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บทที่ 1  

บทนํา 

 

1.1 ความสําคญัและทีม่าของปัญหาการวจิัย 

ในปัจจุบนัอาหารเพือ่สุขภาพ หรือ   Functional food  ซ่ึงหมายถึงอาหารหรือส่วนประกอบ

ท่ีมีอยูใ่นอาหารท่ีก่อใหเ้กิดประโยชน์ต่อสุขภาพของผูบ้ริโภค  รวมทั้งมีส่วนช่วยในเร่ืองของการ

ป้องกนัและรักษาโรค  ซ่ึงจะมีความหมายครอบคลุมทั้งอาหารเสริม  สารทดแทนนํ้าตาล  สาร

ทดแทนไขมนั  อาหารท่ีมีเส้นใยสูง  ผกั  เน้ือสัตวท่ี์มีไขมนัตํ่า  และอาหารท่ีมีแคลอรีตํ่า  มีแนวโนม้

ความตอ้งการจากผูบ้ริโภคมากยิง่ข้ึน ทั้งภายในและต่างประเทศ  สาระสาํคญัอีกชนิดหน่ึง ของ

สารประกอบอาหาร ท่ีมีผลต่อการสร้างเสริมสุขภาพ ( functional ingredients) และน่าสนใจใน

ปัจจุบนั คือสตาร์ชท่ีมีพลงังานตํ่า หรือ Resistant starch ซ่ึงมีคุณประโยชน์ต่อสุขภาพเช่นเดียวกบัใย

อาหาร (dietary fiber) ซ่ึงหากบริโภคเป็นประจาํจะสามารถช่วยลดความเส่ียงต่อโรคอายรุกรรมต่าง  

ๆ ได ้เช่น  โรคเบาหวาน , โรคอว้น , โรคหวัใจ และโรคมะเร็ง เป็นตน้  ทั้งน้ีเน่ืองมาจากขอ้มูลจาก

การศึกษาและงานวจิยัต่าง ๆ ท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงบทบาทของอาหารท่ีมีต่อการเกิดโรคต่าง ๆ ของ

มนุษย ์ และทาํใหผู้บ้ริโภคมีแนวโนม้ท่ีจะบริโภคอาหารเพิ่มสุขภาพมากข้ึน  เช่น  การบริโภค

อาหารชีวะจิต  การบริโภคอาหารเพิ่มเส้นใย  เป็นตน้  ดงันั้นตลาดของอาหารเพื่อสุขภาพจึงเติบโต

อยา่งรวดเร็ว 

ขา้วเป็นพชืเศรษฐกิจท่ีมีความสาํคญัมากของประเทศไทย ทั้งในดา้นการบริโภคภายในและ

การส่งออกไปในตลาดโลก   ปัจจุบนัไทยครองส่วนแบ่งการตลาดขา้วโลกเป็นอนัดบั 1 ดว้ยสดัส่วน

ร้อยละ 30.48  ตั้งแต่ปี  2545 เป็นตน้มา  การส่งออกผลิตภณัฑข์า้วแปรรูปของไทยนบัวา่เป็นสินคา้

ดาวรุ่งท่ีมีการขยายตวัสูงและต่อเน่ืองทุกปี  พบวา่มีการเติบโตในอตัราเฉล่ียร้อยละ 2.61 ต่อปี ตั้งแต่

ปี 2545–2550 และมีการเติบโตอยา่งมากในปี 2551 ซ่ึงมีมูลค่าสูงถึง 10,013 ลา้นบาท ขยายตวัจากปี 

2550 มากถึงร้อยละ 37  โดยผลิตภณัฑส่์งออกหลกัไดแ้ก่ เส้นก๋วยเต๋ียว-เส้นหม่ีพร้อมปรุงหรือ

สาํเร็จรูป แป้งขา้วเหนียว แป้งขา้วเจา้ (สมาคมส่งออกขา้วไทย , 2555) เป็นตน้  ดงันั้นหากสามารถ

พฒันาผลิตภณัฑแ์ปรรูปขา้วใหก้วา้งขวางยิง่ข้ึน ยอ่มเป็นการเพิ่มมูลค่าของขา้วใหสู้งข้ึน ในปัจจุบนั

จึงมีการนาํสตาร์ชขา้วเจา้และสตาร์ชขา้วเหนียวมาใชใ้นอุตสาหกรรมต่าง  ๆ มากมาย  ทั้ง

อุตสาหกรรมอาหารและอ่ืน  ๆ แต่อยา่งไรก็ตามสตาร์ชดิบ (native starch) จะมีคุณสมบติับาง

ประการท่ีไม่เหมาะสมต่อการนาํไปใช ้เช่น มีความคงทนต่อแรงเฉือนในกระบวนการผลิตหรือ

ความคงทนต่อสภาวะต่าง  ๆ ตํ่า มีช่วงความหนืดท่ีแคบ  ดงันั้นจึงมีการนาํสตาร์ชมาปรับเปล่ียน
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คุณสมบติับางประการเพื่อใหมี้ความเหมาะสมต่อการนาํไปใชง้านและก่อใหเ้กิดประโยชน์ต่อ

สุขภาพของผูบ้ริโภค  ซ่ึงเรียกวา่ สตาร์ชดดัแปร (modified starch)  

สตาร์ชทนการยอ่ย ต่อเอนไซม ์  (enzyme resistant starch หรือ resistant starch)  เป็นสตาร์ช

ท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มของสตาร์ชดดัแปร โดยจากคาํนิยามของ European Flair Concerted Action on 

resistant starch  (EURESTA) กล่าววา่สตาร์ชทนการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์หมายถึง สตาร์ชและ

ผลิตภณัฑข์องสตาร์ชท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์ละถูกดูดซึมในลาํไส้เล็กของมนุษยสุ์ขภาพ

ดี (Euresta, 1992)  ดงันั้น resistant starch (RS) จึงจดัอยูใ่นกลุ่มของเส้นใยอาหาร (dietary fiber)  

(Yue and Waring, 1998)  RS สามารถผา่นเขา้ไปถึงลาํไส้ใหญ่และถูกหมกัโดยจุลินทรียใ์นลาํไส้

ใหญ่ไดผ้ลิตภณัฑอ์อกมาเป็นกรดไขมนัสายสั้น ๆ เช่น acetic acid,  propionic acid  และ butyric 

acid  เป็นตน้  โดยทัว่ไป  RS แบ่งเป็น 4 ประเภท (Sajilata et al., 2006) คือ Resistant Starch type I  

(RS1) เป็นสตาร์ชท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยไดด้ว้ยเอนไซม ์ เน่ืองจากถูกตรึงไวใ้นเซลหุม้เมล็ด   เป็น RS 

ท่ีสามารถเกิดข้ึนเองไดต้ามธรรมชาติแต่เป็นส่วนนอ้ย   ส่วนใหญ่พบในเมลด็ขา้ว (grain), เมลด็

ธญัพชื (seeds) และถัว่ (legume)  ส่วน Resistant Starch type II (RS2) เป็น RS ท่ีอยูใ่นรูปเมด็สตาร์ช

ดิบ (native granular starch) พบไดใ้นสตาร์ชมนัฝร่ัง (potato starch) และกลว้ยดิบ (green banana)  

สาํหรับ Resistant Starch type III (RS3) เป็นสตาร์ชท่ีเกิดจากการรีโทรเกรเดชนั (retrogradation) 

ของอะมิโลส  Resistant Starch type IV (RS4) เกิดจากการดดัแปรสตาร์ชทางเคมี  ในปัจจุบนันกัวจิยั

และโรงงานอุตสาหกรรมอาหารเร่ิมใหค้วามสนใจและศึกษาเก่ียวกบั RS3 ซ่ึงเป็น RS ท่ีเกิดจากการ

รีโทรเกรเดชนั (retrogradation) ของเจลสตาร์ช และเป็น RS ท่ีมีความสาํคญัมากกวา่ RS ประเภท

อ่ืน เน่ืองจากมีความเสถียรต่อความร้อน (thermal stability)  ทาํใหท้นต่อกระบวนการหุงตม้ปกติ  

นอกจากน้ีก็มีรายงานวา่ RS3 ยงัสามารถถูกหมกัและผลิต butyric acid ไดม้ากกวา่ RS2 และ 

oligosaccharide อีกดว้ย (Brouns et al., 2002; Arrigoni et al., 2001)  จากความสาํคญัของ RS ดงัท่ี

กล่าวจึงทาํใหมี้การนาํ  RS มาประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารมากข้ึน โดยใชเ้ป็นส่วนผสมแทน

การใชเ้ส้นใยอาหารจากแหล่งอ่ืน  ๆ และใชเ้พิ่มปริมาณเส้นใยอาหาร (fiber fortified) ซ่ึงจะใชใ้น

ผลิตภณัฑอ์าหารท่ีปรุงสุกและผา่นการอบ เช่น เบเกอร่ี ผลิตภณัฑธ์ญัญชาติสาํเร็จรูป (RTE Cereal) 

และขนมขบเค้ียว อาหารเส้น  (pasta/noodle) และอาหารทอด เป็นตน้   เน่ืองจากทนความร้อนไดสู้ง 

จึงทาํใหแ้นวโนม้การใช ้RS เป็นแหล่งใยอาหารในอาหารท่ีเสริมใยอาหาร (fiber fortification)ไดรั้บ

ความสนใจมาก 

 ปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งในการผลิตสตาร์ชท่ีมี RS สูง มีหลายปัจจยัดว้ยกนั เช่น  การเกิดรีโทรเกร

เดชนัของโมเลกลุอะมิโลส (Eerlinge and Delcour, 1995; Brouns, Kettlitz, and Arrigomi, 2002; 

Yijun Sang et al., 2006)  มีความเสถียรต่อความร้อนสูงจึงสามารักษาคุณค่าทางโภชนาการไวไ้ดใ้น

กระบวนการหุงตม้ปกติ และในช่วง ค.ศ. 1994 – ปัจจุบนั มีรายงานการเตรียมแป้งสตาร์ช RS3 จาก
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การดดัแปรแป้งโดยการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนส ซ่ึงพบวา่การตดัก่ิงทาํใหมี้ปริมาณ RS3 

เพิ่มข้ึน (Chiu, Henley and Altieri, 1994; Guraya, James and Champagne, 2001; Lehmann, 

Jacobasch and Schmiedl, 2002; Gonzalez-Soto, Agama-Acevedo, Solorza-Feria, Rendon-

Villalobos, and Bello-Perez, 2004; Shin et al., 2004; Hamaker and Han, 2004; González et al., 

2006; Ozturk et al., 2009)  เน่ืองจากการตดัก่ิงของแป้งสตาร์ชส่งผลต่อการเกิดโมเลกุลสายโซ่ท่ีเป็น

เส้นตรงท่ีสนบัสนุนใหเ้กิด RS3 ในปริมาณสูง (Berry, 1986)  อยา่งไรก็ตาม การศึกษาปัจจยัต่าง ๆ 

ของการผลิตขา้วท่ีมี RS สูงยงัมีนอ้ยมาก  ดงันั้นการศึกษาชนิดของพนัธ์ุขา้ว โครงสร้างของอะมิโล

เพคตินในสตาร์ชขา้ว  ตลอดจนผลของตวัแปรต่าง ๆ  เช่น ปริมาณอะมิโลสท่ีแตกต่างกนั ชนิดของ

เอนไซมต์ดัก่ิงท่ีมี ผลต่อการเกิดสตาร์ชขา้วท่ีมี  RS สูงนั้น ก่อใหเ้กิดองคค์วามรู้ใหม่ท่ีสามารถ

นาํไปสู่การประยกุตใ์ชใ้หเ้หมาะสมในกระบวนการผลิตสตาร์ชขา้วท่ีมี  RS สูงสาํหรับ

ภาคอุตสาหกรรมในอนาคต ซ่ึงองคค์วามรู้เหล่าน้ีถือ เป็นพื้นฐานและแนวทางในการ พฒันา

ผลิตภณัฑน์วตักรรมใหม่ในอุตสาหกรรมแปรรูปขา้ว ในประเทศ  เพื่อเพิ่มมูลค่าใหก้บัขา้วไทยได้

มากยิง่ข้ึน 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวจิัย 

1.2.1 เพือ่ศึกษาชนิดของเอนไซมต์ดัก่ิง (debranching enzyme) ท่ีมีผลต่อระดบัการตดัก่ิง 

ปริมาณและคุณสมบติัของ RS3 

 1.2.2 เพื่อศึกษาผลของปริมาณอะมิโลส และ โครงสร้างอะมิโลเพคตินในสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ

ต่าง ๆ ต่อปริมาณและคุณสมบติัของ RS3 

 

1.3 สมมติฐานของการวจิัย 

 ชนิดของเอนไซมต์ดัก่ิง และการทาํงานร่วมกนัของเอนไซมต์ดัก่ิง มีผลต่อระดบัการตดัก่ิง

ซ่ึงส่งผลถึงปริมาณและคุณสมบติัของ RS3, ปริมาณอะมิโลสและโครงสร้างของอะมิโลเพคตินของ

สตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ มีผลต่อปริมาณ RS3 ตลอดจนคุณสมบติัทางผลึกและคุณสมบติัทางความ

ร้อน 

 

1.4 ขอบเขตของการวจิยั 

 งานวจิยัน้ีศึกษาเก่ียวกบั ชนิดของเอนไซมต์ดัก่ิง  โดยตวัแปรท่ีทาํการศึกษาคือ การใช้

เอนไซมเ์พยีงชนิดเดียว และการใชเ้อนไซมร่์วมกนัในกระบวนการตดัก่ิง ต่อระดบัการตดัก่ิง ระดบั

การยอ่ย ปริมาณและคุณสมบติัต่าง ๆ ของ RS3 ศึกษาสตาร์ชขา้ว 3 พนัธ์ุ คือ กข 6, พษิณุโลก 2 และ
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สุพรรณบุรี 90 ท่ีมีปริมาณอะมิโลสและโครงสร้างอะมิโลเพคตินแตกต่างกนั และศึกษาผลของ

โครงสร้างอะมิโลเพคตินของสตาร์ชขา้วต่อปริมาณและคุณสมบติัของ RS3 

 

1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  

ทาํใหท้ราบถึงการทาํงานของเอนไซมต์ดัก่ิง 2 ชนิด ปริมาณอะมิโลส และโครงสร้าง  อะ

มิโลเพคติน ต่อการเกิด RS3 เพื่อนาํองคค์วามรู้เหล่าน้ีมาประยกุตใ์ชใ้นการผลิต RS3 จากสตาร์ชขา้ว

ในภาคอุตสาหกรรม และปรับปรุงคุณสมบติัของ RS3 ใหเ้หมาะสมกบัอุตสาหกรรมอาหารต่อไป
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บทที่ 2 

ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง  

 

2.1 สตาร์ช  

 แป้ง  หมายถึง  คาร์โบไฮเดรตท่ีมีองคป์ระกอบของคาร์บอน ไฮโดรเจนและออกซิเจนเป็น

ส่วนใหญ่  ซ่ึงมีส่ิงเจือปนอ่ืน  ๆ เช่น โปรตีน ไขมนั และเกลือแร่นอ้ยมาก  สตาร์ชท่ีผลิตโดยทัว่ไป

ยงัมีส่วนประกอบอ่ืน  ๆ อยูม่าก เรียกวา่ ฟลาว (flour)  ตวัอยา่งเช่น  ฟลาวขา้วโพด (corn flour),  

ฟลาวขา้วสาลี (wheat flour), และฟลาวขา้ว (rice flour)  เป็นตน้  ซ่ึงมีส่วนประกอบโปรตีนสูง  

ดงันั้น  สตาร์ช  หมายถึง  ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการนาํฟลาวมาผา่นกระบวนการกาํจดัส่วนประกอบ

ทางเคมีอ่ืน ๆ ท่ีอยูร่วมกบัสตาร์ชออก  เพื่อทาํใหส้ตาร์ชบริสุทธ์ิ  เช่น สตาร์ชขา้วโพด (corn starch),  

สตาร์ชขา้วสาลี (wheat starch)  และสตาร์ชขา้ว (rice starch)  รุ่งนภา พงศส์วสัด์ิมานิต และคณะ 

(2546)  ไดเ้ตรียมสตาร์ชขา้วไทยพนัธ์ุต่าง ๆ  ทาํไดโ้ดยนาํเมล็ดขา้วท่ีผา่นการโม่เปียก (wet milling)  

เพื่อใหไ้ดฟ้ลาวจากนั้นนาํมาสกดัโปรตีนโดยการใชส้ารเคมีต่าง ๆ เช่น สารละลายเกลือโซเดียมคลอ

ไรดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 5 , เอทานอลร้อยละ 95 และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดร้์อยละ 0.35  พบวา่

สตาร์ชท่ีเตรียมไดมี้โปรตีนนอ้ยกวา่ร้อยละ 0.5  มีปริมาณของไขมนันอ้ยกวา่ร้อยละ 0.1  ปริมาณเถา้

ร้อยละ 0.4 โดยนํ้าหนกัแหง้  และปริมาณสตาร์ชขา้วของทุกพนัธ์ุท่ีไดม้ากกวา่ร้อยละ 95 โดย

นํ้าหนกัแหง้ 

 

 2.2 โครงสร้างและองค์ประกอบของสตาร์ช 

 สตาร์ช มีสูตรเคมีโดยทัว่ไปคือ (C6H10O5)  เป็นพอลิเมอร์กลูโคสซ่ึงประกอบดว้ยหน่วย

ของนํ้าตาลกลูโคสเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะกลูโคซิดิก (glucosidic linkage)  ท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 1 

ทางตอนปลายของสายพอลิเมอร์  มีหน่วยกลูโคสท่ีมีหมู่แอลดีไฮด ์ (aldehyde group) เรียกวา่ปลาย

รีดิวซ่ิง (reducing end group)  สตาร์ชประกอบดว้ยพอลิเมอร์ของกลูโคส 2 ชนิด  คือ  พอลิเมอร์เชิง

เส้น (อะมิโลส, amylose)  และพอลิเมอร์เชิงก่ิง (อะมิโลเพคติน, amylopectin)  ซ่ึงสตาร์ชจากแหล่ง

ท่ีแตกต่างกนัจึงทาํใหคุ้ณสมบติัของสตาร์ชแต่ละชนิดแตกต่างกนั (กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู, 2546) 

 2.2.1 อะมิโลส  

 อะมิโลสเป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นของนํ้าตาลกลูโคส  ประกอบโดยโมเลกุลของกลูโคส

ประมาณ 200 ถึง 2,000 หน่วย  เช่ือมต่อกนัดว้ย พนัธะ  α-1,4-glycosidic linkage  ดงัภาพท่ี 2.1 

นํ้าหนกัโมเลกุลของอะมิโลสอยูใ่นช่วง 10 5 ถึง 10 6 ดาลตนั  ซ่ึงอะมิโลสในสตาร์ชแต่ละชนิดจะมี
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นํ้าหนกัโมเลกุลท่ีแตกต่างกนัออกไป  และมีค่าระดบัขั้นของพอลิเมอไรเซชัน่ (degree of 

polymerization, DP) ท่ีแตกต่างกนัอีกดว้ย  สาํหรับตาํแหน่งของอะมิโลสภายในเมด็สตาร์ชจะข้ึนอยู่

กบัชนิดของสตาร์ช  โดยอะมิโลสบางส่วนอยูใ่นกลุ่มของอะมิโลเพคติน  บางส่วนกระจายอยูท่ ั้งใน

ส่วนอสญัฐาน (amorphous regions)  และส่วนผลึก (crystalline regions)  อะมิโลสท่ีมีขนาดโมเลกลุ

ใหญ่จะพบเป็นเกลียวคู่กบัอะมิโลเพคตินอยูใ่จกลางเมด็สตาร์ช  สาํหรับอะมิโลสท่ีมีขนาดโมเลกุล

เล็กจะพบอยูต่ามขอบของเมด็ สตาร์ช (Hizukuri, 1995) อะมิโลส  สามารถรวมตวัเป็นสารประกอบ

เชิงซอ้นกบัไอโอดีนและสารประกอบอินทรียอ่ื์น ๆ เช่น บิวทานอล, กรดไขมนั, ฟีนอล, สารลดแรง

ตรึงผวิหลายชนิด และไฮโดรคาร์บอน  โดยสารประกอบเชิงซอ้นเหล่าน้ีจะไม่ละลายในนํ้า  

เน่ืองจากอะมิโลสจะพนัเป็นเกลียวลอ้มรอบสารละลายอินทรียเ์หล่าน้ี  แต่เม่ืออยูใ่นสารละลาย

โครงสร้างอะมิโลสจะมีหลายรูปแบบ คือ ลกัษณะเป็นเกลียวมว้น (helix) เกลียวท่ีคลายตวั 

(interrupted helix) หรือมว้นอยา่งไม่เจาะจง (random coil)  การท่ีอะมิโลสจะอยูใ่นรูปแบบใดนั้น

ข้ึนอยูก่บัชนิดของตวัทาํละลาย  อุณหภูมิ  และขนาดโมเลกุลของอะมิโลส 

 

 

ภาพที ่2.1 โครงสร้างอะมิโลสและโครงสร้างอะมิโลเพคติน 

 แหล่ง ท่ีมา : Tester,Karkalas and Qi (2004) 

 

    รุ่งนภา พงศส์วสัด์ิมานิต และคณะ (2546)   ไดท้าํการศึกษาปริมาณอะมิโลสของขา้วไทย

พนัธ์ุต่าง  ๆ  ดว้ยวธีิการตกตะกอนอะมิโลเพคตินดว้ย concanavalin A หรือ Con-A  ซ่ึงสามารถ

จาํแนกสตาร์ชขา้วออกเป็น 3 กลุ่ม  คือ  ขา้วพนัธ์ุอะมิโลสตํ่าซ่ึงมีปริมาณอะมิโลสปรากฎ (apparent 

amylose) ปริมาณร้อยละ 3.80  กลุ่มท่ี 2 เป็นขา้วท่ีมีปริมาณอะมิโลสปานกลางซ่ึงมีปริมาณอะ

มิโลสปรากฎประมาณร้อยละ 12.38 ถึง 18.00   และกลุ่มสุดทา้ยเป็นกลุ่มท่ีมีปริมาณอะมิโลสสูงซ่ึง

มีปริมาณอะมิโลสปรากฎประมาณร้อยละ 20.31 ถึง 26.68  นอกจากน้ียงัไดท้าํการวเิคราะห์
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ปริมาณอะมิโลสในสตาร์ชขา้วโดยใชว้ธีิการเกิดสีกบัไอโอดีน (Juliano, 1984)  พบวา่จะใหค้่า

ปรากฏท่ีสูงกวา่การวเิคราะห์ดว้ยวธีิ Con-A  โดยพบวา่ร้อยละความแตกต่างระหวา่งค่าปริมาณอะ

มิโลสท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ทั้งสองวธีิจะอยูใ่นช่วงตั้งแต่ 10 จนถึง 50  ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นวา่ปริมาณอะ

มิโลสท่ีวเิคราะห์ไดจ้ะข้ึนอยูก่บัวธีิการวเิคราะห์ดว้ย  ทั้งน้ีอาจเป็นผลมาจากการรบกวนดว้ยโมเลกุล

ของอะมิโลเพคตินและโมเลกุลท่ีมีขนาดกลาง (intermedial material) 

2.2.2 อะมิโลเพคติน  

 อะมิโลเพคตินเป็นพอลิเมอร์เชิงก่ิงของกลูโคส  โครงสร้างจะประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็น

เส้นตรงของกลูโคสเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-(1,4) glucosidic linkage  และส่วนท่ีเป็นก่ิงสาขาท่ีเป็น

พอลิเมอร์กลูโคสสายสั้นมีขนาดโมเลกุลอยูใ่นช่วง 10 ถึง 60 หน่วย  เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-(1,6) 

glucosidic linkage  (กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู, 2546)  แสดงดงัภาพท่ี 2.1  หน่วยยอ่ยกลูโคสที่มีพนัธะ

กลูโคซิดิกชนิด α-(1,6) มีอยูป่ระมาณร้อยละ 5 ของปริมาณกลูโคสในอะมิโลเพคตินทั้งหมด  ขนาด

โมเลกุลของอะมิโลเพคตินในสตาร์ชแต่ละชนิดจะมีค่าประมาณ 2 ลา้นหน่วย  และมีนํ้าหนกั

โมเลกุลประมาณ 107 ถึง 109 ดาลตนั  และมีอตัราในการคืนตวัตํ่าเน่ืองจากอะมิโลเพคตินมีลกัษณะ

โครงสร้างเป็นก่ิง 

 ลกัษณะโครงสร้างแบบก่ิงของอะมิโลเพคตินประกอบดว้ยสายโซ่ 3 ชนิด  คือ  สาย A (A-

chain) เป็นสายโซ่ท่ีเช่ือมต่อกบัสายอ่ืนท่ีตาํแหน่งเดียวไม่มีก่ิงเช่ือมต่อออกจากสายชนิดน้ี 

(unbranched structure)  สาย B (B-chain) มีโครงสร้างแบบก่ิงเช่ือมต่อกบัสายอ่ืนอีก 2 สายหรือ

มากกวา่  และสาย C (C-chain) เป็นสายแกนซ่ึงประกอบดว้ยหมู่รีดิวซิง 1 หมู่ทีเ่ป็นอิสระและถูก

แทนท่ีเพยีงจุด C-6 (primary hydroxyl group)  ซ่ึงในอะมิโลเพคตินแต่ละโมเลกุลจะประกอบดว้ย

สาย C หน่ึงสายเท่านั้น  เน่ืองจากมีการเช่ือมต่อ A-chain, B-chain และC-chain  ภายในโมเลกลุอะ

มิโลเพคตินดว้ยพนัธะ α-(1,6) glycosidic linkage  ซ่ึงมีสาย C-chain เพียงหน่ึงสายโซ่ต่อโมเลกุล  

ดงันั้น  อตัราส่วนของ A-chain และ B-chain  จึงมีความสาํคญัเน่ืองจากเป็นการแสดงถึง degree of 

multiple branching ของโมเลกุลซ่ึงอะมิโลเพคตินหน่ึงโมเลกุลจะมีอตัราส่วนของ A-chain ต่อ B-

chain ประมาณ 1.5-2.6 : 1 (กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู, 2546) 

    รุ่งนภา พงศส์วสัด์ิมานิต และคณะ (2546)  ทาํการศึกษา ร้อยละการกระจายตวัของก่ิง

กา้นอะมิโลเพคตินของขา้วไทยพนัธ์ุต่าง  ๆ  ดว้ยเคร่ือง High Performance Anionic Exchange 

Chromatography (HPAEC) พบวา่ขา้วท่ีมีปริมาณอะมิโลสตํ่า  มีค่าร้อยละของการกระจายตวัของ

ความยาวก่ิงกา้นอะมิโลเพคตินสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 4 ช่วง คือ DP (degree of polymerization) 

6-12, DP 13-24, DP 25-36 และDP≥37  สาํหรับขา้วท่ีมีปริมาณอะมิโลสปานกลาง  พบวา่ขา้ วพนัธ์ุ

ขาวดอกมะลิ 105  พนัธ์ุพษิณุโลก  1  พนัธ์ุพิษณุโลก 2  และพนัธ์ุกข 15  มีค่าร้อยละการกระจายตวั

ของ DP 13-24  อยูใ่นช่วง 52-55  เม่ือเปรียบเทียบแลว้นอ้ยกวา่ขา้วพนัธ์ุปทุมธานีและพนัธ์ุสังขห์ยด  

ซ่ึงมีร้อยละการกระจายตวัสูงถึง 59  สาํหรับขา้วในกลุ่มสุดทา้ยท่ีจดัวา่มีปริมาณอะมิโลสสูง

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

สามารถจาํแนกขา้วออกไดเ้ป็นสองกลุ่ม  โดยกลุ่มแรกจะมีร้อยละการกระจายตวัของความยาวก่ิง

กา้นของสายอะมิโลเพคตินสายสั้นซ่ึงมี DP 6-12  มากกวา่ DP 13-24  ไดแ้ก่  พนัธ์ุสุพรรณบุรี 90  

และพนัธ์ุชยันาท 1  สาํหรับขา้วกลุ่มท่ีสองมีร้อยละการกระจายตวัของ DP 6-12  นอ้ยกวา่ DP 13-24  

ไดแ้ก่  ขา้วพนัธ์ุเหลืองประทิว 123  พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1  พนัธ์ุขาวหา้ร้อย  พนัธ์ุกข 23  พนัธ์ุเฉ้ียง

พทัลุง  และพนัธ์ุเจก๊เชย   

 2.2.3 ขนาดและรูปร่าง   

 สตาร์ชท่ีพบในธรรมชาติจะอยูใ่นรูปของเมด็สตาร์ช ( granule)  ขนาดเล็ก  ภายในเมด็

สตาร์ชประกอบดว้ยวงแหวน (growth)  ลกัษณะของเมด็สตาร์ชชนิดต่าง  ๆ จากกลอ้งจุลทรรศน์

แบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope,SEM)  พบวา่เมด็สตาร์ชจะมีขนาด รูปร่าง และ

ลกัษณะแตกต่างกนัออกไปข้ึนอยูก่บัแหล่งสตาร์ชนั้น  ๆ  เมด็สตาร์ชขา้วเจา้มีลกัษณะแบน  มีหลาย

เหล่ียม  มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางอยูใ่นช่วง 3-5 ไมโครเมตร (กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู, 2546)   สตาร์ช

ขา้วจะมีขนาดอนุภาคเล็กท่ีสุดในบรรดาสตาร์ชธญัพืช 

 2.2.4 โครงสร้างผลึก   

 เมด็สตาร์ชมีโครงสร้างแบบก่ิงผลึก (semi-crystalline)  โดยโมเลกุลของอะมิโลสและอะ

มิโลเพคติน มีการจดัเรียงตวักนัในเมด็สตาร์ชเป็นโครงสร้างทั้งส่วนท่ีเป็นผลึก (crystallite)  และ

ส่วนท่ีเป็นอสณัฐาน (amorphous)  ส่วนอสัณฐานของเมด็สตาร์ชจะประกอบดว้ยโมเลกุลของอะ

มิโลสและสายโซ่ยาวของอะมิโลเพคติน  แสดงดงัภาพ 2.2 (Jane, Wong and McPherson, 1997)  

ในขณะท่ีส่วนท่ีเป็นผลึกเกิดจากการจดัเรียงตวักนัของสายโซ่ในโมเลกลุของอะมิโลเพคตินในแนว

รัศมีเป็นช้ิน  ๆ ต่อกนัของคลสัเตอร์อะมิโลเพคติน (series of stacked amylopectin clusters)  ซ่ึงใน

แต่ละคสัเตอร์จะประกอบดว้ยชั้นผลึก (Crystalline lamellae)  ซ่ึงเกิดจากสายโซ่สั้นของอะมิโลเพ

คตินท่ีจดัเรียงตวัในลกัษณะเกลียวมว้นคู่ (double helix) อยา่งเป็นระเบียบสลบักบัชั้นอสัณฐาน 

