
ก

การพัฒนาฟลมไคโตซานที่มีสารสกัดจากพรอพโพลิส

นางสาววรัญญา   วิชญกิตติ

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต

สาขาวิชาเทคโนโลยีทางอาหาร      ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร       

คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

ปการศึกษา  2552

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย



ข

DEVELOPMENT OF CHITOSAN FILM CONTAINING PROPOLIS EXTRACT

Miss Waranya  Vitchayakitti

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements

for the Degree of Master of Science Program in Food Technology

Department of Food Technology

Faculty of Science

Chulalongkorn University

Academic Year 2009

Copyright of Chulalongkorn University



ค

หัวขอวิทยานิพนธ การพัฒนาฟลมไคโตซานที่มีสารสกัดจากพรอพโพลิส

โดย นางสาววรัญญา  วิชญกิตติ

สาขาวิชา เทคโนโลยีทางอาหาร

อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก รองศาสตราจารย ดร.อุบลรัตน  สิริภัทราวรรณ

             คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อนุมัติใหนับวิทยานิพนธฉบับนี้เปนสวนหนึ่ง

ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต

………………………………………….. คณบดีคณะวิทยาศาสตร

(ศาสตราจารย ดร.สุพจน   หารหนองบัว)

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ

…………………………………………… ประธานกรรมการ

(ผูชวยศาสตราจารย ดร.รมณี  สงวนดีกุล)

…………………………………………... อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก

(รองศาสตราจารย ดร.อุบลรัตน  สิริภัทราวรรณ)

…………………………………………… กรรมการ

(ผูชวยศาสตราจารย สุทธิศักดิ์  สุขในศิลป)

…………………………………………… กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย

(รองศาสตราจารย ดร.สุวัสสา  พงษอําไพ)



ง

วรัญญา  วิชญกิตติ  : การพัฒนาฟลมไคโตซานที่มีสารสกัดจากพรอพโพลิส . 

(DEVELOPMENT OF CHITOSAN FILM CONTAINING PROPOLIS EXTRACT) อ. ที่

ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก : รศ.ดร.อุบลรัตน  สิริภัทราวรรณ, 81 หนา.

                   งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการใชประโยชนของสารสกัดจากพรอพโพลิสของประเทศไทย ในการนํามาใชเพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซาน การทดลองขั้นแรกเปนการศึกษาการ

แปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่แตกตางกันคือ 70:30, 60:40, 50:50, 40:60 และ 30:70 ในตัวทําละลายที่ใชในการสกัด

พรอพโพลิส ติดตามผลโดยการหาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดในสารสกัด ดวยวิธี Folin-Ciocalteau การวิเคราะหสารประกอบฟนอลิก

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

(DPPH) และศึกษาความสามารถของสารสกัดพรอพโพลิสในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 4 ชนิด ไดแก Staphylococcus 

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

(ATCC 27853) ดวยวิธี agar diffusion พบวาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดในสารสกัดอยูในชวง 5.56-41.00 mg gallic acid

equivalent/g การเพิ่มปริมาณเอทานอลในตัวทําละลายสูงขึ้นสงผลใหมีปริมาณฟนอลิกทั้งหมดสูงขึ้น และพบ rutin และ quercetin 

ทุกตัวอยางทดลอง นอกจากนี้ยังพบวาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH มีคาแปรผันตามปริมาณสารประกอบฟนอลิก เมื่อปริมาณ

สารประกอบฟนอลิกเพิ่มขึ้นปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH จะสูงขึ้น ยกเวนในการสกัดดวยตัวทําละลายน้ําตอเอทานอล 40:60 พบวา

ความสามารถในการจับอนุมูล DPPH ลดลง จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย พบวาเกิดบริเวณการ

ยับยั้งการเจริญของ S. aureus เพียงชนิดเดียวเทานั้น สารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 70:30 

เกิดบริเวณยับยั้งสูงที่สุด และสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 40:60 และ 30:70 ไมเกิด

บริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย จึงเลือกใชตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 70:30 สําหรับการสกัด

พรอพโพลิสเพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป  การทดลองขั้นที่สองเปนการศึกษาผลของการเติมสารสกัดพรอพโพลิสตอคุณสมบัติของ

ฟลมไคโตซาน โดยแปรความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสเปน 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) ติดตามผลโดยการวัดสมบัติทาง

กายภาพ ไดแก การวัดคาสี (∆E), transparency (%T), water vapor permeability (WVP), oxygen gas transmission rate 

(OTR), tensile strength (TS), elongation at break (%E) การวิเคราะหทางเคมี ไดแก การหาปริมาณฟนอลิกทั้งหมด การวิเคราะห

สารประกอบฟนอลิกโดยใช HPLC และการศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลม

ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสโดยใช Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) การวัดคา Glass transition 

temperature (Tg) โดยใชเครื่อง Differential Scanning Calorimeter (DSC) รวมทั้งการศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 

พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่เขมขนสูงขึ้นสงผลใหมีคาสี ∆E , TS และ %E สูงขึ้น สวนคา %T ลดลง ในขณะเดียวกันพบวา

คา WVP และคา OTR ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสลดลงและแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) กับฟลม

ไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิส (ตัวอยางควบคุม) พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนสูงขึ้นสงผลใหมีปริมาณ

ฟนอลิกทั้งหมดและมีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ในฟลมสูงขึ้น และพบ rutin ในทุกตัวอยางการทดลอง โดยพบการเกิดพันธะ

ไฮโดรเจนระหวาง amine group ของไคโตซาน และ hydroxyl group ของสารประกอบฟนอลิกในสารสกัดพรอพโพลิส นอกจากนี้ยัง

พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 0.5-2.5% (w/v) ทําใหคา Tg สูงขึ้น แตเมื่อเติมสารสกัดพรอพโพลิสเพิ่มขึ้นจาก

 5-10% (w/v) กลับสงผลใหคา Tg ลดลง อยางไรก็ตามแมวาไมเกิดบริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทั้ง 4 ชนิด แตไมพบการ

เจริญของจุลินทรียบริเวณที่สัมผัสกับฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส
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              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

วิทยานิพนธฉบับนี้เสร็จสมบูรณได โดยความกรุณาและความชวยเหลืออยางดี

ยิ่งจาก รองศาสตราจารย ดร.อุบลรัตน  สิริภัทราวรรณ อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ไดกรุณา

สละเวลาอันมีคาเพื่อใหคําปรึกษา คําแนะนํา ตลอดจนความเอาใจใสดูแลและใหความชวยเหลือ

อยางใกลชิดมาโดยตลอด รวมถึงกรุณาชวยตรวจแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้จนเสร็จสมบูรณ 

ขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร.รมณี  สงวนดีกุล ประธานกรรมการ

สอบวิทยานิพนธ ผูชวยศาสตราจารย สุทธิศักดิ์  สุขในศิลป และรองศาสตราจารย ดร.สุวัสสา  

พงษอําไพ กรรมการสอบวิทยานิพนธ เปนอยางสูงที่กรุณาเสียสละเวลามาตรวจสอบ พรอมทั้ง

ชี้แนะแนวทางในการปรับปรุงวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความสมบูรณยิ่งขึ้น

ขอขอบพระคุณ พี่สุนัน และพี่แกว เจาหนาที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความชวยเหลือและคําแนะนําในการใชเครื่องมือ

ขอขอบพระคุณเจาหนาที่ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหารและเจาหนาที่ประจํา

หองปฏิบัติการทุกทานที่ชวยอํานวยความสะดวกในดานตางๆ

ขอขอบคุณพี่ นอง และเพื่อนๆ ปริญญาโท ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สําหรับกําลังใจ และน้ําใจที่มีใหตลอดการวิจัย และผูที่มี

สวนชวยเหลือที่มิไดกลาวนาม ก็ขอไดรับความขอบคุณจากผูวิจัยไว ณ โอกาสนี้

ทายสุดนี้ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา คุณตา คุณยาย และทุกคนใน

ครอบครัวทุกทาน ที่ไดสั่งสอนใหผูวิจัยมีความอดทน  ใหกําลังใจ และความหวงใยพรอมทั้งให

ความชวยเหลือสนับสนุนในทุกดานแกผูวิจัยเสมอมาจนสําเร็จการศึกษา
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บทที่ 1

บทนํา

               ไคโตซาน คือสารโพลิเมอรชีวภาพที่สกัดจากไคติน ซึ่งไดจากเปลือกกุง ปู แกนปลาหมึก 

ซึ่งเปนของเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมสัตวน้ํา การนําเปลือกกุง ปู หรือแกนปลาหมึกมาสกัด

แลวนํากลับมาใชใหมเปนการเพิ่มมูลคาใหแกวัตถุดิบ นอกจากนี้ไคโตซานสามารถขึ้นรูปเปนฟลม

ไดงาย และมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย จึงมีผลใหฟลมไคโตซานมีสมบัติในการยืด

อายุการเก็บของอาหารได ทั้งนี้ไคโตซานเปนวัตถุดิบไดจากธรรมชาติ สามารถยอยสลายไดโดย

ธรรมชาติ และไมสงผลกระทบตอภาวะแวดลอม จึงสามารถนํามาใชทดแทนวัตถุดิบที่ไดจากเคมี

สังเคราะห  

               ประสิทธิภาพของฟลมไคโตซานขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน ลักษณะโมเลกุลของไคโต

ซาน ไดแก degree of acetylation และน้ําหนักโมเลกุล, สารประกอบอื่นในระบบ ไดแก ประเภท

และความเขมขนของกรด, ปริมาณของโปรตีน ไขมัน ไอออน และสวนประกอบอื่นในอาหาร และ

สภาวะแวดลอม ไดแก อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ (Bé gin and Van Calsteren, 1999) 

ถึงแมวาฟลมไคโตซานจะมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย แตยังคงมีประสิทธิภาพใน

การใชเปนสารตานอนุมูลอิสระที่ต่ํา (Kanatt et al., 2008) ที่ผานมามีการใชสารสังเคราะหตางๆ 

เชน โปแตสเซียมซอรเบต เติมลงในฟลมไคโตซานเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใหแกฟลมไคโตซาน แต

เนื่องจากในปจจุบันผูบริโภคมีความตองการอาหารที่ปราศจากสารเคมีสังเคราะหที่ใชในการถนอม

อาหาร จึงมีการศึกษาการใชสารสกัดจากธรรมชาติเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใหแกฟลมไคโตซานทั้ง

ทางดานกายภาพ การตานอนุมูลอิสระ และการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 

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

ตาของตนไมสายพันธุตางๆ และเกิดจากการผสมระหวางขี้ผึ้ง (wax) กับสารประกอบอื่น ทําให

พรอพโพลิสเปนวัตถุดิบที่ไดจากธรรมชาติที่มีลักษณะคลายเรซิน พรอพโพลิสประกอบดวย

สารประกอบทางเคมีที่หลากหลาย เชน polyphenols ไดแก flavonoids aglycone, phenolic 

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

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

Marcucci, 2000) ชนิดและปริมาณของสารประกอบที่มีอยูในพรอพโพลิสขึ้นอยูกับบริเวณการ

เพาะปลูก เนื่องจากสภาพภูมิศาสตรที่แตกตางกันสงผลใหตัวอยางพรอพโพลิสมีสารประกอบทาง

เคมีที่แตกตางกัน                  
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               จากการศึกษาที่ผานมามีหลายงานวิจัยบงชี้วาสารสกัดพรอพโพลิสสามารถตานอนุมูล

อิสระและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได อาทิเชน การศึกษาของ Choi และคณะ (2006) ที่ศึกษา

ปฏิกิริยาการตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของพรอพโพลิสจากประเทศเกาหลี 

พบวาสารสกัดพรอพโพลิสจากประเทศเกาหลีมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด สมบัติการ

ตานอนุมูลอิสระ โดยวัดจากปฏิกิริยาการจับอนุมูล 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

นอกจากนี้ยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus, Bacillus 

subtilis, Salmonella typhimurium และ Candida albicans ดีกวาสารสกัดพรอพโพลิสจาก

ประเทศบราซิล อยางไรก็ตามยังไมมีงานวิจัยที่ศึกษาถึงความเปนไปไดในการใชสารสกัดจาก

พรอพโพลิสของประเทศไทย เพื่อเพิ่มคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียของฟลมไคโตซาน 

               ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการใชประโยชนของสารสกัดจาก

พรอพโพลิสของประเทศไทย และนํามาใชเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการใชเปนสารตานอนุมูลอิสระ

และยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซาน
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บทที่ 2

วารสารปริทัศน

2.1 พรอพโพลิส 

         พรอพโพลิส (propolis) หรือ ชันผึ้ง (bee glue) คือสารที่มีลักษณะคลายเรซิน โดยผึ้ง

ประเภทที่ผลิตน้ําผึ้งและขี้ผึ้ง (honeybees)  (Apis mellifera L.) เก็บยางจากเปลือกและตาของ

ตนไมของพืชสายพันธุตางๆ และเกิดจากการผสมระหวางขี้ผึ้ง (wax) กับสารประกอบอื่น

(Burdock, 1998)

       2.1.1 คําจํากัดความ แหลงทางพฤกษศาสตร ความสําคัญ     

                   พรอพโพลิส คือเรซินที่ไดจากผึ้งโดยการเก็บจากพืชสายพันธุตางๆ อาจจะมีสีที่

แตกตางหลากหลายตั้งแตสีเหลืองออนจนถึงสีน้ําตาลเขมซึ่งสงผลตอสีของรังผึ้ง และอาจพบ

พรอพโพลิสในน้ําผึ้ง (USDA, 1985)

                   พรอพโพลิสคือคําที่มาจากภาษากรีก pro- มีความหมายวาปองกัน polis-  คือเมือง 

รวมมีความหมายวาการปองกันเมือง หรือในที่นี้หมายถึงรังของผึ้ง (Ghisalberti, 1979) 

พรอพโพลิสเปนสารที่มีความเหนียวสูงมีลักษณะคลายเรซิน ผึ้งใชพรอพโพลิสในการอุดรูของรังผึ้ง 

(honeycombs) ทําใหผนังภายในของรังผึ้งมีความเรียบเนียน และใชในการปองกันการบุกรุกของ

ศัตรูจากทางเขาของรังผึ้ง ลักษณะความเปนเรซินของพรอพโพลิสเกิดจากการเคี้ยว การยอย

บางสวนของเอนไซมจากน้ําลายผึ้ง และการผสมกับขี้ผึ้ง (beeswax) (Marcucci, 1995) ถึงแมวา

พรอพโพลิสอาจจะประกอบไปดวยละอองเกสรดอกไม แตพรอพโพลิสไมใชเกสร แตกตางไปจาก

อาหารสําหรับเลี้ยงตัวออนของผึ้งซึ่งประกอบดวยน้ําผึ้งและเกสรดอกไม (beebread) และ royal 

jelly ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่แตกตางออกไป

                   พรอพโพลิสคือผลผลิตที่ไดจากรังผึ้ง โดยคนเลี้ยงผึ้งจะเก็บจากรัง (superstructure) 

โดยใชเครื่องมือเฉพาะ (hive tool) ในชวงฤดูใบไมรวงของทุกปหลังจากเก็บน้ําผึ้งแลว 
สวนประกอบของวัตถุดิบพรอพโพลิสจะขึ้นอยูกับแหลงที่พบ โดยทั่วไปจะมีสวนประกอบดังแสดง

ในตารางที่ 2.1 สวนที่เปนขี้ผึ้งและสารประกอบอินทรียจะถูกแยกออกระหวางกระบวนการสกัด

ดวยตัวทําละลายแอลกอฮอล (Cirasino et al., 1987)
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ตารางที่ 2.1 สวนประกอบของพรอพโพลิส

สวนประกอบ ปริมาณ (%)

เรซิน และขี้ผึ้ง 50

ขี้ผึ้ง (wax) 30

essential และ aromatic oil 10

ละอองเกสรดอกไม 5

สวนประกอบอื่นรวมถึงสารประกอบอินทรีย 5

ที่มา: Kaal (1991)

                   สาร populus คือสวนประกอบของรสชาติ ซึ่งมักจะถูกเขาใจวาคือพรอพโพลิส 

เนื่องจาก populus ถูกเก็บจาก Populus balsamifera L. และสายพันธุ Populus ชนิดอื่น และได

ถูกกลาวไววาเปนวัตถุดิบที่มีลักษณะคลายเรซินที่ไดจากตาของตนไม (buds) ที่ถูกปองกันดวย

สวนผสมของยางเหนียว และสารประกอบที่มีลักษณะคลายน้ํามัน เกิดเปนสารผสมระหวางน้ํามัน

และยางไม (oleoresin) ซึ่งสารประกอบเหลานี้สามารถสกัดดวยตัวทําละลายไฮโดรคารบอน และ

สามารถถูกกลั่นหรือสกัดดวยแอลกอฮอล สารที่ไดจากการสกัดจะมีกลิ่นหอมของขี้ผึ้งคลายอบเชย 

