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This study characterized the water extracts of mulberry fruits and freeze dried 

friuts from two cultivation areas in Thailand, Phetchabun (PB) and Nakhonratchasima 
(NK) province. Total solid weight, total soluble solid (% Brix), tritratable acidities, 
reducing sugar, pHs and color were significantly different. The NK mulberry fresh fruit 
extracts had higher anthocyanin contents than those from PB. The anthocyanins 
contents were highest at 14.35±0.43 mg/gDW with free radical scavenging activity  
with IC50 of 0.23±0.01 mg/ml. The effect of anthocyanin (cyanindin-3-glucoside, C3G) 
on rat’s bone marrow derived-mesenchymal stem cells (MSCs) was investigated in 
vitro. MSCs culture with growth media mixed with C3G at 50 and 100 micromoles were 
found to enhance the alkaline phosphatase (ALP) activities and calcium deposition of 
MSCs, while using the mulberry extract reduced these signs of osteogenic 
differentiation at the same conditions. The stability of anthocyanins adsorbed on 
alginate microspheres, with average bead sizes at 415.63±13.09 µm were studied. 
Anthocyanins loading on alginate microspheres were at 17.08±0.25 mg/g dry weight. 
At 70 and 100 oC, anthocyanins retention were at 92%wt and 24%wt, respectively. 
Microspheres increased the anthocyanins stability at sterilized condition. Absorption of 
anthocyanins from mulberry fruit extracts on alginate microspheres enhanced their 
stability at high temperature. 
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บทที่  1 

บทน ำ 

 
1.1 ที่มำของงำนวิจัย 

หม่อน (Mulberry) ถือว่าเป็นพืชท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทย 
หม่อนท่ีปลกูในเมืองไทยมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Morus Alba ช่ือภาษาองักฤษว่า white mulberry  
ในอดีตประเทศไทยได้ปลกูหมอ่นเพ่ือน าใบหม่อนมาใช้เป็นอาหารส าหรับเลีย้งหนอนไหมเพ่ือให้ได้
ผลผลิตเป็นรังไหมเท่านัน้ แต่นอกจากใบหม่อนแล้วยังได้ผลผลิตท่ีเป็นผลพลอยได้อีกอย่างคือ    
ผลหมอ่น โดยผลหม่อนห่ามจะให้รสชาตเิปรีย้ว มีสีแดง ผลหม่อนสกุจะให้รสชาติหวาน มีสีม่วงด า  
จึงน าผลหม่อนมารับประทานและแปรรูปเป็นอาหารและเคร่ืองด่ืมมากมายเช่น แยม เยลล่ี ไวน์
หม่อน น า้หม่อน ลูกอมสมุนไพรจากใบหม่อน และผลหม่อน จากสีสัน รสชาติและคุณค่าทาง
โภชนาการได้มีรายงานการวิจัยพบว่าหม่อนมีองค์ประกอบส าคญัได้แก่ สารประกอบฟีนอลลิก
(phenolics), ฟลาโวนอยด์ (flavonoids), กรดแอสคอบิก (ascorbic acid), วิตามินอี และ แอนโธ-
ไซยานิน (anthocyanin) [Yang, X. และคณะ, 2010] ซึ่งเป็นสารประเภทพอลิฟีนอลท่ีมีคณุสมบตัิ
ส าคญัคือเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) มีฤทธ์ิต้านการอกัเสบ [Lietti, A. และคณะ, 
1976] ลดความเส่ียงต่อโรคหวัใจและหลอดเลือด สามารถยบัยัง้การเกิดมะเร็งได้ [Morse, M.A. 
และ Stoner, G.D., 1993] Chen, P.N. และคณะ (2006) รายงานว่าแอนโธไซยานินจากผลหม่อน
สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตและเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งชนิด A549 ได้ นอกจากนัน้เคยมี
รายงานล่าสุดในปี 2010 พบว่าแอนโธไซยานินจากผลหม่อนมีผลช่วยพฒันาการเรียนรู้ ความจ า 
และการแก่ชราซึ่งช่วยป้องกนัการเกิดโรคอลัไซเมอร์ในหนชูนิด SAMR1 และ SAMP8  [Shih, P.H. 
และคณะ, 2010] อีกทัง้ยงัสามารถลดระดบัโคเลสเตอรอลในเลือดของหนวูิสต้าได้ [Yang, X. และ
คณะ, 2010] จะเห็นวา่หมอ่นเป็นแหลง่ของสารส าคญัท่ีจะส่งผลตอ่การรักษาโรคตา่งๆให้แก่มนษุย์
ได้ นับว่าผลหม่อนเป็นผลไม้ท่ีไม่ได้ต่างไปจากผลราสเบอร์ร่ี บลูเบอร์ร่ี ท่ีต้องน าเข้ามาจาก
ตา่งประเทศ ท าให้ปัจจบุนัได้รับความสนใจและได้มีการเพาะปลกูมากมาย โดยเฉพาะในพืน้ท่ีทาง
แถบภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ได้แก่ นครราชสีมา ขอนแก่น บรีุรัมย์ สริุนทร์ และ
เพชรบรูณ์ แตส่ารแอนโธไซยานินนัน้ มีสมบตัิไม่มีความคงตวั อนัเน่ืองมาจากกระบวนการการเก็บ
รักษา อณุหภูมิ คา่ความเป็นกรดดา่ง ออกซิเจน [Tsai, P.J. และคณะ, 2005] จากสมบตัิความไม่
คงตัวนีท้ าให้ผู้ วิจัยหาวิธีในการแก้ปัญหา โดยการน าเทคนิคท่ีเรียกว่า ไมโครเอนแคปซูเลชัน
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(microencapsulation) มาช่วยในการรักษาความคงตวัของสารแอนโธไซยานินในผลหม่อนให้มี
ความเสถียรเพิ่มมากขึน้ 

เทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชนั เป็นกระบวนการท่ีมีวตัถปุระสงค์เพ่ือใช้ในกระบวนการตรึง 
การป้องกนัหรือรักษาความคงตวั การควบคมุการปลดปล่อยสารส าคญั และช่วยท าให้ของเหลวอยู่
ในรูปของแข็งได้ [Chan, E.S. และคณะ, 2009] โดยเทคนิคนีจ้ะใช้วสัดพุอลิเมอร์มาห่อหุ้มสารท่ีเรา
สนใจเกิดเป็นอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอน ซึง่ในปี 2007 Ersus และ Yurdagel ได้ใช้เทคนิคไมโค
รเอนแคปซูลเลชนักบัสารแอนโธไซยานินในแครอทด า ด้วยกระบวนการพ่นแห้งเป็นกระบวนการท่ีมี
ใช้กนัอย่างแพร่หลาย โดยใช้ maltodextrin เป็นวสัดพุอลิเมอร์ [Ersus, S. และ Yurdagel, U., 
2007] แตเ่น่ืองจากกระบวนการพ่นแห้งเป็นกระบวนการท่ีใช้อณุหภูมิสงูกว่า 160 องศาเซลเซียส 
ซึง่ไมเ่หมาะสมกบัสารท่ีมีความคงตวัต ่าจงึควรเลือกเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชัน ด้วยกระบวนการ
อ่ืนแทนการใช้วิธีการพน่แห้งและควรเป็นกระบวนการท่ีมีการหลีกเล่ียงการใช้อณุหภมูิสงู 

อัลจิเนต (alginate) ได้รับความนิยมน ามาใช้ในงานทางด้านวัสดุชีวภาพและมีสมบัติ
สามารถยอ่ยสลายได้ทางชีวภาพ เข้ากนัได้ทางชีวภาพ ไม่เป็นพิษ และไม่ก่อให้เกิดการแพ้ [Yang, 
J.S. และคณะ, 2011] นอกจากนีมี้งานวิจยัจ านวนมากน าอลัจิเนตมาใช้ในประยกุต์ในกระบวน                
ไมโครเอนแคปซูเลชนัในงานเก่ียวกบั จลุินทรีย์ เอนไซม์ ฮอร์โมน ยา น า้มนั และการเติมแตง่กลิ่นรส
ในอาหาร เน่ืองจากสามารถคงตวัตอ่อณุหภูมิและเกิดไฮโดรเจลเร็วเม่ือโมเลกลุมาจบักบัแคลเซียม
ไอออนโดยไม่มีการใช้ความร้อน [Chan, E.S. และคณะ, 2009] ตอ่มาในปี 2010 Chan, E.S. และ
คณะ ได้น าเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชันร่วมกับการใช้วัสดธุรรมชาติอลัจิเนตมาใช้ในการห่อหุ้ม
สารสกัดจากสมนุไพร Piper sarmentosum ซึ่งมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระและมีสมบตัิเส่ือม
สลายง่ายโดยใช้การดูดซับสารสกัดสมุนไพรนีใ้นอนุภาคไมโครอัลจิเนตแห้งซึ่งขึน้ รูปด้วย
กระบวนการ external gelation เป็นวิธีท่ีง่ายในขัน้ตอนเดียวและระหว่างกระบวนการไม่มีการใช้
ความร้อน ท าให้ผู้วิจยัเลือกน าเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชนัวิธีดงักล่าวมาพฒันาในการห่อหุ้มสาร
สกดัจากผลหมอ่นเพ่ือให้สามารถน ามาประยกุต์ใช้ในการรักษาความคงตวัของสารแอนโธไซยานิน
ท่ีอณุหภมูิสงู หวงัผลในการใช้ประโยชน์ในอตุสาหกรรมอาหารเสริมสขุภาพตอ่ไป 
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1.2 วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 
 1. เพ่ือศกึษาลกัษณะสมบตัด้ิานเคมี ได้แก่ ปริมาณสารแอนโธไซยานิน กิจกรรมการตอ่ต้านอนมุลู
อิสระ (antioxidation) และชีวภาพ ไ ด้แก่  ผลของสารสกัดผลหม่อนต่อการเจริญเติบโต  
(proliferation) และการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก (osteogenesis) ของเซลล์ต้นก าเนิด      
ไขกระดกู (bone marrow derived mesenchymal stem cells) ของหนูวิสต้า (Wistar rat)       
นอกร่างกาย  
2. เพ่ือศกึษาความคงตวัของแอนโธไซยานินในหม่อนสกดัโดยการห่อหุ้มสารสกดัหม่อนในอนภุาค
ไมโครอลัจิเนตของสารสกดัผงหมอ่นแห้ง 

 
1.3 ขอบเขตงำนวิจัย 
1.3.1 วิเคราะห์ลกัษณะสมบตัิทางเคมีกายภาพ ของสารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัด 
(โดยใช้หมอ่นสดแชแ่ข็งและหมอ่นแห้ง) 
 - ค่าพีเอช, ร้อยละของของแข็ง, ปริมาณของแข็งท่ีละลายน า้ได้, สีด้วยระบบ L*a*b*, 
ปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้, ปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ 

- ปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมดในรูปของมิลลิกรัมของ ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ตอ่น า้หนกั
หมอ่นแห้ง 

- ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ (antioxidant activity) ด้วยวิธี DPPH โดยแสดงประสิทธิภาพการ
ต้านอนมุลูอิสระด้วยคา่ IC50 
1.3.2 ศกึษาผลของสารสกดัผลหมอ่นท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ตอ่การเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลง
ไปเป็นเซลล์กระดูกของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกของหนูวิสต้านอกร่างกาย  โดยประเมินการ
เจริญเติบโตของเซลล์ ด้วยวิธี MTT assay และความสามารถของเซลล์ต้นก าเนิดในการ
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูโดยวิเคราะห์สญัญาณการเปล่ียนแปลงเป็นกระดกูได้แก่ กิจกรรม
ของเอนไซม์ alkaline phosphatase (ALP) และปริมาณแคลเซียมตอ่จ านวนเซลล์  
1.3.3 ศกึษาความคงตวัของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดัท่ีอณุหภูมิตา่งๆ สภาวะฆ่า
เชือ้แบบสเตอริไรส์และพาสเจอรไรส์ สภาวะเร่งแบบ freeze thaw cycle 
1.3.4 เตรียมอนุภาคไมโครอลัจิเนต ให้มีขนาดอนุภาคเฉล่ียของเม็ดบีดเปียกขนาด 300-500
ไมครอนและวิเคราะห์คณุลกัษณะและสมบตัทิางกายภาพของอนภุาคไมโครอลัจิเนต 
 -ขนาดอนภุาคเฉล่ียและการกระจายตวัของอนภุาคของเม็ดบีดเปียก 

-โครงสร้างสณัฐาน (morphology) ของอนภุาคไมโครอลัจิเนตแห้ง 
-การดดูซบัน า้ 
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-การดดูซบัสารสกดัผลหมอ่น 
1.3.5 ศกึษาวิธีและผลของการบรรจุสารสกดัหม่อนในอนภุาคไมโครอลัจิเนตตอ่คณุภาพของสาร
สกดัหมอ่นและหาปริมาณสารส าคญัท่ียงัคงประสิทธิภาพท่ีกกัไว้ได้ 
1.3.6 ศกึษาความคงตวัของผงผลหม่อนสกดัท่ีบรรจใุนอนภุาคไมโครอลัจิเนตเทียบกบัหม่อนสกัด
ก่อนการบรรจท่ีุอณุหภมูิสงู 
 
1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ  

14.1 ข้อมูลทางเคมีกายภาพ ของสารสกัดผลหม่อนทัง้สารสกัดผลหม่อนสด และผงผล
หมอ่นสกดั จาก 2 แหลง่ผลิตในประเทศ 
 14.2 ผลทางชีววิทยาของสารสกัดผลหม่อนท่ีมีต่อการเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลง
เป็นเซลล์กระดกูของของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนวูิสต้าในระดบัห้องปฏิบตัิการ 

14.3 ผลของความคงตวัตอ่อณุหภูมิสงูและสภาวะเร่งของสารแอนโธไซยานินในสารสกัด
ผลหมอ่นโดยอนภุาคไมโครอลัจิเนต 
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บทที่  2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 หม่อน (Mulberry) 

หมอ่นเป็นพืชอยูใ่นวงศ์ Moraceae ตระกลู Morus spp. ซึ่งมีถ่ินก ำเนิดในประเทศจีนอยู่
ในแถบเขตหนำวจดัเป็นไม้ผลในกลุ่ม deciduous fruit plant หรือประเภท hard wood คือใบจะ
ร่วงในฤดใูบไม้ร่วงและมีกำรพกัตัวในฤดหูนำว พนัธุ์หม่อนท่ีปลกูกนัอยู่ทัว่โลกมีมำกมำยหลำย
สำยพนัธุ์โดยมีแหล่งก ำเนิดกระจำยกว้ำงขวำงมำกคือ ตัง้แตเ่ขตร้อน (tropical zone) เขตอบอุ่น 
(subtropical zone) เขตหนำว (temperate zone) และเขตหนำวเย็น (sob-arctic zone) ส่วน
ใหญ่เป็นกำรปลกูเพ่ือน ำใบไปเลีย้งเป็นอำหำรไหม แตมี่อีกหลำยพนัธุ์ท่ีน ำไปใช้ประโยชน์ในด้ำน
อ่ืนๆ เชน่ กำรรับประทำนผล กำรน ำไปเป็นต้นไม้ส ำหรับบงัลม กำรปลกูเพ่ือใช้เป็นอำหำรของนก      
กำรปลูกเป็นไม้ประดบัริมถนนหนทำง และบำงพนัธุ์ยงัเป็นพืชพนัธุ์ป่ำ กำรจ ำแนกพนัธุ์หม่อน
ระดบัสปีชีซ์เร่ิมตัง้แตปี่ ค.ศ.1753 เม่ือ Linneaus ได้จ ำแนกพนัธุ์หม่อนออกเป็น 5 สปีชีซ์ได้แก่ 
Morus alba L., Morus nigra L., Morus rubra L., Morus tartarica L. และ Morus indica L. 
จนถึงปี ค.ศ.1917 Koidzumi ได้จ ำแนกพนัธุ์หม่อนออกเป็น 24 สปีชีซ์ และ 1 ซบัสปีชีซ์ ตอ่มำ   
นกัพฤกษศำสตร์ชำวญ่ีปุ่ นช่ือ Horita ได้จ ำแนกพนัธุ์หม่อนออกเป็น 35 สปีชีซ์ [วสนัต์ นุ้ยภิรมย์, 
2553] 

 
พันธ์ุหม่อนท่ีปลูกในประเทศไทย 
พนัธุ์หม่อนตระกลู Murus alba L. ได้ปลกูในประเทศไทยเพ่ือเก็บผลผลิตใบหม่อนมำใช้

เป็นอำหำรส ำหรับเลีย้งหนอนไหมให้ได้รังไหมและเก็บผลผลิตผลหม่อนพืน้ท่ีส่วนใหญ่ท่ีปลูก
หม่อนคือภำคเหนือและภำคตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น จังหวัดนครรำชสีมำ ขอนแก่น บุรีรัมย์ 
สุรินทร์ และเพชรบูรณ์ พันธุ์หม่อนท่ีมีกำรเพำะปลูกและปรับปรุงพันธุ์  เช่น พันธุ์ เชียงใหม่ 
นครรำชสีมำ 60 บรีุรัมย์ 60 บรีุรัมย์ 51 ศรีษะเกษ 33 และสกลนคร 72  

 
 
 
 
 

 

http://www.itqthaisilk.com/qthaisilk/inside.php?com_option=page&aid=2#nr60
http://www.itqthaisilk.com/qthaisilk/inside.php?com_option=page&aid=2#nr60
http://www.itqthaisilk.com/qthaisilk/inside.php?com_option=page&aid=2#br60
http://www.itqthaisilk.com/qthaisilk/inside.php?com_option=page&aid=2#br51
http://www.itqthaisilk.com/qthaisilk/inside.php?com_option=page&aid=2#sk33
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รูปท่ี 2.1 ลกัษณะทำงกำยภำพของผลหมอ่น [Qin, C. และคณะ, 2010] 
 
ตารางท่ี 2.1 สมบตัทิำงเคมีของผลหมอ่นท่ีปลกูในประเทศไทย [www.moac.go.th] 

 
ตารางท่ี 2.2 สว่นประกอบทำงเคมีของผลหมอ่นสกุสีด ำของพนัธุ์ตำ่งๆ [วสนัต์ นุ้ยภิรมย์, 2553] 
 

พนัธุ์หมอ่น 
โปรตีน 

(%)  
คำร์โบไฮเดรต 

 (%)  
ไขมนั  
(%)  

น ำ้ตำล  
(%)  

ควำมเปรีย้ว 
(% w/v)  

pH  ควำมชืน้  
(%)  

นครรำชสีมำ 60 1/  1.56  ไมมี่ข้อมลู  1.47  26.31  1.39  6.0 90.27  
บรีุรัมย์ 60 1/  1.26  ไมมี่ข้อมลู  1.31  21.81  1.51  5.9 90.15  
เชียงใหม ่2/  11.86  61.19  3.66  11.2  1.19  4.0  16.58  

1/ วิเครำะห์ จำกผลหมอ่นสด 2/ วิเครำะห์ จำกผลหมอ่นอบแห้ง 

ผลหม่อนสด ผลห่าม ผลสุก 

ควำมชืน้ (%) 87.00 83.50 

ควำมหวำน  
(% brix) 

10.05 13.10 

ปริมำณกรด 
(% w/w as citric) 

1.35 0.65 

ผลหม่อนอบแห้ง(%) 

โปรตีน  12.81 

ไขมนั  4.94 

คำร์โบไฮเดรต  8.14 

เส้นใย  6.74 

เถ้ำ  0.06 

ควำมชืน้  16.56 



7 

2.2 แอนโธไซยานิน (Anthocyanins) 
แอนโธไซยำนินมีรำกศพัท์มำจำกภำษำกรีก anthos หมำยถึง ดอกไม้ และ kyanos 

หมำยถึง สีน ำ้เงิน [Kong, J.M. และคณะ, 2003] แอนไซยำนินเป็นสำรสีหรือรงควตัถุท่ีพบได้
ทั่วไปท่ีตำมองเห็นได้ในดอกไม้ ผลไม้ และผักบำงชนิด ใบหรือล ำต้นของพืชบำงชนิดท่ีมีสีจัด 
จดัเป็นสำรในกลุม่ฟลำโวนอยด์ มีสมบตัลิะลำยน ำ้ได้ และมีควำมคงตวัต ่ำซึ่งสีท่ีได้จำกแอนโธไซ-
ยำนินได้แก่ สีน ำ้เงิน สีมว่ง สีแดง และสีส้ม ซึง่สำมำรถสกดัได้จำกผลองุ่น ผลแอปเปิล้ ผลของพืช
พวกเบอร์ร่ี ผลหม่อน กะหล ่ำปลีม่วง ข้ำวนิล ข้ำวเหนียวด ำ ดอกอญัชนั ดอกทิวลิป ดอกกุหลำบ 
ดอกกล้วยไม้ เป็นต้น แอนโธไซยำนินเป็นไกลโคไซด์ของแอนโธไซยำนิดินมีโครงสร้ำงเป็นเกลือ 
ฟลำวิเลียมในธรรมชำติมักพบในรูปไกลโคไซด์ซึ่งมีน ำ้ตำลมำเกำะท่ีต ำแหน่ง C-3 หรือ C-5 
[www.drug. pharmacy.psu.ac.th] ได้แก่ กลโูคส กำแลคโตส แรมโนส ไซโรส และอะรำบิโนส 
[Wang, L.S. และ Gary, D.S., 2008] ซึ่งแอนโธไซยำนิดินคือโครงสร้ำงพืน้ฐำนของ            
แอนโธไซยำนิน ดงัรูปท่ี  2.2  ปัจจบุนัได้พบแอนโธไซยำนิดิน 22 ชนิด ดงัตำรำงท่ี 2.3 ชนิดท่ีพบ
มำกท่ีสุดโดยทัว่ไปมี 6 ชนิด คือ ไซยำนิดิน (cyanidin) เดลฟินิดิน (delphinidin) พีลำร์โกนิดิน 
(pelargonidin) มลัวิดิน (malvidin) พีทนูิดิน (petunidin) และพีโอนิดิน (peonidin) ซึ่งมีสดัส่วน
ท่ีพบในผกัและผลไม้โดยประมำณคือ ไซยำนิดินร้อยละ 50, เดลฟินิดินร้อยละ 12, พีลำร์โกนิดิน
ร้อยละ 12, พีโอนิดินร้อยละ 12, พีทนูิดินร้อยละ 7 และมลัวิดินร้อยละ 7 [Castaneda-Ovando, 
A. และคณะ, 2009] จำกควำมหลำกหลำยของแอนโธไซยำนิดินท ำให้สำมำรถเกิดแอนโธไซ-
ยำนินมำกมำยกว่ำ 500 ชนิด โดยชนิดของแอนโธไซยำนินนัน้ขึน้กับจ ำนวนของหมู่ไฮดรอกซิล 
ลกัษณะ และจ ำนวนของหมูน่ ำ้ตำลท่ีมำเกำะ ต ำแหนง่กำรเกำะติดของหมู่น ำ้ตำลนัน้ จ ำนวนและ
ลกัษณะของกรดอะลิฟำติกหรือ กรดอะโรมำติกท่ีมำเกำะกบัหมู่น ำ้ตำล [Kong, J.M. และคณะ, 
2003]     

 
 

รูปท่ี 2.2 โครงสร้ำงทัว่ไปของแอนโธไซยำนิน [Castaneda-Ovando, A. และคณะ, 2009] 

http://www.drug/
http://www.drug.pharmacy..psu.ac.th/
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ตารางท่ี 2.3 ชนิด หมูฟั่งก์ชนั และลกัษณะสีของแอนโธไซยำนิดิน [Castaneda-Ovando, A. 
และคณะ, 2009] 
 

หมำยเหต ุNR คือ ไมไ่ด้รำยงำน 
 

ช่ือ ค ำยอ่ 
ชนิดหมูฟั่งก์ชนั 

ส ี
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

Apigeninidin Ap H OH H OH H OH H  
Arrabidin Ab H H OH OH H OH OMe N.R.a 
Aurantinidin Au OH OH OH OH H OH H  
Capensinidin Cp OH OMe H OH OMe OH OMe Blue-red 
Carajurin Cj H H OH OH H Ome OMe N.R.a 

Cyanidin Cy OH OH H OH OH OH H 
Orange-
red 

Delphinidin Dp OH OH H OH OH OH OH Blue-red 
Europinidin Eu OH OMe H OH OMe OH OH Blue-red 
Hirsutidin Hs OH OH H OMe OMe OH OMe Blue-red 
30-HydroxyAb 3’OHAb H H OH OH OH OH OMe N.R.a 
6-HydroxyCy 6OHCy OH OH OH OH OH OH OH Red 
6-HydroxyDp 6OHDp OH OH OH OH OH OH OH Blue-red 
6-HydroxyPg 6OHPg OH OH OH OH H OH H N.R.a 
Luteolin Lt H OH H OH OH OH H  
Malvidin Mv OH OH H OH OMe OH OMe Blue-red 

5-MethylCy 5-MCy OH OMe H OH OH OH H 
Orange-
red 

Pelargonidin Pg OH OH H OH H OH H  

Peonidin Pn OH OH H OH OMe OH H 
Orange-
red 

Petunidin Pt OH OH H OH OMe OH OH Blue-red 
Pulchellidin Pl OH OMe H OH OH OH OH Blue-red 
Riccionidin A RiA OH H OH OH H OH H N.R.a 
Rosinidin Rs OH OH H OMe OMe OH H Red 
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2.3 แอนโธไซยานินในผลหม่อน 
 มีรำยงำนวิจยัว่ำในผลหม่อน (mulberry fruits) สปีชีซ์ Morus alba L. พบแอนโธไซ-    
ยำนิน ชนิดหลกั 2 ชนิดคือไซยำนิดิน-3-กลโูคไซด์ (cyanidin-3-glucoside) และไซยำนิดิน-3-     
รูติโนไซด์ (cyanidin 3-rutinoside ) [Qin, C. และคณะ, 2010][Bae, S.H. และ Shu, H.J., 
2007][มนต์วดี หุ่นเจริญ และศศิธร ตรงจิตภักดี, 2553] ซึ่งมวลโมเลกุลของไซยำนิดิน-3-         
กลโูคไซด์ [C21H21O11]

+ เท่ำกบั 449.108 กรัมตอ่โมลและไซยำนิดิน-3-รูติโนไซด์ [C27H31O15]
+  

เท่ำกบั 595.526 กรัมตอ่โมล โครงสร้ำงของสำรดงักล่ำวแสดงดงัรูปท่ี 2.3 และนอกจำกนีย้งัพบ
แอนโธไซยำนินย่อยชนิดอ่ืนๆ เช่น พีลำร์โกนิดิน-3-กลโูคไซด์ (pelargonidin-3-glucoside) และ 
พีลำร์โกนิดนิ-3-รูตโินไซด์ (pelargonidin-3-rutinoside) [Qin, C. และคณะ, 2010]  
 

 
 

รูปท่ี 2.3 โครงสร้ำงแอนโธไซยำนินชนิดหลกัท่ีพบในผลหมอ่น [Butt, M.S. และคณะ, 2008] 
 

 Bae, S.H. และ Shu, H.J (2007) ได้วิเครำะห์หำปริมำณแอนโธไซยำนินของผลหม่อน 5 
สำยพนัธุ์คือ Pachungsipyung, Whazosipmunja, Suwonnosang, Jasan และ Mocksang 
เป็นสำยพนัธุ์ท่ีปลกูในประเทศเกำหลีซึ่งอยู่ในสปีชีซ์ Morus alba L. ท ำกำรสกดัโดยน ำผลหม่อน
มำ 50 กรัมป่ันจนเป็นเนือ้เดียวกนัและสกดัด้วย 70% เอทำนอลเป็นเวลำ 4 ชัว่โมงท่ีอณุหภูมิห้อง
จำกนัน้กรองด้วยกระดำษกรองแล้วล้ำงด้วยเอทำนอล 50 มิลลิลิตร และสกดักำกท่ีเหลือซ ำ้อีก
ครัง้แล้วน ำสำรสกัดท่ีได้ทัง้หมดรวมกันแล้วผ่ำนกระบวนกำรระเหยภำยใต้สภำวะต ่ำกว่ำ
บรรยำกำศท่ีอณุหภูมิ 40 องศำเซลเซียสเพ่ือให้ได้สำรสกดัแห้ง กำรวิเครำะห์แอนโธไซยำนินโดย
ใช้ HPLC คอลมัน์ C18 ท่ีอณุหภูมิ 40 องศำเซลเซียสด้วยอตัรำกำรไหล 1 มิลลิลิตรตอ่นำทีท่ี
ควำมยำวคล่ืน 530 นำโนเมตร ซึ่งมีกำรเปล่ียนแปลงตวัท ำละลำย B 20%-80% (1.5% กรด
ฟอสฟอริก, 20% กรดอะซิติก, 25% อะซิโตไนไตรล์ละลำยในน ำ้) ในตวัท ำละลำย A คือ 1.5% 
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กรดฟอสฟอริกละลำยในน ำ้กำรวิเครำะห์พบแอนโธไซยำนินหลัก 2 ชนิดคือ ไซยำนิดิน-3-         
กลโูคไซด์ และไซยำนิดนิ-3-รูตโินไซด์ ดงัตำรำงท่ี 2.4 
 
ตารางท่ี 2.4 ปริมำณแอนโธไซยำนินในผลหม่อนสกดัด้วยเอทำนอล [Bae, S.H. และ Shu, H.J, 
2007] 
 
Mulberry fruit extract TA (µg/g) Cyanidin-3-glucoside (µg/g) Cyanidin-3-rutinoside (µg/g) 

M-1 1229.3±21.4d 847.1±11.2c 259.3±15.3d 
M-2 2057.3±18.5a 1364.9±10.4a 486.7±18.5a 
M-3 1599.3±21.0c 1091.6±19.6b 347.7±12.4c 
M-4 1664.1±11.9b 1077.3±11.2b 420.5±20.1b 
M-5 137.3±7.7e 93.2±7.4d 30.6±3.8e 

หมำยเหต ุ M-1: Pachungsipyung, M-2: Whazosipmunja, M-3: Suwonnosang, M-4: 
Jasan, M-5: Mocksang 

 
Qin, C. และคณะ (2010) ได้ใช้ HPLC-PAD ในกำรวิเครำะห์หำปริมำณแอนโธไซยำนิน

ในผลหม่อนสกดัสปีชีซ์ Morus alba L. สำยพนัธุ์ ท่ีปลกูในประเทศจีน กำรสกดัท ำโดยน ำหม่อน
สดท่ีป่ันละเอียดด้วยเคร่ืองป่ันมำ 100 กรัมผสมกับสำรสกัด 500 มิลลิลิตรเป็นสัดส่วน 1:5 
(น ำ้หนกัตอ่ปริมำตร) สำรสกดัประกอบด้วย 95% เอทำนอล ตอ่ 0.1% กรดไฮโดรคลอริค สดัส่วน
1:1 เก็บในท่ีมืดเป็นเวลำ 4 ชัว่โมง จำกนัน้น ำไปป่ันเหว่ียงท่ีควำมเร็ว 5000 รอบตอ่นำที อณุหภูมิ 
4 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 20 นำที แล้วแยกส่วนใสมำกรองด้วยกระดำษกรอง กำรวิเครำะห์หำ
ปริมำณแอนโธไซยำนินท ำได้โดยผ่ำนกระบวนกำรท ำให้บริสทุธ์ิและผ่ำนกำรไฮโดรไลซีสด้วยกรด
ก่อนมำวิเครำะห์ด้วย HPLC-PAD ท่ีคำ่กำรดดูกลืนแสง 520 นำโนเมตร ใช้คอลมัน์ C18 วฎัภำค
เคล่ือนท่ี (mobile phase) คือ A (0.1% กรดไตรฟลอูอโรอะซิติก (TFA) ในน ำ้ ), B (0.1% กรด
ไตร-ฟลอูอโรอะซิติกในอะซิโตไนไตรล์) กำรชะ (elution) เกิดท่ีเวลำ 0–60 นำที: 0 นำที, 10% B; 
0–2 นำที, 10% B; 2–35 นำที, 10–90% B; 35–40 นำที, 90–100% B; 40–60 นำที, 100% B. 
อตัรำกำรไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นำที พบแอนโธไซยำนินตำ่งกนั 4 ชนิด ท่ีเวลำ 9.6 นำทีพบพีคท่ี 1 
38% คือ ไซยำนิดนิ-3-กลโูคไซด์, เวลำ 9.9 นำทีพบพีคท่ี 2 60% คือ ไซยำนิดิน-3-รูติโนไซด์, พีคท่ี 
3 พบท่ีเวลำ 10.4 นำที ประมำณ 0.5% และพีคท่ี 4 พบเวลำ 10.7 นำที 1.5% คือ พีลำร์โกนิดิน-
3-กลูโคไซด์ และพีลำร์โกนิดิน-3-รูติโนไซด์ตำมล ำดบั ดงัรูปท่ี 2.4(a) จำกนัน้เม่ือน ำสำรสกัด
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หมอ่นท่ีผำ่นกระบวนกำรท ำให้บริสทุธ์ิมำไฮโดรไลซีสด้วยกรดแล้ววิเครำะห์ พบว่ำแอนโธไซยำนิน
ในหมอ่นสกดัจะเกิดอะไกลโคน 2 ชนิด คือ ไซยำนิดิน กบัพีลำร์โกนิดิน ดงัแสดงในพีคท่ี 5 และ 6 
ท่ีเวลำ 12.5 และ 13.9 นำทีตำมล ำดบัดงัรูปท่ี 2.4 (b) โดยแอนโธไซยำนินจำกพีคท่ี 1 กบั 2 เม่ือ
ถกูไฮโดรไลซีสจะได้เป็นพีคท่ี 5 และพีคท่ี 3 กบั 4 เม่ือถกูไฮโดรไลซีสจะได้เป็นพีคท่ี 6   
 

 
รูปท่ี 2.4 กรำฟ HPLC-PAD ท่ี 520 นำโนเมตร (a) สำรสกดัของผลหม่อนท่ีผ่ำนกระบวนกำรท ำ
ให้บริสุทธ์ิแล้ว (b) สำรสกดัของผลหม่อนท่ีผ่ำนกระบวนกำรท ำให้บริสทุธ์ิ หลงัจำกไฮโดรไลซีส
ด้วยกรด [Qin, C. และคณะ, 2010] 
 

มนต์วดี หุ่นเจริญ และศศิธร ตรงจิตภักดี (2553) ได้ตรวจสอบชนิด และปริมำณ        
แอนโธไซยำนินในผลหมอ่นแห้งสำยพนัธุ์ก ำแพงแสน-เอ็มบ-ี42-1 กำรสกดัท ำโดยใช้ผลหม่อนแห้ง 
น ำ้หนกั 1 กรัมสกดัด้วยสำรละลำยเมทำนอล 50% ท่ีมีส่วนผสมของกรดไฮโดรคลอริก 0.01% ท ำ
กำรสกัดซ ำ้ 2 ครัง้ กำรวิเครำะห์ชนิดแอนโธไซยำนินด้วยเทคนิค High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (Symmetry, 4.6mm.x250mm) (Water, 
Mailford, MA, USA) โดยมีวฎัภำคเคล่ือนท่ีเป็นน ำ้ปรำศจำกไอออนและอะซิโตไนไตรล์ท่ีมี
ส่วนผสมของ 0.1% กรดฟอสฟอริก ทัง้ 2 วฎัภำคเคล่ือนท่ี และใช้ UV diode-array detector 
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ตรวจวดัแอนโธไซยำนินท่ีควำมยำวคล่ืน 520 นำโนเมตร พบแอนโธไซยำนินหลกั 2 ชนิดคือ         
ไซยำนิดิน-3-กลูโคไซด์ และไซยำนิดิน-3-รูติโนไซด์โดยมีปริมำณแอนโธไซยำนินเท่ำกับ 
889.3±36.9 และ 827.4±31.3 มิลลิกรัมตอ่ 100 กรัมของหม่อนแห้งตำมล ำดบั นอกจำกนีย้งัหำ
ปริมำณแอนโธยำนินทัง้หมดด้วยวิธี pH-differential พบว่ำปริมำณแอนโธไซยำนินส์ทัง้หมด 
เท่ำกบั 1843.6±13.9 มิลลิกรัมของไซยำนิดิน-3-กลโูคไซด์ตอ่ 100 กรัมของหม่อนแห้งจำกกำร
ตรวจสอบชนิดและปริมำณแอนโธไซยำนินแสดงให้เห็นว่ำผลรวมของปริมำณแอนโธไซยำนินของ               
ไซยำนิดิน-3-กลูโคไซด์ และไซยำนิดิน-3-รูติโนไซด์จำกเทคนิค HPLC ใกล้เคียงกับปริมำณ    
แอนโธยำนินทัง้หมดท่ีตรวจสอบด้วยวิธี pH-differential   

 
รูปท่ี 2.5 กรำฟ HPLC ของผลหมอ่นสกดัสำยพนัธุ์ก ำแพงแสน-เอ็มบี-42-1 (ผลหม่อนท่ีสกุเต็มท่ี) 
ท่ี 520 นำโนเมตร [มนต์วดี หุน่เจริญ และศศธิร ตรงจิตภกัดี, 2553] 

 
 

2.4 ความคงตัวของแอนโธไซยานิน (Anthocyanin stability) [Castaneda-Ovando, A. และ
คณะ, 2009] 

แอนโธไซยำนิน เป็นสำรท่ีมีควำมคงตัวต ่ำและไม่ค่อยเสถียร เกิดกำรเส่ือมสลำย 
(degradation) ได้ง่ำย [Giusti และ Wrolstad, 2003] ควำมเส่ือมสลำยของแอนโธไซยำนินนัน้มี
สำเหตมุำจำกหลำยปัจจยั เช่น ควำมเป็นกรด-ดำ่ง อณุหภูมิในกำรเก็บ โครงสร้ำงทำงเคมี ควำม
เข้มข้น แสงออกซิเจน ตวัท ำละลำย และไอออนโลหะ  
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ตัวท าละลายและความเข้มข้นของแอนโธไซยานิน 
กำรใช้ตวัท ำละลำยในกำรสกดัแอนโธไซยำนินท่ีต่ำงกันมีผลท ำให้สีของแอนโธไซยำนิน

เกิดกำรเปล่ียนแปลงเน่ืองจำกกำรเกิดเกลือฟลำวิเลียม (flavylium salts) ในสำรละลำยมี
ธรรมชำติท่ีตำ่งกนั เช่น สำรละลำยอะซิโตไนไตรด์ เอทำนอล โพรพิลีนไกลคอล ไดโอเซน และ     
ทูบิวทำโนนเป็นต้น ท ำให้เกิดกำรเปล่ียนแปลงของสีซึ่งขึน้อยู่กับทัง้ตวัท ำละลำยท่ีใช้และควำม
เข้มข้นของเกลือฟลำวิเลียม ในตวัท ำละลำยโพรติกเป็นตวัท ำละลำยท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลหรือเอมีน 
ซึง่สีของเกลือฟลำวิเลียมแสดงเป็นสีแดง ในขณะท่ีในตวัท ำละลำยอโพรตกิจะแสดงเป็นสีเหลือง 

  
ค่าพีเอช 
แอนโธไซยำนินสำมำรถเกิดกำรเปล่ียนแปลงโครงสร้ำงทำงเคมีในสภำวะสำรละลำย

ตัวกลำงท่ีมีค่ำพีเอชต่ำงกัน ท่ีค่ำพีเอชเท่ำกับ 1 แอนโธไซยำนินจะมีโครงสร้ำงอยู่ในรูป           
ฟลำวิเลียมแคทไอออน (flavylium cation) มีสีแดงและสำมำรถเปล่ียนแปลงให้แอนโธไซยำนิน
เกิดเป็นสีม่วงและแดงได้ ท่ีค่ำพีเอชเท่ำกับ 2 ถึง 4 จะเกิดเป็นโครงสร้ำงของควินอยดอลบล ู
(quinoidal blue) มีสีฟ้ำและท่ีคำ่พีเอชเท่ำกบั 5 และ 6 โครงสร้ำงเปล่ียนไปเป็นคำร์บินอลซูโด-
เบส (carbinol pseudobase) และแคลโคน (chalcones) ตำมล ำดบั จะเกิดกำรเปล่ียนแปลงจน
ไม่ปรำกฎสีหรือจะแสดงกำรให้สีค่อนข้ำงน้อย และท่ีพีเอชเท่ำกบั 7 สำรแอนโธไซยำนินจะเกิด
กำรสลำยตวั จำกรูปท่ี 2.6 แสดงกำรเปล่ียนแปลงของแอนโธไซยำนินเม่ืออยู่ในสภำวะท่ีมีกำร
เปล่ียนแปลงค่ำพีเอชจึงสรุปได้ว่ำท่ีพีเอชระหว่ำง 4 กับ 6 จะเกิดสมดุลของควินอยดอล          
คำร์บนิอล ร่วมกบัฟลำวิเลียมแคทไอออน เม่ือพีเอชสงูขึน้จนอยู่ในสภำวะท่ีเป็นกรดอ่อนหรือเป็น
กลำง ปริมำณฟลำวิเลียมแคทไอออนจะเร่ิมลดลงและเม่ือสภำวะท่ีเป็นกรดมำกจะเกิดโครงสร้ำง
ท่ีเป็นฟลำวิเลียมแคทไอออนท่ีมีควำมคงตวัมำกสดุ ดงันัน้ท่ีพีเอชเท่ำกบั 1 เป็นสภำวะท่ีมีควำม
คงตวัสูงสุดซึ่งควำมคงตวัของแอนโธไซยำนิดินหรือเรียกว่ำ อะไกลโคน (aglycones) มีอิทธิพล
จำกหมูท่ี่มำแทนวงแหวน B และหมู่ไฮดรอกซิลกบัเมทรอกซิลท่ีมำเกำะกบัโมเลกลุท ำให้ควำมคง
ตวัของอะไกลโคนลดลงในสภำวะท่ีเป็นกลำง ดงันัน้ พีลำร์โกนิดินจึงเป็นแอนโธไซยำนินดินท่ีมี
ควำมคงตัวมำกท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกับอนุพันธ์ของอะไกลโคน โมโนไกลโคไซด์ และ               
ไดไกลโคไซด์ ลกัษณะท่ีเกิดขึน้นีเ้น่ืองจำกโมเลกลุของน ำ้ตำลสำมำรถช่วยลดกำรเส่ือมสลำยไป
เป็นสำรท่ีไมค่งตวัของทัง้กรดฟีนอลลิคและสำรประกอบอลัดีไฮด์ได้ปฎิกิริยำกำรเส่ือมสลำยในรูป
ท่ี 2.6 
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รูปท่ี 2.6 โครงสร้ำงของแอนโธไซยำนินท่ีเส่ือมสลำยจำกกำรเปล่ียนแปลงของคำ่พีเอช (A) ท่ี     
พีเอช 1 เกิดโครงสร้ำงฟลำวิเลียมแคทไอออนลกัษณะสีเป็นสีแดง, (B)-(D) พีเอช 2-4 เกิด
โครงสร้ำงควินอยดอลบลูลกัษณะเป็นสีฟ้ำ, (E)-(F) พีเอช 5-6 เกิดโครงสร้ำงคำร์บนิอล ซูโดเบส 
และแคลโคนลกัษณะเป็นสีอ่อนหรือไมมี่สี [Castaneda-Ovando, A. และคณะ, 2009] 

 
อุณหภูมิ 
มนต์วดี หุ่นเจริญ และศศิธร จันทนวรำงกูร (2551) ได้ศึกษำควำมคงตวัของแอนโธ-       

ไซยำนินตอ่กำรเปล่ียนแปลงอณุหภูมิในช่วง 70–90 องศำเซลเซียสและท่ีคำ่พีเอช 2.5-8.0 ในน ำ้  
ลกูหม่อน พบว่ำกำรเส่ือมสลำยของแอนโธไซยำนินเป็นไปตำมอตัรำกำรเกิดปฎิกิริยำอนัดบัหนึ่ง
เม่ือเทียบกบัอณุหภมูิโดยมีสมกำรคือ ln(Ct/C0) = -k X t เม่ืออณุหภมูิเพิ่มขึน้คำ่คงท่ีของอตัรำกำร
เกิดปฎิกิริยำอนัดบัท่ีหนึง่ของแอนโธไซยำนินในน ำ้ลกูหมอ่นมีคำ่สงูขึน้ มีผลท ำให้คำ่คร่ึงชีวิต (t1/2) 
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ลดลงและค่ำพีเอชท่ีมีผลต่อควำมคงตัวของแอนโธไซยำนิน พบว่ำเม่ือพีเอชมีค่ำเพิ่มขึน้          
แอนโธไซยำนินในน ำ้ลกูหมอ่นมีควำมคงตวัลดลง เกิดควำมคงตวัสงูสดุท่ีคำ่พีเอชเท่ำกบั 2.5 รอง
มำ 4.0, 6.0 และ 8.0 ตำมล ำดบั และได้เลือกน ำ้ลกูหม่อนท่ีสภำวะคำ่พีเอช 2.5 น ำไปให้ควำม
ร้อนท่ีอณุหภูมิ 70, 80, 90 องศำเซลเซียส พบว่ำแอนโธไซยำนินมีคำ่คร่ึงชีวิต (t1/2) เท่ำกบั 13.7, 
8.4 และ 4.6 ชัว่โมงตำมล ำดบั ดงัรูปท่ี 2.7 

 

 
รูปท่ี 2.7 กำรเส่ือมสลำยของมอนอเมอร์ริกแอนโธไซยำนินในน ำ้ลูกหม่อนท่ีอุณหภูมิต่ำงกัน         
(ท่ีพีเอช 2.5) [มนต์วดี และศศธิร, 2551] 

 
Aramwit, P. และคณะ (2010) ได้ศกึษำผลของอณุหภูมิ 40-70 องศำเซลเซียส และแสง

ฟลอูอเรสเซนท์ (220 V, 50 Hz และ0.37 A) ตอ่ควำมคงตวัของแอนโธไซยำนินในน ำ้ผลหม่อน    
สปีชีซ์ Morus alba L. สำยพนัธุ์เชียงใหม่ของผลหม่อน 3 สี คือ ม่วง ม่วงแดง และแดง พบว่ำผล
หมอ่นสีมว่งจะมีปริมำณแอนโธไซยำนิน กำรต้ำนอนมุลูอิสระ (IC50) และประสิทธิภำพในกำรต้ำน
เอนไซม์ไทรโรสิเนสสงูอยำ่งมีนยัส ำคญั เม่ือเทียบกบัผลหม่อนสีม่วงแดงและผลหม่อนสีแดง และ
พบว่ำสำรสกดัหม่อนท่ีเก็บอณุหภูมิ 70 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 10 ชัว่โมง มีปริมำณแอนโธไซ-
ยำนินและควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมลูอิสระ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) โดย
แสดงจำกคำ่ IC50 ลดลงอย่ำงมีนยัส ำคญั นอกจำกนีย้งัได้หำปริมำณน ำ้ตำล สำรเบตำแคโรทีน 
กรดแอสคอบิค และสีของผลหม่อนทัง้ 3 สี  นอกจำกรีส้ำรสกดัผลหม่อนท่ีได้รับแสงฟลูออเรส-
เซนท์ เป็นเวลำ 10 ชัว่โมง พบว่ำปริมำณแอนโธไซยำนินและกำรต้ำนอนมุลูอิสระ DPPH ลดลง
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อย่ำงมีนยัส ำคญั โดยท่ีสำรเบตำแคโรทีน กรดแอสคอบิค มีปริมำณท่ีลดลงด้วย แสดงให้เห็นว่ำ
ทัง้อณุหภมูิและแสงมีผลท ำให้ควำมคงตวัของสำรแอนโธไซยำนินลดต ่ำลงได้ 

