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                   งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการใชประโยชนของสารสกัดจากพรอพโพลิสของประเทศไทย ในการนํามาใชเพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซาน การทดลองขั้นแรกเปนการศึกษาการ

แปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่แตกตางกันคือ 70:30, 60:40, 50:50, 40:60 และ 30:70 ในตัวทําละลายที่ใชในการสกัด

พรอพโพลิส ติดตามผลโดยการหาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดในสารสกัด ดวยวิธี Folin-Ciocalteau การวิเคราะหสารประกอบฟนอลิก

โดยใช High Performance Liquid Chromatography (HPLC) การศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) และศึกษาความสามารถของสารสกัดพรอพโพลิสในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 4 ชนิด ไดแก Staphylococcus 

aureus (TISTR 118), Salmonella enteritidis (DMST 17368), Escherichia coli (TISTR 780) และ Pseudomonas aeruginosa

(ATCC 27853) ดวยวิธี agar diffusion พบวาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดในสารสกัดอยูในชวง 5.56-41.00 mg gallic acid

equivalent/g การเพิ่มปริมาณเอทานอลในตัวทําละลายสูงขึ้นสงผลใหมีปริมาณฟนอลิกทั้งหมดสูงขึ้น และพบ rutin และ quercetin 

ทุกตัวอยางทดลอง นอกจากนี้ยังพบวาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH มีคาแปรผันตามปริมาณสารประกอบฟนอลิก เมื่อปริมาณ

สารประกอบฟนอลิกเพิ่มขึ้นปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH จะสูงขึ้น ยกเวนในการสกัดดวยตัวทําละลายน้ําตอเอทานอล 40:60 พบวา

ความสามารถในการจับอนุมูล DPPH ลดลง จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย พบวาเกิดบริเวณการ

ยับยั้งการเจริญของ S. aureus เพียงชนิดเดียวเทานั้น สารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 70:30 

เกิดบริเวณยับยั้งสูงที่สุด และสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 40:60 และ 30:70 ไมเกิด

บริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย จึงเลือกใชตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 70:30 สําหรับการสกัด

พรอพโพลิสเพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป  การทดลองขั้นที่สองเปนการศึกษาผลของการเติมสารสกัดพรอพโพลิสตอคุณสมบัติของ

ฟลมไคโตซาน โดยแปรความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสเปน 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) ติดตามผลโดยการวัดสมบัติทาง

กายภาพ ไดแก การวัดคาสี (∆E), transparency (%T), water vapor permeability (WVP), oxygen gas transmission rate 

(OTR), tensile strength (TS), elongation at break (%E) การวิเคราะหทางเคมี ไดแก การหาปริมาณฟนอลิกทั้งหมด การวิเคราะห

สารประกอบฟนอลิกโดยใช HPLC และการศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลม

ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสโดยใช Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) การวัดคา Glass transition 

temperature (Tg) โดยใชเครื่อง Differential Scanning Calorimeter (DSC) รวมทั้งการศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 

พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่เขมขนสูงขึ้นสงผลใหมีคาสี ∆E , TS และ %E สูงขึ้น สวนคา %T ลดลง ในขณะเดียวกันพบวา

คา WVP และคา OTR ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสลดลงและแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) กับฟลม

ไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิส (ตัวอยางควบคุม) พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนสูงขึ้นสงผลใหมีปริมาณ

ฟนอลิกทั้งหมดและมีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ในฟลมสูงขึ้น และพบ rutin ในทุกตัวอยางการทดลอง โดยพบการเกิดพันธะ

ไฮโดรเจนระหวาง amine group ของไคโตซาน และ hydroxyl group ของสารประกอบฟนอลิกในสารสกัดพรอพโพลิส นอกจากนี้ยัง

พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 0.5-2.5% (w/v) ทําใหคา Tg สูงขึ้น แตเมื่อเติมสารสกัดพรอพโพลิสเพิ่มขึ้นจาก

 5-10% (w/v) กลับสงผลใหคา Tg ลดลง อยางไรก็ตามแมวาไมเกิดบริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทั้ง 4 ชนิด แตไมพบการ

เจริญของจุลินทรียบริเวณที่สัมผัสกับฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส
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UBONRAT SIRIPATRAWAN, Ph.D., 81 pp. 

              The objective for this research was to study the use of propolis in Thailand for improvement of 

antioxidant and antimicrobial properties of chitosan film. Firstly, the propolis extract was prepared by using 

solvent with different water to ethanol ratios including 70:30, 60:40, 50:50, 40:60 and 30:70.  The total phenolic 

content using Folin-Ciocalteau method, the phenolic compound using high performance liquid 

chromatography (HPLC), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity and the ability to 

inhibit Staphylococcus aureus (TISTR 118), Salmonella enteritidis (DMST 17368), Escherichia coli (TISTR 780) 

and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) using agar diffusion technique were determined in order to 

selected the optimum extraction condition. The results showed that the total phenolic contents were in the 

range of 5.56-41.00 mg gallic acid equivalent/g.  The total phenolic contents, rutin, quercetin and DPPH 

increased with increasing ethanol concentration in the solvent. It was also found that the extract using 70 :30  

solvent was able to inhibit S. aureus whereas those using 40:60 and 30:70 were ineffective. Therefore, the 

water to ethanol ratio of 70:30 was the optimum solvent and was used for further experiment. Secondly, the 

effect of adding propolis extract with different concentrations 0.5, 1.5, 2.5, 5 and 10% (w/v) to the chitosan film 

was determined by measuring the physical properties including surface colour (∆E), transparency (%T), water 

vapor permeability (WVP), oxygen gas transmission rate (OTR), tensile strength (TS), elongation at break (%E), 

chemical property including TPC, phenolic compound and  DPPH radical scavenging activity. The interaction 

of functional group in the chitosan film containing propolis extract and glass transition temperature (Tg) were 

also determined using the Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) and Differential Scanning 

Calorimeter (DSC), respectively. The results showed that ∆E, TS, %E, total phenolic contents and DPPH 

radical scavenging of the film increased, while %T and WVP, OTR decreased with increasing concentration of 

the propolis.  Rutin was found in all samples. The FT-IR spectra indicated that there was hydrogen bond 

between functional groups of chitosan and phenolic compounds of propolis.  It was also found that adding 

propolis extract affected the Tg of the of chitosan film, resulting changes in physical properties of the films. The 

antimicrobial property of all film samples indicated there was no inhibition zone of all 4 bacteria tested. 

However, there was no bacterial growth under the contact surface of the chitosan film containing propolis 

extract.
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กิตติกรรมประกาศ

วิทยานิพนธฉบับนี้เสร็จสมบูรณได โดยความกรุณาและความชวยเหลืออยางดี

ยิ่งจาก รองศาสตราจารย ดร.อุบลรัตน  สิริภัทราวรรณ อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ไดกรุณา

สละเวลาอันมีคาเพื่อใหคําปรึกษา คําแนะนํา ตลอดจนความเอาใจใสดูแลและใหความชวยเหลือ

อยางใกลชิดมาโดยตลอด รวมถึงกรุณาชวยตรวจแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้จนเสร็จสมบูรณ 

ขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร.รมณี  สงวนดีกุล ประธานกรรมการ

สอบวิทยานิพนธ ผูชวยศาสตราจารย สุทธิศักดิ์  สุขในศิลป และรองศาสตราจารย ดร.สุวัสสา  

พงษอําไพ กรรมการสอบวิทยานิพนธ เปนอยางสูงที่กรุณาเสียสละเวลามาตรวจสอบ พรอมทั้ง

ชี้แนะแนวทางในการปรับปรุงวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความสมบูรณยิ่งขึ้น

ขอขอบพระคุณ พี่สุนัน และพี่แกว เจาหนาที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความชวยเหลือและคําแนะนําในการใชเครื่องมือ

ขอขอบพระคุณเจาหนาที่ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหารและเจาหนาที่ประจํา

หองปฏิบัติการทุกทานที่ชวยอํานวยความสะดวกในดานตางๆ

ขอขอบคุณพี่ นอง และเพื่อนๆ ปริญญาโท ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สําหรับกําลังใจ และน้ําใจที่มีใหตลอดการวิจัย และผูที่มี

สวนชวยเหลือที่มิไดกลาวนาม ก็ขอไดรับความขอบคุณจากผูวิจัยไว ณ โอกาสนี้

ทายสุดนี้ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา คุณตา คุณยาย และทุกคนใน

ครอบครัวทุกทาน ที่ไดสั่งสอนใหผูวิจัยมีความอดทน  ใหกําลังใจ และความหวงใยพรอมทั้งให

ความชวยเหลือสนับสนุนในทุกดานแกผูวิจัยเสมอมาจนสําเร็จการศึกษา
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บทที่ 1

บทนํา

               ไคโตซาน คือสารโพลิเมอรชีวภาพที่สกัดจากไคติน ซึ่งไดจากเปลือกกุง ปู แกนปลาหมึก 

ซึ่งเปนของเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมสัตวน้ํา การนําเปลือกกุง ปู หรือแกนปลาหมึกมาสกัด

แลวนํากลับมาใชใหมเปนการเพิ่มมูลคาใหแกวัตถุดิบ นอกจากนี้ไคโตซานสามารถขึ้นรูปเปนฟลม

ไดงาย และมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย จึงมีผลใหฟลมไคโตซานมีสมบัติในการยืด

อายุการเก็บของอาหารได ทั้งนี้ไคโตซานเปนวัตถุดิบไดจากธรรมชาติ สามารถยอยสลายไดโดย

ธรรมชาติ และไมสงผลกระทบตอภาวะแวดลอม จึงสามารถนํามาใชทดแทนวัตถุดิบที่ไดจากเคมี

สังเคราะห  

               ประสิทธิภาพของฟลมไคโตซานขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน ลักษณะโมเลกุลของไคโต

ซาน ไดแก degree of acetylation และน้ําหนักโมเลกุล, สารประกอบอื่นในระบบ ไดแก ประเภท

และความเขมขนของกรด, ปริมาณของโปรตีน ไขมัน ไอออน และสวนประกอบอื่นในอาหาร และ

สภาวะแวดลอม ไดแก อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ (Bé gin and Van Calsteren, 1999) 

ถึงแมวาฟลมไคโตซานจะมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย แตยังคงมีประสิทธิภาพใน

การใชเปนสารตานอนุมูลอิสระที่ต่ํา (Kanatt et al., 2008) ที่ผานมามีการใชสารสังเคราะหตางๆ 

เชน โปแตสเซียมซอรเบต เติมลงในฟลมไคโตซานเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใหแกฟลมไคโตซาน แต

เนื่องจากในปจจุบันผูบริโภคมีความตองการอาหารที่ปราศจากสารเคมีสังเคราะหที่ใชในการถนอม

อาหาร จึงมีการศึกษาการใชสารสกัดจากธรรมชาติเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใหแกฟลมไคโตซานทั้ง

ทางดานกายภาพ การตานอนุมูลอิสระ และการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 

               พรอพโพลิส (Propolis) หรือชันผึ้ง คือสารที่ผึ้ง (Apis mellifera L.) เก็บจากเปลือกและ

ตาของตนไมสายพันธุตางๆ และเกิดจากการผสมระหวางขี้ผึ้ง (wax) กับสารประกอบอื่น ทําให

พรอพโพลิสเปนวัตถุดิบที่ไดจากธรรมชาติที่มีลักษณะคลายเรซิน พรอพโพลิสประกอบดวย

สารประกอบทางเคมีที่หลากหลาย เชน polyphenols ไดแก flavonoids aglycone, phenolic 

acids และ esters, phenolic aldehydes, alcohols, ketones, fatty acids และ esters, 

terpenes, steroids, amino acids และสารประกอบอนินทรีย (Bankova, Castro and 

Marcucci, 2000) ชนิดและปริมาณของสารประกอบที่มีอยูในพรอพโพลิสขึ้นอยูกับบริเวณการ

เพาะปลูก เนื่องจากสภาพภูมิศาสตรที่แตกตางกันสงผลใหตัวอยางพรอพโพลิสมีสารประกอบทาง

เคมีที่แตกตางกัน                  



2

               จากการศึกษาที่ผานมามีหลายงานวิจัยบงชี้วาสารสกัดพรอพโพลิสสามารถตานอนุมูล

อิสระและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได อาทิเชน การศึกษาของ Choi และคณะ (2006) ที่ศึกษา

ปฏิกิริยาการตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของพรอพโพลิสจากประเทศเกาหลี 

พบวาสารสกัดพรอพโพลิสจากประเทศเกาหลีมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด สมบัติการ

ตานอนุมูลอิสระ โดยวัดจากปฏิกิริยาการจับอนุมูล 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

นอกจากนี้ยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus, Bacillus 

subtilis, Salmonella typhimurium และ Candida albicans ดีกวาสารสกัดพรอพโพลิสจาก

ประเทศบราซิล อยางไรก็ตามยังไมมีงานวิจัยที่ศึกษาถึงความเปนไปไดในการใชสารสกัดจาก

พรอพโพลิสของประเทศไทย เพื่อเพิ่มคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียของฟลมไคโตซาน 

               ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการใชประโยชนของสารสกัดจาก

พรอพโพลิสของประเทศไทย และนํามาใชเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการใชเปนสารตานอนุมูลอิสระ

และยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซาน
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บทที่ 2

วารสารปริทัศน

2.1 พรอพโพลิส 

         พรอพโพลิส (propolis) หรือ ชันผึ้ง (bee glue) คือสารที่มีลักษณะคลายเรซิน โดยผึ้ง

ประเภทที่ผลิตน้ําผึ้งและขี้ผึ้ง (honeybees)  (Apis mellifera L.) เก็บยางจากเปลือกและตาของ

ตนไมของพืชสายพันธุตางๆ และเกิดจากการผสมระหวางขี้ผึ้ง (wax) กับสารประกอบอื่น

(Burdock, 1998)

       2.1.1 คําจํากัดความ แหลงทางพฤกษศาสตร ความสําคัญ     

                   พรอพโพลิส คือเรซินที่ไดจากผึ้งโดยการเก็บจากพืชสายพันธุตางๆ อาจจะมีสีที่

แตกตางหลากหลายตั้งแตสีเหลืองออนจนถึงสีน้ําตาลเขมซึ่งสงผลตอสีของรังผึ้ง และอาจพบ

พรอพโพลิสในน้ําผึ้ง (USDA, 1985)

                   พรอพโพลิสคือคําที่มาจากภาษากรีก pro- มีความหมายวาปองกัน polis-  คือเมือง 

รวมมีความหมายวาการปองกันเมือง หรือในที่นี้หมายถึงรังของผึ้ง (Ghisalberti, 1979) 

พรอพโพลิสเปนสารที่มีความเหนียวสูงมีลักษณะคลายเรซิน ผึ้งใชพรอพโพลิสในการอุดรูของรังผึ้ง 

(honeycombs) ทําใหผนังภายในของรังผึ้งมีความเรียบเนียน และใชในการปองกันการบุกรุกของ

ศัตรูจากทางเขาของรังผึ้ง ลักษณะความเปนเรซินของพรอพโพลิสเกิดจากการเคี้ยว การยอย

บางสวนของเอนไซมจากน้ําลายผึ้ง และการผสมกับขี้ผึ้ง (beeswax) (Marcucci, 1995) ถึงแมวา

พรอพโพลิสอาจจะประกอบไปดวยละอองเกสรดอกไม แตพรอพโพลิสไมใชเกสร แตกตางไปจาก

อาหารสําหรับเลี้ยงตัวออนของผึ้งซึ่งประกอบดวยน้ําผึ้งและเกสรดอกไม (beebread) และ royal 

jelly ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่แตกตางออกไป

                   พรอพโพลิสคือผลผลิตที่ไดจากรังผึ้ง โดยคนเลี้ยงผึ้งจะเก็บจากรัง (superstructure) 

โดยใชเครื่องมือเฉพาะ (hive tool) ในชวงฤดูใบไมรวงของทุกปหลังจากเก็บน้ําผึ้งแลว 
สวนประกอบของวัตถุดิบพรอพโพลิสจะขึ้นอยูกับแหลงที่พบ โดยทั่วไปจะมีสวนประกอบดังแสดง

ในตารางที่ 2.1 สวนที่เปนขี้ผึ้งและสารประกอบอินทรียจะถูกแยกออกระหวางกระบวนการสกัด

ดวยตัวทําละลายแอลกอฮอล (Cirasino et al., 1987)
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ตารางที่ 2.1 สวนประกอบของพรอพโพลิส

สวนประกอบ ปริมาณ (%)

เรซิน และขี้ผึ้ง 50

ขี้ผึ้ง (wax) 30

essential และ aromatic oil 10

ละอองเกสรดอกไม 5

สวนประกอบอื่นรวมถึงสารประกอบอินทรีย 5

ที่มา: Kaal (1991)

                   สาร populus คือสวนประกอบของรสชาติ ซึ่งมักจะถูกเขาใจวาคือพรอพโพลิส 

เนื่องจาก populus ถูกเก็บจาก Populus balsamifera L. และสายพันธุ Populus ชนิดอื่น และได

ถูกกลาวไววาเปนวัตถุดิบที่มีลักษณะคลายเรซินที่ไดจากตาของตนไม (buds) ที่ถูกปองกันดวย

สวนผสมของยางเหนียว และสารประกอบที่มีลักษณะคลายน้ํามัน เกิดเปนสารผสมระหวางน้ํามัน

และยางไม (oleoresin) ซึ่งสารประกอบเหลานี้สามารถสกัดดวยตัวทําละลายไฮโดรคารบอน และ

สามารถถูกกลั่นหรือสกัดดวยแอลกอฮอล สารที่ไดจากการสกัดจะมีกลิ่นหอมของขี้ผึ้งคลายอบเชย 

ซึ่งใชในการเพิ่มกลิ่นรสของเครื่องดื่มแอลกอฮอล (Burdock, 1995) populus มีโครงสรางทางเคมี

คลายพรอพโพลิส เนื่องจากมีเรซินที่ไดจากการเก็บของผึ้งเปนสวนผสมหลักเหมือนกัน

                   Marcucci (1995) ไดรายงานวาสวนผสมที่อยูในเรซินของพรอพโพลิสที่ยังไมผาน

กระบวนการสกัดมาจาก 3 แหง คือ ยางที่ซึมออกมาจากพืชที่ถูกเก็บโดยผึ้ง สารคัดหลั่งจาก

กระบวนการเมตาบอลิซึมของผึ้ง และวัตถุดิบที่ถูกผลิตขึ้นระหวางกระบวนการผลิตพรอพโพลิส 

โดยยางที่ซึมออกมาเกิดจากพืชตระกูล poplar หลายชนิด แตยังคงไมสามารถอธิบายไดวาเพราะ

เหตุใดผึ้งถึงยังสามารถผลิตพรอพโพลิสในพื้นที่เขตรอน ซึ่งไมพบพืชตระกูล poplar สวนประกอบ