ซึ่งใชในการเพิ่มกลิ่นรสของเครื่องดื่มแอลกอฮอล (Burdock, 1995) populus มีโครงสรางทางเคมี

คลายพรอพโพลิส เนื่องจากมีเรซินที่ไดจากการเก็บของผึ้งเปนสวนผสมหลักเหมือนกัน

                   Marcucci (1995) ไดรายงานวาสวนผสมที่อยูในเรซินของพรอพโพลิสที่ยังไมผาน

กระบวนการสกัดมาจาก 3 แหง คือ ยางที่ซึมออกมาจากพืชที่ถูกเก็บโดยผึ้ง สารคัดหลั่งจาก

กระบวนการเมตาบอลิซึมของผึ้ง และวัตถุดิบที่ถูกผลิตขึ้นระหวางกระบวนการผลิตพรอพโพลิส 

โดยยางที่ซึมออกมาเกิดจากพืชตระกูล poplar หลายชนิด แตยังคงไมสามารถอธิบายไดวาเพราะ

เหตุใดผึ้งถึงยังสามารถผลิตพรอพโพลิสในพื้นที่เขตรอน ซึ่งไมพบพืชตระกูล poplar สวนประกอบ

ของพรอพโพลิสสามารถแสดงใหเห็นถึงแหลงที่พบได ซึ่งการวิเคราะหทางเคมีพบวาพรอพโพลิส

สามารถเกิดขึ้นไดจากพืชหลายสายพันธุดังแสดงในตารางที่ 2.2
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   ตารางที่ 2.2 ประเภทของพรอพโพลิส แหลงกําเนิด และสวนประกอบทางเคมี 

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)
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      2.1.2 สวนประกอบทางเคมี      

                   พรอพโพลิสมีลักษณะเหนียวคลายเรซิน สีที่พบมีตั้งแตสีเหลือง-สีเขียว จึงถึงสีน้ําตาล

เขม ทั้งนี้ขึ้นอยูกับแหลงที่พบและอายุการเก็บ พรอพโพลิสสามารถนํามาใชเปนกาว และเมื่อ

สัมผัสกับบริเวณผิวหนังจะเกิดปฏิกิริยาระหวางน้ํามันและโปรตีนบนผิวหนัง ทําใหสามารถลาง

ออกไดยากเมื่ออุณหภูมิต่ําจะมีลักษณะแข็งและเปราะ และในทางกลับกันเมื่อมีอุณหภูมิสูงขึ้นจะ

มีลักษณะที่นิ่มและเหนียว (Ghisalberti, 1979)

                   กระบวนการสกัดพรอพโพลิสมี 3 ขั้นตอนหลักดังนี้

                      ขั้นที่ 1 วิเคราะหวัตถุดิบ ถาพรอพโพลิสมีลักษณะที่มีความมันสูง จะนําไปลาง 

ความมันออกดวยน้ําเย็น (cold-water washing process) จากนั้นทําใหแหงดวยลม เมื่อความมัน

ลดลงแลวจะเขาสูขั้นตอนที่ 2

                   ขั้นที่ 2 ละลายพรอพโพลิสในเอทานอล เพื่อแยกขี้ผึ้งและสวนประกอบอื่นที่ไม

ตองการออกจากพรอพโพลิส

                   ขั้นที่ 3 กรองแยกอนุภาคขนาดเล็กออกจากสารละลายพรอพโพลิส 

                   ในการวิเคราะหสวนประกอบทางเคมีของพรอพโพลิสมักจะพบสวนผสมของ 

flavonoids มากที่สุด ซึ่งโดยทั่วไปแลวจะพบ flavonoids เฉพาะในกลุมของพืช ดังนั้นสามารถพบ 

flavones จากตัวอยางพรอพโพลิสที่ตางกัน และการพบ flavonoids จากพรอพโพลิสนั้นมี

ความสัมพันธกับชนิดของสายพันธุพืชที่ผึ้งเก็บ มีการรายงานวา flavones เกิดการดัดแปลงโดย

เอนไซมในผึ้ง และมีความเปนไปไดวาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางนั้นเกิดจากเอนไซมของน้ําลายผึ้ง

ระหวางกระบวนการเก็บ สารประกอบ aromatic ที่พบไดโดยทั่วไปในพืชนั้นจะสามารถพบไดใน

พรอพโพลิสดวย  ซึ่งสารประกอบทางเคมีที่พบในพรอพโพลิสมีลักษณะเหมือนกับสารประกอบที่

พบในอาหาร หรือวัตถุเจือปนในอาหารที่มีความปลอดภัย (Generally recognized as safe 

substances, GRAS) (Burdock, 1998)

                   สวนประกอบของวัตถุดิบพรอพโพลิสขึ้นอยูกับแหลงที่พบและยางของตาจากตนไมที่

แตกตางกัน โดยทั่วไปจะพบ populus ในเขตที่อุณหภูมิพอเหมาะ (temperate zones), betula ใน

เขตทางตอนเหนือ, delchampia ในเขตที่ใกลเสนศูนยสูตร, clusia ในประเทศเวเนซุเอลา และ 

xanthorrhoea ในประเทศออสเตรเลีย (Burdock, 1998) ในปจจุบันเปนที่ยอมรับโดยทั่วไปวาใน

เขตที่อุณหภูมิพอเหมาะ ยางของตาจากตนไมสายพันธุ populus เกิดการผสมกับแหลงวัตถุดิบ

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

galangin และ caffeates (benzyl, phenylethyl, prenyl) นอกจากนี้ยังพบสวนประกอบทางเคมีที่

แตกตางกันมากกวา 200 ชนิดในพรอพโพลิส (Bankova et al., 2000) สารประกอบที่มีอยูใน
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พรอพโพลิสขึ้นอยูกับบริเวณการเพาะปลูก เนื่องจากสภาพภูมิศาสตรที่แตกตางกันสงผลให

ตัวอยางพรอพโพลิสมีสารประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน Johnson และคณะ (1994) ศึกษา

ปริมาณเรซินและความสามารถในการละลายเรซินของพรอพโพลิสดวยเมทานอล พบวา

พรอพโพลิสในเขตของทวีปอเมริกาเหนือ มีปริมาณเรซินที่ไมคงที่ แตในทวีปยุโรปมีปริมาณเรซิน

อยูในชวง 16-80% ซึ่งเปนอัตราสวนที่มีประสิทธิภาพเพียงพอตอการนําไปใชสําหรับซอมแซมรัง 

ซึ่งมีสวนชวยทําใหรังผึ้งมีลักษณะที่แข็งแรง หรืออาจใชเคลือบบางๆบริเวณพื้นผิวของรังผึ้ง และยัง

พบขี้ผึ้งหลายชนิดในพรอพโพลิสในชวงที่พบวามีปริมาณเรซินนอย (Meyer, 1956) จากการศึกษา

พรอพโพลิสทางตอนใตของประเทศจอรเจีย ซึ่งอยูในเขตที่เปนปาสนมีสวนของเรซินปริมาณต่ํา ซึ่ง

จะสงผลใหพรอพโพลิสที่อยูในเขตนั้นมีอัตราสวนของเรซินที่ต่ําลงดวย และพบวาพรอพโพลิสที่

เก็บจากรังผึ้งในรัฐโอไฮโอของประเทศอเมริกา จะมีสวนประกอบเคมีที่หลากหลายมากกวา 30 

ชนิด สวนพรอพโพลิสที่เก็บจากทางตอนใตของประเทศจอรเจีย พบวามีนอยกวา 10 ชนิด เมื่อ

วิเคราะหดวย paper chromatography

                   ถึงแมวาการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอล จะเปนวิธีที่ใชกันโดยทั่วไป แตอาจใชตัว

ทําละลายชนิดอื่นเพื่อใชในการศึกษาวิเคราะหสารประกอบตางๆที่มีอยูในพรอพโพลิส ซึ่งอาจมี

มากกวา 200 ชนิด (Marcucci, 1995) พรอพโพลิสประกอบดวยสารประกอบทางเคมีที่

หลากหลาย เชน polyphenols ไดแก flavonoids aglycone, phenolic acids และ esters, 

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

acids และสารประกอบอนินทรีย (Bankova, Castro and Marcucci, 2000) จากการศึกษาที่ผาน

มามีหลายงานวิจัยบงชี้วาสารสกัดพรอพโพลิสสามารถตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียได

      2.1.3 สมบัติการตานอนุมูลอิสระ

                   พรอพโพลิสประกอบดวยสารประกอบโพลิฟนอลิก อนุพันธของ caffeic acid และ 

flavonoids ซึ่งมีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ (Heim et al., 2002; Russo et al., 2002; 

Kumazawa et al., 2004) 

                   flavonoids คือสารประกอบฟนอลิกชนิดหนึ่ง มีสูตรโครงสรางหลักเปน flavan หรือ 

2-phynylbenzopyran ประกอบดวยคารบอน 15 อะตอม เรียงกันเปนระบบ C6C3C6 โดยมีวง

benzene 2 วง จับกันดวยคารบอน 3 อะตอม ซึ่งอาจเรียงเกิดเปนวงที่ 3 ทําใหโครงสรางหลักที่ได

เหมือนโครงสรางของวิตามินอี ที่เปนโครงสรางแบบ chroman หรือ benzopyran ดังแสดงในภาพ

ที่ 2.1
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                                               chroman structure

                                              ภาพที่ 2.1 โครงสรางของ flavan

                                              ที่มา: Cushnie และ Lamb (2005)

                   flavonoids แบงเปนกลุมยอยไดหลายกลุม ตามความแตกตางของสูตรโครงสรางโดย

เฉพาะที่วง C ซึ่งเปนวงที่มีอะตอมออกซิเจนอยูในรูปแบบตางๆ เชน ether ketone รวมทั้งการมี 

hydroxyl group แทนที่บน aromatic ring ในโมเลกุล ตัวอยางสารในกลุม flavonoids ไดแก

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

                   ปรีชา  บุญจูง (2549) ไดอธิบายกลไกในการตานอนุมูลอิสระของสารกลุม 

flavonoids รวมถึงโพลีฟนอลอื่นๆ ไววามี 3 กลไก คือ

                   1. เปนสาร chelating agent โดยเฉพาะสารโพลีฟนอลที่มีโครงสรางเปน ortho-

diphenolic ทําหนาที่จับหรือเกิดพันธะโคออรดิเนตกับโลหะหนัก เชน ทองแดง และเหล็ก 

เปนตน ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการกระตุนการสรางอนุมูลอิสระ รวมทั้งปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูล

อิสระ

                   2. เปนสารตานออกซิเดชันโดยหยุดปฏิกิริยาลูกโซ (chain breaking antioxidant) ใน

การยับยั้งหรือกําจัดอนุมูลอิสระ เชน lipid alkoxyl และ peroxyl radicals เปนตน โดยทําหนาที่

เปนตัวใหไฮโดรเจนแกอนุมูลเหลานั้น ดังแสดงในปฏิกิริยาที่ (1) หลังจากที่ flavonoids ถูก

ออกซิไดซแลวจะไดอนุมูลของ flavonoid-phenoxyl ซึ่งมีความเสถียรมากกวา เนื่องจากโครงสราง

ของ flavonoids มี delocalization ของอิเลคตรอนตลอดเวลา ดังนั้นจากรายงานการศึกษาการ

ตานออกซิเดชันของ flavonoids จะพบวา flavonoids ที่มีโครงสรางซึ่งทําใหเกิด delocalization 

ของอิเลคตรอนไดดี จะสามารถตานอนุมูลอิสระไดดีกวา

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

flavonoid-OH   คือสารในกลุม flavonoids, R•  คือ อนุมูลอิสระ, flavonoid-O• คือ phenoxyl 

radical
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                   3. ทําหนาที่ regenerate วิตามินอี (α-tocopherol) โดยจะ reduce อนุมูล 

α-tocopheroxyl กลับเปน α-tocopherol เหมือนเดิม ทําใหสามารถทําหนาที่เปนสารตานอนุมูล

อิสระไดตอไป 

                   สารประกอบในกลุม flavonoids ไดแก rutin, myricetin, quercetin, kaempferol, 

apigenin, pinocembrine, chrysin และ galangin สามารถใชระบุความแตกตางของคุณภาพ

พรอพโพลิส รวมทั้งความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวย (Zhao et al., 2005) พรอพโพลิส

ของประเทศจีนนั้นเปนที่นิยมอยางมาก เนื่องจากพรอพโพลิสของประเทศจีนจะประกอบดวยสาร

ในกลุมของ flavonoids ในปริมาณที่สูงซึ่งจะผลดีตอสุขภาพ เชน สามารถยับยั้งการเกิด

กระบวนการออกซิเดชันดวย copper-catalyzed ของ low-density lipoprotein, การยับยั้งการจับ

ตัวเปนกอนเลือดของเกล็ดเลือด และ arachidonate metabolism, การลดการอักเสบของตับจาก 

peroxidized oil และมีสมบัติการเปนสารปองกันมะเร็ง เปนตน (Barak et al., 2002) 

                   Isla และคณะ (2001) ศึกษาปฏิกิริยาการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดพรอพโพลิส

ของประเทศอารเจนตินา 13 แหงที่แตกตางกัน โดยศึกษาปฏิกิริยา kinetics ของการเกิด oxidation 

โดยใช copper-induce พบวาสามารถแบงความแตกตางของพรอพโพลิสออกเปน 3 กลุม คือ 

                   กลุมที่ 1 เปนพรอพโพลิสจาก Cerrillos, El Corte, La Banda Oeste, El Molino และ 

La Banda Este ซึ่งสามารถยับยั้งการเกิด lipid oxidation ระหวางชวงเริ่มตน (initiation) และ 

propagation phase แมวาจะใชที่ความเขมขนต่ํา 

                   กลุมที่ 2 เปนพรอพโพลิสจาก Roque Saenz Pena, Juan José  Castelli และ Arroyo 

Mixta ซึ่งสามารถเพิ่มระยะเวลาในขั้น lag-phase สําหรับการสราง conjugated diene ซึ่ง

พรอพโพลิสในกลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 สามารถลดอัตราการสรางและปริมาณของพันธะคู 

                   กลุมที่ 3 เปนพรอพโพลิสจาก El Paraiso, Raco, Fernández, Veronica และ Tafí  

del Valle ซึ่งพรอพโพลิสในกลุมนี้ไมมีผลตอการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา lipid oxidation 

                   ดังนั้นสามารถใชพรอพโพลิสจากประเทศอารเจนตินาในกลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 เปน

แหลงของสารตานอนุมูลอิสระที่ไดจากธรรมชาติ ในการยับยั้งปฏิกิริยา oxidation         

                    Kalogeropoulos และคณะ (2009) ศึกษาปฏิกิริยาการตานอนุมูลอิสระของสารสกัด

พรอพโพลิสของประเทศกรีกและไซปรัส พบวาพรอพโพลิสที่สกัดดวยเอทานอลมีปริมาณของ 

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

ปริมาณต่ํา มีปริมาณ polyphenols ทั้งหมดอยูในชวง 31.2-299 mg gallic acid equivalent 

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

(DPPH) อยูในชวง 0.33-1.11 mM Trolox equivalents/g ของสารสกัดพรอพโพลิส ผลที่ไดจาก
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การศึกษาแตกตางจากพรอพโพลิสที่ไดจากยุโรป แตไดผลเหมือนกับพรอพโพลิสที่ไดจากทางฝง

ตะวันออกของทะเลเมดิเตอรเรนียน 

                    Mohammadzadeh และคณะ (2007) ศึกษาประสิทธิภาพการตานอนุมูลอิสระของ

สารสกัดพรอพโพลิสของประเทศอิหราน โดยการตรวจสอบ flavonoid และ polyphenol ของ

พรอพโพลิสที่สกัดดวยเอทานอล โดยการวิเคราะหดวยวิธี aluminum nitrate และ Folin-

Ciocalteau colorimetric พบวามีปริมาณ flavonoid อยูในชวง 1.22-7.79 g/100 g และมีปริมาณ 

polyphenol อยูในชวง 3.08-8.46 g/100 g ของสารสกัดพรอพโพลิส

                   Moreira และคณะ (2008) ศึกษาสมบัติการตานอนุมูลอิสระและปริมาณฟนอล

ทั้งหมดของตัวอยางพรอพโพลิสของประเทศโปรตุเกส โดยใชตัวอยางพรอพโพลิสที่อยูในเขต 

Bornes และ Fundao พบวามีปริมาณฟนอลทั้งหมดเทากับ 329 mg GAE/g และ 151 mg/g ของ 

GAE ตามลําดับ ประสิทธิภาพการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดพรอพโพลิส วิเคราะหจากผลของ

การจับอนุมูล 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และการวิเคราะหหาความสามารถที่ลดลง