 
รูปท่ี 2.8 ปริมำณแอนโธไซยำนินทัง้หมด (A) และคำ่ควำมเข้มข้นท่ีสำมำรถต้ำนอนุมูลอิสระ 
DPPH 50% (IC50, B) ของน ำ้ผลหม่อนสีม่วงหลังจำกเก็บไว้ในสภำวะท่ีอุณหภูมิต่ำงกัน 
[Aramwit, P. และคณะ, 2010] 
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2.5 สารต้านอนุมูลอิสระ 
 สำรประกอบท่ีสำมำรถถูกออกซิไดซ์ได้ง่ำยจะพบว่ำเป็นสำรแอนติออกซิแดนท์หรือสำร
ต้ำนอนุมูลอิสระหมำยถึงสำรท่ียับยัง้ปฎิกิริยำของอนุมูลอิสระและป้องกันไม่ให้เกิดกำรดึง
อิเล็กตรอนตัง้แต่ต ำแหน่งแรกโดยท ำหน้ำท่ีจับกับอนุมูลอิสระแล้วท ำให้อนุมูลอิสระหมด
ควำมสำมำรถท่ีไปท ำลำยหรือเปล่ียนแปลงส่วนประกอบของเซลล์ จำกงำนวิจยัมำกมำยพบว่ำ
องค์ประกอบแอนโธไซยำนินและสำรแอนติออกซิแดนท์จะสร้ำงกำรป้องกันให้ผกัและผลไม้ต่อ
กำรเส่ือม และกำรเรือ้รัง สำรท่ีมีสมบตัิเป็นสำร phytochemical จะแสดงควำมมีฤทธ์ิต้ำนอนมุลู
อิสระด้วยเชน่ สำรประกอบฟินอลลิค (ฟลำโวนอยด์) อนพุนัธ์คลอโรฟิล โทโคฟีนอล แคโรทีนอยด์ 
และกรดแอสคอร์บิค พบว่ำแอนโธไซยำนิดินและแอนโธไซยำนิน มีฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระสูงกว่ำ
วิตำมินซีและวิตำมินอี เน่ืองจำกสำรประกอบนีส้ำมำรถจบักบัอนมุลูอิสระโดยให้อิเล็กตรอนของ
อะตอมไฮโดรเจนท่ีเกำะอยู่กบัฟินอลลิค และพบว่ำปริมำณแอนโธซยำนินทัง้ในผลแบล็คเบอรร่ี 
รำสเบอรร่ี แดง รำสเบอรร่ีด ำ และสตรอเบอรร่ีมีปริมำณเพิ่มสงูขึน้โดยมีควำมสมัพนัธ์เป็นเส้นตรง
กบัฤทธ์ิต้ำนอนมุลูอิสระ [Castaneda-Ovando, A. และคณะ, 2009] 
 
2.6 ฤทธ์ิของแอนโธไซยานินต่อเซลล์ 

Kang, S.Y. และคณะ (2003) พบว่ำแอนโธไซยำนินจำก Tart cherry มีฤทธ์ิสำมำรถใน
กำรยบัยัง้เซลล์มะเร็งล ำไส้ได้ จำกผลกำรทดลองแอนโธไซยำนินและไซยำนิดินสำมำรถลดกำร
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งล ำไส้ชนิด HT 29 และ HCT 116 ได้ท่ีคำ่ IC50 ของแอนโธไซยำนิน
และไซยำนิดินเท่ำกบั 780 และ 63 ไมโครโมลลำร์ ส ำหรับกำรยบัยัง้เซลล์ HT 29  และ 285 กบั 
85    ไมโครโมลลำร์ส ำหรับกำรยบัยัง้เซลล์ HCT 116 

Shin, P.H. และคณะ (2005) ได้ศึกษำผลของแอนโธไซยำนินในรูปอนุพันธ์ของ           
อะไกลโคน 5 ชนิดไซยำนิดิน เดลฟินิดิน มลัวิดิน พีลำร์โกนิดิน และพีโอนิดินตอ่กำรต้ำนกำรเกิด
มะเร็งและอนพุนัธ์ไกลโคไซด์ 4 ชนิดคือ ไซยำนิดิน-3-กลโูคไซด์ มลัวิดิน-3-กลโูคไซด์ พีลำร์โกนิ-
ดิน-3-กลูโคไซด์และพีโอนิดิน-3-กลูโคไซด์ท่ีมีผลต่อเซลล์และกำรชักน ำให้เซลล์เกิดตำย 
(apoptosis) ในเซลล์ human gastric adenocarcinoma AGS พบว่ำมลัวิดินควำมเช้มข้น 100 
และ 200 ไมโครโมลลำร์มีผลท ำให้กำรแสดงออกของสญัญำณกำรตำย คือ p38 kinase สงูขึน้
และสำมำรถยบัยัง้ ERK activity ซึง่เป็นกิจกรรมในกำรแบง่เซลล์มะเร็ง 

Netzel, M. และคณะ (2007) ได้ศกึษำประสิทธิภำพของกำรต้ำนกำรเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งและเมตำบอลิซึมของแอนโธไซยำนินในแครอทด ำจำกกำรทดลอง พบว่ำแอนโธไซ-
ยำนินท่ีสกัดได้จำกแครอทด ำมีควำมสำมำรถในกำรต้ำนกำรเจริญเติบโตของเซลล์ HT-29 
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colorectal adenocarcinoma ท่ีควำมเข้มข้น 0.5-1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและเซลล์ HT-60 
promyelocytic leukaemia ท่ีควำมเข้มข้น 0.5-2.0  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและกำรศึกษำใน          
เมตำบอลิซึมของแอนโธไซยำนินโดยแอนโธไซยำนินจะมีโครงสร้ำงสองแบบคือ acylated และ 
nonacylated ซึ่งโครงสร้ำงแบบ acylated จะมีควำมคงตวัมำกกว่ำ nonacylated จึงท ำให้
โครงสร้ำงท่ีเป็น nonacylated มีกำรน ำกลับมำกับปัสสำวะของคนมำกกว่ำโครงสร้ำงท่ีเป็น 
acylated ถึง 8 เทำ่  
 
2.7 เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูก (bone marrow-derived mesenchymal stem cell, MSC) 

Mesenchymal stem cells คือ เซลล์ต้นก ำเนิดจำกเนือ้เย่ือชัน้กลำง (mesoderm) ซึ่ง
สำมำรถสกัดแยกออกมำจำกไขกระดกู (bone marrow) เนือ้เย่ือไขมนั (adipose tissue) และ
เลือดสำยสะดือ (cord blood) เป็นต้น สำมำรถแบ่งตวัเพิ่มจ ำนวนเซลล์มำกและสำมำรถ
เปล่ียนแปลง(differiation) เป็นเซลล์สำยพนัธุ์ต่ำงๆ ของเนือ้เย่ือเก่ียวพนัดงัรูปท่ี 2.9 เช่น เซลล์
กระดกู (osteoblast) เซลล์กระดูกอ่อน (chondrocyte) เซลล์ไขมนั (adipocyte) และเซลล์
กล้ำมเนือ้ (myocyte) [Grigoriadis, M.L และคณะ, 1988] และเจริญพฒันำเป็นเนือ้เย่ือชนิด
ตำ่งๆ เม่ือได้รับสิ่งกระตุ้นท่ีเหมำะสมได้เช่น กระดกู (bone) กระดกูอ่อน (cartilage) กล้ำมเนือ้ 
(muscle) เอ็น (ligament) และไขมนั (adipose) เน่ืองจำกเซลล์ MSC ถกูน ำมำเพำะเลีย้งเพิ่ม
จ ำนวนได้ง่ำยในหลอดทดลอง จึงนิยมน ำมำใช้ในกำรท ำวิศวกรรมเนือ้เย่ือโดยเฉพำะวิศวกรรม
เนือ้เย่ือของกระดกูและกล้ำมเนือ้ ในปี 1995 Lennon และคณะ แยก MSC จำกไขกระดกู Fisher 
F-344 rat อำย ุ 2-4 เดือน [Lennon, D.P. และคณะ, 1995] เซลล์ MSC เม่ือน ำมำเลีย้งในจำน
เลีย้งเซลล์ เซลล์ยึดเกำะบนจำนเลีย้งเซลล์และเร่ิมเจริญเติบโตรวมกันเป็นกลุ่มหรือเรียกว่ำ  
fibroblastic-like cell cluster (fibroblast colony forming units: CFU-F) กำรควบคมุให้ MSC 
เปล่ียนแปลงรูปร่ำงเป็นเนือ้เย่ือชนิดตำ่งๆ สำมำรถท ำได้โดยกำรเติมสำรอำหำรตำ่งๆ เช่น growth 
factor หรืออำหำรเลีย้งเซลล์ท่ีมีกำรเหน่ียวน ำให้เกิดกำรเปล่ียนแปลงรูปร่ำง ของ MSC เป็น
เนือ้เย่ือชนิดตำ่งๆ มีรำยงำนกำรวิจยัว่ำอำหำรเลีย้งเซลล์ท่ีมีองค์ประกอบของสำรจ ำพวก osteo-
inductive agents เช่น β-glycerophosphate, L-Ascobic acid, calcium hexose 
monophosphate และ dexamethasone [Kim, H.J. และคณะ, 2005] มีผลดีตอ่กำรเกิดกระดกู 
และกิจกรรมของ ALP เกิดขึน้สงูสดุในช่วงสองสปัดำห์แรก ของกำรเปล่ียนไปเป็นเซลล์กระดกู 
[Kim, H.J. และคณะ, 2005]  แตส่ ำหรับ dexamethasone เป็นสำรกลุ่ม glucocorticoid ชนิด
หนึ่งสำมำรถกระตุ้นหรือยบัยัง้กำรเกิด osteogenic differentiation ได้โดยขึน้อยู่กบัควำมเข้มข้น
ท่ีใช้ ถ้ำใช้ควำมเข้มข้นสงูจะเกิดกำรยบัยัง้ osteogenic differentiation แตท่ ำให้เกิด adipogenic 
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differentiation ในขณะมีใช้ควำมเข้มข้นต ่ำจะกระตุ้นให้เกิด osteogenic differentiation 
[Nichoas, D.E. และคณะ, 2006] นอกจำกนีก้ำรดดัแปลงหรือปรับปรุงโครงเลีย้งเซลล์ให้มีสมบตัิ
เหมำะสมกบั MSC เช่น สมบตัิทำงเคมีของพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ ซึ่งสำมำรถควบคมุพฤติกรรม
ของเซลล์ กำรยึดเกำะ รูปร่ำงและกำรเปล่ียนแปลงหน้ำท่ีเป็นเซลล์ชนิดอ่ืนๆ โดยพืน้ผิวของโครง
เลีย้งเซลล์ควรประกอบด้วยหมู่ methyl (-CH3), hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH), amino (-

NH2) และ silane (-SH) ซึ่งหมู่เหล่ำนีพ้บในระบบชีวภำพ ช่วยสำมำรถกระตุ้ นให้  MSC 

เปล่ียนแปลงเป็นเซลล์กระดกูอ่ อน (osteoblasts) นอกจำกนีห้มู่ -OH และ -COOH ช่วยให้  
MSC เปล่ียนแปลงเป็น chondrocytes [Curran และคณะ 2006]   

 
 

 
 
รูปท่ี 2.9 ควำมสำมำรถของเซลล์ต้นก ำเนิดไขกระดกูเกิดกำรเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ชนิดตำ่งๆ 
[www.nature.com/nrrheum/journal] 
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กำรเจริญเติบโตของเซลล์ต้นก ำเนิดสำมำรถแบ่งได้เป็น 3 ขัน้ตอน คือขัน้ตอนแรกกำร
เพิ่มจ ำนวน (proliferation) เป็นขัน้ตอนของเซลล์เกิดกำรแบง่ตวัและขยำยจ ำนวนอยู่ในระยะเวลำ
ประมำณ 6 วนั ในช่วงนีจ้ะมีกำรแสดงออกของยีน histone, fibronectin, collagen cFos/cJun, 
TGFB1 และ osteopontin ขัน้ตอนท่ีสอง matrix Maturation เซลล์จะเร่ิมหยดุกำรแบง่ตวัท ำให้มี
อตัรำกำรเจริญเติบโตลดลงและเร่ิมสร้ำง extracellular matrix (ECM) เกิดขึน้ภำยใน 12 วนั โดย
จะเกิดกำรแสดงออกของเอนไซม์ alkaline phosphatase, Bone sialprotein, collagen, 
Fra2/JunB ซึ่งในขัน้ตอนนีเ้ซลล์เกิดเปล่ียนแปลงเซลล์ (differentiation) และขัน้ตอนสุด ท้ำย
เซลล์เร่ิมสร้ำงแร่ธำต ุ(mineralixzation) เช่น ถ้ำเซลล์เกิดกำรเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูจะเร่ิม
สร้ำงแคลเซียมขึน้มำในขัน้ตอนนีใ้น 20 วัน กำรแสดงออกของยีนในขัน้ตอนสุดท้ำยนีไ้ด้แก่ 
osteocalcin, osteopontin และ collagenase ในกำรเจริญพฒันำมำเป็นขัน้ตอนสดุท้ำยนีเ้ซลล์
จะเกิดกำรตำย (apoptosis) เพ่ือเตรียมกำรสร้ำงแร่แคลเซียมใน matrix ขึน้ ดงัแสดงรูปท่ี 2.10 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.10 ขัน้ตอนกำรเปล่ียนแปลงของเซลล์ต้นก ำเนิดไขกระดกูในระดบัห้องปฎิบตัิกำร (a) กำร
ย้อมสีด้วย toluidine blue (ซ้ำย), alkaline phosphatase (กลำง), von Kossa silver (ขวำ) (b) 
ปริมำณของสำรส ำคญัและยีนท่ีเกิดขึน้ในขัน้ตอนตำ่งๆ [Lian, J.B. และ Stein, G.S., 2001] 

b) 

a) 
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กำรเจริญเติบโตของเซลล์ต้นก ำเนิดจำกไขกระดกูหนูพันธุ์วิสต้ำ พบว่ำเซลล์ต้นก ำเนิด 
MSC ท่ีแยกจำกไขกระดกูหนพูนัธุ์วิสต้ำนัน้ใน passage ท่ี 2 และ 3 มีอตัรำกำรแบง่ตวั 0.038 รุ่น
ต่อชั่วโมง เวลำในกำรแบ่งตัวเป็นทวีคูณเป็น 25.99 และ 26.33 ชั่วโมงตำมล ำดบั ณัฐพล         
วชิรโรจน์(2552) ได้แสดงจลศำสตร์ของกำรเจริญเตบิโตดงัรูปท่ี 2.11  
 

รูปท่ี 2.11 จลศำสตร์ของกำรเจริญเติบโตของเซลล์ต้นก ำเนิดจำกไขกระดูกหนูพันธุ์ วิสต้ำ

(Mesenchymal Stem Cells, MSC) passage ท่ี 2 และ 3  ด้วยอำหำรเลีย้งเซลล์ α-MEM,    
15% FBS ท่ีสภำวะอณุหภูมิ 37 องศำเซลเซียส, 5% CO2 บนจำนเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนพืน้ท่ี 
2.8x104 มม2. กรำฟแสดง a คือ lag phase, b คือ exponential phase และ c คือ stationary 
phase [ณฐัพล วชิรโรจน์, 2552] 
 

นอกจำกนัน้ได้มีกำรศึกษำกำรเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดูกของเซลล์ MSC บนจำน
เพำะเลีย้งพอลิสไตรีนโดยมีกำรเปรียบเทียบเลีย้งในอำหำรปกติ (Normal Medium, NM) และ
อำหำรท่ีชกัน ำให้เกิดกำรเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู (Osteogenic Medium, OM) ใน 
passage 2 และ 3 พบวำ่เซลล์ท่ีเลีย้งใน OM เหน่ียวกิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase 
(ALP) มำกกว่ำเซลล์เลีย้งใน NM ทกุช่วงเวลำ แตเ่ซลล์ท่ีเลีย้งใน NM จะมีกำรเจริญเติบโตของ
เซลล์ได้ดีกว่ำใน OM ซึ่งเอนไซม์ ALP ท่ีเซลล์สร้ำงขึน้ได้แสดงสญัญำณกำรเปล่ียนเป็นกระดกูท่ี
เกิดขึน้ในชว่งแรก 
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2.8 การใช้สารกระตุ้นในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก 

Kim, Y.J. และคณะ (2006) รำยงำนวิจยัว่ำ สำร quercetin (รูปท่ี 2.12) ซึ่งเป็นสำรใน
กลุ่ม ฟลำวำนอยด์ ซึ่งสำรต้ำนอนมุลูอิสระชนิดหนึ่งมีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้กำรเจริญเติบโต และช่วย
ให้กำรเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ human Mesencrymal Stem Cells (hMSC) 
โดยเกิดกำรสร้ำงแคลเซียมสะสมท่ีสูงสดุของกำรทดสอบด้วย quercetin ควำมเข้มข้น 5 ไมโคร 
โมลำร์ ตรวจสอบด้วยกำรย้อมสี Alizarin red S มีปริมำณกำรสะสมแคลเซียมมำกกว่ำกำร
ทดสอบด้วยสำร chrysin และ kaempferol เป็นสำรในกลุ่มฟลำวำนอยด์เช่นกัน นอกจำกนีย้งั
ตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน BMP2, alkaline phosphatase, Runx2, osteopontin พบว่ำ
หลงัจำก 3 วนั มีกำรแสดงออกของยีนดงักล่ำวสงูขึน้และเม่ือทดสอบตอ่เน่ืองหลงัจำก 6 วนั กำร
แสดงออกของยีน alkaline phosphatase เกิดขึน้ แสดงให้เห็นว่ำกำรใช้สำร quercetin มีส่วน
ชว่ยกระตุ้นเซลล์ให้เกิดกำรเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์กระดกูได้ 

   
 

รูปที่ 2.12 โครงสร้ำงของ quercetin [http://en.wikipedia.org/wiki /File:Quercetin.png] 
 

 Ito, S. และคณะ (2007) ได้ศึกษำกำรกระตุ้นของเซลล์ต้นก ำเนิด ROB-C26 
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู โดยใช้สำร dexamethasone (รูปท่ี 2.13) ซึ่งเป็นสำรในกลุ่ม 
glucocorticoids พบว่ำ dexamethasone สำมำรถกระตุ้นกำรเปล่ียนแปลงเซลล์กระดกูได้ แบบ 
dose dependent และ time dependent ใช้เทคนิค RT-PCR ในกำรตรวจสอบกำรแสดงออกของ
ยีนในกำรเกิด osteogenic differentiation คือ Runx2, Dlx5, BSP และ OC โดยพบว่ำ 
dexamethasone ควำมเข้มข้น 10-7 โมลลำร์ มีผลตอ่กำรแสดงออกของยีนสงูสดุ นอกจำกนีย้งัได้
มีกำรย้อมสีเซลล์หำปริมำณกำรสร้ำงกิจกรรมของเอนไซม์ ALP พบว่ำเซลล์ท่ีเลีย้งในในอำหำร
เลีย้งเซลล์ท่ีมีสำร dexamethasone สำมำรถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ ALP ได้เม่ือเปรียบเทียบ
กบักำรทดสอบท่ีไมไ่ด้เตมิ dexamethasone 

http://en.wikipedia.org/wiki%20/File:Quercetin.png
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      รูปท่ี 2.13 โครงสร้ำงของ dexamethasone [http://en.wikipedia.org/wiki/File:    
        Dexamethasone_structure.svg] 
 
 Choi, K.M. และคณะ (2008) ได้ศึกษำผลของกรดแอสคอร์บิค หรือ L-ascorbate-2-
phosphate (Asc-2-P) (รูปท่ี 2.14) ต่อกำรเจริญเติบโตและกำรเปล่ียนของเซลล์ต้นก ำเนิด       
ไขกระดกู ท่ีควำมเข้มข้น 0-500 ไมโครโมลลำร์ พบว่ำกำรเจริญเติบโตของเซลล์ MSCs สงูขึน้
อยำ่งมีนยัส ำคญัเม่ือควำมเข้มข้น Asc-2-P ในอำหำรเลีย้งเซลล์เพิ่มขึน้ โดยเฉพำะท่ีควำมเข้มข้น
ของ Asc-2-P 250 ไมโครโมลลำร์จะท ำให้เซลล์มีกำรเจริญเติบโตสูงสุด ในขณะท่ีควำมเข้มข้น 
500 ไมโครโมลลำร์มีผลยบัยัง้กำรเจริญเติบโตของเซลล์ แตส่ ำหรับกำรศกึษำกำรเปล่ียนแปลงไป
เป็นเซลล์กระดกูโดยมีกำรเพำะเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลำ 21 วนั น ำมำวิเครำะห์กำรย้อมสีของ
แคลเซียมสะสมท่ีเซลล์สร้ำงขึน้ด้วยเทคนิคกำรย้อมสี Von Kossa พบว่ำกำรทดสอบเซลล์ด้วย
อำหำรท่ีมี Asc-2-P ควำมเข้มข้นมำกกว่ำ 50 ไมโครโมลลำร์ท ำให้ปริมำณกำรสะสมแคลเซียม
สูงขึน้เม่ือเทียบกับตวัควบคุมนอกจำกนีย้ังได้มีกำรวิเครำะห์ปริมำณกำรสร้ำงคอลลำเจนและ 
GAG ซึง่เป็นองค์ประกอบหลกัในกำรสร้ำง ECM ในกำรเจริญเติบโตและกำรเปล่ียนแปลงไปเป็น
กระดกูของเซลล์ โดยท่ีควำมเข้มข้น 5 ไมโครโมลลำร์มีผลท ำให้ปริมำณกำรสร้ำงคอลลำเจนตอ่
เซลล์สงูอย่ำงมีนยัส ำคญัและ GAG ไม่แตกตำ่งกบัตวัควบคมุซึ่งถ้ำใช้ควำมเข้มข้นสงูกว่ำนีมี้ผล
ท ำให้กำรสร้ำง GAG ลดลงได้ ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำระดบักำรเลือกใช้ควำมเข้มข้นของ Asc-2-P 
ส ำคญัตอ่กำรสร้ำงคอลลำเจนและ GAG ให้มีปริมำณสงูได้ 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20Dexamethasone_structure.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20Dexamethasone_structure.svg
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รูปท่ี 2.14 โครงสร้ำงของ L-ascorbate-2-phosphate [http://www.chemspider.com/ 
Chemical-Structure.21613248.html] 
 
 Zhang, P. และคณะ (2009) ได้ศึกษำผลของสำร naringin (รูปท่ี 2.15) ต่อกำร
เจริญเติบโตและกำรเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ human bone mesencrymal stem 
cell (hBMSCs) พบว่ำสำร naringin มีฤทธ์ิในกำรกระตุ้นกำรเจริญเติบโตของเซลล์ hBMSCs ท่ี
ควำมเข้มข้น 1,10 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ท่ีควำมเข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรมีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้กำรเจริญเติบโตของเซลล์ หลงัจำกกำรเลีย้งเป็นเวลำ 7 วนั เซลล์ท่ี
ทดสอบด้วย naringin ควำมเข้มข้น 1, 10 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร พบว่ำปริมำณ ALP 
activity สงูขึน้แบบ dose dependent ตรวจสอบด้วยกำรย้อมสี ALP และยงัได้มีกำรตรำจสอบ
กำรแสดงออกของยีน ALP, osteocalcin, collagen I และ osteopontin ได้ด้วยเทคนิค RT-PCR 
พบวำ่มีกำรแสดงออกของยีนสงูขึน้เม่ือเทียบกบัตวัควบคมุ และเม่ือท ำกำรเลีย้งตอ่เน่ืองจนถึง 28 
วนั เซลล์มีกำรสร้ำงแคลเซียมสะสมเพิ่มสงูขึน้ซึ่งสำมำรถตรวจสอบได้ด้วยเทคนิคกำรย้อมสี Von 
Kossa โดยเฉพำะกำรทดสอบด้วยควำมเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร มีปริมำณแคลเซียม
สงูมำกอยำ่งมีนยัส ำคญั  
 

 
 

รูปท่ี 2.15 โครงสร้ำงของ naringin [http://en.wikipedia.org/wiki/File:Naringin.png] 
 

http://www.chemspider.com/%20Chemical-Structure.21613248.html
http://www.chemspider.com/%20Chemical-Structure.21613248.html
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Naringin.png
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Zhang, J.F. และคณะ (2010) สกัดสำรฟลำโวนอยด์ท่ีได้จำก สมุนไพรจีน Herba 
Epimedii  มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้กำรเจริญเติบโตแบบ dose dependent ด้วยกำรทดสอบควำมมี
ชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay และสำมำรถช่วยสนบัสนุนกำรเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดูกของเซลล์ hMSC ในกำรเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลำ 20 วัน พบว่ำท่ีควำมเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร มีฤทธ์ิกระตุ้นให้เซลล์สร้ำงแคลเซียมได้ วิเครำะห์โดยกำรย้อมสี Alizarin 
red S และมีผลให้ ALP activity สงูสดุในวนัท่ี 12 และสงูกว่ำอย่ำงมีนยัส ำคญัเม่ือเทียบกบักำร
เลีย้งใน osteogenic medium และปริมำณกำรแสดงออกของยีน mRNA ของ  OPN และ OCN 
สงูขึน้ แสดงถึงกำรเกิด osteogenic differentiation และ นอกจำกนีก้ำรแสดงออกของโปรตีน 

BMP-2, BMP-4, Runx2, β-catenin และ cyclinD1 ซึ่งเป็นตวับง่บอกในกำรเปล่ียนแปลงไปเป็น
เซลล์กระดกูมีปริมำณสงูขึน้ด้วยเชน่กนั 

 
2.9 อัลจิเนต (Alginate) 
 อัลจิเนตเป็นสำรประเภทพอลิแซ็กคำไรด์ (polysaccharide) ท่ีสกัดได้จำกสำหร่ำย        
สีน ำ้ตำล (brown algae) มีโครงสร้ำงเป็น glycuronoglycan สำยยำวเป็นพอลิเมอร์สำยตรง
ประกอบด้วยมอนอเมอร์ 2 ชนิดดงัรูปท่ี 2.16 คือ D-mannuronic acid (M-blocks) และ              
L-gluronic acid (G-blocks) ซึ่งเป็น C-5 epimer มีโครงสร้ำงคล้ำยกนัแตกตำ่งกนัตรงต ำแหน่ง
ของหมู่คำร์บอกซิลซึ่งส่งผลให้โครงสร้ำงแบบ block มีควำมแตกต่ำงกันมำกพอลิเมอร์ของ        
อลัจิเนตเกิดกำรเช่ือมตอ่ของมอนอเมอร์ด้วยพนัธะไกลโคซิติก (1,4) ท่ีคำร์บอนต ำแหน่งท่ี 1 ของ
โมเลกลุหนึง่กบัคำร์บอนต ำแหนง่ท่ี 4 ของอีกโมเลกลุหนึ่งซึ่งท ำให้เกิดสำยพอลิเมอร์ได้ 3 ชนิด ดงั
รูปท่ี  2.17 

1. M blocks ประกอบด้วย D-mannuronic acid เพียงอย่ำงเดียวซึ่งเกิดจำก 
equatorial group ทัง้ C1 และ C4 ท ำให้สำยพอลิเมอร์มีลกัษณะเป็นเส้นตรงคล้ำย
ริบบิน้ 

2. G blocks ประกอบด้วย L-gluronic acid เพียงอย่ำงเดียวซึ่งเกิดจำก axial group 
ทัง้ C1 และ C4 ท ำให้สำยพอลิเมอร์มีลกัษณะคดไปมำเหมือนฟันเล่ือย ลกัษณะ
เชน่นีมี้ควำมส ำคญัตอ่กำรเกิดเจล 

3. MG blocks ประกอบด้วย D-mannuronic acid และ L-gluronic acid 
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รูปท่ี 2.16 (a) มอนอเมอร์ M และ G ของอลัจิเนต (b) โครงสร้ำงของอลัจิเนต (c) ตวัอย่ำงล ำดบั
กำรจดัเรียงของมอนอเมอร์ในสำยโซ่อลัจิเนต [Thu, B. และคณะ, 1996] [Draget, K.I. และ
Taylor, C., 2011] 

รูปท่ี 2.17 ชนิดของ block ในอลัจิเนตรูปบน: G-blocks รูปกลำง: M-block รูปลำ่ง: MG-blocks 
[Imeson, A., 1992] 
 

(a) 

(b) 

(c) 
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ปริมำณและกำรกระจำยตวัของแต่ละมอนอเมอร์ขึน้กับชนิดพนัธุ์ ชัน้ และอำยุของ
สำหร่ำยจำกกำรแยกมำเป็นอลัจิเนต [Jeanie, L. และคณะ, 2004] องค์ประกอบและกำรจดัเรียง
ตวัของ D-mannuronic acid และ L-gluronic acid ในสำยพอลิเมอร์มีผลตอ่ลกัษณะและสมบตัิ
ของ อลัจิเนตเช่น ควำมพรุน กำรบวมน ำ้ ควำมคงตวั และควำมแข็งแรงของเจล [Thu, B. และ
คณะ,1996] สมบตัิทำงกำยภำพของอลัจิเนตขึน้อยู่กบัควำมสมัพนัธ์ของพอลิเมอร์ทัง้ 3 ชนิดคือ 
ในกำรเกิดเจลถ้ำมี G-blocks มำกจะท ำให้มีควำมแข็งแรงของเจลสงู เจลท่ีได้มีควำมแข็ง ไม่มี
ควำมยืดหยุ่น มีควำมคงทนต่อควำมร้อนได้ดี แต่เกิดกำรสูญเสียน ำ้ง่ำย จึงไม่เหมำะกบังำนแช่
แข็งผลิตภัณฑ์ ขณะท่ีอัลจิเนตท่ีมี M-blocks จะให้เจลท่ีมีควำมอ่อนนุ่ม มีควำมยืดหยุ่น ไม่ทน
ควำมร้อน เหมำะกบัผลิตภัณฑ์แช่แข็งเพรำะทนตอ่กำร freeze thaw ได้ดี [สำยสนม ประดิษฐ์
ดวง, 2530] ส่วนอลัจิเนตท่ีละลำยน ำ้ได้ดีจะมีปริมำณ MG blocks มำก กำรน ำอลัจิเนตไปใช้ใน
อตุสำหกรรมนัน้ต้องพิจำรณำคณุสมบตัิของอลัจิเนตและองค์ประกอบของกรดยโูรนิก จำกกำรท่ี
อตัรำส่วนของกรดสองชนิดนีมี้ควำมสมัพนัธ์กบัโครงสร้ำงของสำหร่ำยนัน้จะพบ G-blocks มำก
ในบริเวณท่ีสำหร่ำยต้องกำรควำมแข็งแรง ได้แก่ ส่วนคล้ำยล ำต้น และพบ M-blocks มำกบริเวณ
ท่ีสำหร่ำยต้องกำรควำมยืดหยุ่น ได้แก่ สว่นท่ีคล้ำยใบ [Annison. G.N. และคณะ, 1983] 

อลัจิเนตมีสมบตัิสำมำรถละลำยน ำ้ได้ เข้ำกนัได้ทำงชีวภำพ ไม่เป็นพิษ ไม่ก่อให้เกิดกำร
แพ้ และสำมำรถย่อยสลำยได้ทำงชีวภำพจึงถูกน ำไปประยุกต์ใช้ส ำหรับงำนด้ำนวสัดชีุวภำพ 
(biomaterial) ในงำนวิจยัท่ีหลำกหลำยได้แก่ ใช้เป็นวสัดตุรึงเซลล์ ( cell immobilization) ระบบ
น ำส่งยำ (drug delivery) ระบบควบคมุกำรปลดปล่อยสำรส ำคญั (coltrolled release) กำรตรึง
พวกจลุินทรีย์ (immobilization of micro-organism) อตุสำหกรรมอำหำร [Ji และคณะ, 2011] 
และงำนด้ำนวิศวกรรมเนือ้เย่ือ (tissue engineering) กล้ำมเนือ้ลำยหรือน ำไปใช้เป็นโครงเลีย้ง
เซลล์ส ำหรับ ข้อตอ่ กระดกู กล้ำมเนือ้กระดกู ซึ่งข้อมลูทำงด้ำนสมบตัิเชิงกลของอลัจิเนตในด้ำน
แรงกดและแรงเฉือนคำ่ควำมเค้นแรงกดของไฮโดรเจลมีช่วงระหว่ำงน้อยกว่ำ 1 กิโลปำสคำล ถึง 
มำกกว่ำ 1000 กิโลปำสคำล คำ่โมดลูสัของแรงเฉือนมีคำ่ในช่วง 0.02 – 40 กิโลปำสคำล ในทำง
กำรค้ำสำมำรถแบง่อลัจิเนตได้เป็น 3 เกรด คือ ควำมหนืดสูง ควำมหนืดปำนกลำง และควำม
หนืดต ่ำ ดงัตำรำงท่ี 2.5 ซึ่งอลัจิเนตเกรดควำมหนืดสูงควำมเข้มข้นร้อยละ 1 จะมีควำมหนืด
เท่ำกับ 170 เซนติพอยด์, ควำมหนืดปำนกลำงควำมเข้มข้นร้อยละ 5 มีควำมหนืด 230 เซนติ
พอยด์ และควำมหนืดต ่ำควำมเข้มข้นร้อยละ 5 มีควำมหนืด 138 เซนติพอยด์ [Toti, U.S. และ
Aminabhavi, T.M., 2004] กำรสกดัอลัจิเนตโดยมำกสกดัได้จำกสำหร่ำยสีน ำ้ตำลจะมีปริมำณ 
guronic acid สงูส่งผลตอ่คณุสมบตัิเชิงกลของอลัจิเนตเจล แตส่ำมำรถแยกอลัจิเนตท่ีมีปริมำณ  
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mannuronic acid สงูได้ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ได้จำกกำรสกดัมำจำกแบคทีเรีย [Draget, K.I. และ
Taylor, C., 2011]  ซึ่งสมบตัิเชิงกลนีจ้ะมีผลต่อคุณสมบตัิของพอลิเมอร์ เช่น กำรเช่ือมขวำง 
สภำพแวดล้อมกำรเจล และสภำพแวดล้อมของกำรเก็บ [Jeanie, L. และคณะ, 2004] 

 
ตารางที่ 2.5 สมบตัิเฉพำะของโซเดียมอลัจิเนตจำกบริษัท Sigma ท่ีสกดัจำกสำหร่ำยสีน ำ้ตำล 
Macrocystis pyrifera [Sigma Chemical Co., 1998] 

ตวัอยำ่ง M/G ratio น ำ้หนกัโมเลกลุเฉล่ีย 

โซเดียมอลัจิเนตควำมหนืดต ่ำ (A2158) 1.56 1.2-8.0x104 
โซเดียมอลัจิเนตควำมหนืดปำนกลำง (A2033) 1.56 0.8-1.2x105 
โซเดียมอลัจิเนตควำมหนืดสงู(A7128) 1.56 1.2-1.9x105 

 
 

การเกิดเจลของอัลจิเนต 
อลัจิเนตสำมำรถเกิดกำรเปล่ียนโครงสร้ำงให้อยู่ในรูปของไฮโดรเจลโดยกำรสร้ำงพนัธะ    

อิออนนิคแบบไม่ถำวรเพ่ือเช่ือมขวำง (crosslink) อัลจิเนตกับไอออนประจุบวกสอง (divalent 
cations) เช่น Ca 2+, Cd2+, Cu2+, Ba2+, Ni2+, Co2+, Fe2+, Zn2+ และ Mn2+ [Mofidi, N. และคณะ,  
2000] ประจุบวกสองต่ำงชนิดกันจะมีผลต่อกำรเกิดเจลของอัลจิเนตได้ต่ำงกัน อย่ำงไรก็ตำม  
Mg2+  ไม่ท ำให้เกิดเจล ซึ่งได้มีกำรรำยงำนว่ำชนิดของไอออนประจบุวกสองท่ีน ำมำใช้คือ Ba2+ 
และCa 2+ [Yoo, I.K. และคณะ,1996] โดยท่ีไอออนชนิดอ่ืนท่ีไม่น ำมำใช้เพรำะมีควำมเป็นพิษ
เน่ืองจำกเป็นไอออนของโลหะหนกั กำรเกิดเจลของอลัจิเนตพอลิเมอร์ส่วนใหญ่จะท ำได้โดยกำร
แลกเปล่ียนไอออนกบัโซเดียมไอออนจำก G-blocks กบัไอออนประจบุวกสองกำรเรียงตวัเป็นชัน้ๆ 
อยำ่งเป็นระเบียบของ G-blocks ท ำให้เกิดลกัษณะโครงสร้ำงแบบกล่องไข่ (egg-box model) ดงั
รูปท่ี 2.18  ขนำดรูพรุนและคุณสมบัติทำงกลของเจลขึน้อยู่กับควำมแข็งแรงของสำยโซ่และ
ปริมำณของ G-blocks ในอลัจิเนตและไอออนประจบุวกหนึ่ง (monovalent cations) บำงชนิด 
เช่น Na+ จะช่วยให้สำรละลำยอลัจิเนตเกิดควำมหนืดแต่ไม่ท ำให้เกิดไอออนเจล อัลจิเนตท่ีไป
เช่ือมต่อกับไอออนประจุบวกสองมีผลช่วยให้เจล (ควำมยืดหยุ่นของร่ำงแห่ในเทอมของค่ำ
มอดลูสัของยงั) โดยมีล ำดบัควำมแข็งแรงของกำรเกิดเจลดงันี ้  Cd2+> Ba2+> Cu2+> Ca2+ 
>Ni2+> Co2+> Mn2+ และอลัจิเนตสำมำรถเกิดเป็นเจลกรด (acid gel) ท่ีพีเอชต ่ำกว่ำคำ่ pKa 
ของ guronic acid ได้ควำมคงตวัเกิดจำกระหว่ำงโมเลกุลของพนัธะไฮโดรเจนจำกโครงสร้ำง
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ของอัลจิเนตท่ีประกอบด้วยหมู่ของ –COO- และ –COOH ตลอดสำยโซ่โมเลกุลเกิดกำร
เปล่ียนแปลงควำมหนำแน่นโดยขึน้กบั พีเอช หมู่ฟังก์ชนัท่ีมีควำมชอบน ำ้ (hydrophilic) และไม่
ชอบน ำ้ (hydrophobic) [Ji และคณะ, 2011]  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.18 ลกัษณะกำรจบัของแคลเซียมไอออนกบัอลัจิเนต [Dupuis, G. และคณะ, 2006] 
 

2.10 เทคโนโลยีส าหรับการบรรจุหรือห่อหุ้มสารส าคัญ (Microencapsulation) 
 กำรผลิตอนุภำคขนำดไมโครเป็นเทคโนโลยีส ำหรับกำรน ำวสัดท่ีุเป็นของแข็ง ของเหลว 
และก๊ำซ ถกูห่อหุ้มให้อยู่ในรูปของแคปซูลขนำดเล็กเพ่ือเป็นตวัป้องกนัหรือปลดปล่อยสำรส ำคญั
ภำยในออกมำเม่ือเรำต้องกำร ซึ่งสำมำรถท ำได้จำกหลำยวิธีดงันี ้กำรพ่นแห้ง (spray drying) 
กำรเคลือบสำรท่ีไม่ทนต่อควำมร้อน (spray cooling หรือ spray chilling) กำรฉีด(extrusion) 
กระบวนกำรใช้เคลือบอนุภำคของแข็ง(fluidized bed) กระบวนกำรท่ีอำศยัหลักกำรทำงเคมี
(coacervation) ไลโปโซม (liposomes) และกำรผลิตเม็ดอลัจิเนต (alginate beads) เหตผุลของ
กำรใช้เทคนิคกำรหอ่หุ้มสำรส ำคญั คือ 

1. เน่ืองจำกสำรบำงชนิดมีควำมไวตอ่สภำวะแวดล้อม ภำยนอกเช่น แสงแดด ออกซิเจน 
น ำ้ ท ำให้มีคณุสมบตัเิปล่ียนไป 

2. เน่ืองจำกสำรบำงชนิดระเหยได้ง่ำย หำกไมมี่แคปซูลมำป้องกนัอำจระเหยหมด 
3. ชว่ยให้ง่ำยตอ่กำรน ำไปใช้งำนเชน่ กำรเปล่ียนสำรท่ีเป็นของเหลวให้อยู่ในรูปแคปซูลท่ี

เป็นของแข็ง ง่ำยแก่กำรน ำไปผสมกบัสำรอ่ืนและไมจ่บัตวัเป็นก้อน 

G G G: α-L-guluronate 
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4. สำมำรถควบคมุกำรท ำงำนของสำรให้มีกำรปลดปล่อยสำรในบริเวณท่ีเหมำะสมและ
ยงัลดควำมสิน้เปลืองในกำรใช้สำร 

ตำมปกติแล้วส่วนของแคปซูลจะประกอบด้วยส่วนส ำคญั  2 ส่วนหลกัๆ ดงัแสดงในรูปท่ี 
2.19 คือสำรส ำคญัท่ีบรรจอุยู่ภำยในแคปซูลซึ่งเรียกว่ำ คอร์ (core) และผนงัท่ีห่อหุ้มซึ่งอยู่รอบ
นอกสำระส ำคญัเรียกว่ำ วอลล์ (wall) หรือ เชลล์ (shell) ส่วนประกอบและรูปแบบของ 
microencapsule มี 2 รูปแบบคือ 

1. Core-shell-encapsulation คือ สำรท่ีใช้เป็นคอร์ทัง้หมดถกูห่อหุ้มด้วยเชลล์ 
2. Matrix encapsulation คือ สำรท่ีใช้เป็นคอร์กระจำยตวัอยูภ่ำยในสำรท่ีเป็นเชลล์ 

 

 
(a)                                               (b) 

 
รูปท่ี 2.19 รูปแบบกำรหอ่หุ้ม: (a) core-shell encapsulation (b) matrix encapsulation 
[Fang, Z. และ Bhandari, B., 2010] 
 

ตงัอยำ่งกำรน ำเทคโนโลยีไมโครเอนแคปซูลมำใช้ประโยชน์ดงันี ้[เอกลกัษณ์ ทวีโรจนกลุ, 
2009] 
 

- อตุสำหกรรมสิ่งทอ มีกำรผลิตไมโครเอนแคปซูลของสำรท่ีมีกำรเปล่ียนสถำนะเม่ือมี
กำรเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ โดยเม่ืออณุหภมูิของอำกำศร้อนขึน้สำรดงักล่ำวท่ีแทรกอยู่
ในใยผ้ำจะละลำย ท ำให้อำกำศผ่ำนเข้ำออกได้ ท ำให้ผู้สวมใส่รู้สึกเย็นสบำย แตเ่ม่ือ
อำกำศเย็นลง สำรดงักลำ่วจะแข็งตวัปิดกัน้ช่องว่ำงระหว่ำงเส้นใยท ำให้ผู้สวมใส่รู้สึก
อบอุน่ขึน้ 

- อตุสำหกรรมเกษตร สำมำรถผลิตแคปซูลของยำฆ่ำแมลง ท่ีมีกำรปลดปล่อยสำรที
ละน้อย แตใ่ช้ระยะเวลำนำน ซึ่งช่วยให้เกษตรกรไม่ต้องฉีดพ่นยำฆ่ำแมลงบอ่ยครัง้
ซึง่เป็นกำรสิน้เปลืองคำ่ใช้จ่ำยและยงัเป็นกำรท ำลำยสภำพแวดล้อมอนัเน่ืองมำจำก
สำรพิษท่ีตกค้ำงอีกด้วย 
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- อตุสำหกรรมอำหำร เน่ืองจำกสำรบำงชนิดเช่น สำรให้กลิ่นรส มีกำรระเหยได้ง่ำย
และอำจสญูเสียคณุสมบตัใินระหว่ำงกระบวนกำรผลิต นอกจำกนีว้ิตำมินหลำยชนิด
มีควำมไวต่อออกซิเจนและแสงสว่ำงท ำให้สูญเสียไปในระหว่ำงท่ีปรุงหรือถนอม
อำหำร จึงมีกำรน ำเทคโนโลยีไมโครเอนแคปซูเลชัน่ มำใช้ในอำหำรหลำยชนิด อำทิ 
หมำกฝร่ัง ซึง่ต้องกำรให้มีรสชำตอิยูน่ำนขึน้ขณะท่ีเคีย้ว 

- อตุสำหกรรมยำ โดยแคปซูลยำจะมีกำรปลดปล่อย ตวัยำออกมำท ำงำนได้ยำวนำน
ขึน้ หรือตรงบริเวณอวยัวะเป้ำหมำยท่ีต้องกำรให้ออกฤทธ์ิ เช่น ยำแอสไพริน ถ้ำหำก
มีกำรให้ ยำครัง้เดียวในปริมำณท่ีมำกนัน้ อำจท ำให้เกิดแผลในกระเพำะอำหำรและ
มีเลือดออกได้ ซึ่งหำกใช้เทคโนโลยีไมโครเอนแคปซูลจะท ำให้ตวัยำคอ่ยๆ ถกูปล่อย
ออกมำชว่ยลดควำมเส่ียงตอ่กำรเกิดแผลในกระเพำะอำหำรได้ 

 
2.11 การผลิตอนุภาคขนาดไมโครด้วยการผลิตเม็ดอัลจิเนต 
 เม็ดอลัจิเนต (alginate beads) เป็นเทคนิคหนึ่งท่ีนิยมน ำมำใช้อย่ำงกว้ำงขวำงใน
กระบวนกำรเอนแคปซูเลชนัเพรำะสำมำรถท ำได้ง่ำยในระดบัห้องปฎิบตัิกำรเหมำะส ำหรับสำรท่ีมี
สมบตัิท่ีชอบน ำ้และไม่ชอบน ำ้ สำรท่ีไม่ทนตอ่อณุหภูมิ แตมี่ข้อจ ำกดัสองอย่ำงคือ หนึ่ง สำมำรถ
ท ำได้ง่ำยในทีละน้อยจำกกำรใช้หลอดฉีดยำหยดสำรละลำยอลัจิเนตลงในสำรละลำยแคลเซียม    
คลอไรด์ท่ีป่ันกวนไว้ซึ่งในกำรขยำยขนำดคอ่นข้ำงท ำได้ยำกและรำคำแพง ข้อสอง ไมโครแคปซูล
ท่ีได้มีรูพรุนท่ีหลำกหลำยจึงได้มีกำรพฒันำให้น ำไปสู่ในระดบัอตุสำหกรรมได้โดยมีกำรประยกุต์
น ำ อำกำศ กระแสไฟฟ้ำ กำรสัน่ มำใช้ช่วยในกำรควบคมุอตัรำกำรไหลของอลัจิเนต [Gouin, S., 
2004] เม็ดอัลจิเนตท่ีใช้ในงำนวิจัยต่ำงๆ สำมำรถเตรียมโดยกำรท ำให้เกิดเจลจำกภำยนอก 
(external gelling) หรือจำกภำยใน (internal gelling) โดยวิธีกำรท ำให้เกิดเจลจำกภำยนอกเกิด
จำกกำรเช่ือมขวำงแคลเซียมไอออนโดยกำรแพร่แคลเซียมไอออนจำกสำรละลำยเข้ำสู่ผิวด้ำน
นอกโซเดียมอลัจิเนต ท ำให้เกิดเจลอย่ำงรวดเร็วจำกด้ำนนอกสู่ด้ำนในเม็ดเจล ดงัรูปท่ี  2.20 (a) 
และส่วนกำรท ำเกิดเจลจำกภำยในเกิดจำกหยดสำรละลำยเช่ือมขวำงในท่ีนีคื้อแคลเซียมไอออน
ลงในสำรละลำยโซเดียมอลัจิเนต ท ำให้เกิดเจลจำกด้ำนในของเม็ดเจลไปสู่ด้ำนนอกจำกกำรแพร่
ของแคลเซียมไอออน ดงัรูปท่ี 2.20 (b)  
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(a) External gelation                               (b) Internal gelation  

รูปท่ี 2.20 กำรเกิดอลัจิเนตเจลแบบ (a) External gelation (b) Internal gelation [Draget, K.I.  
และคณะ, 2005] 

