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Abstract 

Optimal conditions for rice bran (Jasmine 105) protein hydrolysates production using a commercial 
enzyme, Protex 6L, were determined to obtain maximal radical scavenging activity (RSA) and yield using 
Response Surface Methodology (RSM).  Two-step processes were performed as follows: (1) selection of important 
parameters with respect to RSA of protein hydrolysates using Fractional Factorial Design (FFD). Four parameters 
including water to rice bran protein ratio (W/R) (2-6 w/w), enzyme-substrate ratio (E/S) (1-5 w% of rice bran 
protein), time (t) (2-6 h), and temperature (T) (50-60°C) of hydrolysis conditions were studied while pH was fixed at 
8.0. It was found that W/R was more significant than other factors (p<0.05). And (2) RSM was used to optimize 
protein hydrolysis process with two parameters of pH (x1; 7.5-8.5) and W/R (x2; 3-5 w/w). Other parameters were 
set as follows: E/S=3%, t=4 h and T=55°C. Central composite design (CCD) was chosen and three responses; 
RSA (Y1), yield (Y2) and degree of hydrolysis (Y3) were investigated. Multiple regression analysis showed that 
relationships between responses and independent variables could be represented by models: Y1 = 26.98 - 5.44x1

2 

– 3.22x2
2 (R2 = 0.8155); Y2 = 30.48 - 2.14 x1

2 - 0.80x2
2 (R2 = 0.8952); and Y3 = 17.35 - 0.42x2 - 0.83x1

2 - 0.94x2
2 (R2 = 

0.8970). The Optimum condition for rice bran protein hydrolysis in order to maximize the RSA is at pH = 7.94 and 
W/R = 3.93. At this condition, RSA of 27.08%, yield of 30.45% and DH of 17.36% were obtained. Four hydrolysis 
conditions were performed to validate the model.  It was found that true values and predicted values were not 
significantly different (p>0.05). 
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บทคัดยอ 

หาสภาวะเหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากโปรตีนรําขาวหอมมะลิ 105 ที่ถูกไฮโดรไลซดวยเอนไซมทาง
การคา Protex 6L เพื่อใหคาตอบสนองคือ กิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ (Radical scavenging activity, RSA) และปริมาณ
ผลผลิตสูงสุดโดยวิธีการประเมินพื้นผิวตอบสนอง  มี 2 ขั้นตอน คือ (1) คัดเลือกตัวแปรของสภาวะการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท
ที่มีผลสําคัญตอคา RSA โดยใชแผนการทดลอง Fractional Factorial Design (FFD) ศึกษา 4 ตัวแปร ไดแก น้ําตอโปรตีน    รํา
ขาว (W/R) (2-6 โดยน้ําหนัก) เอนไซมตอสับสเตรท (E/S) (1–5% โดยน้ําหนักโปรตีน) เวลา (t) (2-6 ชม.) และอุณหภูมิ (T) (50-
60°ซ) กําหนดให pH คงที่ที่ 8.0 พบวา W/R เปนตัวแปรที่มีความสําคัญตอคา RSA (p<0.05) ขั้นตอนที่ 2 หาสภาวะเหมาะสม
ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทโดยวิธีการประเมินพื้นผิวตอบสนอง โดยศึกษา 2 ตัวแปร ไดแก pH (x1) (7.5-8.5) และ W/R (x2) 
(3-5 โดยน้ําหนัก) กําหนดใหตัวแปรอื่นคงที่ (E/S=3%, t=4 ชม และ T=55°ซ) ใชแผนการทดลอง Central composite design 
(CCD) ที่ใหคาตอบสนองคือ RSA (Y1) ปริมาณผลผลิต (Y2) และระดับการยอยสลาย (Y3) จากการวิเคราะหขอมูลดวยการ
ถดถอยเชิงพหุ พบวาสมการแสดงความสัมพันธระหวางคาตอบสนองและตัวแปรคือ Y1 = 26.98 - 5.44 x1