(amorphous lamellae)  ซ่ึงเกิดจากบริเวณท่ีเป็นก่ิงของสายอะมิโลเพคตินท่ีมีการจดัเรียงตวัอยา่งไม่

เป็นระเบียบ  จะเห็นไดว้า่สายอะมิโลเพคตินจะเป็นส่วนประกอบทั้งในส่วนโครงสร้างผลึกและ

ส่วนอสณัฐาน  และพบวา่ร้อยละ 80-90 ของจาํนวนอะมิโลเพคตินจะอยูใ่นส่วนของชั้นผลึก  ส่วน

ร้อยละ 10-20 ท่ีเหลือจะอยูใ่นส่วนอสณัฐาน โดยส่วนท่ีเป็นชั้นผลึกจะเป็นส่วนท่ีทาํใหเ้มด็สตาร์ชมี

ความแขง็แรงคงรูปร่างของเมด็สตาร์ชไวไ้ด ้ ส่วนอสัณฐานจะเป็นส่วนท่ียดึเกาะชั้นผลึกไวด้ว้ยกนั  

และเป็นส่วนท่ีสร้างความยดืหยุน่ใหก้บัเมด็สตาร์ช (Chang et.al, 2009) 

 เมด็สตาร์ชจะมีโครงสร้างผลึก 3 แบบ  ข้ึนกบัความหนาแน่นในการจดัเรียงตวัของเกลียวคู่  

ถา้เกิดการจดัเรียงตวัหนาแน่นจะเกิดเป็นผลึกแบบ A (A-type)  เช่น  สตาร์ชจากธญัพืชและราก  ถา้

จดัเรียงตวักนัอยา่งหลวม  ๆ จะเกิดผลึกแบบ B (B-type)  เช่น  สตาร์ชจากพืชหวั  และถา้มีกา ร

จดัเรียงตวัทั้งแบบ A และ B รวมกนั  จะเกิดผลึกแบบ C (C-type)  เช่น  สตาร์ชจากพืชตระกลูถัว่  

(กลา้ณรงค ์และคณะ, 2546)  นอกจากผลึกแบบ A, B และC แลว้  บางคร้ังยงัปรากฏลกัษณะผลึก 
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แบบ V (V-type)  ซ่ึงแสดงถึงโครงสร้างผลึกท่ีซบัซอ้นท่ีเกิดจากการจบักนัของอะมิโลสกบั

แอลกอฮอลท่ี์เป็นเส้นตรง  ไอโอดีน หรือ กรดไขมนั  ซ่ึงลกัษณะผลึกแบบ V จะพบในสตาร์ชท่ีมี

ปริมาณอะมิโลสมากกวา่หรือเท่ากบัร้อยละ 40  เช่น  ในสตาร์ชขา้วโพดท่ีมีการดดัแปลงพนัธุกรรม 

(Jacobs and Donald, 1998) 

ภาพที ่2.2 ลกัษณะโครงสร้างแบบก่ึงผลึกของเมด็สตาร์ช 

 แหล่ง ท่ีมา : Jacobs and Donald (1998) 

  

สตาร์ชบางชนิดอาจใหผ้ลึกมากกวา่ 1 แบบ  เช่นสตาร์ชมนัสาํปะหลงั  ซ่ึงสามารถตรวจพบ

ลกัษณะผลึกทั้งแบบ A และ C  โดยโครงสร้างผลึกท่ีแตกต่างกนัจะใหล้กัษณะการกระ เจิงแสง

ต่างกนั  และสามารถตรวจสอบชนิดโครงสร้างของเมด็สตาร์ชไดโ้ดยใชเ้ทคนิควธีิเอกซ์-เรยดิ์ฟ

แฟรกชัน่ (X-ray diffraction, XRD)  สตาร์ชท่ีมี X-ray diffraction pattern ชนิด A-type  จะพบพคีคู่ 

(double peak) ท่ีมุมหกัเห (diffraction angle) หรือท่ี 2θ ท่ี 17º และ 18º  และพคีเด่ียวท่ีตาํแหน่ง 2 θ 

เท่ากบั 23º  ส่วนสตาร์ชท่ีมี X-ray diffraction pattern ชนิด B-type  จะพบพีคขนาดเล็กท่ีตาํแหน่ง 

2θ ท่ี 5.6º และ 17º  และมีพคีคู่ท่ีตาํแหน่ง 2 θ ท่ี 22º และ 24º  และสตาร์ชท่ีมี X-ray diffraction 

pattern ชนิด C-type  จะมีลกัษณะของกราฟอยูร่ะหวา่ง A-type และ B-type  คือ  จะมีพีคขนาดเล็กท่ี

ตาํแหน่ง 2θ ท่ี 5.6º และมีพคีท่ีตาํแหน่ง 17º และ 17.9º (กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู, 2546 ; นิติ, 2543)  

นอกจากน้ีลกัษณะผลึกแบบ V  ซ่ึงเป็นรูปแบบท่ีเกิดจากการรวมตวักนัของอะมิโลสกบัไขมนัเกิด

เป็นสารประกอบเชิงซอ้นของอะมิโลสกบัไขมนั (amylose-lipid complex)  โดยจะใหพ้ีคเด่ียวท่ี

ตาํแหน่ง 2θ ท่ี 13º และ 20º (Derycke et al., 2005) 
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2.3 ประเภทของสตาร์ช   

ในกระบวนการยอ่ยอาหารพวกคาร์โบไฮเดรตหรือสตาร์ช  เร่ิมตั้งแต่อาหารเขา้สู่ปาก  ฟัน

จะทาํหนา้ท่ีเค้ียวบดอาหารใหมี้ขนาดเล็กลง  ในนํ้าลายมีเอนไซมช่ื์อแอลฟา-อะมิเลส (α-amylase)  

ซ่ึงสามารถยอ่ยสตาร์ชใหมี้ขนาดเล็กลงเป็นเดกซตริน (dextrin)  แต่การยอ่ยอาหารในปากจะเกิดข้ึน

เพยีงเลก็นอ้ย  เพราะอาหารอยูใ่นปากเป็นช่วงระยะเวลาสั้น  ๆ  จากนั้นอาหารจะถูกกลืนผา่นหลอด

อาหารไปยงักระเพาะอาหาร ซ่ึงมีเอนไซมอ์ะมิเลสอยูแ่ต่ไม่สามารถทาํงานไดเ้น่ืองจากอะมิเลสไม่

ทาํงานในสภาวะท่ีมีความเป็นกรดสูง  ดงันั้นในกระเพาะอาหารจึงเกิดกระบวนการไฮโดรไลซิส คือ

การแตกตวัของคาร์โบไฮเดรตทาํใหแ้ป้งโมเลกุลใหญ่มีขนาดเล็กลง  จากนั้นกระบวนการยอ่ยแป้งท่ี

แทจ้ริงจะเกิดที่ลาํไส้เล็กซ่ึงมีสภาพเป็นด่าง ท่ีเหมาะสมกบัสภาวะการยอ่ย  โดยนํ้าดีทาํใหล้าํไส้เล็ก

สามารถยอ่ยสตาร์ชจนสุดทา้ยไดเ้ป็นนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียวท่ีสามารถดูดซึมเขา้สู่กระแสเลือดได้   

ดงันั้นในเชิงโภชนาการสตาร์ช (nutritional starch)  โดยทัว่ไปแบ่งสตาร์ชออกเป็น 3 ประเภท  ตาม

อตัราและระยะเวลาในการยอ่ย (Englyst and Hudson, 1992)  ไดแ้ก่ สตาร์ชท่ีสามารถถูกยอ่ยได้

อยา่งรวดเร็ว (rapidly digestible starch, RDS)  สตาร์ชท่ีสามารถถูกยอ่ยไดอ้ยา่งชา้  ๆ (Slowly 

digestible starch, SDS)  และสตาร์ชทนยอ่ยต่อเอนไซม ์(resistant starch, RS) 

 

           

(a)                                                                (b) 

 

ภาพที ่2.3 (a) โครงสร้างทางผลึกชนิด A และ B , (b) รูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอก็ซเรยข์อง     

  สตาร์ชท่ีมีลกัษณะโครงสร้างทางผลึกแบบ A, B และ Vh  

 แหล่งท่ีมา : Buleon et al. (1998) 
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ตารางที ่2.1 ประเภทของสตาร์ชในอาหารเม่ือพิจารณาตามความสามารถในการถูกยอ่ย  

ประเภทสตาร์ช แหล่งของสตาร์ช การย่อยในลาํไส้เลก็ 

สตาร์ชท่ีถูกยอ่ยไดอ้ยา่ง

รวดเร็ว (Rapidly digestible 

starch : RDS) 

อาหารท่ีมีส่วนประกอบของ

สตาร์ชเม่ือผา่นการหุงตม้ 

ใหม่ ๆ 

สามารถถูกยอ่ยสลายไดอ้ยา่ง

รวดเร็วไปเป็นนํ้าตาลกลูโคส

ภายใน 20 นาที 

สตาร์ชท่ีถูกยอ่ยไดอ้ยา่งชา้ ๆ             

(Slowly digestible starch : 

SDS) 

สตาร์ชจากธญัพืชดิบ 

ผลิตภณัฑเ์ส้นท่ีทาํสุก 

สามารถถูกยอ่ยสลายไดอ้ยา่ง

ชา้ ๆ ไปเป็นนํ้าตาลกลูโคสได้

อยา่งสมบูรณ์  โดยใชเ้วลา

ตั้งแต่ 20 ถึง 110 นาที 

สตาร์ชท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยได ้            

(Resistant  starch : RS) 

เมล็ดธญัพืชท่ีถูกบด หรือ

สตาร์ชท่ีเกิดการคืนตวั 

ทนต่อการยอ่ยสลายดว้ย

เอนไซมใ์นลาํไส้เลก็ 

 แหล่งท่ีมา : Enlyst and Hudson (1992) 

 

2.4 สตาร์ชทีท่นต่อการย่อยของเอนไซม์ (RS) 

 Resistant starch หรือ RS  เป็นสตาร์ชท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มสตาร์ชดดัแปร  โดยจากคาํนิยามของ 

European Flair Concerted Action on resistant starch (EURESTA)  กล่าววา่  สตาร์ชทนยอ่ยต่อ

เอนไซม ์หรือ resistant starch  หมายถึง  สตาร์ชและผลิตภณัฑข์องสตาร์ชท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยดว้ย

เอนไซมแ์ละถูกดูดซึมในลาํไส้เล็กของมนุษยไ์ด ้ (Euresta, 1992)  RS แสดงพฤติกรรมคลา้ยคลึงกบั

ใยอาหาร  จากนั้น RS ถูกส่งผา่นไปยงัลาํไส้ใหญ่และถูกหมกัดว้ยจุลินทรียภ์ายในลาํไส้ใหญ่ได้

ผลิตภณัฑอ์อกมาเป็นกรดไขมนัสั้น  ๆ เช่น  acetic acid,  propionic acid  และ butyric acid  เป็นตน้  

โดยทัว่ไป RS สามารถแบ่งไดเ้ป็น 5 ประเภท คือ (Sajilata et al., 2006)  ไดแ้ก่ 

 1. Physically inaccessible starch (RS1)  หมายถึง  สตาร์ชท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยไดด้ว้ย

เอนไซมเ์น่ืองจากเมด็สตาร์ชถูกห่อหุม้อยูใ่นร่างแหของโปรตีน หรือถูกตรึงอยูภ่ายในเซลลหุ์ม้เมล็ด

พืช  ทาํใหเ้อนไซมไ์ม่สามารถเขา้ไปทาํปฏิกิริยาได ้ ซ่ึง RS ประเภทน้ีสามารถเกิดข้ึนไดเ้องตาม

ธรรมชาติแต่เป็นส่วนนอ้ย  โดยส่วนใหญ่พบในเมลด็พชื เช่น ถัว่หรือเมลด็ธญัพชืท่ีผา่นการโม่บด  

โดยเหลือส่วนของเมด็สตาร์ชติดอยูก่บัผนงัเซลล ์ อาหารท่ีทาํจากสตาร์ชชนิดน้ีทนต่อความร้อนใน

การทาํอาหารปกติและสามารถใชเ้ป็นส่วนผสมในอาหารไดห้ลากหลาย 

 2. Resistant granular starch (RS2) เป็นสตาร์ชท่ีเมด็สตาร์ชมีคุณสมบติัทนต่อการยอ่ยดว้ย

เอนไซมต์ามลกัษณะของโครงสร้างท่ีเป็นธรรมชาติของเมด็สตาร์ชท่ีไม่มีรูหรือช่องเปิดใหเ้อนไซม์

เขา้ไปในเมด็สตาร์ช ซ่ึงมีลกัษณะรวมตวักนัอยา่งหนาแน่นในแนวแผรั่ศมี จึงทาํใหโ้ครงสร้างมี
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ขอ้จาํกดั ยากต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์โดยส่วนใหญ่  RS ชนิดน้ีจะอยูใ่นรูแของเมด็สตาร์ชดิบ 

(native granular starch) พบไดใ้นสตาร์ชมนัฝร่ัง (potato starch) และ กลว้ยดิบ (green banana)  

 3. Retrogradation starch (RS3) คือ สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยของเอนไซม ์ซ่ึงเกิดจากการ

จดัเรียงตวัใหม่ดว้ยพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งโมเลกุลของสายอะมิโลสระหวา่งการทาํการลด

อุณหภูมิของสตาร์ชท่ีผา่นการเกิดเจลาติไนเซชนั ซ่ึงเรียกวา่ กระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชนั เกิด

เป็นโครงสร้างตาข่ายสามมิติท่ีมีความแขง็แรง และสามารถทนต่อการยอ่ยของเอนไซม ์

 4. Chemically modification starch (RS4) เป็นสตาร์ชชนิดใหม่ เกิดจากการดดัแปรทางเคมี

ท่ีทาํใหมี้พนัธะท่ีต่างไปจาก α-(1,4) หรือ α-(1,6)  โดยปฏิกิริยาการดดัแปรทางเคมีแบ่งออกเป็น 3 

ชนิด  คือ ครอสลิงกิง (cross linking)  เอสเทอร์ริฟิเคชนั (esterification)  และ อีเทอร์ริฟิเคชนั 

(etherification) 

 5 Amylose-lipid complexed starch (RS5) เป็นสตาร์ชทนต่อการยอ่ยของเอนไซมท่ี์เกิดจาก

การทาํปฏิกิริยาระหวา่งโมเลกุลอะมิโลสกบัไขมนัเกิดเป็นโครงสร้างท่ีแขง็แรง มีความเสถียรต่อ

ความร้อนสูงและสามารถทนต่อการยอ่ยของเอนไซมไ์ด ้(Jane et al., 2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่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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2.5 การเกดิ Resistant starch type III (RS3) 

 RS3 ส่วนใหญ่เกิดจากการรีโทรเกรเดชนั (retrogradation) ของโมเลกุลอะมิโลส 

(Eerlingen, Crombez, and Delcour, 1993)  โดยกระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชนัจะเกิดข้ึนเม่ือสตาร์ช

ไดรั้บความร้อนจนเกิดการเจลาติไนซ์อยา่งสมบูรณ์  ทาํใหโ้มเลกุลของสตาร์ชท่ีประกอบดว้ยอะ

มิโลสและอะมิโลเพคติน  เกิดการกระจดักระจายออกมาซ่ึงมีผลทาํใหค้วามหนืดลดลง  และเม่ือ

ปล่อยใหเ้ยน็ตวัลงโมเลกุลรูปร่างเกลียวสุ่มของอะมิโลส (random coil) จะเคล่ือนท่ีเขา้มาใกลก้นั

และจบักนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจนเกิดเป็นโครงสร้างท่ีมีลกัษณะเป็นเกลียวคู่ (double helices)  

(Eerligen and Delcour, 1995)  รูปแบบโครงสร้างเกลียวคู่เป็นแบบ left-handed, parallel stranded 

helices  โดยหน่ึงสายเกลียวคู่ประกอบดว้ยกลูโคส 6 โมเลกลุต่อหน่ึงรอบ  (Sajilata, Singhal and 

Kulkarni, 2006)  ทาํใหโ้ครงสร้างสามารถอุม้ นํ้าและไม่มีการดูดนํ้าเขา้มาอีก  ส่งผลใหมี้ความหนืด

คงตวัมากข้ึน  เกิดเป็นลกัษณะคลา้ยเจลเหนียวหรือผลึก  และเม่ือระยะเวลาผา่นไปกระบวนการรี

โทรเกรเดชนัเกิดมากข้ึน  ส่งผลใหเ้กลียวคู่ท่ีเกิดข้ึนเกิดการจดัเรียงตวักนัในลกัษณะท่ีโครงสร้าง

หนาแน่นและแขง็แรง ซ่ึงไดเ้ป็นผลึกท่ีแขง็แรงและสามารถทนต่อการยอ่ยของเอนไซม์ ได ้

(Haralampu, 2000)  ซ่ึงการเกิดรีโทรเกรเดชนัของอะมิโลสแสดงดงัภาพท่ี 2.5  Eerligen and 

Delcour (1995)  ไดเ้สนอกลไกของการเกิด RS3 ในสารละลายอะมิโลสไว ้2 กลไก คือ การเกิดแบบ

ไมเซลล์  (micelle formation) และการเกิดแบบการมว้นตวัของโมเลกุลสา ยตรงเป็นชั้นบาง  ๆ 

(lamellar structure) โดยโครงสร้างแบบ micelle เกิดจากการรวมตวักนัของโมเลกุลอะมิโลสอิสระ

ต่าง ๆ ท่ีอยูน่อกเหนือจากบริเวณอสัณฐาน แสดงดงัภาพท่ี 2.5 ซ่ึงมีการจดัเรียงโครงสร้างของเกลียว

คู่ในรูปแบบโครงสร้างเฮกซะโกนอล (hexagonal structure) และแสดงโครงสร้างผลึกชนิด B ใน X-

ray diffraction pattern 

การมว้นตวัของสารพอลิเมอร์เหน่ียวนาํใหเ้กิดโครงสร้างสองมิติ หรือ มีรูปร่างเป็นชั้น ๆ  

(Lamellar shapes) ซ่ึงแสดงในภาพท่ี  2.5 สายของโมเลกุลจดัเรียงตวักนัในทิศทางตั้งฉากกบัแนว

ระนาบ ซ่ึงตาํแหน่งของการมว้นตวัคือของสายพอลิเมอร์ส่วนอสัณฐานและจุดศูนยก์ลางของชั้น 

lamellar คือ ส่วนท่ีเป็นผลึก ดงันั้นการยอ่ยโครงสร้างสตาร์ชดว้ยเอนไซม ์ทาํใหส้ามารถกาํจดัทั้ง

ส่วนท่ีเป็นอสณัฐานและผลึก ไดเ้ป็นโมเลกลุเส้นตรงสายสั้น และเม่ือทาํการลดอุณหภูมิลงจะเกิด

โครงสร้างของ  RS3 จึงประกอบไปดว้ยโมเลกุลท่ีเป็นสายตรงสั้น  ๆ จดัเรียงตวั กนัเป็นโครงสร้าง

ส่วนผลึกท่ีแขง็แรงทนต่อการยอ่ยของเอนไซม ์
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ภาพที ่2.5 ลกัษณะโครงสร้างของ RS 3 ในสารละลายอะมิโลส (a) แบบจาํลอง Micelle : สายเกลียว      

  คู่ถูกจดัเรียงตวัอยา่งเป็นระเบียบในส่วนโครงสร้างท่ีเป็นผลึก (C) นอกเหนือจากบริเวณ  

  ท่ีเป็นอสัณฐา น (b) แบบจาํลอง Lamella : โครงสร้าง Lamella ถูกสร้างข้ึนจากการพบั 

  ของสายโซ่ โดยพื้นท่ีส่วนท่ีพบัตวัเป็นส่วนอสณัฐาน (A) ขณะท่ีส่วนกลางของ Lamella   

  คือ ส่วนท่ีเป็นผลึก (C) 

  แหล่ง ท่ีมา : Eerlinge and Delcour (1995) 

 

 

(a) 

(b) 
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2.6 ทฤษฎกีารเกดิรีโทรเกรเดชัน และกระบวนการเกดิผลกึ  

 เม่ือสารละลายสตาร์ชไดรั้บความร้อนจนถึงอุณหภูมิท่ีเกิดเจลาติไนเซชนัแลว้ใหค้วามร้อน

ต่อไปจะทาํใหเ้มด็สตาร์ชพองตวัเตม็ท่ีและแตกออก โมเลกุลของอะมิโลสขนาดเล็กจะกระจดั

กระจายหลุดออกมามีผลทาํใหค้วามหนืดลดลง  และเม่ือปล่อยใหเ้ยน็ตวัลง โมเลกุลอะมิโลสท่ีอยู่

ใกลก้นัจะเกิดการจดัเรียงตวัใหม่ดว้ยพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งโมเลกลุเกิดเป็นร่างแหสามมิติท่ี

แขง็แรง โดยโครงสร้างใหม่น้ีสามารถอุม้นํ้าและไม่มีการดูดนํ้าเขา้มาอีก มีความหนืดคงตวัมากข้ึน 

เกิดลกัษณะเจลเหนียวคลา้ยฟิลม์หรือผลึก เรียกปรากฏการน้ีวา่ การเกิดรีโทรเกรเดชนั 

(Retrogradation) หรือการคืนตวั (Setback) (Sajilata, 2006) เม่ือลดอุณหภูมิใหต้ํ่าลงไปอีกลกัษณะ

การจดัเรียงตวัของโครงสร้างจะแน่นมากข้ึน โมเลกุลอิสระของนํ้าท่ีอยูภ่ายในจะถูกบีบออกมานอก

เจล เรียกวา่ Syneresis ปรากฏการณ์ทั้งสองน้ีจะทาํใหเ้จลมีลกัษณะขาวขุ่นและมีความหนืดเพิ่มข้ึน

การคืนตวัของสตาร์ชเปียกของสตาร์ชทาํใหส้ารละลายมีความหนืดเพิ่มข้ึน ในการคืนตวัของสตาร์ช

นั้นเม่ือเกิดข้ึนอยา่งชา้ ๆ จะเกิดการตกตะกอน เม่ือเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วจะทาํใหเ้จลขุ่น  การ

ตรวจสอบการเกิดรีโทรเกรเดชนัมีหลายวธีิเช่น การตรวจวดัสมบติัรีโอโลจี โดยการติดตามการ

เปล่ียนแปลงค่า Storage modulus (G’) ซ่ึงเป็นค่าท่ีแสดงถึงความยดืหยุน่ (Elastic) ของสารกบัเวลา 

นอกจากนั้นยงัสามารถติดตามการเปล่ียนแปลงการเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชจากค่า 

Instantaneous elastic modulus (G0) และค่า Retard elastic modulus (G1) จากการศึกษาการคืบ 

(Creep) และอีกวธีิการหน่ึงในการติดตามกระบวนการรีโทรเกรเดชนัและกระบวนการเกิดผลึกคือ 

การวดัดว้ยเคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectrometers (FTIR) โดยอาศยัหลกัการท่ีเม่ือ

โมเลกุลของสารดูดกลืนแสงอินฟาเรด โมเลกุลจะถูกกระตุน้เป็นโมเลกุลท่ีมีพลงังานสูงเพียงพอต่อ

การทาํใหเ้กิดการยดืตวั (Stretching) หรือเกิดการงอ (Bending) ทาํใหป้รากฏเป็นพีคการดูดกลืนแสง

อินฟาเรด (IR absorption peak) ท่ีค่าความถ่ีต่าง ๆ สาํหรับสตาร์ชซ่ึงมีหมู่ฟังกช์นันลักรุ๊ปท่ีสาํคญัคือ 

COH นั้นสามารถดูดกลืนแสงอินฟาเรดไดดี้ท่ีความถ่ีในช่วง 1200-1000 cm-1  ดงันั้นการตรวจสอบ

การเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชจึงติดตามจากการเปล่ียนแปลงพีคในช่วงความถ่ีดงักล่าว โดย Van 

Soet (1996) ไดศึ้กษาจนพลศาสตร์ของการเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชมนัฝร่ัง (10% และ 18% 

โดยนํ้าหนกั ) ดว้ยเคร่ือง FTIR โดยศึกษาท่ีช่วงความถ่ี 1300-800 cm-1 สาํหรับสตาร์ชมนัฝร่ัง 

(Native potato starch) และพบพคีการดูดกลืนแสงท่ีเด่นชดัท่ีเลขคล่ืน (Wave number) 1047 , 1018 

และ 994 cm-1 ในขณะท่ีสตาร์ชเจลาติไนเซชนั พบวา่เกิดพีคท่ีเลขคล่ืน 1022 cm-1 ดว้ย  และใน

ระหวา่งกระบวนการรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลาหลายสัปดาห์ พบวา่พีคการ

ดูดกลืนแสงท่ีเด่นชดัคือท่ีเลขคล่ืน 1053, 1047, 1022 และ 1000 cm-1 ดงันั้น Van Soet (1996) ได้

ศึกษาการอตัราส่วนของความความสูงของพีคท่ี 1047 ต่อ 1022 cm-1 แสดงถึงสดัส่วนของโมเลกลุท่ี

มีการจดัเรียงตวัแบบเกลียวคู่ต่อส่วนอสณัฐาน (Ratio of Short-rang molecular order to Amorphose 

: RSA)  เน่ืองจากการเพิ่มข้ึนของพีคการดูดกลืนแสงท่ีเลขคล่ืน 1047 cm-1 มีความสัมพนัธ์กบั
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ปริมาณของผลึก (Crystalline) ในโครงสร้างสตาร์ช ขณะท่ีพีคการดูดกลืนแสงท่ีความถ่ี 1022 cm-1 

มีความสัมพนัธ์กบัส่วนอสัณฐาน (Amorphous) และพบวา่ค่า RSA สัมพนัธ์กบัการเพิ่มข้ึนของ

ระยะเวลาการเกิดรีโทรเกรเดชนั  

 Goodfellow และ Wilson (1990) ศึกษาการเกิดรีโทรเกรเดชนัของอะมิโลสและอะมิโล    เพ

คตินของสตาร์ชขา้วสาลีดว้ยเคร่ือง FTIR ในช่วงความถ่ี 1300-900 cm-61 เป็นเวลา 300 ชัว่โมง 

พบวา่การเกิดรีโทรเกรเดชนัเกิดข้ึน 2 ช่วง โดยช่วงแรกพบการเกิดรีโทรเกรเดชนัเกิดข้ึนอยา่ง

รวดเร็วภายในคร่ึงชัว่โมง โดยพบการเปล่ียนแปลงของพีคการดูดกลืนแสงท่ีเด่นชดัท่ีความถ่ี 1053 

และ 1003 cm-1ซ่ึงเป็นผลจากอะมิโลสโดยพบวา่มีการรวมตวักนัเกิดเป็นสายเกลียวคู่ของอะมิโลส  

จากนั้นจึงมีการรวมตวักนัเพื่อพฒันาเป็นโครงร่างตาข่ายของเจลอะมิโลส จากนั้นการเกิดรีโทรเกร

เดชนัอยา่งชา้ ๆ จนครบเวลา 300 ชัว่โมง โดยพบการเปล่ียนแปลงพคีการดูดกลืนแสงท่ีเด่นชดัท่ี

ความถ่ี 1053 cm-1 ซ่ึงเป็นผลจากอะมิโลเพคติน โดยพบวา่ช่วงแรกการเกิดเป็นเกลียวคู่ของสาย    อะ

มิโลเพคติน จากนั้นมีการรวมตวักนัอยา่งชา้ ๆ เพื่อพฒันาเป็นผลึกของโครงสร้าง 

ในระหวา่งการเกิดรีโทรเกรเดชนั นิวเคลียสของผลึกเกิดข้ึนท่ีระยะเวลาต่างกนั ระยะเวลาท่ี

แตกต่างกนัทาํใหเ้กิดจาํนวนผลึก อตัราการเจริญของผลึก และความหนาแน่นของผลึกท่ีแตกต่างกนั 

โดยอตัราการเกิด รีโทรเกรเดชนั ตอ้งอาศยัเวลาในการเปล่ียนแปลงสถานะเป็นของแขง็ (Solid-state 

transformation) ซ่ึงสามารถศึกษาไดโ้ดยการนาํสัดส่วนของผลึกท่ีเกิดข้ึนในช่วงเวลาต่างกนัมา

พล็อตกราฟเทียบกบัค่าล็อก (log) ของเวลาท่ีอุณหภูมิคงท่ี ตามสมการของ Avrami  

 

 

 เม่ือ k และ n เป็นค่าคงท่ีท่ีเป็นอิสระจากเวลา (time-independence constant) แต่จะข้ึนอยู่

กบัระบบของการเกิดผลึก  โดยปกติปริมาณของผลึกท่ีเกิดข้ึนจะวดัไดจ้ากการเปล่ียนแปลง สดัส่วน

ของความเป็นผลึกต่อโครงสร้างอสัณฐาน   เน่ืองจากวฏัภาคของเหลวกบัวฏัภาคของผลึกมีปริมาตร

แตกต่างกนั  ส่วนอตัราการเกิดผลึกจะวดั ณ จุดท่ีมีการเกิดผลึกร้อยละ 50 และอตัราการเกิดผลึกน้ี

จะข้ึนอยูก่บัอุณหภูมิการเกิดผลึก  โดยนํ้าหนกัโมเลกุลของพอลิเมอร์จะแปรผกผนักบัอตัราการเกิด

ผลึก  กล่าวคือถา้พอลิเมอร์มีนํ้าหนกัโมเลกุลสูงจะส่งผลให้อตัราการเกิดผลึกตํ่า  นอกจากน้ีสามารถ

ติดตามการเปล่ียนแปลงของผลึกท่ีเกิดข้ึนเม่ือเวลาแตกต่างกนัได ้โดยพล็อตกราฟสัดส่วนของ ผลึก

กบัลอ็กของเวลา  เพื่อเปรียบเทียบช่วงเวลาในการเกิดผลึกของสารบางชนิดได ้เช่น กราฟสัดส่วน

ของผลึกกบัล็อกของเวลาของ Polypropylene ท่ีอุณหภูมิต่าง  ๆ ดงัแสดงในรูปท่ี  2.6 ซ่ึงเป็นการเกิด

ผลึกโดยท่ีอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนั (y) เป็นฟังกช์นัของเวลา t (Barbara, 2002) 
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ภาพที ่2.6 กราฟส่วนท่ีเกิดผลึกกบัล็อกของเวลาของ polypropylene ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ 

 แหล่งท่ีมา : Barbara (2002) 

 

โดยทัว่ไปการเกิดกระบวนการรีโทรเกรเดชนัของสารผสมระหวา่งนํ้าและสตาร์ช (Starch-

water mixture)  มีกระบวนการเกิดผลึกของสายพอลิเมอร์เกิดข้ึน  ดงันั้นการเขา้ใจถึงกลไกและ

