
 

 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 
 

ฤทธิ์ทางชีวภาพและการผลิตไมโครแคปซูล 
ของสารสกัดจากใบยานาง 

 
Bioactivity and Microencapsulation  

of Yanang Leaves extract 
 
 
 

โดย จิตรา  สิงหทอง  และคณะ 
 
 
 

พฤษภาคม 2556 



สัญญาเลขที่ DBG5380016 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 
 
 

ฤทธิ์ทางชีวภาพและการผลิตไมโครแคปซูลของสารสกัดจากใบยานาง 
 
 

Bioactivity and Microencapsulation of Yanang Leaves extract 
 
 
 

คณะผูวิจัย    สังกัด 
 

1. จิตรา  สิงหทอง     มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 
 

2. สุเวทย  นิงสานนท    มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 

3. รัชฎาพร อุนศิวิไลย    มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
   
4. จิราวรรณ อุนเมตตาอารี   มหาวิทยาลัยราชภัฏนครราชสีมา 

 
 
 

สนับสนุนโดยสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจยั และ มหาวทิยาลัยอุบลราชธานี 
 

(ความเห็นในรายงานนี้เปนของผูวิจัย สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย และมหาวิทยาลยั
อุบลราชธานีไมจําเปนตองเห็นดวยเสมอไป) 



ก 
 

 กิตติกรรมประกาศ  
(Acknowledgments) 

 
 รายงานการวิจัยฉบับน้ีสําเร็จไดดวยความกรุณาจาก สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 
และมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ที่ใหทุนสนับสนุนการวจัิยพื้นฐานเชิงยุทธศาสตร “การผลิต การเก็บ
รักษาหลังการเก็บเก่ียว และการแปรรปูอาหาร เพ่ือการบริโภคภายในประเทศ และเพือ่เปน
สินคาออกมูลคาสูง” ประจําปงบประมาณ 2553 คณะผูวิจัยขอขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ ที่นี้ 
 
 ขอขอบพระคุณ  คณะ เกษตรศาสตร  มหาวิ ทยาลั ย อุบลราชธานี  สํ า นั กวิ ช า
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี และคณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยราชภัฏนครราชสีมา ที่กรุณาใหความรวมมือและสนับสนุนในงานวิจัยจนสําเร็จ     
ลุลวงไปดวยดี 
  
 
        คณะผูวิจัย 
                  พฤษภาคม 2556  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ข 
 

บทสรุปผูบริหาร (Executive Summary) 
 

ในปจจุบันผลิตภัณฑที่ผลิตจากสมุนไพรเปนที่นิยมมากขึ้น  โดยมีการใช เปน
สวนประกอบในอาหาร และอาหารเสริม รวมทั้งเปนยารักษาโรค ซึ่งผลิตภัณฑที่ผลิตจากสมุนไพรใน
ตลาดโลกมีการขยายตัวอยางรวดเร็วจากมูลคา 200 พันลานดอลลารสหรัฐในป 2008 เปน 5 ลาน
ลานดอลลารสหรัฐในป 2010 (Chan et al., 2010) สําหรับประเทศไทยในชวงป 2550-2554 มูลคา
การสงออกผลิตภัณฑสมุนไพรของประเทศไทยมีอัตราเพ่ิมขึ้นจาก 85 ลานบาท ในป 2550 เปน    
144 ลานบาท ในป 2554 (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554) ผลิตภัณฑที่ผลิตจากสมุนไพรสวน
ใหญเปนผลิตภัณฑที่เก่ียวของกับสุขภาพของผูบริโภค เชน การเปนสารตานอนุมูลอิสระ การนํามา
เปนอาหารเสริม รวมทั้งคุณสมบัติในการรักษาโรคตางๆ สําหรับประเทศไทยคนไทยไดเปรียบกวา
ชาติอ่ืนเพราะเปนแหลงของสมุนไพรพื้นบานที่สําคัญหลายชนิดที่มีประโยชนตอสุขภาพของ
ผูบริโภค ดังน้ันการนําสมุนไพรมาผลิตเพ่ือบริโภคนาจะเปนแนวทางหนึ่งในการเพิ่มมูลคาใหกับ
ผลิตภัณฑ รวมทั้งลดการนําเขาผลิตภัณฑเสริมอาหารและผลิตภัณฑเสริมสุขภาพ 

ยานาง (Yanang) จัดเปนผักพ้ืนบานและสมุนไพร พบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
(อีสาน) ของประเทศไทย ชาวอีสานใชเถาใบออน ใบแกตําคั้นเอาน้าํสีเขียวซึ่งมีลกัษณะเหนียวและ
นําไปตมกับหนอไมปรุงเปนแกงหนอไม หรือซุปหนอไม บางแหงนําไปแกงกับขี้เหล็ก นาํนํ้าคั้น
ยานางไปใสแกงขนุน ออม และหมก ซึ่งเปนอาหารอีสานอีกดวย  จากการศึกษาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของสารสกัดใบยานางพบวา ปริมาณของฟนอลิกทั้งหมดของสารสกัดดวยน้ํามีปริมาณของฟ
นอลิกทั้งหมดสูงสุด เม่ือศึกษาสมบัตกิารเปนสารตานอนุมูลอิสระ ดวยวธิี DPPH assay, ABTS 
assay และ FRAP assay พบวา สารสกัดดวยน้ํามีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดีที่สุดที่ 
รวมทั้งสารสกัดดวยน้ํามีปริมาณวิตามินสงู และสารสกดัใบยานางจัดอยูในกลุมของสารท่ีมีความพิษ
ต่ําตอ Caco-2 cell lines รวมทั้งสารสกัดยานางดวยน้ําไมมีฤทธิ์เปนสารกอกลายพันธุ  

จากการสูญเสียไดงายของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากพืชในธรรมชาติการกักเก็บหรือ
ปองกันสารสําคัญน้ันไวจึงเปนสิ่งจําเปน และจากกระบวนการเอนแคปซูลที่สามารถกักเก็บหรือ
ปองกันสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดไวได รวมทั้งสามารถยืดอายุการเก็บรักษาของ
สารสําคัญและปรับปรุงคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย (Chan et al., 2010) จากการศึกษาสภาวะการ
ผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางที่เหมาะสมคือ ความเขมขนของกัมอาระบิกรอยละ 10 
อัตราสวนระหวาง core ตอ wall ที่ 1:4 และอุณหภูมิขาเขาของเคร่ืองพนฝอยที่ 160 องศาเซลเซียส 
สงผลใหไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางมีรอยละผลผลิตสูง ปริมาณสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพสูง ความชื้นต่ํา และมีลักษณะโครงสรางที่สามารถกักเก็บสารสําคัญไวได ดังน้ันไมโคร
แคปซูลของสารสกัดจากใบยานาง สามารถชวยในการปองกันและลดการสูญเสียของสารออกฤทธิ์ที่
สําคัญในใบยานาง เหมาะสําหรับการประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหารเพื่อสุขภาพ 
 



ค 
 

บทคัดยอ 
 

 ยานางมีชื่อทางวิทยาศาสตรคือ Tiliacora triandra จัดเปนพืชผักและสมุนไพรที่เปนที่
รูจักอยางแพรหลายโดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย งานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงคเพ่ือศึกษาฤทธิท์างชีวภาพของสารสกัดใบยานางดวยน้ํา เอทานอล และอะซิโดน จาก
การศึกษาพบวาปริมาณของฟนอลิกทั้งหมดของสารสกัดนํ้ามีปริมาณสูงสุด และเม่ือศึกษาสมบตัิการ
เปนสารตานอนุมูลอิสระ ดวยวิธี DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay พบวา สารสกัดนํ้า
มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดีที่สุด  สําหรับการศึกษาความเปนพิษตอเซลลของสารสกัด
ใบยานางดวยวิธี MTT assay พบวา สารสกัดจากใบยานางมีความสามารถในเปนสารตานการเพิ่ม
จํานวนของเซลลใน Caco-2 cell lines  โดยมีคา IC50  มากกวา 100 μg ของสารสกัด/ml  ดังน้ันสาร
สกัดใบยานางจึงจัดอยูในประเภทของสารที่มีความเปนพิษต่ํา รวมทั้งสารสกัดยานางดวยน้ําไมมี
ฤทธิเ์ปนสารกอกลายพันธุ  นอกจากนั้นยังไดศึกษากระบวนการผลิตไมโครแคปซูลสารกัดจากใบ
ยานางที่เหมาะสม โดยมีปจจัยในการศึกษา 3 ปจจัย ไดแก ความเขมขนของกัมอะราบิก อัตราสวน 
core : wall  และอุณหภูมิขาเขาของเครือ่งพนฝอย  ตอความคงตวัของไมโครแคปซูลสารสกัดจากใบ
ยานาง จากการศึกษาพบวาสภาวะการผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกดัจากใบยานางที่เหมาะสมคือ 
ความเขมขนของกัมอาระบิกรอยละ 10 อัตราสวนระหวาง core ตอ wall ที่ 1:4 และอุณหภูมิขาเขา
ของเคร่ืองพนฝอยที่ 160 องศาเซลเซียส  สงผลใหไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางมีรอยละ
ผลผลติสูง ปริมาณสารออกฤทธิท์างชวีภาพสูง ความชื้นต่ํา และมีลักษณะโครงสรางที่สามารถกัก
เก็บสารสําคญัไวได  
 
คําสําคัญ: ยานาง, ไมโครแคปซูเลชัน, สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ, ความเปนพิษตอเซลล,  

   สารตานการกอกลายพันธุ 
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Abstract 
 

Yanang (Tiliacora triandra) is known as vegetable and herbal in the northeast of 
Thailand. This work investigated bioactive compounds of Yanang extracts which were 
prepared by infusion with water, ethanol and acetone. The study of bioactivity of Yanang 
extracts found that the extraction with water is appropriate application. Antioxidant activities 
and total phenolic content of all three extracts were evaluated using DPPH, ABTS, FRAP 
assays and the Folin-Ciocalteu method. It was found that Yanang water crude extract 
showed the highest total phenolic content.  In addition, Yanang water crude extract 
displayed the highest antioxidant activities determined by DPPH assay, ABTS assay and 
FRAP assay.  All crude extracts were subsequently investigated for their cytotoxicity in 
Caco-2 cell lines. The low toxicity was indicated at concentrations higher than 100 μg/ml for 
all crude extracts, which would be the index for further recommended concentration use. 
Yanang water crude extract exhibited antimutagenic activity. Furthermore, this paper reports 
a designed of experimental for optimizing Yanang encapsulation using three independent 
variables: the ratio of core material (Yanang) to wall material (gum arabic), gum arabic 
concentration and inlet temperature of spray drying on bioactive compounds stability. The 
stability of bioactive compounds was evaluated by phenolic compounds, total antioxidant, 
carotenoids and chlorophyll. The study demonstrated that gum arabic, as coating agents, 
protected bioactive compounds of Yanang. Optimized condition for the encapsulation was at 
the ratio of core to wall 1:4 in gum arabic concentration 10% (w/v) and inlet temperature at 
160C. The results show that the bioactive compounds were mainly affected by the ratio of 
core to wall material. Besides, moisture content and particle size of encapsulation depend 
on inlet temperature of spray drying and gum arabic concentration, respectively. This 
optimization reveals that encapsulation process did not lose the bioactive compounds.  
 
Keywords: Yanang, Tiliacora triandra, Microncapsulation, Bioactive compounds,   

Cytotoxicity, Antimutagenicity 
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ของสารสกัดใบยานางที่สกัดดวยตัวทําละลายที่ตางกัน 
ตารางที่ 4.3 แสดงคา IC50 (μl/ml) ของสารสกัดยานางตอ Caco-2 cell lines    39 
ตารางที่ 4.4 ผลของการผลติไมโครเอนแคปซูลสารสกดัจากใบยานางตอ    42 

ปริมาณสารออกฤทธิท์างชวีภาพ 
ตารางที่ 4.5 ผลของการผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ    43 

รอยละผลผลิต ความชื้น สีและขนาดของไมโครเอนแคปซูล 
 
 



ช 
 

 
สารบัญภาพ 

 
     หนา 

ภาพที่ 2.1 ลักษณะใบยานาง            4 
ภาพที่ 2.2 ปฏิกิริยาออกซิเดชัน             9 
ภาพที่ 2.3 การทํางานของสารตานอนุมูลอิสระ          9 
ภาพที่ 2.4 โครงสรางของ diphenylpicrylhdrazyl ; DPPH        11 

ในลักษณะของอนุมูลอิสระ     
ภาพที่ 2.5 โครงสรางของ diphenylpicrylhdrazyl: DPPH        12 

ในลักษณะที่ไมมีอนุมูลอิสระ   
ภาพที่ 2.6 โครงสรางทางเคมีของสารประกอบฟนอลิกกลุมฟลาโวนอยด     14 
ภาพที่ 2.7 โครงสรางทางเคมีของสารประกอบฟนอลิกกลุมที่ไมใชฟลาโวนอยด    14 
ภาพที่ 2.8 โครงสรางของ L-ascorbic acid, dehydro-L-ascorbic acid      15 

และ diketogulonic acid 
ภาพที่ 2.9 โครงสรางทางเคมีของอัลฟา-แคโรทีนและเบตา-แคโรทีน      16 
ภาพที่ 2.10 โมเลกุลของคลอโรฟลล          17 
ภาพที่ 2.11 โครงสรางของแคปซูล          21 
ภาพที่ 2.12 แคปซูลแบบ single core         21 
ภาพที่ 2.13 แคปซูลแบบ multi-core หรือ matrix encapsulation      21 
ภาพที่ 2.14 แคปซูลแบบ matrix encapsulation ที่มีการเคลือบผิว 2 ชั้น     22 
ภาพที่ 4.1 แสดงความสัมพันธระหวาง Conc. 2-AA กับ  

Salmonella typhimurium สายพันธุ TA98 (colonies/plate)      40 
ภาพที่ 4.2 แสดงการกอกลายพันธุของเชื้อแบคทีเรยี Salmonella typhimurium  

สายพันธุ TA98 ดวยสารสกัดยานางที่สกัดดวยน้ํา          40 
ภาพที่ 4.3 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูล      44 

สารสกัดจากใบยานางตอปริมาณผลผลิต 
ภาพที่ 4.4 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูล      46 

สารสกัดจากใบยานางตอปริมาณฟนอลิกทั้งหมด  
ภาพที่ 4.5 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูล      46 

สารสกัดจากใบยานางตอปริมาณสารตานอนุมูลอิสระทั้งหมด 
 
 



ซ 
 

 
สารบัญภาพ (ตอ) 

 
     หนา 

 
ภาพที่ 4.6 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูล      47 

สารสกัดจากใบยานางตอปริมาณคลอโรฟลลทั้งหมด 
ภาพที่ 4.7 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูล      47 

สารสกัดจากใบยานางตอปริมาณแคโรทีนอยดทั้งหมด 
ภาพที่ 4.8 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูล      48 

สารสกัดจากใบยานางตอปริมาณความชื้น 
ภาพที่ 4.9 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูล      49 

สารสกัดจากใบยานางตอคาความสวาง (L*) 
ภาพที่ 4.10 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูล      49 

สารสกัดจากใบยานางตอคาสีเหลือง (b*) 
ภาพที่ 4.11 ลักษณะโครงสรางภายนอกของไมโครเอนแคปซูล       51 

สารสกัดจากใบยานาง 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ในปจจุบันผลิตภัณฑที่ผลิตจากสมุนไพรเปนที่นิยมมากขึ้น  โดยมีการใช เปน

สวนประกอบในอาหาร และอาหารเสริม รวมทั้งเปนยารักษาโรค ซึ่งผลิตภัณฑที่ผลิตจากสมุนไพรใน
ตลาดโลกมีการขยายตัวอยางรวดเร็วจากมูลคา 200 พันลานดอลลารสหรัฐในป 2008 เปน 5 ลาน
ลานดอลลารสหรัฐในป 2010 (Chan et al., 2010) สําหรับประเทศไทยในชวงป 2550-2554 มูลคา
การสงออกผลิตภัณฑสมุนไพรของประเทศไทยมีอัตราเพิ่มขึ้นจาก 85 ลานบาท ในป 2550 เปน    
144 ลานบาท ในป 2554 (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554) ผลิตภัณฑที่ผลิตจากสมุนไพรสวน
ใหญเปนผลิตภัณฑที่เก่ียวของกับสุขภาพของผูบริโภค เชน การเปนสารตานอนุมูลอิสระ การนํามา
เปนอาหารเสริม รวมทั้งคุณสมบัติในการรักษาโรคตางๆ สําหรับประเทศไทยคนไทยไดเปรียบกวา
ชาติอ่ืนเพราะเปนแหลงของสมุนไพรพื้นบานที่สําคัญหลายชนิดที่มีประโยชนตอสุขภาพของ
ผูบริโภค ดังน้ันการนําสมุนไพรมาผลิตเพ่ือบริโภคนาจะเปนแนวทางหนึ่งในการเพ่ิมมูลคาใหกับ
ผลิตภัณฑ รวมทั้งลดการนําเขาผลิตภัณฑเสริมอาหารและผลิตภัณฑเสริมสุขภาพ 

ยานาง (Yanang) จัดเปนผักพ้ืนบานและสมุนไพร พบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
(อีสาน) ของประเทศไทย ชาวอีสานใชเถาใบออน ใบแกตําคั้นเอาน้ําสีเขียวซ่ึงมีลักษณะเหนียวและ
นําไปตมกับหนอไมปรุงเปนแกงหนอไม หรือซุปหนอไม บางแหงนําไปแกงกับขี้เหล็ก นํานํ้าคั้น
ยานางไปใสแกงขนุน ออม และหมก ซึ่งเปนอาหารอีสานอีกดวย  นอกจากนั้นยังพบวาใบยานางมี
คุณคาทางสารอาหาร โดยเฉพาะสารเบตาแคโรทีน แคลเซียม และธาตุเหล็ก ในปริมาณสูง สวนราก
ยานาง มีสารอัลคาลอยดหลายชนิด เชน ทิเรียโครีน (Tiliacorine) ทิเรียโคลินิน (Tiliacorinine) นอร
ทิเรียโครินิน (Nor-tiliacorinine) เปนตน ชาวบานมักใชรากยานางมาตมด่ืมเพ่ือใชเปนยาแกพิษและ
แกไขเกือบทุกชนิด เชน ไขหวัด ไขอีสุกอีใส เปนตน (Mahidol, Sahakitpichan, &  Ruchirawat, 
1994 และ Wiriyachita & Phuriyakorn, 1981)  

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน สารตานอนุมูลอิสระ (total antioxidant) สารประกอบ     
ฟนอลิก (total phenolic) วิตามินซี (vitamin C) แคโรทีนอยด (carotenoid) และคลอโรฟลล 
(chlorophyll) เปนสารที่พบในพืชผักหรือแมกระทั่งในผลไมหลายชนิด ซึ่งยานางก็เปนพืชชนิดหน่ึงที่
มีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเปนองคประกอบ โดยสารตานอนุมูลอิสระมีสมบัติในการยับย้ังการเกิด
อนุมูลอิสระในปฏิกิริยาออกซิเดชัน สวนใหญจะเปนสารในกลุมสารประกอบฟนอลิก (Bae & Suh, 
2007) ไดมีการศึกษาสารสกัดจากผลไมชนิด Cinnamomum zeylanicum โดยใชตัวทําละลายชนิด
ตางๆ ตอปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพพบวา สารสกัดดวยนํ้า มีปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดสูง สงผลทําใหมีปริมาณกิจกรรมการเปนสารตานอนุมูลอิสระสูงเชนกัน โดยจะวัดในรูปของ
เบตา–แคโรทีน และ 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH) (Jayaprakasha et al., 2007) 
นอกจากนี้มีการศึกษาของ Ozgen et al. (2009) เก่ียวกับลักษณะพฤษเคมีและปริมาณสารออกฤทธิ์
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ทางชีวภาพในผลหมอนสายพันธุมัลเบอรรี่สีดํา (Morus nigra) และ มัลเบอรรี่สีแดง (Morus rubra) 
ที่อุดมไปดวยสารแอนโทไซยานิน (antocyanins) โดยวิเคราะหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพคือ ปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมด ปริมาณสารแอนโทไซยานิน และปริมาณสารตานอนุมูลอิสระทั้งหมด
พบวา ในมัลเบอรรี่สีดําจะมีปริมาณสารตานอนุมูลอิสระทั้งหมด และสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดสูง
กวามัลเบอรรี่สีแดง เน่ืองจากปริมาณของแข็งที่ละลายได ปริมาณน้ําตาล ความเปนกรด และความ
แตกตางขององคประกอบทางเคมีของแตละสายพันธุ รวมทั้งไดมีการศึกษาเกี่ยวกับปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดและกิจกรรมการเปนสารตานอนุมูลอิสระในสารสกัดจากพูขาวโพด 
(corn tassel) ที่เปนผลพลอยได (by-product) ของขาวโพด พบวาสารที่สกัดดวยเอทานอล 
(ethanol) และเมทานอล (methanol) จะมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดและมีปริมาณกิจกรรม
การเปนสารตานอนุมูลอิสระมากที่สุด (Mohsen & Ammar, 2009) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาสารตาน
อนุมูลอิสระในสารสกัดจาก Guarana seed พบวา สารสกัดที่สกัดดวยอะซิโตน (acetone) ความ
เขมขนรอยละ 35 ที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดมากที่สุด 
(Majhenic et al., 2007) สารสกัดสมุนไพรสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือเปนสารเสริม
ฟงกชัน แตยังตองมีการปองกันการสูญเสียของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เน่ืองจากอายุการเก็บ
รักษาสั้น การใชกระบวนการเอนแคปซูล (encapsulation) เปนวิธีที่สามารถปองกันการสูญเสียของ
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ รวมทั้งเปนการยืดอายุการเก็บรักษา และสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรม
อาหารเพื่อเปนสวนประกอบเสริมหนาที่ในผลิตภัณฑเสริมอาหารได 

กระบวนเอนแคปซูล เปนกระบวนการที่ใชสารเคลือบสารที่สําคัญไว โดยมีทั้งการปองกัน
สารและการควบคุมการปลดปลอยสารที่ตองการปองกันหรือกักเก็บไว รวมทั้งสามารถยืดอายุการ
เก็บรักษาของสารสําคัญและปรับปรุงคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย (Chan et al., 2010) สําหรับการ
ผลิตเอนแคปซูล สารท่ีตองการกักเก็บจะอยูในสถานะที่เปนของเหลวหรือกาซ โดยสารที่นิยมทํา        
เอนแคปซูลในระดับอุตสาหกรรมคือ วิตามิน แรธาตุ สารตานอนุมูลอิสระ สารใหสี เอนไซม และสาร
ใหความหวาน (Deladino et al., 2008) สําหรับสารที่ใชเคลือบมีความเฉพาะตอสารที่ตองการ
ปองกัน และมีผลตอการยอยในระบบทางเดินอาหารของผูบริโภค เชน ตองการใหยอยที่กระเพาะ
อาหาร หรือตองการใหดูดซึมที่ลําไสเล็ก เน่ืองจากสภาวะในการยอยมีความแตกตางกัน (Hu et al., 
1998) สารเคลือบที่นิยมใช ในการทําเอนแคปซูลสวนใหญจะเปนพวกโพลีแซกคาไรด 
(polysaccharides) วิธีการในการผลิตเอนแคปซูลสามารถนําไปใชไดทั้งในอุตสาหกรรมอาหาร 
ผลิตภัณฑยา และผลิตภัณฑเคร่ืองสําอาง โดยวิธีการทําเอนแคปซูลสามารถทําไดหลายวิธี เชน 
วิธีการอบแหงแบบพนฝอย (spray drying) เปนการนําสารที่ใชเคลือบมาละลายนํ้า จากน้ันนําสารที่
กักเก็บมาผสมกับสารละลายท่ีใชในการเคลือบ สําหรับวิธีเอ็กซทรูชัน (extrusion) เปนการกระจาย
ตัวของสารที่ตองการทําเอนแคปซูลในมวลของคารโบไฮเดรตที่หลอมเหลว โดยสวนผสมจะถูก
บังคับใหเคลื่อนผานหัวไดล (die) ไปยังของเหลวซึ่งใชในการดึงนํ้าออก (dehydrating liquid) จะทํา
ใหสารเคลือบเกิดการแข็งตัวและจับสารแกนกลางไวภายในของเหลวที่ใชในการดึงนํ้าออกจาก
ผลิตภัณฑ ผลิตภัณฑที่ไดมีลักษณะเปนเสนมีความแข็ง (harden material) ตองนําไปผานขั้นตอน
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การทําใหแตกเปนชิ้นเล็กๆ และทําใหแหง สวนวิธีทางเคมี (coacervation) เปนการปรับสภาพของ
คอลลอยดที่ละลายน้ําได (hydrophillic colloids) 2 ชนิด ที่มีประจุตางกันใหอยูในสภาวะที่ประจุเปน
กลางและเคลือบอยูบนผิวของสารแกนกลาง (Beristain et al., 1996)  

จากการสูญเสียไดงายของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากพืชในธรรมชาติการกักเก็บหรือ
ปองกันสารสําคัญน้ันไวจึงเปนสิ่งจําเปน และจากกระบวนการเอนแคปซูลที่สามารถกักเก็บหรือ
ปองกันสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดไวไดจึงเปนสิ่งที่นาสนใจ ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมี
วัตถุประสงคเพ่ือศึกษากรรมวิธีการเตรียมสารสกัด  ฤทธิ์ทางชีวภาพ  และกระบวนการผลิตไมโคร
แคปซูลของสารสกัดจากใบยานางที่เหมาะสม เพ่ือชวยในการปองกันและลดการสูญเสียของสารออก
ฤทธิ์ที่สําคัญในใบยานาง  
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บทที่ 2 
การตรวจเอกสาร 

 
2.1 ยานาง 

ยานางมีชื่อทางวิทยาศาสตรคือ Tiliacora triandra Diels อยูในวงศ Menispermaceae 
ยานางมีถิ่นกําเนิดในตอนกลางของเอเชียตะวันออกเฉียงใต เปนไมเลื้อยในปาเขตรอนและในปาไม
ผลัดใบในทวีปเอเชียและอเมริกาเหนือ ยานางพบขึ้นตามปาผลัดใบ ปาดงดิบ และปาโปรงในทุกภาค
ของประเทศไทย ชื่ออ่ืนที่ใชเรียกจะเรียกตามทองถิ่นน้ันๆ คือ ภาคกลางเรียก เถายานาง เถาหญา
นาง เถาวัลยเขียว หญาภคินี ภาคเหนือเรียก จอยนาง จอยนาง ผักจอยนาง ภาคใตเรียก ยานนาง 
ยานนาง ขันยอ ยาดนาง วันยอ และภาคอีสานเรียก ยานาง (กรณกาญจน, 2553; Smitinand & 
Larsen, 1991) 

ลักษณะทางพฤกศาสตรของยานาง คือ เปนไมเลื้อย มีลักษณะเปนเถากลมขนาดเล็ก 
เหนียว มีสีเขียว เถาออนมีขนออนปกคลุม เถาแกผิวเรียบมีสีเขม มีขอหางๆ รากมีขนาดใหญ มีหัว
ใตดิน เปนพืชใบเลี้ยงเด่ียวติดกับลําตนแบบสลับ ใบคลายรูปไข หรือรูปไขขอบขนาน ปลายใบเรียว 
ฐานใบมน ขนาดใบยาว 5-10 เซนติเมตร กวาง 2-4 เซนติเมตร ขอบใบเรียบ ผิวใบเปนคลื่นเล็กนอย 
กานใบยาว 1-1.5 เซนติเมตร ใบสีเขียวเขม หนาและหลังใบเปนมัน ลักษณะของใบยานางแสดงดัง
ภาพที่ 2.1 ดอกของยานางแยกเพศคนละตน ยานางเปนพืชที่ขึ้นในดินทุกชนิด และปลูกไดทุกฤดู 
ขยายพันธุโดยใชหัวใตดิน สามารถปลูกหรือขยายพันธุงาย (กรณกาญจน, 2553; Smitinand & 
Larsen, 1991) 

 

 
 

ภาพที่ 2.1     ลักษณะใบยานาง  
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ตารางที่ 2.1  คุณคาทางโภชนาการของใบยานาง  
 

คุณคาทางโภชนาการ ปริมาณตอ 100 กรัมตัวอยาง 
พลังงาน 95             กิโลแคลอร ี
เสนใย 7.9            กรัม 
แคลเซียม 155           มิลลิกรัม 
ฟอสฟอรัส 11             มิลลิกรัม 
เหล็ก 7               มิลลิกรัม 
วิตามินบี1 0.3            มิลลิกรัม 
วิตามินบ ี2 3.6            มิลลิกรัม 
ไนอาซิน 14             มิลลิกรัม 
วิตามินซี 141           มิลลิกรัม 
โปรตีน 15.5          กรัม 
คารโบไฮเดรต 16.6          มิลลิกรัม 
เบตา-แคโรทนี 0.64          มิลลิกรัม 
โพแทสเซียม 1.29          กรัม 
acid detergent fiber (ADF) 33.7          กรัม 
neutral detergent fiber (NDF) 46.8          กรัม 
digestible dry matter (DMD) 62.0          กรัม 
แทนนิน 210           มิลลิกรัม 

  ที่มา: ดัดแปลงจาก กรณกาญจน (2553) ณรงค (2553) และ วัลภา (2553) 
 

คุณประโยชนเฉพาะของยานาง ใบยานางมีสรรพคุณทางยาคือ มีรสชาติคอนขางจืดมาก
และออกรสขม เม่ือรับประทานเชื่อวาจะมีฤทธิ์ในการถอนพิษไข แกไขตัวรอน ใบยานางประกอบไป
ดวยเสนใย นอกจากนี้ยังมีแคลเซียมและวิตามินซีคอนขางสูง สวนในรากยานางมีสรรพคุณทางยา
คือ มีรสจืดและขม สามารถใชตมเปนยาเพ่ือแกไข ในรากใบยานางประกอบไปดวยสาร              
อัลคาลอยดหลายชนิดซ่ึงเปนสารที่ใหประโยชนตอรางกายประกอบไปดวย ทิเรียโครินิน ทิเรียโคริน 
และนอรทิเรียโครินิน นอกจากน้ีในดานคุณคาทางอาหารและโภชนาการของยานาง ซึ่งยานาง
สามารถนําทุกสวนมาใชประโยชนได ไมวาจะเปนใบ เถา ผล หรือยอดออน แตคนโบราณนิยมนํา
สวนใบยานางมาคั้นเอานํ้าเพ่ือปรุงอาหารประเภทตางๆ เชน แกงหนอไม หรือซุปหนอไม เปนตน 
รวมทั้งคุณคาทางโภชนาการของใบยานางพบวา ปริมาณของสารที่สําคัญและเปนสารที่โดดเดนใน
ใบยานาง คือ เสนใย แคลเซียม เหล็ก เบตา-แคโรทีน และวิตามินเอ แสดงดังตารางที่ 2.1 (วัลภา, 
2553) 
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ยานางมีคุณคาทางโภชนาการที่มีประโยชนตอรางกาย รวมทั้งมีงานวิจัยที่เก่ียวของกับ
การใชประโยชนของยานางอีกดวย Nanasombat และ Teckchuen (2009) ไดศึกษาสารตานจุลินท
รีย (antimicrobial) สารตานอนุมูลอิสระ และสารตานกิจกรรมการเกิดมะเร็ง (anticancer activities) 
ในสมุนไพรทองถิ่นของไทย พบวา สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากรากยานางเปนสารอัลคาลอยดและ
ไดแยกสารสกัดอัลคาลอยดเพ่ือทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี column chromatography และ crystallization 
techniques รวมทั้งศึกษาโครงสรางดวยเทคนิค NMR (nuclear magnetic resonance) พบวา สาร  
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรากยานางคือ ทิเรียโครินิน และทิเรียโคริน (Saiin & Markmee, 2003) 
รวมทั้งมีการศึกษาสารตานไขมาลาเรีย (antimalarial activity) ในสารสกัดจากรากยานางที่มีผลตอ 
Plasmodium falciparum พบวา เม่ือใชน้ําในการสกัด สารสกัดจากรากยานางมีความสามารถในการ
ตอตาน Plasmodium falciparum ได (Pavanand et al., 1989) และยังมีการศึกษาของ 
Sireeratawong et al. (2008) เก่ียวกับความเปนพิษของสารสกัดจากรากยานางที่สกัดดวยนํ้าพบวา 
สารสกัดที่ความเขมขน 5000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ําหนักตัวหนูทดลองไมพบความเปนพิษตอ
หนู  

สมุนไพรในวงศเดียวกันกับยานางมีอยูอีกหลายชนิด แตละชนิดน้ันมีสรรพยาคุณทางยา 
ทั้งมีฤทธิ์ถอนพิษไข เปนยาบํารุงรางกาย หรือแมกระทั้งเปนยาระงับอาการปวด อาทิเชน บอระเพ็ด 
มีชื่อทางวิทยาศาสตรคือ Tinospora crispa Miers. จัดอยูในวงศ Menispermaceae มีลักษณะเปน
เถาสีเทาแกมเหลือง เถาขรุขระ เปลือกเถาบางสามารถลอกออกได ใบรูปไขคอนขางยาว ฐานใบเปน
รูปหัวใจ ดอกมีขนาดเล็กสีเขียวอมเหลือง เถาของบอระเพ็ดมีสารรสขมชื่อ picroretin นอกจากน้ัน
ยังมีสารจําพวก diter penoid ชื่อ tinosporan ยังพบวามีสารประเภท amine 2 ชนิด คือ N-trans-
feruloyl tyramine และ N-cis-feruloyl tyramine และสารประกอบฟนอลิก โดยมีสรรพคุณทางยาคือ 
ใชบําบัดอาการออนเพลีย ถอนพิษไข โรคเก่ียวกับทางเดินปสสาวะ และแกอาการอักเสบ นอกจากน้ี
ยังมีชิงชาชาลีที่เปนสมุนไพรในวงศ Menispermaceae โดยมีชื่อทางวิทยาศาสตรคือ Tinospora 
cordifolia (Willd.) Miers. มีลักษณะเปนเถาแข็ง มีรากอากาศงอกตามเถา เปลือกสีน้ําตาลปนเทา 
ใบเปนรูปหัวใจ ที่ฐานใบมีปุมเล็กๆ ดอกออกระหวางใบและลําตน พบวา เถาของชิงชาชาลีมีสาร      
อัลคาลอยดที่มีสรรพคุณทางยา ที่ใบของชิงชาชาลีพบวา มีปริมาณโปรตีนสูง และยังมีแคลเซียมและ
ฟอสฟอรัสดวย มีสรรพคุณทางยาคือ ใชบําบัดอาการออนเพลีย ถอนพิษไข โรคเกี่ยวกับทางเดิน
ปสสาวะ แกไขมาลาเรีย ลดอาการอักเสบ และเปนยาระงับอาการเจ็บปวดได สมุนไพรอีกชนิดหนึ่งที่
อยูในวงศ Menispermaceae คือ ขม้ินเครือ โดยมีชื่อทางวิทยาศาสตรคือ Arcangelisia flava 
(Linn.) Merr. มีลักษณะเปนเถาที่มีเน้ือแข็ง เน้ือไมมีสีเหลือง ในเถาของขม้ินเครือมีสารอัลคาลอยด
ชนิด berberine ซึ่งมีสรรพคุณทางยาคือ ถอนพิษไข แกอาการทองเสีย อาการทองอืด และแกโรคดี
ซานได นอกจากนี้ยังมีเครือหมานอยหรือกรุงเขมา ที่ จัดอยู ในวงศ Menispermaceae ชื่อ
วิทยาศาสตร Cissampelos pareira Linn.มีลักษณะเปนไมเถาเลื้อย ใบเด่ียว รูปรางใบเปนรูปหัวใจ 
โคนใบแบบกนปด ใบกวาง 5.6-6.6 เซนติเมตร ยาว 6.9-7.6 เซนติเมตร หนาใบและหลังใบมีขนสี
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น้ําตาลยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร ปกคลุมหนาแนน หลังใบมีขนปกคลุมหนาแนนมากกวาหนาใบ 
กานใบมีขนยาว 1.7-2.5 เซนติเมตร ดอกตัวผูและตัวเมียเปนกระจุกสีขาวยาวประมาณ 0.2-0.5 
มิลลิเมตร ขอบใบเรียบ ยอดออนสีน้ําตาลแดง ใบแกสีเขียวเขม กานใบยาว 0.4-0.6 เซนติเมตร ออก
ดอกท่ียอดหรือปลายกิ่ง ชอดอกมี 4-5 ดอก ยาว 6.0-6.5 เซนติเมตร ดอกยอยแยกจากกัน มีขนาด
เล็กสีเขียว เมล็ดโคง (เหมือนพระจันทรคร่ึงเสี้ยว) ขยายพันธุดวยเมล็ดหรือหนอ พบวา ในเครือหมา
นอยมีสารสําคัญหลายอยางเชน cissampareine, curine, cycleanine, daijisong, -cyclanoline, 
dehydrodicentrine, hayatidine, hayatire, insularine และ isochonodendrine สรรพคุณทางยาใน
รากเครือหมานอยคือ ใชขับปสสาวะ แกไข และเปนยาถาย สวนในใบ เปนยาเย็นดับพิษไข ใช
ภายนอกรักษาแผลหรือฝ (จินดาพร, 2539) 

ยังมีสมุนไพรในวงศอ่ืนอีกหลากหลายชนิดที่ใชประโยชนจากใบเชนเดียวกับใบยานาง 
สามารถพบไดทั่วไปในทุกภูมิภาคประเทศไทย ยกตัวอยางเชน สาบเสือ มีชื่อทางวิทยาศาสตรคือ 
Chromolaena odoratum (L.) จัดอยูในวงศ Compositae มีลักษณะเปนไมลมลุก มีอายุเพียง 1 ป      
ลําตันตั้งตรง แตกกิ่งกาน สูงไดถึง 1.5 เมตร ทุกสวนของตนในขณะที่ยังออนมีขน ใบเปนรูปไขที่ผิว
ใบมีขน ดอกชอสีขาวแกมมวง ใบสาบเสือมีสาร tetramethoxyflavone และแคลเซียม ซึ่งทําใหใบ
สาบเสือมีสรรพคุณในการสมานแผลและหามเลือด สารสกัดที่ไดจากการสกัดดวยคลอโรฟอรม
และอะซิโตนที่มีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของการเกิดหนอง 
นอกจากนี้ยังมีใบบัวบกที่มีสรรพคุณทางยา ซึ่งในปจจุบันนิยมบริโภคกันมาก ใบบัวบกมีชื่อทาง
วิทยาศาสตรคือ Centella asiatica (L.) Urb. อยูในวงศ Umbelliffrae เปนพืชลมลุกที่มีอายุหลายป 
เลื้อยแผไปตามพื้นดิน เปนใบเลี้ยงเด่ียว เรียงสลับ รูปไต ดอกเปนชอ ออกดอกที่ซอกใบ ขนาดเล็ก 
2-3 ดอก กลีบดอกสีมวง ใบสดของสามารถรักษาโรคปากเปอย เจ็บคอ รอนใน กระหายน้ํา ลดไข 
ขับปสสาวะ และแกทองเสีย ยังมีสมุนไพรที่ใชประโยชนจากใบอีกคือ ลูกใตใบ มีชื่อทางวิทยาศาสตร
คือ Phyllanthus amarus Schum. จัดอยูในวงศ Phyllanthaceae เปนไมลมลุก ใบเด่ียวเรียงสลับใน
ระนาบเดียวกัน รูปรีหรือรูปขอบขนาน ดอกเปนชอสีนวล มีสรรพคุณทางยาคือ ถอนพิษไข รักษา
ริดสีดวง กามโรค ปวดทอง ดีซาน ทองเสีย บิด และแกไอได (สํานักงานขอมูลสมุนไพร, 2547) 
 
2.2  สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่สําคัญในพืช 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเปนสารที่พบมากในพืชผักและผลไม ซึ่งเปนสารที่อยูใน
ธรรมชาติ ประกอบไปดวยสารหลายชนิดเชน สารตานอนุมูลอิสระ สารประกอบฟนอลิก แคโรที
นอยด คลอโรฟลล และวิตามินซี เปนตน ซึ่งสารเหลาน้ีลวนมีประโยชนตอรางกาย และไมเปนพิษ 

2.2.1  สารตานอนุมูลอิสระ 
คือสารที่ทําหนาที่ยับยั้งหรือตอตานปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือสารที่สามารถขจัดอนุมูล

อิสระออกจากรางกายได สารตานออกซิเดชันที่พบในพืชไดแก วิตามินอี เบตา-แคโรทีน วิตามินซี 
นอกจากน้ียังมีสารประกอบฟนอลิก และสารกลุมฟลาโวนอยด (Flavonoids) เปนกลุมของสารตาน
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อนุมูลอิสระที่นาสนใจ (ฐิติกานต, 2551; Bae & Suh, 2007) สิ่งที่ทําใหสารตานออกซิเดชันมีความ
นาสนใจคือสมบัติในการลดอันตรายจากอนุมูลอิสระในรางกายมนุษยและยังปองกันอันตรายจาก
ไขมันที่มนุษยไดรับจากอาหาร ซึ่งทั้งสองกรณีนี้เกิดจากการไดรับสารตานอนุมูลอิสระจากแหลง
ธรรมชาติ (Molyneux,  2004) 

อนุมูลอิสระ (free radical) หมายถึง โมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนเด่ียวหนึ่งหรือมากกวาหน่ึง
โมเลกุล การที่มีอิเล็กตรอนเด่ียวสงผลใหอนุมูลอิสระสามารถเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนได 
เน่ืองจากอนุมูลอิสระพยายามทําใหอิเล็กตรอนเดี่ยวที่มีอยูเกิดความสมดุลโดยใชโมเลกุลอ่ืน เม่ือ
อนุมูลอิสระจับกับโมเลกุลอ่ืนจะเกิดการสรางโครงสรางเชื่อมกัน สงผลใหเกิดอนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้น 
(Wildman, 2007) อนุมูลอิสระเกิดจากการเสียอิเล็กตรอนซึ่งมีออกซิเจนเปนตัวออกซิไดซ 
(oxidizing agents) โดยออกซิเจนตองอยูในสภาวะเรง (singlet oxygen ; 1O2) ซึ่งออกซิเจนปกติ 
(ground state ; O2) อยูในอากาศทั่วไป แตเม่ือมีแสงอาทิตยจะทําใหออกซิเจนปกติกลายเปน
ออกซิเจนในสภาวะเรง โดยแสงอาทิตยจะทําใหอิเล็กตรอนที่อยูนอกสุดของออกซิเจนเกิดการหมุน 
ทําใหออกซิเจนในสภาวะเรงสามารถทําปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนไดงาย เน่ืองจากโมเลกุลอ่ืนมี
อิเล็กตรอนที่สามารถจับคูกับอิเล็กตรอนที่หมุนของออกซิเจนไดโดยไมมีขอจํากัด จึงทําใหเกิดอนุมูล
อิสระขึ้น  

การทํางานของสารตานอนุมูลอิสระซ่ึงถือไดวาเปนสารที่ปองกันความเสียหายของ
โมเลกุลจากปฏิกิริยาออกซิเดชันคือ ปองกันการเกิดขึ้นของออกซิเจนในสภาวะเรง กําจัดออกซิเจน
ในสภาวะเรงกอนที่จะจับกับโมเลกุลทางชีวภาพ โดยลดความแข็งแรงของออกซิเจนในสภาวะเรง 
หรือเสริมความแข็งแรงของโมเลกุลทางชีวภาพ นอกจากน้ันยังสามารถทําใหออกซิเจนในสภาวะเรง
ไมสามารถเปลี่ยนแปลงไปในสภาวะอื่นอีกได สามารถซอมแซมความเสียหายที่เกิดจากออกซิเจนใน
สภาวะเรง และสามารถปรับสภาพแวดลอมใหเหมาะสําหรับการทํางานของสารตานอนุมูลอิสระอยาง
มีประสิทธิภาพ โดยทําใหสารตานอนุมูลอิสระสามารถจับกับไอออนของโลหะที่มีความสามารถใน
การสรางอนุมูลอิสระ เชน Fe2+ ได (Wildman, 2007) นอกจากน้ียังมีหนาที่ในการยับยั้งปฏิกิริยาขั้น
แรกของการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยจับกับอนุมูลอิสระ เชน ไฮดรอกซิล (hydroxyl radical)  
จับกับไอออนของเหล็กซ่ึงเปนตัวเรงปฏิกิริยา ทําลายผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันขั้นแรก 
(primary product) และทําลายพันธะไฮโดรเจนของสารตั้งตนที่จะสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ได (Shahidi, 1997) 

กลไกลในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันประกอบไปดวย ขั้นแรกอินนิทิเอชัน (initiation) 
ขั้นที่สองโพรพาเกชัน (propagation) และขั้นที่สามเทอรมิเนชัน (termination) ในขณะที่อนุมูลอิสระ
เกิดขึ้นในขั้นอินนิทิเอชัน (L) ก็จะเกิดปฏิกิริยาระหวางออกซิเจนกับกรดไขมันชนิด  ไมอ่ิมตัว 
(unsaturated fatty acid) ซึ่งจะทําใหเกิดโมเลกุลของไฮโดรเพอรออกไซด (hydroperoxide) (LOO) 
ในขั้นโพรพาเกชัน หลังจากน้ันในขั้นโพรพาเกชันจะทําใหเกิดสายของอนุมูลที่เกิดขึ้นและจะทํา
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ปฏิกิริยากันเองจนเกิดเปนสารประกอบใหมที่มาเปนอนุมูลอิสระ ปฏิกิริยาจะหยุดลงในขั้นเทอรมิ
เนชัน (Shahidi, 1997) แสดงดังภาพที่ 2.2 

 

                Initiator 
Initiation:  LH  L 
 
Propagation: L + O2  LOO 

LOO + LH LOOH + L 
 
Termination: LOO + LOO 

LOO + L  non - radical products 
L + L 

 

ภาพที่ 2.2     ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Shahidi, 1997) 
 
สารตานอนุมูลอิสระจะเขาทําปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระในขั้นโพรพาเกชัน โดยกําจัด

ออกซิเจนในสภาวะเรงหรือจับกับไอออนของโลหะที่เปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยการใหไฮโดรเจนอะตอม 
(H) หรือใหอิเล็กตรอนแกอนุมูลอิสระที่เกิดจากกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว ซึ่งสามารถชะลอการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได แสดงดังภาพที่ 2.3 สวนในรางกายของมนุษยอนุมูลอิสระอาจจะ
เก่ียวของกับโรคภัยหรือการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อ เชน ปอด หัวใจ หลอดเลือดหัวใจ ไต ตับ ระบบ
ทางเดินอาหาร ระบบเลือด สายตา ผิวหนัง กลามเน้ือ ระบบประสาท และระบบขับถาย เปนตน 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันและอนุมูลอิสระเปนสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดความผิดปกติโดยเกิดจากออกซิเจน 
น้ํา และกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวภายในรางกาย (Shahidi, 1997) 

 

LOO + AH  LOOH + A 
 A + LOO 
 A + A 
 

ภาพที่ 2.3     การทํางานของสารตานอนุมูลอิสระ (Shahidi, 1997) 
 
สารตานอนุมูลอิสระมีหลายประเภท ซึ่งจะใชกันอยางกวางขวางในอาหารประเภทไขมัน

หรือนํ้ามัน ยกตัวอยางเชน สารตานอนุมูลอิสระสังเคราะห ซึ่งสารสังเคราะหที่นิยมใชคือ
สารประกอบ ฟนอลิก เชน butylated hydroxyanisol (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT), 
tertiary butyhydroquinone (TBHQ) และกรดกาลิก (gallic acid) เปนตน สารประกอบฟนอลิก
สังเคราะหสามารถปรับปรุงความคงตัวของไขมันและน้ํามันได ซึ่งจากการศึกษาที่ผานมาการเติม

non – radical products 
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สารประกอบฟนอลิกสังเคราะหรอยละ 0.02 ในผลิตภัณฑที่เปนไขมันหรือนํ้ามันสงผลทําใหความคง
ตัวของผลิตภัณฑดีขึ้น นอกจากน้ีผลิตภัณฑน้ํามันที่ไดจากพืชที่มีการใช TBHQ, BHA และ BHT 
สามารถชวยใหน้ํามันพืชมีความคงตัวมากขึ้นเม่ือถูกความรอน สารตานอนุมูลอิสระที่ไดจากการ
สังเคราะหจึงมีการใชอยางแพรหลายมากขึ้น 

นอกจากน้ีสารตานอนุมูลอิสระยังพบอยูในธรรมชาติมานานแลว โดยไดจากวิธีใน
ครัวเรือนเชน การรมควันและการใชสมุนไพรในการเก็บรักษาเนื้อ ปลา ชีส และอาหารที่มีไขมันสูง 
สารตานอนุมูลอิสระจากธรรมชาติพบในพืชทุกชนิด ในจุลินทรีย เชื้อรา และเน้ือเยื่อสัตว 
สารประกอบท่ีมีมากในกลุมสารตานอนุมูลอิสระคือสารประกอบฟนอลิก นอกจากน้ียังเปนกลุม  โท
โคฟรอล (tocopherols) ฟลาโวนอยด และกรดฟนอลิก (phenolic acid) (Pokorny et al., 2000) 

การทํางานของสารตานอนุมูลอิสระขึ้นอยูกับหลายปจจัยเชน คุณสมบัติของโครงสราง
สารตานอนุมูลอิสระ ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาเคมี รวมถึงชนิดของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 
นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนๆอีก เชน ความเขมขนของสารตานอนุมูลอิสระ อุณหภูมิ แสง ชนิดของ
อนุมูลอิสระ รวมถึงลักษณะทางกายภาพของระบบปฏิกิริยา ปจจัยที่มีความสําคัญสามารถแบงออก
ไดดังนี้ (Pokorny et al., 2000) 

