3.80 กลุ่มท่ี 2 เป็นข้าวท่ีมีปริมาณอะมิโลสปานกลางซ่ึงมีปริมาณอะ
มิโลสปรากฎประมาณร้อยละ 12.38 ถึง 18.00 และกลุ่มสุดทา้ยเป็นกลุ่มท่ีมีปริมาณอะมิโลสสูงซ่ึงมี
ปริมาณอะมิโลสปรากฎประมาณร้อยละ 20.31 ถึง 26.68 นอกจากน้ียงัไดท้  าการวิเคราะห์ปริมาณอะ
มิโลสในสตาร์ชขา้วโดยใชวิ้ธีการเกิดสีกบัไอโอดีน (Juliano, 1984) พบวา่จะใหค้่าปรากฏท่ีสูงกว่า
การวิเคราะห์ดว้ยวิธี Con-A โดยพบวา่ร้อยละความแตกต่างระหวา่งค่าปริมาณอะมิโลสท่ีไดจ้ากการ
วิเคราะห์ท ั้งสองวิธีจะอยูใ่นช่วงตั้งแต่ 10 จนถึง 50 ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นวา่ปริมาณอะมิโลสท่ีวิเคราะห์ได้จะ
ข้ึนอยูก่บัวิธีการวิเคราะห์ดว้ย ทั้งน้ีอาจเป็นผลมาจากการรบกวนด้วยโมเลกุลของอะมิโลเพคติน
และโมเลกุลท่ีมีขนาดกลาง (intermedial material) 

3.2.2 อะมิโลเพคติน  
 อะมิโลเพคตินเป็นพอลิเมอร์เชิงก่ิงของกลูโคส โครงสร้างจะประกอบด้วยส่วนท่ีเป็น
เส้นตรงของกลูโคสเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-(1,4) glucosidic linkage และส่วนท่ีเป็นก่ิงสาขาท่ีเป็น
พอลิเมอร์กลูโคสสายส้ันมีขนาดโมเลกุลอยูใ่นช่วง 10 ถึง 60 หน่วย เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-(1,6) 
glucosidic linkage (กลา้ณรงค์ และเก้ือกูล, 2546) แสดงดังภาพท่ี 3.1 หน่วยย่อยกลูโคสท่ีมีพันธะ
กลูโคซิดิกชนิด α-(1,6) มีอยูป่ระมาณร้อยละ 5 ของปริมาณกลูโคสในอะมิโลเพคตินทั้งหมด ขนาด
โมเลกุลของอะมิโลเพคตินในสตาร์ชแต่ละชนิดจะมีค่าประมาณ 2 ล้านหน่วย และมีน ้ าหนัก
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โมเลกุลประมาณ 107 ถึง 109 ดาลตนั และมีอตัราในการคืนตวัต ่าเน่ืองจากอะมิโลเพคตินมีลักษณะ
โครงสร้างเป็นก่ิง 
 ลกัษณะโครงสร้างแบบก่ิงของอะมิโลเพคตินประกอบด้วยสายโซ่ 3 ชนิด คือ สาย A (A-
chain) เป็นสายโซ่ท่ีเช่ือมต่อกับสายอ่ืนท่ีต าแหน่งเดียวไม่มีก่ิงเช่ือมต่อออกจากสายชนิดน้ี 
(unbranched structure) สาย B (B-chain) มีโครงสร้างแบบก่ิงเช่ือมต่อกับสายอ่ืนอีก 2 สายหรือ
มากกวา่ และสาย C (C-chain) เป็นสายแกนซ่ึงประกอบด้วยหมู่รีดิวซิง 1 หมู่ท่ีเป็นอิสระและถูก
แทนท่ีเพียงจดุ C-6 (primary hydroxyl group) ซ่ึงในอะมิโลเพคตินแต่ละโมเลกุลจะประกอบด้วย
สาย C หน่ึงสายเทา่นั้น เน่ืองจากมีการเช่ือมต่อ A-chain, B-chain และC-chain ภายในโมเลกุลอะ
มิโลเพคตินด้วยพันธะ α-(1,6)glycosidic linkage ซ่ึงมีสาย C-chain เพียงหน่ึงสายโซ่ต่อโมเลกุล 
ดงันั้น อตัราส่วนของ A-chain และ B-chain จึงมีความส าคัญเน่ืองจากเป็นการแสดงถึง degree of 
multiple branching ของโมเลกุลซ่ึงอะมิโลเพคตินหน่ึงโมเลกุลจะมีอัตราส่วนของ A-chain ต่อ B-
chain ประมาณ 1.5-2.6: 1 (กลา้ณรงค์ และเก้ือกูล, 2546) 

รุ่งนภา พงศส์วสัด์ิมานิต และคณะ (2546) ท าการศึกษาร้อยละการกระจายตวัของก่ิงกา้นอะ
มิโลเพคตินของข้าวไทยพัน ธ์ุต่า งๆ ด้วย เค ร่ือ ง  High Performance Anionic Exchange 
Chromatography (HPAEC) พบวา่ขา้วท่ีมีปริมาณอะมิโลสต ่ า มีค่าร้อยละของการกระจายตัวของ
ความยาวก่ิงกา้นอะมิโลเพคตินสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ช่วง คือ DP (degree of polymerization) 
6-12, DP 13-24, DP 25-36และDP37 ส าหรับขา้วท่ีมีปริมาณอะมิโลสปานกลาง พบว่าข้าวพันธ์ุ
ขาวดอกมะลิ 105 พนัธ์ุพิษณุโลก 1 พนัธ์ุพิษณุโลก 2 และพนัธ์ุกข 15 มีค่าร้อยละการกระจายตวัของ 
DP 13-24 อยูใ่นช่วง 52-55 เม่ือเปรียบเทียบแลว้นอ้ยกวา่ขา้วพนัธ์ุปทมุธานีและพันธ์ุสังข์หยด ซ่ึงมี
ร้อยละการกระจายตวัสูงถึง 59 ส าหรับข้าวในกลุ่มสุดทา้ยท่ีจดัว่ามีปริมาณอะมิโลสสูงสามารถ
จ าแนกขา้วออกไดเ้ป็นสองกลุ่ม โดยกลุ่มแรกจะมีร้อยละการกระจายตัวของความยาวก่ิงก้านของ
สายอะมิโลเพคตินสายส้ันซ่ึงมี DP 6-12 มากกว่า DP 13-24 ได้แก่ พันธ์ุสุพรรณบุรี 90 และ พันธ์ุ
ชยันาท 1 ส าหรับขา้วกลุ่มท่ีสองมีร้อยละการกระจายตัวของ DP 6-12 น้อยกว่า DP 13-24 ได้แก่ 
ขา้วพนัธ์ุเหลืองประทิว 123 พนัธ์ุสุพรรณบรีุ 1 พนัธ์ุขาวหา้ร้อย พันธ์ุกข 23 พันธ์ุเฉ้ียงพัทลุง และ
พนัธ์ุเจก๊เชย 
 3.2.3 ขนาดและรูปร่าง 
 สตาร์ชท่ีพบในธรรมชาติจะอยูใ่นรูปของเมด็สตาร์ช (granule) ขนาดเล็ก ภายในเมด็สตาร์ช
ประกอบดว้ยวงแหวน (growth) ลกัษณะของเมด็สตาร์ชชนิดต่างๆ จากกล้องจุลทรรศน์แบบส่อง
กราด (Scanning Electron Microscope) พบวา่เมด็สตาร์ชจะมีขนาด รูปร่าง และลกัษณะแตกต่างกัน
ออกไปข้ึนอยู่ก ับแหล่งสตาร์ชนั้นๆ เม็ดสตาร์ช ข้าวเจา้มีลักษณะแบน มีหลายเหล่ียม มีขนาด
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เส้นผ่าศนูยก์ลางอยูใ่นช่วง 3-5 ไมโครเมตร (กลา้ณรงค์ และเก้ือกูล, 2546) สตาร์ชข้าวจะมีขนาด
อนุภาคเล็กท่ีสุดในบรรดาสตาร์ชธญัพืช 
 3.2.4 โครงสร้างผลึก  
 เมด็สตาร์ชมีโครงสร้างแบบก่ิงผลึก (semi-crystalline) โดยโมเลกุลของอะมิโลสและอะ
มิโลเพคตินมีการจดัเรียงตวักันในเม็ดสตาร์ชเป็นโครงสร้างทั้งส่วนท่ีเป็นผลึก (crystallite)  และ
ส่วนท่ีเป็นอสัณฐาน (amorphous)  ส่วนอสัณฐานของเม็ดสตาร์ชจะประกอบด้วยโมเลกุลของอะ
มิโลสและสายโซ่ยาวของอะมิโลเพคติน แสดงดังภาพ 3.2 (Jane, Wong and McPherson, 1997) 
ในขณะท่ีส่วนท่ีเป็นผลึกเกิดจากการจดัเรียงตวักนัของสายโซ่ในโมเลกุลของอะมิโลเพคตินในแนว
รัศมีเป็นช้ินๆ ต่อกนัของคลสัเตอร์อะมิโลเพคติน (series of stacked amylopectin clusters) ซ่ึงในแต่
ละคสัเตอร์จะประกอบดว้ยชั้นผลึก (Crystalline lamellae) ซ่ึงเกิดจากสายโซ่ส้ันของอะมิโลเพคติน
ท่ีจดั เรียงตัวในลักษณะเกลียวม้วนคู่ (double helix) อย่างเป็นระเบียบสลับกับชั้นอสัณฐาน 
(amorphous lamellae) ซ่ึงเกิดจากบริเวณท่ีเป็นก่ิงของสายอะมิโลเพคตินท่ีมีการจดัเรียงตัวอย่างไม่
เป็นระเบียบ จะเห็นไดว้า่สายอะมิโลเพคตินจะเป็นส่วนประกอบทั้งในส่วนโครงสร้างผลึกและ
ส่วนอสัณฐาน และพบวา่ร้อยละ 80-90 ของจ านวนอะมิโลเพคตินจะอยู่ในส่วนของชั้นผลึก ส่วน
ร้อยละ 10-20 ท่ีเหลือจะอยูใ่นส่วนอสัณฐาน โดยส่วนท่ีเป็นชั้นผลึกจะเป็นส่วนท่ีท าใหเ้มด็สตาร์ชมี
ความแข็งแรงคงรูปร่างของเมด็สตาร์ชไวไ้ด ้ ส่วนอสัณฐานจะเป็นส่วนท่ียึดเกาะชั้นผลึกไวด้้วยกัน  
และเป็นส่วนท่ีสร้างความยืดหยุน่ใหก้บัเมด็สตาร์ช (Chang et.al, 2009) 

เมด็สตาร์ชจะมีโครงสร้างผลึก 3 แบบ ข้ึนกบัความหนาแน่นในการจดัเรียงตัวของเกลียวคู่ 
ถา้เกิดการจดัเรียงตวัหนาแน่นจะเกิดเป็นผลึกแบบ A (A-type) เช่น สตาร์ชจากธัญพืชและราก  ถ้า
จดัเรียงตวักนัอยา่งหลวมๆ จะเกิดผลึกแบบ B (B-type) เช่น สตาร์ชจากพืชหวั  และถา้มีการจดัเรียง
ตวัทั้งแบบ A และ B รวมกนั จะเกิดผลึกแบบ C (C-type) เช่น สตาร์ชจากพืชตระกูลถั่ว(กล้าณรงค์ 
และคณะ, 2546) นอกจากผลึกแบบ A, B และC แล้วบางครั้ งยงัปรากฏลักษณะผลึกแบบ V (V-
type) ซ่ึงแสดงถึงโครงสร้างผลึกท่ีซบัซอ้นท่ีเกิดจากการจบักนัของอะมิโลสกับแอลกอฮอล์ท่ีเป็น
เส้นตรง ไอโอดีน หรือ กรดไขมนั ซ่ึงลกัษณะผลึกแบบ V จะพบในสตาร์ชท่ีมีปริมาณอะมิโลสมา
กกวา่หรือเทา่กบัร้อยละ 40 เช่น ในสตาร์ชขา้วโพดท่ีมีการดดัแปลงพนัธุกรรม (Jacobs and Donald, 
1998) 
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ภาพท่ี 1.2 ลกัษณะโครงสร้างแบบก่ึงผลึกของเมด็สตาร์ช 

 แหล่งท่ีมา :Jacobs and Donald (1998) 
  

สตาร์ชบางชนิดอาจใหผ้ลึกมากกวา่ 1 แบบ เช่น สตาร์ชมนัส าปะหลงั ซ่ึงสามารถตรวจพบ
ลกัษณะผลึกทั้งแบบ A และ C โดยโครงสร้างผลึกท่ีแตกต่างกันจะให้ลักษณะการกระเจิงแสง
ต่างกนั และสามารถตรวจสอบชนิดโครงสร้างของเม็ดสตาร์ชได้โดยใช้เทคนิควิธีเอกซ์ -เรย์ดิฟ
แฟรกชั่น (X-ray diffraction, XRD) สตาร์ชท่ีมี X-ray diffraction pattern ชนิด A-type  จะพบพีคคู่ 
(double peak) ท่ีมมุหกัเห (diffraction angle) หรือท่ี 2 ท่ี 17º และ 18º  และพีคเด่ียวท่ีต าแหน่ง 2 
เทา่กบั 23º ส่วนสตาร์ชท่ีมี X-ray diffraction pattern ชนิด B-type จะพบพีคขนาดเล็กท่ีต าแหน่ง 2
ท่ี 5.6º และ 17º และมีพีคคู่ท่ีต าแหน่ง 2 ท่ี 22º และ 24º และสตาร์ชท่ีมี X-ray diffraction pattern 
ชนิด C-type จะมีลกัษณะของกราฟอยูร่ะหวา่ง A-type และ B-type คือ จะมีพีคขนาดเล็กท่ีต าแหน่ง 
2 ท่ี 5.6ºและมีพีคท่ีต าแหน่ง 17º และ 17.9º (กลา้ณรงค์ และเก้ือกูล, 2546; นิติ, 2543) นอกจากน้ี
ลักษณะผลึกแบบ V ซ่ึงเป็นรูปแบบท่ีเกิดจากการรวมตัวกันของอะมิโลสกับไขมันเกิดเป็น
สารประกอบเชิงซอ้นของอะมิโลสกบัไขมนั (amylose-lipid complex) โดยจะใหพี้คเด่ียวท่ีต าแหน่ง 
2 ท่ี 13º และ 20º (Derycke et al., 2005) 
 3.3 ประเภทของสตาร์ช 

ในกระบวนการยอ่ยอาหารพวกคาร์โบไฮเดรตหรือสตาร์ช เร่ิมตั้ งแต่อาหารเข้าสู่ปาก ฟัน
จะท าหนา้ท่ีเค้ียวบดอาหารใหมี้ขนาดเล็กลง ในน ้ าลายมีเอนไซม์ช่ือแอลฟาอะมิเลส (α-amylase) 
ซ่ึงสามารถยอ่ยสตาร์ชใหมี้ขนาดเล็กลงเป็นเดกซตริน (dextrin) แต่การยอ่ยอาหารในปากจะเกิดข้ึน
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เพียงเล็กนอ้ย  เพราะอาหารอยูใ่นปากเป็นช่วงระยะเวลาส้ันๆ จากนั้นอาหารจะถูกกลืนผ่านหลอด
อาหารไปยงักระเพาะอาหารซ่ึงมีเอนไซมอ์ะมิเลสอยูแ่ต่ไมส่ามารถท างานได้เน่ืองจากอะมิเลสไม่
ท  างานในสภาวะท่ีมีความเป็นกรดสูง ดงันั้นในกระเพาะอาหารจึงเกิดกระบวนการไฮโดรไลซิส คือ
การแตกตวัของคาร์โบไฮเดรตท าใหแ้ป้งโมเลกุลใหญ่มีขนาดเล็กลง จากนั้นกระบวนการยอ่ยแป้งท่ี
แทจ้ริงจะเกิดท่ีล าไส้เล็กซ่ึงมีสภาพเป็นด่างท่ีเหมาะสมกบัสภาวะการย่อย โดยน ้ าดีท  าให้ล าไส้เล็ก
สามารถยอ่ยสตาร์ชจนสุดทา้ยได้เป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวท่ีสามารถดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือดได ้ 
ดงันั้นในเชิงโภชนาการสตาร์ช (nutritional starch) โดยทัว่ไปแบง่สตาร์ชออกเป็น 3 ประเภท  ตาม
อตัราและระยะเวลาในการยอ่ย (Englyst and Hudson, 1992) ไดแ้ก่ สตาร์ชท่ีสามารถถูกยอ่ยไดอ้ยา่ง
รวดเร็ว (rapidly digestible starch, RDS)  สตาร์ชท่ีสามารถถูกย่อยได้อย่างช้าๆ (Slowly digestible 
starch, SDS) และสตาร์ชทนยอ่ยต่อเอนไซม ์(resistant starch, RS) 

 
 

(a)                                                                (b) 
 

ภาพท่ี 1.3 (a)โครงสร้างทางผลึกชนิด A และ B, (b) รูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอ็กซเรยข์อง
สตาร์ชท่ีมีลกัษณะโครงสร้างทางผลึกแบบ A, B และ Vh 

     แหล่งท่ีมา : Buleon et al. (1998) 
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ตารางท่ี 1.1 ประเภทของสตาร์ชในอาหารเม่ือพิจารณาตามความสามารถในการถูกยอ่ย 
ประเภทสตาร์ช แหล่งของสตาร์ช การย่อยในล าไส้เล็ก 

สตาร์ชท่ีถูกยอ่ยไดอ้ยา่ง
รวดเร็ว(Rapidly digestible 
starch : RDS) 

อาหารท่ีมีส่วนประกอบของ
สตาร์ชเม่ือผ่านการหุงตม้ 
ใหม่ๆ  

สามารถถูกยอ่ยสลายไดอ้ยา่ง
รวดเร็วไปเป็นน ้ าตาล
กลูโคสภายใน 20 นาที 

สตาร์ชท่ีถูกยอ่ยไดอ้ยา่งชา้ๆ 
(Slowly digestible starch : 
SDS) 

สตาร์ชจากธญัพืชดิบ
ผลิตภณัฑ์เส้นท่ีท าสุก 

สามารถถูกยอ่ยสลายไดอ้ยา่ง
ชา้ๆไปเป็นน ้ าตาลกลูโคสได้
อยา่งสมบรูณ์โดยใชเ้วลา
ตั้งแต่ 20 ถึง 110 นาที 

สตาร์ชท่ีไมส่ามารถถูกยอ่ย
ได ้(Resistant  starch : RS) 

เมล็ดธญัพืชท่ีถูกบดหรือ
สตาร์ชท่ีเกิดการคืนตวั 

ทนต่อการยอ่ยสลายดว้ย
เอนไซมใ์นล าไส้เล็ก 

แหล่งท่ีมา :Enlyst and Hudson (1992) 
 

3.4 สตาร์ชท่ีทนต่อการย่อยของเอนไซม์ (RS) 
 Resistant starch หรือ RS เป็นสตาร์ชท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มสตาร์ชดัดแปร โดยจากค านิยามของ 
European Flair Concerted Action on resistant starch (EURESTA) กล่าวว่า สตาร์ชทนย่อยต่อ
เอนไซม ์หรือ resistant starch หมายถึง สตาร์ชและผลิตภณัฑ์ของสตาร์ชท่ีไม่สามารถถูกย่อยด้วย
เอนไซมแ์ละถูกดูดซึมในล าไส้เล็กของมนุษยไ์ด ้(Euresta, 1992) RS แสดงพฤติกรรมคล้ายคลึงกับ
ใยอาหาร จากนั้น RS ถูกส่งผ่านไปยงัล าไส้ใหญ่และถูกหมกัด้วยจุลินทรีย์ภายในล าไส้ใหญ่ได้
ผลิตภณัฑ์ออกมาเป็นกรดไขมนัส้ันๆ เช่น  acetic acid, propionic acid และ butyric acid เป็นต้น 
โดยทัว่ไป RS สามารถแบง่ไดเ้ป็น 5 ประเภท คือ (Sajilata et al., 2006) ไดแ้ก่ 
 1. Physically inaccessible starch (RS1) หมายถึง สตาร์ชท่ีไม่สามารถถูกย่อยได้ด้วย
เอนไซมเ์น่ืองจากเมด็สตาร์ชถูกห่อหุม้อยูใ่นร่างแหของโปรตีน หรือถูกตรึงอยูภ่ายในเซลล์หุม้เมล็ด
พืช ท าใหเ้อนไซมไ์ม่สามารถเข้าไปท าปฏิกิริยาได้ ซ่ึง RS ประเภทน้ีสามารถเกิดข้ึนได้เองตาม
ธรรมชาติแต่เป็นส่วนนอ้ย โดยส่วนใหญ่พบในเมล็ดพืช เช่น ถัว่หรือเมล็ดธัญพืชท่ีผ่านการโม่บด 
โดยเหลือส่วนของเมด็สตาร์ชติดอยูก่บัผนงัเซลล์ อาหารท่ีท าจากสตาร์ชชนิดน้ีทนต่อความร้อนใน
การท าอาหารปกติและสามารถใชเ้ป็นส่วนผสมในอาหารไดห้ลากหลาย 
 2. Resistant granular starch (RS2) เป็นสตาร์ชท่ีเมด็สตาร์ชมีคุณสมบติัทนต่อการย่อยด้วย
เอนไซมต์ามลกัษณะของโครงสร้างท่ีเป็นธรรมชาติของเมด็สตาร์ชท่ีไมมี่รูหรือช่องเปิดให้เอนไซม์
เขา้ไปในเมด็สตาร์ช ซ่ึงมีลกัษณะรวมตัวกันอย่างหนาแน่นในแนวแผ่รัศมี จึงท าให้โครงสร้าง มี

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

  

ขอ้จ  ากดั ยากต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์โดยส่วนใหญ่RS ชนิดน้ีจะอยูใ่นรูแของเมด็สตาร์ชดิบ (native 
granular starch) พบไดใ้นสตาร์ชมนัฝรั่ง (potato starch) และ กลว้ยดิบ (green banana)  
 3. Retrogradation starch (RS3) คือ สตาร์ชท่ีทนต่อการย่อยของเอนไซม์ ซ่ึงเกิดจากการ
จดัเรียงตัวใหม่ด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างโมเลกุลของสายอะมิโลสระหว่างการท าการลด
อุณหภมิูของสตาร์ชท่ีผ่านการเกิดเจลาติไนเซชนั ซ่ึงเรียกว่า กระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชัน เกิด
เป็นโครงสร้างตาข่ายสามมิติท่ีมีความแข็งแรง และสามารถทนต่อการยอ่ยของเอนไซม์ 
 4. Chemically modification starch (RS4) เป็นสตาร์ชชนิดใหม ่เกิดจากการดัดแปรทางเคมี
ท่ีท าใหมี้พนัธะท่ีต่างไปจาก α-(1,4) หรือ α-(1,6)  โดยปฏิกิริยาการดดัแปรทางเคมีแบ่งออกเป็น 3 
ชนิด  คือ ครอสลิงกิง (cross linking)  เอสเทอร์ริฟิเคชัน (esterification) และ อีเทอร์ริฟิเคชัน 
(etherification) 
 5. Amylose-lipid complexed starch (RS5) เป็นสตาร์ชทนต่อการยอ่ยของเอนไซม์ท่ีเกิดจาก
การท าปฏิกิริยาระหวา่งโมเลกุลอะมิโลสกบัไขมนัเกิดเป็นโครงสร้างท่ีแข็งแรง มีความเสถียรต่อ
ความร้อนสูงและสามารถทนต่อการยอ่ยของเอนไซมไ์ด ้(Jane et al., 2011) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2.4 ลกัษณะโครงสร้างของ RS แต่ละชนิด 
 

แหล่งท่ีมา : Sajilata et al.(2006) and Jane et al. (2011) 
 
 
 

 
 RS5-Amylose-lipid complexed   Amylose-lipid complexed  

starch                                            starch 
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 3.5 การเกิด Resistant starch type III (RS3) 
 RS3ส่วนใหญ่เกิดจากการรีโทรเกรเดชนั (retrogradation) ของโมเลกุลอะมิโลส (Eerlingen, 
Crombez, and Delcour, 1993) โดยกระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชนัจะเกิดข้ึนเม่ือสตาร์ชได้รับความ
ร้อนจนเกิดการเจลาติไนซ์อยา่งสมบรูณ์ ท  าใหโ้มเลกุลของสตาร์ชท่ีประกอบด้วยอะมิโลสและอะ
มิโลเพคติน เกิดการกระจดักระจายออกมาซ่ึงมีผลท าให ้ความหนืดลดลง และเม่ือปล่อยให้เย็นตัว
ลงโมเลกุลรูปร่างเกลียวสุ่มของอะมิโลส (random coil) จะเคล่ือนท่ีเข้ามาใกล้กันและจบักันด้วย
พันธะไฮโดรเจนเกิดเป็นโครงสร้างท่ีมีลักษณะเป็นเกลียวคู่ (double helices) (Eerligen and 
Delcour, 1995) รูปแบบโครงสร้างเกลียวคู่เป็นแบบ left-handed, parallel stranded helices โดยหน่ึง
สายเกลียวคู่ประกอบดว้ยกลูโคส 6 โมเลกุลต่อหน่ึงรอบ (Sajilata, Singhal and Kulkarni, 2006) ท า
ใหโ้ครงสร้างสามารถอุม้น ้ าและไมมี่การดูดน ้ าเขา้มาอีก  ส่งผลให้มีความหนืดคงตัวมากข้ึน เกิด
เป็นลกัษณะคลา้ยเจลเหนียวหรือผลึกและเม่ือระยะเวลาผ่านไปกระบวนการรีโทรเกรเดชันเกิดมาก
ข้ึน ส่งผลใหเ้กลียวคู่ท่ีเกิดข้ึนเกิดการจดัเรียงตวักนัในลกัษณะท่ีโครงสร้างหนาแน่นและแข็งแรง 
ซ่ึงไดเ้ป็นผลึกท่ีแข็งแรงและสามารถทนต่อการยอ่ยของเอนไซมไ์ด ้(Haralampu, 2000) ซ่ึงการเกิดรี
โทรเกรเดชนัของอะมิโลสแสดงดงัภาพท่ี 3.5 Eerligen and Delcour (1995) ไดเ้สนอกลไกของการ
เกิด RS3ในสารละลายอะมิโลสไว ้2 กลไก คือ การเกิดแบบไมเซลล์ (micelle formation) และการ
เกิดแบบการมว้นตัวของโมเลกุลสายตรงเป็นชั้นบางๆ (lamellar structure) โดยโครงสร้างแบบ 
micelle เกิดจากการรวมตวักนัของโมเลกุลอะมิโลสอิสระต่างๆ ท่ีอยูน่อกเหนือจากบริเวณอสัณฐาน 
แสดงดงัภาพท่ี 2.5 ซ่ึงมีการจดัเรียงโครงสร้างของเกลียวคู่ในรูปแบบโครงสร้างเฮกซะโกนอล
(hexagonal structure) และแสดงโครงสร้างผลึกชนิดB ใน X-ray diffraction pattern 

การมว้นตวัของสารพอลิเมอร์เหน่ียวน าใหเ้กิดโครงสร้างสองมิติ หรือ มีรูปร่างเป็นชั้น ๆ 
(Lamellar shapes) ซ่ึงแสดงในภาพท่ี 3.5 สายของโมเลกุลจดัเรียงตัวกันในทิศทางตั้ งฉากกับแนว
ระนาบ ซ่ึงต าแหน่งของการมว้นตวัคือของสายพอลิเมอร์ส่วนอสัณฐานและจุดศูนย์กลางของชั้น 
lamellar คือ ส่วนท่ีเป็นผลึก ดงันั้นการยอ่ยโครงสร้างสตาร์ชด้วยเอนไซม์ ท  าให้สามารถก าจดัทั้ง
ส่วนท่ีเป็นอสัณฐานและผลึก ไดเ้ป็นโมเลกุลเส้นตรงสายส้ัน และเม่ือท าการลดอุณหภูมิลงจะเกิด
โครงสร้างของRS3จึงประกอบไปดว้ยโมเลกุลท่ีเป็นสายตรงส้ันๆ จดัเรียงตวักนัเป็นโครงสร้างส่วน
ผลึกท่ีแข็งแรงทนต่อการยอ่ยของเอนไซม ์
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ภาพท่ี 1.5 ลกัษณะโครงสร้างของ RS 3 ในสารละลายอะมิโลส (a) แบบจ าลอง Micelle: สายเกลียว
คู่ถูกจดัเรียงตวัอยา่งเป็นระเบียบในส่วนโครงสร้างท่ีเป็นผลึก (C) นอกเหนือจากบริเวณท่ี
เป็นอสัณฐาน (b) แบบจ าลอง Lamella: โครงสร้าง Lamella ถูกสร้างข้ึนจากการพับของ
สายโซ่ โดยพ้ืนท่ีส่วนท่ีพบัตวัเป็นส่วนอสัณฐาน (A) ขณะท่ีส่วนกลางของ Lamellaคือ 
ส่วนท่ีเป็นผลึก (C) 

  แหล่งท่ีมา : Eerlinge and Delcour(1995) 
 
 

 (b) 

 

(a) 
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3.6 ทฤษฎีการเกิดรีโทรเกรเดชัน และกระบวนการเกิดผลึก  
 เม่ือสารละลายสตาร์ชไดร้ับความร้อนจนถึงอุณหภมิูท่ีเกิดเจลาติไนเซชนัแลว้ให้ความร้อน
ต่อไปจะท าใหเ้มด็สตาร์ชพองตัวเต็มท่ีและแตกออก โมเลกุลของอะมิโลสขนาดเล็กจะกระจดั
กระจายหลุดออกมามีผลท าใหค้วามหนืดลดลง และเม่ือปล่อยให้เย็นตัวลง โมเลกุลอะมิโลสท่ีอยู่
ใกลก้นัจะเกิดการจดัเรียงตวัใหม่ด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างโมเลกุลเกิดเป็นร่างแหสามมิติท่ี
แข็งแรง โดยโครงสร้างใหมน้ี่สามารถอุม้น ้ าและไมมี่การดูดน ้ าเขา้มาอีก มีความหนืดคงตัวมากข้ึน 
เกิดลักษณะเจลเหนียวคล้ายฟิล์มหรือผลึก เรียกปรากฏการน้ีว่า  การเกิดรีโทรเกรเดชัน 
(Retrogradation) หรือการคืนตวั (Setback) (Sajilata, 2006)เม่ือลดอุณหภูมิให้ต ่ าลงไปอีกลักษณะ
การจดัเรียงตวัของโครงสร้างจะแน่นมากข้ึน โมเลกุลอิสระของน ้ าท่ีอยูภ่ายในจะถูกบีบออกมานอก
เจล เรียกวา่ Syneresis ปรากฏการณ์ทั้งสองน้ีจะท าใหเ้จลมีลกัษณะขาวขุ่นและมีความหนืดเพ่ิมข้ึน
การคืนตวัของสตาร์ชเปียกของสตาร์ชท าให้สารละลายมีความหนืดเพ่ิมข้ึน ในการคืนตัวของ
สตาร์ชนั้นเม่ือเกิดข้ึนอยา่งชา้ ๆ จะเกิดการตกตะกอน เม่ือเกิดข้ึนอย่างรวดเร็วจะท าให้เจลขุ่นการ
ตรวจสอบการเกิดรีโทรเกรเดชนัมีหลายวิธีเช่น การตรวจวดัสมบติัรีโอโลจี โดยการติดตามการ
เปล่ียนแปลงค่า Storage modulus (G’) ซ่ึงเป็นค่าท่ีแสดงถึงความยืดหยุ่น (Elastic) ของสารกับเวลา 
นอกจากนั้ นย ังสามารถติดตามการเปล่ียนแปลงการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชจากค่า 
Instantaneous elastic modulus (G0) และค่า Retard elastic modulus (G1) จากการศึกษาการคืบ 
(Creep) และอีกวิธีการหน่ึงในการติดตามกระบวนการรีโทรเกรเดชนัและกระบวนการเกิดผลึกคือ 
การวดัด้วยเคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectrometers (FTIR) โดยอาศยัหลักการท่ีเม่ือ
โมเลกุลของสารดูดกลืนแสงอินฟาเรด โมเลกุลจะถูกกระตุน้เป็นโมเลกุลท่ีมีพลงังานสูงเพียงพอต่อ
การท าใหเ้กิดการยืดตวั (Stretching) หรือเกิดการงอ (Bending) ท าใหป้รากฏเป็นพีคการดูดกลืนแสง
อินฟาเรด (IR absorption peak) ท่ีค่าความถ่ีต่าง ๆ ส าหรับสตาร์ชซ่ึงมีหมูฟั่งก์ชนันลักรุ๊ปท่ีส าคญัคือ 
COH นั้นสามารถดูดกลืนแสงอินฟาเรดไดดี้ท่ีความถ่ีในช่วง 1200-1000 cm-1ดังนั้นการตรวจสอบ
การเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชจึงติดตามจากการเปล่ียนแปลงพีคในช่วงความถ่ีดังกล่าว โดย   
Van Soet (1996)ไดศึ้กษาจนพลศาสตร์ของการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชมนัฝรั่ง (10% และ 
18% โดยน ้ าหนกั) ดว้ยเคร่ือง FTIR โดยศึกษาท่ีช่วงความถ่ี 1300-800 cm-1 ส าหรับสตาร์ชมนัฝรั่ง 
(Native potato starch) และพบพีคการดูดกลืนแสงท่ีเด่นชดัท่ีเลขคล่ืน (Wave number) 1047 , 1018 
และ 994 cm-1 ในขณะท่ีสตาร์ชเจลาติไนเซชันพบว่าเกิดพีคท่ีเลขคล่ืน 1022 cm-1และในระหว่าง
กระบวนการรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลาหลายสัปดาห์ พบวา่พีคการดูดกลืนแสง
ท่ีเด่นชัดคือท่ีเลขคล่ืน 1053, 1047, 1022 และ 1000 cm-1ดังนั้น Van Soet (1996) ได้ศึกษาการ
อตัราส่วนของความความสูงของพีคท่ี 1047 ต่อ 1022 cm-1 แสดงถึงสัดส่วนของโมเลกุลท่ีมีการ
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จดัเรียงตัวแบบเกลียวคู่ต่อส่วนอสัณฐาน (Ratio of Short-rang molecular order to Amorphose : 
RSA) เน่ืองจากการเพ่ิมข้ึนของพีคการดูดกลืนแสงท่ีเลขคล่ืน 1047 cm-1 มีความสัมพนัธ์กับปริมาณ
ของผลึก (Crystalline) ในโครงสร้างสตาร์ช ขณะท่ีพีคการดูดกลืนแสงท่ีความถ่ี 1022 cm-1 มี
ความสัมพันธ์กับส่วนอสัณฐาน (Amorphous) และพบว่าค่า RSA สัมพันธ์กับการเพ่ิมข้ึนของ
ระยะเวลาการเกิดรีโทรเกรเดชนั  
 Goodfellow และ Wilson (1990) ศึกษาการเกิดรีโทรเกรเดชันของอะมิโลสและ    อะมิโล
เพคตินของสตาร์ชขา้วสาลีด้วยเคร่ือง FTIR ในช่วงความถ่ี 1300-900 cm-1 เป็นเวลา 300 ชั่วโมง 
พบวา่การเกิดรีโทรเกรเดชันเกิดข้ึน 2 ช่วง โดยช่วงแรกพบการเกิดรีโทรเกรเดชันเกิดข้ึนอย่าง
รวดเร็วภายในคร่ึงชัว่โมง โดยพบการเปล่ียนแปลงของพีคการดูดกลืนแสงท่ีเด่นชัดท่ีความถ่ี 1053 
และ 1003 cm-1 ซ่ึงเป็นผลจากอะมิโลสโดยพบวา่มีการรวมตวักนัเกิดเป็นสายเกลียวคู่ของอะมิโลส  
จากนั้นจึงมีการรวมตวักนัเพ่ือพฒันาเป็นโครงร่างตาข่ายของเจลอะมิโลส จากนั้นการเกิดรีโทรเกร
เดชนัอยา่งชา้ๆ จนครบเวลา 300 ชัว่โมง โดยพบการเปล่ียนแปลงพีคการดูดกลืนแสงท่ีเด่นชัดท่ี
ความถ่ี 1053 cm-1 ซ่ึงเป็นผลจากอะมิโลเพคติน โดยพบวา่ช่วงแรกการเกิดเป็นเกลียวคู่ของสายอะ
มิโลเพคติน จากนั้นมีการรวมตวักนัอยา่งชา้ ๆ เพ่ือพฒันาเป็นผลึกของโครงสร้าง 

ในระหวา่งการเกิดรีโทรเกรเดชนั นิวเคลียสของผลึกเกิดข้ึนท่ีระยะเวลาต่างกนั ระยะเวลาท่ี
แตกต่างกนัท าใหเ้กิดจ  านวนผลึก อตัราการเจริญของผลึก และความหนาแน่นของผลึกท่ีแตกต่างกนั 
โดยอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัตอ้งอาศยัเวลาในการเปล่ียนแปลงสถานะเป็นของแข็ง (Solid-state 
transformation) ซ่ึงสามารถศึกษาได้โดยการน าสัดส่วนของผลึกท่ีเกิดข้ึนในช่วงเวลาต่างกันมา
พล็อตกราฟเทียบกบัค่าล็อก (log) ของเวลาท่ีอุณหภมิูคงท่ี ตามสมการของ Avrami 

 

       (    ) 

 เม่ือ k และ n เป็นค่าคงท่ีท่ีเป็นอิสระจากเวลา (time-independence constant) แต่จะข้ึนอยู่
กบัระบบของการเกิดผลึก โดยปกติปริมาณของผลึกท่ีเกิดข้ึนจะวดัไดจ้ากการเปล่ียนแปลงสัดส่วน
ของความเป็นผลึกต่อโครงสร้างอสัณฐาน  เน่ืองจากวฏัภาคของเหลวกบัวฏัภาคของผลึกมีปริมาตร
แตกต่างกนั  ส่วนอตัราการเกิดผลึกจะวดั ณ จดุท่ีมีการเกิดผลึกร้อยละ 50 และอัตราการเกิดผลึกน้ี
จะข้ึนอยูก่บัอุณหภมิูการเกิดผลึก โดยน ้ าหนกัโมเลกุลของพอลิเมอร์จะแปรผกผนักับอัตราการเกิด
ผลึก กล่าวคือถา้พอลิเมอร์มีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงจะส่งผลใหอ้ตัราการเกิดผลึกต ่านอกจากน้ีสามารถ
ติดตามการเปล่ียนแปลงของผลึกท่ีเกิดข้ึนเม่ือเวลาแตกต่างกนัได ้โดยพล็อตกราฟสัดส่วนของผลึก
กบัล็อกของเวลา เพ่ือเปรียบเทียบช่วงเวลาในการเกิดผลึกของสารบางชนิดได้ เช่น กราฟสัดส่วน
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ของผลึกกบัล็อกของเวลาของ Polypropylene ท่ีอุณหภมิูต่าง ๆ ดงัแสดงในรูปท่ี2.6 ซ่ึงเป็นการเกิด
ผลึกโดยท่ีอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนั (y) เป็นฟังก์ชนัของเวลา t (Barbara, 2002) 
 