อตัราการเกิดผลึกของพอลิเมอร์จึงเป็นส่ิงสาํคญั  กระบวนการเกิดผลึกของพอลิเมอร์เก่ียวขอ้งกบั  3 

ขั้นตอน คือ การเกิดนิวเคลียสของผลึก (Nucleation), การเติบโตของผลึก (Propagation) และการ

เกิดผลึกท่ีสมบูรณ์หรือการเติบโตของผลึกอยา่งชา้  ๆ (Maturation)  ซ่ึงอตัราการเกิดผลึกนั้นข้ึนอยู่

กบัอุณหภูมิเป็นสาํคญั  กล่าวคือเม่ือพอลิเมอร์เกิดการเยน็ตวัผา่นอุณหภูมิของการหลอมเหลว 

(Melting temperature, Tm) จะมีจุดเร่ิมเกิดผลึกเป็นบริเวณเลก็  ๆ  จากนั้นโมเลกุล ท่ีถูกปลดปล่อย

ออกมาหลงักระบวนการตดัก่ิง จะเร่ิมจดัเรียง ตวักนั   ซ่ึง หาก อุณหภูมิเกิน จุด  Tm ของผลึก 

กระบวนการ  nucleation จะไม่เสถียรจึงมีอตัราการเกิด nucleation เป็นศนูยท่ี์ Tm  เน่ืองจากการสั่น

ของอะตอมจากความร้อนจะทาํลายการจดัเรียงโมเลกุลใหเ้ป็นระเบียบ  แต่เม่ืออุณหภูมิลดลง ตํ่ากวา่ 

Tm จะเกิด nucleation เพิ่มข้ึน  และเม่ือทาํการลดอุณหภูมิให้ตํ่ากวา่ glass temperature (Tg) อตัราการ

เกิด nucleation จะมีค่า เพิ่มข้ึน เล็กนอ้ย  เน่ืองจากอยูใ่นสภาวะของแขง็  และมีอตัราการเกิด 

propagation เป็นศูนย ์ ไม่สามารถเคล่ือนท่ีแพร่ขยายได ้ ขณะท่ีเม่ืออุณหภูมิสูงกวา่ Tg อตัราการเกิด 

propagation เกิดข้ึนไดเ้ลก็นอ้ย  ส่วนอตัราการเกิด maturation ก็มีทิศทางการเกิดผลึก เช่นเดียวกนั

กบักระบวนการ  propagation  ซ่ึงอตัราการเกิดผลึกทั้งหมด (Overall crystallization) จะข้ึนอยูก่บั

อตัราการเกิด nucleation และ propagation เท่านั้น  สาํหรับระบบท่ีเป็นก่ิงผลึก (Semi-

crystallization) การเกิดผลึกนั้นจะเกิดข้ึนท่ีอุณหภูมิระหวา่ง Tg กบั Tm (Eerlingen et al., 1993) 
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2.7 ปัจจัยทีม่ผีลต่อการเกดิ RS3 

 จากงานวจิยัท่ีผา่นมาพบวา่  ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเกิด RS มีหลายปัจจยัดว้ยกนั  ทั้งปัจจยั

ทางดา้นคุณสมบติัของสตาร์ชท่ีประกอบดว้ย  ความเป็นผลึกของสตาร์ช  โครงสร้างของแกรนูล  

อตัราส่วนระหวา่งอะมิโลสและอะมิโลเพคติน  อตัรา การเกิดรีโทรเกรเดชนั   ความยาวของสาย

โซ่อะมิโลสและส่วนท่ีเป็นเส้นตรงของอะมิโลเพ คติน (Goni et al., 1996; Sajilata et al., 2006)  

นอกจากน้ียงัมีปัจจยัทางดา้นสภาวะในกระบวนการผลิต  รวมถึงระยะเวลาและอุณหภูมิการเก็บ 

(Sievert and Pomeranz, 1989; Sajilata et al., 2006)  ซ่ึงลว้นแต่ส่งผลต่อการเกิดและปริมาณ RS ท่ี

เกิดข้ึน  โดยหลกัการแลว้การผลิตสตาร์ช RS ใหมี้ปริมาณสูงนั้นควรผลิตจากสตาร์ชท่ีมีอะมิโลสสูง  

ซ่ึงปัจจุบนัมีเพยีงขา้วโพดเท่านั้นท่ีเป็นแหล่งท่ีมีอะมิโลสสูงถึง 50-70 % คือ Hylon V, Hylon VII  

โดย Sajilata et al. (2006)  รายงานวา่  RS ท่ีไดจ้ากสตาร์ชขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะมิโ ลสสูง มีปริมาณ

ถึงร้อยละ 20 (นํ้าหนกัแหง้)  ซ่ึงมีมากกวา่ปริมาณ RS ในสตาร์ชขา้วโพดปกติ (25% อะมิโลส)  ซ่ึงมี

ปริมาณ RS เพียงร้อยละ 3 (นํ้าหนกัแหง้)  นอกจากน้ีในโครงสร้างของแกรนูลก็พบวา่มีอิทธิพลต่อ

การเกิด RS ซ่ึงเป็นท่ีรู้จกักนัดีวา่สตาร์ชมนัฝร่ัง  และสตาร์ชขา้วโพดท่ีมีอะมิโลสสูงมีความทนทาน

ต่อการยอ่ยและดูดซึมท่ีลาํไส้เล็ก  ในขณะท่ีสตาร์ชจากธญัพืชส่วนใหญ่จะมีการยอ่ยและดูดซึมชา้  ๆ 

แต่สมบูรณ์  ซ่ึงอาจเกิดจากแกรนูลท่ีมีขนาดใหญ่ของสตาร์ชมนัฝร่ังท่ีมีพื้นผวิต่อปริมาตร นอ้ยกวา่ 

(Haralampu, 2000)  สตาร์ชท่ีมาจากแหล่งท่ีมาแตกต่างกนัก็จะใหป้ริมาณ RS แตกต่างกนั ดว้ย 

(Goni et al., 1996)  ซ่ึงเป็นผลมาจากโครงสร้างและการจดัเรียงตวัของอะมิโลสและอะมิโล    เพคติ

นภายในโครงสร้างสตาร์ช  ดงันั้นสตาร์ชขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะมิโลสสูงและสตาร์ชมนัฝร่ัง  จึงเป็น

แหล่งของสตาร์ชท่ีมี RS นอกจากน้ีสตาร์ชขา้วก็สามารถใชเ้ป็นแหล่งของ RS ได ้ ถึงแมว้า่สตาร์ช

ขา้วส่วนใหญ่จะมีปริมาณอะมิโลสไม่เกิน 38 %  แต่ไดมี้การพฒันาและดดัแปรสตาร์ชดว้ยวธีิการ

ต่าง  ๆ เพื่อใหมี้ปริมาณ RS สูงข้ึน เช่น การทาํใหส้ตาร์ชเกิดการรีโทรเกรเดชนั ( Retrograded 

starch)  โดยการใหค้วามร้อนแก่นํ้าสตาร์ชเพื่อทาํใหส้ตาร์ชสุก  แลว้ทิ้งใหส้ตาร์ชเกิดการเยน็ตวัลง  

โมเลกุลของสตาร์ชท่ีละลายออกมาจะเกิดการจดัเรียงตวัใหม่  ไดเ้ป็นผลึกท่ีแขง็แรงและสามารถทน

ต่อการยอ่ยของเอนไซมไ์ด ้ โดย Silverio et al. (1985) รายงานวา่สตาร์ชขา้วสาลีท่ีผา่นกระบวนการ

เจลลาติไนซ์ดว้ยเคร่ืองน่ึงความดนั (Autoclave) มีปริมาณ RS เพิ่มข้ึน 9% เม่ือเทียบกบั native 

starch ท่ีไม่ผา่นกระบวนการเจลลาติไนซ์  และการใชเ้อนไซมใ์นการยอ่ยสตาร์ชเพื่อเพิ่มอตัราการ

เกิดรีโทรเกรเดชนั เช่น การใชเ้อนไซม ์ α-amylase เพื่อลดขนาดโมเลกุลของสตาร์ชไดเ้ป็น 

maltodextrin ชนิดท่ีมีระดบัการยอ่ยตํ่า  หรือการใชเ้อนไซมต์ดัก่ิง (Debranching enzyme) (Chiu et 

al., 1994)  ซ่ึงเป็นการเพิ่มศกัยภาพในการเตรียม RS จากสตาร์ชชนิดท่ีมีปริมาณอะมิโลสตํ่า   โดย

เอนไซมต์ดัก่ิงโดยทัว่ไปมี 2 ชนิดคือ ไอโซอะมิเลส (Isoamylase : EC 3.2.1.68) เป็นเอนไซมท่ี์

สามารถยอ่ยจุดท่ีเป็นก่ิงกา้นของไกลโคเจนและอะมิโลเพคตินไดดี้  ซ่ึงแสดงการทาํงานดงัภาพท่ี 
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3.7 ไม่จาํเป็นตอ้งมี cofactor ในการทาํกิจกรรม  สามารถดาํเนินกิจกรรมไดดี้ในช่วง พเีอช  3.5-5  มี

ความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 45-50 oC  และเอนไซมอี์กชนิดคือ พลูลูลาเนส (Pullulanase : EC 3.2.1.41)  

เป็นเอนไซมท่ี์ใชต้ดัพนัธะ α-1,6 ของพลูลูแลนและอะมิโลเพคติน  แต่การทาํกิจกรรมไม่สมบูรณ์

เท่ากบัการยอ่ยโดยไอโซอะมิเลส  และทาํกิจกรรมกบัไกลโคเจนไดย้าก  สามารถยอ่ยไดส้ายกลูโคส

ท่ีมีความยาว 2-3 หน่วยได ้ โดย Chiu et al. (1994)  ไดพ้ฒันาวธีิการผลิต RS ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการทาํ

ใหส้ตาร์ชท่ีมีปริมาณอะมิโลสมากกวา่ 40 % เกิดเจลาติไนเซชนั  ตามดว้ยการใชเ้อนไซมต์ดัก่ิง 

(Debranching enzyme) เช่น พลูลูลาเนส  และไอโซอะมิเลส   ในการลดขนาดโมเลกุลของสตาร์ช  

ซ่ึงพบวา่การตดัก่ิงพนัธะก่ิงของสตาร์ชดว้ยเอนไซมต์ดัพนัธะก่ิงมีผลในการเพิ่มปริมาณ RS และ

การแยกสตาร์ช RS ดว้ยกระบวนการเอกทรูชนัให้ ปริมาณ  RS สูงกวา่การทาํสตาร์ชแบบพน่ฝอย 

(Spray drying)  ดงันั้นการตดัพนัธะก่ิงของสตาร์ชดว้ยเอนไซมต์ดัพนัธะ ก่ิงและการทาํแหง้สตาร์ช

จึงมีผลต่อปริมาณ RS ท่ีได ้ Shi et al. (2006)  ไดท้าํการผลิต RS จากสตาร์ชท่ีมีปริมาณอะมิโลสตํ่า 

(Waxy maize starch และ Waxy potato starch)  โดยการใชไ้อโซอะมิเลส  ในการตดัก่ิงของอะมิโล

เพคติน  เพื่อใหไ้ดส้ายพอลิเมอร์ท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กลง  จากนั้นทาํการรีโทรเกรดท่ีอุณหภูมิหอ้ง

เพื่อทาํการสร้างผลึกใหก้บั สตาร์ชท่ีผา่นการตดัก่ิง  (Debranching starch) และทาํแหง้ดว้ย ระบบลม 

(Air-dried)  ซ่ึงสามารถสร้าง RS ไดม้ากกวา่ 70 %  และมีอุณหภมิูในการหลอมเหลว  (Melting 

temperature) สูงกวา่ 110oC  

 

 

ภาพที ่2.7 แสดงลกัษณะการทาํงานของเอนไซมแ์ต่ละชนิดในการยอ่ยสตาร์ช 

 แหล่งท่ีมา : Manners and Matheson (1981)   
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Gonzalez-Soto et al. (2006) ไดท้าํการผลิต RS จากสตาร์ชกลว้ย โดยวธีิการ  autoclave 

ร่วมกบัการใชเ้อนไซมพ์ลูลูลาเนส ท่ีเวลาต่าง ๆ ซ่ึงพบวา่ปริมาณ RS ท่ีไดจ้ากการตดัก่ิงอะมิโล    เพ

คตินท่ีเวลาต่าง  ๆ มีค่ามากกวา่ปริมาณ RS ในสตาร์ชกลว้ยท่ีไม่ผา่นการตดัก่ิง โดยมีปริมาณ  RS 

เพิ่มข้ึนประมาณ 2 เท่า (จาก 9% เป็น 18%) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงาน ของ Berry (1986) วา่การ

ตดัพนัธะก่ิงของสตาร์ชส่งผลใหเ้กิดโมเลกุลสายโซ่ท่ีเป็นเส้นตรงท่ีสนบัสนุนใหเ้กิด RS ในปริมาณ

สูง 

 การวจิยัเก่ียวกบัการผลิต RS3 ในยคุแรก ๆ ส่วนใหญ่ใช ้amylomaize VII เป็นวตัถุดิบตั้งตน้ 

(Chiu et al., 1994)  เน่ืองจากเช่ือวา่ RS3 เกิดจากการรีโทรเกรเดชนัของอะมิโลส  นอกจากน้ี

โครงสร้างอะมิโลสท่ีแตกต่างกนั ก็เกิดการรีโทรเกรเดชนัดว้ยอตัราท่ีแตกต่างกนั  ซ่ึงแนวโนม้การ

เกิดรีโทรเกรเดชนัของอะมิโลสข้ึนกบัขนาดโมเลกุลและความเขม้ขน้ของอะมิโลส (Shamai et al., 

2003)  โดย  Eerlingen, Crombez and Delcour (1993)   ไดท้าํการศึกษาผลของความยาวของสาย

โซ่อะมิโลสต่อการเกิด RS3 ซ่ึงพบวา่ความยาวของสายโซ่อะมิโลสท่ีมี DP 10-100 หน่วยกลูโคส  

สนบัสนุนใหเ้กิด RS ในปริมาณท่ีสูงข้ึนและจะมีปริมาณลดลงเม่ือ DP>100 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผล

การศึกษาของ Gidley et al. (1995)  ท่ีรายงานวา่ DP ตํ่าสุดท่ีสามารถเกิดการจดัเรียงตวัของ double 

helix คือ DP=10 และ DP ทีสู่งสุดคือ DP=100 หน่วยกลูโคส  โดย Eerlingen et al. (1995)  รายงาน

วา่ DP ของโมเลกุลสายโซ่ท่ีเป็นเส้นตรงมีผลต่อปรากฎการณ์รีโทรเกรเดชนัของสตาร์ช  

เช่นเดียวกบั Schmiedl et al. (2000)  ซ่ึงพบวา่ DP ประมาณ 20 หน่วยกลูโคสเหมาะสมต่อการสร้าง 

RS ในปริมาณสูง   

เป็นท่ีน่าสนใจวา่ทาํไมโครงสร้างท่ีเป็นอะมิโลเพคติน ถึงไม่สนบัสนุนการเกิด RS3 ทั้งน้ี

เน่ืองจากอะมิโลเพคตินมีโครงสร้างท่ีเป็นก่ิงกา้น  แต่อยา่งไรก็ตามซ่ึงไดก้ล่าวมาขา้งตน้วา่  

กระบวนการตดัก่ิงสามารถเพิ่มปริมาณ RS ได ้ ซ่ึง Lechmann, Jacobasch and Schmiedl (2002)  ได้

สนบัสนุนทฤษฎีดงักล่าว  โดยทาํการตดัก่ิงสตาร์ชกลว้ยท่ีมีอะมิโลเพคติน 91.53% โดยนํ้าหนกัแหง้

ดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนส  ซ่ึงจากผลการศึกษาพบวา่ปริมาณ RS สูงข้ึนถึง 51%  และพบวา่ในสตาร์ช

ท่ีผา่นการตดัก่ิงนั้นมีขนาดโมเลกุลเล็กลงและ มีสดัส่วนของ  DP 6-22 ในปริมาณสูง เช่นเดียวกบั 

Pongjanta et al. (2008)  ซ่ึงทาํการตดัก่ิงสตาร์ช มนัฝร่ังดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนส  ซ่ึงจากการศึกษา

พบวา่การตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสเพิ่มระดบัการรีโทรเกรดของสตาร์ชจาก 28.10 เป็น 54.53 %  

ซ่ึงเป็นผลทาํใหป้ริมาณ RS เพิ่มข้ึนจาก 4.80 ถึง 12.33% 

Cai and Shi (2010) ไดท้าํการศึกษาโครงสร้างและความสามารถในการยอ่ยของสตาร์ชจาก 

waxy wheat, waxy maize, และ waxy potato หลงัผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์อโซอะมิเลสและบ่มท่ี

อุณหภูมิ 25oC  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ซ่ึงพบวา่สตาร์ชจาก  waxy potato ท่ีผา่นการตดัก่ิงมีสดัส่วน

ของสายยาว (Long chain length) สูงกวา่ของ  waxy wheat, waxy maize ซ่ึงส่งผลใหมี้ปริมาณ RS 

และอุณหภูมิในการหลอมเหลว (Melting temperature) สูงกวา่ของ  waxy wheat, waxy maize อีก
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ดว้ย ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่  waxy potato ท่ีมีโครงสร้างเป็นโมเลกุลสายยาวสามารถเพิ่มปริมาณ RS ได ้

โดยการใชก้ระบวนการตดัก่ิงร่วมกบักระบวนการรีโทรเกรเดชนั ซ่ึงโครงสร้าง double helices ท่ี

เกิดจากโมเลกุลสายยาวมีความแขง็แรง ตา้นทานต่อการยอ่ยของเอนไซม ์และมีเสถียรภาพต่อความ

ร้อนไดดี้กวา่ double helices ท่ีเกิดจากโมเลกุลสายสั้น 

 การเพิ่มผลผลิตของ RS3 นอกจากการใชเ้อนไซมใ์นการตดัก่ิงแลว้  ยงัพบวา่มีอิทธิพลอนั

เน่ืองมาจากสภาวะการเก็บ (Storage–condition) ซ่ึงโดยทัว่ไปจะเก่ียวขอ้งกบัระยะเวลาและอุณหภูมิ

ในการเก็บ  ทั้งน้ีเพราะ RS3 จดัเป็น retrograded starch ซ่ึงปริมาณ RS จะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาเก็บ

โดยเฉพาะการเก็บท่ีอุณหภูมิตํ่า  ซ่ึง Agama–Acevedo et al. (2004)  ไดร้ายงานวา่  tortillas ท่ีเก็บท่ี

อุณหภูมิตํ่า เป็นเวลา48 ชัว่โมง  มีปริมาณ available starch ลดลง  ในขณะท่ีปริมาณ RS ทั้งหมด

เพิ่มข้ึน  ซ่ึงเป็นผลอนัเน่ืองมาจากการเกิดรีโทรเกรเดชนัเป็นหลกั  ในขณะ ท่ี Schmiedel et al. 

(2003)  รายงานวา่การเพิ่มปริมาณของแขง็ของเจลสตาร์ชมนัฝร่ังท่ีมีปริมาณอะมิโลสนอ้ย กวา่ 10% 

(Waxy potato starch)  ท่ีผา่นการตดัก่ิงและผา่นการรีโทรเกรดท่ีอุณหภูมิ 4 oC และ 25oC  เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง  พบวา่ท่ีอุณหภูมิการบ่มแตกต่างกนั มีผลต่อการเพิ่มปริมาณ RS ไดแ้ตกต่างกนัดว้ย  

เน่ืองจากอุณหภูมิมีผลต่อการจดัเรียงโครงสร้างผลึกท่ีแตกต่างกนั โดยเม่ือบ่มท่ีระยะเวลาเท่ากนั  

การบ่มท่ีอุณหภูมิ 25oC ส่งผลใหป้ริมาณ RS สูงกวา่การบ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC เน่ืองจากผลึกท่ีไดมี้ความ

แขง็แรงกวา่  ในขณะท่ี Gonzalez-Soto et al. (2006)  พบวา่ระยะเวลาไม่มีผลต่อปริมาณ RS ของ

สตาร์ชกลว้ยท่ีไม่ผา่นการตดัก่ิง ในขณะท่ีอุณหภูมิในการเก็บมีผลต่อปริมาณ RS ของ debranched 

banana starch อยา่งมีนยัสาํคญัโดยการเก็บท่ีอุณหภูมิ 60oC แสดงปริมาณ RS ท่ีนอ้ยกวา่การเก็บไวท่ี้

อุณหภูมิ 4oC และ 32oC 

 

2.8 ประโยชน์ของสตาร์ชทีท่นต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ 

 สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์ม่สามารถถูกยอ่ยสลายไดใ้นลาํไส้แต่จะเกิดการหมกั

โดยจุลินทรียใ์นลาํไส้ใหญ่  และผลิตกรดไขมนัสายสั้น เช่น แอซิเตต (Acetate), บิวทิเรต (Butyrate)   

และโพรพโิอเนต (Propionate)  ซ่ึงสารเหล่าน้ีคือสารตั้งตน้ท่ีสาํคญัของเซลลเ์ยือ่บุผวิในลาํไส้ใหญ่  

และยบัย ั้งการเปล่ียนแปลงของเน้ือร้าย  โดยเฉพาะอยา่งยิง่ป้องกนัการเกิดมะเร็งลาํไส้ (Arrigono et 

al., 1992)  นอกจากน้ีกรดไขมนัทั้งสามชนิดยงัเป็นประโยชน์ต่อจุลินทรียท่ี์เป็น ประโยชน์ต่อ

ร่างกายของมนุษย ์ (Probiotic microorganisms) เช่น bifidobacterium เป็นตน้  (Sajilate et al., 2006)  

จากการท่ีสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ลกัษณะเหมือนกบัไฟเบอร์ (Fiber) จึงส่งผลดีต่อ

สุขภาพของลาํไส้  โดยเพิ่มอตัราการผลิตต่อมเซลลเ์ล็ก  ๆ หรือลดการฝ่อของเยือ่บุผวิท่ีลาํไส้เม่ือ

เปรียบเทียบกบัสตาร์ชทัว่ไป  แสดงใหเ้ห็นวา่สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ลกัษณะคลา้ ย 

กวัร์  ไฟเบอร์ท่ีละลายนํ้า  ซ่ึงมีอิทธิพลต่อการเกิดเน้ืองอก  และลดคลอเรสเตอรอลในเลือด  และ 
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ไตรกลีเซอไรด ์(Triglycerides) (Haralampu, 2000) 

 สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ผลต่อระดบันํ้าตาลในเลือด  เน่ืองจากมีความสามารถ

ในการถูกยอ่ยตํ่า ซ่ึงสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการ ควบคุมการปลดปล่อยปริมาณกลูโคส  ซ่ึงจาก

งานวจิยัของ Ranhotra et al. (1997)  พบวา่สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมจ์ะเกิดการยอ่ย

ภายหลงัการบริโภคแลว้ประมาณ 5-7 ชัว่โมง  ทาํใหร้ะดบันํ้าตาลในเลือดและอินซูลินหลงับริโภค

อาหารลดลงเม่ือเทียบกบัการยอ่ยสตาร์ชปกติท่ีผา่นการใหค้วามร้อนซ่ึงจะเกิดการยอ่ยทนัทีหลงัการ

บริโภคอาหาร  เช่นเดียวกบังานวจิยัของสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมช์นิดท่ี 3 (RS3) ท่ีผลิต

โดยบริษทั CrystaLean® นาํมาใชเ้ป็นส่วนผสมในอาหาร  พบวา่ระดบันํ้าตาลกลูโคสเลือดของผู ้

ทดสอบภายหลงัการบริโภคอาหารมีค่าตํ่ากวา่การบริโภคคาร์โบไฮเดรตชนิดอ่ืน  ๆ เช่น  สตาร์ช

ชนิดอ่ืน ๆ โอลิโกแซคคาไรด ์(Oligosaccharides)  และนํ้าตาล  เป็นตน้  โดยสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ย

ดว้ยเอนไซมเ์ป็นตวัลดระดบักลูโคสในเลือดภายหลงัรับประทานอาหาร เน่ืองจากลดการปลดปล่อย

กลูโคส และมีบทบาทสาํคญัในการควบคุมกระบวนการเผาผลาญ (Metabolism) ในผูป่้วย

โรคเบาหวานชนิดท่ี 2 (ไม่ข้ึนกบัอินซูลิน) 

 บทบาทของสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นการป้องกนัการเกิดมะเร็งลาํไส้ใหญ่ นั้น  

มีรายงานวา่ กรดไขมนัท่ีเกิดข้ึนจากการหมกัของจุลินทรียใ์นลาํไส้ใหญ่จะช่วยเพิ่มปริมาณของ

ของเหลวและปรับค่าความเป็นกรด-ด่างภายในลาํไส้ใหล้ดตํ่าลง  เม่ือเกิดสภาวะกรดข้ึนภายใน

ลาํไส้ใหญ่จะเกิดการยบัย ั้งเอนไซมจ์ากจุลินทรียบ์างชนิดท่ีสามารถเปล่ียนนํ้าดีใหเ้กิดเป็นสารก่อ

มะเร็งในลาํไส้ใหญ่  การท่ีจุลินทรียใ์นลาํไส้ใหญ่สามารถยอ่ยสลายเส้นใยอาหารได ้ จึงมีการ

แบ่งตวัเพิ่มจาํนวนของจุลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์ และยงัช่วยเพิ่มปริมาณอุจจาระ  กระตุน้ใหเ้กิดการ

ขบัถ่าย  ป้องกนัการเกิดมะเร็งในลาํไส้ใหญ่ (มลศิริ วโิรทยั, 2545)  กรดไขมนับิวทิเรตยงัช่วยปรับ

สภาวะตอนปลายของลาํไส้ใหญ่ใหส้มบูรณ์ดว้ย (Arrigoni et al., 2001; Ferguson et al., 2000)  

นอกจากน้ียงัมีคุณสมบติัเป็นพรีไบโอติก (Prebiotic) ซ่ึงจะช่วยเพิ่มปริมาณจุลินทรียท่ี์เป็น

ประโยชน์ต่อร่างกาย  และยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียก่์อโรค (Pathogenic microorganisms) 

ในระบบทางเดินอาหาร 

 นอกจากน้ีสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมย์งัช่วยในการยบัย ั้งการสะสมไขมนั  โดย 

Higgins et al. (2005) ไดท้าํการศึกษาโดยใชผู้ท้ดสอบเพศชายจาํนวน 12 คน ใหบ้ริโภคอาหารท่ีมี

การเติมเส้นใยจากสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑอ์าหาร  ซ่ึงพบวา่

สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมช่์วยลดการสะสมของไขมนั  เน่ืองจากภายหลงัการ

บริโภคเกิดการออกซิเดชนัของลิพดิ (Lipid oxidation) เพิ่มข้ึน  นอกจากน้ียงัช่วยในการดูดซึมแร่

ธาตุท่ีลาํไส้  จากงานวจิยั ของ Moates et al. (1996) ท่ีไดท้าํการศึกษาเปรียบเทียบผลของสตาร์ช 2 

ชนิด ไดแ้ก่ สตาร์ชท่ีมีสัดส่วนของสตาร์ชทนยอ่ยต่อเอนไซมผ์สมอยูร้่อยละ 16.4 (w/w) และสตาร์ช
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ท่ีไม่มีการผสม  โดยตรวจสอบผลต่อการดูดซึมของแคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก และสังกะสี  ซ่ึงผล

การทดลองพบวา่  สตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ ช่วยให้การดูดซึมแคลเซียมและเหล็กของ

ลาํไส้มีประสิทธิภาพมากข้ึน   นอกจากน้ีหนา้ท่ีอ่ืน  ๆ ของสตาร์ชท่ีทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมห์รือ

เส้นใยอาหาร  คือ ช่วยป้องกนัการลดสภาวะโรคอว้น  มีบทบาทในการลดคลอเรสเตอรอลในเส้น

เลือด  ลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคไขมนัอุดตนัในเส้นเลือด โรคหวัใจ และโรคเบาหวาน เป็นตน้ 

 ในทางอุตสาหกรรมอาหารสตาร์ชทนยอ่ยดว้ยเอนไซมถู์กประยกุตใ์ชม้ากมาย  เน่ืองจากมี

ขนาดอนุภาคท่ีเล็ก ลกัษณะปรากฏเป็นสีขาว ไม่มีกล่ิน มีความสามารถในการอุม้นํ้าตํ่า มีคุณสมบติั

ทางเคมีกายภาพท่ีดี เช่น ลกัษณะการพองตวั , สมบติัทางความหนืดท่ีเพิ่มข้ึน ,  สมบติัการเป็นเจล  

และความสามารถในการจบักบันํ้า  นอกจากน้ียงัไม่ทาํใหเ้น้ือสัมผสัของอาหารมีลกัษณะหยาบ

เหมือนกรวดทราย  และไม่ทาํใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงทางดา้นรสชาติและเน้ือสัมผสั  สามารถ

นาํมาใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหารไดห้ลากหลาย เช่น ใชเ้ป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑแ์ทน

การใชเ้ส้นใยอาหารจากแหล่งอ่ืน  ๆ และใชเ้พิ่มปริมาณเส้นใยอาหาร (Fiber fortified) ในผลิตภณัฑ์

ท่ีมีความช้ืนตํ่า  ซ่ึงจะใชใ้นผลิตภณัฑอ์าหารท่ีปรุงสุกและผา่นการอบ เช่น ผลิตภณัฑเ์บเกอร์ร่ี  

ผลิตภณัฑธ์ญัชาติสาํเร็จรูป (RTE Cereal)  ขนมขบเค้ียว  อาหารเส้น (Pasta / Noodle)  และอาหาร

ทอด  เป็นตน้  ทั้งน้ี RS3 เป็น RS ท่ีไดรั้บความสนใจมากกวา่ RS ชนิดอ่ืน ๆ เน่ืองจากมีความเสถียร

ต่อความร้อน (Thermal stability) จึงสามารถรักษาคุณค่าทางโภชนาการไวไ้ดใ้นระหวา่ง

กระบวนการหุงตม้ปกติ (Shamai et al., 2003)  และเน่ืองจากโครงสร้างส่วนผลึกของ RS3 แสดงการ

เปล่ียนเฟส (Endothermic transition) ท่ีอุณหภูมิ 120- 16 oC (Han et al., 2006)  ดงันั้นจึงเหมาะ

สาํหรับใชเ้ป็นสารเติมแต่งท่ีเป็นพรีไบโอติกท่ีทนความร้อนในอาหารได ้ ซ่ึงจะใชใ้นอาหารพวกท่ี

ตอ้งผา่นการใหค้วามร้อนหรือผลิตภณัฑป์ระเภทขนมอบ   
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บทที่ 3 

วตัถุดบิและวธีิการทดลอง 

 

