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ค าน า 
รายงานวิจยัเร่ืองการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัด

เนือ้ผลต้นตาลโตนด (the study of antioxidant and antiyrosinase of Borassus flabellifer Linn. 

pulp extracts) คณะผู้วิจยัได้ท าการศกึษาฤทธ์ิดงักลา่วเน่ืองจากตาลโตนดเป็นพืชพืน้ถ่ิน ของประเทศ

ไทยพบได้มากในภาคตะวนัตก มีการใช้ประโยชน์ในหลาย ๆ ด้านไม่ว่าจะเป็นการน าล าต้นมาท าเป็น

เสาบ้าน การน าใบตาลมาท าเป็นเคร่ืองจกัรสาน การน าเปลือกตาลมาท าเป็น เชือ้เพลิง รวมถึงการน า

ส่วนผลมาท าเป็นขนม อาหาร และลกูตาลเช่ือม ส าหรับการศกึษา ฤทธ์ิทางชีวภาพและองค์ประกอบ

ทางเคมีของส่วนเนือ้ผลต้นตาลโตนดยังพบการศึกษาน้อย จึงท าให้ผู้ วิจัยสนใจน าส่วน เนือ้ผลต้น

ตาลโตนดมาศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพและองค์ประกอบทางเคมี เพ่ือพฒันาตอ่ยอดแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์

เก่ียวกบัการดแูลสขุภาพตอ่ไป 
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บทคัดย่อ 
 

การศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพของเนือ้ผลตาลโตนด โดยน าเนือ้ผลตาลโตนดมาสกดัเป็น 2 วิธีคือ 
สกดัด้วยตวัท าละลายอินทรีย์แล้วสกัดแยกด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction ได้สารสกดั hexane 
(BF-05) dichloromethane (BF-04) buthanol (BF-06) และน า้ (BF-07) และสกดัด้วยวิธีการเดียวกบั
กระบวนการท าแปง้ตาลโตนดโดยใช้น า้เป็นตวัท าละลายแล้วกรองแยกส่วนแปง้ด้วยผ้าขาวบางได้สาร
สกัดส่วนท่ีไม่กรอง (BF-01) แป้ง (BF-02) และน า้ท่ีได้จากการกรอง (BF-03) น าสารสกัดทัง้ 7 ส่วน 
ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, ABTS และ FRAP assay และทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้
เอนไซม์ไทโรซิเนส 

 จากการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH assay พบวา่ไมมี่สารสกดัใดท่ีมีฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอิสระเน่ืองจากค่า IC50 ของสารสกัดทุกส่วนมีค่ามากกว่า 500 µg/mL เม่ือทดสอบด้วยวิธีการ 
ABTS และ FRAP assay พบว่าสารสกัดมีค่าIC50 มากกว่า 500 µg/mL เช่นกัน ยกเว้นสารสกัด 
dichloromethane (BF-04) ท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระเล็กน้อย โดยเม่ือทดสอบด้วย ABTS assay มีคา่ 
IC50 301.40±14.31 mg/mL และเทคนิค FRAP assay สารสกดั 1 กรัมเทียบเทา่กบั trolox 14.45±2.15 
mg ไมมี่ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส จากการตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีด้วยน า้ยาทดสอบพบว่า
เนือ้ผลของตาลโตนดพบสารกลุ่ม saponins, phenolic, unsaturated lactones, deoxy sugars, 
steroids, triterpenoids และน า้ตาล เป็นองค์ประกอบ 
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ABSTRACT 
 

The study of antioxidant and antiyrosinase activities of Borassus flabellifer Linn. pulp extract 

which was extracted with two methods. The freezed dried pulp was extracted with methanol then 

separated by liquid-liquid extraction yield dichloromethane fraction (BF-04) hexane fraction (BF-05) 

butanol fraction (BF-06) and water fraction (BF-07). For starch method extraction using water as 

solvent, the water extract was yield unfiltered part (BF-01) sieved through cheesecloth yield starch 

(BF-02) and fitrate (BF-03) extracts. All seven extracts were determined antioxidant activities by 

DPPH, ABTS and FRAP assay. In addition, all extracted were tested for antiyrosinase activity. 

According to study by DPPH assay, all extracts had no antioxidant activity at concentration 

of 500 mg/mL. ABTS and FRAP assays also had no antioxidant activity at concentration of 500 

mg/mL as well except dichloromethane (BF-04) has slightly antioxidant by using ABTS assay with 

IC50  301.40±14.31 mg/mL and FRAP assay 1 g equivalent to trolox 14.45± 2.15 mg. All of extracts 

have no antiyrosinase activity. For phytochemical screening, the extracts composted of saponins, 

phenolic, unsaturated lactones, deoxy sugars, steroids, triterpenoids and sugar. 
 

 

Major Advisor………………………………………… 



จ 

 
 

กิตตกิรรมประกาศ 
โครงงานวิจยัทางเภสชัศาสตร์ฉบบันีส้ าเร็จลงด้วยดีด้วยความช่วยเหลือจาก  ภญ.ดร.นภสัสร 

ฉนัทธ ารงศริิ ภญ.อ.ดร.เนตรชนก เจียงสืบชาติวีระ และ ภญ.อ.ดร.ธนัย์ชนก ศริิรักษ์ อาจารย์ท่ีปรึกษาท่ี

ให้ค าปรึกษา ช่วยแนะแนวทางในการค้นคว้า คอยแนะน า ให้ความรู้ ให้ความช่วยเหลือ ให้ก าลงัใจ 

และคอยดแูลในการท าโครงงานวิจยั และตรวจสอบแก้ไข ข้อบกพร่องในการเขียนโครงงานวิจยัท าให้

โครงงานวิจยันีส้ าเร็จตามความคาดหมาย  

ขอขอบพระคุณผู้ ทรงคุณวุฒิผู้ เช่ียวชาญท่ีให้ค าแนะน า กรุณาเป็นคณะกรรมการสอบ

โครงงานวิจัยนี  ้ขอขอบพระคุณคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ผู้ ให้ทุนสนับสนุนงานวิจัย 

ขอขอบพระคณุ ภก.ผศ.ดร.บญุดศิย์ วงศ์ศกัดิ ์คณุกนกพร ก้อนทรัพย์ และนกัวิทยาศาสตร์ท่ีอนเุคราะห์

และชว่ยเหลือในการใช้เคร่ืองมือ อปุกรณ์ และสารเคมีตา่ง ๆ  

สุดท้ายนีข้อกราบขอบพระคณุบิดามารดาท่ีคอยให้ก าลงัใจ  ขอขอบพระคณุเจ้าหน้าท่ี คณะ

เภสัชศาสตร์และเพ่ือน ๆ รวมถึงผู้ ท่ีเก่ียวข้องทุกคนท่ีคอยให้ความช่วยเหลือ  ให้ก าลังใจ ในการท า

โครงงานวิจยันีต้ลอดมา จนท าให้โครงงานวิจยันีส้ าเร็จสมบรูณ์ ขอขอบพระคณุไว้ ณ ท่ีนีด้้วย  

  

คณะผู้วิจยั 

นสภ.รัชชา  เอือ้บรูณานนท์  57210211 

นสภ.สพุรรษา  ปกปอ้ง   57210256 

นสภ.อจลา  ชยัวิชาชาญ  57210257 

                                                                                             26 พฤศจิกายน 2561  

 

 



ฉ 

 
 

สารบัญ 
เร่ือง               หน้า 

ค าน า ข 

บทคัดย่อ ค 

กิตตกิรรมประกาศ จ 

ABTSTRACT                                                                                                     ง 

สารบัญ ฉ 

สารบัญตาราง ซ 

สารบัญภาพ ฎ 

บทที่ 1 บทน า 1 

บทที่ 2 วรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 4 

            1. ข้อมลูทัว่ไปของต้นตาลโตนด 4 

               2. ประโยชน์ของต้นตาลโตนด  10 

               3. ฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของต้นตาลโตนด 11 

               4. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 13 

บทที่ 3 วิธีการด าเนินงานวิจัย 19 

            1. พืชท่ีใช้ในการศกึษา 19 

               2. เคร่ืองมือ อปุกรณ์และสารเคมี 19 

               3. วิธีวิจยั 21 

บทที่ 4 ผลการวิจัย 37 

            1. การทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 37 

            2. การทดสอบฤทธ์ิยัง้ยงัเอนไซม์ไทโรซิเนส  54 

          3. ผลการตรวจสอบเบือ้งต้นทางพฤกษเคมี  56 



ช 

 
 

สารบัญ 
เร่ือง                                                                                                                                     หน้า 
บทที่ 5 สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 70 

เอกสารอ้างอิง 72 

เอกสารอ้างอิงรูปภาพ 75 

ภาคผนวก 76 

            ภาคผนวก (1) การเตรียมสาร 77 

               ภาคผนวก (2) ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 80 

               ภาคผนวก (3) อกัขราวิสทุธ์ิ                                                                                   99 
               ภาคผนวก (4) แบบฟอร์มรายงานการเงิน                                                            101 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ซ 

 
 

สารบัญตาราง 
เร่ือง                        หน้า  

ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบความแตกตา่งของวิธีทดสอบ DPPH, ABTS และ FRAP 16 

ตารางท่ี 2 แสดงตวัท าละลายของสารตวัอยา่ง 24 

ตารางท่ี 3 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน trolox โดยใช้ DPPH assay 37 

ตารางท่ี 4 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน vitamin C โดยใช้ DPPH assay 38 

ตารางท่ี 5 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัไมก่รอง (BF-01) โดยวิธี DPPH assay 39 

ตารางท่ี 6 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัแปง้ (BF-02) โดยวิธี DPPH assay 40 

ตารางท่ี 7 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดักรอง (BF-03) โดยวิธี DPPH assay 40 

ตารางท่ี 8 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั hexane (BF-04) โดยวิธี DPPH assay 41 

ตารางท่ี 9 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั dichloromethane (BF-05) โดยวิธี DPPH assay 41 

ตารางท่ี 10 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั butanol (BF-06) โดยวิธี DPPH assay 42 

ตารางท่ี 11 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัน า้ (BF-07) โดยวิธี DPPH assay 42 

ตารางท่ี 12 สรุปผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH assay 43 

ตารางท่ี 13 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน trolox โดยวิธี ABTS assay 44 

ตารางท่ี 14 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน vitamin C โดยวิธี ABTS assay 45 

ตารางท่ี 15 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัไมก่รอง (BF-01) โดยวิธี ABTS assay 46 

ตารางท่ี 16 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัแปง้ (BF-02) โดยวิธี ABTS assay 47 

ตารางท่ี 17 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดักรอง (BF-03) โดยวิธี ABTS assay 47 

ตารางท่ี 18 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั hexane (BF-04) โดยวิธี ABTS assay 48 

ตารางท่ี 19 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั dichloromethane (BF-05) โดยวิธี ABTS assay 48 

ตารางท่ี 20 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั butanol (BF-06) โดยวิธี ABTS assay 49 

ตารางท่ี 21 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัน า้ (BF-07) โดยใช้ ABTS assay 49 

ตารางท่ี 22 สรุปผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี ABTS assay 50 

ตารางท่ี 23 คา่การดดูกลืนแสงท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ของ trolox ด้วยวิธี FRAP assay 51 

ตารางท่ี 24 กรัมสารสกดัเทียบเทา่กบัมิลลิกรัมสมมลูของ trolox โดยวิธี FRAP assay 52 

 



ฌ 

 
 

สารบัญตาราง 
เร่ือง หน้า 
ตารางที่ 25 สรุปผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP assay 53 

ตารางท่ี 26 %Inhibition ของสารมาตรฐาน kojic acid โดยวิธี anti-tyrosinase assay 54 

ตารางท่ี 27  %Inhibition ของสารตวัอย่างโดยวิธี anti-tyrosinase assay 55 

ตารางท่ี 28 ผลการทดสอบสารกลุม่ tannins 56 

ตารางท่ี 29 ผลการทดสอบ foam test 57 

ตารางท่ี 30 ผลการทดสอบ ferric chloride test 58 

ตารางท่ี 31 ผลการทดสอบ Shinoda’s test 60 

ตารางท่ี 32 ผลการทดสอบ Molisch’s test 61 

ตารางท่ี 33 ผลการทดสอบ Kedde’s reagent test 62 

ตารางท่ี 34 ผลการทดสอบ Modified Borntrager’s test 63 

ตารางท่ี 35 ผลการทดสอบ Killini’s test 64 

ตารางท่ี 36 ผลการทดสอบ Liebermann-Burchard test 66 

ตารางท่ี 37 ผลการทดสอบสารกลุม่ alkaloids 67 

ตารางท่ี 38 สรุปผลการตรวจสอบเบือ้งต้นทางพฤกษเคมี (phytochemical screening) 68 

ตารางท่ี 39 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน trolox โดยวิธี DPPH assay 80 

ตารางท่ี 40 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตราฐาน vitamin C โดยวิธี DPPH assay 81 

ตารางท่ี 41 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างไมก่รอง (BF-01)  โดยวิธี DPPH assay 82 

ตารางท่ี 42 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างแปง้ (BF-02) โดยวิธี DPPH assay 83 

ตารางท่ี 43 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างกรอง (BF-03) โดยวิธี DPPH assay 84 

ตารางท่ี 44 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง hexane (BF-04) โดยวิธี DPPH assay 85 

ตารางท่ี 45 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง diclolomethane (BF-05) โดยวิธี DPPH assay 86 

ตารางท่ี 46 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง butanol (BF-06) โดยวิธี DPPH assay 87 

ตารางท่ี 47 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง water (BF-07) โดยวิธี DPPH assay 88 

ตารางท่ี 48 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตราฐาน trolox โดยวิธี ABTS assay 89 

ตารางท่ี 49 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตราฐาน vitamin C โดยวิธี ABTS assay 90 



ญ 

 
 

สารบัญตาราง 
เร่ือง       หน้า 
ตารางท่ี 50 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างไมก่รอง (BF-01) โดยวิธี ABTS assay 91 

ตารางท่ี 51 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างแปง้ (BF-02) โดยวิธี ABTS assay 91 

ตารางท่ี 52 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างกรอง (BF-03) โดยวิธี ABTS assay 92 

ตารางท่ี 53 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง hexane (BF-04) โดยวิธี ABTS assay 92 

ตารางท่ี 54 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง diclolomethane (BF-05) โดยวิธี ABTS assay 93 

ตารางท่ี 55 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง butanol (BF-06) โดยวิธี ABTS assay 94 

ตารางท่ี 56 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างน า้ (BF-07) โดยวิธี ABTS assay 95 

ตารางท่ี 57 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตราฐาน trolox โดยวิธี FRAP assay 96 

ตารางท่ี 58 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง โดยวิธี FRAP assay 96 

ตารางท่ี 59 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน kojic acid โดยวิธี Anti-tyrosinase assay 97 

ตารางท่ี 60 คา่การดดูกลืนแสงของทดสอบสารตวัอย่าง โดยวิธี Anti-tyrosinase assay 98 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฎ 

 
 

สารบัญภาพ 
เร่ือง                            หน้า 

รูปท่ี 1 ลกัษณะล าต้นของต้นตาลโตนด 5 

รูปท่ี 2 ลกัษณะต้นตาลโตนด [A] ต้นตาลระยะก าลงัเจริญเตบิโตเป็นต้นใหญ่ [B] ต้นตาลท่ีเตบิโต
เตม็ท่ี 5 

รูปท่ี 3  ลกัษณะใบของต้นตาลโตนด 6 

รูปท่ี 4 งวงตาล 7 

รูปท่ี 5 ต้นตาลตวัผู้  7 

รูปท่ี 6 ปลีตาล 8 

รูปท่ี 7 ทะลายตาลออ่นท่ีเก็บลงมาจากต้น 9 

รูปท่ี 8 ผลตาลออ่นภายในมีลอนตาลหรือลกูตาลสด 9 

รูปท่ี 9 การออกซิไดซ์ ABTS เป็นสารอนมุลูอิสระท่ีไมมี่สี (ABTS•+) 15 

รูปท่ี 10 กลไกปฎิกิริยากระบวนการสร้างเม็ดสี (melanogensis synthesis) 17 

รูปท่ี 11 Dopachrome เกิดการเปล่ียนแปลงเป็น DHI โดยกระบวนการ decarboxylation และเกิด
การเปล่ียนแปลงเป็น DHICA โดยกระบวนการ tautomerization 18 

รูปท่ี 12 กระบวนการทดสอบฤทธ์ิ ยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี dopachrome 18 

รูปท่ี 13  แผนผงัขัน้ตอนงานวิจยั 21 

รูปท่ี 14 การสกดัด้วยตวัท าละลายแบบ liquid/liquid extraction 23 

รูปท่ี 15 วิธีการวิเคราะห์โดย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl หรือ DPPH• scavenging assay 25 

รูปท่ี 16 วิธีการวิเคราะห์โดย 2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid 27 

รูปท่ี 17 วิธีการวิเคราะห์โดย ferric reducing antioxidant power assay หรือ FRAP 29 

รูปท่ี 18 วิธีการทดสอบการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของเอมไซม์ไทโรซิเนส 30 

 

 

 



1 
 

 
 

 

บทที่ 1 

บทน า 
1. ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

อนมุลูอิสระ (free radical) เป็นอะตอมหรือโมเลกลุขนาดเล็กของออกซิเจนท่ีขาดอิเล็กตรอนไปหนึ่งตวั 
ซึ่งปกติใน orbital หนึ่งจะต้องมีอิเล็กตรอนครบสองตวั ท าให้โมเลกุลอนุมูลอิสระเกิดการไม่เสถียรและมีช่วง
ชีวิตท่ีสัน้ เป็นเหตุให้สามารถเกิดปฏิกิริยากับอะตอม หรือเซลล์ต่าง ๆ ในร่างกายได้อย่างรวดเร็วเพ่ือรับ
อิเล็กตรอนให้ครบสองอิเล็กตรอน (1) อนมุลูอิสระถกูสร้างขึน้ในร่างกายโดยธรรมชาต ิและยงัมีหน้าท่ีส าคญัใน
กระบวนการตา่ง ๆ เช่น กระบวนการเผาผลาญน า้ตาล การปล่อยเอนไซม์ย่อยอาหาร หรือการออกก าลงักาย 
เป็นต้น นอกจากนีย้งัมีปัจจยัภายนอกท่ีเป็นสาเหตทุ าให้เกิด อนมุลูอิสระ เชน่ รังสียวีู ควนัรถ ควนับหุร่ี สารเคมี
ปนเปือ้น ยาฆ่าแมลง การรับประทานอาหารท่ีผ่านการทอดด้วยอุณหภูมิสูง หรืออาหารปิง้ย่าง  (2) หากสาร
อนุมูลอิสระมีความเข้มข้นท่ีสงูขึน้ อาจเป็นอนัตรายต่อร่างกาย และสร้างความเสียหายต่อส่วนประกอบของ
เซลล์ ดีเอ็นเอ และโปรตีน ท าให้เกิดการเส่ือมถอยของร่างกาย ซึง่จะแสดงออกมาในรูปแบบของริว้รอย การแก่
ก่อนวัย และพัฒนาให้เกิดโรคต่าง ๆ ตามมา เช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหัวใจ อัลไซเมอร์ พาร์ กินสัน 
เบาหวาน ต้อกระจก และจอประสาทตาเส่ือม เป็นต้น (1,2) 

สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) เป็นสารท่ีใช้ในการก าจดัอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึน้ในร่างกาย มีกลไก
ช่วยปกป้องหรือยับยัง้ความเสียหายของเซลล์ท่ีเกิดขึน้จากอนุมูลอิสระ ปกติร่างกาย สามารถผลิตสารต้าน
อนุมูลอิสระขึน้เองได้ และสามารถรับจากอาหารท่ีรับประทานในแต่ละวัน แต่ด้วยอายุท่ีมากขึน้รวมกับ
ความเครียด และวิถีชีวิตในปัจจบุนั ท าให้การสร้างสารต้านอนมุลูอิสระลดน้อยลงไมเ่พียงพอตอ่การต้านอนมุลู
อิสระท่ีเกิดขึน้ในแต่ละวนัเป็นปัจจยัท าให้เกิดการแก่ก่อนวยัริว้รอยบริเวณใบหน้า รอบดวงตา และผิวพรรณ 
รวมทัง้ยงัเป็นปัจจยัท าให้เกิดโรคต่าง ๆ (3) ส าหรับในยุคปัจจุบนัท่ีคนหนัมาดแูลสุขภาพกันมากขึน้ ไม่ว่าจะ
เป็นเด็กหรือผู้ ใหญ่ตา่งเกรงกลวัการแก่ก่อนวยั และโรคตา่ง ๆ ท าให้มีความต้องการผลิตภณัฑ์ท่ีสามารถตอบ
โจทย์การดูแลสุขภาพ โดยจะเห็นได้ว่าอุตสาหกรรมอาหารเสริม และเคร่ืองส าอางมีการแข่งขนัในการผลิต
ผลิตภณัฑ์ท่ีมีส่วนประกอบของสารต้านอนุมลูอิสระ มากขึน้อย่างเห็นได้ชดัดไูด้จากโฆษณาตามส่ือต่าง ๆ ไม่
ว่าเป็นส่ือทีวีหรือส่ือออนไลน์ นอกจากนัน้ยงัมีงานวิจยัเพ่ือหาพืชหรือสมนุท่ีมีส่วนประกอบของสารต้านอนมููล
อิสระเพิ่มขึน้จ านวนมาก ส าหรับตาลโตนดนัน้มีการท าวิจยัศึกษาเก่ียวกับสารต้านอนุมูลอิสระเช่นกัน ในปี 
2017 M.V.Reshma และคณะ (4) ได้ท าการศึกษาการสกัดสารจากตาลโตนดในรูปแบบ palm syrup โดยใช้
ตวัท าละลายอินทรีย์ในการสกดัท่ีแตกตา่งกนั พบว่าตาลโตนดมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีมากกวา่ ascorbic acid 
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หรือ vitamin C  อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ินอกจากนีย้งัมีงานวิจยัของ Prasad G. และคณะในปี 2016 (5) ได้
รายงานเก่ียวกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตาลโตนดไว้เชน่กนั 

ดัง้เดิมตาลโตนดเป็นพืชของทวีปแอฟริกา แต่ภายหลงัได้มีการขยายพนัธุ์ไปเร่ือย ๆ จนมีอยู่ทัว่ไปใน
เอเชียเขตร้อนแล้วรวมทัง้ประเทศไทยด้วยซึ่งประเทศไทยสามารถพบตาลโตนดได้มากในภาคตะวนัตก เช่น 
จงัหวดัเพชรบรีุ สพุรรณบรีุ อยธุยา และนครปฐม โดยตาลโตนดเป็นต้นไม้ยืนต้นท่ีสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้
ในหลาย ๆ ด้าน เช่น ล าต้นน ามาท าเสาและไม้กระดานส าหรับสร้างบ้าน ท าเฟอร์นิเจอร์ไม้ โต๊ะเก้าอี ้ไม้เท้า 
และสามารถน ามาท าเคร่ืองมือเคร่ืองใช้ต่าง ๆ ส่วนเปลือกตาลหรือส่วนกะลาน ามาท าเป็นเชือ้เพลิง ใบตาล
น ามาท าเป็นเคร่ืองจกัรสาน มงุหลงัคาบ้าน และท าของเล่นส าหรับเด็ก ส่วนผลน ามาท าเป็นขนม อาหาร  และ
ลกูตาลเช่ือม (6) 

