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บทคัดยอ 
 พรอพอลิสเปนสารที่ผลิตจากผึ้ง ซึ่งองคประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชวีภาพนัน้ขึน้อยูกบั

ชนิดของพืชพรรณ พรอพอลิสของไทยยังไมมีการศึกษามากนัก โดยเฉพาะพรอพอลิสจากจังหวัด

แพร ดังนั้นจึงสนใจศึกษาองคประกอบทางเคมีและฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของพรอพอลสิจากจงัหวัด

แพร พบวาสารสกัดพรอพอลิสในตัวทําละลายเอทานอลมีสารกลุมโพลีฟนอลและฟลาโวนอยด

เปนองคประกอบ 1.295 และ 0.35 มิลลิกรัมตอกรัมของสารสกัดพรอพอลิสตามลําดับ และ

สามารถแยกชนิดของสารโดยใชเทคนิคทินเลเยอรโครมาโทกราฟ ซึ่งเฟสเคลื่อนที่ ไดแก เฮกเซน : 

เอทิลอะซิเตท : กรดอะซิติก (60:40:1%v/v) พบวาเกิดการแยก 10 จุดดวยกัน จากนั้นนํามาทดสอบ

ฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระ พบวาสามารถยับยั้งอนุมูล DPPH และสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดได แต

อยางไรก็ตามสารสกัดไมสามารถยับยั้งอนุมูลซุปเปอรออกไซดแอนอิออนและไฮดรอกไซดได 

ABSTRACT 
 Propolis is a resinous substance collected by honeybees from various plant 

sources. The composition of propolis depends upon the vegetation at the site of 

collection. In Thailand, propolis research is still limited. The objective of this study 

investigates the biological properties and chemical components of Thai propolis from 

Phrae Province. The result showed that ethanolic extract propolis consists of 

polyphenols and flavonoids which is 1.295 and 0.35 mg/g EEP, respectively. The 

components of EEP were separated into 10 spots by TLC technique in mobile phase 

hexane : ethyl acetate : acetic acid (60:40:1%v/v). Ethanolic extract of Thai propolis 

showed the ability to scavenge DPPH and hydrogen peroxide but cannot to scavenge 

superoxide anion and hydroxyl radicals. 



 

 

บทที่ 1 

คํานํา (Introduction) 
 

1.1 ที่มาของปญหา 

 ประเทศไทยเปนประเทศหนึ่งซึ่งมีทรัพยากรธรรมชาติที่หลากหลาย  อาชีพหลักของคน

ไทยจึงเนนในการใชประโยชนจากทรัพยากรที่มีอยู นั้นคือการทําเกษตรกรรม โดยเฉพาะทาง

ภาคเหนือนอกจากการปลูกขาว หรือทําสวนผลไมแลวนั้น อาชีพการเลี้ยงผึ้ง ยังเปนอาชีพหนึ่งซึ่ง

สรางรายไดใหกับเกษตรกรไดเชนกัน การเลี้ยงผึ้งในประเทศไทยเกิดขึ้นในป พ.ศ. 2483  พบวามี

การเลี้ยงผึ้งอยางแพรหลายในหลายจังหวัด ทั้งนี้เพราะเงินลงทุนในการเลี้ยงไมสูงมากนัก ใชพื้นที่

ไมมาก และประหยัดตนทุน ผลิตภัณฑหลักที่ไดจากการเลี้ยงผึ้งมีหลายชนิด เชน น้ําผึ้ง ไขผึ้ง 

รอแยลเจลลี่ เกสรผึ้ง เปนตน แตการเลี้ยงกันอยางแพรหลายนี้เองสงผลให ผลิตภัณฑจากผึ้งมกีาร

ผลิตและมีวางจําหนายกันอยางแพรหลายเชนกันและสงผลใหผลผลิตมีราคาต่ํา เมื่อเทียบกับ

ตนทุนที่จําเปนตอการผลิตนั้นมีราคาสูงขึ้นตามลําดับ นอกจากปญหาดังกลาว การขาดความรู

ความเขาใจในผลผลิตจากการเลี้ยงผึ้งของเกษตรกรยังเปนปญหาที่สําคัญอีกปญหาหนึ่งเชนกัน  

พบวาการเลี้ยงผึ้งยังใหผลผลิตยางผึ้งหรือพรอพอลิส (propolis) ที่มีความสําคัญทางดาน

การแพทย  ซึ่งพบวาเกษตรกรสวนใหญไมใหความสําคัญกับการเก็บผลผลิตนี้ เพราะขาดความรู

ความเขาใจวาสวนใดคือสวนของพรอพอลิสและมีขั้นตอนในการเก็บที่ยุงยาก  แตเมื่อเปรียบเทยีบ

ทางดานมูลคาของพรอพอลิสนั้นมีราคาคอนขางสูง ซึ่งในตางประเทศนั้นมีการนําพรอพอลิสมาใช

ในอุตสาหกรรมอาหารและเภสัชภัณฑอาทิเชน ญี่ปุน นํามาผลิตเปนเคร่ืองดื่ม อาหารบํารุงสขุภาพ 

ขณะที่ประเทศในแถบยุโรป นํามาเปนสวนประกอบของครีมปองกันสิว ครีมทาหนา ยาขี้ผึ้ง 

และโลชั่น เพราะพรอพอลิสสามารถออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดหลายอยาง อาทิเชน การตานอนุมูล

อิสระ การตานอาการอักเสบ เปนตน 

 สาเหตุของการขาดความรูความเขาใจในผลิตภัณฑนี้ อาจเกิดจากขอมูลพื้นฐานและ

งานวิจัยเกี่ยวกับพรอพอลิสในประเทศไทยนั้นยังมีนอยมาก จําเปนอยางยิ่งในการศกึษาพรอพอลสิ 

จากประเทศไทย นอกจากนี้พบวา องคประกอบและความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ

พรอพอลิสในแตละพื้นทีน่ั้นแตกตางกันตามสภาพภูมิประเทศ ภูมิอากาศ และพืชพรรณ (Burdock 

et al.,1998)  ปจจัยสําคัญคือชนิดของพืชพรรณ ทั้งนี้เพราะวาผึ้งสรางพรอพอลิสโดยเก็บยางของ

ตนไม และนํามาผสมหรือเปลี่ยนแปลงยางไมใหเปนพรอพอลิส  (Marcucci et al., 1995) 

เนื่องจากประเทศไทยมีความหลากหลายของพรรณไม อาจเปนไปไดวาพรอพอลิสของไทย อาจมี

องคประกอบและสรรพคุณแตกตางจากพรอพอลิสในทวีปยุโรปหรือทวีปเอเชียก็เปนได          
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ดังนั้นการศึกษานี้สนใจศึกษาองคประกอบและสรรพคุณโดยเฉพาะฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ

พรอพอลิส จากประเทศไทย เพื่อเกิดเปนองคความรูใหมและฐานขอมูลทางความรู ทําใหทราบถึง

องคประกอบและสรรพคุณ และสงผลชวยกระตุนความสนใจของเกษตรกร เพิ่มผลิตภัณฑจากการ

เลี้ยงผึ้ง นอกจากนี้ภาคอุตสาหกรรมโดยเฉพาะอุตสาหกรรมยา เครื่องสําอาง เคมีภัณฑ สามารถ

นําขอมูลไปประยุกตใชในการผลิตผลิตภัณฑจากผึ้งได 

 

1.2 วัตถุประสงค 

1. เพื่อศึกษาฤทธ์ิในการตานอนุมลูอสิระของสารสกดัจากพรอพอลสิ   

2. เพื่อศึกษาองคประกอบทางเคมขีองสารสกัดจากพรอพอลสิ   

3. เพื่อศึกษาปริมาณของ flavonoid และ polyphenol ของสารสกัดจากพรอพอลสิ  

 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 1. ทราบถึงฤทธิใ์นการตานอนุมลูอสิระของสารสกัดจากพรอพอลสิ  

 2. ทราบถึงองคประกอบทางเคมีของสารสกัดจากพรอพอลสิ  

 3. ทราบถึงปริมาณของฟลาโวนอยดและโพลีฟนอลของสารสกัดจากพรอพอลิส  

4. เกดิองคความรูพื้นฐานตองานวิจัยทางดานเกษตรกรรม เกษตรกรหรอืหนวยงานที ่

เกี่ยวของสามารถนําขอมลูไปประยุกตใชใหเกิดประโยชนได 

 

1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย  

 สารสกัดพรอพอลสิในตัวทําละลายเอทานอล นํามาศึกษาฤทธ์ิในการตานอนมุลูอสิระ 

ไดแก  DPPH, superoxide anion, hydroxyl anion และ hydrogen peroxide นํามาวิเคราะห 

องคประกอบทางเคมี โดยนํามาวัดปริมาณของ flavonoid และ polyphenol รวมทั้งนํามาแยก 

ชนิดขององคประกอบของสารสกัดพรอพอลสิโดยเทคนิคทนิเลเยอรโครมาโทกราฟหรอืโครมาโท- 

กราฟผิวบาง (thin layer chromatography) 
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสาร (Literature Review) 

 
2.1 พรอพอลิส (propolis) 

2.1.1 ลักษณะทางกายภาพของพรอพอลิส 

                   พรอพอลิสมีลักษณะเปนยางขนเหนียวและมีสีเหลืองจนถึงสีน้ําตาลเขม ไมมีกลิ่น    

สีของพรอพอลิสขึ้นอยูกับยางไมที่ผึ้งนํามาจากสวนตางๆ ของพืช เชนสวนของเปลือกไม หรอืตาใบ 

(Burdock, 1998) โดยนํามาผสมกับไขผึ้งแลวนํามาซอมแซมรัง อุดชันรอยร่ัว ดังแสดงในภาพที่ 

2.1 Salatino et al. 2005 แสดงใหเห็นวาเมื่อกลองเลี้ยงผึ้งมีชองเปด ผึ้งจะสรางพรอพอลิสขึ้นมา

ปดชองเปดนั้น    นอกจากนี้พรอพอลิสยังชวยรักษาความสะอาด และปองกันการระบาดของเชื้อโรค

ภายในรังไดดวย โดยเมื่อมีซากของศัตรูผึ้งตายอยูในรัง และมีขนาดใหญที่ผึ้งไมสามารถจะ

นําออกไปทิ้งนอกรังได ผึ้งจะนําสารพรอพอลิสมาหุมไว ทําใหซากนั้นไมเนาเพื่อใชปดรอยโหวของ

รังเลี้ยง และหอหุมศัตรูที่ถูกผึ้งฆาตายในรังผึ้ง แตไมสามารถนําออกไปทิ้งนอกรังผึ้งได เพื่อไมให

เกิดการเนาเหม็นในรังผึ้ง  

 

 

 
 

 

ภาพที่ 2.1   พรอพอลสิถูกสรางขึ้นเพือ่ปดชองเปดภายในกลองเลี้ยงผึ้ง 

ที่มา : Salatino et al. 2005 
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2.1.2 องคประกอบสําคัญของพรอพอลิสและแหลงท่ีมาของสารสําคัญ 

                   พรอพอลิส ประกอบดวย สวนผสมของยางไมและขี้ผึ้ง ประมาณรอยละ 55 ขี้ผึ้งรอย

ละ 30 น้ํามันหอมรอยละ 10 และละอองเกสรรอยละ 5 (Cunha et al., 2004) จากการศึกษา

พบวาสารสําคัญในพรอพอลิสประกอบดวยสารหลายชนิดอาทิเชน polyphenol, terpenoid, 

steroid และ amino acid  

         จากการสังเกตพฤติกรรมของผึ้งในบราซิล Kumazawa et al. 2003 รายงานวาผึ้ง

จะเก็บสวนยอดของ Baccharis dracunculiforia ผลิตเปนบราซิลพรอพอลิส เมื่อนํามาสกัดพบวา

สารสกัดนั้นมีความคลายคลึงกับสารที่สกัดจาก Baccharis dracunculiforia (ภาพที่ 2.2a) ซึ่ง

สารสําคัญที่สามารถพบไดในบราซิลพรอพอลิสไดแก prenylated derivatives of p-coumaric 

acid, prenylated derivatives of acetophenone, dipertenes, lignans  และ flavonoid (ตาราง

ที่ 1) ซึ่งแตกตางจากพรอพอลิสจากโอกินาวา ประเทศญ่ีปุน ที่มีสาร Prenylated flavonoid เปน

องคประกอบสําคัญและ พบวาผึ้งผลิตพรอพอลิสจากผลของ Macaranga tanarius  (Kumazawa 

et al., 2008)  (ภาพ 2.2b และ 2.2c) แสดงใหเห็นวาพรอพอลิสในแตละพื้นที่มีองคประกอบ

สําคัญแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของพืชในแตพื้นที่นั้นๆ (Burdock et al., 1998) จากปจจัยนี้ ทํา

ใหพรอพอลิส จากทวีปยุโรป อเมริกาเหนือและใต เอเชีย และแอฟริกามีองคประกอบทางเคมีที่

แตกตางกัน (Marcucci, 1995)  (ตารางที่ 2.1) 

 

    
 

ภาพที่ 2.2 พฤติกรรมของผึ้งในการเก็บสวนของพืชเพื่อใชในการสรางพรอพอลิส 

 a Baccharis dracunculiforia , บราซิล (Kumazawa et al. 2003)  

 b และ c Macaranga tanarius , โอกินาวา ญ่ีปุน(Kumazawa et al. 2008)  
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      ตารางที่ 2.1 ชนิดของพรอพอลิส ชนิดของพืชและสารสําคัญที่พบในพรอพอลิสแตละชนิด 

 

พรอพอลสิ 

 

ชนิดของพืช สารสาํคัญ อางองิ 

European propolis 

(Poplar type) 

Populus Nigra 

 

Flavonoid aglycone, Phenolic acid, Phenolic ester 

 

Bankova et al. 2002 

 

Brazillian propolis 

 

 

 

Baccharis dracunculiforia 

 

 

 

Prenylated derivatives of p-coumaric acid, 

Prenylated derivatives of acetophenone, 

Dipertenes, Lignans , Flavonoid 

 

Marcucci et al. 1999, 

Kumazawa et al. 2003 

 

 

Cuban propolis 

 

Clusia rosea 

 

Polyisoprenyted benzophenone 

 

Cuesta et al. 2002 

 

Taiwan propolis Not identified Prenylated flavonoid   

 

Chen et al. 2003 

Japan propolis 

(Okinawa) 

Macaranga tanarius Prenylated flavonoid 

 

 

Kumazawa et al. 2007 
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2.2 การสกัดสารและตัวทําละลายที่สําคัญ (Extraction and solvent of active constituents) 

(รัตนา, 2547) 

 วัตถุประสงคของการสกัด คือ เพื่อสกัดแยกสารสําคัญ และเพื่อใหไดสารสกัดที่มีความ

เขมขนเพิ่มขึ้น หลังจากที่ทําการเตรียมตัวอยางแลวควรเลือกตัวทําละลายที่เหมาะสมกับชนิดของ

สารสกัดที่ตองการสกัด โดยตัวทําละลายควรมีความสามารถในการละลายสารสําคัญมากที่สุด   

และไมละลายหรือละลายองคประกอบอื่นไดนอย (มี Selectivity สูง) เนื่องจากสารสําคัญสวน

ใหญ      เปนสารประกอบอินทรีย ดังนั้นควรพิจารณาถึงสภาพหรือรูปแบบของสารที่ตองการสกัด 

นอกเหนือจากความมีขั้วของสารดังกลาว ในการเลือกตัวทําละลายมีหลักการโดยทั่วไปวา ถา

สารสําคัญมีคุณสมบัติเปนสารที่มีขั้วก็ควรเลือกตัวทําละลายที่มีขั้วเชนเดียวกันในการสกัด อีก

