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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

 จิระภัทร บุญยิ่ง : การรักษาสมบัติเชิงหน้าท่ีของน ้ามันหอมระเหยจากมะ
แขว่น Zanthoxylum limonella Alston  ในไมโครแคปซูลด้วยวิธีคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน. ( 
MAINTENANCE OF FUNCTIONALITIES OF MA-
KWAEN Zanthoxylum limonella Alston  ESSENTIAL OIL IN MICROCAPSULE BY COMPLEX COA
CERVATION ) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : รศ. ดร.นินนาท ชินประหัษฐ์, อ.ท่ีปรึกษาร่วม : ผศ. ดร.อินทาวุธ สรรพว
รสถิตย์ 

  
มะแขว่น (Zanthoxylum limonella Alston) เป็นพืชพื นเมืองท่ีพบในแถบภาคเหนือตอนบนของประเทศ

ไทย นิยมใช้เป็นเครื่องเทศชูกลิ่นรสในอาหาร ช่วยให้อาหารมีกลิ่นหอมน่ารับประทาน สารระเหยหลักท่ีพบในน ้ามันหอม
ระเหยจากมะแขว่นประกอบด้วย D-limonene, alpha-phellandrene และ alpha-pinene ซ่ึงท้าให้มีกลิ่นคล้ายส้ม 
และมีฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชันสูง อย่างไรก็ตามสารออกฤทธิ์ในน ้ามันหอมระเหยเหล่านี ถูกท้าลายได้โดย  ความร้อน 
ความชื น แสง และออกซิเจน ดังนั นจึงควรปกป้องสารระเหยด้วยวิธีเอ็นแคปซูเลชัน ซ่ึงคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน เป็น
หน่ึงในวิธีการกักเก็บสารท่ีนิยมใช้ โดยเกิดขึ นจากอันตรกิริยาระหว่างประจุท่ีแตกต่างกันของสารละลายพอลิเมอร์  โดย
นิยมใช้โปรตีนเป็นสารให้ประจุบวก (polycation) และพอลิแซ็กคาไรด์เป็นสารให้ประจุลบ (polyanion) งานวิจัยนี จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นในไมโครแคปซูล และวิเคราะห์สมบัติ
ทางเคมี และกายภาพของไมโครแคปซูลท่ีได้ โดยสารเคลือบท่ีใช้ศึกษาเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ 3 ชนิด ได้แก่ แอลจิเนต (ALG) 
กัมอะราบิก (GAB) และแซนแทนกัม (XTG) ร่วมกับโปรตีนเจลาติน (GEL) วิเคราะห์ร้อยละการผลิต (EY) ประสิทธิภาพใน
การกักเก็บ (EE) สมบัติการต้านออกซิเดชัน หมู่ฟังก์ชัน (ด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรสโกปี, FTIR) 
และโครงสร้างจุลภาค (ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด, SEM) ของไมโครแคปซูล พบว่าไมโครแคปซูลท่ี
เตรียมโดยใช้สารเคลือบ GEL ร่วมกับ GAB ให้ผลท่ีดีท่ีสุด นอกจากนี ผลการวิเคราะห์ FTIR ยืนยันว่าเกิดอันตรกิริยา
ระหว่างพอลิแซ็กคาไรด์ทั ง 3 ชนิดกับ GEL และสารเคลือบทั งหมดไม่ท้าปฏิกิริยากับน ้ามันหอมระเหยท่ีกักเก็บภายใน 
จากนั นศึกษาปัจจัยของ pH (3.20-4.20) อัตราส่วนของโปรตีนต่อพอลิแซ็กคาไรด์ (GEL:GAB; 1.00-2.00) และอัตราส่วน
ระหว่างสารเคลือบต่อน ้ามันหอมระเหย (wall:core; 1.00-5.00) ท่ีส่งผลต่อค่า EY และ EE ด้วยวิธีพื นผิวตอบสนอง 
(RSM) พบว่าภาวะที่เหมาะสมในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นมีดังนี  pH เท่ากับ 4.00 GEL:GAB เท่ากับ 1.55 
และ wall:core เท่ากับ 2.50 อีกทั งไมโครแคปซูลท่ีเตรียมขึ นโดยใช้ภาวะดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาสาร
ระเหยดีมาก 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5872134423 : MAJOR FOOD TECHNOLOGY 
KEYWORD: Antioxidant activity, Complex coacervation, Encapsulation, Flavor retention, 

Response surface, Zanthoxylum limonella Alston 
 Jirapat Boonying : MAINTENANCE OF FUNCTIONALITIES OF MA-

KWAEN Zanthoxylum limonella Alston  ESSENTIAL OIL IN MICROCAPSULE BY COMPLEX COA
CERVATION . Advisor: Assoc. Prof. Ninnart Chinprahast, Ph.D. Co-advisor: Asst. Prof. Inthawoot 
Suppavorasatit, Ph.D. 

  
Ma-kwaen (Zanthoxylum limonella Alston) is widely spread in the Northern part of Thailand. 

Its fruit has been traditionally used in food and commercialized as a spice. D-limonene, alpha-
phellandrene and alpha-pinene are the main compounds in ma-kwaen essential oil, which possesses 
smell of oranges and contributes a strong antioxidant activity. However, essential oils undergo 
undesirable deterioration by heat, humidity, light, and oxygen. Hence, it is beneficial to protect or 
prolong degradation of volatile ingredients by microencapsulation. Complex coacervation is a phase 
separation process resulted from electrostatic interactions. Protein (polycation) and polysaccharide 
(polyanion) are the most widely used wall materials. The objective of this study was to optimize the 
microencapsulation process of ma-kwaen essential oil by complex coacervation. Samples were 
prepared using three different types of polysaccharide (alginate; ALG, gum arabic; GAB, and xanthan 
gum; XTG) together with gelatin (GEL). The resultant microcapsules were measured and analyzed for 
their encapsulation yield (EY), encapsulation efficiency (EE), antioxidant activities, Fourier-transform 
infrared spectroscopy (FTIR) analysis and scanning electron microscope (SEM) characteristics. The result 
showed that GEL-GAB combination formed the superior coacervate complex. Moreover, FTIR confirmed 
complexation between the protein-polysaccharide wall materials and no chemical reaction between 
wall materials and essential oil. Then, the process parameters affecting the EY and EE, such as pH (3.20-
4.20), the ratio of GEL to GAB (1.00-2.00) and wall material to core material mixing ratio (wall:core; 1.00-
5.00) were optimized using response surface methodology (RSM). Conclusively, the optimum conditions 
were as follows: pH of 4.00, GEL:GAB of 1.55 and wall:core of 2.50. Flavor profiles of GEL-GAB 
microcapsule prepared by using optimal conditions showed very good preservation of the volatile 
compounds. 
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บทท่ี 1 
บทน า  

 

มะแขว่น (ma-kwaen) มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Zanthoxylum limonella Alston พบ

กระจายอยู่ในประเทศไทยโดยเฉพาะในภาคเหนือ นิยมใช้เป็นเครื่องเทศชูกลิ่นรสในอาหารพื นเมือง 

เช่น ลาบ ย้า และแกงต่าง ๆ เพ่ือช่วยให้อาหารมีกลิ่นหอมน่ารับประทาน สามารถใช้เป็นยาสมุนไพร

รักษาโรค เช่น ฟันผุ โรคหัวใจ โรคทางเดินหายใจ โรคติดเชื อในทางเดินอาหาร และโรคปวดข้อ 

(Supabphol และ Tangjitjaroenkun, 2014) D-limonene เป็นสารประกอบหลักที่พบในน ้ามัน

หอมระเหยจากมะแขว่น มีกลิ่นคล้ายส้ม และยังมีสมบัติการต้านออกซิเดชันของไขมันอีกด้วย 

(Charoensup และคณะ, 2016) อย่างไรก็ตามสารออกฤทธิ์ในน ้ามันหอมระเหยจากพืชทั่วไปถูก

ท้าลายได้โดย ความร้อน ความชื น แสง และออกซิเจน (Edris และ Bergnstahl, 2001) จากการ

ค้นคว้าข้อมูลพบว่า เอ็นแคปซูเลชัน (encapsulation) ด้วยวิธีคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน (complex 

coacervation) น่าจะเป็นวิธีที่เหมาะสมในการป้องกันน ้ามันหอมระเหยจากการถูกท้าลายโดยปัจจัย

ภายนอกต่าง ๆ ผู้วิจัยจึงต้องการศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการปกป้องสารส้าคัญเหล่านี    

 เอ็นแคปซูเลชัน เป็นกระบวนการของการกักเก็บที่สารส้าคัญถูกเคลือบหรือห่อหุ้มด้วยสาร

ชนิดอื่น โดยสารที่ถูกเคลือบ (coated) หรือ ถูกยึดจับไว้ (entrapped) ส่วนใหญ่จะเป็นของเหลว แต่

บางครั งอาจเป็นอนุภาคของแข็ง หรือแก๊ส เรียกชื่อว่า core material หรือ internal phase ส่วน

สารที่น้ามาเคลือบหรือใช้ห่อหุ้มจะเรียกว่า wall material, carrier, membrane, shell หรือ 

coating (Madene และคณะ, 2006) ซึ่งวิธีนี มักใช้กักเก็บ กรดอะมิโน วิตามิน แร่ธาตุ สารต้าน

ออกซิเดชัน สารให้สี สารปรุงแต่งกลิ่นรส เอนไซม์ และน ้ามันหอมระเหย เพ่ือลดการสูญเสียใน

ระหว่างกระบวนการผลิต และการเก็บรักษาอาหาร (Deladino และคณะ, 2008) 

 วิธีคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน เป็นหนึ่งในวิธีการกักเก็บสารที่นิยมใช้ โดยเกิดขึ นผ่าน       

อันตรกิริยาระหว่างประจุที่แตกต่างกันของสารละลายพอลิเมอร์ ส่งผลให้เกิดชั นที่แยกออกจากกัน 2 

ชั น ได้แก่ ชั น polymer-poor continuous phase และชั น polymer-rich dense phase 

(coacervate phase) ซึ่งเป็นชั นของสารเคลือบ ทั งนี นิยมใช้โปรตีน และพอลิแซ็กคาไรด์ เป็นสาร

เคลือบเนื่องจากเป็นองค์ประกอบหลักในอาหาร ช่วยให้โครงสร้าง เนื อสัมผัส และเสถียรภาพกับ

อาหาร จึงเอื อต่อการน้าไมโครแคปซูลไปประยุกต์ไว้ด้วยกัน ในการท้าคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันนั น 

จะใช้โปรตีน เช่น เจลาติน โปรตีนถั่วเหลือง เคซีน เวย์โปรตีน และแอลบูมิน เป็นสารให้ประจุบวก 
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(polycation) และใช้พอลิแซ็กคาไรด์ เช่น กัมอะราบิก เพกทิน แอลจิเนต คาราจีแนน และกัวร์กัม 

เป็นสารให้ประจุลบ (polyanion) (Yan และ Zhang, 2014) 

 งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยจาก  

มะแขว่นในไมโครแคปซูล และวิเคราะห์สมบัติทางเคมี และกายภาพของไมโครแคปซูลที่ได้ 
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บทท่ี 2 
วารสารปริทัศน ์

 

2.1 มะแขว่น (ma-kwaen) 

2.1.1 ข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ 

 อนุกรมวิธานของมะแขว่น (taxonomy of ma-kwaen) (Arun และ Paridhavi, 2011) มี

ข้อมูลดังนี  

Domain:  Eukaryota 

Kingdom:  Plantae 

Subkingdom:  Viridaeplantae 

Phylum:  Tracheophyta 

Subphylum:  Euphyllophytina 

Infraphylum:  Radiatopses 

Class:   Magnoliopsida 

Subclass:  Rosidae 

Superorder:  Rutanae 

Order:   Rutales 

Suborder:  Rutineae 

Family:  Rutaceae 

Genus:  Zanthoxylum 

Specific epithet: limonella (Dennst.) Alston 

Botanical name: Zanthoxylum limonella (Dennst.) Alston 

 มะแขว่นมีชื่อท้องถิ่นว่าพริกหอม เป็นไม้ผลยืนต้นไม่ผลัดใบ (evergreen tree) ขนาดใหญ่ 

สูงประมาณ 35-50 เมตร มีหนามตามล้าต้นขนาด 2-3 เซนติเมตร (รูปที่ 2.1) ใบมีลักษณะยาวเรียว 

ปลายใบแหลม ก้านดอกยาว ดอกมีสีขาวขนาดเล็ก เป็นดอกไม่สมบูรณ์เพศ โดยดอกตัวผู้ และดอกตัว

เมียจะอยู่คนละต้นกัน  ออกดอกประมาณเดือนมีนาคม ผลมีลักษณะกลม เป็นผลเดี่ยว 

(hesperidium, รูปที่ 2.2) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร เมื่อแก่ผลจะแตกจนเห็น

เมล็ดสีด้ากลม ผิวเรียบเป็นมัน มีกลิ่นหอม (Charoensup และคณะ, 2016)  
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รูปที่ 2.1 ต้นมะแขว่น 

ที่มา: Supabphol และ Tangjitjaroenkun (2014) และ Charoensup และคณะ (2016) 

 

 
รูปที่ 2.2 ผล และเมล็ดของมะแขว่นแห้ง 
ที่มา: Charoensup และคณะ (2016) 
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มะแขว่นเป็นพืชที่พบในแถบจังหวัดภาคเหนือตอนบน ได้แก่ เชียงใหม่ เชียงราย ล้าปาง 

ล้าพูน พะเยา แพร่ รวมทั งในเขตพื นที่จังหวัดน่าน ซึ่งพบมากในอ้าเภอสองแคว อ้าเภอปัว และอ้าเภอ

นาหมื่น ฤดูกาลเก็บจะเริ่มในช่วงต้นเดือนพฤศจิกายน และจะสิ นสุดช่วงต้นเดือนธันวาคมของทุกปี 

โดยปกติทางภาคเหนือนิยมใช้มะแขว่นเป็นเครื่องเทศชูกลิ่นรสในอาหารพื นเมือง เช่น ลาบ ย้า และ

แกงต่าง ๆ เพ่ือช่วยให้อาหารมีกลิ่นหอมน่ารับประทาน (Wongsrisom และคณะ, 2014) สามารถใช้

เป็นยาสมุนไพรรักษาโรค เช่น ฟันผุ โรคหัวใจ โรคทางเดินหายใจ โรคติดเชื อในทางเดินอาหาร และ 

โรคปวดข้อ (Supabphol และ Tangjitjaroenkun, 2014) 

 

2.1.2 องค์ประกอบทางเคมีของมะแขว่น 

มีงานวิจัยมากมายที่ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากส่วนต่าง ๆ ของมะแขว่น แสดงให้เห็นถึง

ความหลากหลายของสารเคมีที่พบ เช่น secondary metabolites, alkaloids, aromatic amides, 

aliphatic amides, terpenes, sterols, phenylpropanoid-lignans และ coumarins ดังแสดงใน

ตารางที่ 2.1 

Tangjitjaroenkun และคณะ (2012a) วิเคราะห์สารพฤกษเคมีในสารสกัดจากล้าต้น        

มะแขว่น โดยใช้ dichloromethane เป็นตัวท้าละลาย ด้วยเทคนิค 1H, 13C nuclear magnetic 

resonance (NMR) spectroscopy, chromatography แ ล ะ  melting points พ บ ส า ร 

limonellone, ( - ) - asarinin, dihydroalatamide, ( - ) - tembamide, dictamnine แ ล ะ  N-

nornitidine ส่วนสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากเปลือกล้าต้นที่ใช้ ethyl acetate เป็นตัวท้าละลาย 

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค 1H, 13C NMR พบสาร lupeol, xanthoxyletin, osthol, scopoletin และ 

rutaecapine (Somanabandhu และคณะ, 1992) 

ผลมะแขว่นมีกลิ่นหอมคล้ายพืชตระกูลส้ม โดยสารระเหยที่พบส่วนมากอยู่ ในกลุ่ม 

monoterpene ซึ่งสารเหล่านี บรรจุอยู่ที่เนื อเยื่อพืช (pericarp) และน ้ามันหอมระเหยในเมล็ด 

Itthipanichpong และคณะ (2002) สกัดน ้ามันหอมระเหยจากผลมะแขว่นโดยการกลั่นด้วยไอน ้า 

และวิเคราะห์องค์ประกอบของสารระเหยด้วย gas chromatography-mass spectrometry (GC-

MS) พบสารประกอบทั งสิ น 33 ชนิด โดยสารประกอบหลักที่พบคือ limonene (1), terpinen-4-ol 

(2) และ sabinene (3) โดยมีปริมาณ 31.1, 13.9 และ 9.1% ตามล้าดับ (รูปที่ 2.3)  
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ตารางท่ี 2.1 องค์ประกอบทางเคมีที่พบในมะแขว่น 
Plant part Compound Chemical category Reference 
ล าต้น 
(Stem) 

limonellone 
(-)-asarinin 
dihydroalatamide 
(-)-tembamide 
dictamnine 
n-nornitidine 

quinolone alkaloid 
lignan 
aromatic amide 
aromatic amide 
furoquinoline alkaloid 
benzophenanthridine 
alkaloid 

(Tangjitjaroenkun และคณะ, 2012a) 
(Tangjitjaroenkun และคณะ, 2012a) 
(Tangjitjaroenkun และคณะ, 2012a) 
(Tangjitjaroenkun และคณะ, 2012a) 
(Tangjitjaroenkun และคณะ, 2012a) 
(Tangjitjaroenkun และคณะ, 2012a) 
 

เปลือก         
ล าต้น 
(Stem 
bark) 

lupeol 
xanthoxyletin 
osthol 
scopoletin 
rutaecapine 

triterpene 
pyronocoumarin 
o-methylated coumarin 
hydroxycoumarin 
quinazolinocarboline 
alkaloid 

(Somanabandhu และคณะ, 1992) 
(Somanabandhu และคณะ, 1992) 
(Somanabandhu และคณะ, 1992) 
(Somanabandhu และคณะ, 1992) 
(Somanabandhu และคณะ, 1992) 

ผล (Fruits) xanthoxyline 
limonene 
terpinen-4-ol 
sabinene 
3-carene 
α-terpineol 
β-pinene 
α-pinene 
γ-terpinene 
α-terpinene 
p-cymene 

phenolic compound 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene alcohol 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
alkylbenzene 

(Charoenying และคณะ, 2010) 
(Itthipanichpong และคณะ, 2002) 
(Itthipanichpong และคณะ, 2002) 
(Itthipanichpong และคณะ, 2002) 
(Tangjitjaroenkun และคณะ, 2012b) 
(Jirovetz และคณะ, 1998) 
(Jirovetz และคณะ, 1998) 
(Jirovetz และคณะ, 1998) 
(Jirovetz และคณะ, 1998) 
(Jirovetz และคณะ, 1998) 
(Jirovetz และคณะ, 1998) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Supabphol และ Tangjitjaroenkun (2014) 

 

 Tangjitjaroenkun และคณะ (2012b) ศึกษาสารประกอบในน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น

พบว่ า  ส่ ว น ใหญ่ คื อ  monoterpene hydrocarbons (88.34%) ร อ งล งม าคื อ  oxygenated 

monoterpenoids (8.26%) และ  sesquiterpenoids (1.4%) ซึ่ ง ส า รประกอบหลั กที่ พบ คื อ 

sabinene (42.73%), limonene (39.05%), terpinen-4-ol (5.40%) และ 3-carene (4) (2.70%) 

(รูปที่ 2.3) นอกจากนี  Jirovetz และคณะ (1998) ยังได้ศึกษาสารประกอบในน ้ามันหอมระเหยจาก
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มะแขว่นทางตอนใต้ของประเทศอินเดียพบสารประกอบอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม ได้แก่ sabinene (47.12%), 

alpha-terpineol (5) (7.73%), terpinen-4-ol (6.61%), beta-pinene (6) (5.99%), limonene 

(4.06%), alpha-pinene (7) (3.87%), gamma-terpinene (8) (3.64%), alpha-terpinene (9) 

(3.45%) และ para-cymene (10) (3.08%) (รูปที่ 2.3) จากความแตกต่างของปริมาณสารประกอบ

ที่ได้นี แสดงให้เห็นว่าแหล่งที่ปลูก สภาพแวดล้อม สภาพภูมิประเทศส่งผลต่อความหลากหลายของ

สารประกอบที่พบภายในมะแขว่นอีกด้วย 

 
รูปที่ 2.3 โครงสร้างทางเคมีของสารระเหย 10 ชนิดที่พบในมะแขว่น 

ที่มา: Supabphol และ Tangjitjaroenkun (2014) 

 

2.1.3 สมบัติการต้านออกซิเดชันของมะแขว่น 

 อนุมูลอิสระ (free radicals) หรือ สารออกซิแดนท์ (oxidants) ที่เก่ียวข้องกับร่างกายมนุษย์

ส่วนใหญ่เป็นพวกที่ไวต่อกิจกรรมกับออกซิเจน (reactive oxygen species, ROS) และไนโตรเจน 

(reactive nitrogen species, RNS) เช่น superoxide anion, hydroxyl radical และ hydrogen 

peroxide ซึ่งว่องไวต่อการท้าปฏิกิริยามากเนื่องจากมี unpaired electrons บนโมเลกุล สามารถไป
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ท้าลายเซลล์ในร่างกาย DNA รวมทั งเข้าท้าปฏิกิริยากับสารส้าคัญในร่างกายได้ จึงเป็นต้นเหตุของการ

เกิดโรคต่าง ๆ เช่น โรคหัวใจ และมะเร็ง เป็นต้น (Ali และคณะ, 2008) รวมทั งเป็นสาเหตุส้าคัญที่ท้า

ให้เกิดเสื่อมเสียของอาหาร (oxidative deterioration) จากการเกิดออกซิเดชันของไขมันไม่อ่ิมตัว 

ท้าให้เกิดสี และกลิ่นรสไม่พึงประสงค์ (off-flavor) ที่ท้าให้ผู้บริโภคไม่ยอมรับ  

 สารต้านออกซิเดชัน (antioxidants) คือสารที่สามารถชะลอหรือป้องกันการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิ เดชันได้  โดยการให้อะตอมของไฮโดรเจน (hydrogen atom transfer, HAT) หรือให้

อิเล็กตรอน (single electron transfer, SET) เพ่ือเพ่ิมเสถียรภาพให้กับอนุมูลอิสระ ลดความว่องไว

ต่อการเกิดปฏิกิริยาได้ (Gordon, 2001) สารต้านออกซิเดชันสามารถสังเคราะห์ขึ นได้ในร่างกาย หรือ

ได้รับจากอาหารโดยเฉพาะ ผัก ผลไม้ สมุนไพร และถั่ว ซึ่งพืชสามารถผลิตสารต้านออกซิเดชันได้

อย่างหลากหลาย  

 วิธีวิ เคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชันที่นิยมใช้ ได้แก่ วิธี  DPPH (2 ,2-Diphenyl-1-

picrylhydrazyl) radical scavenging และวิธี ferric reducing antioxidant power (FRAP) ซึ่งวิธี

แรกเป็นวิธีที่ง่าย และรวดเร็ว โดยใช้ reagent คือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็นสารที่

สามารถรับอิเล็กตรอนหรืออะตอมของไฮโดรเจนได้ โดย DPPH• เป็น stable radical ในตัวท้าละลาย

เมทานอล สารละลายที่ได้มีสีม่วงเข้ม ทั งนี  DPPH• จะเกิดปฏิกิริยากับสารต้านออกซิเดชัน (AH) ดังนี   

DPPH• + AH-------------DPPH-H + A• 

 

เมื่อ DPPH• ท้าปฏิกิริยากับสารต้านออกซิเดชัน สีของสารละลายสีม่วงจะจางลง ถ้าตัวอย่าง

มีความสามารถในการต้านออกซิเดชันได้สูง ความเข้มของสารละลายสีม่วงจะลดลงมาก ค่าการ

ดูดกลืนแสงที่วัดได้ก็จะลดลงมากเช่นกัน วิธีวิเคราะห์นี ถูกรายงานครั งแรกโดย Brand-Williams และ

คณะ (1995) โดยวัดปริมาณ DPPH ที่ลดลง ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515            

นาโนเมตร เปรียบเทียบกับสารต้านออกซิเดชันที่ใช้เป็นมาตรฐานคือ butylated hydroxytoluene 

(BHT) การแสดงผลนิยมรายงานเป็นค่า 50% inhibitory concentration of DPPH radical (IC50) 

ซึ่งหมายถึงความเข้มข้นสารต้านออกซิเดชันที่ท้าให้ความเข้มข้นของ DPPH• ลดลงไป 50% โดยค่า 

IC50 ต้องมีค่าต่้ากว่า 100 mg/mL จึงจะถือว่ามีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน  

ส่วนวิธี FRAP เป็นวิธีที่พัฒนาขึ นโดย Benzie และ Strain (1996) เป็นวิธีวิเคราะห์ที่รวดเร็ว 

และง่าย โดยอาศัยคุณสมบัติในการเป็นตัวรีดิวซ์ในปฏิกิริยา redox-linked colorimetric method 

โดยที่ ferric tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) complex จะถูกรีดิวซ์โดยสารต้านออกซิเดชัน ท้าให้
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ได้ Fe2+-TPTZ complex ซึ่งมีสีน ้าเงิน สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโน

เมตร แล้วเทียบกับสารต้านออกซิเดชันมาตรฐานคือ FeSO4 หรือ Trolox แสดงฤทธิ์การต้าน

ออกซิเดชันเป็นค่า FRAP value (Fe(II)/g) หรือ mg Trolox/g 

 Tangjitjaroenkun และคณะ (2012c) ศึกษาสมบัติการต้านออกซิเดชันของน ้ามันหอม

ระเหยจากมะแขว่น (EO) และสารสกัดจากล้าต้นโดยใช้ dichloromethane (SD) และ methanol 

(SM) เป็นตัวท้าละลาย ด้วยวิธี DPPH radical scavenging และวิธี trolox equivalent antioxidant 

capacity (TEAC) เมื่อพิจารณาจากวิธี DPPH ได้ค่า IC50 ของตัวอย่าง EO, SD และ SM ประมาณ 

5.76, 0.12 และ 0.05 mg/mL ตามล้าดับ ส่วน TEAC ของตัวอย่างทั งสามมีค่า 7.05, 14.34 และ 

15.47 µM ตามล้าดับ ดังนั นประสิทธิภาพของการต้านออกซิเดชันเรียงล้าดับได้ดังนี   SM > SD > 

EO นอกจากนี  Nanasombat และ Wimuttigosol (2011) วิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชันของ

น ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น ทั งสิ น 4 วิธี ได้ค่าดังนี  IC50 เท่ากับ 5.66 mg/mL (วิธี DPPH radical 

scavenging), 66.16% (วิธี β-carotene bleaching test), 0.26 mM/mg (วิธี FRAP) และ 79.07% 

(วิธี superoxide anion scavenging activity)   

อย่างไรก็ตาม D-limonene และสารออกฤทธิ์ส้าคัญอ่ืน ๆ ซึ่งมีสมบัติการต้านออกซิเดชัน

ของไขมัน ที่พบในน ้ามันหอมระเหย ถูกท้าลายได้ง่ายด้วย ความร้อน ความชื น แสง และออกซิเจน 

หากไม่ได้รับการปกป้องจากสิ่งแวดล้อมภายนอก จากการค้นคว้าข้อมูลพบว่าวิธี เอ็นแคปซูเลชัน 

สามารถเพ่ิมเสถียรภาพ และป้องกันน ้ามันหอมระเหยจากการถูกท้าลายโดยปัจจัยภายนอกต่าง ๆ ได้ 

(Asbahani และคณะ, 2015) 

 

2.2 เอ็นแคปซูเลชัน (encapsulation) 

เอ็นแคปซูเลชัน หรือไมโครเอ็นแคปซูเลชัน เป็นกระบวนการกักเก็บที่สารส้าคัญถูกเคลือบ 

หรือห่อหุ้มด้วยสารชนิดอื่น (รูปที่ 2.4) โดยสารที่ถูกเคลือบ (coated) หรือ ถูกยึดจับไว้ (entrapped) 

ส่วนใหญ่จะเป็น ของเหลว แต่บางครั งอาจเป็นอนุภาคของแข็ง หรือแก๊ส เรียกชื่อว่า core material 

