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บทคัดย่อ 

สบู่ด าเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญั ส่วนต่างๆของสบู่ด าถูกน าไปประยุกต์ใช้หลายรูปแบบทั้งในภาค 
อุตสาหกรรมและเภสัชกรรม โดยกากเมล็ดสบู่ด าซ่ึงเป็นวสัดุเหลือท้ิงท่ีไดจ้ากการบีบอดัน ้ ามนัเมล็ดสบู่ด า มี
ปริมาณโปรตีนสูงซ่ึงอาจน าไปใชเ้ป็นแหล่งโปรตีนทางเลือกในอุตสาหกรรมอาหารหรืออาหารสัตวไ์ด ้ อยา่งไร
ก็ตาม กากเมลด็สบู่ด ายงัมีองคป์ระกอบจ าพวกสารพิษ Phorbol esters และสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการ ไดแ้ก่ 
Phytic acid, Trypsin inhibitor, Lectin และ Saponin  วตัถุประสงคข์องงานวิจยัน้ีเพื่อศึกษาวิธีการลดสารพิษและ
สารตา้นคุณค่าทางโภชนาการ รวมทั้งศึกษาคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนสกดัจากกากเมล็ดสบู่ด าท่ีผา่นและ
ไม่ผ่านการก าจดัสารพิษ  โดยสภาวะท่ีเหมาะสมในการลดสารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการจากกาก
เมลด็สบู่ด า ไดแ้ก่ การสกดัดว้ยสารละลาย Ethanol 90% ปริมาตร 15 มล.  เป็นเวลา 5 นาที  เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ี
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที และสกดัซ ้ า 4 คร้ัง ต่อกากเมลด็สบู่ด า 5 กรัม  การศึกษาคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของ
โปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าท่ีไม่ผา่นและผา่นการก าจดัสารพิษดว้ย Ethanol พบว่า คุณสมบติัดา้นการละลาย
ของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าทั้ง 2 ชนิดมีค่าสูงสุดและต ่าสุดท่ี pH 12.0 และ 4.0 ตามล าดบั ความสามารถ
ในการอุม้น ้ าของโปรตีนสกดัจากกากเมล็ดสบู่ด าท่ีไม่ผ่านการก าจดัสารพิษมีค่ามากกว่าโปรตีนสกดัจากกาก
เมลด็สบู่ด าท่ีผา่นการก าจดัสารพิษถึงสองเท่า ความสามารถในการจบักบัน ้ามนัของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่
ด าท่ีไม่ผ่านและผ่านการก าจัดสารพิษ มีค่า 1.86 และ 1.07 มิลลิลิตร น ้ ามัน/ กรัม โปรตีน ตามล าดับ 
ความสามารถในการเกิดฟองและความคงตวัของฟอง รวมทั้งความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่ และความคงตวั
ของอิมลัชัน่ของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าทั้ง 2 ชนิด มีค่าสูงในช่วง pH เป็นด่าง โดยความสามารถในการ
เกิดฟองและความคงตวัของฟองลดลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน  
 
ค าส าคญั : สบู่ด า / กากเมลด็สบู่ด า / สารตา้นคุณค่าทางโภชนาการ / โปรตีน / คุณสมบติัเชิงหนา้ท่ี  
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Abstract 

Jatropha curcas is an economic important plant because of its several potential 

industrial and medicinal uses. Its seed cake, a by-product generated from oil extraction process 

of J. curcas seed, is rich in protein which could be used as an alternative protein source for the 

food or feed industries. However, the seed cake contains toxic agents, phorbol esters, and also 

anti-nutritional factors which are phytic acid, trypsin inhibitors, lectin and saponin. The 

objectives of this study were to study the best condition to reduce toxin and anti-nutritional 

factors of the J. curcas seed cake, and to study the functional properties of proteins isolated 

from the J. curcas seed cake and its detoxified seed cake. To optimize the condition of toxin 

and anti-nutritional factor reduction, the best condition was achieved by using 90% ethanol as a 

solvent at a volume of 15 ml to 5 g of the seed cake with 4 time repeated extraction and 5 min 

for each time, using a shaker at 150 rpm. Functional properties of proteins isolated from J. 

curcas seed cake and the seed cake detoxified by ethanol extraction were studied. The 

solubilities of both protein isolates were maximum and minimum at pHs of 12.0 and 4.0, 

respectively. The water binding capacity of protein isolated from the seed cake was 2-fold 

higher than that of protein isolated from the detoxified seed cake. The proteins from the seed 

cake and the detoxified seed cake provided the oil binding capacities of 1.86 and 1.07 ml oil/g 

protein, respectively. The foam capacities and stabilities including emulsion activities and 

stabilities of both protein isolates were high in a range of basic pHs. Their foam and emulsion 

stabilities decreased with increasing time.  

 

Keywords : Jatropha curcas / seed cake / anti-nutritional factors / protein / functional 

properties 
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บทน า 

ปัจจุบนัประเทศไทยประสบปัญหาทางดา้นพลงังานโดยราคาน ้ามนัเช้ือเพลิงเพิ่มสูงข้ึน รัฐบาลใชก้าร
รณรงคเ์พื่อการประหยดัพลงังานน ้ามนัและลดการน าเขา้น ้ ามนัจากต่างประเทศ รวมทั้งส่งเสริมการใชพ้ลงังาน
ทางเลือกทดแทนน ้ามนัเช้ือเพลิง อาทิ การผลิตแอลกอฮอลจ์ากวตัถุดิบทางการเกษตรเพื่อผสมเป็นก๊าซโซฮอล ์
และการผลิตไบโอดีเซล (Biodiesel) จากพืชน ้ามนั ไดแ้ก่ ปาลม์น ้ามนัและสบู่ด า โดยเพพาะสบู่ด ารัฐบาลมี
นโยบายส่งเสริมการเพาะปลูกและการผลิตน ้ามนัจากเมลด็สบู่ด าเพื่อทดแทนน ้ามนัดีเซลตามยทุธศาสตร์การ
พฒันาและส่งเสริมไบโอดีเซล นอกจากน้ีหน่วยงานภาคเอกชนจากต่างประเทศสนใจพื้นท่ีของประเทศไทยใน
การปลูกพืชพลงังานส าหรับแลกผลประโยชน์ของคาร์บอนเครดิต 

สบู่ด ามีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Jatropha curcas Linn. เป็นพืชน ้ามนัชนิดหน่ึงจดัอยูใ่นวงศ ์
Euphorbiaceae มีถ่ินก าเนิดจากทวีปอเมริกาใตใ้นแถบประเทศเมก็ซิโก  (Dehgan and Webster, 1979) เมลด็สบู่
ด ามีองคป์ระกอบหลกัคือ โปรตีน 30-32 % และน ้ามนั 60-66 % โดยส่วนของเน้ือเมลด็และเปลือกมีน ้ามนั
ประมาณ 51.99-62 % และ 0.98 % ตามล าดบั (Becker and Francis, 2000) จึงเหมาะแก่การน ามาสกดัน ้ามนัเพื่อ
ผลิตเป็นไบโอดีเซลส าหรับเคร่ืองยนตดี์เซล นอกจากน้ีประเทศไทยมีสภาพภูมิอากาศและสภาพภูมิประเทศ
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของตน้สบู่ด าเป็นอยา่งดี  ปัจจุบนัสบู่ด ามีการปลูกอยูท่ ัว่ทุกภาคของประเทศไทย
ประมาณ 50,000 ไร่  เกิดผลิตผลเมลด็สบู่ด าประมาณ 40,000 ตนั  ซ่ึงสามารถผลิตเป็นไบโอดีเซลประมาณ 10 
ลา้นลิตร  (สอบถามส่วนตวั) ก่อใหเ้กิดกากเมลด็สบู่ด าประมาณ 30,000 ตนั ซ่ึงเป็นวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร
และไม่ไดน้ าไปใชป้ระโยชน์เน่ืองจากกากเมลด็สบู่ด าประกอบดว้ยสารพิษท่ีเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภคและสตัว ์
อาทิ Phorbol esters ซ่ึงเป็นสารท่ีอยูใ่นกลุ่ม diterpenes ก่อใหเ้กิดเซลลม์ะเร็งในส่ิงมีชีวิต และ Curcin ซ่ึงเป็น
โปรตีนโมเลกลุใหญ่ ก่อใหเ้กิดการแพอ้ยา่งรุนแรง คล่ืนไส ้ อาเจียน ปวดศีรษะ หายใจติดขดั อาจถึงขั้น
เสียชีวิต และสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการหลายชนิด เช่น Trypsin inhibitor ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ียบัย ั้งการท างาน
ของเอนไซม ์ trypsin Phytic acid ซ่ึงเป็นน ้าตาล inositol ท่ีมีความสามารถในการสร้างพนัธะกบัแร่ธาตุท่ีเป็น
ไดวาเลนทห์รือไตรวาเลนทก่์อใหเ้กิดการขดัขวางกระบวนการดูดซึมแร่ธาตุท่ีจ  าเป็น Saponins เป็นสารใน
กลุ่ม steroid  มีความสามารถในการขดัขวางการดูดซึมไขมนัและวิตามินท่ีละลายในไขมนั Lectin เป็น 
glycoprotein ท่ีมีความสามารถในการท าใหเ้ลือดตกตะกอนและขดัขวางการท างานของระบบภูมิคุม้กนั เป็น
ตน้ (Makkar et al., 1997) 

กากเมลด็สบู่ด าหลงัการบีบอดัน ้ามนัมีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบสูงถึง 50-62 % และมีกรดอะมิโน
จ าเป็นทุกชนิดในปริมาณมากยกเวน้ lysine (Makkar et al., 1998)  ซ่ึงคาดวา่จะสามารถน าไปใชป้ระโยชน์
ในทางเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตรไดเ้หมือนกบัโปรตีนจากกากถัว่เหลือง อาทิการใชเ้ป็นแหล่งอาหาร
โปรตีนส าหรับมนุษย ์ การใชเ้ป็นแหล่งอาหารเสริม การใชเ้ป็นโปรตีนผสมในอาหารเพื่อปรับปรุงคุณสมบติั
ดา้นต่างๆ ของอาหาร และเป็นแหล่งของเพปไทดอ์อกฤทธ์ทางชีวภาพ เป็นตน้ อยา่งไรกต็ามการศึกษา
คุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนท่ีแยกจากกากเมลด็สบู่ด ายงัไม่มีผูใ้ดศึกษามาก่อน   
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เน่ืองจากกากเมลด็สบู่ด ามีสารพิษท่ีเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค ดงันั้นจ าเป็นตอ้งก าจดัสารพิษและสาร

