
 
 

 

  
 

บทที� 3  
อปุกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
วตัถุดิบและอุปกรณ์ 

1.   วตัถุดิบที�ใช้ในการผลติ 
- จมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุ สจ.2 (ตาแดง) 
- เชื อ Bacillus coagulans PR03 

2.   อุปกรณ์ที�ใช้ในการผลติถั�วเหลอืงหมัก 
- เครื�องชั�งไฟฟ้าทศนิยม 2 ตาํแหน่ง (Semi-accurate balance, Mettler-Toledo: Model 

BB120 Switzerland) 
- ตูบ้่มเชื อ (Incubator, Heraeus: Model D-6450 Hanau, Germany) 
- หมอ้นึ�งความดนั (Autoclave, HIRAYAMA:Model HA300 MN, Japan) 
- ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven, Memmert Model UNB400, USA) 
- ผา้ขาวบาง 
- สาํลี 
- ถงัหมกั (Fermenter) 
- ปั]มลม (ใหอ้ากาศ) 
- เครื�องวดัปริมาณอากาศ (Flow meter) 
- Syringe filter, 0.2µm diameter 50 mm 

3.   อุปกรณ์ที�ใช้ในการวิเคราะห์คุณภาพ 
- เครื�องปั�น (Blender, National: MX-T700 GN, Taiwan) 
- เครื�องชั�งไฟฟ้าทศนิยม 2 ตาํแหน่ง (Semi-accurate balance, Mettler-Toledo: Model 

BB120, Switzerland) 
- เครื�องหมุนเหวี�ยง (Microcentrifuge, Wise spin, Australia) 
- เครื�องหมุนเหวี�ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Hettich : universal 320R, Germany) 
- กระดาษกรอง เบอร์ 1 (Whatman, USA) 
- ชอ้นตกัสาร (Spatula) 
- 125 ml Erlenmeyer flask  
- Shaker (UMAC, UM-S606, Thailand) 
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- Spectrophotometer (Shimadzu : UV-1800, Japan) 
- Homogenizer (Kinematica AG Littau-Luzern, Switzerland) 
- Evaporator (B.U.C.H.I รุ่น R2) 
- HPLC column, Inersil C18 size 250x4.6 mm., 5.0 uM 
- Disposable syringe, size 3 ml 
- Disposable Nylon membrane 0.45 um Disc, Ligand Co.Ltd, Thailand 
- Disposable glove 
- Volumetric Flask, Size 5, 10 and 50 ml 
- LC vial with septa cap, Size 2 ml, Restek, Thailand 
- Mobile Phase Filtering Set 
- Nylon membrane 0.45 um, for mobile phase preparation, Millipore 
- Nylon membrane 0.20 um, for mobile phase preparation, Millipore 
- Aqueous membrane 0.45 um, for mobile phase preparation, Millipore 
- Pasture pipette 
- Automatic pipette 10, 20, 100, 200 ul (Gilson, France) 
- Loop 
- Test tube 
- Petri dish 
- Centrifuge tube 
- Vials 2 ml clear 9 mm thread w/Grad marking spot 
- Disposable syringe 3 ml, NIPRO 
- Freeze dryer (LABCONCO, USA) 
- Glass column 

 
4.   สารเคมี 

- Acetonitrile, HPLC grade ( JT Bakers, USA) 
- Daidzein (Sigma, USA) 
- Genistein (Sigma, USA) 
- Flavones (Fluka, USA) 
- Acetic acid, Analytical grade ( JT Baker, USA) 
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- Hydrochloric acid, Analytical grade (JT Baker, USA) 
- Ethanol 95 %(Scharlau Chemie SA, Spain)    
- Crystal violet (Merck, Germany) 
- Iodine  (Merck, Germany) 
- Safranin (Merck, Germany) 
- Nutrient agar (Difco, USA) 
- Nutrient broth (Difco, USA) 
- Bacto Agar (Difco, USA) 
- Soluble Starch (Merck, Germany) 
- Bacto Peptone (Difco,USA) 
- Potassium Monohydrogen Phosphate (Merck, Germany) 
- Potassium Dihydrogen Phosphate (Merck, Germany) 
- Sodium Chloride (Merck, Germany) 
- Glacial acetic acid (Merck, Germany) 
- Sodium acetate (Merck, Germany) 
- Methanol, HPLC grade ( JT Bakers, USA) 
- p-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (Sigma, USA) 
- Sodium carbonate (Merck, Germany) 
- p-Nitrophenol (Merck, Germany) 
- Acetone, AR grade (Merck, Germany) 
- Ethanol 95% (Food grade, USA) 
- Sodium alginate (Food grade, USA) 

