
องค์ประกอบทางเคมี การต้านอนุมูลอสิระและฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทเีรียของบอนหอม 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

สุรางค์รัตน์  แดงจิระ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต   

สาขาวชิาเคมีศึกษา 
คณะวทิยาศาสตร์  มหาวิทยาลยับูรพา 

พฤษภาคม  2558 
ลขิสิทธ์ิเป็นของมหาวิทยาลยับูรพา 





 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
การวจิยัน้ีไดรั้บทุนการศึกษา 

 

ทุนอุดหนุนวทิยานิพนธ์/ดุษฎีนิพนธ์ คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 
ประจ าปีงบประมาณ 2557 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



กติตกิรรมประกาศ 
 
 วทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จลงไดด้ว้ยความกรุณาจาก ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.จเร จรัสจรูญพงศ ์
อาจารยท่ี์ปรึกษา ท่ีกรุณาให้ค  าปรึกษาแนะน าแนวทางท่ีถูกตอ้ง ช่วยเหลือในทุกปัญหาการวิจยั
พร้อมทั้งให้ก าลงัใจ ตลอดจนแกไ้ขขอ้บกพร่องต่าง ๆ ดว้ยความละเอียดถ่ีถว้นและเอาใจใส่ดว้ยดี
เสมอมา ขา้พเจา้รู้สึกซาบซ้ึงเป็นอยา่งยิง่ จึงขอกราบขอบพระคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ณ โอกาสน้ี 
 ขอขอบพระคุณ คณาจารย์ประจ าภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา     
ทุกท่าน ท่ีช่วยสอนวิชาเคมีในส่วนของเน้ือหา และปฏิบติัการเคมีอย่างเข้มข้น เพื่อปลูกฝังให้
ข้าพเจ้าเป็นนักวิทยาศาสตร์ และเป็นครูวิทยาศาสตร์ท่ีมีความรู้ในภาคทฤษฎี และภาคปฏิบัติ       
วชิาเคมีเป็นอยา่งดี 
 ขอขอบพระคุณ ผูช่้วยศาสตราจารย์ ดร. อุมาพร ทาไธสง อาจารย์ประจ าภาควิชา 
จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา และนายแสนชยั นารี นิสิตปริญญาตรี ภาควิชา 
จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ท่ีช่วยให้ความรู้ แนะแนวทาง อ านวยความ
สะดวกในการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย 
 ขอขอบพระคุณ นางสาวสุรีย์พร เรืองแสงทองกุล และนางสาวธวิวรรณ แก่นจนัทร์    
นิสิตปริญญาโท ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา ท่ีช่วยให้ความรู้ แนะแนวทาง 
อ านวยความสะดวกในการทดสอบฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ     
 ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อจดั แดงจิระ คุณแม่ผล แดงจิระ และสมาชิกในครอบครัว
ทุกคนท่ีใหก้ าลงัใจ และสนบัสนุนขา้พเจา้เสมอมา 
 คุณค่าและประโยชน์ของวิทยานิพนธ์ฉบบัน้ี ขา้พเจา้ขอมอบเป็นกตญัญูกตเวทิตาแด่
บุพการี บูรพาจารย ์และผูมี้พระคุณทุกท่านทั้งในอดีตและปัจจุบนั ท่ีท าให้ขา้พเจา้เป็นผูมี้การศึกษา 
และประสบความส าเร็จมาจนตราบเท่าทุกวนัน้ี 
 

สุรางครั์ตน์  แดงจิระ 



ง 

54990033:  สาขาวชิา: เคมีศึกษา; วท.ม. (เคมีศึกษา) 
ค าส าคญั:  บอนหอม/ ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ/ ฤทธ์ิทางชีวภาพ/ การวเิคราะห์ดว้ย GC/MS 
 สุรางค์รัตน์  แดงจิระ: องค์ประกอบทางเคมี การตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิตา้นเช้ือ
แบคทีเรียของบอนหอม  (CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT AND  
ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF HOMOLOMENA ROSTRATA GRIFF.)  
คณะกรรมการควบคุมวทิยานิพนธ์: จเร จรัสจรูญพงศ,์ Ph.D. 145 หนา้. ปี พ.ศ. 2558. 
 
 บอนหอม (Homalomena rostrata Griff.) เป็นพืชวงศบ์อน (วงศ์ ARACEAE) พบในป่า
เขตพื้นท่ีต าบลเมืองลี อ าเภอนาหม่ืน จงัหวดัน่าน ประเทศไทย  บอนหอมจดัเป็นพืชท่ีพบน ้ ามนั
หอมระเหยไดทุ้กส่วนของตน้ โดยล าตน้และใบมกัน าไปใชเ้ป็นส่วนประกอบของอาหารบางชนิด 
ส่วนรากและเหงา้มีการน าไปใชเ้ป็นส่วนผสมของยาสมุนไพร งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษา
ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิการต้านเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดบอนหอม และวิเคราะห์หา
องคป์ระกอบทางเคมีดว้ยวธีิ GC/MS จากการศึกษาพบวา่ สารสกดับอนหอมมีความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอิสระ โดยสารสกัดบอนหอมส่วนเหง้าท่ีสกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (CRH)             
มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด รองลงมาคือ สารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีสกดัดว้ย
การกลัน่ดว้ยน ้ า (AL) และสารสกดับอนหอมส่วนตน้ท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล (CS) โดยมี
ค่าร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากบั 28.39±0.0001, 23.76±0.0002 และ 1.85±0.0001
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั นอกจากน้ีผลการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรีย  ดว้ยวิธี 
Agar Disc Diffusion  ของสารสกดับอนหอม พบวา่ สารสกดับอนหอมท่ีกลัน่ดว้ยน ้ า ส่วนราก 
(AR), เหงา้ (ARH), ล าตน้ (AS), ใบ (AL) และสารสกดับอนหอมส่วนเหงา้ท่ีกลัน่แบบซอกห์เลต
ดว้ยตวัท าละลายเอทานอล (BRH1) สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Bacillus cereus และยงัพบวา่สาร
สกดัจากใบบอนหอม (AL) สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus ส่วนแบคทีเรีย    
แกรมลบ Escherichia coli สารสกดับอนหอมทุกชนิดไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียชนิดน้ี ซ่ึงจาก
สารสกดับอนหอมทั้งหมด สารสกดับอนหอมส่วนใบ (AL) มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียได้ดี
ท่ีสุด เม่ือวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดบอนหอมส่วนใบ (AL) ด้วยวิธีแก๊ส 
โครมาโทกราฟี/แมสสเปกโทรเมตรี (GC/MS) พบองค์ประกอบทางเคมีทั้งหมด 52 ชนิด 
องคป์ระกอบหลกัเป็นสารท่ีไม่ทราบโครงสร้าง (Unknown compound) มีปริมาณถึง 63%  และพบ
องค์ประกอบท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 4 ชนิด คือ Palmitic acid (3.79 %), 4-vinylguaiacol 
(1.34 %), 4-Vinylphenol (1.09 %) และ Phytol (0.84%) ตามล าดบั 
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 Homalomena rostrata (Griff.) is one of the Araceae family that found in the Muanglee 
forest, Namuen district, Nan, Thailand. This plant is rich source of essential oils. Fresh stem and 
leaves of the plant are used in certain food preparation. Roots and rhizomes have been used as 
herbal medicine. This research aims to study the effect of antioxidant and antibacterial activities 
of H. rostrata (Griff.) extracts. The phytochemical constituents of H. rostrata (Griff.) extracts 
were also studied by GC/MS analysis. Initially, the antioxidant activity were evaluated and the 
rhizomes extract (CRH) was found to be most antioxidant activities followed by the leaves extract 
(AL) and the stem extract (CS) (%DPPH inhibition = 28.39±0.0001, 23.76±0.0002 and 
1.85±0.0001 µg/mL) respectively. Furthermore, the extracts were also assayed their anti-bacterial 
activities by the agar disc diffusion method. It was found that, the roots extract (AR), rhizomes 
extracts (ARH), stem extracts (AS), leaves extracts (AL) and ethanolic soxhlet extracts of 
rhizomes (BRH1) exhibited moderate inhibitory effect on the growth of Bacillus cereus. 
Gratifyingly, the leaves extract (AL) showed potent inhibitor of stephylococcos aureus growth. 
However, no extracts inhibited the growth of gram negative bacteria; Escherichia coli. Among all 
extracts of H. rostrata (Griff.), the leaves extract (AL) showed the most inhibition on the growth 
of bacterial strains tested. The GC/MS analysis of the leaves extract (AL) was then carried out 
and the results showed the presence of 52 phytochemicals. The major component is the unknown 
compound in 63%. Moreover, there are the four anti-oxidative agents such as palmitic acid 
(3.79 %), 4-vinylguaiacol (1.34 %), 4-vinylphenol (1.09 %) and phytol (0.84%) in the GC/MS 
analysis. 
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บทที ่1 

บทน ำ 

 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ    
 ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีอุดมสมบูรณ์ไปดว้ยพืชผกันานาชนิด มีความแตกต่างกนัไป
ในแต่ละเขตพื้นท่ี ตามลกัษณะภูมิอากาศ ลกัษณะภูมิประเทศ และส่ิงท่ีน่าสนใจ คือ พืชผกัพื้นบา้น
ในแต่ละทอ้งถ่ินท่ีมีคุณสมบติัเป็นเอกลกัษณ์ของตนเอง ถูกน ามาใช้เป็นส่วนผสมในการประกอบ
อาหาร เป็นเคร่ืองเทศเพื่อปรุงแต่ง สี กล่ิน รส และเป็นส่วนประกอบในยาสมุนไพรพื้นบา้น ดงันั้น
แนวทางในการเลือกรับประทานผกั จึงเป็นส่ิงท่ีทัว่โลกให้ความสนใจและตระหนกัถึงความส าคญั 
โดยเฉพาะพืชผกัสมุนไพรพื้นบา้น เป็นแนวทางหน่ึงท่ีผูบ้ริโภคนิยมเลือกน ามาบริโภคเป็นอาหาร
น ามาใชดู้แล  บ ารุง รักษา ป้องกนัสุขภาพร่างกาย และท่ีส าคญัในดา้นการส่งเสริมความสวยงาม
ของร่างกาย ทั้งน้ีเน่ืองจากสภาวะส่ิงแวดลอ้มในสังคมปัจจุบนั ท่ีพบวา่มีปัญหาดา้นมลพิษต่าง ๆ อยู่
รอบ ๆ ตวัเรา อนัเป็นสาเหตุของการเกิดโรคภยัไขเ้จ็บ ร่างกายไม่สร้างภูมิคุม้กนั ซ่ึงเกิดจากอนุมูล
อิสระท่ีเป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าใหเ้กิดโรคภยัต่าง ๆ การเส่ือมสภาพของเซลล์ จึงมีการทดลองวิจยัทาง
วทิยาศาสตร์และไดพ้ิสูจน์วา่ สารตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงพบไดใ้นอาหาร พืช ผกั และผลไมมี้บทบาท
ส าคญัในการลดความเส่ียงจากการเกิดโรคต่าง ๆ เรียกได้ว่าเป็นสารท่ีสามารถลด ชะลอ หรือ
ป้องกนัปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยา ไม่ท าลายสารชีวโมเลกุลในร่างกาย 
(โอภา วชัระคุปต์, 2549) จากปัญหาเร่ืองโรคภยัไขเ้จ็บน้ี ท าให้มนุษยมี์ความใส่ใจดูแลสุขภาพ
ร่างกายมากยิง่ข้ึน  
    ดงันั้นจึงเห็นไดว้า่สังคมปัจจุบนัไดมี้การศึกษาการสกดัสารสมุนไพร ท่ีมีสรรพคุณต่าง ๆ  
น ามาใชป้ระโยชน์ในดา้นต่าง ๆ มากข้ึน เช่น ดา้นอุตสาหกรรมอาหาร ยารักษาโรค และผลิตภณัฑ์
เคร่ืองส าอาง เป็นตน้ กล่ินหอมจากน ้ ามนัหอมระเหยของพืชสมุนไพรท่ีมีในพืชแต่ละชนิด จะมี
ประโยชน์ในการน ามาช่วยบ าบดัอาการผิดปกติต่าง ๆไดดี้ โดยกล่ินจะช่วยกระตุน้ให้สารร่างกาย
หลัง่สารเอน็โดฟีนท่ีช่วยลดความเจบ็ปวด สารเอนเซปฟาลีนท่ีท าใหมี้อารมณ์ดี และสารเซโรโทนิน 
ท่ีช่วยให้ร่างกายรู้สึกสงบเยือกเยน็และผ่อนคลายลงได ้เป็นตน้ และเน่ืองจากในน ้ ามนัหอมระเหย
ส่วนใหญ่จะมีคุณสมบติัในการตา้นเช้ือแบคทีเรีย และไวรัสบางชนิด มีฤทธ์ิเป็นยากระตุน้หรือเป็น
ยานอนหลบั กล่ินหอมจึงถูกน ามาใชก้นัอยา่งแพร่หลายในปัจจุบนั (อรัญญา มโนสร้อย และจีรเดช 
มโนสร้อย, 2548) 
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 บอนหอม เป็นพืชวงศ์บอน (วงศ์ ARACEAE) มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Homalomena 
rostrata Griff. และมีช่ือพอ้งคือ Homalomena sagittifolia Jungh. เป็นพืชพื้นบา้นของภาคใตแ้ละ
ภาคตะะวนัออกเป็นส่วนใหญ่ และพบในภาคเหนือบริเวณท่ีช้ืน ๆ ในป่าทัว่ไป มีกล่ินหอมทุกส่วน
ของตน้บอนหอม สรรพคุณรักษาอาการไอ ขบัเสมหะ แกไ้ข ้ช่วยให้กระเพาะอาหารพองตวั (เต็ม 
สมิตินนัทน์, 2523) ในเขตพื้นท่ีต าบลเมืองลี อ าเภอนาหม่ืน จงัหวดัน่าน ชาวบา้นนิยมน าพืชบอน
หอมมารับประทาน โดยนิยมน าส่วนใบและล าตน้ไปปรุงรสเป็นส่วนประกอบของอาหารพื้นเมือง 
เช่น แกงหว้ย แกงส้ม แกงยอดตาว (ตน้ลูกชิด) แกงหน่อหวาย เป็นตน้ ซ่ึงช่วยให้รสชาติอาหารดี มี
กล่ินหอมน่ารับประทาน อีกทั้งหมอชาวบา้นต าราแพทยส์มุนไพร ไดน้ าเหงา้ของบอนหอมไปเป็น
ส่วนผสมในการปรุงยาสมุนไพรพื้นเมือง มีงานวิจยัท่ีท าการศึกษาเก่ียวกบัการศึกษาองคป์ระกอบ
ทางเคมีของน ้ามนัหอมระเหยจากบอนหอม (Wong, Lim, & Ali, 2006) แต่ยงัไม่พบวา่มีรายงานวิจยั
ใด ท่ีท าการศึกษาการทดสอบฤทธ์ิของน ้ ามนัหอมระเหย ทั้งฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ   
 ดว้ยบอนหอมเป็นพืชพื้นบา้นท่ีนิยมน ามารับประทานในชีวติประจ าวนัและใชป้ระโยชน์
ดา้นยารักษาโรคตามภูมิปัญญาชาวบา้น อีกทั้งบอนหอมเป็นพืชท่ีมีกล่ินหอม มีความเป็นไปไดว้่า
น ้ามนัหอมระเหยจากบอนหอมน่าจะมีองคป์ระกอบทางเคมีท่ีส าคญัท่ีจะสามารถน ามาใชป้ระโยชน์
ต่อไปได ้ดงันั้นผูว้จิยัจึงสนใจศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีน ้ามนัหอมระเหยจากส่วนต่าง ๆ ของบอน
หอม ไดแ้ก่ ส่วนราก เหงา้ ล าตน้ และใบ ท่ีพบในเขตพื้นท่ีต าบลเมืองลี อ าเภอนาหม่ืน จงัหวดัน่าน 
โดยใช้วิธีการสกดัสารจากบอนหอมด้วยวิธีการกลัน่ด้วยน ้ า สกดัแบบซอกห์เลต สกดัด้วยตวัท า
ละลาย  พร้อมทั้งทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิทางชีวภาพทางการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย เพื่อ
การน ามาใชป้ระโยชน์ในดา้นต่าง ๆ ต่อไป 
 

1.2   วตัถุประสงค์ของงำนวจิัย 

1. เพือ่สกดัน ้ามนัหอมระเหยจากส่วนราก เหงา้ ล าตน้ และใบของบอนหอม ดว้ยวิธีการ 
กลัน่ดว้ยน ้า  การสกดัแบบซอกห์เลต  และสกดัดว้ยตวัท าละลาย 

2. เพื่อศึกษาการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพทางการตา้น 
เช้ือแบคทีเรีย จากจากส่วนสกดัราก  เหงา้ ล าตน้และใบของบอนหอม 

3. เพื่อวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัจากส่วนราก เหงา้ ล าตน้ และใบ
ของบอนหอม ดว้ยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี/แมสสเปกโทรเมตรี (GC/MS) 

 
 
 
 



3 
 

1.3   ขอบเขตของงำนวจิัย 

1.  ศึกษาการสกดัสารสกดับอนหอมจากส่วนราก เหงา้ ล าตน้ และใบ ท่ีเก็บจากป่าในเขต
ต าบลเมืองลี อ าเภอนาหม่ืน จงัหวดัน่าน โดยวิธีการกลัน่ดว้ยน ้ า การสกดัแบบซอกห์เลต และสกดั
ดว้ยตวัท าละลาย 

2. ทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธีท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH assay)
จากการทดสอบเชิงคุณภาพ ดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (TLC) และเลือกส่วนสกดัท่ีมี
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากการทดสอบเชิงคุณภาพมาทดสอบเชิงปริมาณ ดว้ยเทคนิคสเปกโทรโฟโต
เมตรี 

3. ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของการตา้นเช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC 
25923, Bacillus cereus ATCC 11778 และ Escherichia coli ATCC 25922 ดว้ยวิธี Agar Disc 
Diffusion 

4. ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของส่วนสกดัจากบอนหอม ท่ีมีฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ
และฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีดีท่ีสุด ดว้ยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี/แมสสเปก 
โทรเมตรี (GC/MS)   
 

1.4    ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับจำกงำนวจิัย  
 1. ท าใหท้ราบฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรียจากสารสกดั 
บอนหอม 
 2.  ท าใหท้ราบองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดับอนหอม 
 3.  เป็นแนวทางในการพฒันาดา้นการศึกษาสารเคมีท่ีส าคญัของพืชชนิดอ่ืน ๆ ต่อไป 
 4.  เป็นขอ้มูลพื้นฐาน เพื่อใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมการผลิตยา เคร่ืองส าอาง เป็นตน้ 
 

1.5     นิยำมศัพท์เฉพำะ 
1. องค์ประกอบทางเคมีในพืชสมุนไพร  หมายถึง  สารอินทรียท่ี์มีในพวกพืชสมุนไพร

บางชนิด ท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นออกซิเดชนั และมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นเช้ือแบคทีเรีย 
2. ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากสารสกดับอนหอม หมายถึง สมบติัในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ

ดีพีพีเอช (DPPH radical) ของสารสกดับอนหอม 

3.  IC50 (Inhibition Concentrate) หมายถึง ความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบท่ีสามารถ  
ยบัย ั้งไม่ใหเ้กิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนุมูลอิสระไดร้้อยละ 50 

 4.  GC/MS คือ เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี/แมสสเปกโทรเมตรี 



บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

 การวจิยัคร้ังน้ีไดศึ้กษาเอกสารและงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งเพื่อน ามาประกอบการด าเนินการ 
ตามล าดบัดงัน้ี  
 2.1  ขอ้มูลพืชสมุนไพร  
 2.2  น ้ามนัหอมระเหย 
 2.3  การสกดัแยกสารส าคญัจากพืชสมุนไพร 

2.4  การวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี 
          2.5  อนุมูลอิสระ สารตา้นอนุมูลอิสระ และการทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระ 
 2.6  เทคนิคแอบซอบชนัสเปกโตรสโกปี 
 2.7  เช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุการเน่าเสียของอาหารและการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 
                จากสารสกดัจากสมุนไพร 
 2.8  งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง 

 

2.1  ข้อมูลพชืสมุนไพร 
 2.1.1  ลกัษณะทัว่ไปของบอนหอม (เตม็ สมิตินนัท,์ 2523)  

บอนหอม เป็นพืชวงศ์บอน (วงศ์ ARACEAE) มีช่ือวิทยาศาสตร์ คือ  Homalomena 
rostrata Griff.  และมีช่ือพอ้งคือ Homalomena sagittifolia Jungh. มีช่ือเรียกอ่ืน ๆ วา่ กลาดีมาแซ ้
(มลาย,ู นราธิวาส, มาเลย)์, บอนส้ม (ภาคใต)้, บอนหอม (ภาคเหนือ, แพร่, น่าน) บอนหอมเป็นพืช
ลม้ลุก  ขยายพนัธ์ุโดยวธีิการแยกหวั  มกัขยายพนัธ์ุในช่วงฤดูฝน  สภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมในการ
เจริญเติบโต มกัจะพบข้ึนตามท่ีช้ืนทัว่ไป พบไดต้ลอดทั้งปี  ดงัภาพท่ี 2-1 ตน้บอนหอม 
 

 
 

ภาพท่ี  2-1   ตน้บอนหอม  (อา้งอิงจาก  http://www.bansuanporpeang.com/node/5617  สืบคน้วนัท่ี 
                     28 มีนาคม 2557) 
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 2.1.2  ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์  

บอนหอมเป็นไมล้ม้ลุก ล าตน้เป็นกา้นหุ้มคลา้ยบอน  แต่มีขนาดเล็กกวา่  มีความยาว
ประมาณ 5-7.5  เซนติเมตร  ใบเป็นรูปขอบขนานหรือรูปหอกกลบั  ใบจะเรียวแหลม  ริมขอบใบจะ
เรียว  ส่วนตรงโคนใบจะกลมแคบ  มีความยาวประมาณ 15-60 เซนติเมตร  กวา้งประมาณ 60 
เซนติเมตร   ดอกออกเป็นช่อเป็นแท่งกลมยาว  ดอกตวัเมียนั้นจะอยูต่อนล่างถดัจากดอกตวัผู ้ แต่จะ
มีจ านวนนอ้ยกวา่ตวัผูห้รืออาจจะมีดอกไม่มีเพศคัน่อยูร่ะหวา่งกลาง    กา้นช่อดอกยาวดอกอ่อนจะมี
สีขาว เม่ือแก่จะมีสีเขียว มีกาบหุ้ม ช่อดอกยาวประมาณ 12.5-15 เซนติเมตร กาบจะป่องออกมาตรง
ช่วงท่ีเป็นดอกเพศเมีย ตรงปลายของมนัจะเป็นรูปจะงอย ส่วนตรงกลางจะขอดและตอนบนแคบ   

2.1.3  ประโยชน์   
 การน าบอนหอมไปใช้ประโยชน์  พบว่ามีการน าช่อดอก ยอดอ่อน กา้นใบ ลอกเปลือก
ออกน าไปปรุงอาหาร เช่น แกงส้ม แกงเลียง หลามบอน แกงห้วย  แกงยอดตาว แกงหน่อหวาย    
และสรรพคุณทางยาใชรั้กษาอาการไอ  ขบัเสมหะ  แกไ้ขแ้ละช่วยใหก้ระเพาะอาหารพองตวั 
 

2.2  น า้มนัหอมระเหย 
 น ้ามนัหอมระเหย (Essential oils) หรือน ้ ามนัท่ีระเหยง่าย (Volatile oil) คือ สารประกอบ
ท่ีมีกล่ินหอม  ระเหยง่าย เป็นของเหลวใสไม่มีสี   หรือมีสีเหลืองอ่อน  เป็นสารท่ีไดจ้ากส่วนต่าง ๆ 
ของพืช  เช่น ดอก ใบ กลีบเล้ียง เมล็ด เน้ือและเปลือกไม ้ล าตน้ ราก และเหงา้

  
เม่ือถูกความร้อน

อนุภาคเล็ก ๆ  ของน ้ ามนัหอมเหล่าน้ีจะระเหยออกมาเป็นกลุ่มไอรอบ ๆ ท าให้ไดก้ล่ินหอม  ซ่ึงใน
ธรรมชาติน ้ามนัหอมระเหยจะช่วยดึงดูดแมลงใหม้าผสมเกสรดอกไม ้  ช่วยรักษาความชุ่มช้ืนแก่พืช

  
 

และช่วยป้องกนัศตัรู (อรัญญา  มโนสร้อย และจีรเดช  มโนสร้อย, 2548) 
  

 ปัจจุบนัมนุษยไ์ดน้ าน ้ ามนัหอมระเหยมาใช้ประโยชน์มากมาย  เช่นใช้แต่งกล่ินอาหาร 
ไดแ้ก่ ลูกกวาด  เคร่ืองด่ืม ผลิตภณัฑ์นม ใชใ้นอุตสาหกรรมน ้ าหอม เช่น น ้ ามนักุหลาบ  น ้ ามนัมะลิ  
น ้ามนักระดงังา  ใชใ้นอุตสาหกรรมยา  เช่น  น ้ามนักานพลู  ซ่ึงสามารถใชฆ่้าเช้ือโรคได ้    จึงมีการ
น ามาใชผ้สมในน ้ายาบว้นปาก  น ้ามนัยคูาลิปตสั ใชแ้กห้วดั  น ้ ามนัไพล  ใชแ้กอ้าการปวดบวมและ
ฟกช ้า  น ้ามนัเปปเปอร์มินท ์ ใชข้บัลมและแต่งกล่ินยา  ใชใ้นดา้นสุคนธบ าบดั เช่น  น ้ ามนักระดงังา 
น ้ ามนัลาเวนเดอร์  น ้ ามนัคาโมมายล์ น ้ ามนัโหระพาช่วยให้สงบและผอ่นคลาย   และน ้ ามนัมะนาว  
น ้ ามนัยคูาลิปตสัและ น ้ ามนัเปปเปอร์มินต ์ ท าให้รู้สึกสดช่ืนกระปร้ีกระเปร่า   อีกทั้งนิยมน ามาใช้
ไล่แมลง  เป็นตน้ 
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2.3  การสกดัแยกสารส าคญัจากพชืสมุนไพร  
 การสกดัสารส าคญัจากพืชสมุนไพรท าไดห้ลายวธีิ      โดยทัว่ไปในการสกดัสารเบ้ืองตน้ 
ไม่ว่าจะสกดัดว้ยวิธีการใดหรือใช้ตวัท าละลายใด ก็จะไดอ้งค์ประกอบเป็นของผสมหรือสารสกดั
อยา่งหยาบ (Crude extract) ซ่ึงเป็นส่ิงท่ีสกดัออกมาจากสมุนไพรโดยใชต้วัท าละลาย  สารสกดัอยา่ง
หยาบเป็นของผสมขององคป์ระกอบทางเคมีของสมุนไพร ซ่ึงมีทั้งองคป์ระกอบท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัช
วทิยา เรียกวา่  สารส าคญั  และองคป์ระกอบท่ีไม่มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา  เรียกวา่ สารเฉ่ือย ชนิดและ
สัดส่วนขององค์ประกอบในสารสกดัจะเปล่ียนไปตามสภาพของสมุนไพรท่ีใชแ้ละสภาวะท่ีใชใ้น
การสกัด ส าหรับการวิจัยคร้ังน้ี  ผูว้ิจ ัยท าการสกัดสารด้วยวิธีการกลั่นด้วยน ้ า การสกัดแบบ 
ซอกห์เลต  และสกดัดว้ยตวัท าละลาย ซ่ึงมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี       

2.3.1 การสกดัโดยการกลัน่ด้วยน า้ (Hydrodistillation)  
การกลัน่ดว้ยน ้า  เป็นเทคนิคการสกดัท่ีใชก้บัพืชสด  จะแยกสารท่ีสามารถระเหยง่ายออก

จากสารท่ีระเหยยาก โดยมีหลกัการ คือน าสารไปตม้รวมน ้า  เม่ือมีความร้อนสารท่ีตอ้งการสกดัแยก 
และน ้าจะระเหย ออกมาพร้อมกนั จนกระทัง่ความดนัไอของสารรวมกบัความดนัไอน ้ าเท่ากบัความ 
ดนับรรยากาศ  น ้ ามนัหอมระเหยจะถูกพาออกมาในลกัษณะท่ีรวมกบัไอน ้ าและจะถูกส่งผ่านเขา้
ไปสู่ขั้นตอนการควบแน่นให้เป็นของเหลว  จึงท าให้เกิดแยกชั้นชดัเจนระหวา่งน ้ าและน ้ ามนัหอม
ระเหย ท าใหแ้ยกออกมาไดส้ะดวก  โดยแยกเป็น 2  ชั้น  ชั้นน ้ าอยูช่ั้นล่างและสารท่ีตอ้งการสกดัอยู่
ข้ึนบน 

สมบัติของสารทีแ่ยกโดยการกลัน่ด้วยน า้ 
1. ตอ้งไม่ละลายน ้า จึงจะสามารถแยกออกจากน ้าไดง่้าย โดยใชก้รวยแยก 
2. มีสมบติัระเหยง่าย  มีจุดเดือดสูงหรือต ่ากวา่น ้า   ถา้สารมีจุดเดือดต ่าจะแยกไดดี้กวา่ 

สารท่ีมีจุดเดือดสูง 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี  2-2   เคร่ืองกลัน่น ้ามนัหอมระเหยแบบกลัน่ดว้ยน ้า (อา้งอิงจาก          
                     http://www.tistr.or.th/pharma/Essen_ext.htm สืบคน้วนัท่ี 28 มีนาคม 2557) 

http://www.tistr.or.th/pharma/Essen_ext.htm%20สืบค้น
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2.3.2  การสกดัแบบซอกห์เลต (Soxhlet extraction)   
การสกดัแบบซอกห์เลต  เป็นเทคนิคการแยกสารท่ีใชท้  าละลายในปริมาณน้อย  เน่ืองจาก