 
กำรเกิดเจลจำกภำยนอกอำจท ำได้โดยใช้สองเทคนิคตอ่ไปนี ้

1. Emulsion method 
วิธีกำรมีเฟสของสำรละลำยท่ีมีน ำ้เป็นตวัท ำละลำยท่ีประกอบด้วยโซเดียมอลัจิเนตถูก

กระจำยในเฟสของสำรลดแรงตงึผิวพร้อมทัง้มีกำรป่ันกวนด้วยควำมเร็วรอบท่ีสงูเพ่ือให้ได้อนภุำค
ขนำดเล็กจำกนัน้ใส่สำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ลงไปพร้อมป่ันกวนจนเกิดอนุภำคขนำด
ไมครอน  และเติมไอโซโพรพิว แอลกอฮอล์ เพ่ือให้อนุภำคแข็งตวั [Lemoine, D. และคณะ, 
1988] เม็ดอลัจิเนตท่ีสำมำรถผลิตได้จะได้อนภุำคขนำดเล็กซึ่งได้ขนำดท่ีเล็กกว่ำ 150 ไมครอน 
และเป็นอนุภำคทรงกลมอัลจิเนตท่ีเกิดกำรเคลือบผิว ปัจจัยท่ีควบคุมได้แก่ ควำมเข้มข้นของ     
อลัจิเนต ธรรมชำตแิละองค์ประกอบของลดแรงตงึผิว มวลโมเลกลุของอลัจิเนต กำรออกแบบและ
อตัรำกำรป่ันกวนของถังปฎิกรณ์ อนภุำคท่ีได้จะมีควำมคงตวั และสำมำรถน ำไปผ่ำนกำรฆ่ำเชือ้
และท ำแห้งได้ วิธีกำรนีส้ำมำรถท ำในกระบวนกำรผลิตขนำดใหญ่ได้แตข้่อเสียคือ ขัน้ตอนมีควำม
ยุ่งยำกซบัซ้อนหลำยขัน้ตอน อนภุำคท่ีได้มีขนำดรูพรุนท่ีใหญ่ [Mofidi, N. และคณะ, 2000] กำร
น ำไปประยุกต์ใช้ในงำนวิจยัในกำรเอนแคปซูเลชั่น อินซูลิน [Silva, C.M. และคณะ, 2006] 
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วิตำมินอี [Yoo, I.K. และคณะ, 2006] โปรตีน [Zheng, C.H. และคณะ, 2004] สำรแคทชิน [Lee, 
J.H. และคณะ, 2009] ยำ paclitaxel ต้ำนมะเร็ง [Alipour, S. และคณะ, 2010] เป็นต้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.21 กำรเตรียมเม็ดอลัจิเนตโดยวิธี emulsification (a) สำรละลำยแคลเซียมเฟสน ำ้มนั
ผสมกับสำรละลำยอลัจิเนตเฟสน ำ้จะกระจำยตวัดี (b) สำรละลำยอลัจิเนตเฟสน ำ้ผสมในเฟส
น ำ้มนัเกิดอนภุำคขึน้ (c) เตมิกรดเพ่ือให้เกิดกำรเจลของอนภุำค (d) คอ่ยๆ เติมแคลเซียมคลอไรด์
เกิดกำร   เจลจำกภำยนอก (e) สำมำรถเกิดเฟสตรงข้ำมได้เป็น water/oil emulsion [Poncelet, 
D. และคณะ, 1999] 
 
      2. Direct-extrusion method 

วิธีกำรหยดสำรละลำยโซเดียมอัลจิเนตด้วยหลอดฉีดยำหรือพ่นด้วยหัวฉีดลงบนอ่ำง
สำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์และป่ันกวนเม็ดอลัจิเนตให้กระจำยในสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ 
แคลเซียมจะเกิดกำรแลกเปล่ียนไอออนกบัโซเดียมโดยกำรแพร่ผ่ำนเกิดเป็นเจลไอออนขึน้จำกผิว
ด้ำนนอกเข้ำสู่ภำยในได้โดยตรงจำกนัน้แช่เม็ดอลัจิเนตท่ีได้ในอ่ำงสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์
ตำมควำมเหมำะสมของลกัษณะเม็ดบีดต้องกำรให้เจลแข็งทัง้เม็ดหรือเกิดเป็นช่องว่ำงภำยในซึ่ง
กระบวนกำรเตรียมเม็ดอลัจิเนตวิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีสำมำรถเตรียมได้ง่ำยและได้เม็ดอลัจิเนตท่ีมีขนำด
อนุภำคใหญ่กว่ำ 500 ไมครอน [Lucy, S.C. และคณะ, 1994] ข้อดีสำมำรถขึน้รูปได้ภำยใน
ขัน้ตอนเดียวและสำมำรถควบคมุขนำดอนภุำคได้ แตข้่อเสียควำมสำมำรถในกำรขยำยก ำลงักำร
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ผลิตต ่ำ ควำมเหมำะสมของกำรน ำไปใช้เก่ียวกบังำนวิจยัในกำรห่อหุ้มเซลล์ [Hunt, N.C. และ
คณะ, 2010] กำรห่อหุ้มสำรสกดัสมนุไพร [Chan, E.S. และคณะ, 2010] ระบบน ำส่งยำ [Kundu 
และMandal, 2009] เป็นต้น 

 

 
 
รูปท่ี 2.22 วิธีกำรขึน้รูปเม็ดอัลจิเนตส ำหรับใช้ในกำรห่อหุ้ มเซลล์ โดยวิธี Direct-extrusion 
[Draget, K.I. และTaylor, C., 2011] 
 
2.12 งานวิจัยท่ีใช้เทคนิคการห่อหุ้มสารต้านอนุมูลอิสระ 
 Ersus, S. และ Yurdagel, U. (2007) ได้ศกึษำกำรห่อหุ้มแอนโธไซยำนินจำกสำรสกดั    
แครอทด ำสปีชีซ์ Daucuscarota L. ด้วยวิธีกำรพน่แห้งโดยวสัดท่ีุใช้ในกำรห่อหุ้มมีด้วยกนั 3 ชนิด
คือ Maltodextrin MDX 29 (28–31 DE) Glucodry 210 (20–23 DE) และ Stardri 10 (10 DE) 
ซึ่งแตล่ะชนิดจะมีปริมำณ DE ท่ีแตกตำ่งกัน พบว่ำท่ีอุณหภูมิ 160 องศำเซลเซียสมีกำรรักษำ
ปริมำณแอนโธไซยำนินได้มำกท่ีสดุ ส ำหรับกำรใช้ Glucodry 210 เป็นวสัดหุ่อหุ้มโดยมีขนำด
ในช่วง 3-20 ไมโครเมตร และปริมำณกำรกักเก็บสำรแอนโธไซยำนินสูงสุดคือ 630.92±15.71 
มิลลิกรัมตอ่100 กรัมและเม่ือศกึษำสภำวะกำรเก็บของแอนโธไซยำนินท่ีถกูห่อหุ้มในวสัดหุ่อหุ้ม
ทัง้ 3 ชนิด พบว่ำในระยะเวลำ 64 วนั อณุหภูมิ 25 และ 4 องศำเซลเซียส สำมำรถรักษำควำม   
คงตวัของแอนโธไซยำนินได้ร้อยละ 77 และร้อยละ 89 ตำมล ำดบั อีกทัง้ยงัพบว่ำคำ่เวลำคร่ึงชีวิต
เป็นเวลำท่ีแอนโธไซยำนินท่ีถกูห่อหุ้มสลำยตวัไปคร่ึงหนึ่งจำกปริมำณทัง้หมดท่ีอณุหภูมิ 25 และ 
4 องศำเซลเซียสจะมีคำ่คร่ึงชีวิตเท่ำกบั 10 และ 25 เดือนตำมล ำดบั และในสภำวะท่ีมีแสง 3000 
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ลกัซ์ ท่ีอณุหภูมิ 25 องศำเซลเซียสมีคำ่คร่ึงชีวิตเท่ำกบั 9 เดือน ซึ่งมีผลของทัง้อุณหภูมิและแสง
ร่วมด้วย  
 เนติ วระนชุ และคณะ (2552) ได้ศกึษำและพฒันำผลิตภณัฑ์เคร่ืองส ำอำงแคปซูลบรรจุ
สำรสกัดผลหม่อนด้วยวิธี direct-extrusion เพ่ือใช้เป็นเคร่ืองส ำอำงบ ำรุงผิวหน้ำโดยมีกำร
ประเมินคณุภำพของเคร่ืองส ำอำงจำกปริมำณสำรส ำคญัโปรแอนโทไซยำนิดินด้วยวิธี butanol 
hydrochloric assay พบวำ่โซเดียมอลัจิเนตท่ีเตรียมควำมหนืดปำนกลำงท่ีควำมเข้มข้นร้อยละ 2 
โดยน ำ้หนกัเทำ่นัน้ท่ีสำมำรถขึน้รูปเป็นแคปซูลทรงกลมได้ร้อยละ 80 ขนำดแคปซูลท่ีเตรียมได้อยู่
ในช่วง 0.81-0.85 มิลลิเมตร ควำมเข้มข้นของสำรสกดั ขนำดเข็มฉีดยำ ไม่มีผลตอ่ขนำดแคปซูล  
จำกนัน้น ำไปทดสอบควำมคงตวัของสำรสกัดหม่อนในแคปซูลท่ีสภำวะเร่ง พบว่ำสำมำรถรักษำ
ควำมคงตวัของปริมำณโปรแอนโทไซยำนิดินในสำรสกดัหม่อนได้สงูท่ีอณุหภูมิ 4 องศำเซลเซียส
ได้ร้อยละ 94.22 เทียบกบัก่อนกำรกกัเก็บสำรสกดัมีควำมคงตวัร้อยละ 79 ในส่วนควำมคงตวั
ของฤทธ์ิกำรต้ำนอนุมูลอิสระในสำรสกัดหม่อน พบว่ำมีควำมคงตัวร้อยละ 82.95 แต่เม่ือ
เปรียบเทียบกบัในสำรสกดัหมอ่นมีควำมคงตวัเพียงร้อยละ 28  
 Chan, E.S. และคณะ (2010) ได้ศึกษำกำรห่อหุ้ มสำรสกัดสมุนไพร Piper 
sarmentosum ด้วยอลัจิเนตบีดโดยกำรดดูซบัสำรสกดัสมนุไพรไว้ในอลัจิเนตบีดท่ีขึน้รูปด้วยวิธี 
direct-extrusion และท ำแห้งด้วยวิธี air dry โดยใช้โซเดียมอลัจิเนต 2 ชนิดคือ high G กบั high 
M ได้อัลจิเนตบีดท่ีมีขนำด 2.2 มิลลิเมตรพบว่ำประสิทธิภำพในกำรห่อหุ้ มทัง้หมด (overall 
encapsulation efficiency) เม่ือใช้อลัจิเนตชนิด high M  สงู เท่ำกบั 0.78±0.18 กรัมตอ่กรัม เม่ือ
เปรียบเทียบกบัอลัจิเนตชนิด high G ได้เพียง 0.26±0.06กรัมต่อกรัม โดยท่ีควำมเข้มข้นของ    
อลัจิเนต ควำมเข้มข้นของสำรสกัด ขนำดของเม็ดบีด ไม่มีผลอย่ำงมีนยัส ำคญั นอกจำกนัน้
ปริมำณน ำ้ท่ีมีในเม็ดบีดต ่ำมีผลท ำให้ประสิทธิภำพในกำรห่อหุ้ มทัง้หมดสูงด้วยเช่นกัน ทัง้กำร
ใช้อลัจิเนตทัง้สองชนิด  แตจ่ำกควำมแตกตำ่งของชนิดอลัจิเนตท ำให้พบว่ำอลัจิเนตชนิด high G 
จะท ำให้รูปร่ำงของอลัจิเนตบีดมีควำมคงรูปและค่ำควำมชอบในกำรดึงดดูสำรต้ำนอนุมลูอิสระ 
(antioxidant affinity) มำกกว่ำชนิด high M และงำนวิจยันีไ้ด้แสดงให้เห็นว่ำกำรห่อหุ้มสำรสกดั
สมนุไพรด้วยกำรดดูซบัในอลัจิเนตบีดไมมี่ผลท ำให้โครงสร้ำงของสำรสกดัสมนุไพรเปล่ียนจำกพีค
ท่ีปรำกฎด้วย FTIR  แสดงหมูฟั่งก์ชนัของสำรสกดัสมนุไพรท่ีถกูหอ่หุ้มในอลัจิเนตบีด อีกทัง้ยงัเป็น
เทคนิคท่ีเหมำะสมในกำรใช้ห่อหุ้มสำรสกดัท่ีมีฤทธ์ิต้ำนอนมุลูอิสระท่ีเป็นสำรท่ีมีกำรสลำยตวัได้
ง่ำยจำกกำรเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ 
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วิธีการ 
ขึน้รูป สารที่ถูกห่อหุ้ม ชนิดสารห่อหุ่ม 

ขนาด
อนุภาค 
(µm) 

ปริมาณการกักเก็บ
สารส าคัญ 

(ต่อกรัมอนุภาค) 

สภาวะทดสอบ 
ความคงตัว 

ระยะเวลาใน
การเก็บ
(เดือน) 

ร้อยละการสลายตัว
ของสารส าคัญที่
ระยะเวลาการเก็บ 

อ้างอิง 

กำรพน่แห้ง 
(spray 
drying) 

สำรสกดั 
แครอทด ำ 

Glucodry 210 3-20 6.3x10-3 กรัม 
4 องศำเซลเซียส 
25 องศำเซลเซียส 

แสง (25 องศำเซลเซียส ) 

28 
10 
9 

50.0 % 
50.0 % 
50.0 % 

Ersus, S. และ
Yurdagel, U. 

(2007) 

กำรพน่แห้ง 
Acai (Euterpe 

oleraceae 
Mart.) 

maltodextrin 10DE 13-21 - - - - 
Tonon, R.V. 
และคณะ 
(2008) 

กำรพน่แห้ง 
cactus pear 

(Opuntia ficus-
indica) 

maltodextrin 10DE 
 

- 0.60 x10-3  กรัม 60 องศำเซลเซียส 1.5 36 % 
 

Saenz , C. และ
คณะ (2009) 

 
 

inulin 
- 0.64x10-3 กรัม 60 องศำเซลเซียส 1.5 40 % 

Direct-
extrusion 

สำรสกดัผล
หมอ่น 

โซเดียมอลัจิเนต 810-850 0.738 มิลลิลิตร 
สภำวะเร่ง 4 องศำ

เซลเซียส 
1 94.2 % 

เนติ วระนชุ และ
คณะ (2552) 

 

ตารางที่ 2.6 สรุปงำนวิจยัเก่ียวกบักำรห่อหุ้มสำรสกดัจำกพืชท่ีเก่ียวข้อง 
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วิธีการ 
ขึน้รูป 

สารที่ถูกห่อหุ้ม ชนิดสารห่อหุ่ม 
ขนาด
อนุภาค 
(µm) 

ปริมาณการกักเก็บ
สารส าคัญ 

(ต่อกรัมอนุภาค) 

สภาวะทดสอบ 
ความคงตัว 

ระยะเวลาใน
การเก็บ
(เดือน) 

ร้อยละการสลายตัว
ของสารส าคัญที่
ระยะเวลาการเก็บ 

อ้างอิง 

Direct-
extrusion 

สำรสกดั
สมนุไพร Piper 
sarmentosum 

โซเดียมอลัจิเนตชนิด 
high G 

2200 0.78 กรัม - - - 
Chan, E.S. 
และคณะ 
(2010) 

กำรพน่แห้ง beetroot juice gum Arabic - 0.12x10-3 กรัม 30 องศำเซลเซียส 1.5 20% 
Pitalua, E. และ
คณะ (2010) 

กำรพน่แห้ง 

Blackcurrant 
berries          

(Ribes nigrum 
L.) 

maltodextrin11 
DE,18DE, 21DE 

- 
 

3.61-4.54x10-3 กรัม 
 

 
8 องศำเซลเซียส 

 
12 16–35% 

Anna, M.B. 
และ Paul, P.K. 

(2010) 

 
กำรพน่แห้ง 

 
purple sweet 

potato 

inulin - 
 

2.96-3.99 x10-3 กรัม 
 

25 องศำเซลเซียส 
 
- 

24–32% 
 

Ahmed, M. 
และคณะ 
(2010) 

maltodextrin ผสม
กบั ascorbic acid 

- 0.57x10-3 กรัม - - 
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2.13 สิทธิบัตรท่ีเก่ียวข้องกับงานวิจัย 
 
สิทธิบตัรในไทย: ท่ีเก่ียวข้องกำรผลิตและกำรห่อหุ้มด้วยอลัจิเนตบีดยงัไมมี่รำยงำน 
สิทธิบตัรตำ่งประเทศ : 
สิทธิบตัรอเมริกำ 4401456 ปี 1983 
เจ้ำของผลงำน Connick และ William 
ช่ือสิทธิบตัร Controlled release of bioactive materials using alginate gel beads    
 ได้เตรียมอลัจิเนตเจลบีดท่ีประกอบด้วยสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพสำมำรถเป็นประโยชน์ใน
กำรควบคมุกำรปลดปล่อยของสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพโดยเตรียมสำรละลำยโซเดียมอัลจิเนต
ผสมกบัสำรก ำจดัวชัพืชในน ำ้และหยดลงในสำรละลำยเกลือโลหะในกลุ่ม ดงันี ้แคลเซียมคลอไรด์ 
แบเรียมคลอไรด์ และคอปเปอร์คลอไรด์เกิดกำรฟอร์มตวัเป็นอลัจิเนตเจลบีดขึน้จะได้เป็นอลัจิเนต
เจลบีดท่ีมีสำรก ำจดัวชัพืชกระจำยอยู่ภำยในบีดแช่ในสำรละลำยนำน 5-20 นำทีจำกนัน้แยกเม็ด
บีดออกจำกสำรละลำยและน ำไปท ำให้แห้ง 
Claim 
1. ชนิดของยำก ำจดัวชัพืชท่ีใช้คือ   S-ethyl hexahydro-1H-azepine-1-carbothioate2-chloro-

2',6'-diethyl-N- (methoxymethyl) acetanilide 2-chloro-2',6'-diethyl-N- (butoxymethyl)  
acetanilide (2,4-dichlorophenoxy )acetic acid 7-oxabicyclo [2,2,1] -heptane-2,3-
dicarboxylic   acid 

2. ควำมเข้มข้นของอลัจิเนต 1.0-1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน ำ้หนกั และควำมเข้มข้นของยำก ำจดัวชัพืช 
3.0-10 เปอร์เซ็นต์โดยน ำ้หนกั 

 
สิทธิบตัรญ่ีปุ่ น 5334229 ปี 1994 
เจ้ำของผลงำน Sakamoto และYuji  
ช่ือสิทธิบตัร Alginate gel bead 
 ได้พฒันำกำรผลิตเจลบีดส ำหรับกำรห่อหุ้มพนัธุ์พืชเป็นประโยชน์ในงำนด้ำนเกษตรกรรม
และกำรผลิตพืชผลโดยหยด 2% โซเดียมอลัจิเนตท่ีประกอบด้วยพนัธุ์พืชซึ่งตรึงไว้ในอัลจิเนต       
เจลบีดลงในสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ควำมเข้มข้น 100 มิลลิโมลลำร์ แล้วล้ำงด้วยสำรละลำย 
แคลเซียมคีเลท และแช่ด้วยเกลือไอออนประจุบวกหนึ่งเพรำะช่วยจะท ำให้เม็ดบีดแตกหลงัจำกท่ี
หวำ่นเมล็ดหลงัจำกนัน้ล้ำงเกลือออกอีกครัง้ด้วยน ำ้ 
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Claim  
1. สำรแคลเซียมคีเลทได้แก่ โซเดียมซิเตรต โซเดียมเฮกซะเมทำฟอตเฟต โซเดียมพอลิฟอตเฟต 
และโซเดียมเอทีลีนไดอะมีนเตตระอะซิเตรตควำมเข้มข้น 0.02-0.5% เวลำท่ีใช้ในกำรล้ำง 2 ถึง 10 
ชัว่โมง 
2. ไอออนประจบุวกหนึง่ได้แก่ โซเดียมคลอไรด์ โซเดียมซลัเฟต โพแทสเซียมไนเตรต แอมโมเนียม-
คลอไรด์ หรือแอมโมเนียมซลัเฟต ควำมเข้มข้น 50 มิลลิโมลลำร์ ถึง 2 โมลลำร์ เวลำในกำรแช่ 5 
นำที ถึง 12 ชัว่โมงเพ่ือให้เม็ดบีดเปรำะ 
3. เวลำ 15 ถึง 45 นำที ในกำรล้ำงเอำเกลือออกของเม็ดบีดด้วยน ำ้ 
 
สิทธิบตัรอเมริกำ 5744337 ปี 1998 
เจ้ำของผลงำน Price และคณะ  
ช่ือสิทธิบตัร Internal gelation method for forming multilayer microspheres and product  

      there of 
 ได้ผลิตอนุภำคระดบัไมครอนท่ีสำมำรถควบคมุขนำดและรูปร่ำงได้ และสำมำรถท ำกำร
ห่อหุ้มสำรออกฤทธ์ิส ำคญัได้ท ำโดยวิธีอีมลัชันประกอบด้วย สำรโพลิแซคคำไรด์ท่ีละลำยน ำ้ได้ 
เกลือ ไอออนประจบุวกสองหรือสำม สำรยบัยัง้กำรเกิดโพลิเมอร์ไรเซชั่น น ำ้ สำรตวัท ำละลำยท่ีไม่
ผสมกบัน ำ้ และสำรออกฤทธ์ิส ำคญัซึ่งจะได้อนภุำคโพลิแซคคำไรด์ระดบัไมครอนมีขนำดอนุภำค
ประมำณ 2-1000 ไมครอน วิธีกำรคือเตรียมเฟสของ น ำ้ และเฟสของน ำ้มนัโดยเฟสของน ำ้จะมี
องค์ประกอบของเกลือไดหรือไตรวำเลนส์ไอออนโลหะ ควำมเข้มข้นท่ีเหมำะสมท ำให้โพลิแซค-   
คำไรด์เจลได้ และมีสำรโพลิแซคคำไรด์ท่ีละลำยน ำ้ได้กับสำรยบัยัง้กำรเกิดโพลิเมอร์ไรเซชนัผสม
กนั ซึง่ในเฟสน ำ้นีจ้ะมีสำรออกฤทธ์ิส ำคญัผสมอยู่ด้วยจำกนัน้น ำเฟสน ำ้ผสมกบัเฟสน ำ้มนัและป่ัน
กวนจนเกิดเป็นอีมลัชนัแบบ น ำ้มนั/น ำ้/น ำ้มนั โดยสำรออกฤทธ์ิส ำคญัถกูกกัเก็บไว้ในอนภุำคโพลิ-
แซคคำไรด์ระดบัไมครอนจำกนัน้ท ำกำรแตกเฟสท่ีเป็นอีมลัชนัออกก็จะได้เป็นอนภุำคไมครอนมำ 
Claim  
1. ใช้น ำ้เตมิลงไปในกำรแตกเฟสอีมลัชนั  
2. เฟสน ำ้มนัจะอยูใ่นกลุ่มของ น ำ้มนัข้ำวโพด ดอกค ำฝอย เมล็ดฝำย ถัว่ลิสง และสำรเหล่ำนีผ้สม
กนั 
3. สำรออกฤทธ์ิส ำคญั ได้แก่ เอนไซม์ หมกึ เซลล์จลุินทรีย์ท่ีมีชีวิต สำรท่ีมีกลิ่น 
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บทที่  3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 
3.1 วัสดุและสำรเคมี 

1. ผลหม่อนสดแช่แข็ง -20 องศาเซลเซียสและผงผลหม่อนสกดั แหล่งท่ี 1 ไร่ก านนัจุล 
จงัหวดัเพชรบรูณ์ พนัธุ์เชียงใหม่ (Morus alba), ช่วงการเก็บเก่ียวเดือนธันวาคม 2553 
แหล่งท่ี 2 สถาบันหม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ ์
พระบรมราชินีนาถ ศูนย์ด่านเกวียน จังหวัดนครราชสีมา มีเฉพาะหม่อนสดสายพนัธุ์
เชียงใหม ่(Morus alba) ชว่งการเก็บเก่ียวเดือนมีนาคม 2554 
2. หนวูิสต้า, เพศเมีย อาย ุ3 สปัดาห์ (ศนูย์สตัว์ทดลอง มหาวิทยาลยัมหิดล) 
3. Potassium chloride (KCl, Fluka, Germany) 
4. Sodium acetate hydrated (CH3CO2Na.3H2O, Ajax Finechem, Australia) 
5. Cyanidin-3-O-glucoside chloride (Fujicco, Japan)  
6. 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma-Aldrich, Germany) 
7.  Absolute ethanol (JT Baker, Malaysia) 
8.  Hydrochloric Acid (HCl, Qrec, Newzeland) 
9.  MEM/ALPHA minimum essential medium alpha modification (Hyclone, USA) 
10. Fetal bovine serum (Hyclone, UK) 
11. Penicillin-Streptomycin solution  (Hyclone, USA) 
12. Trypsin/EDTA 0.25% Trypsin (1X) solution (Hyclone, USA) 
13. Phosphate buffer saline, PBS powder, (Hyclone, USA)  
14. Sodium chloride (NaCl, Ajax Finechem, Australia) 
15. Tri-sodium citrate (Na3Citrate. 2H2O, Merck, Germany) 
16. Hoechst 33258 (bisBenzimide H33258, Sigma-Aldrich, Germany) 
17. Sodium lauryl sulphate (SDS lysis buffer, Ajax Finechem, Australia) 
18. Dimethyl sulfoxide for cell freezing (Cell culture tested DMSO, Sigma-

Aldrich, Germany) 
19. p-Nitrophenol standard solution (10 mM, Sigma-Aldrich, Germany) 
20. p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (pNPP, Sigma-Aldrich, Germany) 
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21. Sodium hydroxide (Ajax Finechem, Australia) 
22. Ascorbic acid  for cell culture tested (Sigma, China) 
23. β-glycerol phosphate disodium salt pentahydrate (Fluka, Germany) 
24. Dexamathasone (Sigma,China) 
25. O-cresolphythalein complex substrate (OCPC),(C32H12N2O12, Fluka, Japan) 

 26. Ethanolamine (C2H7NO, Sigma, Germany) 
27. CO2 gas  
28. Trypan blue stain 0.4% (Gibco, USA) 
29. Acetic acid (CH3COOH, J.T.Baker, Thailand) 
30. Calcium carbonate (CaO3, Fluka, Italy) 
31. Dimethyl sulfoxide (DMSO)(Riedel-deHaen, USA) 
32. Sodium hydrogen carbonate (Merck, Germany) 
33. Buffer solution pH4.0 (Ajax Finechem, Australia) 
34. Buffer solution pH7.0 (Ajax Finechem, Australia) 
35. Calcium chloride (CaCl2, Ajax Finechem, Australia) 
36. Alginic acid sodium sait from brown algae (Na-alginate, Sigma-Aldrich,     
      Germany)  
37. N2 gas 
38. 3, 5 Dinitrosalicylic acid (DNS) (Sigma-Aldrich, Germany) 
39. Potassium sodium tartrate (Ajax Finechem,  Australia) 
40. Sodium sulphite (Fluka, Germany) 
41. Glucose (Ajax Finechem,  Australia) 

 
3.2 อุปกรณ์  

1. Laminar Flow (Holten, EU) 
2. CO2 incubator (HEPA CLASS 100, USA) 
3. Fluorescence microplate reader (Perkin elmer, 1420 multilabel counter, 

USA) 
4. Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA) 



42 
 

5. UV-VIS spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning, 
USA) 

6. Microplate reader (UVM 340, ASYS, Australia) 
7. Scanning Electron Microscope (JSM-5410LV, JEOL Ltd., Japan) 
8. Centrifuge (Eppendorf 5810R, Germany) 
9. -40°C freezer (Heto, PowerDry LL3000, USA) 
10. Lyophilizer (Christ Loc-1m, Alpha 1-4, Germany) 
11. Vacuum drying oven and pump (VD23, Binder, Germany) 
12. 24-well and 96-well polystyrene tissue culture plates (Costar, USA) 
13. Hemocytometer (Counting chamber, Boeco, Germany) 
14. Autopitte (100-5,000 ul with tips (Eppendorf, Germany) 
15. Stirrer (MSH-10, Daihan Scientific Ltd., WiseStir) 

16. Refrigerator 4oC (PT203, Italy) 

17. Autclave (HVE-25/50, Hiclave) 

18. Sputter coater (SCD 040, Balzer, Lichtenstein)  

19. Centrifuge (Hettich universal 320R, Germany) 

20. Waterbath (SUB6, Grant, England) 

21. Peristaltic Pump (MCP V5.21 15M 726B-0773, Watson-Marlow, USA)  

22. 1.5 ml sterilized vials (Corning USA) 

23. Phase-contrast microscope (IX70,Olympus Optical CO.,Japan) 

24. 96-well black plate (Corning USA) 

25. Vortex (Chemoscience,Thailand) 
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3.3 แผนผังกำรด ำเนินงำน  

 แผนผงัสรุปการด าเนินการทัง้โครงการเป็นไปดงัรูปท่ี 3.1 และมีรายละเอียดของขัน้ตอน
ดงัตอ่ไปนี ้
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.1 แผนผงัการด าเนินงานวิจยั 

สกดัผลหม่อนสด/แห้ง  
จากแหลง่ผลิต 2 แหลง่ 

 

เตรียมอนภุาคไมโครอลัจิเนตและบรรจุ
สารสกดัผลหมอ่นแห้ง(แหลง่เพชรบรูณ์)
ในอนภุาคไมโครอลัจิเนต 

 
 
 
 

สรุปวิเคราะห์ผล 
 

ศกึษาคณุสมบตัทิางเคมีและกายภาพ 
-คา่พีเอช, สีด้วยระบบ L*a*b* 
-ปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมด, ฤทธ์ิ
ต้านอนมุลูอิสระ (antioxidant activity) 
ด้วยวิธี DPPH  

ศกึษาความคงตวัของหม่อนสกดัท่ีบรรจุ
ในอนภุาคไมโครอลัจิเนตท่ีอณุหภมูิตา่งๆ 

 

-ขนาดอนภุาคเฉล่ีย 
-การดดูซบัน า้ 
-โครงสร้างสณัฐาน (morphology) 
-ปริมาณสารส าคญัท่ีกกัเก็บได้ 
 
) 

 -ปริมาณแอนโธไซยานิน
ทัง้หมด 

 

ศกึษาคณุสมบตัิทางชีววิทยาของสารสกดั
ผงผลหม่อน(แหล่งเพชรบูรณ์)ต่อการ
เจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงไปเป็น
เซลล์กระดกู ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู
ของหนวูิสต้า (wistar rat) นอกร่างกาย 

-การเจริญเติบโตของเซลล์ ด้วย 
 วิธี MTT assay  
-สญัญาณการเปล่ียนแปลงเป็นกระดกู    
 ได้แก่ กิจกรรมของเอนไซม์ alkaline    
 phosphatase (ALP) และปริมาณ  
 แคลเซียมตอ่จ านวนเซลล์ 
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3.4 ขัน้ตอนกำรด ำเนินงำนวิจัย 

3.4.1 การเตรียมสารสกดัผลหมอ่น 
 ผลหม่อนสดสายพนัธุ์เชียงใหม่ 2 ชนิดท่ีได้จากแหล่งการปลูก 2 แหล่ง คือไร่ก านนัจุล 
จังหวัดเพชรบูรณ์และสถาบันหม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ ์
พระบรมราชินีนาถ ศนูย์ดา่นเกวียน นครราชสีมา  
 - น า้คัน้ผลหม่อนสด เตรียมการสกัดจากผลหม่อนท าได้โดยการน าผลหม่อนมาป่ันให้
ละเอียดด้วยเคร่ืองป่ันน า้ผลไม้แล้วน าไปคัน้เพ่ือแยกส่วนท่ีเป็นน า้หม่อนออกจากกากผลหม่อน
ด้วยผ้าขาวบางและน าส่วนท่ีเป็นน า้หม่อนมาแยกเอาส่วนใสอีกครัง้ด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียง  
(centrifuged) ด้วยความเร็ว 4,500 รอบตอ่นาทีท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที 
และกรองด้วยกระดาษกรอง (Whatman no.4) โดยใช้กรวยกรองบุชเนอร์ จะได้ลักษณะ
สารละลายเป็นสีมว่งเข้มดงัรูปท่ี 3.2 
 - ผงผลหมอ่นสกดัจาก 2 แหลง่ คือ 

1. ผลหมอ่นท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งแข็ง (freeze dried) แล้วท าเป็นผงเพ่ือการค้า จาก 
ไร่ก านนัจลุ จงัหวดัเพชรบรูณ์   

2. ผลหม่อน จากสถาบนัหม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ ์
พระบรมราชินีนาถ ศนูย์ดา่นเกวียน นครราชสีมา ซึ่งผู้ วิจยัน าผลหม่อนสดมาแยกก้าน ใบ และ
สิ่งเจือปนออกก่อนแล้วน าไปแช่แข็งท่ีอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจากนัน้น าผลหม่อนท่ีได้ผ่าน
กระบวนการท าแห้งแข็งแล้วน าบดละเอียดให้เป็นผงด้วยครกบดยา การสกดัผงผลหม่อนสกดัท า
โดยละลายผงหม่อนด้วยอตัราส่วน 10 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตรในน า้ปราศจากไอออน (deionized 
water, DI) และป่ันกวนทิง้ไว้ประมาณ 1 ชัว่โมง จากนัน้น าไปแยกส่วนใสออกด้วยเคร่ืองป่ัน
เหว่ียง ด้วยความเร็ว 4,500 รอบตอ่นาทีท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาทีและกรอง
ด้วยกรวยกรองบชุเนอร์ใช้กระดาษกรองอีกครัง้ สารละลายท่ีได้มีลกัษณะเป็นสีม่วงเข้มเช่นกนั ดงั
รูปท่ี 3.2 
 การควบคมุคณุภาพ ท าโดยควบคมุการทดลองท่ีใช้สารสกดัหม่อนทัง้หมดท าในท่ีมืดเพ่ือ
ป้องกันแสง ปิดฝาสนิทเพ่ือป้องกันอากาศ และหม่อนสกัดท่ีเตรียมทัง้สองวิธีนีจ้ะมีการใช้งาน
ทันทีผลหม่อนสดท่ีรับมาจากไร่และผงผลหม่อนสกัดจะมีการเก็บไว้โดยการแช่แข็งท่ี  -20        
องศาเซลเซียส ก่อนน ามาทดลองและมีการท าการทดลองซ า้อยา่งน้อย 3 ซ า้ทกุการทดลอง 
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รูปท่ี 3.2 ขัน้ตอนการสกดัสารสกดัผลหมอ่นสดและผงผลหมอ่นท่ีใช้ในการวิจยันี ้
 

 
 
 
 

 

   ผล ม อน ลังกำรป่ัน
เ  รบูรณ์ นครรำ สีมำ

ป่ันด วยเคร ่ องป่ัน
น ำ้ผล ม คัน้

แยกกำกด วยผ ำขำวบำง

   ผล ม อนสด
เ  รบูรณ์ นครรำ สีมำ

กรองด วยกรวยกรอง
บุ เนอร์กระดำ กรอง

(Whatman no.4)

นครรำ สีมำ

สำรสกัดผล ม อน
 เก บสำรสกัด     นแสง 

เ  รบูรณ์

10 กรัมผง ม อนต อ
น ำ้ DI 100 มิลลิลิตร
ป่ันกวนทิง้ ว  1  ่ัว มง   ผงผล ม อน

เ  รบูรณ์ นครรำ สีมำ

ท ำแ  งแข งด วย
เคร ่ อง Freeze dry

ป่ันเ วี่ยง ควำมเร วรอบ 
4500 รอบต อนำที , 

4อง ำเ ียลเ ียส 20 นำที
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3.4.2 การศกึษาลกัษณะทางกายภาพของหม่อนสกดั 
 ก. คา่พีเอช ด้วย pH meter (Mettler Toledo, USA) 
 ข. ร้อยละของของแข็ง (% solid weight) โดยน าผลหม่อนสดจากแหล่งปลกูทัง้ 2 แหล่ง 
คือจงัหวดัเพชรบรูณ์และนครราชสีมา โดยน าผลหม่อนไประเหิดเอาน า้ออกด้วยกระบวนการท า
แห้งแข็ง (freeze dry) ชัง่น า้หนกัของผลหม่อนสดก่อนการท าแห้งและหลงัการท าแห้งเพ่ือหา
ปริมาณน า้หนกัของผลหม่อนแห้งและน า้ในผลหม่อนของผลหม่อนสดท่ีระเหิดไปในกระบวนการ
ท าแห้งแข็งก่อนท่ีจะน าไปท าเป็นผงผลหมอ่นสกดัตอ่ไป 
 ค. ปริมาณของแข็งท่ีละลายน า้ได้ทัง้หมด (Total Soluble Solid, TSS) ด้วยเคร่ือง hand 

refractometer อ่านค่าเป็นองศาบริกซ์ (Brix) ซึ่งเป็นอุปกรณ์มาตรฐานท่ีส่วนมากใช้วดัค่า
น า้ตาลในสารละลายโดยอาศยัหลกัการหกัเหของแสงซึง่จะมีคา่เทา่กบัความเข้มข้นของของแข็งท่ี
ละลายน า้ได้ทัง้หมดในสารละลาย 
 ง. ปริมาณกรดท่ีไทเทรตทัง้หมด โดยให้สารสกัดท าปฎิกิริยากับด่างแก่ คือ โซเดียมไฮ-     
ดรอกไซด์ (0.025 นอร์มัล) โดยน าสารสกัดท่ีกรองแล้วปริมาณ 1 มิลลิลิตร มาเจือจางด้วยน า้
ปราศจากไอออน 40 มิลลิลิตร แล้วหยดฟีนอลทาลีน 1% ซึ่งใช้เป็นอินดิเคเตอร์ประมาณ 3-5 
หยด แล้วน าไปไทเทรตด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.025 นอร์มลัจนกระทัง่คา่พีเอชของ
สารสกดัเทา่กบั 8.3 (วดัด้วยพีเอชมิเตอร์) ซึ่งเป็นคา่พีเอชของจดุยตุิของฟีนอลทาลีน (เน่ืองจากสี
ของสารสกัดเป็นสีม่วงเข้มท าให้สงัเกตกุารเปล่ียนแปลงสีไม่ชดัเจน) แล้วค านวณหาร้อยละของ
กรดซิตริกซึง่เป็นกรดท่ีพบในผลหมอ่น [Ercisli, S. และ Orhan, E., 2007] ดงัสมการท่ี (3.1) 
 
%Citric acid =     ml NaOH x N NaOH x meq.wt of citric acid x100 ………..……… (3.1) 

ml sample juice 
 

โดย  % Citric acid = % กรดซิตริก (% น า้หนกัตอ่ปริมาตร) 
N NaOH = ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (โมลตอ่ลิตร) 
ml NaOH = ปริมาณของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีไทเทรต (มิลลิลิตร) 
ml sample juice = ปริมาณสารสกดัท่ีใช้ (มิลลิลิตร) 
meq.wt of Citric acid = 0.064 [Ercisli, S. และ Orhan, E., 2007] 
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จ. สี วดัด้วยเคร่ืองมือวดัสี colormeter (ย่ีห้อ CE MINOLTA รุ่น CR-400,ประเทศญ่ีปุ่ น) 
ในระบบ Hunter’s scale ซึ่งจะวดัคา่ L* a* b*  โดยท่ี L* แสดงคา่ความสว่างซึ่งมีคา่เท่ากับ       
0-100  L* เท่ากบั 0 หมายถึง สีด า และ L* เท่ากบั100 หมายถึง สีขาว โดยท่ีความสว่างมากคา่ 
L* จะใกล้ 100 แตถ้่าความสว่างน้อย คา่ของ L* ก็จะเข้าใกล้ 0  คา่ a* และ b* บอกทิศทางของสี 
เช่น  +a* หมายถึงอยู่ในทิศของสีแดง –a* หมายถึงอยู่ในทิศของสีเขียว ถ้า a มีคา่เป็นบวกยิ่งคา่
มากแสดงว่าวตัถมีุสีแดงอยู่มากแตถ้่า a เป็นคา่ลบ ยิ่งคา่ติดลบมากแสดงว่าวตัถมีุสีเขียวมาก, 
+b* หมายถึงอยู่ในทิศของสีเหลือง และ –b* หมายถึงอยู่ในทิศของสีน า้เงิน ถ้าคา่ b ยิ่งคา่เป็น
บวกมากแสดงว่าวัตถุจะมีสีเหลืองมากแต่ถ้า  b เป็นลบมากแสดงว่าวัตถุมีสีน า้เงินมาก 
[Rommel, A. และคณะ, 1990] 

ฉ. ปริมาณสารแอนโธไซยานินทัง้หมด ในสารสกัดผลหม่อนการวิเคราะห์หาปริมาณ
แอนโธไซยานินทัง้หมดในสารสกัดผลหม่อนด้วยวิธี pH-differrential ตามวิธีของ Durst, R.W. 
และ Wrolstad, R.E. (2005) ท าโดยเตรียมสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์บฟัเฟอร์ท่ีพีเอช
เท่ากบั 1.0 (โพแทสเซียมคลอไรด์ 1.86 กรัมในน า้ปราศจากไอออน 980 มิลลิลิตร) วดัคา่พีเอช
และปรับคา่ด้วยกรดไฮโดรคลอริคเข้มข้นจนได้พีเอช 1.0 และเตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตท
บฟัเฟอร์ท่ีพีเอช 4.5 (โซเดียมอะซิเตท 54.43 กรัมในน า้ปราศจากไอออน 960 มิลลิลิตร) วดัค่า   
พีเอชและปรับคา่ด้วยกรดไฮโดรคลอริคเข้มข้นจนได้พีเอชเทา่กบั 4.5 น าสารสกดัจากผลหม่อนมา
เจือจางด้วยบฟัเฟอร์ทัง้สองเป็น 100 เท่าจากนัน้วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 และ 
700 นาโนเมตรโดยมีสารละลายเปรียบเทียบ (blank) ซึ่งใช้น า้ DI แล้วค านวณหาปริมาณ           
แอนโธไซยานินจากสมการ (3.2) และ (3.3) แสดงตวัอยา่งการค านวนในภาคผนวก ก 

 

          5.47005200.1700520 pHpH
)Α(Α)Α(ΑΑ       ……...…….……………..…....(3.2) 

 ปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมด (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
1

)1000(








DFMWA   …….......(3.3) 

 โดยท่ี A520 = คา่การดดูกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร 
A700 = คา่การดดูกลืนแสงท่ี 700 นาโนเมตร 

 MW = มวลโมเลกลุของ cyanindin-3-glucoside = 449.2 กรัมตอ่โมล 
 DF = dilution factor = 100 
  = molar absorptivity = 26,900  
 1 = pathlength เซนตเิมตร 
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 การรายงานผลปริมาณแอนโธไซยานิน มีหน่วยเป็น (น า้หนกัแอนโธไซยานินตอ่น า้หนกั
แห้ง) วิธี pH-differrential นีท้ าเพ่ือใช้ในงานวิจยัเป็นประจ าเน่ืองจากเป็นวิธีท่ีง่าย รวดเร็ว และ
คา่ใช้จา่ยไมส่งู โดยมีการเปรียบเทียบกบัการวิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานินท่ีแม่นย าด้วย High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยใช้คอลัมน์ C-18 ท่ีอุณหภูมิ 40            
องศาเซลเซียส อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ค่าดูดกลืนแสง 530 นาโนเมตรและมีเฟส
เคล่ือนท่ีคือ ตวัท าละลายชนิด A ประกอบด้วย 1.5% กรดฟอสฟอริก, 20% กรดอะซิติก, 25%   
อะซิโตไนไตรล์ในน า้  และตัวท าละลายชนิด B คือ 1.5% กรดฟอสฟอริกในน า้ตามวิธีของ        
Bae, S.H. และ Suh, H.J. (2007) ใช้สารไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์เป็นสารแอนโธไซยานิน
มาตรฐาน (Fujicco, ญ่ีปุ่ น, Code No.30637661)  ซึ่งเป็นชนิดท่ีพบมากท่ีสดุในสารสกดัหม่อน 
(รูปท่ี 1.2) ตวัอยา่งพีคท่ีปรากฎจากการวิเคราะห์แอนโธไซยานินในผลด้วยเคร่ือง HPLC แสดงใน
รูปท่ี 3.3 [Hassimotto, M.A. และคณะ, 2008] 
 

 

รูปท่ี 3.3 High-performance liquid chromatography DAD chromatogram ของ           
แอนโธไซยานินท่ีสกดัจาก wide mulberry (Morus nigra L.)(แสดงพีคของ cy-3-glu = cyanidin 
3-glucoside, cy-3-rut = cyanidin 3-rutinoside, pg = pelargonidin derivate [Hassimotto, 
M.A. และคณะ, 2008] 
 

ช. กิจกรรมการต้านอนมุลูอิสระ (antioxidant activity, IC50) การวิเคราะห์กิจกรรมการ
ต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี1,1-diphennyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay 
ดดัแปลงตามวิธีของ Brand-William, W. และคณะ (1995) เป็นการวิเคราะห์ความสามารถใน
ต้านออกซิเดชัน่ท าโดยเตรียมสารละลาย DPPH ซึ่งเป็นอนมุลูอิสระท่ีมีคณุสมบตัิคอ่นข้างเสถียร
ชนิดหนึง่เม่ืออยู่ในรูปสารละลาย DPPH จะมีสีม่วงและสามารถดดูกลืนแสงได้ดีท่ีความยาวคล่ืน 
518 นาโนเมตรโดย DPPH จะเกิดปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระท่ีต้องการทดสอบ (AH) หรือ    
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อนมุลูอิสระ (R•) ดงัสมการท่ี (3.4) และ (3.5) สารละลาย DPPH จะเปล่ียนสีของสารละลายจาก
สีมว่งเป็นสีเหลืองสง่ผลให้คา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 518 นาโนเมตรลดลง 

 
  AHDPPHAHDPPH  ………………………………………… (3.4) 

 
 RDPPHRDPPH   …………….…………………..………….….. (3.5) 

 
การทดลองท าโดยเตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมตอ่มิลลิตรใน    

เอทานอลบริสุทธ์ิและเตรียมสารสกัดผลหม่อนโดยเจือจางเป็นล าดับเท่า (serial dilution)      
ความเข้มข้นละ 100 ไมโครลิตรจากนัน้เติมเอทานอล 100 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันด้วย vortex 
mixer แล้วเตมิสารละลาย DPPH 50 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากนัและบม่ปฎิกิริยาทิง้ไว้นาน 30 นาที
ในท่ีมืดท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 518 นาโนเมตร 
ด้วยเคร่ือง microplate reader และสารละลายท่ีไม่ได้เติมสารละลาย DPPH เป็นสารละลาย
เปรียบเทียบ (blank) แล้วค านวณหา antioxidant activity ในรูปของคา่ half maximal inhibitory 
concentration หรือ IC50 โดยสร้างกราฟระหว่าง % Inhibition DPPH กบัความเข้มข้นของสารดงั
แสดงในภาคผนวก ข ตวัอย่างจากกราฟจะได้ค่าความเข้มข้นของสารตวัอย่างท่ีสามารถท าให้
ความเข้มข้นของ DPPH ลดลง 50 เปอร์เซ็นต ์คือคา่ IC50 ตามสมการ (3.6) 

 

  100% 








 


control

samplecontrol

OD

ODOD
DPPHInhibition    ……………….……. (3.6) 

 
โดยท่ี ODcontrol = คา่การดดูกลืนแสงของตวัควบคมุ 
     ODsample = คา่การดดูกลืนแสงของตวัอยา่ง 
 
การรายงานผลกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระมีหน่วยเป็นร้อยละโดยปริมาตรของสารสกัดถ้าค่า 

IC50 มีคา่น้อยแสดงถึงประสิทธิภาพในการยบัยัง้อนมุลูอิสระท่ีดีคือ ใช้ความเข้มข้นของตวัอย่างท่ี

ความเข้มข้นต ่าก็สามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได้ 50% จากเร่ิมต้น  
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ฌ. ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ ด้วยวิธี Dinitrosalicylic Colorimetric Method (DNS 
method) ดดัแปลงตามวิธีของ Miller, G.L. (1959) วิธีการนีใ้ช้ทดสอบหมู่คาร์บอกซิล (carbonyl 
group, C=O) ในน า้ตาลรีดิวซ์ โดยสาร 3, 5 Dinitrosalicylic Acid (DNS) เป็นสารประกอบอะโร
มาติก สามารถท าปฏิกิริยากบัน า้ตาลรีดิวซ์ (reducing sugars) และท าให้เกิดเป็น 3-amino-5-
nitrosalicylic acid ภายใต้สภาวะความเป็นด่างซึ่งสามารถดดูกลืนแสงได้ดีในช่วง 520-575     
นาโนเมตรสามารถท าได้โดยเตรียมสารสารละลาย dinitrosalicylic acid 1% ดงันี ้เตรียมสาร 
DNS 1 กรัมละลายในน า้กลัน่ 25 มิลลิลิตรและเตรียมสารโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1.6 กรัมละลายใน
น า้กลัน่ 20 มิลลิลิตรจากนัน้เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ลงในสารละลาย DNS ผสมให้
เข้ากันแล้วน าไปให้ความร้อนในอ่างควบคุมอุณหภูมิจนกระทั่งสารละลายใสแล้วค่อยๆ เติม
โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต 30 กรัมลงในสารละลายผสมท่ีใสแล้วทีละน้อยจนครบจากนัน้เติม 
โซเดียมซลัไฟต์ 0.05 กรัม และเติมน า้กลัน่เพ่ือปรับให้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตรเก็บใน
ขวดสีชาไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง การทดลองใช้กลโูคสเป็นสารมาตรฐานโดยเตรียม stock solution ของ
สารละลายกลูโคสในน า้กลัน่เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น ามาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น
ตัง้แต่ 0-1.0มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรขัน้ตอนการทดสอบน าสารละลายตวัอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์
ปริมาณกลโูคส 500 ไมโครลิตรแล้วเติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง
น าไปต้มในน า้เดือดอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาทีจากนัน้น ามาแช่ในอ่างน า้เย็น
ทนัทีจากนัน้เตมิน า้กลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองผสมสารให้เข้ากนัจึงน าไปวดัคา่
การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตรด้วยเคร่ืองวดัการดดูกลืนแสงโดยใช้น า้กลัน่เป็น 
สารละลายเปรียบเทียบ สารมาตรฐานท าเช่นเดียวกัน เขียนกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการ
ดดูกลืนแสงท่ี A520 (แกน Y) และความเข้มข้นของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (มิลลิลิตรต่อ
มิลลิลิตร) (แกน X) แสดงกราฟในภาคผนวก ค ค านวณความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์ใน
สารละลายตวัอยา่งเป็นมิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 
3.4.3 การศกึษาความคงตวัในสารสกดัผลหมอ่น 

น าสารสกดัผลหมอ่นไปให้ความร้อนโดยควบคมุให้สารสกดัอยู่ในสภาวะป้องกนัแสงและ
อากาศแบบตา่งๆ ตอ่ไปนี ้
 ก.  ท่ีอณุหภมูิ 4, 40, 70 และ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 ชัว่โมง  
 ข. ท าปลอดเชือ้ตามมาตรฐานอุตสาหกรรมอาหารโดยการใช้ความร้อน 2 แบบคือ 
กระบวนการพาสเจอร์ไรส์และการสเตอริไลส์ได้แก่ พาสเจอร์ไรส์แบบ LTLT (Low temperature 
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long times) ท่ีอณุหภูมิ 60  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที, พาสเจอร์ไรส์แบบ HTST (High 
temperature short times) ท่ีอณุหภูมิ 70  องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วินาที) และสเตอริไลส์ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที [http://www.fda.moph.go.th/] 

ค. สภาวะเร่งแบบ freeze-thaw cycling โดยน าตวัอย่างไปแช่เยือกแข็งท่ีอณุหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 46 ชัว่โมงจากนัน้น ามาละลายท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาทีแล้วน าไป
ไว้ในอ่างควบคมุอณุหภูมิท่ีอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1.5 ชัว่โมงท าซ า้จนครบ 4 รอบ 
[Regan, J. และ Mulvihill, D.M., 2010] 
 น า้สกัดผลหม่อนท่ีผ่านกระบวนการเหล่านีแ้ล้วถูกน ามาวิเคราะห์หาปริมาณแอนโธไซ -
ยานินทัง้หมดด้วย วิธี pH differrential ตามรายละเอียดในข้อ 3.4.2 ฉ. 
 
