
บทที ่3 
วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิการทดลอง 

 
3.1 วสัดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 

3.1.1 วตัถุดิบ 
                   ร ำขำ้วสังขห์ยดเมืองพทัลุงซ่ึงผำ่นกำรสกดัน ้ ำมนั (ภำพท่ี 3.1) จำกบริษทับำ้นไทยเฮิร์บ 
จ ำกดั อ.ควนขนุน จ.พทัลุง โดยบรรจุในถุงพลำสติกชนิดพอลิเอทิลีน (Polyethylene: PE) และปิด
ผนึกถุงเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส  จนกระทัง่น ำมำศึกษำภำยในระยะเวลำ 12 เดือน 

 

 

ภาพที ่3.1 ร ำขำ้วสังขเ์มืองหยดพทัลุงท่ีผำ่นกำรสกดัน ้ำมนั 

3.1.2 สารเคมี 
 1. ปิโตรเลียมอีเธอร์ (petroleum ether, Labscan, Thailand) 
 2. กรดบอริก (H3BO3) (boric acid, Merck, Germany) 

                    3.โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) (sodium hydroxide, Merck, England) 
 4. เมทิลเรด (C15H15N3O2) (methyl Red, Panreac, span) 
    5. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) (hydrochloric acid, Ajax, New Zealand) 
  6. กรดแอสคอร์บิก (C6H8O6)(ascorbic acid, Sigma, Germany) 
    7.ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 ) (disodium hydrogen phosphate,    

Ramkem, India) 
    8. 2,4,6-tri-2-pyridyl-2-triazine (TPTZ, Germany) 

                  9. เอทำนอล (C2H5OH) (ethanol, Merck, England) 
 10. เกลือโซเดียมแอซิเตต (C2H3NaO2 ) (sodium acetate, Ramkem, India) 

                11. กรดซลัฟูริก (H2SO4 ) (sulfuric acid, Merck, England) 
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                12.โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (CH3(CH2)11SO4
-Na+) (sodium dodecyl sulphate, Merck,        

Germany) 
                13. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH radical, Sigma, Germany 
                14. กรดไตรคลอโรอะซิติก (CCl3COOH) (trichloroacetic acid, Fisher, UK) 
          15. เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3) (ferric chloride, Lobal, India) 
 

3.1.3 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 
  1. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้ำทศนิยม 4 ต ำแหน่ง (4 decimal point analytical balance, Santorius      

model, CP224S, Germany) 
2. เคร่ืองวดัควำมเป็นกรด – ด่ำง (microprocessor pH meter, Hanna Instruments,  Modle 

HI 9021, USA.) 
                    3. ตูอ้บลมร้อน (hot air oven, Memmert, Model UNE 400, Germany) 

4. เคร่ืองวเิครำะห์ลกัษณะสัมผสั (texture analyzer (TA.XT2, Stable Micro System, UK) 
5. กระป๋องหำควำมช้ืน (moisture can) 
6. ถว้ยกระเบ้ือง (crucible) 

                    7. เตำเผำเถำ้ (furnace, Carbolite, England)  
8. เคร่ืองกวนสำรใหค้วำมร้อน (hotplate stirrer, Severin, Germany) 
9. อ่ำงน ้ำควบคุมอุณหภูมิ (water Bath, Memmert, Germany) 

   10. เคร่ืองกวนสำร (overhead stirrer, yellow line, Germany) 
   11. เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (centrifuge, Heraeus, Megafuge 1.0R, Germany) 
                  12. เคร่ืองวเิครำะห์โปรตีน (Kjeldahl extraction, Gerhardt, Germany) 
                  13. เคร่ืองวเิครำะห์ไขมนั (Soxhlet extraction, Gerhardt Germany) 
                  14. เคร่ืองวดักำรดูดกลืนแสง (spectrophotometer, DU 7500 , Beckman, USA) 
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3.2 วธีิการทดลอง 
การทดลองที ่1 ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการสกดัโปรตีนจากร าข้าว      