ตวัท าละลายท่ีใชส้กดัสารแลว้จะถูกท าให้ระเหยและควบแน่นกลบัมาเม่ือเจอกบัระบบหล่อเยน็ท า
ใหส้กดัไดอี้กเป็นลกัษณะหมุนเวยีน  โดยตวัท าละลายท่ีใส่ลงไปในเคร่ืองมือ  จะหมุนเวียนผา่นสาร
ท่ีเราตอ้งการสกดัหลาย ๆ คร้ัง   เป็นการเพิ่มประสิทธิภาพการสกดั จนกระทัง่สารท่ีเราตอ้งการสกดั
ออกมามีปริมาณเขม้ขน้มากพอ 

 ตัวแปรทีม่ีผลต่อการสกดั 
1. ชนิดของตวัท าละลายท่ีใชส้กดัสาร ตอ้งเหมาะสมกบัการสกดัสารท่ีสนใจสกดั โดยอาศยั

หลกัการ Like dissolve like 
              2. ปริมาตรตวัท าละลายท่ีใชส้กดั ปริมาตรตวัท าละลายตอ้งมีมากพอ คือเม่ือตวัท าละลาย
ส่วนหน่ึงเกิดการระเหยข้ึนไปสกดัสารก่อนท่ีจะเต็ม Refluxsidearm จากนั้นจะเป็นแบบลกัษณะ
ของกาลกัน ้ าต่อไป ในส่วนของ Flask ก็จะตอ้งมีตวัท าละลายเหลืออยู่ เพื่อท าให้การสกดัเกิดข้ึน
อยา่งต่อเน่ืองตลอดเวลา ซ่ึงตวัท าละลายท่ีมากเกินพอ สามารถระเหยออกไดเ้ม่ือสกดัสารท่ีสนใจได้
ตามท่ีตอ้งการ ดว้ยเคร่ือง Rotary evaporator 

3. เวลาท่ีใช้สกดั   เวลาท่ีใชส้กดัตอ้งมีความเหมาะสม ท่ีจะสามารถสกดัเอาสารท่ีสนใจ
ออกจากตวัอยา่งให้ไดม้ากท่ีสุด    ซ่ึงในเทคนิคน้ีส่วนใหญ่เวลาท่ีใชส้กดัมกัจะยาวนานเป็นชัว่โมง 
เพื่อให้เกิดการ reflux ของตวัท าละลายหลาย ๆ ซ ้ า   ท าให้สารท่ีถูกสกดัออกจากตวัอย่างไดม้าก
ท่ีสุด 
  4. ตวัอย่างท่ีใช้ในเทคนิคน้ีตวัอยา่งมกัจะเป็นของแข็ง ดงันั้น ตอ้งท าตวัอย่างให้มีพื้น
ผิวสัมผสักบัสารมากท่ีสุด คือพยายาม สับ หรือ หั่น ให้ตวัอย่าง มีขนาดเล็กท่ีสุด เพื่อเพิ่มพื้นท่ี
ผวิสัมผสั  
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี  2-3   เคร่ืองสกดัแบบซอกห์เลต (อา้งอิงจาก http://www.cremonaviolintools.com/index.php                      
                    สืบคน้วนัท่ี 28 มีนาคม 2557) 

http://www.cremonaviolintools.com/index.php
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 2.3.3  การสกดัด้วยตัวท าละลาย (Solvent extraction)  
 การสกดัดว้ยตวัท าละลาย  ตวัท าละลายอินทรียท่ี์ใช้สกดั ไดแ้ก่ เมทานอล  เอทานอล
ปิโตรเลียมอีเทอร์  หรือเฮกเซน   ซ่ึงการสกดัน ้ ามนัหอมระเหยโดยวิธีน้ีจะใชก้บัพืชท่ีไม่สามารถ
สกดัน ้ามนัหอมระเหยโดยวธีิการกลัน่ไอน ้าได ้ 
 วิธีน้ีเป็นการสกดัสาระส าคญัจากพืช โดยการหมกัสมุนไพรกบัตวัท าละลาย  จนกระทัง่
เน้ือเยือ่ของสมุนไพรอ่อนนุ่ม   และตวัท าละลายสามารถแทรกซึมเขา้ไปละลายองคป์ระกอบภายใน
ผงสมุนไพรออกมาได้ โดยการหมกัสมุนไพรควรท าในภาชนะท่ีมีฝาปิดสนิท ในการสกดัจะใช้
เวลานาน 7 วนั หรือตามก าหนดในเภสัช เม่ือครบก าหนดเวลาจึงกรองแยกกากออกจากตวัท าละลาย   
การสกดัแบบน้ีเหมาะสมกบัพืชสมุนไพรท่ีมีโครงสร้างหรือเน้ือเยื่อท่ีไม่แข็งแรงมากนกั เช่นใบ 
ดอก ซ่ึงท าให้อ่อนนุ่มไดง่้าย จดัเป็นวิธีการสกดัโดยใช้ตวัท าละลายปริมาณนอ้ย    จึงเป็นวิธีการท่ี
ประหยดัและคุม้ค่า 

การเลอืกตัวท าละลายทีเ่หมาะสม   
  ในการสกดัสารส าคญัจากพืช  จะตอ้งเลือกตวัท าละลายใหเ้หมาะสมกบัสารท่ีตอ้งการ
จะแยก  ซ่ึงมีหลกัท่ีควรพิจารณาในการเลือกตวัท าละลาย ดงัต่อไปน้ี 

1. คุณสมบติัของสารท่ีตอ้งการสกดั เช่น ความมีขั้วของสาร ความคงตวัของสาร  
ในตวัท าละลายนั้นในอุณหภูมิสูง 
  2.  มีความสามารถในการละลายสารท่ีตอ้งการสกดัไดดี้ 
                      3.  ไม่ละลายปนเป็นเน้ือเดียวกนักบัสารละลายของสารผสมท่ีถูกสกดันั้น 
                      4.  ไม่ควรละลายส่ิงเจือปนหรือสารท่ีไม่ตอ้งการ 
                      5.  สามารถแยกออกจากตวัถูกละลายไดง่้ายภายหลงัท่ีสกดัแลว้ 
                      6.  ไม่ควรท าปฏิกิริยากบัสารท่ีตอ้งการสกดั 
                      7.  ตวัท าละลายควรมีราคาไม่แพงมาก 
 ความมีขั้วของตวัท าละลายต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการสกดัสาร  แสดงดงัตารางท่ี  2-1  
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ตารางท่ี  2-1  แสดงความมีขั้วของตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ 
 

ความมีขั้ว                  ตัวท าละลาย 

               
                       ไม่มีขั้ว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           มีขั้ว 

                ปิโตรเลียมอีเทอร์ 
                 เฮกเซน 
                 คาร์บอนเตตระคลอไรด ์
                 เบนซีน 
                 ไดคลอโรมีเทน 
                 คลอโรฟอร์ม 
                 ไดเอทิลอีเทอร์ 
                 เอทิลแอซิเตต 
                 อะซิโตน 
                 1-โพรพานอล 
                 เอทานอล 
                 เมทานอล 
                 น ้า 

 

2.4    การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
2.4.1  โครมาโทกราฟี (Chromatography) เป็นวิธีการแยกองคป์ระกอบต่าง ๆ ออกจาก

กนัท่ีไดผ้ลดีมากและนิยมใช้กนัอย่างแพร่หลาย โดยอาศยัความแตกต่างการกระจายตวัของสาร
ตวัอยา่งระหวา่ง 2 เฟส ท่ีไม่ผสมเป็นเน้ือเดียวกนั คือ เฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) ซ่ึงอาจเป็น
ของเหลวหรืออาจเป็นแก๊ส  กบัอีกเฟสหน่ึงซ่ึงเป็นเฟสอยูก่บัท่ี (Stationary phase) หรือของเหลวท่ี
ลอ้มรอบวสัดุช่วยพยงุ ซ่ึงท าหนา้ท่ีในการแยกสารหรือองคป์ระกอบของสารออกจากกนั ข้ึนอยูก่บั
ความจ าเพาะเจาะจงของสารตวัอยา่งท่ีมีต่อเฟสอยูก่บัท่ี  ประโยชน์ของการท าโครมาโทกราฟี  คือ 
1) ใชแ้ยกสารแต่ละชนิดออกจากสารผสม 2) ตรวจความสม ่าเสมอของสารตวัอยา่ง 3) ท าสารให้
บริสุทธ์ิ  4) ตรวจเอกลกัษณ์ของสาร  5) ตรวจวเิคราะห์หาปริมาณ  6) ตรวจสารปนเป้ือน 
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   2.4.1.1  ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin Layer Chromatography) เป็นเทคนิคท่ีใช้
แยกและตรวจสอบสารปริมาณนอ้ย ๆ โดยใชเ้ฟสอยูก่บัท่ี (Stationary phase) ส่วนใหญ่นิยมใชส้าร 
ท่ีเป็นซิลิกาเจล อลูมินา หรือเซลลูโลส เม่ือหยดสารละลายตวัอยา่งซ่ึงเป็นสารผสมลงบนแผน่ TLC   
จากนั้นน าแผน่ TLC ใส่ลงในแท็งก์ซ่ึงบรรจุตวัท าละลายซ่ึงเป็นเฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) หรือ
ระบบตวัท าละลายท่ีเหมาะสม เพื่อให้เกิดกระบวนการท่ีเฟสเคล่ือนท่ีเคล่ือนท่ีไปบนเฟสอยู่กบัท่ี
เรียกวา่ Development จะเกิดการแยกสารประกอบต่าง ๆ ออกจากกนัโดยอาศยักลไกท่ีกล่าวมาแลว้
ขา้งตน้ อาจมีกลไกมากกวา่หน่ึงกลไก ข้ึนอยูก่บัธรรมชาติและคุณสมบติัของเฟสอยูก่บัท่ีและเฟส
เคล่ือนท่ี แอดซอร์เบนทข์องทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีส่วนใหญ่จะใช ้  

         2.4.1.2  แก๊สโครมาโทกราฟี/แมสสเปกโทรเมตรี  
                 หลกัการแก๊สโครมาโทกราฟี 

                 แก๊สโครมาโทกราฟี  เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ก๊สเฉ่ือยท าหนา้ท่ีเป็นแก๊สพา ซ่ึงเป็น 
วฏัภาคเคล่ือนท่ีเหมาะท่ีจะน ามาประยุกตใ์ชแ้ยกสารท่ีระเหยง่าย  และมีความเสถียรภาพทางความ
ร้อน ในเทคนิคน้ีตวัอย่างจะถูกน าเขา้สู่ระบบและเกิดการระเหยเป็นไอท่ีจุดฉีดสาร โดยมีการใช้
ระบบคอมพิวเตอร์ควบคุม และส่ือสารกบัส่วนประกอบต่าง ๆ รับสัญญาณขอ้มูลจากดีเทคเตอร์     
ตลอดจนใชป้ระมวลผล และการออกรายงานผลไปท่ีเคร่ืองพิมพ ์

                  หลกัการแมสสเปกโทรเมตรี 
                  แมสสเปกโทรเมตรี เป็นเทคนิคการวเิคราะห์ท่ีใชใ้นการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของ 

สารประกอบท่ีไม่ทราบชนิด และใช้ในการศึกษาโครงสร้างของโมเลกุลไดเ้ป็นอย่างดี โดยอาศยั
หลกัการเคล่ือนท่ีของมวลท่ีมีประจุซ่ึงหมายถึงไอออนในสนามไฟฟ้าหรือสนามแม่เหล็กพฤติกรรม
การเคล่ือนท่ีดงักล่าวข้ึนอยู่กบัค่ามวลต่อประจุของไอออน นอกจากน้ีการทราบประจุของไอออน 
จะท าใหส้ามารถทราบค่ามวลของไอออนนั้น ๆ ได ้
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ภาพท่ี  2-4  แก๊สโครมาโทกราฟี/แมสสเปกโทรเมตรี  
                   (อา้งอิงจาก  http://www.maceducation.com  สืบคน้วนัท่ี 28 มีนาคม 2557) 
 

  การวเิคราะห์โดยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี/แมสสเปกโทรเมตรี   เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการ
วิเคราะห์หาชนิดและปริมาณสารตวัอยา่ง เป็นเทคนิคร่วมท่ีไดร้วมขอ้ดี 2 ประการไวด้ว้ยกนั คือ 
ประการแรก มีความสามารถในการแยกสารผสมซ่ึงกลายเป็นไอไดง่้าย ให้ออกเป็นองค์ประกอบ
เด่ียว ๆ ด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี ซ่ึงมีความสามารถในการแยกสูง และอีกประการหน่ึง คือ 
องค์ประกอบของสารแต่ละชนิดท่ีผา่นการแยกแลว้จะถูกตรวจวดัด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมตรี ท่ีมี
ความจ าเพาะต่อการตรวจวดั มีสภาพไวในการตรวจวดัสูง และให้ขอ้มูลแมสสเปกตรัมของสารท่ี
สามารถใชใ้นการพิสูจน์เอกลกัษณ์สารไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

 เป็นการเช่ือมต่อของสองเทคนิค คือ แก๊สโครมาโทกราฟี   ซ่ึงเป็นเทคนิคการแยกสารกบั 
แมสสเปกโทรเมตรี ซ่ึงเป็นเทคนิคการตรวจวดัท่ีใชใ้นการพิสูจน์หาเอกลกัษณ์และหาปริมาณสาร
การรวมกนัของสองเทคนิคดงักล่าวน้ี ก่อใหเ้กิดผลดีหลายประการ ดงัน้ี 

 1.  ท าใหส้ามารถแยกองคป์ระกอบของสารผสมท่ีซบัซอ้น  
 2.  ไดแ้มสสเปกตรัมของแต่ละองคป์ระกอบเพื่อประโยชน์ในการพิสูจน์เอกลกัษณ์ 

ของสาร  
 3.  สามารถใหข้อ้มูลเพื่อการวเิคราะห์หาปริมาณสารแต่ละชนิดท่ีผสมกนัอยู ่ 
 4.  มีสภาพไวในการตรวจวดัสารสูง สามารถใหข้อ้มูลแมสสเปกตรัมท่ีสมบูรณ์ถึงแมว้า่ 

สารมีปริมาณเล็กนอ้ยเพียง 1 พิโกโมล  
 

  

http://www.maceducation.com/
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 5.  สามารถใหห้ลกัฐานดา้นมวลโมเลกุลของสาร ตลอดจนใหข้อ้มูลดา้นรูปแบบการแตก 

ของโครงสร้างเป็นส่วนย่อย ๆ ซ่ึงเป็นเอกลักษณ์เฉพาะของสาร เปรียบเสมือนลายพิมพ์น้ิวมือ        
ท่ีสามารถใชเ้ป็นพื้นฐานในการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสารได ้(แมน้ อมรสิทธ์ิ และคณะ, 2553, หนา้ 
330 - 332) 

  

2.5  อนุมูลอสิระ สารต้านอนุมูลอสิระ และการทดสอบสารต้านอนุมูลอสิระ 
 2.5.1 อนุมูลอสิระ (Free radical)   
             อนุมูลอิสระ คือ อะตอมหรือโมเลกุลของสารท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียวหรือมากกว่า 
เน่ืองจากการสูญเสียหรือมีเพิ่มข้ึนมาของอิเล็กตรอนโดดเด่ียว อาจเป็นประจุลบหรือบวก ซ่ึงโดย
ปกติอิเล็กตรอนจะอยู่เป็นคู่ หากอิเล็กตรอนขาดคู่จะท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยการไปดึง
อิเล็กตรอนของสารอ่ืนมาเป็นคู่หรือให้อิเล็กตรอนแก่สารอ่ืน เพื่อท าให้อิเล็กตรอนหรือโมเลกุล
เสถียร หรือรวมกบัโมเลกุลท่ีไม่มีอนุมูล กลายเป็นอนุมูลอิสระท่ีวอ่งไวมาก มีอายุสั้นมากประมาณ 
1 หรือ 10-3-10-10 วินาที เป็นโมเลกุลท่ีไม่เสถียรและว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมี โดยสามารถ
ตรวจวดัดว้ยเคร่ืองอิเล็กตรอนสปรินเรโซแนนซ์ (Electron Spin Resonance, ESR) โมเลกุลหรือ 
อิออนชนิดน้ีเป็นตวัก่อให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ จึงตอ้งไดรั้บอิเล็กตรอนจากสารอ่ืนเพื่อท าให้ตวัเอง
เกิดการเสถียร (พวงรัตน์ ภกัดีโชติ, 2543) อนุมูลอิสระ ถา้แบ่งตามการเกิดจะแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ 
อนุมูลอิสระท่ีเกิดนอกร่างกาย และอนุมูลอิสระท่ีเกิดในร่างกาย 

ตวัอย่างอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนภายนอกร่างกาย (Wolf, 1998) ไดแ้ก่ สารกลุ่มรีแอกทีฟ
ออกซิเจนสปีช่ีส์ (Reactive oxygen species, ROS) เช่น ซุปเปอร์ออกไซด์ไอออนแรดิคัล 
(Superoxide  ion  radical, O

2  ) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hidrogenperoxide, H2O2) ไฮดรอกซิล
เรดิคลั (Hydroxyl  radical, OH)  ซิงเลตออกซิเจน (Singlet  oxygen, O2) ลิปิดเปอร์รอกซิลเรดิคลั 
(Lipid  peroxyl  radical, LOO ̊ )  และไนตริกออกไซดเ์รดิคลั (Nitric  oxide  radical, NO) 

ตวัอย่างอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนภายในร่างกาย ได้แก่  ปฏิกิริยาของเอนไซม์ Xanthine  
oxidase  ในเน้ือเยือ่สมอง  จะเกิดการคะตะไลทไ์ปเป็นไฮโปรแซนทิน (Hypoxanthin) จนกระทัง่ถูก
เปล่ียนไปเป็นกรดยูริก (Uric acid)  การเกิดไนตริกออกไซด์จากกรดอะมิโนแอล-อาร์จินีน  
(L-arginine) ได ้NO จากขบวนการเมตาบอลิซึมของกรดไขมนั Arachidonic  acid การท าลายเช้ือ
โรคภาย ใน ร่ า งก ายของระบบ ภู มิ คุ้มกัน ท่ี มี เอนไซม์ ท่ี มี ช่ื อ  ไมโคร เปอ ร์รอก ซิ เ ดส 
(Mycloperoxidase)  และเอ็นเอดีพีเอช ออกซิเดส (NADPH  oxidase)  ซ่ึงจะสังเคราะห์ไฮโป
คลอรัส (Hypochlorus  acid) จนกระทัง่ไดส้ารผลิตภณัฑ ์คือ สาร O2   
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อนุมูลอิสระ เป็นผลท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีเกิดจากการเผาผลาญของร่างกาย 

โดยการใชอ้อกซิเจนในกระบวนการเมตาบอลิซึมแต่ละคร้ังจะมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนซ่ึงเป็นโมเลกุล
ท่ีมีการสูญเสียอิเล็กตรอนหรือมีอิเล็กตรอนเพิ่มข้ึนมาท าให้ไม่เสถียรและพร้อมท่ีจะท าปฏิกิริยากบั
สารอ่ืนอยา่งต่อเน่ือง  โดยจะเขา้ท าปฏิกิริยากบัสารประกอบ หรือ Macro  molecules  เช่น โปรตีน 
ดีเอ็นเอ ไขมนั และกรดนิวคลีอิก เป็นตน้ โดยจะเหน่ียวน าให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่  เปล่ียนแปลง
โครงสร้างของเซลล์  และส่งผลต่อการท าหน้าท่ีของเอนไซม์ เป็นผลท าให้เซลล์นั้นถูกท าลาย 
น าไปสู่การเกิดโรคต่าง ๆ เช่น Malondialdehyde  และ 4-OH nonenal ซ่ึงเป็นสารท่ีท าให้เกิด
อนัตรายต่อเซลล์และดีเอ็นเอ โดยปกติเม่ือมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึน ร่างกายจะมีระบบควบคุมหรือ
ป้องกนัอนุมูลอิสระตลอดเวลา  เรียกว่า ระบบแอนติออกซิแดนท์ (Antioxidant defense system) 
โดยใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระ หรือ สารแอนติออกซิแดนท ์(Antioxidant) ซ่ึงจะท าหนา้ท่ีต่อตา้นหรือ
ยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั หยดุปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ หรือแมก้ระทัง่ป้องกนัไม่ให้
อนุมูลอิสระไปมีผลท าลายเซลลต่์าง ๆ ในร่างกาย  

2.5.2  สารต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidants) 
 สารตา้นอนุมูลอิสระ  อนุมูลอิสระมีบทบาทส าคญัท่ีก่อใหเ้กิดโรคและความชรา  จึงมีการ
ป้องกนัอนัตรายจากสารน้ีโดยทดลองใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระในรูปแบบต่าง ๆ เพื่อชะลอความชรา
และการเกิดโรคต่าง ๆ สารต้านอนุมูลอิสระแบ่งตามกลไกการยบัย ั้งได้เป็น 3 ชนิด ดังน้ี  
1) Preventive antioxidant ป้องกนัการเกิดอนุมูลอิสระ 2) Scavenging antioxidant ท าลายหรือยบัย ั้ง
อนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึน 3) Chain breaking antioxidant ท าใหลู้กโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระส้ินสุดลง  
 สารตา้นอนุมูลอิสระ  แบ่งไดเ้ป็นสองกลุ่ม คือกลุ่มท่ีมีในร่างกายของมนุษยไ์ด้แก่กลุ่ม
ของเอนไซม์เป็นส่ิงท่ีร่างกายสร้างข้ึนมาเพื่อปกป้องตวัเอง และกลุ่มท่ีไดรั้บจากภายนอกร่างกาย 
กลุ่มของเอนไซม์เป็นส่ิงท่ีร่างกายสร้างข้ึนมาเพื่อปกป้องตวัเอง ก็คือระบบต่อตา้นอนุมูลอิสระ 
(Antioxidants  system) ซ่ึงในร่างกายก็จะมีระบบเอนไซมท์ าให้อนุมูลอิสระเหล่าน้ีหมดสภาพไป 
เช่น  ซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (Superoxide  dismutase) ซ่ึงจะเป็นตวัคะตะเลส(Catalase) สาร O2 
ให้ไปเป็นสาร H2O2 และจะมีเอนไซมก์ลูตาไธโอน เปอร์ออกซิเดส (Glutathione  peroxidase) และ
เอนไซมค์ะตะเลส (Catalase) เปล่ียน H2O2 ไปเป็นน ้ า เป็นตน้ ดงัภาพประกอบ 3 ซ่ึงถา้หากใน
ร่างกายมีปริมาณอนุมูลอิสระมากเกินกว่าท่ีระบบต่อตา้นอนุมูลอิสระจะจดัการได ้จะเกิดภาวะท่ี
เรียกวา่ ออกซิเดทิฟสเตรต (Oxidative  stress)  ข้ึนมาซ่ึงจะส่งผลกระทบต่าง ๆ ต่อเซลล์ส่ิงมีชีวิต 
เช่น การท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของดีเอ็นเอ โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และเกิดการท าลาย
โมเลกุลท่ีมีพนัธะ S-H  เยือ่หุม้เซลล ์และการท าลายเซลล ์ซ่ึงเป็นสาเหตุของการแก่  และอาจรุนแรง
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ไปถึงการเกิดเป็นโรคภยัไขเ้จ็บต่าง ๆ เช่น เส้นเลือดตีบ โรคเก่ียวกบัภูมิคุม้กนั รวมถึงโรคมะเร็ง
และโรคหวัใจ เป็นตน้ (Margaill, 2005) 
                สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีไดจ้ากภายนอก ไดแ้ก่  
                1. สารท่ีให้ไฮโดรเจนอะตอม ไดแ้ก่ สารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์ เช่น สารบิวทิล
เลตไฮดรอกซิลอะนิโซลหรือบีเอชเอ (Butylatehydroxylanisole, BHA) สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีอยู่
ในธรรมชาติ เช่น สารเบตา้แคโรทีน วิตามินอี กรดโฟลิก วิตามินซี สารกลุ่มฟีนอลลิก เป็นต้น 
นอกจากจะใหไ้ฮโดรเจนอะตอมแลว้ตวัของสารเองจะเป็นอนุมูลอิสระเอง แต่จะไม่เกิดอนัตรายต่อ
สารอ่ืน ๆ เน่ืองจากภายในโมเลกุลของสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีเป็นโครงสร้างวงแหวนเบนซีนริง
หรือโมเลกุลท่ีเป็นพนัธะคู่สลบัเด่ียวจะวนไปมาในโมเลกุล  หรือท่ีเรียกวา่เกิดเรโซแนนซ์   
                2. สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีสามารถจบักบัโลหะท่ีเป็นตวัเร่งการเกิดอนุมูลอิสระ เช่น สาร
กลุ่มฟีนอลลิก และวติามินซี  เป็นตน้ ดงัภาพท่ี 2-5 

 
 
                                                                                                                                      
                                                                                          
 
     
                            Quercetin                          การจบักนัของ Fe2+ กบั Quercetin 
 
ภาพท่ี 2-5  การจบักบัโลหะของสารตา้นอนุมูลอิสระ 
 

3.  สารท่ีสามารถจบักบัออกซิเจนหรือสารโมเลกุลเล็ก ๆ และมีคุณสมบติัในการเป็นรีดิ
วซ่ิง (Reducing  agent) เช่น วติามินซี และวติามินอี  เป็นตน้ (Valko, 2006)               
 สมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (ชนิดา พลานุเวช, 2548) 
                อนุมูลอิสระเกิดจากผลผลิตท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Oxidation) ในส่ิงมีชีวิตท่ี
ใชอ้อกซิเจนในกระบวนการเมตาบอลิซึม นอกจากน้ีพบวา่ปัจจยัภายนอก เช่น รังสีอลัตราไวโอเลต 
(Ultraviolet, UV)  โอโซน ควนัจากท่อไอเสีย ควนัจากท่อไอเสีย ควนับุหร่ี และยาบางชนิด เป็นตน้ 
โดยกลไกเกิดดงัน้ี เร่ิมตน้จากโมเลกุลท่ีเป็นสารตั้งตน้อาจได้รับความร้อน หรือแสง หรือได้รับ
อิเล็กตรอนจากโมเลกุลท่ีเป็นสารรีดิวซิง  (Reducing  agent)  เช่น  เหล็ก (Fe2+ ) หรืออาจเกิดจาก
ปฏิกิริยาของเอนไซมบ์างชนิดท่ีกระตุน้ใหส้ารตั้งตน้เปล่ียนเป็นอนุมูลอิสระเป็นโมเลกุลท่ีไม่เสถียร

Fe2++ +   H 

Fe2+ 
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เน่ืองจากมีอิเล็กตรอนวงนอกไม่ครบคู่ ดงันั้นจึงมีความไวสูงในการเขา้ท าปฏิกิริยากบัโมเลกุลอ่ืน ๆ 
อนุมูลอิสระเหล่าน้ีเป็นตวัการส าคญัท่ีเร่งการเส่ือมสภาพของร่างกาย จะเขา้ท าปฏิกิริยากบัไขมนัใน
ร่างกายเกิด Lipid peroxidation และท าลาย DNA (Deoxyribonucleic acid) ซ่ึงท าให้เกิดพยาธิสภาพ
ในร่างกาย เกิดสภาวะของโรคต่าง ๆ เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือดสมอง โรคความจ าเส่ือม  
โรคพาร์กินสัน รวมทั้งความชรา (Aging) ซ่ึงจะเห็นไดช้ดัเจนท่ีสุดในบริเวณใบหนา้ 
 กลุ่มของสารจากผลิตภณัฑ์ธรรมชาติท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ได้แก่ ฟลาโวนอยด ์
(Flavonoids) วิตามิน และเบตา้แคโรทีน (Beta-carotene) เป็นตน้ สารต่าง ๆ เหล่าน้ีเรียกวา่เป็นสาร
ตา้นอนุมูลอิสระ หรือ  สารแอนติออกซิแดนท ์(Antioxidant) ซ่ึงจะท าหนา้ท่ีต่อตา้นหรือยบัย ั้งการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั หยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ หรือแมก้ระทัง่ป้องกนัไม่ให้อนุมูล
อิสระไปมีผลท าลายเซลล์ต่าง ๆ ในร่างกาย การไดรั้บอนุมูลอิสระ (Antioxidant) จ านวนมาก ๆ จะ
เป็นผลร้ายต่อสุขภาพ ดงันั้นร่างกายจึงตอ้งรักษาสมดุลระหวา่ง อนุมูลอิสระ กบั สารต่อตา้นอนุมูล
อิสระ แต่ในสภาวะปัจจุบนัมนุษยจ์ะตอ้งสัมผสักบัมลภาวะอนัเป็นพิษในส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงท าให้ตอ้ง
รับเอาอนุมูลอิสระเขา้มาสู่ร่างกายมากข้ึน ท าให้เกินขีดความสามารถของร่างกายท่ีจะก าจดัอนุมูล
อิสระต่อไปได้ท าให้เกิดอนุมูลอิสระส่วนเกินข้ึน ผลท่ีตามมาก็คือเกิดการเส่ือมท าลายของเซลล ์
อนัเน่ืองมาจากอนุมูลอิสระส่วนเกินรวมทั้งก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ ดงัท่ีไดก้ล่าวไปขา้งตน้ ในวงการ
เคร่ืองส าอางจึงให้ความส าคญัเป็นพิเศษกบัผลอนุมูลอิสระต่อการเร่งการแก่ของเซลล์ผิวหนงัโดย
อนุมูลอิสระมีผลท าให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ (Chain  reaction) ของ Lipid  peroxidation  และท าให้
โครงสร้างของโปรตีน หรือ DNA (deoxyribonucleic  acid)  เปล่ียนแปลงไปไม่สามารถท างานได้
ตามปกติ นอกจากน้ียงัท าลาย Membrane  ท  าให้เกิดการดูดซึมอาหารของเซลล์รวมทั้งการขบัไล่
ของเสียออกจากเซลลถู์กขดัขวางและจะส่งผลใหเ้กิด Program  cell  death ตามมา 

             2.5.3  การทดสอบสารต้านอนุมูลอสิระ 
 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสามารถท าไดห้ลายวิธี แต่ในท่ีน้ีจะขอกล่าวถึง คือ 

DPPH assay 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay (DPPH assay)  
 DPPH assay (ปรียนนัท ์บวัสด, 2549) เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระ ซ่ึงใช้ สารตวัอย่าง คือ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็น stable radical ในตวั 
ท าละลาย Methanol ซ่ึงสารละลายน้ีมีสีม่วง ดูดกลืนแสงไดดี้ท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร 
  DPPH คือ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  เป็นอนุภาคอิสระท่ีเสถียรและสามารถท่ี
จะ รับอิเล็คตรอนไดอี้ก เพื่อเปล่ียนเป็นโมเลกุลท่ีไม่เป็นอนุมูลอิสระ ดงัภาพท่ี 2-6 และเม่ือไดรั้บ
อะตอมไฮโดรเจนจากโมเลกุลอ่ืนจะท าใหส้ารดงักล่าวไม่เป็นอนุมูลอิสระ ดงัภาพท่ี 2-7 
 



16 

 

                                                       
ภาพท่ี 2-6 Diphenylpicrylhydrazyl (free radical)   ภาพท่ี 2-7 Diphenylpicrylhydrazyl (non radical) 

 
 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ  เป็นการตรวจสอบฤทธ์ิทางชีวภาพอย่างง่าย ๆ ท่ี
สามารถท าไดใ้นห้องปฏิบติัการทางเคมี โดยน าสารสกดัหยาบมาตรวจสอบเชิงคุณภาพวิเคราะห์
โดยวิธี TLC (Thin Layer Chromatography) โดยสังเกตการฟอกจางสีสารละลาย DPPH (ปกติ
สารละลาย DPPH ในตวัท าละลายเมทานอลจะมีสีม่วงเขม้) ในการน าสารอนุมูลอิสระมาท า
ปฏิกิริยากบัสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ หลงัจากเกิดปฏิกิริยาจะเกิดการฟอกจางสีจากสีม่วง เป็น
ไม่มีสี   หรือสีเหลืองอ่อนบนพื้น TLC สีม่วง   เน่ืองจากสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจะท าปฏิกิริยา
กบั DPPH radical ท าให้สีม่วง DPPH จางหายไป จึงเกิดการฟอกจางสีของสารบนแผน่ TLC นัน่
แสดงวา่สารสกดัท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจะปรากฏการณ์ฟอกจางสีบนพื้นสีม่วง 

วธีิทดสอบเชิงคุณภาพวเิคราะห์น้ีจะช่วยใหป้ระหยดัเวลามากข้ึน เม่ือทราบแลว้วา่ในสาร 
มีองคป์ระกอบท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ  ขั้นต่อไปสามารถแยกองคป์ระกอบนั้น ๆ ออกจากสาร
สกดัใหไ้ดส้ารบริสุทธ์ิเพื่อน าไปทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระเชิงปริมาณวเิคราะห์ต่อไป 

ในการวเิคราะห์เชิงปริมาณ   สารตวัอยา่งจะท าปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระ (DPPH) ในระยะ 
เวลาท่ีก าหนด  ท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง 
สเปกโทรโฟโทเมตรี ค่าดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ะแปรผนักบัความเขม้ขน้ของ DPPH   ดงันั้นการลดลง
ของความเขม้ขน้ของ DPPH (สีอ่อนลง) บ่งบอกถึงความสามารถในการก าจดัอนุมูล อิสระของสาร
ตา้นอนุมูลอิสระ 

ถา้สารตา้นอนุมูลอิสระมีความสามารถในการตา้นออกซิเดชันไดสู้ง ความเขม้ขน้ของ
สารละลาย สีม่วงก็จะลดลง ซ่ึงอาจจะรายงานผลทดลองเป็นค่า Fifty percent inhibition 
concentration (IC50) ซ่ึงหมายถึง ความเขม้ขน้ของสารสกดัต ่าท่ีสุดท่ียบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาได ้ใน
การรายงานค่าความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัของสารตวัอย่างเป็น IC50 ท าไดโ้ดยการสร้าง
กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง % Radical scavenging กบัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานหรือ
สารตวัอยา่ง โดยค านวณ % Radical scavenging  
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การค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารท าปฏิกิริยากบั Free radical DPPH (% scavenging effect) 

ดงัสมการ 
   
  % Radical Scavenging  =   (Acontrol – Asample) / Acontrol x 100  
            
  เม่ือ Acontrol  =  ค่าดูดกลืนแสงของสารละลายควบคุม 
   Asample  =  ค่าดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ 

 
DPPH assay เป็นวิธีท่ีมีขอ้ดีคือ เป็นวิธีท่ีมีความสะดวกรวดเร็ว ง่ายต่อการวิเคราะห์ 

ให้ความถูกตอ้งและมี Reproductivity สูง แต่มีขอ้เสียคือ ไม่สามารถใชว้ิธีน้ีวิเคราะห์ Antioxidant 
activity ของเลือดได ้เพราะตอ้งวดัในปฏิกิริยาท่ีเป็นแอลกอฮอล ์ซ่ึงท าใหโ้ปรตีนตกตะกอนได ้

 

2.6  เทคนิคแอบซอบชันสเปกโตรสโกปี (Absorption Spectroscopy) 
 แอบซอบชนัสเปกโตรสโกปี เป็นเทคนิคการวเิคราะห์สารโดยอาศยัหลกัการดูดกลืนแสง
(Light absorption) ของสาร ซ่ึงสามารถวิเคราะห์สารทั้งในเชิงปริมาณ (Quantitative analysis) และ
เชิงคุณภาพ (Qualitative analysis) เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีด าเนินการไดอ้ยา่งรวดเร็ว แม่นย  า และใช้
สารปริมาณน้อย ในระดบัไมโครกรัมหรือนาโนกรัม จึงน ามาประยุกต์ใช้ในวิทยาศาสตร์เกือบทุก
สาขา  ทั้งในดา้นการแพทย ์เคมี เภสัชศาสตร์ เกษตรศาสตร์ และส่ิงแวดลอ้ม เป็นตน้ สารท่ีสามารถ
ดูดกลืนแสงหรือรังสีในช่วงอลัตราไวโอเลตและวิสิเบิล ซ่ึงอยูใ่นช่วงความยาวคล่ืน 190-800 นาโนเมตร 
ได้แก่ สารอินทรีย ์สารประกอบเชิงซ้อน สารอนินทรียท์ั้งท่ีมีสีและไม่มีสี สารท่ีมี Unsaturated 
functional group สามารถดูดกลืนแสงในช่วง UV-Visible ได ้โดยการวิเคราะห์อยู่ในรูปของธาตุ
หรือโมเลกุลก็ได ้แต่ในกรณีท่ีตอ้งพิสูจน์วา่สารตวัอยา่งนั้นเป็นสารอะไร มีโครงสร้างอยา่งไร อาจ
ตอ้งใชเ้ทคนิคอยา่งอ่ืนดว้ย เพื่อเป็นการยืนยนัผล เช่น เทคนิค IR, NMR หรือ Mass spectroscopy 
(แมน้ อมรสิทธ์ิ และคณะ, 2553) 
 2.6.1  การประยุกต์ใช้เทคนิคแอบซอบชันสเปกโตรสโกปีในการวเิคราะห์เชิงปริมาณ 
 ในการวดัการดูดกลืนแสงท่ีดูดกลืนด้วยสารตวัอยา่งนั้น ท าไดโ้ดยให้ล าแสงผ่านเขา้ไป
ในสารตวัอยา่ง แลว้วดัปริมาณของแสงท่ีผา่นทะลุออกมา โดยเปรียบเทียบกบัแสงท่ีทะลุออกมาเม่ือ
ไม่มีสารตวัอยา่ง  
 Spectrophotometer เป็นเคร่ืองมือท่ีใช้วดัปริมาณของ สารเคมี ชีวโมเลกุล รวมถึงจุลชีพ
ทั้งหลาย โดยใชห้ลกัการวดัปริมาณของแสงท่ีตวัอยา่งดูดกลืนเขา้ไป ตวัเคร่ืองประกอบดว้ย แหล่ง 
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ก าเนิดแสง (Light source) เลนส์หรือกระจกรับแสง (Lens or Mirror) ตวัแยกความยาวคล่ืน 
(Monochromator) และ ตวัตรวจจบัสัญญาณ (Detector) ดงัภาพท่ี 2-8  

 
ภาพท่ี 2-8  หลกัการวเิคราะห์สารโดยเทคนิคแอบซอบชนัสเปกโตรสโกปี  
                  (อา้งอิงจาก http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=28) 
 
 การดูดกลืนแสงจะเป็นไปตามกฎของเบียร์-แลมเบอร์ต (Beer-Lambert law) คือ ค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายจะเป็นปฏิภาคโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของสาร ดงัสมการ 
 
   A  =  £bC   =  log P0/P1   

   

เม่ือ A   =  ค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance, A หรือ Optical Density, O.D) 
 P0/P1 =  ความเขม้ขน้ของแสงก่อนวดัและหลงัจากการผา่นสารละลาย ตามล าดบั 
 c =  ความเขม้ขน้ของสาร 
 b =  ระยะทางท่ีแสงผา่น 
 £ =  ค่าคงท่ีของการดูดกลืนแสง 
  
 จากสมการขา้งตน้ ค่าการดูดกลืนแสง (Aborbance) จะแปรผนัโดยตรงกบัความเขม้ขน้ 
C ของสาร   เม่ือค่า b มกัมีค่าเป็น 1 เซนติเมตร (ความกวา้งของเซลล์ท่ีบรรจุสาร) จากหลกัการน้ี
น ามาใชเ้พื่อวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของสารตวัอย่างท่ีไม่ทราบค่าได ้โดยเตรียมสารละลายชนิด
นั้นท่ีทราบความเขม้ขน้แน่นอนตั้งแต่ 3 ค่าข้ึนไป เป็นสารละลายมาตรฐาน (Standard solution) 
น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม แลว้เขียนกราฟมาตรฐาน (Standard or 
Calibration curve) แสดงความสัมพนัธ์ระวา่งการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดแ้ละความเขม้ขน้ จะไดก้ราฟ
เส้นตรงซ่ึงต้องมีจุดเร่ิมต้นท่ีศูนย์ (Origin) จากนั้นจึงน าสารละลายตวัอย่างท่ีต้องการทราบค่า 
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ความเขม้ขน้ ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนเดียวกนั น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีอ่านไดไ้ป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน ก็จะทราบค่าความเขม้ขน้ของสารละลายชนิดนั้น (แมน้ อมรสิทธ์ิ 
และคณะ, 2553) ดงัแสดงในภาพท่ี 2-9  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2-9  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความ เขม้ขน้ของ 
                  สารละลายมาตรฐานและการใชป้ระโยชน์เพื่อหาค่าความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่ง  
                  (อา้งอิงจาก http://en.wikipedia.org/wiki/Standard_curve) 
 

2.7 เช้ือแบคทเีรียทีเ่ป็นสาเหตุการเน่าเสียของอาหารและการทดสอบฤทธิ์ทาง   
 ชีวภาพจากสารสกดัจากสมุนไพร  

2.7.1  เช้ือแบคทเีรียทีเ่ป็นสาเหตุการเน่าเสียของอาหาร  
        เน่ืองจากอาหารแต่ละชนิดมีองค์ประกอบท่ีไม่เหมือนกนั และจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีการ 
ผลิตเอนไซม์แตกต่างกนั ฉะนั้นการเน่าเสียของอาหารจึงเกิดจากจุลินทรียต่์างชนิดกนั ส่วนใหญ่
แลว้การเน่าเสียของอาหารมกัเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย โดยซ่ึงแบคทีเรียนั้นเป็นจุลินทรียท่ี์พบไดอ้ยา่ง
กวา้งขวางในธรรมชาติรวมทั้งในอาหาร แบคทีเรียมกัท าให้อาหารสด เช่น นมสด ไข่ อาหารทะเล   
เกิดการเน่าเสีย ซ่ึงการเน่าเสียของอาหารนั้นเกิดจากการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนใน
อาหาร   การท่ีแบคทีเรียจะเติบโตในอาหารไดห้รือไม่นั้นข้ึนกบัปัจจยัภายในอาหาร เช่น สารอาหาร 
ค่า pH ความช้ืน ปริมาณออกซิเจนและโครงสร้างทางชีววิทยาของอาหารหรือสารยบัย ั้งในอาหาร 
เป็นตน้ นอกจากนั้นยงัข้ึนกบัปัจจยัภายนอก เช่น อุณหภูมิท่ีเก็บอาหาร ความช้ืนสัมพทัธ์ และ
ปริมาณก๊าซ เป็นตน้ (คณาจารยภ์าควชิาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร, 2539)  

http://en.wikipedia.org/wiki/Standard_curve
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ในงานวิจยัน้ีเลือกทดสอบแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุหลักท่ีท าให้อาหารเกิดการเน่าเสีย 

ไดแ้ก่ 
             ก.  Staphylococcus aureus:  เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ียอ้มติดสีม่วงของแกรมบวก (Gram-
positive) ลกัษณะของเซลลเ์ป็นรูปกลม (Cocci) เรียงตวัเป็นกลุ่มคลา้ยพวงองุ่น เป็นพวก facultative 
anaerobic นัน่คือสามารถเจริญเติบโตไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน 
โคโลนีของเช้ือน้ีบนอาหารแข็งมีสีเหลือง อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ 35-37  
องศาเซลเซียส เช้ือน้ีสามารถเจริญไดดี้ในอาหารหลายชนิด โดยเฉพาะอาหารท่ีมีโปรตีนและอาหาร
ท่ีประกอบดว้ยส่วนผสมหลายชนิด นอกจากน้ียงัพบว่าเช้ือน้ีสามารถเจริญบนอาหารท่ีมีเกลือแกง
หรือน ้าตาลสูง โดยมีความทนทานต่อเกลือสูงถึงร้อยละ 10  อาหาร  ท่ีเคยพบการปนเป้ือนของเช้ือน้ี  
คือ สลดัต่าง ๆ ผลิตภณัฑ์ขนมอบ อาหารประเภทเน้ือและของหมกั อาการของผูไ้ดรั้บเช้ือน้ีเกิด
รวดเร็วรุนแรง และเฉียบพลนั โดยทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสภาพความตา้นทานสารพิษของร่างกาย ปริมาณ
การปนเป้ือนของเช้ือในอาหาร และปริมาณสารพิษท่ีเช้ือสร้างข้ึนในอาหาร รวมทั้งสภาพร่างกาย
โดยทัว่ไปอาการของผูท่ี้ไดรั้บเช้ือคือ ผูป่้วยมีอาการคล่ืนไส้ อาเจียน วงิเวยีน เป็นตะคริวในช่องทอ้ง
และอ่อนเพลีย 
              ข.  Bacillus cereus:  เป็นเช้ือแบคทีเรียในวงศ ์  Bacillaceae มีรูปร่างแท่ง  ติดสีแกรม
บวก มีการเรียงตวัเป็นสายยาว ขนาดความกวา้งของเซลล์นั้นมากกวา่หรือเท่ากบั 0.9 ไมโครเมตร 
และมีสปอร์ท่ีทนความร้อนสูง ขนาดเล็กท าให้เซลล์มีรูปร่างไม่เปล่ียนแปลง เป็นแบคทีเรียพวก 
Aerobe หรือ facultativeanaerobe อุณหภูมิสูงสุดท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ คือ ไม่เกิน 75  
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิต ่าสุดท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ คือ 3 องศาเซลเซียส สามารถทนเกลือท่ี
มีความเขม้ขน้ร้อยละ 12   มกัเป็นสาเหตุของการเน่าเสียในอาหารจ าพวกท่ีมีแป้งและโปรตีนเป็น
ส่วนประกอบ อาจพบในซอสและซุปต่าง ๆ  (สุมณฑา วฒันสินธ์ุ, 2545)  เช้ือชนิดน้ีสามารถสร้าง 
Enterotoxin ได ้ 2 ชนิด ชนิดหน่ึงทนต่อความร้อน (Heat stable) เป็นสาเหตุให้เกิดอาการอาเจียน 
ส่วนอีกชนิดหน่ึงถูกท าลายไดง่้ายเม่ือถูกความร้อน (Heat labile) เป็นสาเหตุท าให้เกิดอาการโรค
อุจจาระร่วง 
                      ค.  Escherichia coli: เป็นเช้ือแบคทีเรียในวงศ์ Enteroloacteriaceae  ยอ้มติดสีแดง
ของแกรมลบ (Gram negative) เป็นเซลล์รูปแท่งท่อนสั้น ๆ สามารถเคล่ือนท่ีไดโ้ดยใช้ Flagella 
รอบเซลล์ เจริญเติบโตไดดี้บนอาหารเล้ียงเช้ือทัว่ไป เป็นพวก Facultative anaerobe เช่นเดียวกบั  
S. aureus อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ 35-37 องศาเซลเซียส สามารถผลิตกรดอินทรีย ์
(เช่น กรดแลคติก) ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และก๊าซไฮโดรเจนได้โดยการย่อยสลายกลูโคส        
ถา้ผูบ้ริโภคไดรั้บประทานอาหารท่ีมีเช้ือน้ีปนเป้ือนอยู ่จะท าให้เกิดอาการของโรคอุจจาระร่วง คือ 
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ถ่ายเป็นน ้ า หรือถ่ายเหลวบ่อยคร้ัง และมกัพบอาการเป็นไขแ้ละอาเจียนร่วมดว้ย (สุวิมล กีรติพิบูล, 
2546) 
 การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของสารสกดัจากสมุนไพร ไดด้ดัแปลงวิธีการมาจาก
การทดสอบความไวของเช้ือจุลินทรีย์ต่อสารต้านจุลินทรีย์หรือยาปฏิชีวนะ (Koneman, Allen, 
Janda, Schreckenberger, & Washington, 1994) ซ่ึงสามารถแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 วิธี คือ 
Dilution Method และ Diffusion Method  มีรายละเอียด ดงัน้ี 
 Dilution Method  
                 Dilution Method เป็นวิธีหาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารตา้นจุลินทรีย์ท่ีใช้ในการยบัย ั้ง       
การเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย ์โดยเรียกความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารตา้นจุลินทรียท่ี์สามารถยบัย ั้ง
จุลินทรียน้ี์วา่ Minimal Inhibition Concentration หรือ MIC ซ่ึงการวิเคราะห์หา MIC สามารถท าได้
โดยการเจือจางสารตา้นจุลินทรีย ์ให้มีความเข้มขน้ต่าง ๆ กนัในอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงสามารถแบ่ง
ออกเป็น 2 วธีิ (Ingraham & Ingraham, 1995) คือ การเจือจางสารตา้นจุลินทรีย ์ในของเหลว (Broth 
Dilution Method) และการเจือจางสารตา้นจุลินทรียใ์นอาหารแข็ง (Agar Dilution Method) ซ่ึง 
Dilution Method   จะให้ผลท่ีละเอียดกว่า Diffusion Method แต่ขณะเดียวกนัก็ตอ้งใช้เวลา 
เคร่ืองมือ และแรงงานในการท าการทดลองมากกวา่  
 Diffusion Method  
 Diffusion Method เป็นวิธีการทดสอบความไวของสารตา้นจุลินทรีย ์ในการยบัย ั้ง                  
ต่อเช้ือจุลินทรีย ์ซ่ึงจะอาศยัหลกัการท่ีวา่สารจะซึมจากท่ีมีความเขม้ขน้สูงไปยงัท่ีมีความเขม้ขน้ต ่า 
ดงันั้นจึงน าสารตา้นจุลินทรีย ์ ซ่ึงอยูใ่นรูปแผน่ยาท่ีเป็นกระดาษกรองหรือเม็ดยาวางบนอาหารเล้ียง
เช้ือ เพื่อซึมไปในอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรียซ่ึ์งเป็นวิธีท่ีนิยมมากท่ีสุด นัน่คือวิธีท่ีใช้แผ่นกระดาษ
กรอง (Disc Diffusion Method หรือ Filler Paper Disc) และการยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์เกิดข้ึน   สามารถ
สังเกตได ้ จากการท่ีจุลินทรียจ์ะไม่สามารถเจริญเติบโตไดใ้นบริเวณโดยรอบท่ีมีสารตา้นจุลินทรีย์
อยู ่เป็นท่ีนิยมกนัมาก (Tortora, Berdell, & Christine, 1995) เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีสะดวก  ประหยดั
ค่าใช้จ่าย  และใช้เวลาทดลองนอ้ย แต่วิธีน้ีไม่สามารถอ่านผลไดโ้ดยตรงเป็นค่าความเขม้ขน้ของ
สารตา้นจุลินทรียท่ี์ออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์

จากท่ีกล่าวมาแลว้นั้น จะเห็นไดว้่าการท่ีจะเลือกการทดสอบวิธีใดนั้น จะตอ้งพิจารณา
จากความละเอียดท่ีผูท้ดลองตอ้งการจ านวนสารสกดัท่ีจะทดสอบหาปริมาณของสารสกดัท่ีมีอยูน่ั้น
ตลอดจนแรงงาน งบประมาณท่ีใชใ้นการทดลอง  โดยการวจิยัคร้ังน้ีไดเ้ลือกวธีิท่ีเหมาะสมกบัการ 
ทดลองคือ Diffusion Method   
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การทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งต่อจุลนิทรีย์โดย Diffusion Method 

 Diffusion Method เป็นวธีิท่ีใชใ้นการทดสอบความไวในการยบัย ั้งจุลินทรียข์องสารตา้น 
จุลินทรีย ์  วิธีการน้ีมกัท าการทดสอบกบัสารตา้นจุลินทรียเ์พียงความเขม้ขน้เดียวเท่านั้น โดยอาศยั
หลกัการท่ีวา่ เม่ือใส่สารตา้นจุลินทรียป์ริมาณหน่ีงไวใ้นภาชนะบรรจุ (Reservoir) ซ่ึงอยูบ่นอาหาร
เล้ียงเช้ือ (Agar Medium) ท่ีเพาะเช้ือจุลินทรียไ์ว ้   ภายหลงัจากการบ่มเพาะเช้ือ   ให้สังเกตดูรอบ ๆ
บริเวณภาชนะท่ีตวัสารตา้นจุลินทรียซึ์มไปนั้นจะมีบริเวณใส (Clear Zone) ท่ีไม่มีเช้ือเจริญเติบโต 
โดยบริเวณใสน้ีจะเรียกวา่  Inhibition Zone  แลว้วดัขนาดบริเวณใสท่ีเกิดข้ึน   เพราะขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางของบริเวณใสท่ีเกิดข้ึนนั้นจะมีขนาดแคบและกวา้งแตกต่างกนั นอกจากน้ียงัพบว่าเส้น
ผา่นศูนยก์ลางของบริเวณใสท่ีเกิดข้ึนนั้น  จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัความไวของเช้ือจุลินทรียท่ี์ใช้
ทดสอบอีกดว้ย (Mckane & Kandel, 1996) 
 ในอดีตนั้น Diffusion Method   เร่ิมตน้ดว้ยวิธีการเพาะเล้ียงเช้ือลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
ดว้ยจุลินทรียช์นิดเดียวกนั   แลว้ใชแ้ท่งแกว้หรือแท่งเหล็กเจาะบนผิววุน้ให้มีช่องเกิดข้ึน  จากนั้น
เติมสารละลายของสารตา้นจุลินทรียท่ี์เตรียมไว ้  ใส่ลงไปในช่องวุน้เหล่านั้น  สารตา้นจุลินทรียจ์ะ
แพร่กระจายไปในเน้ือวุน้  โดยสารตา้นจุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการยบัย ั้งต่อจุลินทรียช์นิดนั้น  
จุลินทรียจ์ะไม่เจริญบริเวณรอบ ๆ  บริเวณท่ีมีสารตา้นจุลินทรียด์งักล่าวอยู ่  ซ่ึงหากมีบริเวณใดท่ีถูก
ยบัย ั้งมากนั้น หมายถึง  สารตา้นจุลินทรียห์รือยาชนิดนั้นมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียช์นิด
นั้นมาก ต่อมาในปี ค.ศ. 1960 ไดมี้การพฒันาวิธีการใหม่ โดย Alcamo (1997) โดยใชแ้ผน่กระดาษ
กรองหรือกระดาษกรองวงกลม (Filter Paper Disc) ซ่ึงปัจจุบนันิยมใช้กนัมาก บางคร้ังอาจเรียก
วธีิการทดสอบท่ีใชแ้ผน่กระดาษดงักล่าวน้ีวา่ Kirby-Bauer Test หรือ  Disc Sensitivity Test 
 ดงัจะเห็นไดว้่า Diffusion Method เป็นวิธีท่ีนิยมใช้กนัมากในการทดสอบความไวต่อ
จุลินทรียข์องสารตา้นจุลินทรีย ์  เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีสะดวก  ใชค้่าใชจ่้าย แรงงานและเวลาในการท า
การทดลองน้อย แต่วิธีน้ียงัมีข้อจ ากดัหลายประการด้วยกนั อาทิเช่น วิธีน้ีไม่สามารถใช้ในการ
ทดสอบกบัเช้ือจุลินทรียซ่ึ์งมีอตัราเร็วในการเจริญเติบโตต ่า   หรือเช้ือจุลินทรียท่ี์ไม่ใชอ้อกซิเจนใน
การเจริญเติบโต   และเช้ือจุลินทรียท่ี์สามารถเจริญเติบโตไดเ้ฉพาะแต่ในอาหารเล้ียงเช้ือบางชนิด
นอกจากน้ีวิธีการทดสอบน้ี  ยงัไม่สามารถอ่านผลเป็นค่าความเขม้ขน้ของสารตา้นจุลินทรียท่ี์มีผล
ต่อการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียไ์ดโ้ดยตรง  

ปัจจัยทีม่ีผลต่อการทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งต่อจุลนิทรีย์โดย Diffusion Method  
 ปัจจยัหลายชนิดท่ีมีผลต่อขนาดบริเวณใสท่ีเกิดจากสารตา้นจุลินทรียน์ั้น โดยบางปัจจยั
จะรบกวนการออกฤทธ์ิหรือการดูดซึมของสารตา้นจุลินทรีย ์หรืออาจมีบางปัจจยัท่ีสามารถส่งเสริม         
การเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียม์ากก็จะท าให้ขนาดบริเวณใสลดลงได ้ส่วนบางปัจจยัท่ีส่งเสริม
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การออกฤทธ์ิหรือการดูดซึมสารตา้นจุลินทรีย ์  หรือพวกท่ีรบกวนการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย์
ก็จะท าใหบ้ริเวณใสน้ีเพิ่มข้ึน ดงันั้นจึงควรตระหนกัถึงปัจจยัต่าง ๆ เหล่าน้ี ซ่ึงปัจจยัท่ีส าคญั   มีดงัน้ี 

อาหารเลีย้งเช้ือ 
 สารตา้นจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ นั้น จะถูกกระทบจากส่วนประกอบต่าง ๆ ท่ีมีในอาหาร
เล้ียงเช้ือแตกต่างกนั โดยมีตวัอยา่งดงัน้ี 
 1.  ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือนั้น จะมีผลกระทบต่อการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย ์โดยจุลินทรียส่์วนมากจะเจริญเติบโตไดดี้ท่ี pH 6.8-7.2 แต่ถา้ pH ต ่าหรือสูงกว่า        
ระดบัน้ี จะมีผลในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียไ์ด ้(Pelezar, 1958) 
 2.  บฟัเฟอร์ (Buffer) ในอาหารเล้ียงเช้ือบางชนิดนั้น อาจมีผลกระทบต่อการออกฤทธ์ิ
ของสารตา้นจุลินทรียบ์างชนิดได ้เช่น การทดสอบ Gentamicin ในอาหารซ่ึงมีความเขม้ขน้ของ
บฟัเฟอร์ต่างกนัจะท าใหไ้ดผ้ลการตรวจสอบความไวท่ีแตกต่างกนั และจุลินทรียบ์างชนิดก็สามารถ
อยู่ได้ในท่ีท่ีมี pH ในช่วงแคบ ๆ ถ้า pH สูงหรือต ่ากว่าน้ีก็จะท าให้ตายได้ เช่น Legionella 
pneumophia สามารถอยูไ่ดท่ี้ pH 6.85-7.00 ดงันั้นจึงตอ้งใช้บฟัเฟอร์ช่วย เพื่อไม่ให้ค่า pH ของ
อาหารเล้ียงเช้ือนั้น ๆ เปล่ียนแปลงไปมากนกั (Nester, Evans, & Martha, 1995) 
 3.  ปริมาณอิออนท่ีปรากฏในอาหารเล้ียงเช้ือ มีผลกระทบต่อความไวของเช้ือและการ
ออกฤทธ์ิของสารตา้นจุลินทรียต่์อเช้ือจุลินทรียไ์ด ้เช่น ผลของ Aminoglycoside ท่ีท าให้บริเวณใส
ของเช้ือ Pseudomonas aeruginosa ลดลง นอกจากน้ีในการใชย้า Tetracyclines  ฤทธ์ิของยาจะลดลง 
เม่ือปริมาณของ Divalent Cation เช่น Ca2+ และ Mg2+ เพิ่มข้ึน (Koneman et al., 1994)   
 4.  วุน้ (Agar) วุน้ในอาหารเล้ียงเช้ือ มีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นสารประกอบของ 
Polysaccharides ซ่ึงสารตา้นจุลินทรียท่ี์มีโครงสร้างโมเลกุลเป็น Cationic จะสามารถจบักบัหมู่ 
Acidic Sulfate ของ Polysaccharides ในวุน้ได ้จึงมีผลท าให้การออกฤทธ์ิของสารตา้นจุลินทรียน์ั้น
ลดลงได ้โดยเฉพาะอยา่งยิง่ส าหรับยาในกลุ่ม Polymyxins (Brown & Gilbert, 1995) 
 5.  ความหนาของอาหารเล้ียงเช้ือ (Agar Medium) โดยทัว่ไปจะก าหนดให้มีความหนา
ประมาณ 4 มิลลิเมตร   ซ่ึงจะไม่ท าให้มีผลกระทบต่อขนาดบริเวณใสท่ีเกิดข้ึนมากนกั  โดยการเท
อาหารเล้ียงเช้ือ ขนาด 25 และ 60 มิลลิลิตร ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ (Plate) ท่ีเส้นผ่านศูนยก์ลาง
ภายใน 9 และ 15 เซนติเมตร ตามล าดบั จะท าให้ไดค้วามหนาดงักล่าว ส่วน Plate ท่ีเท Agar ไวแ้ลว้                
ถา้ตอ้งการเก็บไวใ้ชเ้กิน 5 วนั ควรใส่ถุงพลาสติกแลว้ไวใ้นท่ีมีอุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส แต่ไม่
ควรเก็บเกิน 2 สัปดาห์ และก่อนใชค้วรให้พื้นผิว Agar แห้งเสียก่อน (Collins, Lyne, & Grange, 
1989)  
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 6.  ความช้ืนหรือน ้าของอาหารเล้ียงเช้ือ  จะมีบทบาทโดยตรงต่อจุลินทรียเ์ก่ียวกบัแรงดนั
ออสโมซิสของเซลล์  เพราะผลของแรงดนัออสโมซิสท่ีมีต่อจุลินทรียน์ั้นจะแตกต่างกนัออกไป
ข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ของสารละลายและชนิดของจุลินทรียน์ั้น ๆ เช่น เซลล์ของ Escherichia coli 
น ้ าจะแพร่ออกนอกเซลล์ (Plasmolysis) เม่ือเจริญในสารละลายซูโครสเขม้ขน้ 12 % เป็นเวลานาน 
5-20 นาที ส่วนเซลล์ของแบคทีเรียพวก Bacillus มีความสามารถทนต่อสารละลายของเกลือเขม้ขน้ 
10-15 % หรือสารละลายน ้าตาลเขม้ขน้ 30-60 % ไดดี้ (บญัญติั สุขศรีงาม, 2536) 
 ปริมาณของเช้ือจุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 ปริมาณของเช้ือจุลินทรียท่ี์ใช้ในการทดสอบนั้น มีผลต่อการทดสอบเป็นอย่างมาก เช่น 
การใชเ้ช้ือจุลินทรียม์ากเกินไปจะท าให้บริเวณใสมีขนาดเล็กเกินไปได ้ ดงันั้น การทดสอบทุกคร้ัง
จึงต้องมีการปรับปริมาณของเช้ือทดสอบให้อยู่ในปริมาณท่ีแน่นอน และเป็นมาตรฐาน เช่น  
การปรับปริมาณของเช้ือจุลินทรียท่ี์น ามาทดสอบให้ความเขม้ขน้ประมาณ 1.5  109 เซลล์/
มิลลิลิตร โดยเทียบกบั 0.5 McFarland Standard (Koneman et al., 1994) 

ความเข้มข้นของสารต้านจุลนิทรีย์ใน Disc ทีใ่ช้ทดสอบ  
 ในกรณีท่ีใชแ้ผ่นกระดาษกรอง (Disc) ท่ีมีสารตา้นจุลินทรียท่ี์เตรียมข้ึนเอง โดยการชุบ 
Disc ลงในสารตา้นจุลินทรีย ์อาจจะมีผลท าให้ปริมาณความเขม้ขน้ของสารตา้นจุลินทรียใ์น Disc  
แต่ละอนัแตกต่างกนั  และจะส่งผลต่อขนาดของบริเวณใสท่ีเกิดจากสารตา้นจุลินทรียไ์ดโ้ดยตรง 

อุณหภูมิทีใ่ช้ในการบ่มเช้ือ 
 อุณหภูมิท่ีใช้ในการบ่มเช้ือ  มีผลกระทบอย่างมากต่อการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย์
โดยปกติจุลินทรียส์ามารถเจริญเติบโตไดดี้ในช่วงอุณหภูมิท่ีกวา้ง  ซ่ึงประกอบดว้ยแบคทีเรียท่ีเจริญ 
เติบโตไดท่ี้อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส (Psychrophilic Bacteria) และแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตไดดี้  ท่ี
อุณหภูมิสูงกว่า 75 องศาเซลเซียส (Thermophilic Bacteria) และแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตได้ท่ี
อุณหภูมิประมาณ 20-45 องศาเซลเซียส (Mesophilic Bacteria) ซ่ึงไดแ้ก่ แบคทีเรียท่ีสามารถ
ก่อให้เกิดโรคต่อมนุษย ์เช่น Salmonella typhi และ Staphylococcus aureus เป็นตน้    ดงันั้นแลว้
อุณหภูมิท่ีใชใ้นการบ่มเช้ือ จึงมีความจ าเป็นอยา่งยิง่ต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด   จึง
ควรปรับอุณหภูมิใหเ้หมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด โดยในกรณีทดสอบ
ความไวของจุลินทรียท่ี์สามารถท าใหเ้กิดโรคในมนุษย ์จะใชอุ้ณหภูมิในการบ่มเช้ือประมาณ 35-37 
องศาเซลเซียส    ซ่ึงเป็นอุณหภูมิเฉล่ียของสัตวเ์ลือดอุ่น (Kleyn & Bicknell, 1999) 
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เวลาทีใ่ช้ในการบ่มเช้ือ  
เวลาท่ีใชใ้นการบ่มเช้ือมีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย ์ และการซึมของ

สารตา้นจุลินทรียใ์น Agar Medium ได ้ดงันั้นภายหลงัวาง Disc แลว้ควรน า Plate ท่ีไดเ้ขา้ตูบ้่มเช้ือ
ทนัที แลว้บ่มเช้ือเป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง (Collins et al., 1989)  

บรรยากาศขณะบ่มเช้ือ 
 บรรยากาศขณะบ่มเช้ือ  มีผลต่อการทดสอบเป็นอย่างมากโดยเฉพาะในการบ่มเช้ือท่ีมี
คาร์บอนไดออกไซด์ จะท าให้เกิด  Carbonic acid บนพื้นผิวของอาหารเล้ียงเช้ือ (Agar) ซ่ึงเป็น
สาเหตุท่ีท าให้อาหารเล้ียงเช้ือเกิดสภาวะกรดข้ึน ซ่ึงจะมีผลต่อจุลินทรียแ์ละการออกฤทธ์ิของสาร
ตา้นจุลินทรียบ์างชนิด (บญัญติั สุขศรีงาม, 2536) 

การวดัขนาดบริเวณใสทีเ่กดิขึน้ 
                 การวดัขนาดบริเวณใสท่ีเกิดข้ึนมีความส าคญัอยา่งยิ่ง ท่ีจะท าให้ผลท่ีแปรออกมาผิดหรือ
ถูกไดเ้ช่นกนั โดยทัว่ไปการวดัขนาดบริเวณใสตอ้งการความละเอียดเป็นค่ามิลลิเมตร ซ่ึงจะวดัได้
โดยใช้ไม้บรรทดัคาลิปเปอร์หรือเคร่ืองมือไฟฟ้า  และการท่ีขอบบริเวณส่วนใสไม่ชัดเจน คือ  
ขอบริม ๆ ท่ียงัมีเช้ือจุลินทรียย์งัเจริญประปราย การวดัขนาดบริเวณใสในลกัษณะน้ีจะตอ้งวดัเฉพาะ
ขอบนอกท่ีใสสม ่าเสมอ (Ingraham & Ingraham, 1995) 
 

2.8 งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง  
        งานวจัิยภายในประเทศ 

 กฤติกา นรจิตร (2548) ท าการศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุการเน่าเสียของอาหารของน ้ ามนัหอมระเหยท่ีสกดัจากพืชวงคขิ์ง 5 ชนิด (ขิง 
ข่า ขมิ้นชนั กระชายและเร่วหอม) โดยการตม้กลัน่โดยการตม้กลัน่และการสกดัดว้ยตวัท าละลาย 2 
ชนิด ไดแ้ก่ ปิโตรเลียมอีเทอร์และเอทานอล ผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบของสารหอมระเหยดว้ย 
Gas Chromatography – Mass Spectrometry (GC-MS) พบวา่ สารประกอบหลกัในขิง ไดแ้ก่ 
Zingiberene และ Farnesene ขมิ้นชนั ไดแ้ก่ Turmerone และ Curlone ในขณะท่ีสารประกอบหลกั
ของข่าและเร่วหอมท่ีสกดัดว้ยการตม้กลัน่ คือ Methyl Chavicol ส่วนท่ีสกดัดว้ยเอทานอล คือ 
Fraeseol และ Anethole ตามล าดบัส่วนน ้ ามนัหอมระเหยของกระชายท่ีสกดัดว้ยการตม้กลัน่และ
สกดัดว้ยตวัท าละลายทั้ง 2 ชนิดมี γ -terpinene และ Geraniol เป็นสารประกอบหลกัตามล าดบั  การ
ทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย 4 ชนิด คือ E. coli S. aureus   
B. aureus และ L. monocytogenes พบวา่น ้ ามนัหอมระเหยของกระชายและเร่วหอมท่ีไดจ้ากการตม้
กลัน่สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบไดทุ้กชนิดในขณะท่ีน ้ ามนัหอม
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ระเหยท่ีสกดัไดอี้ก 18 ชนิดไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ E. coli ไดส่้วนน ้ ามนัหอม
ระเหยของขิงจากการตม้กลัน่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแกรม 
บวก 3 ชนิดไดดี้ท่ีสุด 

 เวยีงทอง  นุ่นภกัดี  (2550, บทคดัยอ่) ไดท้  าการศึกษาการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีและ 
ฤทธ์ิทางชีวภาพของรากพงัคี (Croton crassifolius geiseler) ซ่ึงพงัคีเป็นสมุนไพรพื้นบา้นท่ีพบได้
ทัว่ไปในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย  จากการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของราก
พงัคี พบว่าไดส้าร 4 ชนิด คือ Cyperenoic Acid, Chettaphanin-I, Acetylaleuritolic acid และ  
β-Amyrin แต่ยงัไม่เคยมีการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารท่ีสกดัรากของพงัคี  วิทยานิพนธ์น้ีมี
วตัถุประสงค์เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัและสารบริสุทธ์ิท่ี
แยกไดจ้ากรากของตน้พงัคี โดยเร่ิมจากน ารากของตน้พงัคีท่ีแหง้และบดละเอียดน ้ าหนกั 5 กิโลกรัม 
มาท าการสกดัดว้ยเฮกเซน เมทิลลีนคลอไรด์ และเมทานอล ตามล าดบั ไดส้ารสกดัจากเฮกเซน      
เมทิลลีนคลอไรด์ และสารสกดัจากเมทานอล  เม่ือน าสารสกดัท่ีไดไ้ปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ
ดงัต่อไปน้ี  การตา้นมะเร็ง  การตา้นเช้ือวณัโรค  การตา้นเช้ือมาลาเรีย  การตา้นเช้ือรา  การตา้นเช้ือ
ไวรัส  และความเป็นพิษต่อเซลล ์พบวา่สารสกดัจากเมทิลลีนคลอไรดมี์ฤทธ์ิตา้นเช้ือมาลาเรีย โดยมี
ค่า IC50 เท่ากบั 6.8 μg/ml และตา้นเช้ือวณัโรค โดยมีค่า MIC เท่ากบั 100 μg/ml เม่ือน าเอาสารสกดั
เมทิลลีนคลอไรด์ มาแยกหาสารบริสุทธ์ิโดยใช้เทคนิคคอลมัน์โครมาโทรกราฟี พบว่า ไดส้าร
บริสุทธ์ิ 2 ชนิด คือ Cyperenoic Acid และ Chettaphanin-I   ซ่ึงโครงสร้างของสารทั้ง 2 ชนิด
ดงักล่าว   สามารถยืนยนัไดด้ว้ยวิธีทางสเปกโทรสโกปี   และเม่ือน าสาร  Cyperenoic Acid ไป
ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ     พบวา่สามารถตา้นเช้ือวณัโรคได ้ โดยมีค่า MIC เท่ากบั 100 μg/ml 
นอกจากน้ีสารสกดัมีความสามารถตา้นเช้ือไวรัสไดเ้ล็กนอ้ย ส่วน Chettaphanin-I ไม่มีฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ โดยสรุปพบวา่องคป์ระกอบทางเคมี ไดแ้ก่ สาร 2 ชนิด คือ Cyperenoic Acid และ 
Chettaphanin-I โดยพบวา่ Cyperenoic Acid   มีฤทธ์ิในการตา้นตา้นเช้ือวณัโรคให้ค่า MIC เท่ากบั 
100 μg/ml และสามารถตา้นเช้ือไวรัสไดเ้ล็กนอ้ย ส่วน Chettaphanin-I ไม่มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล
อิสระ 

อภิชยั พรประเสริฐผล (2555, บทคดัยอ่)  ไดท้  าการการตรวจสอบฤทธ์ิทางชีววิทยาของ
ส่วนสกดัจากตน้บอนคูน Colocasia gigantea   ซ่ึงเป็นพืชวงศ์ Araceae แบ่งเป็น 3 ส่วนคือ การ
ออกแบบระบบตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกดัสารประกอบในกลุ่มฟีโนลิกจากตน้บอนคูน 
ฤทธ์ิการตา้นเช้ือจุลชีพ และฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกดัจากตน้บอนคูน ในส่วนของ
การศึกษาการออกแบบตวัท าละลายในการสกดัสารประกอบกลุ่มฟีโนลิกของตน้บอนคูนนั้นพบวา่ 
ตวัท าละลายผสมระหว่างเมทานอลกบัน ้ านั้น มีค่าการละลายท่ีเหมาะสมในการสกดัสารประกอบ
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กลุ่มฟีโนลิกจากตน้บอนคูนในส่วนของล าตน้ใตดิ้นและใบคือ 33.6 และ 42.5 MPa   ตามล าดบั และ
ในส่วนของการศึกษาฤทธ์ิในการตา้นเช้ือจุลชีพศึกษาโดยวิธี disc diffusion method พบวา่สารสกดั
ท่ีไดจ้ากส่วนของใบนั้น มีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ Escherichia coli, Bacillus subtilis และ 
Staphylococcus aureus ไดดี้กวา่สารสกดัท่ีไดจ้ากส่วนของล าตน้ใตดิ้น และในส่วนของฤทธ์ิความ
เป็นพิษต่อเซลลน์ั้นไดท้  าการศึกษากบัเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (Hela)  มะเร็งผิวหนงั (A375) และเม็ด
เลือดขาวปกติของมนุษย ์จากผลการทดลอง สารสกดัท่ีไดใ้นส่วนของใบโดยเฉพาะสารสกดัท่ีได้
โดยใช้ไดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลายในการสกดันั้น เร่งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งทั้งสอง
ชนิด แต่ไม่เร่งการเจริญเติบโตเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ ในทางตรงขา้มสารสกดัท่ีไดจ้ากส่วนล าตน้
ใตดิ้นโดยใช้เฮกเซนเป็นตวัท าละลายในการสกดันั้น พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้งสอง
ชนิด และเร่งการเจริญเติบโตเซลลเ์มด็เลือดขาวปกติ  

งานวจัิยต่างประเทศ 
 Wong et al. (2006) ไดศึ้กษาองค์ประกอบทางเคมีน ้ ามนัหอมระเหยจากตน้บอนส้ม
(Homalomena  sagittifolia  Jungh)  ซ่ึงเป็นพืชวงศบ์อน (ARACEAE) ท าการศึกษาในประเทศ
มาเลเซีย จากส่วนใบและเหงา้ โดยวธีิการสกดัดว้ยวธีิตม้กลัน่ดว้ยน ้า  เป็นเวลา  5 ชัว่โมง   ไดน้ ้ ามนั
หอมระเหยสีเหลือง ร้อยละท่ีไดจ้ากการสกดัของใบเทา่กบั 0.1%  (w/w) และส่วนเหงา้  0.2% (w/w) 
ในงานวิจยัน้ีไดมี้การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีโดยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี (GC) และแก๊ส
โครมาโทรกราฟฟี/แมสสเปคโทเมตรี (GC/MS)  โดยใชส้ภาวะในการทดสอบ  ดงัน้ี 
 เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟฟี    ใชรุ่้น  Hitachi G-3000   มีสภาวะของเคร่ืองดงัน้ี 
 Column : SPB-1 (50 m × 0.20 mm, film thickness 0.33 µm) 
  และ Supelcowax 10 (30 m × 0.25 mm, film thickness 0.25 µm) 
 Carrier gas : Helium  
 Oven : 50 C for 1 min, then to 220 C/min at 4 C for 10 min 
 Injection :  0.4 µl, Split, Split Ratio 50 : 1, Split flow 1.0 ml/min, 220 C 
 Detector : FID  
 เคร่ืองแก๊สโครมาโทรกราฟฟีแมสสเปคโทเมตรี (GC/MS) รุ่น HP 5989A ใชส้ภาวะของ
เคร่ืองเช่นเดียวกับเคร่ืองแก๊สโครมาโทรกราฟฟี รุ่น Hitachi G-3000 ดังกล่าวข้างต้น และ
พารามิเตอร์ของเคร่ืองแมสสเปกโทรโฟโทเมตรี คือ 
 ionization voltage:70 eV 

ion source temperature: 200 ๐C 
scan mass range: 40–350 u. 
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ในการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีโดยเคร่ืองแก๊สโครมาโทรกราฟฟี (GC) และเคร่ือง

แก๊สโครมาโทรกราฟฟี/แมสสเปคโทเมตรี (GC/MS) ไดผ้ลดงัตารางท่ี 2-2  
 
ตารางท่ี 2-2  ตารางแสดงองคป์ระกอบในน ้ามนัหอมระเหยจาก Homalomena  sagittifolia  Jungh   
 

No. Constituent 
Retention indices  Area % 

Supelcowax 10 SPB-1  Leaves Rhizomes 
1 α - Pinene 1026 929  22.2 0.2 
2 α - Thujene 1030 922  (0.1) 0.1 
3 α - Fenchene 1057 940  t  
4 Camphene 1066 968  0.2  
5 β - Pinene  1112 964  17.2 0.2 
6 Sabinene 1121 1002  0.3 0.6 
7 Car-3-ene 1141 995  t 1.4 
8 α- Phellandrene 1148 995  3.2  
9 Myrcene 1161 978  1.7 0.2 
10 α- Terpinene 1174 1008  0.1 0.2 
11 Heptan-2-one 1194 869   0.1 
12 Limonene 1203 1019  2.0.0.8 0.5 
13 β-Phellandrene 1233   0.2 0.1 
14 (Z)- β-Ocimene 1242 1027  0.2 0.3 
15 γ-Terpinene 1252 1047  2.8 0.1 
16 (E)- β-Ocimene 1270 1037  0.3 0.8 
17 p-Cymene 1285 1011  0.3 0.1 
18 Terpinolene 1311   0.1  
19 (E)-4,8-Dimethyl 

nona-1,3-triene 
     

20 Haptan-2-ol 1320 887   0.1 

21 (Z)-Hex-3-en-1-ol 1386   0.1  
22 Nonan-2-one 1391 1071  0.4 3.7 
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ตารางท่ี 2-2  (ต่อ)   
 

No. Constituent 
Retention indices  Area % 

Supelcowax 10 SPB-1  Leaves Rhizomes 
23 Trans-Linalool 

oxide (furanoid) 
1438 1061  (t) 0.8 

24 α-Cubebene 1451 1345  0.2 
25 cis-Linalool oxide 

(furanoid) 
1077 1077   0.7 

26 α-Ylangene 1468 1360  0.1  
27 α-Copaene 1482 1371  0.6  
28 Nonan-2-ol 1518   0.2 1.3 
29 β-Cubebene 1529   0.2  
30 Linalool 1547 1085  1.2 61.9 
31 Linalyl acetate 1555 1238   0.4 
32 β- Elemene 1580 1384  1.5 0.1 
33 β- Caryophyllene 1583 1412  1.5 0.1 
34 Terpinen-4-ol 1594 1158  0.5 2.5 
35 Hotrienol 1601    0.2 
36 Methyl(E)-dec-2-

enoate 
1619 1299  0.2  

37 Aromadendrene  1432  (0.4)  
38 (E)-β-Farnesene 1658 1445  1.5  
39 α-Humulene 1666 1449  3.9 0.2 
40 γ-Muurolene 1680   1.5 t 
41 Methyl geranate 1686 1302  0.3  
43 Germacrene D 1701 1471  5.9 (0.1) 
44 β-Selinene 1710 1476  1.2 0.1 
45 α- Selinene 1716 1486  4.1 0.6 
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ตารางท่ี 2-2  (ต่อ)   
 

No. Constituent 
Retention indices  Area % 

Supelcowax 10 SPB-1  Leaves Rhizomes 
46 Neryl acetate 1725    0.3 
47 β-Bisabolene  1494  (0.6)  
48 Bicyclogermacrene 1730   2.2  
49 Geranyl acetate 1751 1363   0.3 
50 δ-Cadinene 1753 1510  2.5 0.6 
51 γ-Cadinene 1755 1498  0.7 (0.2) 
52 Cadina-1,4-diene  1520  (0.2)  
53 Nerol 1801 1208   1.3 
54 Germacrene B 1820   1.3  
55 Geraniol 1846 1235  0.3 0.9 
56 p- Cymen-8-ol 1848    0.8 
59 Ledol 2021    0.4 
58 (E)-Nerolidol 2045 1547  1.1  
59 Junenol 2052   0.3  
60 epi- Cubenol 2060 1613  0.3 (0.1) 
61 Globulol 2070 1568  0.3 (0.6) 
62 Virdiflorol 2079 1575  0.3 (1.2) 
63 Spathulenol 2121 1558  0.1 1.9 
64 Neointermedeol 2138 1597  6.5 0.6 
65 T-Cadinol 2168   0.3 2.1 
66 T-Muurolol 2184   0.4 1.2 
67 Torreyol 2196   0.4 0.3 
68 α-Cadinol 2228 1622  0.8 3.4 
69 (E,E)-Farnesol 2292   0.1  
 Total identified    96.8 94.6 
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 จากการศึกษาพบวา่มีองคป์ระกอบของน ้ ามนัหอมระเหยจากส่วนใบ 59 ชนิด และส่วน
เหงา้ 49 ชนิด โดยน ้ ามนัหอมระเหยจากส่วนใบส่วนใหญ่เป็นสารพวก Monoterpne hydrocarbons 
คิดเป็น  51.6% นัน่คือ -pinene (22%) และ β-Pinene (17.2%) และสารพวก Sesquiterpenoids 
germacrene D (5.9%), -selinene (4.1%), -humulene (3.9%) และ  neointermedeol  (6.5%) และ
น ้ามนัหอมระเหยจากส่วนเหงา้พบสาร  จ านวน  49 ชนิด  โดยพบวา่มีปริมาณสาร  linalool (61.9%) 
ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีพบมากท่ีสุด และพบ nonan-2-one, terpinen-4-ol, T-cadinol, spathulenol, -
terpineol, car-3-ene  และ  nonan-2-ol  สารท่ีพบนอกจากนั้นจะมีปริมาณนอ้ยกวา่ 1 % 
 ในงานวิจยัได้แยกสาร neointermedeol  ซ่ึงพบจากส่วนใบในน ้ ามนัหอมระเหยจากตน้
บอนส้ม (Homalomena  sagittifolia  Jungh)   แลว้ศึกษาโครงสร้างของสารโดยเคร่ืองนิวเคลียร์ 
แมกเนติกเรโซแนนซ์ สเปกโทรสโกปี ( NMR spectroscopy)  และศึกษาหมู่ฟังก์ชนัของสารโดย
เคร่ือง อินฟราเรด สเปกโทรสโกปี (IR spectroscopy) โดยมีวธีิการศึกษา ดงัน้ี 
 เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟฟี   รุ่น Hitachi G-3000   โดยมีสภาวะเคร่ือง ดงัน้ี 
 Column : stainless steel (3 m × 5.3 mm i.d., packed with 5% Carbowax   20 M  
                                  on 100/120 mesh Supelcoport) 
 Carrier gas : Nitrogen  
 Oven : 4 ๐C/min from 100 to 220 ๐C. 
 Injection : Split Ratio 1 : 10,Split flow 20 ml/min 
 Detector : FID  
 เคร่ือง NMR Spectroscopy   ใช้สภาวะในการทดลองดังนี ้
 วิเคราะห์ 13C-NMR   ท่ีความถ่ี 100 MHz และวิเคราะห์ 1H-NMR ท่ีความถ่ี 400 MHz   
โดยใชต้วัท าละลาย CDCl3  
 ในการวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารดว้ยเทคนิค 1H-NMR และ 13C-NMR พบว่า
โครงสร้างของ neointermedeol แสดงไดด้งัภาพท่ี 2-7 
 
    
 
 
 
 
ภาพท่ี 2-10  สูตรโครงสร้างของ neointermedeol 
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Ling-Bin Zeng, Zhong-Rong Zhang, Zhu-Hua Luo, and Ji-Xiao Zhu (2011) ไดท้  าการ 

ศึกษาการตา้นอนุมูลอิสระและองค์ประกอบทางเคมีในน ้ ามนัหอมระเหยจากเหงา้ Homalomenae 
ซ่ึงเป็นพืชวงศบ์อน (Araceae) ท าการสกดัโดยการกลัน่ดว้ยน ้ า  เป็นเวลา 5 ชัว่โมงจะไดน้ ้ ามนัหอม
ระเหย และในส่วนตวัอย่างท่ีได้สกดัท่ีเป็นของแข็ง (Solid residue) น ามาสกดัต่อโดยใช้ ethyl 
acetate และส่วนท่ีของเหลวท่ีแยกออกจากน ้ามนัน ามาสกดัโดยใช ้Dichloromethane จากนั้นน าสาร
ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีดว้ยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟฟี/แมสสเปกโทรโฟโตเมตรี  
และท าการทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระ  โดยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH assay)  
การฟอกจากสีของเอบีทีเอส (ABTS assay) การฟอกจางสีของเบตาแคโรทีน (β-carotene bleaching 
method) วเิคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์ของสารตา้นอนุมูลอิสระ (Reducing power assay) หา
ปริมาณฟินอลิก  ฟลาโวนอยด์ และวิเคราะห์หาปริมาณสารฟินอลิก ซ่ึงเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ 
ด้วยเทคนิค LC-MS/MS และ HPLC  ผลการศึกษาพบว่าในองค์ประกอบทางเคมีของเหง้า 
Homalomenae  มีสารจ านวน 77 ชนิด   คิดเป็น 96.5 % ในน ้ ามนัหอมระเหย  ร้อยละการสกดั 
เท่ากบั 0.82 %  โดยสารส่วนใหญ่ คือสาร epi-α-cadinol (14.8%), α-cadinol (14.8%), α-terpineol 
(13.8%), linalool (11.1%), terpinen-4-ol (4.92%), และ  δ-cadinene (4.91%)   ในการศึกษาฤทธ์ิ
การตา้นอนุมูลอิสระ Homalomenae  ท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ และการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง  
LC-MS/MS และ HPLC พบว่ามีสารฟีนอลิกซ่ึงเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ จ านวน 7 ชนิด  ไดแ้ก่  
protocatechuic acid, vanillic acid, syringicacid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid และ
apigenin   
 Mital and Sumitra (2012) ไดศึ้กษาคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของใบละมุด Manilkara zapota L. (Chiku) ใชว้ิธีการสกดัแบบซอกห์เลต  โดยใชต้วัท า
ละลายท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ โทลูอีน เอทิลอะซิเตท อะซีโตน น ้ ากลัน่   และปิโตรเลียมอีเทอร์ จะได้
สารสกดัหยาบของใบละมุด แล้วท าการศึกษาฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี DPPH free 
radical, Superoxide anion radical, Hydroxyl radical  และ Reducing capacity assessment   ส่วน
การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพใช้วิธี Agar well diffusion กับเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก (Bacillus 
megaterium ATCC9885, Bacillus subtilis ATCC 6633, Corynebacterium rubrum ATCC14898, 
Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus epidermidis ATCC12228) แบคทีเรียแกรมลบ 
(Citrobacter freundii ATCC10787, Enterobacter aerogenes ATCC13048, Klebsiella pneumoniae 
NCIM2719, Proteus mirabilis NCIM2241, Salmonella typhimurium ATCC23564) และเช้ือรา 
(Candida albicans ATCC2091, Candida glabrata NCIM3448, Cryptococcus leuteotus ATCC32044, 
Candida neoformans NCIM3542, Candida tropicalis ATCC4563)  พบวา่ในการสกดัดว้ยเคร่ือง
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ซอกห์เลตตวัท าละลายท่ีใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสกดัท่ีดีท่ีสุดคือ น ้ า (16.25%) ปิโตรเลียมอีเทอร์ (7.32%) 
อะซีโตน (2.98%) โทลูอีน (1.55%) และเอทิล อะซีเตต (0.71%)  ตามล าดบั และในการทดสอบการ
ตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิทางชีวภาพพบวา่ใบละมุดท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายอะซีโตนให้ผลการตา้น
อนุมูลอิสระและฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ืแบคทีเรียแกรมบวก  แบคทีเรียแกรมลบและเช้ือราไดดี้ท่ีสุด 

Policegoudra  et al. (2012) ไดศึ้กษาองคป์ระกอบการออกฤทธ์ิทางชีวภาพขอน ้ ามนัหอม
ระเหยจากวา่นเต่าเกียด (Homalomena aromatic) ซ่ึงเป็นพืชวงศบ์อน และฤทธ์ิการตา้นเช้ือราและ
ยีสต์ เหงา้ว่านเต่าเกียดมีน ้ ามนัหอมระเหยซ่ึงน ามาใช้เป็นส่วนผสมในยาจึงไดมี้การทดลองกลัน่
น ้ามนัหอมระเหยจากวา่นเต่าเกียดโดยวิธีการกลัน่แบบตม้กลัน่  ใชเ้คร่ืองกลัน่แบบ Clevenger-type 
apparatus  แลว้ท าการวิเคราะห์องคป์ระกอบในน ้ ามนัหอมระเหยดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี/
แมสสเปกโทรโฟโทเมตรี (CG-MS)   ท่ีมีสภาวะดงัน้ี 
 Column : Elite-1, dimethylpolysiloxane, 30 m x 0.25 mm x 0.25 µm   

Carrier : Helium  
 Injection : 0.4 µl, rate of 4 ๐C/1 min, 1ml, column temperature 40-250 ๐C  

ionization voltage : 70 eV 
  จากผลการวเิคราะห์พบวา่มีสารซ่ึงเป็นองคป์ระกอบทางเคมีแสดงดงัตารางท่ี  2-3  
 

ตารางท่ี  2-3    ตารางแสดงองคป์ระกอบทางเคมีของน ้ามนัหอมระเหยจาก Homalomena aromatic 
 