(1)  ปจจัยทางกายภาพ เชน ออกซิเจนที่มีความดันสูง พ้ืนที่ผิวที่สามารถสัมผัสกับ
ออกซิเจนได รวมทั้งความรอนหรือรังสีความรอนที่เปนตัวเรงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในขั้นแรก
และขั้นที่สอง มีการศึกษาเกี่ยวกับผลของแสงอาทิตยที่มีตอลักษณะของน้ํามันดอกทานตะวันพบวา  
เม่ือเก็บรักษาน้ํามันดอกทานตะวันที่สภาวะอุณหภูมิหองและมีแสงแดด มีอัตราการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันใกลเคียงกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนเหตุผลที่วาการเก็บ
รักษาอาหารควรเก็บรักษาในบรรจุภัณฑที่สามารถปองกันแสงแดดและออกซิเจนได รวมถึงการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิต่ําเพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร 

(2)  ปจจัยเกี่ยวกับสารตั้งตน ในระบบอาหารสารตานอนุมูลอิสระจะสามารถทําปฏิกิริยา
กับอาหารทั้งที่เปนไขมันและที่มีไขมันเปนองคประกอบ ปญหาหลักจะมีความเก่ียวของกับความคง
ตัวของสารที่เรงปฏิกิริยาออกซิเดชันในระบบไขมัน ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาตามลักษณะของสารตั้งตน
เชน ความแตกตางของโครงสรางของสารตั้งตน นอกจากนี้อัตราการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันขั้นแรก
และขั้นที่สองยังสามารถบอกถึงชนิดและความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสาร  ตั้งตนได 
และมีการศึกษาเก่ียวกับความคงตัวของกรดไขมัน (fatty acid) ในน้ํามันที่ผานการใชแลวซ่ึงเปนสาร
ตั้งตนที่สําคัญในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซึ่งพบวาปฏิกิริยาออกซิเดชันเกิดขึ้นไดเร็วกวานํ้ามัน
ปกติหลายเทา 

(3)  ลักษณะทางเคมีกายภาพ ในระบบอาหารและระบบชีวภาพจะมีลักษณะการ
เกิดปฏิกิริยาระหวางอนุมูลอิสระกับสารตานอนุมูลอิสระท่ีแตกตางกันเชน ลักษณะการเกิดปฏิกิริยา
ระหวางสารตานอนุมูลอิสระกลุมสารประกอบฟนอลิกกับอนุมูลอิสระจะขึ้นอยูกับความสมดุลระหวาง
ปริมาณสวนที่ชอบนํ้า (hydrophilic) และสวนที่ไมชอบนํ้า (lipophilic) มีการศึกษาเกี่ยวกับผลของโท
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โคฟรอลตอระบบอิมัลชัน (emulsion) พบวามีผลตรงกันขามกับสารตานอนุมูลอิสระประเภทโทรลอค 
(trolox) เน่ืองจากวาสวนที่ชอบนํ้าของโทโคฟรอลมีปริมาณมากกวา นอกจากน้ีลักษณะการมีขั้วของ
สารตานอนุมูลอิสระยังมีผลตอการทํางานของสารดวย 

สารตานอนุมูลอิสระสามารถวิเคราะหไดจากการใช diphenylpicrylhdrazyl หรือ DPPH 
ซึ่งเปนวิธีพ้ืนฐานที่มีการนํามาใชในการศึกษาสารตานอนุมูลอิสระ โดยโมเลกุลของ   1,1–diphenyl–
2-picryl-hydrazyl (α,α–diphenyl–β–picrylhydrazyl ; DPPH) มีลักษณะสําคัญคือ เปนอนุมูลอิสระ
ที่คงตัวโดยมีอิเล็กตรอนมากพอที่จะทําปฏิกิริยากับสารตานอนุมูลอิสระ แสดงดังภาพที่ 2.4 
สารละลาย DPPH โดยปกติจะมีสีมวง เม่ือทําปฏิกิริยากับสารตานอนุมูลอิสระ สีมวงจะหายไป 
(Molyneux, 2004) ซึ่งจะตองทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 515-520 นาโนเมตร (Molyneux, 2004 
; Pokorny et al., 2000) เม่ือสารละลาย DPPH ทําปฏิกิริยากับสารตานอนุมูลอิสระ สาร       ตาน
อนุมูลอิสระจะใหไฮโดรเจนอะตอม สงผลใหสารละลาย DPPH อยูในรูปที่ไมมีอนุมูลอิสระ แสดงดัง
ภาพที่ 2.5 สามารถแสดงการเกิดปฏิกิริยาไดอยางงายตามสมการที่ 1 

Z+AH  ZH+A                                              (1) 
 

เม่ือ Z คือ อนุมูลอิสระจากสารละลาย DPPH สวน AH คือ สารตานอนุมูลอิสระ เม่ือ Z 
และ AH ทําปฏิกิริยากัน เกิดโมเลกุล ZH เปนโมเลกุลของสารสะลาย DPPH ที่ไมมีอนุมูลอิสระ และ 
A เปนผลิตภัณฑที่ไดจากอนุมูลอิสระในขั้นแรก หลังจากนั้นอนุมูลอิสระจะถูกควบคุมจํานวนจาก
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ซึ่งจํานวนที่สามารถควบคุมอนุมูลอิสระคือ โมเลกุลจาก DPPH หรือสีมวงที่
หายไป (Molyneux, 2004) 

 
ภาพที่ 2.4     โครงสรางของ diphenylpicrylhdrazyl ; DPPH ในลักษณะของอนุมูลอิสระ  

    (Molyneux, 2004) 
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ภาพที่ 2.5     โครงสรางของ diphenylpicrylhdrazyl: DPPH ในลักษณะที่ไมมีอนุมูลอิสระ 
    (Molyneux, 2004) 
 
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในสมการที่ 1 สงผลทําใหเกิดการเชื่อมโยงถึงปฏิกิริยาที่จะมาแทนที่

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน เชน ปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดจากไขมันหรือเกิดจากไขมันชนิดไมอ่ิมตัว 
โมเลกุลจาก DPPH (Z) จะสามารถทําใหอนุมูลอิสระเปลี่ยนรูปโดยมีสารตั้งตนคือ AH ในการวัด
สารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH สามารถเปนขอมูลในการคํานวณคา IC50 (inhibition 
concentration DPPH 50%) หมายถึงปริมาณของสารตานอนุมูลอิสระที่ทําใหความเขมขนของ
สารละลาย DPPH ลดลงรอยละ 50 ซึ่งเปนวิธีที่ใชในการตรวจสอบความสามารถของสารตานอนุมูล
อิสระ (Molyneux, 2004) IC50 ถือวาเปนคาที่สามารถบงบอกถึงความสามารถในการเปนสาร       
ตานอนุมูลอิสระของสารสําคัญ หากมีคา IC50 ต่ําบอกถึงสารสําคัญน้ันมีความสามารถในการเปนสาร
ตานอนูมูลอิสระสูง ใชสารสําคัญน้ันเพียงปริมาณเล็กนอยก็สามารถลดความเขมขนของ DPPH ได
ถึงรอยละ 50 (Kosar et al., 2007) มีการศึกษาของ Jayaprakasha et al. (2007) เก่ียวกับสารตาน
อนุมูลอิสระและสารตานการกลายพันธุในสารสกัดจาก Cinnamomum โดยใชตัวทําละลายชนิด
ตางๆ พบวาในสารสกัดมีปริมาณฟนอลิกทั้งหมดสูงเม่ือใชน้ําเปนตัวทําละลาย สงผลทําใหปริมาณ
สารตานอนุมูลอิสระสูงเชนกัน ซึ่งวัดจากปริมาณ β-carotene linoleate และ 1,1-diphenyl-2-picryl 
hydrazyl (DPPH)  

2.2.2  สารประกอบฟนอลิก 
เปนสารกลุมใหญที่พบมากในธรรมชาติ ซึ่งมีการศึกษาอยางกวางขวางวามีประโยชนตอ

รางกาย โครงสรางพ้ืนฐานของสารประกอบฟนอลจะเกิดจากการรวมตัวของโมเลกุลนํ้าตาลตั้งแต 1
โมเลกุลขึ้นไปรวมกับหมูไฮดรอกซิล (OH-group) โดยนํ้าตาลดังกลาวอาจเปนนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว 
(monosaccharides) น้ําตาลโมเลกุลคู (disaccharides) หรือโอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharides) 
ก็ได แตน้ําตาลชนิดที่พบมากที่สุดในโมเลกุลของสารประกอบฟนอลคือ กลูโคส (glucose) 
นอกจากน้ียังพบวาอาจมีการรวมตัวกันระหวางสารประกอบฟนอลดวยกันเอง    หรือสารประกอบ 
ฟนอลกับสารประกอบอ่ืนๆ เชน กรดคารบอกซิลิก (carboxylic acid) กรดอินทรีย (organic acid) 
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อะมีน (amine) และไขมันอีกดวย (ระวิวรรณ และ ทรงพร, 2549) สารประกอบฟนอลิกเปนสารที่พบ
ไดในพืชทั่วไป ในพืชมักจะรวมอยูในโมเลกุลของนํ้าตาลในรูปของสารประกอบไกลโคไซด 
(glycosides) และพบไดในสวนของชองวางภายในเซลล (cell vacuole) สารประกอบฟนอลิกที่พบใน
ธรรมชาติมีมากมายหลายชนิด มีลักษณะสูตรโครงสรางทางเคมีที่แตกตางกัน ซึ่งกลุมใหญที่สุดที่พบ
จะเปนสารประกอบพวกฟลาโวนอยด รวมทั้งยังพบวามีสารประกอบที่มีกลุมฟนอลรวมอยูในโมเลกุล
ของโปรตีนอัลคาลอยดและเทอรพีนอยด (terpenoid) (ฐิติกานต, 2551) 

สารประกอบฟนอลิกประกอบไปดวยกลุมฟลาโวนอยดและไมใชกลุมฟลาโวนอยด 
(nonflavonoids) ในภาพที่ 2.6 แสดงกลุมฟลาโวนอยดที่ประกอบไปดวยวงแหวนของฟนอลิก 
(phenolic ring) 2 วงแหวนและมีองคประกอบของหมูไฮดรอกซิลมากกวา 1 หมู เชน                 
ฟลาโวนอยด และแอนโทไซยานิน สวนภาพที่ 2.7 แสดงกลุมที่ไมใชฟลาโวนอยดซึ่งเปน
สารประกอบกลุมกรดฟนอลิก ไดแก กรดเบนโซอิก และกรดไฮดรอกซีซินนามิก (hydroxycinnamic 
acid) (Cheynier, 2005) โดยมากเปนสารที่มีขั้ว ละลายในตัวทําละลายจําพวกแอลกอฮอลไดดี    
กลไกของสารจําพวกฟนอลท่ีแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระคือ เม่ือมีอนุมูลอิสระมาดึงอิเลกตรอนไปแต
ในโครงสรางของฟนอลมีอิเลกตรอนหนาแนนจึงสามารถเกิดการเคลื่อนยายอิเลกตรอนไปทั่ว
โครงสราง (delocalization) ทําใหโครงสรางเสถียรไมเกิดเปนอนุมูลอิสระตอไป (ระวิวรรณ        
และ ทรงพร, 2549) 

มีการศึกษาของ Majhenic et al. (2007) เก่ียวกับสารตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก
เมล็ด guarana (Paullinia cupana)โดยทําการศึกษาผลของตัวทําละลายและอุณหภูมิในการสกัด
พบวา ในตัวทําละลายที่เปนน้ําและสกัดที่อุณหภูมิหองจะใหปริมาณสารตานอนุมูลอิสระและ
ปริมาณฟนอลิกทั้งหมดสูงมากกวาการสกัดดวยเมทานอลที่ 62 องศาเซลเซียส และยังมีคาสูงกวา
การสกัดดวยเอทานอลที่ 75 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 2.6     โครงสรางทางเคมีของสารประกอบฟนอลิกกลุมฟลาโวนอยด  
                  (Cheynier, 2005) 

 

 
 

ภาพที่ 2.7     โครงสรางทางเคมีของสารประกอบฟนอลิกกลุมที่ไมใชฟลาโวนอยด  
                 (Cheynier,  2005) 
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2.2.3 วิตามินซี หรือ L-ascorbic acid 
เปนสารตานอนุมูลอิสระที่มีอยูในผักผลไมทั่วไป ถือไดวาวิตามินซีเปนสารอาหารที่

สําคัญตอรางกาย แตวิตามินซีเกิดการสูญเสียไดงายจากความรอนในระหวางการทําสุก วิตามินซี
เปนสารประกอบที่มีขั้วสูงจึงทําใหมีคุณสมบัติในการละลายนํ้าไดดี วิตามินซีสามารถเปลี่ยนแปลง
กลับไปมาเปน dehydro-L-ascorbic acid โดยการออกซิไดซ แสดงโครงสรางดังภาพที่ 2.8 กลไกใน
การเปนสารตานอนุมูลอิสระของวิตามินซีคือ กําจัดสารประกอบออกซิเจนที่ไวตอการเกิดปฏิกิริยา
หรือ reactive oxygen species (ROS) เชนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2)  (สุรเชษฐ, 2011) และ 
superoxide radical (O2

-) โดย superoxide dismutase จะ catalyze O2
- ที่ไวตอการเกิดปฏิกิริยาให

เปลี่ยนแปลงเปน H2O2 และ O2 หลังจากน้ัน H2O2 จะถูกกําจัดโดยการเขาจับกับวิตามินซี แลวถูก
เปลี่ยนเปนนํ้า สวนวิตามินซีจะถูกเปลี่ยนไปเปน dehydro-L-ascorbic acid และจะถูก hydrolyzed 
เปลี่ยนแปลงไปเปน diketo-L-gulonic acid (Ushimaru et al., 2006)  

 

 
 

ภาพที่ 2.8     โครงสรางของ L-ascorbic acid, dehydro-L-ascorbic acid และ diketogulonic acid  
     (Bode et al., 1990) 
 
2.2.4  แคโรทีนอยด 
เปนรงควัตถุที่พบทั่วไปในธรรมชาติ จะถูกสังเคราะหขึ้นในคลอโรพลาสตของพืช และ

พบมากในผักและผลไมสุก โครงสรางพ้ืนฐานของแคโรทีนอยดประกอบดวยโครงสรางหลักที่เรียกวา 
tetraterpene skeleton ซึ่งอาจมีวงแหวนที่บริเวณปลายดานใดดานหน่ึงหรือทั้งสองดานของโมเลกุล 
วงแหวนนี้อาจเปนวงแหวนหาหรือหกเหลี่ยมก็ได ซึ่งมีโครงสรางดังภาพที่ 2.9    แคโรทีนอยด
สามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญตามองคประกอบของโครงสรางในโมเลกุลคือ   แคโรทีน 
(carotene) ออกโซแคโรทีนอยด (oxocarotenoid) หรือ แซนโทฟล (xanthophyll) โดยแคโรทีนเปน
แคโรทีนอยดที่โครงสรางโมเลกุลประกอบดวยคารบอนและไฮโดรเจนเทาน้ัน เชน เบตา-แคโรทีน 
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อัลฟา-แคโรทีน แกมมา-แคโรทีน ไลโคปน เปนตน โดยเบตา-แคโรทีนเปนสารตั้งตนของวิตามินเอ 
การเปลี่ยนรูปจากเบตา-แคโรทีนไปเปนวิตามินเอ โดยการแตกพันธะคูที่ตําแหนงกึ่งกลางของ
โมเลกุล โดยเอนไซม carotene deoxygenase เม่ือเบตา-แคโรทีนสามารถดักจับอนุมูลอิสระเขาไว
ในโมเลกุลแลว โมเลกุลของเบตา-แคโรทีนจะอยูในลักษณะที่มีความเสถียร สวน      ออกโซแคโรที
นอยด หรือ แซนโทฟล เปนแคโรทีนอยดที่โครงสรางโมเลกุลบริเวณวงแหวนประกอบดวยกลุมอ่ืน
นอกเหนือจากคารบอนและไฮโดรเจน เชน เบตา-คริบโทแซนทิน (β-cryptoxanthin) และลูทีน 
(lutein) (ฐิตกิานต, 2551) 

 

 
 

ภาพที่ 2. 9     โครงสรางทางเคมีของอัลฟา-แคโรทีนและเบตา-แคโรทีน  
     (Kwiatkowski,  2010) 
 
2.2.5  คลอโรฟลล 
เปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สําคัญอีกชนิดหน่ึง ซึ่งเปนกลุมของรงควัตถุที่มีสีเขียวที่

พบในพืชทั่วไป มีหนาที่จับพลังงานแสง (primary light-accepting pigments) เพ่ือใชในกระบวนการ
สังเคราะหแสงซึ่งเกิดขึ้นในคลอโรพลาสต คลอโรฟลลแบงออกเปน 4 ชนิด คือ คลอโรฟลลเอ มีสี
เขียวแกมน้ําเงิน พบในพืชชั้นสูงทุกชนิดที่สังเคราะหแสงได สวนคลอโรฟลลบี มีสีเขียวแกมเหลือง 
พบในพืชชั้นสูงทุกชนิดและสาหรายสีเขียว (green algae) คลอโรฟลลซี พบในสาหรายสีน้ําตาล 
(brown algae) และสาหรายสีทอง (golden algae) แตไมพบในพืชชั้นสูง และคลอโรฟลลดี พบใน
สาหรายสีแดง (red algae) แตไมพบในพืชชั้นสูง โดยทั่วไปจะพบทั้ง คลอโรฟลลเอและคลอโรฟลลบี
อยูดวยกันในพืชชั้นสูง โดยมีสัดสวนระหวางคลอโรฟลลเอตอคลอโรฟลลบีประมาณ 2.5-3.5 ตอ 1 
(ฐิติกานต, 2551) 
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ภาพที่ 2.10     โมเลกุลของคลอโรฟลล (ฐิติกานต, 2551) 
 
โมเลกุลของคลอโรฟลลประกอบดวยสวนหัวของ porphyrin ring ซึ่งมี Mg อยูตรงกลาง 

และสวนหางซ่ึงเปน long chain hydrocarbon เรียกวา phytol สวนคลอโรฟลลบีแตกตางจาก
คลอโรฟลลเอที่ aldehyde group (-CHO) ซึ่งจะแทนที่ methyl group (CH3) ที่ตําแหนงที่ 3 เทาน้ัน 
แสดงดังภาพที่ 2.10 คลอโรฟลลบีมีคุณสมบัติไมชอบนํ้าจึงไมละลายในน้ํา คลอโรฟลลเปน
สารประกอบอินทรียชนิดหน่ึงที่ไมละลายในน้ําแตละลายในตัวทําละลายที่ เปนสารอินทรีย 
คลอโรฟลลเปนสารสีเขียวที่พบในพืชทั่วไป ปริมาณคลอโรฟลลที่พบในสาหรายโดยท่ัวไปปกติมี
ประมาณรอยละ 0.5-1.5 ของน้ําหนักแหง และสามารถเพิ่มสูงไดถึงรอยละ 6 ในสาหรายที่เลี้ยงไวใน
ที่มีแสงออนๆ คลอโรฟลลมีไนโตรเจนเปนสวนประกอบของโครงสราง จากสูตรโมเลกุลของ
คลอโรฟลลเอคํานวณไดวา คลอโรฟลลเอมีไนโตรเจนเปนองคประกอบอยูในปริมาณรอยละ 8.22 
ของนํ้าหนักโมเลกุล คลอโรฟลลที่นํามาทําเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารวางขายกันทั่วไปในตอนนี้ 
ความจริงก็เปนสีผสมอาหารชนิดหน่ึงที่ใหสีเขียวนั่นเอง มีชื่อวา โซเดียมคอปเปอรคลอโรฟลลิน 
(sodium copper chlorophyllin) เปนการดัดแปลงโครงสรางคลอโรฟลลตามธรรมชาติ ทําใหไดสาร
คลอโรฟลลที่ยังคงมีสีเขียวอยู แตมีความคงตัวและสามารถละลายนํ้าไดดี จึงนํามาใชเปนสีผสม
อาหารสําหรับผสมในเครื่องด่ืม ซึ่งองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (US FDA) รับรองความ
ปลอดภัยเฉพาะคลอโรฟลลชนิดที่ละลายนํ้าเทาน้ัน (ฐิติกานต, 2551) อยางไรก็ตามพบวาในใบ
ยานางมีปริมาณคลอโรฟลลสูง จึงเปนไปไดวาในสารสกัดใบยานางก็มีปริมาณคลอโรฟลลสูงเชนกัน 

คลอโรฟลลินเปนสารตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน ที่มีประสิทธิภาพดีพอๆกับ      เบตา-แค
โรทีน วิตามินซี และวิตามินอี คลอโรฟลลินมีฤทธิ์ตานทานสารกอกลายพันธุ แตกลไกตานทานการ
กลายพันธุของคลอโรฟลลินยังไมกระจางชัด อาจเปนผลมาจากคลอโรฟลลินเปนตัวกําจัดอนุมูล
อิสระทําปฏิกิริยากับ active group ของสารกอกลายพันธุหรือปองกันการเปลี่ยนแปลงของสารกอ
กลายพันธุเพ่ือไปอยูในรูปที่วองไวตอการเกิดปฏิกิริยาโดยทางออม 
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สําหรับแคโรทีนอยดและคลอโรฟลลเปนสารใหสีตามธรรมชาติ ซึ่งจะพบมากในพวกพชืที่
มีสีเขียว เชน ในบร็อคคอลี่มีปริมาณแคโรทีนอยดทั้งหมด 42 ไมโครกรัมตอกรัมตัวอยางสด และ
ปริมาณคลอโรฟลลทั้งหมดมี 52 ไมโครกรัมตอกรัมตัวอยางสด เปนตน อุณหภูมิและพีเอชจะมีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงของแคโรทีนอยดและคลอโรฟลล (Ferruzzi et al., 2007) สารจําพวกสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพจะมีการเปลี่ยนแปลงและมีการสูญเสียงายจากอุณหภูมิและสภาวะการเก็บรักษา ทํา
ใหมีอายุการเก็บรักษาสั้นลง จึงควรมีการศึกษาเกี่ยวกับวิธีการปองกันหรือปกปองสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพเหลาน้ีไว (บรรจง, 2002) นอกจากนี้ สารกลุมสารตานอนุมูลอิสระที่ประกอบไปดวยสาร
กลุมฟนอลิกจะมีความไวตอการดูดซับออกซิเจนและอนุมูลอิสระไดดี จึงทําใหเกิดการสูญเสียสภาพ
ไดงาย จึงตองมีการเก็บรักษาสารกลุมน้ีไวในรูปแบบตางๆ (Javanmardi et al., 2003)  
 

2.3 การทดสอบความเปนพิษ 
 2.3.1 การเพาะเลี้ยงเซลลและเนื้อเย่ือ 

การเพาะเลี้ยงเซลล หมายถึง การรักษาสภาพมีชีวิต การเจริญเติบโต และพัฒนาการ
ของเซลลสัตว ภายใตสภาวะนอกรางกาย (ในอาหารเลี้ยงเซลล) ที่เหมาะสม ติดตอกันเปนเวลานาน 
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลเกิดขึ้นจากความตองการศึกษาพฤติกรรมและกระบวนการตางๆของ
เซลลที่ปลอดจากการรบกวนของปจจัยตางๆท่ีเกิดขึ้นจากตัวสัตว  

การเพาะเลี้ยงเซลล สายพันธุ (cell lines) หรือเซลลจากอวัยวะสิ่งที่มีชีวิต (primary cell 
culture) หรือการใช subcellular preparations (สวนประกอบระดับเซลล) โดยเฉพาะเพื่อใชใน
งานวิจัยทางดานเภสัชวิทยา และพิษวิทยา ซึ่งกอนหนาน้ีอาศัยเฉพาะสัตวทดลองเทาน้ัน การ
ทดลองโดยวิธีการที่เก่ียวกับเซลลดังกลาวจัดเปนการทดสอบในระดับหลอดทดลอง (in vitro test) 
ซึ่งเปนการศึกษาถึง ขอมูลเบื้องตนหรือขอมูลขั้นพ้ืนฐานในระดับเซลลเพ่ือเปนแนวทางในการศึกษา
ขั้นสูงในสัตวทดลอง (in vivo test) ตอไปตลอดจนการนาผลที่ไดมาใชทดลองทางคลินิกในคนใน
ที่สุด อยางไรก็ตามขอมูลที่ไดมาจากการศึกษาในเซลลสายพันธุ (cell lines) อาจเปนเพียงขอมูลขั้น
พื้นฐานซึ่งจาเปนตองมีการศึกษาตอในเซลลจากอวัยวะของสิ่งมีชีวิต (primary cell culture) ทั้งน้ี
ขึ้นกับการนาผลไปใชวาตองการความเฉพาะเจาะจงถึงขั้นไหน ตัวอยางเชน งานวิจัยทางดานเภสัช
วิทยาที่เนนไปในแงพิษวิทยานั้นเปนการศึกษาถึงขบวนการเมตาบอลิซึมซ่ึงรวมไปถึงการกาจัดยา
หรือสารเคมีที่เขาสูรางกาย เน่ืองจากขบวนการดังกลาวเปนหนาที่ของอวัยวะตับและไต ดังน้ันการ
ทดสอบในหลอดทดลองจึงจาเปนตองใชเซลลที่ไดมาจากอวัยวะนั้น ๆ โดยอาศัยกระบวนการแยก
เซลลจากอวัยวะดังกลาวเพ่ือนามาเลี้ยงในหลอดทดลองและทําการทดสอบตอไป  

