
เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



1 
 

 
 

ผลของกระบวนการท าแห้งต่อกจิกรรมการต้านออกซิเดช่ัน 
และความเป็นพษิต่อเซลล์ของดหีมึกผง 

 
EFFECT OF DRYING PROCESS ON ANTIOXIDANT 

 AND CYTOTOXICITY ACTIVITIES OF SQUID INK POWDER 
 
 
 
 
 
 
 

กลัยลกัษณ์  ภู่ร่ืน 
KALYALAK  PHURUEN 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวชิาวทิยาศาสตร์การอาหาร 

คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
สถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 

พ.ศ.2562 
KMITL-2019-AI-M-053-348 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



 

EFFECT OF DRYING PROCESS ON ANTIOXIDANT 
 AND CYTOTOXICITY ACTIVITIES OF SQUID INK POWDER 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

KALYALAK  PHURUEN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A THESIS SUBMITTED IN PARTIAL FULFILLMENT 
OF THE REQUIREMENT FOR THE DEGREE OF 

MASTER OF SCIENCE IN FOOD SCIENCE 
FACULTY OF AGRO-INDUSTRY 

KING MONGKUT’S INSTITUTE OF TECHNOLOGY LADKRABANG 
2019 

KMITL-2019-AI-M-053-348 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
COPYRIGHT 2019 
FACULTTY OF AGRO-INDUSTRY 
KING MONGKUT’S INSTITUTE OF TECHNOLOGY LADKRABANG 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



 

I 

 

หัวข้อวิทยานิพนธ์      ผลของกระบวนการท าแห้งต่อกิจกรรมการตา้นออกซิเดชัน่
        และความเป็นพิษต่อเซลลข์องดีหมึกผง    
นักศึกษา       นางสาวกลัยลกัษณ์ ภู่ร่ืน 
รหัสประจ าตัว       58608008 
ปริญญา        วทิยาศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาวชิา       วทิยาศาสตร์การอาหาร 
พ.ศ.         2562 
อาจารย์ทีป่รึกษาวทิยานิพนธ์     ผศ.ดร.ธงชยั พุฒทองศิริ 
อาจารย์ทีป่รึกษาวทิยานิพนธ์ร่วม     รศ.ดร. สุพตัรา โพธ์ิเอ่ียม 

 
 

บทคดัย่อ 
 ดีหมึกเป็นส่วนหน่ึงท่ีเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมหมึกสด การใชดี้หมึกมีขั้นตอนการเตรียม
ท่ียุ่งยากการท าแห้งจึงเป็นกระบวนการแปรรูปอย่างหน่ึงท่ีท าให้สะดวกต่อการใช้งานและยืดอายุ
การเก็บได้ อย่างไรก็ตามผลของกระบวนการท าแห้งอาจส่งผลต่อคุณสมบัติของดีหมึกท่ี
เปล่ียนแปลงไป งานวจิยัน้ีไดท้  าการศึกษาผลของกระบวนการท าแห้งดีหมึกผงโดยกระบวนการท า
แห้งแบบแผ่นโฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอยท่ีมี
ต่อความช้ืน วอเตอร์แอคทิวิต้ี ความสว่าง อตัราส่วนการคืนรูป ดชันีการดูดน ้ ากลบั ดชันีในการ
ละลาย ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ การตา้นออกซิเดชั่นและความสามารถในการตา้น
เซลลม์ะเร็งโดยพบวา่ กระบวนการท าแหง้ทั้ง 3 วธีิ ส่งผลต่อคุณสมบติัของดีหมึก โดยกระบวนการ
ท าแหง้แบบแผน่โฟมมีคุณภาพทางเคมีกายภาพสูงกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบักระบวนการท าแห้งแบบ
แช่เยือกแข็งและกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย ดีหมึกผงท่ีผา่นจากกระบวนการท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็ง พบวา่มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระและการตา้นออกซิเดชัน่สูงกวา่ดีหมึกผงท่ี
ผา่นท าแห้งแบบพ่นฝอยและกระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟม โดยมีค่าความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH  ABTS และการตา้นออกซิเดชัน่วิธี chelating activity อยู่ท่ี 375.3  
3728.4 ไมโครโมลสมมูล trolox ต่อกรัมตวัอยา่ง และ 552.24 ไมโครโมลสมมูล EDTA ต่อกรัม
ตวัอยา่ง ตามล าดบั จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งดว้ยวธีิ MTT ของสารสกดั faction 1 
ของดีหมึกผงท่ีผ่านจากกระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง
และกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย ท่ีความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ KB  MCF7  HepG2  HeLa และ Vero ในระดบัท่ีต ่า โดยมีค่า % cytotoxicity 
อยูท่ี่ช่วง 2.54-31.10  17.14-24.73  17.92-21.63  14.65-31.09 และ 28.04-39.81 ตามล าดบั    
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ABSTRACT 

Squid is a popular fishery product for local consumption in Thailand and export. The ink sacs are 
by-products of processing and can be a source of bioactive compounds. Drying is widely used in 
food processing for preservation and easy to handle. But drying process may cause irreversible 
changes of bioactive compounds. This study aimed to investigate 3 different drying methods 
including foam mat drying, freeze drying and spray drying on moisture content, water activity, 
lightness, rehydration ratio, water absorption index, water solute index, antioxidant and anticancer 
activities of squid ink powders. The different drying methods had impacted on squid ink powder 
properties significantly (p≤0.05). Squid ink powder from foam mat drying had the greatest effect 
on physicochemical properties due to showed the highest of solubility index at 16.32 %. The 
highest antioxidant activity was squid ink from freeze drying method had DPPH, ABTS radical 
scavenging and chelating activities at 375.3, 3728.4 µmol TE/g sample and 552.24 µmol EE/g 
sample, respectively. MTT assay was used for determine anticancer activity as a %cytotoxicity of 
squid ink powder fraction 1 extract from foam mat drying, freeze drying and spray drying 
methods on KB, MCF7, HepG2 and HeLa cell line. The range of % cytotoxicity of squid ink 
powder fraction 1 extract showed low activities as 2.54-31.10, 17.14-24.73, 17.92-21.63, 14.65-
31.09 and 28.04-39.81, respectively. 
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บทที ่1 

บทน า 
 

1.1  ทีม่าและความส าคญั 
ประเทศไทยมีบทบาทส าคญัอย่างมากในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใตใ้นดา้นของการ

ประมง ประเทศไทยเคยเป็นผูส่้งออกผลผลิตทางการประมงสูงเป็นอนัดบัหน่ึงของโลกในปี 2536 
ถึงปี 2544 (คณาจารยภ์าควิชาผลิตภณัฑ์ประมงคณะประมง มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์, 2557) 
อุตสาหกรรมแปรรูปสัตวน์ ้าในประเทศไทย สามารถท ารายไดใ้ห้กบัผูป้ระกอบการเป็นจ านวนมาก 
ซ่ึงหมึกนับเป็นสินคา้ทางประมงอย่างหน่ึงท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจอย่างหน่ึงท่ีรองมาจาก
สินคา้ปลาและสินคา้กุง้ตามล าดบั โดยสินคา้หมึกสดและหมึกแปรรูปสามารถน ารายไดเ้ขา้ประเทศ
ไดถึ้งปีละหลายพนัลา้นบาทต่อปี ประเทศไทยจึงเป็นผูผ้ลิตและผูส่้งออกรายส าคญัของโลก โดยจะ
ส่งออกไปยงัตลาดท่ีส าคญั อาทิ สหภาพยุโรป อิตาลี และญ่ีปุ่น จากการรายงานการส่งออกหมึกสด
และหมึกแปรรูปของไทยในปี 2561 มีปริมาณทั้งสิน 13,153.3 ตนั คิดเป็นมูลค่า 3,353.1 ลา้นบาท 
อีกทัง่ยงัมีการกระจ่ายไปยงัแถบประเทศในทวีปทางเอเชีย พบว่ามีแนวโน้มสูงข้ึน โดยประเทศ
ญ่ีปุ่นและเกาหลีใตมี้การน าเขา้เพิ่มข้ึนท่ีร้อยละ 2.1 และ 27.4 ตามล าดบั หรือคิดเป็นมูลค่า 1,525.94 
ลา้นบาท (ฐิติมา, 2561) ในการแปรรูปหมึกสดท่ีจะตอ้งมีการแล่ดึง ลา้งท าความสะอาดเอาอวยัวะ
ภายใน และถุงหมึกออก เศษเหลือทิ้งน้ีเดิมทีเป็นขยะท่ีไม่มีมูลค่า และเป็นปัญหาก่อให้เกิดมลพิษ
ต่อส่ิงแวดลอ้มหากมีการจดัการไม่เหมาะสม 

การใช้ประโยชน์จากดีหมึกท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัดีในอาหารแถบเมดิเตอร์เรเนียน เช่น ประเทศ
อิตาลี และสเปน ท่ีมีการผสมน ้ าหมึกลงไปในอาหาร เช่น เส้นพาสตา้ หรือขา้วรีซอตโต และขนม
ปังสีด า เพื่อให้อาหารนั้นมีสีเขม้ และมีกล่ินท่ีเป็นเอกลกัษณ์ ส่วนประเทศในแถบเอเชีย เช่น จีน 
ญ่ีปุ่น ฮ่องกง สิงคโปร์ นั้นก็มีการน าดีหมึกมาเป็นส่วนผสมในอาหารต่างๆเช่นกนั  

นอกจากประโยชน์ท่ีกล่าวจากขา้งตน้จะพบอีกว่าในดีหมึกมีสารประกอบทางชีวภาพท่ีมี
ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ และยบัย ั้งการเจริญเติบของเซลล์มะเร็งได ้ซ่ึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะน า
ดีหมึกมาเป็นทางเลือกหน่ึงในการใช้ประโยชน์ในทางการแพทยใ์นอนาคตต่อไปได ้ โดยมีการ
รายงานว่าในดีหมึกมีส่วนประกอบของเปบทิโดไกลแคน ซ่ึงเป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมี
ความสามารถในการตา้นการเจริญการเติบโตของเซลล์มะเร็งได ้เซลล์เส้นใยในกลา้มเน้ือ (Meth-A 
fibrosarcoma) (Sasaki และคณะ, 2013) เซลล์มะเร็งตบั (HepG2 cell) เซลล์มะเร็งปากมดลูกสาย
พนัธ์ HPV-18 (HeLa cell) และเซลล์มะเร็งปากมดลูกสายพนัธ์ HPV-16 (Caski cell) (Senan และ
คณะ, 2013) ได ้เมลานินในดีหมึกยงัมีองคป์ระกอบของ 5,6-Dihydroxyindole (DHI) อยูร้่อยละ 20 
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และ 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid (DHICA) อยูร้่อยละ 75 โดยประมาณ (Katritzky และ
คณะ, 2002) ซ่ึงเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิท่ีคล้ายกับเอนไซม์ซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (superoxide 
dismutase (SOD)) (Meyskens และคณะ, 2001) อีกทั้งยงัพบวา่ในดีหมึกยงัมีส่วนประกอบของ L-
3,4-dihydroxyphenylalanine (L-dopa) และ dopamine ซ่ึงมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ (Fiore และ
คณะ, 2004) 

โรคมะเร็งยงัคงเป็นปัญหาท่ีส าคญัระดบัประเทศ เน่ืองจากเป็นโรคท่ีไม่สามารถรักษาให้
หายขาดได้อีกทั้งยาตา้นมะเร็งท่ีมีอยู่ในขณะน้ีมีฤทธ์ิขา้งเคียงท่ีรุนแรง คือ มีฤทธ์ิในการท าลาย
เซลล์มะเร็งแต่ในขณะเดียวกันก็สามารถท าลายเซลล์ปกติได้ด้วยเช่นกัน ในปัจจุบันจึงเร่ิมมี
การศึกษาการใช้สารสกดัในธรรมชาติต่างๆ ซ่ึงก็พบว่าสามารถน ามาใช้ฆ่าเซลล์มะเร็งได ้และมี
ผลกระทบเซลลป์กติท่ีนอ้ย (ฉตัรทาริกา และคณะ, 2558)  

ในประเทศไทยอาหารท่ีปรุงจากดีหมึกยงัไม่เป็นท่ีนิยมมากนกั การน ามาใชใ้นร้านอาหาร
จึงเป็นการน าเขา้ดีหมึกเหลวส าเร็จรูปจากประเทศอิตาลี ถึงแมว้่าดีหมึกจะสามารถหาได้จากใน
ประเทศก็ตาม เพราะมีขั้นตอนในการเตรียมท่ียุง่ยาก การท าแห้งจดัเป็นกระบวนการแปรรูปอาหาร
อย่างหน่ึง โดยอาศัยการขจัดน ้ าในอาหารออก วตัถุดิบท่ีน ามาท าแห้งนั้ นสามารถเป็นได้ทั้ ง
ของเหลวและก่ึงของเหลว โดยจะท าผลิตภณัฑ์สุดทา้ยให้มีสถานะเป็นของแข็ง พบว่าประโยชน์
ของการท าแห้งนั้นสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ท่ีเป็นสาเหตุให้อาหารเส่ือมเสียจึง
ท าใหอ้าหารมีอายกุารเก็บท่ีนานข้ึน อีกทั้งยงัเป็นการลดพื้นท่ีในการจดัเก็บ และการขนส่งจึงท าให้
อาหารท่ีผา่นการท าแหง้นั้นสามารถควบคุมไดง่้าย  

งานวิจยัน้ีจึงไดท้  าการศึกษาผลของการท าแห้งของดีหมึกผง 3 วิธี ซ่ึงไดแ้ก่ การท าแห้ง
แบบแผน่โฟม (foam-mat drying) การท าแห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) และการท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็ง (freeze drying) ท่ีมีต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและความเป็นพิษต่อ
เซลลม์ะเร็ง เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลท่ีเป็นประโยชน์ต่อผูบ้ริโภคท่ีจะเลือกบริโภคอาหารท่ีมีส่วนผสมของดี
หมึกผง 

 
1.2  วตัถุประสงค์ 
 1.2.1  เพื่อศึกษาผลของกระบวนการท าแห้งดีหมึกผงท่ีแตกต่างกนัต่อคุณภาพทางเคมี
กายภาพของดีหมึกผง 
 1.2.2  เพื่อศึกษาผลของกระบวนการท าแห้งดีหมึกผงท่ีแตกต่างกนัต่อความสามารถในการ
ตา้นอนุมูลอิสระ 
 1.2.3  เพื่อศึกษาผลของกระบวนการท าแห้งดีหมึกผงท่ีแตกต่างกันต่อเป็นพิษของ
เซลลม์ะเร็ง 
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1.3  ผลทีค่าดว่าจะได้รับ 
 1.3.1  ทราบถึงคุณภาพของดีหมึกผงในกระบวนการท าแหง้ท่ีแตกต่างกนั 
 1.3.2  ทราบถึงความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของการท าแห้งของดีหมึกผงในวิธีท่ี
แตกต่างกนั 
 1.3.3  ทราบถึงความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งของการท าแหง้ของดีหมึกผงในวธีิท่ีแตกต่างกนั 
 1.3.4  ส่งเสริมการน าส่ิงเหลือใชใ้นอุตสาหกรรมมาแปรรูปใหเ้กิดประโยชน์และเพิ่มมูลค่า 
 1.3.5  เพิ่มทางเลือกในการใชส้ารสกดัท่ีมาจากธรรมชาติในการรักษาโรคมะเร็ง 

 
1.4  ขอบเขตการวจิัย 
 เป็นการศึกษาดีหมึกผงของหมึกกระดองลายเสือ (Sepia pharaonis) ในกระบวนการท า
แห้งท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ การท าแห้งแบบแผ่นโฟม (foam-mat drying), การท าแห้งแบบพ่นฝอย 
(spray drying) และการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze drying) ต่อคุณภาพของดีหมึกผงโดย
ประกอบไปดว้ยความสามารถในการดูดซึม ความสามารถในการละลาย สัดส่วนการคืนรูป ค่าสี 
ความช้ืน ค่า water activity และโครงสร้างดีหมึกผงโดยเคร่ือง FTIR จากนั้นน ามาทดสอบ
ความสามารถในการตา้นเซลลม์ะเร็งโดยวธีิ MTT และสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระและการตา้น
ออกซิเดชัน่ 3 วธีิ ไดแ้ก่ วธีิ DPPH  วธีิ ABTS และวธีิ chelating activity 
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บทที ่2 
ทฤษฎแีละวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1  หมกึ 

หมึกเป็นสัตวท์ะเลท่ีมีล าตวัน่ิม ไม่มีกระดูกสันหลงั มีเปลือก (shell) ลกัษณะแบนอยูก่ลาง
ล าตวัเพื่อใหค้งรูปร่างได ้บางชนิดไม่มีเปลือก (shell) มีรยางคร์อบปาก (arm and tentacle) 8-10 เส้น 
ประกอบดว้ยปุ่มดูด (sucker) ซ่ึงช่วยในการจบั และเกาะยึด เคล่ือนไหวดว้ยการพ่นน ้ า จดัอยู่ใน 
phylum Mollusca, class Cephalopoda ซ่ึงเป็น class ท่ีมีพฒันาการสูงท่ีสุดใน phylum น้ี ภายใน 
class สามารถแบ่งยอ่ยไดเ้ป็น 2 sub class (Firth, 1969) คือ 

2.1.1  Sub class Nautiloidea หรือ Tetrabranchia ลกัษณะของสัตวใ์น sub class น้ี จะมี
รยางค์รอบปาก 10 เส้น และมีเหงือก 2 คู่ ไม่มีกระจกตา (lens) ท่ีพบเห็นโดยทัว่ไปไดแ้ก่ genus 
nautilus 

2.1.2  Sub class Coleoidea หรือ Dibranchia ลกัษณะของสัตวใ์น sub class น้ี จะมีรยางค์
รอบปาก 8-10 เส้น มีเหงือก 1 คู่ มีกระจกตา (lens) มีเปลือก (shell) อยูภ่ายใน บางชนิดไม่มีเปลือก 
สามารถแบ่งยอ่ยไดเ้ป็น 2 อนัดบั (order) 

(1)  อนัดบั Decapoda มีรยางคร์อบปาก 10 เส้น (สั้น 8 เส้น ยาว 2 เส้น) ล าตวัยาวมี
ครีบและมีเปลือกอยูภ่ายในตวั เป็นกลุ่มของพวกปลาหมึกกลว้ย (squid) ปลาหมึกกระดอก (cuttle 
fish) หมึกตวัเล็กตวันอ้ยต่างๆ (commom cuttlefish) และพวกเบิลเลิมไนตส์ (belemnites) 

(2)  อนัดบั Octopoda มีรยางคร์อบปากแบบเดียวกนั 8 เส้น ล าตวักลมอว้น ไม่มี
ครีบและเปลือก เป็นกลุ่มของพวกหมึกสาย หรือหมึกยกัษ ์(octopus)  

 

2.2  ชนิดของหมกึในอ่าวไทย 

 แบ่งตามกลุ่มไดด้งัน้ี (มาลา, 2538) 
2.2.1  หมึกกลว้ย (squid) โดยทัว่ไปอาศยัอยูทุ่กระดบัน ้ า แต่มีบางช่วงชีวิตท่ีอาศยัอยูห่นา้

ดิน หรือเหนือผิวดินมีลักษณะอวยัวะภายในแสดง ดังภาพท่ี 2.1 ซ่ึงชนิดท่ีมีความส าคญัทาง
เศรษฐกิจในอ่าวไทยมี 4 ชนิด คือ 

(1) Loligo chinensis (หมึกศอก) 
(2) Loligo duvauceli (หมึกจ๊ิกโก๋) 
(3) Loloigolus (Niponololigo) sumatrensis (หมึกกระตอย) 
(4) Sepioteuthis lessoniana (หมึกหอม หรือ หมึกตะเภา) 
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ภาพที ่2.1  ลกัษณะอวยัวะภายในของหมึกกลว้ย (squid) 

ทีม่า : เจิดจินดา (2536) 
 

2.2.2  หมึกกระดอง (cuttlefish) มีกระดองแขง็สีขาวขุ่น ซ่ึงใชเ้ป็นส่วนผสมของยาแผน
โบราณ และอาหารสัตว ์หมึกกระดองสามารถลอยตวัอยูก่บัท่ี เคล่ือนท่ีชา้ๆ หรือมุ่งไปขา้งหนา้อยา่ง
รวดเร็วได ้มีลกัษณะอวยัวะภายในแสดง ดงัภาพท่ี 2.2 ชนิดท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจในอ่าวไทย
มี 6 ชนิดคือ 

(1) Sepia pharaonis (หมึกกระดองลายเสือ) 
(2) Sepia aculeate (หมึกกระดอง Needle cuttlefish) 
(3) Sepia lycidas (หมึกกระดอง Kisslip cuttlefish) 
(4) Sepia recurvirostra (หมึกกระดอง Curvespire cuttlefish) 
(5) Sepia brevimana (หมึกกระดอง Shortclub cuttlefish) 
(6) Sepia inermis (หมึกกระดองกน้ไหม ้Spineless cuttlefish) 
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ภาพที ่2.2  ลกัษณะอวยัวะส าคญัของหมึกกระดอง (cuttle fish) 

ทีม่า : เจิดจินดา (2536) 
 

 2.2.3  หมึกสาย (octopus) ลกัษณะส าคญัคือ ไม่มีกระดอง พบตั้งแต่ระดบัน ้าลึกปานกลาง
จนถึงต้ืนชายฝ่ัง เคล่ือนไหวชา้ และส่วนใหญ่จะคืบคลานตามพื้นทะเลมีลกัษณะอวยัวะภายใน 
แสดง ดงัภาพท่ี 2.3 ชนิดท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจในอ่าวไทยมี 4 ชนิด คือ 

(1) Octopus membranaceus (หมึกสายส่ีตา) 
(2) Octopus dollfusi (หมึกสายลายหินอ่อน) 
(3) Octopus aegina (หมึกสาย) 
(4) Hepalochlaena maculosa (หมึกสายวงน ้าเงินใต)้ 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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ภาพที ่2.3  ลกัษณะอวยัวะส าคญัของหมึกสาย (octopus) 

ทีม่า : เจิดจินดา (2536) 
 

2.2.4  หมึกกระดองลายเสือ (Sepia pharaonis) หมึกชนิดน้ีมีขนาดใหญ่รูปร่าง
คล้ายรูปไข่ และแบนมีครีบเป็นแผ่นแคบๆ อยู่สองขา้งล าตวั แต่ครีบแยกจากกันตอนส่วนท้าย
กระดอง (cuttlebone) เป็นแผน่แข็งสีขาวขุ่นเป็นสารประกอบจ าพวกหินปูนซ่ึงชาวบา้นเรียกกนัวา่
ล้ินทะเลหนวดอยู่บนหัวมี 4 คู่ และแขน 1 คู่ ตวัผูมี้แขนยาวกว่าตวัเมียนยัน์ตากลมโตสีล า ตวัหัว 
และหนวดเป็นสีน ้าตาลปนด ามีลายขวาง และมีจุดสีม่วงประอยูท่ ัว่ล  าตวัขนาดใหญ่ท่ีสุดเฉพาะล าตวั
ยาว 42 เซนติเมตร และหนัก 5 กิโลกรัม พบทั่วๆ ไปตัวผู ้ยาว 35 เซนติเมตร ตัวเมียยาว 30 
เซนติเมตร ลกัษณะแสดง ดงัภาพท่ี 2.4 อาศยัตามชายฝ่ังท่ีระดบัน ้ าลึกตั้งแต่ 10-110 เมตร ในอ่าว
ไทยจบัไดม้ากท่ีสุดท่ีจงัหวดัชลบุรี ระยอง ประจวบคีรีขนัธ์ และฝ่ังอนัดามนัมีเน้ือหนาเหนียวรสดี
เหมาะกบัการประกอบอาหารประเภทป้ิง ผดั แกงจืดหรือตากแหง้ (กรมประมง, 2551) 
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ภาพที ่2.4  หมึกกระดองลายเสือ 

ทีม่า : กรมประมง (2557) 
 

2.3  ดีหมกึ (Squid ink) 
ดีหมึก (squid ink) โดยมากจะอยูใ่นถุงหมึก (ink sac) ซ่ึงพบไดใ้นปลาหมึกเกือบทุกชนิด 

ยกเวน้ จ าพวก nautilus, finned octopus และจ าพวกท่ีอาศยัอยู่ในมหาสมุทรระดบัลึก ดีหมึกมี
ความสามารถในการละลายไดต้ ่าทั้งในน ้ า และในสารละลายอินทรีย ์เช่น เอทานอล เฮกเซน อะซี
โตน เบนซีน และคลอโรฟอร์ม (Harki และคณะ, 1997) โดยถุงหมึกนั้นจะสามารถพบไดใ้นช่อง
ทอ้งตอนบนของล าไส้บริเวณดา้นหลงัของล าไส้ แต่หมึกบางชนิดจะมีถุงหมึกอยูใ่นเน้ือเยื่อของตบั 
ภายในถุงน ้ าหมึกบริเวณผนงัถุงน ้ าหมึก จะมีเซลล์ต่อมน ้ าหมึกจ านวนมากซ่ึงท าหนา้ท่ีในการผลิต
น ้ าหมึกแลว้เก็บสะสมไวใ้นถุงน ้ าหมึก ส่วนน ้ าหมึกท่ีพร้อมส าหรับพ่นออกทางทวารหนกัจะอยู่
บริเวณปลายท่อถุงน ้ าหมึกใกลก้บับริเวณปาก สีของน ้ าหมึกจะมีตั้งแต่สีน ้ าตาลจนไปถึงสีด าเขม้
โดยข้ึนกบัชนิดของหมึก การพ่นน ้ าหมึกถือเป็นการขบัไล่ศตัรูเพื่ออ าพรางตวัส าหรับการหลบหนี
ศตัรู บริเวณปากหมึกจะประกอบดว้ยกลา้มเน้ือท่ีสามารถบีบตวัไดจ้  านวน 1 คู่ (sphincter) ขณะท่ี
หมึกพ่นน ้ าหมึกออกจากทวารหนกั sphincter จะบีบรัดน ้ าหมึกเขา้สู่ล าไส้ และพ่นออกมาผา่นทาง
ช่องทวารหนกั (พิมพว์ลญัช์, 2558)  

ในต่อมหมึกจะประกอบดว้ยไปดว้ย 2 ส่วน คือ ส่วนดา้นนอกและส่วนดา้นใน ซ่ึงทั้ง 2 
ส่วน จะมีลกัษณะเซลล์และสารชีวเคมีท่ีแตกต่างกนั โดยเซลล์ดา้นในต่อมหมึกจะประกอบไปดว้ย
เซลล์อ่อนๆ ท่ียงัไม่สร้างเม็ดสี ซ่ึงในส่วนน้ีจะมีเอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase) ท่ีใช้ในการ
สังเคราะห์เม็ดสีประกอบอยู่ด้วย ส่วนเซลล์ด้านนอกจะเป็นเซลล์เม็ดสีท่ีสมบูรณ์แล้ว การ
สังเคราะห์เม็ดสี จะเกิดข้ึนระหวา่งการพฒันาของเซลล์อ่อนไปเป็นเซลล์สมบูรณ์ เซลล์สมบูรณ์จะ
เร่งปฏิกิริยาของเอนไซมไ์ทโรซิเนส เปล่ียนไทโรซีน (tyrosine) ไปเป็นเม็ดสีเมลานิน ภายในเมลา
โนโซม (melanosomes) จากนั้นเมลานินจะถูกเคล่ือนยา้ยไปยงัลูเมน (lumen) ของต่อมหมึก ในดี
หมึกจึงประกอบไปดว้ยเมลานินแกรนู( melanin granules) และสารชีวเคมีอ่ืนๆ (Fiore และคณะ, 
2004) กระบวนการเกิดเมด็สีเมลานินในดีหมึก จะเร่ิมจากไทโรซีนและ DOPA ถูกเปล่ียนไปเป็นโด
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พาคิวโนน (dopaquinone) โดยเอนไซม์ไทโรซิเนส จากนั้นเกิดการจดัเรียงโครงสร้างใหม่แบบไม่
ใช้เอนไซม์ไปเป็นโดพาโครม (dopachrome) แล้วเกิดการจัดเรียงตัวใหม่แบบใช้เอนไซม ์
dopachrome-rearranging enzymes (DREs) ให้โดพาโครมเปล่ียนเป็น DHI (5,6-dihydroxyindole) 
และ DHICA (5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid) ในอตัราส่วน DHI:DHICA ท่ี 5:1 จากนั้น 
DHI และ DHICA จะถูกเปล่ียนให้เป็น eumelanin โดยเอนไซม์เพอร์ออกซิเดส (peroxidase) 
(Derby, 2014) ไทโรซีนยงัสามารถเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชนั (hydroxylation) โดยเอนไซม์ไทโร
ซีนไฮดรอกซิเลส (tyrosine hydroxylase) เปล่ียนไทโรซีนไปเป็น DOPA จากนั้นเกิดปฏิกิริยาดีคาร์
บอกซิเลชัน่ (decarboxylation) โดยเอนไซม์โดปาดีคาร์บอกซิเลส (dopa decarboxylase) เปล่ียน 
DOPA ไปเป็นโดปามีน (dopamine) ซ่ึงเป็นสารส่ือประสาทและเป็นฮอร์โมนในกลุ่มของแคททีโค
ลามีน (catecholamines) (Fiore และคณะ, 2004) ดงัภาพท่ี 2.5 องค์ประกอบทางเคมีของดีหมึก
แสดง ดงัตารางท่ี 2.1 

