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รากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง (Butea superba Roxb.) มีแอนโทไซยานิน ซ่ึงเปนสาร

ตานอนุมูลอิสระมีประโยชนตอสุขภาพ เพื่อเปนแนวทางการปลูกกวาวเครอืแดงใหมแีอนโทไซยานนิ
สูง และทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดง ไดทําการทดลอง 2 การทดลองใน 
ป 2550-2551 ที่มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี การทดลองที่ 1 การเพิ่มการสะสมแอนโทไซยานินใน
รากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงดวยเอทีฟอน วางแผนการทดลองแบบ RCBD 3 ซํ้า 5 ทรีตเมนต 
คือ ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 0 (ฉีดพนดวยน้ํากลั่น), 100, 200, 300 และ 400 ppm ตามลําดับ ให
กวาวเครือแดง ผลการทดลองพบวา การฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ทุกความเขมขนไมทําใหเสนผาน
ศูนยกลางลําตน เสนผานศูนยกลางราก ความยาวราก และน้ําหนักสดของรากของกวาวเครือแดง
แตกตางกันทางสถิติ การฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm ทําใหมีความหนา
ของชั้นคอรเท็กซของรากและปริมาณแอนโทไซยานินในรากมากที่สุด และแตกตางอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ การทดลองที่ 2 ทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดง 
ซ่ึงใชสารสกัดกวาวเครือแดงจากการทดลองที่ 1 จากการวิเคราะหความแตกตางของคา IC50 ของการ
วัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH และ ABTS ของสารสกัดทั้ง 5 ทรีตเมนต พบวา คา IC50 มี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความ
เขมขน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด การวิเคราะหความแตกตางของคา 
IC50 จากการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดทั้ง 5 ทรีตเมนตเปรียบเทียบกับสารตานอนุมูล
อิสระมาตรฐาน คือ trolox โดยใช independent sample t-test พบวา สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพน
ดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระใกลเคียงกับ trolox และ
ไดทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ของสารสกัดกวาวเครือแดง โดยวิเคราะหความ
แตกตางของ lag time ของสารสกัดทั้ง 5 ทรีตเมนต พบวา lag time แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทาง
สถิติ โดยสารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ไดนานที่สุด และจากการวิเคราะหความ  แตกตางของ lag time ของ
สารสกัดกวาวเครือแดง 5 ทรีตเมนต และ trolox เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (ไมเติมสารสกัดกวาวเครือ
แดง) โดยวิธี independent sample t-test พบวา สารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต และ trolox มีฤทธิ์ 
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Red Kwao Krua (Butea superba Roxb.) has anthocyanin in the tuberous roots. 

Anthocyanin is an antioxidant, which is beneficial for health. This study aimed to 

increase anthocyanin in the tuberous roots of Red Kwao Krua (RKK) and investigated 

the antioxidant capacity of RKK crude extract. Two experiments were conducted 

during 2007-2008 at Suranaree University of Technology. The first experiment 

studied the effect of ethephon on the accumulation of anthocyanin in the tuberous 

roots of RKK. The experiment was a RCBD with 3 replications and 5 treatments of 

ethephon concentration levels. RKK were sprayed with ethephon at concentrations of 

0 (distilled water), 100, 200, 300 and 400 ppm. The results showed that none of the 

ethephon concentrations had a statistically significant effect on the diameter, length 

and fresh weight of the tuberous roots or the diameter of the stem. However, the 

ethephon concentration had a highly significant effect on the thickness of cortex and 

the amount of anthocyanin in the tuberous roots. Ethephon at concentrations of 300 

and 400 ppm gave the highest thickness of cortex and amount of anthocyanin. The 

second experiment studied the antioxidant capacity of RKK crude extract using 

DPPH, ABTS and the inhibition of LDL oxidation techniques in comparison with 
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 กับกลุมควบคุมในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation  50 
  
ตารางภาคผนวกที่          
 
1 ANOVA ของเสนผานศูนยกลางลําตน เสนผานศูนยกลางราก และความยาวราก 

สะสมอาหารของกวาวเครือแดง                                                                                       60 
2 ANOVA ของน้ําหนกัสด ความหนาของชัน้คอรเท็กซ และปริมาณแอนโทไซยานิน 

ในรากสะสมอาหารกวาวเครือแดง                                                                                   60                    
3 ผลของเอทีฟอนตอเสนผานศูนยกลางลําตนกวาวเครือแดง และเสนผานศูนยกลาง 

รากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง                                                                                 61                    
4 ผลของเอทีฟอนตอความยาวราก และน้ําหนักสดของรากสะสมอาหารของ 
 กวาวเครือแดง                                                                                                                   61 
5 ผลของเอทีฟอนตอความหนาของชั้นคอรเท็กซ และปริมาณแอนโทไซยานิน 
 ในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง  62 
6 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดงดวยวิธี DPPH  62 
7 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดงดวยวิธี ABTS  63 
8 ANOVA ของคา IC50 จากการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH วิธี ABTS  
 และ lag time ของการวัดฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ของสารสกัด 
 กวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต  63 



ฎ 
 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางภาคผนวกที่            หนา 

 
9 ผลการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ABTS และการวัดฤทธิ์ยับยั้ง 
 การเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ของสารสกัดกวาวเครือแดง และ trolox                    64 
10     คาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา LDL oxidation ที่เติมสารสกัดกวาวเครือแดง 
 5 ทรีตเมนต (T1-T5) และ trolox และปฏิกิริยา LDL oxidation ที่ไมเติมสาร 
 สกัดกวาวเครือแดง (control)                64                     
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สารบัญภาพ 
 
ภาพที่          หนา     
 
2.1 สวนประกอบของตนกวาวเครือแดง                                                                                          6 
2.2 สูตรโครงสรางของแอนโทไซยานิน                                                                                    8 
2.3 วิถีการสังเคราะหแอนโทไซยานิน                                                                                       9 
2.4      สูตรโครงสรางของ DPPH                                                                                                13   
2.5 สูตรโครงสรางของ ABTS                                                                                                13   
2.6 สูตรโครงสรางของเอทีฟอน                                                                                            16 
3.1      แผนผังแปลงปลูกกวาวเครือแดง ณ ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี                      26 
3.2      แผนผังแสดงขั้นตอนการสกัดแอนโทไซยานินจากรากสะสมอาหารของ 
 กวาวเครือแดง                                                                                                             27                     
3.3      เสนผานศูนยกลางลําตนของกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต                                            30  
3.4 เสนผานศูนยกลางรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต                          30  
3.5   ความยาวรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต                                         31                     
3.6  น้ําหนกัสดรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต                                       31                     
3.7 ความหนาของชั้นคอรเท็กซของรากสะสมอาหารกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต            32                     
3.8 ปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต            33   
4.1 ปฏิกิริยา LDL oxidation แบงเปน 3 ระยะ  42                     
4.2 คาเฉลี่ยของ IC50 ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนตของการวัดฤทธิ์ 
 ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH                                            46                     
4.3     คาเฉลี่ยของ IC50 ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนตของการวัดฤทธิ์ 
          ตานอนมุูลอิสระดวยวธีิ ABTS                                    49  
4.4 แสดงขั้นตอนการเกดิปฏิกิริยา LDL oxidation    49                     
4.5     แสดงการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ที่ไมเติมสารสกัดกวาวเครอืแดง เติมสารสกัด 
 กวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต และ trolox (control) ที่เวลา 0 ถึง 100 นาที    51                    
4.6 เปรียบเทียบคาเฉลี่ย lag time ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต    51 



ฐ 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที่    หนา 
 
1 คา Rf ของสารสกัดแอนโทไซยานินบนแผนโครมาโตรกราฟแบบผิวบาง 65 
2 การเปลี่ยนแปลงสีของสารสกัดแอนโทไซยานินจากรากสะสมอาหารของ 
 กวาวเครือแดงที่ pH 1-14                                                                              65 
3 สเปกตรัมของสารสกดักวาวเครือแดงที่มแีอนโทไซยานนิเปนสวนประกอบที่ 510 nm 66 
4 สเปกตรัมของสารสกดักวาวเครือแดงที่มแีอนโทไซยานนิเปนสวนประกอบที่ pH 1  

และ 4.5                                                             66 
5 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 0 ppm                     67 
6 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 100 ppm  67 
7 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 200 ppm                           68 
8 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 300 ppm                         68 
9 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 400 ppm                            69 
10 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของ trolox                             69 
11 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 0 ppm  70 
12 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 100 ppm  70 
13 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 200 ppm 71 
14 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 300 ppm  71 
15 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวยเอทีฟอน 

ความเขมขน 400 ppm           72 
 



ฑ 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที่   หนา 
 
16 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของ trolox  72 
17 สูตรโครงสรางของ trolox  73                   
18 วิธีหา lag time จากจุตดัของเสนสัมผัสของ lag phase และ เสนสัมผัสของ 
 propagation phase                                                                                                              73                   
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บทที่ 1 
บทนํา 

 

1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
กวาวเครือแดง (Butea superba Roxb.) เปนพืชสมุนไพรไทย หนึ่งในสี่ชนิดของกวาวเครือ 

คือ กวาวเครือขาว กวาวเครือแดง กวาวเครือมอ และกวาวเครือดํา (นิสากร ปานประสงค, 2542)   
กวาวเครือแดงมีองคประกอบทางเคมีหลายชนิด เกษร เมืองทิพย (2549) รายงานวารากสะสมอาหาร
ของกวาวเครือแดงมีแอนโทไซยานิน (anthocyanin) ซ่ึงเปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
สามารถกระตุนใหผมดกดํา ชวยขยายหลอดเลือด ชวยชะลอความเสื่อมของดวงตา ชะลอความเสื่อม
ของเซลล ลดอัตราเสี่ยงของการเกิดโรคหัวใจ ปองกันโรคเบาหวาน และปองกันโรคมะเร็งได 
(Donald and Cristobal, 2001) 

อนุมูลอิสระ (free radicals) เปนสาร หรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยว (unpair electron)  
อยูรอบนอก เปนโมเลกุลที่ไมเสถียร และวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาเคมี อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น
สามารถทําลายเซลล และกอใหเกิดการเสื่อมของอวัยวะสวนตาง ๆ และทําใหเสียสมดุลในรางกาย
สงผลใหเกิดโรคตาง ๆ เชน โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคไขมันอุดตันในเสนเลือด โรคความดันสูง 
โรคมะเร็ง โรคไต รวมถึงโรคที่เปนความผิดปกติที่เกิดจากการเสื่อมของเซลล เชน โรคอัลไซเมอร 
และสามารถยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา (low density 
lipoprotein; LDL) ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจได (Wang et al., 1996; 
Sawa et al., 1999; Shrikhande, 2000; Rodrigo and Rivera, 2002; Saint-Cricq de Gaulejac et al., 
1999) ในปจจุบัน มนุษยปวยดวยโรคที่มีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้น การบริโภคหรือใช
สารที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่ชวยปองกัน และลดโอกาสการเกิดโรคได  
(เฉลิมพงษ แสนจุม และไชยวัฒน ไชยสุต, 2547)   
 วิธีการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารตานอนุมูลอิสระมีหลายวิธี เชน DPPH radical 
scavenging assay, ABTS free radical declorization assay, Oxygen Radical Absorbance Capacity 
(ORAC) และ Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) เปนตน  แอนโทไซยานินเปน
สารตานอนุมูลอิสระมีประโยชนตอสุขภาพมนุษย และมีแนวโนมนํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑ
ปองกัน และรักษาโรคที่มีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระได  เพื่อเปนการเพิ่มคุณภาพของกวาวเครือแดง 
ไดมีแนวคิดเพิ่มปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง จากการตรวจ
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เอกสารงานวิจัยตางๆ พบวา เอทีฟอนสามารถเพิ่มปริมาณแอนโทไซยานินในพืชหลายชนิดได 
เชน การใชเอทีฟอนความเขมขน 400 ppm สามารถเพิ่มปริมาณแอนโทไซยานินในมะมวงพันธุ
มหาชนก (ธนาภรณ ศรีศิริพันธุ และคณะ, 2549) 100 ppm ในแอปเปล (Li et al., 2002) และ 100 
ppm ใน      บลูเบอรร่ีพันธุ ‘Rabbiteye’ (Ban et al., 2006 )  

การศึกษาครั้งนี้มุงศึกษาอิทธิพลของเอทีฟอนตอการสะสมแอนโทไซยานิน และฤทธ์ิ
ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดง เพื่อเปนแนวทางเพิ่มปริมาณแอนโทไซยานินในราก
สะสมอาหารของกวาวเครือแดงใหสูงขึ้น และขอมูลของฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด
กวาวเครือแดงจะเปนพื้นฐานความรูที่สามารถนําไปศึกษาในขั้นสูง และเพื่อนําไปพัฒนาเปน
ผลิตภัณฑทางเภสัชวิทยาที่เกี่ยวของในการบําบัด และรักษาโรคตอไป 

 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 

1.2.1 ศึกษาอิทธิพลของเอทีฟอนตอการเจริญเติบโตและการสะสมแอนโทไซยานินใน
รากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 

1.2.2 ศึกษาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานิน
เปนสวนประกอบ 

1.2.3 ไดขอมูลพื้นฐานเพื่อเปนแนวทางในการวิจัยและพัฒนาการนํารากสะสมอาหาร
ของกวาวเครือแดงมาใชประโยชนในทางการเกษตรและเภสัชวิทยา และเพื่อสงเสริมใหเปนพืช
เศรษฐกิจ 

 
1.3 ขอบเขตการวิจัย 

อิทธิพลของเอทีฟอนตอการสะสมแอนโทไซยานินในแปลงปลูก และการวัดฤทธิ์การ
ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปนสวนประกอบ 
 
1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.4.1 ไดขอมูลอิทธิพลของเอทีฟอนที่มีตอการเจริญเติบโต และการสะสมแอนโทไซยานิน
ในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 

1.4.2 ไดแนวทางในการเพาะปลูกกวาวเครือแดงที่ใหปริมาณแอนโทไซยานินสูง 
1.4.3 ไดขอมูลพื้นฐานของฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของแอนโทไซยานินในรากสะสม

อาหารของกวาวเครือแดง เพื่อเปนแนวทางในการศึกษาในขั้นสูงตอไป และเพื่อนําไปพัฒนาเปน
ผลิตภัณฑทางเภสัชวิทยาที่เกี่ยวของในการบําบัด และรักษาโรคตอไป 
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1.5  หนวยงานที่นําผลการวิจัยไปใชประโยชน 
1.5.1 หนวยงานราชการและสถาบันการศึกษาที่ศึกษาเกี่ยวกับกวาวเครือแดง 
1.5.2 ผูประกอบวิชาชีพเวชกรรม เภสัชกรรม ผูประกอบโรคศิลปะ สาขาการแพทยแผน

ไทยและหมอพื้นบาน 
1.5.3 บริษัทเอกชนที่ประกอบกิจการเกี่ยวกับกวาวเครือแดง 
1.5.4 เกษตรกรและประชาชนทั่วไป 
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บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
กวาวเครือแดง เปนพืชที่มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Butea superba Roxb. เปนพืชตระกูลถ่ัว 

(family: leguminosae) และอยูในอนุวงศ พาพิไลออนอยดี (sub-family: papilionoideae) ช่ือทองถ่ิน
ในแตละพื้นที่เรียกแตกตางกัน เชน ภาคกลางเรียก ทองเครือ ทองถ่ินภาคเหนือ เรียกกวาวเครือ 
ทองถ่ินภาคตะวันออกเฉียงเหนือเรียก จานเครือ  (จิระศักดิ์ กีรติคุณากร และไพฑูรย พิศุทธุสินธุ, 
2543) ตานจอมทอง (ชุมพร) โพตะกุ หรือ โพะตุกุ (กะเหรี่ยงกาญจน) โพมือ (กะเหรี่ยงแมฮองสอน) 
(เต็ม สมิตินันท, 2538; ชวลิต นิยมธรรม, 2538; วุฒิ ธรรมเวช, 2540) 
 