- diaion HP20 (Supelco, USA) 

- Amberlite XAD-4 (Supelco, USA) 

- Amberlite XAD-7HP (Sigma, USA) 

- Amberlite XAD-16HP (Sigma, USA) 
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5.   เครื�องประมวลผลทางสถิติ 
- โปรแกรมสาํเร็จรูป SPSS version 15.0 

วธีิการทดลอง 
 ในการดาํเนินโครงการผลิตไอโซฟลาโวน (ไดซิอินและเจนิสทิอิน) จากถั�วชีวภาพ ระยะ ที� 
2 ทาํให้ทราบวา่ส่วนของถั�วเหลืองที�เหมาะสมในการหมกัดว้ยเชื อบริสุทธิz เพื�อผลิตไอโซฟลาโวน 
คือ จมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2 เนื�องจากปริมาณไอโซฟลาโวนส่วนใหญ่อยูใ่นจมูกถั�วเหลือง และการ
หมกัจมูกถั�วเหลืองไม่มีกลิ�นแอมโมเนียเหมือนกับการหมกัถั�วทั งเมล็ดเพราะในจมูกถั�วเหลือง                 
มีส่วนของโปรตีนอยู่น้อย ซึ� งโปรตีนเป็นสาเหตุของการเกิดกลิ�นแอมโมเนียเนื�องจากการหมกั 
นอกจากนี ยงัทาํใหท้ราบวา่เอทานอลมีความเหมาะสมต่อกระบวนการสกดัไอโซฟลาโวน 
 สําหรับการดาํเนินการวิจยัในโครงการระยะที� 3 นี จะทาํการศึกษาต่อยอดในการออกแบบ
ระบบถงัหมกัและกระบวนการหมกัที�เหมาะสมสําหรับการผลิตจมูกถั�วเหลืองหมกัชีวภาพเพื�อใช้
ผลิตสารสกดัไอโซฟลาโวนจากเชื อบริสุทธิz  

การทดลองที� 1 การศึกษาปัจจัยที�มีผลต่อการผลติไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนจากจมูกถั�วเหลือง     
หมัก 

การทดลองที� 1.1 ผลของการเตรียมบดและไม่บดจมูกถั�วเหลืองก่อนหมักต่อปริมาณ                   
ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน 

 ศึกษาลกัษณะของจมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2 ที�เหมาะสมโดยจะผนัแปร ลกัษณะของจมูกถั�ว
เหลืองพนัธ์ุสจ.2 คือ จมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2 บด (ความละเอียด 30 mesh) และจมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุ
สจ.2ไม่บด ดงัภาพที� 3.1 ก่อนการหมกั ซึ� งหมกัโดยขวดแกว้ ขนาด 500 มิลลิลิตร แบบให้อากาศที�มี
อตัราการไหล 1 ลิตรต่อนาที และใชเ้ชื อ Bacillus coagulans PR03 ปริมาณร้อยละ 15 ในการหมกั 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design; CRD)                         
(ไพโรจน์, 2547) จากนั นสุ่มตวัอย่างวิเคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวนดว้ยเครื�องโครมาโตกราฟี
แบบของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatograph; HPLC) ตามวิธีของ 
Murphy et al. (2002) (ภาคผนวก ก.) 
 
