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อุปกรณและวิธีการ 
  

วัสด ุ
 

1.  เมล็ดทานตะวัน  ไดรับความอนุเคราะหจาก หางหุนสวนจํากัด ฟลาวเวอรฟูด 
2.  น้ํามันเมล็ดทานตะวัน  ตรา เนเชอรา  (น้ํามันธรรมชาติ) ผลิตเมื่อวันที่ 27 สิงหาคม 2548  

ไดรับความอนุเคราะหจาก หางหุนสวนจํากัด ฟลาวเวอรฟูด 
3.  เอนไซมอัลคาเลส  ไดรับความอนุเคราะหจาก  The East Asiatic (Thailand) Public 

Company Limited 
4.  เอนไซมปาเปน  ไดรับความอนุเคราะหจาก   The East Asiatic (Thailand) Public 

Company Limited 
5.  เอนไซมโบรมิเลน  (Great Food (Biochem) Co., Ltd) 

 
อุปกรณ 

 
อุปกรณท่ีใชในการเตรียมตัวอยาง 
 

1.  เครื่องบดผสม (Waring blender Model 34BL99) 
2.  เครื่องปรับความเปนกรดดาง (Microcomputer pH - VISION Jenco Model 6071) 
3.  เครื่องกวนผสมแบบควบคุมอุณหภูมิ (Hot plate stirrer รุน RCT B) 
4.  ปมสุญญากาศ (Vacuum pump Model 0822 - U2 – 6274X) 
5.  เครื่องหมุนเหวี่ยง  (Iec Clinical Centrifuge SER 4290743) 
6.  เครื่องแยกครีม (Elecream  SER 122746) 
7.  เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Shaking water bath BS - 11) 
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อุปกรณท่ีใชวิเคราะหตัวอยาง 
 

1.  เครื่องวิเคราะหน้ํามันวิธี Babcock  (Gerber Centrifuge SER 3680 – 409) 
2.  เครื่องวิเคราะหโปรตีนวิธี Kjeldahl 

 Digestion Unit  ยี่หอ Buchi  รุน K - 435 
 Distillation Unit  ยี่หอ  Buchi  รุน B – 316 

3.  เครื่องวิเคราะหน้ํามันวิธี Soxtec (Soxtec system HT 1043 extraction unit) 
4.  เครื่องวิเคราะหเสนใยหยาบ (Fibertec) 

 Fibertec system M 1020 Hot Extractor 
 Fibertec system M 1021 Cold Extractor 

5.  ตูอบ (Hot air oven, Memmert 854 Schwabach) 
6.  เครื่อง Rancimat 679 (Metrohm, Heerisau, Switzerland) 
7.  กลองจุลทรรศน  (Light Microscope ยี่หอ  Olympus) 
8.  เครื่องวัดสีน้ํามัน (Lovibond Tintometer PFX 990) 

 
วิธีการ 

 
1.  อิทธิพลของการแชเมล็ดทานตะวันกอนลดขนาดและคาพีเอชตอความสามารถในการสกัดน้ํามัน
และโปรตีนจากเมล็ดทานตะวันโดยใชน้ํา 

 
นําเมล็ดทานตะวันที่กระเทาะเปลือกแลว (หางหุนสวนจํากัด ฟลาวเวอรฟูด)  มาวิเคราะหองค

ประกอบทางเคมีดังนี้ ความชื้น เถา โปรตีน น้ํามัน เสนใยหยาบ และคารโบไฮเดรต (AOAC, 1997)   
ผสมเมล็ดทานตะวันกับน้ําในอัตราสวน 1 : 6 (น้ําหนัก/น้ําหนัก)  2 สวน  สวนที่หนึ่งนํามาบดผสม
ทันที  สวนที่สองแชไวขามคืน  นําของผสมที่ไดมาบดผสมดวยเครื่องบดผสม นาน 30 วินาทีที่
อุณหภูมิหอง  และปรับพีเอชดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริคและโซเดียมไฮดรอกไซด  ความเขม
ขน 1.0 นอรมัล เปน 4 5 6 และ 7  ซ่ึงเปนสภาวะที่ไมรุนแรงเพื่อหลีกเลี่ยงการสูญเสียน้ํามัน  จาก
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสในชวงพีเอชที่เปนกรดหรือดางเขมขน  แลวกวนผสมโดยใชเครื่องกวนผสม  
นาน 30 นาที  เพื่อเพิ่มการสัมผัสระหวางของแข็งและของเหลว  โดยควบคุมพีเอชใหคงที่   หลังจาก
นั้นกรองสารสกัดที่ไดดวยเครื่องกรองสุญญากาศ  และนําสารสกัดไปวิเคราะหปริมาณน้ํามันและ
โปรตีน (AOAC, 1997)  โดยคิดเปนเปอรเซ็นตของน้ํามันและโปรตีนที่มีอยูในสารสกัด  และผลผลิต
น้ํามันและโปรตีนที่สกัดได  เทียบกับปริมาณน้ํามันและโปรตีนที่มีอยูในเมล็ดทานตะวันเริ่มตน  เพื่อ
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หาสภาวะในการเตรียมเมล็ดทานตะวันและคาพีเอชที่เหมาะสม  ในการแยกน้ํามันออกจากเมล็ด
ทานตะวันโดยมีโปรตีนเปนผลพลอยไดขั้นตอนดังกลาวแสดงดังภาพที่ 4 

