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ABSTRACT 
 Moringa is a Thai herb that can be eaten all parts and has many advantages. It can be 
also extracted substances as a food supplement such as oil by supercritical CO2 method. After 
oil extraction, Moringa seed meal still contains important substances such as protein that can 
be extracted by subcritical water method. Consequently, this research was aimed to study the 
effect of temperature, ratio between Moringa seed and water and time for extracting protein 
to be most effective by subcritical water. The results found that at 110 ˚C, the ratio of 10% 
Moringa (w/v) and the extraction time of 60 minutes showed the maximum protein quantity 
of 1584.15 µg using Bradford assay method. The molecular size of protein extracted from 
Moringa seed was 11-17 kDa using SDS-PAGE.  
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บทที่ 1 
บทนํา 

1.1 ความเปนมาและมูลเหตุจูงใจ 
ประเทศไทยเปนประเทศที่มีความอุดมสมบูรณทางทรัพยากรธรรมชาติ จึงสงผลใหการเพาะปลูก

พืชผลทางการเกษตรมีคุณภาพ ประเทศไทยจึงมีการสงออกผลผลิตทางการเกษตรมากประเทศหนึ่งของโลก 

มะรุมเปนไมยืนตนที่เติบโตในพ้ืนที่เขตรอน ประเทศไทยจึงมีตนมะรุมอยูมาก คนไทยสวนใหญจะนําฝกของ

มะรุมมาปรุงอาหาร เชน แกงสม หรือนําเมล็ดมะรุมมาสกัดน้ํามันเพื่อนําไปบํารุงผิวพรรณ การสกัดน้ํามันมะรุม

นั้นถือเปนการแปรรูปที่สามารถเพ่ิมมูลคาใหเมล็ดมะรุมได แตหลังจากการสกัดน้ํามันแลว ในเมล็ดมะรุมมี

โปรตีนอยูมาก ซึ่งโปรตีนสามารถนํามาใชเปนอาหารเสริมสําหรับมนุษย ซึ่งถือเปนการแปรรูปที่สงผลใหสินคา

มีมูลคาเพ่ิมขึ้นและเปนการใชประโยชนจากมะรุมใหไดมากที่สุด อีกทั้งเปนการลดปริมาณขยะหรือแนว

ทางการทําของเสียเปนศูนย  (zero waste) โดยในการสกัดน้ํ ามันออกจากเมล็ดของมะรุมดวยวิธี
คารบอนไดออกไซดภาวะเหนือวิกฤต (Supercritical CO2 extraction) คือการใชคารบอนไดออกไซด ที่มี
ความดันมากกวา 300 เทาของความดันบรรยากาศและอุณหภูมิที่เหมาะสม ประมาณ 40 องศาเซลเซียส ซึ่ง

จะทําหนาที่คลายกับการสกัดดวยตัวทําละลาย ดวยการลดความดันภายหลังการสกัด คารบอนไดออกไซดจะ

เปลี่ยนสถานะกลับกลายเปนแกส ซึ่งจะทําใหสารที่สกัดนั้นปราศจากสิ่งปนเปอนใดๆ การใชอุณหภูมิที่ต่ํา จะ

ทําใหสารสําคัญ (active ingredients) ยังคงอยูและไมถูกทําลาย มีความใกลเคียงกับสารที่มีอยูในธรรมชาติ 
เพราะเหตุนี้จึงทําใหสารสกัดดวยวิธีนี้คงสมบัติของพืชนั้น 100% และปราศจากสารปนเปอนของตัวทําละลาย

ที่ใชในการสกัด หลังจากสกัดไดน้ํามันมะรุมแลว จะทําใหเหลือกากของเมล็ดมะรุม นํากากไปสกัดโปรตีนดวย

น้ําภาวะกึ่งวิกฤต (Subcritical water extraction) ซึ่งเปนกระบวนการไฮโดรไลซิสอีกวิธีที่ไดรับความสนใจ 
ซึ่งสกัดโดยใชน้ําที่อุณหภูมิสูงกวาจุดเดือดแตไมเกินอุณหภูมิวิกฤต คือ 374 องศาเซลเซียส ภายใตความดันสูง

เพียงพอที่สามารถรักษาสถานะของน้ําใหอยูในสถานะของเหลว ซึ่งเปนวิธีที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม เนื่อง

จากนํ้าเปนตัวทําละลายที่มีสมบัติในการเรงปฏิกริยาไฮโดรไลซิสไดโดยการปรับอุณหภูมิหรือความดัน และ

สามารถนํานํ้าที่ใชในกระบวนการกลับมาใชใหม ไมเปนอันตรายหรือมีสารตกคางที่เปนอันตรายตอสิ่งแวดลอม 

และไมจําเปนตองเตรียมวัตถุดิบกอนเหมือนกับการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม ทําใหการสกัดนี้มีประสิทธิภาพสูง 

ใชเวลาสกัดนอย และสารสกัดท่ีไดมีคุณภาพสูง เหตุผลดังกลาวขางตนจึงเปนเหตุผลหลักที่สนใจและเลือกใชใน

การทําการวิจัยในครั้งนี้  
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1.2 วัตถุประสงคของโครงการ 
1. ศึกษาผลของอุณหภูมิ อัตราสวนระหวางน้ําและกากของเมล็ดมะรุม และเวลาที่เหมาะสมในการ

สกัดโปรตีน เพ่ือใหไดผลผลิตที่มีประสิทธิภาพสูงสุด ดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤต 
2. วิเคราะหโปรตีนที่ไดจากการสกัดกากเมล็ดมะรุมท่ีภาวะที่เหมาะสม 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ไดรับความรูจากการศึกษาคนควาขอมูล ทฤษฎี และงานวิจัยที่เกี่ยวของกับกระบวนการการสกัด

ดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤต (Subcritical water extraction) เพ่ือสรางประสบการณใหมในการทําการทดลอง ฝก
ความรับผิดชอบและระเบียบวินัยตอตนเอง อีกทั้งยังสามารถนําความรูและประสบการณที่ไดไปประยุกตใชให

เกิดประโยชนตอการงานอาชีพในอนาคต 
2. สามารถนําความรู ความเขาใจจากการทํางานวิจัยนี้ไปชวยพัฒนาและตอยอดในการนําโปรตีนที่ได

จากการสกัดเมล็ดมะรุมไปเปนอาหารเสริมหรือสวนประกอบในเวชภัณฑตางๆ โดยใชกระบวนการสกัดที่เปน

มิตรตอสิ่งแวดลอม อีกทั้งยังเปนการใชทรัพยากรใหเกิดประโยชนมากที่สุด เปนการลดปริมาณขยะหรือ zero 
waste 
1.4 วิธีการดําเนินงาน 

1. ศึกษาคนควาทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของสําหรับวิธีการสกัดโดยใชน้ําภาวะกึ่งวิกฤต 
2. ศึกษาคนควาทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของในการวิเคราะหโปรตีน 
3. ศึกษาอุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการทดลอง และวางแผนการทดลอง 

- อุณหภูมิในการสกัด 105, 110 และ 120 องศาเซลเซียส 
- สัดสวนของกากเมล็ดมะรุมกับน้ํารอยละ 5, 10 และ 20 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 
- เวลาที่ใชในการสกัด 30 และ 60 นาท ี

4. ทดลองสกัดกากเมล็ดมะรุมดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤตในเครื่อง Autoclave  
5. วิเคราะหโปรตีนที่ไดจากการสกัดกากเมล็ดมะรุมดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤตที่ภาวะที่เหมาะสม 

- วิเคราะหหาขนาดของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE  
- วิเคราะหหาปริมาณของโปรตีนดวยวิธี Bradford assay  

6. อภิปรายสรุปผลการทดลองและเขียนเลมรายงานฉบับสมบูรณ  
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 มะรุม (Moringa)  
        มะรุม มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Moringa oleifera Lam. มีชื่อสามัญวา Horse Radish Tree จัดอยูใน
วงศ Moringaceae มีถ่ินกําเนิดแถบใตเชิงเทือกเขาหิมาลัย เปนไมยืนตนขนาดกลางสูง 3-4 เมตร ทรงตนโปรง 
ใบเปนแบบขนนก หรือคลายกับใบมะขาม ออกเรียงแบบสลับกัน ผิวใบสีเขียว ดานลางสีจะออนกวาดานบน 

ดอกออกเปนชอสีขาว กลีบดอกมี 5 กลีบ ผลหรือฝกมีความยาว 20-50 เซนติเมตร ลักษณะเหมือนไมตีกลอง 

เปลือกผลหรือฝกเปนสีเขียว มีสวนคอดและสวนมนเปนระยะตามความยาวของฝก ฝกแกผิวเปลือก เปนสี

น้ําตาล เมล็ดมีเยื่อหุมกลมเปนสีน้ําตาล มีขนาดเล็ก เสนผาศูนยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร ขยายพันธุไดดวย
การเพาะเมล็ด หรือการปกชํา หรือรากท่ีแตกหนอ 

รูปที่ 2.1 ดอก ผล และใบมะรุม [5] 
 2.1.1 สวนประกอบทางเคมีของมะรุม 

         ใบมะรุม ถือเปนสวนที่คนนิยมนํามาใชผสมในอาหารสัตว เนื่องจากใบมะรุม มี

ปริมาณโภชนะท่ีสําคัญสูง (ตารางท่ี 1) เมื่อเปรียบเทียบกับพืชชนิดอ่ืนๆ ใบมะรุมมีเปอรเซ็นตวัตถุ
แหง โปรตีน ไขมัน เถา เยื่อใย ไนโตรเจนฟรีเอ็กแทรกซ แคลเซียม ฟอสฟอรัส และพลังงานรวม 

เทากับ 90.38, 23.21, 6.38, 11.10, 12.92, 39.61, 2.35, 0.28 และ 3,911 เมกะแคลอรีตอ
กิโลกรัมวัตถุแหง ตามลําดับ ซึ่งโปรตีน และพลังงานรวมต่ํากวาใบกระถิน แตมีเถา และแคลเซียม 

