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ABSTRACT 

  This study aimed to evaluate potential of cocoa bean residues including, 
sprouted cocoa beans, flat cocoa beans, and cocoa bean shells as cosmetic active 
ingredients compared to normal cocoa beans. The extracts were evaluated for total 
phenolic content, total flavonoid content, antioxidant activity, tyrosinase inhibitory 
activity, and cell cytotoxicity. The results showed that the bean shell and normal bean 
extracts exhibited the highest total phenolic contents (269.09 ± 1.85 and 260.87 ± 
15.26 mg GAE/g extract, respectively), while the highest total flavonoid content was 
found in normal bean extract (260.16 ± 13.09 mg QE/g extract). Antioxidant assays via 
DPPH and FRAP revealed that the normal bean extract had the strongest antioxidant 
capacity (179.85 ± 1.89 and 346.58 ± 8.31 mg TE/g extract, respectively). The highest 
tyrosinase inhibitory activity was observed in sprouted cocoa bean extract with 
minimum inhibitory concentration of 0. 100±0. 000 mg/ml. The cytotoxicity tests 
showed that all extracts were highly safe, with cell survival rates exceeding 100% 
across all tested concentrations boosting cell survival up to 170.01±12.86%. This study 
demonstrated that the cocoa bean residue extract especially the sprouted bean 
extract possessed wide ranges of cosmetic biological activity and  could be utilized as 
the natural cosmetic ingredients with antioxidant, anti-pigmentation and cell-reparative 
properties. 

Keywords: Cocoa Bean Residues, Cosmetic Biological Activity, Cell Cytotoxicity 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

1.1 ที่มำปัญหำและควำมส ำคัญ 

โกโก้ (Theobroma cacao L.) เป็นเมล็ดพืชที่นิยมนํามาทําเป็นช็อคโกแลต เนื่องจากเมล็ด
โกโก้มีสารอาหารที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย นอกจากนี้ไขมันโกโก้และสารสําคัญในเมล็ดโกโก้สามารถ
นํามาใช้ในเชิงอุตสาหกรรมเครื่องสําอางได้ เช่นผสมในครีมบํารุงผิวเพื่อป้องกันริ้วรอยและเพิ่มความ
ชุ่มชื้นแก่ผิว (สมัชญา งามสุข, 2565) สารสกัดจากโกโก้ยังได้รับการระบุว่าเป็นส่วนผสมที่ได้มาตรฐาน
สําหรับเครื ่องสําอาง โดยทําหน้าที ่เป็น “ skin-conditioning agent” และ “antioxidant” ใน
ผลิตภัณฑ์ดูแลผิว ซึ่งช่วยปกป้องผิวจากอนุมูลอิสระและลดสัญญาณการเสื่อมของผิว เช่น ริ้วรอย 
และการสร้างเม็ดสีผิว โกโก้ประกอบไปด้วยสารอาหารและแร่ธาตุที่สําคัญหลายชนิด นอกจากนี้โกโก้
ยังเป็นแหล่งของสารประกอบโพลีฟีนอลที่สําคัญและมีฤทธิ์ทางเภสัชหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งมี
สารโปรไซยานิดินที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่สูงเช่น การต้านอนุมูลอิสระ การยับยั้งมะเร็ง การยับยั้งการ
เกิดโรคเบาหวาน ลดการอักเสบ ลดการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือดและอื่น ๆ (สมัชญา งามสุข, 
2565) 

โกโก้ จัดเป็นพืชเศรษฐกิจที่เป็นที่ต้องการในตลาด เนื่องจากโกโก้เป็นไม้ผลยืนต้นขนาดกลาง 
เจริญเติบโตได้ดีในลักษณะภูมิอากาศของประเทศเขตร้อนชื้น ตั้งแต่ประเทศที่ตั้งอยู่ในเขตศูนย์สูตร
จนถึงประเทศที่มีอุณหภูมิระหว่าง 15-30°c และโกโก้ยังต้องการปริมาณนํ้าฝนที่สมํ่าเสมอตลอดปี  
(วลีพรรณ รกิติกุล และคณะ, 2565) จึงทําให้ประเทศไทยเหมาะสมและสามารถปลูกโกโก้ได้เป็น 
อย่างดี ทําให้เกษตรกรและผู้แปรรูปในประเทศไทยหันมาให้ความสนใจและปลูกโกโก้ 

ขั้นตอนการทําเมล็ดโกโก้แห้งเริ่มต้นจากการแกะเมล็ดโกโก้ออกจากผล เมื่อแกะเมล็ดโกโก้
ออกแล้วต้องนํามาหมักอีกเป็นเวลาประมาณ 6 วัน เพื่อให้ได้กลิ่นและรสชาติที่ดีขึ้น จากนั้นนําเมล็ด
โกโก้มาตากแห้ง ซึ่งต้องใช้เวลาประมาณ 1-2 สัปดาห์ เพื่อลดความชื้นจากร้อยละ 60 ของนํ้าหนัก
เปียกให้เหลือร้อยละ7 (จันทิมา ชั่งสิริพร และคณะ, 2566) เพื่อนําไปเข้าสู่ขบวนการผลิตเป็นช็อคโก
แลตต่อไป ในกระบวนการผลิตช็อกโกแลตนี้ถ้าเป็นกลุ่มที่ทําในแนว premium craft จะคัดเมล็ดที่
ตรงตามคุณลักษณะที่ต้องการเท่านั้น คือจะคัดเลือกเมล็ดโกโก้ “ปกติ” ที่สมบูรณ์ ซึ่งหมายถึงเมล็ดซึ่ง
ไม่งอก ไม่ลีบ ส่วนเมล็ดที่มีรากงอก เมล็ดลีบ จะไม่นํามาใช้เนื่องจากทําให้รสชาติของช็อคโกแลต
เปลี่ยนแปลงจากที่ต้องการ ทําให้มีเมล็ดงอกและเมล็ดลีบถูกคัดทิ้งจํานวนมากซึ่งไม่ก่อให้เกิดรายได้ 
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และในขั้นตอนการผลิตช็อคโกแลตจะมีเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ที่เป็น byproduct อีก1ส่วนที่ยังไม่ค่อย
ได้ถูกนํามาใช้ประโยชน์มากนัก ดังนั้นเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ และเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ ถูกมอง
ว่าเป็นเศษเหลือ (by-products) หรือวัสดุที่ถูกทิ้ง ทั้งที่งานวิจัยชี้ว่าวัสดุเศษเหลือเหล่านี้ก็มีสาร 
โพลีฟีนอลและองค์ประกอบทางชีวภาพที่น่าสนใจ 

ดังนั้น การศึกษา “วัสดุเศษเหลือ” เช่น เมล็ดโกโก้งอก  เมล็ดโกโก้ลีบ และเปลือกหุ้มเมล็ด
โกโก้นั้น มีความสําคัญทั้งในแง่ของการเพิ่มมูลค่าให้กับทรัพยากรที่ถูกมองข้าม และในแง่ของการ
พัฒนาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสําหรับอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง โดยเปรียบเทียบกับเมล็ดโกโก้ปกติ
ที่ได้รับการใช้มากแล้ว งานวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษาและเปรียบเทียบปริมาณสารออกฤทธิ์ ทางชีวภาพ และ
ฤทธิ์สําคัญ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ,ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และความเป็นพิษต่อเซลล์ เพื่อ
ประเมินศักยภาพของวัสดุเศษเหลือ เพื่อใช้ในการประยุกต์เป็นส่วนผสมเครื่องสําอางที่มีประสิทธิภาพ
และยั่งยืน 

1.2 วัตถุประสงค์ของกำรศึกษำ 

 1.2.1 เพื่อสกัดสารออกฤทธิส์ําคัญจากเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ และเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้
ด้วยวิธีการสกัดด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง (Ultrasound-Assisted Extraction) เปรียบเทียบกับเมล็ด
โกโก้ปกต ิ
 1.2.2 เพื่อวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกรวม, ฟลาโวนอยด์, ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ, ฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ 
และเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ เปรียบเทียบกับเมล็ดโกโก้ปกต ิ

1.3 ขอบเขตของกำรศึกษำ 

 1.3.1 การเก็บตัวอย่างและวิธีการเตรียมตัวอย่างเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้ม
เมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกต ิ
 1.3.2 สกัดสารออกฤทธิ์จากเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ด
โกโก้ปกต ิ
 1.3.3 ทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมและฟลาโวนอยด์รวมของเมล็ดโกโก้งอก 
เมล็ดโกโก้ลีบ เปลอืกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกต ิ
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 1.3.4 ทดสอบหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ 
และเมล็ดโกโก้ปกต ิ
 1.3.5 ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือก
หุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกต ิ
 1.3.6 ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้ม
เมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกต ิ

1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

 1.4.1 ได้สารสกัดวัสดุเศษเหลือจากเมล็ดโกโก้ที ่มีฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อใช้ประโยชน์ทาง
เครื่องสําอาง 
 1.4.2 นําวัสดุเศษเหลือใช้ในชุมชนมาใช้ให้เกิดประโยชน์เชิงเศรษฐกิจ 
 1.4.3 เพิ่มมูลค่าเพิ่มรายได้ให้วิสาหกิจ,เกษตรกร และชุมชน 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

2.1  แนวคิด ทฤษฎี งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง   

 โกโก ้(Cocoa) มีชื่อเรียกทางวิทยาศาสตรว์่า Theobroma cacao L. เป็นไม้ผลยืนต้นมีอายุ
ยาวนานเป็น 70 ปีแต่อายุการให้ผลผลิตที่เก็บเกี่ยวในเชิงพาณิชย์ได้อยู่ระหว่าง 30-40 ปี เป็นพืชที่
ชอบร่มเงาบาง ๆ เริ่มออกดอกติดผลเมื่ออายุต้นได้ 2-3 ปี ออกดอกติดผลบริเวณล าต้นและกิ่งแก่ดอก
มีสีขาวขนาดเล็กออกเป็นกระจุกจ านวนมาก โดยต้นโกโก้จะทยอยออกดอกติดผลและเก็บเกี่ยวได้
ตลอดทั้งปี แต่ระยะเวลาที่เก็บเกี่ยวผลผลิตได้มากนั้นอยู่ในช่วงระยะต้นฤดูหนาวตั้งแต่เดือนตุลาคมไป
จนถึงต้นฤดูร้อนเดือนมีนาคมของทุกปี ต้นโกโก้ที่ได้น ้าอย่างสม ่าเสมอจะออกดอกติดผลและเก็บเกี่ยว
ผลผลิตได้ตลอดทั้งปี 

 
ภาพที่ 2.1 รูปต้นโกโก้ และผลโกโก้ จากวิสาหกิจชุมชนโกโก้นาง่ัว 

Shahanas et al. (2019) โกโก้เรียกได้ว่าเป็นสุดยอดอาหารระดับซูเปอร์ฟู้ด (Super food) 
ตัวหนึ่งเพราะมีสารอาหารที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพสูงมาก โกโก้มีคาร์โบไฮเดรต (31%), โปรตีน 
(11%), ไขมัน (54%), กากใย (16%) และมีแร่ธาตุต่าง ๆ โกโก้เป็นแหล่งที่ดีของสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ (bioactive compounds) เช่นโพลีฟีนอล (polyphenols) ที่ประกอบไปด้วยฟลาโวนอยด์
และที่ไม่ใช่ฟลาโวนอยด์ ซึ่งสารเหล่านี้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านการอักเสบ ช็อกโกแลตที่
มีฟลาโวนอยด์สูงช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการท างานของหลอดเลือดแดงส่วนปลาย ช็อกโกแลตช่วย
ยับยั้งโมเลกุลเชิงซ้อนที่น าไปสู่การเกิดมะเร็งได้ ฉนั้นโกโก้จึงเป็นอาหารที่ดีต่อสุขภาพ 
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Domínguez-Pérez et al. (2020) ประโยชน์ของโกโก้เพื่อสุขภาพ การหมักโกโก้ไม่ใช้แค่ได้
แค่กลิ่นและรสชาติแต่ยังน ามาซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) ซึ่งมีประโยชน์
ต่อสุขภาพ การศึกษาน้ีมุ่งตรงไปทีก่ารสกัดโปรตีนจากเมล็ดโกโก้ด้วยกระบวนการไฮโดรไลซิส (cocoa 
bean protein hydrolysis) กับไบโอแอคทีฟเปปไทด์ (bioactive peptides) ประโยชน์เพื่อสุขภาพ
ของโปรตีนจากเมล็ดโกโก้ด้วยกระบวนการไฮโดรไลซิสกับไบโอแอคทีฟเปป มทีั้งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, 
ลดความดันโลหิต, ป้องกันหรือบรรเทาอาการโรคเบาหวาน, ลดภาวะสมองเสื่อมและโรคอัลไซเมอร์, 
ป้องกันหรือลดโรคอ้วน และยับยั้งการเจริญของเน้ืองอกได้ด้วย 