 

ภาพท่ี 1.6 กราฟส่วนท่ีเกิดผลึกกบัล็อกของเวลาของ polypropylene ท่ีอุณหภมิูต่างๆ 
 แหล่งท่ีมา : Barbara (2002) 
 

โดยทัว่ไปการเกิดกระบวนการรีโทรเกรเดชนัของสารผสมระหวา่งน ้ าและสตาร์ช (Starch-
water mixture) มีกระบวนการเกิดผลึกของสายพอลิเมอร์เกิดข้ึน ดงันั้นการเขา้ใจถึงกลไกและอัตรา
การเกิดผลึกของพอลิเมอร์จึงเป็นส่ิงส าคัญ กระบวนการเกิดผลึกของพอลิเมอร์เก่ียวข้องกับ 3 
ขั้นตอน คือ การเกิดนิวเคลียสของผลึก (Nucleation), การเติบโตของผลึก (Propagation) และการ
เกิดผลึกท่ีสมบรูณ์หรือการเติบโตของผลึกอยา่งชา้ๆ (Maturation) ซ่ึงอตัราการเกิดผลึกนั้นข้ึนอยูก่บั
อุณหภมิูเป็นส าคญั กล่าวคือเม่ือพอลิเมอร์เกิดการเยน็ตวัผ่านอุณหภมิูของการหลอมเหลว (Melting 
temperature, Tm) จะมีจดุเร่ิมเกิดผลึกเป็นบริเวณเล็กๆ จากนั้นโมเลกุลท่ีถูกปลดปล่อยออกมาหลัง
กระบวนการตดัก่ิงจะเร่ิมจดัเรียงตวักนั ซ่ึงหากอุณหภมิูเกินจุดTmของผลึก กระบวนการnucleation 
จะไมเ่สถียรจึงมีอตัราการเกิด nucleation เป็นศนูยท่ี์ Tmเน่ืองจากการส่ันของอะตอมจากความร้อน
จะท าลายการจดัเรียงโมเลกุลให้เป็นระเบียบ  แต่เม่ืออุณหภูมิลดลงต ่ ากว่า Tmจะเกิด nucleation 
เพ่ิมข้ึน และเม่ือท าการลดอุณหภมิูใหต้ ่ากวา่ glass temperature (Tg) อตัราการเกิด nucleation จะมีค่า
เพ่ิมข้ึนเล็กน้อย เน่ืองจากอยู่ในสภาวะของแข็งและมีอัตราการเกิด propagation เป็นศูนย์  ไม่
สามารถเคล่ือนท่ีแพร่ขยายได ้ขณะท่ีเม่ืออุณหภูมิสูงกว่า Tgอัตราการเกิด propagation เกิดข้ึนได้
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เล็กน้อย  ส่วนอัตราการเกิด maturation ก็มีทิศทางการเกิดผลึกเช่นเดียวกันกับกระบวนการ
propagation ซ่ึงอัตราการเกิดผลึกทั้งหมด (Overall crystallization) จะข้ึนอยู่ก ับอัตราการเกิด 
nucleation และ propagation เทา่นั้น ส าหรับระบบท่ีเป็นก่ิงผลึก (Semi-crystallization) การเกิดผลึก
นั้นจะเกิดข้ึนท่ีอุณหภมิูระหวา่ง Tgกบั Tm (Eerlingen et al., 1993) 
 3.7 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเกิด RS3 
 RS type III เกิดจากการน าแป้งมาใหค้วามร้อนจนเกิดเจลาติไนเซชัน ท าให้โมเลกุลของ
แป้งท่ีประกอบดว้ยอะมิโลสและอะไมโลเพคตินละลายออกมา เม่ือปล่อยให้เย็น โมเลกุลของอะ
มิโลสจะสามารถมาจดัเรียงตวักนัใหม ่ไดเ้ป็นผลึกแป้งท่ีมีความแข็งแรงข้ึน ซ่ึงเรียกปรากฏการณ์น้ี
วา่ การเกิดรีโทรเกรเดชนั (retrogradation) (Thompson et al., 2000) จากปรากฏการณ์ดงักล่าวท าให้
การศึกษาเก่ียวกบั RS type III มีรากฐานมาจากการศึกษาวิจยัเก่ียวกับการเกิดรีโทรเกรเดชันของ
สตาร์ช โดยในการน าเสนองานวิจยัเก่ียวกับการผลิต RS type III ในยุคแรกๆ ใช้แต่ amylomaize 
VII  เป็นวตัถุดิบตั้งตน้ (Chiu et al., 1994; Iyengair et al., 1991) เน่ืองจากเช่ือวา่ RS type III เกิดจาก
การรีโทรเกรดของโมเลกุลอะมิโลส โดย Lu et al., (1997) ไดศึ้กษาผลของอุณหภมิูต่ออตัราการเกิด
รีโทรเกรเดชนัและโครงสร้างส่วนท่ีเป็นผลึกของอะมิโลส โดยใชแ้ป้งมนัฝรั่งท่ีมีอะมิโลสท่ีมีขนาด
โมเลกุลต่างกนั ถูกรีโทรเกรดดว้ยอตัราท่ีต่างกนัดว้ยซ่ึงแนวโนม้การเกิดรีโทรเกรเดชนัของอะมิโล
สข้ึนอยูก่บัขนาดโมเลกุลของอะมิโลสและความเขม้ขน้ (Suzuki et al., 1985)โดยหลกัการแล้ว การ
ผลิตแป้งใหมี้ RS ในปริมาณสูงไดน้ั้น ควรผลิตจากแป้งท่ีมีปริมาณอะมิโลสสูง ซ่ึงปัจจุบนัมีเพียง
ขา้วโพดเทา่นั้นท่ีเป็นแหล่งท่ีมีอะมิโลสสูงได้ถึง 50-70% (Hylon V, Hylon VII) โดยSajilata et al., 
(2006) รายงานวา่ RS ท่ีไดจ้ากแป้งขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะมิโลสสูง (70%) มีปริมาณถึง 20% (dry 
matter) ซ่ึงมากกว่าปริมาณ RS ในแป้งข้าวโพดปกติ (25%อะมิโลส) ท่ีมีเพียง 3%(dry matter) 
นอกจากน้ีในส่วนโครงสร้างของแกรนูล ก็พบวา่อะมิโลสมีอิทธิพลต่อการเกิด RS ซ่ึงเป็นท่ีรู้ก ันดี
วา่แป้งมนัฝรั่ง และแป้งขา้วโพดท่ีมีอะมิโลสสูงมีความทนทานต่อการย่อยและดูดซึมไม่สมบูรณท่ี
ล าไส้เล็ก ขณะท่ีแป้งจากธญัพืชส่วนใหญ่จะมีการยอ่ยและดูดซึมอยา่งช้าๆ แต่สมบูรณ์ ซ่ึงอาจเกิด
จากแกรนูลท่ีมีขนาดใหญ่ของแป้งมนัฝรั่งมีพ้ืนท่ีผิวต่อปริมาตรน้อยกว่า (Holm et al., 1987) โดย
แป้งท่ีมาจากแหล่งต่างๆกัน ก็จะมีปริมาณ RS แตกต่างกันด้วย (Goni et al., 1996) นอกจากน้ี
อัตราส่วนของอะมิโลสและอะไมโลเพคตินเป็นอีกปัจจยัท่ีมีผลต่อปริมาณ  RSโดยอัตราส่วน
ดงักล่าวมีปริมาณต่างกนัในแป้งเน่ืองมาจากแหล่งท่ีมาของแป้ง (Tester et al., 2004) 

จากงานวิจยัท่ีผ่านมาพบว่า ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเกิด RS มีหลายปัจจยัด้วยกัน ทั้งปัจจยั
ทางดา้นคุณสมบติัของสตาร์ชท่ีประกอบด้วย ความเป็นผลึกของสตาร์ช โครงสร้างของแกรนูล 
อตัราส่วนระหวา่งอะมิโลสและอะมิโลเพคติน อตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนั ความยาวของสายโซ่อะ
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มิโลสและส่วนท่ีเป็นเส้นตรงของอะมิโลเพคติน (Goni et al., 1996; Sajilata et al., 2006) นอกจากน้ี
ยงัมีปัจจยัทางดา้นสภาวะในกระบวนการผลิต รวมถึงระยะเวลาและอุณหภูมิการเก็บ (Sievert and 
Pomeranz, 1989; Sajilata et al., 2006) ซ่ึงลว้นแต่ส่งผลต่อการเกิดและปริมาณ RS ท่ีเกิดข้ึน โดย
หลกัการแลว้การผลิตสตาร์ชRS ใหมี้ปริมาณสูงนั้นควรผลิตจากสตาร์ชท่ีมีอะมิโลสสูง ซ่ึงปัจจบุนัมี
เพียงขา้วโพดเทา่นั้นท่ีเป็นแหล่งท่ีมีอะมิโลสสูงถึง 50-70% คือ Hylon V, Hylon VII  โดย Sajilata 
et al. (2006) รายงานวา่ RS ท่ีไดจ้ากสตาร์ชขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะมิโลสสูง มีปริมาณถึงร้อยละ 20 
(น ้ าหนกัแหง้) ซ่ึงมีมากกวา่ปริมาณ RS ในสตาร์ชข้าวโพดปกติ (25% อะมิโลส) ซ่ึงมีปริมาณ RS 
เพียงร้อยละ 3 (น ้ าหนกัแหง้) นอกจากน้ีในโครงสร้างของแกรนูลก็พบว่ามีอิทธิพลต่อการเกิด RS 
ซ่ึงเป็นท่ีรู้จกักนัดีวา่สตาร์ชมนัฝรั่ง และสตาร์ชขา้วโพดท่ีมีอะมิโลสสูงมีความทนทานต่อการย่อย
และดูดซึมท่ีล าไส้เล็ก ในขณะท่ีสตาร์ชจากธญัพืชส่วนใหญ่จะมีการยอ่ยและดูดซึมชา้ๆ แต่สมบูรณ์ 
ซ่ึงอาจเกิดจากแกรนูลท่ีมีขนาดใหญ่ของสตาร์ชมนัฝรั่งท่ีมีพ้ืนผิวต่อปริมาตรน้อยกว่า (Haralampu, 
2000) สตาร์ชท่ีมาจากแหล่งท่ีมาแตกต่างกนัก็จะใหป้ริมาณ RS แตกต่างกันด้วย (Goni et al., 1996) 
ซ่ึงเป็นผลมาจากโครงสร้างและการจดัเรียงตวัของอะมิโลสและอะมิโลเพคตินภายในโครงสร้าง
สตาร์ช ดงันั้นสตาร์ชขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะมิโลสสูงและสตาร์ชมนัฝรั่ง จึงเป็นแหล่งของสตาร์ชท่ี
มี RS นอกจากน้ีสตาร์ชขา้วก็สามารถใชเ้ป็นแหล่งของ RS ได้ ถึงแมว้่าสตาร์ชข้าวส่วนใหญ่จะมี
ปริมาณอะมิโลสไม่เกิน 38% แต่ได้มีการพัฒนาและดัดแปรสตาร์ชด้วยวิธีการต่างๆ เพ่ือให้มี
ปริมาณ RS สูงข้ึน เช่น การท าใหส้ตาร์ชเกิดการรีโทรเกรเดชัน (Retrograded starch) โดยการให้
ความร้อนแก่น ้ าสตาร์ชเพ่ือท าใหส้ตาร์ชสุก แลว้ท้ิงใหส้ตาร์ชเกิดการเยน็ตวัลง โมเลกุลของสตาร์ช
ท่ีละลายออกมาจะเกิดการจดัเรียงตวัใหม่ ได้เป็นผลึกท่ีแข็งแรงและสามารถทนต่อการย่อยของ
เอนไซมไ์ด ้โดย Silverio et al. (1985) รายงานวา่สตาร์ช  ขา้วสาลีท่ีผ่านกระบวนการเจลลาติไนซ์
ดว้ยเคร่ืองน่ึงความดนั (Autoclave) มีปริมาณ RS เพ่ิมข้ึน 9% เม่ือเทียบกับ native starch ท่ีไม่ผ่าน
กระบวนการเจลลาติไนซ์และการใชเ้อนไซมใ์นการยอ่ยสตาร์ชเพ่ือเพ่ิมอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชัน 
เช่น การใช้เอนไซม์ α-amylase เพ่ือลดขนาดโมเลกุลของสตาร์ชได้เป็น maltodextrin ชนิดท่ีมี
ระดบัการยอ่ยต ่า หรือการใช้เอนไซม์ตัดก่ิง (Debranching enzyme) (Chiu et al., 1994) ซ่ึงเป็นการ
เพ่ิมศกัยภาพในการเตรียม RS จากสตาร์ชชนิดท่ีมีปริมาณอะมิโลสต ่า โดยเอนไซมต์ัดก่ิงโดยทัว่ไป
มี 2 ชนิดคือไอโซอะมิเลส(Isoamylase: EC 3.2.1.68) เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยจุดท่ีเป็นก่ิงก้าน
ของไกลโคเจนและอะมิโลเพคตินไดดี้  ซ่ึงแสดงการท างานดังภาพท่ี 3 .7 ไม่จ  าเป็นต้องมีcofactor 
ในการท ากิจกรรม สามารถด าเนินกิจกรรมไดดี้ในช่วงพีเอช 3.5-5 มีความเสถียรท่ีอุณหภมิู 45-50oซ 
และเอนไซมอี์กชนิดคือ พูลลูลาเนส (Pullulanase : EC 3.2.1.41)  เป็นเอนไซมท่ี์ใช้ตัดพันธะ α-1,6 
ของพูลลูแลนและอะมิโลเพคติน  แต่การท ากิจกรรมไมส่มบรูณ์เท่ากับการย่อยโดยไอโซอะมิเลส  
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และท ากิจกรรมกบัไกลโคเจนไดย้าก สามารถย่อยได้สายกลูโคสท่ีมีความยาว 2-3 หน่วยได้โดย 
Chiu et al. (1994) ไดพ้ฒันาวิธีการผลิต RS ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการท าใหส้ตาร์ชท่ีมีปริมาณอะมิโลสมา
กกว่า 40% เกิดเจลาติไนเซชัน ตามด้วยการใช้เอนไซม์ตัดก่ิง (Debranching enzyme) เช่น พูลลู
ลาเนสและไอโซอะมิเลส ในการลดขนาดโมเลกุลของสตาร์ช ซ่ึงพบว่าการตัดก่ิงพันธะก่ิงของ
สตาร์ชด้วยเอนไซม์ตัดพันธะก่ิงมีผลในการเพ่ิมปริมาณ RS และการแยกสตาร์ชRS ด้วย
กระบวนการเอกทรูชนัใหป้ริมาณRS สูงกวา่การท าสตาร์ชแบบพ่นฝอย (Spray drying) ดังนั้นการ
ตดัพนัธะก่ิงของสตาร์ชดว้ยเอนไซมต์ดัพนัธะก่ิงและการท าแหง้สตาร์ชจึงมีผลต่อปริมาณ RS ท่ีได ้
Shi et al. (2006) ได้ท  าการผลิต RS จากสตาร์ชท่ีมีปริมาณอะมิโลสต ่ า (Waxy maize starch และ 
Waxy potato starch) โดยการใชไ้อโซอะมิเลสในการตดัก่ิงของอะมิโลเพคติน เพ่ือให้ได้สายพอลิ
เมอร์ท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กลง จากนั้นท าการรีโทรเกรดท่ีอุณหภูมิห้องเพ่ือท าการสร้างผลึกให้กับ
สตาร์ชท่ีผ่านการตัดก่ิง (Debranching starch) และท าแห้งด้วยระบบลม (Air-dried) ซ่ึงสามารถ
สร้าง RS ไดม้ากกวา่ 70% และมีอุณหภมิูในการหลอมเหลว (Melting temperature) สูงกวา่ 110 oซ 

 
 

ภาพท่ี 1.7 แสดงลกัษณะการท างานของเอนไซมแ์ต่ละชนิดในการยอ่ยสตาร์ช 
 แหล่งท่ีมา :Manners and Matheson (1981) 
 

Gonzalez-Soto et al. (2006) ได้ท  าการผลิต RS จากสตาร์ชกล้วย โดยวิธีการautoclave 
ร่วมกบัการใชเ้อนไซมพ์ูลลูลาเนสท่ีเวลาต่างๆ ซ่ึงพบว่าปริมาณRS ท่ีได้จากการตัดก่ิงอะมิโลเพ
คตินท่ีเวลาต่างๆ มีค่ามากกว่าปริมาณ RS ในสตาร์ชกล้วยท่ีไม่ผ่านการตัดก่ิง โดยมีปริมาณ RS 
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เพ่ิมข้ึนประมาณ 2 เทา่ (จาก 9% เป็น 18%) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของBerry (1986) วา่การตัด
พนัธะก่ิงของสตาร์ชส่งผลใหเ้กิดโมเลกุลสายโซ่ท่ีเป็นเส้นตรงท่ีสนบัสนุนใหเ้กิด RS ในปริมาณสูง 
 การวิจยัเก่ียวกบัการผลิต RS3ในยคุแรกๆ ส่วนใหญ่ใช้ amylomaize VII เป็นวตัถุดิบตั้ งต้น 
(Chiu et al., 1994) เน่ืองจากเช่ือว่า RS3เกิดจากการรีโทรเกรเดชันของอะมิโลส นอกจากน้ี
โครงสร้างอะมิโลสท่ีแตกต่างกนัก็เกิดการรีโทรเกรเดชนัดว้ยอตัราท่ีแตกต่างกัน ซ่ึงแนวโน้มการ
เกิดรีโทรเกรเดชนัของอะมิโลสข้ึนกบัขนาดโมเลกุลและความเข้มข้นของอะมิโลส (Shamai et al., 
2003)โดย Eerlingen, Crombez and Delcour (1993) ไดท้  าการศึกษาผลของความยาวของสายโซ่อะ
มิโลสต่อการเกิด RS3ซ่ึงพบว่าความยาวของสายโซ่อะมิโลสท่ีมี DP 10-100 หน่วยกลูโคส 
สนบัสนุนใหเ้กิด RS ในปริมาณท่ีสูงข้ึนและจะมีปริมาณลดลงเม่ือ DP>100 ซ่ึงสอดคล้องกับผล
การศึกษาของ Gidley et al. (1995)ท่ีรายงานวา่ DP ต ่ าสุดท่ีสามารถเกิดการจดัเรียงตัวของ double 
helix คือ DP=10 และ DP ท่ีสูงสุดคือ DP=100 หน่วยกลูโคส โดย Eerlingen et al. (1995) รายงานว่า 
DPของโมเลกุลสายโซ่ท่ีเป็นเส้นตรงมีผลต่อปรากฎการณ์รีโทรเกรเดชันของสตาร์ชเช่นเดียวกับ
Schmiedl et al. (2000)ซ่ึงพบว่า DP ประมาณ 20 หน่วยกลูโคสเหมาะสมต่อการสร้าง RS ใน
ปริมาณสูง 

เป็นท่ีน่าสนใจวา่ท าไมโครงสร้างท่ีเป็นอะมิโลเพคตินถึงไม่สนับสนุนการเกิด RS3ทั้งน้ี
เน่ืองจากอะมิโลเพคตินมีโครงสร้างท่ีเป็นก่ิงก้าน แต่อย่างไรก็ตามซ่ึงได้กล่าวมาข้างต้นว่า 
กระบวนการตดัก่ิงสามารถเพ่ิมปริมาณ RS ได้ ซ่ึง Lechmann, Jacobasch and Schmiedl (2002)ได้
สนบัสนุนทฤษฎีดงักล่าว โดยท าการตดัก่ิงสตาร์ชกลว้ยท่ีมีอะมิโลเพคติน 91.53%โดยน ้ าหนักแห้ง
ดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนส  ซ่ึงจากผลการศึกษาพบวา่ปริมาณ RS สูงข้ึนถึง 51%  และพบวา่ในสตาร์ช
ท่ีผ่านการตดัก่ิงนั้นมีขนาดโมเลกุลเล็กลงและมีสัดส่วนของDP 6-22 ในปริมาณสูง เช่นเดียวกับ 
Pongjanta et al. (2008) ซ่ึงท าการตดัก่ิงสตาร์ชมนัฝรั่งด้วยเอนไซม์พูลลูลาเนส ซ่ึงจากการศึกษา
พบวา่การตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสเพ่ิมระดบัการรีโทรเกรดของสตาร์ชจาก 28.10 เป็น 54.53% 
ซ่ึงเป็นผลท าใหป้ริมาณ RS เพ่ิมข้ึนจาก 4.80 ถึง 12.33% 

Cai and Shi (2010) ไดท้  าการศึกษาโครงสร้างและความสามารถในการยอ่ยของสตาร์ชจาก 
waxy wheat, waxy maize, และ waxy potato หลงัผ่านการยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์อโซอะมิเลสและบ่มท่ี
อุณหภมิู 25 oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงพบวา่สตาร์ชจาก waxy potato ท่ีผ่านการตดัก่ิงมีสัดส่วนของ
สายยาว (Long chain length) สูงกว่าของwaxy wheat, waxy maize ซ่ึงส่งผลให้มีปริมาณ RS และ
อุณหภูมิในการหลอมเหลว (Melting temperature) สูงกว่าของ waxy wheat, waxy maize อีกด้วย 
ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ waxy potato ท่ีมีโครงสร้างเป็นโมเลกุลสายยาวสามารถเพ่ิมปริมาณ RS ได้ โดย
การใชก้ระบวนการตดัก่ิงร่วมกบักระบวนการรีโทรเกรเดชัน ซ่ึงโครงสร้าง double helices ท่ีเกิด
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จากโมเลกุลสายยาวมีความแข็งแรง ตา้นทานต่อการยอ่ยของเอนไซม ์และมีเสถียรภาพต่อความร้อน
ไดดี้กวา่ double helices ท่ีเกิดจากโมเลกุลสายส้ัน 
 การเพ่ิมผลผลิตของ RS3นอกจากการใชเ้อนไซม์ในการตัดก่ิงแล้ว ยงัพบว่ามีอิทธิพลอัน
เน่ืองมาจากสภาวะการเก็บ (Storage–condition) ซ่ึงโดยทัว่ไปจะเก่ียวขอ้งกบัระยะเวลาและอุณหภูมิ
ในการเก็บ ทั้งน้ีเพราะ RS3 จดัเป็น retrograded starch ซ่ึงปริมาณ RS จะเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาเก็บ
โดยเฉพาะการเก็บท่ีอุณหภูมิต ่ า ซ่ึง Agama–Acevedo et al. (2004)ได้รายงานว่า tortillas ท่ีเก็บท่ี
อุณหภมิูต ่า เป็นเวลา 48 ชั่วโมง มีปริมาณ available starch ลดลง  ในขณะท่ีปริมาณ RS ทั้งหมด
เพ่ิมข้ึน ซ่ึงเป็นผลอนัเน่ืองมาจากการเกิดรีโทรเกรเดชนัเป็นหลกั  ในขณะท่ี Schmiedel et al. (2003) 
รายงานวา่การเพ่ิมปริมาณของแข็งของเจลสตาร์ชมนัฝรั่งท่ีมีปริมาณอะมิโลสน้อยกว่า 10% (Waxy 
potato starch) ท่ีผ่านการตัดก่ิงและผ่านการรีโทรเกรดท่ีอุณหภูมิ 4  oซ และ 25 oซ เป็นเวลา 24
ชัว่โมง พบวา่ท่ีอุณหภมิูการบม่แตกต่างกนัมีผลต่อการเพ่ิมปริมาณ RS ไดแ้ตกต่างกันด้วยเน่ืองจาก
อุณหภมิูมีผลต่อการจดัเรียงโครงสร้างผลึกท่ีแตกต่างกัน โดยเม่ือบ่มท่ีระยะเวลาเท่ากันการบ่มท่ี
อุณหภูมิ 25 oซ ส่งผลให้ปริมาณ RS สูงกว่าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 4  oซ เน่ืองจากผลึกท่ีได้มีความ
แข็งแรงกว่าในขณะท่ี Gonzalez-Soto et al. (2006)พบว่าระยะเวลาไม่มีผลต่อปริมาณ RS ของ   
สตาร์ชกลว้ยท่ีไมผ่่านการตดัก่ิง ในขณะท่ีอุณหภมิูในการเก็บมีผลต่อปริมาณ RS ของ debranched 
banana starch อยา่งมีนยัส าคญัโดยการเก็บท่ีอุณหภมิู 60 oซ แสดงปริมาณ RS ท่ีนอ้ยกว่าการเก็บไว ้
ท่ีอุณหภมิู 4 oซ และ 32 oซ 

Eerlingen et al. (1994) ได้ศึกษาการเกิดรีโทรเกรเดชันของเจล waxy maize starch ท่ี
อุณหภมิูหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  แลว้ตรวจสอบการทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ pancreatic alfa-
amylase และ amyloglucosidase พบวา่สามารถสร้างปริมาณ RS ได้เพียง 5% Lehmann et al. (2002) 
ไดศึ้กษาคุณสมบติัของ RS type III จากสตาร์ชกลว้ย โดยใชเ้อนไซม์ตัดก่ิงของอะมิโลเพคติน ท า
ใหไ้ด ้DP ท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กลงอยูร่ะหวา่ง 10–35 หน่วยกลูโคส โดยพบวา่สามารถสร้าง RS ได้
ปริมาณสูงถึง 50% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Thompson (2000) ท่ีว่าปริมาณ RS ท่ีเกิดจาก
การรีโทรเกรดของอะมิโลเพคตินสามารถเพ่ิมข้ึนได ้เม่ือมีการตดัก่ิงของอะมิโลเพคตินดว้ยเอนไซม ์
pullulanase ดังนั้น การตัดก่ิงอะมิโลเพคตินจึงเป็นแนวทางท่ีจะท าให้สามารถผลิตแป้งท่ีมี RS 
สูงข้ึนไดจ้ากสตาร์ชชนิดอ่ืนท่ีไมใ่ช่สตาร์ขา้วโพดอะมิโลสสูง ดังสิทธิบตัรของ Chiu et al. (1994) 
กล่าวว่าขั้ นตอนการตัด ก่ิงของสตาร์ชด้วยเอนไซม์ เป็นขั้ นตอนท่ีส าคัญขั้ นตอนหน่ึง ใน
กระบวนการท า amylase resistant starch จากสตาร์ชท่ีมีอะมิโลสสูง เน่ืองจากอะมิโลเพคตินจะไป
รบกวนการเกิดรีโทรเกรเดชนัของอะมิโลส จึงท าให้ปริมาณ retrograded amylose เพ่ิมข้ึนได้ด้วย
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การก าจดัอะมิโลเพคตินออกดว้ยเอนไซมท่ี์ตดัก่ิงได ้(Berry, 1986) ดงันั้นการตัดก่ิงสตาร์ชจึงเป็น
วิธีหน่ึงท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณ RS ใหสู้งข้ึนได ้

เป็นท่ีทราบกนัดีวา่อะมิโลสท่ีมี DP 80-120 หน่วยกลูโคส มีแนวโน้มการเกิดรีโทรเกรดดี
ท่ีสุด (Gidley and Bulpin, 1989) ดงันั้นการเร่งการเกิดรีโทรเกรเดชนัจะเป็นการลดระยะเวลาในการ
สร้าง RS type III ไดซ่ึ้งเม่ือเปรียบเทียบการเกิดรีโทรเกรเดชันของอะมิโลสกับอะไมโลเพคติน 
พบว่าการเกิดผลึก  (recrystallization) ของอะไมโลเพคตินจะเกิดได้ช้าและใช้เวลานานกว่า 
เน่ืองจากข้อจ  ากัดในเร่ืองของขนาดของสายโซ่ และผลึกท่ีเกิดข้ึนก็มีความเสถียรน้อยกว่า 
(Eerlingen et al., 1995) Eerlingen et al. (1993b) ศึกษาผลของความยาวของสายโซ่อะมิโลสท่ีมีต่อ
การเกิด RS type III โดยพบวา่ความยาวของสายโซ่อะมิโลสเร่ิมต้นมีผลต่อปริมาณ RS ซ่ึงเม่ือ DP 
เพ่ิมข้ึนถึง 260 หน่วยกลูโคส  RS มีปริมาณเพ่ิมข้ึนตามความยาวของสายโซ่อะมิโลส จนถึงค่าคงท่ี
สูงสุดท่ีมี RS ประมาณ 28% ส่วนสายโซ่ท่ีมี DP มากกวา่ 260 หน่วยกลูโคส ปริมาณ RS จะลดลง
นอ้ยกวา่ 28% ซ่ึงคาดวา่เป็นผลมากจากการเกิด RS ในสารละลายอะมิโลสท่ีมี DP น้อยกว่า 100 
หน่วยกลูโคส ความยาวของสายโซ่ไมเ่พียงพอต่อการเกิดผลึกท่ีมีความทนทาน ในทางตรงกันข้าม 
อะมิโลสท่ีมี DP มากกวา่ 300 หน่วยกลูโคส ก็ยากต่อการสร้างสายพอลิเมอร์ท่ีมีความเป็นผลึกท่ี
ทนทานเช่นกัน  ส่วนผลการศึกษาของSchmiedl et al. (2000)  พบว่า poly-1, 4- -D-glucanท่ีมี 
polymer chain lengths 10-35 หน่วยกลูโคส สามารถผลิต RS ได้สูงถึง 94% ซ่ึงมีความเสถียรต่อ
ความร้อนถึงอุณหภมิู 110  องศาเซลเซียส และสามารถผลิตกรดไขมนัสายส้ันจากการหมกัโดย
จุลินทรีย์ในล าไส้ใหญ่ได้สูงกว่า retrograded high amylose corn starch (Novelose 330, National 
Starch) 

Eerlingen et al. (1994) ไดศึ้กษาถึงผลของอุณหภูมิในการเก็บต่อการเกิดรีโทรเกรเดชัน
ของเจลแป้ง waxy maize starch ซ่ึงพบวา่สภาวะการเก็บท่ีอุณหภูมิ 6 oซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตาม
ดว้ย 40 oซ เป็นเวลา 29 วนั ท  าใหอ้ตัราการรีโทรเกรเดชันมากข้ึน melting temperature เพ่ิมสูงข้ึน 
ทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์เพ่ิมมากข้ึน และสามารถสร้าง  resistant starch ได้สูงถึง 42% ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Fredriksson et al. (2000) ท่ีรายงานว่าการใช้ temperature cycle ใน
การรีโทรเกรดเจล waxy maize starch และ high-amylopectin potato starch มีผลท าให้การย่อยอะ
มิโลเพกตินดว้ยเอนไซม์ -amylase เกิดข้ึนชา้ลง 

3.8 ประโยชน์ของสตาร์ชท่ีทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ 
 สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์มส่ามารถถูกยอ่ยสลายไดใ้นล าไส้แต่จะเกิดการหมกั
โดยจุลินทรีย์ในล าไส้ใหญ่   และผลิตกรดไขมันสายส้ัน เช่น  แอซิเตต (Acetate),  บิวทิเรต 
(Butyrate) และโพรพิโอเนต (Propionate) ซ่ึงสารเหล่าน้ีคือสารตั้งตน้ท่ีส าคญัของเซลล์เยื่อบุผิวใน
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ล าไส้ใหญ่  และยบัย ั้งการเปล่ียนแปลงของเน้ือร้าย โดยเฉพาะอย่างยิ่งป้องกันการเกิดมะเร็งล าไส้ 
(Arrigono et al., 1992) นอกจากน้ีกรดไขมันทั้งสามชนิดยงัเป็นประโยชน์ต่อจุลินทรีย์ท่ีเป็น
ประโยชน์ต่อร่างกายของมนุษย์ (Probiotic microorganisms)เช่น bifidobacterium เป็นต้น (Sajilate 
et al., 2006) จากการท่ีสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ลกัษณะเหมือนกับไฟเบอร์ (Fiber) จึง
ส่งผลดีต่อสุขภาพของล าไส้ โดยเพ่ิมอตัราการผลิตต่อมเซลล์เล็กๆ หรือลดการฝ่อของเยื่อบุผิวท่ี
ล าไส้เม่ือเปรียบเทียบกับสตาร์ชทัว่ไป แสดงให้เห็นว่าสตาร์ชท่ีทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์มี
ลกัษณะคลา้ย กวัร์ไฟเบอร์ท่ีละลายน ้ า ซ่ึงมีอิทธิพลต่อการเกิดเน้ืองอก และลดคลอเรสเตอรอลใน
เลือด และไตรกลีเซอไรด์ (Triglycerides) (Haralampu, 2000) 
 สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ผลต่อระดบัน ้ าตาลในเลือด เน่ืองจากมีความสามารถ
ในการถูกยอ่ยต ่าซ่ึงสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการควบคุมการปลดปล่อยปริมาณกลูโคส ซ่ึงจาก
งานวิจยัของ Ranhotra et al. (1997) พบว่าสตาร์ชท่ีทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์จะเกิดการย่อย
ภายหลงัการบริโภคแลว้ประมาณ 5-7 ชัว่โมง ท าใหร้ะดบัน ้ าตาลในเลือดและอินซูลินหลังบริโภค
อาหารลดลงเม่ือเทียบกบัการยอ่ยสตาร์ชปกติท่ีผ่านการใหค้วามร้อนซ่ึงจะเกิดการยอ่ยทนัทีหลงัการ
บริโภคอาหาร  เช่นเดียวกบังานวิจยัของสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซม์ชนิดท่ี 3 (RS3) ท่ีผลิต
โดยบริษทั CrystaLean® น ามาใชเ้ป็นส่วนผสมในอาหาร พบว่าระดับน ้ าตาลกลูโคสเลือดของผู ้
ทดสอบภายหลงัการบริโภคอาหารมีค่าต ่ากวา่การบริโภคคาร์โบไฮเดรตชนิดอ่ืนๆ เช่น  สตาร์ชชนิด
อ่ืนๆ โอลิโกแซคคาไรด์ (Oligosaccharides) และน ้ าตาล เป็นต้น โดยสตาร์ชท่ีทนต่อการย่อยด้วย
เอนไซมเ์ป็นตวัลดระดบักลูโคสในเลือดภายหลงัรับประทานอาหาร เน่ืองจากลดการปลดปล่อยกูล
โคส และมีบทบาทส าคัญในการควบคุมกระบวนการเผาผลาญ (Metabolism) ในผู ้ป่วย
โรคเบาหวานชนิดท่ี  2 (ไมข้ึ่นกบัอินซูลิน) 
 บทบาทของสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซม์ในการป้องกันการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่
นั้นมีรายงานวา่กรดไขมนัท่ีเกิดข้ึนจากการหมกัของจลิุนทรียใ์นล าไส้ใหญ่จะช่วยเพ่ิมปริมาณของ
ของเหลวและปรับค่าความเป็นกรด-ด่างภายในล าไส้ให้ลดต ่ าลง  เม่ือเกิดสภาวะกรดข้ึนภายใน
ล าไส้ใหญ่จะเกิดการยบัย ั้งเอนไซมจ์ากจลิุนทรียบ์างชนิดท่ีสามารถเปล่ียนน ้ าดีให้เกิดเป็นสารก่อ
มะเร็งในล าไส้ใหญ่ การท่ีจลิุนทรียใ์นล าไส้ใหญ่สามารถยอ่ยสลายเส้นใยอาหารได ้จึงมีการแบ่งตัว
เพ่ิมจ  านวนของจลิุนทรียท่ี์เป็นประโยชน์ และยงัช่วยเพ่ิมปริมาณอุจจาระ กระตุ ้นให้เกิดการขับถ่าย  
ป้องกนัการเกิดมะเร็งในล าไส้ใหญ่ (มลศิริ วิโรทยั, 2545) กรดไขมนับิวทิเรตยงัช่วยปรับสภาวะ
ตอนปลายของล าไส้ใหญ่ใหส้มบูรณ์ด้วย (Arrigoni et al., 2001; Ferguson et al., 2000) นอกจากน้ี
ยงัมีคุณสมบติัเป็นพรีไบโอติก (Prebiotic) ซ่ึงจะช่วยเพ่ิมปริมาณจุลินทรีย์ท่ีเป็นประโยชน์ต่อ
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ร่างกาย และยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ก่อโรค (Pathogenic microorganisms) ในระบบ
ทางเดินอาหาร 
 นอกจากน้ีสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซม์ยงัช่วยในการยบัย ั้งการสะสมไขมนั โดย 
Higgins et al. (2005) ไดท้  าการศึกษาโดยใชผู้ท้ดสอบเพศชายจ านวน 12 คน ให้บริโภคอาหารท่ีมี
การเติมเส้นใยจากสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑ์อาหาร  ซ่ึงพบว่า
สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมช์่วยลดการสะสมของไขมนั เน่ืองจากภายหลงัการบริโภค
เกิดการออกซิเดชันของลิพิด (Lipid oxidation) เพ่ิมข้ึน นอกจากน้ียงัช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุท่ี
ล าไส้ จากงานวิจยัของ Moates et al. (1996) ท่ีได้ท  าการศึกษาเปรียบเทียบผลของสตาร์ช 2 ชนิด 
ไดแ้ก่สตาร์ชท่ีมีสัดส่วนของสตาร์ชทนยอ่ยต่อเอนไซมผ์สมอยูร่้อยละ 16 โดยน ้ าหนกัและสตาร์ชท่ี
ไมมี่การผสม  โดยตรวจสอบผลต่อการดูดซึมของแคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก และสังกะสี ซ่ึงผล
การทดลองพบวา่ สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ช่วยใหก้ารดูดซึมแคลเซียมและเหล็กของ
ล าไส้มีประสิทธิภาพมากข้ึนนอกจากน้ีหนา้ท่ีอ่ืนๆ ของสตาร์ชท่ีทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์หรือ
เส้นใยอาหาร คือ ช่วยป้องกนัการลดสภาวะโรคอว้น มีบทบาทในการลดคลอเรสเตอรอลในเส้น
เลือด ลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคไขมนัอุดตนัในเส้นเลือด โรคหวัใจ และโรคเบาหวาน เป็นตน้ 
 ในทางอุตสาหกรรมอาหารสตาร์ชทนยอ่ยดว้ยเอนไซมถ์ูกประยกุต์ใช้มากมาย เน่ืองจากมี
ขนาดอนุภาคท่ีเล็ก ลกัษณะปรากฏเป็นสีขาว ไมมี่กล่ิน มีความสามารถในการอุม้น ้ าต ่ า มีคุณสมบติั
ทางเคมีกายภาพท่ีดี เช่น ลกัษณะการพองตัว, สมบติัทางความหนืดท่ีเพ่ิมข้ึน, สมบติัการเป็นเจล 
และความสามารถในการจบักับน ้ า นอกจากน้ียงัไม่ท  าให้เน้ือสัมผัสของอาหารมีลักษณะหยาบ
เหมือนกรวดทราย และไม่ท  าให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางด้านรสชาติและเน้ือสัมผัส  สามารถ
น ามาใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหารไดห้ลากหลาย เช่น ใช้เป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑ์แทน
การใชเ้ส้นใยอาหารจากแหล่งอ่ืนๆ และใชเ้พ่ิมปริมาณเส้นใยอาหาร (Fiber fortified) ในผลิตภณัฑ์
ท่ีมีความช้ืนต ่า ซ่ึงจะใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารท่ีปรุงสุกและผ่านการอบ เช่น ผลิตภณัฑ์เบเกอร์ร่ี 
ผลิตภณัฑ์ธัญชาติส าเร็จรูป (RTE Cereal) ขนมขบเค้ียว อาหารเส้น (Pasta / Noodle) และอาหาร
ทอด เป็นตน้ ทั้งน้ี RS3เป็น RS ท่ีไดร้ับความสนใจมากกวา่ RS ชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากมีความเสถียรต่อ   
ความร้อน (Thermal stability) จึงสามารถรักษาคุณค่าทางโภชนาการไวไ้ด้ในระหว่างกระบวนการ
หุงตม้ปกติ (Shamai et al., 2003) และเน่ืองจากโครงสร้างส่วนผลึกของ RS3แสดงการเปล่ียนเฟส 
(Endothermic transition) ท่ีอุณหภูมิ 120-160 oซ (Han et al., 2006) ดังนั้นจึงเหมาะส าหรับใช้เป็น
สารเติมแต่งท่ีเป็นพรีไบโอติกท่ีทนความร้อนในอาหารได ้ซ่ึงจะใชใ้นอาหารพวกท่ีตอ้งผ่านการให้
ความร้อนหรือผลิตภณัฑ์ประเภทขนมอบ 
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บทที่ 2 
วิธีด าเนินการวจัิย 