 
ผสมเมล็ดทานตะวันกับน้ําในอัตราสวน 1: 6 

 
                                               ไมแชน้ํา                     แชน้ําขามคืน 

 
                 บดลดขนาดนาน 30 วินาที 

 
        ปรับพีเอชเปน 4  5  6 และ 7 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริค 

      และโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1.0 นอรมัล 
 

                 ควบคุมพีเอชใหคงที่พรอมกวนผสมนาน 30 นาที 
 

          กรองแยกของแข็ง 
 

            สารสกัด 
 

             วิเคราะหปริมาณน้ํามันและโปรตีน 
 
ภาพที่ 4  ขั้นตอนการศึกษาอิทธิพลของการแชเมล็ดทานตะวันกอนลดขนาด  และคาพีเอชตอความ 
               สามารถในการสกัดน้ํามันและโปรตีน 
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2.  อิทธิพลของขนาดอนุภาคตอความสามารถในการสกัดน้ํามันและโปรตีนจากเมล็ดทานตะวันโดยใช
น้ํา 

 
2.1 อิทธิพลของระยะเวลาที่ใชบดตอขนาดอนุภาคของแข็งที่ได 
 
       นําเมล็ดทานตะวันผสมกับน้ําในอัตราสวน 1 : 6 (น้ําหนัก/น้ําหนัก)  มาบดลดขนาดดวย

เครื่องบดผสมที่ระยะเวลาตาง ๆ คือ 30  60  90  120  150  180  210 และ 240 วินาที  ที่อุณหภูมิหอง  
แลวนําของผสมที่ไดไปตรวจวัดขนาดอนุภาคของแข็งที่เกิดขึ้นดวยกลองจุลทรรศน  ขั้นตอนดังกลาว
แสดงดังภาพที่ 5 

 
ผสมเมล็ดทานตะวันกับน้ําในอัตราสวน 1: 6 

    
            บดลดขนาดนาน 30  60  90  120  150  180  210 และ 240 วินาที 

 
                ตรวจเช็คอนุภาคของแข็งดวยกลองจุลทรรศน 

 
ภาพที่ 5  ขั้นตอนการศึกษาอิทธิพลของระยะเวลาที่ใชบดตอขนาดอนุภาคของแข็งที่ได 

 
2.2  อิทธิพลของขนาดอนุภาคของแข็งตอปริมาณน้ํามันและโปรตีนที่สกัดได 
 
       นําของผสมที่ไดจากการบดที่ระยะเวลาตาง ๆ เชนเดียวกับขอ 2.1 ปรับพีเอชเปน 7 ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1.0 นอรมัล   แลวกวนผสมโดยใชเครื่องกวนผสมนาน 
30 นาที ที่อุณหภูมิหอง  โดยควบคุมพีเอชใหคงที่  หลังจากนั้นกรองสารสกัดที่ไดดวยเครื่องกรอง
สุญญากาศ  และนําสารสกัดไปวิเคราะหปริมาณน้ํามันและโปรตีน (AOAC, 1997)  เพื่อหาขนาด
อนุภาคของแข็งที่ใหปริมาณน้ํามันในสารสกัดมากที่สุดโดยมีโปรตีนเปนผลพลอยได  โดยคิดเปนผล
ผลิตน้ํามันและโปรตีนที่สกัดได  โดยเทียบกับปริมาณน้ํามันและโปรตีนที่มีอยูในเมล็ดทานตะวันเริ่ม
ตน   ขั้นตอนดังกลาวแสดงดังภาพที่ 6 
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 ของผสมที่ไดจากการบดที่ระยะเวลาตาง ๆ เชนเดียวกับขอ 2.1   
      