โกโก้เป็นผลไม้ที่นิยมน ามาแปรรูปเป็นช็อกโกแลต ซึ่งกระบวนการผลิตช็อกโกแลตจะต้องน า
เมล็ดโกโก้ไปผ่านกระบวนการหมัก เพื่อสร้างสารต้ังต้นของสารให้กลิ่นรสช็อกโกแลตออกมา เมื่อหมัก
ได้ที่แล้วก็น าไปตากแดดให้แห้ง จะใช้เวลาตากแดดอยู่ประมาน 1 สัปดาห์ แล้วน าเมล็ดแห้งแล้วท า
การคั่วแบบทั้งเมล็ด (รวมเปลือก) เรียกว่า “ bean roasting” คั่วเสร็จแล้วก็น ามากะเทาะเปลือกแล้ว
จึงน าเอาส่วนของเนื้อใน มาบดละเอียดจนมีลักษณะเหลวข้นหนืดที่เรียกว่าโกโก้แมส (cocoa mass) 
จะท าการใส่น ้าตาลหรือสารปรุงแต่งอื่น ๆ ในระหว่างการบดก็ได้ แล้วน าไปท าการเทมเปอร์ แล้วจึง
น าไปหล่อลงพิมพ์ในรูปแบบต่าง ๆ เพื่อขึ้นรูปช็อกโกแลต ดังภาพข้างล่างนี ้

 
ภาพที ่2.2 รูปการกระเทาะผลโกโก้ จากวิสาหกิจชุมชนโกโก้นาง่ัว 
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ภาพที ่2.3 รูปผลโกโก้สด, การกะเทาะผลโกโก้ และการหมักโกโก้ในถังหมัก จากวิสาหกิจชุมชนโกโก้นางั่ว 

 
ภาพที ่2.4 รูปการตากแดดเมล็ดโกโก้ และการ cut test จากวิสาหกิจชุมชนโกโก้นาง่ัว 

 
ภาพที ่2.5 รูปสินค้าช็อกโกแลตที่ได้จากวิสาหกิจชุมชนโกโก้นาง่ัว 
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จากขั้นตอนการผลิตช็อกโกแลตในอุสาหกรรมอาหารนั้น จะมีกากเหลือทิ้งและผลิตภัณฑ์ที่
เกิดขึ้นหรือเป็นผลพลอยได้ที่ได้จากการผลิตผลิตภัณฑ์ช็อกโกแลตนั้นเกิดขึ้นเป็นจ านวนมากดังเช่น
การศึกษาของ Agudelo et al. (2021) บอกว่าในการผลิตช็อกโกแลตจะมีกากเหลือทิ้งและผลิตภัณฑ์
ที่เกิดขึ้นหรือเป็นผลพลอยได้จากการผลิตช็อกโกแลตมากถึง 80% เช่น เปลือกผลโกโก้ (cocoa pod 
husks ;PH), โกโก้เมล็ดลีบแบน (flat cocoa beans) หรือเรียกว่า “pasilla”(PA), เมล็ดโกโก้ที่มีกลิ่น
เหม็นหืน (musty cocoa beans ;MC), เมล็ดโกโก้เกรดรองลงมา (second quality cocoa beans 
;SQ) และเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก ้(cocoa bean shells) ดังในภาพต่อไปนี ้

 
ที่มา Agudelo et al. (2021) 

ภาพที ่2.6 รูป Cocoa byproducts 

 และในการศึกษาของ Llerena et al. (2023) ก็ยังมีเมือกหุ้มเมล็ดโกโก้ (mucilage) และ
เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก ้(bean shells) ที่เป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นหรือเป็นผลพลอยไดข้องโกโก้อีกด้วย 

 
ที่มา Llerena et al. (2023) 

ภาพที ่2.7 รูป Cocoa byproducts 
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ในการศึกษาเหล่านี้ยังบ่งบอกถึงว่ากากเหลือทิ้งและผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นหรือผลพลอยได้ที่ได้
จากการผลิตผลิตภัณฑ์ช็อกโกแลตนั้นยังมีสารส าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สามารถน ามาใช้เป็น
ประโยชน์ทั้งในอุสาหกรรมอาหาร, ยา และเครื่องส าอาง ดังได้เห็นในการศึกษาหลาย ๆ งานวิจัย 
ทั่วโลก และตัวอย่างงานวิจัยดังต่อไปน้ี 

Llerena et al. (2023) ศึกษาหาฤทธิ ์ทางชีวภาพของกากมวลชีวภาพเหลือทิ ้งของโกโก้   
2 ส่วน คือ เมือกหุ้มเมล็ดโกโก้ (mucilage) และเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ (bean shells), และศึกษาฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระของโกโก้ 2 ชนิด Nacional X Trinitario type (Fine Aroma) และ CCN-51 ศึกษา
หา Total polyphenol content, and total flavonoid content และศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
โ ด ย ว ิ ธี  2-azinobis (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid) cation bleaching, ferric-
reducing antioxidant power และ oxygen radical absorbance capacity เมือกหุ้มเมล็ดโกโก้ 
ของชน ิด Nacional X Trinitario ม ีค ่ าส ู งกว ่ า  ค ือ  TPC 105.08 mg gallic acid equivalents 
(GAE)/100 mL, TFC 36.80 mg catechin equivalents (CE)/100 mL, catechin (CAT) 35.44 
mg/g, pro-cyanidins (PCB2: 35.10; PCB1: 25.68; PCC1: 16.83 mg/L), epicatechin (EPI) 
13.71 mg/L, caffeine (CAF)0.90% และ theobromine (TBR) 2.65%. ส่วนเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ 
(bean shells) ชนิด CCN-51 มีค่าเหล่านี ้สูงกว่า TPC (42.17 mg GAE/100 g) and TFC (20.57 
mg CE/100 g). แต่อย่างไรก็ตามค่า CAT (16.16 mg/g), CAF (0.35%) and TBR (1.28%) ในชนิด
Nacional X Trinitario ให้ค่าที่สูงกว่า 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS, FRAP and ORAC ชนิด CCN-51 สูงกว่า Nacional X 
Trinitario เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ (bean shells) ทั้ง 2 ชนิดได้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 171.32, 192.22 
และ 56.87 mg Trolox equivalents (TE)/g, และ 167.06, 160.06 and 52.53 mg TE/g, ค่าต้าน
อนุม ูลอ ิสระ (ABTS, FRAP and ORAC) ของเม ือกหุ ้มเมล็ดโกโก้  และเปล ือกหุ ้มเมล็ดโกโก้  
มีความสัมพันธ์กันมากอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (<0.99) กับ procyanidins (B1, B2 and C1), EPI 
และ CAT (0.94) มีความสัมพันธ์กันค่อนข้างมากอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ methylxanthines 

การสกัดเมือกหุ้มเมล็ดโกโก ้ของ Llerena et al. (2023) เก็บเมือกหุ้มเมล็ดโกโก้จากขั้นตอน
การหมักแล้วน าน ้าที่ไหลออกมาจากการหมักมาปั่นเหวี่ยงที่ 5200× g เป็นเวลา 10 นาที แล้วเก็บ
เฉพาะส่วนใสไม่มีตะกอนมาในทดสอบต่อไป  

การสกัดเปลือกหุ ้มเมล็ดโกโก้ (bean shells) ของ Llerena et al. (2023) ใช้เปลือกหุ้ม
เมล็ดโกโก้ 0.3 g เติมmethanol 0.005 L น ้ากลั ่นและ formic acid ในอัตราส่วน (70:30:0.1%; 
v/v/v) น าไปปั่นบด 4 ครั้ง แล้วน าไปสกัดบน ultrasound bath เป็นเวลา 5 และ 10 นาที, แล้ว

น ามาปั่นเหวี่ยง centrifugeเป็นเวลา 10 นาที ที่รอบปั่น 2706× g อุณหภูมิ 5 ◦C ส่วนต่าง ๆ ได้มา
จากขั้นตอนดังในภาพน้ี 
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ที่มา Llerena et al. (2023) 

ภาพที ่2.8 รูปขั้นตอนการผลติและการได้มาซึ่ง Cocoa byproducts 

Huynh et al. (2023) ศึกษาการสกัดสาร alkaloid และ phenolic compounds โดยวิธี 
ultrasound และ Viscozyme L ของเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ cocoa bean (Theobroma cacao L.) 
shells (CBS) โดยมีตัวแปร 4 ตัว คือ อุณหภูมิการสกัดเครื่อง ultrasound (25–75oC), ระยะเวลา
การสกัดบน ultrasonic (25–65 นาที); ความเข้มข้นของ enzyme (Viscozyme L, 0.5–2.5%), 
และระยะเวลาการบ่มของ enzymatic (10–180 นาที) จากการศึกษาพบว่า อุณหภูมิการสกัดและ
ระยะเวลาการสกัดที่เพิ่มขึ้นมีผลท าให้ total phenolic content (TPC), total flavonoid content 
(TFC) และ antioxidant capacity (AC) มีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นจาก TPC, TFC, AC  2.35g เป็น 
4.15 g gallic acid equivalents/100 g dry weight (DW); 6.45–10.76 g rutin equivalents/100 
g DW; และ 14.91–26.19 mol Trolox equivalents/100 g DW, อุณหภูมิการสกัดที่ 55oC และ
ระยะเวลาการสกัดที่ 55 นาทีเป็นภาวะที่เหมาะสมส าหรับการสกัดโพลีฟีนอล ระยะเวลาการบ่มของ 
2.0–2.5% Viscozyme L ท าให้ได้ค่า TPC และ TFC ที่สูงขึ้น นอกเหนือจากนั้นระยะเวลาการบ่ม 
enzymatic ที ่ เวลา 10 นาที ท  าให้ได ้ค ่า caffeine, AC, TFC และTPC และระยะเวลาการบ่ม 
enzymatic ที่เวลา 40–50 นาที ท าให้ได้ค่า theobromine and catechin ที่สูงที่สุด 
  การเตรียมสารสกัดเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ (bean shells) ของ Huynh et al. (2023) ท าโดย
การบดและน าไปสกัดไขมันออกด้วยเครื่อง Soxhlet 4 ชั่วโมงและใช้ hexanes เป็นตัวท าละลาย 
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หลังจากนั้นน าไปท าให้แห้งในเครื่อง fume hood ข้ามคืนจนความชื้นอยู่ที่ 13.08% แล้วจึงน าผง
เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก ้ที่สกัดไขมันออกแล้วไปสกัดด้วยน ้ากลั่นและ Viscozyme L ต่อไป  

Agudelo et al. (2021) ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ของ anti-skin aging ต่าง ๆ
ของกากเหลือทิ้งจากการอุสาหกรรมอาหาร จากการศึกษาพบว่า สารสกัดจากเมล็ดโกโก้ที่เหม็นหืน 
(Musty cocoa beans; MC) และสารสกัดจากเมล็ดโกโก้เกรดรองลงมา (second-quality cocoa 
beans; SQ) มี polyphenol contents และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูงที่สุด ในการศึกษาการยับยั้ง
เอนไซม์ collagenase และ elastase สารสกัดจากเมล็ดโกโก้เกรดรองลงมา  (second-quality 
cocoa beans; SQ) ก็สามารถยับยั้งเอนไซม์ collagenase ได้ถึง 86% และก็สามารถยับยั้งเอนไซม์ 
elastase ได้ถึง 36% และยังมี catechin และ epicatechin สูงถึง 18.15 mg/100 g และ 229.8 
mg/100 g เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้เรียกได้ว่าเป็นแหล่งของ methylxanthine เพราะมี theobromine
สูงถึง 1085 mg และมี caffeine 267 mg/100 g  

การเตรียมสารสกัดของ Agudelo et al. (2021) น าวัตถุดิบที่ผ่านการหมักมาตากแห้งที่

อุณหภูมิ 40 ◦C เป็นเวลา 5 วัน พอแห้งแล้วน ามาบดให้เป็นเนื ้อเดียวกัน  น าไปสกัดบนเครื ่อง 
ultrasonic-assisted extraction 2 ครั้งโดยใช้ 100 mg ของตัวอย่างที่จะสกัดมาสกัดเอาไขมันออก
ด้วย hexane น าไปสกัดที่ ultrasonic bath 700 W เป็นเวลา 8 นาทีแล้วน าไปปั่นเหวี่ยง 15 นาทีที่
รอบการปั่น 13,000× g rpm น าตัวอย่างที่สกัดเอาไขมันออกแล้วมาท าให้แห้งแล้วจึงน ามาสกัดสาร
สกัดที่ต้องการด้วย 2 mL ด้วยตัวท าละลาย aqueous ethanol (70%) เป็นเวลา 50 นาทีที่เครื่อง 

ultrasonic อุณหภูมิ 30 ± 4 ◦C แล้วน าไปปั ่นเหวี ่ยงที่ 13,000 × g rpm เป็นเวลา 20 นาทีที่