3.1 วตัถุดิบและสารเคม ี 

 ขา้วพนัธ์ุสุพรรณบุรี 90 (S90) และ ขา้วพนัธ์ุพษิณุโลก 2  (P2) ไดรั้บการอนุเคราะห์จาก

ศูนยว์จิยัขา้วปทุมธานี อาํเภอธญับุรี จงัหวดัปทุมธานี  และขา้วพนัธ์ุกข 6 (RD6) ไดรั้บการ

อนุเคราะห์จากศนูยว์จิยัขา้วขอนแก่น อาํเภอเมือง จงัหวดัขอนแก่น  เอนไซมพ์ลูลูลาเนสระดบั

หอ้งปฏิบติัการ (Pullulanase lab grade EC 232-983-9, Sigma no P2986), เอนไซมไ์อโซอะมิเลสระ

ดบัหอ้งปฏิบติัการ (Isoamylase : from Pseudomonas sp. Sigma no I5284 ), เอนไซมอ์ะมิโลกลูโคซิ

เดส (Amyloglucosidase : EC 3.2.1.3 from Aspergillus niger, Sigma no A7095), เอนไซมเ์อลฟาอะ

มิเลส (α-amylase : EC 3.2.1.1 type VI-B from porcine pancreas, Sigma no A3716), เอนไซมเ์บ-

ตาอะมิเลส (β-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) และ

สารเคมีพื้นฐานต่าง ๆ ซ้ือจาก Sigma chemical  

 

3.2 การจําแนกประเภทของข้าวพนัธ์ุต่าง ๆ 

สตาร์ชขา้วทั้งสามชนิดถูกจาํแนกออกเป็นกลุ่ม  ๆ ตามปริมาณอะมิโลสปรากฎ (% 

Absolute-amylose) ตามวธีิการวเิคราะห์ของ รุ่งนภา และคณะ  (2546) โดยการวเิคราะห์ปริมาณอะ

มิโลสของสตาร์ชขา้วดว้ยวธีิ  Gel permeation chromatography (GPC) เร่ิมจากการนาํสตาร์ชมายอ่ย

ดว้ยเอนไซมท่ี์มีความจาํเพาะต่อการยอ่ยพนัธะก่ิงแลว้นาํสตาร์ชท่ีผา่นการยอ่ยมาแยกตามขนาดดว้ย

เทคนิคทางโครมาโตกราฟฟี  ทาํใหท้ราบถึงลกัษณะโครงสร้างท่ีเป็นเส้นตรงของอะมิโสสและสาย

โซ่ของอะมิโลเพคตินท่ีเป็นองคป์ระกอบได้  ซ่ึงสามารถทาํการวเิคราะห์ความยาวของสายโซ่ท่ีเป็น

องคป์ระกอบในสตาร์ชท่ีผา่นการยอ่ยในทางออ้มไดด้ว้ยวธีิการเกิดสีกบัไอโอดีน  โดยจากการ

วเิคราะห์องคป์ระกอบของสตาร์ชท่ีผา่นการยอ่ยดว้ย  Pseudomonas isoamylase และทาํการแยกตาม

ขนาดดว้ย  GPC พบวา่สตาร์ชประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกั  4 ส่วน โดยส่วนแรก  คือ 

ส่วนประกอบท่ี  1 (Fraction I, Fr. I) ซ่ึงจะเป็น  ส่วนของอะมิโลสและสายโซ่ของอะมิโลเพคตินท่ีมี

ขนาดยาวมาก  มีค่าความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบเชิงซอ้นของกลูแคน -

ไอโอดีนสูงสุดมากกวา่หรือเท่ากบั  620 (λmax>620nm), ส่วนท่ี 2 คือ ส่วนประกอบ  Intermediate 

(Intermediate Fraction, Int. Fr.) มีค่าความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบเชิงซอ้น   
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ของกลูแคนไอโอดีนสูงสุดอยูใ่นช่วงระหวา่ง  600 ถึง 620 นาโนเมตร  (620nm>λmax>600nm), 

ส่วนท่ี 3 คือ ส่วนประกอบท่ี  2 (Fraction II, Fr. II) มีค่าความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงของ  

สารประกอบเชิงซอ้นของกลูแคนไอโอดีนสูงสุดอยูใ่นช่วงระหวา่ง  525 ถึง 600 นาโนเมตร  (600 

nm>λmax>525nm) ซ่ึงเกิดจากสายโซ่ของอะมิโลเพคตินท่ีมี  DP ประมาณ 45 และส่วนท่ี  4 คือ 

ส่วนประกอบท่ี  3 (Fraction III, Fr. III) มีค่าความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบ

เชิงซอ้นของกลูแคนไอโอดีนสูงสุดนอ้ยกวา่ 525 (λmax<525nm) ซ่ึงแสดงผลดงั ตารางท่ี 3.1 

 

ตารางที ่3.1 คุณลกัษณะบางประการของสารประกอบเชิงซอ้นท่ีเกิดจากการทาํปฏิกิริยากบัไอโอดีน

ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ และ สตาร์ชขา้วท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ Isoamylase และ

ทาํการแยกตามขนาดดว้ย Gel permeation chromatography (GPC) จากสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ

ต่าง ๆ 

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 การวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยการแยกตามขนาดโดย gel 

permeation chromatography ตามวธีิของ Inouchi et al. (1987) 
 b ปริมาณคาร์โบไฮเดตรทั้งหมด ท่ีแยกไดจ้ากอะมิโลเพคตินท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม์  

ไอโซอะมิเลส และเม่ือทาํปฏิกิริยากบัไอโอดีน ใหส้ารประกอบเชิงซอ้นของกลูแคน - 

ไอโอดีน ท่ีมีความยาวคล่ืนท่ีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (λ max) มากกวา่ 620 นาโน

เมตร ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของอะมิโลเพคตินท่ีเป็นก่ิงกา้นท่ีมีขนาดยาวมาก (super long 

chain, SLC)  
c  % Absolute amylose คาํนวณจากผลต่างปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดใน Fr I ของ 

Debranched starch และปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดใน Fr I ของ Debranched 

amylopectin 

แหล่งท่ีมา : รุ่งนภา และคณะ (2546) 
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3.3 การเตรียมสตาร์ชของข้าวพนัธ์ุต่าง ๆ 

 ทาํการเตรียมสตาร์ชขา้วโดยนาํเมล็ดขา้วมาผา่นกรรมวธีิการโม่เปียกเพื่อใหไ้ดฟ้ลาวขา้ว  

จากนั้นทาํการสกดัโปรตีนตามวธีิการของ Sawai และ Morita (1968)  เพือ่ใหมี้โปรตีนเหลือนอ้ย

กวา่ร้อยละ 0.5 โดยเร่ิมจากนาํฟลาวมาแช่ในสารละลายโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 5 แลว้ทาํการ

กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 เพือ่แยกสารละลายเกลือออก  ในขั้นตอนต่อมานาํตะกอนสตาร์ช  มา

สกดัดว้ยเอทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 95  กรองแยกตะกอนสตาร์ช  จากนั้นสกดัโดยการแช่ตะกอน

สตาร์ชในสารละลายด่างโซเดียมไฮดรอกไซดร้์อยละ 0.25  สกดันาน 16 ชัว่โมง  และทาํการลา้งด่าง

ออกจากตะกอนสตาร์ชจนกระทัง่ พเีอช ของนํ้าลา้งตะกอนสตาร์ชมีค่าพีเอชเท่ากบั 7  ขั้นตอน

สุดทา้ยลา้งตะกอนสตาร์ชดว้ยนํ้ากลัน่  และอบตะกอนสตาร์ชท่ีอุณหภูมิ 50 oC เป็นเวลา 20 ชัว่โมง  

และทาํการบดและร่อนตวัอยา่ง  เก็บตวัอยา่งสตาร์ชท่ีอุณหภูมิ -20oC เพือ่ใชส้าํหรับวเิคราะห์ต่อไป 

 

3.4 การศึกษาคุณสมบัตขิองสตาร์ชข้าว 

3.4.1 ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่าง  ๆ โดยทาํการวเิคราะห์โปรตีน, 

ไขมนั, เยือ่ และเถา้ ตามวธีิของ AOAC (1990) 

3.4.2 ปริมาณอะมิโลสดว้ยวธีิการเกิดสี ไอโอดีน  ทาํการวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีเป็น

องคป์ระกอบของขา้วพนัธ์ุต่าง  ๆ ดว้ยวธีิการเกิดสี ไอโอดีน (Julino, 1971) และชุดตรวจวเิคราะห์

ปริมาณอะมิโลสหลงัจากทาํการตกตะกอนอะมิโลเพคตินดว้ยวธีิ Concanavalin-A หรือ ConA 

(Amylose / Amylopectin assay kit, Megazyme)   

3.4.3 ปริมาณอะมิโลสดว้ยวธีิการทาง Differential Scanning calorimeter (DSC)   ทาํการ

วเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีเป็นองคป์ระกอบของสตาร์ชขา้ว และสตาร์ชขา้วท่ีปราศจากอะมิโลส 

(Free amylose starch) ตามวธีิของ  Sievert and Lausanne (1993) ดว้ยเคร่ือง Mettler DSC 1 

instrument (Mettler,Naenikon-Uster,Switzerland) ซ่ึงการวเิคราะห์ขอ้มูล ไดเ้ตรียมกราฟมาตรฐาน

ของอตัราส่วนระหวา่งอะมิโลสและอะมิโลเพคติน (w/w) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 2.5:97.5, 5:95, 

10:90, และ20:80  โดยผสมอะมิโลสและอะมิโลเพคติน ประมาณ 10 มิลลิกรัม (โดยนํ้าหนกัแหง้ )ลง

ใน Mettler medium pressure aluminum pan (120 ไมโครลิตร ) จากนั้นเติม  3%(w/v) L-α- 

lysophosphatidylcholine (LPC) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลว้นาํตวัอยา่งไปใหค้วามร้อนจาก

อุณหภูมิ 20oC ถึง 180oC (heating rate 5oC /นาที) แลว้จึงทาํการลดอุณหภูมิลงถึง 4oC (cooling rate 

10oC /นาที) และใหค้วามร้อนอีกคร้ังจนถึง 180oC (heating rate 5oC /นาที) เพือ่ติดตาม  melting 

enthalpy ของแต่ละความเขม้ขน้เพื่อนาํไปสร้างกราฟมาตรฐาน 

เช่นเดียวกนัสาํหรับตวัอยา่งสตาร์ชท่ีทาํการชัง่นํ้าหนกั  10 มิลลิกรัม (โดยนํ้าหนกัแหง้) เติม 

3%(w/v) L-α-lysophosphatidylcholine (LPC) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  และนาํไปใหค้วามร้อนจาก
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อุณหภูมิ 20oC ถึง 180oC (heating rate 5oC /นาที) แลว้จึงทาํการลดอุณหภูมิลงถึง 4oC (cooling rate 

10oC/นาที) และใหค้วามร้อนอีกคร้ังจนถึง 140oC (heating rate 5oC/นาที) )  ซ่ึงค่าคุณสมบติัทาง

ความร้อนท่ีทาํการวเิคราะห์ คือ อุณหภูมิเร่ิมตน้ของการเปล่ียนเฟส (onset temperature, T0), 

อุณหภูมิสูงสุดของการเปล่ียนเฟส (peak temperature, Tp), อุณหภูมิสุดทา้ยของการเปล่ียนเฟส 

(conclusion temperature, Tc), ช่วงอุณหภูมิของการเปล่ียนเฟส (Tc–T0) และค่าพลงังานในการ

เปล่ียนเฟส (∆H) ของสารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสกบัไขมนั (amylose lipid complex) 

คาํนวณปริมาณอะมิโลสโดยแทนค่าลงในสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานของอตัราส่วน

ระหวา่งอะมิโลสและอะมิโลเพคติน 

3.4.4 ศึกษาการกระจายตวัของความยาวก่ิงกา้นสายอะมิโลเพคตินของสตาร์ช  (Chain 

length distribution) 

 ชัง่ตวัอยา่งสตาร์ช 6-7 มิลลิกรัม ละลายในนํ้ากลัน่ปริมาตร 4.69 มิลลิลิตร ตม้ในนํ้าเดือด

เป็นเวลา 10 นาที แลว้ตั้งใหเ้ยน็ท่ีอุณหภมิูหอ้ง เติมสารละลายบพัเฟอร์โซเดียมอะซิเต รท 1โมลาร์ 

(พเีอช 3.5) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  จากนั้นเติม  Isoamylase (11,084.31 ยนิูต/มิลลิลิตร ) ปริมาตร 

10 ไมโครลิตร และ นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 45oC เป็นเวลา 2.5 ชัว่โมง เม่ือครบระยะเวลาทาํการหยดุ

ปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซค์ ท่ีความเขม้ขน้ 100 โมลาร์ ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร  และนํ้ากลัน่ปริมาตร 5 ไมโครลิตร  จากนั้นนาํตวัอยา่งมาวเิคราะห์โครงสร้างของ 

debranched starch ดว้ยเคร่ือง  HPAEC-PAD (Dionex ICS3000, Dionex Corp., Sunnyvate, CA, 

USA) ใชค้อลมัน์ Carbopac PA200 โดยปริมาณสารตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวเิคราะห์เท่ากบั 50 

ไมโครลิตร สาํหรับ mobile phase ท่ีประกอบดว้ย eluent A คือ โซเดียมไฮดรอกไซค ์เขม้ขน้ 0.15 

โมลาร์  และ eluent B คือ โซเดียมอะซิเตรท เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ละลายในโซเดียมไฮดรอกไซค ์

เขม้ขน้ 0.15 โมลาร์  โดยการไหลของ  mobile phase ควบคุมโปรแกรมใหเ้ป็น gradient แสดงดงั

ตารางท่ี 3.2 และอตัราการไหลเท่ากบั 1 มิลลิลิตร/นาที 

 

3.5 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ 

3.5.1 เอนไซมพ์ลูลูลาเนส 

กิจกรรมของเอนไซมพ์ลูลูลาเนสวเิคราะห์ตามวธีิการของ Novo industri A/S (1983) โดย

เอนไซมพ์ลูลูลาเนส 1  Pullulanase Unit (PUN) หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ี์ยอ่ยพลูลูแลนเป็น

คาร์โบไฮเดรตรีดิวซ์ท่ีมีกาํลงัรีดิวซ์สมมูลกบักลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 50oC ทาํการ

วเิคราะห์โดยเตรียมสารละลายพลูลูแลนในนํ้าปราศจากไอออนความเขม้ขน้ 0.4% โดยนํ้าหนกั  
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ตารางที ่3.2 Gradient program ของเคร่ือง High Performance Anion Exchange Chromatography 

with Pulse Amperometric Detector (HPAEC-PAD) 

เวลา (นาท)ี 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  วางในอ่างนํ้าอุณหภูมิ 50oC เป็นเวลา 5 นาที เติมสารละลายเอนไซมพ์ลูลู

ลาเนสท่ีทาํการเจือจาง 10,000 เท่า ใน 0.1 โมลาร์  acetate buffer  พเีอช 5.0  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

ท่ีอุณหภูมิ 50oC เป็นระยะเวลา 15 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยเติม Somogyi’s copper reagent ปริมาตร 

10 มิลิลิตร  จา กนั้นวเิคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์เทียบกบัสารละลายกลูโคสมาตรฐานตามวธีิการ

ของ Somogyi’s method (Somogyi, 1952)  สาํหรับแบลงคท์าํการเติม  Somogyi’s copper reagent 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายผสมพลูลูลาเนสและเอนไซมก่์อนการบ่มท่ีอุณหภูมิ 50oC  

คาํนวณกิจกรรรมของเอนไซมใ์นปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกยอ่ยออกมาได้

ต่อนาที โดยเอนไซมพ์ลูลูลาเนส มีกิจกรรมเท่ากบั 483.3 PUN/มิลลิลิตร 

 

3.5.2 เอนไซมไ์อโซอะมิเลส 

ทาํการวเิคราะห์ กิจกรรมของเอนไซมไ์อโซอะมิเลส ตามวธีิการของ Novo industri A/S 

(1983)  โดยดูดสารละลายอะมิโลเพคติน มนัฝร่ัง ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.4 (w/w) ปริมาตร  0.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเติมเอนไซมไ์อโซอะมิเลสท่ีระดบัความเจือจาง 10,000 เท่าในสารละลายอะซิเตร ท

บฟัเฟอร์เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์  พีเอช 5.0  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 5 0oC เป็นเวลา 15 นาที  

ทาํการหยดุปฏิกิริยาโดยเติม Somogyi’s copper reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร   จากนั้นทาํการ

วเิคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์เทียบกบัสารละลายกลูโคสมาตรฐานตามวธีิการของ Somogyi’s 

method (Somogyi, 1952)  โดยแบลงคท์าํการเติม Somogyi copper reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลง

ในสารละลายผสมระหวา่ง อะมิโลเพกตินมนัฝร่ัง และเอนไซมก่์อนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 oC  โดย Novo 

industry AIS (1983) ใหนิ้ยามวา่ isoamylase 1 Unit หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ี์ยอ่ยอะมิโลเพคติน

เป็นคาโบไฮเดรตรีดิวซ์ท่ีมีกาํลงัรีดิวซ์สมมูลกบักลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาที  ท่ีอุณหภูมิ 50 oC  
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ดงันั้นกิจกรรมของเอนไซมใ์นปริมาตร 1 มิลลิลิตร  จากปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกยอ่ยออกมาไดต่้อ

นาที  โดยเอนไซมไ์อโซอะมิเลสกิจกรรมเท่ากบั 11,084.31 ยนิูต/ มิลลิลิตร 

 

3.6 การแยกอะมโิลสออกจากตวัอย่างสตาร์ชข้าว 

 ชัง่ตวัอยา่งสตาร์ชขา้วพนัธ์ุสุพรรณบุรี 90  (S90) นํ้าหนกั  1 กรัม  ลงในหลอดป่ันเหวีย่งท่ีมี

ฝาปิดขนาด 15 มิลลิลิตร  จากนั้นเติมนํ้าปราศจากไอออน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  นาํไปวางในอ่างนํ้า

ควบคุมอุณหภูมิ 90 oC  เป็นเวลา 10 นาที  โดยเขยา่ตลอดเวลา  จากนั้นนาํตวัอยา่งไปป่ันเหวีย่งท่ี

ความเร็วรอบ 3,000 x g  เป็นเวลา 10 นาที  เทส่วนใสทิ้งในขณะท่ีส่วนของตะกอนถูกลา้งอีกคร้ัง  

โดยการเติมนํ้าปราศจากไอออน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นาํไปใหค้วามร้อนอีกคร้ังท่ีอ่างนํ้าอุณหภูมิ 

90oC  เป็นเวลา 10 นาที  และนาํไปป่ันเหวีย่งเป็นเวลา 10 นาที  เทส่วนใสทิ้งและทาํการลา้งตะกอน

ซํ้ า 2 คร้ัง  จากนั้นตะกอนสตาร์ชถูกทาํใหแ้หง้ดว้ยวธีิระเหิด (Freeze drying) (Heto FD8, Heto-

Holten A/S, Denmark) เป็นเวลา 18 ชัว่โมง  ตวัอยา่งสตาร์ชขา้วถูกบดจนมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง

ของอนุภาคเท่ากบั 75-105 ไมโครเมตร ตวัอยา่งสตาร์ชถูกเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 oC เพือ่ใชส้าํหรับ

วเิคราะห์ต่อไป 

 สาํหรับสตาร์ชขา้วพนัธ์ุพิษณุโลก  2 (P2) ทาํการชัง่ตวัอยา่ง 1 กรัม  ผสมกบัสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร   และนาํไปวางในอ่างนํ้า

ควบคุมอุณหภูมิ 90 oC  เป็นเวลา 10 นาที  และนาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 3,000 x g  เป็นเวลา 

10 นาที  เทส่วนใสทิ้ง  และทาํการลา้งตะกอนดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 0.01  โม

ลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  นาํไปวางในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 90 oC  นาน 10 นาที  นาํไปป่ันเหวีย่ง

และเทส่วนใสทิ้ง  ทาํการลา้งตะกอนซํ้ า 2 คร้ัง  จากนั้นตะกอนสตาร์ชถูกลา้งดว้ยนํ้าปราศจาก

ไอออนจนกระทัง่มีพเีอชเท่ากบั 7  สุดทา้ยตะกอนตวัอยา่งสตาร์ชถูกทาํแหง้ดว้ย เร่ืองระเหิดแหง้ 

(Heto FD8, Heto-Holten A/S, Denmark)   จากนั้นบดจนขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางของอนุภาคเท่ากบั 

75-105 ไมโครเมตร  โดยตวัอยา่งสตาร์ชขา้วท่ีผา่นกระบวนการน้ีเรียกวา่  สตาร์ชขา้วท่ีปราศจากอะ

มิโลส (Amylose-free starch) และเก็บตวัอยา่งสตาร์ชท่ีอุณหภูมิ  -20oC เพื่อใชส้าํหรับวเิคราะห์

ต่อไป 

 

3.7 การเตรียมสตาร์ชสตาร์ชข้าวตัดกิง่  

 เตรียมตวัอยา่งสตาร์ชสตาร์ชขา้วตดัก่ิงทั้งสามพนัธ์ุ  โดยเตรียมเจลสตาร์ชท่ีระดบัความ

เขม้ขน้ 10% (w/w)  ในสารละลายอะซิเตรทบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พเีอช 5.0  โดยใหค้วามร้อน

กบัสารละลายสตาร์ชท่ีอุณหภูมิ 85oC  เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  และนาํเขา้หมอ้น่ึงความดนั (Autoclaved)  

ท่ีอุณหภูมิ 121oC  เป็นเวลา 15 นาที  เพื่อใหส้ารละลายสตาร์ชขา้วเกิดเจลอยา่งสมบูรณ์  จากนั้นทาํ
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ใหเ้ยน็จนอุณหภมิูของเจลสตาร์ชอยูท่ี่ 50 oC  ทาํการเติมเอนไซมพ์ลูลูลาเนส  และเอนไซมพ์ลูลู

ลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส ท่ีระดบั 45PUN/กรัมสตาร์ช   และบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 oC เป็นระยะเวลา 

24 ชัว่โมง  ในระหวา่งระยะเวลาบ่มทาํการสุ่มตวัอยา่งสตาร์ชสตาร์ชขา้วตดัก่ิงปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร  จากนั้นผสมกบัสารละลายเขม้ขน้ DMSO  และใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 85oC  เป็นเวลา 30 

นาที  เพื่อหยดุกิจกรรมของเอนไซม ์ ตวัอยา่งถูกทาํใหเ้ยน็และทาํการวเิคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรีดิว

ซิงค ์(reducing suger content : R)  เทียบกบันํ้าตาลกลูโคสมาตรฐาน  และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด 

(total sugar content : TS)  ดว้ยวธีิ phenol-sulfuric acid (Dubois et al., 1956) โดยแต่ละตวัอยา่งทาํ

การวเิคราะห์ 3 ซํ้ าเพื่อใชใ้นการคาํนวณระดบัการตดัก่ิง  และระดบัการยอ่ยตามสมการขา้งล่าง 

 

 ระดับการตัดกิง่ (Degree of debranching : DB) 

 

 D.B.% = 100 

 

 ระดับการย่อย (Degree of hydrolysis : DH) 

 

 D.H.% = 100 

3.8 β–amylolysis limit of debranched starch 

 วธีิการวเิคราะห์ β–amylolysis limit ดดัแปลงจากวธีิการของ Hood and Mercier (1978)  

โดยสารละลายของ debranched starch  ปริมาตร 15 มิลลิลิตร  ถูกผสมกบัอะซิเตร ทบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 

0.2 โมลาร์  พเีอช 4.8  ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร   จากนั้นเติมเอนไซมเ์บตาขอะมิเลส (β-amylase)  

ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร (20 ยนิูต/มิลลิลิตร)  และนํ้าปราศจากไอออน 1.0 มิลลิลิตร  ส่วนผสมทั้งหมด

ถูกบ่มท่ีอ่างควบคุมอุณหภูมิ 37 oC  เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  ทาํการวเิคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซิงค ์

(reducing suger, R)  และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด (total sugar, TS)  เพื่อใชใ้นการคาํนวณ β–

amylolysis limit ตามสมการ 

 

 β–amylolysis limit = 100 
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3.9 การวเิคราะห์ปริมาณสตาร์ชทีท่นต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ 

การวเิคราะห์ปริมาณ RS ของสตาร์ชขา้วทั้งสามชนิดทั้งก่อนและหลงัการดดัแปร โดย

วธีิการวเิคราะห์ดดัแปลงจากวธีิ AOAC method (2002)  โดยทาํการชัง่ตวัอยา่งสตาร์ช 100 มิลลิกรัม   

ลงในหลอดป่ันเหวีย่งท่ีมีฝาปิดขนาด 15 มิลลิลิตร  จากนั้นเติมสารละลายอะซิเตร ทบฟัเฟอร์ความ

เขน้ขน้ 1.2 โมลาร์  พเีอช 5.0  ปริมาตร 4 มิลลิลิตร   ท่ีผสมเอนไซมแ์พนครีเอติกแอลฟาอะมิเลส 

(pancreatic alpha-amylase)  ท่ีมีเอนไซมอ์ะมิโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase; AMG, 3 ยนิูต/

มิลลิลิตร)  ผสมใหเ้ขา้กนั  นาํไปวางในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ 37 oC  เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  โดยเขยา่

ตลอดเวลา  จากนั้นหยดุปฏิกิริยาโดยเติมเอทานอล 99 %  ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  นาํตวัอยา่งท่ีไดไ้ป

ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 1,500 x g  เป็นเวลา 10 นาที  เทส่วนใสทิ้ง  นาํตะกอนท่ีไดม้าละลายดว้ย

เอทานอล 50%  ปริมาตร 8 มิลลิลิตร  แลว้นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 1,500 x g  เป็นเวลา 10 

นาที (ทาํซํ้ า 2 คร้ัง)  ค่อย  ๆ เทส่วนใสทิ้งและรอใหต้ะกอนสตาร์ชแหง้  จากนั้นเติมสารละลาย

โพแทสเซียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 2 โมลาร์  พเีอช 3.8  ปริมาตร 8 มิลลิลิตร  จากนั้นเติม AMG 3300 

ยนิูต/มิลลิลิตร  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  แลว้นาํไปวางในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ 50 oC  เป็นเวลา 30 

นาที  วเิคราะห์ปริมาณกลูโคสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาโดยชุดทดสอบ PGO เอนไซม ์ (Sigma, 

P7119)  แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร  คาํนวณปริมาณ RS จากสมการ 

 

RS (g/100 gสตาร์ช) =  100 

 

โดย   F  = ปริมาณกลูโคสท่ีวเิคราะห์ได ้

W  = นํ้าหนกัตวัอยา่งแหง้ (g) 

  = แฟคเตอร์สาํหรับเปล่ียน free glucose เป็น anhydro-glucose 

 

3.10 การตรวจสอบลกัษณะโครงสร้างทางผลกึ 

 การศึกษาชนิดและลกัษณะโครงสร้างทางผลึกของตวัอยา่งสตาร์ชขา้วดว้ยเทคนิค x-ray 

diffraction (XRD)  โดยบรรจุตวัอยา่งสตาร์ชขา้วมาอดัในเซลลใ์ส่ตวัอยา่งและวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง 

Powder X-ray  diffractometer รุ่น D5005 (Bruker GmbH, Germany)  โดยใช ้1.54 Aº Cu K∞  ใน

การกาํเนิดรังสีเอก็ซ์  จากนั้นทาํการตรวจวดั diffraction pattern ท่ีมุม 2θ ในช่วง 4-30º  โดยสภาวะ

การตั้งค่าเคร่ืองในการวดัคือ  กระแสไฟฟ้า 40 มิลลิแอมป์  ศกัยไ์ฟฟ้า 40 กิโลโวลต์   ความกวา้ง 

divergence slit 1º  ความกวา้ง antiscatterring slit 1º  ความเร็วในการตรวจวดั 0.480 oC /นาที  ทาํการ
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คาํนวณหาปริมาณผลึก (Relative crystallinity) ตามวธีิของ Herman และ Weidinger (1961)  โดย

ปรับ baseline และความเรียบของ diffraction pattern แลว้วดัพื้นท่ีใตก้ราฟของ diffraction pattern 

ของตวัอยา่งดว้ยโปรแกรม EVA Diffract Plus #1 และปริมาณความเป็นผลึก (relative crystallinity) 

คาํนวณจากอตัราส่วนของพื้นท่ีพีค (diffraction peak area) ต่อพื้นท่ีทั้งหมด  (total diffraction area) 

(Hermans and Weidnger, 1961) 

 

3.11 การตรวจวดัคุณสมบัติทางความร้อน 

 ศึกษาคุณสมบติัทางความร้อนดว้ยเคร่ือง differential scanning calorimeter (DSC)  โดยชัง่

ตวัอยา่งสตาร์ชขา้ว 7-8 มิลลิกรัม  ลงใน stainless steel DSC pan ขนาด 60 ไมโครลิตร  พร้อมทั้งเติม

นํ้าปราศจากไอออน 22-23 มิลลิกรัม  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37oC  ขา้มคืนเพื่อใหเ้ขา้สู่สมดุล  จากนั้นทาํการ

ทดสอบการเปล่ียนแปลงเชิงความร้อนดว้ยเคร่ือง  Mettler DSC 1 instrument (Mettler, Naenikon-

Uster, Switzerland)  โดยตั้งโปรแกรมในการวเิคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 25-200 oC ท่ีอตัราการเพิ่มของ

อุณหภูมิ 10oC/นาที  โดยใชร้ะบบ intracooler ในการใหค้วามเยน็  และใช ้ pan เปล่าเป็นตวัอา้งอิง 

(reference)  ซ่ึงค่าคุณสมบติัทางความร้อนท่ีทาํการวเิคราะห์ คือ  อุณหภูมิเร่ิมตน้ของการเปล่ียนเฟส 

(onset temperature, T0), อุณหภูมิสูงสุดของการเปล่ียนเฟส  (peak temperature, Tp ), อุณหภูมิสุดทา้ย

ของการเปล่ียนเฟส (conclusion temperature, Tc), ช่วงอุณหภูมิของการเปล่ียนเฟส   (Tc – T0) และ

ค่าพลงังานในการเปล่ียนเฟส (∆H)  

 

3.12 การศึกษาจลนพลศาสตร์การเกดิรีโทรเกรเดชันด้วยเคร่ือง Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy (FTIR) 

ทาํการ ศึกษาจลนพลศาสตร์ (kinetic) ของการเกิดรีโทรเกรเดชนั ในโครงสร้างผลึกของ

สตาร์ชขา้วทั้งก่อนและหลงัการดดัแปรดว้ยเคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectroscopy : 

FTIR)  โดยใช ้GX FTIR spectrometer (Perkin Elmer Inc., Boston, MA, USA)  เซลลว์ดัตวัอยา่ง

ชนิด attenuated total reflectance (ATR)  ซ่ึงทาํจากผลึกของ ZnSc  ท่ีมุมของแสงตกกระทบตวัอยา่ง

