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ภาคผนวก ก 

 
 
 

การวเิคราะห์ทางเคมี 
1. การวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนรวม โดยวธีิ Kjeldahl Method (AOAC, 2000) 
วสัดุอุปกรณ์  

1. ขวดแกว้วเิคราะห์โปรตีน (Kjeldahl Apparatus)  
2.  เคร่ืองยอ่ย (Digestion Apparatus) 
3. เคร่ืองกลัน่ (Distallation)  
4.    ขาตั้งและบิวเรตส าหรับไทเทรตสารละลาย 
5.    ขวดรูปชมพูข่นาด (Erlenmeyer flask) 250 มิลลิลิตร  
6. กระบอกตวงขนาด 25, 100 และ 300 มิลลิลิตร 
7. น ้ากลัน่ 
8. บีกเกอร์ 
9. glass bead or boiling chip 
10. เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง 

สารเคมี 
            1.    Conc. Sulfuric acid                                                                                                                                                                                         
            2.    Mix Catalyst (สารผสมระหวา่ง copper sulfate: potassium sulfate อตัราส่วน 1:10) 
            3.    Sodium hydroxide เขม้ขน้ร้อยละ 40 โดยใช ้Sodium hydroxide 40 กรัม ละลายในน ้า  
                   กลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
           4.     Hydrochloric เขม้ขน้ 0.1 N 
           5.     Boric acid เขม้ขน้ร้อยละ 4 เตรียมโดยตม้น ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตรใหร้้อน แลว้ใส่ผง 
                    กรดบอริกลงไป 4.0 กรัม ตม้จนละลายหมด ทิ้งไวจ้นสารละลายเยน็ลงแลว้จึงเติมน ้า              

6. Indicator เตรียมโดยใช ้(mixed indicator: methylred 0.1 กรัม: bromocresol green  
0.1 กรัม ใน ethanol 100 ml) 

วธีิการวเิคราะห์ 
1. ชัง่ตวัอยา่ง 2-5 กรัม (ควรมีโปรตีนประมาณ 5 กรัม) ใส่ลงใน Kjeldalh flask เติม 

Mixed catalyst: CuSO4 0.1 กรัม, NaSO4 2 กรัม และ conc.H2SO4 25 กรัม 
 การยอ่ย (Digestion) 
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 2. ยอ่ยบน heating mantle โดยให้ความร้อนอ่อนๆจนกระทัง่หมดฟอง แลว้ค่อยเพิ่มความ
ร้อนอุณหภูมิ 400 องศาเซลเซียส จนกระทัง่สารละลายใส ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ 
 การกลัน่ (Distillation) 
 3. เติมน ้ากลัน่ลงในหลอดยอ่ย 10-15 ml น าหลอดยอ่ยมาต่อเขา้กบัเคร่ืองกลัน่ 
 4. เติม 40% NaOH 40-50 ml  
 5. น า receiving flask ท่ีมี 4% boric acid อยู ่20-25 ml และเติม indicator   รียบร้อยแลว้มา
รองรับสารละลายท่ีกลัน่ได ้ 
 6. กลัน่จนไดส้ารละลายประมาณ 25 ml  
 7. ไทเทรตสารละลายท่ีกลัน่ไดด้ว้ย 0.1 N HCl จนกระทัง่สีของสารละลายเปล่ียนจากสี
เขียวเป็นสีม่วงอมชมพ ู
 8. ท า blank ตามขอ้ 1-7 โดยไม่ตอ้งใส่ตวัอยา่ง 
 9. ค านวณหาปริมาณโปรตีนจากสูตร 
 

การค านวณ 
 การวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธีน้ี ควรท าตวัอยา่งไวต้รวจสอบ เรียกวา่ Blank (โดยใส่สารเคมี
และขั้นตอนการวเิคราะห์เช่นเดียวกบัตวัอยา่ง) 

 

  ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ)  =   (A-B)×N×1.4×F    
                 Wt 
 A คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไทเทรตกบัตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
 B คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไทเทรตกบั blank (มิลลิลิตร) 
 Wt คือ น ้าหนกัของตวัอยา่ง 
 N คือ ความเขม้ขน้ของกรดไฮโดรคลอริก (N) 
 F คือ ค่าแฟคเตอร์ 
 