อุณหภูม ิ4 ◦C เสร็จแล้วเลือกใช้ส่วนที่ใสไม่มีตะกอนเพ่ือน ามาวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ต่อไป 
การศึกษานี้ของ Agudelo et al. (2021) ยังใช้ response surface methodology (RSM) 

เพื่อหาค่าที่เหมาะสมที่สุดของการสกัดเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้บนเครื่อง high-intensity ultrasound 
จากการศึกษาสามารถหาค่า methylxanthinesได ้2 g ต่อนาทีและ epicatechinได ้0.2 g ต่อนาท ี

Agus et al. (2018) ศึกษาและวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ , proximate, phytosterol 
ของเมล็ดโกโก้ที ่ไม่หมัก , เมล็ดโกโก้ที ่ไม่คั ่ว, เมล็ดโกโก้ที ่คั ่วและเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ของโกโก้ 
Peninsular ประเทศมาเลเชีย จากการศึกษา proximate,total phenolic compound (Folin–
Ciocalteu reagent assay), antioxidant activity (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl scavenging 
assay) และส่วนประกอบ phytosterol พบว่า crude fiber ของเมล็ดโกโก้ที่ไม่คั ่วและเปลือกหุ้ม
เมล็ดโกโก้สูงขึ้นจาก 17.19 ไปเป็น 28.45% และ 13.86 ไปเป็น 16.06% หลังจากผ่านการคั่ว การ
คั ่วท าให้กากใยอาหารของโกโก้สูงขึ ้นโดยการท าปฎิกิริยากันของ  polysaccharides, protein, 
polyphenolic และผลิตภัณฑ์ที่มีปฏิกิริยา Maillard ที่ใช้ความร้อนสูง ค่าของสาร total phenolic 
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ในเมล็ดโกโก้และเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้อยู่ที่ 2.42 ถึง 10.82 µg GAE/ml เมล็ดโกโก้ที่ไม่หมักมีฤทธิ์
ต ้านอนุม ูลอิสระ (92.3%) สูงกว่าตัวอย่างอื ่น ๆ อย่างมีนัยยะส าคัญ  (p < 0.05) และพบว่า 

cholesterol, stigmasterol และ β-sitosterol มีอยูในเมล็ดโกโก้ที่คั่วและเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ 
Pattanakitjaroenchai et al. (2025) ได้ศึกษาเกี่ยวกับการสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่

ใช้ในทางเครื่องส าอางโดยใช้เปลือกโกโก้มาสกัดด้วยวิธีการสกัดด้วยไมโครเวฟ (MAE) กับตัวท า
ละลายที่ใช้โพลีออล (polyol-based solvents) ได้มีการเปรียบเทียบระหว่างชนิดของโพลีออล 
(propylene glycol (PG), butylene glycol, glycerin, hexylene glycol, and 1,2-hexanediol)
ความเข้มขน้ (20 %, 40 %, 60 %, and 80 % w/v), อัตราส่วนของแข็งต่อของเหลว, อุณหภูมิ และ
ระยะเวลาในการสกัด แล้วน ามาวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (TPC), ปริมาณฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด (TFC) และฤทธิ์ยับยั้งไทโรซิเนส การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า Prolylene glycol (PG) ใน
สภาวะที่เหมาะสม (60% w/v, อัตราส่วนของแข็งต่อของเหลว 1:50 , 100 °C, การสกัด 30 นาที) 
ช่วยเพิ่มปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดอยู่ที่ 59.57 ± 1.33 มก. GAE/กรัมตัวอย่าง, ปริมาณฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด (TFC) อยู่ที่ 242.24 ± 2.95 มก. QE/กรัมตัวอย่างและการยับยั้งไทโรซิเนสอยู่ที่ 4.75 ± 0.35 
มก. KAE/กรัมตัวอย่างได้อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับ EtOH และในการวิเคราะห์ LC-QQQ พบสาร
เคอร์ซิติน, คาเทชิน และไตรโกเนลลีนซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญในการยับยั้งไทโรซิเนสและลดปริมาณ 
เมลานิน อีกทั้งยังมีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยความเข้มข้น 1, 5 และ 10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร จากสารสกัด PG-MAE และ EtOH-MAE จัดอยู่ในกลุ่มที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ เนื่องจากความมี
ชีวิตรอดของเซลล์ยังคงสูงกว่า 80% ในทางกลับกันความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ส่งผลให้
ความมีชีวิตรอดของเซลล์ลดลงต ่ากว่า 80%  

การเตรียมวัตถุดิบและการสกัดของ Agus et al. (2018) เมล็ดโกโก้ที่คั่วท าโดยน าเมล็ดมาคั่ว
ที่ 140 °C เป็นเวลา40นาที ปอกเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ทั้งที่ผ่านการคั่วและไม่ผ่านการคั่วแล้วจึงน าไป
บด ส่วนการสกัดสาร น าตัวอย่างแต่ละส่วนทั ้ง (unfermented, unroasted, roasted cocoa 
beans and cocoa shells) มาอย่างละ10 g มาสกัดกับ 80% ethanolและเขย่าที่อุณหภูมิห้องแล้ว
จึงน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 3000 rpm เป็นเวลา 10 นาที แล้วเลือกใช้ส่วนที่ใสไม่มีตะกอนมากรองด้วย
กระดาษกรอง (Whatman No. 541) น าส่วนใสมาสกัดซ ้า 2 ครั้งด้วย ethanol เพื่อน ามาวิเคราะห์
สารออกฤทธ์ิ 

Pico-Hernández et al. (2020) ศึกษาพบค่า Polyphenol Extracts (PE) ของโกโก้ที ่ไม่
ผ ่ านการหม ั กอย ู ่ ที่  95.35, 7.45 และ  21.75 mg EE (epicatechin equivalents)/ g ds ของ 
monomers, dimers, and oligomers ตามล าดับ และพบค่า AC สูงสุดใน dimers การสกัด Solid-
liquid โดยใช้ผงโกโก้ท ี ่บดแล้วและสารละลาย 50% (v/v) ethanol ในอัตราส่วน 1:120 บน 
ultrasound bathที่ 20 kHz อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 15 นาที ปรับpH 6.0 โดยใช้ citric acid (10 
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mM) สกัดเป็นเวลา 30 minที่อุณหภูมิ 70 °C แล้วน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 4000 rpm เป็นเวลา 15 นาทีที่
อุณหภูมิ4 °C เลือกใช้ส่วนที่ใสไม่มีตะกอนมากรอกด้วยกระดาษกรอง (Whatman No. 1) น าไป
ระเหย ethanol ออกด้วยเครื่อง vacuum evaporation (55 °C 13,500 Pa) แล้วน า crude extract 
มาระเหยแห้งอีกทีด้วยเครื่อง freeze-dried อบครั้งแรก ที่อุณหภูมิ -40°C 13000 Pa เป็นเวลา 36 
ชั่วโมง และอบครั้งที่สองที่อุณหภูมิ -10 °C- 45 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนอกมาแช่แข็งที่
อุณหภูม ิ(-80 °C) และเก็บไว้ในที่มืดก่อนการน ามาวิเคราะห์สารออกฤทธ์ิต่อไป 
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1  สารเคม ี

ตารางที่ 3.1 สารเคม ี

Chemical 
Molecular 

Weight (g/mol) 
Company 

Acetic acid (analytical grade, purity 
99.8%) 

60 Qrec (New Zealand) 

Aluminum chloride (AlCl3), analytical 
grade, purity 98% 

241.43 Qrec (New Zealand) 

Catechin, HPLC grade, purity 98% 290.26 Sigma-Aldrich  
DI water - - 
Dimethyl sulfoxide (DMSO), purity 99% 78.13 LOBA CHEMIE™ (India) 
Dipotassium hydrogen phosphate 
(K2HPO4), analytical grade 

174.18 Ajax Finechem™ 
(Australia) 

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 
HPLC grade 

394.32 Sigma-Aldrich  

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 

- Thermo Fisher 
Scientific (USA) 

Ethanol, analytical grade, purity 99.7% 46.07 RCI Labscan (Ireland) 
Ferric chloride (FeCl3), analytical grade, 
purity 99% 

162.2 Qrec (New Zealand) 

Fetal bovine serum (FBS) - Gibco (USA) 
Folin–Ciocalteu’s phenol reagent, 
analytical grade 

94.11 LOBA CHEMIE PVT. 
LTD. (India) 

Gallic acid, HPLC grade, purity 99% 188.13 Sigma-Aldrich  
Hexane, analytical grade, purity 99% 86.17 RCI Labscan (Ireland) 
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ตารางที่ 3.1 (ต่อ) 

Chemical 
Molecular 

Weight (g/mol) 
Company 

Hydrochloric acid (HCl), analytical 
grade, purity 37% 

36.5 Carlo (Italy) 

L-3,4-Dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 197.19 Sigma-Aldrich  
Methanol, analytical grade, purity 
99.8% 

32.04 Qrec (New Zealand) 

Potassium dihydrogen phosphate 
(KH2PO4), analytical grade 

136.09 Ajax Finechem™ 
(Australia) 

Sodium acetate (CH3COONa), analytical 
grade, purity 99.5% 

136.08 Qrec (New Zealand) 

Sodium carbonate (Na2CO3), analytical 
grade, purity 99.5% 

105 LOBA CHEMIE PVT. 
LTD. (India) 

Sodium hydroxide (NaOH), analytical 
grade, purity 98.5% 

40 Carlo Erba (Thailand) 

Sodium nitrite (NaNO2), analytical 
grade, purity 98% 

69 Carlo Erba (Thailand) 

2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ), 
HPLC grade, purity 98% 

312.33 Sigma-Aldrich  

Trolox, HPLC grade, purity 99.87% 250.29 Sigma-Aldrich  
Tyrosinase (from mushroom) - Sigma-Aldrich  
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3.2  เครื่องมือและอุปกรณ ์

ตารางที่ 3.2 เครื่องมือและอุปกรณ ์

Instrument Model Company 
Arium pro ultrapure water 

system (18.2 MΩ·cm) 

Sartorius 
 

Germany 

Buchner funnel filtration set Jipo 
 

Germany 

Centrifuge (bench type) Velocity 18R Pro – Thermo 
Scientific 

USA 

Electronic analytical balance (4 
decimal places) 

Model MS204TS – Mettler 
Toledo 

Switzerland 

Hot air oven Memmert – Metrittech Co., Ltd. Thailand 
Micro pipette (10–100 µL and 
100–1000 µL) and pipette tips 

Pipet-Lite PL+ – Mettler Toledo Switzerland 

Rotary evaporator Model R300 – BUCHI Switzerland 
Ultrasonic cleaner set Model WUC-D03H – DAIHAN 

Scientific 
Korea 

Ultrasonic-Assisted Extraction  Model DW-IID – DRAWELL  China 
UV-Visible spectrophotometer SPECORD 200 PLUS  Germany 
Vortex mixer Vortex-Genie 2 – Scientific 