ตา้นคุณค่าทางโภชนาการในกากเมลด็สบู่ด าก่อนน าไปใช ้โดยอาจท าโดยการใชค้วามร้อนแบบต่าง ๆ สารเคมี 
อาทิ กรด ด่าง หรือตวัท าละลายอินทรีย ์หรือวิธีทางชีวภาพ เช่น  จุลินทรียแ์ละเอนไซม ์เป็นตน้  

ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมุ่งท่ีจะก าจดัสารพิษออกจากกากเมลด็สบู่ด าท่ีเหลือท้ิง จากนั้นสกดัโปรตีนจากกาก
เมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษเพื่อศึกษาคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีและองคป์ระกอบของโปรตีนท่ีแยกจากกากเมลด็สบู่ด า 
ซ่ึงขอ้มูลท่ีไดจ้ะเป็นประโยชน์ต่อการประยกุตใ์ชโ้ปรตีนดงักล่าวในอุตสาหกรรมอาหารคน อาหารเสริมและ
อาหารสตัวต่์อไป ซ่ึงจะเป็นการสร้างมูลค่าเพิ่มใหก้บักากเมลด็สบู่ด า 

 
วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

 1 เพื่อศึกษาคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษและกากเมลด็
สบู่ด าท่ีมีสารพิษ 
 2 เพื่อศึกษาองคป์ระกอบของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษและกากเมลด็สบู่ด าท่ี
มีสารพิษ 
 3 เพื่อศึกษาวิธีการและสภาวะท่ีเหมาะสมในการก าจดัสารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการใน
กากเมลด็สบู่ด า 
 

การตรวจเอกสาร 

สบู่ด ามีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Jatropha curcas Linn. เมลด็สบู่ด ามีองคป์ระกอบหลกัคือ โปรตีน 30-
32 % และน ้ามนั 60-66 % โดยส่วนของเน้ือเมลด็และเปลือกมีน ้ามนัประมาณ 51.99-62 % และ 0.98 % 
ตามล าดบั (Becker and Francis, 2000) อยา่งไรกต็ามเมลด็สบู่ด าประกอบดว้ยสารพิษและสารตา้นคุณค่าทาง
โภชนาการหลายชนิด ดงันั้น ผลิตภณัฑจ์ากเมลด็สบู่ด ายงัไม่เหมาะกบัการบริโภคของมนุษยแ์ละสตัว ์อยา่งไร
กต็ามเมลด็สบู่ด าเหมาะส าหรับการน ามาใชส้กดัน ้ามนัเพื่อผลิตเป็นไบโอดีเซลส าหรับใชใ้นเคร่ืองยนตดี์เซล 
แต่กากเมลด็สบู่ด าท่ีเหลือยงัไม่สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได ้

 กากเมลด็สบู่ด ามีโปรตีนสูงและตอ้งก าจดัสารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการก่อนน ามาใช้
ประโยชน์เพื่อใหป้ลอดภยัต่อมนุษยแ์ละสตัว ์ รวมทั้งส่ิงแวดลอ้ม การก าจดัสารพิษและสารตา้นคุณค่าทาง
โภชนาการในกากเมลด็สบู่ด าอาจท าไดโ้ดยการใชค้วามร้อนแบบต่าง ๆ ด่าง รังสี หรือตวัท าละลายอินทรีย ์
(Aderibigbe et al., 1997; Aregheore et al., 1998; Martinez-Herrera et al., 2006) อยา่งไรกต็ามวิธีการดงักล่าว
อาจยงัไม่เหมาะกบัการน าไปใชง้าน ดงันั้นการศึกษาการใชแ้สงแดดหรือการแช่น ้า ซ่ึงเป็นวิธีท่ีง่ายและ
ประหยดัน่าจะถูกน ามาศึกษาเปรียบเทียบกบัวิธีการต่าง ๆ ขา้งตน้ 

โปรตีนจากถัว่เหลืองสามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม อาทิ อาหารเจ/
โปรตีนเจ อาหารเสริมโปรตีน ขนมขบเค้ียวโปรตีน เคก็และอาหารเสริมสุขภาพ เพื่อใชเ้ป็นแหล่งโปรตีนจาก
พืชส าหรับอาหาร นอกจากน้ียงัช่วยดา้นคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของอาหาร เช่น คุณสมบติัการละลาย 
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ความสามารถในการเกิดเจล ความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่และความคงตวัของอิมลัชัน่ ความสามารถใน
การเกิดโฟมและความคงตวัของโฟม และความสามารถในการอุม้น ้ าและน ้ามนั รวมทั้งการเกิดสีของ
ผลิตภณัฑอ์าหาร ดงันั้นโปรตีนจากถัว่เหลืองเป็นท่ีนิยมในปัจจุบนั แต่มีราคาแพง แหล่งโปรตีนของพืชอ่ืน 
เช่น โปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด าน่าจะใชท้ดแทนได ้ แต่จ าเป็นตอ้งก าจดัสารพิษและศึกษาคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ี
ก่อนน าไปประยกุตใ์ช ้ซ่ึงจะเป็นการเพิ่มมูลค่าใหก้บักากเมลด็สบู่ด าท่ีเหลือจากการบีบน ้ามนัออกแลว้  

การก าจดัสารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการในกากสบู่ด าอาจท าไดโ้ดยการใชค้วามร้อนแบบ
ต่าง ๆ สารเคมี อาทิ ด่าง หรือตวัท าละลายอินทรีย ์อาทิ Phorbol esters สามารถก าจดัออกดว้ยเอทานอลหรือเม
ทานอล รวมทั้งการใชเ้อทานอล ร่วมกบัสารโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตและความร้อนช้ืน (Martinez-
Herrera et al., 2006) Trypsin inhibitor ถูกท าลายดว้ยความร้อนช้ืนท่ีอุณหภูมิ 121C เป็นเวลา 25 นาที 
(Martinez-Herrera et al., 2006) หรืออุณหภูมิ 100C เป็นเวลา 90 นาที หรืออุณหภูมิ 130/160C เป็นเวลา 60 
นาที หรือความร้อนแหง้ท่ีอุณหภูมิ 160C เป็นเวลา 120 นาที จะเห็นไดว้า่ความร้อนช้ืนมีประสิทธิภาพในการ
ท าลาย Trypsin inhibitor ดีกวา่ความร้อนแหง้ (Aderibigbe et al., 1997) Phytic acid ถูกท าลายไดเ้ลก็นอ้ยดว้ย
การพายรังสีท่ี 10 KGy และส่วนความร้อนไม่มีผลต่อการลดปริมาณของ Phytic acid (Aderibigbe et al., 1997; 
Martinez-Herrera et al., 2006) ปริมาณ Saponins ลดลงดว้ยการใชเ้อทานอล ร่วมกบัการพายรังสีและความ
ร้อนไม่มีผลต่อการลดปริมาณของ Saponins เช่นกนั (Aderibigbe et al., 1997; Martinez-Herrera et al., 2006) 
ส าหรับ Lectin ถูกก าจดัโดยความร้อนช้ืนท่ีอุณหภูมิ 121C เป็นเวลา 30 นาที ทั้งน้ีความร้อนช้ืนท่ีอุณหภูมิ 
100C เป็นเวลา 60 นาที หรือความร้อนแหง้ท่ีอุณหภูมิ 130/160C เป็นเวลา 60 นาที ไม่มีผลต่อการท าลาย 
Lectin (Aregheore et al., 1998) นอกจากน้ีกระบวนการท าใหน้ ้ ามนัสบู่ด าบริสุทธ์ิสามารถก าจดัสารพิษ 
Phorbol esters ไดป้ระมาณ 50% โดยเพพาะขั้นตอนการท าใหพ้ีเอชของน ้ามนัเป็นกลาง (deacidification) และ
การฟอกสีของน ้ามนั (bleaching) (Haas and Mittelbach, 2000)  
  คุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนท่ีแยกจากเมลด็ธญัพืชและพืชโปรตีนชนิดต่าง ๆ อาทิ ถัว่เหลือง ถัว่
ลิสง เมลด็ฝ้าย cowpea, chickpea, safflower, rapeseed, great northern bean, winged bean, faba bean, mucuna 
bean, lupin seed และ pigeon pea ถูกรายงานโดย Sathe และ Salunkhe (1981), Sathe และคณะ (1982a), Sathe 
และคณะ (1982b), Abdel-Aal และคณะ (1986), Paredes-Lopez และ Ordorica-Falomir (1986), Paredes-
Lopez และคณะ (1991), Mansour และคณะ (1992), Fernandez-Quintela และคณะ (1997), Mwasaru และ
คณะ (1999), Tsaliki และคณะ (2002), Adebowale และ Lawal (2003) และ Yu และคณะ (2007)  
  จากการคน้ควา้งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งจนถึงปัจจุบนัของคณะผูว้ิจยั พบวา่ยงัไม่มีรายงานคุณสมบติัเชิง
หนา้ท่ีของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากกากเมลด็สบู่ด าทั้งในและต่างประเทศ 
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วธีิการทดลอง 

1. ศึกษาคุณค่าทางโภชนาการของกากเมลด็สบู่ด า โดยการวิเคราะห์แบบประมาณ  (proximate 
analysis)  ไดแ้ก่ ปริมาณความช้ืน (moisture content)  ปริมาณไขมนั (crude fat content) ปริมาณเยือ่ใย (crude 
fiber content) ปริมาณเถา้ (crude ash content) ปริมาณโปรตีน (crude protein content) และปริมาณ
คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate content) ตามวิธีการมาตรฐานของ AOAC (1995)  

2. ศึกษาปริมาณสารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการในกากเมลด็สบู่ด า     โดยสารพิษและ
สารตา้นคุณค่าทางโภชนาการท่ีวิเคราะห์ไดแ้ก่  

2.1 Phorbol ester  ดดัแปลงจากวิธีการของ Hass และ Mittelbach (2000) 
2.2 Trypsin inhibitor  ตามวิธีการของ Kakade และคณะ (1974)  
2.3 Saponin  ตามวิธีการของ Thilborg และคณะ (1994)  
2.4 Lectin  ตามวธีิการของ Gordon และ Marquardt (1974)  
2.5 Phytic acid  ดดัแปลงจากวิธีการของ Vaintraub และ Lapteva (1995) 

