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บทคัดย่อ  

การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH• assay) บทแผ่น
ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (thin-layer chromatography; TLC) ขนาดเล็ก (TLC-DPPH•) เป็นวิธีที่พัฒนาขึ้นเพื่อใช้วิเคราะห์
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของน ้าผึ ้งไทยต่างชนิดกัน วิธีการนี้จะใช้ DPPH• assay ซึ่งเป็นวิธีหนึ่งที่นิยมใช้ในการ
วิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยท าการวิเคราะห์บนแผ่น TLC ก่อนการวิเคราะห์ต้องเตรียมสารตัวอย่างโดยด้วย
การสกัดด้วยเฟสของเหลวโดยใช้ dichloromethane การวิเคราะห์แต่ละครั้งต้องผสมตัวอย่าง 16 µL กับ DPPH• reagent 24 
µL จากนั้น ใช้โปรแกรม ImageJ วิเคราะห์ค่าสี ส าหรับหาปริมาณ DPPH• เหลือบนแต่ละจุด (spot) ของตัวอย่างที่ความเข้มข้น
ต่าง ๆ ซึ่งจะสามารถแปลงเป็นเปอร์เซ็นต์ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ (%inhibition) ซึ่งจะน าไปสู่การค านวณความเข้ม
ของสารที ่ออกฤทธ ิ ์ย ับย ั ้ งอน ุม ูลอ ิสระได ้คร ึ ่ งหน ึ ่ ง ( 50% Inhibitory concentration; IC50) จากกราฟความส ัมพ ันธ์
ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของสารตัวอย่าง วิธีนี้ถูกตรวจสอบความถูกต้องโดยการเปรียบเทียบผลของ %inhibition 
ของ L-ascorbic acid (LA) และ น ้าผึ ้งดอกล าไย (LON1) สกัด ที่ได้จากวิธี TLC-DPPH• กับ เครื ่องโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (High performance liquid chromatography; HPLC) ตรวจจับด้วย UV detector แบบไม่ใช้คอลัมน์แยก ซึ่ง
ให้ผลที่สัมพันธ์กันที่ R2 0.98 และ 0.95 ตามล าดับ วิธี TLC-DPPH• ถูกน าไปประยุกต์ใช้จริงกับตัวอย่างน ้าผึ้งทั้ง 7 ตัวอย่างที่มา
จากจังหวัดเชียงใหม่ โดยให้ค่า IC50 ระหว่าง 9130±1 ถึง 24205±2 mg/L วิธีที ่พัฒนาขึ ้นนี ้คาดหวังว่าจะมีประโยชน์ใน           
การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในอาหารอย่างง่าย รวดเร็ว (11 second/spot) และคุ้มค่าในอนาคตต่อไป 

 
ค าหลัก: สารต้านอนุมูลอิสระ น ้าผึ้ง ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี 
 
Abstract 

This study developed small-scale method for analysis of antioxidant activity of different honey 
samples, the method is based on 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assay on thin-layer chromatography plate (TLC-
DPPH•). Prior to analysis, the samples were prepared by liquid-liquid extraction (LLE) using dichloromethane. 
Each analysis requires 16 µL of sample and 24 µL DPPH• reagent mixture. ImageJ was applied to quantify the 



 

411 

remaining DPPH• on the spots of samples at different concentrations, which can then be converted 
into %inhibition. IC50 was then calculated for each sample from the %inhibition vs sample concentration plot. 
Under the optimized condition, average analysis time for each spot was 11 sec. The method was validated by 
comparison with micro UV visible analysis using high- performance liquid chromatography (HPLC) system. This 
reveals the correlations with R2 of 0.98 and 0.95 for L-ascorbic acid and the selected honey sample, respectively. 
The method was then applied to analyte 7 honey samples collected from different sources in Chiangmai, 
Thailand. Their IC50 values were between 9130±1 and 24205±2 mg/L. The developed method is expected to 
be useful for rapid, simple and cost-effective analysis of antioxidants of food samples in the future. 
 
