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บทที ่3 
 

วสัดุ อปุกรณ์และวธีิการ 

3.1 วสัดุ        
     3.1.1 วตัถุดิบ 

- เมล็ดถัว่หร่ังจากตลาดสด จ.ปัตตานี เป็นพนัธ์ุสงขลา 1 ลกัษณะเมล็ดมีเยื่อหุ้มเมล็ดเป็น
สีแดง และเป็นถัว่หร่ังท่ีท าการเพาะปลูกในพื้นท่ีจงัหวดัปัตตานีในช่วงระหว่างเดือน
สิงหาคมถึงเดือนกนัยายน พ.ศ. 2554  

- น ้ากลัน่ (Distilled water)  
- น ้าปราศจากไอออน (Deionize water)  
- ชาเขียวพร้อมด่ืม (Unif Green tea ) รสตน้ต าหรับ (บริษทั ยนิู-เพรสซิเดนท ์(ประเทศ
ไทย จ ากดั) 

- น ้ามนัถัว่เหลือง ยีห่อ้กุ๊ก บริษทั ธนากรผลิตภณัฑน์ ้ามนัพืช จ ากดั  
 

     3.1.2 เอนไซม์ 
- เอนไซม์อลัคาเลส (Alcalase) ในรูปสารละลาย (Liquid in form) (Sigma Aldrich, 

ประเทศเดนมาร์ก) เป็น Endoprotease ท่ีไดจ้ากจุลินทรียช์นิด Bacillus licheniformis มี กิจกรรม
เท่ากบั 2.4 AU/g (Anson units per gram) สภาวะเหมาะสมท่ีใชใ้นการศึกษาคือ pH 8.0 อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส (Jamdar et al., 2010) และเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์(Flavourzyme) ในรูปเม็ด (Granule in 
form) (Novozymes (China) Biotechnology Co., Ltd, ประเทศจีน) เป็น Protease/Peptidase complex 
สามารถท าหนา้ท่ีเป็นไดท้ั้ง Endoprotease และ Exoprotease เป็นเอนไซม์ท่ีไดจ้ากจุลินทรียช์นิด 
Aspergillus oryzae มีกิจกรรมเท่ากบั 500 MG ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานในช่วง pH 7.0 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (Novozymes, 2000)   

 

3.1.3 สารเคมี  
-   Trichloromethane; CHCl3 (Labscan Asia  ประเทศไทย) 
-   Methyl alcohol; CH3OH (J.T. Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา)  
-   Sodium hydroxide; NaOH (Labscan Asia ประเทศไทย) 
-   Hydrochloric acid; HCl (J.T. Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
-    2,4,6-trinitro-benzenesulfonic acid; TNBS (Sigma ประเทศเยอรมนั) 
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- Sodium sulfite; Na2SO3 (Ajax Finechem ประเทศออสเตรเลีย) 
- L- 2 – Amino – 4 – methyl pentanoic acid; L-leucine (HIMEDIA ประเทศอินเดีย)  
- Bovine serum albumin; BSA  (Fluka ประเทศสวสิเซอร์แลน) 
- Sodium lauryl sulphate; SDS (LOBAL Chemie ประเทศอินเดีย) 
- Sodium chloride; NaCl (Ajax Finechem ประเทศออสเตรเลีย) 
- 2,2´-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic-acid) diammonium salt; ABTS  
(Sigma-Aldrich ประเทศเยอรมนั) 

- Potassium persulfate; K2S2O8 (Ajax Finechem ประเทศออสเตรเลีย) 
-  (±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid; Tolox                      
(Sigma-Aldrich ประเทศเยอรมนั) 

- 2,2-Diphenyl-1-pikryl-hydrazyl; DPPH (Sigma-Aldrich ประเทศเยอรมนั) 
- Ethyl alcohol; C2H5OH (Merck Finechem ประเทศออสเตรเลีย) 
- Iron (II) chloride tetrahydrate; Ferrous chloride  (Sigma-Aldrich ประเทศเยอรมนั)  
- 3-(2-Pyrydyl) – 5,6 – diphenyl- 1,2,4 – triazine - 4´,4´´, disulfonic acid sodium salt; 

Ferrozine (Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา)  
- Folin and Ciocalteu Phenol Reagent (2.0 Normal) ( LOBAL Chemie ประเทศ 
อินเดีย)  

