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บทคัดย�อ 

 

  งานวิจัยนี้ เป*นการศึกษาสารต-านอนุมูลอิสระซ่ึงได-รับความสนใจอย2างมากในป3จจุบัน   
สารต-านอนุมูลอิสระท่ีพบโดยท่ัวไปจะพบในผัก ผลไม- เช2น วิตามินซี วิตามินอี สารกลุ2มคาร�โรทีนอยด�  
ฟลาโวนอยด� และ กลุ2มไทออล (-SH) ในการวิจัยครั้งนี้ใช-พืชพ้ืนบ-านในภาคใต- คือ ดอกดาหลา (Etlingera 

elatior (Jack) R.M. Smith) โดยทําการศึกษาสารต-านอนุมูลอิสระ 4 ชนิด คือ สารประกอบฟ�นอลิก 

(Phenolic compound) เบต-า-แคโรทีน (β-carotene) วิตามินอี (α-Tocopherol) และ วิตามินซี 
(Ascorbic acid) จากผลการทดลองหาปริมาณสารต-านอนุมูลอิสระชนิดต2าง ๆ ในดอกดาหลา พบว2าสาร
สกัดจากดอกดาหลามีสารต-านอนุมูลอิสระดังกล2าวในปริมาณท่ีสามารถวิเคราะห�ได-  
  การหาค2าความสามารถในการดักจับสารอนุมูลอิสระ DPPH • ด-วยสารสกัดจากดอกดา
หลาตัวอย2าง นําสารสกัดจากกลุ2มของสารประกอบฟ�นอลิกมารายงานเท2านั้น เนื่องจากดอกดาหลาให-
ปริมาณของสารประกอบฟ�นอลิกสูงท่ีสุด โดยรายงานในรูปของค2า 50IC (ความเข-มข-นของสารประกอบฟ�
นอลิกท่ีสามารถลดค2าการดูดกลืนแสงของ DPPH • ได- 50%) พบว2า สารสกัดจากดอกดาหลาจะให-ค2า 

50IC ท่ีดีท่ีสุดท่ีเวลา 30 นาที เท2ากับ 3.02 (µg/ml GAE) คือ เม่ือเวลาผ2านไป 30 นาทีมีค2า 3.02 (µg/ml 
GAE) อย2างไรก็ดีในการศึกษาหาชนิดและโครงสร-างของสารประกอบฟ�นอลิกดังกล2าวในดอกดาหลานั้น
ต-องมีการศึกษาเชิงลึกต2อไป 
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Abstract 
 
 
 Nowadays, the study of antioxidative and free radical scavenging activities in food 
became increasingly prominent. Antioxidants such as Ascorbic acid, α -tocopherol, 
carotenoids, flavonoids and thiol group (-SH) are found mostly in vegetables and fruits. 
Thus, in this study we determined 4 antioxidants (phenolic compounds, β - carotene, 
α - tocopherol and ascorbic acid) from Thai vegetables; Etlingera elatior (Jack) R.M. 
Smith 
 The result shows that vegetables had detectable quantities of α - tocopherol 
and phenolic compound, β - carotene and ascorbic acid. The plant extracts were 
assayed for their free radical scavenging activities using 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
( DPPH • ). The Torch ginger (Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith) extract exhibited the 
strong scavenging activity ( 50IC  3.02 /g mlµ at 30 minute). However further study need 
to be performed in order to see their exact structure. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 

งานวิจัยฉบับนี้สําเร็จลุล2วงด-วยดี ด-วยความเสียสละเวลากรุณาให-คําแนะนําแนวทางแก-  
ป3ญหา การถ2ายทอดความรู-และการติดตามช2วยเหลือในการศึกษาค-นคว-าวิจัย ตลอดจนการเขียนและแก-ไข
รายงานวิจัยให-สําเร็จลุล2วงด-วยดี จาก ผู-ช2วยศาสตราจารย�สมภพ  เภาทอง และอาจารย�อุบล  ตันสม 
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   ขอขอบคุณ คณะวิทยาศาสตร�เทคโนโลยีและการเกษตร สํานักวิจัยและพัฒนาชายแดน 

ภาคใต- มหาวิทยาลัยราชภัฏยะลา ท่ีเอ้ือเฟrsอเครื่องมือวิจัย และสนับสนุนทุนวิจัย จากโครงการวิจัยวิจัย 

จากเงินนอกงบประมาณบํารุงการศึกษา ประเภทอาจารย� ประจําป�งบประมาณ 2554 

  ขอขอบคุณคณาจารย�และเจ-าหน-าท่ีสาขาวิชาเคมีทุกท2าน โดยเฉพาะอย2างยิ่ง  
ผู-ช2วยศาสตราจารย�ฉวีวรรณ ธัญญะศิริกุล ท่ีเอ้ือเฟrsอพืชตัวอย2างคือ ดอกดาหลาสีแดง ท่ีใช-ในงานวิจัยครั้งนี้ 
  สุดท-ายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ท่ีอบรมสั่งสอน และเป*นกําลังใจท่ีดีเสมอมา 
ผลสําเร็จและสิ่งท่ีเป*นประโยชน�ของงานวิจัยนี้ ขออุทิศแด2ผู-มีพระคุณท่ีกล2าวมาทุกท2าน 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 
 
ความสําคัญและท่ีมาของป�ญหา (Statement and significance of the Problem) 

 
สุขภาพร
างกายท่ีแข็งแรงสมบูรณ�เป�นสิ่งท่ีคนเราต�องการให�เกิดข้ึนในชีวิตแต
ไม
สามารถ  

ระบุได�อย
างแน
ชัดว
าป,จจัยในการดํารงชีวิตใดบ�างท่ีมีส
วนเก่ียวข�อง อย
างไรก็ดีมีป,จจัยหนึ่งท่ีมีความสําคัญ
และน
าสนใจคือ “สารต�านอนุมูลอิสระ (Antioxidant)” ซ่ึงจะมีในพืชผักและผลไม�ท่ีให�คุณประโยชน�ท่ีดีแก
 
ร
างกาย และมีคุณประโยชน�อย
างมากต
อระบบท่ีสําคัญต
าง ๆ ในร
างกาย ได�แก
 ระบบหลอดเลือดและ
หัวใจ (Akyon, 2002) ระบบภูมิคุ�มกัน กลุ
มเซลล�ประสาทท่ีทํางานเฉพาะในสมอง การต
อต�านการเกิด
โรคมะเร็งต
าง ๆ (Duncan, 2004; Hakimuddin et al., 2004) การชะลอความชรา รวมท้ังกระบวนการ
ต
าง ๆ ในร
างกาย ระบบต
าง ๆ เหล
านี้เก่ียวข�องโดยตรงกับสุขภาพร
างกาย เช
น โรคหัวใจท่ีเกิดจากการอุด
ตันของเส�นเลือด ท่ีอาจเกิดข้ึนอย
างฉับพลัน ซ่ึงในบางครั้งอาจเกิดจากการสะสมสารต
าง ๆ ท่ีบริเวณหลอด
เลือดทําให�ผนังหลอดเลือดถูกทําลาย และโรคอ่ืน ๆ เช
น โรคอัลไซเมอร� (Alzheimer’s disease) 
(Shetty, 1997) ไขข�ออักเสบ และต�อกระจก (Ames et al., 1993) เป�นต�น 

ตัวอย
างของสารต�านอนุมูลอิสระ (Antioxidants) ได�แก
 วิตามินซี วิตามินอี ซีลีเนียม    
เบต�า-แคโรทีน วิตามินเอ พฤกษาเคมีต
างๆ (Phytochemicals) เช
น สารประกอบฟ̀นอลิกจากชา 
(Vinson and Dabbagh, 1998) และสมุนไพรบางชนิด เช
น ไอโซฟลาโวน (Isoflavones) จากถ่ัวเหลือง 

(Huanga et al., 2008) เป�นต�น สารต�านอนุมูลอิสระท่ีพบในอาหาร ได�แก
 เบต�า-แคโรทีน (β-carotene) 
ซ่ึงเป�นสารต้ังต�นของเรตินอลพบมาก ผักสีเหลืองส�ม ใบผักสีเขียวเข�มต
าง ๆ เช
น ผลมะเขือเทศ เนื้อ
ฟ,กทอง ใบตําลึง ใบผักบุ�ง ใบผักกวางตุ�ง ใบผักคะน�า, วิตามินซี (Ascorbic acid) มีมากในฝรั่ง 
(Suntornsuk et al., 2002) ส�ม มะขามปjอม มีส
วนช
วยในการสังเคราะห�คอลลาเจน แต
วิตามินซีสามารถ

ถูกทําลายได�ง
าย ด�วยความร�อน ความชื้นและแสง, วิตามินอี (α-Tocopherols) มีมากในรําละเอียด 
เมล็ดธัญพืชท่ีไม
ขัดขาว (Fardet et al., 2008) ข�าวโพด ข�าวกล�อง ถ่ัวแดง ถ่ัวเหลือง ผักกาดหอม เมล็ด
ทานตะวัน งา น้ํามันรํา น้ํามันจากเมล็ดพืชชนิดต
างๆ, ซิลิเนียม พบมากในอาหารทะเล (Hamilton, 
2004) เนื้อสัตว� เมล็ดธัญพืชท่ีไม
ขัดขาว นอกจากนี้ยังมีสารท่ีพบในผักและผลไม�ท่ีมีคุณสมบัติในการต�าน
สารอนุมูลอิสระ ซ่ึงสามารถจับกับอนุมูลอิสระ ลดอัตราเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งได� พบมากในตระกูลส�ม 
องุ
น และผลไม�สดอ่ืนๆ เช
น กระเทียม และผักตระกูลผักกาด  
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จากการท่ีมีรายงานว
า สารประกอบกลุ
ม Polyphenols โดยเฉพาะอย
างยิ่งแซนโธน  
(Xanthones) และฟลาโวนอยด� (Flavonoids) ซ่ึงพบในพืชพรรณธรรมชาตินานาชนิด สามารถต�านอนุมูล
อิสระได�ดี ท้ังในหลอดทดลอง (in vitro) และในสัตว�ทดลอง (in vivo) (Rice-Evans et al., 1996) 
ประกอบกับประเทศไทยเป�นแหล
งอุดมสมบูรณ�ด�วยพรรณไม�และสมุนไพรหลากหลายชนิด ท่ีมีศักยภาพใน
การใช�รักษาโรคต
าง ๆ อันเนื่องมาจากอนุมูลอิสระได�ดี จึงทําให�การทดสอบสารสกัดจากพืชพ้ืนบ�านเพ่ือ
สํารวจหาฤทธิ์ต�านอนุมูลอิสระซ่ึงยังไม
เคยมีรายงานมาก
อนเป�นเรื่องท่ีน
าสนใจศึกษาเป�นอย
างยิ่ง 
         ดอกดาหลาเป�นผักพ้ืนบ�านอีกชนิดหนึ่งในภาคใต�ท่ีมีสีสันสวยงามและยังสามารถนําดอก
และลําต�นอ
อนมารับประทานเป�นอาหารได�ด�วย  ซ่ึงคนภาคใต�จะนิยมทานกันมาก  งานวิจัยในครั้งนี้ผู�วิจัย
จึงได�ทําวิจัยนี้ข้ึนเพ่ือศึกษาเพ่ิมเติมในส
วนของปริมาณสารต�านอนุมูลอิสระและการทํางานของ
สารประกอบฟ̀นอลิกในดอกดาหลาสีแดงเพ่ือเป�นการนําผักพ้ืนบ�านไปใช�ประโยชน� พัฒนาเป�นพืชสมุนไพร
ให�มีประสิทธิภาพมากข้ึนและยังเป�นประโยชน�ต
อผู�ท่ีต�องการศึกษาเก่ียวกับพืชชนิดนี้ต
อไป 
 
วัตถุประสงค1 (Objective) 

 
 1.  เพ่ือศึกษาหาปริมาณสารต�านอนุมูลอิสระชนิดต
าง ๆ ในดอกดาหลา 

2. เพ่ือทดสอบฤทธิ์ต�านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากดอกดาหลา  
 3.  เพ่ือศึกษาหาชนิดของสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีเป�นองค�ประกอบในดอกดาหลา 

4.  เพ่ือเป�นข�อมูลเบ้ืองต�นในการคัดเลือกสารสกัดจากพืชสมุนไพร สําหรับนําไปค�นคว�าศึกษาหา
สารออกฤทธิ์ และขยายผลสู
การทดลองในสัตว�ทดลองและในคนต
อไป 
 
ขอบเขตการศึกษา (Scope of study) 

 
 วิเคราะห�หาปริมาณ ชนิด ของสารต�านอนุมูลอิสระชนิดต
าง ๆ (สารประกอบฟ̀นอลิก เบต�า-แคโร
ทีน วิตามินอี และ วิตามินซี) ในดอกดาหลา ซ่ึงเป�นพืชพ้ืนเมืองและปลูกกันอย
างแพร
หลายในเขต 3 
จังหวัดชายแดนภาคใต� 

 
ประโยชน1ท่ีคาดวAาจะไดDรับ (Benefit) 

 
 ทราบถึงปริมาณสารต�านอนุมูลอิสระ ซ่ึงเป�นพืชพ้ืนบ�าน ในเขต 3 จังหวัดชายแดนภาคใต� เพ่ือ
เป�นข�อมูลพ้ืนฐานท่ีใช�ในการพัฒนา ปรับปรุงกระบวนการแปรรูปดอกดาหลาให�ได�ตามความต�องการของ
ผู�บริโภค 



3 
 

บทที่ 2   
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข�อง 

 
 
ทฤษฎีที่เกี่ยวข�อง 

 

