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บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
3.1 กำรเตรียมแป้งกล้วยไข่ 

น ำกล้วยไข่จำกสวนเกษตรกร บ้ำนศรีประชำ ต ำบลช ำฆ้อ อ ำเภอเขำชะเมำ จังหวัดระยอง 
มำท ำเป็นแป้งกล้วยไข่ (ดัดแปลงจำกวิธีของ Anyasi et al., 2018) น ำกล้วยไข่ลวกในน  ำเดือดเป็น
เวลำ 45 วินำที และแช่ในน  ำเย็นทันที หลังจำกนั นน ำกล้วยไข่มำปอกเปลือกกล้วยและหั่นเป็นชิ นหนำ
ประมำณ 2 มิลลิเมตร แช่ในน  ำสะอำดอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 10 นำที น ำชิ นกล้วยขึ นพักให้สะเด็ดน  ำ 
เป็นเวลำ 10 นำท ีน ำกล้วยไข่ที่เตรียมได้ไปทดลองในขั นต่อไป 

 

3.2 กำรศึกษำผลของกรดอินทรีย์ที่มีผลต่อคุณภำพของแป้งกล้วยไข ่
น ำกล้วยไข่ที่เตรียมได้แช่ในสำรละลำยกรดซิตริก กรดแอสคอร์บิก และกรดแลคติก ที่ควำม

เข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร เป็นเวลำ 10 นำที เมื่อครบเวลำน ำกล้วยขึ นให้สะเด็ดน  ำ เรียงในถำดและ   
ท ำแห้งในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง จำกนั นน ำไปบด แล้วร่อน
ผ่ำนตะแกรงขนำด 150 ไมโครเมตร จะได้แป้งกล้วยไข่ ค ำนวณปริมำณร้อยละของผลผลิต จำก
สมกำร [1] ปริมำณควำมชื น (AOAC, 2000) และค่ำสีด้วยระบบ L*, a*, b* ด้วยเครื่องวัดสี (Konica 
minota CR-400) คัดเลือกชนิดของกรดอินทรีย์ที่เหมำะสมเพ่ือใช้ในกำรทดลองขั นต่อไป 

 
ปริมำณผลผลิตแป้งกล้วย (ร้อยละ)    = น  ำหนักแป้งกล้วย (กรัม) x 100  [1] 
                                                    น  ำหนักกล้วยปอกเปลือก (กรัม) 
 

3.3 กำรศึกษำผลของควำมเข้มข้นของกรดอินทรีย์ที่มีผลต่อคุณภำพของแป้งกล้วยไข่ 
น ำกล้วยไข่ที่เตรียมได้แช่ในสำรละลำยกรดอินทรีย์ชนิดที่เหมำะสม ที่ระดับควำมเข้มข้น 10, 

15, 20, 25 และ 30 กรัมต่อลิตร เป็นเวลำ 10 นำที เมื่อครบเวลำน ำกล้วยขึ นให้สะเด็ดน  ำ เรียงใน
ถำดและท ำแห้งในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง จำกนั นน ำไปบด 
แล้วร่อนผ่ำนตะแกรงขนำด 150 ไมโครเมตร จะได้แป้งกล้วยไข่ ค ำนวณปริมำณร้อยละของผลผลิต 
จำกสมกำร [1] ปริมำณควำมชื น (AOAC, 2000) และค่ำสี ด้วยระบบ L*, a*, b* ด้วยเครื่องวัดสี 
คัดเลือกควำมเข้มข้นของกรดอินทรีย์ที่เหมำะสมในกำรแช่กล้วยไข่เพ่ือใช้ในกำรทดลองขั นต่อไป 
 

3.4 กำรศึกษำระยะเวลำกำรแช่กรดอินทรีย์ที่มีผลต่อคุณภำพของแป้งกล้วยไข่ 
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น ำกล้วยไข่ที่เตรียมได้แช่ในสำรละลำยกรดอินทรีย์ชนิดและควำมเข้มข้นที่เหมำะสม  เป็น
เวลำ 10, 20 และ 30 นำที เมื่อครบเวลำน ำกล้วยขึ นให้สะเด็ดน  ำ เรียงในถำดและท ำแห้งในตู้อบลม
ร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง จำกนั นน ำไปบด แล้วร่อนผ่ำนตะแกรงขนำด 
150 ไมโครเมตร จะได้แป้งกล้วยไข่ ค ำนวณปริมำณร้อยละของผลผลิต จำกสมกำร [1] ปริมำณ
ควำมชื น (AOAC, 2000) และค่ำสี ด้วยระบบ L*, a*, b* ด้วยเครื่องวัดสี ของแป้งกล้วยไข่  