3.4.4 การเตรียมเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู (Mesenchymal Stem Cells, MSCs) 

เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูถูกสกัดจากกระดูกต้นขาหลงัของหนูวิสต้า (เพศเมีย อายุ 3 
สปัดาห์ ซือ้จากศนูย์สตัว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล) ตามวิธีของ Ratanavaraporn J. 
และคณะ (2009) โดยผ่าเอากระดกูต้นขาหลงัของหนูตัง้แต่บริเวณสะโพกเลาะเศษเนือ้เย่ืออ่ืน
ออกให้สะอาดตดัท่ีปลายทัง้สองข้างของกระดกูจะพบช่องไขกระดกูใช้เข็มเบอร์ 24 ดดูอาหาร

เลีย้งเซลล์ 1 มิลลิลิตร (alpha-modified eagle medium: -MEM ท่ีมี 15 % FBS และ 50 U/ml 
penicillin streptomycin) ชะล้างผ่านช่องไขกระดกูลงหลอดขนาด 1 มิลลิลิตรท่ีผ่านการฆ่าเชือ้
แล้วท าซ า้หลายครัง้จนกระทัง่ก้อนไขกระดกูหลดุออกหมดท าสารแขวนลอยให้เป็นเนือ้เดียวกัน
โดยใช้เข็มฉีดพน่หลายๆ ครัง้ จากนัน้ดดูใส่จานเลีย้งเซลล์ท่ีใส่อาหาร 3 มิลลิลิตรไว้เรียบร้อยแล้ว
ท าการเพาะเซลล์ในสภาวะ 5 % CO2 อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ในวนัท่ี 
4 หลงัจากการเพาะเซลล์เพ่ือก าจดัเซลล์เม็ดเลือดท่ีไม่เกาะจานเลีย้งเซลล์จากนัน้เปล่ียนอาหาร
เลีย้งเซลล์ทกุ 3 วนั ในวนัท่ี 7-10 หลงัการเพาะเซลล์สามารถท าการแบง่เซลล์ (subculture) ได้
โดยใช้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 100  มิลลิโมลลาร์ (pH 7.4) ท่ีมี 0.25 % โดย
มวล trypsin และ 0.02 % โดยมวล EDTA อบไว้ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที 
ขยายจ านวนเซลล์บนจานเพาะเลีย้งเซลล์ชนิดพอลิสไตรรีนเพาะเลีย้งให้จ านวนเซลล์มีความ
หนาแน่นประมาณร้อยละ 90 (ใช้เวลาในการเพาะเลีย้งประมาณ 4 วนั) ส าหรับการทดลองใช้
เซลล์ใน passage ท่ี 2-3 เทา่นัน้เพ่ือให้มัน่ใจวา่เซลล์ไมมี่การเปล่ียนแปลง 

 
 

http://www.fda.moph.go.th/
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3.4.5 การศกึษาผลของสารสกดัผลหมอ่นตอ่การเจริญเติบโตของเซลล์ 

เพาะเซลล์ลงบนจานเพาะเลีย้งให้มีจ านวนเซลล์ 1x104 เซลล์ตอ่ตารางเซนติเมตร ใน 24 
well-plate เลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติ (Normal Medium, NM) ประกอบด้วย -MEM, 15% 
FBS , 50 U/ml penicillin streptomycin ในตู้บม่ 5% CO2 อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสโดยเติม
สารมาตรฐานไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ (C3G) และสารสกดัจากผลหม่อนให้มีความเข้มข้นร้อยละ 
1 โดยปริมาตรของปริมาตรอาหารเลีย้งเซลล์ทัง้หมดโดยเปล่ียนอาหารทกุๆ  3 วนั (มีการเติมสาร
สกดัหม่อนเพิ่มเพ่ือให้ความเข้มข้นคงท่ีเม่ือมีการเปล่ียนอาหาร) ตรวจสอบการยึดเกาะของเซลล์ 
(attachment) ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง และเจริญเติบโตของเซลล์ (proliferation) ท่ีเวลา 1, 2, 3, 5 และ 7 
วนักลุม่การทดลองแบง่เป็น 6 กลุม่ได้ดงันี ้
 
กลุม่
ท่ี 

ตวัย่อ 
สารสกดัหมอ่น 
(mg/ml) 

สารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ 
(µM) 

หมายเหต ุ

1 NM - - 
อาหารเลีย้งเซลล์ปกติ
เพ่ือเป็น positive control 

2 C3G50 - 50 - 
3 C3G100 - 100 - 

4 M50 2.5 - 
ความเข้มข้นเทียบเท่า 
C3G 50 ไมโครโมลลาร์ 

5 M100 5 - 
ความเข้มข้นเทียบเท่า 
C3G 100 ไมโครโมลลาร์ 

6 Zn - - 
เติม Zn acetate 20 
ppm 

 
ก. จ านวนเซลล์ ด้วยวิธี MTT assay หรือ (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5- 

diphenyltetrazolium bromide) assay [Liu และคณะ, 2004] MTT มีโครงสร้างเป็นวงแหวนของ
เกลือ tetrazolium มีสีเหลืองโดยท่ี MTT ท่ีถกูละลายในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีไม่มี phenol red จะ
ถกูเปล่ียนเป็นผลึก formazan สีม่วงท่ีเน่ืองจากการถกูท าลายวงแหวน tetrazolium ด้วยเอนไซม์ 
dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียท่ีอยู่ในเซลล์ท่ียงัมีชีวิตอยู่ผลึกสีม่วงท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์
ไม่สามารถแพร่ผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ได้แต่สามารถละลายได้โดยใช้ตัวท าละลายเช่น  dimethyl 
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suklfoxide (DMSO) สารละลายสีม่วงท่ีได้จะถูกน าไปวดัค่าดดูกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 
570 นาโนเมตรเพ่ือหาปริมาณผลึก formazan ท่ีถูกละลายออกมามีค่าแปรผันโดยตรงกับ
ปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่ แสดงกราฟมาตรฐานในภาคผนวก จ และค านวณหาอัตราการ
เจริญเตบิโตของเซลล์ (growth rate, µ) ดงัสมการ (3.7) ถึง (3.12) และเวลาการแบง่ตวัทวีคณูคือ
ระยะเวลาท่ีเซลล์เพิ่มจ านวนขึน้เป็น 2 เท่า (Population Doubling Time, PDT) ดงัสมการ (3.9), 
(3.11)และ (3.12) โดยการค านวณท าในช่วง log phase (exponential growth phase) [Vunjak-
Novakoivic และคณะ, 2006] ดงันี ้ 
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โดย 1X  คือจ านวนเซลล์ท่ีเวลา 1t  
       2X  คือจ านวนเซลล์ท่ีเวลา 2t  

 
 เวลาแบง่ตวัทวีคณู  T (ชัว่โมง) โดยท่ี  12 ttT   และ 12 2XX   

              จากสมการ (3.9)         11 ln)2ln( XXT  ………………… (3.11)    



2ln
T   ………...…….…………......…. (3.12)    

 
ข. รูปร่าง (Morphorogy) ของเซลล์โดยการถ่ายภาพด้วยกล้องจลุทรรศน์ (Nikon  

eclipse TS100, USA) ศกึษาลกัษณะรูปร่าง และการยึดเกาะของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 
ชัว่โมง,  1 วนั, 2 วนั, 3 วนั, 5 วนั และ 7 วนั 
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3.4.6 การศกึษาผลของสารสกดัผลหมอ่นตอ่การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 
การศกึษาท าโดยการเพาะเซลล์ลงบนจานเพาะเลีย้งให้มีจ านวนเซลล์ 2x104 เซลล์ตอ่

ตารางเซนตเิมตร [Ratanavaraporn, J. และคณะ, 2010] ใน 24 well-plate เลีย้งในอาหารเลีย้ง
เซลล์คือ 

1. Normal Medium (NM): ประกอบด้วย -MEM, 15% FBS, 50 U/ml penicillin 
streptomycin   

2. Osteogenic Medium (OM): ประกอบด้วย -MEM, 10% FBS, 50 U/ml penicillin 
streptomycin, 50 g/ml, L-ascorbic, 10-6 M dexamethasone และ 1 M -
glycerophosphate  

 
เพาะเลีย้งเซลล์ในตู้บม่ 5 % CO2 อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสโดยเติมสารมาตรฐาน        

ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ (C3G) และสารสกดัจากผลหม่อนให้มีความเข้มข้นเท่ากบัร้อยละ 1 โดย
ปริมาตรของปริมาตรอาหารเลีย้งเซลล์ทัง้หมดโดยเปล่ียนอาหารทกุๆ  3 วนั เพาะเลีย้งเซลล์เป็น
เวลา 4 สปัดาห์ (มีการเตมิสารสกดัหมอ่นเพิ่มเพ่ือให้ความเข้มข้นคงท่ีเม่ือมีการเปล่ียนอาหาร) ซึ่ง
สามารถแบง่กลุม่การทดลองเป็น 6 กลุม่ได้ดงันี ้ 
 
กลุม่
ท่ี 

ตวัย่อ 
สารสกดัหมอ่น 
(mg/ml) 

สารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ 
(µM) 

หมายเหต ุ

1 NM - - 
อาหารเลีย้งเซลล์ปกตเิพ่ือ
เป็น negative control 

2 C3G50 - 50 - 
3 C3G100 - 100 - 

4 M50 2.5 - 
ความเข้มข้นเทียบเท่า C3G 
50 ไมโครโมลลาร์ 

5 M100 5 - 
ความเข้มข้นเทียบเท่า C3G 
100 ไมโครโมลลาร์ 

6 OM - - 
อาหารเลีย้งเซลล์OM เพ่ือ
เป็น positive control 
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โดยมีการประมาณการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูท่ี 7, 14, 21 และ 28 วนั โดยวิเคราะห์
สญัญาณการเปล่ียนแปลงเป็นกระดกูด้วยวิธีตอ่ไปนี ้

ก. กิจกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase, ALP) ซึ่งเป็น 
early marker ของการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์กระดกูวิเคราะห์เอนไซม์ ALP ภายในเซลล์ท าโดย
การท าให้เซลล์แตกโดยใช้ Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) ด้วยการเติมสาร SDS lysis buffer 
1 มิลลิลิตรบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้ววัดกิจกรรมของเอนไซม์ใน        
cell lysate นัน้ด้วยสาร p-nitrophenyl phostphate ซึ่งเป็นซบัสเตรทของเอนไซม์โดยการปิเปต
สารมาตรฐานและสารตวัอย่างปริมาตร 20 ไมโครลิตรใส่ลงในถาดเลีย้งเซลล์ขนาด 96 หลมุแล้ว
เติม p-nitrophenyl phostphate 100 ไมโครลิตรบ่มไว้ท่ี 37 องศาเซลเซียส 15 นาที หยุด
ปฏิกิริยาด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.02 นอร์มลัปริมาตร 80 ไมโครลิตร
และใช้สาร p-nitrophenol เจือจางในน า้ปราศจากไอออนความเข้มข้น 10. 5, 2.5, 1.25, 0.62, 
0.31, 0.16 และ 0.08 มิลลิโมลลาร์เป็นสารมาตรฐาน แสดงกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ซ 

 จากนัน้วดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร [Takahashi Y. และคณะ, 2005] 
รายงานผล ALP ตอ่จ านวนเซลล์ ทกุๆ สปัดาห์เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

ข. ปริมาณการสะสมแคลเซียม ซึ่งเป็น late marker ของการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์
กระดกูวิเคราะห์โดยการเตมิกรดไฮโดรคลอริคความเข้มข้น 1 โมลลาร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลง
ใน cell lysate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปบม่ปฎิกิริยาท่ี 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 
ชัว่โมงเพ่ือ กรดไฮโดรคลอริคจะช่วยย่อยแคลเซียมออกมาหลงัจากนัน้ปิเปตสารตวัอย่างมา 10 
ไมโครลิตร ใส่ในถาดเลีย้งเซลล์ขนาด 48 หลุมเติมสารละลาย ethanolamine buffer ความ
เข้มข้น 0.88 โมลลาร์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ O-Cresolphythalein Complex Substrate 
(OCPC) ความเข้มข้น 0.63 มิลลิโมลลาร์ในกรดไฮโดรคลอริคปริมาตร 100 ไมโครลิตร และใช้
สารละลายแคลเซียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 1 โมลลาร์ในกรดไฮโดรคลอริคโดยมีปริมาณ
แคลเซียมความเข้มข้น 20, 10,5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31 และ 0.16 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรเป็นสาร
มาตรฐาน โดยแสดงกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ฌ แคลเซียมจะท าปฏิกิริยากบั OCPC ให้สาร
สีม่วงแล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร [Takahashi และคณะ, 
2005] รายงานผลปริมาณแคลเซ่ียมตอ่จ านวนเซลล์ ทกุๆ สปัดาห์เป็นเวลา 4 สปัดาห์  

ค. จ านวนเซลล์ ด้วยวิธี DNA assay เป็นวิธีประมาณการเปล่ียนแปลงของประชากร
เซลล์ด้วยการใสส่ารเรืองแสงท่ีมีคณุสมบตัิจบัจ าเพาะกบั DNA เช่น bisbenzidine  (Hoechst) มี
มวลโมเลกลุขนาด 533.88 และย้อมบริเวณเบส  A-T ให้เรืองแสงได้ภายใต้แสงฟลอูอเรสเซนต์ท่ีมี
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การกระตุ้นด้วยความถ่ี 340-380 นาโนเมตรและปลดปล่อยพลงังานแสงท่ี 430-450 นาโนเมตร
ท าได้โดยเตรียมสารมาตรฐานโดยใช้เซลล์เจือจางด้วย SDS ให้มีความเข้มข้น 1.56x104, 
3.12x104, 6.25x104, 1.25x105, 2.5x105, 5x105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร และ cell lysate ของตวัอย่าง
บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมงจากนัน้น า cell lysate ท่ีได้เก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ  
-80 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เซลล์แตกและปล่อย DNA ออกมาการน าตวัอย่างไปวดัให้น า cell 
lysate มาละลายท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสก่อนและเตรียมสารละลาย Hoechst 33258 ซึ่ง
เตรียมได้โดยน า Hoechst 33258 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น า้ปราศจากไอออน 19 มิลลิลิตร และ 
SSC 1 มิลลิลิตร ผสมรวมกนัจากนัน้ปิเปตสารละลายของสารมาตรฐานและตวัอย่างท่ีน าไปวดั
ปริมาณ DNA ปริมาตร 100 ไมโครลิตรใส่ในถาดสีด าขนาด 96 หลุมแล้วเติมสารละลาย 
Hoechst 33258 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรน าไปวดั fluorescence intensity ท่ี 355 นาโนเมตร 
(excitation) และ 460 นาโนเมตร (emission) ด้วยเคร่ืองสเปกโตรฟลูออโรมิเตอร์ [Takahashi  
Y. และคณะ 2005] โดยแสดงกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ฉ 

 
3.4.7 การเตรียมอนภุาคไมโครอลัจิเนต 

อนุภาคอนุภาคไมโครอัลจิเนตเตรียมโดยใช้โซเดียมอลัจิเนตชนิด medium viscosity 
(Cat.A2033, บริษัท Sigma ประเทศเยอรมนั) ความเข้มข้นร้อยละ 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 โดย
น า้หนักต่อปริมาตรในน า้ปราศจากไอออนถูกป่ันกวนจนละลายเป็นเนือ้เดียวกันจากนัน้ก าจัด
ฟองอากาศในสารละลายท่ี เตรียมได้โดยการใช้ ป๊ัมดูดอากาศและเตรียมสารละลาย         
แคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 โมลตอ่ลิตรขัน้ตอนการขึน้รูปใช้กระบอกฉีดยาดดูสารละลาย
โซเดียมอลัจิเนตปริมาตร 20 มิลลิลิตรตอ่กบัเคร่ืองมือขึน้รูปแบบ external gelation ดงัรูปท่ี 3.4   
ตอ่หวัสเปรย์ 3 ทางกบัเข็มฉีดยาเบอร์ 24 หวัตดัต่อเข้ากบักระบอกฉีดยาท่ีต าแหน่ง B และท่ี
ต าแหน่ง D ด้านตัง้ฉากกับหัวสเปรย์ต่อกับสายยางและต่อเข้ากับหัวควมคุมแหล่งจ่ายแก๊ส
ไนโตรเจนท่ีต าแหน่ง G ตัง้บิกเกอร์ใส่สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ปริมาตร 1 ลิตร โดยมีระยะ
จากหวัสเปรย์ถึงผิวสารละลายแคลเซียมคลอไรด์เท่ากบั 16 เซนติเมตรท่ีต าแหน่ง C เปิดเคร่ือง
และปรับอัตราการกดของกระบอกฉีดยาฉีดพ่นโซเดียมอัลจิเนตลงอ่างแคลเซียมคลอไรด์ท่ี
ต าแหน่ง E พร้อมปรับอตัราการไหลของก๊าซไนโตรเจนต าแหน่ง G ตวัควบคมุกระบอกฉีดยา
ต าแหน่ง F จะคอ่ยๆกดเล่ือนลงและสารละลายโซเดียมอลัจิเนตจะถกูพ่นลงมาในอ่างแคลเซียม
คลอไรด์แช่และป่ันกวนอนภุาคไมโครอลัจิเนตท่ีได้ไว้ในอ่างแคลเซียมคลอไรด์ ประมาณ 30 นาที
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เพ่ือให้ภายในเป็นเจลทัง้หมดแล้วล้างด้วยน า้ DI ประมาณ 2-3 ครัง้ เพ่ือก าจดัแคลเซียมคลอไรด์
สว่นท่ีเหลือ จากนัน้น าไปท าให้แห้งโดยการอบท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  
 

 
 

รูปท่ี 3.4 อปุกรณ์การขึน้รูปแบบ external gelation (A.แก๊สไนโตรเจน, B.สารละลายโซเดียม    
อลัจิเนต, C.สารละลายแคลเซียมคลอไรด์, D.หวัพ่นสารละลายโซเดียมอลัจิเนต, E.ปรับระดบั
ความเร็วของอตัราการกดของหลอดฉีดยา, F.ตวัควบคมุอตัราการกดหลอดฉีดยา, G.ปรับอตัรา
การไหลของแก๊สไนโตรเจน) 
 
3.4.8 การศกึษาสมบตัทิางกายภาพของอนภุาคไมโครอลัจิเนต 
 ก. รูปร่างของอนภุาคไมโครอลัจิเนตเปียก ด้วยกล้องจลุทรรศน์ (Nikon, Eclipse 80i, 
Japan) ขนาดก าลงัขยาย 4 เทา่ 

ข. ขนาดของอนุภาคไมโครอัลจิเนตเปียก วิเคราะห์โดยใช้เคร่ือง Mastersizer 2000 
(Malvern Instruments Ltd., UK) น าอนุภาคไมโครอลัจิเนตประมาณ 0.5 กรัม ผสมในน า้
ปราศจากไอออน อนภุาคถกูท าแขวนลอยและกระจายตวัไม่เกาะกลุ่มกนัด้วยคล่ืนอลัตร้าโซนิค 
เป็นเวลา 5 นาที และป่ันกวนสารแขวนลอยนีท่ี้ความเร็ว 1,750 รอบตอ่นาทีระหวา่งการวิเคราะห์  

A 

C 
E 

B 

D 

G 
F 
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ค. โครงสร้างสณัฐาน (Morphology) ของอนภุาคไมโครอลัจิเนตแห้ง โดยใช้เทคนิคกล้อง
จลุทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM-JSM-5410LV, JEOL Ltd., 
Japan) ดลูกัษณะรูปร่าง พืน้ผิวภายนอกและภายในของอนภุาค 

ง. การดดูซบัน า้ของอนภุาคไมโครอลัจิเนตแห้ง โดยชัง่น า้หนกัอนภุาคไมโครอลัจิเนตก่อน
แช่น า้ (Wd) ประมาณ 100 มิลลิกรัม ใส่ในถงุตาข่ายขนาดเล็กท่ีช่องของตาข่ายอนภุาคผ่านออก
ไม่ได้ และแช่ถงุท่ีบรรจอุนภุาคไมโครอลัจิเนตลงในน า้ปราศจากไอออนท่ีเวลาต่างๆ (ชัว่โมง) น า
ถงุออกมาซบัน า้ท่ีไมไ่ด้ถกูดดูซบัด้วยกระดาษไม่มีขยุ และชัง่น า้หนกัทนัทีจะได้น า้หนกัหลงัแช่น า้
ปราศจากไอออน (Ww) จนน า้หนกัคงท่ีและสามารถหาคา่การดดูซบัน า้ดงัสมการท่ี 3.13 

 

การดดูซบัน า้ (%โดยน า้หนกั) 100
)(





d

dw

W

WW ……………………. (3.13) 

 
จ. การดูดซับสารสกัดหม่อนในอนุภาคไมโครอัลจิเนตแห้ง โดยเตรียมอนุภาค                

ไมโครอลัจิเนต (กรัม) แช่ในสารสกดัหม่อนโดยเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียสในท่ีมืดและหา
ปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกดัหม่อนเร่ิมต้นก่อนการดดูซบัไว้ด้วยวิธีในข้อ 3.4.2 ฉ. จากนัน้
น าตวัอย่างมาซบัสารสกดัส่วนเกินออกด้วยกระดาษไม่มีขุย ชัง่น า้หนกัอนุภาคไมโครอลัจิเนตท่ี
ดูดซับสารสกัดหม่อนไว้ได้ท่ีเวลาต่างๆ จนน า้หนักเร่ิมคงท่ีโดยระบุให้น า้หนักอนุภาคไมโคร       
อลัจิเนตก่อน คือ Wd2 กรัม และหลงัแชส่ารสกดัหมอ่นท่ีเวลา (ชัว่โมง) ตา่งๆ คือ Ww2 และสามารถ
หาค่าการดูดซบัสารสกัดหม่อนดงัสมการท่ี 3.14 จากนัน้น าอนุภาคไมโครอัลจิเนตท่ีดูดซบัสาร
สกดัหม่อนไปท าแห้งด้วยการท าแห้งแบบเยือกแข็งเป็นเวลา 48 ชัว่โมงและเก็บตวัอย่างท่ีแห้งให้
พ้นแสง  
 

การดดูซบัสารสกดัหมอ่น (%โดยน า้หนกั) 100
)(

2

22 



d

dw

W

WW ………………. (3.14) 

 
ฉ. การตรวจสอบการดดูซบัสารสกดัหมอ่นในอนภุาคไมโครอลัจิเนต โดยน าอนภุาค      

ไมโครอลัจิเนตท่ีถกูดดูซบัจากข้อ 3.4.8 จ. มาทดสอบโดยการหมนุเหว่ียงด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงสู่
ศนูย์กลางท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5, 10, 20, 30 และ 60 นาที และถ่ายภาพดู
ลกัษณะสีของสารสกดัหมอ่นท่ีถกูดดูซบัไว้ในอนภุาคไมโครอลัจิเนต 
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3.4.9 ปริมาณแอนโธไซยานินท่ีถกูบรรจใุนอนภุาคไมโครอลัจิเนต 
ปริมาณแอนโธไซยานินท่ีถกูบรรจุในอนุภาคไมโครอลัจิเนตตาม 3.4.8 จ. สามารถหา

ปริมาณแอนโธไซยานินท่ีกกัเก็บได้ตามวิธีดดัแปลงของ Tanon, R.V. และคณะ (2010) โดยน า
อนุภาคไมโครอัลจิเนตท่ีบรรจุสารสกัดหม่อนท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็งแล้วปริมาณ 5 
มิลลิกรัมมาสกัดซ า้จ านวน 2 ครัง้ด้วยสารละลายผสมของ กรดไฮดรอคลอริค : น า้ปราศจาก
ไอออน : เอทานอล (1:29:70)  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าอนภุาคไมโครอลัจิเนตท่ีผสมสารละลาย
สกัดท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาทีเพ่ือแยกอนภุาคไมโคร     
อัลจิเนตออกจากสารละลายสกัดซึ่งจะได้ส่วนใสแยกชัน้กับอนุภาค จากนัน้น าส่วนใสท่ีได้ท่ีมี
ปริมาณแอนโธไซยานินไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 534 นาโนเมตรโดยน าไป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของปริมาณแอนโธไซยานินท่ีทราบคา่แสดงกราฟในภาคผนวก ฏ 
เพ่ือหาปริมาณแอนโธไซยานินท่ีถกูบรรจใุนอนภุาคไมโครอลัจิเนตรายงานผลเป็นปริมาณแอนโธ-
ไซยานิน(มิลลิกรัม) ตอ่กรัมของอนภุาคไมโครอลัจิเนต 
                 
3.4.10 ความคงตวัของแอนโธไซยานินในสารสกดัหมอ่นท่ีถกูกกัเก็บในอนภุาคไมโครอลัจิเนต 

ทดสอบความคงตวัของแอนโธไซยานินในอนุภาคไมโครอลัจิเนตท่ีอณุหภูมิ 4, 40, 70, 
100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 ชัว่โมง และสภาวะการฆ่าเชือ้แบบสเตอริไลส์ท่ีอณุหภูมิ 121 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที โดยสภาวะป้องกนัแสงเพ่ือไม่ให้แสงมีผลต่อความคงตวัแล้ว
น าไปทดสอบหาปริมาณสารแอนโธไซยานินทัง้หมด  
 
3.4.11 ปัญหาทางจริยธรรมในการทดลอง 

การทดสอบท่ีมีการใช้เซลล์ต้นก าเนิดท่ีแยกออกมาจากหนูวิสต้าจะมีการเสนอแผน
งานวิจยัและได้รับการอนมุตัิจากคณะกรรมการจริยธรรมแห่งจฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยัก่อนการ
ด าเนินการโดยผู้วิจยัได้ปฏิบตัิตามข้อก าหนดอยา่งเคร่งครัด 

 
3.4.12 การใช้สถิตใินการวางแผนและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

ในงานวิจยันีเ้ปรียบเทียบคา่ความแตกตา่งของข้อมลูโดยเก็บตวัอย่างแบบสุ่ม 3 ซ า้น ามา

หาค่าเฉล่ียและคา่การเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation, SD) เพ่ือศกึษาว่าค่าท่ีได้มี

ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัหรือไม่โดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติแบบอะโนวา (Anova) ด้วย
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โปรแกรมคอมพิวเตอร์มินิแทบ (Minitab system for Windows version 14, USA) ท่ีระดบัความ

เช่ือมัน่ 95% (p-value<0.05) 

3.4.13 สถานท่ีท าการวิจยั 
ท าการวิจยั ณ ห้องปฏิบตัิการวิศวกรรมชีวภาพ ชัน้ 5 และห้องปฏิบตัิการชีววสัด ุชัน้ 6 

ตกึอาคารอนุสาสน์ยนัตรกรรม ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์, ห้องปฏิบตัิการ
วิศวกรรมเนือ้เย่ือ ชัน้ 9 ตกึ อ.ป.ร. คณะแพทย์ศาสตร์ และอาคารจฬุาวิทย์ คณะเภสชัศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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บทที่  4 

ผลการทดลองและการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
4.1 ลักษณะกายภาพและเคมีของสารสกัดผลหม่อน 

 ผลหม่อนสายพนัธุ์เชียงใหม่ (Morus alba L.) ท่ีน ามาใช้ในการศกึษานัน้มาจากแหล่งท่ี 

มาในประเทศไทยด้วยกนั 2 แหลง่คือ จากไร่ก านนัจลุ จงัหวดัเพชรบรูณ์ และจากสถาบนัหม่อนไหม

แห่งชาติเฉลิมพระเกียรติ สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์พระบรมราชินีนาถ ศูนย์ด่านเกวียน จังหวัด

นครราชสีมา ซึง่มีลกัษณะโดยทัว่ไปของผลหมอ่นดงัรูปท่ี 4.1  

 

รูปท่ี 4.1 ลกัษณะทัว่ไปของผลหมอ่นสายพนัธุ์เชียงใหม่จากแหลง่ปลกูจงัหวดั (a) เพชรบรูณ์ (b) 

นครราชสีมา 

 

ผลหม่อนจากแหล่งจงัหวดัเพชรบรูณ์จะมีลกัษณะผลท่ีใหญ่ มีขนน้อย สีม่วงแดง ส่วนผล

หม่อนจากแหล่งจังหวัดนครราชสีมาจะมีผลท่ีเล็กกว่า มีขนดก สีม่วงเข้มกว่า และผลหม่อน

ค่อนข้างมีความเห่ียวมากกว่า แต่ลักษณะโดยรวมคล้ายคลึงกันคือ ผลหม่อนมีสีม่วง ผิวขรุขระ 

นอกจากลกัษณะทัว่ไปเม่ือน าผลหม่อนมาศกึษาลกัษณะทางกายภาพ ดงัตารางท่ี 4.1 พบว่าผล

หม่อนจากแหล่งจงัหวดัเพชรบูรณ์มีน า้หนกัเฉล่ียต่อผลเท่ากับ 2.53±0.49 กรัม ซึ่งมีคา่สูงกว่าผล

หม่อนของนครราชสีมาอย่างมีนัยส าคัญ โดยผลหม่อนท่ีปลูกในนครราชสีมามีน า้หนักเฉล่ีย 

1.46±0.51 กรัม แตก่ารท่ีผลผลิตของหม่อนจากทัง้สองแหล่งมีน า้หนกัท่ีแตกตา่งกนัมากเน่ืองจาก

ผลหมอ่นจากไร่ก านนัจลุ จงัหวัดเพชรบรูณ์นัน้ได้มีการควบคมุ ดแูล และพฒันาการผลิตผลหม่อน

 

(a
) 

(b
) 
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เป็นอย่างดีเพ่ือให้ได้คุณภาพสูงในการจ าหน่ายเชิงการค้า จึงท าให้ได้ผลหม่อนท่ีมีลูกโตและ

น า้หนักมาก นอกจากผลหม่อนสดแล้วยังสามารถน าผลหม่อนไปผ่านกระบวนการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง (freeze dried) เพ่ือง่ายตอ่การเก็บรักษาและสามารถยืดอายขุองผลหม่อนได้นานพบว่า

ผลหม่อนท่ีผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งจากเพชรบูรณ์มีร้อยละของน า้หนกัแห้งเท่ากับ 

14.27±0.35 และจากนครราชสีมาเท่ากับ 22.19±0.17 ซึ่งแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั แสดงให้

เห็นว่าผลหม่อนท่ีได้จากเพชรบูรณ์ มีปริมาณน า้ในผลหม่อนมากกว่าผลหม่อนจากนครราชสีมา 

คือมีปริมาณน า้ประมาณร้อยละ 85.8 ซึง่ผลหมอ่นจากนครราชสีมามีน า้เป็นองค์ประกอบประมาณ

ร้อยละ 77.8  

ตาราง 4.1 สมบตัทิางกายภาพของผลหมอ่นสด 

a-f แสดงความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p<0.05)  ของผลหมอ่นแหลง่ตา่งๆ 

เม่ือน าผลหมอ่นสดจาก 2 แหลง่น ามาผา่นกระบวนการสกดัโดยการป่ันด้วยเคร่ืองป่ันน า้ผลไม้ และ

แยกกากได้ส่วนใสของสารสกดัผลหม่อนสด และผลหม่อนจากแตล่ะแหล่งน ามาผ่านกระบวนการ

ท าแห้งแบบเยือกแข็ง แล้วน ามาสกดัด้วยน า้ปราศจากไอออน ได้เป็นสารสกดัผงผลหม่อนสกดัแล้ว

น ามาศกึษาคณุลกัษณะของสารสกดัท่ีได้ทัง้ทางกายภาพและเคมี ดงันี ้

4.1.1 ลกัษณะทางกายภาพของสารสกดัผลหมอ่นสดและผงผลหมอ่น 

 ลกัษณะทางกายภาพของสารสกดัหมอ่นของทัง้สารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดั

ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 จะเห็นว่าสารสกัดหม่อนท่ีได้มีค่าความหนาแน่นใกล้เคียงกับความ

หนาแน่นของน า้ซึ่งมีคา่ประมาณ 1.0 กรัมตอ่มิลลิลิตร ค่าความหนาแน่นของสารสกดัหม่อนท่ีได้

แหลง่ของผลหมอ่น 
สายพนัธุ์เชียงใหม่ 

น า้หนกัเฉล่ีย
ตอ่ผล(กรัม) 

น า้หนกัแห้งของ 
ผลหมอ่น  

(ร้อยละโดยน า้หนกั) 

ปริมาณน า้ในผล 
(ร้อยละโดย
น า้หนกั) 

เพชรบรูณ์ (Morus alba) 2.53±0.49a 14.27±0.35c 85.72±0.35e 

นครราชสีมา (Morus alba ) 1.46±0.51b 22.19±0.17d 77.82±0.17f 
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อยู่ในช่วง 0.971±0.006 ถึง 1.012±0.004 กรัมตอ่มิลลิลิตร แสดงถึงความเป็นเนือ้เดียวกนัของสาร

สกัดท่ีสามารถสกัดสารส าคญัท่ีละลายในน า้ได้เท่านัน้ จากนัน้เม่ือพิจารณาหาค่าความเป็นกรด 

ด่าง หรือค่าพีเอช พบว่าสารสกัดหม่อนมีค่าเป็นกรดเล็กน้อยประมาณ 3.67 ถึง 4.31 เม่ือ

เปรียบเทียบระหว่างสารสกัดจากผลหม่อนสดกับผงผลหม่อนสกัด พบว่าสารสกัดท่ีได้จากผงผล

หม่อนสกัดละลายในน า้ปราศจากไอออนมีค่าพีเอชสูงขึน้อย่างมีนัยส าคญั คือ 3.67±0.02 เป็น 

4.04±0.01 จากแหล่งปลูกจังหวัดเพชรบูรณ์ และพีเอชสูงขึน้จาก 4.08±0.02 เป็น 4.31±0.01 

ส าหรับแหล่งจงัหวดันครราชสีมา นอกจากนีย้งัมีการหาคา่ปริมาณของแข็งท่ีละลายน า้ได้ทัง้หมด

ในสารสกดัผลหม่อนซึ่งแสดงคา่เป็น % Brix สารสกดัผลหม่อนสดจากแหล่งจงัหวดันครราชสีมามี

ปริมาณของแข็งท่ีละลายน า้ทัง้หมดเท่ากบั 15.9±0.08 % Brix และสารสกดัผลหม่อนสดจากแหล่ง

จงัหวดัเพชรบรูณ์ซึ่งมีคา่เท่ากบั 9.98±0.12 % Brix ผลหม่อนท่ีได้จากแหล่งนครราชสีมามีปริมาณ

ของแข็งท่ีละลายน า้ได้สูงกว่าแหล่งจังหวดัเพชรบูรณ์ เน่ืองจากผลหม่อนจงัหวดันครราชสีมามี

ปริมาณน า้เป็นองค์ประกอบต ่ากว่าผลหม่อนจากเพชรบูรณ์ และในสารสกดัผงผลหม่อนพบว่าผล

หม่อนจากทัง้ 2 แหล่งมีคา่ปริมาณของแข็งท่ีละลายน า้ได้ไม่แตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั สารสกดัผง

ผลหม่อนจากแหล่งจงัหวดัเพชรบูรณ์เท่ากบั 7.68±0.17 % Brix และ แหล่งนครราชสีมาเท่ากับ 

7.70±0.14 % Brix จากคา่ % Brix ของผงผลหม่อนสกดัมีคา่ใกล้เคียงกนัเน่ืองจากเกิดจากการเอา

ผงผลหม่อนปริมาณเท่ากนัมาสกัดในน า้ในสดัส่วนท่ีเท่ากัน อีกทัง้ค่าปริมาณของแข็งท่ีละลายน า้

ได้สอดคล้องกบัคา่ร้อยละของน า้หนกัแห้งของสารสกดั สารสกดัผลหม่อนสดจากแหล่งเพชรบรูณ์มี

ค่าร้อยละของน า้หนกัแห้งเท่ากับ 11.19±0.03 และนครราชสีมาร้อยละของน า้หนักแห้งเท่ากับ 

17.47±0.03 ส าหรับสารสกัดผงผลหม่อนพบว่าร้อยละของน า้หนักแห้งเท่ากับ 6.59±0.99 และ 

7.48±0.04 จากแหล่งเพชรบูรณ์และนครราชสีมาตามล าดบั และมีรายงานวิจยัศึกษาสมบตัิทาง

กายภาพของผลหม่อน Morus alba เพาะปลกูในแถบประเทศตรุกี พบว่าผลหม่อนมีน า้หนกัเฉล่ีย 

3.49 กรัม น า้หนกัแห้งของผลหม่อนร้อยละ 29.5 คา่พีเอช 5.6 และปริมาณของแข็งท่ีละลายได้

ทัง้หมดร้อยละ 20.4 จะเห็นว่ามีความแตกต่างทางด้านสมบตัิทางกายภาพแม้จะเป็นผลหม่อน    

สปีชีซ์เดียวกันอันเน่ืองจากหลายปัจจัย อาทิ ความแตกต่างของสายพันธุ์  ระยะการเก็บเก่ียว      

การเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรม สภาวะแวดล้อมในการเจริญเติบโตของผลหม่อน [Ercisli, S. และ 

Orhan, E., 2007] 
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ตารางท่ี 4.2 สมบตัทิางกายภาพของสารสกดัหมอ่น 

ชนิด 

สารสกดั 

แหลง่ผล

หมอ่น 

ความหนาแนน่

(กรัมตอ่

มิลลิลิตร) 

pH 

Total soluble 

solids 

(% Brix) 

ร้อยละของ

น า้หนกัแห้ง 

ผล 

หมอ่นสด 

เพชรบรูณ์ 0.986±0.001a,b 3.67±0.02c 9.98±0.12f 11.19±0.03i 

นครราชสีมา 1.012±0.004b 4.08±0.02d 15.9±0.08g 17.47±0.03j 

ผง 

ผลหมอ่น 

เพชรบรูณ์ 0.988±0.016a,b 4.04±0.01c 7.68±0.17h 6.59±0.99k 

นครราชสีมา 0.971±0.006a 4.31±0.01e 7.70±0.14h 7.48±0.0k 
a-k แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p<0.05) ของสารสกดัผลหมอ่นชนิดตา่งๆ 

 

การวัดสีของสารสกัดผลหม่อนทัง้สารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัด  โดยใช้
เคร่ืองมือ colormeter รายงานผลเป็นคา่ L*, a* และคา่ b* โดยคา่ L* แสดงคา่ความสว่างถ้าใกล้ 
100 แสดงว่าสว่างมาก คา่ a* แสดงคา่สีแดงกบัสีเขียวถ้าคา่ a* มีคา่เป็นบวกแสดงว่าวตัถมีุสีแดง 
และถ้าคา่ a* มีคา่เป็นลบแสดงว่าวตัถุมีสีเขียว คา่ b* แสดงคา่สีเหลืองกับสีน า้เงินถ้าค่า b* มี      
คา่เป็นบวกแสดงวา่วตัถมีุสีเหลือง และถ้าคา่ b* มีคา่เป็นลบแสดงว่าวตัถมีุสีน า้เงิน ดงัตารางท่ี 4.3 
พบว่าสารสกดัหม่อนมีคา่ L* ต ่ากว่า 100 มากแสดงถึงสีของสารสกดัมีความสว่างต ่าเม่ือเทียบกนั
ระหวา่งสารสกดัผลหมอ่นสดกบัผงผลหม่อนสกดัพบว่าสารสกดัท่ีได้จากผลหม่อนสดจะมีคา่ความ
สวา่งสงูกวา่เล็กน้อย แตเ่ม่ือเปรียบเทียบสารสกดัผลหมอ่นสดจาก 2 แหล่งมีความสว่างไม่แตกตา่ง
กนัอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือพิจารณา คา่ a* ของสารสกดัผลหม่อนท่ีได้มีคา่เป็นบวกแสดงถึงลกัษณะ
สารสกดัคอ่นข้างจะเป็นสีแดง ซึ่งสารสกัดหม่อนจากแหล่งเพชรบรูณ์มีสีแดงมากกว่านครราชสีมา 
ในสว่นของคา่ b* ซึง่มีคา่ตดิลบมากแสดงวา่สารสกดัท่ีได้จะมีสีในโทนสีน า้เงิน สารสกดัหม่อนสดมี
สีน า้เงินมากกวา่ผงผลหมอ่นสกดั และสารสกดัจากแหลง่นครราชสีมามีสีน า้เงินมากกว่าเพชรบรูณ์ 
แต่อย่างไรก็ตามสรุปไม่ได้ว่าผลหม่อนของนครราชสีมามีสีเข้มกว่าเพชรบูรณ์ระยะการเก็บผล
หม่อนมีผลต่อสีของผลหม่อนท่ีได้ มนต์วดี หุ่นเจริญ และศศิธร ตรงจิตภักดี พบว่าระยะการ
เจริญเตบิโตของผลหมอ่นมีลกัษณะสีแตกตา่งกนั คือถ้าเป็นผลหมอ่นสกุเตม็ท่ีจะได้ผลหมอ่นสีมว่ง 
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เข้ม และมีผลท าให้มีปริมาณแอนโธไซยานิน ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าผลหม่อนระยะก่อน
สกุ [มนต์วดี หุ่นเจริญ และศศิธร ตรงจิตภกัดี, 2553] และงานวิจยัของ Aramwit, P. และคณะ 
(2010) พบวา่สีของผลลกูหมอ่นมีผลท าให้คณุลกัษณะทางเคมีและกายภาพของผลหม่อนแตกตา่ง
กนั รวมถึงปริมาณแอนโธไซยานินและฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วย ดงันัน้ในการน าผลหม่อนมา
ศกึษานัน้ สีเป็นสิ่งส าคญัท่ีใช้ในการควบคมุสมบตัิทางเคมีและกายภาพ จึงควรเก็บผลหม่อนท่ีมี
ลกัษณะสีเดียวกนั ของในแตล่ะสายพนัธุ์ เน่ืองจากสีแสดงถึงระยะการสกุของผลหม่อน โดยเฉพาะ
ถ้าต้องการปริมาณสารต้านอนมุูลอิสระซึ่งเป็นสารส าคญัในผลหม่อนสงูควรเก็บผลหม่อนในระยะ
สกุจะดีท่ีสุด ดงันัน้ผลหม่อนท่ีมีสีโทนน า้เงินเข้มในผลหม่อนนครราชสีมา แสดงว่ามีระยะการสุก
มากกว่าเน่ืองจากมีน า้ตาลมากกว่า และน า้ตาลเป็นสารตัง้ ต้นของสารแอนโธไซ -ยานิน 
[Gonsalez-SanJose, M.L., 1992] การผลิตแอนโธไซยานินของหม่อนท าให้การแสดงออกของสี
ผลหมอ่นมีสีเข้มได้ จากสีอาจกลา่วได้เบือ้งต้นวา่ปริมาณแอนโธไซยานินท่ีได้จากหม่อนทัง้ 2 แหล่ง
แตกตา่งกนั 

 

ตารางท่ี 4.3 สี ระบบ L*, a* และ b* ของสารสกดัผลหมอ่น  

ชนิดสารสกดั แหลง่ผลหมอ่น 

สี 

L* 

(คา่ความสวา่ง) 

a* 

(คา่สีแดง) 

b* 

(คา่สีน า้เงิน) 

ผลหมอ่นสด 
เพชรบรูณ์ 20.45±0.28b,c 2.19±0.11d -2.17±0.07e 

นครราชสีมา 20.83±0.27b 2.00±0.11d -2.23±0.05e,g 

ผงผลหมอ่น 
เพชรบรูณ์ 20.03±0.15a,c 2.21±0.17d -2.20±0.06e 

นครราชสีมา 19.80±0.20a 2.07±0.11d -2.33±0.05f,g 
a-g แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p<0.05) ของสารสกดัผลหมอ่นชนิดตา่งๆ 
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4.1.2 ลกัษณะทางเคมีของสารสกดัผลหมอ่นสดและผงผลหมอ่นสกดั 

การศกึษาสมบตัทิางเคมีของสารสกดัผลหม่อน ในท่ีนีจ้ะพิจารณาปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้ 

น า้ตาลรีดิวซ์ และสาระส าคญัซึ่งเป็นสารสีท่ีสามารถละลายน า้ได้ พบปริมาณสูงในผลไม้สีเข้ม

ทัว่ไปคือ สารแอนโธไซยานินเป็นสารในกลุ่มโพลิฟีนอล มีสมบตัิเป็นสารต้านอนมุลูอิสระชนิดหนึ่ง 

อีกทัง้ยงัได้มีการศกึษาฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัผลหม่อน ดงัรูปท่ี 4.2 พบว่ากรดในน า้

