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บทคัดย่อ 
 

 การวิจัยในครั้งนี้ มีวัตถุประสงค์เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ในสารสกัดจากรังชันโรง
พร้อมกับศึกษาองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี และศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดพรอพอลิสจากรังชันโรง โดยจะท าการศึกษาตัวท าละลายและอุณหภูมิที่เหมาะสม
ในการสกัดสารฟลาโวนอยด์ แล้วน าไปวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี Aluminium 
Chloride Colorimetry พบว่าตัวท าละลายที่เหมาะสมต่อการสกัดสารฟลาโวนอยด์คือ ตัวท าละลาย
เอทานอล ซึ่งสามารถวิเคราะห์หาปริมาณได้ 108.13 mg QE/g crude extract ส่วนอุณหภูมิที่
สามารถสกัดสารฟลาโวนอยด์ได้มากที่สุด คือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่สามารถวิเคราะห์หา
ปริมาณฟลาโวนอยด์ได้ 85.8 mg QE/g crude extract และจากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดหยาบฟลาโวนอยด์พบว่าที่ความเข้มข้นต่ าสุดสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด ซึ่งสามารถ
ต้านอนุมูลอิสระได้ถึง 83.287±6.72 % 
 
ค าส าคัญ : ชันโรง  พรอพอลิส  ฟลาโวนอยด์  สารประกอบฟีนอลิก 
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Abstract 
 

 The purpose of this study was to analyze the amount of total flavonoid 
contents in the crude extracts from propolis stingless bee and to study the chemical 
compositions using thin layer chromatography technique and to study the 
antioxidants activity of crude extract from propolis stingless bee. The appropriate 
solvents and temperatures were investigated for extraction of flavonoids by analyzing 
the amount of flavonoids by means of aluminum chloride colorimetry method. The 
appropriate solvent for extraction of flavonoids was found Ethanol solvent. The 
quantitative analysis was 108.13 mg QE / g crude extract. The highest temperature of 
extractable flavonoids was 40 ° C, which was able to analyze for 85.8 mg QE / g 
crude extract. And by studying the antioxidant activity of the crude extract, the 
flavonoid was found to have the lowest concentration of antioxidants. It can 
antioxidant up to 83,287 ± 6.72% 
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 บทท่ี 1  

บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของงานวิจัย 

ชันโรงเป็นแมลงสังคมกลุ่มเดียวกับผึ้ง เรียกผึ้งกลุ่มนี้ว่า " Stingless bee "  ไม่มีเหล็กใน ไม่
ดุร้าย มีขนาดเล็กกว่าผึ้งพันธุ์ มีพฤติกรรมเก็บน้ าหวานจากดอกไม้และละอองเกสร (เรณู) มาใช้เป็น
อาหาร ชันโรงสามารถสร้างน้ าผึ้งได้เช่นผึ้งหลวง ซึ่งค าว่าชันโรงนี้สันนิษฐานว่าน่าจะมาจากลักษณะ
การสร้างรัง เนื่องจากแมลงกลุ่มนี้ได้เก็บหายาง (gum) ชัน (resin) ของต้นไม้ แล้วน ามาอุดยาชันรอบ 
ๆ ปากรังและภายใน เพ่ือป้องกันน้ าไหลซึมเข้ารัง และยังเป็นการป้องกันศัตรูบริเวณปากรัง ชันโรง
สามารถพบได้ทั่ วภูมิภาคของประเทศ โดยชันโรงจะมีชื่อเรียกที่แตกต่างกันตามภูมิภาค             
(สมพล, 2553) ชันโรงเป็นแมลงที่ปรับตัวเก่งอาศัยอยู่ในรูตามซอก โพรงต้นไม้ โพรงใต้ดิน คน
สมัยก่อนคุ้นเคยกับการใช้ประโยชน์จากผลผลิตของชันโรง ทั้งน้ าผึ้งและชันในด้านต่าง ๆ เช่น ท าเป็น
เชื้อไฟ ยางไม้ และไขผึ้งน ามาอุดฐานพระ อุดรูแคน แผ่นไม้ระนาดเอก และ โปงลาง เป็นต้น ซึ่ง
ผลิตภัณฑ์เกือบทั้งหมดได้มาจากการเก็บจากรังชันโรงในธรรมชาติ (อัญชลี , 2556)  ปัจจุบันได้มีการ
ค้นพบสารส าคัญที่เป็นองค์ประกอบอยู่ในชันหลายชนิด โดยองค์ประกอบส่วนใหญ่ของชันคือสารใน
กลุ่มฟลาโวนอยด์  

จากการศึกษาพบว่าพรอพอลิสมีองค์ประกอบทางเคมีหลายชนิด เช่น เทอร์พีนอยด์       
สเตอรอยด์ สารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ โดยสารประกอบเหล่านี้เองที่เป็นองค์ประกอบ
ส าคัญที่ท าให้เกิดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านเชื้อโรค และเพ่ิมภูมิคุ้มกัน (วันเพ็ญ, 2554) พรอพอลิสมี
หลากหลายสารประกอบพอลีฟีนอล แต่ส่วนใหญ่จะเป็นจ าพวกฟลาโวนอยด์  ในพรอพอลิสจะพบ
สารประกอบฟีนอลิกอยู่ 5,351.22 มิลลิกรัม/100 กรัม ในตัวท าละลาย 85% เอทานอล โดยใช้
เทคนิควัดค่าการดูดกลืนด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร และสารฟ
ลาโวนอยด์ท่ีมีอยู่ในพรอพอลิส โดยมาจากสารสกัด 50% เมทานอล มีอยู่ 124.76 มิลิกรัม/100 กรัม 
และในสารสกัด 85% เอทานอล มีอยู่ 4,946.53 มิลลิกรัม/100 กรัมโดยใช้เทคนิควัดค่าการดูดกลืน
ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร สารสกัดที่ดีที่สุดของการหาสารฟลา
โวนอยด์ที่มีอยู่ในพรอพอลิส คือ 85% เอทานอล (mouhoubi-Tafinine  et al., 2016) และ
นอกจากนี้ยังพบว่าสารประกอบฟลาโวนอยด์ในพรอพอลิสมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโต หรือการเพ่ิม
ปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย เชื้อไวรัส และเชื้อรา โดยป้องกันไม่ให้แพร่พันธุ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
(Cushnie and Andrew, 2005) ซึ่งฤทธิ์การยับยั้งในการต้านอนุมูลอิสระของพรอพอลิสโดยวิธีการ 
DPPH Scavenging assay พบว่าสารสกัดพรอพอลิสมีความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระได้ในตัว
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ท าละลายที่มีความเข้มข้นตั้งแต่ 10-400 µg/mL ซึ่งที่ความเข้มข้น 10µg/mL สามารถยับยั้งได้ 4.20 
เปอร์เซ็นต์ และที่ความเข้มข้น 400 µg/mL สามารถยับยั้งอนุมูล DPPH ได้สูงที่สุด และสูงกว่าสาร
มาตรฐาน 1 mM alpha-tocopherol ที่ยับยั้งได้ 89.64 เปอร์เซ็นต์ แต่ก็ยังมีฤทธิ์ยับยั้งน้อยกว่าสาร
มาตรฐาน 1 mM ascorbic acid โดยใช้เทคนิควัดการลดลงของสีด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่
ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร (ภัทราพร และ ธัญญรัตน์, 2553) และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของ
พรอพอลิสสามารถต้านโรคต่าง ๆ ได้แก่ โรคหัวใจ เบาหวาน ต้อกระจก โรคหืดหอบ โรคหลอดลม
อักเสบ โรคเก่ียวกับระบบประสาท โรคมะเร็ง เป็นต้น ปัจจุบันมีการน าชันมาใช้ผลิตผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ 
มากมาย เช่น รักษาการติดเชื้อในช่องปาก รักษาเหงือกอักเสบ แก้อักเสบของผิวหนัง ใช้ในผลิตภัณฑ์
เครื่องส าอาง เช่น สบู่ ยาสีฟัน ยาสระผม เป็นต้น (อัญชลี, 2556) 

ดังนั้น ผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษาองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี
ศึกษาวิธีการสกัดสารฟลาโวนอยด์และวิเคราะห์หาปริมาณด้วยเครื่อง UV-vis spectrophotometer 
โดยใช้ Aluminium Chloride Colorimetry Method และศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH  
เพ่ือเป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาต่อไปในอนาคต 

 

1.2 วัตถุประสงค์ 
1.2.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ด้วยเครื่อง UV-visible spectrophotometer 
1.2.2 เพ่ือวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี 
1.2.3 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดพรอพอลิส 

1.3 ขอบเขตการวิจัย 
น า ตั ว อ ย่ า ง พ ร อ พ อ ลิ ส ข อ ง รั ง ชั น โ ร ง ม า จ า ก พ้ื น ที่ ป่ า ชุ ม ช น ป ะ เ ส ย ะ ว อ                 

(6.72481N, 101.624683E)  อ าเภอสายบุรี จังหวัดปัตตานี มาท าการสกัดในตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด 
ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตด และเอทานอล น ามาศึกษาองค์ประกอบทางเคมีโดยการ
แยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี วิเคราะห์หาปริมาณสารฟลาโวนอยด์
ด้วยเครื่อง UV-vis spectrophotometer และศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 ทราบถึงจ านวนองค์ประกอบทางเคมเีบื้องต้นว่ามีองค์ประกอบอยู่กี่ชนิดในพรอพอลิส 
1.4.2 ทราบถึงปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ที่มีอยู่ในพ้ืนที่ตัวอย่าง  
1.4.3 ทราบถึ งฤทธิ์ ในการต้ านอนุมู ล อิส ระของสารสกัดพรอพอลิสจากรั งชัน โร ง



 

 
 

บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ชันโรงและพรอพอลิส 

ชันโรงเป็นแมลงขนาดเล็กที่มีพฤติกรรมเก็บน้ าหวานจากดอกไม้ และละอองเกสร (เรณู) มา
ใช้เป็นอาหารคล้ายผึ้งแต่ชันโรงไม่มีเหล็กใน จึงไม่สามารถต่อยได้ ในประเทศไทยเราสามารถพบ
ชันโรงได้ในทุกภาค โดยมีชื่อเรียกแตกต่างกันไปตามภูมิภาค เช่น ทางภาคเหนือเรียกชันโรงที่มีขนด
เล็กกว่า แมลงขี้ตึง หรือตัวขี้ตังนี้ แต่ถ้าเป็นชันโรงที่มีขนดใหญ่จะเรียกว่า ขี้ย้า โดยเรียกว่า ขี้ย้าด า 
หรือขี้ย้าแดง ตามสีของล าตัวของชันโรง ภาคใต้เรียกขนาดเล็กว่า อุง หรืออุงแมลงโลม และเรียก
ชันโรงขนาดใหญ่ว่า อุงหมี (อุงแดงหรืออุงด า) ภาคตะวันตกเรียกว่า ตัวตุ้งติ้งหรือตัวติ้ง จากพฤติกรรม
การขนส่งเกสรที่ขาหลัง ส่วนภาคตะวันออกเรียก ช ามะโรงหรือแมลงอีโลม ส่วนค าว่าชันโรงน่าจะเป็น
ชื่อที่เรียกจากพฤติกรรมการเก็บชันของแมลงชนิดนี้ (อัญชลี, 2556)  ชันโรงตรงข้ามกับผึ้งตรงที่ผึ้งจะ
ใช้พรอพอลิส  (Propolis)  เพียงรอบนอกเท่านั้น ส่วนชันโรงจะสร้างรังโดยใช้ไขผึ้งบริสุทธิ์และซีรูเมน 
(Cerumen) ซึ่งเป็นไขผึ้งผสมกับพรอพอลิสที่มีอยู่มากมาย โดยพรอพอลิสเป็นส่วนผสมที่มีลักษณะ
เหนียวข้นเป็นยาง (Resinous) ได้มาจากยางของเปลือกไม้ที่ผึ้งงานรวบรวมมา โดยน ามาผสมกับไขผึ้ง
แล้วน ามาซ่อมแซมรัง อุดชันรอยรั่ว ตลอดจนรักษาความสะอาด และป้องกันการระบาดของเชื้อโรค
ภายในรังได้ด้วย โดยเมื่อมีซากของศัตรูผึ้งตายอยู่ในรังและมีขนาดใหญ่ที่ผึ้งไม่สามารถจะน าออกไปทิ้ง
นอกรังได้ ผึ้งจะน าสารพรอพอลิสมาหุ้มไว้ ท าให้ซากนั้นไม่เน่า (สรจักร, 2547)  และการใช้ประโยชน์
จากชันโรงนอกจากการผสมเกสรแล้ว ผลผลิตจากชันโรงที่สามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้แก่น้ าผึ้งและ
ชัน โดยน้ าผึ้งที่ได้จากชันโรงจะมีราคาสูงและมีสรรพคุณทางยา ส่วนชัน (propolis) เป็นส่วนของยาง
ไม้ที่ชันโรงเก็บมาจากต้นพืชน ามารวมกับไขผึ้งที่ผลิตขึ้นภายในล าตัวของชันโรง โดยมีองค์ประกอบ
ทางเคมีหลากหลายชนิด เช่น เทอร์ปีนอยด์  (Terpinoids)  สเตอรอยด์  (Steroids)  สารประกอบฟี
นอลิก (Phenolic compound)  และฟลาโวนอยด์ (Flavonoid)  แต่โดยส่วนใหญ่แล้วองค์ประกอบ
ทางเคมีของชันโรงจะเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์  (Flavonoid)  ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ต้าน
เชื้อโรค และเพ่ิมภูมิคุ้มกัน (วันเพ็ญ, 2554) โดยมีงานวิจัยของ ศิริวรรณ อธิคมกุลชัยในปี ค.ศ. 2008   
ที่รายงานว่าพรอพอลิส  (Propolis) หรือกาวผึ้งเป็นผลิตภัณฑ์ผึ้งที่มีการน ามาใช้ประโยชน์มากตั้งแต่
อดีตจนถึงปัจจุบัน ประเทศในแถบยุโรปและแอฟริกามีการน าพรอพอลิส มาใช้ตั้งแต่อดีตโดยใช้ในการ
สมานแผล นอกจากนี้ยังมีการน าพรอพอลิสไปใช้ในการรักษาอาการติดเชื้อในช่องปากและล าคอ ซึ่ง
ปัจจุบันมีการน าพรอพอลิสมาใช้เป็นสมุนไพรอาหารเสริม รวมไปถึงอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง เครื่อง
อุปโภค บริโภค โดยเน้นที่คุณสมบัติในการต้านจุลินทรีย์ การน าไปใช้ในการรักษาโรคผิวหนังต่าง  ๆ 
เช่น สิว เริม โรคสะเก็ดเงิน โรคเหงือกอักเสบ นอกจากนี้ยังพบสารอ่ืน ๆ อีก เช่น อะโรมาติกแอซิด  
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เอสเทอร์  แอลดีไฮด์  คีโตน กรดไขมัน กรดอะมิโน และแอลกอฮอล์ ฯลฯ ทั้งนี้องค์ประกอบที่
แตกต่างกันจะขึ้นอยู่กับแหล่งชนิดของพืชที่ผึ้งไปเก็บยางไม้มา (สุรีรัตน์ และคณะ, 2555) โดยมี
งานวิจัยของ จันทร์เพ็ญ จันทร์เจ้า ในปี ค.ศ. 2008  ได้อธิบายถึงความส าคัญของพรอพอลิสจาก
ชันโรง  Trigona Leaviceps  ที่มีองค์ประกอบทางเคมีที่สามารถต้านการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง ทั้งนี้
พรอพอลิส (propolis) จัดเป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่ส าคัญอย่างหนึ่งของผึ้ง เป็นยางเหนียวมีสี
ค่อนข้างไปทางน้ าตาลเข้ม ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์โบราณ นอกจากนี้ก็ไ ด้ท าการ
ตรวจสอบคุณสมบัติของสารสกัดพรอพอลิสต่อการยับยั้งการเจริญของจุลชีพก่อโรคชนิดต่าง  ๆ ที่มี
ความสามารถในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง ได้แก่ เซลล์มะเร็งล าไส้ เซลล์มะเร็งหน้าอก 
และเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก  

 

2.2 สารประกอบฟีนอลิกและสารฟลาโวนอยด์ 

2.2.1 สารประกอบฟีนอลิก 

สารประกอบฟีนอลิก (Polyphenolic compound) เป็นกลุ่มสารที่ให้สีในพืช สารประกอบฟี

นอลิกเป็นสารเมตาบอไลต์ทุติยภูมิ (Secondary metabolism) จากพืช สารประกอบฟีนอลิกเป็น

สารอนุพันธ์ของเบนซินที่มีหมู่ไฮดรอกซิลต่ออยู่เป็นหลัก สารฟีนอลิกพ้ืนฐานมีหมู่ฟีนอล (Phenol 

group) เป็นหลัก ซึ่งประกอบด้วยวงแหวนเบนซิน 1 วง และมีหมู่ไฮดรอกซิล   1 หมู่ (นิธิยา, 2548)  

จากฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารกลุ่มฟีนอลิกจะขึ้นอยู่กับหมู่ไฮดรอกซิลในโมเลกุล คุณสมบัติในการ

ดึงอิเล็กตรอนของหมู่คาร์บอกซิลิกในกรดเบนโซอิก จะส่งผลให้ความสามารถในการให้ไฮโดรเจนของ 

Hydroxybenzoate น้อยลง สารโพลีฟีนอลิกเป็นสารที่มีบทบาทส าคัญเนื่องจากมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 

ต้านเชื้อรา ต้านการอักเสบ ต้านไวรัส (Khezeri et al, 2006)  
OH

Phenol

HO

OH

O

Phenolic acid  
รูปที่ 2.1 โครงสร้างโมเลกุลของสารประกอบฟีนอลิก 
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2.2.2 สารประกอบฟลาโวนอยด์ (Flavonoid compound) 

สารประกอบฟลาโวนอยด์มีโครงสร้างพ้ืนฐานเป็นแบบไดฟีนิลโพรเพน (Diphenylpropane : 

C6-C3-C6) ประกอบด้วยวงแหวน 2 วงที่เชื่อมต่อกันด้วยคาร์บอนสามอะตอมซึ่งมักจะอยู่ในลักษณะ

ของออกวีจีเนท เฮทเอทโรไซคลิก (Oxygenate heterocyclic) ดังรูปที่ 2.2 สารประกอบฟลาโว

นอยด์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ประกอบด้วยหมู่ซุปเปอร์ออกไซด์และหมู่ไฮดรอกซิล ที่สามารถ

ป้องกันการเสื่อมของเซลล์ต่าง ๆ อันเนื่องมาจากอนุมูลอิสระที่ได้มาจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

(Oxidation) อีกท้ังพบว่าฟลาโวนอยด์มีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย ต้านเชื้อรา และต้านไวรัส (Khezri et 

al, 2006) ซึ่งฟลาโวนอยด์นั้นเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูงกว่าชนิดอ่ืนแต่ก็ต้องขึ้นอยู่

กับโครงสร้างทางเคมีของสารนั้นด้วย คุณสมบัติที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในปัจจุบันของฟลาโว

นอยด์ คือ เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูงรวมทั้งคุณสมบัติในการช่วยลดการอักเสบ การ

ยับยั้งเอนไซม์ การต้านอนุมูลอิสระ การบ ารุงหลอดเลือด และการยับยั้งการเกิดเนื้องอก (Cushnie 

and Andrew, 2005) ฟลาโวนอยด์ซึ่งเป็นสารประกอบฟีนอลจะเป็นตัวไปชะลอ หรือยับยั้ง

กระบวนการออกซิเดชันของคอเลสเตอรอล LDL (Low density lipoprotein) ซึ่งกระบวนการ

ออกซิเดชันเพ่ือสลายคอเลสเตอรอล LDL นั้นจะท าให้เกิดการแข็งตัวของเกล็ดเลือด ซึ่งเป็นสาเหตุ

หลักที่ท าให้เกิดการอุดตันของหลอดเลือดหัวใจ เพราะฉะนั้นสารพวกฟลาโวนอยด์จึงมีประโยชน์ต่อ

สุขภาพ คือ ช่วยป้องกันไขมันจับกับหลอดเลือด  ป้องกันกระบวนการออกซิเดชันของคอเลสเตอรอล 

LDL และช่วยลดความดันโลหิต ซึ่งปัจจัยที่ส่งเสริมคุณสมบัติดังกล่าวคือต าแหน่งและจ านวนของ

หมู่ไฮดรอกซิลและโครงสร้างอื่น ๆ ของโมเลกุล ตัวอย่างเช่น หมู่ไฮดรอกซิลของวงแหวน B ซึ่งถือเป็น

ปัจจัยหลักท่ีใช้ในการพิจารณาความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน ในกรณีของฟลาโวนอยด์

นั้นพบว่าหมู่ไฮดรอกซิลที่ต าแหน่ง para (C4´) จะมีผลให้มีสมบัติเป็นสารต้านออกซิเดชันมากกว่า

หมู่ไฮดรอกซิลที่ต าแหน่ง ortho (C2´ และ C6´) ในขณะที่หมู่ไฮดรอกซิลที่ต าแหน่ง meta จะไม่มีผล

ต่อสมบัติดังกล่าว นอกจากนี้หมู่ไฮดรอกซิลที่ C3 (วงแหวน A) และ 4-keto group (C=O ที่คาร์บอน

ตัวที่ 4 (วงแหวน C) และ / หรือหมู่ไฮดรอกซิลที่ C5 (วงแหวน A) และ 4-keto group ในโมเลกุล

ของฟลาโวนอยด์เป็นกลุ่มที่ไวต่อการท าปฏิกิริยากับโลหะซึ่งเป็นการช่วยลดการเกิดออกซิเดชันได้อีก

ทางหนึ่ง โลหะที่มีผลต่อการเกิดอนุมูลอิสระคือ Fe2+  และ Cu2+ เป็นตัวเหนี่ยวน าได้โดยการจับกับ

โลหะดังกล่าวเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน ส าหรับกลไกการจับโลหะของสารประกอบฟลาโวนอยด์

(เจนจิรา และประสงค์, 2554) แสดงดังรูปที่ 2.3 ส่วนหมู่ไฮดรอกซิลของวงแหวน A ที่ต าแหน่ง meta 
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(C5 และ C7) และหมู่ไฮดรอซิลที่ต าแหน่ง C3 และพันธะคู่ระหว่าง C2 และ C3 ในวงแหวน C อาจมี

ผลเล็กน้อยต่อคุณสมบัติการเป็นสารต้านออกซิเดชันของฟลาโวนอยด์ (วิวัฒน์, 2545) โดยในงานวิจัย

ของ mouhoubi-Tafinine  และคณะในปี ค.ศ.2016  ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระบางส่วนของ

น้ าผึ้งแอลจีเรียและพรอพอลิส โดยกล่าวว่าในพรอพอลิสจะมีสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ 

แต่ส่วนใหญ่จะเป็นฟลาโวนอยด์และได้ท าการทดสอบหาสารประกอบฟีนอลิกในพรอพอลิส พบว่าใน

ตัวท าละลาย 85%  เอทานอล จะพบสารประกอบฟีนอลิกอยู่ในพรอพอลิส  5,351.22 mg/100g  

โดยใช้วัดค่าการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร ได้ท าการทดสอบสารฟลาโวนอยด์ที่เป็น

