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บทคัดย่อภาษาไทย 
 นฤมล บ ารุงศาสตร์ : ภาวะเหมาะที่สุดส าหรับการผลติไฮโดรไลเสตจากถั่วด า Vigna mungo  ที่มีฤทธิ์ต้าน

ออกซิเดชัน. ( OPTIMAL CONDITION FOR PRODUCTION OF BLACK BEAN Vigna 
mungo HYDROLYSATE WITH ANTIOXIDANT ACTIVITY) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.เกียรติศักดิ์ ดวงมาลย ์

  
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาภาวะที่เหมาะสมส าหรับการย่อยโปรตีน และกระบวนการท าแห้งที่เหมาะสมใน

การผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูง ผลการศึกษาการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® ที่ระดับ
ความเข้มข้น 1-7 % (w/w) และระยะเวลาย่อย 60 - 1200 นาที ด้วยการใช้วิธีพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการทดลองแบบ
ส่วนผสมกลาง พบว่าภาวะที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยเพิ่มขึ้นท าให้ไฮโดรไลเสตมีค่าระดับการย่อยเพ่ิมขึ้น  
(p<0.05) ระดับการย่อยเป็นผลตอบสนองที่มีผลต่อการเพ่ิมฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า โดยระดับการย่อยที่
เพ่ิมสูงขึ้นมีผลให้ไฮโดรไลเสตมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระและสารประกอบฟีนอลิกเพิ่มมากขึ้น (p<0.05) การผลิตไฮโดรไลเสตท า
ให้เกิดสารประกอบ Maillard Reaction Products สมการของผลตอบสนองต่าง ๆ มีค่า p-value ของ Lack of fit  อยู่ในช่วง 
0.102 - 0.359 และมีค่า r2 อยู่ในช่วง 0.8717 - 0.9557 การท านายภาวะย่อยโปรตีนจากการก าหนดเกณฑ์ของผลตอบสนอง 
(ระดับการย่อย 75% และค่าผลตอบสนองตัวอ่ืน ๆ สูงสุด) พบว่าภาวะที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์ 6.09 %(w/w) และระยะเวลา
ย่อย 360 นาที เป็นภาวะที่เหมาะสมส าหรับการย่อยโปรตีนในการผลิตไฮโดรไลเสตที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูง  จากการ
ตรวจสอบการใช้ได้ของสมการพบว่าเปอร์เซ็นต์ความคลาดเคลื่อน (% error) ของค่าผลตอบสนองที่ได้จากการท านายแตกต่าง
จากค่าที่ได้จากการทดลองอยู่ในช่วง 0.54 - 27.46%   เม่ือน าไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยในภาวะที่คัดเลือกมาท าแห้งด้วย
วิธีการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมตที่อุณหภูมิ 60๐C พบว่าการท าแห้งแบบโฟม-แมตมีอัตราส่วนความชื้น
ลดลงและมีอัตราการอบแห้งสูงกว่าการท าแห้งแบบถาด   เม่ือสร้างแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์เพื่อท านายลักษณะการท าแห้ง
พบว่าแบบจ าลองของ Weibull ให้ค่า r สูง และค่า MRS และ RMSE ต่ า เม่ือเทียบกับแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์อ่ืน  ๆ  ที่ใช้ 
การน าแบบจ าลองมาตรวจสอบการใช้ได้ของสมการพบว่า % error ของปริมาณความชื้นของไฮโดรไลเสตที่ได้จากการท านาย
แตกต่างจากค่าที่ได้จากการทดลองอยู่ในช่วง 0.44 - 6.05%  เม่ือน าไฮโดรไลเสตมาท าแห้งด้วยสุญญากาศที่อุณหภูมิ  60๐C 
พบว่าการท าแห้งที่มีระยะเวลา 380 - 450 นาที ท าให้ไฮโดรไลเสตมีปริมาณความช้ืนสุดท้าย 18 - 21% โดยน้ าหนักแห้ง การน า
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ผ่านการท าแห้ง  3 วิธี ข้างต้นในระยะเวลาที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้นสุดท้าย  18 และ 21% โดย
น้ าหนักแห้ง มาวิเคราะห์สมบัติด้านต่าง ๆ พบว่าการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดท าให้ไฮโดรไลเสตมีปริมาณสารประกอบฟีนอ
ลิก ฟลาโวนอยด์ TCA-soluble peptides ความสามารถในการละลาย และความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ 
FRAP สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยวิธีอ่ืน (p<0.05) ในขณะที่การท าแห้งด้วยสุญญากาศท าให้ไฮโดรไลเสตมีความสามารถ
ด้าน DPPH radical scavenging activity สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยวิธีอ่ืน แต่มีความสามารถด้าน Metal-chelating 
และ Oxygen Radical Absorbance Capacity ไม่แตกต่างเม่ือเทียบกับการท าแห้งวิธีอื่น (p>0.05) 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
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KEYWORD:  
 Naruemol Bumrungsart : OPTIMAL CONDITION FOR PRODUCTION OF BLACK BEAN Vigna 

mungo HYDROLYSATE WITH ANTIOXIDANT ACTIVITY. Advisor: Asst. Prof. KIATTISAK DUANGMAL, 
Ph.D. 

  
This research aimed to investigate optimal enzymatic hydrolysis condition and suitable drying process 

for high antioxidant activity—black bean hydrolysate processing. Enzymatic hydrolysis conditions, Flavourzyme® 

concentration of 1 - 7% by dried weigh of steamed beans and hydrolysis time of 60 - 1200 min, were optimized using 
response surface methodology with central composite design. The results showed that hydrolysis conditions with 
increasing enzyme concentration and hydrolysis time resulted in increasing in degree of hydrolysis (DH) value 
(p<0.05). Increasing DH also resulted in increasing antioxidant activity due to the higher amount of free amino groups 
and released phenolic compounds in hydrolysate (p<0.05). The multiple regression analysis of response models 
showed that p-value of Lack of fit and r2 values were in the range of 0.102 - 0.359 and 0.8717 - 0.9557, respectively. 
Hydrolysis condition with Flavourzyme® concentration of 6.09% and hydrolysis time of 360 min was the optimal 
condition to yield high antioxidant activity—black bean hydrolysate at DH of 75%. Validation of response models 
showed that predicted values were different from observed values in the range of 0.54 - 27.46%. Three different 
drying methods (tray, foam-mat and vacuum drying) at 60๐C were applied to dry black bean hydrolysate. Moisture 
ratio rate and drying rate in foam-mat drying was higher than those in tray drying. Six mathematic models were 
applied to describe the drying characteristic of tray and foam-mat dried bean hydrolysate. Model of Weibull was 
selected due to the highest r and lowest MRS and RMSE values comparing with the values from other drying 
models.   The validation of model showed that the difference between predicted and observed values of moisture 
content (MC) was in the range of 0.44 - 6.05%. Vacuum drying took 380 - 450 min to dry hydrolysate to 18 - 21% 
MC. Dried black bean hydrolysate sample, MC~18 and 21%, obtained from different drying methods were analyzed. 
The results showed that dried hydrolysate obtained from tray drying, at 21% MC, contained higher amount of total 
phenolic compounds, flavonoids, TCA-soluble peptides and higher antioxidant activity (DPPH radical scavenging, 
FRAP, Metal-chelating and Oxygen Radical Absorbance Capacity) compared to dried hydrolysate obtained from 
vacuum and foam-mat drying, respectively (p<0.05). 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
ไฮโดรไลเสตจากพืชตระกูลถั่วเริ่มได้รับความนิยมในการน ามาใช้เป็นส่วนผสมในอาหาร

ในการท าหน้าที่เป็นสารปรับปรุงสมบัติเชิงหน้าที่ในด้านสมบัติการละลาย การอุ้มน้ า การเป็น                     
อิมัลซิไฟเออร์ในอาหาร นอกจากนี้ยังจัดเป็นสารโภชนเภสัชที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ เนื่องจาก
เป็นสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน โดยส่วนใหญ่ไฮโดรไลเสตจากพืชจะผลิต
จากถั่วเหลือง  

ถั่วด า (black bean) เป็นถั่วเมล็ดแห้งในสกุล Vigna ซึ่งเป็นแหล่งอาหารที่มีคุณค่าทาง
โภชนาการของโปรตีนสูง (โปรตีนเป็นองค์ประกอบถึง 23.58%) และมีไขมันต่ า (1.25% โดย
น้ าหนักแห้ง) นอกจากนี้ยังพบสารพฤกษเคมีที่มีสมบัติต้านออกซิเดชัน เช่น สารประกอบฟีนอลิก 
ถั่วด าจึงเป็นแหล่งโปรตีนทางเลือกที่มีศักยภาพในการน ามาผลิตไฮโดรไลเสต  

ผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตได้จากการย่อยโปรตีนด้วยการตัดสายพอลิเพปไทด์ของโปรตีนให้
เป็นเพปไทด์สายสั้นและกรดอะมิโนอิสระ โดยการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์จะใช้ภาวะที่ไม่รุนแรง
และสามารถควบคุมระดับการย่อยได้อย่างมีประสิทธิภาพจึงสามารถคัดเลือกภาวะที่ปรับปรุง
สมบัติของโปรตีนได้ และยังท าให้ได้หมู่อะมิโนอิสระหรือหมู่โซ่ข้างของกรดอะมิโนที่มีสมบัติต้าน
ออกซิเดชันเผยออกด้านนอกของโครงสร้างโปรตีน นอกจากนี้การย่อยโปรตีนท าให้เกิดการ
ปลดปล่อยสารประกอบฟีนอลิกจาก protein-bound polyphenols และในระหว่างกระบวนการ
ย่อยโปรตีนจะท าให้เกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดแล้วเกิดเป็นสารประกอบ Maillard Reaction Products 
(MRPs) ที่มีความสามารถในการต้านออกซิเดชันอีกด้วย ภาวะการผลิตไฮโดรไลเสตที่เหมาะสมจึง
มีความส าคัญต่อกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตให้มีสมบัติตามที่ต้องการ  

การน าไฮโดรไลเสตไปใช้ประโยชน์เป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์อาหารนั้นจะถูกท าให้อยู่ใน
รูปของผงแห้งเพื่อสะดวกต่อการน าไปใช้และยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสต          
การท าแห้งที่เหมาะสมเป็นขั้นตอนที่ส าคัญในการก าหนดคุณภาพของผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสต การ
ท าแห้งแบบลมร้อนเป็นกระบวนการที่ท าง่ายและใช้ต้นทุนต่ า แต่พบข้อจ ากัดในผลิตภัณฑ์ที่มี
ลักษณะข้นหนืดและมีปริมาณน้ าตาลสูง ท าให้การเคลื่อนที่ของน้ าภายในอาหารขึ้นมาที่ผิวหน้า
ของอาหารช้าลงจึงใช้ระยะเวลาท าแห้งนานขึ้นส่งผลให้คุณภาพของผลิตภัณฑ์หลังการท าแห้งต่ า 
การลดข้อจ ากัดดังกล่าวท าได้โดยการมีกระบวนการท าให้ของเหลวขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้ง เช่น 
การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต โดยการท าให้ขึ้นโฟมเป็นการเพิ่มพื้นที่ผิวของตัวอย่างใน
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การสัมผัสกับอากาศร้อนท าให้อัตราการระเหยน้ าออกจากอาหารสูงขึ้นจึงใช้ระยะเวลาท าแห้งสั้น
ลง   นอกจากนี้การมีกระบวนการท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยสุญญากาศ ซึ่งเป็นการ            
ท าแห้งในภาวะที่มีความดันต่ ากว่าความดันบรรยากาศจึงท าให้น้ าระเหยออกจากอาหารได้ที่
อุณหภูมิต่ ากว่าภาวะที่มีความดันบรรยากาศ อาหารจะสัมผัสกับความร้อนในระยะเวลาสั้น              
จึงสามารถป้องกันการถูกท าลายของสารที่ไวต่อความร้อน งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
ภาวะเหมาะที่สุดส าหรับการย่อยโปรตีนด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนองและศึกษากระบวนการท าแห้งที่
เหมาะสมในการผลิตไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
 
ขอบเขตงานวิจัย 
 1. ศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์ Flavourzyme® และระยะเวลาย่อยที่เหมาะสมด้วยวิธี
พื้นผิวตอบสนองในการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูง  

2. ศึกษาระยะเวลาการท าแห้ง ด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม -แมตด้วยวิธี
จลนพลศาสตร์และแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์การท าแห้ง และศึกษาระยะเวลาการท าแห้งด้วย
สุญญากาศด้วยวิธี trial and error เพื่อให้ได้ไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มีความชื้นต่ ากว่า 21% โดย
น้ าหนักแห้ง 

3. ศึกษาสมบัติทางเคมีกายภาพ สมบัติเชิงหน้าที่ด้านการละลาย และสมบัติการต้าน
ออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่างกัน 
  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 

 
บทท่ี 2  

วารสารปริทัศน์ 
 
2.1 ถั่วด า 

พืชตระกูลถั่วเป็นแหล่งของอาหารที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูงและราคาถูก โดยเป็นแหล่ง
ของสารอาหารที่ส าคัญ ได้แก่ โปรตีน คาร์โบไฮเดรต วิตามิน เกลือแร่ นอกจากนี้ยังเป็นแหล่งของ
สารพฤกษเคมีที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย จึงอาจใช้ทดแทนโปรตีนจากเนื้อสัตว์ในกรณีที่ต้องการ
หลีกเลี่ยงการบริโภคเนื้อสัตว์  

ถั่วด าเป็นพืชล้มลุกที่อยู่ในวงศ์ Leguminosae วงศ์ย่อย Faboideae สกุล Vigna สปีชีส์ 
mungo โดยการแบ่งกลุ่มของพืชตระกูลถั่วนั้น ถั่วด าจัดอยู่ในกลุ่มถั่วเมล็ดแห้ง (grain legume) 
ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีปริมาณโปรตีนสูง ไขมันต่ า และสะสมพลังงานในรูปคาร์โบไฮเดรต  ถั่วด าเป็นหนึ่ง
ในกลุ่มถั่วเมล็ดแห้งที่เกษตรกรไทยนิยมปลูก เนื่องจากสามารถปลูกได้ตลอดทั้งปี หรือปลูก
ทดแทนพืชชนิดอ่ืนได้ในช่วงที่เกิดภาวะแล้ง จึงจัดเป็นพืชเสริมรายได้ของเกษตรกรไทย (ส านักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2535) โดยส าหรับในแง่ของการน าไปใช้ ถั่วด าเป็นแหล่งที่ส าคัญของโปรตีน
และสารพฤกษเคมีมากมายที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพจึงมีการพัฒนาการใช้ประโยชน์และส่งเสริม
การส่งออกทางด้านสินค้าเกษตรแปรรูปไปยังประเทศต่าง ๆ มากขึ้น ถั่วด าจึงจัดเป็นพืชเศรษฐกิจ
ชนิดหน่ึงที่ส าคัญของประเทศไทย  

2.1.1 ลักษณะท่ัวไปของถั่วด า 
นักวิทยาศาสตร์สันนิษฐานว่าถั่วด ามีถิ่นก าเนิดในแถบประเทศอินเดีย หรือพม่า 

หลังจากนั้นได้แพร่กระจายไปยังเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ได้แก่  ประเทศไทย มาเลเซีย และ
ฟิลิปปินส์ ตลอดจนถึงทวีปอเมริกา แอฟริกา และออสเตรเลีย โดยหลักฐานการน าเข้ามาปลูกใน
ประเทศไทยยังไม่แน่ชัด บางรายงานระบุว่าพบการปลูกถั่วด าประมาณปี  พ.ศ. 2500 และบาง
รายงานระบุว่าสมาคมผู้เพาะถั่วงอกและน าเข้าถั่วแห่งประเทศญี่ปุ่น (The Japan Sprouting 
Bean Importer Association, USBIA) เป็นผู้น าเมล็ดพันธุ์ถั่วด ามาจากประเทศพม่าในปี พ.ศ. 
2505 และส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกที่อ าเภอพระพุทธบาท จังหวัดสระบุรี เพื่อส่งออกไปประเทศ
ญี่ปุ่น ปัจจุบันได้กระจายการปลูกไปยังจังหวัดสุโขทัย พิษณุโลก ก าแพงเพชร พิจิตร อุตรดิตถ์ 
นครสวรรค์ และลพบุรี (นันทวรรณ สโรบล, 2547) ในอดีตถั่วด ามีชื่อวิทยาศาสตร์ คือ Phaseolus 
mungo L. ต่อมา Wilczek R. และ Hepper ได้ศึกษาสายพันธุ์ของถั่วด า โดยค้นพบว่าถั่วด ามี
วิวัฒนาการมาจากถั่วสายพันธุ์ป่าในประเทศอินเดีย จึงได้มีการเปลี่ยนชื่อวิทยาศาสตร์ของถั่วด า
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เป็น Vigna mungo (L.) Hepper และมีชื่อสามัญ คือ black gram bean, black bean และ urd 
bean (Rachie and Roberts, 1974) โดยลักษณะของถั่วด าจัดเป็นพืชล้มลุก มีล าต้นต้ังตรงเป็น
พุ่ม บางสายพันธุ์มีล าต้นแบบกึ่งเลื้อย ส่วนของล าต้นที่อยู่เหนือ ใบเลี้ยงจะค่อนข้างเป็นเหลี่ยม
และมีขนสีน้ าตาลอ่อนปกคลุมอยู่ทั่วไป ดอกของถั่วด าเป็นดอกสมบูรณ์เพศ โดยแต่ละดอกมี              
5 กลีบ กลีบใหญ่ 1 กลีบ กลีบข้าง 2 กลีบ และกลีบหุ้มเกสร 2 กลีบ ซึ่งกลีบหุ้มเกสรจะมีลักษณะ
ม้วนเป็นเกลียว ปลายลักษณะคล้ายปากแตร ฝักมีลักษณะเป็นทรงกระบอกยาว ฝักสั้นตรง เมื่อแก่
อาจมีสีขาวนวล น้ าตาลอ่อน น้ าตาลเข้ม หรือด า ส าหรับเมล็ดของถั่วด ามีสีด าและด้าน มีลักษณะ
ค่อนข้างเป็นทรงกระบอก ปลายตัดเป็นเหลี่ยม มีตาสีขาวคล้ายรอยแผลเป็นเล็กน้อยอยู่ทางด้าน
เว้าของเมล็ดถั่ว (นันทวรรณ สโรบล, 2547) 

2.1.2 องค์ประกอบทางเคมีของถ่ัวด า 
         พืชตระกูลถั่วจัดเป็นแหล่งของสารอาหารโปรตีนที่ส าคัญและมีปริมาณสูงกว่าพืช

ชนิดอ่ืน โปรตีนจากพืชตระกูลถั่วจึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถใช้ทดแทนโปรตีนจากเนื้อสัตว์ได้
ในการเสริมสร้างการเจริญเติบโตและซ่อมแซมส่วนที่สึกหรอของร่างกาย  ถั่วด าเป็นหนึ่งในกลุ่ม 
ถั่วเมล็ดแห้งที่มีคุณค่าทางโภชนาการของโปรตีนสูง มีปริมาณโปรตีนเป็นองค์ประกอบ 18 - 24% 
โดยน้ าหนักแห้ง และยังเป็นแหล่งของคาร์โบไฮเดรตที่มีมากถึง 56.6 - 63.4 % โดยน้ าหนักแห้ง 
(Nwokolo and Smartt, 1996) องค์ประกอบทางเคมีของถั่วด าแสดงดังตารางที่ 2.1 
  
ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบทางเคมีของถั่วด า 

องค์ประกอบทางเคมี ถั่วด า (กรัม/ 100 กรัม ถั่วด า โดยน้ าหนักแห้ง) 
โปรตีนหยาบ 

ไขมัน 
21.57 
1.43 

เถ้า 3.33 
คาร์โบไฮเดรต 60.00 
เยื่อใยหยาบ 5.40 

ดัดแปลงมาจาก: Salunkhe และ Kadam (1989) 
 

นอกจากน้ียังพบสารพฤกษเคมีที่มีสมบัติต้านออกซิเดชัน เช่น สารประกอบฟีนอลิก 
ในถั่วด ามากมายหลายชนิด เช่น กลุ่มกรดฟีโนลิก (phenolic acid) ได้แก่ กรดแกลลิก (gallic 
acid) กรดโปรโตคาทีชูอิก (protocatechuic acid) กรดวานิลิก (vanillic acid) กรดคลอโรจีนิก 
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(chlorogenic acid) กรดซิแนพพิก (sinapic acid) เป็นต้น กลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoid) ได้แก่ 
ฟลาโวนอลส์ (flavonols) ฟลาแวนส์ (flavans) เป็นต้น สารประกอบฟีนอลิกเหล่านี้ล้วนมี
ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระและการมีสมบัติเป็นรีดิวซิงเอเจนต์ (Xu and Chang, 
2009) 
  โปรตีนจากถั่ว      
               เมล็ดถั่วมีลักษณะโครงสร้างที่ประกอบด้วย 3 ส่วน คือ เปลือกนอก (hull) ใบเลี้ยง 
(cotyledon) และต้นอ่อน (hypocotyl) โปรตีนในเมล็ดถั่วด าจะถูกเก็บสะสมระหว่างการเจริญของ
เมล็ด ซึ่งจะกระจายอยู่บริเวณใบเลี้ยง โดยรวมกันเป็นกลุ่มอยู่ในรูปของโปรตีนบอดี (protein 
bodies) ที่มีขนาด 1 - 5 ไมครอน มีส่วนของกลุ่มไขมันเรียกว่า spherosome กระจายรอบ protein 
body และมีเม็ดแป้ง (starch granule) ที่มีขนาด 25 - 40 ไมครอน แทรกตัวอยู่ระหว่าง protein 
body ซึ่งขนาดและรูปร่างของเม็ดแป้งแตกต่างกันตามชนิดของถั่ว (Mc Ewen et al., 1974; Van 
der Wilden et al., 1980) แสดงดังภาพที่ 2.1 
 

 

 
ภาพที่ 2.1 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดของใบเลี้ยงจากถั่วที่ก าลังขยาย 5,400 เท่า  
โดย PB คือ โปรตีนบอดี และ SG คือ เม็ดแป้ง 
ที่มา: Pernollet และ Mossé (1983) 
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  โปรตีนที่พบในเมล็ดถั่วเป็นโปรตีนกลุ่มอัลบูมิน โกลบูลิน และกลูเทลิน โดยส่วน
ใหญ่เป็นโปรตีนกลุ่มโกลบูมิน ซึ่งสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ วิซิลิน (vicilin) หรือ 7S และ           
เลกูมิน (legumin) หรือ 11S ลักษณะของโปรตีนทั้ง 2 กลุ่ม แสดงดังตารางที่ 2.2  
ตารางที่ 2.2 สมบัติของวิซิลินและเลกูมิน 
สมบัติ วิซิลิน (7S) เลกูมิน (11S) 
ขนาดโปรตีน 200 + 50 kDa 300 - 400 kDa 
การละลายในสารละลายเกลือ ละลายไดม้ากกว่า ละลายได้น้อย 
อุณหภูมิที่ท าให้เกิดการจับตัวเป็น
ก้อน 

ที่อุณหภูมิต่ ากว่า 
มีเสถียรภาพด้อยกว่า 

ที่อุณหภูมิสูงกว่า 
มีเสถียรภาพดีกว่า 

ปริมาณไนโตรเจนและซัลเฟอร์ ต่ ากว่า สูงกว่า 
ที่มา: Pernollet และ Mossé (1983) 
 

อย่างไรก็ตามโปรตีนจากพืชตระกูลถั่วเป็นแหล่งโปรตีนจากธรรมชาติที่มักพบข้อจ ากัดใน
การน ามาใช้ประโยชน์ เนื่องจากมีสมบัติบางประการที่ไม่เหมาะสม เช่น สมบัติเชิงหน้าที่ด้านการ
ละลาย การกักเก็บน้ า การเป็นอิมัลซิไฟเออร์ เป็นต้น จึงต้องน ามาผ่านกระบวนการแปรรูปหรือ
ผ่านการดัดแปรก่อน ซึ่งการดัดแปรโปรตีนด้วยเอนไซม์เป็นทางเลือกหนึ่งในการปรับปรุงสมบัติของ
โปรตีนที่จะช่วยเพิ่มความหลากหลายในการน าไปใช้ประโยชน์ ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการดัดแปร
โปรตีนด้วยเอนไซม์ เรียกว่า โปรตีนไฮโดรไลเสต ซึ่งในอุตสาหกรรมอาหารมีการน ามาใช้เป็น
ส่วนผสมในอาหารเพื่อประโยชน์ทางเทคโนโลยีการผลิต โดยใช้ส าหรับการปรับปรุงสมบัติเชิง
หน้าที่ของอาหาร เช่น การใช้เป็นสารเพิ่มการละลายในอาหารเหลว (Clemente et al., 1999)  สาร
เพิ่มความสามารถในการอุ้มน้ าในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ (Cumby et al., 2008)  นอกจากนี้ยังพบว่า
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการดัดแปรโปรตีนจากพืชตระกูลถั่วจัดเป็นสารโภชนเภสัช (nutraceutical) ที่มี
ประโยชน์ต่อสุขภาพโดยใช้เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) เนื่องจากมีฤทธิ์
ต้านออกซิเดชัน  
 
2.2 โปรตีนไฮโดรไลเสตและกระบวนการผลิต 
        โปรตีนไฮโดรไลเสต คือ ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยตัวอย่างที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ
โดยการตัดสายพอลิเพปไทด์ให้เป็นเพปไทด์สายสั้น ๆ หรือกรดอะมิโนอิสระด้วยการใช้สารเคมีหรือ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 

 
เอนไซม์ เพื่อปรับปรุงสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน เช่น สมบัติการละลาย (Kristinsson and Rasco, 
2000) โดยทั่วไปการผลิตไฮโดรไลเสตมี 2 วิธี ได้แก่  

1. การย่อยโปรตีนด้วยสารเคมี เป็นการท าให้พันธะเพปไทด์แตกออกโดยการใช้
สารละลายกรดหรือเบส เป็นวิธีที่มีต้นทุนในการผลิตต่ า การย่อยโปรตีนด้วยสารละลายกรด 
สามารถย่อยโปรตีนได้อย่างรวดเร็ว แต่ท าให้กรดอะมิโนบางชนิดถูกท าลาย เช่น  กรดอะมิโน            
ทริพโตเฟนซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่จ าเป็นต่อร่างกาย โดยกระบวนการย่อยด้วยกรด เช่น กรด                 
ไฮโดรคลอริก จะท าในภาวะที่มีอุณหภูมิและความดันสูงจึงควบคุมระดับการย่อยโปรตีนได้ยาก ท า
ให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้หลังจากการย่อยมีคุณภาพต่ า และอาจมีการตกค้างของสารเคมีในผลิตภัณฑ์ 
การย่อยโปรตีนด้วยสารละลายเบส เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ หากย่อยในภาวะที่รุนแรงจะท าให้
เกิดปฏิกิริยา racemization ของกรดอะมิโน  ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของกรดอะมิโน
จาก L-form ไปเป็น D-form ซึ่งร่างกายมนุษย์ไม่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้และท าให้เกิดกลิ่นรส
ที่ไม่ดี นอกจากนี้ยังท าให้เกิดปฏิกิริยา β-elimination ของกรดอะมิโนซีรีน และซิสเตอีน ท าให้เกิด
สารประกอบ dehydroalanine ที่สามารถท าปฏิกิริยากับกรดอะมิโนชนิดอ่ืน ๆ ซึ่งท าให้สูญเสีย
สารอาหารท่ีส าคัญ และยังท าให้เกิดสารประกอบบางชนิดที่ก่อให้เกิดสารพิษในอาหาร  
 2. การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ ท าได้โดยใช้เอนไซม์โปรติเอสเร่งการตัดพันธะเพปไทด์ใน
โมเลกุลของโปรตีนให้เป็นเพปไทด์สายสั้นและกรดอะมิโนอิสระ การย่อยโปรตีนด้วยวิธีนี้มีข้อดี คือ 
เอนไซม์มีความจ าเพาะต่อสารต้ังต้นสูงจึงไม่ต้องใช้เอนไซม์ในปริมาณมาก มีความสามารถย่อย
โปรตีนได้ในภาวะที่ไม่รุนแรง โครงสร้างของกรดอะมิโนจึงไม่ถูกท าลาย และสามารถควบคุมระดับ
การย่อยได้อย่างมีประสิทธิภาพ อย่างไรก็ตามการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์อาจท าให้เกิด
สารประกอบที่มีรสขมได้ เนื่องจากการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนที่มีหมู่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic 
group) เช่น กรดอะมิโนไอโซลิวซีน ฟีนิลอะลานีน ทริปโตเฟน ไทโรซีน และวาลีนในสายเพปไทด์ 
(Kristinsson and Rasco, 2000) 

2.2.1 ระดับการย่อย 
         ระดับการย่อยโปรตีน (degree of hydrolysis, DH) เป็นดัชนีที่ใช้อธิบายปฏิกิริยา

การแยกสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์ ค่าระดับการย่อยสลายโปรตีนสามารถติดตามได้จากหลายวิธี
ขึ้นอยู่กับความสะดวก ความเหมาะสม ความเที่ยงตรงและระดับความละเอียดที่ต้องการ โดย
สามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงของสารได้หลายวิธี เช่น 