ท่ี 45oC  โดยตวัอยา่งสตาร์ชขา้วหลงัทาํการตดัก่ิงตามวธีิในขอ้ 3.6 ถูกนาํมาลดอุณหภูมิลงจนถึง 4 oC  

แลว้ทาํการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงความยาวคล่ืนท่ี 1200-800 cm-1  โดยมีค่า resolution เท่ากบั 4 

cm-1 และ 16scan  ในการวดัแต่ละคร้ัง  และใช ้ deconverluted factor เท่ากบั 1.5 คาํนวณอตัราส่วน

ของการดูดกลืนแสงท่ีความถ่ี (wave number) 1047 cm-1 ต่อ 1037 cm-1  ศึกษาความสัมพนัธ์ จลพน

ศาสตร์ของการเกิดรีโทรเกรเดชนั และคาํนวณค่าอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัโดยใชส้มการ Avrami 

(Avrami, 1941)  
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3.13 การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 

 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และวเิคราะห์ความ

แปรปรวนของขอ้มูล Analysis of Variance (ANOVA) ดว้ยโปรแกรม Statistical Analysis System 

(SAS) version 6.12 (SAS Institute Inc, Carry, NC., USA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวธีิ 

Duncan’s New Multiple’ Range Test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p<0.05) 
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บทที่ 4 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

4.1 องค์ประกอบทางเคมแีละโครงสร้างทางเคมขีองสตาร์ชข้าวพนัธ์ุต่าง ๆ 

จากการสกดัสตาร์ชขา้ วพนัธ์ุต่าง ๆ ตามวธีิการของ  Sawai and Morita (1968) และทาํการ

วเิคราะห์  องคป์ระกอบทางเคมีของสตาร์ชขา้ว  ประกอบดว้ย ความช้ืน โปรตีน ไขมนั ใยอาหาร 

และเถา้ แสดง ผลดงัตารางท่ี  4.1 พบวา่สตาร์ชขา้ว มีปริมาณความช้ืนร้อยละ 10.35-11.02 ปริมาณ

โปรตีนร้อยละ 0.41-0.46 ปริมาณไขมนัร้อยละ 0.20-0.26 และปริมาณเถา้ร้อยละ 0.44-0.58 

เน่ืองจากสตาร์ชมีปริมาณโปรตีนนอ้ยกวา่ร้อยละ 0.5 และมีปริมาณไขมนัตํ่า แสดงใหเ้ห็นวา่สตาร์ ช

ขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ ท่ีสกดัไดมี้ความบริสุทธ์ิสูง 

 

ตารางที ่4.1 องคป์ระกอบทางเคมีของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ 

พนัธ์ุข้าว 

                         องค์ประกอบทางเคมี  

ความช้ืน  

(ร้อยละ) 

ปริมาณโปรตีน 

(ร้อยละ) 

ปริมาณไขมัน 

(ร้อยละ) 

ปริมาณเถ้า 

(ร้อยละ) 

RD6 10.35±0.12 0.46±0.18 0.20±0.05 0.44±0.00 

P2  10.87±0.08 0.45±0.10 0.24±0.08 0.51±0.01 

S90 11.02±0.10 0.41±0.05 0.26±0.08 0.58±0.01 

 

4.2 ปริมาณอะมโิลสของสตาร์ชข้าวพนัธ์ุต่าง ๆ 

 โมเลกุลของสายอะมิโลสมีความสามารถในการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกบัสารละลาย

ไอโอดีนไดเ้ป็นสารปะกอบเชิงซอ้นท่ีใหสี้นํ้าเงิน ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะท่ีบ่งบอกถึงสตาร์ชท่ีมีอะ

มิโลสเป็นองคป์ระกอบ จึงสามารถนาํมาใชใ้นการวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีมีอยูใ่นสตาร์ชได ้

ดงันั้นจึงใชป้ริมาณอะมิโลสเป็นพื้นฐานในการแบ่งกลุ่มสายพนัธ์ุขา้ว โดย International Rice 

Research Institute (1971) แบ่งขา้วตามปริมาณอะมิโลสออกเป็น 4 กลุ่ม คือ ขา้วอะมิโลสตํ่า มี

ปริมาณอะมิโลสตํ่ากวา่ 20%, ขา้วอะมิโลสปานกลาง มีปริมาณอะมิโลส 20-25%, ขา้วอะมิโลสสูง

ปานกลาง มีปริมาณอะมิโลส 25-27% และขา้วอะมิโลสสูง โดยมีปริมาณอะมิโลสสูงกวา่ 27%   ซ่ึง

จากผลการวเิคราะห์ ทาํใหส้ามารถจาํแนกขา้วออกเป็น  2 กลุ่ม โดย สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6 จดั
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อยูใ่นกลุ่ม ขา้วพนัธ์ุท่ีมี อะมิโลสตํ่าเป็นองคป์ระกอบ  (Low amylose rice) ซ่ึงมีปริมาณอะมิโลส  

ปรากฏ (%Apparent amylose) อยูร้่อยละ 8.77 ในขณะท่ีขา้วพนัธ์ุ P2 และขา้วพนัธ์ุ S90 มี 

%apparent amylose เท่ากบั 44.73 และ 24.86 ตามลาํดบัจึงจดัอยูใ่นกลุ่มขา้วท่ีมีอะมิโลสเป็น

องคป์ระกอบสูง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของรุ่งนภา และคณะ (2546)   

 

ตารางที ่4.2 ปริมาณอะมิโลสของขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ  

พนัธ์ุข้าว 

Apparent amylose (%) 

Absolute amylosed (%) Iodinea Con Ab DSCc 

RD6 8.77±0.07 4.98±0.14 2.41±0.04 0 

P2 44.73.59 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 : a วเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวธีิการเกิดสีกบัไอโอดีนตามวธีิการของ Juliano (1971) 
b  วเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยชุดวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลส  Con A 
c การวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยเคร่ือง DSC โดยคาํนวณจากค่าเอนโทรปลีของ 

amylose-lipid complex ท่ีเกิดข้ึนเทียบกบัสารมาตรฐานอะมิโลส 
d % Absolute amylose คาํนวณจากผลต่างปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดใน Fr I ของ 

Debranched starch และปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดใน Fr I ของ Debranched 

amylopectin ท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ Isoamylase และแยกตามขนาดโดย gel 

permeation  chromatography (GPC)  

ท่ีมา : รุ่งนภา และคณะ (2546)   

 

เม่ือทาํการวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวธีิการตกตะกอนอะมิโลเพคติน ซ่ึงเป็นอีกวธีิการ

หน่ึงท่ีถูกพฒันาเพื่อใชว้เิคราะห์ปริมาณอะมิโลส โดยอาศยัคุณสมบติัความแตกต่างของขนาด

โมเลกุลระหวา่งอะมิโลสและอะมิโลเพคติน ซ่ึงโมเลกุลของอะมิโลเพคตินมีขนาดใหญ่กวา่โมเลกุล

ของอะมิโลส  จึงสามารถตกตะกอนและแยกออกจากอะมิโลสไดด้ว้ยวธีิ  Amylose/amylopectin 

assay kit, Megazyme (con A) แลว้จึงทาํการวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีเหลืออยูใ่นสารละลายดว้ย

วธีิทางเอนไซม ์ซ่ึงจากผลการวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวธีิน้ี  สามารถแบ่งพนัธ์ุขา้งออกเป็น 2 

กลุ่ม เช่นเดียวกบัวธีิการวเิคราะห์ดว้ยไอโอดีน แต่การวเิคราะห์ดว้ยวธีิการเกิดสีกบัไอโอดีนใหค้่าท่ี

สูงกวา่การวเิคราะห์ดว้ยวธีิการตกตะกอนดว้ย con A พบวา่ร้อยละของอะมิโลสปรากฏเม่ือวเิคราะห์

ดว้ยวธีิการเกิดสีกบัไอโอดีนและวธีิ con A ใหค้่าในช่วง 8.77 ถึง 44.73 และ 4.98 ถึง 24.92 

ตามลาํดบั (ตารางท่ี 4.2) และแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p<0.05)  
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ปริมาณอะมิโลสปรากฎท่ีทาํการวเิคราะห์ดว้ยวกีารเกิดสีกบัไอโอดีนมีค่าสูงอาจเน่ืองมาจาก

องคป์ระกอบของอะมิโลเพคตินท่ีมีขนาดสายโซ่บางส่วนยาวซ่ึงสามารถจบักบัไอโอดีนได้

เช่นเดียวกบัอะมิโลสจึงทาํใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนของวธีิการวดัได ้(Noosuk et al., 2003) 

  การวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยเคร่ือง DSC เป็นอีกหน่ึงวธีิท่ีใชใ้นการวเิคราะห์

ปริมาณอะมิโลส  ผลการวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสของ RD6, P2 และ S90 มีค่าเท่ากบัร้อยละ 2.41, 

20.26 และ 16.30 ตามลาํดบั  นอกจากน้ี รุ่งนภา และคณะ  (2546) พบวา่เม่ือทาํการวเิคราะห์

องคป์ระกอบของอะมิโลเพคตินท่ีแยกจากสตาร์ชและนาํมาผา่นการยอ่ยดว้ย ดว้ย  Pseudomonas 

isoamylase และทาํการแยกตามขนาดดว้ย  gel permeation chromatography (GPC) เพือ่วเิคราะห์

โครงสร้างสายโซ่ท่ีเป็นองคป์ระกอบในโมเลกุลอะมิโลเพคตินได ้ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1  

เม่ือเปรียบเทียบผลการวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสของขา้วพนัธ์ุต่าง  ๆ ทั้ง 4 วธีิ คือ การเกิดสี

กบัไอโอดีน , DSC, การตกตะกอนดว้ย Con A และคดัแยกขนาดดว้ย  gel permeation 

chromatography (GPC) ดงัแสดงในตารางท่ี  4.2  พบวา่การวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสข้ึนอยูก่บั

วธีิการวเิคราะห์ ทั้งน้ีเน่ืองจากการวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวธีิการเกิดสีกบัไอโอดีนเป็นการวดั

ปริมาณของกลูแคนท่ีสามารถทาํปฏิกิริยากบัไอโอดีนและใหส้ารประกอบเชิงซอ้นท่ีสามารถใหค้่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีใชว้เิคราะห์ได้   ดงันั้นค่าการดูดกลืนแสงนั้นจึงเป็นผลรวม

ทั้งหมดของโมเลกุลกลูแคนดงักล่าว  ซ่ึงมีทั้งอะมิโลสและอาจมีบางส่วนของอะมิโลเพคตินจึง

รบกวนการวเิคราะห์ได้  ซ่ึงจะเห็นไดช้ดัเจนในกรณีสตาร์ชของขา้วพนัธ์ุ  RD6 ท่ีไม่มีอะมิโลสเป็น

องคป์ระกอบ แต่เม่ือวเิคราะห์ดว้ยวธีิการเกิดสีกบัไอโอดีน จะใหค้่าปริมาณอะมิโลส  8.77%  ซ่ึงเป็น

ผลมาจาก การรบกวนของโมเลกุลอะมิโลเพคตินต่อการวเิคราะห์วธีิน้ี และจะพบในสตาร์ชขา้วทุก

พนัธ์ุและจะเกิดข้ึนมากเม่ือโมเลกุลของอะมิโลเพคตินมีโครงสร้างของสายโซ่ท่ีมีขนาดความยาว

มากเป็นองคป์ระกอบ  (รุ่งนภา และคณ ะ, 2546)  ในขณะท่ีพนัธ์ุขา้วท่ีโมเลกุลของอะมิโลเพคตินมี

สายโซ่ท่ีมีขนาดยาวมาก  (Super long chain) เช่น ขา้วพนัธ์ุ  P2 และ S90 พบวา่ปริมาณอะมิโลสท่ี

วเิคราะห์ไดด้ว้ยวธีิ  Con A จะใกลเ้คียงกบัค่าปริมาณอะมิโลสปรากฎท่ีไดจ้าก  GPC ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 4.2 โดยค่าปริมาณอะมิโลสปรากฎท่ีไดจ้ากวธีิ  Con A จะใหค้่าท่ีสูงกวา่ปริมาณอะมิโลสท่ี

แทจ้ริงท่ีไดจ้าก GPC ทั้งน้ีอธิบายไดว้า่ Con A จะมีความสามารถในการตกตะกอนโมเลกุลใหญ่  ซ่ึง

ไดแ้ก่ อะมิโลเพคติน แต่ในกรณีท่ีสตาร์ชขา้วทีมีโมเลกุลท่ีขนาดกลาง  (intermediate fraction )จะทาํ

ใหค้่าท่ีวเิคราะห์ไดสู้งกวา่  เน่ืองจากโมเลกลุขนาดกลางบางส่วนอาจไม่สามารถตกตะกอนไดด้ว้ย  

Con A (Sievert and Lausanne, 1993) 

รุ่งนภา และคณะ  (2546) รายงานวา่ปริมาณอะมิโลสท่ีแทจ้ริง (Absolute amylose) ของ

สตาร์ชขา้วสามารถหาไดจ้ากผลต่างของปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีอยูใ่นส่วนของ Fr I ของสตาร์ชขา้ว

กบัปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีอยูใ่นส่วนของ Fr I ของอะมิโลเพคตินท่ีแยกจากสตาร์ชขา้ว และ

สามารถจดักลุ่มตามปริมาณอะมิโลสท่ีแทจ้ริงไดเ้ป็น  3 กลุ่ม  คือ กลุ่มท่ีไม่มีอะมิโลสเป็น
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องคป์ระกอบ  ไดแ้ก่  ขา้วพนัธ์ุ RD6 (โครมาโตแกรมของสตาร์ชและอะมิโลเพคตินท่ีผา่นการยอ่ย

ดว้ยเอนไซมไ์อโซอะมิเลสประกอบดว้ย  Fr. II และ Fr. III เท่านั้น) กลุ่มท่ีสองคือกลุ่มท่ี มีอะมิโลส

เป็นองคป์ระกอบปานกลาง  ไดแ้ก่ พนัธ์ุ P2 (%Absolute amylose ท่ีเป็นองคป์ระกอบ ร้อยละ 14.88) 

และกลุ่มท่ีมีอะมิโลสเป็นองคป์ระกอบสูงไดแ้ก่  S90 มี %Absolute amylose  ท่ีเป็นองคป์ระกอบ

เท่ากบั 18.85 

 

4.3 ความยาวของกิง่ก้านของสายอะมโิลเพคตินของสตาร์ชข้าวพนัธ์ุต่าง ๆ 

 Hizukuri (1995) ไดเ้สนอแบบจาํลองโครงสร้างอะมิโลเพคตินท่ีประกอบไปดว้ย ก่ิงกา้นท่ี

เป็นสายโซ่กลูแคนท่ีทีขนาดความยาวต่าง ๆ กบั เช่น A-chains, Short B-chains, และ Long B-chains 

ประกอบกนัเป็นคสัเตอร์ ซ่ึงการวเิคราะห์ debranched starch ท่ีผา่นการยอ่ยดว้ย Pseudomonas 

isoamylase และทาํการแยกขนาดดว้ย Ion Exchange Chromatography ทาํใหส้ามารถอธิบายลกัษณะ

การกระจายตวัของสายโซ่กลูแคนขนาดต่าง ๆ ท่ีเป็นองคป์ระกอบของอะมิโล       เพคตินอีกวธีิหน่ึง 

จากผลการวเิคราะห์องคป์ระกอบของ debranched starch โดยเคร่ือง  HPAEC-PAD ซ่ึงผลการ

วเิคราะห์แสดงในตารางท่ี  4.3  พบวา่ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน  (Branch chain 

length distribution of amylopectin) สามารถแบ่งออกเป็น 4 ช่วงคือ DP 6-12, DP 13-24, DP 25-36 

และ DP ≥37 ซ่ึงสตาร์ชทั้งสามชนิดมีการกระจายตวัโดยส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง DP 13-24  โดยความ

ยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน  (Branch chain length distribution of amylopectin)  ของ

สตาร์ขา้วแต่ละสายพนัธ์ุแสดงในภาพท่ี 4.1 สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 และสุพรรณบุรี 90 (S90) มีสดัส่วน

ร้อยละการกระจายตวัในช่วง DP 6-12 และ DP≥37 สูงกวา่ขา้ว RD6 และการกระจายตวัในช่วง DP 

13-24  ตํ่ากวา่ RD6 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของรุ่งนภา และคณะ (2546)   

 

ตารางที ่4.3 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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ภาพที ่4.1 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of   

  amylopectin) ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ (a) RD6, (b) P2, และ (c) S90  

(a) 

(b) 

(c) 
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4.4 ชนิดของเอนไซม์ตัดกิง่ต่อระดับการตัดกิง่  

 โครงสร้างโมเลกุลของสตาร์ชเป็นปัจจยัสาํคญัในการ เกิด RS โดยจาก งานวจิยัพบวา่  RS3 

ส่วนใหญ่เกิดจากการรีโทรเกรเดชนั (Retrodradation) ของโมเลกุลอะมิโลส  และอะมิโลเพคตินท่ี

ถูกตดัก่ิง (Debranched amylopectin) ซ่ึงการตดัก่ิงโมเลกุล ของอะมิโลเพคตินทาํ ใหส้ดัส่วนของ

โมเลกลุเส้นตรงเพิ่มข้ึน จึงส่งผลต่อการเพิ่มปริมาณ resistant starch (RS)  ดงันั้นในงานวจิยัน้ี  จึงได้

ทาํการศึกษาการตดัก่ิงโมเลกุลสตาร์ชดว้ยเอนไซม์ ตดัก่ิง (Debranching enzyme) ซ่ึงเอนไซมต์ดัก่ิง

โดยทัว่ไปมี 2 ชนิดคือ ไอโซอะมิเลส (Isoamylase) และเอนไซมพ์ลูลูลาเนส (Pullulanase) เน่ืองจาก

เอนไซมท์ั้งสองชนิดมีความสามารถในการยอ่ยสตาร์ชไดแ้ตกต่างกนั ดงันั้นในขั้นตอนแรกจึงได้

ทาํการศึกษาความสามารถในการตดัก่ิงของเอนไซมท์ั้งสองชนิดและศึกษาชนิดของเอนไซมท่ี์มีผล

ต่อปริมาณและคุณสมบติัทางเคมีและทางกายภาพของ RS3 โดยเร่ิมแรกของการศึกษา ไดท้าํการ

วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมท์ั้งสองชนิด ซ่ึงพบวา่เอนไซมพ์ลูลูลาเนส มีกิจกรรมเท่ากบั  488.43 

PUN/ml ในขณะท่ีเอนไซมไ์อโซอะมิเลสมีกิจกรรมเท่ากบั 11,084.31 U/ml  

  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตดัก่ิงสตาร์ชของการศึกษาคร้ังน้ี ไดท้าํการวเิคราะห์ ขอ้มลู

เบ้ืองตน้จากงานวจิยัเร่ืองการพฒันากระบวนการผลิตสตาร์ชขา้วท่ีทนต่อการยอ่ย  ท่ีทาํการศึกษา ตวั

แปรอิสระท่ีมีผลต่อการตดัก่ิง 3 ปัจจยั ไดแ้ก่  ความเขม้ขน้ของสตาร์ชขา้ว , ปริมาณเอนไซมท่ี์ใชใ้น

การยอ่ย  และระยะเวลา ในการยอ่ย   เพือ่ใชเ้ป็นขอ้มลูในการเลือก สภาวะในการตดัก่ิงสตาร์ชขา้ว   

และเน่ืองจากตวัแปรอิสระท่ี ทาํการศึกษาคร้ังน้ีคือชนิดของเอนไซม์   ดงันั้นในการทดลองจึงไดท้าํ

การกาํหนดตวัแปรตามอ่ืน ๆ ใหค้งท่ี  โดยกาํหนดใหค้วามเขม้ขน้ของสตาร์ชทั้งสามชนิดอยูท่ี่ระดบั

ความเขม้ขน้ 10%w/w  ความเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์ระดบั 45 PUN/g of starch  และระยะเวลาในการ

ยอ่ย 24 ชัว่โมง เพือ่ใหเ้กิดการยอ่ยอยา่งสมบรูณ์  และทาํการ ติดตาม ระดบัการตดัก่ิง (Degree of 

debranching, DB) และระดบัการยอ่ย (Degree of hydrolysis, DH) ท่ีเกิดข้ึนในช่วงระยะเวลาในการ

ยอ่ย  โดยทาํการเตรียมตวัอยา่งเจลสตาร์ชขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10%w/w  จากนั้นเติมเอนไซมซ่ึ์ง

จะแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มแรกทาํการเติมเอนไซมพ์ลูลูลาเนส ท่ีระดบัความเขม้ขน้  45 PUN/g 

of starch  ในขณะท่ีกลุ่มท่ี 2 เติมเอนไซมพ์ลูลูลาเนส ท่ีระดบั 41.5 PUN/g of starch  และเอนไซมไ์อ

โซอะมิเลสท่ีระดบัความเขม้ขน้ 3.5 U/g of starch  จากนั้นบ่มตวัอยา่งทั้งสอง ท่ีอุณหภูมิ 50oC เป็น

ระยะเวลา 24 ชัว่โมง  ซ่ึงตลอดระยะเวลาในการยอ่ยไดท้าํการสุ่มตวัอยา่งออกมาเพื่อวเิคราะห์

ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ซิง (Reducing sugar) และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด (Total sugar) เพื่อใชใ้นการ

คาํนวณระดบัการตดัก่ิง และระดบัการยอ่ย  ผลการทดลอง แสดงดงัภาพท่ี 4.2 และ 4.3 พบวา่เม่ือ

ระยะเวลาในการยอ่ยเพิ่มข้ึน ระดบัการตดัก่ิง และระดบัการยอ่ย เพิ่มข้ึนในทุกสภาวะการยอ่ย  และ

เร่ิมคงท่ีเม่ือระยะเวลาในการยอ่ยมากกวา่ 10 ชัว่โมง  นอกจากนั้นพบวา่ สตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลู

ลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส  (Pullulanase+Isoamylase debranched starch : PIDBS) มีระดบัการตดั
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ก่ิงและระดบัการยอ่ยสูงกวา่สตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนส  (Pullulanase debranched starch : 

PDBS) โดย PIDBS มีระดบัการตดัก่ิงและระดบัการยอ่ยอยูท่ี่ 90%DB และ 6%DH  ในขณะท่ี PDBS 

มีระดบัการตดัก่ิงและระดบัการยอ่ยอยูท่ี่ 80%DB และ 4%DH ตามลาํดบั (ดงัภาพท่ี 4.2 และ 4.3) 

 

 
 

ภาพที ่4.2 ระดบัการตดัก่ิงของสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนส (Pullulanase debranched starch :  

 PDBS) และสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส (Pullulanase+  

 Isoamylase debranched starch : PIDBS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90  

 

 เม่ือทาํการเปรียบเทียบระดบัการตดัก่ิงและระดบัการยอ่ยของขา้วแต่ละพนัธ์ุ  พบวา่เม่ือทาํ

การตดัก่ิงสตาร์ชขา้วดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลสขา้วทั้งสามพนัธ์ุมีระดบั

การตดัก่ิงไม่แตกต่างกนั (มีระดบัการตดัก่ิงประมาณ 90%) ดงัแสดงในภาพท่ี 4.2 ในขณะท่ีระดบั

การยอ่ยของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุแตกต่างกนั (ภาพท่ี 4.3) ซ่ึงจะสงัเกตไดช้ดัเจนเม่ือใชเ้อนไซม์

สองชนิดร่วมกนัโดยมีขา้วพนัธ์ุ  S90 และ พนัธ์ุ  P2 มีระดบัการยอ่ยสูงกวา่พนัธ์ุ  RD6 ตามลาํดบั  

ทั้งน้ีเน่ืองจากทั้งขา้วพนัธ์ุ S90 และ P2 มีทั้งอะมิโลสและอะมิโลเพคตินอยูใ่นโครงสร้างและใน

ระหวา่งกระบวนการเจลาติไนเซชนัโมเลกุลของอะมิโลสบางส่วนถูกปลดปล่อยออกมา โครงสร้าง

ของสตาร์ชเกิดการแตกตวั  ดงันั้นเม่ือทาํการเติมเอนไซมล์งไปเอนไซมจึ์งสามารถเขา้ไปใน

โครงสร้างไดง่้าย ซ่ึงแตกต่างจากสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6 ท่ีโครงสร้างมีอะมิโลเพคตินอยา่งเดียวและ

โครงสร้างท่ีมีความเป็นก่ิงกา้นสูง (Highly branch structure)  ทาํใหเ้อนไซมเ์ขา้ไปยอ่ยไดย้ากกวา่  
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เน่ืองจากเอนไซมจึ์งเขา้ไปในโครงสร้างไดน้อ้ยจึงส่งผลใหมี้ระดบัการยอ่ยตํ่ากวา่พนัธ์ุ  S90  และ P2 

ตามลาํดบั   

 ในขณะท่ีทั้ง  S90 และ P2 มีโครงสร้างแตกต่างกนัเล็กนอ้ย (ตารางท่ี 4.3 และภาพท่ี 4.1) 

แต่มีระดบัการยอ่ยท่ีแตกต่างกนัซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของระดบัการตดัก่ิง 

 

 

ภาพที ่4.3 ระดบัการยอ่ยของสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสเพียง ( Pullulanase debranched starch  

  : PDBS) และสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส (Pullulanase+  

  Isoamylase debranched starch : PIDBS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90  

 

 เน่ืองจากการทดลองไดศึ้กษาการเปรียบเทียบระดบัการตดัก่ิงของเอนไซมท์ั้ง 2 กลุ่ม ดงันั้น

เพื่อใหเ้กิดความมัน่ใจวา่ตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมท์ั้งสองกลุ่มมีความเป็นโมเลกุลเส้นตรง

มากนอ้ยแค่ไหน จึงศึกษา β-amylolysis limit  โดยค่า β-amylolysis limit คือ ปริมาณของมอลโทส 

(Maltose) หลงัจากถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์บตา้อะมิเลส (β-amylase) เน่ืองจากเอนไซมเ์บตา้อะมิเลส

เป็น exo-enzyme ท่ียอ่ยพนัธะ α-1,4-glucosidic linkage ของสตาร์ชจากตาํแหน่ง non-reducing end 

คร้ังละ 2 โมเลกุลกลูโคส (Kenedy et al., 1987; Saha and Zeikus, 1989)  ดงันั้นพอลิเมอร์ของ

กลูโคสท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นตรงเพียงอยา่งเดียวควรมีค่า  β-amylolysis limit เท่ากบัร้อยละ 100  

เน่ืองจากไม่มีโครงสร้างท่ีเป็นก่ิงกา้นทาํใหเ้อนไซมเ์บตา้อะมิเลสสามารถยอ่ยไดท้ั้งหมด   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 
  

ภาพที ่4.4 ค่า β-amylolysis limit ของสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสเพียง (Pullulanase  

    debranched starch : PDBS) และสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส 

   (Pullulanase+Isoamylase debranched starch : PIDBS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6,  

 P2 และ S90 : อกัษรท่ีแตกต่างกนับนกราฟ หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั 

 ทางสถิติ (p<0.05) 

 

จากภาพท่ี 4.4 พบวา่เม่ือทาํการยอ่ย  PIDBS ท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมง ตวัอยา่งสตาร์ชทั้ง 3 

สายพนัธ์ุคือ RD6, P2 และ S90 มีค่า β-amylolysis limit มากกวา่ 90%  ในขณะท่ี PDBS ท่ีระยะเวลา

ยอ่ยเท่ากนัใหค้่า  β-amylolysis limit ประมาณ 80% ตามลาํดบั แสดงใหเ้ห็นวา่การใชเ้อนไซมพ์ลูลู

ลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลสเกิดการยอ่ยไดม้ากกวา่การใชเ้อนไซมพ์ลูลูลาเนสตวัเดียว  

เน่ืองจากเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดสามารถตดัก่ิงกา้นท่ีพนัธะ α-1,6-glucosidic linkage ไดเ้ช่นเดียวกนั 

(Hizukuri et al., 2006) แต่เอนไซมพ์ลูลูลาเนสมีลกัษณะการตดัก่ิงโดยตดัก่ิงจากภายนอกเขา้มาขา้ง

ในอยา่งชา้ ในขณะท่ีเอนไซมไ์อโซอะมิเลสสามารถตดัก่ิงทั้งภายในและภายนอกไดพ้ร้อม ๆ กนั 

(Manners and Matheson, 1981)  ดงันั้นท่ีระดบัความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ดียวกนัการใชเ้อนไซม์

พลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลสสามารถตดัก่ิงไดม้ากกวา่การใชเ้อนไซมพ์ลูลูลาเนสตวั

เดียว  ซ่ึงมีผลทาํใหเ้อนไซม ์เบตา้อะมิเลสสามารถยอ่ยโมเลกุลเหล่าน้ีเป็นมอลโทสไดม้ากข้ึน  

ส่งผลใหค้่า β-amylolysis limit สูงกวา่การใชเ้อนไซมพ์ลูลูลาเนสเพยีงตวัเดียว 
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4.5 ผลของโครงสร้างสตาร์ชข้าวต่อปริมาณ RS 

จากผลการทดลองในตารางท่ี 4.4 พบวา่การตดัก่ิงสตาร์ชดว้ยเอนไซมท์าํใหป้ริมาณ RS 

เพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกบัสตาร์ชท่ีไม่ผา่นการตดัก่ิง (Native starch) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลอง  

Gonzalez-Soto et al. (2004) ท่ีทาํการยอ่ยสตาร์ชกลว้ยดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสท่ีระยะเวลาในการ

ยอ่ยแตกต่างกนัและพบวา่สตาร์ชกลว้ยท่ีผา่นการยอ่ยมีปริมาณ RS เพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาในการยอ่ย

ยาวนานข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัสตาร์ชเร่ิมตน้ท่ีไม่ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์เน่ืองจากเม่ือเกิดการตดั

ก่ิงของสตาร์ชมากข้ึนทาํใหเ้กิดเพิ่มข้ึนของโมเลกุลสายสั้น ๆ ท่ีสามารถเกิดการรีโทรเกรทจดัเรียง

ตวักนัอยา่งแขง็แรงและทนต่อการยอ่ยของเอนไซมไ์ดม้ากกวา่สตาร์ชท่ีไม่ผา่นกระบวนการตดัก่ิง 

แต่เม่ือระยะเวลาในการยอ่ยมากกวา่ 5 ชัว่โมงปริมาณ RS ไม่มีความแตกต่างกนั  

หลงัทาํการดดัแปรสตาร์ชขา้วดว้ยวธีิการตดัก่ิงและตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชนั

(Retrogradation) ท่ีอุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และทาํแหง้ท่ีอุณหภมิูหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