 
ตอนท่ี 1  

2.1.1 วัตถุดิบและสารเคมี 
  ข้าวพันธ์ุสุพรรณบุรี 90 (Suphanburi 90, S90) พิษณุโลก 1 (Phitsanulok 1, P1)  
พิษณุโลก 2 (Phitsanulok 2, P2) ได้รับการอนุเคราะห์จากศูนย์วิจยัข้าวปทุมธานี อ าเภอธัญบุรี 
จงัหวดัปทมุธานี และขา้วพนัธ์ุกข 6 (RD6) ไดร้ับการอนุเคราะห์จากศูนย์วิจยัข้าวขอนแก่น อ าเภอ
เมือง จงัหวดัขอนแก่น เอนไซม์พูลลูลาเนส (Pullulanase EC 232-983-9, Sigma no P2986), 
เอนไซมไ์อโซอะมิเลส (Isoamylase from Pseudomonas sp. Sigma no I5284), เอนไซม์อะมิโลกลู
โคซิเดส (Amyloglucosidase: EC 3.2.1.3 from Aspergillus niger, Sigma no A7095) เอนไซม์เอล
ฟาอะมิเลส (α-amylase: EC 3.2.1.1 type VI-B from porcine pancreas, Sigma no A3716), 
เอนไซม์เบตาอะมิเลส (-amylase EC 3.2.1.2 type II-B from barley, Sigma no A7130), อะมิโลส 
(amylose type 3 from potato, Sigma no A0512), pullulan, glucose oxidase peroxidase reagent 
(G3660) และสารเคมีพ้ืนฐานต่างๆ ซ้ือจาก Sigma chemical  
 

2.1.2 การจ าแนกประเภทของข้าวพันธ์ุต่างๆ 
  สตาร์ชขา้วทั้งสามชนิดถูกจ  าแนกออกเป็นกลุ่มๆ ตามปริมาณอะมิโลส ปรากฎ (% 

Absolute-amylose) ตามวิธีการวิเคราะห์ของรุ่งนภา และคณะ (2546) โดยการวิเคราะห์ปริมาณอะ
มิโลสของสตาร์ชขา้วดว้ยวิธี Gel permeation chromatography (GPC) เร่ิมจากการน าสตาร์ชมาย่อย
ดว้ยเอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะต่อการยอ่ยพนัธะก่ิงแลว้น าสตาร์ชท่ีผ่านการยอ่ยมาแยกตามขนาดด้วย
เทคนิคทางโครมาโตกราฟฟีท าใหท้ราบถึงลกัษณะโครงสร้างท่ีเป็นเส้นตรงของอะมิโสสและสาย
โซ่ของอะมิโลเพคตินท่ีเป็นองค์ประกอบไดซ่ึ้งสามารถท าการวิเคราะห์ความยาวของสายโซ่ท่ีเป็น
องค์ประกอบในสตาร์ชท่ีผ่านการย่อยในทางอ้อมได้ด้วยวิธีการเกิดสีกับไอโอดีนโดยจากการ
วิเคราะห์องค์ประกอบของสตาร์ชท่ีผ่านการยอ่ยดว้ย Pseudomonas isoamylase และท าการแยกตาม
ขนาดดว้ย GPC พบวา่สตาร์ชประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็นองค์ประกอบหลัก  4 ส่วนโดยส่วนแรกคือ
ส่วนประกอบท่ี 1 (Fraction I, Fr. I) ซ่ึงจะเป็นส่วนของอะมิโลสและสายโซ่ของอะมิโลเพคตินท่ีมี
ขนาดยาวมากมีค่าความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบเชิงซ้อนของกลูแคน -
ไอโอดีนสูงสุดมากกว่าหรือเท่ากับ 620 (λmax>620nm) ส่วนท่ี 2 คือ ส่วนประกอบ Intermediate 
(Intermediate Fraction, Int. Fr.) มีค่าความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบเชิงซ้อน
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ของกลูแคนไอโอดีนสูงสุดอยู่ในช่วงระหว่าง 600 ถึง 620 นาโนเมตร (620nm>λmax>600nm), 
ส่วนท่ี 3 คือส่วนประกอบท่ี 2 (Fraction II, Fr. II) มีค่าความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงของ
สารประกอบเชิงซอ้นของกลูแคนไอโอดีนสูงสุดอยู่ในช่วงระหว่าง  525 ถึง 600 นาโนเมตร (600 
nm>λmax>525nm) ซ่ึงเกิดจากสายโซ่ของอะมิโลเพคตินท่ีมี DP ประมาณ 45 และส่วนท่ี 4 คือ
ส่วนประกอบท่ี 3 (FractionIII, Fr. III) มีค่าความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบ
เชิงซอ้นของกลูแคนไอโอดีนสูงสุดนอ้ยกวา่525 (λmax<525nm) ซ่ึงแสดงผลดงัตารางท่ี 3.1 

 
ตารางท่ี 2.1คุณลกัษณะบางประการของสารประกอบเชิงซอ้นท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยากบัไอโอดีน

ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่างๆ และ สตาร์ชขา้วท่ีผ่านการยอ่ยดว้ยเอนไซม์ Isoamylase และ
ท าการแยกตามขนาดดว้ย Gel permeation chromatography (GPC) จากสตาร์ชข้าวพันธ์ุ
ต่างๆ 

Sample 
 Debranched starch 

(%) 
Debranched amylopectin 

(%) Absolute 
amylose c 

(%)  
GPC a Fr I Fr II Fr III Fr I b Fr II Fr III 

RD6   0 - 30.97 69.03 - 31.64 68.36 0 
P2 24.06 24.06 19.83 47.54 9.17 21.23 46.12 14.88 
S90 25.24 25.24 19.88 46.38 6.39 18.58 47.77 18.85 
หมายเหตุ:a GPC หมายถึง การวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยการแยกตามขนาดโดย gel permeation 

chromatography ตามวิธีของ Inouchi et al. (1987) 
 bปริมาณคาร์โบไฮเดตรทั้งหมด ท่ีแยกไดจ้ากอะมิโลเพคตินท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์
ไอโซอะมิเลส และเม่ือท าปฏิกิริยากบัไอโอดีน ให้สารประกอบเชิงซ้อนของกลูแคน- 
ไอโอดีน ท่ีมีความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด ( max) มากกว่า 620 นาโน
เมตร ซ่ึงเป็นองค์ประกอบของอะมิโลเพคตินท่ีเป็นก่ิงกา้นท่ีมีขนาดยาวมาก (super long 
chain, SLC)  
c  % Absolute amylose ค านวณจากผลต่างปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดใน Fr I ของ 
Debranched starch และปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดใน Fr I ของ Debranched 
amylopectin 
แหล่งท่ีมา : รุ่งนภา และคณะ (2546) 
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2. 1.3 การเตรียมสตาร์ชของข้าวพันธ์ุต่างๆ 
  ท  าการเตรียมสตาร์ชขา้วโดยน าเมล็ดขา้วมาผ่านกรรมวิธีการโม่เปียกเพ่ือให้ได้ฟ
ลาวขา้ว จากนั้นท าการสกดัโปรตีนตามวิธีการของ Sawai และ Morita (1968)เพ่ือใหมี้โปรตีนเหลือ
นอ้ยกวา่ร้อยละ 0.5 โดยเร่ิมจากน าฟลาวมาแช่ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 5 แล้ว
ท าการกรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 เพ่ือแยกสารละลายเกลือออก  ในขั้นตอนต่อมาน าตะกอน
สตาร์ชมาสกดัดว้ยเอทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 95 กรองแยกตะกอนสตาร์ช จากนั้นสกัดโดยการแช่
ตะกอนสตาร์ชในสารละลายด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ0.25 สกดันาน 16 ชัว่โมง และท าการ
ล้างด่างออกจากตะกอนสตาร์ชจนกระทัง่พีเอชของน ้ าล้างตะกอนสตาร์ชมีค่าพีเอชเท่ากับ 7 
ขั้นตอนสุดทา้ยลา้งตะกอนสตาร์ชดว้ยน ้ ากลัน่  และอบตะกอนสตาร์ชท่ีอุณหภมิู 50 oซ เป็นเวลา 20 
ชั่วโมง และท าการบดและร่อนตัวอย่าง  เก็บตัวอย่างสตาร์ชท่ีอุณหภูมิ -20 oซ เพ่ือใช้ส าหรับ
วิเคราะห์ต่อไป 
 

2.1.4 การศึกษาคุณสมบัติของสตาร์ชข้าว 
  2.1.4.1 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่างๆ โดยท าการวิเคราะห์

โปรตีน, ไขมนั, เยื่อ และเถา้ ตามวิธีของ AOAC (1990) 
  2.1.4.2 ปริมาณอะมิโลสด้วยวิธีการเกิดสีไอโอดีน ท าการวิเคราะห์ปริมาณอะ

มิโลสท่ีเป็นองค์ประกอบของขา้วพนัธ์ุต่างๆ ดว้ยวิธีการเกิดสีไอโอดีน (Julino, 1971) และชุดตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสหลงัจากท าการตกตะกอนอะมิโลเพคตินด้วยวิธี Concanavalin-A หรือ 
ConA (Amylose/Amylopectin assay kit, Megazyme) 

  2.1.4.3 ปริมาณอะมิโลสด้วยวิธีการทาง Differential Scanning calorimeter (DSC)  
ท  าการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีเป็นองค์ประกอบของสตาร์ชขา้ว และสตาร์ชข้าวท่ีปราศจากอะ
มิโลส (Free amylose starch) ตามวิธีของSievert and Lausanne (1993) ด้วยเคร่ือง Mettler DSC 1 
instrument (Mettler,Naenikon-Uster,Switzerland) ซ่ึงการวิเคราะห์ขอ้มลู ได้เตรียมกราฟมาตรฐาน
ของอัตราส่วนระหว่างอะมิโลสและอะมิโลเพคติน (w/w) ท่ีระดับความเข้มข้น 2.5:97.5, 5:95, 
10:90, และ20:80โดยผสมอะมิโลสและอะมิโลเพคติน ประมาณ 10มิลลิกรัม (โดยน ้ าหนักแห้ง)ลง
ใน Mettler medium pressure aluminum pan (120ไมโครลิตร) จากนั้ นเติม 3%(w/v) L-α-
lysophosphatidylcholine (LPC) ปริมาตร 50ไมโครลิตรแลว้น าตวัอยา่งไปใหค้วามร้อนจากอุณหภูมิ 
20 oซ ถึง 180  oซ (heating rate 5 oซ /นาที) แลว้จึงท าการลดอุณหภูมิลงถึง 4 oซ (cooling rate 10 oซ/
นาที) และใหค้วามร้อนอีกครั้ งจนถึง 180 oซ (heating rate 5  oซ/นาที) เพ่ือติดตาม melting enthalpy 
ของแต่ละความเขม้ขน้เพ่ือน าไปสร้างกราฟมาตรฐาน 
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เช่นเดียวกนัส าหรับตวัอยา่งสตาร์ชท่ีท าการชัง่น ้ าหนกั 10 มิลลิกรัม (โดยน ้ าหนกัแหง้) เติม 
3%(w/v) L-α-lysophosphatidylcholine (LPC) ปริมาตร 50 ไมโครลิตรและน าไปให้ความร้อนจาก
อุณหภมิู 20 oซ ถึง 180 oซ (heating rate 5 oซ /นาที) แลว้จึงท าการลดอุณหภมิูลงถึง 4 oซ (cooling rate 
10 oซ /นาที) และให้ความร้อนอีกครั้ งจนถึง 140 oซ (heating rate 5 oซ /นาที) ซ่ึงค่าคุณสมบติัทาง
ความร้อนท่ีท าการวิเคราะห์ คือ อุณหภูมิเ ร่ิมต้นของการเปล่ียนเฟส (onset temperature, T0), 
อุณหภูมิสูงสุดของการเปล่ียนเฟส (peak temperature, Tp), อุณหภูมิสุดทา้ยของการเปล่ียนเฟส 
(conclusion temperature, Tc), ช่วงอุณหภูมิของการเปล่ียนเฟส (Tc–T0) และค่าพลังงานในการ
เปล่ียนเฟส (H) ของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างอะมิโลสกับไขมนั (amylose lipid complex) 
ค านวณปริมาณอะมิโลสโดยแทนค่าลงในสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานของอัตราส่วน
ระหวา่งอะมิโลสและอะมิโลเพคติน 

  2.1.4.4 ศึกษาการกระจายตวัของความยาวก่ิงก้านสายอะมิโลเพคตินของสตาร์ช 
(Chain length distribution) 
  ชัง่ตวัอยา่งสตาร์ช 6-7 มิลลิกรัม ละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 4.69 มิลลิลิตร ต้มใน
น ้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที แลว้ตั้งใหเ้ยน็ท่ีอุณหภมิูหอ้ง เติมสารละลายบพัเฟอร์โซเดียมอะซิเตรท 1
โมลาร์ (พีเอช 3.5) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นเติม Isoamylase (11,084.31 ยูนิต/มิลลิลิตร) 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตรและน าไปบม่ท่ีอุณหภูมิ 45oC เป็นเวลา 2.5 ชั่วโมง เม่ือครบระยะเวลาท า
การหยดุปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซค์ท่ีความเข้มข้น 100 โมลาร์ปริมาตร 200 
ไมโครลิตรและน ้ ากลั่นปริมาตร 5ไมโครลิตร จากนั้นน าตัวอย่างมาวิเคราะห์โครงสร้างของ 
debranched starch ด้วยเคร่ือง HPAEC-PAD (Dionex ICS3000, Dionex Corp., Sunnyvate, CA, 
USA) ใช้คอลัมน์  Carbopac PA200 โดยปริมาณสารตัวอย่างท่ีใช้ในการวิเคราะห์เท่ากับ 50 
ไมโครลิตร ส าหรับ mobile phase ท่ีประกอบดว้ย eluent A คือ โซเดียมไฮดรอกไซค์ เข้มข้น 0.15 
โมลาร์และ eluent B คือ โซเดียมอะซิเตรท เข้มข้น 0.1 โมลาร์ละลายในโซเดียมไฮดรอกไซค์ 
เขม้ขน้ 0.15 โมลาร์โดยการไหลของ mobile phase ควบคุมโปรแกรมให้เป็น gradient แสดงดัง
ตารางท่ี 3.2 และอตัราการไหลเทา่กบั 1มิลลิลิตร/นาที 

2.1.5 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 
2.1.5.1 เอนไซมพ์ูลลูลาเนส 

  กิจกรรมของเอนไซมพ์ูลลลูาเนสวิเคราะห์ตามวิธีการของ Novo industri A/S (1983) 
โดยเอนไซมพ์ูลลูลาเนส 1 Pullulanase Unit (PUN) หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ีย่อยพูลลูแลนเป็น
คาร์โบไฮเดรตรีดิวซ์ท่ีมีก าลงัรีดิวซ์สมมลูกบักลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 50 oซ ท าการ
วิเคราะห์โดยเตรียมสารละลายพูลลูแลนในน ้ าปราศจากไอออนความเขม้ขน้ 0.4% โดยน ้ าหนกั 
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ตารางท่ี 2.2 Gradient program ของเคร่ือง High Performance Anion Exchange Chromatography 
with Pulse Amperometric Detector (HPAEC-PAD) 

เวลา (นาที) Eluent A (%) Eluent B (%) 
0 10 90 
10 20 80 
25 50 50 
30 40 60 
40 80 20 
45 100 0 
60 100 0 

 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร วางในอ่างน ้ าอุณหภมิู 50 oซ เป็นเวลา 5 นาที เติมสารละลายเอนไซม์พูลลู
ลาเนสท่ีท าการเจือจาง 10,000 เทา่ ใน 0.1 โมลาร์  acetate buffer พีเอช 5.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ท่ี
อุณหภมิู 50 oซ เป็นระยะเวลา 15 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยเติม Somogyi’s copper reagent ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร  จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เทียบกับสารละลายกลูโคสมาตรฐานตามวิธีการ
ของ Somogyi’s method (Somogyi, 1952) ส าหรับแบลงค์ท  าการเติม Somogyi’s copper reagent 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายผสมพูลลูลาเนสและเอนไซม์ก่อนการบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 oซ  
ค านวณกิจกรรรมของเอนไซมใ์นปริมาตร 1 มิลลิลิตรจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกย่อยออกมาได้
ต่อนาที โดยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสมีกิจกรรมเทา่กบั 483.3 PUN/มิลลิลิตร 

2.1.5.2 เอนไซมไ์อโซอะมิเลส 
  ท  าการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์อโซอะมิเลสตามวิธีการของ Novo industri 

A/S (1983)โดยดูดสารละลายอะมิโลเพคตินมนัฝรั่งความเข้มข้นร้อยละ 0.4 (w/w) ปริมาตร0.5 
มิลลิลิตร จากนั้นเติมเอนไซมไ์อโซอะมิเลสท่ีระดบัความเจือจาง 10,000  เท่าในสารละลายอะซิเต
รทบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์พีเอช 5.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 oซ เป็นเวลา 15 
นาที ท าการหยดุปฏิกิริยาโดยเติม Somogyi’s copper reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  จากนั้นท าการ
วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เทียบกับสารละลายกลูโคสมาตรฐานตามวิธีการของ Somogyi’s 
method (Somogyi, 1952)  โดยแบลงค์ท  าการเติม Somogyi copper reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลง
ในสารละลายผสมระหวา่งอะมิโลเพกตินมนัฝรั่งและเอนไซมก์่อนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 oซ โดย Novo 
industry AIS (1983) ใหนิ้ยามวา่ isoamylase 1 Unit หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ีย่อยอะมิโลเพคติน
เป็นคาโบไฮเดรตรีดิวซ์ท่ีมีก าลังรีดิวซ์สมมูลกับกลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาที  ท่ีอุณหภูมิ 50 oซ 
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ดงันั้นกิจกรรมของเอนไซมใ์นปริมาตร 1 มิลลิลิตร  จากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกยอ่ยออกมาได้ต่อ
นาที  โดยเอนไซมไ์อโซอะมิเลสกิจกรรมเทา่กบั 11,084.31 ยนิูต/ มิลลิลิตร 

 
2.1.6 การแยกอะมิโลสออกจากตัวอย่างสตาร์ชข้าว 

 ชัง่ตวัอยา่งสตาร์ชขา้วพนัธ์ุสุพรรณบรีุ 90 (S90) น ้ าหนกั 1 กรัม ลงในหลอดป่ันเหว่ียงท่ีมี
ฝาปิดขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน ้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปวางในอ่างน ้ า
ควบคุมอุณหภมิู 90 oซ เป็นเวลา 10 นาที โดยเขย่าตลอดเวลา จากนั้นน าตัวอย่างไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็วรอบ 3,000x g เป็นเวลา 10 นาที  เทส่วนใสท้ิงในขณะท่ีส่วนของตะกอนถูกล้างอีกครั้ ง  
โดยการเติมน ้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปใหค้วามร้อนอีกครั้ งท่ีอ่างน ้ าอุณหภูมิ 
90 oซ เป็นเวลา 10 นาที  และน าไปป่ันเหว่ียงเป็นเวลา 10 นาที  เทส่วนใสท้ิงและท าการล้างตะกอน
ซ ้ า 2 ครั้ ง จากนั้นตะกอนสตาร์ชถูกท าให้แห้งด้วยวิธีระเหิด (Freeze drying) (Heto FD8, Heto-
Holten A/S, Denmark) เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ตวัอยา่งสตาร์ชข้าวถูกบดจนมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง
ของอนุภาคเท่ากับ 75-105 ไมครอน ตัวอย่างสตาร์ชถูกเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 oซ เพ่ือใช้ส าหรับ
วิเคราะห์ต่อไป 
 ส าหรับสตาร์ชข้าวพันธ์ุพิษณุโลก2 (P2) ท  าการชั่งตัวอย่าง 1 กรัม ผสมกับสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน าไปวางในอ่างน ้ า
ควบคุมอุณหภมิู 90 oซ เป็นเวลา 10 นาที  และน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 3,000x g เป็นเวลา 10 
นาที  เทส่วนใสท้ิงและท าการลา้งตะกอนดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.01 โมลาร์
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร น าไปวางในอ่างควบคุมอุณหภมิู 90 oซ เป็นเวลา 10 นาที  น าไปป่ันเหว่ียง
และเทส่วนใสท้ิง ท าการล้างตะกอนซ ้ า 2 ครั้ ง จากนั้นตะกอนสตาร์ชถูกล้างด้วยน ้ าปราศจาก
ไอออนจนกระทัง่มีพีเอชเทา่กบั 7 สุดทา้ยตะกอนตัวอย่างสตาร์ชถูกท าแห้งด้วยเร่ืองระเหิดแห้ง 
(Heto FD8, Heto-Holten A/S, Denmark) จากนั้นบดจนขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของอนุภาคเท่ากับ 
75-105 ไมโครเมตร  โดยตวัอยา่งสตาร์ชขา้วท่ีผ่านกระบวนการน้ีเรียกวา่  สตาร์ชขา้วท่ีปราศจากอะ
มิโลส (Amylose-free starch) และเก็บตัวอย่างสตาร์ชท่ีอุณหภูมิ-20 oซ เพ่ือใช้ส าหรับวิเคราะห์
ต่อไป 
 

2.1.7 การเตรียมสตาร์ชสตาร์ชข้าวตัดก่ิง  
 เตรียมตวัอยา่งสตาร์ชสตาร์ชข้าวตัดก่ิงทั้งสามพันธ์ุ โดยเตรียมเจลสตาร์ชท่ีระดับความ
เขม้ขน้ 10 โดยน ้ าหนกั ในสารละลายอะซิเตรทบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์พีเอช 5.0 โดยให้ความ
ร้อนกับสารละลายสตาร์ชท่ีอุณหภูมิ  85 oซ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง และน าเข้าหม้อน่ึงความดัน 
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(Autoclaved) ท่ีอุณหภูมิ 121 oซ เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือให้สารละลายสตาร์ชข้าวเกิดเจลอย่าง
สมบรูณ์ จากนั้นท าใหเ้ยน็จนอุณหภูมิของเจลสตาร์ชอยู่ท่ี 50 oซ ท าการเติมเอนไซม์พูลลูลาเนส 
และเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส ท่ีระดบั 45 PUN/กรัมสตาร์ช และบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 o

ซ เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง ในระหว่างระยะเวลาบ่มท าการสุ่มตัวอย่างสตาร์ชสตาร์ชข้าวตัดก่ิง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร จากนั้นผสมกบัสารละลายเขม้ขน้ DMSO และใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 85 oซ 
เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือหยดุกิจกรรมของเอนไซม ์ตวัอยา่งถูกท าให้เย็นและท าการวิเคราะห์ปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซิงค์ (reducing suger content : R) เทียบกบัน ้ าตาลกลูโคสมาตรฐานและปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมด (total sugar content :TS)  ด้วยวิธีphenol-sulfuric acid (Dubois et al., 1956) โดยแต่ละ
ตวัอยา่งท าการวิเคราะห์ 3 ซ ้ า เพ่ือใชใ้นการค านวณระดบัการตดัก่ิง และระดับการย่อยตามสมการ
ขา้งล่าง 
 
 ระดับการตัดก่ิง (Degree of debranching :DB) 

 

 D.B.% = [
 ของตวัอยา่งหลงัการยอ่ย  ของเอนไซม์  ของตวัอยา่งเร่ิมตน้

 ของตวัอยา่งท่ีตดักิง่อยา่งสมบูรณ์  ของตวัอยา่งเร่ิมตน้  ของเอนไซม์
]  100 

 
ระดับการย่อย (Degree of hydrolysis: DH) 

 

 D.H.% = [
 ของตวัอยา่งหลงัการยอ่ย  ของเอนไซม์  ของตวัอยา่งเร่ิมตน้

  ของตวัอยา่ง   ของเอนไซม์
]  100 

2.1.8 β–amylolysis limit of debranched starch 
 วิธีการวิเคราะห์ β–amylolysis limit ดัดแปลงจากวิธีการของ Hood and Mercier (1978) 
โดยสารละลายของ debranched starch  ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ถูกผสมกบัอะซิเตรทบฟัเฟอร์เข้มข้น 
0.2 โมลาร์พีเอช 4.8 ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร จากนั้น เติมเอนไซม์เบตาขอะมิเลส (β-amylase) 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร(20 ยนิูต/มิลลิลิตร) และน ้ าปราศจากไอออน 1.0 มิลลิลิตร ส่วนผสมทั้งหมด
ถูกบม่ท่ีอ่างควบคุมอุณหภมิู 37 oซ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซิงค์ 
(reducing suger, R) และปริมาณน ้ าตาลทั้ งหมด (total sugar, TS)  เพ่ือใช้ในการค านวณ β–
amylolysis limit ตามสมการ 
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 β–amylolysis limit= [
 ของตวัอยา่งหลงัการยอ่ย  ของเอนไซม์เร่ิมตน้

  ของตวัอยา่งหลงัการยอ่ย   ของเอนไซม์เร่ิมตน้
]  

 

  
 100 

 
2.1.9 การวิเคราะห์ปริมาณสตาร์ชท่ีทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ 
การวิเคราะห์ปริมาณ RS ของสตาร์ชข้าวทั้งสามชนิดทั้งก่อนและหลังการดัดแปร โดย

วิธีการวิเคราะห์ดดัแปลงจากวิธี AOAC method (2002) โดยท าการชัง่ตวัอยา่งสตาร์ช 100 มิลลิกรัม 
ลงในหลอดป่ันเหว่ียงท่ีมีฝาปิดขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายอะซิเตรทบฟัเฟอร์ความ
เขน้ขน้ 1.2 โมลาร์พีเอช 5.0 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ท่ีผสมเอนไซม์แพนครีเอติกแอลฟาอะมิเลส 
(pancreatic alpha-amylase) ท่ีมีเอนไซม์อะมิโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase; AMG, 3 ยูนิต/
มิลลิลิตร) ผสมใหเ้ขา้กนั  น าไปวางในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภมิู 37 oซ เป็นเวลา 16 ชั่วโมง โดยเขย่า
ตลอดเวลา  จากนั้นหยดุปฏิกิริยาโดยเติมเอทานอล 99%  ปริมาตร 4 มิลลิลิตร น าตัวอย่างท่ีได้ไป
ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 1,500 x g เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสท้ิง น าตะกอนท่ีได้มาละลายด้วยเอ
ทานอล 50% ปริมาตร 8 มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 1,500 x g เป็นเวลา 10 นาที 
(ท าซ ้ า 2  ครั้ ง)  ค่อยๆ เทส่วนใสท้ิงและรอให้ตะกอนสตาร์ชแห้ง  จากนั้ น เติมสารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 2 โมลาร์พีเอช 3.8 ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จากนั้นเติม AMG 3300 ยู
นิต/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร แลว้น าไปวางในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภมิู 50oC เป็นเวลา 30 นาที 
วิเคราะห์ปริมาณกลูโคสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาโดยชุดทดสอบ PGO เอนไซม์ (Sigma, P7119) แล้ว
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร ค านวณปริมาณ RS จากสมการ 

 
RS (g/100 gสตาร์ช) = 

F

 
 

   

   
  100 

 
โดย F  = ปริมาณกลูโคสท่ีวิเคราะห์ได ้

W  =น ้ าหนกัตวัอยา่งแหง้ (g) 
   

   
 = แฟคเตอร์ส าหรับเปล่ียน free glucose เป็น anhydro-glucose 

 
2.1.10 การตรวจสอบลักษณะโครงสร้างทางผลึก 

 การศึกษาชนิดและลกัษณะโครงสร้างทางผลึกของตัวอย่างสตาร์ชข้าวด้วยเทคนิค x-ray 
diffraction (XRD)  โดยบรรจตุวัอยา่งสตาร์ชขา้วมาอดัในเซลล์ใส่ตวัอย่างและวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 
Powder X-ray  diffractometer รุ่น D5005 (Bruker GmbH, Germany) โดยใช ้1.54 Aº Cu K∞ในการ
ก าเนิดรังสีเอ็กซ์ จากนั้นท าการตรวจวดั diffraction pattern ท่ีมมุ 2 ในช่วง 4-30º  โดยสภาวะการ
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ตั้ งค่า เคร่ืองในการว ัดคือ  กระแสไฟฟ้า 40 มิลลิแอมป์ ศกัย์ไฟฟ้า 40 กิโลโวลต์ ความกวา้ง 
divergence slit 1º ความกวา้ง antiscatterring slit 1º ความเร็วในการตรวจวดั 0.48 o/นาที ท าการ
ค านวณหาปริมาณผลึก (Relative crystallinity) ตามวิธีของ Herman และ Weidinger (1961) โดย
ปรับ baseline และความเรียบของ diffraction pattern แล้ววดัพ้ืนท่ีใต้กราฟของ diffraction pattern 
ของตวัอยา่งดว้ยโปรแกรม EVA Diffract Plus #1 และปริมาณความเป็นผลึก (relative crystallinity) 
ค านวณจากอตัราส่วนของพ้ืนท่ีพีค (diffraction peak area) ต่อพ้ืนท่ีทั้งหมด (total diffraction area) 
(Hermans and Weidnger, 1961) 
 

2.1.11 การตรวจวัดคุณสมบัติทางความร้อน 
 ศึกษาคุณสมบติัทางความร้อนด้วยเคร่ือง differential scanning calorimeter (DSC) โดยชั่ง
ตวัอยา่งสตาร์ชขา้ว 7-8 มิลลิกรัม ลงใน stainless steel DSC pan ขนาด 60 ไมโครลิตร พร้อมทั้งเติม
น ้ าปราศจากไอออน 22-23 มิลลิกรัม บม่ท่ีอุณหภมิู 37 oซ ขา้มคืนเพ่ือใหเ้ขา้สู่สมดุล  จากนั้นท าการ
ทดสอบการเปล่ียนแปลงเชิงความร้อนด้วยเคร่ือง Mettler DSC 1 instrument (Mettler,Naenikon-
Uster,Switzerland)โดยตั้ งโปรแกรมในการวิเคราะห์ ท่ีอุณหภูมิ  25-200 oซ ท่ีอัตราการเพ่ิมของ
อุณหภมิู 10 oซ /นาที  โดยใชร้ะบบ intracooler ในการใหค้วามเย็น และใช้ pan เปล่าเป็นตัวอ้างอิง 
(reference)  ซ่ึงค่าคุณสมบติัทางความร้อนท่ีท าการวิเคราะห์ คือ  อุณหภมิูเร่ิมตน้ของการเปล่ียนเฟส 
(onset temperature, T0), อุณหภมิูสูงสุดของการเปล่ียนเฟส(peak temperature, Tp ), อุณหภูมิสุดทา้ย
ของการเปล่ียนเฟส (conclusion temperature, Tc), ช่วงอุณหภมิูของการเปล่ียนเฟส (Tc – T0) และค่า
พลงังานในการเปล่ียนเฟส (H)  

 
2.1.12 การศึกษาจลนพลศาสตร์การเกิดรีโทรเกรเดชันด้วยเคร่ือง Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy (FTIR) 
ท าการศึกษาจลนพลศาสตร์ (kinetic) ของการเกิดรีโทรเกรเดชันในโครงสร้างผลึกของ

สตาร์ชข้าวทั้งก่อนและหลังการดัดแปรด้วยเคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectroscopy : 
FTIR)  โดยใช้ GX FTIR spectrometer (Perkin Elmer Inc., Boston, MA, USA)  เซลล์วดัตัวอย่าง
ชนิด attenuated total reflectance (ATR)  ซ่ึงท าจากผลึกของ ZnSc  ท่ีมมุของแสงตกกระทบตัวอย่าง
ท่ี 45 oซ โดยตวัอยา่งสตาร์ชขา้วหลงัท าการตดัก่ิงตามวิธีในขอ้ 3.6 ถูกน ามาลดอุณหภูมิลงจนถึง 4 o

ซ แล้วท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงความยาวคล่ืนท่ี 1,200-1,800 cm-1โดยมีค่า resolution 
เทา่กบั  4 cm-1และ 16 scan  ในการวดัแต่ละครั้ งและใช้ deconverluted factor เท่ากับ 1.5 ค านวณ
อัตราส่วนของการดูดกลืนแสงท่ีความถ่ี (wave number) 1047 cm-1 ต่อ 1037 cm-1 ศึกษา
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ความสัมพนัธ์จลพนศาสตร์ของการเกิดรีโทรเกรเดชนั และค านวณค่าอัตราการเกิดรีโทรเกรเดชัน
โดยใชส้มการ Avrami (Avrami,1941)  
 

2.1.13 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และวิเคราะห์ความ
แปรปรวนของข้อมูล Analysis of Variance (ANOVA) ด้วยโปรแกรม Statistical Analysis System 
(SAS) version 6.12 (SAS Institute Inc, Carry, NC., USA) และเปรียบเทียบค่าเฉ ล่ียโดยวิธี 
Duncan’s New Multiple’ Range Test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p0.05 
 
ตอนท่ี 2 

2.2.1. วัตถุดิบและสารเคมี 
 ขา้ว (Oryza sativa)ท่ีน ามาวิจยัมีจ  านวน 4 สายพนัธ์ จากส านกัวิจยัและพัฒนาข้าว กรมการ
ขา้ว สังกดักระทรงเกษตรและสหกรณ์ โดยเป็นข้าวท่ีเก็บเก่ียวในปี 2553 ได้รับอนุเคราะห์และ
จดัซ้ือจากศนูยวิ์จยัขา้วส่วนภมิูภาคดงัน้ี ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข6 (RD6) ไดร้ับอนุเคราะห์จากศูนย์วิจยั
ข้าวอุดรธานี จงัหวดัอุดรธานี ข้าวเจา้พันธ์ชัยนาท 1 (Chai - nat 1, C1) จดัซ้ือจากศูนย์วิจยัข้าว
ชยันาท จงัหวดัชยันาท ขา้วเจา้พันธ์ุพิษณุโลก 1(Phitsanulok 1, P1) และข้าวเจา้พันธ์ุพิษณุโลก 2 
(Phitsanulok 2, P2) จดัซ้ือจากศูนย์วิจยัข้าวพิษณุโลก จงัหวดัพิษณุโลกเอนไซม์ไอไซอะไมเลส 
(Isoamylase, Glycogen 6-glucanohydrolase, EC 3.2.1.68) ผลิตจากเช้ือPseudomonas sp. จดัซ้ือจาก
บริษทั Megazyme International Ireland เมือง Wicklow ประเทศไอร์แลนด์ กิจกรรมของเอนไซม์ไอ
ไซอะไมเลส 1 ยนิูต หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ีย่อยอะมิโลเพคตินเป็นคาร์โบไฮเดรตรีดิวซ์ท่ีมี
ก าลงัรีดิวซ์สมมลูกบักลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาทีท่ีอุณหภมิู 50 ๐ซ พีเอช  4.5 ท าการวิเคราะห์โดย
เตรียมสารละลายอะมิโลเพคตินในน ้ าปราศจากไอออนให้มีความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน ้ าหนัก
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร วางในอ่างน ้ าอุณหภูมิ 50 ๐ซ เป็นเวลา 5 นาที เติมสารละลายเอนไซม์ไอ
โซอะมิเลสท่ีท าการเจือจาง 10,000 เทา่ ในสารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้  0.05 โมล่าร์ พี
เอช  4.5 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 50 ๐ซเป็นระยะเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติม
สารละลาย Somogyi’s copper reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตรจากนั้นวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์
เทียบกบัสารละลายกลูโคสมาตรฐานตามวิธีการของ Somogyi’s method(Somogyi, 1952)ส าหรับ
แบลงค์ ท  าการเติม Somogyi’s copper reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายผสมพูลลู
ลาเนสและเอนไซม์ก่อนการบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 ๐ซ  ค านวณกิจกรรรมของเอนไซม์ในปริมาตร 1 
มิลลิลิตรจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกยอ่ยออกมาไดต้่อนาที 
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2.2.2. การเตรียมแป้งข้าวและการแยกสตาร์ชข้าว 
น าข้าวท่ีผ่านการขัดสีแล้วจากโรงสีข้าวสหกรณ์การเกษตรชุมชนโคกเพชรบา้นสระ

