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บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

 

2.1 มะหาด  
 

มะหาด เป็นพืชวงศ์ขนุน (วงศ์ Moraceae) มีชื่อวิทยาศาสตร์ คือ Artocarpus lakoocha 
Roxb. มีชื่อเรียกอ่ืนๆ ได้แก่ กาแย ตาแป ตาแปง (มลายู-นราธิวาส) มะหาด (ภาคใต้) มะหาดใบใหญ่ 
(ตรัง) หาดหนุน หาด (ทั่วไป) (คมกริช หาสิตะพันธุ์, 2557) 

พรรณไม้ที่จัดอยู่ในวงศ์เดียวกัน ได้แก่ สาเก (Artocarpus altilis (Parkison) Fosberg ExT)  
ไสน (Artocarpus altissimus J. J. Sm. T) หาดส้าน (Artocarpus chaplasha Roxb.) ขนุน 
(Artocarpus heterophyllus Lam.) กะออก (Artocarpus elasticus Rienw. ex Blume T) 
จ าปาดะ (Artocarpus integer (Thunb.) Merr.) มารัง (Artocarpus odoratissimus Blanco.) ขนุน
ลิง (Artocarpus rigidus Blume.) ขนุนแอฟริกา (Artocarpus  treculianus Elmer.) หาดรุม 
(Artocarpus dadah) หาดหนุน (Artocarpus gomezianus)  

2.1.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 มะหาดเป็นพันธุ์ไม้เขตร้อน มีถิ่นก าเนิดอยู่ในแถบทวีปเอเชียใต้ เป็นพรรณไม้ที่พบได้
ตามบริเวณป่าดงดิบทางภาคตะวันออกเฉียงใต้ ภาคตะวันตกเฉียงใต้และภาคใต้ของประเทศไทย 
นิยมปลูกเอาไว้ใช้ประโยชน์ทุกส่วนของต้น สามารถเจริญเติบโตได้ในดินทราย ดินร่วนปนทราย      
ดินร่วน และดินเหนียว มีความทนทานต่อความแห้งแล้งได้ดีมาก ชอบบริเวณที่มีความชื้นสูงและ
แสงแดดเข้าถึงได้น้อย มักขึ้นกระจายตามป่าดิบทั่วไป มะหาดเป็นไม้ต้น มีความสูงประมาณ        
15-25 เมตร ล าต้นตั้งตรง ผิวเปลือกนอกค่อนข้างขรุขระ สีน้ าตาลด า หรือสีเทาแกมน้ าตาล บริเวณ
เปลือกของ ล าต้นมักมีรอยแตกและยางไหลซึมออกมาติดต้น  ใบมะหาด เป็นใบเลี้ยงเดี่ยว เรียงสลับ 
รูปไข่ หรือรูปยาวรี ปลายแหลม โคนเว้ามน กว้าง  5-12 เซนติเมตร ยาว 8-15 เซนติเมตร ใบอ่อนมี
ขน ขอบใบหยัก ใบแก่ขอบมักเรียบ หูใบเรียวแหลม  ดอกมะหาด ลักษณะดอกเป็นช่อกลมเล็ก ๆ สี
เขียวอมเหลือง ขนาดเล็ก ออกตามง่ามใบ ดอกตัวผู้และดอกตัวเมียอยู่คนละช่อ แต่อยู่บนต้นเดียวกัน 
ดอกตัวเมียกลีบค่อนข้างกลมมน โคนกลีบเชื่อมติดกันเป็นหลอด ดอกตัวผู้กลีบเป็นรูปขอบขนาน
ปลายกลีบหยัก ความยาว 0.5-1 เซนติเมตร ออกดอกเดือนกุมภาพันธ์ถึงเมษายน  ผลมะหาด     
เป็นผลรวม กลมแป้นใหญ่ เส้นผ่าศูนย์กลาง 6-8 เซนติเมตร เปลือกนอกผิวขรุขระ เนื้อผลค่อนข้าง
นุ่ม เมื่อแก่สีน้ าตาลเหลือง เมล็ดแต่ละผลมี 1 เมล็ด รูปรี ติดผลเดือนมีนาคม – พฤษภาคม ดังแสดง
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของมะหาดในภาพที่ 2.1 (สุดารัตน์ หอมหวน, 2559)  
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ภาพที่ 2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของมะหาด 
(อ้างอิงจาก http://www.samunpri.net สืบค้นวันที่ 26 ธันวาคม 2559) 

2.1.2 สรรพคุณทางยา  
        - เปลือกต้น  แก้ไข้  ขับพยาธิตัวตืด  รักษาโรคผิวหนัง และช่วยขับปัสสาวะ 

 - เนื้อไม้      ขับพยาธิไส้เดือนตัวกลม พยาธิตัวแบน ขับโลหิต แก้หอบหืด                        
- ใบ           แก้โรคบวมน้ า                                                                                               
- ราก         แก้พิษร้อนใน (Jagtap, et al. 2010)  

2.1.3 องค์ประกอบทางเคมี  
      องค์ประกอบของสารที่พบในมะหาด ได้แก่ สารในกลุ่มสติลบีน (Stilbene) อนุพันธ์ของ

สติลบีน (Stilbene derivertive) และสารประกอบฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) สารดังกล่าวนี้ พบอยู่ใน
ส่วนต่าง ๆ เช่น เปลือกต้น แก่นไม้ และเปลือกราก นอกจากนี้ยังมีรายงานการทดสอบ การออกฤทธิ์
ทางชีวภาพต่าง ๆ ได้แก่  antiglycation, antioxidant, antiviral, antimycobacterial และ anti- 
tyrosinase activity เป็นต้น ส าหรับการออกฤทธิ์ antityrosinase activity เป็นการออกฤทธิ์ยับยั้งการ
สร้างเมลานินในเม็ดสีผิว ซึ่งถ้ามีน้อยลงก็จะท าให้ผิวขาวขึ้นได้ ซึ่งพบว่าสารสกัดจากแก่นมะหาดมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส สารที่พบมากในแก่นมะหาด ได้แก่ oxyresveratrol หรือ 
2, 3, 4', 5'–tetrahydroxystibene 

 2.1.4 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 
    2.1.4.1 Antimycobacterial activity 

   สารสกัดด้วยน้ าจากมะหาด ขนาด 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของน้ าหนักตัว 
สามารถก าจัด พยาธิใบไม้ (Stellantchasmus falcatus) ในล าไส้หนู ระยะเวลา 24 ชั่วโมงหลังจาก
ป้อนสารสกัด 

   สารสกัดด้วยน้ าจากมะหาด ที่ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
สามารถก าจัดพยาธิตัวกลมชนิด (Seterialabiato papillosa) ที่พบในล าไส้วัวควายในหลอด
ทดลองได้ภายใน 3 ชั่วโมงหลัง จากให้สารสกัดและท าให้พยาธิตัวแบนชนิด Fasciola gigantica, 
Paramphistomum cervi, Eurytrema pancreaticum และ Fishoederius cobboldi เคลื่อน 
ไหวลดลงตามล าดับในเวลา 3-12 ชั่วโมง เมื่อน าพยาธิที่ทดสอบมาตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอน พบว่าพยาธิตัวกลม มีผนังล าตัวแตกเป็นร่องลึก ขณะที่พยาธิตัวแบนมีผนังล าตัวบวม  
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    2.1.4.2 Antityrosinase activity 
   สารสกัดจากแก่นมะหาด มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ร้อยละ 92 ที่ความ
เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (oxyresveratrol มีผลต่อการลดความเข้มของเม็ดสีเมลานินในผิวหนัง 
โดยยับยั้งเอนไซม ์ ไทโรซิเนสท าให้ผิวขาว) 

 2.1.4.3 Antiviral activity 
                สารส าคัญของมะหาด คือ oxyresveratrol มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไวรัสชนิด   
HSV-1 และ HSV-2 ซึ่งเป็นไวรัสที่ก่อเกิดโรคเริม ได้แก่ บริเวณผิวหนังของหนูไมซ์ ที่ระดับความเข้มข้น 
30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้หากใช้  oxyresveratrol ร่วมกับ acyclovir จะเสริมฤทธิ์กัน     
ท าให้มีฤทธิ์ยับยั้ง HSV-1 ได้ดีขึ้น ถ้าให้หนูกิน oxyresveratrol 500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ทุก ๆ          
8 ชั่วโมงต่อวัน จะช่วยชะลอการเกิดรอยโรคได้หากทาครีมที่มี oxyresveratrol ร้อยละ 30 บริเวณที่ติด
เชื้อวันละ 5 ครั้ง จะช่วยลดความรุนแรงของโรคและป้องกันชีวิตหนูได้ จากการศึกษาในหลอดทดลอง
พบว่า oxyresveratrol ซึ่งเป็นส่วนประกอบที่ส าคัญในสารสกัดมะหาดมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไวรัส HSV-1 
และ HSV-2 และไวรัสเอดส์ (HIV-1/LAI) ได้  

 
2.2 โครมาโทกราฟี (Chromatography) 
 

โครมาโทกราฟีเป็นวิธีการแยกองค์ประกอบต่าง ๆ ออกจากกันที่ได้ผลดีมากและนิยมใช้กัน
อย่างแพร่หลาย โดยอาศัยความแตกต่างของการกระจายตัว (distribution of partition) ของสาร
ตัวอย่าง (solute) ระหว่างเฟส 2 เฟส (phase) ที่ไม่ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน คือ เฟสเคลื่อนที่ (mobile 
Phase) ซึ่งอาจเป็นแก๊ส (gas) หรือของเหลว (liquid) กับเฟสอีกชนิดหนึ่งซึ่งเป็นเฟสอยู่กับที่ 
(Stationary Phase) อาจเป็นของแข็ง (solid) หรือของเหลวที่ล้อมรอบวัสดุช่วยพยุง (supporting 
material) ซึ่งท าหน้าที่ในการแยกสารหรือองค์ประกอบของสารตัวอย่างออกจากกัน ขึ้นอยู่กับ
ความจ าเพาะเจาะจงของสารตัวอย่างที่มีต่อเฟสอยู่กับที่ เฟสเคลื่อนที่ท าหน้าที่ในการชะล้าง 
(eluent) หรือพาสารเคลื่อนที่ผ่านเฟสอยู่กับที่ ขณะที่เฟสเคลื่อนที่ผ่านเฟสอยู่กับที่องค์ประกอบหรือ
สารชนิดต่าง ๆ ในสารตัวอย่างจะมีการเคลื่อนที่ผ่านเข้าและออกระหว่างเฟสทั้งสองและมีการหน่วง
เหนี่ยว (retention) ในเฟสอยู่กับที่ทั้งนี้ขึ้นกับคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมี (เช่นปฏิกิริยา 
interaction) ระหว่างตัวถูกละลาย (solute) กับเฟสเคลื่อนที่ขององค์ประกอบหรือสารแต่ละชนิดที่อยู่
ในสารตัวอย่างที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อเฟสทั้งสอง จากความแตกต่างนี้ท าให้สารแต่ละชนิดเคลื่อนที่
ผ่านเฟสอยู่กับที่ในอัตราที่แตกต่างกัน ท าให้มีการแยกเกิดขึ้น ระยะเวลาที่สารแต่ละชนิดใช้ ในการ
เคลื่อนที่ผ่านเฟสอยู่กับที่ (retention time) จะแสดงออกมาในรูปของต าแหน่งพีค (peck) หรือจุด 
(spot) บนโครมาโทแกรม (chromatogram) สามารถน ามาใช้ประโยชน์ด้านการวิเคราะห์เชิ ง
คุณภาพและเชิงปริมาณ (qualitative and quantitative analysis) ได ้
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 คุณสมบัติของการแยกการด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี  
1. สารต่างชนิดกันมีความสามารถในการละลายในตัวท าละลายชนิดเดียวกันได้ดี 

และสารที่ละลายได้ดีจะเคลื่อนที่ไปได้เร็ว 
2. สารต่างชนิดกันถูกดูดซับโดยตัวดูดซับได้ไม่เท่ากันสารที่ถูกดูดซับได้ดีจะเคลื่อนที่

ได้ช้า 
3. สารที่ละลายในตัวท าละลายได้ดี และถูกดูดซับน้อยจะเคลื่อนที่ได้เร็วไปได้ไกล 
4. สารที่ละลายในตัวท าละลายได้น้อยและถูกดูดซับมากจะเคลื่อนที่ช้าไปได้ไม่ไกล 

 ประโยชน์ของการท าโครมาโทกราฟี 
1. ใช้แยกสารแต่ละชนิดออกจากสารผสม 
2. ตรวจความสม่ าเสมอ (homogeneity) ของสารตัวอย่าง 
3. ท าสารให้บริสุทธิ์ (purification) 
4. ตรวจเอกลักษณ์ของสาร 
5. ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ (quantitative analysis) 
6. ตรวจหาสารปนเปื้อน (impurity)  

 
2.2.1 คอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column Chromatograpy or CC) 

                เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้ในการแยกสารให้ได้ปริมาณมาก โดยเฟสเคลื่อนที่จะท าหน้าที่พา
สารเคลื่อนที่ไปบนเฟสอยู่กับที่ ซึ่งบรรจุในหลอดแก้วปลายเปิด (open column) จึงเกิดการกระจายตัว
ของสารระหว่างสองเฟสนี้ โดยใช้กลไกแอดซอฟชันโครมาโทกราฟี (Adsorption chromatography) 
พาร์ ทิ ชั นโครมาโทกราฟี  (Partition Chromatography) ไอออนเอ็กซ์ เชนจ์ โครมาโทกราฟี                    
(Ion exchange chromatography) 

 2.2.1.1 การบรรจุตัวดูดซับในคอลัมน์ 
 ขนาดของคอลัมน์ที่ใช้ต้องสัมพันธ์กับปริมาณสารที่จะแยก ตัวดูดซับที่ใช้ควร