2.1 ลักษณะทางพฤกษศาตร 
        2.1.1  ลําตน (ภาพที่ 2.1ก.) กวาวเครือแดง เปนไมเถายืนตนขนาดใหญ ในธรรมชาติลํา
ตนจะเลื้อยพันตนไมอ่ืน เนื้อไมแข็ง เปนไมผลัดใบ ในสภาพกลางแจงลําตนคอนขางตรงและเปน
พุมแทนการเลื้อยพัน (ชวลิต นิยมธรรม, 2538; วุฒิ ธรรมวุฒิเวช, 2540; ภาวนา อัศวประภา, 2545) 

2.1.2  ใบ (ภาพที่ 2.1ข.) เปนใบประกอบแบบฝามือ (palmately compound leaf) ชนิดมี
ใบยอยสามใบ (trifoliate leaf) ใบกลางมีปลายใบโคงมน โคนใบเรียว ผิวใบดานบนเรียบ ดานลาง
ของใบมีขนออนสั้นๆ ใบยอยมีลักษณะเปนรูปไข ใบแข็งและหนา (สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน, 
2537; ชวลิต นิยมธรรม, 2538; สมพร ภูติยานันท, 2542) 

2.1.3  ดอก (ภาพที่ 2.1ค.) เปนดอกสมบูรณเพศ (perfect flower or bisexual flower) มีชอ
ดอกเปนแบบอินดีเทอรมิเนท (indeterminate inflorescence) ชนิดราซีม (raceme) เกิดจากตาโคนใบ
ที่รวงแลว กานดอกยอยมีขนหนา ดอกที่อยูดานลางสุดจะบาน และแกกอนดอกที่อยูเหนือข้ึนไป 
ดอกมีลักษณะคลายดอกแค มีสีสมทอง ดอกของกวาวเครือแดงจะออกตามซอกกิ่งในระยะผลัดใบ 
(สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน, 2537; ชวลิต นิยมธรรม, 2538; สมพร ภูติยานันท, 2542; วุฒิ ธรรมวุฒิ
เวช, 2540) 

2.1.4  ฝก (ภาพที่ 2.1ง.) ฝกมีลักษณะแบน ฝกที่ยังออนเปนสีเขียว เมื่อแกจะเปนสีน้ําตาล   
แตละฝกมีเมล็ดสมบูรณ 1 เมล็ด (อรดี สหวัชรินทร, 2542; สิทธิศักดิ์ ปนมงคลกุล, 2545) 

2.1.5  ราก (ภาพที่ 2.1จ.) เปนรากสะสมอาหาร (tuberous root) มีลักษณะเรียวยาวคลาย 
หัวมันสําปะหลัง เมื่อเกิดบาดแผลจะมียางสีแดงคลายเลือดซึมออกมา (ชวลิต นิยมธรรม, 

2538; โสภณ เริงสําราญ และคณะ, 2543; สิทธิศักดิ์ ปนมงคลกุล, 2544) 
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ภาพที่ 2.1  สวนประกอบของกวาวเครือแดง ก. ตนกวาวเครือแดง ข. ใบกวาวเครือแดง ค. ดอก 
      กวาวเครือแดง ง. ฝกกวาวเครือแดง และ จ. รากสะสมอาหารกวาวเครือแดง 

 
2.2 องคประกอบทางเคมีท่ีพบในรากสะสมอาหาร (tuberous root) ของกวาวเครือแดง 
 ธนาธิป รักศิลป (2538) พบวา รากของกวาวเครือแดงที่นํามาจากจังหวัดลําปางมี
องคประกอบทางเคมีของสาร 4 กลุม ดังนี้ 
 กลุมที่ 1 กรดอินทรียชนิดโซตรง (carboxylic acid) ไดแก 

(1) decosanoic acid สูตรโมเลกุล C22H44O2     
(2) tricosanoic acid สูตรโมเลกุล C23H46O2    
(3) tetracosanoic acid สูตรโมเลกุล C24H48O2    
(4) pentacosanoic acid สูตรโมเลกุล C25H50O2    
(5) hexacosanoic acid สูตรโมเลกุล C26H52O2 

จ. 

ง. 

ค. 

ข. 

 

ก. 
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 กลุมที่ 2 สารกลุมไขมันพืช (phytosterols) ไดแก 
(1) ß-sitosterol  
(2) campesterol 
(3) stigmasterol 

 กลุมที่ 3 สเตอรรอลไกลโคไซด (sterolglycosides) ไดแก 
(1) ß-sitosteryl-3-O-ß-D-glucopyranoside 
(2) stigmasteryl-3-O-ß-D-glucopyranoside 

 กลุมที่ 4  ฟลาโวนอยด (flavoniods) ไดแก 
(1) 3,7,3’-trihydroxyy-4’-methoxyflavone 
(2) 3,3’-dihydroy-4’-methoxyflavone-7-O-ß-D-glucopyranoside 
(3) anthocyanin 

 
         เกษร เมืองทิพย (2549) ตั้งสมมติฐานวายางสีแดงที่พบบริเวณเปลือกของรากสะสม
อาหารของกวาวเครือแดงอาจจะเปนแอนโทไซยานิน และไดทําการทดสอบสมมติฐาน พบวามี
คุณสมบัติตรงกับแอนโทไซยานิน จึงเปนอีกหนึ่งเหตุผลที่สนับสนุนวาในรากสะสมอาหารของ
กวาวเครือแดงมีแอนโทไซยานิน 
 
2.3 แอนโทไซยานิน (anthocyanin) 

แอนโทไซยานินจัดอยูในกลุมของฟลาโวนอยด (flavonoid) พบในผัก ผลไม และดอกไม 
เชน ในกะหล่ําปลีสีมวง กระเจี๊ยบแดง องุนแดง และดอกอัญชัน แอนโทไซยานินมีสูตร
โครงสรางตามที่แสดงในภาพที่ 2.2 การแทนที่ของหมูไฮดรอกซีและหมูเมทิลในตําแหนง R- ทํา
ใหเกิด      แอนโทไซยานินชนิดที่แตกตางกันไป แอนโทไซยานินพบมากในธรรมชาติในรูปไกล
โคไซด (glycoside) ซึ่งจับน้ําตาลดวยพันธะไกลโคซิดิกหรือเรียกวา แอนโทไซยานิดิน 
(anthocyanidin)      มี 6 กลุม คือ cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin และ 
petunidin (Mazza and Maniati, 1993) แอนโทไซยานินมีคาการดูดกลืนแสงในชวงคลื่น 510-540 
nm  สามารถละลายน้ําได มีสีชวงสีแดงถึงสีน้ําเงิน สารละลายแอนโทไซยานินมีการเปลี่ยนแปลง
สีตามคาความเปนกรดดาง (pH) เมื่อ pH ต่ําจะมีสีแดง pH ปานกลางจะมีสีน้ําเงิน มวง และเมื่อ 
pH สูงจะมีสีเหลืองซีด (Mazza and Maniati, 1993; เกษร  เมืองทิพย, 2550) แอนโทไซยานินทํา
ใหดอกไมมีสีสันสวยงามเพื่อใชลอแมลงมาผสมเกสรซึ่งเปนการชวยขยายพันธุพืช และชวย
ปองกันอันตรายจากรังสีอัลตราไวโอเลต (UV) ใหแกพืชได (Harborne, 1986)  
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ภาพที่ 2.2 สูตรโครงสรางของแอนโทไซยานิน (ที่มา: Harborne, 1986) 
 

2.3.1 การสังเคราะหแอนโทไซยานิน (anthocyanin biosynthesis) 
แอนโทไซยานินมีวิถีการสังเคราะหเร่ิมจาก acetate (C2 unit) ที่ไดจากการสังเคราะหแสง 

เขาสู shikimic acid pathway แลวเปลี่ยนเปนสารตั้งตน คือ กรดอะมิโน phenylalanine จากนั้น 
phenylalanine จะถูกเปลี่ยนเปน cinnamic acid โดยมีเอนไซม phenylalanine ammonia-lyase 
(PAL) เรงปฏิกิริยา cinnamic acid จะถูกเปลี่ยนเปน p-coumaric acid จากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปน p-
coumaryl co-A แลวเปลี่ยนเปน chalcone (C15 unit) โดยมีเอนไซม chalcone synthase (CHS) เรง
ปฏิกิริยา จากนั้น chalcone จะถูกเปลี่ยนเปน nariginine โดยมีเอนไซม chalcone isomerase (CHI) 
เรงปฏิกิริยา แลว nariginine จะถูกเปลี่ยนเปนแอนโทไซยานินตอไป การสังเคราะหแอนโทไซ-
ยานินอีกวิถีหนึ่งมาจาก การเปลี่ยน acetate (C2 unit) ที่ไดจากการสังเคราะหแสงไปเปน malonyl 
Co-A (C3 unit) 3 โมเลกุลแลวเขารวมกับ p-coumaryl Co-A เพื่อเปลี่ยนเปน chalcone โดยมี
เอนไซม CHS เรงปฏิกิริยา จากนั้น chalcone จะถูกเปลี่ยนเปน nariginine โดยมีเอนไซม CHI เรง
ปฏิกิริยา แลว nariginine จะถูกเปลี่ยนเปนแอนโทไซยานินตอไป (anthocyanin biosynthesis 
pathway ไดแสดงในภาพที่ 2.3) 

 
ตารางที่ 2.1 แอนโทไซยานินชนิดตางๆที่เกิดจากการแทนที่ของหมูไฮดรอกซีและหมูเมทิลใน
 ตําแหนง R- (ดัดแปลงจาก Harborne, 1986) 

Anthocyanidin R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 
Cyanidin -OH -OH -H -OH -OH -H -OH 
Delphinidin -OH -OH -OH -OH -OH -H -OH 
Pelargonidin -H -OH -H -OH -OH -H -OH 
Malvidin -OCH3 -OH -OCH3 -OH -OH -H -OH 
Peonidin -OCH3 -OH -H -OH -OH -H -OH 
Petunidin -OH -OH -OCH3 -OH -OH -H -OH 



9 
 

 
ภาพที่ 2.3 วิถีการสังเคราะหแอนโทไซยานิน (ดัดแปลงจาก Sullivan, 1998) 

 

2.4 แอนโทไซยานินกับความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ (antioxidant capacity) 
 2.4.1 อนุมูลอิสระ (free radicals) เปนสาร หรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยว (unpair 

electron) อยูรอบนอก เปนโมเลกุลที่ไมเสถียร และวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาเคมี กอใหเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน (oxidation reaction) แลวกลายเปนปฏิกิริยาลูกโซตอไป สวนมากแลวเกิดกับโมเลกุล
ของออกซิเจน (จักรพงษ ไพบูลย, 2542) เชน superoxide anion radical (O•

2) hydroxyl radical (HO•) 
peroxide radical (ROO•) hydrogen peroxide (H2O2) เปนตน อนุมูลอิสระเกิดจากกระบวนการเมตา-
บอลิซึมในรางกายมนุษย และเกิดจากสิ่งแวดลอมที่เปนมลพิษ เชน ควันเสียจากเขมาเครื่องยนตควนั
บุหร่ี สารเคมีตาง ๆ รังสี UV และจากการรับประทานอาหารปง ยางที่ไหมเกรียม สงผลใหเกิดการ
สะสมของอนุมูลอิสระในสิ่งมีชีวิตเพิ่มมากขึ้น ทําใหเกิดภาวะที่เรียกวา oxidative stress ที่สงผล
กระทบตอเซลล เชน เซลลถูกทําลาย เกิดการเสื่อมของเซลล ซ่ึงเปนสาเหตุของการแก (aging) และ
ทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของดีเอ็นเอ ไขมัน โปรตีน คารโบไฮเดรต และเยื่อหุมเซลล รุนแรง

p-coumaryl Co-A 

chalcone 
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ไปถึงการเกิดเปนโรค เชน โรคไขมันอุดตันในเสนเลือด โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคมะเร็ง 
โรคเบาหวาน เปนตน มนุษยสามารถปองกันการทําลายจากอนุมูลอิสระเหลานีไ้ดโดย 1) ใชเอนไซม
ที่สรางในรางกายกําจัด เชน superoxide dismultase (SOD) และ glutathione peroxidase (GPX)       
แตการกําจัดอนุมูลอิสระดวยเอนไซมมักมีขีดจํากัด เชน บางคนมีพันธุกรรมที่สามารถสรางเอนไซม
ไดนอย 2) เพิ่มความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระไดโดยรับประทานอาหาร ผัก ผลไมที่มีสาร
ตานอนุมูลอิสระ เชน วิตามินซี วิตามินอี เบตาแคโรทีน และแอนโทไซยานิน (จักรพงษ ไพบูลย, 
2542) 

2.4.2 สารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือ สารที่มีโครงสรางที่สามารถจับอิเล็กตรอน
โดดเดี่ยวของอนุมูลอิสระ ทําใหไมสามารถกอใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน และหยุดการเกิดปฏิกิริยา
ลูกโซ ลดอัตราการเกิดโรครายแรงตาง ๆ ที่เกิดจากอนุมูลอิสระเปนตนเหตุ (พรทิพย  วิรัชวงศ, 
ม.ป.ป.) 

แอนโทไซยานินเปนสารตานอนุมูลอิสระ มีโครงสรางที่สามารถจับอิเล็กตรอนโดดเดี่ยว
ของอนุมูลอิสระ ทําใหไมสามารถกอใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน และหยุดการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ  
ลดอัตราการเกิดโรคที่เกิดจากอนุมูลอิสระเปนตนเหตุ ในสมัยกอนชาวกรีกไดนําผลไมที่มีสีมวงมา
พอกหนา พอกตัว เพราะเชื่อวาจะทําใหผิวพรรณดูออนกวาวัย (Sullivan, 1998) การรับประทาน 
Bilberries (Vaccinium myrtillus) ทําใหมองเห็นในที่มืดไดดีขึ้น (Lila, 2004) การดื่มไวนแดง (red 
wine) ที่มี polyphenolic ตาง ๆ รวมทั้งแอนโทไซยานิน สามารถลดความเสี่ยงของการเกิดโรคหลอด
เลือดหัวใจ (Blando et al., 2004) การรับประทานผักและผลไมที่มีแอนโทไซยานินสามารถยับยั้งการ
ลุกลามของเนื้องอก ปองกันการเกิดโรคมะเร็ง และลดระดับไขมันในเลือดได (Wrolstad, 2001)   
แอนโทไซยานินสามารถปองกันโรคเบาหวานได Nair (2004) รายงานวา การนําแอนโทไซยานินที่
สกัดไดจากผลเชอรร่ีไปทดลองกับเซลลตับออนของหนูหลอดทดลองในหลอดทดลอง พบวา    
แอนโทไซยานินสามารถกระตุนใหเซลลตับออนสรางอินซูลิน (insulin) เพิ่มขึ้น ซ่ึงอินซูลินทํา
หนาที่ควบคุมระดับน้ําตาลในกระแสเลือด Duan et al. (2007) รายงานวาแอนโทไซยานินที่สกัดได
จากเปลือกของลิ้นจี่ (Lichi chinenesis Sonn.) สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ linoleic 
acid ในหลอดทดลองได และ Rottmann et al. (2002) รายงานวา แอนโทไซยานินที่มีในน้ําสกัดของ
ผล ach (Aristotelia chilensis) ผล blackberry (Rubus spp.) ผล cranberry (Vaccinium macrocapon) 
ผล blueberry (Vaccinium corymbosum) และผล raspberry (Rubus idaeus) สามารถยับยั้งปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา (low density lipoprotein oxidation; LDL 
oxidation) ในหลอดทดลองได (LDL ไดจากการสกัดจากเลือดของหนูทดลอง) ซ่ึงเปนแนวทางใน
การพัฒนาไปเปนผลิตภัณฑปองกัน และรักษาภาวะไขมันอุดตันในเสนเลือด และโรคหลอดเลือด
หัวใจที่เกิดจากปฏิกิริยาออกเดชันของ LDL ตอไป  
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2.5 การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 
ในปจจุบันสารตานอนุมูลอิสระไดรับความสนใจเปนอยางมาก ไดมีการนําสารตานอนุมูล

อิสระมาใชในการสงเสริมสุขภาพ ปองกันและรักษาโรคตาง ๆ เพราะเชื่อวาสามารถลดปฎิกิริยา
ออกซิเดชันและตานการเกิดอนุมูลอิสระได (Molyneux, 2004) การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระมี
ความสําคัญ เพื่อใชบอกประสิทธิภาพการตานอนุมูลอิสระ หากฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระมีคาสูงแสดง
วามีประสิทธิภาพในการตานการเกิดอนุมูลอิสระสูงดวยเชนกัน วิธีที่นิยมใชในการทดสอบ
ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระมีหลายวิธี เชน oxygen radical absorbance capacity (ORAC), 
2,2-diphennyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay และ 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) free radical declorization assay เปนตน 