ส าหรับภูมิปัญญาชาวบ้านมีการน าผลตาลโตนดมาใช้ประโยชน์ในการท าเป็นแป้งเพ่ื อเป็น 
ส่วนประกอบใช้ในการท าขนมโดยขัน้ตอนการท าขนมมีส่วนน า้ท่ีเหลือหลงัจากกรองแยกส่วนแปง้ท าให้มีส่วน
น า้เหลือทิง้จ านวนมาก (7) จากการทบทวนวรรณกรรมยังไม่มีรายงานใดท่ีศกึษาเก่ียวกบัฤทธ์ิทางชีวภาพของ
สารสกัดส่วนนีด้งักล่าว ผู้ วิจยัได้สนใจน าสารสกัดส่วนดงักล่าวมาศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้าน
เอนไซม์ไทโรซิเนสเพ่ือพฒันาตอ่ยอดแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ เก่ียวกบัการดแูลสขุภาพตอ่ไป 
 
2. วัตถุประสงค์ 
 เพ่ือศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ และฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกดัของเนือ้ผลต้นตาลโตนด 
 
3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 ทราบถึงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ และฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกดัของเนือ้ผลต้นตาลโตนด 
 
4. กรอบแนวคิด  
  
 

 

 

ตัวแปรควบคุม 

เนือ้ผล 

 

 

 

ตัวแปรต้น 

สารสกดัเนือ้ผลต้น

ตาลโตนด 

ตัวแปรตาม 

ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 

ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส 
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5.ขอบเขตงานวิจัย 
    5.1 ลกูตาลโตนด (Botassus flabellifer Linn.) ท่ีสกุเตม็ท่ีน ามาสกดัด้วยตวัท าละลายอินทรีย์ และสกดัด้วย
วิธีการท าแปง้ตาล 
    5.2 การศกึษามุ้งเน้นการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ และฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกดัของเนือ้
ผลต้นตาลโตนด 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 
 

1. ข้อมูลทั่วไปของต้นตาลโตนด 

    1.1 ข้อมูลพฤกษศาสตร์ (6) 
         1.1.1 ช่ือสามัญ: Palmyra Palm, Lontar, Fan Plam 

1.1.2 ช่ือทางพฤกษศาสตร์: Botassus flabellifer Linn. 
1.1.3 สกุล: Borassus 
1.1.4 วงศ์: ปาล์ม (Palmae) 
1.1.5 ช่ือทั่วไป: 

ภาคกลาง: ตาล ตาลโตนด ตาลใหญ่ ตาลนา ต้นโหนด 
ภาคใต้: ตะโหนด ปอเก๊าะตา โนด 
ภาคเหนือ: ปลีตาล 
ภาคอีสาน: ตาล 

 
    1.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ (6)    

1.2.1 ล าต้น 
ตาลโตนดเป็นพืชล าต้นเด่ียว ไม่มีหน่อ ล าต้นมีขนาดใหญ่ และสูงชะลูด เติบโตเต็มท่ีจะสูง

ประมาณ 25-27 เมตร บางต้นอาจสงูถึง 30 เมตร ล าต้นมีลกัษณะตรง หรือโค้งเล็กน้อย โคนต้นอวบ
ใหญ่วดัขนาดโดยรอบได้ประมาณ 50 เซนติเมตร มีเส้นผ่าศนูย์กลางประมาณ 2.5 ฟุต เปลือกล าต้น
ขรุขระ และเป็นวงปล้องช้อน ๆ กนัเกิดจากใบท่ีหลดุออกไปแล้ว ดงัรูปท่ี 1 และ 2 ล าต้นเป็นเสีย้นสีด า 
แข็งมาก เหนียว ไมห่กัง่าย แตไ่ส้กลางล าต้นออ่น 
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รูปท่ี 1 ลกัษณะล าต้นของต้นตาลโตนด 

 
      [A]                 [B] 

 
รูปท่ี 2 ลกัษณะต้นตาลโตนด [A] ต้นตาลระยะก าลงัเจริญเตบิโตเป็นต้นใหญ่   [B] ต้นตาลท่ีเตบิโตเตม็ท่ี 

 
 
 



6 
 

 
 

 

1.2.2 ใบ 
ใบตาลเป็นใบประกอบสีเขียวเข้ม มีลกัษณะคล้ายฝ่ามือ ขอบใบหยกัคล้ายฟันเล่ือยหรือรูปพดั 

(fan leaf) รัศมีประมาณ 4 เมตร ความกว้างของใบวัดได้ 50-70 เซนติเมตร แต่ละใบจะมีใบย่อย
เรียกว่า เซกเมนท์ (segment) ซึ่งจะแตกออกจากจดุ ๆ เดียวกนัท่ีปลายก้านใบ ตามทางจะมีหนามทูสี่
ด าติดอยู่ ยอดตาลจะมีใบตาลประมาณ 25-40 ใบ ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัอายขุองตาลเป็นหลกั ถ้าตาลต้นใด
ไม่ได้ใช้ใบเป็นประโยชน์ ปล่อยทิง้ไว้จนกระทั่งใบแก่มีสีน า้ตาลอ่อน ใบแก่จะห้อยแนบล าต้นคลุม
บริเวณคอตาลเป็นรัศมีคร่ึงวงกลม แต่ละใบจะมีอายุไม่เกิน 3 ปี ตาลโตนดต้นหนึ่ง ๆ สามารถให้
ใบตาลได้ 12-15 ใบต่อปี ส่วนท่ีเป็นก้านใบหรือทางตาลยาวประมาณ 1-2 เมตร ก้านใบจะมีความ
แข็งแรง ทางตาลจะหนาโค้งตามความยาว และมีหนามแหลมรอบทัง้สองด้าน ลกัษณะเป็นพนัเล่ือย
ขนาดไมส่ม ่าเสมอกนั ตาลโตนดจะผลิตใบได้ 1 ใบ ต้องใช้เวลาประมาณ 2 เดือน 

 

 
 

รูปท่ี 3  ลกัษณะใบของต้นตาลโตนด 

1.2.3 ดอก 
ตาลโตนดจะออกดอกเป็นช่อ โดยดอกตวัผู้และดอกตวัเมียจะแยกกนัอยู่คนละต้น ช่อดอกตวั

ผู้ เรียกวา่ “งวงตาล” ยาวประมาณ 1.5-2 เมตร ต้นตวัผู้จะไมต่ดิผล แตส่ามารถผลิตน า้ตาลจากช่อดอก
ได้ในขณะท่ีช่อดอกยังอ่อนอยู่ ความแตกต่างระหว่างต้นตวัผู้และตวัเมียยากท่ีจะแยกได้โดยอาศยั
ลกัษณะทางสณัฐาน เน่ืองจากไม่พบลกัษณะเฉพาะเจาะจง ยกเว้นเม่ือต้นออกดอกและติดผลเท่านัน้ 
ช่อดอกของต้นตวัผู้แตกแขนงออกเป็น 2-4 งวงตอ่ก้านข้อ ยาวงวงละประมาณ 30-40 เซนติเมตร ใน
แตล่ะงวงจะมีดอกเล็ก ๆ จ านวนมาก ต้นตวัผู้ ต้นหนึง่ ๆ จะมีชอ่ดอกประมาณ 3-9 ชอ่ 
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สว่นชอ่ดอกของต้นตวัเมียเรียก “ปลีตาล” จะมีดอกน้อยกว่าดอกตวัผู้ประมาณ 10 ดอก ในชอ่
กลุ่มมีงวง 3 งวง ต้นตัวเมียจะออกช่อหลังต้นตัวผู้ เล็กน้อย แต่จะมีช่อดอกท่ีมีขนาดใหญ่และชุ่ม
น า้หวานมากกว่า ในแตล่ะชอ่ของทัง้ต้นตวัผู้และต้นตวัเมียจะทยอยออกช่อดอกเร่ือยๆ แม้จะมีจ านวน
น้อย แตก็่สามารถเก็บรองน า้ตาลได้ตลอดปี ตาลโตนดท่ีมีอายุ 12-15  ปี สามารถเร่ิมรองน า้หวานมา
ท าน า้ตาลได้ โดยอาจเร่ิมปาดตาลเม่ือมีดอกเป็นปีแรก แต่จะได้น า้หวานในปริมาณน้อย และมี
ปริมาณความหวานอยูร่ะหว่าง 9-16.59 เปอร์เซ็นต์ ตาลหนึง่ต้นสามารถรองน า้หวานติดตอ่กนัได้นาน 
22 เดือน เป็นอยา่งน้อย และรองน า้หวานได้ทกุปีตดิตอ่กนั 3-4 ชว่งอายคุน หรือประมาณ 80 ปี 

 

 
 

รูปท่ี 4 งวงตาล 

 

 
 

รูปท่ี 5 ต้นตาลตวัผู้  
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รูปท่ี 6 ปลีตาล 

1.2.4 ผล 
ผลตาลมีสว่นประกอบส าคญั 3 ส่วน 

1) Exocarp เป็นเปลือกชัน้นอก มีผิวเรียบเป็นมนั 
2) Mesocarp เป็นเส้นใยละเอียด 
3) Endocarp เป็นเปลือกหรือกะลาแข็งหุ้มเมล็ด  

ผลออ่นมีสีเขียวตดิอยู่บนทะลายคล้ายมะพร้าว ผลแก่จดัมีสีน า้ตาลเข้มหรือสีด าเป็นมนั ผลโต

ขนาดเท่าผลส้มโอภายในเป็นเส้นละเอียด เม่ือสกุจะมีสีเหลืองแก่ และมีกลิ่นหอม เนือ้ผลประกอบไป

ด้วยแปง้ และน า้ตาล ทะลายหนึง่มีประมาณ 10-15 ผล ตาลลกูหนึง่มกัมีเต้าตาลอ่อนอยู่ 2-3 เต้า เม่ือ

ปาดเปลือกตาลออกเพ่ือแคะเต้าตาล ท่ีเรียกกนัว่า “ลกูตาลอ่อน” “ลกูตาลสด” หรือ “ลอนตาล” จะมี

เนือ้สีขาวใส นิ่ม รสหวานเย็น และเปลือกบางกวา่ลองกอง มีลกัษณะแบน ๆ ยาวประมาณ 3 นิว้ กว้าง 

2 นิว้ และหนาประมาณ 0.5 นิว้ 

ผลตาลจะออกเฉพาะต้นตวัเมียเท่านัน้ ระยะเวลาตัง้แตอ่อกดอกจนถึงเก็บผลอ่อนจะใช้เวลา

ประมาณ 75-80 วนั โดยผลจะออกเวียนรอบต้นตามก้านใบ ซึ่ง 1 ก้านใบจะออก 1 ปลีใน 1 ปลีจะให้

ช่อดอกประมาณ 3 ช่อ ซึ่งแตล่ะช่อดอกก็จะให้ผลผลิตจ านวน 1 ทะลาย และทกุ ๆ 1 ทะลาย จะมีผล

ตาลประมาณ 10-20 ผล สว่นเมล็ดลกูตาลสามารถน าไปเพาะได้ พอเร่ิมงอก ต้นในเมล็ดจะเปล่ียนเป็น

จาวตาล มีสีเหลืองออ่น มีเนือ้แข็งคล้ายจาวมะพร้าว แตแ่นน่กวา่ และมีรสชาตท่ีิอร่อย  
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รูปท่ี 7 ทะลายตาลออ่นท่ีเก็บลงมาจากต้น 

 
 

 

รูปท่ี 8 ผลตาลออ่นภายในมีลอนตาลหรือลกูตาลสด 

 
1.2.5 ราก 

รากมีลกัษณะเป็นเสีย้นกลมยาวเป็นกระจุกคล้ายมะพร้าว แต่จะไม่แผ่ไปตามผิวดินเหมือน
รากมะพร้าว จึงไม่รบกวนต้นข้าวเม่ือปลกูลงบนคนันา เน่ืองจากรากของต้นตาลจะหยัง่ลึกลงไปในดนิ
ได้ลกึมาก จงึยดึตดิดนิได้ดี โอกาสท่ีต้นตาลจะโคน่ล้มหรือถอนรากจงึเป็นไปได้ยาก 
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2. ประโยชน์ของต้นตาลโตนด (6)  
    2.1 ใบ  

ใบออ่นสามารถน ามาจกัสานให้เป็นรูปแบบตา่ง ๆ ได้มากมาย เชน่ ตะกร้า หมวก เส่ือ กระเป๋า 
พัด ใบแก่ใช้มุงหลังคาบ้าน และใช้ท าพัดขนาดใหญ่ ท่ีเรียกว่า “ตาลปัตร” เพ่ือถวายพระภิกษุใน
ประเทศ ศรีลงักาและพมา่ 

    2.2 ช่อดอกตัวผู้ (งวงตาล)  
ใช้เป็นยาสมนุไพร ต้มน า้กินแก้ตานขโมยในเด็ก แก้พิษตานซาง แก้ร้อนใน ปากเป็นแผล และ

ขบัพยาธิ ชอ่ดอกตวัผู้ใช้เป็นยาขบัปัสสาวะ และตากแห้งต้มกบัส่วนผสมอ่ืนเป็นยาบ ารุงก าลงั ชอ่ดอก
ตากแห้งสามารถใช้เป็นฟืน หรือเชือ้เพลิงในการหงุต้มได้  

   2.3 ช่อดอกตัวเมีย (ปลีตาล)  
จะให้น า้หวานท่ีเรียกว่า “น า้ตาลใส” หรือ “น า้ตาลสด” หากน าน า้หวานไปเค่ียวไฟก็จะได้ 

น า้ตาลเข้มข้นในรูปแบบตา่ง ๆ เชน่ น า้ผึง้ น า้ตาลป๊ีบ น า้ตาลปึก น า้ตาลแวน่ น า้ตาลผง เคร่ืองดื่ม เป็น
ต้น และหากน าน า้ตาลสดไปหมกัแปรรูปก็จะได้น า้ส้มสายช ูส าหรับปรุงแตง่รสชาตอิาหาร 

    2.4 ผล  
ผลตาลอ่อนมาก ๆ เนือ้ลูกตาลด้านติดขัว้ท่ีเรียกว่า “หัวตาล” น ามาปอกเปลือกออก เอา

เฉพาะเนือ้ข้างใน สามารถใช้แทนผกัจิม้น า้พริกและท าแกงคัว่ เรียกว่า “แกงหวัตาล” ผลแก่ส่วนเนือ้
ของลกูตาลมีสีเหลืองสด เม่ือเอาเส้นใยออกแล้วน ามาคัน้จะได้เนือ้ท่ีมีกลิ่นหอม และมีสีเหลืองจากสาร
แคโรทีนอยด์ ซึง่เป็นกลุม่สีธรรมชาตท่ีินิยมใช้อยา่งแพร่หลายในวงการอตุสาหกรรมอาหาร นิยมใช้สาร
แคโรทีนอยด์แตง่สีขนมตา่ง เชน่ ขนมตาล ขนมเค้ก ขนมขีห้น ูไอศกรีม เป็นต้น 

    2.5 ลูกตาลสด  
ใช้กินสด ๆ หรือน าไปลอยแก้ว ใส่น า้เช่ือม เติมน า้แข็ง ใช้รับประทานแก้กระหายน า้ ช่วยลด

อณุหภมูิความร้อนในร่างกาย แก้ไข้ตวัร้อน ละลายเสมหะในล าคอ และบรรเทาอาการไอเรือ้รัง  
    2.6 เปลือกหุ้มเมล็ดลูกตาล  

สามารถท าเชือ้ไฟได้เป็นอยา่งดี เพราะถ่านท่ีได้จากสว่นเปลือกชัน้ในของเมล็ดตาล เป็นถ่านท่ี
ให้ความร้อนดี มีคุณภาพสูง ในวงการอุตสาหกรรมได้น าถ่านตัวนีไ้ปใช้กับหน้ากากกรองอากาศ 
(activated carbon) และใช้เป็นปรับคา่ pH ของน า้ให้คงท่ี เพ่ือใช้ในการอนบุาลตวัออ่นในอตุสาหกรรม 
การเกษตรเลีย้งสตัว์น า้ 
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    2.7 เมล็ดลูกตาล  
หากน าไปเพาะพอเร่ิมงอกต้นในเมล็ดจะเปล่ียนเป็นจาวตาล ใช้เช่ือมกบัน า้ตาลทราย เป็นจาว

ตาลเช่ือม กินกบัข้าวเหนียวมนู หรือจะน าจาวตาลเช่ือมน า้ตาลโตนดมาชุบแปง้ทอด เรียกว่า “โตนด
ทอด” ซึง่เป็นของกินเลน่ของคนเมืองเพชร หรือจะน าจาวตาลไปท าแกงส้มก็ได้ 

2.8 ล าต้น  
สามารถน ามาท าเก้าอี ้โต๊ะ ฝาบ้าน เฟอร์นิเจอร์ เคร่ืองตกแตง่บ้านท่ีมีราคาสงู ต้นตาลแก่นิยม

ใช้ท าเสาบ้าน นอกจากนัน้ล าต้นยังสามารถเผาเป็นเถ้าใช้ในแปลงนา เพ่ือเพิ่มธาตุอาหารให้แก่ดิน 
เน่ืองจากต้นตาลมีธาตโุพแทสเซียมสงูนอกจากน า้ยงัมีล าต้นท่ีแข็งแรง เนือ้ไม้สามารถแช่อยู่ในน า้เป็น
เวลานาน ไม่ผงุ่าย ทนแดด ทนฝน และลดการเสียดสีได้ดีมาก เหมาะแก่การใช้ท าเสาท่าเทียบเรือ  หรือ
สะพานปลา ผู้ ท่ีมีอาชีพเลีย้งหอยนางรม สามารถใช้ต้นตาลตดัเป็นท่อน ๆ ผ่าซีกวางไว้ให้หอยนางรม
เกาะเป็นท่ีเลีย้งหอยได้อีกด้วย 

ไม้ตาลถกูน ามาสร้างมลูคา่เพิ่มในลกัษณะเป็นของใช้งานในบ้าน ของโชว์ และของช าร่วย ตา่ง 
ๆ มากมาย เช่น กาน า้ ก าไลข้อมือ แก้วแชมเปญ แก้วไวน์ แก้วน า้ พวงกุญแจ กรอบรูป ช้อนส้อม 
ตะเกียบ ท่ีรองแก้ว ถาด ถ้วยกาแฟ กลอ่งตะเกียบ ตะหลิว ทพัพี ท่ีปักธูป ถ้วยน า้จิม้ จาน ไม้เกาหลงั ไม้
ตีพริก ฯลฯ ภาคใต้นิยมน า้ไม้ตาลมาใช้ท าหุ่นกลองแขก หุ้นกลองมลายู หุ่นกลองตุ๊ก เป็นต้น และใน
บางพืน้ท่ีก็น าไม้ตาลท าขลุย่เพียงออ สว่นในตาลน ามาใช้ท าลิน้ป่ี  

    2.9 โคนต้นตาล  
ใช้ท าเรือชนิดหนึ่งท่ีเรียกว่า “เรืออีโปง” เส้นใยใช้ประโยชน์ทางช่างฝีมือ เช่น ใช้ท ากระดาษ 

เส้นใยบริเวณโคนใบจะแข็ง ใช้ท าแปรง ไม้กวาด และเชือก เส้นใยชัน้ใสท่ีนุ่มสามารถผลิต  เป็นเคร่ือง
จกัสาน และผกูใบจากมงุหลงัคาได้ 

    2.10 ราก  
น ารากมาต้มน า้ใช้เป็นยาขบัปัสสาวะ เป็นยาชกู าลงั ขบัเลือด และแก้พิษตานซาง ก้านใบ หรือ

ทางตาล น าก้านใบสดยา่งไฟ และคัน้เอาแตน่ า้ สามารถใช้แก้อาการโรคท้องร่วงและแก้ปวดเม่ือยได้ 
 

3. ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของต้นตาลโตนด 

ในปี 2014 Prasad Govindrao Jamkhande และคณะ ได้ท าการศึกษาวิจัยเก่ียวกับฤทธ์ิถ่ายพยาธิ 
(anthelmintic) จากใบของต้นตาลโตนดโดยท าการทดลองกบัไส้เดือนดิน ในการทดสอบจะน าไส้เดือนดินใส่ลง
ใน agar disc ท่ีบรรจุสารละลายแตกต่างกันคือ normal saline ใช้เป็น control ยา albendazole รูปแบบน า้ 
ความเข้มข้น 10 mg/mL ใช้เป็นยามาตราฐานอ้างอิง และ สารละลายของใบตาลโตนดท่ีสกัดด้วย methanol 
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ความเข้มข้น 10, 20 และ 50 mg/mL พบว่าสารสกัดใบตาลโตนดจาก methanol ความเข้มข้น 50 mg/mL มี
ฤทธ์ิถ่ายพยาธิท่ีดีกว่ายา albendazole อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ โดยมีค่า paralysis time 13.3 นาที และ 
death times 17.92 นาที (8) 

ในปี 2016 Prasad G.Jamkhande และคณะ มีการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้านจุลชีพ 
จากสว่นตา่งๆของต้นตาลโตนด พบวา่ สารสกดัจากใบด้วยด้วยตวัท าละลายอินทรีย์ตา่งๆ ได้แก่ methanol, n-
butanol, chloroform และ acetone มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีกว่า ascorbic acid ซึ่งเป็นสารมาตราฐาน เม่ือ
ทดสอบด้วยวิธีการ DPPH (IC50 เทา่กบั 21.80 และ 40.19 mg/mL ตามล าดบั) และ H2O2 (IC50 เทา่กบั 18.85 
และ 30.92 mg/mL ตามล าดบั) (5) 

เม่ือท าการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้แบคทีเรียโดยใช้ agar disc เพ่ือทดสอบ inhibitory zone คา่ minimal 
inhibitory concentration (MIC) และค่าminimal bactericidal concentration (MBC) ด้วย เ ชื อ้  Bacillus 
subtilis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Staphylococcus 
typhi, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa โดยใ ช้  amoxicillin และ 
ciprofloxacin เป็นสารมาตราฐานอ้างอิง พบวา่สารสกดัใบตาลโตนดท่ีสกดัด้วย methanol มีฤทธ์ิในการยบัยัง้
เชือ้แบคทีเรีย S. aureus (MIC 50 µg/mL, MBC 60 µg/mL) ได้ดีกว่า amoxicillin (MIC 125 µg/mL, MBC 
125 µg/mL) (5) 

ในการทดสอบหาฤทธ์ิต้านเชือ้ราด้วยวิธีการ disk diffusion พบว่าสารสกดัเมธานอลจากใบตาลโตนด 
มีฤท ธ์ิ ต้ าน เ ชื อ้ รา โดยทดสอบเ ชื อ้  Aspergillus flavus, Microsporum canis, Aspergillus fumigatus, 
Saccharomyces cerevisiae, Vestilago myditis, Candida albicans, Candida blanki และ  Aspergillus 
niger ใช้ ciprofloxacin เป็นสารมาตราฐานอ้างอิง (5)  

ในปี 2017 M.V. Reshma และคณะ ได้ท าการศึกษาวิจยัเก่ียวกับฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระและ ฤทธ์ิต้าน
จุลชีพ จากจาวของต้นตาลโตนดด้วยตวัท าละลายอินทรีย์ต่างๆ ได้แก่ chloroform, ethyl acetate และ n-
butanol พบว่า มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีกว่า ascorbic acid ซึ่งเป็นสารมาตราฐาน เม่ือทดสอบด้วยวิธีการ 
DPPH มีคา่ IC50 เทา่กบั 20.02±0.14 µM และ 22.59±0.30 µM ตามล าดบั (4) 

เม่ือท าการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียโดยใช้ agar disc เพ่ือทดสอบ inhibitory zone  คา่ 
minimal inhibitory concentration (MIC) และคา่ minimal bactericidal concentration (MBC) โดยทดสอบ
เชือ้ Bacillus Cereus, E. coli, K. pneumoniae, Mycobacterium smegmatis, S. aureus, S. epidermidis 
และ Staphylococcus simulans ใช้ ampicillin เป็นสารมาตรฐาน พบวา่ตาลโตนดมีฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้ E. coli 
(MIC 62.5 µg/mL, MBC 125 µg/mL), M. smegmatis (MIC 125 µg/mL, MBC 250 µg/mL), S. aures 
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(MIC 62.5 µg/mL, MBC 125 µg/mL) และ S. simulans (MIC 250 µg/mL, MBC 250 µg/mL) ได้ดีกวา่ 
ampicillin (MIC 312.5 µg/mL, MBC 625 µg/mL) (4) 
 

4. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 
    4.1 อนุมูลอิสระ และ สารต้านอนุมูลอิสระ (9) 

อนมุลูอิสระ หมายถึง สารท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว (unpaired electrons) ในอะตอม หรือโมเลกลุ พบ
ได้ทกุแห่งทัง้ในสิ่งแวดล้อม ในสิ่งมีชีวิตและในเซลล์โดยเฉพาะอย่างยิ่งกระบวนการผลิตพลงังานภายในเซลล์
หรือจากกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) โดยมีการเคล่ือนย้ายอิเล็กตรอนออกจากโมเลกุลของ
ออกซิเจน ท าให้อิเล็กตรอนในโมเลกุลออกซิเจนไม่สมดุล กลายเป็นอนุมูลอิสระและว่องไวในการเข้าท า
ปฏิกิริยามากและสามารถดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอ่ืนมาแทนท่ีอิเล็กตรอนท่ีขาดหายไปเพ่ือให้ตวัเองเกิด
ความสมดลุหรือเสถียร ซึง่ปฏิกิริยานีจ้ะเกิดขึน้อยา่ง ตอ่เน่ืองเป็นปฏิกิริยาลกูโซ ่และเกิดขึน้ในเซลล์ตลอดเวลา 

สารต้านอนุมูลอิสระ คือ  สารท่ีสามารถยบัยัง้กระบวนการออกซิไดซ์อนุมลูอิสระ หรือสามารถยบัยัง้
ปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยในสิ่งมีชีวิตจะมีระบบการป้องกันการท าลายเซลล์และเนือ้เย่ือจากอนุมูลอิสระ 
ประกอบด้วยสารต้านอนุมูลอิสระมากมาย หลายชนิดท่ีท าหน้าท่ีแตกต่างกันไปซึ่งมีทัง้ท่ีเป็นเอนไซม์ และไม่
เป็นเอนไซม์สารประกอบท่ีละลายในน า้ และสารประกอบท่ีละลายในไขมนัโดยสารต้านอนุมลูอิสระเหล่านีมี้
กลไกการท างานต้านอนมุูลอิสระด้วยกนัหลายแบบ เช่น ดกัจบัอนมุลูอิสระ (radical scavenging) การยบัยัง้
การท างานของออกซิเจนท่ีขาดอิเล็กตรอน (singlet oxygen quenching) จบักับโลหะท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยา
ออกซิ เดชันไ ด้  (metal chelation) หยุดปฏิ กิ ริยาการ  ส ร้างอนุมูล อิสระ ( chain-breaking) เส ริมฤทธ์ิ  
(synergism) และยับยัง้การท างานของเอนไซม์  (enzyme inhibition) ท่ีเร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ เป็นต้น 
ตวัอยา่งแสดงการดกัจบัอนมุลูอิสระ 

4.1.1 ปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลอิสระ (10)  
การเกิดอนมุลูอิสระมีทัง้หมด 3 ระยะ  

1) Initiation เป็นระยะแรกเร่ิมในการเกิดอนมุลูอิสระโดยมีตวักระตุ้นคือ ความร้อน แสง รังสี
ท่ีมีพลงังานสงูและโลหะหนกัตา่งๆ ซึง่จะเกิดจากการท่ีอะตอมไฮโดรเจนหลดุออกมาแล้ว
ท าปฏิกิริยากบัออกซิเจน ดงัสมการ 

RH + O2 → R* + HO2*                                                
2) Propagation เป็นระยะเพิ่มจ านวนของสารอนมุลูอิสระ โดยสารอนมุลูอิสระไปจบักบั

ออกซิเจนกลายเป็น peroxy ดงัสมการ 
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R* + O2 → ROO* 
3) Termination เป็นระยะสิน้สดุของกระบวนการเกิดสารอนมุลูอิสระโดย peroxy จะไม่

เกิดปฏิกิริยากบัสารอนมุลูอิสระแตจ่ะเข้าไปแยง่จบัไฮโดรเจนท าให้โมเลกลุเสถียร ดงั
สมการ 

ROO* + RH → ROOH* + R* 
4.1.2 สารต้านอนุมูลอิสระ (11) 

สารต้านอนมุลูอิสระจะชว่ยชะลอ  ควบคมุ  หรือยบัยัง้กระบวนการเกิดออกซิเดชนัของสารตัง้
ต้นได้ ซึง่สารต้านอนมุลูอิสระมี 2 ประเภท คือ chain breaking (primary antioxidant) และ 
hydroperoxide decomposer (secondary antioxidant) 

Primary antioxidant จะไปรบกวนกระบวนการในขัน้ propagation โดยสารต้านอนมุลูอิสระ
รบกวนการรับอะตอมไฮโดรเจนของ peroxyl ซึ่งอะตอมไฮโดรเจนส่วนใหญ่มาจาก –OH และ –NH 
และกลุม่ของสารท่ีต้านอนมุลูอิสระคือ phenolic, secondary aromatic amines และ thiophenols 

Secondary antioxidant จะช่วยในการเติมไฮโดรเจนในสายโซ่ การพยายามไล่อะตอม
ออกซิเจน โลหะหนัก และ per-oxidative enzymes สารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่  aminophenols, 
hydroxyhydro quinolines และ hydroxyl benzimidazole จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจัดสาร
อนมุลูอิสระ จากสารต้านอนมุลูอิสระ primary antioxidant จะไม่สามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระท่ีเกิดจาก
แสงได้ (photooxidation) แต ่secondary antioxidant สามารถจบัอนมุลูอิสระท่ีเกิดจากแสง UV ได้  
4.1.3 การวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH assay (2,2-diphenylpicryl hydrazyl free radical) assay 

DPPH assay เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชนั ใช้ reagent คือ 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็น stable free radical สารละลายมีสีมว่ง DPPH เป็นไฮโดรโฟบกิซึง่
มกัจะเกิดปฎิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย์ (12) เกิดปฎิกิริยากบั radicals อิเล็กตรอน หรือ
ไฮโดรเจนอะตอนท าให้สารละลายเปล่ืยนจากสีมว่งเป็นไมมี่สี ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 515-517 
นาโนเมตร ดงัสมการ (13) 

DPPH• + Phe-OH → DPPH(H) + Phe-O• 
DPPH• + Phe-O− → DPPH− + Phe-O• 
DPPH• + Phe-OH → DPPH− + Phe-O+  
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4.1.5 การวิเคราะห์ด้วยวิธี TEAC/ABTS•+ – trolox equivalent antioxidant capacity/2,2-azino-
bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) assay 

เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชนัของการลดลงของสี ABTS•+ โดย
รบกวนการเกิดออกซิเดชัน่และปอ้งกนัการผลิต ABTS•+ หรือท าปฏิกิริยาโดยตรงกบั ABTS•+ 

กลไกคือ 1) ใช้เมทไมโอโกลบนิ-ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ในการสร้างอนมุลูอิสระไฮดรอกซิลซึง่
ท าให้ออกซิไดซ์ ABTS ไปเป็นสารอนมุลูอิสระท่ีไมมี่สี (ABTS•+)  เกิดปฏิกิริยาตอ่เน่ืองกบัสารต้าน
อนมุลูอิสระ (AH) ท าให้สีเขียวลดลงดงั 

 
รูปท่ี 9 การออกซิไดซ์ ABTS เป็นสารอนมุลูอิสระท่ีไมมี่สี (ABTS•+) 

 
2) ABTS•+ ใช้โพแทสเซียมเพอร์ซลัเฟตเป็นตวัออกซิไดซ์ สารต้านอนมุลูอิสระจะท าปฏิกิริยา

เฉพาะกบั ABTS•+ และสีจะลดลง ดงัสมการ 
 

       ABTS   +   ammonium persulfate         →     ABTS•+           →       ABTS 
 
 
ส าหรับปฏิกิริยาจากสารละลายท่ีเจือจางของ ABTS•+  มีคา่การดดูกลืนแสงประมาณ 1.0 ท่ี 

734 นาโนเมตรซึง่จะถกูบนัทึกเป็นจดุเร่ิมต้น (13)  

4.1.6 การวิเคราะห์ด้วยวิธี Ferric reducing-antioxidant power (FRAP) assay 
เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถของสารต้านอนมุลูอิสระเพ่ือลดเหล็ก ขึน้กบัการลดลงของ

สารประกอบเชิงซ้อนของเหล็ก และ 2,3,5-triphenyl-1,3,4-triaza-2-azoniacyclopenta-1,4-diene 
chloride (TPTZ) วดัการเปล่ียนแปลงการดดูกลืนท่ี 593 nm (14) 
 

(oxidizing agent)  

AH/Ar-OH 

blue-green 

(734 nm) 

 

decreased color 
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ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบความแตกตา่งของวิธีทดสอบ DPPH, ABTS และ FRAP (15) 

 
DPPH ตา่งจาก ABTS ท่ี DPPH ไมต้่องผา่นการท าปฏิกิริยาท่ีท าให้เกิดอนมุลูอิสระเหมือนกบั ABTS 

และ FRAP เน่ืองจากอนมุลูอิสระของ DPPH ท่ีมีสีมว่งอยู่ในรูปอนมุลูไนโตรเจนท่ีมีความคงตวัสงูมาก 
4.2 การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี dopachrome 

เอมไซม์ไทโรซิเนส หรือเรียกอีกช่ือหนึง่วา่ polyphenol oxidase เป็นเอมไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยา ออกซิเดชนั
ของสารประกอบฟีนอล ภายในโครงสร้างของเอมไซม์จะประกอบไปด้วยทองแดง  (Cu) ซึ่งมีหน้าท่ีท างาน
ร่วมกบัออกซิเจนเพ่ือเร่งปฏิกิริยาให้เร็วขึน้ สามารถพบเอมไซม์ได้ทัว่ไปในเนือ้เย่ือของพืช และสตัว์ เอมไซม์ไท
โรซิเนสเป็นเอมไซม์ชนิดหนึ่งในกระบวนการสร้างเม็ดสี (melanogensis synthesis) ซึ่งกระบวนการนีจ้ะท าให้
ผลไม้และพืชเปล่ียนเป็นสีน า้ตาล หรือ ผิวหนงัมีสีหมองคล า้ลง (16) 

Method 
(วิธีการ
ทดสอบ) 

Mechanism 
(กลไก) 

ข้อดี ข้อเสีย 

1. ABTS  HAT 
 

1. ใช้ทดสอบได้หลายชว่ง 
pH และจะไวตอ่สารละลาย
ท่ีเป็นกรด 
2. เกิดปฏิกิริยาไวกวา่ DPPH 

1. ราคาแพง 
 

2. DPPH SET 
(single electron 
transfer) 

1. เกิดปฏิกิริยาไว 
2. มีประสิทธิภาพ และง่าย
ตอ่การทดสอบ 

1. สารส าคญัสามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระของ
สาร DPPH ท าให้คา่ absorbance ลดลง 

3. FRAP SET 
(single electron 
transfer) 

1. เกิดปฏิกิริยาไว 
2. ไมแ่พง และง่ายตอ่การ
ทดสอบ 

1. ไมส่ามารถวดัการขนสง่โปรตอน 
(hydrogen atom transfer) ของสารต้าน
อนมุลูอิสระได้ เชน่ SH group (thiol) 
2. ไมส่ามารถวดักลไกทางชีวภาพของ
ร่างกายได้ (คา่ blood หรือ plasma ของ 
FRAP จะน้อยกว่าคา่ความเป็นจริงท่ีวดัได้) 
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เอมไซม์ไทโรซิเนสจะเร่งกระบวนการสร้างเม็ดสีโดยเร่งการเกิดปฏิกิริยาของ tyrosine ให้เปล่ียนเป็น L- 
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) และได้ dopaquinone ในขัน้ตอนสุดท้าย ซึ่ง  dopaquinone จะท า
ปฏิกิริยาต่อไปท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงเป็นสารผลิตภัณฑ์ท่ีมีสีน า้ตาล  จะท าให้สังเกตเห็นสิ่งต่างๆ
เปล่ียนเป็นสีน า้ตาล เชน่ ท าให้เกิดผมสีน า้ตาล ผิวหนงัมีสีหมองคล า้ลง ผลไม้ และพืชเปล่ียนเป็นสีน า้ตาล เป็น
ต้น (17) 

 
รูปท่ี 10 กลไกปฎิกิริยากระบวนการสร้างเม็ดสี (melanogensis synthesis) 

กระบวนการยับ้ยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase inhibitors) มีความส าคัญเป็นอย่างมาก ในการ
ปอ้งกนัการเกิดกระบวนการเปล่ียนแปลงของเม็ดสีเป็นสีน า้ตาล (anti-browning agents) อีกทัง่ยงันิยมใช้เป็น
สารถนอมอาหารในอุตสาหกรรมอาหารด้วยเช่นกัน  (18) จากการศึกษางานวิจัย พบว่า alkyl 3,4-
dihydroxybenzoates (19), chlorobenzaldehyde thiosemi-carbozones (20) และ cardol triene (21) มี
ฤทธ์ิในการยับ้ยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีเป็นอยา่งมากจากการทดสอบเอมไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด 

 Dopachrome สังเคราะห์มาจากสารตัง้ต้นคือ dopaquinone เป็นโมเลกุลท่ีไม่เสถียรจะเกิดการ
เปล่ียนแปลงเป็น 5,6-dihydroxyindole (DHI) โดยกระบวนการ decarboxylation และเกิดการเปล่ียนแปลง
เป็น 5,6-dihydroxyindole-2- carboxylic acid (DHICA) โดยกระบวนการ tautomerization ซึง่สาร DHI และ 
DHICA จะสามารถกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ เปล่ียนแปลงของเม็ดสีได้ดีมากขึน้ ดงันัน้เราจะต้องยบัยัง้การ
สร้าง dopachrome เพ่ือลดการเกิดสาร DHI และ DHICA (22) 
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รูปท่ี 11 Dopachrome เกิดการเปล่ียนแปลงเป็น DHI โดยกระบวนการ decarboxylation และเกิดการ

เปล่ียนแปลงเป็น DHICA โดยกระบวนการ tautomerization 

จากกระบวนการสร้างเม็ดสี L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) เป็นสารตัง้ต้นของ dopaquinone 
และท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงเป็นสารผลิตภณัฑ์ท่ีมีสีน า้ตาล (dopachrome) ซึ่งสารละลายนีจ้ะดดูกลืนคล่ืน
แสงท่ี 492 นาโนเมตร เม่ือท าการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี dopachrome ถ้าตวัอย่างมี
ความสามารถยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูง ความเข้มข้นของสารละลายสีน า้ตาลก็จะลดลง หมายถึง 
dopachrome ลดลง การเกิดการสร้างสาร DHI และ DHICA ก็จะลดลงตามไปด้วย (22,23)  

 

 

 

 

รูปท่ี 12 กระบวนการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี dopachrome 

Tyrosinase Enzyme   +    L-DOPA 

       (Enzyme)                (Substrate) 

Dopaquinone 

Dopachrome 

(Product, Brown) 

Inhibitor 

DHI 

DHICA 
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บทที่ 3 

วธีิการด าเนินงานวิจัย 

 
1. พืชที่ใช้ในการศึกษา 
 ลกูตาลโตนด (Botassus flabellifer Linn.) ท่ีสกุเตม็ท่ี 
 

2. เคร่ืองมือ อุปกรณ์และสารเคมี 
    2.1 สารเคมี 

2.1.1 2,2′-Azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid chromophore diammonium salt 
(ABTS) Calbiochem® Lot#28884827  
2.1.2 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Sigma-aldrich® Lot#STBG8547 

  2.1.3 Acetic acid, glacial for analysis CARLOERBA® 
2.1.4 Ferric chloride  
2.1.5 Hexane QReC® 
2.1.6 Kojic acid Sigma-aldrich® 
2.1.7 L-Ascorbic acid Sigma-aldrich® Lot#BCBT6894) 
2.1.8 Methanol Scharlab S.L. 
2.1.9 Potassium persulfate Sigma-aldrich® Lot#BCBN9478V 
2.1.10 Potassium phosphate dibasic (H2Na2O4P) EMD Millipore Corp. 
2.1.11 Trolxol Sigma-aldrich® 
2.1.12 Tyrosinase from mushroom Sigma-aldrich® 
2.1.13 Buthanol  
2.1.14 Dichloromethane Honeywell Burdick 
2.1.15 Ethanol (absolute for analysis) EMSURE® 
2.1.16 L-3-(3,4-Dihydroxyphenylalanine) ACROS Loy A029815 
2.1.17 Potassium phosphate monobasic (H2NaO4P) Sigma-aldrich® 
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    2.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

2.2.1 เคร่ือง Microplate reader Accu reader® Serial NO: 96501182 made in taiwan 
2.2.2 เคร่ือง Ultraviolet–visible spectrophotometry (UV Spectrophotometer) HITACHI U-2900 
Spectrophotometer   
2.2.3 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหนง่ Mettler toledo® เคร่ืองหมายเลข 12 ห้อง PH202RX  
2.2.4 ตู้บม่เชือ้ redline® 
2.2.5 เคร่ืองวดัคา่ pH (pH meter) Mettler toledo® 
2.2.6 เคร่ืองเขยา่สารโดยใช้เสียงความถ่ีสงู (Ultrasonic Sonicator) Wiseclean® 
2.2.7 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหนง่ Mettler toledo® Model: MS 3002S/01 เคร่ืองหมายเลข 6 ห้อง 
PH202RX  
2.2.8 เคร่ืองท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง (freeze dry) LABCONCO®  
2.2.9 เคร่ืองป่ันเหว่ียง MPW-260R 
2.2.10 เคร่ืองระเหยแห้ง (evaporator) Buchi® รุ่น v-750  
2.2.11 จานหลมุ (95 well plates)  
2.2.12 แผน่ TLC (SILICYCLE® ultrapure silica gels lot#310314 siliaplate TLC aluminium 
backed TLC C18(13%), lot#310115 siliaplate TLC aluminium backed TLC:SiO2)  
2.2.13 ไมโครปิเปต (micropipette) Thermoscientific 
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3. วิธีวิจัย 

สกดัสารจากส่วนของเนือ้ผลตาลโตนดสุกมาโดยน าผลตาลโตนดแยกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนแรกน าไป
สกัดด้วยวิธีการเช่นเดียวกับการเตรียมแป้งตาลคือน าส่วนเนือ้ผลมาผสมน า้เล็กน้อยแล้วป่ันละเอียดจากนัน้
กรองผ่านผ้าขาวบางแล้วน ามาแยกส่วนแปง้ตาลโตนดและส่วนน า้ และมีการน าส่วนผลสกุส่วนท่ี 2 ไปท าแห้ง
โดยเข้าเคร่ืองท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freezedry) แล้วน าผลแห้งมาหมกัด้วย methanol เป็นเวลา 1 วนั (24) 
กรองเก็บตวัท าละลายออกแล้วเติมตวัท าละลายใหม่ลงไป สกัดจนกว่าสารจะหมด น าส่วนท่ีเป็นสารสกัด
ทัง้หมดรวมกันแล้วท าให้แห้ง จากนัน้น าไปสกัดด้วยวิธี liquid/liquid extraction โดยใช้สารละลายทัง้หมด 3 
รายการ ได้แก่ hexane, dichloromethane และ butanol น าสารสกัดทัง้หมดท่ีได้จากทัง้การสกัดแบบดัง้เดิม
และการสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ไปทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส 
จากนัน้น าไปทดสอบการตรวจสอบเบือ้งต้นทางพฤกษเคมี (phytochemical screening) ด้วยน า้ยาทดสอบ  

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 13  แผนผงัขัน้ตอนงานวิจยั 

เนือ้ผลตาลโตนดสกุ 

Conventional extraction 

เนือ้ผลสกุผสมน า้เล็กน้อย 

 Liquid/liquid extraction 

Buthanol 
extract 
(BF-06) 

Dichloromethane 
extract 
(BF-05) 

Hexane  

extract 

(BF-04) 

 

แปง้ตาลโตนด 

(BF-02) 

 

กรอง 

(BF-03) 
 

ทดสอบฤทธ์ิฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ และฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส 

การตรวจสอบเบือ้งต้นทางพฤกษเคมี (phytochemical screening) 

Freeze-drying 

กรองผา่นผ้าขาวบาง 
 

Maceration ด้วย MeOH 

ไมก่รอง 

(BF-01) 

Water  

extract 

(BF-07) 
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    3.1 การเตรียมตัวอย่าง 

3.1.1 ปอกเปลือกลกูตาลโตนดบริเวณท่ีเป็นเปลือกแข็งท่ีน า้ตาลออก 

3.1.2 ปอกเนือ้ผลเฉพาะท่ีมีสีเหลืองล้างท าความสะอาดเพ่ือใช้ในการสกดัตอ่ไป 
3.1.3 น าเนือ้ผลสีเหลืองแยกเป็น 2 สว่นให้เทา่ ๆ กนั  
3.1.4 น าเนือ้ผลสดสว่นท่ี 1 ไปท าแห้งโดยเข้าเคร่ืองท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง (freeze dry) เป็นเวลา 12 
ชัว่โมง หรือจนกวา่จะแห้งจากนัน้น าไปสกดัด้วยตวัท าละลายอินทรีย์ 
3.1.5 น าเนือ้ผลสดสว่นท่ี 2 ไปสกดัด้วยวิธีการเตรียมแปง้ตาล  

 
    3.2 การสกัดด้วยวิธีการเตรียมแป้งตาล 
 3.1.1 น าเนือ้ผลส่วนท่ี 2 ไปผสมกบัน า้แล้วคัน้น า้จากเนือ้ผลได้เนือ้ผลท่ีไมก่รอง (BF-01)  

3.1.2 น าสว่นท่ีคัน้กรองผา่นผ้าขาวบาง เก็บส่วนแปง้ (BF-02) และสว่นน า้ (BE-03) 
3.1.3 น าไปท าแห้งโดยเข้าเคร่ืองท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง (freeze dry) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง หรือ

จนกวา่จะแห้ง  
 

    3.3 การสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 
 น าสารตวัอย่างจากการเข้าเคร่ืองท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dry) มาหมกัด้วย methanol เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง (24) โดยขณะท่ีหมกันัน้เก็บไว้ในท่ีมืดเพ่ือปอ้งกนัไมใ่ห้สารสลายตวั จากนัน้น าสารสกดัท่ีได้มา
กรองแยกกาก และท าการหมกัซ า้จนกว่าตวัท าละลายท่ีใช้หมกัจะใส จากนัน้น าสารสกดัท่ีได้รวมกนั และน าไป
ระเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ือง rotary evaporator ได้สารสกดัหยาบ MeOH 

สารสกัดท่ีได้หยาบ MeOH สกัดแยกด้วยวิธีการ liquid/liquid extraction โดยน าสารสกัด MeOH 
ละลายด้วย 90% MeOH ใส่ลงในกรวยแยก (separating funnel) สกดัแยกด้วยตวัท าละลาย hexane ท าการ
สกดัซ า้จนตวัท าละลายชัน้ hexane ใสจากนัน้น าสารละลาย hexane ทัง้หมดมารวมกนัแล้วระเหยให้แห้งด้วย 
rotary evaporator ได้สารสกัดชัน้ hexane (BF-04) จากนัน้น าเอาชัน้ 90% MeOH เจือจางด้วยน า้ให้มีความ
เข้มข้น 66% MeOH แล้วจงึท าการสกดัสารตวัอย่างด้วย dichloromethane จนสารละลายใส จากนัน้จงึน าชัน้ 
dichloromethane ทัง้หมดรวมกัน ระเหยแห้งจะได้สารสกัดในชัน้ dichloromethane (BF-05) น าสารละลาย 
66% MeOH ท่ีเหลือไประเหยตวัท าละลาย methanol ออกจนหมด แล้วน าสารละลายท่ีเหลือมาสกดัแยกด้วย 
butanol จนกว่าสารละลายชัน้ butanol ใส ได้สารสกัดชัน้ butanol (BF-06) และสารสกัดชัน้น า้ (BF-07) 
ตามล าดบั 
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รูปท่ี 14 การสกดัด้วยตวัท าละลายแบบ liquid/liquid extraction 

 
    3.4 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

3.4.1 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
1) การวิเคราะห์โดย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl หรือ DPPH• scavenging assay (25)          

เตรียมสารละลาย 1,1-diphenyl-2-pycrylhydrazyl (DPPH) reagent โดยเตรียมสาร 
1,1-diphenyl-2-pycrylhydrazyl (DPPH) 6.6 mg ปรับปริมาตรด้วย absolute ethanol ให้
ครบ 100 mL  

เตรียมสารละลายมาตรฐาน ascorbic acid ชัง่ ascorbic acid 5 mg ปรับปริมาตร
ด้วย absolute ethanol ให้ครบ 10 mL จะได้ stock solution ความเข้มข้น 0.50 mg/mL 
จากนัน้น า stock solution มาท าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้นเป็น 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 
0.08, 0.10 และ 0.30 mg/mL 

90% MeOH 

 

MeOH extract 

66% MeOH/CH2Cl2 

 

ระเหยตวัท าละลาย MeOH  

และน ามาสกดัด้วยBuOH 

 

BuOH extract 

(BF-06) 

 

 

CH2Cl2 extract 

(BF-05) 

 

Hexane extract  

(BF-04) 

 

 

H2O extract 

(BF-07) 
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เตรียมสารละลายมาตรฐาน trolox ชั่ง trolox 2 mg ปรับปริมาตรด้วย absolute 
ethanol ให้ครบ 10 mL จะได้ stock solution ความเข้มข้น 0.20 mg/mL จากนัน้น า stock 
solution มาท าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้นเป็น 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.12, 0.14 
และ 0.18 mg/mL 

เตรียม positive control คือ absolute ethanol 20 µL ผสมกับ DPPH reagent 180 
µL 

เตรียม negative control คือ absolute ethanol 200 µL 
เตรียมสารละลายตวัอย่างเจือจางความเข้มข้นทัง้หมด 8 ความเข้มข้น มีช่วงตัง้แต่

5.6 µL/mL ถึง 10000 µL/mL โดยใช้ตวัท าละลายดงัตอ่ไปนี ้
ตารางท่ี 2 แสดงตวัท าละลายของสารตวัอยา่ง 

รหสั สารตวัอยา่ง ตวัท าละลาย 
BF-01 ไมก่รอง DI water 
BF-02 แปง้ DI water + absolute ethanol 
BF-03 กรอง DI water 
BF-04 hexane absolute ethanol 
BF-05 dichloromethane absolute ethanol 
BF-06 butanol DI water 
BF-07 น า้ DI water 

 
น าสารละลายตวัอย่าง 20 µL ผสมกับสารละลาย DPPH reagent 180 µL ท าการ

ผสมลงใน 96 wells plate โดย 1 ความเข้มข้นท าสามซ า้ ตัง้ทิง้ไว้ท่ี อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 30 
นาทีในท่ีมืด ใช้ blank คือ สารละลายตัวอย่าง 20 µL ผสมกับ absolute ethanol 180 µL 

ท้ำซ ้ำสำมหลุม จากนัน้น าไปวดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 nm 
ค านวณความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระ 

Scavenging effect (%) = (Absorbance of blank - Absorbance of sample)X100 
สารละลายมาตรฐาน คือ ascorbic acid ความเข้มข้น  20, 40, 60, 80 และ 100 

µg/mL ความสามารถในต้านอนมุลูอิสระของสารละลาย methanol แสดงเป็น IC50  
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รูปท่ี 15 วิธีการวิเคราะห์โดย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl หรือ DPPH• scavenging assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Blank 

สารละลายตวัอยา่ง 20 µL + 

absolute ethanol 180 µL 
ท้ำซ ้ำสำมครั ง 

ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาทีในท่ีมืด 

น าไปวดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 nm  

สารตัวอย่าง 

สารละลายตวัอยา่ง 20 µL + 

สำรละลำย DPPH reagent 
180 µL ท้ำซ ้ำสำมครั ง 

 

Positive control 

Absolute ethanol 20 µL + 

สารละลาย DPPH reagent 180 µL 

Negative control 

Absolute ethanol 200 µL 



26 
 

 
 

 

2) การวิเคราะห์โดย 2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid หรือ  
ABTS scavenging assay (26) 

เตรียมสารละลาย 2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) 
reagent จากการน าสาร ABTS 0.0180 g ปรับปริมาตรด้วย DI water ให้ได้ 5 mL   

เต รียมสารละลาย  potassium persulfate ชั่ ง  potassium persulfate 0.0041 g 
ละลายใน DI water 6.25 mL ดดู potassium persulfate  2.5 mL ใส่ลงในสารละลาย ABTS 
ผสมให้เข้ากัน แล้วตัง้ทิง้ไว้ในท่ีมืดอย่างน้อย 12 ชัว่โมง ก่อนน าไปใช้ให้เจือจางสารละลาย 
ABTS ด้วย DI water น าไปวดัคา่ดดูกลืนแสงให้อยูใ่นชว่ง 0.1-0.9  

เตรียมสารละลายมาตรฐาน ascorbic acid และ trolox ความเข้มข้น 25 mM จากนัน้
ท าการเจือจางด้วย absolute ethanol ให้ได้ความเข้มข้น 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39 
และ 0.19 mM 

เตรียม positive control คือ absolute ethanol 50 µL ผสมกับสารละลาย ABTS  
100 µL 

เตรียม negative control คือ absolute ethanol 150 µL 
เตรียมสารละลายตวัอย่างเจือจางความเข้มข้นทัง้หมด 8 ความเข้มข้น มีช่วงตัง้แต่ 

15.63 µL/mL ถึง 10000 µL/mL โดยใช้ตวัท าละลายดงัตารางท่ี 2 
น าสารละลายตวัอย่าง 50 µL ผสมกับสารละลาย ABTS reagent 100 µL ท าการ

ผสมลงใน 96 wells plate โดย 1 ความเข้มข้นท าสามซ า้ ทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 5 นำที 

ใช้ blank คือ สารละลายตวัอยา่ง 50 µL ผสมตวัท าละลายท่ีใช้ในการละลายสารตวัอยา่ง 100 
µL จำกนั นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 nm จากนัน้น ามาค านวณ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic 
acid (ABTS) เปรียบเทียบกบัสารมาตราฐานของสารละลาย ascorbic acid และ trolox  
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            รูปท่ี 16 วิธีการวิเคราะห์โดย 2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid 

 
 
 
 
 
 

น าไปวดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 nm  

Blank 

สารละลายตวัอยา่ง 50 µL +  

ตวัท าละลายท่ีใช้ในการละลาย

สารตวัอยา่ง 100 µL 

ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 นาที 

สารตัวอย่าง 

สารละลายตวัอยา่ง 50 µL + 

สารละลาย ABTS reagent 100 µL 

ท้ำซ ้ำสำมครั ง   

Positive control 

Absolute ethanol 50 µL 

+ 

สารละลาย ABTS reagent 

180 µL 

Negative control 

Absolute ethanol 200 µL 
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3) การวิเคราะห์โดย ferric reducing antioxidant power assay หรือ FRAP (27) 
เตรียม 300 mM acetate buffer (pH 3.6) โดยชัง่สารมาตราฐาน sodium acetate-

3-hydrate 4.08 g น าไปละลายในน า้กลั่นปริมาตร ปรับปริมาตร pH ด้วย glacial acetic 
acid ให้ได้มี pH เทา่กบั 3.6 

เตรียม 20 mM ferric chloride solution โดยชั่งสารมาตราฐาน ferric chloride 
0.0540 g น าไปละลายในน า้กลัน่ 10 mL 

เตรียม 10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine)) solution โดยชัง่สาร
มาตราฐาน TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine) 0.0780 g น าไปละลายใน 40 mM 
HCl 25 mL ปรับปริมาตรด้วย glacial acetic acid ด้วย pH meter ให้ได้มี pH เทา่กบั 3.6 

เตรียม ferric reducing antioxidant reagent (FRAP reagent) โดยน าสารละลาย 
300 mM acetate buffer (pH 3.6) ผสมกับ 20 mM ferric chloride solution และ 10 mM 
TPTZ solution ในอตัราสว่น 10:1:1 ตามล าดบั แล้วเก็บสารละลาย ในท่ีปราศจากแสง  

เตรียมสารละลายตัวอย่างเจือจางความเข้มข้น มีช่วงตัง้แต่ 1000.00 µL/mL ถึง 
2563.33 µL/mL โดยใช้ตวัท าละลายดงัตารางท่ี 2  

น าสารละลายตัวอย่าง 50 µL ผสมกับสารละลาย FRAP reagent 100 µL ท าการ

ผสมลงใน 96 wells plate โดย 1 ความเข้มข้นท าสามซ า้ ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 10 นาที 

ใช้ blank คือ DI water 50 µL ผสมกับสารละลาย FRAP reagent 100 µL จากนัน้น าไปวัด

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 nm จากนัน้น ามาค านวณความสามารถในการต้าน

อนมุลูอิสระ ferric reducing antioxidant power เปรียบเทียบกบัสารมาตราฐาน trolox 
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               รูปท่ี 17 วิธีการวิเคราะห์โดย ferric reducing antioxidant power assay หรือ FRAP 

 

    3.4.2 การวิเคราะห์ฤทธ์ิยัง้ยังเอนไซม์ไทโรซิเนส (Anti-tyrosinase) 

1) วิธีการทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การท างานของเอมไซม์ไทโรซิเนส (Anti-tyrosinase assay) 
(28) 

เตรียมสารละลายตวัอย่างเจือจางความเข้มข้นมีช่วงตัง้แต่ 100 µL/mL ถึง 769 µL/mL โดยใช้ตวัท า
ละลายดงัตารางท่ี 2 

น าสารละลายตัวอย่าง หรือสารละลายมาตรฐาน kojic acid ปริมาตร 20 µL มาผสมกับ
เอนไซม์ไทโรซิเนสท่ีละลายใน 20 mM sodium phosphate buffer pH 6.8 จนได้ความเข้มข้นเท่ากบั 
500 units/mL ปริมาตร 40 µL ในจานหลุม (96 well plates) และเติม 20 mM sodium phosphate 
buffer pH 6.8 ปริมาตร 100 µL  แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที หลงัจากนัน้

น าไปวดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 nm  

Blank 

DI water 50 µL + สารละลาย FRAP reagent 100 µL   

ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

สารตัวอย่าง 

สารละลายตวัอยา่ง 50 µL + 

สารละลาย FRAP reagent 100 µL 

ท้ำซ ้ำสำมครั ง 
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เตมิ L-DOPA ท่ีละลายใน 20 mM sodium phosphate buffer pH 6.8 จนได้ความเข้มข้นเทา่กบั 0.85 
mM ปริมาตร 40 µL แล้วน าไปบม่ซ า้ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 20 นาที เม่ือครบก าหนดเวลา
น ามาวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 nm แต่ละตวัอย่างท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 
สามารถค านวณหาร้อยละในการยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากสตูร 

% inhibition = 
[ Ac – (As – Ab ) ] 

Ac
 x 100 

   เม่ือ  Ac คือ คา่การดดูกลืนแสงของตวัควบคมุท่ีไมมี่สารสกดัตวัอยา่งหรือสารมาตรฐาน  

         As คือ คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดัตวัอย่าง หรือสารมาตรฐานท่ีท าปฏิกิริยากบัเอนไซม์ไท

โรซิเนส 

        Ab คือ คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดัตวัอย่าง หรือสารมาตรฐานท่ีไมท่ าปฏิกิริยากบั

เอนไซม์ไทโรซิเนส 

  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 18 วิธีการทดสอบการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของเอมไซม์ไทโรซิเนส 

 

บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 oC นาน 10 นาที 

เตมิเอนไซม์ไทโรซิเนสท่ีละลาย จนได้ความเข้มข้นเทา่กบั 500 units/mL          

ปริมาตร 440 µLในสารละลาย 20 mM sodium phosphate buffer pH 6.8 

 
เตมิ 20 mM sodium phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 100 µL   

บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 oC นาน 20 นาที 

เตมิ L-Dopa ความเข้มข้น 0.85 mM 40 µL ลงในจานหลมุ 

เขยา่ให้เข้ากนั 

วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 nm  

สารละลายตวัอยา่งหรือสารละลายมาตรฐาน kojic acid ปริมาตร 20 µL 
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  3.5 การตรวจสอบเบือ้งต้นทางพฤกษเคมี (phytochemical screening) 
น าสารสกดัตาลโตนดไมก่รอง (BF-01) ชัน้แปง้ตาลโตนด (BF-02) สว่นน า้ทิง้จากแปง้ตาลโตนด (กรอง

, BF-03) สารสกดั hexane (BF-04) สารสกดั dichloromethane (BF-05) สารสกดั butanol (BF-06) และสาร
สกดัน า้ (BF-07) ไปทดสอบด้วยน า้ยาทดสอบ   

3.5.1 การทดสอบสารกลุม่ tannins 

1)  วิธีการทดสอบ gelatin solution test  

 

 

 

2) วิธีการทดสอบ lime water test  

 

 

 

 

3) วิธีการทดสอบ vanillin reagent test  

  

 

 

 

 

 

 

สารสกดัตวัอยา่ง + 2% gelatin solution 1 หยด 

Positive: ตะกอนขุน่ขาว 

สารสกดัตวัอยา่ง + lime water 1 หยด 

Positive: ตะกอนสีเหลืองน า้เงินเทา 

สารสกดัตวัอยา่ง + vanillin reagent 5 หยด + conc.HCl 1 หยด 

Positive: สีแดง 
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เขยา่แรงๆ 

 3.5.2 การทดสอบสารกลุม่ saponins 

1) วิธีการทดสอบ foam test  

 

 

 

3.5.3 การทดสอบสารกลุม่ phenolic 

1) วิธีการทดสอบ ferric chloride test  

 

 

 

3.5.4 การทดสอบสารกลุม่ flavonoids 

1) วิธีการทดสอบ Shinoda’s test   

 

 

 

 

 

 

 

 

สารสกดัตวัอยา่ง + น า้ 

Positive: ความคงตวัของฟอง 30 นาที 

สารสกดัตวัอยา่ง + FeCl3 T.S. 1 หยด 

Positive: สีน า้เงินเขียว 

สารสกดัตวัอยา่ง + magnesium ribbon 1 แผน่ + conc.HCl 1 หยด 

Positive: สีส้มถึงสีแดง 
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เขยา่ 

เขยา่ 

  3.5.5 การทดสอบสารกลุม่น า้ตาล  

1) วิธีการทดสอบ Molisch’s test  

 

 

 

 

 

 

3.5.6 การทดสอบสารกลุม่ unsaturated lactone ring 

1) วิธีการทดสอบ Kedde’s reagent test 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารสกดัตวัอยา่ง + 5% α-naphthalene 1 หยด 

คอ่ย ๆ รินกรด conc.H2SO4 

Positive: วงแหวนสีมว่ง 

สารสกดัตวัอยา่ง + Kedde’s reagent A 1 หยด 

Kedde’s reagent B 1 หยด 

Positive: สีมว่งอมชมพ ู
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ต้มบนหม้อองัไอน า้ 10 นาที 

เขยา่ 

3.5.7 การทดสอบสารกลุม่ anthraquinones 

1) วิธีการทดสอบ Modified Borntrager’s test 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.8 การทดสอบสารกลุม่ deoxy sugars 

1) วิธีการทดสอบ Killini’s test 

 

 

 

 

 

 

สารสกดัตวัอยา่ง + FeCl3 T.S. 1 หยด 

คอ่ยๆหยด conc.H2SO4 4-5 หยด 

Positive: วงแหวนสีแดง 

สารสกดัตวัอยา่ง 3 mL + KOH 10 mL + H2O2 1 mL 

ปรับให้เป็นกรดด้วย acetic acid 

สกดัด้วย dichloromethane 5 mL 

หลอดท่ี 1: control หลอดท่ี 2: เตมิ NH4 T.S. 

Positive: สารละลายสีชมพแูดงในชัน้ดา่ง 
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3.5.9 การทดสอบสารกลุม่ triterpenoids และสารกลุม่ steroids 

1) วิธีการทดสอบ Liebermann-Burchard test 

 

 

 

 

 

3.5.10 การทดสอบสารกลุม่ alkaloids 

1) วิธีการทดสอบ Dragendorff’s reagent test 

 

 

 

 

2) วิธีการทดสอบ Mayer’s reagent test 

 

 

 

 

3) วิธีการทดสอบ Wagner’s reagent test 

 

 

 

 

 

สารสกดัตวัอยา่งแห้ง + acetic anhydride 1 หยด 

คอ่ยๆหยด conc.H2SO4 

Positive: สีแดงชมพ ู-> สีเขียวน า้เงิน 

สารสกดัตวัอยา่ง + Dragendorff’s reagent 1 หยด 

Positive: ตะกอนสีส้ม 

สารสกดัตวัอยา่ง + Mayer’s reagent 1 หยด 

Positive: ตะกอนขาว 

สารสกดัตวัอยา่ง + Wagner’s reagent 1 หยด 

Positive: ตะกอนสีน า้ตาล 
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4) วิธีการทดสอบ Marme’s reagent test 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารสกดัตวัอยา่ง + Marme’s reagent 1 หยด 

Positive: ตะกอนสีขาว 
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บทที่ 4 

ผลการวจิัย 
1. การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

1.1 การวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH assay  
การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดไม่กรอง (BF-01) แป้ง (BF-02) กรอง (BF-03) 

dichloromethane (BF-04) hexane (BF-05) butanol (BF-06) และน า้ (BF-07) ของผลตาลโตนดโดย
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน trolox และ vitamin C ด้วยวิธี DPPH assay พบว่าสารสกัดไม่กรอง (BF-
01) มีค่า IC50เท่ากับ 1013.60±208.88 µg/mL แป้ง (BF-02) มีค่า IC50 เท่ากับ 1228.26±13.05 µg/mL 
กรอง (BF-03) มีคา่ IC50 เทา่กบั 12470.65±2555.55 µg/mL dichloromethane (BF-04) มีคา่ IC50 เทา่กบั 
1252.08±40.52 µg/mL hexane (BF-05) มีคา่ IC50 เทา่กบั 4185.45±355.24 µg/mL butanol (BF-06) มี
คา่ IC50 เท่ากบั 1742.94±7.16 µg/mL และน า้ (BF-07) มีคา่ IC50 เท่ากบั 10535.40±3265.74 µg/mL มี
คา่ตามตารางท่ี 3 -11 

ตารางท่ี 3 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน trolox โดยใช้ DPPH assay 

ความเข้มข้นของ
สารมาตรฐาน 

trolox (µg/mL) 

% Inhibition (%) IC50 
คา่เฉล่ีย

ของ IC50  
SD 

1 2 3 1 2 3 

0.50 80.10 81.34 84.11  
 
 

0.12 

 
 
 

0.11 

 
 
 

0.12 

 
 
 

0.11 

 
 
 

0.0046 

0.30 73.68 73.01 73.13 
0.10 56.56 60.82 59.40 
0.08 48.26 51.28 46.57 
0.06 41.28 45.23 44.71 
0.04 32.36 31.34 34.10 
0.02 16.57 16.57 15.57 
0.01 5.33 10.00 8.23 
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รูปที่ 19 กราฟสารมาตรฐาน trolox โดยวิธี DPPH assay 

 

ตารางท่ี 4 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน vitamin C โดยใช้ DPPH assay 

ความเข้มข้นของสาร
มาตรฐาน vitamin c 

(µg/mL) 

% Inhibition (%) IC50 

คา่เฉล่ีย

ของ IC50 

(µg/mL) 

SD 

1 2 3 1 2 3 

0.50 95.93 95.82 95.64  
 
 
0.055 

 
 
 
0.055 

 
 
 
0.057 

 
 
 

0.056 

 
 
 
0.0010 

0.30 95.00 94.82 94.54 
0.10 87.44 86.35 86.67 
0.08 75.09 74.85 72.31 
0.06 55.03 55.81 51.21 
0.04 33.23 32.83 33.79 
0.02 18.56 16.22 18.01 
0.01 10.24 5.18 10.50 

 

 

y = 417.97x - 0.2222
R² = 0.9986
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ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน trolox

สารมาตรฐาน trolox โดยวิธี DPPH assay
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รูปท่ี 20 สารมาตรฐาน vitamin C โดยวิธี DPPH assay 

 

ตารางท่ี 5 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัไมก่รอง (BF-01) โดยวิธี DPPH assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 994.04x - 4.7722
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ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน vitamin C 

สารมาตรฐาน vitamin C โดยวิธี DPPH assay

ความเข้มข้นของ
สารสกดัไมก่รอง 
(BF-01) (µg/mL) 

% Inhibition (%) 
IC50 

(µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 

1 2 3 1 2 3 
769.00 32.61 28.76 34.24 

1181.64 779.74 1079.40 1013.60 208.88 

384.50 21.59 23.75 23.55 
192.25 17.58 13.92 5.65 
96.13 4.87 5.04 5.15 
48.06 2.03 3.13 3.60 
24.03 0.86 0.46 0.00 
12.02 0.89 0.95 0.00 
6.01 2.44 0.00 0.00 
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ตารางท่ี 6 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัแปง้ (BF-02) โดยวิธี DPPH assay 

 
ตารางท่ี 7 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดักรอง (BF-03) โดยวิธี DPPH assay 

ความเข้มข้นของ
สารสกดักรอง 

(BF-03) (µg/mL) 

% Inhibition (%) 
IC50 

(µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 
1 2 3 1 2 3 

10000.00 35.37 43.29 41.54 

15421.46 11014.13 10976.37 12470.65 2555.55 

5000.00 24.73 30.13 31.77 
2500.00 16.49 18.52 19.16 
1250.00 11.49 9.08 9.58 
625.00 12.15 5.74 7.43 
312.50 4.30 0.20 3.06 
156.25 3.45 0.44 2.97 
78.13 2.59 0.71 0.00 

 

ความเข้มข้นของ
สารสกดัแปง้ 

 (BF-02) (µg/mL) 

% Inhibition (%) 
IC50 

(µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 

1 2 3 1 2 3 
717.00 29.78 28.17 28.76 

1220.31 1243.32 1221.15 1228.26 13.05 

358.50 19.07 18.07 19.75 
179.25 15.91 9.15 14.04 
89.63 5.04 2.26 4.60 
44.81 4.30 3.55 7.61 
22.41 1.21 0.00 1.80 
11.20 1.01 0.00 2.42 
5.60 0.00 0.00 1.31 
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ตารางท่ี 8 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั hexane (BF-04) โดยวิธี DPPH assay 

 
ตารางท่ี 9 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั dichloromethane (BF-05) โดยวิธี DPPH assay 

ความเข้มข้นของ
สารสกดั 

dichloromethane 
(BF-05) (µg/mL) 

% Inhibition (%) 
IC50 

(µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 

1 2 3 1 2 3 

2000.00 71.81 69.01 65.33 

1208.35 1259.52 1288.36 1252.08 40.52 

1000.00 47.72 48.28 48.52 
500.00 30.96 27.35 33.43 
250.00 19.32 18.12 19.68 
125.00 14.65 16.30 13.82 
62.50 6.40 11.11 6.79 
31.25 4.60 2.41 5.00 
15.63 0.37 1.32 2.13 

 

ความเข้มข้นของ
สารสกดั hexane 
(BF-04) (µg/mL) 

% Inhibition (%) 
IC50 

(µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ IC50 

(µg/mL) 
SD 

1 2 3 1 2 3 
8000.00 84.34 85.82 85.02 

4464.88 4305.81 3785.67 4185.45 355.24 

4000.00 50.31 49.49 56.88 
2000.00 28.98 31.06 38.19 
1000.00 11.47 12.80 22.69 
500.00 7.48 8.36 16.52 
250.00 2.24 3.32 8.18 
125.00 1.52 1.28 6.37 
62.50 0.00 0.30 3.55 
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ตารางท่ี 10 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั butanol (BF-06) โดยวิธี DPPH assay 

  
ตารางท่ี 11 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัน า้ (BF-07) โดยวิธี DPPH assay 

 
 

ความเข้มข้นของ
สารสกดั butanol 
(BF-06) (µg/mL) 

% Inhibition (%) 
IC50 

(µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 
1 2 3 1 2 3 

8000.00 92.15 91.98 93.51 

1750.89 1740.91 1737.00 1742.94 7.16 

4000.00 76.91 80.09 80.64 
2000.00 55.32 54.98 55.78 
1000.00 32.12 33.90 33.07 
500.00 21.58 21.82 20.69 
250.00 10.24 11.04 11.39 
125.00 7.39 7.65 9.43 
62.50 3.19 3.39 3.28 

ความเข้มข้นของ
สารสกดัน า้  

(BF-07) (µg/mL) 

% Inhibition (%) 
IC50 

(µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 
1 2 3 1 2 3 

10000.00 40.68 36.80 63.89 

11845.53 12942.65 6818.04 10535.40 3265.74 

5000.00 26.05 26.14 46.38 
2500.00 14.62 11.65 30.66 
1250.00 8.37 5.59 16.34 
625.00 8.89 6.58 10.23 
312.50 6.57 1.37 2.91 
156.25 1.00 0.00 1.04 
78.13 1.38 3.70 0.00 
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ตารางท่ี 12 สรุปผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay 

IC50 
(µg/mL) 

ไมก่รอง 
(BF-01) 

แปง้ 
(BF-02) 

กรอง 
(BF-03) 

Hexane 
(BF-04) 

Dichloro
methane 
(BF-05) 

Butanol 
(BF-06) 

น า้ 
(BF-07) 

1013.60 
±208.88 

1228.26 
±13.05 

12470.65 
±2555.55 

4185.45±
355.24 

1252.08 
±40.52 

1742.94 
±7.16 

10535.40 
±3265.74 

 

จากการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay พบวา่สารสกดั
จากสว่นเนือ้ผลของตาลโตนดมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีดีท่ีสดุคือ สว่นสารสกดัไมก่รอง (BF-01) แปง้ 
(BF-02)  dichloromethane (BF-05)  butanol (BF-06)  hexane (BF-04)  น า้ (BF-07)  และกรอง (BF-
03) ตามล าดบั โดยมีคา่ IC50 เทา่กบั 1013.60±208.88 µg/mL 1228.26±13.05 µg/mL 
1252.08±40.52 µg/mL 1742.94±7.16 µg/mL 4185.45±355.24 µg/mL 10535.40±3265.74 
µg/mL และ12470.65±2555.55 µg/mL ตามล าดบั เม่ือน าผลการทดสอบเปรียบเทียบกบัตารางการ
แสดงการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีอ้างอิงจากในปี 2013 Pramod H.J. และคณะได้ท าการศกึษา
วิจยัเก่ียวกบัฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระของต้นตาลโตนด (30) โดยจดุความเข้มข้นท่ีใช้อ้างอิงการมีฤทธ์ิ
การต้านอนมุลูอิสระของสารท่ีความเข้มข้น 500 µg/mL เป็นจดุก าหนดวา่สารมีฤทธ์ิการต้านอนมุลู
อิสระท่ีดี และตารางท่ี 3 และ 4 ซึง่เป็นสารมาตรฐาน พบวา่สารสกดัส่วนท่ีไมก่รอง (BF-01) แปง้ (BF-
02) และกรอง (BF-03) พบว่าการทดสอบท่ี ณ ความเข้มข้นสงูสดุแล้วยงัไมพ่บวา่คา่ IC50 จงึไมส่ามารถ
สรุปคา่ IC50 ท่ีสามารถต้านอนมุลูอิสระได้ แล้วส าหรับสารสกดั dichloromethane (BF-04) และ 
butanol (BF-06) ถือวา่มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระน้อย แตส่ าหรับสารสกดั hexane (BF-05) และน า้ (BF-
07) ถือวา่ไมมี่ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระเน่ืองจากต้องใช้ความเข้มข้นสงูมากถึงจะสามารถยบัยัง้สารต้าน
อนมุลูอิสระได้ 
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1.2 การวิเคราะห์โดย 2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid หรือ ABTS• 
scavenging assay 

การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของส่วนไม่กรอง (BF-01) แป้ง  (BF-02) กรอง (BF-03) 
dichloromethane (BF-04) hexane (BF-05) butanol (BF-06) และน า้ (BF-07) ของผลตาลโตนดโดย
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน trolox และ vitamin C ด้วยวิธี ABTS assay พบว่าสารสกัดไม่กรอง 
(BF-01) มีค่า IC50 เท่ากับ 929.34±103.38 µg/mL แป้ง (BF-02) มีค่า IC50 เท่ากับ 1664.74±84.86 
µg/mL กรอง (BF-03) มีค่า IC50 เท่ากับ 6518.24±227.28 µg/mL dichloromethane (BF-04) มีค่า 
IC50 เท่ากับ 301.40±14.31 µg/mL hexane (BF-05) มีค่า IC50 เท่ากับ 909.65±139.87 µg/mL 
butanol (BF-06) มีค่า  IC50 เท่ากับ 967.52±70.91 µg/mL และน า้  (BF-07) มีค่า  IC50 เท่ากับ 
9474.81±1987.21 µg/mL มีคา่ตามตารางดงันี ้

 
 ตารางท่ี 13 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน trolox โดยวิธี ABTS assay 

 
 

ความเข้มข้นของ
สารมาตราฐาน 
trolox  (µg/mL) 

% Inhibition (%) IC50  (µg/mL) คา่เฉล่ีย
ของ IC50 

SD 
1 2 3 1 2 3 

25.00 99.67 99.63 99.76 

10.89 11.17 11.26 11.11 0.19 

12.50 64.55 61.95 62.03 
6.25 36.02 34.88 34.63 
3.13 20.28 19.19 17.40 
1.56 11.42 9.39 8.54 
0.78 5.65 5.81 5.41 
0.39 4.35 3.05 3.01 
0.20 0.69 1.34 2.07 
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รูปท่ี 21 กราฟสารมาตรฐาน trolox โดยวิธี ABTS assay 

ตารางท่ี 14 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน vitamin C โดยวิธี ABTS assay 

ความเข้มข้นของ
สารมาตราฐาน 

vitamin c (µg/mL) 

% Inhibition (%) IC50 (µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ 
IC50 

SD 

1 2 3 1 2 3 
25.00 100.00 100.00 98.54 

10.53 10.10 11.42 10.68 0.68 

12.50 47.27 72.64 62.89 
6.25 57.03 46.10 17.07 
3.13 28.21 22.72 7.89 
1.56 16.83 11.67 6.42 
0.78 9.51 6.46 0.00 
0.39 4.76 7.07 0.00 
0.20 6.46 1.46 2.15 

y = 3.8862x + 6.5963
R² = 0.9842
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ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน trolox

กราฟสารมาตรฐาน trolox โดยวิธี ABTS assay
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รูปท่ี 22 สารมาตรฐาน vitamin C โดยวิธี ABTS assay 

ตารางท่ี 15 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัไมก่รอง (BF-01) โดยวิธี ABTS assay 

ความเข้มข้นของ
สารสกดัไมก่รอง

(µg/mL)  

% Inhibition (%) IC50 (µg/mL) คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 

1 2 3 1 2 3  

2563.33 98.17 99.34 100.39 

926.66 827.33 1034.03 929.34 103.38 

1281.67 72.35 70.12 63.96 
640.83 50.98 43.12 54.65 
320.42 35.91 34.99 35.52 
160.21 19.53 27.39 23.72 
80.10 9.31 13.11 14.02 
40.05 14.68 8.65 11.80 
20.03 8.26 7.47 6.16 

 

 

 

y = 4.1934x - 2.1023
R² = 0.9728

-20

0

20

40

60

80

100

120

0 5 10 15 20 25 30

%
  In

hib
itio

n 
(%

)

ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน trolox

กราฟสารมาตรฐาน vitamin C โดยวิธี ABTS assay
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ตารางท่ี 16 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัแปง้ (BF-02) โดยวิธี ABTS assay 

ความเข้มข้นของ
สารสกดัแปง้ 

(BF-02) (µg/mL) 

% Inhibition (%) IC50 (µg/mL) คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 
1 2 3 1 2 3 

2390.00 65.53 68.55 61.34 

1576.03 1673.04 1745.14 1664.74 84.86 

1195.00 45.22 36.04 43.38 
597.50 37.09 36.57 41.15 
298.75 23.46 27.26 29.10 
149.38 20.45 14.15 17.43 
74.69 14.42 15.20 12.45 
37.34 10.22 10.75 10.09 
18.67 6.82 7.86 1.44 

 
ตารางท่ี 17 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดักรอง (BF-03) โดยวิธี ABTS assay 

ความเข้มข้นของ
สารสกดักรอง 
(BF-03) 
(µg/mL)  

% Inhibition (%) IC50 (µg/mL) คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 

1 2 3 1 2 3 

10000.00 69.33 76.54 71.04 

6638.10 6256.12 6660.50 6518.24 227.28 

5000.00 40.76 39.58 38.79 
2500.00 32.24 30.80 30.93 
1250.00 19.92 18.09 20.05 
625.00 14.94 17.04 14.02 
312.50 12.32 9.83 11.01 
156.25 7.34 7.47 8.39 
78.13 7.60 12.98 3.93 
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ตารางที่ 18 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั hexane (BF-04) โดยวิธี ABTS assay  

ความเข้มข้นของ
สารสกดั hexane 
(BF-04) (µg/mL) 

% Inhibition (%) IC50 (µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 
1 2 3 1 2 3 

4000.00 58.98 69.72 67.63 

918.96 765.35 1044.63 909.65 139.87 

2000.00 58.98 63.04 72.61 
1000.00 51.25 57.80 59.90 
500.00 36.83 47.18 36.04 
250.00 22.54 20.31 22.80 
125.00 14.55 14.42 18.87 
62.50 12.19 10.75 6.68 

. 
ตารางท่ี 19 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั dichloromethane (BF-05) โดยวิธี ABTS assay 

ความเข้มข้นของสาร
สกดั dichloromethane 

(BF-05) (µg/mL)  

% Inhibition (%) IC50 (µg/mL) คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 
1 2 3 1 2 3 

2000.00 98.95 96.46 98.17 

309.50 284.89 309.83 301.40 14.31 

1000.00 94.10 94.50 94.10 
500.00 71.17 72.87 72.08 
250.00 45.22 50.98 47.84 
125.00 30.93 31.98 26.08 
62.50 20.45 23.59 19.66 
31.25 12.32 16.78 8.26 
15.63 6.42 2.88 4.59 
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ตารางท่ี 20 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั butanol (BF-06) โดยวิธี ABTS assay 

ความเข้มข้นของ
สารสกดั butanol 

(BF-06)  (µg/mL)  

% Inhibition (%) IC50 (µg/mL) คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 
1 2 3 1 2 3 

2000.00 88.34 81.78 85.58 

910.17 1046.80 945.59 967.52 70.91 

1000.00 54.39 50.07 46.13 
500.00 37.35 39.45 39.45 
250.00 25.82 31.06 27.92 
125.00 22.41 17.69 23.59 
62.50 16.25 18.35 12.32 
31.25 18.74 13.50 11.14 
15.63 10.48 2.10 0.52 

 
ตารางท่ี 21 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัน า้ (BF-07) โดยใช้ ABTS assay 

ความเข้มข้นของ
สารสกดัน า้  

(BF-07)  (µg/mL) 

% Inhibition (%) IC50 (µg/mL) 
คา่เฉล่ีย
ของ IC50 
(µg/mL) 

SD 

1 2 3 1 2 3 
10000.00 53.87 64.48 43.12 

9347.47 7554.34 11522.63 9474.81 1987.21 

5000.00 28.31 33.03 23.72 
2500.00 20.31 24.90 15.33 
1250.00 11.14 16.12 7.86 
625.00 9.04 10.75 6.68 
312.50 6.03 9.83 3.80 
156.25 4.33 6.95 3.28 
78.13 1.31 4.06 0.00 
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ตารางท่ี 22 สรุปผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี ABTS assay 

IC50 

(µg/mL) 

ไมก่รอง 
(BF-01) 

แปง้ 
(BF-02) 

กรอง 
(BF-03) 

Hexane 
(BF-04) 

Dichloro
methane 
(BF-05) 

Butanol 
(BF-06) 

น า้ 
(BF-07) 

929.34 
±103.38 

1664.74 
±84.86 

6518.24 
±227.28 

909.65 
±139.87 

301.40 
±14.31 

967.52 
±70.91 

9474.81 
±1987.21 

 
จากการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี ABTS assay พบวา่สารสกดัจากส่วนเนือ้ผลของตาลโตนด

มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีดีท่ีสุดคือ ส่วนสารสกัด dichloromethane (BF-04) hexane (BF-03)  ไม่กรอง (BF-

01) butanol (BF-06) แป้ง  (BF-02) กรอง  (BF-03)  และน า้  (BF-07)  ตามล าดับ โดยมีค่า  IC50 เท่ากับ 

301.40±14.31 µg/mL 909.65±139.87 µg/mL 929.34±103.38 µg/mL 967.52±70.91 µg/mL 

1664.74±84.86 µg/mL 6518.24±227.28 µg/mL และ 9474.81±1987.21 µg/mL เ ม่ือน าผลการทดสอบ

เปรียบเทียบกับตารางการแสดงการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีอ้างอิงจากในปี 2013 Pramod H.J. และ

คณะได้ท าการศึกษาวิจัยเก่ียวกับฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของต้นตาลโตนด (30) โดยจุดความเข้มข้นท่ีใช้

อ้างอิงการมีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระของสารท่ีความเข้มข้น 500 µg/mL เป็นจดุก าหนดว่าสารมีฤทธ์ิการต้าน

อนมุลูอิสระท่ีดี และตารางท่ี 13 และ 14 ซึ่งเป็นสารมาตรฐาน พบว่าสารสกดัส่วน dichloromethane (BF-04) 

มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีดี และส าหรับสารสกัด hexane (BF-05) ไม่กรอง (BF-01) butanol (BF-06) และแปง้ 

(BF-02) ถือว่ามีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระน้อย แต่ส าหรับสารสกัดส่วนกรอง (BF-03) และน า้ (BF-07) ถือว่าไม่มี

ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระเน่ืองจากต้องใช้ความเข้มข้นสงูมากถึงจะสามารถยบัยัง้สารต้านอนมุลูอิสระได้ 
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1.3 Ferric reducing antioxidant power assay หรือ FRAP assay 
การทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยมีการเปรียบเทียบมิลลิกรัมสมมลูของ trolox ของสารสกดั

ไม่กรอง (BF-01) แป้ง (BF-02) กรอง (BF-03) dichloromethane (BF-04) hexane (BF-05) butanol 
(BF-06) และน า้ (BF-07) โดยวิธี FRAP assay พบว่า 1 กรัมสารสกัดเทียบเท่ากับมิลลิกรัมสมมูลของ 
trolox ของสว่นไมก่รอง (BF-01) มีคา่เทา่กบั 1.587±0.193 mg แปง้ (BF-02) มีคา่เทา่กบั 2.5665±0.060 
mg กรอง (BF-03) มีคา่เทา่กบั 0.658±0.133 mg dichloromethane (BF-04) มีคา่เทา่กบั 14.448±2.146 
mg hexane (BF-05) มีคา่เท่ากบั 13.329±0.727 mg butanol (BF-06) มีคา่เท่ากบั 5.749±1.065 mg 
และน า้ (BF-07) มีคา่เทา่กบั 1.027±0.159 mg มีคา่ตามตารางดงันี ้

ตารางท่ี 23 คา่การดดูกลืนแสงท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ของ trolox ด้วยวิธี FRAP assay 

ความเข้มข้นของสาร
มาตรฐาน trolox 

(µg/mL) 
Absorption (600 nm) 

25.00 1.561 
12.50 0.858 
6.25 0.530 
3.13 0.345 
1.56 0.245 
0.78 0.181 
0.39 0.154 
0.20 0.136 



52 
 

 
 

 

รูปท่ี 19 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 nm กบัความเข้มข้นของ trolox 
(µg/mL) โดยวิธี FRAP assay 

ตารางท่ี 24 กรัมสารสกดัเทียบเทา่กบัมิลลิกรัมสมมลูของ trolox โดยวิธี FRAP assay 

 
 
 

 

 

รหสั 
สาร

ตวัอยา่ง 
ความเข้มข้น 

mg.TE/g. extract คา่เฉล่ียของ  
mg.TE/g. extract 

SD 

1 2 3 
BF-01 ไมก่รอง 2563.33 µg/mL 1.434 1.804 1.523 1.587 0.0193 
BF-02 แปง้ 2390.00 µg/mL 2.633 2.538 2.523 2.565 0.060 
BF-03 กรอง 1000.00 µg/mL 0.564 0.810 0.599 0.658 0.133 
BF-04 Hexane 1000.00 µg/mL 12.866 12.954 14.167 13.329 0.727 
BF-05 CH2Cl2 1000.00 µg/mL 16.030 15.309 12.005 14.448 2.146 
BF-06 BuOH 1000.00 µg/mL 4.571 6.030 6.645 5.749 1.065 
BF-07 Water 1000.00 µg/mL 0.880 1.004 1.197 1.027 0.159 

y = 0.0569x + 0.1469
R² = 0.9987
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ตารางท่ี 25 สรุปผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP assay  

mg.TE/g. extract 

ไมก่รอง 
(BF-01) 

แปง้ 
(BF-02) 

กรอง 
(BF-03) 

Hexane 
(BF-04) 

Dichloro
methane 
(BF-05) 

Butanol 
(BF-06) 

น า้ 
(BF-07) 

1.587 
±0.193 

2.5665 
±0.060 

0.658 
±0.133 

13.329 
±0.727 

14.448 
±2.146 

5.749 
±1.065 

1.027 
±0.159 

 
จากการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP assay พบวา่สารสกดัจากสว่นเนือ้ผลของตาลโตนด

มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีดีท่ีสดุคือ ส่วนสารสกดั dichloromethane (BF-04) hexane (BF-03) butanol (BF-06) 

แปง้ (BF-02) ไมก่รอง (BF-01) กรอง (BF-03) และน า้ (BF-07) ตามล าดบั โดย 1 กรัมสารสกดัเทียบเทา่กบั

มิลลิกรัมสมมลูของ trolox เทา่กบั 14.448±2.146 mg 13.329±0.727 mg 5.749±1.065 mg 2.5665±0.060 

mg 1.587±0.193 mg 1.027±0.159 mg และ 0.658±0.133 mg ตามล าดบั 
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2. การทดสอบฤทธ์ิยัง้ยังเอนไซม์ไทโรซเินส (Anti-tyrosinase) 
การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดไม่กรอง (BF-01) แป้ง (BF-02) กรอง 

(BF-03) dichloromethane (BF-04) hexane (BF-05) butanol (BF-06) และน า้ (BF-07) ของผล
ตาลโตนดโดยเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน kojic acid พบวา่ ความสามารถในการยบัยัง้เอนไซม์ไทโร
ซิเนสส่วนไม่กรอง (BF-01) มีค่าร้อยละ 11.21 แป้ง (BF-02) มีค่าร้อยละ 13.69 กรอง (BF-03) มีค่า
ร้อยละ 7.73 dichloromethane (BF-04) มีค่าร้อยละ 18.79  hexane (BF-05) มีค่าร้อยละ 13.30  
butanol (BF-06) มีคา่ร้อยละ 11.63 และน า้ (BF-07) มีคา่ร้อยละ 6.61 มีคา่ตามตารางท่ี 26-27 

ตารางท่ี 26 %Inhibition ของสารมาตรฐาน kojic acid โดยวิธี anti-tyrosinase assay 

ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
kojic acid (µg/mL) 

%inhibition (%) 
1 2 3 คา่เฉล่ีย SD 

1000.00 83.54 86.37 86.02 86.19 0.25 
500.00 82.48 80.88 83.36 82.92 0.63 
250.00 75.75 74.69 74.34 74.51 0.25 
125.00 66.55 63.36 66.55 66.55 0.00 
62.50 48.32 39.47 47.61 47.96 0.50 
31.25 20.88 13.98 18.23 19.56 1.88 
15.63 3.54 3.01 9.56 3.27 0.38 
7.81 3.19 0.00 3.19 3.19 0.00 
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 ตารางท่ี 27  %Inhibition ของสารตวัอย่างโดยวิธี anti-tyrosinase assay 

 

จากการทดสอบหาฤทธ์ิยับยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสโดยมีการเปรียบเทียบกับตารางท่ี 26 แสดง 

%Inhibition ของสารมาตรฐาน kojic acid พบว่าท่ีความเข้มข้นของสารมาตรฐาน kojic acid ท่ีเท่ากับ 125 

µg/mL สามารถยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 66.55 เป็นจุดอ้างอิงท่ีใช้เป็นมาตรฐานเปรียบเทียบท่ีบ่ง

บอกถึงการมีฤทธ์ิยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสได้ดี เม่ือน ามาเปรียบเทียบกับสารตวัอย่างพบว่าสารสกัดไม่กรอง 

(BF-01) ท่ีความเข้มข้น 769 µg/mL สามารถยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 11.21 แป้ง (BF-02)ท่ี ความ

เข้มข้น 717 µg/mL สามารถยับยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 13.69 กรอง (BF-03) ท่ีความเข้มข้น 300 

µg/mLสามารถยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 7.73 dichloromethane (BF-04) ท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL 

สามารถยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 18.79 hexane (BF-05) ท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL สามารถยบัยัง้

เอมไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 13.30 butanol (BF-06) ท่ีความเข้มข้น 300 µg/mL สามารถยบัยัง้เอมไซม์ไทโร

ซิเนสได้ร้อยละ 11.63 และน า้ (BF-07) ท่ีความเข้มข้น 600 µg/mL สามารถยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 

6.61 เม่ือน ามาเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานพบว่าสารสกัดไม่กรอง (BF-01) แป้ง (BF-02) กรอง (BF-03) 

butanol (BF-06) และน า้ (BF-07) ไม่มีฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส แต่ส าหรับ dichloromethane (BF-04) 

และ hexane (BF-05) ความเข้มข้นท่ีใช้ยงัน้อยกว่าจดุอ้างอิงสารมาตรฐาน แตค่า่ความสามารถยบัยัง้ เอมไซม์

ไทโรซิเนสถือวา่ได้น้อยมาก 

รหสั สารตวัอยา่ง 
ความเข้มข้น 

(µg/mL) 
%inhibition (%) 

คา่เฉล่ียของ 
%inhibition 

(%) 
SD 

1 2 3 
BF-01 ไมก่รอง 769 12.21 12.74 8.67 11.21 2.21 
BF-02 แปง้ 717 12.28 12.62 16.16 13.69 2.15 
BF-03 กรอง 300 6.90 6.55 9.73 7.73 1.75 
BF-04 hexane 100 13.67 11.80 14.42 13.30 1.35 
BF-05 dichloromethane 100 17.97 14.98 23.41 18.79 4.27 
BF-06 butanol 300 10.44 16.64 7.79 11.63 4.54 
BF-07 น า้ 600 4.42 8.14 7.26 6.61 1.94 
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3. ผลการตรวจสอบเบือ้งต้นทางพฤกษเคมี (phytochemical screening) 
 3.1 การทดสอบสารกลุม่ tannins 

การทดสอบ gelatin test, lime water test และ vanillin test เป็นการทดสอบหาสารในกลุม่ 

tannins พบวา่ สารสกดัจากสว่นเนือ้ผลของต้นตาลโตนด ให้ผลการทดสอบเป็น negative ทัง้หมดโดย

ทดสอบ โดยไมพ่บการเปล่ียนแปลงเป็นตะกอนขุน่ขาว ตะกอนสีเหลืองน า้เงินเทา หรือสารละลายสี

แดงหลงัการท าปฎิกริยา แสดงวา่ไมพ่บสารในกลุม่ tannins มีผลการทดสอบดงันี ้

ตารางท่ี 28 ผลการทดสอบสารกลุม่ tannins 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหต ุ

+    หมายถงึ   เกิดตะกอนขุน่ขาว  

++    หมายถึง   เกิดตะกอนสีเหลืองน า้เงินเทา 

+++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีแดง 

-     หมายถึง   ไมเ่กิดตะกอนขุ่นขาว ตะกอนสีเหลืองน า้เงินเทา หรือสารละลายสีแดง 

* Gelatin solution test หลงัการท าปฎิกริยา ได้ผล positive คือ เกิดตะกอนขุน่ขาว 

** Limewater test หลงัการท าปฎิกิริยา ได้ผล positive คือ เกิดตะกอนสีเหลืองน า้เงินเทา 

*** Vanillin test หลงัการท าปฎิกิริยา ได้ผล positive คือ เกิดสารละลายสีแดง 

 

รหสั สารตวัอยา่ง ผลการทดสอบ 
gelatin test* 

ผลการทดสอบ 
limewater test** 

ผลการทดสอบ 
vanillin test*** 

BF-01 ไมก่รอง  - - - 
BF-02 แปง้  - - - 
BF-03 กรอง - - - 
BF-04 hexane - - - 
BF-05 dichloromethane - - - 
BF-06 butanol - - - 
BF-07 น า้ - - - 
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3.2 การทดสอบสารกลุม่ saponins  

1) ผลการทดสอบ foam test  

การทดสอบ foam test เป็นการทดสอบหาสารในกลุม่ saponins พบวา่ สารสกดัจาก

ส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดให้ผลการทดสอบเป็น positive และ negative  สารสกดัท่ีให้ผล

เป็น positive คือ สารสกัดแป้ง (BF-02) hexane (BF-04) dichloromethane (BF-05) และ 

butanol (BF-06) โดยจะเกิดฟองท่ีคงตวัหลงัท าปฏิกิริยา แสดงว่าพบสารในกลุ่ม saponins 

สารสกดัท่ีให้ผลเป็น negative คือ สารสกดัไม่กรอง (BF-01) กรอง (BF-03) และน า้ (BF-07) 

โดยจะเกิดฟองท่ีไม่คงตัวหลังท าปฏิกิริยา แสดงว่าไม่พบสารในกลุ่ม saponins มีผลการ

ทดสอบดงันี ้

ตารางท่ี 29 ผลการทดสอบ foam test 

 

 

 

 

 

 

หมายเหต ุ

+    หมายถึง   เกิดความคงตวัของฟองน้อยมาก  

++    หมายถึง   เกิดความคงตวัของฟองน้อย 

+++    หมายถึง   เกิดความคงตวัของฟองปานกลาง 

++++   หมายถึง   เกิดความคงตวัของฟองมาก 

+++++   หมายถึง   เกิดความคงตวัของฟองมากท่ีสดุ 

-      หมายถึง   ไมเ่กิดความคงตวัของฟอง 

รหสั สารตวัอยา่ง ผลการทดสอบ 
BF-01 ไมก่รอง - 
BF-02 แปง้ ++ 
BF-03 กรอง - 
BF-04 hexane ++ 
BF-05 dichloromethane ++++ 
BF-06 butanol ++++ 
BF-07 น า้ - 
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จากการศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่ม saponins ด้วยวิธี foam test พบว่าสารสกัด

จากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดท่ีพบสารกลุ่ม saponins มากท่ีสุดคือ ส่วนสารสกัด 

dichloromethane (BF-05) และ butanol (BF-06) สารสกดัสว่นท่ีพบสารกลุม่ saponins น้อย 

คือส่วนสารสกดัแปง้ (BF-02) และ hexane (BF-04) สารสกดัส่วนท่ีไม่พบสารกลุม่ saponins 

คือสว่นสารสกดัไมก่รอง (BF-01) กรอง (BF-03) และน า้ (BF-07) 

3.3 การทดสอบสารกลุม่ phenolic 

1) ผลการทดสอบ ferric chloride test 

การทดสอบ ferric chloride test เป็นการทดสอบหาสารในกลุม่ phenolic พบวา่ สาร

สกดัจากสว่นเนือ้ผลของต้นตาลโตนดให้ผลการทดสอบเป็น positive และ negative สารสกดั

ท่ีให้ผลเป็น positive คือ สารสกดั dichloromethane (BF-05) butanol (BF-06) และน า้ (BF-

07) โดยจะเกิดสารละลายสีน า้เงินเขียวหลงัการท าปฎิกริยา แสดงวา่พบสารในกลุม่ phenolic 

สารสกัดท่ีให้ผลเป็น negative คือ สารสกัดไม่กรอง (BF-01) แป้ง (BF-02) กรอง (BF-03) 

และ hexane (BF-04) โดยไม่เกิดสารละลายสีน า้เงินเขียวหลงัการท าปฎิกริยา แสดงว่าไมพ่บ

สารในกลุม่ phenolic มีผลการทดสอบดงันี ้

  ตารางท่ี 30 ผลการทดสอบ ferric chloride test 

 

 

 

 

 

 

 
 

รหสั สารตวัอยา่ง ผลการทดสอบ 
BF-01 ไมก่รอง  - 
BF-02 แปง้ - 
BF-03 กรอง - 
BF-04 hexane - 
BF-05 dichloromethane +++++ 
BF-06 butanol +++ 
BF-07 น า้ ++ 
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หมายเหต ุ

+    หมายถึง   เกิดสารละลายสีน า้เงินเขียวน้อยมาก  

++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีน า้เงินเขียวน้อย 

+++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีน า้เงินเขียวปานกลาง 

++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีน า้เงินเขียวมาก 

+++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีน า้เงินเขียวมากท่ีสดุ 

-      หมายถึง   ไมเ่กิดสารละลายสีน า้เงินเขียว 

จากการศกึษาการตรวจสอบสารกลุม่ phenolic ด้วยวิธี phenolic test พบวา่สาร

สกดัจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดท่ีพบสารกลุม่ phenolic มากท่ีสดุคือ สว่นสารสกดั 

dichloromethane (BF-05) สารสกดัท่ีพบสารกลุม่ phenolic ปานกลาง คือ ส่วนสารสกดั 

butanol (BF-06) สารสกดัท่ีพบสารกลุม่ phenolic น้อย คือ ส่วนสารสกดัน า้ (BF-07) และ 

สารสกดัท่ีไมพ่บสารกลุม่ phenolic คือ สว่นสารสกดัไมก่รอง (BF-01) แปง้ (BF-02) กรอง 

(BF-03) และ hexane (BF-04) 
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3.4 การทดสอบสารกลุม่ flavonoids  

1) ผลการทดสอบ Shinoda’s test  

การทดสอบ Shinoda’s test เป็นการทดสอบหาสารในกลุ่ม flavonoids พบว่า สาร

สกดัจากสว่นเนือ้ผลของต้นตาลโตนดให้ผลการทดสอบเป็น negative ทัง้หมด โดยทดสอบไม่

พบการเกิดสารละลายสีส้มถึงสีแดงหลังการท าปฎิกริยา แสดงว่าไม่พบสารในกลุ่ม 

flavonoids มีผลการทดสอบดงันี ้

ตารางท่ี 31 ผลการทดสอบ Shinoda’s test 

 

 

 

 

 

 

หมายเหต ุ

+    หมายถึง   เกิดสารละลายสีส้มถึงสีแดงน้อยมาก  

++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีส้มถึงสีแดงน้อย 

+++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีส้มถึงสีแดงปานกลาง 

++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีส้มถึงสีแดงมาก 

+++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีส้มถึงสีแดงมากท่ีสดุ 

-     หมายถึง   ไมเ่กิดสารละลายสีส้มถึงสีแดง 

จากการศกึษาการตรวจสอบสารกลุม่ flavonoids ด้วยวิธี Shinoda’s test พบวา่สาร

สกดัจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดไมพ่บสารกลุม่ flavonoids 

 

รหสั สารตวัอยา่ง ผลการทดสอบ 
BF-01 ไมก่รอง - 
BF-02 แปง้ - 
BF-03 กรอง - 
BF-04 hexane - 
BF-05 dichloromethane - 
BF-06 butanol - 
BF-07 น า้ - 
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3.5 การทดสอบสารกลุม่น า้ตาล  

1) ผลการทดสอบ Molisch’s test  

การทดสอบ Molisch’s test เป็นการทดสอบหาสารในกลุ่มน า้ตาล พบวา่ สารสกดั

จากสว่นเนือ้ผลของต้นตาลโตนดให้ผลการทดสอบเป็น positive ทัง้หมด โดยเกิดวงแหวนสี

มว่งหลงัการท าปฎิกริยา แสดงวา่พบสารในกลุม่น า้ตาล มีผลการทดสอบดงันี ้

 ตารางท่ี 32 ผลการทดสอบ Molisch’s test 

 

 

 

 

 
 

หมายเหต ุ

+    หมายถึง   เกิดวงแหวนสีม่วงน้อยมาก  

++    หมายถึง   เกิดวงแหวนสีม่วงน้อย 

+++    หมายถึง   เกิดวงแหวนสีม่วงปานกลาง 

++++   หมายถึง   เกิดวงแหวนสีม่วงมาก 

+++++   หมายถึง   เกิดวงแหวนสีมว่งมากท่ีสดุ 

-     หมายถึง   ไมเ่กิดวงแหวนสีมว่ง 

จากการศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่มน า้ตาลด้วยวิธี Molisch’s test พบว่าสารสกัด

จากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดท่ีพบสารกลุ่มน า้ตาลมากท่ีสุด คือ ส่วนสารสกัดไม่กรอง 

(BF-01) สารสกดัท่ีพบน า้ตาลมาก คือ ส่วนสารสกดักรอง (BF-03) สารสกดัท่ีพบน า้ตาลปาน

กลาง คือ ส่วนสารสกัดแป้ง (BF-02) สารสกัดท่ีพบน า้ตาลน้อย คือ ส่วนสารสกัด hexane 

(BF-04) butanol (BF-06) และน า้ (BF-07) สารสกัดท่ีพบน า้ตาลน้อยท่ีสุด คือ ส่วนสารสกัด 

dichloromethane (BF-05) 

รหสั สารตวัอยา่ง ผลการทดสอบ 
BF-01 ไมก่รอง +++++ 
BF-02 แปง้ +++ 
BF-03 กรอง ++++ 
BF-04 hexane ++ 
BF-05 dichloromethane + 
BF-06 butanol ++ 
BF-07 น า้ ++ 
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3.6  การทดสอบสารกลุม่ unsaturated lactone ring 

1) ผลการทดสอบ Kedde’s reagent test  

การทดสอบ Kedde’s reagent test เป็นการทดสอบหาสารในกลุ่ม unsaturated 

lactone ring พบวา่ สารสกดัจากสว่นเนือ้ผลของต้นตาลโตนดให้ผลการทดสอบเป็น positive 

ทัง้หมด โดยเกิดสารละลายสีม่วงอมน า้เงินหรือม่วงอมชมพูหลงัการท าปฎิกริยา แสดงว่าพบ

สารในกลุม่ unsaturated lactone ring มีผลการทดสอบดงันี ้

 ตารางท่ี 33 ผลการทดสอบ Kedde’s reagent test 

 

 

 

 

 

 

หมายเหต ุ

+    หมายถึง   เกิดสารละลายสีมว่งอมน า้เงินหรือม่วงอมชมพนู้อยมาก  

++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีมว่งอมน า้เงินหรือม่วงอมชมพนู้อย 

+++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีมว่งอมน า้เงินหรือม่วงอมชมพปูานกลาง 

++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีมว่งอมน า้เงินหรือม่วงอมชมพมูาก 

+++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีมว่งอมน า้เงินหรือม่วงอมชมพมูากท่ีสดุ 

-     หมายถึง   ไมเ่กิดสารละลายสีมว่งอมน า้เงินหรือมว่งอมชมพ ู

จากการศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่ม unsaturated lactone ring ด้วยวิธี Kedde’s 

reagent test พบว่าสารสกัดจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดท่ีพบสารกลุ่ม  unsaturated 

lactone ring มากท่ีสุดคือ dichloromethane (BF-05) สารสกัดท่ีพบ unsaturated lactone 

ring ปานกลางคือ ส่วนสารสกัด butanol (BF-06) สารสกัดท่ีพบสารกลุ่ม  unsaturated 

รหสั สารตวัอยา่ง ผลการทดสอบ 
BF-01 ไมก่รอง + 
BF-02 แปง้ + 
BF-03 กรอง + 
BF-04 hexane + 
BF-05 dichloromethane +++++ 
BF-06 butanol +++ 
BF-07 น า้ + 
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lactone ring น้อยมากคือ สว่นสารสกดัไมก่รอง (BF-01) แปง้ (BF-02) กรอง (BF-03) hexane 

(BF-04) และน า้ (BF-07)  
 

3.7 การทดสอบสารกลุม่ anthraquinones  

1) ผลการทดสอบ Modified Borntrager’s test  

ก า รทดสอบ  Modified Borntrager’s test เ ป็ นกา รทดสอบหาส า ร ใ น กลุ่ ม 

anthraquinones พบว่า สารสกัดจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดให้ผลการทดสอบเป็น 

negative ทัง้หมด โดยทดสอบไม่พบการเกิดสารละลายสีชมพูแดงในชัน้ด่างหลังการท า

ปฎิกริยา แสดงวา่ไมพ่บสารในกลุม่ anthraquinones มีผลการทดสอบดงันี ้

ตารางท่ี 34 ผลการทดสอบ Modified Borntrager’s test 

 

 

 

 

 

 

หมายเหต ุ

+    หมายถึง   เกิดสารละลายสีชมพแูดงในชัน้ดา่งน้อยมาก 

++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีชมพแูดงในชัน้ดา่งน้อย 

+++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีชมพแูดงในชัน้ดา่งปานกลาง 

++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีชมพแูดงในชัน้ดา่งมาก 

+++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีชมพแูดงในชัน้ดา่งมากท่ีสดุ 

-     หมายถึง   ไมเ่กิดสารละลายสีชมพแูดงในชัน้ดา่ง 

รหสั สารตวัอยา่ง ผลการทดสอบ 
BF-01 ไมก่รอง - 
BF-02 แปง้ - 
BF-03 กรอง - 
BF-04 hexane - 
BF-05 dichloromethane - 
BF-06 butanol - 
BF-07 น า้ - 
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จากการศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่ ม  anthraquinones ด้วยวิ ธี  modified 

Borntrager’s test พบว่าสารสกัดจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดไม่มีสารในกลุ่ม 

anthraquinones 

3.8 การทดสอบสารกลุม่ deoxy sugars 

1) ผลการทดสอบ Killini’s test 

การทดสอบ Killini’s test เป็นการทดสอบหาสารในกลุ่ม deoxy sugars พบว่า สาร

สกดัจากสว่นเนือ้ผลของต้นตาลโตนดให้ผลการทดสอบเป็น positive และ negative สารสกดั

ท่ีให้ผลเป็น positive คือ สารสกดั hexane (BF-04) dichloromethane (BF-05) และ butanol 

(BF-06) โดยจะเกิดสารละลายสีแดงหรือสีเขียวน า้เงินหลงัการท าปฎิกริยา แสดงวา่พบสารใน

กลุ่ม deoxy sugars สารสกัดท่ีให้ผลเป็น negative คือ สารสกัดไม่กรอง (BF-01) แป้ง (BF-

02) กรอง (BF-03) และน า้ (BF-07) โดยไม่เกิดสารละลายสีแดงหรือ สีเขียวน า้เงินหลงัการท า

ปฎิกริยา แสดงวา่ไมพ่บสารในกลุม่ deoxy sugars มีผลการทดสอบดงันี ้

ตารางท่ี 35 ผลการทดสอบ Killini’s test 

 

 

 

 

 

 

หมายเหต ุ

+    หมายถึง   เกิดสารละลายสีแดงหรือสีเขียวน า้เงินน้อยมาก 

++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีแดงหรือสีเขียวน า้เงินน้อย 

+++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีแดงหรือสีเขียวน า้เงินปานกลาง 

รหสั สารตวัอยา่ง ผลการทดสอบ 
BF-01 ไมก่รอง - 
BF-02 แปง้ - 
BF-03 กรอง - 
BF-04 hexane +++ 
BF-05 dichloromethane +++ 
BF-06 butanol +++++ 
BF-07 น า้ - 
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++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีแดงหรือสีเขียวน า้เงินมาก 

+++++   หมายถึง   เกิดสารละลายสีแดงหรือสีเขียวน า้เงินมากท่ีสดุ 

-     หมายถึง   ไมเ่กิดสารละลายสีแดงหรือสีเขียวน า้เงิน 

จากการศกึษาการตรวจสอบสารกลุม่ deoxy sugars ด้วยวิธี Killini’s test พบว่าสาร

สกัดจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดท่ีพบสารกลุ่ม deoxy sugars มากท่ีสุดคือ ส่วนสาร

สกัด butanol (BF-06) สารสกัดท่ีพบสารกลุ่ม deoxy sugars ปานกลางคือ ส่วนสารสกัด 

hexane (BF-04) และ dichloromethane (BF-05) ส่วนสารสกัดท่ีไม่พบสารกลุ่ม  deoxy 

sugars คือ สว่นสารสกดัไมก่รอง (BF-01) แปง้ (BF-02) กรอง (BF-03) และน า้ (BF-07) 

 

3.9 การทดสอบสารกลุม่ triterpenoids และสารกลุม่ steroids  

1) ผลการทดสอบ Liebermann-Burchard test 

ก า รทดสอบ  Liebermann-Burchard test เ ป็ นกา รทดสอบหาส า ร ใ น กลุ่ ม 

triterpenoids และสารในกลุ่ม steroids พบว่า สารสกัดจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนด 

ให้ผลการทดสอบเป็น positive และ negative สารสกัดท่ีให้ผลเป็น positive โดยเกิด

สารละลาย สีแดงชมพู  หลังท าป ฏิ กิ ริยา คือ  ส่ วนสารสกัด ไม่กรอง  (BF-01) และ 

dichloromethane (BF-05) แสดงว่าพบสารในกลุ่ม triterpenoids ส าหรับสารสกัดท่ีให้ผล

เป็น positive โดยเกิดสารละลายสีเขียวน า้เงินหลังท าปฏิกิริยา คือ ส่วนสารสกัด hexane 

(BF-04) butanol (BF-06) และน า้ (BF-07) แสดงว่าพบสารในกลุ่ม steroids สารสกดัท่ีให้ผล

เป็น negative คือ ส่วนสารสกดัแปง้ (BF-02) และกรอง (BF-03) โดยไม่เกิดการเปล่ียนสีของ

สารละลาย หลงัการท าปฎิกริยา แสดงวา่ไมพ่บสารในกลุม่ triterpenoids และ steroids มีผล

การทดสอบดงันี ้
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ตารางท่ี 36 ผลการทดสอบ Liebermann-Burchard test 

 

 

 

 

 

 

หมายเหต ุ

+    หมายถึง   เกิดสารละลายสีแดงชมพ ู

++    หมายถึง   เกิดสารละลายสีเขียวน า้เงิน 

-     หมายถึง    ไมเ่กิดสารละลายสีแดงชมพหูรือสีเขียวน า้เงิน 

 

จากการศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่ม triterpenoids และสารกลุ่ม steroids ด้วยวิธี 
Liebermann-Burchard test พบว่าสารสกัดจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดท่ีพบสารกลุ่ม 
triterpenoids คือ ส่วนสารสกัดไม่กรอง (BF-01) และ dichloromethane (BF-05) สารสกัดท่ี
พบสารกลุ่ม steroids คือ ส่วนสารสกัด hexane (BF-04) butanol (BF-06) และน า้ (BF-07) 
ส าหรับสารสกดัท่ีไมพ่บสารทัง้ในกลุม่ triterpenoids และสารกลุม่ steroids คือ สว่นสารสกดั
แปง้ (BF-02) และกรอง (BF-03) 

 
 

 

 

 

 

รหสั สารตวัอยา่ง ผลการทดสอบ สีท่ีสงัเกตเห็น 
BF-01 ไมก่รอง + ชมพ ู
BF-02 แปง้ - สีเหลืองอ่อน 
BF-03 กรอง - สีเหลือง 
BF-04 hexane ++ สีเขียวน า้เงิน 
BF-05 dichloromethane + สีแดง 
BF-06 butanol ++ สีน า้เงิน 
BF-07 น า้ ++ สีน า้เงิน 
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3.10 การทดสอบสารกลุม่ alkaloids 

การทดสอบ Dragendorff’s test Mayer’s test Wagner’s test และ Marme’s test เป็นการ

ทดสอบหาสารในกลุ่ม alkaloids พบว่า สารสกัดจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดให้ผลการทดสอบ

เป็น negative ทัง้หมด แสดงว่าสารสกดัจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดไม่พบสารในกลุ่ม alkaloids 

มีผลการทดสอบดงันี ้

 ตารางท่ี 37 ผลการทดสอบสารกลุม่ alkaloids 

 

 

 

 

 

 

 
หมายเหต ุ

+    หมายถึง   เกิดตะกอน 

-     หมายถึง   ไมเ่กิดตะกอนสีส้ม 

* Dragendorff’s test หลงัการท าปฎิกริยา ได้ผล positive คือ เกิดตะกอนสีส้ม 

** Mayer’s test หลงัการท าปฎิกิริยา ได้ผล positive คือ เกิดตะกอนสีขาว 

*** Wagner’s test หลงัการท าปฎิกิริยา ได้ผล positive คือ เกิดตะกอนสีน า้ตาล 

****Marme’s test หลงัการท าปฎิกริยา ได้ผล positive คือ เกิดตะกอนขุ่นขา

รหสั สารตวัอยา่ง 
ผลการทดสอบ 

Dragendorff’s 
test* 

ผลการทดสอบ  
Mayer’s 
test** 

ผลการทดสอบ  
Wagner’s 

test*** 

ผลการทดสอบ  
Marme’s 
test**** 

BF-01 ไมก่รอง - - - - 
BF-02 แปง้ - - - - 
BF-03 กรอง - - - - 
BF-04 hexane - - - - 
BF-05 dichloromethane - - - - 
BF-06 butanol - - - - 
BF-07 น า้ - - - - 
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ตารางท่ี 38 สรุปผลการตรวจสอบเบือ้งต้นทางพฤกษเคมี (phytochemical screening) 

รหสั 
สาร

ตวัอยา่ง 

การ
ทดสอบ
สารกลุม่ 
tannins 

Foam 
test 

Ferric 
chloride 

test 

Shinoda’s 
test 

Molisch’s 
test 

Kedde’s 
reagent 

test 

modified 
Borntrager’

s test 

Killini’s 
test 

Liebermann-
Burchard 

test 
(สีท่ี

สงัเกตเห็น) 

การ
ทดสอบ
สารกลุม่ 
alkaloids 

BF -
01 

ไมก่รอง - - - - +++++ + - - + 
(ชมพ)ู 

- 

BF-
02 

แปง้ - ++ - - +++ + - - - 
(สีเหลือง
ออ่น) 

- 

BF-
03 

กรอง - - - - +++++ + - - - 
(สีเหลือง) 

- 

BF-
04 

hexane - ++ - - ++ + - +++ ++ 
(สีเขียวน า้
เงิน) 

- 
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รหสั 
สาร

ตวัอยา่ง 

การ
ทดสอบ
สารกลุม่ 
tannins 

Foam 
test 

Ferric 
chloride 

test 

Shinoda’s 
test 

Molisch’s 
test 

Kedde’s 
reagent 

test 

modified 
Borntrager’

s test 

Killini’s 
test 

Liebermann-
Burchard 

test 
(สีท่ี

สงัเกตเห็น) 

การ
ทดสอบ
สารกลุม่ 
alkaloids 

BF-
05 

dichloro
methane 

- ++++ ++++
+ 

- + +++++ - +++ + 
(สีแดง) 

- 

BF-
06 

butanol - ++++ +++ - ++ +++ - ++++
+ 

++ 
(สีน า้เงิน) 

- 

BF-
07 

น า้ - - ++ - ++ + - + + 
(สีน า้เงิน) 

- 
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บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
จากการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้สารอนมุลูอิสระจากส่วนเนือ้ผลของตาลโตนดและสารสกดัส่วนเนือ้ผล

ของตาลโตนดได้แก่ ไม่กรอง (BF-01) แปง้ (BF-02) กรอง (BF-03) dichloromethane (BF-04) hexane (BF-

05) butanol (BF-06) และน า้ (BF-07) โดยมีการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH assay, ABTS 

assay และ FRAP assay การวิเคราะห์ผลการทดลองคา่ IC50 ของวิธี DPPH assay ยงัไมพ่บวา่สารตวัอย่างใด

ท่ีมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีเน่ืองจากต้องใช้ความเข้มข้นท่ีสูงมากในการท่ีจะสามารถยบัยัง้สารต้าน

อนมุลูอิสระได้ร้อยละ 50 ซึง่ถือได้วา่ไมมี่ฤทธ์ิ 

 การวิเคราะห์ผลการทดลองคา่ IC50 ของวิธี ABTS assay พบว่า สารสกดั dichloromethane (BF-04) 

มีฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระได้ดีท่ีสุดเม่ือเทียบกับส่วนสกัดอีก 6 ส่วนท่ีเหลือ โดยมีความเข้มข้นเท่ากับ 

301.40±14.31µg/mL ซึง่เป็นความเข้มข้นต ่าท่ีสดุในการยบัยัง้สารอนมุลูอิสระได้ร้อยละ 50  

การวิเคราะห์ผลการทดลอง FRAP assay โดยรายงานค่าเป็น 1 กรัมสารสกัดเทียบเท่ากับมิลลิกรัม

สมมลูของ trolox พบวา่ สารสกดั dichloromethane (BF-04) มีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระได้ดีท่ีสดุเม่ือเทียบกบั

ส่วนสกัดอีก 6 ส่วนท่ีเหลือ โดยสารสกัด dichloromethane (BF-04) 1 g เทียบเท่ากับ 14.448±2.146 mg 

trolox 

จากการวิเคราะห์การยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสเม่ือเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน kojic acid พบว่าสาร

ตัวอย่างไม่กรอง (BF-01) แป้ง (BF-02) กรอง (BF-03) butanol (BF-06) และน า้ (BF-07)ไม่มีฤทธ์ิยับยัง้

เอนไซม์ไทโรซิเนส แตส่ าหรับสารสกดั dichloromethane (BF-04) และ hexane (BF-05) มีสามารถยบัยัง้เอม

ไซม์ไทโรซิเนสถือว่าได้น้อยมาก เม่ือเทียบกับความเข้มข้นของสารมาตรฐานท่ีสามารถยับยัง้เอมไซม์ไทโรซิ       

เนสได้ดี แต่ควรเตรียมสารตวัอย่างให้มีความเข้มข้นเท่ากับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน เพ่ือเปรียบเทียบ

ฤทธ์ิยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสกบัสารมาตรฐาน 

 จากการตรวจสอบเบือ้งต้นทางพฤกษเคมี (phytochemical screening) การศกึษาการตรวจสอบสาร

กลุ่ม tannins ด้วยวิธี gelatin solution test, lime water test และ vanillin reagent test พบว่าสารสกัดจาก

ส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดไม่พบสารในกลุ่ม tannins เช่นเดียวกันกับการศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่ม 

flavonoids ด้วยวิ ธี  shinoda test การศึกษาสารกลุ่ม  anthraquinones ด้วยวิ ธี  modified Borntrager’s 
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การศกึษาสารกลุม่ alkaloids ด้วยวิธี Dragendorff’s reagent test Mayer’s reagent test Wagner’s reagent 

test และ Marme’s reagent test พบว่าสารสกดัจากส่วนเนือ้ผลของต้นตาลโตนดไม่พบสารกลุ่ม flavonoids, 

anthraquinones และ alkaloids 

ส าหรับการศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่ม  saponins ด้วยวิ ธี  foam test พบว่า ส่วนสารสกัด 

dichloromethane (BF-05) และ butanol (BF-06) พบสารในกลุ่ม saponins มากท่ีสุด ต่อมาเป็นการศึกษา

การตรวจสอบสารกลุ่ม phenolic ด้วยวิธี phenolic test พบว่าส่วนสารสกัด dichloromethane (BF-05) พบ

สารกลุ่ม phenolic มากท่ีสดุ โดยการศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่มน า้ตาลด้วยวิธี Molisch’s test พบว่า ส่วน

สารสกัดไม่กรอง (BF-01) พบสารกลุ่มน า้ตาลมากท่ีสุด การศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่ม unsaturated 

lactone ring ด้วยวิธี Kedde’s reagent test พบส่วนสารสกัด dichloromethane (BF-05) พบ unsaturated 

lactone ring มากท่ีสุด ส าหรับการศึกษาการตรวจสอบสารกลุ่ม deoxy sugars ด้วยวิธี Killini’s test พบว่า 

สว่นสารสกดั butanol (BF-06) พบสารกลุม่ deoxy sugars มากท่ีสดุ และสดุท้ายการศกึษาการตรวจสอบสาร

สารกลุ่ม triterpenoids และสารกลุ่ม steroids ด้วยวิธี Liebermann-Burchard test พบสารสกดัจากส่วนเนือ้

ผลของต้นตาลโตนดท่ีพบสารกลุ่ม triterpenoids คือ ส่วนสารสกัดไม่กรอง (BF-01) และ dichloromethane 

(BF-05) สารสกดัท่ีพบสารกลุม่ steroids คือ สว่นสารสกดั hexane (BF-04) butanol (BF-06) และน า้ (BF-07) 

จากการตรวจสอบสารพฤกษศาสตร์เคมี พบว่ามีสาร phenolic และ saponin ตามการศกึษาวิจยัท่ีอ้างอิงจาก

ในปี 2013 Pramod H.J. และคณะได้ท าการศกึษาวิจยัเก่ียวกบัฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระของต้นตาลโตนด (30)  

จากการเตรียมตวัอย่างจะมีไฟเบอร์ของสารต้องมีการกรองหรือป่ันเหว่ียงเพ่ือแยกส่วนไฟเบอร์ไม่

ละลายออกจากสารตวัอยา่งก่อนน าไปทดสอบ สว่นการทดลองฤทธ์ิยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสควรใช้สารตวัอย่าง

ท่ีมีความเข้มข้นเทา่กนัเพ่ือให้สามารถเปรียบเทียบประสิทธ์ิภาพของฤทธ์ิยบัยัง้เอมไซม์ไทโรซิเนสได้ 

ถึงแม้เนือ้ผลของตาลโตนดจะไม่มีฤทธ์ิทางชีวภาพใด ๆ ในการศกึษาครัง้นีแ้ตจ่ากสีเหลืองสดท่ีไม่ติด

พืน้ผิว และกลิ่นหอมท่ีคงทนตลอดกระบวนการสกัด ผู้ วิจยัจึงมีข้อเสนอะแนะในการใช้เนือ้ผลของตาลโตนด

ประยกุต์ใช้ในการแตง่สี หรือกลิ่นในผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางเน่ืองจากเป็นสิ่งท่ีรับประทานได้ ซึ่งจะท าให้ไมเ่กิด

อนัตรายกบัผู้ใช้ 
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ภาคผนวก (1) 

การเตรียมสาร 
1.การเตรียมสารละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl หรือ DPPH (25)          

1.1 ชัง่สารมาตรฐาน  DPPH 6.6 mg ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL 
1.2 ปรับปริมาตรด้วย Absolute Ethanol จนได้ 100 mL  
1.3 สารละลายท่ีเตรียมได้ ใช้ได้ภายใน 1 สปัดาห์ โดยต้องเก็บในตู้เย็น  

2.การเตรียมสารละลาย 2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid หรือ ABTS 
(26) 

2.1 ชัง่สารมาตรฐาน ABTS 0.0360 g ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL 
2.2 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 10 mL จะได้สารละลาย ABTS  
2.3 ชัง่สารมาตรฐาน potassium persulfate 0.0041 g แล้วเตมิน า้กลัน่ 6.25 mL 
2.4 ดดูสารละลายมาตราฐาน potassium persulfate มา 2.5 mL ใสล่งในสารละลาย

มาตราฐาน ABTS เขยา่ให้เข้ากนั 
2.5 เก็บไว้ในท่ีมืด 12-18 ชัว่โมง 

3.การเตรียมสารละลาย ferric reducing power assay หรือ FRAP (27) 
3.1 เตรียม 300 mM acetate buffer (pH 3.6) 
 (1) ชัง่สารมาตรฐาน sodium acetate-3-hydrate 4.08 g น าไปละลายในน า้กลัน่ 
 (2) ปรับปริมาตรด้วย glacial acetic acid ด้วย pH meter ให้ได้มี pH เทา่กบั 3.6 
3.2 เตรียม 20 mM ferric chloride solution 
 ชัง่สารมาตรฐาน ferric chloride 0.0540 g น าไปละลายในน า้กลัน่ 10 mL 
3.3 เตรียม 10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine)) solution 
 (1) ชัง่สารมาตรฐาน TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine) 0.0780 g น าไป

ละลายใน 40 mM HCl 25 mL 
 (2) น าสารละลาย 300 mM acetate buffer (pH 3.6) ผสมกบั 20 mM ferric 

chloride solution และ 10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine)) solution ในอตัราส่วน 
10:1:1 ตามล าดบัให้เข้ากนั แล้วเก็บสารละลายในท่ีปราศจากแสง 
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4.การเตรียมสารละลายการทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การท างานของเอมไซม์ไทโรซิเนส 
(Anti-tyrosinase assay) (28) 

4.1 วิธีเตรียม 500 U/mL tyrosinase solution  
(1) ชัง่ 1 mg ของ [2687 U/mL] enzyme tyrosinase ละลายด้วย 20 mM sodium 

phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 1 mL จะได้สารละลายเอนไซม์เข้มข้น 2687 U/mL  
(2) ปิเปตสารละลายเอนไซม์มา 186 µL ผสมกบั 20 mM sodium phosphate 

buffer pH 6.8 ปริมาตร 814 µL จะได้เอนไซม์ท่ีมีความเข้มข้นเป็น 500 U/mL เตรียมสาร
ขณะเย็นและแชส่ารละลายเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิ 4 ºC ก่อนน ามาทดสอบ 
*น า้หนกัท่ีชัง่จะเปล่ียนแปลงไปตามรุ่นการผลิต enzyme  
4.2 วิธีเตรียม 0.85 mM L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) (MW = 197.9 g/mol) 
 (1) ชัง่ L-DOPA 3.36 mg ละลายด้วย 20 mM Sodium phosphate buffer pH 6.8 

ปริมาตร 20 mL จะได้ L-DOPA ท่ีมีความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 0.85 mM น าสารละลายท่ีได้ไปแชท่ี่
อณุหภมูิ 4 ºC ก่อนน ามาทดสอบ 

 
4.3 วิธีเตรียม 20 mM Sodium phosphate buffer pH 6.8 
เตรียม Solution A = 20 mM sodium phosphate monobasic (NaH2PO4) (MW = 119.98 

g/mol) 
เตรียม Solution B = 20 mM sodium phosphate diabasic (Na2HPO4) (MW = 142.0 

g/mol) 
  (1) Solution A 20 mM = 20 x 10-3 M 
 จากสตูร M = g/MW  (M = ความเข้มข้นในหนว่ยโมลาร์, MW = มวลโมเลกลุ, g = 

น า้หนกัสาร) 
 จะได้ g = 20 x 10-3 M x 119.98 g.mol-1 = 2.40 g  
ดงันัน้ ชัง่ NaH2PO4 จ านวน 2.40 g ละลายด้วย ultrapure water 1000 mL ในขวดปรับ

ปริมาตร 
 (2) Solution B 20 mM = 20 x 10-3 M 
 จะได้ g = 20 x 10-3 M x 142.0 g.mol-1 = 2.84 g  
ดงันัน้ ชัง่ Na2HPO4 จ านวน 2.84 g ละลายด้วย ultrapure water 1000 mL ในขวดปรับ

ปริมาตร 
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 หากต้องการบฟัเฟอร์ปริมาตร 500 mL ให้ผสม solution A ปริมาตร 211.5 mL กบั  
B ปริมาตร 288.5 mL ปรับ pH ให้เป็น 6.8 ด้วยสารละลาย 1N NaOH หรือ 1N HCl จากนัน้น า
บฟัเฟอร์ท่ีเตรียมเสร็จแล้วไปแชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 4 ºC ก่อนน ามาทดสอบหรือใช้เตรียมสารในครัง้ตอ่ไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



80 

 

 
 

ภาคผนวก (2) 

ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

1. ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH assay (2,2-diphenylpicryl hydrazyl free radical) assay 
 1.1 ผลการทดสอบของสารมาตรฐาน trolox โดยวิธี DPPH assay 

ตารางท่ี 39 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน trolox โดยวิธี DPPH assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้นของสาร
มาตรฐาน trolox 

(µg/mL) 

Absorption-Absorption blank (520 nm) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0.50 0.185 0.214 0.217 0.165 0.214 0.192 0.190 0.098 0.191 
0.30 0.292 0.244 0.279 0.258 0.273 0.295 0.284 0.290 0.236 
0.10 0.463 0.462 0.420 0.413 0.438 0.348 0.401 0.410 0.413 
0.08 0.504 0.552 0.546 0.512 0.501 0.478 0.519 0.530 0.562 
0.06 0.597 0.619 0.602 0.495 0.597 0.584 0.507 0.559 0.601 
0.04 0.698 0.703 0.693 0.684 0.726 0.691 0.692 0.655 0.640 
0.02 0.869 0.885 0.829 0.855 0.861 0.837 0.860 0.851 0.835 
0.01 1.014 0.916 1.001 0.960 0.868 0.926 0.942 0.881 0.944 

Positive-Negative 1.032 1.020 1.005 
SD 0.033 0.029 0.037 
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1.2 ผลการทดสอบของสารมาตราฐาน vitamin C โดยวิธี DPPH assay 
ตารางท่ี 40 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตราฐาน vitamin C โดยวิธี DPPH assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ความเข้มข้นของสาร
มาตราฐาน vitamin C 

(µg/mL) 

Absorption-Absorption blank (520 nm) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0.50 0.037 0.039 0.038 0.042 0.035 0.040 0.044 0.033 0.046 
0.30 0.047 0.045 0.048 0.050 0.045 0.050 0.051 0.052 0.051 
0.10 0.126 0.103 0.123 0.147 0.121 0.114 0.141 0.104 0.131 
0.08 0.223 0.213 0.262 0.266 0.217 0.221 0.188 0.311 0.282 
0.06 0.377 0.453 0.430 0.427 0.390 0.420 0.454 0.462 0.460 
0.04 0.643 0.620 0.608 0.600 0.657 0.623 0.662 0.598 0.607 
0.02 0.831 0.746 0.705 0.779 0.793 0.773 0.810 0.774 0.728 
0.01 0.858 0.818 0.839 0.924 0.850 0.880 0.844 0.806 0.874 

Positive-Negative 0.934 0.933 0.940 
SD 0.039 0.037 0.031 
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1.3 ผลการทดสอบสารตวัอย่างไมก่รอง (BF-01) โดยวิธี DPPH assay 
ตารางท่ี 41 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างไมก่รอง (BF-01)  โดยวิธี DPPH assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

Absorption-Absorption blank (520 nm) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

769.00 0.521 0.700 0.742 0.767 0.781 0.771 0.653 0.646 0.656 
384.50 0.782 0.795 0.707 0.855 0.836 0.791 0.771 0.754 0.748 
192.25 0.751 0.807 0.843 0.899 0.947 0.956 0.905 0.868 1.032 
96.13 0.906 0.943 0.922 0.986 1.022 1.083 0.944 0.909 0.967 
48.06 0.937 0.971 0.946 1.025 1.053 1.075 0.941 0.957 0.968 
24.03 0.956 0.982 0.950 1.082 1.082 1.076 0.981 1.001 1.011 
12.02 0.955 0.968 0.964 1.089 1.064 1.071 0.988 0.997 1.069 
6.01 0.932 0.946 0.964 1.135 1.040 1.107 1.037 0.990 1.025 

Positive-Negative 0.971 1.085 0.991 
SD 0.034 0.034 0.040 
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1.4 ผลการทดสอบสารตวัอย่างแปง้ (BF-02) โดยวิธี DPPH assay 
ตารางท่ี 42 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างแปง้ (BF-02) โดยวิธี DPPH assay 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

Absorption-Absorption blank (520 nm) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

717.00 0.667 0.710 0.715 0.705 0.688 0.734 0.731 0.715 0.736 
358.50 0.827 0.816 0.768 0.826 0.819 0.781 0.822 0.834 0.802 
179.25 0.900 0.906 0.699 0.888 0.884 0.918 0.888 0.874 0.871 
89.63 0.873 0.965 0.991 0.948 0.942 1.004 0.935 0.959 1.028 
44.81 0.935 0.959 0.957 0.937 0.955 0.964 0.929 0.944 0.957 
22.41 0.995 0.977 0.971 0.990 0.991 0.991 0.999 1.012 0.997 
11.20 0.966 1.000 0.983 1.002 0.999 1.007 1.020 0.958 1.011 
5.60 1.014 0.955 1.031 1.031 0.945 1.006 1.012 0.989 1.022 

Positive-Negative 0.993 0.987 1.021 
SD 0.025 0.034 0.038 
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1.5 ผลการทดสอบสารตวัอย่างกรอง (BF-03) โดยวิธี DPPH assay 
 ตารางท่ี 43 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างกรอง (BF-03) โดยวิธี DPPH assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

Absorption-Absorption blank (520 nm) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

10000.00 0.691 0.617 0.660 0.674 0.524 0.483 0.592 0.558 0.644 
5000.00 0.747 0.844 0.701 0.694 0.670 0.707 0.694 0.712 0.688 
2500.00 0.859 0.827 0.857 0.808 0.808 0.799 0.802 0.842 0.837 
1250.00 0.918 0.864 0.913 0.879 0.888 0.928 0.909 0.926 0.940 
625.00 0.918 0.861 0.896 0.913 0.936 0.945 0.936 0.940 0.965 
312.50 0.954 0.977 0.983 0.973 0.984 1.001 0.960 1.011 1.004 
156.25 0.968 0.961 1.011 0.992 0.971 0.988 1.005 1.020 0.953 
78.125 1.006 0.956 1.004 0.999 0.952 0.992 1.040 0.963 1.068 

Positive-Negative 1.015 0.988 1.023 
SD 0.024 0.022 0.021 
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1.6 ผลการทดสอบสารตวัอย่าง hexane (BF-04) โดยวิธี DPPH assay 
ตารางท่ี 44 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง hexane (BF-04) โดยวิธี DPPH assay 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

Absorption-Absorption blank (520 nm) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

8000.00 0.154 0.152 0.169 0.125 0.146 0.160 0.102 0.261 0.093 
4000.00 0.518 0.513 0.476 0.577 0.487 0.471 0.446 0.447 0.420 
2000.00 0.720 0.716 0.718 0.634 0.732 0.729 0.635 0.638 0.609 
1000.00 0.887 0.877 0.921 0.852 0.847 0.951 0.777 0.766 0.811 
500.00 0.923 0.937 0.946 0.935 0.919 0.931 0.833 0.854 0.855 
250.00 1.002 0.976 0.987 0.959 0.983 0.996 0.930 0.920 0.946 
125.00 0.998 0.987 1.002 0.995 1.005 1.000 0.946 0.939 0.966 
62.50 1.056 0.981 1.050 1.020 0.983 1.027 0.999 0.927 1.011 

Positive-Negative 1.011 1.013 1.015 
SD 0.030 0.026 0.020 
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1.7 ผลการทดสอบสารตวัอย่าง diclolomethane (BF-05) โดยวิธี DPPH assay 
ตารางท่ี 45 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง diclolomethane (BF-05) โดยวิธี DPPH assay 

ความเข้มข้น (µg/mL) 
Absorption-Absorption blank (520 nm) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
2000.00 0.264 0.262 0.307 0.252 0.319 0.366 0.300 0.435 0.306 
1000.00 0.519 0.501 0.525 0.532 0.502 0.530 0.525 0.528 0.493 
500.00 0.685 0.683 0.672 0.762 0.752 0.683 0.675 0.675 0.649 
250.00 0.788 0.774 0.822 0.831 0.805 0.840 0.794 0.784 0.834 
125.00 0.841 0.829 0.852 0.842 0.823 0.866 0.845 0.868 0.875 
62.50 0.914 0.936 0.916 0.945 0.857 0.886 0.930 0.922 0.947 
31.25 0.950 0.916 0.953 0.984 0.977 0.990 0.948 0.941 0.964 
15.63 1.019 0.930 0.995 1.046 0.948 0.990 0.998 0.929 1.012 

Positive-Negative 0.985 1.008 1.001 
SD 0.029 0.035 0.025 
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1.8 ผลการทดสอบสารตวัอย่าง butanol (BF-06) โดยวิธี DPPH assay 
ตารางท่ี 46 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง butanol (BF-06) โดยวิธี DPPH assay 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

Absorption-Absorption blank (520 nm) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

8000.00 0.081 0.075 0.078 0.088 0.071 0.080 0.063 0.059 0.074 
4000.00 0.214 0.271 0.203 0.214 0.202 0.177 0.197 0.216 0.172 
2000.00 0.433 0.452 0.446 0.448 0.450 0.443 0.442 0.439 0.455 
1000.00 0.668 0.672 0.682 0.642 0.653 0.674 0.662 0.667 0.693 
500.00 0.779 0.781 0.776 0.743 0.778 0.808 0.782 0.819 0.795 
250.00 0.871 0.902 0.901 0.876 0.895 0.879 0.869 0.902 0.906 
125.00 0.918 0.915 0.926 0.932 0.907 0.912 0.930 0.895 0.911 
62.50 0.985 0.918 0.981 0.986 0.924 0.968 1.004 0.935 0.983 

Positive-Negative 0.993 0.993 1.007 
SD 0.026 0.028 0.021 
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1.9 ผลการทดสอบสารตวัอย่างน า้ (BF-07) โดยวิธี DPPH assay 
ตารางท่ี 47 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง water (BF-07) โดยวิธี DPPH assay 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

Absorption-Absorption blank (520 nm) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

10000.00 0.559 0.644 0.639 0.618 0.637 0.677 0.300 0.435 0.306 
5000.00 0.764 0.805 0.727 0.760 0.738 0.760 0.525 0.528 0.493 
2500.00 0.928 0.867 0.856 0.877 0.916 0.908 0.675 0.675 0.649 
1250.00 0.959 0.927 0.959 0.956 0.933 0.997 0.794 0.784 0.834 
625.00 0.930 0.956 0.943 0.912 0.948 0.996 0.845 0.868 0.875 
312.5 0.965 0.955 0.981 0.993 1.009 1.013 0.930 0.922 0.947 
156.25 1.023 1.030 1.021 1.034 1.062 1.005 0.948 0.941 0.964 
78.125 1.068 0.953 1.041 1.040 0.972 0.932 0.998 0.929 1.012 

Positive-Negative 1.035 1.019 0.961 
SD 0.035 0.033 0.056 
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2. ผลการวิเคราะห์โดย 2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid หรือ ABTS• 
scavenging assay 
 2.1 Negative คือ 0.763  

2.2 ผลสารมาตราฐาน trolox โดยวิธี ABTS assay 
 ตารางท่ี 48 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตราฐาน trolox โดยวิธี ABTS assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้นของ สาร
มาตราฐาน trolox  

(µg/mL) 

Absorption (734 nm) 

1 2 3 

25.00 0.003 0.003 0.002 
12.50 0.291 0.312 0.311 
6.25 0.525 0.534 0.536 
3.13 0.654 0.663 0.677 
1.56 0.726 0.743 0.750 
0.78 0.774 0.772 0.776 
0.39 0.784 0.795 0.795 
0.20 0.814 0.809 0.803 
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2.3 ผลสารมาตราฐาน vitamin C โดยวิธี ABTS assay 
ตารางท่ี 49 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตราฐาน vitamin C โดยวิธี ABTS assay 

ความเข้มข้นของ สาร
มาตราฐาน vitamin C 

(µg/mL) 

Absorption (734 nm) 

1 2 3 

25.00 0.000 0.000 0.012 
12.50 0.432 0.224 0.304 
6.25 0.352 0.442 0.680 
3.13 0.589 0.634 0.755 
1.56 0.682 0.724 0.767 
0.78 0.742 0.767 0.829 
0.39 0.781 0.762 0.835 
0.20 0.767 0.808 0.802 
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2.4 ผลการทดสอบสารตวัอย่างไมก่รอง (BF-01) โดยวิธี ABTS assay 
ตารางท่ี 50 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างไมก่รอง (BF-01) โดยวิธี ABTS assay 

 
2.5 ผลการทดสอบสารตวัอย่างแปง้ (BF-02) โดยวิธี ABTS assay 
ตารางท่ี 51 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างแปง้ (BF-02) โดยวิธี ABTS assay 

ความเข้มข้นของสาร
ตวัอยา่งไมก่รอง 

(BF-01) (µg/mL) 

Absorption (734 nm) Blank 
Absorption (734 nm) - 

Blank 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 
2563.33 0.104 0.095 0.087 0.090 0.090 0.090 0.014 0.005 0.000 
1281.67 0.269 0.286 0.333 0.058 0.058 0.058 0.211 0.228 0.275 
640.83 0.425 0.485 0.397 0.051 0.051 0.051 0.374 0.434 0.346 
320.42 0.536 0.543 0.539 0.047 0.047 0.047 0.489 0.496 0.492 
160.21 0.660 0.600 0.628 0.046 0.046 0.046 0.614 0.554 0.582 
80.10 0.733 0.704 0.697 0.041 0.041 0.041 0.692 0.663 0.656 
40.05 0.693 0.739 0.715 0.042 0.042 0.042 0.651 0.697 0.673 
20.03 0.743 0.749 0.759 0.043 0.043 0.043 0.700 0.706 0.72 

ความเข้มข้นของ
สารตวัอยา่งแปง้ 
(BF-02) (µg/mL)  

Absorption (734 nm) Blank 
Absorption (734 nm) - 

Blank 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

2390.00 0.318 0.295 0.350 0.055 0.055 0.055 0.263 0.240 0.295 
1195.00 0.466 0.536 0.480 0.048 0.048 0.048 0.418 0.488 0.432 
597.50 0.532 0.536 0.501 0.052 0.052 0.052 0.480 0.484 0.449 
298.75 0.639 0.610 0.596 0.055 0.055 0.055 0.584 0.555 0.541 
149.38 0.649 0.697 0.672 0.042 0.042 0.042 0.607 0.655 0.630 
74.69 0.699 0.693 0.714 0.046 0.046 0.046 0.653 0.647 0.668 
37.34 0.739 0.735 0.740 0.054 0.054 0.054 0.685 0.681 0.686 
18.67 0.768 0.760 0.809 0.057 0.057 0.057 0.711 0.703 0.752 



92 

 

 
 

2.6 ผลการทดสอบสารตวัอย่างกรอง (BF-03) โดยวิธี ABTS assay 
ตารางท่ี 52 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างกรอง (BF-03) โดยวิธี ABTS assay  

2.7 ผลการทดสอบสารตวัอย่าง hexane (BF-04) โดยวิธี ABTS assay 
ตารางท่ี 53 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง hexane (BF-04) โดยวิธี ABTS assay 

 

ความเข้มข้นของ
สารตวัอยา่งกรอง 
(BF-03) (µg/mL)  

Absorption (734 nm) Blank 
Absorption (734 nm) - 

Blank 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 
10000.00 0.321 0.266 0.308 0.087 0.087 0.087 0.234 0.179 0.221 
5000.00 0.510 0.519 0.525 0.058 0.058 0.058 0.452 0.461 0.467 
2500.00 0.568 0.579 0.578 0.051 0.051 0.051 0.517 0.528 0.527 
1250.00 0.656 0.670 0.655 0.045 0.045 0.045 0.611 0.625 0.610 
625.00 0.696 0.680 0.703 0.047 0.047 0.047 0.649 0.633 0.656 
312.50 0.714 0.733 0.724 0.045 0.045 0.045 0.669 0.688 0.679 
156.25 0.750 0.749 0.742 0.043 0.043 0.043 0.707 0.706 0.699 
78.13 0.748 0.707 0.776 0.043 0.043 0.043 0.705 0.664 0.733 

ความเข้มข้นของสาร
ตวัอยา่ง hexane 
(BF-04)  (µg/mL) 

Absorption (734 nm) Blank 
Absorption (734 nm) - 

Blank 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 
4000.00 0.355 0.273 0.289 0.042 0.042 0.042 0.313 0.231 0.247 
2000.00 0.357 0.326 0.253 0.044 0.044 0.044 0.313 0.282 0.209 
1000.00 0.416 0.366 0.350 0.044 0.044 0.044 0.372 0.322 0.306 
500.00 0.524 0.445 0.530 0.042 0.042 0.042 0.482 0.403 0.488 
250.00 0.633 0.650 0.631 0.042 0.042 0.042 0.591 0.608 0.589 
125.00 0.692 0.693 0.659 0.040 0.040 0.040 0.652 0.653 0.619 
62.50 0.712 0.723 0.754 0.042 0.042 0.042 0.670 0.681 0.712 
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2.8 ผลการทดสอบสารตวัอย่าง diclolomethane (BF-05) โดยวิธี ABTS assay 
ตารางท่ี 54 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง diclolomethane (BF-05) โดยวิธี ABTS assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้นของ
สารตวัอยา่ง 

diclolomethane 
(BF-05) (µg/mL)  

Absorption (734 nm) Blank 
Absorption (734 nm) - 

Blank 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

2000.00 0.050 0.069 0.056 0.042 0.042 0.042 0.008 0.027 0.014 
1000.00 0.089 0.086 0.089 0.044 0.044 0.044 0.045 0.042 0.045 
500.00 0.264 0.251 0.257 0.044 0.044 0.044 0.220 0.207 0.213 
250.00 0.460 0.416 0.440 0.042 0.042 0.042 0.418 0.374 0.398 
125.00 0.567 0.559 0.604 0.040 0.040 0.040 0.527 0.519 0.564 
62.50 0.645 0.621 0.651 0.038 0.038 0.038 0.607 0.583 0.613 
31.25 0.720 0.686 0.751 0.051 0.051 0.051 0.669 0.635 0.700 
15.63 0.762 0.789 0.776 0.048 0.048 0.048 0.714 0.74 0.728 
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2.8 ผลการทดสอบสารตวัอย่าง butanol (BF-06) โดยวิธี ABTS assay 
ตารางท่ี 55 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง butanol (BF-06) โดยวิธี ABTS assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้นของ
สารตวัอยา่ง 

butanol (BF-06)  
(µg/mL)  

Absorption (734 nm) Blank 
Absorption (734 nm) - 

Blank 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

2000.00 0.138 0.188 0.159 0.049 0.049 0.049 0.089 0.139 0.110 
1000.00 0.392 0.425 0.455 0.044 0.044 0.044 0.348 0.381 0.411 
500.00 0.521 0.505 0.505 0.043 0.043 0.043 0.478 0.462 0.462 
250.00 0.611 0.571 0.595 0.045 0.045 0.045 0.566 0.526 0.550 
125.00 0.640 0.676 0.631 0.048 0.048 0.048 0.592 0.628 0.583 
62.50 0.682 0.666 0.712 0.043 0.043 0.043 0.639 0.623 0.669 
31.25 0.669 0.709 0.727 0.049 0.049 0.049 0.620 0.660 0.678 
15.63 0.724 0.788 0.800 0.041 0.041 0.041 0.683 0.747 0.759 
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2.9 ผลการทดสอบสารตวัอย่างน า้ (BF-07) โดยวิธี ABTS assay 
ตารางท่ี 56 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างน า้ (BF-07) โดยวิธี ABTS assay 

ความเข้มข้นของ
สารตวัอยา่งน า้ 
(BF-07) (µg/mL) 

Absorption (734 nm) Blank 
Absorption (734 nm) - 

Blank 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 
10000.00 0.395 0.314 0.477 0.043 0.043 0.043 0.352 0.271 0.434 
5000.00 0.590 0.554 0.625 0.043 0.043 0.043 0.547 0.511 0.582 
2500.00 0.649 0.614 0.687 0.041 0.041 0.041 0.608 0.573 0.646 
1250.00 0.723 0.685 0.748 0.045 0.045 0.045 0.678 0.640 0.703 
625.00 0.737 0.724 0.755 0.043 0.043 0.043 0.694 0.681 0.712 
312.50 0.756 0.727 0.773 0.039 0.039 0.039 0.717 0.688 0.734 
156.25 0.781 0.761 0.789 0.051 0.051 0.051 0.730 0.710 0.748 
78.125 0.796 0.775 0.837 0.043 0.043 0.043 0.753 0.732 0.794 
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3. ผลการทดลอง ferric reducing power assay หรือ FRAP assay 
3.1 ผลสารมาตราฐาน trolox โดยวิธี FRAP assay 
ตารางท่ี 57 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตราฐาน trolox โดยวิธี FRAP assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2 ผลการทดสอบสารตวัอย่าง โดยวิธี FRAP assay 
ตารางท่ี 58 คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง โดยวิธี FRAP assay 

รหสั 
สาร

ตวัอยา่ง 
ความเข้มข้น 

Abs of sample 
Blank 

Abs of sample - blank 
1 2 3 1 2 3 

BF-01 ไมก่รอง 2563.33 µg/mL 0.733 0.787 0.746 0.377 0.356 0.410 0.369 
BF-02 แปง้ 2390.00 µg/mL 0.583 0.57 0.568 0.078 0.505 0.492 0.49 
BF-03 กรอง 1000.00 µg/mL 0.235 0.249 0.237 0.056 0.179 0.193 0.181 
BF-04 Hexane 1000.00 µg/mL 0.917 0.922 0.991 0.038 0.879 0.884 0.953 
BF-05 CH2Cl2 1000.00 µg/mL 1.112 1.071 0.883 0.053 1.059 1.018 0.83 
BF-06 BuOH 1000.00 µg/mL 0.457 0.540 0.575 0.050 0.407 0.490 0.525 
BF-07 Water 1000.00 µg/mL 0.254 0.261 0.272 0.057 0.197 0.204 0.215 

ความเข้มข้นของ
สารมาตราฐาน 
trolox (µg/mL) 

Absorption (600 nm) 

1 2 3 

25.00 1.466 1.551 1.561 
12.50 0.836 0.908 0.858 
6.25 0.599 0.528 0.530 
3.13 0.376 0.329 0.345 
1.56 0.257 0.238 0.245 
0.78 0.193 0.167 0.181 
0.39 0.157 0.147 0.154 
0.20 0.139 0.141 0.136 
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4. ผลการทดสอบการทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การท างานของเอมไซม์ไทโรซเินส (Anti-
tyrosinase assay)  

4.1 ผลการทดสอบของสารมาตรฐาน kojic acid โดยวิธี Anti-tyrosinase assay 
ตารางท่ี 59 คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน kojic acid โดยวิธี Anti-tyrosinase assay 

ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
kojic acid (µg/mL) 

Absorption (492 nm) 

1 2 3 
1000.00 0.093 0.077 0.079 
500.00 0.099 0.108 0.094 
250.00 0.137 0.143 0.145 
125.00 0.189 0.207 0.189 
62.50 0.292 0.342 0.296 
31.25 0.447 0.486 0.462 
15.63 0.545 0.548 0.511 
7.81 0.547 0.572 0.547 
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4.2 ผลการทดสอบสารตวัอย่าง โดยวิธี Anti-tyrosinase assay 
 ตารางท่ี 60 คา่การดดูกลืนแสงของทดสอบสารตวัอย่าง โดยวิธี Anti-tyrosinase assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหสั สารสกดั 
ความ
เข้มข้น 

(µg/mL) 

Absorption blank 
(492 nm) SD 

Absorption sample 
(492 nm) SD 

1 2 3 1 2 3 
BF-01 ไมก่รอง 769 0.082 0.093 0.089 0.006 0.578 0.586 0.605 0.014 
BF-02 แปง้ 717 0.087 0.082 0.082 0.002 0.607 0.600 0.579 0.015 
BF-03 กรอง 300 0.052 0.056 0.047 0.004 0.578 0.584 0.557 0.014 
BF-04 hexane 100 0.164 0.176 0.195 0.015 0.625 0.647 0.652 0.014 
BF-05 dichloromethane 100 0.074 0.065 0.070 0.004 0.512 0.519 0.479 0.021 
BF-06 butanol 300 0.049 0.053 0.054 0.003 0.555 0.524 0.575 0.026 
BF-07 น า้ 600 0.046 0.056 0.05 0.005 0.586 0.575 0.574 0.007 

Negative 0.534 0.534 0.534 0.000 0.504 0.534 0.564 0.030 
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ภาคผนวก (3) 

อักขราวิสุทธ์ิ 
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ภาคผนวก (4) 

แบบฟอร์มรายงานการเงนิ 
รำยงำนสรุปกำรเงิน 

โครงกำรวิจัยประเภทงบประมำณเงินรำยได้คณะเภสัชศำสตร์ มหำวิทยำลัยบูรพำ  

ประจ้ำปีงบประมำณ พ.ศ. 2561  มหำวิทยำลัยบูรพำ 

 

ชื่อโครงการ กำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสำรสกัดเนื อผลตำลโตนด 

ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน (อ./ดร./ผศ./รศ./ศ.) ธันย์ชนก  ศิริรักษ์ 

รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่  (วัน/เดือน/ปี) 1 ตุลำคม 2560 ถึงวันที่  (วัน/เดือน/ปี) 30 ธันวำคม 2561 

ระยะเวลาด าเนินการ 1 ปี 4 เดือน ตั้งแต่วันที่  (วัน/เดือน/ปี) 1 ตุลำคม 2560 
 

รายรับ 

จ้ำนวนเงินที่ไดร้ับ (100%) 10,500.  บำท  เมื่อวัน เดือน ปี 1 ตุลำคม 2560 

 

รายจ่าย 

รำยกำร งบประมำณท่ีตั งไว้ งบประมำณท่ีใช้จริง จ้ำนวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. ค่ำวัสดุและสำรเคมี 7,000 7,033 -33 

2. ค่ำใช้สอย 3,500 3,500 0 
 

รวม 
10,500 10,533 -33 

 

 

 

       

      (ภญ.ดร. ธันยช์นก  ศิริรักษ์) 

              อำจำรย์ที่ปรึกษำโครงงำนวิจัย   