 

 
ภาพที ่2.5  เมตาบอลิซึมของไทโรซีนในการสังเคราะห์เมลานิน 

ทีม่า : Fiore และคณะ (2004) 
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ตารางที ่2.1  องคป์ระกอบทางเคมีของดีหมึก 
องค์ประกอบ ดีหมึก Melanin Melanin-free ink 
pH 7.30 - 7.40 

น ้า (ร้อยละ) 65.54 53.40 92.40 
ไขมนั (ร้อยละ) 0.18 0.05 0.49 
โปรตีน (ร้อยละ) 15.75 15.90 2.51 
เถา้ (ร้อยละ) 5.78 6.40 3.81 
คาร์โบไฮเดรต (ร้อยละ) 13.75 24.25 0.79 
ทีม่า: Neifar และคณะ (2009) 
 

2.4  การท าแห้ง (Drying)  
การท าแหง้ หรือการก าจดัน ้าออก (drying) หมายถึง การใชค้วามร้อนภายใตส้ภาวะควบคุม

เพื่อขจดัน ้าส่วนใหญ่ในตวัอาหารออกไป โดยการระเหย ระเหิด หรือการใชก้ระบวนการออสโมติก 
ดว้ยสารละลายเกลือหรือน ้ าตาล (กิตติพงษ์, 2536) เพื่อดึงน ้ าออกไป ซ่ึงจะไม่รวมกบัการขจดัน ้ า
แบบวิธีอ่ืนๆ เช่น การแยกโดยทางกล การท าให้ขน้ข้ึนโดยใช้เมมเบรน เน่ืองจากกระบวนการ
เหล่าน้ีเกิดการขจดัน ้ าออกมาท่ีน้อย (วิไล, 2547) โดยการลดปริมาณน ้ าในอาหารลงให้เหลือใน
ระดบัต ่ากวา่การท าใหเ้ขม้ขน้ คือ เหลือความช้ืนประมาณ 20% หรือต ่ากวา่  

2.4.1  วตัถุประสงค์ของการท าแห้งอาหาร 
2.4.1.1  ยืดอายุการเก็บรักษาโดยการเขา้ไปลดค่าวอเตอร์แอคทิวิต้ีซ่ึงมีผลยบัย ั้ง

การเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียแ์ละการท างานของเอนไซม ์
2.4.1.2  ลดน ้าหนกัและปริมาณของอาหารซ่ึงสามารถลดค่าใชจ่้ายในการเก็บรักษา

และขนส่ง  
2.4.1.3  เพิ่มความหลากหลายและความสะดวกในการใชแ้ก่ผูบ้ริโภค 
 

2.5  การท าแห้งแบบแผ่นโฟม (Foam-mat drying) 
การท าแหง้แบบแผน่โฟม จะกระท าโดยการเปล่ียนอาหารท่ีอยูใ่นสถานะของเหลวหรือก่ึง

ของเหลวให้อยู่ในรูปของโฟม ท่ีมีความคงตวัโดยการเติมสารท่ีท าให้เกิดโฟม (faoming agents) 
หรือสารท่ีก่อใหเ้กิดความคงตวั (stabilizing agents) การท าแห้งโดยวิธีน้ีมีความซบัซ้อนนอ้ย และมี
ตน้ทุนการผลิตท่ีต ่ากวา่การท าแหง้แบบพน่ฝอย และการท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็  

กระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟมจะเหมาะกบัตวัอย่างท่ีมีความไวต่อความร้อน มีเน้ือ
สัมผสัท่ีเหนียวและหนืด จนไม่สามารถท าแห้งไดด้ว้ยการท าแห้งแบบพ่นฝอย การท าแห้งดว้ยวิธีน้ี

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



11 
 

จะใช้อุณหภูมิท่ีไม่สูงมากและใช้เวลาการท าแห้งท่ีน้อย จึงยงัคงท าให้สารอาหารในตวัอย่างไม่
สูญเสียมากนกั การท าผงแห้งดว้ยวิธีน้ีโดยมากจะเหมาะกบัการท าแห้งน ้ าผลไม ้ (Ng และคณะ, 
2018)  

การท าแห้งวิธีน้ีจะกระท าโดยการน าตวัอยา่งท่ีเป็นของเหลวมาท าให้เขม้ขน้ อาจมีการเติม
สารท่ีช่วยให้เกิดฟอง  (foaming agent) ลงไป ลดอุณหภูมิลงแลว้ตี หรืออดัอากาศเขา้ไปจนเกิดเป็น
ลกัษณะฟองโปร่ง (foam) จากนั้นจึงน าฟองท่ีไดม้าเกล่ียให้เป็นแผน่แลว้อบแห้งโดยใชอ้ากาศร้อน
โดยเคร่ืองอบแหง้แบบอุโมงคแ์บบต่อเน่ือง เม่ือแหง้อาหารจะมีลกัษณะโปร่งและเปราะ สามารถท า
ใหแ้ตกเป็นแผน่บางเล็กๆ (flake) ได ้โครงสร้างของช้ินอาหารเล็กๆ น้ีมีรูพรุนเล็กๆ อยูท่ ัว่ไป ท าให้
น ามาคืนรูปไดง่้าย 

วิธีการท าแห้งน้ี เป็นการพฒันาปรับปรุงการท าแห้งดว้ยอากาศร้อนในเคร่ืองอบแห้งแบบ
อุโมงคล์มร้อน เพื่อเพิ่มอตัราเร็วในการท าแห้งและลดเวลาท่ีตอ้งใชล้ง วิธีน้ีเสียค่าใช้จ่ายต ่า ท าได้
ง่าย ลกัษณะฟองโปร่งของอาหารควรจะเสถียรและอยูต่วั สามารถน าไปแผเ่ป็นแผน่และอบแห้งได้
ง่าย ผลิตภณัฑ์หลงัจากอบแห้งแลว้ยงัคงคุณภาพดี การน าอาหารมาท าให้มีลกัษณะเป็นฟองก่อน
การท าแห้งน้ีจะช่วยเร่งอตัราเร็วในการท าแห้ง เพราะในระหวา่งอบแห้ง ไอน ้ าสามารถระเหยผา่น
โครงสร้างท่ีเป็นฟองโปร่งได้ดีกว่า น ้ าจะระเหยภายในฟองแล้วจึงซึมผ่านผนังของฟองท่ีแห้ง
ออกมา การท าใหเ้กิดฟองก่อนน้ี จะช่วยลดเวลาท่ีใชท้  าแหง้ลงไปไดป้ระมาณ 1 ใน 3 ของเวลาท่ีเคย
ใช ้นอกจากนั้นยงัช่วยควบคุมความหนาแน่นและช่วยใหก้ารกระจายตวัของผลิตภณัฑ์ในน ้ าเม่ือคืน
รูปเกิดไดดี้ข้ึน 

อาหารเหลวจะถูกท าให้เขม้ขน้เพื่อลดปริมาณน ้ าส่วนหน่ึงและท าให้ฟองท่ีเกิดข้ึนมีความ
เสถียรภาพมากข้ึน ซ่ึงความเขม้ท่ีเหมาะสมนั้น จะข้ึนอยู่กบัแต่ละชนิดของอาหาร การเพิ่มความ
เขม้ขน้มากไปตวัอาหาร อาจเกิดการอดัแน่นสูงซ่ึงอาจท าให้อตัราการท าแห้งลดลง  อาหารท่ีไม่
สามารถตีให้เกิดฟอง หรือสามารถท าให้เกิดฟองได ้จะถูกเติมสารเพิ่มความเสถียรภาพ (stabilizer) 
สารเหล่าน้ีจะแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ สารท่ีท าให้เกิดฟอง (film forming) และสารท่ีท าให้ฟองแข็งแรง 
(stiffening) 

สารท่ีท าให้เกิดฟอง จะใชเ้ม่ือในอาหารท่ีตอ้งการท าแห้งนั้นมีปริมาณของสารช่วยลดแรง
ตึงผิวตามธรรมชาติอยูใ่นปริมาณท่ีต ่า สารช่วยลดแรงตึงผิวท่ีนิยมใช้ เช่น กลีเซอรอล ไมโนสเตีย
เรท โปรตีนท่ีละลายน ้ าจากถัว่เหลือง หรืออลับูมิน (albumin) จากไข่ โดยมากจะใชใ้นปริมาณอยูท่ี่
ร้อยละ 1 โดยประมาณ ส่วนสารท่ีช่วยท าให้ฟองแข็งแรงอยูต่วันั้น จะใชเ้ม่ือในอาหารนั้นมีปริมาณ
ของแข็งท่ีไม่ละลายน ้ าอยู่ในปริมาณท่ีต ่าหรือมีความหนืดต ่า สารท่ีนิยมใช้ คือ เมทิลเซลลูโลส 
(methylcellulose) และกวักมั (guar gum) โดยทัว่ไปจะใชอ้ยูใ่นปริมาณร้อยละ 0.5 ของปริมาณของ
ของแขง็ทั้งหมดในอาหาร 
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จากนั้นจึงน าอาหารมาท าให้เกิดฟอง ตามปกติฟองท่ีเกิดข้ึนควรจะมีความหนาแน่น      
0.4”0.6 กรัมต่อมิลลิลิตร เป็นฟองท่ีภายในเป็นอากาศมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ียประมาณ      
0.1 มิลลิเมตร น ามาเกล่ียใหเ้ป็นแผน่มีความหนาประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ถา้แผน่ของฟองอาหารน้ีมี
ความหนามากกวา่ 3 มิลลิเมตร  เวลาท่ีใชใ้นกระบวนการท าแหง้ก็จะนานมากข้ึน ซ่ึงอาจจะนานเกิน
กว่าท่ีฟองของอาหารจะคงตวัอยู่ได ้ แผ่นฟองท่ีถูกป้อนเขา้เคร่ืองอบแห้งในเวลา 10-20 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 135 องศาฟาเรนไฮต ์มีอตัราการผลิตอยูท่ี่ประมาณ 0.3-0.4 ปอนด์อาหารแห้งต่อชัว่โมงต่อ
พื้นท่ี 1 ตารางฟุต ในช่วงท่ีฟองยงัเปียกอยูอ่ตัราการท าแห้งจะข้ึนกบัความเร็วของลมร้อนท่ีใชพ้อ
ตวัอยา่งเร่ิมแหง้อตัราการท าแหง้จะข้ึนกบัความช้ืนสัมพนัธ์ของลมร้อนท่ีใช ้

วิธีน้ีมีขอ้เสีย คือ สามารถใช้ไดก้บัอาหารเหลวเท่านั้น การเติมสารเพิ่มความคงตวัเขา้ไป 
อาหารแห้งท่ีไดจ้ะไม่บริสุทธ์ิเน่ืองจากมีสารเหล่าน้ีปะปนอยู่ ดงันั้นบนฉลากอาหารจะตอ้งมีการ
ระบุถึงชนิดและปริมาณของส่ิงเจือปน เช่น มีกมัจากธรรมชาติ หรือโปรตีนท่ีละลายน ้ าปะปนอยู ่อีก
ทัง่การท าให้เกิดฟองเป็นการเพิ่มพื้นท่ีผิวภายใน จึงอาจก่อให้เกิดปัญหาดา้นเสถียรภาพในการเก็บ
ของอาหารแหง้ไดน้อ้ยลง (กิตติพงษ,์ 2536)  

2.5.1  สารไฮโดรคอลลอยด์ (Hydrocolloids) 
  สารไฮโดรคอลลอยด์ (hydrocolloids) หรือกมั (gums) คือ อนุพนัธ์โพลิเมอร์สาย
ยาวเป็นกลุ่มของโพลีเมอร์สายโซ่ยาวท่ีมีลกัษณะหลากหลาย โดยมีคุณสมบติัในการกระจายตวัใน
น ้า เพื่อท าใหเ้กิดความหนืด หรือเกิดเจล วตัถุดิบเหล่าน้ีมีการคน้พบคร้ังแรกจากการหลงัสารมาจาก
ตน้ไมห้รือพุ่มไม ้สารสกดัจากพืช สาหร่าย แป้งท่ีไดม้าจากธัญพืช กมัท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกั 
และยงัสามารถพบสารไฮโดรคอลลอยด์ไดจ้ากจากแหล่งธรรมชาติอ่ืนๆ อีกมากมาย สารไฮโดร
คอลลอยด์ยจะประกอบไปดว้ยหมู่ของไฮดรอกซิลจ านวนมาก จึงมีความสามารถในการจบักบัน ้ า
มากตามไปดว้ย นอกจากน้ียงัพบวา่สารไฮโดรคอลลอยด์ มีความสามารถในการกระจายตวัอยูต่รง
กลางระหวา่งสารท่ีแขวนลอยกบัของเหลว ซ่ึงเป็นการแสดงถึงคุณสมบติัของคอลลอยด์  
 สารไฮโดรคอลลอยด์มีคุณสมบติัเชิงหน้าท่ีมากมายในอาหาร ไดแ้ก่ เพิ่มความหนืด ท าให้
เกิดเจล เป็นอิมลัซิไฟเออร์ (emulsifier) เป็นสารให้ความคงตวั และสารเคลือบ เป็นตน้ ไฮโดร
คอลลอยด์ส่งผลอย่างมากต่อคุณสมบติัของอาหาร พบว่าการใช้ carrageenan เพียงไม่ก่ี ppm 
สามารถช่วยให้ระบบคอลลอยด์ในผลิตภณัฑ์นม ทนความร้อนไดม้ากข้ึน เหตุผลหลกัท่ีมีการใช้
สารไฮโดรคอลลอยด์ในอาหารกนัอย่างขวา้งขวางเพื่อปรับปรุงสมบติัเชิงรีโอโลยี (rheological 
properties) ซ่ึงประกอบไปดว้ย 2 คุณลกัษณะ คือ สมบติัเชิงรีโอโลยีของอาหารเหลว ไดแ้ก่ ความ
หนืด (viscosity) และสมบติัเชิงรีโอโลยีของอาหารแข็งหรือก่ึงแข็ง ได้แก่ ลกัษณะเน้ือสัมผสั 
(texture) การปรับเปล่ียนเน้ือสัมผสั หรือความหนืดในอาหาร จะช่วยท าให้คุณสมบติัทางประสาท
สัมผสัเปล่ียนแปลงตามไปดว้ย ดงันั้น สารไฮโดรคอลลอยด์จึงถูกใชเ้ป็นวตัถุเจือปนอาหารท่ีส าคญั
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เพื่อการใชง้านตามวตัถุประสงคท่ี์จ าเพาะเจาะจง จะเห็นไดว้า่สารไฮโดรคอลลอยด์หลายชนิดจดัอยู่
ในหมวดหมู่ของวตัถุเจือปนอาหารท่ีไดรั้บอนุญาตในหลายประเทศทัว่โลก สูตรอาหารต่างๆไม่ว่า
จะเป็นซุป น ้ าเกรวี่ (gravies) น ้ าสลดั ซอส และท๊อปป้ิง (toppings) ลว้นแต่ใชส้ารไฮโดรคอลลอยด์
เป็นสารเติมแต่งเพื่อให้เกิดความหนืดและความรู้สึกในปาก (mouth feel) ตามท่ีตอ้งการ อีกทั้งยงั
พบว่ามีการใช้ในอาหารอ่ืนๆ อีกด้วยไม่ว่าจะเป็น ไอศครีม แยม เจลล่ี วุน้ เคก้ ขนมหวานเพื่อ
ปรับปรุงเน้ือสัมผสั (Valdez, 2012) 

2.5.2  การแบ่งชนิดของไฮโดรคอลลอยด์ 
  2.5.2.1  สารไฮโดรคอลลอยด์ท่ีมีแหล่งท่ีมาจากธรรมชาติ (natural hydrocolloids) 
ซ่ึงจะไดจ้ากส่วนต่างๆของพืช ไดแ้ก่ ส่วนของยางและเมล็ด เช่น กมัอาราบิก (gum arabic)  โลคสั
บีนกมั (locust bean gum) ส่วนของรากและล าตน้ เช่น แป้ง ส่วนท่ีมาจากสาหร่าย เช่น คาร์ราจีแนน 
(carrageenan) ผงวุน้ (agar) ส่วนท่ีมาจากสัตว ์เช่น ไคติน (chitin) เจลาติน (gelatin) หรือไดจ้าก
กระบวนการหมกัโดยเช้ือจุลินทรีย ์เช่น แซนแทนกมั (xanthan gum) 

2.5.2.2  สารไฮโดรคอลลอยด์ท่ีได้จากการดัดแปรของสารท่ีมาจากธรรมชาติ 
(modified natural hydrocolloids) ได้แก่ อนุพนัธ์ของเซลลูโลส เช่น carboxymethyl cellulose 
(CMC)  
  2.5.2.3  สารไฮโดรคอลลอยด์ท่ีมาจากการสังเคราะห์ (synthetic hydrocolloids) 
เช่น โพลีเอธิลีนออกไซดโ์พลีเมอร์ (polyethylene oxide polymers) 
 2.5.3  เซลลูโลสดัดแปร 
  เซลลูโลสดดัแปรถูกใช้ในอาหารกนัอย่างแพร่หลายในการปรับปรุงความหนืด 
ความคงตวัและสมบติัเชิงรีโอโลยี การผลิตกัมเซลลูโลส (cellulose gum) ซ่ึงสารในกลุ่มน้ี
ประกอบดว้ยคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส เมทิลเซลลูโลส (methyl cellulose) ไฮดรอกซีโพรพิลเมทิล
เซลลูโลส (hydroxypropylmethyl (methylhydroxypropyl) cellulose, HPMC) ไฮดรอกซีโพรพิล
เซลลูโลส (hydroxypropyl cellulose) และเอทิลเซลลูโลส (ethyl cellulose) การใชง้านกมัเซลลูโลส
ในอาหารนั้น พบวา่สารกลุ่มน้ีมีประสิทธิภาพในการเพิ่มความหนืด และความสามารถในการจบักบั
น ้าในผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืม ผลิตภณัฑเ์บเกอร์ร่ี ผลิตภณัฑน์ม เช่น ไอศกรีมและในผลิตภณัฑ์อ่ืนๆ อีก
มากมาย เมทิลเซลลูโลสและไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลส มีความสามารถในการท าให้เกิดเจล
ไดเ้ม่ือใหค้วามร้อน ใชเ้สริมเกิดความคงตวัในซอสและใชใ้นการท าไส้ในอาหาร (filling) ไฮดรอก
ซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลสและไฮดรอกซีโพรพิลเซลลูโลส สามารถใช้เป็นสารลดแรงตึงผิวในการ
เพิ่มความคงตวัของโฟมและอิมลัชัน่ โดยทัว่ไปจะมีท่ีมาจากไม ้หรือฝ้าย ในฝ้ายจะมีน ้ าหนกัมวล
โมเลกุลท่ีมากกวา่ จึงเหมาะกบัการใช้ในการท าเซลลูโลสอีเทอร์ (cellulose ethers) ท่ีมีความหนืด
สูงๆ 
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เซลลูโลสเกิดจากการต่อของเซลโลไบโอส (cellobiose) ในแต่ละหน่วยของเซลโลไบโอส
จะประกอบไปดว้ยแอนไฮโดรกลูโคส (anhydroglucose, AGU) 2 หน่วย AGU จะเช่ือมกนัดว้ย
พนัธะ β-(1,4)- glycosidic linkages ดงันั้นจ านวนของ AGU จะสามารถบอก Degree of 
polymerisation (DP) หรือ จ านวนโดยประมาณของน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว (monosaccharide) ท่ีอยูใ่น
สายพอลิเมอร์ของเซลลูโลสได ้ใน AGU แต่ละหน่วยจะประกอบไปดว้ยหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl 
groups, -OH) จ านวน 3 ตวั โดยหมู่ไฮดรอกซิลจะเป็นบริเวณท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาได ้เช่น การถูก
แทนท่ีด้วยหมู่อ่ืน เพื่อให้เกิดการสังเคราะห์ของเซลลูโลสดดัแปรในลกัษณะต่างๆ จ านวนของ
หมู่ไฮดรอกซิลท่ีถูกแทนท่ีหลงัจากเกิดปฏิกิริยาจะเรียกว่า degree of substitution (DS) ใน
กระบวนการท าเซลลูโลสดัดแปรจะเร่ิมจากการน าเยื่อเซลลูโลสไปผสมกับสารละลายด่าง 
สารละลายด่างจะเขา้ไปท าลายส่วนผลึกของเซลลูโลส ท าใหโ้พลิเมอร์ของเซลลูโลสเกิดการพองตวั
และเกิดอนัตรกิริยาอย่างสม ่าเสมอ ปฏิกิริยาจะถูกตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิสูง ไนโตรเจนในอากาศจะ
ป้องกนัการยอ่ยสลายโดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ (oxidative degradation) เซลลูโลสอีเทอร์จะถูกสร้าง
จากปฏิกิริยา williamson etherification หรือปฏิกิริยา alkoxylation โดย alkaline cellulose จะเขา้ท า
ปฏิกิริยากบั sodium chloroacetate  methyl chloride  ethyl chloride หรือ propylene oxide เพื่อ
ฟอร์มเป็น carboxymethyl cellulose  methyl cellulose  ethyl cellulose หรือ hydroxypropyl 
cellulose ตามล าดบั ในบางกรณี alkaline cellulose อาจเขา้ท าปฏิกิริยามากกว่า 1 ตวั เช่น 
methylhydroxypropyl cellulose หรือ hydroxypropylmethyl cellulose (lmeson, 2010) 

2.5.4  คาร์บอกซีเมทลิเซลลูโลส (carboxymethyl cellulose, CMC) 
  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส หรือเรียกกันในอีกช่ือหน่ึงว่ากมัเซลลูโลส สามารถ
ละลายไดดี้ในน ้ า ทนไดใ้นช่วง pH ท่ีกวา้งแต่มีความคงตวัไดดี้ท่ี pH เป็นกลาง ยิ่งมีค่า DS มากข้ึน 
ก็ยิง่ทนต่อสภาวะเป็นกรดไดม้ากข้ึนตามไปดว้ย เซลลูโลสดดัแปรจะท่ีแตกตวัให้ประจุลบ สีของผง
มีตั้ งแต่สีน ้ าตาลอ่อนไปจนถึงสีขาว ไม่มีกล่ิน ไม่มีรสชาติ อนุภาคผงจะดูดความช้ืนได้ดี กัม
เซลลูโลสถูกจดัอยูใ่นรายช่ือของ GRAS (generally recognized as safe) ท่ีควบคุมอยูภ่ายใตอ้งคก์ร 
US Code of Federal Regulations (CFR) ในหวัขอ้ท่ี 21 ในส่วนท่ี 182.1745 ค าจ ากดัความเก่ียว
ลกัษณะและความบริสุทธ์ิของกมัเซลลูโลสถูกก าหนดไวโ้ดย Food Chemical Codex และองคก์าร
อนามยัโลกแห่งสหประชาชาติ (FAO/WHO) ซ่ึงกล่าวไวว้า่จะตอ้งมีความบริสุทธ์ิอยา่งนอ้ยร้อยละ 
99.5 
  ความสามารถการละลายจะข้ึนกบัจ านวนโดยประมาณของน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวท่ี
อยูใ่นสายพอลิเมอร์ (degree of polymerisation, DP) และจ านวนการแทนท่ีและความสม ่าเสมอของ
หมู่คาร์บอกซีเมทิล (carboxymethyl) โดยระดบัการแทนท่ี (degree of substitution, DS) จะบ่งบอก
ถึงจ านวนของหมู่คาร์บอกซีเมทิลท่ีมาแทนท่ีต่อแอนไฮโดรกลูโคส (anhydroglucose, AGU) 1 
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หน่วย ในแต่ละ AGU จะมีดา้นท่ีสามารถถูกแทนท่ีได ้3 ดา้น ดงัภาพท่ี 2.6 ในทางทฤษฎีคาร์บอกซี
เมทิลเซลลูโลสสามารถมี DS สูงสุดอยูท่ี่ 3 อยา่งไรก็ตามในความเป็นจริงการมี DS ในระดบัท่ีสูงก็
มิไดอ้าจแสดงถึงประสิทธิภาพท่ีดี คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสท่ีอยูใ่นระดบัเชิงพาณิชยจ์ะมี DS สูงถึง 
1.5 แต่ถา้หาก DS มีค่านอ้ยกวา่ 0.4 จะส่งผลใหค้าร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสไม่ละลายน ้า 
 

 
ภาพที ่2.6  แสดงโครงสร้างคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสในอุดมคติ 

ทีม่า :  lmeson (2010) 
 

  เซลลูโลสดดัแปรเป็นโพลิเมอร์สายยาว ความยาวของโพลิเมอร์จะส่งผลกระทบ
โดยตรงต่อความสามารถในการละลายและคุณลกัษณะของสารละลาย น ้ าหนกัโมเลกุลของคาร์
บอกซีเมทิลเซลลูโลสจะพิจารณาจากค่า DP และจ านวนของหมู่ท่ีมาแทนท่ี น ้ าหนกัโมกุลและค่า 
DP โดยเฉล่ียของคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสในระดบัพาณิชยแ์สดง ดงัตารางท่ี 2.2  การเพิ่มน ้ าหนกั
โมเลกลุเพียงเล็กน้อยก็มีผลท าให้ความหนืดเพิ่มข้ึนอย่างมาก การลดค่า DP ลง จะท าให้
ความสามารถในการละลายดีข้ึน การมีค่า DS เหมือนกันแต่ค่า DP แตกต่างกนัก็ส่งผลต่อ
ความสามารถในการละลายท่ีไม่เท่ากนั นอกจากน้ีการเพิ่มข้ึนของการแทนท่ี (DS) ดว้ยหมู่คาร์บอก
ซีเมทิลท าให้ความสามารถในการละลายดีข้ึนเช่นกัน คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสท่ีมีความ
ความสามารถในการละลายน้อยจะมีความหนืดท่ีสูงและมีความสามารถในการอุ้มน ้ า (water 
holding) ไดสู้งกวา่ตวัท่ีละลายไดดี้ (lmeson, 2010) 
 
ตารางที ่2.2  น ้าหนกัโมเลกุลท่ีสอดคลอ้งกบัค่า DP ของคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (ท่ี DS=0.7) 

Degree of polymerisation (DP) น ้าหนกัมวลโมเลกุล 
3,200 700,000 
1,100 250,000 
400 90,000 

ทีม่า :  lmeson (2010) 
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 2.5.5  ไฮดรอกซีโพรพลิเมทิลเซลลูโลส (hydroxypropylmethyl cellulose, HPMC) 
 ไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลส (hydroxypropylmethyl cellulose, HPMC) หรือ 

เมทิลไฮดรอกซีโพรพิลเซลลูโลส (methylhydroxypropyl cellulose, MHPC) สังเคราะห์จาก
เซลลูโลส โดยเร่ิมจากปฏิกิริยา alkoxylation ไดเ้ป็น alkaline cellulose จากนั้น alkaline cellulose 
จะเขา้ท าปฏิกิริยากบั methyl chloride และ propylene oxide เพื่อฟอร์มเป็น HPMC โดยทัว่ไป 
HPMC จะมีค่า DS อยูท่ี่ 1.0-2.3 เป็นเซลลูโลสดดัแปรท่ีไม่มีประจุ (nonionic) ละลายไดดี้ในน ้ าเยน็ 
อนุภาคผงมีสีขาวสวา่ง ไม่มีกล่ินและรสชาติ ดูดความช้ืนไดน้อ้ยกวา่กมัเซลลูโลส HPMC ถูกจดัอยู่
ในรายช่ือของ GRAS (generally recognized as safe) ท่ีควบคุมอยู่ภายใตอ้งค์กร US Code of 
Federal Regulations (CFR) ในหวัขอ้ท่ี 21 ในส่วนท่ี 172.874 ค าจ ากดัความเก่ียวลกัษณะและความ
บริสุทธ์ิ HPMC ถูกก าหนดไวโ้ดย Food Chemical Codex และองค์การอนามยัโลกแห่ง
สหประชาชาติ (FAO/WHO) ความสามารถในการละลายจะมีอิทธิพลจากค่า DP  DS และค่า MS 
แต่ค่า MS จะมีอิทธิพลต่อความสามารถในการละลายมากกวา่ เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบกบัค่า DS 
โดยพบวา่ ณ ท่ี MS เท่ากนั HPMC ท่ีมี DP มากกวา่จะมีความสามารถในการละลายไดน้อ้ยกวา่ตวัท่ี
มี DP นอ้ยๆ (lmeson, 2010) ดงัภาพท่ี 2.7   