2. การวเิคราะห์ปริมาณไขมัน ด้วย soxhlet (AOAC, 2000) 
วสัดุอุปกรณ์ 
 1.  Soxhlet apparatus  
 2.  หลอดใส่ตวัอยา่ง 
 3.  ส าลี 
 4.  ตูอ้บไฟฟ้า  



 

 

100 

 

 

5.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 
6.  โถดูดความช้ืน 

 

สารเคมี 
  ปิโตรเลียมอีเทอร์หรือเฮกเซน 
 

วธีิวเิคราะห์ 
 1.  ใส่ขวดกลมส าหรับการหาปริมาณไขมนั ซ่ึงมีขนาดความจุ 250 มิลลิลิตร ในตูอ้บไฟฟ้า 
ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน และชัง่น ้าหนกัท่ีแน่นอน 
 2.  ชั่งตวัอย่างบนกระดาษกรองท่ีทราบน ้ าหนัก 3-5 กรัม ห่อให้มิดชิดใส่ลงในหลอด
ส าหรับใส่ตวัอยา่ง  
  3.  น าหลอดตวัอยา่งใส่ลงใน Soxhlet เติมสารตวัท าละลายปิโตรเลียม อีเทอร์ ลงในขวดหา
ไขมนั ประมาณ 150 มิลลิลิตร แลว้วางบนเตา 
 4.  ประกอบอุปกรณ์ชุดกลัน่ไขมนั พร้อมทั้งเปิดน ้ าหล่ออุปกรณ์ควบแน่นและเปิดสวิทช์
ใหค้วามร้อน 
 5.  ปรับความร้อนให้หยดของสารท าละลายกลัน่ตวัจากอุปกรณ์ควบแน่นด้วยอตัรา 150 
หยดต่อนาที 
 6.  เม่ือครบ 6 ชัว่โมงแลว้ น าหลอดใส่ตวัอยา่งออกจาก Soxhlet ทิ้งใหต้วัท าละลายไหลจาก 
Soxhlet ลงในขวดกน้กลมจนหมด  
 7.  ระเหยตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ 
 8.   น าขวดหาไขมันไปอบท่ี อุณหภู มิ  105 องศา เซลเซียสจนแห้ง  ทิ้ งให้ เย็นใน
โถดูดความช้ืน 
 9.  ชั่งน ้ าหนัก แล้วอบซ ้ านานคร้ังละ 30 นาที จนกระทัง่ผลต่างของน ้ าหนักทั้งสองคร้ัง
ติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 
 10.  ค  านวณหาปริมาณไขมนัจากสูตร 

 

                      ปริมาณไขมนั (เปอร์เซ็นต)์   =  2

1

100W

W

  

                                    เม่ือ 1W  คือ น ้าหนกัขวดตวัอยา่งก่อนอบ   
                                          2W  คือ น ้าหนกัขวดตวัอยา่งหลงัอบ  
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3. การวเิคราะห์หาปริมาณความช้ืน โดยวธีิ Air Oven Method (A.O.A.C., 2000) 
 

วสัดุอุปกรณ์ 
1. ตูอ้บไฟฟ้า (Hot air oven) 
2. ถว้ยอะลูมิเนียม (Aluminium can) ส าหรับหาความช้ืน 
3. โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 3 ต าแหน่ง 

วธีิวเิคราะห์ 
1. อบถว้ยอะลูมิเนียมในตูอ้บไฟฟ้า ท่ีอุณหภูมิ 105±5 องศาเซลเซียส เวลา 2-3 ชัว่โมง น า