1.1 กำรวเิครำะห์องคป์ระกอบทำงเคมีของร ำขำ้ว 
               น ำร ำขำ้วท่ีผำ่นกำรสกดัน ้ ำมนัมำวิเครำะห์หำค่ำทำงเคมี (Proximate Analysis) โดยหำค่ำ 
คำร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั ปริมำณเส้นใย เถำ้ และควำมช้ืน ตำมวธีิของ AOAC (2000) 
      1.2  กำรสกดัโปรตีนจำกร ำขำ้วสกดัโปรตีนจำกร ำขำ้วโดยวิธีสกดัดว้ยสำรละลำยโซเดียมไฮดร
อกไซด์ ดว้ยอตัรำส่วนร ำขำ้วต่อสำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์เท่ำกบั 1:10 ตำมวิธีของ Issara et 
al. (2008) โดยมีขั้นตอนปัจจยัและกระบวนกำรสกดัดงัภำพท่ี 3.2 

 
ร ำขำ้ว 

 
เติมสำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ควำมเขม้ขน้ตำมก ำหนดในตำรำงท่ี 3.1 

 
คนต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิต่ำงๆ และท ำกำรเก็บตวัอยำ่งท่ีเวลำตำมก ำหนดในตำรำงท่ี 3.1 

 
กรองและหมุนเหวีย่งท่ีควำมเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 15 นำที 

 
น ำส่วนใสมำปรับระดบัควำมเป็นกรด-ด่ำงของสำรละลำยผสมใหไ้ดเ้ท่ำกบั 7   

โดยใชส้ำรละลำยกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 0.1 โมลำร์หรือสำรละลำยโซเดียมไฮดรอก
ไซดเ์ขม้ขน้ 0.1 โมลำร์ 

 
อบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 12 ชัว่โมง 

 
โปรตีน 

 
                  ภาพที ่3.2 กระบวนกำรสกดัโปรตีนจำกร ำขำ้วสกดัน ้ำมนั 

                      ท่ีมำ: Issara et al. (2008) 
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1.3 กำรศึกษำปัจจยัของสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรสกดัโปรตีนจำกร ำขำ้วเพื่อให้ไดป้ริมำณ
โปรตีนสูงสุด 

       ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัโปรตีนจากร าขา้วเพื่อให้ไดป้ริมาณโปรตีนสูงสุด โดย
วิธีการสกดัดว้ยสารละลายด่าง โดยใช ้Response Surface Methodology (RSM) โดยท าซ ้ าท่ีจุด
ก่ึงกลาง 3 ซ ้ า วางแผนการทดลองแบบ Rotatable Central Composite Design (R-CCD) แบบมี 3 
ปัจจยั 5 ระดบั เพื่อศึกษาปัจจยัของความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ อุณหภูมิและ
เวลาในการสกดั 
             โดยก ำหนดปัจจยั ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (0.05-0.2 โมลำร์) 
อุณหภูมิในกำรสกดั (30-60 องศำเซลเซียส) และเวลำในกำรสกดั (60-240 นำที) (ประยุกตจ์ากLi 
Xin et al., 2010) ออกเป็น 5 ระดบั คือ ระดบัต ่ำสุด (-α) ระดบัต ่ำ (-1) ระดบัก่ึงกลำง (0) ระดบัสูง 
(+1) ระดบัสูงสุด (+α) โดยค่ำของตวัแปรทั้ง 5 ระดบัของแต่ละปัจจยัแสดงดงัตำรำงท่ี 3.1 และ
แผนกำรทดลองของสภำวะในกำรสกดัโปรตีนจำกร ำขำ้วในระดบัต่ำงๆ แสดงดงัตำรำงท่ี 3.2  

 
ตารางที่ 3.1   ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ อุณหภูมิ และเวลำในกำรสกดั

โปรตีนจำกร ำขำ้วในระดบัต่ำงๆ                                           
ปัจจยั (-α) (-1) (0) (+1) (+α) 

A: ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำยโซเดียมไฮ
ดรอกไซด ์(โมลำร์) 

0.05 0.08 0.125 0.17 0.2 

B: อุณหภูมิในกำรสกดั (องศำเซลเซียส) 30 36 45 54 60 
C: เวลำในกำรสกดั (นำที) 60 96.5 150 203.5 240 
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ตารางที่ 3.2 แผนกำรทดลอง Rotatable Central Composite Design ของสภำวะในกำรทดลองกำร

สกดัโปรตีนจำกร ำขำ้ว 
ส่ิงทดลอง

ท่ี 
ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(โมลำร์)

(X1) 

อุณหภูมิในกำรสกดั 
(องศำเซลเซียส) 

(X2) 

เวลำในกำรสกดั 
(นำที) 
(X3) 

1 0.08 36 96.5 
2 0.17 36 96.5 
3 0.08 54 96.5 
4 0.17 54 96.5 
5 0.08 36 203.5 
6 0.17 36 203.5 
7 0.08 54 203.5 
8 0.17 54 203.5 
9 0.05 45 150 

10 0.2 45 150 
11 0.125 30 150 
12 0.125 60 150 
13 0.125 45 60 
14 0.125 45 240 
15 0.125 45 150 
16 0.125 45 150 
17 0.125 45 150 

 
น ำสำรสกดัท่ีไดม้ำวิเครำะห์ปริมำณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl method (AOAC, 2000) และน ำ

ผลขอ้มูลปริมำณโปรตีนของสภำวะในกำรสกดัท่ีไดไ้ปสร้ำงแบบจ ำลองทำงคณิตศำสตร์ แบบ 8  
polynomial Model (สมกำรท่ี 3.1) และหำค่ำ regression coefficient จำก multiple linear regression  

 
Y = β0 +Σ βiXi + ΣβiiXi

2 + ΣΣβij Xi Xj + £             (3.1) 
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โดยท่ี X1, X2 และ X3 เป็นตวัแปรอิสระท่ีมีผลต่อค่ำ Y 

0 , 
1 , (i=1, 2, 3), 

ii , (i=1, 2, 3), βij , (i=1, 2, 3; j=2, 3) และ £ เป็นค่ำ regression coefficient 
ส ำหรับ intercept, linear, quadratic, cross-product และ model ตำมล ำดบั 

จำกนั้นใชโ้ปรแกรม Minitab Statistical Software ส ำหรับกำรวิเครำะห์หำสภำวะท่ีเหมำะสม
ส ำหรับกำรสกดั เพื่อน ำไปใช้ในกำรทดลองขั้นต่อไป และสร้ำงกรำฟควำมสัมพนัธ์ของปัจจยัใน
กำรสกดัต่อปริมำณโปรตีน โดยใช้ response surface model plot ดว้ยโปรแกรม STATISTICA 
Kernel Release 7.0.61.0 EN (StatSoft Inc., Tulsa, OK) ส ำหรับ Windows 
 

1.4 กำรวเิครำะห์สมบติัเชิงหนำ้ท่ีของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ำกร ำขำ้ว 
              น ำโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ำกขอ้ 1.3 มำวิเครำะห์สมบติัเชิงหนำ้ท่ี ไดแ้ก่ ควำมสำมำรถในกำร
ละลำย ควำมสำมำรถในกำรเกิดอิมลัชนัและควำมคงตวัของอิมลัชนั ควำมสำมำรถในกำรเกิดโฟม
และควำมคงตวัของโฟมท่ีระดบัควำมเป็นกรด-ด่ำงเท่ำกบั 2, 4, 6, 8 และ 10 โดยวำงแผนกำร
ทดลองแบบ สุ่มสมบูรณ์  (Completely Randomized Design; CRD)  
              1.4.1  ควำมสำมำรถในกำรละลำยของโปรตีน ตำมวิธีของ Kakali et al. (2008) โดยเตรียม
สำรละลำยของโปรตีนจำกร ำขำ้วให้มีควำมเขม้ขน้ของโปรตีนเท่ำกบั 1 กรัม ในน ้ ำกลัน่ 100 
มิลลิลิตร  จำกนั้นปรับพีเอชใหเ้ท่ำกบั 2, 4, 6, 8 และ10 โดยใชส้ำรละลำยกรดไฮโดรคลอริก 0.1 โม
ลำร์หรือสำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 0.1 โมลำร์ จำกนั้นคนเบำๆ อย่ำงต่อเน่ืองท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 30 นำที น ำไปหมุนเหวี่ยงดว้ยควำมเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 15 
นำที แลว้น ำสำรละลำยส่วนใสมำวิเครำะห์หำปริมำณโปรตีนดว้ยวิธี Kjeldahl method (AOAC,  
2000) แลว้ค ำนวณหำค่ำควำมสำมำรถในกำรละลำยของโปรตีน  
 
กำรละลำยของโปรตีน (ร้อยละ)   =   ปริมำณโปรตีนในสำรละลำยใส x 100                  ……. (3.1) 