องค์ประกอบในพรอพอลิส โดยการน าไปสกัดพรอพอลิสในเมทานอล 50%  และเอทานอล 85%  

พบว่าสารสกัดพรอพอลิสในตัวท าละลายเมทานอล 50%  จะมีสารประกอบฟลาโวนอยด์อยู่  124.76 

mg/100g  และในสารสกัดพรอพอลิสในตัวท าละลายเอทานอล 85%  จะมีฟลาโวนอยด์อยู่  

4,946.53 mg/100g ซึ่งจะใช้เทคนิคการวัดค่าการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร และใน

งานวิจัยของ Seguen และคณะในปี ค.ศ. 2016 ได้ท าการตรวจสอบพรอพอลิสที่เก็บได้จากเมือง 

JiJel  ซ่ึงต้ังอยู่ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนอืของประเทศแอลจีเรีย พบว่ามีฟลาโวนอยู่ 5 ชนิด ได้แก่ 1) 

Pectolinarigenin, 2) Pilosin, 3) ladanein, 4) Chrysin และ 5) Apigenin โดยใช้เทคนิคสเปกโต

รสโกปีเพ่ือวิเคราะห์โครงสร้าง ซ่ึงประกอบไปด้วย เทคนิค mass  สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ และ 1D, 2D 

NMR  

O

Flavonoids

OOH
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5 4
3

2
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3'

4'

5'

6'A C

B

 
รูปที่ 2.2 โครงสร้างโมเลกุลของสารประกอบฟลาโวนอยด์ 
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รูปที่ 2.3 กลไกการจับโลหะของสารประกอบฟลาโวนอยด์ 

 

2.2.3 ประเภทของสารประกอบฟลาโวนอยด์ 

2.2.3.1 ฟลาโวน (Flavone)  

เป็นสารประกอบไม่มีสี ตัวอย่างเช่นอะจิพินิน (Agipinin) ลูเตโอลีน (Luteoline) และไตรซี

ตีน (Tricetin) (นิธิยา, 2548) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ (Kosalec et al., 2004) ที่พบว่าฟลาวา

โนนเป็นสารประกอบฟลาโวนอยด์ประเภทหนึ่งที่มีอยู่ในพรอพอลิส 

O

Flavones

OOH

HO

R1

R2

 
รูปที่ 2.4 โครงสร้างโมเลกุลของสารประกอบฟลาโวน 

 

2.2.3.2 ฟลาโวนอล (Flavonol) 
เกิดจากสารประกอบฟลาโวนมีการแทนที่ของหมู่ไฮดรอกซิลเพ่ิมขึ้นที่ต าแหน่ง 3 ตัวอย่าง

ของฟลาโวนอล ได้แก่ เคอร์ซีติน (Quercetin) แคมพ์เฟอรอล (Kaempferol) และไมริซีติน 
(Myricetin) อะไกลโคน (Aglycone) ที่เป็นอนุพันธ์ของฟลาโวน และฟลาโวนอลที่ทราบโครงสร้าง มี
อีกประมาณ 60 ชนิด ซึ่งแตกต่างกันที่หมู่ไฮดรอกซี และหมู่เมทอกซี (นิธิยา, 2548) ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ (Kosalec et al, 2004) ที่พบว่าฟลาโวนอลเป็นสารประกอบฟลาโวนอยด์ประเภทหนึ่งที่
มีอยู่ในพรอพอลิส 
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รูปที ่2.5 โครงสรา้งโมเลกุลของสารประกอบฟลาโวนอล 

 
2.2.3.3 ฟลาวาโนนอล (Flavanonols)  

มีสูตรโครงสร้างคล้ายฟลาวาโนน แต่หมู่ไฮดรอกซิลเพิ่มข้ึนที่ต าแหน่งที่ 3  (นิธิยา, 2548) 

O

OH

Flavanonols

OOH

HO

R1

R2

R3

 
รูปที่ 2.6 โครงสร้างโมเลกุลของสารประกอบฟลาวาโนนอล 

 

2.2.3.4 ฟลาวาโนน (Flavanone)  
มีสูตรโครงสร้างคล้ายฟลาโวน แต่พันธะระหว่างคาร์บอนต าแหน่งที่ 2 และ 3 เป็นพันธะ

เดี่ยว เป็นฟลาโวนอยด์ที่พบในผลไม้ตระกูลส้ม ตัวอย่างไกลโคไซต์ เช่น เฮสเพอริดีน (Hesperidin) 
และนารินจิน (Naringin) ที่พีเอชเป็นด่าง วงแหวนที่อยู่ภายในโมเลกุลของเฮสเพอริดีนจะเปิดออกได้
เป็นชาลโคน (Chalcone) เหมือนการสลายตัวของแอนโทไซยานิน (Anthocyanin) ชาลโคนจะให้สี
เหลืองถึงน้ าตาล (นิธิยา, 2548) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ (Kosalec et al, 2004) ที่พบว่าฟลาวา
โนน เป็นสารประกอบฟลาโวนอยด์ประเภทหนึ่งที่มีอยู่ในพรอพอลิส โดยมีงานวิจัยของ ศิริวรรณ 
อธิคมกุลชัย และคณะในปี ค.ศ. 2013  ได้ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของพรอพอลิสในประเทศไทย 
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ซึ่งเป็นการศึกษาทางพฤกษเคมีในองค์ประกอบของพรอพอลิสในประเทศไทยน าไปสู่การแยกฟีนิล
แอลลิลฟลาวาโนนชนิดใหม่ 2 ชนิด คือ (7”5)-8-[1-(4´-hydroxy-3´-methoxyphenyl)prop-2-en-
1-yl]-(25)-pinocembrin โดยใช้เมทานอลในการสกัด และตรวจสอบโครงสร้างของสารเหล่านี้ด้วย
เครื่อง NMR  นอกจากนี้พบสารประกอบอีก 19 ชนิดที่ถูกแยกและยืนยันได้ว่าเป็นสารกลุ่มฟลาโว
นอยด์และฟีนอลิกเอสเทอร์ 
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รูปที่ 2.7  โครงสร้างโมเลกุลของสารประกอบฟลาวาโนน 

 
2.3 หลักการและทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 
2.3.1 อนุมูลอิสระ 

อนุมูลอิสระ (free radicals) คือโมเลกุลหรือไอออนที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยวอยู่รอบนอก เป็น
โมเลกุลที่ไม่เสถียรและมีความว่องไวต่อปฏิกิริยาเคมีในลักษณะเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (ดังสมการ 2.1 
และ 2.2) และเกิดขึ้นในเซลล์ตลอดเวลา สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ ที่อยู่รอบ
ข้างได้ทันทีที่ถูกสร้างขึ้น มีความว่องไวในการเข้าท าปฏิกิริยามาก และสามารถดึงอิเล็กตรอนจาก
โมเลกุลอื่นมาแทนท่ีอิเล็กตรอนที่ขาดหายไปเพ่ือให้ตัวเองเกิดความสมดุลหรือมีความเสถียร (พรทิพย์, 
2011) 

R O2 ROO  (1) 

RHROO ROOH R
 

(2) 

 
อนุมูลอิสระเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในร่างกาย โดยมีตัวกระตุ้นส าคัญที่

เรียกว่า Reactive Oxygen Species (ROS) หมายถึง โมเลกุลที่ว่องไวต่อการท าปฏิกิรยา ซึ่งอาจเป็น
อนุมูลอิสระหรือไม่ใช่อนุมูลอิสระก็ได้ ตัวอย่างของอนุมูลอิสระและ ROS เช่น อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ 
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(Superoxide anion radical), อนุมูลไฮดรอกซิล (Hydroxyl radical), อนุมูลเปอร์ออกไซด์ 
(Peroxide radical), อนุมูลเปอร์ออกซิล (Peroxyl radical), ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen 
peroxide), โอโซน (Ozone), ออกซิเจนอะตอมเดี่ยว (Singlet oxygen), และอนุมูลไฮโดรเจน 
(Hydrogen radical) เป็นต้น (Malaisree et al., 2006) อนุมูลอิสระเหล่านี้ส่งผลให้เกิดความ
เสียหายแก่องค์ประกอบต่าง ๆ ภายในร่างกาย ไม่ว่าจะเป็นการเปลี่ยนสภาพโปรตีนและไขมันของเยื่อ
หุ้มเซลล์ การท าลายโครงสร้างดีเอ็นเอ (Ames et al., 1993) ที่เป็นสาเหตุส าคัญของโรคหลายชนิด 
ได้แก่ โรคมะเร็ง โรคพาร์กินสัน โรคสมองฝ่อ โรคไขข้ออักเสบ โรคหัวใจ และโรคที่เกิดจากเซลล์ละ
เนื้อเยื่อในร่างกายต่อต้านกันเอง (autoimmune) (Rangkadilok et al., 2007) นอกจากอนุมูลอิสระ
ที่เกิดจากผลพลอยได้จากการใช้ออกซิเจนของกระบวนการแมทาบอลิซึมของเซลล์ ยังเกิดจากปัจจัย
จากสิ่งแวดล้อมภายนอก ได้แก่ มลพิษ การติดเชื้อโรค รังสียูวี ควันจากท่อไอเสียและควันบุหรี่ อนุมูล
เหล่านี้สามารถถูกก าจัดหรือลดความรุนแรงด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ ที่สามารถจับกับอนุมูลอิสระแล้ว
เกิดเป็นอนุมูลอิสระตัวใหม่ที่เสถียรกว่า ส่งผลให้วงจรการเกิดอนุมูลอิสระตัวใหม่หยุดลง 

 
2.3.2 สารต้านอนุมูลอิสระ 

สารต้านอนุมูลอิสระ คือ สารปริมาณน้อยที่สามารถป้องกันหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของอนุมูลอิสระได้ (Halliwell, 2009) โดยสารเหล่านี้มีกลไกในการต้านอนุมูลอิสระหลาย
แบบ เช่น การจับกับอนุมูลอิสระโดยตรง ยับยั้งการสร้าง หรือเข้าจับโลหะ (Sies, 1992) ในสิ่งมีชีวิต
จะมีระบบการป้องกันการท าลายเซลล์และเนื้อเยื่อจากอนุมูลอิสระประกอบด้วย สารต้านอนุมูลอิสระ
มากมายหลายชนิดท าหน้าที่แตกต่างกันไป ซึ่งมีทั้งที่เป็นเอนไซม์และไม่เป็นเอนไซม์ สารประกอบที่
ละลายในน้ าและสารประกอบที่ละลายในไขมัน ซึ่งกลไกการท างานของสารต้านอนุมูลอิสระมีหลาย
กลไก เช่น การดักจับอนุมูลอิสระ (radical scavenging) เป็นการท าให้โมเลกุลของอนุมูลอิสระมี
ความเสถียรขึ้น ซึ่งกลไกของปฏิกิริยาเกิดโดยการให้ไฮโดรเจน หรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ การ
ยับยั้งการท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน (singlet oxygen quenching) จับกับโลหะที่
สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ (metal chelatin) หยุดปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (chain-
breaking) และยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ (enzyme inhibition) ที่เร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ (เจนจิ
รา และคณะ, 2554) 