1.อนุมูลอิสระ 
 

อนุมูลอิสระ (Free radicals) เป�นสารท่ีมีอิเล็คตรอนอิสระ (Unpaired electron) อยู(ใน 
วงนอกของอะตอมหรือโมเลกุลจึงมีความว(องไวในการเข4าทําปฏิกิริยาโดยรับอิเล็คตรอน จากสารอ่ืน ๆ 
ใกล4เคียงยังผลให4ตนเองเสถียรข้ึน ในขณะเดียวกันก็ชักนําให4สารท่ีให4อิเล็คตรอนไปนั้นมีอิเล็คตรอนไม(ครบ
คู(จนอาจกลายเป�นสารท่ีมีความรุนแรง ซ่ึงถ4าเกิดข้ึนในระบบสิ่งมีชีวิต อาจทําอันตรายกับส(วนประกอบ
สําคัญของเซลลCรอบ ๆ บริเวณนั้น ไม(ว(าจะเป�นโปรตีน ไขมัน คารCโบไฮเดรต หรือดีเอ็นเอ ทําให4สารชีว
โมเลกุลเหล(านี้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร4างและเสียหน4าท่ีการทํางาน ดังนั้นในสภาวะท่ีมีการสร4างอนุมูล
อิสระเป�นจํานวนมากจะก(อให4เกิดการบาดเจ็บของเซลลCซ่ึงเป�นกลไกสําคัญท่ีก(อให4เกิดพยาธิสภาพต(าง ๆ 
ได4เช(น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหัวใจ โรค Parkinson (Banerjee et al., 2005) โรค Alzheimer ไขข4อ
อักเสบ และต4อกระจก (Ames et al., 1993) เป�นต4น  

Reactive oxygen species (ROS) (Halliwell, 1999) คือ ตัวการสําคัญอีกตัวหนึ่งท่ี 
ก(อให4เกิดการบาดเจ็บของเซลลCได4 โดย ROS เป�นโมเลกุลท่ีว(องไวต(อการเกิดปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุล 
ต(าง ๆ ท่ีอยู(รอบข4างในทันทีท่ีถูกสร4างข้ึน ยังผลให4เกิดความเสียหายแก(องคCประกอบต(าง ๆ ของเซลลC
ภายในร(างกาย ไม(ว(าจะเป�น การทําลายโครงสร4างดีเอ็นเอ (DNA) (Hsieh et al., 2004) การเปลี่ยนสภาพ
โปรตีนตลอดจนไขมันของเยื่อหุ4มเซลลCหรือการสร4างพันธะโควาเลนตC (Covalent bond) กับโปรตีนหรือ
เอนไซมCบางชนิดจนทําให4การทํางานของโปรตีนหรือเอนไซมCนั้น ๆ ผิดปกติไป ทําลายสารชีวโมเลกุล
ภายในเซลลC เช(น กรดนิวคลีอิก คารCโบไฮเดรต (Prakash et al., 2006) เป�นต4น (วัลยา เนาวรัตนCวัฒนา 
และพัชรี บุญศิริ, 2542) ท้ังอนุมูลอิสระ และ ROS จัดว(าเป�นโมเลกุลท่ีไม(เสถียรและว(องไวต(อการ
เกิดปฏิกิริยาเคมี (ตารางท่ี 2.1) โมเลกุลหรืออิออนชนิดนี้เป�นตัวก(อให4เกิดปฏิกิริยาลูกโซ( 
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ตารางท่ี 2.1 ตัวอย"างอนุมูลอิสระ 
(http://www.microscopy.ahs.chula.ac.th/Micros/NEWS/antioxidant.htm) 

Radicals Non-radicals 
Reactive oxygen species (ROS) 

Superoxide, 2O•−  
Hydroxyl, OH •  
Peroxyl, ROO•  
Alkoxyl, OR−  
Reactive nitrogen species (RNS) 

Nitric oxide, NO  
Nitrogen dioxide, 2NO  

 
Hydrogen peroxide, 2 2H O  
Hypochorous acid, HOCl  
Ozone, 3O  
Singlet oxygen  
 
Nitrous acid, 2HNO  
Dinitrogen trioxide, 2 3N O  
Peroxynitrite, ONOO−  

 
  ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดท่ีใช4ออกซิเจนในการดํารงชีพ จะพบอนุมูลอิสระของออกซิเจนชนิด
ต(าง ๆ เกิดข้ึนอยู(ตลอดเวลา การเกิดอนุมูลอิสระเหล(านี้ มีสาเหตุมาจากปoจจัยต(าง ๆ ท้ังภายในและ
ภายนอกร(างกาย เช(นปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนเอง หรือมีเอนไซมCเป�นตัวเร(ง ยารักษาโรค รังสี ควันบุหรี่  
 
  1.1 การเกิดอนุมูลอิสระ  

       1.1.1 ปฏิกิริยาการแยกอย(างสมมาตร (Symmetric separation)  
 

X X X X• •
− → +  

 
       1.3.2 อนุมูลอิสระอ่ืนๆ  
 

   X HR HX R• •
− → +   

 
  1.2 Lipid peroxidation 
       คือ การเกิดปฏิกิริยา Oxidative degradation ของไขมัน เป�นกระบวนการท่ีอนุมูล
อิสระแย(งอิเล็กตรอนจากไขมันท่ีเยื่อหุ4มเซลลC (Nair et al., 2007) ส(งผลให4เซลลCถูกทําลาย กระบวนการนี้
เกิดผ(านกลไกของปฏิกิริยาลูกโซ( โดยอนุมูลอิสระมีผลกระทบอย(างมากสําหรับกรดไขมันไม( อ่ิมตัว 
(Polyunsaturated fatty acid) เนื่องจากไขมันจําพวกนี้ประกอบด4วยพันธะคู( หลายพันธะในระหว(างสาย
ของโมเลกุลเมทธิลีน   (Methylene, 2CH− − ) ซ่ึงทําให4กลุ(มไฮโดรเจนท่ีว(องไวต(อปฏิกิริยา (Reactive 



5 
 

Hydrogen) ในส(วนของการเกิดปฏิกิริยาประกอบด4วย 3 ข้ันตอนหลัก คือ ข้ันเริ่มต4น(Initiation) ข้ัน
ดําเนินการ (Propagation) และ ข้ันยุติ (Termination) ดังแสดงในรูปท่ี 2.1 
 
 
 
 
 
 
 
 

    
 

รูปท่ี 2.1 ข้ันตอนการเกิดปฏิกิริยา Lipid peroxdation 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Antioxidant) 
  

  1.3 1, 1 – Diphenyl – 2 – picrahydrazyl (DPPH) (Braca et al., 2001) 
                        เป�นสารอนุมูลอิสระท่ีมีเสถียรภาพสูง และรับอิเล็กตรอนหรืออนุมูลไฮโดรเจนเพ่ือ
กลายเป�น Diamagnetic molecule ท่ีมีเสถียรภาพสูงข้ึน (Soares et al., 1997) ดูดกลืนแสงได4มาก
ท่ีสุดท่ีความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร และจะหยุดการดูดกลืนแสงนี้โดยสารต4านอนุมูลอิสระหรือกลุ(ม
อนุมูลอิสระ (Brand – Williams et al., 1995) กลไกการทําปฏิกิริยามีข้ันตอน ดังนี้ 

   ••
+−→+ AHDPPHAHDPPH  

   RDPPHRDPPH −→+
••  

โดยท่ี AH  คือ สารต4านอนุมูลอิสระ และ •R คืออนุมูลอิสระอ่ืน ๆ  
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.2 สูตรโครงสร�างของ DPPH (รัตนา สัมพันธชิต และ ธารารัตนJ ศุภศิริ, 2546) 
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        DPPH Method เป�นวิธีท่ีใช4กันอย(างแพร(หลายในการศึกษากิจกรรมของสาร
ต4านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากพืชธรรมชาติ ในปv 2006 มีการศึกษากิจกรรมของสารต4านอนุมูลอิสระจาก
มันเทศด4วย DPPH Method (Huang et al., 2006) และผลการทดลองท่ีได4ใช4เป�นข4อมูลต4นแบบใน
การศึกษาครั้งต(อไป  
 
2. สารต�านอนุมูลอิสระ (Antioxidants)  
   สารต4านอนุมูลอิสระ คือ สารปริมาณน4อยท่ีสามารถปwองกันหรือชะลอการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยอนุมูลอิสระชนิดต(าง ๆ ได4 (Halliwell et al., 1995) สารเหล(านี้มีกลไกการ
ทํางานต4านอนุมูลอิสระด4วยกันหลายแบบ เช(น ดักจับ (scavenge) อนุมูลอิสระโดยตรง ยับยั้งการสร4าง
อนุมูลอิสระหรือเข4าจับ (Chelate) กับเหล็ก ปwองกันการสร4างอนุมูลอิสระ เป�นต4น ปกติร(างกายคนเรานั้น
จะมีสารต4านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติหลากหลายชนิดท้ังท่ีเป�นเอนไซมCได4แก( Superoxide dismutase 
(SOD), Catalase (CAT), Glutathione peroxidase (GPX), Glutathione reductase (GR), 
Glutathione S-transferase (GST) และไม(เป�นเอนไซมC ได4แก( Glutathione, Lipoic acid, 
Ceruloplasmin, Albumin, Transferrin เป�นต4น เนื่องจากสารเหล(านี้มีจํานวนจํากัด ดังนั้น เม่ือใดก็
ตามท่ีมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนเกินกว(าจะกําจัดได4หมด อาจก(อให4เกิดอันตรายต(อร(างกายได4 ดังท่ีกล(าวมาแล4ว 
นอกจากนี้พวกวิตามินบางชนิด เช(น Tocopherols, Carotenoids, Ascorbic acid รวมท้ังสารประกอบ
กลุ(ม Polyphenols ต(าง ๆ ซ่ึงมีรายงานพบมากในพืช ผัก ผลไม4 ท่ัวไปยังจัดเป�นสารออกฤทธิ์ต4านอนุมูล
อิสระจากแหล(งธรรมชาติท่ีดีอีกกลุ(มหนึ่ง (Sies, 1991) 
   สารต4านอนุมูลอิสระสามารถแบ(งเป�น 2 ประเภทตามลักษณะการออกฤทธิ์ 
(Sherwin, 1990) คือ 
 
  2.1 สารต�านอนุมูลอิสระปฐมภูมิ 
       เป�นสารท่ีหยุดปฏิกิริยาอนุมูลอิสระโดยการให4อนุมูลไฮโดรเจน( H • ) หรืออิเล็คตรอ
นแก(อนุมูลอิสระโดยตรงเป�นผลให4อนุมูลนั้นกลายเป�นสารท่ีมีความเสถียรข้ึน สารออกฤทธิ์ในลักษณะ
ดังกล(าว ได4แก( สารประกอบกลุ(ม Phenolic เช(น Flavonoids, Eugenol และ Vanillin เป�นต4น มี
รายงานว(าสารต4านอนุมูลอิสระชนิดนี้ทําหน4าท่ีได4ดีท่ีความเข4มข4นตํ่า ๆ แต(เม่ือมีความเข4มข4นสูงข้ึนอาจ
กลายเป�นสารเสริมฤทธิ์ออกซิเดชันได4 (Rajalakshmi and Narasimhan, 1996)  
 
  2.2 สารต�านอนุมูลอิสระทุติยภูมิ 
       สารต4านอนุมูลอิสระประเภทนี้ไม(ทําปฏิกิริยาโดยตรงกับอนุมูลอิสระแต(จะช(วยการ
ทํางานของสารต4านอนุมูลอิสระปฐมภูมิในลักษณะต(าง ๆ เช(น จับกับ 2Fe + ดักจับออกซิเจน ดูดซับรังสียูวี
ไว4 เป�นต4น (Gordon, 2001)  
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3. กลไกการทํางานของสารต�านอนุมูลอิสระ (Yanishlieva, 2001) 
   สารต4านอนุมูลอิสระมีกลไกการทํางานแบ(งได4เป�น 6 แบบใหญ( ๆ คือ 
 
  3.1 ดักจับอนุมูลอิสระ (Radical scavenging) 
       โดยการให4ไฮโดรเจนหรืออิเล็คตรอนแก(อนุมูลอิสระ ดังสมการ 

     R AH RH A• •
+ → +  

           RO AH ROH A• •
+ → +  

      R A RA• •
+ →  

            RO A ROA• •
+ →     

 
  3.2 ยับย้ังการทํางานของ singlet oxygen (singlet oxygen quenching) 
       สารกลุ(มแคโรทีนอยดC (carotenoids) สามารถยังยั้งการทํางานของ singlet 
oxygen โดยการเปลี่ยน singlet oxygen ( 1 *

2O ) ให4อยู(ในรูป triplet oxygen ( 3
2O ) และปล(อยพลังท่ี

ได4รับออกไปในรูปความร4อน โดยท่ี แคโรทีนอยดC (Car) 1 โมเลกุลสามารถทําปฏิกิริยากับ singlet 
oxygen ได4ถึง 1,000 โมเลกุล (Sies et al., 1992)  
 

          1 * 1 3 3 *
2 2O Car O Car+ → +  

                 3 * 1Car Car thermal→ + energy   
  
  3.3 จับกับโลหะท่ีสามารถเร"งปฏิกิริยาออกซิเดชันได� (Metal chelation) 
       สารท่ีสามารถจับโลหะท่ีสําคัญเหล(านี้คือ 2Fe + และ 2Cu + ได4แก( Flavonoids, 
Phosphoric acid และ citric acid เป�นต4น สําหรับกลไกการจับโลหะของสารประกอบฟลาโวนอยดCดัง
แสดงในรูปท่ี 2.3 
 

 

HO

HO

R .O

-O

R

-1e
Mn+

Mn+

.O

-O

R

 
 

รูปท่ี 2.3 กลไกการจับโลหะของสารประกอบฟลาโวนอยดJ 
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  3.4 หยุดปฏิกิริยาการสร�างอนุมูลอิสระ (Chain-breaking) 

       วิตามินอี (α–tocopherol, Toc-OH) สามารถปwองกันเยื่อหุ4มเซลลCถูกทําลายจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (Lipid autoxidation) โดยทําหน4าท่ีเป�นตัวรับอิเล็คตรอน (Electron-
acceptor antioxidants) จากอนุมูล peroxyl ( 2Cu + ) (Burton and Traber, 1990) ดังแสดงในรูปท่ี 
2.4  
 
 
 