ของสตาร์ชทั้งสามพนัธ์ุ เม่ือทาํการวเิคราะห์ปริมาณ RS ของตวัอยา่ง Retrograded pullulanase 

debranched starch (RPDS) และ Retrograded pullulanase+Isoamylase debranched starch (RPIDS) 

แสดงผลดงัตารางท่ี 4.4 แสดงใหเ้ห็นวา่ RPIDS ใหป้ริมาณ RS สูงกวา่ RPDS อยา่งมีนยัสาํคญัทาง

สถิติ (p<0.05) ทั้งในขา้วพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90  โดย RPIDS ของขา้วทั้งสามพนัธ์ุมีปริมาณ RS 

เท่ากบั 18.73, 43.44 และ 42.09 ตามลาํดบั  ในขณะท่ี  RPDS ใหป้ริมาณ RS เพยีง 12.01, 23.85 และ 

22.65 ตามลาํดบั  ซ่ึงผลการทดลองดงักล่าวสัมพนัธ์กบัค่าระดบัการตดัก่ิงและระดบัการยอ่ย 

เน่ืองจากการใชเ้อนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลสพบวา่มีระดบัการตดัก่ิงและระดบั

การยอ่ยสูงกวา่  ดงันั้นจึงเกิดเส้นตรงสายสั้น ๆ จาํนวนมาก (Barry,1986; Gonzalez-Soto et al., 

2004; Leong, Karim and Norziah, 2007)  ซ่ึงโมเลกลุสายสั้นท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการตดัก่ิง

สามารถจบัตวักนัเกิดเป็นโครงสร้างเกลียวมว้นคู่ (double helices) (Gidley, 1987) และจดัเรียงตวั

เป็นโครงสร้างท่ีมีความเป็นระเบียบและแขง็แรงทนต่อการยอ่ยของเอนไซมไ์ดท้าํใหป้ริมาณ RS สูง

กวา่สตาร์ชขา้วท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสตวัเดียวท่ีมีระดบัการตดัก่ิงและระดบัการยอ่ยตํ่ากวา่   

เม่ือทาํการเปรียบเทียบระหวา่งพนัธ์ุขา้ว พบวา่สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6 มีปริมาณ RS ตํ่ากวา่

ขา้วพนัธ์ุ P2 และพนัธ์ุ  S90  ทั้ง RPDS และ RPIDS  เน่ืองจากขา้วพนัธ์ุ RD6 จดัอยูใ่นกลุ่ม waxy 

rice ซ่ึงไม่มีอะมิโลสเป็นองคป์ระกอบในโครงสร้าง  ดงันั้นจึงเกิดการรีโทรเกรทไดน้อ้ยกวา่สตาร์ช

พนัธ์ุทีมี่ปริมาณอะมิโลส  อยา่งไรก็ตามปริมาณ  RS ท่ีเกิดจากการรีโทรเกรดของอะมิโลเพคติน

สามารถเพิ่มข้ึนได ้ เม่ือมีการตดัก่ิงของอะมิโลเพคตินดว้ยเอนไซม์ ตดัก่ิง (Thompson, 2000) โดย

เม่ือทาํการเปรียบเทียบกบั native starch พบวา่สตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุท่ีผา่นกระบวนการตดัก่ิงตาม

ดว้ยกระบวรการรีโทรเกรเดชนัมีปริมาณ RS สูงกวา่  สาํหรับสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 และพนัธ์ุ S90 มี

ปริมาณ RS ไม่แตกต่างกนัทั้งในส่วนของ RPDS และ RPIDS ถึงแมว้า่สตาร์ชทั้งสองชนิดจะมี
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ปริมาณอะมิโลสท่ีแตกต่างกนั แต่เน่ืองจากพนัธ์ุ P2 มีสดัส่วนของอะมิโลเพคตินมีสายโซ่ท่ีมีขนาด

ยาวมาก (Super long chain)  มากกวา่พนัธ์ุ S90  ดงันั้นหลงัจากการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมท์าํใหส้ายโซ่ท่ี

มีขนาดยาวถูกปลดปล่อยออกมาและเกิดการจบัตวักนัเป็นโครงสร้างท่ีแขง็แรงทนต่อการยอ่ยของ

เอนไซม ์ส่งผลใหป้ริมาณ RS สูงเท่ากบัพนัธ์ุ  S90 ซ่ึงเหตุผลดงักล่าวจะถูกศึกษาเพื่อยนืยนัผลการ

ทดลองต่อไป 

 

ตารางที ่4.4 ปริมาณ RS ของ retrograded pullulanase debranched starch : RPDS และปริมาณ RS  

 ของ retrograded pullulanase+Isoamylase debranched starch : RPIDS ท่ีเกิดรีโทรเกร 

 เดชนัท่ีอุณหภูมิ 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 : อกัษรพิมพเ์ล็กท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั

ทางสถิติ (p<0.05) 

 อกัษรพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั

ทางสถิติ (p<0.05) 

 

4.6 ลกัษณะโครงสร้างผลกึของสตาร์ชตัดกิง่ 

ผลการตรวจสอบลกัษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชดว้ยเคร่ือง X-ray diffractometer 

(XRD) ของสตาร์ชทั้ง 3 พนัธ์ุท่ีไม่ผา่นการตดัก่ิง (Native starch) และหลงัทาํการดดัแปรสตาร์ชขา้ว

ดว้ยวธีิการตดัก่ิงและตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชนั( Retrogradation) ท่ีอุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง แสดงดงัภาพท่ี 4.5 พบวา่ X-diffraction pattern ของ native starch ปรากฏพีคคู่ (Double 

peak) ท่ี 2θ ท่ี 17° และ18° และพีคเด่ียวท่ี (Single peak) 2θ ท่ี 15° และ 23° ซ่ึงแสดงลกัษณะ

โครงสร้างแบบ A-type ท่ีเป็นรูปแบบผลึกท่ีพบไดท้ัว่ไปในสตาร์ชจากธญัพืช (Cheetham and Tao, 

1998) นอกจากน้ียงัเกิดพคีเด่ียวท่ี  2θ ท่ี 19.7° ท่ีถือเป็นตาํแหน่งของสารประกอบเชิงซอ้น

ระหวา่งอะมิโลสกบัไขมนั (Amylose lipid complex) (Derycke et al., 2005) ซ่ึงแสดงโครงสร้าง
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ผลึกแบบ Vh-type อีกดว้ย เน่ืองจากการเตรียมตวัอยา่งไม่มีขั้นตอนของการกาํจดัไขมนัจึงทาํให้

ไขมนัท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งสตาร์ชสามารถเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกบัอะมิโลสได ้และค่าปริมาณผลึก

แสดงดงัตารางท่ี 4.5 

 

ตารางที ่4.5 ปริมาณความเป็นผลึกและรูปแบบผลึกของ native starch และ retrograded pullulanase  

 debranched starch : RPDS และปริมาณ RS ของ retrograded pullulanase+Isoamylase  

 debranched starchb : RPIDS ท่ีเกิดรีโทรเกรเดชนัท่ีอุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 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 มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

(p<0.05) 

 

ในขณะท่ีสตาร์ชท่ีผา่นกระบวนการตดัก่ิงและรีโทรเกรททั้ง RPDS และ RPIDS ปรากฏ 

single peak ท่ี 2θ  ท่ี 5° และ17° พร้อมทั้งพบ  double peak ท่ี 22° และ 24°  ซ่ึงแสดงถึงโครงสร้าง

ผลึกแบบ B-type (Buleon et al., 1998)  นอกจากน้ียงัเกิดพีคเด่ียวท่ี  2θ ท่ี 19.7° ท่ีถือเป็นตาํแหน่ง

ของสารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสกบัไขมนั (Amylose lipid complex) (Derycke et al., 

2005) ซ่ึงแสดงโครงสร้างผลึกแบบ Vh-type จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่การตดัก่ิงสตาร์ชขา้ว

ส่งผลทาํใหโ้ครงสร้างผลึกของสตาร์ชเปล่ียนจาก A เป็น B-type เน่ืองจากสตาร์ชท่ีผา่นการตดัก่ิง

ดว้ยเอนไซมแ์ละทาํใหเ้กิดกระบวนการรีโทรเกรเดชนัท่ีอุณหภูมิตํ่า  ดงันั้นโครงสร้างของเกลียว

มว้นคู่ (Double helices ) จึงจดัเรียงตวักนัในรูปแบบโครงสร้างหกเหล่ียม (Hexagonal) ท่ีตอ้งการ

พลงังานเพียงเล็กนอ้ยในการเกิดโครงสร้างผลึก (Eerlingen, Crombez and Delcour, 1993) และ

อุณหภูมิตํ่ายงัเพิ่มปริมาณผลึกอีกดว้ย เน่ืองจากอตัราการเกิดผลึก (Crystal nucleation) และจะมี
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ค่าสูงสุดเม่ือเขา้ใกล ้ glass transition temperature , Tg  ดงันั้นอุณหภูมิรีโทรเกรทท่ี 4oC ช่วย

สนบัสนุนการเกิดผลึกและทาํใหเ้กิดโครงสร้างผลึกของ RS เป็น B-type ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการ

ทดลองของ Miao et al. (2009) ท่ีทาํการตดัก่ิงสตาร์ชขา้วโพดขา้วเหนียว (Waxy maize starch) ดว้ย

เอนไซมพ์ลูลูลาเนสมีผลทาํใหโ้ครงสร้างผลึกเปล่ียนจาก A เป็น B เช่นกนั  

ปริมาณความเป็นผลึก (Relative crystallinity) ของสตาร์ชท่ีผา่นการตดัก่ิงและรีโทรเกรทมี

ค่ามากวา่ native starch เน่ืองจากเม่ือทาํการตดัก่ิงโมเลกุลสายสั้นท่ีถูกปลดปล่อยออกมาสามารถ

จดัเรียงตวักนัใหม่กลายเป็นผลึกท่ีมีความแขง็แรง นอกจากน้ี Gunaratne and  Hoover (2002) ยงัได้

อธิบายวา่ค่า relative crystallinity ในสตาร์ชแต่ละชนิดยงัข้ึนอยูก่บัปัจจยัอ่ืน ๆ ดว้ย ไดแ้ก่ ขนาดของ

ผลึก,  การจดัเรียงตวัเกลียวคู่ในบริเวณผลึก, ค่าเฉล่ียของความยาวของสายอะมิโลเพคติน และ

สดัส่วนของอะมิโลเพคตินสายสั้น DP 10-13  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Cai  and Shi 

(2010) พบวา่สตาร์ชมนัฝร่ังท่ีผา่นการตดัก่ิงและบ่มท่ีอุณหภูมิตํ่าปรากฏพีคเด่ียวท่ี  2θ ท่ี 5° และพคี

คู่ท่ี 2θ ท่ี 22° และ24° ชดัเจนกวา่สตาร์ชขา้วสาลีและขา้วโพด  แสดงใหเ้ห็นวา่สตาร์ชมนัฝร่ังท่ีมี

สัดส่วนของโมเลกุลสายยาวมากกวา่สามารถเกิดโครงสร้างผลึกไดเ้ร็วกวา่โมเลกุลสายสั้น  ในขณะ

ท่ีปริมาณความเป็นผลึกแสดงดงัตารางท่ี 4.5 พบวา่สตาร์ชท่ีผา่นกระบวนการตดัก่ิงและรีโทรเกรท

ทั้ง RPDS และ RPIDS มีปริมาณความเป็นผลึกสูงกวา่ native starch  ในขณะปริมาณความเป็นผลึก

ของ RPIDS สูงกวา่ RPDS เน่ืองจาก RPIDS  มีค่าระดบัการตดัก่ิงและระดบัการยอ่ยสูง  ดงันั้นจึง

เกิดโมเลกุลสายตรงจาํนวนมากกวา่ (Barry, 1986; Gonzalez-Soto et al., 2004)  ซ่ึงโมเลกุลสายสั้นท่ี

เกิดข้ึนจากกระบวนการตดัก่ิงสามารถจบัตวักนัเกิดเป็นโครงสร้างเกลียวมว้นคู่ และจดัเรียงตวัเป็น

โครงสร้างผลึกท่ีมีความเป็นระเบียบและแขง็แรง ส่งผลใหป้ริมาณความเป็นผลึกท่ีมากกวา่ซ่ึง

สอดคลอ้งกบัปริมาณ RS ท่ีเกิดข้ึน (ตารางท่ี 4.4) 

 

4.7 คุณสมบัติทางความร้อน  

ผลการศึกษาสมบติัทางความร้อนของสตาร์ชทั้ง 3 ของ native starch และสตาร์ชขา้วหลงั

ทาํการดดัแปรดว้ยวธีิการตดัก่ิงตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชนั( Retrogradation) ท่ีอุณหภูมิ 4oC 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แสดงในภาพท่ี 4.6 จากการวธีิการวเิคราะห์ใหค้่าอุณหภูมิเร่ิมตน้เกิดเจลาติไนเซ

ชนั (To) อุณหภมิูสูงสุดในการเกิดเจลาติไนเซชนั (Tp) อุณหภมิูสุดทา้ยของการเกิดเจลาติไนเซชนั 

(Tc) ช่วงอุณหภูมิการเกิดเลาติไนเซชนั (Tc-To) และพลงังานในการเกิดเจลาติไนเซชนั (∆H) แสดง

ในตารางท่ี  4.6 โดย native starch ทั้งสามพนัธ์ุมี   To ระหวา่ง 55.31-58.47oC ซ่ึงไม่แตกต่างจาก

สตาร์ชขา้วท่ีผา่นการตดัก่ิงและตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชนัทั้ง RPDS และ RPIDS ซ่ึงมี To 
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ภาพที ่4.5 ลกัษณะโครงสร้างผลึกของ native starch (a) และ retrograded pullulanase debranched  

 starch : RPDS) และ retrograded pullulanase+Isoamylase debranched starch : RPIDS)  

 ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2  และ S90 

 

 

    (b) 

 (a) 
 

 

 

 

 

 

 

 



57 

อยูร่ะหวา่ง  54.46- 57.38oC โดยตวัอยา่งท่ีผา่นการตดัก่ิงและตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชนัมี

ค่า To ตํ่านั้น เน่ืองจากหลงัผา่นกระบวนการตดัก่ิงซ่ึงโมเลกุลสายสั้นท่ีเกิดเป็นจาํนวนมากถูก

กระตุน้ใหเ้กิดผลึกท่ีอุณหภูมิตํ่า ทาํใหผ้ลึกท่ีเกิดข้ึนไม่สมบรูณ์แขง็แรง  (Sievert and Lausanne, 

1993).  ดงันั้นจึงส่งผลให้  To มีค่าตํ่า และเม่ือพิจารณาช่วงอุณหภูมิการเกิดเจลาติไนเซชนั (Tc-To) 

พบวา่ตวัอยา่งท่ีผา่นการตดัก่ิงและตามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรเดชนัมีค่า  Tc-To สูงกวา่ native 

starch เน่ืองจากขนาดท่ีหลายหลายของสายโมเลกุลกลูแคนท่ีเกิดจากกระบวนการตดัก่ิงเหน่ียวนาํ

ใหเ้กิดผลึกท่ีมีความไม่สมบรูณ์ และเกิดความไม่เป็นหน่ึงเดียวกนัของโครงสร้างผลึก 

(Heterogeneous crystalline) (Zhang and Jin, 2011) ดงันั้นจึงมีผลทาํใหเ้กิดเอนโดเทอมท่ีกวา้ง และ

มีช่วงอุณหภูมิในการใหค้วามร้อนสูงกวา่เม่ือเทียบกบั native starch  

 เม่ือทาํการเปรียบเทียบระหวา่ง  RPDS และ RPIDS ของสตาร์ชทั้งสามพนัธ์ุ  พบวา่เฉพาะ  

RPIDS เท่านั้นท่ีพบการเปล่ียนแปลงชั้นท่ีสอง (Second transition) โดยมี To ระหวา่ง 111.15- 

117.47oC ซ่ึงเกิดจากสารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสและไขมนั  (Amylose-lipid complex) 

(Sievert and Holm 1993) ทาํใหโ้ครงสร้างของสตาร์ชมีความแขง็แรงยิง่ข้ึน จึงส่งผลใหอุ้ณหภูมิท่ี

ใชใ้นการหลอมละลายมีค่าสูง  เน่ืองจากในกระบวนการเตรียมตวัอยา่งไม่มีขั้นตอนกาํจดัไขมนั 

ดงันั้นในระบบตวัอยา่งจึงมีไขมนัปะปนอยู ่ซ่ึงสามารถเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกบัโมเลกุลของอะ

มิโลสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาหลงักระบวนการตดัก่ิงได ้ซ่ึงจากผลการทดลองภาพท่ี 4.2 แสดงให้

เห็นวา่การใชเ้อนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสมีระดบัการตดัก่ิงสูงกวา่การใชเ้อนไซมพ์ลูลู

ลาเนสเพียงอยา่งเดียว ทาํใหโ้มเลกุลอะมิโลสและอะมิโลเพคตินถูกปลดปล่อยจากโครงสร้างได้

มากกวา่จึงส่งผลใหส้ามารถเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกบัไขมนัไดแ้ละแสดงการเปล่ียนแปลงเอนโด

เทอมท่ีสองในขณะท่ีไม่เกิดการเปล่ียนแปลงใน  RPDS ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของ XRD ในภาพท่ี 4.5 

(b) ในตวัอยา่ง  RPIDS พบพีคท่ีตาํแหน่ง  2θ ท่ี 19.7° ไดช้ดัเจนกวา่ใน RPDS นอกจากน้ีพบวา่ เม่ือ 

RPIDS มีระดบัการตดัก่ิงสูง เป็นผลทาํใหส้ัดส่วนสายยาวของอะมิโลเพคตินถูกตดัและปลดปล่อย

โมเลกุลสายตรงออกมา และสามารถเกิดการจบัตวัระหวา่งโมเลกุลสายยาวของอะมิโลเพคตินดว้ย

กนัเองได ้จึงทาํใหเ้กิดเป็นโครงสร้างท่ีแขง็แรง มีความคงทนต่อความร้อนสูงจึงเกิด  Second 

transition ข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของ  Cai  and Shi (2010) พบวา่สายยาวของสายโซ่อะมิโลเพค   ติ

นของสตาร์ชมนัฝร่ังท่ีผา่นการตดัก่ิงและบ่มท่ีอุณหภูมิตํ่าแสดงค่า Tp อยูท่ี่ 116oC ซ่ึงมากกวา่ของ

ขา้วสาลีและขา้วโพดท่ีมี Tp อยูท่ี่ 99.7 และ 99.9 ตามลาํดบั แสดงใหเ้ห็นวา่โมเลกุลสายยาวของ

สตาร์ชมนัฝร่ังสามารถเกิดโครงสร้าง เกลียวมว้นคู่ (Double helix) ได้แขง็แรงกวา่โมเลกุลสายสั้น

ของขา้วสาลีและขา้วโพด  เช่นเดียวกบั Moates et al. (1997) ท่ีพบวา่อุณหภูมิของผลึกอะมิโลสสาย

สั้นจะเพิ่มข้ึนจาก 57 ถึง 119oC เม่ือขนาดของสายโมเลกุลเพิ่มข้ึนจาก 12 ถึง 55 หน่วยกลูโคส 
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ภาพที ่4.6 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชนั (a) native starch และ (b) retrograded pullulanase  

 debranched starch : RPDS) และ retrograded pullulanase+Isoamylase debranched  

 starch : RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90  

 

 

(a) 

(b) 
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เม่ือทาํการพิจารณาผลของโครงสร้างสตาร์ชขา้วแต่ละพนัธ์ุพบวา่ P2 มีค่า To, Tp , Tc, และ

(∆H) สูงกวา่ S90 และ RD6 ตามลาํดบั ซ่ึงเป็นผลเน่ืองมาจากโครงสร้างของ  P2 (ตารางท่ี 4.3) มี

สัดส่วนของโมเลกุลสายยาวท่ีสามารถเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกบัไขมนัและสามารถเกิดพนัธะ

ระหวา่งโมเลกุลสายยาวดว้ยกนัเองไดม้ากกวา่  S90 และ RD6  นอกจากน้ียงัพบวา่ขา้วพนัธ์ุ  P2 ท่ี

ผา่นการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสมีช่วง Tc-To  สูงกวา่ขา้วพนัธ์ุ  P2 ท่ีผา่น

การตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสอยา่งเดียวและ native starch  (แสดงในตารางท่ี 4.6) ทั้งน้ีเน่ืองจาก

หลงัจากสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 ถูกตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส ซ่ึงมีระดบัการ

ตดัก่ิงสูง ทาํใหเ้กิดการกระจายตวัของของสายโมเลกุลกลูแคนในขนาดท่ีหลายหลาย และสตาร์ช

ขา้วพนัธ์ P2 มีปริมาณของโมเลกุลสายยาวสูง จึงส่งผลทาํใหมี้ช่วง  Tc-To ท่ีกวา้งกวา่ตวัอยา่งสตาร์ช

ทั้งสองพนัธ์ุอีกดว้ย 

 

4.8 การตดิตามจลนพลศาสตร์ของกระบวนการเกดิรีโทรเกรเดชัน 

 การศึกษาจลนพลศสาตร์ของกระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชขา้วท่ีผา่น

กระบวนการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส  โดยศึกษาการเปล่ียนแปลงของ

โมเลกุลระดบัโครงสร้างระยะสั้น (short-range molecular order) ดว้ย Attenuated Total Reflectance 

Fourier Transforms Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) ซ่ึงเป็นการวดัการเปล่ียนแปลงสดัส่วน

ของปริมาณสายเกลียวคู่ต่ออสัณฐาน โดยติดตามการเปล่ียนแปลงพีคการดูดกลืนแสงอินฟาเรดท่ีวดั

การยดื (Stretching) ของหมู่ C-C กบั C-O และการงอ (Bending) ของหมู่ COH ในช่วงจาํนวนคล่ืน 

(Wave number) 1200 -800 cm-1 (Cael et al., 1975) โดยพคีการดูดกลืนแสงท่ี 1047 cm-1 และ 1037 

cm-1 ท่ีมีความสัมพนัธ์กบัอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนั ดงันั้นจึงทาํการติดตามอตัราการเกิดรีโทรเกร

เดชนัของสตาร์ชท่ีทาํการยอ่ยดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสท่ีระยะเวลาต่าง ๆ พบวา่

เม่ือระยะเวลายอ่ยเพิ่มข้ึนค่าอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1  ไม่เกิดการ

เปล่ียนแปลง เน่ืองจากในกระบวนการยอ่ยทาํใหเ้กิดโมเลกลุสายสั้นเป็นจาํนวนมากและในขั้นตอน

การยอ่ยใชอุ้ณหภูมิสูง อีกทั้งยงัมีขั้นตอนการเขยา่  ทาํใหโ้มเลกุลสายสั้นเกิดการเคล่ือนท่ีตลอดเวลา

จึงไม่สามารถจดัเรียงตวักนัได ้แต่เม่ือระยะเวลายอ่ยท่ี 22 ชัว่โมง พบวา่พีคการดูดกลืนแสงอิน

ฟาเรดท่ี 1047 cm-1 มีค่าเพิ่มข้ึนจึงส่งผลใหค้่าอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-

1  เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย เน่ืองจากโมเลกุลบางส่วนสามารถจบัตวักนัและเกิดการจดัเรียงตวัได ้ 

หลงัจากสตาร์ชขา้วผา่นการตดัก่ิงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิตํ่าคือ 4 oC โดยไดท้าํการ

ตรวจวดัอตัราการเกิดผลึกดว้ยเคร่ือง FTIR ตลอดระยะเวลาบ่ม พบวา่เม่ือระยะเวลาในการบ่ม  
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ภาพที ่4.7 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง FTIR ของสตาร์ชขา้วท่ีผา่นการตดัก่ิงดว้ยพลูลู 

  ลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสและบ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC 24 ชัว่โมงท่ีระยะเวลาต่าง ๆ ของ 

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

Wave number (cm-1) 

(a) 

(b) 

(c) 
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ภาพที ่4.8 ค่าอตัราส่วนค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1 ของสตาร์ชท่ีผา่นการตดัก่ิงดว้ย 

 พลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสและบ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC 24 ชัว่โมง ของสตาร์ชทั้งสาม 

 พนัธ์ุ (a) RD6, (b) P2 และ (c) S90 ท่ีเวลาต่าง ๆ 

(a) 

(b) 

(c) 
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เพิ่มข้ึน พคีการดูดกลืนแสงอินฟาเรดท่ี 1047 cm-1 มีค่าสูงข้ึน แสดงดงัภาพท่ี 4.7 ซ่ึงแสดงถึงการเกิด

รีโทรเกรเดชนัของสตาร์ช เม่ือพิจารณาค่าอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1   

ท่ีระยะเวลาบ่มต่าง ๆ ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ (ภาพท่ี 4.8) พบวา่สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ช่วง 

โดยช่วงแรกของการเกิดรีโทรเกรเดชนัเป็นช่วงท่ีมีแนวโนม้การเปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็วภายใน

ระยะเวลาการบ่ม 4 ชัว่โมง โดยเป็นผลเน่ืองมาจากโมเลกลุอะมิโลส ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นจึง

สามารถเคล่ือนท่ีเขา้มาจดัเรียงตวักนัใหม่ไดง่้าย โดยเหน่ียวนาํใหเ้กิดโครงสร้างสามมิติของเจล

สตาร์ช (Goodfellow and Wilson, 1990; Van Soet, 1994; Hoover, 2001) จากนั้นช่วงท่ี 2 เป็นช่วงท่ี

ค่าอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1  เกิดการเพิ่มข้ึนอยา่งชา้ ๆ  โดยจะเกิด

ในช่วงระยะเวลาในการบ่มท่ี 5-12 ชัว่โมงข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของสตาร์ชท่ีมีโครงสร้างท่ีแตกต่างกนั 

ซ่ึงในช่วงน้ีเกิดจากการจดัเรียงตวัของสายโมเลกุลอะมิโลเพคตินท่ีโมเลกุลมีสายยาวเคล่ือนท่ีเขา้มา

จดัเรียงตวักนัใหม่ โดยการเปล่ียนแปลงในช่วงน้ียงัช่วยใหผ้ลึกเกิดการจดัเรียงตวัเป็นโครงสร้างท่ี

สมบรูณ์และแขง็แรงข้ึน (Goodfellow and Wilson, 1990; Van Soet, 1994; Hoover, 2001) และช่วง

สุดทา้ย เป็นช่วงท่ีไม่พบการเปล่ียนแปลงหรือเป็นช่วงท่ีการเกิดรีโทรเกรเดชนัเขา้สู่สมดุล เม่ือ

ระยะเวลาในการบ่มมากกวา่ 12 ชัว่โมงซ่ึงถือเป็นช่วงท่ีโครงสร้างผลึกเกิดการจดัเรียงตวัอยา่ง

สมบรูณ์ (Hoover, 2001)   

สาํหรับอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชสามารถทาํนายได ้โดยใชส้มการของ 

Avrami (Avrami, 1941) ซ่ึงเป็นสมการทางคณิตศาสตร์ท่ีสามารถทาํนายอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนั

ท่ีข้ึนกบัเวลาการบ่มไดจ้ากความสัมพนัธ์ระหวา่ง exponentially linear (n) กบั เวลา (Farhat, 

Blanshard and Mitchell, 2000; Farhat and Blanshard, 2001)  

 

 

 

เม่ือ θ เป็นจาํนวนของผลึกท่ีไดจ้ากการทดสอบดว้ยเคร่ือง FTIR, E0 และ EL เป็นค่าของ

ผลึกท่ีระยะเวลาเร่ิมตน้ และท่ีระยะเวลาท่ีผลึกเกิดข้ึนมากท่ีสุดหรือคงท่ีตามลาํดบั , Et เป็นค่าของ

ผลึกท่ีเวลาใด ๆ , k เป็นค่าอตัราคงท่ี (time-1), และ n เป็นค่า Avrami exponent ซ่ึงจากสมการท่ี 1 

สามารถแปลงเป็นสมการท่ี 2 เพือ่คาํนวณหาอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัได ้โดยการหาอตัราการเกิด

รีโทรเกรเดชนัข้ึนกบัระยะเวลาการเก็บ สามารถคาํนวณจากสมการท่ี 2 โดยค่า n หรือ Avrami 

exponent ไดจ้ากความชนัของกราฟระหวา่ง  log [- ln (EL - Et)/(EL – EO)]  กบัค่า log t และสามารถ

หาค่า k  ซ่ึงเป็นค่าท่ีแสดงถึงอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัของตวัอยา่งสตาร์ช โดยถา้ค่า k มีค่ามาก 
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นัน่หมายถึงอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัมีค่ามาก ซ่ึงค่า k คาํนวณไดจ้ากค่า log k (log k คือ จุดตดั

ของสมการท่ี 2 ) 

 
 

 

 

 

Y = C + mX 

 

ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี  4.9 และตารางท่ี 4.7 พบวา่เม่ือทาํการพล็อตกราฟตามสมการ

ของ Avrami (สมการท่ี 2) ไดเ้ป็นสมการเส้นตรงท่ีมีค่า r2 อยูใ่นช่วง  0.872-0.939 ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่  

exponentially linear มีความสัมพนัธ์ุกบัเวลา (Koo et al., 2005) โดยค่า Avrami exponent (n) มีค่า

ใกลเ้คียง 1.0 ซ่ึงโดยทัว่ไปเป็นท่ียอมรับวา่ ค่า  หรือ Avrami exponent สามารถอธิบายลกัษณะของ

การตกผลึก โดยท่ีค่า  n 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 เท่ากบั 0.727 0.735  และ 1.127 ตามลาํดบั ซ่ึงมีค่าเขา้

ใกล ้ 1.0   ซ่ึงแสดงถึง กระบวนการรีโทรเกรเดชนั  โดยเร่ิมจากเกิดกระบวนการจุดกาํเนิดผลึก  

(nucleation) ตามดว้ยการโตของผลึก แบบ Rod (rod-like growth ) ท่ีสภาวะดงักล่าว เช่นเดียวกบัผล

การทดลอง  Kim (1976) ท่ีรายงานวา่สตาร์ชขา้วสาลีในขนม ปัง และ waxy และ non-waxy rice 

starch แสดง retrogradation kineticsโดยเกิดกระบวนการเกิดผลึก  (nucleation) ตามดว้ย  rod-like 

growth ของผลึก  

 

ตารางที ่4.7 ค่า Avrami exponent (n) และ rate constant (k) ของสตาร์ชขา้วท่ีผา่นการตดัก่ิงดว้ย 

 เอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสและบ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

 ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90 

Sample n log k (min) k 

RD6 1.127a -2.534c 2.924 x 10-3 c 

P2 0.727b -1.516a 3.047 x 10-2 a 

S90 0.735 b -1.898b 1.264 x 10-2 b 

หมายเหตุ : อกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

  (p<0.05) 

  

(2) 
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สาํหรับค่า k (rate constant) สามารถคาํนวณไดจ้ากค่า log k ซ่ึงเป็นจุดตดัของกราฟภาพท่ี 