ของ iron (III)/ferricyanide complex พบวาสารสกัดพรอพโพลิสที่อยูในเขต Bornes มี

ประสิทธิภาพในการเปนสารตานอนุมูลอิสระไดกวาสารสกัดพรอพโพลิสที่อยูในเขต Fundao 

       2.1.4 สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

               ในหลายปที่ผานมามีนักวิจัยใหความสนใจในการศึกษาการใชประโยชนจาก

พรอพโพลิสในการใชเปนยาและเครื่องสําอาง ถึงแมวาในสมัยโบราณจะมีการใชพรอพโพลิสเปน

ยาพื้นเมือง ยังคงมีการศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย และมีการยืนยันวา

พรอพโพลิสมีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย, ไวรัส, รา และโปรโตซัว (Marcucci, 

1995) สารประกอบที่สงผลตอปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของพรอพโพลิสที่สําคัญ 

คือ aromatic acids, สารประกอบฟนอลิกโดยเฉพาะสารในกลุมของ flavonoids และ phenolic 

acids สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของสารประกอบที่ไดจากธรรมชาติเปนผลมาจาก 

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

1998) Kedzia (1990) และ Krol และคณะ (1993) รายงานวากลไกการยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียของพรอพโพลิสเกิดจากการทํางานรวมกันระหวางสารประกอบฟนอลิกและสารประกอบ

อื่นในเรซิน (Ghisalberti, 1979) ซึ่งเปนสารที่มีผลในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (Cowan, 

1999) ในขณะที่อนุพันธุของ gallic acid มีผลในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดแกรมบวกและแกรมลบ 

(Kayser and Kolodziej, 1997) จากการศึกษาของ Tosi และคณะ (2007) พบวาสามารถใชสาร

สกัดพรอพโพลิสในการใชเปนวัตถุเจือปนในอาหาร เพื่อยังยั้งการเจริญของ Escherichia coli 
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ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียขึ้นอยูกับความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิส และ

วิธีการสกัด 

                   Kalogeropoulos และคณะ (2009) ศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ของสารสกัดพรอพโพลิสจากประเทศกรีกและไซปรัส โดยการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอล 

พบวาหากพรอพโพลิสมี terpenoids ในปริมาณมากจะสงผลใหพรอพโพลิสสามารถยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียไดดี สารสกัดพรอพโพลิสจากประเทศกรีกและไซปรัสสามารถยับยั้งการเจริญ

ของ Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Listeria 

monocytogenes, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus, Candida albicans

และ Candida tropocalis

                   Silici และ Kutluca (2005) ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของ

พรอพโพลิส 3 ชนิด คือ Populus alba, Populus tremuloides และ Salix alba พบวาตัวอยาง

พรอพโพลิสมีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดแกรมบวก เชน S. aureusไดดี แตมี

ปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดแกรมลบ เชน E. coli และ Pseudomonas 

aeruginosa และยีสต เชน C. albicans ไดต่ํา ตัวอยางพรอพโพลิสที่เก็บโดยผึ้ง Apis mellifera 

caucasica มีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่สูงกวาตัวอยางพรอพโพลิสที่เก็บโดยผึ้ง 

Apis mellifera carnica

                   Kartal และคณะ (2003) ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของ

ตัวอยางพรอพโพลิสจากคาซานและมารมาริสของอนาโตเลีย ดวยวิธี disc diffusion พบวา

ตัวอยางพรอพโพลิสจากคาซานมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียสูงกวา โดย

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

diphtheria, Branhamella catarrhalis และ C. albicans ในขณะที่ตัวอยางพรอพโพลิสจาก

มารมาริสสามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus, S. epidermidis และ B. subtilis ไดเทานั้น

                   Lu, Chen และ Chou (2005) ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของ 

Staphylococcus aureus ของพรอพโพลิสของประเทศไตหวันที่เก็บในชวงเวลาที่แตกตางกันคือ 

เดือนมิถุนายน, สิงหาคม และตุลาคม โดยการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอล พบวาสารสกัด

พรอพโพลิสที่เก็บในชวงเดือนสิงหาคมมีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของ S. aureus สูงกวาการ

เก็บในชวงเดือนอื่น

                   Orsi และคณะ (2005) ศึกษาพรอพโพลิสของประเทศบราซิลและบัลแกเรียตอการ

ยับยั้งการเจริญของ Salmonella Typhimurium ของเซลลเม็ดเลือดขาว พบวาพรอพโพลิสของ

ประเทศบราซิลมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ S. Typhimurium ที่ดีกวาพรอพโพลิส

ของประเทศบัลแกเรีย เนื่องจากการมีองคประกอบทางเคมีในสารสกัดพรอพโพลิสที่แตกตางกัน
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                   Sforcin และคณะ (2000) ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของ

พรอพโพลิสของประเทศบราซิล พบวาสารสกัดพรอพโพลิสสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

ชนิดแกรมบวกไดเมื่อใชความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิส 0.4% ในขณะที่การยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียชนิดแกรมลบมีคา minimal inhibitory concentration (MIC) อยูในชวง 4.5-8.0% 

สามารถกลาวไดวาพรอพโพลิสของประเทศบราซิลมีผลในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิด

แกรมบวกไดดีแบคทีเรียชนิดแกรมลบ

       2.1.5 การประยุกตใชในอุตสาหกรรม

                   ในอดีตที่ผานมาการเลี้ยงผึ้งนําไปสูการใชประโยชนของผลิตภัณฑจากผึ้ง รวมทั้งการ

ประยุกตใชประโยชนของพรอพโพลิส การใชพรอพโพลิสมานานกวา 300ปกอนคริสตศักราช 

(Ghisaberti, 1979) จนกระทั่งถึงปจจุบันโดยมีการใชเปนยาสามัญประจําบาน และใชเปนยา

สําหรับพกพา เนื่องจากพรอพโพลิสมีความสามารถในการเปนสารตานจุลินทรีย, สารยับยั้งเชื้อรา, 

มีคุณสมบัติในการสมานผิวหรือหามเลือด, สามารถลดอาการกลามเนื้อหดเกร็ง, ลดการอักเสบ 

และมีสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ การประยุกตเหลานี้ยังรวมถึงการใชเปนยารักษาโรคผิวหนังที่

สามารถหาซื้อไดทั่วไป ซึ่งใชในการสมานแผลรักษาแผลที่เกิดจากการไหม แผลเปอย โรคผิวหนัง

เรื้อรัง โรคเริม อาการคัน และยับยั้งเชื้อราบนผิวหนัง ในทางการตลาดใชรักษาโรคไขขอ การเคล็ด

ขัดยอก และสามารถใชในชองปากเพื่อใชเปนยาชา และออกฤทธิ์ไดดีกวาโคเคน 5 เทา ใชเปนยาสี

ฟนและยาบวนปากเพื่อใชในการรักษาอาการเหงือกบวม รักษาอาการอักเสบของริมฝปากและ

เนื้อเยื่อปากอักเสบ การใชในทางเภสัชกรรมและผลิตภัณฑเครื่องสําอางเชน ครีมทาหนา ครีมทา

ภายนอก และโลชั่น ทางการตลาดใชเปนเม็ด  ผง และเปนหมากฝรั่ง (Ayala et al., 1985; 

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

                   ถึงแมวาชาวยุโรปมีแนวโนมในการใชผลิตภัณฑที่มีสวนผสมของพรอพโพลิสมากกวา

ชาวอเมริกัน แตในอเมริกามีขายในรานขายอาหารเสริมเพื่อสุขภาพในรูปแบบแคปซูล (ประมาณ 

50 mg/capsule) และมีการใชในตลาดขนาดใหญสําหรับการผลิตเปนไหมขัดฟนและยาสีฟน มี

การศึกษาการใชเปนสารถนอมอาหารแทนสารเคมีที่ใชในผลิตภัณฑจากเนื้อ (Han and Park, 

1995) และมีการใชทดลองสําหรับยับยั้งตัวออนของแมลง (Galleria mellonella L.) ซึ่งเปนสัตว

รบกวนในบริเวณที่เลี้ยงผึ้ง โดยผลการทดลองการยับยั้งตัวออนของแมลง พบวาพรอพโพลิสมี

ประสิทธิในการยับยั้งที่ต่ํา (Johnson et al., 1994)
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2.2 ฟลมที่บริโภคได (Edible film)

                   ในอดีตที่ผานมาฟลมที่ใชเปนบรรจุภัณฑสําหรับอาหารจะทําดวยโพลิเมอรที่ไดจาก

การสังเคราะห เชน polyethylene (PE), polyvinyl chloride (PVC), polyvinyl alcohol (PVA), 

polylactic acids (PLA) และ nylon (Dutta et al., 2009) และในปจจุบันผูบริโภคมีความตองการ

ใชบรรจุภัณฑที่ไดจากเคมีสังเคราะหลดลง ฟลมที่บริโภคไดจึงมีบทบาทมากขึ้นในการใชเปนบรรจุ

ภัณฑอาหาร เนื่องจากมีขอดีมากกวาวัสดุที่ไดจากการสังเคราะห อาทิเชน สามารถยอยสลายได 

และเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม (Tharanathan, 2003) และจากคุณสมบัติของฟลมที่บริโภคได ไดแก 

สมบัติในการเลือกผานโมเลกุล, การขัดขวางไอของสารประกอบอินทรีย, การลดการซึมผานไอน้ํา, 

การขัดขวางตัวถูกละลาย เชน ไขมัน, เกลือ, วัตถุเจือปน และรงควัตถุ และการลดการซึมผานของ

กาซ เชน กาซออกซิเจน, กาซคารบอนไดออกไซด และกาซไนโตรเจน (Gennadios and Weller, 

1990) ดวยเหตุนี้จึงมีการใชฟลมที่บริโภคไดเปนตัวสงผาน หรือใชสําหรับการหอหุมของวัตถุ

เจือปนในอาหาร หรือสวนประกอบในอาหาร                   

                   ฟลมที่บริโภคไดสามารถปรับปรุงสมบัติเชิงกลของอาหารเพื่อใหมีลักษณะที่งายตอ

การรักษา หรือสะดวกตอการขนสง นอกจากนี้ยังมีการปรับปรุงลักษณะทางประสาทสัมผัส เชน สี, 

ความสวาง, ความโปรงใส, ความหยาบหรือความเหนียวอีกดวย (Dutta et al., 2009) ทําให

นักวิจัยสนใจศึกษาการใชประโยชนจากฟลมชนิดนี้มากขึ้น โดยทั่วไปฟลมที่บริโภคไดสามารถทํา

ไดจากโปรตีน, โพลิแซ็กคาไรด, ไขมัน และเรซิน (Baldwin, 1999) และสามารถเพิ่มประสิทธิภาพ

ฟลมโดยการเติมวัตถุเจือปนอาหารลงในฟลม เชน สารตานอนุมูลอิสระ, สารยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรีย, สารใหสี และสารใหรสชาติ เปนตน (Pena and Torres, 1991) ซึ่งประสิทธิภาพของ

ฟลมจะขึ้นอยูกับสวนประกอบของฟลมดวย
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2.3 ไคโตซาน

        ไคโตซานเปนอนุพันธของไคตินที่ไดจากการทําปฏิกิริยากําจัดหมูอะซิทิลของไคติน หรือที่

เรียกวาปฏิกิริยา deacetylation โดยแชไคตินในสารละลายดางเขมขน ไคโตซานมีปริมาณของ

ไนโตรเจนสูงกวา 7% โดยน้ําหนัก (Muzzarelli, 1985) และมี degree of deacetylation (DD) 

มากกวา 70% (Li et al., 1992) มีโครงสรางดังแสดงในภาพที่ 2.2

  ภาพที่ 2.2 โครงสรางของไคตินและไคโตซาน (Dutta et al., 2009)

          ไคโตซานมีชื่อทางเคมีวา  poly [β-(1       4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose] มี

ลักษณะเปนโคโพลิเมอรที่อยูรวมกันในสายโซของโมเลกุลระหวางโมโนเมอรของไคตินและโมโน

เมอรของไคโตซาน ซึ่งเปนวัสดุธรรมชาติของกลุมคารโบไฮเดรตที่พบมากที่สุดเปนลําดับที่ 2 รอง

จากเซลลูโลส ไคโตซานสกัดไดจากเปลือกกุง ปู แกนปลาหมึก มีสมบัติในการตอตานจุลินทรียและ

เชื้อราบางชนิด ไคโตซานไมเปนพิษ สามารถยอยสลายไดในธรรมชาติ ในหลายประเทศไดขึ้น

ทะเบียนไคตินและไคโตซานใหเปนวัตถุเจือปนในอาหาร ชวยรักษากลิ่นรส ใชเปนสารเคลือบ

อาหาร ผัก และผลไม หรือผลิตในรูปฟลมที่รับประทานได (edible film) (Shahidi, Arachchi and 

Jeon, 1999) ไคโตซานมีการประยุกตใชในรูปแบบที่หลากหลาย เนื่องจาก amino groups ที่

ตําแหนง C2 และ primary และ secondary hydroxyl groups ที่ตําแหนงที่ C3 และ C6 

ตามลําดับ (Frusaki et al., 1996) ซึ่งทําใหมีความแตกตางจาก polysaccharides ทั่วไป โดย

ไคโตซานจะมีความเปนขั้วบวกเนื่องจากมี amino groups ในโมโลกุล สายโซโพลิเมอรของ

ไคโตซานสามารถจับกับโมเลกุลที่เปนขั้วลบบนพื้นผิวโดยการเชื่อมตอดวยพันธะไอออนิกหรือ

พันธะไฮโดรเจน (Shahidi, 1995) การประยุกตใชไคโตซานแสดงในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 ตัวอยางการประยุกตใชไคโตซาน

เกษตรกรรม ปองกันกลไกในพืช

กระตุนการเจริญของพืช, เคลือบเมล็ด, ปองกัน

การกลายเปนน้ําแข็ง

ลดเวลาการใสปุยและเพิ่มสารอาหารใหแกดิน

น้ําและการบําบัดน้ําเสีย การทําใหน้ําบริสุทธิ์ สําหรับการดื่ม, สระวายน้ํา

แยกอิออนของเหล็ก

เปนโพลิเมอรที่ไดจากธรรมชาติ 

ลดกลิ่น

อาหารและเครื่องดื่ม ใชเปนใยอาหาร (dietary fiber)

จับกับไขมัน (ลดคลอเรสเตอรอล)

ใชเปนสารถนอมอาหาร

สารใหความขนและความคงตัวสําหรับซอส

สําหรับเคลือบผลไมใชปองกันเชื้อราและยับยั้ง

การเจริญของจุลินทรีย

เครื่องสําอาง รักษาความชื้นใหกับผิว

รักษาสิว

เพิ่มความนิ่มใหกับเสนผม

ลดไฟฟาสถิตในผม

ปรับสภาพผิว

ผลิตภัณฑดูแลชองปาก เชน ยาสีฟน, หมากฝรั่ง

เภสัชกรรม การสรางภูมิคุมกันโรค, ปองกันเนื้องอก, ใชใน

การหามเลือดและชวยในการแข็งตัวของเลือด, 

ใชยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ที่มา: Rinaudo (2006)
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       2.3.1 สมบัติการตานอนุมูลอิสระ

               ไคโตซานมีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระที่สกัดไดจากธรรมชาติ มีการรายงานกลไก

การตานอนุมูลอิสระของไคโตซานไววา ไคโตซานสามารถกําจัดอนุมูลอิสระหรือสามารถจับกับ

ไอออนของโลหะได (Muzzarelli, Muzzarelli and Terbojerich, 1997) โดยการเกิดปฏิกิริยา

ระหวางอนุมูลอิสระกับ hydrogen ion จาก ammonium ions (NH3
+) ที่ตําแหนง C2 ของ

ไคโตซาน โดยจะเปลี่ยนโครงสรางอนุมูลอิสระใหเปนโมเลกุลที่เสถียร (Park, Je and Kim, 2004; 

Xie et al., 2001 จากการศึกษาของ Peng, Wang และ Tang (1998) พบวาไคโตซานสามารถ

ยับยั้งการเกิด lipid oxidation ได โดยไคโตซานสามารถจับกับ ferrous ions ในระบบ ซึ่ง ferrous 

ions จะเปนตัวเรงในการเกิดปฏิกิริยา prooxidant จึงทําใหเกิด lipid oxidation ชาลง และ

Anraku และคณะ (2008) รายงานวาไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา ยังคงมีประสิทธิภาพในการ

เปนสารตานอนุมูลอิสระ โดยมีปฏิกิริยาการจับ hydroxyl radicals (•OH) และ hydrogen 

peroxide (H2O2) นอกจากนี้ Youn, Kim และ Ahn (2001) รายงานวาเมื่อน้ําหนักโมเลกุลและ

ความเขมขนของไคโตซานสูงขึ้น จะสงผลใหมีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระสูงขึ้นดวย

                   Kim และ Thomas (2007) ศึกษาการใชไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกัน คือ