3. การก าจดัสารพิษในกากเมลด็สบู่ด า ใชว้ิธีการดงัน้ี 
 3.1 วิธีทางกายภาพ  โดยเกล่ียกากเมลด็สบู่ด าบนถาดอะลูมิเนียมใหมี้ความหนาสม ่าเสมอ

ประมาณ 0.5 ซม. น าไปตากแดดเป็นระยะเวลา 8 ชม. ตั้งแต่ 9.00-17.00 น. เกบ็ตวัอยา่งเพื่อวเิคราะห์สารพิษ
และสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการท่ีเหลือในกากเมลด็สบู่ด า  

  3.2 วิธีทางเคมี  โดยศึกษาปัจจยัต่างๆ ดงัน้ี 
  - ชนิดของตวัท าละลาย ไดแ้ก่ Methanol, Ethanol, Dichloromethane  (ความเขม้ขน้ 50%, 
70%, 90%, 95% และ 99.5% (v/v))         
  - ปริมาตรของตวัท าละลาย ไดแ้ก่ 15, 20 และ 25 มล. 
  -                       ไดแ้ก่ 1, 2, 3, 4             
  - ระยะเวลาในการสกดัไดแ้ก่ 5, 10, 15 และ 30      
  - ความเร็วท่ีใชใ้นการเขยา่ ไดแ้ก่ 150, 200, 250 และ 300 รอบต่อนาที 
 เกบ็ตวัอยา่งเพือ่วิเคราะห์สารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการท่ีเหลือในกากเมลด็สบู่ด า 

4. เลือกวิธีและสภาวะท่ีก าจดัสารพิษมากท่ีสุดในการเตรียมกากเมลด็สบู่ด าปราศจากสารพิษ
ส าหรับการสกดัโปรตีน โดยศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสกดัโปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด า ดงัน้ี 

4.1 ศึกษาผลของ pH ต่อปริมาณโปรตีนสกดั โดยผสมกากเมลด็สบู่ด ากบัน ้ากลัน่ใน
อตัราส่วน 1 ต่อ 10 (W/V)  ปรับค่า pH ในช่วง 2.0-12.0 ดว้ย 0.1 M NaOH และ 0.1 M HCl  กวนใหเ้ขา้กนั 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 30C จากนั้น centrifuge สารละลายตวัอยา่งท่ีความเร็วรอบ 2,000xg เป็นเวลา 
30 นาที  และวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนในสารละลายส่วนใส (Lowry et al., 1951) 
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4.2 ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อปริมาณโปรตีนสกดั โดยเลือกค่า pH ท่ีสามารถสกดัโปรตีน

ไดสู้งสุดจากขอ้ 4.1 โดยใชอุ้ณหภูมิในการสกดัช่วง 30-80C วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในสารละลายส่วนใส 
(Lowry et al., 1951) 

4.3 ศึกษาผลของระยะเวลาต่อปริมาณโปรตีนสกดั โดยเลือกค่า pH และอุณหภูมิท่ีสามารถ
สกดัโปรตีนไดสู้งสุดจากขอ้ 4.1 และ 4.2 โดยใชร้ะยะเวลาในการสกดั 1, 3     15   . วิเคราะห์ปริมาณ
โปรตีนในสารละลายส่วนใส (Lowry et al., 1951) 

5. สกดัโปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด าและกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ โดยใชส้ภาวะท่ีดีท่ีสุดจาก
การศึกษาในขอ้ 4.   จากนั้นปรับค่า pH             ป    ส่วนใสใหมี้ pH 4.0 ดว้ย 0.1 M HCl 
    ป               ท่ีอุณหภูมิ 30C เพื่อตกตะกอนโปรตีน และ centrifuge สารละลายตวัอยา่งท่ีความเร็ว
รอบ 2,000xg เป็นเวลา 30 นาที เกบ็ตะกอนโปรตีน ซ่ึงตะกอนโปรตีนท่ีไดคื้อโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากกากเมลด็
สบู่ด า 

6. ศึกษาองคป์ระกอบของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากกากเมลด็สบู่ด าและกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ 
ท าการเปรียบเทียบองคป์ระกอบของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากทั้ง 2 แหล่ง ไดแ้ก่ ปริมาณโปรตีน ชนิดและปริมาณ
กรดอะมิโนแต่ละชนิด 

7. ศึกษาคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากกากเมลด็สบู่ด าและกากเมลด็สบู่ด าปลอด
สารพิษ ท าการเปรียบเทียบคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากทั้ง 2 แหล่งทั้งน้ีคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ี
ของโปรตีนท่ีท าการศึกษา ไดแ้ก่  

7.1 คุณสมบติัการละลาย (Protein solubility) โดยท าการหาค่าการละลายของโปรตีนสกดั
จากกากเมลด็สบู่ด าท่ี pH 2.0-12.0 

7.2 ความสามารถในการดูดซบัน ้าและน ้ามนั (Water and oil binding capacities)โดยน า
โปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าผสมใหเ้ขา้กนักบัน ้า  เพือ่ทดสอบความสามารถในการอุม้น ้ า และน าโปรตีน
สกดัจากกากเมลด็สบู่ด าผสมใหเ้ขา้กนักบัน ้ามนัถัว่เหลือง เพื่อทดสอบความสามารถในการดูดซบัไขมนัของ
โปรตีนตามวิธีการท่ีดดัแปลงจาก Beuchat (1997) และ Chakraborty (1986) 

7.3 ความสามารถในการเกิดฟอง (Foam capacity) โดยน าโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด า
ผสมน ้า ปรับค่า pH ในช่วง 2.0-12.0  คนใหเ้ขา้กนัและน าเขา้เคร่ืองป่ันเพื่อท าใหเ้กิดฟอง แลว้ทดสอบตาม
วิธีการท่ีดดัแปลงจาก Makri และคณะ (2005) 

7.4 ความคงตวัของฟอง (Foam stability)  โดยน าตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการทดสอบความสามารถ
ในการเกิดฟอง วางท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง นาน 15, 30, 45 และ 60 นาที วดัปริมาตรฟองท่ีเวลาต่าง ๆ ตามวิธีการ
ท่ีดดัแปลงจาก Makri และคณะ (2005) 

7.5 ความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่ (Emulsion activity)  โดยน าโปรตีนสกดัจากกากเมลด็
สบู่ด าผสมใหเ้ขา้กนักบัน ้า ปรับค่า pH ในช่วง 2.0-12.0  คนใหเ้ขา้กนั เติมน ้ามนัถัว่เหลือง แลว้น าไป 
centrifuge เพื่อค  านวณเปอร์เซ็นตค์วามเป็นอิมลัชัน่ ตามวิธีการท่ีดดัแปลงจาก Naczk และคณะ (1985) 
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7.6 ความคงตวัของอิมลัชัน่ (Emulsion stability) โดยน าตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการทดสอบ

ความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่ไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 85C จากนั้นรอใหเ้ยน็จนถึงอุณหภูมิหอ้ง ค านวณ
ค านวณเปอร์เซ็นตค์วามคงตวัของอิมลัชัน่ ตามวิธีการท่ีดดัแปลงจาก Naczk และคณะ (1985) 

 
ผลการทดลองและการวจิารณ์ผล 

 
1. ปริมาณโปรตีน สารพษิและสารต้านคุณค่าทางโภชนาการในกากเมลด็สบู่ด า 

 กากเมลด็สบู่ด ามีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบประมาณ 23.5% (โดยน ้าหนกัแหง้) ดงัแสดงในตารางท่ี 1
และมีปริมาณใกลเ้คียงกบัรายงานของ Makkar        (   8) ส าหรับปริมาณกรดอะมิโนของกากเมลด็สบู่
ด า (ตารางท่ี 2) พบวา่ มีค่าต ่ากวา่เกณฑท่ี์ก าหนดโดย FAO/WHO (1991) ยกเวน้ปริมาณ methionine และ 
cystine  

 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการในกากเมลด็สบู่ด า แสดงในตารางท่ี 
1 สารพิษ Phorbol esters ในกากเมลด็สบู่ด ามีปริมาณ 0.73 mg/g ซ่ึงสูงกวา่ปริมาณสูงสุดท่ีหนูทดลองสามารถ
ทนได ้ (0.09 mg/g) (Aregheore et al., 2003) แต่อยา่งไรกต็าม Phorbol esters ท่ีพบมีปริมาณนอ้ยกวา่ในกาก
เมลด็สบู่ด าสายพนัธ์ุอ่ืน ๆ ยกเวน้สายพนัธ์ุท่ีไม่มีพิษจากประเทศ Mexico (Marker et al., 1998) 

ตารางที่ 1  ป     โปรตีน       และ                โภชนาการของกากเมลด็สบู่ด า 

Components Content
1
 

Crude protein (%, w/w) 

Phorbol esters (mg/g dry sample)
2
 

Phytic acid (%, w/w) 

Trypsin inhibitor (TIU
3
/g dry sample) 

Lectin activity (HU
4
/mg protein)

 
 

Saponin
5
 (µg/g dry sample) 

23.5 ± 1.5 

0.73 ± 0.06 

8.55 ± 0.51 

7.42 ± 1.64 

13.15 ± 0.45 

27.82 ± 0.68 

1 
Means ± standard deviation of triplicate determinations 

2 
Equivalent to phorbol 12-myristate,13 acetate 

3 
Trypsin inhibitor units  

4 
Heamagglutinating units  

5 
Diosgenin equivalents 

 

ส าหรับปริมาณสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการในกากเมลด็สบู่ด าทั้งหมด 4 ชนิด ไดแ้ก่ Phytic acid, 
Trypsin inhibitor, Lectin และ Saponin พบวา่กากเมลด็สบู่ด ามีปริมาณ Trypsin inhibitor และ Lectin เท่ากบั 
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7.42 TIU/g sample และ 13.15 HU/mg protein ตามล าดบั (ตารางท่ี 1) ซ่ึงมีปริมาณนอ้ยกวา่ท่ีพบในกาก
เมลด็สบู่ด าสายพนัธ์ุอ่ืนๆ (Marker et al., 1998)   ผลการวิเคราะห์ Phytic acid และ Saponin ในกากเมลด็สบู่ด า 
พบวา่มีปริมาณ 8.55% และ 27.82 µg/g sample ตามล าดบั (ตารางท่ี 1) ซ่ึงใกลเ้คียงกบัปริมาณ Phytic acid 
และ Saponin ท่ีพบในกากเมลด็สบู่ด าสายพนัธ์ุอ่ืน ๆ (Marker et al., 1998) 