ทั้งตัวทําละลายที่ใชจะตองมีความคงตัวดี หางาย ราคาถูก ไมเปนพิษตอรางกายและไมระเหยงาย 

หรือยากเกินไป (รัตนา, 2547) ซึ่งตัวทําละลายที่นิยมใชคือ 

 
2.2.1 น้ํา 

 จัดเปนตัวทําละลายที่ดี หางายและราคาถูก แตการใชน้ําอยางเดียวเปนตัวทํา

ละลายมีขอเสียหลายประการคือสามารถละลายองคประกอบที่ไมตองการออกมาไดมาก

เชนเดียวกับสารที่ตองการ สารเฉื่อยที่ละลายออกมากับน้ํา เชน น้ําตาล แปง ลวนเปนอาหารที่ดี

ของเชื้อจุลินทรีย จึงทําใหเกิดการบูดเสียของสารสกัดเนื่องจากจุลินทรียได นอกจากนี้น้ําระเหยได

ที่อุณหภูมิสูงถาตองการใหสารสกัดมีความเขมขนขึ้นจะตองใชอุณหภูมิสูงในการระเหยน้ําออกไป

ซึ่งอาจเกิดความเสียหายกับสารสําคัญได 

2.2.2 แอลกอฮอล 

 จัดเปนตัวทําละลายที่ดีมากเมื่อเปรียบเทียบกับน้ํา แอลกอฮอลมีขอดีกวาน้ํา 

กลาวคือ มีความจําเพาะในการละลายมากกวาน้ํา เนื่องจากสามารถละลายองคประกอบที่

ตองการออกมาไดมากกวา มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียและหากตองการใหสารสกัด

เขมขนขึ้นจะระเหยไดงาย แตจะมีราคาแพงกวาน้ํา 

2.2.3 คลอโรฟอรม (chloroform) และ อีเทอร (ether) 

 จัดเปนตัวทําละลายที่มีขั้ว (polarlity) ปานกลาง ใชสกัดองคประกอบที่ไมมีขั้ว   

(non-polar component) ไปจนถึงสารที่มีขั้วปานกลาง 

2.2.4 เมทานอล (methanol) 

 จัดเปนตัวทําละลายที่ใชสกัดสารที่มีขั้ว เชนเดียวกับแอลกอฮอล แตนิยมใช

แอลกอฮอลมากกวาเพราะราคาถูกกวาและเปนพิษนอยกวา 
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2.3 วิธีการสกัด 

 สําหรับการเลือกวิธีการสกัดควรพิจารณาจากความสามารถในการละลายของ

สารสําคัญในน้ํายาสกัด ถาละลายไดงายนิยมใชวิธีตัวดูดซับ แตถาละลายไดนอยก็จําเปนตองใช
วิธีการสกัดแบบตอเนื่อง ความคงตัวของสารสําคัญในตัวอยางตอความรอน คุณคาของสารสกัด
และคาใชจายในการสกัดและความตองการที่จะใหไดการสกัดที่สมบูรณหรือเกือบสมบูรณ หาก

ตองการสารสกัดเจือจางการใชวิธีมาเซเรซันก็เพียงพอแลว แตถาตองการสารสกัดที่เขมขนก็
ควรใชวิธีการสกัดแบบตอเนื่อง (รัตนา, 2547) 

   

 2.3.1 มาเซเรชัน (maceration) เปนวิธีการสกัดสารสําคัญโดยวิธีการหมักกับน้ํายา

สกัด น้ํายาสกัดสามารถแทรกเขาไปละลายองคประกอบออกมาได การหมักควรทําในภาชนะทีม่ี
ฝาปดสนิทในนํ้ายาสกัดที่เหมาะสมจะทําเปนเวลา 7 วัน หรือจนกระทั่งองคประกอบที่ตองการ

ละลายออกมาหมด ในระหวางการหมักควรเขยาหรือคนเปนครั้งคราวเพื่อเพิ่มอัตราเร็วในการ
สกัด เมื่อครบกําหนดเวลาจึงกรองแยกกาก (marc) ออกจากนํ้ายาสกัด (ภาพที่ 2.3) วิธีการสกัด
นี้ใชน้ํายาในการสกัดนอย จึงประหยัดเนื่องจากเปนวิธีที่ไมใชความรอนจึงเหมาะกับการสกัดสาร

ที่ไมทนความรอน (รัตนา, 2547) ซึ่งจะทําการสกัดสาร ณ อุณหภูมิหอง (Cunha et al., 2004) 
แตวิธีการสกัดนี้มักจะไมสมบูรณเนื่องจากไมคอยมีการเคลื่อนที่ของน้ํายาสกัด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.3 การสกัดแบบมาเซเรชัน (maceration) 

ที่มา : http://firstyear.chem.usyd.edu.au/prelab/i mages/E28extractionimage3.gif 
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  2.3.2 การสกัดแบบตอเนื่อง (continous extraction) เปนวิธีการสกัดสารที่ใช

ความรอนเขาชวย (รัตนา, 2547) และวิธีการสกัดแบบตอเนื่องนี้จะสกัดสารตัวอยางที่เปน

ของแข็งโดยใชสารละลาย นิยมใชอุปกรณสกัดที่เรียกวาซอกซเลตเอกซแทรกเตอร (soxhlet 
extractor) (ภาพที่ 2.4) ซึ่งการทํางานนั้นจะเปนระบบปดโดยใชตัวทําละลายที่มีจุดเดือดต่ํา เมื่อ
ไดรับความรอนจากฮีทติงแมนเทิล (heating mantle) หรือหมออังไอน้ํา น้ํายาสกัดในภาชนะ

ระเหยขึ้นไปแลวกลั่นตัวลงมาในทิมเบอร (thimble) ซึ่งบรรจุตัวอยางไว น้ํายาสกัดผานลง
ตัวอยางซ้ําแลวซํ้าอีกเรื่อยๆ จนกระทั่งองคประกอบในตัวอยางถูกสกัดออกมา เมื่อน้ํายาสกัดใน
เอกซแทรกติงแชมเบอร (extracting chamble) สูงจนถึงระดับเกิดกาลักน้ํา สารสกัดจะไหลลง
ภาชนะวนเวียนเชนนี้จนการสกัดสมบูรณ 

  วิธีการสกัดแบบตอเนื่องเหมาะกับการสกัดองคประกอบที่ทนความรอนและใช
น้ํายาในการสกัดนอยไมสิ้นเปลือง แตมีขอเสียคือ ไมเหมาะที่จะใชกับองคประกอบที่ไมทนความ
รอนและน้ํายาสกัดที่ใชไมควรเปนของผสม เพราะจะเกิดการแยกตัวของตัวทําละลายแตละชนิด 

เนื่องจากจุดเดือดตางกัน จะทําใหสัดสวนของน้ํายาสกัดแตกตางไปจากเดิมและผลการสกัดไมดี
เทาที่คาดเอาไว (รัตนา, 2547) 
 

 
  

 

ภาพที่ 2.4  ซอกซเลตเอกแทรกเตอร (soxhlet extractor) 

ที่มา : http://web2.slc.qc.ca/jmc/www/Chemweb/oldchemweb/extractionmethods.htm 
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 2.3.3 การสกัดแบบใชคลื่นรังสีไมโครเวฟ (microwave assisted extraction, 

MAE) 

   วิธีนี้เปนวิธีที่ใชคลื่นรังสีไมโครเวฟในการใหความรอนแกตัวทําละลาย ตัวทํา

ละลายจะแพรความรอนไปสูตัวอยางทําใหเกิดการแยกขององคประกอบทางเคมีของตัวอยาง
ไปสูตัวทําละลาย (Trusheva et al., 2007) วิธีการสกัดแบบนี้เหมาะกับการสกัดองคประกอบที่
ทนความรอนและใชน้ํายาในการสกัดนอยไมสิ้นเปลือง ใชเวลาในการสกัดนอยมาก 
 

 2.3.4 การสกัดแบบใชเครี่องลางความถี่สูง (ultrasound sonicator extraction, 

UE)  

   วิธีนี้ เปน วิธีที่ ใชคลื่น เสียงในการทําปฏิกิริ ยากับตั วอยางแลวทํา ให
องคประกอบเคมีของตัวอยางแพรสูตัวทําละลาย (ภาพที่ 2.5) วิธีการสกัดแบบนี้ใชเวลาในการ
สกัดนอย เหมาะกับการสกัดองคประกอบที่ไมทนความรอนและใชน้ํายาในการสกัดนอยไม

สิ้นเปลือง (Trusheva et al., 2007) 

 
 

ภาพที่ 2.5 การสกัดแบบใชเครี่องลางความถี่สูง (ultrasound sonicator extraction, UE)  

ที่มา : http://www.gpo.or.th/rdi/ html/ Ultrasound.html 

 

2.4 การทําใหสารสกัดจากตัวอยางใหเขมขน (preconcentration)  

 สารสกัดอยางหยาบที่ไดจะมีปริมาณมากและเจือจางทําใหนําไปแยกองคประกอบได
ไมสะดวกและไมมีประสิทธิภาพ จึงตองนํามาทําใหมีความเขมขนเสียกอนดวยวิธีดังนี้ (รัตนา, 
2547) 

    

  2.4.1 การระเหย (free evaporation) เปนการนําตัวทําละลายออกจากน้ํายาสกัด 

โดยใชความรอนจากหมออังไอน้ํา (water bath) วิธีนี้อาจทําใหสารสกัดสลายตัวไดเนื่องจาก
อุณหภูมิสูงจนเกินไป และหากใชสารละลายอินทรียในการสกัด การระเหยโดยใชความรอน
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โดยตรงบนแผนความรอนอาจเกิดอันตรายไดงาย นอกจากนี้ควรคํานึงถึงอุณหภูมิที่จะทําใหเกิด

การสลายตัวของสารสําคัญเมื่อใชความรอน 
 

  2.4.2 การกลั่นในสุญญากาศ จัดเปนวิธีที่นิยมมากที่สุดเปนการระเหยเอาตัวทํา

ละลายออกจากน้ํายาสกัดโดยการกลั่นที่อุณหภูมิต่ํา พรอมทั้งลดความดันลงใหเกือบเปน

สุญญากาศ โดยใชปมสุญญากาศ เครื่องมือนี้เรียกวาโรตารีอีวาโพเรเตอร (rotary evaporator) 
(ภาพที่ 2.6) ซึ่งประกอบดวยสวนตางๆ 3 สวนคือ ภาชนะบรรจุสารสกัดอยางหยาบที่จะกลั่น 
สวนคอนเดนเซอรหรือสวนควบแนนไอสารละลาย และภาชนะรองรับสารละลายหลังจากการ
กล่ัน โดยการสกัดอยางหยาบซึ่งบรรจุอยูในภาชนะจะแชอยูในหมออังไอน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิได

และจะหมุนตลอดเวลาที่ทํางาน เพื่อใหมีการกระจายความรอนอยางทั่วถึงและสม่ําเสมอ ภาชนะ
บรรจุสารอยางหยาบนี้จะตอเขากับสวนควบแนน ซึ่งมีระบบทําความเย็นหลอตลอดเวลา ปลาย
ของสวนควบแนนจะมีภาชนะรองรับโดยทั้งระบบจะตอเขากับระบบสุญญากาศ สารที่ระเหยออก

จากภาชนะบรรจุควบแนนที่คอนเดนเซอรและหยดลงมาภาชนะรองรับสารละลายหลังการกลั่น
ซึ่งสารละลายดังกลาวสามารถนําไปทําใหบริสุทธิ์และสามารถนํากลับมาใชใหมได 

 

 
 

ภาพที่ 2.6 เครื่องโรตารีอีวาโพเรเตอร (rotary evaporator) 

ที่มา : http://en.citizendium.org/images/3/3b/Rotary_Evaporation.png 
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2.5 การกําจัดไข (wax extraction) 

 ในสารสกัดที่ไดจากวิธีการสกัดตางๆ นั้นจะมีไขปนมาดวย ตองมีการกําจัดไขออกโดย

การนําไปแชแข็งคางคืนเพื่อที่จะทําใหไขเกิดการจับตัวกันและตกตะกอนลงมาของไข จากนั้น
นําไปกรองที่อุณหภูมิประมาณ 0 องศาเซลเซียส เพื่อกําจัดไขออกจากสารสกัด (Cunha et al. 
2004) 

 

2.6 โครมาโทกราฟ (chromatography) (สุภาพและเกสร, 2540)    
  

 โครมาโทกราฟเปนเทคนิคที่นิยมใชมากในปจจุบัน สําหรับทําสารใหบริสุทธิ์ แยกสารผสม

ออกจากกันและระบุ (identify) สารอินทรียและสารชีวเคมี เปนตนวา amino acid, lipid, 

carbohydrate, alkaloid ฯลฯ คําวา โครมาโทกราฟ แปลวา การแยกออกเปนสีๆ (the production 

of color scheme) ทั้งนี้เนื่องจาก Tswett ชาวรัสเซีย ผูเริ่มใชเทคนิคนี้เปนคนแรกในป ค.ศ. 1906 

ไดแยกสารที่สกัดออกจากใบไมออกไดเปนสีตางๆ ในคอลัมน นอกจากใชแยกสารที่มีสีไดแลว 

เทคนิคโครมาโทกราฟยังสามารถแยกสารที่ไมมีสีไดอีกดวย 

 วิธีทางโครมาโทกราฟเกี่ยวของกับการแจกแจง (distribution) ของสารระหวางสองเฟส 

โดยเฟสหนึ่งอยูกับที่ เรียกวา เฟสคงที่ (stationary phase) สวนอีกเฟสหนึ่งเคลื่อนที่ได เรียกวา 

เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เราสามารถแบงโครมาโทกราฟอยางกวางๆ ไดเปน 2 พวก ตาม

ลักษณะของเฟสที่เกี่ยวของ คือ 

 ก. โครมาโทกราฟแบบดูดซับ (adsorption chromatography) ในกรณีนี้ เฟสคงที่เปน

ของแข็ง เชน อะลูมินาหรือซิลิกาเจล สวนเฟสเคลื่อนที่อาจเปนแกสหรือเปนของเหลวก็ได ตัวอยาง

ไดแก column chromatography, thin layer chromatography (TLC), gas-solid 

chromatography 

 ข. โครมาโทกราฟแบบแบงสวน (partition chromatography) ในกรณีนี้ เฟสคงที่เปน

ของเหลว สวนมากมักจะเปนน้ําซึ่งถูกพยุงอยูดวยของแข็ง (supporter) ที่พรุน เชน ดินเบา 

(kieselguhr) หรือเซลลูโลส (cellulose) สวนเฟสเคลื่อนที่อาจเปนแกสหรือของเหลวก็ได ตัวอยาง

ไดแก paper chromatography, gas-liquid chromatography 

 เทคนิคทางโครมาโทกราฟที่ทําการทดลองไดงายและไมตองใชเคร่ืองมือทีม่รีาคาแพง เชน 

1. คอลัมนโครมาโทกราฟ (column chromatography) 

2. ทินเลเยอรโครมาโทกราฟ (thin layer chromatography, TLC) 

3. เปเปอรโครมาโทกราฟ (paper chromatography) 
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 ทินเลเยอรโครมาโทกราฟ (TLC) วิธีนี้เราใหตัวดูดซับที่เปนของแข็งเปนชั้นหรือเปนฟลม

บางๆ หนา 0.25-1 mm ติดอยูบนแผนกระจก โดยมากมักจะใชแผนกระจกไมโครสโคปสไลดเพราะ

สะดวกและรวดเร็ว แลวนําสารตัวอยางที่จะแยกจํานวนเล็กนอยไปจุด (spot) บนตัวดูดซับที่ใกล

ปลายกระจกขางหนึ่ง โดยใชหลอดรูเล็ก (capillary tube) เมื่อตัวทําละลายระเหยไปแลว สารจะ