มโนราห์ จงัหวดันครราชสีมา มาลา้งและแช่น ้ าในอัตราส่วนข้าวต่อน ้ า 1:2 เป็นเวลา     4 ชั่วโมง 
แลว้น ามาโมเ่ปียก จากนั้นเหว่ียงแยกน ้ าออกดว้ยเคร่ืองป่ันเหว่ียงแบบตะกร้า น าเข้าอบแห้งในตู ้ลม
ร้อนท่ีอุณหภมิู 50 ๐ซ เป็นเวลา 1 คืน และน าแป้งหลงัอบมาบดละเอียดด้วยเคร่ืองบดละเอียด แป้ง
แหง้น ามาสกดัแยกสตาร์ชขา้วตามวิธีท่ีดดัแปลงจาก Ju และคณะ (2001) โดยน าแป้งขา้ว 1000 กรัม 
แช่ในสารละลายเกลือแกงความเขม้ขน้ 0.25% ปริมาตร 4,000 มิลลิลิตรเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
กรองและน ามากวนผสมในสารละลายเอทานอลความเข้มข้น 95% ปริมาตร 2,500 มิลลิลิตรเป็น
เวลา 1 ชัว่โมง กรองและน ามากวนผสมกบัสารละลายด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเขม้ขน้ 0.25% 
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้นเหว่ียงแยกสารละลายด่างด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงแบบตะกร้า ล้างด้วย
น ้ าประปาและป่ันเหว่ียงแยกน ้ าจนกระทัง่มี pH ประมาณ 7 และล้างอีกครั้ งด้วยน ้ าด่ืมระบบรีเวอร์
สออสโมสิส น าเขา้อบแหง้ในตูล้มร้อนท่ีอุณหภมิู 50๐ซ เป็นเวลา 1 คืน และน าสตาร์ชหลังอบมา
บดละเอียดดว้ยเคร่ืองบดละเอียดและร่อนผ่านตะแกรงขนาด 75-150 เมช 

 
2.2.3. การเตรียมแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ (Resistant starch, RS) 
เตรียมตัวอย่างเจลสตาร์ชข้าวท่ีระดับความเข้มข้นร้อยละ 10 และ 21 โดยน ้ าหนัก ใน

สารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.05 โมล่าร์ พีเอช  4.5โดยให้ความร้อนกับสารละลาย
สตาร์ชขา้วท่ีอุณหภมิู 60 ๐ซ เป็นระยะเวลา 10 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภมิูเป็น 85 ๐ซเป็นระยะเวลา 20 
นาที ตามดว้ยการใหค้วามร้อนในน ้ าเดือดนาน 1 ชั่วโมงจากนั้นท าให้เย็นถึงอุณหภูมิ 50๐ซ เติม
เอนไซมไ์อโซอะมิเลสความเขม้ขน้ 5 ยนิูตต่อกรัมของสตาร์ชแห้ง ท  าการตัดก่ิงท่ีสภาวะอุณหภูมิ 
50 ๐ซ เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจาก 24 ชัว่โมง แบง่สารละลายสตาร์ชตดัก่ิงเป็นสองส่วน ดังน้ี 
(1) ส่วนแรกน าไปท าแช่แข็งแบบรวดเร็วดว้ยไนโตรเจนเหลว ก่อนการท าแห้งด้วยเคร่ืองท าแห้ง
แบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer) เป็นเวลา 16 ชั่วโมง น าตัวอย่างสตาร์ชตัดก่ิงแห้ง (debranched 
starch, DBS) ท่ีไดไ้ปบดและร่อนผ่านตะแกรงใหมี้ขนาด 105-75 ไมครอนเพ่ือตรวจสอบคุณสมบติั
ทางโครงสร้าง วิเคราะห์ปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมแ์ละตรวจสอบคุณสมบติัทางเคมีกายภาพ 
(2) ส่วนท่ีสอง น าสารละลายสตาร์ชตดัก่ิงท่ีเหลือเก็บท่ีอุณหภมิู 50 ๐ซในตู้บ่มเป็นระยะเวลา 6 วนั 
เปรียบเทียบกบัการเก็บท่ีอุณหภมิู 25 ๐ซ เป็นระยะเวลา 3 วนั โดยตัวอย่างท่ีศึกษาสภาวะการเก็บท่ี
อุณหภมิู 25 ๐ซ จะถูกน ามาท าใหเ้ยน็อยา่งรวดเร็วถึงอุณหภมิูหอ้งโดยการผ่านน ้ าประปาก่อนเก็บใน
ตูบ้ม่ จากนั้นน าตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์(Resistant starch, RS) ไปท าแหง้โดยตัวอย่างท่ีเก็บ
ท่ีอุณหภมิู 50 ๐ซ จะน าเขา้อบแหง้ในตูล้มร้อนท่ีอุณหภมิู 50 ๐ซ เป็นเวลา    1 คืน และตัวอย่างท่ีเก็บ
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ท่ีอุณหภมิู 25 ๐ซ จะท าแหง้ท่ีอุณหภมิูหอ้งเป็นเวลา 1 คืนตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมท่ี์เตรียมได ้
น ามาวิเคราะห์ปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์และตรวจสอบคุณสมบติัทางเคมีกายภาพ  
 

2.2.4. การวิเคราะห์ปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ 
ท าการวิเคราะห์เช่นเดียวกบัวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์น

ขอ้ 1.9 
 

2.2.5. ตรวจสอบคุณสมบัติทางโครงสร้าง 
  2.2.5.1 การวิเคราะห์ปริมาณอะไมโลสโดยวิธีการวดัสีดัดแปลงจากวีธีของ 
Juliano, 1971 โดยวดัปริมาณอะมิโลสในสตาร์ชจากการท าปฎิกริยากบัสารละลายไอโอดีนและวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร ในตวัอยา่งเทียบกบัปริมาณอะมิโลสต่ออะมิโล
เพคตินจากแป้งมนัฝรั่งซ่ึงใชเ้ป็นสารมาตรฐาน  

  2.2.5.2 การวิเคราะห์ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัโมเลกุลและการกระจายน ้ าหนกัโมเลกุลด้วย
เทคนิคการคัดแยกตามขนาดด้วยวิธีการทางโครมาโตกราฟี (High Performance Size Exclusion 
Chromatography (HPSEC) ร่วมกับ multi-angle light scattering (MALLS) and differential 
reflective index (DRI) detection)ดดัแปลงจากวิธีของ Pohu และคณะ, 2004 โดยตวัอย่างสตาร์ชตัด
ก่ิงแหง้ (DBS) 50 มิลลิกรัม ละลายในสารละลายโพแทสเซีมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 โมล่าร์ 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เป็นระยะเวลา 2 วนั เจือจางดว้ยน ้ าปราศจากไอออน 4.5 มิลลิลิตร และท าให้
เป็นกลางดว้ยสารละลายไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้  0.1 โมล่าร์  ปริมาตร 5 มิลลิลิตรความเข้มข้น
สุดทา้ยของตวัอยา่งก่อนวิเคราะห์ HPSEC จะมีค่าเทา่กบั 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กรองตัวอย่างด้วย
เมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอนก่อนฉีดเข้าคอลัมน์และควบคุมตัวอย่างท่ีจะท าการคัดขนาดให้มี
ปริมาตรเทา่กบั 200 ไมโครลิตรโดยใช ้Water 717 autosample ควบคุมการฉีดตัวอย่าง ใช้คอลัมน์ 
Hemabio 3 คอลัมน์(Hemabio 1000, 100 และ 10 ขนาด 250 mm  8 mm) จากบริษทั Sopares 
(Gentilly, France) ต่อร่วมกับ gard coulumn จากบริษ ัท Sopares โดยควบคุมอุณหภูมิในการ
วิเคราะห์ท่ี 40๐ซด้วยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ Crococil(Bordeux, France)   และใช้ป้ัม P680 HPLC 
pump ควบคุมอตัราการไหลเทา่กบั 0.5 มิลลิลิตรต่อนาทีใช้ดีเทคเตอร์ร่วมกัน 2 ดีเทคเตอร์ ได้แก่ 
MALLS instrument (Dawn, HELEOSTM) ประกอบกับ K5 flow cell และ He-Ne laser (λ=658 nm) 
(Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, USA) และ ERC-7515Arefractometer (Erma, Tokyo, 
Japan) เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ท่ีใชคื้อ 0.1 N KOH ท่ีผ่านการกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.45 
ไมครอนและดึงแก็สออก ระบบจะมีการปล่อยให้ mobile phase ไหลผ่านท่ีอัตราการไหล 1 
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มิลลิลิตรต่อนาทีก่อนการใชง้าน โครมาโตรแกรมท่ีได้จะน ามานอร์มลัไลซ์เพ่ือให้มีพ้ืนท่ีใต้พีค
เทา่กนั 

  2.2.5.3 การวิเคราะห์การกระจายสายโซ่ด้วยเทคนิคการคัดแยกตามขนาดด้วย
วิ ธี ก า รท า งโ คร มา โ ตก รา ฟีแ ล ก เ ป ล่ี ยน ประ จุ  (High performance anion exchange 
chromatographywith Pulsed Amperometric Detection, HPAEC-PAD) โดยใช้ดี เทคเตอร์แบบ 
Pulsed amperometric detector(HPAEC-PAD) ตัวอย่างสตาร์ชตัดก่ิงแห้ง (DBS) 50 มิลลิกรัม 
ละลายในสารละลายโพแทสเซีมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 โมล่าร์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เป็น
ระยะเวลา 2 วนั เจือจางดว้ยน ้ าปราศจากไอออน 4.5 มิลลิลิตร และท าให้เป็นกลางด้วยสารละลาย
ไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้  0.1 โมล่าร์  ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและเจือจางด้วยน ้ าปราศจากไอออน 
10 เท่า ความเข้มข้นสุดทา้ยของตัวอย่างก่อนวิเคราะห์ HPSEC จะมีค่าเท่ากับ 0.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรกรองตวัอยา่งดว้ยเมมเบรนขนาด 0.2 ไมครอนก่อนฉีดเขา้คอลมัน์และควบคุมตวัอยา่งท่ีจะ
ท าการคดัขนาดใหมี้ปริมาตรเทา่กบั 90 ไมโครลิตร ใช้คอลัมน์ PA-200 เพ่ือคัดขนาดของสายกลู
แคนและควบคุมอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีใหที้อตัราการไหลเทา่กบั 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที โดย
เฟสเคล่ือนท่ีท่ีใชป้ระกอบดว้ย eluent A คือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 150 มิลลิโม
ลาร์ และ eluent B คือ โซเดียมอะซีเตรตเขม้ขน้ 500 มิลลิโมลาร์ ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เขม้ขน้ 150 มิลลิโมลาร์ 
 

2.2.6. การตรวจสอบคุณสมบัติทางเคมีกายภาพ  
  2.2.6.1 ตรวจสอบลกัษณะโครงสร้างทางผลึก ดว้ยเทคนิค X-ray diffraction  

(XRD)  
  ตวัอยา่งสตาร์ชตดัก่ิงและแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมน์ ามาปรับความช้ืนใหมี้ความช้ืน

ร้อยละ 17-20 ดว้ย water sorption ท่ีความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 90 ก่อนท าการวิเคระห์ โดยตัวอย่าง
น ามาติดเทปกาว 2 ดา้นเพ่ือป้องกนัการสูญเสียน ้ าระหว่างการวิเคราะห์ และตรวจสอบผลึกด้วย
เคร่ือง X-ray diffractometer รุ่น BRUKERTM D8 Discover (Karlsruhe, Germany) โดยใช้ 1.54Aº 
Cu Kในการก าเนิดรังสีเอกซ์ ท  าการตรวจวดั diffraction pattern ในช่วงมุม (2) 3-35º โดย
ก าหนดสภาพการตรวจวดัดงัต่อไปน้ี กระแสไฟฟ้า 40 มิลลิแอมแปร์ศกัยไ์ฟฟ้า 40 กิโลโวลต์รังสีท่ี
กระเจิงจะถูกตรวจจบัดว้ย two-dimensional GADDS detector โดยใช้ระยะเวลาในการบนัทึก 600 
วินาที ระยะห่างระหว่างตัวอย่างและดีเทคเตอร์เท่ากับ 100 มิลลิเมตรค านวณหาปริมาณผลึก 
(Relative crystallinity) ตามแบบวิธีของ Frostและคณะ,2009 ค านวณปริมาณผลึกจากสัดส่วนพ้ืนท่ี
ส่วนผลึกต่อพ้ืนท่ีทั้งหมด 
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2.2.6.2 วิเคราะห์คุณสมบติัการเกิดเจลดว้ยเทคนิค scanning Differential  
Calorimetry (DSC) 

ชัง่ตวัอยา่ง 10 มิลลิกรัมและน ้ าปราศจากไอออน 40 มิลลิกรัมลงใน stainless steel DSC pan 
ท่ีมีปริมาตร 50 ไมโครลิตรบม่ไวท่ี้อุณหภมิูหอ้งเป็นเวลา 8 ชัว่โมง น าไปตรวจ สอบคุณสมบติัทาง
ความร้อนด้วยเคร่ืองDifferential Scanning Calorimetersรุ่น TA Q100 (TA Instruments, New 
Castles, DE, USA) ท่ีมีระบบใหค้วามเยน็ดว้ย Intracooler และตั้ งโปรแกรมในการวิเคราะห์ซ่ึงให้
อุณหภูมิตั้ งแต่ 10 ถึง 200๐ซ ท่ีอัตรา 3๐ซต่อนาทีโดยใช้น ้ าปราศจากไอออน 40 มิลลิกรัมใน 
stainless steel pan เป็น reference และ Indium เป็น standard ในการวิเคราะห์จาก  DSC 
thermograms วิเคราะห์ค่าคุณสมบติัทางความร้อนดังน้ี onset temperature (To) peak temperature 
(Tp) conclusion temperature (Tc) และ enthalpy (H) โดยใช้ Advantage Software v5.4.0 (TA 
Instruments, New Castles, DE, USA) 

  2.2.6.3ตรวจสอบรูปร่างดว้ยการถ่ายภาพจากกลอ้งจลุทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่อง
กราด (Scanning Electron microscope) 

ตวัอยา่งจะน ามาฉาบเคลือบด้วยทองให้มีความหนา 50 นาโนเมตร โดยใช้เคร่ือง Fine 
Coater Ion Sputter รุ่น JFC-1100 (JEOL Ltd., Tokyo, Japan) ท่ีศกัยไ์ฟฟ้า 20 กิโลโวลต์และน ามา
ส่องกลอ้งจลุทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด รุ่น JSM-5800LV (JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 
 

2.2.7. การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และวิเคราะห์ความ
แปรปรวนของข้อมูล Analysis of Variance (ANOVA) ด้วยโปรแกรม Statistical Analysis System 
(SAS) version 6.12 (SAS Institute Inc, Carry, NC., USA) และเปรียบเทียบค่าเฉ ล่ียโดยวิธี 
Duncan’s New Multiple’ Range Test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p0.05) 
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บทที่ 3 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูลและการอภิปรายผล 

 
ตอนท่ี 1 

3.1.1 องค์ประกอบทางเคมีและโครงสร้างทางเคมีของสตาร์ชข้าวพันธ์ุต่างๆ 
จากการสกดัสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ ตามวิธีการของ  Sawai andMorita (1968) และท าการ

วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสตาร์ชขา้วประกอบดว้ย ความช้ืน โปรตีน ไขมนั ใยอาหาร และ
เถา้ แสดงผลดงัตารางท่ี 4.1 พบวา่สตาร์ชขา้วมีปริมาณความช้ืนร้อยละ 10.35-11.02 ปริมาณโปรตีน
ร้อยละ 0.41-0.46 ปริมาณไขมนัร้อยละ 0.20-0.26 และปริมาณเถ้าร้อยละ 0.44-0.58 เน่ืองจาก
สตาร์ชมีปริมาณโปรตีนนอ้ยกวา่ร้อยละ 0.5 และมีปริมาณไขมนัต ่า แสดงใหเ้ห็นวา่สตาร์ชข้าวพันธ์ุ
ต่างๆท่ีสกดัไดมี้ความบริสุทธ์ิสูง 

 
ตารางท่ี 3.1 องค์ประกอบทางเคมีของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่างๆ 

พันธ์ุข้าว 
องค์ประกอบทางเคมี (ร้อยละโดยน ้าหนักแห้ง)  

ปริมาณคาร์โบไฮเครต ปริมาณโปรตีน ปริมาณไขมัน ปริมาณเถ้า 

RD6 98.78 0.51±0.18 0.22±0.05 0.49±0.00 

P2  98.65 0.51±0.10 0.27±0.08 0.57±0.01 

S90 98.60 0.46±0.05 0.29±0.08 0.65±0.01 

 
3.1.2 ปริมาณอะมิโลสของสตาร์ชข้าวพันธ์ุต่างๆ 

 โมเลกุลของสายอะมิโลสมีความสามารถในการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับสารละลาย
ไอโอดีนไดเ้ป็นสารปะกอบเชิงซอ้นท่ีใหสี้น ้ าเงิน ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะท่ีบ่งบอกถึงสตาร์ชท่ีมีอะ
มิโลสเป็นองค์ประกอบ จึงสามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีมีอยู่ในสตาร์ชได ้
ดังนั้นจึงใช้ปริมาณอะมิโลสเป็นพ้ืนฐานในการแบ่งกลุ่มสายพันธ์ุข้าว โดย International Rice 
Research Institute (1971) แบ่งข้าวตามปริมาณอะมิโลสออกเป็น 4 กลุ่ม คือ ข้าวอะมิโลสต ่ า มี
ปริมาณอะมิโลสต ่ากวา่ 20%, ขา้วอะมิโลสปานกลาง มีปริมาณอะมิโลส 20-25%, ข้าวอะมิโลสสูง
ปานกลาง มีปริมาณอะมิโลส 25-27% และขา้วอะมิโลสสูง โดยมีปริมาณอะมิโลสสูงกว่า 27% ซ่ึง
จากผลการวิเคราะห์ท  าใหส้ามารถจ าแนกขา้วออกเป็น 2 กลุ่ม โดยสตาร์ชข้าวพันธ์ุ RD6 จดัอยู่ใน
กลุ่มขา้วพนัธ์ุท่ีมีอะมิโลสต ่าเป็นองค์ประกอบ (Low amylose rice) ซ่ึงมีปริมาณอะมิโลส ปรากฏ 
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(%Apparent amylose) อยู่ร้อยละ 8.77 ในขณะท่ีข้าวพัน ธ์ุ P2และข้าวพันธ์ุ S90มี %apparent 
amylose เทา่กบั 44.73 และ 24.86 ตามล าดบัจึงจดัอยูใ่นกลุ่มข้าวท่ีมีอะมิโลสเป็นองค์ประกอบสูง 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของรุ่งนภา และคณะ (2546) 
 
ตารางท่ี 3.2 ปริมาณอะมิโลสของขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ  

พันธ์ุข้าว 

Apparent amylose (%) 

Absolute amylosed (%) Iodinea Con Ab DSCc 
RD6 8.77±0.07 4.98±0.14 2.41±0.04 0 
P2 44.73±0.59 24.92±0.30 20.26±0.14 14.88 
S90 24.86±0.12 19.49±0.04 16.30±1.01 18.85 
หมายเหตุ : aวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวิธีการเกิดสีกบัไอโอดีนตามวิธีการของ Juliano (1971) 

b  วิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยชุดวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลส Con A 
cการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยเคร่ือง DSC โดยค านวณจากค่าเอนโทรปลีของ 
amylose-lipid complex ท่ีเกิดข้ึนเทียบกบัสารมาตรฐานอะมิโลส 
d % Absolute amylose ค านวณจากผลต่างปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดใน Fr I ของ 
Debranched starch และปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดใน Fr I ของ Debranched 
amylopectin ท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ Isoamylase และแยกตามขนาดโดย gel 
permeation  chromatography (GPC)  
ท่ีมา : รุ่งนภา และคณะ (2546) 

 
เม่ือท าการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวิธีการตกตะกอนอะมิโลเพคติน ซ่ึงเป็นอีกวิธีการ

หน่ึงท่ีถูกพฒันาเพ่ือใช้วิเคราะห์ปริมาณอะมิโลส โดยอาศยัคุณสมบติัความแตกต่างของขนาด
โมเลกุลระหวา่งอะมิโลสและอะมิโลเพคติน ซ่ึงโมเลกุลของอะมิโลเพคตินมีขนาดใหญ่กวา่โมเลกุล
ของอะมิโลส  จึงสามารถตกตะกอนและแยกออกจากอะมิโลสได้ด้วยวิธี  Amylose/amylopectin 
assay kit, Megazyme (con A) แลว้จึงท าการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีเหลืออยู่ในสารละลายด้วย
วิธีทางเอนไซม ์ซ่ึงจากผลการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวิธีน้ี  สามารถแบ่งพันธ์ุข้างออกเป็น 2 
กลุ่ม เช่นเดียวกบัวิธีการวิเคราะห์ดว้ยไอโอดีน แต่การวิเคราะห์ดว้ยวิธีการเกิดสีกบัไอโอดีนให้ค่าท่ี
สูงกว่าการวิเคราะห์ด้วยวิธีการตกตะกอนด้วย con A พบว่าร้อยละของอะมิโลสปรากฏเม่ือ
วิเคราะห์ดว้ยวิธีการเกิดสีกบัไอโอดีนและวิธี con A ใหค้่าในช่วง 8.77 ถึง 44.73 และ 4.98 ถึง 24.92 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.2) และแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p0.05) 
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ปริมาณอะมิโลสปรากฎท่ีท าการวิเคราะห์ด้วยวีการเกิดสีกับไอโอดีนมีค่าสูงอาจเน่ืองมาจาก
องค์ประกอบของอะมิโลเพคตินท่ีมีขนาดสายโซ่บางส่วนยาวซ่ึงสามารถจบักับไอโอดีนได้
เช่นเดียวกบัอะมิโลสจึงท าใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนของวิธีการวดัได ้(Noosuk et al., 2003) 

  การวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสด้วยเคร่ือง DSC เป็นอีกหน่ึงวิธีท่ีใช้ในการวิเคราะห์
ปริมาณอะมิโลส  ผลการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสของ RD6, P2 และ S90 มีค่าเท่ากับร้อยละ 2.41, 
20.26 และ 16.30 ตามล าดับ นอกจากน้ี รุ่งนภา และคณะ (2546) พบว่าเม่ือท าการวิเคราะห์
องค์ประกอบของอะมิโลเพคตินท่ีแยกจากสตาร์ชและน ามาผ่านการย่อยด้วยด้วย Pseudomonas 
isoamylase และท าการแยกตามขนาดด้วย gel permeation chromatography (GPC) เพ่ือวิเคราะห์
โครงสร้างสายโซ่ท่ีเป็นองค์ประกอบในโมเลกุลอะมิโลเพคตินได ้ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 

เม่ือเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสของข้าวพันธ์ุต่างๆทั้ง 4 วิธีคือการเกิดสี
กับไอโอดีน, DSC, การตกตะกอนด้วย Con A และคัดแยกขนาดด้วย  gel permeation 
chromatography (GPC) ดังแสดงในตารางท่ี 3.2 พบว่าการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสข้ึนอยู่ก ับ
วิธีการวิเคราะห์ท ั้งน้ีเน่ืองจากการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวิธีการเกิดสีกบัไอโอดีนเป็นการวดั
ปริมาณของกลูแคนท่ีสามารถท าปฏิกิริยากบัไอโอดีนและใหส้ารประกอบเชิงซอ้นท่ีสามารถให้ค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีใชวิ้เคราะห์ไดด้งันั้นค่าการดูดกลืนแสงนั้นจึงเป็นผลรวมทั้งหมด
ของโมเลกุลกลูแคนดงักล่าวซ่ึงมีทั้งอะมิโลสและอาจมีบางส่วนของอะมิโลเพคตินจึงรบกวนการ
วิเคราะห์ไดซ่ึ้งจะเห็นไดช้ดัเจนในกรณีสตาร์ชของขา้วพนัธ์ุ RD6 ท่ีไมมี่อะมิโลสเป็นองค์ประกอบ
แต่เม่ือวิเคราะห์ดว้ยวิธีการเกิดสีกบัไอโอดีนจะใหค้่าปริมาณอะมิโลส 8.77% ซ่ึงเป็นผลมาจากการ
รบกวนของโมเลกุลอะมิโลเพคตินต่อการวิเคราะห์วิธีน้ีและจะพบในสตาร์ชข้าวทุกพันธ์ุและจะ
เกิดข้ึนมากเม่ือโมเลกุลของอะมิโลเพคตินมีโครงสร้างของสายโซ่ท่ีมีขนาดความยาวมากเป็น
องค์ประกอบ(รุ่งนภา และคณะ, 2546) ในขณะท่ีพนัธ์ุขา้วท่ีโมเลกุลของอะมิโลเพคตินมีสายโซ่ท่ีมี
ขนาดยาวมาก (Super long chain) เช่น ขา้วพนัธ์ุ P2 และ S90 พบวา่ปริมาณอะมิโลสท่ีวิเคราะห์ได้
ดว้ยวิธี Con A จะใกลเ้คียงกบัค่าปริมาณอะมิโลสปรากฎท่ีไดจ้าก GPC ดงัแสดงในตารางท่ี 3.2 โดย
ค่าปริมาณอะมิโลสปรากฎท่ีไดจ้ากวิธี Con A จะใหค้่าท่ีสูงกว่าปริมาณอะมิโลสท่ีแทจ้ริงท่ีได้จาก 
GPC ทั้งน้ีอธิบายไดว้า่ Con A จะมีความสามารถในการตกตะกอนโมเลกุลใหญ่ซ่ึงได้แก่อะมิโลเพ
คตินแต่ในกรณีท่ีสตาร์ชขา้วทีมีโมเลกุลท่ีขนาดกลาง (intermediate fraction) จะท าใหค้่าท่ีวิเคราะห์
ไดสู้งกวา่เน่ืองจากโมเลกุลขนาดกลางบางส่วนอาจไม่สามารถตกตะกอนได้ด้วย Con A (Sievert 
and Lausanne, 1993) 

รุ่งนภา และคณะ (2546) รายงานว่าปริมาณอะมิโลสท่ีแทจ้ริง (Absolute amylose) ของ
สตาร์ชขา้วสามารถหาไดจ้ากผลต่างของปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีอยู่ในส่วนของ Fr I ของสตาร์ช
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ขา้วกบัปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีอยูใ่นส่วนของ Fr I ของอะมิโลเพคตินท่ีแยกจากสตาร์ชข้าว และ
สามารถจดักลุ่มตามปริมาณอะมิโลสท่ีแทจ้ริงได้เป็น  3 กลุ่มคือกลุ่มท่ีไม่มีอะมิโลสเป็น
องค์ประกอบไดแ้ก่ขา้วพนัธ์ุ RD6 (โครมาโตแกรมของสตาร์ชและอะมิโลเพคตินท่ีผ่านการยอ่ยดว้ย
เอนไซมไ์อโซอะมิเลสประกอบดว้ย Fr. II และ Fr. III เทา่นั้น) กลุ่มท่ีสองคือกลุ่มท่ีมีอะมิโลสเป็น
องค์ประกอบปานกลางไดแ้ก่พนัธ์ุ P2 (%Absolute amylose ท่ีเป็นองค์ประกอบร้อยละ 14.88) และ
กลุ่มท่ีมีอะมิโลสเป็นองค์ประกอบสูงไดแ้ก่  S90 มี %Absolute amylose ท่ีเป็นองค์ประกอบเท่ากับ
18.85 

 
3.1.3 ความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคตินของสตาร์ชข้าวพันธ์ุต่าง ๆ 

 Hizukuri (1995) ไดเ้สนอแบบจ าลองโครงสร้างอะมิโลเพคตินท่ีประกอบไปด้วยก่ิงก้านท่ี
เป็นสายโซ่กลูแคนท่ีทีขนาดความยาวต่าง ๆ กับ เช่น A-chains, Short B-chains, และ Long B-
chains ประกอบกันเป็นคัส เตอร์ ซ่ึงการวิเค ราะห์  debranched starch ท่ีผ่านการย่อยด้วย 
Pseudomonas isoamylase และท าการแยกขนาดด้วย  Ion Exchange Chromatography ท าให้
สามารถอธิบายลกัษณะการกระจายตวัของสายโซ่กลูแคนขนาดต่าง ๆ ท่ี เป็นองค์ประกอบของอะ
มิโลเพคตินอีกวิธีหน่ึง จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของ debranched starch โดยเคร่ือง 
HPAEC-PAD ซ่ึงผลการวิเคราะห์แสดงในตารางท่ี 3.3 พบวา่ความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโล
เพคติน (Branch chain length distribution of amylopectin) สามารถแบ่งออกเป็น 4 ช่วงคือ DP 6-
12, DP 13-24, DP 25-36 และ DP ≥37 ซ่ึงสตาร์ชทั้งสามชนิดมีการกระจายตัวโดยส่วนใหญ่อยู่
ในช่วง DP 13-24 โดยความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคติน  (Branch chain length 
distribution of amylopectin) ของสตาร์ขา้วแต่ละสายพนัธ์ุแสดงในภาพท่ี 3.1 สตาร์ชข้าวพันธ์ุ P2 
และสุพรรณบรีุ 90 (S90) มีสัดส่วนร้อยละการกระจายตวัในช่วง DP 6-12 และ DP≥37 สูงกว่าข้าว 
RD6 และการกระจายตวัในช่วง DP 13-24 ต ่ากวา่ RD6 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของรุ่งนภา 
และคณะ (2546) 
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ตารางท่ี 3.3 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 
amylopectin) ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ 

Sample 
Branch chain length distribution of amylopectin 

(%) distribution 
  DP 6-12 DP 13-24 DP 25-36 DP≥37 
RD6  15.62 54.07 25.52 4.84 
P2 19.53 51.21 19.87 9.60 
S90 19.11 50.43 22.86 9.51 
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ภาพท่ี 3.1 ความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of   
amylopectin) ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ(a) RD6, (b)P2 และ (c) S90 

 
3.1.4 ชนิดของเอนไซม์ตัดก่ิงต่อระดับการตัดก่ิง 

 โครงสร้างโมเลกุลของสตาร์ชเป็นปัจจยัส าคัญในการเกิด RS โดยจากงานวิจยัพบว่าRS3

ส่วนใหญ่เกิดจากการรีโทรเกรเดชนั (Retrodradation) ของโมเลกุลอะมิโลส และอะมิโลเพคตินท่ี
ถูกตดัก่ิง (Debranched amylopectin) ซ่ึงการตัดก่ิงโมเลกุลของอะมิโลเพคตินท าให้สัดส่วนของ
โมเลกุลเส้นตรงเพ่ิมข้ึน จึงส่งผลต่อการเพ่ิมปริมาณ resistant starch (RS) ดังนั้นในงานวิจยัน้ีจึงได้
ท  าการศึกษาการตดัก่ิงโมเลกุลสตาร์ชดว้ยเอนไซมต์ดัก่ิง (Debranching enzyme) ซ่ึงเอนไซม์ตัดก่ิง
โดยทัว่ไปมี 2  ชนิดคือ  ไอโซอะมิเลส (Isoamylase) และเอนไซม์พูลลูลาเนส (Pullulanase) 
เน่ืองจากเอนไซมท์ ั้งสองชนิดมีความสามารถในการยอ่ยสตาร์ชได้แตกต่างกัน ดังนั้นในขั้นตอน
แรกจึงไดท้  าการศึกษาความสามารถในการตัดก่ิงของเอนไซม์ท ั้งสองชนิดและศึกษาชนิดของ
เอนไซมท่ี์มีผลต่อปริมาณและคุณสมบติัทางเคมีและทางกายภาพของ RS3โดยเร่ิมแรกของการศึกษา
ไดท้  าการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมท์ ั้งสองชนิด ซ่ึงพบวา่เอนไซมพ์ูลลูลาเนสมีกิจกรรมเท่ากับ 
488.43 PUN/ml ในขณะท่ีเอนไซมไ์อโซอะมิเลสมีกิจกรรมเทา่กบั 11,084.31 U/ml 
  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตดัก่ิงสตาร์ชของการศึกษาครั้ งน้ี ไดท้  าการวิเคราะห์ข้อมูล
เบ้ืองตน้จากงานวิจยัเร่ืองการพฒันากระบวนการผลิตสตาร์ชขา้วท่ีทนต่อการยอ่ย ท่ีท  าการศึกษาตัว
แปรอิสระท่ีมีผลต่อการตดัก่ิง 3 ปัจจยั ไดแ้ก่ความเขม้ขน้ของสตาร์ชข้าว, ปริมาณเอนไซม์ท่ีใช้ใน
การยอ่ยและระยะเวลาในการยอ่ยเพ่ือใชเ้ป็นขอ้มลูในการเลือกสภาวะในการตดัก่ิงสตาร์ชข้าว และ
เน่ืองจากตวัแปรอิสระท่ีท าการศึกษาครั้ งน้ีคือชนิดของเอนไซม ์ดังนั้นในการทดลองจึงได้ท  าการ
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ก าหนดตวัแปรตามอ่ืนๆใหค้งท่ี โดยก าหนดใหค้วามเขม้ขน้ของสตาร์ชทั้งสามชนิดอยูท่ี่ระดบัความ
เขม้ขน้ 10%w/w ความเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์ระดบั 45PUN/g of starchและระยะเวลาในการย่อย 24 
ชัว่โมงเพ่ือใหเ้กิดการยอ่ยอยา่งสมบรูณ์และท าการติดตามระดบัการตัดก่ิง (Degree of debranching, 
DB) และระดบัการยอ่ย (Degree of hydrolysis, DH) ท่ีเกิดข้ึนในช่วงระยะเวลาในการย่อย โดยท า
การเตรียมตวัอย่างเจลสตาร์ชข้าวท่ีระดับความเข้มข้น 10%w/w จากนั้นเติมเอนไซม์ซ่ึงจะแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มแรกท าการเติมเอนไซม์พูลลูลาเนส ท่ีระดับความเข้มข้น45PUN/g of 
starch ในขณะท่ีกลุ่มท่ี 2 เติมเอนไซม์พูลลูลาเนส ท่ีระดับ 41.5PUN/g of starch และเอนไซม์ไอ
โซอะมิเลสท่ีระดบัความเขม้ขน้ 3.5 U/g of starch จากนั้นบ่มตัวอย่างทั้งสองท่ีอุณหภูมิ 50oC เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ซ่ึงตลอดระยะเวลาในการย่อยได้ท  าการสุ่มตัวอย่างออกมาเพ่ือวิเคราะห์
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ซิง (Reducing sugar) และปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด (Total sugar) เพ่ือใช้ในการ
ค านวณระดบัการตดัก่ิง และระดบัการยอ่ย  ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 3.2 และ 3.3 พบว่าเม่ือ
ระยะเวลาในการยอ่ยเพ่ิมข้ึนระดบัการตดัก่ิง และระดบัการยอ่ยเพ่ิมข้ึนในทุกสภาวะการย่อย  และ
เร่ิมคงท่ีเม่ือระยะเวลาในการยอ่ยมากกวา่ 10 ชัว่โมง นอกจากนั้นพบว่าสตาร์ชข้าวตัดก่ิงด้วยพูลลู
ลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส (Pullulanase +Isoamylase debranched starch : PIDBS) มีระดับการตัด
ก่ิงและระดับการย่อยสูงกว่าสตาร์ชข้าวตัดก่ิงด้วยพูลลูลาเนส (Pullulanase debranched starch : 
PDBS) โดย PIDBS มีระดับการตัดก่ิงและระดับการย่อยอยู่ท่ี 90%DB และ 6%DH  ในขณะท่ี 
PDBS มีระดบัการตดัก่ิงและระดบัการยอ่ยอยูท่ี่ 80%DB และ 4%DH ตามล าดบั (ดังภาพท่ี 3.2 และ 
3.3) 
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ภาพท่ี 3.2 ระดบัการตดัก่ิงของสตาร์ชข้าวตัดก่ิงด้วยพูลลูลาเนส (Pullulanase debranched starch : 

PDBS) และสตาร์ชข้าวตัดก่ิงด้วยพูลลูลาเนสร่วมกับไอโซอะมิเลส (Pullulanase+ 
Isoamylase debranched starch : PIDBS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90  

 
 เม่ือท าการเปรียบเทียบระดบัการตดัก่ิงและระดบัการยอ่ยของข้าวแต่ละพันธ์ุ พบว่าเม่ือท า
การตดัก่ิงสตาร์ชขา้วดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลสขา้วทั้งสามพนัธ์ุมีระดับ
การตดัก่ิงไมแ่ตกต่างกนั (มีระดบัการตดัก่ิงประมาณ 90%) ดังแสดงในภาพท่ี 3.2 ในขณะท่ีระดับ
การยอ่ยของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุแตกต่างกนั (ภาพท่ี 3.3) ซ่ึงจะสังเกตได้ชัดเจนเม่ือใช้เอนไซม์
สองชนิดร่วมกนัโดยมีข้าวพันธ์ุ S90 และ พันธ์ุ P2 มีระดับการย่อยสูงกว่าพันธ์ุ RD6 ตามล าดับ  
ท ั้งน้ีเน่ืองจากทั้งขา้วพนัธ์ุ S90 และ P2 มีทั้งอะมิโลสและอะมิโลเพคตินอยู่ในโครงสร้างและใน
ระหวา่งกระบวนการเจลาติไนเซชนัโมเลกุลของอะมิโลสบางส่วนถูกปลดปล่อยออกมา โครงสร้าง
ของสตาร์ชเกิดการแตกตัว ดังนั้น เม่ือท าการเติมเอนไซม์ลงไปเอนไซม์จึงสามารถเข้าไปใน
โครงสร้างไดง้่าย ซ่ึงแตกต่างจากสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6 ท่ีโครงสร้างมีอะมิโลเพคตินอย่างเดียวและ
โครงสร้างท่ีมีความเป็นก่ิงกา้นสูง (Highly branch structure)  ท  าให้เอนไซม์เข้าไปย่อยได้ยากกว่า  
เน่ืองจากเอนไซมจึ์งเขา้ไปในโครงสร้างไดน้อ้ยจึงส่งผลใหมี้ระดบัการยอ่ยต ่ากวา่พันธ์ุ  S90และ P2 
ตามล าดบั  