แหล่งที่มาของสารต้านอนุมูลอิสระมี 2 แหล่ง ได้แก่ สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ (synthetic 
antioxidants) และสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ (natural antioxidants) ซ่ึงสารต้านอนุมูล
อิสระสังเคราะห์เกิดจากกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีเกิดเป็นสารประกอบฟีนอลิก ได้แก่ สาร 
propyl gallate, 2-butylated hydroxyanisole, 3-butylate hydroxyanisole, (butylated 
hydroxytoluene, BHT และ tertiary butylhydroquinone สารสังเคราะห์ดังกล่าวนิยมน ามาใช้ใน
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อุตสาหกรรมอาหาร เพ่ือยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เป็นสาเหตุที่ท าให้อาหารมีกลิ่น 
สี และรสชาติเปลี่ยนแปลงไป สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิต ทั้งพืชและ
สัตว์ ซึ่งเป็นได้ทั้ง วิตามิน เอนม์ และสารอ่ืน ๆ ตัวอย่างของสารต้านอนุมูลอิสระที่เป็นวิตามิน เช่น 
วิตามินซี วิตามินอี และกลูต้าไธโอน สารต้านอนุมูลอิสระที่เป็นเอนไซม์ ได้แก่ glutathione 
peroxidase (GPX), glutathione reductase และ glutathione transferase สารต้านอนุมูลอิสระ
อ่ืน ๆ ได้แก่ แคโรทีนอยด์ และ ubiquinones สามารถป้องกันอนุมูลอิสระออกซิเจนทั้งภายในเซลลื
และภายนอกเซลล์ (สุพิศรา, 2550) 
2.3.3 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารฟีนอลรวม 

สารจ าพวกฟีนอล (phenolic compounds) เป็นสารกลุ่มใหญ่ที่พบมากในพืชตัวอย่างของ
สารกลุ่มนี้ได้แก่ สารจ าพวก flavonoids ที่มี catechol เป็นองค์ประกอบ stilbenes, tannins ซึ่ง
โครงสร้างหลักประกอบด้วย aromatic ring แทนที่ด้วย hydroxy group โดยมากเป็นสารที่มี ขั้ว
ละลายในตัวท าละลายจ าพวก alcohol ได้ดี  กลไกของสารจ าพวกฟีนอลที่แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ  ดังแสดงใน (รูปที่1)  คือเมื่อมีอนุมูลอิสระมาดึงอิเล็กตรอนไป แต่ในโครงสร้างมีอิเล็กตรอน
หนาแน่นจึงสามารถเกิดการเคลื ่อนย้ายอิเล็กตรอนไปทั่วโครงสร้าง (delocalization) ท าให้
โครงสรา้งเสถียรไม่เกิดเป็นอนุมูลอิสระต่อไป  
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รูปที่ 2.8  กลไกการต้านอนุมูลอิสระของสารจ าพวกฟีนอล 
 

ส าหรับกลไกการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสารจ าพวกฟีนอล (รูปที่ 2.9) เกิดจากการให้
อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ DPPH ของสารจ าพวกฟีนอล โดยที่อนุมูลอิสระ DPPH ในสารละลายจะ
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มีสีม่วง เมื่อสารจ าพวกฟีนอลให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ DPPH จะได้เป็นสาร DPPH ที่ไม่เป็น
อนุมูลอิสระต่อไป ซ่ึงจะเห็นเป็นสีเหลืองนวล (ขั้นที่ 1) ส่วน phenoxy radical ที่เกิดขึ้นจะจับกัน 
ท าให้ปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระหมดไป (ขั้นที ่2)  

ขั้นที่ 1    
  

  

DPPH (purple) Phenolic compound DPPH (yellow) Phenolic compound 
    

ขั้นที่ 2     
 

PhOH PhOH  
 

 

PhO OPh  

Phenoxy radical Phenoxy radical  Phenolic compound 
 

รูปที่ 2.9 กลไกการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสารจ าพวกฟีนอล 

 
เมื่อ DPPH●  ท าปฏิกิริยากับสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สีของสารละลายสีม่วงจะ

เปลี่ยนเป็นสีเหลือง โดยเปรียบเทียบกับสารต้านอนุมูอิสระที่ใช้เป็นมาตรฐานคือ BHT  ถ้าตัวอย่างมี
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันได้สูง ความเข้มของสารละลายสีม่วงจะลดลง ซึ่งจะรายงานผล
การทดลองเป็นค่า % inhibition  โดยงานวิจัยของ Mot  และคณะ ในปี ค.ศ. 2011 ได้ศึกษาการ
ประเมินผลที่มีประสิทธิภาพของสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดพรอพอลิสโดยใช้วิธี DPPH และ
ข้อมูลจากเครื่อง FT-IR และ UV-vis สเปกโทรสโกปี ซึ่งอธิบายความแตกต่างสเปกตรัมของ FT-IR 
ของสารสกัดพรอพอลิสที่สามารถมองเห็นได้ใน 1100-1800 Cm-1 และการดูดกลืนของ IR ขึ้นอยู่กับ
กลุ่มฟังก์ชัน ซึ่งมีความสอดคล้องกับข้อมูลใน IR ที่รวบรวมสารสกัดอ่ืนๆ จากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ 
และค่าการดูดกลืนสเปกตรัมของ UV-Vis ของสารสกัดพรอพอลิสมีวัสดุเฉื่อยที่ไม่สามารถสกัดเข้าไป
ในตัวท าละลายได้  สเปกตรัมยูวีของสารสกัดเอทานอลมีความคล้ายคลึงกับสเปกตรัมของ
สารประกอบฟีนอลิกทั่วไป โดยคุณสมบัติหลักของสเปกตรัมเหล่านี้เป็นวงกว้างที่ความยาวคลื่น 280-
330 นาโนเมตร และความสัมพันธ์ที่ดีที่สุดระหว่างสารต้านอนุมูลอิสระกับการดูดกลืนของแสง ของ

O2N

NO2

H
N

NO2

N

Ph

Ph
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สเปกตรัม UV-Vis  คือ พบได้ที่ช่วงความยาวคลื่น 353 นาโนเมตร และจากงานวิจัยของ                
ภัทราพร ผูกคล้าย และ ธัญญรัตน์ เชื้อสะอาด ในปี พ.ศ. 2553 ได้ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งสารต้านอนุมูล
อิสระด้วย DPPH พบว่าฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระสามารถวัดการยับยั้งได้ในตัวท าละลายที่มีความ
เข้มข้นตั้งแต่ 10-400 µg/mL โดยยับยั้งได้ 4.20% ของความเข้มข้น 10 µg/mL และยับยั้งได้สูงสุดที่
ความเข้มข้น 400 µg/mL แต่ก็ยังมีฤทธิ์น้อยกว่าสารมาตรฐาน 1 mM Ascorbic acid ซึ่งจะใช้
เทคนิคการวัดการลดลงของสีด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
 

2.4 วิธีการสกัด 

 การสกัดจึงเป็นวิธีการอย่างหนึ่งที่ให้สารส าคัญจากพืชสมุนไพรซึ่ งอาจท าได้หลายวิธีขึ้นกับชนิด

หรือประเภทสารคุณสมบัติของสาร ความคงตัวของสารต่อความร้อนและชนิดของตัวท าละลายที่ใช้

ด้วยวิธีหลักท่ีใช้ในการสกัดพืชสมุนไพร ได้แก่ 
 การแช่ (Percolation) คือกระบวนการสกัดองค์ประกอบส าคัญจากพืชสมุนไพรโดยปล่อยให้

สารละลายไหลผ่านผงสมุนไพรอย่างช้า ๆ พร้อมกับละลายองค์ประกอบจากผงสมุนไพรออกมาวิธีการ

Percolation คือบรรจุผงสมุนไพรที่ท าให้ชื้นด้วยน้ ายาสกัดใน Percolation ซึ่งมีลักษณะเป็นคอลัมน์

ทรงกระบอกปลายเปิดทั้งสองด้านโดยที่ปลายบนจะกว้างกว่าปลายล่างเพ่ือสะดวกในการบรรจุผง

สมุนไพรส่วนปลายล่างมักจะต่อกับท่อสายยางปิด-เปิดได้เพ่ือที่ได้เป็นระยะเวลาพอสมควรแล้วจึง

ปล่อยให้น้ ายาสกัดไหลผ่านผงสมุนไพรในอัตราเร็วพอเหมาะพร้อมกับเติมน้ ายาสกัดใหม่ผ่านผง

สมุนไพรในอัตราเร็วพอเหมาะพร้อมกับเติมน้ ายาสกัดใหม่ลงเรื่อยจนองค์ประกอบที่ต้องการในผง

สมุนไพรละลายออกมาจนหมดโดยการตรวจสอบจากสารสกัดสุดท้าย 
 การหมัก (Maceration) คือกระบวนการสกัดองค์ประกอบส าคัญจากพืชสมุนไพรโดยการแช่ผง

สมุนไพรในน้ ายาสกัดจนกระทั่งน้ ายาสามารถแทรกซึมเข้าไปละลายองค์ประกอบภายในผงสมุนไพร

ออกมาได้วิธีการท า Maceration คือการแช่ผงสมุนไพรในน้ ายาสกัดที่เหมาะสมเป็นเวลา 2-4 วันหรือ

ตามก าหนดในเภสัชต ารับหรือจนกระทั่งองค์ประกอบที่ต้องการออกมาหมดหลังจากนั้นจึงกรองแยก

กากสมุนไพรออกจากน้ ายาสกัดและปรับปริมาตรสารสกัดตามต้องการ 
 การสกัดแบบต่อเนื่อง (Continuous extraction) คือกระบวนการสกัดองค์ประกอบจาสมุนไพร

ในท านองเดียวกันกับ Percolation แตกต่างกันที่ว่าขบวนการนี้จะต้องใช้ความร้อนเข้าช่วยและใช้

เครื่องมือที่เป็นระบบปิดเรียกว่า soxhlet extractor โดยที่เมื่อน้ ายาสกัดไหลผ่านผงสมุนไพรที่บรรจุ

อยู่ในเครื่องได้ extraction แล้วมารวมกันในขวดแก้วที่ได้รับความร้อนจนสารละลายระเหยขึ้นไปและ
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ควบแน่นตกลงมาผ่านผงสมุนไพรซ้ าแล้วซ้ าอีกจนกระทั่งองค์ประกอบในสมุนไพรถูกสกัดออกมาหมด  

(อุดมเดชา, 2556) 

2.4.1 การท าสารสกัดให้เข้มข้น                                                                                                                      
เมื่อสกัดสารจากพืชด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสมแล้วสารสกัดที่ได้มักจะเจือจางท าให้น าไปใช้