หรือ internal phase ส่วนสารที่น้ามาเคลือบ หรือใช้ห่อหุ้มจะเรียกว่า wall material, carrier, 

membrane, shell หรือ coating (Madene และคณะ, 2006) 
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รูปที่ 2.4 องค์ประกอบของไมโครแคปซูล 

ที่มา: Bakry และคณะ (2016) 

 

มีการประยุกต์ใช้เทคนิคเอ็นแคปซูเลชันในหลากหลายอุตสาหกรรม เช่น อาหาร การเกษตร 

เภสัชกรรม และเคมี เหตุผลหลักที่เลือกใช้เทคนิคนี คือการปกป้องสารส้าคัญไม่ให้ถูกท้าลายโดยภาวะ

แวดล้อม เช่น ความร้อน ความชื น แสง และออกซิเจน ท้าให้ช่วยยืดอายุการเก็บรักษา ในบางครั ง

เทคนิคนี ยังช่วยกลบกลิ่น รส และสีที่ไม่ต้องการ และยังสามารถลดอันตรกิริยาที่อาจเกิดขึ นระหว่าง

สารส้าคัญด้วยกันเอง หรือสารส้าคัญกับองค์ประกอบในอาหารได้อีกด้วย เหตุผลสุดท้ายคือการช่วย

ควบคุมการปลดปล่อยสารภายใต้ภาวะที่ต้องการ (การละลาย อุณหภูมิ และ pH) (Sobel และคณะ, 

2014) 

ไมโครแคปซูลแบ่ งออกได้ เป็น 2 ชนิดคือ microcapsule และ microsphere หรือ 

multinuclear (รูปที่ 2.5) ตามความแตกต่างของรูปร่าง และโครงสร้าง ซึ่งขึ นอยู่กับเทคนิคที่ใช้

เตรียม microcapsule ซึ่งมีโครงสร้างของ shell ที่ห่อหุ้ม core ได้ชัดเจนและสมบูรณ์ มักเกิดขึ นโดย

ใช้เทคนิคทางเคมี เช่น coacervation, liposomes และ inclusion ส่วน microsphere นั น core 

จะกระจายตัวไปใน shell matrix ซึ่ งเกิดขึ นโดยใช้ เทคนิคทางกล เช่น spray drying, spray 

cooling/chilling, spinning disk, extrusion และ  fluidized bed (Oxley, 2014) ทั งนี เทคนิคที่

ต่างกันยังส่งผลให้ขนาดของไมโครแคปซูล และปริมาณการกักเก็บสารส้าคัญ (payload) แตกต่างกัน

อีกด้วย ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

วิธีเอ็นแคปซูเลชันที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายคือ วิธีทางกลด้วยการท้าแห้งแบบพ่นฝอย 

เนื่องจากราคาถูก ได้ผลผลิตมาก ประยุกต์ใช้ได้ง่ายในอุตสาหกรรม แต่เก็บรักษาสารส้าคัญได้ไม่ดี 

และไม่เหมาะกับสารที่สูญเสียได้ง่ายด้วยความร้อน จึงมีการประยุกต์ใช้วิธีทางเคมีเพ่ิมมากขึ น ซึ่งวิธีที่

นิยมคือ คอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน (complex coacervation) (Madene และคณะ, 2006) 
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รูปที ่2.5 รูปร่างของไมโครแคปซูล 

ที่มา: Oxley (2014) 

 

ตารางท่ี 2.2 ลักษณะไมโครแคปซูลที่เตรียมโดยเทคนิคเอ็นแคปซูเลชันแบบต่าง ๆ 
Encapsulation method  Particle size (µm) Payload (%) Surface oil  Bioavailability 
Simple coacervation  20–200  <60 Lower High 
Complex coacervation 5–200  70–90 Lowest High 
Spray drying 1–50  <40 High Medium 
Freeze drying 1-100  <40 High Medium 
Liposome 0.1-1 Low NA High 
Spray chilling 20–200  10–20 NA NA 
Extrusion 200–2000  6–20 Low NA 
Fluidised bed >100  60–90 NA High 

NA คือ not available 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Barrow และคณะ (2013) 

 

2.3 คอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน (complex coacervation)  

 ค้าว่า “coacervation” หมายถึงการแบ่งแยกของเหลวในระบบคอลลอยด์ออกเป็น 2 เฟส 

(IUPAC, 1997) เทคนิคนี แบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ simple และ complex coacervation ขึ นอยู่กับ

จ้านวนพอลิเมอร์ที่เก่ียวข้อง  

 simple coacervation จะใช้พอลิเมอร์เพียงชนิดเดียวเป็นสารเคลือบ ซึ่งปัจจัยที่ส่งผล

ประกอบด้วย ค่า pH ค่าความแรงอิออน (ionic strength) อุณหภูมิ และโครงสร้างของพอลิเมอร์ 

เช่นการใช้เจลาตินเป็นสารเคลือบ  จะต้องปรับ pH ให้ใกล้เคียงกับค่า isoelectric point ของ        

เจลาติน ท้าให้ประจุบนโมเลกุลสมดุล และตกตะกอนได้เป็นไมโครแคปซูล (Schmitt และ Turgeon, 

2011)      
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complex coacervation จะใช้พอลิเมอร์มากกว่าหนึ่งชนิด เพ่ือให้เกิดอันตรกิริยาระหว่าง

ประจุที่แตกต่างกันของสารละลายพอลิเมอร์ ส่งผลให้เกิดชั นที่แยกออกจากกัน 2 ชั น ได้แก่ ชั น 

polymer-poor continuous phase และชั น polymer-rich dense phase (coacervate phase) 

ซึ่งเป็นชั นของสารเคลือบ ทั งนี นิยมใช้โปรตีนเป็นสารให้ประจุบวก (polycation) และพอลิแซ็กคาไรด์

เป็นสารให้ประจุลบ (polyanion) เนื่องจากเป็นองค์ประกอบหลักในอาหาร ช่วยให้โครงสร้าง เนื อ

สัมผัส และเสถียรภาพกับอาหาร จึงเอื อต่อการน้าไมโครแคปซูลไปประยุกต์ไว้ด้วยกัน (Souza และ

คณะ, 2013) 

 ข้อดีของวิธีคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันในการปกป้องสารส้าคัญคือ โดยทั่วไปภาวะในการ

เตรียมไม่รุนแรง ระดับการบรรจุสารส้าคัญ (core loading level) อาจสูงถึงร้อยละ 99 มีชั นห่อหุ้มที่

สมบูรณ์ ประสิทธิภาพการกักเก็บสูง ป้องกันการถูกท้าลายด้วยออกซิเจนได้ดี และสามารถควบคุม

การปลดปล่อยสารส้าคัญได้ดีมาก อย่างไรก็ตาม วิธีนี ค่อนข้างซับซ้อน ใช้เวลานาน และมีต้นทุนการ

ผลิตสูง (Gouin, 2004; Barrow และคณะ, 2013; Yan และ Zhang, 2014)  

 

2.3.1 กลไกการเกิดคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน 

 กลไกการเกิดคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันมีทั งสิ น 3 ขั นตอนหลัก ดังรูปที่ 2.6 คือ การสร้าง

อิมัลชัน การเกิดโคแอเซอร์เวชัน และการสร้างชั นห่อหุ้ม โดยการอธิบายกลไกนี จะใช้ตัวอย่างของ

โปรตีนเจลาตินผสมกับกัมอะราบิกเป็นสารห่อหุ้มหรือสารเคลือบ ขั นตอนแรก คือการสร้างอิมัลชัน 

โดยเติมสารส้าคัญที่ต้องการกักเก็บลงในสารละลายเจลาติน กวนตลอดเวลาที่อุณหภูมิ 45-50 oC 

โปรตีนซึ่งมีคุณสมบัติในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ เนื่องจากมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนชนิดต่าง  ๆ ที่

ให้คุณสมบัติ amphoteric จะเคลื่อนที่มาล้อมรอบสารส้าคัญเพ่ือสร้างเสถียรภาพให้ระบบอิมัลชัน 

ขั นตอนต่อมา เติมสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ จากนั นปรับ pH เพ่ือให้เกิดอันตรกิริยาระหว่างประจุ

ของสารประกอบทั งสองชนิดแล้วเกิดปรากฏการณ์คอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันขึ น และขั นตอนสุดท้าย

คือการสร้างชั นห่อหุ้ม (outer-shell) โดยการลดอุณหภูมิของสารละลายให้ต่้ากว่าอุณหภูมิที่ท้าให้เกิด

เจลของเจลาติน และน้าไปท้าแห้งจะได้ไมโครแคปซูลที่ต้องการ (Thies, 2007) ดังนั นกลไกส้าคัญที่

จะท้าให้เกิดการสร้างชั นห่อหุ้ม ก็คืออันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ (protein-

polysaccharide interaction) 
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รูปที่ 2.6 กลไกการเกิด complex coacervation 

ที่มา: Bakry และคณะ (2016) 

 

2.3.2 อันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ 

Rodríguez Patino และ Pilosof (2011) อธิบายพฤติกรรมของสารละลายผสมของโปรตีน

กับพอลิแซ็กคาไรด์ไว้ดังรูปที่ 2.7 ในสารละลายที่มีความเข้มข้นต่้า พอลิเมอร์ทั งสองจะละลาย และมี

เสถียรภาพ เรียกว่ามี co-solubility (รูปที่ 2.7c) เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารละลายพอลิเมอร์ อาจ

ท้าให้เกิดอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์แล้วรวมตัวกันเป็น soluble หรือ insoluble 

complex (รูปที่ 2.7a และ b) หรือเกิดการแยกตัวกัน (รูปที่ 2.7d) โดย insoluble complex จะ

ก่อให้เกิดการแยกของระบบคอลลอยด์ออกเป็น 2 เฟส ซึ่งเป็นปรากฏการณ์โคแอเซอร์เวชัน (Schmitt 

และคณะ, 1998) 

 
รูปที่ 2.7 พฤติกรรมของสารละลายผสม โปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ 

ที่มา: Rodríguez Patino และ Pilosof (2011)  
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 อันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์เป็นชนิด non covalent เช่น electrostatic, 

H-bonding, hydrophobic และ steric interactions โปรตีนสามารถแสดงประจุบนโมเลกุลได้ทั ง

ประจุบวก และประจุลบในสารละลาย (คุณสมบัติ amphoteric) โดยจะแสดงประจุบวกที่ pH ต่้ากว่า

ค่า pI ของโปรตีนนั น ซึ่งประจุบนสายโปรตีนจะขึ นอยู่กับชนิดของกรดอะมิโน และความสามารถใน

การแตกตัวที่ pH ต่าง ๆ ดังรูปที่ 2.8 ส่วนพอลิแซ็กคาไรด์พวกที่มีองค์ประกอบของหมู่คาร์บอกซิล 

(carboxylated polysaccharide) จะสูญเสียโปรตอน และแสดงประจุลบที่ pH สูงกว่าค่า pKa ซึ่ง

ประจุที่ปรากฏบนโปรตีน และพอลิแซ็กคาไรด์จะท้าให้เกิดอันตรกิริยาระหว่างประจุแบบ 

electrostatic attraction (ดึงดูดกัน) หรือ repulsion (ผลักกัน) (Ghosh และ Bandyopadhyay, 

2012) นอกจากนี  การมีหมู ่–COO– บนพอลิแซ็กคาไรด์ และหมู่ –NH3
+, –COO– บนโปรตีน ยังท้าให้

เกิด H-bonding ระหว่างพอลิเมอร์อีกด้วย  

 
รูปที่ 2.8 การเปลี่ยนแปลงประจุบนโปรตีน และพอลิแซ็กคาไรด์ที่ pH ต่างกัน 

ที่มา: Ghosh และ Bandyopadhyay (2012) 

 

โดยปกติ electrostatic interaction จะเป็นอันตรกิริยาหลักที่ส่งผลต่อเสถียรภาพของ 

protein-polysaccharide complex แต่อันตรกิริยาอ่ืน ๆ ก็มีความส้าคัญรองลงมาทั ง H-bonding 

และ hydrophobic interaction (McClements, 2006) การจับกันของประจุลบบนพอลิแซ็กคาไรด์ 

(pH > pKa) กับประจุบวกบนโปรตีน (pH < pI) จะท้าให้เกิดสมดุลระหว่างประจุ (รูปที่ 2.9) และเกิด 

complex ที่ไม่ละลาย ตกตะกอนลงมา และเกิดการแยกเฟสของระบบคอลลอยด์ขึ น (Schmitt และ

คณะ, 1998) 
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รูปที่ 2.9 electrostatic interaction ระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Ghosh และ Bandyopadhyay (2012) 

 

2.4 สารเคลือบที่ใช้ในวิธีคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน 

 Madene และคณะ (2006) และ Vasisht (2014) ระบุสมบัติของสารเคลือบที่จะน้ามาใช้ใน

กระบวนการไว้ดังนี  

- จัดอยู่ในกลุ่ม generally recognized as safe (GRAS) หรือเป็นวัตถุเจือปนอาหารที่ผ่าน

การรับรองจาก US Food and Drug Administration (FDA) 

 - ป้องกันการซึมผ่านได้ดี 

 - มีสมบัติการเกิดฟิล์มที่ดี  

 - ไม่ท้าปฏิกิริยากับสารส้าคัญ   

 - ควบคุมการปลดปล่อยสารในภาวะที่ต้องการได้ดี  

 สารเคลือบส่งผลต่อเสถียรภาพของไมโครแคปซูล ประสิทธิภาพการกักเก็บ และการปกป้อง

สารส้าคัญ รวมทั งการควบคุมการปลดปล่อยสาร (Nesterenko และคณะ, 2013) ดังนั นการเลือก

สารเคลือบที่เหมาะสมจึงมีบทบาทส้าคัญต่อเทคนิคคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน โดยโปรตีน และ           

พอลิแซ็กคาไรด์ เป็นกลุ่มของสารเคลือบที่นิยมใช้มากที่สุด เนื่องจากเป็นผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ 

ราคาถูก และได้รับการรับรองเป็นวัตถุเจือปนอาหาร (Souza และคณะ, 2013) 

 โปรตีนเป็นพอลิเมอร์ของกรดอะมิโนที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเปปไทด์ แบ่งตามลักษณะ

โครงสร้างออกได้เป็น 2 ประเภทคือ โปรตีนเส้นใย (fibrous protein) และโปรตีนก้อน (globular 

protein) ขึ นอยู่กับการเรียงตัวของกรดอะมิโน และภาวะของสิ่งแวดล้อม เช่น อุณหภูมิ ความดัน ตัว

ท้าละลาย และค่า pH เป็นต้น (Matalanis และคณะ, 2011) จากที่กล่าวข้างต้น โปรตีนทุกตัวมี

คุณสมบัติ amphoteric ซึ่งค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) เปลี่ยนแปลงไปตามค่า pH โดยจะเป็น
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กลางที่จุด pI และมีค่าประจุเป็นบวกและลบที่จุดต่้ากว่าและสูงกว่าค่า pI ตามล้าดับ (Devi และคณะ, 

2017) จึงเป็นผลดีต่อการเกิด electrostatic interaction ในระหว่างกระบวนการ โปรตีนที่นิยมใช้ 

ได้แก่ เจลาติน โปรตีนถั่วเหลือง เคซีน เวย์โปรตีน และแอลบูมิน (Yan และ Zhang, 2014) 

 พอลิแซ็กคาไรด์มักแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ homo-polysaccharides และ hetero-

polysaccharides (Matalanis และคณะ, 2011) พอลิแซ็กคาไรด์มีสมบัติทางประจุคล้ายกับโปรตีน 

โดยประจุจะขึ นกับ ionic groups ที่มี บางตัวให้ประจุลบ (anionic) เช่น กัมอะราบิก แอลจิเนต และ

แซนแทนกัม เนื่องจากหมู่ COOH (pKa ≈ 3.5) เปลี่ยนเป็น COO– ส่วนคาราจีแนนมีหมู่ซัลเฟต ซึ่ง 

SO4H (pKa ≈ 2) เปลี่ยนเป็น SO4
– ที่ pH สูงกว่าค่า pKa ส่วนบางตัวให้ประจุบวก (cationic) เช่น  

ไคโตซาน ซึ่งมีหมู่อะมิโน NH2 ที่สามารถเปลี่ยนเป็น NH3
+ ได้ที่ pH ต่้ากว่าค่า pKa (ประมาณ 6.5) 

(Kizilay และคณะ, 2011; Yan และ Zhang, 2014) 

 

2.4.1 เจลาติน (gelatin) 

 เจลาติน (รูปที่ 2.10) เป็นโปรตีนที่นิยมใช้มากที่สุดส้าหรับการท้าคอมเพล็กซ์โคแอ

เซอร์เวชัน เนื่องจากมีคุณสมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ การเกิดเจล และมีการเชื่อมข้ามที่ดีมาก 

(Thies, 2007) โดยผลิตจากกระบวนการไฮโดรไลซิสของคอลลาเจนที่ได้จากหนัง เนื อเยื่อเกี่ยวพัน 

หรือกระดูกของสัตว์ (Haug และ Draget, 2011) เจลาตินแบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ ชนิด A และ B 

ขึ นอยู่กับกระบวนการผลิต โดยเจลาตินชนิด A ผลิตด้วยกระบวนการที่ใช้กรด เพ่ือไฮโดรไลซ์คอลลา

เจนที่มีการเชื่อมข้ามไม่มาก เช่น หนังหมู และหนังปลา ส่วนเจลาตินชนิด B ผลิตจากคอลลาเจนที่มี

การเชื่อมข้ามสูง เช่น คอลลาเจนจากกระดูกวัว โดยใช้ด่าง ค่า pI ของ เจลาตินชนิด A และ B มีค่า

เท่ากับ 6.0-9.0 และ 4.8-5.2 ตามล้าดับ (Haug และ Draget, 2011; Meng และ Cloutier, 2014)  

 

 
รูปที่ 2.10 โครงสร้างของเจลาติน 

ที่มา: Devi และคณะ (2017) 
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ตารางท่ี 2.3 องค์ประกอบของกรดอะมิโนในเจลาตินจากหนังหม ู
Amino acid % mole 
Aspartic acid  
Hydroxyproline  
Threonine  
Serine  
Glutamic acid  
Proline  
Glycine   
Alanine  
Valine  
Cystine   
Methionine  
Isoleucine   
Leucine  
Tyrosine  
Phenylalanine  
Hydroxylysine  
Lysine  
Histidine  
Arginine  
Tryptophan   

4.6 
9.1 
1.8 
3.5 
7.2 
13.2 
33 
11.2 
2.6 
0 
0.4 
1.0 
2.4 
0.3 
1.4 
0.6 
2.7 
0.4 
4.9 
0 

   ที่มา: Zhou และคณะ (2006) 

 

กรดอะมิโนส่วนใหญ่ที่พบในเจลาตินจากหนังหมู (ตารางท่ี 2.3) คือ glycine (33%), proline 

(13.2%), alanine (11.2%) และ hydroxyproline (9.1%) รวมทั งกรดอะมิโนที่แสดงประจุลบ คือ 

glutamic acid (7.2%), aspartic acid (4.6%) และกรดอะมิโนที่แสดงประจุบวกได้แก่ arginine 

(4.9%), lysine (2.7%), histidine (0.4%) และกรดอะมิโนอ่ืน ๆ (Zhou และคณะ, 2006)  
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2.4.2 แอลจิเนต (alginate) 

 แอลจิเนตเป็นสารที่สกัดได้จากผนังเซลล์ของสาหร่ายทะเลสีน ้าตาล สายพันธุ์ที่นิยมใช้ได้แก่ 

Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera และ Laminaria digitata ปริมาณสารที่พบจะ

ขึ นกับฤดูกาล และแหล่งที่สาหร่ายเจริญเติบโต (Draget และคณะ, 2006; Brownlee และคณะ, 

2009) โครงสร้างของแอลจิเนตเป็นพอลิเมอร์ไร้กิ่งก้าน (unbranched binary copolymer) ของ 

alginic acid (α-L-guluronic acid; G และ 1,4-β-D-manuronic acid; M) ในโมเลกุลประกอบด้วย

บริเวณ homopolymeric ของ M และ G ที่เรียกว่า M- และ G-blocks ตามล้าดับ และบางส่วนของ

โมเลกุลเป็น MG-blocks โดยมีปริมาณของ M และ G เรียงสลับเท่า ๆ กัน ดังรูปที่ 2.11 ค่า pKa ของ

หมู่คาร์บอกซิลของ G และ M ประมาณ 3.13 และ 3.21 ตามล้าดับ (Wang และคณะ, 1991) 

 ขั นตอนการผลิตแอลจิเนต เริ่มจากการแลกเปลี่ยนอิออนในน ้าทะเลที่ติดมากับสาหร่ายด้วย

โปรตอน เพ่ือให้ได้ alginic acid ที่บริสุทธิ์  จากนั นท้าให้เป็นกลางด้วยการแทนที่อะตอมของ

ไฮโดรเจนด้วยโซเดียม เพื่อให้ได้แอลจิเนตที่สามารถละลายน ้าได้ (water-soluble sodium alginate 

salt) (Draget, 2009) เป็นที่รู้จักกันอย่างดีว่าแอลจิเนตมีคุณสมบัติการเกิดเจล ผ่านการเชื่อมของหมู่

คาร์บอกซิลกับประจุบวก และสามารถเซตตัวเป็นเจลได้โดยไม่ต้องใช้ความร้อน จึงเหมาะต่ อการ

น้ามาใช้เป็นสารเคลือบส้าหรับห่อหุ้มสารที่สลายตัวได้ง่ายด้วยความร้อน (Burnside, 2014) 

 
รูปที่ 2.11 โครงสร้างของแอลจิเนตแบบต่าง ๆ 

 Haworth conformation (a), chair conformation (b) และ symbolic representation (c)   
ที่มา: Draget (2009) 
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 Devi และคณะ (2012) ศึกษาการใช้สารเคลือบเจลาตินชนิด A ร่วมกับแอลจิเนต เพ่ือกักเก็บ

น ้ามันมะกอกด้วยวิธีคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันพบว่าอัตราส่วนของเจลาตินต่อแอลจิเนต และค่า pH 

ที่เหมาะสมคือ 3.5:1 และ 3.5-3.8 ตามล้าดับ ไมโครแคปซูลที่ได้มีรูปทรงกลม ขนาดไม่สม่้าเสมอ 

ขึ นอยู่กับความเข้มข้นของพอลิเมอร์ และจากการวิเคราะห์ด้วย Fourier transform infrared 

spectroscopy ยืนยันว่ากระบวนการนี ไม่พบการเกิดอันตรกิริยาระหว่างน ้ามันมะกอกกับสารเคลือบ

ทั งสองชนิด 

 

2.4.3 กัมอะราบิก (gum arabic) 

 กัมอะราบิกหรือกัมอะคาเซีย (gum acacia) เป็นยาง (exudate) ของพืชในวงศ์ Acacia 

โดยเฉพาะ Acacia senegal และ Acacia seyal เกิดขึ นโดยการตัด หรือถากบางส่วนของเปลือก   

ล้าต้นอย่างระมัดระวัง พืชจะผลิตน ้ายางออกมาจากปฏิกิริยาตอบสนองตามธรรมชาติเมื่อเนื อเยื่อถูก

ท้าลาย หรือเกิดความเครียดจากสิ่งแวดล้อม น ้ายางจะไหลเกาะกันเป็นก้อนอยู่ตามกิ่งก้านและล้าต้น

ของพืช เมื่อกระทบกับความร้อนจากแสงแดด จะแข็งตัว และมีลักษณะใสคล้ายแก้ว จากนั นเก็บก้อน

ยางที่ได้ คัดเกรด แล้วน้าไปผ่านกระบวนการแปรรูปอ่ืน ๆ เช่น บดให้เป็นชิ นเล็ก ๆ หรือละลายแล้ว

ท้าให้บริสุทธิ์ จากนั นท้าให้เป็นผงโดยการท้า spray หรือ roller drying (Williams และ Phillips, 

2009) 

 โครงสร้างพื นฐานของกัมอะราบิกประกอบด้วยน ้าตาล (galactose, arabinose และ 

rhamnose) glucuronic acid และกรดอะมิโน (hydroxyproline, serine, aspartic acid, leucine 

และ glycine) ดังรูปที่ 2.12 (Williams และ Phillips, 2009) พอลิเมอร์แบ่งออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ 

ส่วนคาร์โบไฮเดรต (arabinogalactan, 88%) ส่วนที่มี โปรตีนต่้า  (arabinogalactan–protein 

complex, 10%) และส่วนที่มีโปรตีนสูง (glycoprotein, 1%) (Nussinovitch, 2003) 

 โมเลกุลของ arabinogalactan ช่วยให้กัมอะราบิกมีคุณสมบัติการเกิดฟิล์ม ในขณะที่ส่วน

โปรตีนโดยเฉพาะ glycoprotein ช่วยสร้างเสถียรภาพให้ระบบอิมัลชัน เนื่องจากกรดอะมิโนมีส่วนที่

ไม่ชอบน ้า (hydrophobic) จึงสามารถฝังตัวในหยดน ้ามันแล้วหันส่วนที่มีประจุลบ จากการแตกตัว

ของ glucuronic acid ออกด้านนอก ท้าให้เกิดแรงผลักระหว่างหยดน ้ามัน จึงป้องกันการเกิด 

coalescence ของหยดน ้ามันได้ นอกจากนี กัมอะราบิกยังมีความสามารถในการละลายน ้าสูง มีความ

หนืดต่้าที่ความเข้มข้นประมาณ 25% และยังสามารถแสดงประจุลบที่ pH สูงกว่า 2.2 ได้ ดังนั น          
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กัมอะราบิกจึงเป็นที่นิยมส้าหรับน้ามาใช้เป็นสารเคลือบ (Al-Assaf และ Phillips, 2009; Burnside, 

2014)     

 
รูปที่ 2.12 โครงสร้างของกัมอะราบิก  

(A คือ arabinosyl,  คือ (1→3) galactopyranose,  คือ (1→6) galactopyranose หรือ 
glucopyranosyluronic acid, R1 คือ rhamnose-1,4-glucose, R2 คือ galactose-1,3-arabinose 

และ R3 คือ arabinose-1,3-arabinose-1,3-arabinose) 
ที่มา: Williams และ Phillips (2009)  

 

 Junyaprasert และคณะ (2001) ศึกษาการกักเก็บ vitamin A palmitate ในน ้ามันข้าวโพด 

ด้วยวิธีคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน โดยใช้เจลาตินร่วมกับกัมอะราบิกเป็นสารเคลือบ พบว่าปริมาณ

การกักเก็บ vitamin A palmitate มากที่สุดที่อัตราส่วนเจลาตินต่อกัมอะราบิก และอัตราส่วน

สารส้าคัญต่อสารเคลือบเท่ากับ 1:1 และ 1:2 ตามล้าดับ นอกจากนี ยังพบว่าการท้าแห้งแบบ freeze 

drying ให้ลักษณะของไมโครแคปซูล และปริมาณการกักเก็บสารสูงกว่าแบบ air-drying และ hot air 

drying กระบวนการดังกล่าวนี ช่วยเปลี่ยนวิตามินเอในรูปแบบน ้ามันให้กลายเป็นรูปแบบผงช่วยให้ 

การเตรียม การขนส่ง และการกักเก็บง่ายขึ น และยังช่วยเพ่ิมเสถียรภาพ ปกป้องวิตามินเอจากการ

ท้าลายของสิ่งแวดล้อมอีกด้วย  

 

2.4.4 แซนแทนกัม (xanthan gum) 

 แซนแทนกัม เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ประเภท anionic สร้างขึ นจากการหมักน ้าตาลกลูโคสของ

แบคทีเรียสายพันธุ์ Xanthomonas campestris แบบใช้อากาศ โครงสร้างหลักคือ β-(1,4)-D-

glucose (Kennedy และคณะ , 2015)  มี  pentasaccharide units เป็นหน่วยย่อยซ ้ า  ๆ ซึ่ ง



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 21 

ประกอบด้วย glucose 2 หน่วย mannose 2 หน่วย และ glucuronic acid 1 หน่วย มีอัตราส่วน

โดยโมล ดังนี  2.8:2.0:2.0 ดังรูปที่ 2.13 (Garcı́a-Ochoa และคณะ, 2000) นิยมใช้เป็นสารเพ่ิมความ