4.9 และแสดงในตารางท่ี  4.7 พบวา่ค่า k ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 มีค่าสูงกวา่ S90 และพนัธ์ุ RD6 

ตามลาํดบั  เน่ืองจากสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 และ S90 มีอะมิโลสเป็นองคป์ระกอบ ซ่ึงอะมิโลสสามารถ

เหน่ียวนาํการจดัเรียงตวักนัในกระบวนการรีโทรเกรเดชนัได ้ดงัท่ี Van Soest et al. (1994) รายงาน

วา่สตาร์ชมนัสาํปะหลงัมีอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัไดเ้ร็วกวา่สตาร์ชขา้วโพดขา้วเหนียว เน่ืองจาก

สตาร์ชมนัสาํปะหลงัมีอะมิโลสเป็นองคป์ระกอบซ่ึงสามารถจดัเรียงโครงสร้างและแสดงพฤติกรรม

เป็นนิวเคลียสของผลึกทาํใหส้ามารถเกิดการรีโทรเกรเดชนัและเกิดผลึกไดเ้ร็วกวา่สตาร์ชขา้วโพด 

ขา้วเหนียวซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของปริมาณ  RS ในตารางท่ี 4.4. ท่ีพบวา่สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 และ S90 

มีปริมาณ RS สูงกวา่ พนัธ์ุ RD6  นอกจากน้ีพบวา่ขา้วพนัธ์ุ P2 มีอตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนัไดเ้ร็ว

ท่ีสุด ซ่ึงอาจเป็นผลจากขา้วพนัธ์ุ  P2 มีสัดส่วนของโมเลกุลสายยาวกวา่พนัธ์ุ S90 (ดงัตารางท่ี 4.3)  

ดงันั้นหลงักระบวนการตดัก่ิงโมเลกุลเส้นตรงสายยาวจึงมีส่วนช่วยใหโ้มเลกลุสายสั้นสามารถจบัตวั

กนัและเกิดกระบวนการ  nucleation ตามดว้ย rod-like growth เกิดเป็นโครงสร้างผลึกไดง่้ายข้ึน  

เน่ืองจากโมเลกุลสายยาวเคล่ือนท่ีไดน้อ้ยและชา้กวา่โมเลกุลสายสั้น  จึงมีทาํใหเ้กิดการจดัเรียงตวัได้

ง่ายข้ึนและเหน่ียวนาํใหโ้มเลกุลสายสั้นจดัเรียงตวักนัเป็นโครงสร้างผลึกไดเ้ร็วกวา่สตาร์ชขา้วท่ีมี

สัดส่วนของโมเลกุลสายยาวนอ้ยกวา่และมีโมเลกุลสายสั้นสูงกวา่ (S90 และ RD6) ซ่ึงเม่ือทาํการตดั

ก่ิงดว้ยเอนไซมแ์ลว้ทาํใหมี้จาํนวนของโมเลกุลสายสั้นมากข้ึน ซ่ึงสามารถเคล่ือนท่ีอยา่งรวดเร็วทาํ

ใหโ้อกาสท่ีโมเลกุลสามารถจบัตวักนัและจดัเรียงตวักนันอ้ยลง ส่งผลใหอ้ตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนั

เกิดไดช้า้กวา่ขา้วท่ีมีสดัส่วนสายยาวสูงกวา่  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Jane et al. (1999) 

พบวา่สตาร์ชท่ีมีสัดส่วนของ B1 และ B2 สูงสามารถเกิดโครงสร้างผลึกไดเ้ร็วและโครงสร้างผลึกท่ี

เกิดข้ึนมีความสมบูรณ์สูง   

 

4.9 ผลของโครงสร้างอะมโิลเพคตินต่อการเกดิ RS3 

4.9.1 การเตรียมสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  

เน่ืองจากวตัถุประสงคท่ี์สองในคร้ังน้ี เพื่อศึกษาโครงสร้างอะมิโลเพคตินของสตาร์ชขา้วแต่ละชนิด

ท่ีมีผลต่อการเกิดและคุณสมบติัต่าง ๆ ของ RS 3 ดงันั้นในส่วนแรกของการศึกษา จึงเพื่อหาสภาวะท่ี

เหมาะสม และสามารถกาํจดัอะมิโลสออกไปใหไ้ดม้ากท่ีสุด ซ่ึงปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่น

ตวัอยา่งถูกวดัดว้ยวธีิการเกิดสีกบัไอโอดีน โดยขา้งตน้ของวตัถุประสงคต์อ้งการกาํจดัอะมิโลสออก

ใหไ้ดม้ากท่ีสุดโดยท่ีโครงสร้างของสตาร์ชถูกทาํลายนอ้ยท่ีสุด  ดงันั้นจึงทาํการทดลองกาํจดัอะ

มิโลสท่ีอุณหภูมิตํ่ากวา่อุณหภูมิเจลาติไนเซชนัเพื่อใหโ้ครงสร้างของสตาร์ชบวมและแกรนูลของ

สตาร์ชไม่แตกตวั แต่เน่ืองจาก โครงสร้างสตาร์ชไม่ แตกตวั ปริมาณอะมิโลสท่ีหลุดออกมาค่อนขา้ง

ตํ่า (ไม่แสดงขอ้มลู)  ดงันั้นจึงทาํการศึกษาท่ีอุณหภูมิสูงกวา่อุณหภูมิเจลาติไนเซชนั โดยศึกษาปัจจยั

ท่ีส่งผลต่อการกาํจดัอะมิโลส 2 ปัจจยั ไดแ้ก่ อุณหภมิู และระยะเวลาในการใหค้วามร้อน โดยทาํการ
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ทดลองหาสภาวะท่ีใชใ้นการกาํจดัอะมิโลส ท่ีระดบัความความร้อน  80 และ 90oC และระยะเวลาใน

การใหค้วามร้อนท่ีระดบั 10, 30, 60  และ 120 นาที เพื่อหาระดบัของตวัแปรเบ้ืองตน้  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.9 กราฟของ log [-ln(EL-Et)/(EL-Eo)] ต่อ log t ตามสมการ Avrami ของสตาร์ชท่ีผา่นการตดั 

 ก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลสและบ่มท่ี 4oC 24 ชัว่โมง ของสตาร์ชทั้ง 

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

(a) 

(b) 

(c) 
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โดยติดตามปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งหลงัการชะลา้ง (Leaching)   

 ผลการทดลองดงัตารางท่ี 4.8 พบวา่ระดบัความร้อนท่ี 90oC มีปริมาณอะมิโลสหลงเหลืออยู่

ในตวัอยา่งตํ่ากวา่ท่ีอุณหภูมิ 80oC และเม่ือระยะเวลาท่ีใหค้วามร้อนเพิ่มข้ึนพบวา่ปริมาณอะมิโลสท่ี

หลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งมีค่าตํ่ากวา่ท่ีระยะเวลาสั้น ๆ แต่เม่ือระยะเวลาในการใหค้วามร้อนยาวนาน

ข้ึนมีผลทาํใหอ้ะมิโลส และอะมิโลเพคตินสูญเสียโครงสร้างมากข้ึนเช่นกนั เน่ืองจากผลของการให้

ความร้อนท่ียาวนานร่วมกนัพลงังานกลท่ีใชใ้นการกวนตวัอยา่ง มีผลทาํใหโ้มเลกุลอะมิโลเพคตินถูก

ตดัใหส้ั้นลงไปดว้ย ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงเลือกสภาวะในการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 90oC 

เป็นเวลา 10 นาทีในการกาํจดัอะมิโลสออกจากตวัอยา่งสตาร์ช   เน่ืองจากท่ีอุณหภูมิสูง โครงสร้าง

ของสตาร์ชเกิดการแตกตวัไดดี้ทาํใหอ้ะมิโลสท่ีอยูภ่ายในโครงสร้างหลุดออกมาจึงสามารถกาํจดัอะ

มิโลสออกจากโครงสร้างไดม้ากข้ึน ในขณะท่ีอะมิโลเพคตินไม่สูญเสียโครงสร้างมากนกัเน่ืองจาก

ใหค้วามร้อนในระยะเวลาท่ีสั้น  

 จากตารางท่ี 4.8 พบวา่ตวัอยา่งขา้วพนัธ์ุ S90 ท่ีผา่นการกาํจดัอะมิโลสยงัคงมีปริมาณอะมิโล

สค่อนขา้งสูง ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากในขั้นตอนการกาํจดัอะมิโลส หลงัจากใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 90oC 

เป็นเวลา 10 นาทีแลว้ ตวัอยา่งถูกนาํไปแยกตะกอนดว้ยการป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) ท่ี 1500g เป็น

เวลา 10 นาที ซ่ึงโมเลกุลของอะมิโลสบางส่วนอาจตกตะกอนไปพร้อม ๆ กบัอะมิโลเพคติน จึงทาํ

ใหป้ริมาณอะมิโลสในตวัอยา่งมีค่าสูง ดงันั้นในขั้นตอนต่อมาของการศึกษาไดท้าํการลา้งตะกอน

ตวัอยา่งดว้ยนํ้าร้อนอุณหภูมิ 90oC เป็นเวลา 10 นาที เพือ่กาํจดัอะมิโลสท่ีอาจหลงเหลืออยูใ่นตะกอน 

จากผลการทดลองตารางท่ี  4.9 พบวา่ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งมีค่าลดลงเม่ือเพิ่ม

จาํนวนคร้ังของการลา้ง  โดยท่ีสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ  S90 ปริมาณอะมิโลสลดลงมาก ซ่ึงหลงัจากทาํการ

ลา้งตะกอนครบ 3 คร้ัง พบวา่ปริมาณอะมิโลสเหลืออยูใ่นตวัอยา่งเพียงร้อยละ 7.07  เม่ือเทียบกบั

เร่ิมตน้และเม่ือทาํการลา้งตะกอนมากข้ึน ( 4-5 คร้ัง) พบวา่ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลือไม่

เปล่ียนแปลง (ไม่แสดงขอ้มลู ) แสดงใหเ้ห็นวา่การใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 90oC เป็นเวลา 10 นาที 

ร่วมกบัการลา้งตะกอนดว้ยนํ้าร้อนเป็นจาํนวน 3 คร้ังสามารถกาํจดัอะมิโลสออกจากโครงสร้างของ

สตาร์ชขา้วพนัธ์ุสุพรรณบุรี 90 ไดเ้ป็นอยา่งดี 

  ในขณะท่ีสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ   P2 พบวา่หลงัทาํการใหค้วามร้อนและทาํการลา้งตะกอน

ปริมาณอะมิโลสลดลงไม่มากนกั (40.24%) เม่ือเทียบกบัปริมาณอะมิโลสเร่ิมตน้  เน่ืองจากสตาร์ช

ขา้วพนัธ์ุ P2 หลงัจากใหค้วามร้อนแลว้พบวา่มีความหนืดสูง ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากโครงสร้างอะมิโล

เพคตินท่ีมีสายโซ่ขนาดยาวมากเป็นองคป์ระกอบ (Super long chain) ซ่ึงก่ิงกา้นของอะมิโลเพคตินท่ี

มีความยาวมาก สามารถพนัเกลียวกบัไขมนัไดเ้ช่นเดียวกบัอะมิโลส  รวมทั้งการเกิดอนัตกิริยา

ดว้ยกนัเองของสายก่ิง  ส่งผลทาํใหแ้กรนูลของเมล็ดสตาร์ชมีความแขง็แรง  ดงันั้นเมด็สตาร์ชจึงมี

ความสามารถในการดูดซบันํ้าไดล้ดลง (รุ่งนภา และคณะ 2546)  เม่ือใหค้วามร้อนแก่สารละลาย

สตาร์ชจึงทาํใหเ้มด็สตาร์ชเกิดการแตกตวัไดน้อ้ย อะมิโลสจึงยงัคงอยูใ่นโครงสร้างสตาร์ช   สาํหรับ
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สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6  ปริมาณอะมิโลสหลงเหลือไม่แตกต่างกนัเน่ืองจากในโครงสร้างไม่มีอะ

มิโลสเป็นส่วนประกอบ 

 

ตารางที ่4.8 ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งหลงัการชะลา้งอะมิโลส (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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ตารางที ่4.9 ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งหลงัการชะลา้งอะมิโลส (Amylose  

 leaching) ร่วมกบัการลา้งตะกอนดว้ยนํ้าร้อนของสตาร์ชทั้งสามพนัธ์ุ (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 มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ   

(p<0.05) 

  

 เน่ืองจากขั้นตอนการใหค้วามร้อนท่ี 90oC เป็นเวลา 10 นาที ร่วมกบัการลา้งตะกอน ไม่

สามารถกาํจดัอะมิโลสออกจากโครงสร้างของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 ได ้ดงันั้นในขั้นตอนต่อไปของ

การศึกษาไดท้าํการประยกุตว์ธีิการกาํจดัอะมิโลส โดยการใชส้ารละลายด่างเพื่อช่วยใหโ้ครงสร้าง

ของสตาร์ชเกิดการแพร่กระจายตวัไดม้ากข้ึน (Yu and Rollings, 1987) โดยเร่ิมจากการศึกษาระดบั

ความเขม้ขน้ของสารละลายด่างท่ีเหมาะสมและยงัคงอุณหภูมิและระยะเวลาในการกาํจดัเช่นเดิม  

(ความร้อนท่ี 90oC เป็นเวลา 10 นาที ) ระดบัความเขม้ขน้ของด่างท่ีใชใ้นการศึกษาอยูใ่นช่วง 0.005–

1 โมลาร์ และทาํการลา้งตะกอนดว้ยนํ้าเป็นจาํนวน 3 คร้ัง ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี  4.10 

พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ด่างท่ี 0.005 โมลาร์ ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลือในตวัอยา่งค่อนขา้งสูง  

เน่ืองจากความเขม้ขน้ท่ีตํ่าเกินไปทาํใหโ้ครงสร้างของสตาร์ชเปิดตวัไดน้อ้ยอะมิโลสจึงหลุดออกมา

ไดเ้พียงบางส่วน  และเม่ือทาํการเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายด่างเป็น 0.01 โมลาร์ พบวา่

ปริมาณอะมิโลสในตวัอยา่งลดลงจาํนวนมาก เน่ืองจากสารละลายด่างเพียงพอต่อการเปิดโครงสร้าง

ของสตาร์ชอะมิโลสจึงหลุดออกมาและถูกกาํจดัออกไปไดม้ากข้ึนเม่ือเพิ่มจาํนวนคร้ังของการลา้ง

ตะกอน แต่พบวา่เม่ือทาํการลา้งตะกอนมากข้ึน ( 4-5 คร้ัง) ปริมาณอะมิโลสไม่เกิดการเปล่ียนแปลง 

(ไม่แสดงขอ้มลู ) ในขณะท่ีเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายด่างเป็น 0.35 และ 0.5 โมลาร์ พบวา่

ปริมาณอะมิโลสท่ีกาํจดัไดมี้ค่าลดลง  เน่ืองจากความเขม้ขน้ของสารละลายด่างท่ีมากข้ึนมีผลทาํให้

โครงสร้างของสตาร์ชบางส่วนละลายปะปนอยูก่บัสารละลายด่าง และยากแก่การแยกตะกอน

หลงัจากการป่ันเหวีย่ง ซ่ึงจะพบวา่มีส่วนท่ีเป็นของเหลวขุ่นอยูบ่นตะกอนสตาร์ชท่ีไม่สามารถแยก

ออกได ้จึงส่งผลใหป้ริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่งมีค่าสูง สาํหรับท่ีความเขม้ขน้ด่าง

เท่ากบั 1 โมลาร์ไม่สามารถทาํการวเิคราะห์ได ้เน่ืองจากโครงสร้างของสตาร์ชละลายอยูใ่น
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สารละลายด่างจนไม่สามารถแยกออกจากกนัได ้ (Bennow, Bay-Smith, and Bauer, 2001; Kennedy 

et.al., 1992) ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในการกาํจดัอะมิโลสในสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 คือ การใชส้ารละ 

ลายด่างท่ีความเขม้ขน้ท่ี 0.01 โมลาร์ ท่ีความร้อน อุณหภูมิ 90oC เป็นเวลา 10 นาที ร่วมกบัการลา้ง

ตะกอนเป็นจาํนวน 3 คร้ัง ซ่ึงพบวา่ปริมาณอะมิโลสท่ีเหลืออยูใ่นตวัอยา่งร้อยละ 16.09 เม่ือเทียบกบั

ปริมาณอะมิโลสเร่ิมตน้ในตวัอยา่งสตาร์ช 

 

ตารางที ่4.10 ปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 หลงัการชะลา้งอะมิโลส 

(Amylose leaching) โดยใชส้ารละลายด่างร่วมกบัการลา้งตะกอนดว้ยนํ้าร้อน  

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 

 

เน่ืองจากปริมาณอะมิโลสท่ีหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่ง (Remained amylose) ถูกวเิคราะห์ดว้ย

วธีิการเกิดสีกบัไอโอดีนจึงทาํใหค้่าท่ีไดสู้งกวา่เกินความเป็นจริง เน่ืองจากถูกรบกวนจาก โมเลกลุอะ

มิโลเพคติน  ดงันั้นจึงทาํการตรวจสอบปริมาณอะมิโลสดว้ยวธีิท่ีมีความจาํเพาะมากข้ึน  คือ  วธีิการ

ตกตะกอนอะมิโลเพคตินดว้ย Con A ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี  4.11 โดยพบวา่  RD6, P2 และ 

S90 มีปริมาณอะมิโลสเท่ากบั 5.01, 10.12 และ 5.17 ตามลาํดบั แต่อยา่งไรก็ตามวธีิน้ี อาจมีความ

คลาดเคล่ือนใน กรณีท่ีสตาร์ชขา้วมีโมเลกุลท่ีเป็นสารประกอบขนาดกลาง  (Intermediate) จะทาํให้

ค่าท่ีวเิคราะห์ไดสู้ง เน่ืองจากสารประกอบขนาดกลางบางส่วนอาจไม่สามารถตกตะกอนไดด้ว้ย  Con 

A (รุ่งนภา และคณะ, 2546) 
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  ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงเลือกใชว้ธีิท่ีจาํเพาะเจาะจงต่อปริมาณอะมิโลสอีกวธีิหน่ึงคือ

วธีิการวเิคราะห์อะมิโลสดว้ยวธีิทาง Differential Scanning Calorimeter ซ่ึงปริมาณอะมิโลส 

สามารถคาํนวณไดจ้ากค่าพลงังานท่ีใชใ้นการหลอมเหลว (Melting enthalpy) ของสารประกอบ

เชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสและไขมนั  (Amylose lipid complex) โดยเทียบกบัสมาการกราฟมาตรฐาน

ของอตัราส่วนระหวา่งอะมิโลสและอะมิโลเพคติน ซ่ึงแสดงในรูปท่ี 4.10 โดยมีสมการเส้นตรงคือ  y 

= 0.164x – 0.243 (r2 = 0.987)  ซ่ึงปริมาณอะมิโลส ของทั้งสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 ท่ีปราศจากอะมิโลส  

(P2–free amylose or P2-FAM) และสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ S90 ท่ีปราศจากอะมิโลส (S90–free amylose or 

S90-FAM) คาํนวณจากสมการ Amylose (%) = ∆H + 0.243 / 0.164   เม่ือ ∆H หมายถึงค่า melting 

enthalpy (J/g) ของสารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสและไขมนั  (Amylose lipid complex) ท่ีทาํ

การวดัระหวา่งการใหค้วามร้อนอีกคร้ัง (Reheating) ภายในเคร่ือง DSC ค่าปริมาณอะมิโลสของ

แสดงดงัตารางท่ี 4.11 พบวา่เม่ือทาํการวดัดว้ยวธีิทาง  DSC ปริมาณอะมิโลสของ P2-FAM และ 

S90-FAM มีค่าเท่ากบั 7.85 และ 4.93 ตามลาํดบั ซ่ึงเม่ือเทียบกบัปริมาณอะมิโลสเร่ิมตน้พบวา่

สามารถกาํจดัอะมิโลสออกจากโครงสร้างไดถึ้ง 82 และ 80% สาํหรับ  P2-FAM และ S90-FAM 

ตามลาํดบั ซ่ึงถือวา่เพียงพอต่อวตัถุประสงคข์องการศึกษาในคร้ังน้ี 

 

ตารางที ่4.11 ปริมาณอะมิโลสหลงัทาํการกาํจดัอะมิโลส (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 วเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยชุดวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสหลงัจากทาํการ

ตกตะกอนอะมิโลเพคตินดว้ย Concanavalin A (Con A)(Amylose/amylopectin assay 

kit,Megazyme) 
y วเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสดว้ยวธีิทาง Differential Scanning Calorimeter ซ่ึงปริมาณอะ

มิโลสคาํนวณจากค่าพลงังานท่ีใชใ้นการหลอมเหลว (melting enthalpy) ของ

สารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสและไขมนั (amylose lipid complex)  

อกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

(p<0.05) 
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ภาพที ่4.10 กราฟมาตรฐานของการวเิคราะห์ปริมาณอะมิโลสท่ีข้ึนกบัค่าพลงังานท่ีใชใ้นการ

หลอมเหลว (melting enthalpies) ของสารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอะมิโลสและไขมนั 
 

 
 

ภาพที ่4.11 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชนั ของสารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งสตาร์ชขา้วท่ี

ปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) กบัไขมนั LPC ของสตาร์ชขา้งทั้งสามพนัธ์ุ 

RD6, P2  และ S90  
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4.9.2 โครงสร้าง กระจายตวัของความยาวก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคตินของสตาร์ชท่ี

ปราศจากอะมิโลส  

จากการวเิคราะห์ debranched starch ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลสและผา่นการยอ่ยดว้ย 

Pseudomonas isoamylase และทาํการแยกขนาดดว้ย Ion Exchange Chromatography ผลการ

วเิคราะห์แสดงในตารางท่ี  4.12  พบวา่ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน  (Branch chain 

length distribution of amylopectin) มีการกระจายตวัโดยส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง DP 13-24 และเม่ือทาํ

การเปรียบเทียบกบั native starch ซ่ึงแสดงในภาพท่ี  4.12 พบวา่หลงัทาํการกาํจดัอะมิโลสตามวธีิท่ี

กล่าวมาขา้งตน้ P2-FAM มีการกระจายตวัโดยส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง  DP 13-24 สูงและมีการกระจาย

ตวัอยูใ่นช่วง DP≥37 ลดลง เม่ือเทียบกบั P2 (native starch) เช่นเดียวกบั S90-FAM ท่ีมีการกระจาย

ตวัส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง  DP 13-24 สูงและการกระจายตวัในช่วง DP≥37 ตํ่ากวา่ เม่ือเทียบกบั S90 

(native starch) แสดงใหเ้ห็นวา่วธีิการกาํจดัอะมิโลสมีผลทาํใหโ้มเลกุลสายยาว (DP≥37) บางส่วน

ถูกตดัใหส้ั้น  

 

ตารางที ่4.12 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (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 

 

เน่ืองจากตวัอยา่งทั้งสองมีวธีิการกาํจดัอะมิโลสดว้ยขั้นตอนท่ีแตกต่างกนั เพื่อใหม้ัน่ใจวา่

ทั้งสองกระบวนการมีผลต่อโครงสร้างของสตาร์ชแตกต่างกนัหรือไม่ จึงไดท้าํการทดลองกาํจดั   อะ

มิโลส ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6 ดว้ยนํ้า (H2O) เช่นเดียวกบัวธีิการสกดัอะมิโลสของสตาร์ชขา้ว

พนัธ์ุ S90 และใช ้NaOH เขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ ซ่ึงเป็นวธีิเดียวกนักบัสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ  P2 และทาํการ

ตรวจวดัความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน  (Branch chain length distribution of 

amylopectin) โดย ผา่นการยอ่ยดว้ย Pseudomonas isoamylase และทาํการแยกขนาดดว้ย Ion 

Exchange Chromatography ซ่ึงผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี  4.13 เม่ือทาํการเปรียบเทียบกบั native 

starch พบวา่โครงสร้างของขา้วพนัธ์ุ RD6 ท่ีกาํจดัอะมิโลสดว้ยนํ้า (RD6-free amylose with H2O : 
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ภาพที ่4.12 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (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) และขา้วพนัธ์ุ RD6 ท่ีกาํจดัอะมิโลสดว้ย NaOH (RD6-free amylose with NaOH : 

RD6-FAM-NaOH) มีรูปแบบความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน แตกต่างจากจาก  native 

starch โดยมีการกระจายตวัส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง  DP 13-24 สูง และมีการกระจายตวัโดยส่วนใหญ่อยู่

ในช่วง DP≥37 ลดลง แต่การกระจายตวัในช่วง  DP 6-12 และ DP 13-24 มีค่าเพิ่มข้ึน  (แสดงใน

ตารางท่ี 4.13) เน่ืองจากในกระบวนการกาํจดัอะมิโลสมีการใชค้วามร้อนร่วมกบัการกวน ซ่ึงมีผลทาํ

ใหโ้มเลกุลสายยาวของอะมิโลเพคตินถูกตดัใหส้ั้นลง ส่งผลใหค้่าการกระจายตวัในช่วง  DP≥37 

ลดลง แต่การกระจายตวัในช่วง DP 6-12 และ DP 13-24 มีค่าสูงข้ึน  

เม่ือทาํการเปรียบเทียบระหวา่งสารละลายท่ีใชใ้นกระบวนการสกดัพบวา่การใชส้ารละลาย

ด่างเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ ทาํใหโ้มเลกลุสายยาวถูกตดัใหส้ั้นลงมากกวา่เม่ือเทียบกบัการใชน้ํ้า โดย

พิจารณาจากค่าการกระจายตวัในช่วง DP≥37 ของขา้วพนัธ์ุ RD6 พบวา่ RD6-FAM-NaOH มีค่านอ้ย

กวา่ RD6-FAM-H2O ซ่ึงไม่แตกต่างกนัมากนกั (3.81 และ 4.42 ตามลาํดบั) เน่ืองจากสารละลายด่างมี

ความสามารถทาํลายพนัธะไฮโดรเจน ส่งผลใหโ้ครงสร้างสตาร์ชไม่แขง็แรงและเม่ือไดรั้บความ

ร้อนร่วมกบัแรงเฉือนจากการกวนทาํใหพ้นัธะ 1-4 linkage ถูกทาํลายได ้จึงมีผลใหส้ัดส่วนการ

กระจายตวัในช่วง DP≥37 ลดลง 

 

ตารางที ่ 4.13 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of 

amylopectin) ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD6 ท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : 

FAM) ดว้ยนํ้า 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 

 

4.9.3 ลกัษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  

ภาพท่ี 4.14  แสดงผลการตรวจสอบลกัษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชหลงัทาํการกาํจดัอะ

มิโลส ดว้ยเคร่ือง X-ray diffractometer (XRD) พบวา่ X-diffraction pattern ของสตาร์ชทั้งสามชนิดท่ี

ปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch: FAM) ไม่แสดงโครงสร้างทางผลึก เน่ืองจากในขั้นตอนของ

การกาํจดัอะมิโลสโครงสร้างในส่วนท่ีเป็นผลึกถูกทาํลายดว้ยความร้อนและพลงังานกลท่ีใชใ้นการกวน

ตวัอยา่ง ดงันั้น X-diffraction pattern จึงแสดงโครงสร้างอสัณฐาน (amorphous) และมีส่วนของผลึก 
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ภาพที ่4.13 ความยาวของก่ิงกา้นของสายอะมิโลเพคติน (Branch chain length distribution of  

  amylopectin) ของสตาร์ช RD6 ท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) ดว้ย  

  (a) นํ้า และ (b) NaOH 
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เหลืออยูเ่ลก็นอ้ยซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลอง DSC และโครงสร้างของสตาร์ชเปล่ียนจาก A เป็น 

B-type นอกจากน้ียงัปรากฏพีคเด่ียวท่ี 2θ ท่ี 19.7° เกิดจากอนัตรกิริยาระหวา่งอะมิโลสและไขมนั 

ซ่ึงแสดงโครงสร้างแบบ Vh-type  

 

 

ภาพที ่4.14 ลกัษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) 

ทั้งสามพนัธ์ุ RD6 (กข 6), P2 (พิษณุโลก 2) และ S90 (สุพรรณบุรี 90) 

 

ภาพที ่4.15 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชนั สตาร์ชขา้วท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose 

starch : FAM) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90   
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4.9.4 คุณสมบติัทางความร้อนของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  

 หลงัจากท่ีสตาร์ชผา่นการกาํจดัอะมิโลส ไดท้าํการศึกษาสมบติัทางความร้อนของสตาร์ช

ขา้วดว้ยเคร่ือง Differential Scanning Calorimeter แสดงในภาพท่ี  4.15 โดยค่า To, Tp,  Tc, (Tc-To)  

และ ∆H แสดงในตารางท่ี  4.14 ซ่ึงพบวา่หลงัผา่นการกาํจดัอะมิโลสสตาร์ชทั้งสามพนัธ์ุมีช่วง

อุณหภมิูท่ีใชใ้นการหลอมเหลว (Tm) ระหวา่ง 52.61-66.23oC และมี ∆H อยูร่ะหวา่ง 4.01-4.76 (J/g) 

และเม่ือทาํการเปรียบเทียบกบัสตาร์ชเร่ิมตน้ (native starch) พบวา่มี Tm อยูใ่นช่วงอุณหภูมิเดียวกนั 

แต่สตาร์ชท่ีผา่นการกาํจดัอะมิโลสมีค่า  ∆H นอ้ยกวา่ เน่ืองจากโครงสร้างส่วนผลึกของสตาร์ชบาง

ส่วนถูกทาํลายในขั้นตอนการกาํจดัอะมิโลสจึงมีผลทาํใหโ้ครงสร้างไม่แขง็แรง การใชพ้ลงังานใน

การเกิดเจลาติไนเซชนัตํ่ากวา่ native starch ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผล XRD ท่ีแสดงโครงสร้างผลึกตํ่า 

 

ตารางที ่4.14 สมบติัทางความร้อนของสตาร์ชขา้วท่ีปราศจากอะมิโลส (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 

 

4.9.5 ปริมาณ RS คุณสมบติัทางผลึกและคุณสมบติัทางความร้อนของสตาร์ชท่ีปราศจากอะ

มิโลส 

สตาร์ชปราศจากอะมิโลส  (Free amylose starch : FAM) หลงัผา่นกระบวนการกาํจดั        

อะมิโลสท่ีอุณหภูมิ 90oC ร่วมกบัการลา้งตะกอน ถูกตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซม์

ไอโซอะมิเลส (Pullulanase+Isoamylase debranched starch : PIDBS) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง แลว้ทาํการวเิคราะห์ปริมาณ RS แสดงดงัตารางท่ี  4.15  พบวา่ RD6-FAM มีปริมาณ 