 
                 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.4 การทํางานของวิตามินอี ในการยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน 
(www.inchem.org/documents/ ehc/ehc/e39_7.gif) 

 
  3.5 เสริมฤทธิ์ (Synergism) 
       สารชนิดนี้จะช(วยสนับสนุนให4สารต4านอนุมูลอิสระทํางานได4ดีข้ึน ตัวอย(างเช(น การ

ทํางานร(วมกันระหว(าง α–tocopherol กับ Ascorbic acid โดยท่ี ascorbic acid ไม(สามารถทํางานใน

ระบบ Hydrophobic ได4 เหมือนกับ α–tocopherol แต(จะให4ไฮโดรเจนอะตอมแก(อนุ มูล                

α–tocopherol peroxyl ท่ีเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหว(าง α–tocopherol กับอนุมูล Peroxyl 

( ROO• ) เปลี่ยนรูปกลับไปเป�น α–tocopherol ท่ีสามารถทํางานได4 (Frankel et al., 1998) ดังรูปท่ี 
2.5 
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  3.6 ยับย้ังการทํางานของเอนไซมJเร"งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ (Enzyme inhibition) 
       สารประกอบ Phenolic บางชนิด เช(น Flavonoids, Phenolic acid และ 
Gallates สามารถยับยั้ง Lipoxygenase โดยสามารถเข4าจับกับไอออนของเหล็กซ่ึงเป�นโคแฟกเตอรC 
(Cofactor) มีผลต(อการทํางานของเอนไซมCดังกล(าว (Puerta, 1999) 
 
4.   สารต�านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ 
   สารกลุ(มนี้ได4รับความสนใจและมีการพัฒนาค4นคว4ากันอย(างมากในปoจจุบัน 
เนื่องจากแนวคิดเรื่องการกลับคืนสู(ธรรมชาติ ประกอบกับความเชื่อม่ันว(ามีความปลอดภัยในการบริโภค 
สารต4านอนุมูลอิสระเหล(านี้ พบได4ท้ังในจุลชีพ สัตวC และพืชซ่ึงมีท้ังท่ีเป�นวิตามิน และสารท่ีไม(ให4คุณค(าทาง
โภชนาการ (Non-nutrient) ซ่ึงมีโครงสร4างเป�นสารประกอบ Phenolic โดยเฉพาะ Polyphenols เช(น 
แซนโธน และ ฟลาโวนอยดC ซ่ึงประกอบด4วยหมู( Aromatic hydroxyl ต้ังแต( 2 หมู(ข้ึนไป หมู(ฟoงกCชั่น 
(Functional Group) เหล(านี้มีบทบาทสําคัญในการดักจับอนุมูลอิสระต(าง ๆ ไม(ให4ไปกระตุ4นหรือ
ก(อให4เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได4 โดยการให4อนุมูลของไฮโดรเจนแก(อนุมูลอิสระเหล(านั้น (Van et al., 
2000) นอกจากนี้สารประกอบ Polyphenols ท่ีมีโครงสร4าง ortho-dihydroxyl phenol อยู(ในโมเลกุล
ยังสามารถยับยั้งการเกิดอนุมูลไฮดรอกซิลในปฏิกิริยาท่ีมีอนุมูลโลหะทรานสิชัน คือ 2Fe + และ 2Cu + เป�น
ตัวเหนี่ยวนําโดยการเข4าจับกับโลหะดังกล(าวเกิดเป�นสารประกอบเชิงซ4อนได4อีกด4วย (Sanchez-Moreno 

et al., 2000)  
 

รูปท่ี 2.5 การเปล่ียนรูปของวิตามินอีและวิตามินซีในร"างกาย 
(www-users.york.ac.uk/ ~chem77/graph/vitce.gif) 
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HO

OH

OGlc

A B

C

OH

OH

O

  4.1 พฤกษาเคมี (Phytochemical) 
       สถาบันมะเร็ง (NCI: The National Cancer Institute) ของสหรัฐอเมริกาและ 
นักวิทยาศาสตรCจากหน(วยงานอ่ืนๆ ได4ดําเนินโครงการศึกษาวิจัยพืชผักผลไม4และอาหารธรรมชาติท่ีมีฤทธิ์
ในการปwองกันและต(อต4านมะเร็งได4 พบว(าพืชผักบางชนิดจะมีสารท่ีเกิดจากธรรมชาติบางประเภทเป�น
องคCประกอบสารนี้เรียกว(า Phytochemical  ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งการเกิดมะเร็ง มีอยู( 14 ประเภทด4วยกัน ดังนี้ 
Sulfide, Phylate, Flavonoid, Glucarate, Carotenoid, Coumarin, Monoterpene, Triterpene, 
Lignans, Phenolic acid, Indole, Isothiocyanate, Phathalate, Polyacetylene  
 
  4.2 สารประกอบฟlนอลิก (Phenolic compound) 
       สารประกอบฟvนอลิกเป�นสารท่ีพบในธรรมชาติมากท่ีสุดชนิดหนึ่ง แบ(งได4 4 กลุ(ม
ใหญ( ๆ คือ Flavonoid compounds, Phenolic acid Hydroxycinnamic acids derivatives และ 
Lignans จากการศึกษาเมแทบอลิซึมของสารประกอบฟvนอลิกพบว(า Phenolic acids เกิดมาจาก B-ring 
ของ Flavonoids ด4วยเหตุนี้เองชนิดของ Phenolic acids จึงข้ึนอยู(กับกระบวนการ Hydroxylation ของ 
Phenolic acids เอง (Williamson et al., 2000) ดังแสดงโครงสร4างในรูป 2.6 
 
 
 
 
 
 
 
   

รูปท่ี 2.6 โครงสร�าง A, B และ C-ring ใน Flavonoids compounds 
 
   สารประกอบฟvนอลในพืชโดยท่ัวไปแสดงคุณสมบัติเป�นกรด ซ่ึงจะสร4างพันธะ
ไฮโดรเจนกับโมเลกุลอ่ืนอย(างรวดเร็ว และพบบ(อยท่ีทําปฏิกิริยากับพันธะเปปไทดCของโปรตีน และเม่ือ
โปรตีนนี้เป�นเอนไซมCปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนมักทําให4เอนไซมCหมดสภาพ ซ่ึงมักเป�นปoญหาท่ีเก่ียวข4องกับ
การศึกษาเอนไซมCในพืช โดยรวมแล4วสารประกอบฟvนอลิกจะไวต(อการเกิดออกซิเดชันโดยเอนไซมC 
Phenolases ซ่ึงเปลี่ยน Monophenols ไปเป�น Diphenols และเปลี่ยนต(อไปเป�น Quinones 
นอกจากนี้สารประกอบฟvนอลบางตัวยังสามารถ chelate กับโลหะ 
            สารประกอบฟvนอลิกภายในเซลลCท่ีอยู(ในรูปอิสระนั้นพบน4อยมาก ส(วนใหญ(มัก
พบรวมอยู(กับโมเลกุลอ่ืน หลายชนิดพบในรูป Glycosides โดยเชื่อมต(อกับโมโนแซคคาไรดCหรือไดแซคคา

O 
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ไรดC โดยเฉพาะกลุ(มของ Flavonoids ซ่ึงมักรวมกับน้ําตาล นอกจากนี้สารประกอบฟvนอลิกยังอาจรวมกับ
สารประกอบอ่ืนอีกหลายชนิด เช(น Hydroxycinnamic acid อาจพบรวมกับ Organic acids, Amino 
groups, Lipids, Terpenoids, Phenolics และกลุ(มอ่ืนๆ นอกเหนือจากน้ําตาล การรวมตัวในลักษณะนี้
ภายในเซลลCเป�น Monophenols และ Diphenols ทําให4เกิดความเป�นพิษกับพืช (Phytotoxic) น4อยกว(า
ในรูปอิสระ 
 
5. ชีววิทยาของพืชท่ีนํามาศึกษา 
 
  5.1 ดาหลา  
 
 
 
 
                  
 
 
 
 

รูปท่ี 2.7 ดอกดาหลา (http://www.kruaklaibaan.com) 
 
ตารางท่ี 2.2 อนุกรมวิธานของต�นดาหลา (http://www.kruaklaibaan.com) 

ช่ือวิทยาศาสตรJ: Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith 
ช่ือพ�อง: Phaeomeria magnifica, Nicolaia elatior 
ช่ือสามัญ : ดาหลา 
วงศJ : Zingiberales 
ช่ืออ่ืน ๆ: กาหลา, กะลา 
ถ่ินกําเนิด: เอเชียตะวันออกเฉียงใต4 

 
       5.1.1 การปลูกดาหลา 
     ดาหลาเป�นไม4ดอกท่ีมีการปลูกมาเป�นระยะเวลานานแล4วทางภาคใต4ของไทย 
ซ่ึงเดิมได4มีการนําหน(ออ(อนและดอกมาใช4เป�นผักประกอบอาหารบางประเภท ปoจจุบันได4มีการนํามาปลูก 
เป�นไม4ตัดดอกมากข้ึน เนื่องจากดาหลาเป�นไม4ดอกท่ีให4ดอกดกในฤดูร4อน ขณะท่ีไม4ดอกชนิดอ่ืน ๆ ไม(ค(อย
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จะมีดอก ประกอบกับดอกมีขนาดใหญ( สีสดใส รูปทรงแปลกตา ทําให4เป�นท่ีสนใจ ของผู4พบเห็นและเป�นท่ี
ต4องการของตลาด  
    ดาหลาเป�นพืชท่ีเจริญเติบโตได4ดีในท่ีมีแสงแดดรําไรหรือท่ีร(มไม4ยืนต4น ถ4าหาก
โดนแดดจัดเกินไปสีของกลีบประดับจะจางลง และทําให4ใบไหม4 การปลูกดาหลาสามารถปลูกได4ทุกฤดู แต(
ฤดูปลูกท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ ฤดูฝน เริ่มต้ังแต(เดือนพฤษภาคมถึงเดือนสิงหาคม ซ่ึงดาหลาจะมีการ
เจริญเติบโตทางด4านลําต4นและแตกหน(อ ช(วงท่ีดาหลาแตกหน(อได4มากคือ เดือนกรกฎาคม ถึงเดือน
สิงหาคม แต(ในท่ี ๆ มีน้ําเพียงพอไม(จําเป�นต4องรอฤดูฝน  
       5.1.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตรJ 
             ลําต4น ดาหลาเป�นพืชท่ีมีลักษณะคล4ายข(า มีลําต4นใต4ดินเรียกว(าเหง4า 
(Rhizome) เหง4าเป�นบริเวณท่ีเกิดของหน(อดอกและหน(อต4น ดาหลา 1 ต4น สามารถให4หน(อใหม(ได4
ประมาณ 7 หน(อ ในเวลา 1 ปv ส(วนลําต4นเหนือดินเป�นกาบใบท่ีโอบซ4อนกันแน(น เช(นเดียวกับพวกกล4วย 
ส(วนนี้คือลําต4นเทียม (Pseudo stem) ลําต4นเหนือดินสูง 2-3 เมตร มีสีเขียวเข4ม  
                ใบ มีรูปร(างยาวรี กลางใบกว4างแล4วค(อย ๆ เรียวไปหาปลายใบ และฐานใบ 
ใบไม(มีก4านผิวเกลี้ยงท้ังด4านบนและด4านล(าง ใบยาว 30-80 เซนติเมตร กว4าง 10-15 เซนติเมตร ปลายใบ 
แหลมฐานใบเรียวลาดเข4าหาก4านใบ เส4นกลางใบปรากฏชัดทางด4านล(างของใบ  
             ดอก ดอกดาหลาเป�นดอกช(อมีลักษณะดอกแบบ (Head) ประกอบด4วยกลีบ
ประดับ (Bracts) มี 2 ขนาด ส(วนโคนประกอบด4วยกลีบประดับขนาดใหญ( จะมีสีแดงขลิบขาวเรียงซ4อนกัน
อยู(และจะบานออก กลีบประดับขนาดเล็กอยู(ส(วนบนของช(อดอกมีสีเดียวกับกลีบประดับขนาดใหญ( กลีบ
ประดับเล็กนี้จะหุบเข4าเรียงเป�นระดับ ภายในกลีบประดับขนาดใหญ(ท่ีบานออกจะมีดอกขนาดเล็กกลีบ
ดอกสีแดง ซ่ึงเป�นดอกสมบูรณCเพศอยู( จํานวนมาก ดอกบานเต็มท่ีจะมีขนาดความกว4างดอกประมาณ 14-
16 เซนติเมตร ลักษณะก4านช(อดอกแข็งตรง ดอกจะพัฒนามาจากหน(อดอกท่ีแทงออกมาจากเหง4าใต4ดิน 
ลักษณะของหน(อจะมีสีชมพู ท่ีปลายหน(อ  
             พันธุC ปoจจุบันพันธุCดาหลาท่ีปลูกตัดดอกมีอยู( 3 พันธุCด4วยกันคือ พันธุCสีชมพู 
พันธุCสีขาวและพันธุCสีแดง 
       5.1.3 การขยายพันธุJพืช  
             การแยกหน(อควรแยกหน(อท่ีมีความเหมาะสมนําไปปลูกคือ สูงประมาณ     
60-100 เซนติเมตร ข้ึนไปและมีก่ิงอ(อนก่ึงแก(ประมาณ 4-5 ใบ ใช4มีดตัดให4มีเหง4า และรากติดอยู(ด4วย ซ่ึง
หน(อชนิดนี้จะมีหน(อดอกอ(อน ๆ ติดมาด4วยประมาณ 3 หน(อ นําไปชําในถุงพลาสติก 1 เดือนเพ่ือให4หน(อ
แข็งแรงก(อนปลูก  
             การแยกเหง4า โดยการแยกเหง4าท่ีเกิดใหม(ท่ีโคนต4น แล4วนําไปชําในแปลงเพาะ
ชํา วิธีนี้จะใช4เวลาประมาณ 1 ปv จึงจะเริ่มให4ดอก  
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            การปoกชําหน(อแก( โดยนําไปชําในแปลงเพาะชําให4แตกหน(อใหม(แข็งแรง แล4ว
จึงค(อยย4ายมาปลูกลงแปลง 
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บทที่ 3    
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
 