3.2 เคร่ืองมือวเิคราะห์และอุปกรณ์      
 3.2.1 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวิเคราะห์  

- อุปกรณ์เตรียมตวัอยา่ง เช่น เคร่ืองแกว้ เคร่ืองชัง่ หลอดเซนตริฟิว บุชเชอร์ฟังเนล  
- กระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman paper No.4)  
- โถดูดความช้ืน (Dessicator)  
- ถว้ยอะลูมิเนียม (Aluminium can)  
- ครูซิเบิล (Crucible) 
- เทอร์โมมิเตอร์ (Thermometer) 
- นาฬิกาจบัเวลา (Stopwatch) 
- แมกเนติกสเตอเรอ (Magnetic stirrer) 
- ตะแกรงร่อน (Sieve) ขนาด 60 เมส  
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 3.2.2 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 
- ตูอ้บลมร้อน (Hot air dryer) บริษทักลว้ยน ้าไทเตาอบ 
- ตูเ้ขยา่ (Incubator shaker) รุ่น LSI-5002M ยีห่อ้ Daihan  Lab Tech ประเทศเกาหลี 
- เคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง (Freeze dryer) รุ่น FD8-Cool safe Advance ยีห่อ้ 

Scanvac ประเทศเดนมาร์ก  
- Hotplate stirrer รุ่น 002278 ยีห่อ้ Fisher scientific ประเทศสหราชอาณาจกัร 
- เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 4 ต าแหน่ง รุ่น TE 313S-DS 310 ยีห่อ้ Sartorius ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  
- เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (Centrifuge) รุ่น HARRIER 15/80 Bench Top Refrigerated 

Centrifuge ยีห่อ้ Sanyo ประเทศญ่ีปุ่น 
- อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น WB-22 ยีห่อ้ Memert ประเทศเยอรมนันี 
- ตูอ้บไฟฟ้า รุ่น D-6450 ยีห่อ้ Heraeus Hanau ประเทศเยอรมนั 
- เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น SevenEasy ยีห่อ้ Mettler Toledo ประเทศ

สวสิเซอร์แลนด์  
- เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrometer) รุ่น Genesys 10S UV-Vis ยีห่อ้ Thermo 

Fisher Scientific บริษทั เบคไทย กรุงเทพอุปกรณ์เคมีภณัฑ ์จ ากดั ประเทศไทย 
- ชุดอุปกรณ์ยอ่ยโปรตีน รุ่น TR ยีห่อ้ Gerhardt ประเทศเยอรมนั  
- ชุดกลัน่โปรตีน รุ่น VAP1 ยีห่อ้ Gerhardt ประเทศเยอรมนั  
- Soxhlet distillatory รุ่น 306 M ยีห่อ้ Gerhardt ประเทศเยอรมนั  
- เคร่ืองบดแหง้ รุ่น Cyclotec TM 1093 ยีห่อ้ Foss ประเทศสวเีดน 
- เคร่ืองร่อนแป้ง (Sieve shaker) รุ่น Retsch บริษทั ไซแอนติฟิคโปรโมชัน่ จ  ากดั 

ประเทศไทย 

3.3 วธีิการทดลอง 
3.3.1 การเตรียมและองคป์ระกอบโดยประมาณของแป้งถัว่หร่ัง 

3.3.1.1 เตรียมแป้งถัว่หร่ัง โดยน าเมล็ดถัว่หร่ังลา้งน ้ าให้สะอาดแลว้แช่น ้ าสะอาด
ทิ้งไวป้ระมาณ 12 ชั่วโมง แกะเปลือกและเยื่อหุ้มเมล็ดท่ีมีสีแดงออก อบท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น าเมล็ดถัว่หร่ังท่ีอบแลว้บดดว้ยเคร่ืองบดแห้งจนละเอียดเป็นผงแป้ง 
ร่อนผา่นตะแกรงท่ีมีขนาด 60 เมส เก็บแป้งถัว่หร่ังท่ีไดใ้นถุงอะลูมิเนียมฟอยล์เพื่อป้องกนัแสงแดด
และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ดดัแปลงจาก Lawal et al., 2007)  
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3.3.1.2 สกดัไขมนัออกจากแป้งถัว่หร่ัง เร่ิมจากน าแป้งถัว่หร่ังสกดัแยกไขมนัออก
ดว้ยตวัท าละลายผสมระหวา่ง Chloroform: Methanol (อตัราส่วน 9:1) โดยผสมแป้งถัว่หร่ังกบัตวั
ท าละลายในอตัราส่วน 1:10 กวนของผสมท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 ชัว่โมง กรองสารละลายดว้ย
กระดาษกรองเบอร์ 4 น าตะกอนท่ีได้ไปขจัดตัวท าละลายโดยใช้เคร่ือง Rotary evaporater   
(ดดัแปลงจาก Sittiwat, 2000)  