รวมทั้งกรดอะมิโนหลายชนิดสูงกวา ไดแก ฮิสทิดีน ลิวซีน ไลซีน ฟนิล อะลานีน และทริปโตเฟน 

เปนตน องคประกอบทางเคมีของสวนตางๆ ของมะรุมแสดงในตารางที่ 1 [5] 
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 ตารางท่ี 2.1 องคประกอบทางเคมีของใบมะรุม ผง เมล็ด และฝก [5] 

Nutrients Fresh leaves Dry leaves Leaf powder Seed Pods 

Calories (cal) 92 329 205 - 26 

Protein (g) 6.7 29.4 27.1 35.97 ± 0.19 2.5 

Fat (g) 1.7 5.2 2.3 38.67 ± 0.03 0.1 

Carbohydrate (g) 12.5 41.2 38.2 8.67 ± 0.12 3.7 

Fiber (g) 0.9 12.5 19.2 2.87 ± 0.03 4.8 

Vitamin B1 (mg) 0.06 2.02 2.64 0.05 0.05 

Vitamin B2 (mg) 0.05 21.3 20.5 0.06 0.07 

Vitamin B3 (mg) 0.8 7.6 8.2 0.2 0.2 

Vitamin C (mg) 220 15.8 17.3 4.5 ± 0.17 120 

Vitamin E (mg) 448 10.8 113 751.67 ± 4.41 - 

Calcium (mg) 440 2185 2003 45 30 

Magnesium (mg) 42 448 368 635 ± 8.66 24 

Phosphorus (mg) 70 252 204 75 110 

Potassium (mg) 259 1236 1324 - 259 

Copper (mg) 0.07 0.49 0.57 5.20 ± 0.15 3.1 

Iron (mg) 0.85 25.6 28.2 - 5.3 

Sulphur (mg) - - 870 0.05 137 

 
 2.1.2 สรรพคุณ 
  มะรุมในทางการแพทยจะชวยใชควบคุมระดับน้ําตาลในเลือดในผูปวยเบาหวาน ควบคุม 
 ภาวะความดันโลหิตสูง ชวยเพิ่มและเสริมสรางภูมิคุมกันใหแกรางกาย 
  1. ใบ ใชถอนพิษไข แกเลือดออกตามไรฟน แกอักเสบ แกแผล ฆาเชื้อแบคทีเรีย ขับปสสาวะ  

ปองกันมะเร็ง ลดความดันโลหิต 
          2. ยอดออน ใชถอนพิษไข 
          3. ดอก ใชแกไขหัวลม เปนยาบํารุง ขับปสสาวะ ขับน้ําตา ฆาเชื้อแบคทีเรีย ปองกันมะเร็ง 
          4. ฝก แกไข ปองกันมะเร็ง ลดความดันโลหิต 
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          5. เมล็ด เมล็ดปรุงเปนยาแกไข แกบวม แกปวดตามขอ ปองกันมะเร็ง 
          6. ราก รสเผ็ด หวาน ขม สรรพคุณ แกอาการบวม บํารุงไฟธาตุ รักษาโรคหัวใจ รักษาโรคไข 
  ขอ (rheumatism) 
  7. เปลือกลําตน รสรอน สรรพคุณขับลมในลําไส ทําใหผายลมหรือเรอ คุมธาตุออน ๆ แกลม 
  อัมพาต ปองกันมะเร็ง คุมกําเนิด เคี้ยวกินชวยยอยอาหาร 
          8. ยาง (gum) ฆาเชื้อไทฟอยด ซิฟลิส (syphilis) แกปวดฟน earache, asthma 
 2.1.3 คุณคาทางอาหาร 
         1. ใบ ใบสดใชกินเปนอาหาร ใบแหงที่ทําเปนผงเก็บไวไดนานโดยยังมีคุณคาทางอาหารสูง ใบ 

  มะรุมมีวิตามินเอสูง มีแคลเซียมสูงเกือบเทานม มีธาตุเหล็กสูงกวาผักขม มีวิตามินซีมากพอ  
  ๆ กับสมและมีโพแทสเซียมเกือบเทากลวย 

          2. ดอกฆาเชื้อแบคทีเรีย แกหวัด Helminths ปองกันมะเร็ง 
          3. ฝก ฝกมะรุม 100 กรัม ใหพลังงานตอรางกาย 32 กิโลแคลอรี ประกอบดวย เสนใย 1.2  

  กรัม แคลเซียม 9 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 26 มิลลิกรัม เหล็ก 1.5 มิลลิกรัม วิตามินเอ 532 IU  
  วิตามินบีหนึ่ง 0.05 มิลลิกรัม ไนอาซิน 0.6 มิลลิกรัม วิตามินซี 262 มิลลิกรัม 

          4. เมล็ด น้ํามันที่ไดจากการคั้นเมล็ดสดใชเปนน้ํามันปรุงอาหาร 
          5. การปรุงอาหาร ในประเทศไทย ฤดูหนาวจะมีมะรุมจําหนายทั่วไป ทั้งตลาดในเมืองและใน 

ทองถิ่น คนไทยทุกภาครับประทานมะรุมเปนผัก ชาวภาคกลางนิยมนํามะรุมออนไปปรุงเปน

แกงสม และนําดอกมะรุมลวกใหสุกหรือดองรับประทานกับน้ําพริก สําหรับชาวอีสาน ยอด

ออน ใบออน ชอดอกออนนําไปลวกใหสุกหรือตมใหสุก รับประทานเปนผักรวมกับปนแจว 

ลาบ กอย หรือนําไปปรุงเปนแกงออม สวนฝกออนหรือฝกที่ยังไมแกเต็มที่นํามาปอกเปลือก 

หั่นเปนทอนและนําไปปรุงเปนแกงสม หรือแกงลาวได นอกจากนี้ ที่จังหวัดชัยภูมิ ยัง

รับประทานฝกมะรุมออนสด เปนผักแกลมรวมกับสมตําโดยรับประทานคลายกับรับประทาน

ถั่วฝกยาว และชาวบานเลาวาฝกมะรุมออนนําไปแกงสมไดโดยไมตองปอกเปลือก ชาวเหนือ

นําดอกออน ฝกออนไปแกงกับปลา ในตางประเทศ เชน อินเดีย มีการทําผงใบมะรุมไวเปน

อาหาร น้ําใบมะรุมอัดกระปอง [6] 
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2.2 กรดอะมิโนและโปรตีน 
2.2.1 กรดอะมิโน (amino acids) 
 โปรตีนมีโครงสรางพ้ืนฐานที่เกิดจากการเรียงตัวของกรดอะมิโนเปนสายยาวในเสนพอลิเปป

ไทดที่ตอกันดวยพันธะเพปไทด กรดอะมิโนเปนหนวยพ้ืนฐานของโปรตีนหรือเปนมอนอเมอรของ

โปรตีน พบวาสวนใหญโปรตีนประกอบดวยกรดอะมิโน 20 ชนิด โดยที่ทุกกรดอะมิโนประกอบดวย
ธาตุคารบอน ไฮโดรเจน ไนโตรเจนและออกซิเจนเปนหลัก นอกจากนี้ยังมีอีกสองกรดอะมิโนที่มีธาตุ

ซัลเฟอรเปนสวนประกอบ  
  2.2.1.1 ลักษณะทางเคมีของกรดอะมิโน 

กรดอะมิโนที่เปนสวนประกอบของโปรตีนในสิ่งมีชีวิตเปนชนิด L กรดอะมิโนประกอบดวยโครงสราง
หลักที่เหมือนกันทั้ง 20 ชนิด โดยประกอบดวย หมูอะมิโน (-NH2) หมูคารบอกซิก (-COOH) อะตอม

ไฮโดรเจน และหมู R (side chain) ติดอยูกับคารบอนอะตอม ที่ตําแหนงแอลฟา (α-carbon) โดย
กรดอะมิโนชนิด L หมูอะมิโนจะตองอยูทางซายมือของแอลฟาคารบอน สําหรับกรดอะมิโนชนิด D จะ
มีหมูอะมิโนมาเกาะอยูทางดาน ขวามือของแอลฟาคารบอนอะตอม และจะถูกใชโดยแบคทีเรียบาง

ชนิดในการสรางผนังเซลลและยาปฏิชีวนะบางอยาง เชน valinomycin, actino-mycin และ 
gramicidin S ทั้งนี้โครงสรางของกรดอะมิโนที่พบโดยทั่วไป 20 ชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2 โครงสรางของกรดอะมิโนโดยทั่วไป [7] 
กรดอะมิโนจะเปนโมเลกุลที่ไมสมมาตร (ยกเวนกรดอะมิโนไกลซีน) โดยจะเห็นไดวากรด 

อะมิโน เปนสารที่มีประจุทั้งบวกและลบในโครงสราง จากสมบัติของหมูอะมิโนที่มีแอมโมเนียและหมู

คารบอกซิล ซึ่งการที่สมบัติของกรดอะมิโนมีทั้งประจุบวกและประจุลบ จะเรียกวาเปน zwitterion 
หรือ dipolar ions  ทําใหกรดอะมิโนละลายน้ําไดดี กรดอะมิโนมีลักษณะเปนผลึกของแข็งสีขาวมีจุด
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เดือดและจุดหลอมเหลวสูง เพราะภายในโครงรางผลึกจับกันดวยแรงของประจุ การมีประจุทําให

กรดอะมิโนเปนตัวนํากระแสไฟฟาในสารละลาย นอกจากนี้ยังทําใหกรดอะมิโนมีสมบัติของความเปน

กรดดางในตัว โดยในภาวะที่ pH เทากับ 7 หมูอะมิโนและหมูคารบอกซิลจะแตกตัวใหประจุ ซึ่งการมี
ประจุของกรดอะมิโนจะมีการเปลี่ยนแปลงเขาสูจุดสมดุลตลอดชวงของคา pH (1-14) โดยการมี
บทบาทนี้จะทําใหมีผลตอสมบัติของโปรตีน ซึ่งการจับและหลุดของโปรตอนในหมูโครงสรางทั้งสองนี้