คงตัว และสารเพ่ิมความหนืดในอุตสาหกรรมอาหาร pKa ของ glucuronic acid มีค่าประมาณ 2.8 

(Ye, 2008) 

  Souza และคณะ (2013) ศึกษาการเกิดคอมเพล็กซ์ระหว่าง egg yolk lipoprotein กับ     

แซนแทนกัม พบว่าที่ค่า pH เท่ากับ 4.0 ให้สารละลายที่มีความขุ่นต่้าที่สุด แสดงว่าเกิดคอมเพล็กซ์ที่

ไม่ละลายน ้า ตกตะกอนลงมามากที่สุด เมื่อ pH เพ่ิมขึ น ค่าความขุ่นกลับเพ่ิมขึ น เนื่องจากเกิดการ

ผลักกันระหว่างประจุของพอลิเมอร์ ท้าให้ได้คอมเพล็กซ์ที่ละลายน ้ามากขึ น รูปร่างของไมโครแคปซูล

ที่ได้ แตกต่างจากโครงสร้างของวัตถุดิบตั งต้นอย่างสิ นเชิง ท้าให้มั่นใจได้ว่าเกิดอันตรกิริยาระหว่าง  

egg yolk lipoprotein กับแซนแทนกัมขึ นอย่างแน่นอน  

 

 
รูปที่ 2.13 โครงสร้างของแซนแทนกัม 
ที่มา: Garcı́a-Ochoa และคณะ (2000) 

  

2.5 ปัจจัยท่ีส่งผลต่อวิธีคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน 

 เนื่องจากคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ เกิดขึ นได้จาก 

electrostatic interaction ดังนั นปัจจัยที่จะมีผลต่ออันตรกิริยานี อย่างมากคือ pH ความแรงอิออน 

อัตราส่วนของโปรตีนต่อพอลิแซ็กคาไรด์ อัตราส่วนระหว่างสารส้าคัญต่อสารเคลือบ ที่จะส่งผลต่อการ

เกิดคอมเพล็กซ์ นอกจากนี ยังมีปัจจัยภายนอก หรือปัจจัยทางกลที่เกี่ยวข้อง และมีความส้าคัญ เช่น 

วิธีการท้าแห้ง เป็นต้น (Lv และคณะ, 2013)  
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2.5.1 pH 

 pH เป็นปัจจัยที่ส้าคัญที่สุดต่อเทคนิคคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน โดยส่งผลต่อการแตกตัว

ของหมู่ฟังก์ชันบนพอลิเมอร์ (หมู่อะมิโน และหมู่คาร์บอกซิล) ค่า pH ที่เหมาะสมต่อการเกิด                

อันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ควรจะมีค่าอยู่ระหว่าง pKa ของพอลิแซ็กคาไรด์ กับ pI 

ของโปรตีน หรือเรียกค่านี ว่า electrical equivalence pH (EEP) ซึ่งจะท้าให้เกิดสมดุลระหว่างประจุ

ที่ตรงกันข้าม และเกิดคอมเพล็กซ์ขึ น (Schmitt และ Turgeon, 2011) 

 Calderón-Oliver และคณะ (2017) ศึกษาการรักษาเสถียรภาพของ nisin ผสมกับสารสกัด

จาก avocado (สารต้านออกซิเดชัน) โดยใช้เทคนิคคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน ซึ่งมีคอลลาเจน และ 

เพกทิน เป็นสารเคลือบในอัตราส่วน 4:1 ตามล้าดับ ปัจจัยที่ใช้ในการศึกษาได้แก่ pH และวิธีการท้า

แห้ง (spray drying และ freeze drying, ซึ่งจะน้าไปอธิบายในข้อที่ 2.5.5) การเลือก pH ที่เหมาะสม

ของผู้วิจัย ใช้วิธีการวัดค่าศักย์ซีต้าของสารเคลือบ โดยใช้เครื่อง zetasizer ปรับ pH ในช่วง 2.5-8.0 

คอลลาเจนมีค่าศักย์ซีต้าเป็นบวก ที่ช่วง pH 2.5-5.5 แสดงว่าที่ค่า pH ในช่วงนี  คอลลาเจนสามารถ

เกิดอันตรกิริยากับประจุลบของเพกทินได้ ระยะความแตกต่างของค่าศักย์ซีต้าที่ประมาณเท่ากัน

ระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ มีค่าอยู่ที่ pH 3.0 แสดงว่าที่ pH นี จะสามารถเกิดอันตรกิริยา

ระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ได้อย่างสมบูรณ์ และเป็นค่า pH ที่เหมาะสมต่อการทดลอง 

 นอกจากนี  ยังอาจศึกษาอิทธิพลของ pH ได้หลายรูปแบบ Jun-xia และคณะ (2011) ศึกษา

ภาวะที่เหมาะสมต่อการห่อหุ้มน ้ามันส้มเกลี ยง (sweet orange oil) ซึ่งเหมาะส้าหรับการใช้เป็นสาร

ปรุงแต่งกลิ่นรสด้วยโปรตีนถั่วเหลืองสกัด (soy protein isolate) กับกัมอะราบิก และท้าแห้งด้วย 

spray dryer ปัจจัยที่ใช้ศึกษาคือ pH ความแรงอิออน และอัตราส่วนของโปรตีนถั่วเหลืองสกัด

ต่อกัมอะราบิก ซึ่งในรายงานส่วนนี จะอธิบายอิทธิพลของ pH ที่อยู่ในช่วง 2.5-4.5 และเลือกจุดที่

เหมาะสมโดยพิจารณาจากค่า coacervation yield และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280          

นาโนเมตร ของสารละลายส่วนใสด้านบน (supernatant) ซึ่งจะบ่งบอกถึงปริมาณโปรตีนที่ไม่เข้าร่วม

ในการเกิดอันตรกิริยากับพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่าที่ pH 4.0 ให้ระดับการเกิดโคแอเซอร์เวชันสูงที่สุด 

แต่ที่ pH 2.5 ให้ระดับการเกิดโคแอเซอร์เวชันต่้าที่สุด ความหนาแน่นของประจุบนพอลิเมอร์ทั งสองมี

ค่าสมดุลกันที่ pH 4.0 ดังนั นที่ pH ค่านี เป็นจุด EEP ของคอมเพล็กซ์ระหว่างโปรตีนถั่วเหลืองสกัด

กับกัมอะราบิก ซึ่งผลที่ได้จากทั ง coacervation yield กับค่าการดูดกลืนแสงมีความสอดคล้องกัน ที่ 

pH ต่้ากว่า 3.5 พบว่า coacervation yield มีค่าลดลงเรื่อย ๆ เนื่องจากเกิด protonation ของหมู่
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คาร์บอกซิลบนกัมอะราบิก และเมื่อ pH สูงถึง 4.5 ก็มี coacervation yield ลดลงอีกเนื่องจากมีค่า

เข้าใกล้ pI ของ โปรตีนถั่วเหลืองสกัด 

 

2.5.2 ความแรงอิออน (ionic strength) 

 จ้านวนของ micro-ions ที่มีในสารละลายส่งผลต่อการเกิดคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน 

เพราะว่าการเกิดอันตรกิริยาของโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์นั น เกิดผ่าน electrostatic attraction 

เป็นหลัก ดังนั นการมี micro-ions ดังเช่นที่ได้จากการแตกตัวของเกลือ จะไปรบกวนสมดุลของประจุ

บนพอลิเมอร์ ที่ค่าความแรงอิออนต้่า ๆ จะมีผลรบกวนน้อย เนื่องจากประจุบนพอลิเมอร์ยังมีเพียงพอ

ต่อการเกิด electrostatic attraction แต่ที่ความเข้มข้นเกลือสูงขึ น ประจุบน พอลิเมอร์จะถูกรบกวน

ด้วยประจุบน micro-ions มากขึ น (Schmitt และคณะ, 1998) 

 จากงานวิจัยของ Jun-xia และคณะ (2011) ที่ศึกษาผลของค่าความแรงอิออนต่อการสร้าง

แคปซูลน ้ามันส้มเกลี ยงที่ห่อหุ้มด้วยโปรตีนถั่วเหลืองสกัด และกัมอะราบิก โดยแปรความเข้มข้นของ

เกลือ (NaCl) ที่ 0-2 โมลต่อลิตร พบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเกลือ จะท้าให้ coacervation yield 

ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ และสอดคล้องกับค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนใน supernatant ที่เพ่ิมขึ น 

เนื่องจากอิออนของเกลือจะไปบดบังประจุบนพอลิเมอร์ และเมื่อความเข้มข้นของเกลือมากกว่า 1 

โมลต่อลิตร จะยับยั งการเกิดอันตรกิริยาได้จนเกือบหมด 

  

2.5.3 อัตราส่วนของโปรตีนต่อพอลิแซ็กคาไรด์ 

 อัตราส่วนของโปรตีนต่อพอลิแซ็กคาไรด์ เป็นปัจจัยที่ควบคุมสมดุลระหว่างประจุ ระดับการ

เกิด electrostatic attraction และอัตราการรวมตัวกันเอง (self-aggregation) ของพอลิเมอร์ (Yan 

และ Zhang, 2014) หากพอลิเมอร์ตัวใดมีปริมาณมากเกินไปจะท้าให้ coacervation yield ลดลง

เนื่องจากเกิดความไมส่มดุลของประจุ 

 งานวิจัยของ Jun-xia และคณะ (2011) ยังได้ศึกษาอิทธิพลของอัตราส่วนของโปรตีนถั่ว

เหลืองสกัดต่อกัมอะราบิก ที่ 2:5-9:5 พบว่าที่อัตราส่วน 4:5 และ 1:1 ให้ coacervation yield สูง

ที่สุด การเพ่ิมขึ นหรือลดลงของอัตราส่วนนี จะท้าให้ได้ coacervation yield ที่ลดลง ที่อัตราส่วน 1:1 

ให้ค่าการดูดกลืนแสงน้อยที่สุด ส่วนที่อัตราส่วนมากกว่านี จะมีค่าการดูดกลืนแสงที่เพ่ิมขึ น แต่น้อย

กว่าที่อัตราส่วน 2:5 เนื่องจากที่ความเข้มข้นของโปรตีนถั่วเหลืองสกัดมาก จะมีอัตราการรวมตัว
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กันเองมากด้วย จึงขัดขวาง หรือบดบังการเกิดคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน ก่อนที่จะสร้างเป็นผนังไว้

ห่อหุ้มสารออกฤทธิ์ (น ้ามันส้มเกลี ยงในที่นี ) 

 

2.5.4 อัตราส่วนระหว่างสารส าคัญต่อสารเคลือบ 

 Aziz และคณะ (2014) ศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการสร้างไมโครแคปซูลน ้ามัน krill (อุดมไป

ด้วย n-3-polyunsaturated fatty acid) โดยใช้เจลาติน และกัมอะราบิกเป็นสารเคลือบ (pH ในการ

สร้าง coacervates คือ 4.0) อัตราส่วนระหว่างน ้ามัน krill ต่อสารเคลือบที่ใช้ศึกษาคือ 1:1-3:1 โดย

อัตราส่วนระหว่างสารส้าคัญต่อสารเคลือบนี จะส่งผลต่อโครงสร้างภายในของไมโครแคปซูล ที่

อัตราส่วนต่้ากว่า 2:1 แคปซูลจะมีโครงสร้าง multi-nuclear ที่มีหยดน ้ามันเล็ก ๆ อยู่ภายในแล้ว

ห่อหุ้มด้วยสารที่ใช้ และมีลักษณะทรงกลม ส่วนที่อัตราส่วนมากกว่า 2:1 โครงสร้างจะเป็น mono-

nuclear ประกอบด้วยหยดไขมันเพียงหยดเดียวภายในสารเคลือบ มีรูปทรงกลม แต่ที่อัตราส่วน 3:1 

มีรูปร่าง ไม่ปกติ เนื่องจากเมื่อมีปริมาณน ้ามันมากเกินไปท้าให้ระบบอิมัลชันเกิดได้ไม่สมบูรณ์ ส่งผล

ให้การห่อหุ้มสารส้าคัญเกิดได้ไม่ดี โครงสร้าง multi-nuclear มีเสถียรภาพที่ดีกว่า และสามารถ

ควบคุมการปลดปล่อยสารได้ดีกว่า mono-nuclear โดยการปลดปล่อยสารเป็นไปอย่างช้า ๆ จนกว่า

สารเคลือบทั งหมดจะถูกท้าลาย แต่โครงสร้างแบบ mono-nuclear จะเกิดการปลดปล่อยสารอย่าง

รวดเร็วเพียงแค่สารเคลือบถูกท้าลายไปบางส่วน ดังนั นในงานวิจัยนี อัตราส่วนที่เหมาะสมคือ 1.5:1 

 

2.5.5 วิธีการท าแห้ง 

 การท้าแห้งจะเป็นขั นตอนสุดท้ายหลังจากคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน  เพ่ือท้าให้ไมโคร

แคปซูลที่ได้เสถียร ยืดอายุการเก็บรักษา และน้าไปใช้งานได้ง่าย แต่การท้าแห้งมักส่งผลต่อการท้าลาย

ชั นห่อหุ้มของไมโครแคปซูล ซึ่งจะส่งผลต่อขนาด และการควบคุมการปลดปล่อยสาร (Thies, 2007) 

วิธีการท้าแห้งที่นิยมใช้ได้แก่ การท้าแห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) และการท้าแห้งแบบแช่เยือก

แข็ง (freeze drying) 

 จากงานวิจัยของ Calderón-Oliver และคณะ (2017) ซึ่งศึกษาการท้าแห้งไมโครแคปซูลโดย 

spray drying (อุณหภูมิลมร้อนเข้าที่ 140 oC และลมร้อนออกที่ 70 oC) เปรียบเทียบกับ freeze 

drying (ความดัน 5 มิลลิเมตรปรอท อุณหภูมิ -50 oC) แสดงโครงสร้างไมโครแคปซูลที่ได้จากการส่อง

ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope, SEM) ดังรูปที่ 
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2.14 พบว่าไมโครแคปซูลที่ท้าแห้งด้วย freeze drying มีโครงสร้างคล้ายฟองน ้า เป็นร่างแห มีรูพรุน 

ส่วนการท้าแห้งด้วย spray drying ให้ไมโครแคปซูลที่มีผิวที่เรียบกว่า และมีลักษณะเป็นทรงกลม 

 

 
รูปที่ 2.14 โครงสร้างของไมโครแคปซูล nisin ผสมกับสารสกัดจาก avocado ที่ได้จากการท้าแห้ง

โดยใช้ freeze drying (a) และ spray drying (b)    
ที่มา: Calderón-Oliver และคณะ (2017) 

 

ในทางตรงกันข้าม งานวิจัยของ Alvim และ Grosso (2010) ซึ่งสร้างไมโครแคปซูลของ 

paprika oleoresin (เป็นสีธรรมชาติซึ่งสกัดมาจากพริกชี ฟ้าแดง เหมาะกับหลายอุตสาหกรรมที่

ต้องการใช้สีแดงจากธรรมชาติ อุตสาหกรรมที่นิยมใช้กันมากคือ ปลากระป๋อง ซอส ซูริมิ ไส้กรอก) 

ด้วยเจลาตินกับกัมอะราบิก และเปรียบเทียบการท้าแห้งแบบ freeze drying (ความดัน 0.1 

มิลลิเมตรปรอท และอุณหภูมิ -40 oC) กับ spray drying (อุณหภูมิลมร้อนเข้าที่ 225 oC และลมร้อน

ออกที่ 125 oC) พิจารณาโครงสร้าง และการปลดปล่อยสาร โดยโครงสร้างของไมโครแคปซูลแสดงใน

รูปที่ 2.15 พบว่าไมโครแคปซูลจาก freeze drying สามารถรักษาความแข็งแรงของผนังห่อหุ้มไว้ได้ 

มีรูปทรงกลม ผนังมีรอยเหี่ยวเล็กน้อยแต่ไม่มีรอยฉีกขาด ส่วนการท้าแห้งด้วย spray drying ได้     

ไมโครแคปซูลรูปทรงกลมที่มีผิวขรุขระ และการท้าแห้งด้วยวิธีแรกให้ค่าผลผลิต (yield) ที่สูงกว่า 

เนื่องจากการท้าแห้งด้วยวิธีหลังมีโอกาสที่ไมโครแคปซูลจะติดอยู่ตามท่อภายในเครื่อง  spray dryer 

มากกว่า 
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รูปที่ 2.15 โครงสร้างของไมโครแคปซูล paprika oleoresin ที่ได้จากการท้าแห้งโดยใช้ freeze 

drying (a) และ spray drying (b) 
ที่มา: Alvim และ Grosso (2010) 

 

2.6 การหาภาวะที่เหมาะสม 

 คอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ได้รับอิทธิพลจากปัจจัย

มากมายดังกล่าวข้างต้น จึงจ้าเป็นต้องออกแบบการทดลองให้เหมาะสม ทั งนี วิธีพื นผิวตอบสนอง 

(response surface methodology, RSM) เป็นวิธีการที่รวบรวมเทคนิคทั งด้านคณิตศาสตร์ และ

สถิติมาใช้สร้างแบบจ้าลอง และวิเคราะห์ปัญหาในกรณีที่ผลตอบสนองมีความสัมพันธ์กับปัจจัยหรือ

ตัวแปรอิสระหลายตัว เพ่ือหาระดับของปัจจัยที่ท้าให้ผลตอบสนองมีค่าดีที่สุด แผนการทดลองที่

เหมาะสมจะต้องมีตัวแปรอิสระอย่างน้อย 2 ตัวแปร (เชิงปริมาณ) และตัวแปรตามอย่างน้อย 1 ตัว

แปร (เชิงปริมาณ) แผนการทดลองที่สามารถสร้างพื นผิวตอบสนองได้ เช่น Box-Behnken design 

(BBD), central composite design (CCD) และ mixture design เป็นต้น พื นผิวแบบสามมิติจะวาด

จากสมการที่ได้จากผลการทดลอง โดยมีลักษณะเป็นสมการถดถอยเชิงเส้นตรง (สมการที่ 2.1) หรือ

สมการถดถอยเชิงเส้นโค้ง (สมการที่ 2.2) (Myers และคณะ, 2009) 

 Sánchez และคณะ (2016) พบว่าแผนการทดลอง Box-Behnken design เหมาะสมต่อการ

หาภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมไมโครแคปซูลของสารสกัดจากบรอกโคลี  โดยมีตัวแปรต้นคือ pH 

อัตราส่วนสารสกัดต่อปริมาณของแข็งทั งหมด และปริมาณสารเคลือบ (เจลาตินกับกัมอะราบิก) และ

ตัวแปรตามคือร้อยละของผลผลิต (% yield) ไมโครแคปซูลที่ได้ช่วยเพิ่มเสถียรภาพของสารส้าคัญซึ่งก็

คือ คลอโรฟิลล์ รักษาสมบัติการต้านออกซิเดชัน และช่วยบดบังกลิ่นเหม็นของบรอกโคลี ซึ่งน่าจะท้า

ให้การยอมรับของผู้บริโภคดีขึ น 
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 ŷ = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝜒𝑖 + 𝜀𝑛
𝑖=1                 (2.1) 

 

 ŷ = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝜒𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝜒𝑖
2 + ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗

𝑛
𝑗=𝑖+1 𝜒𝑖𝜒𝑗 +𝑛−1

𝑖=1 𝜀𝑛
𝑖=1

𝑛
𝑖=1     (2.2) 

 

เมื่อ ŷ คือ ตัวแปรตาม  

  𝜒𝑖 , 𝜒𝑗  คือ ตัวแปรต้น 

  𝛽0  คือ จุดตัดหรือค่าคงที ่

  𝛽𝑖  คือ สัมประสิทธิ์ของสมการเชิงเส้น 

  𝛽𝑖𝑖  คือ สัมประสิทธิ์ของสมการก้าลังสอง 

  𝛽𝑖𝑗  คือ สัมประสิทธิ์ของปฏิสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรอิสระทั งสอง 

   𝜀  คือ ความคลาดเคลื่อนสุ่ม 

  

 Justi และคณะ (2018) ศึกษาการกักเก็บน ้ามัน Pequi pulp oil ซึ่งอุดมไปด้วยแคโรทีนอยด์ 

โดยใช้สารเคลือบเป็นเจลาตินกับกัมอะราบิก ด้วยวิธีคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน วางแผนการทดลอง

แบบ central composite design ที่มีตัวแปรต้นคือ อุณหภูมิ ความเร็วของโฮโมจิไนเซอร์ และ

ปริมาณน ้ามันที่ใส่ วิเคราะห์ค่าร้อยละการผลิต ประสิทธิภาพการกักเก็บน ้ามัน  และปริมาณ                

แคโรทีนอยด์ เป็นตัวแปรตาม พบว่า ตัวแปรต้นทั งสามมีอิทธิพลต่อการเกิดคอมเพล็กซ์ (p ≤ 0.05) 

และมีค่า coefficient of determination (R2) ของแบบจ้าลองสูงถึง 0.98 แสดงว่าการวางแผนแบบ 

CCD เหมาะต่อการหาภาวะที่เหมาะสมในงานวิจัยนี  โดยที่ภาวะเหมาะสม (อุณหภูมิ=50 oC, 

ความเร็วของโฮโมจิไนเซอร์=15,000 rpm และปริมาณน ้ามันที่ใส่=7.5 กรัม) มีค่าร้อยละการผลิต 

ประสิทธิภาพการกักเก็บน ้ามัน และปริมาณแคโรทีนอยด์ สูงที่สุดซึ่งเท่ากับ 96.91%, 96.86% และ 

192.65 µg/g, db ตามล้าดับ 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 3 
อุปกรณ์ และวธิีด าเนินงานวิจัย  

 

3.1 วัตถุดิบ สารเคมี และอุปกรณ์ 

3.1.1 วัตถุดิบ 

ผลมะแขว่นแห้ง จากอ้าเภอนาหมื่น จังหวัดน่าน ได้รับความอนุเคราะห์ในการจัดซื อจาก ผศ.

ดร. ปิยะนุช รสเครือ (มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลล้านนา จังหวัดน่าน) ขนส่งมายังภาควิชา

เทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จากนั นน้ามาคัดแยกผลออกจาก

ก้าน บรรจุสุญญากาศ (-1 bar) ในถุง PVDC coated nylon และเก็บรักษาที่อุณหภูมิแช่เยือกแข็ง   

(-18 oC) จนกว่าจะใช้งาน 

เจลาตินชนิด A (gelatin type A, food grade)  ซึ่ งผลิตจากหนังหมู  100% โซเดียม          

แ อลจิ เ น ต  ( sodium alginate, food grade)  กั ม อะ ร าบิ ก  (gum arabic, food grade) และ         

แซนแทนกัม (xanthan gum, food grade) ซื อจากบริษัท ซีที เคมีคอล เทรดดิ ง (ประเทศไทย) 

จ้ากัด (CT Chemical Trading, Thailand) 

 

3.1.2 สารเคมี 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl       (A.R.)  

2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine       (A.R.) 

2,6-di-tert-butyl-4-methyl-phenol      (G.C.) 

anhydrous sodium sulphate      (A.R.) 

boric acid         (A.R.) 

C7-C30 saturated alkanes standard      (G.C.) 

ethanol 95%         (A.R.) 

ethanol 99.9%        (A.R.) 

ferric chloride         (A.R.) 

ferrous sulfate heptahydrate       (A.R.) 

glacial acetic acid        (A.R.) 

glutaraldehyde (25% aqueous solution, Loba Chemie, India) (A.R.) 
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hexane         (H.P.L.C.) 

hydrochloric acid        (A.R.) 

methanol         (H.P.L.C.) 

methanol 99.9%        (A.R.) 

methyl red         (A.R.) 

methylene blue        (A.R.) 

petroleum ether        (A.R.) 

potassium bromide        (I.R.) 

selenium mixture        (A.R.) 

sodium acetate trihydrate       (A.R.) 

sodium hydroxide        (A.R.) 

sulfuric acid 98%        (A.R.) 

 

3.1.3 วัสดุ และอุปกรณ์ 

เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS1602S/01, Switzerland) 

เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

ถุง PVDC coated nylon ขนาด 22 x 30 เซนติเมตร ความหนา 59.5 ไมโครเมตรโดยมี 

oxygen transmission rate (OTR) = 6.852 cm3/m2·day และ water vapor transmission rate 

(WVTR) = 3.879 g/m2·day (Janjaras Chem Supply, Thailand) 

ถุ ง  Al/PE (aluminum foil laminated polyethylene; PET12/AL7/LLDPE80) ขนาด     

6 × 9 นิ ว ความหนา 100 ไมโครเมตร (TK foil, Thailand) 

10 µL syringe (SGE Analytical Science, Australia) 

 100 µL syringe (SGE Analytical Science, Australia) 

 2 mL amber vials (National Scientific, USA) 

20 mL vials/Teflon-lined caps (National Scientific, USA) 

 3 mL disposable syringe (Nipro, Thailand)  

biomedical freezer (-18 oC) (Sanyo รุ่น MDF-U537D, Japan) 

biomedical freezer (-35 oC) (Sanyo รุ่น MDF-136, Japan) 
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Fourier transform infrared spectrometer (Perkin elmer รุ่ น  Spectrum one, 

Waltham, Massachusetts, USA) 

freeze dryer (Labconco รุ่น FREEZONE6, Kansas City, Missouri, USA) 

heating mantle (Mtops รุ่น MS-E104, South Korea) 

homogenizer (Ystral รุ่น X10, Germany) 

hot air oven (Gen Lab รุ่น PRIME, UK) 

impulse sealer (Glory-Pack รุ่น PHS 450-10D, South Korea) 

laboratory blender (Waring Commercial รุ่น 8010BU, USA)  

magnetic stirrer with heating plate (IKA รุ่น C-MAG HS7, Germany)  

muffle furnace (Carbolite gero รุ่น CWF1200, UK) 

pH meter (Mettler Toledo รุ่น Seven compact, Switzerland) 

polytetrafluoroethylene (PTFE) membrane (Thermo Fisher scientific, USA) 

protein digester (BÜCHI รุ่น K-424, Switzerland) 

protein distillation unit (BÜCHI รุ่น B-324, Switzerland) 

refrigerator (Sanyo รุ่น SF-C95, Japan) 

rotary vacuum evaporator (BÜCHI รุ่น Rotavapor R-114, Switzerland) 

scanning electron microscope (JEOL รุ่น JSM-IT300, Japan) 

scrubber (BÜCHI รุ่น B-414, Switzerland)  

shaking incubator (n-Biotek รุ่น NB-205, South Korea) 

shaking water bath (Julabo รุ่น SW23, Germany) 

sonicator (Elma รุ่น Elmasonic E70H, Germany) 

Soxhlet extractor (Gerhardt รุ่น HC61, Germany) 

spectrophotometer (Thermo Fisher scientific รุ่น GENESYS 20, USA) 

sputter coater (Balzers รุ่น SCD040, Germany) 

test sieve 10 mesh (Proeti, ETI-A0136, Spain)  

test sieve 50 mesh (Retsch, ASTM802015, Germany) 

thermometer (Ebro รุ่น TFX410, Germany) 
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 triple quadrupole gas chromatography mass spectrometer (GC-MS)   

  - GC model (Agilent Technologies รุ่น 7890B GC system, USA) 

  - MSD model (Agilent Technologies รุ่น 7000C GC/MS Triple Quad, USA) 

- GC column (HP-5ms Ultra Inert, J&W, Agilent Technologies, USA; 30 m 

x 250 µm i.d. x 0.25 µm film thickness) 

- autosampler (Agilent Technologies รุ่น 7633 ALS, USA) 

vacuum packing machine (Multivac รุ่น AG 500, Germany) 

vacuum pump (Gast รุ่น DOA-P504-BN, USA) 

 Whatman No.4 filter paper (Whatman, Maidstone, UK) 

 zetasizer nano (Malvern Instruments รุ่น ZS90, UK) 

  

3.2 ขั้นตอน และวิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.2.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของผลมะแขว่น 

 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีโดยการท้า proximate analysis ดังนี  

ปริมาณความชื น  โดยวิธีของ AOAC (2005) 32.1.02 (ภาคผนวก ก.1) 

ปริมาณโปรตีน  โดยวิธีของ AOAC (2005) 32.1.22 (ภาคผนวก ก.2) 

ปริมาณไขมัน  โดยวิธีของ AOAC (2005) 32.1.25 (ภาคผนวก ก.3) 