         1. การวิ เคราะห์ปริมาณไนโตรเจน เป็นการวิ เคราะห์ปริมาณไนโตรเจนใน              
ไฮโดรไลเสตที่เหลืออยู่หลังจากตกตะกอนโปรตีนด้วย trichloroacetic acid (TCA) การวิเคราะห์
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ท าได้หลายวิธี เช่น วิธีของ Kjeldhal การวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง UV ของเพปไทด์ที่มีหมู่             
อะโรแมติก และการวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 400 - 700 นาโนเมตร  
  2. การวิเคราะห์ free alpha-amino groups เป็นการวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโน
อิสระที่เพิ่มขึ้น โดยการใช้สารเคมี เช่น O-phthaldialdehyde (OPA), Trinitrobenzenesulfonic 
acid (TNBS) และ ninhydrin เป็นต้น ซึ่ งสามารถเกิดปฏิกิริยากับหมู่อะมิ โนแล้วเกิดเป็น
สารประกอบที่มีสี แล้วติดตามจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่นที่เหมาะสม การ
วิเคราะห์ด้วย OPA ซึ่งจะท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนเกิดเป็นสารประกอบที่มีสีที่ติดตามได้จากการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร (Damodaran & Paraf, 1997) ส าหรับการ
วิเคราะห์ด้วย TNBS จะสามารถท าปฏิกิริยากับ primary amino group แล้วเกิดเป็นสารประกอบ
ที่มีสีที่ติดตามจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร (Alder-Nissen, 
1979) และการวิเคราะห์ด้วย ninhydrin เป็นปฏิกิริยาที่ท ากับหมู่อะมิโนแล้วได้สารประกอบที่มีสี 
ติดตามได้จากค่าความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร  
 3. การไตเตรตโปรตอนที่ถูกปลดปล่อยออกมาระหว่างการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
เรียกว่า pH-stat โดยปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นในภาวะที่เป็นกลางหรือเป็นเบสเล็กน้อย การมีหมู่อะมิโน
หลุดออกมาและมีการปลดปล่อยโปรตอน ซึ่งท าให้ pH ของไฮโดรไลเสตลดลง ดังนั้นจึงต้องมีการ
เติมสารละลายเบสอย่างต่อเนื่องเพื่อรักษาระดับของ pH ให้เป็นไปตามต้องการด้วยการใช้                     
โซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือแคลเซียมไฮดรอกไซด์ โดยระดับการย่อยโปรตีนสามารถค านวณจาก
ปริมาณสารละลายเบสที่ใช้ระหว่างท าปฏิกิริยา วิธีการนี้เป็นวิธีที่ง่าย รวดเร็ว และไม่ท าให้โปรตีน
เสียสภาพ แต่ค่าระดบัการย่อยโปรตีนที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้จะเป็นค่าสัมพัทธ์ 

2.2.2. ปัจจัยที่มีผลต่อการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ 
          2.2.2.1 ชนิดและความเข้มข้นของเอนไซม์ 
                        เอนไซม์โปรติเอสจัดอยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส (hydrolase) ท าหน้าที่ เร่ง
ปฏิกิริยาการตัดพันธะเพปไทด์ในโปรตีนด้วยกระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis) เอนไซม์           
โปรติเอสสามารถจ าแนกเป็นกลุ่มต่าง ๆ ขึ้นกับลักษณะการจ าแนก ดังนี้  (1) จ าแนกตาม
แหล่งก าเนิด ได้แก่ เอนไซม์ จากจุลินทรีย์ จากสัตว์และจากพืช (2) จ าแนกตามต าแหน่งการตัด
พันธะเพปไทด์ในโปรตีน ได้แก่ เอกซ์โซเพปทิเดส (exopeptidase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ย่อยพันธะ    
เพปไทด์จากด้านปลายของสายพอลิเพปไทด์ในโปรตีน และเอนโดเพปทิเดส (endopeptidase) 
เป็นเอนไซม์ที่ย่อยพันธะเพปไทด์อย่างอิสระภายในสายพอลิเพปไทด์ในโปรตีนจนกระทั่งได้เป็น
เพปไทด์สายสั้น นอกจากนี้อุตสาหกรรมอาหารยังนิยมใช้เอนไซม์ทางการค้าที่ได้มาจากจุลินทรีย์
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ในการย่อยโปรตีน ซึ่งเอนไซม์แต่ละชนิดมีสมบัติและสภาวะที่เหมาะสมในการแยกสลายโปรตีน
แตกต่างกัน หากภาวะที่ความเข้มข้นของซับสเตรต ค่าพีเอช อุณหภูมิและบัฟเฟอร์ที่ใช้คงที่ เมื่อ
เพิ่มความเข้มข้นของเอนไซม์ให้มากขึ้นจะท าให้อัตราเร็วของปฏิกิริยาเพิ่มขึ้นส่งผลให้ระดับ           
การย่อยโปรตีนเพิ่มขึ้นจนถึงระดับหนึ่งจากนั้นระดับการย่อยโปรตีนจะคงที่ 
 2.2.2.2 ภาวะการย่อย  
               เอนไซม์เป็นโปรตีน การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของระบบจะมีผลต่อประจุที่
เกิดขึ้นบนโครงสร้างของโปรตีนจึงส่งผลกระทบต่อการท างานของเอนไซม์ด้วย เอนไซม์แต่ละชนิด
จึงมีค่าพีเอชที่เหมาะสมส าหรับเร่งปฏิกิริยาให้มีความเร็วสูงสุดต่างกัน นอกจากนี้ อัตราเร็วของ
ปฏิกิริยาที่เร่งด้วยเอนไซม์จะผันแปรตามอุณหภูมิ อุณหภูมิจึงมีผลต่อการท างานและความคงตัว
ของเอนไซม์ หากอุณหภูมิสูงเกินไปจะท าให้โปรตีนเสียสภาพธรรมชาติและท าให้ความสามารถใน
การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์สูญเสียไป เอนไซม์จะสูญเสียแอคทิวิตีมากขึ้นเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงกว่า
ค่าอุณหภูมิที่เหมาะสม นอกจากนี้ระยะเวลาย่อยมีผลต่อการย่อยโปรตีน โดยในช่วงแรกของการ
ย่อยโปรตีน เอนไซม์จะเข้าจับกับโปรตีนอย่างรวดเร็วจึงเกิดปฏิกิริยาการย่อยโปรตีนอย่างรวดเร็ว 
จากนั้นเมื่อใช้เวลาย่อยมากขึ้นความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาจะเริ่มคงที่ (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2557) 
 

Betancur-Ancona และคณะ (2009) ศึกษาการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ทางการค้า             
2 ชนิด (Alcalase® และ/หรือ Flavourzyme®) ต่อสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
โปรตีนไอโซเลทจากถั่วลิม่า โดยการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยการย่อย ด้วยเอนไซม์  
Alcalase® และ/หรือ Flavourzyme® ในภาวะที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์ 25 mg อุณหภูมิ            
50 องศาเซลเซียส pH 8.0 และแปรระยะเวลาย่อยเป็น 5 - 60 นาที พบว่าการย่อยด้วยเอนไซม์ 
Alcalase® ในภาวะที่ใช้ระยะเวลาย่อย 5 หรือ 15 นาที ท าให้ไฮโดรไลเสตมีระดับการย่อยสูงกว่า
การย่อยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® และการย่อยด้วยเอนไซม์ Alcalase® ท าให้ไฮโดรไลเสตมี
ปริมาณเพปไทด์และสมบัติเชิงหน้าที่ด้านการละลายที่ดีกว่า ในขณะที่การย่อยด้วยเอนไซม์ 
Flavourzyme® ท าให้ไฮโดรไลเสตมีสมบัติเชิงหน้าที่ด้านการเกิดโฟมที่ดีกว่าการย่อยด้วยเอนไซม์ 
Alcalase® 

Cumby และคณะ (2008) ศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันและความสามารถในการ          
อุ้มน้ าของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเมล็ดคาโนลาที่ย่อยด้วยโปรติเอสทางการค้าสองชนิด พบว่า
โปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีการย่อยด้วยเอนไซม์  Flavourzyme® มีฤทธิ์ ต้านออกซิ เดชัน และ
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ความสามารถในการอุ้มน้ าในระบบจ าลองเนื้อสัตว์ได้สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์ Alcalase® หรือย่อยด้วยเอนไซม์ผสมระหว่าง Flavourzyme® และ Alcalase® (p < 0.05) 

Evangelho และคณะ (2016) ศึกษาความสามารถในการต้านออกซิเดชันของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วด า (Phaseolus vulgaris L.) ที่มีเตรียมจากการย่อยด้วยเอนไซม์  
pepsin® และ Alcalase®  ในภาวะที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์ 1:20 (w:w) เป็นเวลา 120 นาที 
พบว่าการย่อยด้วยเอนไซม์ Alcalase® ท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วด ามีความสามารถในการ
ยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ ได้สูงกว่าการย่อยด้วยเอนไซม์ pepsin ในขณะที่การย่อยด้วย pepsin® 
ท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วด ามีความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ได้สูงกว่าการ
ย่อยด้วย Alcalase® อย่างไรก็ตามการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ทั้งสองชนิดท าให้ผลิตภัณฑ์โปรตีน
ไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันมากกว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อย 

Sangsukiam และ Duangmal (2017) ศึกษาระดับการย่อย ปริมาณหมู่อะมิโน
อิสระและการปลดปล่อยสารประกอบฟีนอลิกของไฮโดรไลเสตจากถั่วเขียวและถั่วอะซูกิเพาะงอก 
โดยผลิตไฮโดรไลเสตด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® ที่มีการแปรปริมาณความเข้มข้น
ของเอนไซม์เป็น 3, 5 และ 7 %(w/v) จากการศึกษาพบว่าไฮโดรไลเสตจากจากถั่วเขียวเพาะงอกมี
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระและระดับการย่อยสูงกว่าไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิเพาะงอก ในขณะที่
ไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิเพาะงอกมีปริมาณการปลดปล่อยสารประกอบฟีนอลิกสูงกว่า เมื่อ
เปรียบเทียบกับไฮโดรไลเสต จากจากถั่วเขียวและถั่วอะซูกิไม่เพาะงอก โดยไฮโดรไลเสตจาก
ถั่วอะซูกิและถั่วเขียวเพาะงอกมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระและปริมาณการปลดปล่อยสารประกอบ  
ฟีนอลิกสูงสุดเมื่อมีภาวะการย่อยด้วยเอนไซม์ที่มีความเข้มข้น 7 %(w/v) เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

Klompong และคณะ (2007) ศึกษาระดับการย่อยโปรตีนต่อความสามารถในการ
ต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลาข้างเหลือง (Selaroides leptolepis) ที่เตรียมจาก
การย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสทางการค้า 2 ชนิด ได้แก่ Alcalase® และ Flavourzyme® พบว่า
โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ทั้งสองชนิดมีความสามารถในการการคีเลตโลหะ 
(Metal-chelating) เพิ่มขึ้นเมื่อมีระดับการย่อยเพิ่มขึ้น เมื่อพิจารณาการย่อยในภาวะที่มีระดับการ
ย่อยเดียวกัน พบว่าการย่อยด้วย Flavourzyme® ท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการ 
คีเลตโลหะสูงกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ย่อยด้วย  Alcalase® และการย่อยในภาวะที่มีระดับการ
ย่อย 25% โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้จากการย่อยด้วย Flavourzyme® มีความสามารถในการรีดิวซ์ 
อนุมูลอิสระ (reducing power) ได้สูงกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ย่อยด้วยเอนไซม์ Alcalase®  
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Li และคณะ (2007) พบว่าไฮโดรไลเสตจากคอลลาเจนหนังหมูที่มีการย่อยด้วย

เอนไซม์โปรติเอสจาก bovine pancreas ผสมกับเอนไซม์โปรติเอสจาก  Streptomyces และ
เอนไซม์ โปร ติ เอสจาก  Bacillus polymyxa ในภาวะที่ มี ร ะ ดับการย่ อย  55.32% มี ฤทธิ์                         
ต้ านออกซิ เดชั นที่ วิ เ ค ราะห์  DPPH radical scavenging activity (87.18% DPPH radical 
scavenging activity) และวิธี  Iron chelating (37.4%) สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่มีการย่อยด้วย
เอนไซม์โปรติเอส จาก bovine pancreas ในภาวะที่มีระดับการย่อย 21.55% ซึ่งมีค่าฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity และ Iron chelating 27.01% และ 
16.5% ตามล าดับ   

 Sritongtae และคณะ (2017) ศึกษาภาวะการย่อยโปรตีนต่อการปลดปล่อยปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกและฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตจากถั่วนิ้วนางแดงเพาะงอก              
การผลิตไฮโดรไลเสตท าด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® ในภาวะที่ความเข้มข้นของ
เอนไซม์ 5 %(w/v) อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และมีการแปรระยะเวลาย่อยเป็น 0 - 24 ชั่วโมง 
การเพิ่มระยะเวลาย่อยโปรตีนมีผลท าให้ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระในไฮโดรไลเสตจากถ่ัวนิ้วนางแดง
ที่ผ่านการเพาะงอกและไม่ผ่านการเพาะงอกเพิ่มขึ้น (p < 0.05) การมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่
เพิ่มขึ้นแสดงได้ถึงปริมาณการแตกออกของพันธะเพปไทด์ในโปรตีนมากขึ้น ซึ่งบ่งชี้ได้จากการมีค่า
ระดับการย่อยที่เพิ่มสูงขึ้น การเพิ่มระยะเวลาย่อยยังท าให้ปริมาณการปลดปล่อยสารประกอบ           
ฟีนอลิกในไฮโดรไลเสต จากถั่วที่ผ่านการเพาะงอกและไม่ผ่านการเพาะงอกเพิ่มสูงขึ้น นอกจากนี้
การผลิตในภาวะที่ใช้ระยะเวลาย่อยเพิ่มขึ้นเป็น 24 ชั่วโมง ท าให้ไฮโดรไลเสตจากถั่วที่ผ่านการ
เพาะงอกมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity 
และ FRAP สูงกว่าไฮโดรไลเสต จากถั่วที่ไม่ผ่านการเพาะงอก 1.51 และ 2.04 เท่า ตามล าดับ 
เนื่องมาจากไฮโดรไลเสตจากถั่วที่ผ่านการเพาะงอกมีปริมาณการปลดปล่อยสารประกอบฟีนอลิก
และมีปริมาณหมู่อะมิโนสูงกว่าไฮโดรไลเสตจากถ่ัวที่ไม่ผ่านการเพาะงอก 

Wani และคณะ (2015) รายงานว่าการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนไอโซเลท
จากถั่วด าที่ย่อยด้วยเอนไซม์ papain จากยางมะละกอ ในภาวะที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์            
0.01 กรัม/10 กรัมโปรตีนไอโซเลท pH 8.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าให้
สมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ การเกิดโฟม และความสามารถในการดูดซับน้ าและน้ ามันดีว่าโปรตีน
ไอโซเลทจากถั่วด าที่ไม่ผ่านการย่อย โดยการย่อยในภาวะที่ท าให้มีระดับการย่อยอยู่ในช่วง 3.7 - 
4.1% ท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตมีสมบัติเชิงหน้าที่ด้านการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ การดูดซับน้ าและ
น้ ามัน และการเกิดโฟมดีกว่าการย่อยในภาวะที่มีระดับการย่อยอยู่ในช่วง 6.7 - 8.6%  
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 Yust Mdel และคณะ (2012) รายงานว่าการย่อยโปรตีนไอโซเลทจากถั่วลูกไก่ด้วย

การใช้เอนไซม์ Alcalase® ความเข้มข้น 50 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามด้วย Flavourzyme® 
ความเข้มข้น 50 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตมีระดับการย่อย 70% 
ส่งผลให้โปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์           β-carotene 
bleaching, reducing power และ DPPH radical scavenging activity สูงกว่าโปรตีนไอโซเลทที่
ไม่ผ่านการย่อย 

การศึกษาภาวะการย่อยที่เหมาะสมนั้นท าได้หลายวิธี วิธีการของพื้นที่ตอบสนอง 
(Response Surface Methodology) เป็นหนึ่งในวิธีที่สามารถน ามาใช้ในการหาระดับของ
ภาวะการย่อยที่เหมาะสมส าหรับการผลิตผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตให้มีค่าระดับการย่อยที่เหมาะสม
กับการน าไปประยุกต์ใช้ ซึ่งวิธีการนี้เป็นเครื่องมือทางคณิตศาสตร์ที่ใช้ในการอธิบายการวิเคราะห์
ทางสถิติในรูปแบบการออกแบบพื้นที่การตอบสนองรวมทั้งได้ใช้วิธีการของพื้นที่การตอบสนอง  
เพื่อค้นหาระดับที่เหมาะสมของตัวแปรหลายตัวที่ศึกษาร่วมกัน  

  del Mar Contreras และคณะ (2011) ผลิตไฮโดรไลเสตจากเวย์โปรตีนเข้มข้นที่มี          
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน โดยศึกษาภาวะการย่อยด้วยเอนไซม์ thermolysin ที่เหมาะสมด้วยวิธีพื้นผิว
ตอบสนองที่มีการออกแบบการทดลองแบบส่วนผสมกลาง โดยก าหนดตัวแปรที่ ใช้ในการศึกษา 
ได้แก่ อัตราส่วนระหว่างเอนไซม์และสับสเตรท 0 - 0.1250 (w/w) อุณหภูมิ 22.3 - 94.7 องศา
เซลเซียส และระยะเวลาการย่อย 2.5 - 24.4 ชั่วโมง ต่อตัวแปรตอบสนอง (ความสามารถในการ
ก าจัดอนุมูลอิสระที่วิเคราะห์ ORAC) พบว่าไฮโดรไลเสตที่ย่อยด้วยเอนไซม์ thermolysin ในภาวะ
ที่มีอัตราส่วนระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรท 0.10 (w/w) อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา           
8 ชั่วโมง เป็นภาวะที่ท าให้ไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ (2.57 ไมโครโมล 
Trolox ต่อมิลลิกรัมโปรตีนไฮโดรไลเสต) ได้สูงสุด 

Sonklin และคณะ (2011) ศึกษาระยะเวลาย่อยโปรตีนที่เหมาะสมด้วยวิธีพื้นผิว
ตอบสนองในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกากถ่ัวเขียว โดยการย่อยด้วยเอนไซม์ Bromelain® ท่ี
แปรความเข้มข้นของเอนไซม์  0, 2, 6, 10, 14 และ 18 %(w/w) และระยะเวลาย่อย  0.5, 3, 6, 
12 และ 24 ชั่วโมง พบว่าภาวะการย่อยที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์ 18 %(w/w) เป็นเวลา                     
3 ชั่วโมง เป็นภาวะการย่อยที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกากถั่วเขียวให้มีค่า
ระดับการย่อยและร้อยละการผลิตดีที่สุด 

Tavares และคณะ (2011) ศึกษาความเหมาะสมของภาวะการย่อยโปรตีนในการ
ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนเข้มข้นจากเวย์สามชนิด (bovine whey protein concentrate 
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(WPC), alpha-latalbumin (alpha-la) แ ล ะ  caseinomacropeptide (CMP))  ที่ มี ฤ ท ธิ์ ต้ า น
ออกซิเดชันด้วยการใช้วิธีพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการทดลองแบบส่วนผสมกลาง 
การศึกษาภาวะย่อยด้วยเอนไซม์ cardosins ที่มีการแปรความเข้มข้นของเอนไซม์ (1.6, 3.0, 6.5, 
10.0 และ 11.5 %(v/v)) และระยะเวลาย่อย (0, 1, 3.5, 6 และ 7 ชั่วโมง) ต่อระดับการย่อยโปรตีน
และฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน พบว่าการผลิตในภาวะย่อยที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์ 1.6 %(v/v) 
ระยะเวลาย่อย 7 ชั่วโมง เป็นภาวะการย่อยที่เหมาะสมที่ท าให้ไฮโดรไลเสตจาก WPC และ alpha-
la มีระดับการย่อยสูงสุด 18 และ 9% ตามล าดับ และมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่
วิเคราะห์ ORAC 0.96 และ 1.12 ไมโครโมล Trolox ต่อมิลลิกรัมโปรตีนไฮโดรไลเสต ตามล าดับ 

Zhidong และคณะ (2013) ศึกษาความเหมาะสมของภาวะการย่อยโปรตีนในการ
ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนไอโซเลทจากเวย์ที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยการใช้วิธีพื้นผิว
ตอบสนองและออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken จากผลการศึกษาภาวะการย่อยโปรตีน
ด้วยเอนไซม์ papain ในภาวะที่มีการแปรปริมาณความเข้มข้นของเอนไซม์ 1 - 3 %(w/w) อุณหภูมิ 
35 - 55 องศาเซลเซียส และระยะเวลาย่อย 2 - 6 ชั่วโมง พบว่าสมการที่ใช้ในการท านายภาวะการ
ย่อยมีค่า p-value ของ Lack of fit 0.3947 และมีค่า r2 0.9542 เมื่อน ามาท านายภาวะการผลิต
ไฮโดรไล เสต พบว่ าภาวะที่ มี ความ เข้มข้นของ เอนไซม์  2.22 %(w/w) อุณหภูมิ  45.70                       
องศาเซลเซียส และระยะเวลาย่อย 3.60 ชั่วโมง เป็นภาวะการย่อยโปรตีนที่เหมาะสมที่ท าให้
ไฮโดรไลเสตมีความสามารถต้าน DPPH radical scavenging activity และ FRAP 31.36%  
 
2.3 การอบแห้ง 

การอบแห้ง (Drying) เป็นกระบวนการแปรสภาพของเหลว ของเหลวกึ่งแข็งหรือแม้กระทั่ง
ของแข็งให้กลายเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายในรูปของของแข็งที่มีความชื้นต่ าด้วยการระเหยน้ าหรือ           
ตัวท าละลายส่วนหนึ่งหรือทั้งหมดออกไปจากวัสดุด้วยการให้ความร้อน วัตถุประสงค์หลักของการ
อบแห้ง คือ การยืดอายุการเก็บรักษา  ซึ่งเป็นผลมาจากการลดความชื้น (น้ า) ในผลิตภัณฑ์ที่ท าให้
จุลินทรีย์ที่ท าให้ผลิตภัณฑ์เน่าเสียไม่สามารถเจริญได้ และลดอัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีต่าง ๆ  ใน
ผลิตภัณฑ์ เช่น ปฏิกิริยาออกซิเดชัน นอกจากนี้ยังลดน้ าหนักและปริมาณของอาหารท าให้ลด
ค่าใช้จ่ายในการขนส่งและการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ ในขณะการอบแห้ง กลไลการเคลื่อนที่ของน้ า
มายังผิวหน้าของวัสดุอาหารจะเกิดขึ้นเมื่อมีอากาศหรือลมร้อนพัดผ่านผิวหน้าอาหารที่เปียก 
ความร้อนจะถูกถ่ายเทไปยังผิวหน้าของอาหาร น้ าในอาหารจะระเหยออกมาด้วยความร้อนแฝง
ของการเกิดไอ ไอน้ าจึงแพร่ผ่านฟิล์มอากาศและถูกพัดพาไปโดยลมร้อน ส่งผลให้เกิดความ
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แตกต่างของความดันไอที่ผิวหน้าและความดันไอด้านในของอาหาร อาหารชั้นด้านในจะมีความ
ดันไอสูงและลดต่ าลงเมื่อชั้นอาหารเข้าใกล้อากาศแห้ง ความแตกต่างนี้ท าให้เกิดแรงดันเพื่อไล่น้ า
ออกจากอาหาร การเคลื่อนที่ของความชื้นในอาหารอาจเกิดชึ้นได้หลายกลไก เช่น กลไกการแพร่
ของของเหลว และ การแพร่ของไอ โครงสร้างของวัสดุอาหารที่น ามาท าแห้งย่อมเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไปกับเวลาที่ใช้ในการท าแห้ง และการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างนี้อาจส่งผลต่อกลไกการ
เคลื่อนที่ของความชื้นในวัสดุอาหารด้วย กลไกการเคลื่อนที่ของความชื้นในวัสดุอาหารในระหว่าง
การท าแห้งไม่ได้มีผลมาจากกระบวนการท าแห้งเพียงอย่างเดียว ยังมีปัจจัยอ่ืนที่มีผลเช่นกัน เช่น 
วิธีในการท าแห้ง โดยทั่วไปวิธีการท าแห้งที่นิยมใช้กับผลิตภัณฑ์อาหารเหลวหรืออาหารเหลวกึ่ง
แข็ ง  ไ ด้แก่  การท าแห้ง ด้วยลมร้อนแบบถาด การท าแห้ง ด้วยลมร้อนแบบโฟม -แมต 
(Auisakchaiyoung and Rojanakorn 2015; Gupta and Alam 2014; Sritongtae et al., 2017; 
Thuwapanichayanan et al., 2008) การท าแห้งด้วยสุญญากาศ (Naknaen et al., 2016) และ
การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Caparino et al., 2012) 

 2.3.1 จลนพลศาสตร์การอบแห้ง  
                  การศึกษาพฤติกรรมการอบแห้งของวัสดุใดวัสดุหนึ่งมักน าเสนอผลการศึกษาในรูป
ของจลนพลศาสตร์การอบแห้ง (drying kinetics) ซึ่งหมายถึง ข้อมูลการเปลี่ยนแปลงค่าความชื้น 
ของวัสดุเมื่อเทียบกับเวลา ทั้งนี้หากพิจารณาการอบแห้งที่สภาวะใดสภาวะหนึ่ง (อุณหภูมิ 
ความชื้นสัมพัทธ์และความเร็วของตัวกลางการอบแห้งที่สัมผัสกับวัสดุคงที่) จะพบว่าในช่วงแรก
ของการอบแห้ง ความชื้นที่บริเวณผิวหน้าอาหาร (อาจระบุค่าได้ทั้งในฐานเปียกและฐานแห้ง 
อย่างไรก็ตามในทางการค้านิยมใช้ความชื้นฐานเปียกมากกว่าฐานแห้ง เนื่องจากค านวณค่าได้
สะดวกและรวดเร็ว ในขณะที่ความชื้นฐานแห้งเหมาะส าหรับการค านวณและการออกแบบ
มากกว่า เนื่องจากค่าฐานของความชื้นมีค่าคงที่ตลอดช่วงการอบแห้ง) จะระเหยออกไปอย่าง
รวดเร็วด้วยอัตราคงที่ และน้ าที่อยู่ภายในอาหารจะเคลื่อนที่ขึ้นมาทดแทนที่ผิวหน้าอาหารเมื่อเวลา
ที่ใช้ในการอบแห้งเพิ่มมากขึ้น (ช่วง AB ภาพที่ 2.2) หลังจากช่วงแรกของการท าแห้งผ่านไป อัตรา
การลดความชื้นจะค่อยๆ ลดลง เมื่อใช้เวลาในการท าแห้งนานขึ้น (ช่วง BC) จนกระทั่งความชื้น
ของวัสดุไม่เปลี่ยนแปลงหรือกระบวนการอบแห้งถึงจุดสิ้นสุด (จุด D) ที่ค่าความชื้นสมดุลที่สภาวะ
การอบแห้งนั้น ๆ ทั้งนี้วัสดุที่แตกต่างกันย่อมมีค่าความชื้นสมดุลที่แตกต่างกัน ถึงแม้ว่าวัสดุนั้นจะ
เป็นชนิดเดียวกันก็ตาม เนื่องจากค่าความชื้นจะเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะการท าแห้ง ข้อมูล
จลนพลศาสตร์การอบแห้งจึงมีความส าคัญท าให้สามารถระบุเวลาที่ใช้ในการอบแห้งอาหารให้ได้
ความชื้นตามที่ต้องการอันจะน าไปสู่ความสามารถในการออกแบบกระบวนการอบแห้งที่เหมาะสม 
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เมื่อน าข้อมูลการเปลี่ยนแปลงค่าความชื้นกับเวลามาค านวณอัตราการอบแห้ง (drying rate) และ
แสดงความสัมพันธ์กับค่าปริมาณความชื้นซึ่ง เรียกว่า กราฟอัตราการอบแห้ง (drying rate curve) 
ดังภาพที่ 2.3   

 

ภาพที่ 2.2 กราฟการอบแห้ง  
ที่มา: สักกมน เทพหัสดิน ณ อยุธยา (2555) 

 

ภาพที่ 2.3 กราฟอัตราการอบแห้ง 
ที่มา: สักกมน เทพหัสดิน ณ อยุธยา (2555) 
 
  กราฟอัตราการอบแห้งแบ่งออกเป็น 2 ช่วงหลัก ๆ คือ ช่วงอัตราการอบแห้งคงที่ 
(ช่วง AB) และช่วงอัตราการอบแห้งลดลง (ช่วง BC) ช่วงอัตราการอบแห้งคงที่เป็นช่วงที่ผิวของ
วัสดุมีน้ าหล่อเลี้ยงอยู่ตลอดเวลาจึงท าให้อัตราการระเหยน้ าจากผิววัสดุขึ้นอยู่กับความต้านทานใน
การถ่ายเทความร้อนและมวลสารภายนอกวัสดุ เมื่อความชื้นของวัสดุลดลงจนถึงค่าความชื้น
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วิกฤติ (critical moisture content) ผิวของวัสดุจะเริ่มไม่มีชั้นฟิล์มของน้ าหล่อเลี้ยงอยู่มากพอที่จะ
ท าให้เกิดการระเหยของน้ าด้วยอัตราที่เท่ากับอัตราการระเหยของน้ าในช่วงอัตราการอบแห้งคงที่ 
ประกอบกับระยะทางที่น้ าต้องเคลื่อนที่จากภายในมายังผิววัสดุมีค่าเพิ่มขึ้นท าให้น้ าเคลื่อนที่มาที่
ผิววัสดุไม่ทันต่อการระเหย อัตราการอบแห้งในช่วงนี้มีค่าลดลง จึงเรียกช่วงการอบแห้งช่วงนี้ว่า
ช่วงอัตราการอบแห้งลดลง กระบวนการอบแห้งในช่วงนี้จึงขึ้นอยู่กับสภาวะในการอบแห้งและชนิด
ของวัสดุที่น ามาอบแห้งและแตกต่างจากการอบแห้งในช่วงอัตราการอบแห้งคงที่ซึ่งกระบวนการ
อบแห้งขึ้นอยู่กับสภาวะการอบแห้งเป็นส่วนใหญ่ ท้ายที่สุดความชื้นของวัสดุก็จะลดลงจนกระทั่ง
เข้าสู่สภาวะสมดุล (สักกมน เทพหัสดิน ณ อยุธยา, 2555) 
 