 

 
ภาพที ่2.7  โครงสร้างในอุดมคติของไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลส 

ทีม่า :  lmeson (2010) 
 

  การประยุกต์ใช้ในอาหารพบว่า HPMC ละลายไดน้้อยในน ้ าท่ีมีอุณหภูมิสูง แต่
สามารถเกิดเจลไดเ้ม่ือเพิ่มอุณหภูมิและสามารถตกตะกอนได้ เม่ือเพิ่มอุณหภูมิสูงข้ึนไปเร่ือยๆ การ
ละลายของ HPMC เม่ือเพิ่มอุณหภูมิในช่วงแรกพบว่าความหนืดของสารละลายจะลดลง เม่ือ
อุณหภูมิเพื่อข้ึนไปเร่ือยๆจนถึงอุณหภูมิท่ีท าให้เป็นเจล ความหนืดของสารละลายจะเพิ่มข้ึนอย่าง
รวดเร็ว ดงัภาพท่ี 2.8  เน่ืองจากโพลิเมอร์เกิดการสูญเสียน ้ าจากความร้อน เพราะการจบักนัระหวา่ง
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น ้ากบัโพลีเมอร์ ( water-polymer) ท่ีไม่แข็งแรง อีกทั้งเกิดการจบักนัระหวา่งโพลีเมอร์กบัโพลีเมอร์ 
(polymer-polymer) แน่นมากข้ึน โมเลกุลของน ้ าจะเขา้ไปสร้างพนัธะไฮโดรเจนบริเวณหมู่ท่ีไม่
ชอบน ้ า (hydrophobic) ของโพลีแซ็กคาร์ไรด์ (polysaccharide) แต่ความร้อนจะเขา้ไปขดัขวางการ
จบักนัของโมเลกุลน ้ าท่ีจะเขา้ไปจบักบัพนัธะระหว่างโพลีเมอร์กบัโพลีเมอร์ อุณหภูมิท่ีท าให้เกิด
เจลและเน้ือสัมผสัของเจล จะข้ึนอยูก่บัระดบัและชนิดของหมู่ท่ีเขา้มาแทนท่ีในเซลลูโลสดดัแปร 
 

 
ภาพที ่2.8  กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิ (แกน X) และความหนืด (แกน Y) ของ

สารละลาย methyl cellulose โดยทัว่ไป 
ทีม่า :  lmeson (2010) 

 
  HPMC ยงัมีอีกคุณสมบติัหน่ึง คือ สามารถเป็นสารลดแรงตึงผิวเน่ืองจากใน
โมเลกุลมีหมู่ท่ีไม่ชอบน ้ าอยู่เล็กนอ้ย จะลดแรงตึงผิวไดม้ากหรือน้อย จะข้ึนอยู่กบัระดบัและชนิด
ของหมู่ท่ีเขา้มาแทนท่ี ดงัตารางท่ี 2.3 HPMC จึงมกัถูกใชใ้นงานในดา้นการท าอิมลัชนั (emulsion) 
ท าใหส้ารละลายสามารถเก็บกกัอากาศไดน้านข้ึนจึงมกัใชใ้นการเสริมความคงตวัของโฟม (lmeson, 
2010) 
 
ตารางที่ 2.3  ความสามารถในการลดแรงตึงผิวของสารละลาย methyl cellulose (MC) และ 
hydroxypropylmethyl cellulose (HPMC) 

ชนิด แรงตึงผิว (dynes/cm) 
น ้า 72 
MC 50-55 

HPMC 46-51 
ทีม่า :  lmeson (2010) 
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2.6  การท าแห้งแบบแช่เยอืกแขง็ (Freeze drying) 
การท าแหง้ท่ีอุณหภูมิต ่า คือ จะไม่มีการใชค้วามร้อนเพื่อท าให้น ้ าระเหยออกจากอาหาร แต่

จะใชส้ภาวะท่ีท าให้น ้ าสามารถระเหิดจากอาหารแทน โดยในกระบวนการจะใชอุ้ณหภูมิต ่ากวา่จุด
เยือกแข็งของอาหาร และใชค้วามดนัต ่ากวา่ความดนับรรยากาศ น ้ าแข็งในอาหารจะระเหิดเป็นไอ
น ้ าท าให้ความช้ืนของอาหารลดลง ช้ินอาหารจะมีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างและเกิดการหดตวั
นอ้ย โครงสร้างของช้ินอาหารแห้งจึงมีรูพรุนและอตัราการคืนรูปสูง ขั้นแรกของการอบแห้งแบบ
การระเหิด คือ การน าช้ินอาหารไปแช่เยือกแข็งอย่างรวดเร็วก่อน เพื่อให้เกิดผลึกน ้ าแข็งขนาดเล็ก
เพื่อไม่ให้โครงสร้างของอาหารเกิดการฉีดขาด อนัเน่ืองมาจากผลึกน ้ าแข็งท่ีเกิด ส่วนอาหารท่ีเป็น
ของเหลวจะน าไปแช่เยือกแข็งแบบช้า เพื่อให้เกิดผลึกของน ้ าแข็งท่ีมีขนาดใหญ่ท าให้ไอน ้ าระเหิด
ออกมาไดง่้าย ท่ีสภาวะความดนั 4.579 มิลลิเมตรของปรอท ณ อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ท่ีจุดน้ีน ้ า
จะมีสถานะเป็นทั้งของเหลว ของแขง็ และไอน ้า ดงันั้นการลดความดนัไอของน ้าใหอ้ยูต่  ่ากวา่ 4.579 
มิลลิเมตรของปรอท โดยคุมอุณหภูมิท่ียงัท าให้น ้ าเป็นสถานะของแข็งอยู ่น ้ าแข็งท่ีไดจึ้งจะสามารถ
ระเหิดกลายเป็นไอได ้(ไพบูลย,์ 2532) 
 ลกัษณะการระเหิดของน ้ าแข็งในสภาวะอุดมคติ ท่ีช่วงของส่วนท่ีเป็นน ้ าแข็งและส่วนของ
ท่ีแห้ง ความช้ืนในตวัอย่างจะลดลงจากความช้ืนตั้งตน้ (m0) เหลือเท่ากบัความช้ืนสุดทา้ยเม่ือแห้ง 
(mf) ทนัที แต่ในความเป็นจริงพบว่าลกัษณะเช่นน้ีไม่ไดเ้กิดข้ึน โดยจะมีช่วงต่อซ่ึงความช้ืนค่อยๆ
ลดลงจากความช้ืนตั้งตน้เหลือเท่ากบัความช้ืนสุดทา้ย ซ่ึงส่วนน้ีเรียกว่า transition region ซ่ึงไม่มี
น ้ าแข็งเหลืออยู่ แต่ความช้ืนยงัคงสูงกว่าความช้ืนสุดทา้ยอยู่ แต่อย่างไรก็ตามพบว่าช่วงน้ีเกิดข้ึน
แคบมาก (กิตติพงษ,์ 2536) 
 ความสัมพนัธ์ระหวา่งสถานะของแข็ง ของเหลว และก๊าซของน ้ าเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ
แปรรูปอาหารหลายชนิด เช่น การอบแห้ง การท าให้เขม้ขน้ การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง การท าให้
เยน็ภายใตสุ้ญญากาศ  และการแช่เยอืกแขง็ ซ่ึงความสัมพนัธ์เหล่าน้ีสามารถอธิบายไดโ้ดยแผนภาพ
วฎัภาคของน ้ า โดยจะแสดงให้เห็นลกัษณะทางกายภาพของน ้ าบริสุทธ์ิท่ีแตกต่างกนัของระบบ 
ไดแ้ก่ น ้ าแข็ง น ้ า และไอน ้ า ดงัภาพท่ี 2.9  เส้น กจ แสดงว่าความสมดุลของเหลวและไอ หรืออาจ
เรียกว่าเส้นกราฟของจุดเดือด เส้น คจ แสดงความสมดุลของไอและของแข็ง หรืออาจเรียกว่า
เส้นกราฟการระเหิด  และเส้น ขจ แสดงความสมดุลของของแข็งและของเหลว หรืออาจเรียกว่า
เส้นกราฟของจุดหลอมเหลว  
 โมเลกุลน ้ าท่ีอยู่บนเส้น กจ จะกลายเป็นของเหลวทั้งหมด เม่ือเพิ่มความดนัสูงข้ึนหรือลด
อุณหภูมิลง และสามารถกลายเป็นไอทั้งหมด เม่ือลดความดนัลงหรือเพิ่มอุณหภูมิสูงข้ึน จุด ก แทน
อุณหภูมิวกิฤตของน ้า หรือท่ี 374 องศาเซลเซียส ถา้อุณหภูมิสูงกวา่น้ีจะพบวา่สถานะของเหลวและ
ไอไม่สามารถแบ่งแยกออกใหช้ดัเจนได ้
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 โมเลกุลน ้าท่ีอยูบ่นเส้น คจ จะกลายเป็นไอทั้งหมด เม่ือเพิ่มอุณหภูมิสูงข้ึนหรือลดความดนั
ลง และสามารถกลายเป็นของแขง็ทั้งหมด เม่ือลดอุณหภูมิลงหรือเพิ่มความดนัสูงข้ึน 
 เส้น งจ เป็นเส้นท่ีแสดงความดนัไอของน ้ าท่ีซุปเปอร์คูล เพราะวา่น ้ าท่ีซุปเปอร์คูล จะมีค่า
ความดนัไอมากกว่าน ้ าแข็งท่ีอุณหภูมิเดียวกนั น ้ าท่ีอยู่ช่วงซุปเปอร์คูลจะไม่อยู่ตวัและจะเปล่ียน
รูปร่างไปเป็นน ้าแขง็ทนัที ถา้มีผลึกน ้าแขง็เล็กๆอยูใ่นระบบ 

เส้นทุกเส้นมาตดักนัท่ีจุด จ ซ่ึงเกิดข้ึน ณ อุณหภูมิ 0.0099 องศาเซลเซียส ความดนั 4.579 
มิลลิเมตรปรอท จุดน้ีจะเรียกว่าจุด triple point ซ่ึงเป็นจุดท่ีแสดงว่าทั้งสามสถานะอยู่ในสภาวะ
สมดุล (ไพบูลย,์ 2532) 

 

 
ภาพที ่2.9  แสดงแผนภาพวฏัภาคของน ้าบริสุทธ์ิ 

ทีม่า : ไพบูลย ์(2532) 
 

2.7  กระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย (Spray drying) 
เป็นวธีิการท าแหง้ท่ีเหมาะกบัอาหารเหลว อาหารจะถูกท าใหก้ระจายเป็นอนุภาคเล็กๆ ซ่ึงมี

เส้นศูนยก์ลางประมาณ 10-200 ไมโครเมตร และพ่นเขา้ไปในกระแสลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 150-300 
องศาเซลเซียส ในถงัอบขนาดใหญ่ท่ีมีการควบคุมอตัราการส่งวตัถุดิบ เพื่อให้อุณหภูมิของอากาศท่ี
จุดทางออกเท่ากบั 90-100 องศาเซลเซียส ใช้เวลาในการท าแห้งสั้ น คือ ประมาณ 1-10 วินาที 
เน่ืองจากอนุภาคอาหารท่ีถูกพ่นจะมีสัดส่วนของพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรสูง จึงท าให้มีการถ่ายเทความ
ร้อนของมวลสารสูง อุณหภูมิของอาหารจะไม่สูงกวา่อุณหภูมิกระเปาะเปียกของตวักลางให้ความ
ร้อนท่ีใชม้ากนกั จึงเกิดความเสียหายจากความร้อนท่ีนอ้ย อาหารท่ีแห้งแลว้จะลอยตวัอยูใ่นอากาศ
แลว้จึงผา่นเขา้เคร่ืองแยก ซ่ึงจะแยกอาหารแลว้เก็บรวมไว ้ส าหรับขั้นตอนการท าแห้งแบบพ่นฝอย
จะประกอบดว้ย 4 ขั้นตอน (Masters, 1991)  
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 ขั้นท่ี 1 การท าใหข้องเหลวเป็นละอองฝอย (atomization of feed into a spray) 
 ในขั้นตอนน้ีของเหลวจะถูกฉีดเป็นละอองฝอยผา่นหวัฉีด (atomizer) โดยชนิดของหวัฉีดท่ี
ใช้และลกัษณะในการป้อนจะสามารถส่งผลต่อขนาดอนุภาคท่ีได ้ขั้นตอนน้ีจดัเป็นขั้นตอนส าคญั
ในการผลิต เน่ืองจากส่งผลต่อการระเหยน ้ า ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีขนาดพื้นท่ีผิวของอนุภาค
แตกต่างกนั หวัฉีดท่ีใชส้ าหรับเคร่ืองการท าแหง้แบบพน่ฝอยจะมีอยู ่3 ชนิดใหญ่ๆดว้ยกนั คือ 
  (1)  หวัฉีดแบบแรงดนั (pressure nozzle atomizer) หวัฉีดแบบน้ีจะใชค้วามดนัสูง
ในการอดัของเหลวผา่นช่องเปิดเล็กๆ แรงดนัท่ีใชจ้ะอยูใ่นช่วง 3.6 ” 4.4 เมกะนิวตนัต่อตารางเมตร 
พลงังานจากแรงดนัสูงจะท าใหข้องเหลวออกมาเป็นละอองขนาดเล็ก (กิตติพงษ,์ 2536) โดยไม่ตอ้ง
ใชอ้ากาศ แต่เกิดการอุดตนัและสึกกร่อนไดง่้าย (Mujumdar, 2011) โดยขนาดอนุภาคท่ีไดจ้ะเฉล่ีย
อยูใ่นช่วง 120 ” 250 ไมครอน โดยขนาดอนุภาคจะแปรผนัตรงกบัอตัราการป้อนของของเหลวและ
ความหนืดจะแปรผกผนักบัความดนั ดงัภาพท่ี 2.10  (เอกดนยั, 2548) 
 

 
ภาพที ่2.10  หวัฉีดแบบแรงดนั (pressure nozzle atomizer) 

ทีม่า :  PM Industries And Process Equipments Private Limited (2019) 
 

  (2)  หวัฉีดแบบหมุน (rotary atomizer) หวัฉีดแบบน้ีจะมีลกัษณะเป็นจานหมุน ท่ี
ขอบจานหมุนจะมีช่องเปิด ของเหลวจะถูกป้อนเขา้ตรงกลางและถูกเหวี่ยงออกมาตามแนวช่องเปิด
ท่ีบริเวณขอบจานหมุน ลกัษณะของจานจะมีรูปร่างหลากหลาย มีขนาดและความเร็วรอบท่ีแตกต่าง
กนั ตั้งแต่ขนาด 2 น้ิว หมุนดว้ยความเร็วรอบ 50,000 รอบต่อนาที ไปจนถึงขนาด 30 น้ิว หมุนดว้ย
ความเร็วรอบ 3,450 รอบต่อนาที ละอองของเหลวท่ีได้จะมีขนาดอนุภาคสม ่าเสมอไปตั้งแต่          
30-120 ไมครอน (เอกดนยั, 2548) เหมาะกบัอาหารท่ีมีความหนืดสูงและไม่ค่อยเป็นเน้ือเดียวกนั 
หวัฉีดแบบน้ีเกิดการอุดตนัหรือสึกกร่อนไดต้ ่ากวา่หวัฉีดชนิดอ่ืน (กิตติพงษ,์ 2536) ดงัภาพท่ี 2.11 
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ภาพที ่2.11  หวัฉีดแบบหมุน (rotary atomizer) 

ทีม่า :  Mujumdar (2011) 
  
  (3)  หวัฉีดแบบทูฟลูอิด (two-fluid nozzle atomizer, pneumatic nozzle atomizer) 
หวัฉีดแบบน้ีของเหลวและอากาศจะไหลผ่านเขา้หัวฉีด ซ่ึงจะท าให้ของเหลวแตกออกเป็นละออง
เล็กๆ ได ้เน่ืองจากการไหลผา่นของอากาศดว้ยความเร็วสูงภายในหวัฉีด การกระจายตวัเป็นละออง
ของของเหลว จะข้ึนอยู่กบัการปรับอตัราการไหลของอากาศ ขนาดอนุภาคจะไม่สม ่าเสมอ กิตติ
พงษ์ (2536) หัวฉีดชนิดน้ีจะเหมาะส าหรับของเหลวท่ีมีความหนืดมากและให้ผลผลิตค่อนขา้งต ่า 
(เอกดนยั, 2548) ดงัภาพท่ี 2.12 
 

 
ภาพที ่2.12  หวัฉีดแบบทูฟลูอิด (two-fluid nozzle atomizer, Pneumatic nozzle atomizer) 

ทีม่า :  Mujumdar (2011) 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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ขั้นท่ี 2 การสัมผสัระหวา่งอนุภาคของของเหลวกบัอากาศร้อน (spray-air contact)  
ในขั้นตอนน้ีอนุภาคของเหลวท่ีถูกพ่นมาเป็นละอองจากหวัฉีดจะสัมผสักบัอากาศร้อน ซ่ึง

มีหน้าท่ีเป็นตวักลางท าให้น ้ าระเหยออกจากของเหลว ดงันั้นการก าหนดทิศทางของการเคล่ือนท่ี
ของอากาศร้อนจึงเป็นส่ิงส าคญัมาก เน่ืองจากจะมีผลต่อการถ่ายเทความร้อน ทั้งน้ีจะข้ึนอยู่กับ
ลกัษณะของของเหลวท่ีตอ้งการท าแห้ง คุณภาพและลกัษณะของผลิตภณัฑ์สุดทา้ยท่ีตอ้งการ การ
สัมผสัระหวา่งอนุภาคอาหารกบัอากาศร้อนแบ่งได ้3 แบบ คือ 

(1)  การไหลแบบทิศทางเดียวกนั (co-current flow) อาหารเหลวจะถูกพน่ออกไปในทิศทาง
เดียวกบัลดร้อนท่ีไหลเขา้ ดงัภาพท่ี 2.13  วิธีน้ีเหมาะกบัสารละลายท่ีไม่ทนต่อความร้อน เน่ืองจาก
น ้ าในตวัอย่างจะเกิดการระเหยอย่างรวดเร็วในระยะเวลาอนัสั้นมาก อุณหภูมิของผลิตภณัฑ์จะต ่า
กวา่อุณหภูมิของอากาศร้อนขาออก ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ะมีความหนาแน่นต ่า (เอกดนยั, 2548) 

 

 
ภาพที ่2.13  การไหลแบบทิศทางเดียวกนั (co-current flow) 

ทีม่า : Mujumdar (2011)  
 

 (2)  การไหลแบบสวนทางกนั (counter-current flow) อาหารเหลวท่ีถูกพ่นและลมร้อนจะ
ไหลในทิศทางตรงขา้มกนั ดงัภาพท่ี 2.14  โดยเร่ิมจากอนุภาคของอาหารท่ีมีอุณหภูมิต ่าไดรั้บความ
ร้อนจนมีอุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนเร่ือยๆ จนกระทัง่เท่ากบัอุณหภูมิของลมร้อนในระบบ ลกัษณะน้ีจะมี
การถ่ายโอนความร้อนอย่างมีประสิทธิภาพ เหมาะกบัอาหารท่ีทนต่อความร้อนสูงและตอ้งการ
ความร้อนมาก (เอกดนยั, 2548) 
 เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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ภาพที ่2.14  การไหลแบบสวนทางกนั (counter-current flow) 

ทีม่า :  Mujumdar (2011) 
 

 (3) การไหลแบบผสมกนั (mixed-current flow) สารละลายและลมร้อนในระบบจะไหลไป
ในทั้งทิศทางเดียวกนัและสวนทางในเวลาพร้อมๆกนั ดงัภาพท่ี 2.15 
 

 
ภาพที ่2.15  การไหลแบบผสมกนั (mixed-current flow) 

ทีม่า : Mujumdar (2011) 
 

 ขั้นท่ี 3 การระเหยของละอองฝอย (evaporation stage) 
 การระเหยน ้าของอนุภาคของเหลวท่ีถูกพ่นฝอยจะมีการถ่ายเทความร้อน ซ่ึงการระเหยของ
น ้ าจะเกิดข้ึนในช่วงอตัราการอบแห้งคงท่ี (constant-rate period) ซ่ึงกระบวนการน้ีเป็นการท าให้
อนุภาคร้อนข้ึนหรือมีอุณหภูมิสูงข้ึนจากการน าความร้อนและการพาความร้อน โดยอตัราการระเหย

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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น ้ าจะข้ึนกบัหลายปัจจยั ไดแ้ก่ อุณหภูมิของลมร้อน ความช้ืนสัมพทัธ์ คุณสมบติัในการถ่ายเทของ
อากาศ ขนาดอนุภาค อุณหภูมิของอนุภาค ความเร็วลมร้อน การอบแห้งแบบพ่นฝอยจะเกิดข้ึนใน
เวลาอนัสั้น เน่ืองจากมีพื้นท่ีผวิของอนุภาคท่ีมากจึงเกิดการระเหยน ้าไดอ้ยา่งรวดเร็ว 
 ขั้นท่ี 4 การแยกอาหารผงออกจากระบบท าแหง้ (dry product recovery) 
 อาหารผงท่ีไดจ้ะตกลงสู่พื้นล่างของภาชนะอบแห้ง เน่ืองจากอนุภาคดงักล่าวจะมีน ้ าหนกั
เบาและจะถูกดูดออกไปโดยแรงพดัลม (blower) ส่งออกมาตามท่อลมออก ผงอาหารแห้งน้ีสามารถ
แยกออกจากอากาศร้อนด้วยระบบไซโคลน (cyclone separator) ซ่ึงสามารถแยกเอาอากาศกับ
อนุภาคของแขง็ออกจากกนัไดโ้ดยอาศยัแรงเหวีย่ง 
 

2.8  เทคนิคการตรวจวเิคราะห์ Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy 
 Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy เป็นเทคนิคดา้น infrared spectroscopic ท่ี
มีประสิทธิภาพในการจ าแนกประเภทของสารอินทรีย ์สารอนินทรีย ์และพนัธะเคมีในโมเลกุล
รวมถึงท่ีเป็นองคป์ระกอบอยูใ่นโมเลกุลของสารผสมตวัอยา่งท่ีไม่ทราบชนิด อีกทั้งยงัใชร้ะยะเวลา
ในการตรวจสอบนอ้ยกวา่วธีิอ่ืนๆ 
 Infrared (IR) spectroscopy เป็นเทคนิคหน่ึงใน spectroscopic ทัว่ๆ ไปท่ีใช้ในทางเคมี
อินทรียแ์ละเคมีอนินทรีย ์โดยการตรวจวดัการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของตวัอยา่งท่ีความถ่ีต่างๆซ่ึง
เป็นลกัษณะเฉพาะของแต่ละพนัธะ 
 Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy เป็นเคร่ืองมือท่ีในการวิเคราะห์โครงสร้าง
ของสาร โดยการตรวจวดักลืนรังสีในช่วงอินฟราเรด ท่ีอยูใ่นช่วงเลขคล่ืน (wave number) ท่ี 12800-
10 cm-1 โดยสามารถตรวจวดัตวัอยา่งไดท้ั้งของแขง็ ของเหลว และก๊าซ 
 ส าหรับอุปกรณ์อินเตอร์เฟอโรมิเตอร์นั้น จะประกอบไปด้วยกระจกแบนราบ (planar 
mirrors) 2 แผน่ท่ีวางท ามุมตั้งฉากกนั โดยจะมี 1 แผน่วางอยูก่บัท่ี (fixed mirror) ในขณะท่ีกระจก
อีกแผ่นจะสามารถเคล่ือนท่ีกลบัไปกลบัมาไดด้ว้ยความเร็วคงท่ีในทิศทางท่ีตั้งฉากกบัระนาบของ
ผวิกระจกท่ีอยูก่บัท่ี 
 นอกจากนั้นยงัมีตวัแยกล าแสง (beam splitter) ซ่ึงวางท ามุม 45 องศา อยูร่ะหวา่งกระจกทั้ง 
2 อนั ดงัภาพท่ี 2.16 ซ่ึงตวัแยกล าแสงน้ีจะท าหนา้ท่ีแบ่งแยกล าแสงออกมาจากแหล่งก าเนินแสง ให้
แยกออกเป็น 2 ส่วน กล่าวคือล าแสงจะทะลุผา่นตวัแยกล าแสงร้อยละ 50 แลว้ไปสู่กระจกท่ีวางอยู่
กบัท่ี ในขณะท่ีอีกร้อยละ 50 ของล าแสงท่ีเหลือ จะหกัเหไปสู่กระจกท่ีเคล่ือนท่ี 
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ภาพที ่2.16  การท างานของ interferometer 

ทีม่า :  Chemistry libretexts (2562) 
 

 ผลจากการแยกแสงและการสะทอ้นของแสงในลกัษณะดงักล่าว จะท าให้รูปแบบของคล่ืน 
แสงท่ีจะเขา้ไปสู่ดีเทคเตอร์ถูกรบกวนให้เปล่ียนแปลงไป ทั้งน้ีข้ึนอยู่กับระยะทางของกระจกท่ี
เคล่ือนท่ีดว้ย ซ่ึงสัญญาณของแสงท่ีรวมกนัใหม่ เพื่อจะเขา้สู่ดีเทคเตอร์น้ีมีลกัษณะเป็น time domain  
หรือกราฟคล่ืน sine wave ท่ีสัมพนัธ์กบัแกนระยะทางหรือเวลา เน่ืองจากกระจกเคล่ือนท่ีดว้ย
ความเร็วคงท่ีจะถูกถอดรหัส หรือแปลงไปเป็น frequency domain หรือกราฟท่ีสัมพนัธ์กบัแกน
ความถ่ี โดยใชว้ิธีการทางคณิตศาสตร์ท่ีเรียกวา่ fourier transform โดยขอ้มูลท่ีไดจ้ากการแปลงจะ
ถูกน าไปเขียนเป็นสเปคตรัมอินฟราเรด แสดงเป็นกราฟระหว่างปริมาณความเขม้ของแสงกับ
ความถ่ีหรือเลขคล่ืน (วจิิตรา, 2555) 
 

