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การสังเคราะหและฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของโพรบฟลูออเรสเซนตฟลาโวนอล 
(3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one)
Synthesis and Antioxidant Activity of a Flavonol-Based 
Fluorescent Probe (3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one)
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บทคัดยอ

งานวิจัยน้ีมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาสมบัติทางแสง และฤทธ์ิในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH Assay ปริมาณ
ฟนอลิกรวม และปริมาณฟลาโวนอยดรวมของโพรบฟลูออเรสเซนตฟลาโวนอล (3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-
4H-chromen-4-one) โดยฟลาโวนอลท่ีไดนํามาทดสอบสมบัติการดูดกลืนแสงและการเปลงแสง ทดสอบฤทธ์ิตาน
อนุมูลอิสระดวย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ทดสอบปริมาณฟนอลิกรวมดวย Folin-Ciocalteau’s
Reagent โดยใชกรดแกลลิกเปนสารมาตรฐาน และทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดรวมโดยใชเควอซิทินเปน
สารมาตรฐาน ผลการศึกษาพบวาฟลาโวนอลมีสมบัติการดูดกลืนแสงโดยกระตุนแสงท่ี 355 นาโนเมตร และคาการ
เปลงแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 418 นาโนเมตร (Ex 355 nm/Em 418 nm) นอกจากน้ียังพบวาสารสังเคราะห
ฟลาโวนอลมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ โดยมีเปอรเซ็นตการตานออกซิเดชันของ DPPH Radicals อยูท่ี 44.7 เปอรเซ็นต 
ที่ 10 mg/mL มีปริมาณฟนอลิกรวมและปริมาณฟลาโวนอยดรวมเทากับ 1.239±0.043 mgGAE/gDW
และ 1.312±0.014 mgCE/gDW จะเห็นวาสารสังเคราะหฟลาโวนอลมีคุณสมบัติตานออกซิเดชันท่ีดี ซ่ึงสามารถนํา
ขอมูลจากการวิจัยน้ีไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑและพัฒนาในทางการแพทยตอไป
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Abstract

The purpose of this study was to investigate the absorption, emission properties, antioxidant 
activities, total phenolic compound, and total fl avonoid contents of the fl avonol-based 
fl uorescent probe (3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one). The antioxidant activity was 
evaluated using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay. Total phenolic content was 
also determined using Folin-Ciocalteau's reagent with gallic acid as a standard, as well as total 
fl avonoid content using quercetin as a standard substance. The results found that fl avonols 
have absorption properties. It has the highest absorbance at 355 nm and the highest emission 
at 418 nm (Ex 355 nm / Em 418 nm). Furthermore, synthetic fl avonols were discovered to have 
antioxidant properties, with DPPH radicals showing a 44.7 % anti-oxidation value at 
10 mg/mL. Total phenolic content and total fl avonoids were 1.239±0.043 mgGAE/gDW and 
1.312±0.014 mgCE/gDW. Therefore, synthetic fl avonols exhibit antioxidant activity. 
The fi ndings of this study can be used to develop new products as well as medical research.
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บทนํา

