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บทคัดยอ

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณสารพฤกษเคมี และกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระซ่ึงวิเคราะห
ประสิทธิภาพในดานการกําจัดอนุมูล ABTS และการจับโลหะของสารสกัดหยาบจากสาหราย Caloglossa 
beccarii ซ่ึงไดเก็บตัวอยางจากจังหวัดนครศรีธรรมราชท่ีสกัดดวยน้ําในสภาวะท่ีตางกัน (อุณหภูมิ/เวลา) 
5 สภาวะ ไดแก 4 oC/24 h, 25 oC/12 h, 50 oC/6 h, 75 oC/3 h และ 100 oC/1.5 h ผลการศึกษาพบวา
สารสกัดท้ัง 5 สภาวะ มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมด สารฟลาโวนอยดรวม และกิจกรรมการตาน
อนุมูลอิสระมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) โดยสารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 25 oC/12 h 
มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมดสูงท่ีสุดซ่ึงมีคาเทากับ 32.95±0.21 mg GAE/g extract และมีคา 
IC50 ในการกําจัดอนุมูลอิสระเทากับ 0.24±0.00 mg/mL สวนสารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 4 oC/24 h 
มีปริมาณสารฟลาโวนอยดรวมสูงที่สุดเทากับ 24.67±0.04 mg QE/g extract และมีคา IC50 ตํ่าสุด
ในประสิทธิภาพในการจับโลหะเทากับ 0.27±0.003 mg/mL ตามลําดับ จากผลการศึกษาชี้ใหเห็นวา
สภาวะในการสกัดดวยนํ้าที่ 4 oC/24 h และ 25 oC/12 h มีความเหมาะสมสําหรับการใชประโยชน
ดานกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระของสาหราย C. beccarii
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Abstract

The objectives of this research were to compare the phytochemical contents and antioxidant 
activities analyzed by scavenging activity of ABTS radical and metal ablating activity of 
Caloglossa beccarii aqueous extract using 5 diff erent extraction conditions (4 oC/24 h, 
25 oC/12 h, 50 oC/6 h, 75 oC/3 h and 100 oC/1.5 h). Caloglossa beccarii, was collected from 
Nakhon Si Thammarat province. The results showed the total phenolic compound, total 
fl avonoid content and antioxidant activities content were signifi cantly diff erent among extract 
condition (p < 0.05). The aqueous extract at 25 oC/12 h showed the highest of total phenolic 
compound was 32.95±0.21 mgGAE/g extract and the best activity of scavenging ABTS with 
IC50 = 0.24±0.00 mg/mL, respectively. The extract at condition 4 oC/24 h showed the highest 
of total fl avonoid was 24.67±0.04 mgQE/g extract and the lowest IC50 with metal 
chelation = 0.27±0.00 mg/mL, respectively. This fi ndings indicated that the aqueous extracts 
at condition 4 oC/24 h and 25 oC/12 h were the most suitable for antioxidant extraction from 
C. beccarii.
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บทนํา