จะเห็นวา primary cell culture มีประโยชนตอการศึกษาทางเภสัชวิทยาและพิษวิทยา
โดยเฉพาะการทดสอบในแงการตรวจกรอง (screening) หรือการศึกษาเชิงเปรียบเทียบกอนที่จะ
ตัดสินใจเลือกใชโมเดลสัตวทดลองที่เหมาะสม เพราะวิธีดังกลาวเปนการชวยลดปริมาณการใช
สัตวทดลองเน่ืองจากจานวนเซลลตับหรือไตที่ไดจากหนูทดลอง 1 ตัว สามารถนํามาเตรียมเปน
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เซลลไดจานวนมากสาหรับใชในการทดสอบ นอกจากนี้ยังเปนการลดตนทุนในการทดลองอีกดวยขอ
ไดเปรียบของการทดสอบในระดับหลอดทดลอง (in vitro test) คือ ผลที่ไดมีความนาเชื่อถือสูงระดับ
หน่ึงเพราะเปนการทดสอบในเซลลซึ่งเปนหนวยยอยที่สุดของสิ่งมีชีวิตขั้นตอนและวิธีการทางายไม
ซับซอนเม่ือเทียบกับการทดสอบในสัตวทดลอง ไมมีผลรบกวนจากระบบไหลเวียนโลหิต และระบบ
ฮอรโมนทาใหงายตอการแปรผล ปริมาณสารที่ใชทดสอบใชในปริมาณนอย สามารถทดสอบจานวน
ตัวอยางหลายตัวอยางในการเตรียมเซลลแตละครั้ง  

ดังน้ันเห็นไดวา เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลเปนทางเลือกหนึ่ง เพ่ือทดแทนการทดสอบ
ความเปนพิษในสัตวทดลองในอนาคต จากการศึกษาของ National Research Council ของสหรัฐฯ 
สรุปผลวา การทดสอบสารเคมีในสัตวทดลองเพ่ือวัดความเปนพิษในมนุษยนั้นควรจะลดลงและ
ยกเลิกในที่สุด และเสนอวาควรมีการทดลองในเซลล เซลลไลน (cell line) หรือสวนประกอบของ
เซลล (cellular compound) ทดแทน  ทั้งน้ีเน่ือง จากวิทยาศาสตรมีความกาวหนาในดานระบบ
ชีววิทยา และมีการคนพบวิธีตางๆในการทดสอบเซลลและเนื้อเยื่อซ่ึงเปนพ้ืนฐานการเปลี่ยนแปลงที่
สามารถนาไปใชในการตัดสินถึงความเสี่ยงของสารเคมี (risk chemical) ที่มีตอมนุษย ชวยให
นักวิทยาศาสตรพิจารณาถึงผลของการสัมผัสสารเคมีวาอยูในระดับใดจึงจะมีผลทําใหการทางานของ
เซลลและระบบชีวเคมีของรางกายไดรับผลกระทบจนกอ ใหเกิดโรค (Oonsivilai et al., 2007, 2008) 
 

2.3.2 การทดสอบความสามารถในการมีชีวิตของเซลล  
เปนการทดสอบความสามารถในการมีชีวิตของเซลลหลังจากเหนี่ยวนาใหเกิด reactive 

oxygen species (ROS) ขึ้นในเซลลสารที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอาจลดการตายของเซลลเน่ืองจาก
ภาวะเครียดจากออกซิเดชัน โดยนับจานวนเซลลที่มีชีวิต (viable cell) และเซลลที่ตาย (dead cell) 
หรือทดสอบจากการทางานของไมโทคอนเดรีย และคํานวณเซลลที่มีชีวิต เปนรอยละของความ 
สามารถในการมีชีวิตของเซลล (% cell viability)  

2.3.2.1 วิธี MTT reduction assay 
หลักการทดสอบความเปนพิษโดยวิธี MTT reduction assay คือการวัดจํานวนเซลลที่ยังมี

ชีวิตอยูโดยวัดจาก mitochondrial succinic dehydrogenase activity ซึ่งเซลลที่มีชีวิตจะมี 

mitochondrial function ในเซลล Krebs cycle ที่เกิดใน mitochondria เปน metabolic pathway ที่

สําคัญในการสังเคราะห adenosine triphosphate จากคารโบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน โดยขั้น

ตอนตน คือ การเปลี่ยนจาก succinate ไปเปน fumarate โดย succinic dehydrogenase (SDH) 

สวน FAD เปนตัวที่ทาใหปฏิกิริยา reduction สมบูรณโดยผาน FADH2 และ FADH2 สามารถเปลีย่น 

tetrazolium salt ไปเปน formazen ที่มีสีน้ําเงินและตกตะกอนใน mitochondria โดยการทดสอบน้ี

ตองการ disodium succinate เปนตัวตั้งตนเม่ือปฏิกิริยาสมบูรณมีผลทาใหมีการเปลี่ยนจากสีเหลือง

ไปเปนสีนาเงิน และระดับของการเปลี่ยนสีเปนสัดสวนโดยตรงกับ enzymatic reduction ของ 
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tetrazolium salt ผลึกของ MTT formazen สามารถละลายใน dimethyl sulfoxide (DMSO) กอน ที่

จะนาไปอานคา optical density ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร คาที่อานไดจะบอก mitochondrial 

activity และเซลลที่มีชีวิต  

โดย สามารถคํานวณ %cell viability จากสมการ 

%cell viability = (Absorbance of treated cell / Absorbance of control cell) x 100 

  

 2.3.2.2 Caco-2 human intestinal cells 
 Caco-2 เปนเซลลที่มีตนกําเนิดจากเซลลมะเร็งลําไสใหญ ที่มีการแสดงออกและลักษณะ

คลายคลึงกับเซลล epithelial ปกติ ซึ่งลักษณะตางๆ ของ Caco-2 แสดงในตารางที่ 2 เซลลเหลาน้ี

จะมีความแตกตางเม่ือ monolayer มาบรรจบกัน ซึ่งวิธีการดูแลเซลลเหลาน้ีจะใชสภาวะแบบ

เดียวกันกับการเลี้ยงเซลลทั่วไป ในระหวางชวง phase แรกของเซลลจะปลอย colonocyte และ 

enterocyte-specific protein  การ expression ของ colonocyte ทําใหลักษณะทางชีวเคมีของ 

enterocyte เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งลักษณะของ monolayer จะมีลักษณะของเซลลที่เกิดการจัดเรียงกัน

โดยมี tight junction และบริเวณยึดขึงของเซลล ซึ่งจะแยกระหวาง apical microvillar และ 

basolateral membrane  (Muangnoi,  2007) 

 

2.4 กระบวนการเอนแคปซูล (เบญจา, 2553) 
กระบวนการเอนแคปซูเลชันเปนกระบวนการที่สารหรือสวนผสมของสารถูกเคลือบดวย

สารชนิดอ่ืน สารที่ถูกเคลือบหรือถูกยึดจับไวสวนใหญจะเปนของเหลว แตบางครั้งอาจเปนอนุภาค
ของแข็งหรือกาซซ่ึงจะเรียกชื่อแตกตางกันไปเชน core material หรือ internal phase สารที่นํามา
เคลือบจะเรียกวา wall material, carrier, membrane, shell หรือ coating โดยมีลักษณะโครงสราง
ทั่วไปดังภาพที่ 2.11 

 

 
ภาพที่ 2.11     โครงสรางของแคปซูล (เบญจา, 2553) 
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2.4.1 ชนิดของแคปซูลที่ผลิตโดยใชเทคนิคเอนแคปซูเลชัน  
          2.4.1.1 Single core (True encapsulation) เปนรูปแบบของแคปซูลที่ไดจาก

การเอนแคปซูเลทโดยใชเทคนิค coacervation โดยมีลักษณะโครงสรางทั่วไปดังภาพที่ 2.12 
 

 
ภาพที่ 2.12     แคปซูลแบบ single core (เบญจา, 2553) 

          2.4.1.2 Multi-core หรือ matrix encapsulation เปนรูปแบบของแคปซูลของสาร
ใหกลิ่นรสสวนใหญที่ผลิตในระดับอุตสาหกรรม โดยใชเทคนิคการอบแหงแบบพนฝอย สเปรยชิลลิง 
สเปรยคูลลิง เอ็กซทรูชันในการเอนแคปซูเลทโดยมีลักษณะโครงสรางทั่วไปดังภาพที่ 2.13 

 

 
ภาพที่ 2.13     แคปซูลแบบ multi-core หรือ matrix encapsulation (เบญจา, 2553) 

 
          2.4.1.3 Multi-wall หรือ control release เปนรูปแบบของแคปซูลของสารใหกลิ่น

รสที่มีการเคลือบผิวครั้งที่สองโดยใช เทคนิค fluidized bed หรือ centrifugal coating ทําใหสามารถ
ควบคุมการปลดปลอยสารใหกลิ่นรสในสภาวะที่ตองการได โดยมีลักษณะโครงสรางทั่วไปดังภาพที่ 
2.14 
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ภาพที่ 2.14     แคปซูลแบบ matrix encapsulation ที่มีการเคลือบผิว 2 ชั้น (เบญจา, 2553) 
 
การเอนแคปซูเลทสารใหกลิ่นรสสามารถปกปองสารใหกลิ่นรสท่ีอาจทําปฏิกิริยากับ

สวนผสมในผลิตภัณฑอาหาร ลดการเกิดกลิ่นแปลกปลอมที่เกิดจากสารใหกลิ่นรสทําปฏิกิริยากัน 
ปกปองสารใหกลิ่นรสจากแสงและ/หรือปฏิกิริยาออกซิเดชัน ยืดอายุการเก็บ รักษาสารใหกลิ่นรส 
หรือควบคุมการปลดปลอยสารใหกลิ่นรสในผลิตภัณฑอาหาร 

2.4.2 เทคนิคที่นิยมใชในการเอนแคปซูเลชัน (encapsulation techniques)  
          2.4.2.1  การเอนแคปซูเลทโดยใชวิธีทางเคมีดวยวิธี coacervation การเอนแคป     

ซูเลทโดยใชเทคนิคน้ีใชปรากฏการณการเกิดคอลลอยดซึ่งประกอบไปดวย เฟส 3 เฟสซ่ึงไมละลาย
ซึ่งกันและกัน ไดแก เฟสตอเน่ือง (continuous phase) เฟสของสารที่จะนํามาเอนแคปซูเลทและเฟส
ของสารเคลือบ การทําใหเกิดการเคลือบผิวในกรณีนี้จะเก่ียวของกับการปรับสภาพของคอลลอยดที่
ชอบนํ้า 2 ชนิด ซึ่งมีประจุตางกันใหอยูในสภาวะที่ประจุเปนกลางและเคลือบอยูบนผิวของสาร
แกนกลาง ซึ่งมีขั้นตอนการเอนแคปซูเลทโดยใชเทคนิค coacervation ประกอบไปดวย 3 ขั้นตอน
คือ การเกิดอนุภาคหรือหยดของเหลวที่มีขนาดเล็ก หลังจากนั้นจะมีการเกิด coacervative wall และ
สุดทายจะเปนการแยกแคปซูลที่ไดออกจากสารละลาย 

การเอนแคปซูเลทโดยใชเทคนิคน้ีจะตองทําการควบคุมการผสมเพื่อทําใหสารเคลือบ
เคลือบบนผิวของสารแกนกลางอยางสมํ่าเสมอ สารเคลือบที่ใชไดแก เจลาติน การเคลือบผิวรอบๆ
สารแกนกลางเกิดจากการดูดซับสวนที่ชอบน้ําที่บริเวณผิวของสารแกนกลาง การเติม electrolyte 
เขาไปในระบบจะทําใหเกิดการตกตะกอนของคอลลอยด โดย electrolyte จะไปทําใหประจุเปนกลาง
ซึ่งจะชวยใหเกิดการเคลือบที่บริเวณผิวของสารแกนกลาง จากน้ันทําใหแคปซูลที่ไดอยูในรูป solid 
microcapsule โดย desolvation หรือ thermal cross-linking 

          2.4.2.2  การเอนแคปซูเลทโดยใชเคร่ืองมือ (Mechanical processes) โดย
เทคนิคการอบแหงแบบพนฝอย การอบแหงแบบพนฝอยเปนเทคนิคการเอนแคปซูเลทที่ใชกันอยาง
แพรหลายในอุตสาหกรรมการผลิตสารใหกลิ่นรส เน่ืองจากเคร่ืองมือหาไดงาย และตนทุนการผลิต
โดยวิธีการน้ีจะต่ํากวาวิธีอ่ืน ขั้นตอนการเอนแคปซูเลทโดยใชเทคนิคการอบแหงแบบพนฝอย



23 
 

 

ประกอบไปดวย การนําตัวกลางที่ใชในการเคลือบ เชน มอลโตเดกซทริน (maltodextrin) แปงดัด
แปร (modified starch) หรือ กัม (gum) มาละลายน้ํา จากน้ันนําสารใหกลิ่นรสที่ตองการนํามา      
เอนแคปซูเลทมาผสมกับสารละลายของตัวกลางที่ใชในการเคลือบ โดยทั่วไปอัตราสวนของสาร
เคลือบและสารแกนกลางจะอยูในชวง 4 ตอ 1 นําสวนผสมที่ไดไปผานกระบวนการโฮโมจิไนซ 
(homogenize) เพ่ือใหเกิดหยดของสารใหกลิ่นรส ซึ่งการใชการอบแหงแบบพนฝอยจะมีขอดีคือ 
ตนทุนการผลิตต่ํา เคร่ืองมือที่ใชสามารถหาไดงาย สามารถปกปองสารแกนกลางไดเปนอยางดี และ
สามารถเลือกใชตัวกลางในการเคลือบไดหลายชนิด แตการใชการอบแหงแบบพนฝอยก็ยังมีขอดอย
อยู เชนอาจเกิดการสูญเสียสารใหกลิ่นรสที่มีจุดเดือดต่ําระหวางกระบวนการอบแหงแบบพนฝอย 
หรืออาจมีสารแกนกลางติดที่ผิวของแคปซูลซึ่งอาจทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในผลิตภัณฑที่ได  

การเอนแคปซูเลทโดยใชเทคนิคการอบแหงแบบพนฝอย จะทําใหไดผลิตภัณฑที่มี
ลักษณะเปนผงที่ละเอียดมาก โดยท่ัวไปขนาดเสนผานศูนยกลางของอนุภาคอยูในชวง 10-100 
ไมครอน ซึ่งอาจจะตองนําผลิตภัณฑที่ไดไปผานกระบวนการ agglomeration โดยใช fluidized bed 
process เพ่ือทําใหอนุภาคท่ีผานการเอนแคปซูเลทสามารถละลายไดทันที หรือละลายไดงายขึ้นเม่ือ
นําไปประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหารที่อยูในรูปของเหลว (เบญจา, 2553) 

2.4.3 ไมโครเอนแคปซูเลชัน่  (Microencapsulation) 

ไมโครเอนแคปซูเลชั่น  หมายถึง กระบวนการที่ของเหลวหรืออนุภาคถูกหอหุมใหอยูในรูป

ของแคปซูลดวยพอลิเมอรเปนชั้นบาง ๆ เกิดเปนแคปซูลขนาดเล็กซึ่งมีขนาดตั้งแต 1 ไมครอน 

จนถึง 1,000 ไมครอน มีคุณสมบัติที่เปนประโยชนมากมาย ที่มาของเทคโนโลยีดังกลาว เร่ิมตนจาก

กระดาษที่ใชในการถายเอกสาร (Carbonless copy paper) ซึ่งถือเปนจุดกําเนิดของการใช

เทคโนโลยีไมโครเอนแคปซูเลชัน โดยมีการเคลือบแคปซูลของหมึกพิมพลงบนกระดาษแผนที่อยู

ดานบนและใสกระดาษที่ตองการใชเปนสําเนาไวดานลาง เม่ือมีแรงกดจากการเขียนหรือพิมพ 

แคปซูลของหมึกพิมพที่อยูบนกระดาษท่ีอยูดานบนจะแตกออกทําใหเกิดเปนขอความหรือรูปภาพ

ตาง ๆ บนกระดาษที่เปนสําเนา (เอกลักษณ, 2552) 

สาเหตุที่ตองมีการใชเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชัน ไดแก 

- เน่ืองจากสารบางชนิดมีความไวตอสภาวะแวดลอมภายนอก เชน แสงแดด ออกซิเจน น้ํา 

เปนตน ทําใหมีคุณสมบัติที่เปลี่ยนไป 

- เน่ืองจากสารบางชนิดระเหยไดงาย หากไมมีแคปซูลมาปองกันอาจระเหยหมด 

- ชวยใหงายตอการนําไปใชงานเชน การเปลี่ยนสารที่เปนของเหลวใหอยูในรูปแคปซูลทีเ่ปน

ของแข็ง งายแกการนําไปผสมกับสารอ่ืน และไมจับตัวเปนกอน 
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- สามารถควบคุมการทํางานของสารใหมีการปลดปลอยสารในบริเวณที่เหมาะสม และยังลด

ความสิ้นเปลืองในการใชสาร 

ไมโครเอนแคปซูเลชั่น เปนกระบวนการเคลือบหรือกักเก็บสารที่มีสถานะของเหลวหรือกาซ

ใหอยูภายในวัตถุดิบที่สามารถหอหุมใหสารสามารถคงตัวอยูได (Mathiowitz, 1999) ตองมีการ

ควบคุมสวนผสมของพอลิเมอรที่เคลือบอยูดานนอก ซึ่งสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร 

เคร่ืองสําอาง ที่มีการทําขนาดใหเล็กประมาณ  10-500 micron  ทําใหงายตอการซึมซับสวนผสมเขา

ไปในรางกาย เพียงพอตอการนําไปใช  การเลือกพอลิเมอรที่เหมาะสมในการเปนตัวเคลือบ  ในขม้ิน

มีการใช Ethylcellulose  เปนพอลิเมอรที่ใชเคลือบ ซึ่งมีคุณสมบัติไมละลายน้ําและไมชอบนํ้า  นิยม

ใชในการเคลือบยา (Hu et al., 1998) ซึ่งทําใหการดูดซึมเปนไปอยางชา ๆ และไมละลายงาย จึงทํา

ใหรางกายนําไปใชไดนอยเม่ือบริโภคเขาทางปาก (Ravidranath & Chandrasekhara, 1980) ในโอ

เมกา-3  มีการใช sugar-beet pectin ซึ่งเปนทางเลือกแทนโปรตีนหางนมและ gum arabic นิยม

นํามาใชในพวกสวนผสมของอาหาร เพ่ือปองกันการเกิด oxidation  ของโอเมกา-3  ซึ่งเปนไขมันไม

อ่ิมตัว จึงมีการนําเอาเทคนิค Spray-drying มาใชในการทํา microencapsulation โดยใหมีความ

เขมขนของ  Sugar-beet pectin  ประมาณ 1.1 หรือ 2.2%  ใน  glucose syrup  ซึ่งพบวาใน  2.2%  

สามารถกักเก็บโอเมกา-3 ไดถึง  50%  ในวิตามินซี มีการใชพอลิเมอร  Tripolyphosphate (TPP)  

ทําใหเกิดพันธะกับ chitosan (CS-TPP)  โดยใชเทคนิค Spray-drying ในสภาวะที่แตกตางกัน  

ขึ้นอยูกับปจจัยการผลิต เชน  อุณหภูมิขาเขา  อัตราการไหลขงของเหลว  ความเขมขนและปริมาณ

ของ 1% TPP solution (Drusch, 2006)  และ  Liposomal  encapsulation nano technology 

(LET)  เปนการทําใหสวนที่เปน hydrophilic จับกับดานที่เปน hydrophilic และ hydrophobic จับกับ

ดาน hydrophobic  ทําใหเกิดเปน Bubble หรือที่เรียกวา  liposome จึงมีการบรรจุวิตามินซีเขาไป

ขางใน โดยทําที่ความดันมากกวา 1700 psi โดยไมจําเปนตองใชสารจะพวก binder, fillers, gelatin, 

capsule materials, dyes, sweeteners, flavorings ทําใหมีการดูดซึมไดอยางรวดเร็ว  งายตอการ

นําไปซอมแซมสวนที่สึกหรอ  (Livon Laboratory, Inc., 2006)  ใน Catechin ในชาเขียว มีการใช

พอลิเมอร Tripolyphosphate (TPP)  ทําใหเกิดพันธะกับ Chitosan (CS-TPP)  มีการผสมระหวาง 

Chitosan กับ Catechins  ประมาณ 30 นาที  กอนที่จะเติม  TPP ทําใหไดโมเลกุลระหวาง  30-150 

KDa  ซึ่งทําใหไดขนาดเล็กเปนหนวย  nano  (Hu et al., 2008) ในวิตามิน D2  ใชโปรตีนเคซีนใน

การทํา nano encapsulation (Daniell, 2006) ในวิตามิน  B12  ใช Double emulsion (water in oil 

in water, w/o/w) เปนกระบวนการที่น้ําเปน Disperse phase  อยูในเม็ดไขมัน ซึ่งเม็ดไขมันน้ีจะเปน

เฟสกระจายของน้ําอีกที  เทคนิคน้ีมีขอจํากัดเน่ืองจากความไมคงตัวของน้ําภายใน ซึ่งปญหา
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ดังกลาวแกไขโดยใช  protein polysaccharide conjugate และนอกเหนือจากน้ีสวนที่นํามาทําตัว

เคลือบน้ันยังมี  Maltodextrin  รวมกับ  whey protein isolate  จะมีการสรางพันธะ  Covalent bond  

ตัวน้ีจึงเปนทางเลือกแทนการใช gum Arabic  โดยมีคุณสมบัติคือ สามารถทนสภาวะที่มีความรอน

สูง  และมีความเสถียรในกรด (citrus oil, orange oil)  (Daniell, 2006)  
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 การเตรียมวัตถุดิบ 
 เตรียมตัวอยางใบยานางอบแหง ตามวิธีของ Singthong et al. (2009) โดยนําใบยานาง
จากเกษตรกรทองถิ่นในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (จังหวัดอุบลราชธานี) ลางทําความสะอาด ผึ่งให
แหง แลวนําไปอบดวยตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากน้ันบด
ใหละเอียด ทําการบรรจุใสถุงพรอมปดผนึกแบบสุญญากาศสําหรับการทดลองขั้นตอไป 
 
3.2 การเตรียมสารสกัดใบยานาง  

การเตรียมสารสกัดจากใบยานาง โดยดัดแปลงจากวิธีของ Oonsivilai et al. (2007) 
โดยชั่งตัวอยางยานางอบแหง 100  มิลลิกรัม เติมนํ้ารอนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส / เอทานอล / 
อะซิโตน  12 ml  นําไปเขยาดวย shaking water bath ที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
จากน้ันนําไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 3000 x g นาน 3 นาที เก็บสวนใสโดยกรองดวยวิธี
สุญญากาศ (vacuum)  แลวนําตะกอนที่เหลือไปสกัดซํ้าอีก 2 คร้ัง  ปรับปริมาตรสวนใสใหครบ  50  
มิลลิลิตร  จากน้ันปเปตตัวอยาง 2 มิลลิลิตร  ใสหลอดทดลอง แลวนําไปทําใหแหงดวย Freeze 
dryer  สําหรับการวิเคราะหตอไป  

 
3.3 การศึกษาปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากใบยานาง 

3.3.1 ปริมาณ Total phenolic  
ศึกษาปริมาณ Total phenolic content โดยวิธี Folin-caicalteu method  ดัดแปลงจาก

วิธีของ Oonsivilai et al. (2007) โดยทําการละลายสารสกัดแหงดวยตัวทําละลาย น้ํา หรือ อะซีโตน 
หรือ เอทานอล แลวปเปตสารละลายตัวอยางละ  20  ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองแลวเติมนํ้า  
1.58  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย  Folin-Ciocalteu  100  ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง  
Vortex  ทิ้งไว  5  นาที  เติมโซเดียมคารบอเนต (20% w/v)  300 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันอีกคร้ัง  
แลวจึงเก็บไวในที่มืดที่อุณหภูมิเปนเวลา  2  ชั่วโมง  หลังจากนั้นจึงนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น  765  นาโนเมตร และหา  Total  phenolic  compound  โดยใช  gallic  acid  เปน
มาตรฐาน  ระดับความเขมขนของ gallic  acid  ที่ใชในการสรางกราฟมาตรฐานคือ  0 , 50 , 100 , 
150  และ 200  ppm  ใน 95% เอทานอล  ผลการวิเคราะหรายงานในรูปสมมูลของมิลลิกรัม  gallic  
acid (GAE) ตอ100 มิลลิกรัมของน้ําหนักแหง 

จากน้ันทําการศึกษา Phenolic profile ตามวิธีของ Oonsivilai et al. (2007) ดวยเคร่ือง
HPLC (Water model 2695 HPLC system) และตรวจวัดดวยเคร่ืองตรวจวัดแบบ PDA (model 
2996 photodiode array detector) โดยใชคอลัมนแบบ reverse phase (NovaPak C18: 3.8 mm 
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i.d. x 150 mm) สารประกอบฟนอลิกแยกดวย binary mobile phase (2% acetic acid และ 
acetonitrile) แบบ gradient ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