 Kadam และคณะ (2012) ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการท าให้เกิดโฟมที่คงตัวและ
อุณหภูมิในการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตต่อคุณภาพทางเคมีของมะเขือเทศผง ผลการแปร
ชนิดและปริมาณของสารช่วยท าให้เกิดโฟม (CMC 0.25 - 1.00% ไข่ขาว 0.5 - 2.0% และนม 3 - 
9%) ในขั้นตอนการท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งแบบโฟม-แมตที่มีการแปรอุณหภูมิในการ             
ท าแห้ง 65, 75 และ 85 องศาเซลเซียส ต่อปริมาณไลโคปีนและกรดแอสคอร์บิกของมะเขือเทศผง 
พบว่ากระบวนการท าให้เกิดโฟมโดยการใช้  CMC 1% แล้วน าไปท าแห้งที่อุณหภูมิ 85 องศา
เซลเซียส เป็นภาวะที่เหมาะสมในการผลิตมะเขือเทศผงที่ท าให้มีปริ มาณไลโคปีนและกรด
แอสคอร์บิกสูงกว่าชุดการทดลองอื่นๆ (p < 0.05) 

 Naveen Kumar และคณะ  (2016) ศึกษาการเปรียบเทียบจลนพลศาสตร์ของ                 
มะเขือเทศที่ผ่านการตีโฟม (foam pulp) และไม่ผ่านการตีโฟม (tomato pulp) ก่อนน าไปท าแห้ง
แบบถาด โดยน ามะเขือเทศมาต้มในน้ าเดือดและปอกเปลือกก่อนที่จะน าไปปั่นละเอียด แล้วน ามา
ขึ้นโฟมโดยใช้สารอัลบูมิน 4.5% ร่วมกับการตีโฟมเป็นเวลา 4.5 นาที หลังจากนั้นน าไปอบแห้งที่
อุณหภูมิ 60 และ 80 องศาเซลเซียส ผลการศึกษาจลนพลศาสตร์ของมะเขือเทศที่ไม่ผ่านการตีโฟม
และผ่านการตีโฟม พบว่าอัตราส่วนความชื้นลดลงเมื่อระยะเวลาท าแห้งเพิ่มขึ้น โดยการท าแห้ง
มะเขือเทศที่มีกระบวนการขึ้นโฟมก่อนจะใช้ระยะเวลาท าแห้งสั้นกว่าการท าแห้งที่ไม่มีกระบวนการ
ขึ้นโฟม ในขณะที่การท าแห้งที่ไม่มีกระบวนการขึ้นโฟมก่อนจะท าให้มะเขือเทศมีอัตราการอบแห้ง
สูงกว่าการท าแห้งที่มีกระบวนการขึ้นโฟมก่อน เมื่อน าข้อมูลมาสร้างแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ 
Newton, Page, Henderson and Pabis, Logarithmic, Two term, Midilli แ ล ะ  Diffusion 
approach  พบว่าสมการของแบบจ าลอง Midilli มีค่า r สูงสุด และมีค่า RMSE และ chi-square 
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ต่ าสุด โดยสมการนี้สามารถอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนความชื้นกับระยะเวลาท าแห้ง
ของมะเขือเทศได้ดีที่สุดของการท าแห้งทั้งสองอุณหภูมิ 

 Rajkumar และคณะ (2007) ศึกษาภาวะที่เหมาะสมของการท าให้เกิดโฟมและ
คุณลักษณะการอบแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตของมะม่วงพันธุ์ alphoso โดยน าเนื้อมะม่วงสุก
มาปั่นละเอียด (mango pulp) แล้วน ามาขึ้นโฟมโดยการแปรชนิดและปริมาณของสารช่วยท าให้
เกิดโฟม ได้แก่ โปรตีนถั่วเหลือง 0.25 - 1.5% glycerol mono stearate 0.5 - 3.0% และอัลบูมิน 
2.5 - 15% ร่วมกับการใช้เมทิลเซลลูโลส 0.5% หลังจากนั้นเทลงบนถาดสแตนเลสที่มีการแปร
ความสูงของตัวอย่างภายในถาดอบเป็น 1, 2 และ 3 มิลลิเมตร ก่อนน าไปท าแห้งด้วยลมร้อนที่มี
การแปรอุณหภูมิการท าแห้งเป็น 60, 65, 70 และ 75 องศาเซลเซียส โดยภาวะการขึ้นโฟมของ 
mango pulp ที่มีการใช้อัลบูมิน 10% ร่วมกับเมทิลเซลลูโลส 0.5% และมีความสูงของตัวอย่าง
ภายในถาดอบ 1 มิลลิเมตร เป็นภาวะที่เหมาะสมในการขึ้นโฟมที่คงตัว เมื่อพิจารณาคุณลักษณะ
การอบแห้ง พบว่า mango pulp ที่ท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปแห้งที่อุณหภูมิต่าง ๆ ใช้ระยะเวลาการ
อบแห้งสั้นกว่ามะม่วงพัลพ์ที่ไม่ท าให้เกิดโฟม (ตัวอย่างควบคุม) โดย mango pulp ที่มีกระบวการ
ขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยลมร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นภาวะการอบแห้งที่สามารถ
รักษาปริมาณเบต้าแคโรทีนและกรดแอสคอบิกไว้ได้มากที่สุด  

 Sritongtae และคณะ  (2017) ศึกษาผลของอุณหภูมิ ต่อจลนพลศาสตร์และ
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์การอบแห้งแบบโฟม-แมตของไฮโดรไลเสตจากถั่วนิ้วนางแดงเพาะ
งอก โดยแปรอุณหภูมิการอบแห้งเป็น 60 และ 70 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิมีผลอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05) ต่อระยะเวลาการอบแห้ง โดยการเพิ่มอุณหภูมิการอบแห้งท าให้ระยะเวลา
การอบแห้งลดลง ในขณะเดียวกันการอบแห้งไฮโดรไลเสตที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส มีอัตรา
การอบแห้งสูงกว่าการอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เมื่อน าข้อมูลมาสร้างสมการของ
แบบจ าลอง Newton , Page, Henderson and Pabis, logarithmic, Midilli, two term, modified 
Henderson and Pabis, Wang and Singh และ Weibull distribution  พบว่าสมการของ Page, 
Midilli และ Weibull distribution มีความเหมาะสมในการท านายลักษณะการท าแห้งแบบโฟม- 
แมตของไฮโดรไลเสตจากถั่วนิ้วนางแดงที่ผ่านการเพาะงอกและไม่ผ่านการเพาะงอกเพื่อให้
ผลิตภัณฑ์มีปริมาณความชื้นตามที่ต้องการ 
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 อย่างไรก็ตามการท าแห้งเป็นกระบวนการที่ซับซ้อน เนื่องจากมีการเปลี่ยนแปลง

ของกระบวนการถ่ายเทความร้อนและมวลสารไปกับเวลาที่ใช้ในการอบแห้ง ส่งผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงที่มีผลกระทบต่อคุณภาพของอาหารดังนี้  

1. การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ ได้แก่ 
  การหดตัว การเสียน้ าท าให้เซลล์อาหารหดตัวจากผิวนอก ส่วนที่แข็งจะคงสภาพได้
ส่วนที่อ่อนกว่าจะเว้าลงไป อาหารท่ีมีน้ ามากจะหดตัวบิดเบี้ยวมาก 
 การเปลี่ยนสี อาหารท่ีผ่านการท าแห้งจะมีสีเข้มขึ้น เนื่องจากความร้อนหรือปฏิกิริยา
เคมีการเกิดสีน้ าตาล อุณหภูมิและช่วงเวลาที่อาหารมีความชื้น 10 - 20% มีผลต่อความเข้มของสี  
 การเกิดชั้นแข็งขึ้นบนผิว (casehardened skin) อาหารท่ีมีน้ าตาลหรือเกลือที่ความ
เข้มข้นสูงเป็นองค์ประกอบ อัตราการอบแห้งในช่วงแรกของกระบวนการจะเป็นการอบแห้งคงที่
ตามปกติ อย่างไรก็ตามเมื่อเริ่มเกิดมีชั้นแข็งขึ้นบนผิวของอาหาร น้ าจะไม่สามารถเคลื่อนที่ออก
จากภายในอาหารได้ อัตราการอบแห้งจึงลดลงอย่างรวดเร็ว ความดันภายในอาหารจะมีค่าเพิ่ม
สูงขึ้นจนกระทั่งผิวของวัสดุไม่สามารถรับแรงดันที่เกิดขึ้นได้และเกิดเป็นรอยแตก น้ าที่อยู่ภายใน
อาหารจึงเคลื่อนที่ออกมาได้อย่างรวดเร็ว ส่งผลให้อัตราการอบแห้งเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วและค่อย ๆ 
ลดลงเมื่อเข้าสู่สภาวะสมดุล 
 การเสียความสามารถในการคืนสภาพ อาหารแห้งบางชนิดต้องน ามาคืนสภาพแต่
การคืนสภาพโดยการเติมน้ าจะได้ไม่เหมือนเดิม เพราะเซลล์อาหารเสียความยืดหยุ่นของผนังเซลล์ 
และสตาร์ชและโปรตีนเสียความสามารถในการดูดน้ า  

2. การเปลี่ยนแปลงทางเคมีหรือทางชีวเคมี ซึ่งอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงทั้งเป็นที่
ต้องการและไม่เป็นที่ต้องการ ในกรณีของอาหารและวัสดุชีวภาพ การมีสภาวะในการอบแห้งที่
แตกต่างกันเพียงเล็กน้อยอาจท าให้ผลิตภัณฑ์มีคุณลักษณะหรือฤทธิ์ทางชีวภาพที่เป็นที่ต้องการ
หรือไม่เป็นท่ีต้องการเลยก็ได้  

 2.3.2 ชนิดของเครื่องอบแห้ง 
เครื่องอบแห้งจ าแนกออกเป็น 2 แบบ ตามวิธีการให้ความร้อนกับวัสดุ ได้แก่  
1. เครื่องอบแห้งแบบให้ความร้อนโดยตรง (direct dryers) หรือเครื่องอบแห้งแบบ

พาความร้อน (convective dryers) วัสดุจะได้รับความร้อนโดยตรงจากตัวกลางการอบแห้งที่
เคลื่อนที่ผ่านวัสดุที่ต้องการอบแห้ง โดยเครื่องอบแห้งชนิดนี้เป็นที่นิยมใช้มากที่สุดในอุตสาหกรรม 
ตัวอย่างเครื่องอบแห้งประเภทนี้ ได้แก่ 
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เครื่องอบแห้งแบบถาด เครื่องอบแห้งแบบนี้อาจมีลักษณะเป็นตู้ซึ่งภายในจัดเรียง

เป็นชั้นส าหรับใส่ถาดบรรจุวัสดุที่ต้องการอบแห้ง หรืออาจเป็นห้องอบแห้งที่สามารถเข็นรถเข็นซึ่ง
วางเรียงถาดใส่วัสดุเข้าไปได้ภายในห้องอบจะมีการติดต้ังพัดลมเพื่อหมุนเวียนอากาศร้อน เพื่อให้
วัสดุได้รับความร้อนอย่างทั่วถึง จุดเด่นของเครื่องอบแห้งแบบนี้ คือ ความสามารถในการอบแห้ง
วัสดุได้หลากหลาย สามารถอบแห้งวัสดุที่มีรูปร่าง ขนาด หรือพฤติกรรมการอบแห้งที่แตกต่างกัน
ได้มาก เนื่องจากไม่มีข้อจ ากัดในแง่ของเวลาที่ต้องใช้ในระหว่างการอบแห้ง สามารถปรับเปลี่ยน
สภาวะการท างานได้ง่ายและวัสดุไม่ต้องมีการเคลื่อนที่ในขณะท าการอบแห้ง อย่างไรก็ตาม
เครื่องอบแห้งแบบถาดก็มีข้อเสียในแง่ของเวลาที่ต้องใช้ในการล าเลียงวัสดุเข้าและออกจากเครื่อง
อบแห้ง และการอบแห้งด้วยเครื่องประเภทนี้จะต้องอบแห้งแบบเป็นกะเท่านั้น  

2. เครื่องอบแห้งแบบให้ความร้อนโดยอ้อม ( indirect dryers) หรือเครื่องอบแห้ง
แบบน าความร้อน (conductive dryers) เป็นเครื่องอบแห้งที่อาศัยหลักการของการน าความร้อน
ในการถ่ายเทความร้อนจากตัวกลางการให้ความร้อนไปยังวัสดุ โดยที่ตัวกลางการให้ความร้อน
และวัสดุไม่ได้สัมผัสกันโดยตรง จึงเป็นการให้ความร้อนโดยทางอ้อมผ่านผนังซึ่งกั้นระหว่าง
ตัวกลางการให้ความร้อน โดยทั่วไปมักอาศัยสุญญากาศในการดึงเอาความชื้นที่ระเหยจากวัสดุ
ออกไปจากห้องอบแห้ง ตัวอย่างเครื่องอบแห้งประเภทนี้ ได้แก่ 

เครื่องอบแห้งแบบสุญญากาศ (vacuum dryers) เป็นเครื่องอบแห้งที่มีการใช้งาน
กันอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมส าหรับการอบแห้งวัสดุที่อาจเสื่อมสภาพได้ง่ายที่อุณหภูมิสูง 
และอาจไม่ต้องการการอบแห้งที่อุณหภูมิต่ ามาก วิธีนี้จึงเหมาะส าหรับอาหารที่ไวต่อความร้อน 
เนื่องจากสามารถอบแห้งได้อย่างรวดเร็ว เกิดความเสียหายเนื่องจากความร้อนต่ า เครื่องอบแห้ง
ประเภทนี้ใช้เงินลงทุนและค่าใช้จ่ายในการด าเนินการค่อนข้างสูงและมีอัตราการผลิตต่ า  

 
Elavarasan และคณะ (2016) ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลาน้ าจืด (Cirrhinus 

mrigala) โดยการย่อยด้วยเอนไซม์ papain แล้วน ามาท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ เพื่อ ศึกษาการ
เปรียบเทียบวิธีการท าแห้งแบบลมร้อนและแบบแช่เยือกแข็งต่อสมบัติและฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลาน้ าจืด การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งท าให้ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
ปลาน้ าจืดมีปริมาณการเกิดสีน้ าตาล (browning intensity) ที่วัดจากการดูดกลืนแสงที่ความ         
ยาวคลื่น 420 นาโนเมตร ต่ ากว่าการท าแห้งแบบลมร้อน เนื่องจากโปรตีนไฮโดรไลเสตเกิดปฏิกิริยา
การเกิดสีน้ าตาลแบบไม่ใช้เอนไซม์ขึ้นในระหว่างการท าแห้งแบบลมร้อน ค่าการละลายของ
ไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งแบบลมร้อนและแบบแช่เยือกแข็งจะเกิดได้ ดีเมื่อมี pH ต่ ากว่า 5 และ 7 
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ตามล าดับ เมื่อพิจารณาสมบัติการต้านออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตจากปลาน้ าจืดที่ความเข้มข้น
ของตัวอย่างเท่ากัน พบว่าการท าแห้งแบบลมร้อนและแบบแช่เยือกแข็งไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลง
ค่าความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity ของ
ไฮโดรไลเสตจากปลาน้ าจืด (p < 0.05) ในขณะที่การท าแห้งแบบลมร้อนท าให้ไฮโดรไลเสตมีค่า
ความสามารถต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ FRAP สูงกว่าการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 

Naknaen และคณะ (2016) ศึกษาผลของวิธีท าแห้งด้วยวิธีที่มีการท าให้เกิดโฟม 
ก่อนน าไปท าแห้งแบบลมร้อน แบบสุญญากาศและแบบแช่เยือกแข็งต่อสมบัติทางกายภาพ และ
สมบัติเชิงหน้าที่ด้านการละลายของกล้วยพูเร (banana puree) โดยเปรียบเทียบกับวิธีที่ไม่ท าให้
เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งแบบลมร้อน การพิจารณาผลของสมบัติทางกายภาพ พบว่าผงกล้วยพูเร
ที่ท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ มีค่า L* และ a* สูงกว่า และ b* ต่ ากว่าผงกล้วยพูเร
ที่ไม่ท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งแบบลมร้อน ชี้ให้เห็นว่าการท าให้เกิดโฟมก่อนจะท าให้ผง
กล้วยพูเรสามารถลดการเกิดความเป็นสีน้ าตาลได้มากกว่าการไม่ท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้ง 
และผงกล้วยพูเรที่ท าให้ เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยวิธี ต่าง ๆ มี ค่า bulk density และ 
hygroscopic สูงกว่าผงกล้วยพูเรที่ไม่ท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งแบบลมร้อน ในขณะที่การ
พิจารณาสมบัติเชิงหน้าที่ด้านการละลาย พบว่าผงกล้วยพูเรที่ท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วย
วิธีต่าง ๆ มีค่าการละลายสูงกว่าผงกล้วยพูเรที่ไม่ท าให้เกิดโฟม 

Mune และ Sogi (2016) ศึกษาผลของวิธีการท าแห้งแบบลมร้อนแบบสุญญากาศ
และแบบแช่เยือกแข็งต่อสมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์และการเกิดโฟมของโปรตีนเข้มข้นที่เตรียม
จากถั่วพุ่มและถั่วหรั่ง โดยวิธีการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งท าให้โปรตีนเข้มข้ นจากถั่วหรั่งมีค่า 
surface hydrophobicity สูงกว่าการท าแห้งแบบลมร้อนและแบบสุญญากาศ ในขณะที่การ            
ท าแห้งแบบลมร้อนท าให้โปรตีนเข้มข้นจากถั่วพุ่มมีค่า surface hydrophobicity สูงที่สุดเมื่อ
พิจารณาสมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งท าให้ โปรตีนเข้มข้นจาก         
ถั่วหรั่งมีค่าการเป็นอิมัลซิไฟเออร์สูงกว่าการท าแห้งแบบลมร้อนและแบบสุญญากาศ แต่การ          
ท าแห้งแบบลมร้อนท าให้โปรตีนเข้มข้นจากถ่ัวพุ่มมีค่าการเป็นอิมัลซิไฟเออร์สูงที่สุด หากพิจารณา
สมบัติการเกิดโฟม การท าแห้งแบบลมร้อนท าให้โปรตีนเข้มข้นที่เตรียมจากถั่วหรั่งและถั่วพุ่มมี
ความสามารถในการเกิดโฟมสูงที่สุด 

Nótin (2011) ศึกษาผลของอุณหภูมิการอบแห้งต่อความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชันและปริมาณสารประกอบฟีนอลิกของผลแบล็คเคอร์แรนท์ที่ท าแห้งแบบสุญญากาศ 
โดยแปรอุณหภูมิการอบแห้งเป็น 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิการท าแห้งส่งผล
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ต่ออัตราการระเหยน้ าในแต่ละช่วงเวลาการท าแห้งและความสามารถในการต้านออกซิเดชัน โดย
การท าแห้งด้วยสุญญากาศที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ท ำให้แบล็คเคอร์แรนท์มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับการท าแห้งด้วยลมร้อนที่ 60 องศาเซลเซียส 
2.4 สมบัติเชิงหน้าที่ และสมบัติการต้านออกซิเดชันของไฮโดรไลเสต 

โปรตีนจากแหล่งธรรมชาติส่วนใหญ่มักมีข้อจ ากัดในการใช้ประโยชน์ เนื่องจากมีสมบัติ              
บางประการที่ไม่เหมาะสม จึงต้องน ามาผ่านกระบวนการแปรรูปหรือผ่านการดัดแปรก่อน ซึ่งการ
ปรับปรุงสมบัติด้านต่าง ๆ ของโปรตีนจะช่วยเพิ่มความหลากหลายในการน าโปรตีนไปใช้ประโยชน์  

2.4.1 สมบัติเชิงหน้าที่ด้านการละลาย 
สมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีน หมายถึง สมบัติทางกายภาพและเคมีที่มีผลต่อพฤติกรรม            

ของโปรตีนในอาหารระหว่างการแปรรูป การเก็บรักษา การเตรียมอาหาร และการบริโภค การผลิต
ไฮโดรไลเสตด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงหน้าที่บางประการ
ของโปรตีน โดยสมบัติเชิงหน้าที่ที่มีบทบาทส าคัญต่อการพิจารณาในการน าไฮโดรไลเสตไป
ประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ  เช่น สมบัติด้านการละลาย ซึ่งเป็นสมบัติเชิงหน้าที่มีส าคัญในการ
น าไปใช้ในอาหาร โดยทั่วไปโปรตีนไม่เกิดการละลายอย่างแท้จริงเมื่ออยู่ในน้ า เนื่องจากโปรตีนมี
ขนาดโมเลกุลใหญ่จึงเกิดเป็นลักษณะของคอลลอยด์กระจายตัวในน้ า ความสามารถในการ
ละลายของโปรตีนจึงขึ้นอยู่กับสมดุลของความชอบน้ าและไม่ชอบน้ าของโมเลกุลโปรตีน ดังนั้น
องค์ประกอบของกรดอะมิโนในโมเลกุลโปรตีนจึงมีผลต่อความสามารถในการละลายโปรตีน อีกทั้ง
การละลายของโปรตีนยังขึ้นอยู่กับอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับตัวท าละลาย โปรตีนกับโปรตีน 
และตัวท าละลายกับตัวท าละลายอีกด้วย นอกจากนี้ความสามารถในการละลายยังขึ้นอยู่กับค่า 
pH ค่า ionic strength อุณหภูมิ และชนิดของตัวท าละลายท่ีใช้ 

2.4.2 สมบัติการต้านออกซิเดชัน 
               สารต้านออกซิเดชัน คือ สารที่สามารถชะลอ ยับยั้ง หรือป้องกันการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน กลไกการต้านออกซิเดชันด้วยกันหลายแบบ เช่น การดักจับอนุมูลอิสระโดยตรง            
การยับยั้งปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ การยับยั้งการท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน  และ
การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน สารต้านออกซิเดชันแต่ละชนิดมี
ประสิทธิภาพในการต้านปฎิกิริยาออกซิเดชันที่แตกต่างกัน โดยขึ้นอยู่กับปัจจัยต่าง ๆ ได้แก่ ความ
เข้มข้นของสารต้านออกซิเดชัน อุณหภูมิ ชนิดของสารต้ังต้น รวมถึงชนิด และโครงสร้างของสาร
ต้านออกซิเดชัน สารต้านออกซิเดชันตามธรรมชาติในร่างกายมนุษย์มีหลายชนิด ได้แก่ สารต้าน
ออกซิเดชันที่เป็นเอนไซม์ เช่น ซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส กลูตาไทโอนเพอร์ออกซิเดส แคแทเลส 
และซูเปอร์ออกซิไซด์ดิสมิวเทส และสารต้านออกซิเดชันที่ไม่ใช่เอนไซม์ เช่น วิตามินซี วิตามินเอ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

22 

 
คาโรทีนอยด์ ฟลาโวนอยด์ กลูตาไทโอน และกรดไลโพอิก โดยสารต้านออกซิเดชันแบ่งตาม
แหล่งที่มาได้ 2 แหล่ง ได้แก ่ 
 สารต้านออกซิเดชันสังเคราะห์ เป็นสารประกอบฟีนอลิกที่เกิดจากกระบวนการ
สังเคราะห์ทางเคมีที่พัฒนาจากสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ สารสังเคราะห์เหล่านี้นิยมใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารเพื่อยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เป็นสาเหตุให้อาหารมีกลิ่น สี 
และรสชาติที่เปลี่ยนแปลงไป นอกจากนี้ยังมีประสิทธิภาพและความคงตัวสูงกว่าสารสกัดจาก
ธรรมชาติ แต่มีข้อจ ากัดของการใช้เนื่องจากปัญหาด้านความปลอดภัยในการบริโภค  
    สารต้านออกซิเดชันจากธรรมชาติ เช่น สารประกอบฟีนอลิก จัดเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระที่พบมากในธรรมชาติ ได้แก่ พืช ผัก ผลไม้  เป็นต้น โดยโดยสารประกอบฟีนอลิกมี
โครงสร้างที่เป็นวงอะโรมาติก และมีหมู่แทนที่เป็นหมู่ไฮดรอกซีอย่างน้อย 1 หมู่ ซึ่งหมู่ฟังก์ชันที่
เกาะอยู่บนวงเบนซีนมีบทบาทส าคัญในการดักจับอนุมูลอิสระไม่ให้ไปกระตุ้นหรือก่อให้เกิด
ปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ด้วยการให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระ  สารต้านอนุมูลอิสระจาก
ธรรมชาติเป็นที่ยอมรับว่ามีบทบาทส าคัญในการออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ต้านไวรัส ต้านการอักเสบ 
ต้านการแพ้ รวมไปถึงการต้านการก่อมะเร็ง โดยสารกลุ่มนี้ได้รับความสนใจและมีการค้นคว้าอย่าง
มากในปัจจุบันเนื่องจากเชื่อมั่นว่ามีความปลอดภัยในการบริโภคมากกว่าสารต้านอนุมูลอิสระ
สังเคราะห์  
 การดัดแปรโปรตีนจากพืชด้วยเอนไซม์มีผลให้ผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตมี
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตที่ได้หลังจากการ
ย่อยประกอบด้วยเพปไทด์สายสั้นและกรดอะมิโนอิสระที่มีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ
และยับยั้ งปฏิกิ ริยาออกซิ เดชัน  (Betancur-Ancona et al., 2009 ; Sbroggio et al., 2016 ; 
Sritongtae et al., 2017) นอกจากน้ีความสามารถในการต้านออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตยังขึ้นอยู่
กับชนิดและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสายเพปไทด์อีกด้วย (Elias et al., 2008; Luna-Vital et 
al., 2015; Sarmadi and Ismail, 2010) 

2.4.2.1 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน 
การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันสามารถวิเคราะห์ได้หลายวิธี 

ซึ่งแต่ละวิธีนั้นมีกลไกวัดความสามารถในการต้านออกซิเดชันของตัวอย่างที่แตกต่างกัน วิธีการ
วิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันแบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่  

          (1) กลไกการวิเคราะห์โดยอาศัยหลักการการถ่ายเทไฮโดรเจนอะตอม 
(Hydrogen Transfer, HAT) ปฏิกิริยาเป็นแบบ Competitive reaction คือ มีการแย่งกันระหว่าง
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สารต้านออกซิเดชันกับสารต้ังต้นในการเข้าจับกับอนุมูลอิสระ การวิเคราะห์ความสามารถในการ
ต้านออกซิเดชันที่อาศัยหลักการนี้ ได้แก่ (1) Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) 
วัดความสามารถของสารต้านออกซิเดชันในการยับยั้งอนุมูลอิสระเพอร์ออกซิลที่จะเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน เมื่ออนุมูลอิสระเพอร์ออกซิลเข้าท าปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารฟลูออเรสซีนจะท าให้
ผลิตภัณฑ์มีความเข้มข้องแสงฟลูออเรสเซนต์ลดลง เมื่อเติมสารต้านออกซิเดชันที่มีความสามารถ
ในการให้ไฮโดรเจนอะตอมกับอนุมูลอิสระเพอร์ออกซิล จึงไม่มีอนุมูลอิสระเพอร์ออกซิลเข้าท า
ปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารฟลูออเรสซีน ท าให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ที่
คงตัว การวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้มีข้อจ ากัดหลายประการ คือ มีความแปรปรวนสูง และอาจ
เกิดปฏิกิ ริยากับแสงไ ด้    (2)  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging 
activity เป็นการวิเคราะห์ความสามารถของสารต้านออกซิเดชันในการก าจัด อนุมูลอิสระ
สังเคราะห์ เมื่ออนุมูลอิสระ  DPPH เกิดปฏิกิริยารีดักชัน  หรือได้รับอิเล็กตรอนจากสารต้าน
ออกซิเดชันจะท าให้สีของอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีสีม่วงเข้มจางลงจนเป็นสีเหลือง สามารถติดตาม
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันของสารต้านออกซิเดชันจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 515 นาโนเมตร โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้มีข้อดี คือ ง่าย สะดวก และรวดเร็ว  แต่มี
ข้อจ ากัด คือ อนุมูลอิสระ DPPH ค่อนข้างเสถียรไม่ไวต่อปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นใน
ร่างกายจริง ปฏิกิริยาจึงเกิดได้ช้าท าให้ค่าความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วัดได้น้อยกว่า
ความเป็นจริง นอกจากนี้สารปนเปื้อน หรือโลหะสามารถรีดิวซ์ อนุมูลอิสระ DPPH แล้วท าให้มีสี
จางลงได้เช่นกัน (Lee et al., 2008) 