ผลหม่อนสกัดจากการใช้เทคนิคการไทเทรตหาปริมาณกรด ซึ่งในท่ีนี ้คือกรดซิตริกในสารสกดัผล

หมอ่นสดมีปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้สงูกว่าในผงผลหม่อนสกดั คือ แหล่งเพชรบรูณ์มีปริมาณกรดท่ี

ไทเทรตได้ร้อยละ 1.32±0.02  และ 0.80±0.01 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตรของสารสกดัหม่อนสดและ

สารสกดัผงผลหมอ่นสกดัตามล าดบั และปริมาณกรดท่ีไทเทรตของสารสกดัจากแหล่งนครราชสีมา

มีร้อยละ 0.87±0.02 และ 0.57±0.01 โดยน า้หนกัต่อปริมาตรของสารสกัดหม่อนสดและผงผล

หม่อนสกดัตามล าดบัเช่นกนั สารสกดัผลหม่อนท่ีได้จากแหล่งจงัหวดัเพชรบรูณ์จะมีปริมาณกรดท่ี

สงูกว่าจากแหล่งนครราชสีมา ซึ่งปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้นีส้อดคล้องกับค่าพีเอชในตารางท่ี 4.2 

ปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้ในสารสกดัหมอ่นสงูจะมีคา่พีเอชต ่า สารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อน

สกัดของแหล่งปลูกเพชรบูรณ์ท่ีมีปริมาณกรดสูงกว่านครราชสีมาเป็นเพราะความแตกต่างของ

ระยะสุกของผลหม่อนจะเห็นได้จากสีของเพชรบูรณ์ท่ีมีลกัษณะหม่อนสีม่วงแดงในขณะท่ีหม่อน

จากนครราชสีมาเป็นสีม่วงเข้มจึงเป็นไปได้ท่ีผลหม่อนจากเพชรบูรณ์ยังมีระยะสุกไม่เต็มท่ีจึงมี

ปริมาณกรดท่ีสงูกวา่ 
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รูปท่ี 4.2 ปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้ของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดัจากแหล่งจงัหวดั

เพชรบรูณ์ และนครราชสีมา โดยท่ี a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทาง

สถิต ิ(p<0.05) 

นอกจากนีย้งัได้มีการศกึษาปริมาณน า้ตาลในสารสกัดหม่อนเน่ืองจากน า้ตาลเป็นสารตัง้

ต้นในการเกิดแอนโธไซยานิน Ozgen, M. และคณะ (2009) ได้รายงานว่าในผลหม่อนมีน า้ตาล

ชนิดหลกัอยู ่2 ชนิดคือ กลโูคสและฟรุคโตส ประมาณร้อยละ 52 และ ร้อยละ 48 ตามล าดบั ซึ่งเป็น

น า้ตาลรีดิวซ์ และอีกร้อยละ 1 ท่ีพบน้อยมากคือน า้ตาลซูโครส จากน า้ตาลชนิดหลกัท่ีพบในผล

หม่อนท าให้ในงานวิจัยนีไ้ด้หาปริมาณน า้ตาลท่ีพบในสารสกัดโดยใช้น า้ตาลกลูโคสเป็นสาร

มาตรฐาน ดงัรูปท่ี 4.3 สารสกัดผลหม่อนสดจากแหล่งจังหวัดเพชรบูรณ์ มีปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ 

50.13±6.25 มิลลิกรัมกลโูคสตอ่กรัมน า้หนกัแห้ง ในขณะท่ีผงผลหม่อนสกดัมีปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ 

127.26±9.29 มิลลิกรัมกลูโคสต่อกรัมน า้หนกัแห้ง และแหล่งจังหวดันครราชสีมา สารสกัดผล

หมอ่นสดมีปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ 12.25±1.22  มิลลิกรัมกลโูคสตอ่กรัมน า้หนกัแห้ง และสารสกดัผง

ผลหม่อนแห้งเท่ากบั 150.55± 8.56 มิลลิกรัมกลโูคสตอ่กรัมน า้หนกัแห้งแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั

ทกุกลุ่มสารสกดั โดยเฉพาะผงผลหม่อนสกดัท่ีมีปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์สูงกว่าสารสกดัผลหม่อนสด

มากเน่ืองจาก ผงผลหม่อนสกัดเกิดจาการท าแห้งแบบเยือกแข็งจึงมีการดึงน า้ออกจากผลหม่อน

หมดท าให้มีน า้ตาลยงัคงอยู่ในปริมาณสงูในสภาวะแห้ง เม่ือน ามาผ่านกระบวนการสกดัด้วยน า้จึง
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ท าให้สารสกดัท่ีได้จากผงผลหมอ่นสกดัมีปริมาณน า้ตาลท่ีสงูกวา่สารสกดัผลหม่อนสดมาก สิ่งท่ีน่า

สงัเกตคือสารสกัดหม่อนท่ีมีคา่พีเอชสงูจะมีปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์สูงเช่นกนั อย่างไรก็ตามปริมาณ

น า้ตาลรีดิวซ์ไม่สอดคล้องกับคา่ Brix เน่ืองจาก Brix เป็นค่าท่ีใช้บอกความเข้มข้นของของแข็งท่ี

ละลายอยูใ่นสารละลายมกัใช้วดัในน า้ผลไม้หรือน า้ผลไม้เข้มข้น การวดัคา่ Brix เป็นการวดัปริมาณ

ของแข็งท่ีละลายอยู่รวมทัง้หมด ได้แก่ น า้ตาลซูโครส น า้ตาลกลโูคส น า้ตาลฟรุกโตส วิตามิน กรด

อินทรีย์ เช่น กรดซิตริกและแร่ธาตุตา่งๆ [Chang, W.K. และคณะ, 2002] โดยวดัคา่ดชันีหกัเหของ

แสงเม่ือเคล่ือนท่ีผ่านตวักลางด้วย refractometer ถ้าในสารสกดัมีปริมาณของแข็งท่ีละลายน า้ได้

ตา่งกนั เม่ือแสงส่องผ่านจะเกิดการหกัเหและให้คา่ดชันีหกัเหของแสงตา่งกนั ซึ่งในสารสกัดหม่อน

ยงัมีองค์ประกอบอ่ืนท่ีละลายน า้ได้อยูเ่ชน่กนั 
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รูปท่ี 4.3 ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหมอ่นสกดั จากแหลง่จงัหวดั

เพชรบรูณ์ และนครราชสีมา โดยท่ี a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง

สถิต ิ(p<0.05) 

 เม่ือพิจารณาหาปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมดในสารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อน

สกดัด้วยวิธี HPLC ดงัรูปท่ี 4.4 พบวา่สารสกดัผลหมอ่นสดจากแหลง่เพชรบรูณ์มีปริมาณแอนโธไซ-

ยานินทัง้หมดเทา่กบั 8.67±0.63 มิลลิกรัมตอ่กรัมน า้หนกัแห้งและสารสกดัผงผลหม่อนสกดัเท่ากบั 

12.14±0.77 มิลลิกรัมตอ่กรัมน า้หนกัแห้งและในสารสกดัหม่อนจากแหล่งนครราชสีมามีปริมาณ
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แอนโธไซยานิน 9.96±0.32 มิลลิกรัมต่อกรัมน า้หนักแห้ง และ 14.35±0.43 มิลลิกรัมต่อกรัม

น า้หนกัแห้งของสารสกัดหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัดตามล าดบั จากงานวิจยัของมนต์วดี และ

ศศิธร (2551) สกัดผลหม่อนพนัธุ์ก าแพงแสน-เอ็มบี-42-1 ด้วยเมทานอลร้อยละ 50 ผสมกับกรด

ไฮโดรคลอริคร้อยละ 1 พบว่าสารสกัดหม่อนท่ีได้มีปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมดเท่ากับ 18.43 

มิลลิกรัมตอ่กรัมหม่อนแห้ง มีปริมาณแอนโธไซยานินมากกว่าในงานวิจยัดงักล่าว เน่ืองจากการใช้

ตวัท าละลายด้วยเมทานอลสามารถสกัดสารต้านอนุมูลอิระได้สูงกว่าน า้ท าให้ได้สารประเภท        

ฟีนอลลิกท่ีสงูขึน้ [Arabshahi-Delouee, S. และ Urooj, A., 2007]  

นอกจากนีร้ายงานว่า Aramwit, P. และคณะ (2010) วิเคราะห์น า้คัน้หม่อนสดสายพนัธุ์

เชียงใหม่ (Morus alba L.) จากไร่ก านนัจลุ เพชรบรูณ์ พบว่าสีของผลหม่อนมีผลตอ่ปริมาณแอน-

โธไซยานิน โดยผลหม่อนสีแดงมีปริมาณแอนโธไซยานินเท่ากบั 13.48 มิลลิกรัมตอ่กรัมหม่อนแห้ง 

ผลหมอ่นสีมว่งแดง 44.92 มิลลิกรัมตอ่กรัมหม่อนแห้ง และผลหม่อนสีม่วง 76.36 มิลลิกรัมตอ่กรัม

หมอ่นแห้ง สรุปว่าหม่อนท่ีมีสีโทนม่วงจะมีปริมาณแอนโธไซยานินท่ีสงูกว่า จากงานวิจยัดงักล่าวมี

ความสอดคล้องกับงานวิจยันี ้คือค่า b* ของสารสกัดผงผลหม่อนมีค่าติดลบสูงกว่าสารสกัดผล

หม่อนสดและอีกทัง้สารสกดัทัง้สองชนิดจากแหล่งจงัหวดันครราชสีมามีคา่  b* ติดลบสงูกว่าแหล่ง

จงัหวัดเพชรบูรณ์ แสดงว่าสารสกัดผลหม่อนจากแหล่งนครราชสีมามีสีโทนน า้เงินมากกว่าจาก

เพชรบรูณ์และท าให้ปริมาณแอนโธไซยานินท่ีพบจากแหล่งนครราชสีมาสงูกว่าเพชรบรูณ์ประมาณ

ร้อยละ 25 ซึง่แอนโธไซยานินนีน้อกจากเป็นสารส าคญัท่ีพบในผลหม่อนแล้วยงัมีการรายงานว่าพบ

แอนโธไซยานินในผลไม้ชนิดตา่งๆมากมายได้แก่ น า้ผลไม้ส้มสีเลือด 87.4 มิลลิกรัมตอ่ลิตร [Kirca, 

A. และ Cemeraglu, B.,  2003] น า้ผลไม้แบล็คเบอร์ร่ี 400.77 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร [Wang, 

W.D. และ Xu, S.Y., 2007] น า้ผลไม้แครอทด า 439 มิลลิกรัมตอ่ลิตร [Kirca, A. และคณะ, 2007] 

ถัว่ด า 0.8-1.4 มิลลิกรัมตอ่กรัมของน า้หนกัแห้ง [Lee, I.H. และคณะ, 2007]  
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รูปท่ี 4.4 ปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมดของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดัจากแหล่ง

ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ และนครราชสีมาโดยใช้วิธี HPLC โดยท่ี a, b, c แสดงความแตกตา่งกัน

อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p<0.05)  

การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณแอนโธไซยานินด้วยเทคนิค HPLC ได้ผลดงัรูปท่ี 4.5 แหล่ง

ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์และนครราชสีมา พบว่าสารสกดัผลหม่อนมีสารแอนโธไซยานินหลกั 2 ชนิด 

คือ ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ (cyanidin-3-glucoside) พบในพีคแรกและไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ 

(cyanidin-3-rutinoside) ซึ่งพบในพีคท่ีสองท่ีเวลา 18.835 และ 22.026 นาที ของสารสกัดหม่อน

สดจากแหล่งเพชรบูรณ์ มีปริมาณไซยานินดิน-3-กลูโคไซค์ร้อยละ 47.97 และไซยานิดิน-3-            

รูติโนไซด์ร้อยละ 48.86 และท่ีเวลา 18.463 และ 21.707 นาที พบไซยานิดิน-3-กลโูคไซค์ร้อยละ 

53.83 และไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ร้อยละ 36.39 ของสารสกัดหม่อนสดจากแหล่งนครราชสีมา

ตามล าดบั เป็นไปตามรายงานการวิจยัของการสกัดผลหม่อนพบว่าแอนโธไซยานินส่วนใหญ่ท่ีพบ 

คือไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ และ รองมาคือ ไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ [Qin, C. และคณะ, 2010][Bae, 

S.H. และ Shu, H.J., 2007][มนต์วดี และศศธิร, 2553]  
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รูปท่ี 4.5 ตวัอย่างผลการวิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานินด้วย High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ของสารสกัดผลหม่อนสดจาก (a) เพชรบูรณ์ (b) นครราชสีมา, 

ปริมาณตวัอย่างท่ีใช้ 20 ไมโครลิตร ใช้คอลมัน์ C-18 อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อตัราการไหล 1 

มิลลิลิตรตอ่นาที คา่ดดูกลืนแสง 530 นาโนเมตร วฎัภาคเคล่ือนท่ีคือตวัท าละลาย A 1.5% H3PO4, 

20% HOAc, 25% MeCN  ในน า้ และตวัท าละลาย B 1.5% H3PO4 ในน า้ [มนต์วดี และศศิธร, 

2553] พบพีคหลกัคือ a: ไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ ท่ีเวลาประมาณ 18 นาที, และพีค b: ไซยานิดิน-3-

รูตโินไซด์ ท่ีเวลาประมาณ 22 นาที 

  (a) 

(b) 

47.97% 
a 48.86% 

b 

53.83% 
a 36.39% 

b 

a b 
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จากพีคของแอนโธไซยานินทัง้สองท่ีพบทัง้ในสารสกัดจากแหล่ง เพชรบูรณ์และ

นครราชสีมา จะเห็นวา่ผลหมอ่นจากนครราชสีมามีความสงูของพีคท่ีสงูกว่าแหล่งเพชรบรูณ์ และมี

แอนโธไซยานินชนิดไซยานิดนิ -3-กลโูคไซด์ ในปริมาณมากกวา่ไซยานิดนิ-3-รูตโินไซด์ ในขณะท่ีผล

หม่อนจากเพชรบูรณ์มีแอนโธไซยานินทัง้สองชนิดในปริมาณท่ีใกล้เคียงกัน นอกจากนีแ้อนโธไซ-

ยานินทัง้ 2 ชนิด ท่ีสามารถวิเคราะห์พบได้ในผลหม่อนแล้วยังสามารถพบแอนโธไซยานินชนิด

ดงักล่าวและชนิดอ่ืนท่ีไม่ได้ถูกวิเคราะห์พบในผลหม่อนแต่สามารถพบได้ในผลไม้ชนิดอ่ืนได้แก่ 

เบอร์ร่ี มีแอนโธไซยานินชนิด พีลาร์โกนิดิน-3-รูติโนไซด์ ประมาณร้อยละ 83 และไซยานิดิน-3-        

รูติโนไซด์ ประมาณร้อยละ 13 ของปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมด [Longo, L. และ Vasapllo, G., 

2006] สตรอเบอร่ี พบแอนโธไซยานินชนิดหลกัคือ พีลาร์โกนิดิน-3-กลูโคไซด์ ประมาณร้อยละ     

77-90, พีลาร์โกนิดิน-3-รูติโนไซด์ ร้อยละ 6-11 และไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ร้อยละ 3-10 [Silva, 

L.D. และคณะ, 2007]  ถัว่เหลืองสีด า พบแอนโธไซยานิน หลกั 5 ชนิด คือเดลฟินิดิน-3-กลโูคไซด์,       

ไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์, พีทนูิดิน-3-กลโูคไซด์, พีลาร์โกนิดิน-3-กลโูคไซด์ และไซยานิดิน [Lee, J.H. 

และคณะ, 2009] เป็นต้น 

เม่ือพิจารณาการท าแห้งแบบเยือกแข็งของผลหม่อนท่ีมีตอ่ปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมด

พบว่าการท าแห้งแข็งของผลหม่อนเม่ือผ่านกระบวนการแช่แข็งท่ีอณุหภูมิต ่าประมาณ -20 องศา

เซลเซียสแล้วน าไปท าแห้งภายใต้สญูญากาศ น า้ท่ีเกิดเป็นผลึกจะเกิดการระเหิดออกท าให้เกิดการ

สูญเสียน า้ไปทัง้หมด ค่าร้อยละของน า้หนักแห้งของผลหม่อนสดจากเพชรบูรณ์เท่ากับร้อยละ 

14.27 และผลหม่อนสดจากนครราชสีมาเท่ากบัร้อยละ 22.19 ดงันัน้เกิดการสญูเสียน า้ไปร้อยละ 

85.73 และร้อยละ 77.81 ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.1) พบว่าผลหม่อนท่ีผ่านกระบวนการท าแห้งแข็ง

แล้วน ามาสกัดสารสกัดผลหม่อนด้วยน า้ท าให้ปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมดตอ่น า้หนกัแห้งของ

สารสกดัของผงผลหม่อนสกดัสงูกว่าสารสกัดจากผลหม่อนสดแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั แสดงให้

เห็นวา่กระบวนการท าแห้งเป็นการระเหิดน า้ออกแตส่ารส าคญันัน้ท่ีจริงมีอยู่ท่ีผิวกบัส่วนของเนือ้ผล

หม่อนมากกว่าซึ่งการสูญเสียน า้ในจ านวนหนึ่งแต่กลบัท าให้สารแอนโธไซยานินท่ีได้มีมากกว่าใน

ปริมาณสูง Gonsalez-SanJose, M L. (1992) รายงานว่าน า้ตาลซึ่งเป็นองค์ประกอบของ

โครงสร้างของแอนโธไซยานิน และสารประกอบโพลิฟีนอลหลายชนิดมีความเข้มข้นสูงท่ีบริเวณ

เปลือก (skin) ของผลองุ่นซึ่งมีสีแดงเข้มมากกว่าในน า้คัน้ ในกรณีของผลหม่อนก็น่าจะเป็นไปใน
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ท านองเดียวกนั เน่ืองจากในผงผลหมอ่นสกดัมีปริมาณน า้ตาลรีดว์ิสงูกว่าสารสกดัผลหม่อนสดมาก 

จงึมีผลท าให้ปริมาณแอนโธไซยานินในผงผลหม่อนสกดัท่ีได้จากการท าแห้งแข็งผลหม่อนทัง้ผลสงู

กวา่ในน า้คัน้จากผลสดท่ีมีการแยกกากซึ่งมีเปลือกเป็นองค์ประกอบจ านวนมากออกมากจึงเป็นไป

ได้วา่การบริโภคหม่อนทัง้ผลหรือส่วนเปลือกจะได้รับแอนโธไซยานินมากกว่าการบริโภคสารสกดัท่ี

ผา่นกระบวนการกรองเอากากออก 

การหาปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมดจากวิธี  pH-differential เป็นวิธีท่ีสะดวก รวดเร็ว 

และมีการน าไปใช้ในงานวิจยัตา่งๆ จ านวนมากตา่งจากเทคนิค HPLC ซึง่เป็นวิธีท่ีมีคา่ใช้จ่ายสงู ใน

การทดลองนีจ้ึงเลือกใช้วิธี pH-differential ในการหาปริมาณแอนโธไซยานินและน า HPLC มา

เปรียบเทียบคา่ความคลาดเคล่ือนของวิธีดงักล่าวนีด้งัแสดงในรูปท่ี  4.6 พบว่าในช่วงท่ีปริมาณ

แอนโธไซยานินต ่ากว่า 125 มิลลิกรัมต่อลิตร วิธี pH-differential กับ HPLC มีค่าความคลาด 

เคล่ือนประมาณร้อยละ 18 แต่ช่วงปริมาณแอนโธไซยานิน 125-500 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าวิธี 

pH-differential กบั HPLC มีคา่ความคลาดเคล่ือนตา่งกนัประมาณร้อยละ 15 และช่วงท่ีปริมาณ

แอนโธไซยานินสงูกว่า 500 มิลลิกรัม คา่ความคลาดเคล่ือนประมาณร้อยละ 10 อาจมีสาเหตมุา

จากทัง้ 2 วิธีมีการประมาณค่าท่ีต่างกัน คือ HPLC ใช้การประมาณค่าปริมาณแอนโธไซยานิน

ทัง้หมดจากพืน้ท่ีใต้พีคของแอนโธไซยานินชนิดเดียวคือ ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ ท่ีใช้เป็นสาร

มาตรฐานในขณะท่ี pH-differential เป็นการประมาณจากสตูรการค านวณปริมาณแอนโธไซยานิน

ทัง้หมดในสภาวะพีเอช 1.0 ท่ีแอนโธไซยานินคงตวัสงูสดุ และพีเอช 4.5 แอนโธไซยานินเส่ือมสลาย

มากสุด [Durst, R.W. และ Wrolstad, R.E. 2005] ซึ่งในสารสกัดผลหม่อนมีแอนโธไซยานิน

มากกว่าหนึ่งชนิด การวิเคราะห์ผลท่ีใช้ในงานวิจยันีศ้ึกษาปริมาณแอนโธไซยานินในช่วงท่ีสงูกว่า 

500 มิลลิกรัมต่อลิตรแต่การศึกษาความคงตวัท่ีอุณหภูมิต่างๆ ค่าจะอยู่ครอบคลุมในทุกช่วง

เน่ืองจากแอนโธไซยานินมีการเส่ือมสลายไป อย่างไรก็ตามคา่ท่ีวดัได้จากวิธี pH differential ท่ีได้

ถือวา่อยูใ่นเกณฑ์ยอมรับได้  
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รูปท่ี 4.6 เปรียบเทียบเทคนิควิเคราะห์หาปริมาณแอนโธไซยานินของวิธี pH differential (   ) กบั 

วิธี HPLC (   ) ซึง่ใช้สารละลายไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ ในน า้ปราศจากไอออนในการเปรียบเทียบ  

 

ในการศกึษาฤทธ์ิการต้านอนมุูลอิสระเป็นท่ีทราบกันดีว่าสารต้านอนุมลูอิสระสามารถจบั

กบัอนุมลูอิสระของปฎิกิริยาออกซิเดชัน่เพ่ือเปล่ียนให้โครงสร้างของอนุมลูอิสระท่ีมีความคงตวัขึน้ 

ส าหรับผลของฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดน า้หม่อนท าโดยพิจารณาจากค่า half 

maximal inhibitory concentration หรือ IC50 ซึ่งเป็นคา่มาตรฐานท่ีสามารถบอกประสิทธิภาพของ

ความเข้มข้นของสารสกัดท่ีสามารถยบัยัง้ปฎิกิริยาของอนมุูลอิสระได้คร่ึงหนึ่งดงัรูปท่ี  4.7 พบว่า

แหล่งจังหวัดเพชรบูรณ์ สารสกัดผลหม่อนสดมีฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระท่ีดีกว่าสารสกัดผงผล

หม่อน พิจารณาจากปริมาณสารสกัด ท่ี ใ ช้ ในการยับยั ง้ อนุมูล อิสร ะ  1,1-diphennyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH) จากคา่ IC50 ความเข้มข้นท่ีน้อยกว่าคือ 0.28±0.02 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร

ของสารสกัดผงผลหม่อน และ 0.30±0.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารสกัดผลหม่อนสดซึ่งไม่

แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญั แต่ส าหรับสารสกัดจากแหล่งนครราชสีมาพบว่าฤทธ์ิในต้านอนุมูล

อิสระของสารสกดัผงผลหม่อนเท่ากบั 0.23±0.01 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และสารสกดัผลหม่อนสด

เท่ากบั 0.29±0.02 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ซึ่งสารสกดัผงผลหม่อนมีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระสงู

กวา่สารสกดัผลหมอ่นสดอย่างมีนยัส าคญั และเม่ือเปรียบเทียบกนัระหว่าง 2 แหล่งท่ีมาพบว่าสาร

ตารางความคลาดเคลื่อน 
mg/L ความคลาดเคลื่อนสงูสดุ 
0-125 18% 

125-500 15% 

500-1200 10% 
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สกัดผลหม่อนสดจากจงัหวดันครราชสีมาและเพชรบรูณ์มีฤทธ์ิในการต้านอนมุูลอิสระไม่แตกต่าง

กนัอยา่งมีนยัส าคญั แตส่ าหรับสารสกดัผงผลหม่อน คา่ IC50  ของสารสกดัจากนครราชสีมาต ่ากว่า

แหล่งจังหวัดเพชรบูรณ์ หมายถึงสารสกัดจากนครราชสีมามีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า 

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระนัน้  สอดคล้องกับปริมาณแอนโธไซยานินท่ีพบเน่ืองจาก

แอนโธไซยานินมีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ แตอ่ย่างไรก็ตามนอกจากสารแอนโธไซยานินแล้วในหม่อน

สกัดยงัมีสารกลุ่มโพลิฟีนอลซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระเป็นองค์ประกอบอ่ืนหลายชนิด ปริมาณ   

โพลิฟินอลทัง้หมดในสารสกัดผลหม่อนโดยทัว่ไปมีแอนโธไซยานินอยู่ประมาณร้อยละ 60-80 อีก

ประมาณร้อยละ 20-40 เป็นสารส าคญัชนิดอ่ืนท่ีอยู่ในกลุ่มเดียวกัน ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระมี

ความสมัพนัธ์โดยตรงกบัปริมาณโพลิฟีนอลทัง้หมดในผลไม้ [Arabshahi-Delouee, S. และUrooj, 

A., 2007] จากงานวิจยันีพ้บว่าสารสกดัผงผลหม่อนสกดัมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีสงูกว่าผลหม่อน

สดซึ่งพิจารณาตอ่น า้หนกัแห้งของสารสกัด เพราะการสกดัหม่อนแห้งสกัดโดยน า้จึงสามารถสกัด

สารส าคญัชนิดอ่ืนนอกจากแอนโธไซยานินท่ีสามารถละลายในน า้ได้มากกว่าแตเ่น่ืองจากสารสกดั

หมอ่นสดได้จากการคัน้น า้ซึง่อาจมีสารส าคญัตวัอ่ืนท่ีละลายอยูใ่นน า้คัน้ท่ีต ่ากวา่   
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รูปท่ี 4.7 คา่ half maximal inhibitory concentration หรือ IC50 ของสารสกดัผลหม่อนสดและผง

ผลหม่อนสกัดจากแหล่งปลูกจงัหวัดเพชรบูรณ์และนครราชสีมา  โดยท่ี a, b, c แสดงความ      

แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p<0.05) 
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สรุปปริมาณกรด ปริมาณแอนโธไซยานิน และคา่ IC50 ของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหมอ่นสกดั จากทัง้สองแหลง่ปลกูดงัแสดงในตารางท่ี 4.4  

ตารางท่ี 4.4 สรุปสมบตัทิางเคมีของสารสกดัผลหม่อน 

ชนิดสารสกดั 

จงัหวดั 

แหลง่ปลกู 

ผลหมอ่น 

ปริมาณกรดท่ีไทเทรต 

(ร้อยละโดยน า้หนกัตอ่

ปริมาตร) 

 

ปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์

(มิลลิกรัมกลโูคสตอ่ 

กรัมน า้หนกัแห้ง) 

ปริมาณแอนโธไซยานิน 

(มิลลิกรัมตอ่น า้หนกัแห้ง) 

IC50 

(มิลลิกรัมของสาร

สกดัหม่อนตอ่

มิลลิลิตร) 

ผลหมอ่นสด 
เพชรบรูณ์ 1.32±0.02a 50.13±6.25e 8.67±0.63i 0.30±0.0l 

นครราชสีมา 0.87±0.02b 12.25±1.22f 9.96±0.32i 0.29±0.02l 

ผงผลหมอ่น 
เพชรบรูณ์ 0.80±0.01c 127.26±9.29g 12.14±0.77j 0.28±0.02l,m 

นครราชสีมา 0.57±0.01d 150.55±8.56h 14.35±0.43k 0.23±0.01m 

 a-m แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p< 0.05)  
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4.2 ศึกษาคุณสมบัติทางชีววิทยาของแอนโธไซยานินและสารสกัดผงผลหม่อนต่อการ
เจริญเตบิโตและการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกของหนู
วิสต้าในระดับห้องปฏิบัตกิาร 
 
 4.2.1 ศกึษาความเป็นพิษและการเจริญเติบโตของแอนโธไซยานินและสารสกดัหม่อนตอ่เซลล์ต้น
ก าเนิดไขกระดกู 
 
 การศกึษาความเป็นพิษของแอนโธไซยานินและสารสกดัผงผลหม่อนตอ่เซลล์ต้นก าเนิดไข
กระดกูและผลตอ่การเจริญเตบิโตของเซลล์ แสดงในรูปท่ี 4.8 (a) การเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู
ท่ีผสมสารไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ ในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติ C3G50 และ C3G100 พบว่าไม่เป็นพิษ
กับเซลล์และส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกให้เพิ่มสูงขึน้เม่ือระยะในการ
เลีย้งเซลล์เพิ่มขึน้ โดยจ านวนเซลล์เพิ่มสงูขึน้ตัง้แต ่24 ชัว่โมงจนกระทัง่ถึง 120 ชัว่โมง ในขณะท่ี
การใช้ซิงค์อะซิเตรตความเข้มข้น 20 ppm ซึ่งเป็นพิษกับเซลล์ตามมาตรฐานความปลอดภยั ISO 
10993 part 5 ท าให้เซลล์ตายตัง้แต ่6 ชัว่โมงแรก การเพาะเลีย้งเซลล์ระยะแรกจะมี lag phase 
ในช่วง 24 ชัว่โมงแรกเน่ืองจากเซลล์มีการใช้พลังงานเพ่ือปรับตวั เกาะติดพืน้ผิว และสร้าง Extra 
Cellular Metric (ECM) โดยมีอตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ต ่าสดุและเร่ิมมีการเพิ่มจ านวนเซลล์อย่าง
รวดเร็ว (log phase) [ณฐัพล วชิรโรจน์, 2552] การเลีย้งเซลล์ในอาหารปกติ NM C3G50 และ 
C3G100 นีมี้ระยะ log phase ในช่วง 24-72 ชัว่โมง ดงัแสดงรูปในภาคผนวก ซ หากค านวนอตัรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์เท่ากบั 26.22x10-3 ตอ่ชัว่โมง และ 21.27 x10-3 ตอ่ชัว่โมงส าหรับ
การเลีย้งใน C3G50 และ C3G100 ตามล าดบั แสดงในตารางท่ี 4.5 การเจริญเติบโตของเซลล์ทัง้
ในอาหาร C3G50 และ C3G100 ต ่ากว่าการเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติ (NM) เล็กน้อย จากคา่
อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ท่ีต ่ากว่าท าให้ระยะเวลาท่ีเซลล์เพิ่มจ านวนขึน้เป็น 2 เท่า 
population doubling times (PDT) สงูกว่า แสดงถึงปริมาณ C3G ท่ีเติมในอาหารเลีย้งเซลล์มีผล
ท าให้อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ลดต ่าลงเล็กน้อยแต่เซลล์ยงัสามารถเพิ่มจ านวนได้อยู่โดยท่ี
เซลล์ไม่ตาย โดยทัว่ไปเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูท่ีเลีย้งใน NM มีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของ
เซลล์ประมาณ 26.34-26.95 x10-3 ต่อชัว่โมง และอตัราการแบ่งตวัเป็น 2 เท่าประมาณ 25.72-
26.32 ชัว่โมง และเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติใน passage 2-3 
จะมีอตัราการแบง่ตวั 2 เท่า ประมาณ 25.99-26.33 ชัว่โมง โดยจ านวนเซลล์มีปริมาณมากสงูสดุท่ี
เวลา 120 ชัว่โมง คือประมาณ 150 เซลล์ตอ่ตารางมิลลิเมตร และหลงัจากนัน้ในเวลาท่ี 168 ชัว่โมง 
จ านวนเซลล์ลดลงอาจเป็นเพราะข้อจ ากดัทางพืน้ท่ีของถาดเพาะเลีย้งขนาด 24 หลมุ มีพืน้ท่ีในการ
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เพาะเลีย้งเทา่กบั 200 ตารางมิลลิเมตรตอ่หลมุ ท าให้ความหนาแน่นของเซลล์สงูเกินจนไม่สามารถ
ขยายจ านวนตอ่ไปได้ [Vachiraroj, N. และคณะ, 2009] รูปร่างของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูท่ีเลีย้ง
ในอาหาร NM, C3G50 และ C3G100 ในแตล่ะช่วงเวลาแสดงดงัรูปท่ี 4.9 และ 4.10 พบว่าท่ีเวลา 
6 ชัว่โมง เซลล์เร่ิมมีการยึดเกาะและแผ่ขยายบนถาดเพาะเลีย้งและหลงัจากเวลา 24 ชัว่โมงเซลล์
เร่ิมมีการเพิ่มจ านวนจนกระทัง่ถึงเวลาประมาณ 72 ชัว่โมงจ านวนเซลล์มีความหนาแน่นมากใน
ขณะท่ีการเลีย้งเซลล์ในอาหารท่ีผสมซิงค์อะซิเตรตลกัษณะของเซลล์เกาะบ้างเล็กน้อยแตไ่ม่มีการ
แผ่ขยาย และความหนาแน่นของเซลล์สงูสดุตอ่ตารางมิลลิเมตรท่ีเวลา 120 ชัว่โมงในอาหาร NM 
เท่ากบั 578.75±17.97 เซลล์ตอ่ตารางมิลลิเมตร, C3G50 เท่ากบั 538.75±16.52 เซลล์ตอ่ตาราง
มิลลิเมตร และ C3G100 เทา่กบั 453.75±29.55 เซลล์ตอ่ตารางมิลลิเมตร  

นอกจากการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูในอาหารท่ีมีไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์เป็น
องค์ประกอบแล้ว เน่ืองจากในสารสกดัผลหม่อนมีสารไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์อยู่จึงได้ทดสอบฤทธ์ิ
ของสารสกัดผงผลหม่อน M50 และ M100 ซึ่งมีความเข้มข้นของสารสกัดผงผลหม่อนเท่ากบั 2.5 
และ 5.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั โดยท่ีแต่ละความเข้มข้นคิดเป็นปริมาณไซยานิดิน-3-           
กลูโคไซด์เทียบเท่า 50 และ 100 ไมโครโมลลาร์ มีลกัษณะการเจริญเติบโตของเซลล์จากการ
ทดสอบแสดงดงัรูปท่ี 4.8 (b) พบว่า การเจริญเติบโตของเซลล์ท่ีเลีย้งในอาหาร M50 และ M100 มี
ระยะ log phase ท่ีสัน้ลงเม่ือเทียบกบัการเลีย้งในอาหารท่ีมี C3G อยู่ ซึ่งระยะ log phase จะอยู่
ในช่วง 24- 48 ชัว่โมง (ในภาคผนวก ฉ) และมีจ านวนเซลล์เพิ่มสูงขึน้เล็กน้อย หลงัจากนัน้การ
เจริญเติบโตของเซลล์เร่ิมคงท่ีเข้าสู่ระยะ stationary phase ในช่วง 48-120 ชัว่โมง จะเห็นได้จาก
จ านวนเซลล์ไม่เปล่ียนแปลงเม่ือเวลาผ่านไปในระยะ log phase การเลีย้งในอาหารปกติ M50 ใน
ตารางท่ี 4.5 อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์เท่ากบั 15.35 x10-3 ตอ่ชัว่โมง และ M100 มี
อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์เท่ากบั 14.94 x10-3 ต่อชัว่โมง และอตัราเพิ่มจ านวนของ
เซลล์เป็น 2 เท่าท่ีเลีย้งในอาหาร M50 และ M100 เท่ากับ 45.14 ชัว่โมง และ 46.39 ชัว่โมง
ตามล าดบั ซึ่งใช้เวลาในการเพิ่มจ านวนเซลล์เป็นสองเท่าสงูกว่าการเลีย้งในอาหาร C3G มากกว่า
ประมาณ 10 ชัว่โมง และเน่ืองจากข้อจ ากดัของพืน้ท่ีในการเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีเท่ากนัแตก่ลบัพบว่า
การเลีย้งเซลล์ในอาหาร M50 และ M100 มีความหนาแน่นของเซลล์สูงสุดเพียง 296.67±24.66 
เซลล์ต่อตารางมิลลิเมตรและ 256.67±42.52 เซลล์ต่อตารางมิลลิเมตร เท่านัน้ ซึ่งน้อยกว่าการ
เลีย้งในอาหาร NM ประมาณ 2 เท่า โดยพิจารณาลกัษณะรูปร่างของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหาร 
M50 และ M100 แสดงไว้ในรูปท่ี 4.11 และ 4.12 พบว่าในระยะเวลา 6 ชัว่โมงแรก เซลล์เร่ิมมีการ
ยึดเกาะ หลงัจากนัน้ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงเซลล์ท่ีเกาะมีการแผ่ขยายมากขึน้แต่จ านวนเซลล์ไม่ค่อย
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เพิ่มขึน้ แตห่ลงัจากท่ี 48 ชัว่โมงเซลล์มีการเพิ่มจ านวนเล็กน้อยแตน้่อยกว่าการเลีย้งในอาหาร NM 
มาก การเลีย้งเซลล์ในอาหาร M50 และ M100 นัน้ให้ผลการเจริญเติบโตของเซลล์การเข้าสู ่
stationary phase เร็วขึน้กว่าการเลีย้งในอาหารปกติและอาหารท่ีเลีย้งด้วย C3G อีกทัง้จ านวน
เซลล์สูงสุดต่อพืน้ท่ียังมีความหนาแน่นต ่า แสดงว่าสารสกัดผลหม่อนท่ีใช้ศึกษานีมี้ฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเซลล์แม้วา่ความเข้มข้นของสารสกดัผงผลหม่อนจะมีปริมาณไซยานิดิน-
3-กลโูคไซด์ เทียบเทา่กบัการใช้สารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์มาตรฐาน ซึ่งยงัได้มีการวดัคา่พีเอชและ
คา่ออสโมลาริตีเ้ทียบกับการเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ปกติแสดงในภาคผนวก ฐ พบว่าค่า   
พีเอชของอาหารเลีย้งเซลล์ C3G50, C3G100, M50 และ M100 ไม่แตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัเม่ือ
เปรียบเทียบกับอาหารเลีย้งเซลล์ NM แต่ส าหรับค่าแรงดันออสโมลาริตีน้ัน้มีค่าต ่ากว่า NM 
เล็กน้อย นอกจากนีใ้นสารสกัดหม่อนท่ีมีแอนโธไซยานินเป็นองค์ประกอบแล้วยังมีสารประกอบ
ชนิดอ่ืนในปริมาณสูงได้แก่ น า้ตาลรีดิวซ์ 127.26±9.29 มิลลิกรัมกลูโคสต่อกรัมน า้หนกัแห้งของ
สารสกัด ปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้ร้อยละ 0.80±0.01 โดยน า้หนกัต่อปริมาตร และสารประกอบ     
โพลิฟีนอลอ่ืนๆ เคยมีรายงานว่าน า้ตาลกลูโคสปริมาณความเข้มข้น 49.5 มิลลิโมลลาร์ (8.92 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) มีผลยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์ได้ เน่ืองจากกลโูคสไปยบัยัง้การท างาน
ของ ornithine decarboxlase (ODC) activity ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ polyamine ใน
ขัน้ตอนการควบคุมปฎิกิริยาซึ่ง polyamine นีเ้ป็นส่วนส าคัญในการกระตุ้นเจริญเติบโตและ
เปล่ียนแปลงของเซลล์โดยท าให้โครงสร้าง DNA ท่ีถกูสงัเคราะห์มีความคงตวัมากยิ่งขึน้ [Terada 
และคณะ, 1988] ซึง่ด้วยเหตผุลนีท้ าให้แอนโธไซยานินไม่สามารถออกฤทธ์ิกระตุ้นการเจริญเติบโต
ของเซล์ได้อย่างเต็มท่ีในสารสกัดผลหม่อนความเข้มข้นดังกล่าวเ น่ืองจากมีน า้ตาลเป็น
องค์ประกอบอยูเ่ป็นจ านวนมาก 
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รูปท่ี 4.8 การเจริญเติบโตของเซลล์ต้นก าเนิด (MSC) ท่ีเลีย้งในอาหาร Normal  Medium (NM), 

ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ความเข้มข้น 50 µM (C3G50), 100 µM (C3G100) (a), สารสกดัผงผล

หม่อน ความเข้มข้น  2.5 mg/ml (M50), 5.0 mg/ml (M100)  (b) และ ซิงค์อะซิเทรตความเข้มข้น 

20 ppm (ZN) บนถาดเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 24 หลมุ ท่ีสภาวะอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 

5% CO2  ปริมาณเซลล์ท่ีใช้ 1x104 เซลล์ตอ่ตารางเซนติเมตร (a-q แสดงความแตกตา่งกนัอย่างมี

นยัส าคญั (p<0.05) ในชว่งเวลาเดียวกนัและในการทดสอบครัง้เดียวกนั) 

 

 

(a) 

(b) 
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ตารางท่ี 4.5 อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ (growth rate, µ), เวลาการแบง่ตวัทวีคณู คือ

ระยะเวลาท่ีเซลล์เพิ่มจ านวนขึน้เป็น 2 เท่า (population doubling time, PDT) และความหนาแน่น

ของจ านวนเซลล์สงูสดุ (maximum density) ท่ีเวลา tmax 

Sample 
µ x10-3 
(hr-1) 

PDT 
(hr) 

Maximum density 
(cells/mm.2) 

tmax 
(hr) 

NM1 26.34 26.32 578.75±17.97 120 

C3G501 26.22 26.44 538.75±16.52 120 

C3G1001 21.27 32.59 453.75±29.55 120 

Zn1 -268.24 Infinity N/A 6 

NM2 26.95 25.72 591.67±18.93 120 

M502 15.35  45.15  296.67±24.66 120 

M1002 14.94  46.40  256.67±24.66 120 

Zn2 -248.61 Infinity N/A 6 
1รายงานผลจากรูปท่ี 4.12(a) 
2 รายงานผลจากรูปท่ี 4.12(b) 
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NM C3G50 C3G100 Zn

6 hr

24 hr

48 hr

 
รูปท่ี 4.9  รูปร่างของเซลล์ต้นก าเนิด (MSC) ถ่ายใต้กล้องจลุทรรศน์ ก าลงัขยาย 20x ท่ีเลีย้งในอาหาร Normal  Medium (NM), ไซยานิดิน-3-
กลโูคไซด์ความเข้มข้น 50 µM (C3G50), 100 µM (C3G100) และ ซิงค์อะซิเตรตความเข้มข้น 20 ppm (ZN) ท่ีสภาวะอณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส, 5% CO2  ปริมาณเซลล์ท่ีใช้ 1x104เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร ท่ีระยะเวลา 6, 24 และ 48 ชัว่โมง 
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C3G50 C3G100 Zn 

72 hr 

120 hr 

168 hr 

   
m
m
M 

NM 

รูปท่ี 4.10  รูปร่างของเซลล์ต้นก าเนิด (MSC) ถ่ายใต้กล้องจลุทรรศน์ ก าลงัขยาย 20x ท่ีเลีย้งในอาหาร Normal  Medium (NM), ไซยานิดิน-3-
กลโูคไซด์ความเข้มข้น 50 µM (C3G50), 100 µM (C3G100) และ ซิงค์อะซิเตรตความเข้มข้น 20 ppm (ZN) ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส, 5% CO 2  ปริมาณเซลล์ท่ีใช้ 1x104 เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร ท่ีระยะเวลา 72, 120 และ 168 ชัว่โมง 
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รูปท่ี 4.11 รูปร่างของเซลล์ต้นก าเนิด (MSC) ถ่ายใต้กล้องจลุทรรศน์ ก าลงัขยาย 20x ท่ีเลีย้งในอาหาร Normal  Medium (NM), สารสกดัผง
ผลหม่อน ความเข้มข้น  2.5 mg/ml (M50), 5.0 mg/ml (M100) และ ซิงค์อะซิเตรตความเข้มข้น 20 ppm (ZN) ท่ีสภาวะอณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส, 5% CO2  ปริมาณเซลล์ท่ีใช้ 1x104 เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร ท่ีระยะเวลา 6, 24 และ 48 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 

NM M50 M100 Zn

6 hr

24 hr

48 hr
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M50 

72 hr 

120 hr 

168 hr 

รูปท่ี 4.12   รูปร่างของเซลล์ต้นก าเนิด (MSC) ถ่ายใต้กล้องจลุทรรศน์ ก าลงัขยาย 20x ท่ีเลีย้งในอาหาร Normal  Medium (NM), สารสกดัผง
ผลหม่อน ความเข้มข้น  2.5 mg/ml (M50), 5.0 mg/ml (M100) และ ซิงค์อะซิเตรตความเข้มข้น 20 ppm (ZN) ท่ีสภาวะอณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส, 5% CO2  ปริมาณเซลล์ท่ีใช้ 1x104 เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร ท่ีระยะเวลา 72, 120 และ 168 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 

NM M100 Zn 
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4.2.2 ศกึษาผลของแอนโธไซยานินและสารสกัดหม่อนตอ่การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู

ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนวูิสต้าในระดบัห้องปฏิบตัิการ 

 เม่ือศกึษาผลของการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดจากไขกระดกูท่ีมีการ
เติมไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ และสารสกัดผงผลหม่อนในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติโดยเพาะเลีย้ง
เปรียบเทียบกบัการใช้อาหาร Osteogenic Medium (OM) มาตรฐานท่ีมีรายงานการใช้งานทัว่ไป

ได้แก่ อาหารท่ีมี dexamethasone, β-glycerophosphate และ ascorbic acid เป็นอาหาร
พืน้ฐานสามารถชว่ยกระตุ้นให้เซลล์เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ [Vater และคณะ, 
2011] พบว่าไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลลาร์
(C3G50) และ 100 ไมโครโมลลาร์ (C3G100) มาทดสอบดงัรูปท่ี 4.13 (a) พบว่าการเลีย้งเซลล์
ต้นก าเนิดไขกระดกูในอาหาร NM, C3G50, C3G100 และ OM หลงัการเลีย้งเป็นระยะเวลา 7 วนั 
จ านวนเซลล์ไม่เปล่ียนแปลงและไม่เห็นการเจริญเติบโตของเซลล์ในระยะ growth phase 
โดยทัว่ไปการเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูในอาหาร NM ซึ่งท าหน้าท่ีเป็น growth media 
จ านวนเซลล์จะเพิ่มขึน้ตามลักษณะกลศาสตร์การเจริญเติบโตจนกว่าเซลล์จะเข้าสู่ stationary 
phase หรือเพิ่มจ านวนมากจนเต็มพืน้ท่ีในขณะท่ีการใช้อาหาร OM จ านวนเซลล์มักจะ
เปล่ียนแปลงน้อยกว่าเน่ืองจากเซลล์มีการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูท าให้การเจริญเติบโต
ของเซลล์ลดลง [Belmonte,  M.M. และคณะ, 2005] โดยทัว่ไปแล้วการเปล่ียนแปลงของเซลล์ต้น
ก าเนิดไปเป็นเซลล์กระดกู (osteoblasts) จะมีการเปล่ียนแปลงจากเซลล์ต้นก าเนิด เปล่ียนแปลง
ไปเป็นเซลล์ immature osteoprogenitor จากนัน้เปล่ียนไปเป็น mature osteopogenitor แล้วจึง
เปล่ียนเป็น preosteoblast จากนัน้จึงได้เปล่ียนเป็นเซลล์ mature osteoblast แล้วจึงเปล่ียนเป็น
เซลล์กระดกูท่ีโตเต็มท่ีคือ osteocyte ในท่ีสดุ [Lian, J.B. และ Stein, G.S., 2001] เซลล์ต้น
ก าเนิดจะมีการเจริญเติบโตสูงจนถึงช่วงเวลาหนึ่งการเจริญเติบโตจะลดลงและจะมีการสร้าง  
Extra Cellular Matrix (ECM) เพิ่มขึน้เร่ือยๆ ในระยะนีมี้การหลัง่สารส าคญัใน ECM ของเซลล์ 
คือ เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP) คอลลาเจนชนิด I เป็นต้น ซึ่งเป็น early marker ในช่วงนี ้
หลงัจากกระบวนการสร้าง ECM ลดลง จะเกิดการสะสมแร่ธาตุเพิ่มขึน้เพ่ือให้กลายเป็นเซลล์
กระดกูในระยะนีจ้ะมีการหลัง่สารส าคญัซึ่งเป็น late marker คือ ออสทีโอแคลซิน คอลลาจีเนส 
แคลเซียม [Komori T.และ Kishimoto T., 1998] คา่กิจกรรม ALP ตอ่เซลล์ รูปท่ี 4.13 (b) ท่ีสร้าง
ขึน้ในช่วงแรกของการเกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ซึ่งเป็น early maker วดัได้สงูสดุ
ในวนัท่ี 14 โดยท่ีการเลีย้งเซลล์ในอาหาร C3G50 และ C3G100 มีผลท าให้กิจกรรม ALP ต่อ
เซลล์ลดลงเล็กน้อยอย่างมีนยัส าคญั โดยปกติแล้วการเลีย้งเซลล์ใน osteogenic medium จะท า
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ให้กิจกรรมของเอนไซม์ ALP สูงสดุในสปัดาห์ท่ี 2 [Porter, A.E. และคณะ, 2004] แต่เม่ือ
พิจารณาปริมาณแคลเซียมสะสมท่ีเซลล์สร้างขึน้ รูปท่ี 4.13 (c) นัน้กลบัพบว่าการเลีย้งในอาหาร 
C3G50 และ C3G100 เพิ่มการสะสมของแคลเซียมอย่างมีนยัส าคญัเช่นกนั แสดงให้เห็นว่าเซลล์
มีการสร้างแคลเซียมขึน้มาเน่ืองจากเซลล์ถูกกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 
อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่าการเลีย้งเซลล์ในอาหาร C3G50 และ C3G100 มีปริมาณแคลเซียมสะสม
สงูแตจ่ดุสงูสดุ (peak) ของกิจกรรมเอนไซม์ ALP ในวนัท่ี 14 มีคา่ต ่ากว่าการเลีย้งในอาหาร OM 
ซึ่งคา่นัน้อาจจะไม่ใช้จดุสงูสดุของ ALP ก็ได้ เน่ืองจากในอาหารเลีย้งเซลล์มีสภาวะแตกต่างกัน 
ดงันัน้จดุสงูสดุของคา่กิจกรรมของเอนไซม์ ALP อาจเกิดได้ในชว่งเวลาท่ีตา่งกนั แตใ่นการทดลอง
นีเ้ก็บตวัอย่างในทกุๆ 7 วนั จุดสูงสุดอาจพบก่อนช่วงเวลา 14 วนั ถ้ามีการเก็บตวัอย่างในช่วง
ระยะเวลาตา่งๆ มากกว่านีอ้าจพบจดุสงูสดุของการเลีย้งเซลล์ในอาหาร C3G50 และ C3G100 
ได้ 

ส าหรับการศกึษาผลของการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดจากไขกระดกู
ท่ีมีการใช้อาหาร M50 และ M100 ในการเลีย้งเซลล์ ดงัรูปท่ี 4.14 (a) พบว่าจ านวนเซลล์ไม่เกิด
การเปล่ียนแปลงอย่างมีนยัส าคญัในแตล่ะช่วงเวลา และกิจกรรม ALP ตอ่เซลล์สงูสดุในช่วง 14 
วนัเช่นกัน โดยท่ีอาหารเลีย้งเซลล์ M50 และ M100 มีผลในการลดกิจกรรมของเอนไซม์ ALP 
อย่างมีนยัส าคญั (รูปท่ี 4.14 (b)) อีกทัง้เม่ือพิจารณาการสะสมปริมาณแคลเซียมพบว่า M50 
และ M100 ลดปริมาณการสะสมของแคลเซียม (รูปท่ี 4.14 (c)) แสดงวา่สารสกดัผงผลหม่อนท่ีใช้
ในการศกึษาไม่ได้มีฤทธ์ิช่วยกระตุ้นให้เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูให้การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดกู แตส่ารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครโมลลาร์มีฤทธ์ิในการช่วย
กระตุ้นการเปล่ียนแปลงของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูหนไูปเป็นเซลล์กระดกูได้ ถึงอย่างไรก็ตาม
สารสกดัผลหมอ่นมีศกัยภาพท่ีจะน าไปใช้เป็นอาหารเสริม เพราะการกินสารสกดัผลหม่อนเข้าไป
ในร่างกาย กลไกการดดูซึมของสารแต่ละชนิดท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกดัหม่อน ไม่ว่าจะเป็น
กลโูคส แอนโธไซยานิน และสารชนิดอ่ืนๆ ย่อมมีกระบวนการดดูซึมสารเข้าสู่ร่างกายแตกตา่งกนั 
เน่ืองจากสารแตล่ะชนิดมีโครงสร้างและสมบตัิท่ีตา่งกนั ดงันัน้ จึงเป็นไปได้ท่ีแอนโธไซยานิน จะ
ถกูดดูซึมแยกออกจากสารอ่ืนๆ ซึ่งสามารถน าไปใช้ได้ ดงันัน้แอนโธไซยานินท่ีอยู่ในสารสกดัผล
หม่อนนัน้ ร่างกายจึงสามารถดดูซึมน าไปใช้งานได้ ท าให้อาจจะมีศกัยภาพท่ีจะใช้งานเพ่ือเป็น
ประโยชน์กบังานด้านการแพทย์ท่ีมีการใช้เซลล์ต้นก าเนิดเพ่ืองานซอ่มแซมกระดกูตอ่ไป 
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รูปท่ี 4.13 จ านวนของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู (a) กิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase 
(ALP) (b) และปริมาณแคลเซียมท่ีสร้าง (c) ท่ีเลีย้งในอาหาร Normal Medium (NM) เป็น 
negative control, อาหาร Normal Medium ท่ีมีปริมาณไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ความเข้มข้น 50 
µM (C3G50), 100 µM (C3G100) และอาหาร Osteogenic Medium เป็น positive control บน
ถาดเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 24 หลมุ ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 ปริมาณ
เซลล์ท่ีใช้ 2x104 ตอ่ตารางเซนตเิมตร (a, b, c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
ในชว่งเวลาเดียวกนั) 

(a) 

(b) 

(c) 
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รูปท่ี 4.14 จ านวนของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู (a) กิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase 
(ALP) (b) และปริมาณแคลเซียมท่ีสร้าง (c) ท่ีเลีย้งในอาหาร Normal Medium (NM) เป็น 
negative control, สารสกดัผงผลหมอ่นความเข้มข้น 0.25 mg/µl (M50), 0.5 mg/µl (M100) 
และอาหาร Osteogenic Medium เป็น positive control บนถาดเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน ขนาด 24 
หลมุท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 ปริมาณเซลล์ท่ีใช้ 2x104 ตอ่ตารางเซนตเิมตร 
(a, b, c, d แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) ในชว่งเวลาเดียวกนั) 

(a) 

(b) 

(c) 
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จนถึงปัจจุบันการศึกษาฤทธ์ิของแอนโธไซยานินส่วนมากจะการน าไปทดสอบกับ
เซลล์มะเร็งเน่ืองจากสมบตัท่ีิส าคญัคือ เป็นสารต้านอนมุลูอิสระ มีงานวิจยัมากมายพบว่าแอนโธ-
ไซยานินสามารถต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ได้แก่เซลล์มะเร็งล าไส้ชนิด HT 29 และ 
HCT 116 [Kang, S.Y. และคณะ, 2003], เซลล์ human gastric adenocarcinoma AGS [Shin, 
P.H. และคณะ, 2005], เซลล์ HT-29 colorectal adenocarcinoma และ HT-60 promyelocytic 
leukaemia  [Netzel, M. และคณะ, 2007] แตม่ิใชว่า่สารต้านอนมุลูอิสระจะต้านการเจริญเติบโต
เท่านัน้ สารบางชนิดถ้ามีการใช้ปริมาณท่ีเหมาะสมยังมีผลต่อการเปล่ียนแปลงของเซลล์ได้        
ในปี 2006 Kim และคณะได้พบว่า สาร quercetin ซึ่งเป็นสารในกลุ่มฟลาวานอยด์ สารต้าน
อนมุลูอิสระชนิดหนึง่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเตบิโต และช่วยให้การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดกู ของเซลล์ human Mesencrymal Stem Cells (hMSC) โดยสร้างกิจกรรมอลัคาไลน์ฟอส
ฟาเตสสงูขึน้ร่วมกบัการกระตุ้นของ estrogen receptor ท่ีเซลล์สร้างขึน้ [Kim, Y.J. และคณะ, 
2006] นอกจากนีส้ารสกัดขมิน้ชนั (curcumin) ท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระมีรายงานว่าท าให้เกิด 
apoptosis ของเซลล์หลายชนิดมีผลลด differentiation ของเซลล์ไขมนั [Kim และคณะ, 2010] 
แตก่ระตุ้นการเปล่ียนแปลงของเซลล์ mouse  embryonal  carcinoma  PCC4 [Batth และคณะ, 
2001] จากลกัษณะโครงสร้างของแอนโธไซยานินท่ีมีความคล้ายคลึงและอยู่ในกลุ่มโพลีฟีนอล
เดียวกันอาจเป็นไปได้ท่ีแอนโธไซยานินจะมีฤทธ์ิกระตุ้นการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้
และสามารถสรุปเปรียบเทียบคา่กิจกรรม ALP และปริมาณแคลเซียมท่ีสร้างสะสมของเซลล์ท่ีเกิด
การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูท่ีท าการศกึษาในงานวิจยันีด้งัตารางท่ี 4.6   
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ตารางที่ 4.6 การเปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดจาก         
ไขกระดกูของหนวูิสต้าท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดตา่งๆ 

 

ชนิดอาหาร 

กิจกรรมของ ALP 
 

ปริมาณแคลเซียมสะสม 
 

(x107mM/15min/ 
cells) สงูสดุท่ี 14 วนั 

ร้อยละ 
สมัพทัธ์เทียบ
กบั NM 

 
(x10-7mg/cells) 
สงูสดุท่ี 28 วนั 

 

ร้อยละ
สมัพทัธ์เทียบ
กบั NM 

 แอ
นโ
ธไ
ซย
านิ
น 

NM1 24.35±1.50  100% 99.13±17.63  100% 
C3G501 20.47±1.74 84.06% 136.56±16.25 137.76% 

C3G1001 19.64±1.82  80.66% 196.52±11.04 198.24% 
OM1 29.31±3.27 120.37% 182.22±10.44 183.82% 

  ส
าร
สก
ดัผ
งห
มอ่
น NM2 20.71±1.33 100% 79.21±10.49 100% 

M502 10.74±1.38 51.86% 4.41±0.70 5.57% 
M1002 5.87±0.22 28.34% 0.71±0.53 0.72% 
OM2 35.39±1.98 170.88% 205.55±20.12  259.50% 

1 รายงานผลจากรูปท่ี 4.13 
2 รายงานผลจากรูปท่ี 4.14 
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4.3 ศึกษาความคงตัวของสารแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อน  

ในการศกึษาความคงตวัของแอนโธไซยานินในสารสกดัหม่อนได้เลือกสารสกดัผลหม่อน

ท่ีได้จากแหล่งปลูกจงัหวดัเพชรบูรณ์ เพียงแหล่งเดียวในการศกึษาเน่ืองจากแหล่งผลิตเป็นไร่ท่ีมี

มาตรฐานและการควบคมุคณุภาพของผลหม่อนท่ีดีได้แก่ ขนาด อาย ุและการหลีกเล่ียงศตัรูพืช 

อีกทัง้ผลหมอ่นจากไร่ยงัมีการผลิตท่ีสม ่าเสมอในจ านวนมากเพ่ือใช้ในเชิงพาณิชย์อีกด้วย 

4.3.1 ผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความคงตวัของสารสกดัผลหมอ่น 

 จากการศึกษาความคงตวัของสารแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อนต่ออุณหภูมิดงั

แสดงในรูปท่ี 4.15 (a)  และ รูปท่ี 4.15 (b)  แอนโธไซยานินมีความคงตวัสงูสดุท่ีอณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียสของทัง้สารสกัดหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัด แต่สารสกัดหม่อนสดมีแนวโน้มท่ีจะ

สลายตวัท่ีอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียสมากกว่าผงผลหม่อนสกดั เม่ืออณุหภูมิสงูขึน้เป็น 70 และ 

100 องศาเซลเซียสการสลายตวัของแอนโธไซยานินเพิ่มสงูขึน้มาก จากร้อยละของสารแอนโธไซ-

ยานินมีคา่ต ่าลงเม่ืออณุหภูมิสงูขึน้ทัง้ในสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดัเม่ือเวลาผ่าน

ไปจนถึง 10 ชั่วโมงแสดงให้เห็นว่าสารแอนโธไซยานินมีการสลายตวัเพิ่มสูงขึน้ เน่ืองจากการ

เปล่ียนแปลงอณุหภมูิและเวลา การท่ีแอนโธไซยานินมีการสลายตวัมากขึน้เม่ืออณุหภูมิสงูขึน้นัน้

เน่ืองมาจากอุณหภูมิเป็นปัจจยัท่ีท าให้โครงสร้างของแอนโธไซยานินเกิดการเปล่ียนแปลงโดยท่ี

อุณหภูมิสูงจะเร่งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลเซชั่น (hydrolyzation) ของ 3-glycoside ท าให้

flavylium cation เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างไปเป็น chalcone ซึ่งเป็นโครงสร้างท่ีมีความคง

ตวัน้อย [Laleh และคณะ, 2006] 
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รูปท่ี 4.15 การเปล่ียนแปลงของสารแอนโธไซยานินในสารสกดัสารสกดัผลหมอ่นสด (a) และ   

ผงผลหมอ่นสกดั (b) จากแหลง่ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ ท่ีอุณหภมูิ 4, 40, 70 และ 100 องศา

เซลเซียส ท่ีเวลาตา่งๆ   

 
อีกทัง้จากลักษณะการสลายตัวของแอนโธไซยานิน เม่ือน ามาพล็อตกราฟให้อยู่ใน

รูปลอกาลิทึมธรรมชาติของปริมาณแอนโธไซยานินท่ีเวลาใดๆ ตอ่แอนโธไซยานินเร่ิมต้นเทียบกบั

เวลาสามารถสร้างความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงดงัแสดงในรูปท่ี 4.16 (a) และ 4.16 (b) แสดงให้เห็น

ว่าอัตราการการสลายตวัของแอนโธไซยานินมีความสัมพันธ์ เป็นปฎิกิริยาอนุพันธ์อันดับหนึ่ง  

(frist order reaction) โดยสามารถหาคา่คงท่ีอตัรา (k) ได้จากความชนัของกราฟจากสมการ 4.1 

และคร่ึงชีวิต (t1/2) ซึ่งเป็นเวลาท่ีแอนโธไซยานินสลายตวัไปร้อยละ 50 ได้จากสมการ และ 4.2 

freeze dried  b) 

      fresh  a) 
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สอดคล้องกบังานวิจยัของ Kirca, A. และ Cemeroglu, B., (2003), Wang, W.D. และ Xu, S.Y., 

(2007), Kirca, A. และคณะ (2007)   

  tkCCt )ln( 0 ………………………………. (4.1) 

  1
21 5.0ln  kt ……………………………… (4.2) 

โดยท่ี C0 คือ ปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกดัหม่อนเร่ิมต้น, Ct คือ ปริมาณแอนโธไซยานินท่ี

เวลาตา่งๆ  

จากสมการปฎิกิริยาอนัดบัหนึง่ พบว่าการท่ีอณุหภูมิเพิ่มขึน้มีแนวโน้มท าให้คา่คงท่ีอตัรา

ของแอนโธไซยานินเพิ่มขึน้ในขณะท่ีคา่คร่ึงชีวิตลดลง ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 นอกจากนีย้งัพบว่า

คา่คร่ึงชีวิตของการสลายตวัของสารสกดัหม่อนสดสูงกว่าผงผลหม่อนสกดั ท าให้คา่คร่ึงชีวิตของ

ผงหม่อนสกัดต ่ากว่า โดยเฉพาะท่ีอุณหภูมิสูงถึง 70 องศาเซลเซียส ค่าคร่ึงชีวิตเท่ากับ 7.31 

ชัว่โมง และ 7.91 ชัว่โมง และอณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส คา่คร่ึงชีวิตเท่ากบั 1.51 และ 1.67 

ชัว่โมงของสารสกดัหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดัตามล าดบั  และคา่คง่ท่ีอตัราของการสลายตวั

นัน้ขึน้กับอณุหภูมิจากสมการอาร์เรเนียส (Arrhenius equation)  RTEaekk
/

0


  โดยท่ี k0 

คือแฟกเตอร์ความถ่ี (frequency factor) หน่วยนาที-1, Ea คือคา่พลงังานก่อกมัมันต์ (activation 

energy) หนว่ยกิโลจลูตอ่โมล, R คือคา่คงท่ีของแก๊สซึ่งเท่ากบั 8.314 จลูตอ่โมลตอ่เคลวิน และ T 

คืออณุหภูมิสมับรูณ์ หน่วยเคลวิน [Wang, W.D. และ Xu, S.Y., 2007] ซึ่งถ้าเราเขียนสมการให้

อยูใ่นรูปลอกาลิทมึธรรมชาตจิะได้วา่ 

RTEaekk
/

0lnln


 …………………………..(4.3) 

RT

E
kk a 0lnln ………………………………..(4.4) 

เราสามารถแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่ง lnk กบั 1/T จะได้กราฟเป็นเส้นตรงดงัรูปท่ี 4.17 และมีคา่
ความชันเท่ากับ –Ea/R และจุดตดัแกน lnk ท่ีจุด lnk0 จากความสัมพันธ์ดงักล่าวสามารถ
ค านวณหาคา่คงมี่อตัราท่ีอณุหภมูิอ่ืนจากคา่พลงังานก่อกมัมนัต์ของการสลายตวัของผงผลหม่อน
สกดัและสารสกดัผลหมอ่นสดได้ 
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รูปท่ี 4.16 การสลายตวัของสารแอนโธไซยานินในสารสกดัสารสกัดผลหม่อนสด (a) และผงผล

หม่อนสกดั (b) จากแหล่งปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ ท่ีอณุหภูมิ 4, 40, 70 และ 100 องศาเซลเซียส     

ท่ีเวลาตา่งๆ ตามสมการปฎิกิริยาอนพุนัธ์อนัดบัหนึง่ 

 

 

(a) 

(b) 
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ตารางท่ี 4.7 คา่คงท่ีปฎิกิริยาอนพุนัธ์อนัดบัหนึง่ของการสลายตวัของแอนโธไซยานินใน 
สารสกดัหมอ่น 

หมายเหต ุ: k คือ คา่คงท่ีอตัรา, t1/2 = คา่คร่ึงชีวิต (เวลาท่ีแอนโธไซยานินในสารสกดัหม่อนลดลง

คร่ึงหนึง่ของเร่ิมต้น) 
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รูปท่ี 4.17 คา่คงท่ีสมการอาร์เรเนียสของการสลายตวัของแอนโธไซยานินในสารสกดัผลหมอ่น

สดและผงผลหมอ่นสกดักบัการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ (เคลวิน) 

ชนิดสารสกดั 
จากแหลง่เพชรบรูณ์ 

อณุหภมูิ  
(องศาเซลเซียส) 

-k x103 
 (นาที-1) 

t1/2  
(ชัว่โมง) 

ผลหมอ่นสด 

4 0.046 251.14 
40 0.53 21.80  
70 1.58 7.31 

100 7.64 1.07 

ผงผลหมอ่น 

4 0.03 385.08 
40 0.30 38.51 
70 1.46 7.91 

100 6.91 1.67 
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ซึ่งให้ผลการทดลองท่ีสอดคล้องกบัรายงานของ Kirca, A. และ Cemeroglu, B. (2003) 

พบว่าแอนโธไซยานินในน า้ของส้มสีเลือด (blood orange) เกิดการสลายตวัเพิ่มสูงขึน้เม่ือ

อณุหภูมิสงูขึน้ ท่ี Brix ร้อยละ 11 คา่คร่ึงชีวิต เท่ากบั 6.3, 3.6 และ 1.5 ชัว่โมง ท่ีอณุหภูมิ 70, 80 

และ 90 องศาเซลเซียสตามล าดบั นอกจากนีใ้นปี 2007 ยงัมีรายงานว่าแอนโธไซยานินในน า้ของ

แบล็คเบอร์ร่ีสลายตวัมากขึน้เม่ืออุณหภูมิสูงขึน้เช่นกันท่ีอุณหภูมิ 60, 70, 80 และ 90 องศา

เซลเซียสคา่คร่ึงชีวิตเท่ากบั 16.7, 8.8, 4.7 และ 2.9 ชัว่โมงตามล าดบั [Wang, W.D. และ Xu, 

S.Y., 2007] การเปรียบเทียบการสลายตวัของสารแอนโธไซยานินท่ีอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียสใน

สภาวะเดียวกันกับงานวิจยันีข้องในผลหม่อนกับส้มสีเลือดและแบล็คเบอร์ร่ีมีค่าการสลายตวัท่ี

แตกต่างกัน โดยสารสกัดผลหม่อนมีคา่คร่ึงชีวิตสงูกว่าในน า้ส้มสีเลือดแตต่ ่ากว่าน า้แบล็คเบอร์ร่ี 

อาจจะเป็นเพราะชนิดของสารแอนโธไซยานินและองค์ประกอบทางเคมีท่ีมีความแตกตา่งกนัของ

ผลไม้ท่ีตา่งชนิดกนั [Wang, W.D. และ Xu, S.Y., 2007] ซึ่งอาจมีผลต่อความคงตวัของสาร  

แอนโธไซยานินได้ นอกจากนี ้มนต์วดี และศศิธร (2551) ยงัได้รายงานผลของอณุหภูมิตอ่ความ

คงตวัของแอนโธไซยานินในน า้ลูกหม่อนพบว่า การสลายตวัสูงขึน้เม่ืออุณหภูมิสูงขึน้โดยอัตรา

การสลายตวัเกิดเป็นปฎิกิริยาอนัดบัหนึ่ง ความคงตวัของสารสกัดผลหม่อนค่าคร่ึงชีวิตในน า้ลูก

หม่อนเท่ากบั 12.3, 6.2 และ 4.0 ชัว่โมง ท่ีอณุหภูมิ 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียสตามล าดบั    

ท่ีสภาวะการให้ความร้อนท่ีอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียส น า้ลูกหม่อนในงานวิจยัดงักล่าวมีความ

คงตวัของแอนโธไซยานินสูงกว่า เน่ืองจากมีค่าคร่ึงชีวิตท่ีมากกว่าเม่ือเทียบกับงานวิจัยนีอ้าจ

เน่ืองจากงานวิจยัดงักล่าวได้ใช้กระบวนการสกัดน า้หม่อนด้วยความร้อนอุณหภูมิประมาณ 75 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 นาทีและมีการเติมเอนไซม์เพคติเนสจากนัน้สกัดทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิ 50 

องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 2 ชัว่โมง ซึ่งเป็นวิธีท่ีตา่งกับงานวิจยันี ้ ตอ่มา Aramwit, P. และ

คณะ (2010) ได้รายงานผลของความคงตวัของแอนโธไซยานินในน า้คัน้ของผลหม่อนจากไร่

ก านนัจลุ จงัหวดัเพชรบรูณ์ ท่ีอุณหภูมิ 40, 50 และ 70 องศาเซลเซียส ท่ีอุณหภูมิ 70 องศา

เซลเซียสเวลา 10 ชัว่โมง ปริมาณแอนโธไซยานินลดลงอย่างมีนยัส าคญั สลายตวัไปประมาณ 

ร้อยละ 10 แม้ว่าในการศกึษานีเ้ป็นผลไม้ชนิดเดียวกนั คือผลหม่อน แตก่ารสลายตวัของแอนโธ-

ไซยานินในสารสกัดผลหม่อนท่ีได้นีมี้ความแตกต่างกันอาจเป็นเพราะสายพันธุ์  ลักษณะการ
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เพาะปลกู แหลง่เพาะปลกู และฤดกูารเก็บเก่ียว ท่ีท าให้สมบตัิทางกายภาพและเคมีตา่งกัน มีผล

ตอ่ความคงตวัของสารแอนโธไซยานินได้ 

นอกจากนีส้ามารถสร้างความสัมพันธ์ของร้อยละของแอนโธไซยานินในสารสกัดผล

หม่อนท่ีเก็บไว้เป็นเวลา 2 และ 10 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิตา่งๆ ของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผล

หมอ่นสกดั ดงัรูปท่ี 4.18 จะเห็นวา่การสลายตวัของแอนโธไซยานินสงูขึน้ตามอณุหภูมิท่ีเก็บรักษา

อีกทัง้สามารถแสดงเป็นสมการเชิงคณิตศาสตร์ชนิดพหนุามตวัแปรเดียว (polynomial equation) 

ดีกรี 2 ได้ว่า  y=-0.0103x2+0.3573x+96.858 และ y=-0.0058x2-0.0741x+ 101.43  ของผงผล

หม่อนสกดัและสารสกดัหม่อนสดท่ีเวลา 2 ชัว่โมงตามล าดบั และ  y = -0.0044x2 – 0.5122x + 

101.46 ส าหรับผงผลหม่อนสกดั และ y = -0.0083x2 – 0.1372x + 99.297 ส าหรับสารสกดัผล

หมอ่นสด ท่ีเวลา 10 ชัว่โมง ความสมัพนัธ์ดงักลา่วสามารถใช้ประมาณร้อยละของแอนโธไซยานิน

ท่ีเหลืออยู ่ณ อณุหภมูิตา่งๆ เพ่ือท านายการสลายตวัของแอนโธไซยานินเม่ืออณุหภูมิเปล่ียนไปได้

หากผ่านกระบวนการให้ความร้อน ณ อณุหภูมินัน้ๆ เป็นระยะเวลา  2 และ 10 ชัว่โมงจากกราฟ

ความสัมพันธ์ดงักล่าวนีแ้สดงให้เห็นว่าการเปล่ียนแปลงเวลาในการให้ความร้อนมีผลต่อการ

สลายตวัของแอนโธไซยานินน้อยกว่าการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ  
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รูปท่ี 4.18 การเปล่ียนแปลงของสารแอนโธไซยานินในสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหมอ่นสกดั

จากแหลง่ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ท่ีอณุหภมูิ 4, 40, 70 และ 100 องศาเซลเซียสท่ีเวลา 2 และ10 

ชัว่โมง 
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เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบความคงตวัท่ีอณุหภูมิต่างๆ ระหว่างสารสกดัผลหม่อนสดและ

สารสกดัผงผลหม่อนสกดั พบว่ากระบวนการท าแห้งแข็งไม่มีผลท าให้แอนโธไซยานินคงตวัสงูขึน้ 

ไม่ว่าจะผ่านกระบวนการในอณุหภูมิตา่งๆ ได้แก่ 4, 70 และ 100 องศาเซลเซียสโดยสารสกดัท่ี

ผ่านการเก็บในแต่ละอุณหภูมินัน้จะมีร้อยละของปริมาณแอนโธไซยานินท่ีเหลืออยู่ใกล้เคียงกัน

โดยท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส สารสกัดผงผลหม่อนมีความคงตวัดีกว่าสารสกัดผลหม่อนสด

เพียงเล็กน้อย 

4.3.2 ผลของสภาวะการฆา่เชือ้ท่ีมีตอ่ความคงตวัของสารสกดัผลหมอ่น 

 เม่ือน าสารสกัดผลหม่อนของทัง้ผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัดผ่านกระบวนการฆ่า
เชือ้ด้วยวิธีตา่งๆ คือ พาสเจอร์ไรส์แบบ LTLT (อณุหภูมิ 60  องศาเซลเซียส ใช้เวลา 30 นาที), 
พาสเจอร์ไรส์ แบบ HTST (อณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส เวลา 15 วินาที) และ สเตอริไลส์ (อณุหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที) จากนัน้น ามาวิเคราะห์หาปริมาณแอนโธไซยานินท่ี
เปล่ียนแปลงไปดงัแสดงในรูปท่ี 4.19 พบว่าการฆ่าเชือ้แบบ LTLT และแบบสเตอริไลส์ มีผลให้
ปริมาณแอนโธไซ-ยานินในสารสกดัหม่อนลดลงอย่างมีนยัส าคญัโดยลดลงเหลือร้อยละ 86 ของ
สารสกัดผงผลหม่อนสกัดและร้อยละ 81 ของสารสกัดหม่อนสดตามล าดับและการฆ่าเชือ้
แบบสเตอริไลส์ มีผลท าให้แอนโธไซยานินเส่ือมสลายมากท่ีสดุ โดยมีแอนโธไซยานินในสารสกัด
ผงผลหม่อนสกัดเหลืออยู่เพียงร้อยละ 64 และในสารสกัดผลหม่อนสดเท่ากับร้อยละ 62 ซึ่ง
นอกจากอณุหภมูิท่ีมีผลตอ่การสลายตวัของแอนโธไซยานินแล้ว เวลาก็มีส่วนส าคญัแม้ว่าการฆ่า
เชือ้แบบพาสเจอร์ไรส์แบบ HTST ซึ่งใช้อณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียสสงูกว่า 60 องศาเซลเซียสเป็น
สภาวะท่ีใช้ในการฆ่าเชือ้แบบพาสเจอร์ไรส์แบบ LTLT แต่ใช้เวลาในการฆ่าเชือ้ท่ีต ่าเพียง 15 
วินาทีเทา่นัน้ ท าให้พบวา่การใช้เวลาท่ีมากขึน้มีผลตอ่การสลายตวัของสารแอนโธไซยานิน ซึ่งก็มี
ผลควบคูไ่ปกบัการใช้อุณหภูมิท่ีสูง อีกทัง้เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบสารสกดัของผลหม่อนสดกับ
ผงผลหมอ่นสกดัท่ีสภาวะเดียวกนัก็ให้ผลเช่นเดียวกนักบัข้างต้นคือสารสกดัจากผงผลหม่อนสกดั
ท่ีผ่านกระบวนการท าแห้งไม่ได้มีความคงตวัของแอนโธไซยานินสูงกว่าสารสกัดผลหม่อนสด
เพราะเน่ืองจากปริมาณแอนโธไซยานินจากผลการทดลองท่ีไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั  
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รูปท่ี 4.19 การเปล่ียนแปลงปริมาณแอนโธไซยานินของสารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อน
สกัดท่ีได้จากแหล่งปลูกเพชรบูรณ์ ในสภาวะไม่ผ่านกระบวนการฆ่าเชือ้ (non sterilization), 
สภาวะ ฆ่าเชือ้แบบพาสเจอร์ไรส์ 60 องศาเซลเซียสเวลา 30 นาที (LTLT), สภาวะฆ่าเชือ้แบบ
พาสเจอร์ไรส์ 70 องศาเซลเซียสเวลา 15 วินาที (HTST) และสภาวะฆ่าเชือ้แบบสเตอริไลส์ 121 
องศาเซลเซียสเวลา 20 นาที (sterilization) (a-d แสดงความแตกตา่งกันอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิ(p<0.05) ของทกุกลุม่ตวัอยา่ง) 
 
4.3.3 ผลของสภาวะเร่งแบบ freeze thaw cycle ท่ีมีตอ่ความคงตวัของสารสกดัผลหม่อน 

 ในการศึกษาสภาวะเร่งซึ่งเป็นการเร่งสารสกัดผลหม่อนให้เกิดการสูญเสียสภาพได้เร็ว
ยิ่งขึน้โดยการเร่งแบบ freeze thaw cycle มีการเปล่ียนแปลงสภาวะในการเก็บสารสกัดโดย
สลับกันระหว่างอุณหภูมิร้อนกับเย็น ท าโดยน าสารสกัดผลหม่อนเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสเป็น ระยะเวลา 46 ชัว่โมง และท าให้น า้แข็งละลายท่ีอณุหภูมิห้อง 30 นาทีแล้วน าไปแช่
ในอา่งควบคมุอณุหภูมิท่ีอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 90 นาที นบัเป็น 1 รอบ ท าจนครบ 
4 รอบ [Regan, J. และMulvihill, D.M., 2010] หาร้อยละของแอนโธไซยานินท่ีคงอยู่เทียบกบัท่ี
เร่ิมต้นแสดงผลการทดลองดงัรูปท่ี 4.20 พบว่าสภาวะแบบ freeze thaw cycle ไม่มีผลท าให้สาร
แอนโธไซยานินเส่ือมสภาพได้เร็วยิ่งขึน้ ปริมาณแอนโธไซยานินในแต่ละรอบการทดลองมีค่า
ลดลงแตไ่ม่แตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติของทัง้สารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัด 
และในรอบท่ี 4 จะเห็นว่าปริมาณแอนโธไซยานินลดต ่าจากรอบท่ี 1 ถึง รอบท่ี 3 โดยเฉพาะสาร
สกัดผงผลหม่อนสกัดท่ีมีปริมาณแอนโธไซยานินต ่ากว่าสารสกัดผลหม่อนสด การท่ีน าสารสกัด
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หมอ่นมาทดสอบด้วยสภาวะเร่งนีส้่งผลตอ่การสลายตวัของแอนโธไซยานินน้อยเม่ือเทียบกบัการ
ให้ความร้อนสงูท่ีอณุหภมูิตา่งๆ เป็นเวลา 10 ชัว่โมง อาจเป็นเพราะการเส่ือมสลายของแอนโธไซ-
ยานินได้รับผลจากอุณหภูมิมากกว่าการใช้วงจรร้อนแข็งสลบักนัด้วยการเร่งสภาวะของสารสกัด
จากการเปล่ียนแปลงอณุหภูมิท่ีมีผลท าให้แอนโธไซยานินเส่ือมสลายข้างต้นนัน้จะท านายได้ว่าท่ี
อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียสประมาณ 90 นาที ปริมาณแอนโธไซยานินลดลงน้อยมากประมาณ
ร้อยละ 10 ซึ่งในสภาวะเร่งนีมี้การใช้อณุหภูมิสงูประมาณ 40 องศาเซลเซียส 90 นาที ในการท า
ให้ร้อนและหลังจากนัน้จึงท าให้แข็งด้วยอุณหภูมิติดลบจึงท าให้ปริมาณแอนโธไซยานินลดลง
อย่างไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญั โดยทั่วไปสภาวะ freeze thaw cycle ใช้ในการเร่งอายุให้
ผลิตภณัฑ์เส่ือมสภาพเร็วกวา่ปกตเิพ่ือใช้ท านายวนัหมดอายขุองผลิตภณัฑ์ แตย่งัไม่มีรายงานว่า
ระบบ freeze thaw cycle ประเภทนีแ้ทนระยะเวลาความคงตวัของผลิตภัณฑ์ได้ก่ีเดือน แตใ่น
การทดสอบตามมาตรฐานเภสชัต ารับของอเมริกา United States Pharmacopeia (USP) คือ
สภาวะเร่งใช้อณุหภูมิสงู 45 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 4 เดือน จะแทนระยะเวลาความคงตวั
เทา่กบั 2 ปี 
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รูปท่ี 4.20 การเปล่ียนแปลงปริมาณแอนโธไซยานินของสารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อน

สกดัท่ีไมผ่า่นกระบวนการฆา่เชือ้ จากแหลง่ปลกูเพชรบรูณ์ ในสภาวะเร่งแบบ freeze thaw cycle 

โดย แช่แข็งท่ีอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 46 ชัว่โมงจากนัน้ทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (26±2 องศา

เซลเซียส) เวลา 30 นาที และแช่ในอ่างควบคมุอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  90 นาที เท่ากบั 1 

cycle จนครบ 4 cycle โดยท่ี a และ b แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ

(p<0.05) 
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 นอกจากนีย้ังพบว่าความคงตัวของแอนโธไซยานินของผงผลหม่อนสกัดท่ีศึกษาใน
สภาวะอณุหภูมิตา่งๆ สภาวะท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ และสภาวะเร่งแบบ freeze thaw cycle มีความ
คงตวัดีกว่าในสารสกัดหม่อนสด เน่ืองจากปัจจัยท่ีมีผลต่อความคงตวัของแอนโธไซยานินไม่ได้
ขึน้กบัอณุหภูมิเพียงอย่างเดียวแตย่งัขึน้กบัองค์ประกอบอ่ืนซึ่งความแตกตา่งของสารสกดัทัง้สอง
นีน้อกจากอุณหภูมิและเวลาท่ีควบคมุให้อยู่ในสภาวะเดียวกัน สมบตัิทางกายภาพและเคมีของ
สารสกดัทัง้สองในเร่ิมต้นมีความแตกตา่งกนัด้วยคือ คา่พีเอช ปริมาณของแข็งท่ีละลายน า้ได้ ร้อย
ละของน า้หนกัแห้ง น า้ตาลรีดิวซ์ ปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้ และปริมาณแอนโธไซยานิน อาจมีผล
ท าให้ความคงตวัของแอนโธไซยานินในสารสกัดหม่อนมีความแตกตา่งกันได้ ในท่ีนีผ้งผลหม่อน
สกดัมีคา่พีเอชเท่ากบั 4.04 ซึ่งสงูกว่าสารสกดัหม่อนสดมีคา่พีเอชเท่ากบั 3.67 จึงน่ามีผลท าให้
สารสกัดหม่อนสดมีความคงตวัสูงกว่าผงผลหม่อนสกัดเพราะโครงสร้างของแอนโธไซยานินใน
สภาวะท่ีเป็นกรดมีความคงตวัมากวา่ในสภาวะท่ีเป็นกลางหรือดา่ง [Bae และ Suh, 2007] แตผ่ล
การทดลองกลับให้ผลท่ีตรงข้ามกันแต่นอกจากค่าพีเอชท่ีแตกต่างกันของสารสกัดทัง้สองแล้ว
องค์ประกอบอ่ืนๆ ก็อาจมีผลเชน่กนั ได้มีรายงานวิจยัพบวา่ปัจจบัท่ีมีผลตอ่ความคงตวัของแอนโธ
ไซยานินมีหลายปัจจัย ได้แก่ พีเอช อุณหภูมิ แสง ออกซิเจน เอนไซม์ ซัลไฟต์ กรดแอสคอบิค 
น า้ตาล และความเข้มข้น [Cavalcanti, R.N. และคณะ, 2010] นอกจากพีเอชแล้วปริมาณ
น า้ตาลก็เป็นสว่นส าคญัเน่ืองจากในงานวิจยันีป้ริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ในผงผลหม่อนสกดัท่ีพบสงูถึง 
127.26 มิลลิกรัมกลูโคสต่อกรัมน า้หนักแห้งในขณะท่ีสารสกัดหม่อนสดมีน า้ตาลรีดิวซ์เท่ากับ 
50.13 มิลลิกรัมกลโูคสตอ่กรัมน า้หนกัแห้ง ปริมาณน า้ตาลท่ีมากกว่าในผงผลหม่อนสกดัอาจท า
ให้เกิดสาร furfural สงูขึน้ในระหวา่งการให้ความร้อนเม่ือเวลาผ่านไปมีผลท าให้ปริมาณแอนโธไซ
ยานินลดต ่าลง เน่ืองจากสาร furfural เป็นผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึน้จากการสลายตวัของน า้ตาลจาก
ปฎิกิริยาคาราเมลไลเซชัน่ [Tsai, P.J. และคณะ, 2005] แตก็่กลบัพบว่าผงผลหม่อนสกดัมีความ
คงตวัสงูกวา่สารสกดัหม่อนสด อาจเป็นเพราะปฎิกิริยาคาราเมลไลเซชัน่นีจ้ะเกิดได้ดีในสภาวะท่ี
อณุหภูมิสงูกว่า 120 องศาเซลซียส ท่ีค่าพีเอชระหว่าง 3-9 ซึ่งในท่ีนีใ้ช้อุณหภูมิไม่เกิดชน 120 
องศาเซลเซียส แต่ยังพบสาเหตุอ่ืนท่ีอาจมีผลต่อความคงตวัของแอนโธไซยานินคือ ปริมาณ
ของแข็ง (solid contents) ในสารสกดั พิจารณาได้จาก % brix และร้อยละน า้หนกัแห้งของสาร
สกดั พบวา่สารสกดัหม่อนสดมี % brix และร้อยละน า้หนกัแห้งของสารสกดัท่ีสงูกว่าผงผลหม่อน
สกดั ในผงผลหม่อนสกดัมีเท่ากบั 7.78% brix  ในขณะท่ีสารสกดัหม่อนสดเท่ากบั 9.98 % brix 
และร้อยละน า้หนกัแห้งร้อยละ 6.59 และ 11.19 ตามล าดบั เน่ืองจากปริมาณของแข็งท่ีละลายน า้
ได้สงู จึงท าให้มีปริมาณน า้น้อย ออกซิเจนซึ่งเป็นโมเลกลุในการเร่งการสลายตวัจึงอยู่ใกล้ชิดกัน 
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ท าให้เกิดการเร่งอัตราการเกิดปฎิกิริยาการสลายตัวของแอนโธไซยานินให้สลายตวัได้เร็วขึน้ 
[Wang, W.D. และ Xu, S.Y., 2007][Kirca, A. และ Cemeroglu, B., 2003][Kirca, A. และคณะ, 
2007] และจากผลการทดลองดงักล่าวนีแ้สดงให้เห็นว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการน าไปใช้ในการ
เก็บรักษาสารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัดเพ่ือให้ได้แอนโธไซยานินคงมีประสิทธิภาพ
สงูสุดคือ ควรเก็บสารสกัดหม่อนไว้ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียสให้ปราศจากการสมัผสัแสงและ
อากาศ แต่ถ้าจ าเป็นต้องน าสารสกัดหม่อนไปผ่านกระบวนการท่ีใช้ความร้อนสูงควรใช้เวลาสัน้
เพ่ือให้แอนโธไซยานินเส่ือมสลายน้อยสดุและการฆ่าเชือ้ท่ีมีความเหมาะสมถ้าต้องการให้ได้รับ
แอนโธไซยานินท่ีมีความคงตวัสงูสดุควรผ่านการฆ่าเชือ้แบบพาสเจอร์ไรส์แบบ HTST อณุหภูมิ 
70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วินาที แตถ่ึงอยา่งไรก็ตามการน าไปใช้ต้องเลือกสภาวะท่ีเม่ือน าไป
ทดสอบปริมาณเชือ้จุลินทรีย์ในสารสกดัแล้วเป็นไปตามมาตรฐานองค์การอาหารและยา ซึ่งการ
ทดลองนีไ้ด้ศกึษาผลของสภาวะตา่งๆ ท่ีมีตอ่ปริมาณแอนโธไซยานินเทา่นัน้ 

 

4.4 การเตรียมอนุภาคไมโครอัลจิเนต 
 
 ในการขึน้รูปเม็ดอลัจิเนตเตรียมได้ด้วยวิธีการเจลแบบ external gelation ใช้ความเข้มข้น
ของสารละลายโซเดียมอลัจิเนต เท่ากบัร้อยละ 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ซึ่ง
ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตรของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตเป็นความเข้มข้น
สงูสดุท่ีสามารถเตรียมได้ของสารโซเดียมอลัจิเนตชนิดความหนืดปานกลาง (medium viscosity, 
Sigma Aldrich) และแก๊สไนโตรเจนซึ่งเป็นแก๊สเฉ่ือยใช้ในการพ่นให้อนภุาคมีขนาดเล็กในระดบั
ไมโครเมตร อตัราการไหลของแก๊สไนโตรเจนท่ีใช้เท่ากบั 10, 15, และ 20 ลิตรตอ่นาทีโดยแตล่ะ
ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตขึน้รูปเม็ดอลัจิเนตโดยใช้แก๊สไนโตรเจนทัง้ 3 อตัรา
การไหล สามารถสรุปสภาวะท่ีใช้ขึน้รูปดงัตารางท่ี 4.8 การเลือกใช้แก๊สไนโตรเจนนีเ้พ่ือไม่ให้ใน
เม็ดอลัจิเนตมีอากาศอยู่ภายในเน่ืองจากในการทดลองตอ่ไปได้น าอนภุาคไมโครอลัจิเนตท่ีได้ไป
ดดูซบัแอนโธไซยานินในสารสกัดหม่อน เพ่ือป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของแอนโธไซ-
ยานินกบัอากาศท่ีเกิดการสะสมในอนภุาคไมโครอลัจิเนตนี ้
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ตารางท่ี  4.8 สภาวะท่ีใช้ท าการทดลองในการเตรียมอนภุาคไมโครอลัจิเนต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
เม็ดอัลจิเนตเกิดขึน้เม่ือสารละลายโซเดียมอัลจิเนตเกิดการแลกเปล่ียนไอออนกับ

แคลเซียมคลอไรด์โดยกรดกูลโูรนิกซึ่งเป็นองค์ประกอบในอลัจิเนตจะเช่ือมขวางกับแคลเซียมได้
เป็นแคลเซียมอลัจิเนต [Kim, H.S. 1990] การเกิดเป็นเม็ดอลัจิเนตเกิดจากการแลกเปล่ียนไอออน
จากพืน้ผิวด้านนอกสูด้่านในโดยการแพร่ของแคลเซียมไอออนท าให้เม็ดอลัจิเนตเกิดเจลท่ีผิวนอก
ก่อน โดยแชใ่นสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ประมาณ 30 นาที เพ่ือให้เม็ดอลัจิเนตเป็นเจลแข็งทัง้
เม็ด ลักษณะรูปร่างของเม็ดอัลจิเนตท่ีขึน้รูปได้สามารถตรวจสอบได้โดยกล้องจุลทรรศน์         
(ย่ีห้อNikon, รุ่น Eclipse 80i, Japan) ก าลงัขยาย 4 เท่า ดงัแสดงในรูปท่ี 4.21 พบว่าลกัษณะ
เม็ดอลัจิเนตท่ีขึน้รูปได้จากสารละลายโซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 1.0 โดยน า้หนกัต่อ
ปริมาตรโดยใช้แก๊สไนโตรเจนอตัราการไหล 10 ลิตรต่อนาทีในการพ่นอนุภาคให้มีขนาดระดบั
ไมครอนดงัรูปท่ี 4.21 (a) ท าให้ได้เม็ดอัลจิเนตมีลักษณะเป็นทรงกลมมากท่ีสุดส าหรับความ

ความเข้มข้นของ
สารละลายโซเดียม 
อลัจิเนต(ร้อยละโดย
น า้หนกัตอ่ปริมาตร) 

ความหนืดของสารละลายโซเดียม  
อลัจิเนต (เซนตพิอยด์, (cP))            
ท่ี 25  องศาเซลเซียส, 100 rpm 

อตัราการไหล        
ของแก๊สไนโตรเจน           
(ลิตรตอ่นาที) 