ติดอยูบนตัวดูดซับ นําแผนสไลดนี้ไปใสในภาชนะที่มีตัวทําละลายชนิดหนึ่ง (อาจเปนตัวทาํละลาย

ผสมก็ได) โดยใหระดับของตัวทําละลายอยูต่ํากวาจุดของสาร เมื่อปดภาชนะเพื่อใหภายในภาชนะ

อิ่มตัวดวยไอของตัวทําละลาย ตัวทําละลายจะซึมขึ้นมาขางบนตามแนวดิ่งผานจุดที่มีสาร สาร

ตางๆ จะเคลื่อนที่ตามตัวทําละลายขึ้นมาดวยอัตราเร็วที่ตางกัน ขึ้นอยูกับธรรมชาติของสาร

ตัวอยาง ตัวทําละลายและตัวดูดซับ 

 การที่จะทราบวาสารที่ไมมีสีเคลื่อนที่มาอยูตรงไหน ทําไดหลายวิธี เชน ตรวจดวยแสง

อัลตราไวโอเลต (ในกรณีที่รังสีนี้ทําใหสารนั้นเรืองแสงได) หรือสเปรยดวยรีเอเจนตบางชนิดไปบน

ตัวดูดซับสําหรับตรวจหาสาร หรือเคลือบตัวดูดซับดวยสารฟลูออเรสเซนต เมื่อสารอยูทีต่าํแหนงใด

ตรงนั้นจะมืดเพราะสารไปบังการเรืองแสง นอกจากนั้นวิธีที่เปนประโยชนมากอีกวิธีหนึ่งก็คือ นํา

แผนสไลดที่มีสารนี้ไปใสในภาชนะปดที่มีไอโอดีน สารอินทรียสวนมากจะเกิดสารเชิงซอนอยาง

ออนที่ผันกลับได (reversible weak complex) กับไอโอดีนใหจุดที่มีสีน้ําตาล เวลาที่ใชอาจเร็วเปน 

5-10 วินาที หรืออาจนานถึง 10-15 นาที แลวแตวาสารนั้นดูดกลืน (absorb) ไอโอดีนเร็วหรือชา 

 ตัวดูดซับที่ใชอาจเปนซิลิกาเจลหรืออะลูมินา ในกรณีของซิลิกาเจลอํานาจในการดูดซับ

ขึ้นอยูกับปริมาณของน้ําที่มีดวย ถามีน้ําอยูดวยมาก ความสามารถในการดูดซับจะลดลง ในการ

เตรียมแผนสไลดของตัวดูดซับ เรามักจะกวนซิลิกาเจลหรืออะลูมินากับน้ําจนเปน slurry แลวให

กระจายบนแผนสไลดใหทั่วถึงอยางสม่ําเสมอ แลวนําแผนสไลดที่เคลือบแลวนี้ไปกอกัมมันต 

(activate) โดยทําใหรอน เชน อังหลอดไฟฟา 60 วัตตหรือนําไปใสในเตาอบที่อุณหภูมิประมาณ 

100-120oC ประมาณ 10 นาที แผนสไลดที่เคลือบไวนานๆ อาจสูญเสียกัมมันตภาพ (activity) ไป

บาง ใหนํามากอกัมมันตใหม โดยอังหลอดไฟหรือเขาเตาอบดังกลาวแลว แตถาใชตัวทําละลาย

อินทรียที่ระเหยงาย เชน คลอโรฟอรม เมื่อเคลือบตัวดูดซับลงบนแผนสไลดเรียบรอยแลว ปลอยให

คลอโรฟอรมระเหยไปจนหมด ก็นําแผนสไลดนี้ไปใชไดทันทีโดยไมตองทําใหรอนกอน 

 ตัวทําละลายที่ใชไดมีมาก ตัวทําละลายแตละชนิดจะทําใหอัตราเร็วในการแยกสารตางๆ 

ออกจากตัวดูดซับหรืออํานาจการชะ (eluting power) ไมเทากัน ตัวทําละลายสามัญที่ใชเรียง

ตามลําดับของอํานาจการชะหรือสภาพมีขั้ว (polarity) จากนอยไปหามาก คือ 

1. petroleum ether หรือ hexane 2. cyclohexane 

3. carbon tetrachloride  4. benzene 
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5. chloroform    6. ether 

7. acetone    8. ethanol 

9. methanol    10. water 

11. organic acid  

 ถาตองการตัวทําละลายที่มีอํานาจการชะพอเหมาะ อาจตองผสมตัวทําละลายสองชนิด

หรือมากกวาเขาดวยกัน เบนซีนและคารบอนเททระคลอไรดเปนสารที่มีพิษ เวลาใชตองระมัดระวัง

มาก 

 วิธีนี้ใชแยกสารจํานวนนอยออกจากกันและใชสําหรับระบุสาร เพราะเหตุวาถาใชตัวดูด

ซับเดียวกัน ใชระบบตัวทําละลายที่เหมือนกัน ที่อุณหภูมิและภาวะเดียวกัน สารหนึ่งๆ จะมีคา 

“rate of flow” หรือ คา Rf (Rf value) คงที่ 

 

 Rf     =            ระยะทางทีส่ารเคลือ่นที ่

                                ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลือ่นที ่

 

 2.6.1 การศึกษาพรอพอลสิดวยเทคนิคทินเลเยอรโครมาโทกราฟ (Gomez-Caravaca  

et al., 2006) 

 ในการศึกษาองคประกอบทางเคมีของพรอพอลิสดวยเทคนิคทินเลเยอรโครมาโทกราฟ

นั้น stationary phase และ mobile phase แตกตางกันไปขึ้นอยูกับโครงสรางขององคประกอบ

ของสารในพรอพอลิสนั้นๆ แตอยางไรก็ตาม siliga gel (precoated solvent) นิยมนํามาใชเปน 

stationary phase เพื่อใชในการแยกสารกลุม apolar flavonoid เชน flavonols และ isoflavonols  

ขณะที่  mobile phase ในการศึกษาสารสกัดพรอพอลิสมีความหลากหลายซึ่งไดแก 

ethanol/water (55:45, v/v) petroleum ether/ethyl acetate (70:30), petroleum ether/ 

acetone/formic acid  (35:10:5), chloroform/ethyl acetate (60:40), toluene/chloroform/ 

acetone (40:25:35), n-hexane/ethyl acetate/acetic acid (31:14:5) หรือ (60:40:3) และ 

chloroform/methanol/formic acid (44.1:3:2.35)  

การสังเกตจุดของสาร (visualization) สามารถทําไดโดยการมองภายใตคลื่นแสง UV และ

สามารถใชสารหลายชนดิเพือ่ทําใหสามารถสังเกตการเคลือ่นที่ได 
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2.7 คุณสมบัติและสรรพคุณของพรอพอลิส 

2.7.1 ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย เชื้อไวรัส และเชื้อรา 

   เนื่องจากในปจจุบันนี้จุลินทรียมีการเจริญเติบโตหรือเพิ่มปริมาณมากขึน้ ซึง่ทาํให

เปนปญหาสําคัญอยางมากทางดานการแพทย จากงานวิจัยของ Cushnie and Andrew (2005) 

พบวาสารประกอบฟลาโวนอยดในพรอพอลิสมีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโต หรือการเพิ่ม

ปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย เชื้อไวรัส และเชื้อรา โดยปองกันไมใหแพรพันธุไดอยางมีประสิทธิภาพ 

(Kujumgivev et al., 1999) 

 

2.7.2 ฤทธิ์ตานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

 สารประกอบฟลาโวนอยดในพรอพอลิสมีคุณคาสูงในการบํารุงรักษาหลอดเลือดฝอยให

อยูในสภาพที่ดี โดยเสริมประสิทธิภาพการทํางานในหลอดเลือด ปฏิกิริยาออกซิเดชันเปนสาเหตุให

รางกายเสื่อมโทรม แกเร็ว เพราะกลุมอนุมูลอิสระในเซลลจะถูกยึดไว ไมสามารถปฏิบัติหนาที่ได

อยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ยังชวยขับสารพิษที่เปนอันตรายตอรางกาย อันเกิดจากการผลิต

ของเชื้อจุลินทรียบางชนิดดวย (Cushnie and Andrew, 2005)  

 
2.7.3 ฤทธิ์ตานการอักเสบ (anti-inflammatory)  

 ลดการอักเสบของเซลลเยื่อหุมสมอง ดังนั้นจึงลดอัตราการเกิดโรคพารกินสันและ

โรคความจําเสื่อม เพราะสาเหตุหลักของทั้งสองโรคนี้เกิดจากการอักเสบของเซลลเยื่อหุมสมอง 

กลไกที่ฟลาโวนอยดลดการอักเสบโดยการทําใหเนื้อเยื่อเซลลหุมสมองที่แข็งออนตัวลง 

(Mankhetkorn, 2004) 

 จากฤทธิ์ดังกลาวจะเห็นไดวาพรอพอลิสเปนสารที่มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ และมี

ประโยชนในดานตางๆ มากมาย อีกทั้งยังมีสรรพคุณทางการแพทย เชน มีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย 

เชื้อไวรัส และเชื้อรา ดังนั้นหากมีการศึกษาและสกัดสารจากพรอพอลิสมาใชประโยชนในดานการ

ปรับปรุงพัฒนา จะสามารถแกปญหาที่เกิดขึ้นกับสุขภาพได 
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2.8 อนุมูลอิสระ (free radicals) 

2.8.1 ความหมายของอนุมูลอิสระ (โอภา วัชรคุปตและคณะ, 2550) 

 อนุมูลอิสระ หรือ อนุมูล คือ  อะตอม โมเลกุลหรือ สารประกอบทีม่อีิเลก็ตรอนเดีย่วอยูในออร

บิทัลวงนอกสุดที่มีระดับพลังงานสูง ซึ่งรวมถึงอะตอมของไฮโดรเจนและอิออนของโลหะทรานซิชันสวนใหญ 

นอกจากนี้ยังรวมถึงโมเลกุลของออกซิเจน แมวามีอิเล็กตรอนจํานวน 2 อิเล็กตรอน แตละอิเล็กตรอนแยกกัน

อยูเปนอิเล็กตรอนเดี่ยวในแตละออรบิทัล และการหมุนรอบตัวของอิเล็กตรอนทั้งสองจะสปนแบบคูขนานใน

ทิศทางเดียวกัน (ภาพที่ 2.7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.7 อนุมูลอิสระ (free radicals)  

ที่มา : http://www.knowcancer.com/blog/wp-content/uploads/2009/07/antioxidants-free-radical-body-

fasting-guide.jpg 

 

อนุมูลอิสระมีทั้งที่อยูในสภาวะเปนกลางทางไฟฟา และอนมุลูในสภาวะทีม่ปีระจไุฟฟา โดยมี

ทั้งประจุบวกและประจุลบ สัญลักษณทางเคมีของอนุมูลอิสระคือ อิเล็กตรอนเดี่ยวของอนมุูลซึง่จะแสดงดวย

จุดในตําแหนงขางบนของสัญลักษณทางเคมี เชน อนุมูล  A อนุมูล A- และอนุมูล A+ โดยเฉพาะอนุมูลที่มี

น้ําหนักโมเลกุลต่ําจะไวตอการเกิดปฏิกิริยามากกวาอนุมูลที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง เนื่องจากอิเล็กตรอนเดี่ยว

จะไมเสถียรและพยายามจับคูกับอิเล็กตรอนเดี่ยวอื่น ดังนั้นอนุมูลอิสระจึงมีคุณสมบัติเฉพาะ คือ มีความไว

สูงในการเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลอื่นๆ แตอยางไรก็ตามอนุมูลอิสระที่มีความเสถียรกม็แีตมจีาํนวนนอยชนดิ

ตัวอยางอนุมูลอิสระที่มีความสําคัญทางชีวภาพ ไดแก อนุมูลซุปเปอรออกไซดแอนอิออน (O2
-) อนุมูล       

ไฮดรอกซี (OH) อนุมูลอิสระเหลานี้จัดเปนอนุมูลทีม่ีความไวในการเกิดปฏิกิริยาสูงมาก 
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การเกิดอนุมูลอิสระมีหลายกลไกที่แตกตางกันดังนี้ 

1. การแตกของพันธะโควาเลนทแบบโฮโมไลซิส (Homolysis) 

   A : B           A  +  B  

2. การเพิ่มอิเล็กตรอน  1 ตัวใหแกอะตอมที่เปนกลาง ทางไฟฟา 

A  +  e_   A- 

3. การสูญเสียอิเล็กตรอน 1 ตัวจากอะตอมที่เปนกลาง ทางไฟฟา 

A   A+ +  e_ 

 

2.8.2 ชนิดของอนุมูลอิสระและสารที่เกี่ยวของ 

 อนุมูลอิสระและสารที่เกี่ยวของกับอนุมูลที่มีบทบาททางชีววิทยา แบงออกเปน 3 กลุมใหญ คอื กลุม

ที่มีออกซิเจนเปนองคประกอบสําคัญ (reactive oxygen species, ROS) กลุมที่มีไนโตรเจนเปนองคประกอบ

สําคัญ (reactive nitrogen species, RNS) และกลุมที่มีคลอรีนเปนองคประกอบสําคัญ (reactive chlorine 

species, RCS) นอกจากนี้การศึกษาและวิจัยพบวามีสารหลายชนิดที่ไมอยูในสภาวะอนุมูล แตมีความ

เกี่ยวของหรือเปนผลผลิตของอนุมูล และมีความไวตอปฏกิริยิาสงู สารเหลานีม้ทีัง้ทีเ่ปนสารทีใ่หกาํเนดิอนมุลู 

เนื่องจากมีความคงตัวต่ํา สลายตัวไดงาย เชน โอโซน หรือสารที่ทําปฏิกิริยากับสารอื่นเกิดเปนอนุมูล เชน 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด รวมถึงสารที่เปนผลผลิตของอนุมูลที่มีอันตรายสูง ไดแก เปอรออกซีไนเตรท ซึ่งเรียก

โดยรวมวาสารไวตอปฏิกิริยา (reactive species, RS) 

 

2.8.3 อนุมูลอิสระในระบบของสิ่งมีชีวิต 

 การเกิดอนุมูลอิสระในสิ่งมีชีวิตเกิดจากการเผาผลาญของเซลลในการใชออกซิเจน อนุมูลซุปเปอร

แอนอิออน (O2
-) อนุมูลไฮดรอกซี (OH) เปนอนุมูลที่พบมากที่สุดในเซลลของสิ่งมีชีวิต สาเหตุที่ทําใหเกิด

อนุมูลอิสระมีหลายสาเหตุดังนี้ 

2.8.3.1 ไมโตคอนเดรียทํางานผิดปกติ 

ไมโตคอนเดรียทําหนาที่สรางพลังงาน  ATP โดยกระบวนการฟอสโฟรีเลชัน ซึ่งจําเปน 

ตองใชออกซิเจน โดยปกตินั้นกระบวนการสรางพลังงานในไมโตคอนเดรียนี้จะทําใหเกิดอนุมูลซุปเปอรแอน     

อิออน (O2
-) อยูแลว แตมีปริมาณไมมากรางกายสามารถกําจัดไดโดยเอนไซมและสารตานออกซิเดชัน แต

อยางไรก็ตาม การเกิดออโตออกซิเดชัน (autooxidation) ในองคประกอบตางๆภายในเซลล เชน เยื่อหุมเซลล 

เยื่อหุมนิวเคลียส เอนโดพลาสมิกเรติคิวลัม และ เปอรรอกซิโซมนั้น สามารถทําใหเกิดอนุมูลซุปเปอรแอน        

อิออน (O2
-) และสงผลเสียตอไมโตคอนเดรียโดยเฉพาะดีเอ็นเอของไมโตคอนเดรยี โดยความเสยีหายจะเพิม่ขึน้