          (2) กลไกการวิ เคราะห์ โดยอาศัยหลักการการถ่ายเทอิเล็กตรอน 
(electron transfer, ET หรื อ  Single Electron Transfer, SET) เป็นการวิ เคราะห์ ฤทธิ์ ต้ าน
ออกซิเดชันที่ได้รับความนิยม วัดความสามารถของสารต้านออกซิเดชันในการให้อิเล็กตรอนกับ
สารออกซิแดนซ์ โดยสารออกซิแดนซ์สามารถดึงอิเล็กตรอนจากสารต้านออกซิเดชันท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงสถานะภาพรีดอกซ์ของสารออกซิแดนซ์ การเปลี่ยนแปลงสถานะภาพรีดอกซ์ท าให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงสีระหว่างรูปแบบรีดิวซ์และรูปแบบออกซิไดซ์ การวิเคราะห์ฤทธิ์ ต้าน
ออกซิเดชันที่อาศัยหลักการนี้ เช่น Ferric reducing antioxidant power (FRAP) เป็นวิธีวิเคราะห์
ความสามารถของสารต้านออกซิเดชันในการก าจัดอนุมูลอิสระโดยอาศัยหลักการถ่ายเท
อิเล็กตรอน โดยสารต้านออกซิเดชันที่มีคุณสมบัติเป็นสารรีดิวซ์ (reducing agent) สามารถรีดิวซ์
สารประกอบ Fe(III)-2,4,6-tripyridyls-triazine (TPTZ) ซึ่งเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่ไม่มีสีให้
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กลายเป็นสารประกอบ Fe(II)-TPTZ ที่มีสีน้ าเงิน สารประกอบเชิงซ้อนทั้งสองรูปแบบมีค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตรแตกต่างกัน (Benzie and Strain, 1996) 

 
Amza และคณะ (2013) ศึกษาสมบัติเชิงหน้าที่และสมบัติการต้าน

ออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเมล็ด gingerbread plum (Neocarya macrophylla) ด้วย
การย่อยด้วยเอนไซม์ Pepsin® ร่วมกับเอนไซม์ Trypsin® ในภาวะที่แปรระยะเวลาย่อย 5 - 180 
นาที พบว่าเมื่อระยะเวลาย่อยโปรตีนเพิ่มขึ้นส่งผลให้ความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์และ
การเกิดโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตลดลง ในขณะที่การย่อยโปรตีนในภาวะที่มีระยะเวลาย่อย
เพิ่มขึ้นส่งผลให้โปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันด้วยการก าจัดอนุมูล
อิสระ DPPH (DPPH radical scavenging activity) การคีเลตโลหะ (Metal-chelating activity) 
และความสามารถในการรีดิวซ์อนุมูลอิสระ (reducing power) เพิ่มสูงขึ้น 

Evangelho และคณะ (2016) รายงานว่า การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากโปรตีนเข้มข้นจากถั่วด าด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสต่างชนิดกัน (Pepsin® และ 
Alcalase®) ในภาวะการย่อยเดียวกัน มีผลให้ขนาดโมเลกุลโปรตีนของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่
วิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE แตกต่างกัน โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ย่อยด้วยเอนไซม์ Pepsin® แสดง
แถบโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ ากว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ย่อยด้วยเอนไซม์ Alcalase® เมื่อ
พิจารณาความสามารถในการต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีนเข้มข้นจากถั่วด า 
พบว่าการย่อยด้วยเอนไซม์ pepsin® ท าให้ไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่
วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity (45.15%) สูงกว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อยและ
โปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีการย่อยด้วยเอนไซม์ Alcalase ตามล าดับ ในขณะการย่อยด้วยเอนไซม์ 
Alcalase® ท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS (63.56%) สูง
กว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อยและโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีการย่อยด้วยเอนไซม์ Pepsin® 
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บทท่ี 3 

อุปกรณ์ ขั้นตอนและวธิีด าเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณ ์
รายละเอียดดังต่อไปนี ้
 
วัตถุดิบ 
ถั่วด า (Vigna mungo) จากบริษัท ชุมสิน ฟูด อินดัสทรี จ ากัด  นนทบุรี ประเทศไทย               

ซื้อในช่วงเดือนพฤศจิกายน 2559 ถึงสิงหาคม 2560 บรรจุลงในถุงพลาสติก  High-Density 
Polyethylene (HDPE) แล้วเก็บที่อุณหภูมิห้อง (30 + 2 องศาเซลเซียส) 

 
เอนไซม์ 
Alpha-amylase BAN® 480L 1,4-alpha-D-glucan glucano-hydrolase,  EC 3.2.1.1) 

จากบริษัท Novozymes (Mülheim, Germany) เป็นเอนไซม์ที่ได้จากเชื้อจุลินทรีย์ชนิด Bacillus 
amyloliquefaciens มีภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานในช่วงอุณหภูมิ  70 - 90 องศาเซลเซียส            
pH 6.7 - 7.0 และความจ าเพาะของเอนไซม์ 480 KNU/g (Kilo Novo Units per gram) โดยใช้
ส าหรับเร่งปฏิกิริยาการตัดพันธะ  1,4-alpha-glucosidic ในอะไมโลสและอะไมโลเพกติน 
รายละเอียดดังภาคผนวก ก.1 

Flavourzyme® 500MG (EC 3.4.11.1) จากบริษัท  Novozymes (Mülheim, Germany) 
เป็นเอนไซม์โปรติเอสทางการค้าที่ได้จากเชื้อราชนิด Aspergillus oryzae มีภาวะที่เหมาะสมต่อ
การท างานที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 5.0 - 7.0 และความจ าเพาะของเอนไซม์ 500 LAPU/g 
(Leucine Amino Peptidase Units per gram) โดยใช้ส าหรับเร่งปฏิกิริยาการตัดพันธะเพปไทด์ใน
โปรตีน รายละเอียดดังภาคผนวก ก.2 
 
 สารเคมี  
 ชนิด Analytical Reagent grade (AR grade) 

Acetic acid (Quality Reagent Chemical, Auckland, New Zealand) 
Aluminium chloride hexahydrate (Quality Reagent Chemical, Auckland,                 
New Zealand) 
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2,2’-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) (Sigma, Mülheim, 
Germany) 
Boric acid (Carlo Erba, Val de Reuil, France) 
Bovine serum albumin, 98% (Sigma, Mülheim, Germany) 
Bromocresol green (Carlo Erba, Val de Reuil, France) 
Calcium chloride (Univar, NSW, Australia) 
Catechin (Sigma, Mülheim, Germany) 
Copper (II) sulfate pentahydrate (Merck, Darmstadt, Germany) 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma, Mülheim, Germany) 
Fluorescein sodium salt (Sigma, Mülheim, Germany) 
Folin-ciocalteu reagent (Sigma, Mülheim, Germany) 
Gallic acid (Fluka Chemika, Buchs, Switzerland) 
Hydrochloric acid (J.T. Baker, PA) 
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic Acid (Trolox) (Sigma, 
Mülheim, Germany) 
Iron (II) chloride tetrahydrate (Quality Reagent Chemical, Auckland, New Zealand) 
Iron (III) chloride hexahydrate (Quality Reagent Chemical, Auckland, New 
Zealand) 
Methanol (Quality Reagent Chemical, Auckland, New Zealand) 
Methyl red (Merck, Darmstadt, Germany) 
Potassium sodium tartrate (Carlo Erba, Val de Reuil, France) 
3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-p,p’-disulfonic acid monosodium salt 
hydrate (Ferrozine) (Sigma, Mülheim, Germany) 
Selenium reagent mixture (Merck, Darmstadt, Germany) 
Sodium acetate (Univar, NSW, Australia) 
Sodium carbonate (Quality Reagent Chemical, Auckland, New Zealand) 
di-Sodium hydrogen orthophosphate (Univar, NSW, Australia) 
Sodium dihydrogen orthophosphate (Univar, NSW, Australia) 
Sodium hydroxide (Univar, NSW, Australia) 
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Sodium nitrite (Univar, NSW, Australia) 
Sulphuric acid 98% (Quality Reagent Chemical, Auckland, New Zealand) 
Trichloroacetic acid (Carlo Erba, Val de Reuil, France) 
2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) (Sigma, Mülheim, Germany) 
2,4,6-tripyridyl-s-trirazine (TPTZ) (Sigma, Mülheim, Germany) 
L-tyrosine (Univar, NSW, Australia) 
ชนิด Food Grade 
Carboxymethyl cellulose (CMC) (Chemipan, Bangkok, Thailand)  

 
เครื่องมือ 
เครื่องชั่งน้ าหนักชนิดละเอียด (Sartorius รุ่น BSA 310s, Bradford, Germany) 
เครื่องชั่งน้ าหนักชนิดหยาบ (Mettler Toledo รุ่น JS3002G, Columbus, OH) 
เครื่องกวนสารละลาย (IKA® รุ่น C-MAG HS 7, Staufen, Germany) 
เครื่องปั่นเหวี่ยง (HERMLE Labortechnik GmbH, รุ่น Z 36 HK, Wehingen, Germany) 
เครื่องผสมสารละลาย (Scientific Industries รุ่น Vortex-Genie 2, Bohemia, NY) 
เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (Horiba รุ่น F-21, Kyoto, Japan) 
เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (PerkinElmer รุ่น Lambda UV/VIS system, MA) 
เครื่องวัดปริมาณน้ าอิสระ (AquaLab series 3 รุ่น TE, Pullman, WA) 
เครื่องบดอาหาร (Kenwood รุ่น FPP230, Britain) 
เครื่อง Hand mixer (Sharp รุ่น EMS-51, Bangkok, Thailand) 
อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (GFL®, รุ่น GFL1092, Burgwedel, Germany) 
ชุดเครื่องวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

- เครื่องย่อย (BUCHI รุ่น K-424, Flawil, Switzerland) 
- เครื่องดักจับไอกรด (BUCHI รุ่น B-414, Flawil, Switzerland) 
- เครื่องกลั่น (BUCHI รุ่น K-355, Flawil, Switzerland) 

ตู้อบแห้งแบบสุญญากาศ (Isotemp® รุ่น 282A, MA) 
ตู้อบลมร้อน (BINDER รุ่น FED400, Bohemia, NY) 
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (JEOL, รุ่น JSM-6610LV, Tokyo, Japan)   
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ขั้นตอนและวิธีด าเนินงานวิจัย 
3.1 ศึกษาภาวะเหมาะที่สุดส าหรับการย่อยโปรตีนในการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มี
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูง 
     ศึกษาภาวะเหมาะที่สุดส าหรับการย่อยโปรตีนในการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยการใช้
วิธีการพื้นผิวตอบสนอง  (Response Surface Methodology, RSM) โดยก าหนดตัวแปรอิสระ           
2 ตัวแปร ได้แก่ ความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อย  และติดตามค่าตัวแปรตอบสนอง 
ได้แก่ ระดับการย่อย ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด การเกิดสีน้ าตาล และความสามารถใน
การต้านออกซิเดชันด้วยที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity และ Ferric reducing 
antioxidant power โดยมีขั้นตอนการศึกษาดังนี้ 

 3.1.1 การออกแบบแผนการทดลอง 
           ตัวแปรอิสระที่ก าหนดในการศึกษาภาวะเหมาะที่สุดส าหรับการย่อยโปรตีนจาก  
ถั่วด าด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนองมี 2 ตัวแปร คือ ความเข้มข้นของเอนไซม์ Flavourzyme® (1 - 7% 
(w/w) โดยน้ าหนักแห้งของถั่วด านึ่งสุก) และระยะเวลาย่อย  (60 - 1200 นาที) ใช้การออกแบบ
แผนการทดลองแบบส่วนผสมกลาง (Central Composite Design, CCD) ที่มีการก าหนดระดับ

ของปัจจัย 5 ระดับ คือ -α, -1, 0, 1, α  (α = 1.414) และก าหนดล าดับการทดลอง 9 ล าดับ คือ 
ค่าการทดลอง (2n Factorial points) 4 ล าดับ ค่าแนวแกน (Axial points) 4 ล าดับ และค่ากลาง 
(Center point) 1 ล าดับ ท าการทดลองผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าตามแผนการทดลองที่แสดงดัง
ตารางที่ 3.1 โดยมีขั้นตอนการผลิตไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าดังนี้ 

- น าเมล็ดถั่วด ามาคัดแยกสิ่งเจือปนและล้างด้วยน้ าประปา แล้วน ามาผ่าน
กระบวนการเตรียมขั้นต้น ประกอบด้วย การแช่และการนึ่ง น าเมล็ดถั่วด าแช่น้ าในอัตราส่วน 1:10 
(w/v) เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นน าไปนึ่งด้วยไอน้ า 1 ชั่วโมง ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องก่อน
น ามาบดละเอียดด้วยเครื่องบดอาหาร 
                     - ผสมถั่วด านึ่งสุกบดละเอียดกับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1           
โมลาร์ pH 6.0 ที่มีแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร ในอัตราส่วน 1:2.5 (w/v) แล้วเติม
เอนไซม์ alpha-amylase® 1 %(w/w) โดยน้ าหนักแห้งของถั่วด านึ่งสุก น าไปย่อยในอ่างน้ าควบคุม
อุณหภูมิที่มีการเขย่าแบบวงกลมในแนวราบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 140 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเวลาน าสารละลายตัวอย่างไปยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซม์ alpha-amylase® ด้วยการให้ความร้อนในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 85 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที แล้วลดอุณหภูมิของสารละลายตัวอย่างลงถึง 50 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น
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เติมเอนไซม์ Flavourzyme® ที่มีการแปรความเข้มข้นของเอนไซม์เป็น 1 - 7 % (w/w) โดยน้ าหนัก
แห้งของถั่วด านึ่งสุก แล้วน าสารละลายตัวอย่างไปย่อยโปรตีนในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่มีการ
เขย่าแบบวงกลมในแนวราบ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 140 รอบต่อนาที ที่มีการ
แปรระยะเวลาย่อย 60 - 1200 นาที เมื่อครบก าหนดเวลาน าตัวอย่างไปยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ 
Flavourzyme® ด้วยการให้ความร้อนในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ทิ้งตัวอย่างให้เย็นที่อุณหภูมิห้องก่อนน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว  6,500 รอบต่อนาที 15 นาที 
สารละลายส่วนใสที่ได้ คือ  ไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด า 
 
ตารางที่ 3.1 การออกแบบแผนกาการทดลองส าหรับการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด า 

* X1 และ X2 คือ ความเข้มข้นของเอนไซม์ Flavourzyme® และระยะเวลาย่อย  
 

 3.1.2 การวิเคราะห์สมบัติทางเคมีของผลตอบสนอง 
    น าไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าในแต่ละการทดลองมาวิเคราะห์สมบัติทางเคมีดังนี้  
   3.1.2.1 ระดับการย่อย 
                วิเคราะห์ระดับการย่อยของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าโดยการติดตามปริมาณ
หมู่ อ ะมิ โน อิส ระที่ เ กิ ดขึ้ น ด้ วย  2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) ตามวิ ธี ของ 
Sangsukiam และ Duangmal (2017) ปิเปตสารละลายไฮโดรไลเสต 0.125 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ล าดับ 
การทดลอง 

ระดับของปัจจัย ตัวแปรอิสระ 
X1* X2* ความเข้มข้นของ

Flavourzyme® (%w/w) 
ระยะเวลาย่อย 

(นาที) 
1 -1 -1 1.88 227 
2 +1 -1 6.12 227 
3 -1 +1 1.88 1033 
4 +1 +1 6.12 1033 
5 -1.414 0 1.00 630 
6 +1.414 0 7.00 630 
7 0 -1.414 4.00 60 
8 0 +1.414 4.00 1200 
9 0 0 4.00 630 
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ทดลองที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.2 โมลาร ์pH 8.2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตาม
ด้วยสารละลาย TNBS ความเข้มข้น 0.05% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสม
สารละลาย แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 60 นาที 
หลังจากนั้นน าสารละลายมายับยั้งปฏิกิริยาด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริกที่ความเข้มข้น 0.1        
โมลาร์ 4 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ให้เย็นในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ก่อนน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร โดยใช้ blank เป็นสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 6.0 ค านวณปริมาณหมู่อะมิโนอิสระและระดับการย่อยดังสมการ 1 และ 2 
ตามล าดับ แสดงผลปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่เกิดขึ้นในหน่วยไมโครโมลต่อกรัมโปรตีน และร้อยละ
ระดับการย่อย  

ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ  =  
Absorbance 420 nm x ปริมาตรสารละลายท้ังหมด (ลิตร)

ɛ × 1 (เซนติเมตร) × น้ าหนักโปรตีนในตัวอย่าง (กรัม)
 × 106    (1) 

 
เมื่อ ปริมาตรสารละลายทั้งหมด คือ ปริมาตรไฮโดรไลเสตที่ใช้ (0.125 มิลลิลิตร) + ปริมาตร
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (2 มิลลิลิตร) + ปริมาตรสารละลาย TNBS (2 มิลลิลิตร) + ปริมาตร
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (4 มิลลิลิตร)  = 0.008125 ลิตร 
       ε คือ Molar extinction coefficient (20300 M-1cm-1) 
 

DH =
Lt-Lo

Lmax-Lo
×100                                                     (2) 

 
เมื่อ  DH คือ ระดับการย่อยของไฮโดรไลเสต (%) 
        L0 คือ ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระทั้งหมดของไฮโดรไลเสตเริ่มต้น 
        Lt คือ ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® ใน
ระดับความเข้มข้นและใช้ระเวลาย่อยที่เวลาใด ๆ 
 Lmax คือ ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริกที่ความ
เข้มข้น 6 โมลาร์ ภายใต้สภาวะ acid hydrolysis  
 

3.1.2.2 สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

              วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า
ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu โดยดัดแปลงวิธีของ Waterhouse (2005) ปิเปตสารละลายไฮโดรไลเสต 
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จากถั่วด า 200 ไมโครลิตร ลงในขวดปรับปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่หุ้มด้วยอะลูมิเนียมฟอยล์ตาม
ด้วยน้ ากลั่น 7 มิลลิลิตร สารละลาย Folin-Ciocalteu ความเข้มข้น 2 นอร์มัล 500 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากันและต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 4 นาที ก่อนเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต
อ่ิมตัว 1.5 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรสารละลายทั้งหมดด้วยน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ในที่
มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ก่อนน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765                  
นาโนเมตร ค านวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดจากกราฟมาตรฐานของสารละลาย
มาตรฐานกรดแกลลิก (ภาคผนวก ข.1) และแสดงผลในหน่วยไมโครกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมถั่วด า 
(โดยน้ าหนักแห้ง) 

3.1.2.3 การเกิดสีน้ าตาล 
          วิเคราะห์การเกิดสีน้ าตาลในระหว่างการเตรียมไฮโดรไลเสตจากถั่วด าซึ่ง

เกิดจาก Maillard reaction products (MRPs) ตามวิธีของ Wijewickreme Kitts และ Durance 
(1997) โดยน าสารละลายไฮโดรไลเสตมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  

3.1.2.4 ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน 
            วิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันดังนี้  

           (1) DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical scavenging activity 
ตามวิธีของ Sritongtae และคณะ (2017) ปิเปตสารละลายไฮโดรไลเสต 1.5  มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองตามด้วยสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.15 มิลลิโมลาร์ 1.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย
ให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ค านวณความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical 
scavenging activity จากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox (ภาคผนวก ข.2) และ
แสดงผลในหน่วยไมโครโมล Trolox ต่อกรัมถั่วด า (โดยน้ าหนักแห้ง) 

         (2) Ferric reducing antioxidant power (FRAP) โดย ดัดแปลงวิ ธี ข อง 
Benzie และ Strain (1996) ปิเปตสารละลาย FRAP 1900 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองแล้ว
น าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นตามด้วย
สารละลายไฮโดรไลเสต 100 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาที แล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร ค านวณความสามารถ
ในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ FRAP จากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox 
(ภาคผนวก ข.3) และแสดงผลในหน่วยไมโครโมล Trolox ต่อกรัมถั่วด า (โดยน้ าหนักแห้ง) 
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ท าการทดลอง 3 ซ้ า วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) วิเคราะห์ความ

แปรปรวนทางสถิติโดยใช้ analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยโดยใช้ Tukey's test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วยโปรแกรม SPSS version 22 for 
Windows® (SPSS Inc., Chicago, IL) 

 3.1.3 การสร้างสมการพหุคูณ  
 ทดลองผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าตามแบบแผนการทดลองที่ก าหนดแล้วน าไป
วิเคราะห์สมบัติทางเคมีตามข้อ 3.1.2.1 - 3.1.2.4 ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์
ความแปรปรวนทางสถิติ (analysis of variance) ด้วยโปรแกรม Minitab software version 17.1.0 
(Minitab, Inc., State Collage, PA) ด้วยวิธีวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นแบบพหุคูณ (multiple 
regression analysis) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% สร้างความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรอิสระกับ
ผลตอบสนองต่าง ๆ ในรูปของสมการหรือแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์แบบพหุคูณก าลังสอง 
(second-order polynomial model) และอธิบายความสัมพันธ์ในรูปของกราฟพื้นผิวผลตอบสนอง 
(response surface plots) ด้วยโปรแกรม Design-Expert® Software Version 11 (Stat-Ease, 
Inc., MN)  

 3.1.4 การตรวจสอบการใช้ได้ของสมการ  
  ตรวจสอบการใช้ได้ของสมการเพื่อตรวจสอบความเหมาะสมและความถูกต้องของ
สมการที่ใช้ในการท านายค่าของตัวแปรอิสระที่สัมพันธ์กับค่าผลตอบสนองต่าง ๆ โดยทดลองผลิต
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยภาวะย่อยที่เหมาะสม ซึ่งการคัดเลือกภาวะเหมาะที่สุดส าหรับการย่อย
ท าได้จากการใช้โปรแกรม Minitab ที่มีการก าหนดเกณฑ์ค่าผลตอบสนองต่าง ๆ โดยก าหนดให้
ระดับการย่อยมีค่าอยู่ในช่วง 75 - 80% และก าหนดผลตอบสนองอ่ืน ๆ มีค่าสูงสุด ท าการทดลอง 
3 ซ้ า แล้วน าไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ผลิตได้มาวิเคราะห์สมบัติทางเคมีตามข้อ 3.1.2.1 - 3.1.2.4 
พิจารณาผลการตรวจสอบการใช้ได้ของสมการจากการค านวณเปอร์เซ็นต์ความคลาดเคลื่อน 
(%error) ระหว่างค่าที่ได้จากการท านายจากสมการกับค่าที่ได้จากการทดลองของผลตอบสนอง
ต่าง ๆ  
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3.2 ศึกษาวิธีการท าแห้งแบบต่าง ๆ ในการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มีฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชัน  

เตรียมไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยภาวะการย่อยที่เหมาะสมที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.1 มา 
ท าแห้งด้วยวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันที่มีอุณหภูมิการท าแห้ง 60 องศาเซลเซียส ใช้ถาดอบ          
เทฟลอน โดยก าหนดให้ความสูงของสารละลาย 0.4 เซนติเมตร น าไฮโดรไลเสตมาท าแห้งด้วยวิธีที่
แตกต่างกัน 3 วิธี ดังนี้ 1) การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด เทสารละลายไฮโดรไลเสตลงบนถาดอบ
เทฟลอนก่อนน าเข้าตู้อบแห้งแบบลมร้อนที่มีขนาดความจุ 400 ลิตร มีความเร็วลม 5 เมตรต่อ
วินาที   2) การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต วิธีนี้มีขั้นตอนการท าให้สารละลายไฮโดรไลเสต
ขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้ง เทสารละลายไฮโดรไลเสตลงในถ้วยตีโฟมแล้วเติมคาร์บอกซิลเมทิล
เซลลูโลส (CMC) 1 %(w/v) ซึ่งเป็นสารให้ความคงตัวลงไปขณะการตีโฟมด้วยเครื่อง Hand mixer 
ความเร็วระดับ 4 เป็นเวลา 60 วินาที จนโฟมเสถียร หลังจากนั้นเทลงบนถาดอบเทฟลอนก่อน
น าเข้าตู้อบแห้งแบบลมร้อน   3) การท าแห้งด้วยสุญญากาศ วิธีการท าแห้งนี้มีขั้นตอนการน า
สารละลายไฮโดรไลเสตมาท าให้ขึ้นโฟมก่อนการน าไปท าแห้งเช่นเดียวกับขั้นตอนการท าแห้งด้วย
ลมร้อนแบบโฟม-แมต แล้วเทโฟมของไฮโดรไลเสตลงบนถาดอบเทฟลอนก่อนน าเข้าตู้อบแห้งแบบ
สุญญากาศที่มีขนาดความจุ 42 ลิตร ค่าความดันสุญญากาศภายในตู้อบ 30 นิ้วปรอท  

การท าแห้งไฮโดรไลเสตจากถั่วด าในแต่ละวิธีจะก าหนดจ านวนถาดภายในตู้อบเท่ากัน         
(6 ถาด) และท าแห้งด้วยภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีปริมาณความชื้นสุดท้ายต่ ากว่า 21% โดย
น้ าหนักแห้ง  

3.2.1 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าแห้งด้วยวิธีการท าแห้งต่าง ๆ  
       น าไฮโดรไลเสตที่ผ่านกระบวนการเตรียมตามขั้นตอนที่กล่าวมาแล้ว มาท าแห้งด้วย

วิธีการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมต และการท าแห้งด้วยสุญญากาศที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาระยะเวลาท าแห้งที่ท าให้ผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตมีปริมาณความชื้น  
ต่ ากว่า 21% โดยน้ าหนักแห้ง มีขั้นตอนการศึกษาดังนี้ 
                      ศึกษาจลนพลศาสตร์และแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของการท าแห้งด้วย
ลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมต 

          การศึกษาจลนพลศาสตร์การท าแห้งของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า ท าโดยบันทึก
น้ าหนักของถาดอบตลอดช่วงการท าแห้งต้ังแต่เริ่มท าแห้งจนถาดอบมีน้ าหนักคงที่  ค านวณ
ปริมาณความชื้นที่เปลี่ยนแปลงไปตลอดช่วงการท าแห้งในรูปของอัตราส่วนความชื้นดังสมการที่ 3 
แล้วแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนความชื้นกับเวลาในรูปของกราฟอัตราส่วนความชื้น            
น าข้อมูลการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนความชื้นตลอดช่วงการท าแห้งของไฮโดรไลเสตมาค านวณ
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อัตราการท าแห้ง (Drying rate) ดังสมการที่ 4 แล้วแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการท าแห้งกับ
อัตราส่วนความชื้นในรูปของกราฟอัตราการท าแห้ง (Drying rate curve)  

MR = 
Mt - Me

Mi - Me
                                                (3) 

เมื่อ MR คือ อัตราส่วนความชื้น 
      Mt    คือ ปริมาณความชื้นที่เวลาใด ๆ โดยน้ าหนักแห้งของตัวอย่าง 
      Me     คือ ปริมาณความชื้นสมดุล โดยน้ าหนักแห้งของตัวอย่าง 
      Mi      คือ ปริมาณความชื้นเริ่มต้น โดยน้ าหนักแห้งของตัวอย่าง 
 
                อัตราการท าแห้ง (กรัมน้ า/ชั่วโมง) = k [exp(-kt)] × น้ าหนักตัวอย่างแห้ง (กรัม)        (4) 
 
เมื่อ k คือ ค่าคงที่การท าแห้ง (1/ชั่วโมง ) ได้จากค่าความชันของสมการเส้นตรงที่แสดง
ความสัมพันธ์ระหว่าง ln(MR) และระยะเวลาท าแห้ง (1/ชั่วโมง) 
      t คือ ระยะเวลาท าแห้ง (ชั่วโมง) 
 
 น าข้อมูลอัตราส่วนความชื้นตลอดช่วงการท าแห้งมาสร้างสมการแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์การท าแห้ง (Thin-layer drying mathematic model) เพื่อใช้ท านายลักษณะการ              
ท าแห้งไฮโดรไลเสต แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์การท าแห้งแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม) ได้แก่ 1) semi-
theoretical model derived from Newton’s law of cooling ในการศึกษานี้ใช้แบบจ าลองของ 
Lewis (Newton) และ Page   2) semi-theoretical model derived from Fick’s second law of 
diffusion ในการศึกษานี้ใช้แบบจ าลองของ Henderson and Pabis และ Midilli   3) Empirical 
model ในการศึกษานี้ ใช้แบบจ าลองของ Weibull distribution และ Wang and Singh น า
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์การท าแห้งทั้งสามกลุ่มมาท านายลักษณะการท าแห้ง โดยท านายหา
ระยะเวลาท าแห้งผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตให้มีความชื้นตามที่ก าหนด 

 น าสมการของแบบจ าลองต่าง ๆ ของวิธีการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบ
โฟม-แมตมาตรวจสอบการใช้ได้ของสมการ โดยแบ่งการตรวจสอบออกเป็น 2 วิธี  ได้แก่                    
1) เปรียบเทียบค่าอัตราส่วนความชื้นที่ได้จากสมการ (MR Predicted) กับค่าอัตราส่วนความชื้นที่ได้
จากการการทดลอง (MR Exp) ท าแห้งไฮโดรไลเสตด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมต แล้ว
บันทึกน้ าหนักของถาดอบตลอดช่วงการท าแห้งต้ังแต่เริ่มท าแห้งจนถาดอบมีน้ าหนักคงที่  แล้ว
ค านวณหาอัตราส่วนความชื้นที่เปลี่ยนแปลงไปตลอดช่วงการท าแห้ง แสดงผลในรูปของกราฟ
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ความสัมพันธ์ระหว่าง MR Exp และ MR Predicted พิจารณาผลการตรวจสอบจากค่า coefficient 
determination (r2) และการเรียงตัวของข้อมูลบนกราฟ   2) เปรียบเทียบค่าปริมาณความชื้นที่ได้
จากสมการ (MC Predicted) กับค่าปริมาณความชื้นที่ได้จาการการทดลอง (MC Exp) ก าหนดความชื้น
สุดท้ายของผลิตภัณฑ์ค านวณหาระยะเวลาท าแห้งจากสมการการท าแห้ง ท าแห้งไฮโดรไลเสต 
ตามระยะเวลาท าแห้งที่ค านวณได้จากสมการ วิเคราะห์ปริมาณความชื้นสุดท้ายของผลิตภัณฑ์
ตาม AOAC (2016) ดังภาคผนวก ข.4 ท าการทดลอง 3 ซ้ า พิจารณาผลการตรวจสอบการใช้ได้
ของสมการจากการค านวณเปอร์เซ็นต์ความคลาดเคลื่อนระหว่าง MC Predicted และ MC Exp   