ออกจากตูอ้บ ใส่ลงในโถดูดความช้ืน จนกระทัง่อุณหภูมิของภาชนะเท่ากบัอุณหภูมิห้อง แลว้จึงชัง่
น ้าหนกั 
 2. กระท าซ ้ าเช่นเดียวกบัขอ้ 1 จนไดผ้ลต่างของน ้าหนกัท่ีชัง่สองคร้ังไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม  
 3. ชัง่ตวัอยา่งให้ไดน้ ้ าหนกัแน่นอน 1-3 กรัม ใส่ลงในภาชนะหาความช้ืนซ่ึงทราบน ้ าหนกั
น าไปอบในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105±5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 ชัว่โมง 
 4. น าออกจากตูอ้บใส่โถดูดความช้ืน แล้วชั่งน ้ าหนักภาชนะพร้อมตวัอย่าง จากนั้นน า
กลบัไปเขา้ตูอ้บและกระท าซ ้ าเช่นเดิมจนได้ผลต่างของน ้ าหนักทั้งสองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 
มิลลิกรัม 

การค านวณ 
 % ปริมาณความช้ืน =    ผลต่างน ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบและหลงัอบ (กรัม)   X 100 
             น ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
 
4. การวเิคราะห์ปริมาณเถ้า (A.O.A.C., 2000)  
 

วสัดุอุปกรณ์ 
1. Crucible 
2. Muffle furnace (เตาเผา) 
3. Hot plate 
4. โถดูดความช้ืน  
5. เคร่ืองชัง่ 
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วธีิวเิคราะห์ 
1. เผาถว้ยกระเบ้ืองเคลือบในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส นาน 3 ชัว่โมง น าออก

จากเตาเผาเก็บไวใ้นโถดูดความช้ืน ปล่อยใหเ้ยน็ลงจนถึงอุณหภูมิหอ้ง ชัง่น ้าหนกั บนัทึกผล 
 2. กระท าซ ้ าเช่นเดียวกบัขอ้ 1 จนกระทัง่น ้ าหนกัคงท่ี (ผลต่างของน ้ าหนกัท่ีชัง่สองคร้ังไม่
เกิน 1-3 มิลลิกรัม) หาค่าเฉล่ีย บนัทึกผล (W1)  
 3. ชัง่ตวัอยา่ง อยา่งละเอียดประมาณ 2 กรัม (S) ลงในถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ เผาบนเตาไฟฟ้า 
จนหมดควนั 
 4. น าไปเผาท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ไดเ้ถา้สีเทาอ่อน หรือสีขาวสม ่าเสมอ 
น าออกจากเตาเผา เก็บในโถดูดความช้ืน ปล่อยใหเ้ยน็ลงจนถึงอุณหภูมิหอ้ง ชัง่น ้าหนกั บนัทึกผล 

5. ท าซ ้ าเช่นเดียวกบัขอ้ 4 จนกระทัง่น ้ าหนกัคงท่ี (ผลต่างของน ้ าหนกัท่ีชัง่สองคร้ังไม่เกิน 
1-3 มิลลิกรัม) หาค่าเฉล่ีย บนัทึกผล (W2) 

6. ค านวณหาปริมาณเถา้จากสูตร  
 ร้อยละของปริมาณเถา้ (%) = (W2-W1) × 100  
        S  
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ภาคผนวก ข 
การตรวจสอบระดับการย่อยโปรตีน (DH) ด้วยวธีิการวเิคราะห์หมู่อะมิโนอิสระด้วยการท าปฏิกิริยา
กบั TNBS (Benjakul and Morrissey, 1997) 
 

วสัดุอุปกรณ์ 
1. หลอดแกว้ 
2. แท่งแกว้คน  
3. เคร่ืองชัง่ 
4. ไมโครปิเปต 
5. บีกเกอร์ 
6. อ่างควบคุมอุณหภูมิ 
7. หลอดหยด 
8. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง  
9. Vortex 
10.  Hot plate  

 

สารเคมี 
1. 2,4,6-trinitro-benzenesulfonic acid (TNBS) 
2. Sodium sulfite 
3. L- 2 – Amino – 4 – methyl pentanoic acid (L-leucine) 

 

วธีิวเิคราะห์ 
1. น าสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสต (125 ไมโครลิตร) เติม phosphate buffer เขม้ขน้ 0.2 

M (pH 8.2) จ านวน 2.0 มิลลิลิตร และเติม 1.0 มิลลิลิตร ของสารละลาย TNBS เขม้ขน้ร้อยละ 0.01 
เขยา่ใหเ้ขา้กนั  