ปริมาณเส้นใยอาหาร โดยวิธีของ AOAC (2005) 32.1.16 (ภาคผนวก ก.4) 

ปริมาณเถ้า  โดยวิธีของ AOAC (2005) 32.1.05 (ภาคผนวก ก.5) 

ปริมาณคาร์โบไฮเดรต ค้านวณเป็นค่าผลต่างจาก 100% (ภาคผนวก ก.6) 

 

3.2.2 การสกัดน้ ามันหอมระเหยจากมะแขว่น 

บดผลมะแขว่น 100 กรัม ให้ละเอียดด้วย laboratory blender ที่ความเร็ว 15,600 รอบต่อ

นาที นาน 30 วินาที จากนั นร่อนผ่านตะแกรงขนาด 10 mesh ชั่งตัวอย่างมะแขว่นที่ได้ 50 กรัม ใส่

ลงในขวดก้นกลม เติมน ้ากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร น้าไปประกอบกับชุดสกัดน ้ามันหอมระเหยด้วย

ไอน ้า ให้ความร้อนน ้าโดยมีอุณหภูมิประมาณ 100 oC เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง น ้ามันหอมระเหยที่ได้

จะผสมกับไอน ้าที่กลั่นตัวลงในหลอดแยก ตั งทิ งไว้ให้เกิดการแยกชั นสมบูรณ์แล้วแยกน ้ามันออกมา ดึง

น ้าออกจากน ้ามันหอมระเหยอีกครั งโดยการเติม anhydrous sodium sulphate (ผ่านการอบที่
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อุณหภูมิ 90 oC นาน 3 ชั่วโมง) จากนั นเก็บน ้ามันหอมระเหยที่ได้ในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ  -18 oC 

จนกว่าจะน้ามาใช้งาน 

ค้านวณปริมาณน ้ามันหอมระเหยที่สกัดได้ โดยคิดเป็นร้อยละของผลผลิต ดังสมการที่ 3.1 

 

ร้อยละของผลผลิต = 
น ้าหนักของน า้มันหอมระเหยที่ได้ (กรัม)

น ้าหนักของมะแขวน่ตั งต้น (กรัม)
 × 100           (3.1) 

 

วิเคราะห์สมบัติทางเคมีของน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นดังนี  

- วิเคราะห์สารระเหยในน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นด้วยเทคนิค gas chromatography-

mass spectrometry (GC-MS) โดยดัดแปลงวิธีของ Jun-xia และคณะ (2011) (ภาคผนวก ก.7) 

ด้าเนินการวิเคราะห์ที่ ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

(Scientific and Technological Research Equipment Centre; STREC, Chulalongkorn 

University) 

- วิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชันโดยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

radical scavenging ตามวิธีของ Nanasombat และ Wimuttigosol (2011) (ภาคผนวก ก.8)   

- วิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชันโดยวิธี Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) 

ตามวิธีของ Nanasombat และ Wimuttigosol (2011) (ภาคผนวก ก.9)   

 

3.2.3 การศึกษาชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ที่เหมาะสมในการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยจาก

มะแขว่น 

3.2.3.1 การวิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) ของสารเคลือบ 

วิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้าของสารละลายแอลจิเนต (ALG) กัมอะราบิก (GAB) แซนแทนกัม (XTG) 

และเจลาติน (GEL) เข้มข้น 0.8% (w/v) ด้วยเครื่อง zetasizer nano ที่สถาบันวิจัยโลหะและวัสดุ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  (Metallurgy and Materials Science Research Institute; MMRI, 

Chulalongkorn University) ตามวิธีของ Calderón-Oliver และคณะ (2017) (ภาคผนวก ก.10) 

สร้างกราฟของค่าศักย์ซีต้า (mV) ที่ pH ต่าง ๆ ของสารเคลือบแต่ละชนิด โดยอัตราส่วนของค่าศักย์

ซีต้าระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์แต่ละตัว สามารถใช้ก้าหนดอัตราส่วนของปริมาณโปรตีนต่อ     

พอลิแซ็กคาไรด์ได ้ 
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3.2.3.2 การเตรียมไมโครแคปซูล 

วิธีการเตรียมดัดแปลงจาก Saravanan และ Rao (2010) โดยมีขั นตอนดังนี  เติมน ้ามันหอม

ระเหย ลงในสารละลาย GEL ปั่นด้วยเครื่องโฮโมจิไนเซอร์ที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 2 

นาที จากนั นเติมสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ (ALG, GAB หรือ XTG) เข้มข้น 0.8% (w/v) ลงใน

อิมัลชัน ควบคุมอุณหภูมิระหว่างผลิตที่ 45 oC แล้วปรับ pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.5 โมลาร์ 

โดยจากการค้นคว้าข้อมูล และการทดลองเบื องต้น (preliminary experiment) ไดค้่า pH อัตราส่วน

ของโปรตีนต่อพอลิแซ็กคาไรด์ และอัตราส่วนระหว่างสารเคลือบต่อน ้ามันหอมระเหย แสดงดังตาราง

ที่ 3.1 จากนั นลดอุณหภูมิลงจนถึง 10 oC ด้วยการแช่ในอ่างน ้าแข็ง แล้วเติมสารช่วยการเชื่อมข้าม 

(crosslinking agent) คือ glutaraldehyde ปริมาณ 0.05 mmol/g protein แล้วตั งทิ งไว้ให้เกิด

ความคงตัวของไมโครแคปซูลอย่างสมบูรณ์ที่อุณหภูมิ 4 oC นาน 24 ชั่วโมง จากนั นกรองสารละลายที่

ได้ผ่านกระดาษกรอง Whatman no. 4 แล้วน้าไมโครแคปซูลมาแช่แข็งที่อุณหภูมิ -35 oC นาน 24 

ชั่วโมง แล้วท้าแห้งด้วยเครื่องท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer) ปรับความดันที่ 0.05 mbar 

อุณหภูมิ -45 oC นาน 24 ชั่วโมง จากนั นน้าผงไมโครแคปซูลมาร่อนผ่านตะแกรงขนาด 50 mesh 

แล้วบรรจุลงถุง Al/PE เก็บท่ีอุณหภูมิ -18 oC 

วิเคราะห์สมบัติทางเคมี กายภาพ และประสิทธิภาพการกักเก็บดังนี  

- ร้อยละการผลิตไมโครแคปซูล (encapsulation yield, EY) 

โดยค้านวณค่าร้อยละการผลิตไมโครแคปซูล (EY) ตามสมการที่ 3.2 

 

 EY (%) = 
น ้าหนักไมโครแคปซูลหลังท้าแหง้

น ้าหนักของพอลิเมอร์รวมกับน า้มันหอมระเหยที่ใช้
 × 100           (3.2) 

 

- ประสิทธิภาพในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยของไมโครแคปซูล  (encapsulation 

efficiency, EE) ดัดแปลงวิธีจาก Aziz และคณะ (2014) (ภาคผนวก ก.11) 

- วิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชัน โดยสกัดน ้ามันหอมระเหยทั งหมดจากไมโครแคปซูล 

เช่นเดียวกับการหาค่า EE (ภาคผนวก ก.11) น้าน ้ามันหอมระเหยที่สกัดได้มาวิเคราะห์สมบัติการต้าน

ออกซิเดชันด้วยวิธี  DPPH และ FRAP ตามวิธีของ Nanasombat และ Wimuttigosol (2011) 

(ภาคผนวก ก.8 และ ก.9) 

- วิ เคราะห์หมู่ ฟังก์ชันของไมโครแคปซูล ด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy (FTIR) (ภาคผนวก ก.12) ด้าเนินการวิเคราะห์ที่ STREC จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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- วิเคราะห์โครงสร้างของไมโครแคปซูล ด้วยเทคนิค Scanning Electron Microscopy 

(SEM) (ภาคผนวก ก.13) ด้าเนินการวิเคราะห์ที่ STREC จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

ตารางท่ี 3.1 ภาวะที่ใช้เตรียมไมโครแคปซูล 

run 
wall 

system 
pH 

ratio of protein to 
polysaccharide 

proportion 
of wall:core 

1 GEL-ALG 3.50 4.00 2.50 

2 GEL-GAB 4.00 1.50 2.50 

3 GEL-XTG 4.00 4.00 2.50 

GEL คือ gelatin, ALG คือ alginate, GAB คือ gum Arabic และ XTG คือ xanthan gum 

 
วางแผนและวิ เคราะห์ข้อมูลทางสถิติแบบ completely randomized design (CRD) 

วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s New Multiple 

Range Test (DNMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ทดลอง 3 ซ ้า  โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS 

Statistics version 22 (IBM Corp., NY, USA) เปรียบเทียบและพิจารณาผลการทดลองที่ได้ เพ่ือ

ก้าหนดชนิดของสารเคลือบที่เหมาะสม ส้าหรับศึกษาภาวะที่เหมาะสมในขั นถัดไป 

 

3.2.4 การศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยจากมะแขว่น 

เลือกพอลิแซ็กคาไรด์ที่เหมาะสมจากขั นตอนที่ 3.2.3 มาศึกษาภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการ     

กักเก็บน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น โดยศึกษาผลของ pH (3.20-4.20) อัตราส่วนของโปรตีนต่อ       

พอลิแซ็กคาไรด์ (GEL:GAB; 1.00-2.00) และอัตราส่วนระหว่างสารเคลือบต่อน ้ามันหอมระเหย 

(wall:core; 1.00-5.00) ที่มีความเหมาะสมในการเตรียมไมโครแคปซูลน ้ามันหอมระเหย วางแผนการ

ทดลอง และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติแบบ response surface methodology (RSM) ใช้การสุ่ม

ตัวอย่างแบบ central composite design (CCD) ดังแสดงในตารางที่ 3.2 เตรียมไมโครแคปซูล

เช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3.2.3.2 ตัวแปรตาม (dependent variables) ที่วิเคราะห์คือ encapsulation 

yield และ encapsulation efficiency ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Aziz และคณะ (2014) (ภาคผนวก 

ก.11) 
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ตารางท่ี 3.2 แผนการทดลองศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น 

Design 

point 

 
Independent variables 

 
Code 

 
Actual value 

 
x1 x2 x3 

 
pH GEL:GAB wall:core 

1 
 

-1 -1 -1 
 

3.40 1.20 1.80 

2 
 

1 -1 -1 
 

4.00 1.20 1.80 

3 
 

-1 1 -1 
 

3.40 1.80 1.80 

4 
 

1 1 -1 
 

4.00 1.80 1.80 

5 
 

-1 -1 1 
 

3.40 1.20 4.20 

6 
 

1 -1 1 
 

4.00 1.20 4.20 

7 
 

-1 1 1 
 

3.40 1.80 4.20 

8 
 

1 1 1 
 

4.00 1.80 4.20 

9 
 

-1.68 0 0 
 

3.20 1.50 3.00 

10 
 

1.68 0 0 
 

4.20 1.50 3.00 

11 
 

0 -1.68 0 
 

3.70 1.00 3.00 

12 
 

0 1.68 0 
 

3.70 2.00 3.00 

13 
 

0 0 -1.68 
 

3.70 1.50 1.00 

14 
 

0 0 1.68 
 

3.70 1.50 5.00 

15 
 

0 0 0 
 

3.70 1.50 3.00 

16 
 

0 0 0 
 

3.70 1.50 3.00 

17 
 

0 0 0 
 

3.70 1.50 3.00 

 

น้าผลการทดลองมาสร้างเป็นสมการถดถอยเชิงเส้นโค้ง (สมการที่ 3.3) โดยมีตัวแปรต้นคือ 

pH อัตราส่วนของโปรตีนต่อพอลิแซ็กคาไรด์ และอัตราส่วนระหว่างสารเคลือบต่อน ้ามันหอมระเหย 

และตัวแปรตามคือ ค่า EY และ EE ดังนี  
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 ŷ = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝜒𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝜒𝑖
2 + ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗

3
𝑗=𝑖+1 𝜒𝑖𝜒𝑗 +2

𝑖=1 𝜀3
𝑖=1

3
𝑖=1     (3.3) 

 

เมื่อ ŷ คือ ตัวแปรตาม  

  𝜒𝑖 , 𝜒𝑗  คือ ตัวแปรต้น 

  𝛽0  คือ จุดตัดหรือค่าคงที ่

  𝛽𝑖  คือ สัมประสิทธิ์ของสมการเชิงเส้น 

  𝛽𝑖𝑖  คือ สัมประสิทธิ์ของสมการก้าลังสอง 

  𝛽𝑖𝑗  คือ สัมประสิทธิ์ของปฏิสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรอิสระทั งสอง 

   𝜀  คือ ความคลาดเคลื่อนสุ่ม 

 

 ท้านายสมการถดถอยเชิงเส้นโค้ง ด้วยโปรแกรม Minitab Statistical Software version 

17 (Minitab Inc., State College, PA, USA) และน้าสมการที่ได้มาสร้าง surface และ contour 

plot โดยใช้โปรแกรม Design Expert version 11.0 (Stat Ease, Minneapolis, MN, USA) คัดเลือก

ภาวะที่ให้ค่า EY และ EE สูง เป็นภาวะที่เหมาะสม 

ตรวจสอบความถูกต้องของสมการ (validation) ด้วยการเตรียมไมโครแคปซูลที่ภาวะ

เหมาะสม แล้ววิเคราะห์ค่า EY และ EE ของตัวอย่าง ทดลองซ ้า 3 ครั ง น้าค่าที่ได้ค้านวณเปรียบเทียบ

กับค่าที่ท้านายจากสมการ ดังสมการที่ 3.4 (Sánchez และคณะ, 2016) 

 

ร้อยละความแตกต่าง = 
ค่าเฉลี่ยที่วิเคราะห์ได้จริง−คา่เฉลี่ยจากการท้านาย

ค่าเฉลี่ยจากการท้านาย
 × 100          (3.4)   

 

วิเคราะห์สมบัติทางเคมีและกายภาพของไมโครแคปซูลที่ภาวะเหมาะสมดังนี  

- วิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชัน โดยสกัดน ้ามันหอมระเหยทั งหมดจากไมโครแคปซูล 

(ภาคผนวก ก.11) น้าน ้ามันหอมระเหยที่สกัดได้มาวิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH 

และ FRAP ตามวิธีของ Nanasombat และ Wimuttigosol (2011) (ภาคผนวก ก.8 และ ก.9) 

- วิเคราะห์โครงสร้างจุลภาคของไมโครแคปซูล ด้วยเทคนิค SEM (ภาคผนวก ก.13) 

ด้าเนินการวิเคราะห์ที่ STREC จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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- วิเคราะห์สารระเหยของน ้ามันหอมระเหยที่กักเก็บในไมโครแคปซูล (encapsulated oil) 

ด้วยเทคนิค GC-MS โดยดัดแปลงวิธีของ Jun-xia และคณะ (2011) (ภาคผนวก ก.7) ด้าเนินการ

วิเคราะห์ที่ STREC จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 4  
ผล และวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

4.1 องค์ประกอบโดยประมาณของผลมะแขว่นแห้ง 

 น้าผลมะแขว่นแห้งมาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีโดยประมาณ ได้ผลดังตารางที่ 4.1 

พบว่า มีปริมาณความชื น 10.50 ปริมาณโปรตีน 6.34 ปริมาณไขมัน 6.70 ปริมาณคาร์โบไฮเดรต 

31.26 ปริมาณเส้นใยอาหาร 42.41 และปริมาณเถ้า 2.79 g/100 g, wb และเมื่อน้าผลมะแขว่นแห้ง

มาสกัดน ้ามันหอมระเหยโดยใช้วิธีการกลั่นด้วยไอน ้า พบว่ามีค่าร้อยละผลผลิต เท่ากับ 7.76 ± 0.89 

 

ตารางท่ี 4.1 องค์ประกอบโดยประมาณของผลมะแขว่นแห้ง 

ปริมาณ (g/100 g, wb) มะแขว่น 
ความชื น 10.50 ± 0.18 
โปรตีน 6.34 ± 0.02 
ไขมัน 6.70 ± 0.31 
คาร์โบไฮเดรต  31.26 ± 0.85 
เส้นใยอาหาร 42.41 ± 3.56 
เถ้า 2.79 ± 0.17 

        ค่าในตารางแสดงในรูป ค่าเฉลี่ย ± SD จากการวิเคราะห์ 3 ซ ้า 

 

4.2 สารระเหย และสมบัติการต้านออกซิเดชันของน้ ามันหอมระเหยจากมะแขว่น 

 ผลการวิเคราะห์สารระเหย หรือองค์ประกอบทางเคมีของน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น 

ด้วยเทคนิค GC-MS แสดงดังตารางที่ 4.2 จากการเปรียบเทียบผลของ mass spectrum และค่า 

retention index (RI) กับแหล่งข้อมูลอ้างอิง พบว่าสารระเหยมีทั งสิ น 20 ชนิด ดังนี  D-limonene 

(52.44%) , alpha-phellandrene (20.47%), alpha-pinene (7.36%), cis-beta-ocimene 

(5.51%), beta-myrcene (5.05%), trans-beta-ocimene (2.29%), beta-cymene (1.18%), 

gamma-muurolene (0.75%), octyl ester (0.74%), decanal (0.69%), beta-elemene 

(0.63%), linalool (0.61%), 3-carene (0.43%), sabinene (0.42%), beta-caryophyllene  
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ตารางท่ี 4.2 สารระเหยที่พบในน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น 
RT (min) Compound RI exp.a RI ref.b %Relative area  
4.74 alpha-thujene 925 924c 0.19 
4.91 alpha-pinene 932 932c 7.36 
5.87 sabinene 972 973d 0.42 
6.31 beta-myrcene 990 991d 5.05 
6.71 alpha-phellandrene 1005 1005e 20.47 
6.88 3-carene 1010 1009f 0.43 
7.32 beta-cymene 1023 1023g 1.18 
7.49 D-limonene 1029 1031h 52.44 
7.72 trans-beta-ocimene 1036 1040i 2.29 
8.06 cis-beta-ocimene 1046 1050i 5.51 
9.45 alpha-terpinolene 1088 1088e 0.17 
9.85 linalool 1100 1101c 0.61 
13.34 alpha-terpineol 1189 1191i 0.31 
13.99 decanal 1205 1204e 0.69 
14.27 octyl ester 1212 1212j 0.74 
21.39 beta-elemene 1384 1389c 0.63 
22.37 dodecanal 1408 1407d 0.22 
22.70 beta-caryophyllene 1416 1417c 0.35 
25.18 gamma-muurolene 1478 1477c 0.75 
25.79 valencene 1494 1491e 0.19 

a ค่า RI จากการค้านวณกับสารละลายมาตรฐาน n-alkanes, b ค่า RI ส้าหรับเปรียบเทียบจาก Reference, 
c Pereira และคณะ (2018), d Choi (2003), e Adams (2007), f Adams และ Nguyen (2005), g Le Quere 

และ Latrasse (1990), h Jordan และคณะ (2002), i Smeriglio และคณะ (2018) และ j Mijin และ 

Antonović (2006) 

 

(0.35%), alpha-terpineol (0.31%), dodecanal (0.22%), valencene (0.19%), alpha-

thujene (0.19%) และ  alpha-terpinolene (0.17%) แสด ง ให้ เ ห็ น ว่ า  D-limonene เ ป็ น

องค์ประกอบที่พบมากในพืชตระกูลส้ม (citrus) ซึ่งมะแขว่นก็จัดอยู่ในกลุ่มนี เช่นกัน ดังนั นมะแขว่น

จึงมีลักษณะกลิ่นคล้ายส้ม (citrus-like odor) (Pereira และคณะ, 2018) หากแบ่งสารระเหยที่พบ

ตามลักษณะโครงสร้างของสารจะแบ่งออกได้เป็น 4 ประเภท ได้แก่ ก) monoterpene (D-

limonene, alpha-phellandrene, alpha-pinene, cis-beta-ocimene, beta-myrcene, trans-
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beta-ocimene, beta-cymene, linalool, 3-carene, sabinene, alpha-terpineol, alpha-

thujene และ alpha-terpinolene), ข) sesquiterpene (gamma-muurolene, beta-elemene, 

beta-caryophyllene และ  valencene) และ  ค )  ester (octyl ester) และ  ง )  aldehyde 

(decanal และ dodecanal) 

 Charoensup และคณะ (2016) ศึกษาสารระเหยในมะแขว่นที่มาจากพื นที่ตอนเหนือของ

ประเทศไทย ประกอบไปด้วยจังหวัดแม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ เชียงราย ตาก ล้าปาง อุตรดิตถ์ น่าน แพร่ 

ล้าพูน และพะเยา โดยน้ามาผสมรวมกันแล้ววิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC-MS โดยใช้ HP-5 เป็นคอลัมน์ 

พบว่าสารระเหยมีดังนี  limonene (43.63%), (+)-sabinene (16.72%), terpinen-4-ol (10.95%), 

gamma-terpinene (5.20%) และ alpha-phellandrene (3.66%)  

 สมบัติการต้านออกซิเดชันของน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นที่วิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH 

radical scavenging และ FRAP แสดงดังตารางที่ 4.3 ค่าความเข้มข้นของน ้ามันหอมระเหยที่

สามารถยับยั งอนุมูลอิสระลงได้ 50% (IC50) เท่ากับ 8.23 mg/mL และค่า FRAP value เท่ากับ 

752.57 µmol FeSO4/g เนื่องจากองค์ประกอบหลักท่ีส้าคัญในน ้ามันหอมระเหยคือสารประกอบกลุ่ม 

monoterpene พวก D-limonene, alpha-phellandrene และ alpha-pinene ซึ่งมีฤทธิ์ในการ

ต้านออกซิเดชัน Yang และคณะ (2017) ศึกษาสมบัติการต้านออกซิเดชันของสารมาตรฐานดังนี  

linalool, 3-carene, alpha-terpineol, decanal, citral, D-limonene และ alpha-pinene พบว่า 

alpha-pinene และ D-limonene มีฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชันสูงที่สุดโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 22.01 

และ 22.10 µg/mL ตามล้าดับ นอกจากนี  Torres-Martínez และคณะ (2017) ยังได้ศึกษาสมบัติ

การต้านออกซิเดชันทั งหมด (total antioxidant capacity, TAC) ด้วยวิธี phosphomolybdenum 

method พบว่าค่า %TAC ของ D-limonene (98.74%) สูงกว่า ascorbic acid (62.43%) อย่างมี

นัยส้าคัญ (p ≤ 0.05)    

   

ตารางท่ี 4.3 สมบัติการต้านออกซิเดชันของน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น  
IC50 of DPPH 

radicals (mg/mL) 
FRAP value 

(µmol FeSO4/g) 

Essential oil 8.23 ± 0.50 752.57 ± 11.20 

BHT 0.08 ± 0.00 
 

- 
 

คา่ในตารางแสดงในรูป ค่าเฉลี่ย ± SD จากการวิเคราะห์ 3 ซ ้า 
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 Tangjitjaroenkun และคณะ (2012c) ศึกษาสมบัติการต้านออกซิเดชันของน ้ามันหอม

ระเหยมะแขว่นจากจังหวัดแพร่ ที่สกัดด้วยไอน ้าซึ่งมีค่าร้อยละการผลิตน ้ามันเท่ากับ 11.63 พบว่าค่า 

IC50 เท่ากับ 5.76 mg/mL ส่วน Nanasombat และ Wimuttigosol (2011) พบว่าค่า IC50 ของ

น ้ามันหอมระเหยมะแขว่นที่ซื อจากจังหวัดกรุงเทพมหานคร เท่ากับ 5.66 mg/mL ค่าเหล่านี มีความ

แตกต่างกับค่าที่วิเคราะห์ได้ในงานวิจัยนี  เนื่องจากความหลากหลายของภาวะแวดล้อม ระบบ

นิเวศวิทยา สภาพทางภูมิศาสตร์ รวมทั งภาวะที่ใช้ในการปลูก ส่งผลกระทบต่อกระบวนการสังเคราะห์

น ้ามันหอมระเหยของพืช ท้าให้องค์ประกอบทางเคมี และสมบัติการต้านออกซิเดชันมีความแตกต่าง

กัน (Supabphol และ Tangjitjaroenkun, 2014) 
 

4.3 การศึกษาชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ที่เหมาะสมในการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยจากมะแขว่น 

 งานวิจัยในส่วนนี  ศึกษาชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ที่เหมาะสม และเป็นการเปลี่ยนน ้ามัน           

มะแขว่นให้อยู่ในรูปแบบผง หรือไมโครแคปซูล (microcapsule) ขั นตอนแรก วิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้า

ของสารเคลือบที่น้ามาศึกษา โดยสารเคลือบประเภทโปรตีนจะเลือกใช้เจลาติน (GEL) และสารเคลือบ

ประเภทพอลิแซ็กคาไรด์เลือกใช้แอลจิเนต (ALG) กัมอะราบิก (GAB) และแซนแทนกัม (XTG) เพ่ือน้า

ผลที่ได้มาก้าหนดค่าอัตราส่วนของโปรตีนต่อพอลิแซ็กคาไรด์แต่ละชนิดในการเตรียมไมโครแคปซูล 

จากนั นวิเคราะห์สมบัติทางเคมีและกายภาพของไมโครแคปซูล ดังนี  encapsulation yield (EY), 

encapsulation efficiency (EE), สมบัติการต้านออกซิเดชัน (ด้วยวิธี DPPH และ FRAP), หมู่ฟังก์ชัน 

(ด้วยเทคนิค FTIR) และโครงสร้างของไมโครแคปซูล (ด้วยเทคนิค SEM)  

 

4.3.1 ค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) ของสารเคลือบ 

 คอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันเกิดขึ นผ่านอันตรกิริยาระหว่างประจุที่ตรงกันข้าม ดังนั นจึง

วิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้า (ประจุบริเวณรอยต่อระหว่างพื นผิวอนุภาคของสารเคลือบกับสารละลาย) ของ

สารเคลือบแต่ละชนิด เพ่ือหาอัตราส่วนที่เหมาะสมของโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ที่จะท้าให้ผลรวม

ของประจุเกิดความสมดุล (Ghosh และ Bandyopadhyay, 2012) 

 จากรูปที่ 4.1 พบว่าที่ช่วง pH 2.00-8.00 ค่าศักย์ซีต้าของ GEL, ALG, GAB และ XTG มีค่า

เท่ากับ -1.70 ถึง +20.43, -111.67 ถึง  -61.13, -28.67 ถึง  -7.14 และ -107.00 ถึง  -52.37 mV

ตามล้าดับ  GEL มีคุณสมบัติ amphoteric ซึ่งค่าศักย์ซีต้าจะเปลี่ยนแปลงไปตามค่า pH และจะเป็น

กลางที่จุด pI (pH ประมาณ 7.00) และมีค่าศักย์ซีต้าเป็นบวกจากการรับโปรตอนของหมู่อะมิโน 
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(NH2) และลบจากการแตกตัวของหมู่ COOH ที่จุดต่้ากว่าและสูงกว่าค่า pI ตามล้าดับ ที่ pH ช่วง 

2.00-7.00 ค่าศักย์ซีต้าของ GEL เป็นบวก แสดงว่าในช่วงนี  GEL สามารถเกิดอันตรกิริยาระหว่าง

ประจุกับ ALG, GAB และ XTG ซึ่งมีค่าศักย์ซีต้าเป็นลบได้ (Devi และคณะ, 2017) จากการแตกตัว

ของหมู่ COOH ของกรด guluronic และ mannuronic ใน ALG, กรด glucuronic ใน GAB และ 

XTG ท้าให้มีค่าศักย์ซีต้าเป็นลบตลอดช่วง pH 2.00-8.00 อย่างไรก็ตามค่าศักย์ซีต้าของ GAB เป็นลบ

น้อยกว่า ALG และ XTG เนื่องจากมีหมู่อะมิโนใน arabinogalactan–protein และ glycoprotein 

ซึ่งแสดงศักย์ซีต้าบวกเป็นองค์ประกอบ (Nussinovitch, 2003)  

นอกจากนี  อัตราส่วนระหว่างค่าศักย์ซีต้าของโปรตีน (ประจุบวก) กับพอลิแซ็กคาไรด์ (ประจุ

ลบ) สามารถใช้เป็นตัวก้าหนดอัตราส่วนของปริมาณโปรตีนต่อพอลิแซ็กคาไรด์ได้ จากการค้นคว้า

