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บทคัดย่อ 

ในปัจจุบันได้นำอ้อยดำ (Saccharum sinense Roxb.) มาทำเป็นเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพโดยมีการผสมกับ
ใบเตย (Pandanus amaryllifolius Roxb.) เพื่อช่วยให้ผลิตภัณฑ์มีกลิ่นหอมน่ารับประทาน จึงทำการศึกษาขอ้มูล
ทางด้านองค์ประกอบทางพฤษเคมีและฤทธิ ์ของสารสกัดอ้อยดำหรือผสมกับใบเตยจากเครื ่องดื ่มสมุนไพร
เปรียบเทียบผลกับสารสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ โดยตัวอย่างท่ีนำมาศึกษา คือตัวอย่างท่ีสกัดด้วยน้ำร้อน ได้แก่ 
น้ำต้มอ้อยดำใบเตย (BPT) น้ำต้มอ้อยดำ (BT) น้ำต้มใบเตย (PT) และ ตัวอย่างที่สกัดด้วย 50%เอทานอล ได้แก่ สาร
สกัดอ้อยดำ (BE50) และ สารสกัดใบเตย (PE50) นำมาทำการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารทางพฤกษเคมี หา
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (TPC) สารประกอบฟลาโวนอยด์ (TFC) แอนโทไซยานิน (TAC) ทดสอบฤทธิ์ตา้น
ออกซิเดชันและฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ ผลการวิจัยพบว่ามีลักษณะลายพิมพ์โครมาโตกราฟีของสารแต่
ละชนิดที่แตกต่างกันแสดงถึงองค์ประกอบของสารสำคัญแตกต่างกัน โดยสารสกัด 50%เอทานอลจะมีปริมาณ TPC 
TFC และ TAC สูงกว่าสารสกัดด้วยน้ำร้อน นอกจากน้ียังพบว่า  BPT มี  TFC และฤทธิ์ต้านออกซิเดชันใกล้เคียงกับ 
BE50 ส่วนฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ พบว่า PE50 มีค่าสูงที่สุด ถึงแม้ว่าเครื่องดึ่มอ้อยดำผสมใบเตยที่ได้
จากการต้มในน้ำร้อนหรือในรูปแบบชาชงอาจจะให้สารสำคัญน้อยกว่าการสกัดด้วยเอทานอลแต่ก็ยังมีฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันและฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ ที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย จึงเป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาต่อ
ยอดและพัฒนาผลิตภัณฑ์จากอ้อยดำต่อไป 

 
คำสำคัญ: อ้อยดำ, ใบเตย, เครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ 
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Abstract 

Now a day, black sugar cane is popular as a healthy drink combined with pandan leaves 
to provide a good taste drink. Therefore, black sugarcane combined with pandan leaf tea should 
be studied for phytochemical composition and biological activity compared with ethanolic extracts. 
Therefore, the extraction by hot water as an herbal tea of black sugarcane mixed pandan leaf tea 
(BPT), black sugarcane tea (BT) and pandan leaf tea (PT), and the 50% ethanol extraction of black 
sugarcane extract (BE50) and pandan leaf extract (PE50) were investigated for phytochemicals, total 
phenolic compounds (TPC), total flavonoid compounds (TFC), total anthocyanin (TAC) content, 
antioxidant activities and nitric oxide (NO) inhibition. The results showed that the different TLC 
fingerprints were from different chemical compositions in each extract. The ethanolic extracts 
provided higher TPC TFC and TAC than the herbal tea extracts. Moreover, BPT has TFC and 
antioxidant activities similar to BE50. For nitric oxide inhibition, the highest %NO inhibition was from 
PE50. However, the black sugarcane drink mixed with pandan leaves tea (BPT) provided fewer 
active compounds than ethanolic extracts, but it could show antioxidant activity and NO inhibition 
that was beneficial to human body. This information was a scientific basis for further study and 
development of black sugarcane products.  
 
Keywords: Black sugarcane, pandan leaves, healthy drink 
 
 



 
 
 

      113 วารสารหมอยาไทยวิจัย  
ปีที่ 8 ฉบับที ่2 (กรกฎาคม - ธันวาคม 2565) 

บทนำ 

อ้อยเป็นพืชล้มลุกขนาดใหญ่ อยู่ในเขตร้อนและกึ่งร้อนที่มีแสงแดดมาก อ้อยมีหลายสายพันธุ์ ส่วนอ้อยท่ี
ใช้ผลิตน้ำตาล คือ ชนิด Saccharum officinarum L.  พบว่าส่วนต่าง ๆ ของอ้อย มีสารสำคัญหลายชนิด ได้แก่ 
Flavonoid, Phenolic compound, Saponin, Tannin, Alkaloid, Higher terpenoid, Steroid แ ล ะ 
Cyanogenic glycoside(1) เป็นต้น  นอกจากนี้ยังพบว่าที่ผิวของลำต้นและใบอ้อยทั่วไปจะมีสารที่เรียกว่า sugar 
cane wax ซี่งเป็นสารในกลุ่มของ Long chain saturated fatty alcohols และ Long chain saturated fatty 
acids  ได้แก่ Policosanol ซึ่งพบว่ามีฤทธิ์ต้านการอักเสบ(2) ส่วนอ้อยท่ีมีการใช้ในตำรายาแผนไทยคืออ้อยดำ  ซึ่งมี
ชื่อวิทยาศาสตร์คือ Saccharum sinense Roxb . ชื่ออื่นๆ ที่ใช้เรียกในแต่ละท้องถิ่น คือ อ้อย อ้อยขม อ้อยดำ 
อ้อยแดง ออ้ยตาแดง (ภาคกลาง), กะท ีเก่อที (กะเหรี่ยง-แม่ฮ่องสอน), อำโป (เขมร), โก้นจั่ว (ม้ง), มี (ลั้วะ), กำเซี่ย 
(เมี่ยน) และกำเจี่ย ชุ่งเจี่ย (จีน)(3) พบว่า อ้อยดำพบว่ามีสารที่สำคัญอย่างเช่น Flavonoid และ Anthocyanin ซึ่ง
เป็นสารกลุ่ม Polyphenol ซึ่งพบในส่วนต่าง ๆ ของพืช เช่น ใบ ลำต้น ผิวเปลือก เป็นต้น ในตำรายาไทย มีการนำ
ส่วนของลำต้นอ้อยดำ มาต้มรับประทาน โดยกล่าวว่ามีสรรพคุณหลายประการ ได้แก่ รักษาโรคนิ่ว อาการไอ แก้ไข้ 
คอแห้ง กระหายน้ำ ส่วนของลำต้น และน้ำอ้อย รสหวานขมชุ่ม แก้ร้อนใน ขับปัสสาวะ ขับเสมหะ แก้หืด ไอ แก้
คลื่นไส้อาเจียน แก้ไข้สัมประชวน แก้ปัสสาวะพิการ แก้ไตพิการ แก้หนองใน ขับนิ่ว แก้ช้ำรั่ว แก้ท้องผูก บำรุง
กระเพาะอาหาร แก้ขัดเบา บำรุงธาตุ แก้สะอึก แก้เมาค้าง ท้องผูก รักษานิ่ว บำรุงกำลัง ทำให้เจริญอาหาร รักษาตา
มืดฟาง กำเดา อาการอ่อนเพลีย แก้ตัวร้อน แก้พิษตานซาง บำรุงธาตุน้ำ บำรุงกำลัง ขับปัสสาวะ เป็นต้น (3)  

อ้อยดำ สามารถพบปริมาณฟลาโวนอยด์ และแอนโทไซยานิน โดยพบว่าอ้อยดำนั้นจะมีปริมาณของแอน
โทไซยานินมากกว่าอ้อยสายพันธุ์อื่น ๆ เนื่องจากแอนโทไซยานิน นั้นเป็นสารสำคัญที่ให้สีในพืช เช่น สีแดง สีม่วง สี
น้ำเงิน โดย มีลำต้นสีม่วงแดงเข้มแสดงให้เห็นถึงปริมาณแอนโทไซยานินท่ีมีมาก โดยทั่วไปแล้วแอนโทไซยานินพบได้
บริเวณลำต้นและผิวเปลือกของลำต้น โดยที่ผิวเปลือกของลำต้นนั้นยังมีรายงานพบสารสำคัญของกลุ่มแอนโทไซยา
นิน ได้แก่ Petunidin 3 -O)-6”-succinyl-(rhamnoside และ Cyanidin -3 -O -glucoside (4) ดังนั้นอ้อยดำจึงน่าจะ
มีสารทางพฤกษเคมีที่มีอยู่มากมายที่สามารถนำไปใช้ในทางด้านยาได้  