2. ตั้งไวใ้นอ่างควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (ในท่ีมืด)  
3. หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม Sodium sulfite เขม้ขน้ 0.1 M ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตั้งไวใ้ห้

เยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที   
4. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 nm   
5. ค านวณปริมาณ α -amino acid ท่ีไดอ้ยูใ่นรูปของ L-leucine  
6. จากนั้นค านวณระดบั  DH โดยใชสู้ตร (Benjakul and Morrissey, 1997) 
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                    DH = (Lt – L0)     × 100                                  
                             (Lmax – L0)  
 

 Lt =    ปริมาณ α - amino acid ท่ีเวลา t    
 L0 =    ปริมาณ α - amino acid เร่ิมตน้  
 Lmax =    ปริมาณ α - amino acid หลงัจากยอ่ยโปรตีนดว้ย 6 N HCl ท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง  
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ภาคผนวก ค 
 

การวเิคราะห์ปริมาณสารต้านโภชนาการในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วหร่ัง  
1. การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิทั้งหมด (Slinkard and Singleton. 1977) 
วสัดุอุปกรณ์ 

1. หลอดแกว้ 
2. แท่งแกว้คน  
3. เคร่ืองชัง่ 
4. ไมโครปิเปต 
5. บีกเกอร์ 
6. Shaker incubator  
7. หลอดหยด 
8. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง  
9. กระดาษกรอง whatman เบอร์ 5 
10. Vortex 
11.  Evaporator 

 

สารเคมี 
1. Folin and Ciocalteu Phenol Reagent 
2. Sodium carbonate (Na2CO3) 

 

วธีิวเิคราะห์ 
1. ชัง่ตวัอยา่ง 10 กรัม ละลายในแอลกอฮอล์ร้อยละ 95 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้น

น าไปเขยา่บนเคร่ือง Shaker incubator ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมงในท่ีมืด  
2. กรองตวัอย่างดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 5 น าส่วนใสท่ีไดไ้ประเหยแห้งดว้ย

เคร่ือง evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

3. ตวัอยา่งท่ีได ้ 20 µl  ผสมกบัสารละลาย Folin – Ciocalteu ความเขม้ขน้ 2N ปริมาตร 
100 µl และปรับปริมาตรเป็น 1600 µl ด้วยน ้ ากลัน่ เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (0.2 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 300 µl ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง Vortex  ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง
ประมาณ  45 นาทีในท่ีมืดท่ี  
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4. วดัหาค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV – Visible 
spectrophotometer โดยใชน้ ้ากลัน่เป็นแบลงค ์ ปริมาณฟีนอลิคทั้งหมดจะแสดงเป็นค่าของกรดแกล
ลิคเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดแกลลิค 

 
 

2. การวเิคราะห์แทนนิน (ดดัแปลงจาก Mondor et al., 2009) 

วสัดุอุปกรณ์ 
1. หลอดแกว้ 
2. แท่งแกว้คน  
3. เคร่ืองชัง่ 
4. ไมโครปิเปต 
5. บีกเกอร์ 
6. อ่างควบคุมอุณหภูมิ 
7. กระจกป้องกนัความร้อน 
8. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง  
9. Vortex 
10.  Hot plate  

 

สารเคมี 
1. Acetone 
2. n-butanol 
3. HCl 
4. Ammoniumsulfate ferric 

  

วธีิวเิคราะห์ 
1. ชัง่ตวัอยา่ง 10 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดทดลอง เติมร้อยละ 70 (v/v) ของอะซีโตนปริมาณ 

0.5 มิลลิลิตร ตามดว้ย สารละลาย n-butanol-HCl (95:5,v/v) จ านวน 3 มิลลิลิตร  
2. เติม 0.1 มิลลิลิตร ferric reagent (ร้อยละ 2 ของ ammoniumsulfate ferric  ใน 2 N HCl) 

ปิดปากหลอดดว้ยกระจกป้องกนัความร้อน  
3. ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง 

น าไปป่ันเหวีย่งแยกเอาส่วนใส 
4. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร  
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ภาคผนวก ง 
 