ตารางที่ 2  ปริมาณกรดอะมิโนของกากเมลด็สบู่ด า 

1 
All values are means of duplicate determinations. 

2 
FAO/WHO. Protein quality evaluation, Daily requirements for human adults, 1991  

3 
Methionine + cystine       

4
 Tyrosine + phenylalanine 

 

Amino acid 

(g amino acid/100 g seed cake) 

J. curcas seed cake
1
 

 

FAO/WHO 

reference value
2
 

(g/100 g) 

Essential 

Methionine 

Cystine 

Tyrosine 

Phenylalanine 

Isoleucine 

Leucine 

Valine 

Histidine 

Threonine 

Lysine 

Total essential amino acids 

Non-essential 

Aspartic acid 

Serine 

Glutamic acid 

Glycine 

Arginine 

Alanine 

Proline 

 

2.37 

1.10 

0.31 

0.77 

0.73 

1.30 

0.90 

0.45 

0.73 

0.86 

9.52 

 

1.82 

0.93 

3.20 

0.83 

2.31 

6.25 

2.69 

 

2.5
3 

 

6.3
4 

 

2.8 

6.6 

3.5 

1.9 

3.4 

5.8 

32.8 
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2. การก าจัดสารพษิในกากเมลด็สบู่ด า 

 2.1 วธีิทางกายภาพ 

การศึกษาผลของความร้อนจากแสงแดดต่อปริมาณสารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการในกาก
เมลด็สบู่ด า พบวา่ กากเมลด็สบู่ด าท่ีผา่นการตากแดดเป็นเวลานาน 8   . สามารถลดปริมาณ Lectin ได้
ทั้งหมด (หรือลดลงคิดเป็น 100%) และลดปริมาณ                                                            
           หรือลดลงคิดเป็น 29%, 13%, 20% และ 74% ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 3 

ตารางที่ 3  ป           และ                โภชนาการของกากเมลด็สบู่ด าท่ีผา่นการตากแดด 

Components Content
1
 

Phorbol esters (mg/g dry sample)
2
 

Phytic acid (%, w/w) 

Trypsin inhibitor (TIU
3
/g dry sample) 

Lectin activity (HU
4
/mg protein)

 
 

Saponin
5
 (µg/g dry sample) 

0.52 ± 0.09 

7.40 ± 0.05 

5.96 ± 0.98 

ND 

20.60 ± 0.50 

1 
Means ± standard deviation of triplicate determinations 

2 
Equivalent to phorbol 12-myristate,13 acetate 

3 
Trypsin inhibitor units  

4 
Heamagglutinating units  

5 
Diosgenin equivalents 

ND: Not detected 

 

 2.2 วธีิทางเคมี 

การศึกษาผลของชนิดตวัท าละลายและความเขม้ขน้ของตวัท าละลายชนิดต่างๆ ในการสกดั Phorbol 
esters  แสดงผลในตารางท่ี 4 พบวา่น ้ ากลัน่ไม่สามารถสกดั Phorbol esters  ส่วน Methanol 100% และ Ethanol 
90% ปริมาตร 20 ml  สกดัซ ้ า 5 คร้ัง แต่ละคร้ังนาน 5 นาที และเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 250 รอบต่อ
นาที สามารถสกดั Phorbol esters ออกจากกากเมลด็สบู่ด า 0.47 และ 0.43 mg/g ตามล าดบั ในขณะท่ีการใช ้
Dichloromethane ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆสามารถสกดั Phorbol esters ไดน้อ้ยกวา่การใช ้Methanol และ Ethanol 
จึงเลือกใช ้ Ethanol 90 % เป็นตวัท าละลายในการสกดั Phorbol esters เพื่อศึกษาปัจจยัอ่ืนต่อไป เน่ืองจาก
ปลอดภยัต่อส่ิงมีชีวิตมากกวา่การใช ้Methanol   
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ตารางที ่4                                         ปริมาณ Phorbol esters ท่ีสกดัจากกากเมลด็สบู่

ด า 

Concentration 

(%, v/v) 

Phorbol esters (mg phorbol esters
1
/g dry sample)

2
 

Methanol Ethanol Dichloromethane Distilled water 

50 

70 

90 

95 

99.5 

100 

0.08
a
 ± 0.02 

0.27
b
 ± 0.09 

0.36
b
 ± 0.05 

NA
 

0.47
c
 ± 0.00 

NA
 

0.09
a
 ± 0.02 

0.20
b
 ± 0.02 

0.43
d
 ± 0.00 

0.35
c
 ± 0.04 

NA
 

NA
 

0.04
a
 ± 0.01 

0.03
a
 ± 0.01 

0.03
a
 ± 0.02 

NA
 

0.08
b
 ± 0.01 

NA
 

NA 

NA
 

NA
 

NA
 

NA
 

ND
 

Mean values with different letters (a, b,…) in the same column are significantly different 

(p≤0.05). 

NA: Not analysed                  ND: Not detected 

1
 Equivalent to phorbol 12-myristate13-acetate (การทดลองน้ี Phorbol esters          เท่ากบั 0.45 mg/g) 

2
 Mean ± SD of triplicate analyses 

การศึกษาผลของปริมาตร Ethanol 90 % ท่ีเหมาะสมในการสกดั Phorbol esters  พบวา่การใช ้Ethanol 
ปริมาตร 15, 20 และ 25 ml สกดัซ ้า 5 คร้ัง นาน 5 นาทีต่อคร้ัง และเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 250 
รอบต่อนาที สามารถสกดั Phorbol esters ไดใ้นปริมาณท่ีแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
95% โดยปริมาณ Phorbol esters ท่ีสกดัไดมี้ค่าอยูใ่นช่วง 0.41 – 0.43 mg/g (รูปท่ี 1) จึงเลือกใช ้Ethanol 90 % 
ปริมาตร 15 ml ซ่ึงเป็นปริมาตรท่ีนอ้ยท่ีสุด เพื่อการสกดั Phorbol esters ในการศึกษาปัจจยัอ่ืนต่อไป  

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1  ผลของปริมาตร Ethanol ในการสกดัต่อปริมาณ Phorbol esters                ด า 

                               Mean values with different letters (a, b, …) are significantly different (p≤0.05). 

P
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) 

 Volume of ethanol 

(มล) 
 

0.4113a 0.4266a 
0.4305a 

0
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ผลของจ านวนคร้ังท่ีเหมาะสมในการสกดั Phorbol esters  แสดงในรูปท่ี 2 โดยใช ้ Ethanol 90% 

ปริมาตร 15 ml สกดัซ ้า 1-5 คร้ัง นาน 5 นาทีต่อคร้ัง และเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที 
พบวา่การสกดัเพียง 1 คร้ัง ไม่สามารถสกดั Phorbol esters ออกจากตวัอยา่งได ้  ส่วนการสกดัซ ้า 2 และ 3 คร้ัง 
สามารถสกดั Phorbol esters ไดใ้นปริมาณ 0.25 และ 0.28 mg/g ตามล าดบั โดยแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญั
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  ในขณะท่ีการสกดัซ ้า 4 และ 5 คร้ัง พบปริมาณ Phorbol esters เท่ากบั 0.43 และ 
0.41 mg/g ตามล าดบั ซ่ึงค่าท่ีไดแ้ตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% จึงเลือกใชก้ารสกดั
ซ ้า 4 คร้ัง เพื่อศึกษาปัจจยัอ่ืนต่อไป  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที ่2  ผลของจ านวนคร้ังในการสกดัต่อปริมาณ Phorbol esters                ด า 

                               Mean values with different letters (a, b, …) are significantly different (p≤0.05). 

การวิเคราะห์ผลของระยะเวลาท่ีใชใ้นการสกดั Phorbol esters  พบวา่การใช ้Ethanol 90% ปริมาตร 15 
ml สกดัซ ้า 4 คร้ัง ใชเ้วลา 5, 10, 15 และ 30 นาทีต่อคร้ัง และเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 250 รอบต่อ
นาที สามารถสกดั Phorbol esters ไดใ้นช่วง 0.43 – 0.45 mg/g  (รูปท่ี 3) ซ่ึงแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญัท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95 % จึงเลือกใชร้ะยะเวลาในการสกดั 5 นาทีต่อคร้ัง ส าหรับการศึกษาปัจจยัอ่ืนต่อไป 
เน่ืองจากเป็นระยะเวลานอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถสกดั Phorbol esters 

ส าหรับผลของความเร็วรอบของเคร่ืองเขยา่ในการสกดั Phorbol esters พบวา่การใช ้ Ethanol 90% 
ปริมาตร 15 ml สกดัซ ้า 4 คร้ัง ใชเ้วลา 5 นาทีต่อคร้ัง และเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 150, 200, 250, 
300 รอบต่อนาที สามารถสกดั Phorbol esters ได ้0.43 – 0.44 mg/g (รูปท่ี 4) ซ่ึงแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญั
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % จึงเลือกใชค้วามเร็วรอบในการสกดั 150 รอบต่อนาที เน่ืองจากเป็นความเร็วรอบ
นอ้ยท่ีสุดในการสกดั Phorbol esters 

 
 

P
h
o
rb

o
l 

es
te

rs
 (

m
g
/g

 d
ry

 s
am

p
le

) 

 Repeated 

extraction 

0a 

0.2539b 0.2817b 

0.4322c 0.4113c 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

1 2 3 4 5



 18 
 
 

 

 

 

 

 

รูปที ่3  ผลของระยะเวลาท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณ Phorbol esters                ด า 

                               Mean values with different letters (a, b, …) are significantly different (p≤0.05). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4  ผลของความเร็วรอบท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณ Phorbol esters                ด า 

                               Mean values with different letters (a, b, …) are significantly different (p≤0.05). 

ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสกดั Phorbol esters จากกากเมลด็สบู่ด าปริมาณ 5 กรัม คือการ
สกดัดว้ยสารละลาย Ethanol 90% ปริมาตร 15 มล.  สกดัซ ้ า 4 คร้ัง ระยะเวลา 5 นาทีต่อคร้ัง ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ี
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที   
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3. ปริมาณโปรตีน สารพษิและสารต้านคุณค่าทางโภชนาการในกากเมลด็สบู่ด าหลงัการสกดัด้วย Ethanol 

ภายหลงัการก าจดัสารพิษดว้ย Ethanol 90% ในสภาวะท่ีเหมาะ พบว่ากากเมลด็สบู่ด ามีโปรตีนเป็น
องคป์ระกอบประมาณ 23% (โดยน ้าหนกัแหง้) ดงัแสดงในตารางท่ี 5 ซ่ึงมีปริมาณใกลเ้คียงกบัโปรตีนจากกาก
เมล็ดสบู่ด าก่อนการก าจดัสารพิษ (ตารางท่ี 1) ส าหรับกรดอะมิโนของกากเมล็ดสบู่ด าหลงัการสกดัดว้ย 
Ethanol 90% (ตารางท่ี 6) พบว่า มีปริมาณใกลเ้คียงกบัท่ีพบในกากเมลด็สบู่ด าก่อนการก าจดัสารพิษ (ตารางท่ี 
2) อยา่งไรก็ตาม ปริมาณกรดอะมิโนของกากเมลด็สบู่ด าหลงัการสกดัดว้ย Ethanol มีค่าต ่ากว่าเกณฑท่ี์ก าหนด
โดย FAO/WHO (1991) ยกเวน้ปริมาณ methionine และ cystine   

 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการในกากเมลด็สบู่ด า (ตารางท่ี 5) 
แสดงใหเ้ห็นวา่ การก าจดัสารพิษดว้ย Ethanol ในสภาวะท่ีเหมาะสม สามารถลดปริมาณ Phorbol esters และ 
Lectin ถึงระดบัท่ีไม่สามารถตรวจพบได ้(หรือลดลงคิดเป็น 100%) นอกจากน้ี Phytic acid, Trypsin inhibitor 
และ Saponin พบวา่มีปริมาณลดลงเหลือเพียง 1.87%, 1.12 TIU/g sample และ 10.04 µg/g sample ตามล าดบั 
หรือลดลงคิดเป็น 78%, 85% และ 64% ตามล าดบั 

ตารางที่ 5 ป     โปรตีน       และ                โภชนาการของกากเมลด็สบู่ด าหลงัการสกดัดว้ย  
Ethanol 

Components Content
1
 

Crude protein (%, w/w) 

Phorbol esters (mg/g dry sample)
2
 

Phytic acid (%, w/w) 

Trypsin inhibitor (TIU
4
/g dry sample) 

Lectin activity (HU
5
/mg protein)

 
 

Saponin
6
 (µg/g dry sample) 

23.0 ± 1.0  

ND
3 

1.87 ± 0.11 

1.12 ± 0.09 

ND
3 

10.04 ± 0.60 

1 
Means ± standard deviation of triplicate determinations 

2 
Equivalent to phorbol 12-myristate,13 acetate 

3 
ND: Not detected 

4 
Trypsin inhibitor units  

5 
Heamagglutinating units  

6 
Diosgenin equivalents 

 
ดงันั้น การสกดัดว้ย Ethanol จึงเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการก าจดัสารพิษและสารตา้นคุณค่าทาง

โภชนาการในกากเมลด็สบู่ด ามากกวา่วิธีการตากแดด เน่ืองจากสามารถก าจดั Phorbol esters และ Lectin ได้
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อยา่งสมบูรณ์ รวมทั้งสามารถก าจดั Phytic acid, Trypsin inhibitor             ไดบ้างส่วน กากเมลด็สบู่
ด าท่ีผา่นการสกดั     Ethanol จึงจดัเป็นกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ 
 

ตารางที่ 6  ปริมาณกรดอะมิโนของกากเมลด็สบู่ด าหลงัการสกดัดว้ย Ethanol 

1 
All values are means of duplicate determinations. 

2 
FAO/WHO. Protein quality evaluation, Daily requirements for human adults, 1991  

3 
Methionine + cystine       

4
 Tyrosine + phenylalanine 

 
 

Amino acid 

(g amino acid/100 g seed cake) 

Content
1
 

 

FAO/WHO 

reference value
2
 

(g/100 g) 

Essential 

Methionine 

Cystine 

Tyrosine 

Phenylalanine 

Isoleucine 

Leucine 

Valine 

Histidine 

Threonine 

Lysine 

Total essential amino acids 

Non-essential 

Aspartic acid 

Serine 

Glutamic acid 

Glycine 

Arginine 

Alanine 

Proline 

 

2.21 

1.02 

0.36 

0.69 

0.63 

1.14 

0.78 

0.35 

0.66 

0.55 

8.39 

 

1.54 

0.81 

2.50 

0.74 

1.71 

5.82 

2.42 

 

2.5
3 

 

6.3
4 

 

2.8 

6.6 

3.5 

1.9 

3.4 

5.8 

32.8 
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4. การสกดัโปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด า 

 ผลของค่า       ป      ป                                         ป    5 พบวา่ ปริมาณโปรตีน
ท่ีสกดัไดมี้ค่านอ้ยท่ีสุดท่ีระดบั pH 4.0-4.3 และปริมาณโปรตีนเพิม่ข้ึนเม่ือค่า            แสดงใหเ้ห็นวา่ 
โปรตีนท่ีละลายได ้ (Soluble protein) ของกากเมลด็สบู่ด าละลายไดดี้ในช่วง         โดยปริมาณโปรตีนมีค่า
มากท่ีสุด (81.  )     pH 12 ดงันั้นจึงเลือกใชค่้า pH 12 ในการศึกษาปัจจยัอ่ืนในการสกดัโปรตีนต่อไป 
เน่ืองจากเป็นค่า             สกดัโปรตีนไดใ้นปริมาณสูงสุด 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่5 ผลของ pH ต่อปริมาณโปรตีนท่ีสกดัจากกากเมลด็สบู่ด า 
 
 ผลของอุณหภูมิ   ป      ป                                         ป    6 เม่ือปรับสารละลาย
ใหมี้ pH 12 และสกดัโปรตีนท่ีอุณหภูมิต่างๆ พบวา่ปริมาณโปรตีนท่ีสกดัไดเ้พิ่มข้ึนเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน (30-
50C) และโปรตีนมีปริมาณสูงสุด (84.6%) เม่ือสกดัดว้ยอุณหภูมิ 50C ซ่ึงแตกต่างอยา่งไม่มีนยัส าคญักบั
ปริมาณโปรตีนท่ีสกดัดว้ยอุณหภูมิสูงกวา่ 50C ดงันั้นจึงเลือกใชอุ้ณหภูมิ 50C เพื่อศึกษาปัจจยัอ่ืนในการ
สกดัโปรตีนต่อไป 
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รูปที ่6 ผลของอุณหภูมิต่อปริมาณโปรตีนท่ีสกดัจากกากเมลด็สบู่ด า 
 
 จากการศึกษาผลของระยะเวลาในการสกดัโปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด า พบวา่ เม่ือปรับสารละลายใหมี้ 
pH 12 อุณหภูมิ 50C ปริมาณโปรตีนท่ีสกดัไดมี้ค่าเพิม่ข้ึนเม่ือใชร้ะยะเวลาในการสกดันานข้ึน โดยปริมาณ
โปรตีนนอ้ยท่ีสุดเม่ือใชเ้วลาในการสกดั 1   . ในขณะท่ีการสกดัโปรตีนนาน 3 และ 15 ชม.  พบวา่มีปริมาณ
โปรตีนแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญั จึงเลือกใชร้ะยะเวลาในการสกดั 3   . เน่ืองจากเป็นระยะเวลาสั้นท่ีสุด
ท่ีสามารถสกดัโปรตีนไดป้ริมาณมากท่ีสุด (88.2%) 
 ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสกดัโปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด าคือ ปรับสารละลายใหมี้ pH 12 
อุณหภูมิท่ีใชใ้นการสกดั 50C และระยะเวลา 3 ชม.  
 
5. คุณสมบัติเชิงหน้าทีข่องโปรตีนสกดั 
 คุณสมบติัดา้นการละลายของโปรตีนสกดัจากทั้งกากเมลด็สบู่ด าและกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ มี
ลกัษณะเป็นกราฟรูปตวั U (U-shape curve)            ป    7 โปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าทั้งสองชนิดมี
ค่าการละลายต ่าในช่วง pH     ( . -6.0) และมีค่าเพิม่ข้ึนเม่ือ pH สูงข้ึน โดยโปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด าทั้ง
สองมีค่าการละลายต ่าสุดท่ี pH 4.0     ถึงจุดไอโซอิเลคทริค (Isoelectric point)     ป     ซ่ึงประจุสุทธิ
บนโมเลกลุของโปรตีนมีค่าเป็นศูนย ์ โปรตีนจึงรวมตวักนัตกตะกอนและมีค่าการละลายต ่า และโปรตีนสกดั
สามารถละลายไดดี้ท่ีสุดท่ีระดบั pH 12.0 
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รูปที ่7 ผลของ pH ต่อคุณสมบติัดา้นการละลายของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด า 
และกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ 

  

 ผลการศึกษาความสามารถในการอุม้น ้ าและน ้ ามนัของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าและกากเมลด็
สบู่ด าปลอดสารพิษ (ตารางท่ี 7) พบว่า โปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษมีความสามารถในการ
อุม้น ้ าและน ้ ามนัต ่ากว่าโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าปกติประมาณ 2      ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากการลดสารพิษ
ดว้ย Ethanol ส่งผลใหโ้ครงสร้างภายในและประจุบนพื้นผิวโปรตีน รวมทั้งความชอบน ้ าและไม่ชอบน ้ าของ
โปรตีนเปล่ียนแปลงไป ดงันั้นความสามารถในการอุม้น ้ าและน ้ามนัของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าปลอด
สารพิษจึงแตกต่างจากโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าปกติ 
 

ตารางที ่7 ความสามารถในการอุม้น ้ าและน ้ามนัของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าและกากเมลด็สบู่ด าปลอด
สารพิษ 
Functional properties Protein isolate 

from J. curcas  

seed cake
 1
 

Protein isolate from 

detoxified  

seed cake
 1 

Water binding capacity (g water/g protein) 

Oil binding capacities (ml oil/g protein) 