ปจจุบันมีการศึกษาเกี่ยวกับสารตานอนุมูลอิสระอยางกวางขวางทั้งในสวนของการคนหาชนิดและ
ฤทธิ์ของสารตานอนุมูลอิสระตาง ๆ เนื่องจากอนุมูลอิสระเปนโมเลกุลเล็ก ๆ ที่สามารถเขาทําปฏิกิริยา
กับโมเลกุลตาง ๆ ที่อยูรอบขางได จะสงผลใหเกิดความเสียหายแกเซลลภายในรางกายและสามารถ
เกิดขึ้นไดตลอดเวลา เชน จากกระบวนการเผาผลาญอาหารภายในรางกาย การถูกกระตุนจากแสงแดด 
มลพิษ ควันบุหรี่ แอลกอฮอล ความเครียด ฯลฯ โดยปกติรางกายของคนเราจะมีกลไกในการกําจัด
อนุมูลอิสระไดหลายทาง แตในสภาวะท่ีมีการสรางอนุมูลอิสระจํานวนมากเกินไปท่ีจะกําจัดไดทันอาจกอใหเกิด
การบาดเจ็บของเซลลซ่ึงเปนกลไกสําคัญท่ีกอใหเกิดโรคตาง ๆ เชน โรคชรา โรคมะเร็ง โรคหัวใจขาดเลือด 
โรคความจําเส่ือม โรคขออักเสบ โรคภูมิแพ โรคความดันโลหิต และโรคตอกระจก เปนตน [1] จากงานวิจัย
พบวาในธรรมชาติมีแหลงสําคัญของสารที่มีฤทธิ์กําจัดอนุมูลอิสระ ซึ่งสามารถนํามาใชปองกันและ
รักษาโรคได เชน พืชที่ใชบริโภคในชีวิตประจําวัน พืชสมุนไพร [2] และสาหราย [3] 
 สาหรายสีแดงน้ําจืดจึงเปนอีกทางเลือกหน่ึง เน่ืองจากมีคุณสมบัติในการเปนสารตานอนุมูลอิสระ 
โดยในเซลลของสาหรายที่ประกอบไปดวยกลุมสารทุติยภูมิหลายชนิด เชน คลอโรฟลล แคโรทีนอยด 
ไฟโคบิลิโปรตีนและกลุมสารพฤกษเคมีอื่น ๆ ซึ่งสารเหลานี้มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระที่สําคัญ
และสามารถสกัดไดโดยใชตัวทําละลายอินทรียชนิดตาง ๆ ท้ังน้ีปริมาณของสารตานอนุมูลอิสระท่ีสกัดมาได
ขึ้นอยูกับสภาวะในการสกัด ไดแก อุณหภูมิ ระยะเวลา และชนิดของตัวทําละลายที่ใชในการสกัด [4] 
จากคุณสมบัติดังกลาวของสาหรายจึงทําใหเปนท่ีนาสนใจ ซ่ึงจากการสืบคนขอมูลการนําสาหรายสีแดงน้ําจืด
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ไปใชประโยชนยังมีรายงานไมมากนัก ทั้งนี้มีการศึกษากันมากในสาหรายทะเล สาหรายเกลียวทอง 
(Spirulina plantensis) สําหรับในน้ําจืดน้ันมีการศึกษาในสาหรายสีเขียว คือ สาหรายเตา (Spirogyra 
neglecta) [5] สาหรายไกตะ (Microspora sp.) สาหรายไกไหม (Cladophora sp.) สาหรายเตา 
(Spirogyra sp.) สาหรายสีเขียวแกมนํ้าเงิน คือ สาหรายลอน (Nostochopsis sp.) [6] มีรายงาน
ในสาหรายสีแดงน้ําจืด เชน Compsopogon aeruginosus KṺtzing [7] Caloglossa ogasawarensis 
Okamura [8] Compsopogon caeruleus Montagne และ Sirodotia suecica Kylin [9] สําหรับ
ในสาหรายสีแดง Caloglossa beccarii De Toni นั้นที่ผานมา Luealae, W., Penpapai, P., and 
Chankaew, W. [10] ไดทําการศึกษาฤทธ์ิกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดดวยน้ําท่ีอุณหภูมิตางกัน
สามสภาวะ พบวาสารสกัดน้ําท่ีอุณหภูมิ 4 oC มีฤทธ์ิกําจัดอนุมูลอิสระดีท่ีสุด อยางไรก็ตามเพ่ือใหไดขอมูล
ครอบคลุมมากขึ้นสําหรับนําสาหรายสีแดงชนิดนี้ไปใชประโยชนตอไป การศึกษาครั้งนี้จึงไดทําการศึกษา
เปรียบเทียบปริมาณสารพฤกษเคมี และกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระดวยวิธีการกําจัดอนุมูล ABTS และ
การจับโลหะของสารสกัดหยาบ Caloglossa beccarii ในสภาวะท่ีตางกันเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
สกัดสารสําคัญ รวมท้ังไดเลือกน้ําเปนตัวทําละลายในการสกัดเพ่ือความปลอดภัยตอการนําไปใชประโยชน 
และเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม

วิธีดําเนินการวิจัย

 1. ขั้นตอนวิธีการวิจัย
  1.1  การเตรียมตัวอยาง
    นําตัวอยางสาหราย C. beccarii จากลําธารในเขตอําเภอทุงสง (08o09.051 N, 
099o44.786 E) และอําเภอชะอวด (07o57.13 N, 099o45.55 E) จังหวัดนครศรีธรรมราช มาลาง
ทําความสะอาดและผ่ึงลมใหมีความหมาดพอสมควร แลวนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 oC จนกวาสาหรายจะแหง 
แลวนํามาปนดวยเครื่องปนไฟฟาใหละเอียด 
  1.2  การเตรียมสารสกัดหยาบ
    การเตรียมสารสกัดหยาบ โดยช่ังผงสาหรายมา 20 g เติมน้ําลงไปปริมาตร 200 mL 
และนํามาสกัดดวยน้ําในสภาวะท่ีตางกันท่ีอุณหภูมิ/เวลา 5 สภาวะ ไดแก 4 oC/24 h (ทําการสกัดในตูเย็น
อุณหภูมิ 4 oC), 25 oC/12 h, 50 oC/ 6 h, 75 oC/3 h และ 100 oC/1.5 h ดวยอางควบคุมอุณหภูมิ 
(Water Bath) ทําการสกัดซํ้าจากตัวอยางเดิมจํานวน 3 ซํ้า แลวจึงนําไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 
โดยสารสกัดท่ีไดจะนําไปทําใหแหงดวยวิธีการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ช่ังและบันทึกน้ําหนักสารสกัดท่ีได 
และเทียบกับน้ําหนักเร่ิมตนของตัวอยางสาหรายท่ีนํามาสกัด จากน้ันนํามาคํานวณหาปริมาณสารสกัดหยาบ 
(%yield) หลังจากน้ันนําสารสกัดหยาบที่ไดมาทําการเจือจางดวยตัวทําละลายน้ํากลั่นปราศจากไอออนให
มีความเขมขน 0.005 - 3.200 mg/L เพื่อนําไปทําการทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระตอไป
 2. การหาปริมาณสารพฤกษเคมี
  สารพฤกษเคมีที่มีคุณสมบัติในการเปนสารตานอนุมูลอิสระในสาหรายน้ันมีอยูหลายชนิด
แตในงานวิจัยนี้จะทําการหาทั้งหมด 2 ชนิด ดังนี้
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  2.1  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Total Phenolic Contents)
    ทําการศึกษาดวยวิธี Folin-Ciocalteu Colorimatric Assay โดยปเปตสารสกัดหยาบ
จากสาหรายปริมาตร 0.1 mL ผสมกับสาร Folin-Ciocalteau ปริมาตร 0.5 mL เติมสารละลาย Sodium 
Carbonate (Na2CO3) ความเขมขน 20 % ปริมาตร 1 mL และน้ํากล่ันปริมาตร 8.4 mL ผสมใหเขากัน
บมท้ิงไวในท่ีมืด 1 h วัดคาการดูดกลืนแสงไดท่ีความยาวคล่ืน 765 nm ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
(Biodrop) ใชกรดแกลลิกเปนสารมาตรฐาน โดยดัดแปลงตามวิธีการของ Julkunen-Tiitto, R. [11]
  2.2  การวิเคราะหปริมาณสารฟลาโวนอยดรวม (Total Flavonoid Contents) 
    ทําการศึกษาดวยวิธี Aluminum Chloride Colorimetric Assay โดยการปเปต
สารสกัดหยาบจากสาหรายปริมาตร 0.02 mL ใสในภาชนะทดลองท่ีมีสารละลาย Aluminum Chloride 
ความเขมขน 10 % ปริมาตร 0.02 mL เติมสารละลาย Potassium Acetate ความเขมขน 1 M ปริมาตร 
0.02 mL และนํ้ากลั่นปริมาตร 0.180 mL จากนั้นเขยาใหเขากันบมทิ้งไว 30 min ที่อุณหภูมิหอง 
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm ดวยเครื่องอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลต (Biochrom 
รุน EZ Read 2000) ใชเควอซิตินเปนสารมาตรฐาน โดยดัดแปลงตามวิธีการของ Chang, C., Yang, M., 
Wen, H., and Chern, J. [12]
 3. การทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ
  การทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระนั้นมีอยูดวยกันหลายวิธีแตในงานวิจัยน้ีจะทําการ
ทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระทั้งหมด 2 วิธี ดังน้ี
  3.1  วิธี Scavenging Activity of ABTS radical
    เปนวิธีการวัดความสามารถในการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+,2,2′-azino-bis 
(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) radical) ซึ่งเปนสารสังเคราะห ดัดแปลงตามวิธีการ
ของ Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., and Rice-Evans, C. [13] 
โดยการผสมสารละลาย ABTS•+ ความเขมขน 7 mM ปริมาตร 2 mL กับสารละลาย Potassium 
Persulfate (K2S2O8) ความเขมขน 140 mM ปริมาตร 35.5 μL ในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวในที่มืด 16 h 
ท่ีอุณหภูมิหอง จะได Stock ABTS radical cation ท่ีมีสีน้ําเงินอมเขียว กอนนํามาทําการทดลองจะตอง
เจือจาง Stock ABTS radical cation ดวยน้ํากล่ันใหไดคาดูดกลืนแสงเทากับ 0.700±0.010 (ตองเตรียมใหม
ทุกครั้งกอนการใชงาน) เติมสารสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ ปริมาตร 0.1 mL ในหลอดทดลองผสมกับ
สารละลาย ABTS•+ ปริมาตร 0.9 mL เขยาใหเขากัน ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 6 min วัดคาการดูดกลืนแสง
ไดสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 734 nm ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลต โดยใชน้ํากล่ันเปนชุดควบคุม 
และใชโทรลอกซเปนสารมาตรฐาน นําคาดูดกลืนแสงท่ีไดมาคํานวณรอยละการกําจัดความสามารถในการ
ยับยั้งอนุมูลอิสระดังสมการที่ (1) จากนั้นนําคา % inhibition ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ของสารสกัด
แตละสภาวะที่ไดจากการคํานวณไปสรางกราฟเสนตรงเพื่อคํานวณหาคา Half maximal inhibitory 
concentration (IC50) ซ่ึงหมายถึงคาความเขมขนของสารตัวอยางท่ีมีผลตอการลดจํานวนของอนุมูลอิสระ
ลงไปครึ่งหนึ่งจากจํานวนของอนุมูลอิสระเร่ิมตน

