
บทที ่3 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

3.1 วัตถุดิบ 
3.1.1 ถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ 60 ได้ความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชไร่เชียงใหม่  จังหวัด

เชียงใหม่ 
 3.1.2 ถั่วเขียว ตราไร่ทิพย์ บริษัท ไร่ธัญญะ จ ากัด 
 

3.2 เครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 3.2.1 เคร่ืองกะเทาะเปลือก 
 3.2.2 เคร่ืองบดแบบหยาบ   ยี่ห้อ Philip รุ่น  Cucina , Indonesia 
 3.2.3 เคร่ืองบดแบบเข็ม (pin mill)   Retsh ZM 1000,  Gemany 
 3.2.4 ตู้อบลมร้อน (Hot air oven)   Memmert UM 400,  Germany 
 3.2.5 เคร่ืองสกัดแบบหมุนเหวี่ยง (Centrifuge)  Beckman Coulter,  USA 

3.2.6 เคร่ืองระเหยสุญญากาศ (Rotary Evaporator)  B.U.C.H.I B-169, Switzerland 
 3.2.7 UV-VIS สเปกโตรโฟโตมิเตอร์  Shimadzu UV-1601,  Japan 
 3.2.8 เคร่ืองชั่งละเอียด 4 ต าแหน่ง   Denver,  Germany 
 3.2.9 เคร่ืองชั่งละเอียด 2 ต าแหน่ง   Pioneer,  USA 
 3.2.10 Hot plate Stirrer    Ceramag, Thailand   
 3.2.11 เตาหลุมให้ความร้อน    J.Seecta, Spain 
 3.2.12 เคร่ืองท าความเย็น (Cooling)   รุ่น CBD1, Germany 
 3.2.10 อ่างควบคุมอุณหภูมิ    Memmert, Germany 
 3.2.12 ชุดกรองแบบสุญญากาศ   Sibata รุ่น WJ-20, Japan  
 

3.3 สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 3.3.1 Ethanol 95 % 
 3.3.2 Diphenyl-l-picryl-hydrazyl (DPPH)  Sigma  USA 
 3.3.3 Folin-Ciocalteu reagent    BDH  England 



 3.3.4 Sodium carbonate (Na2CO3)    Merck  Germany 
 3.3.5 Gallic acid      Sigma  Germany 
 3.3.6 Hydrochlolic acid (HCl)    Merck  Germany 
 3.3.7 Sodium acetate (CH3COONa)   Merck  Germany 
 3.3.8 Iron(III)chloride hexahydrate  
         (FeCl3.6H2O)     Sigma  Sweden 
 3.3.9 2,4,6-Tris (2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) Sigma  Switzerland 
 3.3.10 Thiobarbituric acid    Fluka   Germany 
 3.3.11 Acitic acid     Labscan analytical science 
        Thailand 
 

3.4 สถานที่ด าเนินการทดลอง 
ห้องปฏิบัติการคณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร

ลาดกระบัง 
 

3.5 วิธีด าเนินงาน 
 

3.5.1 การเตรียมเปลือกถั่ว (เปลือกถั่วเหลือง เปลือกถั่วเขียวสด และเปลือกถั่วเขียวแห้ง) 
3.5.1.1 การเตรียมเปลือกถั่วเหลือง  

 น าเมล็ดถั่วเหลืองมากะเทาะเปลือกออกด้วยเคร่ืองกะเทาะ และแยกเปลือกออกจากส่วนของ
เนื้อเมล็ด จากนั้นน าเปลือกมาบดหยาบด้วยเคร่ืองบดแห้ง แล้วน าไปบดให้ละเอียดด้วยเคร่ืองบดแบบ
เข็ม (Pin mill) จากนั้นน าตัวอย่างเก็บในถุงพอลิเอทิลีน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.5.1.2 การเตรียมเปลือกถั่วเขียว 
 น าเมล็ดถั่วเขียวล้างให้สะอาดแล้วน ามาแช่น้ าที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
จากนั้นน ามาแยกเอาเปลือกออกจากเมล็ด น าเปลือกใส่ตะแกรงเพื่อให้สะเด็ดน้ า แล้วน ามาบดด้วย
เคร่ืองบดหยาบจึงน าเปลือกที่ได้เก็บในถุงพอลิเอทิลีน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปลือกถั่วเขียว
ในขั้นตอนนี้เรียกว่า เปลือกถั่วเขียวสด  
 
 



3.5.2 ศึกษาผลของอุณหภูมิในการอบแห้งเปลือกถั่วเขียวต่อปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอล
ท้ังหมด และความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
 น าเปลือกถั่วเขียวอบแห้งที่อุณหภูมิ 50, 75 และ 100 องศาเซลเซียส (จนมีความชื้นประมาณ 
4±0.02 เปอร์เซ็นต์ (w/w)) เปลือกถั่วเขียวที่ได้จากขั้นตอนนี้เรียกว่า เปลือกถั่วเขียวแห้ง  จากนั้นน า
เปลือกถั่วเขียวแห้ง บดหยาบด้วยเคร่ืองบดแห้งแล้วน าไปบดให้ละเอียดด้วยเคร่ืองบดแบบเข็ม (Pin 
mill) น าตัวอย่างเก็บในถุงพอลิเอทิลีน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