Sampantachit and Supasiri (2004) ไดศึกษาสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระของผักและ
ผลไมไทย 4 ชนิด โดยใชสารสกัดหยาบที่ใชเมทานอลเปนตัวสกัดของมะเขือมวง ดอกแคแดง      
ใบแคแดง และแกวมังกรขาว จากการวิจัยพบวา สารสกัดหยาบจากใบแคแดงมีสมบัติการเปนสาร
ตานอนุมูลอิสระมากที่สุด เมื่อใช DPPH เปนสารอนุมูลอิสระ โดยมีคา IC50 ของการยับยั้ง DPPH 
เทากับ 750 µg/ml และจากการหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกในพืชทั้ง 4 ชนิด พบวา ใบแคแดงมี
สารประกอบฟนอลิกมากที่สุด คือ 125.2 µg/ml 

Chaovanalikit (2004) ไดทําการทดลองเรื่อง สารรงควัตถุแอนโทไซยานิน สารประกอบ       
ฟนอลิกและความสามารถในการตานอนุมูลอิสระในผลไมบลูฮันนี่ซักเกิล ไดมีการสกัดและวิเคราะห
ปริมาณแอนโทไซยานิน สารประกอบฟนอลิก และวัดความสามารถในการตานอนุมูลอิสระใน
ผลไมบลูฮันนี่ซักเกิล 10 พันธุ พบวา ผลไมบลูฮันนี่ซักเกิลมีปริมาณแอนโทไซยานิน 116-593 
มิลลิกรัม/100 กรัม น้ําหนักสด ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด 440-1142 มิลลิกรัม/100 กรัม 
น้ําหนักสด การวัดความสามารถตานอนุมูลอิสระใช trolox เปนสารมาตรฐาน การวัดความสามารถ
ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ORAC เทากับ 18-104 µM ของ trolox/กรัม น้ําหนักสด และวิธี FRAP 38-94 
µM ของ trolox/กรัม น้ําหนักสด และไดหาความสัมพันธของโดยใชวิธีทางสถิติ พบวา ความสามารถ
ในการตานอนุมูลอิสระมีความสัมพันธกับปริมาณแอนโทไซยานิน และสารประกอบฟนอลิก  

เฉลิมพงษ แสนจุม และไชยวัฒน ไชยสุต (2547) ไดทําการประเมินฤทธิ์ตานออกซิเดชันของ
สารสกัดกระชายดําและน้ําหมักชีวภาพที่ผลิตจากกระชายดําโดยใช 3 วิธี คือ 1) ABTS free radical 
decolorization assay โดยฤทธิ์ตานออกซิเดชันถูกประเมินออกมาในรูปของ vitamin C equivalent 
antioxidant capacity (VCEAC), pyrogallol equivalent antioxidant capacity (PEAC) และ quercetin 
equivalent antioxidant capacity (QEAC) 2) superoxide anion scarvenging และ 3) nitricoxide 
scarvenging พบวาสารสกัดกระชายดํามีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเทียบเทากับสารมาตรฐาน vitamin C,    
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pyrogallol และ quercetin เทากับ 21.84, 5.30 และ 21.8 mg/g ตามลําดับ ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 
superoxide มีคา IC50 เทากับ 163.8 µg/ml และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ nitricoxide มี %inhibition 
สูงสุดเทากับ 38.44% 

แอนโทไซยานินที่สกัดไดจากราสพเบอรร่ี มีคาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ (ใช 
IC50 เปนดัชนีวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ) จากการวัดดวยวิธี DPPH เทากับ 5.10 mmol/100 กรัม 
น้ําหนักสด (Miller et al., 2000) วิธี ABTS เทากับ 1.85 mmol/100 กรัม น้ําหนักสด (Proteggente et 
al., 2002) แอนโทไซยานินที่สกัดไดจากเชอรร่ีมีคาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระจากการ
วัดดวยวิธี ORAC เทากับ 1.8 mmol ของ trolox /100 กรัม น้ําหนักสด วิธี ABTS เทากับ 2.7 mmol ของ 
trolox /100 กรัม น้ําหนักสด (Blando et al., 2004) 

 
2.5.1 2,2-diphennyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay 

DPPH เปนวิธีที่นิยมใชในการวัดคาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH นี้
มีหลักการที่ สารเคมี 2,2-diphennyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) นี้เปนอนุมูลอิสระสังเคราะหที่มี
ความคงตัว เมื่ออยูในรูปสารละลาย DPPH จะมีสีมวง และสามารถดูดกลืนแสงไดดีที่ความยาวคลื่น 
517 nm ทําการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดโดยผสม DPPH• และสารตานอนุมูลอิสระที่ตองการ
ทดสอบ (AH) ในหลอดทดลอง ซ่ึงเกิดปฏิกิริยากันดังสมการนี้ 

 
DPPH• + (AH)           DPPH-H + (A•) 
 

อนุมูลอิสระใหมที่เกิดขึ้น (A•) จะทําปฏิกิริยาตอไป (radical-radical interaction) โดย
กระบวนการ radical disproportionation จนกระทั่งไดเปนโมเลกุลที่มีความคงตัว (A-A) ดังสมการ
นี้ 

 
   DPPH•  +  A•

(n)   DPPH-A (n)  
           A•  +  A•   A-A 
 
เมื่ออนุมูลอิสระ DPPH• ไดรับโปรตอนจากสารตานอนุมูลอิสระที่นํามาทดสอบ สารละลาย 

DPPH ก็จะเปลี่ยนสีจากสีมวงเปนสีเหลือง สงผลใหคาการดูดกลืนแสงที่ 517 nm ลดลง  
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ภาพที่  2.4  สูตรโครงสรางของ DPPH ที่เปนอนุมูลอิสระ (A.) และไมเปนอนุมูลอิสระ (B.) 
 (Molyneux, 2004) 
  

2.5.2  2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) free radical      
 decolorization assay  

วิธี ABTS เปนการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ มีหลักการคลายกับวิธี DPPH คือ สรางอนุมูล
อิสระที่มีสีขึ้น โดยสรางอนุมูลอิสระจากการทําปฏิกิริยาของสารละลาย ABTS กับ oxidizing agent 
คือ สารละลายโพแทสเซียมเปอรซัลเฟต เมื่อ ABTS ถูกออกซิไดซ ดวย oxidizing agent จะเกิด 
ABTS free radical (ABTS•+ ) สารตานอนุมูลอิสระที่ตองการนํามาทดสอบจะขจัด ABTS•+ ที่เกิดขึ้น 
แลวทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 nm (เฉลิมพงษ แสนจุม และไชยวัฒน ไชยสุต, 
2547) โดยหากคาการดูดกลืนแสงลดลงมากหรือสีของสารละลายจางลงมากจะแสดงถึงความสามารถ
ในการตานอนุมูลอิสระไดดี (อนุพงษ  ศิริเมืองมูล และคณะ, 2547) 

 

 
 

ภาพที่ 2.5 สูตรโครงสรางของ ABTS ที่อยูในรูปไมเปนอนูลอิสระ (A.) และเปนอนมุูลอิสระ (B.) 

A. B. 

A. 

B. 
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2.5.3 ฤทธิ์การยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา  
 (low density lipoprotein; LDL) 
 2.5.3.1 คอเลสเตอรอล (cholesterol) 

 คอเลสเตอรอล เปนสารประเภทไขมันที่ไหลเวียนอยูในกระแสเลือด ชวยสรางความ
แข็งแรงใหผนังเซลลและมีหนาที่สําคัญในรางกาย เปนสิ่งจําเปนชวยใหรางกายทํางานได 
คอเลสเตอรอลถูกผลิตจากตับ แลวสงไปยังสวนตาง ๆ ทางเสนเลือดใหแกเซลล โดยเซลลจะรับไป
ในจํานวนที่ตองการ คอเลสเตอรอลจะจับตัวอยูกับโปรตีนเรียกวาไลโปโปรตีน (lipoprotein) ซ่ึงมี  
2 รูปแบบ คือ 1) ไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา (low density lipoprotein; LDL) หรือ
คอเลสเตอรอลชนิดไมดี เปนชนิดที่ รางกายไมตองการ 2) ไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนสูง 
(high density lipoprotein; HDL) หรือคอเลสเตอรอลชนิดดี จะชวยขับคอเลสเตอรอลที่เกินตองการ
ออกจากรางกายดวย (จุดรวมแหลงขอมูลทางการแพทยและยา, 2549)   

หากรางกายมี LDL ในปริมาณมากทําใหเกิดความเสี่ยงตอการเกิดปฏิกริิยาออกซเิดชนั
ของ LDL (LDL oxidation) มากขึ้นดวย การเกิด LDL oxidation จะทําให LDL จับตัวกันเปนกอน
และจะเกาะติดผนังหลอดเลือดแดงที่เรียกวา plaque ทําใหหลอดเลือดตีบ ขัดขวางการไหลเวียนของ
กระแสเลือด หากเกิดกับหลอดเลือดที่หลอเล้ียงกลามเนื้อหัวใจอาจทําใหหลอดเลือดหัวใจอุดตัน
และทําใหเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ (coronary artery) ได 

2.5.3.2 การวัดฤทธิ์การยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไลโปโปรตีนชนิด
 ความหนาแนนต่ํา (low density lipoprotein; LDL oxidation) 

การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL ซ่ึงเปนพลาสมาโปรตีนที่ขนสงคอเลสเตอรอล
เปนสวนใหญจะทําให LDL เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงราง (conformation) เปนผลใหตัวรับจําเพาะ 
(LDL receptor) บนผิวเซลลไมสามารถรับและสงตอ cholesterol เขาไปในเซลลไดทําใหเกิดการ
สะสมของกอนไขมันในเสนเลือดหรือภาวะอุดคันของเสนเลือด (Atherosclerosis) ซ่ึงสารตาน
อนุมูลอิสระสามารถที่จะยับยั้ง LDL oxidation ได (Rottmann et al., 2002)  

Young and McEneny (2001) ศึกษาการกลไกการเกิดปฏิกิริยาเกิดปฏิกิริยา LDL 
oxidation โดยใช CuSO4 กระตุนใหเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
234 nm (วัดคาการดูดกลืนแสงของ conjugated diene (CD) ที่จะเกิดขึ้นเมื่อเกิดปฏิกิริยา LDL 
oxidation) พบวา ปฏิกิริยา LDL oxidation แบงออกเปน 3 ระยะ คือ 1) ระยะเริ่มตนการสราง CD 
(lag phase) 2) ระยะเพิ่มปริมาณการสราง CD และ 3) ระยะการสลายตัวของ CD (decomposition 
phase)  
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Chang et al. (2007) ไดทําการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (antioxidantion) ของสาร
สกัดจากกระเจี๊ยบแดง ที่สงผลตอระดับคอเลสเตอรอลชนิดไมดี (low density lipoprotein; LDL) ใน
หลอดทดลอง (ใช LDL จากหนู) วิธีทําการศึกษาโดยเหนี่ยวนําให LDL เกิด oxidation ดวย CuSO4 
แลวทําการวัดระดับของสารที่เกิดจากการ oxidation คือ conjugated diene (CD) ที่เวลา 6 ช่ัวโมง 
พบวาสารสกัดจากกระเจี๊ยบแดง (ซ่ึงมีแอนโทไซยานินเปนองคประกอบดวย) พบวา สารสกัด
กระเจี๊ยบแดงสามารถยับยั้งการ oxidation ของ LDL ได Rottmann et al. (2002) ไดทําการศึกษาฤทธิ์
ยับยั้งปฏิกิริยา LDL oxidation ในหลอดทดลองของสารสกัดแอนโทไซยานินจากผล ach (Aritotelia 
chilensis) สารสกัดจากผล ach มีปริมาณแอนโทไซยานิน 161-265 มิลลิกรัม/100 มิลลิกรัม น้ําหนัก
สด การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งปฏิกิริยา LDL oxidation ใช LDL ของมนุษยที่เตรียมจากวิธี zonal 
centrifution (Heinonen and Myer, 1998) โดยใช LDL 50 µg/ml, CuSO4 5 µM ใน Phosphase  
Buffer Saline (PBS) เติมสารสกัดจากผล ach  1 µM ที่อุณหภูมิ 37°C ใหปฏิกิริยา LDL oxidation ที่
ไมเติมสารสกัดจากผล ach เปนกลุมควบคุม แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 234 nm ทุก 5 นาที นาน 
360 นาที จากการทดลองพบวา สารสกัดจากผล ach มี lag time 250 นาที ซ่ึงแตกตางอยางมี 
นัยสําคัญยิ่งกับกลุมควบคุม (110 นาที) และ Yen et al. (2007) ไดทําการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งปฏิกิริยา 
LDL oxidation ในหลอดทดลองของสารสกัดของ Haw fruit (Opuntia dillenii) โดยใช LDL ของ
มนุษยที่สกัดจากเลือด (โดยการปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบสูงจนเกิดการแยกชั้นของ LDL) ใช LDL 
100 µg/ml, CuSO4 10 µM ใน Phosphase Buffer Saline (PBS) เติมสารสกัดของ Haw fruit 250  
µg/ml ที่อุณหภูมิ 37°C ใหปฏิกิริยา LDL oxidation ที่ไมเติมสารสกัดของ Haw fruit เปนกลุม
ควบคุม แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 234 nm ทุก 15 นาที นาน 240 นาที จากการทดลอง พบวา    
สารสกัดของ Haw fruit มี lag time 236 นาที ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งกับกลุมควบคุม          
(154 นาที)  

 
2.6 อิทธิพลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 

2.6.1 อิทธิพลของเอทีฟอน (ethephon ; 2-chloroethylphosphonic acid)   
เอทีฟอนเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชชนิดหนึ่ง ที่สามารถปลดปลอยกาซ 

ethylene ออกมาได (สูตรโครงสรางของเอทีฟอนแสดงในภาพที่ 2.6) โดยทั่วไปเกษตรกรนิยมใช  
เอทีฟอนใชในการบม และการเรงสีของผลไม เรงการสุกของผลไม ทําใหผลเปลี่ยนสีไดรวดเร็ว
และสม่ําเสมอ ซ่ึงเอทีฟอนสามารถกระตุนใหเกิดการสลายตัวของคลอโรฟลล และกระตุนการ
สังเคราะหรงควัตถุชนิดอื่นๆ เชน แอนโทไซยานิน ไลโคปน เบตาแคโรทีน เปนตน (พีรเดช ทอง
อําไพ, 2537) 
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ภาพที่ 2.6 สูตรโครงสรางของเอทีฟอน (ที่มา: ชยพร แอคะรัจน, 2548.) 
 