ตามเวลาหรืออายุในแบบทวีคูณ สงผลทําใหโปรตีนซึ่งมีบทบาทสําคัญในการถายทอดอิเล็กตรอน เกิดความ
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ผิดปกติ จึงทําใหเกิดการร่ัวไหลของอนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) เพิม่มากขึน้เกนิกวาทีก่ระบวนการปองกนั

จะขจัดได (ภาพที่ 2.8) 

 

 
 

ภาพที่ 2.8 อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในไมโตคอนเดรีย 

ที่มา : http://www.aapsj.org/view.asp?art=aapsj080362 

 

นอกจากนี้อนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) สามารถออกซิไดสเอนไซมที่มีกลุม [4Fe-4S] ทําใหเกิด

เหล็กในรูปอิสระ (Fe2+) ซึ่งเปนตัวเรงใหเกิดอนุมูลไฮดรอกซีจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยปฏิกิริยาเฟนตัน 

(Fenton reaction) และเกิดอนุมูลไฮดรอกซี (OH) โดยปฏิกิริยาฮาเบอรไวส (Haber-Weiss) จากไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดได 

 ปฏิกิริยาเฟนตัน (Fenton reaction) 

  Fe 2+ +   H2O2       Fe 3+ +   OH   +   OH-  

 

 ปฏิกิริยาฮาเบอรไวส (Haber-Weiss)  

  O2
- +   H2O2       O2  +   OH   +   OH-  

 

 

2.8.3.2 กระบวนการเมตาบอลิซึม  

อนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) สามารถเกิดขึ้นโดยกระบวนการเมตาบอลิซึมที่ใชเอนไซม 

ไดแก กระบวนการเมตาบอลิซึมของ arachidonic acid โดยเอนไซม cyclooxygenase (COX) ไปเปน 

prostraglandin และ leukotriene   กระบวนการเมตาบอลิซึมของ xanthine และ hypoxanthine โดยเอนไซม 
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xanthine oxidase ไปเปน uric acid และการทํางานเอนไซม NADPH oxidase แตอยางไรก็ตามการเกิดอนุมูล

ซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) จากกระบวนการเหลานี้นับวามีปริมาณนอยเมื่อเทียบกับการผิดปกตขิองไมโตคอน

เดรีย และไมเกิดอันตรายแกเซลลหากระบบกําจัดอนุมูลทํางานเปนปกติ 

1. กรดอะมิโนที่มีฤทธิ์กระตุนเซลลประสาทและระบบสื่อประสาท 

กรดกลูตามิกและกรดแอสปารติก รวมทั้งอนุพันธของกรดอะมิโนทั้งสองนี้ มีฤทธ์ิกระตุนเซลล 

ประสาทและระบบสื่อประสาท เมื่อมีกรดอะมิโนเหลานี้ในปริมาณที่มากผิดปกติ จะสามารถทําใหเกิดปรากฏ

การณตอเนื่อง นําไปสูความเสียหายแกเซลลประสาทโดยตรง และอาจจะทําใหเซลลนั้นตายในที่สุด 

 กรดกลูตามิกเมื่อจับกับตัวรับแลวนั้นจะมีผลทําใหแคลเซียมเพิ่มขึ้น การเพิ่มขึ้นของแคลเซียม

ภายในเซลลนําไปสูการเกิดอนุมูลอิสระหลายทิศทาง ซึ่งกระบวนการสําคัญหนึ่งคือแคลเซียมกระตุนการ

ทํางานของเอนไซมไนตริกออกไซดซินเทส (NOS) ทําใหไนตริกออกไซดในเซลลมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น และ

สามารถเขาสูไมโตคอนเดรียทําใหเกิดอนุมูลอิสระได หากไนตริกออกไซดมีปริมาณสูง จะเปนพิษโดยทํา

ปฏิกิริยาอยางรวดเร็วกับ อนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) เกิดเปนเปอรออกซีไนเตรท (ONOO-

 ) ซึ่งจัดเปน 

reactive species ที่มีความเปนพิษสูง สามารถทําปฏิกิริยาตอไปเกิดเปนอนุมูลไฮดรอกซี (OH) ได 

 

2. เมตาบอลิซึมของสารสื่อประสาท 

เมตาบอลิซึมของสารสื่อประสาทในสมอง เชน โดพามีน ทําใหเกิดอนุมูลและสารที่เปนพิษ  

พบวาในภาวะเนื้อเยื่อหรืออวัยวะขาดเลือด หรือสภาวะมีระดับออกซิเจนต่ํา โดพามีนมีปริมาณเพิ่มขึ้น โดพา

มีนจะถูกออกซิไดสแลวใหผลผลิตเปนอนุมูลอิสระ สารประกอบควิโนน ซึ่งโดพามีนถูกเปลี่ยนเปนสาร

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดโดยเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส (MAO) อกีดวย ซึง่สงผลทาํใหเซลลสมองถกูทาํลาย

ได 

 

2.8.3.3 สารพิษตอเซลลประสาท (neurotoxin) 

ความเปนพิษหรือฤทธ์ิทําลายเซลลประสาทของสารจาํนวนมากมสีาเหตจุากการเกดิอนมุลูอสิระ 

และสารที่เกี่ยวของที่มีความไวสูง จึงนําไปสูสมมติฐานที่วาการเกิดอนุมูลอิสระอาจเปนกลไกในการออกฤทธิ์

ชวงสุดทายของสารพิษกลุมนี้ สารที่ทําใหเกิดภาวะออกซิไดสในสมองไดแก ปรอท โทลอูนี 6-OHDA สารไซยา

นายด และแมงกานีส เปนตน 

2.8.3.4 ภาวะขาดเลือด (Ischemia/Reperfusion, I/R) 

ปจจุบันไมโตคอนเดรียถือวาเปนจุดเร่ิมตนสําคัญของความผิดปกติเมื่อเกิดภาวะขาดเลือด 
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เฉพาะที่ เมื่อไมโตคอนเดรียมีความผิดปกติ ทําใหระดับ ATP ในเซลลลดลง ATP ที่มีอยูแลวถูกเปลี่ยนไปเปน 

AMP อยางรวดเร็วโดยปฏิกิริยา dephosphorylation  AMP ถูกเมตาบอไลนตอไปเปลี่ยนเปนอะดีโนซีนและ     

ไฮโปแซนทีนตามลําดับ 

การที่ ATP ลดลงจะสงผลทําใหแคลเซียมภายในเซลลเพิ่มมากขึ้น ซึ่งทําใหแคลเซียมกระตุนการ

ทํางานของเอนไซมโปรติเอสใหเปลี่ยนเอนไซมแซนทีน ดีไฮโดรจเีนสไปเปนเอนไซมแซนทนี ออกซเิดส ในกรณีที่

เกิดภาวะขาดเลือดชั่วขณะและเซลลหรือเนื้อเยื่อยังไมตายและมภีาวะตามมาคอืมเีลอืดและออกซเิจนมาเลีย้ง

ใหม (reperfusion) ทําใหสารไฮโปรแซนทีนถูกเปลี่ยน เปนแซนทีนและกรดยูริค   ทั้งสารไฮโปรแซนทีและ         

แซนทีน เมื่อมีออกซิเจนและแซนทีนออกซิเดสรวมอยูดวย จะกระตุนการเกิดอนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) 

 อนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) มีความเปนพิษตอเซลลประสาทโดยตรงและสามารถเริ่มตน

ปฏิกิริยาลูกโซของการเกิดอนุมูลอิสระที่เปนพิษรุนแรงยิ่งขึ้น อนุมูลซุปเปอรแอนออิอน (O2
-) ทาํปฏกิริยิากบั

ไนตริกออกไซดอยางรวดเร็ว ไดเปนเปอรออกซีไนไตรท (ONOO-
 ) ซึ่งจะทําใหเกดิอนัตรายกบัเซลลและเนือ้เยือ่

อวัยวะสําคัญคือ หัวใจ สมอง ตับ ปอด เปนตน ดังนั้นแนวทางการปองกันจึงมุงเนนการใชสารตานอนุมูล

ควบคุมปริมาณ อนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) และควบคุมปริมาณ เปอรออกซีไนไตรท (ONOO-

 ) ดวยสาร

ยับยั้งเอนไซมไนตริกออกไซดซิเทส 

2.8.3.5 ภาวะช็อกและการอักเสบ 

ในภาวะช็อกไซโตไคนในกระบวนการอักเสบจะถูกกระตุนกอใหเกิดอนุมูลอิสระ เชน อนุมูล 

ซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) ทําปฏิกิริยากับไนตริกออกไซด ไดเปนเปอรออกซีไนไตรท (ONOO-

 ) ซึ่งสงผลทําให

เกิดผลเสียกับสวนตางๆของเซลล 

 
2.8.4 อันตรายจากอนุมูลซุปเปอรออกไซด 

ความเสียหายหรืออันตรายที่เกิดขึ้นจากอนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) ซึง่เปนอนมุลูเร่ิมแรกที ่

เกิดขึ้นในเซลล แบงไดเปน ความเสียหายหรืออันตรายที่เกิดโดยตรง และความเสียหายหรืออันตรายทีเ่กดิขึน้

จากปฏิกิริยาลูกโซ โดยมีอนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) เปนอนุมูลเริ่มตน จากปฏิกิริยาลูกโซจะทําใหได

อนุมูลชนิดอื่นรวมทั้งสารที่มีความไวสูงกวาเดิมเกิดขึ้น นอกจากจะทําใหอนุมูลอิสระมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น

แลว ฤทธ์ิความแรงของอนุมูลและสารที่เกิดจากปฏิกิริยาลูกโซยังสูงขึ้นและอันตรายยิ่งขึ้นดวย 

2.8.4.1 อันตรายที่เกิดโดยตรงจากอนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) 

ความเปนพิษของอนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) เกิดขึ้นไดโดยตรงกบัสารชวีโมเลกลุตางๆ  เชน 

ลิพิด สารสื่อประสาทกลุม cathecholamine และดีเอ็นเอ เปนตน นอกจากนี้ยังสามารถลดประสิทธิภาพการ

ทํางานของเอนไซมชนิดตางๆที่ทําหนาที่ตานออกซิเดชันไดดวย เชน เอนไซมคาตาเลส เอนไซมกลูตาไทโอน
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เปอรออกซิเดส เปนตน  อนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) มีบทบาทสําคัญในการกอใหเกิดการอักเสบและการ

ปวด ทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรังอันนําไปสูการบาดเจ็บของเซลล โดยมีกลไกหลากหลายเชน ทําใหเซลลบุ

ผนังหลอดเลือดเสียหาย มีคุณสมบัติเปลี่ยนไป ควบคุมโมเลกุลที่ทําหนาที่ในการจับและเกาะกัน  เปนตน 

2.8.4.2 อันตรายจากอนุมูลหรือสารที่เกิดจากอนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) เปน 

อนุมูลเร่ิมตน 

       อนุมูลและสารที่เกิดจากอนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) เปนอนมุลูเริม่ตน ไดแก อนมุลูไฮดรอกซ ี

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ เปอรออกซีไนเตรท สารเหลานี้มีความไวสงูและมฤีทธิส์งูกวาอนมุูลเริม่ตน (ภาพที ่

2.9) 

 

 
 

ภาพที่ 2.9 อนุมลูซปุเปอรออกไซดแอนออิอนเปนอนุมลูเร่ิมตนของอนุมลูอสิระอืน่  ๆ

ที่มา : http://www.chinaphar.com/1671-4083/25/977.htm 

 

อนุมูลไฮดรอกซี (OH) 

เปนอนุมูลที่มีความรุนแรงและไวในการทําปฏิกิริยา จึงมีความเปนพิษหรืออันตรายตอเซลล 

มากกวาอนุมูลตั้งตน มีผูเสนอปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลไฮดรอกซี (OH) 2 ปฏิกิริยาคือ ฮารเบอรและไวนกลาว

วาอนุมูลไฮดรอกซี (OH) เกิดจากปฏิกิริยาระหวาง อนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) และ ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด เมื่อมีอิออนของโลหะทรานซิชั่นทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยา เรยีกปฏกิริิยานีว้าปฏกิริยิาฮาเบอรไวส 

(Haber-Weiss)  

ปฏิกิริยาฮาเบอรไวส (Haber-Weiss)  

   O2
- +   H2O2       O2  +   OH   +   OH- 
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ปฏิกิริยาชนิดที่สองคือ ปฏิกิริยาเฟนตัน (Fenton reaction) ซึ่งกลาววาธาตุเหล็กในรางกายในรูปของ

สารประกอบเชิงซอนทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยา  

  

ปฏิกิริยาเฟนตัน (Fenton reaction) 

   Fe 2+ +   H2O2       Fe 3+ +   OH   +   OH-  

 

 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

 เอนไซม SOD ทําหนาที่เปลี่ยนอนุมูล O2
- ใหเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ซึ่งสามารถเปนได

ทั้งสารออกซิไดสและสารรีดิวสแตมีความไวต่ําที่ pH ของรางกาย ดังนั้น ดีเอ็นเอ ลพิดิและโปรตนีสวนใหญไม

ถูกออกซิไดสในหลอดทดลองดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดระดับมิลลิโมลาร แตไฮโดรเจนเปอรออกไซดสามารถ

ยับยั้งการทํางานของเอนไซมบางชนิดโดยตรง เชน เกิดปฏิกิริยาออกซเิดชนักบัหมูไทออล (-SH) ทีอ่ยูในบรเิวณ

ที่ใชจับกับซับสเตรตของเอนไซม glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase ไฮโดรเจนเปอรออกไซด

สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม SOD ทั้งสองชนิดไดแก CuZnSOD และ FeSOD นอกจากนี้ยังสามารถ

ทําใหอิออนเหล็กในชีวโมเลกุล เชน ไมโอโกลบิน ฮีโมโกลบิน และไซโตโครมซ ีเสือ่มสภาพจากการทีอ่อิอนเหลก็

หลุดออกมาไดเชนเดียวกัน  

  

เปอรออกซีไนเตรท (ONOO-
 ) 

 เปนสารออกซิไดสที่แรงเกิดขึ้นจากปฏิกิริยาระหวางไนตริกออกไซดกับอนุมูลซุปเปอรแอนอิออน 

 (O2
-) เมื่อเกิดขึ้นแลวจะมีความเปนพิษตอเซลลรางกายมาก เชนกอใหเกิดอาการอักเสบ ทําใหโปรตีนตางๆ

ผิดปกติสูญเสียสภาพการทํางาน มีผลตอเอนไซมพรอสทาไซคลินที่มบีทบาทตอกระบวนการสรางสารยอยลิม่

เลือดและสารสื่อที่ทําใหหลอดเลือดคลายตัว 

 

 2.8.5 บทบาทของอนุมูลอิสระกับการเกิดโรคและการปองกัน 

 ลิพิด โปรตีน และดีเอ็นเอ เปนชีวโมเลกุลที่ถูกอนุมูลอิสระทําใหเกิดความเสียหาย ทั้งนี้เพราะ

โมเลกุลเหลานี้มีอิเล็กตรอนหรืออะตอมไฮโดรเจนที่หลุดออกไดงาย ทําใหอนุมูลอิสระเขาไปทําปฏิกิริยาโดย

เขาจับคูกับอิเล็กตรอนของชีวโมเลกุลหรือ ดึงอิเล็กตรอนหรืออะตอมไฮโดรเจนออกจากโมเลกลุนัน้  ๆกลาวคอื

โมเลกุลลิพิด โปรตีน และดีเอ็นเอสามารถถูกออกซิไดสโดยอนุมูลอิสระ ซึ่งทําใหคุณสมบัติและทํางานของ   