Industries 
USA 

3.3  วิธีการด าเนินการวิจัย 

 3.3.1 การเตรียมตัวอย่างวัสดุเศษเหลือโกโก้ 
 วัตถุดิบโกโก้ทั้งหมด ได้แก่ เมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้และเมล็ดโกโก้
ปกติถูกจัดหามาจากกลุ่มวิสาหกิจชุมชนโกโก้นางั่ว ต าบลนางั่ว อ าเภอเมือง จังหวัดเพชรบูรณ์ โดย
เมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ และเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ ถือเป็นผลพลอยได้ที่ปกติจะถูกคัดทิ้ง ซึ่ง
วัตถุดิบเหล่านี้เป็นส่วนที่เหลือจากการแปรรปูเพ่ือผลิตช็อกโกแลต  
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 การเตรียมเมล็ดโกโก้งอก ท าโดยกะเทาะเปลือกออกจากผลโกโก้สดแล้วเลือกเฉพาะเมล็ด
โกโก้สดที่มีรากงอกออกมา แล้วน าไปท าแห้งโดยการน าไปตากแดดโดยเกลี้ยเมล็ดทุก ๆ ชั่วโมง เพื่อให้
เมล็ดโกโก้ไม่ติดกันและแห้งเท่ากันทั่วเมล็ด ใช้เวลาการตาก 7-12 วัน พอเมล็ดแห้ง (วัดค่าความชื้น
ของเมล็ดโกโก้แห้งได้ไม่เกิน 7%) ก็เก็บเมล็ดไว้ในถุงปิดสนิทเพื่อป้องกันความชื้นและแสงแดดจนกว่า
จะน ามาผ่านกรรมวิธีการสกัดต่อไป 
 การเตรียมเมล็ดโกโก้ลีบ เมล็ดโกโก้ลีบได้จากการคัดเมล็ดโกโก้ที่ผ่านการหมักและตากแห้ง
แล้ว โดยคัดเมล็ดที่ขนาดปกติไปท าช็อคโกแลตและเมล็ดที่ลีบไม่ได้ขนาดวิสาหกิจชุมชนโกโก้นางั่วนี้
คัดทิ้ง แล้วจึงเก็บตัวอย่างเมล็ดโกโก้ลีบนี้มาเก็บไว้ในถุงปิดสนิทเพื่อป้องกันความชื้ นและแสงแดด
จนกว่าจะน ามาผ่านกรรมวิธีการสกัดต่อไป  
การหมักเมล็ดโกโก้ท าโดยการน าเมล็ดโกโก้งอกมาใส่ในลังที่วางใบตองไว้ข้างในทั้งสี่ด้านรวมถึงน า
ใบตองมาวางปิดข้างบนเมล็ดโกโก้ด้วยและวางลังไว้ที่อุณหภูมิห้อง อยู่ภายใต้หลังคาไม่ตากแดด  
หลังจากนั้น 3 วัน น าใบตองออกทั้งหมดและเริ่มการกลับกอง โดยจะคลุกกลับกองทุก  ๆ 2 วัน จน
การหมักนั้นสมบูรณ์ทั่วกัน ใช้เวลาการหมักทั้งหมด 7-8 วัน หลังจากนั้นน าเมล็ดโกโก้ออกมาตากแดด 
โดยเกลี้ยเมล็ดทุก ๆ ชั่วโมง เพื่อให้เมล็ดโกโก้แห้งเท่ากันทั่วเมล็ด ใช้เวลาการตาก 7-12 วัน พอเมล็ด
แห้ง (วัดค่าความชื้นของเมล็ดโกโก้แห้งได้ไม่เกิน 7%) แล้วจึงน ามาคัดเมล็ดและเก็บเมล็ดไว้ในถุงปิด
สนิทเพื่อป้องกันความชื้นและแสงแดดจนกว่าจะน ามาผ่านกรรมวิธีการสกัดต่อไป 
 การเตรียมเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้จะได้จากขั้นตอนการน าเมล็ดโก้โก้ที่
ผ่านการหมักและผ่านการคัดเมล็ดแล้วน าไปคั่วแล้วจึงแยกส่วนเปลือกและเนื้อในเมล็ดออกจากกัน ซึ่ง
เนื้อในเมล็ดก็น าไปท าช็อคโกแลตต่อไป  
 การเตรียมเมล็ดโกโก้ปกติ ท าโดยกะเทาะเปลือกออกจากผลโกโก้สดแล้วเลือกเฉพาะเมล็ด
โกโก้สดที่ปกติไม่มีรากงอกออกมา แล้วน าไปท าแห้งโดยการน าไปตากแดดโดยเกลี้ยเมล็ดทุก ๆ ชั่วโมง 
เพื่อให้เมล็ดโกโก้ไม่ติดกันและแห้งเท่ากันทั่วเมล็ด ใช้เวลาการตาก 7 -12 วัน พอเมล็ดแห้ง (วัดค่า
ความชื้นของเมล็ดโกโก้แห้งได้ไม่เกิน 7%) ก็เก็บเมล็ดไว้ในถุงปิดสนิทเพื่อป้องกันความชื้นและ
แสงแดดจนกว่าจะน ามาผ่านกรรมวิธีการสกัดต่อไป 
ตารางที่ 3.3 สรุปขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบโกโก้แต่ละชนิด 

ชนิดวัตถุดิบ การคัดเลือก/กระบวนการหลัก สถานะการหมัก สถานะการคั่ว 

เมล็ดโกโก้งอก กะเทาะฝัก → ตากแห้ง  ไม่หมัก ไม่คั่ว 

เมล็ดโกโก้ลีบ หมัก  → ตากแห้ง  ผ่านการหมัก ไม่คั่ว 
เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ หมัก → ตากแห้ง → คั่ว → แยกส่วน

เปลือกหุ้มออก 

ผ่านการหมัก ผ่านการคั่ว 

เมล็ดโกโก้ปกติ กะเทาะฝัก → ตากแห้ง  ไม่หมัก ไม่คั่ว 
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 การเตรียมเมล็ดโกโก้ปกติและเมล็ดโกโก้งอก (Fresh-Dried Path) วัตถุดิบเหล่านี้ได้จากการ
คัดแยกเมล็ดสดออกจากผลโกโก้ทันที เมล็ดปกติคือเมล็ดที่ไม่มีรากงอก ส่วนเมล็ดงอกคือเมล็ดที่มีราก
งอกออกมา  
 การเตรียมเมล็ดโกโก้ลีบ (Fermented and Culling Path) เมล็ดโกโก้ลีบได้มาจากการคัด
ทิ้งหลังกระบวนการหมักและการตากแห้ง เมล็ดลีบคือเมล็ดที่ไม่สมบูรณ์ซึ่งถูกคัดทิ้งออกจากเมล็ดที่ใช้
ผลิตช็อกโกแลต 
 การเตรียมเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ (Fermented, Roasted, and Winnowing Path) เปลือก
หุ้มเมล็ดโกโก้เป็นผลพลอยได้จากขั้นตอนสุดท้ายของการเตรียมเนื้อในเมล็ด เมล็ดเหล่านี้ผ่านขั้นตอน
การหมักและการคัดเมล็ดสมบูรณ์ตามปกติ ก่อนจะถูกน าไป คั่ว (Roasting) แล้วจึงแยกส่วนเปลือก
หุ้มออกจากเนื้อในเมล็ด 
 หลังจากได้ตัวอย่างข้างต้นทั้ง 4 ชนิด เมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และ
เมล็ดโกโก้ปกติ น าวัตถุดิบแห้งทั้งสี่ชนิดมาบดละเอียดด้วยเครื่องปั่นและน ามาร่อน ก่อนน าไปจัดเก็บ
ในถุงปิดสนิทเพื่อรอการสกัด 
 3.3.2  การสกัดสารออกฤทธิ์จากวัสดุเศษเหลือเมล็ดโกโก้ด้วยวิธี Ultrasonic-Assisted 
Extraction 
 น าวัตถุดิบแห้งของเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติมา
บดละเอียดด้วยเครื่องปั่น แล้วน ามาสกัดไขมันออกโดยใส่ Hexane 150 ml ต่อโกโก้ 50 g น ามาสกัด
ด้วยเครื ่องกวนสาร (Magnetic Stirrer) 15 นาที และน าไปสกัดในเครื ่องสกัดคลื ่นความถี ่สูง
(Ultrasound-Assisted Extraction) เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นน ามากรองสุญญากาศแยกผง
โกโก้ออกจากของเหลว ด้วยเครื่อง Suction ใช้กระดาษกรอง Whatman เก็บสารละลายส่วนใส  
ท าการสกัดทั้งหมด 3 ครั้ง แล้วครั้งสุดท้ายแยกผงโกโก้ที่สกัดน ้ามันออกแล้วไปผึ่งให้แห้ง 
 น าสารละลายส่วนใสมาระเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator เพื่อวัดค่า Yield ของ
ไขมันโกโก้ที่ได้ของแต่ละส่วนการสกัดทั้งเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ด
โกโก้ปกต ิ
 น าผงโกโก้ที่สกัดน ้ามันออกและผึ่งให้แห้งแล้ว มาสกัดสารส าคัญโดยเติม 75%Ethanol 
ปริมาณ 150 mL น ามาสกัดด้วยเครื่องกวนสาร (Magnetic Stirrer) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และน าไป
สกัดในเครื่องสกัดคลื่นความถี่สูง(Ultrasound-Assisted Extraction) เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้น
แยกของเหลวด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge)  8,000 rpm ที่อุณหภูมิ 25 องศา เป็น
เวลา 15 นาที (ท าซ ้า 2 ครั้ง) เก็บสารละลายส่วนใส มาระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ 
(Rotary Evaporator) แล้วน าสารสกัดที่ได้เก็บในภาชนะป้องกันความชื้นและแสงจนกว่าจะน าไป
ตรวจหาสารส าคัญในขั้นตอนต่อไป 
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 3.3.3  การทดสอบหาปริมาณสารฟีนอลิกรวม 
 วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric method 
เปรียบเทียบกับ สารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Kupina et al. 
(2018) และ Sansenya et al. (2021) สร้างกราฟมาตรฐานโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานกรด 
แกลลิก (Gallic acid: GA) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 10 30 50 70 100 150 และ 200 ppm แต่ละ
ความเข้มข้นท าการวิเคราะห์โดยเติมสารละลาย Folin-ciocalteu’s ความเข้มข้น 10% ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารมาตรฐานแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เขย่าด้วยเครื่อง Vortex mixer ตั้งทิ้งไว้ในความมืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เติม
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 7.5% ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ในความ
มืด ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที (ปริมาตรรวมทั้งหมด 10 มิลลิลิตร ท าซ ้า 3 ครั้ง) น าสารละลาย
มาตรฐานแต่ละความเข้มข้นไปวัด 
 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตรโดยใช้เครื ่อง Ultra violet -Visible 
Spectrophotometer (UV-VIS) จากนั้นน ามาสร้างกราฟมาตรฐาน โดยที่แกน x คือ ความเข้มข้นใน
หน่วย ppm และแกน y คือ ค่าการดูดกลืน ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกในตัวอย่างเมล็ดโกโก้
ปกติ, เมล็ดโกโก้งอก, เมล็ดโกโก้ลีบ และ เปลือกของเมล็ดโกโก้ โดยเตรียมท านองเดียวกันกับสาร
มาตรฐาน แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืน น าค่าการดูดกลืนที่วัดได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน ได้ปริมาณ
สารฟีนอลิกรวมในหน่วยมิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด (mg GA/g extract) 
 3.3.4 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 
 การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total flavonoid content) โดยวิธี Aluminium 
chloride ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Kongdin et al. (2023) สร้างกราฟมาตรฐานโดยเตรียม
สารละลายมาตรฐานแคทีชิน ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 50 100 200 300 400 500 และ 600 ppm 
แต่ละความเข้มข้นท าการวิเคราะห์โดยเติมสารละลายมาตรฐาน ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร เติมน ้ากลั่น 2.4 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไนไตร์ท (NaNO2) ความเข้มข้น 
5% ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที เติมสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ 
(AlCl3) ความเข้มข้น 10% ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน ้ากลั่น 1.4 มิลลิลิตร 
ตั้งทิ้งไว้ในความมืด ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที (ปริมาตรรวมทั้งหมด 6 มิลลิลิตร ท าซ ้า 3 ครั้ง) 
และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร โดยใช้เครื ่อง Ultra violet -Visible 
Spectrophotometer (UV-VIS) จากนั้นน ามาสร้างกราฟมาตรฐาน โดยที่แกน x คือ ความเข้มข้นใน
หน่วย ppm และแกน y คือ ค่าการดูดกลืน ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมในตัวอย่าง 
โดยเตรียมท านองเดียวกันกับสารละลายมาตรฐาน แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืน น าค่าการดูดกลืนที่วัด
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ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน ได้ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมในหน่วยมิลลิกรัมแคทีชินต่อกรัมสารสกัด 
(mg CA/g extract) 
 3.3.5  การทดสอบหาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

ทดสอบหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH radical scavenging assay (DPPH) ดัดแปลง
จากงานวิจัยของ Sansenya et al. (2021) โดยใช้โทรลอกซ์ (Trolox) เป็นสารละลายมาตรฐาน ที่
ความเข้มข้น 10 20 30 40 50 60 และ 70 ppm ท าการวิเคราะห์โดยเติมสารมาตรฐานหรือตัวอย่าง 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร เติมสารละลายดีพีพีเอช (DPPH) ความ
เข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ในความมืด ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที 
(ปริมาตรรวมทั้งหมด 5 มิลลิลิตร ท าซ ้า 3 ครั้ง) และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโน
เมตร โดยใช้เครื่อง Ultra violet -Visible Spectrophotometer (UV-VIS) น าค่าการดูดกลืนที่วัดได้ 
(A) ค านวณค่า (%Radical scavenging activity) หรือ %Inhibition ดังสมการที่ 1 จากนั้นน าค่าที่
ค านวณได้มาสร้างกราฟมาตรฐาน โดยที่แกน y คือ %Inhibition แกน x คือความเข้มข้นของสาร
มาตรฐานโทรลอกซ์ จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนของตัวอย่าง แล้วค านวณหาค่า %Inhibition ดังสมการ
ที่ 1 จากนั้นน าค่าที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐาน ค านวณหาปริมาณฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ 
DPPH ในหน่วยมิลลิกรัมโทรลอกซ์ต่อกรัมสารสกัด (mg TE/g extract) 
 ทดสอบหาฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระโดยวิธ ี Ferric reducing/antioxidant power (FRAP) 
assay) ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Xiao et al. (2020)  สร้างกราฟมาตรฐานโดยเตรียมสารละลาย
มาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 25 50 100 150 200 250 และ 300 ppm 
แต่ละความเข้มข้นท าการวิเคราะห์โดยเติมน ้ากลั่น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 15 
มิลลิลิตร เติมสารมาตรฐาน ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย FRAP ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (ปริมาตรรวมทั้งหมด 4.1 มิลลิลิตร 
ท าซ ้า 3 ครั้ง) และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง Ultra violet 
-Visible Spectrophotometer (UV-VIS) จากนั้นน ามาสร้างกราฟมาตรฐาน โดยที่แกน x คือ ความ
เข้มข้นในหน่วย ppm และแกน y คือ ค่าการดูดกลืน ค านวณหาความสามารถในการรีดิวซ์ FRAP  
 ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ FRAP ในตัวอย่างสารสกัด โดยเตรียม
ท านองเดียวกันกับสารละลายมาตรฐาน แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืน น าค่าการดูดกลืนที่วัดได้ไปเทียบ
กับกราฟมาตรฐาน ค านวณหาความสามารถในการรีดิวซ์ FRAP ในหน่วยมิลลิกรัมโทรลอกซ์ต่อกรัม
สารสกัด (mg TE/g extract) 
 3.3.6  การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 ขั้นแรกให้ละลายสารสกัดด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสม สารสกัดที่ละลายจะใช้ในการเตรียม
กราฟด้วยความเข้มข้นที่แตกต่างกัน 0.030 , 0.060, 0.090, 0.120, 0.150, 0.180, 0.210, 0.240 
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มล. จากนั้นผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟตและเอนไซม์ไทโรซิเนสจากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37°C เป็นเวลา 4 นาที แล้วเติม L-DOPA ปริมาตร 360 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มปฏิกิริยาอีก 10 นาที 
ที่อุณหภูมิ 37°C ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร โดยใช้เครื่องสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ จากนั้นค่าที่ได้จะถูกค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้ง โดยที่ค่าเปอร์เซ็นต์ของการ
ยับยั้งจะน าไปค านวณเป็นค่า IC50 และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่ากับกรดโคจิกต่อกรัมของสาร
สกัด (มิลลิกรัม กรดโคจิก/กรัม สารสกัด) 
 3.3.7 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์
 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity) ด้วยวิธี MTT assay 
 การวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณ โดยทดสอบหา cell viability โดยเซลล์ที่มีชีวิตจะสามารถ ใช้ 
enzyme succinate dehydrogenase ใน  mitochondria เพ ื ่ อ ท  าปฏ ิ ก ิ ร ิ ย าก ั บสาร  3 - ( 4 , 
5dimethylthiazol- 2 -yl) -2 , 5 -diphenyl tetrazolium bromide (MTT)  ท ี ่ ม ี ส ี เหล ื อง  และ
เปลี่ยนเป็นformazan product ซึ่งมีสีม่วงน ้าเงิน (แต่ไม่ละลายในน ้า) หลังจากละลายสีภายในเซลล์
ด้วยDimethyl sulfoxide (DMSO) จึงท าการวัดหาปริมาณ formazan product ที่เกิดขึ้น โดยวัดค่า
การดูดกลืนแสง (Absorbance) ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
  3.3.7.1 การเตรียมเซลล์เพื่อใช้ในการทดสอบ 
  ท าการเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH/3T3 ในจาเพาะเลี้ยง (culture flask) ด้วยอาหาร

เลี ้ยงเซลล์ (DMEM + 10% fetal bovine serum) และบ่มที่อุณหภูมิ 37 ◦C ในที่มีความชื้นซึ่ง
ประกอบด้วย CO2 5% เมื ่อพบว่าเซลล์ท ี ่ เล ี ้ยงมีความเข้มข้นที ่ เหมาะแก่การท าทด (Cell 
confluency) จึงน าไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
   ท าการเลี้ยงเซลล์ใน 96-well plate (flat bottom) โดยใช้ความหนาแน่นของเซลล์ 1 

x104 เซลล์/หลุม (10,000 cells/well) โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 ◦C ในที่มีความชื้นซึ่งประกอบด้วย 
CO2 5% เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
  3.3.7.2 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์
  เมื่อครบ 24 ชั่วโมง เซลล์ที่เลี้ยงใน 96-well plate จะถูกน ามาเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ 
โดยท าการปิเปตต์อาหารเลี้ยงออก และน าอาหารเลี้ยง (DMEM) ที่มีสารสกัดความในความเข้มข้น 
ต่าง ๆ ซึ่งการทดสอบจะใช้ที่ความเข้มข้นในช่วง 1-10,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (treatment) โดย

อาหารเลี้ยงที่ไม่ได้เติมสารสกัดใช่เป็นตัวแปรความคุม (control) จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 ◦C ในที่มี
ความชื้นซึ่งประกอบด้วย CO2 5% เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาบ่มจึงท าการปิเปตต์
อาหารเลี้ยงออก และน าการเติมสารสะลาย MTT ที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในอาหาร
เลี้ยง (DMEM) ท าการป้องกันแสงโดยการท า well plate ห่อหุ้มด้วยอลูมิเนียมฟอยล์จากนั้นบ่มที่
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อุณหภูมิ 37 ◦C ในที ่มีความชื ้นซึ ่งประกอบด้วย CO2 5% เป็นระยะเวลา 3 ชั ่วโมง เมื ่อครบ
ระยะเวลาบ่ม ท าการปิเปตต์สารละลายMTT ทิ้ง และล้างเซลล์ด้วย PBS (Phosphate Buffered 
Saline) และเติม DMSO เครื่องเขย่าแบบวงโคจร (orbital shaker) เป็นเวลา 15 นาที ที่ 300 rpm 
ด้วย microplate reader (BMG LABTECH) เพื่อละลายตะกอนสีม่วงของ formazan ที่เกิดขึ้นจาก
เซลล์ที่มีชีวิต จากนอกนั้นวัดค่าดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate 
reader โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดเทียบกับหลุมที่เป็น Blank (ไม่มีเซลล์) และuntreated 
cells (เซลล์ที่ไม่ได้ทดสอบกับสารสกัด) อัตราการรอดชีวิตของเซลล์จะถูกค านวณตามสมการนี้  
 Cell Viability (%) = [(Abs. of treatment - Abs. of blank) / (Abs. of control - Abs. 
of blank)] * 100 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

4.1 ผลการเตรียมสารสกดัและร้อยละผลผลิตสารสกัด 

 ก่อนท ำกำรสกัดสำรออกฤทธิ์ทำงเครื่องส ำอำงเพื่อวิเครำะห์ปริมำณฟีนอลิก ปริมำณฟลำโว
นอยด์ ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและควำมเป็นพิษต่อเซลล์ได้ท ำกำรสกัด
ไขมันในตัวอย่ำงออกก่อนโดยใช้เฮกเซนท ำให้ได้สำรสกัดของเหลวสีเหลืองอ่อน ร้อยละผลผลิต (%
Yield) ของไขมันโกโก้ที่ได้ของแต่ละส่วนซึ่งแสดงผลในตำรำงที่ 4.1  
 ผลกำรสกัดสำรออกฤทธิ์ทำงเครื่องส ำอำงโดยใช้เอทำนอล 75% ด้วยวิธีกวน 1 ชั่วโมง ต่อ
ด้วยกำรใชค้ลื่นควำมถี่สูง 15 นำที ได้สำรสกัดดังภำพที่ 4.1 และตำรำงที่ 4.2 

 
ภาพที่ 4.1 สำรสกัดจำกโกโก้ที่สกัดด้วย 75 เปอร์เซ็นเอทำนอล (ก) เมล็ดโกโก้ปกติ (ข) เมล็ดโกโก้

งอก (ค) เมล็ดโกโก้ลีบ (ค) เปลือกโกโก้ 

 จำกกำรวิจัยพบว่ำ เมื่อด ำเนินกำรสกัดไขมันจำกเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้ม
เมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกตอิอกแล้วนั้น จะได้ไขมันออกมำเป็นของเหลวสีเหลืองอ่อนและเมื่อทิ้งไว้
ที่อุณหภูมิห้องข้ำมคืนจะกลำยเป็นไขมันที่แข็งสีเหลืองอ่อน โดยมีค่ำร้อยละผลผลิต (% Yield) เท่ำกับ 
28.65±0.62 %, 24.98±0.82 %, 26.31±0.35 %, 19.36±0.91 % ตำมล ำดับ ดังแสดงในตำรำงที่ 
4.1 
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ตารางที่ 4.1 ร้อยละผลผลิต (% Yield) ของกำรสกัดไขมันโกโก้ของเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ 
เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกต ิ

สารสกัด ร้อยละผลผลิตของไขมันโกโก้ ( % Yield) 
เมล็ดโกโก้งอก 24.98± 0.82%c 

เมล็ดโกโก้ลีบ 26.31± 0.35%b 

เปลือกหุ้มเมลด็โกโก้ 19.36± 0.91%d 

เมล็ดโกโก้ปกต ิ 28.65± 0.62%a 

หมายเหตุ ค่ำที่แสดง คือ ค่ำเฉลี่ย±ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (n=3) ตัวอักษรที่เหมือนกันก ำกับในแนว
คอลัมน์บ่งช้ีว่ำ ค่ำเฉลี่ยที่แสดงไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p>0.05) 

 ผลกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำ ปริมำณสำรสกัดจำกเมล็ดโกโก้ปกติสูงกว่ำส่วนอื่น เนื่องจำก
เป็นระยะที่ยังคงมีไขมันและสำรประกอบชีวภำพต่ำง ๆ อยู่ครบถ้วน ในขณะที่เมล็ดโกโก้งอกมีกำรใช้
ไขมันบำงส่วนเป็นแหล่งพลังงำนในกระบวนกำรงอก จึงท ำให้ปริมำณสำรสกัดลดลง ผลดังกล่ำว
สอดคล้องกับงำนของ Aunillah et al. (2021)  
 จำกกำรวิจัยพบว่ำ เมื่อด ำเนินกำรสกัดสำรสกัดโกโก้จำกเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือก
หุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติแล้วนั้น จะได้สำรสกัดโกโก้ออกมำเป็นสำรสกัดหยำบสีน ้ำตำลเข้ม 
โดยที่สำรสกัดจำกเมล็ดโกโก้ปกติจะมีค่ำร้อยละผลผลิตเท่ำกับ 18.14±0.44% ซึ่งเป็นค่ำที่สูงสุดเมื่อ
เทียบกับวัตถุดิบอื่นซึ่งมำกกว่ำงำนวิจัยของ Aunillah et al. (2021) ที่สกัดด้วยวิธี ultrasound และ
เอทำนอลได้ร้อยละผลผลิตเท่ำกับ 10.91±1.38% และรองลงมำจะเป็นเมล็ดโกโก้งอกมีค่ำเท่ำกับ 
9.82±0.44%, เมล็ดโกโก้ลีบมีค่ำเท่ำกับ 6.63±0.34% และเปลือกโกโก้มีค่ำร้อยละผลผลิตน้อยที่สุด
เท่ำกับ 4.33±0.18% ดังแสดงในตำรำงที่ 4.2   
ตารางที่ 4.2 ร้อยละผลผลิต (% Yield) ของสำรสกัดโกโก้ของเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือก

หุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกต ิ

สารสกัด ร้อยละผลผลิตของสารสกัดโกโก้ (% Yield) 
เมล็ดโกโก้งอก 9.82±0.44%b 

เมล็ดโกโก้ลีบ 6.63±0.34%c 

เปลือกหุ้มเมลด็โกโก้ 4.33±0.18%d 

เมล็ดโกโก้ปกต ิ 18.14±0.44%a 

หมายเหตุ ค่ำที่แสดง คือ ค่ำเฉลี่ย±ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (n=3) ตัวอักษรที่เหมือนกันก ำกับในแนว
คอลัมน์บ่งช้ีว่ำ ค่ำเฉลี่ยที่แสดงไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p>0.05) 
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4.2 ผลการทดสอบหาปริมาณสารฟนีอลิกรวม  