3.3.1.3 ศึกษาองคป์ระกอบโดยประมาณของแป้งถัว่หร่ังและแป้งถัว่หร่ังท่ีผา่นการ
สกดัไขมนัออก โดยน าแป้งถัว่หร่ังท่ีไดว้ิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี ดงัน้ี ปริมาณโปรตีน ดว้ยวิธี 
Kjeldahl Method (A.O.A.C., 2000) ปริมาณไขมนั ดว้ยวิธี Soxhlet method (A.O.A.C., 2000) 
ปริมาณความช้ืน ดว้ยวิธี Air Oven Method (A.O.A.C., 2000) ปริมาณเยื่อใยดว้ยวิธีวิเคราะห์ Crude 
fiber (A.O.A.C., 2000) และปริมาณเถา้ดว้ยวิธี Furnace Method (A.O.A.C., 2000) รายละเอียดของ
วธีิวเิคราะห์แสดงในภาคผนวก ก                

 

3.3.2 การผลติโปรตีนถั่วหร่ังเข้มข้น  
3.3.2.1 การสกดัโปรตีนจากแป้งถัว่หร่ังท่ีผ่านการสกดัไขมนัออกแลว้ (ปริมาณ

ของแป้งท่ีใชส้กดัแต่ละคร้ังประมาณ 250 กรัม) เติมน ้ า DI ในอตัราส่วน 1:10 (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) 
ปรับค่าความเป็นกรดด่างให้เท่ากบั 10 โดยใช้ 1 N ของ NaOH กวนสารละลายดว้ยเคร่ืองกวน
สารละลายอย่างต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ป่ันเหวี่ยงสารละลายท่ีความเร็วรอบ 
9000 g ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เก็บสารละลายส่วนใสและปรับค่าความเป็น
กรดด่างให้เท่ากบั 4.5 ดว้ย 1 N ของ HCl กวนสารละลายอยา่งต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 
ชัว่โมง จากนั้นน าสารละลายไปแยกดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 9000 g ท่ีอุณหภูมิ 15 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บตะกอนท่ีได ้(ดดัแปลงจาก Jamdar et al., 2010; Li et al., 2008) 
ละลายตะกอนโปรตีนดว้ยน ้ ากลัน่ให้มีความเขม้ขน้ของโปรตีนร้อยละ 10 w/v ปรับค่าความเป็น
กรดด่างของสารละลายเท่ากบั 7 กวนสารละลายอยา่งต่อเน่ือง ท าแห้งสารละลายดว้ยเคร่ืองท าแห้ง
แบบแช่เยือกแข็ง (FD8 Coolsafe Advance, Scanvac, Vassingerod, Denmark) เพื่อให้ไดโ้ปรตีน
ถัว่หร่ังเข้มขน้ในรูปผง เรียกตวัอย่างว่าโปรตีนถั่วหร่ังเข้มข้น (Bambara groundnut protein 
concentrate; BPC)  

 

3.3.3 การผลติโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนถั่วหร่ัง 
การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนถั่วหร่ังเขม้ขน้โดยศึกษาระยะเวลาท่ี

เหมาะสม ความเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์ใช ้(เอนไซมอ์ลัคาเลส และฟลาโวไซม์) เพื่อก าหนดระดบัการ
ย่อยสลายโปรตีนท่ีระดบัการย่อยสลายร้อยละ 10, 20 และ 30 ส าหรับโปรตีนท่ีย่อยสลายดว้ย
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เอนไซมอ์ลัคาเลส และโปรตีนท่ีระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 5, 10 และ 15 ส าหรับโปรตีนท่ียอ่ย
สลายดว้ยเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์  