มีปริมาณ 25-30 เท่าของปริมาณสารตัวอย่าง ถ้าเป็นสารผสมที่ซับซ้อนอาจใช้ 50-200 เท่าของ
ปริมาณสารตัวอย่าง อัตราส่วนของความยาวต่อเส้นผ่าศูนย์กลางของคอลัมน์ควรเป็น 8 : 1 ก่อน
บรรจุสารตัวอย่างในคอลัมน์ อุดปลายล่างของคอลัมน์ด้วยใยแก้วหรือส าลี จากนั้นใส่ทรายที่บริสุทธิ์
และละเอียดลงบนส าลี เพ่ือปรับระดับให้เรียบ ชั้นของทรายใช้เป็นฐานเพ่ือรองรับตัวดูดซับ และ
ป้องกันมิให้ตัวดูดซับไหลลงไปอุดปลายของคอลัมน์ ขั้นต่อไปจึงใส่ตัวดูดซับลงในคอลัมน์โดย 2 วิธี
ต่อไปนี้ (รัตนา อินทรานุปกรณ,์ 2550) 

 1) วิธีบรรจุแบบเปียก (Wet pack or Slurry method)  
   บรรจุตัวท าละลายลงในคอลัมน์ ประมาณหนึ่งในสามส่วนของคอลัมน์ ใส่ตัวท า
ละลายในตัวดูดซับที่ผ่านกรวยลงในคอลัมน์พร้อม ๆ กับเปิดให้ตัวท าละลายไหลออกและใช้สายยาง
เคาะด้านข้างของคอลัมน์ การไหลของตัวท าละลายและการเคาะ จะช่วยให้ตัวดูดซับอัดแน่น ทั้งยัง
ป้องกันการเกิดฟองอากาศ โดยคอลัมน์ที่บรรจุตัวดูดซับเรียบร้อยแล้ว ควรมีตัวท าละลายเหลืออยู่
เหนือชั้นทรายเพ่ือป้องกันมิให้ตัวดูดซับแห้ง ถ้าตัวดูดซับแห้งมันจะหดตัวจากผนังของคอลัมน์ เกิด
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ช่องว่างให้อากาศเข้าไปแทรกได้  และท าให้ เกิดรอยแยกในชั้นของตัวดูดซับ  จะมีผลท าให้
ประสิทธิภาพในการแยกต่ าลง 

 
 2) วิธีบรรจุแบบแห้ง (Dry pack method)  

  ใส่ตัวท าละลายในคอลัมน์ประมาณ 3 ใน 4 ส่วนของคอลัมน์ค่อย ๆ เทตัวดูดซับ
ลงไปในคอลัมน์ทีละน้อยอย่างต่อเนื่องพร้อมกับปล่อยตัวท าละลายให้ไหลออกช้า ๆ ใช้สายยางเคาะ
ด้านข้างคอลัมน์ขณะที่ตัวดูดซับผ่านตัวท าละลายลงไป เพ่ือให้ตัวดูดซับอัดแน่นและไม่มีฟองอากาศ 
หลังจากใส่ตัวดูดซับลงไปหมดแล้วเกลี่ยผิวบนของตัวดูดซับให้เรียบปิดทับด้วยทรายละเอียดอีก
ชั้นหนึ่ง ควรมีตัวท าละลายเหลืออยู่ด้านบนของทรายเพ่ือป้องกันไม่ให้คอลัมน์แห้งก่อนใส่สาร
ตัวอย่าง  
 การเตรียมคอลัมน์ท าได้โดยเทตัวท าละลายลงในคอลัมน์ ซึ่งปลายคอลัมน์นี้อุด
ด้วยส าลีที่บริเวณเหนือก๊อกปิดเปิด (stop cock) จากนั้นใส่ทรายละเอียดและตัวท าละลายอินทรีย์
ปรับผิวหน้าทรายให้เรียบ จากนั้นเปิดก๊อกให้ระบบตัวท าละลายไหลผ่านเพ่ือไล่ฟองอากาศออก 
จากนั้นเทแอดซอร์เบนท์ (adsorbate) ที่อยู่ในตัวท าละลายลงในคอลัมน์ หลังจากที่แอดซอร์เบนท์
นอนก้นแล้วให้ใส่ทราย เพ่ือจะหลีกเลี่ยงมิให้แอดซอร์เบนท์ถูกรบกวนในขณะที่เติมตัวท าละลายลง
ไปยังคอลัมน์ ปล่อยตัวท าละลายที่อยู่เหนือระดับแอดซอร์เบนท์ออกไปจนระดับตัวท าละลาย
เหลืออยู่เหนือแอดซอร์เบนท์ประมาณ 1 ซม. ระดับของตัวท าละลายต้องไม่ต่ ากว่าระดับบนของแอด
ซอร์เบนท์ ไม่เช่นนั้นแอดซอร์เบนท์จะแตก (crack) ท าให้ประสิทธิภาพการแยกไม่ดี เนื่องจากตัวท า
ละลายจะไหลผ่านรอยแตกมากกว่าอนุภาคแอดซอร์เบนท์ในการเตรียมแอดซอร์เบนท์ให้กระจายตัว
ในตัวท าละลายก่อนที่จะเทลงในคอลัมน์อาจท าได้โดยเทผงของแอดซอร์เบนท์ลงในภาชนะที่บรรจุตัว
ท าละลาย คนหรือแกว่งภาชนะให้เข้ากันเพ่ือช่วยก าจัดฟองอากาศหรืออาจใช้ผงแอดซอร์เบนท์แห้ง
บรรจุลงในคอลัมน์ แล้วให้ตัวท าละลายไหลผ่านโดยเปิดก๊อก จนกระทั่งระดับตัวท าละลายลดลงมา
อยู่เหนือแอดซอร์เบนท์ 1 เซนติเมตร ปริมาณของแอดซอร์เบนท์ที่ใช้ขึ้นกับปริมาณสารที่ต้องการ
แยก โดยทั่วไปใช้อัตราส่วนของแอดซอร์เบนท์ : สารตัวอย่าง 30 : 1 และอัตราส่วนของความยาว
ของคอลัมน์ : เส้นผ่าศูนย์กลางของคอลัมน์ 10–15 : 1  

เมื่อเตรียมคอลัมน์เรียบร้อยแล้วให้ใส่สารละลายตัวอย่าง ซึ่งละลายในสารละลาย
อินทรีย์ที่มีขั้วน้อยที่สุดที่สามารถละลายสารตัวอย่างได้และต้องมีปริมาตรน้อย  ๆ ปล่อยให้
สารละลายตัวอย่างค่อยๆ เคลื่อนผ่านชั้นทรายและแอดซอร์เบนท์ โดยค่อย  ๆ เปิดก๊อกเติมตัวท า
ละลายอีกเล็กน้อยเพ่ือล้างสารตัวอย่าง จากนั้นจึงค่อย ๆ เพ่ิมปริมาณตัวท าละลายมากข้ึนเพ่ือให้เกิด
การแยกสารตามกลไกของชนิดแอดซอร์เบนท์ เก็บสารละลายที่แยกออกมาจากคอลัมน์เป็นส่วน  ๆ 
ในภาชนะท่ีเหมาะสม ส าหรับตัวท าละลายตัวอย่างที่มีสีอาจสังเกตได้ด้วยตาเปล่า แต่ในกรณีที่สารไม่
มีสีอาจตรวจหาได้ด้วยตาถ้าเรืองสาร (fluoresce) ได้เช่น ควินิดีน (quinidine) เป็นต้น  

กลไกที่ใช้แยกองค์ประกอบส าคัญจากพืชสมุนไพรด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
ส่วนใหญ่จะเป็นการดูดซับ ระบบตัวท าละลายที่ใช้คือ ตัวท าละลายไม่มีขั้ว (non-polar solvent) 
เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ เบนซิน โทลูอีน และคลอโรฟอร์ม เป็นต้น และสามารถใช้สารละลายเดี่ยว ๆ 
ในการชะสารส าคัญออกจากคอลัมน์ อัตราการเลื่อนที่ของสารในคอลัมน์สามารถเพ่ิมได้โดยการเติม
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ตัวท าละลายตัวที่สองไปยังเฟสเคลื่อนที่ ซึ่งตัวท าละลายตัวที่สอง มักจะมีข้ัวมากกว่าตัวท าละลายตัว
แรก  

 2.2.1.2 การบรรจุคอลัมน์ 
   วิธีการบรรจุคอลัมน์ที่นิยม ได้แก่ การน าวัฏภาคนิ่งมาเตรียมเป็นสาร

แขวนลอยที่มีลักษณะข้นเหลว ในตัวท าละลายที่จะใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ตัวแรกก่อนบรรจุคอลัมน์
ควรหาภาชนะมารองรับใต้คอลัมน์แก้วเพ่ือป้องกันการหกลงบนโต๊ะปฏิบัติการหากเกิดการรั่วไหล
ระหว่างการบรรจุคอลัมน์ แล้วค่อย ๆ เทลงในคอลัมน์ที่มีส าลีอุดอยู่ที่ปลายด้านในโดยระวังไม่ให้ตัว
ท าละลายไหลออกไปจนแห้ง ควรเคาะคอลัมน์เบา ๆ เพ่ือไล่ฟองอากาศ หรือใช้แท่งแก้วคนกวน    
เบา ๆ เพ่ือไล่ฟองอากาศออกให้หมด ปล่อยให้วัฏภาคนิ่งนอนก้น (โดยท าจนได้ความสูงของตัวดูดซับ
เมื่อนอนก้นแล้วตามต้องการ) แล้วจึงเปิดให้ตัวท าละลายไหลออกไปบ้างจนมีระดับอยู่เหนือวัฏภาค
นิ่งเล็กน้อย (อาจเติมผงทรายละเอียดเล็กน้อยลงบนผิวหน้าของวัฏภาคนิ่ง เพ่ือรักษาผิวหน้าของวัฏ
ภาคนิ่งให้เรียบอยู่เสมอ) แล้วเปิดให้ตัวท าละลายไหลออกไปจนเหลือเพียงปริ่มพอดี ควรพยายามท า
ให้ผิวหน้าของตัวดูดซับหรือวัฏภาคนิ่งเรียบ (อาจใช้แท่งแก้วช่วยคนเล็กน้อยบริเวณด้านบนของ
คอลัมน์) เพ่ือการแยกจะได้แถบสารที่อยู่ในแนวตั้งฉากขวางคอลัมน์ เมื่อบรรจุสารตัวอย่างลงคอลัมน์
แล้วเปิดให้ไหลลงจนผิวหน้าเกือบแห้ง แล้วชะล้างคอลัมน์ด้วยตัวท าละลายเพียงเล็กน้อย (ใช้ปิเปต
หรือหลอดหยดเติมลงด้านบนเบา ๆ หรือชะไปด้านในของผิวแก้วของคอลัมน์) ท าจนแน่ใจว่าสาร
ตัวอย่างถูกล้างลงสู่วัฎภาคนิ่งหมดแล้วจึงค่อยเติมตัวท าละลายได้มาก ๆ ในการเติมตัวท าละลายนั้น
อาจจัดตั้งกรวยแยกไว้ด้านบนคอลัมน์เพ่ือเปิดให้ตัวท าละลายไหลลงคอลัมน์ ซึ่งชั้นทรายจะป้องกัน
ไม่ให้ตัวดูดซับแห้ง ถ้าตัวดูดซับแห้งมันจะหดตัวจากผนังของคอลัมน์เกิดช่องว่างให้อากาศเข้าไป
แทรกได้ และท าให้เกดิรอยแตกแยกในชั้นของตัวดูดซับ จะมีผลท าให้ประสิทธิภาพในการแยกต่ าลง 

 2.2.1.3 การใส่สารตัวอย่างในคอลัมน์ 
 สารตัวอย่างที่จะน าเข้าสู่คอลัมน์ควรอยู่ในรูปสารละลายเข้มข้นและมี

ปริมาตรน้อยก่อนจะใส่สารตัวอย่าง และไขตัวท าละลายที่เหลืออยู่บนชั้นทรายออกจนปริ่มชั้นทราย ใช้     
ปิเปตดูดสารตัวอย่างทั้งหมดใส่ที่ด้านบนของคอลัมน์ แล้วปล่อยให้ไหลลงไปจนปริ่มชั้นทรายอีกครั้งหนึ่ง
ใช้ปิเปตที่สะอาด และแห้งดูดตัวท าละลายที่ใช้ชะสารลงไปทีละน้อย เพ่ือผลักดันให้สารตัวอย่างผ่านเข้า
ไปในตัวดูดซับ เมื่อตัวท าละลายไหลลงจนปริ่มชั้นทรายแล้วจึงใส่ตัวชะเพ่ิมเติมอีกทีละน้อย สังเกตสีของ
ตัวท าละลายที่อยู่เหนือทรายจะค่อย ๆ จางลงท าเช่นนี้จนกระทั่งตัวท าละลายใสไม่มีสี แสดงว่าสาร
ตัวอย่างทั้งหมดได้ถูกน าเข้าสู่ตัวดูดซับแล้วจากนั้น จึงใส่ตัวท าละลายในปริมาณมากลงไป  

 2.2.1.4 ขบวนการชะสาร (elution process) 
  หลักของการเลือกตัวท าละลายที่ใช้เป็นตัวชะ (eluent) มีดังนี ้

1. ตัวท าละลายที่ใช้ในโครมาโทกราฟีควรเป็นตัวท าละลายบริสุทธิ์  
(reagent grade) ถ้าเป็นตัวท าละลายแบบ commercial grade ควรท าการกลั่นใหม่ก่อนน าไปใช้ 

2. ควรเลือกตัวท าละลายที่ให้ผลการแยกที่ดีบนแผ่น TLC 
3. ตัวชะสารควรเป็นตัวท าละลายเดี่ยวหรือตัวท าละลายผสม และ

หลีกเลี่ยงการเปลี่ยนตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วต่างกันอย่างกะทันหัน เช่น การเปลี่ยนจาก hexane 
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เป็น ether ทันทีในระหว่างชะสารเพราะจะเกิดความร้อนขึ้นและความร้อนที่เกิดเพียงพอที่จะท าให้ 
ether เดือด และเกิดฟองอากาศขึ้นในคอลัมน์ อนึ่งอัตราการไหลของตัวท าละลายไม่ควรจะเร็ว
เกินไปจะท าให้สารตัวอย่างไม่มีเวลาเพียงพอที่จะอยู่ในสมดุลกับตัวดูดซับขณะที่มันผ่านตัวดูดซับ แต่
ถ้าอัตราการไหลของตัวท าละลายช้าเกินไปจะเกิดปัญหาการแพร่ของแถบของสารไปได้ทุกทิศทาง 
ดังนั้น ไม่ว่าจะเป็นกรณีไหนใน 2 กรณีดังกล่าว จะท าให้การแยกไม่ได้ผลและเพ่ือป้องกันการแพร่
ของแถบไม่ควรตั้งคอลัมน์ทิ้งไว้ข้ามคืน 

 
 2.2.1.5 ตัวท าละลายที่พัฒนาแถบ (Developing solvent) หรือ  ตั วชะ 

(eluent) 
    การเลือกตัวท าละลายที่ใช้ชะสาร คือ ตัวท าละลายอาจถูกดูดซับบนตัวดูด
ซับเช่นเดียวกับสาร จึงเกิดการแข่งขันกับสารในการแย่งต าแหน่งดูดซับ ถ้าตัวท าละลายมีสภาพขั้ว    
สูงกว่าสารที่ต้องการแยก ตัวท าละลายนั้นสามารถไล่หรือขยับสารออกจากต าแหน่งที่มันถูกดูดซับอยู่
และถูกตัวท าละลายพาเคลื่อนที่ไปอย่างรวดเร็ว ดังนั้นตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วสูงจึงไม่เพียงแต่
ละลายสารยังสามารถไล่ที่และพาสารเคลื่อนที่ไปด้วยกัน ท าให้การแยกสารไม่ได้ผล ส่วนตัว           
ท าละลายที่มีสภาพขั้วต่ า และถ้าสารที่จะแยกทั้งหมดมีสภาพขั้วสูงกว่าตัวท าละลาย สารเหล่านี้จะ
ถูกดูดซับไว้แน่นและเคลื่อนที่ช้าหรือไม่เคลื่อนที่เลย เช่น การแยกสารผสม A, B และ C เมื่อท า    
การแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ระบบการชะจะสามารถพาสารเคลื่อนที่ไปได้แตกต่างกัน 
โดยสารที่ละลายได้ดีจะออกมาก่อนและสารที่ดูดซับได้น้อยจะออกมาได้หลังสุด ดังแสดงในภาพ      
ที่ 2.2 จะพบว่าสาร A จะถูกดูดซับได้น้อย จึงแยกออกมาก่อน ในขณะที่สาร C ถูกดูดซับได้มากจึง
แยกออกมาได้หลังสุด 

 

 
 

 

 

 
 

ภาพที่ 2.2 แสดงการแยกสารด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี  
(Fox & White sell. 2004) 

 
 ความสามารถของตัวท าละลายในการชะสารเรียงล าดับจากขั้วต่ าไปขั้วสูง Hexane > 
Petroleum ether > Cyclohexane > Toluene > Benzene > Dichloromethane  > 
Chloroform > Diethyl ether > Ethyl acetate > Acetone >  Propanol > Ethanol > 
Methanol > น้ า       
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 2.2.1.6 การรองรับสารที่ถูกชะออกและการแยกสาร  
        การตรวจหาต าแหน่งของแถบสารเพ่ือรองรับสารเมื่อออกจากคอลัมน์มี
วิธีการดังนี้ 

1) กรณีที่สารประกอบมีสี สามารถรองรับสารได้เมื่อเห็นแถบสีเคลื่อนลง
มา 

2) กรณีที่สารไม่มีสี หากสารเหล่านั้นเกิดฟลูออเรสเซนส์กับรังสีอัลตรา-   
ไวโอเลต เราสามารถมองเห็นแถบได้ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตในที่มืด 

3) กรณีที่สารประกอบไม่มีสีและไม่เกิดฟลูออเรสเซนส์ การชะสารควรใช้
กลุ่มตัวท าละลายหรืออนุกรมของตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วเพ่ิมข้ึนทีละน้อย โดยเริ่มจากตัวท าละลาย
ที่มีสภาพขั้วต่ าสุด อาจมีแถบหนึ่งเคลื่อนลงมาก่อนและถูกชะออกจากคอลัมน์ จากนั้นให้เปลี่ยนเป็น
ตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วเพ่ิมจากเดิมเล็กน้อยและค่อย ๆ เพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ สารจะทยอยถูกชะออกที
ละตัว ในกรณีที่ใช้การเปลี่ยนสภาพขั้วของตัวท าละลายเป็นแบบก้าวกระโดดจากต่ าไปสูงทันที จะท า
ให้สารทั้งหมดถูกชะออกพร้อมกัน การรองรับสารละลายที่ออกมาให้รองรับเป็นส่วน ๆ แต่ละส่วนมี
ปริมาตรเท่ากัน น าแต่ละส่วนมาตรวจสอบด้วยเทคนิค Thin layer chromatography ส่วนใดที่
พิสูจน์ด้วย TLC แล้วเป็นสารตัวเดียวกัน ให้เทรวมกันและแยกสารออก โดยระเหยตัวท าละลาย
ออกไป  

2.2.2 ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin Layer Chromatography; TLC)  
       เทคนิคการวิเคราะห์องค์ประกอบสารที่รวดเร็ว สะดวก และราคาไม่แพง นิยมใช้ใน    

การตรวจการด าเนินไปของปฏิกิริยาเคมี ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารระหว่างกระบวนการแยกสาร
ในขั้นตอนต่าง ๆ ใช้ในการยืนยันชนิดของสาร และสามารถตรวจหาจ านวนองค์ประกอบในของผสม 
หลักการของ TLC นั้น คล้ายคลึงกับคอลัมน์โครมาโทกราฟี จะต่างกันก็เพียงแต่ในกรณีของ TLC       
วัฏภาคนิ่งจะถูกเคลือบติดไว้ที่แผ่นกระจก และแผ่นอลูมิเนียม โดยสารจะถูกแต้มไว้ที่ใกล้ ๆ ปลายด้าน
หนึ่งของแผ่นโดยใช้หลอดแคปปิลลารี จากนั้นน าแผ่นดังกล่าวไปวางลงในภาชนะที่ใส่วัฏภาคเคลื่อนที่
ไว้ตื้น ๆ เมื่อตัวท าละลายถูกดูดซึมขึ้นไปตามตัวดูดซับด้วย capillary action ก็จะพาสารตัวอย่างขึ้นไป
ด้วย จึงเกิดการแยกของสารเกิดขึ้นด้วยหลักการเดียวกับคอลัมน์โครมาโทกราฟี ตัวอย่างเช่น หากใช้     
ซิลิกาเป็นวัฏภาคนิ่ง และใช้ตัวท าละลายที่มีขั้วต่ าเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ สารที่มีขั้วน้อยจะละลายได้ดี
ในวัฏภาคเคลื่อนที่แต่ถูกดูดซับด้วยวัฏภาคนิ่งได้น้อยจึงเคลื่อนที่ไปได้ดีด้วยระยะที่มากกว่าสารที่มีขั้ว
สูงซึ่งละลายในวัฏภาคจะเคลื่อนที่ได้น้อยแต่ดูดซับบนวัฏภาคนิ่งได้ดี เนื่องจากใช้สารปริมาณน้อยมาก
ในการแยก ซึ่งเทคนิค TLC จึงเหมาะสมเป็นเครื่องมือวิเคราะห์ มากกว่าที่จะเป็นเครื่องมือในการแยก
สารเพ่ือเก็บแต่ละองค์ประกอบดังในกรณีของคอลัมน์โครมาโทกราฟี  ซึ่งประโยชน์ของ TLC 
นอกเหนือจากท่ีกล่าวมาข้างต้นแล้ว ยังรวมถึงการใช้ในการทดลองหาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสม
ก่อนการท าคอลัมน์โครมาโทกราฟี รวมถึงการวิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของสารที่ออกมาจากคอลัมน์ด้วย 
ซึ่งตัวดูดซับที่นิยมใช้ในเทคนิค TLC ได้แก่ อะลูมินา และซิลิกาเจล เช่นเดียวกับที่ใช้ในการท าคอลัมน์    
โครมาโทกราฟี ดังนั้นระบบตัวท าละลายรวมถึงความเร็วช้าของการเคลื่อนที่ของสารมีขั้วและไม่มีขั้วจึง
มีแนวโน้มท านองเดียวกันกับที่กล่าวไว้ในคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยทั่วไปแล้วนิยมใช้ตัวดูดซับเป็น
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อะลูมินากับสารกลุ่มที่ไม่มีขั้วหรือมีขั้วน้อย ๆ เช่น ไฮโดรคาร์บอน อีเทอร์ และนิยมใช้ซิลิกาเจลกับสาร
ที่ค่อนข้างมีข้ัว เช่น แอลกอฮอล์ กรดอินทรีย์ เป็นต้น  

 2.2.2.1 ขั้นตอนการท า TLC  
 การท า TLC ต้องเริ่มด้วยการเตรียมแผ่นที่มีวัฏภาคนิ่งเคลือบอยู่ โดยทั่วไป

สามารถท าได้เองโดยจุ่มแผ่นกระจก ที่สะอาดลงในสารแขวนลอยที่ข้นเหลวของสารที่เป็นวัฏภาคนิ่งใน
ตัวท าละลายที่เหมาะสม ยกขึ้นมาให้ได้การเคลือบที่สม่ าเสมอแล้วทิ้งให้แห้ง ในปัจจุบันมีการท าแผ่น
ทินเลเยอร์ส าเร็จรูป ซึ่งเคลือบวัฏภาคนิ่งไว้บนแผ่นอะลูมิเนียมบาง ๆ โดยนิยมผสมสารเรืองแสง เช่น 
ซิงค์ซัลไฟด์ ไว้ด้วย ซึ่งจะท าให้สามารถสังเกตต าแหน่งของสารโดยใช้แสง UV ได้สะดวก  

 2.2.2.2 การหาระบบตัวท าละลาย 
 การหาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมในการแยกสาร ด้วยเทคนิค TLC 

โดยน าตัวท าละลายมาผสมกันในอัตราส่วนต่าง ๆ กัน แล้วน าไปใส่ใน chamber ปิดฝาทิ้งไว้ให้อ่ิมตัว
ซึ่งท าได้โดยแบ่งสารสกัด ออกมาเพียงเล็กน้อยใส่ใน vial แล้วเติมตัวท าละลายลงไป จากนั้นท าการ 
spot สารลงบนแผ่น TLC ทีเ่ตรียมไว้ แล้วน าแผ่น TLC ไปจุ่มลงใน chamber ที่เตรียมไว้ปิดฝาแล้ว
ปล่อยให้ตัวท าละลายเคลื่อนที่ไปจนถึงระดับที่ก าหนดไว้ น าแผ่น TLC ออกมารอจนแห้งแล้วน าไป
ทดสอบด้วยแหล่งก าเนิดแสงยูวี ควรเตรียมสารตัวอย่างให้อยู่ในรูปสารละลายที่มีความเข้มข้น
ประมาณ 1% แม้ว่าตัวอย่างนั้นจะเป็นของเหลวอยู่แล้วก็ตาม แล้วแต้ม (spotting) ลงบนแผ่นทินเล
เยอร์ ให้ห่างจากปลายด้านล่างขึ้นมาประมาณ 0.5-1 cm น าแผ่นดังกล่าวไปจุ่มลงในบีกเกอร์ ที่มีตัว
ท าละลายใส่ไว้เพียงเล็กน้อยโดยให้ระดับตัวท าละลายสูงไม่เกินระดับที่แต้มสารตัวอย่าง (อย่าให้ท่วม
จุดสารตัวอย่าง) และอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลาย คอยสังเกตรอยเปียกของตัวท าละลายที่ซึมขึ้น
ด้านบนของแผ่น TLC ขอบของรอยเปียกของตัวท าละลายนี้เรียกว่า solvent front เมื่อมาเกือบถึง
ปลายด้านบนของแผ่น แล้วรีบเอาแผ่นออก จากนั้นใช้ดินสอขีดบ่งรอย solvent front ไว้ เพ่ือใช้ใน
การค านวณค่า Rf (Rate of flow) ซึ่งเป็นค่าเฉพาะตัวของสาร ขึ้นอยู่กับชนิดของตัวท าละลายและ
ตัวดูดซับ ดังนั้นการบอกค่า Rf ของสารแต่ละชนิดจึงต้องบอกชนิดของตัวท าละลาย และตัวดูดซับ
เสมอค่า Rf สามารถค านวณได้จากสูตร ดังแสดงในสมการที่ 2.1 

         Rf    =     
  ระยะทางท่ีสารเคมีเคลื่อนที่ (cm)  

ระยะทางท่ีตัวท าละลายเคลื่อนที่ (cm)
                       2.1 

                  สารต่างชนิดกันจะมีค่า Rf แตกต่างกัน เพราะฉะนั้นเราจึงสามารถใช้ค่า Rf 
มาใช้ในการวิเคราะห์ชนิดของสารได้ กล่าวคือ ถ้าสารใดมีความสามารถในการละลายสูงจะมีค่า Rf 

มาก เนื่องจากตัวท าละลายจะเคลื่อนที่เร็วกว่าสารที่จะแยก ค่า Rf < 1 เสมอ ถ้าใช้ตัวท าละลายและ
ตัวดูดซับชนิดเดียวกันปรากฏว่ามีค่า Rf เท่ากัน อาจสันนิษฐานได้ว่า สารดังกล่าวเป็นสารชนิด
เดียวกัน ดังแสดงในภาพที่ 2.3 
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ภาพที่ 2.3  Chromatoplate TLC tank   
              (Fox & White sell. 2004) 

 
 วิธีการหาต าแหน่งการเคลื่อนที่ของสารที่ไม่มีสีก็คือ การใช้แผ่น TLC ส าเร็จรูป ที่มี

การผสม fluorescent indicator อยู่กับซิลิกาเจลที่ฉาบไว้บาง ๆ ซึ่งจะท าให้แผ่น TLC เรืองแสงได้
เมื่อส่องด้วยแสง UV ที่ความยาวคลื่นเหมาะสม เมื่อท าการแยกแล้วให้น าแผ่น TLC มาส่องกับแสง 
UV ที่ความยาวคลื่น 254 nm (หมายเหตุ: แสง UV เป็นอันตรายต่อดวงตาและผิวหนัง จึงควรใช้
เวลาสัมผัสกับแสง UV ให้สั้นที่สุด) หากสารที่จะวิเคราะห์มีสมบัติเป็นตัวเควนช์ (quencher) จะเห็น
จุดสารดูดกลืนแสง UV เป็นสีม่วง สารที่มีสมบัติดังกล่าวได้แก่ สารที่มีโครโมฟอร์ (chromophore) 
เช่น double bond หรือ aromatic ring จึงจะใช้การตรวจสอบแบบนี้ได้  แผ่น TLC ส าเร็จรูป
ดังกล่าวนี้สามารถน ามาใช้ตรวจสอบการด าเนินไปของปฏิกิริยาเคมี รวมทั้งตรวจสอบความบริสุทธิ์
ของสารในกระบวนการแยกได้อย่างรวดเร็ว แต่อย่างไรก็ตาม แผ่น TLC ส าเร็จรูปดังกล่าวมีราคา
ค่อนข้างแพงจึงควรใช้อย่างประหยัด (รัชนี ตัณฑะพานิชกุล, 2550) 

2.2.3 รีเอเจนท์ท่ีใช้สเปรย์บนโครมาโทแกรมเพื่อทดสอบกลุ่มสาร  
 1. ทดสอบสารประเภทฟลาโวนอยด์ ด้วยสารละลาย 1% อะลูมิเนียมคลอไรด์ ใน        

เอทานอล สารจะปรากฏสีเหลืองเรืองแสงในแสง UV ความยาวช่วงคลื่น 360 nm 
 2.  ทดสอบสารประเภทฟีนอล น้ าตาล และเทอร์ พีน ด้วยสารละลาย p-

anisaldehyde sulfuric acid และน าแผ่นโครมาโทแกรม ไปให้ความร้อน จนเห็นสีชัดเจน ซึ่งจะ
เห็นจุดสารบนแผ่น TLC เป็นสีม่วง น้ า เงิน แดง เทา และเขียว                                                                                      

 3. ทดสอบสารประเภทอัลคาลอยด์ ด้วยสารละลายดราเจนดอร์ฟ (Dragendoff) 
ซึ่งจะเห็นจุดสารบนแผ่น TLC เป็นสีส้มถึงสีเหลือง (Sherma, et al. 1991)   

 
2.3 การสกัด (Extraction) 
 
 การสกัดเป็นกระบวนการที่ใช้แยกสารที่ต้องการแยกออกจากของผสมหรือสารละลาย โดย
ใช้ตัวท าละลาย และวิธีการที่เหมาะสม ถ้าตัวถูกละลายที่ต้องการสกัดอยู่ในสารตัวอย่างที่เป็น
ของแข็งสามารถท าการสกัดด้วยตัวท าละลายของเหลวได้ ซึ่งเรียกว่าวิธีการสกัดนี้ว่า Solid-liquid 
extraction การสกัดจะได้ผลดีหรือไม่ขึ้นอยู่กับการละลายของตัวถูกละลายในตัวสกัด หรือตัวท า
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ละลายของเหลว และระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดจะขึ้นอยู่กับลักษณะของตัวถูกละลายที่อยู่ในสาร
ตัวอย่างของแข็ง ถ้าตัวถูกละลายเพียงดูดซับที่ผิวของของแข็ง การสกัดก็จะใช้เวลาน้อย แต่ถ้าตัวถูก
ละลายอยู่ภายในโครงร่างของของแข็งก็ต้องใช้เวลามากกว่า และถ้าการแพร่ของตัวท าละลายสู่
ภายในโครงร่างของของแข็งเกิดได้ช้ามากจ าเป็นต้องบดของแข็งให้มีขนาดเล็กลงก่อนท าการสกัดเพ่ือ
ช่วยลดระยะเวลาในการสกัดให้สั้นลง การสกัดของแข็งหรือการท า Solid-liquid extraction 
สามารถน ามาประยุกต์ใช้กับการสกัดสารทางชีววิทยา สารอินทรีย์ ตลอดจนเกลือของสารอนินทรีย์
วิธีการสกัดของแข็งสามารถท าได้ 2 วิธี คือ 
 
  1) การสกัดด้วยตัวท าละลาย (Solvent extraction) 
  การสกัดด้วยตัวท าละลายเป็นวิธีหนึ่งที่มีประโยชน์มากในเคมีอินทรีย์ ส าหรับแยก
สารและท าสารให้บริสุทธิ์ เช่น การสกัดแยกสารประกอบผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ การสกัดแยกสารที่เป็น
ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการออกจากของผสมในปฏิกิริยาการสังเคราะห์ต่าง ๆ หลักการของการสกัดจะเป็น
การใช้ตัวท าละลายที่เหมาะสมละลายสารที่ต้องการออกมาจากของผสม  
  ถ้าตัวถูกละลายอยู่ในสารตัวอย่างของแข็งเพียงแต่ดูดซับที่ผิว และการละลายของ
ตัวถูกละลายในตัวสกัดมีค่าสูง การสกัดสามารถท าได้โดยเติมตัวสกัด หรือตัวท าละลายลงไปในสาร
ตัวอย่างภายในบีกเกอร์ หรือขวดรูปชมพู่ จากนั้นคนด้วยเครื่องคน (magnetic stirrer) หรือใช้เครื่อง
เขย่า (Shaker) หรืออาจใช้วิธีการแช่ (Maceration) ในตัวท าละลาย  ที่อุณหภูมิห้อง จนกระทั่งตัว
ถูกละลายละลายในตัวสกัดหมดแล้ว ให้ใช้วิธีการกรองเอาของแข็งออกจากสารละลายจะสามารถ
แยกตัวถูกละลายออกมาจากสารตัวอย่างของแข็งได้ 
 
  2) การสกัดด้วยเครื่องซอกเล็ต (Soxhlet extractor) 
  ถ้าตัวถูกละลายเป็นสารประกอบอินทรีย์ หรือสารทางชีววิทยา ซึ่งเป็นสารประกอบ
ที่มีการละลายในตัวสกัดต่ าหรือการสกัดจะสมบูรณ์ได้ต้องใช้เวลานาน จ าเป็นตังใช้เทคนิคการสกัด
ด้วยเครื่องซอกเล็ต โดยบรรจุของแข็งท่ีต้องการสกัดลงในถุงผ้า แล้วใส่ลงในหลอดแก้ว ตัวสกัดคือตัว
ท าละลายอินทรีย์ที่ระเหยกลายเป็นไอได้บรรจุอยู่ในขวดก้นกลม โดยการให้ความร้อนแก่ตัวสกัดใน
ขวดก้นกลมจะท าให้ตัวสกัดระเหยกลายเป็นไอผ่านหลอดแก้วไปยังตัวควบแน่น เมื่อตัวสกัดถูก
ควบแน่นกลายเป็นของเหลวจะไหลตกลงมาบนของแข็งที่ต้องการสกัด เมื่อตัวถูกสกัดถูกสะสมใน
หลอดแก้วมากเพียงพอ ของเหลวจะเกิดการไหลกลับมายังขวดก้นกลม สารที่ถูกสกัดจะออกมากับ
ตัวสกัด และสะสมในขวดก้นกลม ส่วนตัวสกัดจะถูกความร้อนท าให้กลายเป็นไอแล้วควบแน่นมาใช้
ใหม่ได้อีกอย่างต่อเนื่อง 
  การสกัดสารต้านอนุมูลอิสระออกจากพืช จัดเป็นการสกัดของแข็งด้วยของเหลว 
(Solid-liquid extraction) ซึ่งต้องท าการศึกษาตัวแปรที่มีผลต่ออัตราการสกัด และปัจจัยใน       
การเลือกตัวท าละลายเพื่อให้ได้อัตราการสกัดสูงที่สุด 
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  2.3.1 ตัวแปรที่มีอิทธิผลต่อการสกัด 
   2.3.1.1 ขนาดอนุภาค (particle size) ขนาดอนุภาคถ้ามีขนาดเล็กจะ
ท าให้พื้นที่ผิวในการถ่ายเทมวลสารมากขึ้น และระยะทางของตัวถูกละลายที่อยู่ภายในของแข็งจะสั้น
ลงท าให้ตัวถูกละลายแพร่กระจากออกสู่ตัวท าละลายได้เร็วขึ้น 
   2.3.1.2 ตัวท าละลาย (solvent) ตัวท าละลายที่ดีควรมีข้ัวที่เหมาะสมกับ
ตัวถูกละลาย และมีความหนืดต่ า เพ่ือให้มีการไหลเวียนที่ดี โดยทั่วไปจะใช้ตัวท าละลายบริสุทธิ์      
ตัวท าละลายบริสุทธิ์จะไม่มีตัวถูกละลายอยู่เลย ระหว่างการสกัดความเข้มข้นของตัวถูกละลายในตัว
ท าละลาย และตัวอย่างท่ีน ามาสกัดจะมีค่าลดลง ท าให้สกัดตัวถูกละลายได้ลดลง 
   2.3.1.3 อุณหภูมิของตัวท าละลาย เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะท าให้อัตรา      
การสกัดสูงขึ้น เนื่องจากเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นสัมประสิทธิ์การแพร่กระจาย (Diffusivity) มีค่าเพ่ิมขึ้น 
เวลาในการสกัด ถ้าใช้เวลาในการสกัดน้อย สารที่ต้องการสกัดจะถูกสกัดออกมาได้น้อย ดังนั้นจะต้อง
ใช้เวลาในการสกัดที่เหมาะสมเพื่อให้ได้ปริมาณสารสกัดมากที่สุด 
   2.3.1.4 การกวนของการไหล เป็นสิ่งส าคัญมาก เพราะจะช่วยเพ่ิมอัตรา
การสกัดเนื่องจากเกิดการแพร่ในสภาวะปั่นป่วนท าให้อัตราการแพร่ ท าให้การสกัดดีขึ้น 
  
  3.2.4 ปัจจัยในการเลือกตัวท าละลาย 
 การเลือกตัวท าละลายในการสกัดผลิตภัณฑ์จากพืช มีปัจจัยส าคัญที่ต้อง
ค านึงถึงดังนี ้
 1.  ตั วท าละลายที่ ดี ควรละลายสารที่ ต้ องการสกัด ได้ดี  (partition 
coefficient, K สูง) ซึ่งพิจารณาได้จากสภาพขั้วที่คล้ายคลึงกัน 
 2.  ไม่ละลายปนเป็นเนื้อเดียวกันกับสารละลายของของผสมที่จะถูกสกัด 
 3.  ไม่ควรละลายสิ่งเจือปนหรือสารที่ไม่ต้องการ 
 4.  ควรมีจุดเดือดไม่สูงมากนัก เพ่ือที่จะก าจัดออกไปจากสารที่ต้องการได้
ง่ายภายหลังการสกัด 
 5.  ต้องไม่ท าปฏิกิริยากับสารหรือตัวท าละลายอ่ืนๆ ที่จะใช้ร่วม 
 6.  ตัวท าละลายควรมีราคาไม่แพง ไม่ควรมีพิษ และไม่ควรติดไฟง่าย (ถ้า
จ าเป็นต้องใช้ให้หลีกเลี่ยงการจุดตะเกียงหรือเครื่องท าความร้อนในขณะท าการสกัด) ตัวท าละลายที่
นิยมใช้สกัดสารในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ไดเอทิลอีเทอร์ (diethyl ether) ปิโตรเลียมอีเทอร์ 
คลอโรฟอร์ม ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมธานอล และ เมทธานอล เป็นต้น (วิจิตร เอ้ือประเสริฐ 
และคณะ, 2548) 
 

2.4 สารต้านอนุมูลอิสระหรือแอนติออกซิแดนท์ (Antioxidant)  
 
 อนุมูลอิสระ (Free radical) เป็นสารที่มีอิสระอยู่ในวงนอกของอะตอมหรือโมเลกุล ที่มี
ความว่องไวในการเข้าท าปฏิกิริยา โดยรับอิเล็กตรอนจากสารอ่ืน ๆ ใกล้เคียงมีผลให้ตัวมันเองเสถียร
มากขึ้น ในขณะเดียวกันก็ชักน าให้สารที่ให้อิเล็กตรอนไปนั้นมีไม่ครบคู่จนอาจกลายเป็นสารที่มี     
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ความรุนแรง ซึ่งถ้าเกิดข้ึนในสิ่งมีชีวิตอาจท าลายส่วนประกอบส าคัญของเซลล์รอบ ๆ บริเวณนั้นไม่ว่า
จะเป็นโปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต หรือ ดีเอนเอ (DNA) ท าให้สารชีวโมเลกุลเหล่านั้นเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างและเสียหน้าที่การท างานไป  
 สารต้านอนุมูลอิสระ หรือ แอนติออกซิแดนท์ (antioxidant) คือสารเคมีที่ท าหน้าที่ต่อต้าน
หรือยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน รวมถึงสารที่สามารถยับยั้งและควบคุมอนุมูลอิสระไม่ให้ไป
กระตุ้นการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน จึงช่วยยับยั้งอนุมูลอิสระไม่ให้ท าลายองค์ประกอบของเซลล์    
(วัลยา เนาวรัตน์วัฒนา และพัชรี บุญศิริ, 2542) เป็นสารที่สามารถยับยั้งออกซิเดชันในสิ่งมีชีวิตจะมี
ระบบป้องกันการท าลายเซลล์และเนื้ อเยื่ อจากอนุมูล อิสระอยู่ แล้ ว  ซึ่ งประกอบได้ด้ วย                 
แอนติออกซิแดนท์มากมายหลายชนิดที่ท าหน้าที่แตกต่างกันไป บางตัวเป็นเอนไซม์ บางตัวเป็น
สารประกอบ บางตัวเป็นสารที่ละลายในน้ าได้ บางตัวละลายได้ในไขมัน แอนติออกซิแดนท์เหล่านี้ท า
หน้าที่ในการเป็นตัวป้องกันและก าจัดการก่อตัวของอนุมูลอิสระ นอกนั้นยังท าหน้าที่ซ่อมแซมส่วนที่
ถูกท าลาย (สุเขตร์ ศรีบุญเรือง, 2548) สารต้านอนุมูลอิสระแบ่งได้เป็น 5 กลุ่ม ดังนี้  
 

  2.4.1 สารต้านอนุมูลอิสระปฐมภูมิ เป็นสารที่หยุดปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระโดย
การให้อนุมูลไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระโดยตรงเป็นผลให้อนุมูลนั้นกลายเป็นสารที่มี
ความเสถียรมากขึ้น สารที่มีสมบัติดังกล่าว เช่น สารประกอบฟีนอลิก หรือสารต้านอนุมูลอิสระที่ได้
จากการสังเคราะห์ เช่น บิวทิเลเตต ไฮดรอกซี่ โทลูอีน (Butylated hydroxy toluene, BHT)      
เป็นต้น   

  2.4.2 สารต้านอนุมูลอิสระทุติยภูมิ สารต้านอนุมูลอิสระประเภทนี้ไม่ท าปฏิกิริยา 
โดยตรงกับอนุมูลอิสระแต่จะท าหน้าที่คล้ายไฮโดรเพอร์ออกไซด์ ของไขมันท าให้เกิดเป็นสารที่มี
ความเสถียร เช่น กรดไทโอโพรพิโอนิก (Thiopropionic acid) เป็นต้น 

  2.4.3 สารที่ท าหน้าที่ดักจับออกซิเจน เป็นสารที่ท าปฏิกิริยากับออกซิเจน แล้ว
ก าจัดออกไปจากระบบได้ซึ่งสารจับออกซิเจนจะช่วยเสริมฤทธิ์ หรือเพ่ิมประสิทธิภาพการท างานของ
สารต้านอนุมูลอิสระ เช่น กรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) เป็นต้น 

  2.4.4 เอนไซม์ที่ท าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ก าจัด
ออกซิเจน เช่น กลูโคสออกซิเดส (Glucose oxidase) หรือก าจัดสารที่เกิดการออกซิเดชันได้ เช่น 
ซูเปอร์ออกไซด์ ดิสมูแทรส (Superoxide dismutase) 

  2.4.5 สารที่ท าหน้าที่จับอนุมูลอิสระ  เป็นสารที่ท าหน้าที่จับกับอนุมูลโลหะ        
ซึ่งอนุมูลโลหะ เช่น เหล็ก ทองแดง จะเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน สารที่ท าหน้าที่จับอนุมูลอิสระ
นี้เป็นตัวส่งเสริมการท างานของสารต้านอนุมูลอิสระปฐมภูมิ ซึ่งสารเหล่านี้อาจมีฤทธิ์ในการต้านอนุ
มูลอิสระเล็กน้อยหรืออาจไม่มีเลย เช่น กรดซิตริก (Citric acid) กรดอะมิโน (Amino acid)      (ชัย
รัตน์ พ่ึงเพียร, 2552) 
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 กลไกลการท าหน้าที่ของสารต้านอนุมูลอิสระ  
 สารต้านอนุมูลอิสระมีกลไกลการท างานแบ่งออกเป็น 6 กลุ่มดังนี ้
  1) การดักจับอนุมูลอิสระ  (Radical scavenging) สารต้านอนุมูลอิสระ (AH) 

เหล่านี้สามารถชะลอหรือยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของไขมันได้ในระยะเพ่ิมจ านวน โดยการให้อนุมูล
ไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ ดังสมการ 

   LOO◦ +AH      LOOH+A◦ 
   LO   +AH      LOH+A◦ 
   A ◦ +LOOH     AH+LOO◦ 
   A◦ +LOO◦     AOOL 

   A ◦+ A ◦     non-radical products 
 
  2) การสลายเพอร์ออกไซด์ (Peroxide decomposing) สารประกอบฟีนอลิกบาง

ชนิด สามารถท าหน้าที่สลายเพอร์ออกไซด์ของไขมัน ให้เกิดเป็นสารที่มีความเสถียร เช่น แอลกอฮอล์ 
คีโตน หรือแอลดีไฮด์ 

  3) การยับยั้งการท างานของ Singlet oxygen (Singlet oxygen quenching) 
โดยปกติออกซิเจนที่อยู่ในสถานะพ้ืน (Ground state) จะอยู่ในรูปของ Triplet oxygen (³O2) จะไม่
ท าปฏิกิริยาโดยตรงกับกรดไขมัน แต่เมื่อ Triplet oxygen ได้รับพลังงานกระตุ้นจะเปลี่ยนไปอยู่ใน
รูปของ Singlet oxygen (¹O2) ซึ่งจะไวต่อการเข้าท าปฏิกิริยากรดไขมัน ซึ่งสารที่มีความสามารถใน
การยับยั้งการท างานของ Singlet oxygen อาจไปยับยั้งสารที่ไปกระตุ้นการเกิด Singlet oxygen 
หรืออาจเข้าจับกับ Singlet oxygen โดยไม่ท าปฏิกิริยาเคมี หรืออาจเข้าท าปฏิกิริยากับ Singlet 
oxygen (Meryer, et al., 2002)  

  4) การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่ เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน  (Enzyme 
inhibiting) สารประกอบฟีนอลิกบางชนิด เช่น ฟลาโวนอยด์ กรดฟีนอลิก และแกลเลต (Gallates) 
สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซด์ลิพอกซีจิเนส ได้โดยการเข้าจับกับไอออนของเหล็กซึ่งเป็น
โคแฟกเตอร์ จึงส่งผลต่อการท างานของเอนไซม์ดังกล่าว (ปณัฐฐา ไชยมุติ, 2547) 

  5) การจับโลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน  (Metal chelating) อนุมูล
โลหะ เช่น เหล็ก ทองแดง เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันโดยสารที่ท าหน้าที่จับกับโลหะ
เหล่านี้ เช่น ฟลาโวนอยด์ กรดซิตรก เอทิลีน ไดอะมินเททรา แอซิติกแอซิด (Ethylenediamine 
tetraacetic acid; EDTA) นอกจากนี้ กรดอะมิโน เฟปไทด์ และแลตโตเฟอริน (Lactoferrin) ก็มี
ความสามารถในการจับกับอนุมูลโลหะเช่นกัน (Meryer, et al., 2002) 

  6) การดักจับออกซิเจน  (Oxygen scavenging) กรดแอสคอร์บิกมีสมบัติใน      
การจับกับออกซิเจน สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับซุปเปอร์ออกไซด์ ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 
(Hydrogenperoxide) อนุมูลไฮดรอกซิล อนุมูลเพอร์รอกซิล และ Singlet oxygen กรดแอสคอร์บิก 
ท าหน้าที่เป็นรีดิวซิง (Reducing agent) ซึ่งจะถ่ายไฮโดรเจนอะตอม (H) ให้กับออกซิเจน จึงท าให้
ออกซิเจนไม่สามารถท าปฏิกิริยาต่อไป นอกจากนี้กรดแอสคอร์บิกยังท าหน้าที่เป็นตัวเสริมฤทธิ์ 
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(Synergist) ให้กับโทโคฟีรอล (Tocopherols) โดยจะช่วยให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลแอลฟา-     
โทโคฟีรอล เพอร์รอกซิล  เปลี่ยนรูปกลับไปเป็นแอลฟาโทโคฟีรอล ซึ่งมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระได้
อีกครั้ง (ปณัฐฐา ไชยมุติ, 2547) 
 
 แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระ สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มดังนี ้

  1. สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ (Natural antioxidants) เป็นสารที่พบได้
ในธรรมชาติไม่ว่าจะมาจากพืช จุลินทรีย์ หรือเนื้อเยื้อของสัตว์ แบ่งกลุ่มสารต้านอนุมูลอิสระจาก
ธรรมชาติเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มโมเลกุลเล็ก เช่น กรดแอสคอร์บิก โทโคฟีรอล แคโรทีนอยด์ และ    
โพลีฟีนอล กลุ่มของเอนไซม์ เช่น ซุปเปอร์ออกไซด์ ดิสมูเทรส กลูทาไทโอนเพอร์ออกซิเดส 
(Glutathaione peroxidase) กลุ่มสารโมเลกุลใหญ่ เช่น อัลบูมิน (Albumin) เฟอติน (Ferritin) 
เป็นต้น 

 สารในธรรมชาติที่มีสมบัติ เป็นสารแอนติออกซิแดนท์ได้จะเกี่ยวข้องกับ
ความสามารถในการให้ไฮโดรเจนของหมู่ OH ในสารประกอบฟีนอล ความสามารถในการยับยั้งการ
เกิดออกซิเดชันของสาร (antioxidant activity, AOA) ขึ้นอยู่กับต าแหน่งและจ านวนของหมู่  OH 
รวมทั้งโครงสร้างอ่ืน ๆ ของโมเลกุล สารแอนติออกซิแดนท์ในธรรมชาติที่ส าคัญมีดังนี้  (สุภามาส 
อินทฤทธิ์, 2547)  
 
  1.1 วิตามินซี (Ascorbic Acid) 
 วิตามินซีเป็นสารที่ละลายน้ าได้ ลักษณะเป็นผลึกสีขาว ไม่มีกลิ่น มีชื่อทาง
วิทยาศาสตร์ว่ากรดแอสคอร์บิค (ascorbic acid) ในธรรมชาติจะพบ 2 รูปแบบ คือ Ascorbic acid 
(Reduced Form) และ Dehydro-ascorbic acid (Oxidized Form) สะสมมากที่ บริ เ วณต่อม   
หมวกไต รองลงมา คือ ตับและม้าม ตามล าดับ วิตามินซีมีบทบาทส าคัญในกระบวนการเมตาบอลิซึม
ของกรดอะมิโน และท าหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ของปฏิกิริยาทางชีวเคมีต่าง ๆ ในร่างกาย นอกจากนี้
วิตามินซียังเป็นส่วนหนึ่งของกลุ่มสารชีวเคมีที่สร้างคอลลาเจน (collagen) ซึ่งเป็นโปรตีนส่วนหนึ่ง
ของโครงสร้างกระดูกมนุษย์ วิตามินซีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ส าคัญชนิดหนึ่งในกระบวนการ     
เมตาบอลิซึมในร่างกายเป็นสารส าคัญในปฏิกิริยาสายโซ่ของเอนไซม์ที่ส าคัญ นอกจากนี้ยังเป็นตัวที่
ท าให้วิตามินอีนั้นกลับคืนมาได้ใหม่อีกครั้ง  วิตามินซีเป็นตัวก่อให้เกิดและปกป้องคอลลาเจน 
เสริมสร้างหน้าที่ของระบบภูมิคุ้มกันให้ดีขึ้น เป็นตัวปรับน้ าตาลในเลือด ปกป้องดวงตาจากการ
ท าลายของแสงอัลตราไวโอเลต ป้องกันการก่อตัวของคลอเลสเตอรอลในผนังเลือดแดง ป้องกันการ
แข็งตัวของเลือด ช่วยท าให้ปอดท างานได้ดีขึ้น ช่วยให้มีการดูดซึมเหล็กได้ดีขึ้นที่ล าไส้เล็ก ป้องกัน
การเปลี่ยนรูปของสารไนไตรท์เป็นสารไนโตรซามีน ซึ่งเป็นสารก่อตัวมะเร็ง และเป็นตัวร่วมในการ
สร้างฮอร์โมนที่เป็นตัวลดระดับภาวะตึงเครียดและภาวการณ์อักเสบ (สุเขตร์ ศรีบุญเรือง, 2548) 
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ภาพที่ 2.4 แสดงโครงสร้างของวิตามินซี (Ascorbic Acid)  

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.5 แสดงโครงสร้างของวิตามินซี (Ascorbic Acid-2-Glucoside) 
 

  1.2 วิตามินอี ( -Tocopherol) 
 เป็นโมเลกุลที่ละลายได้ดีในน้ ามันหรือลิพิด ดังนั้นจึงสามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์
เข้าได้ วิตามินอีช่วยปกป้องผนังเซลล์จากอนุมูลอิสระ การสะสมวิตามินอีบนผิวหนัง พบว่าช่วย
ปกป้องผิวจากแสงแดด และป้องกันมะเร็งจากผิวหนัง รวมทั้งช่วยซ่อมแซมผิวและให้ภูมิคุ้มกัน
ผิวหนังอีกด้วย (โอภา วัชระคุปต์ และมาลีรักษ์ อัตต์สินทอง, 2549) ซึ่งปริมาณวิตามินอีในเลือดของ
คนปกติมีค่า 1.0 mg ต่อ 90% ของวิตามินอีในเนื้อเยื่อซึ่งจะอยู่ในรูป Tocopherol สะสมในอวัยวะ
ต่าง ๆ เช่น เซลล์เม็ดเลือดขาว เซลล์เม็ดเลือดแดง เซลล์ทั่ว ๆ ไป คือ ตับ กล้ามเนื้อ เนื้อเยื่อไขมัน 
และต่อมต่าง ๆ วิตามินอีมีประสิทธิภาพในการท าหน้าที่เป็นสารต้านออกซิแดนท์ได้ดีมากจะป้องกัน
กระบวนการออกซิเดชันของกรดไขมันไม่อ่ิมตัว ซึ่งเป็นส่วนประกอบของฟอสโฟลิปิดของแมมเบรน 
ของออร์แกนเนล เนื่องจากวิตามินอีละลายในไขมันได้ดีจะแทรกตัวอยู่ตามแมมเบรน โดยเมื่อเกิด 
Liquid Peroxidation จะมีการสร้าง Peroxyl Radicals และ Alkoxyl Radicals ขึ้น วิตามินอีจะ
เข้าจับกับสารดังกล่าวก่อนที่ Peroxyl Radicals และ Alkoxyl Radicals จะไปจับกับกรดไขมันอ่ืน
ในช่วงของ Propagation อีกทั้งวิตามินอียังท างานร่วมกับ Glutathione Peroxidase และธาตุ 
Selenium โดยในช่วงแรก ๆ มีการตั้งชื่อวิตามินอีว่า วิตามินป้องกันการเป็นหมัน (anti-sterility 
vitamin) เนื่องจากพบว่าวิตามินอีเป็นสารที่จ าเป็นส าหรับการสืบพันธุ์ในหนูตัวเมีย ถ้าขาดวิตามินอี
จะท าให้ลูกอ่อนตายในครรภ์และแท้งลูก นอกจากนี้ยังพบมีการเรียกวิตามินอีว่า โทโคฟีรอล 
(tocopherol) ในธรรมชาติมีวิตามินอีอยู่หลายชนิด ปัจจุบันแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ คือ โทโคฟีรอล 
และโทโคไทรอินอล (tocotrienol) แต่ละกลุ่มยังแยกเป็นวิตามินย่อย ๆ อีก 4 ชนิด มีชื่อเรียกตาม
พยัญชนะในภาษาละตินว่า แอลฟา () เบต้า () แกมมา () และเดลต้า () ขึ้นอยู่กับจ านวนและ
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ต าแหน่งของหมู่เมธิลที่ติดกับวงแหวนโครเมน (chromane ring) โทโคฟีรอลแตกต่างจากโทโค-     
ไทรอินอลที่โครงสร้างของโทโคฟีรอลมีแขนงข้างเป็น 4’, 8’, 12’- trimethyltridecyl เรียกว่า 
phytol หรือ phytyl side chain ส่วนโทโคไทรอินอลมีแขนงข้างที่มีพันธะคู่ที่ต าแหน่ง 3’, 7’ และ 
11’ เรียกว่า unsaturated side chain (Cadenas and Packer, 1996) 
 
 

 

 

 
 

ภาพที่ 2.6 แสดงโครงสร้างวิตามินอี ( -Tocopherol)  
 

  1.3 โทรลอก (trolox) 
 เป็นอนุพันธ์ของวิตามินอีที่ดัดแปลงโครงสร้างโดยการเปลี่ยนสายอัลเคนเป็น
หมู่คาร์บอกซิลิก (-COOH group) ท าให้สามารถละลายได้ดีในน้ า แต่เนื่องจากความสามารถในการ
ละลายน้ าได้ดี จึงท าให้ออกฤทธิ์เร็วกว่าวิตามินอี โดยวิตามินอีต้องใช้เวลานานเป็นชั่วโมงหรือเป็นวัน 
ในขณะที่ trolox ออกฤทธิ์เกือบจะทันทีในหลายโมเดล (โอภา วัชระคุปต์ และมาลีรักษ์ อัตต์สินทอง, 
2549) trolox เป็นแอนติออกซิแดนท์ที่ก าจัดพวกเปอร์ออกซิล และอัลคอกซิล เรดิคัล จากนั้นจะ
เปลี่ยนรูปเป็น trolox radical โดยมีวิตามินซี เป็นตัวช่วยให้คืนรูปกลับมา (สุเขตร์ ศรีบุญเรือง, 
2548) 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.7 แสดงโครงสร้างของโทรลอก (trolox) 
 
  1.4 สารกลุ่มแคโรทีนอยด์ (Carotenoid)  
 แคโรทีนอยด์เป็นรงควัตถุที่พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เป็นสารส าคัญที่พบใน
คลอโรพลาสต์ของพืชมีบทบาทในการสังเคราะห์แสงเช่นเดียวกับคลอโรฟิลล์  โดยท าหน้าที่ช่วย
คลอโรฟิลล์ในการดักรับพลังงานแสง ในผักและผลไม้ที่ยังไม่สุกจะพบแคโรทีนอยด์น้อยกว่าผักและ
ผลไม้ที่สุกแล้ว เนื่องจากปกติผักใบเขียวหรือผักและผลไม้ที่ยังดิบอยู่  แคโรทีนอยด์จะอยู่ในส่วนของ 
คลอโรพลาสต์ ในขณะที่ผักหรือผลไม้สุกแคโรทีนอยด์จะถูกสังเคราะห์ขึ้นในโครโมพลาสต์เป็น
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ปริมาณมากเนื่องจากเอนไซม์ที่ใช้ในการสังเคราะห์มีมากขึ้น โครงสร้างพ้ืนฐานของแคโรทีนอยด์
ประกอบด้วยโครงสร้างหลักที่เรียกว่า tetraterpene skeleton ซึ่งอาจมีวงแหวนที่บริเวณปลาย
ด้านใดด้านหนึ่งหรือทั้งสองข้างของโมเลกุล วงแหวนนี้อาจเป็นวงแหวนห้าหรือหกเหลี่ยมก็ได้ แคโรที
นอยด์สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ ่ตามองค์ประกอบของโครงสร้างในโมเลกุล ดังนี้  
   1.4.1 แคโรทีน (Carotene) เป็นแคโรทีนอยด์ที่ โครงสร้างโมเลกุล
ประกอบด้วยคาร์บอนและไฮโดรเจนเท่านั้น เช่น เบต้า-แคโรทีน (-carotene) แอลฟา-แคโรทีน 
(-carotene) แกมมา-แคโรทีน (-carotene) และไลโคพีน (lycopene) เป็นต้น  
   1.4.2 ออกโซแคโรทีนอยด์  (Oxocarotenoid) หรือแซนโทฟิลล์  
(xanthophylls) เป็นแคโรทีนอยด์ที่ โครงสร้างโมเลกุลบริเวณวงแหวนประกอบด้วยกลุ่มอ่ืน 
นอกเหนือจากคาร์บอนและไฮโดรเจน เช่น เบต้า-คริบโทแซนทิน (-cryptoxanthin) และลูทีน 
(lutein) มี  hydroxyl group, Violerythrin มี  keto group และ Violaxanthin มี  epoxy group 
เป็นต้น 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.8 แสดงโครงสร้างโมเลกุลของแคโรทีนอยด์บางชนิด  
 

 1.5 สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 
 เป็นสารกลุ่มที่พบมากที่สุดในธรรมชาติ พบอยู่ทั่วไปในพืชที่มีสีเขียว และพบ

ในทุกส่วนของพืช ไม่ว่าจะเป็นใบ ราก เนื้อไม้ เปลือกต้น ดอก ผล หรือเมล็ด เป็นสารที่ให้สี  
(pigments) ในสัตว์สามารถพบได้บ้าง โดยเชื่อว่ามาจากพืชที่บริโภคเข้าไปมากกว่าการเกิด           
ชีวสังเคราะห์ในร่างกายของสัตว์เอง ฟลาโวนอยด์จัดเป็นสารส าคัญของกลุ่มโพลีฟีนอล (ปรีชา       
บุญจูง, 2549)  
 สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ นอกจากจะเป็นสารที่ท าให้ดอกหรือผลมีสีสวย เช่น 
สี เหลือง ชมพู แดง ฟ้า  หรือม่วง ซึ่ งมีประโยชน์ ใช้ล่อแมลง  นก หรือผึ้ ง เข้ามาผสมเกสร                 
เพ่ือแพร่กระจายพันธุ์แล้ว มีรายงานการยืนยันถึงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารฟลาโวนอยด์ที่ใช้
ป้องกันและรักษาโรคต่าง ๆ เช่นโรคเก่ียวกับหัวใจและหลอดเลือด ฤทธิ์ต้านมะเร็ง การต้านแบคทีเรีย 
ต้านการอักเสบ ต้านแพ้ ต้านไวรัส เป็นต้น คุณสมบัติเหล่านี้มีความสัมพันธ์กับคุณสมบัติเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระของฟลาโวนอยด์ (ปรีชา บุญจูง, 2549)  
 ฟลาโวนอยด์ที่มีความส าคัญทางเภสัชกรรมและการแพทย์แผนปัจจุบันใน
ขณะนี้ เช่น รูทิน (rutin) ที่มีฤทธิ์ช่วยเพ่ิมความต้านทานของหลอดเลือดฝอย และสารสกัดจากใบ
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เเป๊ะก้วยช่วยเพ่ิมการไหลเวียนของโลหิตไปสมองและช่วยท าลายอนุมูลอิสระ ซึ่งเป็นตัวการส าคัญที่
ท าให้เกิดความเสื่อมของเนื้อเยื่อในร่างกายมนุษย์  ฟลาโวนอยด์เป็นสารที่มีสมบัติในการยับยั้ง      
การเกิดปฏิกริิยาออกซิเดชันที่ดีมากในอาหารประเภทไขมันและไขมันผสมน้ า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.9 แสดงโครงสร้างของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 
 

 

ภาพที่ 2.10 แสดงโครงสร้างของโพลีฟีนอล (Polyphenol) 
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ภาพที่ 2.11 แสดงโครงสร้างของรูทิน (Rutin)  
 

 1.6 สารกลุ่มแทนนิน (Tannins)  
 แทนนิน คือ กลุ่มของสารประกอบที่ได้มาจากส่วนต่าง ๆ ของพืช เช่น เปลือก 
ใบ ผล เปลือกผล ซึ่งมีคุณสมบัติละลายได้ดีในน้ า สามารถรวมตัวกับโปรตีนในหนังสัตว์ ในปัจจุบันได้
มีการนิยามว่า แทนนิน คือ สารประกอบฟีนอลิคที่ได้จากธรรมชาติที่มีน้ านักโมเลกุลระหว่าง 500 
และ 3,000 ทั้งยังมีหมู่ฟีนอลิคไฮดรอกซี (phenolic hydroxyl) อิสระอยู่จ านวนหนึ่ง (1-2 หมู่ต่อ 
100 หน่วยน้ าหนักโมเลกุล) ที่สามารถเกิดการเชื่อมโยงได้กับสารโปรตีนและสารไบโอโพลิเมอร์  
(biopolymer) เช่น เซลลูโลส (cellulose) และ เพคติน (pectin) ได้สารใหม่ที่มีคุณสมบัติคงตัว  
 ธรรมชาติของแทนนินนั้น พบว่ามีการกระจายตัวอยู่ในอาณาจักรของพืชเกือบ
ทุกวงศ์ และเกิดเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญที่เด่นมากในพืชใบเลี้ยงคู่จ านวนมากมาย แต่ในพืชชั้นต่ า 
เช่น เชื้อรา สาหร่าย มอสส์ ลิฟเวอร์เวิร์ท (liverworts) ตลอดจนพวกหญ้าทั้งหลาย พบว่า มีแทนนิน
เป็นองค์ประกอบอยู่น้อยมาก บทบาททางนิเวศวิทยาของแทนนินที่พบอยู่ในพืชยังไม่เป็นที่ทราบแน่
ชัดและโดยทั่วไปแล้วพืชทั้งหลายมักจะมีแทนนินเป็นองค์ประกอบ (สุเขตร์ ศรีบุญเรือง, 2548) 
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ภาพที่ 2.12 แสดงโครงสร้างของแทนนิน (Tannins)  
 
  1.7 สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compound) 

 สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารที่พบได้ในพืชทั่วไป พบได้มากในธรรมชาติอัน
ได้แก่ ผักสีเขียว ผลไม้ ชาเขียว ชาด า ชอกโกแลต และไวน์แดง เป็นต้น ในปัจจุบันสารประกอบ      
ฟีนอลิกมากกว่า 8,000 ชนิด ในธรรมชาติ (ปรีชา บุญจูง, 2549) มีคุณสมบัติเป็นสารอินทรีย์ที่มีสูตร
โครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring ) ที่มีจ านวน hydroxyl group อย่างน้อย
หนึ่งโมเลกุล สามารถละลายได้ในน้ า ส่วนใหญ่สารประกอบฟีนอลิกมักพบอยู่รวมกับน้ าตาลในรูป
ของสารประกอบไกลโคไซด์ (glycoside) สารประกอบฟีนอลิกที่พบในธรรมชาติมีหลายกลุ่ม และมี
ลักษณะสูตรโครงสร้างทางเคมีแตกต่างกัน  กลุ่มใหญ่ที่พบจะเป็นสารประกอบฟลาโวนอยด์  
(flovonoid) นอกจากนั้นยังมีสารประกอบต่าง ๆ เช่น simple monocyclic phenol, phenyl 
propanoid, phenolic, quinine และ polyphenolic ซึ่งได้แก่ ลิกนิน (lignin) เมลานิน (melanin) 
และแทนนิน (tannin) รวมทั้งยังพบว่ามีสารประกอบที่มีกลุ่มฟีนอล (phenolic unit) รวมอยู่ใน
โมเลกุลของโปรตีนอัลคาลอยด์ (alkaloid) และเทอร์ฟีนอยด์ (terpenoid) เป็นต้น  
  สารประกอบฟีนอลิกมีคุณสมบัติที่หลากหลายตามชนิดของสารนั้น ๆ เช่น ลิกนิน
ท าหน้าที่ เป็นโครงสร้างให้ความแข็งแรงแก่ผนังเซลล์ของพืช  สารในกลุ่มแอนโธไซยานิน 
(anthocyanin) เป็นสารที่ให้สีในดอกไม้ สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์มีความส าคัญในการควบคุม      
การเจริญของพืชจ าพวกถั่ว เป็นต้น นอกจากนี้พบว่าสารประกอบฟีนอลิกหลายชนิดมีสมบัติเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระ เช่น ฟลาโวนอยด์ กรดฟีนอลิก และแทนนิน เป็นต้น สารประกอบฟีนอลิกท าหน้าที่
เป็นตัวขับไล่อนุมูลอิสระ ที่ส าคัญคืออนุมูล peroxyl โดยมีกลไก 2 แบบ คือ เมื่ออยู่ในสภาวะที่มี
ความเข้มข้นต่ าเมื่อเทียบกับสารออกซิไดซ์  สารประกอบฟีนอลิกจะหน่วงเหนี่ยวหรือป้องกัน        
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน นอกจากนี้อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยาจะถูกท าให้เป็นสารที่มีความ
เสถียร ดังนั้นจึงสามารถป้องกันการเกิดขั้นตอน propagation ได้ (Basu et. al., 1999) นอกจากนี้
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สารประกอบฟีนอลิกบางชนิดยังท าหน้าที่เป็น chelating agent ดักจับไอออนของโลหะเข้าไว้ใน
โมเลกุล เช่น เคอร์ซิทิน (quercetin) โดยโครงสร้างของเคอร์ซิทินมีต าแหน่ง (binding site) ที่
สามารถดักจับไอออนของโลหะ เช่น ทองแดง ได้ 3 บริเวณ คือบริเวณ 3',4'-dihydroxyl ของวง
แหวน B บริเวณ 3-hydroxyl, 4-ketoของวงแหวน C และบริเวณระหว่างต าแหน่ง 5-hydroxy ของ
วงแหวน A กับต าแหน่ง 4-keto ของวงแหวน C ดังรูปภาพที่ 2.13  

 

ภาพที่ 2.13 แสดงบริเวณ bingding site ของเคอร์ซิทินที่จับกับไอออนของโลหะ  
 

 สารประกอบฟินอลิกยังท าหน้าที่เป็นสารรีดิวซ์ เป็นตัวให้ไฮโดรเจนและก าจัด
ออกซิเจนที่อยู่ในรูปแอคทีฟ ด้วยท าหน้าที่ต่าง ๆ ดังกล่าวจึงท าให้สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระที่ส าคัญชนิดหนึ่งในพืชทั่วไป  

 
  1.8 เอนไซม์ และโปรตีนบางชนิด 
 เมื่อร่างกายอยู่ในสภาวะเครียด (oxidative stress) ซึ่งเป็นสภาวะที่ร่างกายไม่
สามารถควบคุมและป้องกันปริมาณของอนุมูลอิสระให้อยู่ในระดับปกติที่ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ได้  
ร่างกายจะมีระบบป้องกันอนุมูลอิสระที่เรียกว่า antioxidant defense system ซึ่งได้แก่ สารใน
กลุ่มของเอนไซม์ โปรตีน และสารอาหารต่างๆ เช่น วิตามินซี และวิตามินอี (วัลยา เนาวรัตน์วัฒนา 
และพัชรี บุญศิริ, 2542) สารต้านอนุมูลอิสระในระบบดังกล่าวจะท าหน้าที่ยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระ 
ยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระและซ่อมแซมเซลล์ที่ได้รับความเสียหายเนื่องจากอนุมูลอิสระ  
  1.8.1 สารต้านอนุมูลอิสระในกลุ่มของเอนไซม์  
 เอนไซม์ primary antioxidant เอนไซม์ในกลุ่มนี้มีหลายชนิด เช่น 
  1) เอนไซม์ Superoxide Dismutase (SOD) แบ่งเป็นชนิดย่อยได้ 3 ชนิด 
คือ ชนิดที่มีแมงกานีสในโมเลกุล เรียกว่า manganese containing enzyme (MnSOD) ชนิดที่มี
เหล็กในโมเลกุล เรียกว่า iron containing enzyme (FeSOD) และชนิดที่มีทั้งทองแดงและสังกะสี
ในโมเลกุล เรียกว่า copper/zinc containing enzyme (CuZnSOD) ทั้ง MnSOD และ FeSOD 
เป็นเอนไซม์ท่ีพบในสิ่งมีชีวิตพวกโปรคาริโอต ส่วน CuZnSOD พบในสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอต เอนไซม์ 
SOD มีบทบาทส าคัญในการก าจัดอนุมูล superoxide (O2

-. ) ดังสมการ 
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 2) เอนไซม์ Catalase (CAT) เอนไซม์ CAT พบในสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอตเป็น
ส่วนใหญ่มีบทบาทส าคัญในการสลายโมเลกุลของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  (H2O2) ไปเป็นน้ าและ
ออกซิเจน ดังสมการ 

 

 

 3) เอนไซม์ Aauxiliary Aantioxidant เอนไซม์ในกลุ่มนี้มีหลายชนิด เช่น 
NAD(P)H dehydrogenase (quinine) หรือ DT-diaphorase ascorbate reclying enzyme และ 
antioxidant protease เป็นต้น  

 
  1.8.2 ส าหรับโปรตีนบางชนิดที่แสดงสมบัติของสารต้านอนุมูลอิสระมีหลายชนิด 
และมีหน้าที่ท่ีแตกต่างกันไป  

 1) อัลบูมิน (Albumin) โปรตีนอัลบูมินเป็นโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระที่ส าคัญมาก ที่พบในพลาสมา โดยโปรตีนอัลบูมินสามารถเข้าจับกับไอออนทองแดงได้
อย่างรวดเร็ว จึงเป็นการขับไล่ไอออนทองแดงทางอ้อม เป็นผลให้อนุมูลอิสระเกิดขึ้นน้อยลง 

 2) ทรานส์เฟอริน (Transferrin) โปรตีนทรานส์เฟอรินเป็นกลไกโคโปรตีนที่
พบในพลาสมา เป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ขนส่งเหล็ก (iron transporting protein) และมีบทบาทหน้าที่
ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระร่วมกับโปรตีนเฟอริติน 

 3) เฟอริติน (Ferritin) เฟอริตินเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่สะสมเหล็ก เฟอริตินที่
พบในพืชจะเรียกว่า phyto ferritinในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมจะพบเฟอริตินสะสมในส่วนของไซโตซอล
และในซีรัม 

 4) เมทัลโลไธโอนีน (Metallothionein) โปรตีนเมทัลโลไธโอนีนไม่สามารถที่
จะท าหน้าที่ก าจัดโลหะไอออนดังเช่นโปรตีนชนิดอ่ืน แต่โปรตีนนี้สามารถท าหน้าที่ก าจัดอนุมูลอิสระ
ได้โดยตรง 

 5) เซรูโลพลาสมิน (Ceruloplassmin) เซรูโลพลาสมินเป็นโปรตีนที่มีไอออน
ทองแดงอยู่ในโมเลกุล (Copper containing protein) มีสมบัติเป็นเอนไซม ์ferrioxidase ซึ่งจะออก
ซิไดส์ Fe2+

 
ไปเป็น Fe3+

 
เป็นการส่งเสริมให้เหล็กรวมเข้าไปในโมเลกุลของโปรตีนเฟอริตินได้   เซรู

โลพลาสมินจึงมีสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระเพราะช่วยก าจัดไอออนของเหล็กให้รวมกับโปรตีนเฟ
อริติน  
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 6) Heat shock protein เป็นโปรตีนที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นโดยสัมพันธ์กับ
ความเครียด (stress) และความร้อนอย่างฉับพลัน (heat shock) ของเซลล์ บทบาทของโปรตีน    
ชนิดนี้ คือ สามารถก าจัด Hg2+

 
ซึ่งเป็นไอออนที่ท าให้เกิดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  

 
  2. สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ (Synthesis antioxidants)  
  เป็นสารประกอบฟีนอลิกที่สังเคราะห์ขึ้น โดยในโครงสร้างจะมีการเติมหมู่

แอลคิล เพ่ือปรับปรุงคุณสมบัติให้เหมาะสมกับการละลายในไขมัน น าไปใช้เพ่ือป้องกันการเกิดออกซิ
เดชันของไขมัน สารสังเคราะห์เหล่านี้ เช่น บีเอชเอ บีเอชที และบีเอชคิว โดยในปริมาณไม่เกิน 
0.02% 
 สารแอนติออกซิแดนท์ที่ได้จากการสังเคราะห์มีโครงสร้างได้หลายแบบและ
ยับยั้งการเกิดออกซิเดชันด้วยกลไกที่แตกต่างกันดังนี้ (สุภามาส อินทฤทธิ์, 2547)  
 สารแอนติออกซิแดนท์สังเคราะห์ชนิด proper antioxidants คือสารที่มีสมบัติ
เป็นตัวยับยั้งที่มีกลไกการป้องกันการเกิดออกซิเดชันด้วยตัวของมันเอง เป็นสารที่เติมลงไปเพ่ือรับเอา
อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นหลังจากสารอินทรีย์เสียไฮโดรเจนไปแล้ว เพ่ือให้เกิดเป็นสารใหม่ที่เสถียรกว่าจึง
สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ได ้ซึ่งมีด้วยกัน 4 ชนิด คือ  
 

 2.1 Butylated Hydroxyanisole (BHA) 
  เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่นิยมใช้กันมากชนิดหนึ่งโดยเฉพาะอย่างยิ่งใน

ผลิตภัณฑ์อาหารประเภทที่มีไขมันและน้ ามันเป็นส่วนประกอบ มีลักษณะเป็นของแข็งมันวาวสีขาว 
ละลายได้ในไขมันแต่ไม่ละลายในน้ า 

 

ภาพที่ 2.14 แสดงโครงสร้างของสาร Butylated Hydroxyanisole (BHA)  
 

 2.2 Butylated Hydroxytoluene (BHT)  
 มีลักษณะเป็นผลึกสีขาวเป็นสารต้านอนุมูลอิสระอีกชนิดหนึ่งที่นิยมใช้กัน 
เช่นเดียวกับ BHA แต่มีประสิทธิภาพดีกว่าเล็กน้อย 
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ภาพที่ 2.15 แสดงโครงสร้างของสาร Butylated Hydroxytoluene (BHT) 
 

 2.3 Propyl Gallate (PG)  
 เป็นเอสเทอร์ของกรดแกลลิค มีลักษณะเป็นผงสีขาวละลายน้ า เป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพดีมาก ช่วยป้องกันการเกิดเพอร์ออกไซด์ได้ดี 
 

 
 

ภาพที่ 2.16 แสดงโครงสร้างของสาร Propyl Gallate (PG) 
  

 2.4 Tertiary Butylhydroquinone (TBHQ) 
  มีลักษณะเป็นผงสีขาวคล้ า เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ดีที่สุดส าหรับ

ผลิตภัณฑ์อาหารประเภททอด ช่วยป้องกันเรื่องการเปลี่ยนแปลงของสีและการเกิดออกซิเดชัน 
นอกจากนี้ยังละลายได้ดีในน้ ามันและไขมัน สารบางชนิดต้องท างานร่วมกับสารแอนติออกซิแดนท์
ชนิดอื่น ๆ จึงจะมีสมบัติในการป้องกันการเกิดออกซิเดชันได ้เช่น กรดซิทริก กรดทาร์ทาริก และกรด
แอสคอร์บิก เป็นต้น 

 

 

ภาพที่ 2.17 แสดงโครงสร้างของสาร Tertiary Butylhydroquinone (TBHQ) 
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2.5 การวิเคราะห์สมบัติการต้านอนุมูลอิสระ 
 

 ปัจจุบันได้มีผู้คิดค้นและพัฒนาวิธีการวิเคราะห์สมบัติการต้านอนุมูลอิสระไว้หลายวิธี ซึ่งแต่
ละวิธีมีหลักการที่แตกต่างกันออกไป เช่น  

  1. trolox equivalent antioxidanct capacity (TEAC) assay  
  2. total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) assay  
  3. enhanced chemiluminescence (ECL)  
  4. thiobarbituric acid assay (TBA)  
  5. 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothazoline-6-sulphonic acid) diasonium 

salt (ABTS)  
  6. N,N-diphynyl-p-phenylenediamine (DMPD) assay  
  7. ferric reduce ability of plasma (FRAP) assay  
  8. oxygen radical abssorpton capacity (ORAC) assay  
  9. 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay  
  ส าหรับในการวิจัยในครั้งนี้ ใช้วิธี  DPPH assay ในการวัดฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 

เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวก ใช้เวลาไม่นาน และให้ผลเร็ว DPPH assay เป็นวิธีการวัดความสามารถ
ของสารต้านออกซิเดชัน (antioxidant activity) โดยอาศัยการจับ (scavenge) กับ stable radical 
DPPH (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl) จัดเป็นวิธีการที่ง่ายและให้ผลเร็ว ซึ่งสามารถแสดงให้เห็น
ถึงความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระของสารต้านออกซิเดชันได้ เนื่องจากเมื่อสารต้าน
ออกซิเดชันนั้นถ่ายเทอิเล็กตรอน 1 ตัว ให้แก่ DPPH radical (DPPH ) และเปลี่ยนให้อยู่ในรูป 
DPPH-H ที่มีความคงตัวท าให้  DPPH  ซึ่ งมีสีม่วงถูกเปลี่ยนให้มีสี เหลืองอ่อนและท าให้ค่า            
การดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่นในช่วง 515-520 นาโนเมตร ลดลง (สุเขตร์ ศรีบุญเรือง, 2548)  
 