Keywords: antioxidant, honey, thin-layer chromatography 

 
บทน า 

น ้าผึ้งเป็นแหล่งพลังงานจากธรรมชาติที่อุดมไปด้วยสารประกอบทางเคมีและชีวเคมีที่มีประโยชน์ ซึ่งสารประกอบเหล่านี้
ถูกถ่ายโอนจากส่วนต่าง ๆ ของพืชสู่น ้าผึ ้ง (White, 1996, Jennifer, 2013) องค์ประกอบหลักของน ้าผึ ้งด้วยน ้าตาลและน ้า 
นอกจากนี้ยังมีกรดอินทรีย์ เอนไซม์ กรดอะมิโน โปรตีน แร่ธาตุ ธาตุ สารประกอบอโรมา และสารประกอบฟีนอลอีกปริมาณหนึ่ง 
โดยสารประกอบฟีนอลในน ้าผึ้ง ประกอบไปด้วย volatile phenols, phenolic acids และ polyphenols ซึ่งสามารถแบ่งออกได้
เป็น 2 กลุ่ม คือ phenolic acids และ flavonoids สารประกอบเหล่านี้มักถูกใช้ส าหรับการศึกษาด้านชีวภาพ เคมี เกษตร และ
การแพทย์ (Erejuwa, Sulaiman, & Ab Wahab, 2012; Santos-Buelga, 2017) สารประกอบฟีนอลนอกจากถูกใช้เป็น
เครื่องหมายเคมีอนุกรมวิธาน (Chemotaxonomic markers) ของพืชชนิดต่าง ๆ แล้ว ยังมีประโยชน์ทางเภสัชวิทยา เช่น ต้าน
อนุมูลอิสระ ป้องกันการเกิดโรคเบาหวาน ต้านเชื้อแบคทีเรีย ป้องกันการเกิดมะเร็ง ป้องกัน/บรรเทาการอักเสบ การป้องกันการ
เกิดแผลในกระเพาะอาหาร ป้องกันหลอดเลือดและหัวใจจากการถูกท าลายหรือการเกิดโรคต่าง ๆ และมีคุณสมบัติรักษาบาดแผล 
(Baruah, 2011; Pasupuleti, Sammugam, Ramesh, & Gan, 2017) 

สารต้านอนุมูลอิสระคือ สารประกอบที่สามารถก าจัดอนุมูลอิสระโดยการให้อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูล
อิสระนั้น ท าให้สามารถชะลอหรือยับยั้งการเสื่อมสลายของเซลล์ได้ (Lobo, Patil, Phatak, & Chandra, 2010) DPPH• assay 
เป็นวิธีการวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระที่นิยมใช้วิธีหนึ่ง โดยการท าปฏิกิริยาระหว่าง DPPH• และสารตัวอย่างที่ท า
หน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ สารละลายจะเปลี่ยนจากสีม่วงไปเป็นสีเหลืองและวัดสีที่เปลี่ยนแปลงไปด้วยเครื่องวัดการดูดกลืน
แสง (UV-Vis spectrophotometer) หรือ HPLC ที ่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระจะ
รายงานในรูปแบบความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ครึ่งหนึ่ง (IC50) วิธีนี้มีข้อดีคือ รวดเร็ว และมีความ
แม่นย า แต่ต้องใช้สารปริมาณมาก เครื่องมือวิเคราะห์มีราคาแพง และต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการวิเคราะห์ 

ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (Thin-layer chromatography; TLC) เป็นวิธีที ่นิยมใช้ในการวิเคราะห์เชิงคุณภาพของ
สารประกอบฟีนอลในน ้าผึ้ง ซึ่งสามารถบ่งบอกลักษณะเฉพาะของต้นก าเนิดทางพฤกษศาสตร์ที่แตกต่างกันโดยการเปรียบเทียบค่า 
Rf (retention factors) (El-Badrawy, 2001; Locher, Neumann, & Sostaric, 2017; Stanek & Jasicka-Misiak, 2018)  
นอกจากนี้การท างานร่วมกันของวิธี TLC กับวิธีการวัดสีผ่านระบบซอฟต์แวร์ (colorimetric software) ท าให้สามารถวิเคราะห์
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สารต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพและความสามารถในการต้านอนุมูอิสระได้ (Akar, Küçük, & Doğan, 2017; Dinakaran, Chelle, 
& Avasarala, 2019; Jesionek, Majer-Dziedzic, & Choma, 2015) แต่วิธีการนี้ยังคงใช้ระยะเวลานานและใช้สารปริมาณมาก
ในการวิเคราะห์งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของน ้าผึ้งไทยด้วย DPPH• assay บน
แผ่น TLC (TLC-DPPH•) ขนาดเล็ก ร่วมกับ colorimetric software วิธีนี ้ ใช้เวลาในการวิเคราะห์และใช้สารประมาณน้อย 
นอกจากน้ียังไม่ต้องใช้เครื่องมือท่ีต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการวิเคราะห์อีกด้วย 
 