30, 90 และ 120 kDa ในการตานอนุมูลอิสระในปลาแซลมอน พบวาไคโตซานทั้ง 3 ชนิดสามารถ

ลดการเกิด lipid oxidation และการใชไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุล 30 kDa สามารถละลายน้ําได

ดีและสามารถใชเปนสารตานอนุมูลอิสระที่ไดจากธรรมชาติได  

                   Xie, Xu และ Liu (2001) ศึกษาปฏิกิริยาการตานอนุมูลอิสระของไคโตซานที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลที่แตกตางกันในปลาแซลมอน ซึ่งมีโปรตีนในเนื้อเยื่อของปลาหลายบริเวณที่สามารถเกิด

พันธะกับเหล็กได เชน myoglobin, hemoglobin, ferritin และ transferrin เหล็กที่โปรตีนอาจถูก

ปลดปลอยระหวางการเก็บ และอาจถูกกระตุนดวยออกซิเจนกอใหเกิด lipid oxidation (Angelo, 

1996) โดยศึกษาการจับ hydroxyl radical ของไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกัน พบวา

น้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานมีผลตอประสิทธิภาพในการเกิดพันธะกับโลหะ 

                   Kamil, Jeon และ Shahidi (2002) ศึกษาความแตกตางของความหนืดของไคโตซาน

ตอการยับยั้งการเกิด lipid oxidation ในปลาแฮรริ่ง พบวาไคโตซานที่ความหนืด 14 cp มี

ประสิทธิภาพสูงที่สุด ในการยับยั้งการเกิด lipid oxidation 

                   Darmadji และ Izumimoto (1994) ศึกษาประสิทธิภาพของไคโตซานในการยับยั้ง

การเกิด lipid oxidation ในเนื้อวัว โดยการเติมไคโตซานที่ความเขมขน 1% (w/v) ลงในเนื้อวัว

ระหวางการเก็บรักษา พบวาสามารถลดคา thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) 

ไดถึง 70% หลังจากการเก็บเนื้อวัวเปนเวลา 3 วัน ที่ 4ºC  
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2.3.2 สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

                   ไคโตซานถูกใชในอาหารอยางแพรหลาย Roller และ Covill (1999), Tsai และคณะ

(2000) อธิบายกลไกการออกฤทธิ์ตานจุลินทรียของไคโตซานไววาหมูอะมิโนของไคโตซานสามารถ

ดูดซับสารอาหาร และไอออนของโลหะที่เปนประโยชนตอการเจริญของจุลินทรีย จึงสามารถลด

อัตราการเจริญหรือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได   Choi และคณะ (2001) รายงานวาไคโตซาน

สามารถเกิดเปนสารประกอบที่ซับซอนบริเวณผิวหนาของผนังเซลลจุลินทรีย โดยกอตัวเปนชั้น

บางๆรอบเซลลขัดขวางการสงผานสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญของจุลินทรียเขาสูภายในเซลล

ทําใหคุณสมบัติการเลือกผานของเซลลสูญเสียไป นอกจากนี้ประจุบวกของไคโตซานสามารถจับ

กับประจุลบของผนังเซลลจุลินทรีย ทําใหโครงสรางของผนังเซลลจุลินทรียเกิดการเปลี่ยนแปลง

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

               ปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียของไคโตซาน 
                   1. น้ําหนักโมเลกุล ไคโตซานมีความสามารถในการละลายต่ํา สารละลายที่เตรียม

จากไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง จะมีความหนืดมาก ไมสะดวกในการนํามาประยุกตใชกับ

กระบวนการผลิตอาหาร ไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 10,000-100,000 Daltons 

สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได (Chen, 1998) และไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําเกินไป 

จะไมมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย Tokura และคณะ (1994) รายงานวาไคโตซานที่

มีน้ําหนักโมเลกุล 9,300 Daltons มีผลในการยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli และไคโตซาน

ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 2,200 Daltons ไมมีผลในการยับยั้งการเจริญของ E. coli                               

                   2. ชนิดของตัวทําละลายที่ใชเตรียมสารละลายไคโตซาน ไคโตซานสามารถละลายได

ดีในกรดทั้งกรดอินทรียและกรดอนินทรีย อยางไรก็ตามการนําไคโตซานมาประยุกตใชในอาหาร

เปนขอจํากัดใหสามารถใชไดเพียงกรดอินทรียเปนตัวทําละลายเทานั้น

                   3. ชนิดและสายพันธุของจุลินทรีย ความเขมขนของไคโตซานที่ใชในการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรีย อาจแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดและสายพันธุของจุลินทรีย มีการรายงานวา

ไคโตซานสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรียแกรมลบ (Jeon et al., 2001; Xie 

et al., 2002) กลไกของปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของไคโตซานมีความแตกตาง

ระหวางแบคทีเรียชนิดแกรมบวกและแกรมลบ โดย Zheng และ Zhu (2003) ศึกษาไคโตซานตอ

การยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิดแกรมบวก และ E. coli

ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิดแกรมลบ พบวาไคโตซานมีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของ S. aureus ได

สูงขึ้น เมื่อน้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานสูงขึ้น ในขณะที่มีปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของ E. coli

สูงขึ้นเมื่อน้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานลดลง โดยไคโตซานมีกลไกการยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียที่แตกตางกันคือ ไคโตซานสามารถสรางโพลิเมอรบริเวณเยื่อหุมเซลลของ S. aureus เพื่อ
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ขัดขวางการสงผานของสารอาหารเขาสูเซลลของจุลินทรีย และไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา

สามารถแทรกซึมหรือแพรกระจายเขาสูเซลลไดดีจึงสามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli ได และ

สารละลายไคโตซานที่ความเขมขน 0.10 mg/ml สามารถยับยั้งการเจริญของ Xanthomonas

pathogenic bacteria ได (Li et al., 2008)

         4. ลักษณะของอาหาร ชนิดของอาหารแตกตางกันตองใชความเขมขนของไคโตซาน

แตกตางกัน โดยถาลักษณะของอาหารมีสวนประกอบมากก็จะขัดขวางการเคลื่อนที่ของโมเลกุล

ไคโตซาน ซึ่งเปนการลดโอกาสไคโตซานในการสัมผัสกับเซลลของจุลินทรีย

               5. อุณหภูมิ มีงานวิจัยที่สนับสนุนวาประสิทธิภาพของไคโตซาน ในการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียวาจะเกิดขึ้นไดดี เมื่อใชรวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา Roller และ Covill 

(2000) พบวา ประสิทธิภาพของไคโตซานในการเปนวัตถุกันเสียในมายองเนสควรใชรวมกับการ

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C

       2.3.3 ฟลมไคโตซานและการประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหาร

                  ฟลมไคโตซานเปนฟลมที่สามารถเตรียมไดงาย โดยการละลายดวยสารละลายกรด

เจือจาง (Park, Marsh and Rhim, 2002) ฟลมไคโตซานสามารถยืดอายุผลิตภัณฑอาหารได 

เนื่องจากสมบัติของไคโตซานดานการตานอนุมูลอิสระและการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 

อยางไรก็ตามประสิทธิภาพของฟลมไคโตซานขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน ลักษณะโมเลกุลของ

ไคโตซาน ไดแก degree of acetylation และน้ําหนักโมเลกุล, สารประกอบอื่นในระบบ ไดแก 

ประเภทและความเขมขนของกรด, ปริมาณของโปรตีน ไขมัน ไอออน และสวนประกอบอื่นใน

อาหาร และสภาวะแวดลอม ไดแก อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ (Bé gin and Van Calsteren, 

1999) 

                   Pranoto, Rakshit และ Salokhe (2004) รายงานการเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซานโดยการเติมน้ํามันกระเทียม โปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน 

ที่ความเขมขนตางๆ พบวาการเติมน้ํามันกระเทียม โปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน สามารถเพิ่ม

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

น้ํามันกระเทียมลงในฟลมไคโตซานสงผลเพียงเล็กนอยตอสมบัติเชิงกลของฟลมไคโตซาน ในขณะ

ที่การเติมโปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน มีผลทําใหคา tensile strength ลดลง และจาก

การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลม ดวยเครื่อง Fourier Transform Infrared (FT-IR) 

พบวาการเติมน้ํามันกระเทียม โปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน ไมเกิด interaction กับหมูฟงกชัน

ของไคโตซาน 
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                   Li และคณะ (2006) ศึกษาสมบัติและการใชฟลมแบบผสมของ glucomannan-

chitosan-nisin ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย พบวาการใชอัตราสวน konjac glucomannan 

80/chitosan 20 ใหฟลมที่มีคา tensile strength ดีที่สุด ฟลมที่ไดมีความใส ละลายน้ําไดดี มีอัตรา

การซึมผานของไอน้ําต่ํา และมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคใน

อาหาร 4 สายพันธุ ไดแก E. coli, S. aureus, L. monocytogenes และ B. cereus

                   Chien, Sheu และ Yang (2005) ศึกษาผลของการเคลือบไคโตซานตอคุณภาพและ

อายุการเก็บของมะมวงที่หั่นเปนชิ้นบาง โดยแชมะมวงในสารละลายไคโตซานที่ความเขมขน

แตกตางกันแลวหอดวยฟลม polyvinylidene chloride (PVDC) และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 6°C 

พบวาการเคลือบดวยไคโตซานชวยลดการสูญเสียน้ําและชะลอการเสื่อมเสียของคุณภาพทาง

ประสาทสัมผัส          

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

สตรอเบอรรี่ดวยไคโตซานที่เติมและไมเติมกรดโอลิอิกและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±1°C พบวา

ไคโตซานไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลง acidity, pH, soluble solids และ anthocyanin contents 

ของสตรอเบอรรี่ตลอดระยะเวลาการเก็บ แตมีผลในการรักษาคุณสมบัติเชิงกลและสีของผลไม

ระหวางการเก็บ สวนการเคลือบสตรอเบอรรี่ดวยไคโตซานและกรดโอลิอิกชวยยับยั้งการเจริญของ

เชื้อรา และเพิ่มความตานทานการซึมผานของน้ําออกจากสตรอเบอรรี่ สงผลใหอายุการเก็บของ

สตรอเบอรรี่ยาวนานขึ้น   

                   Sangsuwan, Rattanapanone และ Rachtanapun (2008) ศึกษาผลการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซาน/เมทิลเซลลูโลส และฟลมไคโตซาน/เมทิลเซลลูโลสที่เติม

วานิลลิน (Vanillin, 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde) หรือฟลมวานิลลิน ในการหอ

แคนตาลูปและสับปะรดที่หั่นเปนชิ้น พบวาฟลมไคโตซาน/เมทิลเซลลูโลส และฟลมวานิลลิน มี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ E. coli และ Saccharomyces cerevisiae การใชฟลม

วานิลลินหอแคนตาลูป และสับปะรดใ หผลที่แตกตางกันคือฟลมวานิลลินจะมีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในผลไมที่มี pH ต่ํา หรือมีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ในสับประรดไดดีกวาในแคนตาลูป

                   Beverlya และคณะ (2008) ศึกษาการใชฟลมไคโตซานที่เตรียมจากกรด 2 ชนิดที่

แตกตางกัน ไดแก กรดอะซิติก และกรดแลกติก ในการควบคุมปริมาณเชื้อ L. monocytogenes

บนผลิตภัณฑเนื้อยางพรอมบริโภคระหวางการเก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4ºC พบวาผลิตภัณฑเนื้อ

ยางพรอมบริโภคที่หอดวยฟลมไคโตซานที่เตรียมจากกรดอะซิติกมีผลในการยับยั้ง

 L. monocytogenes ไดดีกวาฟลมไคโตซานที่เตรียมจากกรดแลกติก           
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                   Kanatt, Chander และ Sharma (2008) ศึกษาการใชไคโตซานผสมสารสกัดจาก

มินต เพื่อใชเปนสารถนอมอาหารที่มีสมบัติในการตานอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของจุลิทรีย

ในผลิตภัณฑเนื้อสัตว จากการศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH พบวาไคโตซานที่ผสมสารจาก

จากมินตมีคา IC50 ลดลง เมื่อเทียบกับสารสกัดมินต และไคโตซานที่เติมสารสกัดมินตมี

ประสิทธิภาพในการจับ superoxide และ hydroxyl radicals จากการศึกษาสมบัติการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียชนิดที่ทําใหอาหารเนาเสีย และกอใหเกิดโรค ไดแก E. coli, Pseudomonas 

fluorescens, S. typhimurium, S. aureus และ B. cereus พบวาไคโตซานที่เติมสารสกัดมินตมี

ประสิทธิในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดแกรมบวก ไดแก S. aureus และ B. cereus ได

ดีกวาแบคทีเรียชนิดแกรมลบ และพบวาการเติมไคโตซานที่เติมสารสกัดมินตลงในไสกรอกหมู 

สามารถยืดอายุการเก็บไสกรอกหมูที่อุณหภูมิ 0-3ºC ใหยาวนานขึ้นได
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บทที่ 3

การดําเนินงานวิจัย

สารเคมี 

สารละลายเอทานอลความเขมขน 95% และ 99.5% (A.R. grade)

สารละลาย Folin-Ciocalteau reagent (Merck, Germany)

สารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 20% (w/v) (A.R. grade)

สารละลายเมทานอลความเขมขน 95% (A.R. grade)

สารละลายกรดฟอสฟอริกความเขมขน 0.4% (v/v) (A.R. grade)

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

สารละลายกรดอะซิติกความเขมขน 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)

สารโปแตสเซียมโบรไมด (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

            พรอพโพลิสที่ใชในการทดลองเปนพรอพโพลิสของจังหวัดเชียงใหม จากบริษัทเชียงใหม

เฮลตี้โปรดักสจํากัด (Chiangmai Healthy Product Co.,Ltd., Chiangmai, Thailand) มีลักษณะ

ปรากฏดังแสดงในภาพที่ 3.1 เก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งในถุงลามิเนตอลูมิเนียมฟอยล ที่อุณหภูมิ 

-18ºC ตลอดระยะเวลาการศึกษา

ภาพที่ 3.1 ลักษณะของพรอพโพลิส
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           ไคโตซานที่ใชในการทดลองที่มีคา degree of deacetylation 95% น้ําหนักโมเลกุล 

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

ขั้นตอนและวิธีการดําเนินงานวิจัย

3.1 ศึกษาอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่เหมาะสมในการสกัดพรอพโพลิส 

              การศึกษาการแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลในตัวทําละลาย ทําโดยใชพรอพโพลิส 

ปริมาณ 3 g ละลายดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล 95% (v/v) ที่แตกตางกัน

คือ 70:30, 60:40, 50:50, 40:60 และ 30:70 เขยาในที่มืดดวยเครื่อง Shaker (New Brunswick 

Scientific, Edison, USA)  ใชความเร็วรอบ 200 rpm  ที่อุณหภูมิ 27ºC เปนเวลา 24 h จากนั้น

กรองผานกระดาษกรอง Whatman No.1 นําสารสกัดแยกเอทานอล ออกจากน้ําดวยเครื่อง Rotary 

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

ภายใตการลดความดันที่อุณหภูมิ 60ºC 15 min นําสารที่ไดจากการสกัดมาวิเคราะหในการทดลอง

ขั้นตอไป

         3.1.1 ศึกษาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดในสารสกัดพรอพโพลิส 

                      การหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Total phenolic contents, TPC) ใช

วิธี Folin-Ciocalteau ดัดแปลงจากวิธีของ Choi และคณะ (2006) โดยปเปตสารสกัดพรอพโพลิส 

0.1 ml ลงในหลอดทดลอง เติมน้ํากลั่น 7 ml แลวตามดวย Folin-Ciocalteau reagent (Merck, 

Germany) 0.5 ml ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 8 min เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 

20% (w/v) (A.R. grade) 1.5 ml เติมน้ํากลั่น 0.9 ml ผสมใหเขากันดวยเครื่อง Vortex shaker 

(VX100, Labnet, Labnet International Inc., Woodbridge, USA) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 2 h 

(หามสัมผัสแสง) วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไดที่ความยาวคลื่น 765 nm โดยใชเครื่อง 

Spectrophotometer (GENESYS 20, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) ใชน้ํา

กลั่นเปน blank 

         3.1.2 ศึกษาสารประกอบฟนอลิกในสารสกัดพรอพโพลิส

                      วิเคราะหสารประกอบฟนอลิก 8 ชนิด คือ rutin, quercetin, naringenin, 

kaempferol, baicalin, chrysin, acacetin และ galangin ดวยเครื่อง 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 กรองสารดวย syringe filter (Whatman, 0.45 µm) ฉีดสารสกัด

ปริมาตร 50 µl วิเคราะหสารประกอบฟนอลิกที่ความยาวคลื่น 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) โดยปเปตสารสกัดพรอพโพลิส 3 ml ใสลงในหลอดทดลอง 