การวเิคราะห์คุณสมบัติเชิงหน้าทีข่องโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วหร่ัง  
1. สมบัติการละลาย (ดดัแปลงจาก Lowry et al., 1951)   
วสัดุอุปกรณ์ 

1. หลอดแกว้ 
2. แท่งแกว้คน  
3. เคร่ืองชัง่ 
4. ขวดปรับปริมาตร 
5. บีกเกอร์ 
6. อ่างควบคุมอุณหภูมิ 
7. หลอดหยด 
8. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง  
9. Vortex 
10.  Centrifuge 
11.  Centrifuge tube 
12.  pH meter  

สารเคมี  
1. HCl 
2. NaOH 
3. Bovine serum albumin 

  
วธีิวเิคราะห์ 

1. ตวัอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสต จ านวน 10 มิลลิกรัมโปรตีน  ละลายดว้ยน ้ าท่ีปราศจาก
ไอออน (Deionized water; DI) จ านวน 8 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH ของสารละลายให้อยูใ่นช่วง 3, 
4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ดว้ย 1 N HCl หรือ 1 N NaOH น าสารละลายกวนผสมท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
30 นาที ปรับปริมาตรสารละลายท่ีไดใ้หมี้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่  

2. ปรับ pH ของสารละลายใหเ้ท่ากบัสารละลายก่อนหนา้น้ี น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 
5000 g เป็นเวลา 15 นาที  
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3. วเิคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ีละลายไดใ้นส่วนใส ดว้ยวิธี Lowry (Lowry และคณะ, 1951)  
โดยใช้ Bovine serum albumin เป็น Standard และปริมาณโปรตีนทั้งหมดในตวัอย่างสามารถ
วเิคราะห์ไดห้ลงัจากละลายตวัอยา่งใน 0.5 N NaOH  

4. ค านวณความสามารถในการละลายจากกราฟมาตรฐานปริมาณโปรตีน  
 
 
  Solubility (%) = (ปริมาณโปรตีนท่ีละลายได/้ปริมาณโปรตีนทั้งหมด) × 100  

 
รูปภาคผนวกที ่1 กราฟมาตรฐานปริมาณโปรตีน 

Standard Protein 
 
 

2. สมบัติการเกดิฟอง (ดดัแปลงจาก Shahidi et al., 1995)   
วสัดุอุปกรณ์ 

1. แท่งแกว้คน  
2. เคร่ืองชัง่ 
3. บีกเกอร์ 
4. Homogenizer  
5. กระบอกตวง 
6. ไมร้รทดั 

 
 
 
 

y = 0.0017x + 0.0749 
R² = 0.9998 
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วธีิวเิคราะห์ 
 2.1 การตรวจสอบ Foaming Capacity  

2.1.1 เตรียมสารละลายโปรตีนเขม้ขน้ร้อยละ 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 และ3.0 (กรัมโปรตีนต่อ
มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท าให้เกิดฟองโดยใช้ Homogenizer ท่ีความเร็ว 16,000 rpm 
เป็นเวลา 1 นาที แลว้เทลงในกระบอกตวงปริมาตร 250 มิลลิลิตร ตรวจวดัปริมาตรฟองทั้งหมด 
จากนั้นค านวณหาค่า FE (Foam expansion) ดงัสมการ  

    FE (% volume increase) = (V1/V0) ×100  
       เม่ือ V1   คือ ปริมาตรฟองทั้งหมด  
       เม่ือ V0     คือ ปริมาตรสารละลายเร่ิมตน้ก่อนตีป่ันใหเ้กิดฟอง  
 

2.2 การตรวจสอบ Foam Stability  
2.2.1 ตรวจสอบความคงตวัของฟอง โดยใชต้วัอยา่งเดียวกบัการหาค่า FE แต่บนัทึกปริมาตร
ของสารละลายทั้งหมดหลงัตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 0, 0.5, 5, 10 และ 60 นาที ค านวณ
ค่า FS ดงัน้ี 

  
       FS (%) = (Vt / V0) × 100  
       เม่ือ Vt คือ ปริมาตรหลงัการตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ณ เวลาต่างๆ 
       เม่ือ V0   คือ ปริมาตรทั้งหมดหลงัจากตีป่ัน (ท่ีเวลา 0 นาที)      
  