ข้อมูล และการทดลองเบื องต้น พบว่า ค่า pH ที่เหมาะสมต่อการเตรียมไมโครแคปซูลชนิด GEL-ALG, 

GEL-GAB และ GEL-XTG เท่ากับ 3.50, 4.00 และ 4.00 ตามล้าดับ ดังนั นเมื่อพิจารณาจากรูปที่ 4.1 

ที่ pH 3.50 อัตราส่วนระหว่างค่าศักย์ซีต้าของ GEL ต่อ ALG มีค่าประมาณ 4.00 และที่ pH 4.00 

อัตราส่วนระหว่างค่าศักย์ซีต้าของ GEL ต่อ GAB และ GEL ต่อ XTG มีค่าประมาณ 1.50 และ 4.00 

ตามล้าดับ จึงสามารถก้าหนดอัตราส่วนของปริมาณเจลาตินต่อพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดังนี  GEL:ALG 

เท่ากับ 4.00, GEL:GAB เท่ากับ 1.50 และ GEL:XTG เท่ากับ 4.00 

 

 
รูปที่ 4.1 ค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) ของสารเคลือบ 
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4.3.2 ผลของชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ต่อร้อยละการผลิต และประสิทธิภาพในการกักเก็บ

น้ ามันหอมระเหยของไมโครแคปซูล 

 ผลของพอลิแซ็กคาไรด์ 3 ชนิด (ALG, GAB และ XTG) ต่อร้อยละการผลิตและประสิทธิภาพ

ในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยของไมโครแคปซูล แสดงในรูปที่ 4.2 

 ชนิดของสารเคลือบมีอิทธิพลต่อค่า EY และ EE โดยค่า EY ของไมโครแคปซูล GEL-GAB 

(80.33%) และ GEL-XTG (75.73%) สูงกว่า GEL-ALG (68.64%) อย่างมีนัยส้าคัญ (p ≤ 0.05) อีก

ทั งตัวอย่าง GEL-GAB ให้ค่า EE มากที่สุดซึ่งเท่ากับ 88.33% รองลงมาคือ GEL-ALG (75.97%) และ 

GEL-XTG (44.89%) ตามล้าดับ ความแตกต่างที่เกิดขึ นน่าจะเป็นผลมาจากโครงสร้าง และธรรมชาติ

ของสารเคลือบแต่ละชนิด (García-Saldaña และคณะ, 2016) และเนื่องจากยังไม่มีงานวิจัยที่ศึกษา

ผลของชนิดของสารเคลือบต่อการเกิดคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันมากนัก จึงต้องการการศึกษา

วิเคราะห์อื่น ๆ เพิ่มเติมต่อไปในอนาคต 

 Maji และ Hussain (2009) ศึกษาการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นของประเทศ

อินเดียที่สกัดด้วยไอน ้า โดยใช้ GEL กับ chitosan เป็นสารเคลือบที่อัตราส่วน 1:1 และใช้เจนิพิน 

(genipin) เป็นสารช่วยการเชื่อมข้ามในปริมาณ 0.5 mmol/g polymer พบว่ามีค่า EE เท่ากับ 

60.05% นอกจากนี ยังมีการใช้สารเคลือบ GEL กับ ALG ด้วยเทคนิคอิมัลชันแบบ water in oil in 

water (w/o/w) โดยมี Tween 80 เป็นอิมัลซิไฟเออร์ พบว่ามีค่า EY และ EE เท่ากับ 87.97% และ 

83.90% ตามล้าดับ (Banerjee และคณะ, 2013) 

 

 
รูปที่ 4.2 ค่า encapsulation yield (EY) และ encapsulation efficiency (EE) ของไมโครแคปซูล 
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4.3.3 ผลของชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ต่อสมบัติการต้านออกซิเดชันของน้ ามันหอมระเหย

ในไมโครแคปซูล 

เพ่ือที่จะวิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชันด้วยวิธีต่าง ๆ จะต้องสกัดน ้ามันหอมระเหยจาก

ไมโครแคปซูลชนิด GEL-ALG, GEL-GAB และ GEL-XTG ก่อนน้าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH radical 

scavenging activity และวิธี FRAP ซึ่งได้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.3 หลักการของการวิเคราะห์สมบัติ

การต้านออกซิเดชัน ด้วยวิธี DPPH และวิธี FRAP แตกต่างกัน คือ วิธีแรกจะวิเคราะห์สารต้าน

ออกซิเดชันที่มีสมบัติเป็น hydrogen atom transfer (HAT) เพียงอย่างเดียวแต่วิธีหลังจะวิเคราะห์

ตามหลักการทั ง HAT และ single electron transfer (SET) โดยจะเป็นการตรวจวัดความสามารถ

ในการเป็น reducing agent (Huang และคณะ, 2005) จึงนิยมใช้ทั งสองวิธีนี ร่วมกันในการวิเคราะห์

สมบัติการต้านออกซิเดชัน (Deepa และคณะ, 2006) 

น ้ามันหอมระเหยใน GEL-GAB มีสมบัติการต้านออกซิเดชันดีที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

(p ≤ 0.05) โดยมีค่า IC50 ต่้าที่สุดเท่ากับ 13.95 mg/mL รองลงมาคือ GEL-ALG (17.08 mg/mL) 

และ GEL-XTG (23.98 mg/mL) ตามล้าดับ และค่า FRAP ของ GEL-GAB สูงที่สุดเท่ากับ 698.06 

µmol FeSO4/g  ส่วน GEL-ALG และ GEL-XTG มีค่า FRAP ไม่แตกต่างกัน (p > 0.05)  

 
รูปที่ 4.3 สมบัติการต้านออกซิเดชันของน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นในไมโครแคปซูล โดยวิธี 

DPPH radical scavenging activity (a) และ วิธี FRAP (b) 
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4.3.4 ผลของชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ต่อหมู่ฟังก์ชันของไมโครแคปซูล 
 ผลการวิ เคราะห์หมู่ ฟังก์ชันของสารเคลือบแต่ละชนิด (GEL, ALG, GAB และ XTG)                               

ไมโครแคปซูล (GEL-ALG, GEL-GAB และ GEL-XTG) น ้ามันหอมระเหยตั งต้น และน ้ามันหอมระเหย

ในไมโครแคปซูลทั ง 3 ชนิด แสดงในรูปที่ 4.4-4.6 ตามล้าดับ เจลาตินแสดงประจุบวกท่ี pH ต่้ากว่าค่า 

pI เนื่องจากมีหมู่อะมิโน ส่วนพอลิแซ็กคาไรด์มีหมู่คาร์บอกซิลอิสระซึ่งสามารถแสดงประจุลบได้ ใน

ระหว่างกระบวนการคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน หมู่คาร์บอกซิลของพอลิแซ็กคาไรด์จะเกิด              

อันตรกิริยากับหมู่อะมิโนของเจลาติน เกิดเป็นหมู่เอไมด์ (amide) ขึ น (Saravanan และ Rao, 2010) 

ซึ่งการเกิดขึ นของหมู่เอไมด์นี สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค FTIR 

 อินฟาเรดสเปกตรัมของ GEL (รูปที่  4.4a, 4.5a และ 4.6a)  แสดงหมู่อะมิ โน (N–H 

stretching of amino group)  ที่ เลขคลื่ น  3397 cm-1 และพบหมู่ อัลคีน (C–H stretching of 

alkene) ที่ 2958 cm-1 และหมู่อัลเคน (C–H stretching of alkane) ที่ 2880 cm-1 และที่เลขคลื่น 

1645 cm-1 และ 1533 cm-1 พบหมู่เอไมด์ปฐมภูมิ และทุติยภูมิ (amide-I and -II, C=O and N–H 

stretching) ตามล้าดับ ส่วนพีคอ่ืน ๆ ที่พบได้แก่ พันธะ C–N stretching ที่ 1333 cm-1, หมู่ amide-

III ที่ช่วง 1085-1230 cm-1 และพบ C–O stretching ของหมู่คาร์บอกซิลที่ 1165 cm-1 ซึ่งผลการ

วิเคราะห์ที่ได้ใกล้เคียงกับการทดลองของ Devi และคณะ (2012) และ Souza และ Garcia-Rojas 

(2017)  

ส้าหรับสเปกตรัมของ ALG (รูปที่ 4.4b) พบพีคดังนี  3434 cm-1, 2926 cm-1, 1614 cm-1, 

1416 cm-1 และ 1031 cm-1 ส่วนสเปกตรัมของ GAB (รูปที่ 4.5b) พบพีค 3433 cm-1, 2922 cm-1, 

1611 cm-1, 1425 cm-1 และ 1029 cm-1 ส่วน XTG (รูปที่ 4.6b) พบพีค 3434 cm-1, 2921 cm-1, 

1619 cm-1, 1408 cm-1 และ 1052 cm-1 ซึ่ งแสดงถึง O–H stretching ของแอลกอฮอล์ , O–H 

stretching ของหมูคาร์บอกซิล , carboxylate anion asymmetric, symmetric stretching และ 

C–O stretching ของหมู่อีเทอร์ ตามล้าดับ นอกจากนี  XTG ยังพบพีคของ carboxylic acid ที่ 1730 

cm-1 พีค C–H stretching ที่ 1252 cm-1 (Lii และคณะ, 2002)   

ส่วนไมโครแคปซูล GEL-ALG, GEL-GAB และ GEL-XTG (รูปที่ 4.4c, 4.5c และ 4.6c) ไม่พบ

พีคของหมู่อะมิโนอิสระ แต่พบพีคของหมู่เอไมด์ปฐมภูมิ และทุติยภูมิที่ 1642-1649 cm-1 และ 1534-

1536 cm-1 ซึ่งเกิดจากการสั่นของ C=O ในพันธะเปปไทด์ แสดงให้เห็นชัดเจนว่าเกิดคอมเพล็กซ์

ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของพอลิแซ็กคาไรด์ทั ง 3 ตัวอย่าง กับหมู่อะมิโนของ GEL (Devi และคณะ, 
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2012; García-Saldaña และคณะ, 2016; Ibekwe และคณะ, 2017; Souza และ Garcia-Rojas, 

2017)          

น ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น (รูปที่  4.4d, 4.5d และ 4.6d) ประกอบด้วยหมู่ C–H 

stretching ของ aromatic ring ที่ช่วง 3000-3100 cm-1 และหมู่ C–H stretching ของ alkane ที่

ช่วง 2800-3000 cm-1 หมู่ C=C ของ alkene ที่ 1645 cm-1 และพีคอ่ืน ๆ ที่พบได้แก่ 1437 cm-1, 

1377 cm-1 และ 1156 cm-1 แสดงถึงหมู่ –CH2 asymmetric alkane, –CH2 symmetric alkane, 

C–O stretching ของแอลกอฮอล์ หรือฟีนอล ตามล้าดับ และพบหมู่ฟังก์ชันที่ส้าคัญของสารระเหย 

(กลุ่ม terpene) ซึ่งอยู่ที่ 888 cm-1 และ 797 cm-1 แสดงถึง C–H (out-of-plane, oop bending) 

ของวงเบนซีนที่มีหมู่แทนที่ 2 หมู่แบบพารา และเมตา ตามล้าดับ (Banerjee และคณะ, 2013; 

Fabie-Agapin และคณะ, 2017) และเมื่อเปรียบเทียบสเปกตรัมของน ้ามันหอมระเหยตั งต้น กับ

น ้ามันหอมระเหยในไมโครแคปซูล GEL-ALG (รูปที่ 4.4e), GEL-GAB (รูปที่ 4.5e) และ GEL-XTG 

(รูปที่ 4.6e) พบว่ามีลักษณะพีคเหมือนกัน แสดงให้เห็นว่าสารเคลือบที่เลือกใช้ทั ง 3 ชนิดไม่ท้า

ปฏิกิริยากับน ้ามันหอมระเหยที่กักเก็บ ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ส้าคัญข้อหนึ่งของการเลือกสารเคลือบ 

(Vasisht, 2014) ซึ่งผลที่ได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Devi และคณะ (2012) ที่พบว่าสเปกตรัมของ

น ้ามันมะกอกก่อนและหลังการเกิดคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันของ GEL กับ ALG ไม่มีความแตกต่าง

กัน นอกจากนี  Banerjee และคณะ (2013) วิเคราะห์เปรียบเทียบน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นของ

อินเดียก่อนกับหลังการกักเก็บด้วย GEL-ALG ก็ได้ผลการทดลองเช่นเดียวกันคือไม่มีความแตกต่างกัน

ของสเปกตรัม 
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รูปที่ 4.4 อินฟาเรดสเปกตรัมของ GEL (a), ALG (b), GEL-ALG (c), น ้ามันหอมระเหยตั งต้น (d) 

และ น ้ามันหอมระเหยในไมโครแคปซูล (e) 
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รูปที่ 4.5 อินฟาเรดสเปกตรัมของ GEL (a), GAB (b), GEL-GAB (c), น ้ามันหอมระเหยตั งต้น (d) 

และ น ้ามันหอมระเหยในไมโครแคปซูล (e) 
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รูปที่ 4.6 อินฟาเรดสเปกตรัมของ GEL (a), XTG (b), GEL-XTG (c), น ้ามันหอมระเหยตั งต้น (d) 

และ น ้ามันหอมระเหยในไมโครแคปซูล (e) 
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4.3.5 ผลของชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ต่อโครงสร้างของไมโครแคปซูล 

 การเกิดคอมเพล็กซ์ระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ได้รับการยืนยัน อีกครั งโดยผลการ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SEM ดังแสดงในรูปที่ 4.7 พบว่าไมโครแคปซูล GEL-GAB (รูปที่ 4.7c และ d) มี

ลักษณะทรงกลม ขนาดอนุภาค (particle size) ประมาณ 30-40 ไมโครเมตร อย่างไรก็ตามความ

หลากหลายของขนาดนั นค่อนข้างสูง เนื่องจากการควบคุมขนาดของหยดน ้ามันนั นเป็นไปได้ยาก ทั งนี 

สารเคลือบสามารถห่อหุ้มน ้ามันได้สมบูรณ์ และไม่พบรูพรุนบนผิวของไมโครแคปซูล แสดงถึง

ประสิทธิภาพในการกักเก็บของ GEL-GAB และส่งผลให้ค่า EE และสมบัติการต้านออกซิเดชันสูงตาม

ไปด้ วย  ซึ่ งน่ าจะเกิดจากการที่  GAB มีองค์ประกอบของ arabinogalactan-protein และ 

glycoprotein ที่ให้คุณสมบัติรักษาเสถียรภาพของอิมัลชัน จึงป้องกันการรวมตัวกันของหยดไขมันได้ 

(Padala และคณะ, 2009) ผลการทดลองที่ได้นี สอดคล้องกับผลการทดลองของ Junyaprasert และ

คณะ (2001) ที่วิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างของไมโครแคปซูล GEL-GAB ที่กักเก็บน ้ามันข้าวโพดที่

ผสมวิตามินเอ ด้วยเทคนิค SEM พบว่าไมโครแคปซูลมีขนาดอนุภาคในช่วง 20-30 ไมโครเมตร มี

ลักษณะเป็นทรงกลมไม่เกาะกลุ่มกันเป็นก้อน ในขณะที่ไมโครแคปซูล GEL-ALG และ GEL-XTG 

สูญเสียรูปร่างทรงกลม เนื่องจากสารละลายคอลลอยด์ของทั ง ALG และ XTG มีความหนืดและ

ความสามารถในการกักเก็บน ้าสูงกว่า GAB (Burnside, 2014) ท้าให้เกิดการเสียรูปร่างเนื่องจากการ

ระเหยของน ้ามากกว่าในระหว่างการท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Eratte และคณะ, 2015) โดยไมโคร

แคปซูล GEL-ALG (รูปที่ 4.7a และ b) มีรูปร่างที่ไม่แน่นอน (irregular shape) ลักษณะผิวขรุขระ ไม่

สม่้าเสมอ ขนาดอนุภาคประมาณ 50-60 ไมโครเมตร ใหญ่กว่าไมโครแคปซูล GEL-GAB เนื่องจากใช้

อัตราส่วนของพอลิเมอร์สูงกว่า ซึ่งใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Calderón-Oliver และคณะ (2017) ที่

พบว่าไมโครแคปซูล collagen-ALG มีรูปร่างไม่แน่นอน ผิวขรุขระ และสูญเสียรูปทรงเนื่องจากการ

ท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ส่วนไมโครแคปซูล GEL-XTG (รูปที่ 4.7e และ f) มีลักษณะเป็นแผ่น คล้าย

ฟองน ้า ผิวขรุขระ มีรูพรุนเล็กน้อย ท้าให้ค่า EE และสมบัติการต้านออกซิเดชันต่้าที่สุดเมื่อเทียบกับ

ตัวอย่างอ่ืน ๆ ขนาดอนุภาคประมาณ 100-150 ไมโครเมตร ทั งนี  Souza และคณะ (2013) ได้

รายงานโครงสร้างของ egg yolk lipoprotein-XTG ที่มีลักษณะคล้ายคลึงกับผลของงานวิจัยนี      
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รูปที่ 4.7 โครงสร้างของไมโครแคปซูล GEL-ALG (×400; a และ ×1,000; b), GEL-GAB (×1,000; c 
และ ×2,500; d) และ GEL-XTG (×150; e และ ×500; f) 
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จากผลการวิเคราะห์ทั งทางเคมีและกายภาพ เพ่ือศึกษาชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ที่เหมาะสม

ในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น พบว่าไมโครแคปซูล GEL-GAB เหมาะต่อการใช้เป็นสาร

เคลือบเพ่ือปกป้องน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นมากที่สุด ซึ่งสารประกอบที่เป็นโปรตีนและ           

พอลิแซ็กคาไรด์ทั งสองนี ท้าให้ได้ร้อยละการผลิต ประสิทธิภาพในการกักเก็บ และสมบัติการต้าน

ออกซิเดชันสูงที่สุด รวมทั งผลการทดลองที่ได้จาก FTIR ยืนยันว่าพอลิเมอร์ทั งสองเกิดอันตรกิริยา

ระหว่างกัน และสามารถห่อหุ้มน ้ามันได้อย่างสมบูรณ์ ผิวของไมโครแคปซูลไม่มีรูพรุน  

อย่างไรก็ตาม คอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันระหว่างโปรตีนกับพอลิแซ็กคาไรด์ได้รับอิทธิพล

จากปัจจัยที่หลากหลาย แต่ในขั นตอนนี สามารถสรุปได้เพียงปัจจัยเดียวคือ ชนิดของสารเคลือบที่

เหมาะสม จึงจ้าเป็นต้องน้า ไมโครแคปซูล GEL-GAB มาศึกษาปัจจัยที่ส้าคัญอ่ืน ๆ ที่ส่งผลต่อการ

สร้างไมโครแคปซูลเพ่ือกักเก็บน ้ามันหอมระเหย โดยใช้การออกแบบการทดลองด้วยวิธี response 

surface methodology (RSM) ซึ่งใช้เทคนิคทั งด้านคณิตศาสตร์ และสถิติมาสร้างตัวแบบ และ

สามารถวิเคราะห์ปัญหาในกรณีที่ผลตอบสนองมีความสัมพันธ์กับปัจจัยหรือตัวแปรอิสระหลายตัว 

เพ่ือหาระดับของปัจจัยที่ท้าให้ผลตอบสนองมีค่าดีที่สุด  

 

4.4 ภาวะที่เหมาะสมในการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยจากมะแขว่น 

 ในการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นด้วยสารเคลือบ 

GEL-GAB โดยใช้แผนการทดลอง RSM แบบ central composite design (CCD) ศึกษาตัวแปรต้น

ดังนี  pH (3.20-4.20), อัตราส่วน GEL:GAB (1.00-2.00) และอัตราส่วน wall:core (1.00-5.00) และ

ศึกษาตัวแปรตาม ได้แก่ ค่า EY และ EE ของไมโครแคปซูลทีเ่ตรียมจากภาวะต่าง ๆ ดังแสดงในตาราง

ที่ 4.4  

จากข้อมูลในตารางที่ 4.4 พบว่า EY มีค่าอยู่ในช่วง 56.67-82.45% และ EE มีค่าอยู่ในช่วง 

60.11-88.17% เมื่อน้าข้อมูลมาสร้างสมการถดถอยเชิงเส้นโค้งโดยใช้ค่าจริง (actual value) ได้

สมการท้านายค่า EY และ EE ดังแสดงในสมการที่ 4.1 และ 4.2 ตามล้าดับ 

 

EY (%) = - 88 + 103.0x1 - 83.8x2 + 10.7x3 - 19.6x1
2 - 19.4x2

2 - 3.515x3
2  

+ 36.2x1x2 + 1.31x1x3 + 1.64x2x3            (4.1) 

 EE (%) = - 333 + 221x1 - 26.8x2 + 9.1x3 – 32.9x1
2 – 29.0x2

2 – 4.209x3
2  

+ 23.8x1x2  
– 0.13x1x3 + 8.03x2x3            (4.2) 
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 เมื่อ x1 คือ pH 

  x2 คือ อัตราส่วนของ GEL ต่อ GAB   

  x3 คือ อัตราส่วนระหว่างสารเคลือบต่อน ้ามันหอมระเหย 

 

ตารางท่ี 4.4 ค่า encapsulation yield (EY) และ encapsulation efficiency (EE) ของไมโคร
แคปซูล ที่เตรียมจากภาวะต่างกัน 

Design 

point 

 Independent variables  
Dependent 

variables 

 Code  Actual value  
%EY %EE  x

1
 x

2
 x

3
  pH GEL:GAB wall:core  

1  -1 -1 -1  3.40 1.20 1.80  75.17 81.69 

2  1 -1 -1  4.00 1.20 1.80  80.14 85.69 

3  -1 1 -1  3.40 1.80 1.80  65.64 67.66 

4  1 1 -1  4.00 1.80 1.80  82.45 85.03 

5  -1 -1 1  3.40 1.20 4.20  65.60 60.11 

6  1 -1 1  4.00 1.20 4.20  71.47 68.89 

7  -1 1 1  3.40 1.80 4.20  57.43 62.39 

8  1 1 1  4.00 1.80 4.20  77.06 74.62 

9  -1.68 0 0  3.20 1.50 3.00  65.70 73.11 

10  1.68 0 0  4.20 1.50 3.00  77.10 78.34 

11  0 -1.68 0  3.70 1.00 3.00  72.37 76.69 

12  0 1.68 0  3.70 2.00 3.00  70.50 76.69 

13  0 0 -1.68  3.70 1.50 1.00  67.80 73.11 

14  0 0 1.68  3.70 1.50 5.00  56.67 61.10 

15  0 0 0  3.70 1.50 3.00  78.30 83.53 

16  0 0 0  3.70 1.50 3.00  78.00 81.57 

17  0 0 0  3.70 1.50 3.00  80.40 88.17 

 

 สมการที่ 4.1 มีค่า coefficient of determination (R2) เท่ากับ 0.915 ส่วนสมการที่ 4.2 มี

ค่า R2 เท่ากับ 0.903 ซึ่งหมายความว่าสมการทั งสองสามารถท้านายค่า EY และ EE ได้ 91.5% และ 

90.3% ตามล้าดับ อย่างไรก็ตาม มีความจ้าเป็นต้องพิจารณาความเหมาะสมของสมการจากค่า lack 

of fit ควบคู่ไปด้วย ทั งนี ค่าที่เหมาะสมจะต้องมีค่ามากกว่า 0.05 จากตารางที ่4.5 พบว่าสมการ EY มี

ค่า lack of fit = 0.100 และสมการ EE มีค่า lack of fit = 0.414  อีกทั งค่า p-value ของ model 
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ทั งสองมีค่าต่้ากว่า 0.05 แสดงว่าสมการทั งสองมีความเหมาะสมในการอธิบายภาวะที่เหมาะสมของ

การเกิดคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน (Sánchez และคณะ, 2016) นอกจากนี ยังพบว่าปัจจัยทั งสาม

ปัจจัยที่น้ามาศึกษาไม่ได้มีอิทธิพลต่อค่า EY และ EE ครบทั งหมดทุกปัจจัย เนื่องจากมีบางปัจจัยที่มี

ค่า p-value มากกว่า 0.05 จึงต้องพิจารณาปัจจัยหลักแต่ละชนิดที่มีอิทธิพลต่อค่า EY และ EE ร่วม

ด้วย พบว่า pH (x1) และอัตราส่วนระหว่างสารเคลือบต่อน ้ามันหอมระเหย (x3) เป็นปัจจัยหลักที่

ส่งผลอย่างมีนัยส้าคัญ (p ≤ 0.05) ในขณะที่อัตราส่วนของ GEL ต่อ GAB (x2) ถือเป็นปัจจัยที่ไม่ส่งผล

ต่อค่า EY และ EE มากที่สุด จึงก้าหนดให้เป็นค่าคงที่ที่ 1.55 ซึ่งเป็นอัตราส่วนที่ท้าให้ค่า EY และ EE 

สูงที่สุด 

 

ตารางท่ี 4.5 p-value ของปัจจัยต่าง ๆ ที่ส่งผลต่อ encapsulation yield (EY) และ 
encapsulation efficiency (EE) 

p-value EY EE 

Model 0.005 0.008 

x1 -pH 0.001 0.012 

x2 -GEL:GAB 0.342 0.675 

x3  
 -wall:core 0.005 0.002 

x1
2 0.135 0.050 

x2
2 0.138 0.076 

x3
2 0.002 0.002 

x1x2 0.034 0.194 

x1x3 0.715 0.976 

x2x3 0.648 0.093 

Lack of fit 0.100 0.414 

  

การแสดงผลตอบสนองแบบโครงร่างพื นผิวโดยมี GEL:GAB เป็นค่าคงที่ที่ 1.55 ของสมการ

การท้านาย EY และ EE น้าเสนอในรูป surface และ contour plot ดังแสดงในรูปที่ 4.8 และ 4.9  

 ค่า pH ส่งผลต่อการแตกตัวของหมู่ฟังก์ชันบนพอลิเมอร์ (หมู่อะมิโน และหมู่คาร์บอกซิล) 

ควบคุมสมดุลระหว่างประจุที่ตรงกันข้าม และความหนาแน่นของประจุ (Wang และคณะ, 2015) 

จากรูปที่ 4.8 และ 4.9 เมื่อ pH ลดลง พบว่าค่า EY และ EE เพ่ิมขึ น จนถึง pH ประมาณ 3.50 
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จากนั นค่า EY และ EE ลดลงเรื่อย ๆ เพราะการลดลงของค่า pH ที่เกินจุดที่เหมาะสม ท้าให้ GEL มี

ประจุบวกเพ่ิมขึ น ส่วน GAB แสดงประจุลบน้อยลงเนื่องจากเกิดการ protonation ที่หมู่คาร์บอกซิล 

ท้าให้เกิดอันตรกิริยาระหว่างประจุลดลง (Dong และคณะ, 2007) 

 อัตราส่วนระหว่างสารเคลือบต่อน ้ามันหอมระเหยส่งผลต่อเสถียรภาพของอิมัลชัน เมื่อ

อัตราส่วนมากหรือน้อยเกินไปจะให้ค่า EY และ EE ต่้า โดยอัตราส่วนที่ต่้าท้าให้อิมัลชันที่เกิดขึ นไม่

เสถียร จึงมีน ้ามันบริเวณผิวของไมโครแคปซูลเพ่ิมขึ น ท้าให้ค่า EY และ EE ลดลง ในขณะที่เมื่อ

อัตราส่วนเพ่ิมขึ น จะลดปริมาณน ้ามันที่สามารถห่อหุ้มได้ลง ค่าทั งสองจึงลดลง (Getachew และ 

Chun, 2016) 

 

 
รูปที่ 4.8 surface (a) และ contour plot (b) จากสมการ encapsulation yield                 

(GEL:GAB = 1.55) 
 

 
รูปที่ 4.9 surface (a) และ contour plot (b) จากสมการ encapsulation efficiency            

(GEL:GAB = 1.55) 

(a) (b) 

(a) (b) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 56 

จากรูปที่ 4.8 และ 4.9 พบว่าภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมไมโครแคปซูลมีดังนี  pH เท่ากับ 

4.00 ซึ่งอยู่ในช่วง pKa ของ GAB (2.20) และ pI ของ GEL (7.00) อัตราส่วนของ GEL ต่อ GAB ที่ 