1.0 8.63±0.15 
10 
15 
20 

1.5 39.45±1.89 
10 
15 
20 

2.0 89.55±6.08 
10 
15 
20 

2.5 178.45±3.57 
10 
15 
20 
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เข้มข้นนีแ้ละมีขนาดเม็ดใหญ่กว่าการขึน้รูปท่ีใช้แก๊สไนโตรเจนท่ีอตัราการไหลมากกว่านีแ้ละเม่ือ
เพิ่มอตัราการไหลของแก๊สไนโตรเจนให้สงูขึน้เป็น 15 และ 20 ลิตรตอ่นาทีดงัรูปท่ี 4.21 (b) และ 
(c) มีผลท าให้ลกัษณะเม็ดอลัจิเนตไม่คงรูปเป็นทรงกลม บิดเบีย้ว และเกิดเป็นแผ่นของอนภุาค
เล็กจบักลุม่กนั อาจเน่ืองจากความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตท่ีต ่าเกินไปท าให้ความ
หนืดต ่าเม่ือแก๊สไนโตรเจนมีอัตราการไหลสูงขึน้ท าให้มีแรงตึงผิวน้อยจึงยากในการก่อตวัเป็น
อนุภาคท่ีผิวกลมได้ ส าหรับเม็ดอลัจิเนตท่ีขึน้รูปโดยใช้สารละลายโซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้น
ร้อยละ 1.5 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร พบว่าการใช้แก๊สไนโตรเจนท่ีอตัราการไหล 10 ลิตรตอ่นาที 
ดงัรูปท่ี 4.21 (d) ท าให้เม็ดอลัจิเนตมีลกัษณะกลมสม ่าเสมอมากท่ีสดุเช่นกนัเม่ือเพิ่มอตัราการ
ไหลของแก๊สไนโตรเจนเป็น 15 ลิตรตอ่นาที ดงัรูปท่ี 4.21 (e) ท าให้เม็ดอลัจิเนตยงัมีลกัษณะกลม
อยู่ แตเ่พิ่มปริมาณการเกิดเม็ดอลัจิเนตท่ีมีลกัษณะเป็นทรงลกูแพรเพิ่มสูงขึน้และเม่ือเพิ่มอตัรา
การไหลของแก๊สไนโตรเจน 20 ลิตรตอ่นาที ดงัรูปท่ี 4.21 (f) พบว่าเม็ดอลัจิเนตเล็กลงมากไม่คอ่ย
เป็นรูปทรงและเกิดการจับตัวเป็นแผ่นขนาดใหญ่ขึน้  เม็ดอัลจิเนตของการใช้สารละลาย
โซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร อตัราการไหลของแก๊สไนโตรเจน
ท่ีท าให้ลกัษณะเป็นทรงกลมคือ 10 และ 15 ลิตรตอ่นาที ดงัรูปท่ี 4.21 (g) และรูปท่ี 4.21 (h) 
ตามล าดบัโดยอตัราการไหลของแก๊สไนโตรเจนเท่ากบั 10 ลิตรต่อนาที เม็ดอลัจิเนตมีลกัษณะ  
ลูกแพรเกิดขึน้ผสมด้วยเล็กน้อยแต่การใช้แก๊สไนโตรเจนท่ีอัตราการไหล 15 ลิตรต่อนาทีเม็ด     
อลัจิเนตท่ีเกิดขึน้จะมีลกัษณะกลมสม ่าเสมอกนัมากกว่าและส าหรับการใช้แก๊สไนโตรเจนท่ีอตัรา
การไหล 20 ลิตรตอ่นาที พบว่าเม็ดอลัจิเนตท่ีเกิดขึน้เล็กลงมากและลกัษณะไม่คอ่ยเป็นทรงกลม
แต่ลดการจบักลุ่มกันของอนุภาค ดงัรูปท่ี 4.21 (i) ส าหรับเม็ดอลัจิเนตท่ีขึน้รูปด้วยสารละลาย
โซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร พบว่าลกัษณะเม็ดอลัจิเนตทรง
ลกูแพรเกิดขึน้ในการใช้แก๊สไนโตรเจนทกุอตัราการไหลคือท่ี 10, 15 และ 20 ลิตรตอ่นาที โดย
เฉพาะท่ีอตัราการไหลของแก๊สไนโตรเจน 10 ลิตรตอ่นาที ลกัษณะเม็ดอลัจิเนตส่วนใหญ่จะเป็น
ทรงลกูแพรเกือบทัง้หมดดงัรูปท่ี 4.21 (j) เม่ือเพิ่มแก๊สไนโตรเจนให้มีอตัราการไหลสงูขึน้อีกเป็น 
15 ลิตรตอ่นาที ท าให้เม็ดอลัจิเนตมีลกัษณะเป็นทรงกลมมากขึน้แต่ยงัปรากฏเม็ดอลัจิเนตทรง  
ลกูแพรอยูด่งัรูปท่ี 4.21 (k) ซึง่ถ้าเพิ่มอตัราการไหลของแก๊สให้สงูขึน้เป็น 20 ลิตรตอ่นาที ลกัษณะ
เม็ดอลัจิเนตจะมีขนาดท่ีไมส่ม ่าเสมอกนัแตกตา่งกนัมากดงัรูปท่ี 4.21 (l) ซึ่งการใช้แก๊สไนโตรเจน 
15 ลิตรต่อนาทีจึงเป็นอัตราการไหลท่ีน่าจะมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการขึน้รูปท่ีใช้
สารละลายโซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตรนี ้
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 ปัจจยัท่ีส่งผลในการผลิตเม็ดอลัจิเนตด้วยสารละลายโซเดียมอลัจิเนตท่ีเกิดการพ่นลงใน
อ่างแคลเซียมคลอไรด์มีหลายปัจจยัด้วยกัน อาทิเช่น แรงตงึผิว, ขนาดหวัเข็ม, ความสงูของหวั
เข็มกบัระดบัสงูสดุของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ [Chan, E. S. และคณะ, 2009], ความ
เข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนต, ความเข้มข้นของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ [Kim  C. 
K. และLee E.J., 1992], ระยะเวลาในการแช่ของเม็ดอลัจิเนตในอ่างแคลเซียมคลอไรด์, ความ
หนืดของอลัจิเนต [Ostberg, T. และคณะ, 1993], อตัราการไหลของสารละลายโซเดียมอลัจิเนต,   
อัตราการไหลของแก๊สเป็นต้น จากการทดลองเกิดปัญหาหลายอย่างคือ ลักษณะรูปร่างเม็ด       
อลัจิเนตไม่เป็นทรงกลม การกระจายตวัของเม็ดอลัจิเนตไม่สม ่าเสมอเกิดการเกาะกลุ่มของเม็ด        
อัลจิเนต ซึ่งการควมคุมตัวแปรทัง้หมดให้คงท่ีและเปล่ียนแปลงเฉพาะความเข้มข้นของ
สารละลายโซเดียมอลัจิเนตตวัแปรเดียวเป็นไปได้ยากมากเน่ืองจากการเปล่ียนแปลงความเข้มข้น
ของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตให้สงูขึน้มีผลท าให้ความหนืดของสารละลายสูงขึน้ความหนืดท่ี
สูงขึน้จะท าให้อตัราการพ่นของอลัจิเนตสูงขึน้ไปด้วยอีกทัง้ไม่สามารถควบคมุให้อัตราการไหล
ของแก๊สไนโตรเจนเทา่กนัได้จากคา่ความหนืดท่ีเพิ่มขึน้จากการใช้สารละลายโซเดียมอลัจิเนตท่ีมี
ความเข้มข้นสูงขึน้ มีผลท าให้เพิ่มแรงตึงผิวได้เพียงเล็กน้อย ความหนืดของสารละลายจึงท าให้
สมบตัทิางด้านการไหลมีความส าคญัมากกวา่แรงตงึผิว เน่ืองจากสารละลายโซเดียมอลัจิเนตเป็น
ของไหลแบบนอนนิวโตเนียน (non-Newtonian) [Lee. H. H. และคณะ, 1996] การใช้อตัราการ
ไหลของแก๊สไนโตรเจนท่ีเหมาะสมกบัความหนืดของสารละลายจะสามารถท าให้เม็ดอลัจิเนตเป็น
ทรงกลมได้ ถ้าอตัราการไหลของแก๊สท่ีต ่าไปจะท าให้เม็ดอลัจิเนตเกิดเป็นทรงลกูแพรมีลกัษณะ
ของผิวเม็ดอลัจิเนตต่อกันแยกออกจากกันไม่ขาดและถ้าอตัราการไหลไนโตรเจนสงูเกินไปจะท า
ให้ลกัษณะขนาดเม็ดอลัจิเนตเล็กมากและการท่ีเกิดเม็ดอลัจิเนตเล็กมากมีผลท าให้เกิดการเกาะ
กลุ่มเป็นแผ่นลอยอยู่บนอ่างแคลเซียมคลอไรด์ ดงัรูป 4.21 (c) และ 4.21 (f) นอกจากนีร้ายงาน
วิจยั ของ Chan E. S และ คณะ (2009) ได้ศกึษาโมเดลส าหรับรูปร่างและขนาดของเม็ดอลัจิเนต
ด้วยวิธี extrusion-dripping พบว่าสมบตัิของสารละลายโซเดียมอัลจิเนตมีผลต่อรูปร่างและ
ขนาดของเม็ดอลัจิเนตตามกลศาสตร์ของไหลซึ่งอธิบายด้วยความสมัพนัธ์กบัแรงความหนืดและ
แรงตึงผิว และแบ่งชนิดของรูปร่างของเม็ดอลัจิเนตท่ีเกิดขึน้ได้ 4 ชนิดตามระยะของหวัเข็มถึง
ผิวหน้าของอา่งแคลเซียมคลอไรด์คือ ทรงกลม, ทรงหยดน า้ตา, ทรงลกูแพร และ ทรงไข ่
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รูปท่ี 4.21 ลักษณะรูปร่างของเม็ดอัลจิเนตขึน้รูปด้วยวิธี external gelation ภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์ ก าลงัขยาย 4x โดยใช้สารละลายโซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้น 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 

เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร และแก๊สไนโตรเจนอตัราการไหล 10, 15 และ 20 ลิตรตอ่นาที 
(สเกลบาร์มีขนาด 500 ไมโครเมตร) 
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จากการทดลองข้างต้นสามารถเลือกสภาวะส าหรับการขึน้รูปเม็ดอัลจิเนตโดยพิจารณา
ลกัษณะรูปร่างของเม็ดอัลจิเนตท่ีลกัษณะรูปร่างเป็นทรงกลมมากท่ีสุดของในแต่ละความเข้มข้น
ของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตท่ีใช้ท าการทดลองและหาขนาดอนุภาคเฉล่ีย ด้วยการน าเทคนิค
การกระเจิงของแสงด้วยเคร่ือง masterzier malvidin มาใช้หาขนาดอนภุาคเฉล่ียของเม็ดอลัจิเนต
และศึกษาลกัษณะการกระจายตวัโดยให้เม็ดอลัจิเนตแขวนลอยในน า้เคล่ือนท่ีไปมา ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4.9  เม็ดอัลจิเนตท่ีเตรียมได้จากสารละลายโซเดียมอลัจิเนตท่ีความเข้มข้นร้อยละ 1.0, 
1.5, 2.0 และ 2.5 โดยน า้หนักต่อปริมาตร โดยใช้สัญลักษณ์ดงันี ้1.0%ALG, 1.5%ALG, 
2.0%ALG และ 2.0%ALG ตามล าดบั โดยแตล่ะสตูรจะได้ลกัษณะรูปร่างของเม็ดอลัจิเนตตา่งกัน 
1.0%ALG และ 1.5%ALG จะได้รูปร่างเม็ดอลัจิเนตทรงกลม 2.0%ALG จะได้รูปร่างเม็ดอลัจิเนต
คอ่นข้างทรงกลมแตใ่นสตูร 2.5%ALG รูปร่างของเม็ดอลัจิเนตท่ีได้จะเป็นทรงกลมผสมแพร และ
ขนาดอนภุาคเฉล่ียของเม็ดอลัจิเนต 1.0%ALG เท่ากบั 325.00±17.09 ไมโครเมตร, 1.5%ALG 
เทา่กบั 415.63±13.09 ไมโครเมตร, 2.0%ALG เท่ากบั 302.30±12.90 ไมโครเมตร และ 2.5%ALG 
เท่ากบั 291.78±05.56  ไมโครเมตร ท่ีอตัราการไหลเดียวกนัของแก๊สไนโตรเจน อตัราเร็ว 10 ลิตร
ต่อนาที เม็ดอัลจิเนต 1.5%ALG มีขนาดอนุภาคท่ีใหญ่กว่า 1.0%ALG เน่ืองจากการพ่น
สารละลายอัลจิเนตลงในอ่างแคลเซียมคลอไรด์เกิดจากแก๊สไนโตรเจนเข้าไปกระจายตัวใน
สารละลายโซเดียมอลัจิเนตให้เกิดการกระจายตวัออกจากกนั และเม่ือสารละลายกระจายตวัออก
จากกนัแล้วหลงัจากนัน้อนภุาคตกลงสู่อ่างแคลเซียมคลอไรด์ด้วยแรงดงึดดูของโลกโดยมีแรงตงึผิว
พยงุอยู่ด้วย [Chan, E. S. และคณะ, 2009] ซึ่งแรงตงึผิวน้อย จากความหนืดของสารละลายท่ี
สูงขึน้ท าให้ขนาดอนุภาคใหญ่ขึน้ได้ แต่ส าหรับการใช้แก๊สไนโตรเจน 15 ลิตรต่อนาทีจะพบว่า
เม็ดอลัจิเนต 2.5%ALG มีขนาดอนุภาคท่ีใหญ่กว่า 2.0%ALG แตก็่ยงัมีขนาดท่ีเล็กกว่าการใช้แก๊ส
ไนโตรเจนอตัราเร็ว 10 ลิตรตอ่นาที เน่ืองจากอตัราเร็วของแก๊สท่ีสูงขึน้จึงมีผลท าให้ขนาดอนภุาค
เล็กลงได้ 
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ตารางท่ี 4.9 ขนาดอนภุาคเฉล่ียของเม็ดอลัจิเนตสตูรตา่งๆ 
 

ความเข้มข้นของ
สารละลาย 

โซเดียมอลัจิเนต 
(ร้อยละโดยน า้หนกั 

ตอ่ปริมาตร) 

อตัราการไหลของ 
แก๊สไนโตรเจน 
(ลิตรตอ่นาที) 

 
สญัลกัษณ์ 

ท่ีใช้ 

ขนาด 
อนภุาคเฉล่ีย 
(ไมโครเมตร) 

รูปร่าง 

1.0 10 1.0%ALG 325.00±17.09a ทรงกลม 
1.5 10 1.5%ALG 415.63±13.09b ทรงกลม 
2.0 15 2.0%ALG 302.30±12.90a คอ่นข้างกลม 
2.5 15 2.5%ALG 291.78±05.56a กลมผสมแพร 

a และ b แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p<0.05)  
 
การวิเคราะห์ลกัษณะการกระจายตวัดงัรูปท่ี 4.22 พบวา่ลกัษณะการกระจายตวัมีสองช่วง

คือช่วงท่ีอนุภาคต ่ากว่า 100 ไมโครเมตรและสูงกว่า 100 ไมโครเมตรเกิดการกระจายตวัของ
อนุภาคเป็นสองกลุ่มดังท่ีเห็นเป็นสองพีค เม็ดอัลจิเนต 1.0%ALG และ 1.5%ALG มีช่วงการ
กระจายตวัของอนภุาคใกล้เคียงกนั แต่เม็ดอลัจิเนต 1.0%ALG ปริมาณอนุภาคท่ีมีขนาดในช่วง 
200-400 ไมครอนจะมีปริมาณมากกว่าจาก % volume ท่ีสงูกว่านัน้ คืออนภุาคมีขนาดใกล้เคียง
กนัมากกว่า และเม็ดอลัจิเนต 1.5%ALG จะเกิดอนภุาคท่ีมีขนาดเล็กกว่า 100 ไมครอนมากกว่า 
1.0%ALG โดยช่วงในการกระจายตวัของ 1.0%ALG และ 1.5%ALG อยู่ในช่วงเดียวกันคือ       
20-825 ไมโครเมตร ในขณะท่ีเม็ดอลัจิเนต 2.0%ALG และ 2.5%ALG ช่วงการกระจายตวัของทัง้
สองนีมี้ชว่งกว้างท่ีตา่งกนั โดยเม็ดอลัจิเนต 2.0%ALG ช่วงของการกระจายตวัจะเล่ือนไปทางด้าน
ท่ีมีขนาดอนภุาคใหญ่มากขึน้ แตก่ารกระจายตวัของขนาดอนภุาคแคบกว่า 2.5%ALG แตส่ าหรับ
เม็ด อลัจิเนต 2.5 %ALGจะเห็นว่ายอดพีคต ่ากว่าและฐานพีคกว้างกว่านัน้คือมีการกระจายตวั
ในช่วง กว้างกว่าซึ่งการผลิตเม็ดอนุภาคท่ีดีควรจะมีช่วงการกระจายตวัท่ีแคบจะได้ขนาดของ
อนุภาคท่ีมีความสม ่าเสมอกัน อีกทัง้ในสูตรนีย้ังเกิดอนุภาคขนาดประมาณ 100 ไมโครเมตร
มากกว่าสูตรอ่ืนๆ และการแบ่งกลุ่มของความแตกต่างของขนาดไม่ชดัเจนดงัลกัษณะพีคหนึ่ งกับ
พีคท่ีสองเร่ิมมีการรวมกนัการกระจายของ 2.0%ALG อยู่ในช่วง 20-832 ไมครอน และ 2.5%ALG 
อยูใ่นชว่ง 15-725 ไมครอนซึง่การกระจายตวัของเม็ดอลัจิเนตในทกุสตูรนีอ้ยูใ่นชว่งท่ีกว้างมา 
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รูปท่ี 4.22 การกระจายตวัของขนาดอนภุาค (size distribution) ของเม็ดอลัจิเนต 1.0%ALG, 
1.5%ALG, 2.0%ALG และ 2.5%ALG ด้วย Masterzier malvidin 2000 
 

เม่ือน าเม็ดอลัจิเนตเปียกท่ีได้นีไ้ปผ่านกระบวนการท าแห้งโดยการอบท่ีอณุหภูมิ 60 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 4 ชัว่โมง ได้เป็นอนภุาคไมโครอลัจิเนต สามารถน าไปศกึษาโครงสร้างสณัฐาน
ของอนุภาคไมโครอัลจิเนตนี ้โดยดูลักษณะรูปร่าง พืน้ผิว ภายนอกและภายใน โดยใช้เคร่ือง 
อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) กระบวนการท าแห้งด้วยวิธีการอบนี ้น า้จะถกูดงึออกจากอนภุาค
อย่างรวดเร็ว ท าให้อนภุาคเกิดการหดตวัและไม่คงรูปร่างเป็นทรงกลมดงัรูปท่ี 4.23 พิจารณาการ
เปล่ียนความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนต 1.0%ALG, 1.5%ALG, 2.0%ALG และ 
2.5%ALG พบว่าอนภุาคไมโครอลัจิเนตท่ีเกิดขึน้มีลักษณะหดตวัลงท าให้มีขนาดอนภุาคท่ีเล็กลง
จากเม็ดอลัจิเนตเปียกอีกทัง้การดงึน า้ออกอย่างรวดเร็ว ท าให้อนภุาคเกิดการเกาะกลุ่มไม่กระจาย
ตวัและในส่วนของลกัษณะพืน้ผิวของอนภุาคหลงัการท าแห้งจะมีความขรุขระมากขึน้และมีความ
ไม่เป็นระเบียบมากขึน้ด้วย และเม่ือผ่าตดัขวาง (cross section) ดลูกัษณะโครงสร้างภายในของ
อนภุาคในระดบัไมครอน ดงัรูปท่ี 4.23 cross section จะเห็นว่าภายในของอนภุาคตนัไม่เกิดรูพรุน
ภายในโครงสร้างท่ีมองเห็นได้ อาจเกิดจากท่ีอนุภาคเกิดการหดตัวให้โครงสร้างเข้ามาชิดและ
ติดกนั โครงสร้างของอลัจิเนตประกอบด้วย G block และ M block ซึ่งการเช่ือมขวางด้วยไอออน
ประจบุวกสองเกิดเฉพาะท่ีต าแหน่ง G block เท่านัน้ [Lemoine, D. และคณะ, 1998] กบัไอออน
ของแคลเซียมท่ีได้จากสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ อลัจิเนตท่ีใช้มีสดัส่วน M/G เท่ากบั 1.56 จึงมี
ปริมาณของอลัจิเนตชนิด G น้อยกว่าท าให้เกิดการเช่ือมขวางด้วยไอออนน้อยจึงอาจมีผลท าให้
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ลกัษณะโครงสร้างสณัฐานของเม็ดอลัจิเนตแห้งหลงัการอบมีการหดตวัสงู Chan, E.S. และคณะ 
(2009) พบว่าเม็ดอลัจิเนตท่ีได้จากอลัจิเนตชนิดท่ีมีสดัส่วนของ M/G (0.59) ต ่า จะเกิดการหดตวั
ร้อยละ 12 (shrinkage factor ,kSF เท่ากบั 0.88) และสดัส่วนของ M/G (1.56)  สงูจะหดตวัสงูขึน้
เป็นร้อยละ 19  (shrinkage factor ,kSF เท่ากับ 0.81) โดยท่ีการเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของ    
อลัจิเนตไม่มีผลต่อร้อยละการหดตวัของบีด เน่ืองจากสัดส่วนของ M/G มีผลต่อการหดตวัมาก
เพราะอลัจิเนตท่ีมีสดัสว่น M/G ต ่า จะมี G block มากกวา่อลัจิเนตท่ีมีสดัสว่น M/G สงู   
 

Surface Cross section

1.0%ALG

1.5%ALG

2.0%ALG

2.5%ALG

 
 
รูปท่ี  4.23 ลกัษณะโครงสร้างสณัฐานของอนภุาคไมโครอลัจิเนต โดยใช้เทคนิคกล้องจุลทรรศน์
แบบส่องกราดของอนุภาคไมโครอลัจิเนต 1.0%ALG, 1.5%ALG, 2.0%ALG  และ 2.5%ALG 
หลงัการท าแห้งแบบอบแห้งอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส  
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4.5 ความสามารถในการดูดซับน า้และสารสกัดหม่อนของอนุภาคไมโครอัลจิเนต 
 

จากการน าอนุภาคไมโครอัลจิเนตไปทดสอบหาความสามารถในการดูดซับน า้เป็น
ระยะเวลา 4 ชัว่โมงโดยแช่ในน า้ปราศจากไอออน (DI) ซึ่งคา่ความเป็นพีเอชประมาณ 6.8 ดงัรูปท่ี 
4.24 พบวา่เม่ือระยะเวลาในการแช่ของอนภุาคไมโครอลัจิเนตในน า้ DI มากขึน้จากเร่ิมต้น 0 นาที
ถึง 5 นาที ความสามารถของการดดูซบัน า้สงูขึน้อย่างรวดเร็ว 1.0%ALG มีความสามารถในการ
ดูดซับน า้ร้อยละ 172.74±17.98, 1.5%ALG ร้อยละ173.06±29.53, 2.0%ALG ร้อยละ
179.97±48.48 และ 2.5%ALG ร้อยละ 179.54±27.65 เม่ือระยะเวลาในการดดูซบัน า้เพิ่มสงูขึน้
ร้อยละการดดูซับน า้ของอนภุาคไมโครอลัจิเนตทัง้ 4 สตูรเพิ่มสงูขึน้ด้วยจนถึงเวลาประมาณ 30 
นาทีและหลังจากเวลา 30 นาที พบว่าการดูดซบัน า้ได้อ่ิมตวัและไม่เกิดการเปล่ียนแปลงโดยมี
ความสามารถในการดูดซับน า้เท่ากับร้อยละ 242.48±21.30 (1.0%ALG), 200.82±21.60 
(1.5%ALG), 224.84±23.85 (2.0%ALG) และ 216.33±31.94 (2.5 %ALG) ความสามารถในการ
ดูดซับน า้ของอนุภาคไมโครอัลจิเนตของทัง้ 4 สูตรนัน้ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.05) อนุภาคไมโครอลัจิเนตมีความสามารถในการดดูซบัน า้ปราศจากไอออนซึ่งมีค่าพีเอช 
6.8 ท าให้สามารถดดูซบัน า้ได้ประมาณร้อยละ 170-240 หรือประมาณ 1.7-2.4 เท่า ของน า้หนกั
แห้งของอนุภาคไมโครอัลจิเนต มีรายงานการวิจัยพบว่าพีเอชมีผลต่อการดูดซับเน่ืองจาก
องค์ประกอบทางโมเลกลุของกรดแมนนโูรนิก (mannuronic) และกลูโูรนิก (guluronic) ในอลัจิเนต
เป็นสิ่งส าคัญ โซเดียมอัลจิเนตท่ีใช้เป็นชนิดความหนืดปานกลางโดยมีองค์ประกอบของกรด  
แมนนโูรนิกร้อยละ 61 และกลูโูรนิกร้อยละ 39 หรือ (สดัสว่น M/G เท่ากบั 1.56) การเช่ือมขวางเกิด
ขึน้กับกรดกูลูโรนิกเท่านัน้เม่ือปริมาณกรดกูลูโรนิกสูงขึน้ความหนืดของสารละลายนัน้สูงขึน้ ด้วย
ท าให้เจลท่ีได้มีความแข็งแรงมากขึน้ [Poncelet, D. และคณะ, 1999] การเพิ่มความเข้มข้นของ
สารละลายของโซเดียมอลัจิเนตจะเป็นการเพิ่มสดัสว่นของปริมาณกรดกลูโูรนิกให้สงูขึน้ 
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รูปท่ี 4.24 ร้อยละการดดูซบัน า้และสารสกัดผงหม่อนแห้งของอนภุาคไมโครอลัจิเนตแห้งโดยใช้
ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตร้อยละ 1.0 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร (1.0%ALG), ร้อย
ละ 1.5 โดยน า้หนกัต่อปริมาตร (1.5%ALG), ร้อยละ 2.0 โดยน า้หนกัต่อปริมาตร (2.0%ALG) 
และ ร้อยละ 2.5 โดยน า้หนกัต่อปริมาตร (2.5%ALG) (ใช้น า้ปราศจากไอออนในการดดูซบัค่า      
พีเอชเท่ากับ 6.8 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และสารสกัดผงหม่อนแห้งในการดูดซบัค่าพีเอช
เทา่กบั 4.31 อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส) 
 
 นอกจากความสามารถในการดดูซบัน า้ของอนุภาคไมโครอลัจิเนต พบว่าอนุภาคไมโคร  
อลัจิเนตมีร้อยละการดดูซบัน า้ท่ีสงูประมาณ 1.7-2.4 เทา่นอกจากนีต้้องมีทดสอบความสามารถใน
การดดูซบัสารสกดัผลหมอ่นเพ่ือหาเวลาท่ีมีความเหมาะสมในการดดูซบัสารสกดัหม่อนในอนภุาค
ไมโครอัลจิเนตต่อไปเน่ืองจากสารสกัดผลหม่อนมีความเป็นกรดสูงกว่าน า้ซึ่งมีค่าพีเอชเท่ากับ 
4.31±0.01 การน าอนภุาคไมโครอลัจิเนตมาทดสอบโดยการแช่ในสารสกดัผลหม่อนเพ่ือพิจารณา
ความสามารถในการดดูซบัของสารสกัดผลหม่อน พบว่าความสามารถในการดดูซบัสารสกัดผล
หมอ่นสงูขึน้อยา่งรวดเร็วภายในช่วงเวลา 30 นาทีและคอ่ยๆ เพิ่มสงูขึน้อย่างช้าจนกระทัง่คงท่ีเม่ือ
ถึงเวลา 4 ชั่วโมงแต่เน่ืองจากสารสกัดผลหม่อนมีค่าพีเอชต ่ากว่าน า้ DI ท าให้อนุภาคไมโคร       
อลัจิเนตท่ีแช่ในสารสกดัผลหม่อนนีมี้ความสามารถในการดดูซบัได้ดีกว่าน า้ DI มากถึงประมาณ      
14-17 เท่าของน า้หนกัแห้งท่ีเวลาในการดดูซบัสารสกดัผลหม่อนคงท่ีเวลา 4 ชัว่โมง 1.0%ALG มี  
ร้อยละการดดูซบัสารสกดัผลหม่อนเท่ากับ 1552.52±198.34, 1.5%ALG มีร้อยละการดดูซบัสาร
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สกดัผลหม่อนเท่ากบั 1684.30±154.80, 2.0%ALG มีร้อยละการดดูซบัสารสกดัผลหม่อนเท่ากบั 
1434.65±37.75 และ 2.5%ALG  มีร้อยละการดดูซบัสารสกดัผลหม่อนเท่ากบั 1358.88±32.81 
ซึง่ไมแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิp<0.05  
 นอกจากนีย้งัได้แสดงภาพการดดูซบัน า้และสารสกดัผงผลหม่อน ดงัรูปท่ี 4.25 หลงัจาก
เวลาประมาณ 4 ชัว่โมง จะพบวา่สีของสารสกดัหม่อนท่ีเห็นใต้กล้องจลุทรรศน์นีจ้ะได้เป็นลกัษณะ
สีส้ม การดดูซบัเกิดภายในทัง้อนุภาคและมีการขยายตวัจากท่ีก่อนการดดูซบัลกัษณะอนุภาคจะ
เห่ียวและเกาะกลุ่มกันแต่หลังการดูดซับแล้วอนุภาคมีขนาดท่ีกลมมากขึน้และไม่เกาะกลุ่มกัน
ดงัเดิม แต่อนุภาคก็ยงัไม่สามารถขยายตวักลบัมามีอนุภาครูปร่างกลมและผิวเรียบเหมือนตอน
เป็นเม็ดอลัจิเนตก่อนการอบแห้ง ส าหรับการดดูซบัน า้อนภุาคบวมขึน้เล็กน้อยแตอ่นภุาคยงัหดตวั
อยู ่นอกจากนีส้ามารถสรุปตารางความสมัพนัธ์ของความสามารถในการดดูซบัน า้และสารสกดัผง
ผลหมอ่นของอนภุาคไมโครอลัจิเนตได้ดงัตารางท่ี 4.10 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.25 ลักษณะการดูดซับน า้และสารสกัดผงผลหม่อนในอนุภาคไมโครอัลจิเนตของ
1.0%ALG, 1.5%ALG, 2.0%ALG  และ 2.5%ALG หลงัจากการดดูซบัผา่นไป 4 ชัว่โมง (20x) 

สารสกดัหมอ่น           น ้ำ 

1.0%ALG 

1.5%ALG 

2.0%ALG 

2.5%ALG 
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ตารางที่ 4.10 ร้อยละการดดูซบัน า้ (pH 6.8) ท่ีเวลา 30 นาทีและร้อยละการดดูซบัสารสกดัผล
หมอ่น (pH 4.31) ท่ีเวลา 4 ชัว่โมง 
 

อนภุาคไมโครอลัจิเนตแห้ง ร้อยละการดดูซบัน า้ ร้อยละการดดูซบัสารสกดัหมอ่น 
1.0%ALG 242.48±21.30a 1552.52±198.34b,c 
1.5%ALG 200.82±21.60a 1684.30±154.80c 
2.0%ALG 224.84±23.85a 1434.65±37.75b,c 
2.5%ALG 216.33±31.94a 1358.88±32.81d 

a และ b แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p<0.05) ส าหรับสารดดูซบัตา่งชนิดกนั 
 

เม่ือผ่านกระบวนการดดูซบัสารสกัดหม่อนในอนุภาคไมโครอลัจิเนตสามารถยืนยนัได้ว่า
สารสกดัหม่อนถกูดดูซบัไว้ในอนภุาคจริงดงัแสดงในรูปท่ี 4.26 อนภุาคไมโครอลัจิเนตหลงัจากดดู
ซบัสารสกัดหม่อนน าไปผ่านการหมุนเหว่ียงด้วยความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลาต่างๆจะ
เห็นวา่ก่อนการหมนุเหว่ียงของอนภุาคไมโครอลัจิเนตหลงัถกูดดูซบัมีสม ่าเสมอของสีในทกุอนภุาค 
และหลงัการหมนุเหว่ียงท่ีเวลา 5, 10, 20, 30 และ 60 นาที ลกัษณะสีในอนภุาคท่ีถกูดดูซบัยงัคงมี
ความสม ่าเสมออยู่ไม่ได้ถกูป่ันแยกออกมานอกอนภุาคแสดงว่าอนภุาคไมโครอลัจิเนตสามารถดดู
ซบัสารสกดัหมอ่นไว้ภายในด้วยพนัธะท่ีคอ่นข้างแข็งแรงได้ไมไ่ด้ดดูซบัแคท่ี่พืน้ผิวภายนอกเทา่นัน้ 

 
รูปท่ี 4.26 อนภุาคไมโครอลัจิเนตหลังการดดูซบัสารสกดัหม่อน ผ่านการหมนุเหว่ียงด้วยการป่ัน
เหว่ียงความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที ท่ีเวลาตา่งๆ 

 

   น    น              น       20 นำ  

       น       30 นำ  

       น       1               น       10 นำ  

       น       5 นำ  
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4.6 ปริมาณสารส าคัญท่ีกักเก็บได้ 
 
 การกกัเก็บสารแอนโธไซยานินในอนุภาคไมโครอลัจิเนตโดยการดดูซบัสารสกดัผลหม่อน  
4 ชั่วโมงแล้วน าไปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งเป็นเวลา 3 วนัสามารถหาปริมาณการกักเก็บสาร
แอนโธไซยานินโดยการสกัดสารแอนโธไซยานินออกจากอนุภาคไมโครอลัจิเนต ด้วยสารละลาย
ผสมของ กรดไฮดรอคลอริค:น า้ปราศจากไอออน:เอทานอล (1:29:70) 2 ครัง้เพ่ือให้สามารถสกดั
แอนโธไซยานินออกมาได้หมด โดยรายงานผลเป็นมิลลิกรัมของสารแอนโธไซยานินทัง้หมดตอ่กรัม
ของอนภุาคไมโครอลัจิเนตท่ีกกัเก็บแอนโธไซยานินไว้ พบว่าปริมาณการกกัเก็บแอนโธไซยานินใน 
1.0%ALG, 1.5%ALG, 2.0%ALG และ 2.5%ALG เท่ากับ 15.67±0.76, 17.08±0.25, 
15.10±0.37 และ 13.07±0.62  มิลลิกรัมแอนโธไซยานินตอ่กรัมอนภุาคไมโครอลัจิเนตตามล าดบั 
ดงัรูปท่ี 4.27 อนภุาคไมโครอลัจิเนตสตูร 1.5%ALG สามารถกกัเก็บสารแอนโธไซยานินได้สงูสุด
อย่างมีนยัส าคญัในขณะท่ี 1.0%ALG, 2.0%ALG และ 2.5%ALG ปริมาณการกักเก็บลดลง
ตามล าดบั จากความสามารถในการดูดซับสารสกัดผลหม่อนท่ีไม่ต่างอย่างมีนัยส าคญัแต่เม่ือ
ภายหลงัการดดูซบัและผา่นการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งแล้วกลบัท าให้มีการกกัเก็บสารแอนโธไซ-
ยานินท่ีแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัโดยสตูร 1.5%ALG ของอนภุาคไมโครอลัจิเนตมีปริมาณการกัก
เก็บท่ีดีท่ีสุด สอดคล้องกับความสามารถในดูดซับสารสกัดหม่อนในอนุภาคไมโครอัลจิเนตท่ี
สามารถดดูซบัสารสกัดหม่อนได้สงูสดุท่ีสตูรนี ้หลงัจากการท าแห้งแบบเยือกแข็งของอนภุาคแล้ว
จงึมีผลท าให้สามารถกกัเก็บแอนโธไซยานินได้ในปริมาณมากเช่นกนั การกกัเก็บแอนโธไซยานินไว้
ในอนภุาคไมโครอลัจิเนตนี ้อาจเกิดจากแรงทางกายภาพของความแตกต่างกันระหว่างประจุ ซึ่ง
การเพิ่มขึน้ของความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอัลจิเนตนีท้ าให้ปริมาณการกักเก็บลดลง
เน่ืองจากมีเนือ้สารของแคลเซียมอลัจิเนตท่ีสูงกว่า แต่อย่างไรก็ตามการกักเก็บจะได้ปริมาณสูง
เป็นผลมาจากความสามารถของการดูดซับของสารสกัด ซึ่งปัจจัยท่ีท าให้สามารถดูดซับ ได้
แตกตา่งกันในงานวิจยันีอ้าจเป็นเพราะ ขนาดของอนภุาคไมโครอลัจิเนต รูพรุน เป็นต้น ซึ่งขนาด
อนุภาคไมโครอลัจิเนตในแตล่ะสูตรนีมี้ช่วงการกระจายตวัท่ีกว้างประมาณ 15-830 ไมโครเมตร 
และรูพรุนไมส่ามารถเห็นได้ในระดบัไมโครเมตร ท าให้ไมท่ราบเหตผุลท่ีแน่ชดัของความสามารถใน
การดดูซบัสารสกัดหม่อนในอนุภาคไมโครอลัจิเนตได้ นอกจากนีง้านวิจยัของ Ersus, S. และ 
Yurdagel, U. (2007) ได้กกัเก็บสารแอนโธไซยานินด้วยเทคนิคการพ่นแห้งโดยใช้สารพอลิแซคคา-
ไรด์คือ มอลโตเด็กตรินท่ีมีคา่ DE ตา่งกนัคือ 28-31 DE (MDX 29), 20-23 DE (Glucodry 210) 
และ 10 DE (SD 10) พบว่าปริมาณการกักเก็บสารแอนโธไซยานินเท่ากับ 428.96±1.46, 
630.92±15.71 และ 499.39±22.23 มิลลิกรัมตอ่ 100 กรัมอนภุาคของ MDX 29, Glucodry 210 
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และ SD 10 ตามล าดบั ซึง่การกกัเก็บสารแอนโธไซยานินในอนภุาคไมโครอลัจิเนตแห้งสามารถกกั
เก็บได้สงูกวา่ประมาณ 2-3 เทา่และตอ่มาในปี 2010 Chan และคณะได้ผลิตอลัจิเนตบีดเพ่ือใช้กกั
เก็บสารสกดัสมนุไพร Piper sarmentosum  โดยใช้อลัจิเนตสองชนิดในการศึกษาคือ ชนิดท่ีมีกรด
กูลูโรนิกสูงกับชนิดท่ีมีแมนนูโรนิกสูง พบว่าปริมาณการกักเก็บสารสกัดสมุนไพรได้ เท่ากับ 
0.78±0.18 กรัมตอ่กรัมอนภุาค และ 0.26±0.06 กรัมตอ่กรัมอนภุาค [Chan, .E.S และคณะ, 
2010] ซึง่สงูกวา่งานวิจยันีเ้น่ืองจากพิจารณาจากน า้หนกัของสารสกดัสมนุไพรทัง้หมดท่ีถกูดดูซบั
ซึ่งงานวิจยันีพ้ิจารณาเฉพาะปริมาณแอนโธไซยานินท่ีมีอยู่ในสารสกดัผงผลหม่อนเท่านัน้ท่ีถกูดดู
ซบัในอนภุาคไมโครอลัจิเนต แตอ่ยา่งไรก็ตามการใช้อนภุาคไมโครอลัจิเนตสามารถกกัเก็บแอนไซ-
ยานินในสารสกดัหมอ่นได้ด้วยการดดูซบัไว้ภายในได้และในปริมาณท่ีสงูซึ่งสามารถน าวิธีการนีม้า
ใช้ในการประยกุต์เพ่ือประโยชน์ในงานด้านการกกัเก็บสารส าคญัตอ่ไปได้ 
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รูปท่ี 4.27 ปริมาณการกกัเก็บแอนโธไซยานินในอนภุาคไมโครอลัจิเนต โดยท่ี a, b, c แสดงถึง
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ี p<0.05 
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4.7 การศึกษาความคงตัวของอนุภาคไมโครอัลจิเนตท่ีดูดซับสารสกัดหม่อน 
 
 เม่ือน าอนุภาคไมโครอัลจิเนตแห้งท่ีผ่านกระบวนการดูดซับสารสกัดผงผลหม่อนมา
พิจารณาปริมาณการกกัเก็บแอนโธไซยานินในสารสกดัหม่อนแล้วพบว่า 1.5%ALG มีปริมาณการ
กกัเก็บแอนโธไซยานินสงูสดุจึงได้เลือกสตูรนี ้ในการทดสอบความคงตวัของสารแอนโธไซยานินท่ี
อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 4, 40, 70 และ 100 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับความคงตวัของ       
แอนโธไซยานินในสารสกดัผงผลหมอ่น ดงัรูปท่ี 4.28 พบว่าท่ีอณุหภูมิ 4 และ 40 องศาเซลเซียสไม่
จ าเป็นต้องใช้อนุภาคไมโครอลัจิเนตในการกักเก็บสารแอนโธไซยานินในสารสกัดหม่อนเพ่ือเพิ่ม
ความคงตัวของแอนโธไซยานิน เน่ืองจากเม่ือเวลาในการให้ความร้อนเพิ่มมากขึน้ปริมาณ              
แอนโธไซยานินในอนุภาคไมโครอัลจิเนตไม่เปล่ียนแปลงเม่ือเทียบกับสารสกัดหม่อน ส าหรับ
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเพิ่มความคงตวัให้สูงขึน้เล็กน้อยประมาณร้อยละ 10 ส าหรับ
อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แต่ถ้าหากต้องผ่านกระบวนการท่ีให้ความร้อนสงูเป็น 70 และ 100 
องศาเซลเซียส การใช้อนภุาคไมโครอลัจิเนตจะสามารถช่วยเพิ่มความคงตวัของแอนโธไซยานินได้ 
โดยท่ีระยะเวลา 10 ชั่วโมง อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส จะสามารถเพิ่มความคงตัวของ         
แอนโธไซยานินจากในสารสกัดหม่อนเท่ากับร้อยละ 48 ให้สูงขึน้เป็นร้อยละ 92 ซึ่งเพิ่มขึน้
ประมาณร้อยละ 90 และส าหรับท่ีอณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อนภุาคไมโครอลัจิเนตจะช่วยเพิ่ม
ความคงตวัของแอนโธไซยานินให้สูงขึน้ได้จากในสารสกัดหม่อนท่ีมีปริมาณแอนโธไซยานินคง
เหลือร้อยละ 4 เพิ่มขึน้เป็นร้อยละ 24 เม่ือถกูกกัเก็บไว้ในอนภุาคไมโครอลัจิเนต เน่ืองจากการกกั
เก็บแอนโธไซยานินในอนุภาคไมโครอลัจิเนตลดการเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชนัท่ีเกิดจากการสมัผสั
โดยตรงของแอนโธไซยานินกบัออกซิเจนในอากาศภายนอก แตอ่ย่างไรก็ตามแอนโธไซยานินเกิด
การสลายตัวอย่างรวดเร็วท่ีอุณหภูมิสูง อาจสัมพันธ์กับน า้ตาลและโปรตีนอ่ืนๆร่วมกันท าให้
สามารถเกิดปฎิกิริยาเมลลาร์ด (Maillard reaction) เป็นปฎิกิริยาการเกิดสีน า้ตาลแบบไม่ใช้
เอนไซม์ (nonenzymatic browning reaction) เกิดจากน า้ตาลหรือผลิตภณัฑ์อ่ืนๆ ท่ีเกิดการเส่ือม
สลาย สามารถเร่งให้แอนโธไซยานินสลายตวัได้ ปฎิกิริยานีจ้ะขึน้กับอุณหภูมิและสามารถเร่งได้
ด้วยออกซิเจน ซึง่บอ่ยครัง้จะเกิดขึน้ได้ในน า้ผลไม้ [Tanon, R.V. และคณะ, 2007] 
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รูปท่ี 4.28 การเปล่ียนแปลงของสารแอนโธไซยานินในสารสกัดผงผลหม่อนสกัด และในสารสกัด
ผงผลหม่อนท่ีถกูดดูซบัในอนภุาคไมโครอลัจิเนต ท่ีอณุหภูมิ 4, 40, 70 และ 100 องศาเซลเซียส ท่ี
เวลาตา่งๆ (โดยท่ี       สารสกดัไมไ่ด้ถกูดดูซบั      สารสกดัท่ีถกูดดูซบัในอนภุาคไมโครอลัจิเนต) 
 

งานวิจยัของ Ersus, S. และ Yurdagel, U. (2007) ได้ทดสอบความคงตวัของแอนโธไซ-
ยานินในอนุภาคมอลโตเด็กตรินด้วยการพ่นแห้งในสภาวะการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 และ 25                
องศาเซลเซียส พบว่าสามารถรักษาความคงตวัไว้ได้นานท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียสมีคา่คร่ึงชีวิต
เท่ากับ  25-28 เดือน และท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสมีค่าคร่ึงชีวิตเท่ากับ 9-10 เดือน และ
นอกจากนีใ้นปี 2010 Tanon, R.V และคณะได้ทดสอบความคงตวัของแอนโธไซยานินจากน า้
ผลไม้อะซาอิ (Euterpe oleracea Mart.) ท่ีถูกกักเก็บด้วยวิธีการพ่นแห้งของสารประเภท
คาร์โบไฮเดรต 4 ชนิดคือ มอลโตเด็กตริน 10 DE และ 20 DE , กัมอะระบิก และทาพิโอค่า      
สเตรชโดยทดสอบความคงตวัท่ีอณุหภมูิ 25 และ 35 องศาเซลเซียส พบว่าคา่คร่ึงชีวิตเท่ากบั 962, 
677, 826 และ 695 วนั ส าหรับอณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียสตามล าดบั และเท่ากบั 411, 260, 328 
และ 248 วนัส าหรับอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียสตามล าดบั 

นอกจากนีใ้นการศึกษาการฆ่าเชือ้สารสกัดหม่อนในสภาวะต่างๆ พบว่าการฆ่าเชือ้แบบ    
สเตอริไลส์ (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที) ท าให้แอนโธไซยานินสลายตวัมาก
ท่ีสดุเม่ือเทียบกบัการฆ่าเชือ้แบบพาสเจอร์ไรส์ ทัง้ชนิด LTLT (อณุหภูมิ 60  องศาเซลเซียส เป็น
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เวลา 30 นาที และ HTST (อณุหภมูิ 70  องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วินาที) จึงได้เลือกสภาวะนีม้า
ใช้ในการศึกษาความคงตัวของแอนโธไซยานินท่ีถูกกักเก็บด้วยอนุภาคไมโครอัลจิเนตต่อไป 
แสดงผลการทดลองดงัรูปท่ี 4.29 พบว่าการใช้อนุภาคไมโครอลัจิเนตในการเพิ่มความคงตวัให้    
แอนโธไซยานินเม่ือผา่นกระบวนการฆา่แบบสเตอริไลส์ อนภุาคไมโครอลัจิเนตสามารถรักษาความ
คงตวัของแอนโธไซยานินให้สงูขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติได้ เม่ือเปรียบเทียบกบัแอนโธไซยานิน
ในสารสกัดผลหม่อนโดยปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อนหลังจาผ่านการฆ่าเชือ้
คงเหลือร้อยละ 74 แตเ่ม่ือใช้อนภุาคไมโครอลัจิเนตท าให้แอนโธไซยานินท่ีพบร้อยละ 90 จะเห็นว่า
การรักษาความคงตวัให้แก่สารส าคัญท่ีเกิดการสลายตัวได้ง่ายท่ีต้องผ่านกระบวนการฆ่าเชือ้
แบบสเตอริไลส์นัน้ การใช้อนภุาคไมโครอลัจิเนตในการดดูซบัสารสกดัหม่อนท่ีมีแอนโธไซยานินจะ
สามารถชว่ยรักษาความคงตวัของแอนโธไซยานินให้สงูขึน้ได้ประมาณร้อยละ 20  
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รูปท่ี 4.29 การเปล่ียนแปลงของสารแอนโธไซยานินในสารสกดัผงผลหม่อนสกดัและในสารสกดัผง
ผลหม่อนท่ีถกูดดูซบัในอนภุาคไมโครอลัจิเนตท่ีสภาวะฆ่าเชือ้แบบสเตอริไลส์ 121 องศาเซลเซียส  
(20 นาที) 
 

อย่างไรก็ตามท่ีสภาวะอุณหภูมิสูงมากนัน้เช่นประมาณ 100 องศาเซลเซียสการกักเก็บ             
แอนโธไซยานินยังไม่สามารถช่วยได้มากเม่ือใช้เวลาเพิ่มขึน้ในการให้ความร้อนแต่ในสภาวะท่ี
อุณหภูมิ 40 และ 70 องศาเซลเซียส สามารถช่วยรักษาความคงตวัไว้ให้สูงขึน้ได้ถึงประมาณ    
ร้อยละ 90 จึงสรุปได้ว่าการใช้อนภุาคไมโครอลัจิเนตในการช่วยเพิ่มความคงตวัให้กบัแอนโธไซ-
ยานินซึง่เป็นสารส าคญัท่ีพบในผลหมอ่นนีมี้ผลท าให้รักษาความคงตวัให้เพิ่มสงูขึน้ได้เม่ือเทียบกบั
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แอนโธไซยานินท่ีอยู่ในสารสกัดหม่อนท่ีไม่ได้ถกูกักเก็บไว้ในอนภุาคไมโครอลัจิเนต และสามารถ
น าไปวิจยัและศกึษาตอ่ ในด้านการน าไปใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร เคร่ืองส าอาง และอาหารเสริม
ตอ่ไปเพ่ือให้เกิดประโยชน์ในงานวิจยัด้านไมโครเอนแคปซูลได้ 



 
 

บทที่  5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ  

5.1 สรุปผลการวิจัย 
การศกึษาลกัษณะสมบตัิของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดั จากแหล่งปลกู 