 (1)
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  เมื่อ
    A734 control = คาการดูดกลืนแสงของสารควบคุม (ABTS+• ที่เจือจางแลว) 
    A734 sample = คาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยาง (สารสกัด + ABTS+•)

  3.2  วิธี Metal Chelating Activity
    เปนการวัดความสามารถในการแยงจับโลหะไอออน ตามวิธีของ Dinis, T. C. P., 
Madeira, V. M. C., and Almeda, L. M. [14] โดยเตรียมตัวอยางสารสกัดที่เขมขนตาง ๆ ปริมาตร 
0.800 mL ในหลอดทดลอง และใชนํ้ากลั่นปราศจากไอออนเปนชุดควบคุม เติมสารละลาย Iron (II) 
chloride (FeCl2) ความเขมขน 2 mM ปริมาตร 0.01 mL และสารละลาย Ferrozine ความเขมขน 
5 mM ปริมาตร 0.02 mL เขยาอยางรวดเร็วบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 min วัดคาดูดกลืนแสง
ไดสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 562 nm ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลต โดยใชอีดีทีเอเปนสารมาตรฐาน 
นําคาที่ไดไปคํานวณหาความสามารถในการจับโลหะ (%chelating ability) ดังสมการท่ี (2) จากน้ันนําคา 
%chelating ability ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ของสารสกัดที่ไดจากการคํานวณจากสมการที่ (2) 
จะนําไปสรางกราฟเสนตรงเพื่อคํานวณหาคา IC50

 (2)

  เมื่อ  
    A562control   = คาการดูดกลืนแสงของสารควบคุม (DI + FeCl2 + Ferrozine) 
    A562sample  = คาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยาง (สารสกัด + FeCl2 + 
         Ferrozine)

 4. การวิเคราะหทางสถิติ 
  นําขอมูลท่ีไดจากการทดลองมาวิเคราะหความแปรปรวนดวยวิธี One-way ANOVA จากน้ัน
เปรียบเทียบหาคาความแตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธี DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) ท่ีระดับ
ความเช่ือม่ัน 95 % (p < 0.05) และวิเคราะหความสัมพันธระหวางสารพฤกษเคมีกับกิจกรรมการตานอนุมูล
อิสระดวยการหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Pearson’s Correlation Coeffi  cients, r) โดยใชโปรแกรม
สําเร็จรูปทางสถิติ