 ในขณะท่ีทั้ง S90 และ P2 มีโครงสร้างแตกต่างกันเล็กน้อย (ตารางท่ี 3.3 และภาพท่ี 3.1) 
แต่มีระดบัการยอ่ยท่ีแตกต่างกนัซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของระดับการตดัก่ิง 
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ภาพท่ี 3.3 ระดับการย่อยของสตาร์ชข้าวตัดก่ิงด้วยพูลลูลาเนสเพียง (Pullulanase debranched 
starch: PDBS) และสตาร์ชข้าวตัด ก่ิงด้วยพู ลลูล าเนส ร่วมกับไอ โซอะมิเลส
(Pullulanase+Isoamylase debranched starch : PIDBS) ของสตาร์ชข้าวทั้งสามพันธ์ุ 
RD6, P2 และ S90  

 
 เน่ืองจากการทดลองไดศึ้กษาการเปรียบเทียบระดบัการตดัก่ิงของเอนไซมท์ ั้ง 2 กลุ่ม ดงันั้น
เพ่ือใหเ้กิดความมัน่ใจวา่ตวัอยา่งท่ีผ่านการยอ่ยดว้ยเอนไซมท์ ั้งสองกลุ่มมีความเป็นโมเลกุลเส้นตรง
มากนอ้ยแค่ไหน จึงศึกษา -amylolysis limit  โดยค่า -amylolysis limit คือ ปริมาณของมอลโทส 
(Maltose) หลงัจากถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์บตา้อะมิเลส (-amylase) เน่ืองจากเอนไซม์เบต้าอะมิเลส
เป็น exo-enzyme ท่ียอ่ยพนัธะ α-1,4-glucosidic linkage ของสตาร์ชจากต าแหน่ง non-reducing end 
ครั้ งละ 2 โมเลกุลกูลโคส (Kenedy et al., 1987; Saha and Zeikus, 1989) ดังนั้นพอลิเมอร์ของ
กลูโคสท่ีมีลักษณะเป็นเส้นตรงเพียงอย่างเดียวควรมีค่า  -amylolysis limit เท่ากับร้อยละ 100 
เน่ืองจากไมมี่โครงสร้างท่ีเป็นก่ิงกา้นท าใหเ้อนไซมเ์บตา้อะมิเลสสามารถยอ่ยไดท้ ั้งหมด  
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ภาพท่ี 3.4 ค่า -amylolysis limit ของสตาร์ชข้าวตัด ก่ิงด้วยพูลลูลาเนสเพียง (Pullulanase     
debranched starch : PDBS) และสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพูลลูลาเนสร่วมกับไอโซอะมิเลส 
(Pullulanase+Isoamylase debranched starch : PIDBS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพันธ์ุ RD6, 
P2 และ S90:อกัษรท่ีแตกต่างกนับนกราฟ หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p0.05) 

 
จากภาพท่ี 3.4 พบว่าเม่ือท าการย่อย PIDBS ท่ีระยะเวลา24 ชั่วโมง ตัวอย่างสตาร์ชทั้ง 3 

สายพัน ธ์ุคือ  RD6, P2 และ S90 มีค่า -amylolysis limit มากกว่า 90%  ในขณะท่ี PDBS ท่ี
ระยะเวลาย่อยเท่ากันให้ค่า-amylolysis limit ประมาณ 80% ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าการใช้
เอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกับเอนไซม์ไอโซอะมิเลสเกิดการย่อยได้มากกว่าการใช้เอนไซม์พูลลู
ลาเนสตวัเดียว  เน่ืองจากเอนไซมท์ ั้ง 2 ชนิดสามารถตดัก่ิงกา้นท่ีพนัธะ α-1,6-glucosidic linkage ได้
เช่นเดียวกัน (Hizukuri et al., 2006) แต่เอนไซม์พูลลูลาเนสมีลักษณะการตัดก่ิงโดยตัดก่ิงจาก
ภายนอกเขา้มาขา้งในอยา่งชา้ ในขณะท่ีเอนไซมไ์อโซอะมิเลสสามารถตดัก่ิงทั้งภายในและภายนอก
ไดพ้ร้อมๆกนั (Manners and Matheson, 1981) ดงันั้นท่ีระดบัความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ดียวกันการ
ใชเ้อนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลสสามารถตดัก่ิงไดม้ากกวา่การใช้เอนไซม์พูลลู
ลาเนสตวัเดียว ซ่ึงมีผลท าใหเ้อนไซมเ์บตา้อะมิเลสสามารถยอ่ยโมเลกุลเหล่าน้ีเป็นมอลโทสได้มาก
ข้ึนส่งผลใหค้่า -amylolysis limit สูงกวา่การใชเ้อนไซมพ์ูลลูลาเนสเพียงตวัเดียว 

0

20

40

60

80

100

RD6 P2 S90

Be
tam

ylo
lys

is l
im

it (
%

) 

Sample rice starch 

PBDSb 

a 

b b 

a a 
 

 

 

 

 

 

 

 



49 

 

  

3.1.5 ผลของโครงสร้างสตาร์ชข้าวต่อปริมาณ RS 
จากผลการทดลองในตารางท่ี 3.4 พบว่าการตัดก่ิงสตาร์ชด้วยเอนไซม์ท  าให้ปริมาณ RS 

เพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกับสตาร์ชท่ีไม่ผ่านการตัดก่ิง (Native starch) ซ่ึงสอดคล้องกับผลการทดลอง 
Gonzalez-Soto et al. (2004) ท่ีท  าการยอ่ยสตาร์ชกลว้ยดว้ยเอนไซม์พูลลูลาเนสท่ีระยะเวลาในการ
ยอ่ยแตกต่างกนัและพบวา่สตาร์ชกลว้ยท่ีผ่านการยอ่ยมีปริมาณ RS เพ่ิมข้ึนเม่ือระยะเวลาในการย่อย
ยาวนานข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัสตาร์ชเร่ิมตน้ท่ีไมผ่่านการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์เน่ืองจากเม่ือเกิดการตัด
ก่ิงของสตาร์ชมากข้ึนท าใหเ้กิดเพ่ิมข้ึนของโมเลกุลสายส้ัน ๆ ท่ีสามารถเกิดการรีโทรเกรทจดัเรียง
ตวักนัอยา่งแข็งแรงและทนต่อการยอ่ยของเอนไซมไ์ดม้ากกวา่สตาร์ชท่ีไม่ผ่านกระบวนการตัดก่ิง 
แต่เม่ือระยะเวลาในการยอ่ยมากกวา่ 5 ชัว่โมงปริมาณ RS ไมมี่ความแตกต่างกนั  

หลงัท าการดดัแปรสตาร์ชขา้วดว้ยวิธีการตัดก่ิงและตามด้วยกระบวนการรีโทรเกรเดชัน
(Retrogradation) ท่ีอุณหภมิู 4oCเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และท าแหง้ท่ีอุณหภมิูห้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
ของสตาร์ชทั้งสามพันธ์ุ เม่ือท าการวิเคราะห์ปริมาณ RS ของตัวอย่าง Retrograded pullulanase 
debranched starch (RPDS) และ Retrograded pullulanase+ Isoamylase debranched starch (RPIDS) 
แสดงผลดงัตารางท่ี 3.4 แสดงใหเ้ห็นวา่ RPIDS ใหป้ริมาณ RS สูงกว่า RPDS อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ(p0.05) ท ั้งในขา้วพันธ์ุ RD6, P2และ S90  โดย RPIDS ของข้าวทั้งสามพันธ์ุมีปริมาณ RS 
เทา่กบั 18.73, 43.44 และ 42.09 ตามล าดบั ในขณะท่ี RPDS ใหป้ริมาณ RS เพียง 12.01, 23.85 และ 
22.65 ตามล าดับ ซ่ึงผลการทดลองดังกล่าวสัมพันธ์กับค่าระดับการตัดก่ิงและระดับการย่อย 
เน่ืองจากการใชเ้อนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลสพบวา่มีระดบัการตดัก่ิงและระดับ
การย่อยสูงกว่า  ดังนั้นจึงเกิดเส้นตรงสายส้ันๆ จ  านวนมาก (Barry,1986; Gonzalez-Soto et al., 
2004; Leong, Karim and Norziah, 2007) ซ่ึงโมเลกุลสายส้ันท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการตัดก่ิง
สามารถจบัตวักนัเกิดเป็นโครงสร้างเกลียวมว้นคู่  (double helices) (Gidley, 1987) และจดัเรียงตัว
เป็นโครงสร้างท่ีมีความเป็นระเบียบและแข็งแรงทนต่อการยอ่ยของเอนไซมไ์ดท้  าใหป้ริมาณ RS สูง
กวา่สตาร์ชขา้วท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสตวัเดียวท่ีมีระดบัการตดัก่ิงและระดบัการยอ่ยต ่ากวา่   

เม่ือท าการเปรียบเทียบระหวา่งพนัธ์ุขา้ว พบวา่สตาร์ชข้าวพันธ์ุ RD6 มีปริมาณ RS ต ่ ากว่า
ขา้วพนัธ์ุ P2 และพนัธ์ุ S90 ทั้ง RPDS และ RPIDS  เน่ืองจากขา้วพนัธ์ุ RD6 จดัอยูใ่นกลุ่ม waxy rice 
ซ่ึงไมมี่อะมิโลสเป็นองค์ประกอบในโครงสร้าง ดงันั้นจึงเกิดการรีโทรเกรทไดน้อ้ยกวา่สตาร์ชพันธ์ุ
ท่ีมีปริมาณอะมิโลสอยา่งไรก็ตามปริมาณ RS ท่ีเกิดจากการรีโทรเกรดของอะมิโลเพคตินสามารถ
เพ่ิมข้ึนได ้ เม่ือมีการตดัก่ิงของอะมิโลเพคตินดว้ยเอนไซมต์ดัก่ิง (Thompson, 2000) โดยเม่ือท าการ
เปรียบเทียบกับ native starch พบว่าสตาร์ชข้าวทั้งสามพันธ์ุท่ีผ่านกระบวนการตัดก่ิงตามด้วย
กระบวรการรีโทรเกรเดชนัมีปริมาณ RS สูงกวา่ส าหรับสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 และพนัธ์ุ S90 มีปริมาณ 
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RS ไมแ่ตกต่างกนัทั้งในส่วนของ RPDS และ RPIDS ถึงแมว้่าสตาร์ชทั้งสองชนิดจะมีปริมาณอะ
มิโลสท่ีแตกต่างกนั แต่เน่ืองจากพนัธ์ุ P2 มีสัดส่วนของอะมิโลเพคตินมีสายโซ่ท่ีมีขนาดยาวมาก 
(Super long chain)  มากกวา่พนัธ์ุ S90 ดงันั้นหลงัจากการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมท์  าให้สายโซ่ท่ีมีขนาด
ยาวถูกปลดปล่อยออกมาและเกิดการจบัตวักนัเป็นโครงสร้างท่ีแข็งแรงทนต่อการยอ่ยของเอนไซม ์
ส่งผลใหป้ริมาณ RS สูงเทา่กบัพนัธ์ุ S90 ซ่ึงเหตุผลดังกล่าวจะถูกศึกษาเพ่ือยืนยนัผลการทดลอง
ต่อไป 

 
ตารางท่ี 3.4 ปริมาณ RS ของ retrograded pullulanase debranched starch : RPDS และปริมาณ RS 

ของ retrograded pullulanase+Isoamylase debranched starch : RPIDS ท่ีเกิดรีโทรเกรเด
ชนัท่ีอุณหภมิู 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมงของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90  

Sample 
Resistant content (%) 

Native starch RPDS RPIDS 

RD6 4.00±0.31aA 12.01±0.54bA 18.73±0.03cA 

P2 6.06±0.21aB 23.85±0.13bB 43.44±0.14cB 

S90 6.23±0.04aB 22.65±0.02bB 42.09±0.57cB 
หมายเหตุ : อกัษรพิมพ์เล็กท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ (p0.05) 
 อกัษรพิมพ์ใหญ่ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ (p0.05) 
 

3.1.6 ลักษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชตัดก่ิง 
ผลการตรวจสอบลักษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชด้วยเคร่ือง X-ray diffractometer 

(XRD) ของสตาร์ชทั้ง 3 พนัธ์ุท่ีไมผ่่านการตดัก่ิง (Native starch) และหลงัท าการดดัแปรสตาร์ชข้าว
ดว้ยวิธีการตดัก่ิงและตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชนั(Retrogradation) ท่ีอุณหภมิู 4 oซ เป็นเวลา 
24 ชัว่โมงแสดงดงัภาพท่ี 3.5 พบว่า X-diffraction pattern ของ native starch ปรากฏพีคคู่ (Double 
peak) ท่ี 2 ท่ี 17oและ18o และพีคเด่ียวท่ี (Single peak) 2ท่ี 15o และ 23o ซ่ึงแสดงลักษณะ
โครงสร้างแบบ A-type ท่ีเป็นรูปแบบผลึกท่ีพบไดท้ ัว่ไปในสตาร์ชจากธัญพืช (Cheetham and Tao, 
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1998) นอกจากน้ียงัเกิดพีคเด่ียวท่ี 2 ท่ี  19.7o ท่ีถือ เป็นต าแหน่งของสารประกอบเชิงซ้อน
ระหว่างอะมิโลสกับไขมนั (Amylose lipid complex) (Derycke et al., 2005) ซ่ึงแสดงโครงสร้าง
ผลึกแบบ Vh-type อีกดว้ย เน่ืองจากการเตรียมตัวอย่างไม่มีขั้นตอนของการก าจดัไขมนัจึงท าให้
ไขมนัท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งสตาร์ชสามารถเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกบัอะมิโลสได ้และค่าปริมาณผลึก
แสดงดงัตารางท่ี 3.5 

 
ตารางท่ี 3.5 ปริมาณความเป็นผลึกและรูปแบบผลึกของ native starch และ retrograded pullulanase 

debranched starch : RPDS และปริมาณ RS ของ retrograded pullulanase+Isoamylase 
debranched starchb : RPIDS ท่ีเกิดรีโทรเกรเดชันท่ีอุณหภูมิ 4 oซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง
ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90  

Sample Relative crystallinity (%) Crystal pattern 
RD6 native starch 18.61±0.40cd A+Vh 
P2 native starch 16.295±0.40d A+Vh 
S90 native starch 18.665±0.21 cd A+Vh 
RD6-RPDS 20.10±0.55b B+Vh 
P2-RPDS 20.79±1.11 b B+Vh 
S90-RPDS 20.96±0.06b B+Vh 
RD6-RPIDS 27.08±0.07a B+Vh 
P2-RPIDS 27.20±0.11a B+Vh 
S90-RPIDS 28.96±0.06 a B+Vh 
หมายเหตุ :อกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

(p0.05) 
 
ในขณะท่ีสตาร์ชท่ีผ่านกระบวนการตัดก่ิงและรีโทรเกรททั้ง RPDS และ RPIDS ปรากฏ 

single peak ท่ี 2ท่ี 5o และ17o พร้อมทั้งพบ double peak ท่ี 22oและ 24o ซ่ึงแสดงถึงโครงสร้างผลึก
แบบ B-type (Buleon et al., 1998) นอกจากน้ียงัเกิดพีคเด่ียวท่ี 2ท่ี 19.7o ท่ีถือเป็นต าแหน่งของ
สารประกอบเชิงซ้อนระหว่างอะมิโลสกับไขมนั (Amylose lipid complex) (Derycke et al., 2005) 
ซ่ึงแสดงโครงสร้างผลึกแบบ Vh-type จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่การตดัก่ิงสตาร์ชขา้วส่งผล
ท าใหโ้ครงสร้างผลึกของสตาร์ชเปล่ียนจาก A เป็น B-type เน่ืองจากสตาร์ชท่ีผ่านการตัดก่ิงด้วย
เอนไซมแ์ละท าใหเ้กิดกระบวนการรีโทรเกรเดชนัท่ีอุณหภมิูต ่า ดงันั้นโครงสร้างของเกลียวมว้นคู่ 
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(Double helices ) จึงจดัเรียงตวักนัในรูปแบบโครงสร้างหกเหล่ียม (Hexagonal) ท่ีต้องการพลังงาน
เพียงเล็กนอ้ยในการเกิดโครงสร้างผลึก (Eerlingen, Crombez and Delcour, 1993) และอุณหภูมิต ่ า
ยงัเพ่ิมปริมาณผลึกอีกดว้ย เน่ืองจากอตัราการเกิดผลึก (Crystal nucleation) และจะมีค่าสูงสุดเม่ือเข้า
ใกล ้glass transition temperature , Tg  ดงันั้นอุณหภมิูรีโทรเกรทท่ี 4

 oซ ช่วยสนับสนุนการเกิดผลึก
และท าใหเ้กิดโครงสร้างผลึกของ RS เป็น B-type ซ่ึงสอดคล้องกับผลการทดลองของ Miao et al. 
(2009) ท่ีท  าการตดัก่ิงสตาร์ชขา้วโพดขา้วเหนียว (Waxy maize starch) ดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสมีผล
ท าใหโ้ครงสร้างผลึกเปล่ียนจาก A เป็น B เช่นกนั  
  ปริมาณความเป็นผลึก (Relative crystallinity) ของสตาร์ชท่ีผ่านการตดัก่ิงและรีโทรเกรทมี
ค่ามากวา่ native starch เน่ืองจากเม่ือท าการตดัก่ิงโมเลกุลสายส้ันท่ีถูกปลดปล่อยออกมาสามารถ
จดัเรียงตวักนัใหมก่ลายเป็นผลึกท่ีมีความแข็งแรง นอกจากน้ี Gunaratne and Hoover (2002) ยงัได้
อธิบายวา่ค่า relative crystallinity ในสตาร์ชแต่ละชนิดยงัข้ึนอยูก่บัปัจจยัอ่ืนๆ ดว้ย ไดแ้ก่ ขนาดของ
ผลึก,การจดัเรียงตัวเกลียวคู่ในบริเวณผลึก, ค่ าเฉล่ียของความยาวของสายอะมิโลเพคติน และ
สัดส่วนของอะมิโลเพคตินสายส้ัน DP 10-13 ซ่ึงสอดคล้องกับผลการทดลองของ Cai  and Shi 
(2010) พบวา่สตาร์ชมนัฝรั่งท่ีผ่านการตดัก่ิงและบม่ท่ีอุณหภมิูต ่าปรากฏพีคเด่ียวท่ี 2ท่ี 5o และพีคคู่
ท่ี 2 ท่ี 22oและ24o ชัดเจนกว่าสตาร์ชข้าวสาลีและข้าวโพด แสดงให้เห็นว่าสตาร์ชมนัฝรั่งท่ีมี
สัดส่วนของโมเลกุลสายยาวมากกวา่สามารถเกิดโครงสร้างผลึกไดเ้ร็วกวา่โมเลกุลสายส้ัน ในขณะ
ท่ีปริมาณความเป็นผลึกแสดงดงัตารางท่ี 3.5 พบวา่สตาร์ชท่ีผ่านกระบวนการตัดก่ิงและรีโทรเกรท
ทั้ง RPDS และ RPIDS มีปริมาณความเป็นผลึกสูงกวา่ native starch ในขณะปริมาณความเป็นผลึก
ของ RPIDS สูงกวา่ RPDS เน่ืองจาก RPIDS  มีค่าระดับการตัดก่ิงและระดับการย่อยสูง ดังนั้นจึง
เกิดโมเลกุลสายตรงจ านวนมากกวา่ (Barry, 1986; Gonzalez-Soto et al., 2004) ซ่ึงโมเลกุลสายส้ันท่ี
เกิดข้ึนจากกระบวนการตดัก่ิงสามารถจบัตวักนัเกิดเป็นโครงสร้างเกลียวมว้นคู่ และจดัเรียงตัวเป็น
โครงสร้างผลึกท่ีมีความเป็นระเบียบและแข็งแรง ส่งผลให้ปริมาณความเป็นผลึกท่ีมากกว่าซ่ึง
สอดคลอ้งกบัปริมาณ RS ท่ีเกิดข้ึน (ตารางท่ี 3.4) 
 

3.1.7 คุณสมบัติทางความร้อน  
ผลการศึกษาสมบติัทางความร้อนของสตาร์ชทั้ง 3 ของ native starch และสตาร์ชข้าวหลัง

ท าการดดัแปรดว้ยวิธีการตดัก่ิงตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชัน(Retrogradation) ท่ีอุณหภูมิ 4 o

ซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมงแสดงในภาพท่ี 3.6 จากการวิธีการวิเคราะห์ใหค้่าอุณหภมิูเร่ิมตน้เกิดเจลาติไน
เซชนั (To) อุณหภมิูสูงสุดในการเกิดเจลาติไนเซชนั (Tp) อุณหภมิูสุดทา้ยของการเกิดเจลาติไนเซชัน 
(Tc) ช่วงอุณหภมิูการเกิดเลาติไนเซชนั (Tc-To) และพลงังานในการเกิดเจลาติไนเซชัน (H) แสดง
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ในตารางท่ี 3.6 โดย native starch ทั้งสามพันธ์ุมี  Toระหว่าง 55.31-58.47 oซ ซ่ึงไม่แตกต่างจาก
สตาร์ชขา้วท่ีผ่านการตดัก่ิงและตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชันทั้ง RPDS และ RPIDS ซ่ึงมี To 
อยูร่ะหวา่ง 54.46- 57.38 oซ โดยตวัอยา่งท่ีผ่านการตดัก่ิงและตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชันมี
ค่า Toต ่านั้น เน่ืองจากหลงัผ่านกระบวนการตดัก่ิงซ่ึงโมเลกุลสายส้ันท่ีเกิดเป็นจ านวนมากถูกกระตุน้
ให้เกิดผลึกท่ีอุณหภูมิต ่ า ท  าให้ผลึกท่ีเกิดข้ึนไม่สมบรูณ์แข็งแรง (Sievert and Lausanne,1993).  
ดงันั้นจึงส่งผลให ้To มีค่าต ่า และเม่ือพิจารณาช่วงอุณหภูมิการเกิดเจลาติไนเซชัน (Tc-To) พบว่า
ตวัอยา่งท่ีผ่านการตดัก่ิงและตามด้วยกระบวนการรีโทรเกรเดชันมีค่า Tc-To สูงกว่า native starch 
เน่ืองจากขนาดท่ีหลายหลายของสายโมเลกุลกลูแคนท่ีเกิดจากกระบวนการตัดก่ิงเหน่ียวน าให้เกิด
ผลึกท่ีมีความไมส่มบรูณ์ และเกิดความไม่เป็นหน่ึงเดียวกันของโครงสร้างผลึก (Heterogeneous 
crystalline) (Zhang and Jin, 2011) ดงันั้นจึงมีผลท าใหเ้กิดเอนโดเทอมท่ีกวา้ง และมีช่วงอุณหภูมิใน
การใหค้วามร้อนสูงกวา่เม่ือเทียบกบั native starch 

เม่ือท าการเปรียบเทียบระหวา่ง RPDS และ RPIDS ของสตาร์ชทั้งสามพันธ์ุ พบว่าเฉพาะ 
RPIDS เท่านั้นท่ีพบการเปล่ียนแปลงชั้ นท่ีสอง (Second transition) โดยมี Toระหว่าง 111.15- 
117.47 oซ ซ่ึงเกิดจากสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างอะมิโลสและไขมนั  (Amylose-lipid complex) 
(Sievert and Holm 1993) ท าใหโ้ครงสร้างของสตาร์ชมีความแข็งแรงยิ่งข้ึน จึงส่งผลให้อุณหภูมิท่ี
ใชใ้นการหลอมละลายมีค่าสูงเน่ืองจากในกระบวนการเตรียมตัวอย่างไม่มีขั้นตอนก าจดัไขมนั 
ดงันั้นในระบบตวัอยา่งจึงมีไขมนัปะปนอยู ่ซ่ึงสามารถเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกบัโมเลกุลของอะ
มิโลสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาหลงักระบวนการตดัก่ิงได ้ซ่ึงจากผลการทดลองภาพท่ี 3.2 แสดงให้
เห็นวา่การใชเ้อนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบั ไอโซอะมิเลสมีระดับการตัดก่ิงสูงกว่าการใช้เอนไซม์
พูลลูลาเนสเพียงอยา่งเดียว ท าใหโ้มเลกุลอะมิโลสและอะมิโลเพคตินถูกปลดปล่อยจากโครงสร้าง
ไดม้ากกวา่จึงส่งผลใหส้ามารถเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกบัไขมนัไดแ้ละแสดงการเปล่ียนแปลงเอน
โดเทอมท่ีสองในขณะท่ีไมเ่กิดการเปล่ียนแปลงใน RPDS ซ่ึงสอดคลอ้งกับผลของ XRD ในภาพท่ี 
3.5 (b)ในตวัอยา่ง RPIDS พบพีคท่ีต าแหน่ง 2 ท่ี 19.7o ได้ชัดเจนกว่าใน RPDS นอกจากน้ีพบว่า 
เม่ือ RPIDS มีระดับการตัด ก่ิงสูง เป็นผลท าให้สัดส่วนสายยาวของอะมิโลเพคตินถูกตัดและ
ปลดปล่อยโมเลกุลสายตรงออกมา และสามารถเกิดการจบัตวัระหวา่งโมเลกุลสายยาวของอะมิโลเพ
คตินดว้ยกันเองได้ จึงท าให้เกิดเป็นโครงสร้างท่ีแข็งแรง มีความคงทนต่อความร้อนสูงจึงเกิด  
Second transition ข้ึน ซ่ึงสอดคล้องกับผลของ Cai  and Shi (2010) พบว่าสายยาวของสายโซ่อะ
มิโลเพคตินของสตาร์ชมนัฝรั่งท่ีผ่านการตัดก่ิงและบ่มท่ีอุณหภูมิต ่ าแสดงค่า Tp อยู่ท่ี 116 oซ ซ่ึง
มากกวา่ของ 
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ตารางท่ี 3.6 คุณสมบติัทางความร้อนในการเกิดเจลาติไนเซชนัชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) ท่ีผ่านการตัดก่ิงด้วยเอนไซม์พูลลู-
ลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส และบม่ท่ี 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90   

  First transition   Second transition 

Sample To Tp Tc Tc-To H 
 

To Tp Tc Tc-To H 
  (oC) (oC) (oC) (oC) (J/g) 

 
(oC) (oC) (oC) (oC) (J/g) 

RD6 rice starch 56.51±0.54 b 70.16±0.41c 84.37±0.34e 27.86±0.34e 10.22±0.38d  
      P2 rice starch 58.47±0.47a 70.91±0.22c 98.84±0.19d  40.37±0.56d  15.70±0.21b  
      S90 rice starch 55.36±0.51 b 70.93±0.27c 98.08±0.25d  42.73±0.61d  13.52±0.33c 
      RD6 -RPDS 55.48±0.61 b 78.74±0.73b  105.49±0.43c 50.01±0.26bc 18.38±0.48a 
      P2 - RPDS 57.38±0.34 ab 85.81±0.84a 110.55±0.87ab  53.67±0.71b  12.37±0.31bc 
      S90 - RPDS 55.54±0.71 b 78.49±0.55b  102.67±0.41b  47.13±0.30C 10.64±0.63d  
      RD6 -RPIDS 54.46±0.52 b 80.45±0.57b  101.48±0.19c 47.02±0.54c 16.41±0.54b  
 

111.15±0.41a 118.85±0.52b  121.61±0.37c 10.46±0.31c 0.28±0.75b 
P2 - RPIDS 55.39±0.34 b 79.66±0.54b  112.07±0.74a 56.68±0.49a 13.30±0.78c 

 
117.47±0.82a 123.68±0.47a 135.11±0.34a 17.64±0.51a 0.30±0.53a 

S90 - RPIDS 54.87±0.24 b 79.62±0.45b  103.74±0.67c 49.27±0.61c 16.38±1.09b  
 

111.54±0.61a 119.21±0.72b  127.08±0.50b  15.53±0.34b  0.28±0.45b 

หมายเหตุ : อกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p0.05) 
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ภาพท่ี 3.5 ลักษณะโครงสร้างผลึกของ native starch (a) และretrogradedpullulanase debranched 
starch : RPDS) และ retrograded pullulanase+Isoamylase debranched starch : RPIDS) 
ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90 

 
 
 

    (b) 

(a)  
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ขา้วสาลีและขา้วโพดท่ีมี Tp อยูท่ี่ 99.7 และ 99.9 oซ ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นวา่โมเลกุลสายยาวของ
สตาร์ชมนัฝรั่งสามารถเกิดโครงสร้างเกลียวมว้นคู่ (Double helix) ได้แข็งแรงกว่าโมเลกุลสายส้ัน
ของขา้วสาลีและขา้วโพด เช่นเดียวกบั Moates et al. (1997) ท่ีพบวา่อุณหภมิูของผลึกอะมิโลสสาย
ส้ันจะเพ่ิมข้ึนจาก 57 ถึง 119 oซ เม่ือขนาดของสายโมเลกุลเพ่ิมข้ึนจาก 12 ถึง 55 หน่วยกลูโคส 
 

 

 

ภาพท่ี 3.6 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชัน (a) native starch และ(b)retrogradedpullulanase 
debranched starch : RPDS) และ retrograded pullulanase+Isoamylase debranched 
starch : RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90 

 
เม่ือท าการพิจารณาผลของโครงสร้างสตาร์ชขา้วแต่ละพนัธ์ุพบว่า  P2 มีค่า To, Tp , Tc, และ

(H) สูงกวา่ S90 และ RD6 ตามล าดบั ซ่ึงเป็นผลเน่ืองมาจากโครงสร้างของ P2 (ตารางท่ี 3.3) มี

(a) 

(b) 
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สัดส่วนของโมเลกุลสายยาวท่ีสามารถเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับไขมนัและสามารถเกิดพันธะ
ระหวา่งโมเลกุลสายยาวดว้ยกนัเองได้มากกว่า S90 และ RD6 นอกจากน้ียงัพบว่าข้าวพันธ์ุ P2 ท่ี
ผ่านการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสมีช่วง Tc-To สูงกว่าข้าวพันธ์ุ P2 ท่ีผ่าน
การตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสอยา่งเดียวและ native starch (แสดงในตารางท่ี 3.6) ท ั้งน้ีเน่ืองจาก
หลงัจากสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 ถูกตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส ซ่ึงมีระดับการ
ตดัก่ิงสูง ท าใหเ้กิดการกระจายตวัของของสายโมเลกุลกลูแคนในขนาดท่ีหลายหลาย และสตาร์ช
ขา้วพนัธ์ P2 มีปริมาณของโมเลกุลสายยาวสูง จึงส่งผลท าใหมี้ช่วง Tc-To ท่ีกวา้งกวา่ตวัอย่างสตาร์ช
ทั้งสองพนัธ์ุอีกดว้ย 
 

3.1.8 การติดตามจลนพลศาสตร์ของกระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชัน 
 การศึกษาจลนพลศสาตร์ของกระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชข้าวท่ีผ่าน
กระบวนการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส โดยศึกษาการเปล่ียนแปลงของ
โมเลกุ ลระดับโครงสร้า งระยะส้ัน (short-range molecular order) ด้วย  Attenuated Total 
ReflectanceFourier Transforms Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) ซ่ึ ง เ ป็นก ารวัดก าร
เปล่ียนแปลงสัดส่วนของปริมาณสายเกลียวคู่ต่ออสัณฐาน โดยติดตามการเปล่ียนแปลงพีคการ
ดูดกลืนแสงอินฟาเรดท่ีวดัการยืด (Stretching) ของหมู ่C-C กบั C-O และการงอ (Bending) ของหมู ่
COH ในช่วงจ  านวนคล่ืน (Wave number) 1200 -800 cm-1 (Cael et al., 1975) โดยพีคการดูดกลืน
แสงท่ี 1047 cm-1และ 1037 cm-1 ท่ีมีความสัมพนัธ์กบัอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชัน ดังนั้นจึงท าการ
ติดตามอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชท่ีท าการย่อยด้วยเอนไซม์พูลลูลาเนสร่วมกับไอ
โซอะมิเลสท่ีระยะเวลาต่าง ๆ พบวา่เม่ือระยะเวลายอ่ยเพ่ิมข้ึนค่าอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
1047 ต่อ 1037 cm-1ไมเ่กิดการเปล่ียนแปลง เน่ืองจากในกระบวนการยอ่ยท าใหเ้กิดโมเลกุลสายส้ัน
เป็นจ านวนมากและในขั้นตอนการยอ่ยใชอุ้ณหภมิูสูง อีกทั้งยงัมีขั้นตอนการเขยา่ ท  าใหโ้มเลกุลสาย
ส้ันเกิดการเคล่ือนท่ีตลอดเวลาจึงไมส่ามารถจดัเรียงตัวกันได้ แต่เม่ือระยะเวลาย่อยท่ี 22 ชั่วโมง 
พบวา่พีคการดูดกลืนแสงอินฟาเรดท่ี 1047 cm-1 มีค่าเพ่ิมข้ึนจึงส่งผลให้ค่าอัตราส่วนของค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1เพ่ิมข้ึนเล็กนอ้ย เน่ืองจากโมเลกุลบางส่วนสามารถจบัตัวกันและ
เกิดการจดัเรียงตวัได ้หลงัจากสตาร์ชขา้วผ่านการตดัก่ิงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นบม่ท่ีอุณหภูมิต ่ า
คือ 4oCโดยไดท้  าการตรวจวดัอัตราการเกิดผลึกด้วยเคร่ือง FTIR ตลอดระยะเวลาบ่ม พบว่าเม่ือ
ระยะเวลาในการบม่เพ่ิมข้ึน พีคการดูดกลืนแสงอินฟาเรดท่ี 1047 cm-1 มีค่าสูงข้ึน แสดงดังภาพท่ี 
3.7 ซ่ึงแสดงถึงการเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ช เม่ือพิจารณาค่าอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1 ท่ีระยะเวลาบม่ต่าง ๆ ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ (ภาพท่ี 3.8) พบว่าสามารถ
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แบ่งออกได้เ ป็น 3 ช่วง โดยช่วงแรกของการเกิดรีโทรเกรเดชันเป็นช่วงท่ีมีแนวโน้มการ
เปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็วภายในระยะเวลาการบ่ม 4 ชั่วโมง โดยเป็นผลเน่ืองมาจากโมเลกุลอะ
มิโลส ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นจึงสามารถเคล่ือนท่ีเขา้มาจดัเรียงตวักนัใหมไ่ดง้่าย โดยเหน่ียวน าให้
เกิดโครงสร้างสามมิติของเจลสตาร์ช (Goodfellow and Wilson, 1990; Van Soet, 1994; Hoover, 
2001) จากนั้นช่วงท่ี 2 เป็นช่วงท่ีค่าอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1 เกิดการ
เพ่ิมข้ึนอยา่งชา้ ๆ โดยจะเกิดในช่วงระยะเวลาในการบ่มท่ี 5-12 ชั่วโมงข้ึนอยู่ก ับสายพันธ์ุของ
สตาร์ชท่ีมีโครงสร้างท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงในช่วงน้ีเกิดจากการจดัเรียงตัวของสายโมเลกุลอะมิโลเพ
คตินท่ีโมเลกุลมีสายยาวเคล่ือนท่ีเขา้มาจดัเรียงตวักนัใหม ่โดยการเปล่ียนแปลงในช่วงน้ียงัช่วยให้
ผลึกเกิดการจดัเรียงตัวเป็นโครงสร้างท่ีสมบรูณ์และแข็งแรงข้ึน(Goodfellow and Wilson, 1990; 
Van Soet, 1994; Hoover, 2001) และช่วงสุดทา้ย เป็นช่วงท่ีไม่พบการเปล่ียนแปลงหรือเป็นช่วงท่ี
การเกิดรีโทรเกรเดชันเข้าสู่สมดุล เม่ือระยะเวลาในการบ่มมากกว่า 12 ชั่วโมงซ่ึงถือเป็นช่วงท่ี
โครงสร้างผลึกเกิดการจดัเรียงตวัอยา่งสมบรูณ์ (Hoover, 2001) 

ส าหรับอัตราการเกิดรีโทรเกรเดชันของสตาร์ชสามารถท านายได้ โดยใช้สมการของ 
Avrami (Avrami, 1941) ซ่ึงเป็นสมการทางคณิตศาสตร์ท่ีสามารถท านายอัตราการเกิดรีโทรเกรเด
ชันท่ีข้ึนกับเวลาการบ่มได้จากความสัมพันธ์ระหว่าง exponentially linear (n) กับ เวลา (Farhat, 
Blanshard and Mitchell, 2000; Farhat and Blanshard, 2001)  

 

  
     
     

    (    ) 

 
เม่ือ  เป็นจ านวนของผลึกท่ีได้จากการทดสอบด้วยเคร่ือง FTIR, E0และ EL เป็นค่าของผลึกท่ี
ระยะเวลาเร่ิมตน้ และท่ีระยะเวลาท่ีผลึกเกิดข้ึนมากท่ีสุดหรือคงท่ีตามล าดับ, Et เป็นค่าของผลึกท่ี
เวลาใด ๆ, k เป็นค่าอตัราคงท่ี (time-1), และn เป็นค่า Avrami exponent ซ่ึงจากสมการท่ี 1 สามารถ
แปลงเป็นสมการท่ี 2 เพ่ือค านวณหาอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชันได้โดยการหาอัตราการเกิดรีโทร
เกรเดชนัข้ึนกบัระยะเวลาการเก็บ สามารถค านวณจากสมการท่ี 2 โดยค่า n หรือ Avrami exponent 
ไดจ้ากความชนัของกราฟระหวา่ง log [- ln (EL - Et)/(EL – EO)] กบัค่า log t และสามารถหาค่า k ซ่ึง
เป็นค่าท่ีแสดงถึงอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัของตวัอยา่งสตาร์ช โดยถา้ค่า k มีค่ามาก นั่นหมายถึง
อตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัมีค่ามาก ซ่ึงค่า k ค านวณไดจ้ากค่า log k (log k คือ จุดตัดของสมการท่ี 
2 ) 
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ภาพท่ี 3.7 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง FTIR ของสตาร์ชข้าวท่ีผ่านการตัดก่ิงด้วยพูลลู

ลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสและบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 oซ 24 ชั่วโมงท่ีระยะเวลาต่างๆ ของ

สตาร์ชทั้งสามพนัธ์ุ (a) RD6, (b) P2 และ (c) S90 

Wave number (cm-1) 

(a) 

(b) 

(c) 
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ภาพท่ี 3.8 ค่าอตัราส่วนค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1ของสตาร์ชท่ีผ่านการตัดก่ิงด้วย

พูลลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสและบม่ท่ีอุณหภมิู 4 oซ 24 ชัว่โมง ของสตาร์ชทั้งสาม
พนัธ์ุ (a) RD6, (b) P2 และ (c) S90 ท่ีเวลาต่าง ๆ 

(b) 

(c) 

(a)  
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Y = C + mX 

 
ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 3.9 และตารางท่ี 3.7 พบวา่เม่ือท าการพล็อตกราฟตามสมการ

ของ Avrami (สมการท่ี 2) ไดเ้ป็นสมการเส้นตรงท่ีมีค่า r2 อยูใ่นช่วง0.872-0.939 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า 
exponentially linear มีความสัมพันธ์ุกับเวลา (Koo et al., 2005)โดยค่า Avrami exponent(n) มีค่า
ใกลเ้คียง 1.0 ซ่ึงโดยทัว่ไปเป็นท่ียอมรับวา่ ค่าหรือ Avrami exponent สามารถอธิบายลักษณะของ
การตกผลึก โดยท่ีค่าn ตอ้งมีค่าอยูใ่นช่วง 1-4 จึงจะสอดคลอ้งกบักระบวนการเกิดผลึก(nucleation) 
และการโต (growth) ของผลึก(Martins and Silva, 2000; Labuza, 1982)  ค่า Avrami exponent   ของ
สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2, S90 และ RD6 ใหค้่า n เท่ากับ 0.727 0.735 และ 1.127 ตามล าดับ ซ่ึงมีค่าเข้า
ใกล้ 1.0 ซ่ึงแสดงถึงกระบวนการรีโทรเกรเดชัน โดยเร่ิมจากเกิดกระบวนการจุดก าเนิดผลึก
(nucleation) ตามดว้ยการโตของผลึกแบบ Rod(rod-like growth ) ท่ีสภาวะดงักล่าว เช่นเดียวกับผล
การทดลอง Kim (1976) ท่ีรายงานว่าสตาร์ชข้าวสาลีในขนมปัง และ waxy และ non-waxy rice 
starch แสดง retrogradation kineticsโดยเกิดกระบวนการเกิดผลึก(nucleation) ตามด้วย rod-like 
growthของผลึก 

 
ตารางท่ี 3.7 ค่า Avrami exponent (n) และ rate constant(k) ของสตาร์ชข้าวท่ีผ่านการตัดก่ิงด้วย

เอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสและบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 oซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90 

Sample n log k (min) k 

RD6 1.127a -2.534c 2.924 x 10-3c 
P2 0.727b -1.516a 3.047 x 10-2a 

S90 0.735 b -1.898b 1.264 x 10-2b 
หมายเหตุ : อกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต 

(p0.05) 
 

(2) 
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ส าหรับค่า k (rate constant) สามารถค านวณไดจ้ากค่า log k ซ่ึงเป็นจุดตัดของกราฟภาพท่ี 
3.9 และแสดงในตารางท่ี 3.7 พบวา่ค่า k ของสตาร์ชข้าวพันธ์ุ P2มีค่าสูงกว่า S90 และพันธ์ุ RD6
ตามล าดบัเน่ืองจากสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 และ S90 มีอะมิโลสเป็นองค์ประกอบ ซ่ึงอะมิโลสสามารถ
เหน่ียวน าการจดัเรียงตวักนัในกระบวนการรีโทรเกรเดชันได้ ดังท่ี Van Soest et al. (1994) รายงาน
วา่สตาร์ชมนัส าปะหลงัมีอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัไดเ้ร็วกวา่สตาร์ชขา้วโพดขา้วเหนียว เน่ืองจาก
สตาร์ชมนัส าปะหลงัมีอะมิโลสเป็นองค์ประกอบซ่ึงสามารถจดัเรียงโครงสร้างและแสดงพฤติกรรม
เป็นนิวเคลียสของผลึกท าใหส้ามารถเกิดการรีโทรเกรเดชนัและเกิดผลึกไดเ้ร็วกว่าสตาร์ชข้าวโพด
ขา้วเหนียวซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของปริมาณ RS ในตารางท่ี 3.4. ท่ีพบว่าสตาร์ชข้าวพันธ์ุ P2 และ 
S90 มีปริมาณ RS สูงกวา่ พนัธ์ุ RD6 นอกจากน้ีพบวา่ขา้วพนัธ์ุ P2 มีอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชันได้
เร็วท่ีสุด ซ่ึงอาจเป็นผลจากขา้วพนัธ์ุ P2 มีสัดส่วนของโมเลกุลสายยาวกว่าพันธ์ุ S90 (ดังตารางท่ี 
3.3) ดงันั้นหลงักระบวนการตดัก่ิงโมเลกุลเส้นตรงสายยาวจึงมีส่วนช่วยใหโ้มเลกลุสายส้ันสามารถ
จบัตวักนัและเกิดกระบวนการ nucleation ตามดว้ย rod-like growth เกิดเป็นโครงสร้างผลึกได้ง่าย
ข้ึน เน่ืองจากโมเลกุลสายยาวเคล่ือนท่ีไดน้อ้ยและชา้กวา่โมเลกุลสายส้ัน  จึงมีท าให้เกิดการจดัเรียง
ตวัไดง่้ายข้ึนและเหน่ียวน าใหโ้มเลกุลสายส้ันจดัเรียงตวักนัเป็นโครงสร้างผลึกไดเ้ร็วกวา่สตาร์ชขา้ว
ท่ีมีสัดส่วนของโมเลกุลสายยาวนอ้ยกวา่และมีโมเลกุลสายส้ันสูงกวา่ (S90 และ RD6) ซ่ึงเม่ือท าการ
ตดัก่ิงดว้ยเอนไซมแ์ลว้ท าใหมี้จ  านวนของโมเลกุลสายส้ันมากข้ึน ซ่ึงสามารถเคล่ือนท่ีอย่างรวดเร็ว
ท าใหโ้อกาสท่ีโมเลกุลสามารถจบัตวักนัและจดัเรียงตวักนันอ้ยลง ส่งผลใหอ้ตัราการเกิดรีโทรเกรเด
ชันเกิดได้ช้ากว่าข้าวท่ีมีสัดส่วนสายยาวสูงกว่าซ่ึงสอดคล้องกับผลการทดลองของ Jane et al. 
(1999) พบว่าสตาร์ชท่ีมีสัดส่วนของ B1 และ B2 สูงสามารถเกิดโครงสร้างผลึกได้เร็วและ
โครงสร้างผลึกท่ีเกิดข้ึนมีความสมบรูณ์สูง 

 
3.1.9 ผลของโครงสร้างอะมิโลเพคตินต่อการเกิด RS3 

3.1.9.1 การเตรียมสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  
  เน่ืองจากวตัถุประสงค์ท่ีสองในครั้ งน้ี เพ่ือศึกษาโครงสร้างอะมิโลเพคติน ของสตาร์ชข้าว
แต่ละชนิดท่ีมีผลต่อการเกิดและคุณสมบติัต่าง ๆ ของ RS 3ดงันั้นในส่วนแรกของการศึกษาจึงเพ่ือ
หาสภาวะท่ีเหมาะสมและสามารถก าจดัอะมิโลสออกไปให้ได้มากท่ีสุด ซ่ึงปริมาณอะมิโลสท่ี
หลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งถูกวดัดว้ยวิธีการเกิดสีกบัไอโอดีน โดยข้างต้นของวตัถุประสงค์ต้องการ
ก าจดัอะมิโลสออกใหไ้ดม้ากท่ีสุดโดยท่ีโครงสร้างของสตาร์ชถูกท าลายนอ้ยท่ีสุด ดังนั้นจึงท าการ
ทดลองก าจดัอะมิโลสท่ีอุณหภมิูต ่ากวา่อุณหภมิูเจลาติไนเซชันเพ่ือให้โครงสร้างของสตาร์ชบวม
และแกรนูลของสตาร์ชไมแ่ตกตวั แต่เน่ืองจากโครงสร้างสตาร์ชไมแ่ตกตวั ปริมาณอะมิโลสท่ีหลุด  
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r² = 0.939 
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ภาพท่ี 3.9 กราฟของ log [-ln(EL-Et)/(EL-Eo)] ต่อ log t ตามสมการ Avrami ของสตาร์ชท่ีผ่านการตัด
ก่ิงดว้ยพูลลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสและบ่มท่ี 4 oซ 24 ชั่วโมง ของสตาร์ชทั้งสาม
พนัธ์ุ (a) RD6, (b) P2 และ (c) S90 

(a) 

(b) 

(c) 
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ออกมาค่อนขา้งต ่า (ไมแ่สดงขอ้มลู) ดงันั้นจึงท าการศึกษาท่ีอุณหภมิูสูงกวา่อุณหภมิูเจลาติไนเซชัน
โดยศึกษาปัจจยัท่ีส่งผลต่อการก าจดัอะมิโลส 2 ปัจจยั ไดแ้ก่ อุณหภมิู และระยะเวลาในการให้ความ
ร้อน โดยท าการทดลองหาสภาวะท่ีใชใ้นการก าจดัอะมิโลส ท่ีระดับความความร้อน80 และ 90oC 
และระยะเวลาในการให้ความร้อนท่ีระดับ 10, 30, 60 และ 120 นาที เพ่ือหาระดับของตัวแปร
เบ้ืองตน้ โดยติดตามปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งหลงัการชะลา้ง (Leaching) 
 ผลการทดลองดงัตารางท่ี 3.8 พบวา่ระดบัความร้อนท่ี 90oC มีปริมาณอะมิโลสหลงเหลืออยู่
ในตวัอยา่งต ่ากวา่ท่ีอุณหภมิู 80oC และเม่ือระยะเวลาท่ีใหค้วามร้อนเพ่ิมข้ึนพบวา่ปริมาณอะมิโลสท่ี
หลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งมีค่าต ่ากวา่ท่ีระยะเวลาส้ันๆ แต่เม่ือระยะเวลาในการให้ความร้อนยาวนาน
ข้ึนมีผลท าใหอ้ะมิโลส และอะมิโลเพคตินสูญเสียโครงสร้างมากข้ึนเช่นกนั เน่ืองจากผลของการให้
ความร้อนท่ียาวนานร่วมกนัพลงังานกลท่ีใชใ้นการกวนตวัอยา่ง มีผลท าให้โมเลกุลอะมิโลเพคติน
ถูกตดัใหส้ั้นลงไปดว้ย ดงันั้นในการศึกษาครั้ งน้ีจึงเลือกสภาวะในการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 90oC 
เป็นเวลา 10 นาทีในการก าจดัอะมิโลสออกจากตวัอย่างสตาร์ชเน่ืองจากท่ีอุณหภูมิสูง โครงสร้าง
ของสตาร์ชเกิดการแตกตวัไดดี้ท าใหอ้ะมิโลสท่ีอยูภ่ายในโครงสร้างหลุดออกมาจึงสามารถก าจดัอะ
มิโลสออกจากโครงสร้างไดม้ากข้ึน ในขณะท่ีอะมิโลเพคตินไมสู่ญเสียโครงสร้างมากนักเน่ืองจาก
ใหค้วามร้อนในระยะเวลาท่ีส้ัน  
 จากตารางท่ี 3.8 พบวา่ตวัอย่างข้าวพันธ์ุ S90 ท่ีผ่านการก าจดัอะมิโลสยงัคงมีปริมาณอะ
มิโลสค่อนขา้งสูง ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากในขั้นตอนการก าจดัอะมิโลส หลงัจากใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 
90oC เป็นเวลา 10 นาทีแลว้ ตวัอยา่งถูกน าไปแยกตะกอนด้วยการป่ันเหว่ียง (Centrifuge) ท่ี 1500g 
เป็นเวลา 10 นาที ซ่ึงโมเลกุลของอะมิโลสบางส่วนอาจตกตะกอนไปพร้อม ๆ กบัอะมิโลเพคติน จึง
ท าใหป้ริมาณอะมิโลสในตวัอยา่งมีค่าสูง ดงันั้นในขั้นตอนต่อมาของการศึกษาไดท้  าการลา้งตะกอน
ตัวอย่างด้วยน ้ าร้อนอุณหภูมิ 90oC เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือก าจดัอะมิโลสท่ีอาจหลงเหลืออยู่ใน
ตะกอน จากผลการทดลองตารางท่ี 3.9 พบวา่ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยู่ในตัวอย่างมีค่าลดลง
เม่ือเพ่ิมจ  านวนครั้ งของการลา้ง โดยท่ีสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ S90 ปริมาณอะมิโลสลดลงมาก ซ่ึงหลังจาก
ท าการลา้งตะกอนครบ 3 ครั้ ง พบวา่ปริมาณอะมิโลสเหลืออยูใ่นตวัอยา่งเพียงร้อยละ 7.07 เม่ือเทียบ
กบัเร่ิมต้นและเม่ือท าการล้างตะกอนมากข้ึน (4-5 ครั้ ง) พบว่าปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลือไม่
เปล่ียนแปลง (ไมแ่สดงขอ้มลู) แสดงใหเ้ห็นวา่การใหค้วามร้อนท่ีอุณหภมิู 90oC เป็นเวลา   10 นาที 
ร่วมกบัการลา้งตะกอนดว้ยน ้ าร้อนเป็นจ านวน 3 ครั้ งสามารถก าจดัอะมิโลสออกจากโครงสร้างของ
สตาร์ชขา้วพนัธ์ุสุพรรณบรีุ 90 ไดเ้ป็นอยา่งดี 
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ตารางท่ี 3.8 ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยู่ในตัวอย่างหลังการชะล้างอะมิโลส (Amylose 
leaching) ของสตาร์ชทั้งสามพนัธ์ุ (a) RD6, (b) P2 และ (c) S90 

Sample 
Temperature Time Remained amylose  

(oC) (minutes) (%) 

RD6 

80 

10 1.01±0.03 
30 0.98±0.01 
60 0.99±0.00 
120 0.97±0.04 

90 

10 0.98±0.01 
30 0.97±0.01 
60 0.99±0.02 
120 0.90±0.01 

P2 

80 

10 86.47±0.00 
30 84.21±0.00 
60 80.48±0.03 
120 80.01±0.01 

90 

10 60.14±0.02 
30 58.46±0.02 
60 57.67±0.03 
120 55.84±0.01 

S90 

80 

10 72.46±0.02 
30 70.45±0.03 
60 70.01±0.02 
120 68.75±0.02 

90 

10 40.57±0.01 
30 39.62±0.00 
60 37.88±0.01 
120 37.13±0.03 
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ตารางท่ี 3.9 ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยู่ในตัวอย่างหลังการชะล้างอะมิโลส (Amylose 
leaching) ร่วมกบัการลา้งตะกอนด้วยน ้ าร้อนของสตาร์ชทั้งสามพันธ์ุ (a)RD6, (b) P2 
และ (c)S90 

Sample 

Remained  Amylose (%) 

Washing time 

1 2 3 

RD6 0.97±0.04a 0.95±0.02 a 0.95±0.08 a 

P2 50.72±0.02 a 44.79±0.12b 40.24±0.09c 
S90 31.21±0.10 a 17.73±0.06 b 7.07±0.03 c 
หมายเหตุ :อกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

(p0.05) 
   
  ในขณะท่ีสตาร์ชข้าวพันธ์ุ P2 พบว่าหลังท าการให้ความร้อนและท าการล้างตะกอน
ปริมาณอะมิโลสลดลงไมม่ากนกั (40.24%) เม่ือเทียบกบัปริมาณอะมิโลสเร่ิมต้น เน่ืองจากสตาร์ช
ขา้วพนัธ์ุ P2 หลงัจากผ่านการก าจดัอะมิโลสด้วยการให้ความร้อนท่ี 90 oซ มีลักษณะเป็นสตาร์ช
เพสต์ท่ีมีความหนืดสูง ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากโครงสร้างอะมิโลเพคตินท่ีมีสายโซ่ขนาดยาวมากเป็น
องค์ประกอบ (Super long chain) ซ่ึงก่ิงกา้นของอะมิโลเพคตินท่ีมีความยาวมาก สามารถพันเกลียว
กบัไขมนัไดเ้ช่นเดียวกบัอะมิโลส รวมทั้งการเกิดอนัตกิริยาดว้ยกนัเองของสายก่ิง ส่งผลท าใหแ้กรนู
ลของเมล็ดสตาร์ชมีความแข็งแรง ดงันั้นเมด็สตาร์ชจึงมีความสามารถในการดูดซบัน ้ าได้ลดลง (รุ่ง
นภา และคณะ 2546) เม่ือใหค้วามร้อนแก่สารละลายสตาร์ชจึงท าให้เม็ดสตาร์ชเกิดการแตกตัวได้
นอ้ย อะมิโลสจึงยงัคงอยูใ่นโครงสร้างสตาร์ช ส าหรับสตาร์ชขา้วพันธ์ุ RD6 ปริมาณอะมิโลสหลง
เหลือไมแ่ตกต่างกนัเน่ืองจากในโครงสร้างไมมี่อะมิโลสเป็นส่วนประกอบ 
 เน่ืองจากขั้นตอนการใหค้วามร้อนท่ี 90 oซ เป็นเวลา 10 นาที ร่วมกับการล้างตะกอน ไม่
สามารถก าจดัอะมิโลสออกจากโครงสร้างของสตาร์ชขา้วพันธ์ุ P2 ได้ในปริมาณมากนัก ยงัเหลือ
ปริมาณอะมิโลสสูงถึง 40% ดงันั้นในขั้นตอนต่อไปของการศึกษาไดท้  าการประยกุต์วิธีการก าจดัอะ
มิโลส โดยการใชส้ารละลายด่างเพ่ือช่วยใหโ้ครงสร้างของสตาร์ชเกิดการแพร่กระจายตวัไดม้ากข้ึน 
(Yu and Rollings,1987) โดยเร่ิมจากการศึกษาระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายด่างท่ีเหมาะสมและ
ยงัคงอุณหภมิูและระยะเวลาในการก าจดัเช่นเดิม (ความร้อนท่ี 90 oซ เป็นเวลา 10 นาที ) ระดับความ
เขม้ขน้ของด่างท่ีใช้ในการศึกษาอยู่ในช่วง 0.005-1 โมลาร์ และท าการล้างตะกอนด้วยน ้ าเป็น
จ านวน 3 ครั้ ง ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 3.10 พบวา่ท่ี ระดบัความเข้มข้นด่างท่ี 0.005 โมลาร์ 
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ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลือในตัวอย่างค่อนข้างสูง เน่ืองจากความเข้มข้นท่ี  ต ่ า เกินไปท าให้
โครงสร้างของสตาร์ชเปิดตวัไดน้อ้ยอะมิโลสจึงหลุดออกมาได้เพียงบางส่วน และเม่ือท าการเพ่ิม
ความเขม้ขน้ของสารละลายด่างเป็น 0.01 โมลาร์ พบว่าปริมาณอะมิโลสในตัวอย่างลดลงจ านวน
มาก เน่ืองจากสารละลายด่างเพียงพอต่อการเปิดโครงสร้างของสตาร์ชอะมิโลสจึงหลุดออกมาและ
ถูกก าจดัออกไปไดม้ากข้ึนเม่ือเพ่ิมจ  านวนครั้ งของการลา้งตะกอน แต่พบว่าเม่ือท าการล้างตะกอน
มากข้ึน (4-5 ครั้ ง) ปริมาณอะมิโลสไม่เกิดการเปล่ียนแปลง (ไม่แสดงข้อมูล) ในขณะท่ีเม่ือเพ่ิม
ความเขม้ขน้ของสารละลายด่างเป็น 0.35 และ 0.5 โมลาร์ พบว่าปริมาณอะมิโลสท่ีก าจดัได้มีค่า
ลดลง เน่ืองจากความเขม้ขน้ของสารละลายด่างท่ีมากข้ึนมีผลท าใหโ้ครงสร้างของสตาร์ชบางส่วน
ละลายปะปนอยูก่บัสารละลายด่าง และยากแก่การแยกตะกอนหลงัจากการป่ันเหว่ียง ซ่ึงจะพบว่ามี
ส่วนท่ีเป็นของเหลวขุ่นอยูบ่นตะกอนสตาร์ชท่ีไมส่ามารถแยกออกได ้จึงส่งผลใหป้ริมาณอะมิโลส
ท่ีหลงเหลืออยู่ในตัวอย่างมีค่าสูง ส าหรับท่ีความเข้มข้นด่างเท่ากับ 1 โมลาร์ไม่สามารถท าการ
วิเคราะห์ได ้เน่ืองจากโครงสร้างของสตาร์ชละลายอยูใ่นสารละลายด่างจนไมส่ามารถแยกออกจาก
กนัได ้(Bennow, Bay-Smith, and Bauer, 2001; Kennedyet.al., 1992) ดังนั้นสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การก าจดัอะมิโลสในสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 คือ การใชส้ารละลายด่างท่ีความเข้มข้นท่ี 0.01 โมลาร์ ท่ี
ความร้อน อุณหภมิู 90 oซ เป็นเวลา 10 นาที ร่วมกับการล้างตะกอนเป็นจ านวน 3 ครั้ ง ซ่ึงพบว่า
ปริมาณอะมิโลสท่ีเหลืออยูใ่นตวัอยา่งร้อยละ 16.09 เม่ือเทียบกบัปริมาณอะมิโลสเร่ิมตน้ในตัวอย่าง
สตาร์ช 

เน่ืองจากปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่ง (Remained amylose) ถูกวิเคราะห์ด้วย
วิธีการเกิดสีกับไอโอดีนจึงท าให้ค่าท่ีได้สูงกว่าเกินความเป็นจริง เน่ืองจากถูกรบกวนจาก
โมเลกุลอะมิโลเพคติน ดงันั้นจึงท าการตรวจสอบปริมาณอะมิโลสด้วยวิธีท่ีมีความจ าเพาะมากข้ึน 
คือ  วิธีการตกตะกอนอะมิโลเพคตินด้วย Con A ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 3.11 โดยพบว่า 
RD6, P2 และ S90 มีปริมาณอะมิโลสเทา่กบั 5.01, 10.12 และ 5.17 ตามล าดบั แต่อยา่งไรก็ตามวิธีน้ี 
อาจมีความคลาดเค ล่ือนในกรณีท่ีสตา ร์ชข้าวมีโมเลกุล ท่ี เป็นสารประกอบขนาดกลาง
(Intermediate)จะท าให้ค่าท่ีวิเคราะห์ได้สูงเน่ืองจากสารประกอบขนาดกลางบางส่วนอาจไม่
สามารถตกตะกอนไดด้ว้ย Con A (รุ่งนภา และคณะ, 2546) 
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ตารางท่ี 3.10 ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยู่ในสตาร์ชข้าวพันธ์ุ P2 หลังการชะล้างอะมิโลส 
(Amylose leaching) โดยใชส้ารละลายด่างร่วมกบัการลา้งตะกอนดว้ยน ้ าร้อน  

Sample 
Concentration of NaOH Washing  precipitate time Remained amylose  

(M) 
 

(%) 

P2 

0.005 
1 38.15±0.10 
2 36.29±0.04 
3 33.07±0.01 

0.01 
1 18.41±0.13 
2 19.36±0.03 
3 16.09±0.02 

0.35 
1 23.20±0.06 
2 20.96±0.04 
3 19.24±0.06 

0.5 
1 24.96±0.04 
2 23.34±0.04 
3 22.15±0.05 

 

 ดงันั้นในการศึกษาครั้ งน้ีจึงเลือกใชวิ้ธีท่ีจ  าเพาะเจาะจงต่อปริมาณอะมิโลสอีกวิธีหน่ึงคือ
วิธีการวิเคราะห์อะมิโลสด้วยวิธีทาง Differential Scanning Calorimeter ซ่ึงปริมาณอะมิโลส 
สามารถค านวณไดจ้ากค่าพลังงานท่ีใช้ในการหลอมเหลว (Melting enthalpy) ของสารประกอบ
เชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสและไขมนั(Amylose lipid complex) โดยเทียบกบัสมาการกราฟมาตรฐาน
ของอตัราส่วนระหวา่งอะมิโลสและอะมิโลเพคติน ซ่ึงแสดงในรูปท่ี 3.10 โดยมีสมการเส้นตรงคือ  
y = 0.164x – 0.243 (r2 = 0.987) ซ่ึงปริมาณอะมิโลส ของทั้งสตาร์ชข้าวพันธ์ุ P2 ท่ีปราศจากอะ
มิโลส  (P2–free amylose or P2-FAM) และสตาร์ชข้าวพันธ์ุ S90 ท่ีปราศจากอะมิโลส (S90–free 
amylose or S90-FAM) ค านวณจากสมการ Amylose (%) = H + 0.243 / 0.164 เม่ือ H หมายถึง
ค่า melting enthalpy(J/g) ของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างอะมิโลสและไขมนั  (Amylose lipid 
complex) ท่ีท  าการว ัดระหว่างการให้ความร้อนอีกครั้ ง  (Reheating) ภายในเคร่ือง DSC ค่า
ปริมาณอะมิโลสของแสดงดงัตารางท่ี 3.11 พบวา่เม่ือท าการวดัดว้ยวิธีทาง DSC ปริมาณอะมิโลสข
อง P2-FAM และ S90-FAM มีค่าเทา่กบั 7.85 และ 4.93 ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือเทียบกับปริมาณอะมิโลส
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เร่ิมตน้พบวา่สามารถก าจดัอะมิโลสออกจากโครงสร้างได้ถึง 82 และ 80% ส าหรับ P2-FAM และ 
S90-FAM ตามล าดบั ซ่ึงถือวา่เพียงพอต่อวตัถุประสงค์ของการศึกษาในครั้ งน้ี 

 
ตารางท่ี 3.11ปริมาณอะมิโลสหลงัท าการก าจดัอะมิโลส (Leaching amylose)  

Sample 
Amylose content (%) 

Con Ax DSCy 
RD6-FAM 5.01±0.03a 4.71±0.08b 
P2-FAM 10.12±0.02 a 7.85±0.30 b 
S90-FAM 5.17±0.02 a 4.93±0.30 b 
หมายเหตุ : x วิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสด้วยชุดวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสหลังจากท าการ

ตกตะกอนอะมิโลเพคตินด้วย Concanavalin A (Con A)(Amylose/amylopectin assay 
kit, Megazyme) 
yวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวิธีทาง Differential Scanning Calorimeter ซ่ึงปริมาณอะ
มิโลสค านวณจากค่าพลังงานท่ีใช้ในการหลอมเหลว (melting enthalpy) ของ
สารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสและไขมนั (amylose lipid complex)  
อกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p0.05) 
 

จากการวิเคราะห์ debranched starch ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลสและผ่านการย่อยด้วย 
Pseudomonas isoamylase และท าการแยกขนาดด้วย Ion Exchange Chromatography ผลการ
วิเคราะห์แสดงในตารางท่ี 3.12  พบวา่ความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain 
length distribution of amylopectin) มีการกระจายตวัโดยส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง DP 13-24 และเม่ือท า
การเปรียบเทียบกบั native starch ซ่ึงแสดงในภาพท่ี 3.12 พบวา่หลังท าการก าจดัอะมิโลสตามวิธีท่ี
กล่าวมาขา้งตน้ P2-FAM มีการกระจายตวัโดยส่วนใหญ่อยูใ่นช่วงDP 13-24 สูงและมีการกระจาย
ตวัอยูใ่นช่วง DP≥37ลดลง เม่ือเทียบกบั P2 (native starch) เช่นเดียวกับ S90-FAM ท่ีมีการกระจาย
ตวัส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง DP 13-24 สูงและการกระจายตัวในช่วง DP≥37ต ่ ากว่า เม่ือเทียบกับ S90 
(native starch) แสดงใหเ้ห็นวา่วิธีการก าจดัอะมิโลสมีผลท าใหโ้มเลกุลสายยาว (DP≥37) บางส่วน
ถูกตดัใหส้ั้น 
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ภาพท่ี 3.10 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีข้ึนกบัค่าพลงังานท่ีใชใ้นการ

หลอมเหลว (melting enthalpies) ของสารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสและไขมนั 

 
 

ภาพท่ี 3.11 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชัน ของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างสตาร์ชข้าวท่ี
ปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) กบัไขมนั LPCของสตาร์ชข้างทั้งสาม
พนัธ์ุ RD6, P2  และ S90  
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  3.1.9.2 โครงสร้างกระจายตัวของความยาวก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคติน ของ
สตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  

 
ตารางท่ี 3.12ความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 

amylopectin) ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch : FAM)  

Sample 

Branch chain length distribution of amylopectin 

(%) distribution 
  DP 6-12 DP 13-24 DP 25-36 DP≥37 
P2 Native starch 19.53 51.21 19.87 9.60 
S90 Native starch 19.11 50.43 22.86 9.51 

P2-FAM 20.71 54.22 18.48        7.37 
S90-FAM 19.89 52.24 20.38        8.31 

 

เน่ืองจากตวัอยา่งทั้งสองมีวิธีการก าจดัอะมิโลสดว้ยขั้นตอนท่ีแตกต่างกัน เพ่ือให้ม ัน่ใจว่า
ทั้งสองกระบวนการมีผลต่อโครงสร้างของสตาร์ชแตกต่างกนัหรือไม ่จึงไดท้  าการทดลองก าจดั อะ
มิโลส ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6 ดว้ยน ้ า (H2O) เช่นเดียวกับวิธีการสกัดอะมิโลสของสตาร์ชข้าว
พนัธ์ุ S90 และใช ้NaOH เขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ซ่ึงเป็นวิธีเดียวกันกับสตาร์ชข้าวพันธ์ุ P2และท าการ
ตรวจวัดความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 
amylopectin) โดยผ่านการย่อยด้วย Pseudomonas isoamylase และท าการแยกขนาดด้วย Ion 
Exchange Chromatography ซ่ึงผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 3.13 เม่ือท าการเปรียบเทียบกับ native 
starch พบวา่โครงสร้างของขา้วพนัธ์ุ RD6 ท่ีก าจดัอะมิโลสดว้ยน ้ า (RD6-free amylose withH2O : 
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ภาพท่ี 3.12 ความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 
amylopectin) ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) ของ
สตาร์ช (a) ขา้วพนัธ์ุ P2 และ (b)S90  
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RD6-FAM-H2O) และขา้วพันธ์ุ RD6 ท่ีก าจดัอะมิโลสด้วย NaOH(RD6-free amylose with NaOH : 
RD6-FAM-NaOH) มีรูปแบบความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคตินแตกต่างจากจาก native 
starch โดยมีการกระจายตวัส่วนใหญ่อยูใ่นช่วงDP 13-24 สูง และมีการกระจายตวัโดยส่วนใหญ่อยู่
ในช่วง DP≥37ลดลง แต่การกระจายตวัในช่วงDP 6-12 และ DP 13-24 มีค่าเพ่ิมข้ึน (แสดงในตาราง
ท่ี 3.13) เน่ืองจากในกระบวนการก าจดัอะมิโลสมีการใชค้วามร้อนร่วมกับการกวน ซ่ึงมีผลท าให้
โมเลกุลสายยาวของอะมิโลเพคตินถูกตดัใหส้ั้นลง ส่งผลใหค้่าการกระจายตวัในช่วง DP≥37ลดลง 
แต่การกระจายตวัในช่วงDP 6-12 และ DP 13-24 มีค่าสูงข้ึน  

เม่ือท าการเปรียบเทียบระหวา่งสารละลายท่ีใชใ้นกระบวนการสกดัพบวา่การใช้สารละลาย
ด่างเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ ท าใหโ้มเลกลุสายยาวถูกตดัใหส้ั้นลงมากกว่าเม่ือเทียบกับการใช้น ้ า โดย
พิจารณาจากค่าการกระจายตัวในช่วง DP≥37 ของข้าวพันธ์ุ RD6 พบว่า RD6-FAM-NaOH มีค่า
นอ้ยกวา่ RD6-FAM-H2O ซ่ึงไมแ่ตกต่างกนัมากนกั (3.81 และ 4.42 ตามล าดบั) เน่ืองจากสารละลาย
ด่างมีความสามารถท าลายพนัธะไฮโดรเจน ส่งผลให้โครงสร้างสตาร์ชไม่แข็งแรงและเม่ือได้รับ
ความร้อนร่วมกบัแรงเฉือนจากการกวนท าให้พันธะ 1-4 linkage ถูกท าลายได้ จึงมีผลให้สัดส่วน
การกระจายตวัในช่วง DP≥37 ลดลง 
 
ตารางท่ี 3.13 ความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 

amylopectin) ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6 ท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : 
FAM) ดว้ยน ้ า และNaOH  

Sample 

Branch chain length distribution of amylopectin 

(%) distribution 
  DP 6-12 DP 13-24 DP 25-36 DP≥37 
RD6-Native 15.62 54.07 25.52 4.84 
RD6-FAM-H2O 17.84 56.70 22.20 4.24 
RD6-FAM-NaOH 16.70 58.01 22.56 3.81 

 

  3.1.9.3 ลกัษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  
  ภาพท่ี 3.14 แสดงผลการตรวจสอบลักษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชหลังท าการ

ก าจดัอะมิโลส ดว้ยเคร่ือง X-ray diffractometer (XRD) พบว่า X-diffraction pattern ของสตาร์ชทั้งสาม
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ชนิดท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch: FAM) ไม่แสดงโครงสร้างทางผลึก เน่ืองจากใน
ขั้นตอนของการก าจดัอะมิโลสโครงสร้างในส่วนท่ีเป็นผลึกถูกท าลายดว้ย 

 

 
ภาพท่ี 3.13 ความยาวของก่ิงก้านของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 

amylopectin) ของสตาร์ช RD6 ท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) 
ดว้ย (a) น ้ า และ (b) NaOH 
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ความร้อนและพลังงานกลท่ีใช้ในการกวนตัวอย่าง ดังนั้น  X-diffraction pattern จึงแสดง
โครงสร้างอสัณฐาน (amorphous) และมีส่วนของผลึกเหลืออยู่เล็กน้อยซ่ึงสอดคล้องกับผลการ
ทดลอง DSC และโครงสร้างของสตาร์ชเปล่ียนจาก A เป็น B-type นอกจากน้ียงัปรากฏพีคเด่ียวท่ี 
2 ท่ี 19.7o เกิดจากอนัตรกิริยาระหวา่งอะมิโลสและไขมนั ซ่ึงแสดงโครงสร้างแบบ Vh-type  

 

 

ภาพท่ี 3.14ลกัษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch : FAM) ทั้ง
สามพนัธ์ุ RD6 (กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบรีุ 90) 

 

ภาพท่ี 3.15 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชัน สตาร์ชข้าวท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose 
starch : FAM)ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90   
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  3.1.9.4 คุณสมบติัทางความร้อนของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  
   หลงัจากท่ีสตาร์ชผ่านการก าจดัอะมิโลส ไดท้  าการศึกษาสมบติัทางความร้อนของ
สตาร์ชข้าวด้วยเคร่ือง Differential Scanning Calorimeter แสดงในภาพท่ี 3.15 โดยค่า To, Tp,  Tc, 
(Tc-To) และ H แสดงในตารางท่ี 3.14 ซ่ึงพบวา่หลงัผ่านการก าจดัอะมิโลสสตาร์ชทั้งสามพันธ์ุมี
ช่วงอุณหภมิูท่ีใชใ้นการหลอมเหลว (Tm) ระหวา่ง 52.61-66.23 oซ และมี H อยู่ระหว่าง 4.01-4.76 
(J/g)และเม่ือท าการเปรียบเทียบกับสตาร์ชเร่ิมต้น (native starch) พบว่ามี Tmอยู่ในช่วงอุณหภูมิ
เดียวกนั แต่สตาร์ชท่ีผ่านการก าจดัอะมิโลสมีค่าH น้อยกว่า เน่ืองจากโครงสร้างส่วนผลึกของ
สตาร์ชบางส่วนถูกท าลายในขั้นตอนการก าจดัอะมิโลสจึงมีผลท าใหโ้ครงสร้างไม่แข็งแรง การใช้
พลงังานในการเกิดเจลาติไนเซชนัต ่ากวา่ native starch ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผล XRD ท่ีแสดงโครงสร้าง
ผลึกต ่า 
 
ตารางท่ี 3.14 สมบติัทางความร้อนของสตาร์ชข้าวท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : 

FAM)ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90   

Sample To Tp Tc Tc-To H 
  (oC) (oC) (oC) (oC) (J/g) 

RD6-FAM 62.33 58.10 67.66 5.33 4.12 
P2–FAM 55.19 58.34 68.13 12.94 4.01 
S90–FAM 52.61 58.78 66.23 13.62 4.76 

 

  1.9.5 ปริมาณ RS คุณสมบติัทางผลึกและคุณสมบติัทางความร้อนของสตาร์ชท่ี
ปราศจากอะมิโลส 

  สตาร์ชปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch : FAM) หลังผ่านกระบวนการ
ก าจดัอะมิโลสท่ีอุณหภมิู 90 oซ ร่วมกบัการลา้งตะกอน ถูกตัดก่ิงด้วยเอนไซม์พูลลูลาเนสร่วมกับ
เอนไซมไ์อโซอะมิเลส (Pullulanase+Isoamylase debranched starch : PIDBS) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 o

ซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมงแลว้ท าการวิเคราะห์ปริมาณ RS แสดงดังตารางท่ี 3.15 พบว่า RD6-FAM มี
ปริมาณ RS ต ่ากวา่ S90-FAM และ P2-FAM ตามล าดบั เน่ืองจากสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6 ไมมี่สัดส่วน
ของอะมิโลเพคตินมีสายโซ่ท่ีมีขนาดยาวมาก (super long chain) เป็นองค์ประกอบในขณะท่ีสตาร์ช
ขา้วพนัธ์ุ P2 และพนัธ์ุ S90 มีโครงสร้างท่ีเป็น super long chain จึงเป็นผลท าใหส้ตาร์ชทั้งสองพันธ์ุ
มีปริมาณ RS สูงกว่าข้าวพันธ์ุ RD6 และเม่ือท าการตัดก่ิงด้วยด้วยเอนไซม์พูลลูลาเนสร่วมกับ
เอนไซม์ไอโซอะมิเลส (Pullulanase+Isoamylase debranched starch : PIDBS) ท าให้ super long 
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chain    ถูกตดัและถูกปลดปล่อยออกจากโครงสร้างและเกิดการจบัตัวกันเป็นโครงสร้างท่ีทนต่อ
การยอ่ยของเอนไซม ์ส าหรับสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 มีปริมาณ RS สูงกวา่พนัธ์ุ S90 ถึงแมว้่าสตาร์ชทั้ง
สองชนิดจะมี super long chain เช่นเดียวกนัแต่มีในสัดส่วนท่ีแตกต่างกนั โดยท่ีสตาร์ชข้าวพันธ์ุ  P2 
มีสัดส่วน super long chain มากกวา่พนัธ์ุสุพรรณบุรี 90 (ตารางท่ี 3.15) ดังนั้นหลังจากการตัดก่ิง
ดว้ยเอนไซม์ สายโซ่ท่ีมีขนาดยาวถูกปลดปล่อยออกมาและเกิดการจบัตัวกันเป็นโครงสร้างท่ี
แข็งแรงทนต่อการยอ่ยของเอนไซม ์ส่งผลให้ปริมาณ RS มากกว่าดังนั้นแสดงให้เห็นว่าโมเลกุล
ของอะมิโลเพคตินมีสายโซ่ท่ีมีขนาดยาวมาก (super long chain) มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณ RS 

 
ตารางท่ี 3.15 ปริมาณ RS ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch : FAM)และตัดก่ิง

ดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกับเอนไซม์ไอโซอะมิเลส และบ่มท่ี 4oC เป็นเวลา 24 
ชัว่โมงของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90   

Sample Resistant content (%) 
RD6-FAM 

 
10.35±0.13c 

P2-FAM 
 

14.42±0.23a 
S90-FAM   12.05±0.19b 
หมายเหตุ :อกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ ง หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p0.05) 
 

ส าหรับลกัษณะโครงสร้างทางผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch: 
FAM) หลงัถูกตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส และบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 oซ 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แสดงดงัภาพท่ี 3.16 ซ่ึงพบ single / double peak ท่ีต าแหน่ง 2 ท่ี 17 o  22 o และ 
24o แสดงถึงโครงสร้างผลึกแบบ B-type (Buleon et al., 1998) นอกจากน้ียงัปรากฏพีคเด่ียวท่ี 2 ท่ี 
19.7 o เกิดจากอนัตรกิริยาระหวา่งอะมิโลสและไขมนั ซ่ึงแสดงโครงสร้างแบบ Vh-type อีกด้วย ซ่ึง
ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่การตดัก่ิงสตาร์ชขา้วด้วยเอนไซม์และบ่มท่ีอุณหภูมิต ่ าส่งผลท าให้
โครงสร้างผลึกของสตาร์ชเปล่ียนเป็น B-type (Eerlingenet al., 1993) เม่ือพิจารณาปริมาณความเป็น
ผลึกท่ีแสดงในตารางท่ี 3.16 
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ภาพท่ี 3.16 ลกัษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch: FAM) ท่ี
ผ่านการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกับเอนไซม์ไอโซอะมิเลส และบ่มท่ี 4 oซ 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90   

 
พบว่าหลังท าการตัดก่ิงด้วยเอนไซม์ตามด้วยกระบวนการรีโทรเกรท ปริมาณผลึกเพ่ิมข้ึนเม่ือ
เปรียบเทียบกบัสตาร์ชท่ีผ่านการก าจดัอะมิโลสท่ียงัไมผ่่านกระบวนการตัดก่ิง (Native-free amylose 
starch) ท ั้งน้ีตวัอยา่งในตารางท่ี 3.16 นั้นโครงสร้างก่ิงกา้นของอะมิโลเพคตินท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์
และกระตุน้ใหเ้กิดโครงสร้างผลึกดว้ยการรีโทรเกรทท่ีอุณหภูมิต ่ าท  าให้โมเลกุลของสายกลูแคน
สามารถเคล่ือนท่ีและเกิดการจดัเรียงตวัเป็นโครงสร้างผลึกได ้และเม่ือท าการเปรียบเทียบระหว่าง
พนัธ์ุข้าวพบว่าปริมาณผลึกท่ีเกิดข้ึนไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) 
เน่ืองจากหลงัถูกตดัก่ิงดว้ยเอนไซมโ์ครงสร้างก่ิงกา้นของอะมิโลเพคติจึงเกิดเป็นกูลแคนสายตรงท่ี
สามารถจดัเรียงตวัเกิดเป็นโครงสร้างผลึกไดเ้ม่ือท าการรีโทรเกรท และผลจากการก าจดัอะมิโลสท า
ให้ส่วนของสายยาว (Long chain) และ super long chain ของสตาร์ชข้าวพันธ์ุพิษณุโลก 2 และ
สุพรรณบรีุ 90 ถูกตดัใหส้ั้นลง เป็นผลท าใหป้ริมาณความเป็นผลึกไมแ่ตกต่างจากสตาร์ชข้าวพันธ์ุ 
RD6 นอกจากน้ีพบวา่ปริมาณความเป็นผลึกไมข้ึ่นกบัปริมาณ RS เช่นเดียวกบัผลการทดลองขา้งต้น
ท่ีกล่าวมาแลว้ 
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ตารางท่ี 3.16 ปริมาณความเป็นผลึกและรูปแบบผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose 
starch : FAM)ท่ีผ่านการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซม์ไอโซอะมิเลส 
และบ่มท่ี 4 oซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (RPIDS) ของสตาร์ชข้าวทั้งสามพันธ์ุ RD6, P2 
และ S90   

Sample Relative crystallinity (%) Crystalline pattern 
RD6-FAM-RPIDS 6.87±0.45a B+Vh 
P2-FAM-RPIDS 6.97±0.22 a B+Vh 
S90-FAM-RPIDS 6.91±0.15 a B+Vh 

 
ตารางท่ี 3.17 คุณสมบติัทางความร้อนในการเกิดเจลาติไนเซชนัชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส 

(Free amylose starch : FAM)ท่ีผ่านการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซม์
ไอโซอะมิเลส และบ่มท่ี 4 oซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (RPIDS) ของสตาร์ชข้าวทั้งสาม
พนัธ์ุ RD6, P2 และ S90   

  First transition   Second transition 

Sample To Tp Tc Tc-To H   To Tp Tc 
Tc-
To H 

  (oC) (oC) (oC) (oC) 
(J/g

)   (oC) (oC) (oC) (oC) 
(J/g

) 
RD6-FAM-
RPIDS 

55.1
6a 

66.5
0a 

73.3
8a 

17.9
2b 

1.00
a 

      P2-FAM-
RPIDS 

55.5
2a 

67.5
2a 

79.4
5a 

27.1
3a 

1.08
a 

 

79.6
9 

86.1
1 

93.9
9 

14.3
1 0.31 

S90-FAM-
RPIDS 

55.3
9a 

66.6
7a 

72.5
1a 

15.1
2b 

1.05
a             

 

เทอร์โมแกรมของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose starch: FAM) ท่ีผ่านการตัด
ก่ิงดว้ยเอนไซม์พลูลูลาเนสร่วมกับเอนไซม์ไอโซอะมิเลส (Pullulanase+ Isoamylase debranched 
starch :PIDBS) และบม่ท่ี 4 oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แสดงในรูปท่ี 3.17 โดยค่า To, Tp, Tc, Tc-Toและ
H แสดงในตารางท่ี 3.17 พบวา่สตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุมีช่วงอุณหภมิูท่ีใชใ้นการหลอมเหลว (Tm) 
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ระหวา่ง 55.16-79.4 oซ และมี H อยูร่ะหวา่ง 1.00-1.08 (J/g)โดยตัวอย่างทั้งสามมี Toต ่ าเน่ืองจาก
หลงัท าการตดัก่ิงท าใหเ้กิดโมเลกุลสายส้ันเป็นจ านวนมาก อีกทั้งการกระตุ ้นให้เกิดผลึกท่ีอุณหภูมิ
ต ่าท  าใหผ้ลึกท่ีเกิดข้ึนไมแ่ข็งแรง จึงใช้อุณหภูมิในการหลอมเหลวต ่ า นอกจากน้ีผลการทดลอง
พบวา่ P 2-FAM เทา่นั้นท่ีเกิด second transition ซ่ึงอาจเกิดจากอนัตรกิริยาระหว่างโมเลกุลสายยาว
ของอะมิโลเพคตินท่ีถูกปลดปล่อยออกมาหลงัผ่านกระบวนการตัดก่ิง เกิดการจดัเรียงตัวกันเป็น
โครงสร้างผลึกท่ีมีความแข็งแรงยิ่งข้ึน จึงส่งผลให้เกิด second transition ในขณะท่ีไม่พบใน S90 -
FAM- RPIDS และ RD6 -FAM-RPIDS       
 

 
ภาพท่ี 3.17 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชัน RS ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free 

amylose starch : FAM)ท่ีผ่านการตัดก่ิงด้วยเอนไซม์พูลลูลาเนสร่วมกับเอนไซม์ไอ
โซอะมิเลส และบม่ท่ี 4 oซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (RPIDS) ของสตาร์ชข้าวทั้งสามพันธ์ุ 
RD6, P2 และ S90   

 
การติดตามกระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose 

starch : FAM) ท่ีผ่านกระบวนการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกับไอโซอะมิเลสด้วย ATR-
FTIR ไดท้  าการติดตามอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1 แสดงถึงสัดส่วนการ
เปล่ียนแปลงของโครงสร้างส่วนท่ีเป็นระเบียบท่ีเกิดข้ึนท่ีระยะเวลาบ่มต่างๆ พบว่าเม่ือระยะเวลา
ยอ่ยเพ่ิมข้ึนค่าสัดส่วนการเปล่ียนแปลงของผลึกไมเ่กิดการเปล่ียนแปลงจนกระทัง่เวลาผ่านไปถึง 96 
ชัว่โมงหรือ 4 วนั ยงัไมพ่บการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 (ไมแ่สดงขอ้มูล) ดังนั้น
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จึงไมส่ามารถติดตามกระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส(Free amylose 
starch : FAM) ด้วยวิธีทาง IR ได้ ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากผลจากกระบวนการก าจดัอะมิโลส และ
กระบวนการตดัก่ิง ก่อใหเ้กิดความยาวท่ีหลากหลายของสายเส้นตรงกลูแคน มีผลท าใหเ้กิดผลึกท่ีมี
ขนาดแตกต่างกนัเป็นจ านวนมาก อีกทั้งไมมี่โครงสร้างในส่วนของเป็นอะมิโลสท่ีคอยเหน่ียวน าให้
เกิดการรีโทรโทรเกรเดชนั พร้อมทั้งโมเลกุลสายยาว (Long chain) และsuper long chain ไม่เพียง
พอท่ีจะสนบัสนุนท าใหเ้กิดการจดัเรียงโครงสร้างท่ีเป็นระเบียบดงันั้นจึงไมส่ามารถติดตามการเกิด
รีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) ท่ีผ่านกระบวนการตัด
ก่ิงและบม่ท่ีอุณหภมิู 4 oซ ดว้ยเทคนิค FTIR ได ้
 
ตอนท่ี 2 

3.2.1 คุณสมบัติทางโครสร้างของสตาร์ชตัดก่ิง  
จากการตรวจสอบคุณลกัษณะทางโครงสร้างของสตาร์ชตดัก่ิงจากสตาร์ชข้าว 4 สายพันธ์ุ 

ดว้ยเทคนิค HPSEC-MALLS-DRI แสดงดงัภาพท่ี 3.18 และตารางท่ี 3.18 พบว่า สตาร์ชข้าวตัดก่ิง
จากสตาร์ชขา้วเหนียว กข 6 มีการกระจายตวัน ้ าหนกัโมเลกุล 2 ช่วงประกอบด้วยช่วงท่ี 3 (fraction 
III, Fr. III) ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน ้ าหนักประมาณ 3,500 g/mol (DP 21)โดยเป็นส่วนของ
สายโซ่ส้ันของ cluster มีความยาวสูงสุดประมาณ DP 36 และช่วงท่ี 2 (fraction II, Fr. II) มีน ้ าหนัก
โมเลกุลเฉล่ียโดยน ้ าหนกัประมาณ 11,000 g/mol (DP 67) ซ่ึงเป็นส่วนของก่ิงกา้นสายโซ่ยาวซ่ึงเป็น
สายเช่ือมต่อระหวา่ง cluster (Singh และคณะ, 2007) ส าหรับสตาร์ชตัดก่ิงจากสตาร์ชข้าวเจา้พันธ์ุ
พนัธ์ชยันาท 1 (CN1) พิษณุโลก 1 (P1) และพิษณุโลก 2 (P2) มีการกระจายตัวน ้ าหนักโมเลกุล 3 
ช่วงประกอบดว้ยช่วงท่ี 3 (Fr. III) น ้ าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน ้ าหนักประมาณ 3,700 g/mol (DP 23)
ตามล าดบัช่วงท่ี 2 (Fr. II) น ้ าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน ้ าหนักประมาณ 13,000- 15,000 (DP 82-95) 
และช่วงท่ี 1 (fraction I, Fr. I) น ้ าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน ้ าหนักประมาณ 270,000-410,000g/mol 
(DP 1,600-2,500)โดย Fr. I มีน ้ าหนกัโมเลกุลเทียบเท่ากับอะมิโลส (Inouchi และคณะ,1999) เม่ือ
เปรียบเทียบปริมาณอะมิโลสในสตาร์ชข้าวเจ ้าท ั้ง 3 สายพันธ์ุ พบว่า มีความแตกต่างกันใน
ปริมาณอะมิโลสปรากฎโดย CN1<P2<P1 ตามล าดบั และใหผ้ลไมส่อดคลอ้งกบัพ้ืนท่ีใตพี้คของพีค
การกระจายตัวน ้ าหนักโมเลกุลในช่วง Fr. I จากการจากรายงานของรุ่งนภา และคณะ (2546) 
รายงานวา่ ขา้วเจา้พนัธ์ุพิษณุโลก 2 จดัอยูใ่นกลุ่มขา้วอะมิโลสสูงปานกลาง ส่วนขา้วเจา้พนัธ์ุชยันาท 
1 จดัอยูใ่นกลุ่มขา้วอะมิโลสสูง โดยขา้วเจา้พนัธ์ุพิษณุโลก 2 มีก่ิงก้านของอะมิโลเพคตินท่ีมีความ
ยาวมาก (Super long chain) จ  านวนมากเม่ือเทียบกบัขา้วเจา้พนัธ์ุชยันาท 1 (ร้อยละ 10 ของปริมาณ
สตาร์ชทั้งหมดโดยน ้ าหนกั) ดงันั้น เม่ืออะมิโลเพคตินถูกตดัก่ิงดว้ยเอนไซมไ์อโซอะมิเลสท าให้ก่ิง
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กา้นของอะมิโลเพคตินท่ีมีความยาวมาก (Super long chain) ถูกชะออกมาในช่วงเดียวกับอะมิโลส 
โดยผลการวิจยัน้ีสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของรุ่งนภา และคณะ (2546) เม่ือเปรียบเทียบดชันีการ
กระจายน ้ าหนกัโมเลกุลของสตาร์ชขา้วตัดก่ิงจากแป้งข้าว 4 สายพันธ์ุ พบว่า มีดัชนีการกระจาย
น ้ าหนกัโมเลกุลใกลเ้คียงกนั นอกจากนั้น น ้ าหนกัโมเลกุลในส่วน Fr. II และ Fr. III และอัตราส่วน
พ้ืนท่ีใตพี้ค Fr. III/ Fr. II ของสตาร์ชทั้ง 4 สายพนัธ์ุไมมี่ความแตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่าสตาร์ช
ขา้วทั้ง 4 สายพนัธ์ุ น่าจะมีโครงสร้างน ้ าหนกัโมเลกุลของอะมิโลเพคตินในส่วนสายโซ่ส้ันA-chain 
สายโซ่ยาว B1-B3 chainใกลเ้คียงกนั  

 

 
ภาพท่ี 3.18 การการกระจายน ้ าหนักโมเลกุลของสตาร์ชข้าวตัดก่ิงตรวจวิเคราะห์โดย HPSEC-

MALLS-RI โดยเส้นทึบแสดงถึงน ้ าหนกัโมเลกุล (molar mass) และเส้นบางแสดงการ
ตอบสนองของ RI detector 
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ตารางท่ี 3.18 ขอ้มลูการกระจายน ้ าหนกัโมเลกลุของสตาร์ชขา้วตดัก่ิงตรวจวิเคราะห์โดย HPSEC-MALLS-RI 

parameter 
RD6 P1 P2 CN1 

Fr. II Fr. III Fr. I Fr. II Fr. III Fr. I Fr. II Fr. III Fr. I Fr. II Fr. III 
AL content (%)a 0 12.63 25.57 29.57 
 Area (%) 22.2 76.8 14.7 20.0 65.3 28.4 17.9 53.7 26.5 16.5 57.0 
DPmax

b 53.8 19.6 2011 55.3 20.2 1422 58.1 20.3 1781 55.6 19.8 
DPw

c 67.3 21.8 2556 81.8 23.6 1684 94.8 23.9 1959 88.1 22.9 
Pd 1.1 1.1 2.4 1.1 1.2 2.1 1.2 1.2 2.3 1.2 1.2 

a The amylose content was determined by CLI method, bDPmax = the maximum degree of polymerization;  
cDPw = weight-average degree of polymerization; dP =  polydispersity index 
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การศึกษาโครงสร้างรายละเอียดการกระจายสายโซ่ของอะมิโลเพคตินท่ีมี DP<60 สามารถ
ตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค HPAEC-PAD ซ่ึงสามารถแบง่กลุ่มสายโซ่ออกเป็น 4 กลุ่มตามความยาว
ของสายโซ่ ไดแ้ก่ fa, fb1, fb2 และ fb3 โดย fa แสดงถึงสายโซ่ส้ัน A-chain มี DP 6-12, fb1 แสดง
ถึงสายโซ่ส้ันของ B1-chain มี DP 13-24, fb2 แสดงถึงสายโซ่ส้ันของ B2-chain มี DP 25-36 และ 
fb3 แสดงถึงสายโซ่ยาวของ B-chain มี DP>37 (Hanashiro และคณะ, 1996) การกระจายสายโซ่
ของอะมิโลเพคตินของสตาร์ชขา้วตดัก่ิงจากสตาร์ชขา้ว 4 สายพนัธ์ุแสดงดงัภาพท่ี 3.19 และตาราง
ท่ี 3.19 พบวา่ สตาร์ชขา้วตดัก่ิงจากขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 ประกอบไปด้วยสายโซ่ส้ันของ A-chain 
(fa, DP 6-12) มากกว่าสตาร์ชข้าวตัด ก่ิงจากข้าวเจา้ทุกสายพันธ์ สอดคล้องกับงานวิจ ัยของ 
Koroteeva และคณะ 2007 ท่ีพบว่าสตาร์ชข้าวเหนียวจะมีส่วนของ fa มากกว่าสตาร์ชข้าวท่ีมีอะ
มิโลสเป็นส่วนประกอบ สตาร์ชขา้วตดัก่ิงจากข้าวเจา้พันธ์ุชัยนาท 1 (CN1) พิษณุโลก 1(P1) และ
พิษณุโลก 2 (P2) มีการกระจายสายโซ่ fb2 และ fb3 ไมแ่ตกต่างกนั และการกระจายของสายโซ่ fb1 
ไมแ่ตกต่างกบัสตาร์ชตัดก่ิงข้าวเหนียว กข 6ซ่ึงสอดคล้องกับการวิเคราะห์การกระจายน ้ าหนัก
โมเลกุลและอัตราส่วนพ้ืนท่ี Fr. III/Fr. II จากเทคนิค HPSEC-MALLS-DRI แสดงให้เห็นได้ว่า
โครงสร้างโมเลกุลอะมิโลเพคตินของสตาร์ชตัด ก่ิงจากสตาร์ชทั้ ง  4 สายพัน ธ์ุในส่วน 
interconnection cluster chain ของสายโซ่ B-chain มีโครงสร้างโมเลกุลไมแ่ตกต่างกนัความแตกต่าง
ของการกระจายสายโซ่ของสตาร์ชขา้วเจา้พนัธ์ุต่างๆ เทียบกบัสตาร์ชขา้วเหนียวพันธ์ุ กข 6 ดังภาพ
ท่ี 3.19 แสดงสตาร์ชขา้วเจา้ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ มีการกระจายของสายโซ่ยาวตั้งแต่ DP17 มากกวา่สตาร์ช
ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 โดยการกระจายสายโซ่ยาวของอะมิโล   เพคตินในสตาร์ชข้าวเจา้ทั้ง 3 สาย
พนัธ์ุ มีความแตกต่างกนัเพียงเล็กนอ้ย 
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(ก) RD6 

 
(ข) P1 

 
(ค) P2 

 
(ง) CN1 

 
 
ภาพท่ี 3.19 การกระจายสายโซ่อะมิโลเพคตินของสาร์ชขา้วตดัก่ิงตรวจวิเคราะห์โดย  HPAEC-

PADโดย (ก) คือสตาร์ชขา้วตดัก่ิงจากขา้วพนัธ์ กข6 (ข) คือสตาร์ชขา้วตดัก่ิงจากขา้ว
พนัธ์ุพิษณุโลก 1 (ค) คือสตาร์ชขา้วตดัก่ิงจากขา้วพนัธ์ุพิษณุโลก 2 และ (ง) คือสตาร์ช
ขา้วตดัก่ิงจากขา้วพนัธ์ุชยันาท 1 
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ตารางท่ี 3.19 ข้อมูลการกระจายสายโซ่อะมิโลเพคตินของสาร์ชข้าวตัดก่ิงตรวจวิเคราะห์โดย 
HPAEC-PAD 

Starch 
Chain lenght distribution (%) 

fa (DP6-12) fb1 (DP13-24) fb2 (DP25-36) fb3 (DP>37) 
RD6 39.50 50.38 7.04 3.07 
P1 33.85 50.13 9.68 6.34 
P2 34.50 48.86 9.88 6.76 
CN1 28.34 56.18 9.15 6.33 

 
3.2.2 ผลของพันธ์ุข้าวต่อการสร้างแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ในสตาร์ชตัดก่ิงท่ีสภาวะความ

เข้มข้นของการเตรียมเจลต ่า 
3.2.2.1 ปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ 
ปัจจยัท่ีมีผลต่อปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์มีหลายปัจจยั ได้แก่ ชนิดของสตาร์ช 

ปริมาณอะมิโลส การกระจายน ้ าหนกัโมเลกุลอะมิโลเพคติน วิธีการยอ่ยโดยสามารถยอ่ยสตาร์ชดว้ย
เอนไซมห์รือกรด ความเขม้ขน้ของของแข็ง สภาวะและอุณหภูมิในการเก็บ ในการวิจยัขั้นท่ี 2 น้ี 
ศึกษาผลของพนัธ์ุขา้ว 4 สายพนัธ์ุท่ีมีการกระจายน ้ าหนกัโมเลกุลท่ีแตกต่างกันต่อปริมาณแป้งทน
ยอ่ยต่อเอนไซม ์โดยท าการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมไ์อโซอะมิเลสท่ีความเขม้ข้นของของแข็งร้อยละ 10
โดยน ้ าหนกัและเก็บท่ีอุณหภมิู 25๐ซ เป็นเวลา 3 วนัแสดงผลดงัตารางท่ี 3.20 พบว่า สตาร์ชตัดก่ิงมี
ระดบัการยอ่ยร้อยละ 4-4.5 และมีค่าเบต้า   อะมิโลไลซิส (-amylolysis limit)ร้อยละ97-99 แสดง
ให้เห็นว่าสตาร์ชตัดก่ิงจากสตาร์ชทั้ง 4 พันธ์ุถูกย่อยด้วยเอนไซม์ไอโซอะมิเลสเกือบสมบูรณ์ 
ผลิตภณัฑ์ท่ีไดห้ลงัจากยอ่ยส่วนใหญ่เป็นสายโมเลกุลเส้นตรง (linear chain)ท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุล
และการกระจายสายโซ่แตกต่างกนัตามโครงสร้างโมเลกุลอะมิโลเพคติน (ตารางท่ี 3.18 และ 3.19) 
การกระจายของของโมเลกุลสัมพนัธ์กับการปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ท ั้งในตัวอย่าง DBS 
และตวัอยา่งRSโดยพบวา่แป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมมี์ปริมาณสูงในแป้งตดัก่ิงท่ีมีสัดส่วนของโมเลกุล
สายโซ่ยาวFr.Iสูง จากงานวิจยัของCai และ Shi (2010) รายงานวา่ การสร้างแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์
ในปริมาณผลผลิตสูงไดจ้ากการตกผลึกของผลึกอะมิโลสสายส้ัน (crystalline short-chain amylose, 
CSCA) จากแป้งตดัก่ิงจากสตาร์ชมนัฝรั่งซ่ึงมีสัดส่วนของสายโซ่ยาวสูง การวิจยัของ Eerligen และ
คณะ (1993) รายงานวา่ ปริมาณของแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์ข้ึนกับความยาวโดยเฉล่ียของสายอะ
มิโลส อะมิโลส DP<100 ปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมจ์ะแปรผนัโดยตรงกบัความยาวของสายโซ่ 
อะมิโลสขนาด DP>100 ปริมาณของแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมค์่อนขา้งคงท่ี แต่อะมิโลส DP400-600 
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ปริมาณของแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมล์ดลง การวิจยัน้ีศึกษาปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์จากการ
ตกผลึกของโมเลกุลตดัก่ิงท่ีมีการกระจายขนาดโมเลกุลแตกต่างกนั ไมไ่ดค้วบคุมความยาวของสาย
โซ่เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Eerligen และคณะ (1993) ผลงานวิจยัน้ี ช้ีให้เห็นว่า การตกผลึกร่วม
ของสายโซ่โมเลกุลสายยาวร่วมกับสายโซ่โมเลกุลส้ันให้ผลเชิงบวกกับปริมาณแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซม ์โดยโมเลกุลสายโซ่ยาว (DP > 110) จะพบักนัเป็นโครงสร้าง lamella ท่ีมีความเป็นระเบียบ
ยากต่อการการเขา้ท าปฏิกิริยาของเอนไซมอ์ะมิเลส ในขณะท่ีสายโซ่โมเลกุลส้ัน (DP6-110) จะพัน
กันเป็นเกลียวคู่  double helices เกิดโครงสร้างแบบ micelle (Eerligen และ Delcour, 1994) 
อตัราส่วนของแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์ในตัวอย่าง RS(fresh gel): DBS มีค่า 1-2 ส าหรับสตาร์ชท่ี
โมเลกุลสายโซ่ยาวFr.I(DP ~2,000)เป็นส่วนประกอบส าหรับสตาร์ชตดัก่ิงจากสตาร์ชข้าวเหนียวท่ี
ประกอบไปดว้ยสายโซ่ส้ัน Fr. II (DP 67) และ Fr. III (DP 22)แสดงอัตราส่วนของแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซมใ์นตวัอยา่ง RS(fresh gel): DBS เทา่กบั 17 แสดงให้เห็นว่า โครงสร้างโมเลกุลเป็นปัจจยั
ส าคญัท่ีส่งผลต่อการสร้างแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ ตัวอย่าง  DBS ของสตาร์ชตัดก่ิงจากสตาร์ชมี
ปริมาณแป้งยอ่ยต่อเอนไซมต์ ่า (0.9 g/ 100 g dry starch) เน่ืองจากสายโซ่ส้ันของสตาร์ชตัดก่ิงจะมี 
Glass transition temperature (Tg) ต ่าและ melting temperature (Tm) ประมาณ 50-60๐ซมี ดังนั้นใน
สภาวะการตดัก่ิงท่ีอุณหภมิู 50๐ซใกลก้บั Tmจึงเกิดแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมน์อ้ย อยา่งไรก็ตาม เม่ือน า
สตาร์ชตดัก่ิงมาเก็บท่ีอุณหภมิู 25๐ซ ซ่ึงเป็นอุณหภมิูระหวา่ง Tgและ Tmเหน่ียวน าใหเ้กิดการตกผลึก
ท าใหโ้มเลกุลสายโซ่เกิดการจดัเรียงตวัอยา่งเป็นระเบียบ ผลการตัดก่ิงต่อปริมาณแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซมใ์นแป้งขา้วใหผ้ลเช่นเดียวกบัแป้งชนิดอ่ืน เช่น การรายงานของ  Gonzalez-soto และคณะ 
(2004) รายงานวา่ แป้งกลว้ยท่ีถูกตดัก่ิงมีปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์เพ่ิมจากร้อยละ 9.1 เป็น
ร้อยละ 18 เม่ือใชร้ะยะเวลาในการตดัก่ิง 5 ชม. และพบว่าไม่มีความแตกต่างของปริมาณแป้งทน
ยอ่ยต่อเอนไซมท่ี์ระยะเวลาการตดัก่ิงนานข้ึน (5-22 ชม.)เช่นเดียวกบัการรายงานของ Guraya และ
คณะ (2001) ท าการตดัก่ิงแป้งขา้วเจา้และข้าวเหนียวเป็นระยะเวลา 24 ชม. และพบว่าให้ปริมาณ
แป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมเ์พ่ิมข้ึนเป็นร้อยละ 40 ถึงแมว้า่การตดัก่ิงจะส่งผลใหป้ริมาณแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซมเ์พ่ิมมากข้ึน แต่ปริมาณและระดบัการเกิดในแป้งแต่ละชนิดนั้นจะแตกต่างกันซ่ึงข้ึนอยู่ก ับ
โครงสร้างทางโมเลกุลของแป้งแต่ละชนิด นอกจากน้ีจากผลการวิจยั พบวา่ การท าแหง้ดว้ยการตาก
แหง้ท่ีอุณหภมิูหอ้งไมมี่ผลต่อปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์ 
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ตารางท่ี 3.20 ระดับการย่อย เบต้าอะมิโลไลซิสลิมิต และปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ของ        
ตวัอยา่งแป้งตดัก่ิงความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยน ้ าหนกัและเก็บท่ีอุณหภมิู  25๐ซ 

          ชนิด
ตวัอยา่ง 

Degree of 
hydrolysis 

(%) 

Beta-amylolysis 
limit (%) 

RS content (g/100 g dry sample) 

DBS 
RS  

(fresh gel) 

RS  
(dry 

sample) 
RS-RD6 4.46 99.45 0.91 17.36 27.1 
RS-P1 4.16 97.24 11.83 28.01 30.2 
RS-P2 4.32 99.03 28.01 36.06 39.2 
RS-CN1 4.44 98.03 22.22 36.49 36.4 
 

3.2.3 คุณสมบัติทางผลึก คุณสมบัติทางความร้อนและลักษณะโครงสร้างจุลภาคของ
ผลิตภัณฑ์แป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ 

คุณสมบติัทางผลึกโดยการตรวจสอบด้วยเทคนิค  X-ray diffraction ในแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซม ์แสดงดงัภาพท่ี 3.20 และตารางท่ี 3.21 พบวา่ แป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมจ์ากสตาร์ชตดัก่ิงของ
ขา้วทั้ง 4 สายพนัธ์ุ แสดงลกัษณะผลึกรูปแบบ B เป็นลักษณะเด่น อย่างไรก็ตาม พบลักษณะผลึก
รูปแบบ A ท่ีเด่นชดัในตวัอย่างแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ RS-RD6, RS-PSL1 และ RS-CN1 (ภาพท่ี 
3.20) ในปริมาณร้อยละ 5-10 (ตารางท่ี 3.21) โดยแสดงพีคท่ีต าแหน่ง 2-theta 17.1๐ซ่ึงเป็นต าแหน่ง
ของพีคลกัษณะเฉพาะของผลึกรูปแบบ A อตัราส่วนของรูปแบบผลึก A:B สัมพันธ์กับการกระจาย
ของโมเลกุลสายโซ่ส้ันท่ีมีโมเลกุลขนาด DP 22-23 (Fr. III) โดยทัว่ไป โมเลกุลท่ีมีความยาวสายโซ่
ส้ัน ความเขม้ขน้สูง และอุณหภมิูในการตกผลึกสูงท าให้เกิดการตกผลึกในรูปแบบ A ในขณะท่ี
อุณหภมิูต ่าและสายโซ่ยาวจะเกิดการตกผลึกในรูปแบบ B ซ่ึงการแสดงผลึกรูปแบบ A ในตัวอย่าง
แป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมใ์นการวิจยัน้ี สันนิษฐานไดว้า่โมเลกุลสายส้ันของสตาร์ชตัดก่ิง DP 22-23 
เกิดการรวมตวักนัของสายโซ่แบบเกลียวคู่ในระหวา่งการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมไ์อโซอะมิเลสท่ีอุณหภมิู 
50๐ซ ซ่ึงผลงานวิจยัน้ีสอดคลอ้งกบัการวิจยัของ Pohu และคณะ (2004) ท่ีรายงานวา่ มอลโตเดรกซ์
ตรินท่ีตดัก่ิงในระบบความเขม้ขน้สูงท่ีอุณหภมิู 52๐ซ เกิดการเปล่ียนแปลงผลึกจากรูปแบบ B เป็น 
A ในระหวา่งการตดัก่ิง นอกจากน้ี ยงัพบลักษณะผลึกรูปแบบ Vh ในทุกตัวอย่างแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซม์ โดยแสดงพีคท่ีต าแหน่ง 2-theta 14.2๐และ 19.7๐ (ภาพท่ี 3.20) ท่ีเป็นต าแหน่งเอก
ลักษณะเฉพาะของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างอะมิโลสกับไขมนั (amylose lipid complex) 
(Derycke et al., 2005) เม่ือพิจารณาถึงขนาดผลึกของท่ีต าแหน่งพีค  2-theta 5.4๐ reflection(100) 
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พบว่า ขนาดผลึกมีขนาดใหญ่สุดในตัวอย่าง RS-RD6 ตามด้วย RS-P1, RS-P2 และ RS-CN1 
ตามล าดับโดยขนาดผลึกสัมพันธ์กับความยาวสายโซ่ สายโซ่ส้ันท าให้ผลึกท่ีได้มีขนาดใหญ่
สอดคลอ้งกบัความสามารถของสายโซ่ส้ันในการจดัเรียงผลึกใหมี้ขนาดใหญ่ข้ึนจากระบบท่ีมีความ
หนืดต ่ าเม่ือเปรียบเทียบกับสายโซ่ยาว (Buleon และคณะ 2007) อัตราส่วนรูปแบบผลึก A:B 
สัมพนัธ์กบัปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์เม่ือสัดส่วนรูปแบบผลึก B มากข้ึนปริมาณแป้งทนย่อย
ต่อเอนไซมจ์ะมากข้ึน ของสนบัสนุนงานวิจยัท่ีผ่านมาวา่ผลึกรูปแบบ B ทนต่อการยอ่ยมากกวา่ผลึก
รูปแบบ A (Planchot และคณะ 1997) 

 

 
ภาพท่ี 3.20 X-ray diffraction pattern ของตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์ท่ีสภาวะการ เตรียมเจล 

ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยน ้ าหนกัและเก็บท่ีอุณหภมิู 25๐ซ 
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ตารางท่ี 3.21 ปริมาณผลึก อัตราส่วนของชนิดผลึกและขนาดผลึกของตัวอย่างแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซมท่ี์สภาวะการเตรียมเจลความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยน ้ าหนกัและเก็บท่ีอุณหภูมิ 
25๐ซ 

ชนิดตวัอยา่ง ชนิดผลึก ปริมาณผลึก (%) อตัราส่วนA:B ขนาดผลึก(nm) 
RS-RD6 C+Vh 73.1 9:91 12.2 
RS-PSL1 C+Vh 67.5 7:93 11.4 
RS-PSL2 C+Vh 67.0 4:96 10.6 
RS-CN1 C+Vh 61.2 5:95 10.8 

 
คุณสมบติัทางความร้อนจากการตรวจวดัอุณหภมิูในการหลอมเหลว และปริมาณเอนทาลปี

ดว้ยเทคนิค Differential scanning caloriemetry (DSC) ในแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมจ์ากจากสตาร์ชตัด
ก่ิงของขา้วทั้ง 4 สายพันธ์ุ แสดงดังภาพท่ี 3.21 พบว่า ตัวอย่างแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ RS-RD6 
แสดงอุณหภูมิหลอมเหลวในช่วงแคบท่ีอุณหภูมิ 59-100๐ซ ในขณะท่ีตัวอย่างแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซม ์RS-PSL1, RS-PSL2 และ RS-CN1 แสดงอุณหภมิูหลอมเหลวช่วงกวา้งท่ีอุณหภูมิ 34-120
๐ซโดยมีอุณหภมิูหลอมเหลวสูงสุด 2 อุณหภมิู คืออุณหภมิูแรกประมาณ 87-89๐ซ ซ่ึงเป็นอุณหภูมิ
ของการรวมตวัของเกลียวคู่ของสายโซ่ส้ันท่ีมีโมเลกุล DPw22-95 (Fr. II และFr. III) และท่ีอุณหภูมิ
ท่ีสองประมาณ 104-112๐ซซ่ึงเป็นอุณหภูมิของamylose-lipid complex เม่ือเปรียบเทียบอุณหภูมิ
หลอมเหลวสูงสุด (Tp) ในช่วงอุณหภมิูการหลอมเหลวแรกของตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์RS-
RD6 พบวา่มีTp ต ่ากวา่ RS-PSL2, RS-PSL1 และ RS-CN1 สอดคล้องกับความยาวสายโซ่ในส่วน 
Fr. II โดย RS-RD6 แสดง Tp 83.5๐ซซ่ึงมี DPmax 53 ขณะท่ี RS-PSL2 แสดง Tp 88.8๐ซซ่ึงมี DPmax 
58 ขณะท่ี RS-PSL1 และRS-CN1 แสดง Tp 87.8๐ซและ 87.1 ซ่ึงมี DPmax 56 เช่นเดียวกันกับเม่ือ
พิจารณาอุณหภมิูหลอมเหลวสูงสุดของ amylose-lipid complex ท่ีพบว่ามีสอดคล้องกับความยาว
สายโซ่ในส่วน Fr. I โดย RS-PSL1 และ RS-CN1 แสดง Tp 112.1๐ซซ่ึงมี DPmax 1,800-2,000 ขณะท่ี 
RS-PSL2 แสดง Tp 104.8๐ซซ่ึงมี DPmax 1,400 โดยอุณหภมิูในการหลอมเหลวจะแปรผันตามความ
ยาวของสายโซ่ซ่ึงบง่ช้ีถึงความยาวสายโซ่ท่ีจดัเรียงเกลียวคู่และ/หรือมว้นพับในส่วนของชั้นผลึก 
(Buleon และคณะ,2007)เอนทาลปีเพ่ิมข้ึนสอดคลอ้งกบัปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ (ตารางท่ี 
3.20) ท่ีเพ่ิมข้ึน เน่ืองจากค่าเอนทาลปีแสดงถึงค่าพลังงานความร้อนท่ีใช้ในการท าลายพันธะ
ไฮโดรเจนของการรวมตวัแบบเกลียวคู่ของสายโซ่ซ่ึงบ่งบอกถึงปริมาณผลึกและความหนาของ
ชั้นผลึก (Zobel และคณะ, 1984) อยา่งไรก็ตาม จากการวิจยัน้ีแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของ
ความแข็งแรงของผลึกกับปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์แต่ไม่สัมพันธ์กับปริมาณผลึก จาก
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งานวิจยัน้ี เห็นไดว้า่ ความยาวสายโซ่ปัจจยัท่ีมีความส าคัญมากต่อความแข็งแรงของผลึก ปริมาณ
ผลึกส่งผลถึงปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์นอกจากนั้น amylose-lipid complex เป็นอีกปัจจยัท่ีมี
ความส าคญัต่อความความแข็งแรงของผลึกและส่งผลถึงปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์ 