2.9  อนุมูลอสิระ (Free radicals) 
 2.9.1  อนุมูลอิสระ 
  อนุมูลอิสระ (free radicals) เป็นสารท่ีไม่เสถียรท าให้เกิดปฏิกิริยาไดว้อ่งไว ดงันั้น 
สามารถท าปฏิกิริยากบัโมเลกุลต่างๆในร่างกายได ้เช่น ไขมนั โปรตีน หรือสารพนัธุกรรม โดย
อนุมูลจะดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลหรืออะตอมของสารท่ีอยู่ข้างเคียงมา เพื่อให้ตัวมนัเสถียร 
โมเลกุลท่ีอยู่ขา้งเคียงท่ีสูญเสียหรือรับอิเล็กตรอนจะกลายเป็นอนุมูลชนิดใหม่ ซ่ึงอนุมูลท่ีเกิดมา
ใหม่น้ีจะไปท าปฏิกิริยากับสารโมเลกุลอ่ืนต่อไป เกิดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain reaction) 
(Halliwell, 1996) การท่ีมีปริมาณของอนุมูลอิสระสูงๆหรือมากเกินไปจะท าให้ร่างกายเกิดสภาวะ 
oxidative stress ซ่ึงสามารถเป็นสาเหตุของการน ามาซ่ึงโรคต่างๆ ได้ เช่น การเกิดโรคมะเร็ง 
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(cancer), การเกิดเป็นจุดสี (lipofuscin spot) หรือการเกิดรอยเห่ียวยน่ท่ีผิวหนงั เป็นตน้ (ระวิวรรณ
และทรงพร, 2549) 
  อนุมูล หรือ อนุมูลอิสระ คือ อะตอม  โมเลกุล  หรือสารประกอบท่ีมีอิเล็กตรอน
เด่ียวอยู่ในออร์บิทลัวงนอกสุดท่ีมีระดบัพลงังานสูง ซ่ึงถึงอะตอมของไฮโดรเจนและอิออนของ
โลหะทรานซิชนัส่วนใหญ่ และยงัรวมถึงโมเลกุลของออกซิเจนซ่ึงนบัวา่เป็นอนุมูลอิสระ เพราะมี
อิเล็กตรอนจ านวน 2 อิเล็กตรอน แต่ละอิเล็กตรอนจะแยกกนัอยู่เป็นอิเล็กตรอนเด่ียวในแต่ละวง
โคจร หรือ ออร์บิทลั อนุมูลอิสระมีทั้งท่ีอยู่ในสภาวะเป็นกลางทางไฟฟ้าและอนุมูลในสภาวะท่ีมี
ประจุไฟฟ้า โดยมีทั้งประจุบวกและประจุลบ สัญลกัษณ์ทางเคมีของอนุมูล เช่น อนุมูล A•, อนุมูล 
A-• และ อนุมูล A+• โดยเฉพาะอนุมูลท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลต ่าจะไวต่อการเกิดปฏิกิริยามากกวา่อนุมูลท่ี
มีน ้าหนกัโมเลกุลสูง เน่ืองจากอิเล็กตรอนเด่ียวจะไม่เสถียรและพยายามจบัคู่กบัอิเล็กตรอนเด่ียวอ่ืน
ดงันั้นอนุมูลอิสระจึงมีคุณสมบติัเฉพาะ คือมีความไวสูงในการเกิดปฏิกิริยากบัโมเลกุลอ่ืนๆ แต่
อยา่งไรก็ตามยงัคงมีอนุมูลอิสระบางชนิดท่ียงัคงมีความเสถียร ไม่ไวในการเกิดปฏิกิริยาและยงัคง
อยู่ในรูปอนุมูลได้นานซ่ึงจะมีจ านวนน้อยชนิดมาก ตวัอย่างอนุมูลอิสระท่ีส าคญัในทางชีวภาพ 
ได้แก่ อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (O2

-•)  อนุมูลไฮดรอกซี (•OH)  อนุมูลอลัคอกซี (RO•) 
และ อนุมูลเปอร์ไฮดรอกซี (HO2

•) อนุมูลอิสระเหล่าน้ีจดัเป็นอนุมูลท่ีไวในการปฏิกิริยาสูงมาก และ
ขณะท่ีไนตริกออกไซด์ (NO) หรือ อนุมูลอิสระท่ีมีความไวสูงรองลงมา (โอภา, 2550) 
 2.9.2  การเกิดอนุมูลอิสระ 
  อนุมูลอิสระในส่ิงมีชีวิตเกิดจากการเผาผลาญของเซลล์โดยการใช้ออกซิเจน 
อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (O2

-•) และอนุมูลไฮดรอกซี (•OH) เป็นอนุมูลท่ีพบในเซลล์
มากกว่า อนุมูลอ่ืนๆ ส่วนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และเปอร์ออกซีไนไตรท (ONOO-) แม้ว่า
โครงสร้างไม่อยู่ในอนุมูลอิสระแต่เป็นสารท่ีได้จากปฏิกิริยาต่อเน่ือง ท่ีมีอนุมูลอิสระเป็นตน้เหตุ 
สารท่ีไม่ไดอ้ยูใ่นรูปอนุมูลเหล่าน้ี มีบทบาทในปฏิกิริยารีด๊อกซ์ท่ีเกิดข้ึนในเซลลเ์ป็นอยา่งมากและมี
ความเป็นสูง จึงได้มีการบญัญติัศพัท์ข้ึนใหม่ให้ครอบคลุมทั้งอนุมูลอิสระและสารท่ีว่าน้ีว่าสาร
ความไวสูง (reactive species, RS) อนุมูลอิสระเกิดไดจ้ากหลายสาเหตุ เช่น ไมโตคอนเดรียท างาน
ผิดปกติ  กระบวนการเมตาบอลิซึม  กรดอะมิโนท่ีมีฤทธ์ิกระตุ้นเซลล์ประสาท และระบบส่ือ
ประสาท  เมตาบอลิซึมของสารส่ือประสาท  สารพิษต่อเซลล์ประสาท (neurotoxin)  ภาวะขาดเลือด 
(Ischemia/Reperfusion, I/R)  ภาวะช็อคและการอกัเสบ (โอภา, 2550) 
  การเกิดอนุมูลอิสระมีไดห้ลายแบบท่ีแตกต่างกนั ดงัสมการ 2.1-2.3 
  1.  การแตกพนัธะโควาเลนทแ์บบโฮโมไลซิส 
 

     
•   

•      (2.1) 
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  2.  การเพิ่มอิเล็กตรอน 1 ตวั ใหแ้ก่อะตอมท่ีเป็นกลางทางไฟฟ้า 
 

   -  
-•      (2.2) 

 
  3.  การสูญเสียอิเล็กตรอน 1 ตวั จากอะตอมท่ีเป็นกลางทางไฟฟ้า 
 

   
 •   -     (2.3) 

 
 2.9.3 การป้องกนัอนัตรายและความเสียหายท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระ 
  ร่างกายจะมีกลไกเพื่อควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระเพื่อไม่ให้มีมากเกินไป โดยกล
ไกลในการควบคุมอนุมูลอิสระในร่างกายจะมีอยู่ 3 กลไก ไดแก่ สารตา้นอนุมูลอิสระ  เอนไซม ์
และสารคีเลทโลหะ เพื่อลดความเส่ียงต่ออนัตรายท่ีจะเกิดข้ึนกบัร่างกาย แต่ถา้หากกลไกเหล่าน้ีเกิด
ความผดิปกติท าใหมี้ประสิทธิภาพในการควบคุมต ่าลงจนน าไปสู่สภาวะ oxidative stress ก็จะท าให้
เกิดโรคต่างๆในร่างกายได ้
 

2.10  สารต้านอนุมูลอสิระ  
 สารตา้นอนุมูลอิสระเป็นสารท่ีสามารถท าปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระโดยตรง เพื่อก าจดัอนุมูล
ให้หมดไป หรือหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ไม่ให้ด าเนินต่อ สารตา้นอนุมูลอิสระแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ 
คือ ประเภทแรกป้องกนัการเกิดสารอนุมูลอิสระ ไดแ้ก่ เอนไซม ์superoxide dismutase  glutathione 
peroxidase  catalase  peroxidase  cytochrome C peroxidase (CCP) และโปรตีนซ่ึงมีทองแดงอยูใ่น
โมเลกุล (ceruloplasmin) ส่วนอีกประเภทหน่ึง คือ สารตา้นออกซิเดชนั ในกลุ่มท่ีท าลายปฏิกิริยา
ลูกโซ่น้ี ไดแ้ก่  วิตามินอี  เบตา้-แคโรทีน  วิตามินซี  ubiquinone  uric acid  bilirubin  albumin  
sulfhydryl groups ในกรดอะมิโน  และ cysteine ซ่ึงมีอยูใ่นโปรตีน เช่น เน้ือสัตว ์นอกจากกลุ่มสาร
พวกน้ียงัมี สารประกอบฟีโนลิก (phenolic compounds) และสารกลุ่ม lavonoids ท่ีเป็นสารตา้น
ออกซิเดชนัโดยมกัจะพบในพืช  ผกั  และผลไมเ้ป็นส่วนใหญ่ (มลศิริ, 2540) สารออกฤทธ์ิตา้นการ
เกิดออกซิเดชนัสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทตามลกัษณะการออกฤทธ์ิ คือ สารตา้นการเกิด
ออกซิเดชนัปฐมภูมิ เป็นสารท่ีหยุดปฏิกิริยาอนุมูลอิสระโดยการให้อนุมูลไฮโดรเจน (H“) หรือ
อิเล็คตรอนแก่อนุมูลโดยตรงเป็นผลให้อนุมูลนั้นกลายเป็นสารท่ีมีความเสถียรข้ึนสารออกฤทธ์ิใน
ลกัษณะดงักล่าว ไดแ้ก่ สารประกอบกลุ่ม phenolic เช่น flavonoids, eugenol และ vanillin เป็นตน้ 
สารตา้นการเกิดออกซิเดชนัทุติยภูมิ สารตา้นการเกิดออกซิเดชนัประเภทน้ีไม่ท าปฏิกิริยาโดยตรง

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



28 
 

กบัอนุมูลอิสระแต่จะช่วยการท างานของสารตา้นการเกิดออกซิเดชนัปฐมภูมิในลกัษณะต่างๆ เช่น 
จบักบั Fe2+ ดกัจบัออกซิเจนดูดซบัรังสียวูไีวเ้ป็นตน้ 
 2.10.1  กลไกการท างานของสารต้านการเกดิออกซิเดชัน 
  สารตา้นการเกิดออกซิเดชนัมีกลไกการท างานแบ่งไดเ้ป็น 6 แบบใหญ่ๆ คือ 
  2.10.1.1  ดกัจบัอนุมูลอิสระ (Radical  scavenging) 

  โดยการใหไ้ฮโดรเจนหรืออิเล็คตรอนแก่อนุมูลอิสระ (สมการท่ี 2.4-2.7) 
 

     -     
•      (2.4) 

                         
•       (2.5) 

              (2.6) 
                 (2.7) 

  2.10.1.2  ยบัย ั้งการท างานของ Singlet oxygen (Singlet oxygen quenching) 
    สารกลุ่มแคโรทีนอยด์ (carotenoids) สามารถยบัย ั้งการท างานของ singlet 
oxygen โดยการเปล่ียน singlet oxygen (1O2

*) ให้อยูใ่นรูป triplet oxygen (3O2) (สมการท่ี 2.8) และ
ปล่อยพลงังานท่ีไดรั้บออกไปในรูปความร้อน (สมการท่ี 2.9) โดยท่ีแคโรทีนอยด์ (Car) 1 โมเลกุล
สามารถท าปฏิกิริยากบั singlet oxygen ไดถึ้ง 10,000 โมเลกุล 

 
   

 
          

     
     (2.8) 

                               (2.9) 
 
  2.10.1.3  จบักบัโลหะท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัได ้(Metal chelation) 

   สารท่ีสามารถจับโลหะท่ีส าคัญเหล่าน้ีคือ Fe2+ และ Cu2+ ได้แก่ 
flavonoids, phosphoric acid และ citric acid เป็นตน้ 
  2.10.1.4  หยดุปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (Chain-breaking) 
   วิตามินอีสามารถป้องกนัเยื่อหุ้มเซลล์ถูกท าลายจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั
ของไขมนั (lipid-auto oxidation) โดยท าหนา้ท่ีเป็นตวัรับอิเล็คตรอน (electron-acceptor) จากอนุมูล 
peroxyl (ROO“) 
  2.10.1.5  เสริมฤทธ์ิ 

   สารชนิดน้ีจะช่วยสนบัสนุนใหส้ารตา้นการเกิดออกซิเดชนัท างานไดดี้ข้ึน 
ตวัอยา่งเช่นการท างานร่วมกนัระหวา่ง   
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  2.10.1.6  ย ับย ั้ งการท างานของเอนไซม์ท่ี เร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ (Enzyme 
inhibition) 

   สารประกอบ phenolic บางชนิด เช่น flavonoids, phosphoric acid และ 
gallates สามารถยบัย ั้ง lipoxygenase โดยสามารถเขา้จบักบัไอออนของเหล็กซ่ึงเป็นโคแฟกเตอร์ 
(Co-factor) มีผลต่อการท างานของเอนไซมด์งักล่าว (โอภา, 2550) 

 

2.11  วธิีการวดัความสามารถในการก าจัดอนุมูลอสิระ  
 2.11.1  วธีิ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical 
  อนุมูล DPPH“ เป็นอนุมูลไนโตรเจนท่ีคงตวั มีสีม่วง อยู่ในรูปอนุมูลอยู่แลว้ โดย
ไม่ต้องท าปฏิกิริยาเพื่อให้เกิดอนุมูลเหมือนกับกรณีอนุมูล ABTS+“ การวิเคราะห์เป็นการวดั
ความสามารถของสารทดสอบในการก าจดัอนุมูลอิสระ โดยวิธีให้ไฮโดรเจนอะตอม การวดัท าโดย
ใชเ้คร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) วดัการลดลงของสี เม่ือเติมสารตา้นออกซิเดชนั
ลงไป โดยวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร  (Hou และคณะ, 2001) 
  DPPH radical ใชใ้นการทดสอบความสามารถในการท าลายอนุมูลอิสระของสาร
ตวัอย่าง(scavenging activity) สารละลายของ DPPH“ มีสีม่วงในเอทานอล และเม่ือไดรั้บ H จะ
เปล่ียนเป็นสารละลายสีเหลือง ดงัสมการท่ี 2.10 (Blois, 1958) 
 

                           -                (2.10) 
                  สีม่วง   ตวัอยา่งทดสอบ   สีเหลือง 
                  
  ค่าท่ีว ัดได้จะแสดงความสามารถในการสารต้านออกซิเดชันออกมาในค่า             
% inhibition ดงัสมการท่ี 2.11 
 

% inhibition = [(A517 control – A517 test sample)/ A517 control)] x 100  (2.11)               
 

  ขอ้ดีของวิธีน้ีคือ ท าไดง่้าย นิยมใชเ้ป็นวิธีเบ้ืองตน้ในการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูล
ของสารตา้นออกซิเดชนัจากธรรมชาติ 
  ขอ้เสียของวิธีน้ีคือ อนุมูล DPPH“ มีความคงตวัไม่ไวต่อการท าปฏิกิริยาเหมือน
อนุมูลท่ีเกิดในเซลลห์รือร่างกาย ดงันั้นวธีิน้ีจึงไม่สามารถแยกแยะจดัอนัดบัอนุมูลท่ีมีความไวสูงได ้
 
 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



30 
 

 2.11.2  วธีิ ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) radical 
  เป็นวิธีการวดัความสามารถในการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส ((ABTS“+,2,2′-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) radical)) เป็นสารสังเคราะห์ท่ีมีสีเขียวปนน ้ า
เงินสามารถดูดกลืนแสงไดสู้งสุดท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร เน่ืองจากสีของ ABTS“+ ปกติจะมี
ค่าการดูดกลืนแสง จึงตอ้งท าการเจือจาง ABTS“+ ดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ จากนั้นน า ABTS“+  ท า
ปฏิกิริยากบัสารตวัอยา่งท่ีละลายดว้ยเอทานอลเจือจางซ่ึงจะท าให้สีจางลง ดงัสมการท่ี 2.12 และตั้ง
ทิ้งไวเ้พื่อให้เกิดปฏิกิริยา จึงสามารถหาความเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารตวัอยา่งไดจ้ากการ
ค านวณสีท่ีจางลงของการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ ABTS“+  ซ่ึงวิธีการค านวณและการเทียบกบัสาร
มาตรฐาน trolox กระท าเช่นเดียวกบัวธีิ DPPH (บุหรัน, 2556) 
 

          (           )     (สีจางลง)      (2.12)      
 
  ขอ้ดีของวธีิการน้ี คือ ABTS“+  ละลายไดดี้ในน ้าและตวัท าละลายอินทรียจึ์งท า
ปฏิกิริยาไดดี้ในช่วง pH กวา้ง  
  ข้อเสีย คือ ABTS“+  ไม่เป็นสารธรรมชาติท่ีพบในร่างกายหรือในเซลล์ของ
ส่ิงมีชีวติและตอ้งมีการท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืนก่อนถึงจะเกิดเป็นอนุมูลอิสระ ค่าการดูดกลืนแสงแลว้
น าไปค านวณหา % inhibition ดงัสมการท่ี 2.13 
 

% inhibition = [ ( A734 control – A 734 test sample ) / A634 control] x 100  (2.13)                  
  
 2.11.3  การวเิคราะห์ฤทธ์ิต้านออกซิเดช่ัน chelating activity  
  การวดัความสามารถในการแย่งจับกับโลหะเป็นวิธีหน่ึงท่ีนิยมใช้ในการหา
ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัของสารท่ีตอ้งการทดสอบ เพราะโลหะไอออนเป็นตวัการ
ส าคญัในการเร่งปฏิกิริยาท าให้เกิดสารอนุมูลอิสระต่างๆมากมายหลายชนิด โดยเฉพาะธาตุเหล็กท่ี
อยู่ในรูปเฟอร์รัส หรือ Fe2+ จะท าปฏิกิริยาออกซิเดชันกบัออกซิเจนในอากาศ เกิดเป็นสารอนุมูล 
superoxide anion radical (O2

-“) ซ่ึงเป็นอนุมูลอิสระตวัเร่ิมตน้ท่ีท าให้เกิดอนุมูลอิสระตวัอ่ืนๆต่อไป 
ดงันั้นวธีิการวดัความสามารถในการแยง่จบัโลหะ Fe2+ ของสารท่ีตอ้งการทดสอบนั้น อาศยัจากการ
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 562 นาโนเมตร ท่ีมีค่าลดลง โดยเม่ือเติมสาร ferrozine ลง
ไป สารน้ีจะไปจบักบั Fe2+ แล้วอยู่ในรูป ferrozine- Fe2+complex ซ่ึงจะให้สีแดง และถา้สารท่ี
ตอ้งการทดสอบมีความสามารถในการแยง่จบักบั Fe2+ จะอยูใ่นรูป antioxidant - Fe2+ complex แลว้
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จะท าใหสี้แดงของ ferrozine - Fe2+complex จางลงไดเ้ม่ือไดค้่าการดูดกลืนแสงแลว้น าไปค านวณหา           
% inhibition (Dinis และคณะ, 1994)  ดงัสมการท่ี 2.14   
 

% inhibition = [ ( A562 control – A 562 test sample ) / A562 control] x 100   (2.14) 
 

2.12  เจลฟิลเตรช่ันโครมาโตกราฟ (Gel filtration chromatography) 
 เจลฟิลเตรชั่นโครมาโตกราฟ เป็นเทคนิคอย่างหน่ึงท่ีใช้ในการแยกโมเลกุลท่ีมีขนาด
ต่างกนั โดยเทคนิคน้ีอาจสามารถเรียกไดห้ลายช่ือ เช่น gel-permeation gel-exclusion size-exclusion 
และ molecular-sieve chromatography โมเลกุลของสารจะถูกแบ่งระหว่างการเคล่ือนท่ีไปของ 
mobile phase และ stationary phase ท่ีประกอบไปดว้ยรูพรุน ความสามารถในการแยกจะข้ึนกบั
ขนาดของรูพรุนของ stationary phase เม็ดเจล (bead) ในคอลมัน์จะมีลกัษณะท่ีเป็นช่องว่างท่ีเกิด
จากการเช่ือมไขว ้(matrix) ภายในจะประกอบไปดว้ยปริมาตรของของเหลว 2 ส่วน โดยส่วนแรกจะ
เป็นปริมาตรของของเหลวท่ีอยู่ระหว่างเม็ดเจล (external volume) และส่วนท่ี 2 เป็นปริมาตร
ช่องว่างภายในเม็ดเจล (internal volume) (O'Fagain และคณะ, 2011) ในเม็ดเจล แต่ละเม็ดจะมี
ช่องวา่งท่ีจ  าเพาะต่อการยอมให้สารท่ีมีขนาดค่าหน่ึงสามารถผา่นเขา้ไปได ้ส่วนสารท่ีมีขนาดใหญ่
กว่าไม่สามารถผ่านเขา้ไปไดจ้ะถูกชะออกมากบัสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีใช้ชะหลุดออกจากคอลมัน์
ก่อน จากขา้งตน้จะแสดงให้เห็นว่าเม็ดเจลสามารถแยกสารท่ีมีขนาดเล็กและใหญ่ออกจากกนัได ้
โครงสร้างของเม็ดเจลและการแยกสารตามขนาดโมเลกุลในขณะผ่านลงมาตามคอลมัน์ ดงัภาพท่ี 
2.17  
 

 
ภาพที ่2.17  แสดงกลไกในการแยกสารโดยเทคนิค gel filtration 

ทีม่า :  ชรินทร์ (2542) 
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 จากภาพท่ี 2.17  (a) แสดงลกัษณะของเมด็เจลประกอบไปดว้ยส่วนของเมทริกซ์ซ่ึงเกิดจาก
การเช่ือมไขวข้องโพลีเมอร์สายยาว โดยระหวา่งเส้นสายเหล่าน้ีมีช่องวา่งอยู ่สารท่ีมีขนาดโมเลกุล
เล็กจะสามารถผา่นเขา้ไปวนอยูใ่นช่องวา่งน้ีได ้ส่วนสารท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่จะไม่สามารถเขา้ไป
ภายในช่องวา่งดงักล่าวน้ีได ้
 (b) แสดงการเคล่ือนท่ีของสารตวัอยา่งขณะเคล่ือนท่ีลงสู่ชั้นเจล 
 (c) โมเลกุลท่ีมีขนาดเล็กจะแทรกเขา้ไปในช่องวา่งและวนเวียนอยูภ่ายในเจล ท าให้สารท่ีมี
โมเลกุลขนาดเล็กใชเ้วลานานกวา่จะหลุดออกมาภายนอกเจลได ้ในขณะท่ีสารท่ีมีขนาดใหญ่ถูกชะ
ออกมาตามคอลมัน์ก่อน 
 (d) สารท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่เคล่ือนท่ีออกนอกคอลมัน์ ในขณะท่ีสารท่ีมีขนาดโมเลกุล
เล็กก าลงัถูกชะใหไ้หลผา่นลงมาตามคอลมัน์ภายหลงั 
 (e) แสดง elution diagram ของโครมาโตแกรม (chromatogram) ใช้บอกถึงล าดบัหรือ
ช่วงเวลาของการแยกสารท่ีมีขนาดต่างกนั โดยการเพิ่มข้ึนของกราฟในช่วงแรกเป็นค่าการดูดกลืน
คล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนท่ีมีขนาดอนุภาคใหญ่ ส่วน
เส้นกราฟในช่วงหลงัเป็นของโปรตีนท่ีมีขนาดเล็ก 
 2.12.1  ชนิดของสารทีใ่ช้ในการเจล (Gel filtration media) 
  สารท่ีถูกน ามาใช้เป็นเป็นตวักลางในการเช่ือมไขวเ้ป็นเม็ดเจลถูกแบ่งออกเป็น 3 
กลุ่มดว้ยกนั คือ เดกซ์แทรน (dextran)  polyacrylamide และ agarose โดยชนิดและช่ือทางการคา้
ของสารท่ีเป็นตวักลางในการสร้างเจลแสดง ดงัตารางท่ี 2.4 
 
ตารางที ่2.4  สารท่ีใชเ้ป็นตวักลางในการเช่ือมไขวเ้ป็นเม็ดเจลของเทคนิค gel filtration 
chromatography 

ช่ือ ชนิดของสาร ช่วงของมวลโมเลกุลท่ียอมใหผ้า่นเขา้เมด็เจล 
(กิโลดาลตนั) 

Sephadex G-10 Dextran 0.05-0.7 
Sephadex G-15 Dextran ≤1.5 
Sephadex G-25 Coarse Dextran 1-5 
Sephadex G-25 Medium Dextran 1-5 
Sephadex G-25 Fine Dextran 1-5 
Sephadex G-25 Superfine Dextran 1-5 
Sephadex G-50 Coarse Dextran 1-30 
Sephadex G-50 Medium Dextran 1-30 
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ตารางที ่2.4 (ต่อ)  สารท่ีใชเ้ป็นตวักลางในการเช่ือมไขวเ้ป็นเมด็เจลของเทคนิค gel filtration 
chromatography  

ช่ือ ชนิดของสาร ช่วงของมวลโมเลกุลท่ียอมใหผ้า่นเขา้เมด็เจล 
(กิโลดาลตนั) 

Sephadex G-50 Fine Dextran 1-30 
Sephadex G-50 Superfine Dextran 1-30 
Sephadex G-75 Dextran 30-80 
Sephadex G-75 Superfine Dextran 30-70 
Sephadex G-100 Dextran 4-150 
Sephadex G-100 Superfine Dextran 4-100 
Sephadex G-150 Dextran 5-300 
Sephadex G-150 Superfine Dextran 5-150 
Sephadex G-200 Dextran 5-600 
Sephadex G-200 Superfine Dextran 5-250 
Bio-gel P-2 Polyacrylamide 0.1-1.8 
Bio-gel P-6 Polyacrylamide 1-6 
Bio-gel P-10 Polyacrylamide 1.5-20 
Bio-gel P-30 Polyacrylamide 2.4-40 
Bio-gel P-100 Polyacrylamide 5-100 
Bio-gel P-300 Polyacrylamide 60-400 
Sepharose 6B Agarose 10-4,000 
Sepharose 4B Agarose 60-20,000 
Sepharose 2B Agarose 70-40,000 
หมายเหตุ : Sephadex และ Sepharose gels เป็นของบริษทั Phamacia Fine Chemical AB, Bio-gel เป็นของบริษทั 
BioRad Laboratories 

ทีม่า :  ชรินทร์ (2542) 
 
 2.12.2  การประยุกต์ใช้งาน 
  การใช้งานในระดับอุตสาหกรรมมักนิยมใช้หลังการกระบวนการผลิต โดยมี
วตัถุประสงคก์ารใชง้านแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ 
  2.12.2.1 การประยุกต์ใช้ในการแยกสารตามขนาดโมเลกุล เป็นการแยกสารท่ีมี
ขนาดโมเลกุลใหญ่ออกมาจากสารท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็ก เช่น การใชใ้นการแยกสารพวกโปรตีน โพ
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ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



34 
 

ลีแซคคาไรด ์โพลีเปปไทด์ ในขั้นตอนก่อนท าให้เขม้ขน้โดยวิธี lyophilization การใชใ้นการสกดัฟี
นอลออกจากกรดนิวคลีอิค การใช้ในการแยกโคแฟคเตอร์และตัวยบัย ั้งออกจากโมเลกุลของ
เอนไซม ์การใชใ้นการแยกเกลือออกจากโปรตีน 
  2.12.2.2 การประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม  
   1) ใชใ้นการแยกเซลล ์เศษเซลลแ์ละอนุภาคอ่ืน เช่น การแยก monocyte 

ออกจาก lymphocyte หรือ การแยก red blood cell ออกจาก blood plasma เป็นตน้ 

   2) ใชใ้นการเพิ่มความเขม้ขน้ของสารท่ีขนาดโมเลกุลขนาดใหญ่ โดยใช้

ผงเจลแห้งมาแช่ในสารละลายผสม สารท่ีมีมวลโมเลกุลขนาดเล็กจะสามารถผา่นเขา้ไปอยูภ่ายใน

เม็ดเจล เม่ือท าการป่ันเหวี่ยง โดยสารโมเลกุลขนาดเล็กจะตกตะกอนไปอยูข่า้งล่างรวมกบัเม็ดเจล 

ส่วนสารโมเลกุลขนาดใหญ่จะแขวนลอยอยูใ่นสารละลายส่วนใส (ชรินทร์, 2542) 