3. สมบัติการเป็นอมิัลซิไฟเออร์ (ดดัแปลงจาก Pearce and Kinsella, 1978)  
 วเิคราะห์สมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนไฮโดรไลเสตถัว่หร่ัง โดยวิเคราะห์ หาค่า
ความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่จากค่า EAI และวิเคราะห์ความเสถียรของอิมลัชัน่ท่ีเกิดข้ึนจากค่า 
ESI 

 

วสัดุอุปกรณ์ 
1. แท่งแกว้คน  
2. เคร่ืองชัง่ 
3. บีกเกอร์ 
4. ไมโครปิเปต 
5. Homogenizer  
6. Vortex mixer 
7. Spectrophotometer 
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วธีิวเิคราะห์  
1. น าน ้ ามนัถัว่เหลืองปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายโปรตีนปริมาตร 6 มิลลิลิตร ท่ีมี

ความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ี ร้อยละ 0.10, 0.25 ,0.50 และ 1.0  (กรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร) ผสมให้เขา้กนั
โดยใช ้Homogenizer ท่ีความเร็วรอบ 20,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  

2. จากนั้นใชปิ้เปตดูดสารละลายปริมาตร 50 µL ท่ีนาที ท่ี 0 และ10 น ามาเจือจาง 100 ดว้ย
สารละลาย SDS เขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัโดยใช ้Vortex mixer เป็นเวลา 10 นาที 
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน A500  จากนั้นค านาณค่า 
EAI และ ESI ดงัน้ี  
 
   EAI (m2/g)  = (2×2.303×A500×DF)/lØC    
           

   A500  =    ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 500 นาโนเมตร  
                          DF  =    จ านวนเท่าท่ีใชเ้จือจางอิมลัชัน่เพื่อใหไ้ดค้่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัได ้
        l =    light path length (เมตร)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

   Ø =    สัดส่วนของน ้ามนัท่ีใชใ้นการท าใหเ้กิดอิมลัชัน่  
   C =    ปริมาณโปรตีน (กรัมต่อลูกบาศกเ์มตร) 
 

 ค่า ESI ค านวณไดจ้าก  
 ESI (นาที)  =   A0 × Δ t / Δ A 

       A0    = ค่าความขุ่น 
                          Δ t        = ระยะเวลาท่ีผา่นไป (นาที)  
      Δ A       = ค่าความขุ่นท่ีเปล่ียนไป A0 – A10 
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4. สมบัติการจับเรียงตัวภายใต้สภาวะการให้ความร้อน ดดัแปลงจาก (La-ongdaq et al.,2011 และ 
Keawmanee et al., 2011)      

วสัดุอุปกรณ์ 
1. แท่งแกว้คน  
2. เคร่ืองชัง่ 
3. บีกเกอร์ 
4. ไมโครปิเปต 
5. อ่างควบคุมอุณหภูมิ 
6. Vortex mixer 

 สารเคมี 

1. Na-phosphate buffer pH 7.0 
2. NaCl  

วธีิวเิคราะห์ 

1. เตรียมสารละลายโปรตีนโดยน าตวัอยา่งโปรตีนผง 1 กรัม ผสมในสารละลาย 0.1 M Na-
phosphate buffer pH 7.0 ท่ีมีปริมาณเกลือ NaCl เขม้ขน้แตกต่างกนั (0, 25, 50, 100, 200 และ 300 
มิลลิโมลาร์)  

2. ใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นท าให้เยน็โดยใชน้ ้ าเยน็ 
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 400 nm  

 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก จ 
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วิเคราะห์การออกฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรเสตจากถั่วหร่ังโดยมีวิธีในการตรวจสอบ
ดังนี ้  

  
1. ตรวจสอบฤทธ์ิในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี ABTS radical scavenging activity     
(Re et al., 1998) 
วสัดุอุปกรณ์ 

1. แท่งแกว้คน  
2. เคร่ืองชัง่ 
3. บีกเกอร์ 
4. ไมโครปิเปต 
5. Vortex mixer 
6. Spectrophotometer 