     ปริมำณโปรตีนในตวัอยำ่ง 
 

              1.4.2 ควำมสำมำรถในกำรเกิดอิมลัชนั ตำมวิธีของ Pearce and Kinsella (1979) โดยน ำ
น ้ ำมนัพืช 2 มิลลิลิตร ผสมกบัสำรละลำยโปรตีนจำกร ำขำ้วตวัอยำ่งเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 แลว้ปรับพี
เอชให้ได ้2, 4, 6, 8 และ 10 น ำมำโฮโมจีไนซ์ท่ีควำมเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 2 นำที
แลว้พกัไว ้ท ำกำรทดสอบโดยปิเปตส่วนท่ีเป็นอิมลัชนัปริมำตร 50 ไมโครลิตร ท่ีเวลำ 0 และ 10 
นำที แลว้ผสมกบัสำรละลำย sodium dodecyl sulphat (SDS) เขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ปริมำตร 5 มิลลิลิตร 
น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 500 นำโนเมตร  
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ควำมสำมำรถในกำรเกิดอิมลัชนั (Abs 500 nm) =  ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี t=0 นำที             ……. (3.2) 
 
ควำมคงตวัของอิมลัชนั (นำที)  =   ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี t=0 นำที  x 10 (นำที)             ……. (3.3) 
                                                     ผลต่ำงค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี t=0 นำที และ t=10 นำที 
 
              1.4.3 ควำมสำมำรถในกำรเกิดฟองและควำมคงตวั ตำมวิธีของ Okeziet and Bello (1988) 
โดยน ำสำรละลำยตวัอยำ่งเขม้ขน้ร้อยละ 2 ปริมำตร 25 มิลลิลิตร ปรับพีเอชให้ได ้2, 4, 6, 8 และ 10 
จำกนั้นน ำไปโฮโมจีไนซ์ดว้ยควำมเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนำที เพื่อท ำให้เกิดฟองเป็นเวลำ 2 นำที ท่ี
อุณหภูมิห้อง ท ำกำรถ่ำยฟองท่ีเกิดข้ึนลงในกระบอกตวงขนำด 25 มิลลิลิตร อ่ำนปริมำตรของฟอง
ทนัที แลว้น ำไปค ำนวณค่ำควำมสำมำรถในกำรเกิดฟองและควำมคงตวัของฟอง 

 
ควำมสำมำรถในกำรเกิดฟอง (%ปริมำตร)  =      ปริมำตรฟองเร่ิมตน้ (มิลลิลิตร ) x 100   …….(3.4)                                                               
                                                                    ปริมำตรทั้งหมดของสำรละลำย (มิลลิลิตร) 
 
ควำมคงตวัของฟอง (นำที)   =   ปริมำตรของฟองเร่ิมตน้ท่ีเวลำ  t=0 (มิลลิ ลิตร) x 10       …….(3.5) 
                        ผลต่ำงของปริมำตรของฟองท่ีเวลำ  t=0 และ t=10 (มิลลิลิตร) 
 
การทดลองที ่2 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพจาก
โปรตีนร าข้าวด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีน 

ศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีฤทธ์ิทำงชีวภำพจำกโปรตีนร ำขำ้ว
โดยกำรย่อยโปรตีนร ำขำ้วดว้ยเอนไซมฟ์ลำโวไซม์ ดงัภำพท่ี 3.3 โดยวำงแผนกำรทดลองแบบ 22 
Factorial in Central Composite Design ซ่ึง k คือปัจจยัส ำคญัท่ีมีผลต่อระดบักำรยอ่ยสลำยของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตจำกโปรตีนร ำขำ้ว ซ่ึงเตรียมโดยกำรยอ่ยดว้ยเอนไซม ์เพื่อท ำกำรศึกษำปริมำณ
ของเอนไซม์และเวลำกำรย่อยท่ีเหมำะสม ในกำรศึกษำใช้อุณหภูมิและพีเอชของกำรย่อยท่ี
เหมำะสมต่อกำรท ำงำนของเอนไซม ์(50 องศำเซลเซียสและระดบัควำมเป็นกรด-ด่ำง 7.0) และใช้
โปรตีนร ำขำ้วเขม้ขน้ร้อยละ 10 