 จำกกำรวิจัยพบว่ำ เมื่อน ำสำรสกัดโกโก้มำทดสอบหำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกรวมของ
ทั้งเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติโดยใช้วิธี Folin-Ciocalteu 
Assay แล้วนั้น พบว่ำเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้และเมล็ดโกโก้ปกติมีปริมำณฟีนอลิกรวมสูงที่สุดอยู่ที่ 
269.09±1.85a และ 260.87±15.26a mg GA/g extract ตำมล ำดับโดยไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมี
นัยส ำคัญ รองลงมำเป็นเมล็ดโกโก้งอก และเมล็ดโกโก้ลีบที่ 185.14±0.63b และ 161.25±2.94c mg 
GA/g extract ตำมล ำดับ ดังตำรำงที่ 4.4 ซึ่งงำนวิจัยของ Utami et al. (2016) รำยงำนว่ำ เปลือก
โกโก้เป็นแหล่งที่ดีของสำรต้ำนอนุมูลอิสระและสำรฟีนอลิก ส่วนปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกรวมของ
เมล็ดโกโก้ปกติมีปริมำณน้อยกว่ำงำนวิจัยของ Aunillah et al. (2021) ที่สกัดด้วยวิธี ultrasound 
และเอทำนอล ซึ่งมีปริมำณฟีนอลิกรวมเท่ำกับ 306.63±31.4 mg GAE/g sample แต่ยังไม่พบ
งำนวิจัยฉบับไหนที่น ำเมล็ดโกโก้ลีบและเมล็ดโกโก้งอกมำท ำกำรทดลอง 
ตารางที่ 4.3 ปริมำณสำรฟีนอลิกรวมของสำรสกัดโกโก้ของเเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้ม

เมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกต ิ

สารสกัด 
ปริมาณสารฟนีอลิกรวม 
(mg GA/g extract) 

เมล็ดโกโก้งอก 185.14±0.63b 

เมล็ดโกโก้ลีบ 161.25±2.94c 
เปลือกหุ้มเมลด็โกโก้ 269.09±1.85a 

เมล็ดโกโก้ปกต ิ 260.87±15.26a 

หมายเหตุ ค่ำที่แสดง คือ ค่ำเฉลี่ย±ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (n=3) ตัวอักษรที่เหมือนกันก ำกับในแนว
คอลัมน์บ่งช้ีว่ำ ค่ำเฉลี่ยที่แสดงไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p>0.05) 

4.3 ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 

 จำกกำรวิจัยพบว่ำ เมื่อน ำสำรสกัดโกโก้มำทดสอบหำปริมำณสำรประกอบฟลำโวนอยด์รวม
ของทั้งเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติ โดยใช้วิธี Aluminum 
Chloride Colorimetric Assay แล้วนั้น พบว่ำเมล็ดโกโก้ปกติมีปริมำณฟลำโวนอยด์รวมสูงที่สุดอยู่ที่ 
260.16±13.09a mg CA/g extract ซึ่งมีปริมำณฟลำโวนอยด์รวมใกล้เคียงกับงำนวิจัยของ Emelda 

and Wahyudin (2014) เท่ำกับ 272 mg CA/g extract รองลงมำเป็นเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้, เมล็ด
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โกโก้งอก และเมล็ดโกโก้ลีบที่ 215.71±6.25b, 156.86±0.19c, และ 41.13±1.35d mg CA/g extract 
ตำมล ำดับ ดังตำรำงที ่4.5 ซึ่งเมล็ดโกโก้ปกติและเปลือกเมล็ดโกโก้มีปริมำณฟลำโวนอยด์รวมมำกกว่ำ
งำนวิจัยที่ศึกษำเกี่ยวกับฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของเปลือกเมล็ดโกโก้ส ำหรับกำรพัฒนำเป็นผลิตภัณฑ์ชำ
จำกโกโก้ที่สกัดด้วยเอทำนอลควำมเข้มข้นร้อยละ 60 เป็นเวลำ 1 ชั่วโมงด้วยเครื่องอัลตร้ำโซนิค มี
ปริมำณฟลำโวนอยด์รวมของสำรสกัดเนื้อเมล็ดโกโก้และเปลือกเมล็ดโกโก้เท่ำกับ 172.00 และ
126.10 มิลลิกรัมสมมูลของเควอซิทินต่อกรัมของชำแห้ง (Chungsiriporn et al., 2023) ส่วนเมล็ด
โกโก้งอกและเมล็ดโกโก้ลีบยังไม่พบงำนวิจัยฉบับไหนที่น ำมำท ำกำรทดลอง  
ตารางที่ 4.4 ปริมำณฟลำโวนอยด์รวมของสำรสกัดโกโก้ของเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้ม

เมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกต ิ

สารสกัด 
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม 

(mg CA/g extract) 
เมล็ดโกโก้งอก 156.86±0.19c 

เมล็ดโกโก้ลีบ 41.13±1.35d 
เปลือกหุ้มเมลด็โกโก้ 215.71±6.25b 

เมล็ดโกโก้ปกต ิ 260.16±13.09a 

หมายเหตุ ค่ำที่แสดง คือ ค่ำเฉลี่ย±ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (n=3) ตัวอักษรที่เหมือนกันก ำกับในแนว
คอลัมน์บ่งช้ีว่ำ ค่ำเฉลี่ยที่แสดงไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p>0.05) 

4.4 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 4.4.1 ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของสำรสกัด 
 จำกกำรวิจัยพบว่ำ เมื่อน ำสำรสกัดโกโก้มำทดสอบหำปริมำณฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ DPPH, 
%Inhibition และ IC50 ของทั้งเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติ
โดยใช้วิธี DPPH Radical Scavenging Assay แล้วนั้น พบว่ำเมล็ดโกโก้ปกติ , เมล็ดโกโก้งอกและ
เปลือกหุ ้มเมล็ดโกโก้ มีปริมำณฤทธิ ์ต้ำนอนุมูลอิสระอยู ่ที ่ 179.85±1.89a, 141.24±0.58b และ 
107.41±2.67c mg TE/g extract,  % Inhibition อย ู ่ที่  84.78±0.72a%, 67.94±0.31b% และ 
65.69±2.67c % ได้ค่ำ IC50 อยู่ที่ 0.30±0.29 mg/ml, 0.37±0.14 mg/ml และ 0.49±1.10 mg/ml
ตำมล ำดับ ซึ่งฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของเมล็ดโกโก้ปกติได้ค่ำสูงที่สุดและค่ำฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระที่น้อย
ที่สุดในกำรทดลองนี้คือเมล็ดโกโก้ลีบ ซึ่งมีปริมำณฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระอยู่ที่ 42.75±0.12d mg TE/g 
extract, %Inhibition อยู่ที่ 53.22±0.34d% ได้ค่ำ IC50 อยู่ที่ 1.19±0.25 mg/ml ดังตำรำงที่ 4.6 
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ซึ่งได้ เมล็ดโกโก้ปกติและเปลือกโกโก้มีค่ำ %Inhibition น้อยกว่ำงำนวิจัยของ Aunillah et al. 
(2021) ที่ได้ค่ำเท่ำกับ 87.49± 2.48% สกัดเมล็ดโกโก้ด้วยวิธี ultrasound และเอทำนอล และ
เปลือกโกโก้ มี % inhibition เท่ำกับ 86.377% (Pavlović et al., 2021) ส่วนเมล็ดโกโก้งอกและ
เมล็ดโกโก้ลีบยังไม่พบงำนวิจัยฉบับไหนที่น ำมำท ำกำรทดลอง 
ตารางที่ 4.5 ปริมำณฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ DPPH, %Inhibition และ IC50 ของสำรสกัดโกโก้ของ

เมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติ 

สารสกัด 
ปริมาณฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ DPPH 

(mg TE/g extract) 
%Inhibition 

IC50 

(mg/ml) 
เมล็ดโกโก้งอก 141.24±0.58b 67.94±0.31b 0.37±0.14c 

เมล็ดโกโก้ลีบ 42.75±0.12d 53.22±0.34d 1.19±0.25a 

เปลือกหุ้มเมลด็โกโก้ 107.41±2.67c 65.69±2.67c 0.49±1.10b 

เมล็ดโกโก้ปกต ิ 179.85±1.89a 84.78±0.72a 0.30±0.29d 

Trolox   0.047±0.40e 

หมายเหตุ ค่ำที่แสดง คือ ค่ำเฉลี่ย±ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (n=3) ตัวอักษรที่เหมือนกันก ำกับในแนว
คอลัมน์บ่งช้ีว่ำ ค่ำเฉลี่ยที่แสดงไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p>0.05) 

 4.4.2 ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของสำรสกัดโดยวิธี Ferric Ion Reducing Antioxidant Power 
(FRAP) 
 จำกกำรวิจัยพบว่ำ เมื่อน ำสำรสกัดโกโก้มำทดสอบหำปริมำณฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ FRAP 
ของทั้งเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติ โดยใช้วิธี Ferric Ion 
Reducing Antioxidant Power (FRAP) แล้วนั้น พบว่ำเมล็ดโกโก้ปกติ, เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และ
เมล ็ดโกโก ้งอก ม ีปร ิมำณฤทธ ิ ์ต ้ำนอน ุม ูลอ ิสระอย ู ่ท ี ่  346.58±8.31a,  324.20±2.73b และ 
255.26±6.00c mg TE/g extract ตำมล ำดับ ซึ่งฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของเมล็ดโกโก้ปกติได้ค่ำสูงที่สุด 
และค่ำฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระที่น้อยที่สุดในกำรทดลองนี้เป็นเมล็ดโกโก้ลีบมีปริมำณฤทธิ์ต้ำนอนุมูล
อิสระอยู่ที่ 85.94±2.96d mg TE/g extract ดังตำรำงที่ 4.7 ซึ่งเปลือกโกโก้มีค่ำมำกกว่ำงำนวิจัยของ 
Botella-Martínez et al. (2021) ที่สกัดสำรสกัดจำกเปลือกโกโก้ที่มีขนำดที่แตกต่ำงกันซึ่งมีปริมำณ 
FRAP อยู่ในช่วง 3.84–7.62 mg TE/g extract อีกทั้งเมล็ดโกโก้ยังมีปริมำณฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ 
FRAP มำกกว่ำงำนวิจัยที่ศึกษำเกี่ยวกับฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระและปริมำณฟีนอลของฝักโกโก้ที่สำยพันธุ์
ซึ่งเปรียบเทียบระหว่ำงเมล็ดโกโก้, เปลือกโกโก้และฝักโกโก้ ซึ่งปริมำณต้ำนอนุมูลอิสระของเมล็ดโกโก้
อยู่ในช่วง 23.00-38.43 mg TE/g extract และเปลือกอยู่ในช่วง 59.80-89.33 mg TE/g extract 
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(Abeysinghe & Kumari, 2012) ส่วนเมล็ดโกโก้งอกและเมล็ดโกโก้ลีบยังไม่พบงำนวิจัยฉบับไหนที่
น ำมำท ำกำรทดลอง 
ตารางที่ 4.6 ปริมำณฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ FRAP ของสำรสกัดโกโก้ของเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ 

เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกต ิ

สารสกัด 
ปริมาณฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ FRAP 

(mg TE/g extract) 
เมล็ดโกโก้งอก 255.26±6.00c 

เมล็ดโกโก้ลีบ 85.94±2.96d 
เปลือกหุ้มเมลด็โกโก้ 324.20±2.73b 

เมล็ดโกโก้ปกต ิ 346.58±8.31a 

หมายเหตุ ค่ำที่แสดง คือ ค่ำเฉลี่ย±ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (n=3) ตัวอักษรที่เหมือนกันก ำกับในแนว
คอลัมน์บ่งช้ีว่ำ ค่ำเฉลี่ยที่แสดงไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p>0.05) 