 
 
 
 



19 
 

จมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2 (แปรผนัลกัษณะก่อนหมกั) + นํ า อตัราส่วน 1:2 w/v 
                                                 แช่นาน 2 ชั�วโมง 

นาํไปนึ�งฆ่าเชื อที� 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
                                           ทิ งไวใ้หเ้ยน็ 

เติมเชื อ Bacillus coagulans PR03 ร้อยละ 15  
                                             

หมกัในขวดแกว้โดยใหอ้ากาศ (อตัราการไหล 1 ลิตรต่อนาที นาน 120 ชั�วโมง) 
 

จมูกถั�วเหลืองหมกั 

ภาพที� 3.1 วธีิการหมกัจมูกถั�วเหลืองโดยการแปรผนัลกัษณะของจมูกถั�วเหลืองก่อนหมกั 

 นาํจมูกถั�วเหลืองหมกัที�ไดไ้ปทาํแห้งโดยวิธีการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) แลว้
นาํไปวเิคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวน จากนั นนาํลกัษณะของจมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2 ที�เหมาะสม
ไปใชใ้นการหมกัเพื�อใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

 การทดลองที� 1.2 การศึกษาปริมาณเชื9อแบคทเีรียต่อคุณภาพของจมูกถั�วเหลอืงหมัก 
ศึกษาปริมาณเชื อ Bacillus coagulans PR03 ที�เหมาะสมต่อการหมกัโดยใช้ถงัหมกั โดย               

ผนัแปรปริมาณเชื อ Bacillus coagulans PR03 เป็น 4 ระดบั คือ ร้อยละ 5, 10, 15 และ 20 ของ
ปริมาณจมูกถั�วเหลือง ตามลาํดบั วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized 
Design; CRD) (ไพโรจน์, 2547) ตามภาพที� 3.2 

จมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2 + นํ า อตัราส่วน 1:2 w/v 
                                                 แช่นาน 2 ชั�วโมง 

นาํไปนึ�งฆ่าเชื อที� 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
                                          ทิ งไวใ้หเ้ยน็ 

เติมเชื อ Bacillus coagulans PR03 ลงไปในจมูกถั�วเหลืองที�ผา่นการฆ่าเชื อแลว้ ตามปริมาณที�ผนั
แปร คือ ร้อยละ 5, 10, 15 และ 20 ของนํ าหนกัจมูกถั�วเหลือง ตามลาํดบั 

                                            
หมกัในถงัหมกัที�อุณหภูมิห้องโดยใหอ้ากาศ (อตัราการไหล 1 ลิตรต่อนาที นาน 120 ชั�วโมง) 

 
จมูกถั�วเหลืองหมกั 

ภาพที� 3.2 วธีิการหมกัจมูกถั�วเหลืองหมกัโดยการแปรผนัปริมาณเชื อ Bacillus coagulans PR03 
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สุ่มตวัอยา่งวิเคราะห์ หาปริมาณเชื อจุลินทรีย ์ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์β-glucosidase และ 
นาํจมูกถั�วเหลืองหมกัที�ไดไ้ปทาํแห้งโดยวิธีการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) แลว้จึง
วเิคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวน 

การทดลองที� 1.3 การศึกษาปริมาณอากาศในระบบการหมักต่อคุณภาพของจมูกถั�วเหลือง 
พนัธ์ุสจ.2 หมัก 

 ศึกษาปริมาณอากาศในการหมกัโดยใชถ้งัหมกัที�เหมาะสมต่อการหมกัจมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุ
สจ.2 โดยผนัแปรปริมาณอากาศในการหมกั 5 ระดบั คือ 1, 3, 4, 5 และ 6 ลิตรต่อนาที ตามลาํดบั 
วางแผนการทดลอง แบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design; CRD) (ไพโรจน์, 2547)  

จมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2 + นํ า อตัราส่วน 1:2 w/v 
                                                 แช่นาน 2 ชั�วโมง 

นาํไปนึ�งฆ่าเชื อที� 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
                                          ทิ งไวใ้หเ้ยน็ 

เติมเชื อ Bacillus coagulans PR03 ลงไปในจมูกถั�วเหลืองที�ผา่นการฆ่าเชื อแลว้ตามผลการทดลองที� 1.2 
                                            

หมกัในถงัหมกัที�อุณหภูมิห้อง โดยแปรผนัปริมาณอากาศใหมี้อตัราการไหล 1, 3, 4, 5 และ 6 ลิตร
ต่อนาที ตามลาํดบั หมกันาน 120 ชั�วโมง 