น ำแป้งกล้วยไข่ท่ีเตรียมได้จำกกำรแช่ในกรดอินทรีย์ที่ชนิด ควำมเข้มข้นและเวลำที่เหมำะสม 
ไปวิเครำะห์ปริมำณแป้งที่ต้ำนทำนกำรย่อยสลำยด้วยเอนไซม์ ก ำลังกำรพองตัวและร้อยละกำรละลำย 
ปริมำณสำรฟีนอลิกทั งหมดและคุณสมบัติกำรต้ำนอนุมูลอิสระของแป้งกล้วยไข่ 

 

3.5 กำรวิเครำะห์คุณสมบัติของแป้งกล้วยไข่ 
น ำแป้งกล้วยไข่ที่ผลิตได้จำกกำรแช่ในกรดอินทรีย์ที่ชนิด ควำมเข้มข้นและเวลำที่เหมำะสม 

มำวิเครำะห์คุณสมบัติต่ำง ๆ ดังนี  
 
3.5.1 องค์ประกอบทำงเคมีของแป้งกล้วยไข่  
        วิเครำะห์หำปริมำณควำมชื น โปรตีน เถ้ำ ไขมัน และคำร์โบไฮเดรต ตำมวิธีของ 

AOAC 2000 
 
3.5.2 ปริมำณแป้งที่ต้ำนทำนกำรย่อยสลำยด้วยเอนไซม์  

 กำรหำปริมำณแป้งที่ต้ำนทำนกำรย่อยสลำยด้วยเอนไซม์ (Resistant starch, RS) 
ดัดแปลงจำก AOAC Method 2002.02 (McCleary & Monaghan, 2002) และ AACC Method 
32-40 (McCleary et al., 2013) โดยน ำตัวอย่ำงแห้งปริมำณ 100±5 มิลลิกรัม เติมสำรละลำย
โซเดียมมำลีเอต บัฟเฟอร์ (sodium maleate buffer) ควำมเข้มข้น 50 มิลลิโมลำร์ ค่ำควำมเป็น
กรด-ด่ำง 6.0 ปริมำตร 3.5 มิลลิลิตร แล้วน ำไปย่อยด้วยเอนไซม์แพนครีเอติก แอลฟำ-อะไมเลส/    
อะไมโลกลูโคซิเดส (pancreatic -amylase/amyloglucosidase, PAA/AMG) (PAA 0.8 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และ AMG 0.34 ยูนิตต่อมิลลิลิตร, Megazyme, Ireland) ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 4 ชั่วโมง ในอ่ำงบ่มเขย่ำควบคุมอุณหภูมิ โดยวำงหลอดย่อยในแนวนอนขนำนกับกำร
เคลื่อนที่ ควำมเร็วในกำรเขย่ำไป-กลับ 200 จังหวะต่อนำที เมื่อครบ 4 ชั่วโมง เติมเอทำนอล ควำม
เข้มข้นร้อยละ 95 ปริมำตร 4 มิลลิลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยำ แล้วน ำไปปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 
3250xg เป็นเวลำ 10 นำที ที่อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส ล้ำงตะกอนด้วยสำรละลำยเอทำนอลควำม
เข้มข้นร้อยละ 50 ปริมำตร 8 มิลลิลิตร จ ำนวน 2 รอบ จำกนั นละลำยส่วนตะกอนด้วยสำรละลำย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide) ควำมเข้มข้น 1.7 โมล่ำร์ ปริมำตร 2 มิลลิลิตร เมื่อ
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ตะกอนละลำยหมด เติมสำรละลำยโซเดียมอะซิเตต บัฟเฟอร์ (sodium acetate buffer) ควำม
เข้มข้น 1.2 โมล่ำร์ ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง 3.8 ปริมำตร 8 มิลลิลิตร จำกนั นเติมเอนไซม์อะไมโล-      
กลูโคซิเดส 3300 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
30 นำที และวิเครำะห์ปริมำณน  ำตำลกลูโคส (D-glucose) ด้วย GOPOD reagent (Megazyme, 
Ireland) และค ำนวณปริมำณแป้งที่ต้ำนทำนกำรย่อยสลำยด้วยเอนไซม์ จำกสมกำร [2] 