2 – 3.22 x2
2  (R2 = 

0.8155); Y2 = 30.48 - 2.14 x1
2 - 0.80 x2

2  (R2 = 0.8952) และ Y3 = 17.35 - 0.42 x2 - 0.83 x1
2 - 0.94 x2

2 (R2 = 0.8970) 
สภาวะเหมาะสมที่ใหคา RSA สูงสุด คือ pH = 7.94 และ W/R = 3.93 ใหคา RSA 27.08% ปริมาณผลผลิต 30.45% และ
ระดับการยอยสลาย 17.36% เมื่อทดสอบความถูกตองของแบบจําลองโดยทดลองผลิตที่ 4 สภาวะไฮโดรไลซิส พบวาคาที่ได
จากการทดลองและจากการทํานายไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  
คําสําคัญ: โปรตีนไฮโดรไลเสทจากรําขาวหอมมะลิ  วิธีการประเมินพื้นผิวตอบสนอง  กิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ   
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คํานํา 
รําขาวเปนผลพลอยไดจากการขัดสีขาวเปลือก โดยขาวเปลือกเมื่อผานการสีจะใหรําขาวประมาณรอยละ 10 (วันชัย, 

2541 อางใน อรอนงค, 2547) มีองคประกอบของโปรตีนสูงถึง 11.3-14.9% (อรอนงค 2547) ในปการผลิต 2547/48 มีรําขาว
จากการสีขาวสูงถึง 2 แสนตัน ซึ่งมีโปรตีนเปนองคประกอบมากถึง 2.3-2.9 หมื่นตัน   

โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยโปรตีนดวยเอนไซมโปรติเอสเปนแหลงของเปปไทดที่มีกิจกรรมทางชีวภาพดวย
การเปนสารตานความดันโลหิตสูง และสารตานออกซิเดชัน เปนตน โดยคุณสมบัติตานออกซิเดชันของไบโอแอคทีฟเปปไทด
ดวยการทําหนาที่จับโลหะและอนุมูลไฮดรอกซิล กําจัดแอคทีฟออกซิเจน ซึ่งคุณสมบัติดังกลาวมีความสัมพันธกับโครงสรางของ
เปปไทดและชนิดของกรดอะมิโน ไดแก ทริปโตเฟน เมทไธโอนีน ฮีสทีดีน ไลซีน และไทโรซีน เมื่อกรดอะมิโนรวมตัวกันเปน   
เปปไทดจะมีคุณสมบัติตานออกซิเดชันสูงขึ้น ดังนั้นจึงนําเปปไทดดังกลาวมาใชในการถนอมอาหารเพื่อยับยั้งการเปลี่ยนแปลง
สีและการเส่ือมสภาพ เพิ่มอายุการเก็บ และใชทดแทนสารตานออกซิเดชันสังเคราะห เชน butylated hydroxyanisole (BHA) 
และ butylated hydroxytoluene (BHT) เปนตน รวมทั้งชวยปองกันการรวมตัวของสารอนุมูลหรือจับกับอนุมูลอิสระซึ่ง        
เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคและการเสื่อมสภาพของรางกาย ปจจัยหลายชนิดมีผลตอการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทที่มีคุณสมบัติการ
ตานออกซิเดชัน ไดแก ปริมาณหรือชนดิของเอนไซม เอนไซมตอสับเสตรท เวลาในการยอย pH และอัตราสวนน้ําตอโปรตีน โดย
สามารถหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทดวยวิธีการประเมินพื้นผิวตอบสนอง 

การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากโปรตีนรําขาวหอมมะลิ 105 
ที่ถูกไฮโดรไลซดวยเอนไซมทางการคา Protex 6L โดยใชวิธีการประเมินพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology; 
RSM) เพื่อใหคากิจกรรมการตานอนุมูลอิสระสูงสุด ซึ่งเปนการเพิ่มมูลคาของโปรตีนจากรําขาว โดยอาจนํามาแปรรูปเปน
ผลิตภัณฑเสริมอาหารเพื่อประโยชนดานการปองกันสุขภาพหรือรักษาโรคซึ่งจะสงผลใหเกิดมูลคาในเชิงพาณิชยและประโยชน
ดานสาธารณสุขตอไป 