โดยก ำหนดปัจจยั ปริมำณเอนไซม์ และเวลำกำรย่อยออกเป็น 5 ระดบั คือ ระดบัต ่ำสุด (-α) 
ระดบัต ่ำ (-1) ระดบัก่ึงกลำง (0) ระดบัสูง (+1) ระดบัสูงสุด (+α) ก ำหนดให้ α = +2(k-p)/4= 1.414 เม่ือ 
k คือจ ำนวนปัจจยัท่ีตอ้งกำรศึกษำและ p คือ Fractionalization Element  (ในท่ีน้ีเท่ำกบั 0) โดยค่ำ
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ของตวัแปรทั้ง 5 ระดบัของแต่ละปัจจยัแสดงดงัตำรำงท่ี 3.3 และแผนกำรทดลองของสภำวะในกำร
สกดัโปรตีนจำกร ำขำ้วในระดบัต่ำงๆ แสดงดงัตำรำงท่ี 3.4 
 
ตารางที ่3.3 ปริมำณของเอนไซมแ์ละเวลำท่ีใชใ้นกำรยอ่ยโปรตีนร ำขำ้วในระดบัต่ำงๆแสดงดงัน้ี 

ปัจจยั (-α) (-1) (0) (+1) (+α) 
A: เอนไซม ์(%w/w) 0.5 1.0 2.25 3.5 4.0 
B: เวลำยอ่ย (นำที) 5 17.5 47.5 77.5 90 
 
ตารางที่ 3.4 แผนกำรทดลอง 22  Factorial Experimental in Central Composite Design ของสภำวะ 

ในกำรทดลองกำรยอ่ยโปรตีนร ำขำ้วดว้ยเอนไซมด์ว้ยฟลำโวไซม ์
ส่ิงทดลองท่ี ปริมำณเอนไซม ์(%w/w) เวลำยอ่ย (นำที) 

1 1.0 17.5 
2 3.5 17.5 
3 1.0 77.5 
4 3.5 77.5 
5 0.5 47.5 
6 4.0 47.5 
7 2.25 5 
8 2.25 90 
9 2.25 47.5 

10 2.25 47.5 
11 2.25 47.5 
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โปรตีนร ำขำ้ว 
 

ผสมกบั Mcllvaine buffer ท่ีระดบัควำมเป็นกรด-ด่ำงเท่ำกบั 7 ในอตัรำส่วนร้อยละ 10 
 

เติมเอนไซมฟ์ลำโวไซมท่ี์ระดบัต่ำงๆ และคนอยำ่งต่อเน่ือง 
 และท ำกำรเก็บตวัอยำ่งตำมระยะเวลำยอ่ยท่ีก ำหนดตำมตำรำงท่ี 3.4 

 
หยดุปฏิกิริยำโดยแช่ในน ้ำเดือด เป็นเวลำ 10 นำที 

 
กรองดว้ยกระดำษกรองหมำยเลข 4 เพื่อแยกร ำขำ้วออกจำกสำรละลำย 

 
สำรละลำยท่ีแยกไดน้ ำมำหมุนเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนำที  

อุณหภูมิ 4  องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที 
 

น ำสำรละลำยส่วนใส อบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 12 ชัว่โมง 
 

โปรตีนไฮโดรไลเสตแหง้ 
 

ภาพที ่3.3 กำรผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตแหง้ 
ท่ีมำ : Yean et al. (2008) 

 
น ำโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้มำวิเครำะห์ระดับกำรย่อยสลำยแล้วเปรียบเทียบผลกำร

วิเครำะห์เพื่อคดัเลือกปริมำณเอนไซม ์และเวลำในกำรยอ่ยท่ีเหมำะสม โดยพิจำรณำจำกระดบักำร
ยอ่ยสลำยท่ีดีท่ีสุด เพื่อเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตส ำหรับกำรทดลองในขอ้ต่อไป และน ำผลขอ้มูล
ท่ีไดไ้ปสร้ำงแบบจ ำลองทำงคณิตศำสตร์ และวเิครำะห์ฤทธ์ิทำงชีวภำพ สมบติัทำงเคมีกำยภำพ และ
สมบติัเชิงหนำ้ท่ี 
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2.1 กำรวเิครำะห์ระดบักำรยอ่ยสลำย 
       2.2.1 วิเครำะห์ระดบักำรยอ่ยสลำย (Degree of Hydrolysis) ของโปรตีนร ำขำ้วซ่ึงผำ่นกำรยอ่ย 
ตำมวิธีของ Hoyle และ Merritt (1994) โดยน ำโปรตีนร ำขำ้วท่ีไดผ้สมกบักรดไตรคลอโรอะซิติก
ควำมเขม้ขน้ร้อยละ 20 (โดยน ้ ำหนัก) ในอตัรำส่วน 1:10 เขย่ำให้เขำ้กนั น ำไปหมุนเหวี่ยงท่ี
ควำมเร็วรอบ 6000 รอบต่อนำที  แลว้น ำส่วนใสท่ีไดห้ำปริมำณไนโตรเจนดว้ยวิธี Kjeldahl method 
(AOAC, 2000) 