 
RS (g/100g sample, %w/w) = A x F x (100/0.1) x (1/1000) x (100/W) x (162/180)     [2] 

 
Abs510nm of glucose/100 µg = 1.0733, F = 93.1749, RS control sample (CRS) = 47.4%  

 
โดยที่  
A     = ค่ำกำรดูดกลืนแสงเมื่ออ่ำนเทียบกับแบลงค์  
F     = factor ที่ใช้เปลี่ยนหน่วยจำกค่ำกำรดูดกลืนแสงเป็นไมโครกรัมของน  ำตำลกลูโคส 
100/0.1     = volume correction (0.1 มิลลิลิตร จำก 100 มิลลิลิตร) 
1/1000     =    ค่ำกำรเปลี่ยนหน่วยจำกไมโครกรัมเป็นมิลลิกรัม 
W     = น  ำหนักแห้งของตัวอย่ำงในหน่วยมิลลิกรัม 
 =  น  ำหนัก x [(100 – ปริมำณควำมชื น)/100] 
100/W     =    ค่ำกำรเปลี่ยนหน่วยเป็นร้อยละ 
162/180   =    factor ส ำหรับเปลี่ยน fee D-glucose เป็น anhydro-glucose 
 

3.5.3 ก ำลังกำรพองตัวและร้อยละกำรละลำย  
                   กำรหำก ำลังกำรพองตัวและร้อยละกำรละลำย ตำมวิธีของ Schoch (1964) โดยชั่ง
ตัวอย่ำงแป้งกล้วยไข่ 0.1 กรัม คิดเป็นน  ำหนักแป้งแห้ง (A) น ำตัวอย่ำงแป้งใส่หลอดเหวี่ยงที่มีขนำด
เส้นผ่ำนศูนย์กลำงประมำณ 2.5 เซนติเมตร เติมน  ำกลั่นปริมำณ 15 มิลลิลิตร น ำหลอดปั่นเหวี่ยงแช่
ในอ่ำงน  ำร้อนที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 80, 85, 90 และ 95 องศำเซลเซียส กวนตลอดเวลำ เป็นเวลำ 30 
นำที หลังจำกนั นน ำไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ควำมเร็วรอบ 2,200 รอบต่อนำที 
เป็นเวลำ 15 นำที ดูดน  ำใสตอนบนใส่ภำชนะอลูมิเนียมส ำหรับหำควำมชื น (moisture can) น ำไป
อบแห้ งในตู้อบลมร้อนที่ อุณหภูมิ  100 องศำเซลเซียส จนแห้ ง น ำไปเก็บในโถดูดควำมชื น 
(desiccators) ทิ งให้เย็น ชั่งน  ำหนัก ท ำซ  ำจนกว่ำน  ำหนักคงที่ ค ำนวณค่ำน  ำหนักส่วนที่ละลำยได้  (B) 
โดยน ำค่ำน  ำหนักที่วัดได้ลบน  ำหนักของภำชนะอลูมิเนียมส ำหรับหำควำมชื น ส่วนแป้งเปียกที่อยู่ใน
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หลอด น ำไปค ำนวณหำน  ำหนักแป้งที่พองตัวแล้ว (C) โดยชั่งน  ำหนักทั งหลอดและหักลบนน  ำหนัก
หลอดเปล่ำออก ค ำนวณก ำลังกำรพองตัวและร้อยละของกำรละลำย ดังสมกำร [3] และ [4] 
 
กำรละลำย (ร้อยละ) =  น  ำหนักแป้งส่วนที่ละลำยน  ำ (B) x 100   [3] 
     น  ำหนักแป้งเริ่มต้น (A) 
  
ก ำลังกำรพองตัว (กรัมต่อกรมั) =       น  ำหนักแป้งที่พองตัวแล้ว (C) x 100  [4] 
                                                 น  ำหนักแป้งเริ่มต้น (A) x (100 – ร้อยละกำรละลำย) 
        