มีรายงานการศึกษาที่ระบุวาเอทีฟอนสามารถเพิ่มปริมาณแอนโทไซยานินได เชน การใช  

เอทีฟอนความเขมขน 400 ppm สามารถเพิ่มปริมาณแอนโทไซยานินในมะมวงพันธุมหาชนก (ธนา
ภรณ ศรีศิริพันธุ และคณะ, 2549) 100 ppm ในแอปเปลพันธุ ‘Fuji’ (Li et al., 2002) 100 ppm ใน
แอปเปลพันธุ ‘Tsugaru’ (จามรี สิงหแกว, 2550) และ 100 ppm ในบลูเบอรร่ีพันธุ ‘Rabbiteye’ (Ban 
et al., 2006 )  
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บทที่ 3 
การศึกษาการเพิ่มการสะสมแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของ

กวาวเครือแดง (Butea superba Roxb.) ดวยเอทีฟอน 
 

บทคัดยอ 
 

กวาวเครือแดง (Butea superba Roxb.) เปนพืชสุมนไพรที่ใชมาแตสมัยโบราณ มีสรรพคุณ
เปนยาบํารุงกําลัง บํารุงโลหิต รากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงมีแอนโทไซยานิน ซ่ึงเปนสาร ตาน
อนุมูลอิสระ ที่สามารถลดความเสี่ยงจากโรคที่เกิดจากอนุมูลอิสระเปนสาเหตุได แอนโทไซยานิน   
จึงมีประโยชนตอสุขภาพ เพื่อเปนแนวทางในการปลูกกวาวเครือแดงใหมีแอนโทไซยานินสูง ได
ทําการศึกษาการเพิ่มการสะสมแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงดวยเอทีฟอน
ทําการทดลองระหวางเดือนมิถุนายน 2550 ถึงตุลาคม 2550 ที่แปลงปลูกกวาวเครือแดงในฟารม 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี วางแผนการทดลองแบบ RCBD จํานวน 3 ซํ้า 5 ทรีตเมนต คือ ฉีดพน
เอทีฟอนความเขมขน 0 (ฉีดพนดวยน้ํากลั่น), 100, 200, 300 และ 400 ppm ตามลําดับ ผลการ  
ทดลองพบวา การฉีดพนดวยเอทีฟอนทุกความเขมขนไมทําใหเสนผานศูนยกลาง ลําตน เสนผาน
ศูนยกลางราก ความยาวราก และน้ําหนักสดของรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตกตางกัน  
ทางสถิติ แตทําใหความหนาของชั้นคอรเท็กซและปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของ
กวาวเครือแดงแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ การฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 
400 ppm ทําใหมีความหนาเฉลี่ยของชั้นคอรเท็กซของรากสะสมอาหารของกวาวเครือมากที่สุด คือ 
3.96 และ 4.27 มิลลิเมตร และทําใหมีปริมาณแอนโทไซยานินเฉลี่ยในรากสะสมอาหารของ
กวาวเครือแดงมากที่สุด คือ 37.63 และ 40.24 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ําหนักสด สรุปไดวา การฉีด
พนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm ใหแกกวาวเครือแดง สามารถเพิ่มการสะสมแอนโท-
ไซยานินในรากสะสมอาหารได 

 
3.1 บทนํา 
 กวาวเครือแดง (Butea superba Roxb.) เปนพืชสมุนไพรไทยชนิดหนึ่ง ในรากสะสมอาหาร
ของกวาวเครือแดงมีแอนโทไซยานิน (anthocyanin) (เกษร เมืองทิพย, 2549) ซ่ึงเปนสารตานอนุมูล
อิสระ (antioxidant) สามารถปองกันโรคที่เกิดจากอนุมูลอิสระเปนตนเหตุได เชน โรคหลอดเลือด
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หัวใจ โรคมะเร็ง และโรคเบาหวาน เปนตน แอนโทไซยานินจึงมีประโยชนตอสุขภาพมนุษยและมี
แนวโนมที่จะนํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑปองกัน และรักษาโรคที่มีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระได   

การเพิ่มปริมาณสารออกฤทธิ์สําคัญเปนแนวทางหนึ่งที่สามารถเพิ่มคุณภาพของกวาวเครือ
ได วิโรจน เชาววิเศษ (2550) ไดศึกษาผลของสังกะสีตอการสะสม puerarin ในรากสะสมอาหารของ
กวาวเครือขาว พบวา การฉีดพนดวยสังกะสีที่ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตรทําใหกวาวเครอืขาว
มีการสะสม puerarin มากที่สุด จารุจินันท หลากวนวัน (2549) ไดศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบ
ในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงและการสะสมสาร phytosterol พบวา การใหปุยสูตร 15-15-
15 อัตรา 25 กก./ไร รวมกับการฉีดพน NAA 100 ppm และการใหปุยสูตร 15-15-15 อัตรา 25 กก./  
ไร รวมกับการให GA.3 100 ppm ทําใหปริมาณสาร phytosterol ในรากสะสมอาหารของกวาวเครือ
แดงเฉลี่ยสูงที่สุด  

จากการตรวจเอกสารงานวิจัยตาง ๆ พบวา เอทีฟอนสามารถเพิ่มปริมาณแอนโทไซยานนิใน
พืชหลายชนิดได เชน การฉีดพนเอทีฟอน 400 ppm ทําใหมะมวงพันธุมหาชนกมปีริมาณแอนโทไซ-
ยานินเพิ่มขึ้น (ธนาภรณ ศรีศิริพันธุ และคณะ, 2549) การฉีดพนเอทีฟอน 100 ppm ทําใหแอปเปลมี
ปริมาณ แอนโทไซยานิน ฟลาโวนอล และโพรแอนโทไซยานิดินเพิ่มขึ้น และทําให activity ของ
เอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหสารกลุมฟลาโวนอยด ไดแก phenylalanine ammoni-lyase 
(PAL) และ chalcone ismerase (CHI) เพิ่มขึ้น (Li et al., 2002) การฉีดพนเอทีฟอน 100 ppm ใหกับ
ผลบลูเบอรร่ี (พันธุ ‘Rabbit eye’) ทําใหปริมาณแอนโทไซยานินมากกวากลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (Ban et al, 2006) เอทีฟอนใชเรงการสุก และการเรงสีของผลไม โดยกระตุนให
เกิดการสลายตัวของคลอโรฟลล และรงควัตถุอ่ืน ๆ เชน เบตาแคโรทีน ไลโคปน และแอนโทไซยา-
นิน เปนตน (พีรเดช ทองอําไพ, 2537) และกระตุน activity ของเอนไซม PAL ที่เปนเอนไซมสําคัญ
ในการเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิกตาง ๆ รวมทั้งแอนโทไซ-ยานินดวย (Camm 
and Towers, 1973; Saure, 1990) ทําใหพืชสามารถสังเคราะหแอนโทไซยานินเพิ่มขึ้นได การเพิ่ม
ปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงโดยใชเอทีฟอนจะเปนแนวทางใน
การปลูกกวาวเครือแดงใหมีคุณภาพสูงขึ้น เพื่อนําไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑทางเภสัชวิทยาที่เกี่ยวของ
ในการปองกัน และบําบัดรักษาโรค และเพื่อรองรับดานอุตสาหกรรมตอไป 

 
3.2  วิธีดําเนินการวิจัย 

3.2.1  สถานที่ทําการวิจัย 
ทําการทดลองระหวางเดือนมิถุนายนถึงเดือนพฤศจิกายน 2550 ที่แปลงปลูกกวาวเครือ

แดงในฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา โดยใชตนกวาวเครือแดงที่อายุ            
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4 ป 10 เดือน ระยะปลูก 2x2  เมตร และวิเคราะหผลทางเคมีที่หองปฏิบัติการสรีรวิทยาการผลิตพืช 
อาคารศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (F3) 
 

3.2.2 แผนการทดลองการใหเอทีฟอน 
 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณภายในบล็อก (randomized complete block design: 
RCBD) (ภาพที่ 3.1) 3 ซํ้า (blocks)  ซํ้าละ 4  ตน จํานวน 5 ทรีตเมนท  ดังนี้ 

ทรีตเมนทที่ 1 (T1)  กลุมควบคุม (ฉีดพนดวยน้ํากลั่น)  
ทรีตเมนทที่ 2 (T2)  ฉีดพนดวยเอทีฟอน 100 ppm 
ทรีตเมนทที่ 3 (T3)  ฉีดพนดวยเอทีฟอน 200 ppm 
ทรีตเมนทที่ 4 (T4)  ฉีดพนดวยเอทีฟอน 300 ppm 

  ทรีตเมนทที่ 5 (T5)  ฉีดพนดวยเอทีฟอน 400 ppm 
เตรียมสารละลายเอทีฟอนดวยอีเทรล 48 พีจีอาร (2-chloroethyl phosphonic acid 48% 

W/V SL) ในน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 0, 100, 200, 300 และ 400 ppm เติมสารจับใบ tween20 ลง
ในสารละลายเอทีฟอนทุกความเขมขนในอัตราสวน 0.1 มิลลิลิตรตอสารละลาย 1 ลิตรในทุกทรีต
เมนต (เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการดูดซึมสาร) ใชเครื่องพนสารแบบสะพายขางความจุ 3 ลิตร 
แบบใชแรงดันอากาศ ฉีดพนเอทีฟอนที่ใบของกวาวเครือแดงโดยใหเปยกทั่วทั้งใบ (run off) ทํา
การฉีดพนเอทีฟอน 3 คร้ัง ตามระยะการเจริญเติบโตของกวาวเครือแดง คือ ระยะใบออน ระยะใบ
ออนถึงใบเพสลาด ระยะใบเพสลาด ดังนี้  

คร้ังที่ 1  เมื่อวันที่ 7 กรกฎาคม 2550  
คร้ังที่ 2  เมื่อวันที่ 19 สิงหาคม 2550  
คร้ังที่ 3  เมื่อวันที่ 29  กันยายน 2550 

เวนระยะเวลาหลังฉีดพนสาร 1 เดือน กอนทําการเก็บขอมูล ใหน้ําดวยระบบสปริงเกอร 
สัปดาหละ 2 คร้ัง ใหปุยสูตร 15-15-15 ในอัตรา 25 กก./ไร เดือนละ 1 คร้ัง และกําจัดวัชพืชทุก      
3 สัปดาห 

 
3.2.3 ศึกษาการเจริญเติบโตของกวาวเครือแดง 
เก็บขอมูลแบบตัวอยางยอย (sub sampling) จํานวน 3 บลอก ในแตละบลอกเก็บตัวอยาง 

ทรีตเมนตละ 4  ตน และหาคาเฉลี่ยแตละบลอก โดยเก็บขอมูลดังนี้ 
1. วัดเสนผานศูนยกลางลําตน ดวยเวอรเนียคารลิปเปอร (vernier calipper) 
2. วัดการเสนผานศูนยกลางของรากสวนที่ขยายใหญที่สุด ดวยเวอรเนียคารลิปเปอร 
3. วัดความยาวรากดวยสายมาตรวัด 
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4. ช่ังน้ําหนักสดของรากจากแปลงปลูกดวยเครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง 
5. วัดความหนาของชั้นคอรเท็กซดวยไมบรรทัด 

            
          N 

 
 
 

        G        
  block II block I block III  
  T5R2* T5R2 T3R1 T3R1 T1R3 T1R3  
  T5R2 T5R2 T3R1 T3R1 T1R3 T1R3  
      
  T4R2 T4R2 T4R1 T4R1 T5R3 T5R3  
  T4R2 T4R2 T4R1 T4R1 T5R3 T5R3  
G    G 

  T2R2 T2R2 T1R1 T1R1 T3R3 T3R3  
  T2R2 T2R2 T1R1 T1R1 T3R3 T3R3  
      
  T1R2 T1R2 T5R1 T5R1 T2R3 T2R3  
  T1R2 T1R2 T5R1 T5R1 T2R3 T2R3  
      
  T3R2 T3R2 T2R1 T2R1 T4R3 T4R3  
  T3R2 T3R2  T2R1 T2R1  T4R3 T4R3  
        G        

 
ภาพที่ 3.1 แผนผังแปลงปลูกกวาวเครือแดง ณ ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
หมายเหต ุ G แทน กวาวเครือขาวที่ปลูกเปนแนวปองกัน (guard row) 

T แทน ทรีตเมนตของการทดลอง  
R แทน ซํ้าของการทดลอง 
* 1 ซํ้า มี 4 sub-samples 
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3.2.4  การตรวจสอบปริมาณแอนโทไซยานิน  (เกษร เมืองทิพย, 2550) 
การเก็บตัวอยางรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงจากแปลงปลูกจากทุกทรีตเมนต ลาง

ใหสะอาด แลวปอกเปลือกหั่นเปนแผน นําไปบดใหละเอียด แลวทําการสกัดตามขั้นตอน ดังนี้ 
 

กวาวเครือแดงสดบดละเอียด 50 กรัม + 1% HCl ในเมทานอลปริมาตร 150 ml 

2 เขยา 400 รอบ ตอนาที (1 ช่ัวโมง) แลวกรองดวยผาขาวบาง 
 

ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5, 900 รอบ ตอนาที (15 นาท)ี 
 

ดูดสวนใสของสารละลาย 
 

เติม 10% HCl ในเมทานอลปริมาตร 15 ml ตอสวนใส 100 ml 
 

reflux ที่อุณหภูมิ 90 °C (1 ช่ัวโมง) 
 

ระเหยเอาตัวทาํละลายออก ที่อุณหภูมิ 40 °C 
 

แอนโทไซยานิน 
 
ภาพที่ 3.2 แผนผังแสดงขั้นตอนการสกัดแอนโทไซยานินจากรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 
 

เมื่อไดสารสกัดแอนโทไซยานินแลว ปรับปริมาตรใหเปน 20 ml ดวยเมทานอล แลวเก็บไว
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ทําการตรวจหาแอนโทไซยานินโดยการแยกดวยแผนโครมาโตรกราฟ
แบบผิวบาง (thin layer chromatography; TLC) แลวหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH-
differential 

 
1. การตรวสอบแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 
โดยการแยกดวยแผนโครมาโตรกราฟแบบผิวบางเคลือบดวยเซลลูโลส (TLC) (Pre coat 

TLC plate CEL 300-10 UV254 ขนาด 10x20 เซนติเมตร) โดย spot สารสกัดจากรากสะสมอาหาร
ของกวาวเครือแดง ลงบนแผนโครมาโตรกราฟดังกลาว เปนจุด ๆ ละ 2 ไมโครลิตร ดวยไมโครปเปต 
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ทิ้งไวใหแหงประมาณ 10 นาที ชะแผนโครมาโตรกราฟดวยเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) มี 2 ระบบ 
ระบบที่ 1 กรดไฮโดรคลอริค กรดฟอรมิคและน้ํา ในสัดสวน 7:51:42 และระบบที่ 2 กรดไฮโดร 
คลอริค กรดฟอรมิคและน้ําในสัดสวน 25:24:51 (Sherma and Fried, 2003; เกษร เมืองทิพย, 2549)  

 
2. การหาปริมาณแอนไซยานินดวยวิธี pH-differential method (Giusti and Wrolstad, 

2000) 
2.1 การเตรียมสารละลาย  
เตรียมสารละลายโปตัสเซียมคลอไรดที่ pH 1 โดยละลายโปตัสเซียมคลอไรด 1.86 

กรัม ในน้ํากลั่น 980 มิลลิลิตร วัด pH และปรับคาดวยกรดไฮโดรคลอริคเขมขน จนได pH 1.0 แลว
ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น และเตรียมสารละลายโซเดียมอะซีเตต pH 4.5 โดยละลาย
โซเดียมอะซีเตตในน้ํากลั่น 960 มิลลิลิตร วัด pH และปรับคาดวยกรดไฮโดรคลอริคเขมขนจนได 
pH 4.5 แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น 

2.2 การเตรียมตัวอยาง 
1. นําสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปนสวนประกอบทรีตเมนตละ 

100 ไมโครลิตร ละลายในสารละลายโปตัสเซียมคลอไรด 5 มิลลิลิตร ที่ pH 1.0 ตั้งทิ้งไว 15 นาที  
2. นําสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปนสวนประกอบทรีตเมนตละ 

100 ไมโครลิตร ละลายในสารละลายโซเดียมอะซีเตต 5 มิลลิลิตร ที่ pH 4.5 ตั้งทิ้งไว 5 นาที  
จากนั้นนําสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปนสวนประกอบทกุทรตีเมนตไปวดั

คาการดูดกลืนแสงที่ชวงคลื่น 510 nm (ที่แอนโทไซยานินสามารถดูดกลืนแสงไดมากที่สุด) และ 
700 nm (ที่แอนโทไซยานินสามารถดูดกลืนแสงไดนอยที่สุด) เปรียบเทียบกับ blank ซ่ึงใชน้ํากลั่น 
แลวคํานวณหาปริมาณแอนไซยานิน (Wrolstad et al., 2005) จากสมการนี้   

 

A            =   (A max – A700)pH 1.0 – (A max – A700)pH 4.5 
 

ปริมาณแอนโทไซยานิน = (A x MW x DF x 1000) / (ε x 1) 
 A max             =   คาการดูดกลืนแสงที่ 510 nm 
 A700               =   คาการดูดกลืนแสงที่ 700 nm 

MW        =   มวลโมเลกุลของแอนโทไซยานิน = 449.2 
  DF         =   dilution factor  