ของพรอพโพลิสสามารถแสดงใหเห็นถึงแหลงที่พบได ซึ่งการวิเคราะหทางเคมีพบวาพรอพโพลิส

สามารถเกิดขึ้นไดจากพืชหลายสายพันธุดังแสดงในตารางที่ 2.2
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   ตารางที่ 2.2 ประเภทของพรอพโพลิส แหลงกําเนิด และสวนประกอบทางเคมี 

Propolis type Geographic origin Plant source Main biologically

active substances

Poplar propolis Europe, North American, 

non-tropic regions of Asia

Populus spp. Of section Flavones, 

Aigeiros, most often P. nigra L.

flavanones, cinnamic acids and 

their esters

Birch propolis Russia Betula verrucosa Ehrh. Flavones and flavonols (not the 

same as in poplar propolis)

Green (alecrim) propolis Brazil Baccharis spp., predominantly 

B. dracunculifolia DC.

Prenylated p-coumaric acids, 

diterpenic acids

Red (Clusia) propolis Cuba, Venezuela Clusia spp. Polyprenylated benzophenones

Pacific propolis Pacific region

(Okinawa, Taiwan)

Unknown C-prenylflavanones

Canarian propolis Canary Islands Unknown Furofuran lignans

     ที่มา: Salatino และคณะ (2005)

5
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      2.1.2 สวนประกอบทางเคมี      

                   พรอพโพลิสมีลักษณะเหนียวคลายเรซิน สีที่พบมีตั้งแตสีเหลือง-สีเขียว จึงถึงสีน้ําตาล

เขม ทั้งนี้ขึ้นอยูกับแหลงที่พบและอายุการเก็บ พรอพโพลิสสามารถนํามาใชเปนกาว และเมื่อ

สัมผัสกับบริเวณผิวหนังจะเกิดปฏิกิริยาระหวางน้ํามันและโปรตีนบนผิวหนัง ทําใหสามารถลาง

ออกไดยากเมื่ออุณหภูมิต่ําจะมีลักษณะแข็งและเปราะ และในทางกลับกันเมื่อมีอุณหภูมิสูงขึ้นจะ

มีลักษณะที่นิ่มและเหนียว (Ghisalberti, 1979)

                   กระบวนการสกัดพรอพโพลิสมี 3 ขั้นตอนหลักดังนี้

                      ขั้นที่ 1 วิเคราะหวัตถุดิบ ถาพรอพโพลิสมีลักษณะที่มีความมันสูง จะนําไปลาง 

ความมันออกดวยน้ําเย็น (cold-water washing process) จากนั้นทําใหแหงดวยลม เมื่อความมัน

ลดลงแลวจะเขาสูขั้นตอนที่ 2

                   ขั้นที่ 2 ละลายพรอพโพลิสในเอทานอล เพื่อแยกขี้ผึ้งและสวนประกอบอื่นที่ไม

ตองการออกจากพรอพโพลิส

                   ขั้นที่ 3 กรองแยกอนุภาคขนาดเล็กออกจากสารละลายพรอพโพลิส 

                   ในการวิเคราะหสวนประกอบทางเคมีของพรอพโพลิสมักจะพบสวนผสมของ 

flavonoids มากที่สุด ซึ่งโดยทั่วไปแลวจะพบ flavonoids เฉพาะในกลุมของพืช ดังนั้นสามารถพบ 

flavones จากตัวอยางพรอพโพลิสที่ตางกัน และการพบ flavonoids จากพรอพโพลิสนั้นมี

ความสัมพันธกับชนิดของสายพันธุพืชที่ผึ้งเก็บ มีการรายงานวา flavones เกิดการดัดแปลงโดย

เอนไซมในผึ้ง และมีความเปนไปไดวาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางนั้นเกิดจากเอนไซมของน้ําลายผึ้ง

ระหวางกระบวนการเก็บ สารประกอบ aromatic ที่พบไดโดยทั่วไปในพืชนั้นจะสามารถพบไดใน

พรอพโพลิสดวย  ซึ่งสารประกอบทางเคมีที่พบในพรอพโพลิสมีลักษณะเหมือนกับสารประกอบที่

พบในอาหาร หรือวัตถุเจือปนในอาหารที่มีความปลอดภัย (Generally recognized as safe 

substances, GRAS) (Burdock, 1998)

                   สวนประกอบของวัตถุดิบพรอพโพลิสขึ้นอยูกับแหลงที่พบและยางของตาจากตนไมที่

แตกตางกัน โดยทั่วไปจะพบ populus ในเขตที่อุณหภูมิพอเหมาะ (temperate zones), betula ใน

เขตทางตอนเหนือ, delchampia ในเขตที่ใกลเสนศูนยสูตร, clusia ในประเทศเวเนซุเอลา และ 

xanthorrhoea ในประเทศออสเตรเลีย (Burdock, 1998) ในปจจุบันเปนที่ยอมรับโดยทั่วไปวาใน

เขตที่อุณหภูมิพอเหมาะ ยางของตาจากตนไมสายพันธุ populus เกิดการผสมกับแหลงวัตถุดิบ

หลักของพรอพโพลิส โดยพบสารประกอบที่สําคัญคือ pinobanksin และ 3-O-acetate, chrysin, 

galangin และ caffeates (benzyl, phenylethyl, prenyl) นอกจากนี้ยังพบสวนประกอบทางเคมีที่

แตกตางกันมากกวา 200 ชนิดในพรอพโพลิส (Bankova et al., 2000) สารประกอบที่มีอยูใน
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พรอพโพลิสขึ้นอยูกับบริเวณการเพาะปลูก เนื่องจากสภาพภูมิศาสตรที่แตกตางกันสงผลให

ตัวอยางพรอพโพลิสมีสารประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน Johnson และคณะ (1994) ศึกษา

ปริมาณเรซินและความสามารถในการละลายเรซินของพรอพโพลิสดวยเมทานอล พบวา

พรอพโพลิสในเขตของทวีปอเมริกาเหนือ มีปริมาณเรซินที่ไมคงที่ แตในทวีปยุโรปมีปริมาณเรซิน

อยูในชวง 16-80% ซึ่งเปนอัตราสวนที่มีประสิทธิภาพเพียงพอตอการนําไปใชสําหรับซอมแซมรัง 

ซึ่งมีสวนชวยทําใหรังผึ้งมีลักษณะที่แข็งแรง หรืออาจใชเคลือบบางๆบริเวณพื้นผิวของรังผึ้ง และยัง

พบขี้ผึ้งหลายชนิดในพรอพโพลิสในชวงที่พบวามีปริมาณเรซินนอย (Meyer, 1956) จากการศึกษา

พรอพโพลิสทางตอนใตของประเทศจอรเจีย ซึ่งอยูในเขตที่เปนปาสนมีสวนของเรซินปริมาณต่ํา ซึ่ง

จะสงผลใหพรอพโพลิสที่อยูในเขตนั้นมีอัตราสวนของเรซินที่ต่ําลงดวย และพบวาพรอพโพลิสที่

เก็บจากรังผึ้งในรัฐโอไฮโอของประเทศอเมริกา จะมีสวนประกอบเคมีที่หลากหลายมากกวา 30 

ชนิด สวนพรอพโพลิสที่เก็บจากทางตอนใตของประเทศจอรเจีย พบวามีนอยกวา 10 ชนิด เมื่อ

วิเคราะหดวย paper chromatography

                   ถึงแมวาการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอล จะเปนวิธีที่ใชกันโดยทั่วไป แตอาจใชตัว

ทําละลายชนิดอื่นเพื่อใชในการศึกษาวิเคราะหสารประกอบตางๆที่มีอยูในพรอพโพลิส ซึ่งอาจมี

มากกวา 200 ชนิด (Marcucci, 1995) พรอพโพลิสประกอบดวยสารประกอบทางเคมีที่

หลากหลาย เชน polyphenols ไดแก flavonoids aglycone, phenolic acids และ esters, 

phenolic aldehydes, alcohols, ketones, fatty acids และ esters, terpenes, steroids, amino 

acids และสารประกอบอนินทรีย (Bankova, Castro and Marcucci, 2000) จากการศึกษาที่ผาน

มามีหลายงานวิจัยบงชี้วาสารสกัดพรอพโพลิสสามารถตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียได

      2.1.3 สมบัติการตานอนุมูลอิสระ

                   พรอพโพลิสประกอบดวยสารประกอบโพลิฟนอลิก อนุพันธของ caffeic acid และ 

flavonoids ซึ่งมีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ (Heim et al., 2002; Russo et al., 2002; 

Kumazawa et al., 2004) 

                   flavonoids คือสารประกอบฟนอลิกชนิดหนึ่ง มีสูตรโครงสรางหลักเปน flavan หรือ 

2-phynylbenzopyran ประกอบดวยคารบอน 15 อะตอม เรียงกันเปนระบบ C6C3C6 โดยมีวง

benzene 2 วง จับกันดวยคารบอน 3 อะตอม ซึ่งอาจเรียงเกิดเปนวงที่ 3 ทําใหโครงสรางหลักที่ได

เหมือนโครงสรางของวิตามินอี ที่เปนโครงสรางแบบ chroman หรือ benzopyran ดังแสดงในภาพ

ที่ 2.1
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                                               chroman structure

                                              ภาพที่ 2.1 โครงสรางของ flavan

                                              ที่มา: Cushnie และ Lamb (2005)

                   flavonoids แบงเปนกลุมยอยไดหลายกลุม ตามความแตกตางของสูตรโครงสรางโดย

เฉพาะที่วง C ซึ่งเปนวงที่มีอะตอมออกซิเจนอยูในรูปแบบตางๆ เชน ether ketone รวมทั้งการมี 

hydroxyl group แทนที่บน aromatic ring ในโมเลกุล ตัวอยางสารในกลุม flavonoids ไดแก

flavone, flavonal, flavanone, flavanonal และ isoflavone (Xiao and Lu, 1989)

                   ปรีชา  บุญจูง (2549) ไดอธิบายกลไกในการตานอนุมูลอิสระของสารกลุม 

flavonoids รวมถึงโพลีฟนอลอื่นๆ ไววามี 3 กลไก คือ

                   1. เปนสาร chelating agent โดยเฉพาะสารโพลีฟนอลที่มีโครงสรางเปน ortho-

diphenolic ทําหนาที่จับหรือเกิดพันธะโคออรดิเนตกับโลหะหนัก เชน ทองแดง และเหล็ก 

เปนตน ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการกระตุนการสรางอนุมูลอิสระ รวมทั้งปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูล

อิสระ

                   2. เปนสารตานออกซิเดชันโดยหยุดปฏิกิริยาลูกโซ (chain breaking antioxidant) ใน

การยับยั้งหรือกําจัดอนุมูลอิสระ เชน lipid alkoxyl และ peroxyl radicals เปนตน โดยทําหนาที่

เปนตัวใหไฮโดรเจนแกอนุมูลเหลานั้น ดังแสดงในปฏิกิริยาที่ (1) หลังจากที่ flavonoids ถูก

ออกซิไดซแลวจะไดอนุมูลของ flavonoid-phenoxyl ซึ่งมีความเสถียรมากกวา เนื่องจากโครงสราง

ของ flavonoids มี delocalization ของอิเลคตรอนตลอดเวลา ดังนั้นจากรายงานการศึกษาการ

ตานออกซิเดชันของ flavonoids จะพบวา flavonoids ที่มีโครงสรางซึ่งทําใหเกิด delocalization 

ของอิเลคตรอนไดดี จะสามารถตานอนุมูลอิสระไดดีกวา

                           flavonoid-OH  +   R•                flavonoid-O•   +   RH           (1)

flavonoid-OH   คือสารในกลุม flavonoids, R•  คือ อนุมูลอิสระ, flavonoid-O• คือ phenoxyl 

radical
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                   3. ทําหนาที่ regenerate วิตามินอี (α-tocopherol) โดยจะ reduce อนุมูล 

α-tocopheroxyl กลับเปน α-tocopherol เหมือนเดิม ทําใหสามารถทําหนาที่เปนสารตานอนุมูล

อิสระไดตอไป 

                   สารประกอบในกลุม flavonoids ไดแก rutin, myricetin, quercetin, kaempferol, 

apigenin, pinocembrine, chrysin และ galangin สามารถใชระบุความแตกตางของคุณภาพ

พรอพโพลิส รวมทั้งความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวย (Zhao et al., 2005) พรอพโพลิส

ของประเทศจีนนั้นเปนที่นิยมอยางมาก เนื่องจากพรอพโพลิสของประเทศจีนจะประกอบดวยสาร

ในกลุมของ flavonoids ในปริมาณที่สูงซึ่งจะผลดีตอสุขภาพ เชน สามารถยับยั้งการเกิด

กระบวนการออกซิเดชันดวย copper-catalyzed ของ low-density lipoprotein, การยับยั้งการจับ

ตัวเปนกอนเลือดของเกล็ดเลือด และ arachidonate metabolism, การลดการอักเสบของตับจาก 

peroxidized oil และมีสมบัติการเปนสารปองกันมะเร็ง เปนตน (Barak et al., 2002) 

                   Isla และคณะ (2001) ศึกษาปฏิกิริยาการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดพรอพโพลิส

ของประเทศอารเจนตินา 13 แหงที่แตกตางกัน โดยศึกษาปฏิกิริยา kinetics ของการเกิด oxidation 

โดยใช copper-induce พบวาสามารถแบงความแตกตางของพรอพโพลิสออกเปน 3 กลุม คือ 

                   กลุมที่ 1 เปนพรอพโพลิสจาก Cerrillos, El Corte, La Banda Oeste, El Molino และ 

La Banda Este ซึ่งสามารถยับยั้งการเกิด lipid oxidation ระหวางชวงเริ่มตน (initiation) และ 

propagation phase แมวาจะใชที่ความเขมขนต่ํา 

                   กลุมที่ 2 เปนพรอพโพลิสจาก Roque Saenz Pena, Juan José  Castelli และ Arroyo 

Mixta ซึ่งสามารถเพิ่มระยะเวลาในขั้น lag-phase สําหรับการสราง conjugated diene ซึ่ง

พรอพโพลิสในกลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 สามารถลดอัตราการสรางและปริมาณของพันธะคู 

                   กลุมที่ 3 เปนพรอพโพลิสจาก El Paraiso, Raco, Fernández, Veronica และ Tafí  

del Valle ซึ่งพรอพโพลิสในกลุมนี้ไมมีผลตอการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา lipid oxidation 

                   ดังนั้นสามารถใชพรอพโพลิสจากประเทศอารเจนตินาในกลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 เปน

แหลงของสารตานอนุมูลอิสระที่ไดจากธรรมชาติ ในการยับยั้งปฏิกิริยา oxidation         

                    Kalogeropoulos และคณะ (2009) ศึกษาปฏิกิริยาการตานอนุมูลอิสระของสารสกัด

พรอพโพลิสของประเทศกรีกและไซปรัส พบวาพรอพโพลิสที่สกัดดวยเอทานอลมีปริมาณของ 

flavonoids, anthraquinones และ chrysophanol สูง และพบ phenolic acids และ ester ใน

ปริมาณต่ํา มีปริมาณ polyphenols ทั้งหมดอยูในชวง 31.2-299 mg gallic acid equivalent 

(GAE)/g ของสารสกัดพรอพโพลิส และมีปฏิกิริยาการจับอนุมูล 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) อยูในชวง 0.33-1.11 mM Trolox equivalents/g ของสารสกัดพรอพโพลิส ผลที่ไดจาก
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การศึกษาแตกตางจากพรอพโพลิสที่ไดจากยุโรป แตไดผลเหมือนกับพรอพโพลิสที่ไดจากทางฝง

ตะวันออกของทะเลเมดิเตอรเรนียน 

                    Mohammadzadeh และคณะ (2007) ศึกษาประสิทธิภาพการตานอนุมูลอิสระของ

สารสกัดพรอพโพลิสของประเทศอิหราน โดยการตรวจสอบ flavonoid และ polyphenol ของ

พรอพโพลิสที่สกัดดวยเอทานอล โดยการวิเคราะหดวยวิธี aluminum nitrate และ Folin-

Ciocalteau colorimetric พบวามีปริมาณ flavonoid อยูในชวง 1.22-7.79 g/100 g และมีปริมาณ 

polyphenol อยูในชวง 3.08-8.46 g/100 g ของสารสกัดพรอพโพลิส

                   Moreira และคณะ (2008) ศึกษาสมบัติการตานอนุมูลอิสระและปริมาณฟนอล

ทั้งหมดของตัวอยางพรอพโพลิสของประเทศโปรตุเกส โดยใชตัวอยางพรอพโพลิสที่อยูในเขต 

Bornes และ Fundao พบวามีปริมาณฟนอลทั้งหมดเทากับ 329 mg GAE/g และ 151 mg/g ของ 

GAE ตามลําดับ ประสิทธิภาพการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดพรอพโพลิส วิเคราะหจากผลของ

การจับอนุมูล 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และการวิเคราะหหาความสามารถที่ลดลง

ของ iron (III)/ferricyanide complex พบวาสารสกัดพรอพโพลิสที่อยูในเขต Bornes มี

ประสิทธิภาพในการเปนสารตานอนุมูลอิสระไดกวาสารสกัดพรอพโพลิสที่อยูในเขต Fundao 

       2.1.4 สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

               ในหลายปที่ผานมามีนักวิจัยใหความสนใจในการศึกษาการใชประโยชนจาก

พรอพโพลิสในการใชเปนยาและเครื่องสําอาง ถึงแมวาในสมัยโบราณจะมีการใชพรอพโพลิสเปน

ยาพื้นเมือง ยังคงมีการศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย และมีการยืนยันวา

พรอพโพลิสมีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย, ไวรัส, รา และโปรโตซัว (Marcucci, 

1995) สารประกอบที่สงผลตอปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของพรอพโพลิสที่สําคัญ 

คือ aromatic acids, สารประกอบฟนอลิกโดยเฉพาะสารในกลุมของ flavonoids และ phenolic 

acids สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของสารประกอบที่ไดจากธรรมชาติเปนผลมาจาก 

flavonones pinocembrin, flavonols galangin และ caffeic acids phenethyl ester (Burdock, 

1998) Kedzia (1990) และ Krol และคณะ (1993) รายงานวากลไกการยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียของพรอพโพลิสเกิดจากการทํางานรวมกันระหวางสารประกอบฟนอลิกและสารประกอบ

อื่นในเรซิน (Ghisalberti, 1979) ซึ่งเปนสารที่มีผลในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (Cowan, 

1999) ในขณะที่อนุพันธุของ gallic acid มีผลในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดแกรมบวกและแกรมลบ 

(Kayser and Kolodziej, 1997) จากการศึกษาของ Tosi และคณะ (2007) พบวาสามารถใชสาร

สกัดพรอพโพลิสในการใชเปนวัตถุเจือปนในอาหาร เพื่อยังยั้งการเจริญของ Escherichia coli 
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ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียขึ้นอยูกับความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิส และ

วิธีการสกัด 

                   Kalogeropoulos และคณะ (2009) ศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ของสารสกัดพรอพโพลิสจากประเทศกรีกและไซปรัส โดยการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอล 