วัตถุประสงค ์

เพื่อพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระของน ้าผึ้งไทยด้วย DPPH• assay บนแผ่น TLC (TLC-
DPPH•) ขนาดเล็ก 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

การสกัดน ้าผ้ึงและเตรียมสารตัวอย่าง 
ละลายน ้าผึ้ง 10 g ในน ้า 10 mL จากนั้นสกัดสารที่ต้องการด้วย dichloromethane (CH2Cl2) (AR grade, Darmstadt, 

Germany) 25 mL 3 ครั้ง เพื่อก าจัดน ้าตาลที่อาจรบกวนการวิเคราะห์ จากนั้นเติม magnesium sulfate (ACS reagent grade, 
Panreac, Spain) เพื่อช่วยในการดูดน ้าหรือน ้าตาลที่อาจปะปนมา (Locher et al., 2017) ระเหยสารละลายด้วยเครื่องระเหยด้วย
ไนโตรเจนแก ๊ส สารสก ัดน  ้าผ ึ ้ งท ี ่ ได ้จะถ ูกละลายด้วย 50% acetonitrile (ACN) (AR grade, J.T. Baker, USA) grade in 
dichloromethane (ACN/CH2Cl2) 

สารละลาย L-ascorbic acid (LA) (ACS reagent grade, Sigma-Aldrich, USA) ความเข้มข้น 1000 mg/L และ DPPH• 
reagent (HPLC grade, TCL, Japan) ความเข ้มข ้น 788.64 mg/L ส  าหร ับ เป ็นสารละลายเข ้มข ้น ( stock solution) 
ถูกเตรียมโดยการละลายสารมาตรฐานและ DPPH• ใน 50% ACN/CH2Cl2 

เตรียมสารละลาย LA และสารสกัดน ้าผึ้งที ่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ LA เข้มข้น 50-300 mg/L, LON1 และ LON2 
เข้มข้น 1000-20000 mg/mL LYN1, LYN2, WIF1 และ WIF2 เข้มข้น 1000-25000 mg/mL  และ COF เข้มข้น 5000-30000 
mg/L 
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ตารางที่ 1 แหล่งที่มาของตัวอย่างน ้าผึ้งจากจงัหวัดเชียงใหม่ และผล IC50 (n=3) and ความแม่นย า (%RSD, n=9) ที่ได้จากวิธี 
TLC- DPPH• 

ชนิดตัวอย่าง แหล่งที่มา (วันผลิต) รหัสตัวอย่าง 
LOD 

(mg/L) 
LOQ 

(mg/L) 
IC50 

(mg/L) 
น ้าผึ้งดอกล าไย Fora bee farm (26 กุมภาพันธ์ 2561) LON1 856 2594 9149 

(2) 
น ้าผึ้งดอกล าไย Supha farm (15 มีนาคม 2561) LON2 850 2576 9130 

(1) 

น ้าผึ้งดอกลิ้นจี ่ Fora bee farm (19 กุมภาพันธ์ 2561) LYN1 1658 5023 22031 
(3) 

น ้าผึ้งดอกลิ้นจี ่ Supha farm (26 กุมภาพันธ์ 2561) LYN2 1307 3962 18983 
(3) 

น ้าผึ้งดอกไม้ปา่ Fora bee farm (16 มกราคม 2561) WIF1 1319 3996 14106 
(1) 

น ้าผึ้งดอกไม้ปา่ Supha farm (12 กุมภาพันธ์ 2561) WIF2 1285 3895 12712 
(2) 

น ้าผึ้งดอกกาแฟ Fora bee farm (26 พฤษภาคม 2560) COF 1735 5258 24205 
(2) 

L-ascorbic acid LA 10 29 130 
(0.8) 

 
TLC-DPPH• assay 
สร้างกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) ของ DPPH• reagent โดยการโหลดสารละลาย 2 µL ลงบทแผ่น TLC ท า

การโหลดสารละลายทั้งหมด 3 spot 
สารละลาย LA 16 µL ผสมกับ  DPPH• reagent 24 µL เก็บสารละลายไว้ในที่มืดเป็นเวลา 5-30 minutes โหลด