เคร่ืองมือและวัสดุอุปกรณ  
 
1. พืชตัวอย&าง 
 พืชท่ีใช�ในการศึกษาคือดอกดาหลาสีแดง จากบ�านพักผู�ช วยศาสตราจารย$ฉวีวรรณ  ธัญญะศิริกุล 
มหาวิทยาลัยราชภัฏยะลา 
 
2. สารเคมีท่ีใช) 
 สารเคมีท่ีใช�ในการทดลองเป1นชนิด Analytical และ HPLC Grade ซ่ึงเป1นผลิตภัณฑ$ของบริษัท   
ต าง ๆ ดังนี้ 
 
ตารางท่ี 3.1 แสดงสารเคมีท่ีใช)ในงานวิจัย 

สารเคมีท่ีใช� M.W. บริษัทผู�ผลิต 
Analytical grade 

Absolute Ethanol (EtOH) 
Acetone 
Butyl hydroxyl toluene (BHT) 
Chloroform 
Dichlorometane (DCM) 
Ethylacetate, (EtOAc) 
Folin – Ciocalteu reagent 
Hexane 
Phosphoric acid 
Potassium Hydroxide 
Silicagel 60 GF254 
Sodium carbonate 
Toluene 
 

 
46.07 
58.08 
220.30 
119.38 
84.93 
88.105 
260.20 
86.18 
98.0 
56.11 
60.09 
105.99 
92.14 

 
BDH 
Lab Scan 
USB 
BDH 
Merck 
BDH 
BDH 
Lab Scan 
BDH 
J.T Baker 
Merck 
Merck 
Lab Scan 
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ตารางท่ี 3.1 (ต&อ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางท่ี 3.2 แสดงอุปกรณ ท่ีใช)ในงานวิจัย 
อุปกรณ ท่ีใช) รุ&น บริษัทผู)ผลิต 

เครื่องชั่ง 2 และ 4 ตําแหน ง 
เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบต้ังโตlะ 
Micropipette 
เครื่องวัด ของ pH ของสารละลาย 
เครื่องวัดค าการดูดกลืนแสง 
(UV-VIS recording spectrophotometer) 
เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) 
เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer) 
อ างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
เครื่องระเหยตัวทําละลายแบบหมุน 

GT410 และ AB204-5 
5804R 
Biopette 
PHM 61 
UV-1200series 160A 
 
G-560E 
- 
SS40-D 
R114 

Ohaus, Switzerland 
Eppendorf, Germany 
LabNet 
Radiometer, 
Denmark 
Shimadzu 
 
Scientific Industries 
Clifton Cerastir 
Grant, England 

 
 
 
 
 
 

สารเคมีท่ีใช� M.W. บริษัทผู�ผลิต 
HPLC grade 

Acetonitrile 
Tetrahydrofuran (THF) 
Potassium dihydrogen phosphate 
Methanol (MtOH) 
Standard 

Vitamin E (α-Tocopherol) 
Gallic acid 

Beta carotene (β-carotene) 
Vitamin C (Ascorbic acid) 
DPPH radical (1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) 

 
41.05 
72.11 
136.09 
32.40 

 
430.69 
170.12 
536.873 
176.13 
394.30 

 
Fisher scientific 
Fisher scientific 
Fisher scientific 
Fisher scientific 
 
Fluka 
Sigma 
Fluka 
Sigma 
Sigma 
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การดําเนินการวิจัย 
 
1. การเตรียมสารสกัดจากดอกดาหลาเพ่ือวิเคราะห หาปริมาณสารประกอบฟ1นอลิก 

นําพืชตัวอย าง(ดอกดาหลาสีแดง) มาหั่นเป1นชิ้นเล็ก ๆ ตามวิธีการวิเคราะห$ของ Yi– 
Fang Chu et al., 2002 ซ่ึงสรุปได�ดังนี้คือ นําพืชตัวอย าง  500-1,000 กรัม ผสมกับ 80% Acetone แล�ว
นําไป Homoginize และปxyนแยกท่ี 10,000 รอบต อนาที นําส วนใสท่ีได�มาระเหย Acetone ด�วยเครื่องระเหย
ตัวทําละลายแบบหมุน (Rotatory Evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 40-50๐ซ จนมีปริมาตรเหลือประมาณ 10% ของ
สารละลายเริ่มต�น แล�วเก็บไว�ท่ี -40๐ซ 
 
2. การหาปริมาณสารประกอบฟ1นอลิกในสารสกัด 

วิเคราะห$ด�วยวิธี Folin–Ciocalteu colorimetric method (Singleton. et al.,  
1999) โดยนําสารละลาย 100 ไมโครลิตร  มาเติมน้ํากลั่นจนครบ 3 มิลลิลิตร เติมสาร  Folin–Ciocalteu 
reagent [ประกอบด�วย 10% (w/v) Sodium tungstate และ 0.002% (w/v) Phosphomolybdic acid] 
ปริมาตร 125 ไมโครลิตร หลังจากวางท้ิงไว�ท่ีอุณหภูมิห�อง 6 นาที เติม 7% Na2CO3 1.25 มิลลิลิตร ท้ิงไว�นาน 
90 นาทีท่ีอุณหภูมิห�องเพ่ือให�เกิดสี จากนั้นนํามาวัดค าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร เทียบ
กับ Blank ซ่ึงใช�น้ํากลั่นแทนสารสกัด หาปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกในสารสกัด โดยเปรียบเทียบค าท่ีวัดได�
กับกราฟมาตรฐานซ่ึงเตรียมจากสารละลาย Gallic acid ด�วยวิธีการเจือจางแบบอนุกรม (Serial Dilution) 
จากความเข�มข�น 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ให�ได� 4 ความเข�มข�น คือ 1:256 1:128 1:64 และ 1:32 
 
3. การเตรียมสารสกัดจากพืชพ้ืนบ)านตัวอย&างเพ่ือวิเคราะห ปริมาณเบต)าแคโรทีน และ วิตามินอี 
    (Kurilich, A. C. et  al., 1999) 
        นําตัวอย างพืชมาเตรียมตามวิธีการของ Weber(1987) โดยนํามาทําแห�งด�วยวิธี 
Lyophilization แล�วนํา 300 – 500 มิลลิกรัม (น้ําหนักแห�ง) เติมเอทานอลท่ีมีส วนผสมของ BHT ท่ีความ
เข�มข�น 0.1% (w/v) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปบ มท่ี 70๐ซ เป1นเวลา 15 นาที แล�วเติม 40% KOH เพ่ือให�
เกิดปฏิกิริยา Sponification ท่ี 70 ๐ซ เป1นเวลา 30 นาที นํามาแช ในอ างน้ําแข็ง เติมน้ํากลั่นปริมาตร 10 
มิลลิลตร จากนั้นเติมสารผสม Hexane/Toluene Mixture อัตราส วน 10: 8 โดยปริมาตร นําส วนใสมาระเหย
จนแห�ง แล�วละลายด�วย THF หลังจากนั้นนําไปวิเคราะห$ด�วยวิธี HPLC  เพ่ือหาปริมาณของวิตามินอี และ สาร
เบต�า-แคโรทีนต อไป โดยใช�สารตัวอย าง 20 ไมโครลิตร วัดค าการดูดกลืนแสงท่ี 292 และ 450 นาโนเมตร 
ตามลําดับ เฟสเคลื่อนท่ีท่ีใช� คือ Acetronitrile: Methanol: Tetrahydrofuran อัตราส วน 52: 40: 8 โดย

ปริมาตร โดยใช�สารมาตรฐานคือ  α – tocopherol และ β – carotene บริสุทธิ์ ความเข�มข�น 500 – 1500 
ไมโครกรัม / มิลลิลิตร และ 3.0 – 75 ไมโครกรัม / มิลลิลิตร ตามลําดับ 
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4. การเตรียมสารตัวอย&างและการวิเคราะห หาปริมาณวิตามินซี (Kurilich, A. C. et al., 1999) 
        นําพืชตัวอย างแช แข็งมา 50 กรัม (น้ําหนักเป�ยก) ผสมด�วย 1% Phosphoric acid 
แล�วปxyน ปรับปริมาตรเป1น 500 มิลลิลิตรด�วย 1% Phosphoric acid หลังจากนั้นนําไปกรอง นําสารสกัดท่ี
ผ านการกรองแล�ว 1 มิลลิลิตร เติม 5% DTT (Dithiothreitol) 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป1น 10 มิลลิลิตร 
ด�วย          1% Phosphoric acid แล�วนําไปวิเคราะห$หาปริมาณวิตามินซีด�วยวิธี HPLC ต อไป โดยใช�
ปริมาณสารตัวอย าง 20 ไมโครลิตร เฟสเคลื่อนท่ีท่ีใช�เป1น Acetonitrile: 0.05 M KH2PO4 (pH 5.9) (75: 25) 
โดยวัดค าการดูดกลืนแสงท่ี 268 นาโนเมตร ความเข�มข�นของสารมาตรฐานวิตามินท่ีใช�คือ 80 – 800                  
ไมโครกรัม / มิลลิลิตร 
 
5. วิธีการทดสอบความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH •  
   ทดสอบความสามารถดักจับอนุมูล DPPH •  ของสารสกัดตามวิธีการท่ีระบุโดย 
Yen และ hen (1995) โดยนําสารสกัดแต ละชนิดมาเตรียมเป1นสารละลายท่ีมีความเข�มข�นต าง ๆ กันใน 
Ethanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล�วเติมสารละลาย 0.05 mM DPPH ใน Ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร     
ลงไป ผสมให�เข�ากัน หลังจากท้ิงไว�ในท่ีมืด ณ อุณหภูมิห�อง นาน 5, 10, 20, 30, 40 และ 60 นาที ตามลําดับ 
นําไปวัดค าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 515 นาโนเมตรเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงใส  Ethanol แทน
สารสกัด นําค าท่ีได�มาคํานวณหาเปอร$เซ็นต$การดักจับอนุมูล DPPH •  จากสูตร 
 

    % 100control sample

control

A A
scavenging

A

− 
= × 
 

 

 

controlA  = ค าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 

sampleA  = ค าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ  
จากนั้นคํานวณหาค า 50IC จากกราฟระหว าง %Scavenging กับความเข�มข�นของสาร 

สกัด ณ เวลาต าง ๆ 
 
6. การคํานวณค&า IC50 และ % การยับย้ัง 
 
 
 
 
 
 

 

50IC = ค าความเข�มข�นของสารสกัดท่ีสามารถดักจับอนุมูล DPPH • ได� 50% 

( )
% { } 100control sample

control

A A
Inhibition

A

−
= ×
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7. ทําบริสุทธิ์สารประกอบฟ1นอลิก โดยวิธี Thin Layer Chlomatography, TLC  
    (Kusznierewicz et al., 2008) 

7.1 โครมาโทรกราฟ�แบบบาง (Thin Layer Chromatography, TLC)  
          มีลักษณะคล�ายกับโครมาโทรกราฟ�กระดาษท่ีรู�จักกันดี ต างกันท่ีเฟสคงท่ีเปลี่ยนจาก

กระดาษมาเป1นแผ นกระจกเคลือบด�วยผงของแข็งท่ีมีรูพรุนและมีขนาดเส�นผ านศูนย$กลางประมาณ 5-40 
ไมโครเมตร โครมาโทกราฟ�ชนิดนี้ อาศัยหลักการของตัวเคลื่อนท่ีซ่ึงเป1นของเหลวจะพาสารให�เคลื่อนท่ีไป
เนื่องจากสารท่ีมีโครงสร�างต างกันจะได�รับแรงผลักดันและแรงหน วงเหนี่ยวต างกัน สารท่ีถูกดูดซับได�ดีกว าจะ
เคลื่อนท่ีได�ช�ากว าสารท่ีถูกดูดซับได�ไม ดี ทําให�เกิดการแยกของสารออกเป1นแถบ ๆ เรียกว า “โครมาโทแกรม
(Chromatogram)” ดังแสดงตัวอย างในรูปท่ี 3.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  3.1 ตัวอย&างการแยกของสารบน TLC 
     7.1.1 ตัวอยู กับท่ี (Stationary Phase) 

            ตัวอยู กับท่ีจะทําหน�าท่ีรับโมเลกุลของสารเข�ามาสัมผัสกับตัวมัน เรียกว าเกิด 
“Adsorption” และปล อยให�โมเลกุลของสารเคลื่อนท่ีต อไป เรียกว าเกิด “Desorption” ตัวท่ีอยู กับท่ีท่ีนิยม
ใช� ได�แก  ซิลิกาเจล ( )2 2SiO XH O⋅ และอลูมินา ( )2 3Al O ซ่ึงเป1นสารมีข้ัวสูงจึงดูดซับสารท่ีมีข้ัวสูงได�ดี ส วน
สารท่ีมีข้ัวตํ่ากว าจะถูกดูดซับได�น�อยกว า 
 
 
 
 
 
 
 
 

Solvent Front 

Point of Application 
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     7.1.2 ตัวเคลื่อนท่ี (Mobile Phase)  
              ตัวเคลื่อนท่ีท่ีใช�เป1นตัวเคลื่อนท่ีในโครมาโทกราฟ�หลายชนิด เรียงลําดับสภาพข้ัวได�
ดังนี้ 
   สภาพข้ัวตํ่า  เฮกเซน 
      คาร$บอนเตตระคลอไรด$ 
      เบนซีน 
      อีเธอร$ 
      คลอโรฟอร$ม 
      เอธิลอะซิเตต 
      อะซิโตน 
      แอลกอฮอร$ 
   สภาพข้ัวสูง  น้ํา 
 