4.5 ผลการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 จำกกำรวิจัยพบว่ำ เมื่อน ำสำรสกัดโกโก้มำทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของทั้ง เมล็ด
โกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติพบว่ำเมล็ดโกโก้งอกมีฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสมำกที่สุดอยู่ที่ 591.394±12.69a mg kojic acid/g extract, มีค่ำ % inhibition 
อยู่ที่ 84.28±0.057% และมีค่ำ IC50 เท่ำกับ 0.100±0.000c ส่วนเมล็ดโกโก้ปกติ, เมล็ดโกโก้ลีบและ
เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ มีฤทธิ์กำรยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสอยู่ที ่ 477.451±0.32d, 529.415±1.35c, 
567.099±3.60b mg kojic acid/g extract ตำมล ำดับ มี % inhibition อยู ่ท ี ่  84.28±0.057%, 
74.89±0.23, 82.47±0.69 ตำมล ำดับ และค่ำ IC50 อยู ่ที ่ 0.131±0.001a mg/ml, 0.114±0.002b 
mg/ml , 0.109±0.001b mg/ml ตำมล ำดับ ดังแสดงในตำรำงที่ 4.8 ซึ่งเปลือกโกโก้มีฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสมำกกว่ำงำนวิจัยของ Pattanakitjaroenchai et al. (2025) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนสของสำรสกัดเปลือกโกโก้ที่สกัดด้วยเอทำนอลเท่ำกับ 4.60 ± 0.20 mg KAE/g sample
เนื่องจำกในเปลือกโกโก้มีสำรประกอบฟีนอลิกและฟลำโวนอยด์สูง ซึ่งเป็นสำรที่มีฤทธิ์ต้ำนอนุมูล
อิสระและสำมำรถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ ยังไม่พบงำนวิจัยที่น ำเมล็ดโกโก้งอกและเมล็ดโกโก้ลีบ
มำท ำกำรทดลอง มีเพียงงำนวิจัยของ Abdul Karim et al. (2014) ที่ทดสอบสำรสกัดจำกฝักโกโก้ 
(cocoa pod extract) พบว่ำมีฤทธิ์ยับยั้ง tyrosinase ดีกว่ำ kojic acid 
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ตารางที่ 4.7 ปริมำณฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส, %Inhibition และ IC50 ของสำรสกัดโกโก้ของ
เมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติ 

สารสกัด 
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (mg 

kojic acid/g extract) 
%Inhibition 

IC50 

(mg/ml) 
เมล็ดโกโก้งอก 591.394±12.69a 85.17±1.83 0.100±0.000c 
เมล็ดโกโก้ลีบ 529.415±1.35c 74.89±0.23 0.114±0.002b 

เปลือกหุ้มเมลด็โกโก้ 567.099±3.60b 82.47±0.69 0.109±0.001b 
เมล็ดโกโก้ปกต ิ 477.451±0.32d 84.28±0.057 0.131±0.001a 

The IC50 value of kojic acid is 0.054±0.0003 mg/ml 

หมายเหตุ ค่ำที่แสดง คือ ค่ำเฉลี่ย±ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (n=3) ตัวอักษรที่เหมือนกันก ำกับในแนว
คอลัมน์บ่งช้ีว่ำ ค่ำเฉลี่ยที่แสดงไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p>0.05) 

 ผลดังกล่ำวชี้ให้เห็นว่ำ สำรสกัดจำกเมล็ดโกโก้งอกมีศักยภำพในกำรยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสไดด้ี
กว่ำส่วนอื่น ซึ่งอำจเกิดจำกกำรเปลี่ยนแปลงทำงชีวเคมีในระหว่ำงกระบวนกำรงอกของเมล็ดโกโก้  
ที่ท ำให้มีกำรกระตุ้นกำรสังเครำะห์สำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพบำงกลุ่ม อย่ำงมีประสิทธิภำพได้ดีกว่ำ 
สำรสกัดจำกเมล็ดโกโก้ที่ไม่งอก เมื่อเมล็ดโกโก้เกิดกำรงอก เมล็ดจะถูกกระตุ้น ส่งผลท ำให้เอนไซม์
ภำยในเมล็ดถูกกระตุ้นและย่อยสลำยของสำรส ำรอง เช่น คำร์โบไฮเดรต , โปรตีน และไขมันเพื่อเป็น
พลังงำนและสำรตั้งต้นส ำหรับกำรเจริญเติบโตของเมล็ด และยังส่งผลให้เกิดกำ รสังเครำะห์สำร 
ทุติยภูมิ (secondary metabolites) เช่น (+)-catechin และ (−)-epicatechin ซึ่งเป็นสำรประกอบ 
ฟีนอลิกที่พบมำกที่สุดในโกโก้ ซึ่งสำรเหล่ำนี้มีโครงสร้ำงที่สำมำรถเข้ำไปจับกับต ำแหน่งออกฤทธิ์ 
(active site) ของเอนไซม์ได้ ท ำให้เกิดกำรขัดขวำงไม่ให้เอนไซม์เข้ำไปจับกับสำรตั้งต้น (substrate) 

ได้ จึงสำมำรถยับยั้งกระบวนกำรเกิดเม็ดสีเมลำนินได้ (Brückel et al., 2024) นอกจำกนี้ ค่ำ IC50 
ของสำรมำตรฐำน kojic acid เท่ำกับ 0.054 ± 0.0003 mg/ml ต ่ำกว่ำสำรสกัดทุกตัว ซึ่งเป็นไปตำม
ลักษณะของสำรบริสุทธิ์ที่มีควำมเข้มข้นของสำรออกฤทธิ์สูงกว่ำ อย่ำงไรก็ตำม เมื่อพิจำรณำผลกำร
ยับยั้งโดยรวม สำรสกัดจำกเมล็ดโกโก้งอกยังคงแสดงศักยภำพในกำรยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ใน
ระดับสูง และมีแนวโน้มที่จะถูกน ำไปพัฒนำเป็น สำรสกัดธรรมชำติส ำหรับชะลอกำรเกิดเม็ดสีเมลำนิน 
เพื่อต่อยอดในอุตสำหกรรมเครื่องส ำอำง หรือผลิตภัณฑ์บ ำรุงผิวในอนำคต 
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4.6 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 

 จำกกำรทดลองพบว่ำ สำรสกัดจำกเมล็ดโกโก้ทั้งสี่ส่วน ไม่ว่ำจะเป็นเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้
ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติ ล้วนแสดงค่ำเปอร์เซ็นต์กำรรอดชีวิตของเซลล์ (% Cell 
Survival) สูงกว่ำ 100% เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
 โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งที่ควำมเข้มข้น 1-10,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เมล็ดโกโก้งอกและเปลือก
โกโก้มีค่ำ % cell survival อยู่ที่ 170.01±12.86 และ 154.79±9.52 ตำมล ำดับ ส่วนเมล็ดโกโก้ปกติ
และเมล็ดโกโก้ลีบ ให้ค่ำ cell survival สูงสุดในช่วงควำมเข้มข้น 1-5000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมี 
% cell survival อยู่ที่ 136.56±5.19 และ 154.01±8.52 ตำมล ำดับ แสดงว่ำสำรสกัดโกโก้ทั้ง 4 ส่วน
ไม่ก่อให้เกิดควำมเป็นพิษต่อเซลล์ เนื ่องจำกมีค่ำ % cell survival สูงกว่ำ control (100%) ซึ่ง
สอดคล้องกับงำนวิจัยของ de la Luz Cádiz-Gurrea et al. (2019) 

 
ภาพที่ 4.2 กรำฟแสดง % cell survival ของเมล็ดโกโก้งอก 
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ภาพที่ 4.3 กรำฟแสดง % cell survival ของเปลือกโกโก้ 

 
ภาพที่ 4.4 กรำฟแสดง % cell survival ของเมล็ดโกโก้ลีบ 
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ภาพที่ 4.5 กรำฟแสดง % cell survival ของเมล็ดโกโก้ปกต ิ

 ซึ่งเมล็ดโกโก้งอกมี % cell survival สูงกว่ำส่วนอื่น ๆ เนื่องจำกกำรงอกของเมล็ดส่งผลให้
เก ิดกำรส ังเครำะห ์สำรท ุต ิยภ ูม ิ  ( secondary metabolites) เช ่น (+) -catechin และ (−) -

epicatechin ซึ่งเป็นสำรประกอลฟีนอลิกและฟลำโวนอยด์ (Brückel et al., 2024) และในเปลือก
โกโก้ม ีสำรประกอบฟีนอลิกและฟลำโวนอยด์ส ูง (Pattanakitjaroenchai et al., 2025)) ซึ ่งมี
คุณสมบัติในกำรต้ำนอนุมูลอิสระซึ่งสำรเหล่ำนี้สำมำรถปกป้องเซลล์จำก oxidative stress ท ำให้
เซลล์เติบโตได้ด ี
 กำรที่ค่ำ % Cell Survival สูงกว่ำ 100% นั้น เป็นกำรบ่งชี้ว่ำสำรสกัดเหล่ำนี้ไม่เพียงแต่ไม่
เป็นพิษเท่ำนั้น แต่ยังแสดงถึงผลกระทบเชิงบวก (Positive Biological Effect) ต่อสภำวะของเซลล์ 
ผลกระทบเชิงบวกน้ีสำมำรถตีควำมได้ในสองแนวทำงหลัก คือ ฤทธิ์กระตุ้นกำรแบ่งตัวของเซลล์ (Cell 
Proliferation) ซึ่งเป็นประโยชน์ในกำรฟื้นฟูผิว หรือฤทธิ์ปกป้องเซลล์ (Cytoprotective Effect) 
จำกควำมเครียดที่เกิดขึ้นในสภำพแวดล้อมกำรเพำะเลี้ยง 
 สำรสกัดโกโก้อุดมไปด้วยสำรประกอบโพลีฟีนอลและฟลำโวนอยด์ซึ่งเป็นสำรต้ำนอนุมูล
อิสระที่มีประสิทธิภำพสูง กลไกกำรปกป้องเซลล์ของสำรเหล่ำนี้เกี่ยวข้องกับกำรป้องกันควำมเสียหำย
ของโครงสร้ำงเซลล์และไมโทคอนเดรียจำกกำรถูกท ำลำยโดยอนุมูลอิสระ (Reactive Oxygen 
Species: ROS) ฤทธิ ์ Cytoprotective นี้มีควำมส ำคัญอย่ำงยิ ่งในกำรพัฒนำผลิตภัณฑ์ชะลอวัย 
(Anti-Aging) ป้องกันกำรท ำลำยและช่วยฟื้นฟูเซลล์ เพื่อช่วยรักษำควำมยืดหยุ่นและควำมสมบูรณ์
ของเซลล์ผิวหนังในระยะยำว 
 โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งสำรสกัดจำกเมล็ดโกโก้งอกมีศักยภำพในกำรปกป้องและกระตุ้นกำรอยู่
รอดของเซลล์สูงที่สุด 170.01% ซึ่งสูงกว่ำเมล็ดโกโก้ปกติ 136.56% อย่ำงชัดเจน กำรที่เมล็ดโกโก้
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งอกมีฤทธิ์เชิงบวกต่อเซลล์สูงสุดนี้มีควำมเชื่อมโยงกับผลกำรทดสอบอื่น  ๆ โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่สูงที่สุดเช่นกัน ควำมโดดเด่นนี้อธิบำยได้จำกกำรเปลี่ยนแปลงทำงชีวเคมีที่
เกิดขึ้นระหว่ำงกระบวนกำรงอก (Germination) กำรงอกจะกระตุ้นเอนไซม์และกระบวนกำรเมตำบอลิซึม
ภำยในเมล็ด ซึ่งส่งผลให้เกิดกำรสังเครำะห์สำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ (Bioactive Compounds) หรือ
กำรแปรสภำพของสำรประกอบเดิม (Bioconversion) ให้เป็นรูปแบบที่มีประสิทธิภำพหรือสำมำรถ
ดูดซึมเข้ำสู่เซลล์ได้ดีขึ้น สำรประกอบที่เปลี่ยนไปเหล่ำนี้อำจมีประสิทธิภำพเหนือกว่ำสำรประกอบใน
เมล็ดที่ไม่ผ่ำนกำรงอก ในกำรต่อต้ำนควำมเครียดและส่งเสริมกำรอยู่รอดของเซลล์ ดังนั้นผลกำร
ทดสอบนี้จึงสนับสนุนกำรใช้เมล็ดโกโก้งอกในฐำนะแหล่งวัตถุดิบที่มีศักยภำพสูงสุดส ำหรับกำรพัฒนำ
เป็นสำรออกฤทธิ์ทำงเครื่องส ำอำงที่มีฤทธิ์ในกำรปกป้องเซลล์และลดกำรเกิดเม็ดส ี

4.7 การเปรียบเทียบราคาต้นทุน ฤทธิ์ทางเครื่องส าอาง และความคุ้มค่าของสารสกัด
วัสดุเศษเหลือเมล็ดโกโก้ 

 กำรประเมินควำมคุ้มค่ำของสำรสกัดจำกโกโก้ในมุมมองของกำรใช้งำนเชิงพำณิชย์ ต้อง
พิจำรณำสองปัจจัยหลักพร้อมกัน คือ ต้นทุนวัตถุดิบ (Raw Material Cost) และประสิทธิภำพทำง
ชีวภำพ (Biological Efficacy) ผลกำรวิจัยนี้ได้ท ำกำรบูรณำกำรข้อมูลทั้งสองส่วนเพื่อหำจุดที่ให้ควำม
คุ้มค่ำสูงสุด 
ตารางที่ 4.8  รำคำวัตถุดิบเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมลด็โกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติที่ใช้