NO. Major components (%) 
1 Linalool 62.5 
2 Terpene-4-ol 7.08 
3 δ-Cadinene 5.57 
4 T-Muurolol 5.32 
5 α-Cadinol 3.71 
6 Viridiflorol 3.69 
7 α-Selinene 2.19 
8 M-Cymene 2.19 
9 Spatulenol 1.81 
10 γ-Muurolene 1.81 
Total constituents 55  
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 จากผลการทดลองในเหงา้ว่านเต่าเกียด มีองคป์ระกอบทางเคมี  จ  านวน  55 ชนิด  โดย
การวิเคราะห์พบว่าในน ้ ามนัหอมระเหยจากเหง้าว่านเต่าเกียดมีสารท่ีเป็นองค์ประกอบหลกั คือ   
T-muurolol (5.32%), Viridiflorol (3.69%), -selinene (2.19%), M-cymene (2.19%) และ γ-Muurolene 
(1.81%) และมีสารท่ีเป็นองค์ประกอบหลัก คือ Linalool (62.5%), Terpene-4-ol (7.08%),  
δ-cadinene (5.57%), -cadinol (3.17%) และ Spatulenol (1.81%) ส่วนในการศึกษาการทดสอบ
ฤทธ์ิทางจุลชีพ โดยทดสอบน ้ ามนัหอมระเหยกับเช้ือราและเช้ือยีสต์ จ  านวน 6 ชนิด ได้แก่ 
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum fulvum, Microsporum 
gypseum, Trichosporon และ Candida albicans  โดยเล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ  Sabouraud 
dextrose agar (SDA) บ่มท่ีอุณหภูมิ  28-30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 วนั แลว้ปรับความเขม้ขน้
ของเช้ือดว้ยสารละลาย sterile saline  0.85% ปรับให้มีความขุ่นท่ีมีเช้ือประมาณ 1.0×106 CFU ต่อ
มิลลิลิตร    แลว้ท าการทดสอบฤทธ์ิในการตา้นเช้ือราและยีสต ์  โดยวิธี Agar well diffusion method  
โดยละลายน ้ามนัหอมระเหยจากวา่นเต่าเกียดดว้ยสารละลาย Dimethyl  sulfoxide (DMSO) ปริมาณ  
2 mg/ml จากนั้นหยดสารลงในดิสก ์(ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร) ทิ้งไวใ้ห้แห้งท่ีอุณหภูมิ  
27 องศาเซลเซียส อ่านผลโดยวดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของ inhibition zone และหาความเขม้ขน้
ต ่าสุดของสารตา้นจุลินทรียท่ี์ใช้ในการยบัย ั้ง (Minimal Inhibition Concentration หรือ MIC)   
พบวา่น ้ามนัหอมระเหยมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือราและยสีตไ์ดดี้ 

Siripen, Joseph, Sirnan, and Khanittha (2010) ไดศึ้กษาองคป์ระกอบทางเคมีของน ้ ามนั
หอมระเหยจากเหงา้เต่าเกียด (Homalomena aromatic Schott) โดยท าการสกดัดว้ยวิธีตม้กลัน่ และ
วิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟฟี/แมสสเปกโทรโฟโทเมตรี 
(GC/MS) พบว่าวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีได้  39 ชนิด คิดเป็นร้อยละ 87.82 ของ
องค์ประกอบในน ้ ามันรวม  องค์ประกอบหลักในน ้ ามัน ได้แก่ linalool (32.43%), terpinen-4-0 
(14.08%) และ sabinene (8.35%) 

Rana, Pukhrambamb, Singh, Verdeguer, and BIazquez (2010) ไดศึ้กษาองค์ประกอบใน
น ้ ามนัหอมระเหยของรากวา่นเต่าเกียด (Homalomena aromatic) โดยน ารากมากลัน่ดว้ยน ้ า  นาน 4 
ชัว่โมง แลว้ใช ้diethyl ether ในการแยกน ้ ามนัหอมระเหยกบัน ้ า ไดผ้ลการสกดัคิดเป็นร้อยละ 0.66 
และศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีน ้ ามนัหอมระเหยดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟฟี/แมสสเปกโทร
โฟโทเมตรี (GC/MS) รุ่น Varian Saturn 2000/Varian C.SVA-5MS ดงัสภาวะต่อไปน้ี  

Column : Capillary column 130 m x 0.25 mm i.d, filmthickness 0.25 m) 
 Carrier gas : Helium 
 Injection : flow-rate of 2 ml/min(split mode); 0.51; 250

 ๐C 
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 จากการทดลองพบวา่ไดส้ารท่ีเป็นองคป์ระกอบในน ้ามนัหอมระเหยวา่นเต่าเกียด คิดเป็น 
88.7%  องคป์ระกอบทางเคมีหลกั คือ linalool (58.3%), terpinen-4-o1(16.7%), α-terpineol (1.8%), 
α-cadinol (1.7%), spathulenol (1.5%)  และ cryptone (1.4%) 
  
 
 



บทที ่3                                                                                                         
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 
3.1  เคร่ืองมอื อปุกรณ์ และสำรเคม ี

3.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
1.  ชุดเคร่ืองกลัน่ไอน ้ำ 
2.  ชุดเคร่ืองกลัน่ซอกห์เลต 
3.  เคร่ืองระเหยสุญญำกำศ บริษทั Buchi รุ่น R-124   
4.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้ำทศนิยม 4 ต ำแหน่ง บริษทั Mettler Toledo รุ่น AG203-S 
5.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้ำทศนิยม 2 ต ำแหน่ง บริษทั Mettler Toledo รุ่น AG245 
6.  เคร่ืองแก๊สโครมำโทกรำฟี/แมสสเปกโทรเมตรี รุ่น Agilent 7890A 
7.  เคร่ืองส่องรังสีเหนือม่วง 
8.  เคร่ืองวดัค่ำกำรดูดกลืนแสง (UV-Vis spectrophotometer) บริษทั Analytik-

Jena AG  
3.1.2 อุปกรณ์ 

1. ขวดวดัปริมำตร ขนำด 25, 50,100, 500 มิลลิลิตร 
2. ขวดบรรจุสำร (vial) ขนำด 5 มิลลิลิตร   
3. บีกเกอร์ ขนำด 50, 100, 500 มิลลิลิตร 
4. กระบอกตวง ขนำด 10 มิลลิลิตร 
5. อะลูมิเนียมฟอยล ์
6. ถำดอะลูมิเนียม 
7. โถดูดควำมช้ืน 
8.  แท่งแกว้คนสำร/ชอ้นตกัสำร 
9.  กระดำษกรอง 
10.   ไมโครปิเปต 
11.   แผน่ TLC   
12.   พำรำฟิลม์ 
13.   หลอดคะปิลลำรี 
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         3.1.3  สำรเคมี 
1. Dichloromethane: CH2Cl2, commercial grade บริษทั J. T. Baker, USA 
2. Ethyl acetate:CH: AtOAc, commercial grade บริษทั J. T. Baker, USA 
3. Methanol : CH3OH, commercial grade บริษทั J. T. Baker, Germany 
4. Ethanol: C2H5OH, commercial grade  
5. Hexane: C6H12, commercial grade บริษทั J. T. Baker, Germany 
6. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) บริษทั Fuka, Germany 
7. Aluminum chloride  (AlCl3)            
8. Bismuth subnitrate, AR grade, บริษทั Riedel-De-Hacn. 
9.  Tartaric acid:C4H6O6, RPE grade, บริษทั Carlo Erba. 
10.   Potassium iodide:KI, GR grade, บริษทั Merck. 
11.   Glacial acetic acid  บริษทั Sigma-Aldrich 
12.   P-anisalaldehyde 
13.   sulfuric acid 
14.   Sodium sulphate anhydrous 
15.   Gallic acid บริษทั Fuka, Germany 
16.   Ascrobic acid บริษทั Fuka, Germany 
17.   Dimethyl Sulfoxide  (DMSO) บริษทั Fuka, Germany  
18.   Tetracycline 
19.   0.85% NaCl 
20.   อำหำรเล้ียงเช้ือ Mueller - Hinton broth (MHB) 
21.   อำหำรเล้ียงเช้ือ Mueller-Hinton agar (MHA) 
22.   เช้ือแบคทีเรีย   Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC  
      11778 และ Escherichia coli ATCC 25922 

  3.1.4  พชืตัวอย่ำงทีใ่ช้ในกำรทดลอง 
  บอนหอม (ส่วนรำก  เหงำ้ ล ำตน้และใบ) มีช่ือวิทยำศำสตร์ คือ Homalomena Rostrata 
Griff. 
 
 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0CDgQFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Ffluka%2F1005706&ei=m5wgVfygIYnkuQTN-oG4Aw&usg=AFQjCNECeQKmQuZyt5HX-lOS9BJz0wiKXQ&sig2=JoSqsht2UFKHsOeTFPMveA&bvm=bv.89947451,d.c2E
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3.2  วธิีกำรวจิัย 
 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

             
ภำพท่ี  3-1  แผนผงัขั้นตอนกำรท ำวจิยั  
 
 3.2.1  กำรเกบ็ตัวอย่ำงบอนหอม       
                 ผูว้ิจยัเก็บตวัอย่ำงบอนหอม จำกป่ำในเขตบำ้นนำหมอ ต ำบลเมืองลี อ ำเภอนำหม่ืน        
จงัหวดัน่ำน วนัท่ี 16 ธนัวำคม พ.ศ. 2556 
 
 

เก็บและเตรียมตวัอยำ่งพืชบอนหอม 
(รำก เหงำ้ ล ำตน้ และใบ) 

วธีิกำรสกดัสำร 
กลัน่ดว้ยน ้ำ/สกดัแบบซอกห์เลต /สกดัดว้ยตวัท ำละลำย 

กำรวเิครำะห์ 
องคป์ระกอบทำงเคมี 

ทินเลเยอร์โครมำโตกรำฟฟี 

แก๊สโครมำโตกรำฟฟี/ 
แมสสเปกโตรโฟโตเมตรี 

ทดสอบฤทธ์ิ 
ตำ้นอนุมูลอิสระ 

DPPH assay Agar disc diffusion 

ทดสอบฤทธ์ิ 
ตำ้นเช้ือแบคทีเรีย 
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 3.2.2  วธีิกำรสกดัสำรสกดับอนหอม 
   3.2.2.1  กำรกลัน่ด้วยน ำ้     
     1.  น ำบอนหอมสด (ส่วนรำก เหงำ้ ล ำตน้ และใบ) มำลำ้งให้สะอำด     ผึ่ง
ลมให้แห้ง ภำยใตอุ้ณหภูมิห้อง จำกนั้นหัน่เป็นช้ินเล็ก ๆ ชัง่ดว้ยเคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต ำแหน่ง ให้มี
น ้ำหนกัจ ำนวน 2 กิโลกรัม 
     2.  น ำบอนหอมแต่ละส่วนประกอบมำกลัน่น ้ ำมนัหอมระเหยดว้ยกำรกลัน่
ดว้ยน ้ำเป็นเวลำ 24 ชัว่โมง   
     3.  น ำน ้ ำมันหอมระเหยท่ีได้จำกกำรกลั่นท่ีมีส่วนผสมของน ้ ำปนอยู่
บำงส่วน  ท ำกำรแยกน ้ ำส่วนท่ีเหลืออยูโ่ดยกำรเติม Sodium sulphate anhydrous  จำกนั้นน ำไป
กรองเอำ Sodium sulfate anhydrous  ออกจะไดน้ ้ ำมนัหอมระเหยสีเหลืองท่ีบริสุทธ์ิ (กรณีท่ีน ้ ำมนั
หอมระเหยท่ีกลัน่ไดเ้ป็นอิมลัชนั  น ำส่วนของน ้ ำมนัหอมระเหยท่ีกลัน่ได ้ ท ำกำรสกดัแยกชั้นดว้ย
ตวัท ำละลำยไดคลอโรมีเทน    น ำสำรชั้นไดคลอโรมีเทนท่ีอยู่ดำ้นล่ำงไประเหยตวัท ำละลำยดว้ย
เคร่ืองระเหยสุญญำกำศแบบหมุน  และเคร่ืองดูดสุญญำกำศตำมล ำดบั  จะไดน้ ้ ำมนัหอมระเหยสี
เหลืองบริสุทธ์ิ) 
     4.  น ำน ้ำมนัหอมระเหยท่ีไดม้ำชัง่โดยใชเ้คร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต ำแหน่ง 
     5.  น ำน ้ ำมนัหอมระเหยท่ีไดเ้ก็บใส่ไวใ้นขวดรีเอเจนต์สีชำ แล้วเก็บไวใ้น
ตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศำเซลเซียส   เพื่อรอกำรวเิครำะห์ 
      6.  หำองคป์ระกอบทำงเคมีดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมำโทกรำฟฟี ทดสอบ
ฤทธ์ิกำรตำ้นอนุมูลอิสระ ทดสอบฤทธ์ิทำงชีวภำพทำงกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย และน ำน ้ ำมนัหอม
ระเหยท่ีมีฤทธ์ิดีท่ีสุดมำวิเครำะห์หำองค์ประกอบทำงเคมีด้วยเทคนิคแก๊สโครมำโทกรำฟี/
แมสสเปกโทรเมตรี     
                3.2.2.2  กำรสกดัโดยเคร่ืองสกดัแบบซอกห์เลต 
     1.  น ำบอนหอมสด (ส่วนรำก เหงำ้ ล ำตน้ และใบ) มำลำ้งให้สะอำด ผึ่งลม
ให้แห้ง ภำยใตอุ้ณหภูมิห้อง  จำกนั้นหัน่เป็นช้ินเล็ก ๆ ชัง่ดว้ยเคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต ำแหน่ง ให้มี
น ้ำหนกัประมำณ  50  กรัม (บนัทึกน ้ำหนกัท่ีแน่นอน)   
     2.  น ำไปใส่ทิมเบิล หรือถุงสกดั  เติมตวัท ำละลำยเอทำนอลลงไปประมำณ  
2  ใน  3 ของขวดกน้กลม 250 มิลลิลิตร ของชุดสกดัซอกห์เลต  ท ำกำรสกดัเป็นเวลำ  24 ชัว่โมง  
     3.  น ำสำรท่ีสกดัไดไ้ประเหยตวัท ำละลำยออกให้แห้งโดยเคร่ืองระเหยแบบ
หมุน (Rotary evaporator) จะไดส่้วนสกดัท่ีเรียกวำ่ “concrete”  
     4.  น ำสำรสกดัท่ีไดม้ำชัง่โดยใชเ้คร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต ำแหน่ง 
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     5.  น ำสำรสกดัท่ีสกดัได ้ เก็บใส่ไวใ้นขวดรีเอเจนตสี์ชำ  แลว้เก็บไวใ้นตูเ้ยน็
ท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศำเซลเซียส   เพื่อรอกำรวเิครำะห์ 
     6.  หำองค์ประกอบทำงเคมีของสำรสกดั  ดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมำโต
กรำฟฟี   ทดสอบฤทธ์ิกำรตำ้นอนุมูลอิสระ ทดสอบฤทธ์ิทำงชีวภำพทำงกำรยบัย ั้งแบคทีเรีย  และน ำ
สำรสกัดท่ีมีฤทธ์ิดีท่ีสุดมำวิเครำะห์หำองค์ประกอบทำงเคมีด้วยเทคนิคแก๊สโครมำโตกรำฟี/
แมสสเปกโตรเมตรี     
            3.2.2.3  กำรสกดัด้วยตัวท ำละลำย 
   1. น ำบอนหอมสด (ส่วนรำก เหงำ้ ล ำตน้ และใบ) ชัง่ดว้ยเคร่ืองชัง่ทศนิยม  
2 ต ำแหน่ง ให้มีน ้ ำหนกัประมำณ 500 กรัม (บนัทึกน ้ ำหนกัท่ีแน่นอน)  แลว้แช่ดว้ยตวัท ำละลำย       
เอทำนอลเป็นเวลำ 3 วนั 
  2. น ำส่วนต่ำง ๆ ของบอนหอม ท่ีแช่ในตวัท ำละลำยเอทำนอล มำระเหยตวั
ท ำละลำยดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญำกำศแบบหมุน และเคร่ืองดูดสุญญำกำศตำมล ำดบั จะไดส้ำรสกดั
หยำบ 
  3. น ำสำรสกดัหยำบท่ีไดม้ำชัง่โดยใชเ้คร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต ำแหน่ง 
  4. น ำสำรสกดัหยำบท่ีไดแ้บ่งเป็น 3 ส่วน ใส่ไวใ้นขวดบรรจุสำรสีชำ (Vial) 
แลว้เก็บไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ 2-8 องศำเซลเซียส เพื่อรอกำรวเิครำะห์ 
  5. น ำสำรสกดัหยำบส่วนท่ี 1 มำวิเครำะห์องคป์ระกอบทำงเคมีดว้ยเทคนิค
ทินเลเยอร์โครมำโตกรำฟฟี และแก๊สโครมำโตกรำฟี/แมสสเปกโตรเมตรี 
  6.   น ำสำรสกดัหยำบส่วนท่ี 2 มำทดสอบฤทธ์ิกำรตำ้นอนุมูลอิสระ 
  7.   น ำสำรสกดัหยำบส่วน 3 มำทดสอบฤทธ์ิทำงชีวภำพทำงกำรยบัย ั้ง
แบคทีเรีย 
             3.2.2.4.  กำรสกัดสำรสกัดหยำบบอนหอมส่วนเหง้ำ (สกัดด้วยเอทำนอล) ด้วยวิธี 
Partition 

   1.  ชัง่สำรสกดับอนหอมท่ีสกดัดว้ยเอทำนอล จ ำนวน 5.0344 กรัม มำท ำ
กำร partition ดว้ยกำรสกดัโดยใชต้วัท ำละลำยเฮกเซนดว้ยกรวยแยก แลว้เติมน ้ ำกลัน่ 30 มิลลิลิตร
จำกนั้นแยกระหว่ำงชั้นน ้ ำและชั้นสำรละลำย น ำสำรละลำยท่ีไดไ้ประเหยตวัท ำละลำยดว้ยเคร่ือง
กลัน่ลดควำมดนัไอจะไดส้ำรสกดัในชั้นของเอกเซน 

  2.  เติมเอทิล อะซิเตต ลงในสำรท่ีเหลือจำกขอ้ 1 ท ำกำรสกดัเช่นเดียวกนั     
จะไดส้ำรสกดัเหงำ้บอนหอมในชั้นของเอทิล อะซิเตต    
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ภำพท่ี  3-2  แผนผงัแสดงกำร Partition สำรสกดัหยำบเอทำนอล (ส่วนเหงำ้) 
 
                 3.2.3  กำรตรวจสอบองค์ประกอบทำงเคมีในน ำ้มันหอมระเหยและสำรสกัดจำกบอนหอม 

  3.2.3.1  กำรหำระบบตัวท ำละลำย 
   กำรหำระบบตวัท ำละลำยท่ีเหมำะสมในกำรแยกสำร ด้วยเทคนิค TLC โดยน ำ    
ตวัท ำละลำยมำผสมกนัในอตัรำส่วนต่ำง ๆ กนั แลว้น ำไปใส่ใน Chamber ปิดฝำทิ้งไวใ้ห้อ่ิมตวั      
ซ่ึงท ำไดโ้ดยแบ่งส่วนสกดับอนหอมดว้ยวิธีต่ำง ๆ ออกมำเพียงเล็กน้อยใส่ใน Vial แลว้เติมตวัท ำ
ละลำยไดคลอโรมีเทนลงไป จำกนั้นท ำกำร Spot สำรลงบนแผน่ TLC ท่ีเตรียมไว ้แลว้น ำแผน่ TLC 
ไปจุ่มลงใน Chamber ท่ีเตรียมไวปิ้ดฝำ ปล่อยให้ตวัท ำละลำยเคล่ือนท่ีไปจนถึงระดบัท่ีก ำหนดไว ้    
น ำแผน่ TLC ออกมำรอจนแหง้แลว้น ำไปทดสอบดว้ยแหล่งก ำเนิดแสงยวู ี
 กำรเตรียมโครมำโทแกรม  

 1.  เตรียมแผน่โครมำโทกรำฟฟีแบบแผน่บำง (TLC) ท่ีมีตวัดูดซบัเป็น Silica gel 
GF254 ใชดิ้นสอขีดเส้นตรงบำง ห่ำงจำกขอบดำ้นหน่ึงประมำณ 1 เซนติเมตร เพื่อเป็นแนวจุดสำร
เร่ิมตน้ โดยเส้นน้ีตอ้งอยู่เหนือระดบัตวัท ำละลำย น ำสำรสกดัหยำบของพืชตวัอยำ่งมำจุดบนแผ่น 
TLC  

สำรสกดัหยำบเอทำนอล (ส่วนเหงำ้) 
(5.0344 กรัม ) + น ้ำกลัน่ 30 มิลลิลิตร 

 
Partition สกดัดว้ยเฮกเซน (สกดัซ ้ ำ 3 คร้ัง) 

 Partition ดว้ยเอทิล อะซิเตต (สกดัซ ้ ำ 3 คร้ัง) 

สำรสกดัหยำบเฮกเซน 
 

ส่วนน ้ำ 
 

ส่วนน ้ำ 
 

สำรสกดัหยำบเอทิล อะซิเตต 
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   2.  เตรียมระบบตวัท ำละลำย TLC เตรียมสำรละลำยผสมประกอบดว้ย Ethyl 
acetate: Hexane  (1:3) น ำหลอดคะปิลลำรีมำจุ่มสำรส่วนสกดัหยำบแลว้น ้ ำมำจุดบน TLC ตรง
ต ำแหน่งบนเส้นดินสอ ปล่อยใหแ้หง้ แลว้จุดสำรลงไปซ ้ ำหลำยคร้ังจนไดส้ำรสกดัเขม้ขน้ ใชดิ้นสอ
ก ำหนดต ำแหน่งระดบัตวัท ำละลำยส้ินสุดขอบบนแลว้น ำแผ่น TLC ท่ีจุดสำรแลว้ไปจุ่มในขวดท่ี
บรรจุตวัท ำละลำย ระมดัระวงัให้สำรตอ้งอยู่เหนือระดบัตวัท ำละลำย ปิดฝำ แลว้ปล่อยให้ตวัท ำ
ละลำยซึมผำ่นแผน่ TLC จนถึงต ำแหน่งส้ินสุดของตวัท ำละลำย ให้น ำแผน่ TLC ออกมำ ผึ่งให้แห้ง 
สังเกตและบนัทึกโครมำโทแกรม        

    3.  น ำแผ่นโครมำโทรแกรมมำตรวจสอบกำรดูดกลืนแสงอลัตรำไวโอเลต (UV) 
ดว้ยเคร่ืองส่องรังสีเหนือม่วง (UV-Light) มองท่ีแผ่น TLC ระมดัระวงัอย่ำมอง หลอดแสง UV 
โดยตรง  บนัทึกภำพโครมำโทรแกรมภำยใตแ้สง UV 

 4.  ท ำกำรทดลองหำระบบตวัท ำละลำยอ่ืน ๆ ท่ีสำมำรถแยกสำรไดดี้ท่ีสุด โดย
ปรับระบบ ตวัท ำละลำยพิจำรณำเพิ่มควำมมีขั้ว โดยปรับอตัรำส่วน Ethyl acetate:Hexane เป็น 2: 3 
หรือ 1:1 หรือ ใชต้วัท ำละลำยอ่ืน เช่น Hexane : Dichloromethane ท่ีอตัรำส่วนต่ำง ๆ เป็นตน้  
 3.2.3.2  กำรตรวจวิเครำะห์องค์ประกอบของสำรอินทรีย์ผลิตภัณฑ์ธรรมชำติใน
พชืโดยเทคนิค โครมำโทรกรำฟฟีแผ่นบำง (Thin layer chromatography, TLC) 
  สำรผลิตภณัฑ์ธรรมชำติท่ีมีอยูใ่นพืชส่วนใหญ่จะอยู่ในกลุ่มสำรฟีนอล เทอร์พีน 
สเตอรอยด์ และอลัคำลอยด์ กำรตรวจสอบองคป์ระกอบของสำรผลิตภณัฑ์ธรรมชำติเบ้ืองตน้ใน
สำรสกดัจำกพืช นิยมใชป้ฏิกิริยำเคมีของสำรกลุ่มต่ำง ๆ เหล่ำน้ีกบัรีเอเจนทท่ี์ท ำใหเ้กิดตะกอน หรือ
สำรละลำยท่ีมีสีท่ีสำมำรถมองเห็นด้วยตำได้ กำรทดสอบเชิงคุณภำพสำมำรถท ำโดยเทคนิค 
โครมำโทรกรำฟฟีแบบแผน่บำง โดยใชร้ะบบท่ีเหมำะสมมำท ำกำรทดลอง แลว้ใชรี้เอเจนทส์เปรย์
ใหส้ำรท ำปฏิกิริยำบนแผน่โครมำโทแกรม สังเกตกำรเปล่ียนแปลงของสีท่ีเกิดข้ึน 

   รีเอเจนท์ทีใ่ช้สเปรย์ บนโครมำโทแกรมเพือ่ทดสอบสำรต่ำงมีดังนี ้ 
 1.  ทดสอบฟลำโวนอยด์ ดว้ยสำรละลำย 1% อะลูมิเนียมคลอไรด์ ในเอทำนอล   

สำรฟลำโวนอยด ์จะปรำกฏสีเหลืองเรืองแสงในแสง UV ควำมยำวช่วงคล่ืน 360 nm  
  2.  ทดสอบ ฟีนอล น ้ ำตำล สเตอรอยด์ และเทอร์พีนด้วยสำรละลำย  

p-anisaldehydesulfuric acid และน ำแผน่โครมำโทแกรมไปให้ควำมร้อน ท่ี 105 องศำเซลเชียส  จน
เห็นสีชดัเจนสำรประเภทฟีนอล เทอร์พีน น ้ำตำล และสเตอรอยด ์จะเห็นจุดสำรบนแผน่ TLC เป็นสี
ม่วง น ้ำเงิน แดง เทำ และเขียว  
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 3.  ทดสอบสำรประกอบไนโตรเจน อลัคำลอยด์ ดว้ยสำรละลำยดรำเจนดอร์ฟ 
(Dragendoff) สำรประเภทไนโตรเจนและอลัคำลอยด์จะเห็นจุดสำรบนแผ่น TLC เป็นสีส้มถึงสี
เหลือง 

 4.  ทดสอบฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระ ดว้ยสำรละลำย DPPH ในเมทำนอลท่ีมีควำม
เขม้ขน้ 0.2 mM โดยกำรพ่นสำรละลำย DPPH ซ่ึงมีสีม่วงเขม้ลงบนแผน่ TLC สังเกตต ำแหน่งใดท่ี
ปรำกฏกำรฟอกจำงสีบนพื้นสีม่วง แสดงวำ่สำรท่ีต ำแหน่งนั้นมีฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระ เน่ืองจำกสำร
ท่ีมีฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระจะท ำปฏิกิริยำกบั DPPH radical ท ำใหสี้ม่วงของ DPPH หำยไป  
                    3.2.3.3  กำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีด้วยเทคนิคแก๊สโครมำโทกรำฟี /
แมสสเปกโทรเมตรี มีวธีิกำรดงัน้ี 

1. น ำสำรสกดัจำกบอนหอม ท่ีมีฤทธ์ิกำรตำ้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิทำงชีวภำพท่ีดี
ท่ีสุด มำท ำกำรวิเครำะห์หำองคป์ระกอบทำงเคมี  โดยใชเ้คร่ืองแก๊สโครมำโตกรำฟี/แมสสเปกโตร
เมตรี 
   2.  เลือกสภำวะท่ีเหมำะสมของเคร่ืองมือท่ีใชใ้นกำรวเิครำะห์องคป์ระกอบทำงเคมี
ของสำรสกดับอนหอม   ดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมำโตกรำฟี/แมสสเปกโตรเมตรี  
  Column : DB-5ms  (30 m  0.25 mm , film thickness 0.25 µm) J&W 122-5532  
   Carrier : Helium  
  Oven : 50 C for 3 min, then to 220 C/min at 4 C for 10 min 
  Injection : 1.0 µl, Split, Split Ratio 5 : 1, Split flow 3.7894 ml/min, 220 C 
  Detector : MSD, 230 C transfer line full scan at m/z 30-650 u. 
  MS Source : 220 C  maximum 250 C   
                     MS Quad : 150 C maximum 200 C 
 3.2.4  กำรทดสอบฤทธ์ิกำรต้ำนสำรอนุมูลอสิระ (พชัรี คลำ้ยวฒันะ, 2550) 
         กำรตรวจหำฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระของสำรสกดับอนหอม โดยใชว้ิธีท ำลำยอนุมูล      
อิสระดีพีพีเอช (DPPH Assay) โดยวิธีธินเลเยอร์โครมำโทกรำฟี (ตรวจวดัเชิงคุณภำพ) กำรตรวจ
วิเครำะห์องค์ประกอบของสำรอินทรียผ์ลิตภณัฑ์ธรรมชำติในพืช โดยเทคนิคโครมำโทรกรำฟฟี
แผน่บำง (Thin layer chromatography, TLC) ดงักำรทดลอง 3.2.3.2 และวิธีทำงสเปกโทรโฟโต
เมตริก (ตรวจวดัเชิงปริมำณ) โดยมีวธีิกำรทดสอบดงัต่อไปน้ี 

1.  เตรียมสำรละลำยมำตรฐำน 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) radical 
ควำมเขม้ขน้ 0.2 mM ในเอทำนอล 
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2.  เตรียมสำรละลำยตำ้นอนุมูลอิสระสังเครำะห์ของกรดแกลิค กรดแอสคอบิกส์ท่ี
ควำมเขม้ขน้แตกต่ำงกนัระหวำ่ง 5-1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ ำนวน 6 ควำมเขม้ขน้ และให้
สำรละลำยแต่ละควำมเขม้ขน้มีปริมำตรสุดทำ้ย 2.0 มิลลิลิตร (ควำมเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50, 75 และ 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในเอทำนอล) 

3.  เตรียมสำรละลำยตวัอยำ่งบอนหอม AL, CS และ CRH ให้มีควำมเขม้ขน้ 5, 10, 
25, 50, 75 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในเอทำนอล 

4.  เตรียมสำรละลำย Control โดยใชเ้อทำนอล  
5.  ท ำกำรตรวจวดัคุณสมบติักำรเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระในเชิงปริมำณ โดยน ำ 

ไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ท่ีควำมยำวคล่ืน 517 นำโนเมตร 
6.  ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำน DPPH ปริมำตร 5 มิลลิลิตร และสำรละลำยตำ้น

อนุมูลอิสระ กรดแกลิค และกรดแอสครอบิก แต่ละควำมเขม้ขน้ปริมำตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองแต่ละหลอด ผสมใหเ้ขำ้กนัเก็บไวใ้นท่ีมืด นำน 30 นำที ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้น ำไปวดัค่ำกำร
ดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 517 นำโนเมตร 

7.  ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำน DPPH ปริมำตร 5 มิลลิลิตร และสำรละลำยสกดัจำก
บอนหอม AL, CS และ CRH  แต่ละควำมเขม้ขน้ปริมำตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแต่ละ
หลอด  ผสมให้เขำ้กนั  เก็บไวใ้นท่ีมืด นำน 30 นำที ท่ีอุณหภูมิห้อง  แลว้น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืน
แสงท่ีควำมยำวคล่ืน 517 นำโนเมตร 

8.  ค ำนวณค่ำร้อยละกำรตำ้นสำรอนุมูลอิสระ DPPH ดงัสมกำร  
 
   % Radical Scavenging =   (Acontrol – Asample) / Acontrol x 100  
            
  เม่ือ Acontrol  =  ค่ำดูดกลืนแสงของสำรละลำยควบคุม 
   Asample  =  ค่ำดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ 

9.  กำรค ำนวณหำค่ำควำมเขม้ขน้ของสำรสกดัท่ีสำมำรถตำ้นอนุมูลอิสระท่ี 50% 
(IC50) (พชัรี คลำ้ยวฒันะ, 2550) 
  IC50 คือ ค่ำควำมเขม้ขน้ของสำรสกดัท่ีสำมำรถดกัจบัอนุมูลอิสระ DPPH .

  ได ้
50% สำมำรถค ำนวณไดโ้ดยท ำกำรพล็อตกรำฟระหวำ่งร้อยละกำรตำ้นอนุมูลอิสระ DPPH กบัควำม
เขม้ขน้ต่ำง ๆ ของสำร  แลว้หำสมกำรเส้นตรง (หรือลำกกรำฟท่ีร้อยละกำรตำ้นเท่ำกบั 50 ก็จะไดค้่ำ
ควำมเขม้ขน้ของสำรสกดั) แทนค่ำ y ดว้ย 50 จะไดค้่ำ x คือ ค่ำควำมสำมำรถของปริมำณสำรท่ีท ำ
กำรยบัย ั้งอนุมูลอิสระไดค้ร่ึงหน่ึง ถำ้ค่ำนอ้ยแสดงวำ่มีกำรตำ้นอนุมูลอิสระมำก 
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 3.2.5  กำรทดสอบฤทธ์ิต้ำนเช้ือแบคทเีรีย 
              กำรเตรียมหัวเช้ือส ำหรับทดสอบ  

  1.  เล้ียงแบคทีเรียทดสอบ ซ่ึงไดแ้ก่ Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus 
cereus ATCC 11778 และ Escherichia coli ATCC 25922 บนอำหำรเล้ียงเช้ือ Tryptic soy agar 
(TSA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมง 
  2.  ใชล้วดเข่ียเช้ือเข่ียโคโลนีของเช้ือทดสอบประมำณ 5 โคโลนี เพำะลงในอำหำร 
เล้ียงเช้ือ Mueller - Hinton broth (MHB) ปริมำตร 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 4-6 ชัว่โมง 
  3.  ปรับควำมเข้มข้นของเช้ือด้วย 0.85% NaCl ให้มีควำมขุ่นเท่ำกับMcFarland 
standard No. 0.5 ซ่ึงมีเช้ือประมำณ 1.5×108 CFU ต่อมิลลิลิตร และท ำกำรนบัจ ำนวนเช้ือดว้ยวิธีกำร
drop plate บนอำหำรเล้ียงเช้ือ Plate count agar (PCA) 

             ทดสอบฤทธ์ิทำงชีวภำพต้ำนเช้ือแบคทเีรียเบือ้งต้น โดยวธีิ disc diffusion 
1. ละลำยสำรสกัดจำกบอนหอมด้วย Dimethyl sulfoxide (DMSO) ให้ได้ควำม                                               

เขม้ขน้ 25  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  จำกนั้นหยดสำรบอนหอมลงในดิสก ์ (ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำง 6  
มิลลิเมตร)  ปริมำตร 20 ไมโครลิตร (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ และหยด DMSO ซ่ึงใชเ้ป็นตวัท ำละลำย 
ลงในดิสกป์ริมำตร 20 ไมโครลิตร (Negative control) ทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้งประมำณ 15 นำที 
  2.  ใช้ไมพ้นัส ำลีปรำศจำกเช้ือ จุ่มเช้ือท่ีเตรียมไวซ่ึ้งมีควำมขุ่นเท่ำกบั McFarland       
standard No. 0.5 จำกนั้นป้ำยลงบนผิวหน้ำอำหำรเล้ียงเช้ือ Mueller-Hinton agar (MHA)ให้ทัว่ 
(อำหำร MHA ปริมำตร 20 มิลลิลิตร) โดยป้ำยในแนว 3 ระนำบ ทิ้งไวใ้ห้ผิวหน้ำอำหำรแห้ง
ประมำณ 3-5 นำที และใชป้ำกคีบปรำศจำกเช้ือหยิบแผน่ดิสก์ท่ีบรรจุสำรทดสอบ  (Paper disc)  คือ   
ดิสก์ยำ tetracycline ควำมเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อดิสก์ (Positive control) และดิสก์บรรจุสำร 
ละลำย DMSO ปริมำตร 20 ไมโครลิตร (Negative control) วำงลงบนผวิหนำ้อำหำรเล้ียงเช้ือ และน ำ
จำนเพำะเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชั่วโมง จำกนั้นอ่ำนผลโดยวดั 
ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำงของ   Inhibition zone  
 



บทที ่4 
ผลการวจิยัและอภปิรายผล 

 

 4.1  สารสกดัจากส่วนราก เหง้า ล าต้น และใบบอนหอม 
 จากการน าบอนหอมส่วนต่าง ๆ ไดแ้ก่ ส่วนราก เหงา้ ล าตน้ และใบ มาท าการสกดัดว้ย
วิธีการสกดั 3 วิธี คือ วิธีการกลัน่ดว้ยน ้ า  วิธีสกดัแบบซอกห์เลต  และวิธีการสกดัดว้ยตวัท าละลาย   
ซ่ึงในวธีิการสกดัแบบซอกห์เลตท าการสกดัสารบอนหอมโดยใชต้วัท าละลาย 2 ชนิด คือ เอทานอล
และเฮกเซน  เม่ือท าการสกดัสารสกดับอนหอมแลว้ น าสารสกดัแต่ละส่วนสกดัไปท าการระเหย
แหง้ดว้ยเคร่ือง rotary evaporator ไดส้ารสกดัทั้งหมด 14 ชนิด โดยผลการสกดัท่ีไดแ้สดงดงัตารางท่ี 
4-1 จากตารางพบวา่ในการสกดัสารจากส่วนต่าง ๆ ของตน้บอนหอม โดยใชว้ิธีการสกดัท่ีแตกต่าง
กนั เม่ือเปรียบเทียบแต่ละส่วนสกดัของบอนหอม พบวา่ สารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลาย เอทานอล
ใหร้้อยละการสกดัมากท่ีสุด รองลงมาคือ การสกดัแบบซอกห์เลตดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน การสกดั
แบบซอกห์เลตดว้ยตวัท าละลายเอทานอล และการกลัน่ดว้ยน ้ า ตามล าดบั โดยทุกวิธีการสกดัส่วน
สกดัท่ีใหป้ริมาณสารสกดัสูงสุด คือ ส่วนเหงา้ ราก ใบ และล าตน้ ตามล าดบั 
 และผูว้จิยัไดน้ าสารสกดัหยาบเอทานอล ส่วนเหงา้มาท าการสกดัดว้ยวิธี Partition ในชั้น
ตวัท าละลาย 2 ชนิด คือ ชั้นเฮกเซนและชั้นเอทิล อะซิเตต โดยได้ท าการสกดัโดยวิธี Partition 
เพิ่มเติม หลงัจากไดท้  าการทดลองหาระบบตวัท าละลาย และการทดสอบกลุ่มสารสกดับอนหอม 
โดยจะกล่าวถึงต่อไป ซ่ึงไดผ้ลการสกดัดงัตารางท่ี 4-1 
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ตารางท่ี 4-1  ลกัษณะและปริมาณท่ีสกดัได ้(Yield) ของส่วนสกดับอนหอม 
 

วธีิการสกดั 
ส่วนสกดั 
บอนหอม 

ลกัษณะส่วนสกดั 
บอนหอม 

น ้าหนกั
สารสกดั 

(g) 

ร้อยละ 
การสกดั 
(%) 

กลัน่ดว้ยน ้า ราก (AR) ของเหลว สีเหลืองอ่อน  0.64 0.02 
เหงา้ (ARH) ของเหลวสีเหลืองเขม้ 1.75 0.09 
ล าตน้ (AS) ของเหลวสีเหลืองแกมน ้าตาล 0.29 0.01 
ใบ (AL) ของเหลวสีเหลืองอ่อน 0.51 0.03 

ซอกห์เลต   
(เอทานอล) 

ราก (BR1) ของเหลวหนืดสีน ้าตาลเขม้ 0.93 1.74 
เหงา้ (BRH1) ของเหลวหนืดสีน ้าตาลเขม้ 0.97 1.90 
ล าตน้ (BS1) ของเหลวหนืดสีน ้าตาลแกมด า 0.78 1.53 
ใบ (BL1) ของเหลวหนืดสีน ้าตาลแกมด า 0.98 1.70 

ซอกห์เลต   
(เฮกเซน) 

ราก (BR2) ของเหลวสีเหลือง 0.99 1.97 
เหงา้ (BRH2) ของเหลวหนืดสีน ้าตาลอ่อน 1.21 2.34 
ล าตน้ (BS2) ของเหลวหนืดสีเขียวแก่ 0.96 1.85 
ใบ (BL2) ของเหลวหนืดสีเขียวอ่อน 0.95 1.92 

สกดัดว้ยเอทานอล ราก (CR) - - - 
เหงา้ (CRH) ของเหลวหนืดสีน ้าตาล 19.97 3.99 
ล าตน้ (CS) ของเหลวหนืดสีเขียวแก่ 10.33 2.07 
ใบ (CL) - - - 

สกดัโดยวธีิ
Partition 

เหงา้ (CRH1)a ของเหลวหนืดสีส้มเหลืองเขม้ 0.09 1.81 
เหงา้ (CRH2)b ของเหลวหนืดสีแดงอิฐ 0.04 0.82 

หมายเหตุ -   คือ  ไม่ไดท้  าการสกดั 
  a   คือ  สารสกดัหยาบบอนหอมส่วนเหงา้ท่ี Partition ในชั้นเฮกเซน 
  b   คือ  สารสกดัหยาบบอนหอมส่วนเหงา้ท่ี Partition ในชั้นเอทิลอะซิเตต 
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4.2  การหาองค์ประกอบทางเคมขีองสารสกดับอนหอม 
4.2.1  การหาระบบการแยกสาร 

 ในการหาระบบตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการแยกสารสกดับอนหอม จากวิธีการกลัน่
ด้วยน ้ า สกดัแบบซอกห์เลต และสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล  ด้วยเทคนิค TLC ได้ผลการ
ทดลอง (รูปภาพแสดงในภาคผนวก ค) ดงัน้ี  
 4.2.1.1  ระบบของการกลัน่ด้วยน า้    
  ทดลองโดยใชร้ะบบตวัพา คือ 5% EtOAc:Hexane, 10% EtOAc:Hexane  และ 20% 
EtOAc:Hexane น าผลการตรวจสอบระบบตวัท าละลาย TLC หาค่า Rf (Rate of flow) ของ
องคป์ระกอบสารสกดับอนหอม ดงัตารางท่ี 4-2   
 

ตารางท่ี 4-2  ค่า Rf ระบบตวัท าละลาย ของสารสกดับอนหอมท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้า 
                          

ระบบตวัท าละลาย  
ค่า Rf   ของสารสกดับอนหอม  

ราก (AR) เหงา้ (ARH) ล าตน้ (AS) ใบ (AL) 

5% EtOAc:Hexane 0.26 0.24, 0.33, 0.46, 
0.58, 0.70, 0.78 

0.26 0.26 

10% EtOAc:Hexane 0.50 0.48, 0.62, 0.76, 
0.90 

0.51 
 

0.52 

20% EtOAc:Hexane 0.74 0.73, 0.79, 0.88, 
0.94 

0.72 0.75 

 
 ในการทดลอง ระบบตัวท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ 5% EtOAc:Hexane ทั้ งน้ี
เน่ืองจากสารสกดัทุกส่วนสกดั ถูกตวัท าละลายพาข้ึนไปในระยะทางท่ีเหมาะสม มีค่า Rf อยู่ช่วง
กลาง ๆ ส่วนระบบ 10% EtOAc:Hexane และ 20% EtOAc:Hexane   สารถูกตวัท าละลายพาข้ึนไป
อยูท่ี่ดา้นบนของแผน่ TLC  มีค่า Rf ค่อนขา้งสูง 

4.2.1.2  ระบบของการสกดัแบบซอกห์เลตด้วยตัวท าละลายเอทานอล 

   ทดลองโดยใชร้ะบบตวัพา คือ 20% EtOAc:Hexane, 30% EtOAc:Hexane  และ 40% 
EtOAc:Hexane  น าผลการตรวจสอบระบบตวัท าละลาย TLC หาค่า Rf (Rate of flow) ขององคป์ระกอบ 
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สารสกดับอนหอม ดงัตารางท่ี 4-3 
 

ตารางท่ี 4-3  ค่า Rf ระบบตวัท าละลาย ของสารสกดับอนหอมท่ีสกดัแบบซอกห์เลต  
                     ดว้ยตวัท าละลายเอทานอล      
              

ระบบตวัท าละลาย 
ค่า Rf   ของสารสกดับอนหอม  

ราก (BR1) เหงา้ (BRH1) ล าตน้ (BS1) ใบ (BL1) 
20% EtOAc:Hexane 0.12 0.04, 0.14 0.12 0.10 
30% EtOAc:Hexane - 0.36 0.72, 0.82 - 
40% EtOAc:Hexane - 0.62, 0.82 - - 

หมายเหตุ -  คือ  มองไม่เห็นจุดของสารบนแผน่ TLC ท่ีส่องผา่นแสง UV 
 

  ในการทดลอง ระบบตวัท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ 20% EtOAc:Hexane   ทั้งน้ี
เน่ืองจากระบบ 30% EtOAc:Hexane และ 40% EtOAc:Hexane  สารถูกชะข้ึนไปเป็นแถบใหญ่   
อยูท่ี่ดา้นบนของแผน่ TLC   

4.2.1.3  ระบบของการสกดัแบบซอกห์เลตด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 
            ทดลองโดยใชร้ะบบตวัพา คือ 10% EtOAc:Hexane, 20% EtOAc:Hexane และ 30% 
EtOAc:Hexane  น าผลการตรวจสอบระบบตวัท าละลาย TLC หาค่า Rf (Rate of flow) ของ
องคป์ระกอบสารสกดับอนหอม ดงัตารางท่ี 4-4   
 

ตารางท่ี 4-4  ค่า Rf ระบบตวัท าละลาย ของสารสกดับอนหอมท่ีสกดัแบบซอกห์เลต  

                     ดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน 
 

ระบบตวัท าละลาย 
ค่า Rf   ของสารสกดับอนหอม  
ราก (BR2) เหงา้ (BRH2) ล าตน้ (BS2) ใบ (BL2) 

10% EtOAc:Hexane 0.16 - 0.17 0.18 
20% EtOAc:Hexane 0.02, 0.03, 0.44 - 0.01 0.02, 0.44 
30% EtOAc:Hexane 0.02, 0.05, 0.25 - 0.02, 0.05 0.05, 0.93 
หมายเหตุ -  คือ  มองไม่เห็นจุดของสารบนแผน่ TLC ท่ีส่องผา่นแสง UV 
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 ในการทดลอง ระบบตวัท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ 20% EtOAc:Hexane ทั้ งน้ี
เน่ืองจากระบบ 10% EtOAc:Hexane สารอยู่ในระยะทางท่ีค่อนขา้งต ่า ซ่ึงสารบางตวัอาจยงัไม่ถูก
พาออกมา ส่วน 30% EtOAc:Hexane  สารถูกชะข้ึนไปเป็นแถบอยูท่ี่ดา้นบนของแผน่ TLC และ
สารบางตวัอยู่ในระยะทางท่ีสูงเกินไป สารบางตวัอาจถูกชะพาข้ึนไปอยู่ท่ีแถบดา้นบนแผน่ TLC 
ซ่ึงบ่งบอกถึงระบบการแยกสารท่ีไม่ดี    

4.2.1.4  ระบบของการสกดัด้วยตัวท าละลายเอทานอล 

            ทดลองโดยใช้ระบบตัวพา คือ 5% EtOAc:Hexane, 10% EtOAc:Hexane, 20% 
EtOAc:Hexane, 50% EtOAc:Hexane, 100% EtOAC, 10% MeOH:Hexane, 2%MeOH:Hexane,  
2% MeOH:CH2Cl2, 50% Acetone:MeOH, 5% MeOH:EtOAc, 2% MeOH:EtOAc และ CH2Cl2: 
Hexane:MeOH (70:30:1) ผลการตรวจสอบระบบตวัท าละลายของ TLC หาค่า Rf (Rate of flow) 
ขององคป์ระกอบสารสกดับอนหอม  ดงัตารางท่ี 4-5 
 
ตารางท่ี 4-5  ค่า Rf ระบบตวัท าละลาย ของสารสกดับอนหอมท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล 

หมายเหตุ -  คือ  มองไม่เห็นจุดของสารบนแผน่ TLC ท่ีส่องผา่นแสง UV 

ระบบตวัท าละลาย 
ค่า Rf   ของสารสกดับอนหอม 

เหงา้ (CRH) ล าตน้ (CS) 
5% EtOAc:Hexane - - 
10% EtOAc:Hexane - - 
20% EtOAc:Hexane - - 
50% EtOAc:Hexane - - 
100% EtOAC - - 
10% MeOH:Hexane - - 
2% MeOH:Hexane 0.05 0.04 
2% MeOH:CH2Cl2 - - 
50% Acetone:MeOH - - 
5% MeOH:EtoAC - - 
2% MeOH:EtOAC - - 
CH2Cl2:Hexane:MeOH (70:30:1) - - 
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 ในการทดลองพบว่าระบบท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ 2% MeOH:Hexane  เน่ืองจากใน
ระบบ 5% EtOAc:Hexane, 10% EtOAc:Hexane, 20%EtOAc:Hexane, 50%EtOAc:Hexane, 100% 
EtOAc สารไม่ถูกตวัท าละลายพาข้ึนไป  และ 10% MeOH:Hexane, 2%MeOH:EtOAC, 2% 
MeOH:CH2Cl2, 50% Acetone:MeOH, 5% MeOH:EtoAC, 2% MeOH:EtOAC และ CH2Cl2: 
Hexane:MeOH (70:30:1) สารถูกชะโดยตวัท าละลายข้ึนไปเป็นแถบยาว บนแผน่ TLC    

4.2.1.5  ระบบของการ Partition สารสกดัหยาบเอทานอลส่วนเหง้าบอนหอม 

            ทดลองโดยใชร้ะบบตวัพา คือ 20% EtOAc:Hexane, 30% EtOAc:Hexane และ 40% 
EtOAc:Hexane  ผลการตรวจสอบระบบตวัท าละลาย TLC หาค่า Rf (Rate of flow) ของ
องคป์ระกอบสารสกดับอนหอม ดงัตารางท่ี 4-6 
 
ตารางท่ี 4-6  ค่า Rf ระบบตวัท าละลาย ของสารสกดับอนหอมท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล 

หมายเหตุ -  คือ  มองไม่เห็นจุดของสารบนแผน่ TLC ท่ีส่องผา่นแสง UV 
 
 ในการทดลองพบวา่ระบบท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ 30% EtOAc:Hexane ทั้งน้ี เน่ืองจาก
ระบบ 20% EtOAc:Hexane สารถูกตวัท าละลายพาข้ึนไป ในระยะทางท่ีต ่า มีค่า Rf ค่อนขา้งต ่า และ 
40% EtOAc:Hexane สารถูกชะข้ึนไปเป็นแถบอยู่ท่ีด้านบนของแผ่น TLC จึงเป็นระบบท่ีไม่
เหมาะสมในการเลือกมาทดสอบสารต่อไป 
 ในการวิจยัเพื่อตรวจหาจ านวนองคป์ระกอบของสารในสารสกดับอนหอม เม่ือน ามา
หาระบบตวัพา ในการแยกสารดว้ยเทคนิค Thin Layer Chromatography พบวา่ ระบบตวัพา    ท่ีแยก
องคป์ระกอบของสารไดดี้ท่ีสุด มีดงัน้ี การกลัน่ดว้ยน ้ าใชร้ะบบตวัท าละลาย 5% EtOAc: Hexane 
การสกดัด้วยซอกห์เลต (เอทานอล) และสกดัด้วยซอกห์เลต (เอกเซน) ใช้ระบบ 20% EtOAc: 
Hexane  การสกดัดว้ยเอทานอล  ใชร้ะบบบ 2% MeOH:Hexane  และการสกดัดว้ยวิธี Partition สาร
สกดัหยาบเอทานอล ใชร้ะบบ 30% EtOAc:Hexane ทั้งน้ีในวิจยัเป็นการทดสอบหาองคป์ระกอบ

ระบบตวัท าละลาย 
ค่า Rf   ของสกดับอนหอม 

CRH1 CRH2 
20% EtOAc:Hexane - 0.38 
30% EtOAc:Hexane - 0.65 
40% EtOAc:Hexane - - 
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ของสารเชิงคุณภาพเท่านั้น และระบบท่ีเหมาะสมในแต่ละวิธีการสกดัจะน าไปใชใ้นการวิเคราะห์
องคป์ระกอบ ในการหากลุ่มสารของสารสกดับอนหอมและฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยเทคนิค 
โครมาโทรกราฟฟีแผน่บาง (Thin layer chromatography, TLC) ต่อไป 
  การวิเคราะห์หากลุ่มสารท่ีเป็นองคป์ระกอบในพืชโดย TLC น้ีเป็นวิธีท่ีง่าย สะดวก 
รวดเร็วใชเ้คร่ืองมือนอ้ย และวธีิการตรวจสอบค่อนขา้งจ าเพาะ การวิเคราะห์ดว้ย TLC สามารถแยก
สารและตรวจสอบสารไปพร้อมกนัโดยสารท่ีมีปริมาณมากจะปรากฏแถบสารเป็นวงกวา้ง ทั้งยงั
สามารถประมาณสภาพมีขั้ว (polarity) ของสารจากค่า Rf (Rf = ระยะทางท่ีสารเคล่ือนไป/ระยะทาง 
8 ซม. ท่ีน ้ ายาแยกเคล่ือนท่ีไป) สารท่ีมีค่า Rf ต  ่าจะมีขั้ว (Polar) ส่วนสารท่ีมีค่า Rf สูง จะไม่มีขั้ว 
(Non-polar) ซ่ึงใช้เป็นแนวทางส าหรับการแยกสารส าคัญจากพืชสมุนไพรด้วย  column 
chromatography (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2550) 

4.2.2  การตรวจวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดบอนหอม โดยเทคนิคโครมาโทรกราฟฟี
แผ่นบาง (Thin layer chromatography, TLC) 
  การวิเคราะห์หากลุ่มสารท่ีมีความส าคญัทางพฤษเคมีตน้บอนหอม (H.rostrata Griff.) 
โดยการใชเ้ทคนิค TLC  และท าการตรวจสอบดว้ยน ้ ายาท่ีท าให้เกิดสี  โดยท าการทดสอบกลุ่มสาร
ต่าง ๆไดแ้ก่ สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ โดยทดสอบดว้ยน ้ ายา 1% AlCl3 ทดสอบสารกลุ่มฟีนอล น ้ าตาล 
สเตอรอยด์ และเทอร์พีน ดว้ยน ้ ายา  p-anisalaldehyde  ทดสอบสารกลุ่มไนโตรเจน  แอลคาลอยด์ดว้ย
น ้ ายา Dragendroff  และท าการทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัดว้ย  DPPH  และท าการ
วดัค่า Rf ของจุดสารท่ีเกิดปฏิกิริยากบัน ้ ายาประเภทต่าง ๆ ท่ีใช้ทดสอบ  (ดงัแสดงในภาคผนวก ง 
และภาคผนวก  จ) พบวา่ส่วนสกดัต่าง ๆ ท าน ามาทดสอบกบัน ้ ายาต่าง ๆ แสดงผลดงัตารางท่ี 4-7, 
4-8 
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ตารางท่ี 4-7  ผลการทดสอบกลุ่มสารต่าง ๆ และการตา้นอนุมูลอิสระของส่วนสกดับอนหอมดว้ยวธีิ 
                    โครมาโทรกราฟฟีแผน่บาง (Thin layer chromatography, TLC) 
          

วธีิการสกดั 

 
ส่วนสกดั 
บอนหอม 

ทดสอบกลุ่มสาร/สเปรยรี์เอเจนท ์

ฟลาโวนอยด์
(1%AlCl3 ) 

 

ฟีนอล/น ้ าตาล/ 
สเตอรอยด/์ 
เทอร์พีน 

(p-anisalaldehyde) 

ไนโตรเจน/ 
แอลคาลอยด ์
(Dragendroff) 

การตา้น
อนุมูลอิสระ 
(DPPH) 

กลัน่ดว้ยน ้า ราก (AR) - ++ - + 
เหงา้ (ARH) - +++ - + 
ล าตน้ (AS) - ++ - + 
ใบ (AL) - + - +++ 

สกดัดว้ย
ซอกห์เลต 
(เอทานอล) 

ราก (BR1) - ++ - + 
เหงา้ (BRH1) - +++ - + 
ล าตน้ (BS1) - + - + 
ใบ (BL1) - + - + 

สกดัดว้ย
ซอกห์เลต 
(เฮกเซน) 

ราก (BR2) - ++ - + 
เหงา้ (BRH2) - +++ - + 
ล าตน้ (BS2) - + - + 
ใบ (BL2) - ++ - + 

สกดัดว้ย 
เอทานอล 

เหงา้ (CRH) - +++ +++ +++ 
ล าตน้ (CS) - + ++ ++ 

วธีิPartition  
  

เหงา้ (CRH1) - +++ - +++ 

เหงา้ (CRH2) - ++ - ++ 
หมายเหตุ           (-) Negative test, (+) Weak positive test, (++) Positive test,  
              (+++) Strongly positive test 
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ตารางท่ี 4.8  ค่า Rf ของการทดสอบกลุ่มสารต่าง ๆ และการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดับอนหอม 
                       

วธีิการสกดั 

 
ส่วนสกดั 
บอนหอม 

ค่า Rf ของการทดสอบกลุ่มสาร/สเปรยรี์เอเจนท ์

ฟลาโวนอยด์
(1%AlCl3 ) 

 

ฟีนอล/น ้ าตาล/ 
สเตอรอยด/์ 
เทอร์พีน 

(p-anisalaldehyde) 

ไนโตรเจน/ 
แอลคาลอยด ์
(Dragendroff) 

การตา้น
อนุมูลอิสระ 
(DPPH) 

กลัน่ดว้ยน ้า ราก (AR) - 0.18, 0.46 - 0 
เหงา้ (ARH) - 0.04, 0.08, 0.18, 

0.33, 0.38, 0.50 
- 0 

ล าตน้ (AS) - 0.05, 0.18, 0.19 - 0 
ใบ (AL) - 0.05, 0.18, 0.21 - 0.19, 0.21 

ซอกห์เลต 
(เอทานอล) 

ราก (BR1) - 0.16, 0.54 - 0 
เหงา้ (BRH1) - 0.05, 0.10, 0.13, 

0.18, 0.21, 0.25, 
0.34, 0.38, 0.45, 
0.56, 0.65, 0.75 

- 0 

ล าตน้ (BS1) - 0.56 - 0 
ใบ (BL1) - 0.55 - 0 

ซอกห์เลต 
(เฮกเซน) 

ราก (BR2) - 0.05, 0.08, 0.11, 
0.15, 0.30, 0.40, 
0.52, 0.55, 0.73, 
0.8 

- 0 

เหงา้ (BRH2) - 0.05, 0.08, 0.10, 
0.13, 0.15, 0.28, 
0.43 

- 0 

ล าตน้ (BS2) - 0.05, 0.08, 0.26, 
0.43 

- 0 

ใบ (BL2) - 0.06, 0.08, 0.28, 
0.53, 

- 0 
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ตารางท่ี 4.8  (ต่อ) 
 

วธีิการสกดั 

 
ส่วนสกดั 
บอนหอม 

ค่า Rf ของการทดสอบกลุ่มสาร/สเปรยรี์เอเจนท ์

ฟลาโวนอยด์
(1%AlCl3 ) 

 

ฟีนอล/น ้ าตาล/ 
สเตอรอยด/์ 
เทอร์พีน 

(p-anisalaldehyde) 

ไนโตรเจน/ 
แอลคาลอยด ์
(Dragendroff) 

การตา้น
อนุมูลอิสระ 
(DPPH) 