     รูปท่ี   3.2 ลําดับสภาพข้ัวของตัวทําละลายชนิดต&าง ๆ 
 

การศึกษาในครั้งนี้ เป1นวิธีการท่ีใช�แยกองค$ประกอบของสารท่ีมีปริมาณน�อย ๆ  
ปริมาณสารท่ีหยดนั้นควรอยู ในช วง 100-500 µg เม่ือใช�แผ น TLC ขนาด 20 X 20 ซม.2 การใช�เวลาในการ 
Development ของ TLC โดยท่ัวไปจะใช�เวลาประมาณ 20-30 นาทีสําหรับระยะทาง 10 ซม. ท้ังนี้ข้ึนอยู กับ
เฟสเคลื่อนท่ีและขนาดของอนุภาคของตัวดูดซับ เม่ือเฟสเคลื่อนท่ีเคลื่อนท่ีไปจนถึงจุดสิ้นสุดตัวทําละลายแล�ว 
(แม�น อมรสิทธิ์ และ อมร เพชรสม, 2535) 
       7.2 การเตรียมแผ น TLC เพ่ือทําบริสุทธิ์สารสกัด 
                     เตรียมแผ น TLC ได�โดยใช�ผง silica gel 60 GF254 ละลายกับน้ํากลั่นปริมาตร 20: 
40 โดยมวลต อปริมาตรให�เป1น slurry เทบนแผ นกระจกใสให�มีลักษณะเหมือนกันท่ัวท้ังแผ น สารละลาย 
slurry จะเคลือบบนกระจกใสเป1นฟ�ล$มบาง ๆ โดยท่ัวไปหนาประมาณ 0.2-0.3 มม. วางให�แห�งในอากาศ แล�ว
นําไปอบแห�งอีกครั้งท่ีอุณหภูมิ 110๐ซ แล�ววางท้ิงไว�ให�เย็นใน Desiccator หลังจากนั้น ใช�หลอดคาพิลลารีจุ ม
สารสกัดแล�วนําสารสกัดมาหยดบนแผ น TLC หย อนแผ น TLC ลงในภาชนะท่ีเตรียมตัวเคลื่อนท่ีบรรจุไว� ป�ดฝา
ให�สนิท โดยใช�ตัวเคลื่อนท่ีดังตารางท่ี 3.3 แล�วนําส วนท่ีแยกได�ไปทดสอบฤทธิ์ต�านอนุมูลอิสระและวิเคราะห$หา
ชนิดของสารต�านอนุมูลอิสระชนิดนั้น ๆ ต อไป 
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ตารางท่ี 3.3 แสดงเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใช)ในการทําบริสุทธิ์ด)วยวิธี Thin Layer Chromatography 
ตัวเคล่ือนท่ี อ)างอิง 

Acetone: Hexane 
Acetone: Dichloromethane 
Chloroform: Methanol 
Chloroform: Ethyl Acetate 
Toluene: Ethyl Acetate 
Hexane: Chloroform: Methanol 
Hexane: Ethyl Acetate 
Ethyl acetate-methanol-water 

- 
- 

Negi, P.S. et al., 2001 
- 
- 

Victor, N. et al., 1999 
Barbara, K. et al., 2008 

Chang W. Choi et al., 2002 

 

8. แมสสเปกโตรสโกป1 (Mass Spectroscopy, MS) 
   แมสสเปกโทรเมตรีเป1นเทคนิคทางเคมีวิเคราะห$อีกชนิดหนึ่งท่ีสามารถนํามาใช�ศึกษา
หาข�อมูลเก่ียวกับโครงสร�างและมวลโมเลกุลของสาร โดยอาศัยการทําให�โมเลกุลของสารแตกตัวเป1นไอออน
ด�วยการให�โมเลกุลรับพลังงานท่ีมากพอจนทําให�โมเลกุลนั้นเกิดการแตกตัวเป1นไอออน จากนั้นทําการแยกและ
ตรวจสอบไอออนท่ีเกิดข้ึนนั้นอีกครั้งหนึ่ง ในการวิเคราะห$ด�วยเทคนิคนี้ สารตัวอย างท่ีใช�จะต�องเสียไป แต 
วิธีการวิเคราะห$นี้ใช�สารตัวอย างปริมาณน�อยมาก จึงทําให�เป1นท่ีนิยมใช�กันอย างกว�างขวาง 
  8.1 หลักการและทฤษฎีทางแมสสเปกโทรสโกป� 
           เม่ือทําให�โมเลกุลของสารเกิดการสูญเสียอิเล็กตรอน โมเลกุลนั้นจะกลายเป1นไอออนและ
มีประจุบวก (Molecular ion, M+) โมเลกุลท่ีมีประจุบวกนี้ ถ�ามีพลังงานมากพออาจมีการแตกตัวออกเป1น
ส วนย อย ๆ ซ่ึงส วนย อย ๆ เหล านี้อาจเป1นอนุภาคท่ีเป1นกลาง (Neutral) หรืออาจเป1นไอออนย อย (Fragment 

ion) นั่นคือ เป1นแคตไอออนเรดิเคิล ( A
+• ) หรือเป1นแคตไอออน (A+) หรือเป1นอนุภาคท่ีเป1นกลาง (N) เช น 

    2M e M e− + −+ → +  
 

     A N+ •+  

   M +  
     A N+ +  
 

       ในทํานองเดียวกัน ถ�าไอออนย อย ( A
+• หรือ A+) ยังมีพลังงานมากพอก�อจะแตกตัวต อไป 

เกิดเป1นไอออนย อยอันใหม ต อไปเรื่อย ๆ จนในท่ีสุดเหลือพลังงานน�อยลงจนไม พอจะแตกตัวต อไปได�อีก เม่ือ
พิจารณาจากแมสสเปกตรัม จะบ งบอกถึงลักษณะการแตกตัวของโมเลกุลไอออน หรือรวมรูปแบบของการแตก
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ตัวของแต ละไอออนท้ังหมดเข�าด�วยกันแล�ว ก็จะได�รูปแบบการแตกตัว (Fragmentation pattern) ของ
โมเลกุล ซ่ึงเป1นลักษณะเฉพาะของสารประกอบแต ละชนิด  
     แมสสเปกโตรมิเตอร$ (Mass Spectrometer) เป1นเครื่องมือท่ีใช�แยกและวัดมวลของ
ไอออนด�วยการใช�อัตราส วนของมวลต อประจุ (m/Z) โดยท่ัวไปแล�วไอออนมักมีประจุ +1 (Z= 1) ดังนั้นค า 
m/Z จึงมีค าเท ากับมวลของไอออนโดยตรง เม่ือเกิดการไอออไนเซชัน ถ�าทราบปริมาณของไอออนเหล านั้น จะ
สามารถหาความสัมพันธ$ของมันได� โดยให�แกน X แสดงค า m/Z และแกน Y แสดงปริมาณสัมพัทธ$ (Relative 
abundance) ก็จะได�แมสสเปกตรัมดังแสดงในรูปท่ี 2.11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.3 แสดงลักษณะของแมสสเปกตรัมของสารตัวอย&างจากแหล&งกําเนิดไอออน 
 
9. ศึกษาชนิดและสูตรโครงสร�างของสารประกอบฟ�นอลิกโดยวิธี Mass Spectroscopy 
       (Yamazaki et al., 2007) 
         นําตัวอย างสารท่ีแยกได�ด�วยวิธี TLC มาละลายในเอทานอล แล�วฉีดเข�า 
Electrospray Ionization (ESI) Source ในเครื่อง Liquid Chromatography-Mass Spectrometry     
(LC-MS) หลังจากนั้นนําผลแมสโครมาโทแกรมมาวิเคราะห$หากลุ มของสารประกอบฟ�นอลิกนั้น  
 

การวิเคราะห ข)อมูล 
           ส วนหนึ่งของการปรับปรุงวิธีวิเคราะห$ให�มีประสิทธิภาพ คือการหาว าเกิดความ
คลาดเคลื่อนตรงไหนของกระบวนการวิเคราะห$ และความคลาดเคลื่อนมีมากน�อยแค ไหน วิธีหนึ่งท่ีจะทราบได�
คือ ทําการวิเคราะห$ท้ังกระบวนการใหม หมด ทําการวิเคราะห$ซํ้า ๆ กัน ถ�าผลท่ีได�จากการวิเคราะห$ใกล�เคียง
กัน แสดงว าไม มีความคลาดเคลื่อนท่ีรุนแรงเกิดข้ึนในการวิเคราะห$ การทําการทดลองซํ้าหลาย ๆ ครั้ง เช นนี้
เป1นการแสดงความม่ันใจ ในทางสถิติเรียกว า “ลิมิตความเชื่อม่ัน” (Confidence Limit) ในการหาค าลิมิต
ความเชื่อม่ัน ต�องทราบค าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation) ซ่ึงเป1นค าท่ีแสดงถึงผลการวิเคราะห$แต 
ละครั้งจะให�ค าใกล�เคียงกันมากน�อยแค ไหน 

Io
n

 a
b

u
n

d
a
n

c
e
 

C +
 B+

 A+
 M +

 

m/Z 
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1. ความแม&น (Accuracy) และ ความเท่ียง (Precission) 
   ความแม น ในทางวิทยาศาสตร$ ต�องทราบปริมาณท่ีแท�จริงของสาร ถ�าผลของการวัด
มีค าใกล�เคียงกับค าจริงแสดงว ามีความแม นดี แต ถ�าห างไกลแสดงว ามีความแม นน�อย การวัดแบบนี้เป1นการ
ตรวจสอบกระบวนการการวิเคราะห$ว ามีความแม นแค ไหน 
   ความเท่ียง ในด�านวิทยาศาสตร$คําว า “เท่ียง” ไม จําเป1นต�อง “แม น” เสมอไป ใน
การทดลองทุกครั้งต�องมีความคลาดเคลื่อนชนิดท่ีแก�ไขไม ได�เกิดข้ึนเสมอ การทดลองท่ีให�ความเท่ียงสูงทําให�
สามารถแปลความหมายในเชิงปริมาณวิเคราะห$ได�ถูกต�อง 
 
2.  ความคลาดเคล่ือนแบบควบคุมไม&ได) 
   เกิดจากการผันแปรของวิธีการวิเคราะห$และมาตรวัดต าง ๆ อยู เหนือการควบคุมของ
ผู�วิเคราะห$ สําหรับการวิเคราะห$ ผลการวิเคราะห$ท่ีทําซํ้าหลาย ๆ ครั้งจะกระจายระหว างค าท่ีมากและค าท่ี
น�อย 

   
( )2

1

iX X

N
σ

−
=

−

∑  

  เม่ือ  σ  = ค าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
   iX  = ค าท่ีได�จากการวิเคราะห$ครั้งท่ี i 
   X  = ค าเฉลี่ย 
   N  =  จํานวนครั้งของการวิเคราะห$กับสารตัวอย างอันเดียวกัน 
  ในการทําการวิจัยครั้งนี้ได�ทําการทดลองซํ้า 3 ครั้งจึงได�นําวิธีการหาค าความคลาดเคลื่อน
แบบคุมไม ได�หรือการหาค า S.D. มาใช� 
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บทที่ 4  
ผลและอภิปรายผลการวิจัย 

 
 
   งานวิจัยชิ้นนี้ศึกษาเก่ียวกับข้ันตอนการเตรียมสารตัวอย�างเพ่ือวิเคราะห"หาปริมาณ
สารต%านอนุมูลอิสระ เช�น สารประกอบฟ*นอลิก เบต%า-แคโรทีน วิตามินอี และวิตามินซี ในดอกดาหลา โดยแต�
ละชนิดของสารต%านอนุมูลอิสระจะมีวิธีสกัดด%วยตัวทําละลายท่ีแตกต�างกันออกไป ตัวอย�างตัวทําละลาย
อินทรีย"ท่ีใช%คือ อะซิโตน (Acetone) ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) และ เอทิลอะซิเตต (Ethyl 
Acetate) เฮกเซน (Hexane) โทลูอีน (Toluene) เปKนต%น แล%ววิเคราะห"หาปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกและ
ศึกษาความสามารถการต%านอนุมูลอิสระด%วยเทคนิคอัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรสโกป* (Ultraviolet 
and Visible Spectroscopy) ปริมาณเบต%า-แคโรทีน วิตามินอี วิตามินซีด%วยเทคนิคโครมาโทกราฟ*สมรรถนะ
สูง (High Perfomance Liquid Chromatography, HPLC) และศึกษาโครงสร%างสารประกอบฟ*นอลิกด%วย
เทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) 
 
1.ปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกในสารสกัด  

สารประกอบฟ*นอลิกจัดเปKนสารทุติยภูมิ (Secondary metabolites) ซ่ึงพบได%ใน 
พืชท่ัวไป แต�ปริมาณและตําแหน�งท่ีพบสารกลุ�มนี้มักแตกต�างกันไปตามชนิดของพืช (Duh and Yen, 1997) 
จากผลการหาปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกในสารสกัดดอกดาหลา โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 
(Gallic acid) (รูปท่ี 4.1) ซ่ึงเปKนสารประกอบฟ*นอลิกจากพืชท่ีประกอบด%วยหมู� Phenolic พบว�า ในแต�ละ
มิลลิกรัมของสารสกัดจะมีปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกอยู�  ดังนี้  สารสกัดจากดอกดาหลาให%ปริมาณ
สารประกอบฟ*นอลิก 2,673 + 5.80 mg GAE/100 g fresh weight (ผลท่ีแสดงเปKนค�าจากการทดลอง 3 ครั้ง
, GAE = Gallic acid equivalent) ปริมาณสารท่ีได%นั้นมาจากการเทียบเท�าปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกชนิด
กรดแกลลิก โดยใช%วิธีนํากรดแกลลิกความเข%มข%นต�าง ๆ มาเขียนเปKนกราฟมาตรฐาน ดังตารางท่ี 4.1 และ รูป
ท่ี 4.1 
ตารางท่ี 4.1 ค#าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน Gallic acid  

Serial Dilution [Gallic acid] (mg/ml) Absorbance at 760 nm 
Blank 
1:256 
1:128 
1:64 
1:32 

 

0 
0.078 
0.156 
0.312 
0.625 

0 
0.138 
0.248 
0.504 
1.074 



24 
 

 
 

 
รูปท่ี 4.1 กราฟมาตรฐานท่ีใชDหาปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกในสารสกัด 
นําสารละลายกรดแกลลิกความเข%มข%น 20 mg/ml มาเจือจางด%วยสารละลาย 95% 