RS ตํ่ากวา่ S90-FAM และ P2-FAM ตามลาํดบั  เน่ืองจากสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ  RD6 ไม่มีสดัส่วนของอะ

มิโลเพคตินมีสายโซ่ท่ีมีขนาดยาวมาก  (super long chain) เป็นองคป์ระกอบ   ในขณะท่ีสตาร์ชขา้ว

พนัธ์ุ P2 และพนัธ์ุ S90 มีโครงสร้างท่ีเป็น  super long chain จึงเป็นผลทาํใหส้ตาร์ชทั้งสองพนัธ์ุมี

ปริมาณ RS สูงกวา่ขา้วพนัธ์ุ RD6 และเม่ือทาํการตดัก่ิงดว้ยดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซม์

ไอโซอะมิเลส (Pullulanase+Isoamylase debranched starch : PIDBS) ทาํให้ super long chain ถูกตดั

และถูกปลดปล่อยออกจากโครงสร้างและเกิดการจบัตวักนัเป็นโครงสร้างท่ีทนต่อการยอ่ยของ

เอนไซม ์สาํหรับสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ  P2  มีปริมาณ RS สูงกวา่พนัธ์ุ S90 ถึงแมว้า่สตาร์ชทั้งสองชนิดจะ
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มี super long chain เช่นเดียวกนัแต่มีในสดัส่วนท่ีแตกต่างกนั โดยท่ีสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ  P2  มีสดัส่วน 

super long chain มากกวา่พนัธ์ุสุพรรณบุรี 90 (ตารางท่ี 4.15) ดงันั้นหลงัจากการตดัก่ิงดว้ยเอนไซม ์

สายโซ่ท่ีมีขนาดยาวถูกปลดปล่อยออกมาและเกิดการจบัตวักนัเป็นโครงสร้างท่ีแขง็แรงทนต่อการ

ยอ่ยของเอนไซม ์ส่งผลใหป้ริมาณ RS มากกวา่ ดงันั้นแสดงใหเ้ห็นวา่โมเลกุลของ อะมิโลเพคตินมี

สายโซ่ท่ีมีขนาดยาวมาก (super long chain) มีผลต่อการเพิ่มปริมาณ RS  

 

ตารางที ่4.15 ปริมาณ RS ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) และตดัก่ิง

ดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส และบ่มท่ี 4oC เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ 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 : อกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

(p<0.05) 

  

 
 

ภาพที ่4.16 ลกัษณะโครงสร้างผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch: FAM) ท่ี

ผา่นการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส และบ่มท่ี 4oC เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง (RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90   
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สาํหรับลกัษณะโครงสร้างทางผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch: 

FAM) หลงัถูกตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส และบ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  แสดงดงัภาพท่ี 4.16 ซ่ึงพบ single / double peak ท่ีตาํแหน่ง 2θ ท่ี 17°  22°  

และ 24°  แสดงถึงโครงสร้างผลึกแบบ B-type (Buleon et al., 1998)  นอกจากน้ียงัปรากฏพีคเด่ียวท่ี 

2θ ท่ี 19.7° เกิดจากอนัตรกิริยาระหวา่งอะมิโลสและไขมนั ซ่ึงแสดงโครงสร้างแบบ Vh-type อีกดว้ย 

ซ่ึงผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่การตดัก่ิงสตาร์ชขา้วดว้ยเอนไซมแ์ละบ่มท่ีอุณหภูมิตํ่าส่งผลทาํให้

โครงสร้างผลึกของสตาร์ชเปล่ียนเป็น B-type (Eerlingen et al., 1993) เม่ือพิจารณาปริมาณความเป็น

ผลึกท่ีแสดงในตารางท่ี  4.16 พบวา่หลงัทาํการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมต์ามดว้ยกระบวนการรีโทรเกรท  

ปริมาณผลึกเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัสตาร์ชท่ีผา่นการกาํจดัอะมิโลสท่ียงัไม่ผา่นกระบวนการตดั

ก่ิง (Native-free amylose starch) ทั้งน้ีตวัอยา่งในตารางท่ี 4.16 นั้นโครงสร้างก่ิงกา้นของอะมิโลเพ

คตินท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมแ์ละกระตุน้ใหเ้กิดโครงสร้างผลึกดว้ยการรีโทรเกรทท่ีอุณหภูมิตํ่าทาํให้

โมเลกุลของสายกลูแคนสามารถเคล่ือนท่ีและเกิดการจดัเรียงตวัเป็นโครงสร้างผลึกได ้และเม่ือทาํ

การเปรียบเทียบระหวา่งพนัธ์ุขา้วพบวา่ปริมาณผลึกท่ีเกิดข้ึนไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั

ทางสถิติ (p<0.05) เน่ืองจากหลงัถูกตดัก่ิงดว้ยเอนไซมโ์ครงสร้างก่ิงกา้นของอะมิโลเพคติจึงเกิดเป็น

กลูแคนสายตรงท่ีสามารถจดัเรียงตวัเกิดเป็นโครงสร้างผลึกไดเ้ม่ือทาํการรีโทรเกรท  และผลจากการ

กาํจดัอะมิโลสทาํใหส่้วนของสายยาว ( Long chain) และ super long chain ของสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ

พิษณุโลก 2 และสุพรรณบุรี 90 ถูกตดัใหส้ั้นลง เป็นผลทาํใหป้ริมาณความเป็นผลึกไม่แตกต่างจาก

สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ RD 6 นอกจากน้ีพบวา่ปริมาณความเป็นผลึกไม่ข้ึนกบัปริมาณ RS เช่นเดียวกบัผล

การทดลองขา้งตน้ท่ีกล่าวมาแลว้ 

 

ตารางที ่4.16 ปริมาณความเป็นผลึกและรูปแบบผลึกของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose 

starch : FAM) ท่ีผา่นการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส 

และบ่มท่ี 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ 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 

 

เทอร์โมแกรมของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch: FAM) ท่ีผา่นการตดัก่ิง

ดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส (Pullulanase+ Isoamylase debranched  
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ตารางที ่4.17 คุณสมบติัทางความร้อนในการเกิดเจลาติไนเซชนัชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส 

(Free amylose starch : FAM) ท่ีผา่นการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซม์

ไอโซอะมิเลส และบ่มท่ี 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-FAM-RPIDS 55.16a 66.50a 73.38a 17.92b 1.00a 

      P2-FAM-RPIDS 55.52a 67.52a 79.45a 27.13a 1.08a 

 

79.69 86.11 93.99 14.31 0.31 

S90-FAM-RPIDS 55.39a 66.67a 72.51a 15.12b 1.05a             

 

 
 

ภาพที ่4.17 เทอร์โมแกรมการเกิดเจลาติไนเซชนั RS ของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose 

starch : FAM) ท่ีผา่นการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลส 

และบ่มท่ี 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (RPIDS) ของสตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุ RD6, P2 และ 

S90   

 

starch : PIDBS) และบ่มท่ี 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แสดงในรูปท่ี  4.17  โดยค่า  To, Tp, Tc, Tc-To และ 

∆H แสดงในตารางท่ี  4.17 พบวา่สตาร์ชขา้วทั้งสามพนัธ์ุมีช่วงอุณหภูมิท่ีใชใ้นการหลอมเหลว (Tm) 

ระหวา่ง 55.16-79.45oC และมี ∆H อยูร่ะหวา่ง 1.00-1.08 (J/g) โดยตวัอยา่งทั้งสามมี To ตํ่าเน่ืองจาก
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หลงัทาํการตดัก่ิงทาํใหเ้กิดโมเลกุลสายสั้นเป็นจาํนวนมาก อีกทั้งการกระตุน้ใหเ้กิดผลึกท่ีอุณหภูมิตํ่า

ทาํใหผ้ลึกท่ีเกิดข้ึนไม่แขง็แรง จึงใชอุ้ณหภูมิในการหลอมเหลวตํ่า นอกจากน้ีผลการทดลองพบวา่  P 

2-FAM เท่านั้นท่ีเกิด second transition ซ่ึงอาจเกิดจากอนัตรกิริยาระหวา่งโมเลกุลสายยาวของอะ

มิโลเพคตินท่ีถูกปลดปล่อยออกมาหลงัผา่นกระบวนการตดัก่ิง  เกิดการจดัเรียงตวักนัเป็นโครงสร้าง

ผลึกท่ีมีความแขง็แรงยิง่ข้ึน จึงส่งผลใหเ้กิด  second transition ในขณะท่ีไม่พบใน S90 -FAM- 

RPIDS และ RD6 -FAM-RPIDS 

การติดตามกระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  (Free amylose 

starch : FAM) ท่ีผา่นกระบวนการตดัก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส ดว้ย ATR-

FTIR ไดท้าํการติดตามอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 ต่อ 1037 cm-1  แสดงถึงสดัส่วนการ

เปล่ียนแปลงของโครงสร้างส่วนท่ีเป็นระเบียบท่ีเกิดข้ึนท่ีระยะเวลาบ่มต่าง ๆ พบวา่เม่ือระยะเวลา

ยอ่ยเพิ่มข้ึนค่าสัดส่วนการเปล่ียนแปลงของผลึกไม่เกิดการเปล่ียนแปลง จนกระทัง่เวลาผา่นไปถึง 96 

ชัว่โมงหรือ 4 วนั ยงัไม่พบการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 1047 (ไม่แสดงขอ้มลู)  ดงันั้น

จึงไม่สามารถติดตามกระบวนการเกิดรีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  (Free amylose 

starch : FAM) ดว้ยวธีิทาง IR ได ้ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากผลจากกระบวนการกาํจดัอะมิโลส และ

กระบวนการตดัก่ิง ก่อใหเ้กิดความยาวท่ีหลากหลายของสายเส้นตรงกลูแคน มีผลทาํใหเ้กิดผลึกท่ีมี

ขนาดแตกต่างกนัเป็นจาํนวนมาก อีกทั้งไม่มีโครงสร้างในส่วนของเป็นอะมิโลสท่ีคอยเหน่ียวนาํให้

เกิดการรีโทรโทรเกรเดชนั พร้อมทั้งโมเลกุลสายยาว ( Long chain) และ super long chain ไม่เพียง

พอท่ีจะสนบัสนุนทาํใหเ้กิดการจดัเรียงโครงสร้างท่ีเป็นระเบียบ  ดงันั้นจึงไม่สามารถติดตามการเกิด

รีโทรเกรเดชนัของสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส (Free amylose starch : FAM) ท่ีผา่นกระบวนการตดั

ก่ิงและบ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC ดว้ยเทคนิค FTIR ได ้
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บทที่ 5 

บทสรุป 

   

เม่ือระยะเวลาในการตดัก่ิงสตาร์ชพนัธ์ุ RD6, P2 และ S90 ดว้ยเอนไซมย์าวนานข้ึน  ระดบั

การตดัก่ิง และระดบัการยอ่ยมีการ เพิ่มข้ึน และเร่ิมคงท่ีเม่ือระยะเวลาในการยอ่ยมากกวา่ 10 ชัว่โมง 

นอกจากนั้นสตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนสร่วมกบัไอโซอะมิเลส  (pullulanase+isoamylase 

debranched starch : PIDBS) มีระดบัการตดัก่ิง , ระดบัการยอ่ย และค่า β-amylolysis limit สูงกวา่

สตาร์ชขา้วตดัก่ิงดว้ยพลูลูลาเนส  (Pullulanase debranched starch : PDBS) ซ่ึงส่งผลใหป้ริมาณ RS 

หลงัผา่นกระบวนการรีโทรเกรเดชนัของ PIDBS สูงกวา่ PDBS อีกดว้ย แสดงใหเ้ห็นวา่ การใช้

เอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะมิเลสมีประสิทธิภาพในกระบวนการตดัก่ิงสูงกวา่การ

ใชเ้อนไซมพ์ลูลูลาเนสเพยีงตวัเดียว  ในขณะท่ีสตาร์ชขา้วเหนียว คือ พนัธ์ุ RD6 (waxy rice) มี

ปริมาณ RS ตํ่ากวา่พนัธ์ุท่ีมีปริมาณอะมิโลสเป็น องค์ประกอบทั้งสตาร์ชทั้ง  2 พนัธ์ุ  แต่สตาร์ชขา้ว

พนัธ์ุท่ีมีอะมิโลสเป็นองคป์ระกอบทั้งสองสายพนัธ์ุมีปริมาณ RS ไม่แตกต่างกนั และเม่ือทาํการ

ติดตามการเกิดรีโทรเกรเดชนัดว้ยเคร่ือง FTIR พบวา่สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ  P2 มีอตัราการเกิดรีโทรเกรเด

ชนัเร็วกวา่สตาร์ชขา้วพนัธ์ุ S90 และ RD6 ตามลาํดบั  แสดงใหเ้ห็นวา่โมเลกุลของ อะมิโลเพคตินท่ีมี

สายโซ่ขนาดยาวมาก (Super long chain) มีผลต่ออตัราการเกิดรีโทรเกรเดชนั  

การบ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมงทาํให้  Retrograded pullulanase + isoamylase 

debranched starch (RPIDS) และ Retrograded pullulanase debranched starch (RPDS) เปล่ียน

โครงสร้างผลึกจากชนิด A+V เป็นชนิด B+V type และมีช่วงอุณหภูมิท่ีใชใ้นการหลอมเหลว อยู่

ระหวา่ง 54.46-110.55oC และ ∆H อยูร่ะหวา่ง 10.64-18.38 (J/g)  ในขณะท่ีตวัอยา่ง RPIDS เท่านั้นท่ี

พบ second transition โดยมี Tm อยูร่ะหวา่ง  111.15–135.11oC ซ่ึงเกิดจากสารประกอบเชิงซอ้น

ระหวา่งอะมิโลสและไขมนั  (amylose-lipid complex) และจากอนัตรกิริยาระหวา่งโมเลกุลสายยาว

และสายยาวมากของอะมิโลเพคตินทาํใหโ้ครงสร้างผลึกท่ีแขง็แรง จึงส่งผลใหอุ้ณหภูมิท่ีใชใ้นการ

หลอมเหลวมีค่าสูง 

การเตรียมสตาร์ชขา้วปราศจากอะมิโลสดว้ยวธีิชะลา้งอะมิโลส (amylose leaching)  ท่ี

เหมาะสมนั้น ทาํไดโ้ดยการใชน้ํ้าท่ีอุณหภูมิ 90 oC เป็นเวลา 10 นาที และลา้งตะกอนดว้ยนํ้าร้อน 3 

คร้ังสาํหรับสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ S90 ปราศจากอะมิโลส (S90–free amylose or S90-FAM) โดยทาํใหมี้

ปริมาณอะมิโลสเหลือในตวัอยา่งร้อยละ 4.93 ในขณะท่ีสตาร์ชขา้วพนัธ์ุ P2 ปราศจากอะมิโลส (P2-

FAM) จาํเป็นตอ้งใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซค ์0.01 โมลาร์ท่ีอุณหภูมิ 90 oC เป็นเวลา 10 นาที 

และลา้งตะกอนดว้ยนํ้าร้อน 3 คร้ัง โดยมี ปริมาณอะมิโลสเหลือในตวัอยา่งร้อยละ  7.85 นอกจากน้ี
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วธีิการกาํจดัอะมิโลสมีผลทาํใหโ้มเลกุลสายยาว (DP ≥37) บางส่วนถูกตดัใหส้ั้นลง และโครงสร้าง

ผลึกส่วนใหญ่ถูกทาํลาย  และ เม่ือสตาร์ชท่ีปราศจากอะมิโลส  (Free amylose starch : FAM) ถูกตดั

ก่ิงดว้ยเอนไซมพ์ลูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซมไ์อโซอะไมเลส (Pullulanase+Isoamylase debranched 

starch : PIDBS)  พบวา่ P2-FAM และ S90-FAM มีปริมาณ RS สูงกวา่ RD6-FAM เน่ืองจากสตาร์ช

ขา้วพนัธ์ุ P2 และ S90 มี super long chain ในขณะท่ี RD6 ไม่มีสัดส่วนดงักล่าว ในขณะท่ี  P2-FAM 

มีปริมาณ RS สูงกวา่ S90-FAM เน่ืองจากมีสดัส่วนของ  super long chain มากกวา่  แสดงใหเ้ห็นวา่

โมเลกลุของอะมิโลเพคตินมีสายโซ่ท่ีมีขนาดยาวมาก (super long chain) มีผลต่อการเพิ่มปริมาณ RS   
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การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคม ี

 

1. การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืน (AOAC, 2002) 

 1. ตูอ้บลมร้อน ( Hot air oven) 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 2. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง  

 3. เดซิเคเตอร์ (desiccators) 

 4. ภาชนะอะลูมิเนียมมีฝาปิด (moisture can) 

 1. อบภาชนะสาํหรับหาความช้ืนในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105º C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  นาํออก

จากตูอ้บใส่ในโถดูดความช้ืน  ปล่อยทิ้งไวจ้นกระทัง่อุณหภูมิของภาชนะลดลงเท่ากบัอุณหภูมิหอ้ง

แลว้ชัง่นํ้าหนกั 

วธีิการ 

 2. ทาํซํ้ าขอ้ท่ี 1 จนไดผ้ลต่างของนํ้าหนกัท่ีชัง่ 2 คร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม  

 3. ชัง่ตวัอยา่งท่ีตอ้งการใหไ้ดน้ํ้าหนกัท่ีแน่นอน ประมาณ 1-2 ใส่ลงในภาชนะหาความช้ืน

ซ่ึงทราบนํ้าหนกัแลว้ 

 4. นาํไปอบในตูไ้ฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105º C เป็นเวลาประมาณ 5-6 ชัว่โมง  นาํออกจากตูอ้บใส่

ในโถดูดความช้ืน  ปล่อยทิ้งไวใ้นอุณหภูมิของภาชนะลดลงเท่ากบัอุณหภูมิหอ้งแลว้ชัง่นํ้าหนกั  

จากนั้นนาํกลบัไปเขา้ตูอ้บอีกคร้ัง 

 5. ทาํซํ้ าขอ้ท่ี 4 จนไดผ้ลต่างของนํ้าหนกัท่ีชัง่สองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม  

 6. คาํนวณปริมาณความช้ืนจากสูตร  

 

ปริมาณความช้ืน (ร้อยละโดยนํ้าหนกั) =  100 

 

 โดย   W1 = นํ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม) 

  W2 = นํ้าหนกัตวัอยา่งหลงัอบ (กรัม) 
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2. การวเิคราะห์ปริมาณไขมัน (AOAC, 2002) 

 1. อุปกรณ์ชุดสกดัไขมนั (soxhelt apparatus) ประกอบดว้ยขวดกลม (สาํหรับใส่ตวัทาํ

ละลาย)  ซอคเลต (soxhlet)  อุปกรณ์ควบแน่น (condenser)  และเตาใหค้วามร้อน (heating mantle) 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 2. หลอดใส่ตวัอยา่ง (extraction thimble) 

 3. สาํลี  

 4. ตูอ้บไฟฟ้า  

 5. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า  

 6. โถดูดความช้ืน (desiccators) 

 1. ปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) 

สารเคมี 

 1. อบขวดกลมสาํหรับหาปริมาณไขมนั ซ่ึงมีขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร  ในตูอ้บไฟฟ้าท่ี

อุณหภูมิ 105ºC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  นาํออกจากตูอ้บใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน  ปล่อยทิ้งไวจ้นกระทัง่

อุณหภูมิของขวดกลมลดลงเท่ากบัอุณหภูมิหอ้งแลว้ชัง่นํ้าหนกั 

วธีิการ 

 2. ทาํซํ้ าขอ้ท่ี 1 จนไดผ้ลต่างของนํ้าหนกัท่ีชัง่สองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม  

 3. ชัง่ตวัอยา่งบนกระดาษกรองท่ีทราบนํ้าหนกัประมาณ 1-2 กรัม  ห่อใหมิ้ดชิดแลว้ใส่ลงใน

หลอดสาํหรับใส่ตวัอยา่ง  คลุมดว้ยสาํลีเพื่อใหส้ารตวัทาํละลายมีการกระจายอยา่งสมํ่าเสมอ 

 4. นาํหลอดตวัอยา่งใส่ลงในซอคเลต  เติมสารตวัทาํละลายปิโตรเลียมอีเทอร์ลงในขวดหา

ไขมนัประมาณ 150 มิลลิลิตร  แลว้วางบนเตาใหค้วามร้อน 

 5. ทาํการสกดัไขมนัเป็นเวลา 14 ชัว่โมง  โดยปรับเตาความร้อนใหห้ยดของสารทาํละลาย

กลัน่ตวัจากอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยอตัรา 150 หยดต่อนาที  

 6. เม่ือครบ 14 ชัว่โมงแลว้  นาํหลอดใส่ตวัอยา่งออกจากซอคเลต  และกลัน่เก็บสารทาํ

ละลายจนเหลือสารทาํละลายในขวดกลมเพียงเล็กนอ้ยดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ 

 7. นาํขวดหาไขมนัอบในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 80-90º C  จนแหง้ใชเ้วลาประมาณ 30 นาที  

นาํออกจากตูอ้บใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน  ปล่อยทิ้งไวจ้นกระทัง่อุณหภูมิของขวดกน้กลมลดลงเท่ากบั

อุณหภมิูหอ้งแลว้ชัง่นํ้าหนกั 

 8. ทาํซํ้ าขอ้ท่ี 7 จนกระทัง่ผลต่างของนํ้าหนกัสองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม  

 9. คาํนวณหาปริมาณไขมนัจากสูตร  

 

ปริมาณไขมนั (ร้อยละโดยนํ้าหนกั) =  100 
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 โดย   W1 = นํ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้ (กรัม) 

  W2 = นํ้าหนกัไขมนัหลงัอบ (กรัม) 

 

3. การวเิคราะห์โปรตนีโดยวธีิ Kjeldahl Method (AOAC, 2002) 

 1. ขวดยอ่ยโปรตีน ขนาด 200 มิลลิลิตร  

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 2. อุปกรณ์ใหค้วามร้อน  

 3. อุปกรณ์กลัน่โปรตีน (Semi-microdistillation) 

 4. ขวดรูปชมพู ่(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 ตาํแหน่ง  

 10. ลูกแกว้ (Glass bead) 

 11. เตายอ่ย (VELP DK6) 

 12. เคร่ืองดกัจบัไอกรด (scrubber) 

 1. กรดซลัฟริูกเขม้ขน้ (conc.H2SO4) 

สารเคมี 

 2. ตวัเร่งผสม (Catalyst) ระหวา่ง CuSO4 กบั K2SO4 อตัราส่วน (Cu : K2SO4) คือ 1 : 10 

 3. โซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 40% 

 4. กรดไฮโดรคลอริกท่ีทราบความเขน้ขน้แน่นอน (HCl 0.1 นอร์มอล) 

 5. กรดบอริกเขม้ขน้ 4% 

 6. โพแทสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต 

 7. อินดิเคเตอร์ผสม (Mixed indicator ระหวา่ง Methylene blue 0.1 กรัม กบั Methyl red 0.2 

กรัม ละลายในแอลกอฮอล ์90% 100 มิลลิลิตร) 

 1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานปฐมภูมิโพแทสเซียมไฮโดรเจรพธาเลต  

วธีิการเตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกมาตรฐาน 

  1.1 ชัง่โพแทสเซียมไฮโดรเจนพธาเลตท่ีผา่นการอบแหง้ (อุณหภูมิ 120º C เป็นเวลา 

2 ชัว่โมง) ใหไ้ดน้ํ้าหนกัอยูใ่นช่วง 2.0-2.2 กรัม  โดยเคร่ืองชัง่ละเอียด  บนัทึกนํ้าหนกัท่ีชัง่ 
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  1.2 นาํมาละลายดว้ยนํ้ากลัน่  ปรับปริมาตรดว้ยขวดปรับปริมาตรขนาด 100 

มิลลิลิตร  เขยา่ขวดใหส้ารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

  1.3 คาํนวณหาความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน  

 2. การเตรียมสารสะลาย HCl 0.1 โมลาร์ จากกรดเกลือเขม้ขน้ 

  2. 1 ตวงกรดเกลือเขม้ขน้ใหมี้ปริมาตร 4.0-4.5 มิลลิลิตร  ดว้ยกระบอกตวงขนาด 10 

มิลลิลิตร 

  2. 2 เทกรดเกลือเขม้ขน้ท่ีตวงแลว้ลงในนํ้ากลัน่ปริมาตร 500 มิลลิลิตรทีบ่รรจุอยูใ่น

บิกเกอร์ขนาด 600 มิลลิลิตร  คนใหส้ารละลายเขา้กนัดี เก็บสารละลายในขวดแกว้เพือ่น้ีไวใ้ชต่้อไป 

 3. การทาํมาตรฐานสารละลายกรดเกลือ  

  3.1 ปิเปตสารละลายกรดเกลือมา 25 มิลลิลิตร  ใส่ลงในขวดรูปกรวยขนาด 250 

มิลลิลิตร   

  3.2 เติมสารละลายฟีนอลฟ์ทาลีน 2-3 หยด เขยา่สารละลายในขวดใหเ้ขา้กนั  

  3.3 ไทเทรตดว้ยสารละลายมาตรฐานทุติยมภูมิโซเดียมไฮดรอกไซด ์ จนกระทัง่

สารละลายในขวดเปล่ียนเป็นสีชมพอู่อน  บนัทึกปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซด ์

  3.4 ไทเทรตซํ้ า 2 คร้ัง  

  3.5 คาํนวณหาความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของสารละลายกรดเกลือ  

 1. ชัง่ตวัอยา่งใหไ้ดน้ํ้าหนกัแน่นอน ประมาณ 1-2 กรัม  ใส่ลงในขวดยอ่ยโปรตีน 

วธีิการ 

 2. การยอ่ย 

  2.1 เติมตวัเร่งผสม (Catalyst) ระหวา่ง CuSO4 กบั K2SO4 (CiSO4 0.5 กรัม และ 

K2SO4 5 กรัม) ในขวดยอ่ยโปรตีน  เพื่อเร่งปฏิกิริยาการยอ่ย 

  2.2 เติมกรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 20 มิลลิลิตร (ค่อย ๆ ไหลตามขา้งขวด) เขยา่เบา ๆ จน

แป้งไม่จบักนัเป็นกอ้น  ปิดปากขวดดว้ยกระเปาะแกว้กลม 

  2.3 ยอ่ยบนอุปกรณ์ใหค้วามร้อนอ่อน ๆ จนไดส้ารละลายสีเขียวใส 

  2.4 ปล่อยทิ้งใหเ้ยน็ 

 3. การกลัน่ 

  3.1 เม่ือสารละลายมีอุณหภูมิลดลงแลว้  จึงเติมนํ้ากลัน่  20 มิลลิลิตร  และเติม

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขน้ขน้ 40% 

  3.2 จดัอุปกรณ์กลัน่ 
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  3.3 เติมกรดบอริกเขม้ขน้ 4% ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู ่ แลว้หยด

อินดิเคเตอร์ 5-6 หยด  นาํไปรองรับของเหลวรองรับสารละลายท่ีกลัน่ได ้ โดยใชอุ้ปกรณ์ควบแน่น

จุ่มในสารละลายกรดบอริก 

  3.4 กลัน่จนกระทัง่ไม่มีแอมโมเนียเหลือ  ใหไ้ดส้ารละลายท่ีกลัน่ไดป้ระมาณ 150 

มิลลิลิตร 

 4. การไทเทรต 

  4.1 ไทเทรตสารละลายท่ีกลัน่ไดด้ว้ยกรดไฮโดรคลอริกท่ีทราบความเขม้ขน้

แน่นอน สังเกตสีของสารละลายจะเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีม่วงอ่อน  จดปริมาตรของกรดไฮโดรคลอ

ริกท่ีใช ้

  4.2 ทาํ blank โดยใส่สารเคมีและขั้นตอนการวเิคราะห์เช่นเดียวกบัตวัอยา่ง  แต่ไม่

ใส่ตวัอยา่ง 

 

ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ) =  

 

 โดย  A  = ปริมาตรกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไทเทรตกบัตวัอยา่ง  

  B  = ปริมาตรกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไทเทรตกบั blank 

  W = นํ้าหนกัตวัอยา่ง 

  N  = ความเขม้ขน้ของกรดไฮโดรคลอริก (นอร์มอล)  

  F   = แฟกเตอร์เท่ากบั 5.95 

 

4. การวเิคราะห์ปริมาณเถ้า 

 1. ถว้ยครูซิเบิล 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 2. เตาไฟฟ้า 

 3. เตาเผา 

 4. เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ตาํแหน่ง 

 5. เดซิเคเตอร์ 

 1. เผาครูซิเบิลเพือ่หานํ้าหนกัท่ีแน่นอน 

วธีิการ 

 2. ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 5 กรัม ใส่ครูซิเบิล  นาํไปเผาบนเตาไฟฟ้าจนควนัหมด 
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 3. นาํไปเผาจนไดต่้อในเตาไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 550ºC นานประมาณ 2-3 ชัว่โมงจนกระทัง่ได้

เถา้สีขาวหรือสีเทา 

 4. จากนั้นนาํมาใส่เดซิเคเตอร์  ทิ้งใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้งแลว้นาํไปชัง่เผาตวัอยา่งซํ้ านานคร้ัง

ละ 30 นาที  จนไดน้ํ้าหนกัต่างกนัไม่เกิน 1 มิลลิกรัม 

 

ปริมาณเถา้ (ร้อยละโดยนํ้าหนกั) =  100 

  

 โดย  W  = นํ้าหนกัของครูซิเบิล (กรัม) 

  W1 = นํ้าหนกัของครูซิเบิลและตวัอยา่งก่อนเผา (กรัม) 

  W2 = นํ้าหนกัของครูซิเบิลและตวัอยา่งหลงัเผาจนนํ้าหนกัคงท่ี (กรัม) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ประวตัผิู้เขยีน 

 

 นางสาวอริญา  ลาภโคกสูง  เกิดเม่ือ  วนัท่ี 4 พฤษภาคม 2529 ท่ีอาํเภอเมือง จงัหวดั

นครราชสีมา จบการศึกษาระดบัมธัยมตน้และมธัยมปลายจากโรงเรียนบุญเหลือวทิยานุสรณ์ จากนั้น

เขา้รับการศึกษาระดบัปริญญาตรีวทิยาศาสตรบณัฑิต สาขาวชิาเทคโนโลยอีาหาร สาํนกัวชิา

เทคโนโลยกีารเกษตร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี และสาํเร็จการศึกษาดว้ยเกียรตินิยมอนัดบัสอง

ในปี พ.ศ. 2551 หลงัจากจบการศึกษาไดเ้ขา้ศึกษาต่อในระดบัปริญญาโทหลกัสูตรปริญญาวทิยาศาสตร

มหาบณัฑิตสาขาวชิาเทคโนโลยอีาหาร สาํนกัวชิาเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีร

นารี ในปี พ.ศ. 2551 จนถึงปัจจุบนั 
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