พบวาหากพรอพโพลิสมี terpenoids ในปริมาณมากจะสงผลใหพรอพโพลิสสามารถยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียไดดี สารสกัดพรอพโพลิสจากประเทศกรีกและไซปรัสสามารถยับยั้งการเจริญ

ของ Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Listeria 

monocytogenes, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus, Candida albicans

และ Candida tropocalis

                   Silici และ Kutluca (2005) ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของ

พรอพโพลิส 3 ชนิด คือ Populus alba, Populus tremuloides และ Salix alba พบวาตัวอยาง

พรอพโพลิสมีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดแกรมบวก เชน S. aureusไดดี แตมี

ปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดแกรมลบ เชน E. coli และ Pseudomonas 

aeruginosa และยีสต เชน C. albicans ไดต่ํา ตัวอยางพรอพโพลิสที่เก็บโดยผึ้ง Apis mellifera 

caucasica มีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่สูงกวาตัวอยางพรอพโพลิสที่เก็บโดยผึ้ง 

Apis mellifera carnica

                   Kartal และคณะ (2003) ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของ

ตัวอยางพรอพโพลิสจากคาซานและมารมาริสของอนาโตเลีย ดวยวิธี disc diffusion พบวา

ตัวอยางพรอพโพลิสจากคาซานมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียสูงกวา โดย

สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis, Corynebacterium 

diphtheria, Branhamella catarrhalis และ C. albicans ในขณะที่ตัวอยางพรอพโพลิสจาก

มารมาริสสามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus, S. epidermidis และ B. subtilis ไดเทานั้น

                   Lu, Chen และ Chou (2005) ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของ 

Staphylococcus aureus ของพรอพโพลิสของประเทศไตหวันที่เก็บในชวงเวลาที่แตกตางกันคือ 

เดือนมิถุนายน, สิงหาคม และตุลาคม โดยการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอล พบวาสารสกัด

พรอพโพลิสที่เก็บในชวงเดือนสิงหาคมมีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของ S. aureus สูงกวาการ

เก็บในชวงเดือนอื่น

                   Orsi และคณะ (2005) ศึกษาพรอพโพลิสของประเทศบราซิลและบัลแกเรียตอการ

ยับยั้งการเจริญของ Salmonella Typhimurium ของเซลลเม็ดเลือดขาว พบวาพรอพโพลิสของ

ประเทศบราซิลมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ S. Typhimurium ที่ดีกวาพรอพโพลิส

ของประเทศบัลแกเรีย เนื่องจากการมีองคประกอบทางเคมีในสารสกัดพรอพโพลิสที่แตกตางกัน
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                   Sforcin และคณะ (2000) ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของ

พรอพโพลิสของประเทศบราซิล พบวาสารสกัดพรอพโพลิสสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

ชนิดแกรมบวกไดเมื่อใชความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิส 0.4% ในขณะที่การยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียชนิดแกรมลบมีคา minimal inhibitory concentration (MIC) อยูในชวง 4.5-8.0% 

สามารถกลาวไดวาพรอพโพลิสของประเทศบราซิลมีผลในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิด

แกรมบวกไดดีแบคทีเรียชนิดแกรมลบ

       2.1.5 การประยุกตใชในอุตสาหกรรม

                   ในอดีตที่ผานมาการเลี้ยงผึ้งนําไปสูการใชประโยชนของผลิตภัณฑจากผึ้ง รวมทั้งการ

ประยุกตใชประโยชนของพรอพโพลิส การใชพรอพโพลิสมานานกวา 300ปกอนคริสตศักราช 

(Ghisaberti, 1979) จนกระทั่งถึงปจจุบันโดยมีการใชเปนยาสามัญประจําบาน และใชเปนยา

สําหรับพกพา เนื่องจากพรอพโพลิสมีความสามารถในการเปนสารตานจุลินทรีย, สารยับยั้งเชื้อรา, 

มีคุณสมบัติในการสมานผิวหรือหามเลือด, สามารถลดอาการกลามเนื้อหดเกร็ง, ลดการอักเสบ 

และมีสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ การประยุกตเหลานี้ยังรวมถึงการใชเปนยารักษาโรคผิวหนังที่

สามารถหาซื้อไดทั่วไป ซึ่งใชในการสมานแผลรักษาแผลที่เกิดจากการไหม แผลเปอย โรคผิวหนัง

เรื้อรัง โรคเริม อาการคัน และยับยั้งเชื้อราบนผิวหนัง ในทางการตลาดใชรักษาโรคไขขอ การเคล็ด

ขัดยอก และสามารถใชในชองปากเพื่อใชเปนยาชา และออกฤทธิ์ไดดีกวาโคเคน 5 เทา ใชเปนยาสี

ฟนและยาบวนปากเพื่อใชในการรักษาอาการเหงือกบวม รักษาอาการอักเสบของริมฝปากและ

เนื้อเยื่อปากอักเสบ การใชในทางเภสัชกรรมและผลิตภัณฑเครื่องสําอางเชน ครีมทาหนา ครีมทา

ภายนอก และโลชั่น ทางการตลาดใชเปนเม็ด  ผง และเปนหมากฝรั่ง (Ayala et al., 1985; 

Bankova et al., 1983; Bjorkner, 1994; Dobrowolski et al., 1991; Marcucci, 1995) 

                   ถึงแมวาชาวยุโรปมีแนวโนมในการใชผลิตภัณฑที่มีสวนผสมของพรอพโพลิสมากกวา

ชาวอเมริกัน แตในอเมริกามีขายในรานขายอาหารเสริมเพื่อสุขภาพในรูปแบบแคปซูล (ประมาณ 

50 mg/capsule) และมีการใชในตลาดขนาดใหญสําหรับการผลิตเปนไหมขัดฟนและยาสีฟน มี

การศึกษาการใชเปนสารถนอมอาหารแทนสารเคมีที่ใชในผลิตภัณฑจากเนื้อ (Han and Park, 

1995) และมีการใชทดลองสําหรับยับยั้งตัวออนของแมลง (Galleria mellonella L.) ซึ่งเปนสัตว

รบกวนในบริเวณที่เลี้ยงผึ้ง โดยผลการทดลองการยับยั้งตัวออนของแมลง พบวาพรอพโพลิสมี

ประสิทธิในการยับยั้งที่ต่ํา (Johnson et al., 1994)
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2.2 ฟลมที่บริโภคได (Edible film)

                   ในอดีตที่ผานมาฟลมที่ใชเปนบรรจุภัณฑสําหรับอาหารจะทําดวยโพลิเมอรที่ไดจาก

การสังเคราะห เชน polyethylene (PE), polyvinyl chloride (PVC), polyvinyl alcohol (PVA), 

polylactic acids (PLA) และ nylon (Dutta et al., 2009) และในปจจุบันผูบริโภคมีความตองการ

ใชบรรจุภัณฑที่ไดจากเคมีสังเคราะหลดลง ฟลมที่บริโภคไดจึงมีบทบาทมากขึ้นในการใชเปนบรรจุ

ภัณฑอาหาร เนื่องจากมีขอดีมากกวาวัสดุที่ไดจากการสังเคราะห อาทิเชน สามารถยอยสลายได 

และเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม (Tharanathan, 2003) และจากคุณสมบัติของฟลมที่บริโภคได ไดแก 

สมบัติในการเลือกผานโมเลกุล, การขัดขวางไอของสารประกอบอินทรีย, การลดการซึมผานไอน้ํา, 

การขัดขวางตัวถูกละลาย เชน ไขมัน, เกลือ, วัตถุเจือปน และรงควัตถุ และการลดการซึมผานของ

กาซ เชน กาซออกซิเจน, กาซคารบอนไดออกไซด และกาซไนโตรเจน (Gennadios and Weller, 

1990) ดวยเหตุนี้จึงมีการใชฟลมที่บริโภคไดเปนตัวสงผาน หรือใชสําหรับการหอหุมของวัตถุ

เจือปนในอาหาร หรือสวนประกอบในอาหาร                   

                   ฟลมที่บริโภคไดสามารถปรับปรุงสมบัติเชิงกลของอาหารเพื่อใหมีลักษณะที่งายตอ

การรักษา หรือสะดวกตอการขนสง นอกจากนี้ยังมีการปรับปรุงลักษณะทางประสาทสัมผัส เชน สี, 

ความสวาง, ความโปรงใส, ความหยาบหรือความเหนียวอีกดวย (Dutta et al., 2009) ทําให

นักวิจัยสนใจศึกษาการใชประโยชนจากฟลมชนิดนี้มากขึ้น โดยทั่วไปฟลมที่บริโภคไดสามารถทํา

ไดจากโปรตีน, โพลิแซ็กคาไรด, ไขมัน และเรซิน (Baldwin, 1999) และสามารถเพิ่มประสิทธิภาพ

ฟลมโดยการเติมวัตถุเจือปนอาหารลงในฟลม เชน สารตานอนุมูลอิสระ, สารยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรีย, สารใหสี และสารใหรสชาติ เปนตน (Pena and Torres, 1991) ซึ่งประสิทธิภาพของ

ฟลมจะขึ้นอยูกับสวนประกอบของฟลมดวย
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2.3 ไคโตซาน

        ไคโตซานเปนอนุพันธของไคตินที่ไดจากการทําปฏิกิริยากําจัดหมูอะซิทิลของไคติน หรือที่

เรียกวาปฏิกิริยา deacetylation โดยแชไคตินในสารละลายดางเขมขน ไคโตซานมีปริมาณของ

ไนโตรเจนสูงกวา 7% โดยน้ําหนัก (Muzzarelli, 1985) และมี degree of deacetylation (DD) 

มากกวา 70% (Li et al., 1992) มีโครงสรางดังแสดงในภาพที่ 2.2

  ภาพที่ 2.2 โครงสรางของไคตินและไคโตซาน (Dutta et al., 2009)

          ไคโตซานมีชื่อทางเคมีวา  poly [β-(1       4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose] มี

ลักษณะเปนโคโพลิเมอรที่อยูรวมกันในสายโซของโมเลกุลระหวางโมโนเมอรของไคตินและโมโน

เมอรของไคโตซาน ซึ่งเปนวัสดุธรรมชาติของกลุมคารโบไฮเดรตที่พบมากที่สุดเปนลําดับที่ 2 รอง

จากเซลลูโลส ไคโตซานสกัดไดจากเปลือกกุง ปู แกนปลาหมึก มีสมบัติในการตอตานจุลินทรียและ

เชื้อราบางชนิด ไคโตซานไมเปนพิษ สามารถยอยสลายไดในธรรมชาติ ในหลายประเทศไดขึ้น

ทะเบียนไคตินและไคโตซานใหเปนวัตถุเจือปนในอาหาร ชวยรักษากลิ่นรส ใชเปนสารเคลือบ

อาหาร ผัก และผลไม หรือผลิตในรูปฟลมที่รับประทานได (edible film) (Shahidi, Arachchi and 

Jeon, 1999) ไคโตซานมีการประยุกตใชในรูปแบบที่หลากหลาย เนื่องจาก amino groups ที่

ตําแหนง C2 และ primary และ secondary hydroxyl groups ที่ตําแหนงที่ C3 และ C6 

ตามลําดับ (Frusaki et al., 1996) ซึ่งทําใหมีความแตกตางจาก polysaccharides ทั่วไป โดย

ไคโตซานจะมีความเปนขั้วบวกเนื่องจากมี amino groups ในโมโลกุล สายโซโพลิเมอรของ

ไคโตซานสามารถจับกับโมเลกุลที่เปนขั้วลบบนพื้นผิวโดยการเชื่อมตอดวยพันธะไอออนิกหรือ

พันธะไฮโดรเจน (Shahidi, 1995) การประยุกตใชไคโตซานแสดงในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 ตัวอยางการประยุกตใชไคโตซาน

เกษตรกรรม ปองกันกลไกในพืช

กระตุนการเจริญของพืช, เคลือบเมล็ด, ปองกัน

การกลายเปนน้ําแข็ง

ลดเวลาการใสปุยและเพิ่มสารอาหารใหแกดิน

น้ําและการบําบัดน้ําเสีย การทําใหน้ําบริสุทธิ์ สําหรับการดื่ม, สระวายน้ํา

แยกอิออนของเหล็ก

เปนโพลิเมอรที่ไดจากธรรมชาติ 

ลดกลิ่น

อาหารและเครื่องดื่ม ใชเปนใยอาหาร (dietary fiber)

จับกับไขมัน (ลดคลอเรสเตอรอล)

ใชเปนสารถนอมอาหาร

สารใหความขนและความคงตัวสําหรับซอส

สําหรับเคลือบผลไมใชปองกันเชื้อราและยับยั้ง

การเจริญของจุลินทรีย

เครื่องสําอาง รักษาความชื้นใหกับผิว

รักษาสิว

เพิ่มความนิ่มใหกับเสนผม

ลดไฟฟาสถิตในผม

ปรับสภาพผิว

ผลิตภัณฑดูแลชองปาก เชน ยาสีฟน, หมากฝรั่ง

เภสัชกรรม การสรางภูมิคุมกันโรค, ปองกันเนื้องอก, ใชใน

การหามเลือดและชวยในการแข็งตัวของเลือด, 

ใชยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ที่มา: Rinaudo (2006)
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       2.3.1 สมบัติการตานอนุมูลอิสระ

               ไคโตซานมีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระที่สกัดไดจากธรรมชาติ มีการรายงานกลไก

การตานอนุมูลอิสระของไคโตซานไววา ไคโตซานสามารถกําจัดอนุมูลอิสระหรือสามารถจับกับ

ไอออนของโลหะได (Muzzarelli, Muzzarelli and Terbojerich, 1997) โดยการเกิดปฏิกิริยา

ระหวางอนุมูลอิสระกับ hydrogen ion จาก ammonium ions (NH3
+) ที่ตําแหนง C2 ของ

ไคโตซาน โดยจะเปลี่ยนโครงสรางอนุมูลอิสระใหเปนโมเลกุลที่เสถียร (Park, Je and Kim, 2004; 

Xie et al., 2001 จากการศึกษาของ Peng, Wang และ Tang (1998) พบวาไคโตซานสามารถ

ยับยั้งการเกิด lipid oxidation ได โดยไคโตซานสามารถจับกับ ferrous ions ในระบบ ซึ่ง ferrous 

ions จะเปนตัวเรงในการเกิดปฏิกิริยา prooxidant จึงทําใหเกิด lipid oxidation ชาลง และ

Anraku และคณะ (2008) รายงานวาไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา ยังคงมีประสิทธิภาพในการ

เปนสารตานอนุมูลอิสระ โดยมีปฏิกิริยาการจับ hydroxyl radicals (•OH) และ hydrogen 

peroxide (H2O2) นอกจากนี้ Youn, Kim และ Ahn (2001) รายงานวาเมื่อน้ําหนักโมเลกุลและ

ความเขมขนของไคโตซานสูงขึ้น จะสงผลใหมีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระสูงขึ้นดวย

                   Kim และ Thomas (2007) ศึกษาการใชไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกัน คือ

30, 90 และ 120 kDa ในการตานอนุมูลอิสระในปลาแซลมอน พบวาไคโตซานทั้ง 3 ชนิดสามารถ

ลดการเกิด lipid oxidation และการใชไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุล 30 kDa สามารถละลายน้ําได

ดีและสามารถใชเปนสารตานอนุมูลอิสระที่ไดจากธรรมชาติได  

                   Xie, Xu และ Liu (2001) ศึกษาปฏิกิริยาการตานอนุมูลอิสระของไคโตซานที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลที่แตกตางกันในปลาแซลมอน ซึ่งมีโปรตีนในเนื้อเยื่อของปลาหลายบริเวณที่สามารถเกิด

พันธะกับเหล็กได เชน myoglobin, hemoglobin, ferritin และ transferrin เหล็กที่โปรตีนอาจถูก

ปลดปลอยระหวางการเก็บ และอาจถูกกระตุนดวยออกซิเจนกอใหเกิด lipid oxidation (Angelo, 

1996) โดยศึกษาการจับ hydroxyl radical ของไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกัน พบวา

น้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานมีผลตอประสิทธิภาพในการเกิดพันธะกับโลหะ 

                   Kamil, Jeon และ Shahidi (2002) ศึกษาความแตกตางของความหนืดของไคโตซาน

ตอการยับยั้งการเกิด lipid oxidation ในปลาแฮรริ่ง พบวาไคโตซานที่ความหนืด 14 cp มี

ประสิทธิภาพสูงที่สุด ในการยับยั้งการเกิด lipid oxidation 

                   Darmadji และ Izumimoto (1994) ศึกษาประสิทธิภาพของไคโตซานในการยับยั้ง

การเกิด lipid oxidation ในเนื้อวัว โดยการเติมไคโตซานที่ความเขมขน 1% (w/v) ลงในเนื้อวัว

ระหวางการเก็บรักษา พบวาสามารถลดคา thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) 

ไดถึง 70% หลังจากการเก็บเนื้อวัวเปนเวลา 3 วัน ที่ 4ºC  
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2.3.2 สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

                   ไคโตซานถูกใชในอาหารอยางแพรหลาย Roller และ Covill (1999), Tsai และคณะ

(2000) อธิบายกลไกการออกฤทธิ์ตานจุลินทรียของไคโตซานไววาหมูอะมิโนของไคโตซานสามารถ

ดูดซับสารอาหาร และไอออนของโลหะที่เปนประโยชนตอการเจริญของจุลินทรีย จึงสามารถลด

อัตราการเจริญหรือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได   Choi และคณะ (2001) รายงานวาไคโตซาน

สามารถเกิดเปนสารประกอบที่ซับซอนบริเวณผิวหนาของผนังเซลลจุลินทรีย โดยกอตัวเปนชั้น

บางๆรอบเซลลขัดขวางการสงผานสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญของจุลินทรียเขาสูภายในเซลล

ทําใหคุณสมบัติการเลือกผานของเซลลสูญเสียไป นอกจากนี้ประจุบวกของไคโตซานสามารถจับ

กับประจุลบของผนังเซลลจุลินทรีย ทําใหโครงสรางของผนังเซลลจุลินทรียเกิดการเปลี่ยนแปลง

และเกิดความเสียหาย (Choi et al., 2001; Helander et al., 2001; Roller and Covill, 1999) 

               ปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียของไคโตซาน 
                   1. น้ําหนักโมเลกุล ไคโตซานมีความสามารถในการละลายต่ํา สารละลายที่เตรียม

จากไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง จะมีความหนืดมาก ไมสะดวกในการนํามาประยุกตใชกับ

กระบวนการผลิตอาหาร ไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 10,000-100,000 Daltons 

สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได (Chen, 1998) และไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําเกินไป 

จะไมมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย Tokura และคณะ (1994) รายงานวาไคโตซานที่

มีน้ําหนักโมเลกุล 9,300 Daltons มีผลในการยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli และไคโตซาน

ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 2,200 Daltons ไมมีผลในการยับยั้งการเจริญของ E. coli                               