ชีวโมเลกุลเปลี่ยนไป เกิดความบกพรองหรือถูกทําลาย  อันเปนสาเหตุของการเกิดโรค 

 ลิพิดสามารถถูกออกซิไดสไดโดยอนุมูลเรียกวา ลิพิดเปอรออกซิเดชัน เปนกระบวนการที่กรดไขมัน

ชนิดไมอิ่มตัวและฟอสโฟลิพิดเกิดการเสื่อมสภาพหรือเสียสภาพจากการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ ทําใหเกิดลิพิด
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เปอรออกไซดขึ้นในเยื่อหุมเซลล ลิพิดในเลือด และในของเหลวของรางกาย นอกจากนี้ทําใหเกิดการตายของ

เซลล และทําใหเกิดการเสื่อมสลายไดสารประกอบจํานวนมาก ไดแก ไฮโดรคารบอนตางๆ  เชน อทีนี อเีทน และ

เพนเทน เปนตน รวมถึง คีโตน อัลดีไฮด โดยอัลดีไฮดที่เปนผลผลิตจากการเสื่อมสลายที่เกิดขึ้นที่สําคัญ คือ 

มาลอนอัลดีไฮด (MDA) ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยากับชีวโมเลกุลตางๆในรางกายได 

 ดีเอ็นเอ สามารถเกิดความเสียหายจากอนุมูลอิสระไดเชนกัน และเมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงชกันาํให

พัฒนากลายเปนมะเร็งได อนุมูลอิสระสามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางของดีเอ็นเอเชน การจบัคูเบสในดเีอน็เอ

ผิด การจัดเรียงนิวคลีโอไทดผิด การหายไปของนิวคลีโอไทดหรือดีเอ็นเอบางสวน การมีนิวคลีโอไทดบางสวน

เขาสอดแทรกและการเพิ่มขึ้นของดีเอ็นเอ มีผลทําใหเกิดการกลายพันธุ ปฏิกิริยาออกซเิดชนัทีเ่กดิขึ้นในเซลล

และทําใหเกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอไดแก การเติมหมูเมทิล การกําจัดหมูพิวรีน และการกําจัดหมูอะมิโน 

เปนตน 

 โปรตีน สามารถถูกออกซิไดสโดยอนุมูลอิสระไดเชนกัน โปรตนีในเซลลมบีทบาทสาํคญัเชนทาํหนาที่

เรงปฏิกิริยา การขนสงสารตางๆในเซลล  เปนตัวรับและสารสื่อประสาท รวมทั้งควบคุมการเจริญเติบโตและ

พัฒนาการของเซลล การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของโปรตีน ทําใหโปรตนีเสยีสภาพ เอนไซม ตวัรบัและสารสือ่

ประสาทตางๆ  ซึ่งมีโปรตีนเปนองคประกอบไมสามารถทํางานไดตามปกติหรอืมีประสทิธิภาพการทาํงานลดลง 

กลไกการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีนจากอนุมูลอิสระ เชน การเปลี่ยนฮิสทิดีนเปนออกโซฮิสทิดีน การ

เปลี่ยนเมทไทโอนีนเปนเมทไทโอนีนซัลฟอกไซด เปนตน 

 

 อนุมูลอิสระกับการเกิดโรค 

 อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการเผาผลาญในรางกายและหลุดลอดออกมาทําให

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกอใหเกิดความเสียหาย และมีผลกระทบโดยตรงตอเยื่อหุมเซลล โปรตีน 

และดีเอ็นเอ โดยปกติแลวรางกาย มีขบวนการปองกันโดยเอนไซม SOD เอนไซม GPx และ

เอนไซม CAT ทําหนาที่กําจัดอนุมูลซุปเปอรออกไซดและอนุมูลเปอรออกไซด กอนที่อนุมูลทั้งสอง

จะทําปฏิกิริยาตอโดยมีโลหะเปนตัวเรงปฏิกิริยาทําใหเกิดอนุมูลหรือสารที่มีฤทธิ์รุนแรงขึ้นกวาเดิม 

อยางไรก็ตามอนุมูลหรือสารที่มีฤทธิ์รุนแรงจากปฏิกิริยาลูกโซเปอรออกซิเดชันเริ่มตน อาจจะมี

อนุมูลที่รอดพนจากการทําลายโดยเอนไซมขางตน ซึ่งก็จะถูกทําลายโดยสารตานอนุมูลอิสระใน

รางกายดังที่ไดกลาวมาแลวขางตน 

 แตอยางไรก็ตามความไมสมดุลของการเกิดอนุมูลอิสระทําใหมีอนุมูลมากเกินสมดุล และ

เกิดภาวะที่เซลลและรางกายถูกออกซิไดสเกินสมดุล ภาวะดังกลาวมีบทบาทตอการเกิดโรคตางๆ

มากกวา 100 โรค เชน ภาวะขาดเลือดชั่วขณะที่สมองและหัวใจ โรคเกี่ยวกับการเสื่อมของประสาท 

โรคภูมิแพ โรคมะเร็ง เปนตน ปริมาณอนุมูลอิสระที่ไมสมดุลยังสัมพันธกับลักษณะโรคหรืออาการ
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ผิดปกติอื่นๆ คือโรคอัลไซเมอร โรคพารกินสัน อาการสมองและไขสันหลังอักเสบ โรคเนื้องอกเรื้อรงั 

Down’s syndrome โรคตับอักเสบ เปนตน 

 2.8.6 การปองกันอันตรายและความเสียหายที่เกิดจากอนุมูลอิสระ  

 เซลลและรางกายมีกลไกเพื่อควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระไมใหสูงจนเกิดอันตราย กลไกสําคญัทีท่าํ

หนาที่ควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระมีกลไกหลัก 3 กลไก ทําหนาที่ลดผลกระทบที่เปนอันตรายของอนุมูลตอ

เซลล ในสภาวะปกติกลไกเหลานี้ถือวาเพียงพอตอการรักษาปรมิาณอนมุูลอิสระใหอยูในสมดลุได แตหากเกดิ

ความผิดปกติกลไกปองกันเหลานี้บกพรองไมสามารถควบคุมภาวะสมดุลได จะนําไปสูภาวะทีอ่นมุลูและสาร

ออกซิแดนทมีมากเกินสมดุล (oxidative stress) และเกิดโรคตางๆ ขึ้นในรางกายได  

กลไกสําคัญที่ทําหนาที่ควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระใหอยูในสมดุลไดแก 

1. เอนไซม 

ในระดับเซลลเอนไซมเปนกลไกสําคัญขั้นแรกที่ทําหนาที่ควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระใหอยูใน 

สมดุล เอนไซมที่สําคัญไดแก 

  เอนไซมซุปเปอรออกไซดดิสมิวเทส (SOD) ทําหนาที่ขจัดอนุมูลเริ่มแรกในรางกายคือ

อนุมูลซุปเปอรแอนอิออน (O2
-) โดยเรงปฏิกิริยาดิสมิวเตสในการเปลี่ยนอนุมูล O2

- ใหเปนไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด และจะถูกกําจัดตอโดยเอนไซมคาตาเลสและเอนไซมกลูตาไทโอนเปอรออกซิเดส 

   

2O2
-  +        2H+   H2O2   +        O2 

 

  เอนไซมคาตาเลส (CAT) เปนเอนไซมที่อยูในเปอรร็อกซิโซม มีฮีมเปนองคประกอบ ทํา

หนาที่เปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไปเปนโมเลกุลของน้ําและออกซิเจน 

 

H2O2 +        2H+     H2O +        O2 

 

เอนไซมกลูตาไทโอนเปอรออกซิเดส (GPx) เปนเอนไซมที่มีธาตุซิลีเนียมเปนองคประกอบ 

สําคัญอยูในโครงสรางของเอนไซม ทําหนาที่เรงปฏิกิริยารีดักชันของสารประกอบไฮโดรเปอรออกไซด ไดแก    

ลิพิดเปอรออกไซด (ROOH) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยมีการออกซิไดสกลูทาไทโอน (GSH) รวมใน

ปฏิกิริยาดวย เปนเอนไซมที่ชวยปองกันไมใหไฮโดรเจนเปอรออกไซดเกิดปฏิกิริยาเฟนตัน 

 

H2O2 +        2GSH   GSSG   +        H2O  

 

SOD 

CAT 

GPx 

GPx 
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ROOH +        2GSH   ROH +        GSSG   +        H2O  

 

2. สารตานอนุมูลอิสระ  

เปนคําศัพทที่แปลมาจากคําวา antiradical ปจจุบันคําศัพทนี้ไดถูกบัญญัติใหมเปนสารขจัด 

หรือกําจัดอนุมูล (radical scavenger) หรืออาจจะใชคําวา สารแอนติออกซิแดนท (antioxidant) ก็ได สารตาน

อนุมูลอิสระเปนสารที่สามารถทําปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระโดยตรง เพื่อกําจัดอนุมูลใหหมดไป หรือหยุด

ปฏิกิริยาลูกโซไมใหดําเนินตอ สารขจัดอนุมูลที่มีอยูตามธรรมชาติ เชน กรดยูริค บิลิรูบินจะกําจัดอนุมูล 

สวนวิตามินซี วิตามินอี กลูตาไทโอน เบตาแคโรทีน และยูบิควิโนน จะหยุดการเกิดปฏิกิริยาลูกโซของการเกดิ

อนุมูลและมีบทบาทสําคัญทําใหลิพิดเปอรออกซิเดชนัสิน้สุดลง สารตานอนมุลูอสิระมโีครงสรางเคมแีละฤทธิ์

ตานออกซิเดชันที่แตกตางกัน 

 วิตามินซี (vitamin C) 

 วิตามินซีหรือกรดแอสคอรบิก (AscH2) มีหมูไฮดรอกซี 2 หมูที่แตกตัวใหไฮโดรเจนได (ภาพที่ 2.10)

ดังนั้นจึงจัดเปนกรดชนิดหนึ่ง มีคุณสมบัติละลายน้ําไดดี จึงทําหนาทีต่านอนมุลูอสิระในเซลลและอวยัวะทีม่ี

น้ําเปนองคประกอบหลัก ในรางกายวิตามินซีจะอยูในรูป AscH _ เปนสวนใหญ ดังนั้นกลไกในการตานอนมุลู

ของวิตามินซีคือ AscH _ จะใหอิเล็กตรอน 1 ตัว รวมกับอะตอมไฮโดรเจนแกอนุมูลอิสระ นอกจากนีว้ติามนิซมีี

ความสัมพันธกับวิตามินอีโดยทําหนาที่เปลี่ยนวิตามินอีในรูปอนุมูลใหกลับเปนวิตามินอี 

 

 
 

ภาพที่ 2.10 โครงสรางของวิตามินซี (vitamin C)  

ที่มา : www.globalherbalsupplies.com/.../vitamin-c.htm 

 

 วิตามินอี (vitamin E) 

 เปนวิตามินที่ละลายไดดีในไขมัน จากโครงสรางมีไดหลายไอโซเมอร รูปแบบ α-tocolpherol เปน      

ไอโซเมอรที่มีฤทธ์ิสูงสุดจากบรรดาไอโซเมอรทั้งแปด  (ภาพที่ 2.11) วิตามินอีเปนสารตานอนุมูลที่สําคัญของ 

เมมเบรนซึ่งมีลิพิดเปนองคประกอบ โดยปกปองไมใหเกิดลิพิดเปอรออกซิเดชัน 
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ภาพที่ 2.11 โครงสรางของวิตามินอี (vitamin E)  

ที่มา : www.vita-dose.com/structure-of-vitamin-e.html 

 

ในการทําหนาที่วิตามินอีจะใหไฮโดรเจนแกลิพิดที่อยูในรูปอนุมูลคือ อนุมูลลิพิด (L) หรือ อนุมูล

ลิพิดเปอรออกซี ทําใหลิพิดพนสภาพอนุมูล  

  

กลูทาไทโอน (gluthathione: GSH) 

 กลูทาไทโอนจัดเปนสารตานอนุมูลในกลุมที่มีหมูไทออล GSH (ภาพที่ 2.12) มโีครงสรางเปนเปปไทด

ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 3 ตัว GSH ละลายน้ําไดดีมีอยูในเซลลปริมาณมาก ปกติเซลลมีกลูทาไทโอน 2 

แบบคือ กลูทาไทโอนในรูปรีดิวส (GSH) และ กลูทาไทโอนในรูปออกซิไดส (GSSG) 
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ภาพที่ 2.12 โครงสรางกลูทาไทโอน (glutathione) 

ที่มา : www.bio.davidson.edu/.../LSHMain.html 

 

กลไกการตานออกซิเดชันของสารที่มีหมูไทออลคือการใหอิเล็กตรอนเดี่ยวแกอนุมูลอิสระ เมื่อให

อิเล็กตรอนไปแลวหมูไทออลจะเปลี่ยนเปนหมูไทอิล (GS) อนุมูลไทออล 2 หมู รวมกันไดเปน กลทูาไทโอนใน

รูปออกซิไดส (GSSG) 

 GSH +        R        GS    +        RH  

 

 GS       +       GS      2GSSG 

 

 สารตานอนุมูลอิสระในอุดมคติควรมีคุณสมบัติดังนี้ มีความเฉพาะเจาะจงสูงในการเขาจับอนุมูล

อิสระโดยตรงและกําจัดอนุมูลใหหมดสิ้นไป (quenching) สามารถทําปฏิกิริยาคีเลทกับโลหะได เปนสารตาน

ออกซิเดชัน และไมมีผลกระทบตอการแสดงออกของยีน 

 

3. สารคีเลทโลหะ (metal chelator) 

นอกจากเอนไซมและสารตานอนุมูลอิสระดังกลาวขางตนแลว การขจัดโลหะทรานซิชันโดยใช 

สารคีเลทโลหะ เปนอีกกลไกหนึ่งที่ใชควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระใหอยูในสมดุล ทั้งนี้เพราะโลหะทรานซิชัน 

เชน ธาตุเหล็ก และทองแดง มีสวนสําคัญในการเกิดอนุมูลอิสระ สารคีเลทโลหะสวนใหญเปนโปรตนีทาํหนาที่

จับกับโลหะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอน โลหะจึงไมสามารถทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลอิสระได ซึ่ง

ไดแกทรานเฟอรริน (transferrin) เฟอรริทิน (ferritin) แลกโทเฟอร ริน (lactoferrin) เซรูโลพลาสมิน  

(ceruloplasmin) ฮีโมเพล็กซิน (hemoplexin) แฮบโทโกลบิน (haptoglobin) และอัลบูมิน (albumin)  

  

 ดังนั้นเมื่อเซลลหรือรางกายขาดความสมดุลระหวางปริมาณของอนุมูลอิสระและ

ขบวนการปองกันและสารตานอนุมูลอิสระ นําไปสูการเกิดโรค ในปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดทาํการ

วิจัยพัฒนาเพื่อรักษาสมดุลดังกลาว ซึ่งสารตานอนุมูลอิสระเปนกลุมสารที่ไดรับความสนใจและมี
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การศึกษาพัฒนาอยางตอเนื่อง โดยสามารถแบงไดเปนสารตานอนุมูลอิสระที่พัฒนาสังเคราะห

เลียนแบบสารตานอนุมูลที่มีในธรรมชาติ เชน วิตามินอี สารโพลีฟนอล และเคอรคูมินจากขมิ้นชัน 

เปนตน แตอยางไรก็ตามสารตานอนุมูลควรมีความสามารถดังที่กลาวมาขางตนแลวนั้น สารตาน

อนุมูลที่ดี ควรมีความสามารถในการดูดซึมหรือสงผานเขาสูภายในเซลล เนื้อเยื่อตางๆ โดยมคีวาม