3.3.2 ปริมาณของสารตานอนุมูลอิสระ 
 3.3.2.1 วิธี DPPH radical scavenging activity  
 โดยนําสารสกัดใบยานางที่ไดมาศึกษาปริมาณ Total antioxidant capacity โดยใชวิธี 
DPPH (2,2 dipphenyl-1-picryhydrazyl) method โดยใช Spectrophotometer ทําไดโดยตั้งคา 
Spectrophotometer ที่ชวงแสง 515 nm ดัดแปลงจากวิธีของ Brand-Williams et al. (1995) ซึ่ง
จัดเตรียมสาร DPPH โดยละลาย DPPH 12 มิลลิกรัม ใน Methanol 100%  50 มิลลิลิตร (Stock 
solution) เก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส (เก็บไวไมเกิน 5 วันตอการเตรียมหน่ึงคร้ัง) หลังจากนั้นนํา 
Stock solution มา dilute 1:5 ใน Methanol 100% เพ่ือทําเปน Daily solution สําหรับใชในการ
วิเคราะหในแตละวัน อันดับแรกทําการเติม 950 ไมโครลิตร ของ Daily solution ใน cuvette วัดคา
ดูดกลืนแสง (Absorbance) เร่ิมตนที่ 515 นาโนเมตร บันทึกคา หลังจากนั้น เติม 50 ไมโครลิตร 
สารสกัดใส (supernatant) หรือ สารมาตรฐาน (ascorbic acid standard และ BHT) ความเขมขน
ตางๆสําหรับทํา standard curve (0-100 มิลลิกรัม) ผสมทั้ง 2 สวนใหเขากันโดยการใช Parafilm 
ตัดขนาดพอเหมาะกับ cuvette ปดที่ปากแลวพลิก cuvette เบาๆกลับไปมา 2-3 คร้ัง เพ่ือให
สวนผสมเขากัน และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาที กอนที่จะวัดคาดูดกลืนแสงที่ 515 nm คร้ังสุดทาย 
นําคาดูดกลืนแสงเริ่มตนและคาดูดกลืนแสงคร้ังสุดทายมาลบกัน แลวใหคาความแตกตางไปทํา 
standard curve เพ่ือใชในการคํานวณหาคา Total antioxidant activity ในตัวอยางตอไป คํานวณหา
คาความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระเทียบกับความสามารถในการเปนสารตานอนุมูล
อิสระของกรดแอสคอรบิค และ BHT  

3.3.2.2 วิธี Ferric-reducing antioxidant power (FRAP)  
โดยทําการเตรียมสารละลาย FRAP จากสารละลาย acetate buffer (pH 3.6), TPTZ 10 

mMใน HCl เขมขน 40 mM และสารละลาย ferrous chloride เขมขน 20 mM ในอัตราสวน 10:1:1 
(v/v) ตามลําดับ สารละลาย FRAP จะตองเตรียมใหมทุกคร้ังกอนใชงาน และนําไปอุนในอางควบคุม
อุณหภูมิ ที่ 37 องศาเซลเซียส กอนที่จะนํามาใช   

ในการทดสอบดวยวิธีนี้ ดัดแปลงจากวิธีของ Bae & Suh (2007) โดยใชสารสกัดปริมาณ 
50 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย FRAP ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บไวในที่มืดเปน
ระยะเวลาเวลา 4 นาที นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 593 นาโนเมตร โดยทําการเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของสารละลาย ferric sulfate ที่มีความเขมขนอยูในชวง 100-2000 μM โดยทําการทดลอง
จํานวนสามซ้ําและหาคาเฉลี่ย  
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3.3.2.3 วิธี 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)   

เตรียมสารละลาย  ABTS+ cation radical  โดยการผสมสารละลาย  ABTS 14 mM  5 

ml และ 4.9 mM potassium persulfate (K2S2O8) 5 ml  ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองในที่

มืดเปนเวลา  16 ชั่วโมง  กอนใชนําสารละลาย ABTS+ มาเจือจางดวยเอทานอลใหมีคาการดูดกลืน

แสงอยูในชวง  0.700 ± 0.020  ที่ความยาวคลื่น  734  นาโนเมตร  จากน้ันปเปตสารละลาย ABTS+  

950  ไมโครลิตร  ผสมกับสารสกัดตัวอยางหรือสารมาตรฐาน  50  ไมโครลิตร  โดยใชน้ํากลั่นเปน 

blank  ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา  6  นาที  จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น  734  นาโนเมตร  โดยใชกรดแอสคอรบิค และ BHT  เปนชุดควบคุม  (Bae & Suh, 

2007) 

3.3.3 ปริมาณวิตามินซี (Ascorbic acid)  
การวิเคราะหวิตามินซี ตามวิธีของ AOAC (1995) โดยนําตัวอยาง 10 มิลลิลิตร เติม 

HPO3-HOAc 2 มิลลิลิตร ไตเตรททันทีกับ indophenols standard solution ขณะเดียวกันก็ตองไต
เตรท blank เพ่ือเปรียบเทียบโดยใช HPO3-HOAc แทนสารละลายตัวอยาง คํานวณไดดังนี้ 

mg ascorbic acid / ml sample  =  (X-B)* (F/10) 
เม่ือ  X คือ ปริมาณ indophenol standard ที่ใชในการไตเตรทตัวอยาง 

B คือ ปริมาณ indophenol standard ที่ใชในการไตเตรท blank 
F คือ จํานวน mg ascorbic acid ที่สมมูลยกับ indophenol standard 1 ml 

3.3.4 ปริมาณแคโรทีนอยด (Total Carotenoid)  
การวิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยดทั้งหมด ดัดแปลงจากวิธีของ Wongsa et al. (2010) 

และ Oliveira et al. (2010) โดยนําตัวอยางมาสกัดโดยใช acetone:ethanol (1:1 v/v) จากน้ันนํา
ตัวอยางมา centrifuged ที่ 1500 x g นาน 15 นาที ที่ 4-5 องศาเซลเซียส นําสวนใสปริมาณ 100 
มิลลิลิตร ที่สกัดได ไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 450 nm คํานวณคาจากสมการ 

Total  Carotenoids (mg g-1) = Ab X V X106 
                     A1% X 100G 
เม่ือ  Ab  = คาที่ไดจากการดูดกลืนแสงที่ 470 nm 

V    = ปริมาณสารที่สกัดได 
 A1% = สัมประสิทธิ์ของการดูดกลืนแสงเฉพาะของแคโรทีนอยดที่ความยาวคลื่น 450 nm 
โดยใช acetone เปนสารสกัด มีคาเทากับ 2500 
 G = น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
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3.3.5 ปริมาณคลอโรฟลล (Total Chlorophyll)  
การวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลลทั้งหมด ดัดแปลงจากวิธีของ Ramesh & 

Devasenapathy (2006) โดยนําตัวอยางมาสกัดดวย acetone ความเขมขน 80 %ปริมาณ 10 
มิลลิลิตร นําสวนใสมาปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตรโดย acetone ความเขมขน 80 % หลังจาก
นั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 652 nm คํานวณคาจากสมการ 

Total Chlorophyll (mg g-1) = OD at 652 nm X V 
      34.5 X WE 
เม่ือ WE  = น้ําหนักของสารสกัดใบยานาง 
 V  = ปริมาตรของสวนใสที่สกัดได 
 34.5 = สัมประสิทธิ์ของการดูดกลืนแสงเฉพาะของคลอโรฟลลที่ความยาวคลื่น 652 nm  
 
3.4 ศึกษาความเปนพิษ 

3.4.1 การเพาะเลีย้งเซลล 
เซลลมะเร็งลําไสใหญ (Caco-2 cell) ไดรับจากมหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก 

โดยใช passage ที่ 29-32 ทําการเลี้ยงเซลลใน 75-T flask ( ขนาด 75 cm2) โดยเซลลที่ใชในการ
เลี้ยงเริ่มตน เทากับ 4x105 cells/cm2  และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 2 วัน โดยอาหารเลี้ยงเซลลที่
ใช คือ complete medium ที่มีกลูโคสในปริมาณสูง (DMEM) ใช 10.0 % heat-inactivated fetal 
bovine serum (FBS) กรดอะมิโนไมจําเปน (non-essential amino acid) 10 มิลลิลิตร/ลิตร      
แอล-กลูตามีน (L-glutamine) 2.0 มิลลิโมล/ลิตร แอมโฟเทอริซิน บี (amphotericin B) 0.5 มิลลิกรัม/
ลิตร เจนตาไมซิน(gentamicin) 50 มิลลิกรัม/ลิตร HEPES 15 มิลลิโมล/ลิตร  และ โซเดียมไบ
คารบอเนต (sodium bicarbonate) 44  มิลลิโมล/ลิตร  

3.4.2 การศึกษาความเปนพิษตอเซลลดวยวิธี MTT  
 เลี้ยง Caco-2 cell line ใน 96-well plate โดยมีจํานวนเซลลเร่ิมตนเทากับ  500 เซลล/
ชอง ทําการเพาะเล้ียงเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง นําสารสกัดรางจืดที่เตรียมไดเจือจางดวยแอทานอล 
และละลายสารสกัดดวยอาหารเลี้ยงเซลลเพ่ือใหมีความเขมขนตามที่ตองการ ซึ่งอยูในชวง 2 μg/ml 
ถึง 600 μg/ml โดยใช DMSO 0.1% เปนตัวอยางควบคุม ทําการบมสารสกัดใน Caco-2 cell line 
เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบระยะเวลาดังกลาว ปเปตสารสกัดออกจากเซลล และเติมอาหาร
เลี้ยงเซลลลงไปใหม บมตอเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง และนําไปทดสอบดวย MTT โดยเติม MTT ที่มี
ความเขมขน 50 mg/ml ใน PBS ปริมาตร 50 μl  ทําการบมเปนระยะเวลา 4 ชั่วโมง จากน้ันดูดเอา
อาหารเลี้ยงเซลลและ MTT ออก แลวลางดวย DMSO ปริมาตร 200 μl  และ Sorensen’s Glycine 
Buffer, pH 10.5 ปริมาตร 25 μl   นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร นําไปหาพล็อตกราฟ  
dose-response โดยพิจารณาที่ความเขมขนของสารสกัดจํานวน 8 ระดับ ใชคาเฉลี่ยของแตละความ
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ระดับเขมขน จาก 96-well plate จํานวน 4 ชอง แลวคํานวณหาความเขมขนของตัวอยางที่สามารถ
ทําลายเซลลได 50% ของจํานวนเซลลทั้งหมด (Muangnoi, 2007)   
 
3.5 ศึกษาการเปนสารตานการกอกลายพันธุ (Antimutagenicity) 

นําสารสกัดยานางที่สกัดดวยน้ํามาทดสอบสมบัติทางชีวภาพในการเปนสารตานการกอ
กลายพันธุ(Antimutagenicity) โดยวิธี Salmonella test (Ames test) ดัดแปลงจากวิธีการของ 
Oonsivilai และคณะ (2007) โดยใชแบคทีเรีย Salmonella typhimurium สายพันธุ TA98 (Moltox; 
Boone, NC, USA) ซึ่งเปนการทดสอบการกลายพันธุจากการเลื่อนของเบส (Frameshift mutation) 
ในจานหลุม 6 หลุม ที่มีอาหารวุน Vogel-Bonner minimal glucose agar (5ml) ตอหลุมและอาหาร
วุน top agar (2%) ซึ่งไดมาจาก Moltox (Boone, NC, USA) นําเชื้อแบคทีเรียตัวอยางที่เพาะไวไป
ใสลงในอาหารเหลว Oxoid#2 nutrient broth ปริมาณ 12 ml แลวบมในอางน้ําพรอมเขยาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง เม่ือครบกําหนด เจือจางเชื้อลง 8 เทา ดวย 0.9% sodium 
chloride (NaCl) เพ่ือวัดคา OD อานคาที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร จะไดประมาณ 0.3-0.4 
แลวทําการเตรียมสารกระตุนดวยเอนไซมแบบ Mammalian microsomal activation system (S-9 
mix), สารละลาย 2-amino-anthracene (2-AA) stock solution (1,000 μg/ml) เตรียมในสาร 
dimethyl sulfoxide (DMSO) ในสภาวะปลอดเชื้อ จากน้ันนําสารสกัดยานางมาละลายในสาร DMSO 
แลวกรองแบบปลอดเชื้อ ทําการเจือจางที่ระดับความเขมขนตั้งแต 0.05 ถึง 0.80 mgGAE/ml แลว
ทําการทดสอบการกอกลายพันธุ (mutagenicity assay)  

ทําการทดสอบการเปนสารกอกลายพันธุ โดยนํา eppendorf tube ขนาด 1.5 ml เติม 25 μl 
ของสารสกัดยานางที่แตละความเขมขน หรือ DMSO หรือ 2-AA เติม 50 μl ของเชื้อ Salmonella 
typhimurium TA 98 และเติม 0.1 ml ของ S-9 mix จากน้ันผสมดวย vortex ใหเขากัน นําไปบมใน
อางนํ้าพรอมเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลวเติม 0.5 ml molten top agar 
กอนเทใสในเพลทที่มี minimal medium agar อยู โดยทําตวัอยางละ 3 ซ้ํา แลวนําไปบมที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง นับจํานวนเชือ้ที่เจริญเทียบกับ control 

การทดสอบการเปนสารตานการกอกลายพันธุแบบ Microscreen ทําไดโดยนําสาร 2-AA 
(0.3 μg) หรือสาร DMSO ปริมาตร 25 μl, สาร S-9 mix ปริมาตร 0.1 ml, ปริมาตรเชื้อ Salmonella 
typhimurium TA 98 ที่เพาะไว 50 μL ลงใน eppendorf tube ขนาด 1.5 ml บมที่ 37 องศาเซลเซียส 
20 นาที แลวนํามาผสมกับอาหารวุน molten top agar ปริมาตร 0.5 ml ผสมใหเขากันแลวเทบน
เพลทอาหาร จากน้ันนํามาเพาะไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง ในสวนของสาร
สกัดยานาง ทําการผสมสาร 2-AA (0.3 μg) และสารสกดัยานาง ปริมาตรอยางละ 25 μl เขาดวยกัน, 
เติมสาร S-9 mix ปริมาตร 0.1 ml และเชื้อ Salmonella typhimurium TA 98 ปริมาตร 25 μl ลงใน 
eppendorf tube ขนาด 1.5 ml บมที่ 37 องศาเซลเซยีส 20 นาที แลวนําตัวอยางที่ผานการบม มา
ผสมกับอาหารวุน molten top agar ปริมาตร 0.5 ml ผสมใหเขากันแลวเทบนเพลทอาหาร จากน้ัน
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บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่สังเคราะหฮีสติดีน (his+) ขึ้น
และใชตวัควบคุมคือ DMSO โดยมีการเปลี่ยนแปลงไปตามธรรมชาติ แลวแสดงผลเปนคารอยละ
ของการยับย้ัง (% Inibition, PI หรือ % antimutagenicity) ซึ่งมีสูตรคํานวณดังน้ี 

PI = (A-B) / (A-C) x 100 

เม่ือ A  คือ จํานวนโคโลนีกลายพันธุในหลอดทดลองที่มีแตสารกอการกลายพันธุมาตรฐาน 
      B คือ จํานวนโคโลนีกลายพันธุในหลอดทดลองที่มีสารสกัดโหระพากับสารกอการกลายพันธุ

มาตรฐาน 
 C คือ จํานวนโคโลนีกลายพันธุที่เกิดตามธรรมชาติ (จํานวนโคโลนีควบคุม) 
 
3.6 ศึกษากระบวนการผลติไมโครแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง 

โดยวางแผนการทดลองแบบ CCD มีปจจัยในการศึกษา 3 ปจจัย ไดแก gum arabic ซึ่ง
กําหนดความเขมขนระหวางรอยละ 10 – 20 (X1), อัตราสวน core : wall  1:6 ถึง 1:4 (X2) และ
อุณหภูมิขาเขาของเครื่องพนฝอย  140 – 160 องศาเซลเซียส (X3) แสดงดังตารางที่ 3.1 จากน้ันทํา
การผสมสารสกัดยานางและสารละลาย gum arabic แตละความเขมขนเขาดวยกันตามอัตราสวนที่
กําหนด  แลวนําไปทําการเอนแคปซูเลทโดยใชเครื่อง  spray dryer (EYELA spray-dryer SD-100, 
Japan) โดยควบคุมอุณหภูมิขาออกประมาณ  90 องศาเซลเซียส ความเรว็ลม 9.9m2/min และ
ความดัน (atomization pressure) 9.0x10 KPa เก็บผงตวัอยางที่ไดใสถงุและปดผนึกแบบ
สุญญากาศ และเก็บไวในโถดูดความชื้นสําหรับวเิคราะหสารออกฤทธิท์างชวีภาพ คุณภาพทาง
กายภาพ และลักษณะทางโครงสรางตอไป 

ขอมูลที่ไดนํามาวิเคราะหคาทางสถิติ โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป Design Expert 6.0.10 
(Version 6.0.10, Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN) เพ่ือหาสภาวะที่เหมะสมสําหรับการผลิตไม
โครแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง  

 
3.7 ศึกษาปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของไมโครแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง 

3.7.1 ปริมาณฟนอลิกทั้งหมด (Total phenolic)  
ปริมาณฟนอลิกทั้งหมดสามารถหาไดดวยวิธี Folin-caicalteu method ดัดแปลงจากวิธี

ของ Oonsivilai et al. (2007)  
3.7.2 ปริมาณสารตานอนุมูลอิสระท้ังหมด (Total antioxidant)  
ปริมาณสารตานอนุมูลอิสระทั้งหมด (Total antioxidant) ดวยวิธี DPPH assay ดัดแปลง

จากวิธีของ Brand-Williams et al. (1995) 
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3.7.3 ปริมาณคลอโรฟลล (Total Chlorophyll)  
ปริมาณคลอโรฟลล (Total Chlorophyll) ดัดแปลงจากวิธีของ Ramesh & 

Devasenapathy (2006)  
3.7.4 ปริมาณแคโรทีนอยด (Total Carotenoid)  
ปริมาณแคโรทีนอยด (Total Carotenoid) ดัดแปลงจากวิธีของ Wongsa et al. (2010) 

และ Oliveira et al. (2010) 
3.7.5 ปริมาณวิตามินซี (Ascorbic acid)  
ปริมาณวิตามินซี (Ascorbic acid) ตามวิธีของ AOAC (1995) 
 

3.8 ศึกษาคุณภาพทางกายภาพ 
3.8.1 สี (Color) 
คาสีของไมโครแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง วิเคราะหดวยระบบ CIE LAB โดยใช

เคร่ือง Hunter Lab (Color Flex Model 45/0, USA) 
3.8.2 ปริมาณความชื้น (Moisture content) 
 ปริมาณความชื้น (Moisture content) ในสารสกัดยานางที่ผานกระบวนการไมโครเอน

แคปซูเลชั่นทีส่ภาวะตางๆ วิเคราะหดวยวิธี AOAC (1995)  
 
3.9 ศึกษาลักษณะโครงสรางดวยวิธี Scanning Electron Microscopy (SEM)  
 ลักษณะโครงสรางภายนอกของไมโครเอนแคปซูลสารสกัดใบยานาง วิเคราะหดวย
Scanning Electron Microscopy หรือ SEM รุน JEOL JSM 5410-LV ดัดแปลงจากวิธีของ Ko et 
al. (2008) และ Saenz et al. (2009) โดยนําตัวอยางมาผานการฉาบทองกอนการศึกษาโดยใชเวลา
ประมาณ 4 นาที หลังจากน้ันทําการสังเกตโครงสรางที่กําลังกระแสไฟฟา (Voltage) 15 kV. และทํา
การถายภาพตัวอยางเพ่ือทําการวิเคราะหตอไป 
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ตารางที ่3.1    แผนการทดลองแบบ Central composite design (CCD) ของการผลิตไมโคแคปซูล
สารสกัดใบยานางโดยวิธีพนฝอย 

Coded variablea Process variableb 
Treatment 

X1 X2 X3 X1 X2 X3 
1 -1 -1 -1 10 1:6 140 
2 -1 -1 +1 10 1:6 160 
3 -1 +1 -1 10 1:4 140 
4 -1 +1 +1 10 1:4 160 
5 +1 -1 -1 20 1:6 140 
6 +1 -1 +1 20 1:6 160 
7 +1 +1 -1 20 1:4 140 
8 +1 +1 +1 20 1:4 160 
9 0 0 0 15 1:5 150 
10 0 0 0 15 1:5 150 
11 0 0 0 15 1:5 150 
12 0 0 0 15 1:5 150 
13 -2 0 0 5 1:5 150 
14 +2 0 0 25 1:5 150 
15 0 -2 0 15 1:7 150 
16 0 +2 0 15 1:3 150 
17 0 0 -2 15 1:5 130 
18 0 0 +2 15 1:5 170 

a Coded level of variables: + = upper level, - = lower level and 0 = center points 
b X1, X2, X3 คือ ความเขมขนของกัมอะราบิก อัตราสวน core:wall และอุณหภูมิขาเขาเคร่ืองพนฝอย ตามลําดับ  
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณผล 
 

4.1 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากใบยานาง 

 ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของใบยานางที่สกัดดวยน้ํา เอทานอล และอะซิโตน 
แสดงผลดังตารางที่ 4.1 และ 4.2 พบวาสารสกัดใบยานางดวยน้ําใหปริมาณฟนอลิกทั้งหมด สาร
ตานอนุมูลอิสระ และวิตามินซีสูงกวาสารสกัดใบยานางดวยเอทานอล และอะซิโตน โดยสารสกัดใบ
ยานางดวยนํ้ามีปริมาณฟนอลิกทั้งหมด 97.899 mg GAE/g ในขณะที่สารสกัดใบยานางดวยเอทา
นอลและอะซิโตน มีปริมาณฟนอลิกทั้งหมด 26.703 และ 16.456 mg GAE/g ตามลําดับ 
เชนเดียวกับผลการศึกษาของ Cai และคณะ (2004) ที่พบวาสารสกัดนํ้าของ P. oleraceae ที่ 80 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ใหปริมาณฟนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด   ทั้งน้ีเน่ืองจากพันธะไกลโคซิ
ดิกและเอสเทอรของสารประกอบฟนอลิกจะถูกไฮโดรไลซที่อุณหภูมิใกลจุดเดือด (Oboh, 2005) 
สารประกอบฟนอลิกพบมากในพืช มีประโยชนตอสุขภาพโดยเฉพาะการเปนสารตานอนุมูลอิสระ 
(Dapkevicius et al., 2002; Jabri-Karoui et al., 2012) โดยสารประกอบฟนอลิกทําหนาที่ในการขับ
ไลอนุมูลอิสระโดยเฉพาะอนุมูล peroxyl รวมทั้งสารประกอบฟนอลิกยังทําหนาที่ปองกันการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในขั้นตอน Propagation ซึ่งอนุมูลอิสระจะถูกทําใหเสถียรโดยอิเล็กตรอน
จากสารประกอบกลุมฟนอลิก (Packer et al,. 1999) และจากการศึกษา Phenolic profile ดวย 
HPLC พบวาสารสกัดจากใบยานางมีองคประกอบหลักคือ gallic acid และ syringic acid  
องคประกอบรองคือ protocatechuic acid และ chlorogenic acid นอกจากน้ันยังพบ caffeic acid, 
vanillic acid, ferulic acid และ apigenin ในสารสกัดอีกดวย  