ส ำหรับผลิตสำรสกัดโกโก้ 1 กิโลกรัม 

ตัวอย่าง 
ราคาวัตถุดิบ/
กิโลกรัม (บาท) 

ปริมาณสารสกัด
โกโก้ที่ได้ (g) 

ราคาวัตถุดิบที่ใช้ส าหรับผลิต
สารสกัดโกโก้ 1 กิโลกรัม (บาท) 

เมล็ดโกโก้งอก 0 98.2 0 
เมล็ดโกโก้ลีบ 130 66.3 1,960.78 

เปลือกหุ้มเมลด็โกโก้ 400 43.3 9,237.88 
เมล็ดโกโก้ปกต ิ 360 181.4 1,984.56 

 จำกรำคำเมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ และเมล็ดโกโก้ปกติ ต่อ 1 
กิโลกรัมเทียบกับปริมำณสำรสกัดที่ได้พบว่ำ เมล็ดโกโก้งอก ถูกจัดว่ำมีควำมคุ้มค่ำทำงเศรษฐศำสตร์
โดดเด่นที่สุด เนื่องจำกเป็นวัสดุที่ไม่มีมูลค่ำทำงกำรตลำด (ไม่นิยมน ำมำขำย มักถูกน ำไปใช้เป็นปุ๋ย
หรืออำหำรสัตว์) ท ำให้ต้นทุนวัตถุดิบส ำหรับกำรผลิตสำรสกัด 1 กิโลกรัมเท่ำกับ 0 บำท สิ่งนี้แสดงถึง
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โอกำสในกำรเปลี่ยนวัสดุเศษเหลือทำงกำรเกษตรให้เป็นวัตถุดิบมูลค่ำสูง ซึ ่งตอบโจทย์แนวคิด
เศรษฐกิจหมุนเวียน ถึงแม้ปริมำณผลผลิตสำรสกัด (% Yield) ของเมล็ดโกโก้งอกจะอยู่เป็นอันดับสอง 
(98.2 กรัม/กิโลกรัมวัตถุดิบ) แต่กำรมีต้นทุนวัตถุดิบหลักเป็นศูนย์ ท ำให้เป็นตัวเลือกที่เหนือกว่ำในมิติ
เศรษฐศำสตร์  
 เมล็ดโกโก้ปกติเป็นตัวเลือกที่มีควำมคุ้มค่ำส ำหรับกำรสกัดสำรออกฤทธิ์รองจำกวัสดุเศษ
เหลือ เนื่องจำกมีรำคำวัตถุดิบอยู่ที่ 360 บำท/กิโลกรัม และใน 1 กิโลกรัมของวัตถุดิบดังกล่ำวให้สำร
สกัดได้ 181.4 กรัม ซึ่งเมื่อน ำมำค ำนวณจะมีต้นทุนวัตถุดิบเพื่อผลิตสำรสกัดจ ำนวน 1 กิโลกรัม อยู่ที่
ประมำณ 1,984.56 บำท 
 ในทำงกลับกัน วัสดุเศษเหลือ เช่น เปลือกเมล็ดโกโก้และเมล็ดโกโก้ลีบ แม้จะเป็นแหล่ง
วัตถุดิบที่มีโอกำส “เพิ่มมูลค่ำ” แต่เมื่อน ำมำวิเครำะห์ในเชิงต้นทุนแล้วพบว่ำไม่คุ้มค่ำเท่ำกับเมล็ด
ปกติ โดยเปลือกเมล็ดโกโก้มีรำคำวัตถุดิบอยู่ที่ 400 บำท/กิโลกรัม และให้สำรสกัดได้เพียง 43.3 กรัม 
ส่งผลให้ต้นทุนวัตถุดิบต่อสำรสกัด 1 กิโลกรัมอยู่ที่ประมำณ 9,237.88 บำท ขณะที่เมล็ดโกโก้ลีบมี
รำคำวัตถุดิบอยู่ที่ 130 บำท/กิโลกรัม และให้สำรสกัดได้ 66.3 กรัม เทียบเท่ำต้นทุนวัตถุดิบเพื่อผลิต
สำรสกัด 1 กิโลกรัมอยู่ที่ประมำณ 1,960.78 บำท รำคำอ้ำงอิงจำกรำคำวัตถุดิบของวิสำหกิจชุนชน
โกโก้นำง่ัว ณ วันท ำกำรวิจัย โดยไม่รวมค่ำใช้จ่ำยอื่น 
 เพื่อให้กำรประเมินควำมคุ้มค่ำมีควำมครอบคลุม กำรวิเครำะห์ต้องรวมประสิทธิภำพทำง
ชีวภำพเข้ำกับต้นทุน ในที่นี้ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและผลกำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์   
ถูกใช้เป็นตัวชี้วัดประสิทธิภำพ เนื่องจำกเป็นคุณสมบัติส ำคัญส ำหรับผลิตภัณฑ์ปรับผิวให้กระจ่ำงใส 
(Skin Lightening)และผลิตภัณฑ์ชะลอวัย (Anti-Aging) เพื ่อช่วยรักษำควำมยืดหยุ ่นและควำม
สมบูรณ์ของเซลล์ผิวหนัง ที่มีมูลค่ำทำงกำรค้ำสูง  
 จำกผลลัพธ์กำรทดลองเมล็ดโกโก้งอก มีควำมคุ ้มค่ำเชิงบูรณำกำรสูงสุดเนื ่องจำกมี
ประสิทธิภำพกำรยับยั้งไทโรซิเนสสูงสุด และมีผลกำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ที่มีฤทธิ์เชิงบวกต่อ
เซลล์สูงสุด  
  เมล็ดโกโก้งอกเป็นวัตถุดิบที่มีศักยภำพสูงสุดในแง่ของต้นทุน-ประสิทธิภำพ มีคุณสมบัติปรับ
ผิวให้กระจ่ำงใส มีศักยภำพในกำรปกป้องและหรือกระตุ ้นกำรอยู่รอดของเซลล์ สำมำรถสร้ำง
ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณค่ำทำงชีวภำพสูงและยั่งยืน กำรน ำวัสดุเศษเหลือที่เกษตรกรไม่ได้ใช้ประโยชน์มำ
สร้ำงมูลค่ำเพิ่มเป็นกำรสนับสนุนหลักกำรควำมยั่งยืนด้ำนสิ่งแวดล้อม และเศรษฐกิจหมุนเวียนอย่ำง
ยั่งยืน 
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บทที่ 5 

สรุป 

 การวิจัยครั้งนี้ได้ท าการประเมินเชิงบูรณาการเพื่อค้นหาสารสกัดโกโก้ที่มีศักยภาพสูงสุด
ส าหรับการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง โดยมุ่งเน้นการเพิ่มมูลค่าให้กับวัสดุเศษเหลือทาง
การเกษตรจากโกโก้ ได้แก่ เมล็ดโกโก้งอก เมล็ดโกโก้ลีบ และเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ เปรียบเทียบกับ
เมล็ดโกโก้ปกติ การวิเคราะห์ได้ครอบคลุมถึงปริมาณสารออกฤทธิ์ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนส ความปลอดภัยต่อเซลล์ และการประเมินความคุ้มค่าเชิงเศรษฐศาสตร์ 
 หลังกระบวนการสกัดไขมันออกด้วยเฮกเซน สารสกัดหยาบที่ ได้จากการสกัดด้วยเอทานอล 
75% แสดงค่าร้อยละผลผลิต (% Yield) ที ่แตกต่างกัน โดยเมล็ดโกโก้ปกติให้ผลผลิตสูงสุดที่ 
18.14±0.44% เนื่องจากยังคงมีสารชีวภาพครบถ้วน ซึ่งสูงกว่าเมล็ดโกโก้งอก (9.82±0.44%) และ
เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ที่ให้ผลผลิตต ่าที่สุด (4.33±0.18%) 
 ด้านปริมาณสารส าคัญ เปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้และเมล็ดโกโก้ปกติแสดงปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลิกรวมสูงที่สุด โดยมีค่าใกล้เคียงกันที่ 269.09±1.85a และ 260.87±15.26a mg GA/g extract 
ตามล าดับ ในขณะที่เมล็ดโกโก้ปกติมีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงที่สุดอย่างชัดเจนที่ 260.16±13.09a 
mg QE/g extract  
 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ FRAP แสดงให้เห็นว่าเมล็ดโกโก้ปกติ
และเมล็ดโกโก้งอก มีฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด โดยมีค่า IC50 (DPPH) อยู่ที ่ 0.30±0.29d และ
0.37±0.14c mg/ml ตามล าดับ และเมล็ดโกโก้ปกติมีปริมาณฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (FRAP) สูงที่สุดที่ 
346.58±8.31a mg TE/g extractอย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาฤทธิ์ทางชีวภาพที่จ าเพาะเจาะจงต่อ
อุตสาหกรรมเครื่องส าอาง ผลการทดสอบกลับชี้ไปที่ความโดดเด่นของเมล็ดโกโก้งอกอย่างชัดเจน  
 โดยสารสกัดจากเมล็ดโกโก้งอกแสดง ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ซึ่งเป็นกลไกหลักในการ
ลดการเกิดเม็ดสีเมลานินได้ดีที่สุด โดยมีค่าความเข้มข้นต ่าที่สุดที่สามารถยับยั้งเอนไซม์อยู่ที่ค่า IC50 

0.100±0.000c mg/ml ความสามารถที่เหนือกว่านี้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่เกิดขึ้นใน
ระหว่างกระบวนการงอก (Germination) ซึ่งกระตุ้นการสังเคราะห์หรือการแปรสภาพของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพให้มีโครงสร้างที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งเอนไซม์ 
 นอกจากนี้ การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ยังยืนยันว่าสารสกัดโกโก้ทั้งสี ่ส่วนมีความ
ปลอดภัยสูง เนื่องจากทุกส่วนมีค่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ (% Cell Survival) สูงกว่า 100% 
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ที่น่าสนใจอย่างยิ่งคือเมล็ดโกโก้งอก แสดงค่า % Cell Survival สูงที่สุดถึง 
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170.01±12.86 ซึ่งเป็นการบ่งชี้ถึง "ผลกระทบเชิงบวก" หรือ "ฤทธิ์ปกป้องเซลล์" สารสกัดจึงไม่
เพียงแต่ไม่เป็นพิษ แต่ยังช่วยส่งเสริมการอยู่รอดของเซลล์ คุณสมบัติการปกป้องเซลล์ที่สูงนี้มีฤทธิ์เชิง
บวกต่อเซลล์ที่มีความส าคัญอย่างยิ่งส าหรับการน าไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์ชะลอวัย (Anti-Aging) 
ป้องกันการท าลายและช่วยฟื้นฟูเซลล์ เพื่อช่วยเสริมความยืดหยุ่นและความสมบูรณ์ของเซลล์ผิวใน
ระยะยาว บวกกับความเช่ือมโยงกับฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ท าให้เมล็ดโกโก้งอกมีศักยภาพสูงสุด
ในการน าไปพัฒนาเป็นสารออกฤทธิ์ส าหรับการปรับผิวให้กระจ่างใสและการชะลอวัย 
 เมื ่อพิจารณาในมิติของความคุ้มค่าเชิงเศรษฐศาสตร์และการใช้งานเชิงพาณิชย์ร่วมกับ
ประสิทธิภาพทางชีวภาพ ผลการวิจัยนี้ชี้ให้เห็นอย่างชัดเจนว่า สารสกัดจากเมล็ดโกโก้งอกมีศักยภาพ
ที่โดดเด่นที่สุดในการพัฒนาเป็นวัตถุดิบออกฤทธิ์ทางเครื่องส าอาง เนื่องจากให้ประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเกิดเม็ดสีและการปกป้องเซลล์สูงสุด ด้วยข้อได้เปรียบทางเศรษฐศาสตร์จากการเป็นวัสดุ
เหลือทิ้งที่ไร้ต้นทุน ที่ส าคัญไม่เพียงแต่สารสกัดเมล็ดโกโก้งอกเท่านั้นแต่สารสกัดจากเมล็ดโกโก้ลีบ 
และเปลือกหุ้มเมล็ดโกโก้ก็มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถน ามาเป็นสารออกฤทธิ์ทางเครื่องส าอางได้
เช่นกัน นอกจากจะสร้างมูลค่าเพิ่มให้กับผลผลิตทางการเกษตร แต่ยังสามารถสร้างความยั่งยืนด้าน
สิ่งแวดล้อมและเศรษฐกิจหมุนเวียนได้เป็นอย่างดี 
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