เขมขนเพียงพอที่สามารถออกฤทธิ์ได สารตานอนุมูลอิสระที่มีตามธรรมชาติในอาหารเชน ผัก 

ผลไม สมุนไพร 

 
2.9 สารประกอบฟนอลิกและฟลาโวนอยดในพรอพอลิส 

  2.9.1 สารประกอบฟนอลิก (phenolic compound) 

 สารประกอบฟนอลิก (polyphenolic compound) เปนกลุมสารที่ใหสีในพืช 

สารประกอบฟนอลิกเปนสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolism) จากพืช สารประกอบฟนอลิก

เปนสารอนุพันธของเบนซินที่มีหมูไฮดรอกซิลตออยูเปนหลัก สารฟนอลิกพื้นฐานมีหมูฟนอล 

(phenol group) เปนหลัก ซึ่งประกอบดวยวงแหวนเบนซิน 1 วง และมีหมูไฮดรอกซิล 1 หมู (ทรง

พล, กรรณิการและขนิษฐา. 2009 : online) จากฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของสารกลุมฟนอลิกจะขึ้นอยู

กับหมูไฮดรอกซิลในโมเลกุล คุณสมบัติในการดึงอิเล็กตรอนของหมูคารบอกซิลิกในกรดเบนโซอิก จะ

สงผลใหความสามารถในการใหไฮโดรเจน ของ Hydroxybenzoate นอยลง สารโพลีฟนอลิกเปน

สารที่มีบทบาทสําคัญเนื่องจากมีฤทธิ์ตานแบคทีเรีย ตานเชื้อรา ตานการอักเสบ ตานไวรัส (Khezri, 

et al 2006 อางถึงใน Grange and Davey, 1990) 

 

2.9.2 สารประกอบฟลาโวนอยด (flavonoid compound) 

   สารประกอบฟลาโวนอยดเปนสารตานอนุมูลอิสระที่ประกอบดวยหมูซุปเปอร

ออกไซดและหมูไฮดรอกซิล  ที่สามารถปองกันการเสื่อมของเซลลตางๆ อันเนื่องมาจากอนุมูล

อิสระที่ไดมาจากปฎิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) อีกทั้งพบวาฟลาโวนอยดมีฤทธ์ิตานเชื้อ

แบคทีเรีย ตานเชื้อรา และตานไวรัส (Khezri et al. 2006 อางถึงใน Grange and Davey, 1990) 

ซึ่งฟลาโวนอยดนั้นเปนสารตานอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูงกวาชนิดอื่นแตก็ตองขึ้นอยูกับ

โครงสรางทางเคมีของสารนั้นดวย คุณสมบัติที่ไดรับความสนใจเปนอยางมากในปจจุบันของฟลา

โวนอยด คือ เปนสารตานอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูงรวมทั้งคุณสมบัติในการชวยลดการ

อักเสบ การยับยั้งเอนไซม การตานอนุมูลอิสระ การบํารุงหลอดเลือด และยับยั้งการเกิดเนื้องอก 

(Cushnie and Andrew, 2005) ฟลาโวนอยดซึ่งเปนสารประกอบฟนอลจะเปนตัวไปชะลอ หรือ

ยับยั้งกระบวนการออกซิเดชันของคลอเลสเตอรอล LDL (Low density lipoprotein) ซึ่ง
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กระบวนการออกซิเดชันเพื่อสลายคลอเรสเตอรอล LDL นั้นจะทําใหเกิดการแข็งตัวของเกล็ดเลือด

ซึ่งเปนสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดการอุดตันของหลอดเลือดหัวใจ เพราะฉะนั้นสารพวกฟลาโวนอยดจงึ

มีประโยชนตอสุขภาพ คือ ชวยปองกันไขมันจับกับหลอดเลือด (Maisuthiskul et al. 2007) 

ปองกันกระบวนการออกซิเดชันของคลอเรสเตอรอล LDL และชวยลดความดันโลหิต 

 
2.9.3 ประเภทของสารประกอบฟลาโวนอยด 

2.9.3.1 ฟลาโวน (Flavones) เปนสารประกอบไมมีสี ตัวอยางเชน อะจิพินิน 

(agipenin) ลูเตโอลีน (luteolin) และไตรซีติน (tricetin) (นิธิยา, 2548) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัย

ของ Kosalec et al. (2004) ที่พบวาฟลาโวนเปนสารประกอบฟลาโวนอยดประเภทหนึ่งที่มีอยูใน

พรอพอลิส 

2.9.3.2 ฟลาโวนอล (Flavonol) เกิดจากสารประกอบฟลาโวนมีการแทนที่ของ

หมูไฮดรอกซิลเพิ่มขึ้นที่ตําแหนง 3 ตัวอยางของฟลาโวนอล ไดแก เคอรซีติน (quercetin) แคมพ-

เฟอรอล (kaempferol)   และไมริซีติน (myricetin) อะไกโคน (aglycone) ที่เปนอนุพันธุของฟลา

โวน และฟลาโวนอลที่ทราบโครงสราง มีอีกประมาณ 60 ชนิด ซึ่งแตกตางกันที่หมูไฮดรอกซี และหมู

เมทอกซี (นิธิยา, 2548) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Kosalec et al. (2004) ที่พบวาฟลาโวนอล

เปนสารประกอบฟลาโวนอยดประเภทหนึ่งที่มีอยูในพรอพอลิส 

 

2.9.3.3 ฟลาวาโนนอล (Flavanonols) มีสูตรโครงสรางคลายฟลาวาโนน แตหมู  ไฮด

รอกซิลเพิ่มขึ้น ที่ตําแหนงที่ 3 (นิธิยา, 2548) 

 

2.9.3.4 ฟลาวาโนน (Flavanone) มีสูตรโครงสรางคลายฟลาโวน แตพันธะ

ระหวางคารบอนตําแหนงที่ 2 และ 3 เปนพันธะเดี่ยว เปนฟลาโวนอยดที่พบในผลไมตระกูลสม 

ตัวอยางไกลโคไซด เชน เฮสเพอริดิน (hesperidin) และนารินจิน (naringin) ที่พีเอชเปนดาง วง

แหวนที่อยูภายในโมเลกุลของเฮสเพอริดินจะเปดออกไดเปนชาลโคน (chalcone) เหมือนการ

สลายตัวของแอนโทไซยานิน (anthocyanin) ชาลโคนจะใหสีเหลืองถึงน้ําตาล (นิธิยา, 2548) ซึ่ง

สอดคลองกับงานวิจัยของ Kosalec et al. (2004) ที่พบวาฟลาวาโวน เปนสารประกอบฟลาโว

นอยดประเภทหนึ่งที่มีอยูในพรอพอลิส  
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บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีการ (Materials and Methods) 
 
3.1 อุปกรณการทดลอง 

 3.1.1 ตัวอยาง 

พรอพอลิส (propolis) จากพื้นที่ อําเภอรองกวาง จังหวัดแพร 

 3.1.2 สารเคมี 

สารเคมีที่ใชในการทดลองนี้เปน analytical grade 

 3.1.2.1 ethanol 

3.1.2.2 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) 

3.1.2.3 α-tocopherol 

3.1.2.4  ascorbic acid 

3.1.2.5  sodium phosphate buffer pH 7  

3.1.2.6 2-deoxyribose 

3.1.2.7 FeSO4-EDTA 

3.1.2.8 hydrogen peroxide 

3.1.2.9 trichroacetic acid 

 3.1.2.10 triobarbituric acid  

   3.1.2.11 sodium carbonate buffer pH 10.5 

   3.1.2.12 xanthine 

   3.1.2.13 EDTA 

   3.1.2.14 bovine serum albumin (BSA) 

   3.1.2.15 nitroblue tetrazolium (NBT) 

   3.1.2.16 xanthine oxidase enzyme (XOD) 

   3.1.2.17 cuprous chloride (CuCl) 

   3.1.2.18 aluminium chloride hexahydrate (AlCl3.6H2O)  

   3.1.2.19 potassium acetate (CH3COOK)  

   3.1.2.20 quercetin 

   3.1.2.21 Folin-Ciocaltau reagent 

   3.1.2.22 sodium carbonate (Na2CO3)  
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   3.1.2.23 gallic acid 

   3.1.2.24 silicagel 60 F254 plate 

   3.1.2.25 hexane 

   3.1.2.26 ethyl acetate 

   3.1.2.27 acetic acid 

   3.1.2.28 iodine 

   3.1.2.29 น้ํากลั่น (distilled water) 

   

3.1.3 เคร่ืองมือ 

3.1.3.1 เครื่องระเหยแหง (rotary evaporator) ยี่หอ Steroglass  

  รุน STRIKE 102A 

 3.1.3.2 เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง (analytical balance) ยี่หอ 

ADAM รุน AFP-2100L  

 3.1.3.3 เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง (analytical balance) ยี่หอ 

ADAM รุน AAA 250L  

3.1.3.4 เครื่องผสมสาร (vortex mixer) ย่ีหอ VELP  

3.1.3.5 เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (centrifuge) ยี่หอ ORTO  

  รุน Lincer 

3.1.3.6 กรวยกรองบุชเนอร (buchner funnel) 

3.1.3.7  ตูอบความรอน (hot air oven) ยี่หอ WTB Binder รุน FD 115 

3.1.3.8 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ยี่หอ  

  THERMO SCIENTIFIC รุน HELIOS α  

  
3.1.4 อุปกรณและเครื่องแกว 

  3.1.4.1 กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 20, 50 และ 100 มิลลิลิตร 

  3.1.4.2 หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร 

  3.1.4.3 ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 10, 25, 50 และ 100 มิลลิลิตร

  3.1.4.4 ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 

3.1.4.5 ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20-200 และ 100-1,000 ไมโครลิตร 

3.1.4.6 ทิป (tip) ที่ใชกับไมโครปเปต ขนาด 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
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3.1.4.7 กระดาษกรอง (paper filter) ยี่หอ Whatman เบอร 1 

3.1.4.8 อะลูมิเนียมฟอยล (aluminium foil) 

  3.1.4.9 พาราฟลม (parafilm) 

  3.1.4.10 แทงแกวคนสาร (stirring rod)  

  3.1.4.11 ชอนตักสารเคมี (spatula) 

  3.1.4.12 ที่วางหลอดทดลอง (rack) 

 

3.2 วิธีการทดลอง 

3.2.1 การสกัดสารจากพรอพอลสิโดยใชเอทานอลเปนตัวทําละลาย (propolis)  

นําพรอพอลสิ  น้ําหนัก 35 กรัม  มาทําใหละเอียด   หลังจากนั้นนําไปสกัดดวยตัวทํา 

ละลาย 70 % เอทานอล โดยอัตราสวนระหวางพรอพอลสิและตัวทําละลายเปน 1 ตอ 10 และสกดั

ดวยเครือ่ง ultrasonicator เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นนําสวนผสมที่ไดมากรองดวยกระดาษ

กรอง Whatman No.1 และนําสารสกัดไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกสารสกัดและตะกอนออกจากกนั 

หลงัจากนั้นนําสารสกัดพรอพอลสิที่ไดนําไประเหยเพือ่เอาตัวทําละลายออก โดยใชเครื่องระเหย

แหง (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส นําสารสกัดที่ระเหยตัวทําละลายแลว 

นํามาชั่งน้ําหนักและเกบ็ใหพนแสง ที่อุณหภูมิหอง เพือ่ใชในการทดลองตอไป 

 

3.2.2 การศึกษาฤทธิ์ในการตานอนุมูลอสิระของสารสกัดจากพรอพอลิส (propolis) 

โดยแบงการทดลองออกเปน 4 ชุดการทดลอง 

3.2.2.1. DPPH radical-scavenging activity 

 นําผงของสารสกัดที่ไดมาละลาย 70% เอทานอล โดยมีความเขมขนที่ตางกัน นําสาร

สกัดปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลาย DPPH ที่มีความเขมขน 300 ไมโครโมลาร 

ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร และเติม 70% เอทานอล ปริมาตร 2.4 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 30 นาที ในที่ไมมีแสง เม่ือครบเวลา นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโน

เมตร ทําการบันทึกผล โดยใช α-tocopherol และ ascorbic acid ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร 

เปน positive control นําคาที่ไดมาคิดเปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระไดดังนี้  

 

% DPPH radical scavenging activity =  {A0- (A1 - As)} × 100 

                                                                                  A0  
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เมื่อ A0 คือ คาการดูดกลนืแสงของ DPPH 

 A1 คือ คาการดูดกลืนแสงของสารสกดัพรอพอลสิที่ทําปฏกิิริยากับ DPPH 

 AS คือ คาการดูดกลืนแสงของสารสกัดพรอพอลสิ 

 

  3.2.2.2 Hydroxyl radical scavenging   

สารละลายที่ใชในการวิเคราะหประกอบดวย 0.1 โมลาร sodium phosphate buffer 

ปริมาตร 0.90 มลิลลิิตร pH 7.0, 10 มิลลิโมลาร 2-deoxyribose ปริมาตร 0.15 มิลลลิิตร, 10 

มิลลิโมลาร FeSO4-EDTA ปริมาตร 0.15 มิลลลิิตรและ 10 มิลลิโมลาร H2O2  ปริมาตร 0.15 

มิลลลิิตร เติมน้ํากลั่นลงไป 0.125 มิลลลิิตร หลงัจากนัน้เติมสารสกดัพรอพอลสิในตัวทําละลาย  

เอทานอลที่ความเขมขนตางๆ ปริมาตร 0.075 มิลลลิติร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เวลา 4 ชั่วโมง ทําการหยุดปฏกิิริยาดวย 2.8 เปอรเซ็นต trichloroacetic acid ปริมาตร 0.75 

มิลลลิิตรและ 1.0 เปอรเซ็นต 2-triobarbitutic acid ซึ่งเตรียมใน 50 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.75 

มิลลลิิตร นําไปตมเปนเวลา 10 นาที หลังจากนัน้ทําใหเย็นและนําไปวัดคาดดูกลืนแสงที่ 520 นา

โนเมตร ทําการบันทึกผล โดยใช α-tocopherol และ ascorbic acid ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร 

เปน positive control 

 

  3.2.2.3 Superoxide anion scavenging 

ทําการเติมสารละลายที่ใชในการวิเคราะหตามลําดับ ดงันี้ เติม 0.05 M sodium 

carbonate buffer pH 10.5 ปริมาตร 1.3 มิลลลิิตร, 3 mM xanthine ปริมาตร 0.1 มิลลลิิตร, 

3mM EDTA ปริมาตร 0.1 มิลลลิิตร, 0.15%w/v bovine serum albumin (BSA) ปริมาตร 0.1 

มิลลลิิตร, 0.75 mM nitroblue tetrazolium (NBT) ปริมาตร 0.1 มลิลลิิตร หลังจากนัน้เติมสาร

สกดัพรอพอลสิในตัวทําละลายเอทานอลที่ความเขมขนตางๆ ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมหิองเปนเวลา 10 

นาที เมื่อครบเวลา เติมเอนไซม xanthine oxidase (XOD) ความเขมขน 6 mU ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมหิองเปนเวลา 20 นาที นํามาเติม 6 mM CuCl เพื่อทําการหยุดปฏกิิริยา นํามาวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ทําการบันทึกผล โดยใช α-tocopherol และ 

ascorbic acid ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร เปน positive control 

 

  3.2.2.4 Hydrogen peroxide scavenging 

นําผงของสารสกดัที่ไดมาละลายในเอทานอล โดยมีความเขมขนทีต่างกัน เติมลงใน 43 

มิลลิโมลาร H2O2 ที่เตรยีมใน 0.1 M phosphate buffer ปริมาตร 0.6 มิลลลิิตร ตั้งทิ้งไวที่
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อุณหภูมหิอง เวลา 10 นาที นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 230 นาโนเมตร ทําการบนัทึกผล โดยใช   

α-tocopherol และ ascorbic acid ที่ความเขมขน 1 มิลลโิมลาร เปน positive control 

   