2.13  การตรวจสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ 
 มะเร็ง หมายถึง ความผิดปกติของดีเอ็นเอหรือสารพนัธุกรรม มีผลให้เซลล์เจริญเติบโต 
เพิ่มจ านวนเซลล์ อย่างรวดเร็วผิดปกติ ดงันั้น จึงอาจท าให้เกิดกอ้นเน้ือ และในท่ีสุด เซลล์จะตาย
เน่ืองจากขาดเลือดไปเล้ียง จะเรียกช่ือเซลล์ท่ีผิดปกติตามอวยัวะท่ีพบ เช่น มะเร็งปอด มะเร็งสมอง 
มะเร็งเตา้นม และมะเร็งผวิหนงั เป็นตน้ (สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ, 2555) 
 การตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เป็นวิธีท่ีน าเซลล์ท่ีถูกเพาะเล้ียงในหลอดทดลองมา
ทดสอบหรือมาสัมผสักบัสารทดสอบ ระยะเวลาในการสัมผสักบัสารทดสอบและความคงตวัของ
สารทดสอบ ซ่ึงเป็นปัจจยัท่ีส าคญัมากในการใชใ้นการเปรียบเทียบค่าท่ีไดจ้ากกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
(positive control) และกลุ่มควบคุมเชิงลบ (negative control) ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดจ้ากการนบั
เซลลโ์ดยตรงจากการยอ้มสีหรือวดัค่ากิจกรรมเมทาบอไลท ์(metabolite) ท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล์ ซ่ึงสี
ยอ้มเซลล์ท่ีใชมี้ทั้งท่ีเป็น dye inclusion และ dye exclusion วิธีท่ีใชใ้นการตรวจสอบความมีชีวิต
รอดของเซลลมี์อยูห่ลายวธีิโดยสามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม (Buckberry, 2005) 
 1) การตรวจสอบเซลล์มีชีวิต โดยพิจารณาจากการเปล่ียนแปลงคุณสมบติัโดยการยอมให้
สารบางชนิดผา่นเขา้ออกเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane permeability) หรือการเปล่ียนแปลงกระบวนการ
เมทาบอลิซึม (metabolism) 
 2) ตรวจสอบการรอดตายแบบ long-term survival โดยเป็นการศึกษาความสามารถในการ
เพิ่มจ านวนแบบการโคลน (clone) 
 3) การตรวจสอบการรอดตายของเซลล์ โดยพิจารณาจากการกลายพันธ์หรือการ
เปล่ียนแปลงของเซลลม์ะเร็ง 
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 2.13.1  การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ด้วยวธีิ MTT assay 
  เป็นวิธีการหน่ึงท่ีมีความนิยมน ามาใช้เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีไม่ซับซ้อนมาก รวดเร็ว 
และมีความน่าเช่ือถือ การทดสอบ cell viability โดยจะวดัความสามารถของ mitochondrial enzyme 
ท่ีเปล่ียน tetrazolium salt (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide, MTT) 
ท่ีมีสีเหลืองไปเป็น formazan product ท่ีมีสีน ้ าเงิน แสดง ดงัภาพท่ี 2.18 ซ่ึงระดบัความเขม้ของสีจะ
สัมพนัธ์กบัปริมาณของจ านวนเซลล์ท่ียงัมีชีวิตอยู่ วิธีการทดสอบ คือ เพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งท่ีเติม
สารสกดัท่ีจะทดสอบ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัท าการเปล่ียนอาหาร 
แลว้เพาะเล้ียงต่ออีก 2 ชัว่โมง ในสารละลาย MTT จากนั้นน ามาป่ันเหวีย่งแยกเซลลอ์อก ท าให้เซลล์
แตกและละลายผลึกของ formazan ด้วย dimethylsulphoxide (DMSO) จากนั้นวดัระดบัของ 
formazan product โดยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร (กลัยาณีและนวล
อนงค,์ 2548)  
 

 
ภาพที ่2.18  การเปล่ียนโครงสร้าง MTT ไปเป็น formazan 

ทีม่า:  Riss (2016) 
 

2.14  งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 Oberoi และ Sogi (2015)  ศึกษาผลของการท าแห้งโดยวิธีการท าแห้งแบบพ่นฝอย การท า
แหง้แบบแช่เยือกแข็งและความเขม้ขน้ของมอลโตเด็กซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ  3  5  7  และ 10 
ต่อการเปล่ียนแปลงเม็ดสีของน ้ าแตงโมผง พบว่าการท าแห้งแบบพ่นฝอยมีความช้ืน ค่าวอเตอร์
แอคทิวิต้ี ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีต ่า แต่มีค่าการละลายท่ีสูงเม่ือเปรียบกบัน ้ าแตงโมผงท่ีผ่านจาก
กระบวนการท าแหง้แช่เยอืกแขง็ ปริมาณไลโคบีนของน ้าแตงโมผงท่ีมาจากการท าแห้งแบบพ่นฝอย
และจากกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งพบว่ามีค่าอยูท่ี่ 56.4 มิลลิกรัม/100 กรัม และ 62.3 
มิลลิกรัม/100 กรัม ตามล าดบั เน่ืองการใชอุ้ณหภูมิท่ีสูงและการสัมผสักบัก๊าซออกซิเจนท่ีเยอะเป็น
จึงท าให้เกิดการสลายของไลโคบีน ซ่ึงมีค่าสูงข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัน ้ าแตงโมสด โดยมีค่าอยู่ท่ี 
4.58-6.53 มิลลิกรัม/100 กรัม คุณสมบติัดา้นสีท่ีความเขม้ขน้ของมอลโตเด็กซ์ตรินและกระบวนการ
ท าแห้งท่ีแตกต่างกนั พบว่าน ้ าแตงโมงผงท่ีมาจากกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งมีค่า hue 
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angle และ  L*  นอ้ยกวา่ แต่มีค่า  a*  b*  และค่า chroma สูงกวา่ผงน ้ าแตงโมท่ีมาจากกระบวนการ
ท าแหง้แบบพน่ฝอย 
 Seremet และคณะ (2016)  ศึกษาผลของการท าแห้งโดยวิธีการอบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 50  60 
และ 70 องศาเซลเซียส และการท าแหง้แบบผสมหลายวธีิซ่ึงประกอบไปดว้ยการท าแห้งแบบอบลม
ร้อนตามดว้ยการท าแห้งแบบแลกเปล่ียนอากาศร้อนและการท าแห้งดว้ยไมโครเวฟตามล าดบั ต่อ
ความสามารถในการคืนรูปของฟักทองสไลด์ พบว่ากระบวนการท าแห้งแบบอบลมร้อนมี
ความสามารถในการคืนรูปสูงกวา่กระบวนการท าแหง้แบบผสม 
 Fatimah Zaharah และ Rabeta (2018)  ศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระและ
ความสามารถในการตา้นแบคทีเรียของดีหมึกผงท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง พบวา่
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH ท่ีสกดัดว้ยน ้ า เอทานอลและเฮกเซนมีฤทธ์ิใน
การตา้นอยูท่ี่ร้อยละ 94.87  67.57 และ 2.10 ตามล าดบั วิธี FRAP มีฤทธ์ิในการตา้นอยูท่ี่ 929.67  
201.00  79.67 ไมโครโมล Fe (II) ต่อกรัม ตามล าดบั ความสามารถในการตา้นแบคทีเรียพบวา่ดี
หมึกผงท่ีสกดัในน ้าและเอทานอลมีช่วงการตา้นอยูท่ี่ 7 ถึง 15 มิลลิเมตร ตามล าดบั 
 พิมพว์ลญัช์  (2558)  ศึกษากระบวนการท าแห้งท่ีมีผลต่อคุณภาพดีหมึกผง โดยใช้ดีหมึก
จากหมึกกระดองลายเสือ (Sepia pharaonis) เป็นวตัถุดิบในการท าแห้งดว้ยวิธีท่ีต่างกนั คือ วิธีการ
ท าแห้งแบบโฟม การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและการท าแห้งแบบพ่นฝอย ต่อค่าวอเตอร์แอคทิวิตี 
ความช้ืน ความสามารถในการละลาย ความสามารถในการดูดซบัน ้ า อตัราการคืนรูป ค่าความสวา่ง 
(L*) และปริมาณผลผลิต พบวา่วธีิการท าแห้งแบบพ่นฝอยให้คุณภาพดีท่ีสุด โดยมีค่าวอเตอร์แอคทิ
วตีิเท่ากบั 0.20 ความช้ืนร้อยละ 6.36 ความสามารถในการละลายร้อยละ 51.84 ความสามารถในการ
ดูดซบัน ้า 1.33 กรัมต่อกรัม อตัราส่วนการคืนรูปเท่ากบั 1.33 ค่าความสวา่ง (L*) 25.38 และปริมาณ
ผลผลิตร้อยละ 21.67 ตามล าดับและเม่ือวิเคราะห์โครงสร้างของดีหมึกผงด้วยกล้อง scanning 
electron microscope (SEM) พบวา่การท าแห้งดีหมึกผงแบบพ่นฝอย มีลกัษณะกลมสม ่าเสมอและมี
ขนาดเล็กกวา่การท าแหง้แบบโฟมและแบบแช่เยอืกแขง็ 
 Andjelkovic และคณะ (2014)  ท าการศึกษาหาสภาวะในการสกดัสาร Phenol ท่ีเหมาะสม
ของเมล็ดองุ่นโดยใช้เทคนิคการสกดัโดยคล่ืน ultrasound-assisted เทคนิคน้ีจะใชเ้วลาในการสกดั
นอ้ยและท าให้ไดป้ริมาณสารสกดัท่ีสูง โดยท าการศึกษาอุณหภูมิในระดบัท่ี 30  40 และ 60 องศา
เซลเซียส ระดบัเวลาท่ี 5  10 และ 15 นาที และอตัราส่วนของของเหลวต่อของแข็งในระดบัท่ี 40  50 
และ 60 มิลลิลิตรต่อกรัม ท่ีปริมาตรน ้ า 3 ลิตร ในสภาวะคล่ืนความถ่ี 40 กิโลเฮิร์ต  ก าลงัขาเขา้ 500 
วตัต ์พบวา่สภาวะท่ีให้ปริมาณ total phenolic content สูงท่ีสุด คือ ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ท่ี
เวลา 15 นาที และอตัราส่วนของของเหลวต่อของแขง็ 60 มิลลิลิตรต่อกรัม 
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 บนัลือ และคณะ (2556)  ศึกษาความเขม้ขน้ของเอทธานอลท่ีร้อยละ 50  70 และ 90 
ระยะเวลาในการสกดั 20  30 และ 40 นาที ในการสกดัสารประกอบฟีนอลิกจากใบหม่อนโดย
เทคนิคการใชค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูงท่ี 45 กิโลเฮิร์ต ก าลงัไฟ 200 วตัต ์โดยพบวา่สภาวะท่ีให้ปริมาณ
ประกอบฟีนอลิกสูงท่ีสุดคือท่ีความเขม้ขน้ของเอธานอลร้อยละ 50 และระยะเวลาสกดั 40 นาที 
 ชุติมา และคณะ (2556)  ศึกษาผลของการพรีทรีตเมน้ต์ดว้ยคล่ืนอลัตร้าซาวด์พลงังานสูง 
750 วตัต์ ท่ีความถ่ี 20 กิโลเฮิร์ต ต่อประสิทธิภาพการสกดัสารอินนูลินจากแก่นตะวนั โดย
ท าการศึกษาท่ีแอมพลิจูดร้อยละ 20  40  60  80 และ 100 เป็นเวลา 1  5 และ 10 นาที และอุณหภูมิ 
25 และ 80 องศาเซลเซียส ซ่ึงพบวา่การพรีทรีตเมน้ตท่ี์ค่าแอมพลิจูดและท่ีเวลาสูงข้ึนมีแนวโนม้ใน
การเพิ่มประสิทธิภาพการสกดัท่ีดีข้ึน จากการทดลองพบว่าการพรีทรีตเมน้ต์ท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส สามารถช่วยเพิ่มร้อยละการสกดัไดม้ากกว่าท่ี 25 องศาเซลเซียส เม่ือน าไปวิเคราะห์
องคป์ระกอบดว้ยวิธี HPLC พบวา่การพรีทรีตเมน้ตมี์ส่วนช่วยเพิ่มสัดส่วนของน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว
และน ้ าตาลโมเลกุลคู่ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าคล่ืนอลัตราซาวด์มีผลต่อสายพอลิเมอร์ของอินนูลินดว้ย
เช่นกนั 
 Guo และคณะ (2013)  ท าการศึกษาการเพิ่มความสามารถในการละลายน ้ าของดีหมึกสาย
พนัธ์  Ommastrephes bartramiโดยใชค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูงและศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระ โดยการน าดีหมึกสดไปละลายกบัสารละลาย NaOH ท่ีความเขม้ขน้ 0.1  0.5  และ 1 โมล 
ตามล าดบั ในอตัราส่วนดีหมึกสดต่อสารละลาย NaOH ท่ี 2 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร จากนั้นไปสกดั
ดว้ยคล่ืนความถ่ีสูงท่ีสภาวะก าลงั 800 วตัต ์ และอุณหภูมิ 30  40 องศาเซลเซียส ซ่ึงถูกเลือกเป็น
สภาวะท่ีเหมาะสม จากนั้นปรับ pH เป็นกลางดว้ย HCl ป่ันเหวี่ยงน าส่วนสารละลายใสไปแยกมวล
โมเลกุลในระดบัต่างๆท่ีมวลโมเลกุล <10 กิโลดาลตนั 10-50 กิโลดาลตนั และ >50 กิโลดาลตนั โดย
ใช้ ultrafiltration membrane จากนั้นน าไปวดัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ 2 วิธี ไดแ้ก่ 
superoxide anion radical scavenging และ hydroxyl radical scavenging พบวา่ยิ่งใชด่้างท่ีมีความ
เขม้ขน้ยิง่สูงความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระก็จะยิง่สูงข้ึนเน่ืองจากความเขม้ขน้ด่างท่ีมากข้ึนมี
ผลท าใหเ้กิดการ degradation ของโครงสร้าง melanin ท่ีมากข้ึน อีกทั้งน ้ าหนกัมวลโมเลกุลยิ่งสูงจะ
ยิ่งพบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีมากตามไปดว้ย เน่ืองจากท่ีมวลโมเลกุลสูงก็จะพบ
สารท่ีฤทธ์ิในการยบัย ั้งมากตามไปดว้ย อาทิเช่น DHI และ DHICA เพราะสาร 2 ตวัน้ีเม่ือเกิดการ
เปล่ียนโครงสร้างไประหว่าง hydroquinone และ benzoquinone จะเกิดการสูญเสีย 2 อิเล็กตรอน
ออกมาระหวา่งการเกิดปฏิกิริยา redox ซ่ึงอิเล็กตรอนท่ีออกมานั้นสามารถไป catalyzes กบั O2

- ให้
เป็น H2O2 และ O2 ได ้
 Sasaki และคณะ(1996)  ท าการศึกษาสารสกดั peptidoglycan จากดีหมึกสายพนัธ์ Illex 
argentines โดยการน าดีหมึกมาเจือจางดว้ย acetone ปริมาตร 20 เท่า ท่ีอุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส 
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stirred เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นท าการกรองผา่นทนัที ซ่ึงส่วนท่ีกรองไดจ้ะมีส่วนประกอบของ 
peptidoglycan น าไปละลายดว้ย physiological saline น าเซลล์เน้ืองอก Meth A ในสารละลาย 
Hanks balanced salt solution (HSBB, pH 7.2) จ านวน 2x106 เซลล ์ฉีดเขา้ไปในทอ้งของหนูทดลอง 
จากนั้นฉีดสารละลาย saline ท่ีมีความเขม้ขน้ของดีหมึก 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา  2  4  และ 6 วนั พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
สามารถลดการโตของเน้ืองอกไดร้้อยละ 20 เน่ืองจากสารตวัน้ีสามารถเขา้ไปเสริมภูมิคุม้กนัใน
ร่างกายส่ิงมีชีวติได ้ อีกทั้งยงัพบอีกวา่เม่ือให้ความร้อน 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ยงัไม่
มีผลต่อความสามารถในการตา้นเซลลเ์น้ืองอก 
 Guo-Fang และคณะ (2011)  ท าการศึกษาความสามารถในการตา้นเซลล์มะเร็งต่อม
ลูกหมาก (DU-145) ของสารสกดั oligopeptide จาก hydrolysates ดีหมึกสายพนัธ์ sepia esculenta 
โดยการน าดีหมึกมาท าการย่อยลดขนาดโมเลกุลด้วยเอนไซม์ trypsin จากนั้นน าการแยก 
oligopeptide โดยใช้ ultrafiltration และท าการ purified ตวัอย่างโดยใช้ G-25 gel filtration น า
ตวัอยา่งท่ีไดไ้ปตรวจ HPLC และ peptide sequence พบวา่สารท่ีไดมี้ปริมาณร้อยละ 1.82 มี peptide 
sequence คือ N Gln-Pro-Lys และมีน ้ าหนกัมวลโมเลกุลอยูท่ี่ 343.4 กิโลดาลตนั ตามล าดบั จากนั้น
น า N Gln-Pro-Lys ไปวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นมะเร็งโดยวิธี CCK-8 assay โดยใชค้วาม
เขม้ขน้ของ N Gln-Pro-Lys ท่ี 3-15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา  24  48 และ 72 ชัว่โมง พบวา่ ณ 
เวลา 24 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบเซลล์มะเร็งลดลงร้อยละ 10.6 ท่ีความ
เขม้ขน้ 15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบเซลลม์ะเร็งลดลงร้อยละ 74.6 ณ เวลา 48 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ 3 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบเซลล์มะเร็งลดลงร้อย 66.5 ท่ีความเขม้ขน้ 15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบ
เซลลม์ะเร็งลดลงร้อยละ 100 และท่ีเวลา 72 ชัว่โมง พบวา่ใหผ้ลใกลเ้คียงกบั ณ เวลา 48 ชัว่โมง 
 Russo และคณะ (2003)  ท าการศึกษาสารสกดัในดีหมึกสายพนัธ์ Sepia officinalis ท่ีเป็น
พิษต่อเซลล์ PC12 จากนั้นท าการแยก fractions โดยใชเ้ทคนิค gel filtration พบวา่ท่ีน ้ าหนกัมวล
โมเลกุลมากกวา่ 100 กิโลดาลตนั มีความสามารถในการยบัย ั้งและ  tyrosinase activity สูงท่ีสุด คือ
ท่ีร้อยละ 48 และ 60 มิลลิยนิูต (mU) ตามล าดบั จากนั้นไดน้ า fractions จากขา้งตน้ไปทดสอบกบั
เซลล์ไลน์ตวัอ่ืนๆท่ีความเข้มขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบร้อยละของเซลล์ท่ียงัมีชีวิต
ตามล าดบั ดงัน้ี HPB-ALL 40.0±2.19  Caco-2 81.0± 1.41  Jurkat 74.0± 2.83 และ PC12 50.0± 1.76 
 Vate และ Benjakul (2013)  ท าการศึกความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของดีหมึกสด
หลงัจากสกดัเมลานินออก (melanin-free ink (MFI)) ของหมึกสายพนัธ์ Loligo formosana  โดย
พบวา่ MFI ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระในวิธี DPPH radical scavenging  ABTS radical 
scavenging  ferric reducing antioxidant power (FRAP) และ metal chelating activity อยู่ท่ี  
179.6±2.1  957.8±89.3  171.2±7.3 ไมโครโมลสมมูลยข์องโทรลอกซ์ (trolox) ต่อกรัมโปรตีน และ 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



39 
 

4.0±1.2 ไมโครโมลสมมูลย์ของ EDTA ต่อกรัมโปรตีน ตามล าดับ จากนั้นน าไปทดสอบ
ความสามารถในทนความร้อนของตวั bioactive compound ในดีหมึก โดยน าดีหมึกไปให้ความร้อน
ท่ี 90 องศาเซลเซียสเป็นเวลาจนถึง 30 นาที แลว้น าไปทดสอบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
อีกคร้ัง พบวา่ DPPH radical scavenging  ABTS radical scavenging ยงัคงมีความคงท่ี แต่ FRAP มี
ความสามารถในการตา้นท่ีลดลงตั้งแต่ 5 นาที เม่ือท าการแยก fractions ดีหมึกในระดบัน ้ าหนกัมวล
โมเลกุลอยูท่ี่ <3 กิโลดาลตนั  3-10 กิโลดาลตนั  และ  >10 กิโลดาลตนั โดยเทคนิค ultrafiltration 
พบวา่ fraction <3 กิโลดาลตนั มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด 
 Takaya และคณะ (1994)  ท าการศึกษาสารสกดั peptidoglycan จากดีหมึกสายพนัธ์ Illex 
argentines โดยน าดีหมึกมาท าการขจดัไขมนัออกโดยใช ้acetone ท่ีมีอุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส 
เก็บส่วนตะกอนไวแ้ลว้น าไปท าแห้ง น าตะกอนท่ีไดม้าสกดัโดยใช ้ tris-HCl buffer 0.1 โมล (pH 
6.80) ในปริมาตร 40 เท่าของน ้ าหนกัตวัอยา่ง คุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
น าไปป่ันเหวีย่ง แลว้น าส่วนสารละลายใสไปท าการ dialysis เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส น าสารสกดัท่ีไดไ้ปท าการ lyophilize ไดเ้ป็นสารสกดัหยาบ น าสารสกดัหยาบท่ีไดม้าท า
การ purified โดยใชเ้ทคนิค ion exchange chromatography โดยน า crude extract 0.8 กรัม มาละลาย
ใน 5 ml ของ tris-HCl buffer 0.1 โมล (pH 6.80) จากนั้นโหลดเขา้คอลมัป์ DEAE Sephacel ปรับ
สมดุลดว้ย tris-HCl buffer 0.1 โมล (pH 6.80) จากนั้นค่อยชะดว้ยสารละลาย NaCl ท่ีความเขม้ขน้ 0  
0.1  0.2  0.3  0.4  และ  2  โมล ใน tris-HCl buffer 0.1 โมล (pH 6.80) ตามล าดบั ทั้ง 6 fraction จะ
ถูกน าไปขจดัเกลือออกโดย เทคนิค dialysis แลว้ท าแห้งโดย lyophilize จากนั้นเลือก fraction ท่ีให้
ปริมาณสูงท่ีสุดมาท าการ purify peptidoglycan ต่อดว้ยเทคนิค gel filtration โดยคอลมัป์ sephadex 
G-15 แลว้แบ่งเป็น 3 fractions ไดแ้ก่ SIP02-A  SIP02-B และ SIP02-C น าแต่ละ fraction ไป
ทดสอบ antitumor activity กบัเซลล์ Meth-A fibrosacroma โดยน าตวัอย่างแต่ละ fraction 200 
ไมโครกรัมมาละลายดว้ย saline จากนั้นฉีดเขา้ไปในช่องทอ้งหนูทดลองเป็นเวลา 2  4 และ 6 วนั 
แล้วเฝ้าติดตามการรอดชีวิตเป็นเวลา 60 วนั ถ้าพบว่าหนูทดลองยงัมีชีวิตแสดงว่าสารตวันั้นมี 
activity ในการยบัย ั้งเซลล์เน้ืองอก ซ่ึงพบว่า SIP02-A มีอตัราการรอดสูงท่ีสุด จากนั้นน าแต่ละ 
fraction ไปวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีพบวา่ SIP02-A มีส่วนประกอบของ glucuronic acid, N-
acetylgalactosamine และ fucose  ซ่ึงสารเหล่าน้ีเป็นสายของ polysaccharide ท่ีเป็นเอกลกัษณ์
โครงสร้างของชนิด peptidoglycan จึงสามารถยืนยนัไดว้า่สารสกดัจากดีหมึกท่ีมีผลต่อเน้ืองอกนั้น
คือ peptidoglycan 
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บทที ่3 

อุปกรณ์ และวธีิด าเนินการ 
 

3.1  วตัถุดิบ 
 ดีหมึกจากหมึกกระดองลายเสือ (Sepia pharaonis) ขนส่งจากห้องเยน็ JF อ าเภอปากเกล็ด 
จงัหวดันนทบุรี เตรียมโดยการน าถุงหมึก (ink sac) ท่ีเป็นวสัดุเหลือใช้จากการช าแหละตวัหมึก 
บรรจุลงในกล่องขนาด 17.5x12x5.5 เซนติเมตร กล่องละ 1 กิโลกรัม ปิดฝาให้สนิท แช่แข็งท่ี -18 
องศาเซลเซียส ควบคุมในระหว่างการขนส่งโดยการบรรจุลงในถงัโฟมท่ีบรรจุด้วยน ้ าแข็งแห้ง 
จากนั้นน าไปเก็บท่ีตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส ณ ห้องปฏิบติัการคณะอุตสาหกรรมเกษตร
จนกวา่ท าการทดลอง 
 

3.2  เคร่ืองมอื และอปุกรณ์ 
3.2.1 เคร่ืองแช่เยือกแขง็ (Freeze 

dryer) 
CoolSafe ประเทศไทย 

3.2.2 เคร่ืองท าแหง้แบบพ่นฝอย 
(spray dryer) 

SDE-5, Euro best 
technology 

ประเทศไทย 

3.2.3 เคร่ืองท าแหง้แบบถาด (Tray 
dryer) 

Progress ประเทศไทย 

3.2.4 ตูอ้บลมร้อน Memmert ประเทศเยอรมนี 
3.2.5 เคร่ือง Freezer -80 องศา

เซลเซียส 
  

3.2.6 เคร่ืองวดัAw AQUALAB, series 4 
TE 

ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

3.2.7 เคร่ืองวดัค่าสี Minolta, CR 400 ประเทศญ่ีปุ่น 
3.2.8 เคร่ือง Centrifuge Eppendorf, 5804 R ประเทศเยอรมนี 
3.2.9 เคร่ืองบดละเอียด Pin mill, ZM 200           ประเทศไทย 
3.2.10 เคร่ืองบดอาหาร (Blender) OTTO, BE-123 ประเทศไทย 
3.2.11 เคร่ืองป่ันเบเกอร่ี Philips, HR1565/40 ประเทศไทย 
3.2.12 Hot Plate Stirrer Cimarec ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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3.2.13 เคร่ือง Ultrasonic ELMA, S30H ประเทศเยอรมนี 
3.2.14 เคร่ือง Spectrophotometer            SHIMADZU, UV-1800 ประเทศญ่ีปุ่น   

3.2.15 Peristaltic Pump P-1, GE Healthcare 
Life Sciences 

ประเทศสวเีดน 

3.2.16 โครมาโทกราฟีคอลมัน์  C16/70, GE Healthcare 
Life Sciences 

ประเทศสวเีดน 

3.2.17 เคร่ือง Fourier transform 
infrared spectrophotometer  

Affinity-1S, Shimadzu ประเทศญ่ีปุ่น 

 

3.3  สารเคม ี
3.3.1 คาร์บอกซิเมทิลเซลลูโลส 

(CMC) 
Brenntag ประเทศไทย 

3.3.2 ไฮดรอกซีโพรพิลเมธทิล
เซลลูโลส (HPMC) 

Brenntag ประเทศไทย 

3.3.3 มอลโตเด็กซ์ตริน 
(maltodextrin)   

DongXiao  ประเทศจีน 

3.3.4 Ethanol absolute                  Merck ประเทศเยอรมนี 
3.3.5 Dimethyl sulfoxide (DMSO) Fisher scientific ประเทศองักฤษ 
3.3.6 potassium persulphate Unilab ประเทศเยอรมนี 
3.3.7 EDTA Sigma aldrich ประเทศเยอรมนี 
3.3.8 Iron(II) sulfate Merck ประเทศเยอรมนี 
3.3.9 ferrozine Sigma aldrich ประเทศเยอรมนี 
3.3.10 6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (trolox) 

Sigma aldrich ประเทศเยอรมนี 

3.3.11 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) 

Sigma aldrich ประเทศเยอรมนี 

3.3.12 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) (ABTS)  
 

  
เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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3.3.13 2-Amino-2-
(hydroxymethyl)-1,3-
propanediol (Tris base) 

Himedia ประเทศอินเดีย 

3.3.14 Hydrochloric acid ร้อยละ 37 Qrec ประเทศนิวซีแลนด์ 
3.3.15 Sephadex G-25 super fine GE Healthcare Life 

Sciences 
ประเทศสวเีดน 

 
3.4  วธิีการทดลอง 
 3.4.1  การเตรียมดีหมึก 
  น าถุงหมึก (ink sac) จากหมึกกระดองลายเสือ (Sepia pharaonis) ท่ีเก็บในอุณหภูมิ
แช่แข็ง ณ -18 องศาเซลเซียส มาท าการละลายท่ีอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ตรวจสอบคุณภาพทางประสาทสัมผสัเบ้ืองตน้โดยการดมกล่ินโดยจะตอ้งไม่มีกล่ินเน่าเหม็นหรือ
เกิดฟองก๊าซในตวัถุงหมึก จากนั้นน ามีดกรีดถุงหมึกแลว้แยกส่วนท่ีเป็นดีหมึกออกมาจากถุงหมึก 
รีดถุงหมึกโดยใชผ้า้ขาวบางเพื่อแยกส่วนท่ีเป็นดีหมึกออกมาให้หมด จากนั้นน าดีหมึกท่ีไดเ้ก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เพื่อใชส้ าหรับการวเิคราะห์และการท าแหง้ในคร้ังต่อไป 
 3.4.2  กระบวนการท าแห้งดีหมึกผง 
  3.4.2.1 การท าแหง้แบบโฟมเมท (Foam mat drying) 
น าดีหมึกมาท าให้เกิดโฟมโดยการเติม foaming agent  2 ชนิด คือ ไฮดรอกซีโพรพิลเมธทิล
เซลลูโลส (HPMC) คาร์บอกซิเมทิลเซลลูโลส (CMC) ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 1 และมอลโตเด็กซ์
ตริน (maltodextrin) ความเขม้ขน้ร้อยละ 25 ในอตัราส่วน 3:2:2:1 จากนั้นน าส่วนผสมท่ีไดไ้ปตีให้
ข้ึนโฟมโดยเคร่ืองป่ันเบเกอร่ีท่ีระดบัความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 10 นาที แลว้น าไปเกล่ียลงใส่ถาด
อลูมิเนียมขนาด 12x17 น้ิว ความหนา 0.5 เซนติเมตร จากนั้นน าไปอบในเคร่ืองท าแห้งแบบถาด ท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 270 นาที น าตวัอยา่งแห้งท่ีไดม้าบดดว้ยเคร่ืองบดละเอียด (Pin 
mill) ขนาดตะแกรง 0.25 มิลลิเมตร (ดดัแปลงจาก พิมพว์ลญัช์, 2558) เก็บตวัอย่างในถุงฟอยด์ดูด
สุญญากาศ 
  3.4.2.2 การท าแหง้แบบแช่เยือกแขง็ (Freeze drying) 
   น าดีหมึก 1,000 กรัม ใสถว้ยอลูมิเนียมขนาดรัศมี 10 เซนติเมตร เกล่ียให้
ไดค้วามหนา 1 เซนติเมตร น าไปแช่แขง็ดว้ยตูแ้ช่แขง็ air blast freezer ท่ีอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 
นาน 180 นาที จากนั้นน าไปท าแห้งดว้ยเคร่ืองท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งนาน 40 ชัว่โมง โดยตั้ง
โปรแกรมเคร่ือง freeze dryer ดงัตารางท่ี 3.1 จากนั้นน ามาบดดว้ยเคร่ืองบดละเอียด (Pin mill) 
ขนาดอนุภาค 0.25 มิลลิเมตร  (ดดัแปลงจาก พิมพว์ลญัช์, 2558) เก็บตวัอยา่งในถุงฟอยดสุ์ญญากาศ 
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ตารางที ่3.1  สภาวะอุณหภูมิท่ีใชใ้นการตั้งค่าการท าแหง้ของเคร่ือง freeze dryer  