 

สารเคมี 
1. 2,2´-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic-acid) diammonium salt (ABTS) 
2.  Potassium persulfate 
3. Methanol 
 

 วธีิการวเิคราะห์ 

1. เตรียม Stock solution ท่ีมีส่วนผสมของสารละลาย  ABTS เขม้ขน้ 7.4 มิลลิโมลาร์ และ
สารละลาย Potassium persulfate เขม้ขน้ 2.6 มิลลิโมลาร์ ผสม Stock solution ทั้งสองดว้ยอตัราส่วน
1:1 เก็บสารละลายผสมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 12 ชัว่โมง  

2. น าสารละลายท่ีไดม้าเจือจางโดยใช ้Methanol ในอตัราส่วน (1:50 ปริมาตรต่อปริมาตร) 
สารละลาย ABTS ท่ีใชค้วรเตรียมใหม่ทุกคร้ังท่ีท าการทดลอง  

3. น าตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสตเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลาย ABTS ปริมาตร 2850 ไมโครลิตร จากนั้นตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
โดยทิ้งไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

4. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร โดยใช้ Spectrophotometer 
(เตรียม Blank โดยผสมสารตวัอยา่งเหมือนขา้งตน้แต่เปล่ียนมาเติมน ้ ากลัน่แทนสารละลายตวัอยา่ง) 
ค านวณกิจกรรมการยบัย ั้งอนุมูลอิสระในหน่วยร้อยละ (% Radical-scavenging activity ) 
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Radical-scavenging activity (%) = [(B-A)/B] × 100 
เม่ือ  A    = ค่าความยาวคล่ืนของตวัอยา่ง  

                  B    = ค่าความยาวคล่ืนของ Blank 
 
2. ตรวจสอบฤทธ์ิในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี DPPH radical scavenging activity 
(Shimada et al., 1992) 
 

วสัดุอุปกรณ์ 
1. แท่งแกว้คน  
2. เคร่ืองชัง่ 
3. บีกเกอร์ 
4. ไมโครปิเปต 
5. Vortex mixer 
6. Spectrophotometer 

 

สารเคมี 
1. 2,2-Diphenyl-1-pikryl-hydrazyl (DPPH) 
2. Ethanol 

วธีิวเิคราะห์  
1. น าตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสตเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1.5 

มิลลิลิตร เติมสารละลาย DPPH เขม้ขน้ 0.15 มิลลิโมลาร์ ท่ีละลายอยูใ่น Ethanol ความเขม้ขน้ร้อย
ละ 95 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร  

2. ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัวางทิ้งไวท่ี้อุณหภูมหอ้งโดยวางทิ้งไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที 
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร โดยใชเ้คร่ือง UV-1800 
spectrophotometer ค านวณกิจกรรมการยบัย ั้งอนุมูลอิสระในหน่วยร้อยละ (% Radical-scavenging 
activity )  

 
 

Radical-scavenging activity (%) = [(B-A)/B] × 100 
เม่ือ  A    = ค่าความยาวคล่ืนของตวัอยา่ง  

                  B    = ค่าความยาวคล่ืนของ Blank 
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     3. ตรวจสอบฤทธ์ิในการเป็นสารยับยั้งอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี Metal ions chelating activity  
(Decker and Welch 1990) 
 

วสัดุอุปกรณ์ 
1. แท่งแกว้คน  
2. เคร่ืองชัง่ 
3. บีกเกอร์ 
4. ไมโครปิเปต 
5. Vortex mixer 
6. Spectrophotometer 

 

สารเคมี 
1. Ferrous chloride 
2. 3-(2-Pyrydyl) – 5,6 – diphenyl- 1,2,4 – triazine - 4´,4´´, disulfonic acid sodium saltอ
(Ferrozine) 

   

วธีิวเิคราะห์ 
1. น าตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสตเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Ferrous chloride ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 
มิลลิลิตร  

2. เติมน ้าปริมาตร 1.85 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Ferrozine ท่ีมีความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารละลายทั้งหมดใหเ้ขา้กนัวางทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 
นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตรจากนั้นค านวณค่ากิจกรรม   Chelating 
activity ในหน่วยร้อยละ (% Chelating activity)  
 