3.3 การศึกษาหาปริมาณสารที่มีคุณสมบตัิในการตานอนุมูลอิสระ ไดแกฟลาโว-
นอยด (flavonoid) และ โพลีฟนอล (polyphenol) ในพรอพอลิส 

      3.3.1 การศึกษาหาปริมาณฟลาโวนอยด (flavonoid) 

ปริมาณของฟลาโวนอยด หาไดโดยวิธี Aluminium Chloride Colorimetry นําสารสกัด

พรอพอลสิ 0.5 มลิลลิิตร เติม 70 เปอรเซน็ต เอทานอล ปริมาตร 1.5  มลิลลิิตร  หลังจากนั้นเติม  

0.1 มิลลลิติร ของ 10 เปอรเซน็ต aluminium chloride hexahydrate, 0.1 มิลลลิิตรของ 1 โมลาร 

potassium acetate และ น้ํากลั่น 2.8 มิลลลิติร ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เมือ่ครบ

เวลา นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 415 นาโนเมตร ทําการบนัทกึผล โดยนํามา

เปรียบเทยีบกบักราฟมาตรฐานของ quercetin 

 

     3.3.2 การศึกษาหาปริมาณโพลีฟนอล (polyphenol) 

ปริมาณโพลีฟนอล (polyphenol)  หาไดโดย Folin-Ciocalteau Colorimetric method   

นําสารสกดั 0.2 มิลลลิติร เติมน้ํากลั่นลงไป 0.8 มิลลลิติร,  1 มิลลลิิตรของ Folin-Ciocalteau 

reagent ที่เจอืจางแลว 4 เทา และ 5 มลิลลิิตรของ 0.4 M Na2CO3 ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภมูิหองเปน

เวลา 30 นาที เมื่อครบเวลา นํามาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร ทําการ

บันทึกผล โดยนํามาเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐานของ gallic acid 

 

3.4 การศึกษาองคประกอบทางเคมีของพรอพอลิส โดยเทคนิค Thin Layer 

Chromatography 

เตรียมสารสกัดพรอพอลิสที่ความเขมขน 1 mg/ml จุดสารสกัดปริมาตร 1 µl ลงบนแผน TLC 

plate ชนิด silica gel 60 F254 จากนั้นนําแผน TLC ไปแชใน mobile phase ซึ่ง mobile phase 

ประกอบดวย hexane : ethyl acetate : acetic acid (60:40:1 %v/v) ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของ

สารดวยไอของไอโอดีน (Iodine vapour) ทําเครื่องหมายตรง solvent front และคํานวณหา

ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ได บันทึกระยะทางที่สารเคลื่อนที่ คํานวณคา Retention factor (Rf) ของ

สารสกัดแตละชนิด 
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3.5 การทดสอบทางสถิต ิ

นําขอมลูมาวิเคราะหความแปรปรวนและเปรยีบเทียบความแตกตางระหวางตัวอยางโดย

ใชวิธี Duncan’s multiple range test    

 
3.6 สถานที่ทําการทดลองหรือเกบ็ขอมลู 

สถานที่ในการทําการทดลองที่ อาคารปฏิบัตกิารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกียรต ิ

 
     3.7 ระยะเวลาทําการวิจัย 

 การวิจัยครั้งนี้จะใชเวลาตั้งแตเดือนตลุาคม 2550 ถึง เดอืนกันยายน 2551 รวมเวลาวิจยั  

1 ป        

ตารางที่ 3.1 แผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย 
 

งานที่ปฏิบัต ิ เดือน 

1
0 

1
1 

1
2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1. เตรียมเครือ่งแกว สารเคม ี             

2. ทําการสกัดพรอพอลสิ             

3. ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมลูอิสระ             

4. ศึกษาองคประกอบทางเคม ี             

5. วิเคราะหขอมลู             

6. เขียนรายงาน             

7. ประเมินผลและสงรายงานฉบับเตม็             
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง (Results) 
 
4.1 ลักษณะของพรอพอลิสและสารสกัดพรอพอลิสในตัวทําละลายเอทานอล 

พรอพอลิสที่ใชในการทดลองไดมาจากเกษตรกรในพื้นที่อําเภอรองกวาง จังหวัดแพร มีสี

น้ําตาลเขม ไมมีกลิ่นและมีลักษณะเหนียว (ภาพที่ 4.1) เมื่อนําพรอพอลิสมาสกัดโดยใชตัวทําละลาย    

เอทานอลมีสีเหลืองออน หลังจากที่นําสารสกัดพรอพอลิสมาระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่อง

ระเหยแหง (rotary evaporator)      จากนั้นชั่งน้ําหนักสารสกัดที่ได และคํานวณหาผลผลิตรอยละของ

สารสกัด พบวาสารสกัดพรอพอลิสในตัวทําละลายเอทานอลมีคาเทากับ 6.67 %w/w (ตาราง 4.1) 
 

 

 
 

ภาพที่ 4.1  ลักษณะของพรอพอลสิที่ไดจากอําเภอรองกวาง จังหวัดแพร 

 
4.2 การศึกษาหาปริมาณสารโพลีฟนอล (polyphenol) และฟลาโวนอยด (flavonoid) ในสาร

สกัดพรอพอลิส 

 จากการศึกษาพบวา สารสกัดพรอพอลิสในตัวทําละลายเอทานอลมีสารโพลีฟนอลและฟลาโว

นอยดเปนองคประกอบ ซึ่งปริมาณสารประกอบโพลีฟนอลสามารถวิเคราะหหาไดโดยวิธี โดย Folin-

Ciocalteau Colorimetry พบวามีปริมาณของสารโพลีฟนอล 1.295 มิลลิกรัมตอกรัมของสารสกัด

พรอพอลิส ในขณะที่ปริมาณสารฟลาโวนอยดทําการวิเคราะหโดยวิธี วิธี Aluminium Chloride 

Colorimetry พบวามีปริมาณของสารฟลาโวนอยด  0.35 มิลลิกรัมตอกรัมของสารสกัดพรอพอลิส 

(ตาราง 4.1) 
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ตาราง 4.1 ผลผลิตรอยละ ปริมาณโพลีฟนอล และปริมาณฟลาโวนอยดของสารสกัดพรอพอลิส 

ในตัวทําละลายเอทานอล 
 

 ผลผลิตรอยละ 
(% w/w) 

ปริมาณโพลีฟนอล * 
mg/g dry weight# 

ปริมาณฟลาโวนอยด** 
mg/g dry weight# 

สารสกัดพรอพอลิส 6.67 1.295 0.35 
* วิเคราะหปริมาณโฟลีฟนอลโดยวิธี folin-ciocalteu colorimetry 

**วิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยดโดยวิธี aluminium chloride colorimetry 
# มิลลิกรัมตอกรัมของสารสกัดพรอพอลิสในตัวทําละลายเอทานอล 

 

4.3 การศึกษาองคประกอบทางเคมีของสารสกัดพรอพอลิสดวยวิธี Thin layer chromatrography 

จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีของสารสกัดพรอพอลิสโดยการแยกดวยวิธี          

Thin layer chromatography ชนิด silica gel 60 F254 และ mobile phase ที่ประกอบดวย hexane : 

ethyl acetate : acetic acid (60:40:1%v/v) และตรวจสอบการเคลื่อนที่ของสารสกัดดวยไอของ

ไอโอดีน (iodine vapour) จากนั้นคํานวณคา retention factor (Rf ) หรือระยะทางการเคลื่อนที่ของสารสกัด 

พบวาสารสกัดพรอพอลิสในตัวทําละลายเอทานอลเกิดโครมาโทแกรมขึ้นดังภาพที่ 4.2 โดยเกิดการแยก 

10 จุดดวยกันซี่งมีคา Rf จากจุดที่ 1 ถึงจุด 10 ตามลําดับดังนี้  0.07, 0.19, 0.34, 0.40, 0.51, 0.71, 0.75,  

0.80, 0.86 และ 0.91 

 

 

     
 
 
 

 
 

 
 
ภาพที่ 4.2 โครมาโทแกรมของสารสกดัพรอพอลสิในตัวทาํละลายเอทานอล บนแผน TLC ขนาด  

10 ซม. × 2.5 ซม. ชนิด silica gel 60 F254 และ mobile phase คือ hexane : ethyl acetate : acetic 

acid (60:40:1%v/v) ตรวจสอบระยะการเคลือ่นทีข่องสารดวยไอของไอโอดีน 

จุด1 Rf 0.07 
จุด2 Rf 0.19 

จุด3 Rf 0.34 
จุด4 Rf 0.40 

จุด5 Rf 0.51 
จุด6 Rf 0.71 
จุด7 Rf 0.75 
จุด8 Rf 0.80 
จุด9 Rf 0.86 
จุด10 Rf 0.91 
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4.4 การศึกษาฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดพรอพอลิส (DPPH 

scavenging assay) 

 อนุมูล DPPH  เปนอนุมูลอิสระสังเคราะห มีสีมวง ซึ่งการวัดความสามารถในการตาน

อนุมูลอิสระนั้น ทําไดโดยวัดการลดลงของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 517 

นาโนเมตร ซึ่งการศึกษานี้ไดนําสารสกัดพรอพอลิสในตัวทําละลายเอทานอลที่ความเขมขน 10-

400 ug/ml ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูล DPPH พบวาสารสกัดพรอพอลิสมีความสามารถใน

การยับยั้งอนุมูลอิสระไดตั้งแตความเขมขน 10 ug/ml ซึ่งยับยั้งได 4.20 เปอรเซ็นต และสามารถ

ยับยั้งไดใกลเคียงหาสิบเปอรเซ็นตที่ความเขมขน 100 ug/ml ในขณะที่ที่ความเขมขน 200 ug/ml 

250 ug/ml และ 400 ug/ml สามารถยับยั้งได 76.75 เปอรเซ็นต, 87.11 เปอรเซ็นต และ 93.56 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยสารสกัดพรอพอลิสที่ความเขมขน 400 ug/ml สามารถยับยั้งอนุมูล 

DPPH  ไดสูงที่สุด และสูงกวาสารมาตรฐาน 1 mM alpha-tocopherol ที่ยับยั้งได 89.64 

เปอรเซ็นต แตอยางไรก็ตามฤทธ์ิในการยับยั้งยังนอยกวาสารมาตรฐาน 1mM ascorbic acid 

(ภาพที่ 4.3) 

 

 
 

ภาพที่ 4.3 ความสามารถในการยบัยั้งอนุมูล DPPH ของสารสกัดพรอพอลสิทีค่วามเขมขน 10-

400 ug/ml และสารมาตรฐาน ascorbic acid และ alpha tocopherol ที่ความเขมขน 1 mM 
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4.5 การศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งไฮโดรเจนเปอรออกไซดของสารสกดัพรอพอลิส  

 จากการศึกษาฤทธ์ิในการยับยั้งไฮโดรเจนเปอรออกไซดของสารสกัดพรอพอลิสในตัวทํา

ละลายเอทานอลที่ความเขมขน 25-250 ug/ml พบวาสารสกัดพรอพอลิสมีความสามารถในการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระไดตั้งแตความเขมขน 25 ug/ml ซึ่งยับยั้งได 13.13 เปอรเซ็นต และสามารถ

ยับยั้งไดหาสิบเปอรเซ็นตที่ความเขมขน 200 ug/ml ในขณะที่ความเขมขน 250 ug/ml สามารถ

ยับยั้งไดสูงสุด 70.83 เปอรเซ็นต (ภาพที่  4.4) แตอยางไรก็ตามในการศึกษานี้ไมสามารถ

ทําการศึกษาสารสกัดพรอพอลิสที่ความเขมขน 400 ug/ml และสารมาตรฐาน 1 mM alpha-

tocopherol และ 1mM ascorbic acid ทั้งนี้เพราะเมื่อนําสารผสมกันดังปฏิกิริยาแลวนั้น          

เกิดความขุนจึงไมสามารถวัดการดูดกลืนแสงได 

 

 
 

ภาพที่ 4.4 ความสามารถในการยบัยั้งไฮโดรเจนเปอรออกไซด ของสารสกัดพรอพอลสิ 

              ความเขมขน 25-250 ug/ml 

  

4.6 การศึกษาฤทธ์ิในการยับยั้ง superoxide anion ของสารสกัดพรอพอลิส 

             Superoxide anion ในการศึกษานี้ เกิดขึ้นจากระบบ xanthine-xanthine oxidase 

system และทําการตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของพรอพอลิสโดยวัดการ

เปลี่ยนแปลงสีของ nitroblue tetrazolum salt (NBT) ซึ่งถาสารสกัดมีความสามารถในการยับยั้ง 
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superoxide anion ได การเปลี่ยนแปลงสีของ nitroblue tetrazolum salt (NBT) จากสีเหลืองไป

เปนสีน้ําเงินจะเกิดขึ้นไดนอยหรือไมเกิดขึ้นเลย และสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดที่ความยาว

คลื่น 560 นาโนเมตร จากการศึกษานี้พบวาในหลอดทดลองที่เติมสารสกัดพรอพอลิสความเขมขน

ตางๆนั้น มีสีน้ําเงินเกิดขึ้น ดังนั้นแสดงใหเห็นวาสารสกัดพรอพอลิสไมสามารถยับยั้งการเกิด 

superoxide anion ในระบบ xanthine-xanthine oxidase ได 

 

4.7 การศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้ง hydroxyl radical ของสารสกัดพรอพอลิส 

             Hydroxyl radical ในการศึกษานี้เกิดขึ้นจาก Fenton reaction และทําการตรวจสอบ

ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของพรอพอลิสโดยวัดคาการดูดกลืนแสงไดทีค่วามยาวคลืน่ 

520 นาโนเมตร จากการศึกษานี้พบวาในหลอดทดลองที่เติมสารสกัดพรอพอลิสความเขมขนตางๆ

นั้น มีสีน้ําเงินเกิดขึ้น ดังนั้นแสดงใหเห็นวาสารสกัดพรอพอลิสไมสามารถยับยั้งการเกิด hydroxyl 

radical จาก Fenton reaction ได 
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บทที่ 5 

วิจารณผลการทดลอง (Discussion) 
 

 พรอพอลิสที่นํามาศึกษาครั้งนี้ไดมาจากพื้นที่อําเภอรองกวาง จังหวัดแพร มีสีน้ําตาล

เขม ไมมีกลิ่น มีลักษณะเหนียวแตไมจับตัวเปนกอน เมื่อเปรียบเทียบกับพรอพอลิสจากอําเภอ

หนองผึ้ง จังหวัดเชียงใหม ซึ่งสุพรรณีและพัทยา (2549) และ ภัทราพรรณ (2552) ไดทําการศึกษา 

พบวาพรอพอลิสดังกลาวมีสีน้ําตาลเขมจนเกือบเปนสีดํา ไมมีกลิ่น มีลักษณะแข็งจับตัวกันเปน

กอนและเหนียว ความแตกตางดังกลาวเปนไปไดวาเกิดจากระยะเวลาในการเก็บรักษาพรอพอลิส 

โดยการศึกษานี้นําพรอพอลิสที่เก็บจากรังผึ้งแลว 1 สัปดาหมาสกัดและศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ แต

พรอพอลิสจากอําเภอหนองผึ้ง จังหวัดเชียงใหม มีอายุการเก็บรักษามากกวา 1 เดือน ดังนั้นจึงเปน

สาเหตุทําใหมีลักษณะเหนียวและจับตัวเปนกอนแข็ง แตอยางไรก็ตามในป 2004 Kumazawa    

et al. ไดทําการศึกษาพรอพอลิสจากประเทศตางๆรวมทั้งประเทศไทย รายงานวาพรอพอลิสจาก

ประเทศไทยมีสีน้ําตาลเขมและไมมีกลิ่นซึ่งสอดคลองกับลักษณะของพรอพอลิสในการศึกษานี้  

 พรอพอลิสถูกสกัดในตัวทําละลายเอทานอลโดยเทคนิค ultrasonic extraction (UE)  