Ethanol ให%ได%ความเข%มข%น 4 ระดับคือ 1:256 1:128 1:64 1:32 แล%วนําไปวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร โดยใช%สารละลาย 80% Ethanol เปKน Blank 

 
2. การศึกษาหาปริมาณสารประกอบเบตDา-แคโรทีน 

แหล�งของเบต%า-แคโรทีน จะพบได%ในผัก และผลไม%ท่ีมีสีส%ม เหลือง หรือ แดง  
สารประกอบเบต%า-แคโรทีน เปKนสารต%านอนุมูลอิสระท่ีสําคัญอีกตัวหนึ่งพบได%ในส�วนท่ีเปKนไขมันในระบบทาง
ชีวภาพ เบต%า-แคโรทีน เปKนสารแคโรทีนอยด"ตัวหนึ่งท่ีมีคุณสมบัติเปKนสารต้ังต%นของวิตามินเอ (Kurilich et 
al., 1999) ทําหน%าท่ีปuองกันเยื่อหุ%มเซลล"จากสารว�องไวต�อปฏิกิริยา 

การศึกษาหาปริมาณเบต%า–แคโรทีนในครั้งนี้วิเคราะห"ด%วยวิธีทาง HPLC โดยนํามา 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหว�างความเข%มข%นของสารมาตรฐานเบต%า-แคโรทีนกับพ้ืนท่ีใต%พีค ดังแสดงใน
รูป 4.3 จากการวิเคราะห"ด%วยวิธี HPLC นั้นพีคท่ีแสดงเบต%า-แคโรทีน มีค�ารีเทนชันไทม" (Retention time, 
TR) ประมาณ 13.00-15.00 นาทีทราบได%จากเม่ือฉีดสารท่ีมีความเข%มข%นเพ่ิมข้ึนเรื่อย ๆ จะได%พีคท่ีมีพ้ืนท่ี
เพ่ิมข้ึนเช�นกันโดยท่ีพีคอ่ืน ๆ มีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน%อย แสดงตัวอย�างในรูปท่ี 4.2 ซ่ึงเปKนโครมาโท-   
แกรมของสารมาตรฐานท่ีความเข%มข%น 12 µg/ml 
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รูปท่ี 4.2 ตัวอย#างโครมาโทรแกรมของสารมาตรฐานเบตDา-แคโรทีน 
 
  นําสารละลายมาตรฐานเบต%า-แคโรทีนในคลอโรฟอร"ม ฉีดเข%าในเครื่อง HPLC               

(C18 column) ชะคอลัมน"ด%วย Acetonitrile: Methanol: Tetrahydrofuran อัตราส�วน 52: 40: 8  
โดยปริมาตร อัตราการไหล 0.1 ml/min ต้ังเวลา 16 นาที 

 

ตารางท่ี 4.2 พ้ืนท่ีใตDพีคของสารมาตรฐานเบตDา-แคโรทีน 
 

Betacarotene (µg/ml) Peak area 
Baseline 

3.0 
6.0 
12.0 
15.0 
30.0 
60.0 

0 
431239 
1039981 
1920546 
3005893 
5301976 
11808755 

 
 
 
 

1
3
.8

4
7
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รูปท่ี 4.3 กราฟมาตรฐานระหว#างปริมาณสารละลายเบตDา-แคโรทีน และพ้ืนท่ีใตDพีค 
 

นําสารละลายมาตรฐานเบต%า-แคโรทีนในคลอโรฟอร"มความเข%มข%น 0.15 mg/ml เจือจาง
ด%วยคลอโรฟอร"มให%ได%ปริมาณสาร 3.0, 6.0, 12.0, 15.0 30.0 และ 60.0 µg/ml ฉีดเข%า HPLC ได%
พ้ืนท่ีใต%พีคของแต�ละความเข%มข%นแล%วนํามาเขียนกราฟ 

จากผลการทดลอง บ�งชี้ว�า ดอกดาหลาให%ปริมาณสารเบต%า– แคโรทีนน%อย (2.096           
µ g /100 g fresh weight) แม%จะเปKนพืชท่ีมีสีเข%มเช�นกันแต�อาจจะเปKนเม็ดสีชนิดอ่ืน ๆ ท่ีไม�ใช�เบต%า-แคโรทีน 
(Seeram et al., 2005) ส�วนรูปท่ี 4.4 เปKนโครมาโทแกรมของสารสกัดดอกดาหลา ซ่ึงวิเคราะห"ด%วยวิธี HPLC 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  4.4 โครมาโทแกรมของสารสกัดจากดอกดาหลา 

1
3

.6
1

2
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3. การศึกษาหาปริมาณวิตามินอี 

         วิตามินอี (α – Tocopherol) เปKนวิตามินท่ีมีความจําเปKนต�อร�างกาย ทําหน%าท่ี
ปuองกันเยื่อหุ%มเซลล"จากสารว�องไวต�อปฏิกิริยา (Free Radical) (Weber et al., 1997) การศึกษาหาปริมาณ
วิตามินอีในครั้งนี้ใช%วิธีวิเคราะห"เดียวกับการหาปริมาณสารเบต%า-แคโรทีน โดยนํามาเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานระหว�างความเข%มข%นของสารมาตรฐานวิตามินอีกับพ้ืนท่ีใต%พีค ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 และรูป 4.6 
จากการวิเคราะห"นั้นพีคท่ีแสดงวิตามินอีจะมีค�ารีเทนชันไทม" (Retention time, TR) ประมาณ 5.00-7.00 
นาที ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 ซ่ึงเปKนโครมาโทแกรมของสารมาตรฐานวิตามินอีท่ีความเข%มข%น 100 µg/ml  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.5 โครมาโทรแกรมของสารมาตรฐานวิตามินอี 
   นําสารละลายวิตามินอีในเอทานอลมาฉีดเข%า HPLC (C18 column) ชะคอลัมน"ด%วย  

Acetonitrile: Methanol: Tetrahydrofuran อัตราส�วน 52: 40: 8 โดยปริมาตร อัตราการไหล 0.1  
ml/min ต้ังเวลาท่ี 10 นาที 
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ตารางท่ี 4.3 พ้ืนท่ีใตDพีคของสารมาตรฐานวิตามินอี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 4.6 กราฟมาตรฐานระหว#างปริมาณสารละลาย Vitamin E และพ้ืนท่ีใตDพีค 

  นําสารละลายวิตามินอีในเอทานอลความเข%มข%น 1 mg/ml มาเจือจางให%ได%ปริมาณ 
สาร 20 40 80 100 200 และ 400 µg/ml มาฉีดเข%า HPLC แล%วนําค�าพ้ืนท่ีใต%พีคมาเขียนกราฟ 

 
 
 
 

vitamin E (µg/ml) Peak area 
Baseline 0 

20 153879 
40 322576 
80 719861 
100 852057 
200 1617524 
400 3282921 
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จากการทดลอง พบว�าสารสกัดดอกดาหลาให%ปริมาณวิตามินอี 62.03 µg / 100 g fresh  
weight ดังแสดงในรูป 4.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  4.7 โครมาโทแกรมของสารสกัดจากดอกดาหลา 
 
4. การศึกษาหาปริมาณวิตามินซี 

วิตามินซีในอาหารมี 2 รูปแบบซ่ึงร�างกายสามารถนําไปใช%ได%ท้ัง 2 ชนิดคือ  
Ascorbic acid และ Dihydroascorbic acid ซ่ึงมีผลึกสีขาวมีรสเปรี้ยว เปKนวิตามินชนิดท่ีละลายน้ําได% 
(water soluble) เม่ือละลายน้ํามีฤทธิ์เปKนกรดและเปKนวิตามินท่ีสลายตัวเร็วท่ีสุดในจําพวกวิตามินด%วยกัน
โดยเฉพาะอย�างยิ่งไวต�อออกซิเจนมาก (ปฏิกิริยาออกซิเดชัน) เม่ือต้ังท้ิงไว%ในบรรยากาศท่ีมีทองแดงและใน
สิ่งแวดล%อมท่ีมีสภาพเปKนด�างและ ascorbic oxidase enzyme ท่ีมีอยู�ในผลไม% คุณสมบัติอย�างหนึ่งของ
วิตามินซีท่ีทราบกันดีก็คือช�วยปuองกันและรักษาโรคลักป�ดลักเป�ด (scurvy) ได%  

จากการศึกษาทางระบาดวิทยามีข%อมูลสนับสนุนว�าวิตามินซี อาจจะเปKนป�จจัย 
ประกอบป�จจัยหนึ่งท่ีช�วยลดอัตราการเสี่ยงต�อการเกิดโรคมะเร็ง และโรคหัวใจ (Byers and Perry, 1992) 
วิตามินซีอาจจะทําปฏิกิริยาโดยทางอ%อมในการปuองกันการสลายตัวของไขมันในเยื่อบุเซลล"โดยช�วยในการ
สังเคราะห"วิตามินอีท่ีติดกับผนังเซลล"ข้ึนมาใหม�เปKนการปuองกันโรคมะเร็งอาจเนื่องจากวิตามินซีช�วยในการ
ทําลายพิษของสารก�อมะเร็งโดยการสกัดขบวนการเกิดเซลล"มะเร็งเนื่องมาจากคุณสมบัติท่ีเปKน Antioxidant 
โดยการจับกับอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนและกระตุ%นให%มีภูมิต%านทาน  
   รูปท่ี 4.9 แสดงกราฟมาตรฐานระหว�างปริมาณวิตามินซีและค�าพ้ืนท่ีใต%พีคของโคร
มาโทแกรมวิตามินซีท่ีความเข%มข%นต�าง ๆ เพ่ือใช%หาปริมาณวิตามินซีในสารสกัด โดยโครมาโทรแกรมท่ีแสดง
ปริมาณวิตามินซีนั้นจะออกมาท่ีเวลาประมาณ 8.00-9.00 นาที ดังแสดงในรูปท่ี 4.8 
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รูปท่ี 4.8 โครมาโทรแกรมของสารมาตรฐานวิตามินซี 

นําสารละลายวิตามินซีในน้ํา เติม 1% กรดฟอสฟอริก และ 5% DDT มาฉีดเข%า 
HPLC (C18 Column) ชะคอลัมน"ด%วย Acetonitrile: 0.05 M KH2PO4 (pH 5.95) อัตราส�วน 75: 
25 โดยปริมาตร อัตราการไหล 0.1 ml/min ต้ังเวลาท่ี 12 นาที 

 
ตารางท่ี 4.4 พ้ืนท่ีใตDพีคของสารมาตรฐานวิตามินซี 
 

[Vitamin C] (mg/ml) Peak area 
Baseline 0 

0.08 10564 
0.16 26147 
0.20 27520 
0.32 47967 
0.80 124318 
0.90 143956 

 

8.5
96
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รูปท่ี 4.9 กราฟมาตรฐานระหว#างปริมาณสารละลาย Vitamin C และพ้ืนท่ีใตDพีค 

นําสารละลายวิตามินซีในน้ํา เติม 1% กรดฟอสฟอริก และ  5% DDT ความเข%มข%น 
0.002 g/ml มาเจือจางให%ได%ความเข%มข%น 0.08 0.16 0.20 0.32 0.80 และ 0.90 mg/ml มาฉีดเข%า 
HPLC แล%วนําค�าพ้ืนท่ีใต%พีคมาเขียนกราฟ จากการทดลองพบว�าดอกดาหลาให%ปริมาณวิตามินซี 
89.68 mg/100 g wet weight ดังแสดงในรูปท่ี 4.10 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี  4.10 โครมาโทแกรมของสารสกัดจากดอกดาหลา 
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  ตารางท่ี 4.5 แสดงปริมาณสารต%านอนุมูลอิสระท้ัง 4 ชนิดท่ีพบในสารสกัดจากดอกดาหลา 
โดยนําค�าท่ีได%มาเปรียบเทียบกับพืชท่ีอยู�ในกลุ�มเดียวกันจากการศึกษาก�อนหน%านี้ พบว�า ปริมาณสารต%าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดจากดอกดาหลาในการวิจัยครั้งนี้ส�วนใหญ�ให%ปริมาณสารมากกว�า 
 
ตารางท่ี 4.5 แสดงปริมาณสารตDานอนุมูลอิสระชนิดต#าง ๆ ในสารสกัดดอกดาหลาเปรียบเทียบกับพืชใน
ตระกูลเดียวกัน 
ตัวอย#างพืช ตระกูล Phenolica  

 
α-Tocopherolb 

 
β – caroteneb 

 

Vitamin Cc 
 

ดาหลา 
ขิง 

Zingiberales 
Zingiberales 

462.51 + 5.80 
200 

62.031 
NR 

2.096 
NR 

89.683 
NR 

หมายเหตุ a = หน�วยของปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกคือ mg GAE/100g fresh weight) 

   b = หน�วยของปริมาณเบต%าแคโรทีนและวิตามินอี คือ µg/100 g wet weight 
   c = หน�วยของปริมาณวิตามินซี คือ mg/100 g fresh weigth 

 
5. ความสามารถของสารตDานอนุมูลอิสระ  
   การทดลองหาค�าความสามารถของสารต%านอนุมูลอิสระในครั้งนี้ ได%ใช%สารสกัด
ปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกในการทดสอบ เนื่องจากสารสกัดเบต%า-แคโรทีน และสารสกัดวิตามินอีเปKนสารท่ี
ไม�มีข้ัว ไม�สามารถละลายเข%ากับสารละลาย DPPH • ซ่ึงเปKนสารท่ีมีข้ัวสูงได% ส�วนสารสกัดปริมาณวิตามินซีนั้น
เปKนสารท่ีสลายตัวได%ง�าย ทําให%สารสกัดปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกมีความเหมาะสมท่ีสุด จากผลการทดลอง
ของสารสกัดดอกดาหลา ปรากฏว�าสามารถดักจับอนุมูล DPPH • ได%ดี คือมีค�า 50IC  3.02 µg/ml ซ่ึงจัดเปKน
ฤทธิ์ท่ีดีเม่ือเทียบกับสารออกฤทธิ์มาตรฐานคือ BHT ซ่ึงให%ค�า 50IC  เท�ากับ 2.76 µg/ml และเม่ือเปรียบเทียบ
ผลการทดลองดังกล�าวกับผลการหาปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกในดอกดาหลา จะเห็นว�า มีความใกล%เคียงกัน
เปKนส�วนใหญ� ซ่ึงแสดงว�า ระดับของการออกฤทธิ์ต%านอนุมูลอิสระน�าจะข้ึนกับปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกใน
สารสกัดนั้น ๆ  
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5.1 การศึกษาความสามารถในการตDานอนุมูลอิสระ DPPH • ของสารสกัดดอกดาหลา 
     จากผลการทดลองตารางท่ี 4.6 พบว�า ดาหลามี % การยับยั้งสูงท่ีสุด ท่ีเวลา 30 นาทีเปKน  