สําหรับสารตานอนุมูลอิสระมีกลไกการทํางานแตกตางกันคือ ปองกันการเกิดขึ้นของ
ออกซิเจนในสภาวะเรง กําจัดออกซิเจนในสภาวะเรงกอนที่จะจับกับโมเลกุลทางชีวภาพ โดยลด
ความแข็งแรงของออกซิเจนในสภาวะเรง หรือเสริมความแข็งแรงของโมเลกุลทางชีวภาพ 
นอกจากน้ันยังสามารถทําใหออกซิเจนในสภาวะเรงไมสามารถเปลี่ยนแปลงไปในสภาวะอื่นอีกได 
สามารถซอมแซมความเสียหายที่เกิดจากออกซิเจนในสภาวะเรง และสามารถปรับสภาพแวดลอมให
เหมาะสําหรับการทํางานของสารตานอนุมูลอิสระอยางมีประสิทธิภาพ โดยทําใหสารตานอนุมูลอิสระ
สามารถจับกับไอออนของโลหะที่มีความสามารถในการสรางอนุมูลอิสระ เชน Fe2+ ได (Wildman, 
2007; Mao et al., 2012) นอกจากน้ียังมีหนาที่ในการยับยั้งปฏิกิริยาขั้นแรกของการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน โดยจับกับอนุมูลอิสระ    เชน   ไฮดรอกซิล (hydroxyl radical) จับกับไอออนของเหล็ก
ซึ่งเปนตัวเรงปฏิกิริยา ทําลายผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันขั้นแรก (primary product) 
และทําลายพันธะไฮโดรเจนของสารตั้งตนที่จะสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได (Shahidi, 1997) 
ปริมาณกิจกรรมการเปนสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ซึ่งบงบอกถึงความสามารถของสาร
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ทดสอบในการกําจัดอนุมูลอิสระ โดยการใชไฮโดรเจนอะตอมจากสารทดสอบแกอนุมูล DPPH ซึ่ง
เปนอนุมูลอยูแลว โดย DPPH radical ใชในการทดสอบความสามารถในการทําลายอนุมูลอิสระของ
สารตัวอยาง (scavenging activity) สารละลายของ DPPH มีสีมวงในเอทานอล และเม่ือไดรับ H 
จะเปลี่ยนเปนสารละลายสีเหลือง (Brand-Williams et al., 1995) จากการศึกษาพบวาปริมาณการ
เปนสารตานอนุมูลอิสระของสารสกัดใบยานางดวยนํ้า (IC50 0.197 mg/g) มีคาสูงกวาสารสกัดใบ
ยานางดวยเอทานอล (IC50 0.333 mg/g) และอะซิโตน (IC50 0.419 mg/g) ตามลําดับ โดยสารสกัด
ใบยานางดวยน้ําสงผลตอปริมาณกิจกรรมการเปนสารตานอนุมูลอิสระ DPPH สูงเม่ือเทียบกับสาร
มาตรฐานกรดแอสคอรบิก และ BHT (IC50 0.36 และ 0.34 mg/g ตามลําดับ) สําหรับการวิเคราะห
สมบัติการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) เปนการวัด
ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระทั้งหมดซ่ึงเกิดจากการรีดิวซโดยใชสารประกอบเชิงซอนของ
เหล็กเฟอริค Fe3+ กับ TPTZ (ferric tripyridyl triazine) ไดสารประกอบเชิงซอนของเหล็กเฟอรัส 
Fe2+ กับ TPTZ ซึ่งมีสีน้ําเงิน และดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร (Joshi et al., 2010) 
ในการศึกษาพบวาสารสกัดใบยานางดวยน้ํามีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระสูงกวาการสกัด
ดวย    เอทานอลและอะซิโตน ดังแสดงในตารางที่ 4.1 สวนการวิเคราะหความสามารถในการตาน
อนุมูลอิสระดวย 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) เปนการวัดความสามารถ
ในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัด โดย ABTS จะถูกเปลี่ยนเปนอนุมูลอิสระดวยการเติมโซเดียม
เปอรซัลเฟต (K2S2O8) และดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร (Bae and Suh, 2007) ใน
การศึกษาไดวิเคราะหความสามารถของสารสกัดโดยใชกรดแอสคอรบิกและ BHT เปนตัวควบคุม 
แสดงดังตารางที่ 4.1 พบวาสารสกัดใบยานางดวยน้ํามีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระสูงสุด 
(IC50 0.077 mg/g) จากการศึกษาความสามารถในการตานออกซิเดชันของสารสกัดใบยานางดวยวิธี 
DPPH, ABTS และ FRAP พบวาสารสกัดใบยานางดวยนํ้ามีสมบัติในการตานออกซิเดชันไดดีที่สุด 
ซึ่งสัมพันธกับปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่มีในตัวอยาง โดยสารสกัดใดที่มีปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดมากจะมีความสามารถในการตานออกซิเดชันมากเชนกัน 

สําหรับปริมาณวิตามินซี (Ascorbic acid) เปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีสามารถละลายน้ําได 

จะสลายตัวไดงายเม่ือสัมผัสกับออกซิเจนหรือถูกความรอน วิตามินซีเปนแหลงของอิเล็กตรอนท่ี

สามารถเขาจับกับอนุมูลอิสระ เชน Hydroxyl และ Superoxide ทําใหเกิดการเสถียรได (Iqbal et al., 

2004) การวัดคาวิตามินซีสามารถบงบอกความสามารถของกรดแอสคอรบิกในสารตัวอยางที่ทํา

ปฏิกิริยากับสารประกอบ 2,6-dichlorophenolindophenol (DCP) ซึ่งจะเปลี่ยนจากสีชมพูในสภาวะ

เปนกรดหรือสีน้ําเงินในสภาวะเปนดางเปนไมมีสี ซึ่งจะทําใหกรดแอสคอรบิกอยูในรูปออกซิไดส  จะ

เห็นวาสารสกัดใบยานางที่สกัดดวยน้ํา จะมีปริมาณวิตามินซีสูงกวาสารสกัดดวยเอทานอลและอะซิ

โตน ตามลําดับ  
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 สวนปริมาณคลอโรฟลลทั้งหมด (Total Chlorophyll) เปนกลุมรงควัตถุที่พบในพืชทั่วไป 

ไมละลายน้ํา ในโครงสรางของคลอโรฟลลจะประกอบไปดวย Mg2+ ซึ่งเปนโมเลกุลอิสรสามารถไปจับ

กับอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาออกซิเดชันได โดยท่ัวไปแลวคลอโรฟลลจะมีความไวตอ pH 

อุณหภูมิ และจะสูญเสียไดงายระหวางกระบวนการผลิต โดยปกติคลอโรฟลลจะอยูในรูปที่

ประกอบดวย  Mg2+ เม่ือสูญเสียสภาพไป โมเลกุล Mg2+ จะหลุดออกจากระบบและทําใหกลายเปน 

ฟโอไฟติน (Pheophytin) (Ferruzzi & Blaeslee, 2007) ในการวิเคราะหคาคลอโรฟลลจะสามารถ

วิเคราะหทางออมได หรือ By Chlorophyll ซึ่งโดยทั่วไปแลวสารกลุมคลอโรฟลล จะประกอบไปดวย

สารอ่ืนๆอีก คือวิตามินดี (Vitamin D) ที่มีคุณสมบัติไมละลายในน้ํา เปนสวนหน่ึงในกลุมของ

คลอโรฟลล เน่ืองจากเกิดมาจากการสังเคราะหแสงของคลอโรฟลลที่อยูในใบพืช  จากการศึกษา

พบวาสารสกัดใบยานางที่สกัดดวยตัวทําละลายตางกันแสดงฤทธิ์เปนสารตานอนุมูลอิสระเปนกลุม

ของวิตามินดี (ตารางที่ 4.2) โดยสารสกัดใบยานางดวยเอทานอลมีปริมาณคลอโรฟลลสูงกวาสาร

สกัดดวยอะซิโตน สวนสารกัดดวยน้ํามีปริมาณต่ําที่สุด 

นอกจากน้ีปริมาณแคโรทีนอยดทั้งหมด (Total caroteniod) ซึ่งเปนรงควัตถุเชนกันกับ

คลอโรฟลล โครงสรางของแคโรทีนอยดประกอบดวยโครงสรางหลักที่เปนวงแหวน สามารถเปลี่ยน

รูปจาก β-Carotene ไปเปนวิตามินเอ (Vitamin A) ไดโดยการแตกพันธะคูของตําแหนงก่ึงกลางของ

โมเลกุล ซึ่งสามารถเปนสารตานอนุมูลอิสระได โดยจะจับกับอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น จึงทําใหมีความ

เสถียรมากขึ้น (Packer et al., 1999) ในการทดลองคร้ังน้ี การวิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยดจะ

วิเคราะหในรูปของ Pro-vitamin A caroteniod (Oliveira et al., 2010) พบวาสารสกัดใบยานางที่

สกัดดวยตัวทําละลายตางกันแสดงฤทธิ์เปนสารตานอนุมูลอิสระเปนกลุมของวิตามินเอ (ตารางที่ 

4.2) โดยสารสกัดใบยานางดวยเอทานอลและอะซิโตนมีปริมาณแคโรทีนอยดไมแตกตางกัน และสูง

กวาสารสกัดดวยนํ้า 

จะเห็นไดวาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด สารตานอนุมูลอิสระ และวิตามินซี ใน

ตัวอยางใบยานางที่สกัดดวยน้ํามีคามากที่สุด เน่ืองจากปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด สาร

ตานอนุมูลอิสระ และวิตามินซี สามารถละลายในน้ําได (Bae & Suh 2007)  ตรงขามกับปริมาณแค

โรทีนอยดทั้งหมด และคลอโรฟลลทั้งหมดที่สกัดดวยนํ้ามีคานอยที่สุดเน่ืองจากไมสามารถละลายใน

น้ําได (Ferruzzi & Blaeslee, 2007) นอกจากน้ันผลของปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด สาร

ตานอนุมูลอิสระ และวิตามินซี มีความสัมพันธกันและมีแนวโนมไปในทางเดียวกัน เน่ืองจากเปนสาร

กลุมที่ชวยปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในขั้นตอน Propagation และละลายน้ํา (Bae & Suh. 

2007) ซึ่งเปนไปในทางเดียวกันกับการศึกษาของ Majhenic และคณะ (2007) ที่พบวาปริมาณ
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สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดและสารตานอนุมูลอิสระในตัวอยางสารสกัดจากเมล็ด guarana ที่สกัด

ดวยน้ํามีคามากที่สุด นอกจากนี้พบวาปริมาณแคโรทีนอยดทั้งหมดและคลอโรฟลลทั้งหมดมี

ความสัมพันธกัน เน่ืองจากเปนสารในกลุมรงควัตถุที่ไมละลายน้ําแตละลายในสารอินทรีย เชน กลุม

แอลกอฮอล และมีแนวโนมในทางเดียวกัน  ไดมีการศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางปริมาณ 

Pigment ที่มีอยูในตัวอยาง (Total Carotenoid และ Total Chlorophyll) พบวา เม่ือปริมาณ

คลอโรฟลลทั้งหมดเพิ่มขึ้น ปริมาณแคโรทีนอยดทั้งหมดจะเพ่ิมขึ้นดวย  

 

ตารางที่ 4.1 ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดและสารตานอนุมูลอิสระสารสกัดใบยานางที่
สกัด  ดวยตัวทําละลายที่ตางกัน 

Yanang 
extracts 

TPC 
 (mgGAE/g) 

DPPH 
(IC50, mg/g) 

ABTS 
(IC50, mg/g) 

FRAP 
(mmol Fe2+/g) 

Water 97.899±1.735 0.197±0.018 0.077±0.011 0.054±0.0015 
Ethanol 26.703±1.642 0.333±0.024 0.191±0.059 0.034±0.0012 
Acetone 16.456±2.968 0.419±0.091 0.312±0.056 0.014±0.0006 
Standard     
Ascorbic acid  0.36±0.01 0.041±0.026 0.059±0.028 

BHT  0.34±0.04 0.090±0.010 0.254±0.143 
*Values are given as mean ± SD (n=3).  

 
ตารางที่ 4.2 แสดงปริมาณวิตามินซี แคโรทีนอยดทั้งหมด และคลอโรฟลลทั้งหมด ของสารสกัด

ใบยานางที่สกัดดวยตัวทําละลายที่ตางกัน 

Yanang extracts  
Vitamin C 
(mg/100g) 

Total Carotenoid 
(mg/g) 

Total Chlorophyll 
(mg/g) 

Water 39.20±0.39 15.76±0.02 3.17±0.14 
Ethanol 28.93±0.28 59.97±0.26 844.87±0.209 
Acetone 25.20±0.25 58.41±0.73 528.40±0.35 
*Values are given as mean ± SD (n=3).  
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4.2 การศึกษาความเปนพิษของสารสกัดจากใบยานางตอเซลล 

การทดสอบในหองทดลอง (In vitro) โดยใชเซลลไลน และสวนประกอบของเซลล 
ทดสอบความเปนพิษของสารสกัดที่ความเขมขนตางๆนั้น ใหผลที่เชื่อถือไดและเปนที่ยอมรับ 
ในขณะที่ผลการทดสอบในสัตวทดลองมักจะทดสอบที่ปริมาณสารเคมีสูงเกินความเปนจริงหลายเทา 
ซึ่งอาจไมสอดคลองกับปริมาณที่มนุษยไดรับจริง นอกจากน้ีเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล ยังประหยัด
ทั้งเวลา งบประมาณ สามารถที่จะทดลองซ้ําไดมากกวา และที่สําคัญไมตองเผชิญกับองคกรเอกชน
ที่ตอตานการใชสัตวทดลองอีกดวย (Cetin et al., 2005) การศึกษาความเปนพิษตอเซลลของสาร
สกัดใบยานางใน Caco-2 cell lines โดยวิธี MTT assay พบวา คา IC50 ของสารสกัดยานางมีคา
มากกวา 100 μg/ml ดังแสดงในตารางที่ 4.3 และตัวอยางควบคุมคือ 0.1 % DMSO ไมทําใหเกิด
พิษตอเซลลเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลที่มีเฉพาะอาหารเลี้ยงเซลลเทาน้ัน ดังน้ันจึงถือวาสารสกัดจาก
ใบยานาง จัดอยูในกลุมของสารที่มีความพิษต่ําตอ Caco-2 cell lines สอดคลองกับงานวิจัยของ 
Okonogi และคณะ (2006) ไดทําการศึกษาความสามารถในการตานออกซิเดชันและความเปนพิษ
ของเปลือกผลไมบางชนิดตอ Caco-2 cell lines และ peripheral blood mononuclear cells พบวา 
สารสกัดจากเปลือกเงาะมีประสิทธิภาพในการเปนสารตานการเกิดออกซิเดชันจากธรรมชาติและ
เหมาะสําหรับการในไปใชเปนสารตานอนุมูลอิสระที่มีจากธรรมชาติในผลิตภัณฑอาหารหรือ
ผลิตภัณฑยา เน่ืองจากมีปริมาณของสารตานออกซิเดชันคอนขางสูงและมีความเปนพิษต่ํา (IC50 > 
100 μg/ml) เชนเดียวกับ Boivin และคณะ (2009) ไดรายงานวาสารสกัดจากผักตระกูลกะหล่ํา มี
ความสามารถในการยับยั้งการแบงตัวของเซลลมะเร็งได  ซึ่งความสามารถในการยับยั้งการแบงตัว
ของเซลลนี้จะแตกตางกันในเซลลมะเร็งแตละชนิด และยังขึ้นอยูกับความสามารถในการเปนตัวตาน
การเกิดออกซิเดชันของพืชแตละชนิดอีกดวย   และสอดคลองกับการศึกษาของ Oonsivilai และ
คณะ(2008) โดยไดทําการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดรางจืดตอเซลลชนิดตางๆ รวมทั้ง Caco-
2 cell line พบวา การสกัดดวย petroleum ether มีพิษกับเซลลมากกวาสารสกัดอ่ืนๆ และสารสกัด
น้ําจะมีคา IC50 เทากับ 147±15 μg/ml รวมทั้งยังพบวาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็งจะแตกตางกันตามแตชนิดของเซลล   
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ตารางที่ 4.3 แสดงคา IC50 (μl/ml) ของสารสกัดยานางตอ Caco-2 cell lines 

Yanang extracts IC50 ( μg/ml) 

Water >200 
Ethanol >350 
Acetone >200 

*Values are given as mean ± SD (n=3).  

 

4.3 การศึกษาการเปนสารตานการกอกลายพันธุ (Antimutagenicity) 

จากการทดสอบสมบั ติ ท า งชี วภาพในการ เป นสารต านการก อกลาย พันธุ
(Antimutagenicity) โดยวิธี Salmonella test (Ames test) จากภาพที่ 4.1 พบวาสาร 2-amino-
anthracene (2-AA) สามารถทําปฏิกิริยากับ S-9 mix ซึ่งมีเอนไซม cytochrome P450 แลวสามารถ
กระตุนใหเชื้อ Salmonella typhimurium สายพันธุ TA98 กลับมาสรางฮีสติดีนไดจึงทําใหเห็นวา เม่ือ
เพ่ิมความเขมขนของ 2-AA ปริมาณของเชื้อ Salmonella typhimurium สายพันธุ TA98 จึงเจริญ
ไดมากขึ้น จากการทดสอบฤทธิ์ตานการกอกลายพันธุของสารสกัดยานาง  พบวาการยับยั้งการกอ
กลายพันธุของสาร 2-AA ของสารสกัดยานางที่สกัดดวยนํ้า ตามวิธี Salmonella test (Ames test) 
โดยใชแบคทีเรีย Salmonella typhimurium สายพันธุ TA98 ดังแสดงในภาพที่ 4.2 สารสกัดยานางที่
สกัดดวยน้ําที่ปริมาณความเขมขนของฟนอลิกเทากับ 0.854 mgGAE/ml สามารถยับยั้งการกอ
กลายพันธุไดสูงสุดที่เปอรเซ็นตการยับยั้งการกอกลายพันธุเทากับ  64.21%  นอกจากนี้การยับยั้ง
การกอกลายพันธุมีความแปรผันโดยตรงกับระดับความเขมขนของสารสกัดยานางบนพื้นฐานของ
ปริมาณฟนอลิกรวมโดยเม่ือระดับฟนอลิกรวมของสารสกัดเพ่ิมขึ้น เปอรเซ็นตการยับยั้งการกอกลาย
พันธุสูงขึ้น กลาวโดยสรุปสารสกัดยานางมีแนวโนมเปนสารตานการกอกลายพันธุ และควรมี
งานวิจัยเพิ่มเติมในดานการทดสอบการเปนสารตานมะเร็ง ทั้งการทดลองในหลอดทดลอง และใน
สัตวทดลอง เพ่ือยืนยันคุณสมบัติดังกลาว กอนนําไปใชเปนสวนประกอบในผลิตภัณฑอาหาร หรือ 
ผลิตภัณฑเสริมอาหารตอไป 
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ภาพที่ 4.1     แสดงความสัมพันธระหวาง Conc. 2-AA (μg/25μl) กับ จํานวนของเชื้อแบคทีเรีย 
Salmonella typhimurium สายพันธุ TA98 (colonies/plate) 

 

 

ภาพที่ 4.2    แสดงการกอกลายพันธุของเชื้อแบคทีเรยี Salmonella typhimurium สายพันธุ TA98 
ดวยสารสกัดยานางที่สกัดดวยน้ํา (ปริมาณฟนอลิกสูงสุดเทากับ 0.854 mgGAE/ml) 

 

 

 

4.4 กระบวนการผลิตไมโครเอนแคปซูลของสารสกัดใบยานาง 
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การผลิตผลิตภัณฑที่เปนสวนผสมในอาหารดวยวิธีไมโครเอนแคปซูลเปนวิธีที่สามารถ
ยืดอายุการเก็บรักษาของสารสําคัญและรักษาองคประกอบในผลิตภัณฑไวได นอกจากนี้ยังสามารถ
ปองกันการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของสารสําคัญ โดยมีสวนประกอบที่เปนสารเคลือบ (wall) และ
สวนที่เปนสารสําคัญ (core) นอกจากนี้ตองทําใหสารเคลือบและสารสําคัญเปนเนื้อเดียวกันมากที่สุด 
เพ่ือใหไดขนาดเม็ดไมโครเอนแคปซูลตามที่ตองการ (Gharsallaoui et al., 2007)     จากผล
การศึกษาการผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางดวยวิธีพนฝอย (spy-drying) จากตาราง
ที่ 4.4 พบวา สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสามารถเก็บรักษาในรูปแบบไมโครเอนแคปซูลได นอกจากน้ี
เม่ือปริมาณของสารสกัดจากใบยานางเพิ่มมากขึ้นพรอมกับปริมาณกัมอะราบิกลดลง สงผลให
ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีคาเพ่ิมมากขึ้นดวย   สอดคลองกับการศึกษาของ Nori และคณะ 
(2011) ที่ทําการศึกษาการผลิตไมโครเอนแคปซูลจากสารสกัด proprlis หรือ bee glue ดวยวิธีพน
ฝอย โดยใชเพคตินและ soy protein isolate เปนสารเคลือบ พบวาเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสาร
สกัดจาก proprlis มากข้ึน สงผลใหปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (สารตานอนุมูลอิสระและ
สารประกอบฟลาโวนอยด) ในไมโครเอนแคปซูลมีคาสูงมากขึ้น เนื่องจากสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ในสารสกัดตั้งตันมีปริมาณมากขึ้น 

นอกจากนี้เม่ือทําการศึกษาผลของการผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
ปริมาณความชื้น สี และขนาดของไมโครเอนแคปซูล จากตารางที่ 4.5 พบวาเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิขาเขา
ของเครื่องพนฝอยสูงขึ้นปริมาณความชื้นในผลิตภัณฑจะมีคาลดลง เนื่องจากความรอนชวยในการ
ไลความชื้นในระบบ    สวนคาสีจะเห็นวาเม่ือเพ่ิมความเขมขนของกัมอาระบิกคาความสวาง (L*) มี
คาลดลงแตคาความเปนสีเหลือง (b*) มีคาเพ่ิมมากขึ้น เกิดจากสีของของกัมอาระบิก นอกจากน้ี
ขนาดของไมโครเอนแคปซูลขึ้นอยูกับความเขมขนของกัมอาระบิกและอัตราสวนระหวาง core ตอ 
wall 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 4.4 ผลของการผลติไมโครเอนแคปซูลสารสกดัจากใบยานางตอปริมาณสารออกฤทธิ ์
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ทางชีวภาพ 

Treatment 
Total 

Carotenoids 
 (mg/g sample) 

Total 
Chlorophyll 

(mg/g sample) 

Total Phenolic 
(mg GAE/g 

sample) 

Total Antioxidant 
(mg AEAC/g 

sample) 

1 4.24±0.06d* 0.35±0.01ef 4.67±0.35j 15.10±0.90e  
2 4.46±0.06d 0.37±0.01ef 8.36±0.69i 22.48±0.74c 
3 5.28±0.10c 0.39±0.01de 16.23±0.70fg 25.40±014b 
4 8.07±0.93a 0.84±0.05a 20.71±0.89e 30.42±0.25a 
5 2.49±0.31f 0.35±0.04ef 11.31±0.69h 13.84±0.00f 
6 4.44±0.21d 0.31±0.00fg 16.72±1.39fg 20.59±0.26d 
7 5.32±0.25c 0.44±0.01cd 22.13±0.70de 20.35±0.44d 
8 6.35±0.34b 0.37±0.02ef 23.11±0.69d 26.47±0.92b 
9 3.50±0.09e 0.48±0.04c 10.57±0.35h 14.76±0.26e 
10 3.46±0.11e 0.44±0.02cd 10.93±0.82h 14.03±0.26e 
11 3.44±0.06e 0.45±0.02cd 11.10±0.48h 14.76±0.26e 
12 3.41±0.01e 0.46±0.04cd 10.70±0.20h 14.39±0.25e 
13 2.24±0.25f  0.46±0.01cd  21.14±0.69e 10.38±0.25f  
14 4.99±0.52cd  0.43±0.01cd  30.98±0.70b 15.37±0.74e  
15 3.54±0.23e 0.54±0.01b 15.24±0.69g 12.74±0.01f 
16 7.45±0.45a 0.86±0.06a 17.45±1.74f 31.88±0.26a 
17 2.11±0.09f 0.27±0.00g 26.06±0.69c 14.47±0.41e 
18 3.33±0.33e 0.36±0.01ef 36.22±0.75a 16.34±0.29e 

หมายเหตุ: *คาเฉล่ียท่ีมีอักษรกํากับตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับ  
ความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p ≤ 0.05) 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 4.5 ผลของการผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอรอยละผลผลิต ความชื้น 
สีและขนาดของไมโครเอนแคปซูล 
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Treatment Moisture (%) Color (L*) Color (b*) 
Size 

microencapsule 
(μm) 

Yield (%) 

1 6.07±0.37defgh*  88.78±0.05b 8.23±0.04h 5.80±0.84de 50.18±0.43h 
2 5.74±0.22fgh 89.10±0.03a 8.10±0.15h 5.80±1.10de 50.43±0.14g 
3 6.07±0.38defgh 86.95±0.05g 9.18±0.09d 4.40±0.55e 50.08±0.23i 
4 5.49±0.18h 87.32±0.06e 9.51±0.16c 4.60±0.89e 50.03±0.15k 
5 7.18±0.80ab 88.56±0.03c 8.24±0.05h 9.00±1.58abc 43.41±0.50n 
6 5.92±0.37efgh 88.81±0.14b 8.15±0.03h 8.00±1.87abc 41.49±0.46o 
7 7.29±0.45a  87.93±0.24d 8.83±0.14e 7.80±1.48abc 38.65±0.33q 
8 5.51±0.38h  87.40±0.15e 8.65±0.16f 5.80±0.45de 39.81±0.23p 
9 6.40±0.25bcdefg 86.78±0.17h 9.23±0.16d 9.00±1.58abc 50.68±0.48d 
10 6.37±0.43cdefg 86.41±0.01i 9.43±0.02c 9.60±2.19a 50.05±0.15j 
11 6.56±0.14abcde 87.23±0.01ef 8.52±0.03fg 9.00±1.22abc 50.48±0.36f 
12 6.86±0.38abcd 86.92±0.23fg 8.96±0.22e 8.40±1.14abc 50.74±0.15c 
13 6.66±0.72abcde 86.46±0.01i 10.25±0.02a 4.60±0.55e 52.95±0.38a 
14 6.34±0.20cdefg 85.98±0.14k 9.54±0.09c 7.60±1.52bc 34.98±0.16r 
15 6.48±0.34bcde 88.35±0.10c 7.88±0.05i 9.40±1.14ab  47.14±0.42l 
16 6.96±0.71abc 86.23±0.23j 9.79±0.09b 7.40±0.55cd  46.48±0.39m 
17 6.17±0.06cdefgh 86.89±0.25fg 8.90±0.23e 8.20±0.84abc 51.24±0.50b 
18 6.29±0.07cdefgh 87.91±0.05d 8.43±0.01g 8.20±0.84abc 50.60±0.42e 