3.22 ± 0.19 

1.86 ± 0.08 

1.76 ± 0.01 

1.07 ± 0.14 

1 
Means ± standard deviation of triplicate determinations 
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 ความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าและกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ
ท่ีระดบั pH                         (รูปท่ี 8) โดยมีค่าต ่าในช่วง pH 4.0-6.0         มากข้ึนเม่ือ pH            
โปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด าทั้งสอง    มีความสามารถในการเกิดโฟมมากท่ีสุดท่ี pH 12.0 ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
ความสามารถในการละลายของโปรตีน เน่ืองจากโปรตีนท่ีละลายไดจ้ะช่วยลดแรงตึงผวิระหวา่งฟองอากาศ
และของเหลวท่ีลอ้มรอบ ดงันั้นท่ี pH 12.0 โปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด าทั้งสอง                         
              
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที ่8 ผลของค่า pH ต่อความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด า 
และกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ 

 
 
 ส าหรับการศึกษาความคงตวัของโฟมของโปรตีนท่ี pH และระยะเวลาต่างๆ พบวา่โฟมของโปรตีน
จากกากเมลด็สบู่ด าทั้งสองชนิดในทุกระดบั pH มีความคงตวัลดลงเม่ือระยะเวลาเพิ่มข้ึน (รูปท่ี 9 และ 10) โดย
ปริมาณโฟมลด ลงอยา่งรวดเร็วใน 15                     ในช่วง 30-60      จากการเปรียบเทียบความ
คงตวัของโฟมใน 15 นาทีแรก พบวา่โปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด าทั้งสองชนิดมีความคงตวัของโฟมต ่าในช่วง 
pH 4.0-6.0                        pH สูงข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัความสามารถในการละลายของโปรตีน 
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รูปที ่9 ผลของค่า pH และระยะเวลาต่อความคงตวัของโฟมของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่10 ผลของค่า pH และระยะเวลาต่อความคงตวัของโฟมของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ 
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ความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่ของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษมีค่าต ่ากวา่
โปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าปกติประมาณ 2 เท่า (รูปท่ี 11) อาจเป็นผลจากการสกดัสารพิษดว้ย Ethanol ท่ี
ท าใหโ้ครงสร้างของโปรตีนเปล่ียนแปลงไป ซ่ึงผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบัความสามารถในการอุม้น ้ าและน ้ามนัของ
โปรตีน อยา่งไรกต็าม ความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่ของโปรตีนทั้งสองมีแนวโนม้เดียวกนั คือมีค่าต ่าในช่วง 
pH 2.0-4.0    มีค่า                           โดยท่ี pH 12.0  ป                        
                                                            ป         
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที ่11 ผลของค่า pH ต่อความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่ของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด า 
และกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ 

 
การศึกษาความคงตวัของอิมลัชัน่ของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าและกากเมลด็สบู่ด าปลอด

สารพิษโดยใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 85C นาน 15 นาที พบวา่มีแนวโนม้เช่นเดียวกบัความสามารถในการเกิด
อิมลัชัน่ คือมีค่าต ่าในช่วง pH กรด และมีค่าสูงข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดัในช่วง pH ด่าง (รูปท่ี 12) นอกจากน้ี พบวา่
ความคงตวัของอิมลัชัน่ของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษมีค่าต ่ากวา่โปรตีนสกดัจากกากเมลด็
สบู่ด าปกติประมาณ 2 เท่า เช่นเดียวกบัความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่ของโปรตีน 
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รูปที ่12 ผลของค่า pH ต่อความคงตวัของอิมลัชัน่ของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด า 
และกากเมลด็สบู่ด าปลอดสารพิษ 

 
สรุปผลการทดลอง 

กากเมล็ดสบู่ด ามีปริมาณโปรตีนเป็นองค์ประกอบสูงประมาณ 23.5% นอกจากน้ีมีสารพิษ Phorbol 
esters และสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการ ไดแ้ก่ Phytic acid, Trypsin inhibitor, Lectin และ Saponin ซ่ึงไม่เหมาะ
กบัการใชเ้ป็นอาหารมนุษยแ์ละสัตวโ์ดยตรง จากการศึกษาวิธีการลดสารพิษและสารตา้นคุณค่าทางโภชนาการ 
พบว่า การสกดัดว้ย Ethanol สามารถลดปริมาณ Phorbol esters, Phytic acid, Trypsin inhibitor, Lectin และ 
Saponin ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าการใชแ้สงแดด ซ่ึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการลดสารพิษและสารตา้น
คุณค่าทางโภชนาการ คือการสกดัดว้ย Ethanol 90% ปริมาตร 15 มล.  นาน 5 นาทีต่อคร้ัง  และสกดัซ ้ า 4 คร้ังบน
เคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  ส าหรับคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าท่ี
ผา่นและไม่ผา่นการก าจดัสารพิษดว้ย Ethanol พบว่า คุณสมบติัดา้นการละลายของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่
ด าทั้ง 2 ชนิดมีค่าสูงสุดและต ่าสุดท่ี pH 12.0 และ 4.0 ตามล าดบั ความสามารถในการอุม้น ้ าของโปรตีนสกดัจาก
กากเมลด็สบู่ด าท่ีไม่ผา่นการก าจดัสารพิษมีค่ามากกว่าโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าท่ีผา่นการก าจดัสารพิษถึง
สองเท่า ความสามารถในการจบักบัน ้ามนัของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าท่ีไม่ผา่นและผา่นการก าจดัสารพิษ 
มีค่า 1.86 และ 1.07 มิลลิลิตร น ้ ามนั/ กรัม โปรตีน ตามล าดบั ความสามารถในการเกิดฟองและความคงตวัของ
ฟอง รวมทั้งความสามารถในการเกิดอิมลัชัน่ และความคงตวัของอิมลัชัน่ของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าทั้ง 
2 ชนิด มีค่าสูงในช่วง pH เป็นด่าง โดยความสามารถในการเกิดฟองและความคงตวัของฟองลดลงตามระยะเวลา
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ท่ีเพิ่มข้ึน ผลการทดลองช้ีให้เห็นว่ากากเมลด็สบู่ด ามีศกัยภาพในการน ามาประยกุตใ์ชเ้ป็นแหล่งโปรตีนใน
อุตสาหกรรมอาหารและอาหารสตัว ์

 
ข้อเสนอแนะ 

 1. คุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าอาจเปล่ียนแปลงตามวิธีการสกดัโปรตีน
ออกจากกากเมลด็สบู่ด า ดงันั้นควรศึกษาผลของวิธีการสกดัโปรตีนหรือการตกตะกอนโปรตีนจากกากเมลด็
สบู่ด าดว้ยวิธีการต่าง ๆ อาทิ การใชต้วัท าละลาย หรือการใชส้ารละลายเกลือ ต่อคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของ
โปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด า 
 2. ควรศึกษาการพฒันาหรือปรับปรุงคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนสกดัจากกากเมลด็สบู่ด าดว้ย
วิธีการต่าง ๆ อาทิ วิธีทางเคมี หรือกระบวนการแปรรูปอาหาร เพื่อใหส้อดคลอ้งกบัการน าโปรตีนสกดัจากกาก
เมลด็สบู่ด าไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม 
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ภาคผนวก  

 
ภาคผนวก ก การเตรียมสารเคม ี
ก1. การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนวธีิ Kjeldahl (AOAC, 1995) 
1.1 สารละลาย Mix indicator  
ผสม Methyl red 0.2 กรัม กบั Methylene blue 0.1 กรัม ใน Ethanol เขม้ขน้ 75 เปอร์เซ็นต ์100 มิลลิลิตร 
 
1.2 สารเร่งปฏิกิริยา (Catalyst) 
ผสม Copper sulphate (CuSO4.5H2O) 1 กรัม กบั Potassium sulphate (K2SO4) 4 กรัม 
 
1.3 สารละลาย Boric acid เขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์(w/v) 
ละลาย Boric acid 40 กรัม ในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 
1.4 สารละลาย NaOH เขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นต ์(w/v) 
ละลาย NaOH 400 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 
1.5 สารละลาย HCl เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 
ผสมสารละลาย HCl 8.58 มิลลิลิตร ลงในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 
ก2. การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนวธีิ Lowry (Lowry et al, 1951) 
2.1 สารละลาย A : สารละลาย CuSO4.5H2O เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์(w/v)  
ละลาย CuSO4.5H2O 1 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
 
2.2 สารละลาย B : สารละลาย KNaO6C4H4.4H2O เขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์(w/v) 
ละลาย KNaO6C4H4.4H2O 2 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
 
2.3 สารละลาย C : สารละลาย NaOH เขม้ขน้ 1 โมลาร์ ใน Na2CO3 เขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์(w/v) 
ละลาย NaOH 4 กรัม และ Na2CO3 20 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 
2.4 สารละลาย Copper reagent  
ผสมสารละลาย A ปริมาตร 1 มิลลิลิตร สารละลาย B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารละลาย C ปริมาตร 48 
มิลลิลิตร 
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2.5 สารละลายมาตรฐาน Bovine serum albumin  
ละลาย Bovine serum albumin 0.05 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐาน Bovine serum albumin เขม้ขน้ 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็น Stock solution 

 
ก3. การเตรียมสารเคมีในการวเิคราะห์ปริมาณ Trypsin inhibitor (Kakade et al., 1974) 
3.1 สารละลาย Tris buffer เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างท่ี 8.2 และมี CaCl2 เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ 
ละลาย Tris-HCl 6.057 กรัม ในสารละลาย CaCl2 เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ (CaCl2 1.47 กรัม ในน ้ ากลัน่ 1,000 
มิลลิลิตร) ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 8.2 

 

3.2 สารตั้งตน้ (Substrate solution) 
ละลาย Benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide hydrochloride (BAPNA) 40 มิลลิกรัม ดว้ย Dimethylsulfoxide 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติม Tris buffer ความเป็นกรด-ด่างท่ี 8.2 ซ่ึงมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนได้
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (สารน้ีเตรียมไวใ้ชต่้อวนั) 
 
3.3 Trypsin solution 
ละลาย Crystalline porcine trypsin 0.01 กรัม ในสารละลาย HCl เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ ท่ีมี CaCl2   เขม้ขน้ 2.5 
มิลลิโมลาร์ (0.2775 กรัมต่อลิตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เกบ็สารละลายน้ีท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส  
 
ก4. การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ปริมาณ Phytic acid (Vaintraub และ Lapteva, 1995) 
4.1 Wade’s Reagent  
ผสมสารละลาย FeCl3.6H2O เขม้ขน้ 0.03 เปอร์เซ็นต์ กบั Sulfosalicylic acid เขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์ ใน
อตัราส่วน 1 ต่อ 1 
 