จากนั้นปเปตสารละลาย DPPH ในเอทานอล 99.5% (v/v) ความเขมขน 0.2 mM ปริมาตร 3 ml 

ผสมใหเขากันดวยเครื่อง Vortex shaker ตั้งทิ้งไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง 30 min วัดคาการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไดที่ความยาวคลื่น 517 nm โดยใชเครื่อง Spectrophotometer ใช

น้ํากลั่นเปน blank  และใชสารละลาย DPPH ที่เติมน้ํากลั่นแทนสารสกัดพรอพโพลิสเปนตัวอยาง

ควบคุม คํานวณความสามารถในการจับอนุมูล DPPH ของสารสกัด (CAO) ตามสมการที่ (1)

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

                                                                 ARO 

AAO และ ARO คือคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางที่มีและไมมีสารสกัด ตามลําดับ

          3.1.4 ศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิส

                       การศึกษาสมบัติของสารสกัดพรอพโพลิสในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่

กอใหเกิดโรค และมักพบในอาหารที่เกิดการปนเปอน โดยใชวิธี agar diffusion ดัดแปลงจากวิธี

ของ Tosi และคณะ (2007) ในการทดลองใชจุลินทรียชนิดแกรมบวก ไดแก Staphylococcus 

aureus (TISTR 118) จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย และจุลินทรีย

ชนิดแกรมลบ ไดแก Escherichia coli (TISTR 780) จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

แหงประเทศไทย Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) จาก American Type Culture 

Collection และ Salmonella enteritidis (DMST 17368) จากศูนยเก็บรักษาสายพันธุจุลินทรียทาง

การแพทยแหงชาติ กรมวิทยาศาสตรการแพทย โดยเขี่ยเชื้อจุลินทรียลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

มาตรฐาน nutrient broth (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) แลวบมที่ 37ºC เปนเวลา 

18 h วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 600 nm ใหไดคาดูดกลืนแสงเปน 0.40 

ซึ่งมีปริมาณจุลินทรียอยูในชวง 106-107 CFU/ml ปเปตเชื้อจุลินทรีย 0.1 ml ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
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มาตรฐาน nutrient agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) จากนั้นกระจายเชื้อจุลินทรีย

ดวยวิธี spread plate ปเปตสารสกัดพรอพโพลิส 0.1 ml ลงบน paper discs ที่มีขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 6 mm และผานการฆาเชื้อแลว จากนั้นวาง paper discs ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

มาตรฐาน nutrient agar ที่มีปริมาณจุลินทรียอยูในชวง 106-107 CFU/ml บมที่ 37ºC เปนเวลา 24 

h ตรวจสอบบริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (inhibitory zone) โดยวัดจากเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณโดยรอบ paper disc และการตรวจสอบบริเวณผิวสัมผัส (contact surface) ที่ 

paper disc สัมผัสกับจุลินทรียบน agar plate โดยตรง

           3.1.5 การวิเคราะหผลทางสถิติ

                  การทดลองขอที่ 3.1.1, 3.1.3 และ 3.1.4 ออกแบบการทดลองแบบ Complete 

Randomized Design (CRD) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห ความแปรปรวนทางสถิติของข อมูล 

และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s.New.Multiple Range Test ที่

ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป Statistic Package for the Social 

Science (SPSS version 16, USA)          

3.2 ศึกษาผลของความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสตอสมบัติของฟลมไคโตซาน

            เตรียมสารละลายไคโตซานความเขมขน 2% (w/v) โดยชั่งไคโตซาน (Seafresh 

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

โมเลกุล 100,000 daltons ปริมาณ 4 g แลวเติมน้ํากลั่น 50 ml ตั้งทิ้งไว 15 min เติมสารละลาย 

acetic acid ความเขมขน 2 % (v/v) 100 ml คนใหเขากันดวยเครื่อง Magnetic stirrer 

(Steromag, Steroglass, Steroglass S.r.l., Perugia, Italy) 15 min แลวปดปากบีกเกอรดวย

พาราฟลม นําไปเขยาใน water bath shaker ที่อุณหภูมิ 60ºC เปนเวลา 24 h จากนั้นเติม

กลีเซอรอล 1.2 g เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่เตรียมจากการสกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวน

ของน้ําตอเอทานอลที่ไดจากการศึกษาในขอที่ 3.1 จากนั้นแปรความเขมขนของสารสกัด

พรอพโพลิสเปน 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) ลงในสารละลายฟลมปริมาตร 25% (v/v) ของ

สารละลายฟลม นําสารละลายฟลมมาทําใหเปนเนื้อเดียวกันดวยเครื่อง Homogenizer (D-

79282, Ystral GmbH, Ballrechten-Dottingen, Germany) ใชความเร็ว 19000 rpm ดวยหัว

เบอร 18/G เปนเวลา 1.5 min แลวนําไปไลฟองอากาศดวยเครื่อง Sonicator (136H, 

UltrasonikTM, Fisher Scientific, Waltham, USA) เปนเวลา 15 min เทสารละลายฟลมประมาณ 

95±1 g ใสพิมพเซรามิกขนาด 12 x 29 cm จากนั้นเก็บฟลมในตูควบคุมอุณหภูมิและความชื้น

สัมพัทธ (RH) ที่  27ºC และ  RH 50±5% นําฟลมที่ไดมาวิเคราะหในการทดลองขั้นตอไป
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         3.2.1 สมบัติทางกายภาพ

                 3.2.1.1 วัดคาสี 

                              วัดคาสีของแผนฟลมดวยเครื่อง Chroma Meter (Model CR-300 

Series, Minolta, Osaka, Japan) ระบบ CIELAB และบันทึกคา L* value (lightness) a* value 

(redness) คา b* value (yellowness)                         

                 3.2.1.2 วัดคาความโปรงใส (%Transparency, %T)

                                    วัดคาความโปรงใสของฟลม โดยตัดฟลมใหมีขนาด 1.5 x 5 cm ใสลงใน

เซลลวัดคาดูดกลืนแสงที่ทําจาก quartz มีขนาด 1 x 4 cm วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 nm โดยใช

เครื่อง Spectrophotometer โดยดัดแปลงจาก ASTM D 1746-92 (ASTM, 1987) คํานวณหาคา 

%T จากสมการที่ (2)

                                               % T   =         Abs600                                    (2)

                                                                      x

Abs600 คือคาการดูดกลืนแสงที่ 600 nm, x คือความหนาของฟลมที่ใชในการทดลอง

                 3.2.1.3 วัดคาการซึมผานของไอน้ํา (Water vapor permeability, WVP)

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

silica gel ปริมาณ 20 g ใสลงขวดแกวที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 cm ตัดฟลมใหมีขนาด 6 x 6 

cm หุมฟลมบริเวณปากขวดแลวขึงฟลมใหตึงดวยพาราฟลม เก็บไวในเดซิเคเตอรที่มีน้ํากลั่น RH 

100% และอุณหภูมิ 30ºC ชั่งน้ําหนักขวดตัวอยางทุกชั่วโมง จนกระทั่งน้ําหนักคงที่ จากนั้น

คํานวณหาคา WVP จากสมการที่ (3)

                                              WVP   =            (w • x)                                 (3)

                                                                 A • t • (P2 – P1)

w คือน้ําหนักฟลมที่เพิ่มขึ้น (g), x คือความหนาของฟลมที่ใชในการทดลอง (mm), A คือ

พื้นที่หนาตัดของแผนฟลม (m2), t  คือระยะเวลาที่ใชในการทดลอง (h), (P2 – P1) คือผลตางของ

คาความดันไอน้ําภายนอกและภายในของขวดแกว (Pa)
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                 3.2.1.4 วัดคาอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจน (Oxygen gas transmission 
rate, OTR)

                                    วัดคา OTR (cm3/m2/day) โดยดัดแปลงจากวิธี ASTM D3985 (1995) 

เตรียมตัวอยางฟลมโดยการควบคุมภาวะในการทดลองที่อุณหภูมิ 23ºC และ RH 0% แลววัดดวย

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

USA)

                    3.2.1.5 วัดสมบัติเชิงกล

                              วัดสมบัติเชิงกล โดยการตัดฟลมใหมีขนาด 3 x 15 cm วัดคา Tensile 

strength (TS) และ Elongation at break (%E) (ASTM, 1989) ดวยเครื่อง  Instron universal 

testing machine (Model 5565, Instron Engineering Corp., Canton, USA) โดยใชหัววัดแบบดึง

ขึ้นที่กําหนดใหมีระยะหางของหัววัด 5 cm ใชอัตราเร็วในการดึงตัวอยาง 5 mm/s คา TS (MPa) 

คํานวณจากสมการที่ (4) และคา %E คํานวณจากสมการที่ (5) 

                                               TS    =      f                                                 (4)

                                                                A

f คือคาแรงสูงสุด maximum load (MPa), A คือพื้นที่ของตัวอยางฟลม (m2)

                                              %E    =        L x 100                                    (5)

                                                               L

   L คือระยะที่ฟลมยืดไดสูงที่สุดจนขาด (cm), L คือระยะฟลมเริ่มตนกอนการยืด (5 cm)

           3.2.2 สมบัติทางเคมี

                     การศึกษาสมบัติการตานอนุมูลอิสระในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขนตางกัน โดยการใชฟลม 250 mg แลวตัดใหเปนชิ้นเล็ก เติมน้ํากลั่น 30 ml จากนั้นคน

ดวยเครื่อง Magnetic stirrer เปนเวลา 5 min กรองแลวนําสารละลายฟลมที่ไดมาใชในการทดลอง

ขั้นตอไป
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                    3.2.2.1 ศึกษา TPCในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ
เขมขนตางกัน
                               การหา TPC จากสารละลายฟลม ใชวิธี Folin-Ciocalteau โดยดัดแปลง

จากวิธีของ Choi และคณะ (2006) ทําการทดลองเชนเดียวกับในขอ 3.1.1

                 3.2.2.2 ศึกษาสารประกอบฟนอลิกในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

                               วิเคราะหสารประกอบฟนอลิก 8 ชนิด คือ rutin, quercetin, naringenin, 

kaempferol, baicalin, chrysin, acacetin และ galangin ดวยเครื่อง 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 กรองสารดวย 

syringe filter (Whatman, 0.45 µm) ฉีดสารสกัดที่ 100 µl  วิเคราะหสารประกอบฟนอลิกที่ความ

ยาวคลื่น 280 nm (Zhou et al., 2008)

                 3.2.2.3 ศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPHในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

                             ศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH จากสารละลายฟลม โดยดัดแปลง

จากวิธีของ Kumazawa, Hamasaka และ Nakayama (2004) ใชสารละลาย DPPH ที่ความ

เขมขน 0.1 mM โดยทําการทดลองเชนเดียวกับในขอ 3.1.3

         3.2.3 ศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิส

        ศึกษาหมูฟงกชันของสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลายที่ตางกันเตรียม

ตัวอยางโดยการชั่งสารสกัดพรอพโพลิส 1-2 mg ใสในโกรงอะเกต แลวบดใหละเอียด เติม

โปแตสเซียมโบรไมด 100 – 150 mg ในอัตราสวนระหวางสารสกัดกับโปแตสเซียมโบรไมด 1:100 

บดสารสกัดกับโปแตสเซียมโบรไมด ใหเขากันโดยเร็วที่สุด จากนั้นอัดสวนผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน 

โดยใชเครื่องอัด ที่แรงอัด 10 tons ทิ้งไวประมาณ 1 min จะไดตัวอยางที่มีลักษณะเปนแผนกลม

บางใส (pellet) สวนการศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด

พรอพโพลิสที่ความเขมขนแตกตางกัน เตรียมตัวอยางโดยการหยดสารละลายฟลมลงบนแผนแกว

ที่ใชสําหรับการวิเคราะห จากนั้นรอจนฟลมแหง วิเคราะหตัวอยางดวยเครื่อง Fourier Transform 

Infrared Spectrometer (FT-IR) (Spectrum One, Perkin-Elmer, Waltham, USA) วัดคาการ
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ดูดกลืนแสงอินฟราเรดที่ความยาวคลื่น 400-4000 cm-1 วิเคราะหตัวอยางโดยตั้งคา resolution 

เทากับ 4.0 cm-1 และจํานวน scan 16 ครั้ง

         3.2.4 วัดคา Glass transition temperature (Tg) 

                 วัดคา Glass transition temperature (Tg) โดยใชเครื่อง Differential Scanning 

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

Greifensee, Switzerland) ชั่งตัวอยางฟลมน้ําหนักประมาณ 5 mg ใส Aluminum volatile 

sample pan แลวปดผนึก pan ดวยเครื่องปดผนึกใหสนิท ใส pan ในชอง sample และใส pan 

เปลาที่ปดผนึกสนิทในชอง reference ของเครื่อง DSC อุณหภูมิที่ใชในการทดลองอยูในชวง -50 

ถึง 250 ºC อัตราการใหความรอนที่ 10ºC/min อัตราการไหลเวียนของกาซไนโตรเจนที่ 50 ml/min 

คา Tg คือคาที่อยูตรงกลางระหวางจุด onset และ endset

         3.2.5 สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

                   การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 4 ชนิด คือ S. aureus, 

S. enteritidis, E. coli และ P. aeruginosa โดยใชวิธี agar diffusion ดัดแปลงจากวิธีของ Tosi 

และคณะ (2007) โดยทําการทดลองเชนเดียวกับในขอ 3.1.3 โดยเปลี่ยนจากสารสกัดใน paper 

disc เปนการใชฟลมที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm แทน

         3.2.6 การวิเคราะหผลทางสถิติ
                   การทดสอบสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ออกแบบการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห 

ความแปรปรวนทางสถิติของข อมูล และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยโดยวิธี 

Duncan’s.New.Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร

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

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง

4.1 ผลการศึกษาอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่เหมาะในการสกัดพรอพโพลิส 

      4.1.1 การศึกษาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดในสารสกัดพรอพโพลิส

                  การเปรียบเทียบสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Total phenolic contents, TPC) ใน

พรอพโพลิส โดยสกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่แตกตางกัน 5 ระดับ 

ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.1

    ตารางที่ 4.1 คา TPC ในสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล

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,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งเดียวกันมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                   จากผลการทดลองพบวาการสกัดที่ใชอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 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  เมื่อเพิ่มปริมาณเอทานอลในตัวทําละลายสูงขึ้นสงผล

ใหมีปริมาณ TPC ที่สูงขึ้น ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารประกอบฟนอลิกที่มีอยูในพรอพโพลิสสามารถ

ละลายไดดีในเอทานอล ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Kumazawa, Hamasaka 

และ Nakayama (2004) ที่ศึกษาปริมาณ TPC ของพรอพโพลิสโดยการสกัดดวยเอทานอลจาก

แหลงตางๆรวมถึงประเทศไทย พบวาสารสกัดพรอพโพลิสของประเทศไทยมี TPC คือ 31.2±0.7 

mg gallic acid equivalent/g ในขณะที่พรอพโพลิสของประเทศอารเจนตินา, ออสเตรเลีย, 

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

ยูเครน, อุรุกวัย, อเมริกา, อุซเบกิสถาน มีปริมาณ TPC อยูในชวง 99.5±4.4 - 299±0.5  mg gallic 

acid equivalent/g ทั้งนี้ Antolovich และคณะ (2000) กลาววา ความสามารถในการละลายของ
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สารประกอบฟนอลิกนอกจากจะขึ้นอยูกับประเภทของตัวทําละลายที่ใชแลว ยังขึ้นอยูกับ degree 

of polymerization และปฏิกิริยาภายในของฟนอลิกกับสารประกอบชนิดอื่นที่อาจมีโครงสรางที่

ซับซอนหรือกับสารที่ไมสามารถละลายได 

      4.1.2 การศึกษาสารประกอบฟนอลิกในสารสกัดพรอพโพลิส

                 การศึกษาเพื่อหาสารประกอบฟนอลิก 8 ชนิด คือ rutin, quercetin, naringenin, 

kaempferol, baicalin, chrysin, acacetin และ galangin ที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายที่มี

อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลตางกัน ซึ่งการวิเคราะหคุณภาพของพรอพโพลิสจะใชสารประกอบ

ฟนอลิกเหลานี้เปนสารประกอบฟนอลิกมาตรฐาน (Zhou et al., 2008) ภาพที่ 4.1 (A - E) แสดง 

HPLC Chromatogram ของสารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสกัดพรอพโพลิสโดยสกัดดวยตัวทํา

ละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลตางกัน สวนปริมาณสารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสกัด

พรอพโพลิสแสดงไวในตารางที่ 4.2
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ภาพที่ 4.1 HPLC Chromatogram แสดงสารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสกัดพรอพโพลิสโดย  

               สกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 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 ปริมาณของสารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทํา

ละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลตางกัน

- not detected, ตัวเลขในวงเล็บระบุ retention time (min)

               

                จากผลการทดลองพบวาอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่แตกตางกันมีผลตอปริมาณ

สารประกอบฟนอลิกที่สกัดไดจากพรอพโพลิส ซึ่งสารสกัดพรอพโพลิสที่ใชในการวิเคราะหพบ 

rutin และ quercetin ในทุกตัวอยางทดลอง โดย rutin และ quercetin มีโครงสรางโมเลกุลดัง

แสดงในภาพที่ 4.2 

                                        quercetin R = H

                                        rutin R = D-Glucose-L-Rhamnose

                                 ภาพที่ 4.2 โครงสรางโมเลกุลของ rutin และ quercetin 

                                 ที่มา : Afanas’ev และคณะ (1989)

สารประกอบฟนอลิก       ปริมาณสารประกอบฟนอลิก (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 - - -



34

               ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระจะมีความสัมพันธกับจํานวนและตําแหนงของ

หมูไฮดรอกซีบนวง b โดยพบวามีโครงสรางแบบ ortho diphenolic หรือ catechol จะสามารถ

ตานอนุมูลอิสระไดดี และเมื่อพิจารณาโครงสรางโมเลกุลของ rutin และ quercetin มีความ

แตกตางกันที่หมูแทนที่ไฮดรอกซิลที่ตําแหนง C3, (3-OH) บนวง c ซึ่ง rutin เปน 3-O-glycoside 

ของ quercetin มีการแทนที่หมู 3-OH ดวยหมูกลัยโคซิล ทําให rutin มีความสามารถในการตาน

อนุมูลอิสระต่ํากวา quercetin เกือบ 2 เทา (ปรีชา บุญจูง, 2549)

               การแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่อัตราสวน 30:70 พบปริมาณสารประกอบ

ฟนอลิกมากที่สุด เนื่องจากสวนประกอบหลักทางเคมีในพรอพโพลิสจะประกอบดวย flavonoids, 

ฟนอลิก และ aromatic compound ตางๆ ซึ่งสารประกอบเหลานี้มีความสามารถในการละลาย

น้ํา และละลายในตัวทําละลายไฮโดรคารบอนต่ํา แตโดยทั่วไปแลวจะสามารถละลายไดดีใน

แอลกอฮอล (Mizrahi and Lensky, 1997) สารประกอบฟนอลิกที่มีอยูในพรอพโพลิสจะอยูใน

โครงสรางที่ เปนเรซิน และเอทานอลมีความสามารถในการทําละลายเรซินจึงสงผลให

สารประกอบฟนอลิกสูงขึ้น เมื่อใชอัตราสวนของเอทานอลสูงขึ้นดวย โดยทั่วไปสารประกอบ

ฟนอลิกประมาณ 20-30% ของสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยเอทานอลจะประกอบไดดวย 

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

ponostrobin และ pinobanksin (Havsteen, 1983) อยางไรก็ตามจากการศึกษาของ 

Kumasawa, Hamasaka และ Nakayama (2004) ซึ่งวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกของ

พรอพโพลิสจากแหลงตางๆรวมถึงประเทศไทยโดยการสกัดดวยเอทานอล แตไมพบ quercetin 

จากสารสกัดพรอพโพลิสของประเทศไทย อยางไรก็ตามผูวิจัยไมไดระบุวาพรอพโพลิสเปนของ

เขตใดในประเทศไทย จึงมีความเปนไปไดวาพรอพโพลิสที่ใชในการทดลองนี้มาจากพื้นที่ตางกัน 

เนื่องจากปริมาณและชนิดของสารประกอบฟนอลิกจะแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงที่พบ 

(Bankova, Castro and Marcucci, 2000)

      4.1.3 การศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ในสารสกัดพรอพโพลิส

                 DPPH คืออนุมูลอิสระที่เสถียรและสามารถรับอิเลคตรอนได เมื่อไดรับอะตอม

ไฮโดรเจนจากโมเลกุลอื่นจะทําใหสารดังกลาวไมเปนอนุมูลอิสระ ดังนั้นการศึกษาประสิทธิภาพ

ของสารตานอนุมูลอิสระจะศึกษาปฏิกิริยาของสารสกัดในการจับกับอนุมูล DPPH (Gordon, 

1990) จากการศึกษาสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ํา

ตอเอทานอลแตกตางกันตอความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาในการจับอนุมูล DPPH ไดผลการ

ทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.3 
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    ตารางที่ 4.3 ปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH (%) ในสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของ 

                    น้ําตอเอทานอล

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,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งเดียวกันมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                

                 จากผลการทดลองพบวาความสามารถในการจับอนุมูล DPPH ที่ไดจะสอดคลองกับ

ปริมาณสารประกอบฟนอลิก โดยเมื่อปริมาณสารประกอบฟนอลิกเพิ่มขึ้นเปอรเซนตการจับอนุมูล 

DPPH จะสูงขึ้น ยกเวนในการสกัดดวยตัวทําละลายน้ําตอเอทานอล 60:40 พบวาความสามารถ

ในการจับอนุมูล DPPH ลดลง 

                 ถึงแมวาการสกัดดวยตัวทําละลายที่ใชน้ําตอเอทานอล 40:60 มีปริมาณฟนอลิก

ทั้งหมดที่สูง แตพบวาปฏิกิริยาในการจับอนุมูล DPPH กลับลดลง ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะห

สารประกอบฟนอลิกดวยเครื่อง HPLC โดยจะพบ rutin, quercetin และ naringenin ในปริมาณที่

ต่ํากวาเมื่อเทียบกับการสกัดโดยใชอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่อัตราสวนอื่น (ตารางที่ 4.2) 

ดังนั้นอาจกลาวไดวาปริมาณของ rutin quercetin และ naringenin มีผลตอความสามารถในการ

จับอนุมูล DPPH และอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลมีผลตอชนิดของสารประกอบฟนอลิกที่ไดซึ่ง

สงผลตอสมบัติการตานอนุมูลอิสระในสารสกัดพรอพโพลิส

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

ความสามารถของการตานอนุมูลของสารประกอบฟนอลิก เปรียบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน (Trolox equivalent antioxidant, TEAC) โดยวัดความเขมขนของสารละลาย Trolox ที่

สามารถตานอนุมูลอิสระเทากับสารละลายทดสอบความเขมขน 1 mM โดยคา TEAC จะบงบอก

ถึงความสามารถของสารในการเปน hydrogen-donating ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ ถา TEAC มี

คาสูง แสดงวาสารนั้นมีความสามารถตานออกซิเดชันที่ดี ซึ่ง rutin, quercetin และ naringenin มี

คา TEAC เทากับ 2.40, 4.72 และ 1.53 mM ตามลําดับ โดย quercetin มีความสามารถในการ

ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด ดังนั้นการที่คา ปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ของสารสกัดที่สกัดดวยตัว

ทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 40:60 ลดลง จึงเนื่องมาจากการใชภาวะดังกลาว
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ทําใหมีปริมาณ rutin, quercetin และ naringenin ลดลง ซึ่งสงผลโดยตรงตอความสามารถในการ

ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด

      4.1.4 การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิส

                จากการศึกษาผลของการแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลตอสมบัติการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิส ดวยวิธี agar diffusion โดยใชจุลินทรีย 4 ชนิด คือ 

S. aereus, S. enteritidis, E. coli และ P. aeruginosa ซึ่งจุลินทรียทั้ง 4 ชนิดนี้เปนจุลินทรียที่

กอใหเกิดโรค และพบไดทั่วไปในอาหารที่เกิดการปนเปอน ปริมาณจุลินทรียที่ใชในการทดลองคือ 

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

เสนผานศูนยกลางบริเวณโดยรอบ paper discs และบริเวณผิวสัมผัส (contact surface) ใช

สําหรับทดสอบบริเวณที่สารสกัดสัมผัสโดยตรงกับจุลินทรีย ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 

4.4 

ตารางที่ 4.4 การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของ

                    น้ําตอเอทานอล

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งเดียวกันมคีาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

+ คือไมมีการเจริญของจุลินทรีย

                 จากผลการทดลองพบวาไมพบการเจริญของจุลินทรียทั้ง 4 ชนิด ในบริเวณที่ผิวสัมผัส

ของจุลินทรียกับสารสกัด อยางไรก็ตามไมพบการเกิดบริเวณการยับยั้งการเจริญของ 

S. enteritidis, E. coli และ P.aeruginosa ซึ่งเปนแบคทีเรียประเภทแกรมลบ แตพบการเกิด

บริเวณการยับยั้งการเจริญของ S. aureus ซึ่งเปนแบคทีเรียประเภทแกรมบวก สารสกัดพรอพโพ

ลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 70:30 เกิดบริการยับยั้งสูงที่สุดคือ 

4.44±0.20 mm เนื่องจากเปนอัตราสวนที่พบปริมาณของ 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) ไดรายงานไววา quercetin มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดดีกวา 

rutin และสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 40:60 และ 

30:70 ไมเกิดบริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับงานวิจัย

ของ Silici และ Kutluca (2005) ซึ่งศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของพรอพโพลิสที่สกัด

โดยใชเอทานอล และพบวาสารสกัดที่ไดสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียประเภทแกรมบวก 

ไดแก S. aureus ไดดี และมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียประเภทแกรมลบ

ไดแก E. coli และ P. aeruginosa และยีสต Candida albicans ต่ํา ทั้งนี้อาจเนื่องจาก ผนังเซลล

ของแบคทีเรียแกรมลบจะบางกวาแบคทีเรียแกรมบวก  แตจะมีสวนประกอบทางเคมีและ

โครงสรางซับซอนมากกวาของแบคทีเรีย แกรมบวก ประกอบดวย outer membrane ซึ่งเปน

สารประกอบพวก phospholipid lipopolysaccharide และ lipoprotein และ ชั้นของ

peptidoglycan โดยเปนชั้น peptidoglycan เพียง  5 - 20 % ของผนังเซลลทั้งหมดเทานั้น

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

ความหลากหลายของสารประกอบเคมีในพรอพโพลิส พบวามีความสัมพันธที่ตรงกันขามกัน

ระหวางคา TPC กับคา minimum inhibitory concentration (MIC) คือเมื่อปริมาณสารประกอบฟ

นอลิกสูงขึ้นจะสงผลใหคา MIC ลดลง ทั้งนี้การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของพรอพโพลิสเกิด

จาก flavonoids, aromatic acids, และ esters กลไกของปฏิกิริยาการยับยั้งเปนผลมาจากการ

ทํางานรวมกันของฟนอลิกและสารประกอบอื่นในเรซิน (Burdock, 1998) 

                 Zheng และคณะ (1996) ไดรายงานไววา flavonoid ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียได มีความสามารถในการกระจายตัวต่ํา การที่ไมพบบริเวณการยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 40:60 และ 

30:70 อาจเนื่องมาจากสารสกัดพรอพโพลิสที่ไดจากการสกัดที่อัตราสวนของน้ําตอเอทานอลที่ 

40:60 และ 30:70 จะมีลักษณะที่เหนียวและขนกวาจึงสงผลใหความสามารถในการแพรของสาร

สกัดจาก paper disc ลดลง บริเวณการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียจึงลดลง 

                 การสกัดที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 70:30 ให TPC ไมแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ (p >0.05) กับการสกัดที่น้ําตอเอทานอล 60:40 และ 50:50 ซึ่งจากการทดลองอัตราสวน

การสกัดดังกลาวมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย และในขณะเดียวกันการสกัด

ที่มีอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน 70:30 มีสารประกอบฟนอลิกที่มีความสามารถในการตาน

อนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดดี และสารสกัดที่ไดจากการสกัดดวยอัตราสวนนี้มี

ปริมาณของสารสกัดสูงที่สุด เพราะการใชเอทานอลที่สูงขึ้นสงผลใหปริมาณสารที่ไดจากการสกัด

ลดลง นอกจากนี้หากมีการนําไปประยุกตใชจริงในอุตสาหกรรม การสกัดที่ใชเอทานอลในปริมาณ

มาก อาจสงผลทั้งตอตนทุนการผลิตและการกําจัดเอทานอลที่ใชแลวออกจากสารสกัดสงผลตอ
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ตนทุนการผลิตดวย ดังนั้นจากผลการทดลองจึงสามารถสรุปไดวาอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลใน

ตัวทําละลายที่เหมาะสม เพื่อใชในการสกัดพรอพโพลิสคือการใชอัตราสวนของน้ําตอเอทานอลเปน

70:30 และใชอัตราสวนดังกลาวสําหรับการทดลองในขั้นตอไป

4.2 การศึกษาความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสตอสมบัติฟลมไคโตซาน

       การศึกษาความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสที่ใชในการทดลองคือ 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 

10% (w/v) โดยใชอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล 70:30 ในการสกัด จากนั้นเติมลงในสารละลาย

ฟลมไคโตซาน แลวศึกษาผลของการเติมสารสกัดพรอพโพลิสตอคุณสมบัติดานตางๆของฟลม

ไคโตซาน ดังตอไปนี้

     4.2.1 สมบัติทางกายภาพ

             4.2.1.1 การวัดคาสี (L* a* b* และ ∆E )

    ผลการศึกษาคาสีของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 

0, 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) ตอคาสี L* คือความเขมถึงสวางมีคาระหวาง 0-100, a* คือสี

เขียว (-) ถึงสีแดง (+), b* คือสีน้ําเงิน (-) ถึงสีเหลือง (+) และ ∆E คือผลรวมคาสีที่เปลี่ยนไปเมื่อ

เทียบกับแผนมาตรฐาน (สีขาว) ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.5

  ตารางที่ 4.5 คาสี L*, a*, b* และ ∆E ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่      

                   ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

  

ความเขมขนของ

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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                            จากการทดลองพบวาฟลมไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิสจะมีความ

สวางสูงที่สุด โดยฟลมจะใหคาสีเขียวสูง และมีคาสีเหลืองต่ํา รวมทั้งยังมีคา ∆E ต่ําที่สุด เมื่อ

เทียบกับฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส  การเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมที่ความ

เขมขนสูงขึ้นสงผลใหฟลมมีสีเขมขึ้นหรือมีความสวางลดลง โดยฟลมจะใหคาสีแดงและสีเหลือง

สูงขึ้น การเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ 10% (w/v) ลงในฟลมไคโตซานสงผลใหมีคา ∆E สูงที่สุด ผล

การทดลองที่ไดสอดคลองกับการศึกษาของ Ojagh และคณะ (2010) ที่ศึกษาการเติม cinnamon 

essential oil ลงในฟลมไคโตซาน และพบวาการเติม cinnamon essential oil ที่ความเขมขนที่

สูงขึ้น สงผลใหคา ∆E สูงขึ้นดวย ดังนั้นอาจกลาวไดวาสีของสารสกัดที่เติมลงในฟลมไคโตซานมี

ผลโดยตรงตอคาสีฟลม และเมื่อนําฟลมไปประยุกตใชอาจตองคํานึงถึงคาสีของฟลม เนื่องจากสี

ของฟลมอาจสงผลตอการยอมรับผลิตภัณฑบางชนิดของผูบริโภค (Sivarooban, Hetttiarachchy 

and Johnson, 2008)

             4.2.1.2 การวัดคาความโปรงใส (%Transparency, %T)

                        การวัดคา %T ของฟลมวัดที่ความยาวคลื่น 600 nm ไดผลการทดลองดังแสดง

ในตารางที่ 4.6 

ตารางที่ 4.6 คา %T ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                            จากผลการทดลองพบวาฟลมไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีคาความ

โปรงใสสูงที่สุดคือ 87.09±1.96% และฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 

10% (w/v) มีความโปรงใสต่ําที่สุดคือ 64.43±1.28% ทั้งนี้ %T เทากับ 100 หมายความวาแสง

สามารถผานฟลมได 100% จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเมื่อมีการเติมสารสกัด

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% 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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พรอพโพลิสที่มีความเขมขนสูงขึ้น ความโปรงใสจะลดลง เนื่องจากสารสกัดพรอพโพลิสจะมีสีเขม

ขึ้น เมื่อความเขมขนสูงขึ้น ดังนั้นจึงสงผลโดยตรงตอคาความโปรงใสที่ลดลง นอกจากนี้ %T ยัง

อาจขึ้นอยูกับกระบวนการขึ้นรูปฟลม, ลักษณะของสารสกัดที่เติมลงในฟลม ไดแก ระดับความ

เขมขนของสารสกัด, การกระจายตัว และขนาดโมเลกุลอีกดวย (Villalobos et al., 2005)

              4.2.1.3 การวัดคา Water vapor permeability (WVP)

                          จากการวัดคา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขนแตกตางกัน โดยวัดที่ RH 100% อุณหภูมิ 30ºC ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.7 

ตารางที่ 4.7 คา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน                     

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                           จากผลการทดลองการวัดคา WVP พบวาฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด

พรอพโพลิสที่มีความเขมขนตางกันใหผลการทดลองไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p>0.05) แตแตกตางกับฟลมไคโตซานที่ไมมีการเติมสารสกัดพรอพโพลิส อยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p≤0.05) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน 

ทําใหคา WVP ลดลง เนื่องจากฟลมไคโตซานเปนฟลมที่มีลักษณะชอบน้ํา (hydrophilic) จึงมี

ความสามารถในการตานทานความชื้นต่ํา (Caner, Vergano and Wiles, 1998) และเมื่อเติมสาร

สกัดพรอพโพลิสซึ่งอยูในกลุมของ hydrophobic ลงในฟลมไคโตซาน จึงสงผลใหฟลมไคโตซานที่

เติมสารสกัดพรอพโพลิสมีคา WVP ลดลง อาจเนื่องจากการเกิดพันธะระหวางโครงสรางของฟลม

ไคโตซานกับสารสกัดพรอพโพลิส มีผลทําใหปริมาณของ hydroxyl และ amino groups ลดลง 

การเกิด interaction ระหวางฟลมไคโตซาน-น้ํา จึงเกิดไดอยางจํากัด สงผลใหคา WVP ของฟลม

ลดลง (Siripatrawan and Harte, 2010) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ ของ Zivanovic, Chi และ 

Draughon (2005) ศึกษาคา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติม oregano oil ที่ 1 และ 2% (v/v) 

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% 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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พบวาการเติม oregano oil ลงในฟลมไคโตซานทําใหคา WVP ลดลง เนื่องจากการเพิ่มสารในกลุม

ของ hydrophobic ลงในฟลมไคโตซาน จึงมีผลทําใหการดูดซึมของน้ําลดลง และจากงานวิจัยของ 

Ojagh และคณะ (2010) ศึกษาคา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติม cinnamon essential oil ที่

ความเขมขน 0.4, 0.8, 1.5 และ 2 %(v/v) พบวาการเติม cinnamon essential oil ลงในฟลม

ไคโตซานมีผลทําใหคา WVP ลดลง เนื่องจากการเติม cinnamon essential oil ลงในฟลมจะสงผล

ในการเพิ่มสมบัติ hydrophobic ใหแกพิ้นผิวของฟลม ทําใหไดฟลมที่มีลักษณะกันน้ําไดดีขึ้น 

ดังนั้นจากผลการทดลองอาจกลาวไดวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน มีผลทํา

ใหฟลมไคโตซานมีคา WVP ลดลง หรือฟลมสามารถกันน้ําไดดีขึ้น

             4.2.1.4 การวัดคาอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจน (Oxygen gas 
transmission rate, OTR)

                              การวัดคา OTR ในนการทดลองวัดจากการที่กาซออกซิเจนซึมผานฟลมที่มี

ภาวะในการทดลองที่อุณหภูมิ 23ºC และมี RH 0% และไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.8

ตารางที่ 4.8 คา OTR ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                               จากผลการทดลองการวัดคา OTR พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงใน

ฟลมไคโตซานสงผลใหมีคา OTR ลดลง ฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 

0.5% และ 10% w/v ใหการทดลองไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ผลการ

ทดลองที่ไดสอดคลองกับผลของคา WVP ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส การเกิด 

interaction ระหวางฟลมไคโตซานและสารสกัดพรอพโพลิสมีผลใหคา OTR ลดลง ทั้งนี้อาจ

เนื่องจากการเรียงตัวกันของโมเลกุลของไคโตซานและสารสกัดพรอพโพลิสทําใหมีลักษณะ

โครงสรางภายในของฟลมที่เปลี่ยนไป สงผลใหเกิดการกีดขวางการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของการ

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% 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



42

กาซออกซิเจน  (Arvanitoyannis et al., 1997) การเปลี่ยนแปลงของคา OTR ขึ้นอยูกับลักษณะ

ของโครงสราง หรือ microstructure ของฟลม ไดแก ความหนาแนนที่เพิ่มขึ้น, ชองวาง (void) 

ภายในโครงสรางฟลม และรูปแบบของการเรียงตัวของโพลิเมอร (Mannapperuma and Singh, 

1990) อยางไรก็ตามจากการศึกษาของ Altiok, Altiok และ Tihminlioglu (2010) ซึ่งวัดคา OTR 

ของฟลมไคโตซานที่เติม thyme oil พบวาการเติม thyme oil ลงในฟลมไคโตซานมีผลทําใหคา 

OTR สูงขึ้น เนื่องจากเกิดชองวางภายในโครงสรางของฟลม

             4.2.1.5 การวัดสมบัติเชิงกล

                             การวัดสมบัติเชิงกลของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่มีความ

เขมขนตางกัน โดยการวัดคา tensile strength (TS) หรือความตานแรงดึงขาด และ elongation at 

break (%E) หรือการยืดตัวกอนขาด ใหผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.9

ตารางที่ 4.9 คา TS และ %E ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% 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,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                               จากผลการวัดคา TS ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขนตางกัน พบวาฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 10% (w/v) มีคา TS 

สูงที่สุดคือ 21.47±1.00 MPa และฟลมไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีคา TS ต่ําที่สุดคือ 

6.23±0.71 MPa จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาคา TS แปรผันตรงกับความเขมขนของ

พรอพโพลิสที่เติมลงในฟลมไคโตซานคือ เมื่อความเขมขนของสารสกัดพรอพโพลิสสูงขึ้น สงผลให

คา TS สูงขึ้นดวย และจากผลการวัดคา  %E พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลม

ไคโตซานสงผลใหคา %E สูงขึ้น และฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 1.5% 

(w/v) ใหคา %E สูงที่สุดคือ 13.22±0.81% การที่คา TS ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
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พรอพโพลิสสูงขึ้น อาจเนื่องจากการเกิด interaction ภายในโมเลกุลระหวางไคโตซานและ

สารประกอบฟนอลิกในพรอพโพลิส โดยโครงสรางของโพลิเมอรเกิดการเชื่อมตอของสารโซเปน

แบบรางแห โดยกระบวนการเชื่อมโยงขาม (crosslink) หรืออาจกลาวไดวาการเติมสารสกัด

พรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน มีผลทําใหฟลมไคโตซานมีสมบัติเชิงกลที่ดีขึ้น โดยฟลมจะมี

ลักษณะที่มีความตานแรงดึงที่สูงขึ้น และมีความยืดหยุนมากขึ้น ทําใหงายตอการนําไปประยุกตใช

ในการหอผลิตภัณฑอาหาร อยางไรก็ตามการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 10% (w/v) 

สงผลใหคา %E ลดลง อาจเนื่องจากการเกิดพันธะภายในโครงสรางฟลมในปริมาณที่สูงขึ้น สงผล

ใหฟลมมีลักษณะที่แข็งแรงขึ้นแตเปราะ จากการศึกษา Pranoto, Rakshit และ Salokhe (2005) 

ศึกษาคา TS และ%E ของฟลมไคโตซานที่เติมน้ํามันกระเทียมที่ความเขมขนตางกัน พบวาการเติม

น้ํามันกระเทียมที่ความเขมขนสูงขึ้นใหคา TS และ%E ลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับฟลมไคโตซานที่

ไมเติม น้ํามันกระเทียม การศึกษาของ Zivanovic, Chi และ Draughon (2005) ศึกษาคา TS  และ 

%E ของฟลมไคโตซานที่เติม oregano oil พบวาการเติม oregano oil ลงในฟลมไคโตซานที่ความ

เขมขนสูงขึ้น สงผลใหคา TS ลดลง และคา %E สูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับฟลมไคโตซานที่ไมเติม 

oregano oil ทั้งนี้ผูวิจัยไดอธิบายไววา คา TS และ %E อาจขึ้นอยูกับสวนประกอบของโครงสราง

ของฟลม อาทิเชน ประเภทของกรดที่ใช หรือสารสกัดที่เติมลงในฟลม เปนตน ซึ่งสิ่งเหลานี้มีผลตอ

การเปลี่ยนแปลงของคา TS และ %E ของฟลม

     4.2.2 สมบัติทางเคมี

              4.2.2.1 การศึกษา TPC ในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ
เขมขนตางกัน

                                จากการศึกษา TPC ในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขนตางกัน ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.10 
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ตารางที่ 4.10 คา TPC ในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่มีความเขมขนตางกัน   

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งเดียวกันมคีาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                                 จากผลการทดลองพบวาฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขน 10% มีคา TPC สูงที่สุดคือ 5.52±0.06 mg gallic acid equivalent /g คา TPC สูงขึ้น เมื่อ

เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน แตในฟลมไคโตซานที่เติมสาร

สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 0, 0.5, 1.5 และ 2.5% (w/v) ใหผลที่ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p>0.05) ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารประกอบฟนอลิกที่มีอยูในพรอพโพลิสจะอยูในโครงสราง

ของเรซินซึ่งละลายไดดีในตัวทําละลายที่มีขั้ว เชน เอทานอล (Catchpole et al., 2004) ในขณะที่

ในการศึกษานี้มุงเนนในการพัฒนาฟลมเพื่อนําไปประยุกตใชในการหอผลิตภัณฑอาหารที่อาจมี

ความชื้นสูง จึงนําฟลมที่ไดจากการทดลองละลายดวยน้ําเพื่อทดสอบสมบัติการตานอนุมูลอิสระ

ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส ดังนั้นอาจกลาวไดวาสารประกอบฟนอลิกที่มีอยูใน

สารสกัดพรอพโพลิสมีความสามารถในการละลายน้ําไดต่ํา หรือสารประกอบฟนอลิกอาจเกิด

พันธะกับโครงสรางของไคโตซานทําใหไมสามารถละลายออกไดดวยน้ํา มีผลทําใหไดคา TPC 

ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับคา TPC ของสารสกัดพรอพโพลิสกอนเติมลงในสารละลายฟลม

ไคโตซาน และผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Mayachiew และ Devahastin 

(2010) ที่ ศึกษาคา TPC ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดจากมะขามปอมอินเดีย พบวาการเติม

สารสกัดจากมะขามปอมที่ความเขมขนที่สูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน มีผลทําใหคา TPC ของฟลม

ไคโตซานสูงขึ้น แตใหผลที่ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ทั้งนี้ผูวิจัยไดอธิบายไว

วาอาจเกิดจากการที่สารประกอบฟนอลิกเกิด interaction กับโมเลกุลของไคโตซานทําใหเกิด

โครงสรางที่ซับซอน และสารประกอบฟนอลิกไมสามารถถูกปลดปลอยออกจากโครงสรางของฟลม

ได จึงมีผลทําใหคา TPC ไมแตกตางกัน เมื่อเติมสารสกัดจากมะขามปอมที่ความเขมขนที่สูงขึ้นลง

ในฟลมไคโตซาน

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% 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 การศึกษาสารประกอบฟนอลิกในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพ
โพลิสที่ความเขมขนตางกัน

                         จากการวิเคราะหเพื่อหาสารประกอบฟนอลิก 8 ชนิด คือ rutin, quercetin, 

naringenin, kaempferol, baicalin, chrysin, acacetin และ galangin ในฟลมไคโตซานที่เติม

สารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ไดผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.3 และปริมาณ

สารประกอบฟนอลิกที่พบแสดงในตารางที่ 4.11 



46

ภาพที่ 4.3 HPLC Chromatogram แสดงสารประกอบฟนอลิกที่พบในฟลมไคโตซานที่เติมสาร

              สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกันคือ 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 สารประกอบฟนอลิกที่พบในสารสารละลายฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส 

                   ที่ความเขมขนตางกัน (%w/v)

    - not detected

                               จากผลการทดลองสารละลายฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขนตางกัน พบ rutin เพียงชนิดเดียวเทานั้น เมื่อเปรียบเทียบกับสารประกอบฟนอลิกของ

สารสกัดพรอพโพลิสกอนเติมลงในสารละลายฟลมไคโตซาน พบวาไมพบ quercetin ใน

สารละลายฟลม ทั้งนี้อาจเนื่องจาก quercetin ละลายไดดีในตัวทําละลายที่มีสภาพขั้วต่ํา (Pinelo 

et al., 2004) แตในการทดลองนี้ใชน้ําเปนตัวทําละลายฟลมกอนนํามาวิเคราะห นอกจากนี้ยัง

พบวาเมื่อเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซานก็พบวามีปริมาณ rutin 

สูงขึ้นดวย ดังนั้นจากการทดลองแสดงใหเห็นวา rutin สามารถละลายน้ํา หรือสามารถถูก

ปลดปลอยออกมาจากโครงสรางของฟลมไคโตซานไดดีกวา quercetin และจากการศึกษาของ Zi, 

Peng และ Yan (2007) สามารถยืนยันไดวา rutin สามารถละลายน้ําได และจะละลายไดดีขึ้น 

เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น

                     

             4.2.2.3 การศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPHในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

                               จากการศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ของฟลมไคโตซานที่เติมสาร

สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.12

                    ปริมาณสารประกอบฟนอลิก (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 (%) ในสารละลายฟลมไคโตซานที่เติมสาร  

                       สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

                            

                            จากผลการทดลองพบวาฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขน 10% (w/v) มีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH สูงที่สุด คือ 54.85±1.34% และฟลมไคโตซาน

ที่ไมไดเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ต่ําที่สุดคือ 11.63±2.15% จากผล

การทดลองแสดงใหเห็นวาเมื่อเติมสารสกัดพรอพโพลิสสูงที่ความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน

สงผลใหฟลมไคโตซานมีปฏิกิริยาในการจับอนุมูล DPPH สูงขึ้นดวย ซึ่งเปนผลการทดลองที่

สอดคลองกับคา TPC และปริมาณ rutin ที่พบในฟลม และจากการศึกษาของ Yang, Guo และ 

Yuan (2008) ซึ่งศึกษาปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH ของ rutin เปรียบเทียบกับ ascorbic acid  

และ butylated hydroxytolulene (BHT) ที่ความเขมขน 0.05 mg/ml พบวา rutin, ascorbic acid 

และ BHT มีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH เปน 90.4, 92.8 และ 58.8% ตามลําดับ ดังนั้นอาจ

กลาวไดวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน ทําใหคา TPC 

และปริมาณ rutin สูงขึ้น มีผลทําใหมีปฏิกิริยาการจับอนุมูล DPPH  ที่สูงขึ้น ซึ่งสงผลใหฟลม

ไคโตซานมีสมบัติตานอนุมูลอิสระที่ดีขึ้นดวย

     4.2.3 การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัด
พรอพโพลิส       

                 การศึกษาในขั้นตอนนี้แบงเปนการวิเคราะหหมูฟงกชันของสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัด

โดยใชตัวทําละลายแตกตางกัน และวิเคราะห interaction ระหวางไคโตซานและสารสกัด

พรอพโพลิสของฟลมไคโตซานที่มีการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนแตกตางกัน 

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% 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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                 การศึกษาหมูฟงกชันของสารสกัดพรอพโพลิส โดยใช Fourier Transform Infrared 

Spectrometer (FT-IR) มีหลักการ คือ โมเลกุลของสารเมื่อไดรับพลังงานจากแสงก็จะดูดกลืน

พลังงานที่เหมาะสมไว โมเลกุลที่ดูดกลืนแสงอินฟราเรดจะถูกกระตุน (excite) ใหมีพลังงานสูงกวา

ที่สภาวะ ground state ซึ่งเปนพลังงานที่ทําใหโมเลกุลเกิดการสั่น (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 ของสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลาย 3 ชนิดที่ตางกัน คือ  

                    เอทานอล, น้ําตอเอทานอล (70:30) และ น้ํา

      
                จากผลการทดลองพบวาการสั่นของโมเลกุลของสารสกัดพรอพโพลิสเกิดการ 

stretching ของหมูฟงกชัน C=O, -C=C-C=O, -C=C- [(in-ring) aromatic], -C-C- [(in-ring) 

aromatic], C-O (esters, ethers) และ C-O (polyols) ที่การดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดในชวง 1800-

1000 cm-1 ซึ่งพันธะเหลานี้คือสารประกอบฟนอลิกที่อยูในสารสกัดพรอพโพลิส (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 จะเห็นพีคไดชัดเจนจากการสกัด

พรอพโพลิสดวยเอทานอล และยังพบวามี -C=C- aromatic ring ซึ่งดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่

1650 cm-1 เฉพาะการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอลเทานั้น พบ OH-stretching ซึ่งดูดกลืนคลื่น
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อินฟราเรดที่ 3400-3200 cm-1 เมื่อความเขมขนของ OH ลดลงพีคจะปรากฏเดนชันขึ้น (ปรานอม 

ขาวเมฆ, 2549) 

                  ในการศึกษานี้จะเห็นความแตกตางของสารสกัดพรอพโพลิส เมื่อใชทําตัวละลายที่

แตกตางกันอยางชัดเจน โดยการสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอลนั้นจะมีปริมาณพีคของหมูฟงกชัน