3.02 µg GAE /ml ดังแสดงในตาราง 4.6 
 
ตารางท่ี 4.6 ค#าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร และ % Inhibition ของสารสกัดจาก 

      ดอกดาหลาท่ีความเขDมขDนและเวลาต#าง ๆ 
[Extract] 
(µg/ml) 

5 min 10 min 20 min 30 min 40 min 
A515 % IHB A515 % IHB A515 % IHB A515 % IHB A515 % IHB 

20 
50 
100 
300 
500 

0.607 
0.802 
0.727 
0.868 
0.838 

36.41 
51.37 
69.19 
92.97 
92.12 

0.336 
0.275 
0.097 
0.053 
0.068 

44.65 
65.71 
86.66 
93.89 
88.71 

0.286 
0.153 
0.048 
0.048 
0.070 

52.88 
80.92 
93.40 
94.47 
91.65 

0.251 
0.099 
0.043 
0.047 
0.070 

58.65 
87.66 
94.08 
94.58 
91.65 

0.225 
0.072 
0.041 
0.047 
0.070 

62.93 
90.10 
94.89 
94.58 
91.65 

 
ตารางท่ี 4.7 ค#า 50IC  ของสารสกัดจากดอกดาหลา 

เวลา สมการ 50IC (µg GAE /ml) 
5 min 
10 min 
20 min 
30 min 
40 min 

y = 18.793Ln(x) - 19.658 
y = 15.264Ln(x) + 3.9941 
y = 11.525Ln(x) + 26.655 
y = 9.5876Ln(x) + 39.394 
y = 7.6767Ln(x) + 50.855 

40.71 
20.37 
7.58 
3.02 
0.89 
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รูปท่ี 4.11 กราฟแสดง % การยับย้ังของสารสกัดจากดอกดาหลา 

ณ ความเขDมขDนและเวลาต#าง ๆ 
 
6. ผลการทําบริสุทธิ์สารประกอบฟ�นอลิกในสารสกัดดอกดาหลาดDวยตัวทําละลาย  

จากปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกท่ีพบในสารสกัดจากดอกดาหลานั้นมีปริมาณสูง  
(2,673 mg GAE/100 g fresh weight) เม่ือนํามาหยดบนแผ�น TLC ทําให%สารแยกกันได%ไม�ดีเท�าท่ีควร ผู%วิจัย
จึงนําสารสกัดท่ีได%นั้นมาสกัดอีกครั้งด%วยตัวทําละลาย 2 ตัวคือ Dichloromethane และ Ethyl Acetate และ
นําไปหาปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกอีกครั้งดังตารางท่ี 4.8 
 
ตารางท่ี 4.8 แสดงปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกท่ีสกัดไดDจากตัวทําละลาย Dichloromethane  

      และ Ethyl Acetate 
[Phenolic] 

mg GAE/100 g FW* 
in acetone** 

[Phenolic] 
mg GAE/100 g FW 

in Dichloromethane** 

[Phenolic] 
mg GAE/100 g FW 
in Ethyl acetate** 

2,673 150.60 150.70 
**หมายเหตุ ผลท่ีแสดงเปKนค�าเฉลี่ยท่ีได%จากการทดลอง 2 ครั้ง 
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จากผลการทดลองในตารางท่ี 4.8 จะพบว�าปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกท่ีได%จากตัว 
ทําละลายท้ัง 2 ชนิด (Dichloromethane และ Ethyl acetate) ให%ปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกท่ีใกล%เคียง
กัน คือ 150.60 mg GAE/100 g fresh weight และ 150.70 mg GAE/100 g fresh weight ตามลําดับ เม่ือ

นําสารสกัดท่ีได%จากตัวทําละลายท้ัง 2 มาวัดค�าการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH • ซ่ึงแสดงตามตาราง 4.9 พบว�า
สารประกอบฟ*นอลิกท่ีสกัดได%จากตัวทําละลาย Ethyl Acetate จะให%สารประกอบฟ*นอลิกท่ีมี Activity ใน

การดักจับอนุมูลอิสระ DPPH • ท่ีดีกว�าสารประกอบฟ*นิลิกท่ีได%จากตัวทําละลาย Dichloromethane สังเกต
ได%จากกราฟในรูปท่ี 4.12 และ รูปท่ี 4.13 โดยกราฟความสามารถการดักจับอนุมูลท่ีดีนั้นจะต%องมีความเข%มข%น
ของสารสกัดท่ีต่ําและทํางานได%ดีท่ีเวลาน%อย ๆ 
 
ตารางท่ี 4.9 ค#า 50IC  ของสารประกอบฟ�นอลิกในตัวทําละลาย Dichloromethane 
       และ Ethyl Acetate 

เวลา 50IC  ใน Dichloromethane 50IC  ใน Ethyl Acetate 
5 min 
10 min 
20 min 
30 min 
40 min 

242.94 
58.90 
45.50 
41.17 
38.58 

38.95 
12.30 
11.19 
8.02 
6.33 

 
จากตาราง 4.9 ทําให%ทราบว�าสารประกอบฟ*นอลิกท่ีสกัดได%จากตัวทําละลาย  

Dichloromethane นั้น แม%ว�าจะมีปริมาณมากแต�มีฤทธิ์ในการต%านอนุมูลอิสระชนิด DPPH •  ได%น%อยหรือ
อาจหมายความได%ว�ามีฤทธิ์ในการต%านอนุมูลอิสระชนิดอ่ืน ๆ ท่ีไม�ใช�อนุมูลอิสระ DPPH • ได%ดีกว�า 
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รูปท่ี 4.12 กราฟ Activity ของสารสกัดจากดอกดาหลาใน Dichloromethane 
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รูปท่ี 4.13 กราฟ Activity ของสารสกัดจากดอกดาหลาใน Ethyl Acetate 

 
จากรูป 4.12 และ รูป 4.13 เปKนกราฟแสดง Activity ของสารสกัดในตัวทําละลายท้ัง 2 

ชนิด ณ เวลาต�าง ๆ กันคือ ทุก 5 นาทีจนครบ 40 นาที จากรูปกราฟท่ีได%มานั้น ทําให%ทราบว�าสาร
สกัดจากดอกดาหลาในตัวทําละลายท้ัง 2 มี Activity ท่ีต�างกันอย�างเห็นได%ชัด โดยดูจากลักษณะการ
โค%ง และ การคงท่ีของกราฟ คือ สารสกัดท่ีได%จากตัวทําละลาย Dichloromethane นั้นจะต%องใช%
ความเข%มข%นของสารสกัดมากกว�าในตัวทําละลาย Ethyl Acetate ในการต%านอนุมูลอิสระ DPPH •  
ผู%วิจัยจึงนําสารสกัดท่ีได%จากตัวทําละลาย Ethyl Acetate เท�านั้นไปศึกษาการทําบริสุทธิ์ด%วยวิธี TLC 
ต�อไป 

 
7. ผลจากการทําบริสุทธิ์สารประกอบฟ�นอลิกดDวยวิธี TLC 
   หลังจากการทําบริสุทธิ์สารสกัดดอกดาหลาด%วยตัวทําละลาย Dichloromethane 
และ Ethyl Acetate แล%วนั้น ข้ันตอนต�อไปคือการนําสารสกัดท่ีได%นั้นไปทําบริสุทธิ์ด%วยวิธี TLC จากการ
ทดลองพบว�า สารสกัดดอกดาหลาในตัวทําละลาย Ethyl Acetate จะให%แถบของสารออกมา 4 แถบ   ดัง
แสดงในรูปท่ี 3.40 จากผลการทดลองทําให%ทราบว�า สารสกัดในตัวทําละลาย Ethyl Acetate ประกอบด%วย
สารฟ*นอลิก 4 ชนิดเปKนอย�างตํ่า โดยในแถบท่ี 1 มีสีท่ีเข%มอาจมีสารประกอบฟ*นอลิกชนิดอ่ืน ๆ เจือปนอยู�อีก 
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รูปท่ี 4.14 การแยกแถบสารสกัดดอกดาหลาในตัวทําละลาย Ethyl Acetate 
                      หยดสารสกัดลงบน TLC Plate รอให%แห%งแล%วนํามาแช�ในตัวเคลื่อนท่ี  

Hexane: Chloroform: Methanol อัตราส�วน 2: 6: 2 โดยปริมาตร เปKนเวลา 2 ชั่วโมง  
 
หลังจากได%แถบการแยกของสารในตัวทําละลาย Ethyl Acetate แล%ว ผู%วิจัยได%นําแถบท่ีได% 

ท้ังหมดนั้นไปวิเคราะห"เพ่ือวัดหาปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกและความสามารถในการต%านอนุมูล
อิสระ DPPH • ได%ผลดังแสดงในตารางท่ี 4.10 และรูปท่ี 4.15  

 
ตารางท่ี 4.10 แสดงค#าปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกในแถบสารต#าง ๆ บน TLC 

ตัวอย#าง [phenolic] (µg GAE/ml) 

แถบท่ี 1 327.476 
แถบท่ี 2 54.381 
แถบท่ี 3 27.476 
แถบท่ี 4 32.238 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แถบท่ี 4 

แถบท่ี 3 

แถบท่ี 2 

แถบท่ี 1 
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รูปท่ี 4.15 การทดสอบความสามารถการตDานอนุมูล DPPH •  
ดDวยสารท่ีไดDจากแถบบน TLC 

 
จากรูปท่ี 4.15 ทําให%ทราบว�าแถบสารบน TLC ท่ีมีฤทธิ์ต%านอนุมูลอิสระ DPPH • ได%นั้น  

เปKนแถบสารบนแถบท่ี 1 ซ่ึงจะเห็นได%จากรูปด%านบนว�า หลังจากเวลาผ�านไป 15 นาที สารในหลอดท่ี 
2 (แถบท่ี 1) สามารถเปลี่ยนสีของสารละลาย DPPH •  ซ่ึงมีสีม�วงให%จางลงเรื่อย ๆ จนเปลี่ยนเปKนสี
เหลืองใสถาวร แสดงว�าสารในแถบท่ี 1 มีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH • สูงท่ีสุด 

จากผลการทดสอบฤทธิ์การต%านอนุมูล DPPH • ผู%วิจัยจึงทําการขูดสารแถบท่ี 1  
บน TLC ไปศึกษาหากลุ�มของสารต�อไปด%วยวิธีลิควิดโครมาโทกราฟ*-แมสสเปกโตรสโกป* (Liquid 
Chromatography-Mass Spectroscopy, LC-MS) 
 
8. ผลการวิเคราะหnชนิดของสารประกอบฟ�นอลิกท่ีมีฤทธิ์ตDานอนุมูลอิสระ DPPH • ดDวยเครื่อง 
    Mass Spectrometer 

หลังจากท่ีทําบริสุทธิ์อย�างหยาบด%วยวิธี TLC และนํามาหาปริมาณสารประกอบฟ* 
นอลิกแล%วนั้น เห็นว�าปริมาณสารประกอบฟ*นอลิกท่ีได%นั้นมีปริมาณท่ีมากกว�าปริมาณท่ีได%จากแถบอ่ืนอย�าง
เห็นได%ชัด (ตารางท่ี 4.10) อาจเปKนไปได%ว�ายังมีสารประกอบฟ*นอลิกชนิดอ่ืน ๆ ปะปนอยู�อีกคือ ความบริสุทธิ์
ยังน%อยมาก ผู%วิจัยจึงนําตัวอย�างท่ีได%จาก TLC มาทําบริสุทธิ์ต�ออีกข้ันด%วยวิธี LC แล%วนําไปวิเคราะห"กลุ�มของ
สารท่ีสนใจด%วยวิธี MS พบว�า โครมาโทแกรมซ่ึงเปKนกราฟแสดงการแยกของสารท่ีได%นั้นยังมีสารอีกจํานวนมาก
ท่ียังรวมกันอยู�หลังจากทําบริสุทธิ์อย�างหยาบด%วยวิธี TLC แล%ว ดังรูปท่ี 4.16 จากผลการทดลองทําให%ทราบว�า
ในสารสกัดจากดอกดาหลานั้นมีสารประกอบฟ*นอลิกหลายชนิดรวมกันอยู�  