ซึ่ง Trusheva et al. (2007) ศึกษาเปรียบเทียบวิธีสกัดพรอพอลิสจากยุโรป 3 วิธีไดแก 

maceration, microwave assisted extraction (MAE) และ ultrasonic extraction (UE) พบวาวิธี  

UE เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดเพราะสามารถสกัดพรอพอลิสไดในปริมาณมาก ในระยะเวลา

สั้นและมีปริมาณของไขปนกับสารสกัดนอยกวาวิธีอื่นๆ นอกจากนี้การศึกษาของสุพรรณีและ

พัทยารายงานวาการสกัดพรอพอลิสโดยวิธี maceration นั้นจะไดไขปนกับสารสกัดในปริมาณมาก 

ซึ่งสงผลรบกวนตอการศึกษาฤทธ์ิในการตานอนุมูลอิสระและการวิเคราะหปริมาณโพลีฟนอล

และฟลาโวนอยด  ในป 2551 พรสวรรคและรุงนภา เปรียบเทียบวิธีการสกัดพรอพอลิสจากจังหวัด

เชียงใหมดวย 3 วิธี พบวาวิธี UE เปนวิธีท่ีดีที่สุดเชนกัน ซึ่งสารสกัดที่ไดมีปริมาณผลผลิตรอยละ

เทากับ 2.25%w/w  การศึกษานี้สามารถสกัดพรอพอลิสไดในปริมาณมากกวาซึ่งเทากับ 

6.67 %w/w  เมื่อวิเคราะหปริมาณสารประกอบโพลีฟนอลิกและฟลาโวนอยดของสารสกัดพบวามี

ปริมาณ 1.295 mg/g dryweight และ 0.35 mg/g dryweight ตามลําดับ ซึ่งปริมาณของ

สารประกอบโพลีฟนอลิกที่ไดมีปริมาณสูงกวางานวิจัยของรุงนภา (2551) ซึ่งมีคา 0.055 mg/g 

dryweight แตอยางไรก็ตามปริมาณของสารประกอบโพลีฟนอลิกและฟลาโวนอยดจากการศึกษา

นี้มีคานอยกวาปริมาณที่วิเคราะหไดจากงานวิจัยของ Kumazawa et al. (2004) ซึ่งมีคาเทากับ 

31.2 mg/g dryweight  และ 2.5 mg/g dryweight ตามลําดับ 
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 นอกจากนี้ Kumazawa et al. ไดวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของพรอพอลิสโดย

เทคนิค HPLC พบวาสารสกัดพรอพอลิสจากประเทศไทยไมแสดงโครมาโทแกรมของสารชนิดใดๆ

เลย แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาองคประกอบทางเคมีของสารสกัดพรอพอลิสโดยเทคนิค TLC 

พบวาสามารถแยกชนิดของสารไดถึง 10 จุดดวยกัน โดยจุดที่ 8 มีคา Rf 0.75 มีความเขมของจุด

มากกวาจุดอื่นๆ และจากการศึกษาของภัทราพรรณ (2552) ทําการศึกษาองคประกอบของสาร

สกัดพรอพอลิสจากเชียงใหมที่สกัดดวยตัวทําละลาย เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทานอลและน้ํา 

ตามลําดับ โดยเทคนิค TLC และใช mobile phase เชนเดียวกับการศึกษานี้  พบวาสารสกัดจาก

ตัวทําละลายทั้งสี่ชนิดแสดงโครมาโทแกรมเชนกัน และเมื่อพิจารณาโครมาโทแกรมของสารสกัด

จากตัวทําละลายเอทานอล สามารถพบคาที่ใกลเคียงกับการศึกษาครั้งนี้คือ Rf 0.50, 0.76 และ

0.84 ซึ่งจุดที่มีคา Rf 0.84 นั้นเปนจุดที่มีความเขมมากที่สุด แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากพรอพอลิส 

จากประเทศไทยมีสารสําคัญเปนองคประกอบเชนกัน นอกจากนี้แสดงใหเห็นวาพรอพอลิสจาก

จังหวัดแพร และเชียงใหมนาจะมีความแตกตางทางองคประกอบทางเคมีเชนกัน ซึ่งสอดคลองกับ 

Burdock et al.,1998 ที่กลาววาความแตกตางทางดานภูมิประเทศ ภูมิอากาศ โดยเฉพาะทางดาน

พันธุพืชในแตละทองถิ่นนั้น สงผลทําใหเกิดความแตกตางขององคประกอบทางเคมขีองพรอพอลสิ

ในแตละทองถิ่นหรือประเทศ แตอยางไรก็ตาม Kumazawa et al. (2004) ไดรายงานวาไมทราบ

แหลงที่มาของพรอพอลิสจากประเทศไทย จากผลการศึกษานี้พรอพอลิสจากจังหวดัแพรจงึมคีวาม

นาสนใจนํามาศึกษาเพื่อจําแนกชนิดขององคประกอบทางเคมีตอไป 

 เมื่อนําสารสกัดพรอพอลิสในตัวทําละลายเอทานอลมาศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

พบวาสารสกัดสามารถยับยั้งอนุมูล DPPH ได ซึ่งสังเกตไดจากการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสี

มวงไปเปนสีเหลือง แสดงวา DPPH ไดรับโมเลกุลไฮโดรเจนและทําใหเกิดสภาวะเสถียร เปนไปได

วาในสารสกัดพรอพอลิสมีสารที่สามารถใหไฮโดรเจนแกพรอพอลิสได สารกลุมฟนอลิกและฟลาโว

นอยดมีกลไกดังกลาว เมื่อเปรียบเทียบความสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระกับสารสกัดพรอพอลสิจาก

เชียงใหม ซึ่งสกัดดวยเทคนิค UE เชนกัน พบวาสารสกัดพรอพอลิสจากเชียงใหมที่ความเขมขน 50 

ug/ml มีความสามารถการยับยั้งไดใกลเคียง 50 เปอรเซ็นต ซ่ึงในสารสกัดพรอพอลิสจากแพรตอง

ใชความเขมขนที่ 100 ug/ml จึงจะสามารถยับยั้งไดใกลเคียง 50 เปอรเซ็นต เปนไปไดวาความ

แตกตางของฤทธ์ิยับยั้งอาจจะเกิดจากความแตกตางขององคประกอบของพรอพอลสิในแตละพืน้ที ่

จากนั้นนําสารสกัดพรอพอลิสมาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซึ่งเปนสารตั้งตนที่

ทําใหเกิดอนุมูลอิสระที่สําคัญคือ อนุมูลไฮดรอกซิล พบวาสารสกัดพรอพอลิสสามารถยับยั้งสาร

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดเชนกัน แตอยางไรก็ตามยังไมมีผูรายงานกลไกดังกลาวของพรอพอลิส 
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 แมวาสารสกัดพรอพอลิสที่ความเขมขน 25-400 ug/ml สามารถยับยั้งอนุมูล DPPH 

และ สารไฮโดรเจนเปอรออกไซดได แตจากการศึกษานี้พบวาสารสกัดพรอพอลิสตามความเขมขน

ดังกลาว ไมสามารถยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลและซุปเปอรออกไซดแอนอิออนได โดยอนุมูลซุปเปอร

ออกไซดแอนอิออนศึกษาในระบบ xanthine-xantine oxidase และอนุมูลไฮดรอกซิลทําใหเกิดขึ้น

จาก fenton reaction เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Nagai et al. (2003) ซึ่งทําการศึกษาสาร

สกัดพรอพอลิสจากประเทศบราซิล พบวาสารสกัดดังกลาวสามารถยับยั้งอนุมูลทั้งสองได แต

อยางไรก็ตามความเขมขนของสารสกัดเริ่มตนจากความเขมขน 1 mg/ml ถึง 100 mg/ml ซึ่งสูง

กวาความเขมขนของสารสกัดในการศึกษานี้มาก ซึ่งการเตรียมสารสกัดพรอพอลิสใหมีความ

เขมขนสูงนั้น ตองทําการรวบรวมพรอพอลิสเริ่มตนจากแหลงตางๆในปริมาณมาก จึงจะทําให

สามารถเตรียมความเขมขนสูงได ซึ่งอาจจะเปนไปไดวาสารสกัดพรอพอลิสจากแพรที่ความเขมขน

สูงอาจจะสามารถยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลและซุปเปอรออกไซดแอนอิออนได ซึ่งตองมีการศึกษา

ตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

43

เอกสารอางองิ 

 References of Literature cited 
 

ทัศนีย พรหมสุข. 2552. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดพรอพอลสิ 

 ดวยตัวทําละลายที่ตางกัน. แพร : วิชาสัมมนา ชว 390, มหาวิทยาลัยแมโจ-แพร  

 เฉลิมพระเกยีรต.ิ   

นิธิยา  รัตนาปนนท. 2548. เคมีอาหาร. พิมพครั้งที่ 2. กรุงเทพฯ : สํานักพิมพโอเดียนสโตร. 

  หนา 428. 

พรสวรรค ตะเสี้ยว. 2551. การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากพรอพอลิส. 

 แพร : วิชาสัมมนา ชว 390, มหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกียรต.ิ   

พัทยา พรหมมิ และ สุพรรณี รักษาพล. 2549. การศึกษาฤทธ์ิยับยั้งอนุมลูอิสระของพรอพอลิส. แพร :     

 วิทยานิพนธปริญญาตรี, มหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกียรติ.   

ภัทราพรรณ พรหมแกว. 2552. ผลของสารสกัดพรอพอลิสในตัวทําละลายที่ตางกัน. แพร :  

 วิชาสัมมนา ชว 390, มหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกียรต.ิ   

รุงนภา กาวิชัย. 2551. อิทธิพลของวิธีการสกัดที่มตีอสารตานอนุมลูอสิระของพรอพอลสิ. แพร : 

  วิชาสัมมนา ชว 390, มหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกยีรติ.   

รัตนา  อินทราปกรณ. 2547. การตรวจสอบและการแยกสารสําคัญจากสมนุไพร. พิมพครั้งที่ 1.  

 กรุงเทพฯ : สํานกัพิมพแหงจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

สภุาพ บุณยะรัตเวช และ เกสร วีรชาโต. 2540. ปฏิบัติการเคมอีินทรยี. พิมพครั้งที่ 6. กรุงเทพฯ :   

 สํานกัพิมพแหงจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. หนา 56. 

โอภา วัชรคปุต และคณะ. 2550. สารตานอนุมลูอสิระ (radical scavenging agents).  

  พิมพครั้งที่ 2.  กรุงเทพฯ : บริษัทนิวไทยมิตรการพิมพ (1996) จํากัด. 

Bankova V. ;  M. Popova ; S. Bogdanov and A.G. Sabatini. 2005. Chemical composition 

  of European propolis: expected and unexpected results. Z Naturforsch. 

 57c:530–3. 

Burdock G. A. 1998. Review of the biological properties and toxicity of bee propolis. 

 Food and Chemical Toxicology. 36 : 347–363. 



 

 

44

Chen C. ;  C. Wu ;  H. Shy  and J. Lin. 2003. Cytotoxic Prenylflavanones from Taiwanese 

Propolis. J. Nat. Prod. 66, 503-506. 

Cunha I. B. S. ; A. C. H. F. Sawaya, F. M. Caetano, M. T. Shimizu,  M. C. Marcucci,  F. T. 

Drezza,  G. S. Povia and P. O. Carvalho. 2004. Factors that influence the yield and 

composition of Brazilian propolis extracts. J Braz Chem Soc.15: 964-970. 

Cuesta Rubio O. ; B.A. Frontana-Uriba ; T. Ramirez-Apan and J. Cardenas. 2002.  

Polyisoprenylated benzophenones in Cuban propolis; biological activity 

 of nemorosone. Z Naturforsch.57c:372–8. 

Cushnie, T. P. T. and J. L. Andrew. 2005. Antimicrobial activity of flavonoids.  Journal of 

Antimicrobial Agents. 26 : 343-356.  

Gomez-Caravaca  A.M.;  M. Gomez-Romero ;  D.  Arraez-Roman ;  A. Segura-Carretero and  

 A. Fernandez-Gutierrez . 2006. Advances in the analysis of phenolic compounds

 in products derived from bees. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 

 41:1220-1234. 

Khezri, M. ; S.Postami ; R. S. Riseh and A. Alizadeh. 2006. Effect of Propolis and 

 Clotrimazole on Controlling Aflatoxin in Pistachio. (Pistacia vera L.). 

 International journal of agriculture & biology. 1560-8530. 

Kosalec I., M. Bakmaz, S. Pepeljnjak and S. Vladimir-Knezevic. 2004. Quantitative 

analysis of the flavonoids in raw propolis from northern Croatia. Acta Pharm. 54 : 

65 – 72. 

Kujumgiev, A.; I. Tsvetkova ;  Y. Serkedjieva ;  V. Bankova ; R. Christov and S. Popov. 

 1999. Antibacterial, antifungal and antiviral activity of propolis of different  

  geographic origin. Journal of Ethnopharmacology. 64:235-40. 

Kumazawa S. ; M. Yoned ; I. Shibata ;  J.  Kanaeda ; T. Hamasaka and T. Nakayama.  

2003. Direct evidence for the plant origin of Brazilian propolis by the observation 

of honeybee behavior and phytochemical analysis. Chem Pharm Bull. 

           51:740–2. 



 

 

45

Kumazawa, S.; T. Hamasaka and T. Nakayama. 2004. Antioxidant of propolis of various  

 geographic origins. Food Chem. 84,329-339. 

 Kumazawa, S.; R. Ueda; T. Hamasaka; S. Fukomoto; T. Fujimoto and T.Nakayama.  

 2007. Antioxidant prenylated flavonoids from propolis collected in Okinawa,  

 Japan.J. Agric. Food Chem. 55, 7722–7725 

 Kumazawa S. ; J. Nakamura ; M. Murase ;  M. Miyagawa ; M. Ahn and S.  

 Fukumoto. 2008. Plant origin of Okinawan propolis: honeybee behavior 

observation and phytochemical analysis. Naturwissenschaften.DOI  

10.1007/s00114-008-0383-y 

Mankhetkorn, S. 2004. Spontaneous mitochondrial membrane potential change during 

 apoptotic induction by quercetin in K562 and K562/adr cells. Journal Physiol 

 Pharmacol. 82 : 1084-1090. 

Marcucci, M.C. 1995. Propolis:chemical composition, biological properties and  therapeutic 

 activity. Apidologie. 26 : 83-99. 

Marcucci, M.C. and A.H. Banskota. 1999. Chemical composition, plant origin and 

 biological activity of Brazillian propolis. Curr Top Phytochem. 2 ; 115-23. 

Nagai T.; R. Inoue; H. Inoue and N. Suzuki. 2003. Preparation and antioxidant properties  

 of water extract of propolis. Food Chemistry. 80. 29–33 

Sawaya, A. C. H. F., Sousa, K. S. Marcucci M. C., Cunha, I. B. S. and Shimizu, M. T. (2004). 

 Analysis of the composition of brazilian propolis extracts by chromatography and 

 evaluation of their in  vitro acivity against gram-positive bacteria. Brazillian 

 Journal of Microbiology. 35 : 104-109. 

Salatino A. ; É. W. Teixeira ; G Negri and D. Message. 2005. Origin and Chemical  

Variation of Brazilian Propolis. eCAM. ;2(1)33–38. 

Trusheva, B.; D. Trunkov. and V. Bankova. 2007. Different extraction methods of 

 biologically active components from propolis: a preliminary study. Chemistry 

 Central Journal. 1 : 13.  