ในบางพื้นที่ของประเทศไทย ได้นิยมรับประทานน้ำอ้อยดำ ที่มีการเตรียมในรูปแบบเครื่องดื่มโดยมีการ
ผสมกับใบเตย เพื่อทำให้ผลิตภัณฑ์มีกลิ่นหอมน่ารับประทาน โดยมีความเชื่อว่าช่วยล้างพิษ ฟอกเลือดบำรุงสุขภาพ 
บำรุงกำลังหรือช่วยป้องกันโรคต่าง ๆ โดยมีข้อมูลวิธีการเตรียมน้ำอ้อยดำผสมใบเตยเผยแพร่ในแหล่งข้อมูลออนไลน์
ต่างๆ มากมายซึ่งยังขาดข้อมูลสนับสรุปทางด้านการวิจัยที่เกี่ยวข้องเช่น การศึกษาองค์ประกอบสารสำคัญใน
อ้อยดำ การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ จึงน่าจะได้มีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อจะได้เป็นข้อมูลพื้นฐานสำหรับผู้บริโภค
ต่อไป 

ใบเตย หรือ เตยหอม มีชื่อสามัญคือ Pandanus Palm , Fragrant Pandan , Pandom wangi ชื่ออื่น 
เตยหอมใหญ่ (Toei-hom-yai) (ภาคกลาง) เตยหอมเล็ก (Toei-hom-lek) ปาแนะวองิง (Pa-nae-wo-nging) 
(มลายู) หวานข้าวไหม้ (เหนือ) ปาแนะออริง (ใต้) ปาแนก๊อจี (ไทยมุสลิม) ปานหนัน (นราธิวาส-ปัตตานี) พั้งลั้ง (จีน) 
ชื่อวิทยาศาสตร์ Pandanus amaryllifolius Roxb. ใบเตยมีสรรพคุณในการขับปัสสาวะ แก้ไข้ร้อนในกระหายน้ำ 
บำรุงหัวใจ อ่อนเพลีย รักษาโรคผิวหนัง โรคอีสุกใสและหัด ใบเตยมีส่วนประกอบทางเคมีที ่สำคัญ ได้แก่ 
Flavonoids, Glycosides, Alkaloids, Steroids, Terpenoids, Saponins, Tannin, Stigmasterols, 
Carbohydrate และ Protein รวมถึงวิตามินหลายชนิด ได้แก่ Vitamin C, Vitamin B1, B2 และ B3 จึงทำให้มีฤทธิ์
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ต้านออกซิเดชันที่ดี (5) นอกจากนี้มีการศึกษาสารสกัดด้วยน้ำของใบเตยที่มีผลช่วยลดการเกิดโรคทาง  metabolic 
syndrome เช่น โรคอ้วน ความดันโลหิตสูง น้ำตาลในเลือดสูง โรคหัวใจ เบาหวาน เป็นต้น (6, 7) 

ดังนั้นการนำใบเตยมาผสมในเครื่องดื่มน้ำอ้อยดำนอกจากวัตถุประสงค์เพื่อทำให้ผลิตภัณฑ์มีกลิ่นหอม
รับประทานได้ง่ายขึ้นแล้วจึงน่าจะเป็นการเสริมฤทธิ์ของผลิตภัณฑ์ให้มีประสิทธิภาพมากขึ้นอีกด้วย ดังนั้นผู้วิจัยจึง
สนใจทำการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดจากพืชทั้งสองชนิดนี้และสารสกัดที่จากการผสมของอ้อยดำและใบเตย
ในรูปแบบที่เป็นเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ โดยมีการตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมี ของสารสกัดแต่ละประเภท และ
ทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันและ ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ ที่เป็นกลไกหนึ่งของฤทธิ์ต้านการอักเสบ เพื่อ
เป็นข้อมูลเบื้องต้นสำหรับการพัฒนาอ้อยดำร่วมกับใบเตยสำหรับเป็นผลิตภัณฑ์เพื่อสุขภาพต่อไป 

 

วัตถุประสงค์การวิจัย   

1. เพื่อตรวจคัดกรององค์ประกอบทางพฤกษเคมีที่สำคัญของน้ำต้มอ้อยดำผสมใบเตย สารสกัดอ้อยดำ 
และสารสกัดใบเตย  

2. เพื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของน้ำต้มอ้อยดำผสมใบเตย สารสกัดสารสกัดอ้อยดำ และ สารสกัด
ใบเตย  

 

ระเบียบวิธีศึกษา   
การวิจัยในครั้งนี้เป็นการวิจัยเชิงคุณภาพและปริมาณ โดยการตรวจสอบสารทางพฤกษเคมีเบื้องต้น การศึกษา

ปริมาณสารสำคัญในกลุ่มฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ และการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของ น้ำต้มอ้อยดำผสมใบเตย สาร
สกัดอ้อยดำ และสารสกัดใบเตย โดยมีขั้นตอนการวิจยัและดำเนินงาน ดังนี้ 

1. เตรียมตัวอย่างพืช  
พืชที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ีคือ อ้อยดำชนิด Saccharum sinense Roxb. จากตำบลบ้านเรือน อำเภอป่า

ซาง จังหวัดลำพูนและเตยหอมชนดิ Pandanus amaryllifolius Roxb. จากตำบลศรีโคตร อำเภอจตุรพักตรพมิาน 
จังหวัดร้อยเอ็ด โดยเลือกเก็บจากส่วนของลำต้นอ้อยดำกอเดียวกันที่มีอายุ 1 ปี ขึ้นไปไม่เกิน 2 ปี ที่มลีักษณะแกส่ีลำ
ต้นสีม่วงดำเหมือนกัน และมีขนาดเส้นรอบวงของลำต้นประมาณ 7 - 8 เซนติเมตร ทำการเกบ็ในช่วงเช้าจากสวนของ
นายจันทร์ เขียวพันธุ์ และนางพรพรรณ เขียวพันธุ์ ตำบลบ้านเรอืน อำเภอป่าซาง จังหวัดลำพูน ในช่วงเดือน 
พฤศจิกายน พ.ศ. 2562 ส่วนใบเตยเลือกเก็บจากส่วนของใบที่มีอายุ 1 ปี ขึ้นไปท่ีมีลักษณะแกส่ีใบสีเขียวเข้ม
เหมือนกัน ทำการเก็บในช่วงเช้าจากสวนของนายอร่าม เจริญผิว ตำบลศรโีคตร อำเภอจตุรพักตรพิมาน จังหวัด
ร้อยเอ็ด ในช่วงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2562 

2. การเตรียมสารสกัดตัวอย่าง 
การเตรียมสารสกัดโดยการต้มในน้ำร้อน จากอ้อยดำ ใบเตยและอ้อยดำผสมใบเตย โดยเตรียมตามวิธี