 ε           =   molar absorptivity (26,900) 
 1   =   pathlength (cm) 
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จากสูตรคํานวณดังกลาว จะไดปริมาณแอนโทไซยานินเปนความเขมขน (mg/l) แลว 
คํานวณปริมาณเปนไมโครกรัมตอกรัมน้ําหนักสดของชั้นคอรเท็กซของรากสะสมอาหารกวาวเครือ
แดงที่ใชสกัดแอนโทไซยานิน 
 และไดตรวจสอบแอนโทไซยานินโดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารสกัดกวาวเครอืแดงที่
มีแอนโทไซยานินเปนสวนประกอบ โดยนําสารสกัดกวาวเครือแดง 200 ไมโครลิตร ละลายใน           
เมทานอล 7 มิลลิลิตร โดยใชกรดไฮโดรคลอริกปรับ pH ใหได pH 1-4 และใชโซเดียมไฮดรอกไซด 
ปรับ pH ใหได pH 5-14 เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงของสีของสารละลาย 
 

3.2.5 การวิเคราะหขอมูล 
ทําการวิเคราะหวาเรียนซ (ANOVA) ดวยโปรแกรม SPSS v.13 for window (Levesque and 

SPSS Inc., 2006) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยการเจริญเติบโตของลําตน การเจริญเติบโตของราก และ
ปริมาณแอนโทไซยานินในแตละทรีตเมนตดวยวิธี DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test)  

วิเคราะหความสัมพันธ (correlation) ของความเขมขนของเอทีฟอนกับปริมาณแอนโทไซ-
ยานิน และวิเคราะหความสัมพันธของปริมาณแอนโทไซยานินกับลักษณะการเจริญเติบโตของลําตน
และรากกวาวเครือแดง ไดแก เสนผานศูนยกลางลําตน เสนผานศูนยกลางราก ความยาวราก น้ําหนัก
สดราก และความหนาของชั้นคอรเท็กซของราก  

 
3.3  ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

3.3.1 การเจริญเติบโตของลําตนและรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 
 วัดการเจริญเติบโตของลําตนโดยวัดเสนผานศูนยกลางลําตน และวัดการเจริญเติบโตของ
รากสะสมอาหาร โดยวัดความยาวราก เสนผานศูนยกลางราก น้ําหนักสด และความหนาของชั้น 
คอรเท็กซของรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง พบวา การฉีดพนเอทีฟอนทุกความเขมขนไมทํา
ใหเสนผานศูนยกลางลําตน เสนผานศูนยกลางราก ความยาวราก และน้ําหนักสดของรากสะสม
อาหารของกวาวเครือแดงแตกตางกันทางสถิติ (ภาพที่ 3.3, 3.4, 3.5 และ 3.6 และตารางผนวกที่ 1, 2, 
3 และ 4) การฉีดพนเอทีฟอนทําใหความหนาเฉลี่ยของชั้นคอรเท็กซของรากสะสมอาหารของ
กวาวเครือแดงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยการฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 
และ 400 ppm ทําใหมีความหนาเฉลี่ยของชั้นคอรเท็กซมากที่สุด (3.96 และ 4.27 มิลลิเมตร) การไม
ฉีดพนเอทีฟอนทําใหช้ันคอรเท็กซมีความหนานอยที่สุด (2.65 มิลลิเมตร) (ภาพที่ 3.7 และตาราง
ภาคผนวกที่ 2 และ 5) 
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ภาพที่ 3.3 เสนผานศูนยกลางลําตนของกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต (I = SD) 
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ภาพที่ 3.4 เสนผานศูนยกลางรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต (I = SD) 

  0 (control)     100          200           300           400 

เอทีฟอน (ppm) 

     0 (control)   100       200          300        400 

เอทีฟอน (ppm) 
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ภาพที่ 3.5 ความยาวรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต (I = SD) 
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ภาพที่ 3.6 น้ําหนักสดรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต (I = SD) 

 
 

   0 (control)    100         200         300          400 

เอทีฟอน (ppm) 

    0 (control)    100          200         300         400 

เอทีฟอน (ppm) 
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ภาพที่ 3.7 ความหนาของชั้นคอรเท็กซของรากสะสมอาหารกวาวเครือแดงแตละทรีตเมนต (I = SD) 
 

การฉีดพนเอทีฟอนทุกความเขมขนไมทําใหการเจริญเติบโตทางลําตน และการเจรญิเตบิโต
ของรากบางลักษณะ ไดแก เสนผานศูนยกลางราก ความยาวราก และน้ําหนักสดของรากสะสม
อาหารของกวาวเครือแดงแตกตางกันทางสถิติ แตทําใหความหนาของชั้นคอรเท็กซของรากสะสม
อาหารแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ  การฉีดพนเอทีฟอนไมมีผลตอการเจริญเติบโตของ
พืช แตมีผลตอการกระตุนการสุกแก การเรงสีของผลไม Ban et al. (2006) รายงานวา การฉีดพนเอทีฟอน
ความเขมขน 100 ppm แกผลบลูเบอรร่ีพันธ ‘Rabbit eye’ หลังจากฉีดพน 4 และ 8 วัน ไมทําใหน้ํา  
หนักผลแตกตางกันทางสถิติกับกลุมควบคุม (ฉีดพนดวยน้ํากลั่น) แตทําใหปริมาณกรดในเนื้อผล   
และความแข็งของเนื้อผลลดลง และทําใหปริมาณแอนโทไซยานินเพิ่มขึ้น โดยแตกตางทางสถิติกับ
กลุมควบคุม การเปรียบเทียบน้ําหนักผลสามารถบงบอกไดวาการฉีดพนเอทีฟอน 100 ppm ไมมีผล  
ตอการเจริญเติบโตของผลบลูเบอรร่ีพันธ ‘Rabbit eye’ 

 
3.3.2 ปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 
เมื่อไดสารสกัดจากกวาวเครือแดง จากนั้นทําการตรวจสอบแอนโทไซยานินโดยการแยกดวย

แผนโครมาโตรกราฟแบบผิวบางเคลือบดวยเซลลูโลส ใชเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) 2 ระบบ   
ระบบที่ 1 กรดไฮโดรคลอริค กรดฟอรมิคและน้ํา ในสัดสวน 7:51:42 พบวา มีคา Rf = 0.34   
(ภาพผนวกที่ 1A.) และระบบที่ 2 กรดไฮโดรคลอริค กรดฟอรมิคและน้ําในสัดสวน 25:24:51 มีคา 
Rf = 0.12 (ภาพผนวกที่ 1B.) ซ่ึงคา Rf ของทั้ง 2 ระบบตรงกับ เกษร เมืองทิพย (2549) ไดตรวจสอบ 
สารสกัดแอนโทไซยานินจากรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงดวยการแยกดวยแผนโครมาโตรกราฟ

    0 (control)     100         200         300         400 

เอทีฟอน (ppm) 
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แบบผิวบางเคลือบดวยเซลลูโลส และจากการสังเกตการณเปลี่ยนแปลงสีของสารสกัดแอนโทไซ-    
ยานิน จากรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง ที่ pH 1.0-4.5 พบวา ในสภาพที่เปนกรด (pH< 3) มีสี
แดง และสภาพเปนกลาง (pH 7-8) มีสีมวง และเปนเบส (pH >11) มีสีเขียวอมน้ําตาล (ภาพ
ภาคผนวกที่ 2) ซ่ึงสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงสีสารสกัดแอนโทไซยานินจากใบ smoke blush 
(Conospermum hookeri) (นิรนาม, ม.ป.ป.)  

การหาปริมาณแอนโทไซยานินดวยวิธี pH-differential (Wrolstad et al., 2005) พบวาการ
ฉีดพนเอทีฟอนทําใหปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ การไมฉีดพนเอทีฟอนและการฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 100 ppm 
ทําใหปริมาณแอนโทไซยานินเฉลี่ยในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงนอยที่สุด คือ 18.64  และ 
21.99 ไมโครกรัม/กรัม น้ําหนักสด ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางกับการฉีดพนเอทีฟอนท่ีความเขมขน 200, 
300 และ 400 ppm (28.86, 37.63 และ 40.24 ไมโครกรัม/กรัม น้ําหนักสด ตามลําดับ) การฉีดพนเอที-
ฟอนที่ความเขมขน 200 ppm แตกตางกับที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm และการฉีดพนเอทีฟอน
ที่ความเขมขน 300 ppm และ 400 ppm ไมแตกตางกัน (ภาพที่ 3.8 และตารางภาคผนวกที่ 2 และ 5) 
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เท็กซของรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง พบวา ความหนาของชั้นคอรเท็กซมีผลตอการสะสม    
แอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 99.3% (r2 = 0.993) สมการรีเกรซชั่น คือ    
Y = -11.189 + 12.145** thickness of cortex แสดงวาถาความหนาของชั้นคอรเท็กซเพิ่มขึ้นหรือ
ลดลง 1 มิลลิเมตร จะทําใหปริมาณแอนโทไซยานินเพิ่มขึ้นหรือลดลง 12.145 ไมโครกรัมตอ
มิลลิกรัม น้ําหนักสด และจากการวิเคราะหความสัมพันธของความเขมขนของเอทีฟอนกับปริมาณ
แอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง พบวา ความเขมขนของเอทีฟอนมีผลตอ
การสะสมแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 97.2% (r2 = 0.972) สมการรี-
เกรซชั่น คือ Y = 17.704 + 0.059**ethephon แสดงวาถาความเขมขนของเอทีฟอนเพิ่มขึ้นหรือลดลง   
1 ppm จะทําใหปริมาณแอนโทไซยานินเพิ่มขึ้นหรือลดลง 0.059 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม น้ําหนักสด 
 การฉีดพนเอทีฟอนทําใหแอนโทไซยานินมีปริมาณเพิ่มขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับ Li et al. 
(2002) รายงานวา การฉีดพนเอทีฟอน 100 ppm ใหแอปเปลพันธุ ‘Fuji’ ทําใหสารประกอบฟลาโว-
นอยด เชน  แอนโทไซยานิน ฟลาโวนอล และโพรแอนโทไซยานิดินมีปริมาณเพิ่มขึ้น และทําให 
activity ของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหสารกลุมฟลาโวนอยด ไดแก phenylalanine 
ammonia-lyase (PAL) และ chalcone ismerase (CHI) เพิ่มขึ้น และธนาภรณ ศรีศิริพันธุ และคณะ 
(2549) รายงานวา มะมวงพันธุมหาชนกที่จุมผลดวยสารละลายเอทีฟอนความเขมขน 400 ppm มี
ปริมาณแอนโทไซยานินที่เปลือกผลเพิ่มขึ้น และสามารถกระตุนให activity ของเอนไซม PAL 
เพิ่มขึ้นได เนื่องจากเอนไซม PAL เปนเอนไซมที่สําคัญในการเรงปฏิกิริยาการสังเคราะห
สารประกอบฟนอลิกตางๆ รวมทั้งแอนโทไซยานินดวย (Camm and Towers, 1973; Saure, 1990) 
สารประกอบฟนอลิกตางๆ รวมทั้งแอนโทไซยานินมีความสัมพันธกับ activity ของเอนไซม PAL 
เชน ในรายงานการศึกษาในแอปเปลพันธุ starkimson delicious และ golden delicious ผลองุนพันธุ 
grape berry ผลทอพันธุ akatsuki และผลมะมวงพันธุเคนท (Blankenship and Unrath, 1988; Jeong   
et al., 2004; Ohmiya, 2000; วารุณี วงคชมภู, 2543)  
 มีหลายรายงานการวิจัย พบวา ปจจัยที่สามารถชักนําใหพืชสังเคราะหสารประกอบฟนอลิก 
(รวมทั้งแอนโทไซยานิน) เพิ่มขึ้นได  เชน เมื่อถูกรบกวนจากโรคและแมลงพืชจะสราง
สารประกอบฟนอลิกเพื่อใชในระบบปองกันตัวเองจากโรคและแมลง และเมื่อพืชอยูในสภาวะขาด
ธาตุอาหาร พืชที่ขาดฟอสฟอรัสจะมีการสะสมแอนโทไซยานินที่ใบ เนื่องจากฟอสฟอรัสเปน
องคประกอบสําคัญของเอนไซมในกระบวนการสังเคราะหดวยแสง (ใน photosystem II) เมื่อ
เอนไซมเหลานั้นไมสามารถทําหนาที่ในกระบวนการสังเคราะหแสงไดเต็มที่ จะทําใหเกิด photo 
damage คือ แสงที่ถูกดูดกลืนมาเพื่อใชในกระบวนการสังเคราะหแสงมีมากเกินที่เอนไซมจะเปลี่ยน
ใหอยูในรูปที่ไมเปนอันตรายกับพืชได ดังนั้นพืชจึงสรางแอนโทไซยานินขึ้นมาเพื่อปกปองอันตราย
จากแสง (Dugald and Christopher, 2001)  
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 กวาวเครือแดงเปนพืชตระกูลถ่ัว บุญรวม คิดคา (2547) พบไรโซเบียมที่บริเวณรากสะสม
อาหารของกวาวเครือแดง ซ่ึงไรโซเบียมจะสามารถตรึงไนโตรเจนใหกับพืชตระกูลถ่ัวได โดย
ไรโซเบียมจะเขาไปอาศัยอยูในปมรากของพืชตระกูลถ่ัวในภาวะพึ่งพาซึ่งกันและกัน (symbiosis) 
เช้ือไรโซเบียมจะสามารถเขาสูรากพืชไดน้ันมีกลไก คือรากพืชจะปลอยสารประกอบฟลาโวนอยด
หรือไอโซฟลาโวนอยดออกมา สารเหลานี้จะไปกระตุนใหไรโซเบียมเคลื่อนตัวสูรากพืชและ 
กระตุนกลุมของยีนในเชื้อไรโซเบียมที่ควบคุมการสรางปมใหมีการแสดงออกเพื่อผลิตเอนไซมที่ 
เกี่ยวของกับการสรางสารพวก lipopolysaccharide หรือเรียกวา nod factor เชื้อไรโซเบียมจะ 
ปลดปลอยสารนี้ออกสูภายนอกเซลล จากนั้น nod factor ก็จะทําใหรากของพืชตระกูลถ่ัว 
นั้นโคงงอและเปลี่ยนเปนโครงสรางของปมตอไป ในชวงนี้เชื้อไรโซเบียมก็จะเคลื่อนตัวเขาสู 
รากของพืชไปตามโครงสรางท่ีเรียกวา infection thread ซ่ึงยีนในเซลลของรากพืชเปนตัวแสดงออก 
เพื่อใหเกิดโครงสรางนี้และโครงสรางที่จะขยายตัวออกมาเปนปมตอไป (หนึ่ง เตียอํารุง 
และนันทกร บุญเกิด, 2539) Suzuki et al. (2006) รายงานวา ไรโซเบียม Bradryrhizobium japonicum 
และ Sinorhizobium fredii ที่อาศัยอยูบริเวณรากของตนกลาถ่ัวเหลือง (Glycine max (L.) Merr.) 
สามารถชักนําการสังเคราะหยีนของเอนไซม isoflavone conjugate-hydrolyzing β-glucosidase 
(ICHG) ที่ทําหนาที่เปลี่ยน free isoflavone ไปเปน isoflavone conjugated เชน genistein และ daidzein 
ได และจากการตรวจสอบ ICHG ในสวนตาง ๆ ของตนกลาถ่ัวเหลือง พบ ICHG เฉพาะบริเวณรากที่
มี B. japonicum และ S. fredii อาศัยอยูเทานั้น ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาเชื้อไรโซเบียมที่อาศัยอยู
บริเวณรากของพืชตระกูลถ่ัวนาจะเปนตัวชักนําใหเกิดการสะสมสารประกอบฟลาโวนอยดไวใน 
รากได 
 

3.4 สรุปผลการวิจัย 
 การฉีดพนเอทีฟอนทุกความเขมขนไมทําใหเสนผานศูนยกลางลําตน เสนผานศูนยกลาง
ราก ความยาวราก และน้ําหนักสดของรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงแตกตางกันทางสถิติ แต
ทําใหความหนาของชั้นคอรเท็กซของรากและปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของ
กวาวเครือแดงแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ การฉีดพนเอทีฟอนท่ีความเขมขน 300 และ    
400 ppm ทําใหมีความหนาเฉลี่ยของชั้นคอรเท็กซของรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงมาก
ที่สุด คือ 3.96 และ 4.27 มิลลิเมตร และการฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm ทํา
ใหปริมาณแอนโทไซยานินเฉลี่ยในรากสะสมมอาหารของกวาวเครือแดงมากที่สุด คือ 37.63 และ 
40.24 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม น้ําหนักสด ความหนาของชั้นคอรเท็กซมีผลตอการสะสมแอนโท-
ไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 99.3% (r2 = 0.993) ความเขมขนของเอทีฟอนมี
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ผลตอการสะสมแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 97.2% (r2 = 0.972) และ     
เชื้อไรโซเบียมที่อาศัยอยูบริเวณรากของพืชตระกูลถ่ัวอาจจะเปนตัวชักนําใหเกิดการสะสม
สารประกอบฟลาโวนอยดไวในรากได 
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บทที่ 4 
ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกดักวาวเครอืแดง (Butea supaerba Roxb.) 