3.3.3.1 การหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
โปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ีเตรียมได ้โดยเตรียมเป็นสารละลายโปรตีนเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมโปรตีนต่อ
มิลลิลิตร จากโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) ท่ีเตรียมไดจ้ากขั้นตอนท่ี 3.3.2.2  ปรับค่าความเป็นกรด
ด่างดว้ย 0.1 N NaOH ให้เท่ากบั 8 หรือ 7 ส าหรับการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลสหรือฟลาโว
ไซมต์ามล าดบั บ่มสารละลายในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที ก่อนเติมเอนไซมอ์ลัคาเลส หรือบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
ก่อนเติมเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์โดยเติมเอนไซมแ์ต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ต่างกนั 2 ระดบั คือ ร้อยละ 
1 และ 3 (w/v) บ่มสารละลายในอ่างควบคุมอุณภูมิพร้อมเขยา่สารละลายดว้ยความเร็วรอบ 170 rpm 
เก็บตวัอยา่งสารละลายโปรตีนปริมาตร 10 มิลลิลิตร ณ เวลา 0, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 
240, 300 และ 360 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยแช่สารละลายในน ้ าร้อน อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที (ดดัแปลงจาก Jamda et al., 2010) น าสารละลายท่ีไดไ้ปตรวจสอบระดบัการยอ่ยสลาย
ของโปรตีน (Degree of hydrolysis; DH) ดว้ยวิธีการวิเคราะห์หมู่อะมิโนอิสระโดยการท าปฏิกิริยา
กบั TNBS (Benjakul and Morrissey, 1997) รายละเอียดของวิธีวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ข สร้าง
กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งระดบัการยอ่ยสลาย (%) ของโปรตีนกบัเวลา (นาที) 

3.3.3.2 ศึกษาผลของความเขม้ขน้เอนไซมต่์อระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีน  
เตรียมสารละลายโปรตีนเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิตร โดยใชส้ภาวะการยอ่ยสลาย (พีเอช
ของสารละลายและอุณหภูมิในการบ่ม) ส าหรับการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลสหรือเอนไซม ์
ฟลาโวไซม์ตามวิธีการทดลองก่อนหนา้น้ี แต่เติมเอนไซม์ทั้งสองชนิดท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ ร้อย
ละ 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 และ 10 โดยน ้ าหนกัเอนไซมต่์อน ้ าหนกัโปรตีนทั้งหมดในสารละลาย ผสมให้
เข้ากนั บ่มสารละลายในสภาวะการย่อยสลายท่ีก าหนดเป็นระยะเวลา 360 นาที เก็บตวัอย่าง
สารละลายโปรตีนปริมาตร 10 มิลลิลิตร หยุดปฏิกิริยาโดยแช่สารละลายโปรตีนในน ้ าร้อนอุณหภูมิ 
90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลายไปตรวจสอบระดบัการย่อยสลาย (% DH) 
เช่นเดียวกบัการทดลองตอนท่ี 3.3.3.1 รายละเอียดของวิธีวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ข น าค่าท่ี
ไดม้าเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าลอการิทึมฐาน 10 (log10) ของความเขม้ขน้เอนไซมท่ี์
ใชก้บัระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีน (%) วเิคราะห์หาสมการเชิงเส้นจากกราฟความสัมพนัธ์  

3.3.3.3 การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีระดบัการย่อยสลายต่างๆ ท าไดโ้ดย
ค านวณหาความเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์ตอ้งใชส้ าหรับการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตจากสมการเชิง
เส้น เตรียมโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตให้ไดร้ะดบัการยอ่ยสลายต่างกนั 3 ระดบั คือ ร้อยละ 10, 20 
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และ 30 ส าหรับการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส และร้อยละ 5, 10 และ 15 ส าหรับการยอ่ยสลาย
ดว้ยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ จากนั้นท าแห้งสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไดด้ว้ยวิธีท าแห้งแบบ   
แช่เยอืกแขง็ (Freeze drying) เพื่อใหไ้ดโ้ปรตีนไฮโดรไลเสตในรูปผง เรียกวา่ โปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้
ไฮโดรไลเสต (Bambara groundnut protein concentrate hydrolysate; BPCH) (ดดัแปลงจาก 
Klompong et al., 2007) ก าหนดให้ BPCH-A คือโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผา่นการยอ่ยสลาย
ดว้ยเอนไซม์อลัคาเลสและ BPCH-F คือโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผ่านการย่อยสลายดว้ยเอนไซม ์   
ฟลาโวไซม ์