4.2 สารละลาย HCl เขม้ขน้ 2.4 เปอร์เซ็นต ์(v/v) 
ผสมสารละลาย HCl 32.4 มิลลิลิตร ลงในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้500 มิลลิลิตร 
 
4.3 สารละลายมาตรฐาน Phytic acid 
ละลาย Phytic acid 0.05 กรัมในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรในขวดปรับปริมาตร ไดค้วามเขม้ขน้
ของสารละลาย 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 0-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
ก5. การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ปริมาณ Lectin (Gordon และ Marquardt, 1974) 
5.1 Phosphate buffer saline (PBS)  
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ละลาย NaCl 8 กรัม, KCl 0.2 กรัม, Na2HPO4 1.44 กรัม และ K2HPO4 0.24 กรัม ในน ้ ากลัน่ ปรับปริมาตรให้
ได ้1,000 มิลลิลิตร ค่าความป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7 
 
5.2 สารละลายเลือดเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์(1%RCB) (v/v) 
ลา้งสารละลายเลือด 0.5 มิลลิลิตร ดว้ย Phosphate buffer saline 50 มิลลิลิตรโดยน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ดว้ยแรงเหวี่ยง 1,050 xg นาน 3 นาที ดูดส่วนใสท้ิง ลา้งซ ้ า 3 คร้ัง 
 
ก6. การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ปริมาณ Saponins (Thilborg et. al., 1994) 
6.1 สารละลาย A 
ผสม p-anisaldehyde 0.5 มิลลิลิตร กบั Ethyl acetate 99.5 มิลลิลิตร 
 
6.2 สารละลาย B  
ผสม Sulfuric acid 50 มิลลิลิตร กบั Ethyl acetate  50 มิลลิลิตร 
 
6.3 สารละลายมาตรฐาน Diosgenin  
ละลาย Diosgenin 0.005 กรัม ใน Methanol เขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต ์ ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร ไดค้วาม
เขม้ขน้ของสารละลาย 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 0-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
ก7. การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ปริมาณ Phorbol esters (Haas และ Mittelbach, 2000) 
7.1 Ethanol เขม้ขน้ 90 เปอร์เซ็นต ์(v/v) 
ผสมสารละลาย Ethanol เขม้ขน้ 95 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 1,985 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ใหไ้ด ้2,000 
มิลลิลิตร 
 
7.2 สารมาตรฐาน Phorbol esters (Phorbol-12-Myristate 13-Acetate)  
เติม Methanol 1 มิลลิลิตร ลงในสารมาตรฐาน Phorbol esters 5 มิลลิกรัม จะได้สารละลาย Phorbol-
12-Myristate 13-Acetate 5,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น Stock solution  
 
ก8. การเตรียมสารเคมีในการแยกโปรตีนจากกากเมลด็สบู่ด า 
8.1 สารละลาย NaOH เขม้ขน้ 1 โมลาร์ 
ละลาย NaOH 40 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 
8.2 HCl เขม้ขน้1 โมลาร์ 
ผสม HCl 82.85 มิลลิลิตร ลงในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข วธีิการวิเคราะห์ 
ข1. การวิเคราะห์ปริมาณความช้ืน (AOAC, 1995) 
1.1 ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่งบดละเอียด 2 กรัม ใส่ในถว้ยอลูมิเนียมท่ีผา่นการอบแหง้และทราบน ้าหนกัแน่นอน 
1.2 อบแหง้ตวัอยา่งในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
1.3 น าตวัอยา่งออกจากตูท้ิ้งไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน และชัง่น ้ าหนกัจนกระทัง่ไดน้ ้ าหนกัคงท่ี 
 
 ค านวณความช้ืนจากสมการ 
 

Mositure (%) =    1 0

S

W -W

W
                      

  
เม่ือ      W0 = น ้าหนกัถว้ยอลูมิเนียมหลงัอบ (กรัม) 
            WS = น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม) 

                          W1 = น ้าหนกัตวัอยา่งและถว้ยอลูมิเนียมหลงัอบ (กรัม) 

 
ข2. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวธีิ Kjeldahl (AOAC, 1995) 
วิธีการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนเป็นวิธีท่ีนิยมใชว้ิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน  โดยการเปล่ียนสารไนโตรเจน
อินทรีย ์ (Organic nitrogen) ให้เป็นแอมโมเนีย (NH3) แลว้วิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียดว้ยวิธีVolumertric 
หรือ Colorimertric การวิเคราะห์ปริมาณไนโตเจนดว้ยวิธี Kjeldahl มีขั้นตอนดงัน้ี คือ 
 

2.1 การยอ่ย 
2.1.1 ชัง่ตวัอยา่งหนกั 1 กรัม ใส่ในหลอดยอ่ย 
2.1.2 เติม Catalyst 0.5 กรัม และกรดซลัฟูริคเขม้ขน้ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  
2.1.3 ยอ่ยตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ 420 องศาเซลเซียส จนไดส้ารละลายสีเขียวใส ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ในตูดู้ดควนั 
 

2.2 การกลัน่ 
2.2.1 เติมน ้ ากลัน่ลงในหลอดยอ่ยท่ีเยน็แลว้ปริมาตร 75 มิลลิลิตร และ NaOH เขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นตป์ริมาตร 
100 มิลลิลิตร 
2.2.2 ต่อหลอดยอ่ยเขา้กบัเคร่ืองกลัน่ โดยใหด้า้นปลายสายดา้ยหน่ึงจุ่มในขวดรูปชมพู่ท่ีมี Boric acidเขม้ขน้ 4 
เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และเติม Mixed indicator 2-3 หยด 
2.2.3 กลัน่เป็นเวลา 4 นาที 
2.3 การไตเตรท 
2.3.1 ไตเตรทสารละลายท่ีไดก้บั HCl มาตรฐาน เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ จนกระทัง่ไดสี้ชมพขูอง Methylred 
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2.3.2 ท า Blank เช่นเดียวกบัการทดลองขา้งตน้ โดยไม่ใส่ตวัอยา่ง น าปริมาตรการไตเตรทของ Blank กบั 
HCl มาตรฐาน ลบออกจากปริมาตรท่ีใชใ้นการไตเตรทตวัอยา่ง 
 

ค านวณปริมาณโปรตีนจากสมการ 
 

N (%)   =    A BV -V  ×C×1.4007

W
 

 
                                            Protein (%)   =    N (%) ×  Conversion factor 
                            
 

เม่ือ      N  = ปริมาณไนโตรเจน (%) 
                         VA = ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน H2SO4 ท่ีใชไ้ตเทรตสารละลายตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
                         VB = ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน H2SO4 ท่ีใชไ้ตเทรต Blank (มิลลิลิตร) 
                         C   = ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 (โมลาร์) 
                         W  = น ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
                        6.25= Conversion factor 
 
ข3. การวิเคราะห์ปริมาณไขมันวธีิ Soxhlet (AOAC, 1995) 
2.1 ชัง่ตวัอยา่งหนกั 2 กรัม ใส่ในทิมเบิล (Thimble) 
2.2 น าทิมเบิล (Thimble) ใส่ในชุดแยกสกดั (Extraction unit) ของเคร่ืองสกดัไขมนั (Soxhlet apparatus) 
2.3 เติม Petroleum ether 100 มิลลิลิตร 
2.4 ตั้งอุณหภูมิการสกดัท่ี 60 องศาเซลเซียส ใชเ้วลาในการสกดั 5 ชัว่โมงหรือจนเกิดการสกดัสมบูรณ์ 
2.5 ระเหยปิโตรเลียมอีเทอร์ (Petroleum ether) ในบีกเกอร์โดยตั้งท้ิงไวใ้นตูดู้ดควนั น าเขา้ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง 
2.6 วางท้ิงไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน ชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอน 
  
 
 ค านวณปริมาณไขมนัจากสมการ 
 

Fat (%) =    1 0

S

W -W

W
 

 
เม่ือ     W0 = น ้าหนกั flask เปล่า (กรัม) 
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           W1 = น ้าหนกั flask และไขมนั (กรัม) 

                        WS = น ้าหนกัตวัอยา่งท่ีใชใ้นการสกดั (กรัม) 

 
ข4. การวิเคราะห์ปริมาณเถ้า (AOAC, 1995) 
4.1 เผาครูซิเบิลในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส นาน1 ชั่วโมง ท้ิงไวใ้ห้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง ชั่งหา
น ้าหนักท่ีแน่นอนของครูซิเบิล 
4.2 ชัง่ตวัอยา่งหนกั 1 กรัม ใส่ครูซิเบิล น าไปเผาดว้ยตะเกียงจนควนัหมด 
4.3 เผาตวัอยา่งในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 ชัว่โมง หรือกระทัง่ไดเ้ถา้สีขาว 
4.4 ท้ิงไวใ้หไ้ดอุ้ณหภูมิประมาณ 100 องศาเซลเซียส ปิดฝาครูซิเบิล แลว้น าออกจากเตาเผา 
4.5 ใส่ตวัอยา่งท่ีเผาเสร็จแลว้ในโถดูดความช้ืน ชัง่หาน ้าหนกัเถา้ท่ีแน่นอน 
 

ค านวณปริมาณเถา้จากสมการ 
 

Mositure (%) =    1 0

S

W -W

W
 

 
เม่ือ      W0 = น ้าหนกัครูซิเบิลหลงัเผา (กรัม) 

                         WS = น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนเผา (กรัม) 
                         W1 = น ้าหนกัตวัอยา่งและครูซิเบิลหลงัเผา (กรัม) 

 
ข5. การวิเคราะห์ปริมาณเยื่อใย (AOAC, 1995) 
5.1 ชัง่ตวัอยา่งหนกั 1 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ เติม H2SO4   เขม้ขน้ 0.1275 โมลาร์ ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตม้นาน 3 
นาที 
5.2 กรองตวัอยา่งผา่นกระดาษกรอง Whatman No.4 ท่ีทราบน ้ าหนกัแน่นอนแลว้ ลา้งตวัอยา่งดว้ยน ้ าเดือดผา่น
กระดาษกรองสองคร้ัง 
5.3 ตม้ตวัอยา่งอีกคร้ังใน NaOH เขม้ขน้ 1.25 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที 
5.4 กรองตวัอยา่งผา่นกระดาษกรอง Whatman No.4 ท่ีทราบน ้ าหนกัแน่นอนแลว้ ลา้งตวัอยา่งดว้ยน ้ าเดือดผา่น
กระดาษกรองสองคร้ัง 
5.5 ลา้งกากท่ีเหลืออยูอี่กสองคร้ังดว้ยสารละลาย Ethanol 95 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ลา้งต่อดว้ย
เอทิลอีเทอร์ 3 คร้ัง แลว้น าไประเหยในตูดู้ดควนั 
5.6 อบแห้งกากตวัอยา่งท่ีเหลือในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท้ิงให้เยน็ใน
โถดูดความช้ืน ชัง่น ้ าหนกัแลว้อบซ ้าจนไดน้ ้ าหนกัคงท่ี 
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5.7 ถ่ายตวักากตวัอย่างลงในครูซิเบิลท่ีทราบน ้ าหนักแน่นอนแลว้ เผาในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 600 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมงหรือกระทัง่ได้เถา้สีเทาขาว 
5.8 ท้ิงใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน ชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอนของกากใยท่ีได ้