ของ นายจันทร์ เขียวพันธุ์ และนางพรพรรณ เขียวพันธุ์ ตำบลบ้านเรือน อำเภอป่าซาง จังหวัดลำพูน สำหรับการ
เตรียมน้ำตม้อ้อยดำ (BT) ใช้อ้อยดำ 7 ข้อ สำหรับน้ำต้มใบเตย (PT) ใช้ ใบเตย 3 ใบ ส่วนน้ำต้มอ้อยดำผสมใบเตย 
(BPT)  ใช้อ้อยดำ 7 ข้อ และใบเตย 3 ใบ ทั้งสามตัวอยา่งต้มในน้ำ 2 ลิตร  สำหรับน้ำตม้อ้อยดำ ใหต้้มเป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง ในหม้อหุงข้าวไฟฟ้า ส่วนน้ำต้มใบเตย ต้มนำ้ในน้ำเดือดนาน 15 นาที  และ น้ำต้มอ้อยดำผสมใบเตย เตรียม
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โดยการต้มอ้อยดำ นาน 1 ช่ัวโมง แล้วจึงใส่ใบเตย 3 ใบ จากน้ันต้มต่ออีก 15 นาที ถอดปลั๊กหม้อหุงขา้วออก แล้วท้ิง
ไว้อีก 15 นาที จนตัวอย่างเย็นลง นำน้ำต้มทั้งสามชนิดกรองด้วยเครื่อง Buchner funnel โดยใช้กระดาษกรอง 
Whatman No .1 เพื่อให้ได้สารละลายใส นำสารละลายที่กรองได้ไปทำให้แห้งโดยการทำแห้งแบบเยือกแข็งด้วย
เครื่อง Freeze dryer เก็บตัวอย่างใส่ภาชนะบรรจุปิดสนิทในตู้เย็น -20°C เพื่อรอทำการทดสอบต่อไป 

การเตรียมสารสกัดพืชด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ (8) โดยนำลำต้นอ้อยดำ หรือใบเตย มาหั่นเป็นชิ้นเล็กๆ 
แล้วนำไปตากแดดให้แห้ง ในช่วงเวลา 10:00 – 15:00 น. เป็นเวลา 2 วัน แล้วนำมาผึ่งต่ออีก 1 วัน รวมทั้งหมดเป็น
เวลา 3 วัน ชั่งตัวอย่างพืชมาอย่างละ 100 กรัม หมักด้วยตัวทำละลาย 50%เอทานอล ปริมาตร 600 มิลลิลิตร  ใน
ขวดรูปชมพู่ ทำการเขย่าเป็นบางครั้งและตั้งทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 วัน แล้วแยกส่วนท่ีเป็นสารละลาย เก็บ
ไว้ นำกากที่เหลือมาสกัดซ้ำด้วยวิธีเดิมรวมทั้งหมด 3 ครั้ง จากนั้นนำสารละลายที่ได้จากการสกัดทั้ง 3 ครั้ง มา
รวมกันแล้วกรองด้วยเครื่อง Buchner funnel ผ่านกระดาษกรอง Whatman No. 1 เพื่อให้ได้สารละลายใส นำ
สารละลายที่ได้ไประเหยแห้งเอาตัวทำละลายออกด้วยเครื่อง Rotary evaporator แล้วสารสกัดที่ได้ไปทำให้แห้ง
ด้วยเครื่อง Freeze dryer  เก็บตัวอย่างใส่ภาชนะบรรจุปิดสนิทในตู้เย็น -20oC เพื่อรอทำการทดสอบต่อไป 

3. การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น (9) 
  3.1 สารกลุ่มอัลคาลอยด์ (Alkaloids)  
  ช่ังสารสกัดมา 20 mg เติม HCl เจือจาง 2 mL แล้วกรอง เตรียมไว้ทั้งหมด 2 หลอด หลอดทีห่นึ่งหยด
ด้วย Mayer’s reagent 2 หยด ให้หยดด้านข้างหลอดแก้ว ผลบวก แสดงตะกอนสีขาวหรือสีครีม อีกหลอดหยดด้วย 
Dragendorff’s reagent 1 mL ผลบวก แสดงตะกอนสีเหลืองหรือส้ม 
  3.2 สารกลุ่มซาโปนิน (Saponins)  
  ช่ังสารสกัดมา 10 mg ละลายด้วยน้ำกลั่น 5 mL จากนั้นเขย่าเป็นเวลา 10 นาที ผลบวก แสดงฟองคง
ตัวนาน 30 นาที 
  3.3 สารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต (Carbohydrates)  
  Fehling’s test : ชั ่งสารสกัดมา 5 mg ละลายใน 50%เอทานอล 2 mL ต้มในน้ำเดือดใส่ร่วมกับ 
Fehling solution A และFehling solution B ผลบวก แสดงตะกอนสีแดง 
  3.4 สารกลุ่มโปรตีน (Proteins)  
  Ninhydrin test : ช่ังสารสกัดมา 5 mg ละลายในน้ำกลั่น 5 mL กรองสารละลายที่ได้ ตวงสารสกัดมา 
2 mL หยด Ninhydrin solution (Ninhydrin 10 mg ในสารละลาย Acetone 200 mL) ผลบวก แสดงสีม่วง 
  3.5 สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (Flavonoids)  
  Shinoda’s test : ชั่งสารสกัดมา 5 mg ละลายใน 50%เอทานอล 2 mL ใส่ Magnesium ribbon 1 
ช้ิน เติม Conc. HCl 2 หยด จะเกิดฟองฟู่ สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดขึ้นภายใน 2 - 5 นาที ผลบวก แสดงสี
ชมพ-ูแดง, เหลือง, ส้ม 
  3.6 สารกลุ่มแอนโทไซยานิน (Anthocyanins)  

ชั่งสารสกัดมา 5 mg ละลายใน 50%เอทานอล 2 mL เติม 2N HCL และNH3 1 mL ลงไป ผลบวก 
แสดงสีชมพู-แดงเปลี่ยนเป็นสีน้ำเงิน-ม่วง 
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  3.7 สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compounds)  
  Ferric chloride test : ช่ังสารสกัดมา 5 mg ละลายใน 50%เอทานอล 2 mL หยด 5%FeCl3 2 หยด 
ผลบวก แสดงสีเขียวมืด 
  3.8 สารกลุ่มแทนนิน (Tannins)  
  ชั่งสารสกัดมา 10 mg ละลายในน้ำกลั่น 2 mL กรองสารละลายที่ได้เติม 10%Lead acetate 3 mL 
ผลบวก แสดงการตกตะกอน 
  3.9 สารกลุ่มสเตียรอยด์ (Steroids)  
  Libermann_Burchard test : ชั ่งสารสกัดมา 5 mg ละลายด้วย Chloroform 1 mL เติม acetic 
anhydride จำนวน 3 หยด จากน้ันเติม Conc.Sulphuric acid 1 หยด ผลบวก แสดงสีน้ำเงิน หรือน้ำเงินเขียว  
  3.10 สารกลุ่มคาร์ดิแอกไกลโคไซด์ (Cardiac glycosides) 
  ช่ังสารสกัดมา 5 mg ละลายด้วย Chloroform 1 mL ทำท้ังหมด 3 หลอด แบ่งหลอดทดลองออกเป็น 
3 ส่วน เพื่อทดสอบดังต่อไปนี้ 
  Unsaturated lactone ring : ด้วย Kedde’ reagent ผลบวก แสดงสีม่วง 
  Deoxy sugar: ด้วย Keller-Kiliani test โดยเติม Glacial acetic acid ที ่มี Ferric chloride ผสมล็
กน้อย จำนวน 1 mL ค่อยๆหยด Conc.Sulphuric acid 1 mL ผลบวก แสดงวงแหวน     สีน้ำตาลรอยต่อระหว่าง
สารสกัดกับ Sulphuric acid 
  Steroid nucleus: ด้วย Libermann Burchard test เติม acetic anhydride จำนวน 3 หยด จากนั้น
เติม Conc.Sulphuric acid 1 หยด ผลบวก แสดงสีน้ำเงิน หรือน้ำเงินเขียว  

4. การตรวจสอบสารสกัดหยาบโดยเทคนิคโครมาโตกราฟีแผ่นบาง (Thin layer chromatography, 
TLC) (10) 

เตรียมสารสกัดตัวอย่างให้ได้ความเข้มข้น 50 mg/mL ละลายใน 50%เอทานอล นำสารสกัดตัวอย่างที่
เตรียมหยดลงบนแผ่น TLC ชนิด Reverse phase โดยใช้เฟสเคลื่อนที่ (Mobile phase) ที่มีส่วนประกอบของ น้ำ : 
เอทานอล : กรดอะซิติก ในสัดส่วน 4 : 6 : 0.1 โดยปริมาตร จากนั้นนำแผ่น TLC ไปส่องภายใต้แสง UV ที่ความยาว
คลื่น 254 nm และ365 nm และ พ่นด้วย 10% H2SO4  ตรวจสอบค่า Rf ของแถบสารที่ถูกแยกออกมาจากสาร
ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ต่าง ๆ ได้แก่ Rutin  Catechin Quercetin Apigenin Chlorogenic acid 
Coumaric acid และ Ferulic acid ทำการตรวจสอบเอกลักษณ์ทางเคมีในรูปลายพิมพ์โครมาโทกราฟี (TLC 
Fingerprint) 

5. การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (Total phenolic content) โดยวิธี Folin-Ciocalteu 
colorimetric method (11) 

 เตรียมสารสกัดตัวอย่างที่ความเข้มข้น 1,000 µg/mL และสารมาตรฐานGallic acid (5, 10, 20, 50 
และ100 µg/mL)   จากนั้นปิเปต 20 µL ใน 96 well plate เติม Folin-Ciocalteu reagent 100 µL จากนั้นเติม 
Na2CO3 80 µL เขย่าด้วย Vortex ให้เข้ากัน บ่มอุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 60 นาที วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 760 nm ด้วย Microplate reader ทำซ้ำ 3 ครั้ง แล้วนำไปหาค่าเฉลี่ยสร้างกราฟมาตรฐาน Gallic acid 
และคำนวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมจากกราฟมาตรฐาน แสดงค่าเป็น mg GAE/g ของสารสกัด 
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6. การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total flavonoid content)โดยวิธี Aluminium trichloride 
colorimetric method (12)  
 เตรียมสารสกัดตัวอย่างที่ความเข้มข้น 1,000 µg/mL และสารมาตรฐาน Quercetin (5, 10, 20, 50 
และ100 µg/mL) จากนั้นปิเปต 100 µL ใน 96 well plate เติม 2%w/v AlCl3 100 µL เขย่าด้วย Vortex ให้เข้า
กัน บ่มอุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 60 นาที วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 415 nm ด้วย Microplate reader 
ทำซ้ำ 3 ครั้ง แล้วนำไปหาค่าเฉลี่ยแล้วสรา้งกราฟมาตรฐาน Quercetin และคำนวณปริมาณฟลาโวนอยด์รวม แสดง
ค่าเป็น mg QE/g ของสารสกัด 

7. การหาปริมาณแอนโทไซยานิน (Total anthocyanin content) โดยวิธ ี pH – differential 
method (13) 
 ปิเปตสารสกัดตัวอย่างที่ความเข้มข้น 1,000 µg/mL มา 50 µl ผสมกับ 0.025 M KCL buffer, pH 1.0 
ปริมาตร 50 µL และปิเปตสารสกัดตัวอย่างมา 50 µL ผสมกับ 0.4 M CH3COONa buffer, pH 4.5 ปริมาตร 50 
µL ลงใน 96-well plate นำสารละลายที่เตรียมไว้ไปเขย่าด้วย Vortex และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 nm และ
700 nm ภายในเวลา 20 – 50 นาที ด้วย Microplate reader นำค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ไปคำนวณหาปริมาณแอน
โทไซยานินดังสมการ แล้วคำนวณปริมาณในรูปของ Cyanidin-3-glucoside equivalent (mg C3GE/g ของสาร
สกัด) 
    A = (A520 - A700)pH 1.0  – (A520 - A700)pH 4.5 
   กำหนดให้ A = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายเจือจาง  
     Mw = 449.2 (ใช้ค่ามวลโมเลกุลของ Cyanidin 3-glucoside) g/mol  

     ɛ = 26,900 L x mol-1 x cm-1 
     DF = dilution factor ของสารละลายเจือจาง 

ปริมาณแอนโทไซยานิน (mg/L) =  A x Mw x dilution factor x 103

ε
 

 
8. การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 

8.1 DPPH free Radical Scavenging Activity (14) 
 เตร ียมสารสกัดตัวอย่างที ่ความเข้มข้น 50, 100, 200, 400, 600, 800 และ1,000 µg/mL และ 
Vitamin C ที ่ความเข้มข้น 5, 10, 15, 20 และ25 µg/mL จากนั้นปิเปต 50 µL ลงใน 96 well plate แล้วเติม 
DPPH 150 µL เขย่าด้วย Vortex ให้เข้ากัน บ่มอุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 517 nm ด้วย Microplate reader ทำซ้ำ 3 ครั้ง นำไปหาค่าเฉลี่ยสร้างกราฟมาตรฐาน คำนวณหาค่า % 
DPPH inhibition ดังสมการและ 50% Inhibitory Concentration (IC50)  

   %DPPH inhibition = 
(Acontrol –  Asample)

Acontrol
x 100 

 

8.2 ABTS free Radical Scavenging (15)
 

เตรียมสารละลาย ABTS โดยผสมสารละลาย ABTS 5 mL และ Potassium persulfate (K2S2O8) 5 
mL ตั้งท้ิงไว้ท่ีมืดเป็นเวลา 16 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง จะได้สารละลาย ABTS สีเขียวเข้ม ก่อนใช้นำสารละลาย ABTS 
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มาเจือจางด้วยน้ำกลั่นในอัตราส่วน 1:25 นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microplate reader ให้อยู่ในช่วง 
0.7±0.02 โดยวันที่ความยาวคลื่น 734 nm 

ปิเปตสารสกัดตัวอย่างที ่ความเข้มข้น 50, 100, 200, 400, 600, 800 และ1,000 µg/mL และสาร
มาตรฐาน Trolox ที่ความเข้มข้น 1, 5, 10, 15, 20 และ25 µg/mL อย่างละ 50 µL ใส่ใน 96 well plate เติม 
ABTS 150 µL บ่มอุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 
nm ด้วย Microplate reader นำไปหาค่าเฉลี่ยสร้างกราฟมาตรฐานคำนวณหาค่า %ABTS inhibition ดังสมการ 
และหา IC50  

%ABTS inhibition = 
(Acontrol –  Asample)

Acontrol
x 100 

 
  8.3 FRAP assay (16) 
  เตรียมสารละลาย FRAP reagent โดยผสมสารละลาย Acetate buffer (PH 3.6), 10 mM TPTZ และ
20 mM Ferric chloride (FeCl3.6H2O) ในอัตราส่วน 10:1:1 ตามลำดับ นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 4 
นาที ต้องเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนการทดสอบและเก็บในที่มืด ปิเปตสารสกัดตัวอย่าง และสารมาตรฐาน Trolox ที่
ความเข้มข้น 20 µg/mL และFeSO4 ที่ความเข้มข้น 31.25, 62.50, 125, 250 และ500 µM/mL อย่างละ 50 µL 
ใส่ใน 96 well plate เติม FRAP reagent 150 µL บ่มอุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 10 นาที วัดค่าดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 593 nm ด้วย Microplate reader ทำซ้ำ 3 ครั้ง แล้วนำไปหาค่าเฉลี่ยสร้างกราฟมาตรฐาน FeSO4 
และคำนวณหาค่า FRAP value แสดงค่าเป็น mmole Fe(II) equivalent ต่อกรัมของสารสกัด 

9.  การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ (17)  
 ปิเปตสารสกัดตัวอย่าง และ Trolox ที่ความเข้มข้น 1,000 µg/mL อย่างละ 50 µl ใส่ใน 96 well 
plate  เติม 10 mM Sodium nitroprusside ที่ละลายใน Phosphate buffer saline, pH 7.4 จำนวน 50 µl ผสม
กัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 150 นาที หลังจากนั้นเติม Griess reagent (ผสม 1% Sulphanilamide ใน 
5% Phosphoric acid ปริมาตร 50 µL กับ 0.1%N-(1-naphthyl) ethylenediamine ปริมาตร 50 µL (อัตราส่วน 
1:1) จำนวน 100 µL ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 nm ด้วย Microplate 
reader ทำซ้ำ 3 ครั้ง นำไปหาค่าเฉลี่ย และคำนวณหาค่า % NO inhibition ดังสมการ  

%NO inhibition = 
(Acontrol –  Asample)