2.6 เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 

 Kondo และคณะ (1998) ได้ท าการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดที่ได้จากพืช 22 ชนิด
ไ ด้ แ ก่  Artocarpus lakoocha Roxb., Streblus asper Lour., Blumea balsamifera DC., 
Pluchea indica (L.) Less., Coccinia indica Wight & Arnott, Coccinia grandis Voight, 
Gloriosa superba L., Heliotropium indicum R.  Br., Hibiscus sabdariffa L., Mammea 
siamensis Kosterm., Michelia champaca L., Murraya paniculata Jack, Mitragyna 
speciosa (Korth.) Havil., Morinda citrifolia L., Randia siamensis Craib., Solanum 
trilosatum L., Diospyros mollis Griff., Elephantopus scber L., Mesua ferrea L., 
Micromelum minutum Seem., Orthosiphon stamineus, แ ล ะ  Solanum violaceum 
Ortega. พบว่า สารสกัดทั้ง 22 ชนิดมีฤทธิ์ในการต้านเชื้อจุลชีพ มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์
ไท โรซิ เนส  ยั บยั้ งการ เกิ ด เม็ดสี  (melanin generation)  และมีฤทธิ์ ยั บยั้ ง การ เกิด  lipid 
peroxidation จากผลการทดลองดังกล่าวสามารถน ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ส าหรับผิวพรรณได้ 
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 Sang Yoon Choi และ (2006) ได้ศึกษาการสังเคราะห์และการค้นคว้ากลไกของ  2,6-

dimethoxy-N-(4-methoxyphenyl) benzamide ในฐานะของสารลดเม็ดสีผิว สารลดเม็ดสีผิว
ชนิดใหม่อย่าง 2,6-dimethoxy-N-(4-methoxyphenyl) benzamide (DMPB) ได้ถูกสังเคราะห์
ขึ้นมา โดยใช้การรวมตัวกันระหว่าง benzoic acid กับ aniline สาร DMPB แสดงถึงความสามารถ
ในการลดเม็ดสีที่มีต่อการเพิ่มการผลิตเม็ดสีอันเกิดจาก UVB ในผิวของหนูตะเภาสีน้ าตาล นอกจากนี้ 
การรักษาด้วยประกอบชนิดนี้  100 ppm จะการออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิดเม็ดสีเมลานินได้ 30% โดย
ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ได้ผลการทดลองว่าอนุพันธ์ของ oxyresveratrol ที่มีความสามารถในการ
ควบคุมการสร้างเม็ดสี และมีความเป็นพิษต่ า ด้วยการดัดแปลงโครงสร้างทางเคมี อนุพันธ์ของ 
oxyresveratrol 3 กลุ่มได้ถูกสังเคราะห์ขึ้นมา และความสามารถในการลดเม็ดสีของสารดังกล่าว ได้
ถูกน ามาศึกษาโดยใช้ เม็ดสีเมลามินในระหว่างท าการทดสอบนั้น อนุพันธ์ของ biaryl amide จ านวน
มาก ได้แสดงให้เห็นผลในการยับยั้งการผลิตเม็ดสีเมลานินในซึ่งกลุ่ม biaryl amide 

 
 Tengamnuay และคณะ (2006) ได้ท าการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากแก่นต้น

มะหาด (Artocarpus lakoocha Roxb.) พบว่า จะมีฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์          
ไทโรซิเนสในระดับหลอดทดลอง และมีผลต่อการสร้างเม็ดสีของคน โดยท าการศึกษาในระดับ
สัตว์ทดลอง จากการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบ
และสาร oxyresveratrol ซึ่งเป็นสารหลักที่พบในแก่นมะหาดจะแสดงค่า IC50 เท่ากับ 0.76 and 
0.83 µg/mL ตามล าดับ    

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.18 แสดงโครงสร้างสาร oxyresveratrol 

 
Chuanasa และคณะ (2008) ท าการศึกษาสารประกอบ Oxyresveratrol ที่แยกได้จาก

มะหาดในการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อไวรัส HSV-1 (Herpes simplex virus 1) เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์
กับยา Acyclovir โดยจะแสดงฤทธิ์ต้านไวรัสเท่ากับ 30 µg/ml 

 
 Nguyen และคณะ (2010) ได้ท าการแยกสารจากส่วนสกัดชั้นเฮกเซนและเอทธิลอะซิเตรต

ของมะหาดที่เก็บจากจังหวัดสงขลา สามารถแยกสารประเภท triterpene ได้ทั้งหมด 4 ชนิดคือ 
lupeol หรือ lup-20(29)-ene-3-ol, lupeol acetate หรือ lup-20(29)-ene-3-acetate, lup-
20(29)-ene-3-one และ betulinic acid หรือ  3-hydroxylup-20(29)-en-28-oic acid โดยท า
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การวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี และเปรียบเทียบข้อมูลกับผู้วิจัยที่เคยรายงาน
ไว้แล้ว  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.19 แสดงโครงสร้างสาร lupeol, lupeol acetate, lup-20(29)-ene-3-one และ  
       betulinic acid 

 
 Povicit และคณะ (2010) สามารถแยกสาร oxyresveratrol ได้จากแก่นของมะหาด 

(Artocarpus lakoocha Roxb.) เมื่อน าสารดังกล่าวไปทดสอบฤทธิ์ ต้ านการเกิดไกลเคชัน 
(antiglycation) และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ พบว่า สาร oxyresveratrol จะแสดงฤทธิ์ต้านการ
เกิดไกลเคชัน มีค่า IC50 เท่ากับ 2.0 ± 0.03 µg/mL และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระมีค่า IC50 เท่ากับ 
0.1 ± 0.01 µg/mL เมื่อทดสอบวิธี DPPH และมีค่าเท่ากับ มีค่า IC50 เท่ากับ 0.43 ± 0.03 µg/mL 
เมื่อทดสอบด้วยวิธี TBARS 

 
 Singhatong และคณะ (2010) ได้ท าการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด

หยาบชั้นเอทานอลจากแก่นมะหาดด้วยวิธี ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothazoline-6-
sulphonic acid)) วิ ธี  DPPH และวิ ธี  H2O2 scavenging assay โดย ใช้ ส าร  Trolox เป็ นสาร
มาตรฐาน นอกจากนี้ยังได้ท าการทดสอบหาปริมาณโพลีฟีนอลิก ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณ    
ฟราโวนอยด์ และปริมาณแทนนิน จากการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจะมี
ค่าเท่ากับ 128.30 ± 0.13, 55.86 ± 0.01 และ 463.49 ± 0.01 µmol Trolox/g สารสกัด เมื่อท า

lupeol betulinic acid 

lupeol acetate lup-20(29)-ene-3-one 
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การทดสอบด้ วยวิ ธี  ABTS, DPPH และวิ ธี  H2O2 scavenging assay ตามล าดั บ  และจาก              
การตรวจสอบปริมาณสารพบว่าใน 1 กรัมของสารสกัดหยาบจะมีปริมาณฟีนอลทั้งหมดเท่ากับ 
325.63 ± 2.99 มิลลิกรัม มีปริมาณฟราโวนอยด์เท่ากับ 521.98 ± 0.01 มิลลิกรัม และปริมาณแทน
นินเท่ากับ 124.03 ± 0.46 มิลลิกรัม 

 
 Sritularak และคณะ (2010) สามารถแยกสารชนิดใหม่ 3 ชนิดจากส่วนรากของมะหาด คือ 

prenylated2-arylbenzofurans-artolakoochol (I), 4-hydroxy-artolakoochol (II) และ cyclo- 
artolakoochol (III) โดยท าการวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี และเปรียบเทียบ
ข้อมูลกับผู้วิจัยที่เคยรายงานไว้แล้ว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.20  แสดงโครงสร้างของสาร prenylated-2-arylbenzofurans-artolakoochol 

(I),  4-hydroxy-artolakoochol (II) และ cycloartolakoochol (III) 
 
 Nguyen และคณะ (2011) ได้ท าการแยกสารจากส่วนสกัดชั้นเฮกเซนและเอทธิลอะซิเตต

ของมะหาดทีประเทศเวียดนาม สามารถแยกสารใหม่ได้ 3 ชนิด คือ friedelin หรือ friedelan-3-
one, -sitostenone หรื อ  stigmast-4-en-3-one และ  1-tricosanoyl-glycerol โ ด ยท า กา ร
วิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี และเปรียบเทียบข้อมูลกับผู้วิจัยที่เคยรายงานไว้
แล้ว 
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ภาพที่ 2.21 แสดงโครงสร้างสาร friedelin, β-sitostenone และ 1-tricosanoyl-glycerol 
 

 Wisutsonthorn และคณะ (2016) สามารถแยกสารชนิดใหม่จากแก่นมะหาด prenylated 
chalcone, 3',3'-dimethylpyrano [3',4'] 2,4,2'-trihydroxychalcone (1) ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของสารใน
กลุ่มฟลาโวนอยด์ ทั้ง 2 ชนิด คือ cycloartocarpin (9) และ cudraflavone A (10) ซึ่งเป็นสารอินทรีย์
ที่แยกได้ นอกจากนี้ยังมีฟลาโวนอยด์ อีก 8  ชนิด คือ isobacachalcone (2), morachalcone A (3), 
gemichalcones B (4) แ ล ะ  gemichalcones C (5), artocarpin (6), cudraflavone C (7), 
licoflavone C (8), และ euchrenone A (11) ดังแสดงภาพที่ 2.22 

friedelin 
-sitostenone 

1-tricosanoyl-glycerol 



34 
 

 
 
 
 
 
 
 

  
  

       

 

 

 
ภาพที่ 2.22  แสดงโครงสร้างของสารที่แยกได้จากแก่นมะหาดทั้ง 11 ชนิด 

 
 

โดยน ามาแยกสารประกอบและจัดเป็นพืชชนิดแรกที่มีสารประกอบ 1–4, 6 และ 11 มีฤทธิ์ใน
การลดปริมาณไนตริกออกไซด์ โดยน ามาทดสอบในเซลล์เพาะเลี้ยง (macrophage cell line RAW 
264.7) ที่กระตุ้นการท างานด้วยสาร lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งเป็นการจ าลองสภาวะการอักเสบ
ในระดับหลอดทดลอง จากผลการทดลองพบว่าสารที่แยกได้จากแก่นมะหาด มีค่า IC50 18.8, 6.4, 16.4, 
9.3, 18.7, และ 12.3 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ และสารประกอบที่ (2) และ cycloartolakoochol (3) 
5 และ 8 จะแสดงฤทธิ์ในการยับยั้ง ที่ค่า IC50 23.9 และ 20.4 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ จากการศึกษา
สารประกอบที่ 7, 9 และ 10 ไม่ได้แสดงฤทธิ์ในการยับยั้ง ซึ่งโครงสร้างของสารประกอบที่ (1) ได้ท า     
การพิสูจน์โครงสร้างของสาร โดยอาศัยข้อมูลทางสเปกโตรสโกปี ในรูปสเปคตรัมของ 1H และ 13C ใน 1D-
NMR และสเปกตรัมแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง 1H -1H และ 1H - 13C  ใน 2D-NMR     

 
 บุหรัน พันธุ์สวรรค์ (2556) ได้ศึกษาประสิทธิภาพการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ        
เชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ โดยวิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพเป็นการทดสอบ
เพ่ือหาชนิดของสารต้านอนุมูลอิสระที่มีอยู่ในตัวอย่างโดยอาศัยหลักการที่ท าให้เกิดสีและเกิดตะกอน
และความสามารถของการละลายในตัวท าละลายและการถูกดูดซับโดยตัวดูดซับ วิธีการวิเคราะห์
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่นิยม คือ การตรวจวัดสารโพลีฟีนอล ชนิด Shinoda test และ Pew test),       
โครมาโทกราฟีแบบชั้นบาง และการตรวจหาสารต้านอนุมูลอิสระ โดยใช้เครื่อง high performance 
liquid chromatography (HPLC)  และวิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ โดย      
การทดสอบด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้สารที่มีคุณสมบัติเป็นอนุมูลอิสระ คืออนุมูลอิสระ  ดีพีพีเอช 
(DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระที่คงตัว
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และมีสีม่วงสามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดโดยใช้เครื่องสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 515      
นาโนเมตร มาศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบว่าสารสกัดมีความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระได้ดี 
 

 วสิษฐ์พล เตชะรุ่งโรจน์ และคณะ (2557) ได้ศึกษาเกี่ยวกับการเสริมฤทธิ์ของสารสกัดจาก
แก่นมะหาดกับวิตามินซีที่ใช้ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส จะพบความสัมพันธ์ในการเสริมฤทธิ์
ระหว่างกัน โดย oxyresveratrol 0.22 mM (% inhibition เท่ากับ 39.05) ผสมกับวิตามินซี 0.44 
mM (% inhibition เท่ากับ 35.56) พบว่า % inhibition เท่ากับ 95.34 และเมื่อเปรียบเทียบ
ระหว่างสารผสมกับสารเดี่ยวที่ความเข้มข้นเท่ากัน พบว่ามี % inhibition มากกว่า oxyresveratrol 
0.66 mM 1.32 เท่า และมากกว่าวิตามินซี 0.66 mM 1.27 เท่า จากผลการวิจัย สามารถน าไปต่อ
ยอดโดยพัฒนาต ารับเครื่องส าอางทาผิวที่มีส่วนผสมของสารสกัดจากแก่นมะหาดและวิตามินซี ที่ช่วย
ให้ผิวขาวเร็วขึ้นจากการท างานของวิตามินซี และขาวได้นานขึ้นจากการท างานร่วมกันระหว่างสาร
สกัดจากแก่นมะหาดกับวิตามินซีในการยับยั้งการผลิตเม็ดสีเมลานิล 
 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 