 
2.2 กำรวเิครำะห์กิจกรรมกำรตำ้นอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจำกร ำขำ้ว 
       น ำโปรตีนไฮโดรไลเสตมำละลำยน ้ ำให้มีควำมเขม้ขน้ของโปรตีนเท่ำกบั 15 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร จำกนั้นน ำไปวิเครำะห์กิจกรรมตำ้นอนุมูลอิสระ แลว้น ำผลท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบัโปรตีนท่ี
สกดัไดจ้ำกร ำขำ้วท่ีไม่ผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซม ์โดยวเิครำะห์ดงัต่อไปน้ี 
       2.2.1 กำรวิเครำะห์กิจกรรมกำรจบัอนุมูลอิสระ DPPH radical scavenging activity โดย
ดดัแปลงจำกวิธี Brand and Williams (1995) โดยละลำยสำรตวัอยำ่งควำมเขม้ขน้ 15 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปิเปตสำรละลำยตวัอยำ่ง 500 ไมโครลิตรผสมกบัสำรละลำยของ DPPH ควำมเขม้ขน้ 0.2 
โมลำร์ 500 ไมโครลิตร จำกนั้นตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 30 นำทีในท่ีมืด และวดัค่ำกำร
ดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 517 นำโนเมตร โดยใช้กรดแอสคอบิกเป็นสำรมำตรฐำนในกำร
เปรียบเทียบ 

2.2.2 กำรวิเครำะห์กิจกรรมกำรให้อิเล็กตรอนดว้ยวิธี ferric reducing antioxidant power assay 
(FRAP) ตำมวิธีของ Benzie and Strain (1996) โดยละลำยสำรตวัอยำ่งควำมเขม้ขน้ 15 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปิเปตสำรละลำยตวัอย่ำง 150 ไมโครลิตรผสมกบัสำรลำย FRAP (10 mM (2,4,6-tri(2-
pyridyl)-1,3,5-triazine+300 mM sodium acetate (pH 3.6)+ 20 mM ferric chloride) 2,850 
ไมโครลิตร จำกนั้นตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 30 นำทีในท่ีมืด และวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี
ควำมยำวคล่ืน 593 นำโนเมตร โดยใชก้รดแอสคอบิกเป็นสำรมำตรฐำนในกำรเปรียบเทียบ 

 
2.3 กำรวเิครำะห์สมบติัเชิงหนำ้ท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
      ท ำกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรละลำย ควำมสำมำรถในกำรเกิดอิมลัชนั ควำมสำมำรถใน
กำรเกิดฟองและควำมคงตวัของฟอง ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตรียมไดต้ำมขอ้ 1.4 
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การทดลองที่ 3 การศึกษาแนวทางการประยุกต์ใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตจากร าข้าวเพื่อลดการเกิดสี
น า้ตาลและเพิม่กจิกรรมการต่อต้านอนุมูลอสิระในผลติภัณฑ์ล าไยอบแห้ง  

• กำรเตรียมล ำไยอบแหง้ 
 ท ำกำรเตรียมผลิตภณัฑ์ล ำไยอบแห้งดงัแผนภำพท่ี 3.4 โดยใช้ล ำไยสำยพนัธ์ุอี