 

 
 

ภาพท่ี 3.21 Thermogram ของตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมท่ี์สภาวะการเตรียมเจลความเข้มข้น
ร้อยละ 10 โดยน ้ าหนกัและเก็บท่ีอุณหภมิู 25๐ซ 

 
โครงสร้างจลุภาคของผลิตภณัฑ์แป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมจ์ากการถ่ายภาพด้วเทคนิค  SEM 

แสดงดงัภาพท่ี 3.22 พบวา่ ตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์RS-RD6 แสดงลกัษณะรูปร่างทรงกลม
ท่ีเกาะรวมตวักนั ขนาดเส้นผ่านศนูยก์ลางประมาณ 1 ไมครอน ในขณะท่ีตัวอย่างแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซม ์RS-P1, RS-P2 และ RS-CN1 ไมมี่ลกัษณะรูปร่างท่ีแน่นอน มีลักษณะเป็น aggregate ท่ีมี
โครงสร้างแน่น การตกผลึกของ RS-RD6 เป็นรูปร่างทรงกลม อาจเป็นไปไดว้า่ โมเลกุลสายส้ันเกิด
จากจดัเรียงตวัรูปแบบทรงกลมเน่ืองจากการเปล่ียนแปลงของความเยน็อยา่งรวดเร็วในช่วงของการ
ลดอุณหภมิูจาก 50๐ซเป็น 25๐ซโดยการเกิดผลึกท่ีมีรูปร่างลักษณะทรงกลม (spherocrystal) และมี
โครงสร้างผลึกแบบ B เคยรายงานโดย Ring และคณะ (1987) จากการตกผลึกของอะมิโลสสายส้ัน 
DP22 ความเขม้ขน้ร้อยละ 5-20 โดยน ้ าหนกัในสารละลายน ้ า (aqueous solution)  

RS-RD6 

 

 
 

RS-P1 

 

 

RS-P2 

 

 

 

RS-CN1 
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ภาพท่ี 3.22 ลกัษณะโครงสร้างจลุภาคของตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์ (A) RS-RD6 (B) RS-P1 

(C) RS-P2 (D) RS-CN1 ท่ีสภาวะการเตรียมเจลความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน ้ าหนัก
และเก็บท่ีอุณหภมิู 25๐ซ 

 
3.2.4 ผลของพันธ์ุข้าวและอุณหภูมิต่อการสร้างแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ในสตาร์ชตัดก่ิงท่ี

สภาวะความเข้มข้นของการเตรียมเจลสูง 
3.2.4.1 ปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ 
ในการวิจยัขั้นท่ี 3ศึกษาผลของพันธ์ุข้าว 2 พันธ์ุ ได้แก่ พันธ์ุ กข6 (ข้าวเหนียว)และ

พิษณุโลก 2 (อะมิโลสร้อยละ 12.63) ต่อปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ท่ีสภาวะการเตรียมเจลค
วามเข้มข้นสูงร้อยละ 21โดยน ้ าหนัก  โดยเปรียบเทียบอุณหภูมิการเก็บท่ี 25๐ซและ 50๐ซทั้ง น้ี
เน่ืองจากสตาร์ชท่ีมีปริมาณอะมิโลสสูง เจลท่ีไดห้ลงัการเจลลาติไนซ์ท่ีความเข้มข้นสูงมีความแข็ง
มาก ท าใหเ้อนไซมไ์อโซอะมิเลสไมส่ามารถเขา้ท าปฏิกิริยายอ่ยได ้ตวัอยา่งแป้งทนย่อยต่อเอนไซม ์
RS-RD6 ท่ีอุณหภมิูการเก็บ 50๐ซ มีปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์สูงสุด (55.4 กรัมต่อ 100 กรัม 
น ้ าหนกัแหง้) และมีปริมาณมากกวา่ RS-P1 ท่ีอุณหภมิูการเก็บเดียวกัน แสดงให้เห็นว่า การเตรียม
แป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมท่ี์ความเขม้ข้นสูงเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิการเก็บสูงผลความแตกต่างของการ
กระจายน ้ าหนกัโมเลกุลไมมี่ผลต่อการสร้างแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์ส าหรับการเก็บท่ีอุณหภมิู 25๐ซ 
ของสตาร์ชตัดก่ิงท่ีความเข้มข้นสูงให้ผลเช่นเดียวกับการเก็บท่ีความเข้มข้นต ่ า โดยเห็นได้ว่า 

(A) (B) 

(C) (D) 
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ปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมสู์งข้ึนเม่ือสัดส่วนของโมเลกุลสายโซ่ยาวน ้ าหนกัโมเลกุลสูงมากข้ึน 
เม่ือเปรียบเทียบอุณหภมิูการเก็บจะเห็นความแตกต่างของการเพ่ิมปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์
อยา่งชดัเจน การเก็บท่ี 50๐ซสามารถสร้างแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมม์ากกว่าการเก็บท่ีอุณหภูมิ 25๐ซ 
ประมาณ 2-3 เทา่ เน่ืองจากการเก็บท่ีอุณหภมิูสูง แต่ต ่ากวา่ Tm เป็นอุณหภมิูท่ีสนับสนุนการเติบโต
ของผลึก (propagation) ท่ีอุณหภมิูน้ีจ  านวนนิวเคลียสในการเกิดผลึกจะต ่ า แต่ผลึกจะเติบโตอย่าง
รวดเร็วเน่ืองจากระบบมีความหนืดต ่ า  โมเลกุลสามารถเคล่ือนท่ีได้ อย่างอิสระ การแพร่สูง 
(diffusion) ผลึกจึงมีขนาดใหญ่และมีความแน่นสูง ส่งผลใหป้ริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์สูง การ
เตรียมตวัอยา่งเจลแป้งท่ีความเขม้ขน้สูงใหป้ริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์ต ่ ากว่าเล็กน้อยจากการ
เตรียมตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้ต ่า เน่ืองจากระบบท่ีมีความหนืดมากกวา่ 

 
ตารางท่ี 3.22 ปริมาณแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมใ์นสตาร์ชตดัก่ิงท่ีสภาวะการเตรียมเจล ความเขม้ขน้

ร้อยละ 21 โดยน ้ าหนกั อุณหภมิูการเก็บ 25๐ซ และ 50๐ซ 

ชนิดตวัอยา่ง 
อุณหภมิู  
(๐ซ) 

RS content 
(g/ 100g dry starch) 

RS-RD6 25 27.9 
RS-RD6 50 55.4 
RS-P1 25 27.7 
RS-P1 50 49.8 
 

3.2.5 คุณสมบัติทางผลึกและคุณสมบัติทางความร้อนของผลิตภัณฑ์แป้งทนย่อยต่อ
เอนไซม์ 

ตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์RS-RD6และ RS-P1 เก็บท่ีอุณหภูมิ 25๐ซ แสดงลักษณะ
ผลึกรูปแบบ B เป็นลกัษณะเด่น อย่างไรก็ตามพบผลึกรูปแบบ A โดยแสดงพีคท่ีต าแหน่ง 17.2๐

ในขณะท่ีตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์RS-RD6และ RS-P1 เก็บท่ีอุณหภูมิ 50๐ซ แสดงลักษณะ
ผลึกรูปแบบ A เป็นลกัษณะเด่นและพบผลึกรูปแบบ B เล็กน้อย (อัตราส่วนร้อยละ 3-5, ตารางท่ี 
3.22) โดยแสดงพีคเอกลักษณ์ท่ีต าแหน่ง 5.1๐ (ภาพท่ี 3.23) ผลการวิจยัสนับสนุนการตกผลึก
โดยทัว่ไป ท่ีพบวา่ โมเลกุลท่ีมีความยาวสายโซ่ส้ัน ความเขม้ขน้สูง และอุณหภูมิในการตกผลึกสูง
ท าให้เกิดการตกผลึกในรูปแบบ A ในขณะท่ีอุณหภูมิต ่ าและสายโซ่ยาวจะเกิดการตกผลึกใน
รูปแบบ B อยา่งไรก็ตาม ผลการวิจยัแสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิในการตกผลึกเป็นปัจจยัส าคัญต่อ
รูปแบบผลึกมากกวา่โครงสร้างโมเลกุล การเปล่ียนรูปแบบผลึกเน่ืองจากท่ีสัมพันธ์กับโครงสร้าง
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โมเลกุลรายงานโดย Pohu และคณะ (2004) พบว่า ช่วงเวลา 12 ชั่วโมงแรกของการตัดก่ิง ผลึก
เร่ิมตน้แสดงลกัษณะผลึกรูปแบบ B เน่ืองจากการเกิดโครงสร้างเจลของโมเลกุลสายโซ่ยาวและ
โมเลกุลก่ิงกา้น จากนั้นผลึกจะเกิดการเปล่ียนผลึกจากผลึกรูปแบบ B ไปเป็นผลึกรูปแบบ A แบบ
ค่อยเป็นค่อยไปจากการตกผลึกของโมเลกุลสายโซ่ส้ัน โดยผลึกจะเปล่ียนเป็นผลึกรูปแบบ A 
ทั้งหมดใช้เวลาทั้ งส้ิน 48 ชั่วโมง ส าหรับการวิจยั น้ี พบว่า หลังการเก็บท่ีอุณหภูมิ 50๐ซเป็น
ระยะเวลา 6 วนัยงัคงแสดงผลึกรูปแบบ B ซ่ึงเป็นผลึกท่ีเหลืออยู่จากการเกิดโครงสร้างเจลของ
โมเลกุลสายโซ่ยาวและโมเลกุลก่ิงกา้น และเน่ืองจากโมเลกุลสายโซ่ยาวไม่ได้ถูกย่อยเป็นโมเลกุล
ส้ันๆ เม่ือท าการตัดก่ิงและตกผลึกต่อรูปแบบผลึก B จึงยงัคงปรากฏอยู่ ส่วนโมเลกุลสายส้ันท่ี
ปลดปล่อยมากจากการตดัก่ิงเม่ือน ามาเก็บท่ีอุณหภมิู 50๐ซเกิดการตกผลึกต่อเป็นรูปแบบผลึก A ใน
การวิจยัน้ี เม่ือเปรียบเทียบปริมาณผลึกและขนาดผลึกต่อปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ พบว่า มี
ความสัมพนัธ์กนั (ตารางท่ี 3.22 และตารางท่ี 3.23) โดยปริมาณผลึกสูงและผลึกมีขนาดใหญ่มีผลให้
ปริมาณแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์สูง และเม่ือเปรียบเทียบรูปแบบผลึกกับปริมาณแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซม ์พบวา่ รูปแบบผลึก A มีการทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมม์ากกวา่รูปแบบผลึก B ซ่ึงตรงข้าม
กบัการรายงานโดยทัว่ไป ท่ีรายงานวา่ผลึกรูปแบบ B มีความสามารถในการทนต่อการย่อยมากกว่า
ผลึกรูปแบบ A อยา่งไรก็ตาม จากการวิจยัน้ีไม่สามารถระบุได้ว่ารูปแบบผลึก A มีการทนต่อการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมม์ากกวา่รูปแบบผลึก B เน่ืองจากความสามารถในการทนต่อการย่อยยงัข้ึนอยู่ก ับ
หลายปัจจยั ได้แก่ รูปร่าง (morphology) ขนาด (particle size) ปริมาณและความแน่นของผลึก  
นอกจากน้ี ยงัพบลกัษณะผลึกรูปแบบ Vh ในตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์ RS-P1 ทั้งท่ีอุณหภูมิ
การเก็บท่ี 25๐ซและ 50๐ซโดยแสดงพีคท่ีต าแหน่ง 2-theta 14.2๐และ 19.7๐ (ภาพท่ี 3.23) ท่ีเป็น
ต าแหน่งเอกลกัษณะเฉพาะของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างอะมิโลสกับไขมนั (amylose-lipid 
complex) (Derycke และคณะ, 2005) และเม่ือเปรียบเทียบความสัมพันธ์กับปริมาณแป้งทนย่อยต่อ
เอนไซม์จะเห็นได้ว่า amylose-lipid complex ไม่สามารถเพ่ิมความสามารถในการทนย่อยต่อ
เอนไซมไ์ด ้
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ภาพท่ี 3.23 X-ray diffraction pattern ของตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมใ์น สตาร์ชตดัก่ิงท่ีสภาวะ

การเตรียมเจลความเขม้ขน้ร้อยละ 21 โดยน ้ าหนกั อุณหภมิูการเก็บ 25๐ซ และ 50๐ซ 
 

ตารางท่ี 3.23 ปริมาณผลึก อัตราส่วนของชนิดผลึกและขนาดผลึกของตัวอย่างแป้งทนย่อย ต่อ
เอนไซมใ์นสตาร์ชตดัก่ิงท่ีสภาวะการเตรียมเจลความเขม้ขน้ร้อยละ 21 โดยน ้ าหนัก 
อุณหภมิูการเก็บ 25๐ซ และ 50๐ซ 

ชนิดตวัอยา่ง ชนิดผลึก ปริมาณผลึก (%) อตัราส่วนA:B ขนาดผลึก(nm) 
RS-RD6-25๐C C+Vh 60.3 1:99 12.3 
RS-RD6-50๐C C+Vh 80.0 97:3 12.8 
RS-P1-25๐C C+Vh 69.1 12:88 12.3 
RS-P1-50๐C C+Vh 70.9 95:5 12.6 

 
คุณสมบติัทางความร้อนของแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์ในสตาร์ชตัดก่ิงท่ีสภาวะการเตรียม

เจลความเขม้ข้นร้อยละ 21 โดยน ้ าหนัก อุณหภูมิการเก็บ 25๐ซ และ 50๐ซ แสดงดังภาพท่ี 3.24 
พบวา่ ตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมR์S-RD6 ท่ีอุณหภมิูการเก็บ 25๐ซ แสดงอุณหภูมิหลอมเหลว
ในช่วงแคบท่ี 56-100๐ซ ซ่ึงเป็นการอุณหภมิูหลอมเหลวของผลึกรูปแบบ B ท่ีเกิดจากการรวมตัว
ของโมเลกุลสายโซ่ส้ัน ในขณะท่ีตวัอยา่ง RS-Pl ท่ีอุณหภมิูการเก็บ 25๐ซ แสดงอุณหภมิูหลอมเหลว
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ในช่วงกวา้งตั้ งแต่ 50-130๐ซ โดยมีอุณหภูมิหลอมเหลวสูงสุด 2 อุณหภูมิท่ี 84๐ซ ซ่ึงเป็นการ
อุณหภมิูหลอมเหลวของผลึกรูปแบบ B ท่ีเกิดจากการรวมตวัของโมเลกุลสายโซ่ส้ันและ 111๐ซซ่ึง
เป็นการอุณหภูมิหลอมเหลวของผลึกรูปแบบ Vh ท่ีเกิดจาก amylose-lipid complex  ถึงแมว้่า 
amylose-lipid complex จะไมมี่ผลในการเพ่ิมความสามารถทนย่อยต่อเอนไซม์ แต่อย่างไรก็ตาม
สามารถเพ่ิมคุณสมบติัในการทนต่อความร้อน (Thermal stability) ใหสู้งถึง 130๐ซ 

การเพ่ิมคุณสมบติัทนต่อความความร้อนของแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม์สามารถเหน่ียวน าได้
โดยการเก็บท่ีอุณหภูมิสูงซ่ึงเป็นอุณหภูมิใกล้กับอุณหภูมิหลอมเหลว  (Tm) ของแป้งตัดก่ิง ท่ี
อุณหภมิูใกล ้Tm จะสนบัสนุนการเติบโตของผลึก ผลึกจะถูกจ  ากดัการเกิดนิวเคลียสแต่จะสามารถ
เติบโตอยา่งเป็นระเบียบ เน่ืองจากการเพ่ิมข้ึนในเคล่ือนท่ีของโมเลกุลสายโซ่ (Eerlingen และคณะ, 
1993) ผลการวิจ ัย แสดงให้เห็นว่า การเก็บสตาร์ชตัดก่ิงท่ีอุณหภูมิใกล้ Tm สามารถปรับปรุง
คุณสมบติัทางความร้อนของแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซม ์โดยตวัอยา่งแป้งทนย่อยต่อเอนไซม์RS-RD6 
และ RS-P1 ท่ีอุณหภมิูการเก็บ 50๐ซ แสดงอุณหภูมิหลอมเหลวในช่วงกวา้งท่ีอุณหภูมิ 62-130๐ซ 
โดยมีอุณหภมิูหลอมเหลวสูงสุดท่ีประมาณ 110๐ซ 

 
 
ภาพท่ี 3.24 thermogramของตวัอยา่งแป้งทนยอ่ยต่อเอนไซมใ์นสตาร์ชตดัก่ิงท่ีสภาวะการ 

     เตรียมเจลความเข้มขน้ร้อยละ 21 โดยน ้ าหนกั อุณหภมิูการเก็บ 25๐ซ และ 50 ๐
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บทที่ 4 
บทสรุป 

 
ปัจจยัท่ีมีผลต่อปริมาณ RS มีหลากหลายปัจจยั ไดแ้ก่ ระดบัการตดัก่ิง เอนไซม์ท่ีใช้ในการ

ตดัก่ิง สายพนัธ์ุ การกระจายสายโซ่ ปริมาณอะมิโลส ปริมาณของแข็งของสตาร์ช และอุณหภูมิใน
การ เก็ บ โดยพบว่าสตา ร์ชข้า วตัด ก่ิ งด้วย เอนไซม์พูล ลูล าเนส ร่วมกับไอโซอะมิ เลส 
(pullulanase+isoamylase debranched starch: PIDBS) มีระดบัการตัดก่ิง, ระดับการย่อย และค่า -
amylolysis limit สูงกว่าสตาร์ชข้าวตัดก่ิงด้วยพูลลูลาเนส (Pullulanase debranched starch: PDBS) 
ซ่ึงส่งผลใหป้ริมาณ RS หลงัผ่านกระบวนการรีโทรเกรเดชันของ PIDBS สูงกว่า PDBS แสดงให้
เห็นวา่การใชเ้อนไซมพ์ูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส มีประสิทธิภาพในกระบวนการตัด
ก่ิงสูงกวา่การใชเ้อนไซมพ์ูลลูลาเนสเพียงตวัเดียว  

ในส่วนปัจจยัดา้นสายพนัธ์ุ สตาร์ชขา้วเหนียวพนัธ์ุ RD6 (waxy rice) ซ่ึงไม่มีอะมิโลสเป็น
องค์ประกอบใหป้ริมาณ RS ต ่ากวา่สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 และ S90 ท่ีมีอะมิโลสเป็นองค์ประกอบ เม่ือ
ท าการติดตามการเกิดรีโทรเกรเดชนัดว้ยเคร่ือง FTIR พบว่าสตาร์ชข้าวพันธ์ุ P2 มีอัตราการเกิดรี
โทรเกรเดชนัเร็วกวา่สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ S90 และ RD6 ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นวา่โมเลกุลของอะมิโล
เพคตินท่ีมีสายโซ่ขนาดยาวมาก (Super long chain) มีผลต่ออัตราการเกิดรีโทรเกรเดชัน  หลัง
กระบวนการตดัก่ิงเม่ือท าการบม่ท่ีอุณหภมิู 4oซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมงท าให้ Retrograded pullulanase 
+ isoamylase debranched starch (RPIDS) และ Retrograded pullulanase debranched starch 
(RPDS) เปล่ียนโครงสร้างผลึกจากชนิด A+V เป็นชนิด B+V type และมีช่วงอุณหภูมิท่ีใช้ในการ
หลอมเหลวอยูร่ะหว่าง 54.46-110.55oซ ในขณะท่ีตัวอย่าง RPIDS เท่านั้นท่ีพบ second transition 
โดยมี Tm อยูร่ะหวา่ง 111.15–135.11oซ ซ่ึงเกิดจากสารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสและไขมนั 
(amylose-lipid complex) และจากอนัตรกิริยาระหวา่งโมเลกุลสายยาวและสายยาวมากของอะมิโล
เพคตินท าใหโ้ครงสร้างผลึกท่ีแข็งแรง จึงส่งผลให้อุณหภูมิท่ีใช้ในการหลอมเหลวมีค่าสูง  เม่ือ
เตรียมสตาร์ชขา้วปราศจากอะมิโลสด้วยวิธีชะล้างอะมิโลส (amylose leaching)  สตาร์ชข้าวพันธ์ุ 
S90 ปราศจากอะมิโลส (S90–free amylose or  S90-FAM) มีปริมาณอะมิโลสเหลือในตัวอย่างร้อย
ละ 4.93 ในขณะท่ีสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 ปราศจากอะมิโลส (P2-FAM) มีปริมาณอะมิโลสเหลือใน
ตวัอยา่งร้อยละ 7.85 และเม่ือสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) ถูกตัดก่ิง
ด้วยเอนไซม์พูลลูลาเนสร่วมกับเอนไซม์ไอโซอะไมเลส (Pullulanase+Isoamylase debranched 
starch : PIDBS)  พบวา่ P2-FAM และ S90-FAM มีปริมาณ RS สูงกว่า RD6-FAM ผลการทดลอง
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ยืนยนัวา่โมเลกุลของอะมิโลเพคตินมีสายโซ่ท่ีมีขนาดยาวมาก (super long chain) มีผลต่อการเพ่ิม
ปริมาณ RS   

การเตรียมสตาร์ชทนยอ่ยต่อเอนไซมท่ี์ความเขม้ขน้ของปริมาณของแข็งต ่า และเก็บท่ี
อุณหภมิูหอ้ง ปริมาณ RS และคุณสมบติัทนต่อความร้อนท่ีสูงข้ึนสัมพนัธ์กบัปริมาณของสายโซ่ยาว
ท่ีมีในสตาร์ช รูปแบบผลึกของ RS ปรากฏรูปแบบผลึกทั้งแบบ A จากการตกผลึกระหวา่งการตดัก่ิง
ของสายโซ่ส้ันและแบบ B จากการตกผลึกในระหวา่งการตดัก่ิง อุณหภมิูในการหลอมเหลวของ RS 
แบง่ออกเป็น 2 ช่วง ช่วงแรกท่ีอุณหภูมิประมาณ 88 ๐ซ จากการตกผลึกของโมเลกุลสายส้ันและช่วง
อุณหภมิูท่ีสองประมาณ 110-120 ๐ซ จาก amylose-lipid complex นอกจากน้ี การเก็บท่ีอุณหภมิูสูง
ท าใหเ้กิดการสร้างสตาร์ชทนยอ่ยต่อเอนไซมป์ริมาณสูงและเกิดการพฒันาคุณสมบติัทางความร้อน
ของ RS โดยแสดงอุณหภมิูหลอมเหลวท่ี 110๐ซ เน่ืองจากผลของการแอนนีล รูปแบบผลึกของแป้ง
ทนยอ่ยต่อเอนไซมแ์สดงรูปแบบ A เม่ือเก็บท่ีอุณหภมิูสูงและแสดงรูปแบบ A+B เม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ
ต ่า
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ภาคผนวก 
การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

 
1. การวิเคราะห์ปริมาณความชื้น (AOAC, 2002) 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 1. ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven) 
 2. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
 3. เดซิเคเตอร์ (desiccators) 
 4. ภาชนะอะลูมิเนียมมีฝาปิด (moisture can) 
วิธีการ 
 1. อบภาชนะส าหรับหาความช้ืนในตู ้อบไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105ºC เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  น า
ออกจากตู ้อบใส่ในโถดูดความช้ืน  ปล่อยท้ิงไวจ้นกระทัง่อุณหภูมิของภาชนะลดลงเท่ากับ
อุณหภมิูหอ้งแลว้ชัง่น ้ าหนกั 
 2. ท  าซ ้ าขอ้ท่ี 1 จนไดผ้ลต่างของน ้ าหนกัท่ีชัง่ 2 ครั้ งติดต่อกนัไมเ่กิน 1-3 มิลลิกรัม 
 3. ชัง่ตวัอยา่งท่ีตอ้งการใหไ้ดน้ ้ าหนกัท่ีแน่นอน ประมาณ 1-2 ใส่ลงในภาชนะหาความช้ืน
ซ่ึงทราบน ้ าหนกัแลว้ 
 4. น าไปอบในตูไ้ฟฟ้าท่ีอุณหภมิู 105ºC เป็นเวลาประมาณ 5-6 ชัว่โมง  น าออกจากตู ้อบใส่
ในโถดูดความช้ืน  ปล่อยท้ิงไวใ้นอุณหภูมิของภาชนะลดลงเท่ากับอุณหภูมิห้องแล้วชั่งน ้ าหนัก  
จากนั้นน ากลบัไปเขา้ตูอ้บอีกครั้ ง 
 5. ท  าซ ้ าขอ้ท่ี 4 จนไดผ้ลต่างของน ้ าหนกัท่ีชัง่สองครั้ งติดตอ่กนัไมเ่กิน 1-3 มิลลิกรัม 
 6. ค านวณปริมาณความช้ืนจากสูตร 
 

ปริมาณความช้ืน (ร้อยละโดยน ้ าหนกั)= (     )
  

 100 

 
 โดย W1 = น ้ าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม) 
  W2 = น ้ าหนกัตวัอยา่งหลงัอบ (กรัม) 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



107 

 

  

2. การวิเคราะห์ปริมาณไขมัน(AOAC, 2002) 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 1. อุปกรณ์ชุดสกัดไขมนั (soxhelt apparatus) ประกอบด้วยขวดกลม (ส าหรับใส่ตัวท า
ละลาย)  ซอคเลต (soxhlet)  อุปกรณ์ควบแน่น (condenser)  และเตาใหค้วามร้อน (heating mantle) 
 2. หลอดใส่ตวัอยา่ง (extraction thimble) 
 3. ส าลี 
 4. ตูอ้บไฟฟ้า 
 5. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 
 6. โถดูดความช้ืน (desiccators) 
สารเคมี 
 1. ปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) 
วิธีการ 
 1. อบขวดกลมส าหรับหาปริมาณไขมนั ซ่ึงมีขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร  ในตู ้อบไฟฟ้าท่ี
อุณหภมิู 105ºC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  น าออกจากตูอ้บใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน  ปล่อยท้ิงไวจ้นกระทัง่
อุณหภมิูของขวดกลมลดลงเทา่กบัอุณหภมิูหอ้งแลว้ชัง่น ้ าหนกั 
 2. ท  าซ ้ าขอ้ท่ี 1 จนไดผ้ลต่างของน ้ าหนกัท่ีชัง่สองครั้ งติดตอ่กนัไมเ่กิน 1-3 มิลลิกรัม 
 3. ชัง่ตวัอยา่งบนกระดาษกรองท่ีทราบน ้ าหนกัประมาณ 1-2 กรัม  ห่อให้มิดชิดแล้วใส่ลง
ในหลอดส าหรับใส่ตวัอยา่ง  คลุมดว้ยส าลีเพ่ือใหส้ารตวัท าละลายมีการกระจายอยา่งสม ่าเสมอ 
 4. น าหลอดตวัอยา่งใส่ลงในซอคเลต  เติมสารตวัท าละลายปิโตรเลียมอีเทอร์ลงในขวดหา
ไขมนัประมาณ 150 มิลลิลิตร  แลว้วางบนเตาใหค้วามร้อน 
 5. ท  าการสกดัไขมนัเป็นเวลา 14 ชัว่โมง  โดยปรับเตาความร้อนใหห้ยดของสารท าละลาย
กลัน่ตวัจากอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยอตัรา 150 หยดต่อนาที 
 6. เม่ือครบ 14 ชัว่โมงแลว้  น าหลอดใส่ตวัอยา่งออกจากซอคเลต  และกลัน่เก็บสารท า
ละลายจนเหลือสารท าละลายในขวดกลมเพียงเล็กนอ้ยดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ 
 7. น าขวดหาไขมนัอบในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภมิู 80-90ºC  จนแหง้ใช้เวลาประมาณ 30 นาที  
น าออกจากตูอ้บใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน  ปล่อยท้ิงไวจ้นกระทัง่อุณหภูมิของขวดก้นกลมลดลง
เทา่กบัอุณหภมิูหอ้งแลว้ชัง่น ้ าหนกั 
 8. ท  าซ ้ าขอ้ท่ี 7 จนกระทัง่ผลต่างของน ้ าหนกัสองครั้ งติดต่อกนัไมเ่กิน 1-3 มิลลิกรัม 
 9. ค านวณหาปริมาณไขมนัจากสูตร 
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ปริมาณไขมนั (ร้อยละโดยน ้ าหนกั)=   
  
 100 

 
 โดย W1 =น ้ าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้ (กรัม) 
  W2 =น ้ าหนกัไขมนัหลงัอบ (กรัม) 
 
3. การวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี Kjeldahl Method(AOAC, 2002) 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 1. ขวดยอ่ยโปรตีน ขนาด 200 มิลลิลิตร 
 2. อุปกรณ์ใหค้วามร้อน 
 3. อุปกรณ์กลัน่โปรตีน (Semi-microdistillation) 
 4. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 125 มิลลิลิตร 
 5. ขวดวดัปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร 
 6. ปิเปต ขนาด 5, 10 มิลลิลิตร 
 7. บิวเรต 
 8. ตูดู้ดควนั 
 9. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
 10. ลูกแกว้ (Glass bead) 
 11. เตายอ่ย (VELP DK6) 
 12. เคร่ืองดกัจบัไอกรด (scrubber) 
สารเคมี 
 1. กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (conc.H2SO4) 
 2. ตวัเร่งผสม (Catalyst) ระหวา่ง CuSO4กบั K2SO4อตัราส่วน (Cu : K2SO4) คือ 1 : 10 
 3. โซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 40% 
 4. กรดไฮโดรคลอริกท่ีทราบความเขน้ขน้แน่นอน (HCl 0.1 นอร์มอล) 
 5. กรดบอริกเขม้ขน้ 4% 
 6. โพแทสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต 
 7. อินดิเคเตอร์ผสม (Mixed indicator ระหวา่ง Methylene blue 0.1 กรัม กับ Methyl red 0.2 
กรัม ละลายในแอลกอฮอล์ 90% 100 มิลลิลิตร) 
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วิธีการเตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกมาตรฐาน 
 1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานปฐมภมิูโพแทสเซียมไฮโดรเจรพธาเลต 
  1.1 ชัง่โพแทสเซียมไฮโดรเจนพธาเลตท่ีผ่านการอบแห้ง (อุณหภูมิ 120ºC เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง) ใหไ้ดน้ ้ าหนกัอยูใ่นช่วง 2.0-2.2 กรัม  โดยเคร่ืองชัง่ละเอียด  บนัทึกน ้ าหนกัท่ีชัง่ 
  1.2 น ามาละลายด้วยน ้ ากลั่น   ปรับปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร  เขยา่ขวดใหส้ารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 
  1.3 ค านวณหาความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน 
 2. การเตรียมสารสะลาย HCl 0.1 โมลาร์จากกรดเกลือเขม้ขน้ 
  2.1 ตวงกรดเกลือเขม้ขน้ใหมี้ปริมาตร 4.0-4.5 มิลลิลิตร  ด้วยกระบอกตวงขนาด 
10 มิลลิลิตร 
  2.2 เทกรดเกลือเขม้ขน้ท่ีตวงแลว้ลงในน ้ ากลัน่ปริมาตร 500 มิลลิลิตรท่ีบรรจอุยูใ่น
บิกเกอร์ขนาด 600 มิลลิลิตร  คนใหส้ารละลายเขา้กนัดีเก็บสารละลายในขวดแกว้เพ่ือน้ีไวใ้ชต้่อไป 
 3. การท ามาตรฐานสารละลายกรดเกลือ 
  3.1 ปิเปตสารละลายกรดเกลือมา 25 มิลลิลิตร  ใส่ลงในขวดรูปกรวยขนาด 250 
มิลลิลิตร   
  3.2 เติมสารละลายฟีนอล์ฟทาลีน 2-3 หยด เขยา่สารละลายในขวดใหเ้ขา้กนั 
  3.3 ไทเทรตดว้ยสารละลายมาตรฐานทติุยมภูมิโซเดียมไฮดรอกไซด์  จนกระทัง่
สารละลายในขวดเปล่ียนเป็นสีชมพูอ่อน  บนัทึกปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
  3.4 ไทเทรตซ ้ า 2 ครั้ ง 
  3.5 ค านวณหาความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของสารละลายกรดเกลือ 
วิธีการ 
 1. ชัง่ตวัอยา่งใหไ้ดน้ ้ าหนกัแนน่อน ประมาณ 1-2 กรัม  ใส่ลงในขวดยอ่ยโปรตีน 
 2. การยอ่ย 
  2.1 เติมตัวเร่งผสม (Catalyst) ระหว่าง CuSO4กับ K2SO4 (CiSO4 0.5 กรัม และ 
K2SO4 5 กรัม) ในขวดยอ่ยโปรตีน  เพ่ือเร่งปฏิกิริยาการยอ่ย 
  2.2 เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 20 มิลลิลิตร (ค่อย ๆ ไหลตามขา้งขวด) เขย่าเบา ๆ จน
แป้งไมจ่บักนัเป็นกอ้น  ปิดปากขวดดว้ยกระเปาะแกว้กลม 
  2.3 ยอ่ยบนอุปกรณ์ใหค้วามร้อนอ่อน ๆ จนไดส้ารละลายสีเขียวใส 
  2.4 ปล่อยท้ิงใหเ้ยน็ 
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 3. การกลัน่ 
  3.1 เม่ือสารละลายมีอุณหภูมิลดลงแล้ว  จึงเติมน ้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร  และเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขน้ขน้ 40% 
  3.2 จดัอุปกรณ์กลัน่ 
  3.3 เติมกรดบอริกเขม้ขน้ 4% ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่  แล้วหยด
อินดิเคเตอร์5-6 หยด  น าไปรองรับของเหลวรองรับสารละลายท่ีกลัน่ได ้ โดยใช้อุปกรณ์ควบแน่น
จุม่ในสารละลายกรดบอริก 
  3.4 กลัน่จนกระทัง่ไมมี่แอมโมเนียเหลือ  ใหไ้ดส้ารละลายท่ีกลั่นได้ประมาณ150 
มิลลิลิตร 
 4. การไทเทรต 
  4.1 ไทเทรตสารละลายท่ีกลั่นได้ด้วยกรดไฮโดรคลอริกท่ีทราบความเข้มข้น
แน่นอน สังเกตสีของสารละลายจะเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีม่วงอ่อน  จดปริมาตรของกรดไฮโดร
คลอริกท่ีใช ้
  4.2 ท า blank โดยใส่สารเคมีและขั้นตอนการวิเคราะห์เช่นเดียวกบัตัวอย่าง  แต่ไม่
ใส่ตวัอยา่ง 
 

ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ)=            (   )  
 

 
 
 โดย  A = ปริมาตรกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไทเทรตกบัตวัอยา่ง 
  B =ปริมาตรกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไทเทรตกบั blank 
  W = น ้ าหนกัตวัอยา่ง 
  N =ความเข้มขน้ของกรดไฮโดรคลอริก (นอร์มอล) 
  F = แฟกเตอร์เทา่กบั 5.95 
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4. การวิเคราะห์ปริมาณเถ้า 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 1. ถว้ยครูซิเบิล 
 2. เตาไฟฟ้า 
 3. เตาเผา 
 4. เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต าแหน่ง 
 5. เดซิเคเตอร์ 
วิธีการ 
 1. เผาครูซิเบิลเพ่ือหาน ้ าหนกัท่ีแน่นอน 
 2. ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 5 กรัม ใส่ครูซิเบิล  น าไปเผาบนเตาไฟฟ้าจนควนัหมด 
 3. น าไปเผาจนไดต้่อในเตาไฟฟ้าท่ีอุณหภมิู 550ºC นานประมาณ 2-3 ชั่วโมงจนกระทัง่ได้
เถา้สีขาวหรือสีเทา 
 4. จากนั้นน ามาใส่เดซิเคเตอร์  ท้ิงใหเ้ยน็ท่ีอุณหภมิูหอ้งแลว้น าไปชัง่เผาตวัอยา่งซ ้ านานครั้ ง
ละ30 นาที  จนไดน้ ้ าหนกัต่างกนัไมเ่กิน 1 มิลลิกรัม 
 

ปริมาณเถา้ (ร้อยละโดยน ้ าหนกั)= (     )
(    )

 100 

  
 โดย  W = น ้ าหนกัของครูซิเบิล (กรัม) 
  W1 = น ้ าหนกัของครูซิเบิลและตวัอยา่งก่อนเผา (กรัม) 
  W2 = น ้ าหนกัของครูซิเบิลและตวัอยา่งหลงัเผาจนน ้ าหนกัคงท่ี (กรัม 
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