ผลการทดลองและวิจารณ

 1. ปริมาณสารสกัดหยาบ
  จากการนําสาหราย C. beccarii มาสกัดดวยนํ้าในสภาวะท่ีตางกัน 5 สภาวะ พบวาสารสกัด
ดวยน้ําท่ีสภาวะ 25 oC/12 h มีรอยละผลผลิตมากท่ีสุด รองลงมาคือสารสกัดดวยน้ําท่ีสภาวะ 50 oC/6 h 
และนอยที่สุดคือสารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 100 oC/1.5 h คิดเปน 32.12 17.45 และ 10.19 ตามลําดับ 
(รูปที่ 1) ซึ่งสีของสารสกัดหยาบหลังจากการนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็งจะมีสีที่แตกตางกันออกไป
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ในแตละสภาวะท่ีใชในการสกัด (รูปท่ี 2) จากขอมูลขางตนสอดคลองกับการศึกษาของ Malaiwan, T. [15] 
และ Boonchum, W. [16] ที่ทําการสกัดสาหราย Spirogyra sp. พบวานํ้าเปนตัวทําละลายไดดีที่สุด 
และไดรอยละผลผลิต มากกวาตัวทําละลายเอทานอล โดยคา % yield สารสกัดดวยน้ําและเอทานอลของ
สาหรายดังกลาวเทากับ 12.62 และ 4.44 ตามลําดับ ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ                              
50 oC/6 h พบวามีรอยละผลผลิตสูงกวางานวิจัยของ Malaiwan, T. [15] นอกจากน้ียังมีรอยละผลผลิตสูงกวา
สารสกัดนํ้าของสาหรายสีแดงนํ้าจืด C. aeruginosus และ C. ogasawaraensis [8] ผลการทดลอง
ช้ีใหเห็นวาสารประกอบท่ีมีข้ัวสูงอาจมีสวนสําคัญในสาหรายและสามารถสกัดไดโดยใชตัวทําละลายมีข้ัว [17] 
ท้ังน้ีปจจัยท่ีสงผลตอปริมาณผลผลิตสารสกัดข้ึนอยูกับสภาวะในการสกัดถือวาเปนส่ิงสําคัญ  สภาวะในท่ีน้ี 
ไดแก ระยะเวลา และอุณหภูมิในการสกัดซ่ึงมีผลตอปริมาณสารสกัดท่ีออกมา กลาวคือ เม่ือใชระยะเวลา
และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะสงผลใหไดปริมาณสารตานอนุมูลอิสระท่ีสกัดมาไดเพ่ิมข้ึน [4] ในขณะเดียวกัน
การใชนํ้ารอนในการสกัดสารสําคัญจากสาหรายจะทําใหไดสารในกลุมโพลีแซคคาไรด [18] นอกจากนี้
ยังมีอีกหน่ึงปจจัยท่ีสําคัญ คือ อัตราสวนระหวางวัตถุดิบกับตัวทําละลายเน่ืองจากเม่ือเราเลือกใชอัตราสวน
ของวัตถุดิบกับตัวทําละลายเหมาะสมจะสงผลใหไดปริมาณสารที่เพิ่มขึ้น [19]

 

รูปที่ 1 รอยละผลผลิตของสาหราย C. beccarii ที่สกัดดวยนํ้าในสภาวะที่ตางกัน 5 สภาวะ  

  

                 
 (ก) 4 oC/24 h  (ข) 25 oC/12 h  (ค) 50 oC/6 h
รูปที่ 2 สีของสารสกัดดวยนํ้าในสภาวะที่ตางกัน 5 สภาวะของสาหราย C. beccarii หลังจากการนํา
 ไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง
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 (ง) 75 oC/3 h  (จ) 100 oC/1.5 h
รูปที่ 2 สีของสารสกัดดวยนํ้าในสภาวะที่ตางกัน 5 สภาวะของสาหราย C. beccarii หลังจากการนํา
 ไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (ตอ)