ดอจำกสวนนำง รำตรี ไชยมงคล อ.ป่ำซำง จ.ล ำพนู 
 

คดัเลือกผลล ำไยท่ีสมบูรณ์ไม่เน่ำเสียหรือไม่แก่จดัเกินไป 
 

แกะเปลือกและควำ้นเอำเมล็ดออก 
 

                น ำเน้ือล ำไยท่ีไดล้ำ้งน ้ำใหส้ะอำด 
 

น ำเน้ือล ำไยท่ีลำ้งสะอำดแลว้ไปแช่ในสำรละลำยดงัตำรำงท่ี 3.5 
ดว้ยอตัรำส่วนเน้ือล ำไยต่อสำรละลำยเท่ำกบั 1:1 (น ้ำหนกัต่อปริมำตร) แช่นำน 5 นำที 

 
                 น ำเน้ือล ำไยท่ีผำ่นกำรแช่มำสะเด็ดน ้ำ 

 
                   เรียงผลล ำไยคว  ่ำลงบนตะแกรง รองดว้ยผำ้ขำวบำงท่ีสะอำดโดยไม่ใหซ้อ้นกนั 

 
น ำไปอบในตูอ้บลมร้อนแบบถำด (tray dryer)  
ท่ีอุณหภูมิ 70 องศำเซลเซียส นำน 10 ชัว่โมง 

 
อบต่อท่ีอุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส นำน 4 ชัว่โมง  

ปิด heater รอจนเยน็แลว้จึงน ำออกจำกตูอ้บ 
 

  น ำมำผึ่งใหเ้ยน็โดยวำงบนโตะ๊ท่ีสะอำด บรรจุลงถุงพลำสติก 
เพื่อวเิครำะห์ผลต่อไป 

 
              ภาพที ่3.4 กระบวนอบแหง้ล ำไย 

ท่ีมำ: ประยกุตจ์ำกพิชญำ (2552) 



 48 

ตารางที ่3.5 สำรละลำยท่ีใชใ้นกำรแช่ล ำไยก่อนกำรน ำไปอบแหง้ 
ส่ิงทดลอง สำรละลำย 

1 น ้ำ 
2 โปรตีนไฮโดรไลเสตควำมเขม้ขน้ร้อยละ 0.05 
3 โปรตีนไฮโดรไลเสตควำมเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 
4 กรดซิตริกควำมเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 
5 โพแทสเซียมเมตำไบซลัไฟตเ์ขม้ขน้ร้อยละ 0.2 
6 โปรตีนไฮโดรไลเสตควำมเขม้ขน้ร้อยละ 0.05 ร่วมกบั 

กรดซิตริกควำมเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 
7 โปรตีนไฮโดรไลเสตควำมเขม้ขน้ร้อยละ 0.1ร่วมกบั 

กรดซิตริกควำมเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 
8 โปรตีนไฮโดรไลเสตควำมเขม้ขน้ร้อยละ 0.05 ร่วมกบั 

โพแทสเซียมเมตำไบซลัไฟตเ์ขม้ขน้ร้อยละ 0.2 
9 โปรตีนไฮโดรไลเสตควำมเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ร่วมกบั 

โพแทสเซียมเมตำไบซลัไฟตเ์ขม้ขน้ร้อยละ 0.2 
  
3.1 กำรวเิครำะห์องคป์ระกอบทำงเคมี 
       3.1.1 วเิครำะห์ควำมเป็นกรด-ด่ำงของล ำไยอบแห้งดว้ยเคร่ือง pH meter (AOAC, 2000) โดยชัง่
น ้ ำหนกัตวัอยำ่ง 20 กรัม แช่ในน ้ ำกลัน่ 40 มิลลิลิตร เป็นเวลำ 30 นำทีจนเน้ือล ำไยอบแห้งเร่ิมน่ิม 
ป่ันตวัอยำ่งเน้ือล ำไยอบแห้งให้เป็นเน้ือเดียวกนั ปรับปริมำณสุดทำ้ยให้เป็น 100 มิลลิลิตร จำกนั้น
น ำไปวดัค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง 
       3.1.2 วเิครำะห์ปริมำณควำมช้ืนของล ำไยอบแหง้ตำมวธีิกำร AOAC (2000) 