จ านวนช่ัวโมง (ช่ัวโมง) อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
1 -5 
3 0 
2 2 
2 4 

32 6 
 
  3.4.2.3 การท าแหง้แบบพน่ฝอย (Spray drying) 
   น าดีหมึก 1,000 กรัม มาเจือจางด้วยน ้ ากรองให้มีองศา brix อยู่ท่ี 30 
จากนั้นน ามากรองดว้ยตะแกรงขนาด 60 มิลลิเมตร และผา้ขาวบาง น าไปท าแห้งแบบพ่นฝอยโดย
ใชอุ้ณหภูมิขาเขา้ 130 องศาเซลเซียส อุณหภูมิขาออก 100 องศาเซลเซียส อตัราป้ัมป้อนของเหลว
เข้าถังอบแห้ง 5 รอบต่อนาที (ดัดแปลงจาก พิมพ์วลัญช์, 2558) เก็บตวัอย่างในถุงฟอยด์ดูด
สุญญากาศ 
 3.4.3  ศึกษาสมบัติทางเคมีกายภาพของดีหมึกผง 

3.4.3.1   ค่าความช้ืน (AOAC, 2000) (ภาคผนวก ก-1) 
3.4.3.2 ค่าวอเตอร์แอกทิวต้ีิ โดย

เคร่ืองวดั Aw 
(AQUALAB series 4TE) (ภาคผนวก ก-1) 

3.4.3.3 ดชันีการละลาย (Anderson และคณะ, 1969) (ภาคผนวก ก-3) 
3.4.3.4 ค่าความสามารถในการ

ดูดซึมน ้า 
(Anderson และคณะ, 1969) (ภาคผนวก ก-3) 

3.4.3.5 อตัราส่วนการคืนรูป (Subadra และคณะ, 1997) (ภาคผนวก ก-4) 
3.4.3.6 ค่าความสวา่ง (L*) (Minolta CR-400) (ภาคผนวก ก-5) 
3.4.3.7  วเิคราะห์โครงสร้าง โดย

เคร่ืองวดั Fourier 
Transform Infrared 
(FTIR) Spectroscopy  

(Shimadzu FTIR Affinity-1S) (ส่งวิเคราะห์ท่ี
ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ 
สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหาร
ลาดกระบงั)  
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 3.4.4  ศึกษาผลของกระบวนการท าแห้งดีหมึกผงทีม่ีต่อความสามารถในการต้านอนุมูล
อสิระและการต้านออกซิเดช่ัน 
  3.4.4.1  การเตรียมสารสกดัดีหมึก    
   ตวัอยา่งดีหมึกสดและดีหมึกผงท่ีผา่นการท าแห้งทั้ง 3 วิธี มาท าการสกดั
ดว้ย น ้า DI ในอตัราส่วน 1:9 (กรัม:มิลลิลิตร) น าสารละลายท่ีมาท าการสกดัโดยใชเ้คร่ือง ultrasonic 
bath  ท่ีความถ่ี 37 กิโลเฮิร์ตซ์ อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (ดดัแปลงจาก 
Andjelkovic และคณะ, 2014) จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 11,000 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที เก็บสารละลายส่วนใสไวเ้พื่อใช้ส าหรับการ
วเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระและความสามารถในการตา้นออกซิเดชัน่ ดงัน้ี 
  3.4.4.2  ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระวธีิ DPPH (DPPH free radical 
scavenging assay) 
   ปิเปตสารสกดัตวัอย่าง 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย DPPH ท่ี
ความเขม้ขน้ 0.15 มิลลิโมล ท่ีละลายใน ethanol absolute ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขยา่และตั้งทิ้งไว้
ในท่ีมืดนาน 30 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 นาโนเมตร แลว้จึงน าค่าการดูดกลืน
แสงของสารละลายตวัอย่างไปค านวณหาความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH โดยใช้
กราฟมาตรฐานของสารละลาย trolox ท่ีความเขม้ขน้ 0-100 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายใน 
DMSO (ดดัแปลงจาก Vate และ Benjakul, 2013) 
  3.4.4.3  ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระวธีิ ABTS (ABTS radical 
scavenging assay) 
   เตรียมสารละลาย ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid)) ท่ีความเขม้ขน้ 7.4 มิลลิโมล และสารละลาย potassium persulfate ท่ีความเขม้ขน้ 
2.6 มิลลิโมล จากนั้นเตรียม working solution โดยการผสมสารละลาย ABTS และสารละลาย 
potassium persulphate ในอตัราส่วน 1:1 โดยน ้ าหนกัจากนั้นน าไปบ่มเป็นเวลา 14 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิห้องและปราศจากแสง เจือจางดว้ย ethanol absolute จนสารละลายมีค่าดูดกลืนคล่ืนแสง 
0.700±0.020 ท่ีความยาว 734 นาโนเมตร จากนั้นปิเปตสารสกดัตวัอยา่ง 150 ไมโครลิตร ผสมกบั 
working solution 2,850 ไมโครลิตร ทิ้งไว ้10 นาที ในท่ีมืด จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
734 นาโนเมตร แลว้จึงน าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตวัอยา่งไปค านวณหาความสามารถใน
การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ ABTS โดยใชก้ราฟมาตรฐานของสารละลาย trolox ท่ีความเขม้ขน้ 0-500 ไม
โครโมลต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายใน DMSO (ดดัแปลงจาก Re และคณะ, 1998) 
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  3.4.4.4  ความสามารถในการตา้นออกซิเดชัน่วธีิ chelating activity 
   ปิเปตสารสกดัตวัอยา่ง 4.7 มิลลิลิตร จากนั้นผสม FeSO4 ความเขม้ขน้ 2 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และเติม ferrozine ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมล ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว ้20 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 562 นาโนเมตร 
แลว้จึงน าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตวัอยา่งไปค านวณหาความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล
อิสระโดยใชก้ราฟมาตรฐานของสารละลาย EDTA ท่ีความเขม้ขน้ 0-50 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร ท่ี
ละลายในน ้า DI (ดดัแปลงจาก Vate และ Benjakul, 2013) 
 3.4.5  ศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็งของดีหมึกผงด้วยวธีิ MTT  
  3.4.5.1  วธีิการเตรียมสารตวัอยา่ง 
   ชัง่น ้ าหนกัสารตวัอย่างเพื่อเตรียมเป็น stock ปริมาณ 0.1 กรัม ละลาย
ตวัอย่างในอาหาร (DMEM+ FBS ความเขม้ขน้ร้อยละ 5) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท าการกรอง
สารละลายตวัอย่างดว้ยแผ่นกรองสารขนาด 0.22 ไมครอน เก็บเป็น stock จากนั้นเจือจางสาร
ตวัอยา่งใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อใชใ้นการทดสอบ 
  3.4.5.2  ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งของดีหมึกผง 
   ปลูกเซลลเ์ซลลไ์ลน์ จ านวน 1X105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ลงใน 96-well plate 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มเซลล์ในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากบ่มครบ 24 ชัว่โมง ดูดอาหารออกจาก
แต่ละหลุม จากนั้นเติมสารละลายตวัอยา่งความเขม้ขน้ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม โดยจะทดสอบตวัอยา่งละ 2 หลุม จากนั้นน าไปบ่มต่ออีก 20 ชัว่โมง จากนั้น
เติม MTT ท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ในแต่ละหลุม แลว้น าไป
บ่มต่ออีก 4 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาบ่มให้ดูดสารละลาย MTT ออก แลว้เติมสารผสมระหวา่งร้อยละ 
100 ของ DMSO และสารละลาย SDS ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ในอตัราส่วน 9:1 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม เพื่อใชใ้นการละลายผลึก formazan จากนั้นน าไปวดัค่าดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร แลว้ค านวณค่าท่ีไดม้า ดงัสมการท่ี 3.1 
 

               (
 - 

 
)         (3.1) 

 
         โดย A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุม  
      B คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีเซลลใ์นสารละลายตวัอยา่งความเขม้ขน้ 1,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       หมายเหตุ : โดยทั้งค่า A และ B จะลบดว้ยค่าดูดกลืนแสงของ blank ก่อนค านวณ 
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 3.4.6  การเตรียมสารสกดั fraction ดีหมึกผง 
  3.4.6.1  การขจดัไขมนัออกจากดีหมึกผง 
   น าดีหมึกผงปริมาณ 40 กรัม เติมดว้ยอะซีโตนปริมาตร 200 มิลลิลิตร แลว้
กวนเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นกรองผา่นกระดาษ whatman เบอร์ 4 เก็บส่วนตะกอนแลว้ท าการลา้ง
ดว้ยอะซีโตนซ ้ าอีก 2 คร้ัง จากนั้นน าดีหมึกผงไประเหยอะซีโตนออก 
  3.4.6.2  การสกดัสารสกดัหยาบจากดีหมึกผง 
   น าดีหมึกผงจาก ขอ้ 3.4.6.1 เดิมสารละลาย tris buffer HCl 0.1 โมล ท่ี pH 
6.80 ปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลว้กวนท่ีอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นน า
สารละลายไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบต่อนาที ณ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น า
ส่วนใสไป ท า dialysis เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท่ี 0-4 องศาเซลเซียส จากนั้นน าสารละลายท่ีเหลือไปท า
แหง้ดว้ยกระบวนการแช่เยอืกแขง็ (ดดัแปลงจาก Senan และคณะ, 2013) 
  3.4.6.3  การ fraction สารดีหมึกผงโดยวธีิเจลโครมาโตรกราฟฟี 
   น าผงสารสกัดหยาบจาก ขอ้ 3.4.6.2 มา 0.1 กรัม มาละลายกลบักับ
สารละลาย tris butter HCl 0.1 โมล ท่ี pH 6.80 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จากนั้นโหลดสารละลาย
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงคอลมัป์ C16/70 โดยใช้ความเร็วป๊ัมท่ี 1 มิลลิลิตรต่อนาที ท าการเก็บ 
fraction ทุกๆ 5 นาที แลว้ติดตามดว้ยค่าดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 220 นาโนเมตร จนกวา่ตวัอยา่งจะหมด 
น าแต่ละ fraction ไปท า dialysis 48 ชัว่โมง (ดดัแปลงจาก Takaya และคณะ, 1994) แลว้ท าแห้งดว้ย
กระบวนการท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ น าสารสกดั fraction ไปวิเคราะห์ความเป็นพิษต่อเซลล์ ดงัขอ้ 
3.4.5 
 3.4.7  การวางแผนการทดลอง 
  วางแผนการทอลองแบบสุ่มตลอดโดยสมบูรณ์ (Complete randomize design, 
CRD) โดยการน าขอ้มูลท่ีไดม้าวเิคราะห์ความแปรปรวนแบบ Analysis of variance (ANOVA) และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s new multiple range test (AMRT) ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียไดจ้ากการท าการทดลอง 3 ซ ้ าการทดลอง     
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บทที ่4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 

4.1  ผลการศึกษาผลของกระบวนการท าแห้งดีหมกึผงทีม่ต่ีอคุณสมบัติทางเคมกีายภาพ 

จากการศึกษากระบวนการท าแห้งดว้ยวิธีการท าแห้งแบบแผน่โฟม โดยน าดีหมึกตีให้ข้ึน
โฟมดว้ยเคร่ืองป่ันเบเกอร่ีน าไปอบต่อดว้ยเคร่ืองท าแห้งแบบถาด ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 270 นาที จากนั้นน ามาบดดว้ยเคร่ืองบดละเอียด  การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง เป็นการท าแห้ง
ดว้ยเคร่ืองแช่เยือกแข็ง เป็นเวลา 40 ชัว่โมง จากนั้นน ามาบดดว้ยเคร่ืองบดละเอียด และการท าแห้ง
แบบพ่นฝอยเป็นการท าแห้งดว้ยเคร่ืองพ่นฝอย ท่ีความร้อนอุณหภูมิขาเขา้ 130 องศาเซลเซียสและ
อุณหภูมิขาออก 100 องศาเซลเซียส ท่ีมีผลต่อคุณภาพทางกายภาพเคมี ได้แก่ ร้อยละความช้ืน       
ค่าวอเตอร์แอกทิวิต้ี  ดชันีการละลาย  ดชันีการดูดซึมน ้ ากลบั  อตัราส่วนการคืนรูป และค่าความ
สวา่ง ดงัแสดงใน ตารางท่ี 4.1  

 
ตารางที ่4.1  ผลของการท าแหง้ท่ีมีต่อคุณสมบติัทางเคมีกายภาพของดีหมึกผง 
กระบวนการท าแห้ง การท าแห้งแบบแผ่น

โฟม 
การท าแห้งแบบ
แช่เยอืกแข็ง 

การท าแห้งแบบ
พ่นฝอย 

ความช้ืน (ร้อยละ) 10.33±0.14a 8.39±0.17c 9.65±0.20b 
ค่าวอเตอร์แอกทิวต้ีิ (aW) 0.206±0.019c 0.334±0.004a 0.242±0.001b 
ดชันีการละลาย (ร้อยละ) 16.32±0.34a 5.12±0.34c 5.90±0.32b 
ความสามารถในการดูดซึมน ้ า 
(กรัม/กรัม) 

2.50±0.09b 2.72±0.04a 2.69±0.03a 

อตัราส่วนการคืนรูป 2.61±0.08c 2.92±0.07a 2.83±0.05b 
ค่าความสวา่ง (L*) 28.93±0.22a 17.10±0.15c 17.64±0.09b 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีก ากบัค่าแนวนอนท่ีแตกต่างกนั แสดงความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (n=3) 

 

จากการศึกษาผลของการท าแห้งท่ีมีต่อคุณสมบติัทางเคมีกายภาพ ดงัตารางท่ี 4.1 พบว่า
กระบวนการท าแห้งท่ีแตกต่างกนัทั้ง 3 วิธีส่งผลต่อความช้ืน (moisture content) ของดีหมึกผง
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  โดยพบวา่การท าแห้งแบบแผน่
โฟมมีความช้ืนสูงสุดอยูท่ี่ร้อยละ 10.33±0.14 การท าแห้งแบบพ่นฝอย และการท าแห้งแบบแช่เยือก
แข็งมีความช้ืนอยูท่ี่ร้อยละ 9.65±0.20 และ 8.39±0.17 ตามล าดบั จากผลการทดลองพบวา่มีความ

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Kaushal และคณะ (2011) ซ่ึงศึกษาการปรับระดบัความเขม้ขน้ของ CMC 
(Carboxy methyl cellulose) ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0-3 ในการท าแห้งน ้ าซีบคัธอร์น (Sea 
Buckthorn) โดยวิธีการท าแห้งแบบแผ่นโฟม พบว่าทุกตวัอย่างมีความช้ืนอยู่ในช่วงร้อยละ 12-14 
ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั ส่วนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งเป็นการท าแห้งภายใตส้ภาวะสุญญากาศท่ี
อุณหภูมิต ่า อนุภาคผงจึงมีลกัษณะท่ีเป็นแผน่เฟล็ก (flake) ในขณะท่ีการท าแห้งแบบพ่นฝอยจะให้
อนุภาคท่ียงัมีลกัษณะเป็นเม็ดกลมมากกวา่ การท าแห้งแบบแช่เชือกเยือกแข็งจึงมีความช้ืนท่ีต ่ากวา่
การท าแห้งแบบพ่นฝอยเน่ืองดว้ยผลของการท าแห้งท่ีต่างกนัสามารถส่งผลต่อลกัษณะอนุภาคของ
ผงท่ีได ้(Che Man และคณะ, 1999) อีกทั้งกระบวนการท าแห้งดีหมึกผงทั้ง 3 วิธี ยงัมีค่าความช้ืนท่ี
เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานผลิตภณัฑ์ชุมชนผงปรุงรสอาหาร (มผช 494/2547) กล่าวคือต้องมี
ความช้ืนไม่เกินร้อยละ 13 
 ค่าวอเตอร์แอกทิวิต้ี (aw) ของดีหมึกผงจากกระบวนการท าแห้งทั้ง 3 วิธี พบว่ามีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดยการท าแห้งแบบแผน่โฟม  
การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและการท าแห้งแบบพ่นฝอย มีค่าวอเตอร์แอกทิวิต้ี อยูท่ี่ 0.206±0.019  
0.334±0.004 และ0.242±0.001 ตามล าดบั โดยพบวา่ดีหมึกผงจากการท าแห้งทั้ง 3 วิธี มีค่าวอเตอร์
แอกทิวิต้ีอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานผลิตภณัฑ์ชุมชนผงปรุงรสอาหาร (มผช 494/2547) ซ่ึงค่าวอเตอร์
แอกทิวิต้ีตอ้งไม่เกิน 0.65 ค่าวอเตอร์แอกทิวิต้ีมีบทบาทส าคญัมากส าหรับการเก็บรักษาอาหาร 
เน่ืองจากค่าวอเตอร์แอกทิวิต้ีเป็นปัจจยัท่ีช้ีระดบัปริมาณน ้ าต ่าสุดในอาหารท่ีเช้ือจุลินทรียส์ามารถ
น าไปใชใ้นการเจริญเติบโตและใชใ้นปฏิกิริยาเคมีต่างๆ โดยค่าวอเตอร์แอกทิวิต้ีท่ีต  ่ากวา่ 0.60 จะอยู่
ในระดบัท่ี จุลลินทรีย ์ ยสีต ์และ mold ไม่สามารถเจริญได ้(Fontana, 2004)  
 ค่าดชันีการละลาย (water solubility index) ของดีหมึกผงจากกระบวนการท าแห้งทั้ง 3 วิธี 
พบว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดยการท าแห้ง
แบบแผน่โฟมมีค่าสูงกวา่การท าแหง้แบบพ่นฝอยและการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งตามล าดบั โดยมี
ค่าการละลายอยู่ท่ี 16.32±0.34  5.90±0.32 และ 5.12±0.34 เน่ืองจากการท าแห้งแบบแผ่นโฟมมี
ส่วนผสมของมอลโตเด็กซ์ตรินประกอบอยู่ ซ่ึงเป็นสารท่ีสามารถละลายในน ้ าได้ดี จึงสามารถ
เหน่ียวน าความสามารถในการละลายของอาหารผงไดดี้ยิ่งข้ึน (Chuaychan และ Benjakul, 2016) 
ส่วนการท าแหง้แบบพน่ฝอย พบวา่มีค่าความสามารถในการละลายสูงกวา่การท าแห้งแบบแช่เยือก
แขง็ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Che Man และคณะ (1999 )โดยท าการศึกษาผลของการท าแห้ง
แบบพน่ฝอยและการท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ของทุเรียนผง ท่ีมีต่อคุณสมบติัทางเคมีกายภาพ พบวา่ 
ความสามารถในการละลายของทุเรียนผง ท่ีมาจากการท าแห้งแบบพ่นฝอยมีแนวโนม้มากกวา่การ
ท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ แตกต่างอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95   
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 ดชันีการดูดซึมน ้ ากลบั (water absorption index) ของดีหมึกผงจากกระบวนการท าแห้งทั้ง 
3 วิธี พบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดยการท า
แห้งแบบแช่เยือกแข็งมีค่ามากกว่าการท าแห้งแบบพ่นฝอยแตกต่างอย่างไม่มีนยัส าคญัทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดยมีค่าอยู่ท่ี 2.72±0.04 และ 2.69±0.03 ตามล าดบั แต่มีค่ามากกว่า
การท าแห้งแบบแผน่โฟม แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดย
มีค่าอยูท่ี่ 2.50±0.09 เน่ืองจากการท าแหง้ดว้ยวธีิอบลมร้อนจะใหล้กัษณะอนุภาคผงท่ียงัมีรูปร่างเป็น
เหล่ียมหรือค่อนขา้งกลมและมีพื้นผิวภายนอกท่ีแข็งอนัเน่ืองมาจากการใช้ความร้อนท่ีสูงในเวลาท่ี
สั้น ซ่ึงแตกต่างกบักบัอนุภาคผงท่ีไดจ้ากการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งซ่ึงให้ลกัษณะท่ีค่อนขา้งแบน
จึงท าใหมี้พื้นท่ีท่ีสามารถดูดซบัน ้ากลบัไดดี้ (Park และคณะ, 2016) 
 อตัราส่วนการคืนรูป (Rehydration ratio) ของดีหมึกผงพบวา่กระบวนการท าแห้งทั้ง 3 วิธี 
มีผลต่อค่าอตัราส่วนการคืนรูป แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
พบว่าการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง มีค่ามากกว่าการท าแห้งแบบพ่นฝอยและการท าแห้งแบบแผ่น
โฟม โดยมีค่าอยู่ท่ี 2.92±0.07  2.83±0.05 และ 2.61±0.08 ตามล าดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ 
Jokić และคณะ (2009) ไดท้  าการศึกษาผลของกระบวนการท าแห้ง ไดแ้ก่ การท าแห้งดว้ยวิธีอบลม
ร้อน การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและการท าแห้งโดยธรรมชาติ ท่ีมีต่อคุณสมบติัดา้นสีและอตัรา
การคืนรูปของหน่อไมฝ้ร่ัง พบว่ากระบวนการท าแห้งส่งผลต่ออตัราส่วนการคืนรูปแตกต่างกนั
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดยการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งมีค่า
มากกวา่การท าแห้งดว้ยวิธีอบลมร้อนและการท าแห้งโดยธรรมชาติตามล าดบั เน่ืองจากการท าแห้ง
ท่ีอุณหภูมิสูงท าใหค้วามช้ืนระเหยออกอยา่งรวดเร็วท าใหต้วัอยา่งท่ีแหง้เกิดการหดตวัเพียงเล็กนอ้ย 
 ค่าความสว่าง (L*) ของดีหมึกผงพบว่าการท าแห้งมีผลต่อค่าความสว่างของผงหมึก
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 พบว่าดีหมึกท่ีมาจาก
กระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟมมีค่าความสว่างสูงกว่าการท าแห้งแบบพ่นฝอยและการท าแห้ง
แบบแช่เยอืกแขง็แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดยมีค่าความ
สว่างอยู่ท่ี 28.93±0.22  17.64±0.09 และ 17.10±0.15 ตามล าดบั ซ่ึงสอดคล้องกบังานวิจยัของ 
Seerangurayar และคณะ (2017) ไดท้  าการศึกษาสารช่วยท าแห้ง ไดแ้ก่ มอลโตเด็กซ์ตรินและกมัอะ
ราบิก ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 40-50 โดยกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งร่วมดว้ยเทคนิคการท า
ใหเ้ป็นแผน่โฟม (foam-mat freeze drying) ของอินทผลมั พบวา่เม่ือเพิ่มระดบัความเขม้ขน้ของมอล
โตเด็กซ์ตริน ค่าความสวา่งก็จะมีค่าสูงข้ึน แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมซ่ึงไม่มีการเดิมสารช่วยท าแห้ง เน่ืองจากการเติมสารช่วยใน
การท าแห้งเขา้ไปมีแนวโนม้ท าให้เกิดการสะทอ้นของตวัอยา่งท่ีมีความเจือจางสูงข้ึนท าให้มีความ
สวา่งมากข้ึน ส่วนการท าแหง้แบบพน่ฝอยพบวา่มีค่าความสวา่งสูงกวา่การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 
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ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Ogrodowska และคณะ (2017) ไดท้  าการศึกษาผลของกระบวนการท า
แหง้ ไดแ้ก่ การท าแห้งแบบพ่นฝอยและการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ต่อคุณสมบติัทางเคมีกายภาพ
ของน ้ ามนัเมล็ดฟักทองผงโดยพบว่าค่าความสว่างของน ้ ามนัเมล็ดฟักทองผงท่ีมาจากการท าแห้ง
แบบพ่นฝอยมีค่าสูงกว่าน ้ ามนัเมล็ดฟักทองผงท่ีมาจากการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง แตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 เน่ืองจากการท าแหง้แบบพน่ฝอยให้ขนาดอนุภาคผง
ขนาดเล็กกวา่การท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ อีกทัง่ปรากฏการณ์น้ีอาจสามารถอธิบายไดว้า่การท าแห้ง
แบบพน่ฝอยเป็นการท าแห้งท่ีใชเ้วลาในการท าแห้งท่ีสั้นมาก จึงท าให้เกิดการเส่ือมสลายของเม็ดสี
ท่ีนอ้ย 
 