 
บทคัดยอ 

 
รากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง (Butea superba Roxb.) มสีารออกฤทธิสํ์าคญัหลายกลุม 

รวมทั้งแอนโทไซยานินซึ่งเปนสารตานอนุมูลอิสระ ไดทําการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสาร
สกัดกวาวเครือแดง 3 วิธี คือ DPPH, ABTS และการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา (low density lipoprotein oxidation; LDL oxidation) ในหลอด
ทดลอง โดยใช trolox เปนสารตานอนุมูลอิสระมาตรฐาน การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระทั้ง 3 วิธี
ไดวางแผนการทดลองแบบ RCBD 3 ซํ้า 5 ทรีตเมนต คือ สารสกัดกวาวเครือแดงที่ไดรับการฉีดพน
เอทีฟอนที่ความเขมขน 0 (ฉีดพนดวยน้ํากลั่น), 100, 200, 300 และ 400 ppm ตามลําดับ จากการ
วิเคราะหความแตกตางของคา IC50 จากการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH  และ ABTS 
ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต พบวาคา IC50 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งทาง
สถิติ สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์การตาน
อนุมูลอิสระสูงที่สุด การวิเคราะหความแตกตางของคา IC50 จากการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสาร
สกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนตเปรียบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระมาตรฐาน คือ trolox โดยใช
วิธี independent sample t-test พบวา สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน  
300 และ 400 ppm มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระใกลเคียงกับ trolox และไดทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการ
เกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต โดยวิเคราะหความแตกตาง
ของ lag time ของสารสกัดทั้ง 5 ทรีตเมนต พบวา lag time แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
โดยสารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์ยับยั้งการ
เกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ไดนานที่สุด และจากการวิเคราะหความแตกตางของ lag time ของสาร
สกัดกวาวเครือแดง 5 ทรีตเมนต และ trolox เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (ไมเติมสารสกัดกวาวเครือ
แดง) โดยวิธี independent sample t-test พบวา สารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต และ trolox มี
ฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ไดนานกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ สรุป
ไดวาสารสกัดกวาวเครือแดงที่ไดรับการฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด 
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4.1 บทนํา  
 กวาวเครือแดง (Butea superba Roxb.) เปนพืชที่มีการใชเปนยาสมุนไพรมาแตโบราณ ราก
สะสมอาหารของกวาวเครือแดงมีสารออกฤทธิ์สําคัญหลายกลุมรวมทั้งแอนโทไซยานิน 
(anthocyanin) ซ่ึงอยูในกลุมฟลาโวนอยด (เกษร เมืองทิพย, 2549) แอนโทไซยานินเปนสารตาน
อนุมูลอิสระ (antioxidant) สามารถปองกันโรคที่เกิดจากอนุมูลอิสระเปนตนเหตุได อนุมูลอิสระ 
(free radicals) เปนสาร หรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยว (unpair electron) อยูรอบนอก เปน
โมเลกุลที่ไมเสถียร และวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาเคมี อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นสามารถทําลายดีเอ็นเอ 
ไขมัน โปรตีน และเซลล กอใหเกิดการเสื่อมสลายของอวัยวะในรางกาย สงผลใหเกิดโรคตาง ๆ เชน 
โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคไขมันอุดตันในเสนเลือดโรคความดันสูง โรคเบาหวานโรคมะเร็ง และ
โรคอัลไซเมอร (Wang et al., 1996; Sawa et al., 1999; Shrikhande, 2000; Rodrigo and Rivera, 2002; 
Saint-Cricq de Gaulejac et al., 1999) ในปจจุบัน มนุษยปวยดวยโรคที่มีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระ
เพิ่มมากขึ้น การบริโภคหรือใชสารที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่ชวยปองกันและ
ลดความเสี่ยงตอการเกิดโรคดังกลาวได (เฉลิมพงษ  แสนจุม และไชยวัฒน ไชยสุต, 2547)  

การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารตานอนุมูลอิสระมีหลายวิธี เชน DPPH radical 
scavenging assay (DPPH), ABTS free radical declorization assay (ABTS), Oxygen Radical 
Absorbance Capacity (ORAC) และ Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) เปนตน 
แอนโทไซยานินที่สกัดไดจากราสพเบอรร่ี มีคาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระจากการวัด
ดวยวิธี DPPH เทากับ 5.10 mmol/100 กรัม น้ําหนักสด (Miller et al., 2000) วิธี ABTS เทากับ 1.85 
mmol/100 กรัม น้ําหนักสด (Proteggente et al., 2002) แอนโทไซยานินที่สกัดไดจากเชอรร่ีมีคา
ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระจากการวัดดวยวิธี ORAC เทากับ 1.8 mmol ของ trolox /100 
กรัม น้ําหนักสด วิธี ABTS เทากับ 2.7 mmol ของ trolox /100 กรัม น้ําหนักสด (Blando et al., 
2004) วิธีเหลานี้สามารถกําจัดอนุมูลอิสระสังเคราะหได การรับประทานผักและผลไมที่มีแอนโท-
ไซยานินสามารถยับยั้งการลุกลามของเนื้องอก ปองกันการเกิดโรคมะเร็ง และลดระดับไขมันใน
เลือดได (Wrolstad, 2001) แอนโทไซยานินที่สกัดไดจากผลเชอรร่ีสามารถกระตุนใหเซลลตับออน
เพิ่มการสรางอินซูลิน (insulin) ที่ทําหนาที่ควบคุมระดับน้ําตาลในกระแสเลือดได (Nair, 2004) และ
แอนโทไซยานินสามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา 
(low density lipoprotein oxidation; LDL oxidation) ได (Rottmann et al., 2002; Morrissey et al., 
2004; Benito et al., 2007) ปฏิกิริยา LDL oxidation แบงออกเปน 3 ระยะ (ภาพที่ 4.1) คือ 1) ระยะ
เร่ิมตนการสราง conjugated diene (CD) เรียกวา lag phase 2) ระยะเพิ่มปริมาณการสราง CD 
เรียกวา propagation phase และ 3) ระยะการสลายตัวของ CD เรียกวา decomposition phaes 
(Young and McEncny, 2001)  
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การเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งการเกิด LDL oxidation ใช lag time เปนเกณฑ หาก 
lag time ยาวนาน หมายถึง สารตานอนุมูลอิสระนั้นมีความสามารถในการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL 
oxidation ไดสูง 

 

 
 
ภาพที่ 4.1  ปฏิกิริยา LDL oxidation แบงออกเปน 3 ระยะ คือ 1) ระยะเริม่ตนการสราง CD 

(lag phase) 2) ระยะเพิ่มปริมาณการสราง CD และ 3) ระยะการสลายตวัของ 
CD (decomposition phase) (Young and McEneny, 2001) 

 
 แอนโทไซยานินเปนสารตานอนุมูลอิสระที่มีประโยชนตอสุขภาพ และมีแนวโนมนํามา

พัฒนาเปนผลิตภัณฑปองกันและรักษาโรคที่มีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระได 
 

4.2  วิธีดําเนินการวิจัย 
4.2.1  สถานที่ทําการวิจัย 
ทําการวิจัยที่หองปฎิบัติการสรีรวิทยาการผลิตพืชเทคโนโลยี อาคารศูนยเครื่องมือ

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 3 (F3) และหองปฏิบัติการชีวเคมี อาคารศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยี 2 (F2) ระหวางเดือนพฤศจิกายน 2550 ถึงเดือนกุมภาพันธ 2551 
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4.2.2  กลุมตัวอยาง วัสดุ อุปกรณ และสารเคมีในการทดลอง 
 สารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปนสวนประกอบ (จากการทดลองที่ 1) 
จํานวน 5 ทรีตเมนท ดังนี้ 

 ทรีตเมนทที่ 1 (T1) สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยน้ํากลั่น 
 ทรีตเมนทที่ 2 (T2) สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 100 ppm 
 ทรีตเมนทที่ 3 (T3) สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 200 ppm 
 ทรีตเมนทที่ 4 (T4) สารสกัดกวาวเครอืแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 ppm 
 ทรีตเมนทที่ 5 (T5) สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 400 ppm 

 4.2.3  การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging assay (ทิพรัตน 
    หงสภัทรคีรี, 2548)    

การเตรียมสารละลาย DPPH ในเอทานอล (DPPH solution) ความเขมขน 0.08 mM แลว
เก็บไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิหอง วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm 
 วิธีการทดสอบ 
 เจือจางสารสกัดกวาวเครือแดงจากการทดลองที่ 1 ทุกทรีตเมนตดวยเมทานอล ใสสารสกัด
กวาวเครือแดงที่เจือจางแลว (ความเขมขน 0, 25, 50, 75 และ 100 µg/100 ml) 1.5 ml ทําปฏิกิริยากับ 
DPPH solution 1.5 ml ในที่มืด ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm ใชเอทานอล 100% ผสมกับเมทานอลเปน blank ใช DPPH 
solution ที่ไมเติมสารสกัดกวาวเครือแดงเปนกลุมควบคุม และใช trolox เปนสารตานอนุมูลอิสระ
มาตรฐานที่ใชเปรียบเทียบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ แลวคํานวณหาความสามารถในการตานอนุมูล
อิสระเปนเปอรเซ็นต (Sandoval et al., 2002) ดังนี้ 
 
  %Inhibition =    [(Acontrol – Asample) / Acontrol x 100] 
  %Inhibition =    เปอรเซ็นตของการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH 
            Acontrol =    คาการดูดกลืนแสงของกลุมควบคุม 
           Asample =    คาการดูดกลืนแสงของกลุมที่มีสารที่นํามาทดสอบ 
 

คํานวณหาคาความเขมขนของสารตานอนุมูลอิสระท่ีนํามาทดสอบสามารถยับยั้งการเกิด
ออกซิเดชันของอนุมูลอิสระ DPPH ได 50% (IC50) ทําไดโดยคํานวณจากสมการเสนตรงของกราฟ
ระหวางเปอรเซ็นตของการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH กับความเขมขนของสารตานอนุมูลอิสระ เพื่อ
หาความเขมขนของสารตานอนุมูลอิสระที่สามารถยับยั้งการเกิดออกซิเดชันได 50% (ทิพรัตน หงส
ภัทรคีรี, 2548; Choavanalikit, 2004) 
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 4.2.4. การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ABTS free radical decolorization assay  
   (Miller and Rice-Evan, 1997) 

 การเตรียมสารละลาย ABTS (ABTS•+ solution) โดยผสมสารละลาย ABTS 7 mM กับ
สารละลายโพแทสเซียมเปอรซัลเฟต 2.45 mM แลวเก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 12-16 ช่ัวโมง
กอนใช (เพื่อใหเกิดปฏิกิริยา oxididation ไดสมบูรณ) วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 734 nm 
 วิธีการทดสอบ 
 เจือจางสารสกัดกวาวเครือแดงจากการทดลองที่ 1 ดวยเมทานอลทุกทรีตเมนต ใสสารสกัด
กวาวเครือแดงเจือจางแลว (ความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80 และ100 µg/100 ml) 0.1 ml ใหทํา
ปฏิกิริยากับ ABTS•+ solution 2.9 ml ในที่มืด ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 nm ใชเมทานอลผสมกับน้ํากลั่นปราศจากอิออนเปน blank 
ใช ABTS•+ solution ที่ไมเติมสารสกัดกวาวเครือแดงเปนกลุมควบคุม และใช trolox เปนสารตาน
อนุมูลอิสระมาตรฐานที่ใชเปรียบเทียบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ แลวคํานวณหาความสามารถในการ
ตานอนุมูลอิสระเปนเปอรเซ็นต (Miliauskas et al., 2003) และคํานวณหาคา IC50 

4.2.5 การวัดฤทธิ์การยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา 
   (low density lipoprotein oxidation; LDL oxidation) ในหลอดทดลอง (Ambra et 
   al., 2006) 

การเตรียม LDL ใช LDL สําเร็จรูปของมนุษย (LDL ในรูปผง จากบริษัท sigma) และ
เตรียม stock LDL 50 µg/ml (เก็บรักษาที่ 4°C)  

วิธีการทดสอบ 
1. ใช LDL 100 µg/ml ชักนําใหเกิด LDL oxidation ดวย CuSO4 20 µg/ml ใน phosphate 

buffer saline (PBS) pH 7.4 เพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ที่มากเกินควร 
2. เติมสารสกัดแอนโทไซยานิน 1 µM (final concentration) ทุกทรีตเมนต แลวบมที่

อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 234 nm (เพื่อวัดการดูดกลืน
แสงของ conjugated diene (CD) ที่จะเกิดขึ้นเมื่อเกิด LDL oxidation) 

3. ใชปฏิกิริยาที่เติมเมทานอล, PBS และน้ํากลั่นปราศจากอิออนเปน blank ใชปฏิกิริยา 
LDL oxidation ที่ไมเติมแอนโทไซยานินเปนกลุมควบคุม และใช trolox เปนสารตานอนุมูลอิสระ
มาตรฐานที่ใชเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งการเกิด LDL oxidation 
 การเกิด LDL oxidation แบงออกเปน 3 ระยะ คือ 1) ระยะเริ่มตนการสราง CD (lag phase)  
2) ระยะเพิ่มปริมาณการสราง CD และ 3) ระยะการสลายตัวของ CD (decomposition phase)    
(Young and McEneny, 2001) การเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งการเกิด LDL oxidation ใช 
lag time เปนเกณฑ หาก lag time ยาวนานหมายถึงมีความสามารถในการยั้บยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL 
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oxidation ไดสูง ซ่ึง lag time หาไดจากกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 234 nm และเวลาที่ทํา
ปฏิกิริยา (นาที) ซ่ึงหาไดจากจุดตัดของการลากเสนสัมผัสของ lag phase  และ propagation  phase 
(Frank et al., 2004; Chang et al., 2006) (วิธีหา lag time แสดงในภาพผนวกที่ 18) 

 
4.2.6 การวิเคราะหขอมูล 
วิเคราะหวาเรียนซ (ANOVA) ดวยโปรแกรม SPSS v. 13 for window (Levesque and    

SPSS Inc., 2006) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยคา IC50 และ lag time ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต 
จากการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH และ ABTS โดยใชวิธี DMRT (Duncan’s New    
Multiple Range Test) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของคา IC50 จากการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 
DPPH และ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต กับ trolox และเปรียบเทียบคาเฉลี่ย
ของ lag time ของการเกิด LDL oxidation จากการทดสอบดวยสารสกัดกวาวเครือแดง 5 ทรีตเมนต 
และ trolox กับกลุมควบคุมโดยการวิเคราะหทางสถิติแบบ independent sample t-test  

 
4.3 ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

4.3.1 ผลการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging assay 
วิธี DPPH ใชในการวัดคาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ โดยใชหลักการ DPPH 

เปนอนุมูลอิสระที่มีความคงตัว และดูดกลืนแสงไดดีที่ความยาวคลื่น 517 nm เมื่อผสมอนุมูลอิสระ 
DPPH• และสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปนสวนประกอบในหลอดทดลอง หมูไฮ-   
ดรอกซีที่เกาะอยูบริเวณหมู -R ของ aromatic ring ในโครงสรางแอนโทไซยานินสามารถจับกับ
อิเล็กตรอนโดดเดี่ยวของอนุมูลอิสระ DPPH• ได (โครงสรางของแอนโทไซยานินในภาพที่ 2.2) เมื่อ
อนุมูลอิสระ DPPH• ไดรับโปรตอนก็จะเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลือง สงผลใหคาการดูดกลืนแสง
ลดลง แลวคํานวณหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระเปนเปอรเซ็นต (ตารางผนวกที่ 6) และ
คํานวณคา IC50 จากสมการเสนตรงของกราฟระหวางความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดงและ 
trolox กับเปอรเซ็นตของการยับยั้งอนุมูลอิสระ (ภาพผนวกที่ 5-10) 

การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต 
(T1-T5) แลวเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ IC50 ดวยวิธี DMRT พบวา มีคา IC50 แตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ยิ่งทางสถิติ การทดสอบดวยสารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 
ppm มีคาเฉลี่ยของ IC50 ต่ําที่สุด (66.25 และ 66.67 µg/100 ml) ซ่ึงแตกตางทางสถิติกับสารสกัด
กวาวเครือแดงที่ไมฉีดพนเอทีฟอน (84.48 µg/ml) และสารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอน     
ที่ความเขมขน 100 ppm และ 200 ppm (85.82 µg/100 และ 69.91 µg/100 ml) สารสกัดกวาว     
เครือแดงที่ไมฉีดพน และฉีดเอทีฟอนที่ความเขมขน 100 ppm มีคา IC50 ไมแตกตางกัน แตสาร   
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สกัดกวาวเครือแดงที่ไมฉีดเอทีฟอนแตกตางกับการฉีดพนที่ความเขมขน 200 ppm (ภาพที่ 4.2 และ
ตารางภาคผนวกที่ 8 และ 9) การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ที่ใช trolox เปนสาร
มาตรฐาน แลวเปรียบเทียบคาเฉล่ียของคา IC50 ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต กับ  
trolox ดวยการวิธี independent sample t-test พบวา สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอนที่ความ
เขมขน 300 และ 400 ppm มีคา IC50 ไมแตกตางทางสถิติกับ trolox (65.11 µg/ml) (ตารางที่ 4.1)  

 
ตารางท่ี 4.1  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ IC50 ของ trolox กับสารสกัดกวาวเครือแดง 5 ทรีตเมนต จาก

การ วัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH  
กลุมทดลอง IC50 (µg/100 ml) 

trolox                      65.11 ± 2.33 
T1 89.28 ± 1.81** 
T2 84.48 ± 2.46** 
T3                      69.91 ± 1.13* 
T4                      66.67 ± 1.49 
T5                      66.25 ± 1.44 

* แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 5%  
** แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 1% 
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ภาพที่ 4.2  เปรียบเทียบคาเฉลีย่ของ IC50 ของสารสกัดกวาวเครือแดง 5 ทรีตเมนต จากการวัดฤทธิ์ตาน 
      อนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH (I = SD) 
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สารสกัดกวาวเครือแดงสามารถกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH• ได และมีคา IC50 อยูในชวง 66-
89 µg/100 ml (หรือ 0.66-0.89 µg/ml) คา IC50 เปนดัชนีที่ใชวัดความสามารถในการตานอนุมูล
อิสระ ไดจากคาความเขมขนของสารที่สารมารถตานอนุมูลอิสระได 50% นฤภัทร ฤทธิ์นภา และ
คณะ (2550) ไดทําการศึกษาความสามารถในการตานปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารสกัดลูกหวา ดวย
วิธี DPPH พบวา สารสกัดจากเปลือก เนื้อ และเมล็ดของลูกหวา มีคา IC50 517.5, 1,345.83 และ 
269.9 µg/ml Chung et al. (2004) ไดศึกษาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบ E. Walther 
(Graptopetalum paraguayense) ซ่ึงเปนพืชสมุนไพรจีนที่มีใบสีเขียวปนแดง ดวยวิธี DPPH พบวา มี
คา IC50 165 µg/ml ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งกับคา IC50 ของสารมาตรฐาน คือ trolox (40 µg/ml) 
และ Bae and Suh (2006) ไดศึกษาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของสารสกัดแอนโทไซยานินจากผล
หมอน 5 พันธุ พบวา มีคา IC50 59-118 µg/ml จากการเปรียบเทียบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด
แอนโทไซยานินของลูกหวา และสารสกัดแอนโทไซยานินของผลหมอนกับฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปนสวนประกอบดวยวิธี DPPH พบวา คา IC50 ของ
สารสกัดกวาวเครือแดง มีคา IC50 ต่ํากวาสารสกัดจากลูกหวา สารสกัดจากใบ E. Walther และสาร
สกัดแอนโทไซยานินของผลหมอน แสดงวาสารสกัดกวาวเครือแดงมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงกวา 
สารสกัดจากลูกหวาและสารสกัดแอนโทไซยานินของผลหมอน 

 
4.3.2 ผลการวัดฤทธิ์ตานอนมูุลอิสระดวยวิธี ABTS free radical decolorization assay 
วิธี ABTS เปนการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ มีหลักการคลายกับวิธี DPPH คือ สราง

อนุมูลอิสระที่มีสีขึ้น โดยสรางอนุมูลอิสระจากการทําปฏิกิริยาของสารละลาย ABTS กับ oxidizing 
agent คือ สารละลายโพแทสเซียมเปอรซัลเฟต เมื่อ ABTS ถูกออกซิไดซ (oxidized) ดวย oxidizing 
agent จะเกิด ABTS free radical (ABTS•+ ) สารตานอนุมูลอิสระที่ตองการนํามาทดสอบจะขจัด 
ABTS•+ ที่เกิดขึ้น แลวทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 nm (เฉลิมพงษ แสนจุม และ
ไชยวัฒน ไชยสุต, 2547) โดยหากคาการดูดกลืนแสงลดลงมากหรือสีของสารละลายจางลงมากจะ
แสดงถึงความสามารถในการตานอนุมูลอิสระไดดี (อนุพงษ  ศิริเมืองมูล และคณะ, 2547) การ
คํานวณหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระเปนเปอรเซ็นต (ตารางภาผนวกที่ 7) และคํานวณ 
คา IC50 จากสมการเสนตรงของกราฟระหวางความเขมขนของสารสกัดแอนโทไซยานินและ trolox 
กับเปอรเซ็นตของการยับยั้งอนุมูลอิสระ (ภาพผนวกที่ 11-16) 

การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต แลว
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ IC50 ดวยวิธี DMRT พบวา มีคา IC50 แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
การทดสอบดวยสารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm มี
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คาเฉลี่ยของ IC50 ต่ําที่สุด (43.24 และ 46.30 µg/100 ml ตามลําดับ) ซ่ึงแตกตางกับสารสกดักวาวเครอื
แดงที่ไมฉีดพนเอทีฟอน (100.12 µg/100 ml), สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอนที่ความ
เขมขน 100 ppm (98.16 µg/100 ml) และ 200 ppm (82.69 µg/100 ml) ซ่ึงการทดสอบดวยสารสกัด
แอนโทไซยานิน จากรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงที่ไมฉีดพนและฉีดพนเอทีฟอนที่ความ
เขมขน 100 ppm มีคา IC50 ไมแตกตางกัน แตแตกตางกับการทดสอบดวยสารสกัดกวาวเครือแดงที่
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 200 ppm (ภาพที่ 4.3) 

การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ABTS ใช trolox เปนสารตานอนุมูลอิสระมาตรฐานในการ
เปรียบเทียบ ไดทําการการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของคา IC50 ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต  
กับ trolox ดวยการวิเคราะหทางสถิติแบบ independent sample t-test พบวา สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีด
พนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm มีคา IC50 ไมแตกตางทางสถิติกับ trolox (41.46 µg/100    
ml) (ตารางที่ 4.2 และตารางภาคผนวกที่ 8 และ 9) แสดงวาสารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอนท่ี
ความเขมขน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไมแตกตางกับ trolox 

สารสกัดกวาวเครือแดงสามารถกําจัดอนุมูลอิสระ ABTS ได และมีคา IC50 อยูในชวง 43-100 
µg/100 ml จากการตรวจเอกสาร พบวา การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ABTS นิยมใช Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) ที่มีหนวยเปนกรัมของ trolox ตอกรัมของสารสกัด 
เปนดัชนีวัดความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ แตการทดลองครั้งนี้ใชคา IC50 ซ่ึงเปนดัชนีที่ใช
วัดความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ซ่ึงสามารถบอกความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของ
สารสกัดกวาวเครือแดงไดเชนกัน  
 
ตารางท่ี 4.2  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ IC50 ของการทดสอบดวย trolox กับสารสกัดจากรากสะสม

อาหารของกวาวเครือแดง 5 ทรีตเมนต ดวยวิธี ABTS  
กลุมทดลอง IC50 (µg/100 ml) 

trolox 41.46 ± 1.89 
T1      100.12 ± 1.92** 
T2     98.16 ± 4.54** 
T3 82.69 ± 1.94 
T4 46.30 ± 3.76 
T5 43.24 ± 0.66 

**แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 1% 
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ภาพที่ 4.3 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ IC50 ของสารสกัดกวาวเครือแดง 5 ทรีตเมนต ของการวัดฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ABTS (I = SD) 

 
4.3.3 ผลการวดัฤทธิ์การยบัยัง้ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไลโปโปรตนีชนดิความหนาแนนต่าํ  (low  
 density lipoprotein oxidation; LDL oxidation) ในหลอดทดลอง 

กลไกของการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation คือ เมื่อพันธะคูในโครงสรางของ LDL (เปน fatty 
acid ชนิดหนึ่ง) ถูกอนุมูลอิสระแยงอิเล็กตรอนไป จะทําใหโครงสรางของ fatty acid อยูในสภาวะที่
ไมเสถียร ทําใหเกิดการดึงอิเล็กตรอนจาก LDL โมเลกุลอ่ืนมาทดแทนสวนที่สูญเสียไป แลวเกิด   
การจัดเรียงโครงสรางใหมไปเปน conjugated diene หรือเขาสูภาวะการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation 
(แสดงในภาพที่ 4.4)  

 

 
 

ภาพที่ 4.4  แสดงขัน้ตอนการเกดิปฏิกิริยา LDL oxidation (ที่มา: Young and McEneny, 2001) 
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การเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ในรางกายมนุษยทําใหมีความเสี่ยงสงูตอการเกดิโรคหลอด
เลือดหัวใจ (Young and McEneny, 2001) มีหลายงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการใชสารตานอนมุลูอิสระ
เพื่อยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ซ่ึงกลไกของการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation คอื 
สารตานอนุมูลอิสระจะสามารถใหโปรตอนแกโมเลกุลของ LDL ที่สูญเสียอิเล็กตรอนไป 
(อิเล็กตรอนเดี่ยว) ทําให LDL อยูในภาวะเสถียร และไมเกิดการจัดเรียงโครงสรางใหมไปเปน 
conjugated diene 

การเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต และ trolox ได
เขาสู lag phase และ propagation phase ภายในเวลา 100 นาที แลวหลังจากนั้นจะเขาสู decomposition 
phase หรือชวงสลายตัวของ CD (ภาพท่ี 4.5 และตารางผนวกที่ 10) ทําการคํานวณหา lag time จาก
จุดตัดของเสนสัมผัสของ lag phase และเสนสัมผัสของ propagation phase (วิธีหา lag time ในภาพ 
ผนวกที่ 12) การวัดฤทธิ์การยับยั้งปฏิกิริยา LDL oxidation ของการทดสอบดวยสารสกัดกวาวเครือแดง
ทั้ง 5 ทรีตเมนต ดวยวิธี DMRT พบวา ทั้ง 5 ทรีตเมนตมี  lag time แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทาง
สถิติ สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm มฤีทธิย์บัยัง้การ
เกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ไดนานที่สุด (57.41 และ 59.03 นาที) (ภาพที่ 4.6 และตารางภาคผนวกที่  8 
และ 9) และจากการวิเคราะหความแตกตางของ lag time ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต 
และ trolox เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยวิธี independent sample t-test พบวา สารสกัดกวาวเครือ
แดงทั้ง 5 ทรีตเมนต และ trolox มีฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ไดนานกวากลุมควบคมุ
อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (ตารางที่ 4.3) 

 
ตารางที่ 4.3  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ lag time ของการใชสารสกัดกวาวเครือแดง และ trolox กับ

กลุมควบคุมในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation  
กลุมทดลอง lag time (นาที) 
กลุมควบคุม                          15.85 ± 1.44 

trolox 68.26 ± 1.00** 
T1 35.25 ± 2.49** 
T2 34.99 ± 2.38** 
T3 45.03 ± 1.36** 
T4 57.41 ± 1.15** 
T5 59.03 ± 0.98** 

** แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 1% 
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ภาพที่ 4.5  แสดงการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ที่ไมเติมสารสกัดกวาวเครือแดง (control) เติมสาร
 สกัดกวาวเครือแดงที่ไมฉีดพนเอทีฟอน (T1), ฉีดพนเอทีฟอน 100 ppm (T2), ฉีดพน    
  เอทีฟอน 200 ppm (T3), ฉีดพนเอทีฟอน 300 ppm (T4), ฉีดพนเอทีฟอน 400 ppm (T5), 
  trolox และปฏิกิริยา LDL oxidation ที่อุณหภูมิ 37 ๐C ในเวลา 0 ถึง 100 นาที  
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ภาพที่ 4.6 เปรียบเทียบคาเฉลี่ย lag time ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต (I = SD) 
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การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ในหลอดทดลองของสารสกัด
กวาวเครือแดง มี lag time ในชวง 35-59 นาที Rottmann et al. (2002) ไดทําการศึกษาฤทธิ์ยับยั้ง
ปฏิกิริยา LDL oxidation ในหลอดทดลองของสารสกัดแอนโทไซยานินจากผล ach (Aritotelia 
chilensis) พบวา สารสกัดจากผล ach มี lag time 250 นาที ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งกับกลุม
ควบคุม (110 นาที) Yen et al. (2007) ไดทําการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งปฏิกิริยา LDL oxidation ในหลอด
ทดลองของสารสกัดของ Haw fruit (Opuntia dillenii) พบวา สารสกัดของ Haw fruit มี lag time       
เทากับ 236 นาที ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งกับกลุมควบคุม (154 นาที) แมวาการทดสอบฤทธิ์
ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ในหลอดทดลองของสารสกัดกวาวเครือแดงมี lag time ส้ันกวา
สารสกัดแอนโทไซยานินจากผล ach และสารสกัดของ Haw fruit แตจากการเปรียบเทียบ lag time  
ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต กับกลุมควบคุม พบวา lag time ของสารสกัดกวาวเครือ
แดงทั้ง 5 ทรีตเมนต มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติกับกลุมควบคุม แสดงวาสารสกัด
กวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปนสวนประกอบสามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ใน
หลอดทดลองได แตปจจัยอ่ืน ๆ อาจเปนสาเหตุให lag time ส้ัน เชน การใช LDL สําเร็จรูปซึ่งเปน 
LDL ที่มีความบริสุทธิ์สูง จึงทําใหเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ในอัตราที่ต่ํา จึงทําให lag time ส้ัน  

 
4.4 สรุปผลการวิจัย 

การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระการวัดฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ของสารสกัด
กวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต ทําการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ IC50 ดวยวิธี DMRT พบวา สารสกัด
กวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด (คาเฉลี่ยของ 
IC50  เทากับ 66.25 และ 66.67 µg/100 ml ตามลําดับ) และการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของคา IC50 ของ
สารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนตกับ trolox ดวยวิธี independent sample t-test พบวา สารสกัด
กวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระใกลเคียงกับ trolox 
(คาเฉลี่ย IC50 ของ trolox เทากับ 65.11 µg/100 ml)  

การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ABTS ของสารสกัด
กวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต ทําการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ IC50 ดวยวิธี DMRT พบวา สารสกัด
กวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด (คาเฉลี่ยของ 
IC50 เทากับ 43.24 และ 46.30 µg/100 ml ตามลําดับ) และการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของคา IC50 ของ
สารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนตกับ trolox ดวยวิธี independent sample t-test พบวา สารสกัด
กวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระใกลเคียงกับ trolox 
(คาเฉลี่ย IC50 ของ trolox เทากับ 41.43 µg/100 ml)  
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การวัดฤทธิ์การยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ของการทดสอบดวยสารสกัด
กวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต ทําการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ lag time ดวยวิธี DMRT พบวา สาร
สกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนเอทีฟอน 300 และ 400 ppm สามารถยับยั้งปฏิกิริยา LDL oxidation ได
ยาวนานที่สุด (คาเฉลี่ยของ lag time เทากับ 57.41 และ 59.03 นาที)  