สารละลาย 2 µL ลงบทแผ่น TLC โดยท าการโหลดสารละลายทั้งหมด 3 spot ถ่ายรูปผลแผ่น TLC ด้วยกล้องโทรศัพท์ (ความ
ละเอียด 12 megapixel) หลังจากโหลดสารละลายลงบนแผ่น TLC 0-30 minutes    

 
การวิเคราะห์ข้อมูล 
รูปถ่ายผลแผ่น TLC จะถูกประมวลผลด้วยโปรแกรม ImageJ โดยจะประมวลผลด้วยการวัดค่าความเข้มสีเฉลี่ยบน spot 

ของแต่ละ spot 4 โหมด ได้แก่ สีแดง สีเขียว สีน ้าเงิน และสีเทา สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นและค่าความเข้มของสี
ของ DPPH• reagent แต่ละความเข้มข้นเพื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นของ DPPH• ที่เหลือในตัวอย่าง ความเข้มข้นของ DPPH• ที่
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เหลือในแต่ละตัวอย่างจะถูกเปลี่ยนเป็น %inhibition ซึ่งความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและ %inhibition ท าให้สามารถหาค่า 
IC50 ของสารตัวอย่างแต่ละตัวได้ 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ  
LA และ LON1 ถูกเลือกใช้ส าหรับการวิเคราะห์ด้วย UV detector โดยใช้เครื่อง HPLC (Agilence 1260) แบบไม่ใช้

คอลัมน์ (Edwards & Alexander, 2017) ตัวท าละลายที่ใช้ในการชะ (Mobile phase) คือ 50% ACN/EtOH ด้วยอัตราการไหล 
0.200 mL.min-1 สารละลายถูกตรวจจับที่ความยาวคลื่น 517 nm 

สารละลาย 160 µL ผสมกับ  DPPH• reagent 240 µL กรองด้วย filter membrane เก็บสารละลายไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 
30 minutes จากนั้นฉีดสารละลาย 2 µL เข้าสู่เครื่อง HPLC   

การประยุกต์ใช้ 
ผสมสารละลาย LA หรือสารสกัดน ้าผึ้งที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 16 µL กับ  DPPH• reagent 24 µL เก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 

15 minutes โหลดสารละลาย 2 µL ลงบทแผ่น TLC (12x7 cm) โดยท าการโหลดทั้งหมด 3 spot ถ่ายรูปผลแผ่น TLC ด้วยกล้อง
โทรศัพท์ จากนั้นแปรผลที่ได้โดยการวัดค่าความเข้มของสีแดงเพื่อใช้ในการหา IC50 
 