 ศึกษาระยะเวลาท าแห้งท่ีเหมาะสมในการท าแห้งด้วยสุญญากาศด้วยวิธี trial 
and error  

การท าแห้งด้วยสุญญากาศจะมีขั้นตอนการท าให้สารละลายไฮโดรไลเสตจากถั่วด า
ขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้งเช่นเดียวกับการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต แล้วน าเข้าตู้อบแห้ง
แบบสุญญากาศที่มีค่าความดันสุญญากาศ 30 นิ้วปรอท ด้วยเครื่องมือที่ไม่สามารถบันทึกน้ าหนัก
ของถาดอบในระหว่างการท าแห้งที่ใช้เป็นข้อมูลส าหรับการค านวณหาระยะเวลาในการท าแห้ง
ไฮโดรไลเสตให้มีความชื้นตามต้องการได้ จึงใช้วิธี trial and error ในการหาระยะเวลาท าแห้งที่
เหมาะสมของการท าแห้งด้วยสุญญากาศเพื่อให้ผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตมีความชื้นตามที่ต้องการ 
โดยก าหนดระยะเวลาในการท าแห้งด้วยสุญญากาศ ดังนี้ 270 300 320 340 360 380 400 420 
435 และ 450 นาที เมื่อท าแห้งจนครบก าหนดเวลา น ามาวิเคราะห์ปริมาณความชื้นตามวิธีของ 
AOAC (2016) (ดังภาคผนวก ข.4) แล้วแสดงผลในรูปของกราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ
ความชื้นและเวลาที่ใช้ในการอบแห้ง 

3.2.2 การผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าแห้งด้วยวิธีการท าแห้งต่าง ๆ และการบรรจุ                                            
         ท าแห้งไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยวิธีการท าแห้ง 3 วิธี ข้างต้นที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส ในระยะเวลาที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้นสุดท้าย 18 และ 21% โดยน้ าหนักแห้ง เก็บผง
ไฮโดรไลเสตลงในถุงอลูมิเนียมฟอยด์ลามิเนตขนาด 7 x 5 นิ้ว แล้วเก็บในโถดูดความชื้นเป็นเวลา 
2 ชั่วโมง ก่อนน าไปบดให้ละเอียดด้วยโกร่งบด หลังจากนั้นเก็บผงไฮโดรไลเสตลงในถุงอลูมิเนียม
ฟอยด์ลามิเนต และซีลปิดปากถุงด้วยเครื่องซีลแบบสุญญากาศ แล้วเก็บในโถดูดความชื้น ท าการ
ทดลอง 3 ซ้ า เพื่อใช้เป็นตัวอย่างในการวิเคราะห์สมบัติด้านต่าง ๆ  
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3.2.3 ศึกษาสมบัติทางเคมีกายภาพ สมบัติเชิงหน้าที่ และสมบัติการต้านออกซิเดชันของ
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่างกัน 

 3.2.3.1 สมบัติทางเคมีกายภาพ 
                      3.2.3.1.1 โครงสร้างระดับจุลภาค 
                                     น าผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ มาวิเคราะห์

ภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope and 
Energy Dispersive X-ray Spectrometer, SEM) ที่ก าลังขยาย 50 เท่า ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าใน 
การส่งอิเล็กตรอน 15 กิโลโวลต์ (JEOL, รุ่น JSM-6610LV, Japan) 

 3.2.3.1.2 ปริมาณความชื้นและปริมาณน้ าอิสระ  
                น าผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ มาวิเคราะห์

ปริมาณความชื้นตามวิธีของ AOAC (2016) แสดงดังภาคผนวก ข.4 และวิเคราะห์ปริมาณน้ าอิสระ  
ชั่งน้ าหนักผงไฮโดรไลเสตประมาณ 1 กรัม ในภาชนะพลาสติกส าหรับวัดปริมาณน้ าอิสระ เกลี่ย
ตัวอย่างให้สม่ าเสมอ ปิดฝาและต้ังทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที ก่อนน ามาวัดด้วยเครื่องวัดปริมาณน้ า
อิสระที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (AquaLab series 3 รุ่น TE, WA) 
  3.2.3.1.3 สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด  
                 น าผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ผ่านการท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ มา
ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 6.0 (สารละลายไฮโดรไลเสตที่
น าไปวิเคราะห์มีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  
                             วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดตามวิธีในข้อ 
3.1.2.2 และแสดงผลในหน่วยไมโครกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมผงไฮโดรไลเสต (โดยน้ าหนักแห้ง) 

  3.2.3.1.4 ฟลาโวนอยด์ 
    เตรียมสารละลายไฮโดรไลเสตจากถั่วด าตามในข้อ 3.2.3.1.3 
แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ของผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ           
ตามวิธีของ Zhishen และคณะ (1999) และแสดงผลในหน่วยไมโครกรัมแคทีชินต่อกรัมผงไฮโดรไล
เสต (โดยน้ าหนักแห้ง)  

  3.2.3.1.5 TCA-soluble peptides  
                เตรียมสารละลายไฮโดรไลเสตจากถั่วด าตามในข้อ 3.2.3.1.3  

แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณ TCA-soluble peptides ของผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธี
ต่าง ๆ ตามวิธีของ Sritongtae และคณะ (2017) ละลายผงไฮโดรไลเสต 3 กรัม ในสารละลายกรด
ไตรคลอโรอะซิติกเย็นที่มีความเข้มข้น 5 %(w/v) 27 มิลลิลิตร กวนสารละลายต่อเนื่องบน stirrer 
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เป็นเวลา 2 นาที ก่อนน าไปวางในถังน้ าแข็งเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน าสารละลายไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีน าสารละลายส่วนใสด้านบน
มาวิเคราะห์ด้วยวิธี Lowry (Lowry et al., 1951) ค านวณปริมาณ TCA-soluble peptides จาก
กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานไทโรซีน และแสดงผลในหน่วยกรัมไทโรซีนต่อกรัมผง
ไฮโดรไลเสต (โดยน้ าหนักแห้ง)  

 3.2.3.2 สมบัติเชิงหน้าที่ด้านการละลาย                                                               
                       น าผงไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่ผ่านการท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ มาวิเคราะห์ 

ความสามารถในการละลายของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ โดยดัดแปลงวิธีจาก 
Adebowale และ Lawal (2003) ละลายผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด า 1.0000 กรัม ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 6.0 10 มิลลิลิตร แล้วกวนสารละลายด้วย magnetic 
stirrer ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง น ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 g ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แยกเอาส่วนสารละลายใสด้านบนมาวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน
ด้วยวิธี Lowry (Lowry et al., 1951) ดังภาคผนวก ข.5 และวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้งหมดใน
ตัวอย่างด้วยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2016) ดังภาคผนวก ข.6 จากนั้นค านวณหาความสามารถใน
การละลายตามสมการท่ี 5 

การละลาย (%)  =  
ปริมาณโปรตีนในสารละลายส่วนใส (กรัม)

ปริมาณโปรตีนทั้งหมดในตัวอย่าง  (กรัม) 
 x 100              (5)  

 
3.2.3.3 สมบัติการต้านออกซิเดชัน 

   3.2.3.3.1 DPPH radical scavenging activity  
                                                 น าผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ผ่านการท าแห้งด้วย 3 วิธีข้างต้น
มาละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 6.0 (สารละลายไฮโดรไลเสตมี
ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ก่อนน าไปวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน 
                                      น าสารละลายไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่เตรียมได้มาวิเคราะห์ 
DPPH radical scavenging activity ตามการวิเคราะห์ในข้อ 3.1.2.4 ค านวณความสามารถใน
การต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity แสดงผลในหน่วยไมโครโมล 
Trolox ต่อกรัมผงไฮโดรไลเสต (โดยน้ าหนักแห้ง) 

 3.2.3.3.2 Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
                          เตรียมสารละลายไฮโดรไลเสตจากถั่วด าตามในข้อ 3.2.3.3.1

แล้วน ามาวิเคราะห์ FRAP ตามการวิเคราะห์ในข้อ 3.1.2.4 ค านวณความสามารถในการต้าน
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ออกซิเดชันที่วิเคราะห์ FRAP แสดงผลในหน่วยไมโครโมล Trolox ต่อกรัมผงไฮโดรไลเสต (โดย
น้ าหนักแห้ง) 

  3.2.3.3.3 Metal-chelating activity 
           เตรียมสารละลายไฮโดรไลเสตจากถั่วด าตามในข้อ 3.2.3.3.1

แล้วน ามาวิเคราะห์ Metal-chelating activity โดยดัดแปลงวิธีของ  Jamdar และคณะ (2010)            
ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ตามด้วยสารละลายเฟอร์รัสคลอไรด์ที่มี
ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 0.05 มิลลิลิตร น้ ากลั่น 1.85 มิลลิลิตร และสารละลายเฟอร์โรซีน 
(Ferrozine) ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ 0.1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากันและต้ังทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 10 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร 
ค านวณความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์  Metal-chelating activity จากกราฟ
มาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน EDTA (ภาคผนวก ข.7) แสดงผลในหน่วยไมโครโมล EDTA 
ต่อกรัมผงไฮโดรไลเสต (โดยน้ าหนักแห้ง) 

3.2.3.3.4 Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) 
                                                 น าผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ผ่านการท าแห้งด้วย 3 วิธีข้างต้น             
มาละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 75 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 (สารละลาย
ไฮโดรไลเสตมีความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
  วิเคราะห์ ORAC โดยดัดแปลงวิธีของ Alashi และคณะ (2014) 
ปิเปตสารละลายไฮโดรไลเสต 20 ไมโครลิตร ลงใน sterilin® 96-well microplate น าเข้าเครื่อง         
วัดการดูดกลืนแสงฟลูออเรสเซนซ์ (microplate fluorescence reader) ที่ก าหนดอุณหภูมิเป็น            
37 องศาเซลเซียส ก าหนดให้ปั๊มภายในเครื่องเติมสารละลายฟลูออเรสซีน (Fluorescein) ท่ี            
ความเข้มข้น 4.19 x 10-3 ไมโครโมล ปริมาตร 120 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันด้วยระบบ orbital 
แล้วต้ังทิ้งไว้ประมาณ 20 นาที  ก่อนให้ปั๊มภายในเครื่องเ ติมสารละลาย 2,2’-Azobis (2-
amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) ความเข้มข้น 150 มิลลิโมล ปริมาตร 60 ไมโครลิตร 
เขย่าให้เข้ากันด้วยระบบ orbital แล้วอ่านค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ (relative 
fluorescence intensity) ที่เปลี่ยนแปลงไปทุก 1 นาที โดยใช้ความยาวคลื่นที่ใช้ในการกระตุ้น 
(excitation wavelength) 485 นาโนเมตร และความยาวคลื่นที่ใช้ในการปลดปล่อย (emission 
wavelength) 530 นาโนเมตร ค านวณความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์  ORAC 
จากพื้นที่ใต้กราฟของสารละลายตัวอย่างลบกับพื้นที่ใต้กราฟของ blank แล้วน าไปเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox (ภาคผนวก ข.8) 
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ข้อ 3.2.3.3.1 - 3.2.3.3.4 ท าการทดลอง 3 ซ้ า วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 

(CRD) วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติโดยใช้ analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Tukey's test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วยโปรแกรม SPSS 
version 22 for Windows® (SPSS Inc., Chicago, IL) 
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บทท่ี 4  

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลของภาวะเหมาะที่สุดส าหรับการย่อยโปรตีนในการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มี
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูง 

4.1.1 ผลของภาวะการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ต่อผลตอบสนองของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า 
  ผลการวิเคราะห์ผลตอบสนองต่าง ๆ (ระดับการย่อย ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ทั้งหมด การเกิดสีน้ าตาล และความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical 
scavenging activity และ Ferric reducing antioxidant power) ของไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่แปร
ปริมาณความเข้มข้นของเอนไซม์ Flavourzyme® 1 - 7 % และระยะเวลาย่อย 60 - 1200 นาที 
แสดงดังตารางที่ 4.1 และ 4.2   ผลการทดลอง (ตารางที่ 4.1) และผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
(ตารางที่ ค.1) ชี้ให้เห็นว่าความเข้มข้นของเอนไซม์ ระยะเวลาย่อย และอิทธิพลร่วมระหว่างความ
เข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าระดับการย่อยของไฮโดรไลเสต 
จากถั่วด า (p < 0.05) เมื่อความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยเพิ่มขึ้นท าให้ค่าระดับการ
ย่อยของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าเพิ่มขึ้น มีค่าอยู่ในช่วง 27.57 - 92.60 % โดยการผลิตด้วยการย่อย
ในภาวะที่ล าดับการทดลองที่ 4, 6, 8 และ 9 ท าให้ไฮโดรไลเสตจากถั่วด ามีระดับการย่อยสูงสุดอยู่
ในช่วง 70.65 - 92.60 % (p > 0.05) เนื่องจากการมีกิจกรรมของเอนไซม์ Flavourzyme® ที่เพิ่ม
มากขึ้นท าให้ความสามารถในการตัดพันธะเพปไทด์ในสายพอลิเพปไทด์เพิ่มมากขึ้น โดยการแตก
ออกของพันธะเพปไทด์ที่เพิ่มขึ้นแสดงถึงการมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระในไฮโดรไลเสตเพิ่มขึ้น ทั้งนี้
ค่าระดับการย่อยติดตามจากอัตราส่วนระหว่างปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่เกิดขึ้น ณ เวลา ใด ๆ กับ
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทั้งหมดของไฮโดรไลเสต   ความแตกต่างของสายพันธุ์ถั่วที่ใช้เป็นวัตถุดิบ
ในการผลิตไฮโดรไลเสตอาจส่งผลต่อความสามารถในการตัดพันธะเพปไทด์ที่แตกต่างกันด้วย          
ผลการทดลองของงานวิจัยนี้มีค่าระดับการย่อยสูงกว่าค่าระดับการย่อยของไฮโดรไลเสตจากถั่ว
เขียวและถั่วอะซูกิที่ย่อยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® เข้มข้น 7 %(w/w) เวลา 360 นาที ซึ่งรายงาน
ค่าระดับการย่อยของไฮโดรไลเสต จากถั่วเขียวและถั่วอะซูกิ 68.88 และ 17.14% ตามล าดับ 
(Sangsukiam and Duangmal, 2017) 

ในระหว่างการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยเอนไซม์ เอนไซม์ท าหน้าที่ตัดพันธะ       
เพปไทด์ในสายพอลิเพปไทด์ของโปรตีนให้กลายเป็นเพปไทด์สายสั้น ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
อันตรกิ ริ ยาไฮโดรฟอบิกของ  protein-bound polyphenols ส่ งผลให้ เกิดการปลดปล่อย
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สารประกอบฟีนอลิกออกจากโครงสร้างโปรตีน ผลการทดลอง (ตารางที่ 4.1) และผลการวิเคราะห์
ข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ ค.2) ชี้ให้เห็นว่าความเข้มข้นของเอนไซม์ ระยะเวลาย่อย และอิทธิพลร่วม
ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกในไฮโดรไลเสต (p < 0.05) โดยการผลิตไฮโดรไลเสตในภาวะที่มีความเข้มข้น
ของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยเพิ่มขึ้นส่งผลให้เกิดการปลดปล่อยสารประกอบฟีนอลิกออกจาก
โครงสร้างโปรตีนเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากความเข้มข้นของเอนไซม์ที่เพิ่มขึ้นส่งผลให้กิจกรรมของ
เอนไซม์สูงขึ้น ซึ่งการตัดพันธะเพปไทด์มีผลต่อต าแหน่งและระยะห่างระหว่างสารประกอบฟีนอลิก
และหมู่อะมิโนในสายพอลิเพปไทด์หรือเพปไทด์ ส่งผลให้อันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกระหว่าง
สารประกอบฟีนอลิกกับโปรตีนลดลง จึงเกิดการปลดปล่อยสารประกอบฟีนอลิกที่ซ้อนอยู่ใน
โครงสร้างโปรตีน ท าให้ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในไฮโดรไลเสตเพิ่มมากขึ้น   
นอกจากนี้การเพิ่มระยะเวลาย่อยส่งผลต่อการเพิ่มการปลดปล่อยสารประกอบฟีนอลิก                     
ในไฮโดรไลเสตเช่นกัน สอดคล้องกับงานวิจัยของ (Garcia-Mora et al., 2015) ที่รายงานว่า
ไฮโดรไลเสตจากถั่วปิ่นโตที่มีการย่อยด้วยเอนไซม์ Alcalase® เข้มข้น 2 % มีปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลิกเพิ่มขึ้นเมื่อมีระยะเวลาย่อยเพิ่มขึ้นมากกว่า 120 นาที  
ตารางที่ 4.1 ผลของภาวะการย่อยโปรตีนต่อระดับการย่อยโปรตีน ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมด และการเกิดสีน้ าตาลของไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด า 

*ล าดับการทดลอง 1 - 9 อธิบายไว้ดังตารางที่ 3.1  
a,b,c…..ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวต้ังมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 

ล าดับ 
การทดลอง* 

ระดับ 
การย่อย (%) 

สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
(mg GAE g-1 black bean, db.) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 
420 นาโนเมตร 

1 33.92de + 0.75 1.01abc + 0.21 0.49c + 0.01 
2 70.65c + 7.78 1.60abc + 0.41 0.59b + 0.00 
3 71.40bc + 1.58 1.38abc + 0.24 0.45cd + 0.05 
4 92.60a + 2.05 1.76ab + 0.43 0.41cd + 0.05 
5 47.94d + 1.64 0.85c + 0.30 0.36d + 0.00 
6 91.96a + 6.15 1.90a + 0.39 0.38d + 0.00 
7 27.57e + 0.33 0.96bc + 0.20 0.67a + 0.02 
8 82.56ab + 0.49 1.73abc + 0.28 0.48c + 0.01 
9 75.83abc + 2.53 1.51abc + 0.29 0.44cd + 0.00 
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ในระหว่างการย่อยโปรตีน อาจท าให้เกิดปฏิกิริยาการเกิดสีน้ าตาลโดยไม่ใช้เอนไซม์ 

ชนิ ดปฏิ กิ ริ ย า เมลลาร์ ด  แล้ ว เ กิ ดผลิ ตภัณฑ์  (Maillard Reaction Products, MRPs) ใน               
ไฮโดรไลเสต การเกิดสีน้ าตาลในไฮโดรไลเสตจากถั่วด าติดตามได้จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่                 
ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  

ผลการทดลอง (ตารางที่ 4.1 ) และผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ ค.3) 
ชี้ให้เห็นว่าความเข้มข้นของเอนไซม์ Flavourzyme® ระยะเวลาย่อย และอิทธิพลร่วมระหว่างความ
เข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
420 นาโนเมตร ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า (p < 0.05) การมีภาวะย่อยในช่วงอุณหภูมิ 50 -                
70 องศาเซลเซียส และ pH ของสารละลายเป็น 6 เอ้ือต่อการเกิดปฏิกิริยา โดยน้ าตาลรีดิวซ์ได้มา
จากกระบวนการย่อยแป้งด้วยเอนไซม์อะไมเลสในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง ทั้งนี้ขั้นตอนการย่อย
แป้งท าเพื่อป้องกันการเกิดเจลที่จะไปขัดขวางกระบวนการย่อยโปรตีน ในขณะที่หมู่อะมิโนอิสระ
ของกรดอะมิโนอิสระหรือเพปไทด์เกิดขึ้นในระหว่างการย่อยโปรตีน นอกจากนี้การมี pH ของ
สารละลายในกระบวนการผลิตสูงกว่าค่า pI ของเพปไทด์หรือโปรตีนนั้น มีผลให้สารละลายนั้น
เกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดได้ดี ซึ่งโปรตีนของถั่วด ามีค่า pI อยู่ในช่วง pH 4 - 5 กระบวนการผลิต
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด ามีภาวะที่เอ้ือต่อการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด อาจส่งผลให้ไฮโดรไลเสตมี
ปริมาณกรดอะมิโนหรือเพปไทด์ที่มีสมบัติการต้านออกซิเดชันลดลง เนื่องจากกรดอะมิโนหรือ           
เพปไทด์ถูกใช้ไปในปฏิกิริยา แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าผลิตภัณฑ์ MRPs ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา
เมลลาร์ดในระหว่างการผลิตไฮโดรไลเสตจากผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้จากกุ้งมีความสามารถในการ
ต้านออกซิเดชันและมีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ (Zha et al., 2015) 

กระบวนการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® ท าให้
ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีเพปไทด์สายสั้น กรดอะมิโนอิสระ สารประกอบฟีนอลิกที่ได้จากการปลดปล่อย
ออกจาก protein-bound polyphenols และยังท าให้ได้ MRPs จากปฏิกิริยาเมลลาร์ดในระหว่าง
การย่อยโปรตีน องค์ประกอบเหล่านี้ล้วนมีสมบัติการต้านออกซิเดชัน จึงน าผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสต 
จากถั่วด าที่มีองค์ประกอบต่าง ๆ เหล่านี้มาวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันด้วยการ 
วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity และ Ferric reducing antioxidant power (FRAP)  

ผลการวิ เคราะห์  DPPH radical scavenging activity (ตารางที่  4.2) และผลการ
วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ ค.4) ชี้ให้เห็นว่าความเข้มข้นของเอนไซม์ ระยะเวลาย่อยและ
อิทธิพลร่วมระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยมีผลต่อการเปลี่ยนแปลง
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า (p < 0.05) การย่อยโปรตีนด้วย
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เอนไซม์ Flavourzyme® ความเข้มข้น 1 - 7 %(w/w) โดยน้ าหนักแห้งของถั่วด านึ่ งสุก และมี
ระยะเวลาย่อย 60 - 1200 นาที ท าให้ไฮโดรไลเสตจากถั่วด ามีค่า DPPH radical scavenging 
activity อยู่ ในช่ ว ง  119.91 - 125.08 µmol Trolox ต่อกรัมถั่ วด า  โดยน้ าหนั กแห้ ง   การมี
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันเพิ่มสูงขึ้น เนื่องจากการมีกิจกรรมของเอนไซม์มากขึ้นท าให้
ความสามารถในการตัดพันธะเพปไทด์ในสายพอลิเพปไทด์มากขึ้น ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก
การย่อยมีปริมาณเพปไทด์สายสั้นและรีดิวซิงเอเจนต์ อิสระที่มี ความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชันโดยการให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้น Ye และคณะ (2018) รายงาน
ว่าการมีเพปไทด์สายสั้นเพิ่มขึ้นท าให้ไฮโดรไลเสตจากเมล็ดแครอท (carrot seed) ที่ย่อยด้วย
เอนไซม์ Alcalase® มีความสามารถต้าน DPPH radical scavenging activity เพิ่มขึ้น   อย่างไรก็
ตามชนิดและล าดับของกรดอะมิโนในสายเพปไทด์มีผลต่อการแสดงสมบัติการต้านออกซิเดชัน 
โดยกรดอะมิโนที่แสดงสมบัติการต้านออกซิเดชันจะเป็นกรดอะมิโนที่มีหมู่โซ่ข้างเป็นวงอะโรมาติก 
เช่น ทริปโทแฟน ไทโรซีน และฟีนิลอะลานีน หรือกรดอะมิโนที่มีหมู่โซ่ข้างเป็น nucleophilic-sulfur 
เช่น ซิสเทอีนและเมไทโอนีน (Luna-Vital et al., 2015; Sarmadi and Ismail, 2010) การย่อย
โปรตีนด้วยเอนไซม์ท าให้การเปลี่ยนแปลงอันตรกิริยาไฮโดรฟอบิกที่มีผลต่อการปลดปล่อย
สารประกอบฟีนอลิกออกจากโครงสร้างโปรตีน และยังท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ MRPs ขึ้นในระหว่าง
การย่อย องค์ประกอบเหล่านี้ที่เกิดขึ้นในไฮโดรไลเสตสามารถแสดงสมบัติการต้านออกซิเดชันโดย
การก าจัดอนุมูลอิสระและยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาลิพิดออกซิเดชันด้วยการให้ไฮโดรเจนอะตอมและ
อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ (Rice-Evans et al., 1997) 

ผลการวิเคราะห์ FRAP (ตารางที่ 4.2 ) และผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่         
ค.5) ชี้ให้เห็นว่าความเข้มข้นของเอนไซม์ ระยะเวลาย่อย และอิทธิพลร่วมระหว่างความเข้มข้นของ
เอนไซม์และระยะเวลาย่อยมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่
วิเคราะห์ FRAP ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า (p < 0.05) การย่อยโปรตีนในภาวะที่มีความเข้มข้น
ของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยเพิ่มขึ้นท าให้ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ 
FRAP ของไฮโดรไลเสตเพิ่มขึ้นอยู่ในช่วง 1.06 - 1.46 µmol Trolox ต่อกรัมถั่วด า โดยน้ าหนักแห้ง           
การย่อยโปรตีนในภาวะที่มีความเข้มข้นของเ อนไซม์และระยะเวลาย่อยเพิ่มขึ้น ท าให้
ความสามารถในการตัดพันธะเพปไทด์ในสายพอลิเพปไทด์เพิ่มมากขึ้น บ่งชี้ได้จากการมีค่าระดับ
การย่อยที่เพิ่มขึ้น (27.57 - 92.60 %) ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยมีปริมาณเพปไทด์สาย
สั้นและกรดอะมิโนอิสระ นอกจากนี้การย่อยโปรตีนท าให้เกิดการปลดปล่อยสารประกอบฟีนอลิก 
และท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ MRPs ขึ้นในระหว่างการย่อย ซึ่งองค์ประกอบเหล่านี้ในไฮโดรไลเสตมี
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สมบัติในการเป็นรีดิวซิงเอเจนต์ โดยมีความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกไอออน (Fe3+) ได้            
ค่าความสามารถในการต้านออกซิเดชันด้วยท่ีวิเคราะห์ FRAP จึงเพิ่มขึ้น            

ค่าระดับการย่อยโปรตีนจึงเป็นผลตอบสนองที่ส าคัญที่ส่งผลต่อการเพิ่มฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า  สอดคล้องกับงานวิจัยของ Sbroggio และคณะ (2016) 
รายงานว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกากถั่วเหลืองบด (okara) ที่มีการย่อยด้วยเอนไซม์  
Flavourzyme® มีความสามารถต้าน DPPH radical scavenging activity และ  FRAP เพิ่มขึ้น
ในช่วง 9.5 - 18.5 % และ 168.0 - 360.3 µmol/L Trolox ตามล าดับ เมื่อมีค่าระดับการย่อยเพิ่มขึ้น
ในช่วง 1.45 - 5.8 % 
ตารางที่ 4.2 ผลของภาวะการย่อยโปรตีนต่อ DPPH radical scavenging activity และ FRAP ของ
ไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด า 

*ล าดับการทดลอง 1 - 9 อธิบายไว้ดังตารางที่ 3.1  
a,b,c…..ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวต้ังมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 
 

4.1.2 การสร้างสมการพหุคูณของผลตอบสนองและการวิเคราะห์ทางสถิติ 
   จากการพิจารณาผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (analysis of variance) 

(ตารางที่ ค.1 - ค.5) ด้วยการวิเคราะห์การถดถอยแบบพหุคูณ (multiple regression analysis) 
ของความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรอิสระ (ความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อย) กับ

ล าดับ 
การทดลอง* 

ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน   
(µmol Trolox g-1black bean, db.) 