          ปรับพีเอชเปน  7 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1.0 นอรมัล 

 
                  ควบคุมพีเอชใหคงที่พรอมกวนผสมนาน 30 นาที 

 
            กรองแยกของแข็ง 

 
           สารสกัด 

 
             วิเคราะหปริมาณน้ํามันและโปรตีน 

 
ภาพที่ 6  ขั้นตอนการศึกษาอิทธิพลของขนาดอนุภาคของแข็งตอปริมาณน้ํามันและโปรตีนที่ได 
 
3.  การปรับปริมาณน้ํามันและโปรตีนในสารสกัดใหเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
 

3.1  การปรับปริมาณน้ํามันและโปรตีนของสารสกัด 
 
       สารสกัดจากเมล็ดทานตะวันมีความเขมขนของน้ํามันคอนขางต่ํา  จึงจําเปนตองเพิ่ม

ความเขมขนโดยการหมุนเหวี่ยงกอนเขากระบวนการตอไป   เพื่อใหไดผลผลิตน้ํามันสูงเมื่อเทียบกับ
ปริมาณสารสกัดที่ใช   และเปนการลดพื้นที่และพลังงานที่ใชในกระบวนการอีกดวย   นําสารสกัดที่
ไดจากการใชระยะเวลาบดที่ใหปริมาณผลผลิตมากสุดจากขอ 2.2 มาผสมน้ํา 3 เทาเพื่อใหมีปริมาตรที่
เหมาะสมตอความจุของเครื่องเหวี่ยงแยก  แลวนําไปผานเครื่องแยกครีม  ซ่ึงเครื่องแยกครีมนี้เปน
เครื่องเซนติฟวสสองทาง  สําหรับแยกของเหลว 2 ชนิดที่มีความหนาแนนตางกัน  ไดเปนสวนสาร
สกัดเขมขนที่มีปริมาณน้ํามันอยูสูง  และมีความหนาแนนต่ําอยูในรูปอิมัลชัน  เรียกวาสวนครีม  สวน
ของโปรตีนของแข็งที่ติดในเครื่อง  และสวนของเหลวที่มีโปรตีนละลายอยูเล็กนอย  ซ่ึงเปนสวนที่มี
ความหนาแนนสูง  ลางสวนครีมดวยน้ํา 2 คร้ัง   โดยผสมครีมกับน้ําในอัตราสวนครีมตอน้ําเปน 1 : 4 
แลวผานเครื่องแยกครีม  นําครีมที่ไดจากการแยกครั้งแรก  และครีมที่ผานการลางดวยน้ํา 1 คร้ัง และ 2 
คร้ัง  ไปวิเคราะหปริมาณน้ํามันและโปรตีน (AOAC, 1997)   ขั้นตอนดังกลาวแสดงดังภาพที่ 7  
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                                                                                 สารสกัด ผสมน้ํา 3 เทา  
             (ไมแชน้ํา บดลดขนาดนาน 210 วินาที ปรับพีเอชเปน 7) 

 
        ผานเครื่องแยกครีม 

 
    หางครีม            ครีม (สารสกัดเขมขน) 
 

                     ลางครั้งที่ 1 
 
                     ลางครั้งที่ 2 
 
          ครีมที่ผานการลาง 2 คร้ัง 
(สารสกัดเขมขนที่ผานการลาง 2 คร้ัง) 
 