 
ค านวณปริมาณเยือ่ใยจากสมการ 
 

Mositure (%) =    1 0

S

W -W

W
 

 
เม่ือ      W0 = น ้าหนกัครูซิเบิลหลงัเผา (กรัม) 

                         WS = น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนเผา (กรัม) 
                         W1 = น ้าหนกัตวัอยา่งและครูซิเบิลหลงัเผา (กรัม) 
 
ข6. การวิเคราะห์ปริมาณ Trypsin inhibitor (Kakade, 1974) 
6.1 ชัง่ตวัอยา่ง 2 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 25 มิลลิลิตร เขยา่ดว้ย Shaker ท่ี
ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
6.2 เติม Tris buffer solution ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ท้ิงไว ้3 นาที 
6.3 กรองสารละลายดว้ยเคร่ือง Vacuum pump โดยใชก้ระดาษกรอง Whatman no.1  
6.4.เกบ็สารละลายส่วนใส (Extract solution) ท่ีแยกไดไ้ปวิเคราะห์ Trypsin inhibitor โดยเตรียมตวัอยา่งตาม
ตารางภาคผนวก ข.1 วดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร ค านวณปริมาณสารยบัย ั้ง
เอนไซม ์Trypsin แสดงเป็นหน่วยของเอนไซม ์Trypsin ท่ีถูกยบัย ั้ง (Trypsin inhibitor: TIU) ต่อน ้าหนกัเป็น
กรัมของตวัอยา่ง (TIU/g dry sample) ดงัน้ี 
 

ค านวณปริมาณ Trypsin inhibitor จากสมการ 
 

TIU/g dry sample      =  (Ab – Aa) – (Ad – Ac) x 100 
                                                น ้าหนกัตวัอยา่ง (g) 
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  ตารางที ่ข.1 การเตรียมตวัอยา่งวิเคราะห์ Trypsin inhibitor 

 
Step 

 
Solution 

Volume (ml) 
Control Sample 

a b c d 
1 Water 1 1 0.7 0.7 
2 BAPNA 2 2 2 2 
3 Extract solution - - 0.3 0.3 
4 Trypsin - 0.5 - 0.5 

Warm the mixture in  water bath at 37C for 10 min 
5 30% Acetic acid 0.5 0.5 0.5 0.5 
6 Trypsin 0.5 - 0.5 - 

Total Volume 4 4 4 4 
 
ข7. การวิเคราะห์ปริมาณ Phytic acid ในกากเมลด็สบู่ด า (Vaintraub และ Lapteva, 1995) 
7.1 ชัง่กากเมลด็สบู่ด า 0.5 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู ่ขนาด 250 มิลลิลิตร  
7.2 เติมสารละลาย HCl เขม้ขน้ 2.4 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยา่ดว้ยเคร่ือง Shaker ท่ีความเร็วรอบ 
250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
7.3 กรองสารละลายดว้ยเคร่ือง Vacuum pump โดยใชก้ระดาษกรอง Whatman no.1 เกบ็สารละลายส่วนใส 
7.4 น าสารละลายส่วนใสปริมาตร 3 มิลลิลิตร เติม Wade reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร วดัค่าการดูดกลืนคล่ืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตร 
7.5 น าค่าท่ีไดห้าปริมาณ Phytic acid จากกราฟมาตรฐาน ท ากราฟมาตรฐานของ Phytic acid โดยใชส้ารละลาย 
Phytic acid ท่ีความเขม้ขน้ 0-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เขียนกราฟระหว่างค่า OD 500 นาโนเมตร และความ
เขม้ขน้ของ Phytic acid ดงัแสดงในรูปภาคผนวก ข.1  
 

Phytic acid (g/g dry sample) =      OD 500 x ปริมาตรกรดท่ีใชส้กดั (ml) x Dilution 
                                                                  Slope x น ้าหนกัตวัอยา่ง (g) x 1000 x 10-6 

 
 



 40 

 
รูปที ่ข.1 กราฟมาตรฐานของ Phytic acid 

 
ข8. การวิเคราะห์ปริมาณ Lectin ในกากเมลด็สบู่ด า (Gordon และ Marquardt, 1974) 
8.1 ชัง่ตวัอยา่ง 1 กรัม ลงใน Flask เติม Phosphate buffer sarine 20 มิลลิลิตร เขยา่ดว้ยเคร่ือง Shaker ท่ีความเร็ว
รอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
8.2 น าไปป่ันเหวี่ยงแยกตะกอนดว้ยแรงเหวี่ยง 1,430 xg นาน 20 นาที  
8.3 เก็บส่วนใสมาท าการวิเคราะห์โดยหยดสารสกดั 50 ไมโครลิตร ลงใน Microtitration plate ท า Serial 
dilution อตัราส่วน 1:2 ดว้ย Normal saline และหยดสารละลายเลือดเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ลงใน Microtitration plate บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 12 ชัว่โมง บนัทึกอตัราส่วนท่ีต ่าท่ีสุดของ
เลือดต่อ Normal saline ท่ีท าใหเ้ลือดเกิดการตกตะกอน 

 
 

ข9.  การวิเคราะห์ปริมาณ Saponin ในกากเมลด็สบู่ด า (Thiborg et al., 1994) 
9.1 บดตวัอยา่งใหล้ะเอียด ชัง่ตวัอยา่งหนกั 0.5 กรัม ลงในภาชนะ 
9.2 เติม Methanol เขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยา่ Overnight ดว้ยเคร่ืองเขยา่ 200 รอบต่อ
นาที 
9.3 กรองสารละลายดว้ยเคร่ือง Vacuum pump โดยใชก้ระดาษกรอง Whatman no.1 
9.4 เกบ็สารละลายส่วนใส ลา้งตะกอนดว้ย Methanol เขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 3 คร้ัง   
9.5 กรองสารละลายและเกบ็ส่วนใส ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 25 มิลลิตร ดว้ย Methanol เขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต ์
9.6 น าสารสกดัท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ปริมาณ Saponin โดยน าสารสกดั 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติม
สารละลาย A และ B (ภาคผนวก ก6) อยา่งละ 1 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
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9.7 บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 10 นาที เพื่อ ให้เกิดสี จากนั้นตั้งท้ิงไวใ้ห้เยน็นาน 10 นาที วดัค่าการ
ดูดกลืนคล่ืนแสงดว้ย Spectrophotometer ความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร  ใช ้Ethyl acetate 2 มิลลลิตร เป็น 
Reagent blank ใช ้Diosgenin มาตรฐาน สร้างกราฟมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของ Diosgenin ดงัแสดงใน
รูปภาคผนวก ข.2 
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                   รูปที ่ข.2 กราฟมาตรฐานของ Diosgenin 
 

ข10. การวิเคราะห์ปริมาณ Phorbol esters (Haas และ Mittelbach, 2000) 
10.1 ชัง่ตวัอยา่งกากเมลด็สบู่ด า 5 กรัม ลงในภาชนะ เติม 90% Ethanol 15 มิลลิลิตร เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 
10.2 กรองสารละลายดว้ยเคร่ือง Vacuum pump เกบ็สารละลายส่วนใสในบีกเกอร์ และน ากากเมลด็สบู่ด าท่ี
เหลือจากการกรองมาผา่นการสกดัอีก 3 คร้ัง  
10.3 เก็บสารละลายส่วนใสทั้งหมดรวมกนั ระเหย Ethanol จากสารละลายส่วนใส ดว้ยเคร่ือง Vacuum oven 
จนกระทัง่เหลือเป็นของแขง็ติดกน้บีกเกอร์ เติม Methanol 1 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ คนใหข้องแขง็ละลาย 
และน าสารละลายตวัอยา่งมาวิเคราะห์โดยวิธี HPLC 
10.4 สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Phorbol-12-Myristate-13-Acetate ท่ีความเขม้ขน้ 5 25 50 
และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปภาคผนวก ข.3 
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โดยใชส้ภาวะ HPLC ดงัน้ี 

-  Column  :  Reversed phase chromatography : Inertsil ® ODS-3 4.6 x 250 mm 
-  Mobile phase   :  Acetonitrile : water (80 : 20) 
-  Flow rate        :  1.3 ml/min 
-  Temperature  :  25oC 
-  Detector  :  280 nm  
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       รูปที ่ข.3 กราฟมาตรฐานของ Phorbol-12-Myristate-13-Acetate 

 
ตัวอย่างแสดงผลการวเิคราะห์ Phorbol esters  ดังรูป ข.4 และ ข.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป ข.4 โครมาโตรแกรมแสดงกลุ่มสาร Phorbol esters                              สกดัดว้ย Ethanol 
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รูป ข.5 โครมาโตรแกรมแสดงกลุ่มสาร Phorbol esters                          หลงัสกดัดว้ย Ethanol 
 
 

ข11. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนวธีิ Lowry (Lowry et al, 1951) 
11.1 น าตวัอยา่งสารละลายโปรตีนสกดัท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลอง 
11.2 เติมสารละลาย Copper reagent ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 10 นาที 
และเติมสารละลาย Folin-ciocalteau ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง นาน 30 
นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณโปรตีนใน
สารละลายโปรตีนสกดั เทียบกบักราฟมาตรฐาน Bovine serum albumin  
11.3 สร้างกราฟมาตรฐาน Bovine serum albumin ท่ีความเขม้ขน้ 0-500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดัง
แสดงในรูปภาคผนวก ข.6 

 
 

รูปที ่ข.6 กราฟมาตรฐานของ Bovine serum albumin 
 

 

   

 

 

 