ผลการวิจัย 

การศึกษานี้พัฒนาการวิธี TLC-DPPH• ขนาดเล็กส าหรับการวิเคราะห์สารสกัดน ้าผึ้งโดยเริ่มตั้งแต่การเตรียมสารตัวอย่าง
ไปจนถึงการค านวณ IC50 ดังแสดงในรูปที่ 1 ซึ่งวิธีการนี้ใช้ปริมาณสารตัวอย่างเพียง 16 µL ต่อการวิเคราะห์หนึ่งครั้ง ค่าความเข้ม
ของสีแดงถูกเลือกใช้ส าหรับการวิเคราะห์ DPPH• ที่เหลือในตัวอย่าง เนื่องจากให้สัญญาณที่สูงที่สุดซึ่งบ่งบอกถึงสีเหลืองที่เกิดขึ้น
เมื ่อ LA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ท าปฏิกิริยากับ DPPH• สีม่วงซึ ่งท าหน้าที่เป็นอนุมูลอิสระ (รูปที่ 2) ความถูกต้องของวิธีนี้ถูก
ตรวจสอบด้วยความเที่ยงตรง (Precision) และเปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย UV จากนั้นจึงน า
วิธีการนี้ไปประยุกต์ใช้ส าหรับตัวอย่างน ้าผึ้งที่มีแหล่งทีมาที่แตกต่างกัน จากการศึกษาเวลาที่มีผลต่อการท าปฏิกิริยาระหว่าง LA 
และ DPPH• reagent พบว่า ปฏิกิริยาสามารถเกิดได้ภายใน 5 minutes (ดูข้อมูลกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าสีและความเข้มข้น
ของ LA ในรูปที่ 3A) แต่ในการศึกษานี้จะเก็บสารละลายไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 15 minutes เพื่อให้สารตัวอย่างอื่น ๆ ท าปฏิกิริยากับ 
DPPH• reagent ได้นานขึ้นและสามารถวิเคราะห์หลาย ๆ ตัวอย่างได้บนแผ่น TLC แผ่นเดียวกัน โดยต้องค านึงว่าหากเพิ่มจ านวน
สารตัวอย่าง เวลาในการโหลดสารตัวอย่างลงบนแผ่น TLC และเวลาที่สารตัวอย่างท าปฏิกิริยากับ DPPH• reagent ก็จะเพิ่มขึ้น
ด้วย นอกจากนี้ตัวอย่างแต่ละตัวจะต้องเกิดปฏิกิริยากับ DPPH• reagent ด้วยระยะเวลาเท่า ๆ กันด้วย อย่างไรก็ตามจ านวน
ตัวอย่างสูงสุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ในแผ่นเดียวกันจะถูกก าหนดด้วยความเสถียรของ DPPH• reagent ซึ่งสามารถสังเกตได้จาก
ความเข้มสีที่มากข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (ความเข้มของ DPPH• reagent) หลังจากโหลดสารละลายลงบนแผ่น TLC 15 minutes (รูป
ที่ 3B) โดยในการศึกษานี้ท าการวิเคราะห์ตัวอย่างทั้งหมด 162 ตัวอย่าง ใช้เวลาในการท าปฏิกิริยา 15 minutes และเวลาในการ
โหลดสารตัวอย่างทั้งหมด 15 minutes  
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รูปที่ 1 แผนภาพแสดงภาพรวมของกระบวนการท า TLC-DPPH• 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition และความเขม้ข้นของ LA 
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รูปที่ 3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเขม้สีและความเขม้ข้นของ LA ที่ท าปฏิกิริยากับ DPPH• reagent (A) และ
สารละลายหลังจากโหลดลงบนแผน่ TLC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4 ผลการทดลองของ spot ทั้ง 3 ซ ้าของ (A) DPPH• reagent และ (B) สารละลาย LA และ DPPH• reagent (788.64 
mg/L) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ และกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง (C) ค่าความเข้มสีกับความเข้มข้นของ DPPH• reagent และ 

(D) %inhibition กับความเขม้ข้นของ LA 
Note: ตัวอักษร a-f ใน (C) ระบถุึงค่าความเข้มสีเฉลี่ยบนพื้นที่ spot ใน (A) และ g-f ใน (D) ระบถุึงค่าความเข้มสีเฉลีย่บนพื้นที่ spot ใน (B) และ

สมการเส้นตรงของกราฟ (C) และ (D) คือ y = -0.0776x + 169.71 (R2 0.97) และ y = 0.3882x - 0.376 (R2 0.98) ตามล าดับ 
 

สร้างกราฟมาตรฐานของ DPPH• แสดงดังรูปที่ 4C ที่ใช้ส าหรับการวัด %Inhibition ซึ่งได้มาจากการค่าความเข้มสีเฉลี่ย
บน spot ทั้ง 3 spot (รูปที่ 4A) จากนั้นค่าสีนี้จะถูกใช้ค านวณความเข้มข้นของ DPPH• ที่เหลืออยู่ใน LA (รูปที่ 4B) %Inhibition 
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จะถูกค านวณโดยเปรียบเทียบจากความเข้มข้น DPPH• ที่เหลือกับความเข้มข้น DPPH• ตอนแรก (รูปที่ 4D) หลังจากนั้น IC50 จะ
สามารถค านวณได้จากกราฟในรูปที่ 4D โดยหาความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50% 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ  
เนื่องจากปริมาณสารตัวอย่างที่มีอยู่อย่างจ ากัด ผลของการวิเคราะห์ด้วยวิธี TLC- DPPH• จึงถูกตรวจสอบโดยการ

เปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ด้วย UV detector โดยใช้เครื่อง HPLC แบบไม่ใช้คอลัมน์แยก   
ผลการวิเคราะห์ของว ิธ ี TLC- DPPH• และ HPLC มีความสัมพันธ ์กันกล่าวคือ เม ื ่อสร้างกราฟความสัมพันธ์