ทําใหมีผลตอบทบาทของหมูอะมิโนและหมูคารบอกซิล ดังนั้นกรดอะมิโนแตละตัวอาจแสดงสมบัติ

เปนกรด หรือเบสก็ได ขึ้นอยูกับการแตกตัวของหมู amino, carboxyl และ side chain ของกรดอะ
มิโนนั้น กรดอะมิโนจึงจัดเปน amphoteric compound 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

รูปที่ 2.3 โครงสรางของกรดอะมิโนที่พบโดยทั่วไปทั้ง 20 ชนิด [7] 
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รูปที่ 2.4 โครงสรางของกรดอะมิโนแบบ zwitter หรือ dipolar ions [7] 

  2.2.1.2 ความสําคัญของกรดอะมิโน 
          1. ทําหนาที่เปนหนวยโครงสรางของโปรตีน (binding block) ซึ่งโปรตีนที่เกิดข้ึนอาจจะมี 

ลักษณะและคุณสมบัติที่แตกตางกันไป ขึ้นกับสมบัติของกรดอะมิโนแตละตัวในสายพอลิเพป

ไทดนั้นๆ 
          2. เปนตัวสงสัญญาณเคมีในการติดตอกันระหวางเซลล เชน สงสัญญาณประสาท     
  เชน อนุพันธของกรดอะมิโนไทโรซีน 
 2.2.2 โปรตีน 
  เปนพอลิเพปไทดที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ประกอบดวยกรดอะมิโนมากกวา 100 โมเลกุล     
 มาตอกันดวยพันธะตางๆโปรตีนแตละชนิด ประกอบดวยชนิดและจํานวนกรดอะมิโนที่แตกตางกัน  
 โดยทั่วไปแลวโปรตีนสวนใหญจะประกอบไปดวยกรดอะมิโนประมาณ 300 โมเลกุล ซึ่งจะมีการขด 
 ตัวใหมีรูปราง (conformation) ตางๆ กัน เพื่อประโยชนในการทําหนาที่ที่ตางกัน 
  2.2.2.1 โครงสรางของโปรตีน 

โปรตีนประกอบดวยพอลิเพปไทด สายเดียวหรือหลายสาย ที่ทําหนาที่ตางๆ กัน 

ดังนั้นพอลิเพปไทดสายยาวที่ประกอบดวยกรดอะมิโนชนิดตางๆ จึงตองมีการขดตัว 

(folding) ใหมีรูปรางตางๆ เพ่ือทําหนาที่ใหเหมาะสม โครงสรางของโปรตีน แบงออกไดเปน 
4 ระดับ  
1. โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) เปนโปรตีนที่มีรูปโครงสรางเปนเสนตรงไดจาก
การสังเคราะหใหมๆ และจะนําไปเปลี่ยนเปนรูปโครงสรางขั้นตอไป โปรตีนแตละชนิดจะมี

กรดอะมิโนที่เปนสวนประกอบที่แตกตางกันและมีการเรียงลําดับที่แตกตางกันดวย สงผลใหมี

การจัดเรียงตัวหรือการมวนพับของโปรตีนในระดับทุติยภูมิ ตติยภูมิ หรือจตุรภูมิแตกตางกัน 

การอานลําดับกรดอะมิโนในโครงสรางระดับปฐมภูมิจะอานจากปลายอะมิโนไปทางปลาย

คารบอกซี โปรตีนแตละชนิดมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับโครงสรางระดับปฐมภูมิ เชน ไมโอ

โกลบินซึ่งเปนโปรตีนที่จับออกซิเจน พบวามีความเหมือนกันในสิ่งมีชีวิตหลาย ๆ ชนิด เชน 



17 
 

ไมโอโกลบินในเซลลของมนุษยจะมีกรดอะมิโน 153 ลําดับ ซึ่งเหมือนกันกับไมโอโกลบินใน
ปลาวาฬ หรือแมแตไมโอโกลบินและฮีโมโกลบินก็มีความคลายกัน 
2. โครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) สายพอลิเพปไทด จะมีการมวนตัว (folding) 
เปนรูปแบบที่ซ้ํากันและสม่ําเสมอทําใหเกิดลักษณะที่เปนเกลียว (helix) หรือเปนแผน 
(pleated sheet) ที่เกิดจากการสรางพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูคารบอนิลและหมูอะมิโนใน
สายของพอลิเพปไทด ทําใหโครงสรางของโปรตีนมีความเสถียรมากขึ้น  
3. โครงสรางตติยภูมิ (tertiary structure) เปนโครงสราง 3 มิติ ของสายพอลิเพปไทด ที่เกิด
จากการมวนพับเขาหากันของโครงสรางทุติยภูมิ ทําใหไดโครงสรางที่เสถียรขึ้นและทําหนาที่

ได (native form) แตละบริเวณที่เกิดการมวนพับนี้เรียกวา domains ซึ่งเชื่อมตอกันโดย
สายพอลิเพปไทด โครงสรางระดับที่สามนี้เปนโครงสรางระดับสุดทายของสายพอลิเพปไทด

หรือโปรตีนบางตัวที่ประกอบดวยโซเพปไทดเพียงสายเดียว โครงสรางระดับนี้มักพบใน

โปรตีนที่มีรูปรางกลมรี (globular protein) ที่มักจะมีการมวนพับโดยใหกรดอะมิโนที่ละลาย
น้ําไดยาก (hydrophobic side chain) อยูภายในโมเลกุลและใหกรดอะมิโนที่มีหมู R ละลาย
น้ํางายอยูภายนอก ดังนั้นโปรตีนพวกนี้จึงเหมาะที่จะทําหนาที่เปนเอนไซม 
4. โครงสรางจตุรภูมิ (quaternary structure) โปรตีนหลายชนิดโดยเฉพาะพวกที่มีน้ําหนัก
อณูสูงๆ มักจะมีการจับกลุมกันเองของสาย พอลิเพปไทดมากกวา 1 สาย ดวย noncovalent 
bonds (เชน salt bridges, H-bond, Van der Waals, hydrophobic)   เปน oligomers 
หรือ multisubunits ทําใหโครงสรางของโปรตีนเสถียรขึ้นเปนโครงสรางระดับที่สี่ และทําให
โปรตีนทํางาน (function) ไดในสิ่งมีชีวิต พอลิเพปไทดแตละสายเรียกไดวาเปน monomer 
หรือ subunit แตละ subunit นี้อาจมีโครงสรางที่เหมือนกันหรือแตกตางกันก็ได globular 
protein ที่มีโครงสรางจตุรภูมินี้สวนใหญจะเปน allosteric enzymes หรือmultienzyme 
complexes ตัวอยางของโปรตีนที่มีโครงสรางจตุรภูมินี้คือ ฮีโมโกลบิน ซึ่งประกอบดวยสาย
โกลบิน 4 สายมาจับตัวกันดวยแรง noncovalent ดังกลาว  
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รูปที่ 2.5 โครงสรางของโปรตีนทั้ง 4 ระดับ [7] 

2.2.2.2 การจําแนกประเภทของโปรตีน  
สามารถแบงออกไดหลายประเภท ดังนี้ 

          1. การจําแนกตามรูปราง 
1.1 โปรตีนที่มีรูปรางเปนสายยาวหรือสานกันเปนรางแห (fibrous protein) มักเปน

โปรตีนที่ละลายน้ํายากและใหความเหนียว (tough) จึงเปนโปรตีนที่ทําหนาที่เปนโครงสราง 
เชน collagen ซึ่งเปนโปรตีนที่พบมากที่สุดในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue), 
elastin, keratin เปนโปรตีนที่พบที่ผิวหนัง ผม และเล็บ เปนตน 

1.2 โปรตีนที่มีรูปรางกลมหรือรี (globular protein) เปนโปรตีนที่ละลายน้ําไดดี ทํา
หนาที่ตางๆ เชน เปนเอนไซมฮอรโมน อิมมูโนโกลบูลินชนิดตางๆ  
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2. การจําแนกตามสวนประกอบทางเคมี 
2.1 Simple proteins เปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนลวนๆ ไมมีสารอ่ืนปน

อยู เชน แอลบูมิน keratin 
2.2 Complex หรือ conjugated protein ประกอบดวย simple protein และ

สารประกอบอื่นท่ีไมใชโปรตีน (prosthetic group) รวมอยูดวย  
          3. การจําแนกตามคุณคาทางโภชนาการ 

3.1 Complete proteins เปนโปรตีนที่มีคุณภาพสมบูรณ เนื่องจากมีกรดอะมิโน

จําเปนครบทุกชนิด ไดแก โปรตีนจากสัตว (ยกเวนเจลาติน) และถ่ัวเหลือง 
3.2 Incomplete proteins เปนโปรตีนที่มีคุณภาพไมสมบูรณ เนื่องจากมีกรดอะมิ

โนจําเปนไมครบทุกชนิด ไดแกโปรตีนจากพืชทั่วๆ ไป ยกเวนถั่วเหลือง 
          4. การจําแนกตามหนาที่ในรางกาย 

โปรตีนเปนสารชีวโมเลกุลที่มีหนาที่หลากหลายที่สุดในสิ่งมีชีวิต จึงอาจแยกโปรตีน

เหลานี้ตามลักษณะการทําหนาที่ตางๆ ไดดังนี้ 
                  4.1 เปนเอนไซมท่ีทําหนาที่เรงปฏิกิริยาตางๆ ในรางกาย 
             4.2 เปนโครงสรางของเซลลและเนื้อเยื่อตางๆ ทําใหเกิดความแข็งแรง เชน  

collagen, elastin, fibroin ซึ่งเปนโปรตีนของเสนไหม (silk) เปนตน 
4.3 เปนโปรตีนที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับการเคลื่อนไหว ในชวงที่เซลลกําลังมีกิจกรรม

ตางๆ เชน การแบงเซลล endocytosis exocytosis การเคลื่อนที่แบบ ameboid ของเซลล
เม็ดเลือดขาว ตัวอยางของโปรตีนชนิดนี้ไดแก actin, tubulin เปนตน 