   Chelating activity (%) = [(B-A)/B] × 100  
เม่ือ  A    = ค่าความยาวคล่ืนของตวัอยา่ง  

                          B    = ค่าความยาวคล่ืนของ Blank 

ภาคผนวก ฉ 

การประเมนิคุณภาพทางประสาทสัมผสั 
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แบบฟอร์มการทดสอบทางประสาทสัมผสั 

โดยวธีิ Hedonic scale 
ผลติภัณฑ์ชาเขียวเสริมโปรตีนไฮโดรไลเสต 

 
ช่ือผูท้ดสอบ......................................................วนัท่ี....................................เวลา…………….. 
ค าแนะน า : กรุณาทดสอบตวัอยา่งต่อไปน้ีแลว้ใหค้ะแนนระดบัคุณลษัณะต่าง ๆ ของตวัอยา่ง 
โดยใหค้ะแนน 0-9 ซ่ึงมีความหมายดงัน้ี 

9 ชอบมากท่ีสุด     4 ไม่ชอบเล็กนอ้ย 
8 ชอบมาก     3 ไม่ชอบปานกลาง 
7 ชอบปานกลาง     2 ไม่ชอบมาก 
6 ชอบเล็กนอ้ย     1 ไม่ชอบมากท่ีสุด 
5 เฉย ๆ 

 

 

ขอ้เสนอแนะ 
.............................................................................................................................................. 
.............................................................................................................................................. 

ขอบคุณค่ะ 
แบบประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผสั 

โดยวธีิ Scoring test 
ผลติภัณฑ์ชาเขียวเสริมโปรตีนไฮโดรไลเสต 

 

ลกัษณะตวัอยา่งท่ีทดสอบ ระดบัคะแนนความชอบ 
รหสั……………… รหสั……………….. รหสั…………….. 

สี (สีของน ้าชา)    
กล่ิน    
รสชาติ    
เน้ือสัมผสั (ความเป็นตะกอน)    
ระดบัความขม    
ระดบัความชอบโดยรวม    
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ช่ือผูท้ดสอบ......................................................วนัท่ี....................................เวลา…………….. 
ค าแนะน า : กรุณาทดสอบตวัอยา่งต่อไปน้ี จากซา้ยไปขวาแลว้ใหค้ะแนน “คุณลกัษณะของแต่ละ
ปัจจยั” ของตวัอยา่งท่ีใกลเ้คียงกบัความรู้สึกท่านมากท่ีสุด และกลั้วปากระหวา่งทดสอบตวัอยา่ง
ทุกตร้ังก่อนเร่ิมชิมตวัอยา่งใหม่  
รายละเอียดการใหค้ะแนน 

1. ความใสของของน า้ชา 
1 = ขุ่นมาก     2 = ขุ่นเล็กนอ้ย        3 = ใสเล็กนอ้ย         4 = ใสปานกลาง       5 = ใส
มาก  

2. ระดับความขม 
1 = ขมมาก     2 = ขมปานกลางนอ้ย        3 = ขมนอ้ย         4 = ขมเล็กนอ้ย       5 = ไม่
ขมเลย  

3. ลกัษณะเนือ้สัมผสั (ความเป็นตะกอน)  
1 = มีตะกอนมาก   2 = มีตะกอนปานกลาง    3 = มีตะกอนนอ้ย   4 =  มีตะกอนเล็กนอ้ย5 = 
ไม่มีตะกอนเลย  

 
    ขอ้เสนอแนะ
.............................................................................................................................................. 
............................................................................................................................................          
                                                      ขอบคุณค่ะ 

 
ประวตัิผู้เขยีน 

 
ช่ือ  สกุล นางสาวลีนา  หงา้ฝา 

ลกัษณะตวัอยา่งท่ีทดสอบ ระดบัคะแนน 
รหสั…………… รหสั………………. รหสั…………….. 

ความใสของน ้าชา    
ระดบัความขม    
เน้ือสัมผสั 
(ความเป็นตะกอน) 

   