                   2. ชนิดของตัวทําละลายที่ใชเตรียมสารละลายไคโตซาน ไคโตซานสามารถละลายได

ดีในกรดทั้งกรดอินทรียและกรดอนินทรีย อยางไรก็ตามการนําไคโตซานมาประยุกตใชในอาหาร

เปนขอจํากัดใหสามารถใชไดเพียงกรดอินทรียเปนตัวทําละลายเทานั้น

                   3. ชนิดและสายพันธุของจุลินทรีย ความเขมขนของไคโตซานที่ใชในการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรีย อาจแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดและสายพันธุของจุลินทรีย มีการรายงานวา

ไคโตซานสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรียแกรมลบ (Jeon et al., 2001; Xie 

et al., 2002) กลไกของปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของไคโตซานมีความแตกตาง

ระหวางแบคทีเรียชนิดแกรมบวกและแกรมลบ โดย Zheng และ Zhu (2003) ศึกษาไคโตซานตอ

การยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิดแกรมบวก และ E. coli

ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิดแกรมลบ พบวาไคโตซานมีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของ S. aureus ได

สูงขึ้น เมื่อน้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานสูงขึ้น ในขณะที่มีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของ E. coli

สูงขึ้นเมื่อน้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานลดลง โดยไคโตซานมีกลไกการยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียที่แตกตางกันคือ ไคโตซานสามารถสรางโพลิเมอรบริเวณเยื่อหุมเซลลของ S. aureus เพื่อ
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ขัดขวางการสงผานของสารอาหารเขาสูเซลลของจุลินทรีย และไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา

สามารถแทรกซึมหรือแพรกระจายเขาสูเซลลไดดีจึงสามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli ได และ

สารละลายไคโตซานที่ความเขมขน 0.10 mg/ml สามารถยับยั้งการเจริญของ Xanthomonas

pathogenic bacteria ได (Li et al., 2008)

         4. ลักษณะของอาหาร ชนิดของอาหารแตกตางกันตองใชความเขมขนของไคโตซาน

แตกตางกัน โดยถาลักษณะของอาหารมีสวนประกอบมากก็จะขัดขวางการเคลื่อนที่ของโมเลกุล

ไคโตซาน ซึ่งเปนการลดโอกาสไคโตซานในการสัมผัสกับเซลลของจุลินทรีย

               5. อุณหภูมิ มีงานวิจัยที่สนับสนุนวาประสิทธิภาพของไคโตซาน ในการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียวาจะเกิดขึ้นไดดี เมื่อใชรวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา Roller และ Covill 

(2000) พบวา ประสิทธิภาพของไคโตซานในการเปนวัตถุกันเสียในมายองเนสควรใชรวมกับการ

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C

       2.3.3 ฟลมไคโตซานและการประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหาร

                  ฟลมไคโตซานเปนฟลมที่สามารถเตรียมไดงาย โดยการละลายดวยสารละลายกรด

เจือจาง (Park, Marsh and Rhim, 2002) ฟลมไคโตซานสามารถยืดอายุผลิตภัณฑอาหารได 

เนื่องจากสมบัติของไคโตซานดานการตานอนุมูลอิสระและการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 

อยางไรก็ตามประสิทธิภาพของฟลมไคโตซานขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน ลักษณะโมเลกุลของ

ไคโตซาน ไดแก degree of acetylation และน้ําหนักโมเลกุล, สารประกอบอื่นในระบบ ไดแก 

ประเภทและความเขมขนของกรด, ปริมาณของโปรตีน ไขมัน ไอออน และสวนประกอบอื่นใน

อาหาร และสภาวะแวดลอม ไดแก อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ (Bé gin and Van Calsteren, 

1999) 

                   Pranoto, Rakshit และ Salokhe (2004) รายงานการเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซานโดยการเติมน้ํามันกระเทียม โปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน 

ที่ความเขมขนตางๆ พบวาการเติมน้ํามันกระเทียม โปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน สามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของ S. aureus, L. monocytogenes และ B. cereus การเติม

น้ํามันกระเทียมลงในฟลมไคโตซานสงผลเพียงเล็กนอยตอสมบัติเชิงกลของฟลมไคโตซาน ในขณะ

ที่การเติมโปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน มีผลทําใหคา tensile strength ลดลง และจาก

การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลม ดวยเครื่อง Fourier Transform Infrared (FT-IR) 

พบวาการเติมน้ํามันกระเทียม โปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน ไมเกิด interaction กับหมูฟงกชัน

ของไคโตซาน 
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                   Li และคณะ (2006) ศึกษาสมบัติและการใชฟลมแบบผสมของ glucomannan-

chitosan-nisin ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย พบวาการใชอัตราสวน konjac glucomannan 

80/chitosan 20 ใหฟลมที่มีคา tensile strength ดีที่สุด ฟลมที่ไดมีความใส ละลายน้ําไดดี มีอัตรา

การซึมผานของไอน้ําต่ํา และมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคใน

อาหาร 4 สายพันธุ ไดแก E. coli, S. aureus, L. monocytogenes และ B. cereus

                   Chien, Sheu และ Yang (2005) ศึกษาผลของการเคลือบไคโตซานตอคุณภาพและ

อายุการเก็บของมะมวงที่หั่นเปนชิ้นบาง โดยแชมะมวงในสารละลายไคโตซานที่ความเขมขน

แตกตางกันแลวหอดวยฟลม polyvinylidene chloride (PVDC) และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 6°C 

พบวาการเคลือบดวยไคโตซานชวยลดการสูญเสียน้ําและชะลอการเสื่อมเสียของคุณภาพทาง

ประสาทสัมผัส          

                   Vargus, Albors และ González-Martí nez (2006) ศึกษาผลของการเคลือบ

สตรอเบอรรี่ดวยไคโตซานที่เติมและไมเติมกรดโอลิอิกและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±1°C พบวา

ไคโตซานไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลง acidity, pH, soluble solids และ anthocyanin contents 

ของสตรอเบอรรี่ตลอดระยะเวลาการเก็บ แตมีผลในการรักษาคุณสมบัติเชิงกลและสีของผลไม

ระหวางการเก็บ สวนการเคลือบสตรอเบอรรี่ดวยไคโตซานและกรดโอลิอิกชวยยับยั้งการเจริญของ

เชื้อรา และเพิ่มความตานทานการซึมผานของน้ําออกจากสตรอเบอรรี่ สงผลใหอายุการเก็บของ

สตรอเบอรรี่ยาวนานขึ้น   

                   Sangsuwan, Rattanapanone และ Rachtanapun (2008) ศึกษาผลการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซาน/เมทิลเซลลูโลส และฟลมไคโตซาน/เมทิลเซลลูโลสที่เติม

วานิลลิน (Vanillin, 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde) หรือฟลมวานิลลิน ในการหอ

แคนตาลูปและสับปะรดที่หั่นเปนชิ้น พบวาฟลมไคโตซาน/เมทิลเซลลูโลส และฟลมวานิลลิน มี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ E. coli และ Saccharomyces cerevisiae การใชฟลม

วานิลลินหอแคนตาลูป และสับปะรดใ หผลที่แตกตางกันคือฟลมวานิลลินจะมีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในผลไมที่มี pH ต่ํา หรือมีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ในสับประรดไดดีกวาในแคนตาลูป

                   Beverlya และคณะ (2008) ศึกษาการใชฟลมไคโตซานที่เตรียมจากกรด 2 ชนิดที่

แตกตางกัน ไดแก กรดอะซิติก และกรดแลกติก ในการควบคุมปริมาณเชื้อ L. monocytogenes

บนผลิตภัณฑเนื้อยางพรอมบริโภคระหวางการเก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4ºC พบวาผลิตภัณฑเนื้อ

ยางพรอมบริโภคที่หอดวยฟลมไคโตซานที่เตรียมจากกรดอะซิติกมีผลในการยับยั้ง

 L. monocytogenes ไดดีกวาฟลมไคโตซานที่เตรียมจากกรดแลกติก           



20

                   Kanatt, Chander และ Sharma (2008) ศึกษาการใชไคโตซานผสมสารสกัดจาก

มินต เพื่อใชเปนสารถนอมอาหารที่มีสมบัติในการตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของจุลิทรีย

ในผลิตภัณฑเนื้อสัตว จากการศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH พบวาไคโตซานที่ผสมสารจาก

จากมินตมีคา IC50 ลดลง เมื่อเทียบกับสารสกัดมินต และไคโตซานที่เติมสารสกัดมินตมี

ประสิทธิภาพในการจับ superoxide และ hydroxyl radicals จากการศึกษาสมบัติการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียชนิดที่ทําใหอาหารเนาเสีย และกอใหเกิดโรค ไดแก E. coli, Pseudomonas 

fluorescens, S. typhimurium, S. aureus และ B. cereus พบวาไคโตซานที่เติมสารสกัดมินตมี

ประสิทธิในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดแกรมบวก ไดแก S. aureus และ B. cereus ได

ดีกวาแบคทีเรียชนิดแกรมลบ และพบวาการเติมไคโตซานที่เติมสารสกัดมินตลงในไสกรอกหมู 

สามารถยืดอายุการเก็บไสกรอกหมูที่อุณหภูมิ 0-3ºC ใหยาวนานขึ้นได
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บทที่ 3

การดําเนินงานวิจัย

สารเคมี 

สารละลายเอทานอลความเขมขน 95% และ 99.5% (A.R. grade)

สารละลาย Folin-Ciocalteau reagent (Merck, Germany)

สารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 20% (w/v) (A.R. grade)

สารละลายเมทานอลความเขมขน 95% (A.R. grade)

สารละลายกรดฟอสฟอริกความเขมขน 0.4% (v/v) (A.R. grade)

สารละลาย 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (Fluka, Germany)

สารละลายกรดอะซิติกความเขมขน 2% (v/v) (A.R. grade)

สารละลายมาตรฐาน rutin (Acros organics, USA)

สารละลายมาตรฐาน quercetin (Fluka, Germany)

สารละลายมาตรฐาน naringenin (Sigma-Aldrich, USA)

สารละลายมาตรฐาน kaempferol (Fluka, Germany)

สารละลายมาตรฐาน baicalin (Fluka, Germany)

สารละลายมาตรฐาน chrysin (Fluka, Germany)

สารละลายมาตรฐาน acacetin (Fluka, Germany)

สารละลายมาตรฐาน galangin (Sigma-Aldrich, USA)

สารโปแตสเซียมโบรไมด (A.R. grade)

เครื่องมือ

เครื่องชั่ง (E5500-S, Sartorius, Sartorius Mechatronics, Gottingen, Germany)

เครื่อง Shaker (New Brunswick Scientific, Edison, USA)

เครื่อง Water bath shaker (SW23, Julabo, JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach, 

Germany)

เครื่อง Rotary evaporator (Rotavapor R-200, BÜCHI, BÜCHI Laboratory Equipment,

Flawil, Switzerland)

เครื่อง Vortex shaker (VX100, Labnet, Labnet International Inc., Woodbridge, USA)

เครื่อง Magnetic stirrer (Steromag, Steroglass, Steroglass S.r.l., Perugia, Italy) 
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เครื่อง Spectrophotometer (GENESYS 20, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)

เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Prostar, Varian Inc. Scientific 

Instruments, Palo Alto, USA)

เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) (Spectrum One, Perkin-Elmer, 

Waltham, USA) 

เครื่อง Homogenizer (D-79282, Ystral GmbH, Ballrechten-Dottingen, Germany)

เครื่อง Sonicator (136H, UltrasonikTM, Fisher Scientific, Waltham, USA)

เครื่อง Chroma Meter (Model CR-300 Series, Minolta, Osaka, Japan) ระบบ CIELAB

เครื่อง Instron universal materials testing machine (Model 5565, Instron Engineering 

Corp., Canton, USA)

เครื่อง Differential Scanning Calorimeter (STARe SW 9.20, Mettler Toledo, Mettler-Toledo 

International Inc., Greifensee, Switzerland)

เครื่อง Oxygen Permeation Analyzer (Model 8000, Illinois Instruments Inc., Johnsburg, 

USA) 

การเตรียมวัตถุดิบ

            พรอพโพลิสที่ใชในการทดลองเปนพรอพโพลิสของจังหวัดเชียงใหม จากบริษัทเชียงใหม

เฮลตี้โปรดักสจํากัด (Chiangmai Healthy Product Co.,Ltd., Chiangmai, Thailand) มีลักษณะ

ปรากฏดังแสดงในภาพที่ 3.1 เก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งในถุงลามิเนตอลูมิเนียมฟอยล ที่อุณหภูมิ 

-18ºC ตลอดระยะเวลาการศึกษา

ภาพที่ 3.1 ลักษณะของพรอพโพลิส
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           ไคโตซานที่ใชในการทดลองที่มีคา degree of deacetylation 95% น้ําหนักโมเลกุล 

100,000 daltons (Seafresh Chitosan (LAB) Co., Ltd., Bangkok, Thailand)

ขั้นตอนและวิธีการดําเนินงานวิจัย

3.1 ศึกษาอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่เหมาะสมในการสกัดพรอพโพลิส 

              การศึกษาการแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลในตัวทําละลาย ทําโดยใชพรอพโพลิส 

ปริมาณ 3 g ละลายดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล 95% (v/v) ที่แตกตางกัน

คือ 70:30, 60:40, 50:50, 40:60 และ 30:70 เขยาในที่มืดดวยเครื่อง Shaker (New Brunswick 

Scientific, Edison, USA)  ใชความเร็วรอบ 200 rpm  ที่อุณหภูมิ 27ºC เปนเวลา 24 h จากนั้น

กรองผานกระดาษกรอง Whatman No.1 นําสารสกัดแยกเอทานอล ออกจากน้ําดวยเครื่อง Rotary 

evaporator (Rotavapor R-200, BÜCHI, BÜCHI Laboratory Equipment, Flawil, Switzerland) 

ภายใตการลดความดันที่อุณหภูมิ 60ºC 15 min นําสารที่ไดจากการสกัดมาวิเคราะหในการทดลอง

ขั้นตอไป

         3.1.1 ศึกษาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดในสารสกัดพรอพโพลิส 

                      การหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Total phenolic contents, TPC) ใช

วิธี Folin-Ciocalteau ดัดแปลงจากวิธีของ Choi และคณะ (2006) โดยปเปตสารสกัดพรอพโพลิส 

0.1 ml ลงในหลอดทดลอง เติมน้ํากลั่น 7 ml แลวตามดวย Folin-Ciocalteau reagent (Merck, 

Germany) 0.5 ml ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 8 min เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 

20% (w/v) (A.R. grade) 1.5 ml เติมน้ํากลั่น 0.9 ml ผสมใหเขากันดวยเครื่อง Vortex shaker 

(VX100, Labnet, Labnet International Inc., Woodbridge, USA) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 2 h 

(หามสัมผัสแสง) วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไดที่ความยาวคลื่น 765 nm โดยใชเครื่อง 

Spectrophotometer (GENESYS 20, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) ใชน้ํา

กลั่นเปน blank 

         3.1.2 ศึกษาสารประกอบฟนอลิกในสารสกัดพรอพโพลิส

                      วิเคราะหสารประกอบฟนอลิก 8 ชนิด คือ rutin, quercetin, naringenin, 

kaempferol, baicalin, chrysin, acacetin และ galangin ดวยเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) (Prostar, Varian Inc. Scientific Instruments, Palo Alto, USA) ใช 

UV-VIS detector (photodio Array 335 detector), autosample model 410, column C18
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reverse phase, 5µm, 250x4.6 mm (ChromSpher 5, Chromsep, Varian Inc. Scientific 

Instruments, Palo Alto, USA)  mobile phase คือ methanol/0.4% phosphoric acid (60:40) 

และ flow rate 0.8 ml/min กรองสารดวย syringe filter (Whatman, 0.45 µm) ฉีดสารสกัด

ปริมาตร 50 µl วิเคราะหสารประกอบฟนอลิกที่ความยาวคลื่น 280 nm (Zhou et al., 2008)

           3.1.3 ศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ในสาร
สกัดพรอพโพลิส

                   การหาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ดัดแปลงจากวิธีของ Kumazawa, 

Hamasaka และ Nakayama (2004) โดยปเปตสารสกัดพรอพโพลิส 3 ml ใสลงในหลอดทดลอง 

จากนั้นปเปตสารละลาย DPPH ในเอทานอล 99.5% (v/v) ความเขมขน 0.2 mM ปริมาตร 3 ml 

ผสมใหเขากันดวยเครื่อง Vortex shaker ตั้งทิ้งไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง 30 min วัดคาการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไดที่ความยาวคลื่น 517 nm โดยใชเครื่อง Spectrophotometer ใช

น้ํากลั่นเปน blank  และใชสารละลาย DPPH ที่เติมน้ํากลั่นแทนสารสกัดพรอพโพลิสเปนตัวอยาง

ควบคุม คํานวณความสามารถในการจับอนุมูล DPPH ของสารสกัด (CAO) ตามสมการที่ (1)

                                         CAO (%) =   AAO – ARO ×  100                                 (1)        

                                                                 ARO 

AAO และ ARO คือคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางที่มีและไมมีสารสกัด ตามลําดับ

          3.1.4 ศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิส

                       การศึกษาสมบัติของสารสกัดพรอพโพลิสในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่

กอใหเกิดโรค และมักพบในอาหารที่เกิดการปนเปอน โดยใชวิธี agar diffusion ดัดแปลงจากวิธี

ของ Tosi และคณะ (2007) ในการทดลองใชจุลินทรียชนิดแกรมบวก ไดแก Staphylococcus 

aureus (TISTR 118) จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย และจุลินทรีย

ชนิดแกรมลบ ไดแก Escherichia coli (TISTR 780) จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

แหงประเทศไทย Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) จาก American Type Culture 

Collection และ Salmonella enteritidis (DMST 17368) จากศูนยเก็บรักษาสายพันธุจุลินทรียทาง

การแพทยแหงชาติ กรมวิทยาศาสตรการแพทย โดยเขี่ยเชื้อจุลินทรียลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

มาตรฐาน nutrient broth (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) แลวบมที่ 37ºC เปนเวลา 

18 h วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 600 nm ใหไดคาดูดกลืนแสงเปน 0.40 

ซึ่งมีปริมาณจุลินทรียอยูในชวง 106-107 CFU/ml ปเปตเชื้อจุลินทรีย 0.1 ml ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
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มาตรฐาน nutrient agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) จากนั้นกระจายเชื้อจุลินทรีย

ดวยวิธี spread plate ปเปตสารสกัดพรอพโพลิส 0.1 ml ลงบน paper discs ที่มีขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 6 mm และผานการฆาเชื้อแลว จากนั้นวาง paper discs ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