2 แหลง่คือ จงัหวดัเพชรบรูณ์ และจงัหวดันครราชสีมา พบว่าร้อยละของน า้หนกัแห้งในผลหม่อน

จากนครราชสีมามีคา่สงูกวา่เพชรบรูณ์ ร้อยละ 22.17 และร้อยละ 14.27 ตามล าดบั และปริมาณ

ของแข็งท่ีละลายน า้ทัง้หมดในหม่อนสดของนครราชสีมามีค่าบริกซ์ร้อยละ 15.9 สูงกว่าแหล่ง

เพชรบูรณ์ซึ่งเท่ากับร้อยละ 9.98 เน่ืองจากมีปริมาณน า้ท่ีเป็นองค์ประกอบน้อยกว่า สารสกัด

หม่อนผลท่ีได้มีคา่ความหนาแน่นใกล้เคียงกบัน า้ ปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้ของสารสกดัผลหม่อน

สดสงูกวา่สารสกดัผงผลหมอ่นของทัง้สองแหลง่ แตป่ริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ของสารสกดัผงผลหม่อน

สูงกว่าสารสกัดหม่อนสดอย่างมีนัยส าคัญ ค่าพีเอชของสารสกัดทัง้สองแบบเป็นกรดอ่อน

ประมาณ 3.67- 4.31 แต่สีของสารสกัดผลหม่อนจากนครราชสีมามีสีโทนน า้เงินมากกว่า

เพชรบรูณ์และพบปริมาณแอนโธไซยานินสงูกวา่คือ 9.96±0.32 มิลลิกรัมตอ่กรัมน า้หนกัแห้ง และ 

14.35±0.43 มิลลิกรัมตอ่กรัมน า้หนกัแห้งของสารสกดัหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดัตามล าดบั 

การต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัผงผลหมอ่น แหล่งนครราชสีมามีฤทธ์ิในต้านอนมุลูอิสระต ่ากว่า

เพชรบูรณ์อย่างมีระดบันัยส าคญั แต่อย่างไรก็ตามผลหม่อนสายพันธุ์ เดียวกันแต่คุณลักษณะ

สมบตัิต่างกันมีปัจจยัจากแหล่งปลูก ระยะการเก็บผลผลิต โดยเฉพาะระดบัความสุกของผลท่ีมี

ผลท าให้สีของผลหมอ่นแตกตา่งกนัซึง่ท าให้ปริมาณน า้ตาล เป็นสารตัง้ต้นของแอนโธไซยานิน ซึ่ง

เป็นสารส าคญัในผลหมอ่นตา่งกนัด้วย 

ในการศกึษาความเป็นพิษและการเจริญเติบโตของเซลล์ พบว่าการเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิด
ไขกระดกูท่ีผสมสารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติโดยมีไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์
ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลลาร์ (C3G50) และ 100 ไมโครโมลลาร์ (C3G100) มีผลต่อการ
เจริญเติบโตของเซลล์ให้เพิ่มสูงขึน้เม่ือเวลาผ่านไป โดยอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์
เท่ากบั 26.22x10-3 ตอ่ชัว่โมง และ 21.27 x10-3 ตอ่ชัว่โมง ตามล าดบั จ านวนเซลล์มีปริมาณมาก
สงูสดุท่ีเวลา 120 ชัว่โมง และหลงัจากนัน้ในเวลาท่ี 168 ชัว่โมง จ านวนเซลล์ลดลงอาจเป็นเพราะ
ข้อจ ากดัทางพืน้ท่ีของถาดเพาะเลีย้ง ความหนาแนน่ของเซลล์สงูสดุตอ่ตารางมิลลิเมตร ในอาหาร 
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C3G50 และ C3G100 เท่ากับ 538.75±16.52 และ 453.75±29.55 เซลล์ต่อตารางมิลลิเมตร  
และพบว่าอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีผสมสารสกัดผลหม่อนความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
(M50) และ 5.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (M100) มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์ 
เน่ืองจากในสารสกัดหม่อนนอกจากจะมีแอนโธไซยานินแล้วยังมีองค์ประกอบอ่ืนหลายชนิด 
ได้แก่น า้ตาลรีดิวซ์ กรดซิตริก และของแข็งละลายน า้ได้ ซึ่งอาจมีผลยบัยัง้การเจริญเติบโตของ
เซลล์ได้ M50 และ M100 มีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์เท่ากับ 15.35x10-3 และ 
14.94x10-3 ตอ่ชัว่โมงตามล าดบั และความหนาแน่นของเซลล์สงูสดุเพียง 296.67±24.66 เซลล์
ตอ่ตารางมิลลิเมตรและ 256.67±42.52 เซลล์ตอ่ตารางมิลลิเมตร ซึ่งน้อยกว่าการเลีย้งในอาหาร 
NM ประมาณ 2 เทา่  

เม่ือศกึษาผลของการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดจากไขกระดกูท่ีมีการ
เติมไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ และสารสกัดผงผลหม่อนในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติ พบว่าการเลีย้ง
เซลล์ในอาหาร C3G50 และ C3G100 มีคา่กิจกรรม ALP ตอ่เซลล์ท่ีสร้างขึน้ในช่วงแรกของการ
เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้สูงสุดในวนัท่ี 14 แต่ลดลงเล็กน้อยเม่ือเทียบกับการ
เลีย้งในอาหาร NM และ OM โดยท่ีปริมาณแคลเซียมสะสมท่ีเซลล์สร้างขึน้นัน้กลบัเพิ่มการสะสม
ของแคลเซียมให้สูงขึน้อย่างมีนยัส าคญัเช่นกัน แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการสร้างแคลเซียมขึน้มา
เน่ืองจากเซลล์ถูกกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ส าหรับการเลีย้งเซลล์ท่ีใช้
อาหาร M50 และ M100 พบว่าจ านวนเซลล์ไม่เปล่ียนแปลงในแต่ละช่วงเวลา แต ่ M50 และ 
M100 มีผลในการลดกิจกรรมของเอนไซม์ ALP อย่างมีนยัส าคญั และมีผลลดปริมาณการสะสม
ของแคลเซียมท่ีเซลล์สร้างขึน้ด้วย แสดงว่าสารสกดัผงผลหม่อนท่ีใช้ในการศกึษาไม่ได้มีฤทธ์ิช่วย
กระตุ้นให้เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูเกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูในขณะท่ีสารแอนโธ-
ไซยานินบริสทุธ์ิสามารถกระตุ้นการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์กระดกูได้ท่ีความเข้มข้นดงักล่าว 

ในการศึกษาความคงตัวของแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อนจากเพชรบูรณ์ใน
สภาวะควบคมุแสงและอากาศพบวา่อณุหภูมิ เวลาในการเก็บรักษา และวิธีในการท าปลอดเชือ้มี
ผลต่อการเปล่ียนแปลงของปริมาณแอนโธไซยานิน ในสารสกัด โดยมีการสลายตัวของ        
แอนโธไซยานินสูงขึน้เม่ืออณุหภูมิและเวลาในการเก็บรักษาสูงขึน้ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
แอนโธไซยานินในสารสกดัผลหมอ่นมีความคงตวัมากท่ีสดุแตห่ากเก็บรักษาท่ี 70 และ 100 องศา
เซลเซียสแอนโธไซ-ยานินในหม่อนสกัดทัง้สองชนิดเส่ือมสลายเท่าๆ กันคือ เหลืออยู่ร้อยละ 45 
และร้อยละ 5 ตามล าดบั (หากเก็บรักษาเป็นเวลา 10 ชัว่โมง) อย่างไรก็ตามอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียสสารสกัดผงผลหม่อนมีความคงตวัสูงกว่าสารสกัดผลหม่อนสดเล็กน้อย โดยหากเก็บ
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รักษาไว้ท่ีอุณหภูมินี ้10 ชัว่โมงปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกัดผงผลหม่อนเหลืออยู่ ร้อยละ 
84.70 และในสารสกดัผลหม่อนสดคงเหลือร้อยละ 72.23 นอกจากนีก้ระบวนการฆ่าเชือ้ยงัมีผล
ตอ่การสลายตวัของสารแอนโธไซยานิน การฆ่าเชือ้แบบพาสเจอร์ไรส์แบบ LTLT ท่ีอณุหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสนาน 30 นาทีมีผลให้มีปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกดัผลหม่อนสดเหลืออยู่ร้อย
ละ 80.92 และในสารสกดัผงผลหม่อนเหลืออยู่ร้อยละ 85.84 ส าหรับการฆ่าเชือ้แบบสเตอริไรส์ 
ปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกดัผลหมอ่นสดคงเหลือเพียงร้อยละ 62.14 และในสารสกดัผงผล
หม่อนร้อยละ 64.76 เท่านัน้ ส่วน การฆ่าเชือ้แบบพาสเจอร์ไรส์แบบ HTST อณุหภูมิ 70 องศา
เซลเซียสนาน 15 วินาที   มีผลให้แอนโธไซยานินการสลายตวัเล็กน้อย การท าแห้งแข็งของผล
หม่อนสดไม่มีผลเพิ่มความคงตวัให้สารแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อน นอกจากนีใ้นระบบ 
สภาวะเร่งแบบ freeze thaw ไมมี่ผลตอ่การเปล่ียนแปลงปริมาณแอนโธไซยานินอย่างมีนยัส าคญั 
แตอ่ยา่งไรก็ตามสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บสารสกดัผลหม่อนเพ่ือให้มีปริมาณแอนโธไซยานิน
สงูควรเก็บไว้อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยปราศจากแสงและอากาศ แตถ้่าต้องการให้สารสกดั
หมอ่นผา่นกระบวนการท่ีใช้ความร้อนสงูควรใช้เวลาสัน้ๆ ในกระบวนการจงึมีความเหมาะสม 

ในการเตรียมเม็ดอัลจิเนตโดยใช้โซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้น 1.0, 1.5, 2.0 และ 
2.5%w/v สามารถเตรียมเม็ดอลัจิเนตได้ขนาดอนภุาคอยู่ในช่วง 290-420 ไมโครเมตร ซึ่งการใช้
แก๊สไนโตรเจนท่ีมีอตัราการไหลสูงขึน้จาก 10 เป็น 15 และ 20 ลิตรต่อนาทีมีผลท าให้ขนาด
อนภุาคเล็กลงและความเข้มข้นของโซเดียมอลัจิเนตท่ีมากขึน้มีผลท าให้รูปร่างของเม็ดอลัจิเนตมี
ลกัษณะเป็นลูกแพรมากขึน้ด้วย เม่ือน าเม็ดอัลจิเนต 1%ALG, 1.5%ALG, 2.0%ALG และ 
2.5%ALG ไปอบแห้งท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมงพบว่าลกัษณะอนภุาค
ไมโครอลัจิเนตแห้งมีรูปร่างหดตวัลงพืน้ผิวขรุขระเน่ืองจากเกิดการดึงน า้ออกอย่างช้าๆ จากนัน้
เม่ือน าอนุภาคเหล่านีไ้ปทดสอบความสามารถในการดูดซับน า้และสารสกัดผงผลหม่อนซึ่งมี
ความแตกตา่งของคา่พีเอชพบวา่สามารถดดูซบัน า้ได้เพียงร้อย 200-250 ในขณะท่ีการดดูซบัด้วย
สารสกัดผลหม่อนสามารถดดูซบัได้ถึงร้อยละ1350-1685 เน่ืองจากสารสกดัผงผลหม่อนมีพีเอช
ต ่ากว่าจึงส่งผลให้ปริมาณการดูดซับท่ีสูงกว่า ซึ่งการดดูซับท่ีเกิดขึน้นัน้ได้พิสูจน์ด้วยการหมุน
เหว่ียงด้สยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ่นาทีแล้วว่าสารสกัดหม่อนสามารถถกูกกัเก็บไว้ภายใน
อนภุาคด้วยพนัธะท่ีคอ่นข้างแข็งแรงจริงเห็นได้จากความสม ่าเสมอของสารสกดัทัว่ถึงทัง้อนภุาค
ไมโครอลัจิเนตหลงัจากนัน้ได้น าอนุภาคไมโครอลัจิเนตท่ีถูกดดูซบัด้วยสารสกัดหม่อนไปท าแห้ง
แบบเหยือกแข็งแล้วหาปริมาณการกกัเก็บแอนโธไซยานินในอนภุาคพบว่า 1.5%ALG สามารถกกั
เก็บแอนโธไซยานินได้สงูสดุเท่ากบั 17.08±0.25 มิลลิกรัมตอ่กรัมอนภุาคไมโครอลัจิเนต ซึ่งได้น า
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สูตรนีใ้ช้ในการศึกษาผลของความตวัต่อการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิพบว่าหากน าอนุภาคผ่ าน
กระบวนการความร้อนสูง 70 และ 100 องศาเซลเซียสจะเพิ่มความคงตวัของแอนโธไซยานินให้
สงูขึน้ถึงประมาณร้อยละ 92 และ 24 ตามล าดบั แตส่ าหรับอณุหภูมิ 4 และ 40 องศาเซลเซียสไม่
จ าเป็นต้องใช้อนภุาคไมโครอลัจิเนตเพ่ือเพิ่มความคงตวันอกจากนีย้งัได้ทดสอบในสภาวะการฆ่า
เชือ้แบบสเตอริไรส์ พบวา่อนภุาคไมโครอลัจิเนตชว่ยเพิ่มความคงตวัของแอนโธไซยานินได้เช่นกนั
เพิ่มสงูขึน้ประมาณร้อยละ 20 เทียบกบัสารสกดัท่ีไมไ่ด้กกัเก็บในอนภุาคไมโครอลัจิเนต 

 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ปรับปรุงวิธีการสกัดให้มีปริมาณแอนโธไซยานินให้ได้สงูกว่านี ้และสกดัซ า้จากกาก

หมอ่นท่ีเหลือท่ียงัคงมีสีมว่งเข้มอยู่ 

2. การทดสอบสภาวะเร่งควรน าสารสกัดหม่อนท่ีได้ไปผ่านกระบวนการฆ่าเชือ้ใน

สภาวะท่ีเลือกก่อนน ามาทดสอบ 

3. การออกแบบการทดลองควรมีการศกึษาผลของการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู

ของการเลีย้งในไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ ในทางชีววิทยาเชิงลึกมากกว่านีเ้พ่ือให้มัน่ใจ

วา่มีฤทธ์ิในการกระตุ้นเซลล์กระดกูได้จริง 

4. การขึน้รูปเม็ดอลัจิเนตควรหาสภาวะท่ีสามารถผลิตเม็ดอลัจิเนตท่ีมีขนาดใกล้เคียง

กนั มากท่ีสุดเพ่ือลดปัญหาเร่ืองการกระจายตวัของขนาดอนุภาค หรือไม่ควรมีการ

คดัขนาดอนภุาคให้มีชว่งไมก่ว้างมากก่อนน าไปศกึษา 

5. การท าแห้งของเม็ดอัลจิเนตควรหาวิธีในการแก้ปัญหาการเกาะกลุ่มของอนุภาค

ระหวา่งการท าแห้ง เชน่ อาจมีระบบสัน่ให้กบัอนภุาคระหว่างการท าแห้ง ใช้แก๊สช่วย

กระจายให้อนภุาคแยกจากกนัระหว่างการท าแห้ง  ใช้สารบางชนิดมาผสมเพ่ือไม่ให้

อนภุาคตดิกนั เป็นต้น 
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ภาคผนวก ก 
การวิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมดด้วยวิธี pH differential 

 
วิธีการทดลอง 

1.เตรียมสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์บัฟเฟอร์ท่ีพีเอชเท่ากับ 1.0 โดยชั่งสาร
โพแทสเซียมคลอไรด์ 1.86 กรัมผสมในน า้ปราศจากไอออน 980 มิลลิลิตร วดัคา่พีเอชและปรับคา่
ด้วยกรดไฮโดรคลอริคเข้มข้นจนได้พีเอช 1.0  

2. เตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร์ท่ีพีเอช 4.5 โดยชัง่สารโซเดียมอะซิเตท 
54.43 กรัมผสมในน า้ปราศจากไอออน 960 มิลลิลิตร) วดัคา่พีเอชและปรับคา่ด้วยกรดไฮโดรคลอ
ริคเข้มข้นจนได้พีเอชเทา่กบั 4.5  

3.น าสารสกัดจากผลหม่อนท่ีต้องการวิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานิน มาเจือจางด้วย
บฟัเฟอร์ทัง้สองเป็น 100 เท่าจากนัน้วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 และ 700 นาโน
เมตรโดยมีสารละลายเปรียบเทียบ (blank) ซึ่งใช้น า้ DI แล้วค านวณหาปริมาณแอนโธไซยา
นินจากสมการ (ก-1) และ (ก-2) 
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โดยท่ี A520 = คา่การดดูกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร 
A700 = คา่การดดูกลืนแสงท่ี 700 นาโนเมตร 

 MW = มวลโมเลกลุของ cyanindin-3-glucoside = 449.2 กรัมตอ่โมล 
 DF = dilution factor = 100 
  = molar absorptivity = 26,900  
 1 = pathlength เซนตเิมตร 
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รูปท่ี ก ตวัอยา่งสเปกตรัมของผงผลหมอ่นสกดัในสารละลายบฟัเฟอร์พีเอช 1.0 และ 4.5 

 
ตัวอย่างการค านวณ 
การหาปริมาณแอนโธไซยานินของผงผลหมอ่นสกดั 
ผงผลหมอ่นสกดัในบฟัเฟอร์ pH 1.0 มีคา่ดดูกลืนแสงท่ี 520 เทา่กบั 0.426   
             ในบฟัเฟอร์ pH 4.5 มีคา่ดดูกลืนแสงท่ี 520 เทา่กบั 0.066  
  ในบฟัเฟอร์ pH 1.0 มีคา่ดดูกลืนแสงท่ี 700 เทา่กบั 0.007 
             ในบฟัเฟอร์ pH 4.5 มีคา่ดดูกลืนแสงท่ี 700 เทา่กบั -0.001 
จากสตูรการค านวณ ก-1, ก-2  

352.0))001.0(007.0()066.0426.0( A  
 

ปริมาณแอนโธไซยานินทัง้หมด (มิลลิกรัมต่อลิตร)  
1900,26

)10001002.449352.0(




  

       = 587.8 mg/L 

 

520 nm 700 nm 
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ภาคผนวก ข 
การหาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ  

 
วิธีการทดลอง 

1.เตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมตอ่มิลลิตรในอทานอลบริสทุธ์ิ 
2. เตรียมการเจือจางสารสกดัผลหมอ่นเป็นล าดบัเท่า (serial dilution) ให้ได้ความเข้มข้น 

0-100 %โดยปริมาตร ปริมาณความเข้มข้นละ 100 ไมโครลิตร 
3. เตมิเอทานอล 100 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากนัด้วย vortex mixer แล้วเตมิสารละลาย  

DPPH 50 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากนัและบม่ปฎิกิริยาทิง้ไว้นาน 30 นาทีในท่ีมืดท่ีอณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  

4. ท าการทดลองซ า้ดงัข้อ 3 แตไ่ม่เติมสารละลาย DPPH เป็นสารละลายเปรียบเทียบ 
(blank)  

5.น าตวัอย่างในข้อ 3 และ 4 น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 518 นาโนเมตร 
ด้วยเคร่ือง microplate reader  

6. ค านวณหา antioxidant activity ในรูปของคา่ half maximal inhibitory concentration 
หรือ IC50 โดยสร้างกราฟระหว่าง % DPPH Inhibition กบัความเข้มข้นของสารตวัอย่างจากกราฟ
จะได้ค่าความเข้มข้นของสารตัวอย่างท่ีสามารถท าให้ความเข้มข้นของ DPPH ลดลง 50 
เปอร์เซ็นต ์คือคา่ IC50 ตามสมการ (ข-1) 

 

  100% 








 


control

samplecontrol

OD

ODOD
DPPHInhibition    ………………………. (ข-1) 

 
โดยท่ี ODcontrol = คา่การดดูกลืนแสงของตวัควบคมุ 
     ODsample = คา่การดดูกลืนแสงของตวัอยา่ง 
 
การรายงานผลกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระมีหน่วยเป็นร้อยละโดยปริมาตรของสารสกัดถ้าค่า 

IC50 มีคา่น้อยแสดงถึงประสิทธิภาพในการยบัยัง้อนมุลูอิสระท่ีดีคือ ใช้ความเข้มข้นของตวัอย่างท่ี

ความเข้มข้นต ่าก็สามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได้ 50% จากเร่ิมต้น  
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รูปท่ี ข ตวัอย่างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่ง % DPPH Inhibition กบัความเข้มข้นของ 
สารสกดัผงผลหม่อนสกดั 

 
ตัวอย่างการค านวณ 
ในกราฟรูปท่ี ข จะใช้สมการในการหาความเข้มข้นท่ีให้คา่ % DPPH inhibition เทา่กบั 50%   
จากสมการ y = 31.64lnx + 71.067 จะสามารถหาคา่ x โดยแทนคา่ y เทา่กบั 50 
    y = 31.64lnx + 71.067   
  50 = 31.64lnx + 71.067   
 x = 0.514 %v/v 
สารสกดัผงผลหม่อน 100%v/v มีคา่ dry weight = 6.593 %wt, density = 1.016 g/ml 

ความเข้มข้นของผงผลหมอ่นสกดั ( mlmg / )
g

mg
mlgdensity

dryweightX

1

1000
)/()

100

%

100









  

                                     mlmg /1000016.1
100

593.6

100

514.0

















   

             0.339 mlmg /  
ดงันัน้    ความเข้มข้นของผงผลหมอ่นสกดัท่ียบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH  

50% มีคา่เทา่กบั 0.339 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 

y = 31.64ln(x) + 71.067
R² = 0.9798
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ภาคผนวก ค 
การหาปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ 

วิธีการทดลอง 
1. เตรียมสารสารละลาย Dinitrosalicylic Acid 1% ดงันี ้เตรียมสาร DNS 1 กรัมละลายใน 

น า้กลัน่ 25 มิลลิลิตรและเตรียมสารโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1.6 กรัมละลายในน า้กลัน่ 20 มิลลิลิตร 
2. เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ลงในสารละลาย DNS ผสมให้เข้ากนัแล้วน าไปให้ 

ความร้อนในอ่างควบคมุอณุหภูมิจนกระทัง่สารละลายใสแล้วคอ่ยๆ เติมโพแทสเซียมโซเดียมทาร์
เทรต 30 กรัมลงในสารละลายผสมท่ีใสแล้วทีละน้อยจนครบ 

3. เตมิโซเดียมซลัไฟต์ 0.05 กรัม และเตมิน า้กลัน่เพ่ือปรับให้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 
มิลลิลิตรเก็บในขวดสีชาไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง  

4. เตรียมสารละลายกลโูคสใช้เป็นสารมาตรฐานในน า้กลัน่เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  
น ามาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นตัง้แต ่0-1.0 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

5. ในการทดสอบน าสารละลายตวัอยา่ง และสารละลายมาตรฐานปริมาณกลโูคส 500  
ไมโครลิตรผสมกับสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตรในหลอดทดลองน าไปต้มในน า้เดือด
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาทีจากนัน้น ามาแช่ในอ่างน า้เย็นทันทีจากนัน้เติมน า้
กลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองผสมสารให้เข้ากัน ใช้น า้กลั่นเป็นสารละลาย
เปรียบเทียบ น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตรด้วยเคร่ืองวดัการดูดกลืน
แสงโดย 

6.  เขียนกราฟมาตรฐานระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงท่ี A520 (แกน Y) และความเข้มข้นของ 
สารละลายกลูโคสมาตรฐาน (มิลลิลิตรต่อมิลลิลิตร) (แกน X) ค านวณความเข้มข้นของน า้ตาล
รีดวิซ์ในสารละลายตวัอยา่งเป็นมิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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y = 0.4764x
R² = 0.9901
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รูปท่ี ค กราฟมาตรฐานปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ 

 
ตัวอย่างการค านวน 
สาระละลายตวัอยา่งของสารสกดัผงผลหมอ่น (เจือจางด้วยน า้ 15 เทา่) วดัคา่ OD ได้ 0.382  
ปริมาณความเข้มข้นกลโูคส= (OD ของตวัอยา่ง –OD ตวัควบคมุ)/ความชนั x dilution factor 
ปริมาณความเข้มข้นกลโูคส= (0.382-0.115)/0.476  x 15 = 8.407  มลิลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
มีคา่ dry weight = 6.593 %wt, density = 1.016 g/ml 

ปริมาณความเข้มข้นกลโูคส( gDWmg / ) 













)/(%

100

mlgdensitydryweight

X  

                                     gDWemgGlu /cos
016.1593.6

100407.8




   

                       gDWemgGlu /cos26.127   
ดงันัน้ปริมาณความเข้มข้นของน า้ตาลกลโูคสเทา่กบั 127.26 มิลลิกรัมกลโูคสตอ่กรัมสารสกดั
หมอ่นแห้ง 
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ภาคผนวก ง 
การหาชนิดและปริมาณแอนโธไซยานินด้วยเทคนิค HPLC  

 

 
รูปท่ี ง-1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารไซยานิดนิ-3-            
กลโูคไซด์บริสทุธ์ิ (สารแอนโธไซยานินมาตรฐาน) 
 

 
รูปท่ี ง-2 กราฟมาตรฐานของสารไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ ด้วยเคร่ือง High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC) 
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รูปท่ี ง-3 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผลหม่อนสดแหลง่
ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ 
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รูปท่ี ง-4 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผงผลหมอ่นแหลง่
ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ 
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รูปท่ี ง-5 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผลหม่อนสดแหลง่
ปลกูนครราชสีมา 
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รูปท่ี ง-6 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผงผลหมอ่นแหลง่
ปลกูจงัหวดันครราชสีมา 
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ภาคผนวก จ 
การวัดหาจ านวนเซลล์ด้วยวิธี MTT  

 
วิธีการทดลอง 

1.เตรียมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ PBS โดยชัง่ PBS 9.8 กรัมผสมในน า้ DI ปริมาตร 1 
ลิตร ปรับพีเอชให้ได้ 7.4  

2. เตรียมสารละลาย MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide, a tetrazole), ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยผสมสาร MTT ปริมาณ 0.5 
มิลลิกรัมในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ PBS ปริมาตร 1 ml 

3. เตรียมตวัอย่างโดย ดดูอาหารเลีย้งเซลล์เดิมออกแล้วล้างด้วยสารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ PBS พีเอช 7.4 

4. เตมิสารละลาย MTT จากข้อ 1 ลงในหลมุท่ีมีเซลล์อยู่ 350 ไมโครลิตร และบม่ท่ีสภาวะ 
CO2 อณุหภมูิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที 

5. น าสารละลาย MTT ออกจากหลมุเลีย้งเซลล์ 
6. เติมสารละลาย DMSO ปริมาตร 350 ไมโครลิตรลงในหลมุเลีย้งเซลล์แล้วใช้ปิเปตพ่น 

DMSO ขึน้-ลงเพ่ือละลายผลึก formazan เกิดเป็นสารละลายสีม่วง และใช้สารละลาย DMSO 
เป็น blank น าตวัอยา่งท่ีได้วดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีคา่ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร 

7.สร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งจ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตกบัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 570 นาโน
เมตร เพ่ือใช้วิเคราะห์จ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตของตวัอยา่ง 
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y = 0.0119x + 0.0003

R² = 0.9956
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รูปท่ี จ กราฟมาตรฐานของเซลล์ rMSC ด้วยวิธี MTT (n = 4) 

 
ตัวอย่างการค านวณ  
จ านวนเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งท่ีในอาหารเลีย้งเซลล์ปกต ิ(NM) เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
น าตวัอยา่งไปวดัคา่ดดูกลืนแสงได้ 0.069 

จ านวนเซลล์ = (คา่ดดูกลืนแสงของตวัอยา่ง-ตวัควบคมุ)/(ความชนั/104) 
               ดงันัน้ จ านวนเซลล์ = (0.069-0.052)/(1.428/10000) = 14,280 เซลล์ 
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ภาคผนวก ฉ 
การวัดหาจ านวนเซลล์ด้วยวิธี DNA 

 
วิธีการทดลอง 
       1.เตรียมสารละลาย SSC (20X) ชัง่สาร NaCl 17.999 กรัม + Na3Citrate. 2H2O 8.823 
กรัมผสมในน า้ DDW จากนัน้ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร  

2. เตรียมสารละลาย SDS lysis buffer โดยผสม SDS 20 มิลลิกรัม + ของ 20X SSC 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร+ น า้ DDW ปริมาตร 95 มิลลิลิตร  

3. เตรียมสารละลายสีย้อมเรืองแสง Hoechst โดยละลาย Hoechst 33258 ในสารละลาย 
DMSO ให้มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

4. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช้เซลล์แขวนลอยในอาหาร 5x105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร ใน vial  
แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ี 1500 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 5 นาทีเทอาหารทิง้แล้วเตมิ SDS lysis buffer   
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงใน  vial ผสมให้เข้ากันบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง เจือจางเซลล์
มาตรฐานโดยใช้ SDS lysis buffer ให้เป็นความเข้มข้น 1.5625x104, 3.125x104, 6.25x104, 
1.25x105,  2.5x105 และ 5x105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตรในถาด 24 well plate แช่แข็งเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ    
-20 องศาเซลเซียส รอน าออกมาวดัพร้อมกบัตวัอย่าง 

5. ส าหรับตวัอยา่ง ดดูอาหารเลีย้งเซลล์เดมิออกแล้วล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
pH 7.4 และเติมสาร SDS lysis buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงหลุมการเพาะเลีย้งเซลล์บม่ท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมงแช่แข็งเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือให้เซลล์แตก
และปลอ่ย DNA ออกมา  

6.   เตรียมตวัอย่างกบัเซลล์มาตรฐานในข้อ 4 ก่อนไปวดั DNA ดงันี ้น าตวัอย่างทัง้หมด
มาละลายท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ครัง้แล้วน ากลบัไปแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 1 วนั
แล้วจึงน ามาละลายท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นการ freeze thaw เซลล์ 1 รอบเพ่ือช่วยให้ผนงัเซลล์
แตกได้ดียิ่งขึน้จากนัน้ดูดสารละลายตัวอย่างในแต่ละหลุมขึน้ลงหลายๆ  ครัง้เพ่ือผสมให้
สารละลายเข้ากนั 

7. ปิเปตสารละลายจากข้อ 6 มาปริมาตร 100 ไมโครลิตรใส่ลงใน 96-well black plate 
และใช้ SDS lysis buffer เป็น Blank และเติมสีย้อม Hoechst (โดยเตรียมผสม Hoechst ในข้อ 3 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร + น า้ DDW ปริมาตร 19 มิลลิลิตร + SSC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ปริมาตร
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100 ไมโครลิตร เพ่ือย้อมสารเรืองแสงให้ติด DNA ในการเตรียมสารละลายในข้อ 7 นีค้วรท าในท่ี
มืดเพ่ือรักษาความคงตวัของสีย้อม  

8.น าสารละลายในข้อ 7 ไปวดั fluorescence intensity ท่ี 355 นาโนเมตร (Excitation) 
and 460 นาโนเมตร (Emission) สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างจ านวนเซลล์กบัคา่ fluorescence 
intensity แล้วเทียบกบัตวัอยา่งเพื่อวิเคราะห์หาจ านวนเซลล์ 
 

 

y = 0.053x
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รูปท่ี ฉ กราฟมาตรฐานของการวดัจ านวนเซลล์โดยวิธี DNA 

 
ตัวอย่างการค านวณ  
จ านวนเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งท่ีในอาหาร NM เป็นเวลา 7 วนั  
น าตวัอยา่งไปวดัคา่ Fluorescent intensity ได้ 12,867 

จ านวนเซลล์ = (Fluorescent intensity ของตวัอยา่ง-ตวัควบคมุ)/ความชนั 
   ดงันัน้ จ านวนเซลล์ = (12,867-5,050)/0.053 = 147,490 เซลล์ 
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ภาคผนวก ช 
การค านวนอัตราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์(Specific growth rate, µ)และ 

ระยะเวลาที่เซลล์แบ่งตวัเป็นสองเท่า (Population Doubling Time, PDT) 
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รูปท่ี ช-1 การเจริญเติบโตของเซลล์ต้นก าเนิด (MSC) ท่ีเลีย้งในอาหาร Normal  Medium (NM), 
ไซยานิดนิ-3- กลโูคไซด์ความเข้มข้น 50 µM (C3G50), 100 µM (C3G100) และซิงค์อะซิเตรต
ความเข้มข้น  20 ppm (ZN) 
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รูปท่ี 
ช-2 การเจริญเติบโตของเซลล์ต้นก าเนิด (MSC)ท่ีเลีย้งในอาหาร Normal  Medium (NM), สาร
สกดัผงผลหมอ่นความเข้มข้น  0.25 mg/µl (M50), 0.5 mg/µl (M100)  และซิงค์อะซิเตรตความ
เข้มข้น 20 ppm (ZN) 
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ตัวอย่างการค านวณ 
 
อตัราการเจริญเตบิโตของเซลล์  (ตอ่ชัว่โมง) ท่ีเลีย้งในอาหาร C3G100 
ระยะ log phase อยูใ่นชว่ง 24-72 ชัว่โมง 
ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงมีจ านวนเซลล์ 29,670 เซลล์ 
ท่ีเวลา 72 ชัว่โมงมีจ านวนเซลล์ 82,330 เซลล์ 
จากสมการ 
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ดงันัน้ อตัราการเจริญเตบิโตของเซลล์ท่ีเลีย้งในอาหาร C3G100 เทา่กบั 21.27x10-3 ตอ่ชัว่โมง 

 
เวลาแบง่ตวัทวีคณู T (ชัว่โมง)  
จากสมการ 

     


2ln
T  

         59.32
)1027.21(

2ln
3





  ชัว่โมง 

 
ดงันัน้ เวลาแบง่ตวัทวีคณูของเซลล์ท่ีเลีย้งในอาหาร C3G100 เทา่กบั 32.59 ชัว่โมง 
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ภาคผนวก ซ 
การวัดกจิกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP) 

  
วิธีการทดลอง 
                 1. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช้ p-nitrophenol (10mM) เจือจางในน า้กลัน่ให้ได้ความ
เข้มข้น 078125, 0.15625, 0.3125, 0.625, และ 1.25 มิลลิโมลลาร์ 
                2. ส าหรับตวัอย่างเติมสาร SDS lysis buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงหลมุเพาะเลีย้ง
เซลล์ บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมงใช้น า้กลัน่เป็น Blank  
                3. ปิเปตสารในข้อ 1, 2 มาปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใส่ลงใน 96-well plate แล้วเติม 
สารละลายซบัสเตรท  p-Nitrophenyl phosphate ปริมาตร100 ไมโครลิตรลงในแตล่ะหลมุบม่ท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 15 นาทีหยดุปฏิกิริยาด้วยการเติม NaOH ความเข้มข้น 0.02 นอร์มลั
ปริมาตร 80 ไมโครลิตร เอ็นไซม์ Alkaline phosphatase (ALP) จะเปล่ียน pNPP ให้เป็น           
p-Nitrophenol ได้สารสีเหลือง จากนัน้น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร 
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y = 0.9536x
R² = 0.9991
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รูปท่ี ซ กราฟมาตรฐานของการวดักิจกรรมของเอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP)  
 
ตัวอย่างการค านวณ 
น าตวัอยา่งไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตรได้ 0.106  
กิจกรรมของเอนไซม์ ALP = (OD ของตวัอยา่ง-ตวัควบคมุ)/ความชนั 
กิจกรรมของเอนไซม์ ALP = (0.106-0.069)/0.954 =0.0385 มิลลิโมลลาร์ตอ่15 นาที 
จ านวนเซลล์ = 146,772 เซลล์ 
กิจกรรมของเอนไซม์ ALP ตอ่จ านวนเซลล์ = 0.0385/146,772 มิลลิโมลลาร์ตอ่15 นาทีตอ่เซลล์ 
                                                              = 2.626 x10-7 มิลลิโมลลาร์ตอ่15 นาทีตอ่เซลล์ 
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ภาคผนวก ฌ 
การวัดปริมาณแคลเซียม 

วิธีการทดลอง 
  
 1.เตรียมสารละลาย ethanolamine buffer ความเข้มข้น 0.88 โมลลาร์ในน า้ DDW, 
เตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริคความเข้มข้น 1 โมลลาร์ (1 M HCl) และเตรียมสารละลาย  
ซบัสเตรท O-cresolphythalein complex (OCPC) ความเข้มข้น 0.63 มิลลิโมลลาร์ ด้วย 1 M HCl 

2. เตรียม CaCO3 มาตรฐานโดยละลาย CaCO3 5 กรัม ใน 1 M HCl ปริมาตร 100 
มิลลิลิตรได้เป็น CaCO3 50 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร (แคลเซียม 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร)  

 3. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช้สารละลายจากข้อ 2 น ามาเจือจางในสารละลาย 1 M 
HCl ให้ได้ความเข้มข้น 0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

4. ส าหรับตวัอย่างเติมสาร SDS lysis buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงหลมุเพาะเลีย้งเซลล์ 
บม่ท่ี37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง จากนัน่ปิเปตมา 100 ไมโครลิตรผสมกับสารละลาย 1 M HCl 
ปริมาตร100 ไมโครลิตรบม่ท่ี 4 องศาเซลเซียส 4-24 ชัว่โมง โดยใช้สาร 1 M HCl เป็น Blank  

5. ปิเปตสารในข้อ 3 และ 4 มาปริมาตร 10 ไมโครลิตรใส่ลงใน 48-well plate แล้วเติมสาร 
ethanolamine buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารซบัสเตรท OCPC ปริมาตร 100 ไมโครลิตร
ผสมให้เข้ากันโดยแคลเซียมจะท าปฏิกิริยากับ OCPC ให้สารสีม่วงจากนั่นปิเปตสารละลาย
ดงักลา่วปริมาตร 200 ไมโครลิตรใสใ่น 96-well plate น าวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร 

6. สร้างกราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของแคลเซียมกับค่าการดูด  
กลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมของตวัอยา่ง 
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y = 1.5989x + 0.0269
R² = 0.9973
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รูปท่ี ฌ กราฟมาตรฐานของการวดัปริมาณแคลเซียม 

 
ตัวอย่างการค านวณ  

น าตวัอยา่งไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตรได้ 0.291 
           ปริมาณแคลเซียม = (OD ของตวัอยา่ง-ตวัควบคมุ)/ความชนั 
           ปริมาณแคลเซียม= (0.291 -0.184)/1.599 = 0.0669 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
           จ านวนเซลล์ = 153,764 เซลล์ 
           ปริมาณแคลเซียมตอ่จ านวนเซลล์ = 0.0669 /153,764 มิลลิกรัมตอ่เซลล์ 
                                                            = 4.35 x10 -7 มิลลิกรัมตอ่เซลล์ 
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ภาคผนวก ญ 
จรรยาบรรณในการใช้สัตว์ทดลอง 

ตามมาตรฐานการดแูลและใช้สตัว์ทดลองแหง่จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
             1. การจดัการสภาพแวดล้อมของสถานท่ีเลีย้งสตัว์ 
                 การจัดการสภาพแวดล้อมของสถานท่ีเลีย้งสัตว์ สามารถป้องกันการติดเชื อ้มีการ      
ควบคมุอณุหภูมิท่ี 25 +/- 3 oC ความช่ืนสมัพทัธ์ 60 +/- 90 % มีการระบายอากาศ แสง และเสียง
ให้คงท่ีและเหมาะสมกบัความต้องการของสตัว์ทดลองไมส่ร้างความเครียดให้แก่สตัว์ 
             2. วสัดอุปุกรณ์เลีย้งสตัว์ทดลอง 
             กรงหรือคอกเล่ียงสตัว์ 
                 กรงหรือคอกท่ีใช้เล่ียงสตัว์ มีความแข็งแรงมัน่คงเพียงพอท่ีจะป้องกันสตัว์หลบหนีได้  
และถกูต้องตามมาตรฐานสากลท่ีก าหนดไว้ส าหรับชนิด ขนาด และจ านวนสตัว์ ไม่มีส่วนประกอบ
ท่ีจะท าให้สตัว์บาดเจ็บและท าด้วยวสัดท่ีุคงทนตอ่สารเคมีหรือความร้อนท่ีใช้ป้องกนัการติดเชือ้ 
            วสัดรุองนอน  
                วสัดท่ีุใช้รองนอนมีความเหมาะสมกบัสตัว์ทดลอง ไม่แหลมคม มีคณุสมบตัิท่ีซึมซบัน า้
แล้วไมเ่ป่ือยยุย่ และปลอดจากสารพิษและเชือ้โรค 
            การให้อาหารสตัว์ทดลอง 
                 สตัว์ทดลองได้รับอาหารและน า้ท่ีสะอาดปราศจากเชือ้โรค สารพิษและสารก่อมะเร็ง
ได้รับอาหารและน า้กินในปริมาณท่ีเพียงพอกับความต้องการตามระยะเวลา ส่วนประกอบของ
อาหารจะมีโปรตีน ไขมนั แป้ง วิตามิน แร่ธาตแุละกาก อย่างครบถ้วนเหมาะสมกับความต้องการ
ของสตัว์ทดลอง 
            3. การจดัการ 
                   สตัว์ทดลองจะถกูเลีย้งในห้องควบคมุเชือ้ท่ีภาควิชาสรีรวิทยาคณะแพทยศาสตร์การ
เลีย้งสตัว์จะเลีย้งตามระบบการเลีย้งแบบ Strict hygienic  conventional อย่างตอ่เน่ืองและ
เข้มงวดในการป้องกนัการตดิเชือ้ โดยด าเนินการตามระบบดงักลา่วข้างต้นอย่างเคร่งครัด 
                   หนว่ยงานเลีย้งสตัว์ มีสตัวแพทย์หรือนกัวิชาการท่ีมีพืน้ฐานความรู้และประสบการณ์
ด้านสัตว์ทดลอง และมีพนักงานเล่ียงสัตว์ท่ีผ่านการอบรมการเลีย้งสัตว์ทดลองท่ีได้มาตรฐาน
หนว่ยงานเลีย้งสตัว์ มีข้อมลูแหลง่ท่ีมาของวสัดอุปุกรณ์ท่ีใช้ในการเลีย้งสตัว์การป้องกนัการติดเชือ้ 
การควบคุมการตรวจสอบสภาพแวดล้อม และการช่วยให้สัตว์ตายอย่างสงบในกรณีท่ีจ าเป็น  
เพ่ือให้สามารถจดัหาวสัดอุปุกรณ์ดงักลา่วได้อยา่งตอ่เน่ือง และถกูต้องตามความต้องการพร้อมทั่ง
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มีอุปกรณ์ส ารอง และหน่วยซ่อมบ ารุงท่ีมี ประสิทธิภาพ โดยได้รับงบประมาณในการด าเนินการ
ดงักลา่วอยา่งเพียงพอและตอ่เน่ือง 
       หน่วยงานเลีย้งสตัว์มีการก าจดัซากสตัว์ทดลองด้วยวิธีการเผาเทา่นัน่ ไมใ่ช้วิธีอ่ืนและ มีการ
ก าจดัขยะปฏิกลูอยา่งถกูต้องและเหมาะสม 
              4. เทคนิคในการปฏิบตัติอ่สตัว์ทดลอง 
                  ผู้ใช้สตัว์ทดลอง มีการก าหนดแผนงานและวิธีการปฏิบตัิตอ่สตัว์อยา่งถกูต้อสอดคล้อง 
กบัมาตรฐานสากลไว้ในโครงการอยา่งชดัเจน 
                 ผู้ใช้สตัว์และพนกังานเลีย้งสตัว์ มีการปฏิบตัิตอ่สตัว์ด้วยความเมตตา  ไม่ท าให้สตัว์ 
ได้รับความเจ็บปวดหรือเกิดความเครียดในกรณีท่ีไมส่ามารถหลีกเล่ียงได้ จะมีการแสดงเหตผุล
ทางวิชาการท่ีชดัเจนวา่ไมมี่ทางเลือกอ่ืนแล้ว 
                 ผู้ใช้สตัว์มีการเรียนรู้เทคนิคพืน้ฐานการปฏิบตัติอ่สตัว์และมีความช านาญพร้อมในเร่ือง
ตา่งๆดงัตอ่ไปนี ้
                 1. การจบัและควบคมุสตัว์ 
                 2. การท าเคร่ืองหมายบนตวัสตัว์ 
                 3. การแยกเพศ 
                 4. การให้สารทางปาก ผิวหนงั กล้ามเนือ้ เส้นเลือด 
                 5. การเก็บตวัอย่างเลือด อจุจาระ ปัสสาวะ ชิน้เนือ้ 
                 6. การท าให้สตัว์สลบ 
                 7. การท าให้ตายอยา่งสงบ 
                 8. การชนัสตูรซากศพ 
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ภาคผนวก ฎ 
การหาขนาดอนุภาคด้วยเคร่ือง Maztersizer malvidin 2000 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี ฎ ลกัษณะการกระจายตวั(Size distribution) ของอลัจิเนตบีด 1.0%ALG (a), 1.5%ALG 
(b), 2.0%ALG (c)  และ 2.5%ALG (d) ด้วยเคร่ือง Mastersizer malvidin 2000 
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ภาคผนวก ฏ 
การหาปริมาณการกักเกบ็แอนโธไซยานินในอนุภาคไมโครอัลจเินต 

 

y = 6.8007x + 0.0015
R² = 0.9997
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รูปท่ี ฏ กราฟมาตรฐานของแอนโธไซยานิน 

ตัวอย่างการค านวณ 
 น าสารละลายตวัอยา่งท่ีสกดัแอนโธไซยานินจากอนภุาคไมโครอลัจิเนต 1%ALG 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 530 นาโนเมตรได้เทา่กบั 0.578  
 จากกราฟมาตรฐานตวัอยา่งมีปริมาณแอนโธไซยานิน 0.0849 มิลลิกรัม 
แตใ่นการทดลองใช้อนภุาคไมโครอลัจิเนต 5 มิลลิกรัม  

จงึได้วา่  ปริมาณแอนโธไซยานิน =  
gMC

mgATC

g

mg

mg

mlmg
986.16

1

1000

5

/0849.0
   

 
ดงันัน้ ปริมาณการกกัเก็บแอนโธไซยานินเทา่กบั 16.986 มิลลิกรัมแอนโธไซยานินตอ่ 
              กรัมไมโครอลัจิเนต 
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ภาคผนวก ฐ 
การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชและออสโมลาริตีใ้นอาหารเลีย้งเซลล์ 
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รูปท่ี ฐ การเปล่ียนแปลงค่าพีเอช (a) และ ค่าออสโมลาริตี ้(b) ของท่ีเลีย้งในอาหาร Normal  
Medium (NM), ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ความเข้มข้น 50 µM (C3G50), 100 µM (C3G100), สาร
สกดัผงผลหม่อน ความเข้มข้น  2.5 mg/ml (M50), 5.0 mg/ml (M100)  และ ซิงค์อะซิเทรตความ
เข้มข้น 20 ppm (ZN) บนถาดเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 24 หลมุ ท่ีสภาวะอณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส, 5% CO2 หลงัจากผา่นการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูหนวูิสต้าเป็นระยะเวลา 6, 
24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมง 
 

a) 

b) 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 
 นางสาวรุ่งนภา แย้มเดช เกิดเม่ือวนัท่ี 12 มกราคม พ.ศ. 2531 เกิดท่ีโรงพยาบาลศิริราช 
กรุงเทพมหานคร ส าเร็จการศึกษาระดบัชัน้มัธยมศึกษาตอนปลายในปีการศึกษา 2548 จาก
โรงเรียนกาญจนาภิเษกวิทยาลยั นครปฐม (พระต าหนกัสวนกหุลาบมธัยม) จากนัน้ได้เข้าศกึษาใน
ระดบัปริญญาตรี มหาวิทยาลัยศิลปากร คณะวิศวกรรมศาสตร์ สาขาวิศวกรรมเคมี จนส าเร็จ
การศกึษาวิศวกรรมศาสตรบณัฑิต และในปีการศกึษา 2552 ภาคปลาย ได้เข้าศกึษาตอ่ในระดบั
ปริญญามหาบณัฑิต สาขาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  
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