สกดัดว้ย 
เอทานอล 

เหงา้ (CRH) - 0.05, 0.09, 0.38, 
0.46, 0.65 

0.95 0.23 

ล าตน้ (CS) - - 095 0 
วธีิPartition  
  

เหงา้ (CRH1) - 0.04, 0.08, 0.15, 
0.21, 0.28, 0.33 

- 0 

เหงา้ (CRH2) - 0.03, 0.06, 0.20, 
0.22, 0.31 

- 0 

หมายเหตุ   (-) Negative test, (0) baseline 
  
 ในการทดสอบกลุ่มสารฟลาโวนอยด์ โดยใชน้ ้ ายา 1% AlCl3  สารสกดับอนหอมทุกส่วน
สกดัและทุกวธีิการสกดัไม่มีการเกิดปฏิกิริยากบั 1% AlCl3  แสดงวา่สารสกดับอนหอมไม่มีกลุ่มสาร
พวกฟลาโวนอยด ์  
 ในการทดสอบกลุ่มสารพวกฟีนอล น ้ าตาล สเตอรอยด์ และเทอร์พีนด้วยน ้ ายา  
p-anisalaldehyde sulfuric acid  ให้แถบสีม่วง  ม่วงแดง  น ้ าเงิน  เขียว   ในวิธีการสกดัดว้ยน ้ าส่วน
เหงา้ (ARH) พบมากท่ีสุด  จ  านวน 6 ต าแหน่ง  ราก (AR)  2 ต าแหน่ง ล าตน้ (AS)  3 ต าแหน่ง และ
ใบ (AL) 3 ต าแหน่ง ตามล าดบั วิธีการสกดัแบบซอกห์เลต โดยใชเ้อทานอลเป็นตวัท าละลายพบวา่
ส่วนเหงา้ (BRH1) จ  านวน 12 ต าแหน่ง  ราก (BR1) 2 ต าแหน่ง ล าตน้ (BS1) 1 ต าแหน่ง และใบ 
(BL1) 1 ต าแหน่ง ตามล าดบั  วธีิการสกดัแบบซอกห์เลตโดยใชต้วัท าละลายเฮกเซน พบวา่ส่วนเหงา้ 
(BRH2) 7 ต าแหน่ง  ราก (BR2) 10  ต าแหน่ง ล าตน้ (BS2) 4 ต  าแหน่ง และใบ (BL2) 4 ต าแหน่ง 
ตามล าดบั (ดงัภาคผนวก ง) วิธีการสกดัดว้ยเอทานอล พบวา่ในส่วนสกดัเหงา้ (CRH) มีทั้งหมด 5 
ต  าแหน่ง  ส่วนส่วนสกดัล าตน้ (CS) ไม่พบกลุ่มสารกลุ่มน้ี ซ่ึงการการทดสอบสามารถวิเคราะห์ได้
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ว่าสารสกดั บอนหอมประกอบดว้ยสารกลุ่มสเตอรอยด์และเทอร์ปีนส์ แต่ไม่สามารถแยกความ
แตกต่างระหวา่ง สเตอรอยดแ์ละเทอร์ปีนส์ไดด้ว้ย TLC  (บุปผาชาติ พตดว้ง และคณะ, หนา้ 19-23)  
 การทดสอบกลุ่มสารไนโตรเจนและอลัคาลอยด์ จากสารสกดับอนหอมเม่ือพ่นดว้ยน ้ ายา 
ดราเจนดอร์ฟ (Dragendroff) พบว่า  การสกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล เม่ือพ่นด้วยน ้ ายา 
ดราเจนดอร์ฟ (Dragendroff) จะให้แถบสีเหลืองเป็นเส้น ๆ ตรงต าแหน่งขา้งบนแผน่ TLC  ซ่ึงบ่ง
บอกวา่พบสารพวกไนโตรเจนและอลัคาลอยด ์ ส่วนวธีิการสกดัดว้ยน ้า สกดัแบบซอกห์เลต ดว้ยตวั
ท าละลายเอทานอลและเฮกเซน ไม่พบสารกลุ่มไนโตรเจนและอลัคาลอยด์   จากผลการทดลองท่ี
วิเคราะห์พบว่าในแต่ละวิธีการสกดัให้ผลการทดสอบท่ีแตกต่างกนั ทั้งน้ีในการทดสอบสารสกดั
หยาบเอทานอลท่ีพบกลุ่มสารไนโตรเจนและอลัคาลอยด์นั้น อาจเกิดจากสารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวัท า
ละลายเอทานอลได้สารหลายชนิดปนกนั เกิดการจบักนัย่างหลวม ๆ ท าให้การละลายของสาร
แตกต่างออกไปจากคุณสมบติัในการละลายของสารสกดัแต่ละชนิด ซ่ึงในการหาตวัท าละลายท่ี
สมบูรณ์ท่ีสามารถสกดัสารไดทุ้กชนิด ส่วนใหญ่นิยมใชแ้อลกอฮอล์หรือส่วนผสมของแอลกอฮอล์
และน ้ า เน่ืองจากสามารถละลายได้ทั้งสารมีขั้ว (polar) และไม่มีขั้ว (non-polar) แมไ้ม่ใช่ตวัท า
ละลายท่ีดีท่ีสุดของทุกกลุ่ม แต่ก็สามารถสกดัไดม้ากกลุ่มและจ านวนมากพอท่ีจะท าการตรวจสอบ
เบ้ืองตน้ได ้(รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2550) ท าให้การวิเคราะห์พบสารกลุ่มน้ี  ส่วนวิธีการสกดัแบบ
ซอกห์เลตดว้ยตวัท าละลายเอทานอล ซ่ึงไดผ้ลแตกต่างจากการสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอลนั้น 
อาจเกิดจากความร้อนท่ีใช้ในการสกดัสาร มีผลท าให้สารท่ีไดแ้ตกต่างกนัออกไป  ผูว้ิจยัจึงไดท้  า
การทดลองเพื่อยืนยนัผลทดสอบอีกคร้ังโดยการน าสารสกดัหยาบเอทานอลไปท าการ สกดัดว้ยวิธี 
Partition สารสกดัหยาบเอทานอลในชั้นเฮกเซน ซ่ึงเป็นตวัท าละลายท่ีมีสภาพขั้วต ่า และชั้นเอทิล 
อะซิเตต ซ่ึงเป็นตวัท าละลายท่ีมีสภาพขั้วสูง เพื่อแยกองค์ประกอบของสารให้มีความชัดเจนมาก
ยิ่งข้ึน โดยได้เลือกส่วนสกัดส่วนเหง้า (CRH) เพราะให้ผลการวิเคราะห์ในการพบกลุ่มสาร
ไนโตรเจนและอลัคาลอยดแ์ละใหฤ้ทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH มากกวา่ส่วนสกดัล าตน้ (CS)  
และผลการวิเคราะห์พบวา่สารสกดัท่ีท าการ Partition เม่ือน ามาทดสอบกลุ่มสารไนโตรเจนและอลั
คาลอยด์ ไม่พบสารกลุ่มน้ี  จึงสามารถวิเคราะห์ไดว้า่ส่วนสกดับอนหอมท่ีสกดัโดยวิธีกลัน่ดว้ยน ้ า 
สกดัแบบซอกห์เลต และการ Partition สารสกดัหยาบเอทานอล ไม่มีสารกลุ่มในโตรเจนและ 
อลัคาลอยด์เป็นส่วนประกอบ  ส่วนการสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอลมีสารกลุ่มไนโตรเจนและ 
อลัคาลอยดเ์ป็นส่วนประกอบทั้งส่วนเหงา้และล าตน้ และจากการเปรียบเทียบองคป์ระกอบทางเคมี
ของสารสกดัท่ีสกดัแบบซอกห์เลตด้วยตวัท าละลายเอทานอล กบัการสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทา
นอล พบสารองคป์ระกอบท่ีเหมือนกนั คือ กลุ่มสารพวกฟีนอล น ้าตาล สเตอรอยด ์เทอร์พีน  
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  การทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระโดยน ้ ายา DPPH  พบว่าทุกส่วนสกดัของบอน
หอมทุกวธีิการสกดัใหผ้ลการตา้นอนุมูลอิสระ  ซ่ึงจากการทดลอง พบวา่ วธีิการสกดัดว้ยน ้ าส่วนใบ 
(AL) พบมากท่ีสุด  จ  านวน 2 ต าแหน่ง  และวิธีการสกดัดว้ยเอทานอลส่วนเหงา้ (CRH) 1 ต าแหน่ง  
ส่วนวธีิการสกดัดว้ยน ้า การสกดัแบบซอกห์เลต โดยใชเ้อทานอล และเฮกเซนเป็นตวัท าละลาย และ
สกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล ในส่วนสกดัต่าง ๆ ของบอนหอม มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระทุกส่วน 
แต่เกิดการฟอกจางสี DPPH ท่ีต  าแหน่งค่า Rf เท่ากบัศูนย ์ นัน่คือ ณ ต าแหน่งจุด spot สารสกดั และ 
จากการทดลอง พบวา่ ส่วนสกดัท่ีสกดัดว้ยไอน ้ าส่วนใบ (AL) และส่วนสกดัหยาบเอทานอลส่วน
เหงา้ (CRH)  มีฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิระ DPPH ใกลเ้คียงกนัมากท่ีสุด รองลงมาคือ สารสกดัหยาบ 
เอทานอลส่วนล าตน้ (CS) และสารสกดัท่ี Partition ในชั้นเอทิลอะซิเตตให้ผลการตา้นอนุมูลอิสระ
ใกลเ้คียงกนั    
 จากการวิเคราะห์แถบสีบนแผ่น TLC  ของส่วนสกดับอนหอม พบว่าบอนหอมมี
องค์ประกอบเคมีเป็นกลุ่มสารท่ีมีความส าคญัทางเภสัชวิทยา คือ สเตอรอยด์ เทอร์ปีนส์ และ        
อลัคาลอยด์ ซ่ึงจะท าการวิเคราะห์หาองค์ประกอบของสารกลุ่มน้ีต่อไปโดยเทคนิค GC/MS ส่วน
การทดสอบฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ จะน าไปวิเคราะห์เชิงปริมาณหาปริมาณสารตา้นอนุมูล
อิสระของส่วนสกดับอนหอมต่อไป  โดยเลือกส่วนสกดับอนหอมส่วนใบท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ย
น ้ าสารสกดัหยาบเอทานอลส่วนเหงา้ (CRH)  สารสกดัหยาบเอทานอลส่วนใบ (AL) และสารสกดั
หยาบเอทานอลส่วนล าตน้ (CS)  ท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH มากท่ีสุดมาท าการวิเคราะห์โดย
เทคนิคสเปกโทรสโกปี   
 

4.3  การทดสอบฤทธ์ิสารต้านอนุมูลอสิระ 
 เม่ือน าสารสกดับอนหอมส่วนใบ ท่ีสกดัด้วยการกลัน่ด้วยน ้ า (AL) สารสกดัส่วนเหง้า 
(CRH) และส่วนล าตน้ (CS) ท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล มาท าการทดสอบความสามารถใน
การตา้นอนุมูล DPPH โดยน ามาเตรียมเป็นสารละลายท่ีช่วงความเขม้ขน้ 5-100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ผลท่ีไดด้งัแสดงในตารางท่ี 4-9 ซ่ึงในการทดสอบร้อยละการยบัย ั้งของสารสกดับอนหอม
ดว้ยวิธีการกลัน่ดว้ยน ้ า และสกดัด้วยตวัท าละลาย  พบว่า ความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระ     
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างกนั  มีผลท าให้ร้อยละการยบัย ั้งมีค่าต่างกนั ซ่ึงร้อยละการยบัย ั้งจะแปรผนั
ตามความเขม้ขน้ คือ ท่ีความเขม้ขน้สูง  ร้อยละการยบัย ั้งจะสูงตามดว้ย  แต่จะเร่ิมคงท่ีเม่ือความ
เขม้ขน้สูงขั้น ดงัแสดงตามตาราง 4-9 และภาพท่ี 4-1 และจะเร่ิมคงตวัเม่ือความเขม้ขน้เขา้ใกลค้วาม
เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการตา้นอนุมูลอิสระ (DPPH) 
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 จากการทดสอบพบว่าทุกสารสกดัมีความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ได้
นอ้ย และมีความสอดคลอ้งไปในทิศทางเดียวกนัคือ ฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูล DPPH เพิ่มข้ึน เม่ือ
ความเขม้ขน้ของสารสกดัเพิ่มข้ึน ทุกช่วงความเขม้ขน้ จากความเขม้ขน้สูงสุด คือ 100 ไมโครกรัม
ต่อมมิลลิลิตร สารสกดัทุกส่วนมีค่าร้อยละการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH สูงท่ีสุด ซ่ึงความสามารถ
ในการตา้นอนุมูล DPPH  ท่ีแสดงโดยค่าร้อยละการก าจดัอนุมูล DPPH ของสารสกดับอนหอม
พบวา่สารสกดัส่วนเหงา้ (CRH) ท่ีสกดัดว้ยเอทานอล มีความสามารถในการก าจดัอนุมูล DPPH ได้
ดีกวา่สารสกดัจากบอนหอมส่วนใบท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้ า (AL) และสารสกดับอนหอมส่วน 
ล าตน้ (CS) ท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล  คือ 28.39±0.0001, 23.76±0.0002 และ 1.85±0.0001
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามล าดบั ดงัแสดงในตาราง 4-9   
 
ตารางท่ี 4-9  ร้อยละการก าจดัอนุมูล DPPH ของสารสกดับอนหอม ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
 
ความเขม้ขน้ 
(ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร) 

ร้อยละการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH 
ของสารสกดับอนหอม 

ร้อยละการก าจดัอนุมูลอิสระ 
DPPH  ของสารมาตรฐาน 

AL CS CRH Ascorbic acid Gallic acid 
5 1.26 ±0.0001 0.56±0.0001 0.67±0.0001 2.80±0.0003 23.46±0.0007 

10 1.56±0.0001 0.65±0.0001 2.10±0.0002 15.77±0.0053 38.27±0.0001 
25 2.94±0.0001 0.82±0.0001 5.20±0.0002 45.25±0.0018 59.77±0.0003 
50 7.95±0.0001 1.07±0.0001 11.62±0.0002 79.21±0.0002 74.50±0.0001 
75 15.77±0.0001 1.50±0.0001 21.29±0.0000 89.14±0.0001 77.28±0.0001 

100 23.76±0.0002 1.85±0.0001 28.39±0.0001 92.27±0.0003 80.85±0.0001 
หมายเหตุ   ขอ้มูลท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย  ±  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลองแต่ละคร้ังเป็น 
                  อิสระต่อกนั แต่ท าการทดลองท า 3 ซ ้ า 
  
 เม่ือเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน 2 ชนิด ท่ีช่วงความเขม้ขน้เดียวกนั ( 5-100  ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร) พบวา่ สารสกดัจากส่วนต่าง ๆ ของบอนหอม มีค่าร้อยละการก าจดัอนุมูล DPPH ต ่า
กวา่ของสารมาตรฐาน Ascorbic acid และ Gallic acid ซ่ึงมีค่าร้อยละการก าจดัอนุมูล DPPH  ดงั
แสดงในตาราง 4-9 และเม่ือพิจารณาท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั พบวา่สารสกดับอนหอมจากส่วนต่าง ๆ 
มีค่าร้อยละการตา้นอนุมูล DPPH น้อยมากเม่ือเทียบกบัสารมาตรฐาน Ascorbic acid และ Gallic 
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acid ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากในสารสกดัมีสารท่ีเป็นองคป์ระกอบอยูห่ลายชนิด แต่มีองคป์ระกอบบาง
ชนิดเท่านั้นท่ีมีฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูลอิสระ โดยความสามารถในการตา้นอนุมูล DPPH ของสาร
จะรายงานในรูปของค่า IC50 

 

 
  ภาพท่ี 4-1   ร้อยละการก าจดัอนุมูล DPPH ของสารสกดับอนหอม ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
  
  ค่าความสามารถในการตา้นอนุมูล DPPH ของสารจะแสดงในรูปของค่า IC50ซ่ึงคือค่า
ความเขม้ขน้ของสารท่ีสามารถดกัจบัอนุมูล DPPH ไดร้้อยละ 50 หากค่า IC50 ของสารสกดัตวัใดมี
ค่าสูงแสดงวา่มีค่าความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระต ่า หากค่า IC50 ของสารสกดัตวัใดมีค่าต ่า
แสดงว่ามีค่าความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูง แต่งทั้งน้ีเน่ืองจากร้อยละการก าจดัอนุมูล
อิสระของสารสกดับอนหอม AL CRH และ CS มีค่าไม่ถึงร้อยละ 50 จึงไม่สามารถน ามาหาค่า IC50 
และค่า IC50 ของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid และ Gallic acid มีค่าเท่ากบั 24.59 และ 17.63 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (วธีีการค านวณแสดงในภาคผนวก ช)  
 จึงสามารถสรุปได้ว่า  สารสกัดบอนหอมส่วนรากท่ีสกัดด้วยตวัท าละลายเอทานอล 
(CRH) มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่สารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีสกดัดว้ยการกลัน่
ดว้ยน ้ า (AL) และสารสกดับอนหอมส่วนตน้ท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล (CS) ตามล าดบั แต่
เม่ือเทียบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระกบัสารมาตรฐาน   พบวา่ สารสกดับอนหอม CRH 
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และ AL มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระใกลเ้คียงกนั  แต่สารสกดับอนหอมก็ยงัมีฤทธ์ิในการตา้น
อนุมูลอิสระนอ้ยมาก     
 

4.4  การทดสอบฤทธิ์การต้านเช้ือแบคทเีรีย 
  เ ม่ือน าสารสกัดบอนหอมมาทดสอบฤทธ์ิในการต้านเ ช้ือแบคทีเ รียแกรมบวก
Staphylococcus aureus และ Bacillus cereus   เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli เทียบกบัสาร
มาตรฐาน Tetracycline และ DMSO ดงัตวัอยา่งภาพท่ี 4-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี  4-2  ภาพแสดงตวัอยา่งการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย  Bacillus cereus ATCC 11778  ของสารสกดั 
                   บอนหอมท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้า ส่วนล าตน้ (AS) และส่วนใบ (AL)     
 
 จากการทดสอบฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียเบ้ืองตน้ของบอนหอม จ านวน 14 ตวัอยา่ง 
ให้ผลดงัตารางท่ี 4-11 และภาพท่ี 1-19 (แสดงในภาคผนวก ซ) ซ่ึงพบวา่สารสกดับอนหอมจ านวน 
5 ตวัอยา่ง สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ โดยสาร AR, ARH, AS, AL และ BRH1 
สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก คือ Bacillus cereus นอกจากน้ียงัพบว่า AL 
สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus เม่ือเปรียบเทียบขนาด inhibition zone พบวา่ 
AL มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียสูงท่ีสุด ส่วนแบคทีเรียแกรมลบ คือ Escherichia coli  พบวา่ สารสกดั
บอนหอมทุกชนิดไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียชนิดน้ี โดยไม่เกิด  inhibition zone   

tetracycline  
(positive control) 

 

AL 

ตวัท าละลาย DMSO  
(negative control) 

AS 



 

 

ตารางท่ี 4-10  ผลการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรียของสารสกดับอนหอม 
 

แบคทีเรีย
ทดสอบ 

เส้นผา่นศูนยก์ลางของ inhibition zone  (มิลลิเมตร)   SD* 

AR       ARH AS AL BR1 BRH1 BS1 BL1 
Tetracycline 

     (30µl/disc) 
DMSO 

(20µl/disc) 
S. aureus 

- -  8.67 1.155 - - - - 27.67 0.577 - 

B. cereus 7.3 3 0.577 7.00  0.000 7.33 0.577 8.67 1.155 - 7.33 0.577 - - 23.67 0.577 - 

E. coli - - - - - - - - 26.33 0.577 - 
หมายเหตุ :     -    หมายถึง ไม่มี inhibition zone 
                      *   หมายถึง ค่าเฉล่ียท่ีไดจ้ากการทดลองซ ้ า 3 คร้ัง 
 
 
 
 
 



 

 

ตารางท่ี 4-10  (ต่อ) 
 

แบคทีเรียทดสอบ 
เส้นผา่นศูนยก์ลางของ inhibition zone  (มิลลิเมตร)   SD* 

BRH2 BS2 BL2 CRH CS 
Tetracycline 

     (30µl/disc) 
DMSO 

(20µl/disc) 
S. aureus - - - - - 27.67 0.577 - 

B. cereus - - - - - 23.67 0.577 - 
E. coli - - - - - 26.33 0.577 - 

หมายเหตุ :     -    หมายถึง ไม่มี inhibition zone 
                      *   หมายถึง ค่าเฉล่ียท่ีไดจ้ากการทดลองซ ้ า 3 คร้ัง 



63 
 

 

 จากตารางการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี Agar Disc Diffusion พบวา่สาร
สกดับอนหอมในทุก ๆ ตวัอยา่งมีปริมาณ 10 ไมโครลิตรต่อแผน่ (10 µl/disc) มีสารสกดัจ านวน 5 
ชนิดท่ีมีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก คือ S. aureus และ B. cereus โดยมีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย    
B. cereus  ไดดี้กวา่ โดยเทียบกบัสารควบคุม คือ DMSO และ Tetracycline โดยอาจเกิดจากความ
เขม้ขน้ของสารสกดัท่ีมีปริมาณน้อยเกินไปหรืออาจเกิดจากตวัท าละลายท่ีใช ้ท าให้คุณสมบติัและ
ฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัเปล่ียนแปลงไป ฤทธ์ิในการยบัย ั้งแตกต่างกนัมากหรือน้อยนั้นข้ึนอยู่
กบัสารท่ีใชใ้นการกลัน่ เทคนิควธีิการกลัน่ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ กฤติกา นรจิตร (2548)  
 จากการวิจยัน้ี พบวา่ส่วนสกดัใบท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้ า (AL) มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ
แบคทีเรียมากท่ีสุด สามารถน าไปใชเ้ป็นแนวทางในการใช้ประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมดา้นต่าง ๆ 
เช่น การถนอมอาหาร ท่ีมีองคป์ระกอบของไขมนั เพื่อป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั ใชเ้ป็น
ส่วนผสมในการท าเคร่ืองส าอาง และสามารถพฒันาเป็นยารักษาโรคท่ีมีสาเหตุจากอนุมูลอิสระ เช่น
โรคหวัใจ โรคมะเร็ง และโรคความจ าเส่ือม เป็นตน้ 

 
4.5  การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมขีอง สารสกดับอนหอมส่วนใบ ด้วยวธิีการกลัน่ 
       ด้วยน า้ โดยใช้เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี/แมสสเปกโทรเมตรี 
 จากการวเิคราะห์หาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดับอนหอม พบวา่ สารสกดั
บอนหอมส่วนเหงา้ (CRH) มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุด รองลงมา คือ ส่วนใบ (AL) และ
จากการวเิคราะห์ฤทธ์ิทางตา้นเช้ือแบคทีเรีย พบวา่สารสกดัส่วนใบท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้ า (AL) 
สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus cereus ATCC 11778 และ Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 ไดดี้ท่ีสุด  เม่ือเปรียบเทียบขนาด inhibition zone พบวา่ AL มีฤทธ์ิทางชีวภาพในการ
ตา้นเช้ือแบคทีเรียสูงท่ีสุด   
  อีกทั้งส่วนใบคือส่วนท่ีชาวบา้นนิยมน ามารับประทาน โดยน ามาเป็นส่วนผสมในอาหาร 
จึงมีความสนใจท่ีจะน าสารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีกลัน่ดว้ยน ้า (AL) มาท าการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค 
GC/MS เพื่อหาองค์ประกอบทางเคมี โดยตวัอย่างโครมาโทแกรมแสดงดงัภาพท่ี 4-2, 4-3 และ
องคป์ระกอบทางเคมี แสดงในตารางท่ี 4-11 



 

 

ตารางท่ี  4-11  ผลการวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดับอนหอม (AL) ดว้ยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี/แมสสเปกโทรเมตรี 
 

Retention Time 
(minute) 

% of total % Quality 
Library Name 

(Wiley 7N edition) 
Activity สูตรโครงสร้างทางเคมี 

15.02 2.21 97 Linalool - OH

 
 

18.77 1.25 91 α-Terpineol - 

OH  
 

20.46 1.09 86 4-Vinylphenol Antioxidant 
OH

 
 

20.86 1.74 95 trans- Geraniol - 
OH  

 



 

 

ตารางท่ี  4-11  (ต่อ) 
 

Retention Time 
(minute) 

% of total % Quality 
Library Name 

(Wiley 7N edition) 
Activity สูตรโครงสร้างทางเคมี 

23.18 1.34 96 4-vinylguaiacol Antioxidant 

O

HO

 
 

27.73 2.69 98 trans-β-Farnesene - 
H3C

CH3 H3C

H

CH2

CH2

 
 

29.20 0.68 99 α-Selinene - 

CH3

CH3

CH2

HH

CH3

 
29.53 0.90 98 β-Bisabolene - 

 
30.07 1.08 99 β-Sesquiphellandrene - 

CH3 H

CH3H3C

CH2

 



 

 

ตารางท่ี  4-11  (ต่อ) 
 

Retention Time 
(minute) 

% of total % Quality 
Library Name 

(Wiley 7N edition) 
Activity สูตรโครงสร้างทางเคมี 

31.28 1.16 91 Nerolidol -  

HO

 
35.31 

 
 

63.38 - Unknown -  

38.94 0.91 99 
 
 
 

Isopropyl Myristate - 
O O

 

43.31 3.79 99 Palmitic acid Antioxidant O

HO

 
 



 

 

ตารางท่ี  4-11  (ต่อ) 
 

Retention Time 
(minute) 

% of total % Quality 
Library Name 

(Wiley 7N edition) 
Activity สูตรโครงสร้างทางเคมี 

46.27 0.84 96 Phytol Antioxidant  
 

HO

 
47.59 2.24 95 Linoleic acid -  

O

OH

 
48.77 1.49 97 

 
 

Hexadecanamide -  
 
 

O

H2N



 

 

 จากการวิเคราะห์พบวา่ในบอนหอมส่วนใบ (AL) มีสารองค์ประกอบ 52 ชนิด สาร 10
องค์ประกอบแรกท่ีมีปริมาณสูงสุด ได้แก่ Palmitic acid (3.79%) trans-β-Farnesence (2.69%) 
Linoleic acid ๖2.24%) Linalool (2.21%) trans-Geraniol (1.74%) Hexadecanamide (1.49%)     
4-Vinylguaiacol (1.34%) α-Terpineol (1.25%) Nerolidol (1.16%) และ 4-Vinylphenol (1.09%)   
และพบสารตวัอยา่งท่ีไม่ทราบช่ือ (Unknown) ปริมาณมาก (63%) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-12 และ
จากผลการวิเคราะห์โดยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟฟี/แมสสเปกโทรโฟโทเมตรี (GC/MS) พบว่า
สารองค์ประกอบในใบส่วนใหญ่เป็นสารพวก Monoterpenes ไดแ้ก่ Linalool, α-Terpineol, trans- 
Geraniol (Monoterpenoids) คิดเป็น  5.20%  สารพวก Sesquiterpene ไดแ้ก่ Nerolidol, α-Selinene, 
β-Bisabolene, β-Sesquiphellandrene, Trans-β-Farnesene คิดเป็น 6.51 % สารพวก Diterpene  
ไดแ้ก่ Phytol คิดเป็น 0.84 %  กลุ่ม Phenolic ไดแ้ก่  4-vinylguaiacol, 4-Vinylphenol คิดเป็น 2.43% 
สารพวกไขมนั ไดแ้ก่ Linoleic acid, Palmitic acid คิดเป็น 6.03 % และอ่ืนๆ ได้แก่ 
Hexadecanamide, Isopropyl Myristate  คิดเป็น 2.40 %    
 จากผลการทดลองเม่ือน ามาเปรียบเทียบกบัผลงานวิจยัของ Wong et al. (2006) มีความ
สอดคลอ้งกนัโดยพบวา่มีองคป์ระกอบของน ้ ามนัหอมระเหยจากส่วนใบ 59 ชนิด  โดยน ้ ามนัหอม
ระเหยจากส่วนใบส่วนใหญ่เป็นสารพวก Monoterpene hydrocarbons  คิดเป็น  51.6%   นัน่ คือ   
-pinene (22%) และ β-Pinene (17.2%)  และสารพวก Sesquiterpenoidsgermacrene D (5.9%),  
-selinene (4.1%), -humulene (3.9%) และ neointermedeol  (6.5%)   
 ในการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดับอนหอม ท าให้ทราบวา่ในสารสกดับอน
หอม (AL) สารท่ีมีฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูลอิสระ มีจ านวน 4 ชนิด คือ Palmitic acid (3.79%),         
4-vinylguaiacol (1.34%), 4-Vinylphenol (1.09%) และ Phytol (0.84%) ตามล าดบั ซ่ึงมีปริมาณสาร
อยู่น้อย ดงันั้นการออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดับอนหอมจึงมีฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูล
อิสระไดน้อ้ยมาก 
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บทที ่5 
สรุปผลการทดลอง 

 
 ผลการสกดัส่วนราก เหงา้ ล าตน้ และใบของบอนหอม (H.rostrata Griff.)โดยใชว้ิธีการ

สกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้ า  การสกดัแบบซอกห์เลต โดยใชต้วัท าละลาย เอทานอลและเฮกเซน  และ
วิธีการสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล  เพื่อศึกษาสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ การทดสอบฤทธ์ิการ
ยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเน่าเสียบางชนิด  และการวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของส่วนสกดั
บอนหอม สามารถสรุปไดด้งัน้ี 