 
จมูกถั�วเหลืองหมกั 

ภาพที� 3.3 วธีิการหมกัจมูกถั�วเหลืองหมกัโดยการแปรผนัปริมาณอากาศในการหมกั 

จากนั น สุ่มตัวอย่างวิ เคราะห์  หาปริมาณเชื อจุ ลินทรีย์ ค่ า กิจกรรมของเอนไซม ์                  
β-glucosidase และ นําจมูกถั�วเหลืองหมกัที�ได้ไปทาํแห้งโดยวิธีการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 
(Freeze dry) แลว้จึงวเิคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวน 

การทดลองที� 1.4 การศึกษาอุณหภูมิในระบบการหมักต่อคุณภาพของจมูกถั�วเหลืองพันธ์ุ
สจ.2 หมัก 

ศึกษาอุณหภูมิในการหมกัที�เหมาะสมต่อการหมกัจมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2โดยผนัแปร
อุณหภูมิในการหมกั 3 ระดบั คือ 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั ซึ� งหมกัโดยขวดแกว้ 
ขนาด 500 มิลลิลิตร แบบใหอ้ากาศที�มีอตัราการไหล 1 ลิตรต่อนาที ตามภาพที� 3.4 โดยวางแผนการ
ทดลอง แบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design; CRD) (ไพโรจน์, 2547)  
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จมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2 + นํ า อตัราส่วน 1:2 w/v 
                                                 แช่นาน 2 ชั�วโมง 

นาํไปนึ�งฆ่าเชื อที� 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
                                             ทิ งไวใ้หเ้ยน็ 

เติมเชื อ Bacillus coagulans PR03 ลงไปในจมูกถั�วเหลืองที�ผา่นการฆ่าเชื อแลว้ตามผลการทดลองที� 1.2 
                                            

หมกัในขวดแกว้และตูบ้่มเชื อที�อุณหภูมิ 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั โดยใหอ้ากาศซึ�ง
มีอตัราการไหล ตามผลการทดลองที� 1.3 นาน 120 ชั�วโมง 

 
จมูกถั�วเหลืองหมกั 

ภาพที� 3.4 วธีิการหมกัจมูกถั�วเหลืองหมกัโดยการแปรผนัอุณหภูมิในการหมกั 
 

จากนั นสุ่มตวัอย่าง จมูกถั�วเหลืองหมกัที�ไดไ้ปทาํแห้งโดยวิธีการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 
(Freeze dry) แลว้จึงวเิคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวน 

การทดลองที� 2 การออกแบบระบบถังหมักชีวภาพที�เหมาะสมสําหรับผลิตไอโซฟลาโวนชนิด       
อะไกล โคนจากจมูกถั�วเหลอืงหมัก 

จากการทดลองที� 1 ทาํให้ทราบถึงสภาวะที�เหมาะสมในการหมกัจมูกถั�วเหลืองเพื�อจะผลิต
ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน ในการทดลองนี จะนําสภาวะต่างๆที�เหมาะสม มาใช้ในการ
ออกแบบระบบถงัหมกัชีวภาพ (Bioreactor) และทดสอบประสิทธิภาพของระบบถงัหมกัชีวภาพที�
ออกแบบได ้โดยสุ่มเก็บตวัอย่างและวิเคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวนดว้ยเครื�องโครมาโตกราฟี
แบบของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) ตามวิธีของ 
Murphy et al. (2002) และวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์β-glucosidase โดยดดัแปลงวิธีของ 
Choi et al. (2002) จากนั นนาํผลการทดลองที�ไดว้ิเคราะห์หาค่าจลศาสตร์การหมกั (Kinetic) ของ
เชื อจุลินทรียใ์นการผลิตไอโซฟลาโวน(qIsoflavone) โดยเฉพาะการผลิตไดซิอิน (qDiadzein) เจนิสทิอิน 
(qGenistein) และไกลซิทิอิน (qGlycitein) ซึ� งจะสามารถทาํนายระยะเวลาที�เหมาะสมในการเก็บเกี�ยวจมูก
ถั�วเหลืองหมกัที�ผลิตดว้ยระบบถงัหมกัชีวภาพที�ออกแบบได ้ 
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การทดลองที� 3 การศึกษาการสกดัไอโซฟลาโวนและการผลิตไอโซฟลาโวนบริสุทธิ;ที�ผลิตจากระบบ
ถังหมักชีวภาพ 