1.55 และอัตราส่วนระหว่างสารเคลือบต่อน ้ามันหอมระเหยเท่ากับ 2.50 ซึ่งภาวะเหล่านี ท้าให้ EY 

และ EE มีค่ามากที่สุดเท่ากับ 82.56% และ 86.45% ตามล้าดับ (รูปที่ 4.10)  

การตรวจสอบความถูกต้องของสมการ (validation) ด้วยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของ EE 

และ EY ที่ได้จากการทดลองที่ภาวะที่เหมาะสมและจากการท้านายด้วยสมการที่ 4.1 และ 4.2 

แสดงผลในรูปแบบของร้อยละความแตกต่างพบว่า สมการท้านายค่า EY และ EE มีร้อยละความ

แตกต่างเท่ากับ 1.83 และ 4.18 ตามล้าดับ ซึ่งได้ค่าน้อยมาก แสดงว่าสมการมีความถูกต้องเหมาะสม

และสามารถอธิบายพฤติกรรมของตัวแปรต้นได้ดีมาก  

 
รูปที่ 4.10 จุดที่เหมาะสมของระดับปัจจัยต่อ encapsulation yield และ efficiency 
หมายเหตุ:  D และ d คือ optimality, current variable (Cur) คือ ภาวะที่เหมาะสม                                  

และ y คือ ค่า EY หรือ EE ที่ภาวะเหมาะสม 

 

4.5 สมบัติทางเคมี และกายภาพของไมโครแคปซูลที่เตรียมจากภาวะทีเ่หมาะสม 

 เตรียมไมโครแคปซูล GEL-GAB ที่ภาวะที่เหมาะสมดังนี  pH เท่ากับ 4.00 GEL:GAB ที่ 1.55 

และ wall:core เท่ากับ 2.50 แล้วน้ามาวิเคราะห์ EY, EE และสมบัติการต้านออกซิเดชัน ผลการ

ทดลองแสดงในตารางที่ 4.6  
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 จากตารางที่  4.6 พบว่าค่า EY, EE, IC50 และ FRAP value เท่ากับ 81.04%, 90.06%, 

13.15 mg/mL และ 705.50 µmol FeSO4/g ตามล้าดับ ซึ่งร้อยละการผลิต ประสิทธิภาพในการกัก

เก็บน ้ามันหอมระเหย และสมบัติการต้านออกซิเดชันของไมโครแคปซูล GEL-GAB ที่เตรียมจากภาวะ

ที่เหมาะสมข้างต้นดีกว่าผลการทดลองที่ได้อธิบายไว้แล้วในหัวข้อที่ 4.3 รวมทั งลักษณะโครงสร้างของ

ไมโครแคปซูลที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SEM (รูปที่ 4.11) พบว่ามีลักษณะคล้ายทรงกลม ขนาดอนุภาค

ประมาณ 30-50 ไมโครเมตร การห่อหุ้มสมบูรณ์ และไม่พบรูพรุนบนผิวของไมโครแคปซูล  

ตารางท่ี 4.6 คุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของไมโครแคปซูล GEL-GAB ที่ภาวะที่เหมาะสม 

คุณสมบัติ GEL-GAB 

EY (%) 81.04 ± 1.55 

EE (%) 90.06 ± 2.02 

IC50 (mg/mL) 13.15 ± 0.98 

FRAP value (µmol FeSO4/g) 705.50 ± 13.41 

 

 
รูปที่ 4.11 โครงสร้างของไมโครแคปซูล GEL-GAB ที่ภาวะที่เหมาะสม (pH=4.00, GEL:GAB=1.55 

และ wall:core=2.50) ที่ก้าลังขยายของ SEM เท่ากับ ×100 (a), ×400 (b), ×1,000 (c)          
และ ×1,500 (d) 
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การสูญเสีย และการเปลี่ยนแปลงของสารระเหยในน ้ามันหอมระเหยเป็นข้อจ้ากัด หรือปัญหา

ที่ส้าคัญภายหลังกระบวนการกักเก็บด้วยวิธีเอ็นแคปซูเลชัน (Jun-xia และคณะ, 2011) ดังนั นจึง

จ้าเป็นต้องมีการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารระเหยทั งก่อน และหลังกระบวนการคอมเพล็กซ์             

โคแอเซอร์ เวชัน โดยใช้ เทคนิค GC-MS จากตารางที่  4.7 พบว่าไมโครแคปซูล GEL-GAB มี

ประสิทธิภาพในการเก็บรักษาสารระเหยดีมาก เนื่องจากในงานวิจัยนี ใช้กระบวนการคอมเพล็กซ์          

โคแอเซอร์เวชันร่วมกับการท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็งซึ่งไม่ได้ใช้อุณหภูมิสูงในกระบวนการ จึงท้าให้

สัดส่วนขององค์ประกอบของสารระเหยเปลี่ยนแปลงน้อยมาก โดยสารระเหยเช่น D-limonene ใน

น ้ามันหอมระเหยก่อน และหลังกระบวนการมีสัดส่วนใกล้เคียงกันมาก แต่สารบางตัวมีสัดส่วนเพ่ิมขึ น

เล็กน้อย เช่น beta-myrcene, 3-carene, beta-cymene และ trans-beta-ocimene เป็นต้น 

เนื่องจากมีสารบางตัวลดลง หรือสลายไป เมื่อค้านวณค่า %relative area จึงท้าให้สารบางตัวเพ่ิมขึ น

เล็กน้อย (Jun-xia และคณะ, 2011; Getachew และ Chun, 2016) 

Jun-xia และคณะ (2011) วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของน ้ามันส้มเกลี ยงทั งก่อนและหลัง

กระบวนการคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน ซึ่งใช้โปรตีนถั่วเหลืองสกัดกับกัมอะราบิกเป็นสารเคลือบ 

และใช้การท้าแห้งแบบพ่นฝอย พบว่าไมโครแคปซูลที่เตรียมได้มีประสิทธิภาพสูงในการกักเก็บสาร

ระเหยในน ้ามันส้มเกลี ยง โดยสัดส่วนของ D-limonene เพ่ิมขึ นจาก 89.65% เป็น 90.97% ส่วน

งานวิจัยของ Yeo และคณะ (2005) พบว่าคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชันของ bake flavor oil ที่ใช้สาร

เคลือบ GEL-GAB และน้าไปประยุกต์ใช้ในอาหารแช่เยือกแข็ง สามารถควบคุมการปลดปล่อยของ

กลิ่น และช่วยปรับปรุงลักษณะทางประสาทสัมผัสของอาหารแช่เยือกแข็งได้ 

เมื่อพิจารณาจากผลการทดลองทั งหมดแล้ว สามารถสรุปได้ว่าการกักเก็บน ้ามันหอมระเหย

จากมะแขว่นในไมโครแคปซูลด้วยวิธีเอ็นแคปซูเลชัน แบบคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน โดยใช้สาร

เคลือบชนิด GEL-GAB มีประสิทธิภาพสูงกว่าสารเคลือบชนิด GEL-ALG และ GEL-XTG และท้าให้

น ้ามันหอมระเหยเปลี่ยนไปอยู่ในรูปแบบผง หรือไมโครแคปซูลจึงช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพ และความ

สะดวกในการน้าไปประยุกต์ใช้ การขนส่ง และการเก็บรักษา พร้อมทั งยังช่วยปกป้อง และรักษาสมบัติ

เชิงหน้าที่ และเสถียรภาพของสารระเหยในน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น อีกทั งยังช่วย สร้าง

มูลค่าเพ่ิมให้กับผลิตผลทางการเกษตรของไทยได้ ในปัจจุบันผู้บริโภคต้องการความสะดวก รวดเร็ว 

และต้องการอาหารที่ดีต่อสุขภาพ และเป็นที่พึงพอใจ ดังนั นสามารถน้าองค์ความรู้ที่ได้จากผล

การศึกษานี ไปประยุกต์ใช้ โดยน้าไมโครแคปซูลน ้ามันหอมระเหยไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารได้ เช่น 

การน้าไปผสมเป็นเครื่องปรุงรสส้าเร็จรูปชนิดผง เช่น ลาบ ย้า และแกงต่าง ๆ น้าไปผสมกับผลิตภัณฑ์
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เครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพ หรือเนื อสัตว์แปรรูปเพ่ือเพ่ิมกลิ่นรส ลดการเกิดออกซิเดชันของไขมัน และช่วย

ยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ได้ 

 

ตารางท่ี 4.7 สารระเหยที่พบในน ้ามันหอมระเหยตั งต้น (essential oil) และน ้ามันหอมระเหยที่กัก
เก็บในไมโครแคปซูล (encapsulated oil) 

No. Compound 
% Relative area 
Essential oil Encapsulated oil 

1 alpha-thujene 0.19 0.18 
2 alpha-pinene 7.36 7.07 
3 sabinene 0.42 0.42 
4 beta-myrcene 5.05 5.06 
5 alpha-phellandrene 20.47 20.18 
6 3-carene 0.43 0.44 
7 beta-cymene 1.18 1.30 
8 D-limonene 52.44 52.39 
9 trans-beta-ocimene 2.29 2.34 
10 cis-beta-ocimene 5.51 5.62 
11 alpha-terpinolene 0.17 0.18 
12 linalool 0.61 0.66 
13 alpha-terpineol 0.31 0.33 
14 decanal 0.69 0.72 
15 octyl ester 0.74 0.77 
16 beta-elemene 0.63 0.68 
17 dodecanal 0.22 0.23 
18 beta-caryophyllene 0.35 0.38 
19 gamma-muurolene 0.75 0.83 
20 valencene 0.19 0.22 

หมายเหตุ: การวิเคราะห์ และการระบุชนิดของสารระเหย เหมือนกับในตารางที่ 4.2



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

สารระเหยในน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นมีดังนี  monoterpene (D-limonene, alpha-

phellandrene, alpha-pinene, cis-beta-ocimene, beta-mycrene, trans-beta-ocimene, 

beta-cymene, linalool, 3-carene, sabinene, alpha-terpineol, alpha-thujene และ alpha-

terpinolene), sesquiterpene (gamma-muurolene, beta-elemene, beta-caryophyllene 

และ valencene), ester (octyl ester) และ aldehyde (decanal และ dodecanal) และมีสมบัติ

การต้านออกซิเดชันดังนี  ค่า IC50 เท่ากับ 8.23 mg/mL (ด้วยวิธี DPPH radical scavenging) และค่า 

FRAP value เท่ากับ 752.57 µmol FeSO4/g  

การศึกษาชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ที่เหมาะสมในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น  

พบว่า ค่า pH ที่มีโอกาสเกิดอันตรกิริยาระหว่างประจุของ GEL กับพอลิแซ็กคาไรด์ (ALG, GAB และ 

XTG) อยู่ ในช่วง 2.00-7.00 ไมโครแคปซูลที่ เตรียมจาก GEL-GAB มีร้อยละในการผลิต และ

ประสิทธิภาพในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหย รวมทั งสมบัติการต้านออกซิเดชันดีที่สุด  และจากการ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค FTIR พบว่าไมโครแคปซูล GEL-ALG, GEL-GAB และ GEL-XTG มีการเกิด           

คอมเพล็กซ์ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของพอลิแซ็กคาไรด์ทั ง 3 ตัวอย่าง กับหมู่อะมิโนของ GEL อีกทั ง

สารเคลือบที่เลือกใช้ทั งหมด ไม่ท้าปฏิกิริยากับน ้ามันหอมระเหยที่กักเก็บภายใน 

ภาวะที่เหมาะสมในการกักเก็บน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่น จากแผนการทดลอง RSM 

แบบ CCD มีดังนี  pH เท่ากับ 4.00 อัตราส่วนของ GEL ต่อ GAB เท่ากับ 1.55 และอัตราส่วนระหว่าง

สารเคลือบต่อน ้ามันหอมระเหยเท่ากับ 2.50 นอกจากนี ไมโครแคปซูล GEL-GAB ที่เตรียมได้จากค่าตัว

แปรที่เหมาะสมทั งสามนี  มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาสารระเหยดีมากจากผลการวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค GC-MS 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

• ควรศึกษาปัจจัยอื่น ๆ เพิ่มเติมที่ส่งผลต่อกระบวนการคอมเพล็กซ์โคแอเซอร์เวชัน เช่น ความ

แรงของอิออน, อัตราเร็วของโฮโมจิไนเซอร์ และวิธีการท้าแห้ง เป็นต้น 

• ในปัจจุบันมีผู้บริโภคที่เลือกรับประทานอาหารมังสวิรัติ หรืออาหารเจเพ่ิมขึ น จึงควรศึกษา

สารเคลือบชนิดโปรตีนที่ท้าจากพืช เช่น โปรตีนจากถ่ัว เป็นต้น 

• ควรศึกษาเสถียรภาพของไมโครแคปซูล และพฤติกรรมการปลดปล่อยของสารระเหยออก

จากไมโครแคปซูล 

• ควรศึกษาการน้าไมโครแคปซูลที่ได้ไปประยุกต์ใช้ในตัวอย่างอาหาร 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บรรณานุกรม 
 

บรรณานุกรม 
 

 

Adams, R. P. (2007). Identification of Essential Oil Components by Gas 
Chromatography/Mass Spectrometry (R. P. Adams Ed. 4th ed.). Carol Stream, IL, 
USA: Allured Publishing Corporation. 

Adams, R. P. and Nguyen, S. (2005). Infra-specific variation in Juniperus deppeana and F. 
sperryi in the Davis mountains of Texas: Variation in leaf essential oils and 
random amplified polymorphic DNAS (RAPDS). Phytologia, 87(2), 97-109. 

Al-Assaf, S. and Phillips, G. O. (2009). Hydrocolloids: Structure-function relationships. 
Food Science and Technology, 23(3), 17-20. 

Ali, S. S., Kasoju, N., Luthra, A., Singh, A., Sharanabasava, H., Sahu, A., and Bora, U. 
(2008). Indian medicinal herbs as sources of antioxidants. Food Research 
International, 41(1), 1-15. 

Alvim, I. D. and Grosso, C. R. F. (2010). Microparticles obtained by complex 
coacervation: Influence of the type of reticulation and the drying process on the 
release of the core material. Ciência e Tecnologia de Alimentos, 30, 1069-1076. 

AOAC. (2005). Official Methods of Analysis of AOAC International (18th ed.). 
Gaithersberg, MD, USA: AOAC International. 

Arun, K. V. and Paridhavi, M. (2011). Evaluation of physiochemical parameters on the 
fruit of Zanthoxylum limonella Alston (Family-Rutaceae). International Journal 
of Comprehensive Pharmacy, 2(11), 1-3. 

Asbahani, A. E., Miladi, K., Badri, W., Sala, M., Addi, E. H. A., Casabianca, H., Mousadik, A. 
E., Hartmann, D., Jilale, A., Renaud, F. N. R., and Elaissari, A. (2015). Essential oils: 
From extraction to encapsulation. International Journal of Pharmaceutics, 
483(1), 220-243. 

Aziz, S., Gill, J., Dutilleul, P., Neufeld, R., and Kermasha, S. (2014). Microencapsulation of 
krill oil using complex coacervation. Journal of Microencapsulation 31(8), 774-
784. 

Bakry, A. M., Abbas, S., Ali, B., Majeed, H., Abouelwafa, M. Y., Mousa, A., and Liang, L. 
(2016). Microencapsulation of oils: A comprehensive review of benefits, 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 63 

 

techniques, and applications. Comprehensive Reviews in Food Science and 
Food Safety, 15(1), 143-182. 

Banerjee, S., Chattopadhyay, P., Ghosh, A., Goyary, D., Karmakar, S., and Veer, V. (2013). 
Influence of process variables on essential oil microcapsule properties by 
carbohydrate polymer–protein blends. Carbohydrate Polymers, 93(2), 691-697. 

Barrow, C. J., Wang, B., Adhikari, B., and Liu, H. (2013). Spray drying and encapsulation of 
omega-3 oils. In C. Jacobsen, N. S. Nielsen, A. F. Horn, and  A.-D. M. Sørensen 
(Eds.), Food Enrichment with Omega-3 Fatty Acids (pp. 194-225). Cambridge, 
England: Woodhead Publishing. 

Benzie, I. F. and Strain, J. J. (1996). The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a 
measure of "antioxidant power": the FRAP assay. Analytical Biochemistry, 239(1), 
70-76. 

Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., and Berset, C. (1995). Use of a free radical method 
to evaluate antioxidant activity. LWT - Food Science and Technology, 28(1), 25-
30. 

Brownlee, I. A., Seal, C. J., Wilcox, M., Dettmar, P. W., and Pearson, J. P. (2009). 
Applications of alginates in food. In B. Rehm (Ed.), Alginates: Biology and 
Applications (pp. 211-228). Berlin, Heidelberg, Germany: Springer. 

Burnside, E. (2014). Hydrocolloids and gums as encapsulating agents. In A. G. Gaonkar, 
N. Vasisht, A. R. Khare, and  R. Sobel (Eds.), Microencapsulation in the Food 
Industry (pp. 241-252). San Diego, CA, USA: Academic Press. 

Buttara, M., Intarapichet, K.-O., and Cadwallader, K. R. (2014). Characterization of potent 
odorants in Thai chempedak fruit (Artocarpus integer Merr.), an exotic fruit of 
Southeast Asia. Food Research International, 66, 388-395. 

Calderón-Oliver, M., Pedroza-Islas, R., Escalona-Buendía, H. B., Pedraza-Chaverri, J., and 
Ponce-Alquicira, E. (2017). Comparative study of the microencapsulation by 
complex coacervation of nisin in combination with an avocado antioxidant 
extract. Food Hydrocolloids, 62, 49-57. 

Charoensup, R., Duangyod, T., Phuneerub, P., and Singharachai, C. (2016). 
Pharmacognostic specification of Zanthoxylum limonella (Dennst.) Alston: Fruits 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 64 

 

and seeds in Thailand. Journal of Advanced Pharmaceutical Technology and 
Research, 7(4), 134-138. 

Charoenying, P., Teerarak, M., and Laosinwattana, C. (2010). An allelopathic substance 
isolated from Zanthoxylum limonella Alston fruit. Scientia Horticulturae, 125(3), 
411-416. 

Choi, H.-S. (2003). Character impact odorants of Citrus Hallabong [(C. unshiu Marcov × C. 
sinensis Osbeck) × C. reticulata Blanco] cold-pressed peel oil. Journal of 
Agricultural and Food Chemistry, 51(9), 2687-2692. 

Deepa, N., Kaur, C., Singh, B., and Kapoor, H. C. (2006). Antioxidant activity in some red 
sweet pepper cultivars. Journal of Food Composition and Analysis, 19(6), 572-
578. 

Deladino, L., Anbinder, P. S., Navarro, A. S., and Martino, M. N. (2008). Encapsulation of 
natural antioxidants extracted from Ilex paraguariensis. Carbohydrate Polymers, 
71(1), 126-134. 

Devi, N., Hazarika, D., Deka, C., and Kakati, D. K. (2012). Study of complex coacervation 
of gelatin A and sodium alginate for microencapsulation of olive oil. Journal of 
Macromolecular Science, Part A, 49(11), 936-945. 

Devi, N., Sarmah, M., Khatun, B., and Maji, T. K. (2017). Encapsulation of active 
ingredients in polysaccharide–protein complex coacervates. Advances in Colloid 
and Interface Science, 239, 136-145. 

Dong, Z. J., Toure, A., Jia, C. S., Zhang, X. M., and Xu, S. Y. (2007). Effect of processing 
parameters on the formation of spherical multinuclear microcapsules 
encapsulating peppermint oil by coacervation. Journal of Microencapsulation, 
24(7), 634-646. 

Draget, K. I. (2009). Alginates. In G. O. Phillips and  P. A. Williams (Eds.), Handbook of 
Hydrocolloids (2nd ed., pp. 807-828). Cambridge, England: Woodhead Publishing. 

Draget, K. I., Moe, S. T., Skjak-Bræk, G., and Smidsrød, O. (2006). Alginates. In A. M. 
Stephen, G. O. Phillips, and  P. O. Williams (Eds.), Food Polysaccharides and 
Their Applications (2nd ed., pp. 289-334). Boca Raton, FL, USA: CRC Press. 

Edris, A. and Bergnstahl, B. (2001). Encapsulation of orange oil in a spray dried double 
emulsion. Nahrung, 45(2), 133-137. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 65 

 

Eratte, D., McKnight, S., Gengenbach, T. R., Dowling, K., Barrow, C. J., and Adhikari, B. P. 
(2015). Co-encapsulation and characterisation of omega-3 fatty acids and 
probiotic bacteria in whey protein isolate–gum Arabic complex coacervates. 
Journal of Functional Foods, 19, 882-892. 

Fabie-Agapin, J. S., Janagap, S., Martizano, J., Ortillo, D., and Azucena-Topor, V. (2017). 
Physico-chemical characterization of essential oil from the peel and leaf of 
dalanghita (Citrus nobilis). International Journal of Novel Research in Physics 
Chemistry and Mathematics, 4(2), 1-13. 

Garcı́a-Ochoa, F., Santos, V. E., Casas, J. A., and Gómez, E. (2000). Xanthan gum: 
production, recovery, and properties. Biotechnology Advances, 18(7), 549-579. 

García-Saldaña, J. S., Campas-Baypoli, O. N., López-Cervantes, J., Sánchez-Machado, D. 
I., Cantú-Soto, E. U., and Rodríguez-Ramírez, R. (2016). Microencapsulation of 
sulforaphane from broccoli seed extracts by gelatin/gum arabic and 
gelatin/pectin complexes. Food Chemistry, 201, 94-100. 

Getachew, A. T. and Chun, B.-S. (2016). Optimization of coffee oil flavor encapsulation 
using response surface methodology. LWT - Food Science and Technology, 70, 
126-134. 

Ghosh, A. K. and Bandyopadhyay, P. (2012). Polysaccharide-protein interactions and 
their relevance in food colloids. In D. N. Karunaratne (Ed.), The Complex World 
of Polysaccharides (pp. 395-408). Bangalore, India: Intech. 

Gordon, M. H. (2001). The development of oxidative rancidity in foods. In J. Pokorny, N. 
Yanishlieva, and  M. H. Gordon (Eds.), Antioxidants in Food: Practical 
Applications (pp. 7-21). Cambridge, England: Woodhead Publishing. 

Gouin, S. (2004). Microencapsulation: Industrial appraisal of existing technologies and 
trends. Trends in Food Science and Technology, 15(7), 330-347. 

Haug, I. J. and Draget, K. I. (2011). Gelatin. In G. O. Phillips and  P. A. Williams (Eds.), 
Handbook of Food Proteins (pp. 92-115). Cambridge, England: Woodhead 
Publishing. 

Huang, D., Ou, B., and Prior, R. L. (2005). The chemistry behind antioxidant capacity 
assays. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53(6), 1841-1856. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 66 

 

Ibekwe, C. A., Oyatogun, G. M., Esan, T. A., and Oluwasegun, K. M. (2017). Synthesis and 
characterization of chitosan/gum arabic nanoparticles for bone regeneration. 
American Journal of Materials Science and Engineering, 5(1), 28-36. 

Itthipanichpong, C., Ruangrungsi, N., and Pattanaautsahakit, C. (2002). Chemical 
compositions and pharmacological effects of essential oil from the fruit of 
Zanthoxylum limonella. Journal of the Medical Association of Thailand, 85 
Suppl 1, S344-354. 

IUPAC. (1997). IUPAC Compendium of Chemical Technology. Durham, North Carolina, 
USA. 

Jirovetz, L., Buchbauer, G., Shafi, M. P., and Saidutty, A. (1998). Analysis of the aroma 
compounds of the essential oil of seeds of the spice plant Zanthoxylum rhetsa 
from southern India. Zeitschrift für Lebensmitteluntersuchung und -Forschung A, 
206(3), 228-229. 

Jordan, M. J., Margaria, C. A., Shaw, P. E., and Goodner, K. L. (2002). Aroma active 
components in aqueous kiwi fruit essence and kiwi fruit puree by GC-MS and 
multidimensional GC/GC-O. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50(19), 
5386-5390. 

Jun-xia, X., Hai-yan, Y., and Jian, Y. (2011). Microencapsulation of sweet orange oil by 
complex coacervation with soybean protein isolate/gum Arabic. Food 
Chemistry, 125(4), 1267-1272. 

Junyaprasert, V. B., Mitrevej, A., Sinchaipanid, N., Boonme, P., and Wurster, D. E. (2001). 
Effect of process variables on the microencapsulation of vitamin A palmitate by 
gelatin-acacia coacervation. Drug Development and Industrial Pharmacy, 27(6), 
561-566. 

Justi, P. N., Sanjinez-Argandoña, E. J., and Macedo, M. L. R. (2018). Microencapsulation 
of Pequi pulp oil by complex coacervation. Revista Brasileira de Fruticultura, 
40, 1-11. 

Kennedy, J. R. M., Kent, K. E., and Brown, J. R. (2015). Rheology of dispersions of 
xanthan gum, locust bean gum and mixed biopolymer gel with silicon dioxide 
nanoparticles. Materials Science and Engineering: C, 48, 347-353. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 67 

 

Kizilay, E., Kayitmazer, A. B., and Dubin, P. L. (2011). Complexation and coacervation of 
polyelectrolytes with oppositely charged colloids. Advances in Colloid and 
Interface Science, 167(1), 24-37. 

Le Quere, J. L. and Latrasse, A. (1990). Composition of the essential oils of black currant 
buds (Ribes nigrum L.). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 38(1), 3-10. 

Lii, C. y., Liaw, S. C., Lai, V. M. F., and Tomasik, P. (2002). Xanthan gum–gelatin 
complexes. European Polymer Journal, 38(7), 1377-1381. 

Lv, Y., Zhang, X., Zhang, H., Abbas, S., and Karangwa, E. (2013). The study of pH-
dependent complexation between gelatin and gum arabic by morphology 
evolution and conformational transition. Food Hydrocolloids, 30(1), 323-332. 

Madene, A., Jacquot, M., Scher, J., and Desobry, S. (2006). Flavour encapsulation and 
controlled release – a review. International Journal of Food Science and 
Technology, 41(1), 1-21. 

Maji, T. K. and Hussain, M. R. (2009). Microencapsulation of Zanthoxylum limonella oil 
(ZLO) in genipin crosslinked chitosan–gelatin complex for mosquito repellent 
application. Journal of Applied Polymer Science, 111(2), 779-785. 

Matalanis, A., Jones, O. G., and McClements, D. J. (2011). Structured biopolymer-based 
delivery systems for encapsulation, protection, and release of lipophilic 
compounds. Food Hydrocolloids, 25(8), 1865-1880. 

McClements, D. J. (2006). Non-covalent interactions between proteins and 
polysaccharides. Biotechnology Advances, 24(6), 621-625. 

Meng, Y. and Cloutier, S. (2014). Gelatin and other proteins for microencapsulation. In A. 
G. Gaonkar, N. Vasisht, A. R. Khare, and  R. Sobel (Eds.), Microencapsulation in 
the Food Industry (pp. 227-239). San Diego, CA, USA: Academic Press. 

Mijin, D. Z. and Antonović, D. G. (2006). The temperature dependence of the retention 
index for n-alkyl esters of acetic, propionic, cyclohexanecarboxylic, benzoic and 
phenylacetic acid on DB-1 and DB-5 capillary columns. Journal of the Serbian 
Chemical Society, 71, 629-637. 

Myers, R. H., Montgomery, D. C., and Anderson-Cook, C. M. (2009). The analysis of 
second-order response surfaces. In R. H. Myers, D. C. Montgomery, and  C. M. 
Anderson-Cook (Eds.), Response Surface Methodology: Process and Product 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 68 

 

Optimization Using Designed Experiments (pp. 219–265). Hoboken, NJ, USA: 
John Wiley and Sons. 

Nanasombat, S. and Wimuttigosol, P. (2011). Antimicrobial and antioxidant activity of 
spice essential oils. Food Science and Biotechnology, 20(1), 45-53. 

Nesterenko, A., Alric, I., Silvestre, F., and Durrieu, V. (2013). Vegetable proteins in 
microencapsulation: A review of recent interventions and their effectiveness. 
Industrial Crops and Products, 42, 469-479. 

Nussinovitch, A. (2003). Hydrocolloids in flavor encapsulation. In A. Nussinovitch (Ed.), 
Water-Soluble Polymer Applications in Foods (pp. 93-113). Oxford, England: 
Blackwell Science. 