 
อุปกรณและวิธีการ 

รําขาวละเอียดจากการสีขาวหอมมะลิ 105 จากบริษัท เค.ซี.รุงเรืองการเกษตร จํากัด จังหวัดขอนแกน นํามาสกัด
ไขมันดวยสารละลายเฮกเซน ( Wang et al.,1999) ใชอัตราสวนรําขาวตอเฮกเซน 1:3 นาน 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหองดวยเครื่อง 
Solid extraction ผ่ึงใหแหงในตูดูดควันนาน 24 ชั่วโมง บดดวยเครื่องบดอาหาร บรรจุแบบสุญญากาศและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
-20°ซ สกัดโปรตีนจากรําขาวที่ผานการสกัดไขมันที่สภาวะดางและตกตะกอนที่จุดไอโซอิเลกตริก (Gnanasambandam and 
Hettiarachchy,1995) ใชอัตราสวนรําขาวตอน้ํา 1:5 pH 11.0 นาน 45 นาที (Jiamyangyuen et al., 2005) เหวี่ยงแยกสวน
สารละลายที่ 11,000xg นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง ตกตะกอนสวนสารละลายที่จุดไอโซอิเลกตริก (Isoelectric pH, pI=4.5) 
เหวี่ยงแยกตะกอนโปรตีนที่ 11,000xg นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -30°ซ ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทโดย
ผานกระบวนการยอยดวยเอนไซมทางการคา Protex 6L หยุดปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิสโดยนําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 100°ซ 
นาน 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น เหวี่ยงแยกสวนสารละลายใสที่ 12,000xg นาน 30 นาที ศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพ
ของโปรตีนไฮโดรไลเสท ไดแก ปริมาณโปรตีน (Lowry et al.,1951) ระดับการยอยสลาย โดยพิจารณาจากปริมาณไนโตรเจนที่
ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซีติก 10% (Kim et al.,1996) และคุณสมบัติการตานออกซิเดชันโดยหา Radical scavenging 
activity (RSA) เปนการวัดความสามารถของตัวอยางในการจับกับอนุมูลของ DPPH ( Hou et al., 2001)  

หาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทดวยวิธีการประเมินพื้นผิวการตอบสนอง มี 2 ขั้นตอนคือ ขั้นตอน
ที่ 1 ใช Fractional Factorial design (FFD) เพื่อคัดเลือกตัวแปรที่สําคัญในการไฮโดรไลซิส โดยศึกษา 4 ตัวแปร ไดแก 
อัตราสวนน้ําตอโปรตีนรําขาว (W/R) (2-6 โดยน้ําหนัก) อัตราสวนเอนไซมตอสับสเตรท (E/S) (1-5% โดยน้ําหนักโปรตีน) เวลา 
(t) (2-6 ชม.) และอุณหภูมิ (T) (50-60°ซ) กําหนดสภาวะของการเกิดปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิสใหคงที่ที่ pH 8.0 วัดคา
ตอบสนองคือ กิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ (RSA) ขั้นตอนที่ 2 ใช Central composite design (CCD) ในการวางแผน       
การทดลองและประเมินความเหมาะสมของสภาวะการทดลองดวยวิธีการประเมินพื้นผิวตอบสนอง และใชแบบจําลองจากการ
วิเคราะหขอมูลดวยการถดถอยเชิงพหุทํานายคาตอบสนอง 

 
ผล 

จากการคัดเลือกตัวแปรที่สําคัญของสภาวะไฮโดรไลซิสที่มีผลสําคัญตอกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ โดยใช FFD 
ศึกษา 4 ตัวแปร ไดแก อัตราสวนน้ําตอรําขาว (X1) อัตราสวนเอนไซมตอสับเสตรท (X2) เวลา (X3) และ อุณหภูมิ (X4) กําหนดให
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แตละตัวแปรมี 3 ระดับ คือ -1 0 และ +1 (ตารางที่ 1) มีทั้งหมด 11 การทดลอง และการทดลองที่จุดตรงกลาง 3 ซ้ํา พบวามีคา
กิจกรรมการตานอนุมูลอิสระตั้งแต 8.81 ถึง 36.25% (ตารางที่ 2) และ W/R เปนตัวแปรที่มีความสําคัญตอกิจกรรมการตาน
อนุมูลอิสระมากกวาตัวแปรอื่น (p< 0.05) (ตารางที่ 3) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
จากการวางแผนการทดลองแบบ CCD เพื่อหาสภาวะเหมาะสมดวยวิธีการประเมินพื้นผิวตอบสนอง โดยศึกษา 2   