Acontrol
x 100 

 

10. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 การศึกษาแต่ละการทดลองทำซ้ำ 3 ครั้ง แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์
ความแตกต่าง ของค่าเฉลี่ยปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ปริมาณแอนโทไซยานิน และ
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันและฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ ที่ด้วย One - way ANOVA ระดับความเชื่อมั่น 95% 
หรือ P - value < 0.05 โดยเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Turkey’ post hoc test ส่วนการหาความสัมพันธ์
ระหว่างแต่ละกลุ่มโดยใช้ Pearson’s correlation 
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ผลการศึกษา   
1. การตรวจสอบคุณภาพลักษณะทางกายภาพและเอกลักษณ์ทางเคมีของสารสกัด 

  จากการทดลองพบว่าสารสกัดตัวอย่างทั้ง 5 ชนิด เมื่อผ่านกระบวนการสกัดและทำให้แห้งโดยเครื่อง
ทำแห้งแบบเยือกแข็งมีลักษณะทางกายภาพที่แตกต่างกัน โดยน้ำต้มอ้อยดำใบเตย  (BPT) มีลักณะเป็นผงสีน้ำตาล
ปนเขียวหม่นให้กลิ่นหอมทั้งอ้อยดำและใบเตย น้ำต้มอ้อยดำ (BT) มีลักษณะเป็นผงสีม่วงปนเทาหม่นให้กลิ่นหอม
อ้อยดำ อีกทั้งน้ำต้มใบเตย (PT) มีลักษณะเป็นผงสีเขียวอ่อนอมเหลืองให้กลิ ่นหอม  สารสกัดอ้อยดำใน 50%เอ
ทานอล (BE50) มีลักษณะของแข็งกึ่งเหนียวสีน้ำตาลเข้มให้กลิ่นอ้อยดำไม่มีกลิ่นหอม และสารสกัดใบเตยใน 50%เอ
ทานอล (PE50) มีลักษณะของแข็งกึ่งเหนียวสีเขียวเข้มออกดำให้กลิ่นใบเตยไม่มีกลิ่นหอม ส่วนค่า pH ที่วัดได้ในสาร
สกัดทั้ง 5 ตัวอย่าง มีค่า pH ที่ใกล้เคียงกันโดย pH เรียงตามลำดับจากสูงไปต่ำ ของ น้ำต้มใบเตย (PT) สารสกัดอ้อย
ดำ (BE50)  สารสกัดใบเตย (PE50) น้ำต้มอ้อยดำผสมใบเตย (BPT) และ น้ำต้มอ้อยดำ (BT) คือ 6.79, 6.61, 6.51, 
6.03 และ 5.89 ตามลำดับดังแสดงในภาพที่ 1 และ ตารางที่ 1  

2. ร้อยละผลผลิต (%Yield) 
 สารสกัดตัวอย่างทั้ง 5 ตัวอย่าง เมื่อนำมาคำนวณหาร้อยละผลผลิต (% Yield) พบว่า สารสกัดใบเตย

ใน 50% เอทานอล , สารสกัดอ้อยดำใน 50% เอทานอล, น้ำต้มอ้อยดำใบเตย, น้ำต้มอ้อยดำ, และน้ำต้มใบเตย ให้
ร้อยละผลผลิตเท่ากับ 18.79, 10.92 5.12, 4.82 และ 2.89  โดยน้ำหนัก ตามลำดับ (ตารางที่ 1) โดยสารสกัดที่ได้
จากการใช้ตัวทำละลายอินทรีย์จะให้ร้อยละผลผลิตที่มากกว่าสารสกัดที่ได้จากการใช้น้ำร้อน 

3. การตรวจสอบสารทางพฤกษเคมีเบื้องต้น 
 การตรวจสอบสารทางพฤกษเคมีเบื้องต้น อาศัยการเกิดตะกอนและการเปลีย่นแปลงสีที่เกิดขึ้น โดยทำ

การตรวจสอบสารท ุต ิยภ ูม ิ  (Secondary metabolites)  ท ั ้ งหมด 10 กล ุ ่ม ได ้แก ่  Alkaloids, Saponins, 
Carbohydrates, Proteins, Flavonoids, Anthocyanins, Phenolic compounds, Tannins, Steroids แล ะ 
Cardiac glycosides จากการทดลองพบว่า Carbohydrates Flavonoids และTannins พบในทุกสารสกัดตัวอยา่ง 
ขณะที่ Proteins Steroids และCardiac glycosides ไม่พบในทุกสารสกัดตัวอย่าง นอกจากนี้ Saponins และ
Anthocyanins พบเฉพาะในน้ำต้มอ้อยดำใบเตย และ น้ำต้มอ้อยดำ ส่วน Phenolic compounds พบได้เกือบทุก
ตัวอย่างยกเว้น สารสกัดใบเตย โดยมีปริมาณแตกต่างกันไป ดังแสดงในตารางที่ 2 

4. การตรวจสอบองค์ประกอบสารสกัดโดยเทคนิคโครมาโตกราฟีแผ่นบาง (TLC) 
  การตรวจสอบโดยเทคนิคโครมาโตกราฟีแผ่นบาง (TLC) ของสารสกัดตัวอย่าง ทั้ง 5 ชนิด เมื่อส่องแผ่น 
TLC ภายใต้รังสียูวีท่ีความยาวคลื่น 254 nm, 366 nm และ พ่นด้วย 10% H2SO4   ลักษณะ TLC fingerprint ของ
สารสกัดตัวอย่างปรากฎแถบของสารหลายชนิดบนแผ่น TLC เมื่อนำมาเทียบกับสารมาตรฐาน สารมาตรฐาน ได้แก่ 
Rutin (R) , Catechin (C), Quercetin(Q), Apigenin (A) Chlorogenic acid (Ch), Coumaric acid (Co) และ 
Ferulic acid (F) พบว่าน้ำต้มอ้อยดำใบเตย  น้ำต้มอ้อยดำ น้ำต้มใบเตย และสารสกัดอ้อยดำใน 50%เอทานอล มี
แถบของสารซึ่งตรงกับสารมาตรฐาน Rutin (มีค่า Rf = 0.50) ซึ่งเห็นได้ชัดในภาพที่ 2 (ก) และ 2 (ค) นอกจากนี้ยัง
พบแถบของสาร Apigenin   (มีค่า Rf = 0.17 )  ในสารสกัดอ้อยดำใน 50%เอทานอล ซึ่งเห็นได้ชัดในภาพที่ 2 (ก) 
พบว่าใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน นอกจากนี้ยังพบแถบของสารมาตรฐาน Coumaric acid (มีค่า Rf = 0.56) และ 
Ferulic acid (มีค่า Rf = 0.54) ปรากฏใน น้ำต้มอ้อยดำใบเตย น้ำต้มใบเตย (Rf = 0.56, 0.54) และสารสกัดอ้อยดำ
ใน 50%เอทานอล (Rf = 0.55, 0.54) ตามลำดับ ซึ่งเห็นได้ชัดในภาพที่ 2 (ก) และ 2 (ค)  
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5. การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (Total phenolic content, TPC) 
  นำสารสกัดตัวอย่างที่ความเข้มข้น 1,000 µg/mL มาทดสอบโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric 
โดยใช้ Gallic acid เป็นสารมาตรฐาน และหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมจากกราฟมาตรฐานของ Gallic acid 
คือ Y = 0.0044X + 0.0474, R2 = 0.9983 และคำนวณปริมาณ TPC ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ Gallic aid ต่อ
กรัมของสารสกัด (Gallic acid equivalent, mg GAE/g DE) พบว่าสกัดใบเตยใน 50% เอทานอล มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกรวมสูงที่สุดเท่ากับ 46.29 ± 0.35 mg GAE/g DE รองลงมา คือ สารสกัดอ้อยดำใน 50%เอ
ทานอล  (39.72±0.48 mg GAE/g DE)  น ้ำต ้มอ ้อยดำใบเตย (33.68±0.81 mg GAE/g DE)  น ้ำต ้มอ ้อยดำ 
(31.92±0.58 mg GAE/g DE) และน้ำต้มใบเตย (26.80±0.48 mg GAE/g DE) ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 3 
โดยสารสกัดทุกตัวอย่างมีปริมาณ TPC แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 

6. การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total flavonoid content, TFC) 
นำสารสกัดตัวอย่าง ที่ความเข้มข้น 1,000 µg/mL ทำการตรวจสอบโดยวิธี Aluminium trichloride 

colorimetric method โดยใช้ Quercetin เป็นสารมาตรฐาน และคำนวณปริมาณฟลาโวนอยด์รวมจากกราฟ
มาตรฐาน Quercetin คือ Y = 0.0131X - 0.0077, R2 = 0.9990  คำนวณปริมาณ TFC ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูล
ของ Quercetin ต่อกรัมของสารสกัดหยาบ (Quercetin equivalent, mg QE/g DE) พบว่าสารสกัดอ้อยดำใน 
50%เอทานอล มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงที่สุดเท่ากับ 5.83 ± 0.12 mg QE/g DE รองลงมา คือ สารสกัดใบเตย
ใน 50%เอทานอล (5.73 ± 0.16 mg QE/g DE) โดยน้ำต้มอ้อยดำใบเตย มีปริมาณฟลาโวนอยด์ (5.52±0.04 mg 
QE/g DE) ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับ สารสกัดด้วย 50% เอทานอลของอ้อยดำและใบเตย ดังแสดงในตารางที่ 
3 พบว่า น้ำต้มอ้อยดำใบเตย สารสกัดอ้อยดำใน 50% เอทานอล และ สารสกัดใบเตยใน 50% เอทานอล มีปริมาณ 
TFC ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งสูงกว่าน้ำต้มอ้อยดำและน้ำต้มใบเตย อยา่งมีนัยสำคัญ 

7. การหาปริมาณแอนโทไซยานิน (Total anthocyanin content, TAC) 
การหาปริมาณแอนโทไซยานินในสารสกัดตัวอย่าง 5 ชนิด ที่ความเข้มข้น 1,000 µg/mL เมื่อใช้วิธี pH – 

differential method  โดยคำนวณปริมาณแอนโทไซยานินแสดงในรูปของ มิลลิกรัม Cyanidin-3-glucoside 
equivalent, ของสารสกัด (C3GE/ g DE) พบว่าสารสกัดอ้อยดำใน 50% เอทานอล แสดงปริมาณแอนโทไซยานิน
สูงสุดเท่ากับ 0.215 ± 0.02 mg C3GE/ g DE   รองลงมา คือ น้ำต้มอ้อยดำใบเตย (0.134 ± 0.03 mg C3GE /g 
DE ) และน้ำต้มอ้อยดำ (0.126 ± 0.03 mg C3GE/ g DE) ดังแสดงในตารางที่ 3 โดยพบว่า น้ำต้มอ้อยดำใบเตย 
และ น้ำต้มอ้อยดำ มีปริมาณ TAC ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ ส่วนน้ำต้มใบเตย สารสกัดใบเตยใน 50%เอ
ทานอล ไม่สามารถตรวจพบปริมาณแอนโทไซยานินได้ 

8. ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันโดยวิธี DPPH assay โดยใช้ Vitamin C เป็นสารควบคุมเชิงบวก โดย

มีสารสกัดตัวอย่าง ทั้ง 5 ชนิด จากการทดลองพบว่า สารสกัดตัวอย่างแสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเพิ่มขึ้นตามความ
เข้มข้นที่เพิ่มขึ้นในช่วงความเข้มข้น 50 - 1,000 µg/mL เมื่อพิจารณาจากค่า IC50 พบว่า Vitamin C มีฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันที่สูงกว่าสารสกัดตัวอย่าง โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 23.66 ± 0.27 µg/mL ส่วนตัวอย่างที่มีฤทธิ์ดีที่สุดคือ 
สารสกัดใบเตยใน 50% เอทานอล มีค่า IC50 เท่ากับ 709.39 ± 5.68 µg/mL รองลงมา คือ สารสกัดอ้อยดำใน 50% 
เอทานอล (719.64 ± 6.91 µg/mL) น้ำต้มอ้อยดำใบเตย (914.34 ± 5.59 µg/mL) น้ำต้มอ้อยดำ (1290.73 ± 
13.89 µg/mL) น้ำต้มใบเตย (1305.43 ± 16.24 µg/mL) ดังแสดงในตารางที่ 3 โดยพบว่าสารสกัดใน50%เอ
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ทานอลของอ้อยดำ และใบเตย มีค่า IC50 ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ และการสกัดด้วยน้ำร้อนของอ้อยดำ และ 
ใบเตย มีค่า IC50 ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ  
  การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันโดยวิธี ABTS โดยใช้ Trolox เป็นสารควบคุมเชิงบวก โดยมีสารสกัด
ตัวอย่าง ทั้ง 5 ชนิด พบว่า สารสกัดตัวอย่างแสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึ้นในช่วงความ
เข้มข้น 50 – 1,000 µg/mL เมื่อพิจารณาจากค่า IC50 พบว่าสารมาตรฐาน Trolox แสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่สูง
กว่าสารสกัดตัวอย่างโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 11.74 ± 0.09 µg/mL ส่วนตัวอย่างที่มีฤทธิ์ดีที่สุดคือสารสกัดอ้อยดำใน 
50% เอทานอล มีค่า IC50 เท่ากับ 227.31 ± 4.36 µg/mL รองลงมา คือ น้ำต้มอ้อยดำใบเตย (287.73 ± 2.49 
µg/mL) สารสกัดใบเตยใน 50% เอทานอล (310.65 ± 1.00 µg/mL) น้ำต้มอ้อยดำ (326.11 ± 2.44 µg/mL) น้ำ
ต้มใบเตย (579.52±12.05 µg/mL) ดังแสดงในตารางที่ 3 เมื่อทดสอบด้วย ABTS assay สารสกัดทุกตัวอย่างมีค่า 
IC50 แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 
  การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันโดยวิธี FRAP เพื่อหาหาปริมาณเหล็กท่ีถูกรีดิวซ์เป็นเฟอร์รัส (Fe2+) ใน
สารสกัดตัวอย่าง โดยใช้ Trolox เป็นสารควบคุมเชิงบวก แสดงฤทธ์ิต้านออกซิเดชันในรูปของ FRAP value คำนวณ
จากกราฟมาตรฐาน FeSO4 คือ Y = 0.0027X + 0.1252, R2 = 0.9993 พบว่าสารสกัดตัวอย่างมีความสามารถใน
การเกิดปฏิกิริยารีดิวซ์เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้นในช่วงความเข้มข้น 20 - 400 µg/mL พบว่าที่ความเข้มข้น 
20 µg/mL สารสกัดอ้อยดำใน 50% เอทานอล แสดงค่า FRAP value สูงที่สุด เท่ากับ 0.85 ± 0.01 mmole 
Fe(II)/g DE รองลงมา คือ น้ำต้มอ้อยดำใบเตย (0.75 ± 0.04 mmole Fe(II)/g DE), น้ำต้มอ้อยดำ (0.60 ± 0.02 
mmole Fe(II)/g DE), สารสกัดใบเตยใน 50%เอทานอล (0.51 ± 0.11 mmole Fe(II)/g DE) และน้ำต้มใบเตย 
(0.12 ± 0.02 mmole Fe(II)/g DE) ส่วนสารมาตรฐาน Trolox ซึ่งแสดงค่า FRAP value 2.40 ± 0.01 mmole 
Fe(II)/g DE ดังแสดงในตารางที่ 3 โดย น้ำต้มอ้อยดำใบเตย มี FRAP value ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญสารสกัด
อ้อยดำใน 50% เอทานอล และ น้ำต้มอ้อยดำ มีค่า FRAP value ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญกับสารสกัดใบเตย
ใน 50% เอทานอล 

9. ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ 
 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ พบว่าสารสกัดตัวอย่างแสดงฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริ
กออกไซด์เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้นในช่วงความเข้มข้น 50 - 1,000 µg/mL เมื่อเปรียบเทียบที่ความเข้มข้น 
1,000 µg/mL สารสกัดใบเตยใน 50% เอทานอล แสดงค่าการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์สูงที ่สุด เท่ากับ 
81.39±0.37% รองลงมา คือ น้ำต้มใบเตย (64.51±0.20 %) น้ำต้มอ้อยดำใบเตย (57.32±0.32%), สารสกัดอ้อยดำ
ใน 50%เอทานอล (51.38±0.92 %) และน้ำต้มอ้อยดำ (50.64±0.56 %) ดังแสดงในตารางที่ 3 ทุกตัวอย่างมีการ
ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์สูงกว่า 50% โดย น้ำต้มใบเตยและสารสกัดใบเตยใน 50% เอทานอล มีฤทธิ์ยับยั้ง
การสร้างไนตริกออกไซด์สูงกว่าสารมาตรฐาน Trolox (61.43 ± 0.44%) ส่วนน้ำต้มอ้อยดำใบเตย น้ำต้มอ้อยดำ 
สารสกัดอ้อยดำใน 50%เอทานอล มีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ต่ำกว่าสารมาตรฐาน Trolox โดยตัวอย่างที่
มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ต่ำที่สุดคือ น้ำต้มอ้อยดำใบเตยและน้ำต้มอ้อยดำ ซี่งทั้งสองตัวอย่างมีค่าไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 

การตรวจสอบความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และฤทธ์ิ
ต้านออกซิเดชันจากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ ดังแสดงในตารางที่ 4 พบว่า TPC มีความสัมพันธ์เชิงบวกมากกับ 
TFC (r = 0.77) และมีความสัมพันธ์เชิงลบมากกับ DPPH (r = -0.88) และ ABTS มีความสัมพันธ์เชิงลบมากกับ 
FRAP (r = -0.95) ส่วน TFC มีความสัมพันธ์เชิงลบมากกับ DPPH (r= -0.78) ABTS (r= -0.97) และ ความสัมพันธ์
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เชิงบวกมากกับ FRAP (r =0.87) ดังนั ้นปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ จึงมีผลกับฤทธิ ์ต้าน
ออกซิเดชัน ส่วน TPC มีความสัมพันธ์เชิงบวกปานกลางกับฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ 
  

อภิปรายผล  
จากการตรวจสอบองค์ประกอบทางพฤษเคมี ฤทธิ์ของน้ำต้มอ้อยดำหรือผสมกับใบเตยจากเครื ่องดื่ม

สมุนไพร และ TLC fingerprint ทำให้ทราบถึง มีองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นของสารสกัด ส่วน TLC fingerprint 
จะเห็นความแตกต่างกันระหว่างสารสกัดของอ้อยดำและใบเตย อย่างชัดเจน โดยตัวอย่างที่มีองค์ประกอบของออ้ย
ดำ (BT และ BE50) จะมีรูปแบบของ TLC fingerprint คล้ายกันซึ่งจะแตกต่างชัดเจนจาก TLC fingerprint ของ
ตัวอย่างที่มีองค์ประกอบของใบเตย (PT และ PE50)  ตัวอย่างสารสกัดด้วย 50 % เอทานอล จะเห็นแถบสารที่ชัด
หรือมีความเข้มมากกว่า เนื่องจากตัวทำละลายอินทรีย์จะสกัดสารออกมาได้มากกว่าหรือหลายชนิดมากกว่า  โดย
สอดคล้องกับผลการหาปริมาณ TPC TFC และ TAC ของสารสกัดเอทานอลจะมีประมาณมากกว่าและแสดงฤทธิ์
ต้านออกซิเดชันท่ีสูงกว่าตัวอย่างที่สกัดด้วยน้ำร้อน โดยสอดคล้องกับผลการสกัดของ ผล Garcinia atroviridis ด้วย 
50% เอทานอลทำให้ได้สารสกัดที่มีฤทธ์ิต้านออกซิเดชันสูงกว่าสารสกัดด้วยตัวทำละลายหรือวิธีอ่ืน (18) โดยปริมาณ
สารดังกล่าวจะมีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านออกซิเดชันอีกด้วย  (14)  ดังผลการวิจัยพบว่า การใช้ความร้อนในการ
เตรียมสารสารสกัดเพื่อใช้เป็นเครื่องดื่มสมุนไพร สามารถสกัดสารสำคัญบางชนิดออกจากพืชได้ น้ำต้มอ้อยดำใบเตย
ก็สามารถพบสารประกอบฟีนอลิกหรือสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ได้ และมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน เมื่อทดสอบด้วย DPPH 
ABTS และ FRAP assay แต่พบว่าต้มอ้อยดำใบเตยมีฤทธิ์การต้านออกซิเดชันที่ผ่านกลไกการรีดิวซ์สารประกอบ
เชิงซ้อนของ Fe3+  ที ่เด่นกว่ากลไกอื่นจึงทำให้ต้มอ้อยดำใบเตยมีค่า FRAP value ที่สูงและไม่แตกต่างอย่างมี
นัยสำคัญกับสารสกัดอ้อยดำใน 50%เอทานอล นอกจากน้ี ในการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยผ่านการยับยั้งการ
สร้างไนตริกออกไซด์ พบว่า ตัวอย่างที่มีส่วนประกอบของใบเตยจะให้ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์สูงกว่า
ตัวอย่างที่ไม่มีใบเตย ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์นี้น่าจะมาจากสารสำคัญที่เป็นองค์ประกอบในใบเตย  ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยที่มีการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทานอลจากใบเตยมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริ
กออกไซด์สูงใกล้เคียงกับ aminoguanidine ที่เป็นสารควบคุมผลบวก (19) อย่างไรก็ตามน้ำต้มอ้อยดำใบเตยมีฤทธิ์
ต้านอักเสบผ่านการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์สูงกว่าสารสกัดอ้อยดำใน 50%เอทานอลอย่างมีนัยสำคัญ 
ถึงแม้ว่าจะปริมาณ TPC และ TFC น้อยกว่า เนื่องจากการสกัดด้วยน้ำต้มมีการใช้ความร้อนอาจจะทำให้สารสำคัญ
บางตัว เช่น แอนโทไซยานิน สารฟีนอลิก หรือ ฟลาโวนอยด์บางตัว ไม่คงตัวและมีปริมาณลดลงในตัวอย่างสกัดด้วย
น้ำร้อน ซึ่งอาจจะมีผลต่อการออกฤทธ์ิทางชีวภาพด้วย โดยมีงานวิจัยที่ศึกษาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม ในเตรียม
ชาสมุนไพร พบว่าอุณหภูมิที่สูงเกินไปมีผลต่อปริมาณสารสำคัญและฤทธ์ิต้านออกซิเดชันที่ลดลง โดยพบว่าอุณภูมิที่
เหมาะสมในการเตรียมชาสมุนไพรชนิดนี้ คือ 89.3 °C เป็นเวลา 2.50 นาที (20) 