4.4 เปนโปรตีนที่ทําหนาที่ปองกันอันตรายที่อาจจะเกิดกับเซลลของรางกาย เชน 
fibrinogen และ thrombin เปนโปรตีนที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด อิมมูโน
โกลบูลิน หรือ แอนติบอดี้ ทําหนาที่เปนภูมิคุมกันของรางกาย และ ทําลายสิ่งแปลกปลอมที่

เขามาในรางกาย 
             4.5 เปนฮอรโมน ที่ทําหนาที่ควบคุมการทํางานตางๆของรางกายให 

เปนปกติ เชน insulin glucagon ทําหนาที่ควบคุมระดับน้ําตาลในเลือด growth hormone 
ทําหนาที่ควบคุมการเจริญเติบโตของรางกาย 
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4.6 เปนโปรตีนที่ทําหนาที่ขนสงสารตางๆในรางกาย เชน ฮีโมโกลบิน ทําหนาที่
ขนสงออกซิเจนจากปอดไปยังเนื้อเยื่อตางๆ ลิโปโปรตีน ทําหนาที่ขนสงไขมันจากตับและ

ลําไสไปยังอวัยวะตางๆ transferrin ขนสงเหล็ก เปนตน 
4.7 เปนโปรตีนที่ทําหนาที่สะสม เชน ferritin ทําหนาที่สะสมเหล็กไวในเนื้อเยื่อ, 

thyroglobulin ทําหนาที่เก็บไทรอยดฮอรโมนไวในตอมไทรอยด เปนตน 
  5. การจําแนกตามลักษณะสวนอาหารโปรตีน 

5.1 โปรตีนแท (true protein) ไดจากการจับกันดวยพันธะเพปไทด (peptide 
bond) ของกรดอะมิโน เชน โปรตีนจากพืชและสัตวหรือไดจากการสังเคราะหของจุลินทรีย 

                  5.2 ไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน (non-protein nitrogen, NPN) มีหลายชนิด  
  ไดแก ยูเรีย ไนเทรต กรดอะมิโนอิสระ เปนตน 
  2.2.2.3 หนาที่ของโปรตีน 

1. เปนสวนประกอบของรางกาย เชน เลือด, เนื้อ, ขน, เขา, กีบสัตวและอวัยวะอ่ืนๆ  
2. ทําหนาที่ขนสง (transport protein) คือโปรตีนที่ทําหนาที่ลําเลียงกาซออกซิเจน
และคารบอนไดออกไซด เชน ฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง 

           3. มีหนาที่ตอการสรางเซลลใหมทดแทนเซลลที่สึกหรอไปภายในรางกายสัตว 
4. ทําหนาที่เปนเอนไซม (enzyme) คือ โปรตีนที่ทําหนาที่เกี่ยวกับปฏิกิริยาตางๆใน
รางกาย เชน กระบวนการหายใจ กระบวนการสังเคราะหโปรตีน กระบวนการ   

ยอยอาหาร 
5. เปนสวนประกอบของฮอรโมนและน้ํายอย ซึ่งเปนตัวคอยควบคุมการทํางานของ 
ตอมตาง ๆ และการยอยอาหารภายในรางกายสัตวใหเปนปกติ 

           6. ชวยสรางความเจริญเติบโตของลูกสัตวในทอง และสัตวที่กําลังเจริญเติบโต 
           7. ชวยในการสรางผลผลิตตาง ๆ เชนการใหนม การใหไข และการใหเนื้อของสัตว 

8. โปรตีนที่ทําหนาที่ปองกัน (protective protein) เชน ภูมิคุมกันโรคใหกับรางกาย 
9. ชวยในการสืบพันธุใหแกสัตว เพราะ sperm และ ovum จะสรางไดก็ตองมี
โปรตีน 

           10. ทําหนาที่เปนโปรตีนสะสม (storage protein) 
  11. ทําหนาที่เก่ียวกับการเคลื่อนไหว (contractile protein) คือโปรตีนที่อยูใน 
  เซลลของกลามเนื้อ คือ ไมโอซิน และแอกติน [7] 
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2.3 Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS- PAGE) 
        SDS-PAGE เปนการวิ เคราะหโปรตีนดวยกระแสไฟฟาบน Polyacrylamide gel ที่มี  SDS เปน
สวนประกอบ เพ่ือใชในการหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแตละชนิด โดย SDS เปน Detergent ที่มีประจุลบ
ไปเกาะกับโปรตีนทําใหโปรตีนทั้งหมดมีประจุลบ นอกจากนี้ SDS ยังทําใหโปรตีนเสียสภาพเปลี่ยนโครงสราง
จาก Tertiary structure ไปเปน Primary structure โปรตีนที่ประกอบดวยหนวยหลายหนวยเกาะกันอยู ก็
จะแยกออกเปนแตละหนวยยอย และ SDS จะจับโปรตีนในอัตราสวน โดยน้ําหนักที่คงที่ตลอดทั้งเจล ดังนั้น 
การเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาของโปรตีนทุกตัว จึงเปนการเคลื่อนที่ โดยอาศัยความแตกตางของน้ําหนักโมเลกุล

เพียงอยางเดียว ไมมีจํานวนประจุมาเกี่ยวของ โดยจะเปนการเคลื่อนที่ไปสูขั้วไฟฟาบวก ซึ่งหมายความวาจะ

สามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนไดจากระยะการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่ตองการทราบน้ําหนักโมเลกุลกับ

โปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลแลว  โดย Polyacrylamide gel เกิดจากปฏิกิริยาการเชื่อมตอกันของ
โมเลกุลเดี่ยว (Monomer) ของ Acrylamide จนไดเปนสายโซยาวและเชื่อมกันเปนโครงขายดวยพันธะ 
โคเวเลนต มีตัวเรงปฏิกิริยาเปน Ammonium persulfate และ N, N, N’, N’- Tetramethylenediamine 
(TEMED) โดย TEMED จะเรงปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลอิสระจาก Persulfate ทําใหเกิดการพอลิเมอไรซขึ้น 
ปฏิกิริยาดังกลาว ทําใหไดโครงสรางที่มีลักษณะเปนรูพรุน รูพรุนของ Polyacrylamide gel จะแปรผกผันกับ
ความเขมขนของ Acrylamide ในสวนผสมของเจล เชน ถาความเขมขนของ Acrylamide ต่ํา ขนาดของรูพรุน
จะใหญ ซึ่งเหมาะสําหรับแยกโปรตีนที่มีขนาดใหญ สําหรับการวิเคราะหดวย SDS-PAGE นั้น ตัวอยางโปรตีน
จะถูกทําใหเสียสภาพดวยความรอน เปนเวลา 2 - 5 นาทีในสารละลายที่มี SDS มากเกินพอ และมีสาร
ประเภทไทออล (Thiol) เปนองคประกอบ เพ่ือทําลายพันธะไดซัลไฟด (Disulfide bond) ในโปรตีน ภายใต
ภาวะดังกลาว โปรตีนสวนใหญจะเกาะกับ SDS ในอัตราสวนโดยน้ําหนักท่ีคงที่ ทําใหโปรตีนทั้งหมดมีประจุลบ 
และเคลื่อนที่จากข้ัวไฟฟาลบไปสูขั้วไฟฟาบวก ในอัตราสวนผกผันกับคา log ของน้ําหนักโมเลกุล ซึ่งโปรตีนที่มี
น้ําหนักโมเลกุลมากก็จะเคลื่อนที่ไดชากวา ในขณะที่โปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอยจะเคลื่อนที่ได เร็วกวา

ภายหลังจากการแยกดวยกระแสไฟฟา เมื่อยอมดวยสี เชน สีคูแมซีบลู (Coomassie Blue) ตําแหนงของแถบ
โปรตีนที่แยกออกจากกันจะปรากฏขึ้น และ สามารถนําโปรตีนบนเจลไปศึกษาตอได [1] 

 
 
 



22 
 

รูปที่ 2.6 การเขาจับของ SDS กับโปรตีน ซึ่งจะทําใหโปรตีนมีรูปรางเปนเสนเหยียดและมีประจุลบ [1] 
 2.3.1 โปรตีนมาตรฐาน 

 โปรตีนมาตรฐาน (protein marker/protein ladder) คือการนําเอาโปรตีนบริสุทธิ์ที่ทราบ
น้ําหนักโมเลกุลที่แนนอนมาผสมรวมกัน เพ่ือใชในการบอกน้ําหนักโมเลกุลและติดตามการ

เคลื่อนที่ของโปรตีนที่สนใจ โดยตัวอยางของโปรตีนมาตรฐานมีดังนี้ 
 1. แอ็คคิวโปรตีนดีเทคเทเบิล (AccuProtein Detectable) เปนผลิตภัณฑที่ใชบอกน้ําหนัก

โมเลกุลของโปรตีนในชวงน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 19.7 kDa ไปจนถึง 114.6 kDa โดยเกิดจากการ
ผสมกันระหวาง โปรตีนมารคเกอรที่ไมติดสี (unstained protein marker) กับโปรตีนมารคเกอร
ที่ติดสี (prestained protein marker) โดยแบนดโปรตีนที่ติดสีนั้นมีอยูแบนดเดียวคือโปรตีนที่มี
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 24.3 kDa ผลิตภัณฑดังกลาวจึงเหมาะสมสําหรับงานวิจัยที่ไมตองติดตาม

การเคลื่อนที่ของแบนดโปรตีนระหวางการรัน ทั้งนี้หลังจากรัน SDS-PAGE เสร็จแลว หากนําเจล
ไปยอมสี Coomassie หรือยอม Silver ก็จะทําใหเห็นโปรตีนทุกตัวในผลิตภัณฑ 
 2. แอ็คคิวโปรตีนพรีสเตน (AccuProtein Prestained) เปนผลิตภัณฑโปรตีนมารคเกอรที่ใช
บอกน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนในชวงน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 19.7 kDa ไปจนถึง 114.6 kDa ซึ่ง
โปรตีนทุกตัวในผลิตภัณฑนี้เปนโปรตีนที่ยอมติดสีมาแลว เหมาะสําหรับการศึกษาโปรตีนทุกชนิด 