                                                                                           วิเคราะหปริมาณน้ํามันและโปรตีน 
 
ภาพที่ 7  ขั้นตอนการปรับปริมาณน้ํามันและโปรตีนของสารสกัด 

 
3.2  การปรับความเขมขนของครีมที่ผานการลาง 2 คร้ัง  ใหเหมาะสมตอการทํางานของ

เอนไซมโดยการเจือจางดวยน้ํา 
 
       ศึกษาการทําลายอิมัลชันในสารสกัดโดยใชเอนไซมชนิดตาง ๆ ดังตอไปนี้  เอนไซมปา

เปน (papain) เอนไซมโบรมิเลน (bromelain) และเอนไซมอัลคาเลส (alcalase)  โดยนําครีมหรือสาร
สกัดเขมขนที่ผานการลาง 2 คร้ัง  มาเจือจางดวยน้ํา 2  4  6 และ 8 เทา  ไดเปนสารสกัดที่มีความเขมขน
ของน้ํามันแตกตางกัน   ปรับสภาวะใหเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิด คือ พีเอช  6.2, 
25๐ซ; พีเอช 6.5, 37๐ซ (Dominic and Wong, 1995) และ พีเอช 8.0, 50๐ซ (The East Asiatic Public 
Company Limited, 2002) ตามลําดับ   ผสมเอนไซมลงในสารสกัดในปริมาณ 0.20% (น้ําหนัก
เอนไซม/น้ําหนักของสารสกัด) และเขยาดวยเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 100 รอบตอ
นาที นาน 7 ช่ัวโมง   จากนั้นนําไปเหวี่ยงแยกน้ํามันที่ความเร็ว 3500 รอบตอนาที นาน 1 นาที  แยกน้ํา
มันที่อยูสวนบนโดยใชปเปตแลวช่ังน้ําหนัก  และคิดเปนปริมาณผลผลิตน้ํามันเทียบกับปริมาณน้ํามัน
ที่มีอยูในครีมกอนการเจือจางดวยน้ํา  เปรียบเทียบผลผลิตน้ํามันที่ไดจากเอนไซมแตละชนิด  ที่ความ
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เขมขนสารสกัดตางกัน  เพื่อหาความเขมขนของสารสกัดที่เหมาะสมสําหรับเอนไซมแตละชนิด  ขั้น
ตอนดังกลาวแสดงดังภาพที่ 8 

 
ครีมหรือสารสกัดเขมขนที่ผานการลางดวยน้ํา 2 คร้ัง    

 
    ผสมน้ํา 2  4  6 และ 8 เทา 

 
                                               ผสมเอนไซม (เอนไซมปาเปน โบรมิเลน และอัลคาเลส)  
                                                     0.20% (น้ําหนักเอนไซม/น้ําหนักของสารสกัด)   

 
        ปรับพีเอชและอุณหภูมิใหเหมาะสมกับเอนไซมแตละชนิด 

 
          ควบคุมอุณหภูมิใหคงที่พรอมเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาทีนาน 7 ช่ัวโมง 

 
      หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3500 รอบตอนาทีนาน 1 นาที 

 
        แยกน้ํามันที่อยูสวนบนโดยใชปเปต 

 
    น้ํามัน 

 
    ช่ังน้ําหนัก 

 
ภาพที่ 8  ขั้นตอนการหาความเขมขนของสารสกัดที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 

 
4.  ชนิดและปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสมในการทําลายอิมัลชันในสารสกัด 
 

นําครีมหรือสารสกัดเขมขนที่ผานการลางดวยน้ํา 2 คร้ัง  มาเจือจางเปนสารสกัดที่มีความเขม
ขนเหมาะสมจากผลการศึกษาที่ผานมา   ผสมเอนไซมปาเปน  เอนไซมโบรมิเลน  และเอนไซมอัลคา
เลส  ในปริมาณ 0.05  0.10  0.15  0.20  0.25  0.30  0.35  0.40  0.45  0.50  0.55 และ 0.60% (น้ําหนัก
เอนไซม/น้ําหนักของสารสกัด) แลวนํามาเขยาดวยเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 100 
รอบตอนาที นาน 7 ช่ัวโมง  โดยควบคุมอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมสําหรับเอนไซมแตละชนิด  
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จากนั้นนําไปเหวี่ยงแยกน้ํามันที่ความเร็ว 3500 รอบตอนาที นาน 1 นาที  แยกน้ํามันที่อยูสวนบนโดย
ใชปเปตแลวช่ังน้ําหนัก  เปรียบเทียบผลผลิตน้ํามันที่ไดจากการใชเอนไซมแตละชนิดที่ความเขมขน
ตาง ๆ  ขั้นตอนดังกลาวแสดงดังภาพที่ 9 

 
        ครีมหรือสารสกัดเขมขนที่ผานการลางดวยน้ํา 2 คร้ัง    

 
        เจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม (จากขอ 3.2) 

 
   ผสมเอนไซมปาเปน โบรมิเลน และอัลคาเลส 0.05  0.10  0.15  0.20  0.25   

    0.30  0.35  0.40  0.45  0.50  0.55 และ 0.60 % (น้ําหนักเอนไซม/น้ําหนักของสารสกัด) 
 

ปรับพีเอชและอุณหภูมิใหเหมาะสมกับเอนไซมแตละชนิด 
 

     ควบคุมอุณหภูมิใหคงที่พรอมเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที  นาน 7 ช่ัวโมง 
 

      หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3500 รอบตอนาที  นาน 1 นาที 
 

           แยกน้ํามันที่อยูสวนบนโดยใชปเปต  
 

    น้ํามัน 
 

   ช่ังน้ําหนัก 
 

ภาพที่ 9  ขั้นตอนการศึกษาชนิดและปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการทําลายอิมัลชันในสารสกัด 
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5.  เปรียบเทียบคุณภาพของน้ํามันทานตะวันท่ีไดจากการใชน้ําและเอนไซม  และน้ํามันทานตะวันท่ี
ไดจากการบีบอัด 
 
 5.1  การศึกษาสมบัติของน้ํามันทานตะวันที่แยกไดจากการใชน้ําและเอนไซม  เปรียบเทียบ
กับน้ํามันทานตะวันที่ไดจากการบีบอัด 
 
        นําน้ํามันทานตะวันที่ไดจากการใชน้ําและเอนไซม  มาตรวจวัดสมบัติตาง ๆ เปรียบเทียบ
กับน้ํามันทานตะวันที่แยกไดจากการบีบอัด (บริษัทฟลาวเวอรฟูด) ไดแก สารที่ไมสะปอนนิไฟย 
(AOCS, 1997)  คาไอโอดีน (AOCS, 1997)  คาสะปอนนิไฟย (AOCS, 1997)  กรดไขมันอิสระ 
(AOCS, 1997) คาเปอรออกไซด (AOCS, 1997) น้ําและสารที่ระเหยได (AOCS, 1997)  คาสีโลวิ
บอนด (ดัดแปลงจาก AOCS, 1997)  คาสีฮันเตอร (ดัดแปลงจาก AOCS, 1997)  ชนิดและปริมาณของ
กรดไขมัน (ศูนยบริการประกันคุณภาพผลิตภัณฑอาหาร สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร) 
วิตามินอี (ศูนยบริการประกันคุณภาพผลิตภัณฑอาหาร สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร)  
คลอโรฟลส (ดัดแปลงจาก AOCS, 1997)  และเบตา - แคโรทีน (ดัดแปลงจาก AOCS, 1997)   
 
 5.2  การศึกษาความคงทนตอความหืนของน้ํามันทานตะวันที่แยกไดจากการใชน้ําและ
เอนไซม  เปรียบเทียบกับน้ํามันทานตะวันที่ไดจากการบีบอัด 
 
        นําน้ํามันทานตะวันที่แยกไดจากการใชน้ําและเอนไซม  และน้ํามันที่ไดจากการบีบอัด 
มาเปรียบเทียบการหืนของน้ํามันแบบเรงโดยใชเครื่อง Rancimat 679  และศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ
น้ํามันทั้งสองชนิด  โดยเก็บรักษาน้ํามันในขวดแกวใสปดดวยจุกฝาเกลียวและพันพาราฟลมรอบจุกฝา 
ที่อุณหภูมิหองโดยวางบนชั้นเพื่อใหน้ํามันไดรับสภาพแวดลอมตาง ๆ เชน แสง  เหมือนกับการวาง
จําหนายทั่วไป   ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของกรดไขมันอิสระ (AOCS, 1997) และคาเปอร
ออกไซด  (AOCS, 1997) ของน้ํามันทั้ง 2 ชนิด ทุกสัปดาห  จนครบ 16 สัปดาห 
 
การวิเคราะหสถิติ 
 

 การทดลองในหัวขอ 1 ใชการทดลองแฟคทอเรียลในแผนการทดลองแบบสุมตลอด 2 × 4 
โดยมีปจจัย 2 ปจจัย คือ การแชน้ํา และ คาพีเอช  (factorial 2 × 4  in completely randomized design, 
FCRD)  สําหรับการทดลองในหัวขอ 2 - 5 ใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด (completely randomized 
design, CRD)  วิเคราะหความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of Variance, ANOVA)  และความแตก
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ตางระหวางตัวอยางโดยใช  Duncan’s New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95  ดวย
โปรแกรมสําเร็จรูป  ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า   
 
สถานที่ทําการวิจัย 
  
 หองวิจัยปริญญาโท และหองปฏิบัติการเคมี ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน กรุงเทพมหานคร 
 
ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 การทดลองเริ่มตนเดือนมีนาคม พ.ศ. 2548  ส้ินสุดเดือนมกราคม พ.ศ. 2549 
 
 
 

  
 