DPPH radical scavenging activity FRAP 
1 123.77a + 1.33 1.06d + 0.18 
2 124.42a + 0.10 1.28bc + 0.30 
3 124.34a + 0.15 1.30ab + 0.17 
4 124.40a + 0.12 1.36ab + 0.38 
5 119.91b + 0.12 1.06d + 0.18 
6 125.06a + 0.23 1.42a + 0.37 
7 120.59b + 2.64 1.19cd + 0.21 
8 125.08a + 0.28 1.46a + 0.44 
9 124.50a + 1.10 1.29bc + 0.32 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

45 

 
ผลตอบสนองต่าง ๆ (ระดับการย่อย ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด การเกิดสีน้ าตาล และ
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity และ FRAP) 
พบว่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของตัวแปรอิสระมีความสัมพันธ์กับ            
ระดับการย่อย ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด การเกิดสีน้ าตาล และความสามารถในการ
ต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity และ FRAP (p < 0.05) น าผลการ
วิเคราะห์การถดถอยของการทดลองมาสร้างสมการหรือแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่มีรูปแบบ
ของสมการเป็นแบบพหุคูณก าลังสอง  (second-order polynomial model) ซึ่งใช้ส าหรับการ
ท านายค่าของตัวแปรอิสระที่มีความสัมพันธ์กับค่าผลตอบสนองต่าง ๆ ตามที่ต้องการ สมการของ
ผลตอบสนองต่าง ๆ แสดงดังข้างล่างนี้ 
Y1 = - 28.48 + 16.45 X1 + 0.1458 X2 - 0.875 X1

2 - 0.000071 X2
2 - 0.00372 X1X2   

r2 = 0.9957 
Y2 = - 0.009 + 0.299 X1 + 0.001881 X2 - 0.0113 X1

2 - 0.000001 X2
2 - 0.000069 X1X2   

r2 = 0.8717 
Y3 = 0.5166 + 0.0776 X1 - 0.000631 X2 - 0.00622 X1

2 - 0.000032 X1X2 

r2 = 0.9358 
Y4 = 77.62 + 0.515 X1 + 0.00896 X2 - 0.0283 X1

2 - 0.000007 X2
2 - 0.000724 X1X2 

r2 = 0.7760 
Y5 = 0.7967 + 0.1682 X1 + 0.000759 X2 - 0.01581 X1

2 - 0.000013 X1X2 
 r2 = 0.7793 
เมื่อ X1 และ X2 คือ ความเข้มข้นของเอนไซม์ Flavourzyme® และระยะเวลาย่อย  
       Y1 - 5 คือ ระดับการย่อย สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด การเกิดสีน้ าตาล และความสามารถใน 
การต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity และ FRAP ตามล าดับ 
     r2 คือ ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination) 

  
ผลการพิจารณาความเหมาะสมของข้อมูลการทดลองต่อการสร้างสมการการท านาย

ของผลตอบสนองต่าง ๆ (ตารางที่ ค.1 - ค.5) พบว่าค่า p-value ของ Lack of fit มีค่าอยู่ในช่วง 
0.102 - 0.359 ซึ่งไม่แตกต่างกัน (p > 0.05) แสดงว่าการทดลองมีข้อมูลที่เพียงพอและเหมาะสม
ต่อการสร้างสมการการท านายของผลตอบสนองต่าง ๆ เมื่อพิจารณาความเหมาะสมของสมการท่ี
ใช้ในการท านายค่าของตัวแปรอิสระให้มีความสัมพันธ์กับค่าผลตอบสนองต่าง ๆ (ตารางที่  ค.6) 
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พบว่าสมการการท านายของผลตอบสนอง (ระดับการย่อย สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และการ
เกิดสีน้ าตาล) มีค่า coefficient of determination (r2) อยู่ในช่วง 0.8717 - 0.9557 อธิบายได้ว่า
สมการมีความเหมาะสมในท านาย  87.17 - 95.57%  ในขณะที่ สมการการท านายของ
ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน (DPPH radical scavenging activity และ FRAP) มีค่า r2 
อยู่ในช่วง 0.7760 - 0.7793 อธิบายได้ว่าสมการมีความเหมาะสมในการท านาย 77.60 - 77.93%   
Joglekar และ May (1991) รายงานว่าสมการที่มีความเหมาะสมในการท านายค่าของตัวแปรที่ใช้
ในการศึกษาที่สัมพันธ์กับค่าผลตอบสนองควรมีค่า r2 มากกว่า 0.80 โดย ค่า r2 ของสมการ            
การท านายของ DPPH radical scavenging activity และ FRAP ที่ต่ านี้  อาจเนื่องมาจากการเกิด
ความแปรปรวนที่มีผลมาจากผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากการย่อยโปรตีน Wani และคณะ (2017) 
รายงานว่าสมการการท านายของความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical 
scavenging และปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมีค่า r2 0.4799 และ 0.8057 ตามล าดับ  

สมการการท านายของผลตอบสนอง (ระดับการย่อย สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และ
การเกิดสีน้ าตาล และความสามารถต้าน DPPH radical scavenging activity และ FRAP) จึงมี
ความเหมาะสมในการอธิบายความสัมพันธ์และท านายค่าของตัวแปรอิสระให้มีความสัมพันธ์กับ
ค่าผลตอบสนองที่ต้องการ 

เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ของความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยต่อค่า
ผลตอบสนองต่าง ๆ (ระดับการย่อย สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด การเกิดสีน้ าตาล และ
ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน) แสดงได้ในภาพกราฟพื้นผิวผลตอบสนองแบบสามมิติ 
(three-dimensional (3D) response surface plots) ดังภาพที่ 4.1 การพิจารณากราฟพื้นผิวของ
ผลตอบสนองต่าง ๆ  พบว่าการเพิ่มขึ้นของความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยมีผลให้
ไฮโดรไลเสตมีค่าระดับการย่อย สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และความสามารถต้าน DPPH 
radical scavenging activity และ FRAP เพิ่มขึ้น โดยการเพิ่มขึ้นของความเข้มข้นของเอนไซม์และ
ระยะเวลาย่อยมีผลให้ไฮโดรไลเสตมีค่าระดับการย่อย ความสามารถต้าน DPPH radical 
scavenging activity และ FRAP สูงสุดอยู่ในเขตพื้นที่ของการทดลอง ในขณะที่การพิจารณา
กราฟพื้นผิวของสารประกอบฟีนอลิก พบว่าการเพิ่มขึ้นของความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลา
ย่อยมีผลให้ไฮโดรไลเสตมีสารประกอบฟีนอลิกสูงสุดอยู่นอกเขตพื้นที่ของการทดลอง นอกจากนี้
การเพิ่มขึ้นของความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยมีผลให้ไฮโดรไลเสตมีค่าการเกิดสี
น้ าตาลสูงสุดอยู่ในลักษณะที่เป็นแบบอานม้า 
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ภาพที่ 4.1 กราฟพื้นผิวผลตอบสนองของ (ก) ระดับการย่อย (ข) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมด (ค) การเกิดสีน้ าตาล ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ (ง) DPPH radical 
scavenging activity และ (จ)  FRAP ส าหรับการผลิตไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด า 
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4.1.3 การตรวจสอบการใช้ได้ของสมการ 

น าสมการการท านายของผลตอบสนองที่ได้จากการวิเคราะห์การถดถอยแบบพหุคูณมา
ตรวจสอบความเหมาะสมของสมการที่ใช้ในการท านายค่าของตัวแปรอิสระที่สัมพันธ์กับ
ผลตอบสนอง เพื่อตรวจสอบความเที่ยงตรงและความถูกต้องของสมการการท านาย โดยผลิต
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® ในภาวะการย่อยที่เหมาะสม         
2 ภาวะ ได้แก่ ภาวะที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์ 6.03 %(w/w) โดยน้ าหนักแห้งของถั่วด านึ่งสุก 
ระยะเวลาย่อย 360 นาที และภาวะที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์ 6.09 %(w/w) โดยน้ าหนักแห้ง
ของถั่วด านึ่งสุก ระยะเวลาย่อย 395 นาที แล้วพิจารณาผลการตรวจสอบการใช้ได้ของสมการการ
ท านายจากการค านวณเปอร์เซ็นต์ความคลาดเคลื่อน (%error) ระหว่างค่าที่ได้จากการท านายกับ
ค่าที่ได้จากการทดลองของผลตอบสนอง 

การคัดเลือกภาวะการย่อยโปรตีนที่เหมาะสมท าได้จากการพิจารณาผลการทดลอง  
การผลิตในภาวะที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อยเพิ่มขึ้นมีผลให้ไฮโดรไลเสตจาก
ถั่วด ามีค่าระดับการย่อย ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก การเกิดสีน้ าตาล และความสามารถต้าน 
DPPH radical scavenging activity และ FRAP เพิ่มขึ้น โดยการผลิตในภาวะย่อยที่ท าให้ไฮโดรไล
เสตมีค่าระดับการย่อยสูงมากกว่า 80 % ขึ้นไป จะท าให้ไฮโดรไลเสตมีค่าผลตอบสนอง ตัวอ่ืน ๆ 
สูงสุด งานวิจัยของ Li และคณะ (2007) รายงานว่าการผลิตไฮโดรไลเสตจากคอลลาเจนจากหนัง
หมูด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสร่วมกันหลายชนิดในภาวะการย่อยที่ท าให้มีระดับการย่อย
ต่ ากว่า  85% มีผลให้ผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระสูง งานวิจัยนี้
จึงก าหนดให้ระดับการย่อยเป็นผลตอบสนองหลักในการคัดเลือกภาวะการย่อยที่เหมาะสม โดย
ก าหนดภาวะการย่อยที่ท าให้ไฮโดรไลเสตจากถั่วด ามีค่าระดับการย่อย 75 - 80% และมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด การเกิดสีน้ าตาล และความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ 
DPPH radical scavenging activity และ FRAP สูงสุด เป็นเกณฑ์ในการคัดเลือกภาวะย่อยที่
เหมาะสมส าหรับการผลิตไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูง  

ผลการตรวจสอบการใช้ได้ของสมการการท านายของผลตอบสนองต่าง ๆ (ตารางที่ 4.3) 
พบว่าเปอร์เซ็นต์ความคลาดเคลื่อน (%error) ของระดับการย่อยโปรตีน ปริมาณสารประกอบ           
ฟีนอลิกทั้งหมด และการเกิดสีน้ าตาลมีค่าอยู่ในช่วง 0.54 - 3.48% และ %error ของความสามารถ
ในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity และ FRAP มีค่าอยู่ในช่วง 
11.23 - 27.46% โดย %error ของความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่มีค่าสูงนี้ เนื่องมาจาก
การเกิดผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยและสารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีมีความสามารถในการต้าน
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ออกซิเดชัน ถึงแม้การผลิตไฮโดรไลเสตด้วยการใช้เอนไซม์ที่มีการก าหนดภาวะย่อยเดียวกัน 
กิจกรรมของเอนไซม์ที่ไปตัดพันธะเพปไทด์ภายในสายพอลิเพปไทด์อาจตัดในต าแหน่งที่แตกต่าง
กัน ท าให้กรดอะมิโนอิสระและเพปไทด์สายสั้นที่เกิดขึ้นมีชนิดและล าดับของกรดอะมิโนที่แตกต่าง
กัน เป็นผลให้การแสดงสมบัติการต้านออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตแตกต่างกัน โดยผลตอบสนอง
หลักที่ได้จากการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด า ได้แก่ ระดับการย่อย สารประกอบฟีนอลิก และการ
เกิดสีน้ าตาลมี %error (0.54 - 3.48%) ต่ ากว่า %error (3.02 - 6.38%) ของงานวิจัยท่ีศึกษาความ
เหมาะสมของภาวะการผลิตกรดซักซินิกด้วยจุลินทรีย์ (Zhang et al., 2012) 
ตารางที่ 4.3 เปอร์เซ็นต์ความคลาดเคลื่อนของผลตอบสนองส าหรับการผลิตไฮโดรไลเสตจาก             
ถั่วด าด้วยการย่อยในภาวะเหมาะที่สุด 

ความเข้มข้นของ
Flavourzyme %(w/w) 

ระยะเวลาย่อย 
(นาที) 

ผลตอบสนอง ค่าที่ได้จาก
การท านาย 

ค่าที่ได้จาก 
การทดลอง 

%error 

6.09 360 %DH 74.71 76.91 + 1.56 2.94 
  TPC 1.82 1.76 + 0.03 3.30 
  MRPs 0.52 0.51 + 0.06 1.96 
  DPPH 125.13 111.08 + 0.31 11.23 
  FRAP 1.42 1.03 + 0.03 27.46 

6.03 395 %DH 76.55 79.22 + 0.94 3.48 
  TPC 1.85 1.84 + 0.05 0.54 
  MRPs 0.51 0.50 + 0.02 1.96 
  DPPH 125.12 109.80 + 1.25 12.24 
  FRAP 1.43 1.13 + 0.05 20.98 

 
ดังนั้นสมการของผลตอบสนองต่าง ๆ จึงมีความเหมาะสมในการท านายภาวะการย่อย

โปรตีนส าหรับการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าให้มีสมบัติตามที่ต้องการได้ จึงคัดเลือกภาวะที่มี
ความเข้มของเอนไซม์  Flavourzyme® 6.09 %(w/w) โดยน้ าหนักแห้งของถั่วด านึ่งสุก และมี
ระยะเวลาย่อย 360 นาที ในการผลิตไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูง 
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4.2 ผลของวิธีการท าแห้งแบบต่าง ๆ ในการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มีฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชัน 

4.2.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ   
                             ผลิตไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าจากภาวะที่คัดเลือกได้ แล้วน ามาท าแห้งที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส ด้วยการท าแห้ง 3 วิธี ได้แก่ การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด การท าแห้งด้วย 
ลมร้อนแบบโฟม-แมต และการท าแห้งด้วยสุญญากาศ เพื่อศึกษาระยะเวลาท าแห้งที่ท าให้
ผลิตภัณฑ์ไฮโดรไลเสตมีปริมาณความชื้นต่ ากว่า 21% โดยน้ าหนักแห้ง  

จลนพลศาสตร์และแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของการท าแห้ง
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมต 

เมื่อน าข้อมูลน้ าหนักที่ได้มาค านวณหาปริมาณความชื้นที่เปลี่ยนแปลงไป
ตลอดช่วงเวลาการท าแห้งแล้วแสดงผลในรูปของกราฟการท าแห้ง (Drying curve) พบว่าเมื่อ
ระยะเวลาการท าแห้งเพิ่มมากขึ้น ไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบ
โฟม-แมตมีการลดลงของปริมาณความชื้นอย่างรวดเร็วในช่วงแรก จากนั้นค่อย ๆ ลดลงจนมี
ปริมาณความชื้นสุดท้ายคงที่ หากพิจารณาการเปรียบเทียบการลดลงของปริมาณความชื้นของ
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ผ่านการท าแห้งทั้งสองวิธีจากกราฟการท าแห้งที่แสดงความสัมพันธ์
ระหว่างอัตราส่วนความชื้นกับเวลา (ภาพที่ 4.2) พบว่า ไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วยลมร้อน
แบบโฟม-แมตมีการลดลงของอัตราส่วนความชื้นมากกว่าไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วย                
ลมร้อนแบบถาด เนื่องจากไฮโดรไลเสตที่น ามาท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตจะมีการขึ้น             
โฟมก่อนน าไปท าแห้ง จึงท าให้ลักษณะของไฮโดรไลเสตมีความเป็นรูพรุน ส่งผลให้อัตราการ
เคลื่อนที่ของน้ ามาที่ผิวหน้าของตัวอย่างและการระเหยของน้ าออกจากผิวหน้าเกิดขึ้นได้มากกว่า
การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด 

ลักษณะกราฟอัตราส่วนความชื้นของไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งทั้งสองวิธี
มีลักษณะแบบเอกซ์โพเนนเชียล (exponential) เมื่อน าข้อมูลอัตราส่วนความชื้นกับระยะเวลา           
ท าแห้งของทั้งสองวิธีมาหาค่าคงที่ของการท าแห้ง (ค่า k) ซึ่งเป็นค่าความชันของสมการเส้นตรงที่
แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง ln(MR) กับระยะเวลาในการท าแห้ง พบว่า ไฮโดรไลเสตที่ผ่านการ             
ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตมีค่าคงที่ของการท าแห้งสูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้ง
ด้วยลมร้อนแบบถาด   เมื่อน าข้อมูลอัตราส่วนความชื้นและค่าคงที่ของการท าแห้ง (ตารางที่ 4.4) 
ของทั้งสองวิธีมาค านวณอัตราการท าแห้ง (ภาพที่ 4.3) พบว่าค่าคงที่ของการท าแห้งแปรผันตาม
อัตราการท าแห้งที่แสดงอยู่ในรูปอัตราการท าแห้งกับอัตราส่วนความชื้น โดยไฮโดรไลเสตที่ผ่าน
การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตมีอัตราการท าแห้งสูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วย              
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ลมร้อนแบบถาด แสดงให้เห็นว่าการท าแห้งด้วยลมร้อนที่มีกระบวนการขึ้นโฟมก่อน (การท าแห้ง
ด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต) มีอัตราการเคลื่อนที่ของน้ าและมีอัตราการระเหยน้ าออกจากผิวหน้า
ตัวอย่างได้มากกว่าการท าแห้งด้วยลมร้อนที่ไม่มีกระบวนการขึ้นโฟม (การท าแห้งด้วยลมร้อน  
แบบถาด) 

 
ตารางที่ 4.4 ค่าคงที่ของไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมตที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

วิธีการท าแห้ง ค่าคงที่ k (h-1) r2 

การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด 1.1148 0.9665 
การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต 1.2866 0.9722 

 

 

ภาพที่ 4.2 กราฟอัตราส่วนความชื้นของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและ
แบบโฟม-แมต 
  การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด  การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต 
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ภาพที่ 4.3 กราฟอัตราการท าแห้งของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยด้วยลมร้อนแบบถาด
และแบบโฟม-แมต 
  การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด  การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต 
 

เมื่อน าข้อมูลอัตราส่วนความชื้นตลอดช่วงเวลาท าแห้งของการท าแห้งด้วย          
ลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมตมาสร้างสมการการท าแห้งจากแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์          
6 แบบจ าลอง (ตารางที่ 4.5) และเมื่อพิจารณาสมการการท าแห้งทั้งหมด (ตารางที่ 4.6)  พบว่า
สมการของแบบจ าลอง Weibull ของการท าแห้งทั้งสองวิธีมีค่า correlation coefficient (r) สูง และ
มีค่า Mean Residual Least Square (MRS) และ Root Mean Square Error (RMSE) ต่ ากว่า เมื่อ
เปรียบเทียบกับสมการอ่ืน ๆ ของแบบจ าลองในกลุ่ม (1) Semi-theoretical model derived from 
Newton's law of cooling (2) Semi-theoretical model derived from Fick's second law of 
diffusion และ (3) Empirical model   จึงคัดเลือกสมการการท าแห้งของแบบจ าลอง Weibull ไป
ใช้ในการท านายระยะเวลาท าแห้งไฮโดรไลเสตด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมตเพื่อให้ได้
ผลิตภัณฑ์ที่มีความชื้นสุดท้ายตามที่ต้องการ ผลการทดลองของงานวิจัยนี้สอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Sritongtae และคณะ (2017) ที่รายงานว่าสมการของแบบจ าลอง Weibull มีความเหมาะสม
ส าหรับการท านายคุณลักษณะการท าแห้งแบบโฟม-แมตของไฮโดรไลเสตจากถั่วนิ้วนางแดงเพาะ
งอกและไม่เพาะงอก 
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ตารางที่ 4.5 แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่น ามาประยุกต์ใช้ในการท าแห้งไฮโดรไลเสตจากถั่วด า 
กลุ่ม แบบจ าลอง สมการของแบบจ าลอง 
Semi-theoretical model derived                        
from Newton's law of cooling 

Lewis (Newton) 
Page 

MR = exp(-kt) 
MR = exp(-ktn) 

Semi-theoretical model derived                       
from Fick's second law of diffusion 

Henderson and Pabis 
Midilli 

MR = a exp(-kt) 
MR = a exp(-ktn) + bt 

Empirical model Weibull distribution MR = a - b exp(-ktn) 
Wang and Singh MR = 1 + at + b(t2) 

เมื่อ MR คือ อัตราส่วนความชื้น  k คือ ค่าคงที่ของการท าแห้ง (h-1) a, b, n  คือ ค่าคงที่ของ
แบบจ าลอง และ t คือ เวลาการท าแห้ง (ชั่วโมง) 
ที่มา: Erbay และ Icier (2010) 
 
ตารางที่ 4.6 ค่าสัมประสิทธิ์จากแบบจ าลองต่าง ๆ ของไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด า  
การท าแห้ง      แบบจ าลอง ค่าสัมประสิทธิ์ r MRS RMSE 

a b k n    

การท าแห้ง
ด้วย             
ลมร้อน
แบบถาด 

Newton   0.4950  0.9803 0.0055 0.0720 
Page   0.2420 1.7505 0.9972 0.0006 0.0239 
Henderson & Pabis 1.0950  0.7127  0.9780 0.0048 0.0673 
Midilli 0.9785 -0.0007 0.2257 1.7934 0.9922 0.0005 0.0217 
Weibull -0.0070 -0.9862 0.2264 1.7790 0.9974 0.0005 0.0214 
Wang & Singh -0.3221 0.0244   0.9872 0.0024 0.0478 

การท าแห้ง
ด้วยลม
ร้อนแบบ
โฟม-แมต 

Newton   0.6862  0.9830 0.0040 0.0609 
Page   0.4048 1.7948 0.9981 0.0002 0.0119 
Henderson & Pabis 1.0589  0.5284  0.9819 0.0037 0.0587 
Midilli 1.0318 -0.0055 0.6552 1.0129 0.9831 0.0031 0.0538 
Weibull -0.0023 -0.9970 0.3999 1.7962 0.9992 0.0001 0.0117 
Wang & Singh -0.4100 0.0388   0.9779 0.0043 0.0636 

เมื่อ a,b,n คือ ค่าสัมประสิทธิ์ในแบบจ าลอง k คือ ค่าคงที่ในการท าแห้ง (h-1) r คือ correlation 
coefficient  MRS คือ Mean Residual Least Square และ RMSE คือ Root Mean Square Error 
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การตรวจสอบการใช้ได้ของสมการการท าแห้ง 

                 คัดเลือกสมการการท าแห้งของแบบจ าลอง  Weibull ของการท าแห้งด้วย          
ลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมต มาตรวจสอบการใช้ได้ของสมการเพื่อตรวจสอบความ
เหมาะสมและความถูกต้องของสมการที่ใช้ส าหรับการท านายระยะเวลาท าแห้งเพื่อให้ได้
ผลิตภัณฑ์ที่มีความชื้นสุดท้ายตามที่ต้องการ โดยแบ่งการตรวจสอบการใช้ได้ของสมการการ               
ท าแห้งออกเป็น 2 กรณี ได้แก่   

1) การตรวจสอบการใช้ได้ของสมการการท าแห้งโดยพิจารณาจากการ
เปรียบเทียบค่าอัตราส่วนความชื้นที่ได้จากการท านายจากสมการ (MR Predicted) กับค่าอัตราส่วน
ความชื้นที่ได้จากการค านวณจากการทดลอง (MR Exp) แล้วพิจารณาผลการตรวจสอบจากค่า
สัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (r2) จากการพิจารณากราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า MR Predicted และ 
MR Exp ของการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟมแมต (ภาพที่ 4.4) พบว่า ความสัมพันธ์ 
ระว่างค่า MR Predicted กับค่า MR Exp ของไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-
แมตสามารถอธิบายความสัมพันธ์ด้วยค่า r2 0.9890 และ 0.9960 ตามล าดับ โดยสมการของ
แบบจ าลอง Weibull สามารถท านายค่า MR Predicted ได้ใกล้เคียงกับค่า MR Exp ของไฮโดรไลเสตที่
ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมต 98.90% และ 99.60% ตามล าดับ  

2) การตรวจสอบการใช้ได้ของสมการการท าแห้งโดยพิจารณาจากการ
เปรียบเทียบค่าปริมาณความชื้นที่ได้จากการท านายจากสมการ (MC Predicted) กับค่าปริมาณ
ความชื้นที่ได้จากการค านวณจากการทดลอง (MC Exp) โดยการตรวจสอบด้วยวิธีนี้จะก าหนด
ปริมาณความชื้นสุดท้ายของผลิตภัณฑ์ประมาณ 18 - 21% โดยน้ าหนักแห้ง อ้างอิงตามเกณฑ์การ
ท าแห้งอาหารในกลุ่มอาหารที่มีความชื้นต่ า (James et al., 2005) ในการน ามาท านายระยะเวลา
ท าแห้งจากสมการท าแห้ง พิจารณาผลการตรวจสอบจากการค านวณเปอร์ เซ็นต์ความ
คลาดเคลื่อน (%error) ของ MC Predicted และ MC Exp   ผลการพิจารณาการค านวณ %error  ของ
ไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมต (ตารางที่ 4.7) พบว่า %error ของ
ไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมตอยู่ในช่วง 0 - 5.5% 
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 (ก) 

 

 

                                                                    (ข) 
 
ภาพที่ 4.4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนความชื้นที่ได้จากการสมการกับอัตราส่วน
ความชื้นที่ได้จากการทดลองของไฮโดรไลเสตที่  (ก) ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด และ (ข) ท าแห้ง
ด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต  
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ตารางที่ 4.7 เปอร์เซ็นต์ความคลาดเคลื่อนของปริมาณความชื้นในการท าแห้งไฮโดรไลเสตด้วย          
ลมร้อนแบบถาดและแบบโฟม-แมต 
วิธีการท าแห้ง ระยะเวลา 

ท าแห้ง 
(นาที) 

%ปริมาณความชื้น  
(โดยน้ าหนักแห้ง) 

%error ปริมาณ 
น้ าอิสระ 

จากการท านาย จากการทดลอง  
ก า ร ท า แ ห้ ง
ด้ วยลม ร้ อ น
แบบถาด 

390 25.00 25.11 0.44 0.539 + 0.002 
411 23.00 24.23 5.35 0.469 + 0.002 
453 21.00 21.89 4.24 0.426 + 0.001 

การท าแห้ง
ด้วยลมร้อน
แบบโฟม-แมต 

304 23.00 23.79 3.43 0.447 + 0.002 
315 21.00 21.21 1.00 0.413 + 0.001 
370 18.00 19.09 6.05 0.412 + 0.001 

 
ผลการศึกษาระยะเวลาท าแห้งที่ เหมาะสมในการท าแห้งด้วย

สุญญากาศด้วยวิธี trial and error  
ผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าแล้วน ามาผ่านกระบวนการขึ้นโฟมก่อนน ามาแห้ง

ด้วยสุญญากาศในสภาวะที่มีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ความดันภายในเครื่อง 30 นิ้วปรอท   
เพื่อศึกษาระยะเวลาในการท าแห้งด้วยสุญญากาศที่ท าให้ไฮโดรไลเสตจากถั่วด ามีปริมาณ
ความชื้นสุดท้ายต่ ากว่า 21% โดยน้ าหนักแห้ง  

จากการพิจารณาปริมาณความชื้นและปริมาณน้ าอิสระที่ได้จากการท า trial 
and error ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศ  (ตารางที่ 4.8 และภาพที่ 4.5) 
พบว่าการท าแห้งในภาวะที่มีระยะเวลาท าแห้งเพิ่มขึ้น ท าให้ไฮโดรไลเสตจากถั่วด ามีปริมาณ
ความชื้น และปริมาณน้ าอิสระลดลง (p < 0.05) โดยการท าแห้งในภาวะที่มีระยะเวลา 380 และ 
450 นาที ท าให้ไฮโดรไลเสตมีปริมาณความชื้นสุดท้ายเป็น 21.06 และ 18.13% และมีปริมาณ         
น้ าอิสระ 0.419  และ 0.413 ตามล าดับ 
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ตารางที่ 4.8 ปริมาณความชื้นและปริมาณน้ าอิสระจากการท า trial and error ของไฮโดรไลเสต 
จากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศ  

ระยะเวลาท าแห้ง (นาที) ปริมาณความชื้น (%) ปริมาณน้ าอิสระ 
270 50.15 + 0.88 0.560 + 0.03 
300 38.51 + 0.67 0.459 + 0.02 
320 24.17 + 0.53 0.449 + 0.00 
340 22.16 + 0.13 0.444 + 0.02 
360 21.65 + 0.46 0.423 + 0.01 
380 21.06 + 0.14 0.419 + 0.00 
400 20.10 + 0.20 0.414 + 0.01 
420 19.77 + 0.09 0.414 + 0.02 
435 18.66 + 0.18 0.413 + 0.00 
450 18.13 + 0.01 0.413 + 0.01 

 

 

ภาพที่ 4.5 กราฟปริมาณความชื้นจากการท า trial and error ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้ง
ด้วยสุญญากาศ  
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 เมื่อเปรียบเทียบภาวะการท าแห้งของวิธีการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด การท า
แห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต และการท าแห้งด้วยสุญญากาศที่ท าให้ไฮโดรไลเสตจากถั่วด ามี
ปริมาณความชื้นสุดท้ายเท่ากัน พบว่าการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดใช้ระยะเวลาในการท าแห้ง
453 นาท ีซึ่งมากกว่าการท าแห้งด้วยสุญญากาศ (380 นาท)ี และการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-
แมต (315 นาที) เมื่อท าแห้งในภาวะที่ท าให้ไฮโดรไลเสตมีปริมาณความชื้นสุดท้ายเป็น 21% โดย
น้ าหนักแห้ง ในขณะที่การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตใช้ระยะเวลาท าแห้ง (370 นาที) สั้น
กว่าการท าแห้งด้วยสุญญากาศ (450 นาที) เมื่อท าแห้งในภาวะที่ท าให้ไฮโดรไลเสตมีปริมาณ
ความชื้นสุดท้ายเป็น 18% โดยน้ าหนักแห้ง 
 การท าแห้งไฮโดรไลเสตจนมีปริมาณความชื้นสุดท้ายเท่ากัน กระบวนการท าแห้ง
ด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต จะใช้ระยะเวลาในการท าแห้งสั้นกว่ากระบวนการท าแห้งด้วย
สุญญากาศ อาจเนื่องมาจากการท าแห้งด้วยลมร้อนเป็นกระบวนการท าแห้งวัสดุอาหารในตู้อบ   
ลมร้อนซึ่งใช้อากาศร้อนเป็นตัวกลางในการให้ความร้อน วัสดุอาหารจึงได้รับความร้อนโดยตรงจาก
ตัวกลางการท าแห้งที่เคลื่อนที่ผ่านวัสดุอาหาร นอกจากนี้ตู้อบลมร้อนมีการติดต้ังพัดลมเพื่อ
หมุนเวียนอากาศร้อนภายในตู้อบแห้งจึงท าให้วัสดุอาหารได้รับความร้อนอย่างทั่วถึงไม่ว่าจะอยู่
บริเวณใดของตู้อบแห้ง   ในขณะที่การท าแห้งด้วยสุญญากาศเป็นกระบวนการท าแห้งที่ให้ความ
ร้อนโดยทางอ้อมผ่านผนังซึ่งกั้นระหว่างตัวกลางให้ความร้อนกับวัสดุ วัสดุอาหารจะไม่สัมผัสกับ
ตัวกลางให้ความร้อนโดยตรง แต่อาศัยสุญญากาศในการดึงเอาความชื้นออกไปวัสดุอาหาร            
(สักกมน เทพหัสดิน ณ อยุธยา, 2555) การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตจึงอาจใช้ระยะเวลา
ท าแห้งเร็วกว่าการท าแห้งด้วยสุญญากาศ     
 นอกจากนี้ไฮโดรไลเสตที่น ามาผ่านกระบวนการขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้ง (การเกิด
โฟมเป็นการเพิ่มพื้นที่ผิวในการสัมผัสกับอากาศร้อน โฟมของไฮโดรไลเสตจะได้สัมผัสกับอากาศ
ร้อนโดยตรง) อากาศร้อนจะหมุนเวียนพาความชื้นออกจากผิวของไฮโดรไลเสตตลอดเวลา จึงใช้
ระยะเวลาในการท าแห้งที่เร็วกว่าการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด การท าแห้งที่ไม่มีกระบวนการ
ขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้งจะท าให้การเคลื่อนที่ของน้ าจากภายในตัวอย่างมาระเหยที่ผิวหน้าช้าลง 
เมื่ออากาศร้อนภายในตู้อบแห้งหมุนเวียนตลอดเวลาส่งผลให้เกิดการระเหยน้ าที่ผิวหน้าจน
ตัวอย่างเกิดการแห้งแข็ง (case hardening) จึงใช้เวลานานในการลดปริมาณความชื้นในตัวอย่าง
ให้ได้ต่ าที่สุด 
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4.2.2 สมบัติทางเคมีกายภาพ สมบัติเชิงหน้าที่ และสมบัติการต้านออกซิเดชัน

ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่างกัน 
                       4.2.2.1 ผลของวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันต่อสมบัติทางเคมีกายภาพของ
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด า 

                       ผลิตผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยวิธีการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด    
การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต และการท าแห้งด้วยสุญญากาศด้วยภาวะการท าแห้งที่            
ท าให้ไฮโดรไลเสตมีปริมาณความชื้นสุดท้าย 18 - 21 % โดยน้ าหนักแห้ง แล้วเก็บผงไฮโดรไลเสต 
ลงในถุงอลูมิเนียมฟอยด์ขนาด 7 x 5 นิ้ว วางในโถดูดความชื้นเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ก่อนน าไปบดให้
ละเอียด หลังจากนั้นบรรจุในถุงอลูมิเนียมฟอยด์และซีลปิดปากถุงด้วยเครื่องซีลแบบสุญญากาศ 
เพื่อใช้เป็นตัวอย่างในการวิเคราะห์สมบัติด้านต่าง ๆ 
 ปริมาณความชื้นและปริมาณน้ าอิสระ 

                       ผลการพิจารณาปริมาณความชื้นและปริมาณน้ าอิสระของไฮโดรไลเสต 
จากถั่วด าที่ผ่านการท าแห้งด้วยวิธีที่แตกต่างกัน (ตารางที่ 4.9) พบว่าการท าแห้งที่มีกระบวนการ
การท าให้สารละลายไฮโดรไลเสตจากถั่วด ากลายเป็นโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยลมร้อน และท า
แห้งด้วยสุญญากาศสามารถลดความชื้นของผลิตภัณฑ์ได้ต่ าถึง 18% โดยน้ าหนักแห้ง ในขณะที่
การท าแห้งที่ไม่มีกระบวนการท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยลมร้อนสามารถลดความชื้นของ
ผลิตภัณฑ์ได้เพียง 21% โดยน้ าหนักแห้ง ทั้งนี้อาจมาจากวิธีการท าแห้งที่มีการท าให้ไฮโดรไลเสต
ขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้ง ซึ่งเป็นการเพิ่มพื้นที่ผิวของตัวอย่างในการสัมผัสกับอากาศร้อนมากขึ้น 
ท าให้เกิดการเร่งการเคลื่อนที่ของน้ าภายในอาหารมาที่ผิวหน้าได้มากขึ้น (Hardy and Jideani, 
2017) นอกจากน้ีการท าแห้งที่ไม่มีกระบวนการท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยลมร้อน อาจท า
ให้ไฮโดรไลเสตเกิด case hardening ขึ้นในช่วงท้ายของการท าแห้ง มีผลให้เกิดการขัดขวางการ
เคลื่อนที่ของน้ าภายในตัวอย่างมาที่ผิวหน้า การระเหยน้ าออกจากตัวอย่างจึงท าได้ยากขึ้น 
ไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดจึงมีปริมาณความชื้นสูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วย
วิธีอ่ืน (Ernster et al., 1991) รายงานว่าไฮโดรไลเสตจากถั่วเหลืองที่ผ่านการท าแห้งควรมีปริมาณ
ความชื้นสุดท้ายประมาณ 2 - 8% และสามารถมีปริมาณความชื้นเพิ่มขึ้นได้ถึง 20% ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
การน าไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหาร   จากการพิจารณาปริมาณน้ าอิสระของไฮโดรไลเสต 
จากถั่วด าหลังการท าแห้ง (ตารางที่ 4.9) พบว่าไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด
และแบบโฟม-แมต และการท าแห้งด้วยสุญญากาศมีปริมาณน้ าอิสระอยู่ในช่วง 0.412 - 0.417 ค่า
ปริมาณน้ าอิสระที่เหลืออยู่ในไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ผ่านการท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ นี้อยู่ในเกณฑ์
การผลิตผลิตภัณฑ์อาหารแห้ง  
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ตารางที่ 4.9 ปริมาณความชื้นและปริมาณน้ าอิสระของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธี
ต่างกัน 

*a,b,c…..ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวต้ังมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 
  
 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ 
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ของ
ไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยวิธีต่างกัน (ตารางที่ 4.10) ชี้ให้เห็นว่าการท าแห้งด้วยวิธีที่แตกต่างกันมี
ผลต่อการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า 
จากการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ (ตารางที่ ค.9 - ค.10) พบว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วย 
ลมร้อนแบบถาดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ผ่าน                   
การท าแห้งด้วยสุญญากาศ และการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต (p < 0.05) โดยมีผล          
การทดลองในท านองเดียวกัน  เมื่อพิจารณาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก  ฟลาโวนอยด์ของ
ไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ จนมีปริมาณความชื้นสุดท้าย 21% โดยน้ าหนักแห้ง 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากกระบวนการท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งจะเป็นการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสของ
ไฮโดรไลเสตในการสัมผัสกับความร้อนมากขึ้น ท าให้มีอัตราการถ่ายเทความร้อนระหว่างตัวอย่าง
กับอากาศร้อนในตู้อบแห้งมาก ซึ่งสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เป็นสารที่ไวต่อความร้อน 
จึงท าให้ไฮโดรไลเสตที่น ามาขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยลมร้อน (การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบ
โฟม-แมต) และท าแห้งด้วยสุญญากาศมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ต่ ากว่า
ไฮโดรไลเสตที่ไม่มีการขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยลมร้อน   การพิจารณาวิธีการท าแห้ง              
ไฮโดรไลเสตด้วยวิธีต่าง ๆ จนมีปริมาณความชื้นสุดท้ายเป็น 18% พบว่าไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่
ท าแห้งด้วยสุญญากาศมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและปริม าณฟลาโวนอยด์สูงกว่า              

วิธีการท าแห้ง ระยะเวลาท าแห้ง
(นาที) 

%ปริมาณความชื้น  
(โดยน้ าหนักแห้ง) 

ปริมาณน้ าอิสระ 

การท าแห้งด้วยลมร้อน 
แบบถาด 

453 21.14a + 0.00 0.427a + 0.001 

การท าแห้งด้วยลมร้อน  
แบบโฟม-แมต 

370 
315 

18.35b + 0.58 
21.20a + 0.00 

0.412b + 0.001 
0.414ab + 0.001 

การท าแห้งด้วย
สุญญากาศ 

450 
380 

18.15b + 0.01 
21.05a + 0.14 

0.412b + 0.001 
0.413ab + 0.003 
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ไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต เป็นผลมาจากการท าแห้งด้วยสุญญากาศเป็นการ
ท าในภาวะที่มีความดันต่ าเป็นสุญญากาศ จึงสามารถระเหยน้ าในตัวอย่างจนมีปริมาณความชื้น
ตามที่ก าหนดได้ในระยะเวลาที่สั้นกว่า การท าแห้งด้วยสุญญากาศจึงสามารถรักษาสารประกอบ 
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ไว้ได้มากกว่าการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต  
 ปริมาณ TCA - soluble peptides 
 ผลการวิ เคราะห์ปริมาณ  TCA - soluble peptides (ตารางที่  4.10) 
ชี้ให้เห็นว่าการท าแห้งด้วยวิธีที่แตกต่างกันมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงปริมาณ  TCA - soluble 
peptides ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า จากการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่  ค.11) พบว่า
ไฮโดรไลเสต (ความชื้น 21% โดยน้ าหนักแห้ง) ที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดมีปริมาณ  TCA - 
soluble peptides สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วยสุญญากาศและการท าแห้งด้วย         
ลมร้อนแบบโฟม-แมต (p < 0.05) เนื่องมาจากการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต และการ         
ท าแห้งด้วยสุญญากาศมีขั้นตอนการท าให้ไฮโดรไลเสตขึ้นเป็นโฟมก่อน แรงกลจากการตีท าให้เกิด
การรวมตัวกันของสายเพปไทด์แล้วเกิดเป็นฟิล์มบาง ๆ ที่สามารถกักเก็บอากาศไว้ได้ เป็นผลให้
ไฮโดรไลเสตที่มีขั้นตอนการขึ้นโฟม มีปริมาณ TCA-soluble peptides น้อยกว่าไฮโดรไลเสตที่ไม่มี
กระบวนการขึ้นโฟม 
ตารางที่ 4.10 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด์ และ TCA-soluble peptides 
ของไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่างกัน 

วิธีการท าแห้ง % ปริมาณ
ความชื้น  

สารประกอบ 
ฟีนอลิกทั้งหมด 

(mg GAE g-1 dried 
sample, db) 

ฟลาโวนอยด์ 
(mg catechin g-1 

dried sample, db) 

TCA-soluble 
peptides  

(g tyrosine g-1 

dried sample, db 
การท าแห้งด้วย            
ลมร้อนแบบถาด 

21 19.08a + 0.08 0.67a + 0.04 3.83a + 0.01 

การท าแห้งด้วยลม
ร้อนแบบโฟม-แมต 

18 15.96c + 0.05 0.49b + 0.05 3.06e + 0.01 
21 13.14e + 0.07 0.21c + 0.06 3.21c + 0.01 

การท าแห้งด้วย
สุญญากาศ 

18 16.68b + 0.09 0.56ab + 0.05 3.14d + 0.00 
21 14.71d + 0.05 0.24c + 0.06 3.49b + 0.02 

*a,b,c…..ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวต้ังมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
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 โครงสร้างระดับจุลภาค 
น าผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ผ่านการท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ มาวิเคราะห์ลักษณะพื้นผิวในระดับ
จุลภาคของไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ  ผลการวิเคราะห์ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ก าลังขยาย 50 เท่า (ภาพที่ 4.6) พบว่าวิธีการท าแห้งที่แตกต่างมีผล  
ท าให้ลักษณะพื้นผิวของไฮโดรไลเสตหลังการท าแห้งแตกต่างกัน โดยภาพถ่ายของไฮโดรไลเสตที่
ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตและท าแห้งด้วยสุญญากาศมีลักษณะพื้นผิวที่มีความเป็นรูพรุน
เมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะพื้นผิวของไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด เนื่องจากการ
เกิดฟองอากาศเล็ก ๆ ที่ถูกล้อมรอบด้วยฟิล์มบาง ๆ จากของเหลวในขั้นตอนการท าให้เกิดโฟม 
ก่อนน าไปท าแห้ง ส่งผลให้ไฮโดรไลเสตหลังการท าแห้งมีลักษณะพื้นผิวที่มีความเป็นรูพรุน ความ
เป็นรูพรุนที่เกิดขึ้นแสดงให้เห็นว่าสารละลายยังคงเป็นโฟมที่คงตัวตลอดการอบแห้ง ไฮโดรไลเสตที่
ขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยสุญญากาศ (ความชื้น 18%) มีลักษณะพื้นผิวที่มีขนาดของความเป็น         
รูพรุนเล็กกว่า แต่มีความสม่ าเสมอกันมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับไฮโดรไลเสตที่น าไปขึ้นโฟมก่อน
น าไปท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต (ความชื้น 18%) เนื่องจากการท าแห้งด้วยเครื่องอบแห้ง
แบบสุญญากาศ อาศัยหลักการของการน าความร้อนในการถ่ายเทความร้อนจากตัวกลางให้ความ
ร้อนไปยังตัวอย่าง ท าให้ตัวกลางการให้ความร้อนของเครื่องท าแห้งไม่ได้สัมผัสกับตัวอย่างโดยตรง 
ส่งผลให้โครงสร้างฟองอากาศที่เกิดขึ้นถูกท าลายน้อยกว่าการท าแห้งด้วยลมร้อน นอกจากนี้การ
ลดความดันภายในตู้อบแห้งลงจนเป็นสุญญากาศ จะท าให้ความชื้นที่แทรกตัวอยู่ระหว่าง
ฟองอากาศสามารถระเหยออกได้ที่อุณหภูมิต่ ากว่าความดันบรรยากาศปกติ โครงสร้างของโฟมจึง
ถูกท าลายได้น้อยลง ในขณะที่ไฮโดรไลเสตที่น าไปขึ้นโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยสุญญากาศ 
(ความชื้น 21%) มีลักษณะพื้นผิวที่คล้ายกับการยุบตัวลงของโครงสร้างโฟม เมื่อเปรียบเทียบกับ
ไฮโดรไลเสตที่ขึ้นโฟมก่อนท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตที่มีลักษณะมีรูพรุนของฟองอากาศใน
โครงสร้าง เนื่องจากไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศมีความสามารถในการดูดความชื้นจาก
บรรยากาศได้ดี การดูดความชื้นของไฮโดรไลเสตจะท าให้โครงสร้างโฟมไม่แข็งแรง เกิดการยุบตัว
ลง นอกจากนี้ขนาดของความเป็นรูพรุนของไฮโดรไลเสตยังขึ้นอยู่กับภาวะการท าแห้งด้วย เมื่อ
พิจาณาภาพถ่ายของไฮโดรไลเสตที่มีขั้นตอนการขึ้นโฟมก่อนท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟมแมต 
พบว่าไฮโดรไลเสต (ความชื้น 18%) มีขนาดของความเป็นรูพรุนใหญ่กว่าไฮโดรไลเสต (ความชื้น 
21%) เนื่องจากการท าแห้งที่ ใช้ระยะเวลานาน ท าให้อากาศร้อนพาความชื้นที่อยู่ล้อมรอบ
โครงสร้างโฟมออกไปมากขึ้น ผนังของโฟมจึงบางลงจนอาจท าให้แตกรวมเป็นกลุ่มเดียวกัน  จึง
มองเห็นภาพลักษณะพื้นผิวของไฮโดรไลเสตมีขนาดรูพรุนที่ใหญ่กว่า 
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ภาพที่ 4.6 ภาพถ่ายลักษณะพื้นผิวจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ก าลังขยาย            
50 เท่า ของผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ (ก) ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด (ความชื้น 21% โดย
น้ าหนักแห้ง) (ข) ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต (ความชื้น 18% โดยน้ าหนักแห้ง) (ค) ท าแห้ง
ด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต (ความชื้น 21% โดยน้ าหนักแห้ง) (ง) ท าแห้งด้วยสุญญากาศ (ความชื้น 
18% โดยน้ าหนักแห้ง) และ (จ) ท าแห้งด้วยสุญญากาศ (ความชื้น 21% โดยน้ าหนักแห้ง) 
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                       4.2.2.2 ผลของวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันต่อสมบัติเชิงหน้าที่ด้านการ
ละลายของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า 
 สมบัติการละลายเป็นสมบัติที่มีความส าคัญในการเลือกไฮโดรไลเสตไป
ประยุกต์ใช้ในอาหารชนิดต่าง ๆ เนื่องจากความสามารถในการละลายของโปรตีนมีอิทธิพลต่อ
สมบัติด้านอ่ืนของอาหาร หากโปรตีนละลายได้น้อยหรือมีอันตรกิริยากับโมเลกุลน้ าต่ าจะมีผลต่อ
การจ ากัดการน าโปรตีนไปใช้ประโยชน์ในผลิตภัณฑ์อาหาร  

 

ภาพที่ 4.7 ความสามารถในการละลายของไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ  
เมื่อไฮโดรไลเสตที่ (TD) ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด (ความชื้น 21%) (F18) ท าแห้งด้วยลมร้อน
แบบโฟม-แมต (ความชื้น 18%) (F21) ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต (ความชื้น 21%) (VC18) 
ท าแห้งด้วยสุญญากาศ (ความชื้น 18%) และ (VC21) ท าแห้งด้วยสุญญากาศ (ความชื้น 21%) 
 
 จากการพิจารณาผลของวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันต่อความสามารถใน
การละลายของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ pH 6 (ภาพที่ 4.7) และการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
(ตารางที่ ค.12) พบว่าไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยลมร้อน  (ความชื้น 21% โดยน้ าหนัก
แห้ง) มีความสามารถในการละลายสูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศและท าแห้งด้วย
ลมร้อนแบบโฟม-แมต ตามล าดับ อาจเนื่องมาจากการท าแห้งด้วยสุญญากาศและการท าแห้งด้วย
ลมร้อนแบบโฟม-แมตมีขั้นตอนการท าให้ไฮโดรไลเสตขึ้นเป็นโฟมที่คงตัวด้วยการใช้ CMC เป็นสาร
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ให้ความคงตัว โดย CMC เป็นพอลิแซ็กคาไรด์กัมชนิดประจุลบที่สามารถเกิด electrostatic 
interaction กับโปรตีนได้ เมื่อสารละลายมีค่า pH (pH = 6) สูงกว่าค่า pI (pH 4 - 5) ของโปรตีน 
แล้วเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างโปรตีนกับคาร์โบไฮเดรต (Azarikia and Abbasi, 2016) 
เมื่อน ามาท าแห้งท าให้ไฮโดรไลเสตที่มีขั้นตอนการขึ้นโฟมละลายน้ าได้ต่ ากว่าไฮโดรไลเสตที่ไม่มี
ขั้นตอนการขึ้นโฟม Liu และคณะ (2010) รายงานว่าสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างโปรตีนไอโซเลท
จากถั่วกับพอลิแซ็กคาไรด์กัมชนิดกัมอะราบิกมีความสามารถในการละลายเพิ่มขึ้นเมื่ออยู่ในภาวะ
ที่มี pH ต่ าเป็นกรด   
 
                       4.2.2.3 ผลของวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันต่อสมบัติการต้านออกซิเดชัน
ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า 
                                   ผลิตผงไฮโดรไลเสตจากถั่วด าด้วยวิธีการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด  
การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต และการท าแห้งด้วยสุญญากาศในภาวะการท าแห้งที่ท าให้
ไฮโดรไลเสตมีปริมาณความชื้นสุดท้าย 18 และ 21% โดยน้ าหนักแห้ง แล้วน ามาวิเคราะห์
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันด้วยวิธีวิเคราะห์ที่หลากหลายผ่านกลไกต่าง ๆ เพื่อศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงความสามารถในการต้านออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่เป็นผลมาจากการ
ท าแห้งด้วยวิธีที่แตกต่างกัน ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ 
DPPH radical scavenging activity, Ferric reducing antioxidant power (FRAP), Oxygen 
radical absorbance capacity (ORAC) แสดงดังตารางที่ 4.11 และ Metal-chelating แสดงดัง
ตารางที่ 4.12 

ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical 
scavenging activity  

ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH 
radical scavenging activity (ตารางที่  4.11) พบว่าวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงค่าความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging 
activity ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า จากการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ ค.13) พบว่า
ไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH 
radical scavenging activity สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต และท าแห้ง
ด้วยลมร้อนแบบถาด (p < 0.05)   การพิจารณาวิธีการท าแห้งที่ท าในภาวะที่ท าให้ไฮโดรไลเสตมี
ปริมาณความชื้นสุดท้าย 18% โดยน้ าหนักแห้ง พบว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศมี
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity สูงกว่า
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ไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต เป็นผลมาจากการท าแห้งด้วยสุญญากาศจะท า
ในภาวะที่มีความดันต่ าเป็นสุญญากาศ การระเหยของน้ าที่ผิวของไฮโดรไลเสตจึงท าได้ในภาวะที่
มีอุณหภูมิต่ ากว่าความดันบรรยากาศ ท าให้ไฮโดรไลเสตสัมผัสกับความร้อนในระยะเวลาที่สั้น         
จึงสามารถรักษาสารประกอบที่มีความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระของ 
DPPH ได้มากกว่าการท าแห้งด้วยวิธีอ่ืน 

Kayacan และคณะ (2018) รายงานผลของการท าแห้งด้วยสุญญากาศ
และท าแห้งด้วยลมร้อนต่อปริมาณสารประกอบที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และความสามารถในการ
ต้านออกซิ เดชันของเกสรดอกไม้ที่ ไ ด้จากผึ้ง  (bee pollen) โดย bee pollen ที่ท าแห้งด้วย
สุญญากาศมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์สูงกว่า bee pollen ที่ท าแห้งด้วยลมร้อน 
อย่างไรก็ตามความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging 
activity ของ bee pollen ที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศไม่แตกต่างจาก  bee pollen ที่ท าแห้งด้วย          
ลมร้อน (p > 0.05)   นอกจากนี้การพิจารณาวิธีการท าแห้งที่ท าในภาวะที่ท าให้ไฮโดรไลเสตมี
ปริมาณความชื้นสุดท้าย 21% โดยน้ าหนักแห้ง พบว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดมี
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity สูงกว่า
ไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศ และการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต เนื่องจากการน า
ไฮโดรไลเสตที่มีลักษณะข้นหนืดและมีปริมาณน้ าตาลสูงมาท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด ท าให้น้ า
ภายในไฮโดรไลเสตเคลื่อนที่มาที่ผิวหน้าได้ช้า การท าแห้งด้วยวิธีนี้จึงใช้ระยะเวลาในการระเหยน้ า
ออกจากไฮโดรไลเสตนาน ตัวอย่างจึงสัมผัสกับความร้อนนานขึ้น อาจส่งผลให้เกิดการสร้าง
สารประกอบสีน้ าตาลจากปฏิกิริยาการเกิดสีน้ าตาลโดยไม่ใช้เอนไซม์ในระหว่างการท าแห้ง         
ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาเมลลาร์ดมีความสามารถในการให้ไฮโดรไลเจนอะตอมแก่อนุมูล
อิสระ DPPH ได้ (Echavarría et al., 2012) 
 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ Oxygen radical 
absorbance capacity (ORAC) 
 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ ORAC เป็น
การวิเคราะห์ความสามารถของสารที่มีความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระ             
เพอร์ออกซิลสังเคราะห์ ซึ่งติดตามจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงของสาร Fluorescent ท่ี
เปลี่ยนแปลงไป ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ ORAC (ตารางที่ 
4.11) ชี้ให้เห็นว่าวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชันที่วิเคราะห์ด้วย ORAC ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า ผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
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(ตารางที่ ค.14) พบว่าไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วยสุญญากาศมีความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชันที่วิเคราะห์ ORAC สูงที่สุด  แต่ไม่แตกต่างกับไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบ
ถาดและแบบโฟม-แมต (p > 0.05) แสดงให้เห็นว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยวิธีท าแห้งทั้งสามวิธี 
มีความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมกับอนุมูลอิสระสังเคราะห์เพอร์ออกซิลในระบบที่สร้าง
ขึ้นจาก AAPH ได้ไม่แตกต่างกัน 
ตารางที่  4.11 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging 
activity ORAC และ FRAP ของไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่างกัน 

วิธีการท าแห้ง %ปริมาณ
ความชื้น  

 

ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน 
(µmol Trolox g-1 dried sample, db.) 

DPPH radical 
scavenging activity   

ORAC ns FRAP 

การท าแห้งด้วย 
ลมร้อนแบบถาด 

21 13.37c + 0.08 274.88 + 33.40 20.99a + 0.06 

การท าแห้งด้วยลม
ร้อนแบบโฟม-แมต 

18 13.67b + 0.04 252.92 + 26.88 17.42c + 0.06 
21 12.22e + 0.01 229.29 + 22.61 15.61e + 0.08 

การท าแห้งด้วย
สุญญากาศ 

18 14.17a + 0.06 263.49 + 26.99 18.28b + 0.08 
21 12.48d + 0.07 275.38 + 40.38 16.11d + 0.05 

*a,b,c…..ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวต้ังมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 
ns ข้อมูลไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p > 0.05) 
  
 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ Ferric reducing 
antioxidant power (FRAP) 
 ผลการทดลอง (ตารางที่ 4.11 ) ชี้ให้เห็นว่าวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันมี
ผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ FRAP ของไฮโดรไลเสต 
จากถั่วด า จากการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ ค.15) พบว่าการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด
ท าให้ไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ด้วย FRAP สูงกว่าการท าแห้ง
ด้วยสุญญากาศและการท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต (p < 0.05)  โดยมีผลการทดลองใน
ท านองเดียวกันเมื่อพิจารณาค่าความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ FRAP ของ
ไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ จนมีปริมาณความชื้นสุดท้าย 21% โดยน้ าหนักแห้ง 
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ทั้งนี้ไฮโดรไลเสตซึ่งมีลักษณะข้นหนืดและมีปริมาณน้ าตาลสูงเมื่อน ามาท าแห้งด้วยลมร้อนแบบ
ถาด มีผลให้การเคลื่อนที่ของน้ าภายในไฮโดรไลเสตขึ้นมาที่ผิวหน้าช้า จึงท าให้ไฮโดรไลเสตใช้  
ระยะเวลาในการท าแห้งนาน อาจส่งผลให้เกิดการสร้างผลิตภัณฑ์จากฏิกิริยาเมลลาร์ดในระหว่าง
การท าแห้ง โดยผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากปฏิกริยาเมลลาร์ดมีสมบัติในการเป็นรีดิวซิงเอนเจนต์ ซึ่งมี
ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกอิออน (Fe3+) ได้ โดย Oh และคณะ (2013) รายงานว่า 
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิรยาเมลลาร์ดที่เกิดขึ้นในผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสต  จากโปรตีน
เข้มข้นจากเวย์มีความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน โดยเป็นสารที่มีคุณสมบั ติเป็นสาร
รีดิวซ์   เมื่อพิจารณาวิธีการท าแห้งที่ท าแห้งด้วยภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีปริมาณความชื้นสุดท้าย 
18% โดยน้ าหนักแห้ง พบว่าไฮโดรไลเสตที่ผ่านการท าแห้งด้วยสุญญากาศมีความสามารถในการ
ต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ FRAP สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต (p < 
0.05) เนื่องจากการท าแห้งด้วยสุญญากาศเป็นการท าแห้งในภาวะที่มีความดันต่ ากว่าความดัน
บรรยากาศ จึงใช้ระยะเวลาในการระเหยน้ าออกจนผลิตภัณฑ์มีความชื้นตามที่ก าหนดสั้นกว่า
กระบวนการท าแห้งด้วยวิธีอ่ืน ผลิตภัณฑ์ที่ท าแห้งด้วยวิธีนี้จึงสัมผัสกับความร้อนในระยะเวลาสั้น 
จึงสามารถรักษาสารส าคัญที่ไวต่อความร้อนที่มีสมบัติในการเป็นรีดิวซิงเอนเจนต์  ได้แก่ กรด              
อะมิโนที่มีหมู่โซ่ข้างเป็นวงอะโรแมติก (ทริปโทเฟน ไทโรซีน และฟีนิลอะลานีน) และสารประกอบ  
ฟีนอลิก (กรดแกลลิก กรดวานิลิก และกรดคลอโรจีนิก) ไว้ได้มากกว่าวิธีการท าแห้งอื่น  
 ผลการทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยนี้ของ Naknaen และคณะ (2016) ท่ี
รายงานว่าวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันส่งผลให้กล้วยผงอบแห้งมีความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชันแตกต่างกัน โดยกล้วยที่มีการท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยสุญญากาศมีค่า
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity และ FRAP 
สูงกว่ากล้วยที่มีการท าให้เกิดโฟมก่อนน าไปท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาด 
 
 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ Metal-chelating 
 ผลการทดลอง (ตารางที่ 4.12) ชี้ให้เห็นว่าวิธีการท าแห้งที่แตกต่างกันมีผล
ต่อการเปลี่ยนแปลงค่าความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ Metal-chelating ของ
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด า การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดท าให้ไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการ
ต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ Metal-chelating สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศ และ          
ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต ตามล าดับ อาจเนื่องมาจากการท าแห้งด้วยสุญญากาศ และ
การท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมตมีขั้นตอนการขึ้นโฟม ไฮโดรไลเสตจึงมีโครงสร้างที่มีความ
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เป็นรูพรุนและมีพื้นที่ผิวในการสัมผัสกับความร้อนเพิ่มมากขึ้น ท าให้สูญเสียสารส าคัญที่ไวต่อ
ความร้อนมากขึ้น เช่น สารประกอบฟีนอลิก ซึ่งเป็นสารประกอบที่มีโครงสร้างเป็นวงอะโรแมติก
และมีหมู่แทนที่เป็นหมู่ไฮดรอกซีอย่างน้อย 1 หมู่ หมู่ฟังก์ชันที่เกาะอยู่บนวงเบนซีนมีความ
สามารถในการคีเลตโลหะที่มีประจุบวกได้ (Wang et al., 2009) จึงท าให้ไฮโดรไลเสตที่ผ่านการขึ้น
โฟมก่อนการท าแห้งจะมีความสามารถในการคีเลตโลหะ Fe2+ น้อยกว่าไฮโดรไลเสตที่ไม่ผ่านการ
ขึ้นโฟมก่อนการท าแห้ง   อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ ค.16) พบว่าการ
ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดท าให้ไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ 
Metal-chelating สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยสุญญากาศ และท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม -
แมตไม่แตกต่างกัน (p > 0.05) แสดงให้เห็นว่าไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยลมร้อนแบบถาดมี
ความสามารถในการคีเลต Fe2+ ในระบบไม่แตกต่างจากไฮโดรไลเสตที่ท าแห้งด้วยวิธีอ่ืน  
ตารางที่  4.12 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิ เคราะห์ด้วย Metal-chelating ของ            
ไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่างกัน 

วิธีการท าแห้ง %ปริมาณความชื้น Metal-chelating ns 
(µM EDTA g-1 dried sample, db.) 