 3.5.4 ปริมำณสำรฟีนอลิกทั้งหมดของแป้งกล้วยไข่  
         วิเครำะห์ปริมำณสำรประกอบฟินอลิกทั งหมด ดัดแปลงจำกวิธีของ Chidambara,   

et al (2002) เตรียมแป้งกล้วยไข่ให้มีควำมเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น ำแป้งกล้วยไข่ที่เตรียม
ได้ปริมำณ 0.25 มิลลิลิตร เติมน  ำกลั่น 3 มิลลิลิตร เติมสำรละลำย Folin-Ciocateu reagent         
0.25 มิลลิลิตร และสำรละลำยโซเดียมคำร์บอเนต ควำมเข้มข้นร้อยละ 7 ปริมำตร 2.5 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ำกันและเก็บไว้ในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 30 นำที จำกนั นวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำม
ยำวคลื่น 760 นำโนเมตร น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงของแป้งกล้วยไข่ไปค ำนวณหำปริมำณฟินอลิกทั งหมด 
เทียบกับกรำฟมำตรฐำนของสำรละลำยกรดแกลลิก ค ำนวณปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกทั งหมดใน
รูปมิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมแป้งกล้วยไข่  
 

3.5.5 คุณสมบัติกำรต้ำนอนุมูลอิสระ  
                  กำรทดสอบคุณสมบัติกำรต้ำนอนุมูลอิสระ ตำมวิธี DPPH radical scavenging assay 
และวิธี ABTS radical scavenging assay ในตัวอย่ำงแป้งกล้วยไข่จำกแหล่งต่ำง ๆ ดังนี  
 

        3.5.5.1 วิธี DPPH radical scavenging  
                             ทดสอบคุณสมบัติกำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging 
ดัดแปลงจำกวิธีของ Singhatong, et al. (2010) โดยปิเปตตัวอย่ำงแป้งกล้วยไข่ที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ 
ปริมำตร 1 มิลลิลิตร เติมสำรละลำย DPPH ควำมเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลำร์ ปริมำตร 2 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดทดลอง เขย่ำให้เข้ำกัน ตั งทิ งไว้ในที่มืด เป็นเวลำ 30 นำที วัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำว
คลื่น 517 นำโนเมตร โดยใช้กรดแอสคอร์บิก ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ เป็นสำรมำตรฐำนและสร้ำงกรำฟ
มำตรฐำน ค ำนวณควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระเป็นร้อยละของกำรยับยั ง ตำมสมกำรที่ [1] 
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ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระรำยงำนผลเป็นค่ำ IC50 คือ ควำมเข้มข้นของสำรที่สำมำรถยับยั ง
อนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 ดังสมกำร [5] 

ร้อยละกำรยับยั ง  =  [(A0-As)/A0] x 100                                  [5] 

โดย A0 = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของตัวอย่ำงควบคุม และ As = ค่ำกำรดูดกลืนแสงหลังจำกเติมสำร
ตัวอย่ำง 
 

  3.5.5.2 วิธี ABTS radical scavenging assay  
            ทดสอบคุณสมบัติกำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS radical scavenging 
assay ดัดแปลงจำกวิธีของ Re, et al. (1999) เตรียมสำรละลำย ABTS โดยผสม ABTS ควำมเข้มข้น 
7   มิลลิโมลำร์ และสำรละลำยโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต อัตรำส่วน 1:0.5 ทิ งไว้ในที่มืด เป็นเวลำ 12-
16 ชั่วโมง ก่อนน ำไปใช้ เจือจำงสำรละลำย ABTS ด้วยเอทำนอล ให้มีค่ำกำรดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง     
0.7-0.9 ที่ควำมยำวคลื่น 734 นำโนเมตร ปิเปตตัวอย่ำงแป้งกล้วยไข่ที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ปริมำตร    
1 มิลลิลิตร เติมสำรละลำย ABTS ปริมำตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันแล้วทิ งไว้ในที่มืด เป็นเวลำ     
5 นำที และน ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 734 นำโนเมตร โดยใช้แอสคอร์บิกควำม
เข้มข้นต่ำง ๆ เป็นสำรมำตรฐำนและสร้ำงกรำฟมำตรฐำน ค ำนวณควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล
อิสระเป็นร้อยละของกำรยับยั ง ตำมสมกำรที่ [2]  ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระรำยงำนผล
เป็นค่ำ IC50 คือ ควำมเข้มข้นของสำรที่สำมำรถยับยั งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 ดังสมกำร [6] 