 2. การหาปริมาณสารพฤกษเคมี
  2.1  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด 
    ผลการศึกษาปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมดซ่ึงไดคํานวณจากสมการเสนตรง
จากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก (y = 0.8503+0.0732; R2 = 0.9951) จากการศึกษาพบวาปริมาณสาร
ประกอบฟนอลิกทั้งหมดของสาหราย C. beccarii ที่สกัดดวยนํ้าในสภาวะที่ตางกัน 5 สภาวะ
มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) (ตารางที่ 1) โดยสารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 
25 oC/12 h มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด รองลงมาคือ สารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 
4 oC/24 h และนอยที่สุดคือ สารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 50 oC/6 h โดยมีคา 32.95±0.21 
24.01±0.48 และ 16.72±0.25 mg GAE/g extract ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ 
Ramdani, M., Elasri, O., Saidi, N., Elkhiati, N., Taybi, F. A., Mostareh, M., Zaraali, O., 
Haloui, B., and Ramdani, M. [20] พบวาสารสกัดดวยนํ้าทุกสภาวะมีปริมาณฟนอลิกทั้งหมดนอยกวา 
สารสกัดดวยนํ้าที่อุณหภูมิ 20 oC และ 40 oC ของสาหรายสีแดงทะเล Gracilaria bursa-pastoris 
แตสารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 4 oC/24 h 25 oC/ 12 h และ 75 oC/3 h มีปริมาณสารประกอบ
ฟนอลิกท้ังหมดสูงกวาสารสกัดน้ําสาหรายสีแดงน้ําจืด Caloglossa ogasawaraensis และ Compsopogon 
aeruginosus แตสารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 50 oC/6 h และ 100 oC/1.5 h มีคาตํ่ากวาสาหราย 
C. ogasawaraensis แตมีคาสูงกวาสาหราย C. aeruginosus ซ่ึงมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมด
เทากับ 20.89±0.68 และ 6.14±0.43 mg GAE/g extract [8] ซึ่งสอดคลองกับรายงานหลายฉบับ
ที่กลาววาการใชความรอนที่แตกตางกันจะสงผลตอปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด เพราะอุณหภูมิ
เปนปจจัยที่สงผลกระทบโดยตรงตอความคงตัวของสารประกอบฟนอลิกและสงผลทําใหปริมาณสาร
ประกอบฟนอลิกมีคาลดลง [21] - [22]
  2.2  การวิเคราะหปริมาณสารฟลาโวนอยดรวม
    ผลการศึกษาปริมาณสารฟลาโวนอยดรวมซ่ึงไดคํานวณจากสมการเสนตรงจาก
กราฟมาตรฐานเควอซิติน (y = 0.0025+0.0593; R2 = 0.9997) จากการศึกษาพบวาสารสกัดหยาบของ
สาหราย C. beccarii ที่สกัดดวยนํ้าในสภาวะท่ีตางกัน 5 สภาวะ มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมี
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นัยสําคัญ (p < 0.05) (ตารางท่ี 1) โดยสารสกัดดวยน้ําท่ีสภาวะ 4 oC/24 h มีปริมาณสารฟลาโวนอยดรวม
สูงที่สุด รองลงมาคือ สารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 25 oC/12 h และนอยที่สุดคือ สารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 
100 oC/1.5 h โดยมีคา 24.67±0.02 22.67±0.02 และ 11.40±0.08 mgQE/g extract ตามลําดับ และ
เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Chankaew, W., Penpapai, P., Pood-ngam, J., and Luealae, W. [9] 
พบวาสารสกัดดวยน้ําท่ีสภาวะ 4 oC/24 h มีปริมาณสารฟลาโวนอยดรวมสูงกวาสารสกัดเมทานอลของ
สาหรายสีแดงน้ําจืด 2 ชนิด คือ Compsopogon caeruleus และ Sirodotia suecica แตมีปริมาณนอยกวา
สารสกัดน้ําท่ีอุณหภูมิ 20 oC และ 40 oC ของสาหรายสีแดงทะเล Gracilaria bursapastoris ซ่ึงมีปริมาณ
สารฟลาโวนอยดรวมเทากับ 19.22±0.12 และ 59.04±0.09 mgQE/g extract [20] ตามลําดับ 
ซ่ึงสอดคลองกับ Zakaria, N. A., Ibrahim, D., Sulaiman, S. F., and Supardy, N. A. [23] ท่ีกลาววา
สารตานอนุมูลอิสระท่ีสกัดไดจากพืชมีแนวโนมท่ีจะละลายน้ําไดเน่ืองจากมักเปนสารจําพวกไกลโคไซด 
และมีความสัมพันธกับการศึกษาของ Isantea, O. and Wonggajang, K. [24] ท่ีพบวาสารฟลาโวนอยด
จะถูกสกัดออกมาไดมากที่สุดในตัวทําละลายท่ีมีความเปนขั้วสูง

ตารางที่ 1 ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดและสารฟลาโวนอยดรวมของสารสกัดสาหราย 
  C. beccarii ที่สกัดดวยนํ้าในสภาวะท่ีตางกัน 

 สภาวะในการสกัด สารประกอบฟนอลิกทั้งหมด สารฟลาโวนอยดรวม
 (อุณหภูมิ/เวลา) (mgGAE/g extract) (mgGAE/g extract)
 4 oC/24 h 24.01±0.48d* 24.67±0.02e