มาตรฐาน nutrient agar ที่มีปริมาณจุลินทรียอยูในชวง 106-107 CFU/ml บมที่ 37ºC เปนเวลา 24 

h ตรวจสอบบริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (inhibitory zone) โดยวัดจากเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณโดยรอบ paper disc และการตรวจสอบบริเวณผิวสัมผัส (contact surface) ที่ 

paper disc สัมผัสกับจุลินทรียบน agar plate โดยตรง

           3.1.5 การวิเคราะหผลทางสถิติ

                  การทดลองขอที่ 3.1.1, 3.1.3 และ 3.1.4 ออกแบบการทดลองแบบ Complete 

Randomized Design (CRD) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห ความแปรปรวนทางสถิติของข อมูล 

และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s.New.Multiple Range Test ที่

ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป Statistic Package for the Social 

Science (SPSS version 16, USA)          

3.2 ศึกษาผลของความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสตอสมบัติของฟลมไคโตซาน

            เตรียมสารละลายไคโตซานความเขมขน 2% (w/v) โดยชั่งไคโตซาน (Seafresh 

Chitosan (LAB) Co., Ltd., Bangkok, Thailand) ที่มีคา degree of deacetylation 95% น้ําหนัก

โมเลกุล 100,000 daltons ปริมาณ 4 g แลวเติมน้ํากลั่น 50 ml ตั้งทิ้งไว 15 min เติมสารละลาย 

acetic acid ความเขมขน 2 % (v/v) 100 ml คนใหเขากันดวยเครื่อง Magnetic stirrer 

(Steromag, Steroglass, Steroglass S.r.l., Perugia, Italy) 15 min แลวปดปากบีกเกอรดวย

พาราฟลม นําไปเขยาใน water bath shaker ที่อุณหภูมิ 60ºC เปนเวลา 24 h จากนั้นเติม

กลีเซอรอล 1.2 g เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่เตรียมจากการสกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวน

ของน้ําตอเอทานอลที่ไดจากการศึกษาในขอที่ 3.1 จากนั้นแปรความเขมขนของสารสกัด

พรอพโพลิสเปน 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) ลงในสารละลายฟลมปริมาตร 25% (v/v) ของ

สารละลายฟลม นําสารละลายฟลมมาทําใหเปนเนื้อเดียวกันดวยเครื่อง Homogenizer (D-

79282, Ystral GmbH, Ballrechten-Dottingen, Germany) ใชความเร็ว 19000 rpm ดวยหัว

เบอร 18/G เปนเวลา 1.5 min แลวนําไปไลฟองอากาศดวยเครื่อง Sonicator (136H, 

UltrasonikTM, Fisher Scientific, Waltham, USA) เปนเวลา 15 min เทสารละลายฟลมประมาณ 

95±1 g ใสพิมพเซรามิกขนาด 12 x 29 cm จากนั้นเก็บฟลมในตูควบคุมอุณหภูมิและความชื้น

สัมพัทธ (RH) ที่  27ºC และ  RH 50±5% นําฟลมที่ไดมาวิเคราะหในการทดลองขั้นตอไป
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         3.2.1 สมบัติทางกายภาพ

                 3.2.1.1 วัดคาสี 

                              วัดคาสีของแผนฟลมดวยเครื่อง Chroma Meter (Model CR-300 

Series, Minolta, Osaka, Japan) ระบบ CIELAB และบันทึกคา L* value (lightness) a* value 

(redness) คา b* value (yellowness)                         

                 3.2.1.2 วัดคาความโปรงใส (%Transparency, %T)

                                    วัดคาความโปรงใสของฟลม โดยตัดฟลมใหมีขนาด 1.5 x 5 cm ใสลงใน

เซลลวัดคาดูดกลืนแสงที่ทําจาก quartz มีขนาด 1 x 4 cm วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 nm โดยใช

เครื่อง Spectrophotometer โดยดัดแปลงจาก ASTM D 1746-92 (ASTM, 1987) คํานวณหาคา 

%T จากสมการที่ (2)

                                               % T   =         Abs600                                    (2)

                                                                      x

Abs600 คือคาการดูดกลืนแสงที่ 600 nm, x คือความหนาของฟลมที่ใชในการทดลอง

                 3.2.1.3 วัดคาการซึมผานของไอน้ํา (Water vapor permeability, WVP)

                                    วัด WVP (g mm/Pa day m2) โดยดัดแปลงจาก ASTM (1980) ทําโดยชั่ง 

silica gel ปริมาณ 20 g ใสลงขวดแกวที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 cm ตัดฟลมใหมีขนาด 6 x 6 

cm หุมฟลมบริเวณปากขวดแลวขึงฟลมใหตึงดวยพาราฟลม เก็บไวในเดซิเคเตอรที่มีน้ํากลั่น RH 

100% และอุณหภูมิ 30ºC ชั่งน้ําหนักขวดตัวอยางทุกชั่วโมง จนกระทั่งน้ําหนักคงที่ จากนั้น

คํานวณหาคา WVP จากสมการที่ (3)

                                              WVP   =            (w • x)                                 (3)

                                                                 A • t • (P2 – P1)

w คือน้ําหนักฟลมที่เพิ่มขึ้น (g), x คือความหนาของฟลมที่ใชในการทดลอง (mm), A คือ

พื้นที่หนาตัดของแผนฟลม (m2), t  คือระยะเวลาที่ใชในการทดลอง (h), (P2 – P1) คือผลตางของ

คาความดันไอน้ําภายนอกและภายในของขวดแกว (Pa)
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                 3.2.1.4 วัดคาอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจน (Oxygen gas transmission 
rate, OTR)

                                    วัดคา OTR (cm3/m2/day) โดยดัดแปลงจากวิธี ASTM D3985 (1995) 

เตรียมตัวอยางฟลมโดยการควบคุมภาวะในการทดลองที่อุณหภูมิ 23ºC และ RH 0% แลววัดดวย

เครื่อง Oxygen Permeation Analyzer (Model 8000, Illinois Instruments Inc., Johnsburg, 

USA)

                    3.2.1.5 วัดสมบัติเชิงกล

                              วัดสมบัติเชิงกล โดยการตัดฟลมใหมีขนาด 3 x 15 cm วัดคา Tensile 

strength (TS) และ Elongation at break (%E) (ASTM, 1989) ดวยเครื่อง  Instron universal 

testing machine (Model 5565, Instron Engineering Corp., Canton, USA) โดยใชหัววัดแบบดึง

ขึ้นที่กําหนดใหมีระยะหางของหัววัด 5 cm ใชอัตราเร็วในการดึงตัวอยาง 5 mm/s คา TS (MPa) 

คํานวณจากสมการที่ (4) และคา %E คํานวณจากสมการที่ (5) 

                                               TS    =      f                                                 (4)

                                                                A

f คือคาแรงสูงสุด maximum load (MPa), A คือพื้นที่ของตัวอยางฟลม (m2)

                                              %E    =        L x 100                                    (5)

                                                               L

   L คือระยะที่ฟลมยืดไดสูงที่สุดจนขาด (cm), L คือระยะฟลมเริ่มตนกอนการยืด (5 cm)

           3.2.2 สมบัติทางเคมี

                     การศึกษาสมบัติการตานอนุมูลอิสระในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขนตางกัน โดยการใชฟลม 250 mg แลวตัดใหเปนชิ้นเล็ก เติมน้ํากลั่น 30 ml จากนั้นคน

ดวยเครื่อง Magnetic stirrer เปนเวลา 5 min กรองแลวนําสารละลายฟลมที่ไดมาใชในการทดลอง

ขั้นตอไป
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                    3.2.2.1 ศึกษา TPCในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ
เขมขนตางกัน
                               การหา TPC จากสารละลายฟลม ใชวิธี Folin-Ciocalteau โดยดัดแปลง

จากวิธีของ Choi และคณะ (2006) ทําการทดลองเชนเดียวกับในขอ 3.1.1

                 3.2.2.2 ศึกษาสารประกอบฟนอลิกในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

                               วิเคราะหสารประกอบฟนอลิก 8 ชนิด คือ rutin, quercetin, naringenin, 

kaempferol, baicalin, chrysin, acacetin และ galangin ดวยเครื่อง HPLC ใช UV-VIS 

detector, autosample model 410, column C18 reverse phase, 5µm, 250x4.6 mm   mobile 

phase คือ methanol/0.4% phosphoric acid (60:40) และ flow rate 0.8 ml/min กรองสารดวย 

syringe filter (Whatman, 0.45 µm) ฉีดสารสกัดที่ 100 µl  วิเคราะหสารประกอบฟนอลิกที่ความ

ยาวคลื่น 280 nm (Zhou et al., 2008)

                 3.2.2.3 ศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPHในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

                             ศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH จากสารละลายฟลม โดยดัดแปลง

จากวิธีของ Kumazawa, Hamasaka และ Nakayama (2004) ใชสารละลาย DPPH ที่ความ

เขมขน 0.1 mM โดยทําการทดลองเชนเดียวกับในขอ 3.1.3

         3.2.3 ศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิส

        ศึกษาหมูฟงกชันของสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลายที่ตางกันเตรียม

ตัวอยางโดยการชั่งสารสกัดพรอพโพลิส 1-2 mg ใสในโกรงอะเกต แลวบดใหละเอียด เติม

โปแตสเซียมโบรไมด 100 – 150 mg ในอัตราสวนระหวางสารสกัดกับโปแตสเซียมโบรไมด 1:100 

บดสารสกัดกับโปแตสเซียมโบรไมด ใหเขากันโดยเร็วที่สุด จากนั้นอัดสวนผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน 

โดยใชเครื่องอัด ที่แรงอัด 10 tons ทิ้งไวประมาณ 1 min จะไดตัวอยางที่มีลักษณะเปนแผนกลม

บางใส (pellet) สวนการศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด

พรอพโพลิสที่ความเขมขนแตกตางกัน เตรียมตัวอยางโดยการหยดสารละลายฟลมลงบนแผนแกว

ที่ใชสําหรับการวิเคราะห จากนั้นรอจนฟลมแหง วิเคราะหตัวอยางดวยเครื่อง Fourier Transform 

Infrared Spectrometer (FT-IR) (Spectrum One, Perkin-Elmer, Waltham, USA) วัดคาการ
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ดูดกลืนแสงอินฟราเรดที่ความยาวคลื่น 400-4000 cm-1 วิเคราะหตัวอยางโดยตั้งคา resolution 

เทากับ 4.0 cm-1 และจํานวน scan 16 ครั้ง

         3.2.4 วัดคา Glass transition temperature (Tg) 

                 วัดคา Glass transition temperature (Tg) โดยใชเครื่อง Differential Scanning 

Calorimeter (DSC) (STARe SW 9.20, Mettler Toledo, Mettler-Toledo International Inc., 

Greifensee, Switzerland) ชั่งตัวอยางฟลมน้ําหนักประมาณ 5 mg ใส Aluminum volatile 

sample pan แลวปดผนึก pan ดวยเครื่องปดผนึกใหสนิท ใส pan ในชอง sample และใส pan 

เปลาที่ปดผนึกสนิทในชอง reference ของเครื่อง DSC อุณหภูมิที่ใชในการทดลองอยูในชวง -50 

ถึง 250 ºC อัตราการใหความรอนที่ 10ºC/min อัตราการไหลเวียนของกาซไนโตรเจนที่ 50 ml/min 

คา Tg คือคาที่อยูตรงกลางระหวางจุด onset และ endset

         3.2.5 สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

                   การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 4 ชนิด คือ S. aureus, 

S. enteritidis, E. coli และ P. aeruginosa โดยใชวิธี agar diffusion ดัดแปลงจากวิธีของ Tosi 

และคณะ (2007) โดยทําการทดลองเชนเดียวกับในขอ 3.1.3 โดยเปลี่ยนจากสารสกัดใน paper 

disc เปนการใชฟลมที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm แทน

         3.2.6 การวิเคราะหผลทางสถิติ
                   การทดสอบสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ออกแบบการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห 

ความแปรปรวนทางสถิติของข อมูล และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยโดยวิธี 

Duncan’s.New.Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร

สําเร็จรูป Statistic Package for the Social Science (SPSS version 16, USA)          
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บทที่ 4

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง

4.1 ผลการศึกษาอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่เหมาะในการสกัดพรอพโพลิส 

      4.1.1 การศึกษาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดในสารสกัดพรอพโพลิส

                  การเปรียบเทียบสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Total phenolic contents, TPC) ใน

พรอพโพลิส โดยสกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่แตกตางกัน 5 ระดับ 

ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.1

    ตารางที่ 4.1 คา TPC ในสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล

น้ํา:เอทานอล

(ml)

TPC*

(mg gallic acid equivalent/g)

70:30 5.56c±0.42

60:40 8.38c±0.58

50:50 11.96c±0.86

40:60 22.04b±1.56

30:70 41.00a±8.39

        * a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งเดียวกันมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                   จากผลการทดลองพบวาการสกัดที่ใชอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 30:70 ให 

TPCสูงที่สุด คือ 41.00±8.39 mg gallic acid equivalent/g และที่ 70:30 ให TPC ต่ําที่สุดคือ 

5.56±0.42 mg gallic acid equivalent/g  เมื่อเพิ่มปริมาณเอทานอลในตัวทําละลายสูงขึ้นสงผล

ใหมีปริมาณ TPC ที่สูงขึ้น ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารประกอบฟนอลิกที่มีอยูในพรอพโพลิสสามารถ

ละลายไดดีในเอทานอล ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Kumazawa, Hamasaka 

และ Nakayama (2004) ที่ศึกษาปริมาณ TPC ของพรอพโพลิสโดยการสกัดดวยเอทานอลจาก

แหลงตางๆรวมถึงประเทศไทย พบวาสารสกัดพรอพโพลิสของประเทศไทยมี TPC คือ 31.2±0.7 

mg gallic acid equivalent/g ในขณะที่พรอพโพลิสของประเทศอารเจนตินา, ออสเตรเลีย, 

บราซิล. บัลแกเรีย, ชิลี, จีน (Hebei, Hubei และ Zhejiang), ฮังการี, นิวซีแลนด, แอฟริกาใต, 

ยูเครน, อุรุกวัย, อเมริกา, อุซเบกิสถาน มีปริมาณ TPC อยูในชวง 99.5±4.4 - 299±0.5  mg gallic 

acid equivalent/g ทั้งนี้ Antolovich และคณะ (2000) กลาววา ความสามารถในการละลายของ
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สารประกอบฟนอลิกนอกจากจะขึ้นอยูกับประเภทของตัวทําละลายที่ใชแลว ยังขึ้นอยูกับ degree 

of polymerization และปฏิกิริยาภายในของฟนอลิกกับสารประกอบชนิดอื่นที่อาจมีโครงสรางที่

ซับซอนหรือกับสารที่ไมสามารถละลายได 

      4.1.2 การศึกษาสารประกอบฟนอลิกในสารสกัดพรอพโพลิส

                 การศึกษาเพื่อหาสารประกอบฟนอลิก 8 ชนิด คือ rutin, quercetin, naringenin, 

kaempferol, baicalin, chrysin, acacetin และ galangin ที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายที่มี

อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลตางกัน ซึ่งการวิเคราะหคุณภาพของพรอพโพลิสจะใชสารประกอบ

ฟนอลิกเหลานี้เปนสารประกอบฟนอลิกมาตรฐาน (Zhou et al., 2008) ภาพที่ 4.1 (A - E) แสดง 

HPLC Chromatogram ของสารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสกัดพรอพโพลิสโดยสกัดดวยตัวทํา

ละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลตางกัน สวนปริมาณสารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสกัด

พรอพโพลิสแสดงไวในตารางที่ 4.2
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ภาพที่ 4.1 HPLC Chromatogram แสดงสารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสกัดพรอพโพลิสโดย  

               สกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 70:30 (A), 60:40 (B),   

                  50:50 (C), 40:60 (D) และ 30:70 (E)

        A

          B

         C

  D

            E
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 ตารางที่ 4.2 ปริมาณของสารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทํา

ละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลตางกัน

- not detected, ตัวเลขในวงเล็บระบุ retention time (min)

               

                จากผลการทดลองพบวาอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่แตกตางกันมีผลตอปริมาณ

สารประกอบฟนอลิกที่สกัดไดจากพรอพโพลิส ซึ่งสารสกัดพรอพโพลิสที่ใชในการวิเคราะหพบ 

rutin และ quercetin ในทุกตัวอยางทดลอง โดย rutin และ quercetin มีโครงสรางโมเลกุลดัง

แสดงในภาพที่ 4.2 

                                        quercetin R = H

                                        rutin R = D-Glucose-L-Rhamnose

                                 ภาพที่ 4.2 โครงสรางโมเลกุลของ rutin และ quercetin 

                                 ที่มา : Afanas’ev และคณะ (1989)

สารประกอบฟนอลิก       ปริมาณสารประกอบฟนอลิก (µg/ml)

70:30 60:40 50:50 40:60 30:70

rutin (4.654) 13.47 35.27 36.11 6.15 72.42

quercetin (6.734) 4.47 0.08 0.27 0.69 3.46

naringenin (7.022) 0.88 0.06 - 0.06 0.50

kaempferol (9.154) - - - - -

baicalin (10.452) - 0.01 - - -

chrysin (18.358) - - - - -

acacetin (20.695) - 0.02 - - -

galangin (22.881) - 0.10 - - -
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               ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระจะมีความสัมพันธกับจํานวนและตําแหนงของ

หมูไฮดรอกซีบนวง b โดยพบวามีโครงสรางแบบ ortho diphenolic หรือ catechol จะสามารถ

ตานอนุมูลอิสระไดดี และเมื่อพิจารณาโครงสรางโมเลกุลของ rutin และ quercetin มีความ

แตกตางกันที่หมูแทนที่ไฮดรอกซิลที่ตําแหนง C3, (3-OH) บนวง c ซึ่ง rutin เปน 3-O-glycoside 

ของ quercetin มีการแทนที่หมู 3-OH ดวยหมูกลัยโคซิล ทําให rutin มีความสามารถในการตาน

อนุมูลอิสระต่ํากวา quercetin เกือบ 2 เทา (ปรีชา บุญจูง, 2549)

               การแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่อัตราสวน 30:70 พบปริมาณสารประกอบ

ฟนอลิกมากที่สุด เนื่องจากสวนประกอบหลักทางเคมีในพรอพโพลิสจะประกอบดวย flavonoids, 

ฟนอลิก และ aromatic compound ตางๆ ซึ่งสารประกอบเหลานี้มีความสามารถในการละลาย

น้ํา และละลายในตัวทําละลายไฮโดรคารบอนต่ํา แตโดยทั่วไปแลวจะสามารถละลายไดดีใน

แอลกอฮอล (Mizrahi and Lensky, 1997) สารประกอบฟนอลิกที่มีอยูในพรอพโพลิสจะอยูใน

โครงสรางที่ เปนเรซิน และเอทานอลมีความสามารถในการทําละลายเรซินจึงสงผลให

สารประกอบฟนอลิกสูงขึ้น เมื่อใชอัตราสวนของเอทานอลสูงขึ้นดวย โดยทั่วไปสารประกอบ

ฟนอลิกประมาณ 20-30% ของสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยเอทานอลจะประกอบไดดวย 

galangin, isalpinin, kaemferol, kaemferid, rhamnetin, quercetin, pinocembrin, 

ponostrobin และ pinobanksin (Havsteen, 1983) อยางไรก็ตามจากการศึกษาของ 

Kumasawa, Hamasaka และ Nakayama (2004) ซึ่งวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกของ

พรอพโพลิสจากแหลงตางๆรวมถึงประเทศไทยโดยการสกัดดวยเอทานอล แตไมพบ quercetin 

จากสารสกัดพรอพโพลิสของประเทศไทย อยางไรก็ตามผูวิจัยไมไดระบุวาพรอพโพลิสเปนของ

เขตใดในประเทศไทย จึงมีความเปนไปไดวาพรอพโพลิสที่ใชในการทดลองนี้มาจากพื้นที่ตางกัน 

เนื่องจากปริมาณและชนิดของสารประกอบฟนอลิกจะแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงที่พบ 

(Bankova, Castro and Marcucci, 2000)

      4.1.3 การศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ในสารสกัดพรอพโพลิส

                 DPPH คืออนุมูลอิสระที่เสถียรและสามารถรับอิเลคตรอนได เมื่อไดรับอะตอม

ไฮโดรเจนจากโมเลกุลอื่นจะทําใหสารดังกลาวไมเปนอนุมูลอิสระ ดังนั้นการศึกษาประสิทธิภาพ

ของสารตานอนุมูลอิสระจะศึกษาปฏิกิริยาของสารสกัดในการจับกับอนุมูล DPPH (Gordon, 

1990) จากการศึกษาสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ํา

ตอเอทานอลแตกตางกันตอความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาในการจับอนุมูล DPPH ไดผลการ

ทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.3 
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    ตารางที่ 4.3 ปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH (%) ในสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของ 

                    น้ําตอเอทานอล

น้ํา:เอทานอล

(ml)

DPPH free radical scavenging 

activity (%)*

70:30 65.52d±1.18

60:40 80.89c±2.61

50:50 89.04b±0.08

40:60 34.21e±2.06

30:70 94.88a±4.95

      * a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งเดียวกันมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                

                 จากผลการทดลองพบวาความสามารถในการจับอนุมูล DPPH ที่ไดจะสอดคลองกับ

ปริมาณสารประกอบฟนอลิก โดยเมื่อปริมาณสารประกอบฟนอลิกเพิ่มขึ้นเปอรเซนตการจับอนุมูล 

DPPH จะสูงขึ้น ยกเวนในการสกัดดวยตัวทําละลายน้ําตอเอทานอล 60:40 พบวาความสามารถ

ในการจับอนุมูล DPPH ลดลง 

                 ถึงแมวาการสกัดดวยตัวทําละลายที่ใชน้ําตอเอทานอล 40:60 มีปริมาณฟนอลิก

ทั้งหมดที่สูง แตพบวาปฏิกิริยาในการจับอนุมูล DPPH กลับลดลง ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะห

สารประกอบฟนอลิกดวยเครื่อง HPLC โดยจะพบ rutin, quercetin และ naringenin ในปริมาณที่

ต่ํากวาเมื่อเทียบกับการสกัดโดยใชอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่อัตราสวนอื่น (ตารางที่ 4.2) 

ดังนั้นอาจกลาวไดวาปริมาณของ rutin quercetin และ naringenin มีผลตอความสามารถในการ

จับอนุมูล DPPH และอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลมีผลตอชนิดของสารประกอบฟนอลิกที่ไดซึ่ง

สงผลตอสมบัติการตานอนุมูลอิสระในสารสกัดพรอพโพลิส

                 จากรายงานการศึกษาของ Rice-Evans, Miller และ Paganga (1996) ถึง

ความสามารถของการตานอนุมูลของสารประกอบฟนอลิก เปรียบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน (Trolox equivalent antioxidant, TEAC) โดยวัดความเขมขนของสารละลาย Trolox ที่

สามารถตานอนุมูลอิสระเทากับสารละลายทดสอบความเขมขน 1 mM โดยคา TEAC จะบงบอก

ถึงความสามารถของสารในการเปน hydrogen-donating ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ ถา TEAC มี

คาสูง แสดงวาสารนั้นมีความสามารถตานออกซิเดชันที่ดี ซึ่ง rutin, quercetin และ naringenin มี

คา TEAC เทากับ 2.40, 4.72 และ 1.53 mM ตามลําดับ โดย quercetin มีความสามารถในการ

ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด ดังนั้นการที่คา ปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ของสารสกัดที่สกัดดวยตัว

ทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 40:60 ลดลง จึงเนื่องมาจากการใชภาวะดังกลาว
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ทําใหมีปริมาณ rutin, quercetin และ naringenin ลดลง ซึ่งสงผลโดยตรงตอความสามารถในการ

ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด

      4.1.4 การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิส

                จากการศึกษาผลของการแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลตอสมบัติการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิส ดวยวิธี agar diffusion โดยใชจุลินทรีย 4 ชนิด คือ 

S. aereus, S. enteritidis, E. coli และ P. aeruginosa ซึ่งจุลินทรียทั้ง 4 ชนิดนี้เปนจุลินทรียที่

กอใหเกิดโรค และพบไดทั่วไปในอาหารที่เกิดการปนเปอน ปริมาณจุลินทรียที่ใชในการทดลองคือ 

106-107 CFU/ml ตรวจสอบบริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (inhibitory zone) โดยวัดจาก

เสนผานศูนยกลางบริเวณโดยรอบ paper discs และบริเวณผิวสัมผัส (contact surface) ใช

สําหรับทดสอบบริเวณที่สารสกัดสัมผัสโดยตรงกับจุลินทรีย ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 

4.4 

ตารางที่ 4.4 การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของ

                    น้ําตอเอทานอล

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งเดียวกันมคีาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

+ คือไมมีการเจริญของจุลินทรีย

                 จากผลการทดลองพบวาไมพบการเจริญของจุลินทรียทั้ง 4 ชนิด ในบริเวณที่ผิวสัมผัส

ของจุลินทรียกับสารสกัด อยางไรก็ตามไมพบการเกิดบริเวณการยับยั้งการเจริญของ 

S. enteritidis, E. coli และ P.aeruginosa ซึ่งเปนแบคทีเรียประเภทแกรมลบ แตพบการเกิด

บริเวณการยับยั้งการเจริญของ S. aureus ซึ่งเปนแบคทีเรียประเภทแกรมบวก สารสกัดพรอพโพ

ลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 70:30 เกิดบริการยับยั้งสูงที่สุดคือ 

4.44±0.20 mm เนื่องจากเปนอัตราสวนที่พบปริมาณของ quercetin สูงที่สุด Rauha และคณะ 

Propolis extract

water:

ethanol

S. aureus S. enteritidis E. coli P. aeruginosa

Inhibitory Contact

   zone*     surface

  (mm)

Inhibitory Contact

    zone    surface

   (mm)

Inhibitory Contact

   zone     surface

  (mm)

Inhibitory Contact

  zone      surface

(mm)

70:30 4.44a±0.20     + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +

60:40 4.22a±0.51     + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +

50:50 4.11a±0.51     + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +

40:60 0.00b±0.00     + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +

30:70 0.00b±0.00     + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +
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(2000) ไดรายงานไววา quercetin มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดดีกวา 

rutin และสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 40:60 และ 

30:70 ไมเกิดบริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับงานวิจัย

ของ Silici และ Kutluca (2005) ซึ่งศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของพรอพโพลิสที่สกัด

โดยใชเอทานอล และพบวาสารสกัดที่ไดสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียประเภทแกรมบวก 

ไดแก S. aureus ไดดี และมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียประเภทแกรมลบ

ไดแก E. coli และ P. aeruginosa และยีสต Candida albicans ต่ํา ทั้งนี้อาจเนื่องจาก ผนังเซลล

ของแบคทีเรียแกรมลบจะบางกวาแบคทีเรียแกรมบวก  แตจะมีสวนประกอบทางเคมีและ

โครงสรางซับซอนมากกวาของแบคทีเรีย แกรมบวก ประกอบดวย outer membrane ซึ่งเปน

สารประกอบพวก phospholipid lipopolysaccharide และ lipoprotein และ ชั้นของ

peptidoglycan โดยเปนชั้น peptidoglycan เพียง  5 - 20 % ของผนังเซลลทั้งหมดเทานั้น

(Mandelstam, McQuillen and Dawes, 1982) และจากงานวิจัยของ Bankova (2005) ซึ่งศึกษา

ความหลากหลายของสารประกอบเคมีในพรอพโพลิส พบวามีความสัมพันธที่ตรงกันขามกัน

ระหวางคา TPC กับคา minimum inhibitory concentration (MIC) คือเมื่อปริมาณสารประกอบฟ

นอลิกสูงขึ้นจะสงผลใหคา MIC ลดลง ทั้งนี้การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของพรอพโพลิสเกิด

จาก flavonoids, aromatic acids, และ esters กลไกของปฏิกิริยาการยับยั้งเปนผลมาจากการ

ทํางานรวมกันของฟนอลิกและสารประกอบอื่นในเรซิน (Burdock, 1998) 

                 Zheng และคณะ (1996) ไดรายงานไววา flavonoid ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียได มีความสามารถในการกระจายตัวต่ํา การที่ไมพบบริเวณการยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 40:60 และ 

30:70 อาจเนื่องมาจากสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 

40:60 และ 30:70 จะมีลักษณะที่เหนียวและขนกวาจึงสงผลใหความสามารถในการแพรของสาร

สกัดจาก paper disc ลดลง บริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียจึงลดลง 

                 การสกัดที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 70:30 ให TPC ไมแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ (p >0.05) กับการสกัดที่น้ําตอเอทานอล 60:40 และ 50:50 ซึ่งจากการทดลองอัตราสวน

การสกัดดังกลาวมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย และในขณะเดียวกันการสกัด

ที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 70:30 มีสารประกอบฟนอลิกที่มีความสามารถในการตาน

อนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดดี และสารสกัดที่ไดจากการสกัดดวยอัตราสวนนี้มี

ปริมาณของสารสกัดสูงที่สุด เพราะการใชเอทานอลที่สูงขึ้นสงผลใหปริมาณสารที่ไดจากการสกัด

ลดลง นอกจากนี้หากมีการนําไปประยุกตใชจริงในอุตสาหกรรม การสกัดที่ใชเอทานอลในปริมาณ

มาก อาจสงผลทั้งตอตนทุนการผลิตและการกําจัดเอทานอลที่ใชแลวออกจากสารสกัดสงผลตอ
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ตนทุนการผลิตดวย ดังนั้นจากผลการทดลองจึงสามารถสรุปไดวาอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลใน

ตัวทําละลายที่เหมาะสม เพื่อใชในการสกัดพรอพโพลิสคือการใชอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน

70:30 และใชอัตราสวนดังกลาวสําหรับการทดลองในขั้นตอไป

4.2 การศึกษาความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสตอสมบัติฟลมไคโตซาน

       การศึกษาความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสที่ใชในการทดลองคือ 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 

10% (w/v) โดยใชอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล 70:30 ในการสกัด จากนั้นเติมลงในสารละลาย

ฟลมไคโตซาน แลวศึกษาผลของการเติมสารสกัดพรอพโพลิสตอคุณสมบัติดานตางๆของฟลม

ไคโตซาน ดังตอไปนี้

     4.2.1 สมบัติทางกายภาพ

             4.2.1.1 การวัดคาสี (L* a* b* และ ∆E )

    ผลการศึกษาคาสีของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 

0, 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) ตอคาสี L* คือความเขมถึงสวางมีคาระหวาง 0-100, a* คือสี

เขียว (-) ถึงสีแดง (+), b* คือสีน้ําเงิน (-) ถึงสีเหลือง (+) และ ∆E คือผลรวมคาสีที่เปลี่ยนไปเมื่อ

เทียบกับแผนมาตรฐาน (สีขาว) ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.5

  ตารางที่ 4.5 คาสี L*, a*, b* และ ∆E ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่      

                   ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

  

ความเขมขนของ

พรอพโพลิส (% w/v) 

L* a* b* ∆E

0 87.01a±1.27    -2.30d±0.51 25.40c±4.38 24.86d±4.46

0.5 85.04a±1.48 -1.87d±0.48 26.13c±3.70 26.07d±3.89

1.5 81.46b±1.37 -0.53cd±1.13 29.21c±3.49 30.03cd±3.69

2.5 79.21b±2.55 0.83c±1.48 31.34bc±3.85 33.62bc±3.46

5 73.97c±2.18 3.92b±1.77 36.42ab±2.48 39.97ab±3.33

10 65.32d±1.64 8.30a±1.00 39.29a±1.35 44.09a±3.36
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                            จากการทดลองพบวาฟลมไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิสจะมีความ

สวางสูงที่สุด โดยฟลมจะใหคาสีเขียวสูง และมีคาสีเหลืองต่ํา รวมทั้งยังมีคา ∆E ต่ําที่สุด เมื่อ

เทียบกับฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส  การเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมที่ความ

เขมขนสูงขึ้นสงผลใหฟลมมีสีเขมขึ้นหรือมีความสวางลดลง โดยฟลมจะใหคาสีแดงและสีเหลือง

สูงขึ้น การเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ 10% (w/v) ลงในฟลมไคโตซานสงผลใหมีคา ∆E สูงที่สุด ผล

การทดลองที่ไดสอดคลองกับการศึกษาของ Ojagh และคณะ (2010) ที่ศึกษาการเติม cinnamon 

essential oil ลงในฟลมไคโตซาน และพบวาการเติม cinnamon essential oil ที่ความเขมขนที่

สูงขึ้น สงผลใหคา ∆E สูงขึ้นดวย ดังนั้นอาจกลาวไดวาสีของสารสกัดที่เติมลงในฟลมไคโตซานมี

ผลโดยตรงตอคาสีฟลม และเมื่อนําฟลมไปประยุกตใชอาจตองคํานึงถึงคาสีของฟลม เนื่องจากสี

ของฟลมอาจสงผลตอการยอมรับผลิตภัณฑบางชนิดของผูบริโภค (Sivarooban, Hetttiarachchy 

and Johnson, 2008)

             4.2.1.2 การวัดคาความโปรงใส (%Transparency, %T)

                        การวัดคา %T ของฟลมวัดที่ความยาวคลื่น 600 nm ไดผลการทดลองดังแสดง

ในตารางที่ 4.6 

ตารางที่ 4.6 คา %T ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                            จากผลการทดลองพบวาฟลมไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีคาความ

โปรงใสสูงที่สุดคือ 87.09±1.96% และฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 

10% (w/v) มีความโปรงใสต่ําที่สุดคือ 64.43±1.28% ทั้งนี้ %T เทากับ 100 หมายความวาแสง

สามารถผานฟลมได 100% จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเมื่อมีการเติมสารสกัด

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% w/v) %T*

0 87.09a±1.96

0.5 82.33b±1.65

1.5 79.51bc±1.35

2.5 77.30c±3.53

5 72.46d±1.25

10 64.43e±1.28
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พรอพโพลิสที่มีความเขมขนสูงขึ้น ความโปรงใสจะลดลง เนื่องจากสารสกัดพรอพโพลิสจะมีสีเขม

ขึ้น เมื่อความเขมขนสูงขึ้น ดังนั้นจึงสงผลโดยตรงตอคาความโปรงใสที่ลดลง นอกจากนี้ %T ยัง

อาจขึ้นอยูกับกระบวนการขึ้นรูปฟลม, ลักษณะของสารสกัดที่เติมลงในฟลม ไดแก ระดับความ

เขมขนของสารสกัด, การกระจายตัว และขนาดโมเลกุลอีกดวย (Villalobos et al., 2005)

              4.2.1.3 การวัดคา Water vapor permeability (WVP)

                          จากการวัดคา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขนแตกตางกัน โดยวัดที่ RH 100% อุณหภูมิ 30ºC ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.7 

ตารางที่ 4.7 คา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน                     

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                           จากผลการทดลองการวัดคา WVP พบวาฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด

พรอพโพลิสที่มีความเขมขนตางกันใหผลการทดลองไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p>0.05) แตแตกตางกับฟลมไคโตซานที่ไมมีการเติมสารสกัดพรอพโพลิส อยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p≤0.05) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน 

ทําใหคา WVP ลดลง เนื่องจากฟลมไคโตซานเปนฟลมที่มีลักษณะชอบน้ํา (hydrophilic) จึงมี

ความสามารถในการตานทานความชื้นต่ํา (Caner, Vergano and Wiles, 1998) และเมื่อเติมสาร

สกัดพรอพโพลิสซึ่งอยูในกลุมของ hydrophobic ลงในฟลมไคโตซาน จึงสงผลใหฟลมไคโตซานที่

เติมสารสกัดพรอพโพลิสมีคา WVP ลดลง อาจเนื่องจากการเกิดพันธะระหวางโครงสรางของฟลม

ไคโตซานกับสารสกัดพรอพโพลิส มีผลทําใหปริมาณของ hydroxyl และ amino groups ลดลง 

การเกิด interaction ระหวางฟลมไคโตซาน-น้ํา จึงเกิดไดอยางจํากัด สงผลใหคา WVP ของฟลม

ลดลง (Siripatrawan and Harte, 2010) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ ของ Zivanovic, Chi และ 

Draughon (2005) ศึกษาคา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติม oregano oil ที่ 1 และ 2% (v/v) 

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% w/v) WVP (g mm/Pa day m2)

0 0.67a±0.08

0.5 0.52b±0.04

1.5 0.53b±0.03

2.5 0.52b±0.03

5 0.56b±0.02

10 0.55b±0.06
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พบวาการเติม oregano oil ลงในฟลมไคโตซานทําใหคา WVP ลดลง เนื่องจากการเพิ่มสารในกลุม

ของ hydrophobic ลงในฟลมไคโตซาน จึงมีผลทําใหการดูดซึมของน้ําลดลง และจากงานวิจัยของ 

Ojagh และคณะ (2010) ศึกษาคา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติม cinnamon essential oil ที่

ความเขมขน 0.4, 0.8, 1.5 และ 2 %(v/v) พบวาการเติม cinnamon essential oil ลงในฟลม

ไคโตซานมีผลทําใหคา WVP ลดลง เนื่องจากการเติม cinnamon essential oil ลงในฟลมจะสงผล

ในการเพิ่มสมบัติ hydrophobic ใหแกพิ้นผิวของฟลม ทําใหไดฟลมที่มีลักษณะกันน้ําไดดีขึ้น 

ดังนั้นจากผลการทดลองอาจกลาวไดวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน มีผลทํา

ใหฟลมไคโตซานมีคา WVP ลดลง หรือฟลมสามารถกันน้ําไดดีขึ้น

             4.2.1.4 การวัดคาอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจน (Oxygen gas 
transmission rate, OTR)

                              การวัดคา OTR ในนการทดลองวัดจากการที่กาซออกซิเจนซึมผานฟลมที่มี

ภาวะในการทดลองที่อุณหภูมิ 23ºC และมี RH 0% และไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.8