ประโยชน์ได้ไม่สะดวกและไม่มีประสิทธิภาพจึงจ าเป็นจะต้องน ามาท าให้เข้มข้นขึ้นเสียก่อน ซึ่งท าได้
หลายวิธีได้แก่ 
1) การกลั่นในภาวะสุญญากาศ (distillation in vacuum)   
 จัดเป็นวิธีที่นิยมมากที่สุด  เป็นการระเหยเอาตัวท าละลายออกจากน้ ายาสกัดโดยการกลั่นที่
อุณหภูมิต่ า  พร้อมทั้งลดความดันลงให้เกือบเป็นสูญญากาศโดยใช้ปั๊มสูญญากาศ (vacuum pump) 
เครื่องมือนี้เรียกว่า โรตารีอีวาโพเรเตอร์ (Rotary evaporator) ซึ่งประกอบด้วยส่วนต่าง ๆ 3  ส่วน 
คือ ภาชนะบรรจุสารสกัดอย่างหยาบที่กลั่น (distillation flask) ส่วนคอนเดนเซอร์หรือส่วนควบแน่น
ไอสารละลาย (condenser)และภาชนะรองรับสารละลายหลังกลั่น (receiving flask)โดยสารสกัด
อย่างหยาบซึ่งบรรจุในภาชนะจะแช่อยู่ในหม้ออังน้ าที่ควบคุมอุณหภูมิได้และจะหมุน ( rotate) 
ตลอดเวลาที่ท างาน  เพ่ือให้มีการกระจายความร้อนอย่างทั่วถึงและสม่ าเสมอ ภาชนะบรรจุสารสกัด
อย่างหยาบนี้ต่อเข้ากับส่วนควบแน่น ซึ่งมีระบบท าความเย็นหล่ออยู่ตลอดเวลา  ปลายของส่วน
ควบแน่นจะมีภาชนะรองรับ โดยทั้งระบบจะต่อเข้ากับระบบสูญญากาศสารละลายที่ระเหยออกจาก
ภาชนะบรรจุจะควบแน่นที่บริเวณคอนเดนเซอร์และหยดลงมาในภาชนะรองรับสารละลายหลังการ
กลั่นซึ่งสารละลายดังกล่าวสามารถน าไปท าให้บริสุทธิ์และน ากลับมาใช้ได้ 
2) การระเหย (free evaporation)  
 เป็นการน าตัวท าละลายออกจากน้ ายาสกัด โดยใช้ความร้อนจากหม้อไอน้ า (water bath) หรือ
แผ่นความร้อน (hot plate) วิธีนี้อาจท าให้องค์ประกอบในสารสกัดสลายตัวได้เนื่องจากอุณหภูมิที่สูง
เกินไป และหากใช้สารละลายอินทรีย์ (organic solvent) ในสารสกัด การระเหยโดยให้ความร้อน
โดยตรง (direct heat) บนแผ่นความร้อน อาจเกิดอันตรายได้ง่ายนอกจากนี้ควรค านึงถึงอุณหภูมิที่จะ
ท าให้เกิดการสลายตัวของสารส าคัญเมื่อใช้ความร้อน     
3) การท าให้แห้ง (Drying)  
 เป็นการระเหยเอาตัวท าละลายออกจากน้ ายาสกัดจนแห้งได้สารสกัดออกมาในสภาพของแข็งหรือ
กึ่งของแข็ง มีหลายวิธี เช่น การใช้ความเย็น (lyophillizer หรือ freeze  dryer) หรือการใช้ความ
ร้อน (spray  dryer)   
4) อัลตราฟิลเทรชัน (Ultrafiltration)   
 เป็นการท าการสกัดด้วยน้ าให้เข้มข้นโดยใช้แผ่นเมมเบรม (membrane) ใช้กับสารที่มีน้ าหนัก
โมเลกุล (molecular  weight) สูงกว่า 5,000 
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 โดยทั่วไปแล้ว การสกัดเพ่ือท าเป็นสารสกัดของพืชนั้นอาจท าได้ทั้งพืชที่แห้งแล้วหรือยังสดอยู่ 
ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับประเภทของสารที่มีอยู่ในสารสกัดของพืชนั้นๆ ส าหรับสารที่มีความเป็นขั้ว (polarity) 
น้อย เมื่อเทียบกับสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติโดยทั่วไปแล้ว และเป็นสารที่มักจะสกัดออกมาด้วยตัวท า
ละลายที่ไม่มีขั้ว (non-polar solvent) เฮกเซน (hexane) หรือปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum  
ether) มักจะสกัดจากพืชที่ท าให้แห้งแล้วหรือที่ยังสดอยู่ก็ได้  แล้วแต่ละกรณีและยังขึ้นอยู่กับสารที่มี
อยู่ในสารสกัดท่ีมีอยู่มีเสถียรภาพมากน้อยเพียงใด สารบางชนิดเมื่อท าให้แห้งไม่ว่าจะโดยการใช้ความ
ร้อนหรือโดยการตากแดดหรือแม้แต่ตากให้แห้ ง ในร่ม  ก็สามารถเกิดความเสื่ อมส ลาย 
(decomposition)  ได้ ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่ต้องรีบน ามาสกัดขณะที่พืชยังสดอยู่ ในการสกัดนั้น 
ถ้าใช้วิธีการสกัดเย็น (cold  extraction) คือแช่ด้วยตัวท าละลายที่อุณหภูมิห้อง หรือโดยการสกัด
ร้อน (hot  extraction)  คือใช้  Soxhlet  extraction  apparatus  หรือโดยการต้มกับพืชด้วยตัว
ท าละลายที่เหมาะสมส าหรับวิธีการใดจะเหมาะสมนั้นขึ้นอยู่กับธรรมชาติของสารที่มีอยู่  เช่น หาก
สารนั้นสกัดออกมาได้ง่ายโดยตัวท าละลายชนิดหนึ่งหรือไม่เสถียรต่อความร้อน จะเลือกใช้วิธีการสกัด
เย็น เพราะเป็นวิธีที่ง่ายที่และสะดวกและท าให้สารเกิดการเสื่อมสลายน้อย 

 

2.5 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

2.5.1 โครมาโทกราฟี (Chromatography)  
 เป็นวิธีการแยกองค์ประกอบต่าง ๆ ออกจากกันที่ได้ผลดีมากและนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย โดย

อาศัยความแตกต่างการกระจายตัวของสารตัวอย่างระหว่าง 2 เฟส ที่ไม่ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน คือ เฟส

เคลื่อนที่ (Mobile phase) ซึ่งอาจเป็นของเหลวหรืออาจเป็นแก๊ส กับอีกเฟสหนึ่งซึ่งเป็นเฟสอยู่กับที่ 

(Stationary phase) หรือของเหลวที่ล้อมรอบวัสดุช่วยพยุง ซึ่งทา หน้าที่ในการแยกสารหรือ

องค์ประกอบของสารออกจากกัน ขึ้นอยู่กับความจ าเพาะเจาะจงของสารตัวอย่างที่มีต่อเฟสอยู่กับท่ี 

 

ประโยชน์ของการท าโครมาโทกราฟี คือ   

1) ใช้แยกสารแต่ละชนิดออกจากสารผสม  

2) ตรวจความสม่ าเสมอของสารตัวอย่าง 

3)  ท าสารให้บริสุทธิ์ 

4) ตรวจเอกลักษณ์ของสาร  

5) ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ  

6) ตรวจสารปนเปื้อน 
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2.5.2 ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (Thin Layer Chromatography, TLC) 
 ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (TLC) เป็นเทคนิคการวิเคราะห์องค์ประกอบสารที่รวดเร็ว สะดวก และ
ราคาไม่แพง นิยมใช้ในการตรวจการดาเนินไปของปฏิกิริยาเคมี ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสาร
ระหว่างกระบวนการแยกสารในขั้นตอนต่าง ๆ ใช้ในการยืนยันชนิดของสาร และสามารถตรวจหาจาน
วนองค์ประกอบในของผสม 

 หลักการของ TLC นั้น คล้ายคลึงกับคอลัมน์โครมาโตกราฟี จะต่างกันก็เพียงแต่ในกรณีของ TLC 
วัฏภาคนิ่งจะถูกเคลือบติดไว้ที่แผ่นกระจก แผ่นอลูมิเนียม หรือแผ่นพลาสติกบาง ๆ สารจะถูกแต้มไว้
ที่ใกล้ ๆ ปลายด้านหนึ่งของแผ่นโดยใช้หลอดแคปิลลารี จากนั้นจึงน าแผ่นดังกล่าวไปว่างลงในภาชนะ
ที่ใส่วัฏภาคเคลื่อนที่ไว้ตื้น ๆ เมื่อตัวทาละลายถูกดูดซึมขึ้นไปตามตัวดูดซับด้วย capillary  action ก็
จะพาสารตัวอย่างขึ้นไปด้วย จึงเกิดการแยกของสารเกิดขึ้นด้วยหลักการเดียวกับคอลัมน์โครมาโตก
ราฟี ตัวอย่างเช่น หากใช้ซิลิกาเป็นวัฏภาคนิ่ง และใช้ตัวท าละลายที่มีขั้วต่ าเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ สารที่
มีขั้วน้อยจะละลายได้ดีในวัฏภาคเคลื่อนที่แต่ถูกดูดซับด้วยวัฏภาคนิ่งได้น้อยจึงเคลื่อนที่ไปได้ดีด้วย
ระยะที่มากกว่าสารที่มีข้ัวสูงซึ่งละลายในวัฏภาคเคลื่อนที่ได้น้อยแต่ดูดซับบนวัฏภาคนิ่งได้ดี 
 เนื่องจากใช้สารปริมาณน้อยมากในการแยก เทคนิค TLC จึงเหมาะสมเป็นเครื่องมือวิเคราะห์ 
มากกว่าที่จะเป็นเครื่องมือในการแยกสารเพื่อเก็บแต่ละองค์ประกอบดังในกรณีของคอลัมน์โครมาโตก
ราฟี ประโยชน์ของ TLC นอกเหนือจากท่ีกล่าวมาข้างต้นแล้ว ยังรวมถึงการใช้ในการทดลองหาระบบ
ตัวท าละลายที่เหมาะสมก่อนการท าคอลัมน์โครมาโตกราฟี (โดยการใช้วัฎภาคนิ่งชนิดเดียวกับที่จะ
บรรจุลงคอลัมน์ในการท า TLC ) รวมถึงการวิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของสารที่ออกมาจากคอลัมน์โคร
มาโตกราฟีด้วย 
 ตัวดูดซับที่นิยมใช้ในเทคนิค TLC ได้แก่ อะลูมินา และซิลิกาเจล เช่นเดียวกับท่ีใช้ในการทาคอลัมน์
โครมาโตกราฟี ดังนั้นระบบตัวทาละลายรวมถึงความเร็วช้าของการเคลื่อนที่ของสารมีขั้วและไม่มีขั้ว
จึงมีแนวโน้มทานองเดียวกันกับที่กล่าวไว้ในคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยทั่ว ๆ ไปแล้วนิยมใช้ตัวดูดซับ
เป็นอะลูมินากับสารกลุ่มที่ไม่มีขั้วหรือมีขั้วน้อย ๆ เช่น ไฮโดรคาร์บอน อัลคิแฮไลด์ อีเทอร์ และนิยม
ใช้ซิลิกาเจลกับสารที่ค่อนข้างมีขั้ว เช่น แอลกอฮอล์ กรดอินทรีย์ เอมีน เป็นต้น  
2.5.3 ขั้นตอนการท า TLC 

 การท า TLC ต้องเริ่มด้วยการเตรียมแผ่นที่มีวัฏภาคนิ่งเคลือบอยู่ โดยทั่วไปสามารถท าได้เองโดย

จุ่มแผ่นกระจก (ขนาดประมาณแผ่นสไลด์ที่ใช้กับกล้องจุลทรรศน์) ที่สะอาดลงในสารแขวนลอยที่ข้น

เหลว (slurry) ของสารที่เป็นวัฏภาคนิ่งในตัวทาละลายที่เหมาะสม ยกขึ้นมาให้ได้การเคลือบที่สม่า

เสมอแล้วทิ้งให้แห้ง ในปัจจุบันมีการทาแผ่นทินแลร์สาเร็จรูปซึ่งเคลือบวัฏภาคนิ่งไว้บนแผ่น
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อะลูมิเนียมบาง ๆ จ าหน่าย โดยมักผสมสารเรืองแสง เช่น ซิงค์ซัลไฟด์ (ZnS) ไว้ด้วย ซึ่งจะทาให้