น าตัวอย่างเปลือกถั่วเขียวแห้ง และตัวอย่างเปลือกถั่วเขียวสด (เตรียมจากข้อ 3.5.1.2) ตัวอย่าง
ละ 10 กรัม ผสมกับเอธานอล 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ เขย่าที่อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส 
(ambiance temperature)) เป็นเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายตัวอย่างปั่นแยกตะกอน (centrifuge) 
ที่ความเร็วรอบ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพื่อแยกเอาส่วนของแข็งออก น าสารสกัดที่ได้
กรองผ่านกระดาษกรอง whatman เบอร์4 จากนั้นระเหยตัวท าละลายออกโดยใช้เคร่ืองระเหยแบบ
สุญญากาศ (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปรับปริมาตรด้วย 
เอธานอล ให้ได้ 20 มิลลิลิตร และเก็บตัวอย่างสารสกัดในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อ
น าไปวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอลทั้งหมดตามวิธีในข้อ 3.5.2.2 และวิเคราะห์
ความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันตามวิธีในข้อ 3.5.2.3 
  3.5.2.2 วิธีวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอลท้ังหมดในตัวอย่างสารสกัด 
   การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอลทั้งหมด ใช้วิธีที่รายงานโดย 
ประพันธ์และวันทนีย์ (2545) โดยมีหลักการคือ สารประกอบโพลีฟีนอลจะท าปฏิกิริยากับ Folin-
Ciocalteu reagent เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีน้ าเงินซึ่งสามารถติดตามโดยการตรวจวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 730 นาโนเมตร โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสารประกอบโพลีฟีนอลมาตรฐาน  
 
  3.5.2.3 วิธีวิเคราะห์ความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของตัวอย่างสาร
สกัด 
  1.) วิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (2,2-diphenyl-2-
picrylhidrazyl) 
  วิเคราะห์ตามวิธีที่รายงานโดย Murakami และคณะ (2004) ซึ่งวิธีนี้เป็นวิธีที่นิยมใช้ใน
การตรวจวัดความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารสกัดจากพืช โดยมีหลักการคือ เมื่อ
อนุมูลอิสระสังเคราะห์ DPPH ท าปฏิกิริยากับสารที่มีสมบัติการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน จะมีผลท าให้
อนุมูลอิสระ DPPH เปลี่ยนเป็นโมเลกุล DPPH เนื่องจากได้รับไฮโดรเจนอะตอมจากสารที่มีสมบัติการ



ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน (แสดงดังสมการ) และจะเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายจากสีม่วงแดง
เป็นไม่มีสีหรือมีสีจางลง ซึ่งตรวจวัดได้จากค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร  

DPPH + AH                          DPPH-H  + A 
      (สีม่วง)                               (ไม่มีสี)  
 
  2.) วิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริก (Ferric reducing antioxidant 
potential, FRAP) 
  การวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกใช้วิธีที่รายงานโดย Benzie และ Strain 
(1996) ซึ่งเป็นวิธีที่สามารถใช้ทดสอบความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันได้โดยตรง โดยมี
หลักการคือ ภายใต้สภาวะที่ เป็นกรด สารที่มีสมบัติในการต้านปฏิกิ ริยาออกซิเดชันจะรีดิวซ์
สารประกอบเชิงซ้อน ferric tripyridyltriazine (FeIII-TPTZ) ให้เปลี่ยนไปอยู่ในรูปของเกลือเฟอร์รัส 
(FeII-TPTZ) เกิดการเปลี่ยนแปลงที่ให้สารสีน้ าเงิน ซึ่งสามารถติดตามโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร . 
 
 (FeIII-TPTZ)                          (FeII-TPTZ) 
    (สีส้ม)                                   (สีน้ าเงิน) 
 

3.5.3 ศึกษาผลของอุณหภูมิในการสกัดต่อปริมาณ และความสามารถในการต้านปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของสารสกัดจากเปลือกถั่วเหลือง และเปลือกถั่วเขียว 

 น าเปลือกถั่วเหลือง ที่เตรียมได้ในข้อ 3.5.1.1 และเปลือกถั่วเขียว ที่ให้ปริมาณสารประกอบโพ
ลีฟีนอลทั้งหมดสูง และมีความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ดี  (โดยคัดเลือกจากผลการ
ทดลองในข้อ 3.5.2) ตัวอย่างละ 10 กรัม ผสมกับเอธานอล 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ เขย่าที่
อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส (ambiance temperature)) และในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 50 และ 80 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายตัวอย่างปั่นแยกตะกอน (centrifuge) ที่ความเร็ว
รอบ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพื่อแยกเอาส่วนของแข็งออก น าสารสกัดที่ได้กรองผ่าน
กระดาษกรอง whatman เบอร์4 จากนั้นระเหยตัวท าละลายออกโดยใช้เคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ 
(rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปรับปริมาตรด้วยเอธานอล ให้ได้ 20 
มิลลิลิตร และเก็บตัวอย่างสารสกัดในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปวิเคราะห์หา



ปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอลทั้งหมดตามวิธีในข้อ 3.5.2.2 และวิเคราะห์ความสามารถในการต้าน
ปฏิกิริยาออกซิเดชันตามวิธีในข้อ 3.5.2.3 
 

3.5.4 ศึกษาผลของเวลาการสกัดต่อปริมาณ และความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของสารสกัดจากเปลือกถั่วเหลือง และเปลือกถั่วเขียว 

น าเปลือกถั่วเหลือง และเปลือกถั่วเขียว ตัวอย่างละ 10 กรัม ผสมกับเอธานอล 100 มิลลิลิตร ใน
ขวดรูปชมพู่ เขย่าที่อุณหภูมิที่คัดเลือกจากการทดลองในข้อ 3.5.3 เป็นเวลา 1, 3, 5 และ 8 ชั่วโมง 
จากนั้นน าสารละลายตัวอย่างปั่นแยกตะกอน (centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
15 นาที เพื่อแยกเอาส่วนของแข็งออก น าสารสกัดที่ได้กรองผ่านกระดาษกรอง whatman เบอร์4 และ
ระเหยตัวท าละลายออกโดยใช้เคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปรับปริมาตรด้วยเอธานอล ให้ได้ 20 มิลลิลิตร และเก็บตัวอย่างสารสกัดใน
ขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอลทั้งหมดตาม
วิธีในข้อ 3.5.2.2 และวิเคราะห์ความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันตามวิธีในข้อ 3.5.2.3 

 
 3.5.5 ศึกษาการใช้สารสกัดเปลือกถั่วเป็นสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันธรรมชาติในผลิตภัณฑ์
หมูบด 
 เลือกตัวอย่างสารสกัดจากเปลือกถั่วเหลือง และเปลือกถั่วเขียวโดยคัดเลือกจากผลการทดลอง
ในข้อ 3.5.4 ทดสอบการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันธรรมชาติในผลิตภัณฑ์เนื้อหมูบด โดยเติมสารสกัด
จากเปลือกถั่วเหลือง และเปลือกถั่วเขียวที่ระดับ 0, 0.5, 1.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักทั้งหมด ดัง
ภาพที่ 3.1 เก็บรักษาผลิตภัณฑ์เนื้อหมูบด ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสภาวะสุญญากาศ เป็นเวลา 15 
วัน โดยเก็บตัวอย่างทุกๆ 5 วัน เพื่อน ามาวิเคราะห์ติดตามการเกิดออกซิเดชันของไขมันโดยการ
วิเคราะห์ ด้วยวิธีดังนี ้
  3.5.5.1 วิเคราะห์ค่า Thiobarbituric Acid Reactive Substance (TBARS) ตามวิธีที่
รายงานโดย Shahidi และคณะ (1995) . 
  3.5.5.2 วิเคราะห์ค่าการเกิดการฟอร์มตัวของ conjugated dienes ตามวิธีของ 
Sirinivasan และคณะ (1996)  
 
 
 



เน้ือหมูแช่แข็งบด  80 กรัม 
 

มันหมูแข็งแช่แข็งบด  20 กรัม 
 

เติมสารสกัดเปลือกถั่ว 
 

สับผสม 2 นาที อุณหภูมิไม่เกิน 4 องศาเซลเซียส 
(เติมเกลือ 2 กรัม และน้ าแข็ง) 

 
บรรจุถุงสุญญากาศ เกลี่ยให้เป็นแผ่นหนาประมาณ 1 เซนติเมตร และบรรจุแบบสุญญากาศ 

 
นึ่งที่อุณหภูมิน้ าเดือด นาน 7 นาที 

 
ท าให้เย็นลง 

 
       ผลิตภัณฑ์เนื้อหมูบด 

 
ภาพท่ี 3.1 ขั้นตอนการเตรียมผลิตภัณฑ์เนื้อหมูบด  
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Juntachote และคณะ (2007) 
 
 3.5.6 การวางแผนการทดลองและวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 วิ เคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอลทั้ งหมด และ
ความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารสกัดจากเปลือกถั่วเหลืองและเปลือกถั่วเขียว โดย
วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Complete Randomized Design) เปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Rang Test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 การวิเคราะห์ความ
แตกต่างทางสถิติของการใช้สารสกัดจากเปลือกถั่วเป็นสารกันหืนในผลิตภัณฑ์เนื้อหมูบด วางแผนการ
ทดลองแบบแฟกทอเรียล (Factorial design) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s 
New Multiple Rang Test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
 