ตารางที่ 4.8 คา OTR ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                               จากผลการทดลองการวัดคา OTR พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงใน

ฟลมไคโตซานสงผลใหมีคา OTR ลดลง ฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 

0.5% และ 10% w/v ใหการทดลองไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ผลการ

ทดลองที่ไดสอดคลองกับผลของคา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส การเกิด 

interaction ระหวางฟลมไคโตซานและสารสกัดพรอพโพลิสมีผลใหคา OTR ลดลง ทั้งนี้อาจ

เนื่องจากการเรียงตัวกันของโมเลกุลของไคโตซานและสารสกัดพรอพโพลิสทําใหมีลักษณะ

โครงสรางภายในของฟลมที่เปลี่ยนไป สงผลใหเกิดการกีดขวางการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของการ

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% w/v) OTR (cm3/m2/day)

0 6.13a±0.16

0.5 2.28e±0.20

1.5 5.35b±0.27

2.5 4.70c±0.19

5 3.46d±0.00

10 2.44e±0.30
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กาซออกซิเจน  (Arvanitoyannis et al., 1997) การเปลี่ยนแปลงของคา OTR ขึ้นอยูกับลักษณะ

ของโครงสราง หรือ microstructure ของฟลม ไดแก ความหนาแนนที่เพิ่มขึ้น, ชองวาง (void) 

ภายในโครงสรางฟลม และรูปแบบของการเรียงตัวของโพลิเมอร (Mannapperuma and Singh, 

1990) อยางไรก็ตามจากการศึกษาของ Altiok, Altiok และ Tihminlioglu (2010) ซึ่งวัดคา OTR 

ของฟลมไคโตซานที่เติม thyme oil พบวาการเติม thyme oil ลงในฟลมไคโตซานมีผลทําใหคา 

OTR สูงขึ้น เนื่องจากเกิดชองวางภายในโครงสรางของฟลม

             4.2.1.5 การวัดสมบัติเชิงกล

                             การวัดสมบัติเชิงกลของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่มีความ

เขมขนตางกัน โดยการวัดคา tensile strength (TS) หรือความตานแรงดึงขาด และ elongation at 

break (%E) หรือการยืดตัวกอนขาด ใหผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.9

ตารางที่ 4.9 คา TS และ %E ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% w/v) TS (MPa) %E 

0 6.23e±0.71 5.41e±0.58

0.5 8.07d±0.17 8.65c±0.70

1.5 17.38bc±0.89 13.22a±0.81

2.5 16.37c±0.39 11.58b±0.96

5 18.33b±0.81 12.36ab±1.05

10 21.47a±1.00 6.93d±0.41

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                               จากผลการวัดคา TS ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขนตางกัน พบวาฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 10% (w/v) มีคา TS 

สูงที่สุดคือ 21.47±1.00 MPa และฟลมไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีคา TS ต่ําที่สุดคือ 

6.23±0.71 MPa จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาคา TS แปรผันตรงกับความเขมขนของ

พรอพโพลิสที่เติมลงในฟลมไคโตซานคือ เมื่อความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสสูงขึ้น สงผลให

คา TS สูงขึ้นดวย และจากผลการวัดคา  %E พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลม

ไคโตซานสงผลใหคา %E สูงขึ้น และฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 1.5% 

(w/v) ใหคา %E สูงที่สุดคือ 13.22±0.81% การที่คา TS ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
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พรอพโพลิสสูงขึ้น อาจเนื่องจากการเกิด interaction ภายในโมเลกุลระหวางไคโตซานและ

สารประกอบฟนอลิกในพรอพโพลิส โดยโครงสรางของโพลิเมอรเกิดการเชื่อมตอของสารโซเปน

แบบรางแห โดยกระบวนการเชื่อมโยงขาม (crosslink) หรืออาจกลาวไดวาการเติมสารสกัด

พรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน มีผลทําใหฟลมไคโตซานมีสมบัติเชิงกลที่ดีขึ้น โดยฟลมจะมี

ลักษณะที่มีความตานแรงดึงที่สูงขึ้น และมีความยืดหยุนมากขึ้น ทําใหงายตอการนําไปประยุกตใช

ในการหอผลิตภัณฑอาหาร อยางไรก็ตามการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 10% (w/v) 

สงผลใหคา %E ลดลง อาจเนื่องจากการเกิดพันธะภายในโครงสรางฟลมในปริมาณที่สูงขึ้น สงผล

ใหฟลมมีลักษณะที่แข็งแรงขึ้นแตเปราะ จากการศึกษา Pranoto, Rakshit และ Salokhe (2005) 

ศึกษาคา TS และ%E ของฟลมไคโตซานที่เติมน้ํามันกระเทียมที่ความเขมขนตางกัน พบวาการเติม

น้ํามันกระเทียมที่ความเขมขนสูงขึ้นใหคา TS และ%E ลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับฟลมไคโตซานที่

ไมเติม น้ํามันกระเทียม การศึกษาของ Zivanovic, Chi และ Draughon (2005) ศึกษาคา TS  และ 

%E ของฟลมไคโตซานที่เติม oregano oil พบวาการเติม oregano oil ลงในฟลมไคโตซานที่ความ

เขมขนสูงขึ้น สงผลใหคา TS ลดลง และคา %E สูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับฟลมไคโตซานที่ไมเติม 

oregano oil ทั้งนี้ผูวิจัยไดอธิบายไววา คา TS และ %E อาจขึ้นอยูกับสวนประกอบของโครงสราง

ของฟลม อาทิเชน ประเภทของกรดที่ใช หรือสารสกัดที่เติมลงในฟลม เปนตน ซึ่งสิ่งเหลานี้มีผลตอ

การเปลี่ยนแปลงของคา TS และ %E ของฟลม

     4.2.2 สมบัติทางเคมี

              4.2.2.1 การศึกษา TPC ในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ
เขมขนตางกัน

                                จากการศึกษา TPC ในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขนตางกัน ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.10 
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ตารางที่ 4.10 คา TPC ในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่มีความเขมขนตางกัน   

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งเดียวกันมคีาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                                 จากผลการทดลองพบวาฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขน 10% มีคา TPC สูงที่สุดคือ 5.52±0.06 mg gallic acid equivalent /g คา TPC สูงขึ้น เมื่อ

เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน แตในฟลมไคโตซานที่เติมสาร

สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 0, 0.5, 1.5 และ 2.5% (w/v) ใหผลที่ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p>0.05) ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารประกอบฟนอลิกที่มีอยูในพรอพโพลิสจะอยูในโครงสราง

ของเรซินซึ่งละลายไดดีในตัวทําละลายที่มีขั้ว เชน เอทานอล (Catchpole et al., 2004) ในขณะที่

ในการศึกษานี้มุงเนนในการพัฒนาฟลมเพื่อนําไปประยุกตใชในการหอผลิตภัณฑอาหารที่อาจมี

ความชื้นสูง จึงนําฟลมที่ไดจากการทดลองละลายดวยน้ําเพื่อทดสอบสมบัติการตานอนุมูลอิสระ

ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส ดังนั้นอาจกลาวไดวาสารประกอบฟนอลิกที่มีอยูใน

สารสกัดพรอพโพลิสมีความสามารถในการละลายน้ําไดต่ํา หรือสารประกอบฟนอลิกอาจเกิด

พันธะกับโครงสรางของไคโตซานทําใหไมสามารถละลายออกไดดวยน้ํา มีผลทําใหไดคา TPC 

ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับคา TPC ของสารสกัดพรอพโพลิสกอนเติมลงในสารละลายฟลม

ไคโตซาน และผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Mayachiew และ Devahastin 

(2010) ที่ ศึกษาคา TPC ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดจากมะขามปอมอินเดีย พบวาการเติม

สารสกัดจากมะขามปอมที่ความเขมขนที่สูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน มีผลทําใหคา TPC ของฟลม

ไคโตซานสูงขึ้น แตใหผลที่ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ทั้งนี้ผูวิจัยไดอธิบายไว

วาอาจเกิดจากการที่สารประกอบฟนอลิกเกิด interaction กับโมเลกุลของไคโตซานทําใหเกิด

โครงสรางที่ซับซอน และสารประกอบฟนอลิกไมสามารถถูกปลดปลอยออกจากโครงสรางของฟลม

ได จึงมีผลทําใหคา TPC ไมแตกตางกัน เมื่อเติมสารสกัดจากมะขามปอมที่ความเขมขนที่สูงขึ้นลง

ในฟลมไคโตซาน

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% w/v) TPC*

(mg gallic acid equivalent/g)

0 4.05b±0.06

0.5 4.13b±0.25

1.5 4.24b±0.25

2.5 4.36b±0.45

5 4.90a±0.17

10 5.52a±0.06
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             4.2.2.2 การศึกษาสารประกอบฟนอลิกในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพ
โพลิสที่ความเขมขนตางกัน

                         จากการวิเคราะหเพื่อหาสารประกอบฟนอลิก 8 ชนิด คือ rutin, quercetin, 

naringenin, kaempferol, baicalin, chrysin, acacetin และ galangin ในฟลมไคโตซานที่เติม

สารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ไดผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.3 และปริมาณ

สารประกอบฟนอลิกที่พบแสดงในตารางที่ 4.11 



46

ภาพที่ 4.3 HPLC Chromatogram แสดงสารประกอบฟนอลิกที่พบในฟลมไคโตซานที่เติมสาร

              สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกันคือ 0 (A), 0.5 (B), 1.5 (C), 2.5 (D), 5 (E) 

                  และ 10 (F) % (w/v)

A B

DC

     F  E
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ตารางที่ 4.11 สารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสารละลายฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส 

                   ที่ความเขมขนตางกัน (%w/v)

    - not detected

                               จากผลการทดลองสารละลายฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขนตางกัน พบ rutin เพียงชนิดเดียวเทานั้น เมื่อเปรียบเทียบกับสารประกอบฟนอลิกของ

สารสกัดพรอพโพลิสกอนเติมลงในสารละลายฟลมไคโตซาน พบวาไมพบ quercetin ใน

สารละลายฟลม ทั้งนี้อาจเนื่องจาก quercetin ละลายไดดีในตัวทําละลายที่มีสภาพขั้วต่ํา (Pinelo 

et al., 2004) แตในการทดลองนี้ใชน้ําเปนตัวทําละลายฟลมกอนนํามาวิเคราะห นอกจากนี้ยัง

พบวาเมื่อเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซานก็พบวามีปริมาณ rutin 

สูงขึ้นดวย ดังนั้นจากการทดลองแสดงใหเห็นวา rutin สามารถละลายน้ํา หรือสามารถถูก

ปลดปลอยออกมาจากโครงสรางของฟลมไคโตซานไดดีกวา quercetin และจากการศึกษาของ Zi, 

Peng และ Yan (2007) สามารถยืนยันไดวา rutin สามารถละลายน้ําได และจะละลายไดดีขึ้น 

เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น

                     

             4.2.2.3 การศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPHในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

                               จากการศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ของฟลมไคโตซานที่เติมสาร

สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.12

                    ปริมาณสารประกอบฟนอลิก (µg/ml)

0 0.5 1.5 2.5 5 10

rutin 0.11 0.12 0.99 0.99 1.26 2.67

quercetin - - - - - -

naringenin - - - - - -

kaempferol - - - - - -

baicalin - - - - - -

chrysin - - - - - -

acacetin - - - - - -

galangin - - - - - -
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ตารางที่ 4.12 ปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH (%) ในสารละลายฟลมไคโตซานที่เติมสาร  

                       สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                            

                            จากผลการทดลองพบวาฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขน 10% (w/v) มีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH สูงที่สุด คือ 54.85±1.34% และฟลมไคโตซาน

ที่ไมไดเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ต่ําที่สุดคือ 11.63±2.15% จากผล

การทดลองแสดงใหเห็นวาเมื่อเติมสารสกัดพรอพโพลิสสูงที่ความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน

สงผลใหฟลมไคโตซานมีปฏิกิริยาในการจับอนุมูล DPPH สูงขึ้นดวย ซึ่งเปนผลการทดลองที่

สอดคลองกับคา TPC และปริมาณ rutin ที่พบในฟลม และจากการศึกษาของ Yang, Guo และ 

Yuan (2008) ซึ่งศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ของ rutin เปรียบเทียบกับ ascorbic acid  

และ butylated hydroxytolulene (BHT) ที่ความเขมขน 0.05 mg/ml พบวา rutin, ascorbic acid 

และ BHT มีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH เปน 90.4, 92.8 และ 58.8% ตามลําดับ ดังนั้นอาจ

กลาวไดวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน ทําใหคา TPC 

และปริมาณ rutin สูงขึ้น มีผลทําใหมีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH  ที่สูงขึ้น ซึ่งสงผลใหฟลม

ไคโตซานมีสมบัติตานอนุมูลอิสระที่ดีขึ้นดวย

     4.2.3 การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิส       

                 การศึกษาในขั้นตอนนี้แบงเปนการวิเคราะหหมูฟงกชันของสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัด

โดยใชตัวทําละลายแตกตางกัน และวิเคราะห interaction ระหวางไคโตซานและสารสกัด

พรอพโพลิสของฟลมไคโตซานที่มีการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนแตกตางกัน 

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% w/v) DPPH free radical scavenging

activity (%)*

0 11.63d±2.15

0.5 25.56c±1.14

1.5 31.97b±2.83

2.5 32.34b±1.51

5 53.86a±1.88

10 54.85 a±1.34
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                 การศึกษาหมูฟงกชันของสารสกัดพรอพโพลิส โดยใช Fourier Transform Infrared 

Spectrometer (FT-IR) มีหลักการ คือ โมเลกุลของสารเมื่อไดรับพลังงานจากแสงก็จะดูดกลืน

พลังงานที่เหมาะสมไว โมเลกุลที่ดูดกลืนแสงอินฟราเรดจะถูกกระตุน (excite) ใหมีพลังงานสูงกวา

ที่สภาวะ ground state ซึ่งเปนพลังงานที่ทําใหโมเลกุลเกิดการสั่น (vibration) และเกิดการหมุน 

(rotation) ขึ้น ในการสั่นนั้นพันธะของโมเลกุลจะเกิดการยืด (stretching) หรือเกิดการงอ 

(bending) (ปรานอม ขาวเมฆ, 2549) จากผลการวิเคราะห FT-IR spectra ดังแสดงในภาพที่ 4.4

            
                 ethanol

                 70:30

                 water

  ภาพที่ 4.4 FT-IR spectra ของสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลาย 3 ชนิดที่ตางกัน คือ  

                    เอทานอล, น้ําตอเอทานอล (70:30) และ น้ํา

      
                จากผลการทดลองพบวาการสั่นของโมเลกุลของสารสกัดพรอพโพลิสเกิดการ 

stretching ของหมูฟงกชัน C=O, -C=C-C=O, -C=C- [(in-ring) aromatic], -C-C- [(in-ring) 

aromatic], C-O (esters, ethers) และ C-O (polyols) ที่การดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดในชวง 1800-

1000 cm-1 ซึ่งพันธะเหลานี้คือสารประกอบฟนอลิกที่อยูในสารสกัดพรอพโพลิส (Roy et al., 

2010) C-H stretching ซึ่งดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่ 3000-2840 cm-1, C-H aromatic ring ซึ่ง

ดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่ 1650-1450 cm-1 และ 870-675 cm-1 จะเห็นพีคไดชัดเจนจากการสกัด

พรอพโพลิสดวยเอทานอล และยังพบวามี -C=C- aromatic ring ซึ่งดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่

1650 cm-1 เฉพาะการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอลเทานั้น พบ OH-stretching ซึ่งดูดกลืนคลื่น
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อินฟราเรดที่ 3400-3200 cm-1 เมื่อความเขมขนของ OH ลดลงพีคจะปรากฏเดนชันขึ้น (ปรานอม 

ขาวเมฆ, 2549) 

                  ในการศึกษานี้จะเห็นความแตกตางของสารสกัดพรอพโพลิส เมื่อใชทําตัวละลายที่

แตกตางกันอยางชัดเจน โดยการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอลนั้นจะมีปริมาณพีคของหมูฟงกชัน

ของ C-H aromatic ring  และ -C=C- aromatic ring ที่มากกวา สอดคลองกับงานวิจัยของ Wu 

และคณะ (2008) ซึ่งศึกษาการแยกสารสกัดพรอพโพลิสของประเทศจีน และ poplar buds โดย

การสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอล จะพบหมูฟงกชันของสารประกอบฟนอลิก ซึ่งใกลเคียงกับที่ได

ในการศึกษานี้ การสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอลจะสามารถทําละลายสารประกอบฟนอลิกที่มี 

aromatic ring ไดดีกวาการสกัดพรอพโพลิสดวยน้ํา ซึ่งจากผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผล

การศึกษาคา TPC ในสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอ

เอทานอลที่แตกตางกัน (การทดลองที่ 4.1.1) โดยพบวาเมื่อเพิ่มอัตราสวนของเอทานอลสูงขึ้นจะ

สงผลใหมีคา TPC สูงขึ้นดวยเชนกัน

              การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขน 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.5 จากผลการ

ทดลองพบวาฟลมทุกตัวอยางให FT-IR spectrum ที่คลายคลึงกันโดยพบหมู hydroxyl group 

(-OH) (Kim et al., 2006) N-H stretching ดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่ 3500-3300 cm-

1(Nunthanids et al., 2001), C-H stretching ซึ่งดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่ 3000-2850 cm-1 ester 

และ ether (C-O) ซึ่งดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่ 1280-1000 cm-1, แอลกอฮอลหรือฟนอลซึ่งดูดกลืน

คลื่นอินฟราเรดที่ 1140-1025 cm-1 และ C-H aromatic ring ซึ่งดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่ 870-675 

cm-1 ในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส นอกจากนี้ยังพบวามีการเกิด interaction 

ระหวาง amine group ของไคโตซาน และ hydroxyl group ของพรอพโพลิสโดยสังเกตไดจากพีค

การดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่ 3400-3200 cm-1 ผลการทดลองที่ไดสนันสนุนผลการศึกษาสมบัติ

เชิงกลของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส (การทดลองที่ 4.2.1.4) โดยพบวาเมื่อเติมสาร

สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน มีผลทําใหคา TS และ คา %E ของฟลม

ไคโตซานสูงขึ้น ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารประกอบฟนอลิกที่มีอยูในสารสกัดพรอพโพลิสสามารถเกิด

พันธะไฮโดรเจนกับหมูฟงกชันที่อยูในโครงสรางของไคโตซานโพลิเมอรได (Balasundram, 

Sundram and Samman, 2006) ผลการทดลองสอดคลองกับงานวิจัยของ Siripatrawan และ 

Harte (2010) ซึ่งศึกษา interaction ระหวางสารประกอบฟนอลิกกับไคโตซาน โดยใช FT-IR และ

พบวาสารประกอบฟนอลิกสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ NH3
+ ในโครงสรางของฟลมไคโตซาน 