สามารถสังเกตต าแหน่งของสารโดยใช้แสง UV ได้สะดวก 

2.5.4 การเตรียมสารตัวอย่าง 
 ควรเตรียมสารตัวอย่างให้อยู่ในรูปสารละลายที่มีความเข้มข้นประมาณ 1% แม้ว่าตัวอย่างนั้นจะ
เป็นของเหลวอยู่แล้วก็ตาม แล้วแต้ม (spotting) ลงบนแผ่นทินเลเยอร์ ให้ห่างจากปลายด้านล่าง
ขึ้นมาประมาณ 0.5-1 cm น าแผ่นดังกล่าวไปจุ่มลงในบีกเกอร์ ที่มีตัวท าละลายใส่ไว้เพียงเล็กน้อยโดย
ให้ระดับตัวท าละลายสูงไม่เกินระดับที่แต้มสารตัวอย่าง (อย่าให้ท่วมจุดสารตัวอย่าง) และอ่ิมตัวด้วยไอ
ของตัวท าละลาย (ซึ่งต้องเตรียมไว้ก่อนหน้านี้โดยใช้กระดาษกรองบุไว้ที่ผนังด้านในของบีกเกอร์ แล้ว
ปิดด้วยกระจกนาฬิกา) รูปที่ 2.10 คอยสังเกตรอยเปียกของตัวท าละลายที่ซึมขึ้นด้านบนของแผ่น 
TLC ขอบของรอยเปียกของตัวท าละลายนี้เรียกว่า solvent front เมื่อมาเกือบถึงปลายด้านบนของ
แผ่น (ห่างจากปลายบนลงมา 0.5-1 cm) ก็ให้รีบเอาแผ่นออก ใช้ดินสอขีดบ่งรอย solvent front ไว้ 
เพ่ือใช้ในการค านวณค่า Rf (retention factor) ต่อไป ระหว่างที่รอต้องแน่ใจว่าแผ่น TLC อยู่ใน
ระบบปิดตลอดเวลา 
 ค่า Rf นี้เป็นอัตราส่วนของระยะทางที่สารเคลื่อนที่จากจุดที่ทาการแต้ม ไปถึงต าแหน่งสุดท้ายของ
มัน เทียบกับระยะทางทั้งหมดที่ตัวทาละลายเคลื่อนที่ (จาก spotting ถึง solvent front) เนื่องจาก
สารต่างชนิดกันจะถูกดูดซับด้วยวัฏภาคนิ่งได้ไม่เท่ากัน จึงถูกตัวทาละลายพาขึ้นมาสูงได้ไม่เท่ากัน 
การแยกจึงเกิดข้ึน ค่า Rf ของสารแต่ละชนิด ในวัฏภาคนิ่ง และวัฏภาคเคลื่อนที่หนึ่ง ๆ จะเป็นค่าคงที่
และใช้ในการบ่งบอกชนิดของสารได้โดยการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ดูรูปและตัวอย่างการ
ค านวณ Rf ในรูปที่ 2.11 

 
รูปที่ 2.10 การวางแผ่น TLC ที่แต้มสารแล้วลงในบีกเกอร์หรือขวดที่บรรจุตัวท าละลาย และการน า

แผ่น TLC ที่ท าโครมาโตกราฟีเสร็จแล้วไปอังไอระเหิดของไอโอดีน 
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รูปที่ 2.11 ต าแหน่งการแต้มสาร ระดับตัวท าละลาย solvent front ในการท า TLC 
 และการค านวณ Rf 

 

2.5.5 การค านวณหาค่า Rf  
ค่าRf เป็นค่าประจ าตัวของสารประกอบภายใต้สภาวะต่างๆ (ตัวดูดซับ , ตัวท าละลาย และ

ความหนาของชั้นตัวดูดซับ) ที่ก าหนด ค่านี้แปรเปลี่ยนได้ถ้าสภาวะในการทดลองเปลี่ยน ค่า Rf ถูก
นิยามไว้ดังนี้ : 

Rf =  
ระยะที่สารตัวอย่างเคลื่อนที่

ระยะที่ตัวท าละลายเคลื่อนที่
 

 
ในการพิสูจน์ว่าสารในการทดสอบเป็นตัวเดียวกันหรือไม่โดยการเปรียบเทียบค่า Rf ระหว่าง

สาร ควรใช้ ข้อมูลที่ได้จากการทดสอบโดยการใช้ตัวท าละลายหลายๆ ระบบนั้น สารประกอบต่าง
ชนิดกันอาจได้ค่า Rf เหมือนกันในตัวท าละลายหนึ่ง แต่จะมี Rf ที่แตกต่างกันในตัวท าละลายอีกชนิด
หนึ่งแน่นอน 
  ในกรณีที่องค์ประกอบในสารตัวอย่างมีสีทุกองค์ประกอบจะสามารถเห็นจุดของแต่ละ
องค์ประกอบที่เคลื่อนที่ไปได้ แต่ก็มีสารจ านวนมากที่ไม่ให้สี โดยทั่วไปสารอินทรีย์ทั้งหลายที่ถูกดูดซับ
อยู่บนแผ่นทินเลเยอร์ จะให้จุดสีได้เมื่อน าแผ่น TLC ไปว่างในขวดที่มีเกล็ดไอโอดีนอยู่ 2-3 เกล็ด ทั้งนี้
เนื่องจากไอของไอโอดีนจะถูกดูดซับโดยจุดของสารเกิดเป็นสีม่วงน้าตาลขึ้น ซึ่งผู้ทดลองต้องรีบใช้
ดินสอวงไว้ทั้งนี้เพราะสีจะจางลงเรื่อย ๆ 
  อีกวิธีหนึ่ง ในการหาต าแหน่งการเคลื่อนที่ของสารที่ไม่มีสีก็คือ การใช้แผ่น TLC ส าเร็จรูป ที่
มีการผสม fluorescent indicator (ซิงค์ซัลไฟด์) อยู่กับซิลิกาเจลที่ฉาบไว้บาง ๆ ซึ่งจะท าให้แผ่น 
TLC เรืองแสงได้เม่ือส่องด้วยแสงยูวีที่ความยาวคลื่นเหมาะสม เมื่อท าการแยกแล้วให้น าแผ่น TLC มา
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ส่องกับแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร หากสารที่จะวิเคราะห์มีสมบัติเป็นตัวเควนช์ 
(quencher) จะเห็นจุดสารดูดกลืนแสงยูวีเป็นสีม่วง สารที่มีสมบัติดังกล่าวได้แก่สารที่มีโครโมฟอร์ 
เช่น double bond หรือ aromatic ring จึงจะใช้การตรวจสอบแบบนี้ได้ แผ่น TLC สาเร็จรูป
ดังกล่าวนี้สามารถนามาใช้ตรวจสอบการด าเนินไปของปฏิกิริยาเคมี รวมทั้งตรวจสอบความบริสุทธิ์
ของสารในกระบวนการแยกได้อย่างรวดเร็ว อย่างไรก็ตาม แผ่น TLC ส าเร็จรูปดังกล่าวมีราคา
ค่อนข้างแพงจึงควรใช้อย่างประหยัด (ศุภศร และคณะ, 2015) 
 

2.6 การวิเคราะห์เอกลักษณ์สารด้วยเครื่อง UV-vis Spectrophotometer 

 เป็นเครื่องมือที่น าเทคนิค UV-vis spectroscopy ไปใช้งาน เครื่องมือตัวนี้ท าหน้าที่ในการ
ตรวจวัด ความ เข้ม แสงที่ผ่านหรือสะท้อนจากตัวอย่างเปรียบเทียบกับความเข้มแสงจาก แหล่ง 
ก าเนิด เครื่อง UV-vis spectrophotometer โดยทั่วไปแล้วจะ มีส่วน ประกอบหลัก ๆ ที่เหมือนกัน 
ได้แก่แหล่งก าเนิดแสง เกรตติ้งหรือ โมโนโครเมเตอร์ เซลล์ที่บรรจุ สารตัวอย่าง และเครื่องตรวจ วัด
แหล่งก าเนิดแสง จะต้องให้แสงที่คงที่อย่างต่อเนื่อง ตัวที่นิยมใช้ คือ หลอดทังสเตนฮา โลเจน ซึ่งให้
แสงที่มีความยาวคลื่นในช่วง 320-2,500 นาโนเมตร ส าหรับ แหล่ง ก าเนิดแสงในช่วงรังสียูวีนั้นจะใช้
หลอดไฮโดรเจนหรือหลอด ดิวทีเรียม ซึ่งให้แสงในช่วงความยาวคลื่น 160-375 นาโนเมตร แต่แสงที่ 
ได้จาก แหล่งก าเนิดนั้นจะมีความยาวคลื่นต่างๆ ดังนั้นจึงต้องใช้ โมโนโครเมเตอร์ เป็นตัวกระจายแสง
ออกเพ่ือให้แสงที่จะผ่านไปยังตัวอย่างมีความยาวคลื่นค่า เดียวตาม ที่ต้องการหลังจากนั้นแสงความ
ยาวคลื่นค่าเดียวจะผ่านไปยังเซลล์ที่ บรรจุสารตัวอย่าง และ สารเปรียบเทียบ (cuvettes) ซึ่งมีรูปร่าง
ต่าง ๆ กัน ออกไป แต่โดยส่วนใหญ่จะมีลักษณะเป็นกล่องทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้าที่มีความกว้าง ภายใน   
1 เซนติเมตร (ซึ่งค่านี้จะเป็นค่าระยะทางเดินของแสงที่ผ่านเข้าไปใน ตัวอย่างตาม กฎของ Beer-
Lambert) เครื่อง UV-vis spectrophotometer บางรุ่น สามารถใช้ หลอดทดลองเป็น cuvettes 
ได้ แต่ cuvettes ที่ดีที่สุดนั้น ท ามาจากควอร์ตที่มีคุณภาพสูง ส าหรับ cuvettes ที่ท าจากแก้วหรือ
พลาสติกนั้น ก็เป็นที่นิยมใช้กันทั่วไป แต่สามารถใช้ได้เฉพาะในช่วงแสงขาวเท่านั้น เพราะ แก้ว และ
พลาสติกดูดกลืนแสงในช่วงรังสียูวีแสงในส่วนที่ ไม่ถูกดูดกลืน จะเดิน ทางผ่านตัวอย่างมาถึง
เครื่องตรวจวัด ส าหรับเครื่อง ตรวจวัดที่นิยมใช้ ได้แก่ PMT (photomultiplier tube), diode 
arrays และ CCDs (charge coupled devices) เครื่องจะท าการบันทึกค่าความยาวคลื่น ร่วมกับค่า
มุมของ แต่ละความยาวคลื่น ที่เกิดการดูดกลืน ผลของสเปคตรัมที่ได้ จะแสดงในรูป ของกราฟ
ระหว่างค่า absorbance และค่าความยาวคลื่น  
 เครื่อง UV-vis spectrophotometer สามารถแบ่งได้เป็น 2 ระบบ คือ แบบล าแสงเดี่ยว และ
แบบล าแสงคู่ ส าหรับเครื่องแบบ ล าแสงเดี่ยว เป็นเครื่องที่ใช้ ล าแสงเดียว จากแหล่งก าเนิด ผ่านไปยัง
ตัวอย่าง เครื่องมือนี้ได้รับ การออกแบบ ให้สามารถ ใช้งานได้ง่ายสะดวก และมีราคาไม่แพงมากนัก 
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ส าหรับเครื่องแบบล าแสงคู่นั้น แสงจะถูกแยกออกเป็น 2 ล า ก่อนที่จะไปตก ลงบนตัวอย่าง โดยแสง
ล าหนึ่งจะใช้เป็นล าแสงอ้างอิง ขณะที่อีกล าจะผ่านไป ยังตัวอย่าง เครื่องมือที่เป็นแบบล าแสงคู่บางรุ่น
จะมีเครื่องตรวจวัด 2 ตัว เพ่ือที่ จะตรวจวัดแสงอ้างอิงและแสงที่มาจากตัวอย่างได้พร้อมกัน แต่ใน 
บางรุ่น จะมี เครื่องตรวจวัดเพียงตัวเดียว โดยแสงทั้งสองล าจะผ่านตัว beam chopper ซึ่งจะท า
หน้าที่กักแสงล าหนึ่งไว้ในช่วงระยะเวลาหนึ่งเครื่องตรวจวัดจึงสามารถ ตรวจวัดความแตกต่างของแสง
ทั้งสองล าได ้
 