 
ข้อสรุป 

ผลการวิจัยพบว่าสารสกัดแต่ละชนิดมีสารทางพฤกษเคมีที่สำคัญแตกต่างกัน และการทดสอบเอกลักษณ์
ด้วย โครมาโทกราฟีผิวบางทำให้ทราบลักษณะลายพิมพ์โครมาโตกราฟี ของสารตัวอย่างแต่ละชนิดที่ต่างกัน  สาร
ตัวอย่างที่สกัดด้วย 50% เอทานอล เช่น PE50 และ BE50 ให้ปริมาณของสารสารสำคัญ เช่น สารกลุ่มฟีนอลิก สาร
กลุ่มฟลาโวนอยด์ ที่สูงกว่า และแสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในแบบจำลองต่าง ๆ ได้ดีกว่าสารสกัดด้วยน้ำร้อน (BPT 
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BT และ PT)  จากการวิจัยนี้พบว่าตัวอย่างที่มากจากการเตรียมในรูปแบบเครื่องดื่มสมุนไพรที่มีส่วนผสมของอ้อยดำ
และใบเตย โดยการต้ม (BPT) มี TFC และฤทธิ์ต้านออกซิเดชันใกล้เคียงกับสารสกัด BE50 ถึงแม้ว่าจะให้ปริมาณ
สารสำคัญต่าง ๆ ที่น้อยกว่าการสกัดด้วยเอทานอลแต่ก็ยังสามารถแสดงฤทธิ์ต้ านออกซิเดชันและมีฤทธิ์ยับยั ้งการ
สร้างไนตริกออกไซด์ ที ่อาจจะเกี ่ยวข้องกับฤทธิ์ต้านการอักเสบ ดังนั ้นงานวิจัยนี้จ ึงเป็นข้อมูลพื ้นฐานทาง
วิทยาศาสตร์เบื้องต้นที่ทำให้ทราบองค์ประกอบของสารในอ้อยดำหรือใบเตย เพื่อใช้ในศึกษาต่อยอด หรือหาสภาวะ
ที่เหมาะสมในการเตรียมอ้อยดำในรูปแบบชาสมุนไพร และพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์จากอ้อยดำต่อไป นอกจากนี้ การ
ทดลองนี้เป็นการทดสอบเพื่อคัดกรองเบื้องต้นในหลอดทดลอง จึงน่าจะมีการศึกษาฤทธิ์ด้านอื่น ๆ ของอ้อยดำใน
ระดับเซลล์หรือในสัตว์ทดลองต่อไป 
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ตาราง ภาพ และแผนภาพ 
 
ตารางที่ 1 แสดงลักษณะทางกายภาพของสารสกัดตัวอย่าง 

ตัวอย่างพืช สี กลิ่น pH ลักษณะสารสกัด Yield 
(%) 

1.น้ำต้มอ้อยดำใบเตย 
(BPT) 

น้ำตาล 
ปนเขียวหม่น 

กลิ ่นหอมอ้อยดำ
ผสมใบเตย 

6.03 ผง 5.12 

2. น้ำต้มอ้อยดำ (BT) ม่วงหม่นปนเทาอ่อน กลิ่นหอมอ้อยดำ 5.89 ผง 4.82 
3. น้ำต้มใบเตย (PT) เขียวอ่อน กลิ่นหอมใบเตย 6.79 ผง 2.89 

4. สารสกัดอ้อยดำใน 50 
%เอทานอล (BE50) 

น้ำตาลเข้ม กลิ่นอ้อยดำไม่หอม
มีกลิ่นฉุนของ
แอลกอฮอล ์

6.61 ของแข็งกึ่งเหนียว 10.92 

5.  ส ารสก ัด ใบ เตยใน 
50% เอทานอล (PE50) 

เขียวเข้มออกดำ กลิ่นใบเตยไม่หอม
มีกลิ่นฉุนของ
แอลกอฮอล ์

6.51 ของแข็งกึ่งเหนียว 18.79 
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ตารางที ่2 การตรวจสอบสารทางพฤกษเคมีเบื้องต้นของสารสกัดตัวอย่าง 

Phytochemical test BPT BT PT BE50 TE50 

Alkaloids Mayer ++ + - ++++ - 

Dragendorff +++ + - ++++ - 

Saponins Froth test +++++ +++ - - - 

Carbohydrates Fehling test +++ +++ +++++ + +++++ 

Proteins Ninhydrin test - - - - - 

Flavonoids Shinoda test ++++ ++++ ++ +++ + 

Anthocyanins HCL+NH3 test +++ +++ - - - 

Phenolics 
compound 

Ferric chloride test +++++ +++ + ++++ - 

Tannins Lead acetate test +++ +++ ++ +++ + 

Steroids Libermann_Burchard 
test 

- - - - - 

Cardiac 
glycosides 

Kedde/Kellar-killani/ 
Libermann_Burchard test 

- - - - - 

หมายเหตุ :    +++++ = พบมากที่สุด,  ++++ = พบมาก, +++ = พบปานกลาง, ++ = พบน้อย,  + = พบน้อยที่สุด,  -  = ไม่พบ  

BPT = นำ้ต้มอ้อยดำผสมใบเตย; BT = น้ำต้มอ้อยดำ; PT = น้ำต้มใบเตย; BE50 = สารสกัดอ้อยดำใน 50%เอทานอล; PE50 = สาร

สกัดใบเตยใน 50%เอทานอล 
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ตารางที่ 3 แสดงปริมาณ สารฟีนอลิก (TPC) สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์(TFC) สารกลุม่แอนโทไซยานิน (TAC) ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน (DPPH, ABTS, FRAP) และ ฤทธ์ิยับยั้งไนตริกออกไซด์ 

(NO inhibition) ของสารสกัด ไดแ้ก่ น้ำต้มอ้อยดำใบเตย (BPT) น้ำต้มอ้อยดำ (BT) น้ำต้มใบเตย (PT)  สารสกดัอ้อยดำใน 50% เอทานอล (BE50) และ สารสกดัใบเตยใน 50% เอ

ทานอล (PE50) และ Vitamin C (Vit C) 

Sample TPC 
(mg GAE/g DE) 

TFC 
(mg QE/g DE) 

TAC 
(mg C3GE/g DE) 

DPPH 
IC50 )µg/mL( 

ABTS  
IC50 )µg/mL( 

FRAP Value 
(mole Fe(II)/g DE) 

%NO 
inhibition 

BPT 33.68±0.81c 5.52±0.04c 0.134±0.03a 914.34±5.59c 287.73±2.49c 0.75±0.04c 57.32±0.32b 
BT 31.92±0.58b 5.02±0.15b 0.126±0.03 a 129.73±13.89d 326.11±2.44e 0.60±0.02b 50.64±0.56a 
PT 26.80±0.48a 2.85±0.27a - 1305.43±16.24d 579.52±12.05f 0.12±0.02a 64.51±0.20d 

BE50 39.72±0.48d 5.83±0.12c 0.215±0.02b 719.64±6.91b 227.31±4.36b 0.85±0.01c 51.38±0.92a 
PE50 46.29±0.35e 5.73±0.16c - 709.39±5.68b 310.65±1.00d 0.51±0.11b 81.39±0.37e 
Vit C - - - 23.66±0.27a - - - 

Trolox - - - - 11.74±0.09a 2.40±0.01d 61.43±0.44c 

ผลการทดลองแสดงในรูปของ ค่าเฉลี่ย ± SD (n = 3) และ a, b, c, d, e, f แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญในกลุ่ม (p < 0.05 )  
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ตารางที่ 4 แสดงค่าสัมประสิทธ์ิสหสมัพันธ์ (correlation coefficient , r) ระหว่างปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 

กับปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และฤทธ์ิต้านออกซิเดชันและฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ ของสารสกัดต่าง ๆ  

Assay TPC TFC DPPH ABTS FRAP NO 

TPC 1 - - - - - 

TFC 0.77 1 - - - - 

DPPH -0.88 -0.78 1 - - - 

ABTS -0.67 -0.97 0.71 1 - - 

FRAP 0.47 0.87 -0.60 -0.95 1 - 

NO 0.50 -0.04 -0.32 0.24 -0.450 1 
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ภาพที่ 1 ลักษณะของสารสกัด นำ้ต้มอ้อยดำผสมใบเตย (BPT) , น้ำต้มอ้อยดำ (BT), น้ำต้มใบเตย (PT), สารสกดั
อ้อยดำใน 50% เอทานอล (BE50) และ สารสกัดใบเตยใน 50% เอทานอล (PE50) 

 

 

ภาพที่ 2 ของ TLC fingerprint เมื่อส่องภายใต้แสง UV ที่ 254 nm (ก)  366 nm (ข)  และ พ่นด้วย 10%H2SO4 

(ค)  ของสารสกัดตัวอย่าง น้ำตม้ออ้ยดำใบเตย (BPT), น้ำต้มอ้อยดำ (BT), น้ำต้มใบเตย (PT), สารสกดัอ้อยดำใน 
50%เอทานอล (BE50), สารสกัดใบเตยใน 50% เอทานอล (PE50) และ สารมาตรฐาน: Rutin (R), Catechin (C), 
Quercetin (Q), Apigenin (A), Chlorogenic acid (Ch), Coumaric acid (Co) และFerulic acid (F)   
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