Control แถบ 1 แถบ 2 แถบ 3 แถบ 4 
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   จากรูปท่ี 4.16 จะเห็นว�า พีคท่ี 1 3 7 9 10 และ 11 นั้นให%พีคท่ีแสดงถึงความไม�
บริสุทธิ์เพียงพอ ยากท่ีจะนํามาพิจารณากลุ�มของสารได% ส�วนพีคท่ี 2 4 5 และ 6 เปKนพีคท่ีนํามาพิจารณามวล
ของสารได%พอสมควร ผู%วิจัยจึงนําพีคท่ีได%มาจากการวิเคราะห"ผ�าน MS นี้มาเปรียบเทียบกับกลุ�มของสาร       
ฟ*นอลิกในพืชของการศึกษาก�อนหน%านี้ ตามตารางท่ี 4.11  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.16 แสดงโครมาโทแกรมของสารสกัดจากดอกดาหลาท่ีผ#านการทําบริสุทธิ์ดDวย 
             วิธี Liquid Chromatography ก#อนจะเขDาสู#เครื่อง Mass spectrometer 
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   เม่ือสารตัวอย�างผ�านการแยกด%วยเครื่อง LC แล%วจะผ�านเข%าสู�เครื่อง MS เพ่ือทําการ
วิเคราะห"มวลของสารตัวอย�างดังกล�าว หลังจากนั้นเม่ือทําการอ�านค�าท่ีได%จากโครมาโทแกรมแล%วพบว�า
สารประกอบส�วนใหญ�ท่ีได%นั้นน�าจะเปKนสารประกอบประเภท Flavonoid compound เนื่องจากมวลของสาร
ท่ีได%นั้นมีค�าสูง ควรจะประกอบไปด%วยโครงสร%างวงแหวนอย�างตํ่า 3 วงแหวนซ่ึงเปKนโครงสร%างพ้ืนฐานของ
สารประกอบฟ*นอลิกจําพวก Flavonoid compound ได%เคยมีการศึกษาสรรพคุณทางยาของขิงซ่ึงเปKนพืชใน
กลุ�มเดียวกันกับดอกดาหลาพบว�าสารประกอบท่ีพบส�วนใหญ�เปKนสารประกอบในกลุ�มฟลาโวนอยด" ซ่ึง
สารประกอบกลุ�มฟลาโวนอยด"โดยท่ัวไปจะมีโมเลกุลของน้ําตาลเกาะติดอยู�ด%วยเสมอทําให%มวลท่ีได%จากการ
วิเคราะห"ส�วนใหญ�มีค�าสูง (http://www.rx12.wsnhosting.com/herb/king.html) 
 
ตารางท่ี 4.11 การศึกษาสารประกอบฟ�นอลิกโดยวิธี Mass Spectrometer  

Compounds MW MS MS/MS Reference 
Procyanidin trimer 
 
Rutin 
 
Epicatechin 
p-Coumaric cinnamyl  
ester 
Catechin 
Ellagic acid 
p-Coumaroyl-glycoside 
Syringic acid 
Ferulic acid derivative 
Methyl-EA-pentose 
Quercetin-glucoside 
Quercetin-rutinoside 
Licorice glycoside A 
Gallotannin/Ellagitannin 
Galloyl-HHDP-glucoside 
 
Sanguiin-H6 

866 
 
610 
 
290 
282 
 
290 
302 
326 
342 
398 
448 
464 
610 
726 
784 
936 
 
1870 

865 
 
609 
 
289 
267 
 
289 
301 
325 
327 
397 
449 
463 
609 
725 
783 
935 
 
1869 

695, 577, 407, 287, 289 
301, 447, 373, 271, 255 
245, 206, 205, 272 
165 
 
245 
257, 229 
265, 187, 163, 145 
312, 297, 342 
295, 235 
301, 179, 151 
301, 179, 151 
301, 179, 151 
725, 549, 255, 135 
481, 301, 257, 229 
898, 633, 463, 301, 
257, 229 
1567, 1265, 935, 633, 
301, 257, 229 

 
Seeram et al., 2005 
 
Seeram et al., 2005 
Bystrom et al., 2008 
 
Gardana et al., 2005 
Bystrom et al., 2008 
Seeram et al., 2005 
Seeram et al., 2005 
Proestos et al., 2005 
Bystrom et al., 2008 
Seeram et al., 2005 
Seeram et al., 2005 
Seeram et al., 2005 
Zheng et al., 2008 
Seeram et al., 2005 
Seeram et al., 2005 
 
Bystrom et al., 2008 
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จากการนํามาวิเคราะห"ผลนั้นทําให%ทราบว�าสารประกอบฟ*นอลิกมีฤทธิ์เปKนสารต%าน 
อนุมูลอิสระท่ีสกัดได%จากดอกดาหลาน�าจะเปKนสารกลุ�มฟลาโวนอยด" ส�วนจะเปKนสารชนิดใด มีโครงสร%าง
อย�างไร ควรท่ีใช%วิธีการวิเคราะห"หลาย ๆ วิธีเพ่ือยืนยันผลท่ีได% เช�น วิธี Nuclear Magnetic Resonance 
(NMR), Infared Spectrometer (IR) และ Ultraviolet Spectrometer (UV) เปKนต%น เนื่องจาก
สารประกอบฟ*นอลิกท่ีพบในพืชมีหลายชนิด ซ่ึงแต�ละชนิดก็มีค�าความแตกต�างของมวลเพียงเล็กน%อยเท�านั้น 
ทางผู%วิจัยจะมีการศึกษาต�อไปอย�างต�อเนื่องต�อไป 
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บทที่ 5  

สรุป 

 
 

จากการศึกษาหาปริมาณสารต�านอนุมูลอิสระชนิดต�าง ๆ ในสารสกัดดอกดาหลา ในงานวิจัย 
นี้สามารถสรุปผลได�ดังนี้ 

1. สามารถสกัดสารต�านอนุมูลอิสระชนิดเบต�า-แคโรทีนด�วยตัวทําละลายอินทรีย1และ 
วิเคราะห1ผลโดยวิธีโครมาโทกราฟ4ของเหลวสมรรถนะสูงหรือ HPLC จากดอกดาหลาได�ในปริมาณน�อย คือ 
2.096 µ g /100 g fresh weight แม�จะเปHนพืชท่ีมีสีเข�มอาจเนื่องมาจากมีเม็ดสีอ่ืนท่ีไม�ใช�เบต�า-แคโรทีนเปHน
องค1ประกอบ 

2. สามารถสกัดสารต�านอนุมูลอิสระชนิดวิตามินอีด�วยตัวทําละลายอินทรีย1และวิเคราะห1 
ผลโดยวิธีโครมาโทกราฟ4ของเหลวสมรรถนะสูงหรือ HPLC จากดอกดาหลาได� 62.03 µg / 100 g fresh-  
weight เม่ือนําผลท่ีได�มาเปรียบเทียบกับการศึกษาในพืชชนิดอ่ืน ๆ พบว�าปริมาณวิตามินพบมากในส�วนใบ
ของพืช 

3. สามารถสกัดสารต�านอนุมูลอิสระชนิดวิตามินซีด�วย 1% กรดฟอสฟอริก โดยปริมาตร  
และวิเคราะห1ผลโดยวิธีโครมาโทกราฟ4สมรรถนะสูงหรือ HPLC จากดอกดาหลาได� 89.68 mg/100 g wet 
weight ซ่ึงถือว�ามีค�าสูงระดับหนึ่ง อาจเนื่องจากวิตามินซีสามารถพบได�ในพืชท่ีมีรสชาดเปรี้ยว และฝาด 
  4. สามารถสกัดสารต�านอนุมูลอิสระชนิด Phenolic compounds ด�วย 80% Acetonen
จาก ดอกดาหลา ได� 2,673 mg GAE/100g fresh weight  

5. เม่ือนําสารสกัดจากดอกดาหลามาศึกษาความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ  
DPPH • แล�วพบว�าเม่ือเวลาผ�านไป 30 นาที สารสกัดจากดอกดาหลามีค�าความสามารถในการดักจับสูง
เท�ากับ 3.02 µg GAE/ml โดยวัดจากค�า 50IC  ซ่ึงเปHนค�าท่ีทําให�อนุมูล DPPH • ดูดกลืนแสงได�ลดลง 50% 
และเม่ือนํามาเปรียบเทียบกับ BHT ซ่ึงเปHนสารต�านอนุมูลอิสระโดยตรงแล�วมีค�าไปในทางเดียวกัน 
  6. การศึกษาชนิดของสารประกอบฟ4นอลิกท่ีมีในสารสกัดจากดอกดาหลาโดยการทําบริสุทธิ์
สารด�วยตัวทําละลายอินทรีย1ชนิด Dichloromethane และ Ethyl Acetate พบว�า สารสกัดท่ีได�จากตัวทํา
ละลาย Ethyl Acetate ให�ค�าความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH • ได�ดีกว�าสารสกัดท่ีได�จากตัวทํา
ละลาย Dichloromethane 

7. จากการแยกสารประกอบด�วยวิธี TLC ของสารสกัดจากดอกดาหลาในตัวทําละลาย Ethyl  
Acetate พบว�ามีสารประกอบฟ4นอลิกรวมกันอยู�อย�างน�อย 4 ชนิด โดยสารในแถบท่ี 1 (แถบล�างสุด) ให�ค�า
ความสามารถการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH • ได�เม่ือเวลาผ�านไป 15 นาที 
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8. เม่ือนําสารสกัดดอกดาหลาในตัวทําละลาย Ethyl Acetate ท่ีผ�านการทําบริสุทธิ์ด�วยวิธี  
TLC จากแถบท่ี 1 มาศึกษาหาโครงสร�างของสารประกอบฟ4นอลิกชนิดนั้น ๆ ด�วยวิธี LC-MS พบว�ายังมี
สารประกอบฟ4นอลิกอีกจํานวนมากรวมกันอยู�ในสารสกัดจึงยากท่ีจะระบุได�ว�าสารตัวไหนท่ีมีความสามารถใน
การดักจับอนุมูลอิสระ DPPH • อย�างแท�จริง  

9. ในการวิจัยครั้งนี้จึงสามารถระบุได�ว�าสารสกัดจากดอกดาหลาท่ีมีความสามารถในการดัก 
จับ DPPH • นั้นน�าจะเปHนสารประกอบฟ4นอลิกในกลุ�ม Flavonoid compounds เนื่องจากโครมาโทแกรม
จาก MS ท่ีได�นั้นมีมวลของสารสูง การท่ีจะศึกษาว�าสารประกอบฟ4นอลิกในสารสกัดจากดอกดาหลาตัวใดบ�าง
ท่ีมีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH • นั้นสามารถทําได�ด�วยการทําสารให�บริสุทธิ์อย�างสูงสุดแล�ว
จึงศึกษาในเชิงลึกต�อไปโดยผ�านข้ันตอนการวิเคราะห1ด�วยเครื่องมือ NMR, IR, UV และ MS ถึงจะได�โครงสร�าง
ของสารประกอบฟ4นอลิกดังกล�าวอย�างแท�จริง 
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การเตรียมสารสําหรับการวิเคราะห� 
 
1. 2 37%Na CO โดยมวลต�อปริมาตร 
  ชั่ง 2 3Na CO  35 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร คนตลอดเวลาจน
สารละลายหมดได#สารละลายใสไม$มีสี ปรับปริมาตรให#ได# 500 มิลลิลิตรด#วยขวดวัดปริมาตร เก็บไว#ใน
ขวดสีชาขนาด 500 มิลลิลิตร แช$ใว#ในตู#เย็น 
 
2. เตรียมสารมาตรฐาน Gallic acid ท่ีมีความเข*มข*น 1 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร 
  ชั่งสารมาตรฐาน Gallic acid 30 มิลลิกรัม ละลายใน absolute Ethanol                     
1.5 มิลลิลิตร ได#ความเข#มข#น 20 mg/ml เก็บไว#ในภาชนะห$อฟรอยดC หลังจากนั้นนํามาเจือจางด#วย
95% Ethanol ด#วยวิธี Serial Dilution ให#ได# 4 ความเข#มข#น เก็บไว#ในตู#เย็น 
 
3. เตรียมสารมาตรฐาน β -carotene ความเข*มข*น 1.5 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร 
  ชั่งสารมาตรฐาน β -carotene 7.5 มิลลิกรัม ละลายในคลอโรฟอรCม 5 มิลลิลิตร 
ได#ความเข#มข#น 1.5 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร ในภาชนะห$อฟรอยดC หลังจากนั้นนํามาเจือจางด#วย 
Tetrahydrofuran ให#ได#ความเข#มข#น 3.0 – 60 ไมโครกรัม / มิลลิลิตร เก็บไว#ในตู#เย็น 
 
4. เตรียมสารมาตรฐาน tocopherolα − ความเข*มข*น 1 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร 
  ชั่งสารมาตรฐาน tocopherolα − 5 มิลลิกรัม ละลายใน absolute Ethanol     5 
มิลลิลิตร ได#ความเข#มข#น 1 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร ในภาชนะห$อฟรอยดC หลังจากนั้นนํามาเจือจางด#วย 
Tetrahydrofuran ให#ได#ความเข#มข#น 20 - 400 ไมโครกรัม / มิลลิลิตร เก็บไว#ในตู#เย็น 
 
5. เตรียมสารมาตรฐาน Vitamin C ความเข*มข*น 2 กรัม / มิลลิลิตร 
  ชั่งสารมาตรฐาน Vitamin C  2 กรัม ละลายใน 1% กรดฟอสฟอริก 1 มิลลิลิตร ได#
ความเข#มข#น 2 กรัม / มิลลิลิตร เติม 5% DDT 1 มิลลิลิตร ปTองกันการสลายตัว ในภาชนะห$อฟรอยดC 
หลังจากนั้นนํามาเจือจางด#วย 1% กรดฟอสฟอริก ให#ได#ความเข#มข#น 0.08 – 0.90 มิลลิกรัม / 
มิลลิลิตร เก็บไว#ในตู#เย็น 
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6. เตรียมสารละลาย DPPH • ความเข*มข*น 0.05 mM 50 มิลลิลิตร 
  ชั่ง DPPH 0.001 กรัม ละลายใน absolute Ethanol 50 มิลลิลิตรได#ความเข#มข#น 
50 mM DPPH ในขวดสีชา เก็บไว#ในตู#เย็น 
  หมายเหตุ : การเตรียมสารละลาย DPPH • ควรเก็บไว#ใช#แค$ 2 – 3 วันเท$านั้น ใน
การเตรียมแต$ละครั้งจะเตรียมในปริมาณน#อย 
 
7. เตรียมสารละลาย BHT สําหรับเป?น Positive control 
  ชั่ง BHT 0.055 g ละลายใน absolute Ethanol 50 g ได#ความเข#มข#น 0.1 mM ใน
ขวดสีชา เก็บไว#ในตู#เย็น 
  หมายเหตุ : สารละลาย BHT ใช#เพ่ือเป̂น Positive control ในการศึกษา
ความสามารถการดักจับอนุมูลอิสระในสารละลาย 
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