 25 oC/12 h 32.95±0.21e 22.67±0.02d

 50 oC/6 h 16.72±0.25a* 16.92±0.06c

 75 oC/3 h 21.85±0.31c 11.87±0.04b

 100 oC/1.5 h 18.48±0.25b* 11.40±0.08a

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่ตางกันในแนวต้ังมีความแตกตางกันทางสถิติ (p < 0.05); * Luealae, W., Penpapai, P., 
  and Chankaew, W. [10]

 3. การทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ
  3.1  การทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Scavenging Activity of ABTS Radical
    สารสกัดจากสาหรายแตละสภาวะในการสกัดตอบสนองตอฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ
แตละวิธีไดแตกตางกัน โดยสารสกัดดวยนํ้าทั้ง 5 สภาวะใหคา IC50 ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05) (ตารางท่ี 2) โดยพบวาสารสกัดดวยน้ําท่ีสภาวะ 25 oC/12 h แสดงผลการตาน
อนุมูลอิสระไดดีที่สุด รองลงมาคือ สารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 50 oC/6 h และมีฤทธิ์ตํ่าสุดที่สภาวะ 
4 oC/24 h โดยมีคา IC50 เทากับ 0.24±0.00 0.33±0.00 และ 0.55±0.00 mg/mL ตามลําดับ แตเมื่อ
นํามาเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานโทรลอกซพบวา ทุกสภาวะในการสกัดมีฤทธิ์กําจัดอนุมูล ABTS 
ไดนอยกวา ซึ่งคา IC50 ของสารมาตรฐานโทรลอกซเทากับ 0.04±0.00 mg/mL (ตารางที่ 2) 
จากผลการศึกษาในครั้งนี้ชี้ใหเห็นวาสารสกัดสาหรายสีแดงน้ําจืด C. beccarii ทั้ง 5 สภาวะในการสกัด
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มีความสามารถในการกําจัดอนุมูล ABTS ไดดีกวาสารสกัดนํ้าสาหรายสีนํ้าตาล Amphiroa sp., 
Halimeda macroloba, Sargassum bimderi และ Turbinaria conoiddes [16] และสารสกัด
นํ้าสาหราย Spirulina platensis [25] แตตํ่ากวาสารสกัดนํ้าของสาหรายเตา (Spirogyra sp.) [26] 
ทั้งนี้เมื่อพิจารณากับปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด พบวามีความสัมพันธกับความสามารถในการ
กําจัดอนุมูล ABTS (R = -0.464) กลาวคือหากมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดมากข้ึน ฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระ ABTS จะมีคา IC50 ตํ่าลง (IC50 นอยจะมีประสิทธิภาพดี) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ 
Piluzza, G. and Bullitta, S. [27] พบวาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดมีความสัมพันธไป
ในทิศทางเดียวกันกับฤทธิ์กําจัดอนุมูลอิสระบางชนิด
  3.2  การทดสอบประสิทธิภาพในการจับโลหะดวยวิธี Metal Chelating Activity
    การวิเคราะหประสิทธิภาพในการจับโลหะจัดเปนอีกกลไกหนึ่งในการเปนสารตาน
อนุมูลอิสระ เน่ืองจากโลหะไอออน โดยเฉพาะธาตุเหล็กท่ีอยูในรูปเฟอรรัส (Fe2+) เปนตัวการสําคัญท่ีมีบทบาท
ในการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยโลหะไอออน Fe2+ จะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับออกซิเจนในอากาศเกิด
เปนสารอนุมูล Superoxide anion ซ่ึงเปนอนุมูลอิสระเร่ิมตนท่ีทําใหเกิดอนุมูลอิสระตัวอ่ืน ๆ ตามมา [14] 
จากการศึกษาพบวาสารสกัดดวยนํ้าทั้ง 5 สภาวะมีประสิทธิภาพในการจับโลหะไดแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ตารางท่ี 2) โดยสารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 4 oC/24 h มีประสิทธิภาพ
ในการจับโลหะมากที่สุด โดยใหคา IC50 ตํ่าสุด รองลงมาคือ สารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 50 oC/6 h และ
มีประสิทธิภาพในการจับโลหะไดนอยที่สุดที่สภาวะ 100 oC/1.5 h โดยมีคา IC50 เทากับ 0.27±0.00 
0.32±0.00 และ 2.03±0.02 mg/mL ตามลําดับ แตเม่ือนํามาเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานอีดีทีเอพบวา 
ทุกสภาวะในการสกัดมีประสิทธิภาพในการจับโลหะไดนอยกวา ซึ่งคา IC50 ของสารมาตรฐานอีดีทีเอ
เทากับ 0.04±0.00 mg/mL อยางไรก็ตามสารสกัดดวยน้ําท่ีสภาวะ 4 oC/24 h มีประสิทธิภาพในการจับ
โลหะไดดีกวาสารสกัดนํ้าสาหรายทะเล Caulerpa lentilifera, Sargassum oligocystum และ 
Gracilaria changii [28] และสารสกัดเมทานอลความเขมขน 70 % ของสาหรายสีนํ้าตาลทะเล 
Ecklonia cava [29] แตมีประสิทธิภาพในการจับโลหะไดนอยกวาสารสกัดนํ้าสาหรายเตา (Spirogyra 
neglecta) [30] ทั้งนี้เมื่อพิจารณากับปริมาณสารฟลาโวนอยดรวมพบวา มีความสัมพันธกับประสิทธิภาพ
ในการจับโลหะ (R = -0.589) กลาวคือหากมีปริมาณสารฟลาโวนอยดมากข้ึนประสิทธิภาพในการจับโลหะ
สูงข้ึนเชนกัน จากการศึกษาคร้ังน้ีจะเห็นไดวาสารสกัดดวยน้ําท่ีสภาวะ 4 oC/24 h มีประสิทธิภาพในการ
จับโลหะหนักไดดีท่ีสุด เน่ืองมาจากในข้ันตอนการสกัดในสภาวะน้ีไมตองผานความรอนใด ๆ จึงทําใหปริมาณ
สารตานอนุมูลอิสระไมถูกทําลาย เพราะอุณหภูมิและระยะเวลาในการใหความรอนมีผลตอการเปล่ียนแปลง
ปริมาณสารตานอนุมูลอิสระ [31] และที่อุณหภูม ิ4 oC สามารถสกัดสารสีกลุมไฟโคบิลิโปรตีนออกมาได
ในปริมาณมาก ซึ่งสารสีกลุมนี้มีคุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระได [32] - [33]
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ตารางที่ 2 คา IC50 ของกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหราย C. beccarii ที่สกัดดวยนํ้า
  ในสภาวะท่ีตางกัน 5 สภาวะ