ใชในการวิเคราะหโปรตีนที่ตองการติดตามการเคลื่อนที่ในระหวางการทํา SDS-PAGE ขณะรัน 
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SDS-PAGE สามารถเห็นสียอมที่ติดอยูบนโปรตีนอยางชัดเจน และสามารถนําไปใชตอในการ
ทดลอง Western Blot ไดอีกดวย [2] 
 

2.4 Bradford assay 
 เปนวิธีวิเคราะหหาโปรตีนโดยอาศัยหลักการความสุมดุลระหวาง Coomassie Brillant Blue G-250 
และการรวมตัวกันของ Coomassie Brillant Blue G-250 กับโปรตีนแบบเฉพาะเจาะจง โดย Coomassie 
Brillant Blue G-250 เมื่ออยูภายใตภาวะกรดเขมขนจะใหสีน้ําตาลแดงออนๆออกมา และเมื่อมี การทํา
ปฏิกิริยากับโปรตีนจะใหสีน้ําเงิน ซึ่งในการทดสอบหากยิ่งมีปริมาณของกรดอะมิโนมากเทาใด การเกิดสีก็จะทํา

ไดอยางชัดเจนมากข้ึนเทานั้น และจากนั้นจะเปนการนําไปวัดการดูดกลืนคลื่นแสงตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่2.7  โครงสรางทางเคมีของ Coomassie Brilliant Blue G-250 

ซึ่งเปนสียอมใชสําหรับ Bradford Assay [4] 
 โปรตีนจะจับกับสี Coomassie Brilliant blue G-250 ดวยแรงยึดเหนี่ยวไฮโดรโฟบิกและแรงยึด
เหนี่ยวไอออนิกรวมกัน ประจุบวกที่แขนงขางของกรดอะมิโนโดยเฉพาะสวนที่เหลือของอารจีนีนมีบทบาท

สําคัญในการจับกับโมเลกุลของสีซึ่งมีประจุลบ โมเลกุลของสีในสภาพที่มีประจุลบใหสีน้ําเงิน แตเมื่อรับ

โปรตอนแลวจะเปลี่ยนเปนสีแดงสมออน ๆ การจับของสีกับโปรตีนในภาวะที่เปนกรดจึงชวยคงสภาพโครง 
สรางประจุลบของสีไวและใหสีน้ําเงินทีเ่ขมขึน้ตามปริมาณโปรตีนที่มีอยู นอกจากนี้ยังเปลี่ยนสมบัติการดูดแสง

ของสีจากเดิมที่มีคา λmax เปน 465 นาโนเมตร ไปเปน 595 นาโนเมตร [3] 
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รูปที่ 2.8 สเปคตรัมของสี Coomassie brilliant Blue G-250 เมื่อไมไดจับกับโปรตีน (สีแดง) และ
สเปคตรัมของสีCoomassie brilliant Blue G-250 เมือ่จับกับโปรตีน (สีเขียว) [4] 

 
2.5 การสกัดดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤต (Subcritical Water Extraction) 

2.5.1 บทนํา 
การสกัดสวนประกอบของพืช วิธีการสกัดใหม เชน การสกัดโดยการใชไมโครเวฟชวย 

(Microwave assisted extraction: MAE), การสกัดดวยของไหลภาวะเหนือวิกฤต (Supercritical 
fluid extraction: SFE), การสกัดดวยตัวทําละลายเรงดวน (Accelerated solvent extraction: 
ASE) หรือ การสกัดดวยของเหลวแรงดันสูง (Pressurized liquid extraction: PLE) และ การสกัด
ดวยน้ํากึ่งวิกฤต (Subcritical water extraction: SWE) หรือที่เรียกวาการสกัดดวยน้ํารอนยวดยิ่ง 
(Superheated water extraction) หรือการสกัดดวยน้ํารอนแรงดันสูง (Pressurized hot water 
extraction: PHWE) การสกัดดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤต (Subcritical water extraction: SWE) เปน
เทคนิคใหมและมีประสิทธิภาพที่อุณหภูมิระหวาง 100 ถึง 374 องศาเซลเซียสและที่ความดันสูง
พอที่จะรักษาสถานะของเหลว (ดังรูปที่ 1) สมบัติพิเศษของน้ําคือมีจุดเดือดสูงมากสําหรับมวลสารที่มี
คาคงที่ไดอิเล็กทริกสูงและขั้วสูง เมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้นอัตราการแพร ความหนืดและแรงตึงผิวจะลดลง

อยางชัดเจน ดวยเหตุนี้ทําใหวัตถุดิบที่มีขั้วมาก(มีความสามารถในการละลายในน้ําไดดี ) ที่ภาวะปกติ 
จะถูกดึงออกมาไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดที่อุณหภูมิต่ํากวา ขณะที่วัตถุดิบที่มีขั้วปานกลางและ

วัตถุดิบที่ไมมีขั้วตองการตัวกลางที่มีข้ัวนอยที่อุณหภูมิที่สูงข้ึน 
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จากผลงานวิจัยที่ตีพิมพในชวงไมกี่ปที่ผานมาแสดงใหเห็นวา การสกัดดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤต

เปนวิธีการสกัดที่สะอาดขึ้น เร็วขึ้นและราคาถูกกวาวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม น้ํามันหอมระเหยของ  
Z. multiflora ที่สกัดโดยน้ําภาวะกึ่งวิกฤตเปรียบเทียบกับวิธีการทั่วไป 2 วิธี คือ Hydrodistillation 
และ Soxhlet พบวาปริมาณที่สกัดไดทั้งหมด คือ 2.58, 1.51 และ 2.21% (w/w) ตามลําดับ การ
เปรียบเทียบระหวางปริมาณของ Thymol และ Carvacrol (มิลลิกรัมตอกรัมตัวอยางแหง) โดย
วิธีการสกัดดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤต, Hydrodistillation และ Soxhlet ดังแสดงในตารางที่ 1 จะเห็นได
วาปริมาณสวนประกอบของออกซิเจนจากการสกัดดวยวิธีน้ําภาวะกึ่งวิกฤตมากกวาอีก 2 วิธีอยางมี
นัยสําคัญ ซึ่งโดยทั่วไปสวนประกอบที่ไมเปนออกซิเจนจะมีความดันไอต่ํากวาเมื่ อเปรียบเทียบกับ

สวนประกอบที่มีออกซิเจน ดังนั้นสวนประกอบที่มีออกซิเจนจะสกัดไดดีกวาสําหรับการสกัดดวยน้ํา

ภาวะกึ่งวิกฤต 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.9 แผนภาพเฟสของน้ําในฟงกชันของอุณหภูมิและความดัน [8] 
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ตารางท่ี 2.2 ปริมาณของ Thymol และ Carvacrol (มิลลิกรัมตอกรัมตัวอยางแหง) ของน้ํามันของ 
Z.multiflora ที่สกัดดวยวิธีน้าํภาวะกึ่งวิกฤต (SWE), Hydrodistillation และ Soxhlet [8] 

Components SWE* Hydrodistillation+ Soxhlet extraction++ RI§ 

Thymol 9.25 (4.77%)** 4.38 (2.97%) 0.94 (2.78%) 1,232 

Carvacrol 11.51 (4.33%) 4.06 (3.31%) 1.39 (2.83%) 1,242 

Sample weight = 4 g; particle size = 0.5 mm; flow rate = 2 mL/min; temperature = 150°C; 
pressure = 20 bar; and extraction time = 150 min. 
*   Extraction time = 150 min. 
**  Relative SD percent. 
+   Extraction time = 180 min.  
++ Extraction time = 210 min 
§   Retention indices (RI) on the DB-5 column. 

2.5.2 ตัวแปรที่มีผลตอการสกัดดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤต 
2.5.2.1 ผลของอุณหภูมิ 

หนึ่งในตัวแปรที่สําคัญที่สุดที่มีผลตอประสิทธิภาพของ SWE คืออุณหภูมิของการ

สกัด เมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้น แรงตานสนามไฟฟาจะลดลง อัตราการแพรจะเพ่ิมขึ้น ความหนืด

และแรงตึงผิวจะลดลง SWE สามารถสกัดไดจนถึงอุณหภูมิสูงสุดที่มันจะอนุญาตหรือหมายถึง 
การเพ่ิมขึ้นของอุณหภูมิในการสกัดเหนือคาคาหนึ่งกอใหเกิดการสลายตัวของสวนประกอบ

ของน้ํามันหอมระเหย สําหรับการสกัดน้ํามันหอมระเหย อุณหภูมิที่ดีที่สุดจะอยูในชวง 125  

และ 175°C อุณหภูมิการสกัดสําหรับ Z.multiflora ไดรับการปรับใหเหมาะสมเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพของ Thymol และ Carvacrol เปนองคประกอบสําคัญ (มากกวา 72%) โดย
มันถูกศึกษาที่อุณหภูมิ 100 ถึง 175°C และเลือกขนาดอนุภาค อัตราการไหล เวลาในการ
สกัดและความดันที่ 0.5 mm, 2 ml/min, 60 min และ 20 bar ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 
2.10 
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รูปที่ 2.10 ผลของอุณหภูมิตอองคประกอบน้ํามันหอมระเหยของ Z.multiflora ที่ไดจาก SWE โดยใชน้ําหนัก
ตัวอยาง 4 g, อัตราการไหล 2 ml/min, ขนาดอนุภาค 0.5 mm, ความดัน 20 bar และเวลาสกัด 60 min 

จะเห็นไดวาประสิทธิภาพของ Thymol และ Carvacrol เพ่ิมขึ้นอยางคงที่เมื่อเพ่ิม
อุณหภูมิจนถึง 150°C แตที่อุณหภูมิ 175°C ประสิทธิภาพลดลงและมีกลิ่นไหมของการสกัด
เกิดข้ึน มันอาจจะเปนผลจากการสลายตัวขององคประกอบบางอยาง 
2.5.2.2 ผลของขนาดอนุภาค 