4.2  การศึกษาโครงสร้างของดีหมกึผงโดยเคร่ือง Fourier Transform Infrared 
Spectrophotometer (FTIR) 
 จากการวิเคราะห์ประเภทของสารอินทรีย ์สารอนินทรีย ์และพนัธะเคมีในโมเลกุลรวมถึง
องคป์ระกอบท่ีอยูใ่นโมเลกุลของดีหมึกผงโดยเคร่ือง FTIR พบวา่สเปคตรัมจากเคร่ือง FTIR ของดี
หมึกผงท่ีผา่นกระบวนการท าแหง้ท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ ดีหมึกผงท่ีผา่นจากกระบวนการท าแห้งแบบ
แผ่นโฟม หมึกผงท่ีผ่านจากกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและหมึกผงท่ีผ่านจาก
กระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย ท่ีความละเอียด 8 cm-1 ช่วงความความถ่ี 750-4000 cm-1 แสดง ดงั
ภาพท่ี 4.1  เส้นสเปคตรัมของดีหมึกผงท่ีผ่านจากกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและเส้น
สเปคตรัมของดีหมึกผงท่ีผา่นจากกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอยไม่แตกต่างกนั แต่ดีหมึกผงท่ี
ผา่นจากกระบวนการท าแหง้แบบแผน่โฟม พบวา่มีคล่ืนความถ่ีเกิดข้ึนเพิ่มข้ึนมาท่ีต าแหน่ง 1149.57 
1114.86 และ 1076.28 ตามล าดบั จากการพิจารณาการสั่นของโครงสร้างเส้นสเปคตรัม พบวา่ดีหมึก
ผงท่ีผา่นการท าแห้งทั้ง 3 วิธี ปรากฏคล่ืนความถ่ีของพนัธะและหมู่ฟังชัน่ในช่วงท่ีเหมือนกนั ดงัน้ี 
ช่วงความถ่ีคล่ืน 3600-3200 cm-1แสดงความถ่ีการสั่นของพนัธะ O-H และ N-H หมู่คาร์บอกซิลิก 
สารประกอบฟีนอลิก กรดอะมิโน และกรดอะมิโนท่ีมีโครงสร้างเป็นวงแหวนทั้งรูปแบบ indolic 
และ pyrrolic (Mbonyiryivuze และคณะ, 2015) ในช่วงความถ่ีคล่ืน 3200-2500 cm-1 แสดงความถ่ี
การสั่นของพนัธะ O-H (UCSC) ในช่วงความถ่ีคล่ืน 2350-2100 cm-1 แสดงความถ่ีการสั่นของ
พนัธะ C C (alkynes) (Mbonyiryivuze และคณะ, 2015; UCSC) ในช่วงความถ่ี 1510-1580 cm-1 
แสดงความถ่ีการสั่นของพนัธะ N-H  C-N  C-C และหมู่เอไมด์ (Hilderson และ Ralston, 1994) 
ในช่วงความถ่ีคล่ืน 1625-1440 cm-1 แสดงความถ่ีการสั่นของพนัธะ C=C ของสารประกอบอะโร
มาติก (UCSC) ในช่วงความถ่ีคล่ืน 1468-1330 cm-1 แสดงความถ่ีการสั่นของพนัธะ C-H ของสารใน
กลุ่มของ aliphatic อยู่ในเมลานิน (Mbonyiryivuze และคณะ , 2015) ในช่วงความถ่ีคล่ืน            
1375-1315 cm-1 แสดงความถ่ีการสั่นของพนัธะ O-H ในพวกโพลีแซ็คคาไรด์  (D'Souza และ 
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Kamat, 2017) ในช่วงความถ่ีคล่ืน 1200-1020 cm-1  แสดงความถ่ีการสั้นของพนัธะ C-OH 
ตามล าดบั   
 อย่างไรก็ตามพบว่า เส้นสเปคตรัมของดีหมึกผงท่ีผ่านกระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟม 
เกิดคล่ืนความถ่ีเพิ่มข้ึนท่ี  1149.57  1114.86  และ 1076.28 cm-1 แต่ไม่ปรากฏในเส้นสเปคตรัมดี
หมึกผงท่ีผา่นจากกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย โดย
พบวา่ช่วงคล่ืนท่ีเกิดข้ึนอยูใ่นช่วงความถ่ี 1160-1080 cm-1 แสดงความถ่ีการสั่นของพนัธะ C-O-C 
และ C-O ของโพลีแซ็คคาไรด ์(Mecozzi และคณะ, 2008) เน่ืองจากในกระบวนการเตรียมดีหมึกผง
ในกระบวนการท าแหง้แบบแผน่โฟม มีการเติมสารประกอบไฮโดรคอลลอยดเ์พิ่มเขา้ เพื่อใชใ้นการ
เพิ่มความเสถียรของระบบคอลลอยด์ในการข้ึนโฟม ได้แก่ ไฮดรอกซีโพรพิลเมธิลเซลลูโลส 
(HPMC)  คาร์บอกซิเมทิลเซลลูโลส (CMC) และมอลโทเด็กซ์ทริน จึงเกิดการแสดงคล่ืนของโพลี
แซ็คคาไรด์ท่ีเพิ่มข้ึนมา ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่าดชันีการละลายของดีหมึกผง ดงัตารางท่ี 4.1 พบวา่ดี
หมึกผงท่ีมาจากกระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟมมีค่าดชันีการละลายมากกว่าดีหมึกผงท่ีมาจาก
กระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอยและกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง เน่ืองจากโพลีแช็คคาร์
ไรด์มีองค์ประกอบของหมู่ ”OH ท่ีสูง ท าให้สามารถฟอร์มพนัธะไฮโดรเจนจบักบัน ้ าได้ดีจึง
สามารถเหน่ียวน าการละลายไดม้ากข้ึน (Guo และคณะ, 2017) 
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ภาพที ่4.1  เส้นสเปกตรัม FTIR ของดีหมึกผงท่ีผา่นกระบวนการท าแหง้ การท าแหง้แบบแผน่โฟม 

(A) การท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ (B) และการท าแหง้แบบพน่ฝอย (C)  
 

A 

B 

C 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



53 
 

4.3  ผลการศึกษาผลของกระบวนการท าแห้งดีหมึกผงที่มีต่อความสามารถในการต้าน
อนุมูลอสิระและการต้านออกซิเดช่ัน 
 น าสารสกดัดีหมึกผงท่ีผา่นการท าแห้งทั้ง 3 วิธี ไดแ้ก่ กระบวนการท าแห้งแบบแผน่โฟม  
การท าแห้งแบบพ่นฝอยและการท าแห้งแช่เยือก มาท าการทดสอบความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระของดีหมึกผง โดยวิธี DPPH (DPPH free radical scavenging assay)  วิธี ABTS (ABTS 
radical scavenging assay) และวิธีการตา้นออกซิเดชัน่ chelating activity ดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์ โดยความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH และ ABTS แสดงค่าเป็นไมโคร   
โมลสมมูลยข์อง trolox ต่อกรัมตวัอย่าง (น ้ าหนกัฐานแห้ง) และความสามารถในการตา้นออกซิ
เดชั่นโดยวิธี chelating activity แสดงค่าเป็นไมโครโมลสมมูลย์ของ EDTA ต่อกรัมตัวอย่าง 
(น ้าหนกัฐานแหง้) ดงัภาพท่ี 4.2 
 จากการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ABTS และ
ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัดว้ยวิธี chelating activity ของดีหมึกสด (ภาพท่ี 4.2) พบวา่มี
ค่ามากกวา่ดีหมึกผงท่ีผา่นจากกระบวนการท าแห้งแบบแผน่โฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือก
แข็งและกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 โดยมีค่าอยูท่ี่ 644.36±11.43  8525.07±42.40 ไมโครโมลสมมูลยข์อง trolox ต่อกรัมตวัอยา่ง 
(น ้ าหนกัตวัอย่างฐานแห้ง) และ 1262.21±9.42 ไมโครโมลสมมูลยข์อง EDTA ต่อกรัมตวัอย่าง
(น ้าหนกัตวัอยา่งฐานแห้ง) ตามล าดบั เน่ืองจากอุณหภูมิท่ีใชใ้นระหวา่งกระบวนการท าแห้งอาจท า
ใหเ้กิดการเส่ือมสลายของสารท่ีออกฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ (Ruvini และคณะ, 2017) 
 จากการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชนัของดีหมึกผง พบวา่ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH (ภาพท่ี 4.2 A) 
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ดีหมึกผงท่ีผา่นจากการท าแห้ง
แบบแผ่นโฟมมีความสามารถในการดา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัดีหมึกผงท่ีผ่าน
จากกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอยและการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง โดยมีค่าอยูท่ี่  552.78±9.20  
468.10±11.23 และ 375.30±13.73 ไมโครโมลสมมูลยข์อง trolox ต่อกรัมตวัอยา่ง (น ้ าหนกัตวัอยา่ง
ฐานแห้ง) ตามล าดบั การท าแห้งดว้ยเคร่ืองอบลมร้อนในอุณหภูมิยิ่งสูง (Esparza-Martínez และ
คณะ, 2016) และเวลาในการท าแหง้ท่ียิง่นานสามารถส่งผลให้มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี 
DPPH สูงข้ึนตามไปดว้ย (Ho และ Lin, 2008) เน่ืองจากอาจมีการปฏิสัมพนัธ์ของสารบางตวัใน
ระหว่างการท าแห้ง เช่น การสูญเสียของหมู่ไฮดรอกซิล การเกิดสารประกอบบางตวัท่ีเป็นอิสระ
และการเกิดสารประกอบใหม่จากการเกิดปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งสารประกอบอ่ืนๆ (Chen และคณะ, 
2011) 
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ภาพที ่4.2  ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระและการตา้นออกซิเดชัน่ของดีหมึกผงใน

วธีิการท าแหง้ท่ีแตกต่างกนัโดยวธีิ DPPH (A) วธีิ ABTS (B) และวธีิ chelating activity (C) 
หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กท่ีก ากบัค่าแนวนอนท่ีแตกต่างกนั แสดงความแตกต่างกนั

อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (n=3) 

 
 ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS (ภาพท่ี 4.2 B) พบวา่แตกต่างกนัอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ดีหมึกผงท่ีผา่นจากการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง
มีความสามารถในการดา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัดีหมึกผงท่ีผา่นจากกระบวนการ
ท าแหง้แบบพน่ฝอยและการท าแหง้แบบแผน่โฟม โดยมีค่าอยูท่ี่  3728.4±9.72  3364.76±29.03 และ 
1641.4±12.89 ไมโครโมลสมมูลยข์อง trolox ต่อกรัมตวัอยา่ง (น ้ าหนกัตวัอยา่งฐานแห้ง) ตามล าดบั 
เน่ืองจากการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งสามารถช่วยปกป้องโครงสร้างและสมบติัเชิงหน้าท่ีของ     
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เปปไทดไ์ด ้ท าใหเ้ปปไทดท่ี์มีโครงสร้างและความยาวท่ีเหมาะสมซ่ึงโดยส่วนใหญ่เป็นเปปไทด์ใน
กลุ่มท่ีไม่ชอบน ้าในดีหมึกเขา้จบักบัอนุมูลอิสระ ABTS ได ้(Sukkhown และคณะ, 2018) 
 เมลานิลในดีหมึกของหมึกกระดองเป็น co-polymer ของ eumelanin ท่ีมีส่วนประกอบของ 
5,6 dihydroxy indole (DHI) ร้อยละ 20 และ5,6-dihydroxy,indole-2-acid-carboxylic (DHICA) ร้อย
ละ 75 (Katritzky และคณะ, 2002) เมลานินสามารถเร่งการเปล่ียน O2 ไปเป็น H2O2 ได ้จึงสามารถ
หยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ท่ีถูกกระตุน้โดย O2 (Chen และคณะ, 2007) DHI สามารถท างานได้คลา้ย
เอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) โดยสามารถเปล่ียน superoxide radical (O2

“-) ไปเป็น H2O2 
และ O2 (Meyskens และคณะ, 2001)  
 ความสามารถในการตา้นออกซิเดชั่นโดยวิธี chelating activity (ภาพท่ี 4.2 C) พบว่า
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ดีหมึกผงท่ีผา่นจากการท าแห้ง
แบบแช่เยอืกแขง็มีความสามารถในการดา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัดีหมึกผงท่ีผา่น
จากกระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟมและการท าแห้งแบบพ่นฝอย โดยมีค่าอยู่ท่ี 552.24±11.56  
506.06±15.66 และ 468.37±14.89 ไมโครโมลสมมูลยข์อง EDTA ต่อกรัมตวัอยา่ง (น ้ าหนกัตวัอยา่ง
ฐานแหง้) ตามล าดบั ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่ดีหมึกมีคุณสมบติัในการดูดซบัโลหะประจุบวก เช่น เหล็ก
หรือทองแดงในร่างกายของส่ิงมีชีวิต โดยโลหะประจุบวกเหล่าน้ีสามารถเหน่ียวน าให้เกิดการ
แลกเปล่ียนอิเล็กตรอนท่ีท าให้เกิดอนุมูลไฮดรอกซิล (“OH) ท่ีมีความไวสูงได ้ในปฏิกิริยาเฟนตนั 
(fenton reaction) เมลานินในดีหมึกจะมี 2-carboxy indole ซ่ึงมีโครงสร้างเป็นแบบ indole ท่ี
สามารถขดัขวางปฏิกิริยาลูกโซ่และจบักบัประจุของโลหะได ้(Brita nicy, 2016) ความสามารถใน
การเขา้จบักบัโลหะจะข้ึนอยู่กบัจ านวนของหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ตรงต าแหน่ง ortho 
(Maqsood และ Benjakul, 2010) ในเมลานินมีสารเมตาบอไลต ์(metabolites) อยู ่2 ชนิด คือ L-dopa 
และ dopamine (Lucero และคณะ, 1994) ในดีหมึกสายพนัธ์ Salvia officinalis และ Loligo 
opalescens พบวา่มี L-dopa และ dopamine อยูท่ี่ 2.18 และ 0.06 นาโนโมลต่อกรัม (โปรตีน) 
ตามล าดบั (Fiore และคณะ, 2004) และท่ี 1.15 และ 0.19 มิลลิโมล ตามล าดบั (Lucero และคณะ, 
1994) การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งอาจท าให้มีหมู่ carboxyl และหมู่อะมิโนออกมาในระหวา่งการ
ท าแห้งมากกวา่การท าแห้งท่ีใชอุ้ณหภูมิสูง (Hasyera และคณะ, 2016) การท าแห้งแบบพ่นฝอยอาจ
ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของเปปไทด์ หรือองค์ประกอบของกรดอะมิโน ท่ีมีฤทธ์ิใน
การดา้นอนุมูลอิสระ อนัเน่ืองมาจากการใช้ความร้อนท่ีสูงได ้ในทางกลบักนัการท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็งจะเป็นการแช่เยือกแข็งตวัอยา่งและระเหิดชา้ๆ ภายใตส้ภาวะสุญญากาศ จึงท าให้เกิดการ
เสียสภาพของโปรตีนท่ีนอ้ยกวา่ (Sai-Ut และคณะ, 2014) 
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4.4  ผลการศึกษาผลของกระบวนการท าแห้งดีหมึกผงที่มีต่อความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็ง 
 4.4.1  ศึกษาผลของกระบวนการท าแห้งดีหมึกผงต่อความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็ง HT-29 
  จากภาพท่ี 4.3 ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของดีหมึกผงท่ีผา่นกระบวนการ
ท าแหง้แบบแผน่โฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอยท่ี
มีต่อเซลลไ์ลน์ ไดแ้ก่ ล าไส้ใหญ่ (HT29) และเซลล์ไตลิง (Vero) ซ่ึงเป็นตวัแทนของเซลล์ปกติ โดย
ท าการเพาะเล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น ามาทดสอบดว้ยสารละลายดีหมึกผงท่ีความเขม้ขน้ 
1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นประเมินความมีชีวิตรอดของเซลล์หลังจากทดสอบกับ
ตวัอยา่งดว้ยวธีิ MTT ใหเ้ป็นผลึกฟอร์มาซาน และวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาว 570 นาโน
เมตร น าค่ามาค านวณร้อยละการมีชีวติรอด (% cell viability) เปรียบเทียบกบัค่าของตวัอยา่งควบคุม
แลว้รายงานผลเป็นร้อยละความเป็นพิษต่อเซลล ์(% cytotoxicity) ดงัตารางท่ี 4.2 
 
ตารางที ่4.2  แสดงความเป็นพิษของเซลลข์องดีหมึกผงท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งท่ีแตกต่างกนัของ
หลุมท่ีเติมสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เซลลไ์ลน์ % cytotoxicity 
การท าแห้งแบบแผน่
โฟม 

การท าแห้งแบบ
แช่เยอืกแขง็ 

การท าแห้งแบบพ่น
ฝอย 

HT29 -6.53±3.89a -5.21±2.53a -1.89±0.91a 
Vero -9.75±1.68a -15.85±1.03b -6.01±0.77a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์เล็กท่ีก ากับค่าแนวนอนท่ีแตกต่างกัน แสดงความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (n=3) 

 
 พบว่าดีหมึกผงท่ีมาจากกระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็งและกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย ไม่ส่งผลต่อความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ HT29 
แตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดยมีค่า % cytotoxicity อยู่
ท่ี   -6.53±3.89  -5.21±2.53 และ -1.89±0.91 ตามดับ ส่วนเซลล์ไลน์ Vero พบว่าดีหมึกท่ีผ่าน
กระบวนการท าแหง้ทั้ง 3 วธีิ ไม่ส่งผลต่อความเป็นพิษต่อเซลลแ์ตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 เช่นกนั โดยมีค่า % cytotoxicity อยูท่ี่ -9.75±1.68  -15.85±1.03 และ         
-6.01±0.77 ตามล าดับ Fatimah Zaharah และ Rabeta (2018) ได้รายงานว่าในดีหมึกผงมี
องค์ประกอบของความช้ืน โปรตีน ไขมนัและเถา้ อยู่ท่ีร้อยละ 4.43  62.46  3.96 และ 9.29 
ตามล าดับ  ซ่ึงองค์ประกอบเหล่าน้ี เซลล์สามารถน าไปใช้เป็นสารอาหารในการกระตุ้นการ
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เจริญเติบโตได ้อีกทั้งสารอาหารเหล่าน้ีอาจเขา้ไปขดัขวาง การเขา้ถึงของสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพต่อ
การเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง จึงท าให้เกิดการเหน่ียวน าการเจริญเติบโตของเซลล์และไม่เป็นพิษต่อ
เซลล ์
 

A-1 B-1 

A-2 B-2 

A-3 B-3 
ภาพที ่4.3  ลกัษณะเซลล์ไลน์ชนิดต่างๆ ของหลุมท่ีเติมสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เซลล์ไลน์ HT29 และ Vero แทนตวัอกัษร A และ B กระบวนการท าแห้งแบบแผน่โฟม 
กระบวนการท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็และกระบวนการท าแหง้แบบพ่นฝอย แทนหมายเลข 1  2 และ 
3 ตามล าดบั 
  
 4.4.2  การเตรีมสารสกัด fraction โดยเทคนิคการแยกสารด้วยวิธี gel filtration 
chromatography 
  จากการศึกษาสารสกดั fraction ของดีหมึกผงท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งแบบแผ่น
โฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง และกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย โดยวิธี gel 
chromatography ของสารสกดัหยาบของดีหมึกผงในสารละลาย tris HCl buffer 0.1 โมล ท่ี pH 6.80 
ท่ีผา่นการท า dialysis และการท าแห้งแบบวิธีการแช่เยือกแข็ง น าสารสกดัหยาบแห้งของดีหมึกผง
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ปริมาณ 0.1 กรัม มาละลายกลบัในสารละลาย tris HCl buffer 0.1 โมล ท่ี pH 6.80 ปริมาตร 15 
มิลลิลิตร จากนั้นโหลดสารละลายลง column ท่ีบรรจุดว้ยมีเดีย sephadex G-25 ท่ีพองแลว้ ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร เก็บตวัอยา่งทุกๆ 5 มิลลิลิตร ติดตาม fraction จากการพิจารณาค่าดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืนท่ี 220 นาโนเมตร ดงัภาพท่ี 4.4   
 

 
ภาพที ่4.4  ค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของสารสกดั fraction ท่ีความยาวคล่ืน 220 นาโนเมตร

 
  เน่ืองจากเป็นความยาวคล่ืนท่ีมีความจ าเพาะกบัพนัธะเปปไทด์ จึงสามารถใช้ใน
การติดตามปริมาณโปรตีนท่ีออกมาได้ (Cheung และคณะ, 2011) โดยจากการรายงานสารสกดั 
fraction ดีหมึกก่อนหนา้ พบวา่สารท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นเซลล์มะเร็ง เป็นองคป์ระกอบในกลุ่มของ
โปรตีนและคาร์โบไฮเดรท ท่ีประกอบไปดว้ย  แอสปาติกแอซิด  ทรีโอนีน  เซอรีน  กลูตามิกแอซิด  
อะลานีน อีกทั้งยงัพบ  กลูโคโรนิคแอซิด  N-acetylgalactosamine (GalNAc)  และน ้ าตาลฟิวโคส 
(fucose) ซ่ึงเป็นน ้าตาลท่ีมกัพบในโครงสร้างของ peptidoglycan (Takaya และคณะ, 1994) จากภาพ
ท่ี 4.4  พบว่าเม่ือติดตามด้วยค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 220 นาโนเมตร สารสกดั 
fraction 1 ของดีหมึกผงท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งแบบแผน่โฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือก
แข็งและกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย เร่ิมออกมาในล าดบัหลอดท่ี 10 และส้ินสุดลงท่ีล าดบั
หลอดท่ี 16 สารสกดั fraction 2 เร่ิมออกมาในล าดบัหลอดท่ี 17 และส้ินสุดลงท่ีล าดบัหลอดท่ี 31 
และสารสกดั fraction 3 เร่ิมออกมาในล าดบัหลอดท่ี 32 และส้ินสุดลงท่ีล าดบัหลอดท่ี 37 พบว่า
ปริมาณสารสกดั fraction 1 มีปริมาณมากกวา่ fraction 2 และ fraction 3 ตามล าดบั จึงพิจารณาสาร
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สกดั fraction 1 ในทดสอบหาความสามารถในการตา้นเซลล์มะเร็งในล าดบัถดัไป เน่ืองจากมี
ผลผลิตมากท่ีสุด            
 4.4.3  ศึกษาผลของสารสกัด fraction 1 ที่มาจากดีหมึกผงที่ผ่านการท าแห้งที่แตกต่างกัน
ต่อความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็ง 
  จากภาพท่ี 4.5 แสดงการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารสกดั fraction 1 
จากเทคนิคการแยกสารดว้ยวิธี gel filtration chromatography ดงัขอ้ท่ี 4.4.2 ท่ีมาจากดีหมึกผงท่ีผา่น
จากกระบวนการท าแห้งแบบแผน่โฟม การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและการท าแห้งแบบพ่นฝอย ท่ี
มีต่อเซลลไ์ลน์ ไดแ้ก่ เซลลม์ะเร็งช่องปาก (KB)  เซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF7)  เซลลม์ะเร็งปากมดลูก 
(HeLa)  เซลล์มะเร็งตบั (HepG2)  เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (HT29)  และเซลล์ไตลิง (Vero) ซ่ึงเป็น
ตวัแทนของเซลล์ปกติ โดยท าการเพาะเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น ามาทดสอบดว้ยสาร
สกดั fraction 1 ดีหมึกผงท่ีความเขม้ขน้ 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดงัภาพท่ี 4.5 จากนั้นประเมิน
ความมีชีวติรอดของเซลลห์ลงัจากทดสอบกบัสารสกดัดว้ยวธีิ MTT ใหเ้ป็นผลึกฟอร์มาซาน และวดั
ค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาว 570 นาโนเมตร น าค่ามาค านวณร้อยละการมีชีวิตรอด (% cell 
viability) เปรียบเทียบกับค่าของตัวอย่างควบคุมแล้วรายงานผลเป็นร้อยละความเป็นพิษ               
(% cytotoxicity) ดงัตารางท่ี 4.3  
 
ตารางที่ 4.3  แสดงความเป็นพิษของเซลล์ของสารกดัดีหมึกผง fraction 1 ท่ีผา่นกระบวนการท า
แหง้ท่ีแตกต่างกนัของหลุมท่ีเติมสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เซลลไ์ลน ์ % cytotoxicity 
การท าแห้งแบบแผน่
โฟม 

การท าแห้งแบบแช่
เยอืกแขง็ 

การท าแห้งแบบพ่น
ฝอย 

KB 2.54±0.23c 28.96±0.46b 31.10±0.46a 
MCF7 20.76±0.76b 17.14±0.08c 24.73±0.17a 
HepG2 17.92±0.08c 18.42±0.24b 21.63±0.08a 
HeLa 16.06±0.18b 31.09±0.36a 14.65±0.12c 
Vero 38.60±0.26a 39.81±0.26a 28.04±1.19b 
HT29 -14.22±0.06a -18.46±0.09b -45.59±0.58c 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์เล็กท่ีก ากับค่าแนวนอนท่ีแตกต่างกัน แสดงความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (n=3) 
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A-1 A-2 A-3 

B-1 B-2 B-3 

C-1 C-2 C-3 

D-1 D-2 D-3 

E-1  E-2  E-3  

F-1  F-2  F-3  
ภาพที ่4.5  ลกัษณะเซลลไ์ลน์ชนิดต่างๆของหลุมท่ีเติมสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เซลล์ไลน์ KB  MCF7  HepG2  HeLa  Vero และ HT29 แทนตวัอกัษร A B C D E และ F 
กระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและกระบวนการท าแห้ง
แบบพน่ฝอย แทนหมายเลข 1 2 และ 3 ตามล าดบั 
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  พบวา่สารสกดั fraction 1  ท่ีมาจากดีหมึกผงท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งแบบแผน่
โฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง และกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย ไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็ง แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 เน่ืองจากมีค่า       
% cytotoxicity ไม่เกินร้อยละ 50 จึงจดัวา่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ หรือเป็นพิษในระดบัท่ีต ่า โดย
พบวา่กระบวนการท าแหง้แบบแผน่โฟม กระบวนการท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง และกระบวนการท า
แห้งแบบพ่นฝอยมีค่า % cytotoxicity ต่อเซลล์ไลน์ KB อยูท่ี่  2.54±0.23  28.96±0.46  และ 
31.10±0.46  ค่า % cytotoxicity ต่อเซลล์ไลน์ MCF7 อยู่ท่ี  20.76±0.76  17.14±0.08  และ  
24.73±0.17  ค่า % cytotoxicity ต่อเซลล์ไลน์ HepG2 อยู่ท่ี  17.92±0.08  18.42±0.24  และ  
21.63±0.08 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Diaz และคณะ (2014) โดยไดท้ าการศึกษาความสามารถ
ในการตา้นมะเร็งของสารสกดัแบบหยาบและสารสกดั fraction ในดีหมึกของหมึกสายพนัธ์ุ Loligo 
duvauceli พบวา่สารสกดัทั้ง 2 สามารถก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ HepG2 ได ้โดยมีค่า    
% cytotoxicity อยูท่ี่ 67 และ 70 ตามล าดบั ณ ความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   
  ค่า % cytotoxicity ต่อเซลล์ไลน์ HeLa อยูท่ี่  16.06±0.18  31.09±0.36  และ 
14.65±0.12 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Senan และคณะ (2013) ท่ีไดท้  าการศึกษาคุณสมบติัของ
สารสกัด fraction ดีหมึกของหมึกสายพนัธ์ุ Sepia pharaonis ต่อความสามารถในการต้าน
เซลล์มะเร็งปากมดลูก ไดแ้ก่ เซลล์ไลน์ HeLa และเซลล์ไลน์ Caski โดยพบวา่สารสกดั fraction C2 
สามารถก่อใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลลไ์ลน์ทั้ง 2 ชนิดได ้โดยแสดงค่าความเป็นพิษในรูป LC50 ซ่ึง
มีค่าอยูท่ี่ 135 และ 189 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และมีค่า % cytotoxicity ต่อเซลล์ไลน์ 
Vero ซ่ึงเป็นตวัแทนของเซลลป์กติ มีค่าอยูท่ี่  38.60±0.26  39.81±0.26  และ 28.04±1.19 ตามล าดบั 
  ในส่วนของเซลล์ไลน์ HT29 พบวา่สารสกดั fraction 1 ท่ีมาจากกระบวนการท า
แห้งแบบแผ่นโฟม กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง และกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย 
สามารถกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดยมีค่า % cytotoxicity  -14.22±0.06  -18.46±0.09  และ  -45.59±0.58 ตามล าดบั   
  ในดีหมึกจะมีเอนไซม ์tyrosinase ท่ีสามารถเปล่ียน tyrosine ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนไป
เป็น dopaquinone โดย dopaquinone สามารถฟอร์มพนัธะกบัหมู่ซัลฟ์ไฮดริล (-SH) ของกรดอะมิ
โน cysteine ในรูปแบบ nucleophilic attack กลายเป็น protein-bound dopa และ 5-S-cysteinyldopa 
พบวา่ protein-bound dopa มีฤทธ์ิสามารถท าให้ชีวโมเลกุล เช่น DNA ไขมนัและโปรตีนเกิดความ
เสียหายจึงส่งผลท าให้เกิดการตายของเซลล์ได ้(Russo และคณะ, 2003) ในสารสกดั fraction ของดี
หมึกท่ีสกดัดว้ยสารละลาย tris-HCl buffer (pH 6.80) (Takaya และคณะ, 1994) และสารละลาย 
acetone มีส่วนประกอบของ peptidoglycan ซ่ึงมีความสามารถในการเสริมสร้างภูมิคุม้กนัในการ
ตา้นการเจริญของเน้ืองอก Meth-A ในสัตวท์ดลองได ้(Sasaki และคณะ, 1997) และมีความสามารถ
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ในการตา้นเซลล์มะเร็งปากมดลูก (Senan และคณะ, 2013) และเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก (Gou-
Fang และคณะ, 2011) ซ่ึงมีความสอดคลอ้งในการศึกษาโครงสร้างของดีหมึกผงโดยเคร่ือง FTIR 
ดงัภาพท่ี 4.1 พบว่าแสดงช่วงความถ่ีคล่ืน 3600-3200 cm-1 ซ่ึงมีความจ าเพาะกบักรดอะมิโนและ
กรดอะมิโนท่ีมีโครงสร้างเป็นวงแหวน indolic และ pyrrolic (Mbonyiryivuze และคณะ, 2015) และ
ช่วงความถ่ีคล่ืน 1510-1580 cm-1 แสดงความถ่ีการสั่นของพนัธะ  N-H  C-N  C-C  และหมู่เอไมด์
ของอะมิโน (Hilderson และ Ralston, 1994) อีกทั้งยงัพบวา่สารสกดัดีหมึกสามารถป้องกนัการ
เสียหายของเซลลเ์มด็เลือดจากการใชย้าเคมีบ าบดั (Zhong และคณะ, 2009)  
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บทที ่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
 5.1.1  ดีหมึกผงท่ีผ่านจากกระบวนการท าแห้งแบบแผน่โฟมเป็นดีหมึกผงท่ีมีสมบติัทาง
เคมีกายภาพดีท่ีสุด เน่ืองจากมีค่าดชันีการละลายสูงท่ีสุด 
 5.1.2  กระบวนการท าแหง้ดีหมึกผงทั้ง 3 วธีิ ไม่ส่งผลต่อชนิดของพนัธะและหมู่ฟังก์ชัน่ใน
ดีหมึกผง 
 5.1.3  ดีหมึกผงท่ีผา่นจากกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งเป็นกระบวนการท าแห้งท่ี
ใหค้่าความสามารถในตา้นอนุมูลอิสระและการดา้นออกซิเดชัน่สูงท่ีสุด 
 5.1.4  ดีหมึกผงท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งทั้ง 3 วิธี ท่ีความเขม้ขน้ของหลุมท่ีเติมสารสกดั 
500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลลไ์ลน์ HT29 และ Vero 
 5.1.5  สารสกดั fraction 1 จากดีหมึกผงท่ีผา่นจากกระบวนการท าแห้งทั้ง 3 วิธี ท่ีความ
เขม้ขน้ของหลุมท่ีเติมสารสกดั 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความเป็นพิษในระดบัท่ีต ่าต่อเซลล์
ไลน์ KB  MCF7  HepG2  HeLa และ Vero แต่กระตุน้การเจริญาการเติบโตต่อเซลลไ์ลน์ HT29  
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1  ควรมีการฉีด GCMS หรือ HPMC เพื่อทราบถึงองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดั 
fraction 1 ของดีหมึกผงเพิ่มเติม 
 5.2.2  ควรมีการศึกษาเก่ียวกบัวิธีการสกดัสารจากดีหมึกผงเพิ่มเติมให้มีความบริสุทธ์ิมาก
ข้ึน เช่น อาจมีการน าเทคนิคท่ีมีเอนไซม์เอามาใช้ร่วมด้วย เป็นแนวทางเพื่อให้สารสกดัมีพิษต่อ
เซลลม์ะเร็งสูงข้ึนหรือลดความเป็นพิษต่อเซลลป์กติลง 
 5.2.3  ศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัความสามารถในการตา้นแบคทีเรียของดีหมึกผงท่ีผา่นการท า
แหง้ทั้ง 3 วธีิ เพื่อเป็นทางเลือกในประยกุตใ์ชใ้นการฆ่าเช้ือแบคทีเรียแทนการใชย้าปฏิชีวนะ 
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ภาคผนวก ก 