ตัวแปร ไดแก pH (X1) และ W/R (X2)  กําหนดใหแตละตัวแปรใน CCD มี 5 ระดับ (ตารางที่ 4) คือ -α  -1  0  1 และ +α  มี
ทั้งหมด 13 การทดลอง และการทดลองที่จุดตรงกลาง 5 ซ้ํา พบวา ใหคากิจกรรมการตานอนุมูลอิสระต้ังแต 14.14 ถึง 31.92% 
ปริมาณผลผลิตตั้งแต  22.78 ถึง 37.73% และระดับการยอยสลายตั้งแต 14.43 ถึง 17.94% (ตารางที่ 5)   
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วิจารณผล 
จากการคัดเลือกตัวแปรสําคัญของสภาวะไฮโดรไลซิสที่มีผลสําคัญตอกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ โดยใช FFD และ

วิเคราะหการถดถอยของขอมูล พบวา  W/R เทานั้นที่มีความสําคัญตอกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ (p<0.05) (ตารางที่ 3) จึง
ไดคัดเลือก pH เปนอีกหนึ่งตัวแปรในการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมโดยใช CCD (pH (x1) และ W/R (x2)) (จากการทดลอง
เบื้องตน พบวา ระดับ pH ที่ตางกัน (7 8 และ 9) มีผลตอคากิจกรรมการตานอนุมูลอิสระแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05)) เมื่อนําขอมูลไปวิเคราะหการถดถอยเชิงพหุ พบวา สมการแสดงความสัมพันธระหวางคาตอบสนอง (กิจกรรมการ
ตานอนุมูลอิสระ (Y1) ปริมาณผลผลิต (Y2) และระดับการยอยสลาย (Y3)) และตัวแปร (pH (x1) และ W/R (x2)) คือ  

Y1 = 26.98 - 5.44x1
2–3.22x2

2                                (R2=0.8155)   
Y2 = 30.48 - 2.14x1

2- 0.80x2
2                   (R2=0.8952)       

Y3 = 17.35 - 0.42x2 - 0.83x1
2- 0.94x2

2      (R2=0.8970)    
จาก Contour plot (รูปที่ 1) และ 3 Dimension plot (รูปที่ 2) พบวา สภาวะเหมาะสมที่ใหคากิจกรรมการตานอนุมูล

อิสระสูงสุด คือ pH=7.94 W/R=3.93 E/S = 3% t=4 ชม. และ T=55°ซ ใหคากิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ 27.08% ปริมาณ
ผลผลิต 30.45% และระดับการยอยสลาย 17.36% เมื่อทดสอบความถูกตองของแบบจําลองดังกลาวจากการทดลองผลิต 4 
สภาวะ พบวา คากิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ ปริมาณผลผลิต และระดับการยอยสลายที่ไดจากการทดลองผลิตและจากการ
ทํานายแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยระดับการยอยสลายที่สูงขึ้นจะใหคากิจกรรมการตานอนุมูล
อิสระสูงขึ้นดวย เนื่องจากระดับการยอยสลายที่สูงจะทําใหเกิดเปปไทดที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Aluko and Monu (2003) ที่พบวาเปปไทดที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําจะมีคากิจกรรมการตานอนุมูลอิสระสูงกวาเปปไทดที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูง  

 
สรุป 

สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรําขาวหอมมะลิที่ใหคากิจกรรมการตานอนุมูลอิสระสูงสุด คือ 
pH=7.94  W/R=3.93   E/S = 3%   t = 4 ชม.  และ T = 55°ซ   ใหคากิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ 27.08% ปริมาณผลผลิต 
30.45% และระดับการยอยสลาย 17.36% เมื่อทดสอบความถูกตองของแบบจําลองดังกลาว พบวา คากิจกรรมการตานอนุมูล
อิสระ ปริมาณผลผลิต และระดับการยอยสลายที่ไดจากการทดลองผลิตและจากการทํานายไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05) ดังนั้นแบบจําลองที่ไดจึงสามารถนําไปใชเพื่อหาสภาวะเหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทเพื่อใหมี
กิจกรรมการตานอนุมูลอิสระสูงสุดได 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณผูใหทุนสนับสนุนการทําวิทยานิพนธจากศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว  
มหาวิทยาลัยขอนแกน  และบัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยขอนแกน 
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