2.6.1 ส่วนประกอบของเครื่อง UV-vis spectrophotometer     

1) แหล่งก าเนิดแสง  
 แหล่งก าเนิดแสงในเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์จะต้องให้รังสีในช่วงความยาวคลื่นที่ต้องการ
อย่างต่อเนื่องและคงที่ตลอดเวลา รวมทั้งมีความเข้มแสงที่มากพอด้วย  หลอดก าเนิดแสง มีหลาย
ชนิดตามความยาวคลื่นแสงที่เปล่งออกมา ซึ่งต้องเลือกใช้ให้ถูกต้องเหมาะสมกับของเหลวที่น ามา
วัดค่าดูดกลืน   
2) โมโนโครเมเตอร์ 
 ส่วนประกอบนี้เป็นส่วนที่ใช้ควบคุมแสงโดยจะท าให้แสงที่ออกมาจากต้นก าเนิดแสง ซึ่งเป็น
พอลิโครเมติก ให้เป็นแสงโมโนโครเมติก ซึ่งเป็นแถบแสงแคบๆ หรือมีความยาวคลื่นเดียว ใช้
ฟิลเตอร ์(กระจกสี) ปริซึม (prism) หรือ เกรตติ้ง (grating)  
3) เซลล์ที่ใช้บรรจุสารละลายตัวอย่าง     
 เซลล์ที่ใส่สารตัวอย่าง (cell sample) บางครั้งอาจเรียกว่า คิวเวตต์ (cuvettes) รูปแบบที่
ใช้กันทั่วไปได้แก่เซลล์ที่ท าด้วยแก้วธรรมดา จะใช้ได้เฉพาะช่วงวิสิเบิล เพราะเนื้อแก้วธรรมดาถูก
ดูดกลืนแสงในช่วงยูวีได้ และเซลล์ที่ท าด้วยซิลิกา และควอตซ์ (quartz) ใช้ได้ทั้งช่วงยูวีและวิสิ
เบิล 
4) Detector  
 ท าหน้าที่ในการวัดความเข้มของรังสีที่ถูกดูดกลืนโดยการแปลงพลังงานคลื่นรังสีเป็น
พลังงานไฟฟ้าเครื่องตรวจจับสัญญาณที่ดีต้องมีสภาพไวสูง คือแม้ปริมาณแสงจะเปลี่ยนไป
เล็กน้อย ก็สามารถตรวจจับสัญญาณความแตกต่างได้ เครื่องวัดแสงที่ยังนิยมกันอยู่ในปัจจุบัน คือ 
หลอดโฟโตมัลติพลายเออร์ (photomultiplier tube, PMT) และเครื่องวัดแสงชนิดซิลิกอน
ไดโอด (silicon diode detector) หลักการของเครื่อง UV-vis spectrophotometer เป็น
เครื่องมือที่ใช้ในการตรวจวัดปริมาณแสงและค่า intensity ในช่วงรังสียูวีและช่วงแสงขาวที่ทะลุ
ผ่านหรือถูกดูดกลืนโดยตัวอย่างที่วางอยู่ในเครื่องมือ โดยที่ความยาวคลื่นแสงจะมีความสัมพันธ์
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กับปริมาณและชนิดของสารที่อยู่ในตัวอย่าง ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นสารอินทรีย์ สารประกอบเชิงซ้อน
และสารอนินทรีย์ที่สามารถดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่นเหล่านี้ได้ 

คุณสมบัติในการดูดกลืนแสงของสารเมื่อโมเลกุลของตัวอย่างถูกฉายด้วยแสงที่มีพลังงาน
เหมาะสมจะท าให้อิเล็กตรอนภายในอะตอมเกิดการดูดกลืนแสงแล้วเปลี่ยนสถานะไปอยู่ในชั้นที่มี
ระดับพลังงานสูงกว่าเมื่อท าการวัดปริมาณของแสงที่ผ่านหรือสะท้อนมาจากตัวอย่างเทียบกับแสง
จากแหล่งก าเนิดที่ความยาวคลื่นค่าต่างๆตามกฎของ Beer-Lambert ค่าการดูดกลืนแสง
(absorbance) ของสารจะแปรผันกับจ านวนโมเลกุลที่มีการดูดกลืนแสง ดังนั้นจึงสามารถใช้
เทคนิคนี้ในระบุชนิดและปริมาณของสารต่างๆที่มีอยู่ในตัวอย่างได้     (แม้น และคณะ, 2552) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

บทที่ 3 

วัสดุและวิธีการวิจัย 

3.1 กลุ่มตัวอย่าง 

พรอพอลิสของชันโรง (6.72481N, 101.624683E)  ชื่อวิทยาศาสตร์: Meliponini จากพ้ืนที

ป่าชุมชนปะเสยะวอ อ าเภอสายบุรี จังหวัดปัตตานี 

3.2 เครื่องมือ 

3.2.1 เครื่องระเหยแห้ง ยี่ห้อ IKA รุ่น RV 10 

3.2.2 เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง 

3.2.3 เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

3.2.4 เครื่อง Ultrasonicator แบบสั่นในน้ า ยี่ห้อ Crest 

3.2.5 กรวยกรองบุชเนอร์ 

3.2.6 UV-vis spectrophotometer ยี่ห้อ JASCO รุ่น V-730  

3.2.7 เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 3 ต าแหน่ง (Balance) 

3.3 อุปกรณ์ 

3.3.1 กระบอกตวงขนาด 10 และ 100 มิลลิลิตร 

3.3.2 หลอดทดลอง 

3.3.3 ขวดปรับปริมาตรขนาด 10, 50 และ 100 มิลลิลิตร 

3.3.4 ขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร 

3.3.5 ไมโครปิเปต 

3.3.6 ทิปที่ใช้กับไมโครปิเปต 

3.3.7 กระดาษกรอง ยี่ห้อ Whatman No. 1 และ No. 4 

3.3.8 อะลูมิเนียมฟอยล์ 

3.3.9 แท่งแก้วคนสาร 

3.3.10 ช้อนตักสาร 

3.3.11 บีกเกอร์ 

3.3.12 ที่วางหลอดทดลอง 

3.3.13 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
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3.4 สารเคมี 

3.4.1 Hexane (C6H14) 

3.4.2 Dichloromethane (CH2Cl2) 

3.4.3 Ethylacetate (C4H8O2) 

3.4.4 Ethanol (C2H6O) 

3.4.5 Quercetin 

3.4.6 Aluminium Chloride Anhydrous  (AlCl3) 

3.4.7 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl  (C18H12N5O6) 

3.4.8 Methanol (CH3OH) 

3.4.9 L-ascorbic acid (C6H8O6) 

 

3.5 วิธีการศึกษาตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัด 
 

น าพรอพอลิสน้ าหนัก 100 กรัม มาหุ้มด้วยผ้าขาวบางแล้วน ามาสกัดด้วยตัวท าละลาย  4 ชนิด ได้แก่ 

Hexane , Dichloromethane, Ethylacetate และ Ethanol ตามล าดับ ในปริมาตร 1000 

มิลลิลิตร (อัตราส่วนระหว่างพรอพอลิสและตัวท าละลายเป็น 1 ต่อ 10) 

 

 

สกัดด้วยเครื่อง Ultrasonicator เป็นเวลา 60 นาที ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แล้วน าส่วนผสม 
ของสารสกัดมากรองด้วยเครื่องกรองสุญญากาศด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 

 

 

น าสารสกัดพรอพอลิสที่ได้ไประเหยตัวท าละลายออก โดยใช้เครื่องระเหยแห้ง (Rotary Evaporator) 

ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

  

 

น าสารสกัดท่ีระเหยตัวท าละลายออกเก็บใส่ในขวด Vial แล้วเก็บไว้ให้พ้นแสงในเดซิเคเตอร์ที่

อุณหภูมิห้องแล้วน าไปชั่งน้ าหนักและน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 
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3.6 การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี Aluminium Chloride Colorimetry 
 

น าสารสกัดพรอพอลิสที่มีความเข้มข้น 100 µg/mL ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เติม 2% AlCl3 ปริมาตร 
1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้ให้เย็นในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาท ี

 

 

น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 425 นาโนเมตร แล้วท าการวิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม

วิเคราะห์เชิงปริมาณเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Quercetin 

 

 

ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง และน าไปวิเคราะห์เชิงปริมาณกับโปรแกรมเหมือนข้างต้น 
 

3.7 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Quercetin 

ชั่ง Quercetin 0.005 g ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายด้วย Ethanol 
แล้วปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลายที่มีความเข้มข้น 200 µg/mL 

 

 

เจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น 20, 40, 60, 80 และ 100 µg/mL 

 

น าสารละลายมาตรฐานที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เติม 2% AlCl3 ปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาท ี

 

 

น ามาแสกนหาค่า 𝝀max จะได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 425 นาโนเมตร แล้วน าไปวิเคราะห์

เชิงปริมาณเพ่ือเป็นตัวเทียบของสารตัวอย่าง 
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3.8 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการสกัดพรอพอลิส 
 

น าพรอพอลิสมาสกัดด้วยตัวท าละลายทัง้ 4 ชนิด โดยท าการสกัดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  

 40 องศาเซลเซียส  และอุณหภูมิห้อง 

 

 
 

จากนั้นน าสารสกัดท่ีได้ไปกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 แล้วน าสารสกัดพรอพอลิส 
ที่ได้ไประเหยตัวท าละลายออก โดยใช้เครื่องระเหยแห้ง (Rotary Evaporator)  

ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 

 

น าสารสกัดท่ีระเหยตัวท าละลายออกเก็บใส่ในขวด Vial แล้วเก็บไว้ให้พ้นแสงในเดซิเคเตอร์ที่

อุณหภูมิห้องแล้วน าไปชั่งน้ าหนัก 

 

 

น าสารสกัดพรอพอลิสวัดหาปริมาณฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี Aluminium Chloride Colorimetry  

(ดังข้อ 3.6 และ 3.7) เพ่ือศึกษาผลของการสกัดพรอพอลิสต่ออุณหภูมิ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 

 

3.5 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของฟลาโวนอยด์โดยเทคนิค Thin layer chromatography 

น าสารสกัดในตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด มาจุดลงบนแผ่น TLC plate ชนิด Silica gel 60 F254 
 
 
 

จากนั้นน าแผ่น TLC ไปแช่ใน mobile phase ซึ่ง mobile phase ประกอบด้วย 

Hexane : Ethyl acetate (70 : 30) และ Hexane : Ethyl  acetate (90 : 10)  

 
 
 

ท าตรวจสอบการเคลื่อนที่ของสารด้วยการส่องภายใต้แสงยูวี แล้วท าเครื่องหมายตรง Solvent front 
 
 
 

ค านวณหาระยะทางที่สารเคลื่อนที่ได้ บันทึกระยะทางท่ีสารเคลื่อนที่ ค านวณค่า Retention factor 
(Rf) ของสารสกัดแต่ละชนิด 
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3.6 การศึกษาฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากพรอพอลิสโดยใช้วิธี DPPH 

เตรียมสารละลาย DPPH ในเมทานอลที่ความเข้มข้น 0.2 mM และเตรียมสารตัวอย่างที่ความเข้มข้น 

100, 75, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 และ 1.562 µg/mL ในเมทานอล 

 
 

จากนั้นดูดสารตัวอย่างในแต่ละความเข้มข้น ปริมาตรละ 3 mL แล้วเติมสารละลาย DPPH  

ปริมาตร  2 mL 

 

 

เขย่าแล้วเก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัดด้วยเครื่องยูวี ที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร 

โดยใช้กรดแอสคอร์บิก เป็นสารละลายมาตรฐาน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

บทที่ 4 

ผลการทดลองและอภิปรายผล 

4.1 ลักษณะของสารสกัดพรอพอลิสในตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ  

พรอพอลิสที่ใช้ในการทดลองมาจากพ้ืนที่ ป่าชุมชนปะเสยะวอ อ าเภอสายบุรี จังหวัดปัตตานี 

มีลักษณะเหนียวสีน้ าตาลไม่มีกลิ่น (ดังภาพที่ 4.1) ซึ่งเมื่อน ามาสกัดด้วยตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิดด้วย

การไล่ขั้วจากขั้วต่ าไปยังขั้วสูง จะได้สารละลายที่มีลักษณะที่แตกต่างกันและเมื่อน ามาระเหยตัวท า

ละลายออกด้วยเครื่องระเหยแห้ง (Rotary Evaporator) จะได้สารเหนียวที่มีลักษณะของสีต่างกัน 