การท าแห้งด้วย 
ลมร้อนแบบถาด 

21 11.54 + 0.04 

การท าแห้งด้วยลม
ร้อนแบบโฟม-แมต 

18 10.48 + 0.17 
21 10.65 + 1.10 

การท าแห้งด้วย
สุญญากาศ 

18 11.19 + 0.06 
21 11.28 + 0.04 

*a,b,c…..ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวต้ังมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 
ns ข้อมูลไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p > 0.05) 
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บทท่ี 5  

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 

ความเข้มข้นของเอนไซม์ Flavourzyme® และระยะเวลาย่อยที่เพิ่มขึ้นส่งผลต่อการเพิ่มค่า
ระดับการย่อยของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า การเพิ่มค่าระดับการย่อยส่งผลต่อการเพิ่มฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity และ FRAP ของไฮโดรไลเสต (p < 
0.05) เนื่องจากการมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระและสารประกอบฟีนอลิกที่ปลดปล่อยออกจาก 
protein-bound polyphenols เพิ่มขึ้น  (p < 0.05) สมการของผลตอบสนองต่าง ๆ มีความ
เหมาะสมในการท านายค่าของตัวแปรอิสระให้มีความสัมพันธ์กับค่าผลตอบสนองที่ต้องการ 87.17 
- 95.57% ภาวะการผลิตที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์ 6.09 %(w/w) และระยะเวลาย่อย 360 นาที 
เป็นภาวะเหมาะสมที่สุดที่ได้จากการท านายจากสมการส าหรับการผลิตไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มี
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูง โดยค่าผลตอบสนองที่ได้จากการท านายจากสมการมีความแตกต่างจาก
ค่าที่ได้จากการทดลองอยู่ในช่วง 0.54 - 27.46% 

น าไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ผลิตในภาวะที่คัดเลือกได้มาผ่านการท าแห้ง ด้วยวิธีท าแห้ง         
3 วิธีที่อุณหภูมิ 60๐C จนท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% โดยน้ าหนักแห้ง การท าแห้ง
ด้วยลมร้อนแบบถาดท าให้ไฮโดรไลเสต (21% โดยน้ าหนักแห้ง) มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
ฟลาโวนอยด์ TCA-soluble peptides ความสามารถในการละลาย และฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
(DPPH radical scavenging activity FRAP Metal-chelating และ ORAC) สูงกว่าไฮโดรไลเสตที่
ท าแห้งด้วยสุญญากาศและท าแห้งด้วยลมร้อนแบบโฟม-แมต (p < 0.05) การท าแห้งด้วยลมร้อน
แบบถาดในภาวะที่มีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และระยะเวลาท าแห้ง 453 นาที เป็นวิธีการ        
ท าแห้งที่เหมาะสมส าหรับการผลิตผงไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 จากการศึกษาเบื้องต้น พบว่าระดับการย่อยเป็นผลตอบสนองที่ส าคัญที่มีผลต่อการเพิ่ม
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า ดังนั้นควรท าการศึกษาชนิดของกรดอะมิโน ชนิด
และล าดับของกรดอะมิโนในสายเพปไทด์ของไฮโดรไลเสต เพื่อเป็นข้อมูลเพิ่มเติมเกี่ยวกับฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันในไฮโดรไลเสตจากถั่วด า 
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ภาคผนวก ก  
รายละเอียดของเอนไซม์ 

 
ก.1 เอนไซม์ Alpha-amylase BAN® 480L 
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 ก.2 เอนไซม์ Flavourzyme® 500MG 
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ภาคผนวก ข  
วิธีวิเคราะห์ทางเคมี 

 
ข.1 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
       วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดด้วยวิธี Folin-ciocalteu ดัดแปลงวิธีของ 
Waterhouse (2005) 
สารเคมี 

1. เมทานอล 
2. โซเดียมคาร์บอเนต 
3. Folin-Ciocalteu reagent 
4. กรดแกลลิก (Gallic acid) 

การเตรียมสารละลาย 
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตอ่ิมตัว ละลายโซเดียมคาร์บอเนต 200 กรัม ในน้ ากลั่น 800 

มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน ามากรองผ่านกระดาษกรอง 
Whatman เบอร์ 1 แล้วปรับปริมาตรของสารละลายเป็น 1 ลิตร ด้วยน้ ากลั่น 
การท ากราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก 

1. ละลายกรดแกลลิก 0.5 กรัม ในเมทานอล 10 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 
100 มิลลิลิตร  

2. ปิเปตสารละลายกรดแกลลิกปริมาตร 0.5, 1.0, 2.0, 3.5, 4.5, 5.0, 6.0, 7.5, 9.0 และ 10 
มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 100 มิลลิลิตร สารละลายกรด
แกลลิกที่ได้จะมีความเข้มข้น 25, 50, 100, 175, 225, 250, 300, 450 และ 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

3. ปิเปตสารละลายกรดแกลลิกในแต่ละความเข้มข้น 200 ไมโครลิตร ลงในขวดปรับปริมาตร 
10 มิลลิลิตร (ที่หุ้มด้วยอะลูมิเนียมฟอยล์) 

4. ปิเปตน้ ากลั่น 7 มิลลิลิตร  และสารละลาย Folin-Ciocalteu ความเข้มข้น 2 นอร์มัล            
500 ไมโครลิตร ตามลงไป ผสมให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 4 นาท ี

5. เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตอ่ิมตัว 1.5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสารละลายท้ังหมดด้วย
น้ ากลั่น ผสมให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

6. น าสารละลายไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร แล้วสร้างกราฟ
มาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของกรดแกลลิกและค่าการดูดกลืนแสง แสดงดังภาพที่ ข.1 
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ภาพที่ ข.1 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิกที่ใชส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
 

ข.2 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity    

       วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity ตามวิธีของ Sritongtae และคณะ (2017) 
สารเคมี 

1. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 
2. เมทานอล 
3. 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic Acid (Trolox) 

การเตรียมสารละลาย 
เตรียมสารละลาย DPPH 0.15 มิลลิโมลาร์ ละลาย DPPH 0.008 กรัม ในเมทานอล  ความ

เข้มข้น 80% แล้วปรับสารละลายท้ังหมดด้วยเมทานอลเป็น 50 มิลลิลิตร 
การท ากราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox 

1. ละลาย Trolox ในเมทานอล โดยสารละลาย Trolox มีความเข้มข้น 20, 40, 60, 80, 100
และ 120 ไมโครโมลต่อลิตร จากนั้นน าไปวิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity 

y = 0.0024x + 0.0174
R² = 0.9992
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ความเข้มข้นของกรดแกลลิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)
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2. ปิเปตสารละลาย Trolox ในแต่ละความเข้มข้น 1.5 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย DPPH ความ
เข้มข้น 0.15 มิลลิโมลาร์ 1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 
นาท ี

3. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ค านวณ DPPH radical scavenging 
activity (%) ดังสมการที่ 1 แล้วสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลาย Trolox ที่แสดงความสัมพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย Trolox และค่า %DPPH inhibition (ภาพที่ ข.2) 

DPPH radical scavenging activity (%) =
A0-A

A0
x 100                        (1) 

เมื่อ A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH 
      A    คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย Trolox 
 

ภาพที่  ข.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิกที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
 

ข.3 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ Ferric reducing antioxidant power 
(FRAP) 
      วิเคราะห์ FRAP โดยดัดแปลงวิธีของ Benzie และ Strain (1996) 
สารเคมี 

1. กรดอะซีติก 

ความเข้มข้นของ Trolox (ไมโครโมลต่อลิตร) 
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2. โซเดียมอะซีเตต  
3. เฟอริกคลอไรด์  
4 กรดไฮโดรคลอริก  
5. 2,4,6-tripyridyl-s-trirazine (TPTZ)  

การเตรียมสารละลาย 
1. สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมอะซีเตตความเข้มข้น 300 มิลลิโมลาร์ pH 3.6 ละลาย

โซเดียมอะซีเตต 40.824 กรัม ในน้ า 700 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH ของสารละลายเป็น 3.6 ด้วย
กรดอะซีติกเข้มข้น 99.8% แล้วปรับปริมาตรสารละลายท้ังหมดด้วยน้ ากลั่นเป็น 1000 มิลลิลิตร 

2. สารละลายเฟอริกคลอไรด์ความเข้มข้น 250 มิลลิโมลาร์ (เตรียมใหม่ทุกครั้ง) ละลาย              
เฟอริกคลอไรด์ 0.3244 กรัม ในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 100 มิลลิลิตร 

3. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ ปิเปตกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 
37% ปริมาตร 0.33 มิลลิลิตร ลงในน้ ากลั่น จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 100 มิลลิลิตร 

4. สารละลาย 2,4,6-tripyridyl-s-trirazine (TPTZ) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (เตรียมใหม่
ทุกครั้ง) ละลาย TPTZ 0.0312 กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ จากนั้น
ปรับปริมาตรด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ เป็น 10 มิลลิลิตร 

5. สารละลาย FRAP (เตรียมใหม่ทุกครั้ง) ปิเปตสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมอะซีเตต            
25 มิลลิลิตร ลงในสารละลายเฟอริกคลอไรด์ 2.5 มิลลิลิตร และสารละลาย TPTZ 2.5 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายท้ังหมดให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 30 นาท ี
การท ากราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox 

1. ละลาย Trolox 0.025 กรัม ในเมทานอล และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 100 มิลลิลิตร  
2. ปิเปตสารละลาย Trolox ปริมาตร 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00, 2.25, 

2.50, 2.75 และ 3.00 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตร แล้วปรับปริมาตรของสารละลายด้วยน้ า
กลั่นเป็น 10 มิลลิลิตร สารละลาย Trolox มีความเข้มข้น 0.025, 0.050, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 
1.75, 2.00, 2.25, 2.50, 2.75 และ 3.00 มิลลิโมล ตามล าดับ จากนั้นน าไปวิเคราะห์ FRAP  

3. ปิเปตสารละลาย FRAP 1900 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองแล้วน าไปบ่มในอ่างน้ า
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  

4. ปิเปตสารละลายมาตรฐาน Trolox ในแต่ละความเข้มข้น 100 ไมโครลิตร ตามลงไป ผสม
สารละลายให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลาย ต้ังทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  
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5. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร แล้วสร้างกราฟมาตรฐานของ
สารละลายมาตรฐาน Trolox ที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย  Trolox 
และค่าการดูดกลืนแสง แสดงดังภาพที่ ข.3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ ข.3 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox ที่ใช้ในการวิเคราะห์ความสามารถใน
การต้านออกซิเดชันด้วย FRAP 
 
ข.4 การวิเคราะห์ปริมาณความชื้น  
       วิเคราะห์ปริมาณความชื้นตามวิธีของ AOAC (2016) 
วิธีการทดลอง 

1. ชั่งตัวอย่างที่ทราบน้ าหนัก 2 กรัม (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง) ใส่ในภาชนะอลูมิเนียส าหรับหา
ความชื้นที่ผ่านการอบแห้งและทราบน้ าหนักแน่นอน 

2. น าตัวอย่างเข้าอบแห้งในตู้อบลมร้อน โดยควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ในช่วง 105 + 1 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง หรือจนน้ าหนักคงที่ 

3. น าตัวอย่างออกจากตู้อบและทิ้งให้เย็นในโถดูดความชื้นที่อุณหภูมิห้อง  แล้วน าไปชั่ง
น้ าหนัก ท าการทดลองข้อ 2 และ 3 จนตัวอย่างมีน้ าหนักคงที่ 

4. ค านวณหาปริมาณความชื้นโดยใช้สูตรค านวณดังนี้ 

y = 2.2672x
R² = 0.9975
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ความเข้มข้นของ Trolox (มิลลิโมล)
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ความชื้น (%) =
น้้าหนักตัวอย่างก่อนอบ (กรัม) – น้้าหนักตัวอย่างหลังอบ (กรัม)

น้้าหนักตัวอย่างก่อนอบ (กรัม)
 x 100 

 
ข.5 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 
       วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry ตามวิธีของ Lowry และคณะ (1951) 
สารเคมี 

1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
2. โซเดียมคาร์บอเนต 
3. โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต 
4. คอปเปอร์ซัลเฟต 
5. Folin-Ciocalteu reagent 
6. Bovine serum albumin (BSA) 

การเตรียมสารละลาย 
1. สารละลายรีเอเจนต์ A สารละลายผสมของโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 โมลาร ์และสารละลาย

โซเดียมคาร์บอเนต 0.1 โมลาร์ ละลายโซเดียมคาร์บอเนต 2 กรัม โซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.4 กรัม ใน
น้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30 + 2 องศาเซลเซียส) 

2. สารละลายรีเอเจนต์ B สารละลายผสมของคอปเปอร์ซัลเฟตเข้มข้น 0.5% ในสารละลาย
โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตเข้มข้น 1% ละลายคอปเปอร์ซัลเฟต 0.5 กรัม และโซเดียม
โพแทสเซียมทาร์เทรต 1 กรัม ในน้ ากลั่น แล้วปรับเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง  

3. สารละลายรีเอเจนต์ C (เตรียมใหม่ทุกครั้ง) ผสมรีเอเจนต์ A และรีเอเจนต์ B อัตราส่วน 
1:50  

4. สารละลาย D (เตรียมใหม่ทุกครั้ง) ผสม Folin-Ciocalteu reagent กับน้ ากลั่น อัตราส่วน 
1:1 เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่ไม่มีแสง  
การท ากราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) 

1. ละลาย BSA 0.01 กรัม ในน้ ากลั่น และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 100 มิลลิลิตร 
(สารละลาย BSA มีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร) 

2. ปิเปตสารละลาย BSA ปริมาตร 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตร แล้ว
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 10 มิลลิลิตร สารละลาย BSA มีความเข้มข้น 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 
และ 1.0 มิลลิกรัม จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

3. ปิเปตสารละลาย BSA ในแต่ละความเข้มข้น 200 ไมโครลิตร ลงใน Eppendorf  
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4. ปิเปตสารละลาย C 1 มิลลิลิตร ลงไป ผสมให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที  
5. หลังจากนั้นปิ เปตสารละลาย D 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ในที่มืดที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที   
6. วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย BSA ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (ส าหรับ blank 

ใช้น้ ากลั่นแทนสารมาตรฐาน) แล้วสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ดังภาพที่ ข.4    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ ข.4 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ที่ใช้ในส าหรับการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี Lowry 
 
ข.6 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Kjeldahl  
       วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Kjeldahl ตามวิธีของ AOAC (2016) 
สารเคมี 

1. สารเร่งปฏิกิริยา (selenium reagent mixture) 
2. กรดซัลฟูริกเข้มข้น 98% 
3. อินดิเคเตอร์ (methyl red ผสมกับ bromocresol green) 
4. กรดบอริกความเข้มข้น 4 % (w/v) 
5. โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 35%  
6. กรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร ์

 

y = 0.2609x
R² = 0.9838
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ความเข้มข้นของ Bovine Serum Albumin (มิลลิกรัม)
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วิธีการทดลอง 
1. ชั่งตัวอย่างที่ทราบน้ าหนักแน่นอนประมาณ 1.000 กรัม ลงบนกระดาบกรองเบอร์ 41 ก่อน

ใส่ในหลอดย่อย (Kjeldahl flask)  
2. เติมสารเร่งปฏิกิริยา (selenium reagent mixture) 5 กรัม 
3. เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 20 มิลลิลิตร แล้วน าไปย่อยในเครื่องย่อยโปรตีนจนกระทั่งได้

สารละลายสีน้ าตาลใส และทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง (30 + 2 องศาเซลเซียส) 
4. เทกรดบอริกความเข้มข้น 4 %(w/v) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 

มิลลิลิตร และหยด  indicator (ผสม  methyl red 20 มิลลิกรัม  และ  bromocresol green 100 
มิลลิกรัม ใน ethanol 100 มิลลิลิตร) ตามลงไปประมาณ 2 - 3 หยด แล้วน ามาเก็บสารที่ได้จากชุด
กลั่น โดยให้ปลายท่อจากเครื่องกลั่นจุ่มอยู่ในสารละลายกรดบอริกตลอดเวลา   

5. น าสารละลายที่ย่อยได้ใส่ในเครื่องกลั่นเพื่อหาปริมาณไนโตรเจน  โดยต้ังค่าเครื่องที่
ภาวะการใช้น้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 35% ปริมาณ 
60 มิลลิลิตร (หรือจนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีด า) และต้ังเวลาในการกลั่น 6 นาที ให้ได้ปริมาตร
รวม 200 มิลลิลิตร เครื่องจะท าการกลั่นจนสารละลายกรดบอริกเปลี่ยนเป็นสีเขียว 

6. ล้างส่วนปลายท่อที่จุ่มในขวดรูปชมพู่ด้วยน้ ากลั่น  น าสารละลายที่ได้ไปไทเทรตกับกรด
ไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ จนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอ่อน บันทึกปริมาตรกรด
ไฮโดรคลอริกที่ใช้ (ท า blank ทุกครั้งที่วิเคราะห)์ และค านวณหาปริมาณโปรตีนโดยใช้สูตรค านวณ
ดังนี้             

ปริมาณไนโตรเจน (%)=
(B-A)× M × 14.007 × 100

1000 × น้้าหนักตัวอย่างแห้ง (กรัม)
 

   
ปริมาณโปรตีน (%) = ปริมาณไนโตรเจน (%) x 6.25 

 
เมื่อ  A คือ ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกที่ใช้ไทเทรต blank (มิลลิลิตร) 
       B คือ ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกที่ใช้ไทเทรตตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 
       M คือ ความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก (โมลาร์) 
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ข.7 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ Metal-chelating activity 
     Metal-chelating activity โดยดัดแปลงวิธีของ Jamdar และคณะ (2010) 
สารเคมี 

1. เฟอร์รัสคลอไรด์ ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 
2. เฟอร์โรซีน ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ 
3. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

การท ากราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน  
1. ปิเปตสารละลาย EDTA ในแต่ละความเข้มข้น 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง  
2. ปิเปตสารละลายเฟอร์รัสคลอไรด์ ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 0.05 มิลลิลิตร น้ ากลั่น 1.85 

มิลลิลิตร และสารละลายเฟอร์โรซีน (Ferozine) ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ 0.1 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 10 นาที  

3. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ค านวณ %Fe2+chelating activity 
ดังสมการที่ 2 สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน EDTA ที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของสารละลาย EDTA และ %Fe2+chelating activity ภาพที่ ข.5 

Fe2+ chelating activity (%) =
A0 - A

A0
                                                  (2) 

เมื่อ A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย control (blank) 
      A    คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย EDTA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ ข.5 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน EDTA ที่ใช้ในการวิเคราะห์ความสามารถใน
การต้านออกซิเดชันด้วย Metal-chelating  

y = 0.7616x
R² = 0.9943

0

20

40

60

80

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Fe
2+

 ch
ela

tin
g 

ac
tiv

ity
(%

) 

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน EDTA (ไมโครโมล)



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 91 

ข.8 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ Oxygen radical absorbance capacity 
(ORAC) 
      วิเคราะห์ ORAC โดยดัดแปลงวิธีของ Alashi และคณะ (2014) 
สารเคมี 

1. ฟลูออเรสซีน (Fluorescein) 
2. 2,2’-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) 
3. 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic Acid (Trolox) 

การท ากราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน  
1. ปิเปตสารละลาย Trolox 20 ไมโครลิตร ลงใน sterilin® 96-well microplate น าเข้าเครื่องวัด

การดูดกลืนแสงฟลูออเรสเซนซ์ที่ก าหนดอุณหภูมิเป็น 37 องศาเซลเซียส  
2. ก าหนดให้ปั๊มภายในเครื่องเติมสารละลายฟลูออเรสซีนความเข้มข้น 4.19 x 10-3 ไมโครโมล 

ปริมาตร 120 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันด้วยระบบ orbital แล้วต้ังทิ้งไว้ประมาณ 20 นาที  
3. ก่อนให้ปั๊มภายในเครื่องเติมสารละลาย AAPH ความเข้มข้น 150 มิลลิโมล ปริมาตร          

60 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันด้วยระบบ orbital  
4. อ่านค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ (relative fluorescence intensity) ที่เปลี่ยนแปลง

ไปทุก 1 นาที โดยใช้ความยาวคลื่นที่ใช้ในการกระตุ้น (excitation wavelength) 485 นาโนเมตร 
และ ความยาวคลื่นที่ใช้ในการปลดปล่อย (emission wavelength) 530 นาโนเมตร ค านวณ
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ ORAC จากพื้นที่ใต้กราฟของสารละลาย Trolox 
ลบกับพื้นที่ใต้กราฟของ blank แล้วน าไปสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลาย Trolox แสดงดัง
ภาพที่ ข.6   
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ภาพที่ ข.6 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox ที่ใช้ในการวิเคราะห์ความสามารถใน
การต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์ ORAC  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 734496x + 4E+06
R² = 0.9987
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ภาคผนวก ค  
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 
ตารางที่ ค.1 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของระดับการย่อยของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่
มีการแปรปริมาณความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อย  

Source of variance df Sum of 
Square 

Mean 
Square 

F p 

Model 5 12980.10 2596.03 90.71 0.000 
ความเข้มของเอนไซม์ (X1) 1 5452.50 5452.50 190.52 0.000 

ระยะเวลาย่อย (X2) 1 6588.40 6588.37 230.21 0.000 
X1X1 1 133.20 133.16 4.65 0.043 
X2X2 1 1126.40 1126.41 39.36 0.000 
X1X2 1 114.70 114.69 4.01 0.058 

Residual 21 601.00 28.62   
Lack of fit 3 171.70 57.23 2.40 0.102 
Pure error 18 429.30 23.85   

Total 26 13581.10    
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ตารางที่ ค.2 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของ                 
ไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด าที่มีการแปรปริมาณความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อย  

Source of variance df Sum of 
Square 

Mean 
Square 

F p 

Model 5 4.71 0.94  28.54  0.000 
ความเข้มของเอนไซม์ (X1) 1 2.94 2.94  89.17  0.000 

ระยะเวลาย่อย (X2) 1 1.68 1.68  50.92  0.000 
X1X1 1 0.02 0.02  0.67  0.422 
X2X2 1 0.12 0.12  3.77  0.066 
X1X2 1 0.04 0.04  1.21  0.284 

Residual 21 0.69 0.03     
Lack of fit 3 0.17 0.06  2.02  0.148 
Pure error 18 0.52 0.03     

Total 26 5.40      
 
ตารางที่ ค.3 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของการเกิดสีน้ าตาลของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า
ที่มีการแปรปริมาณความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อย  

Source of variance df Sum of 
Square 

Mean 
Square 

F p 

Model 5 0.241  0.048 61.25 0.000 
ความเข้มของเอนไซม์ (X1) 1 0.006  0.006 8.13 0.010 

ระยะเวลาย่อย (X2) 1 0.100  0.100 127.12 0.000 
X1X1 1 0.007  0.007 8.55 0.008 
X2X2 1 0.050  0.050 63.89 0.000 
X1X2 1 0.008  0.008 10.67 0.004 

Residual 21 0.017  0.001   
Lack of fit 3 0.003  0.001 1.51 0.245 
Pure error 18 0.013  0.001   

Total 26 0.258     
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ตารางที่ ค.4 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่
วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มีการแปรปริมาณ
ความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อย  

Source of variance df Sum of 
Square 

Mean 
Square 

F p 

Model 5 46.32 9.26 14.55 0.000 
ความเข้มของเอนไซม์ (X1) 1 3.05 3.05 4.79 0.040 

ระยะเวลาย่อย (X2) 1 20.99 20.99 32.96 0.000 
X1X1 1 0.14 0.14 0.22 0.644 
X2X2 1 10.10 10.10 15.85 0.001 
X1X2 1 4.34 4.34 6.81 0.016 

Residual 21 13.37 0.64   
Lack of fit 3 2.14 0.71 1.14 0.359 
Pure error 18 11.23 0.62   

Total 26 59.69    
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ตารางที่ ค.5 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่
วิเคราะห์ Ferric reducing antioxidant power ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่มีการแปรปริมาณ
ความเข้มข้นของเอนไซม์และระยะเวลาย่อย  

Source of variance df Sum of 
Square 

Mean 
Square 

F p 

Model 5 0.210 0.042 14.83 0.000 
ความเข้มของเอนไซม์ (X1) 1 0.121 0.121 42.82 0.000 

ระยะเวลาย่อย (X2) 1 0.037 0.037 12.89 0.002 
X1X1 1 0.044 0.044 15.36 0.001 
X2X2 1 0.053 0.053 18.58 0.000 
X1X2 1 0.001 0.001 0.50 0.489 

Residual 21 0.060 0.003   
Lack of fit 3 0.018 0.006 2.55 0.088 
Pure error 18 0.042 0.002    

Total 26 0.270     
 
ตารางที่ ค.6 Model Summary ของไฮโดรไลเสตจากถ่ัวด า 

Model r -Square Adjusted  
r -Square  

Standard error of  
the Estimate 

ระดับการย่อย 0.9557 0.9452 5.3496 
สารประกอบฟีนอลิก 0.8717 0.8412 0.1816 
การเกิดสีน้ าตาล 0.9358 0.9205 0.0281 

DPPH radical scavenging activity 0.7760 0.7226 0.7980 
Ferric reducing antioxidant power 0.7793 0.7267 0.0532 
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ตารางที่ ค.7 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณความชื้นของไฮโดรไลเสตจาก            
ถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ ในภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% โดยน้ าหนักแห้ง 

Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 
วิธีการท าแห้ง 4 36.267 9.067 136.000 0.000 

Error 10 0.667 0.067   
Total 14 36.933    

 
ตารางที่ ค.8 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณน้ าอิสระของไฮโดรไลเสตจากถั่วด า
ที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ ในภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% โดยน้ าหนักแห้ง 

Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 
วิธีการท าแห้ง 4 0.000 0.000 4.972 0.018 

Error 10 0.000 0.000   
Total 14 0.000    

 
ตารางที่ ค.9 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของ
ไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ ในภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% 
โดยน้ าหนักแห้ง 
Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 

วิธีการท าแห้ง 4 59.234 14.809 3011.375 0.000 
Error 10 0.049 0.005   
Total 14 59.284    

 
ตารางที่ ค.10 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณฟลาโวนอยด์ของไฮโดรไลเสต  
จากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ ในภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% โดยน้ าหนัก
แห้ง 
Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 

วิธีการท าแห้ง 4 0.499 0.125 45.273 0.000 
Error 10 0.028 0.003   
Total 14 0.527    
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ตารางที่ ค.11 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของ TCA-soluble peptides ของไฮโดรไลเสต 
จากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ ในภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% โดยน้ าหนัก
แห้ง 
Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 

วิธีการท าแห้ง 4 1.177 0.294 2101.310 0.000 
Error 10 0.001 0.000   
Total 14 1.178    

 
ตารางที่ ค.12 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของสมบัติการละลายของไฮโดรไลเสตจากถั่ว
ด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ ในภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% โดยน้ าหนักแห้ง 
Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 

วิธีการท าแห้ง 4 367.525 91.881 94.038 0.000 
Error 10 9.771 0.977   
Total 14 377.296    

 
ตารางที่ ค.13 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่
วิเคราะห์ DPPH radical scavenging activity ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ 
ในภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% โดยน้ าหนักแห้ง 
Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 

วิธีการท าแห้ง 4 7.943 1.986 800.705 0.000 
Error 10 0.025 0.002   
Total 14 7.968    
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ตารางที่ ค.14 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของ Oxygen radical absorbance capacity 
ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ ในภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 
21% โดยน้ าหนักแห้ง 

Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 
วิธีการท าแห้ง 4 4380.104 1095.026 1.163 0.383 

Error 10 9415.451 941.545   
Total 14 13795.555    

 
ตารางที่ ค.15 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่
วิเคราะห์ Ferric reducing antioxidant power ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ 
ในภาวะที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% โดยน้ าหนักแห้ง 
Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 

วิธีการท าแห้ง 4 54.318 13.579 1566.469 0.000 
Error 10 0.087 0.009   
Total 14 54.404    

 
ตารางที่ ค.16 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่
วิเคราะห์ Metal-chelating ของไฮโดรไลเสตจากถั่วด าที่ท าแห้งด้วยวิธีต่าง ๆ ในภาวะที่ท าให้
ผลิตภัณฑ์มีความชื้น 18 และ 21% โดยน้ าหนักแห้ง 
Source of variation df Sum of Square Mean Square F p 

วิธีการท าแห้ง 4 2.390 0.598 2.396 0.120 
Error 10 2.494 0.249   
Total 14 4.885    
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