การวเิคราะห์คุณสมบตัิทางเคมแีละกายภาพ 
 
ก-1  การวเิคราะห์หาปริมาณความช้ืน (AOAC, 2000) 

1. อบกระป๋องหาความช้ืนพร้อมฝาในตูอ้บลมร้อนแบบไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105±2 องศา
เซลเซียสนาน 3 ชัว่โมงท าให้เยน็ในโถดูดความช้ืนนาน 30 นาทีชัง่น ้ าหนกั (W1) โดยชัง่น ้ าหนกั
ดว้ยเคร่ืองชัง่ท่ีความละเอียด 4 ต าแหน่ง 

2. ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 3 กรัมใส่กระป๋องหาความช้ืนท่ีอบและชัง่น ้าหนกัไวเ้รียบร้อยแลว้ 
(W2) 

3. น ากระป๋องหาความช้ืนพร้อมฝาโดยเปิดฝาออกขณะอบไปอบท่ีตูอ้บลมร้อนแบบไฟฟ้า
ท่ีอุณหภูมิ 105±2 องศาเซลเซียสนาน 4 ชัว่โมง 

4.น ากระป๋องหาความช้ืนออกจากตูอ้บลมร้อนแบบไฟฟ้าโดยปิดฝาทนัทีและท าให้เยน็ใน
โถดูดความช้ืนนาน 30 นาทีชัง่น ้าหนกัท่ีแน่นอน 

5. น าไปอบต่อจากนั้นน ามาชัง่น ้าหนกัทุกชัว่โมงจนไดน้ ้าหนกัคงท่ี (W3) 
6. ค านวณหาปริมาณความช้ืนหน่วยเป็นร้อยละโดยน าน ้ าหนกัท่ีหายไป หารดว้ยน ้ าหนกั

ตวัอยา่งท่ีใชคู้ณดว้ย 100 
 

เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน = (W2 - W3) × 100 
         (W2 - W1) 

เม่ือ W1 = น ้าหนกัของกระป๋องหาความช้ืน (กรัม) 
W2 = น ้าหนกัของกระป๋องหาความช้ืนและตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม) 
W3 = น ้ าหนักของกระป๋องหาความช้ืนและตัวอย่างหลังอบ (กรัม)
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ก-2  การวเิคราะห์ปริมาณน า้อสิระ (Water activity, aw) 
อุปกรณ์ 

1. เคร่ืองวดั aw (AQUALAB series 4TE) 
2. ตลบัและฝาพลาสติกส าหรับเคร่ืองวดั aw 
3. ชุดท าความสะอาด 

การเตรียมตัวอย่าง 
1. ใส่ตวัอยา่งในตลบัประมาณ 1/3 ของตลบัหรือไม่เกินคร่ึงหน่ึงของตลบัเกล่ียตวัอยา่ง 

ใหค้ลอบคลุมทัว่ตลบัเพื่อประสิทธิภาพในการวดั 
2. ตรวจสอบให้แน่ชัดว่าท่ีขอบริมและด้านนอกของตลบัวดัสะอาดห้ามมีตวัอย่างติด

บริเวณตลบัวดั aw 
3. ตวัอย่างควรมีอุณหภูมิใกลเ้คียงหรือต่างกนัไม่เกิน 4 องศาเซลเซียสของอุณหภูมิ 

chamber เคร่ืองวดั aw 
การเปิดเคร่ือง 

1. เปิดเคร่ือง awทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาทีเพื่อการวดัท่ีมีประสิทธิภาพสูง 
2. น าตลบัวดั awใส่ลงในเคร่ืองระวงัไม่ใหใ้หต้วัอยา่งหกหล่น 
3. ดนัคนัโยกไปในต าแหน่ง Open/Load ไปยงัต าแหน่ง Read เคร่ืองจะเร่ิมวดัค่า aw 
4. เม่ือเคร่ืองวดัเสร็จ (ใชเ้วลาประมาณ 5-10 นาที) จะมีสัญญาณเตือนใหอ่้านค่า awและ 

อุณหภูมิท่ีหนา้จอ 
5. เปล่ียนคนัโยกจากต าแหน่ง Read ไปยงัต าแหน่ง Open/Load เพื่อน าตลบัออก
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ก-3  ความสามารถในการดูดซึมและการละลายน า้ (Water Absorption and Solubility Index) 
(Anderson และคณะ, 1969) 
อุปกรณ์ 

1. อลูมิเนียมแคน 
2. ขวดรูปชมพขูนาด 200 มิลลิลิตร 
3. หลอด centrifuge 
4. เคร่ือง centrifuge( Eppendorf, 5804 R) 
5. เคร่ือง hot air oven 
6. เคร่ือง stirrer 

วธีิการ 
 1.ชัง่ดีหมึกผง 2.5 กรัมลงในขวดรูปชมพท่ีูชัง่น ้าหนกัแลว้ 
 2. เติมน ้ากลัน่ 30 มิลลิลิตร stirrer ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที 
 3. น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
 4. แยกส่วนใสและส่วนตะกอนออกจากกนั    
 5. น าส่วนใสไประเหยดว้ยเคร่ือง hot air oven อบท่ี 105±2 องศาเซลเซียส จนน ้ าหนกัคงท่ี
แลว้น าไปค านวณหาค่าความสามารถการละลาย 
 6. น าส่วนตะกอนไปชัง่น ้าหนกัเพื่อค านวณหาค่าความสามารถในการดูดซึมน ้ากลบั 
การค านวณ 
 
ความสามารถในการดูดซึมน ้า       =  น ้าหนกัดีหมึกผงหลงัหมุนเหวีย่ง 
(Water Absorption Index, WAI, กรัม/กรัม)       น ้าหนกัดีหมึกผงแหง้เร่ิมตน้ 
 
ความสามารถในการละลายน ้า       =   น ้าหนกัส่วนใสหลงัอบแหง้ x 100 
(Water Solubility Index, WSI, %)    น ้ า ห นั ก ดี ห มึ ก ผ ง แ ห้ ง เ ร่ิ ม ต้ น
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ก-4  อตัราส่วนการคืนรูป (Rehydration Ratio) (ดดัแปลงจากวธีิ Subadra และคณะ, 1997) 
อุปกรณ์ 
 1. เคร่ือง hot plat stirrer 
 2. บีกเกอร์แบบไม่มีปากขนาด 400 มิลลิลิตร  
 3. กระจกนาฬิกา 
วธีิการ 
 1. ชัง่ดีหมึกผง 2.5 กรัมใส่ในบีกเกอร์แบบไม่มีปากจากนั้นเติมน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร แลว้
ปิดดว้ยกระจกนาฬิกา 
 2.  ตม้จนสารละลายมีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
 3. น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
 4. เทส่วนใสทิ้งแลว้น าตะกอนหมึกผงท่ีคืนรูปไปชัง่น ้ าหนกัเพื่อค านวณหาอตัราส่วนการ
คืนรูป 
การค านวณ 
 
อตัราส่วนการคืนรูป      =  น ้าหนกัดีหมึกผงท่ีคืนรูป 

           น ้าหนกัดีหมึกผงแหง้เร่ิมตน้ 
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ก-5  การวเิคราะห์ค่าความสว่าง (L* ) 
อุปกรณ์ 
 1. เคร่ืองวดัสี (Minolta, CR-400, Japan) 
 2. ฝาอะลูมิเนียมแคน 
วธีิการ 
 1. น าตวัอยา่งใส่ในอะลูมิเนียมแคน 
 2. ปรับมาตรฐานเคร่ือง (calibration) โดย 
  2.1 ต่อปลัก๊ไฟใหเ้ขา้ดา้นหลงัเคร่ืองตรงช่อง DC 
  2.2 เปิด power ไปท่ี ON กดท่ี calibrate  
  2.3 วางปลายหวัในแนบกบัผวิหนา้ของแผน่ calibrate (แผน่พลาสติกสีขาว) 
  2.4 กดปุ่ม measuring head อยา่ยกหวัออกจนกวา่เคร่ืองจะ calibrate เสร็จ โดย
หนา้จอจะแสดง ‘END’ 
 3. ใชแ้ผน่พลาสติกคลุมหวัวดัก่อนท าการวดั เพื่อป้องกนัอุปกรณ์ช ารุด 
 4. ตวัอยา่งผงดีหมึก 15 กรัมใส่ลงในฝาอะลูมิเนียมแคนให้กระจายตวัเท่าๆกนัใชห้วัวดัสี
วางทาบลงบนตวัอยา่งในแนวตั้งฉากและอ่านค่าแสดงผลการวดั 
 5. เคร่ืองจะแสดงค่า L*, a* และ b* โดยค่า 
  L* คือ ค่าความสวา่ง มีค่าอยูใ่นช่วง 0 ถึง 100 
  a* คือ ค่าสีแดงและสีเขียว เม่ือ a* มีค่าเป็นบวก    แสดงสีแดง 
      เม่ือ a* มีค่าเป็นลบ      แสดงสีเขียว 
  b* คือ ค่าสีเหลือและสีน ้า  เม่ือ b* มีค่าเป็นบวก    แสดงสีเหลือง 
      เม่ือ b* มีค่าเป็นลบ       แสดงสีน ้าเงิน
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การวเิคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระ 
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ภาคผนวก ข 

การวเิคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระ 
 

ข-1  การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (ดดัแปลงจาก 
Vate และ Benjakul, 2013) 
 1.  การเตรียมสาร 
  1.1  สารละลายมาตรฐาน 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic 
acid (trolox)  
   ชั่งโทรลอกซ์ 0.0125 กรัม ละลายด้วย DMSO ปรับปริมาตรเป็น 50 
มิลลิลิตร ไดส้ารละลายมาตรฐาน trolox ท่ีมีความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 
  1.2  สารละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
   ชัง่ DPPH หนกั 0.0029 กรัม ละลายดว้ยเอทานอล ปรับปริมาตรเป็น 50 
มิลลิลิตร ไดส้ารละลาย DPPH ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.15 มิลลิโมลต่อมิลลิลิตร 
 2.  การเตรียมตัวอย่าง 
  2.1  ชัง่ดีหมึกผงจ านวน  5 กรัม ปรับปริมาตรโดยใชน้ ้า DI ท่ี 50 มิลลิลิตร  
  2.2  น าสารละลายท่ีไดม้าท าการสกดัโดยใชเ้คร่ือง ultrasonic bath  ท่ีความถ่ี 37 
กิโลเฮิร์ตซ์ ท่ีอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
  2.3  จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
  2.4  เก็บสารละลายส่วนใสไวเ้พื่อใชส้ าหรับการวเิคราะห์ความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระ 
 3.  การวเิคราะห์ตัวอย่าง 
   3.1  ปิเปตสารสกดัตวัอยา่ง 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย DPPH ท่ีความ
เขม้ขน้ 0.15 มิลลิโมลาร์ ท่ีละลายในเอทานอลปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร  
  3.2  เขยา่และตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
  3.3  น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 นาโนเมตร  
  3.4  น าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตวัอยา่งไปค านวณหาความสามารถใน
การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH โดยใชก้ราฟมาตรฐานของสารละลาย trolox ท่ีความเขม้ขน้ 10-50 ไม
โครโมลต่อมิลลิลิตรท่ีละลายใน DMSO 
หมายเหตุ: *การเตรียมปฏิกิริยาควบคุมโดยใชน้ ้ า DI แทนตวัอยา่งสารสกดัดีหมึก 
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     **การเตรียมปฏิกิริยาควบคุมของตวัอยา่งในแต่ละตวัอยา่งท าโดยการเติมเอทานอลแทนสารละลาย 
DPPH     

 
ค านวณหาร้อยละของสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ตามสมการดงัน้ี 
 

DPPH scavenging activity (%)=(
(            -           )

              
)      

 

 
ภาพที ่ข-1  กราฟมาตรฐานของสารละลาย trolox ท่ีความเขม้ขน้ 10-50 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร  

 
 4.  ตัวอย่างการค านวณหาความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระ 
  สมการจากกราฟมาตรฐานของ trolox 
   y = 1.3765x + 1.6652 
  เม่ือ  y = % scavenging ของสาร DPPH 
   x = ความเขม้ขน้ trolox (ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร)  
ตัวอย่าง A มีความช้ืน เท่ากบั 10.00 เปอร์เซ็นต ์
 dilution factor เท่ากบั 10  
   % scavenging  เท่ากบั 30.03 
 แทนค่าในสมการจะได ้
  30.03 = 1.3765x + 1.6652 
         x = 20.606 ไมโครโมลสมมูล trolox 
 ปริมาณสารทั้งหมด x dilution factor 
  20.606 x 10 = 206.06  ไมโครโมลสมมูล trolox ต่อกรัม (น ้าหนกัตวัอยา่ง)  
 ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งต่อน ้าหนกัแหง้ ค านวณจาก 

y = 1.3765x + 1.6652 
R² = 0.9911 
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ความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐาน trolox (ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร) 
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ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ=ไมโครโมลสมมูล trolox ต่อกรัม (น ้าหนกัตวัอยา่ง) 
                                 1 - (เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน/100) 

 แทนค่าในสมการจะได ้

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ= 206.06 ไมโครโมลสมมูล trolox ต่อกรัม (น ้าหนกัตวัอยา่ง)
      1 - (10/100) 

         = 228.95 ไมโครโมลสมมูล trolox ต่อกรัม(ตวัอยา่งน ้าหนกั
แหง้) 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้
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ข-2  การวเิคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ ABTS (ดดัแปลงจาก Re 
และคณะ, 1998) 
 1.  การเตรียมสาร 
  1.1  สารละลายมาตรฐาน 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic 
acid (trolox)  
   ชั่งโทรลอกซ์ 0.0125 กรัม ละลายด้วย DMSO ปรับปริมาตรเป็น 50 
มิลลิลิตร ไดส้ารละลายมาตรฐาน Trolox ท่ีมีความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 
  1.2  สารละลาย 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) 
   ชั่ง ABTS หนัก 0.0406 กรัม ละลายด้วยน ้ า DI ปรับปริมาตรเป็น 10 
มิลลิลิตร ไดส้ารละลาย ABTS ท่ีมีความเขม้ขน้ 7.4 มิลลิโมลต่อมิลลิลิตร 
  1.3  สารละลาย potassium persulfate (K2S2O8) 
   ชั่ง potassium persulfate หนัก 0.0176 กรัม ละลายด้วยน ้ า DI ปรับ
ปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร ไดส้ารละลาย potassium persulfate ท่ีมีความเขม้ขน้ 2.6 มิลลิโมลต่อ
มิลลิลิตร 
  1.4 สารละลาย working solution 
  สารละลาย working solution ท าการผสมสารละลาย ABTS และสารละลาย 
potassium persulphate ในอตัราส่วน 1:1 โดยน ้ าหนกัจากนั้นน าไปบ่มเป็นเวลา 14 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิห้องและปราศจากแสง เจือจางดว้ย ethanol absolute จนสารละลายมีค่าดูดกลืนคล่ืนแสง 
0.700±0.020 ท่ีความยาว 734 นาโนเมตร 
 2.  การเตรียมตัวอย่าง 
  2.1  ชัง่ดีหมึกผงจ านวน  5 กรัม ปรับปริมาตรโดยใชน้ ้า DI ท่ี 50 มิลลิลิตร  
  2.2  น าสารละลายท่ีไดม้าท าการสกดัโดยใชเ้คร่ือง ultrasonic bath  ท่ีความถ่ี 37 
กิโลเฮิร์ตซ์ ท่ีอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
  2.3  จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
  2.4  เก็บสารละลายส่วนใสไวเ้พื่อใชส้ าหรับการวเิคราะห์ความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระ 
 3.  การวเิคราะห์ตัวอย่าง 
   3.1  ปิเปตสารสกดัตวัอยา่ง 150 ไมโครลิตร ผสมกบั working solution 2,850 
ไมโครลิตร 
  3.2  เขยา่และตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง   

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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  3.3  น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 734 นาโนเมตร   
  3.4  น าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตวัอยา่งไปค านวณหาความสามารถใน
การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ ABTS โดยใชก้ราฟมาตรฐานของสารละลาย trolox ท่ีความเขม้ขน้ 50-400 
ไมโครโมลต่อมิลลิลิตรท่ีละลายใน DMSO 
หมายเหตุ: *การเตรียมปฏิกิริยาควบคุมโดยใชน้ ้ า DI แทนตวัอยา่งสารสกดัดีหมึก  
     **การเตรียมปฏิกิริยาควบคุมของตวัอย่างในแต่ละตวัอย่างท าโดยการเติมน ้ า DI แทนสารละลาย 
ABTS 

 
ค านวณหาร้อยละของสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ ABTS ตามสมการดงัน้ี 
 

ABTS scavenging activity (%)=(
(OD734control-OD734sample)

 OD734control 
) x100 

 

 
ภาพที ่ข-2  กราฟมาตรฐานของสารละลาย trolox ท่ีความเขม้ขน้ 50-400 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร  

 
 4. ตัวอย่างการค านวณหาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 
  สมการจากกราฟมาตรฐานของ trolox 
   y = 0.2308x - 1.2293 
  เม่ือ  y = % scavenging ของสาร ABTS 
   x = ความเขม้ขน้ trolox (ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร)  
ตัวอย่าง A มีความช้ืน เท่ากบั 10.00 เปอร์เซ็นต ์
 dilution factor เท่ากบั 10  
   % scavenging  เท่ากบั 40.03 

y = 0.2308x - 1.2293 
R² = 0.9993 
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ความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐาน trolox (ไมโครโมล/มิลลิลิตร) 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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 แทนค่าในสมการจะได ้
  40.03 = 0.2308x - 1.2293 
         x = 178.766 ไมโครโมลสมมูล trolox 
 ปริมาณสารทั้งหมด x dilution factor 
  178.766 x 10 = 1787.66 ไมโครโมลสมมูล trolox ต่อกรัม (น ้าหนกัตวัอยา่ง)  
 ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งต่อน ้าหนกัแหง้ ค านวณจาก 
 

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ =ไมโครโมลสมมูล trolox ต่อกรัม (น ้าหนกัตวัอยา่ง) 
                                 1 - (เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน/100) 

 แทนค่าในสมการจะได ้

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ =1787.66 ไมโครโมลสมมูล trolox ต่อกรัม (น ้าหนกัตวัอยา่ง)
      1 - (10/100) 

          = 1986.29 ไมโครโมลสมมูล trolox ต่อกรัม(ตวัอยา่งน ้าหนกั
แหง้) 
 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้
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ข-3  การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดช่ันด้วยวิธี chelating activity 
(ดดัแปลงจาก Vate และ Benjakul, 2013) 
 1. การเตรียมสาร 
  1.1 สารละลายมาตรฐาน ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
   ชัง่ EDTA 0.0015 กรัม ละลายดว้ยน ้ า DI ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 
ไดส้ารละลายมาตรฐาน EDTA ท่ีมีความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 
  1.2 สารละลาย Iron(II) sulfate (FeSO4) 
   ชัง่ FeSO4 0.0152 กรัม ละลายดว้ยน ้ า DI ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 
ไดส้ารละลาย FeSO4 ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลต่อมิลลิลิตร 
  1.3 สารละลาย 3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-p,p′-disulfonic acid 
monosodium salt hydrate (ferrozine) 
   ชั่ง ferrozine 0.0246 กรัม ละลายด้วยน ้ า DI ปรับปริมาตรเป็น 10 
มิลลิลิตร ไดส้ารละลาย ferrozine ท่ีมีความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลต่อมิลลิลิตร 
 2. การเตรียมตัวอย่าง 
  2.1 ชัง่ดีหมึกผงจ านวน  5 กรัม ปรับปริมาตรโดยใชน้ ้า Milli Q ท่ี 50 มิลลิลิตร  
  2.2 น าสารละลายท่ีไดม้าท าการสกดัโดยใชเ้คร่ือง ultrasonic bath  ท่ีความถ่ี 37 
kHz ท่ีอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
  2.3 จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 11,000 rpm อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที 
  2.4 เก็บสารละลายส่วนใสไวเ้พื่อใชส้ าหรับการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระ 
 3. การวเิคราะห์ตัวอย่าง 
  3.1 ปิเปตสารสกดัตวัอยา่ง 4.7 มิลลิลิตร จากนั้นผสม FeSO4 ความเขม้ขน้ 2 มิลลิ
โมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และเติม ferrozine ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
  3.2 เขยา่และตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดนาน 20 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง    
  3.3 น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 562 นาโนเมตร  
  3.4 น าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตวัอย่างไปค านวณหาความสามารถใน
การจบั Fe2+ โดยใชก้ราฟมาตรฐานของสารละลาย EDTA ท่ีความเขม้ขน้ 10-50 ไมโครโมลต่อ
มิลลิลิตรท่ีละลายในน ้า DI  
หมายเหตุ: *การเตรียมปฏิกิริยาควบคุมโดยใชน้ ้ า DI แทนตวัอยา่งสารสกดัดีหมึก  
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     **การเตรียมปฏิกิริยาควบคุมของตวัอย่างในแต่ละตวัอย่างท าโดยการเติมน ้ า DI แทนสารละลาย 
EDTA 

 
ค านวณหาร้อยละของสมบติัการตา้นออกซิเดชัน่ตามสมการดงัน้ี 
 

 scavenging activity (%)=(
(OD562control-OD562sample)

 OD562control 
) x100 

 

 
ภาพที ่ข-3  กราฟมาตรฐานของสารละลาย EDTA ท่ีความเขม้ขน้ 10-50 ไมโครโมล/มิลลิลิตร  

 
 4. ตัวอย่างการค านวณหาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 
  สมการจากกราฟมาตรฐานของ Trolox 
   y = 1.6239x + 6.83 
  เม่ือ  y = % scavenging ของสาร EDTA 
   x = ความเขม้ขน้ EDTA (ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร)  
ตัวอย่าง A มีความช้ืน เท่ากบั 10.00 เปอร์เซ็นต ์
 dilution factor เท่ากบั 10  
   % scavenging  เท่ากบั 20.03 
 แทนค่าในสมการจะได ้
  20.03 = 1.6239x + 6.83 
         x = 8.129 ไมโครโมลสมมูล EDTA 
 ปริมาณสารทั้งหมด x dilution factor 

y = 1.6239x + 6.83 
R² = 0.975 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 10 20 30 40 50 60

ร้อ
ยล
ะก

าร
ตา้
นอ

อก
ซิเ
ดช

ัน่ 
(%

) 

ความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐาน EDTA (ไมโครโมล/มิลลิลิตร) 
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  8.129  x 10 = 81.29  ไมโครโมลสมมูล EDTA ต่อกรัม (น ้าหนกัตวัอยา่ง)  
 ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งต่อน ้าหนกัแหง้ ค านวณจาก 
 

ความสามารถในการจบัโลหะ =ไมโครโมลสมมูล EDTA ต่อกรัม (น ้าหนกัตวัอยา่ง) 
                                 1 - (เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน/100) 

 แทนค่าในสมการจะได ้

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ = 81.29 ไมโครโมลสมมูล EDTA ต่อกรัม (น ้าหนกัตวัอยา่ง)
      1 - (10/100) 

           = 90.32 ไมโครโมลสมมูล EDTA/กรัม(ตวัอยา่งน ้าหนกั
แหง้) 
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ภาคผนวก ค 
ภาพกระบวนการท าแห้ง 
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ภาคผนวก ค 

ภาพกระบวนการท าแห้ง 
 

ค-1 กระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟม 

 

 
ค-1 น าดีหมึกผงผสมกบัสารละลายไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลส (HPMC) คาร์บอกซีเมทิล

เซลลูโลส (CMC) และมอลโทเด็กซ์ทริน 
 

  
 

ค-2 ป่ันผสมดว้ยเคร่ืองป่ันเบเกอร์ร่ีท่ีความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 10 นาที ใหข้ึ้นฟู 
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ค-1 กระบวนการท าแห้งแบบแผ่นโฟม (ต่อ) 
 

 
ค-3  เกล่ียใส่ถาดเคร่ือง Tray dryer 

 

 
ค-4  อบดีหมึกดว้ยเคร่ือง Tray dryer ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 270 นาที จากนั้นน าไป

บดดว้ยเคร่ือง pill mill ท่ีขนาดตะแกรง 0.25 มิลลิเมตร 
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ค-2 กระบวนการท าแห้งแบบแช่เยอืกแขง็ 
 

 
ค-5  เกล่ียดีหมึกลงในถาดเคร่ือง freeze dryer ท่ีมีอะลูมิเนียมฟรอยดว์าง 

 

 
ค-6  ท าแหง้ดว้ยเคร่ือง freeze dryer เป็นเวลา 40 ชัว่โมง จากนั้นน าไปบดดว้ยเคร่ือง pill mill ท่ี

ขนาดตะแกรง 0.25 มิลลิเมตร 
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ค-3  กระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย 
 

 
ค-7  น าดีหมึกผสมกนัน ้ากลัน่คุม ๐Brix  อยูท่ี่ 30 จากนั้นน ามากรองดว้ยตะแกรง 

 

 
ค-8  ท าแหง้ดว้ยเคร่ือง spray dryer ท่ีสภาวะอุณหภูมิขาเขา้ 130 องศาเซลเซียส อุณหภูมิขาออก 100 

องศาเซลเซียส ป้อนของเหลวดว้ยความเร็ว 5 รอบต่อนาที 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



93 
 

 

ประวตัผู้ิเขยีน 
 
ช่ือ-สกุล 
วนั เดือน ปีเกิด 
ท่ีอยู ่
 
ประวติัการศึกษา 
 
การน าเสนอผลงาน 

นางสาวกลัยลกัษณ์ ภู่ร่ืน 
5 เมษายน พ.ศ. 2536  
90/64 หมู่บา้นเลิศปิยะวรรณ ซอยสอยไหม 51 ถนนสายไหม แขวงสาย
ไหม เขตสายไหม กรุงเทพมหานครฯ 10220 
พ.ศ.2558 วทิยาศาสตรบณัฑิต คณ ะอุตสาหกรรมเกษตร สาขาวชิา
อุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหาร
ลาดกระบงั 
Phuruen, K. (2017, June). Effect of Drying Processes on Physical and 
Chemical Properties and Antioxidant Capacity of Squid (Sepia 
pharaonis) Ink Powder. Paper presented at Food Innovation Asia 
Conference 2017 (FIAC 2017), Innovative Food Science and 
Technology for Mankind: Empowering Research for Health and Aging 
Society. 

 
 

 
 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้