 1. ปริมาณส่วนสกดับอนหอมส่วนราก เหงา้ ล าตน้ และใบ ดว้ยวิธีการกลัน่ดว้ยน ้ า คิด
เป็นร้อยละ 0.02, 0.09, 0.01, 0.03 ดว้ยวิธีการสกดัแบบซอกห์เลตดว้ยตวัท าละลายเอทานอล  คิด
เป็นร้อยละ 1.74, 1.90, 1.53, 1.70 ดว้ยวิธีการสกดัแบบซอกห์เลตดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน คิดเป็น
ร้อยละ 1.97, 2.34, 1.85, 1.92  ตามล าดบั สกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอลส่วนเหงา้ คิดเป็นร้อยละ 
3.99 และส่วนล าตน้ คิดเป็นร้อยละ 2.07 และท าการสกดัดว้ยวิธี Partition ส่วนเหงา้ของสารสกดั
หยาบ เอทานอล ในชั้นเฮกเซนและเอทิลอะซิเตต คิดเป็นร้อยละ 1.81 และ 0.82 ตามล าดบั 
 2.  ระบบตวัพา ท่ีแยกองคป์ระกอบของสารไดดี้ท่ีสุด  มีดงัน้ี  การกลัน่ดว้ยน ้ า ใชร้ะบบ
ตวัท าละลาย  5%  EtOAc:Hexane  การสกดัแบบซอกห์เลตดว้ยตวัท าละลายเอทานอล  การสกดั
แบบซอกห์เลตดว้ยตวัท าละลายเฮกเซนใชร้ะบบ 20%  EtOAc:Hexane  การสกดัดว้ยตวัท าละลาย         
เอทานอล  ใชร้ะบบบ 2%  MeOH:Hexane  และการสกดัดว้ยวิธี Partition สารสกดัหยาบเอทานอล  
ใชร้ะบบ 30% EtOAc:Hexane 
  3.  ผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของกลุ่มสาร โดยวิเคราะห์แถบสีบนแผน่ TLC
ของสารสกดับอนหอม พบว่าบอนหอมมีองค์ประกอบเคมีเป็นกลุ่มสารท่ีมีความส าคญัทางเภสัช
วิทยา คือ สเตอรอยด์ เทอร์ปีนส์ และอลัคาลอยด์ ส่วนการทดสอบฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ 
พบวา่สารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้า (AL) สารสกดัหยาบเอทานอลส่วนเหงา้ 
(CRH) และสารสกดัหยาบเอทานอลส่วนล าตน้ (CS) ท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH มากท่ีสุด 
  4.  ผลการตรวจสอบความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดับอนหอมส่วนเหง้า       
ท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล (CRH) สารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้ า 
(AL)  และ สารสกดับอนหอมส่วนตน้ท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล (CS) โดยใช้เทคนิค 
สเปกโทรสโกปี   พบว่า สารสกัดบอนหอมมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและ
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระจะเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัเพิ่มข้ึน โดยสารสกดั
บอนหอมส่วนเหง้าท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล (CRH) มีความสามารถในการตา้นอนุมูล
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อิสระสูงสุด คือ 28.39±0.0001 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ สารสกดับอนหอมส่วนใบท่ี
สกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้ า (AL) มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ 23.76±0.0002 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และสารสกดับอนหอมส่วนตน้ท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล (CS) มีความสามารถ
ในการตา้นอนุมูลอิสระ 1.85±0.0001ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่เม่ือเทียบความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระกบัสารมาตรฐาน พบวา่สารสกดั CRH, AL, CS มีฤทธ์ิก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ท่ีต  ่า
กว่าสารมาตรฐาน Ascorbic acid และ Gallic acid ท่ีมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ 
92.27±0.0003 และ 80.85 ±0.0001 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และมีค่า IC50 (24.59 และ 
17.63 ตามล าดบั) บ่งบอกไดว้า่สารสกดับอนหอมมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระนอ้ยมาก  

 5.  ผลการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งแบคทีเรียดว้ยวิธี Agar Disc Diffusion โดยทดสอบฤทธ์ิ
ตา้นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus aureus และ Bacillus cereus   เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 
Escherichia coli  เทียบกบัสารมาตรฐาน Tetracycline และ DMSO  พบว่าสารสกดับอนหอม
จ านวน 5 ตวัอยา่ง สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ โดยสาร AR, ARH, AS, AL และ 
BRH1 สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Bacillus cereus ATCC 11778 นอกจากน้ียงัพบวา่ AL สามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus ส่วนแบคทีเรียแกรมลบ คือ Escherichia coli  พบว่า 
สารสกดับอนหอมทุกชนิดไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียชนิดน้ี เม่ือเปรียบเทียบขนาด inhibition 
zone พบวา่ AL มีฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นเช้ือแบคทีเรียสูงท่ีสุด 
  6.  ผลการวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดับอนหอมส่วนใบดว้ยการกลัน่ดว้ย
น ้า (AL) โดยเทคนิค GC/MS พบวา่มีองคป์ระกอบทางเคมีทั้งหมด 52 ชนิด สารองคป์ระกอบในใบ
ส่วนใหญ่เป็นสารพวก monoterpenes, sesquiterpene , diterpene, phenolic และไขมนั  โดยสาร 10 
องค์ประกอบแรกท่ีมีปริมาณสูงสุด  ไดแ้ก่ Palmitic acid (3.79%) trans-β-Farnesence (2.69%) 
Linoleic acid (2.24%) Linalool (2.21%) trans-Geraniol (1.74%)  Hexadecanamide (1.49%)   
4-Vinylguaiacol (1.34%) α-Terpineol (1.25%) Nerolidol (1.16%) และ 4-Vinylphenol (1.09%)   
และพบสารตวัอย่างท่ีไม่ทราบช่ือ (Unknown) ปริมาณมาก (63%) และตรวจพบสารท่ีมีฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ 4 ชนิด คือ Palmitic acid, 4-vinylguaiacol, 4-Vinylphenol และ Phytol  
 

5.1  ข้อเสนอแนะ 
 1.  ในการทดสอบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีใช้ในการวิจยัคร้ังน้ีเป็นการ
ทดสอบ วิธี DPPH assay เท่านั้น ซ่ึงเป็นเพียงส่วนหน่ึงของการทดสอบเท่านั้น  ดงันั้นควรมีการ
ทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในวธีิการอ่ืน ๆ อีกดว้ย  
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 2.  ควรศึกษาการแยกสารให้บริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี และน าสารบริสุทธ์ิ               
ท่ีไดม้าวเิคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมี   และสารตวัอยา่งไม่ทราบช่ือ 
 3.  ในการสกดัควรทดลองเปรียบเทียบโดยใช้พืชท่ีแห้ง บดให้ละเอียด เทียบกบัพืชสด 
เพื่อท าใหไ้ดป้ริมาณสารสกดัในปริมาณมากท่ีจะน าไปใชป้ระโยชน์ในเชิงพานิชยต่์อไป 
 4.  ในการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพดว้ยวิธี Agar Disc Diffusion สารสกดัท่ีไดอ้าจมีความ
เขม้ขน้น้อยและผา่นการท าให้แห้งดว้ย rotary evaporator และเก็บไวน้านจึงท าให้สารสกดัท่ีไดมี้
ความเขม้ขน้เปล่ียนไป ดงันั้นในการทดสอบคร้ังต่อไปควรมีการเพิ่มปริมาณความเขม้ขน้ของสาร
ใหม้ากข้ึน 
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ภาคผนวก ก 
รูปส่วนต่าง ๆ ของบอนหอม 
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รูปส่วนต่าง ๆ ของบอนหอม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     
ภาพท่ี ก-1  ตน้บอนหอม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ภาพท่ี ก-2  ตน้บอนหอม 
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รูปส่วนต่าง ๆ ของบอนหอม 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี ก-3  ตน้บอนหอม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี ก-4  รากและเหงา้บอนหอม 
 



79 
 

รูปส่วนต่าง ๆ ของบอนหอม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ก-5  เหงา้บอนหอม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ก-6  ล าตน้บอนหอม 
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รูปส่วนต่าง ๆ ของบอนหอม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ก-7  ใบบอนหอม (หนา้ใบ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ก-8  ใบบอนหอม (หลงัใบ) 
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ภาคผนวก ข 
การสกดัสารสกดับอนหอม 
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ภาพท่ี ข-1  การสกดับอนหอมดว้ยวธีิการกลัน่ดว้ยน ้า     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ข-2  การสกดับอนหอมดว้ยวธีิซอกห์เลต 
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ภาพท่ี ข-3  การสกดับอนหอมส่วนล าตน้ดว้ยตวัท าละลายเอทานอล 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ข-4  การสกดับอนหอมส่วนเหงา้ดว้ยตวัท าละลายเอทานอล 
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ภาคผนวก  ค 
ภาพการหาระบบสาร TLC 
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5% EtOAc:Hexane 10 % EtOAc:Hexane 20% EtOAc:Hexane 

 

ภาพท่ี ค-1  การทดสอบ TLC หาระบบการแยกสารสกดับอนหอมดว้ยวธีิการกลัน่ดว้ยน ้า 
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20% EtOAc:Hexane 30% EtOAc:Hexane 40% EtOAc:Hexane 

 

ภาพท่ี ค-2 การทดสอบ TLC หาระบบการแยกสารสกดับอนหอมแบบซอกห์เลตดว้ยตวัท าละลาย 

เอทานอล 

 

 
 
 

BR1 BRH1 BS1 BL1 
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10% EtOAc:Hexane 20% EtOAc:Hexane 30% EtOAc:Hexane 

 

ภาพท่ี ค-3 การทดสอบ TLC หาระบบการแยกสารสกดับอนหอมแบบซอกห์เลตดว้ยตวัท าละลาย 

เฮกเซน 
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ภาคผนวก  ง 
การตรวจวเิคราะห์องค์ประกอบของสารสกดับอนหอม 

โดยเทคนิคโครมาโทรกราฟฟีแผ่นบาง (Thin layer chromatography, TLC) 
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วธีิการ
สกดั 

1% AlCl3 
p-anisalaldehyde 

sulfuric  acid 
Dragendoff DPPH 

กลัน่ 
ดว้ยน ้ า 

    

 
ซอกห์
เลต 
(เอ
ทานอล) 

 
 
 
 

 
 

  

 
ภาพท่ี ง-1 การตรวจวเิคราะห์องคป์ระกอบของสารสกดับอนหอม โดยเทคนิค TLC 
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วธีิการ
สกดั 

1% AlCl3 
p-anisalaldehyde 

sulfuric  acid 
Dragendoff DPPH 

ซอกห์เลต 
(เฮกเซน) 

 

 
 

  

 
สกดัดว้ย
ตวัท า
ละลาย 
เอทานอล 

 
 
 
 
 
 

 
   

 
ภาพท่ี ง-2 การตรวจวเิคราะห์องคป์ระกอบของสารสกดับอนหอมโดยเทคนิค TLC 
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วธีิการ
สกดั 

1% AlCl3 
p-anisalaldehyde 

sulfuric  acid 
Dragendoff DPPH 

Partition 

 
 

   

 
ภาพท่ี ง-3 การตรวจวเิคราะห์องคป์ระกอบของสารสกดับอนหอมโดยเทคนิค TLC 
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ภาคผนวก  จ 

ค่า Rf ของการตรวจวเิคราะห์องค์ประกอบของสารสกดับอนหอม 
โดยเทคนิค โครมาโทรกราฟฟี แผ่นบาง (Thin layer chromatography, TLC) 
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การกลัน่ด้วยน า้ 
(ระบบ TLC, 5% EtOAc:Hexane) 

 
 

 
 
สารสกดั 

 

ค่า Rf   ของการทดสอบกลุ่มสาร 

ฟลาโวนอยด ์
(1%AlCl3 ) 

ฟีนอล/น ้ าตาล/ 
สเตอรอยด/์เทอร์พนี 
(P-anisalaldehyde)  

ไนโตรเจน/ 
แอลคาลอยด ์
(Dragendroff) 

การตา้นอนุมูล
อิสระ 
(DPPH) 

 

UV spray UV spray UV spray UV spray 

AR 0.19 N.D. 0.18 0.19 0.18 N.D. 0.19 N.D. 
- - - 0.46 - - - - 

ARH 0.03 N.D. 0.03 0.04 0.04 N.D. 0.04 0.04 

0.05 N.D. 0.06 0.09 0.08 N.D. 0.08 0.08 

0.18 N.D. 0.18 0.19 0.18 N.D. 0.18 0.18 

0.25 N.D. 0.28 0.33 0.28 N.D. 0.28 0.28 

0.35 N.D. 0.36 0.38 0.35 N.D. 0.34 0.35 

0.56 N.D. 0.56 0.50 0.56 N.D. 0.55 0.56 

AS 0.19 N.D. 0.19 0.05 0.18 N.D. 0.19 N.D. 
- - - 0.18 - - - - 
- - - 0.19 - - - - 

AL 0.20 N.D. 0.23 0.05 0.19 N.D. 0.19 0.19 

- - - 0.18 - - - 0.21* 

- - - 0.21 - - - - 
หมายเหตุ N.D. คือ ไม่ปรากฏสารกลุ่มนั้น 
                            *      คือ ฟอกจางมาก 
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การสกดัแบบซอกห์เลตด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ระบบ TLC, 20% EtOAc:Hexane) 

 
 
 
สารสกดั 

 

ค่า Rf   ของการทดสอบกลุ่มสาร 

ฟลาโวนอยด ์
(1%AlCl3 ) 

ฟีนอล/น ้ าตาล/ 
สเตอรอยด/์เทอร์พนี 
(P-anisalaldehyde)  

ไนโตรเจน/ 
แอลคาลอยด ์
(Dragendroff) 

การตา้นอนุมูล
อิสระ 
(DPPH) 

 

UV spray UV spray UV spray UV spray 

BR1 0.16 N.D. 0.15 0.16 0.15 N.D. 0.14 N.D. 
- - - 0.54 - - - - 

BRH1 0.15 N.D. 0.18 0.05 0.14 N.D. 0.15 N.D. 
- - - 0.10 - - - - 

- - - 0.13 - - - - 

- - - 0.18 - - - - 

- - - 0.21 - - - - 

- - - 0.25 - - - - 

- - - 0.34 - - - - 

- - - 0.38 - - - - 

- - - 0.45 - - - - 

- - - 0.56 - - - - 

- - - 0.65 - - - - 

- - - 0.75 - - - - 
BS1 0.14 N.D. 0.15 0.56 0.13 N.D. 0.14 N.D. 
BL1 0.10 N.D. 0.13 0.55 0.10 N.D. 0.11 N.D. 

หมายเหตุ N.D. คือ ไม่ปรากฏสารกลุ่มนั้น 
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การสกดัแบบซอกห์เลตด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 
(ระบบ TLC, 20% EtOAc:Hexane) 

 
 

 
 
สารสกดั 

 

ค่า Rf   ของการทดสอบกลุ่มสาร 

ฟลาโวนอยด ์
(1%AlCl3 ) 

ฟีนอล/น ้ าตาล/ 
สเตอรอยด/์เทอร์พนี 
(P-anisalaldehyde)  

ไนโตรเจน/ 
แอลคาลอยด ์
(Dragendroff) 

การตา้นอนุมูล
อิสระ 
(DPPH) 

UV spray UV spray UV spray UV spray 

BR2 0.03 N.D 0.04 0.05 0.03 N.D 0.04 N.D 
0.05 N.D 0.06 0.08 0.06 N.D 0.06 N.D 
0.15 N.D 0.16 0.11 0.15 N.D 0.14 N.D 
0.53 N.D 0.55 0.15 0.53 N.D 0.50 N.D 

- - - 0.30 - - - - 
- - - 0.43 - - - - 
- - - 0.53 - - - - 
- - - 0.73 - - - - 
- - - 0.63 - - - - 
- - - 0.70 - - - - 
- - - 0.80 - - - - 

BRH2 0.10 N.D 0.11 0.05 0.10 N.D 0.10 N.D 
- - - 0.08 - - - - 
- - - 0.10 - - - - 
- - - 0.13 - - - - 

- - - 0.15 - - - - 
- - - 0.28 - - - - 
- - - 0.43 - - - - 

BS2 0.04 N.D 0.05 0.05 0.04 N.D 0.04 N.D 
- - - 0.08 - - - - 
- - - 0.26 - - - - 
- - - 0.43 - - - - 

หมายเหตุ N.D. คือ ไม่ปรากฏสารกลุ่มนั้น 
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การสกดัแบบซอกห์เลตด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 
(ระบบ TLC, 20% EtOAc:Hexane) 

 

 
 
สารสกดั 

 

ค่า Rf   ของการทดสอบกลุ่มสาร 

ฟลาโวนอยด ์
(1%AlCl3 ) 

ฟีนอล/น ้ าตาล/ 
สเตอรอยด/์เทอร์พนี 
(P-anisalaldehyde)  

ไนโตรเจน/ 
แอลคาลอยด ์
(Dragendroff) 

การตา้นอนุมูล
อิสระ 
(DPPH) 

UV spray UV spray UV spray UV spray 

BL2 0.04 N.D 0.04 0.06 0.04 N.D 0.04 N.D 

0.55 N.D 0.54 0.08 0.54 N.D 0.53 N.D 

- - - 0.28 - - - - 

- - - 0.53 - - - - 

หมายเหตุ N.D. คือ ไม่ปรากฏสารกลุ่มนั้น 
 

สกดัด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ระบบ TLC, 2% MeOH:Hexane) 

 
 
 
สารสกดั 

 

ค่า Rf   ของการทดสอบกลุ่มสาร 

ฟลาโวนอยด ์
(1%AlCl3 ) 

ฟีนอล/น ้ าตาล/ 
สเตอรอยด/์เทอร์พนี 
(P-anisalaldehyde)  

ไนโตรเจน/ 
แอลคาลอยด ์
(Dragendroff) 

การตา้นอนุมูล
อิสระ 
(DPPH) 

UV spray UV spray UV spray UV spray 

CRH 0.05 N.D 0.05 0.05 0.04 1.00 0.04 0.23 
- - - 0.09 - - - - 

- - - 0.38 - - - - 

- - - 0.46 - - - - 

- - - 0.65 - - - - 

CS 0.04 N.D 0.04 N.D 0.04 1.00 0.04 0.19 
หมายเหตุ N.D. คือ ไม่ปรากฏสารกลุ่มนั้น 
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การสกดัด้วยวธีิ Partition 
(ระบบ TLC, 30% EtOAc:Hexane) 

 
 
 
สารสกดั 

 

ค่า Rf   ของการทดสอบกลุ่มสาร 

ฟลาโวนอยด ์
(1%AlCl3 ) 

ฟีนอล/น ้ าตาล/ 
สเตอรอยด/์เทอร์พนี 
(P-anisalaldehyde)  

ไนโตรเจน/ 
แอลคาลอยด ์
(Dragendroff) 

การตา้นอนุมูล
อิสระ 
(DPPH) 

UV spray UV spray UV spray UV spray 

CRH1 
(Hexane) 

- N.D. - 0.04 - N.D. - 0.001 
- - - 0.08 - - - - 
- - - 0.15 - - - - 
- - - 0.21 - - - - 
- - - 0.28 - - - - 
- - - 0.33 - - - - 

CRH2 
(Ethyl 
acetate 

0.38 N.D. 0.40 0.03 0.375 N.D. 0.38 0.001 
- - - 0.06 - - - - 
- - - 0.14 - - - - 
- - - 0.20 - - - - 
- - - 0.23 - - - - 
- - - 0.31 - - - - 
- - - 0.40 - - - - 

หมายเหตุ N.D. คือ ไม่ปรากฏสารกลุ่มนั้น 
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ภาคผนวก  ฉ 
โครมาโทแกรม 
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ภาพท่ี  ฉ-1 โครมาโทแกรมของสารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้า (AL) จากการวเิคราะห์ดว้ย GC/MS 
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ภาพท่ี  ฉ-2  โครมาโทแกรมของสารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีกลัน่ดว้ยน ้า (AL) ท่ีไดจ้าก เคร่ือง GC/MS เทียบกบั Library Searched :  
                    Wiley7N edition, Retention  Time 20.46 minute, Quality : 86 %, Total : 1.09 %, ID : 4-Vinylphenol 

OH
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ภาพท่ี  ฉ-3  โครมาโทแกรมของสารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีกลัน่ดว้ยน ้า (AL) ท่ีไดจ้าก เคร่ือง GC/MS เทียบกบั Library Searched :  
                     Wiley7N edition, Retention  Time 23.18minute, Quality : 96 %, Total : 1.34 %, ID : 4-vinylguaiacol 

O

HO
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ภาพท่ี  ฉ-4  โครมาโทแกรมของสารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีกลัน่ดว้ยน ้า (AL) ท่ีไดจ้าก เคร่ือง GC/MS เทียบกบั Library Searched :  
                     Wiley7N edition, Retention Time 43.31minute, Quality : 99 %, Total : 3.79 %, ID : Palmitic acid 

O

HO
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ภาพท่ี  ฉ-5  โครมาโทแกรมของสารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีกลัน่ดว้ยน ้า (AL) ท่ีไดจ้าก เคร่ือง GC/MS เทียบกบั Library Searched :  
                     Wiley7N edition, Retention  Time 46.27minute, Quality : 96 %, Total : 0.84 %, ID : Phytol 

HO
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ภาคผนวก  ช 
การหาค่า IC50 ในการก าจัดอนุมูล DPPH 
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1. การหาค่า IC50 ของ Ascorbic acid 

จากสมการ  y = 32.15X – 54.109  
แทนค่า y = 50   
   50  = 32.15X – 54.109 
    X  = 3.202340127 
ความเขม้ขน้สาร ex 

ดงันั้นความเขม้ขน้สาร =   24.59   ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี ช-1  กราฟสมการในการค านวณ IC50 ของสารมาตรฐาน Ascorbic acid 
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2. การหาค่า IC50 ของ Gallic acid 

จากสมการ  y = 19.704X – 6.5439 
แทนค่า y = 50   
   50  = 19.704X – 6.5439 
    X  = 2.869731759 
ความเขม้ขน้สาร ex 

ดงันั้นความเขม้ขน้สาร =   17.63  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี ช-2  กราฟสมการในการค านวณ IC50 ของสารมาตรฐาน Gallic acid 
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ภาคผนวก  ซ 
การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทเีรีย 
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                                                      ผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านเช้ือแบคทเีรียจากสารสกดับอนหอม 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-1  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ disc diffusion ของสาร AR, ARH 
                   ในการตา้นการเจริญของ Staphylococcus aureus ATCC 25923  
 1    :      AR (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : ARH (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี ซ-2  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ disc diffusion ของสาร AS, AL 
                   ในการตา้นการเจริญของ Staphylococcus aureus ATCC 25923 
 1    :      AS (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : AL (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-3  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ disc diffusion ของสาร BR1,  
                   BRH1 ในการตา้นการเจริญของ Staphylococcus aureus ATCC 25923 
 1    :      BR1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BRH1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก์) 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-4  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ disc diffusion ของสาร BS1, BL1 
                   ในการตา้นการเจริญของ Staphylococcus aureus ATCC 25923  
 1    :      BS1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BL1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-5  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ disc diffusion ของสาร BR2,  
                   BRH2 ในการตา้นการเจริญของ Staphylococcus aureus ATCC 25923                 
 1    :      BR2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BRH2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก์) 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-6  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ disc diffusion ของสาร BS2, BL2 
                   ในการตา้นการเจริญของ Staphylococcus aureus ATCC 25923  
 1    :      BS2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BL2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-7   ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ disc diffusion ของสาร CRH, CS 
                    ในการตา้นการเจริญของ Staphylococcus aureus ATCC 25923  
 1    :      CRH (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : CS (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-8  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ disc diffusion ของสาร AR, ARH 
                   ในการตา้นการเจริญของ Bacillus cereus ATCC 11778    
 1    :      AR (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : ARH (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-9  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ disc diffusion ของสาร AS, AL 
                   ในการตา้นการเจริญของ Bacillus cereus ATCC 11778    
 1    :      AS (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : AL (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-10  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร BR1,  
        BRH1ในการตา้นการเจริญของ Bacillus cereus ATCC 11778    
 1    :      BR1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BRH1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก์) 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-11  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร BS1,BL1  
                     ในการตา้นการเจริญของ Bacillus cereus ATCC 11778  
 1    :      BS1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BL1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-12  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร BR2, 
        BRH2 ในการตา้นการเจริญของ Bacillus cereus ATCC 11778    
 1    :      BR2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BRH2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-13  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร BS2, 
        BL2 ในการตา้นการเจริญของ Bacillus cereus ATCC 11778  
 1    :      BS2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BL2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-14  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร CRH, CS 
                     ในการตา้นการเจริญของ Bacillus cereus ATCC 11778    
 1    :      CRH (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : CS (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-15  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร AR,  
        ARH ในการตา้นการเจริญของ Escherichia coli ATCC 25922  
 1    :      AR (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : ARH (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-16  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร AS, AL 
                    ในการตา้นการเจริญของ Escherichia coli ATCC 25922   
 1    :      AS (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : AL (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-17  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร BR1,  
        BRH1ในการตา้นการเจริญของ Escherichia coli ATCC 25922  
 1    :      BR1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BRH1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก์) 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-18  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร BS1,  
        BL1 ในการตา้นการเจริญของ Escherichia coli ATCC 25922  
 1    :      BS1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BL1 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-19  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร BR2,  
        BRH2 ในการตา้นการเจริญของ Escherichia coli ATCC 25922  
 1    :      BR2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BRH2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก์) 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี ซ-20  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร BS2,  
        BL2 ในการตา้นการเจริญของ Escherichia coli ATCC 25922  
 1    :      BS2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : BL2 (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาพท่ี ซ-21  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี disc diffusion ของสาร CRH, CS 
                     ในการตา้นการเจริญของ Escherichia coli ATCC 25922 
 1    :      CRH (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 2    : CS (0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก)์ 
 3    : ดิสกย์า tetracycline 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(positive control) 
 4    : ดิสกบ์รรจุ DMSO (negative control) 
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ภาคผนวก  ฌ 

การเตรียมสารเคมี 
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การเตรียมสารเคมี 

 
1.  การเตรียมสารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ 0.2 mM ในเอทานอล ปริมาตร 50 มิลลิลิตร       
      จากสมการ 

  P  =   (MW x M xV) / 1000 
 P    =   เปอร์เซ็นตค์วามบริสุทธ์ิของ DPPH 
 M   =      ความเขม้ขน้ของสารท่ีตอ้งการเตรียม 
 V   =   ปริมาตรท่ีตอ้งการเตรียม 
      MV =    มวลโมเลกุลของ DPPH 
แทนค่าลงในสมการ   
  P   =   ( 394.33 x 0.2 x 50 ) / 1000 

           =   3.94  mg 
 ดงันั้นตอ้งชัง่สาร DPPH มา 3.94 mg และปรับปริมาตรดว้ยเอทานอลใหไ้ดป้ริมาตรครบ 
50 มิลลิลิตร 
 
2.  เตรียมสารทดสอบกลุ่มสารพฤกษเคมี 
   2.1  เตรียมสารละลาย 1% อลูมิเนียมคลอไรดใ์นเอทานอล เพื่อทดสอบฟลาโวนอยด์  
      สเปรย์รีเอเจนท์: สารละลาย 1% aluminium chloride ใน ethanol  

2.2  เตรียมสารละลาย p-anisaldehyde-sulfuric acid เพื่อทดสอบ ฟีนอล น ้าตาล สเตอรอยด์ และ
เทอร์พีน 
              สเปรย์รีเอเจนท์: สารละลายท่ีเตรียมใหม่ ๆ ของ p-anisaldehyde 0.5 มิลลิลิตร ใน glacial acetic 
acid 50 มิลลิลิตร และ 97% sulfuric acid 1 มิลลิลิตร  
 2.3 เตรียมสารละลายดราเจนดอร์ฟ (Dragendoff) เพื่อทดสอบสารประกอบไนโตรเจน  
อลัคาลอยด์ โดยเตรียมสารละลาย 2 ชนิด 
        สารละลายท่ี 1: basic bismuth nitrate 1.7 กรัม และ tartaric acid 20 กรัม ในน ้า  80 มิลลิลิตร                
              สารละลายท่ี 2: potassium iodide 16 กรัมในน ้า 40 มิลลิลิตร 
 เก็บสารลละลายในตูเ้ยน็ สารละลายจะเสถียรเป็นเวลาหลายสัปดาห์เม่ือจะใชส้ารละลาย น ้า 
สารละลายทั้งสองมาผสมกนัดว้ยปริมาตรเท่า ๆ กนั 
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               สเปรย์รีเอเจนท์: สารละลาย tartaric 10 กรัม และน ้า 50 มิลลิลิตร และ ของผสมสารละลายทั้ง
สองชนิด 5 มิลลิลิตร 
 
3.   การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในเอทานอล  
     ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
   
 ชัง่สารมาตรฐาน Gallic acid 0.05 กรัม ละลายใน  Absolute Ethanol 50 มิลลิลิตร เก็บไว ้ใน
ภาชนะห่อฟรอยด ์ เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 
 
4.   การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
     ในเอทานอล ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   
 

 ชัง่สารมาตรฐาน Ascorbic acid  0.05 กรัม ละลายใน  Absolute Ethanol 50 มิลลิลิตร 
เก็บไวใ้นภาชนะห่อฟรอยด ์ เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

 
5.   ตวัอยา่งการเตรียมความเขม้ขน้สารสกดับอนหอมส่วนใบท่ีสกดัดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้า (AL) ความ 
     เขม้ขน้  100 มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพื่อน าไปใชท้ดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูล 
     อิสระ DPPH (Stock Solution) 
 

 การค านวณ 
  สารสกดับอนหอม     1000  มิลลิลิตร   มีน ้าหนกั                 100    มิลลิกรัม 
  ถา้สารสกดับอนหอม     50  มิลลิลิตร   มีน ้าหนกัเท่ากบั  100 x 50  มิลลิกรัม 
                                1000 
  เพราะฉะนั้นจะมีน ้าหนกั          เท่ากบั                       5 มิลลิกรัม 
 ดงันั้นตอ้งชัง่สารสกดับอนหอมส่วนใบมา 5 มิลลิกรัม แลว้ละลายดว้ยเอทานอลใหไ้ด้
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
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6.   ตวัอยา่งการเตรียมความเขม้ขน้สารละลายบอนหอม เพื่อน าไปใชท้ดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการ 
     ตา้นเช้ือแบคทีเรีย (Stock Solution) 
 

 เตรียมสารละลายบอนหอม  ความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร             
ละลายสกดับอนหอม 0.125 กรัม ปรับปริมาตรสารละลายดว้ย Dimethyl Sulfoxide (DMSO) ในขวดวดั
ปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร (Stock Solution) 
 ตอ้งการใชส้ารละลายบอนหอมปริมาตร 20 L (ต่อดิสก)์ จากสารละลายบอนหอม 
ความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อมมิลลิลิตร  
     สารลาย 1 มิลลิลิตร       มีเน้ือสารบอนหอม        25                       มิลลิกรัม 
        สารละลาย 20 ไมโครลิตร         มีเน้ือสารบอนหอม =     25 x 20 x 10-6        

                  1 
 เพราะฉะนั้นใน 1 ดิสกใ์ชส้ารสกดับอนหอม      =     0.5               มิลลิกรัม/ดิสก ์
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