 
3.2 กำรวเิครำะห์สมบติัทำงเคมีกำยภำพ  
       3.2.1 กำรวเิครำะห์สีของเน้ือล ำไยอบแหง้ 
                 ท ำกำรวดัค่ำสีของเน้ือล ำไยอบแห้งดว้ยเคร่ืองวดัสี Minolta Chroma รุ่น CR-410 โดยน ำ
ล ำไยวำงบนแผน่วำงตวัอยำ่งซ่ึงมีช่องรูใหแ้สงผำ่น โดยวดัเน้ือล ำไยทีละลูก ในแต่ละลูกวดั 3 จุด คือ
วดัรอบลูกล ำไย ในกำรทดลองน้ีวดัทั้งหมด 10 ลูกแลว้น ำมำหำค่ำเฉล่ีย รำยงำนผลท่ีไดใ้นรูป L*, 
a* และ b* 
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 3.2.2 วเิครำะห์ลกัษณะเน้ือสัมผสั (texture analysis)        
    ท ำกำรวดัเน้ือสัมผสัของล ำไยโดยใช้เคร่ือง texture analyzer (TA.XT2, Stable Micro 
System, UK) โดยใชห้วัวดัชนิด warner-bratzler blade ค่ำแรงเฉือน (shear force) อตัรำเร็วในกำร
เคล่ือนท่ีของหวัวดัเท่ำกบั 2 มิลลิเมตรต่อวนิำที โดยอ่ำนค่ำแรงเฉือน (shear force, N) 
                   คดัเลือกล ำไยอบแห้งจำกตำรำงท่ี 3.5 โดยใชส้มบติัทำงเคมีกำยภำพดำ้นสีโดยคดัเลือก
ล ำไยอบแห้งในส่ิงทดลองท่ีมีสีเหลืองทองท่ีสุดและล ำไยอบแห้งจำกทอ้งตลำด 2 ยี่ห้อมำวิเครำะห์
เปรียบเทียบดงัน้ี 
 
3.3 กำรวเิครำะห์กิจกรรมกำรตำ้นอนุมูลอิสระ 
       น ำล ำไยอบแห้งซ่ึงคดัเลือกจำกขอ้ 3.2 และล ำไยอบแห้งซ่ึงจ ำหน่ำยทำงกำรคำ้ในทอ้งตลำด
จ ำนวน 2 ยีห่อ้ มำวเิครำะห์กิจกรรมกำรตำ้นอนุมูลอิสระดงัต่อไปน้ี 

3.3.1 กำรทดสอบกิจกรรมกำรจบัอนุมูลอิสระ DPPH radical scavenging activity โดยดดัแปลง
จำกวธีิ Brand and Williams (1995) ตำมวธีิในขอ้ 2.2.1 

3.3.2 กำรทดสอบกิจกรรมกำรให้อิเล็กตรอนดว้ยวิธี ferric reducing antioxidant power assay 
(FRAP) โดยดดัแปลงจำกวธีิ Benzie and Strain (1996) ตำมวธีิในขอ้ 2.2.2 

 
3.4 กำรทดสอบควำมชอบทำงประสำทสัมผสั 
      น ำล ำไยอบแห้งซ่ึงคัดเลือกในข้อ 3.2 มำท ำกำรทดสอบควำมชอบทำงประสำทสัมผสั 
เปรียบเทียบกบัล ำไยอบแหง้ชุดควบคุม (อบแห้งโดยไม่แช่น ้ ำ) และผลิตภณัฑ์จำกทอ้งตลำด 2 ยี่ห้อ 
โดยวิธี 9 Point Hedonic Scale โดยใช้ผูท้ดสอบชิมจ ำนวน 50 คน (กลุ่มประชำกรนกัศึกษำ 
คณำจำรย ์และบุคลำกร คณะอุตสำหกรรมเกษตร มหำวิทยำลยัเชียงใหม่) โดยทดสอบในปัจจยัดำ้น
ควำมชอบโดยรวม กล่ิน รสชำติโดยรวม รสขมและสี 
 
3.2  การวเิคราะห์ข้อมูล 
 ตอนท่ี 1 วำงแผนกำรทดลองแบบ Rotatable Central Composite Design 
 ตอนท่ี 2 วำงแผนกำรทดลองแบบ Factorial in Central Composite Design  
 ตอนท่ี 3 วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design 
วเิครำะห์ขอ้มูลท่ีไดจ้ำกตอนท่ี1 และ 2 โดยใช ้Response Surface Methodology (RSM) ส่วนขอ้มูล
ตอนท่ี 3 วเิครำะห์ควำมแปรปรวนโดยใช ้Analysis of Variance (ANOVA) 