และสงผลใหคา TS ของฟลมสูงขึ้น ดังนั้นการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนที่สูงขึ้นลงใน
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ฟลมไคโตซานทําใหมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกที่สูงขึ้น และสงผลใหเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ

โครงสรางของไคโตซานโพลิเมอรเพิ่มมากขึ้น 
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ภาพที่ 4.5 FT-IR spectra ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน (%w/v)
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     4.2.4 การวัดคา Glass transition temperature (Tg) 

                การวัดคา Tg โดยใชเครื่อง Differential Scanning Calorimeter (DSC) อุณหภูมิที่ใชใน

การทดลองอยูในชวง -50 ถึง 250 ºC  คา Tg เปนอุณหภูมิที่เกิดการเปลี่ยน glass transition ซึ่ง

เปนการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับฟลม โดยไมเปลี่ยนสถานะ เมื่ออุณหภูมิหองต่ํากวาคา Tg ฟลม

จะมีลักษณะเปนของแข็งโดยมีสถานะเปน glassy state ฟลมจะมีลักษณะที่คอนขางแข็งแต

เปราะ และเมื่ออุณหภูมิหองสูงกวาคา Tg ฟลมจะมีสถานะเปน rubbery state จากผลทดลองการ

เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกันพบวามีผลตอคา Tg ของฟลมไคโตซาน ดังแสดงใน

ภาพที่ 4.6 ซึ่งฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 0, 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 

10% (w/v) วัดคา Tg ได 31.63ºC, 43.61ºC, 41.91ºC, 48.44ºC, 27.75ºC และ 35.35ºC  

ตามลําดับ
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ภาพที่ 4.6 DSC thermograms แสดงคา Tg ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน (% w/v)
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                 ปจจัยที่อาจสงผลตอคา Tg ไดแก น้ําหนักโมเลกุล และ degree of deacetylation, 

แหลงของวัตถุดิบ และวิธีการสกัดที่แตกตาง (Lazaridou and Biliaderis, 2002) นอกจากนี้การ

เปลี่ยนแปลงคาความจุความรอนยังเกี่ยวของกับคา specific volume ของฟลม จากผลการ

ทดลองพบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสซึ่งเปนสารประกอบอินทรียที่มีลักษณะคลายเรซินลงใน

ฟลมไคโตซาน มีผลทําใหคา Tg ของฟลมเพิ่มขึ้นแลวลดลง โดยพบวาในชวงแรกของการทดลองคา 

Tg จะเพิ่มขึ้น อาจเนื่องจากการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 0.5-2.5% (w/v) มีปริมาณ

สารประกอบฟนอลิกในปริมาณที่ต่ํา สารประกอบฟนอลิกจึงสามารถจับหรือเขาไปอยูในโครงสราง

ของฟลมไคโตซาน และโครงสรางโพลิเมอรยังมีการเรียงตัวกันอยางเปนระเบียบ จึงทําใหฟลมมี

โครงสรางที่แข็งแรง สงผลใหฟลมมีลักษณะที่แข็งแตเปราะขึ้น แตเมื่อเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขนสูงขึ้นที่ 5-10% (w/v) สารประกอบฟนอลิกซึ่งมีปริมาณมากขึ้น และไมสามารถจับกับ 

active group ของไคโตซานได จึงอาจเขาไปแทรกอยูในโครงสรางทําใหเกิดชองวางภายใน

ไคโตซานโพลิเมอรที่มากขึ้น สงผลทําใหคา Tg ลดลง และฟลมมีลักษณะออนตัวลง ซึ่งเปนผลการ

ทดลองที่สอดคลองกับการศึกษาคา TS และ %E ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส 

นอกจากนี้การเกิด interaction ระหวาง amine group ของไคโตซาน และ hydroxyl group ของ

พรอพโพลิสนั้นยังเปนเหตุผลหนึ่งที่สงผลใหคา Tg ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสมี

คาที่สูงขึ้น ยกเวนในการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 5% (w/v) ที่พบวามีคา Tg ลดลง 

เมื่อเปรียบเทียบกับฟลมไคโตซานที่ไมไดเติมสารสกัดพรอพโพลิส

4.2.5 สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

                 การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 4 ชนิด คือ S. aureus, 

S. enteritidis, E. coli และ P. aeruginosa ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส ทําโดย

ตัดฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm วางบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มีการเจริญของจุลินทรียอยูในชวง 106-107 CFU/ml ตรวจสอบบริเวณการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรีย (Inhibitory zone) โดยวัดจากเสนผานศูนยกลางบริเวณโดยรอบแผนฟลม และ

บริเวณผิวสัมผัส (Contact surface) ใชสําหรับทดสอบบริเวณที่ฟลมสัมผัสโดยตรงกับจุลินทรีย 

ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.13 
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ตารางที่ 4.13 ผลการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสทื่      

                      ความเขมขนตางกัน              

- คือมีการเจริญของจุลินทรีย, + คือไมมีการเจริญของจุลินทรีย

                 จากผลการทดลองสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซานที่เติมสาร

สกัดพรอพโพลิสทื่ความเขมขนตางกัน พบวาไมมีการเจริญของจุลินทรียที่ใชในการศึกษาทั้ง 4 

ชนิด ภายใตบริเวณที่ฟลมสัมผัสกับจุลินทรียโดยตรง อยางไรก็ตามไมพบบริเวณยับยั้งการเจริญ

ของจุลินทรียทั้ง 4 ชนิด ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารสกัดพรอพโพลิสจะมีลักษณะที่ขนเหนียวและ

ละลายน้ําไดต่ํา จึงไมสามารถแพรออกจากฟลมไปบนอาหารเลี้ยงเชื้อได สงผลทําใหไมพบบริเวณ

การยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย งานวิจัยของ Altiok, Altiok และ Tihminlioglu (2010) ซึ่งศึกษา

สมบัติการยับยั้งการเจริญของ E. coli, P. aeruginosa และ S. aureus ของฟลมไคโตซานที่เติม 

thyme oil ที่ความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 และ 1.2% (v/v) และพบวาฟลมไคโตซานที่เติม 

thyme oil ไมมีการเจริญของจุลินทรียทั้ง 3 ชนิดในบริเวณที่ฟลมสัมผัสกับจุลินทรียโดยตรง และ

พบวาเกิดบริเวณการยับยั้งการเจริญของ E. coli, P. aeruginosa และ S. aureus เมื่อเติม thyme 

oil ที่ความเขมขน 0.8, 1.2 และ 1% (v/v) ตามลําดับ เชนเดียวกับงานวิจัยของ Pranoto, Rakshit 

และ Salokhe (2005) ที่ศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของ E. coli, S. aureus , Salmonella

typhimurium, Listeria monocytogenes และ Bacillus cereus ของฟลมไคโตซานที่เติมน้ํามัน

กระเทียม, โปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน และพบวาฟลมทั้ง 3 ชนิด ไมเกิดบริเวณการยับยั้งการ

เจริญของ E. coli และ S. typhimurium แตเกิดบริเวณยับยั้งการเจริญของ S. aureus, 

L. monocytogenes และ B. cereus โดยที่ฟลมไคโตซานที่เติมไนซินมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

การเจริญของจุลินทรียสูงที่สุด รองลงมาคือฟลมไคโตซานที่เติมน้ํามันกระเทียม และฟลมไคโต

ซานที่เติมโปแตสเซียมซอรเบตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียต่ําที่สุด

Propolis

extract

(% w/v)

S. aureus S. enteritidis E. coli P. aeruginosa

Inhibitory Contact

   zone     surface

  (mm)

Inhibitory Contact

   zone      surface

  (mm)

Inhibitory Contact

   zone     surface

  (mm)

Inhibitory Contact

   zone     surface

   (mm)

0 0.00±0.00      - 0.00±0.00      - 0.00±0.00      - 0.00±0.00      -

0.5 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +

1.5 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +

2.5 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +

5 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +

10 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      + 0.00±0.00      +
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                ดังนั้นจากการทดลองสามารถกลาวไดวา การเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโต

ซาน สามารถชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได หากในการนําไปใชฟลม

มีการสัมผัสกับจุลินทรียโดยตรง
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บทที่ 5

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

              1. การศึกษาภาวะการสกัดพรอพโพลิสที่เหมาะสมคือ การสกัดที่มีอัตราสวนของน้ําตอ

เอทานอลเปน 70:30 ซึ่งมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Total phenolic contents, TPC) 

5.26 mg gallic acid equivalent/g พบ rutin, quercetin และ naringenin ในสารสกัด พบบริเวณ

การยับยั้งการเจริญของ S. aureus และการใชอัตราสวนดังกลาวจะมีปริมาณสารที่ไดจากการ

สกัดสูงที่สุด 

               2. การศึกษาสมบัติทางกายของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 

0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนที่สูงขึ้นลงใน

ฟลมไคโตซาน มีผลทําใหฟลมมีคาความสวางลดลง โดยฟลมจะใหคาสีแดงและสีเหลืองสูงขึ้น มี

คาสีที่เปลี่ยนไปสูงขึ้น และฟลมจะมีความโปรงใสลดลง และการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงใน

ฟลมไคโตซานยังมีผลทําใหคาการซึมผานของไอน้ํา และคาการซึมผานของกาซออกซิเจนลดลง 

แตมีผลทําใหคา tensile strength และ elongation at break สูงขึ้น

               3. การศึกษาสมบัติการตานอนุมูลอิสระในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขน 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) แสดงใหเห็นวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขนที่สูงขึ้นลงฟลมไคโตซาน สงผลใหฟลมไคโตซานมีสมบัติในการตานอนุมูลอิสระที่สูงขึ้นดวย 

ฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 10% (w/v) มี TPC, ปริมาณ rutin และ

ปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH สูงที่สุด คือ 5.52±0.06 mg gallic acid equivalent /g, 2.67 µg/ml 

และ 54.85±1.34% ตามลําดับ และฟลมไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีสมบัติการตาน

อนุมูลอิสระต่ําที่สุด      

              4. การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส

พบวามีพันธะไฮโดรเจนระหวางสารประกอบฟนอลิกของสารสกัดพรอพโพลิสกับโครงสรางของ

ไคโตซาน และจากการวัดคา Glass transition temperature (Tg) พบวาการเติมสารสกัด

พรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซานสงผลใหคา Tg ของฟลมเกิดการเปลี่ยนแปลง

               5. การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซานที่เติมและไมเติม

สารสกัดพรอพโพลิส พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน ชวยเพิ่มประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ใชในการศึกษาทั้ง 4 ชนิด ในบริเวณที่ฟลมสัมผัสกับจุลินทรีย

โดยตรง
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ขอเสนอแนะ

            การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย  ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึง

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในเชิงปริมาณ เชน การใชวิธี broth dilution จะ

ทําใหทราบถึงปริมาณจุลินทรียที่ลดลง และความเขมขนของสารสกัดที่ต่ําที่สุดที่มีสมบัติในการ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

            งานวิจัยนี้ไดพัฒนาสมบัติของฟลมไคโตซานดวยการเติมสารสกัดพรอพโพลิส เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการนําไปประยุกตใชสําหรับหอและยืดอายุการเก็บผลิตภัณฑอาหาร พบวาการ

เติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน มีสวนชวยใหฟลมมีสมบัติทางกายภาพ การตาน

อนุมูลอิสระ และยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ดีขึ้น ดังนั้นจึงควรนําฟลมที่ไดไปประยุกตใชใน

รูปแบบของฟลมหออาหาร เพื่อสามารถนําไปใชในการยืดอายุการเก็บผลิตภัณฑอาหารใน

อุตสาหกรรมตอไป
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ภาคผนวก ก
ขอมูลผลการทดลองเพิ่มเติม

ตารางที่ ก.1 ความหนาของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% w/v) ความหนา (µm)*

0 74.67a±2.24

0.5 68.70ab±2.42

1.5 67.02b±5.61

2.5 66.63b±3.72

5 66.94b±5.08

10 66.85b±0.75
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ภาคผนวก ข
ภาพประกอบงานวิจัย

ภาพที่ ข.1 สารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลายน้ําตอเอทานอลที่ตางกัน

ภาพที่ ข.2 สารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลายน้ําตอเอทานอล 70:30 ที่มีความเขมขน 

                 (%w/v) ที่ตางกัน

70:30 60:40 30:7040:6050:50

0.5 1.5 2.5 5 10
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ภาพที่ ข.3 ฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน (%w/v)

0 0.5 1.5 2.5 5 10
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ภาคผนวก ค
การวิเคราะหผลทางสถิติ

ตารางที่ ค.1 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของปริมาณฟนอลิก         

                     ทั้งหมดในสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล ที่ระดับความ   

                     เชื่อมั่น 95%

ตารางที่ ค.2 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของปฏิกิริยาการจับ

                     อนุมูล DPPH ในสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล ที่ระดับ  

                     ความเชื่อมั่น 95%

Source

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 7003.543a 4 1750.886 236.614 .000

Intercept 79873.692 1 79873.692 10794.082 .000

trt 7003.543 4 1750.886 236.614 .000

Error 73.998 10 7.400

Total 86951.233 15

Corrected Total 7077.541 14

a. R Squared = .990 (Adjusted R Squared = .985)

Source

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 2486.879a 4 621.720 41.995 .000

Intercept 4742.452 1 4742.452 320.337 .000

trt 2486.879 4 621.720 41.995 .000

Error 148.046 10 14.805

Total 7377.377 15

Corrected Total 2634.924 14

a. R Squared = .944 (Adjusted R Squared = .921)



                                                                                                                              75

ตารางที่ ค.3 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของผลการยับยั้งการเจริญ   

                     ของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล 

                     ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

ตารางที่ ค.4 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาสี L* ของฟลม

                     ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น

                     95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 65.501a 4 16.375 147.074 .000

Intercept 97.997 1 97.997 880.160 .000

trt 65.501 4 16.375 147.074 .000

Error 1.113 10 .111

Total 164.611 15

Corrected Total 66.614 14

a. R Squared = .983 (Adjusted R Squared = .977)

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 955.140a 5 191.028 58.480 .000

Intercept 111401.440 1 111401.440 34103.758 .000

trt 955.140 5 191.028 58.480 .000

Error 39.199 12 3.267

Total 112395.779 18

Corrected Total 994.339 17

a. R Squared = .961 (Adjusted R Squared = .944)
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ตารางที่ ค.5 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาสี a* ของฟลม

                     ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 

                     95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 246.874a 5 49.375 36.490 .000

Intercept 34.973 1 34.973 25.846 .000

trt 246.874 5 49.375 36.490 .000

Error 16.237 12 1.353

Total 298.084 18

Corrected Total 263.112 17

a. R Squared = .938 (Adjusted R Squared = .913)

ตารางที่ ค.6 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาสี b* ของฟลม

                 ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 

                     95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 468.964a 5 93.793 8.290 .001

Intercept 17617.522 1 17617.522 1557.100 .000

trt 468.964 5 93.793 8.290 .001

Error 135.772 12 11.314

Total 18222.258 18

Corrected Total 604.736 17

a. R Squared = .775 (Adjusted R Squared = .682)
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ตารางที่ ค.7 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาสี ∆E ของฟลม

                     ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

ตารางที่ ค.8 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาความโปรงใสของ           

                 ฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น    

                     95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 1107.837a 5 221.567 55.230 .000

Intercept 106317.364 1 106317.364 26501.640 .000

trt 1107.837 5 221.567 55.230 .000

Error 48.141 12 4.012

Total 107473.342 18

Corrected Total 1155.978 17

a. R Squared = .958 (Adjusted R Squared = .941)

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 884.865a 5 176.973 12.776 .000

Intercept 19728.925 1 19728.925 1424.263 .000

trt 884.865 5 176.973 12.776 .000

Error 166.224 12 13.852

Total 20780.014 18

Corrected Total 1051.089 17

a. R Squared = .842 (Adjusted R Squared = .776)
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ตารางที่ ค.9 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาการซึมผานของ

                     ไอน้ําของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ที่ระดับ  

                     ความเชื่อมั่น 95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model .050a 5 .010 4.093 .021

Intercept 5.634 1 5.634 2289.050 .000

trt .050 5 .010 4.093 .021

Error .030 12 .002

Total 5.714 18

Corrected Total .080 17

a. R Squared = .630 (Adjusted R Squared = .476)

ตารางที่ ค.10 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาอัตราการซึมผาน 

                   ของกาซออกซิเจนของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน  

                       ตางกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 25.001a 5 5.000 112.470 .000

Intercept 197.560 1 197.560 4443.704 .000

Trt 25.001 5 5.000 112.470 .000

Error .267 6 .044

Total 222.828 12

Corrected Total 25.268 11

a. R Squared = .989 (Adjusted R Squared = .981)
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ตารางที่ ค.11 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคา tensile  

                   strength ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน     

                       ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 553.650a 5 110.730 211.856 .000

Intercept 3859.397 1 3859.397 7384.050 .000

trt 553.650 5 110.730 211.856 .000

Error 6.272 12 .523

Total 4419.319 18

Corrected Total 559.922 17

a. R Squared = .989 (Adjusted R Squared = .984)

ตารางที่ ค.12 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคา elongation at   

                       break ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ที่ระดับ

                       ความเชื่อมั่น 95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 150.516a 5 30.103 49.383 .000

Intercept 1691.293 1 1691.293 2774.506 .000

trt 150.516 5 30.103 49.383 .000

Error 7.315 12 .610

Total 1849.124 18

Corrected Total 157.831 17

a. R Squared = .954 (Adjusted R Squared = .934)
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ตารางที่ ค.13 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของปริมาณฟนอลิก  

                      ทั้งหมดในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ที่ระดับ   

                       ความเชื่อมั่น 95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 3.455a 5 .691 11.214 .000

Intercept 362.523 1 362.523 5882.456 .000

trt 3.455 5 .691 11.214 .000

Error .740 12 .062

Total 366.718 18

Corrected Total 4.195 17

a. R Squared = .824 (Adjusted R Squared = .750)

ตารางที่ ค.14 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของปฏิกิริยาการ  

                      จับอนุมูล DPPHในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน

                       ตางกัน  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

Source
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 4203.878a 5 840.776 234.304 .000

Intercept 22092.020 1 22092.020 6156.510 .000

trt 4203.878 5 840.776 234.304 .000

Error 43.061 12 3.588

Total 26338.959 18

Corrected Total 4246.939 17

a. R Squared = .990 (Adjusted R Squared = .986)
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาววรัญญา  วิชญกิตติ เกิดเมื่อวันที่  5 ธันวาคม พ.ศ. 2528 ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีการอาหาร จากคณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนสุนันทา เมื่อ

ปการศึกษา 2549 เขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีทางอาหาร 

ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2550

การนําเสนอผลงานทางวิชาการ

             Vitchayakitti, W., Siripatrawan, U., and Sanguandeekul, R. 2009. Total phenolic 

content and antimicrobial property of propolis from Nan province [CD-

ROM] in Proceedings  of  the  35th congress  on  Science  and  

Technology  of  Thailand. (Session H). October15-17, 2009  at  The Tide 

Resort, Bangsaen Beach, Chonburi, Thailand.
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