Oxley, J. (2014). Overview of microencapsulation process technologies. In A. G. Gaonkar, 
N. Vasisht, A. R. Khare, and  R. Sobel (Eds.), Microencapsulation in the Food 
Industry (pp. 35-46). San Diego, CA, USA: Academic Press. 

Padala, S. R., Williams, P. A., and Phillips, G. O. (2009). Adsorption of gum Arabic, egg 
white protein, and their mixtures at the oil-water interface in limonene oil-in-
water emulsions. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 57(11), 4964-4973. 

Pereira, K. C., Quintela, E. D., da Silva, D. J., do Nascimento, V. A., da Rocha, D. V. M., 
Silva, J., Forim, M. R., Silva, F. G., and Cazal, C. M. (2018). Characterization of 
nanospheres containing Zanthoxylum riedelianum fruit essential oil and their 
insecticidal and deterrent activities against Bemisia tabaci (Hemiptera: 
Aleyrodidae). Molecules, 23(8), 2052-2070. 

Rodríguez Patino, J. M. and Pilosof, A. M. R. (2011). Protein–polysaccharide interactions 
at fluid interfaces. Food Hydrocolloids, 25(8), 1925-1937. 

Sánchez, F. M., García, F., Calvo, P., Bernalte, M. J., and González-Gómez, D. (2016). 
Optimization of broccoli microencapsulation process by complex coacervation 
using response surface methodology. Innovative Food Science and Emerging 
Technologies, 34, 243-249. 

Saravanan, M. and Rao, K. P. (2010). Pectin–gelatin and alginate–gelatin complex 
coacervation for controlled drug delivery: Influence of anionic polysaccharides 
and drugs being encapsulated on physicochemical properties of microcapsules. 
Carbohydrate Polymers, 80(3), 808-816. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 69 

 

Schmitt, C., Sanchez, C., Desobry-Banon, S., and Hardy, J. (1998). Structure and 
technofunctional properties of protein-polysaccharide complexes: A review. 
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 38(8), 689-753. 

Schmitt, C. and Turgeon, S. L. (2011). Protein/polysaccharide complexes and 
coacervates in food systems. Advances in Colloid and Interface Science, 167(1), 
63-70. 

Smeriglio, A., Alloisio, S., Raimondo, F. M., Denaro, M., Xiao, J., Cornara, L., and 
Trombetta, D. (2018). Essential oil of Citrus lumia Risso: Phytochemical profile, 
antioxidant properties and activity on the central nervous system. Food and 
Chemical Toxicology, 119, 407-416. 

Sobel, R., Versic, R., and Gaonkar, A. G. (2014). Introduction to microencapsulation and 
controlled delivery in foods. In A. G. Gaonkar, N. Vasisht, A. R. Khare, and  R. 
Sobel (Eds.), Microencapsulation in the Food Industry (pp. 3-12). San Diego, CA, 
USA: Academic Press. 

Somanabandhu, A. O., Ruangrungsi, N., Lange, G. L., and Organ, M. G. (1992). 
Constituents of the stem bark of Zanthoxylum limonella. Journal of The 
Science Society of Thailand, 18, 181-185. 

Souza, C. J. F. and Garcia-Rojas, E. E. (2017). Interpolymeric complexing between egg 
white proteins and xanthan gum: Effect of salt and protein/polysaccharide ratio. 
Food Hydrocolloids, 66, 268-275. 

Souza, C. J. F., Garcia-Rojas, E. E., Melo, N. R., Gaspar, A., and Lins, J. F. C. (2013). 
Complex coacervates obtained from interaction egg yolk lipoprotein and 
polysaccharides. Food Hydrocolloids, 30(1), 375-381. 

Supabphol, R. and Tangjitjaroenkun, J. (2014). Chemical constituents and biological 
activities of Zanthoxylum limonella (Rutaceae): A review. Tropical Journal of 
Pharmaceutical Research, 13(12), 2119-2130. 

Tangjitjaroenkun, J., Chantarasriwong, O., and Chavasiri, W. (2012a). Chemical 
constituents of the stems of Zanthoxylum limonella Alston. Phytochemistry 
Letters, 5(3), 443-445. 

Tangjitjaroenkun, J., Chavasiri, W., Thunyaharn, S., and Yompakdee, C. (2012b). 
Bactericidal effects and time–kill studies of the essential oil from the fruits of 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 70 

 

Zanthoxylum limonella on multi-drug resistant bacteria. Journal of Essential Oil 
Research, 24(4), 363-370. 

Tangjitjaroenkun, J., Supabphol, R., and Chavasiri, W. (2012c). Antioxidant effect of 
Zanthoxylum limonella Alston. Journal of Medicinal Plants Research, 6(8), 
1407-1414. 

Thies, C. (2007). Microencapsulation of flavors by complex coacervation. In J. M. Lakkis 
(Ed.), Encapsulation and Controlled Release Technologies in Food Systems (pp. 
149-169). Ames, Iowa, USA: Blackwell Publishing. 

Torres-Martínez, R., García-Rodríguez, Y. M., Ríos-Chávez, P., Saavedra-Molina, A., López-
Meza, J. E., Ochoa-Zarzosa, A., and Garciglia, R. S. (2017). Antioxidant activity of 
the essential oil and its major terpenes of Satureja macrostema (Moc. and 
Sessé ex Benth.) Briq. Pharmacognosy Magazine, 13(Suppl 4), S875-S880. 

Vasisht, N. (2014). Selection of materials for microencapsulation. In A. G. Gaonkar, N. 
Vasisht, A. R. Khare, and  R. Sobel (Eds.), Microencapsulation in the Food 
Industry (pp. 173-180). San Diego, CA, USA: Academic Press. 

Wang, H. M., Loganathan, D., and Linhardt, R. J. (1991). Determination of the pKa of 
glucuronic acid and the carboxy groups of heparin by 13C-nuclear-magnetic-
resonance spectroscopy. Biochemical Journal, 278(Pt 3), 689-695. 

Wang, L., Cao, Y., Zhang, K., Fang, Y., Nishinari, K., and Phillips, G. O. (2015). Hydrogen 

bonding enhances the electrostatic complex coacervation between κ-
carrageenan and gelatin. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and 
Engineering Aspects, 482, 604-610. 

Williams, P. A. and Phillips, G. O. (2009). Gum arabic. In G. O. Phillips and  P. A. Williams 
(Eds.), Handbook of Hydrocolloids (2nd ed., pp. 252-273). Cambridge, England: 
Woodhead Publishing. 

Wongsrisom, N., Jinata, J., Manosan, B., Kuntakhoo, J., Wankuan, S., and Sriyam, S. 
(2014). Anti-bacterial activities of essential oils from mah-khwuaen 
(Zanthoxylum limonella Alston). KMUTT Research and Development Journal, 
37(1), 3-15. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 71 

 

Yan, C. and Zhang, W. (2014). Coacervation processes. In A. G. Gaonkar, N. Vasisht, A. R. 
Khare, and  R. Sobel (Eds.), Microencapsulation in the Food Industry (pp. 125-
137). San Diego, CA, USA: Academic Press. 

Yang, C., Chen, H., Chen, H., Zhong, B., Luo, X., and Chun, J. (2017). Antioxidant and 
anticancer activities of essential oil from Gannan navel orange peel. Molecules, 
22, 1391-1400. 

Ye, A. (2008). Complexation between milk proteins and polysaccharides via electrostatic 
interaction: Principles and applications – a review. International Journal of Food 
Science and Technology, 43(3), 406-415. 

Yeo, Y., Bellas, E., Firestone, W., Langer, R., and Kohane, D. S. (2005). Complex 
coacervates for thermally sensitive controlled release of flavor compounds. 
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53(19), 7518-7525. 

Zhou, P., Mulvaney, S. J., and Regenstein, J. M. (2006). Properties of Alaska pollock skin 
gelatin: A comparison with tilapia and pork skin gelatins. Journal of Food 
Science, 71(6), C313-C321. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 73 

ภาคผนวก ก  

วิธีวิเคราะห์   
 

ภาคผนวก ก.1 การวิเคราะห์ปริมาณความชื้นตามวิธีของ AOAC (2005) 

 

อุปกรณ ์

1. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

2. ถ้วยอะลูมิเนียม 

3. เดสิคเคเตอร์ (desiccator) 

4. hot air oven (Gen Lab รุ่น PRIME, UK) 

 

วิธีวิเคราะห์ 

1. อบถ้วยอะลูมิเนียมในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 100 ± 5 °C นาน 1 ชั่วโมง น้าออกจากตู้อบ

แล้วทิ งให้เย็นในเดสิคเคเตอร์ จากนั นจึงชั่งน ้าหนักถ้วยอะลูมิเนียมเปล่าที่แน่นอน 

2. ชั่งตัวอย่างผลมะแขว่นบดที่ร่อนผ่านตะแกรงขนาด 10 mesh ให้ได้น ้าหนักที่แน่นอน

ประมาณ 2 กรัม (ทศนิยม 4 ต้าแหน่ง) ใส่ในถ้วยอะลูมิเนียม 

3. อบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 100 ± 5 °C  จนตัวอย่างมีน ้าหนักคงที่ (ได้ผลต่างของ

น ้าหนักทั ง 2 ครั งติดต่อกันไม่เกิน 0.005 กรัม) 

4. น้าตัวอย่างออกจากตู้อบลมร้อน ทิ งให้เย็นในเดสิคเคเตอร์  

5. ชั่งน ้าหนักถ้วยอะลูมิเนียมที่มีตัวอย่างแห้ง และค้านวณหาปริมาณความชื นตามสูตรดังนี  

 

% moisture (wet basis) = 
M1-M2

M1
 × 100  

% moisture (dry basis) =  
M1-M2

M2
 × 100 

 

เมื่อ M1 คือ น ้าหนักตัวอย่างก่อนอบ 

M2 คือ น ้าหนักตัวอย่างหลังอบ 
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ภาคผนวก ก.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (crude protein) ตามวิธีของ AOAC 

(2005) 

อุปกรณ์  

1. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

2. เครื่องย่อยโปรตีน (digester, BÜCHI รุ่น K-424, Switzerland) 

3. เครื่องดักจับไอกรด (scrubber, BÜCHI รุ่น B-414, Switzerland) 

4. เครื่องกลั่นไนโตรเจน (distillation unit, BÜCHI รุ่น B-324, Switzerland) 

 

สารเคมี 

1. 98% sulfuric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

2. 0.1 M hydrochloric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

3. 50% (w/v) sodium hydroxide (A.R. grade, Loba Chemie, India) 

4. 4% (w/v) boric acid (A.R. grade, Merck, Germany) 

5. selenium mixture (A.R. grade, Merck, Germany) 

6. อินดิเคเตอร์ (เตรียมโดยละลาย methyl red 0.125 g และ methylene blue 0.0825 

g ใน 90% (v/v) ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 

 

วิธีวิเคราะห์ 

ขั้นตอนการย่อย 

1. ชั่งตัวอย่างที่ผ่านการอบแห้งน ้าหนักแน่นอนประมาณ 0.5 กรัม (ทศนิยม 4 ต้าแหน่ง) ใส่

ในหลอดย่อย 

2. เติม selenium mixture 0.5 กรัม และ sulfuric acid 20 มิลลิลิตร ลงในหลอดย่อย 

3. ท้า blank โดยใช้น ้ากลั่นแทนตัวอย่างประมาณ 1 มิลลิลิตร แล้ววิเคราะห์เช่นเดียวกับ

ตัวอย่าง 

4. ต่อหลอดย่อยเข้ากับเครื่องย่อยโปรตีน  แล้วย่อยจนตัวอย่างมีสีน ้าตาลเข้ม (ใช้เวลา

ประมาณ 30-45 นาที) 

5. ปิดเตา และยกออกจากเครื่องย่อย ทิ งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
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ขั้นตอนการกลั่นและไตเตรต 

1. กลั่นตัวอย่างที่ผ่านการย่อย โดยเติม 50% (w/v) NaOH ปริมาตร 90 มิลลิลิตร และน ้า

กลั่น 30 มิลลิลิตร ลงในหลอดย่อยโปรตีน เวลาในการกลั่นเท่ากับ 5 นาที เพ่ือให้ท้าปฏิกิริยาเกินพอ 

ซึ่งสังเกตได้จากสารละลายเปลี่ยนเป็นสีคล ้า น้าขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุ 4% (w/v) 

boric acid ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมอินดิเคเตอร์ 2-3 หยด ไปรองรับของเหลวที่กลั่นได้ โดยให้

ปลายของอุปกรณ์ควบแน่นแช่ในสารละลาย  

2. กลั่นให้ได้ของเหลวอยู่ในระดับ 200 มิลลิลิตร 

3. ไตเตรตสารละลายที่กลั่นได้ในขวดรูปชมพู่ด้วย 0.1 M HCl ที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน 

จนถึงจุดยุติ (สารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอ่อน) บันทึกปริมาตร HCl ที่ใช้ และค้านวณหาปริมาณ  

ไนโตรเจนดังสมการ 

% Nitrogen = 
(Vs – Vb) × N × 14 × 100

g sample × 1000
   

 
เมื่อ Vs คือ ปริมาตรของ HCl ที่ไตเตรตตัวอย่าง (มิลลิลิตร)  

Vb  คือ ปริมาตรของ HCl ที่ไตเตรต blank (มิลลิลิตร)  
N   คือ ความเข้มข้น HCl (M) 

 

4. ค้านวณปริมาณโปรตีน ดังสมการ 

ปริมาณโปรตีน = % Nitrogen x 6.25 

 

ภาคผนวก ก.3 การวิเคราะห์ปริมาณไขมันทั้งหมด (crude fat) ตามวิธีของ AOAC (2005) 

 

อุปกรณ ์

1. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

2. เครื่องสกัดไขมัน (Soxhlet extractor, Gerhardt รุ่น HC61, Germany) 

3. rotary vacuum evaporator (BÜCHI รุ่น Rotavapor R-114, Switzerland) 

4. thimble 

5. hot air oven (Gen Lab รุ่น PRIME, UK) 

6. เดซิคเคเตอร์ (desiccator) 
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สารเคมี 

1. petroleum ether (A.R. grade, J.T. Baker Neutrasorb, USA) 

 

วิธีวิเคราะห์ 

1. อบขวดก้นกลมขนาด 250 มิลลิลิตร ในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 100 ± 5 °C จนแห้งสนิท 

และทิ งให้เย็นในเดสิคเคเตอร์ แล้วชั่งน ้าหนักขวดเปล่าที่แน่นอน 

2. ชั่งตัวอย่างที่อบแห้งแล้วให้ได้น ้าหนักท่ีแน่นอนประมาณ 2 กรัม (ทศนิยม 4 ต้าแหน่ง)  

3. ใส่ตัวอย่างลงใน thimble แล้วปิดด้วยส้าลี ประกอบเข้ากับชุดสกัดไขมัน โดยใช้ตัวท้า

ละลาย petroleum ether  ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใช้เวลาในการสกัดประมาณ 2 ชั่วโมง 

4. ระเหย petroleum ether ในขวดก้นกลม ด้วยเครื่องระเหยจนหมด 

5. อบในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 100 ± 5 °C จนแห้งสนิท แล้วทิ งให้เย็นในเดสิคเคเตอร์  

6. ชั่งน ้าหนักขวดก้นกลมที่อบแล้ว (มีไขมัน) เพ่ือน้าไปค้านวณหาปริมาณไขมันทั งหมด ตาม

สูตรดังนี  

 

ปริมาณไขมันทั งหมด (%) = 
W0

W
 × 100 

 

เมื่อ  W0  คือ น ้าหนักน ้ามันที่สกัดได้ (กรัม)   

 W  คือ น ้าหนักตัวอย่าง (กรัม) 

 

ภาคผนวก ก.4 การวิเคราะห์ปริมาณเส้นใยอาหาร (crude fiber) ตามวิธีของ AOAC (2005) 

 

อุปกรณ ์

1. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

 2. แท่งแก้วปลายยาง 

3. ผ้าขาวบาง 

4. กระดาษลิตมัส 

5. กรวยบุชเนอร์  

6. ครูซิเบิล 
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7. vacuum pump (Gast รุ่น DOA-P504-BN, USA) 

8. hot air oven (Gen Lab รุ่น PRIME, UK)  

9. magnetic stirrer with heating plate (IKA รุ่น C-MAG HS7, Germany)  

10. เตาเผา (muffle furnace, Carbolite gero รุ่น CWF 1200, UK) 

11. เดสิคเคเตอร์ (desiccator) 

12. ถ้วยอะลูมิเนียม 

 

สารเคมี 

1. 1.25% (w/w) sulfuric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

2. 5% (w/w) sodium hydroxide (A.R. grade, Loba Chemie, India) 

3. 1% (w/w) hydrochloric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

4. 95% ethanol (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

 

วิธีวิเคราะห์ 

1. ชั่งตัวอย่างแห้งที่ผ่านการสกัดไขมันแล้ว ประมาณ 5 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 500 

มิลลิลิตร (บันทึกน ้าหนักที่แน่นอน ทศนิยม 4 ต้าแหน่ง) 

2. เติม 1.25% (w/w) H2SO4 จนถึงขีดบอกปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

3. ให้ความร้อนจนเดือด แล้วต้มด้วยไฟอ่อน 20 นาที ในระหว่างการต้ม หากปริมาตรลดต่้า

กว่าขีด 200 มิลลิลิตร ให้เติมน ้ากลั่นต้มเดือดให้ถึงขีด ระหว่างต้ม ให้คนด้วยแท่งแก้วที่มีปลายยาง

เป็นระยะ ๆ 

4. กรองส่วนผสมผ่านผ้าข้าวบางหลาย ๆ ชั น บนกรวยบุชเนอร์ ซึ่งวางบนขวดรูปชมพู่ ที่ต่อ

กับปั๊มสุญญากาศ 

5. ล้างกากของตัวอย่างด้วยน ้ากลั่นต้มเดือดหลาย ๆ ครั ง จนน ้าที่ผ่านออกมาไม่เป็นกรดอีก 

(ทดสอบความเป็นกรดของน ้าที่ผ่านออกมาด้วยกระดาษลิตมัส) 

6. น้ากากใส่กลับลงในบีกเกอร์ใบเดิม หากมีกากติดอยู่ที่ผ้าขาวบาง ให้ชะออกด้วยน ้ากลั่น

ปริมาณน้อยที่สุด 

7. เติม  5% (w/w) NaOH ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

8. เติมน ้ากลั่นต้มเดือดจนถึงขีดบอกปริมาตร 200 มิลลิลิตร 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 78 

9. ให้ความร้อนจนเดือด แล้วต้มด้วยไฟอ่อน 20 นาที ในระหว่างการต้ม หากปริมาตรลดลง

ต่้ากว่าขีด 200 มิลลิลิตร ให้เติมน ้ากลั่นต้มเดือดจนถึงขีด ระหว่างต้ม คนด้วยแท่งแก้วที่มีปลายยาง

เป็นระยะ ๆ 

10. กรองส่วนผสมผ่านผ้าขาวบางหลาย ๆ ชั น บนกรวยบุชเนอร์ ซึ่งวางบนขวดรูปชมพู่ ที่ต่อ

กับปั๊มสุญญากาศ 

11. ล้างกากด้วยน ้ากลั่นต้มเดือดหลาย ๆ ครั ง แล้วชะด้วย 1% (w/w) HCl 1 ครั ง จากนั น

ล้างด้วยน ้ากลั่นต้มเดือดจนน ้าล้างที่ผ่านออกมาไม่เป็นกรดอีก (ทดสอบความเป็นกรดของน ้าล้างที่

ผ่านออกมาด้วยกระดาษลิตมัส) 

12. ชะกากด้วย 95% ethanol จากนั นน้ากากใส่ลงในถ้วยอะลูมิเนียม อบในตู้อบลมร้อนที่

อุณหภูมิ 100 ± 5 oC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หรือจนน ้าหนักคงที ่

13. น้าถ้วยอะลูมิเนียมออกจากตู้อบ ทิ งให้เย็นในเดสิคเคเตอร์ แล้วชั่งน ้าหนัก (หักลบน ้าหนัก

ของภาชนะ ก้าหนดให้น ้าหนักตัวอย่างนี เป็น W1) 

14. ชั่งครูซิเบิลพร้อมฝาที่เผาและทิ งให้เย็น (บันทึกน ้าหนักท่ีแน่นอน) 

15. ใส่กากในครูซิเบิล น้าไปเผาบน hot plate จนได้เถ้าสีด้าและหมดควัน  

16. เผาตัวอย่างจากข้อ 15 ในเตาเผา (muffle furnace) ที่ 550 oC จนได้เถ้าสีขาว 

17. น้าครูซิเบิลออกมาจากเตาเผา ทิ งให้เย็นในเดสิคเคเตอร์ แล้วชั่งน ้าหนัก (หักลบน ้าหนัก

ของภาชนะ ก้าหนดให้น ้าหนักตัวอย่างนี เป็น W2) ค้านวณ %crude fiber ตามสมการ 

 

% crude fiber = 
W1-W2

น ้าหนักตัวอย่างแห้ง (กรัม)
 × 100 

 

 เมื่อ  W1 คือ น ้าหนัก crude fiber + น ้าหนักเถ้า 

        W2 คือ น ้าหนักเถ้า 
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ภาคผนวก ก.5 การวิเคราะห์หาปริมาณเถ้าตามวิธีของ AOAC (2005) 

 

อุปกรณ ์

1. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

2. ครูซิเบิล 

3. muffle furnace (Carbolite gero รุ่น CWF 1200, UK)  

4. magnetic stirrer with heating plate (IKA รุ่น C-MAG HS7, Germany)  

5. เดสิคเคเตอร์ (desiccator) 

 

วิธีวิเคราะห์ 

1. เผาครูซิเบิลพร้อมฝาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 oC นาน 3 ชั่วโมง น้าออกจากเตาเผา แล้ว

ทิ งให้เย็นในเดสิคเคเตอร์ ชั่งน ้าหนัก 

2. ท้าซ ้าเช่นเดียวกับข้อ 1 จนกระท่ังได้น ้าหนักท่ีคงท่ี (ต่างกันไม่เกิน 0.005 กรัม) แล้วบันทึก

ผล (W1) 

3. ชั่งตัวอย่างให้ได้น ้าหนักที่แน่นอนประมาณ 3 กรัม (ทศนิยม 4 ต้าแหน่ง) ลงในครูซิเบิล 

บันทึกผล (S) 

4. เผาตัวอย่างจากข้อ 3 บน hot plate จนได้เถ้าสีด้าและหมดควัน  

5. เผาตัวอย่างจากข้อ 4 ในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 oC จนกระทั่งได้เถ้าสีขาว (อย่างต่้า 3 

ชั่วโมง) น้าออกจากเตาเผา เก็บในเดสิคเคเตอร์ ปล่อยให้เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห้อง แล้วชั่งน ้าหนัก  

6. ท้าซ ้าเช่นเดียวกับข้อ 5 จนกว่าน ้าหนักจะคงที่ (ต่างกันไม่เกิน 0.005 กรัม) หาค่าเฉลี่ย 

บันทึกผล (W2) 

7. ค้านวณหาปริมาณเถ้าจากสมการ 

 

% ash = 
W2-W1

S
 × 100   

 

เมื่อ  W1  คือ น ้าหนักครูซิเบิล 

         W2  คือ น ้าหนักครูซิเบิล + น ้าหนักเถ้า 

         S   คือ น ้าหนักตัวอย่าง 
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ภาคผนวก ก.6 ปริมาณคาร์โบไฮเดรต 

 

ค้านวณโดยวิเคราะห์องค์ประกอบอ่ืน ๆ ได้แก่ ปริมาณความชื น โปรตีน ไขมัน เส้นใยอาหาร 

และเถ้า รวมกันในหน่วยร้อยละ แล้วหักออกจาก 100 จะได้ปริมาณคาร์โบไฮเดรต ดังสมการต่อไปนี  

 

%คาร์โบไฮเดรต (wb) = 100 – (%ความชื น - %โปรตีน - %ไขมัน - %เส้นใยอาหาร - %เถ้า) 

%คาร์โบไฮเดรต (db) = 100 – (%โปรตีน - %ไขมัน - %เส้นใยอาหาร - %เถ้า) 

 

ภาคผนวก ก.7  การวิเคราะห์สารระเหยในน้ ามันหอมระเหยจากมะแขว่นด้วยเทคนิค gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS) ดัดแปลงวิธีจาก Jun-

xia และคณะ (2011) 

 

อุปกรณ ์

 1. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

 2. 10 µL syringe (SGE Analytical Science, Australia) 

 3. 100 µL syringe (SGE Analytical Science, Australia) 

 4. 20 mL vials/Teflon-lined caps (National Scientific, USA) 

 5. 2 mL amber vials (National Scientific, USA) 

 6. 3 mL disposable syringe (Nipro, Thailand)  

 7. sonicator (Elma รุ่น Elmasonic E70H, Germany) 

 8. polytetrafluoroethylene (PTFE) membrane 0.22 µm (Thermo Fisher scientific, 

USA) 

 9. triple quadrupole gas chromatography mass spectrometer (GC-MS)   

  - GC model: Agilent Technologies รุ่น 7890B GC system, USA 

  - MSD model: Agilent Technologies รุ่น 7000C GC/MS Triple Quad, USA 

 - GC column: HP-5ms Ultra Inert, J&W, Agilent Technologies, USA (30 m 

x 250 µm i.d. x 0.25 µm film thickness) 

- autosampler: Agilent Technologies รุ่น 7633 ALS, USA 
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สารเคมี 

1. hexane (H.P.L.C. grade, Fischer Scientific, UK) 

2. methanol (H.P.L.C. grade, Fischer Scientific, UK) 

3. anhydrous sodium sulphate (A.R. grade, Loba Chemie, India)  

4. C7-C30 saturated alkanes standard (G.C. grade, Supelco, USA) 

 

วิธีเตรียมตัวอย่าง 

 1. ชั่งตัวอย่างน ้ามันหอมระเหย หรือไมโครแคปซูล GEL-GAB 1 กรัม ลงในขวด 20 mL 

vials/Teflon-lined caps  

2. เติมตัวท้าละลายผสมระหว่าง hexane กับน ้า ในอัตราส่วน 1:2 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร  

3. sonicate ตัวอย่างที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาท ี 

4. ตั งทิ งไว้ให้เกิดการแยกชั นอย่างสมบูรณ์ เก็บชั นของสารละลาย hexane (ชั นบน) 

5. เติม anhydrous sodium sulphate (ผ่านการอบที่ อุณหภูมิ 90 oC นาน 3 ชั่วโมง) 

ประมาณ 5 กรัม เพ่ือดูดซับน ้าที่อาจติดมาด้วย 

6. ดูดสารละลายที่ได้ด้วย 3 mL disposable syringe  

7. ต่อ PTFE membrane เข้ากับปลาย syringe แล้วฉีดสารละลายลงสู่ 2 mL amber vials 

เพ่ือกรองตัวอย่างก่อนวิเคราะห์ 

 

วิธีวิเคราะห์ 

 1. ฉีดตัวอย่างที่สกัดได้ หรือ สารละลายมาตรฐาน n-alkanes เข้มข้น 100 ppm (ใน 

hexane) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ลงในเครื่อง GC-MS ด้วย auto sampler โดยมีการตั งค่า 

injection ดังนี  

- inlet mode: split mode; split ratio = 50:1  

- inlet temperature: 230 °C  

2. ตั งค่าคอลัมน์ชนิด HP-5ms โดยใช้แก๊ส helium เป็นตัวพาดังนี  

 - He carrier flow rate: 1.0 mL/min 

 - average velocity: 36.623 cm/sec 

 - constant flow: 1.0 mL/min  
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 3. ตั งค่าโปรแกรมของ oven ให้เพ่ิมอุณหภูมิจาก 60 °C ไป 250 °C ที่อัตรา 3 °C ต่อนาที 

เป็นเวลาทั งสิ น 60 นาที จากนั นท้า post run ที่อุณหภูมิ 280 °C โดยใช้ He flow rate ที่ 2.0 

mL/min 

4. ภาวะของ mass selective detector (MSD) เป็นดังนี   

 - solvent delay: 1.6 min 

 - m/z scan range: 33-400 amu 

 - transfer line temperature (Aux heater): 280 °C 

 - ionization source temperature: 230 °C 

 - ionization voltage: 70 eV  

 5. หาชนิดของสารโดยเทียบข้อมูลจาก mass selective detector กับข้อมูลจาก library 

ของ  National Institute of Standards and Technology (NIST2011, USA) และ เที ย บ ค่ า 

retention index (RI) ที่ค้านวณได้กับค่า RI จากเอกสารอ้างอิง โดยค่า RI สามารถค้านวณได้จาก