การวัดฤทธิ์การยับยั้งปฏิกิริยา LDL oxidation โดยเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ lag time ของ
การวัดฤทธิ์การยับยั้งปฏิกิริยา LDL oxidation ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต และ 
trolox กับกลุมควบคุม พบวากลุมควบคุมมีฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ส้ันที่สุด 
(คาเฉลี่ยของ lag time เทากับ 15.85 นาที) สารสกัดกวาวเครือแดง และ trolox สามารถยับยั้ง
ปฏิกิริยา LDL oxidation ไดยาวนานกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ  
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บทที่ 5 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
5.1 การเพิ่มการสะสมแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง (Butea 
 superba Roxb.) ดวยเอทีฟอน 

5.1.1 การเจริญเติบโตทางลําตนและรากของกวาวเครือแดง 
การฉีดพนเอทีฟอนที่ทุกความเขมขนไมทําใหเสนผานศูนยกลางลําตนลําตน เสนผาน

ศูนยกลางราก ความยาวราก และน้ําหนักสดของรากเพิ่มขึ้น แตการฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 
300 และ 400 ppm ทําใหความหนาของชั้นคอรเท็กซของรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงสูง
ที่สุด   

5.1.2 ปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 
การฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 ppm ทําใหมีปริมาณแอนโทไซยานินใน

รากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงเพิ่มขึ้นได โดยการฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 และ 400 
ppm ทําใหความปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดงสูงที่สุด   

 

5.2 ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดง (Butea superba Roxb.) 
5.2.1 การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging assay และวิธี ABTS    

  free radical decolorization assay 
 จากการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปน
สวนประกอบดวยวิธี DPPH และ ABTS สามารถสรุปไดวา สารสกัดกวาวเครือแดงมีฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระ และสารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอน 300 และ 400 ppm มีฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระสูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดงกับสารตาน
อนุมูลอิสระมาตรฐาน คือ trolox พบวา สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพนดวยเอทีฟอน 300 และ 
400 ppm มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเทียบเทา trolox 
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5.2.2 การวัดฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิชันของไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา 
  (low density lipoprotein oxidation oxidation; LDL oxidation) ในหลอดทดลอง 
สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดดวยเอทีฟอนทุกความเขมขน และ trolox สามารถยับยั้งการ

เกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ไดยาวนาน ซ่ึงแตกตางทางสถิติกับกลุมควบคุม (การเกิดปฏิกิริยา 
LDL oxidation ที่ไมเติมสารสกัดกวาวเครือแดง) และเมื่อเปรียบเทียบฤทธ์ิยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา 
LDL oxidation ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต พบวา สารสกัดกวาวเครือแดงที่ฉีดพน
ดวยเอทีฟอน 300 และ 400 ppm สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ไดยาวนานที่สุด 
 
5.3  ขอเสนอแนะ  

5.3.1  การฉีดพนเอทีฟอน 
ควรฉีดพนเอทีฟอน 3 ระยะ ตามการเจริญเติบโตของกวาวเครือแดง คือ ระยะใบออน ระยะ

ใบออนถึงใบเพสลาด ระยะใบเพสลาด มีแนวโนววาหากเพิ่มความเขมขนของเอทีฟอนที่ฉีดพนให
กวาวเครือแดง (มากกวา 400 ppm) อาจทําใหปริมาณแอนโทไซยานินในรากสะสมอาหารของ
กวาวเครือแดงเพิ่มขึ้นไดอีก ดังนั้นจึงควรทําการศึกษาความเขมขนของเอทีฟอนที่เหมาะสมที่จะ
สามารถเพิ่มปริมาณแอนโทไซยานินไดสูงที่สุด และควรมีการศึกษาปจจัยอ่ืนที่สามารถเพิ่มการ
เจริญเติบโตของกวาวเครือแดงควบคูไปกับการเพิ่มปริมาณแอนโทไซยานิน เพื่อเปนการเพิ่มทั้ง
ปริมาณและคุณภาพของผลผลิตกวาวเครือแดง  

5.3.2 การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดง 
ควรมีการศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารสกัดกวาวเครือแดงในการวัดฤทธิ์ตาน

อนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ABTS และฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิก ิริยา LDL oxidation ในหลอดทดลอง 
เพื่อเปนแนวทางการใชสารสกัดกวาวเครือแดงในการตานอนุมูลอิสระใหมีประสิทธิภาพสูงที่สุด 
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ตารางภาคผนวกที่ 1  ANOVA ของเสนผานศูนยกลางลําตน เสนผานศูนยกลางราก และความยาว
  ของรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 
   MS  
Source  df เสนผานศูนยกลางลําตน เสนผานศูนยกลางราก ความยาวราก 
   (ซม.) (ซม.) (ซม.) 

Block 2 0.74ns 0.618 ns 1.896 ns 

Treatment 4 0.84 ns 0.580 ns 6.977 ns 
Error 8 0.85 0.497 5.514 
%CV  1.76 5.90 2.91 

ns ไมแตกตางทางสถิติ  
* แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 5% 
** แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 1% 
 
ตารางภาคผนวกที่ 2  ANOVA ของน้ําหนักสด ความหนาของชั้นคอรเท็กซ และปริมาณแอนโท-
    ไซยานินในรากสะสมอาหารกวาวเครือแดง 
   MS  
Source  df น้ําหนกัสด ความหนาของชั้น ปริมาณแอนโทไซยานิน 
   (ก.) คอรเท็กซ (มม.) (ไมโครกรัมตอกรัม น้ําหนกัสด) 

Block 2 6955.093 ns 0.087 ns 107.666 ns 

Treatment 4 2856.498 ns 1.790 ** 267.234** 
Error 8 8024.426 0.058 17.372 
%CV  15.47 23.08 32.02 

ns ไมแตกตางทางสถิติ   
* แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 5% 
**แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 1% 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 ผลของเอทีฟอนตอเสนผานศูนยกลางลําตนกวาวเครือแดง และเสนผาน
 ศูนยกลางรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 

ปจจัยเอทฟีอน เสนผานศูนยกลางลําตน เสนผานศูนยกลางราก 
  (ซม.) (ซม.) 
ไมฉีดพนเอทีฟอน 8.72a 1/ 7.45a1/ 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 100 ppm 8.79a 7.00a 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 200 ppm 8.81a 7.04a 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 ppm 8.94a 7.78a 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 400 ppm 9.12a 7.99a 
1/ เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% โดยคาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษเหมือนกันไมแตกตางกันทาง
สถิติ 
 
ตารางภาคผนวกที่ 4  ผลของเอทีฟอนตอความยาวราก และน้ําหนักสดของรากสะสมอาหารของ
  กวาวเครือแดง 

ปจจัยเอทฟีอน ความยาวราก  น้ําหนกัสด  
  (ซม.) (ก.) 

ไมฉีดพนเอทฟีอน 50.53a1/ 1,147.52a1/ 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 100 ppm 51.15a 1,074.58a 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 200 ppm 52.96a 1,246.47a 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 ppm 54.21a 1,491.69a 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 400 ppm 53.22a 1,517.17a 

1/ เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% โดยคาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษเหมือนกันไมแตกตางกันทาง
สถิติ 
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ตารางภาคผนวกที่ 5  ผลของเอทีฟอนตอความหนาของชั้นคอรเท็กซ และปริมาณแอนโทไซยานิน
 ในรากสะสมอาหารของกวาวเครือแดง 

ปจจัยเอทฟีอน ความหนาของ ปริมาณแอนโทไซยานิน 
 ช้ันคอรเท็กซ (ไมโครกรัมตอกรัม)  

  (มม.) น้ําหนกัสด 
ไมฉีดพนเอทฟีอน 2.52a 1/ 18.64a1/ 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 100 ppm 2.65a 21.99ab 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 200 ppm 3.34b 28.86b 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 ppm 3.96c 37.63c 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 400 ppm 4.27c 40.24c 

1/ เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95%โดยคาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษเหมือนกันไมแตกตางกันทาง
สถิติ 
 
ตารางภาคผนวกที่ 6 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดงดวยวิธี DPPH 

ความเขมขนของสารสกัด เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH 
สารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) T1 T2 T3 T4 T5 trolox 

0 0 0 0 0 0 0 
25 15.24 16.89 20.04 20.46 21.24 18.94 
50 26.51 27.88 35.35 37.32 36.96 36.22 
75 36.00 42.00 50.61 55.92 57.75 58.45 
100 61.35 61.32 73.44 74.85 73.99 77.71 
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ตารางภาคผนวกที่ 7 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดกวาวเครือแดงดวยวิธี ABTS 
ความเขมขนของสารสกัด เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS 

แอนโทไซยานิน (µg/100 ml) T1 T2 T3 T4 T5 trolox 
0 0 0 0 0 0 0 
20 11.41 13.57 16.25 17.48 29.63 23.36 
40 22.19 20.80 24.27 53.46 53.53 57.42 
60 31.53 26.64 36.86 75.34 73.35 81.60 
80 39.62 38.93 47.55 82.15 87.66 92.18 
100 49.19 54.26 60.48 93.23 94.38 98.28 

 
ตารางภาคผนวกที่ 8 ANOVA ของคา IC50 จากการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH 
  และ ABTS และ lag time ของการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL 
  oxidation ของสารสกัดกวาวเครือแดงทั้ง 5 ทรีตเมนต 

MS 
Source df คา IC50 ของ คา IC50 ของ lag time ของฤทธิ์ยับยั้ง 
    วิธี DPPH วิธี ABTS LDL oxidation 
Block 2 8.68 ns 1.961 ns 6.663 ns 
Treatment 4 283.568** 2291.063** 500.83** 
Error 8 1.553 10.163 3.241 
%CV   12.22 34.68 37.05 

ns ไมแตกตางทางสถิติ   
* แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 5% 
**แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 1%  
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ตารางภาคผนวกที่ 9  ผลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ABTS และการทดสอบ
 ฤทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LDL oxidation ของสารสกัดกวาวเครือแดง และ 
 trolox 

กลุมทดลอง  คา IC50 ของ คา IC50 ของ lag time ของ  
(สารกัดกวาวเครือแดง) วิธี DPPH วิธี ABTS LDL oxidation 

ไมฉีดพนเอทฟีอน 85.82a1/ 100.12a1/ 34.99a1/ 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 100 ppm 84.48a 98.16a 35.25a 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 200 ppm 69.91b 82.69b 45.03b 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 300 ppm 66.67c 46.3c 57.41c 
ฉีดพนเอทีฟอนที่ความเขมขน 400 ppm 66.27c 43.24c 59.03c 
trolox 65.11c 41.46c 68.26c 

1/ เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% โดยคาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษเหมือนกันไมแตกตางกันทาง
สถิติ 
 
ตารางภาคผนวกที่ 10  คาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา LDL oxidation ที่เติมสารสกัด                
 กวาวเครือแดง 5 ทรีตเมนต (T1-T5) และ trolox และปฏิกิริยา LDL 
 oxidation ที่ไมเติมสารสกัดกวาวเครือแดง (control) 

เวลา (นาที) control T1 T2 T3 T4 T5 trolox 
0 0.0229 0.0206 0.0225 0.0211 0.0092 0.0083 0.0075 
10 0.0268 0.0239 0.0299 0.0245 0.0108 0.0107 0.0099 
20 0.0423 0.0279 0.0342 0.0288 0.0125 0.0123 0.0124 
30 0.1187 0.0341 0.0412 0.0333 0.0167 0.0154 0.0154 
40 0.1998 0.0504 0.0591 0.0401 0.0198 0.0184 0.0205 
50 0.2239 0.1109 0.1254 0.0560 0.0247 0.0268 0.0234 
60 0.2224 0.1913 0.1986 0.1402 0.0394 0.0381 0.0291 
70 0.1978 0.2156 0.2194 0.1867 0.0709 0.0680 0.0352 
80 0.1500 0.2218 0.2246 0.2101 0.1752 0.1639 0.0627 
90 0.1075 0.2012 0.1977 0.1989 0.2085 0.2008 0.1978 
100 0.0629 0.1530 0.1521 0.1611 0.2104 0.2096 0.2278 
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ภาพผนวกที่ 1 คา Rf (0.34) ของสารสกัดกวาวเครือแดงที่มแีอนโทไซยานนิเปนสวนประกอบบนแผน
 โครมาโตกราฟ (กรดไฮโดรคลอริค กรดฟอรมิค และน้ํา ในอตัราสวน 7: 51: 42) (A.) 
 และคา Rf (0.12) ของสารสกดัแอนโทไซยานินบนแผนโครมาโตกราฟ (กรดไฮโดร-
 คลอริค กรดฟอรมิค และน้ําในอัตราสวน 25: 24: 51) (B.) 
 

 
 

ภาพผนวกที่ 2 การเปลี่ยนแปลงสีของสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีแอนโทไซยานินเปน 
สวนประกอบที่ pH 1-14 

Rf = 0.34 

   Rf = 0.12 

A. B. 
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ภาพผนวกที ่3  สเปกตรัมของสารสกัดกวาวเครือแดงที่มแีอนโทไซยานินเปนสวน 
 ประกอบที่ 510 nm 
 

  
 
 

ภาพผนวกที ่4  สเปกตรัมของสารสกัดกวาวเครือแดงที่มแีอนโทไซยานินเปนสวน 
 ประกอบที่ pH 1 และ 4.5 

Ab
sor

ban
ce 

Wavelength 

pH 4.5 

pH 1.0 
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ภาพผนวกที่ 5 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย 
  เอทีฟอนความเขมขน 0 ppm 
 

 
 
 

ภาพผนวกที่ 6 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย    
  เอทีฟอนความเขมขน 100 ppm 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 

เปอ
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็นต
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รย
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นุม

ลูอิ
สร

ะ 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 
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รเซ
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ภาพผนวกที่ 7 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย 
  เอทีฟอนความเขมขน 200 ppm 

 
 

ภาพผนวกที่ 8 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย    
  เอทีฟอนความเขมขน 300 ppm 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 

เปอ
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ภาพผนวกที่ 9 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย  
               เอทีฟอนความเขมขน 400 ppm 

 
 
 

ภาพผนวกที่ 10 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของ trolox 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 

ความเขมขนของ trolox (µg/100 ml) 

เปอ
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ับย
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ภาพผนวกที่ 11 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย  
 เอทีฟอนความเขมขน 0 ppm 
 

 
 

 
ภาพผนวกที่ 12 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย  
 เอทีฟอนความเขมขน 100 ppm 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 
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ภาพผนวกที่ 13 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย 
 เอทีฟอนความเขมขน 200 ppm 
 

  
 
ภาพผนวกที่ 14 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย  
 เอทีฟอนความเขมขน 300 ppm 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 
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ภาพผนวกที่ 15 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดกวาวเครือแดงทีฉ่ีดพนดวย  
 เอทีฟอนความเขมขน 400 ppm 
 

  
 

 
ภาพผนวกที่ 16 เปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS ของ trolox 

ความเขมขนของสารสกัดกวาวเครือแดง (µg/100 ml) 
 

ความเขมขนของ trolox  (µg/100 ml) 
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ภาพผนวกที่ 17 สูตรโครงสรางของ trolox 

 

 
 

ภาพผนวกที่ 18 วิธีหา lag time จากจุดตัดของเสนสัมผัสของ lag phase และเสนสัมผัสของ 
  propagation phase (ดัดแปลงจาก Greenrod, H.W. et al., 2007) 
 
 
 
 

เสนสัมผัสของ lag phase 

เสนสัมผัสของ propagation phase 

จุดตัดของเสนสัมผัสทั้งสอง 

Lag time 

เวลา (นาที) 

คา
กา
รด

ูดก
ลืน
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ี่ 23
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ประวัติผูเขียน 
 

 นางสาวจุฬาลักษณ  ทวีบุตร  เกิดเมื่อวันที่ 3 กันยายน 2525 ที่อําเภอเมือง จังหวัดยโสธร 
สําเร็จการศึกษาระดับปริญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช สํานักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ในป พ.ศ. 2548 ภายหลังสําเร็จการศึกษา    
ได เขาศึกษาตอระดับปริญญามหาบัณฑิต  สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช  สํานักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปการศึกษา 2548  
 

 