 ร้อยละกำรยับยั ง  =  [(A0-As)/A0] x 100    [6] 

โดย A0 = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของตัวอย่ำงควบคุม และ As = ค่ำกำรดูดกลืนแสงหลังจำกเติมสำร
ตัวอย่ำง 
 

3.6 กำรประยุกต์ใช้แป้งกล้วยไข่ในผลิตภัณฑ์ซำลำเปำ 
 สูตรพื นฐำนของผลิตภัณฑ์ซำลำเปำ ประกอบด้วย แป้งสำลี 525 กรัม น  ำตำลทรำย 150 
กรัม ยีสต์ผง 12 กรัม เกลือ 5 กรัม ผงฟู 5 กรัม น  ำมันถั่วเหลือง 50 กรัม น  ำ 240 กรัม ขั นตอนกำร
ท ำผลิตภัณฑ์ซำลำเปำ ท ำได้โดยน ำแป้งสำลีปริมำณ 375 กรัม น  ำตำลทรำย 15 กรัม ยีสต์ 12 กรัม 
และน  ำ 200 กรัม ผสมในภำชนะนวดแป้ง ใช้พำยคนให้เข้ำกัน นวดมือหยำบๆ ใช้ผ้ำข้ำวบำงชุบน  ำ
หมำดๆ หรือแผ่นพลำสติกคลุมแป้งไว้ พักแป้ง เป็นเวลำ 40 นำที ใส่ส่วนผสมที่เหลือและนวนต่อจน
ไม่ติดมือ ตัดแบ่งแป้งชั่งก้อนละ 30 กรัม เรียงใส่ถำด ใช้ผ้ำข้ำวบำงชุบน  ำหมำดๆ หรือแผ่นพลำสติก
คลุมแป้งไว้ พักแป้ง เป็นเวลำ 5 นำท ีรีดขอบแป้งเป็นแผ่นบำงประมำณ 2 มิลลิเมตร ให้ตรงกลำงเนื อ
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แป้งหนำเล็กน้อย ใส่ไส้ (ตำมที่ต้องกำร) แล้วห่อจีบแป้งวำงบนกระดำษรอง วำงเรียงในถำด ใช้ผ้ำข้ำว
บำงชุบน  ำหมำดๆ หรือแผ่นพลำสติกคลุมแป้งไว้ พักแป้ง เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง 40 นำที แป้งซำลำเปำ
จะมีลักษณะขึ นฟูใหญ่ขึ น น ำไปนึ่งในน  ำเดือด เป็นเวลำ 10 นำท ีจะได้ผลิตภัณฑ์ซำลำเปำ  

 น ำแป้งแป้งกล้วยไข่ที่ ได้ไปทดแทนแป้งสำลีร้อยละ 0, 10, 20, 30 และ 40 ผลิตเป็น
ผลิตภัณฑ์ซำลำเปำแป้งกล้วยตำมขั นตอนเหมือนกับสูตรพื นฐำน น ำผลิตภัณฑ์ซำลำเปำไปทดสอบ
คุณภำพทำงประสำทสัมผัส โดยใช้ผู้ทดสอบชิมที่ผ่ำนกำรฝึกฝน จ ำนวน 20 คน ด้วยวิธี 9 – point 
hedonic scaling โดยคะแนน 1 หมำยถึง ไม่ชอบมำกที่สุด และ คะแนน 9 หมำยถึง ชอบมำกที่สุด 
 

3.7 กำรวำงแผนกำรทดลองและกำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 
กำรทดลองหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรผลิตแป้งกล้วยและกำรวิเครำะห์คุณสมบัติของแป้ง

กล้วยวำงแผนกำรทดลองแบบ  Complete Randomized Design (CRD) และกำรทดสอบทำง
ประสำทสัมผัส วำงแผนกำรทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) ท ำกำร
ทดลอง 3 ซ  ำ วิเครำะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรมทำงสถิติ เพ่ือวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (Analysis of 
Variance) และเปรียบเทียบค่ำเฉลี่ยที่ระดับควำมเชื่อมั่นร้อยละ 95 โดยใช้ Duncan’s multiple 
range test (DMRT)  