 

3.3.4 ศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณและสมบัติของโปรตีนถั่วหร่ังไฮโดรไลเสต 

3.3.4.1 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของ BPCH-A และ BPCH-F เช่นเดียวกบั
การทดลองในหวัขอ้ท่ี 3.3.1.3 รายละเอียดของวิธีวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ก วิเคราะห์ค่าความ
แปรปรวน (Analysis of Variance) และวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองโดยใช ้
Dancan’s New Multiple Range Test (DNMP) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
  

  3.3.4.2 ศึกษาปริมาณสารตา้นโภชนาการในโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสต 
วเิคราะห์ปริมาณสารตา้นโภชนาการของโปรตีนไฮโดรไลเสตเปรียบเทียบกบัโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้
ท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลาย (BPC; Control) โดยวเิคราะห์ปริมาณสารตา้นโภชนาการดงัน้ี  

- การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดตามวิธีของ Slinkard 
and Singleton (1977) 

- การวเิคราะห์แทนนินตามวธีิของ Mondor et al. (2009) 
รายละเอียดของวธีิวเิคราะห์แสดงในภาคผนวก ค  

 

      3.3.4.3 ศึกษาสมบติัเชิงหน้าท่ีของโปรตีนถั่วหร่ังเข้มข้นและโปรตีนถั่วหร่ัง
ไฮโดรไลเสต โดยตรวจสอบสมบติัต่างๆ ดงัน้ี 

- สมบติัการละลาย (ดดัแปลงจาก Lowry et al., 1951)    
- สมบติัการเกิดฟอง (ดดัแปลงจาก Shahidi et al., 1995)  

วเิคราะห์ค่าความสามารถในการเกิดฟอง (Foaming expansion; FE) และวิเคราะห์ค่าความคงตวัของ
ฟอง (Foam stability; FS)  

-  สมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (ดดัแปลงจาก Pearce and Kinsella, 1978)  
วิเคราะห์ค่าดชันีความสามารถในการอิมลัชัน (Emulsion ability index; EAI )  และวิเคราะห์ค่าดชันี
ค่าความคงตวัของอิมลัชนั (Emulsion stability index; ESI) 
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-  สมบติัการจบัเรียงตวัภายใตส้ภาวะการให้ความร้อน (ดดัแปลงจาก La-
ongdao et al., 2011 และ Thammarat et al., 2011) 

รายละเอียดของวิธีวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ง วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน 
(Analysis of Variance) และวิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งชุดการทดลองโดยใช ้Dancan’ s New 
Multiple Range Test (DNMP) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 

 

3.3.4.4 ศึกษาการออกฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของโปรตีนถั่วหร่ัง                  
ไฮโดรไลเสต  

- วิเคราะห์ฤทธ์ิการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี  ABTS radical 
scavenging activity ตามวธีิของ Re et al. (1998)   

- วิเคราะห์ฤทธ์ิการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี DPPH radical 
scavenging activity ตามวธีิของ Shimada et al. (1992) 

- วเิคราะห์ฤทธ์ิการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยใชว้ิธี Metal ions chelating 
activity ตามวธีิของ Decker and Welch (1990)     
 รายละเอียดวิธีการวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก จ วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน 
(Analysis of Variance) และวิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งชุดการทดลองโดยใช ้Dancan’s New 
Multiple Range Test (DNMP) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 

3.3.5 การประยุกต์ใช้         

 เลือกโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเหมาะสมท่ีสุด จาก BPCH-A และ BPCH-F อยา่งละ
หน่ึงระดบัการยอ่ยสลาย พิจารณาจากค่าการละลายและค่ากิจกรรมการจบัอนุมูลอิสระ โดยพิจารณา
ค่าท่ีสูงท่ีสุด เพื่อน าไปประยกุต์ิใชใ้นการศึกษาตอนท่ี 3.3.5.1    