ผลของอนุภาคตอประสิทธิภาพการสกัดของ Thymol และ Carvacrol ที่อุณหภูมิ 

150°C, อัตราการไหล 2 ml/min, ความดัน 20 bar และเวลาในการสกัด 150 min ดังแสดง
ในรูปที่ 2.11 อนุภาคของใบไมที่ถูกเลือกมี 3 ขนาด ไดแก 0.25, 0.5 และ 1.0 mm ปริมาณ
สุดทายของ Thymol และ Carvacrol ที่ถูกสกัดจากขนาด 0.5 mm มีปริมาณใกลเคียงกับ

ขนาด 0.25 mm ซึ่งแสดงวากระบวนการสกัดอาจจะไมไดถูกควบคุมดวยการถายโอนมวล
ของ Thymol และ Carvacrol เพราะมันถูกคาดเดาไววาขนาด 0.5 mm (ใหญกวา) จะสกัด
ไดมากกวาขนาด 0.25 mm 
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รูปที่ 2.11 ผลของขนาดอนุภาคตอประสิทธิภาพการสกัดของ a) Thymol และ b) Carvacrol ของ 

Z.multiflora ที่ไดจาก SWE โดยใชน้ําหนักตัวอยาง 4 g, อัตราการไหล 2 ml/min, อุณหภูมิที่ 150°C และ
ความดัน 20 bar [8] 

 การอธิบายที่เปนไปไดสําหรับการทดลองนี้อาจจะเปนเพราะอนุภาคอยูชิดติดกันที่

เวลาเริ่มตนและเวลาในการสกัดเปนไปอยางชา หลังจากการสกัดเสร็จสมบูรณการติดกันของ

อนุภาคไดแยกหางออกจากกันและที่ปริมาณการสกัดสุดทายของอนุภาคขนาด 0.25 mm มี
มากกวา 0.5 mm สําหรับอนุภาคขนาดใหญกวา 1.0 mm ประสิทธิภาพจะลดลงอยางมาก 
แสดงใหเห็นวากระบวนการนี้อาจถูกควบคุมโดยการถายโอนมวลของ  Thymol และ 
Carvacrol สําหรับขนาดอนุภาคที่ใหญขึ้นเพ่ือปองกันการระเหยของน้ํามันหอมระเหยใน
ระหวางการบดใบไมและเพ่ือใหการทํางานของตัวกรองงายขึ้น สําหรับการทดลองเพ่ิมเติมคา

ของขนาดอนุภาคท่ีดีที่สุดคือ 0.5 mm [8] 
 
2.6 Autoclave 

2.6.1 อุณหภูมิและความดันมาตรฐานของหมอนึ่งความดัน 
กระบวนการของหมอนึ่งความดันดําเนินการที่อุณหภูมิสูงในชวงเวลาสั้น ๆ มากกวาอุณหภูมิ

ต่ําแตเปนเวลานาน อุณหภูมิและความดันมาตรฐานที่ใชคือ 115°C/10 psi. , 121°C/15 psi. และ 
132°C/27 psi (psi = ปอนดตอตารางนิ้ว) โดยทั่วไปการนึ่งดวยความรอนจะใชความรอนในไอน้ํา
อ่ิมตัวภายใตความดันประมาณ 15 psi เพ่ือใหไดอุณหภูมิอยางนอย 121°C (250°F) 
2.6.2 การทํางานของหมอนึ่งความดัน 

แผนภาพของหมอนึ่งความดันแสดงใหเห็นถึงความเรียบงายของการดําเนินงาน โดยพ้ืนฐาน

แลวไอน้ําจะเขาสูแจ็คเก็ตแชมเบอร  (chamber jacket) ผานวาลวปฏิบัติการ (operating valve) 
และเขาไปทางดานหลังของหองดานหลังแผนกั้น (baffle plate) ไอน้ําไหลไปขางหนาและลงผานหอง 
(chamber) และโหลดออกจากหมอที่ดานลางดานหนา (front bottom) เครื่องปรับความดันรักษา
ความดันแจ็คเก็ต (jacket) และ แชมเบอร (chamber) ที่ความดันอยางนอย 15 psi ซึ่งเปนความดัน
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ที่จําเปนสําหรับไอน้ําอุณหภูมิ 121°C (250°F) มีการปองกันแรงดันเกิน (overpressure) โดยวาลว
นิรภัย มีการควบคุมอุณหภูมิเพ่ือใหความรอน (ไอน้ํามากขึ้น) ถูกนําไปใชจนกวาจะถึง 121°C ซึ่งจะ
เริ่มจับเวลาเริ่มทํางานและจะรักษาอุณหภูมิไปจนถึงเวลาที่กําหนด [9] 

 
รูปที่ 2.12 การทํางานของเครื่องหมอนึ่งความดัน [9] 

2.7 Isoelectric point 
จุดไอโซอิเลกทริก (isoelectric point) คือคา pH ที่ประจุรวมของกรดอะมิโน (amino acid) หรือ

โปรตีน (protein) เปนศูนย เนื่องจากโมเลกุลของกรดอะมิโน และโปรตีน มีทั้งหมูอะมิโน (amino group) ที่
เปนเบสออน และหมูคารบอกซิล (carboxyl group) ที่เปนกรดออน รวมถึง หมู R ที่เปนไดทั้งที่มีขั้ว หรือมี
ประจุบวก หรือประจุลบ ทําใหกรดอะมิโนเปนไดท้ังกรดและเบส ขึ้นอยูกับคา pH 

กรดอะมิโนที่พบในธรรมชาติ มีประจุรวมเปนลบ (negative charge) ซึ่งประจุลบที่เหมือนกันจะเกิด
แรงจะผลักกัน ทําใหกรดอะมิโนแขวนลอยหรือละลายในน้ําได หากมีการปรับคา pH ของกรดอะมิโนใหลดลง 
เทากับจุดไอโซอิเล็กทริก ซึ่งประจุรวมของกรดอะมิโนเปนศูนย แรงผลักกันระหวางประจุที่เหมือนกันจะลดลง 

ประจุบวกและลบที่มีอยู เทาๆ กัน ณ.จุดนี้จะดูดกัน มีผลใหโปรตีนสูญเสียสภาพธรรมชาติ (protein 
denaturation) และตกตะกอน (precipitation) ถึงแมกรดอะมิโนบางชนิดจะยังละลายได แตคา pH ที่จุดนี้
กรดอะมิโนจะมีการละลายไดนอยที่สุด ถาหากปรับคา pH ของโปรตีนต่ํากวาจุดไอโซอิเล็กทริกจะทําใหกรดอะ
มิโนมีประจุรวมเปนบวก (positive charge) [11] 
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บทที่ 3 
วิธีการดําเนินงานวิจัย 

        งานวิจัยนี้ศึกษาผลของอุณหภูมิ อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ํา และเวลาที่เหมาะสมในการ

สกัดโปรตีน เพ่ือใหไดผลผลิตที่มีประสิทธิภาพสูงสุดดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤตในเครื่อง autoclave  
 
3.1 สารตั้งตนและสารเคมี 
1. กากเมล็ดมะรุม 
2. น้ํากลั่น 
3. Tris       
4. Glycine      
5. ผง SDS       
6. 10% APS      
7. 30% Acrylamide – 0.8% Bisacrylamide  
8. TEMED 
9. 10% SDS       
10. 1.5 M Tris-HCL, pH 8.8 
11. 1.5 M Tris-HCL, pH 6.8 
12. Standard protein (BSA) 
13. Bradford reagent  
14. Protein marker 
15. Destaining solution 
16. Coomassie blue G-250 
 
3.2 เครื่องมือและอุปกรณ 
1. อุปกรณสําหรับวัดคาการดูดกลืนแสง 
2. ชุดอุปกรณสําหรับวิเคราะห SDS-PAGE 
3. เครื่อง Autoclave 
4. เครื่อง Incubator  
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5. ตูอบ 
6. กระดาษกรอง 
7. ชุดกรองสุญญากาศประกอบดวยปมดูดอากาศท่ีตอกับชุดเครื่องแกว  
8. กระดาษฟรอยด 
9. เครื่องชั่งน้ําหนักไฟฟา ความละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง 
10. ชอนตักสาร 
11. เครื่องแกว เชน บีกเกอร ขวดรูปชมพู กรวยกรอง แทงแกวคนสาร เปนตน 
12. ขวดใสตัวอยาง 
13. ไมโครปเปต ขนาด 1000, 200 และ 100 µl 
14. หลอดไมโครเซนติฟวก  
15. ถาดหลุม 96 well-plate 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1 เครื่อง Autoclave ยี่หอ Hirayama รุน HVA-110 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.2 เครื่อง Incubator และอุปกรณสําหรับวัดคาการดูดกลืนแสง 
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3.3 วิธีการทดลอง 
3.3.1. การสกัดโปรตีนดวยวิธีน้ําภาวะกึ่งวิกฤต 

ตัวแปรที่ศึกษา ไดแก อุณหภูมิในการสกัด 105, 110 และ 120 องศาเซลเซียส สัดสวนของ
กากเมล็ดมะรุมกับน้ํารอยละ 5, 10 และ 20 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และเวลาที่ใชในการสกัด 30 
และ 60 นาที 

3.3.1.1 เตรียมอุปกรณและสารตัวอยางตามแตละเงื่อนไข 
3.3.1.2 ตั้งคาเงื่อนไขที่เครื่อง Autoclave 
3.3.1.3 นําตัวอยางที่ไดมากรองแยกระหวางของเหลวและของแข็งโดยการดูดสุญญากาศ 
3.3.1.4 นําของเหลวที่ไดบรรจุใสขวดเก็บสารตัวอยางแลวนําไปเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศา 

เซลเซียส จากนั้นนําของแข็งที่ไดจากการกรองไปชั่ง 
3.3.1.5 นําของแข็งที่ชั่งเรียบรอยแลวเขาตูอบโดยทําการอบขามคืน แลวนํามาชั่งใหม 