ระหว่าง %inhibition ระหว่างผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี TLC- DPPH• และ HPLC ของ LA และ LON1 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่า
กราฟแสดงความสัมพันธ์ท่ี R2 0.98 (รูปที่ 5A) และ R2 0.95 (รูปที่ 5B) ตามล าดับ 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 5 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition ระหว่างผลการวิเคราะหด์้วยวิธี TLC- DPPH• และ HPLC ของ (A) LA และ (B) 

LON1 ที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ 
Note: สมการเส้นตรงของกราฟ (A) และ (B) คือ y = 2.2073x - 76.864 (R2 0.98) และ y = 4.0683x - 135.22 (R2 0.95) ตามล าดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของตัวอย่างน ้าผึ้ง (A) ที่ได้จากจากค่าความเขม้สีของแตล่ะ 
spot บนแผ่น TLC (B) 

Note: สมการเส้นตรงของกราฟ (LON1), (LON2), (LYN1), (LYN2), (WIF1), (WIF2) และ (COF) คือ y = 0.0041x + 12.534 (R² 0.98), y = 
0.0042x + 12.003 (R² 0.98), y = 0.0022x + 1.607 (R² 0.98), y = 0.0027x - 2.4301 (R² 0.97), y = 0.0027x + 11.955 (R² 0.98), y = 

0.0028x + 14.449 (R² 0.94) และ y = 0.0022x - 2.3896 (R² 0.99) ตามล าดับ 
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วิธี TLC- DPPH• ที่ได้รับการพัฒนานี้ ถูกน าไปใช้ส าหรับการวดัความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระของสารสกัดน า้ผึ้งที่

ความเข้มข้นต่าง ๆ  ซึ่งถูกน าเสนอในรูปแบบของ %inhibition ดังแสดงในกราฟรูปที่ 6A พร้อมท้ังผลการทดลองที่สอดคล้องกันดัง
รูปที่ 6B ซึ่งแสดงค่าความเป็นเสน้ตรงที่มีค่า R2 มากกว่า 0.94 ในทุกสารตัวอย่าง โดยผลของแตล่ะตัวอย่างถูกแปลงเป็น IC50 ดัง
แสดงในตารางที่ 1 จากนั้นน ้าผึ้งทั้ง 4 ชนิด (น ้าผึ้งดอกล าไย ดอกลิ้นจี่ ดอกไม้ป่า และดอกกาแฟ) ถูกน ามาวัดค่าความสามารถใน
การต้านอนุมลูอิสระวิธีที่ถูกพัฒนานี้ โดยน ้าผึ้งทั้ง 4 ชนิดถูกผลิตขึ้นในจังหวัดเดียวกันแต่มีแหลง่ผลิตที่แตกต่างกัน ซึ่งพบว่า
แหล่งก าเนิดทางพฤกษศาสตร์ (botanical origin) ของน ้าผึ้งมผีลต่อคา่ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระมากกว่าแหล่งผลติ 
และหากเปรียบเทียบน ้าผึ้งท้ัง 4 ชนิดที่ผลิตในปีเดียวกันจะพบว่าความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระหรือ IC50 เป็นไปตามล าดับ
ดังนี้ น ้าผึ้งดอกล าไย > น ้าผึ้งดอกลิ้นจี่ > น ้าผึ้งดอกไม้ป่า ในขณะเดยีวกันน ้าผึ้งดอกกาแฟให้ IC50 ต ่าที่สุดซึ่งอาจเป็นผลจากอายุใน
การเก็บรักษาหรือแหล่งก าเนิดทางพฤกษศาสตร ์
 
สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

การศึกษานี้ประสบความส าเร็จในการพัฒนาวิธีการทดลองขนาดเล็ก ง่าย และราคาถูก ส าหรับการวัดความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระในน ้าผึ้งไทย และตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาด้วยการเปรียบเทียบผลที่ได้กับวิธี HPLC จากวิธีวัด
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระแบบใหม่นี้พบว่าสามารถโหลดสารตัวอย่างได้สูงสุดถึง 162 spot บนแผ่น TLC เพียงแผ่น
เดียวและใช้เวลาทั้งเพียง 30 minutesส าหรับการวิเคราะห์สารตัวอย่างทั้งหมด (11 second/spot) แนวทางที่พัฒนาขึ้นนี้ผู้วิจัย
คาดว่าจะสามารถน าไปปรับใช้ได้ในการวิเคราะห์ที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมส าหรับการวิเคราะห์อาหารอื่น ๆ ในอนาคต 
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