หมายเหตุ: *คาเฉล่ียท่ีมีอักษรกํากับตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p ≤ 0.05) 

 

หลังจากนั้นนําขอมูลที่ไดมาทําการวิเคราะหทางสถิติดวยโปรแกรม Design-Expert 
6.0.10 เพ่ือหาความเขมขนของกัมอาระบิก อัตราสวนระหวาง core ตอ wall และอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง โดยจะพิจารณาปริมาณสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพ ความชื้น สี รอยละผลผลิต และขนาดของไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง จาก
การวิเคราะหไดผลดังนี้ 
 4.3.1 รอยละผลผลิต (%Yield) 
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 จากผลการศึกษารอยละผลผลิต พบวาปริมารสารสกัดใบยานาง (core material) เพ่ิมขึ้น
สงผลใหปริมาณผลผลิตเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยการเอนแคปสารสกัด
ดวยกัมอะราบิก (wall material) ที่เหมาะสมทําใหระบบมีการควบคุมและกักเก็บสารสกัดใบยานาง
ไวสงผลใหปองกันการสูญเสียสารสําคัญไวได (Mehrnoush et al., 2011; Gharallaoui et al.,2007) 
ภาพที่ 4.3 แสดงกราฟ 3 มิติ ผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
ปริมาณผลผลิต โดยความเขมขนของกัมอะราบิก อัตราสวนของ core ตอ wall material และ
อุณหภูมิขาเขาของเครื่องพนฝอย สงผลตอปริมาณผลผลิต โดยกัมอะราบิกที่ความเขมขนต่ําสงผล
ตอปริมาณผลผลิตสูง โดยอัตราสวน core ตอ wall material และอุณหภูมิขาเขาของเคร่ืองพนฝอย
อยูในชวงกวาง กระบวนการผลิตไมโครเอนแคปซูลของสารสกัดใบยานางที่เหมาะสมและสงผลใหมี
รอยละผลผลิตสูง (R2=0.93) คือ ความเขมขนของกัมอะราบิกรอยละ 10 อัตราสวนของ core ตอ 
wall material 1:4 และอุณหภูมิขาเขาของเคร่ืองพนฝอย 160 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.3 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
ปริมาณผลผลติ  

 
 
 
 
 
 
 
 4.3.2 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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 ในการศึกษาการผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง จะศึกษาโดยกําหนดความ
เขมขนสารสกัดจากใบยานางเปนรอยละ 5 (w/v) และอัตราสวนนระหวาง core:wall จะขึ้นอยูกับ
ปริมาณความเขมขนของกัมอาระบิก จากผลการศึกษาพบวาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดขึ้นอยูกับความ
เขมขนของกัมอาระบิกและอัตราสวนระหวาง core ตอ wall แสดงดังภาพที่ 4.4 (R2=0.83) ซึ่งเม่ือ
ลดเขมขนของกัมอาระบิกลง พรอมกับเพ่ิมปริมาณความเขมขนของสารสกัดจากใบยานางมากขึ้น 
สงผลใหปริมาณฟนอลิกทั้งหมดมีคาเพ่ิมขึ้นไปดวย  เน่ืองจากการเพิ่มขึ้นของปริมาณสารสกัดตั้งตน  
นอกจากน้ียังมีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกันกับปริมาณสารตานอนุมูลอิสระทั้งหมด แสดงดังภาพที่ 
4.5 สอดคลองกับการศึกษาของ Berczak และ Kolodziejczyk (2010) ไดทําการศึกษาการผลิตไมโค
รเอนแคปซูลดวยวิธีพนฝอยจากสารสกัด black currant พบวาการเพ่ิมขึ้นของสารเคลือบและ
อัตราสวนระหวาง core ตอ wall มากขึ้น สงผลใหสารตานอนุมูลอิสระ สารประกอบกลุมโพลีฟนอล 
รวมทั้งสารกลุมแอนโทไซยานิน มีคาเพ่ิมมากขึ้นดวย เชนเดียวกับการศึกษาของ Ahmed และคณะ 
(2010) และ Jabri-Karoui และคณะ (2012) ที่พบวาปริมาณสารตานอนุมูลอิสระมีความสัมพันธ
โดยตรงกับปริมาณฟนอลิกทั้งหมด โดยปริมาณฟนอลิกทั้งหมดเพิ่มขึ้นสงผลใหการตานอนุมูลอิสระ
เพ่ิมขึ้น  
   นอกจากสารตานอนุมูลอิสระแลวในสารสกัดจากใบยานางยังพบวามีองคประกอบของ
รงควัตถุคือ แคโรทีนอยดและคลอโรฟลล จากการศึกษาพบวาปริมาณคลอโรฟลลทั้งหมดและ
ปริมาณแคโรทีนอยดทั้งหมดขึ้นอยูกับความเขมขนของกัมอาระบิกและอัตราสวนระหวาง core ตอ 
wall แสดงดังภาพที่ 4.6 และ 4.7 ตามลําดับ ซึ่งเม่ือลดความเขมขนของกัมอาระบิกลง พรอมกับ
เพ่ิมปริมาณความเขมขนของสารสกัดจากใบยานางมากขึ้น สงผลทําใหปริมาณแคโรทีนอยดทั้งหมด
และปริมาณคลอโรฟลลทั้งหมดมีคาเพ่ิมมากขึ้นดวย สอดคลองกับการศึกษาของ Ersus และ 
Yurdagel (2007) ไดทําการศึกษาการผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจาก black carrot โดยวิธีพน
ฝอย พบวาเม่ือเพ่ิมอัตราสวนระหวาง core ตอ wall และความเขมขนของสารเคลือบ (Maltodextrin) 
สงผลทําใหแอนโทไซยานินซ่ึงเปนรงควัตถุชนิดหนึ่งมีคาเพ่ิมมากขึ้นดวย ดังน้ันกระบวนการผลิตไม
โครเอนแคปซูลของสารสกัดใบยานางที่เหมาะสมและสงผลใหมีปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสูง
คือ ความเขมขนของกัมอะราบิกรอยละ 10 อัตราสวนของ core ตอ wall material 1:4 และอุณหภูมิ
ขาเขาของเคร่ืองพนฝอย 160 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.4 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
ปริมาณฟนอลิกทั้งหมด  
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ภาพที่ 4.5 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
ปริมาณสารตานอนุมูลอิสระทั้งหมด  
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ภาพที่ 4.6 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
ปริมาณคลอโรฟลลทั้งหมด  
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ภาพที่ 4.7 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
ปริมาณแคโรทีนอยดทั้งหมด  
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4.3.3 ความชื้น สี และขนาดของไมโครเอนแคปซูล 

 จากภาพที่ 4.8 และตารางที่ 4.5 แสดงผลของอัตราสวนระหวาง core ตอ wall ความ
เขมขนของกัมอาระบิก และอุณหภูมิขาเขาของเครื่องพนฝอย ตอความชื้นของไมโครเอนแคปซูลสาร
สกัดจากใบยานางซึ่งลักษณะของไมโครเอนแคปซูลที่ตองการคือมีความชื้นต่ํา เพ่ือยืดอายุการเก็บ
รักษาของไมโครเอนแคปซูล (Gharsallaoui et al., 2007) ซึ่งจะเห็นวาอัตราสวนระหวาง core ตอ 
wall และความเขมขนของกัมอาระบิกไมมีผลตอความชื้นของไมโครเอนแคปซูล แตเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิ
ขาเขาของเครื่องพนฝอยมากขึ้นสงผลทําใหความชื้นของไมโครเอนแคปซูลลดลง เน่ืองจากความ
รอนที่เพ่ิมขึ้นสามารถไลความชื้นในระบบไดมากขึ้นดวย โดยอุณหภูมิขาเขาของเครื่องพนฝอยที่
เหมาะสมคือ 160 องศาเซลเซียส สงผลใหไมโครแคปซูลสารสกัดใบยางนางคงตัว ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Berczak และ Kolodziejczyk (2010) เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิขาเขามากขึ้นจาก 150 องศา
เซลเซียส เปน 205 องศาเซลเซียส ความชื้นของไมโครเอนแคปซูลมีคาลดลง  

นอกจากน้ีจากภาพที่ 4.9, 4.10 และตารางที่ 4.5 แสดงผลของอัตราสวนระหวาง core 
ตอ wall ความเขมขนของกัมอาระบิก และอุณหภูมิขาเขาของเครื่องพนฝอย ตอคาความสวาง (L*) 
และคาสีเหลือง (b*) ของไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง ซึ่งทั้งสามปจจัยมีผลตอคาสีของ
ไมโครเอนแคปซูล คือเม่ือเพ่ิมอัตราสวนระหวาง core ตอ wall และอุณหภูมิขาเขามากขึ้น สงผลทํา
ใหคาความสวางเพ่ิมมากขึ้นเชนกัน สวนเม่ือเพ่ิมปริมาณความเขมขนของกัมอาระบิก จะสงผลใหคา
สีเหลืองของ ไมโครเอนแคปซูลเพ่ิมมากขึ้นเนื่องจากสีของกันอาระบิก  

   

6.17  

6.28  

6.38  

6.49  

6.59  

  M
oi

st
ur

e 
 

  5.00

  10.0

  15.0

  20.0

  25.0

130.  

140.  

150.  

160.  

170.  

  A: Gum Arabic  
  C: Intel Temp  

  

6.05  

6.21  

6.36  

6.52  

6.67  

  M
oi

st
ur

e 
 

  0.140

  0.188

  0.235

  0.283

  0.330

130.  

140.  

150.  

160.  

170.  

  B: Core:Wall  
  C: Intel Temp  

 
 

ภาพที่ 4.8 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
ปริมาณความชื้น  
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ภาพที่ 4.9 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
คาความสวาง (L*)  
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ภาพที่ 4.10 กราฟ 3 มิติ แสดงผลของกระบวนการไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางตอ
คาความสีเหลอืง (b*)  
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นอกจากน้ันไดมีการศึกษาโครงสรางภายนอกของไมโครเอนแคปซูลดวยวิธี Scanning 
Electron Microscopy (SEM) ดังภาพที่ 4.11 และตารางที่ 4.5 โดยจะเห็นวาปจจัยที่มีผลอยางมาก
ตอโครงสรางและขนาดของไมโครเอนแคปซูลคือ เขมขนของกัมอาระบิก   ลักษณะโครงสราง
ภายนอกของไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางมีลักษณะเปนทรงกลม โดยกัมอะราบิกซึ่งทํา
หนาที่เปน wall จะหอหุมสารสกัดใบยานาง (core) เพ่ือปองกันการสูญเสียของสารสําคัญในสารสกัด
ไว (Gharsallaoui et al., 2007)จะเห็นวาการใชความเขมขนของกัมอาระบิกมากหรือนอยเกินไป
สงผลทําใหลักษณะไมโครเอนแคปซูลเสียหายมาก แตการใชอัตราสวนระหวาง core ตอ wall สูงสง
ผลดีตอโครงสรางไมโครเอนแคปซูล นอกจากนี้การใชอุณหภูมิขาเขามากหรือนอยเกินไปยังสง
ผลเสียตอโครงสรางของไมโครเอนแคปซูลอีกดวย โดยที่ความเขมขนของกัมอะราบิกที่ระดับต่ํารอย
ละ 10 อัตราสวน core:wall สูง 1:4 และอุณหภูมิขาเขาเคร่ืองพนฝอยสูง 160 องศาเซลเซียส จะ
สงผลใหลักษณะของไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางจะมีผิวเรียบ แตอาจมีรอยยนจาก
กระบวนการทําแหงบางเล็กนอย (Saénz, 2009) ซึ่งใกลเคียงกับการศึกษาของ Shaikh และคณะ 
(2006) ซึ่งทําการเปรียบเทียบโครงสรางภายนอกของไมโครเอนแอปซูลที่ผลิตดวยกัมอาระบิกและ 
modified starch ซึ่งจะเห็นวาการใชกัมอาระบิกมีผิวหนาที่เรียบมากกวา  

 
  4.3.4 กระบวนการผลิตไมโครแคปซลูสารสกัดใบยานางที่เหมาะสม 

 จากการพิจารณารอยละผลผลิต ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ความชื้น สี และ
โครงสรางภายนอกของไมโครเอนแคปซูลสารสกัดใบยานาง พบวาสภาวะการผลิตไมโครเอน
แคปซูลสารสกัดจากใบยานางที่เหมาะสมคือ ความเขมขนของกัมอาระบิกรอยละ 10 อัตราสวน
ระหวาง core ตอ wall ที่ 1:4 และอุณหภูมิขาเขาของเคร่ืองพนฝอยที่ 160 องศาเซลเซียส สงผลให
ไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางมีรอยละผลผลิตสูง ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสูง 
ความชื้นต่ํา และมีลักษณะโครงสรางที่สามารถกักเก็บสารสําคัญไวได 
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(a)                                                                   (b)                                                              

 

                              (c)                                                                      (d) 

 
ภาพที่ 4.11     ลักษณะโครงสรางภายนอกของไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง  
         (a) ความเขมขนของกัมอาระบิกรอยละ 5  
         (b) ความเขมขนของกัมอาระบิกรอยละ 10 
         (c) ความเขมขนของกัมอาระบิกรอยละ 20  
         (d) ความเขมขนของกัมอาระบิกรอยละ 25 
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บทที่ 5 
บทสรุป 

 
   จากการศึกษาฤทธิท์างชีวภาพของสารสกัดใบยานาง  ในดานการเปนสารตานอนุมูล
อิสระและการเปนสารตานการเพ่ิมจํานวนของเซลล โดยเตรียมสารสกัดดวยตวัทาํละลายชนิดตางๆ 
ไดแก น้ํา เอทานอล และอะซีโตน จากการศึกษาพบวาปริมาณของฟนอลิกทั้งหมดของสารสกัดดวย
น้ํามีปริมาณของฟนอลิกทั้งหมดสูงสุด (97.899 mg GAE/g) เม่ือศึกษาสมบัติการเปนสารตานอนุมูล
อิสระ ดวยวธิี DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay พบวา สารสกัดดวยน้ํามี
ความสามารถในการตานอนมูุลอิสระดีที่สดุที่ คา IC50 0.197 mg/g, 0.077 mg/g และ 0.054 mmol 
Fe2+/g ตามลําดับ รวมทั้งสารสกัดดวยน้ํามีปริมาณวิตามินสูง สวนปริมาณคลอโรฟลลและแคที
นอยดทั้งหมด พบวาสารสกัดดวยน้ํามีปริมาณต่ําสุด 

สําหรับการศกึษาความเปนพิษตอเซลลของสารสกัดใบยานางใน Caco-2 cell lines โดย
วิธ ีMTT assay พบวา คา IC50 ของสารสกัดทุกชนิดมีคามากกวา 100 μg/ml และตวัอยางควบคุม
คือ 0.1 % DMSO ไมทําใหเกิดพิษตอเซลลเม่ือเปรียบเทยีบกบัเซลลที่มีเฉพาะอาหารเลี้ยงเซลล
เทาน้ัน ดังนั้นจึงถือวา สารสกัดใบยานางจัดอยูในกลุมของสารที่มีความพิษต่ําตอ Caco-2 cell lines 
รวมทั้งสารสกัดยานางดวยน้ําไมมีฤทธิ์เปนสารกอกลายพันธุ   จากการทดสอบสมบัติทางชวีภาพใน
การเปนสารตานการกอกลายพันธุ (Antimutagenicity) โดยวิธี Salmonella test (Ames test) 

ดังนั้นการสกัดดวยนํ้าจึงจัดเปนสารสกัดที่เหมาะสมในการนําไปศกีษากระบวนการผลิต
เอนแคปซูลตอไป  เน่ืองจากมีปริมาณของฟนอลิกทั้งหมดมากกวาสารสกัดอ่ืนๆ และความสามารถ
ในการตานออกซิเดชันมากขึ้นดวยเชนกนั นอกจากนี้สารสกัดใบยานางจัดอยูในกลุมของสารที่มี
ความพิษต่ําตอ Caco-2 cell lines เหมาะสําหรับการประยุกตใชในผลติภัณฑอาหารเพื่อสุขภาพ 

สภาวะการผลิตไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางที่เหมาะสมคือ ความเขมขน
ของกัมอาระบิกรอยละ 10 อัตราสวนระหวาง core ตอ wall ที่ 1:4 และอุณหภูมิขาเขาของเคร่ืองพน
ฝอยที่ 160 องศาเซลเซียส สงผลใหไมโครเอนแคปซูลสารสกัดจากใบยานางมีรอยละผลผลิตสูง 
ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสูง ความชื้นต่ํา และมีลักษณะโครงสรางที่สามารถกักเก็บสารสาํคญั
ไวได  
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ภาคผนวก ก 
กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห 
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1. กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห Total Phenolics 

1.1 กราฟมาตรฐานของ  Gallic acid 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

2. กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห Antioxidant  ดวย  DPPH Assay 

2.1 กราฟมาตรฐานของ  BHT 
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2.2 กราฟมาตรฐานของ  Ascorbic acid 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห Antioxidant  ดวย  ABTS Assay 

3.1 กราฟมาตรฐานของ  Ascorbic acid 
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3.2 กราฟมาตรฐานของ  BHT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห Antioxidant  ดวย  FRAP Assay 

4.1 กราฟมาตรฐานของ  Ferrous sulphate 
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5. กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห Phenolic profile ดวย HPLC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1= gallic acid,    2= protocatechuic acid,   
3=- hydroxybenzoic acid,  4= chlorogenic acid,   
5= vanillic acid,   6= syringic acid,  
7= -coumaric acid,   8= ferulic acid  
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ภาคผนวก ข 
สมการ Regression กระบวนการไมโครแคปซูลสารสกัดจากใบยานาง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Yield  (R-Squared 0.9327) 

Yild =+20.09413 +2.34943 * GA +179.16555 * C:W +0.032663 * Temp -0.071987 * GA2  
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        -631.97368 * C:W2 -6.09167x10-4 * Temp2 -3.57831* GA * C:W  
        -2.40000x10-3 * GA * Temp +0.83735 * C:W * Temp 
 
Total phenolic (R-Squared 0.8323) 
Total Phenolic = +1051.78588 +0.63854 * GA -517.05037 * C:W -13.62540 * Temp  

                     +0.040567 * GA2 +1999.08066 * C:W2 +0.047129 * Temp2  
                       -4.03614 * GA * C:W -4.45000x10-3* GA * Temp -1.09639 * C:W * Temp 
 
Antioxidant (R-Squared 0.7134) 
Antioxidant = +124.63765 +0.56940 * GA -271.71342 * C:W -1.45104 * Temp  

                 -1.26667x10-3 * GA2 +1351.18788 * C:W2 +6.00833x10-3 * Temp2  
                  -3.52410 * GA * C:W +1.17500x10-3 * GA * Temp -0.90060 * C:W * Temp 
 
Total Chlorophyll (R-Squared 0.8783) 
Total Chlorophyll = -7.95225 +0.26387 * GA -26.70293 * C:W +0.11725 * Temp  

                          -2.63333x10-4 * GA2 +33.19301 *C:W2 -3.90833x10-4 * Temp2  
                        -0.21687 * GA * C:W -1.45000x10-3 * GA * Temp  
  +0.12048 * C:W *  Temp 
 
Total Carotenoids (R-Squared 0.7002) 
Total Caroteniods = -0.52021 -0.12403 * GA -193.42651 * C:W +0.24744 * Temp 

                         +4.98667x10-3 * GA2 +345.28475 * C:W2 -9.90833x10-4 * Temp2 
                         +0.054217 * GA * C:W -7.50000x10-5 * GA * Temp  
  +0.49699*C:W * Temp 
 
Moisture content (R-Squared 0.7368) 
Moisture = -46.97619 +0.25585 * GA +27.46585 * C:W +0.65860 * Temp  

  -1.19667x10-3 * GA2 +14.56428 * C:W2 -2.22417x10-3 * Temp2  
  -1.57229 * GA * C:W +3.25000x10-4 * GA * Temp -0.033133 * C:W * Temp 
 
Size of microencapsulation (R-Squared 0.7677) 
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Size = -95.64749 +2.48448 * GA +87.63391 * C:W +1.03774 * Temp -0.032800 * GA2 

        -142.25577 * C:W2 -2.95000x10-3 * Temp2 -0.48193 * GA * C:W 
        -8.00000x10-3 * GA * Temp -0.24096 * C:W * Temp 
 
หมายเหตุ: 

GA = gum arabic 
C:W = core : wall material 
Temp = Inlet temperature (C) 
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Highlights 

 Yanang (Tiliacora triandra) is a well-known herb, growing mostly in northeastern 

Thailand.   Extracts from Yanang leaves contain high amounts of polyphenol 

constituents possessing antioxidant activity. Spray drying process gives high yield 

encapsulation efficiency and stabilizes bioactive compounds. 
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Abstract 

 

Yanang (Tiliacora triandra) is known as vegetable and herbal in the northeast of 

Thailand and Lao People’s Democratic Republic. This work investigated bioactive 

compounds of Yanang extracts which were prepared by infusion with water, ethanol and 

acetone. The study of bioactivity of Yanang extracts found that the extraction with water 

is appropriate application. Furthermore, this paper reports a designed of experimental for 

optimizing Yanang encapsulation using three independent variables: the ratio of core 

material (Yanang) to wall material (gum arabic), gum arabic concentration and inlet 

temperature of spray drying on bioactive compounds stability. The stability of bioactive 

compounds was evaluated by phenolic compounds, total antioxidant, carotenoids and 

chlorophyll. The study demonstrated that gum arabic, as coating agents, protected 

bioactive compounds of Yanang. Optimized condition for the encapsulation was at the 

ratio of core to wall 1:4 in gum arabic concentration 10%(w/v) and inlet temperature at 

160C. The results show that the bioactive compounds were mainly affected by the ratio 

of core to wall material. Besides, moisture content and particle size of encapsulation 

depend on inlet temperature of spray drying and gum arabic concentration, respectively. 

This optimization reveals that encapsulation process did not lose the bioactive 

compounds. In conclusion, this study demonstrates the potential of using spray drying 

process and optimization for encapsulation of herbal products. 

 

Keywords: Yanang, Tiliacora triandra, Encapsulation, Spray drying,  

                    Bioactive compounds 
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1. Introduction 

 Yanang, Tiliacora triandra (Colebr.) Diels, is in the family of Menispermaceae. It 

is a species of flowering plant native to mainland Southeast Asia, and is widespread in 

northeast Thailand. Yanang is common in deciduous and dry evergreen forests 

(Smitinand and Larson, 1991).  It is a climbing plant with deep green leaves and 

yellowish flowers. It is used particularly in the cuisines of northeast Thailand and Lao 

PDR, especially in bamboo shoot soup.  The extract from Yanang root is used as herbal 

medicine for treatment of fever and malaria, and is also an antipyretic (Wiriyachita and 

Phuriyakorn, 1981). A number of alkaloids, especially bisbenzylisoquinoline alkaloids 

have been identified in Yanang, which include tiliacorinine, tiliacorine and 

nortiliacorinine (Mahidol, et al., 1994; Wiriyachita and Phuriyakorn, 1981). 

 Since consumers are more aware of the relationships between diet and health, the 

demand for functional foods, or foods that promote health beyond providing basic 

nutrition, is increasing constantly. Increased vegetable consumption has been associated 

with the prevention of the risk of human diseases, intensifying interest in plant food 

phytochemicals as potential physiologically active agents.  Considering the growing use 

of vegetables or herbs in medicinal applications, it is perhaps the potential role of these 

active agents in the prevention of human diseases that has drawn more attention to them. 

The world Bank has projected the global market for herbal products to grow from USD 

200 billion in 2008 to USD 5 trillion in 2050 (Chan, et al., 2010). A key factor for the 

rapid growth of the market is the consumer’s growing knowledge and confidence in 

natural products or medicines. In addition, bioactive compounds of herbal plants such as 

antioxidant, phenolic compounds, carotenoids and chlorophyll have been shown to have 

multiple functional and remedial properties (Bae and Suh, 2007). However, the stability 

of bioactive compounds was unstable, depending on pH, light, oxygen, temperature and 

enzymatic activities (Saénz, et al., 2009). It is possible that the stabilization of bioactive 

compounds could be improved using encapsulation technologies. 

Encapsulation is a process in which thin films, generally of polymeric materials 

applied to little solid particles, liquid or gases droplets. This method is used to trap 

bioactive compounds and release them under controlled conditions. Several materials 

have been encapsulated in the food industry such as amino acids, vitamins, minerals, 

antioxidants, colorants, enzymes and sweeteners (Deladino, et al., 2008).  In addition, 

encapsulation may promote better product stability by isolating bioactive compound from 
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the detrimental effects of oxygen or moisture (Chan et al., 2010). Spray drying 

encapsulation has been used in the food industry to provide active ingredient with 

removal water and to convert liquids to powders. By decreasing water content and water 

activity, spray-drying is generally used in food industry to ensure a microbiological 

stability of products, avoid the risk of chemical and/or biological degradation, reduce the 

storage and transport costs, and finally obtain a product with specific properties like 

instantaneous solubility for example (Gouin, 2004; Gharsallaoui, et al., 2007). However, 

there is no information available in the literature on any encapsulation of Yanang extract. 