อีกครั้งในวันถัดไป 
3.3.2. การวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 

3.3.2.1. เตรียมสารละลาย Glycine-buffer, 10% APS, 15% Separating gel และ 5%  
Stacking gel 

3.3.2.2.  เตรียมแผนเจล โดยหยอด 15% Separating gel ลงใน gel sandwich โดยใช  
pipette เติมสารละลายลง โดยหยอดใหไดประมาณ 3 ใน 4 ของความสูงของ
กระจก ตอมาจึงหยดน้ํากลั่นลงไปเพ่ือทําการไลฟองอากาศ จากนั้นรอใหเจลแข็งตัว 

โดยใชเวลาประมาณ 20-30 นาที เมื่อเจลแข็งตัวแลวใหทําการเทน้ํากลั่นออกและใช
กระดาษทิชชูซับที่ขอบของกระจกใหแหงจากนั้นหยอด 5% Stacking gel ลงใน 
gel sandwich โดยใช  pipette เติมสารละลายใหทวมกระจกและทําการไล
ฟองอากาศออก จากนั้นเสียบหวีลงไปในเจลเพ่ือทําหลุมสําหรับหยอดตัวอยาง และ

เมื่อเจลแข็งตัวแลว ใหดึงหวีออกจากเจล 
3.3.2.3.  เตรียมสารตัวอยางนําเจลที่ไดมาประกอบกับอุปกรณสําหรับการวิเคราะห จากนั้น 

ทําการหยอด protein marker และ สารตัวอยางลงในเจล เมื่อหยอดสารตัวอยาง
เรียบรอยแลว จึงทําการเทสารละลาย Glycine-buffer ลงในอุปกรณสําหรับรันเจล 
โดยใสใหถึงขีดบอกปริมาตรที่กําหนด จากนั้นประกอบอุปกรณใหเรียบรอย และทํา
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การวิเคราะหโดยใชกระแสไฟฟา 100 มิลลิแอมแปร และจะทําการหยุดกระแสไฟฟา
เมื่อสารตัวอยางลงมาถึงขอบลางของกระจก โดยจะใชเวลาประมาณ 30 นาท ี

3.3.2.4.  ยอมสีแผนเจล นําสียอมเทใสกลองพลาสติกและเขยาเปนเวลา 5 นาทีกอนจะนํา 
เจลใสลงไป จากนั้นนําเจลออกจากอุปกรณวิเคราะห และตัดสวน Stacking gel 
ออก และนําสวน Separating gel มาใสไวในสียอม และเขยาตอเปนเวลา 30 นาท ี

3.3.2.5.  เมื่อยอมสีเจลเรียบรอยแลว เท Destain ลงในกลองพลาสติก เขยาเปนเวลา 30  
นาที เมื่อครบเวลาตามที่กําหนดเท Destain ใสขวด waste และทําซ้ําอีก 2 รอบ 

3.3.2.6. วิเคราะหโปรตีนโดยทําการเปรียบเทียบแถบท่ีไดกับ protein marker เพ่ือ 
ประมาณคาของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนของสารตัวอยาง 

3.3.3. การวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Bradford assay  
3.3.3.1. เตรียมสารละลาย Standard protein (BSA) โดยมีความเขมขน 100, 80, 60, 40,  

20 และ 0 µg/ml 
3.3.3.2. ปรับความเขมขนของสารตัวอยาง โดยสารตัวอยาง  1 ตัวปรับความเขมขนเปน 3  

ความเขมขนดังนี้ 1/3, 1/9 และ 1/18 µg/ml 
3.3.3.3. ดูดสารตัวอยางมาปริมาตร 40 µl และดูด Bradford reagent มาปริมาตร 200 µl  

แลวหยอดลงในถาดหลุม 96 well-plate  
3.3.3.4. นําถาดหลุมพลาสติกใสในเครื่อง Incubator ที่อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เปน 

เวลา 10 นาท ี 
3.3.3.5. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร จากนั้นนําผลที่ไดไป 

คํานวณและวิเคราะหความเขนขนของโปรตีนในสารตัวอยาง [10] 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้ศึกษาผลของอุณหภูมิ อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ํา และเวลาที่เหมาะสมในการ

สกัดโปรตีน เพ่ือใหไดผลผลิตที่มีประสิทธิภาพสูงสุดดวยน้ําภาวะกึ่งวิกฤตในเครื่อง autoclave โดยตัวแปรที่
ศึกษา ไดแก อุณหภูมิในการสกัด 105, 110 และ 120 องศาเซลเซียส สัดสวนของกากเมล็ดมะรุมกับน้ํารอยละ 
5, 10 และ 20 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และเวลาที่ใชในการสกัด 30 และ 60 นาที และทําการทดลอง
วิเคราะหหาขนาดของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE และวิเคราะหหาปริมาณของโปรตีนดวยวิธี Bradford assay 
4.1. ผลการวิเคราะหหาขนาดของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.1 ผลการวิเคราะหหาขนาดโปรตีนของสารตัวอยางที่อุณหภูมิ  
อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ําและเวลาที่ตางกัน 

 จากรูปที่ 4.1 พบวาเมื่อทําการเปรียบเทียบขนาดโปรตีนที่สกัดไดกับโปรตีนมาตรฐานพบวาโปรตีน 
(ชอง M) สามารถสรุปไดวาโปรตีนที่สกัดไดจากตัวอยางสวนมากมีขนาดโมเลกุลอยูที่ชวง 11 ถึง 17 kDa ซ่ึง
ขนาดที่ไดถือวาเปนโปรตีนที่มีขนาดเล็ก งายตอการดูดซึมมากกวาโปรตีนที่มีขนาดใหญ ทําใหลดขั้นตอนใน

การยอยโปรตีนลง รางกายสามารถนําไปใชประโยชนไดเร็วยิ่งขึ้น ดังนั้นขนาดโปรตีนที่ไดจึงเหมาะแกการนําไป

แปรรูปเปนผลิตภัณฑอ่ืนๆ ได เชน ผลิตภัณฑเสริมอาหาร เปนตน 
 
 
 
 
 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

17 
20 

48 

5 

11 

25
35 

63 75 
135 245 180 

kDa 
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ตารางท่ี 4.1 แสดงหมายเลขของสารตัวอยางที่แทนบนแผนเจล 
หมายเลข อุณหภูมิ/ อัตราสวนระหวาง

กากเมล็ดมะรุมกับน้ํา/ เวลาใน
การสกัด 

หมายเลข อุณหภูมิ/ อัตราสวนระหวาง
กากเมล็ดมะรุมกับน้ํา/ เวลาใน

การสกัด 
1 105°C/ 5%/ 30min 10 105°C/ 5%/ 60min 

2 105°C/ 10%/ 30min 11 105°C/ 10%/ 60min 

3 105°C/ 20%/ 30min 12 105°C/ 20%/ 60min 

4 110°C/ 5%/ 30min 13 110°C/ 5%/ 60min 

5 110°C/ 10%/ 30min 14 110°C/ 10%/ 60min 

6 110°C/ 20%/ 30min 15 110°C/ 20%/ 60min 

7 120°C/ 5%/ 30min 16 120°C/ 5%/ 60min 

8 120°C/ 10%/ 30min 17 120°C/ 10%/ 60min 

9 120°C/ 20%/ 30min 18 120°C/ 20%/ 60min 
 
4.2. ผลการวิเคราะหหาปริมาณของโปรตีนดวยวิธี Bradford assay 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิ อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ํา และเวลาที่เหมาะสมในการ

สกัดโปรตีน สามารถสรุปการวิเคราะหหาปริมาณของโปรตีนดวยวิธี Bradford assay ดังตารางที่ 4.2 
ตารางท่ี 4.2 แสดงปริมาณของโปรตีนที่ทดสอบดวยวิธี Bradford assay  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อุณหภูมิ 
(˚C) 

เวลา (min) อัตราสวนระหวางกาก

เมล็ดมะรุมกับน้ํา 
(%w/v) 

ปริมาณโปรตีน

(µg/ml) 

105 

30 

5 38.90 

10 NA 

20 195.13 

60 

5 1582.62 

10 151.46 

20 179.32 
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110 

30 

5 658.50 

10 เกินคาสอบเทียบ 

20 1290.31 

60 

5 1467.23 

10 1584.15 

20 เกินคาสอบเทียบ 

120 

30 

5 1533.39 

10 77.10 

20 เกินคาสอบเทียบ 

60 

5 1114.92 

10 197.10 

20 เกินคาสอบเทียบ 
จากตารางที่ 4.2 พบวาที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ําเทากับ 

10 %w/v และใชเวลาในการสกัด 60 นาที มีปริมาณของโปรตีนที่ละลายน้ําไดมากที่สุดซึ่งมีคาอยูที่ 1584.15 

ไมโครกรัม ตอตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห 1 มิลลิลิตร  และท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส อัตราสวนระหวาง

กากเมล็ดมะรุมกับน้ําเทากับ 5 %w/v และเวลาในการสกัด 60 นาที ซึ่งมีปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําไดมา

กรองลงมาเปนอันดับสอง โดยปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําไดอยูที่ 1582.62 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และพบวาที่

อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ําเทากับ 10 %w/v ใชเวลาในการสกัด 30 
นาทีนั้นไมสามารถตรวจสอบปริมาณโปรตีนไดเนื่องจากมีปริมาณนอยกวาสารมาตรฐานที่ใชในการ

เปรียบเทียบอยูมาก นอกจากนี้ในสวนของคาที่แสดงวา “เกินคาสอบเทียบ” นั้นแสดงถึงปริมาณโปรตีนที่

ละลายน้ําไดของสารตัวอยางที่มีคามากกวาคาสูงสุดของ Standard protein (BSA) ซึ่งวัดไดจากการดูดกลืน
แสงของสารตัวอยางที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตรเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน Standard protein 
(BSA)  

จากผลการทดลองพบวาเมื่อเพ่ิมเวลาในการสกัดจาก 30 นาทีเปน 60 นาทีที่อุณหภูมิ 120 องศา