การทดลองที� 3.1 การศึกษาระดับความเข้มข้นของเอทานอลต่อปริมาณไอโซฟลาโวน 
ชนิดอะไกลโคนที�สกดัได้ในสารสกดัหยาบ 

ศึกษาการสกดัไอโซฟลาโวนจากถั�วเหลืองหมกัที�ผลิตดว้ยระบบถงัหมกัชีวภาพที�ออกแบบ
ไดจ้ากการทดลองที� 2 ทาํการศึกษาในลกัษณะสารสกดัหยาบ (Crude extracted) โดยใชต้วัทาํละลาย
สกดั คือ เอทานอล (ไดจ้ากการดาํเนินงานในระยะที� 2 ปีงบประมาณ 2554) วางแผนการทดลอง
แบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design; CRD) (ไพโรจน์, 2547) ศึกษาความเขม้ขน้ของ  
เอทานอลที�เหมาะสม โดยผนัแปรความเขม้ของเอทานอล ร้อยละ 40, 60, 80 และ 95 ตามลาํดบั ตาม
ภาพที� 3.5 เพื�อหาประสิทธิภาพของการสกดั จากนั นสุ่มตวัอย่างวิเคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวน
ด้วยเครื� องโครมาโตกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography; HPLC) ตามวิธีของ Murphy et al. (2002) และนาํผลการทดลองที�ไดม้าวิเคราะห์
ผลทางสถิติเพื�อศึกษาความมีนยัสาํคญัของผลการทดลองโดยใชโ้ปรแกรมทางสถิติ  

จมูกถั�วเหลืองหมกั 20 กรัม + เอทานอลที�ความเขม้ขน้ต่างๆ 100 มิลลิลิตร 
                                         Homogenized 5 นาที 

เขยา่ที� 200 rpm เป็นเวลา 2 ชั�วโมง ที�อุณหภูมิห้อง 
 

หมุนเหวี�ยงที� 5000 rpm นาน 5 นาที 
 

สารสกดัหยาบ (Crude extract) 
                                                   กรองผา่น filter ขนาด 0.45 um 

 

วเิคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวน (ไดซิอินและเจนิสทิอิน) 

ภาพที� 3.5 ขั นตอนการสกดัไอโซฟลาโวน 

 การทดลองที� 3.2 ศึกษาการผลติไอโซฟลาโวนให้บริสุทธิ; 
 ในการทดลองนี มีวตัถุประสงคเ์พื�อศึกษาการผลิตสารสกดัไอโซฟลาโวนบริสุทธิz จากจมูกถั�ว
เหลืองหมกัโดยใช้เรซินชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ Diaion HP20, Amberlite XAD-4, Amberlite XAD-7HP 
และ Amberlite XAD-16HP ซึ� งดดัแปลงวิธีการทาํให้ไอโซฟลาโวนบริสุทธิz จาก Wu and Lai (2007) 
โดยมีวธีิการทดลองดงันี   
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วธีิการเตรียมเรซินเพื�อที�จะผลติไอโซฟลาโวนบริสุทธิ; 

นาํเรซินชนิดต่างๆไดแ้ก่ diaion HP20, Amberlite XAD-4, Amberlite XAD-7HP และ Amberlite 
XAD-16HP ชนิดละ 50 กรัม  แช่ในเมทานอลนาน 24 ชั�วโมง เพื�อกาํจดัสารที�ไม่บริสุทธิz  

 
จากนั นนาํเรซินแต่ละชนิดที�ผา่นการแช่เมทานอลแลว้มาบรรจุลงในคอลมัน์แกว้ขนาดเส้นผา่น

ศูนยก์ลาง 2.8 เซนติเมตร  
 

กาํจดัเมทานอลดว้ยนํ าปราศจากอิออน ปริมาณ 1000 มิลลิลิตร 
 

คอลมัน์ที�ไดพ้ร้อมใชง้าน 
 

ภาพที� 3.6 ขั นตอนการเตรียมเรซิน 
 

ขั9นตอนการกาํจัดไขมันและผลติสารสกดัไอโซฟลาโวนเข้มข้น 

จมูกถั�วเหลืองหมกับดละเอียดอบแหง้ที� 70 องศาเซลเซียสผสมกบัเฮกเซน อตัราส่วน 1:4 w/v 
                                                                       กรองเอาเฮกเซนออกดว้ย suction pump 