Therefore, the aim of this research was to investigate bioactive compounds and to 

optimize the encapsulation process of Yanang leaves extract and to characterize its 

bioactive compounds stability. 

 

2. Materials and methods 

2.1 Materials 

 Yanang leaves, procured from a local market in the northeast of Thailand (Ubon 

Ratchathani Province) were cleaned with water to remove dust and infected leaves were 

separated. The prepared leaves were then dried at 60°C for 3 h. The dried leaves were 

ground leaves and stored at room temperature in a vacuum-packed container before use 

(Singthong, et al., 2009).  

2.2 Preparation of Yanang leaves extracts 

 Approximately 100 mg Yanang leaves powder was extracted with three 12 mL 

portion of boiling water, ethanol, or acetone in a shaking water bath at 25C for 15 min. 

Samples were centrifuged at 3000 x g for 3 min after which solvent layers were collected 

and filtered by vacuum. Filtrates were combined and final volume was adjusted 

volumetrically (with representative extraction solvent) to 50 ml. Aliquots of 2 ml were 

dried under vacuum and stored frozen at -20C until use (Oonsivilai, et al., 2007). 

2.3 Encapsulation optimization 

 The experimental design of encapsulation was carried out under various 

conditions, according to a central composite design (CCD). The effect of three 

independent variables; gum arabic concentration, X1 (10-20%w/v), the ratio of core 

material (5% (w/v) Yanang leaves extract) to wall material (gum arabic), X2 (1:6-1:4) and 

Inlet temperature of spray  drying, X3 (140-160C) was determined, using the detailed 
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experimental design shown in Table 1. The independent variables were coded to three 

levels of -1, 0 and +1. The optimization condition for encapsulation Yanang leaves 

extract was determined using response surface methodology. All experimental data were 

statistically analysed with Design-Expert® software (Version 6.0.10, Stat-Ease, Inc., 

Minneapolis, MN). 

 Encapsulation was prepared as follows: dried Yanang leaves were mixed with water 

and gum arabic with constant stirring and heated to 60C for 1 h. The mixture was filtered 

through a vacuum filter. The supernatant was fed to spray-dryer (EYELA spray-dryer 

SD-100, Japan). The spray-dryer was operated at inlet temperature ranging from 140-

160C and outlet temperature was ~90C. The blower, flow, rate and atomization 

pressure was 9.9m2/min, 1.9ml/h and 9.0x10KPa, respectively. The powders obtain were 

stored in vacuum container at room temperature for further analysis 

2.4 Analytical methods 

2.4.1 Total phenolic content (TPC) 

 Total soluble phenolic constituents of the Yanang extracts and encapsultion using 

the Folin-Ciocalteu reagent with gallic acid as standard. Twenty µl of solution sample 

was added into a 1.5 ml cuvette, to which 1.58 ml of water and 100 µl  Folin-Ciocalteu 

reagent was added. The sample was throoughly mixed and incubated for 5 min at room 

temperature. Following incubation 300 µl of the Na2CO3 (2% w/v) solution was added 

and the mixture was allowed to stand at room temperature for 2 h. Absorbance was 

measured at 765 nm. Results were expressed as gallic acid equivalents (GAE) (Oonsivilai 

et al., 2007). 

2.4.2 The DPPH method 

Antioxidant activity was evaluated in accordance with the DPPH method. Free 

radical scavenging activity was determined using the stable 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

(DPPH) radical according to the procedure described by Brand-Williams, et al. (1995) 

with slightly modification. Briefly, 50 µl 0f samples and/or standard were added to 1.9 µl 

DPPH methanolic solution. The reaction mixture was covered and left in the dark at room 

temperature. After 15 min, the absorption was measured at 515 nm. Ascorbic acid and 

BHT were used as standard control.  

IC50 value is the concentration of sample required to scavenge 50% DPPH free 

radical and  was calculated from a calibration curve by a linear regression. 
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2.4.3 The FRAP method 

This method was proposed by Bae and Suh (2007) which involves the presence of 

antioxidants in extract to reduce the ferricyanide complex to the ferrous form. The FRAP 

solution (1.5 ml) was added to 50 µl of samples and/or standard. The reaction mixture 

was covered and left in the dark at room temperature for 4 min. The absorption was 

measured at 593 nm. Trolox and BHT were used as standard control. IC50 value was 

estimated and calculated. 

2.4.4 The ABTS method 

The antioxidant activity was evaluated using ABTS+ method (Bae and Suh, 2007).  

Fifty µl of and/or standard were added to 950 µl ABTS+ solution. The reaction mixture 

was covered and left in the dark at room temperature. After 6 min, the absorption was 

measured at 734 nm. Trolox and BHT were used as standard control. IC50 value was 

estimated and calculated. 

2.4.5 Total carotenoids 

 Total carotenoids was carried out using the method of Wongsa, et al. (2010) with 

slightly modification. Sample solution 10 ml was extracted with 10 ml of acetone:ethanol 

(1:1 v/v). It was centrifuged at 1500 × g for 15 min at 4 - 5°C. The supernatant final 

volume was adjusted to 100 ml. The absorbance was measured at 450 nm and calculated.  

2.4.6 Total chlorophyll 

 Total chlorophyll was carried out using the method of Ramesh and Devasenapathy 

(2006) with slightly modification. Ten ml of sample solution was extracted with acetone 

10 ml. The supernatant final volume was adjusted to 50 ml. The absorbance was 

measured at 652 nm and calculated.  

2.4.7 Moisture content 

 Moisture determination was performed  according to AOAC method (1995). 

2.4.8 Color measurment 

 The color of the encapsule powder was determined using a Hunter Lab (Color 

Flex Model 45/0, USA).  

2.4.9 Scanning electron microscopy (SEM) 

 The outer structures of the encapsules obtained by optimal conditions were 

studied by SEM. The samples were coated with gold using a sputter coater, model SPI-

MODULETM Sputter Coat, and examined by a JEOL, JSM-5410LV scanning microscope. 
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2.5 Statistical analysis  

All measurements were carried out in at least three replicate experiments, and the 

results are reported as the means with standard derivation. Means of each parameter were 

analyzed by analysis of variance (ANOVA). Differences between treatments at the 5% 

(p≤0.05) level were considered significant. 

 RSM was focused on determining the regression coefficients and statistical 

significance of model terms. RSM helps in fitting the regression models to the 

experimental data to achieve an overall optimal region for all response variables studied. 

The generalized response surface model is given below: 

 Y = β0 + βiXi + βiiXi
2 + βijXij 

Where, Y is the response, which is calculated by the model; β0 is a constant; βi, βii and βij 

are linear, squared and interaction coefficients, respectively. According to Myer (1995), 

R2 should be at least 0.80 for a good fit of a model. Larger values of absolute t-value and 

smaller values of p-value show that the variables would be more significant (p≤0.05). The 

terms found to be statistically non-significant (p>0.05) were removed and the 

experimental data was refitted to only the significant (p≤0.05) factors to obtain the final 

reduced model. The experimental design, data analysis and optimization procedure were 

carried out using the Design-Expert® software (Version 6.0.10, Stat-Ease, Inc., 

Minneapolis, MN). 

 

3. Results and discussion 

3.1 Bioactive compounds of Yanang extracts 

 Water, ethanol and acetone extracts of Yanang were examined to determine the 

best extraction solvent to be used in this study. Among the three solvents, the water 

extract yielded the highest TPC (97.899 mg GAE/g). The TPC values of the ethanol and 

acetone extracts were lower, being 26.703 and 16.456 mg GAE/g, respectively (Table 2). 

Water is the most suitable solvent in the extraction in polyphenolic compounds from this 

plant. These results seem similarly to a study made by Cai, et al. (2004), whereby water 

extraction of a powder sample of P. oleracea at 80C for 20 min yielded the highest total 

phenol content. The reason could be due to the hydrolysis of the glycosidic and ester 

bonds of the condensed phenolic compounds at near boiling temperature (Oboh, 2005). 

Phenolic phytochemicals are thought to promote optimum health partly via their 
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antioxidant and free scavenging effects which protecting cellular components against free 

radical induced damage (Dapkevicius, et al., 2002; Jabri-Karoui, et al., 2012).  

The antioxidant activity may be due to different mechanisms, such as prevention of 

chain initiation, decomposition of peroxides and prevention of continued hydrogen 

abstraction, free radical scavenging, reducing capacity and binding of transition-metal ion 

catalysts (Mao, et al., 2006; Jabri-Karoui et al., 2012). Thus, for improving antioxidant 

effectiveness, several analytical methods are used. The results of antioxidant activity 

determined by three complementary test system via DPPH, ABTS and FRAP assay are 

shown in Table 2. DPPH is a free radical and accepts an electron or hydrogen radical to 

become a stable diamagnetic molecule (Brand-Williams et al., 1995). The reduction 

capability of DPPH radical was determined by the decrease in absorbance by reduced 

DPPH to by plant antioxidants (Ksouri, et al., 2009). Free radical scavenging property of 

water extract was characterized by a higher free radical scavenging property (IC50 of 

0.197 mg/ml) with comparison to that of ethanol and acetone extracts (IC50= 0.333 and 

0.419 mg/ml, respectively). This antiradical activity could be due to the phenolic 

compounds. The water extract of Yanang displayed the most favorable activity against 

DPPH and was significantly more active than the reference compound, ascorbic acid and 

BHT (IC50= 0.36 and 0.34 mg/ml, respectively).  

The reducing power (FRAP assay) serves as a significant indicator of its antioxidant 

activity. The reducing power of Yanang extracts ranged from 0.014 to 0.054 mmol Fe2+/g. 

The reduction of the Fe3+/ferricyanide complex to the ferrous form (Fe2+) due to 

antioxidants was monitored (Joshi, et al., 2010). The water extract showed the highest 

reducing power, which also indicated their potential as electron donors to scavenge free 

radicals. However, Yanang extracts showed weak antioxidant activity as compared to 

standards (ascorbic acid and BHT). Free radical scavenging activity for ABTS radical 

expressed as IC50 ranged from 0.077 to 0.312 mg/ml. The water extract was observed as 

the most powerful ABTS radical scavenger as compared to the other extracts as 

evidenced by low IC50 (0.077 mg/ml) followed by ethanol and acetone extracts with IC50 

values of 0.191 and 0.312 mg/ml, respectively. ABTS radical scavenging activity for 

Yanang extracts were comparable with ascorbic acid and BHT (IC50= 0.041 and 0.090 

mg/ml, respectively). The water extract is the most suitable activity against antioxidant 

activity. Yanang extracts with high phenolic content had the most promising antioxidant 
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activity. The higher TPC value corresponded with higher FRAP values and lower IC50 of 

DPPH and ABTS values. 

 

3.2 Yanang encapsulation 

3.2.1 Yield 

 The main effects of gum arabic concentration and the quadratic effects of gum 

arabic and core to wall material ratio, significantly (p<0.05) affected the yield value of 

Yanang encapsulated using spray dryer. Thus, an increase of the core material lead to 

increased yield. In the present study, encapsulation of Yanang in gum arabic provided an 

example of a swelling-controlled system for the controlled release of bioactive 

compounds (Mehrnoush, et al., 2011). When the core material increased in the optimum 

wall material (gum arabic) concentration, the core material that is protected against 

oxidation by a wall material (Gharallaoui et al., 2007). Fig. 1 shows how significant 

(p<0.05) interaction effects of independent variables influenced the yield of Yanang 

encapsulation. The quadratic effects of independent variables could be explained by the 

curvature in three-dimensional response surface plots. The interaction between gum 

arabic concentration, the ratio of core to wall material and inlet temperature gave rise to a 

higher yield at low gum arabic concentration and a wide range of the ratio and inlet 

temperature. The individual optimum region led to a maximum yield value (R2=0.93) that 

was predicted to be achieved in the spray drying system by a combined level of 10% gum 

arabic, the ratio of core to wall material 1:4 and inlet temperature of spray dryer 160C. 

3.2.2 Bioactive compounds  

 Bioactive compounds in many plants and fruits were the important such as 

phenolic compounds, chlorophyll, etc. The ratio of core material  to wall material, gum 

arabic concentrate and inlet temperature were have effected to bioactive compounds in 

Yanang  encapsulation as shown in Fig. 2-5.  

 The result (Table 3) indicated that the main effect of the ratio of core to wall 

material, the quadratic effects of the ratio of core to wall material and inlet temperature of 

spray dryer, significantly (p<0.05) affected the total phenolic compounds of Yanang 

encapsulation using spray drying. Fig. 2 showed the response surface plots illustrating the 

effects of the ratio of core to wall material, gum arabic concentration and inlet 

temperature of spray dryer on total phenolic compounds. All high the ratio of core to wall 

material gave a rise to the high total phenolic compounds. The individual optimum region 
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led to a high total phenolic value (R2=0.83) that was predicted to be achieved in the spray 

drying system by a combined level of 10% gum arabic, the ratio of core to wall material 

1:4 and inlet temperature of spray dryer 160C. Total antioxidant value showed the result 

similar as total phenolic compounds as shown in Fig. 3. Increasing the ratio of core to 

wall material effected in increased bioactive compounds of encapsulation system. Spray 

drying of Yanang encapsulation showed that the main effects of the ratio of core to wall 

material indicated the significant (p<0.05) effect on the total antioxidant of Yanang 

encapsulation. Total phenolic increased with increase in the ratio of core to wall material. 

The increased total phenolic content might be due to interference of core material 

(Yanang extract) with the phenolic compounds during analysis. It is well known that the 

amounts of phenolic contents may affect the antioxidant activity of food (Ahmed, et al., 

2010). Similar results were report by Ahmed et al. (2010), and Jabri-Karoui et al. (2012) 

that the total antioxidant activity was highly correlated with total phenolic content.  

 The results (Table 3) indicated that the main effect of the ratio of core to wall 

material, in addition the quadratic effects of the ratio of core to wall material and the 

interaction effects of gum arabic concentration and inlet temperature of spray dryer 

significantly (p<0.05) influenced the chlorophyll content of Yanang encapsulation using 

spray drying (Fig.4). The highest total chlorophyll value (R2=0.88) was predicted to be a 

combined level of 10% gum arabic concentration, the ratio of core to wall material 1:4 

and 160C inlet temperature of spray dryer. Fig. 5 displayed response surface plots of the 

effects of gum arabic concentration, the ratio of core to wall material and inlet 

temperature of spray dryer on total carotenoids, the maximum total carotenoids content 

was at high the ratio of core to wall material and a wide range of gum arabic 

concentration and inlet temperature. In addition, total chlorophyll value showed the result 

similar as total carotenoids (Fig. 4). 

3.2.3 Moisture content 

 Air inlet temperature is directly proportional to the microcapsule drying rate and 

the final water content (Gharsallaoui et al., 2007). Spray drying of Yanang encapsulation 

showed that the main effects of inlet temperature and the quadratic effects of inlet 

temperature indicated the significant (p<0.05) effects on moisture content of Yanang 

encapsulation (Table 4).  The optimum inlet temperature is 160C which can safely be 

used without damaging the product. 
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3.2.4 Color values  

The Hunter color parameter of Yanang encapsulation with different encapsulation 

conditions (Table 4). There were no significant difference in L* and b* values. However, 

L* value decreased with increase the ratio of core to wall material. On the other hand, b* 

value increased with increase the ratio of core to wall material. The changes of color 

values were attributed to concentration of Yanang extract. 

3.2.5 Microstructure 

 Under an electron microscope, the Yanang encapsulation using spray dryer was 

observed (Fig. 6). The results (Table 4) indicated that main effect of gum arabic and the 

quadratic effects of gum arabic showed the significant (p<0.05) effects on size of Yanang 

encapsulation. The external morphology of particles showed a spherical shape and 

various sizes with no apparent cracks of fissures, which is an advantage, since it implies 

that capsules have lower permeability to gases, increasing protection and retention of the 

active material. Moreover, the variety in size is a typical characteristic of particles 

produced by spray drying (Gharsallaoui et al., 2007). The mixer of different 

encapsulation conditions influenced on microparticles morphology. This is more evident 

when comparing the images from the combination of low gum arabic, high ratio of core 

to wall material and high inlet temperature with the others, since this condition resulted in 

microspheres with smoother surface and fewer teeth or roughness. The formation of the 

dented surfaces of the spray-dried particles was attributed to the shrinkage of the particles 

during the drying process (Saénz, et al., 2009). 

3.2.6 Optimized encapsulation 

 The statistical analysis indicated that the proposed model was adequate, 

processing  insignificant lack of fit and with statistically R2 values for yield and bioactive 

compounds of 0.9 and 0.8, respectively. The optimized condition of Yanang 

encapsulation was 10%, 1:4 and 160C for gum arabic concentration, the ratio of core to 

wall material and inlet temperature of spray drying, respectively. 

 

4. Conclusion 

 In conclusion, it is found that Yanang extract with water was the main phenolic 

compound and high antioxidant activities. Antioxidant activity of Yanang was high 

enough for the plant to be a new and natural source of antioxidant substances for use as 

natural additives in food. Optimized Yanang encapsulation was identified as 1:4 ratio of 
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core material to wall material, 10% gum arabic concentration and 160C inlet temperature 

of spray dryer. From all 3 parameters chosen, the parameter found to effect encapsulation 

of Yanang most was the ratio of core material to wall material. Spray drying method can 

give the high yield encapsulation efficiency and stabilize bioactive compounds. 

Encapsulation of Yanang is an interesting food addition for incorporation into functional 

foods.  
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Table 1.  Central composite design (CCD) for the optimization of Yanang encapsulation  
Coded variablea Process variableb 

Treatment 
X1 X2 X3 X1 X2 X3 

1 -1 -1 -1 10 1:6 140 
2 -1 -1 +1 10 1:6 160 
3 -1 +1 -1 10 1:4 140 
4 -1 +1 +1 10 1:4 160 
5 +1 -1 -1 20 1:6 140 
6 +1 -1 +1 20 1:6 160 
7 +1 +1 -1 20 1:4 140 
8 +1 +1 +1 20 1:4 160 
9 0 0 0 15 1:5 150 
10 0 0 0 15 1:5 150 
11 0 0 0 15 1:5 150 
12 0 0 0 15 1:5 150 
13 -2 0 0 5 1:5 150 
14 +2 0 0 25 1:5 150 
15 0 -2 0 15 1:7 150 
16 0 +2 0 15 1:3 150 
17 0 0 -2 15 1:5 130 
18 0 0 +2 15 1:5 170 

a Coded level of variables: + = upper level, - = lower level and 0 = center points 
b X1, X2 and X3 were gum arabic concentration (%), the ratio of core material to wall 
material (w/w), and outlet temperature (C), respectively. 
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Table 2   Biological activities of Yanang extracts. 

Yanang 
extracts 

TPC 
 (mgGAE/g) 

DPPH 
(IC50, mg/g) 

ABTS 
(IC50, mg/g) 

FRAP 
(mmol Fe2+/g) 

Water 97.899±1.735 0.197±0.018 0.077±0.011 0.054±0.0015 
Ethanol 26.703±1.642 0.333±0.024 0.191±0.059 0.034±0.0012 
Acetone 16.456±2.968 0.419±0.091 0.312±0.056 0.014±0.0006 
Standard     
Ascorbic acid  0.36±0.01 0.041±0.026 0.059±0.028 

BHT  0.34±0.04 0.090±0.010 0.254±0.143 

*Values are given as mean ± SD (n=3).  
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Table 3   Bioactive compounds of Yanang encapsulation using combinations of various 

levels of the ratio of core to wall material, gum arabic concentration and inlet 
temperature. 

Treatment 
Total 

Carotenoids 
 (mg/g sample) 

Total 
Chlorophyll 

(mg/g sample) 

Total Phenolic 
(mg GAE/g 

sample) 

Total Antioxidant 
(mg AEAC/g 

sample) 

1 4.24±0.06d* 0.35±0.01ef 4.67±0.35j 15.10±0.90e  
2 4.46±0.06d 0.37±0.01ef 8.36±0.69i 22.48±0.74c 
3 5.28±0.10c 0.39±0.01de 16.23±0.70fg 25.40±014b 
4 8.07±0.93a 0.84±0.05a 20.71±0.89e 30.42±0.25a 
5 2.49±0.31f 0.35±0.04ef 11.31±0.69h 13.84±0.00f 
6 4.44±0.21d 0.31±0.00fg 16.72±1.39fg 20.59±0.26d 
7 5.32±0.25c 0.44±0.01cd 22.13±0.70de 20.35±0.44d 
8 6.35±0.34b 0.37±0.02ef 23.11±0.69d 26.47±0.92b 
9 3.50±0.09e 0.48±0.04c 10.57±0.35h 14.76±0.26e 

10 3.46±0.11e 0.44±0.02cd 10.93±0.82h 14.03±0.26e 
11 3.44±0.06e 0.45±0.02cd 11.10±0.48h 14.76±0.26e 
12 3.41±0.01e 0.46±0.04cd 10.70±0.20h 14.39±0.25e 
13 2.24±0.25f  0.46±0.01cd  21.14±0.69e 10.38±0.25f  
14 4.99±0.52cd  0.43±0.01cd  30.98±0.70b 15.37±0.74e  
15 3.54±0.23e 0.54±0.01b 15.24±0.69g 12.74±0.01f 
16 7.45±0.45a 0.86±0.06a 17.45±1.74f 31.88±0.26a 
17 2.11±0.09f 0.27±0.00g 26.06±0.69c 14.47±0.41e 
18 3.33±0.33e 0.36±0.01ef 36.22±0.75a 16.34±0.29e 

*Mean values (n=3) with the superscript alphabets in each column are significantly 
different (p<0.05).  
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Table 4  Moisture, color, size and yield of Yanang encapsulation using combinations of 
various levels of the ratio of core to wall material, gum arabic concentration 
and inlet temperature. 

Treatment Moisture (%) Color (L*) Color (b*) 
Size 

microencapsule 
(µm) 

Yield (%) 

1 6.07±0.37defgh*  88.78±0.05b 8.23±0.04h 5.80±0.84de 50.18±0.43h 
2 5.74±0.22fgh 89.10±0.03a 8.10±0.15h 5.80±1.10de 50.43±0.14g 
3 6.07±0.38defgh 86.95±0.05g 9.18±0.09d 4.40±0.55e 50.08±0.23i 
4 5.49±0.18h 87.32±0.06e 9.51±0.16c 4.60±0.89e 50.03±0.15k 
5 7.18±0.80ab 88.56±0.03c 8.24±0.05h 9.00±1.58abc 43.41±0.50n 
6 5.92±0.37efgh 88.81±0.14b 8.15±0.03h 8.00±1.87abc 41.49±0.46o 
7 7.29±0.45a  87.93±0.24d 8.83±0.14e 7.80±1.48abc 38.65±0.33q 
8 5.51±0.38h  87.40±0.15e 8.65±0.16f 5.80±0.45de 39.81±0.23p 
9 6.40±0.25bcdefg 86.78±0.17h 9.23±0.16d 9.00±1.58abc 50.68±0.48d 
10 6.37±0.43cdefg 86.41±0.01i 9.43±0.02c 9.60±2.19a 50.05±0.15j 
11 6.56±0.14abcde 87.23±0.01ef 8.52±0.03fg 9.00±1.22abc 50.48±0.36f 
12 6.86±0.38abcd 86.92±0.23fg 8.96±0.22e 8.40±1.14abc 50.74±0.15c 
13 6.66±0.72abcde 86.46±0.01i 10.25±0.02a 4.60±0.55e 52.95±0.38a 
14 6.34±0.20cdefg 85.98±0.14k 9.54±0.09c 7.60±1.52bc 34.98±0.16r 
15 6.48±0.34bcde 88.35±0.10c 7.88±0.05i 9.40±1.14ab  47.14±0.42l 
16 6.96±0.71abc 86.23±0.23j 9.79±0.09b 7.40±0.55cd  46.48±0.39m 
17 6.17±0.06cdefgh 86.89±0.25fg 8.90±0.23e 8.20±0.84abc 51.24±0.50b 
18 6.29±0.07cdefgh 87.91±0.05d 8.43±0.01g 8.20±0.84abc 50.60±0.42e 

*Mean values (n=3, n=5 for color and size) with the superscript alphabets in each column 
are significantly different (p<0.05).  
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Figures 
 
Fig. 1 Response surface plots indicating the interaction effect of encapsulation 

conditions on yields (%). 

Fig. 2 Response surface plots indicating the interaction effect of encapsulation 

conditions on total phenolic content (mg GAE/g sample). 

Fig. 3 Response surface plots indicating the interaction effect of encapsulation 

conditions on antioxidant activity (mg AEAC/g sample). 

Fig. 4 Response surface plots indicating the interaction effect of encapsulation 

conditions on total chlorophyll content (mg/g sample). 

Fig. 5 Response surface plots indicating the interaction effect of encapsulation 

conditions on total carotenoid content (mg/g sample). 

Fig. 6 Scanning electron microstructure of spray-dried Yanang encapsulation produced 

from different wall material (gum arabic) concentration. 

(a) 5%gum arabic  (b) 10%gum arabic   

(b) 20%gum arabic  (d) 25%gum arabic 
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