เซลเซียส ในอัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ํา 5%w/v โปรตีนที่ละลายน้ําไดมีปริมาณลดลงจาก 

1533.39 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปน 1114.92 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เนื่องจากระยะเวลาในการสกัดนาน 

(มากกวา 30 นาที) สัมพันธกับการตกตะกอนของโปรตีนขนาดเล็กบางโมเลกุล ณ จุดไอโซอิเล็กทริค [12] 



37 
 

(isoelectric point) ซึ่งหมายถึงโปรตีนที่ละลายในน้ําจะลดนอยลง แตที่ อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 

อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ํา 5%w/v โปรตีนที่ละลายน้ําไดมีปริมาณเพ่ิมขึ้นจาก 658.50 

ไมโครกรัมตอมิลลิตรเปน 1467.23 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แสดงใหเห็นวาที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสนี้ยัง

สามารถสกัดโปรตีนที่ละลายน้ําไดอยูโดยระยะเวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 30และ60 นาทีตามลําดับ แตเมื่อ

เพ่ิมอุณหภูมิจาก 110 องศาเซลเซียส ไปเปน 120 องศาเซลเซียส โดยที่อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับ

น้ํา 5%w/v และเวลาที่ใชในการสกัด 60 นาที ปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําไดนั้นลดลง แสดงใหเห็นวาที่

อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ทําใหการสกัดโปรตีนที่ละลายน้ําไดถึงจุดไอโซอิเล็กทริค เมื่อวัดปริมาณโปรตีนที่

ละลายน้ําไดจึงพบวาปริมาณนั้นลดลง ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับการเพ่ิมระยะเวลาในการสกัดที่ 120 องศา

เซลเซียสและอัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ํา 5%w/v ดังกลาวขางตน 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 จากการศึกษาผลของอุณหภูมิ อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ํา และเวลาที่เหมาะสมในการ

สกัดโปรตีน สามารถสรุปผลไดดังนี้ 
5.1 สรุปผลการทดลอง 

5.1.1. ในการวิเคราะหหาขนาดโปรตีน พบวาที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส อัตราสวนระหวางกาก
เมล็ดมะรุมกับน้ําเทากับ 10%w/v และเวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 30 นาที เหมาะสมในการสกัดหาขนาด
โปรตีนมากที่สุด  

5.1.2. ขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดไดอยูที่ชวง 11 ถึง 17 kDa 
5.1.3. ในการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน พบวาผลการทดลองท่ีไดไมเห็นแนวโนมที่ชัดเจน แตพอสรุป

ไดวาที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส อัตราสวนระหวางกากเมล็ดมะรุมกับน้ําเทากับ 10%w/v และเวลาที่ใชใน
การสกัดเทากับ 60 นาที เหมาะสมในการสกัดหาปริมาณโปรตีนมากที่สุด  
5.2 ขอเสนอแนะ 

5.2.1. ควรวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Kjeldahl รวมดวย เพ่ือความแมนยําในการวิเคราะห 
หาปริมาณโปรตีนที่มีอยูในสารตัวอยาง 
5.3 ขอจํากัด 
           เนื่องจากสถานโควิด-19 (Covid-19) จึงทําใหไมสามารถวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Kjeldahl
จึงทําใหผลการทดลองที่ไดอาจมีแนวโนมไมชัดเจน 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารละลายในการวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 

ก.1. Glycine-buffer 1 L 
- Tris      3.028 g 
- Glycine     14.413 g 
- SDS      1.000 g 

ก.2. 10% APS (Total 300 µl for 4 gels) 
- 10% APS     0.03 g 
- Distilled water    300 µl 

ก.3. 15% Separating gel for 4 gels (Thick layer) 
- 30% Acrylamide – 0.8% Bisacrylamide 10 ml 
- 1.5 M Tris-HCL, pH 8.8   5  ml 
- Distilled water    4.6 ml 
- 10% SDS     200  µl 
- 10% APS     200 µl 
- TEMED     16 µl 

ก.4. 5% Stacking gel (Thin layer) 
- 30% Acylamide – 0.8% Bisacrylamide 1.7 ml 
- 1.5 M Tris-HCL, pH 8.8   1.25 ml 

 - Distilled water    6.8 ml 
 - 10% SDS     100  µl    
 - 10% APS     100 µl 
 - TEMED     20 µl 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะหหาปริมาณของโปรตีนดวยวธิี Bradford assay 

 ในการวิเคราะหหาปริมาณของโปรตีนในสารตัวอยางนั้นไดทําการเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงของ

สารตัวอยางและสารมาตรฐาน (BSA) ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร จากนั้นจึงนําคาการดูดกลืนแสงที่ได
จากการวิเคราะหมาแทนลงในสมการของกราฟมาตรฐาน เพื่อคํานวณหาปริมาณของโปรตีนตอไป  
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ ข.1 กราฟมาตรฐานของ Standard protein (BSA) 
จากกราฟมาตรฐานเมื่อนํามาสรางสมการเสนตรงจะไดวา y = 0.0039x + 0.0891 

โดย y = คาการดูดกลืนแสงของสารที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
      x = ความเขมขนของสาร (µg/ml) 
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(ก)       (ข) 
 

(ค)        (ง) 
รูปที ่ข.2 การวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Bradford assay (ก) ถาดท่ี 1 (ข) ถาดที่ 2 (ค) ถาดที่ 3 (ง) ถาดท่ี 4 
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ตารางท่ี ข.1 แสดงสารตัวอยางที่วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay ในถาดท่ี 1 

 หมายเหตุ: สารตัวอยางแตละตัวทําการทดลอง 3 ซํ้า  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             

B  
BSA 0 
µg/ml 

BSA 20 
µg/ml 

BSA 40 
µg/ml 

BSA 80 
µg/ml 

BSA 60 
µg/ml 

BSA 100 
µg/ml 

Bradford 
reagent 

 
Bradford 
reagent 

 
 
 

Bradford 
reagent 

 
 
 

  

C    

D    

E  105C/5%/ 
30min 

1/3 µg/ml 

105C/5%/ 
30min 

1/9 µg/ml 

105C/5%/ 
30min 

1/18µg/ml 

Bradford 
reagent 

 

105C/10%/ 
30min 

1/3 µg/ml 

105C/10%/ 
30min 

1/9 µg/ml 

105C/10%/ 
30min 

1/18 µg/ml 

  

F    

G    

H             
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ตารางท่ี ข.2 แสดงสารตัวอยางที่วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay ในถาดท่ี 2 

หมายเหตุ: สารตัวอยางแตละตัวทําการทดลอง 3 ซํ้า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             

B  105C/20%/ 
30min 

1/3 µg/ml 

105C/20%/ 
30min 

1/9 µg/ml 

105C/20%/ 
30min 

1/18 µg/ml 

110C/5%/ 
30min 

1/3 µg/ml 

110C/5%/ 
30min 

1/9 µg/ml 

110C/5%/ 
30min 

1/18 µg/ml 

110C/10%/ 
30min 

1/3 µg/ml 

110C/10%/ 
30min 

1/9 µg/ml 

110C/10%/ 
30min 

1/18 µg/ml 

  

C    

D    

E  110C/20%/ 
30min 

1/3 µg/ml 

110C/20%/ 
30min 

1/9 µg/ml 

110C/20%/ 
30min 

1/18 µg/ml 

120C/5%/ 
30min 

1/3 µg/ml 

120C/5%/ 
30min 

1/9 µg/ml 

120C/5%/ 
30min 

1/18 µg/ml 

120C/10%/ 
30min 

1/3 µg/ml 

120C/10%/ 
30min 

1/9 µg/ml 

120C/10%/ 
30min 

1/18 µg/ml 

  

F    

G    

H             
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ตารางท่ี ข.3 แสดงสารตัวอยางที่วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay ในถาดท่ี 3 

หมายเหตุ: สารตัวอยางแตละตัวทําการทดลอง 3 ซํ้า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             

B  120C/20%/ 
30min 

1/3 µg/ml 

120C/20%/ 
30min 

1/9 µg/ml 

120C/20%/ 
30min 

1/18 µg/ml 

105C/5%/ 
60min 

1/3 µg/ml 

105C/5%/ 
60min 

1/9 µg/ml 

105C/5%/ 
60min 

1/18 µg/ml 

105C/10%/ 
60min 

1/3 µg/ml 

105C/10%/ 
60min 

1/9 µg/ml 

105C/10%/ 
60min 

1/18 µg/ml 

  

C    

D    

E  105C/20%/ 
60min 

1/3 µg/ml 

105C/20%/ 
60min 

1/9 µg/ml 

105C/20%/ 
60min 

1/18 µg/ml 

110C/5%/ 
60min 

1/3 µg/ml 

110C/5%/ 
60min 

1/9 µg/ml 

110C/5%/ 
60min 

1/18 µg/ml 

110C/10%/ 
60min 

1/3 µg/ml 

110C/10%/ 
60min 

1/9 µg/ml 

110C/10%/ 
60min 

1/18 µg/ml 

  

F    

G    

H             
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ตารางท่ี ข.4 แสดงสารตัวอยางที่วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay ในถาดท่ี 4 

หมายเหตุ: สารตัวอยางแตละตัวทําการทดลอง 3 ซา 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             

B  110C/20%/ 
60min 

1/3 µg/ml 

110C/20%/ 
60min 

1/9 µg/ml 

110C/20%/ 
60min 

1/18 µg/ml Bradford 
reagent 

120C/5%/ 
60min 

1/3 µg/ml 

120C/5%/ 
60min 

1/9 µg/ml 

120C/5%/ 
60min 

1/18 µg/ml 

    

C      

D      

E  120C/10%/ 
60min 

1/3 µg/ml 

120C/10%/ 
60min 

1/9 µg/ml 

120C/10%/ 
60min 

1/18 µg/ml 

120C/20%/ 
60min 

1/3 µg/ml 

120C/20%/ 
60min 

1/9 µg/ml 

120C/20%/ 
60min 

1/18 µg/ml 

    

F      

G      

H             
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