 สภาวะในการสกัด IC50 (mg/ml) 
 (อุณหภูมิ/เวลา)  ฤทธิ์กําจัดอนุมูล ABTS ประสิทธิภาพในการจับโลหะ
 4 oC/24 h 0.55±0.00f 0.27±0.00b

 25 oC/12 h 0.24±0.00b 0.33±0.00d

 50 oC/6 h 0.33±0.33c 0.32±0.01c

 75 oC/3 h 0.50±0.00d 0.66±0.02e

 100 oC/1.5 h 0.51+0.00e 2.03±0.02f

 โทรลอกซ 0.04±0.00a -
 อีดีทีเอ - 0.04±0.00a

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่ตางกันในแนวต้ังมีความแตกตางกันทางสถิติ (p < 0.05)

สรุปผล

จากผลการทดลองขางตนพบวาสารสกัดดวยนํ้าทั้ง 5 สภาวะ มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด และ
สารฟลาโวนอยดรวมที่แตกตางกัน ทําใหมีฤทธิ์กําจัดอนุมูลอิสระที่แตกตางกันดวย โดยสารสกัดดวยนํ้า
ที่สภาวะ 4 oC/24 h มีปริมาณสารฟลาโวนอยดรวมสูงที่สุด และมีประสิทธิภาพในการจับโลหะดีที่สุด 
สวนสารสกัดดวยนํ้าที่สภาวะ 25 oC/12 h มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดสูงที่สุดและมีฤทธิ์กําจัด
อนุมูล ABTS ดีที่สุด ดังนั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดดวยนํ้าเพื่อการใชประโยชนจากสาหรายสีแดง
นํ้าจืด Caloglossa beccarii ควรทําการสกัดที่อุณหภูมิตํ่าคือ 4 oC และ 25 oC ซึ่งมีศักยภาพในการตาน
อนุมูลอิสระมากที่สุด และงานวิจัยนี้ยังเปนขอมูลพื้นฐานในการสกัดสารเพื่อนําไปใชพัฒนาเปนสารตาน
อนุมูลอิสระจากธรรมชาติในอุตสาหกรรมเวชสําอางและเภสัชกรรมไดในอนาคต
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