(ดังภาพที่ 4.2) แล้วน ามาชั่งน้ าหนักและค านวณหาผลผลิตร้อยละของสารสกัดจะได้ผลผลิตร้อยละ

ของสารสกัดในตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด (ดังตารางที่ 4.1) 

ตารางท่ี 4.1 แสดงผลผลิตร้อยละของสารสกัดพรอพอลิส 

ชนิดตัวท าละลายของสารสกัด ผลผลิตร้อยละ (%w/w) 
เฮกเซน 57.67 

ไดคลอโรมีเทน 28.38 
เอทอลอะซิเตด 0.86 

เอทานอล 0.77 
 

 
ภาพที่ 4.1 แสดงลักษณะของพรอพอลิสจากรังชันโรง 
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ภาพที่ 4.2 แสดงลักษณะของสารสกัดพรอพอลิสจากตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด 

 
4.2 ผลของอุณหภูมิและชนิดของตัวท าละลายที่มีผลต่อการสกัด 
 ซึ่งการศึกษาผลของตัวท าละลายต่อการสกัดสารพรอพอลิสท าได้โดยการวัดหาปริมาณ    

ฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี Aluminium Chloride Colorimetry  โดยที่สารสกัดฟลาโวนอยด์เมื่อท า

ปฏิกิริยากับอะลูมิเนียมคลอไรด์จะเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน Al—Flavonoids ซึ่งจะเกิดเป็น

สารละลายสีเหลืองแกมเขียว (ดังภาพที่  4.3)  แล้วน ามาวัดด้วยเครื่องUV-visible 

spectrophotometer โดยใช้สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน Quercetin วิเคราะห์หาปริมาณ

ของสารประกอบฟลาโวนอยด์  (ดังภาพที่ 4.4) จากนั้นน ามาค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์ 

โดยสารสกัดพรอพอลิสที่สกัดได้จากตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด พบว่าในสารสกัดจากเอทานอลจะมี

สารประกอบของฟลาโวนอยด์อยู่สูงที่สุด คือ 108.13 mg QE/g crude extract (ดังตารางที่ 4.2)  

ซึ่งในการวิเคราะห์หาปริมาณ ฟลาโวนอยด์นี้จะข้ึนอยู่กับตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดสารตัวอย่างด้วย 

เนื่องจากระบบของตัวท าละลายที่มีขั้วสูงจะสามารถสกัดปริมาณฟลาโวนอยด์ออกมาได้มาก 

สอดคล้องกับผลการทดลองนี้ที่พบว่าสารสกัดพรอพอลิสที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลจะมี

สารประกอบฟลาโวนอยด์สูงที่สุด  
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ตารางท่ี 4.2 แสดงปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัดพรอพอลิสในตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด 

ชนิดตัวท าละลายของสารสกัดพรอพอลิส ปริมาณฟลาโวนอยด์ (mg QE/g crude extract) 

เฮกเซน 42.27 

ไดคลอโรมีเทน 43.8 

เอทิลอะซิเตด 96.57 

เอทานอล 108.13 

  

 
 

ภาพที่ 4.3 แสดงสีของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างสารสกัด Flavonoid กับโลหะ Al 
 

 
 

ภาพที่ 4.4 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลาย Quercetin 
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การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลต่อการสกัดฟลาโวนอยด์จากพรอพอลิส โดยได้ท าการศึกษา

ที่อุณหภูมิห้อง อุณหภูมิ 40 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ด้วยการน าไปสกัดด้วยเทคนิคอัลตร้าโซ

นิคในตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด แต่จะมีตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนชนิดเดียวที่สามารถศึกษาที่

อุณหภูมิห้องเท่านั้นเนื่องจากตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนมีจุดเดือดต่ า เมื่อน าไปสกัดที่อุณหภูมิ 40 

และ 60 องศาเซลเซียสท าให้ตัวท าละลายแห้งและส่งผลให้บีกเกอร์ร้าวและแตกได้ ซึ่งจะน าไปวัดหา

ปริมาณฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี Aluminium Chloride Colorimetry เช่นเดียวกับการศึกษาผลของตัว

ท าละลายต่อการสกัดสารฟลาโวนอยด์ในพรอพอลิส ซึ่งพบปริมาณฟลาโวนอยด์มากที่สุดในสารสกัด

หยาบเอทานอลที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและรองลงมาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แต่ที่พบ

น้อยที่สุดที่อุณหภูมิห้องของสารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน (ดังตารางที่ 4.3)  ดังนั้นผลการศึกษาของ

อุณหภูมิต่อการสกัดสารพรอพอลิสได้ดีที่สุด คือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสในตัวท าละลายเอทานอล 

ตารางท่ี 4.3  แสดงผลของอุณหภูมิที่มีผลต่อการสกัดฟลาโวนอยด์ 

ชนิดตัวท าละลายของ
การสกัดสารหยาบ 

ปริมาณฟลาโวนอยด์ (mg QE/g crude extract)ที่
อุณหภูมิต่าง ๆ (องศาเซลเซียส) 

ห้อง 40 60 

เฮกเซน 5.7 3.97 6.8 

ไดคลอโรมีเทน 6.27 - - 

เอทิลอะซิเตด 9.1 11.9 7.93 

เอทานอล 41.23 85.8 84.5 
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4.3 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
จากการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบฟลาโวนอยด์จากตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด 

โดยการแยกด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีชนิด Silica gel 60 F254 ที่แช่ใน mobile phase ที่
ประกอบด้วย Hexane : Ethyl acetate (70 : 30) ของสารสกัดจากตัวท าละลายเอทิลอะซิเตดและ
เอทานอล และ mobile phase ที่ประกอบด้วย Hexane : Ethyl  acetate (90 : 10) เป็นของสาร
สกัดจากตัวท าละลายเฮกเซนและไดคลอโรมีเทน ซึ่งท าการตรวจสอบการเคลื่อนที่ของสารภายใต้แสง
ยูวี แล้วท าเครื่องหมายตรง solvent front วัดค่าของสารเคลื่อนที่แล้วน ามาค านวณค่า Retention 
factor (Rf)  หรือระยะการเคลื่อนที่ของสารสกัดพรอพอลิสในตัวท าละลายเอทานอลเกิด              
โครมาโทแกรม (ดังภาพที่ 4.5) โดยสารสกัดจากเฮกเซนเกิดการแยก 4 จุด ซึ่งมีค่า Rf จากจุดที่ 1 ถึง 
4 ตามล าดับดังนี้ 0.23, 0.31, 0.46 และ 0.74  สารสกัดจากไดคลอโรมีเทนเกิดการแยก 4 จุด ดังนี้ 
0.23, 0.31, 0.43 และ 0.69 ซึ่งจากค่า Rf ของสารสกัดจากตัวท าละลายทั้งสองชนิดสามารถ
คาดการณ์ได้ว่าสารที่สามารถแยกได้อาจเป็นสารตัวเดียวกัน  ส่วนสารสกัดจากเอทิลอะซิเตดสามารถ
แยกได้ถึง 5 จุด ดังนี้ 0.09, 0.17, 0.31, 0.48 และ 0.60 และสารสกัดจากเอทานอลสามารถแยกได้ 
4 จุด ดังนี้ 0.14, 0.37, 0.51 และ 0.48 

        
                                 (1)                                           (2) 

ภาพที่ 4.5 ภาพแสดงโครมาโทแกรมของสารสกัดพรอพอลิสในตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด 
สารสกัดจากเอทิลอะซิเตดและเอทานอล (1),  สารสกัดจากเฮกเซนและไดคลอโรมีเทน (2) 
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4.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH โดยการเกิดปฏิกิริยาของสารละลาย  

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl กับสารตัวอย่าง ซึ่งเกิดการเปลี่ยนของสีจากสีม่วงเปลี่ยนเป็นสี

เหลือง ดังภาพที่ 4.6 โดยจะอาศัยเทคนิค UV-visible วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 นา

โนเมตร แล้วน ามาค านวณหา % DPPH จากการศึกษาและค านวณพบว่าสารสกัดหยาบฟลาโวนอยด์

มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ ซึ่งสามารถต้านอนุมูลอิสระได้สูงที่สุดที่ความเข้มข้นต่ าสุด 1.562 µg/mL ที่

สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ถึง 83.287±6.72 % ดังแสดงใน (ตารางท่ี 4.4 )  

  
ภาพที่ 4.6 แสดงลักษณะการเปลี่ยนสีของสารตัวอย่างเมื่อเติมสารละลาย DPPH 

 

ตารางท่ี 4.4 แสดงค่า % DPPH radical inhibition ของสารสกัดหยาบฟลาโวนอยด์ 

ความเข้มข้น
ของสารสกัด

หยาบ 
(µg/mL) 

% DPPH radical inhibition  
 

ค่าเฉลี่ย 

 
 

± S.D. 
 

ครั้งที่ 1 
 

ครั้งที่ 2 
 

ครั้งที่ 3 

1.562 75.577 86.372 87.912 83.287 6.721 
3.125 80.259 73.776 85.895 79.976 6.064 
6.25 76.116 83.292 83.385 80.931 4.170 
12.5 84.524 78.919 82.676 82.040 2.856 
25 68.479 76.640 78.596 74.572 5.366 
50 68.925 70.865 74.115 71.302 2.622 
75 66.446 64.829 61.965 64.413 2.269 
100 10.008 59.224 57.699 42.310 27.985 



 

 
 

บทที่ 5 

สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 พรอพอลิสที่น ามาศึกษาหาตัวท าละลายและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการสกัดสารฟลาโวนอยด์ 

โดยท าการสกัดด้วยเทคนิคอัลตร้าโซนิคแล้วน าไปวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี 

Aluminium Chloride Colorimetry โดยใช้เทคนิค UV-visible spectrophotometry พบว่าตัวท า

ละลายที่เหมาะสมต่อการสกัดสารฟลาโวนอยด์คือ ตัวท าละลายเอทานอล ซึ่งสามารถวิเคราะห์หา

ปริมาณได้ 108.13 mg QE/g crude extract ส่วนอุณหภูมิที่สามารถสกัดสารฟลาโวนอยด์ได้มาก

ที่สุด คือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่สามารถวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ได้ 85.8 mg QE/g 

crude extract จากนั้นน าไปวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี 

พบว่า สารที่แยกออกมาได้มีค่า Rf ใกล้เคียงกัน ซึ่งคาดการณ์ได้ว่าสารที่แยกออกมาได้อาจเป็นสารตัว

เดียวกัน และจากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบฟลาโวนอยด์พบว่าที่ความเข้มข้น

ต่ าสุดสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด ซึ่งสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ถึง 83.287±6.72 % 
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ภาคผนวก ก 

ลักษณะพรอพอลิสและสารสกัดฟลาโวนอยด์ 

 

 

 
ภาพที่ 1 ตัวอย่างพรอพอลิสที่น ามาศึกษา 

 

 

 
ภาพที่ 2 สารสกัดฟลาโวนอยด์ที่สกัดได้ 
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ภาคผนวก ข  

กราฟสารละลายมาตรฐาน 

1. กราฟสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน 

 

 
 

 

2. กราฟสารละลายมาตรฐาน L-ascorbic acid 
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ภาคผนวก ค 

สารละลายมาตรฐานและสารตัวอย่าง 

 
 

ภาพที่ 1 แสดงสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน 
 

 
 

ภาพที่ 2 แสดงสารตัวอย่างที่ทดสอบหาปริมาณฟลาโวนอยด์ 
 

 
 

ภาพที่ 6 แสดงสารตัวอย่างที่ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
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ภาคผนวก ง หลกัฐานการเผยแพร่ในรูปแบบ proceeding ในงานประชุม

วชิาการระดับชาติ ครั้งที่ 6 ประจ าปี 2560 ณ มหาวิทยาลยัฟาฏอนี 
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