สมการ Kovats RI (Buttara และคณะ, 2014) ดังนี  

 

  RI = 100N + 100n 
tRa - tRN

tR(N+n) - tRN
 

 

 เมื่อ RI คือ retention index หรือ เวลาสัมพัทธ์ของสารที่แยกออกมา (ไม่มีหน่วย) 

  N คือ จ้านวนคาร์บอนของสารมาตรฐาน n-alkanes ที่แยกออกมาก่อนสารที่สนใจ 

n คือ จ้านวนคาร์บอนที่แตกต่างกันของสารมาตรฐาน n-alkanes ที่คร่อมระหว่าง

สารที่สนใจ 

tRa, tRN และ tR(N+n) คือ retention time ของสารที่สนใจ สารมาตรฐาน n-alkanes 

ที่แยกออกมาก่อน และหลังสารที่สนใจ ตามล้าดับ 
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ภาคผนวก ก.8 การวิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชันโดยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) radical scavenging ตามวิธีของ Nanasombat และ Wimuttigosol 

(2011) 

 

อุปกรณ ์

 1. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

 2. spectrophotometer (Thermo Fisher scientific รุ่น GENESYS 20, USA) 

 

สารเคมี 

1. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (A.R. grade, Sigma-Aldrich, Germany) 

2. 99.9% methanol (A.R. grade, Fisher Scientific, UK) 

3. 2,6-di-tert-butyl-4-methyl-phenol (butylated hydroxytoluene, BHT) (G.C. 

grade, Sigma-Aldrich, Germany) 

 

วิธีเตรียมสารละลาย DPPH 

1. เตรียม stock solution โดยน้า DPPH 20 มิลลิกรัม ละลายใน methanol ประมาณ 50 

มิลลิลิตร เทลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วย methanol จะได้

สารละลาย DPPH ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.02% (w/v) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC ได้ไม่เกิน 5 วัน 

2. เตรียม daily working solution โดยปิ เปตสารละลาย DPPH (stock solution) 20 

มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วย methanol จะได้

สารละลาย DPPH ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.004% (w/v)  

 

วิธีเตรียมตัวอย่าง 

 1. เตรียมตัวอย่างน ้ามันหอมระเหยที่ความเข้มข้นในช่วง 0-100 mg/mL ใช้ methanol 

เป็นตัวท้าละลาย 

 2. เตรียม positive control (BHT) ที่ความเข้มข้นในช่วง 0-1 mg/mL ใช้ methanol เป็น

ตัวท้าละลาย  
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วิธีวิเคราะห์ 

1. ปิเปตตัวอย่างน ้ามันหอมระเหยหรือ BHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 1 มิลลิลิตร ผสมกับ

สารละลาย DPPH 4 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง ทิ งไว้ในที่มืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 

สารละลายจะเปลี่ยนจากสีม่วงเข้ม เป็นสีม่วงอ่อน หรือสีเหลือง (หากมีฤทธิ์การต้านออกซิเดชันสูง) 

2. วัดค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร โดยใช้ methanol ใน

การปรับค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0 (set blank)  

3. น้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค้านวณ % inhibition ดังสมการ 

% inhibition = 
Acontrol - Asample

Acontrol
 × 100   

 

เมื่อ Acontrol  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างควบคุม (ไม่มีน ้ามันหอมระเหย หรือ BHT)  

       Asample  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของน ้ามันหอมระเหย หรือ BHT 

 4. สร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของน ้ามันหอมระเหย หรือ BHT กับค่า % inhibition 

แล้วค้านวณหาความเข้มข้นที่สามารถยับยั งอนุมูลอิสระลงได้ 50% (IC50)  

 

ตัวอย่างวิธีการค้านวณค่า IC50 

 1. หาค่า %inhibition ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังตารางที่ ก.1 

 

ตารางท่ี ก.1 ค่า %inhibition ของ BHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
ความเข้มข้น 

BHT (mg/mL) 
Asample Acontrol % Inhibition 

0.9800 0.076 0.909 91.64 
0.4900 0.092 0.909 89.88 
0.2450 0.101 0.909 88.89 
0.1225 0.301 0.909 66.89 
0.0613 0.556 0.909 38.83 
0.0306 0.731 0.909 19.58 
0.0153 0.816 0.909 10.23 
0.0077 0.852 0.909 6.27 
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 2. สร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของ BHT กับค่า % inhibition ดังรูปที่ ก.1 

 
รูปที่ ก.1 กราฟ %inhibition ของสารละลาย BHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

  

3. ค้านวณหาค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั งอนุมูลอิสระลงได้ 50% (IC50) จากสมการที่ได้

จากกราฟดังนี   

  y    = 22.261ln(x) + 105.75; แทนค่า y (%inhibition) = 50 

  50  = 22.261ln(x) + 105.75 

  x    = 0.082 mg/mL 

 4. จากผลการค้านวณ ค่า IC50 ของ BHT เท่ากับ 0.082 mg/mL   

 

ภาคผนวก ก.9 การวิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชันโดยวิธี Ferric Reducing Antioxidant 

Power (FRAP) ตามวิธีของ Nanasombat และ Wimuttigosol (2011) 

 

อุปกรณ ์

 1. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

 2. spectrophotometer (Thermo Fisher scientific รุ่น GENESYS 20, USA) 

 3. shaking water bath (Julabo รุ่น SW23, Germany) 

 

 

y = 22.261ln(x) + 105.75
R² = 0.9458
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สารเคมี 

1. sodium acetate trihydrate (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

2. 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) (A.R. grade, Sigma-Aldrich, Germany) 

3. ferric chloride (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

4. glacial acetic acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

5. 0.1 M hydrochloric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

6. 99.9% methanol (A.R. grade, Fisher Scientific, UK) 

7. ferrous sulfate heptahydrate (A.R. grade, Loba Chemie, India) 

 

วิธีเตรียมสารละลาย FRAP 

1. เตรียมสารละลาย acetate buffer โดยผสม sodium acetate trihydrate 0.3 กรัม และ 

glacial acetic acid 1.6 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วย deionized water  

2. เตรียมสารละลาย ferric chloride โดยละลาย ferric chloride 270 มิลลิกรัม ใน  

deionized water แล้วปรับเป็นปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

3. เตรียมสารละลาย TPTZ โดยชั่งน ้าหนัก 31.2 มิลลิกรัม ละลายใน HCl เข้มข้น 0.04 M 

เทลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และเติม HCl จนถึงขีดบอกปริมาตร 

4. เตรียมสารละลาย FRAP โดยผสม acetate buffer 25 มิลลิลิตร, ferric chloride 2.5 

มิลลิลิตร และ TPTZ 2.5 มิลลิลิตร ตามล้าดับ 

 

วิธีการเตรียมสารละลายมาตรฐาน ferrous sulfate (FeSO4) 

1. ชั่ง FeSO4 69.5 มิลลิกรัม ละลายใน deionized water ปรับปริมาตรให้ได้ 50 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากัน จะได้สารละลาย FeSO4 ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 5,000 µM 

2. เจือจางสารละลาย FeSO4 จากข้อ 1 ด้วย deionized water จนได้ความเข้มข้นในช่วง 

50-800 µM 
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วิธีวิเคราะห์ 

1. ให้ความร้อนสารละลาย FRAP ที่อุณหภูมิ 37 oC ใน water bath จะได้สารละลายสี

น ้าตาลอมส้ม 

2. ปิเปตตัวอย่างน ้ามันหอมระเหย 50 ไมโครลิตร (ในการสร้างกราฟมาตรฐานจะใช้

สารละลายของ FeSO4 แทนตัวอย่าง) ผสมกับสารละลาย FRAP 1.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง บ่มที่

อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 5 นาท ี

3. วัดค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 594 นาโนเมตร โดยใช้ deionized 

water ในการปรับค่าการดูดกลืนแสงเป็น 0 (set blank) ซึ่งสีของตัวอย่างจะเปลี่ยนสีจากเดิมไปเป็น

สีน ้าเงิน 

4. หาผลต่างของค่าการดูดกลืนแสง (Adiff) โดยน้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากตัวอย่าง (Afinal) 

มาหักลบกับค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย FRAP (Ainitial)  

Adiff = Afinal - Ainitial 

5. ค้านวณหาสมบัติการต้านออกซิเดชันโดยเทียบกับ Adiff ของกราฟมาตรฐานของ FeSO4 

(รูปที่ ก.2) รายงานค่าเป็น FRAP value (µmol FeSO4/g) 

 

 
รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานส้าหรับการวิเคราะห์สมบัติการต้านออกซิเดชันด้วยวิธี FRAP 
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ภาคผนวก ก.10 การวิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) ของสารเคลือบ ตามวิธีของ 

Calderón-Oliver และคณะ (2017) 

 

อุปกรณ ์

1. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS1602S/01, Switzerland) 

 2. pH meter (Mettler Toledo รุ่น Sevencompact, Switzerland) 

 3. shaking water bath (Julabo รุ่น SW23, Germany) 

 4. zetasizer nano (Malvern Instruments รุ่น ZS90, UK) 

 

สารเคมี 

1. 0.1 M hydrochloric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

2. 0.1 M sodium hydroxide (A.R. grade, Loba Chemie, India) 

 

วิธีวิเคราะห์ 

1. ชั่ง แอลจิเนต (ALG) กัมอะราบิก (GAB) แซนแทนกัม (XTG) หรือเจลาติน (GEL) 0.8 กรัม 

ละลายใน deionized water ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ทีอุ่ณหภูมิ 45 oC 

 2. ปรับ pH ของสารละลายในข้อ 1 ด้วย HCl หรือ NaOH เข้มข้น 0.1 M ให้ค่า pH อยู่

ในช่วงประมาณ 2.00-8.00 

3. ฉีดสารละลาย ALG, GAB, XTG หรือ GEL ที่ pH ต่าง ๆ เข้า capillary cell ระวังอย่าให้

เกิดฟองอากาศ เพราะฟองที่เกิดขึ นจะขัดขวางการเคลื่อนที่ของอนุภาค  

4. ใส่ capillary cell เข้าเครื่อง zetasizer nano ตั งค่าดังนี  

 measurement position: 2.00 mm 

 cell description: Clear disposable zeta cell 

5. วัดค่าศักย์ซีต้า (zeta potential, mV) โดยตัวอย่างผลการทดลองที่ได้มีลักษณะดังรูปที่ 

ก.3 ซึ่งเป็นตัวอย่างสารละลาย ALG ที่ pH 2.00 
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รูปที่ ก.3 ตัวอย่างผลการทดลองท่ีได้จากเครื่อง zetasizer 

 

ภาคผนวก ก.11 การวิเคราะห์ประสิทธิภาพการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยจากมะแขว่น 

(Encapsulation efficiency, EE) ดัดแปลงวิธีจาก Aziz และคณะ (2014) 

 

อุปกรณ ์

1. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS1602S/01, Switzerland) 

 2. shaking water bath (Julabo รุ่น SW23, Germany) 

 3. shaking incubator (n-Biotek รุ่น NB-205, South Korea) 

 4. rotary vacuum evaporator (BÜCHI รุ่น Rotavapor R-114, Switzerland) 

 5. กระดาษกรอง Whatman No.4 (Whatman, Maidstone, UK) 

 

สารเคมี 

1. 1 M sodium hydroxide (A.R. grade, Loba Chemie, India) 

2. petroleum ether (A.R. grade, J.T. Baker Neutrasorb, USA) 

3. 99.9% ethanol (A.R. grade, Fisher Scientific, UK) 
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วิธีวิเคราะห์ 

ปริมาณน้้ามันทั้งหมด (total oil content) 

1. ชั่งไมโครแคปซูล 1 กรัม ผสมกับ ethanol 2 มิลลิลิตร และ 1 M sodium hydroxide 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในหลอดแก้วที่มีฝาปิด  

2. แช่ใน shaking water bath ที่อุณหภูมิ 45 oC นาน 15 นาที เพ่ือให้ไมโครแคปซูลแตก

ออกจนหมด  

3. ทิ งไว้ให้เย็น โดยแช่ในน ้าที่อุณหภูมิห้อง 

4. เทลงในกรวยแยกขนาด 250 มิลลิลิตร สกัดน ้ามันทั งหมดด้วย petroleum ether 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมกับ ethanol 5 มิลลิลิตร เขย่าอย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 5 นาที  

5. ทิ งไว้จนแยกชั น แล้วน้าสารละลายส่วนบนไประเหยตัวท้าละลายโดยใช้เครื่อง rotary 

vacuum evaporator   

6. ชั่งน ้าหนัก เพื่อหาปริมาณน ้ามันทั งหมดท่ีสกัดได้ 

 

ปริมาณน้้ามันที่ผิวไมโครแคปซูล (surface oil) 

 1. ชั่งไมโครแคปซูล 1 กรัม ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร  

2. เติม petroleum ether ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 90 รอบต่อนาที นาน 

15 นาที  

3. กรองสารละลายผ่านกระดาษกรอง Whatman no. 4  

4. สกัดซ ้าอีก 2 ครั ง  

5. ระเหยสารละลายที่ได้จากการสกัดเพ่ือเอา petroleum ether ออกโดยใช้เครื่อง rotary 

vacuum evaporator  

6. ชั่งน ้าหนัก เพื่อหาปริมาณน ้ามันที่ผิวไมโครแคปซูล  

7. ค้านวณ encapsulation efficiency ดังสมการ  

 

 EE (%)  = 
ปริมาณน ้ามันทั งหมด−ปริมาณน ้ามันที่ผิวไมโครแคปซูล

ปริมาณน ้ามันทั งหมดที่เติมลงไป
 × 100 
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ภาคผนวก ก.12 การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของไมโครแคปซูลด้วยเทคนิค Fourier transform 

infrared spectroscopy (FTIR) 

อุปกรณ ์

 1. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

2. โกร่งบดยา 

3. Fourier transform infrared spectrometer (Perkin elmer รุ่น Spectrum one, 

Waltham, Massachusetts, USA) 

 

สารเคมี 

1. potassium bromide (I.R. grade, Merck, Germany) 

 

วิธีวิเคราะห์ 

ตัวอย่างน้้ามันหอมระเหยใช้วิธี liquid cell technique 

 1. ดูดน ้ามันหอมระเหย หรือน ้ามันหอมระเหยที่กักเก็บในไมโครแคปซูล GEL-ALG, GEL-

GAB และ GEL-XTG ประมาณ 1 หยด 

2. ป้ายลงบนแผ่นผลึก KBr window cell แล้วยึดเข้ากับตัวยึด 

3. วิเคราะห์หา % transmittance โดยน้าเข้าเครื่อง FTIR แล้วตั งค่าดังนี  

 - wave number range: 4,000-400 cm-1 

 - resolution: 4.0 cm-1 

 

ตัวอย่างผงใช้วิธี KBr pellet technique 

 1. ชั่งผงวัตถุดิบ GEL, ALG, GAB และ XTG และตัวอย่างผงไมโครแคปซูล GEL-ALG, GEL-

GAB และ GEL-XTG ประมาณ 2 มิลลิกรัม 

 2. บดรวมกับผง KBr ประมาณ 100 มิลลิกรัม (KBr ผ่านการอบเพ่ือไม่ให้มีน ้า ที่จะดูดกลืน

รังสี infrared และรบกวนการทดลองได้)  

3. อัดผงที่ได้จากข้อ 2 ด้วยเครื่องอัด minipress จะได้ KBr disc ที่มีลักษณะเป็นแผ่นกลมใส 

ออกมา  

4. ใส่ตัวยึดแผ่น KBr disc แล้วน้าเข้าเครื่อง FTIR โดยตั งค่าเหมือนตัวอย่างข้างบน 
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ภาคผนวก ก.13 การวิเคราะห์โครงสร้างของไมโครแคปซูล ด้วยเทคนิค scanning electron 

microscopy (SEM) 

 

อุปกรณ ์

 1. sputter coater (Balzers รุ่น SCD040, Germany) 

2. scanning electron microscope (JEOL รุ่น JSM-IT300, Japan) 

 

วิธีวิเคราะห์ 

 1. แปะกาวสองหน้าลงบนแท่งอะลูมิเนียมทรงกระบอกขนาด เส้นผ่านศูนย์กลาง×สูง เท่ากับ 

1×1 ตารางเซนติเมตร 

 2. โรยผงไมโครแคปซูล GEL-ALG, GEL-GAB หรือ GEL-XTG ลงบนแผ่นกาวที่ติดบนแท่ง

อะลูมิเนียม 

 3. ฉาบผิวตัวอย่างให้เป็นฟิล์มบางด้วยทองหนาประมาณ 15 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง sputter 

coater โดยใช้แผ่นทองเป็นเป้าโลหะติดไว้ที่ขั วแคโทด ส่วนตัวอย่างที่จะฉาบ วางไว้ที่ขั วแอโนด  

 4. วางตัวอย่างที่ผ่านการเคลือบทองแล้วบนฐานของเครื่อง SEM โดยตั งค่า accelerated 

voltage ที่ 10.0 กิโลโวลต์ ปรับก้าลังขยายตามต้องการ แล้วส่องกราด และบันทึกภาพที่ได้ 
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ภาคผนวก ข  

ข้อมูลการทดลองเพิ่มเติม 
 

ตารางท่ี ข.1 ค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) ของสารเคลือบ 

pH GEL ALG GAB XTG 

2.00 20.43 ± 0.29 -61.13 ± 2.83 -7.14 ± 0.17 -52.37 ± 2.47 
4.00 10.90 ± 0.10 -94.20 ± 2.41 -14.17 ± 0.12 -75.67 ± 3.06 
6.00 4.34 ± 0.18 -103.00 ± 3.61 -21.87 ± 1.47 -107.00 ± 1.00 
8.00 -1.70 ± 0.41 -111.67 ± 2.89 -28.67 ± 0.64 -107.00 ± 2.00 

ค่าในตารางแสดงในรูป ค่าเฉลี่ย ± SD จากการวิเคราะห์ 3 ซ ้า 

 

ตารางท่ี ข.2 ค่า encapsulation yield (EY) และ encapsulation efficiency (EE) ของไมโคร
แคปซูล 

Sample EY (%) EE (%) 
GEL-ALG 68.64 ± 3.56b 75.97 ± 2.21b 

GEL-GAB 80.33 ± 2.75a 88.33 ± 2.06a 

GEL-XTG 75.73 ± 2.70a 44.89 ± 3.36c 

คา่ในตารางแสดงในรูป ค่าเฉลี่ย ± SD จากการวิเคราะห์ 3 ซ ้า 

a,b… คา่เฉลี่ยที่มีตัวอักษรต่างกันก้ากับไว้ แตกต่างอยา่งมีนัยส้าคัญ (p ≤ 0.05) 

 

ตารางท่ี ข.3 สมบัติการต้านออกซิเดชันของน ้ามันหอมระเหยในไมโครแคปซูลชนิดต่าง ๆ 

Sample IC50 of DPPH 
radicals (mg/mL) 

FRAP value 
(µmol FeSO4/g) 

GEL-ALG 17.08 ± 1.14b 521.08 ± 20.02b 

GEL-GAB 13.95 ± 1.00c 698.06 ± 18.76a 

GEL-XTG 23.98 ± 1.87a 511.22 ± 12.31b 

                ค่าในตารางแสดงในรูป ค่าเฉลี่ย ± SD จากการวิเคราะห์ 3 ซ ้า 

                   a,b… ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรต่างกันก้ากับไว้ แตกต่างอยา่งมีนัยส้าคัญ (p ≤ 0.05) 
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รูปที่ ข.1 โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐาน n-alkanes 

 

 
รูปที่ ข.2 โครมาโตแกรมของน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นตั งต้น 

 
รูปที่ ข.3 ภาพขยายของโครมาโตแกรมของน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นตั งต้น 
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รูปที่ ข.4 โครมาโตแกรมของน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นในไมโครแคปซูล GEL-GAB 

 

รูปที่ ข.5 ภาพขยายของโครมาโตแกรมของน ้ามันหอมระเหยจากมะแขว่นในไมโครแคปซูล GEL-GAB 
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ภาคผนวก ค  

การวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ   
 

ตารางท่ี ค.1 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนส้าหรับค่า EY 

Source 
Type III Sum 
of Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 208.335a 2 104.167 11.362 .009 
Intercept 50491.588 1 50491.588 5507.372 4.029E-10 
Factor 208.335 2 104.167 11.362 .009 
Error 55.008 6 9.168   
Total 50754.931 9    
Corrected Total 263.343 8    
a. R Squared = .791 (Adjusted R Squared = .721) 

 

ตารางท่ี ค.2 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนส้าหรับค่า EE  

Source 
Type III Sum 
of Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 3005.645a 2 1502.822 221.210 2.000E-6 
Intercept 43754.878 1 43754.878 6440.571 2.520E-10 
Factor 3005.645 2 1502.822 221.210 2.000E-6 
Error 40.762 6 6.794   
Total 46801.285 9    
Corrected Total 3046.407 8    
a. R Squared = .987 (Adjusted R Squared = .982) 
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ตารางท่ี ค.3 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนส้าหรับค่า DPPH  

Source 
Type III Sum 
of Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 158.090a 2 79.045 40.804 0.000321 
Intercept 3026.332 1 3026.332 1562.251 1.7526E-8 
Factor 158.090 2 79.045 40.804 0.000321 
Error 11.623 6 1.937   
Total 3196.044 9    
Corrected Total 169.713 8    
a. R Squared = .932 (Adjusted R Squared = .909) 

 

ตารางท่ี ค.4 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนส้าหรับค่า FRAP 

Source 
Type III Sum 
of Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 66323.099a 2 33161.550 110.045 0.000019 
Intercept 2994149.613 1 2994149.613 9935.982 6.8704E-11 
Factor 66323.099 2 33161.550 110.045 0.000019 
Error 1808.065 6 301.344   
Total 3062280.777 9    
Corrected Total 68131.164 8    
a. R Squared = .973 (Adjusted R Squared = .965) 

 

ตารางท่ี ค.5 ผลการวิเคราะห์ response surface regression ของค่า EY 
Analysis of variance 
Source Df Adj ss Adj ms F-value P-value 
Model  
  Linear 
    pH  
    GEL:GAB 
    wall:core 
  Square 
    pH*pH                  
    GEL:GAB*GEL:GAB        

9 
3 
1 
1 
1 
3 
1 
1 

888.923 
522.710 
323.279 
12.292 
187.140 
279.891 
33.746 
33.231 

98.769 
174.237 
323.279 
12.292 
187.140 
93.297 
33.746 
33.231 

8.35 
14.73 
27.33 
1.04 
15.82 
7.89 
2.85 
2.81 

0.005 
0.002 
0.001 
0.342 
0.005 
0.012 
0.135 
0.138 
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    wall:core*wall:core    
  2-way interaction        
    pH*GEL:GAB             
    pH*wall:core           
    GEL:GAB*wall:core      
Error 
  Lack-of-fit              
  Pure error               
Total 

1 
3 
1 
1 
1 
7 
5 
2 
16 

278.582 
86.322 
81.924 
1.715 
2.682 
82.801 
79.381 
3.420 

971.724 

278.582 
28.774 
81.924 
1.715 
2.682 
11.829 
15.876 
1.710 

 

23.55 
2.43 
6.93 
0.15 
0.23 

 
9.28 

 

0.002 
0.150 
0.034 
0.715 
0.648 

 
0.100 

 

 

Model summary 
S R-sq R-sq (adj) R-sq (pred) 

3.43929 91.48% 80.52% 37.36% 
 

Coded coefficients 
Term  Effect Coef Se coef T-value P-value Vif 
Constant     
pH   
GEL:GAB               
wall:core             
pH*pH                  
GEL:GAB*GEL:GAB        
wall:core*wall:core    
pH*GEL:GAB              
pH*wall:core            
GEL:GAB*wall:core       

 
9.731 
-1.897 
-7.404 
-3.46 
-3.43 
-9.94 
6.40 
0.93 
1.16 

78.63 
4.865 
-0.949 
-3.702 
-1.73 
-1.72 
-4.97 
3.20 
0.46 
0.58 

1.98 
0.931 
0.931 
0.931 
1.02 
1.02 
1.02 
1.22 
1.22 
1.22 

39.68 
5.23 
-1.02 
-3.98 
-1.69 
-1.68 
-4.85 
2.63 
0.38 
0.48 

0.000 
0.001 
0.342 
0.005 
0.135 
0.138 
0.002 
0.034 
0.715 
0.648 

 
1.00 
1.00 
1.00 
1.16 
1.16 
1.16 
1.00 
1.00 
1.00 

   

Regression equation in uncoded units 
EY =  - 88 + 103.0 pH - 83.8 GEL:GAB + 10.7 wall:core - 19.6 pH*pH 

- 19.4 GEL:GAB*GEL:GAB - 3.515 wall:core*wall:core + 36.2 pH*GEL:GAB 
+ 1.31 pH*wall:core + 1.64 GEL:GAB*wall:core 
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ตารางท่ี ค.6 ผลการวิเคราะห์ response surface regression ของค่า EE 
Analysis of variance 
Source Df Adj ss Adj ms F-value P-value 
Model  
  Linear 
    pH  
    GEL:GAB 
    wall:core 
  Square 
    pH*pH                  
    GEL:GAB*GEL:GAB        
    wall:core*wall:core    
  2-way interaction        
    pH*GEL:GAB             
    pH*wall:core           
    GEL:GAB*wall:core      
Error 
  Lack-of-fit              
  Pure error               
Total 

9 
3 
1 
1 
1 
3 
1 
1 
1 
3 
1 
1 
1 
7 
5 
2 
16 

1118.27 
598.89 
191.69 
3.28 

403.92 
419.56 
95.18 
74.00 
399.48 
99.81 
35.34 
0.02 
64.46 
119.60 
96.59 
23.01 

1237.87 

124.252 
199.631 
191.693 
3.278 

403.922 
139.855 
95.181 
73.997 
399.485 
33.272 
35.342 
0.016 
64.457 
17.085 
19.319 
11.503 

 

7.27 
11.68 
11.22 
0.19 
23.64 
8.19 
5.57 
4.33 
23.38 
1.95 
2.07 
0.00 
3.77 

 
1.68 

 
 

0.008 
0.004 
0.012 
0.675 
0.002 
0.011 
0.050 
0.076 
0.002 
0.211 
0.194 
0.976 
0.093 

 
0.414 

 
 

 

Model summary 
S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

4.13345   90.34%      77.92%       34.96% 
 

Coded coefficients 
Term  Effect Coef Se coef T-value P-value Vif 
Constant     
pH   
GEL:GAB               
wall:core             

 
7.49 
-0.98 
-10.88 

84.38 
3.75 
-0.49 
-5.44 

2.38 
1.12 
1.12 
1.12 

35.43 
3.35 
-0.44 
-4.86 

0.000 
0.012 
0.675 
0.002 

 
1.00 
1.00 
1.00 
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pH*pH                  
GEL:GAB*GEL:GAB        
wall:core*wall:core    
pH*GEL:GAB              
pH*wall:core            
GEL:GAB*wall:core       

-5.81 
-5.12 
-11.91 
4.20 
-0.09 
5.68 

-2.91 
-2.56 
-5.95 
2.10 
-0.04 
2.84 

1.23 
1.23 
1.23 
1.46 
1.46 
1.46 

-2.36 
-2.08 
-4.84 
1.44 
-0.03 
1.94 

0.050 
0.076 
0.002 
0.194 
0.976 
0.093 

1.16 
1.16 
1.16 
1.00 
1.00 
1.00 

   

Regression equation in uncoded units 

EE = - 333 + 221 pH - 26.8 GEL:GAB + 9.1 wall:core - 32.9 pH*pH 
- 29.0 GEL:GAB*GEL:GAB - 4.209 wall:core*wall:core + 23.8 pH*GEL:GAB 
- 0.13 pH*wall:core + 8.03 GEL:GAB*wall:core 
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รูปที่ ค.1 กราฟการแจกแจงความน่าจะเปน็แบบปกตขิองค่า EY 

 

 
รูปที่ ค.2 กราฟการแจกแจงความน่าจะเปน็แบบปกตขิองค่า EE 
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