3.3.5.1 การใชโ้ปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่หร่ังเป็นสารเสริมฤทธ์ิการตา้นอนุมูล
อิสระของผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมชาเขียวโดยมีขั้นตอนในการเตรียมผลิตภณัฑ์ คือ น าผลิตภณัฑ์ชาเขียว
พร้อมด่ืม รสดั้งเดิม ยี่ห้อ ยนิูฟ เติมโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตผง (BPCH-A หรือ BPCH-F) ลงใน
ผลิตภณัฑ์ชาเขียวให้มีความเขม้ขน้ของโปรตีนไฮโดรไลเสตเท่ากบั 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กวน
ผลิตภณัฑอ์ยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 15 นาที น าผลิตภณัฑท่ี์ไดท้ดสอบคุณสมบติัดา้นต่างๆ ดงัน้ี                                                         
  -  ตรวจสอบสมบติัการตา้นออกซิเดชนัวิเคราะห์กิจกรรมการเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระของผลิตภณัฑ์ชาเขียวพร้อมด่ืม และผลิตภณัฑ์ชาเขียวพร้อมด่ืมท่ีเติมโปรตีนไฮโดรไล
เสต โดยตรวจสอบกิจกรรมการจบัอนุมูลอิสระ DPPH  และ ABTS (Shimada et al., 1992 และ Re 
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et al., 1998) และกิจกรรมการจบัโลหะไอออน (Decker and Welch,1990)    
 รายละเอียดวิธีการวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก จ วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน 
(Analysis of Variance) และวิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งชุดการทดลองโดยใช ้Dancan’s New 
Multiple Range Test (DNMP) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 

- ตรวจสอบทางด้านประสาทสัมผสั ประเมินผลทางประสาทสัมผสัโดย
ประเมินความชอบของผูบ้ริโภคต่อผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมชาเขียวผสมโปรตีนไฮโดรไลเสต (BPCH-A 
หรือ BPCH-F) แบบ 9 - point Hedonic Scaling เปรียบเทียบกบัผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมชาเขียวท่ีไม่เติม
โปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสต ใชผู้ชิ้มทั้งหมด 30 คน ผูชิ้มใหค้ะแนนผลิตภณัฑต์ามความชอบในดา้น
สี กล่ิน รสชาติ เน้ือสัมผสั ระดบัความขม และระดบัความชอบโดยรวม แบ่งระดบัคะแนน เป็น 9 
ระดบั ดงัน้ี 9 เท่ากบั ชอบมากท่ีสุด 8 เท่ากบั ชอบมาก 7 เท่ากบั ชอบปานกลาง 6 เท่ากบั ชอบ
เล็กนอ้ย 5 เท่ากบั เฉยๆ 4 เท่ากบั ไม่ชอบเล็กนอ้ย 3 เท่ากบั ไม่ชอบปานกลาง 2 เท่ากบั ไม่ชอบมาก 
และ 1 เท่ากบั ไม่ชอบมากท่ีสุด ตวัอยา่งแบบประเมินแสดงในภาคผนวก ฉ 

- ประเมินผลทางประสาทสัมผสัแบบ  Scoring test เพื่อให้ผูท้ดสอบประเมิน
ความแตกต่างของผลิตภณัฑ์ในดา้นระดบัความใส ระดบัความขม และและระดบัความเป็นตะกอน
ของผลิตภณัฑ ์ใชผู้ชิ้มทั้งหมด 30 คน โดยผูชิ้มจะให้คะแนนผลิตภณัฑ์ท่ีตรงกบัความรู้สึกมากท่ีสุด 
มีระดบัคะแนนอยู ่5 ระดบั คือ 1 เท่ากบัแตกต่างมาก 2 เท่ากบัแตกต่างปานกลาง 3 เท่ากบัแตกต่าง
นอ้ย 4 เท่ากบัแตกต่างเล็กน้อย และ 5 เท่ากบัไม่แตกต่างเลย (Sinha et al., 2007)  ตวัอยา่งแบบ
ประเมินแสดงในภาคผนวก ฉ 
   การวางแผนการทดลองแบบบล็อกสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Block 
Design, CRD) โดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA) 
และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใช ้Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