ของ C-H aromatic ring  และ -C=C- aromatic ring ที่มากกวา สอดคลองกับงานวิจัยของ Wu 

และคณะ (2008) ซึ่งศึกษาการแยกสารสกัดพรอพโพลิสของประเทศจีน และ poplar buds โดย

การสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอล จะพบหมูฟงกชันของสารประกอบฟนอลิก ซึ่งใกลเคียงกับที่ได

ในการศึกษานี้ การสกัดพรอพโพลิสดวยเอทานอลจะสามารถทําละลายสารประกอบฟนอลิกที่มี 

aromatic ring ไดดีกวาการสกัดพรอพโพลิสดวยน้ํา ซึ่งจากผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผล

การศึกษาคา TPC ในสารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลายที่มีอัตราสวนของน้ําตอ

เอทานอลที่แตกตางกัน (การทดลองที่ 4.1.1) โดยพบวาเมื่อเพิ่มอัตราสวนของเอทานอลสูงขึ้นจะ

สงผลใหมีคา TPC สูงขึ้นดวยเชนกัน

              การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขน 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.5 จากผลการ

ทดลองพบวาฟลมทุกตัวอยางให FT-IR spectrum ที่คลายคลึงกันโดยพบหมู 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, แอลกอฮอลหรือฟนอลซึ่งดูดกลืน

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

cm-1 ในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส นอกจากนี้ยังพบวามีการเกิด interaction 

ระหวาง amine group ของไคโตซาน และ hydroxyl group ของพรอพโพลิสโดยสังเกตไดจากพีค

การดูดกลืนคลื่นอินฟราเรดที่ 3400-3200 cm-1 ผลการทดลองที่ไดสนันสนุนผลการศึกษาสมบัติ

เชิงกลของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส (การทดลองที่ 4.2.1.4) โดยพบวาเมื่อเติมสาร

สกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนสูงขึ้นลงในฟลมไคโตซาน มีผลทําใหคา TS และ คา %E ของฟลม

ไคโตซานสูงขึ้น ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารประกอบฟนอลิกที่มีอยูในสารสกัดพรอพโพลิสสามารถเกิด

พันธะไฮโดรเจนกับหมูฟงกชันที่อยูในโครงสรางของไคโตซานโพลิเมอรได (Balasundram, 

Sundram and Samman, 2006) ผลการทดลองสอดคลองกับงานวิจัยของ Siripatrawan และ 

Harte (2010) ซึ่งศึกษา interaction ระหวางสารประกอบฟนอลิกกับไคโตซาน โดยใช FT-IR และ

พบวาสารประกอบฟนอลิกสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ NH3
+ ในโครงสรางของฟลมไคโตซาน 

และสงผลใหคา TS ของฟลมสูงขึ้น ดังนั้นการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนที่สูงขึ้นลงใน
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ฟลมไคโตซานทําใหมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกที่สูงขึ้น และสงผลใหเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ

โครงสรางของไคโตซานโพลิเมอรเพิ่มมากขึ้น 
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ภาพที่ 4.5 FT-IR spectra ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน (%w/v)

0

0.5

1.5

2.5

5

10

52
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     4.2.4 การวัดคา Glass transition temperature (Tg) 

                การวัดคา Tg โดยใชเครื่อง Differential Scanning Calorimeter (DSC) อุณหภูมิที่ใชใน

การทดลองอยูในชวง -50 ถึง 250 ºC  คา Tg เปนอุณหภูมิที่เกิดการเปลี่ยน glass transition ซึ่ง

เปนการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับฟลม โดยไมเปลี่ยนสถานะ เมื่ออุณหภูมิหองต่ํากวาคา Tg ฟลม

จะมีลักษณะเปนของแข็งโดยมีสถานะเปน glassy state ฟลมจะมีลักษณะที่คอนขางแข็งแต

เปราะ และเมื่ออุณหภูมิหองสูงกวาคา Tg ฟลมจะมีสถานะเปน rubbery state จากผลทดลองการ

เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกันพบวามีผลตอคา Tg ของฟลมไคโตซาน ดังแสดงใน

ภาพที่ 4.6 ซึ่งฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 0, 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 

10% (w/v) วัดคา Tg ได 31.63ºC, 43.61ºC, 41.91ºC, 48.44ºC, 27.75ºC และ 35.35ºC  

ตามลําดับ
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                                                       35.35ºC       41.91ºC

48.44ºC

                                                                  31.63 ºC 0 

                                                   27.75ºC                                                                                                                                      0.5 

                                                                             43.61ºC                                                                                                            1.5 

                                                                                                                                                                                                      2.5 

                                                                                                                                                                                                     5 

                                                                                                                                                                                                     10

                                        

ภาพที่ 4.6 DSC thermograms แสดงคา Tg ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน (% w/v)
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                 ปจจัยที่อาจสงผลตอคา Tg ไดแก น้ําหนักโมเลกุล และ degree of deacetylation, 

แหลงของวัตถุดิบ และวิธีการสกัดที่แตกตาง (Lazaridou and Biliaderis, 2002) นอกจากนี้การ

เปลี่ยนแปลงคาความจุความรอนยังเกี่ยวของกับคา specific volume ของฟลม จากผลการ

ทดลองพบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสซึ่งเปนสารประกอบอินทรียที่มีลักษณะคลายเรซินลงใน

ฟลมไคโตซาน มีผลทําใหคา Tg ของฟลมเพิ่มขึ้นแลวลดลง โดยพบวาในชวงแรกของการทดลองคา 

Tg จะเพิ่มขึ้น อาจเนื่องจากการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 0.5-2.5% (w/v) มีปริมาณ

สารประกอบฟนอลิกในปริมาณที่ต่ํา สารประกอบฟนอลิกจึงสามารถจับหรือเขาไปอยูในโครงสราง

ของฟลมไคโตซาน และโครงสรางโพลิเมอรยังมีการเรียงตัวกันอยางเปนระเบียบ จึงทําใหฟลมมี

โครงสรางที่แข็งแรง สงผลใหฟลมมีลักษณะที่แข็งแตเปราะขึ้น แตเมื่อเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขนสูงขึ้นที่ 5-10% (w/v) สารประกอบฟนอลิกซึ่งมีปริมาณมากขึ้น และไมสามารถจับกับ 

active group ของไคโตซานได จึงอาจเขาไปแทรกอยูในโครงสรางทําใหเกิดชองวางภายใน

ไคโตซานโพลิเมอรที่มากขึ้น สงผลทําใหคา Tg ลดลง และฟลมมีลักษณะออนตัวลง ซึ่งเปนผลการ

ทดลองที่สอดคลองกับการศึกษาคา TS และ %E ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส 

นอกจากนี้การเกิด interaction ระหวาง amine group ของไคโตซาน และ hydroxyl group ของ

พรอพโพลิสนั้นยังเปนเหตุผลหนึ่งที่สงผลใหคา Tg ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสมี

คาที่สูงขึ้น ยกเวนในการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 5% (w/v) ที่พบวามีคา Tg ลดลง 

เมื่อเปรียบเทียบกับฟลมไคโตซานที่ไมไดเติมสารสกัดพรอพโพลิส

4.2.5 สมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

                 การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 4 ชนิด คือ S. aureus, 

S. enteritidis, E. coli และ P. aeruginosa ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส ทําโดย

ตัดฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm วางบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มีการเจริญของจุลินทรียอยูในชวง 106-107 CFU/ml ตรวจสอบบริเวณการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรีย (Inhibitory zone) โดยวัดจากเสนผานศูนยกลางบริเวณโดยรอบแผนฟลม และ

บริเวณผิวสัมผัส (Contact surface) ใชสําหรับทดสอบบริเวณที่ฟลมสัมผัสโดยตรงกับจุลินทรีย 

ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.13 
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ตารางที่ 4.13 ผลการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสทื่      

                      ความเขมขนตางกัน              

- คือมีการเจริญของจุลินทรีย, + คือไมมีการเจริญของจุลินทรีย

                 จากผลการทดลองสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซานที่เติมสาร

สกัดพรอพโพลิสทื่ความเขมขนตางกัน พบวาไมมีการเจริญของจุลินทรียที่ใชในการศึกษาทั้ง 4 

ชนิด ภายใตบริเวณที่ฟลมสัมผัสกับจุลินทรียโดยตรง อยางไรก็ตามไมพบบริเวณยับยั้งการเจริญ

ของจุลินทรียทั้ง 4 ชนิด ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารสกัดพรอพโพลิสจะมีลักษณะที่ขนเหนียวและ

ละลายน้ําไดต่ํา จึงไมสามารถแพรออกจากฟลมไปบนอาหารเลี้ยงเชื้อได สงผลทําใหไมพบบริเวณ

การยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย งานวิจัยของ Altiok, Altiok และ Tihminlioglu (2010) ซึ่งศึกษา

สมบัติการยับยั้งการเจริญของ E. coli, P. aeruginosa และ S. aureus ของฟลมไคโตซานที่เติม 

thyme oil ที่ความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 และ 1.2% (v/v) และพบวาฟลมไคโตซานที่เติม 

thyme oil ไมมีการเจริญของจุลินทรียทั้ง 3 ชนิดในบริเวณที่ฟลมสัมผัสกับจุลินทรียโดยตรง และ

พบวาเกิดบริเวณการยับยั้งการเจริญของ E. coli, P. aeruginosa และ S. aureus เมื่อเติม thyme 

oil ที่ความเขมขน 0.8, 1.2 และ 1% (v/v) ตามลําดับ เชนเดียวกับงานวิจัยของ Pranoto, Rakshit 

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

typhimurium, Listeria monocytogenes และ Bacillus cereus ของฟลมไคโตซานที่เติมน้ํามัน

กระเทียม, โปแตสเซียมซอรเบต และไนซิน และพบวาฟลมทั้ง 3 ชนิด ไมเกิดบริเวณการยับยั้งการ

เจริญของ E. coli และ S. typhimurium แตเกิดบริเวณยับยั้งการเจริญของ S. aureus, 

L. monocytogenes และ B. cereus โดยที่ฟลมไคโตซานที่เติมไนซินมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

การเจริญของจุลินทรียสูงที่สุด รองลงมาคือฟลมไคโตซานที่เติมน้ํามันกระเทียม และฟลมไคโต

ซานที่เติมโปแตสเซียมซอรเบตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียต่ําที่สุด

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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                ดังนั้นจากการทดลองสามารถกลาวไดวา การเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโต

ซาน สามารถชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได หากในการนําไปใชฟลม

มีการสัมผัสกับจุลินทรียโดยตรง
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บทที่ 5

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

              1. การศึกษาภาวะการสกัดพรอพโพลิสที่เหมาะสมคือ การสกัดที่มีอัตราสวนของน้ําตอ

เอทานอลเปน 70:30 ซึ่งมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Total phenolic contents, TPC) 

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

การยับยั้งการเจริญของ S. aureus และการใชอัตราสวนดังกลาวจะมีปริมาณสารที่ไดจากการ

สกัดสูงที่สุด 

               2. การศึกษาสมบัติทางกายของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 

0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนที่สูงขึ้นลงใน

ฟลมไคโตซาน มีผลทําใหฟลมมีคาความสวางลดลง โดยฟลมจะใหคาสีแดงและสีเหลืองสูงขึ้น มี

คาสีที่เปลี่ยนไปสูงขึ้น และฟลมจะมีความโปรงใสลดลง และการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงใน

ฟลมไคโตซานยังมีผลทําใหคาการซึมผานของไอน้ํา และคาการซึมผานของกาซออกซิเจนลดลง 

แตมีผลทําใหคา tensile strength และ elongation at break สูงขึ้น

               3. การศึกษาสมบัติการตานอนุมูลอิสระในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่

ความเขมขน 0.5, 1.5, 2.5, 5 และ 10% (w/v) แสดงใหเห็นวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความ

เขมขนที่สูงขึ้นลงฟลมไคโตซาน สงผลใหฟลมไคโตซานมีสมบัติในการตานอนุมูลอิสระที่สูงขึ้นดวย 

ฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน 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 และฟลมไคโตซานที่ไมเติมสารสกัดพรอพโพลิสมีสมบัติการตาน

อนุมูลอิสระต่ําที่สุด      

              4. การศึกษา interaction ของหมูฟงกชันของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิส

พบวามีพันธะไฮโดรเจนระหวางสารประกอบฟนอลิกของสารสกัดพรอพโพลิสกับโครงสรางของ

ไคโตซาน และจากการวัดคา Glass transition temperature (Tg) พบวาการเติมสารสกัด

พรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซานสงผลใหคา Tg ของฟลมเกิดการเปลี่ยนแปลง

               5. การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียของฟลมไคโตซานที่เติมและไมเติม

สารสกัดพรอพโพลิส พบวาการเติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน ชวยเพิ่มประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ใชในการศึกษาทั้ง 4 ชนิด ในบริเวณที่ฟลมสัมผัสกับจุลินทรีย

โดยตรง
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ขอเสนอแนะ

            การศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย  ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึง

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในเชิงปริมาณ เชน การใชวิธี broth dilution จะ

ทําใหทราบถึงปริมาณจุลินทรียที่ลดลง และความเขมขนของสารสกัดที่ต่ําที่สุดที่มีสมบัติในการ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

            งานวิจัยนี้ไดพัฒนาสมบัติของฟลมไคโตซานดวยการเติมสารสกัดพรอพโพลิส เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการนําไปประยุกตใชสําหรับหอและยืดอายุการเก็บผลิตภัณฑอาหาร พบวาการ

เติมสารสกัดพรอพโพลิสลงในฟลมไคโตซาน มีสวนชวยใหฟลมมีสมบัติทางกายภาพ การตาน

อนุมูลอิสระ และยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ดีขึ้น ดังนั้นจึงควรนําฟลมที่ไดไปประยุกตใชใน

รูปแบบของฟลมหออาหาร เพื่อสามารถนําไปใชในการยืดอายุการเก็บผลิตภัณฑอาหารใน

อุตสาหกรรมตอไป
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ภาคผนวก ก
ขอมูลผลการทดลองเพิ่มเติม

ตารางที่ ก.1 ความหนาของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน

* a, b,… คาเฉลี่ยที่มีอักษรกํากับแตกตางกันในแนวตั้งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)

ความเขมขนของพรอพโพลิส (% 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 สารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลายน้ําตอเอทานอลที่ตางกัน

ภาพที่ ข.2 สารสกัดพรอพโพลิสที่สกัดดวยตัวทําละลายน้ําตอเอทานอล 70:30 ที่มีความเขมขน 

                 (%w/v) ที่ตางกัน

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

0.5 1.5 2.5 5 10
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ภาพที่ ข.3 ฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน (%w/v)

0 0.5 1.5 2.5 5 10



                                                                                                                              74

ภาคผนวก ค
การวิเคราะหผลทางสถิติ

ตารางที่ ค.1 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของปริมาณฟนอลิก         

                     ทั้งหมดในสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล ที่ระดับความ   

                     เชื่อมั่น 95%

ตารางที่ ค.2 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของปฏิกิริยาการจับ

                     อนุมูล DPPH ในสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล 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)
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ตารางที่ ค.3 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของผลการยับยั้งการเจริญ   

                     ของจุลินทรียของสารสกัดพรอพโพลิสเมื่อแปรอัตราสวนของน้ําตอเอทานอล 

                     ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

ตารางที่ ค.4 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาสี L* ของฟลม

                     ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน 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) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาสี a* ของฟลม

                     ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน 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) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาสี b* ของฟลม

                 ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน 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) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาสี ∆E ของฟลม

                     ไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

ตารางที่ ค.8 ความแปรปรวน (ANOVA) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาความโปรงใสของ           

                 ฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน 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) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาการซึมผานของ

                     ไอน้ําของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน 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) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคาอัตราการซึมผาน 

                   ของกาซออกซิเจนของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน  

                       ตางกัน 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) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคา tensile  

                   strength ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน     

                       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) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของคา elongation at   

                       break ของฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน 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) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของปริมาณฟนอลิก  

                      ทั้งหมดในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขนตางกัน 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) จากการวิเคราะหผลทางสถิติของปฏิกิริยาการ  

                      จับอนุมูล DPPHในฟลมไคโตซานที่เติมสารสกัดพรอพโพลิสที่ความเขมขน

                       ตางกัน  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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาววรัญญา  วิชญกิตติ เกิดเมื่อวันที่  5 ธันวาคม พ.ศ. 2528 ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีการอาหาร จากคณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนสุนันทา เมื่อ

ปการศึกษา 2549 เขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีทางอาหาร 

ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 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.


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 วารสารปริทัศน์
	บทที่ 3 การดำเนินงานวิจัย
	บทที่ 4 ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง
	บทที่ 5 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน

