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การศึกษานี 8มุ่งเน้นการสกัดสาร genistein-7-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-
glucopyranoside (GTG) จากเถาวัลย์เปรียง โดยใช้ตัวทําละลายเอทานอล-นํ 8า เพืoอเพิoม
ประสิทธิภาพของปริมาณสารสกดัและฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ โดยใช้พารามิเตอร์การละลายของ    
แฮนเซน (Hansen Solubility Parameters: HSP) ในการเลือกตวัทําละลายทีoเหมาะสม ซึoงพบวา่ 
การใช้เอทานอล 50% ให้ผลการสกดั GTG สงูสดุ อยู่ทีo 6.83 ± 0.06 mg/g dried weight และ 
สอดคล้องกับค่าทีo ทํานายจากพารามิเตอร์ดังกล่าว การสกัดด้วยคลืoนเสียงความถีoสูง                    
มีประสิทธิภาพสูงสุดเมืoอใ ช้ตัวทําละลายทีo มีค่าคงทีo ไ ด้ อิ เล็กทริกระหว่าง 50 ถึง  60 
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ GTG ทีoแยกได้ ทําการทดสอบด้วยเทคนิค DPPH 
assay ได้ค่า IC50 เท่ากับ 87.86 ± 1.85 ไมโครโมลาร์ และทดสอบด้วยวิธี FRAP assay มีค่า 
FRAP value เท่ากับ 34.23 ± 2.75 mg FeSO4 equivalents การวิเคราะห์ออร์บิทัลเชิงโมเลกุล 
(molecular orbital analysis) แสดงให้เห็นว่า ค่าพลงังานต่างระหว่าง HOMO และ LUMO (ΔE) 
อยู่ทีo 10.6715 eV ซึoงใกล้เคียงกบัสารต้านอนมุลูอิสระทีoใช้เป็นสารมาตรฐาน เช่น Gallic acid, 
Ascorbic acid, Trolox และ Quercetin ผลการศึกษาแสดงให้เห็นถึงพารามิเตอร์การละลาย
ของแฮนเซนสามารถใช้เป็นแนวทางในการเลือกตวัทําละลายได้อยา่งมีประสทิธิภาพในการสกดั 
GTG ด้วยคลืoนเสียงความถีoสูง โดยฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระของ GTG มาจากความสามารถ           
ในการให้อิเล็กตรอนและการทําให้อนุมูลอิสระมีเสถียรภาพผ่านการกระจายประจุ                       
ในโครงสร้างอะไกลโคนอย่างมีประสิทธิภาพ ซึoงสามารถยืนยนัถึงศกัยภาพของสารสกดั GTG 
เป็นสารต้านอนมุลูอิสระจากธรรมชาติ 
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This research investigated the extraction of genistein-7-O-[α-rhamnopyranosyl-

(1→6)]-β-glucopyranoside (GTG) from Derris scandens using a water-alcohol solvent 
system, with the goal of maximizing yield and antioxidant properties. Hansen solubility 
parameters (HSP) were used to identify the ideal solvent mixture, resulting in the highest 
GTG yield (6.83 ± 0.06 mg/g dried sample) at 50% ethanol, which aligned well with   
HSP predictions. Ultrasonic extraction was most efficient with solvents having dielectric 
constants between 50 and 60. The antioxidant activity of the extracted GTG was 
assessed via DPPH (IC50 of 87.86±1.85 µM) and FRAP (34.23 ± 2.75 mg FeSO4 equivalents) 
assays. Molecular orbital analysis showed HOMO-LUMO energy gaps (~10.67 eV) 
similar to those of established antioxidants such as gallic acid, ascorbic acid, Trolox 
and quercetin. These results confirm that HSP is a useful tool for selecting solvents in 
ultrasound-assisted GTG extraction. The antioxidant activity of GTG is linked to its ability 
to donate electrons and stabilize radicals through extensive charge delocalization 
within its structure, underscoring its promise as a natural antioxidant. 
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บทที9 1 
บทนํา 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
เถาวัลย์เปรียง (Derris scandens (Roxb.) Benth.) เป็นสมุนไพรทีoใช้ประโยชน์ในทาง

การแพทย์แผนไทยมาอย่างยาวนาน โดยเฉพาะในด้านการบรรเทาอาการปวดข้อและกล้ามเนื 8อ 
ในทางตํารายาแผนโบราณใช้สมุนไพรกับการต้มนํ 8าเดือดในการรับประทานเพืoอรักษาโรคและ     
แก้อาการต่าง ๆ อีกทั 8ง  ยังได้ รับความสนใจอย่างแพร่หลาย เนืoองจากเถาวัลย์เปรียง                           
มีสารฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ในปริมาณสูง ซึoงสารกลุ่มนี 8เป็นสารประกอบโพลีฟีนอล 
(polyphenolic compounds) ทีoมีบทบาทสําคญัตอ่ฤทธิFทางชีวภาพ อาทิเชน่ ฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ 
ฤทธิFต้านการอักเสบ ฤทธิFต้านแบคทีเรีย และฤทธิFต้านเซลล์มะเร็ง (Ayameang et al., 2020; 
Hematulin et al., 2014; Hematulin et al., 2012; Laupattarakasem et al., 2004; Mukit et al., 
2024; Puttarak et al., 2016; Sangkaew et al., ³²³ª) โดยสารสําคัญทีoสามารถแยกจาก

เถาวัลย์เปรียง คือ Genistein-7-O-α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-glucopyranoside (GTG)    
ซึoงจดัอยู่ในกลุ่มสารไอโซฟลาโวนอยด์ (isoflavonoids) ทีoผ่านกระบวนการ glycosylation โดยมี
คณุสมบติัแสดงฤทธิFทางชีวภาพทีoหลากหลาย เช่น ฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ ฤทธิFต้านการอกัเสบ และ
ฤทธิFคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเจน (Sae-Foo et al., 2022; Sae-Foo et al., 2024; Shahriar et al., 
2023) อีกทั 8งมีงานวิจัยแสดงให้เห็นถึงการดัดแปลงโครงสร้างของ genistein โดยเฉพาะ 
glycosylation ทีoตําแหน่ง 7-O ด้วยหมู่ α-rhamnopyranosyl และ β-glucopyranosyl อาจช่วย
เพิoมเสถียรภาพ ความสามารถในการละลายนํ 8า และเพิoมปริมาณสารออกฤทธิF (bioavailability) 
เมืoอเปรียบเทียบกบัรูปแบบ aglycone ของ genistein (Veitch, ³²©´) นอกจากนี 8 ยงัมีรายงานว่า 
สารฟีนอลกิอืoน ๆ ทีoพบในเถาวลัย์เปรียงมีบทบาทสําคญัในการต้านอนมุลูอิสระ สง่ผลให้เสริมฤทธิF

ต้านอนมุลูอิสระโดยรวม (Rao et al., 2007) สําหรับกระบวนการสกดัสาร GTG จากเถาวลัย์เปรียง
นิยมใช้ตัวทําละลายเอทานอลหรือเมทานอล เนืoองจากสามารถละลายสารพฤกษเคมี 
(phytochemicals) ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยมีงานวิจัยแสดงให้เห็นถึงวิธีการสกัด เช่น             
การสกัดด้วยคลืoนเสียงความถีoสงู (ultrasonic-assisted extraction) หรือการสกัดด้วยไมโครเวฟ 
(microwave-assisted extraction) พบว่าสามารถเพิoมปริมาณของสารออกฤทธิFทางชีวภาพ 
รวมถึง GTG ได้อย่างมีนยัสําคญั (Hematulin et al., 2014; Sadhukhan et al., 2018; Xie et al., 
2016) 

ค่าคงทีoไดอิเล็กทริก (Dielectric constant) เป็นพารามิเตอร์พื 8นฐานทีoมีความสําคัญใน
สาขาวิทยาศาสตร์และวิศวกรรมไฟฟ้า ซึoงสะท้อนถึงความสามารถของสารในการกกัเก็บพลงังาน
ไฟฟ้าเมืoออยู่ภายใต้สนามไฟฟ้า โดยค่าดังกล่าวแสดงถึงระดับทีoสารสามารถเกิดโพลาไรซ์ได้      
เมืoอได้รับอิทธิพลจากสนามไฟฟ้า ซึoงมีบทบาทสําคญัในการทําความเข้าใจพฤติกรรมการละลาย
ของสารทีoมีขั 8วและไม่มีขั 8วในตวัทําละลายต่าง ๆ โดยสารทีoมีค่าคงทีoไดอิเล็กทริกสงูเป็นสารทีoมีขั 8ว 
ซึoงสามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์ในลกัษณะของแรงระหว่างขั 8ว (dipole-dipole interaction) และพนัธะ
ไฮโดรเจน (hydrogen bonding) ได้ดี ขณะทีoสารทีoมีค่าคงทีoไดอิเล็กทริกตํoามกัเป็นสารไม่มีขั 8ว ซึoงมี
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แรงยดึเหนีoยวระหว่างโมเลกลุในระดบัทีoอ่อนกว่า เช่น แรงลอนดอน (London dispersion forces) 
(Galamba et al., ³²©±) ความสมัพนัธ์ระหว่างค่าคงทีoไดอิเล็กทริก กบัประสิทธิภาพในการสกดั
สารพฤกษเคมีมีความสําคญัในสาขาเคมีผลิตภณัฑ์ธรรมชาติและเภสชัพฤกษศาสตร์ โดยค่าคงทีo
ไดอิเล็กทริกของตัวทําละลายมีผลต่อความสามารถในการละลายสารมีขั 8วหรือไม่มีขั 8ว ซึoงเป็น
ปัจจัยกําหนดในการเลือกใช้ตัวทําละลายทีoเหมาะสม ตัวทําละลายทีoมีค่าคงทีoไดอิเล็กทริกสูง
สามารถละลายสารทีoมีขั 8วได้ดี ส่วนตัวทําละลายทีoมีค่าคงทีoไดอิเล็กทริกตํoาจะละลายในสาร             

ทีo ไม่ มี ขั 8ว  (Chamchomdao & Samee, 2020; Herrera-Pool et al., 2025; Marczyński et al., 
2019; Radyukova et al., 2019; Sarkar et al., 2024) ดงันั 8น การเลือกตวัทําละลายทีoมีคณุสมบติั
เหมาะสมจงึมีความสําคญัอยา่งยิoงตอ่การเพิoมประสทิธิภาพและปริมาณของสารสกดัทางชีวภาพ 

แนวคิดพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน (Hansen Solubility Parameter: HSP)      
เป็นแนวทางทีoช่วยในการวิเคราะห์ระหว่างตวัทําละลายกบัสารทีoต้องการสกดั โดยพิจารณาจาก
องค์ประกอบ 3 ประการ ได้แก่ แรงแพร่กระจาย (dispersion forces: δd) แรงดึงดูดระหว่าง
โมเลกุลทีoมีขั 8ว (polar forces: δp) และแรงยึดเหนีoยวพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding: δh) 
ซึoงเมืoอพิจารณารวมกนัทําให้สามารถประเมินความเหมาะสมของตวัทําละลายต่อสารทีoต้องการ
สกดัได้ (Jeon et al., 2025; Sumontri, 2024) โดยได้นํามาใช้ในการสกดัสารออกฤทธิFทางชีวภาพ 
เช่น ฟลาโวนอยด์ ซึoงมีความหลากหลายในด้านคณุสมบติัทางเคมีและความสามารถในการสร้าง
พันธะไฮโดรเจน (Li et al., 2014; Novaes et al., 2023) ทั 8งนี 8 งานวิจัยของ Novaes และคณะ       
ไ ด้ นํา เสนอการใ ช้พารามิ เตอร์การละลายของแฮนเซนในการคัดเ ลือกตัว ทําละลาย                          
ช่วยเพิoมประสิทธิภาพของกระบวนการสกัด ลดการใช้ตวัทําละลายและเพิoมปริมาณสารสกัดได้            
อย่างมีประสิทธิผล (Novaes et al., 2023) และงานวิจัยของ Zhang และคณะ แสดงให้เห็นถึง 
พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนมีบทบาทสําคัญต่อการพัฒนาตัวทําละลายทีoเป็นมิตร            
ต่อสิoงแวดล้อม ซึoงสะท้อนถึงบทบาทของพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนในบริบทของ          
การเป็นเคมีเชิงอนรัุกษ์สิoงแวดล้อม (green chemistry) และวิธีการสกดัอยา่งยัoงยืน (Zhang et al., 
2019) 

การสกัดด้วยคลืoนเสียงความถีoสูง (Ultrasonic-Assisted Extraction: UAE) เป็นเทคนิค    
ทีo มีประสิทธิภาพในการสกัดสารฟลาโวนอยด์ไกลโคไซด์ (flavonoid glycosides) จากพืช          
หลายชนิด โดยใช้พลงังานจากคลืoนเสียงความถีoสงูเพืoอเพิoมการแทรกซึมของตวัทําละลายเข้าสู่
เนื 8อเยืoอพืช ส่งผลให้ผนงัเซลล์พืชแตกออกและปล่อยสารออกฤทธิFภายในเซลล์ออกมา (Motsumi 
et al., 2020; Pham et al., 2020; Tobgay, 2020) คณุสมบติัคา่คงทีoไดอิเลก็ทริกของตวัทําละลาย
แปรผนัโดยตรงกบัประสิทธิภาพของกระบวนการสกดั โดยตวัทําละลายทีoมีค่าคงทีoไดอิเล็กทริกสงู
สามารถละลายสารทีoมีขั 8วได้ดีกว่า เช่น ฟลาโวนอยด์และไกลโคไซด์ (Liu et al., 2021; Md Yusof 
et al., 2019; Soib et al., 2020) กลไกของการสกัดด้วยคลืoนเสียงความถีoสูงอาศัยการเกิดฟอง               
โพรงอากาศ (cavitation bubbles) ภายในตัวทําละลาย ซึoงเมืoอยุบตัวจะสร้างคลืoนกระแทก    
(shock waves) ทีoช่วยเพิoมอตัราการถ่ายเทมวล (mass transfer) ของสารออกฤทธิFจากเมทริกซ์
ของพืชเข้าสูต่วัทําละลายได้อยา่งมีประสทิธิภาพ (Mohamed et al., 2022) 
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ในการประเมินฤทธิFต้านอนุมลูอิสระของสารสกัด แนวคิดทางเคมีควอนตมั โดยเฉพาะ
ทฤษฎีฟรอนเทียร์ออร์บิทัลเชิงโมเลกุล (Frontier Molecular Orbital: FMO) ได้รับการนํามาใช้         
อย่างแพร่หลาย โดยพิจารณาจากระดบัพลงังานของออร์บิทลัเชิงโมเลกุลทีoถูกครอบครองสงูสดุ 
(HOMO) และออร์บิทลัเชิงโมเลกลุทีoว่างตํoาสดุ (LUMO) ซึoงช่องว่างพลงังานระหว่าง HOMO และ 
LUMO ทีoน้อย แสดงถึงความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีทีoสูงขึ 8น เป็นปัจจัยทีoส่งผลต่อ
ประสิท ธิภาพในการต้านอนุมูล อิสระ (de Souza Farias et al., 2021; Ozalp et al., 2020) 
การศึกษาโครงสร้างฟลาโวนอยด์บางชนิด กลุ่มหมู่ไฮดรอกซิลทีoอยู่ในโครงสร้างมีความสามารถ   
ในการให้อิเล็กตรอนของ HOMO ได้ดีขึ 8น และการกระจายตัวของอิเล็กตรอนทัoวทั 8งโครงสร้าง
โมเลกุลยังส่งผลต่อเสถียรภาพของอนุมูลอิสระทีoเกิดขึ 8น (Abdelmadjid et al., 2021; Liu et al., 
2023; Sarkar et al., 2012; Wang et al., 2013; Zhang et al., 2022) (Braga et al., 2020; Deviani 
et al., 2022) องค์ความรู้จากทฤษฎีดงักล่าว สามารถนํามาใช้เป็นแนวทางในการออกแบบและ
พฒันาสารออกฤทธิFทางชีวภาพทีoมีฤทธิFต้านอนมุลูอิสระได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Gökalp, 2018; 
Morad et al., 2023) 

งานวิจยัฉบบันี 8มีวตัถุประสงค์เพืoอประเมินประสิทธิภาพของกระบวนการสกัดสาร GTG 
จากเถาวลัย์เปรียง โดยมุ่งเน้นการเพิoมปริมาณสารดงักล่าวให้มีปริมาณสงูทีoสดุ โดยการเลือกใช้ 
ตวัทําละลายทีoเหมาะสม โดยเฉพาะตวัทําละลายทีoเป็นมิตรต่อสิoงแวดล้อม เช่น เอทานอลและนํ 8า 
ซึoงมีสมบัติสอดคล้องกับค่าพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนและค่าคงทีoไดอิเล็กทริก              
การวิเคราะห์เชิงปริมาณของ GTG ในสารสกัดใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
โดยใช้ reverse phase ทีoความยาวคลืoน 260 นาโนเมตร นอกจากนี 8 ยังมีการประเมินปริมาณ       
ฟีนอลิกทั 8งหมด และปริมาณฟลาโวนอยด์ทั 8งหมด รวมถึงการศึกษาฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระ             
ของสารสกัด โดยใ ช้ วิ ธี  DPPH assay (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) และ  FRAP assay      
(Ferric Reducing Antioxidant Power) อีกทั 8ง คํานวณค่า HOMO และ LUMO ของสาร GTG 
และเทียบกับสารมาตรฐาน ได้แก่ gallic acid, genistein, Trolox และ quercetin งานวิจัยนี 8         
ได้นําเสนออภิปรายเกีoยวกับความสมัพนัธ์ระหว่างพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน ค่าคงทีo   
ไดอิเล็กทริก ปริมาณสารพฤกษเคมี และฤทธิFต้านอนุมูลอิสระ ซึoงให้ข้อมูลเชิงลึกทีoมีประโยชน์     
ในการปรับปรุงกระบวนการสกัดให้มีประสิทธิภาพสูงสุด รวมถึงการทําความเข้าใจในกลไก        
ของฤทธิFต้านอนมุลูอิสระผา่นการวิเคราะห์ด้วยแนวคิดฟรอนเทียร์ออร์บิทลัเชิงโมเลกลุ 

วัตถุประสงค์ของการวจัิย 
1. เพืoอพฒันาวิธีวิเคราะห์ GTG ในสารสกดัเถาวลัย์เปรียงด้วยเทคนิค HPLC 
2. เพืoอพัฒนาการสกัดโดยการคดัเลือกตวัทําละลายทีoเหมาะสมสําหรับการสกัด GTG           

ในเถาวลัย์เปรียง โดยใช้พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน 
3. เพืoอวิเคราะห์ปริมาณ Total phenolic content (TPC) และ Total flavonoid content 

(TFC) ในสารสกดัเถาวลัย์เปรียง 
4. เพืoอศึกษาฤทธิFต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัในเถาวลัย์เปรียงด้วยเทคนิค DPPH และ 

FRAP assay 
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5. เพืoออธิบายกลไกการต้านอนุมูลอิสระของ GTG ด้วยทฤษฎี Frontier Molecular 
Orbital 

สมมตฐิานในการวจัิย 
1. ตวัทําละลายทีoแตกตา่งกนัจะทําให้สกดัปริมาณ GTG ได้แตกตา่งกนั 
2. ตวัทําละลายทีoแตกตา่งกนัจะทําให้สกดัปริมาณ TPC และ TFC ทีoแตกตา่งกนั 
3. สารสกดัทีoสกดัด้วยตวัทําละลายทีoตา่งกนัจะมีฤทธิFต้านอนมุลูอิสระทีoตา่งกนั 
4. สารทีoมีความแตกต่างระหว่างพลังงาน HOMO-LUMO ต่างกันจะมีฤทธิFต้านอนุมูล

อิสระทีoตา่งกนั 

ตัวแปรทีBศึกษา 
1. ตวัแปรอิสระ 

1.1 ตวัทําละลายในการสกดั GTG ในเถาวลัย์เปรียง 
1.2 วิธีวิเคราะห์ GTG ด้วยเทคนิค HPLC 
1.3 วิธีวิเคราะห์ปริมาณ TPC และ TFC 
1.4 วิธีทดสอบฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ 
1.5 HOMO และ LUMO energy 

2. ตวัแปรตาม 
2.1 ปริมาณ GTG ทีoวิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค HPLC ในตวัทําละลายชนิดตา่งๆ 
2.2 ปริมาณ TPC และ TFC ในสารสกดั 
2.3 ฤทธิFต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัเถาวลัย์เปรียงและสารทีoมีฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ 

ขอบเขตของการวจัิย 
1. พัฒนาวิธีวิเคราะห์และตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ GTG ในสารสกัด

เถาวลัย์เปรียงตามเกณฑ์การยอมรับของ ICH Guideline และ AOAC guideline 
2. พฒันาสารบริสทุธิF GTG จากสารสกดัเถาวลัย์เปรียง 
3. คดัเลือกตวัทําละลายในการสกดั GTG โดยใช้หลกัการ Hansen Solubility Parameters 
4. สกดัสารสกดัเถาวลัย์เปรียงโดยใช้ Ultrasonic-assisted extraction 
5. หาปริมาณ TPC โดยใช้ Folin-Ciocalteu Reagent method และหาปริมาณ TFC โดย

ใช้ AlCl3 colorimetric method 
6. ทดสอบฤทธิFต้านอนุมูลอิสระในเถาวัลย์เปรียงและสารบริสุทธิFด้วยเทคนิค DPPH 

assay และ FRAP assay 
7. ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างตัวทําละลายกับปริมาณ GTG, TPC และ TFC รวมถึง        

ฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ 
8. คํานวณค่า molecular orbital energy ของสารทีo มีฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่  

genistein, gallic acid, Trolox, quercetin และ  GTG พ ร้อมอธิบายความสัมพัน ธ์ ระหว่าง 
molecular orbital กบัฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ 
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นิยามศัพท์เฉพาะ  
1. สารสําคัญ หมายถึง สารประกอบทางเคมีในยาทีoมีผลต่อร่างกาย โดยพื 8นฐานเป็น

ส่วนผสมทีoทําให้ยาออกฤทธิF (Australia Government Department of Health and Aged Care, 
2023) 

2. GTG หมายถึง สารสําคัญทีoพบในเถาวัลย์เปรียงเป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ จัดอยู่              
ในกลุ่ม isoflavone glycosides ประกอบด้วยแกนโครงสร้างหลกั คือ genistein ทีoจบักับนํ 8าตาล       
สองชนิด คือ rhamnose และ glucose ผ่าน glycosidic bond ทีoตําแหน่ง C-7 ของ genistein    

โดยมีการเชืoอมต่อของนํ 8าตาลในลักษณะ α(1→6) จัดอยู่ในกลุ่มไดไกลโคไซด์ (diglycoside)    
(Lin, 2007) 

2. พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน หมายถึง ระบบพารามิเตอร์ทีoใช้ในการอธิบาย
ความสามารถการละลาย โดยเฉพาะการเลือกตวัทําละลายทีoเหมาะสมในการสกดัสารออกฤทธิF

หรือสารประกอบ โดยใช้หลกัการ “like dissolves like” (Hansen, 2007) 
3. ออร์บิทัลเชิงโมเลกุล หมายถึง บริเวณโมเลกุลทีo มีความน่าจะเป็นในการพบ      

อิเล็กตรอนสูง ซึoงเกิดจากการรวมกันของออร์บิทัลอะตอมกับอะตอมตั 8งแต่สองตัวขึ 8นไป               
โดยสามารถอธิบายความเสถียรทางเคมีและพฤติกรรมของโมเลกุล โดยเฉพาะอย่างยิoง                 
ในการศกึษาการเกิดพนัธะเคมีและปฏิกิริยาเคมีตา่ง ๆ (Atkins, 2014) 

กรอบแนวคดิการวจัิย 
 
 
 
 
 
 

ประโยชน์ทีBคาดว่าจะได้รับ 
1. ได้วิธีวิเคราะห์ปริมาณ GTG ในเถาวลัย์เปรียงทีoมีความถกูต้องและแมน่ยํา 
2. ได้สารสกดัเถาวลัย์เปรียงทีoมีปริมาณ GTG ปริมาณสงู 
3. ทราบความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณพฤกษเคมีและฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระของ

เถาวลัย์เปรียง 
4. สามารถอภิปรายความสัมพันธ์ระหว่าง Frontier Molecular Orbital กับฤทธิF ต้าน 

อนมุลูอิสระของสารจากธรรมชาติ 

วิธี วิเคราะห์สมุนไพรผสม
ด้วยเทคนิค HPLC ควบคุมคุณภาพสารสําคัญใน

เถาวลัย์เปรียง 
ตัวทําละลายและวิธีการสกดั
สารสําคญัในเถาวลัย์เปรียง 
 



 

 

บทที9 2 
การทบทวนวรรณกรรม 

ในการวิจยัครั 8งนี 8 ผู้ วิจยัได้ศกึษาเอกสารและงานวิจยัทีoเกีoยวข้อง และได้นําเสนอตามหวัข้อ
ตอ่ไปนี 8 

1. เถาวลัย์เปรียง 
2. สารสําคญั 
3. พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน 
ª. ออร์บิทลัเชิงโมเลกลุ 
5. วิธีการเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
6. การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ 
7. ปริมาณฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์ทั 8งหมด 
8. ฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ 

เถาวัลย์เปรียง 
ชืoอวิทยาศาสตร์ Derris scandens (Roxb.) Benth. 
ชืoอวงศ์ FABACEAE 
ชืoออืoนๆ - 
ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

ไม้เถาเนื 8อแข็ง กิoงมีช่องอากาศ หูใบรูปสามเหลีoยมขนาดเล็ก ใบประกอบมีใบย่อย        
±-©´ ใบ ก้านใบยาว ³-« ซม. มีหใูบย่อยขนาดเล็ก ใบรูปขอบขนานหรือแกมรูปไข่กลบั ยาว ´-® ซม.  
ใบปลายมีขนาดใหญ่กว่าเล็กน้อย โคนก้านใบพอง ยาว ©.«-« มม. ช่อดอกคล้ายช่อกระจะออก
ตามซอกใบ ยาว «-³® ซม. ก้านช่อยาว ©.«-« ซม. ดอกออกเป็นช่อกระจกุสั 8น ๆ โคนช่อคล้ายปุ่ ม 
ยาว ³-¬ มม. ใบประดบัรูปสามเหลีoยมขนาดเล็ก แต่ละช่อมี «-©² ดอก ก้านดอกยาว ¬-± มม.       
มีขนคล้ายไหม ใบประดบัยอ่ยขนาดเลก็ กลีบเลี 8ยงสีนํ 8าตาลแดงหรืออมเขียว เชืoอมติดกนั ประมาณ 
³ มม. กลีบบน ³ กลีบ กลีบล่าง ´ กลีบ ดอกสีขาวอมชมพู ยาวเท่า ๆ กัน มีก้านกลีบสั 8น ๆ          
กลีบกลางรูปไข่กลบักว้าง ยาว «-® ซม. ปลายเว้า กลีบปีกรูปใบหอก กลีบคู่ลา่งรูปเรือ เกสรเพศผู้  
©² อนั ติด ³ กลุ่ม ± อนั เชืoอมติดกนั ยาว ².±-©.³ ซม. ฝักแบน รูปแถบ ยาว ª.«-± ซม. ขอบบน
เป็นปีก กว้าง ©-³ มม. เมลด็แบน รูปรี ยาวประมาณ ­ มม. (มหาวิทยาลยัมหิดล, 2543) 

สรรพคณุ 
รสเฝืo อนเอียน ต้มรับประทานถ่ายเส้น ถ่ายกระษัย แก้เส้นเอ็นขอด ถ่ายเสมหะ                

ไม่ถ่ายอุจจาระ เหมาะกับการใช้ในโรคบิด ไอ หวัด ใช้ในเด็กทําให้เส้นเอ็นอ่อนลง ขับปัสสาวะ            
แก้ปัสสาวะพิการ (มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี, ม.ป.ป.) 
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สารสาํคัญ 
GTG (ภาพประกอบ 1) พบในสว่นเถาของเถาวลัย์เปรียง (Kamonthip Jutathis, 2016) 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ © แสดงสตูรโครงสร้างทางเคมีของ Genistein-7-O-[α-rhamnopyranosyl-

(1→6)]-β-glucopyranoside 

ต า ร า ง  ©  แ ส ด ง ร า ย ล ะ เ อี ย ด ข อ ง  Genistein-7-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-

glucopyranoside (Sae-Foo, 2024) 

พืชทีoพบสารสําคญั เถาวลัย์เปรียง 

สรรพคณุ 1. ต้านการอักเสบโดยการยับยั 8งเอนไซม์ 
cyclooxygenase และ lipoxygenase 

2. ออกฤทธิF คล้ายฮอร์โมนเอสโตรเจน 
(estrogenic activity) 

3. กระตุ้ นการเจริญของเซลล์ใน MCF-7 
cell line 

ลกัษณะทางกายภาพ ผงผลกึสีขาวถงึเหลืองออ่น 

สารประกอบ ฟลาโวนอยด์ 
สตูรเคมี C27H30O14 

มวลโมเลกลุ 578 g/mol 

การละลาย ละลายไ ด้ ดี ในตัว ทําละลายมีขั 8ว  เ ช่น  นํ 8า                  
เมทานอล และเอทานอล 

พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน 
พ า ร า มิ เ ต อ ร์ ก า ร ล ะ ล า ย ข อ ง แ ฮ น เ ซ น  ( Hansen Solubility Parameter: HSP)                       

เป็นแบบจําลองเชิงปริมาณทีoใช้ในการคาดการณ์การละลายของสาร โดยพิจารณาจาก                
แรงปฏิสัมพันธ์ระหว่างโมเลกุล ได้แก่ แรงระหว่างโมเลกุลทัoวไป เช่น dispersion force, polar 
force และ hydrogen bonding โดยการรวมกนัของทั 8ง 3 แรงสะท้อนถึงพลงังานยดึเหนีoยวภายใน
ของสาร (cohesive energy density) ซึoงสามารถใช้ทํานายการละลายหรือเข้ากันได้ของสารกับ
ของเหลวหรือตวัพาอืoน ๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Hansen, 2007) โดยสามารถหาความสมัพนัธ์
ของพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน ได้ดงัสมการ 
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δT=!δd2+δp2+δh2 

โดยทีo  δT คือ พารามิเตอร์การละลายรวม (total solubility parameter) ซึoงแสดงถึง
ตําแหน่งของสารใน Hansen space 

ในทางปฏิบติัค่าทีoใช้วดัความแตกต่างระหว่างพารามิเตอร์การละลายของสารสองชนิด  
ในระบบพิกัดสามมิติของพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน เรียกว่า Hansen distance (Ra)    
ซึoงเปรียบเทียบกับรัศมีการปฏิสัมพันธ์ (interaction radius: R0) เพืoอทํานายความสามารถ         
การละลาย โดยหาก Ra ≤	R0 แสดงถึงความเข้ากันได้หรือละลายได้ดีของสาร และ Ra > R0        
แสดงถึงสารมีความเข้ากันได้ตํoา ไม่ละลายกันหรือเข้ากันไม่ได้ (Barton, 1991) โดยสามารถหา
รัศมีของแฮนเซนได้ดงัสมการ 

Ra2=4(δ-δD2)
2+ (δP1-δP2)

2+ (δH1-δH2)
2 

โดยทีo  Ra คือ รัศมีของแฮนเซน (Hansen distance) 
δD คือ พารามิเตอร์แรงยดึเหนีoยวระหวา่งโมเลกลุ (dispersion force) 
δP คือ พารามิเตอร์โมเลกลุทีoมีขั 8ว (polar force) 
δH คือ พารามิเตอร์แรงพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen force) 
ดัชนี 1 และ 2 คือ สารสองชนิดทีoต้องการเปรียบเทียบ เช่น ตัวทําละลายกับ      

สารตวัอยา่ง 

ออร์บทิลัเชิงโมเลกุล 
ทฤษฎีโมเลกุลออร์บิทัล (Molecular Orbital Theory) เ ป็นแนวคิดพื 8นฐานในเคมี               

เชิงควอนตมัทีoอธิบายพฤติกรรมของอิเล็กตรอนในระดบัโมเลกลุ โดยเป็นการระบอุะตอมสามารถ
กระจายทัoวโมเลกลุได้ โดยเกิดจากการรวมเชิงเส้นของออร์บิทลัของอะตอม (Linear Combination 
of Atomic Orbitals: LCAO) เพืoอสร้างออร์บิทลัเชิงโมเลกลุ โดยออร์บิทลัเชิงโมเลกลุสามารถแบ่ง
ตามหน้าทีoออกเป็น 3 ประเภท ได้แก่ ออร์บิทลัพนัธะ (bonding orbital: σ, π) เพิoมความเสถียร
ของโมเลกุล ออร์บิทัลต้านพันธะ (antibonding orbital: σ*, π*) ลดความเสถียรของโมเลกุล        
และออร์บิทลัไมมี่พนัธะ (nonbonding orbital: n) ไมมี่ผลตอ่พนัธะโดยตรง 

ในการทํานายความไวของปฏิกิริยาเคมี โดยใช้การศกึษา Highest Occupied Molecular 
Orbital (HOMO) ออร์บิทัลเชิงโมเลกุลทีo มีระดับพลังงานสูงทีoสุดทีo มี อิ เล็กตรอนบรรจุอยู่                 
เป็นการบ่งชี 8ถึงโมเลกุลให้อิเล็กตรอนมากน้อยเพียงใด โดยหากค่า HOMO สูง มีแนวโน้ม               
ให้อิเล็กตรอนได้ดี แสดงถึงการมีฤทธิFต้านอนุมลูอิสระสงู และ Lowest Unoccupied Molecular 
Orbital (LUMO) ออร์บิทัลเชิงโมเลกุลทีoมีระดับพลังงานตํoาทีoสุดทีoยังไม่มีอิเล็กตรอนบรรจุอยู่      
เป็นการบ่งชี 8ถึงโมเลกุลรับอิเล็กตรอนมากน้อยเพียงใด โดยหากค่า LUMO สูง มีแนวโน้ม              
รับอิเล็กตรอนได้ง่าย และ HOMO-LUMO gap เป็นช่องว่างระหว่างพลงังาน หากช่องว่างแคบ
แสดงถงึโมเลกลุไวตอ่ปฏิกิริยาซึoงเป็นผลดีกบัฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ (Atkins, 2011) 
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วธีิการวเิคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
HPLC เป็นวิธีทีoใช้ประเมินทางเภสชักรรมและทางชีวภาพทั 8งเชิงคณุภาพและเชิงปริมาณ

ปรับเปลีoยนได้ ปลอดภยั เชืoอถือได้ และรวดเร็วสดุในการวิเคราะห์คณุภาพของส่วนผสมทางยา 
(คณะวิทยาศาสตร์ สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทหารลาดกระบงั, ม.ป.ป.) 

ชนิดของ HPLC 
1. Normal phase chromatography การแยกขึ 8นอยู่กับความมีขั 8ว โดยเฟสคงทีoเป็น

เฟสทีoมีขั 8วใช้ silica สว่นไมมี่ขั 8วใช้ Hexane, Chloroform และ Diethyl Ether 
2. Reverse phase ตรงข้ามกับ Normal phase chromatography โดยเฟสเคลืoอนทีo   

มีขั 8ว ดงันั 8น เฟสคงทีoจงึไมมี่ขั 8วหรือไมช่อบนํ 8า 
3. Size-exclusion คอลัมน์ผสมผสานกับโมเลกุลของสารตั 8งต้นทีoได้รับการควบคุม

อยา่งแมน่ยํา เนืoองจากความแตกตา่งในขนาดโมเลกลุ ทําให้สามารถแยกองค์ประกอบได้ 
4. Ion-exchange เฟสคงทีoมีพื 8นผิวทีoมีประจุตรงข้ามกับประจุตวัอย่าง เฟสเคลืoอนทีo   

คือ binary compound buffer ซึoงสามารถปรับระดับ pH และความแข็งแรงของไอออนได้     
(Mukherjee S, 2019) 

องค์ประกอบของเครืBอง HPLC 
1. Solvent reservoir ตัวทําละลาย หรือเฟสเคลืoอนทีo เป็นสารทีoอยู่ในภาชนะแก้ว          

ซึoงใน HPLC เป็นส่วนผสมของส่วนประกอบของเหลวทีoมีขั 8วและไม่มีขั 8ว โดยตวัทําละลายทีoมีขั 8ว
หรือไมมี่ขั 8วจะเปลีoยนไปขึ 8นอยูก่บัองค์ประกอบตวัอยา่ง 

2. Sample injector เ ข็ม ฉีดอาจ เ ป็นส่ วนผสมเ ดีo ยวห รือ โครงส ร้างส่ วนผสม
อิเลก็ทรอนิกส์ สําหรับฉีดสารเข้า HPLC 

3. Pump ดูดส่วนเคลืoอนทีoจากตัวทําละลายผ่านคอลัมน์ไปยังเครืo องตรวจวัด 
(Detector) ซึoงขึ 8นอยู่กับขนาดคอลัมน์ ขนาดอนุภาค อัตราการไหล และองค์ประกอบของ           
สว่นเคลืoอนทีo 

4. Column ทําจากสแตนเลสทีoสะอาด หน่วยมีพื 8นทีoประมาณ 50 มิลลิเมตร และ       
ยาว 300 มิลลิเมตร ระยะห่างด้านในประมาณ 2-5 มิลลิเมตร โดยมกับรรจสุว่นคงทีoขนาดโมเลกลุ
ตั 8งแต ่3 ถงึ 10 มิลลเิมตร 

5. Detector ตั 8งอยู่ในตําแหน่งไปทางคอลมัน์ทีoเสร็จสิ 8นการระบุการวิเคราะห์ขณะทีo
แยกออกจากคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยเครืoองตรวจจับทีoใช้บ่อย ได้แก่ UV-spectroscopy, 
fluorescence, mass spectrometric และตวัระบทุางเคมีไฟฟา้ (Mukherjee S, 2019) 

หลักการทาํงานของ HPLC  
กลไกการทํางาน (สภุาณี ดวงธีรปรีชา, 2561) 

HPLC เป็นเครืoองมือใช้สําหรับแยกสารประกอบและวิเคราะห์สารประกอบทีoผสม
อยู่ในตวัอย่าง ซึoงมีกระบวนการแยกสารประกอบระหว่างเฟส 2 เฟส ได้แก่ เฟสคงทีo (Stationary 
phase) ซึoงอยู่ในคอลมัน์ (Column) และเฟสเคลืoอนทีo (Mobile phase) คือ ตวัทําละลายอินทรีย์
ผสม โดยมีการทํางาน ดงันี 8 
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1. สารเข้าคอลัมน์โดยตัวทําละลายอินทรีย์ผสมเพืoอให้เกิดการแยกสาร       
โดยอาศยัการทําปฏิกิริยากบัสารทีoอยูภ่ายในคอลมัน์และความสามารถในการละลายของสารผสม 

2. สารผสมทีoอยู่ในตวัอย่างแยกออกจากกนัได้ขึ 8นอยู่กบัความเข้ากนัของสาร
กับ mobile phase หรือ stationary phase โดยแต่ละสารจะมีเวลาทีoอยู่ในคอลัมน์ (Retention 
time) เฉพาะตวั 

3. สารทีoถกูแยกออกมาจบัโดย Detector ทีoบนัทึกได้จากตวัตรวจวดัเป็นพีก 
(Peak) เรียกวา่ Chromatogram 

4. ในการวิเคราะห์จะนําพื 8นทีoใต้พีกของแตล่ะสารมาคํานวณผล เปรียบเทียบ
กบักราฟสารมาตราฐาน (Calibration curve) ทําให้ทราบปริมาณของสารตวัอยา่ง 

การชะสาร 
1. Isocratic elution การไหลของเฟสเคลืoอนทีoมีอตัราคงทีoตลอดกระบวนการ

ชะสาร 
2. Gradient elution การไหลของเฟสเคลืoอนทีoจะเปลีoยนแปลงทีละน้อยเป็น

ระยะในระหวา่งกระบวนการชะสาร 

การตรวจสอบความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์ 
System suitability parameters 

1. Specificity (ความเฉพาะเจาะจง) ความสามารถของวิธีในการจําแนกสารทีoสนใจ
วิเคราะห์ออกจากสารอืoน ๆ รวมถงึสารปนเปื 8อน สารทีoเกิดจากการสลายตวัและเมทริกซ์ 

2. Capacity factor (k’) บอกค่าความหน่วงของสาร ซึoงขึ 8นอยู่กับอัตราการไหล         
ความยาวคอลมัน์ และเส้นผา่นศนูย์กลางของคอลมัน์ โดยสามารถคํานวณได้จากสมการ 

k' = 
tr	- t0

t0
 

โดย tr คือ retention time ของพีก 
 t0 คือ เวลาทีoเฟสเคลืoอนทีoใช้เคลืoอนทีoในคอลมัน์ 

3. Resolution (Rs) บอกค่าความสามารถในการแยกสาร พิจารณาค่า Rf จาก
อตัราสว่นของระยะหา่งระหวา่งจดุสงูสดุ 2 จดุ โดยสามารถคํานวณได้จากสมการ 

R =
2(t2	-	t1)
W1+W2

 

โดย  t คือ retention time ของสาร 2 ตวัทีoแยกออกจากโครมาโทแกรม 
W คือ ความกว้างของพีกทีoฐานของสาร 2 ตวั 

4. Column efficiency (N) บอกประสิทธิภาพของคอลมัน์ จํานวน plate ในทางทฤษฎี
บง่ชี 8ถงึประสทิธิภาพของคอลมัน์ทีoดี โดยคอลมัน์มีขนาดตั 8งแต ่5,000 – 1,000,000 plates/number 
โดยสามารถคํานวณได้จากสมการ 

N = 16 #
tr

Wtan
$
2
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โดย R หรือ t คือ retention time  
         W คือ ความกว้างของพีกทีoฐาน 

5. Peak symmetry (Tailing factor: T) เป็นเกณฑ์ประเมินประสิทธิภาพของคอลมัน์ 
โดยสามารถคํานวณได้จากสมการ 

T =
W0.05

2f
 

โดย W0.05 คือ ความกว้างของพีกทีoความสงูร้อยละ 5 
       f คือ เวลาของสารจาก peak front ถงึ peak maximum 

6. %RSD ของ retention time (6 ซํ 8า) บอกความแม่นยําของวิธีวิเคราะห์ โดยสามารถ
คํานวณได้จากสมการ 

%RSD	=
S.D.

X
100 

โดย S.D. คือ คา่เบีoยงเบนมาตรฐานของ retention time 

       X	คือ คา่เฉลีoยของ retention time 
7. %RSD ของ peak area (6 ซํ 8า) บอกความแม่นยําของวิธีวิเคราะห์ โดยสามารถ

คํานวณได้จากสมการ 

%RSD =
S.D.

X
100 

โดย S.D. คือ คา่เบีoยงเบนมาตรฐานของ peak area 

       X คือ คา่เฉลีoยของ peak area 
Validation parameters 

1. Working range (ช่วงการใ ช้งาน)  ช่วงความเ ข้ม ข้นของสารทีo จะวัดตั 8งแต่              
ความเข้มข้นตํoาสุดถึงความเข้มข้นสูงสุดทีoวดัแล้วมีความถูกต้อง ความเทีoยงและความสมัพนัธ์    
เชิงเส้นตรงทีoยอมรับได้ 

2. Linearity (ความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง) ความสามารถของวิธีทีoจะทําให้วิเคราะห์แล้ว
ได้ผลการวิเคราะห์ทีoเป็นสดัสว่นกบัความเข้มข้นของสารทีoวิเคราะห์ในช่วงทีoกําหนด 

3. Accuracy (ความแม่นยํา) ความใกล้เคียงกันระหว่างค่าทีoได้จากการวิเคราะห์นั 8น 
เปรียบเทียบกบัคา่จริงหรือคา่อ้างอิงทีoเป็นทีoยอมรับ 

4. Precision (ความเทีoยง) ความใกล้เคียงกนัระหวา่งคา่ทีoได้จากการวิเคราะห์ตวัอย่าง
เดียวกนัซํ 8า หลาย ๆ ครั 8ง โดยตวัอยา่งต้องเป็นเนื 8อเดียวกนั ความเทีoยงแบง่ได้ 3 ระดบั ได้แก่ 

4.1 Repeatability คือ การแสดงความเทีoยงของการวิเคราะห์ชดุการวิเคราะห์ซํ 8า 
ทีoทําในสภาวะเดียวกนั ในระยะเวลาทีoหา่งกนัไมน่าน 

4.2 Intermediate precision คือ การแสดงความเทีoยงของการวิเคราะห์ชุด      
การวิเคราะห์ทีoทําซํ 8า โดยมีการเปลีoยนแปลงปัจจยัในการวิเคราะห์ในห้องปฏิบติัการเดียวกนั เช่น
เปลีoยนเครืoองมือ เปลีoยนผู้ วิเคราะห์ เปลีoยนวนั 
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4.3 Reproducibility คือ การแสดงความเทีoยงของการวิเคราะห์ ทีo ทําโดย
ห้องปฏิบติัการหลายห้อง โดยทัoวไปใช้ในการนําเสนอวิธีใหมที่oจะใช้เป็นวิธีมาตรฐาน 

5. Limit of Detection (ค่าทีoตํoาทีoสุดทีoตรวจวัดได้) ปริมาณตํoาสุดของสารทีoวิเคราะห์   
ในตวัอยา่งใด ๆ ทีoสามารถตรวจวดัได้ แตไ่มจํ่าเป็นต้องทราบวา่มีปริมาณทีoแน่นอนเทา่ใด 

6. Limit of Quantitation (ค่าทีo ตํo า ทีoสุดทีo วัดปริมาณได้)  ปริมาณตํoาสุดของสาร               
ทีoวิเคราะห์ในตวัอยา่งทีoสามารถตรวจหาเชิงปริมาณโดยมีความถกูต้องและความเทีoยงอยูใ่นเกณฑ์
ทีoเหมาะสม 

7. Robustness (ความคงทน) แสดงถงึประสทิธิภาพของวิธีวิเคราะห์วา่ยงัคงน่าเชืoอถือ 
ถงึจะมีการเปลีoยนแปลงบางตวัแปร 

เกณฑ์การยอมรับพารามิเตอร์ 
System suitability 

ตาราง 2 แสดงเกณฑ์การยอมรับของ System suitability ของเทคนิค HPLC 

Parameter Acceptance criteria 
Resolution (Rs) >2 

Column efficiency (N) >2500 
Tailing factor (T) ± 1.2 

%RSD ของ retention time (6 ซํ 8า) <2% 

%RSD ของ peak area (6 ซํ 8า) <2% 

 
Validation parameters 

ตาราง 3 แสดงเกณฑ์การยอมรับของ Validation parameters ของเทคนิค HPLC 

Parameter Acceptance criteria  

Accuracy %Recovery 95-105% 

Precision RSD<2% 
Linearity Correlation coefficient NLT 0.995 

Detection Limit (3xSD of intercept)/mean slope 
Qualitative Limit (10xSD of intercept)/mean slope 

Robustness RSD <2% (varies % of mobile phase, Temp±1 °C) 
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การวเิคราะห์ 
1. เชิงคณุภาพ 

1.1 การเปรียบเทียบค่า retention time คือ เวลาทีoใช้ในการทําให้ตวัถูกละลาย
เคลืoอนทีoได้เท่ากับ 1 คอลมัน์ ซึoงมีค่าเท่ากับความยาวของคอลมัน์ หารด้วยอตัราความเร็วของ   
การเคลืoอนทีoของตัวถูกละลายในโครมาโทแกรม โดยเริoมจากการวิเคราะห์สารตัวอย่างก่อน              
แล้ววิเคราะห์สารมาตรฐานทีoภาวะเดียวกนัเพืoอเปรียบเทียบ 

1.2 การ spiking เป็นวิธีทีoเหมาะในการระบุพีกแต่ละพีกว่าเป็นสารใด สําหรับ
สารทีoทราบชนิดและต้องการหาตําแหน่งของพีกแตล่ะพีก ซึoงทําได้โดยเติมสารมาตรฐานทีoเป็นชนิด
เดียวกบัสารตวัอยา่ง ลงในสารตวัอยา่ง ซึoงจะพบพีกของสารตวัอยา่งทีoเติมลงไป มีความสงูของพีก
หรือพื 8นทีoของพีกมากขึ 8น 

2. เชิงปริมาณ 
2.1 ความสงูของพีก (peak height) ซึoงได้จากสญัญาณไฟฟ้าของเครืoองตรวจวดั

สัญญาณ มีความสัมพันธ์โดยตรงกับปริมาณของสารทีoผ่านเข้าไป เป็นวิธีทีoง่ายและสะดวก         
แตค่วามสงูของพีกจะแปรเปลีoยนได้คอ่นข้างมาก 

2.2 การวดัพื 8นทีoของพีก (peak area measurement) ซึoงมีความสมัพนัธ์โดยตรง
กบัปริมาณของสารหรือความเข้มข้นสาร 

2.2.1 วิธีวดัด้วยหลายวิธี ได้แก่ 
2.2.1.1 Triangular โดยแบ่งเป็นการวัดแบบความกว้างของพีกทีo มี   

ความสงูครึoงหนึoง และวดัความกว้างของฐานพีก 
2.2.1.2 Planimetry ใช้ planimeter ในการวดัขนาดพื 8นทีoของพีก 
2.2.1.3 Cut and weight เป็นวิธีการตดัพีก แล้วนําไปชัoงนํ 8าหนกั 
2.2.1.4 Disc integrator เป็นเครืoองมือนบักระดาษพื 8นทีoโดยรวม 
2.2.1.5 Electronic digital integrator ใช้เครืoองมืออิเล็กทรอนิกส์ในการ          

นบัพื 8นทีo 
2.2.1.6 Computer 

2.2.2 วิเคราะห์หาปริมาณ ได้ดงัวิธีตอ่ไปนี 8 
2.2.2.1 External standard เ ป็ น วิ ธี ก า ร ทํ า  standard curve จ า ก           

สารมาตรฐาน โดยขนาดพื 8นทีoพีกของตวัอยา่งต้องอยูร่ะหวา่งพื 8นทีoพีกทีoน้อยทีoสดุของสารมาตรฐาน 
2.2.2.2 Internal standard ต้องมีการพิจารณาคุณสมบัติของสาร       

ต้องไม่เป็นองค์ประกอบสารตวัอย่าง ต้องแยกออกจากตวัอย่างได้ โดยทีoไม่ทําปฏิกิริยากับสาร    
ในตัวอย่างมีความบริสุทธิFมาก ต้องมีปริมาณใกล้เคียงกับสารตัวอย่าง และสารนั 8นจะต้องมี
ความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นทีoต้องการวิเคราะห์ ซึoงสามารถทําได้โดย 

2.2.2.2.1 วิ ธี  classical โดยการเติมสาร Internal standard ลงใน      
สารมาตรฐาน ซึoงจะได้ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้น พื 8นทีoพีกและ respond factor 

2.2.2.2.2 วิธี stock solution ประกอบด้วยสารละลายมาตรฐานทีoเติม 
Internal standard และสารละลายตวัอยา่งทีoเติม Internal standard ในปริมาณทีoเทา่กนั 
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2.2.2.2.3 วิธี Internal standard plot โดยการเตรียม 
2.2.2.2.3.1 สารละลายมาตรฐานทีoความเข้มข้นต่าง ๆ และ     

เติม Internal standard ในปริมาณทีoเทา่กนั 
2.2.2.2.3.2 สารละลายมาตรฐานผสม (Internal standard และ

สารละลายตวัอยา่ง) และเติมสารละลายตวัอยา่งทีoทราบปริมาณในสารละลายมาตรฐานผสม 
2.2.2.2.3.3 สารละลายตัวอย่าง (สารละลายตัวอย่างและ 

Internal standard) 
2.2.2.3 Standard addition เป็นการเติมสารมาตรฐานไปในสารตวัอยา่ง 

2.2.2.3.1 External standard และ Internal standard ใ ช้ วิ เคราะห์     
เมืoอสารตวัอยา่งมี 2-3 ตวั โดยนําสารตวัอยา่งไป spiking ด้วยสารมาตรฐานทีoทราบปริมาณ 

2.2.2.3.2 Standard addition calibration curve โ ด ย ก า ร เ ต รี ย ม
สารละลายมาตรฐานทีoความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วเติมสารตวัอย่างในปริมาณทีoเท่ากนั โดยสามารถหา
ความเข้มข้นของสารตวัอยา่งได้จากการลากเส้นประตอ่จากเส้นกราฟตดัแกน x จะได้คา่ความเข้มข้น
ของสารตวัอยา่ง (มหาวิทยาลยัราชภฏัสงขลา, ม.ป.ป.) 

ปริมาณฟีนอลิกและปริมาณฟลาโวนอยด์ทั lงหมด 

ปริมาณฟีนอลิกทั lงหมด 
สารประกอบฟีนอลิกเป็นกลุ่มของเมแทบอไลต์ทุติยภูมิจากพืชทีoมีความหลากหลาย

ทางโครงสร้าง ซึoงมีลักษณะเด่นคือการมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ติดอยู่กับวงแหวนอะโรมาติก 
(aromatic ring) สารกลุ่มนี 8พบได้อย่างแพร่หลายในอาหารจากพืช เช่น ผลไม้ ผกั ชา กาแฟ และ
ไวน์แดง และเป็นทีoยอมรับในด้านฤทธิFต้านอนมุลูอิสระทีoมีประสทิธิภาพ (Barbosa-Pereira, 2014; 
Pourreza, 2013) 

กลไกการออกฤทธิnต้านอนุมูลอสิระของสารประกอบฟีนอลิก 
สารประกอบฟีนอลกิสามารถแสดงฤทธิFต้านอนมุลูอิสระผา่นกลไกตา่ง ๆ ได้แก่ 

1. Hydrogen Atom Transfer (HAT) การให้อะตอมไฮโดรเจนเพืoอทําให้
อนมุลูอิสระมีความเสถียร 

2. Single Electron Transfer (SET) การถ่ายโอนอิเล็กตรอน จากโมเลกุล
หนึoงไปยงัอีกโมเลกลุหนึoง พบได้บอ่ยในกระบวนการออกซิเดชนั-รีดกัชนั (redox reactions) 

3. Sequential Proton Loss Electron Transfer (SPLET) กลไกแบบผสม
ระหวา่งการถ่ายโอนโปรตอนและอิเลก็ตรอน 

4. Metal Chelation การจับกับไอออนของโลหะ เ พืo อยับยั 8งปฏิ กิ ริยา
ออกซิเดชนัทีoเร่งโดยโลหะ (metal-catalyzed oxidation) (Thaipong et al., 2006) 

กลไกเหล่านี 8มีบทบาทร่วมกันในการปกป้องเซลล์และเนื 8อเ ยืoอจาก            
ความเสียหายทีoเกิดจากออกซิเดชัน ซึoงเป็นสาเหตุร่วมในพยาธิสภาพของโรคเรื 8อรังหลายชนิด 
(Singleton, 1999) 
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ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารฟีนอลิกกับศักยภาพในการต้าน     
อนุมูลอสิระ 

สารประกอบฟีนอลิกสามารถให้อิเล็กตรอนหรืออะตอมไฮโดรเจนเพืoอ          
ลดผลกระทบทีoเป็นอนัตรายของอนมุลูอิสระได้โดยตรง โดยทัoวไปตวัอย่างทีoมีปริมาณสารฟีนอลิก
สูงแสดงถึงศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระทีoสูงขึ 8น (Barbosa-Pereira, 2014) ดังนั 8น การวัด
ปริมาณฟีนอลิกทั 8งหมด จึงเป็นเทคนิคทีo ใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิจัยเพืoอประเมิน                  
การต้านอนมุลูอิสระ 

ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั lงหมด 
ฟลาโวนอยด์เป็นกลุ่มของสารประกอบโพลีฟีนอล (polyphenolic compounds)         

ทีoมีความหลากหลายทางโครงสร้าง และพบได้อย่างแพร่หลาย เช่น ผลไม้ ผกั ชา ไวน์ และโกโก้     
สารกลุม่นี 8เป็นทีoรู้จกักนัดีในด้านคณุสมบติัต้านอนมุลูอิสระ (antioxidant properties) ซึoงมีบทบาท
สําคญัตอ่การสง่เสริมสขุภาพและการปอ้งกนัโรค (Pietta, 2000) 

กลไกการออกฤทธิnต้านอนุมูลอสิระของฟลาโวนอยด์ 
1. การจับอนุมูลอิสระ (Free Radical Scavenging) ฟลาโวนอยด์สามารถให้

อิเล็กตรอนหรืออะตอมไฮโดรเจนเพืoอทําให้อนุมูลอิสระมีความเสถียร ส่งผลให้ลดออกซิเดชัน      
ในระดบัเซลล์ 

2. การจับโลหะ (Metal Chelation) ฟลาโวนอยด์สามารถจับกับไอออนของ   
โลหะหนกั เช่น เหลก็หรือทองแดง ช่วยปอ้งกนัปฏิกิริยาออกซิเดชนัทีoเร่งโดยโลหะ 

3. การยับยั 8งเอนไซม์ (Inhibition of Enzymes) ฟลาโวนอยด์สามารถยับยั 8ง     
การทํางานของเอนไซม์ทีoเกีoยวข้องกับการสร้างอนุมูลของออกซิเจน ช่วยลดความเสียหาย               
จากปฏิกิริยาออกซิเดชนัเพิoมเติม 

กลไกดงักล่าวข้างต้น ส่งผลให้ฟลาโวนอยด์มีบทบาทสําคญัในการป้องกันโรค    
ทีoเกีoยวข้องกบัการออกซิเดชนั เช่น โรคหวัใจและหลอดเลือด มะเร็ง และโรคเกีoยวกบัความเสืoอม
เรื 8อรัง 

ฤทธิnต้านอนุมูลอสิระ 

อนุมูลอสิระ (free radical) 
อนุมูลอิสระ เป็นโมเลกุลหรืออะตอมทีoไม่เสถียรเนืoองจากขาดอิเลกตรอน โดยปกติ

ร่างกายมีโมเลกลุหรืออะตอมทีoมีอิเลก็ตรอนอยูเ่ป็นจํานวนคู ่ในกรณีทีoร่างกายมีการเสียอิเลก็ตรอน
จากอนมุลูอิสระจะทําให้โมเลกลุของเซลล์ในร่างกายไมเ่สถียร ขาดสมดลุ สง่ผลให้เซลล์ในร่างกาย
เ สียหาย  โดยอนุมูล อิสระ  เช่ น  O2- Superoxide anion, OH- Hydroxyl radicle, Hydrogen 
Peroxide และ Lipid Peroxyl 

โดยการเกิดอนุมูลอิสระมีด้วยกันหลายสาเหตุด้วยกัน ตัวอย่างเช่น ร่างกาย              
ขาดวิตามินและเกลือแร่บางชนิด รังสียูวี มลพิษ สารเคมีปนเปื 8อน ยาฆ่าแมลง การรับประทาน
อาหารทีoผ่านการทอดด้วยอุณหภูมิสูง และสารปรุงแต่งอาหาร หรือแม้กระทัoงความเครียดและ
พักผ่อนไม่เพียงพอ (Wichaya Pongklam, ³«¬´) ปัจจัยดังกล่าวข้างต้นข้างต้น ทําให้เกิด 
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Oxidative stress ซึoงเป็นภาวะทีoเกิดขึ 8นเมืoอร่างกายขาดความสมดุลระหว่างอนุมูลอิสระและ      
สารต้านอนมุลูอิสระ ซึoงกระตุ้นให้เซลล์เกิดการอกัเสบและเสียหาย เมืoอเซลล์อกัเสบและเสียหาย
ติดตอ่กนัก็อาจเพิoมความเสีoยงของโรคบางอยา่งได้ (Pobpad, ม.ป.ป) 

การป้องกันการเกิด Oxidative stress เ ริo มจากการปรับสมดุลของอนุมูลอิสระ               
ให้เหมาะสม ซึoงเป็นคุณสมบัติทีoพบได้เฉพาะในสารต้านอนุมูลอิสระ (Pobpad, ม.ป.ป)                  
ซึoงเป็นสารประกอบทีoทําให้ระบบภูมิคุ้ มกันในร่างกายทํางานได้อย่างมีประสิทธิภาพยิoงขึ 8น            
ซึoงช่วยต้านอนมุลูอิสระทีoร่างกายสร้างขึ 8นมาไม่ให้อนมุลูอิสระสร้างความเสียหายให้กบัเซลล์ หรือ
ทําลายระบบภมิูคุ้มกนัได้ โดยปกติร่างกายสร้างสารต้านอนมุลูอิสระได้เอง และสร้างน้อยลงเมืoอ
อายมุากขึ 8น แตเ่มืoอเทียบกนัแล้วอนมุลูอิสระนั 8นเกิดขึ 8นในร่างกายได้เร็วกวา่มาก แตส่ารต้านอนมุลู
อิสระทีo ร่างกายผลิตขึ 8นเองอย่างเดียวอาจไม่เพียงพอทีoจะยับยั 8งของเสียเหล่านี 8 จึงมีแหล่ง             
จากภายนอกร่วมด้วย ซึoงพบได้มากในกลุ่มวิตามินเอ วิตามินซี วิตามินอี แอสตาแซนธิน             
กรดแอลฟาไลโปอิก เบตาแคโรทีน ลทีูน ไลโคปีน ซีลีเนียม และโอเมก้า-3 (Wichaya Pongklam, 
³«¬´) จากคุณสมบติัข้างต้นของสารต้านอนุมูลอิสระนั 8น ถือเป็นคุณสมบติัทีoดีและมีประโยชน์   
โดยทําการทดสอบฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ ได้ดงันี 8 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay 
DPPH เป็นอนุมูลทีoมีความเสถียรมาก เนืoองจากการแยกออกจากอนุมูลในวงแหวน    

อะโรมาติก การทดสอบ DPPH ทีoทําให้เป็นกลาง ขึ 8นอยูก่บัการให้อิเลก็ตรอนหรืออะตอมไฮโดรเจน
จากสาร ต้านอนุมูล อิสระ  โดยอิ เล็กตรอนคู่ โดดเ ดีo ยวของอนุมูล  DPPH ดูดกลืนแสง                               
ทีoความยาวคลืoน 517 นาโนเมตร ให้สีม่วงเข้ม แต่เมืoออิเล็กตรอนคู่โดดเดีoยวได้รับอิเล็กตรอน          
สีจะเริo มเปลีoยนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองอ่อน (Bibi Sadeer et al., 2020) สามารถคํานวณ                
ได้ดงัสมการ 

DPPH radical scavenging activity (%) = 
[(Abs control- Abs sample)]

Abs control
x100  

  โดยทีo Asample คือ คา่ดดูกลืนแสงของสารตวัอยา่ง 
         Acontrol คือ คา่ดดูกลืนแสงของ DPPH (มานอก & ลิ 8มเจริญ, 2558) 

ข้อดี 
1. เป็นวิธีทีoง่าย ราคาถูกและมีความรวดเร็ว เนืoองจากอนุมลูมีความเสถียร

และไมจํ่าเป็นต้องสร้างขึ 8น 
2. สามารถแสดงปริมาณสารต้านอนมุลูอิสระในระบบชีวภาพทีoซบัซ้อน 
3. เวลาในการกําจดัอนมุลู คือ 30 นาที ทําให้ DPPH สามารถทําปฏิกิริยาได้ 

อยา่งมีประสทิธิภาพ ถงึแม้จะเป็น weak antioxidants 
4. ผลลพัธ์สามารถทําซํ 8าได้และเทียบเคียงได้กบัวิธีการกําจดัอนมุลูอืoน ๆ 
5. มีประสิทธิภาพสําหรับสารประกอบทีoไม่เสถียรทางความร้อน เนืoองจาก

การกําจดัอนมุลูอิสระวดัได้ทีoอณุหภมิูห้อง 
6. มีความไวสงู 
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ข้อจํากดั 
1. DPPH เป็นอนมุลูอิสระทีoไมพ่บในร่างกาย 
2. อนมุลูอิสระ DPPH ละลายเฉพาะตวัทําละลายอินทรีย์ (lipophilic)  
3. DPPH มีแนวโน้มทีoจะทําปฏิกิริยากบัอนมุลูอิสระอืoน ๆ ทีoมีอยู่ในตวัอย่าง 

ทีoทดสอบ 
4. DPPH มีความไวตอ่ Lewis bases 
5. เมืoอสัมผัสกับแสงค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH มีแนวโน้มลดลง              

จงึจําเป็นต้องทําการวิเคราะห์ในทีoมืด (Bibi Sadeer et al., 2020) 

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay 
หลักการของสารต้านออกซิเดชันทีoสามารถถ่ายเทอิเล็กตรอนให้กับสารประกอบ

เชิงซ้อนของเฟอร์ริก [Fe(III)(TPTZ)2]3+ ทําให้เกิดการเปลีoยนรูปเป็นสารประกอบเชิงซ้อน              
ของเฟอร์รัส [Fe(II)(TPTZ)2]2+ จากสารละลายสีเหลืองจะถูกเปลีoยนเป็นสารละลายสีนํ 8าเงินม่วง 
โดยปริมาณของ [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ทีoเกิดขึ 8น คือ ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน     
โดยดูดกลืนแสงทีoความยาวคลืoน 593 นาโนเมตร (บัณฑรวรรณ ธุระพระ et al., 2559)                   
เมืoอมีสารต้านอนมุลูอิสระจะเปลีoยนจากสีเหลืองใสเป็นสีนํ 8าเงินเข้มหรือนํ 8าเงินมว่ง 

ข้อดี 
1. วิธีทีoทําได้งา่ยและราคาไมแ่พง 
2. ทําซํ 8าได้สงูและมีความไวสงู 
3. สามารถตรวจตัวอย่างทางชีวภาพได้หลากหลาย และสารสกัดอินทรีย์ 

ของยา อาหาร และพืช 
ข้อจํากดั ไมจํ่าเพาะเจาะจง (Bibi Sadeer et al., 2020) 



 

 

บทที9 3 
วธีิดาํเนินการวจิยั 

สารเคมี อุปกรณ์และเครืBองมือ 
สารเคมี 

1. เถาวลัย์เปรียง (ร้านโพธิFประดิษฐ์, กรุงเทพมหานคร) 
2. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, 

USA) 
3. Acetronitrile (Chromatography-grade) (Merck, Darmstadt, Germany) 
4. Ethanol (Merck, Darmstadt, Germany) 
5. Ferrous sulfate (FeSO4) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 
6. Formic acid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 

7. Genistein-7-O-α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-glucopyranoside (GTG)  
(ศาสตราจารย์ ดร. วราภรณ์ ภตูะลนุ คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น) 

8. Methanol (Chromatography-grade) (Merck, Darmstadt, Germany) 
เครืBองมือ 

1. Analytical Balance 4 Digits and 5 Digits (METTLER TOLEDO, Mettler-Toledo 
International Inc., Switzerland) 

2. HPLC (YL clarity® YL 9100, YL Instrument, Korea) 
3. HPLC (Preparative) (YL9100, YL Instrument, Korea) 
4. Microplate Reader (ClarioStar, BMG Labtech, Ortenberg, Germany) 
5. Rotary Evaporator (BÜCHI, BÜCHI Labortechnik AG, Switzerland) 
6. Sonicator (GT SONIC, GT SONIC Technology Co., Ltd., China) 
7. Vacuum Filtration (GAST®, USA) 
8. Water Purification System (aqua MAX™, YOUNGLIN Instrument, Korea) 

อุปกรณ์ 
1. Beaker 
2. Dropper 
3. Erlenmeyer flask 
4. Filter paper Whatman No.41 (Whatman, Cytiva, United Kingdom) 
5. Mesh No.60 
6. Micropipette (Rainin, Mettler-Toledo, USA) 
7. Multi channel pipette (Sartorius™ Biohit™ Proline™, Sartorius, Finland) 
8. Nylon membrane filter ข น า ด  0.45 µm (CNW Technologies, ANPEL 

Laboratory Technologies (Shanghai) Inc., China) 
9. Pipette 
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10. Stirring rod 
11. Vial 

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง 
1. ชัoงผงเถาวลัย์เปรียง 10 กรัม ผสมกบัตวัทําละลายในอตัราส่วน 1:10 (w/v) โดยเตรียม

แยกตามชนิดของตวัทําละลาย 
2. นําไปผ่านกระบวนการ Sonication โดยใช้คลืoนเสียงความถีoสูง (Ultrasonic waves) 

เป็นเวลา 30 นาที 
3. กรองด้วยเครืoองกรองสญุญากาศ (Vacuum filtration) 
4. นํามาสกดัซํ 8าอีก 2 ครั 8ง โดยใช้ตวัทําละลายใหมท่กุครั 8ง 
5. รวมสารสกดัทั 8งหมด และนําไประเหยแห้ง (Rotary evaporator) 
6. ชัoงนํ 8าหนกัสารสกดัแห้ง 
7. เก็บรักษาทีoอณุหภมิู -20 °C 

การเตรียมสาร GTG ภายในห้องปฏบัิตกิาร (In-house GTG) 
สารสกัดหยาบด้วยนํ 8าจากเถาวัลย์เปรียง ปริมาณ 1 กรัม ละลายซํ 8าในนํ 8าปริมาตร            

10 มิลลิลิตร หลงัจากนั 8นจึงทําการแยกชั 8นด้วยเอทิลอะซีเตตปริมาตร 10 มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั 8ง        
เพืoอแยกสารประกอบทีoไมช่อบนํ 8า (non-polar compounds) ออกจากสารสกดัทีoอยูใ่นนํ 8า สารสกดั
ทีoได้จากกระบวนการแยกชั 8น นําไปฉีดเข้าสู่ระบบ semi-preparative HPLC เพืoอทําการแยกและ
ทําให้บริสทุธิF 

ระบบ semi-preparative HPLC ทีoใช้ในงานวิจัยนี 8 คือ YL9100 series (YL Instrument 
Co., Yongin City, South Korea) โดยใ ช้คอลัม น์  Thermo Scientific™ Hypersil™ PREP C8 
HPLC (ขนาด 250 x 20 มม., อนุภาค 10 ไมครอน; Waltham, MA, USA) เฟสเคลืoอนทีo (mobile 
phase) ประกอบด้วยนํ 8าและเมทานอลในอัตราส่วน 1:1 (50%) flow rate 5 มิลลิลิตร/นาที          
โดยใช้ความยาวคลืoน 260 นาโนเมตร และเวลา 40 นาที สารสกัดเตรียมไว้ทีoความเข้มข้น           
100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ injection volume 2 มิลลิลิตร ส่วนของสารทีoได้ประกอบด้วย GTG 
ถูกทําให้แห้งด้วยเครืo อง rotary evaporator จากนั 8น ทําการตรวจสอบยืนยันสารดังกล่าว              
โดยการเปรียบเทียบ retention time และมวลโมเลกุล (mass spectra) กับสารมาตรฐาน GTG 
โดยใช้เทคนิค LC-MS 

การวเิคราะห์ GTG ในเถาวัลย์เปรียงด้วยเทคนิค HPLC 
1. การพิสจูน์อตัลกัษณ์ของ GTG ด้วยเทคนิค HPLC-MS 

การแยกสารใช้คอลัมน์ Agilent Eclipse Plus C18 RRHD (ขนาด 2.1 × 100 มม. 
ขนาดอนุภาค 1.8 ไมครอน; Böblingen, Germany) อุณหภูมิคอลัมน์ 25°C และอุณหภูมิของ

ตวัอย่างใน autosampler 10 °C flow rate 0.5 มิลลิลิตร/นาที โดยมีองค์ประกอบของเฟส A คือ 
กรดฟอร์มิก 0.1% ในนํ 8าบริสุทธิF และเฟส B คือ กรดฟอร์มิก 0.1% ในอะซิโตไนไตรล์ วิเคราะห์
ภายใต้ gradient elution โดยเริoมต้นด้วยเฟส B ทีoความเข้มข้น 5% นาน 5 นาที จากนั 8นเพิoมเป็น 
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40% ภายในเวลา 5 นาที และเพิoมเป็น 70% ภายในเวลาอีก 5 นาที จากนั 8นคงทีo ทีo  70%                
เป็นเวลา 5 นาที ก่อนลดกลบัเป็น 5% ภายในเวลา 10 นาที และคงไว้ทีo 5% อีก 10 นาที อณุหภมิู

ของคอลัมน์ 25 °C และ injection volume 5 ไมโครลิตร ระบบ LC ถูกเชืoอมต่อกับเครืo อง           
Mass spectrometer	 แ บ บ  single quadrupole รุ่ น  Agilent 6130 (Agilent Technologies, 
Waldbronn, Germany) ซึoงใช้อินเตอร์เฟสแบบ electrospray ionization (ESI) การเก็บข้อมลูและ
วิเคราะห์ผลดําเนินการผ่านซอฟต์แวร์ OpenLab (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) 
การตรวจวัดด้วย LC-MS แบบ single quadrupole (SQ-MS) ดําเนินการอยู่ในโหมด selected 
ion monitoring (SIM) พารามิเตอร์ทีoใช้ในระบบ Mass spectrometer ประกอบด้วย Capillary 

voltage +3,000 โวลต์  Drying gas flow 3.0 ลิตร /นาที  ทีo อุณหภู มิ  300 °C และ Nebulizer 
pressure 20 psi โดยใช้ไนโตรเจน ทั 8งในโหมดการไอออนไนซ์แบบประจุบวก (ESI+) และ          
แบบประจลุบ (ESI-) 

2. การหาปริมาณสาร GTG ในสารสกดัจากเถาวลัย์เปรียง ด้วยเทคนิค HPLC-PDA 
ระบบทีo ใ ช้  คือ  Agilent 1260 Infinity II series (Santa Clara, CA, USA)  ระบบนี 8

ประกอบด้วย quaternary pump, autosampler, multi-column thermostat และ photodiode 
array detector (PDA) ใ ช้คอลัม น์  ACE 5 C18-AR (ขนาด  4.6 × 250 มม .  ขนาดอนุภาค                     
5 ไมครอน) จาก Aberdeen, Scotland ร่วมกบัคอลมัน์การ์ดชนิด C18 ของบริษัท Phenomenex 
(ขนาด 4 × 3 มม. ขนาดอนภุาค 5 ไมครอน) จาก Torrance, CA, USA เฟสเคลืoอนทีoประกอบด้วย 
เฟส A คือ กรดฟอร์มิก 0.1% ในนํ 8าบริสทุธิF และเฟส B คือ กรดฟอร์มิก 0.1% ในอะซีโตไนไตรล์                
ตัวอย่างทีoผ่านการเตรียมล่วงหน้าจะถูกวิเคราะห์ภายใต้ gradient elution เริo มต้นทีo เฟส B         
ความเข้มข้น 15% และเพิoมขึ 8นเป็น 25% ภายในเวลา 20 นาที จากนั 8น เพิoมเฟส B ต่อเนืoองจนถึง 
90% ภายใน 5 นาที คงระดบั 90% นี 8ไว้อีก 5 นาที ลดระดบักลบัไปทีo 15% ภายใน 3 นาที และ
คงไว้ทีoระดบันี 8อีก 7 นาที โดยมีอตัราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที ทีoความยาวคลืoน 260 นาโนเมตร 
อุณหภูมิคอลัมน์ 25 °C และ injection volume 10 ไมโครลิตร วิธีวิเคราะห์ทีoพัฒนาขึ 8นได้รับ       
การทดสอบความเหมาะสมของระบบและการตรวจสอบความถกูต้องเพืoอให้เป็นไปตามมาตรฐาน
ทีoกําหนดโดย International Council for Harmonisation (ICH) (Guideline, 2022) เช่นเดียวกับ 
AOAC Guideline 2016 (Paez et al., 2016) 

การคาํนวณพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน 
คา่พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน (Hansen Solubility Parameters: HSPs) สําหรับ

สาร GTG ถูกคํานวณโดยใช้วิธีการหาค่าจากกลุ่มโครงสร้าง (group contribution method)  
ตามทีo  Stefanis และคณะ ไ ด้อ ธิบายไ ว้  โดยอิงจากโครงส ร้างโมเลกุลของสาร  GTG                          
โดยคา่พารามิเตอร์ประกอบด้วย dispersion force (δd), dipolar intermolecular force (δp) และ 
hydrogen bonding energy (δh) ซึoงคํานวณโดยใช้สมการ (1), (2) และ (3) ตามลําดบั 

δd=	%∑ NiCi+W∑ MjDj+17.3231ji ' MPa1 2⁄   (1) 

δp=	%∑ NiCi+W∑ MjDj+7.3548ji '	MPa1 2⁄    (2) 
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δhb= %∑ NiCi+W∑ MjDj+7.9793ji ' MPa1 2⁄    (3) 

โดยทีo  (Ci) หมายถึง ค่าการมีส่วนร่วมของกลุ่มโครงสร้างลําดับทีoหนึoง (first-order 
group) ประเภททีo i ซึoงปรากฏอยูใ่นโครงสร้างเปา้หมายจํานวน (Ni) ครั 8ง 

(Dj) หมายถึง ค่าการมีส่วนร่วมของกลุ่มโครงสร้างลําดบัทีoสอง (second-order 
group) ประเภททีo j ซึoงปรากฏอยูจํ่านวน (Mj) ครั 8ง 

คา่คงทีo (W) กําหนดให้ เทา่กบั 0 สําหรับสารประกอบทีoไมมี่โครงสร้างลําดบัทีoสอง 
และเทา่กบั 1 หากมีโครงสร้างลําดบัทีoสองปรากฏอยู ่

ตัวทําละลายทีoมีค่า HSP ใกล้เคียงกับของสาร GTG จะได้รับการเลือกให้เป็น     
ตวัทําละลายสําหรับการสกดั ความเข้ากนัได้ระหวา่งตวัทําละลายกบัสารทีoต้องการสกดั พิจารณา
จากคา่รัศมี (Ra) ซึoงคํานวณได้จากสมการ (4) 

Ra2= 4 %δdi-δdj'
2
+%δpi-δpj'

2
+%δhi-δhj'

2
  (4) 

โดยทีo i หมายถงึ คา่พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนของสารละลาย (solute) 
j หมายถงึ คา่พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนของตวัทําละลาย (solvent) 

การวเิคราะห์ความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์ 
การวิ เคราะห์สาร GTG ใช้ระบบโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  (High-

Performance Liquid Chromatography: HPLC) ภายใต้เงืoอนไขดงันี 8: 
ศกึษาสภาวะทีoเหมาะสมของเฟสเคลืoอนทีoในการแยกสารด้วยเทคนิค HPLC 

1. เครืoอง Agilent 1260 Infinity II series (Santa Clara, CA, USA) ประกอบด้วย 
1.1 Quaternary pump 
1.2 Autosampler 
1.3 Multi-column thermostat 
1.4 Photodiode array detector 

2. ศกึษาคอลมัน์ทีoใช้ในการแยกสาร 
2.1 Column:  ACE 5 C18-AR (ขนาด  4.6 × 250 มม.  ขนาดอนุภาค 5 

ไมครอน) จาก Aberdeen, Scotland 
2.2 Guard column: Phenomenex C18 (ขนาด 4 มม. × 3 มม. × 5 ไมครอน) 

จาก Torrance, CA, USA 
3. ศกึษาวฏัภาคเคลืoอนทีo (Mobile phase) 

3.1 เฟส A: 0.1% Formic acid ใน Deionized water 
3.2 เฟส B: 0.1% Formic acid ผสมกบั Acetronitrile 

4. ศกึษาการชะสารแบบ Gradient 
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เริoมต้นเฟส A 85% เฟส B 15% จากนั 8นเฟส A ความเข้มข้น 85% ปรับเป็น 
75% ภายในเวลา 20 นาที จากนั 8นลดเฟส A กลบัเป็น 10% ภายใน 5 นาที และคงทีoไว้อีก 5 นาที 
และเพิoมขึ 8นเป็น 85% ภายใน 3 นาที และคงระดบันี 8อีก 7 นาที 

5. ศกึษาสภาวะทีoใช้ในการวิเคราะห์ 
5.1 Flow rate 1 มิลลลิติร/นาที 
5.2 Wavelength 260 นาโนเมตร 
5.3 Temperature 25 องศาเซลเซียส 
5.4 Injection volume10 ไมโครลติร 

การตรวจสอบความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์ 
วิธีการ HPLC ได้รับการตรวจสอบความถูกต้องตามแนวทางของ AOAC โดยประเมิน

พารามิเตอร์ต่าง ๆ ได้แก่ ความเป็นเชิงเส้น (linearity), ค่าทีo ตํoาสุดในการตรวจวัด (LOD)            
คา่ทีoตํoาสดุในการหาปริมาณ (LOQ) ความแมน่ยํา (accuracy) และความเทีoยงตรง (precision) 

ความจาํเพาะ (Specificity) 
ความจําเพาะของการวิเคราะห์ด้วย HPLC ได้ รับการประเมินโดยการ

เปรียบเทียบโครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน GTG กับสารละลายตัวอย่าง โดยวัดค่าทีo             
ความยาวคลืoน 260 นาโนเมตร พบว่าสญัญาณของพีกมาตรฐานสามารถแยกออกจากพีกอืoน ๆ                     
ในโครมาโทแกรมของตัวอย่างได้อย่างชัดเจน โดยพิจารณาจาก retention time ทีoแตกต่างกัน 
นอกจากนี 8 ความจําเพาะยังได้รับการยืนยันเพิoมเติมโดยการวิเคราะห์ซํ 8า 3 ครั 8ง ทั 8งในส่วนของ    
สารมาตรฐานและตวัอยา่ง 

ความเป็นเชิงเส้น (Linearity) 
calibration curve แบบ 6 จุด สร้างขึ 8นจากความเข้มข้นทีoของ GTG ในช่วง       

25 -  150 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (µg/mL) โดยแสดงค่าความสัมพันธ์เ ชิงเ ส้น (correlation 
coefficient) มากกว่า 0.995 ซึoงเป็นไปตามแนวทางของ AOAC การวัดทั 8งหมดดําเนินการ         
ทําซํ 8า 3 ครั 8ง 

ค่าทีBตํBาสุดในการตรวจวัด (LOD) และค่าทีBตํBาสุดในการหาปริมาณ (LOQ) 
จากสมการเชิงเส้นทีoได้ ค่าทีoตํoาสุดในการตรวจวัด (LOD) และค่าทีoตํoาสุดในการหา

ปริมาณ (LOQ) โดยคํานวณได้ดงันี 8 
LOD = 3.3 × (ค่าเบีoยงเบนมาตรฐานของจดุตดัแกน Y) / (ค่าเฉลีoยของความชนั

ของกราฟ) 
LOQ = 10 × (ค่าเบีoยงเบนมาตรฐานของจุดตดัแกน Y) / (ค่าเฉลีoยของความชนั

ของกราฟ) 
โดยทีoค่าของ LOD และ LOQ ได้จากการคูณ 3.3 และ 10 ตามลําดบั กับอตัราส่วนของ  

คา่เบีoยงเบนมาตรฐานของกราฟตอ่ความชนัเฉลีoย 
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ความแม่นยาํ (Accuracy) 
การประเมินประสทิธิภาพ %recovery ของวิธี HPLC ทีoพฒันาขึ 8น ดําเนินการโดย

การเติมสารมาตรฐาน GTG ลงในตวัอยา่ง (spiked sample) ทีoความเข้มข้น 3 ระดบั ได้แก่ 40, 80 
และ 120 ไมโครกรัม/มิลลลิติร (µg/mL) จากนั 8นคํานวณโดยเปรียบเทียบคา่ความเข้มข้นทีoตรวจวดั
ได้กบัคา่ทีoทราบแน่นอนของตวัอย่างทีoเติมสารเข้าไป ความแม่นยําของวิธีได้รับการยืนยนัจากการ
วิเคราะห์ซํ 8า 3 ครั 8งในแตล่ะระดบั 

ความเทีBยงตรง (Precision) 
ความเทีoยงตรงของวิธีการได้รับการประเมินโดยการตรวจสอบความสามารถใน

การทําซํ 8า (repeatability) ผ่านการฉีดตวัอย่างต่อเนืoอง 3 ครั 8งในวนัเดียวกนั ทีoระดบัความเข้มข้น
ตํoา กลาง และสูง สําหรับการประเมิน ความเทีoยงตรงระหว่างวัน (intermediate precision)           
ได้ทําการฉีดตัวอย่าง 3 ครั 8งในวันต่างกัน โดยใช้ความเข้มข้นระดับเดียวกัน ค่าร้อยละของ         
สว่นเบีoยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) ของเปอร์เซน็ต์การกู้ คืนเฉลีoย ถกูนํามาใช้ในการประเมิน                   
ความเทีoยงตรงของวิธีนี 8 

ปริมาณสารฟีนอลิกทั lงหมดและสารฟลาโวนอยด์ทั lงหมดในสารสกัดจากเถาวัลย์เปรียง 
ปริมาณฟีนอลิกทั lงหมด 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลทั 8งหมด (Total Phenolic Content: TPC) วิเคราะห์โดยใช้
วิธีของ Folin-Ciocalteu ซึoงมีการปรับเปลีoยนให้เหมาะสมกับเมทริกซ์ของตวัอย่าง ในขั 8นตอนนี 8 
สารละลาย Folin-Ciocalteu ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารสกัดเถาวลัย์เปรียงทีoความเข้มข้น 
300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และตั 8งไว้ให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 5 นาที หลงัจากนั 8น เติมสารละลาย
โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ทีoความเข้มข้น 75 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ  
ปรับปริมาตรรวมของสารผสมให้เป็น 10 มิลลิลิตรด้วยนํ 8ากลัoน จากนั 8นบ่มสารละลายไว้ทีo
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 90 นาที เพืoอให้การเกิดสีสมบูรณ์ ต่อมาทําการวัดค่าการดูดกลืนแสง           
ทีoความยาวคลืoน 765 นาโนเมตร เทียบกบั blank โดยสร้างกราฟมาตรฐานของ gallic acid ในช่วง
ความเข้มข้นระหว่าง 10 ถึง 40 ไมโครโมลาร์ และแสดงค่าผลการวิเคราะห์ TPC เป็น mg GAE/g 
dried weight ตวัอยา่งแตล่ะชดุถกูวิเคราะห์ซํ 8า 3 ครั 8ง (triplicate) เพืoอความน่าเชืoอถือทางสถิติ 

ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั lงหมด 
ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั 8งหมด (Total Flavonoid Content: TFC) โดยทําการดดัแปลง

จ า ก  colorimetric method ส า ร ล ะ ล า ย อ ะ ลู มิ เ นี ย ม ค ล อ ไ ร ด์  ( AlCl3) ทีo ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น                                 
8 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถูกเติมลงในสารสกัดตัวอย่างทีoมีความเข้มข้น              
300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และทําการผสมด้วยเครืoอง vortex เพืoอให้สารละลายผสมกันอย่าง
สมํoาเสมอหลังจากบ่มทีoอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชัoวโมง ทําการวัดค่าการดูดกลืนแสง 
(absorbance) ทีoความยาวคลืoน 415 นาโนเมตร เทียบกับ blank เพืoอหาความเข้มข้นของ            
ฟลาโวนอยด์ โดยสร้างกราฟมาตรฐานจาก quercetin ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 15 ถึง 80       
ไมโครโมลาร์ ค่าผลลัพธ์ของ TFC แสดงเป็น mg QE/g dried weight การวิเคราะห์ทั 8งหมด
ดําเนินการซํ 8า 3 ครั 8ง (triplicate) เพืoอความถกูต้องและความน่าเชืoอถือของข้อมลู 
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ฤทธิnต้านอนุมูลอสิระของเถาวัลย์เปรียง 
การทดสอบฤทธิnต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ DPPH (2,2–diphenyl–1–picrylhydrazyl) 

โดยเติมสารสกดั 100 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย DPPH ในเอทานอล (ความเข้มข้น 
0.6 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั 8นเขย่าผสมเพืoอให้สารทําปฏิกิริยากนัอย่างทัoวถึง 
ตั 8งทิ 8งไว้เป็นเวลา 30 นาทีในทีoมืดทีoอณุหภมิูห้อง หลงัจากนั 8นวดัคา่การดดูกลืนแสงทีoความยาวคลืoน 
520 นาโนเมตร ด้วยเครืoอง microplate reader โดยใช้ตัวควบคุมเป็น DPPH ทีoความเข้มข้น
เดียวกนัแตไ่มมี่สารสกดัผสม 

ความสามารถในการกําจัดอนุมูล อิสระ (Radical Scavenging Activity; RSA)             
ถกูคํานวณเป็นเปอร์เซน็ต์ของการเปลีoยนแปลงสีของ DPPH ตามสมการตอ่ไปนี 8 

RSA (%) = [(Acontrol – Asample)/Acontrol] × 100% 

โดยทีo  A control คือ คา่การดดูกลืนแสงของ DPPH  
           A sample คือ คา่การดดูกลืนแสงของสารละลาย DPPH กบัสารตวัอยา่ง 

ค่าความเข้มข้นทีoสามารถยับยั 8งอนุมูลอิสระได้ 50% (IC50) ถูกคํานวณโดยใช้การ 
linear regression analysis เพืoอแสดงความสามารถต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่าง โดยการ
วิเคราะห์ทุกชุดตัวอย่างถูกทําซํ 8า 3 ครั 8ง (triplicate) เพืoอความน่าเชืoอถือและความแม่นยําของ
ข้อมลู 

การทดสอบฤทธิn ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Ferric Reducing Antioxidant Power 
(FRAP) 

สําหรับการทดสอบฤทธิFในการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี Ferric Reducing Antioxidant 
Power (FRAP) ได้เตรียมสารละลายปฏิกิริยา FRAP (working solution) ใหม่ โดยประกอบด้วย
บัฟเฟอร์อะซีเตต 300 มิลลิโมลาร์ ประกอบด้วย C2H3NaO2·3H2O ปริมาณ 3.1 กรัม และ 
CH3COOH ปริมาณ 16 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้อยู่ทีo 3.6 สารละลาย TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-
triazine ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ในกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 40 มิลลิโมลาร์ และสารละลาย
เฟอร์ริกคลอไรด์ (FeCl3·6H2O) ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ โดยใช้เฟอร์รัสซัลเฟต (FeSO4)       
เป็นสารมาตรฐาน 

ในการวิเคราะห์ นําสารละลายตวัอย่าง หรือสารมาตรฐานความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย FRAP ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันด้วย   
เครืoอง vortex จากนั 8นตั 8งไว้ให้เกิดปฏิกิริยาในทีoมืดทีoอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้วทําการ      
วดัคา่การดดูกลืนแสงของสารประกอบเชิงซ้อน Fe-TPTZ ทีoความยาวคลืoน 593 นาโนเมตร 

ค่าการดูดกลืนแสงทีoได้จะถูกแทนค่าในสมการกราฟมาตรฐานของ FeSO4 (µg/mL) 
และแสดงผลในรูป µg/mL FeSO4/g dried weight 

การคาํนวณด้วยทฤษฎีฟังก์ชันความหนาแน่น (DFT) 
การวิจัยนี 8ใช้ซอฟต์แวร์ Avogadro ในการสร้างโครงสร้างทางเคมีเบื 8องต้น (Hanwell et 

al., 2012) จากนั 8นได้ทําการปรับค่าพิกัด xyz ให้เหมาะสม (optimized xyz coordinates)           
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และนําค่าพิกัดเหล่านี 8มาใช้ในการเตรียมไฟล์อินพุตของ Orca (.inp) โดยใช้วิธี restricted 
Hartree-Fock (RHF) ร่วมกบัชดุ def2-SVP 

จากนั 8นทําการรัน Orca (Neese, 2022) กับไฟล์อินพุตดังกล่าว โดยเปิด Command 
Prompt แบบผู้ดแูลระบบ (Administrator Command Prompt) เปลีoยนไดเรกทอรีไปยงัทีoเก็บไฟล์ 
. inp แ ล ะ ใ น ก ร ณี ทีo ไ ด้ ทํ า ก า ร เ พิo ม  Orca ไ ว้ ใ น ตัว แ ป ร ร ะ บ บ  ( system PATH variable)                        
แล้วสามารถใช้คําสัoงดงันี 8 

 

ภาพประกอบ ³ system PATH variable 

ไฟล์ Molden ถูกนํามาแสดงผลด้วยซอฟต์แวร์ IboView (เวอร์ชัน 20211019) (Knizia)    
ซึoงถูกใช้ในการคํานวณ Intrinsic Bond Orbital (IBO) รวมทั 8งใช้ในการวิเคราะห์โครงสร้าง
เรขาคณิตของโมเลกลุและการแสดงผลของออร์บิทลัเชิงโมเลกลุ (Molecular Orbital: MO) 
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บทที9 4 
ผลการทดลอง 

การเตรียม GTG ของเถาวัลย์เปรียงในห้องปฏบัิตกิาร 
เนืoองจากสาร GTG ยงัไม่มีการจําหน่ายในเชิงพาณิชย์ ดงันั 8น การศึกษาวิจยัทีoเกีoยวข้อง

กบัสาร GTG จงึต้องมีการสกดัและแยกสารจากพืชทีoมีปริมาณ GTG สงู จากการศกึษาก่อนหน้านี 8
พบว่า GTG เป็นสารสําคัญหลักทีoพบในการสกัดด้วยนํ 8าจากเถาวัลย์เปรียง (Sae-Foo, 2024)      
ในการศึกษาสาร GTG สกดัจากลําต้นของเถาวลัย์เปรียง โดยใช้นํ 8าเป็นตวัทําละลาย จากนั 8นใช้
เอทิลอะซีเตตเป็นตวัแยกสารประกอบทีoไม่ชอบนํ 8าออกจากสารสกดันํ 8า สว่นของสารทีoสกดัด้วยนํ 8า
จะถกูทําให้เข้มข้นด้วยการระเหยแห้ง แล้วนําไปแยกสาร GTG โดยใช้เทคนิค semi-preparative 
HPLC โครมาโทแกรมทีoได้แสดงไว้ภาพประกอบ 3 สารออกมาในช่วงเวลา 24.8 ถึง 26.2 นาที     
ถูกเก็บรวบรวมและระเหยตวัทําละลายออกเพืoอเตรียมสาร GTG ภายในห้องปฏิบติัการสําหรับ 
การวิเคราะห์ในขั 8นตอนตอ่ไป 

การพสูิจน์อัตลักษณ์ของ GTG ในเถาวัลย์เปรียง 
เพืoอระบุสาร GTG ทีoเตรียมขึ 8นภายในห้องปฏิบัติการ (in-house GTG) และสาร GTG     

ในเถาวลัย์เปรียง ได้มีการใช้เทคนิควิเคราะห์หลายวิธี ได้แก่ โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู
ร่วมกับตัวตรวจจับแบบโฟโตไดโอดแอเรย์  (HPLC-PDA) การวิ เคราะห์สเปกตรัมรัง สี
อลัตราไวโอเลต (UV) และโครมาโทกราฟีของเหลวร่วมกบัแมสสเปกโตรเมตรี (LC-MS) 

โดยสารมาตรฐาน GTG ได้รับความอนเุคราะห์จาก ศาสตราจารย์ ดร.วราภรณ์ ภู่ตะลนุ 
จากคณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น ประเทศไทย (Braga et al., 2020) ผลการวิเคราะห์
ด้วย HPLC-PDA ทีoแสดงในภาพประกอบ 4A พบว่า พีกของ GTG จากสารมาตรฐาน GTG        

ภาพประกอบ ´ โครมาโทแกรมจากการวิเคราะห์ด้วย Semi-preparative HPLC เถาวลัย์เปรียง
ทีoความยาวคลืoน 260 นาโนเมตร 
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สารสกัดด้วยเอทานอล และสารสกัดด้วยนํ 8า มี retention time ตรงกันทีo 12.95 นาที แสดงว่า         
สารดงักลา่วเป็นชนิดเดียวกนั 

สําหรับการวิเคราะห์ด้วยสเปกตรัม UV ตามทีoแสดงในภาพประกอบ 4B พบว่าสาร GTG 
ทีoเตรียมขึ 8นและสารมาตรฐาน GTG แสดงรูปแบบการดดูกลืนแสงเหมือนกนั โดยมีคา่การดดูกลืน
สงูสดุ (λmax) ทีo 260 นาโนเมตร 

นอกจากนี 8 การวิเคราะห์ด้วย LC-MS ยงัตรวจพบไอออนทีoเกิดจากการแตกตวัของโมเลกลุ 
(m/z) เท่ากับ 579.2 ในโหมดประจุบวก (positive ion mode) ตามทีoแสดงในภาพประกอบ 4C    
ซึoงสอดคล้องกบัมวลโมเลกลุของสาร GTG คือ 578 Da. ตามทีoรายงานโดย (Sae-Foo, 2024) 

(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(B) 
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(C) 

ภาพประกอบ 4 (A) โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน GTG ตวัอยา่ง GTG ทีoเตรียมขึ 8นภายใน
ห้องปฏิบติัการ และสารสกดัเอทานอลและนํ 8าจากเถาวลัย์เปรียงทีoความยาวคลืoน 260 นาโนเมตร

โดยใช้ UV detection (B) สเปกตรัมรังสีอลัตราไวโอเลตของ GTG (C) สเปกตรัมมวลของสาร 
GTG ทีoเตรียมขึ 8นภายในห้องปฏิบติัการในโหมดประจบุวก (positive mode) 

การเลือกตัวทาํละลายสาํหรับการสกัด GTG ในเถาวัลย์เปรียง 
การสกดัสาร GTG จากเถาวลัย์เปรียง ต้องมีการเลือกตวัทําละลายเพืoอให้ได้ผลทีoดีทีoสดุ 

ขณะเดียวกันก็ต้องลดความเป็นพิษให้น้อยทีoสุด รวมถึงคํานึงถึงปัจจัยด้านสิoงแวดล้อมและ     
ความยัoงยืนในการใช้ตวัทําละลาย ด้วยหลายปัจจยัมีผลตอ่กระบวนการคดัเลือกตวัทําละลาย เช่น 
ความมีขั 8วของสาร GTG ประสิทธิภาพของวิธีการสกัดทีoใช้ หรือสมบติัทางเคมีของตวัทําละลาย    
ทีoอาจใช้ในการสกดัครั 8งนี 8 ใช้อตัราสว่นของเอทานอลและนํ 8าในหลายอตัราสว่น ร่วมกบัวิธีการสกดั
ด้วยคลืoนเสียงความถีoสงู (Ultrasonic extraction method) 

Hansen Solubility Parameter (HSP) เป็นแบบจําลองทีoพิจารณาแรงระหว่างโมเลกุล      
3 ชนิด ได้แก่ dispersion forces (δd) ,polarity (δp) และ hydrogen bonding (δh) ซึoงช่วยอธิบาย
ความสามารถของตวัทําละลายในการละลายสาร GTG ของลกัษณะทางโมเลกุลของสาร จาก
ตาราง 4 พบคา่ δd, δp และ δh ทีoคํานวณของสาร GTG เทา่กบั 19.8610, 12.2874 และ 35.5022 
ตามลําดบั 
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ตาราง ª การทํานายคา่พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน (Hansen Solubility Parameters) 

ของสาร GTG 

Group Ni Ci (NiCi)d (NiCi)p (NiCi)h 

1st-order  𝛅D 𝛅P 𝛅H    
CH3 1 -0.9714 -

1.6448 
-0.7813 -0.9714 -1.6448 -0.7813 

CH2 1 -0.0269 -
0.3045 

-0.4119 -0.0269 -0.3045 -0.4119 

CH 4 0.6450 0.6491 -0.2018 2.5800 2.5964 -0.8072 
>CHOH 6 0.1123 0.2564 -0.1928 0.6738 1.5384 -1.1568 
ACOH 2 0.5288 1.1010 6.9580 1.0576 2.2020 13.9160 

AC 2 0.8446 0.6187 0.0084 1.6892 1.2374 0.0168 
ACH 6 0.1105 -

0.5303 
-0.4305 0.6630 -3.1818 -2.5830 

-CH=C< 1 0.5372 -
0.9024 

-1.8872 0.5372 -0.9024 -1.8872 

>C=C< 1 0.3592 1.0526 -15.4659 0.3592 1.0526 -
15.4659 

>C=O 1 -0.4343 0.7905 1.8147 -0.4343 0.7905 1.8147 
OH 4 -0.3462 1.1404 7.1908 -1.3848 4.5616 28.7632 
O 5 0.0472 3.3432 0.9256 0.2360 16.7160 4.6280 
   SNiCi  4.9786 24.6614 26.0454 

Group Mj  Dj  (MiDi)d (MiDi)p (MiDi)h 

2nd-order  𝛅D 𝛅P 𝛅H    
AC-O-C 2 0.2568 0.8153 0.6092 0.5136 1.6306 1.2184 

ring of 6 carbon 2 -0.3874 -
3.6432 

0.0000 -0.7748 -7.2864 0.0000 

ring of 5 carbon 3 -0.6681 -
2.3430 

-0.3079 -2.0043 -7.0290 -0.9237 

cyclic-OH 2 -0.0876 -
3.5220 

0.5914 -0.1752 -7.0440 1.1828 

        
   SMiDj  -2.4407 -19.7288 1.4775 

SNiCi 4.9786 24.6614 26.0454 
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SMiDj -2.4407 -19.7288 1.4775 

Constant (C) 17.3231 7.3548 7.9793 

SNiCi + SMiDj + C 19.8610 12.2874 35.5022 

 
ค่ารัศมี (Ra) ระหว่างพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนของสารตวัถูกละลาย (GTG) 

และตวัทําละลาย เป็นปัจจยัสําคญัในการเลือกตวัทําละลายทีoเหมาะสมสําหรับการสกดัสาร GTG 
จากเถาวลัย์เปรียง ค่า Ra นี 8ช่วยชี 8ให้เห็นถึงความเข้ากันได้ของสารกับตวัทําละลาย โดยอิงจาก
พารามิเตอร์แรงกระจาย ความมีขั 8ว และพนัธะไฮโดรเจน โดยคา่ Ra ทีoตํoา หมายถึง ความสามารถ
ในการละลายร่วมกนัทีoสงูขึ 8น และแรงปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโมเลกุลทีoแข็งแรงยิoงขึ 8นระหว่างสารกบั    
ตัวทําละลาย (Jeon et al., ³²³«) จากตาราง 5 ค่า Ra ระหว่าง GTG กับนํ 8า เท่ากับ 19.45       
GTG กบัเอทานอล เท่ากบั 20.07 ในขณะทีoตวัทําละลายผสมมีค่า Ra ตํoากว่าตวัทําละลายเดีoยว 
ได้แก่ เอทานอล 80% เท่ากบั 17.46 เอทานอล 60% เท่ากบั 15.91 เอทานอล 50% เท่ากบั 15.60              
เอทานอล 40% เทา่กบั 15.74 และ เอทานอล 20% เทา่กบั 16.98 ผลลพัธ์เหลา่นี 8บง่ชี 8วา่สาร GTG 
มีความสามารถในการละลายได้ดีทีoสดุในเอทานอล 50% ซึoงสามารถอธิบายได้จากค่า Ra ทีoตํoา
ทีoสดุในกลุม่ตวัทําละลายนํ 8ากบัเอทานอล 

ตาราง « คา่รัศมี (Ra) ทีoคํานวณได้จากคา่พารามิเตอร์การละลายของฮนัเซน (HSP) ของ GTG กบั

ตวัทําละลายเอทานอล-นํ 8า 

Name Hansen Solubility Parameters Ra 

Solute 𝛅D 𝛅P 𝛅H  
GTG 19.8610 12.2874 35.5022  

Solvent     
100% Ethanol 15.8 8.8 19.4 20.07 
80% Ethanol 15.76 10.24 23.98 17.46 
60% Ethanol 15.72 11.68 28.56 15.91 
50% Ethanol 15.74 12.40 30.85 15.60 
40% Ethanol 15.68 13.12 33.14 15.74 
20% Ethanol 15.64 14.56 37.72 16.98 
0% Ethanol 15.5 16 42.3 19.45 
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การวเิคราะห์ความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC สาํหรับการหาปริมาณ GTG 
ในสารสกัดจากเถาวัลย์เปรียง 

วิธีการวิเคราะห์ GTG ในสารสกัดจากเถาวัลย์เปรียง ได้รับการพัฒนา retention time 
สําหรับ GTG อยู่ ทีo  12.95 นาที ดังแสดงในภาพประกอบ 4A วิธีการวิเคราะห์นี 8อยู่ภายใต้             
การทดสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability testing) และการตรวจสอบ              
ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) เพืoอให้เป็นไปตามมาตรฐานทีoกําหนดโดย 
International Council for Harmonisation (ICH) (Guideline, 2022) และแนวทางของ AOAC 
2016 (Paez et al., 2016) การวิเคราะห์สารสกดัเอทานอล 20% จากเถาวลัย์เปรียง ทําซํ 8า 6 ครั 8ง
ภายใต้สภาวะโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) โดย injection volume 10 ไมโครลติร 
ความเหมาะสมของระบบสําหรับ GTG ได้รับการยืนยนัวา่อยูใ่นเกณฑ์ทีoยอมรับได้ โดยมีคา่ร้อยละ
ของค่าเบีoยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ของเวลาการเก็บรักษาและพื 8นทีoพีก (peak area) 
น้อยกว่า 2% การฉีดแต่ละครั 8งให้ค่า column efficiency มากกว่า 2,500 โดยมีค่า tailing factor 
น้อยกว่า ±1.01 จํานวน theoretical plates ทําหน้าทีoเป็นมาตรวัดโดยตรงของประสิทธิภาพ
คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยจํานวน theoretical plates ทีoสงูขึ 8นบ่งชี 8ถึงการแยกทีoมีประสิทธิภาพ
มากขึ 8น ส่งผลให้พีกมีความคมชดัและมีรูปร่างทีoดีขึ 8นในระหว่างการชะสารวิเคราะห์ นอกจากนี 8    
ค่า resolution ทีoได้นั 8นมากกว่า 2.0 ผลการวิจยัยืนยนัว่าวิธีดงักล่าวเป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับ 
ทีoระบไุว้ในแนวทางของ ICH ดงัแสดงในตาราง 6 รายละเอียดผลการตรวจสอบ ความถกูต้องของ
วิธีนําเสนอในตาราง 7 ดงันี 8 

Linearity (ความเป็นเชิงเส้น) กราฟเทียบของสาร GTG แสดงความสมัพนัธ์เชิงเส้นในช่วง
ความเข้มข้นระหวา่ง 25 ถงึ 150 ไมโครกรัม/มิลลลิติร โดยมีคา่สมัประสทิธิFสหสมัพนัธ์ (correlation 
coefficient) เทา่กบั 1 (ภาพประกอบ 5) ซึoงเป็นไปตามเกณฑ์ขั 8นตํoาทีoต้องมากกวา่ 0.995 

Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ) จากสมการเชิงเส้น พบวา่ 
ค่าส่วนเบีoยงเบนมาตรฐานของจุดตดัแกน y (y-intercept) เท่ากับ 2.690 และค่าความชันเฉลีoย  
ของสมการ เท่ากับ 22.759 ดังนั 8น ค่าความเข้มข้นของ LOD และ LOQ คํานวณได้เป็น 0.39 
ไมโครกรัม/มิลลลิติร และ 1.18 ไมโครกรัม/มิลลลิติร ตามลําดบั 

Accuracy (ความแม่นยํา) ค่า %recovery เฉลีoยของสารมาตรฐาน GTG ทีoความเข้มข้น 
40, 80 และ 120 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เท่ากับ 98.90%, 99.21% และ 99.10% ตามลําดับ              
โดยค่า %recovery ทั 8งหมดอยู่ในช่วงทีoยอมรับได้ทีo 95% ถึง 105% ตามแนวทางของ AOAC 
Guideline 2016 

Precision (ความเทีoยงตรง) ผลการศึกษาพบว่า ค่าร้อยละของส่วนเบีoยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ (%RSD) สําหรับความสามารถในการทําซํ 8าภายในวันเดียว (intra-day repeatability)   
อยูใ่นช่วง 0.48% ถึง 1.93% สว่น %RSD ของความเทีoยงตรงระหวา่งวนั (inter-day intermediate 
precision) อยู่ในช่วง 0.76% ถึง 1.30% ซึoงค่าทั 8งหมดอยู่ในเกณฑ์ทีoยอมรับได้ คือ ไม่เกิน 3.7% 
ตามแนวทางของ AOAC Guideline 2016 

ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี (method validation) แสดงให้เห็นว่า วิธีการ           
ทีoพฒันาขึ 8นเป็นไปตามเกณฑ์ทีoกําหนดไว้ใน AOAC Guideline 2016 ตามรายละเอียดในตาราง 7 
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ตาราง ¬ ผลการทดสอบความเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ 

Parameters % RSD 
of 

Retention 
time 

% RSD of 
Peak area 

Resolution Number of 
Theoretical plate 

Tailing 
factor 

Acceptance  
criteria 

≤ 2% ≤ 2% > 2 2500 ± 1.2 

Results 0.15 1.57 3.12 25,423 ± 1.01 

ตาราง ­ ผลการตรวจสอบความเทีoยงตรงและความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ 

Linearity Linear Equation R2 
LOD 

(µg/ml) 
LOQ 

(µg/ml) 

 
Y = 22.783X + 5.213 0.9999 

0.39 1.18 Y = 22.796X + 5.852 0.9999 
Y = 22.697X + 0.906 0.9999 

mean Y = 22.759X + 3.990 1   

 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ ª กราฟมาตรฐานของ GTG 
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Day 
Concentration (µg/mL) 

%Recovery 
Mean 

recovery 
SD %RSD 

Actual Found 
1 40 39.87 99.67 98.90 0.7417 0.75 
 40 39.53 98.83    
 40 39.28 98.20    
 80 79.97 99.96 99.21 0.7175 0.72 
 80 78.82 98.53    
 80 79.31 99.14    
 120 119.66 99.71 99.10 0.5719 0.58 
 120 118.82 99.02    
 120 118.30 98.58    

2 40 39.94 99.85 98.61 1.4872 1.51 
 40 39.61 99.02    
 40 38.78 96.96    
 80 79.68 99.59 99.68 0.6894 0.69 
 80 79.22 99.03    
 80 80.32 100.40    
 120 118.31 98.59 98.46 0.6947 0.71 
 120 118.90 99.09    
 120 117.26 97.71    
3 40 39.18 97.95 98.32 1.8939 1.93 
 40 40.15 100.37    
 40 38.65 96.63    
 80 79.13 98.91 98.46 0.4691 0.48 
 80 78.79 98.49    
 80 78.38 97.98    
 120 117.67 98.06 98.15 0.8601 0.88 
 120 118.86 99.05    
 120 116.80 97.34    
Inter-Day  
(n = 9) 

Concentration 
(µg/mL) 

 Mean 
recovery 

SD %RSD 

 40   98.61 1.2847 1.30 
 80   99.11 0.7654 0.77 
 120   98.57 0.7522 0.76 
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ตราความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ GTG ทีBสกัดได้กับพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน 
(Hansen Solubility Parameters) และค่าคงทีBไดอเิล็กทริก (Dielectric Constants) 

การสกัดด้วยคลืoนเสียงความถีoสงู (Ultrasonic-Assisted Extraction: UAE) โดยใช้ระบบ
ตวัทําละลายนํ 8ากับเอทานอล (aqueous-ethanol solvent systems) ได้รับการยอมรับว่าเป็นวิธี        
ทีoมีประสิทธิภาพสงูในการสกดัสารออกฤทธิFทางชีวภาพ โดยเฉพาะอย่างยิoงกลุม่ฟลาโวนอยด์ เช่น 
GTG ในเชิงเทคนิคการสกดัด้วยคลืoนเสียงความถีoสงูช่วยเพิoมอตัราการสกดั (extraction kinetics) 
ผ่านการเกิดฟองโพรงอากาศ (cavitation bubbles) ซึoงทําให้ผนงัเซลล์ของพืชแตก สง่ผลให้ GTG 
สามารถละลายและถูกสกัดออกมาได้อย่างมีประสิทธิภาพมากขึ 8น (Şahin et al., 2016)           
เทคนิคการสกัดนี 8อาศัยพลังงานคลืoนเสียงและอัตราส่วนตัวทําละลายทีoเหมาะสม เพืoอเพิoม           
ทั 8งปริมาณผลผลิตและประสิทธิภาพการสกัด ในการศึกษานี 8 การสกัด GTG จากเถาวลัย์เปรียง       
โดยใช้ตัวทําละลายนํ 8ากับเอทานอลได้ถูกออกแบบอย่างเป็นระบบ เพืoอเพิoมปริมาณสาร GTG       
ทีoสกดัได้ โดยใช้อตัราส่วนของนํ 8าและเอทานอลหลายอตัราส่วนเป็นตวัทําละลายในกระบวนการ
สกัดด้วยคลืoนเสียงความถีoสูง จากภาพประกอบ 4A และภาพประกอบ 6 พบว่า retention time 
ของ GTG อยู่ทีoประมาณ 12.95 นาที โดยตรวจพบสญัญาณของสารทีoมีขั 8ว (polar compounds) 
ในช่วงเวลาคงอยู่ ตํo ากว่า 5 นาที ในสารสกัดทีo มี เอทานอล 0% ถึง 60% ในทางกลับกัน                  
สารทีoไม่มีขั 8ว (non-polar compounds) พบในช่วงเวลาคงอยู่ทีoมากกว่า 25 นาที จากสารสกัด         
ทีoมีเอทานอล 40% ถึง 100% จากรายงานของ Sukhonthasilakun et al. (2023) พบว่า การสกดั
ด้วยเอทานอล 95% ให้ผลผลิตของสาร lupalbigenin และ isoflavones อืoน ๆ ในปริมาณทีoสงูกวา่ 
(Sukhonthasilakun et al., 2023) 

ภาพประกอบ « โครมาโทแกรมของสารสกดัเอทานอล-นํ 8า จากเถาวลัย์เปรียงทีoความยาวคลืoน 260 
นาโนเมตร โดยใช้ UV detection 

GTG 
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จากข้อมูลทีoแสดงในตาราง 8 พบความเข้มข้นของสาร GTG สูงทีoสุดในสารสกัด               
เอทานอล 50% ขณะทีoความเข้มข้นตํoาทีoสุดพบในสารสกัดเอทานอล 100% ผลการทดลอง       
แสดงถึงตัวทําละลายผสมนํ 8าและเอทานอล (aqueous-ethanol) มีความเหมาะสมในสําหรับ     
การสกัดสาร GTG จากเถาวัลย์เปรียง ดังนั 8น การประยุกต์ใช้เทคนิคการสกัดด้วยคลืoนเสียง     
ความถีoสงู (UAE) ร่วมกบัระบบตวัทําละลายเอทานอลกบันํ 8า จึงเป็นแนวทางทีoมีประสิทธิภาพสงู
สําหรับการสกดั GTG จากเถาวลัย์เปรียง ความสมัพนัธ์เชิงปริมาณระหว่างปริมาณของสาร GTG 
และรัศมีของพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน (Ra) มีพื 8นฐานมาจากหลกัการ ความสามารถ   
ในการละลายขึ 8นอยู่กับระดบัความใกล้เคียงกันระหว่างพารามิเตอร์การละลายของ GTG และ                 
ตัวทําละลาย ในบริบทนี 8 พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนถูกใช้เป็นกรอบการวิเคราะห์         
แบบสามมิติ เพืoอทํานายความสามารถในการละลายของสาร การเลือกใช้ตวัทําละลายนํ 8าและ     
เอทานอลมีวัตถุประสงค์เพืoอลดค่ารัศมี (Ra) ให้น้อยทีoสุด โดยตัวทําละลายทีoเหมาะสมทีoสุด        
ต้องมีค่าพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนทีoใกล้เคียงกับค่าของ GTG มากทีoสุด จากข้อมูล                 
ในตาราง 8 และภาพประกอบ 7 พบว่า ปริมาณของ GTG ทีoได้จากการสกัดมีความสมัพนัธ์กับ   
คา่รัศมี (Ra) ทีoตํoากวา่ พบวา่ เอทานอล 50% ซึoงมีคา่ Ra ตํoาทีoสดุ อยู่ทีo 15.60 มีปริมาณสาร GTG 
สูงทีoสุด คือ 6.83 ± 0.06 mg/g dried weight ในขณะทีo เอทานอล 100% ซึoงมีค่า Ra สูงทีoสุด          
อยูที่o 20.07 มีปริมาณสาร GTG ตํoาทีoสดุ คือ 1.47 ± 0.02 mg/g dried weight 

ผลการศกึษานี 8บง่ชี 8ว่า พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนเป็นเครืoองมือทีoมีประสิทธิภาพ
ในการคัดเ ลือกตัวทําละลายทีo เหมาะสม เพืoอ เ พิoมประสิทธิภาพในการสกัดสาร GTG                      
จากเถาวลัย์เปรียง 

ตาราง ® รัศมีของพารามิเตอร์การละลายแฮนเซน (Ra) ค่าคงทีo ไดอิเล็กทริก (dielectric 
constants) และปริมาณ GTG ในตวัทําละลายตา่ง ๆ (จํานวนตวัอยา่ง n = 3) 

Solvents Ra Dielectric constant 

(e) 

GTG contents 
(mg/g dried weight) * 

100% Ethanol 20.07 24.30 1.47 ± 0.02 
80% Ethanol 17.46 37.70 5.17 ± 0.09 
60% Ethanol 15.91 49.81 6.44 ± 0.09 
50% Ethanol 15.60 55.42 6.83 ± 0.06 
40% Ethanol 15.74 60.80 6.61 ± 0.08 
20% Ethanol 16.98 70.82 5.26 ± 0.12 
0% Ethanol 19.45 80.00 2.17 ± 0.11 

*ความแตกต่างทีoมีนยัสําคญัระหว่างตวัทําละลาย (p < 0.05) ถกูวิเคราะห์โดยใช้วิธีการวิเคราะห์
ความแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOVA) 
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ค่าคงทีoไดอิเล็กทริกของระบบตวัทําละลายผสมนํ 8ากบัเอทานอล ตามทีoแสดงในตาราง 8 
และภาพประกอบ 7 แสดงให้เห็นว่า ปริมาณการสกดั GTG สงูสดุเกิดขึ 8นในช่วงค่าคงทีoไดอิเล็กทริก
ระหว่าง 50 ถึง 60 ซึoงสอดคล้องกับความเข้มข้นของเอทานอลในช่วง 40% ถึง 60% โดย GTG   
เป็นสารทีoมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) หลายตําแหน่งและมีแกนโครงสร้างแบบอะไกลโคน (aglycone 
nucleus) ซึoงทําให้มีคุณสมบัติความมีขั 8วทีoสามารถทําปฏิกิริยาได้ทั 8งแบบมีขั 8วและไม่มีขั 8วกับ       
ตวัทําละลายในตวัทําละลายผสม ค่าไดอิเล็กทริกโดยรวมจะได้รับอิทธิพลจากอตัราส่วนระหว่าง  
เอทานอลกบันํ 8า โดยนํ 8ามีค่าคงทีoไดอิเล็กทริกสงูประมาณ 80 ในขณะทีoเอทานอลมีค่าตํoากว่ามาก 
อยูที่oประมาณ 24.30 สง่ผลให้ระบบผสมมีคา่ไดอิเลก็ทริกระดบักลาง ซึoงสามารถทําให้ได้ใกล้เคียง
กับความมีขั 8วของ GTG ดังนั 8น การปรับสัดส่วนของนํ 8ากับเอทานอลให้เหมาะสม จึงช่วยเพิoม
ความสามารถในการละลายของ GTG และสง่เสริมประสทิธิภาพในการสกดัได้อยา่งมีนยัสําคญั 

ปริมาณสารฟีนอลิกทั lงหมดและสารฟลาโวนอยด์ทั lงหมด และฤทธิn ต้านอนุมูลอิสระใน
สารสกัดจากเถาวัลย์เปรียง 

ข้อมูลสรุปในตาราง 9 เป็นการทดสอบปริมาณสารฟีนอลิกทั 8งหมด ซึoงแสดงผลเป็น          
mg GAE/g โดยใช้สมการเส้นตรง Y = 0.064X + 0.0115 (R² = 0.9999) ส่วนปริมาณฟลาโว
นอยด์ทั 8งหมด แสดงผลเป็น mg QE/g โดยใช้สมการเส้นตรง Y = 0.011X + 0.0061 (R² = 0.9999)                     
ผลการทดลองชี 8ให้เห็นว่า ปริมาณสารฟีนอลิกทั 8งหมดในสารสกัดแต่ละตัวมีค่าอยู่ในช่วง         
17.46 ± 1.65 ถึง 31.53 ± 0.61 mg GAE/g โดยพบความเข้มข้นสงูสดุในสารสกดัเอทานอล 50% 
ในทางเดียวกนัปริมาณฟลาโวนอยด์ทั 8งหมด มีคา่อยูใ่นช่วง 12.42 ± 0.40 ถงึ 44.25 ± 1.08 mg QE/g 
โดยพบความเข้มข้นสูงสุดในสารสกัดเอทานอล 100% โดยสารสกัดเอทานอล 50% แสดงค่า
ปริมาณสารฟีนอลิกทั 8งหมดสูงทีoสุด ซึoงมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับพารามิเตอร์การละลาย            
ของแฮนเซนใน GTG ความสมัพนัธ์ระหว่างปริมาณสารฟีนอลิกทั 8งหมดและปริมาณ GTG บง่ชี 8วา่ 
GTG เป็นสารฟีนอลิกหลกัทีoถกูสกดัออกมาในระบบตวัทําละลายนํ 8ากบัเอทานอล แต่ในสารสกดั
ด้วยเอทานอล 100% ให้ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั 8งหมดสูงทีoสุด ซึoงอาจเกิดจากอิทธิพลของ    

ภาพประกอบ ¬ ความสมัพนัธ์ระหวา่งปริมาณ GTG ทีoสกดัได้กบัพารามิเตอร์
ความละลาย Hansen และคา่คงทีoไดอิเลก็ทริก 
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ฟลาโวนอยด์ช นิดอะไกลโคน  เช่ น  Lupalbigenin (Sukhonthasilakun et al., 2023 )  ทีo มี
ความสามารถในการละลายได้ดีในตัวทําละลายทีoมีขั 8วน้อยอย่างเอทานอล และไม่แสดง
ความสมัพนัธ์กบัคา่พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนของ GTG 

ตาราง ± ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั 8งหมด (Total Phenolic Content: TPC), ปริมาณสารฟลา
โวนอยด์ทั 8งหมด (Total Flavonoid Content: TFC) และฤทธิFต้านอนุมูลอิสระ (วัดโดยวิธี DPPH 
และ FRAP) ของสารสกดัเถาวลัย์เปรียง (n = 3) 

Sample TPC* 
(mgGAE/g 

dried weight) 

TFC* 
(mgQE/g 

dried 
weight) 

DPPH* 
IC50 

(mg/mL) 

FRAP* 
(µg/ml FeSO4/g  
dried weight) 

100% Ethanol extract  22.44 ± 2.73 44.25 ± 1.08 6.97 ± 0.08 253.04 ± 3.47 
80% Ethanol extract 28.08 ± 5.57 32.81 ± 0.20 2.30 ± 0.02 422.16 ± 34.05 
60% Ethanol extract 30.39 ± 0.50 25.63 ± 2.11 1.41 ± 0.01 495.49 ± 16.72 
50% Ethanol extract 31.53 ± 0.61 21.21 ± 1.24 1.43 ± 0.03 513.97 ± 26.29 
40% Ethanol extract 26.58 ± 3.78 14.58 ± 0.55 1.58 ± 0.03 550.32 ± 30.71 
20% Ethanol extract 17.46 ± 1.65 12.42 ± 0.40 1.88 ± 0.01 460.56 ± 29.50 
0% Ethanol extract 17.99 ± 2.96 22.33 ± 1.77 1.08 ± 0.01 762.46 ± 47.95 

*ความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัระหว่างตวัทําละลายแต่ละชนิด (p < 0.05) ถูกวิเคราะห์โดยใช้
การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOVA) 

การทดสอบด้วย วิ ธี  DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) เ ป็น เทคนิค ทีo ใ ช้กัน           
อยา่งแพร่หลายในการประเมินความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระของสาร โดยกลไกการทํางาน
ของสารต้านอนมุลูอิสระเป็นการให้อิเล็กตรอนหรืออะตอมไฮโดรเจนกบัอนมุลูอิสระ โดย DPPH 
ทําให้เกิดการเปลีoยนสีจากม่วงเป็นเหลือง การต้านอนมุลูอิสระแสดงเป็นค่าความเข้มข้นทีoยบัยั 8ง
อนุมูลอิสระได้ 50% (IC50) และในการทดสอบด้วยวิธี Ferric Reducing Antioxidant Power 
(FRAP) วดัความสามารถของตวัอย่างในการรีดิวซ์ไอออนเฟอร์ริก (Fe3+) ให้เป็นไอออนเฟอร์รัส 
(Fe2+) โดยผลการทดสอบแสดงเป็น concentration of FeSO4 equivalent ซึoงค่าการดดูกลืนแสง 
(absorbance) ทีoสูงขึ 8นแสดงถึงศักยภาพในการรีดิวซ์ทีoสูงขึ 8น และสะท้อนถึงความสามารถ           
ในการให้อิเลก็ตรอนของตวัอยา่งทีoเกีoยวข้องกบัศกัยภาพในการต้านอนมุลูอิสระ 
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จากข้อมลูทีoแสดงในภาพประกอบ 8 และตาราง 9 พบวา่ สารสกดัจากนํ 8ามีฤทธิFต้านอนมุลู
อิสระสงูทีoสดุในการทดสอบด้วยวิธี DPPH โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 1.08 ± 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร              
ในทางตรงกนัข้าม สารสกดัด้วยเอทานอลมีฤทธิFตํoาทีoสดุ เท่ากบั 6.97 ± 0.08 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
การทดสอบ FRAP พบว่าสารสกัดด้วยนํ 8ามีความสามารถในการรีดิวซ์สูงทีoสุด โดยมีค่า
ความสามารถในการรีดิวซ์เท่ากับ 762.46 ± 47.95 µg FeSO4/g dried weight ขณะทีoสารสกัด
ด้วยเอทานอลมีค่าตํoาทีoสุด เท่ากับ 253.04 ± 3.47 µg FeSO4/g dried weight สารสกัดจาก        
ตัวทําละลายผสมนํ 8าและเอทานอลแสดงฤทธิFการต้านอนุมูลอิสระแบบ DPPH ในระดับ      
ใกล้เคียงกัน โดยมีค่า IC50 อยู่ในช่วง 1.41 ± 0.01 ถึง 2.30 ± 0.02 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ           
ค่ าความสามารถในการ รี ดิ ว ซ์  ( FRAP) อยู่ ใน ช่วง  422.16 ± 34.05 ถึ ง  550.32 ± 30.71                      
µg FeSO4/g dried weight ไม่พบความสมัพนัธ์อย่างมีนยัสําคญัระหว่างฤทธิFต้านอนมุลูอิสระกบั
ปริมาณของสารฟีนอลิกทั 8งหมดหรือฟลาโวนอยด์ทั 8งหมด ผลลัพธ์เหล่านี 8แสดงให้เห็นว่า               
สารต้านอนุมูลอิสระจากเถาวัลย์เปรียงมีแนวโน้มถูกสกัดได้ดีโดยใช้ตัวทําละลายทีoมีขั 8วสูง        
(polar solvents) เป็นหลกั 

ความไม่สอดคล้องกนัทีoเห็นได้ชดัระหว่างฤทธิFต้านอนมุลูอิสระสงูสดุ ทีoพบในสารสกดันํ 8า 
กบัปริมาณฟีนอลิกทั 8งหมดทีoพบในสารสกดัด้วยเอทานอล 50% และปริมาณฟลาโวนอยด์ทั 8งหมด 
ในสารสกดัด้วยเอทานอล 100% นั 8น บง่ชี 8วา่สารประกอบอืoน ๆ นอกจากฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ 
อาจมีส่วนช่วยอย่างมากต่อความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระ สารสกดัด้วยนํ 8าเป็นทีoทราบกนั
ว่ามีสารต้านอนมุลูอิสระทีoละลายนํ 8าได้ เช่น วิตามินบางชนิด โพลีแซคคาไรด์ และสารพฤกษเคมี
ชนิดอืoน ๆ ทีoชอบนํ 8า ซึoงมีคุณสมบติัเป็นสารต้านอนุมลูอิสระโดยธรรมชาติ ส่วนประกอบเหล่านี 8  
อาจมีบทบาทสําคัญในการเพิoมฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระทีoสูงขึ 8น ในสารสกัดด้วยนํ 8าเกีoยวกับ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งสารต้านอนมุลูอิสระกบัปริมาณ GTG จากข้อมลูชี 8ให้เห็นวา่ GTG มีสว่นช่วย
ในฤทธิFต้านอนุมลูอิสระ แต่ผลอาจเป็นเพียงบางส่วน หรือการทํางานร่วมกันอย่างเสริมฤทธิFกับ
สารชีวภาพอืoน ๆ 

ภาพประกอบ ­ ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารสกดัทีoได้จากตวัทําละลายตา่ง ๆ 
กบัเปอร์เซน็ต์การยบัยั 8ง (% inhibition) ในการทดสอบ DPPH 
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ความสัมพันธ์ระหว่างออร์บิทัลของโมเลกุลกับฤทธิnต้านอนุมูลอิสระของ GTG และสาร
มาตรฐาน ได้แก่ Gallic acid, Genistein, Quercetin และ Trolox 

ความสมัพนัธ์ระหวา่ง Frontier Orbital Molecular Energies กบัฤทธิFต้านอนมุลูอิสระของ
สารต่าง ๆ เป็นปัจจยัพื 8นฐานในการทําความเข้าใจเกีoยวกบัความไวต่อปฏิกิริยา (Reactivity) และ
ประสทิธิภาพของ Oxidative Stress ของสาร ตวัแปรสําคญัประกอบด้วยคา่พลงังานของ Highest 
Occupied Molecular Orbital (HOMO) และ Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO) 
รวมถงึคา่ช่องวา่งพลงังานระหวา่ง HOMO และ LUMO (HOMO-LUMO energy gap หรือ ΔE) 

ค่าช่องว่างพลงังาน ΔE ทีoน้อย บ่งชี 8ถึงความสามารถในการถ่ายโอนอิเล็กตรอนได้ง่าย     
ซึoงสมัพนัธ์กบัศกัยภาพในการให้อิเล็กตรอนและฤทธิFต้านอนมุลูอิสระทีoสงูขึ 8น ความเข้าใจในกลไก
ดงักลา่วมีความสําคญัในการอธิบายวิธีการทีoสารต้านอนมุลูอิสระสามารถตอ่ต้านอนมุลูอิสระ และ
ยงัสามารถนําไปใช้เป็นแนวทางในการออกแบบโครงสร้างสารใหมที่oมีฤทธิFเพิoมขึ 8นผา่นการปรับปรุง
โครงสร้างทางเคมี 

จากข้อมูลในตาราง 10 พบว่า quercetin มีค่า ΔE ตํoาทีoสุด (9.9001 eV) สอดคล้องกับ
ฤทธิFต้านอนุมูลอิสระทีoสูงสุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 5.99 ± 0.40 ไมโครโมลาร์ จากการทดสอบ 
DPPH และจากการทดสอบ FRAP คา่ FeSO4/mM เทา่กบั 1399.88 ± 16.96 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ในทางตรงข้าม Trolox ซึoงมีค่า ΔE สูงทีoสุด (11.1993 eV) แสดงฤทธิFต้านอนุมูลอิสระตํoาทีoสุด       
โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 66.04 ± 0.22 ไมโครโมลาร์ และค่า FeSO4/mM เท่ากับ 404.07 ± 8.94 
ไมโครกรัม/มิลลลิติร 

สําหรับ GTG พบว่าค่า ΔE ใกล้เคียงกับ genistein และ gallic acid อยู่ในช่วงระหว่าง 
10.5581 ถึ ง  10.6715 eV โดยค่า  IC50 อยู่ ใน รูปของ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  (µg/mL)  จะมี              
ความแตกต่างกัน แต่เมืoอนํามาคํานวณในรูป ไมโครโมลาร์ (µM) พบว่าค่า IC50 ของทั 8งสามสาร  
อยู่ในช่วงทีoใกล้เคียงกัน คือ ระหว่าง 57.85 ± 2.00 ถึง 64.57 ± 3.20 ไมโครโมลาร์ สําหรับค่า 
FRAP พบว่าอยู่ ทีo  774.19 ± 10.49, 608.09 ± 17.70 และ 623.32 ± 12.68 µg/mL FeSO4/mM 
สําหรับ gallic acid, genistein และ GTG ตามลําดบั 

ความสมัพนัธ์ในเชิงผกผนัระหว่างค่า ΔE และฤทธิFต้านอนมุลูอิสระดงักล่าว ทําให้เห็นถึง
ความสําคัญของ  Frontier Orbital Molecular Energies ในการ ทํานายศักยภาพในการ
เกิดปฏิกิริยาของสารประกอบตา่ง ๆ ได้อยา่งมีประสทิธิภาพ 
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ตาราง ©² ฤทธิFต้านอนมุลูอิสระและคา่พลงังาน HOMO และ LUMO (eV) ทีoคํานวณได้ของ Gallic 

acid, Genistein, Quercetin และ Trolox 

Compounds M.W. HOMO 
(eV) 

LUMO 
(eV) 

ΔE (eV) DPPH 
(IC50) 

FRAP 
FeSO4/mM 

(µg/ml) µg/ml µM 

Gallic acid 170 -8.3543 2.2706 10.6249 10.54 ± 
0.35 

62.00 ± 
2.06 

774.19 ± 
10.49 

Genistein 270 -7.7018 2.8563 10.5581 15.62 ± 
0.54 

57.85 ± 
2.00 

608.09 ± 
17.70 

GTG 578 -7.9859 2.6856 10.6715 37.32 ± 
1.85 

64.57 ± 
3.20 

623.32 ± 
12.68 

Quercetin 302 -7.8091 2.0910 9.9001 1.81 ± 
0.12 

5.99 ± 
0.40 

1399.88 ± 
16.96 

Trolox 250 -7.5032 3.6961 11.1993 16.51 ± 
0.22 

66.04 ± 
0.22 

404.07 ± 8.94 

 
Genistein และ GTG แสดงศกัยภาพการต้านอนมุลูอิสระทีoใกล้เคียงกนั โดยอ้างอิงจาก

ค่าความเข้มข้นทีoสามารถยับยั 8งอนุมูลอิสระได้ 50% (IC50) ในหน่วย ไมโครโมลาร์ (µM)               
โดยมีสาเหตุหลักมาจากโครงสร้าง aglycone ของ genistein ดังแสดงในภาพประกอบ 9    
แผนภาพ Frontier Molecular Orbital ของทั 8ง genistein และ GTG แสดงการกระจุกตัวของ         
ว ง โ ม เ ล กุล บ ริ เ ว ณ โ ค ร ง ส ร้ า ง  aglycone ข ณ ะ ทีo ส่ ว น ข อ ง นํ 8า ต า ล ใ น โ ค ร ง ส ร้ า ง  GTG                                
ไม่แสดงแผนภาพ Frontier Molecular Orbital บ่งชี 8ว่าศักยภาพการต้านอนุมูลอิสระของ GTG 
ควบคมุโดยสว่นของ aglycone เป็นหลกั 

นอกจากนี 8 การกระจายตัวของอิเล็กตรอนทีo อิสระออกไปทัoวโครงสร้าง conjugate            
ซึoงพบได้ใน quercetin และ genistein มีบทบาทสําคัญในการทําให้อนุมูลอิสระทีo เ กิดขึ 8น                
มีความเสถียรมากขึ 8น โดยลดพลงังานของอนุมลูและเพิoมความสามารถในการต้านอนุมลูอิสระ 
โครงสร้างทางเคมี เช่น ระบบ conjugate และหมูไ่ฮดรอกซิล (-OH) มีอิทธิพลอยา่งยิoงตอ่ศกัยภาพ
การต้านอนุมูลอิสระ เนืoองจากสามารถลดช่องว่างพลังงานระหว่าง HOMO และ LUMO และ    
ช่วยให้อิเล็กตรอนได้อย่างมีประสิทธิภาพ และทีoสําคัญหมู่ฟังก์ชันเหล่านี 8มีบทบาทในการ
เสริมสร้างศักยภาพการต้านอนุมูลอิสระทีoโดดเด่นของ quercetin โดยทีo Frontier Molecular 
Orbital กระจายไปทัoวทั 8งโมเลกลุ ทําให้สะท้อนถึงบทบาทสําคญัของสถาปัตยกรรมระดบัโมเลกลุ
ในการควบคมุสมบติัทางอิเล็กทรอนิกส์และสมบติัการเกิดปฏิกิริยา ซึoงเกีoยวข้องกบัประสิทธิภาพ
ในการต้านอนมุลูอิสระอยา่งชดัเจน 
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ภาพประกอบ ® แผนภาพแสดง frontier molecular orbitals ของ gallic acid, genistein 
GTG, quercetin และ trolox โดยทีoออร์บิทลัเชิงโมเลกลุ HOMO แสดงด้วยสีมว่ง/นํ 8าเงิน และ 

LUMO แสดงด้วยสีเขียวออ่น/เขียวเข้ม 

 

  
HOMO diagram of gallic acid LUMO diagram of gallic acid 

  

HOMO diagram of genistein LUMO diagram of genistein 

  
HOMO diagram of GTG LUMO diagram of GTG 

  
HOMO diagram of quercetin LUMO diagram of quercetin 

 
 

HOMO diagram of Trolox LUMO diagram of Trolox 
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บทที9 5 
สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

สรุปผลการทดลอง 
 การศึกษานี 8แสดงให้เห็นว่าพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน (HSP) สามารถใช้เป็น
แนวทางในการเลือกตวัทําละลายทีoเหมาะสมทีoสดุสําหรับการสกดัสารประกอบฟีนอลิก เช่น GTG 
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยทีoสว่นผสมของเอทานอลในนํ 8าประมาณ 40 ถึง 60% ให้ประสิทธิภาพ 
การสกดัสงูสดุ ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Ra ทีoตํoาและปริมาณ GTG ทีoเพิoมขึ 8นยืนยนัถงึความสําคญั
ของความเข้ากนัได้ระหวา่งตวัทําละลายและตวัถกูละลาย รวมถึงสภาพขั 8ว ซึoงสอดคล้องกบัข้อมลู
เชิงลึกจากออร์บิทัลเชิงโมเลกุล (MO) ทีoอธิบายศักยภาพการต้านอนุมูลอิสระ การวิเคราะห์        
ออร์บิทัลเชิงโมเลกุล เผยให้เห็นว่าสารประกอบทีoมีช่องว่าง HOMO - LUMO ตํoากว่า เช่น 
quercetin แสดงฤท ธิF ต้ านอนุมูล อิสระ ไ ด้ ดีกว่ า  ซึo งมุ่ ง เ น้นถึ งบทบาทของคุณสมบั ติ                            
ทางอิเล็กทรอนิกส์ของโมเลกุลในประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ ผลการวิจัยชี 8ให้เห็นว่า           
ตัวทําละลายมีขั 8วช่วยในการเกิดพันธะไฮโดรเจนและการละลายของส่วนประกอบทีoมีฤทธิF           
ต้านอนุมูลอิสระ ซึoงช่วยเพิoมฤทธิFทางชีวภาพโดยรวม การบูรณาการแนวทางพารามิเตอร์            
การละลายของแฮนเซนและออร์บิทลัเชิงโมเลกุลทําให้เกิดกรอบการทํางานทีoครอบคลมุสําหรับ 
การปรับปรุงประสิทธิภาพการสกัดและทําความเข้าใจเกีoยวกับการต้านอนุมูลอิสระ ซึoงช่วย           
ในการพฒันาสารพฤกษเคมีทีoมีประสทิธิภาพมากขึ 8นและมีประโยชน์ตอ่สขุภาพทีoเป็นไปได้ 

อภปิรายผลการทดลอง 
การศึกษานี 8เน้นถึงบทบาทสําคัญของพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน (Hansen 

Solubility Parameters: HSP) และออร์บิทัลเชิงโมเลกุล (Molecular Orbital: MO) ในการเพิoม
ประสิทธิภาพของกระบวนการสกัดและทําความเข้าใจเกีoยวกับฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระของ 

Genistein-7-O-α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-glucopyranoside (GTG) จากเถาวัลย์เปรียง 
การประยุกต์ใช้วิธีการสกัดด้วยคลืoนเสียงความถีoสูง (Ultrasonic-Assisted Extraction: UAE) 
ร่วมกับตัวทําละลายนํ 8ากับเอทานอล พบว่า องค์ประกอบของตัวทําละลายมีอิทธิพลต่อ
ประสิทธิภาพในการสกัดอย่างมีนัยสําคญั ซึoงเกิดจากความสอดคล้องกันระหว่างตวัทําละลาย 
และตวัถกูละลายตามการทํานายโดยค่าของพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน ในการวิเคราะห์
แสดงให้เห็นถึง ค่ารัศมี (Ra) ทีoตํoากว่า โดยเฉพาะในเอทานอล 50% อยู่ทีo 15.60 มีความสมัพนัธ์
กบัปริมาณ GTG ทีoสงูขึ 8น (ประมาณ 6.61 มิลลกิรัม/กรัม) ซึoงแสดงให้เห็นวา่ระบบตวัทําละลายทีoมี
พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนใกล้เคียงกบัของ GTG จะช่วยเพิoมความสามารถในการละลาย
ของสารได้ดี ในสว่นคา่รัศมี Ra ทีoสงูกวา่ในเอทานอล100% อยูที่o 20.07 มีความสมัพนัธ์กบัปริมาณ 
GTG ทีoลดลงอย่างชัดเจน ซึoงเน้นให้เห็นถึงความสําคญัของแบบจําลองการทํานายการละลาย              
ในการเลือกตวัทําละลายทีoเหมาะสม 

การศึกษานี 8เน้นยํ 8าถึงบทบาทขั 8วของตัวทําละลายและค่าคงทีoไดอิเล็กทริก (dielectric 
constant) ในการเพิoมประสิทธิภาพของการสกัด โดยสภาวะแวดล้อมทีoมีค่าคงทีoไดอิเล็กทริก
ระดับกลาง ซึoงเกิดจากการใช้เอทานอล 40 ถึง 60% (ค่าคงทีoไดอิเล็กทริกประมาณ 50 ถึง 60)      
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ส่งเสริมการเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ไฮดรอกซิลของ GTG และเพิoมการละลายของสาร              
โดยผลลพัธ์สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้า พบว่า ตวัทําละลายทีoมีขั 8วมักมีประสิทธิภาพดีกว่า    
ในการสกัดสารประกอบฟีนอลิก ค่าพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน จึงเป็นการวิเคราะห์         
ทีoเชืoอถือได้ในการปฏิสัมพันธ์ระหว่างตัวทําละลายและตัวถูกละลาย ซึoงสามารถยืนยันได้ว่า            
ตัวทําละลายทีoมีค่าพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนเหมาะสมจะช่วยเพิoมประสิทธิภาพ          
ของการสกดัสารประกอบฟีนอลิกได้อย่างมาก โดยงานวิจยัของ Jeon et al. ยงัได้แสดงให้เห็นว่า
ค่าพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนสามารถใช้เป็นแนวทางในการเลือกตัวทําละลาย                
ทีoเหมาะสมในการสกัดสาร และเน้นถึงความเข้ากันได้ระหว่างตัวทําละลายกับตัวถูกละลาย            
ทีoมีตอ่ประสทิธิภาพของการสกดั (Jeon et al., 2025) 

ฤทธิFต้านอนุมูลอิสระ การประเมินด้วยการทดสอบด้วยวิธี DPPH และ FRAP พบว่า      
สารสกดัทีoได้จากตวัทําละลายทีoมีขั 8วมีฤทธิFต้านอนมุลูอิสระและต้านออกซิเดชนัสงูสดุ โดยเฉพาะ
สารสกดัจากนํ 8าทีoแสดงฤทธิFสงูทีoสดุ ซึoงสอดคล้องกบัความสามารถในการละลายของสารฟีนอลิก
และฟลาโวนอยด์ทีoสงูกว่า โดยไม่พบความสมัพนัธ์โดยตรงระหว่างปริมาณฟีนอลทั 8งหมดกบัฤทธิF

ต้านอนมุลูอิสระ งานวิจยัของ Mukit et al. พบว่าสารสกดัจากคลอโรฟอร์มและเอทิลอะซีเตตของ
เถาวัลย์เปรียงมีฤทธิFต้านอนุมูลอิสระสูงจากการประเมินด้วยวิธี DPPH เช่นกัน (Mukit et al., 
2024) การใช้พารามิเตอร์การละลายของแฮนเซนในการสกัด GTG จากเถาวลัย์เปรียงช่วยระบุ    
ตวัทําละลายทีoเหมาะสมในการละลายโครงสร้างเคมีเฉพาะ ส่งผลให้เพิoมประสิทธิภาพการสกดั
และเสริมกระบวนการผลิตทีoยัoงยืน อย่างไรก็ตาม วิธีการนี 8ยงัไม่สามารถอธิบายการสกดัของสาร  
ฟีนอลิกหรือฟลาโวนอยด์ชนิดอืoน ๆ ได้อย่างครอบคลมุ การไม่พบความสมัพนัธ์ระหว่างปริมาณ 
GTG กบัคา่ TPC, TFC และฤทธิFต้านอนมุลูอิสระ ชี 8ให้เห็นถงึช่องวา่งของงานวิจยัทีoควรมีการศกึษา
สารฟีนอลิกชนิดอืoน ฟลาโวนอยด์ และสารออกฤทธิFทางชีวภาพอืoน ๆ ทีoพบในเถาวัลย์เปรียง
เพิoมเติม 

การศกึษาทางออร์บิทลัเชิงโมเลกลุยงัเน้นถึงความสําคญัของค่าช่องว่างพลงังานระหว่าง 
HOMO และ LUMO (ΔE) ในการพยากรณ์ศกัยภาพต้านอนุมลูอิสระ โดย Quercetin ทีoมีค่า ΔE 
ตํoาทีoสุด (9.9001 eV) แสดงฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด ขณะทีo  Trolox ซึoงมีค่า ΔE สูงกว่า   
(11.1993 eV) มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระตํoากว่า แนวโน้มเดียวกันนี 8ยังพบใน 
Genistein และ Gallic acid ยืนยันว่ากลุ่มโมเลกุลทีoมีค่า ΔE ตํoา มีฤทธิFต้านอนุมูลอิสระดีกว่า      
การวิเคราะห์แผนภาพ FMO ชี 8ให้เห็นว่า ฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระของ GTG ส่วนใหญ่เกิดจาก
โครงสร้าง aglycone ซึoงมีระบบ conjugate และหมู่ไฮดรอกซิลทีoสามารถทําให้อนุมูลอิสระ                
มีเสถียรภาพผ่านการกระจายของอิเล็กตรอน การมีพลงังาน HOMO ทีoสงูยงัช่วยส่งเสริมการให้
อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระ ส่งผลให้สามารถต่อต้านอนุมูลอิสระได้ดีขึ 8น ตามทีo Ozaki et al. 
รายงานไว้ (Ozaki et al., 2023) นอกจากนี 8 ค่า ΔE ทีoตํoายังสัมพันธ์กับฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระ            
ทีoเพิoมขึ 8น ตามการศกึษาของ Farias et al. (de Souza Farias et al., 2021) 

ผลการศึกษาเหล่านี 8ชี 8ใ ห้ เ ห็นว่า  โครงสร้างโมเลกุลทีo มี  conjugate เ พิoมขึ 8นและ                       
มีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) มากขึ 8นสามารถพฒันาให้มีฤทธิFต้านอนุมลูอิสระได้ดีขึ 8น หมู่ไฮดรอกซิล              
มีบทบาทสําคญัในการเพิoมความสามารถในการให้อิเล็กตรอนและทําให้อนมุลูอิสระมีเสถียรภาพ 
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ซึoงเสริมฤทธิFต้านอนุมูลอิสระได้ดีขึ 8น ทั 8งนี 8ได้รับการสนับสนุนจากงานวิจัยของ Cai et al. และ 
Sarian et al. (Ayameang et al., 2020; Sarian et al., 2017) กลา่วโดยสรุป จากการศกึษา FMO 
มีบทบาทสําคญัในการอธิบายโครงสร้างทางเคมีของ GTG และการปรับเปลีoยนโครงสร้างมีผลต่อ
ฤทธิFต้านอนุมูลอิสระ และสามารถนําไปสู่การออกแบบสารออกฤทธิFทีoมีประสิทธิภาพยิoงขึ 8น          
ในอนาคต 

ตามศาสตร์การแพทย์แผนไทย ตํารับแผนโบราณใช้วิธีการต้มนํ 8าเดือดกบัสมนุไพรสําหรับ
รับประทานแก้อาการต่าง ๆ จึงคาดการณ์ว่าสารทีoได้รับจากการรับประทานเป็นสารกลุ่ม 
glycoside โดย GTG จัดเป็นสารทีoมีขั 8วมากประกอบด้วยนํ 8าตาล 2 หมู่ ได้แก่ rhamnose และ 
glucose และ Thai Herbal Pharmacopoeia มีการกําหนดให้  GTG เ ป็น chemical marker 
สําหรับเถาวลัย์เปรียง 

จากพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน พบค่า Ra ทีoน้อยทีoสุดอยู่ในช่วงเอทานอล         
50 ถึง  60% ซึoงค่า Ra ทีo น้อยแสดงถึงการละลายในตัวทําละลายได้ดี  ซึoงสอดคล้องกับ                     
ผลการทดลอง ทีoให้ปริมาณ GTG สูงทีoสุด และค่า Dielectric constant ให้ปริมาณ GTG สูงสุด
ในช่วงเอทานอล 50 ถงึ 60% ซึoงสอดคล้องกบัพารามิเตอร์การละลายของแฮนเซน 

ในความสัมพันธ์ของฤทธิFต้านอนุมูลอิสระกับโครงสร้าง HOMO-LUMO พบว่า ค่า ΔE      
ทีoน้อยสมัพันธ์กับฤทธิFต้านอนุมูลอิสระทีoดี เนืoองจากบ่งชี 8ถึงการการถ่ายโอนอิเล็กตรอนได้ง่าย     
เพืoอทําปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ ซึoงเป็นกลไกหลกัของสารต้านอนุมูลอิสระ โดยสาร Quercetin        
มีคา่ ΔE ตํoาทีoสดุ ซึoงสอดคล้องกบัฤทธิFต้านอนมุลูอิสระทีoดีสดุทั 8งวิธี DPPH และ FRAP โดยถงึแม้วา่ 
GTG จะ มีค่ า  IC50 ในการทดสอบ DPPH ทีo ค่ อน ข้างสูง  เ มืo อ เ ทียบกับสารมาตรฐาน                              
แต่ FRAP value ของ GTG อยู่ในระดับทีoดีและใกล้เคียงกับ Genistein ซึoงเป็น aglycone ของ 
GTG และ Gallic acid ซึoงแสดงถึงความสามารถในการรีดิวซ์ทีoดีของ GTG คณุสมบติันี 8สอดคล้อง
กบัค่า ΔE ของ GTG ทีoอยู่ในช่วงใกล้เคียงกบัสารมาตรฐานเหล่านั 8น บ่งชี 8ว่า GTG มีศกัยภาพใน
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระผ่านกลไกการให้อิเล็กตรอน (electron-donating capacity) 
โดยเฉพาะในบริบทของการรีดิวซ์ไอออนโลหะ โดยการทีoโครงสร้างของ GTG เป็น glycoside      
อาจส่งผลต่อการเข้าถึงอนุมูลอิสระ DPPH ทีo มีขนาดใหญ่ ทําให้การทําปฏิกิริยาโดยตรง               
อาจทําได้ยากกวา่สารในรูป aglycone อยา่ง Genistein หรือสารมาตรฐานอืoน ๆ ทีoมีขนาดเลก็กวา่
และมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ทีoตําแหน่งสําคญัสําหรับการจับอนุมลูอิสระได้ดีกว่า อย่างไรก็ตาม                
หมูไ่ฮดรอกซิลจํานวนมากบนโครงสร้าง glycoside มีสว่นช่วยในการรีดิวซ์ทีoวดัได้ด้วยวิธี FRAP 

จากการทดลอง ยังไม่สามารถสรุปได้อย่างแน่ชัดว่า GTG ทีoใช้เป็น chemical marker   
ของเถาวัลย์เปรียงเป็นสารออกฤทธิFต้านอนุมูลอิสระ เนืoองจากในการสกัดด้วยเอทานอล 50%     
ให้ปริมาณ GTG สูงสุด แต่ไม่ได้มีฤทธิF ต้านอนุมูลอิสระทีoดีสุด แต่เป็นการสกัดด้วยนํ 8าทีoให้           
ฤทธิFต้านอนุมูลอิสระดีทีoสุด ซึoงสอดคล้องกับศาสตร์การแพทย์แผนไทยทีoใช้การต้มนํ 8าเดือด           
ชงสมุนไพรสําหรับการรับประทานแก้อาการต่าง ๆ จึงควรมีการศึกษาสารทีoออกฤทธิFทีoให้ฤทธิF               
. 
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ต้านอนมุลูอิสระมากทีoสดุต่อไป นอกจากนี 8 ในการศกึษาครั 8งต่อไปควรมีการคํานวณร้อยละผลได้ 
(%yield) เพืoอประเมินประสิทธิภาพของการสกัดและเปรียบเทียบกระบวนการสกัด การทดสอบ
ฤทธิFต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี ABTS เพืoอเป็นการยืนยนัผลต้านอนมุลูอิสระ และการทดสอบความ
คงตวัเพืoอประเมินคุณภาพสารสกัด ทั 8งในด้านคุณสมบติัทางกายภาพ เคมี ชีวภาพ รวมถึงอายุ  
การเก็บรักษาเพิoมเติม 
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