นาํจมูกถั�วเหลืองหมกัที�ผา่นการกาํจดัไขมนัไปอบเพื�อกาํจดัเฮกเซนที�อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
 

นาํจมูกถั�วที�ผา่นการกาํจดัไขมนัผสมกบัเอทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 95 อตัราส่วน 1:5 w/v 
 

นาํไปเขยา่ดว้ยเครื�องเขยา่ที�ความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 2 ชั�วโมง 
                                                            กรองเอาส่วนสารละลายสีเหลืองใส 

นาํสารละลายสีเหลืองใสไปทาํการแยกเอทานอลออกดว้ยเครื�อง Evaporation ที�ความดนั 175 
มิลลิบาร์ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

 
สารสกดัไอโซฟลาโวนเขม้ขน้ 

 
ภาพที� 3.7 ขั นตอนการกาํจดัไขมนัและการผลิตสารสกดัไอโซฟลาโวนเขม้ขน้ 
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วธีิการทาํสารสกดัไอโซฟลาโวนให้บริสุทธิ; 

นาํสารสกดัไอโซฟลาโวนเขม้ขน้ผสมกบัเอทานอลร้อยละ 80 และ นํ าที�ผา่นการกาํจดัประจุ 
อตัราส่วน 1 : 2 : 4 w/v/v 

 
นาํสารละลายไอโซฟลาโวนขา้งตน้ผา่นคอลมัน์แกว้ที�บรรจุเรซินแต่ละชนิดโดยมีอตัราการไหล

ของสารละลายเท่ากบั 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที เก็บสารละลายที�ผา่นเรซินเป็น fraction 1 
 

นาํ deionize water ปริมาตร 400 มิลลิลิตร ผา่นคอลมัน์แกว้เพื�อกาํจดัสารที�ละลายไดใ้นนํ าเนื�องจาก  
ไอโซฟลาโวนจะถูกดูดซบัไวก้บัเรซินและละลายนํ าไดน้อ้ยมากโดยมีอตัราการไหลเท่ากบั 1.5 

มิลลิลิตร เก็บสารละลายที�ผา่นเรซินในขั นตอนนี เป็น fraction 2  
 

นาํเอทานอลร้อยละ 20 ผา่นคอลมัน์แกว้โดยมีอตัราการไหลเท่ากบั 1.5 มิลลิลิตรเก็บสารละลายที�ได้
เป็น fraction 3 

 
นาํเอทานอลร้อยละ 40 ผา่นคอลมัน์แกว้โดยมีอตัราการไหลเท่ากบั 1.5 มิลลิลิตรเก็บสารละลายที�ได้

เป็น fraction 4 
 

นาํเอทานอลร้อยละ 60 ผา่นคอลมัน์แกว้โดยมีอตัราการไหลเท่ากบั 1.5 มิลลิลิตรเก็บสารละลายที�ได้
เป็น fraction 5 

 
นาํเอทานอลร้อยละ 80 ผา่นคอลมัน์แกว้โดยมีอตัราการไหลเท่ากบั 1.5 มิลลิลิตรเก็บสารละลายที�ได้

เป็น fraction 6 
 

นาํทั ง 6 fraction ไปวเิคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวน 
 

ภาพที� 3.8 การทาํใหส้ารสกดัไอโซฟลาโวนบริสุทธิz  
 

 จากนั นนําข้อมูลไอโซฟลาโวนที�ได้มาวิเคราะห์หาร้อยละความบริสุทธิz ของสารสกัด        
ไอโซฟลาโวนที�ไดจ้ากการทาํใหบ้ริสุทธิz โดยเรซินชนิดต่างๆ 
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 ในการทดลองที� 2 นี จะทาํให้ทราบระดบัความเขม้ขน้ของเอทานอล และชนิดของเรซินที�
เหมาะสม ซึ� งจะถูกใช้เป็นข้อมูลเบื องต้นในการออกแบบระบบสกัดและระบบการผลิต                        
ไอโซฟลาโวนบริสุทธิz ในโครงการระยะที� 4 ต่อไป 