ฟลาโวนอล ฟลาโวน ฟลาวาโนน และไอโซฟาโวน เปนสารประกอบชนิดหน่ึงในกลุมของฟลาโวนอยด [1] - [3] 
โครงสรางทางเคมีของฟลาโวนอลจะมีลักษณะคลายคลึงกับฟลาโวนแตจะแตกตางกันโดยที่ฟลาโวนอล
จะมีหมูไฮดรอกซี (-OH) อยูตรงคารบอนตําแหนงท่ีสามในโครงสรางดังรูปท่ี 1 [4] - [6] ฟลาโวนและฟลาโวนอล
สามารถพบไดในพืชโดยโครงสรางท่ีพบมากท่ีสุดในพืชคือกลุมโครงสรางท่ีมี β-ring hydroxylation ในตําแหนงท่ี 3’ 
และ 4’ ทั้งสองตําแหนง และกลุมโครงสรางที่มีอยูตําแหนงที่ 4’ เทานั้น (รูปที่ 1) มีชื่อเรียกวา เควอซิทิน 
(Quercetin) และแคมพเฟอรอล (Kaempferol) ตามลําดับ [4], [7] พืชสังเคราะหฟลาโวนอลข้ึนเพ่ือตอบสนอง
ตอจุลินทรียและการติดเชื้อ [8] - [11] รวมไปถึงทําหนาที่ตอบสนองตอแสงอาทิตยและเพื่อกรองแสง UV-B
ในขณะที่พืชทําการสังเคราะหแสงซ่ึงจะสะสมอยูบนผิวชั้นนอกของเนื้อเยื้อพืช [12] - [13] 
 ในธรรมชาติสารประกอบฟลาโวนอลมีฤทธิ์ทางชีวภาพ และทางดานเภสัชวิทยาที่หลากหลาย เชน 
ฤทธ์ิในการตานอนุมูลอิสระ [14] - [15] ตานเช้ือแบคทีเรีย และตานมะเร็ง [9] - [10], [16] ในปจจุบันอนุพันธ
ของฟลาโวนอลยังถูกนํามาใชทางดานเภสัชกรรม เชน ยาท่ีมีสวนผสมของ P-vitamin [17] - [19] นอกจากน้ี
ฟลาโวนอลจัดเปนสียอมชนิดหนึ่งที่ไดจากธรรมชาติโดยใหสีเปนสีเหลืองพบไดในพืชตาง ๆ ทั่วโลก [17] 
แตในธรรมชาติฟลาโวนอลมีปริมาณจํากัด จึงไมเพียงพอตอการนํามาใชทําสียอม และจะตองบริโภคในปริมาณมาก
จึงจะเพียงพอตอความตองการของรางกาย ดังนั้นนักวิทยาศาสตรจึงไดทําการสังเคราะหอนุพันธฟลาโวนอล
จาก 2-ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (2-hydroxyacetophenone) กับแอลดีไฮด [9] - [10], [20] เพื่อใหมีปริมาณ
เพียงพอตอความตองการของมนุษย
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 สารประกอบฟลาโวนอลยังไดรับความสนใจในดานการใชเปนสารเรืองแสง [21] - [23] ซึ่งเกิดจาก
โครงสรางภายในโมเลกุลที่อยูในสภาวะกระตุนเกิดการถายโอนโปรตอน (Excited State Intramolecular 
Proton Transfer (ESIPT)) [24] จึงสงผลใหเกิดไอโซเมอไรเซชันของฟลาโวนอลโดยสารเปลี่ยนโครงสราง
จากไอโซเมอรหน่ึงไปเปนอีกไอโซเมอรหน่ึง จากสภาวะพ้ืน (Normal Form) ไปสภาวะกระตุน (Phototautomer 
Form) หลังจากไอโซเมอรเขาสูสภาวะกระตุนแลวก็จะกลับคืนสูสภาวะพื้น พรอมกับการปลอยโปรตอนออกมา
ในพลังงานท่ีตางกัน ดวยเหตุน้ีจึงมีการปลอยพลังงานในรูปแบบสเปกตรัมการเรืองแสงของฟลาโวนอลในตัวทํา
ละลายตาง ๆ ซ่ึงจะปรากฏพีคท่ีแตกตางกันสองพีค ฟลาโวนอลท่ีอยูในรูปปกติ และ Tautomeric Forms [17], 
[25] - [27] ตําแหนงสูงสุดของการเรืองแสงจะข้ึนอยูกับอัตราสวนของความเขมขน และข้ัวของตัวทําละลายหรือ
นิวคลีโอฟลิกซิตีของตัวทําละลาย [17], [28]
  3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one เปนสารฟลาโวนอลสังเคราะหท่ีถูกคนพบเม่ือไมนานมาน้ี 
ซึ่งมีระบบคอนจูเกตที่มากของวง Pyrene ทําใหมีความไวตอแสงสูงภายใตแสงที่มองเห็นได [29] และมีวิธีการ
สังเคราะหที่งายใหรอยละผลผลิตที่สูง ซึ่งเหมาะแกการนํามาศึกษาและพัฒนาไปเปนสียอมสําหรับการตรวจจับ
กับเซลลมะเร็งในอนาคต
  จากท่ีกลาวมาขางตนจะเห็นไดวาสารในกลุมของฟลาโวนอล รวมถึง 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-
chromen-4-one เปนสารที่มีคุณสมบัติในการเรืองแสง และมีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระสูง 
ซึ่งคุณสมบัติเหลานี้เปนประโยชนตอสุขภาพ และมีความสําคัญทางดานการแพทยเปนอยางมาก 3-hydroxy-
2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ยังไมเปนที่รูจักอยางกวางขวาง และยังไมมีการศึกษาทางดานสมบัติ
ทางแสงและดานฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระอยางลึกซึ้ง ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความประสงคที่จะศึกษาสมบัติทางแสง 
ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ ปริมาณสารฟนอลิก และปริมาณสารฟลาโวนอยดทั้งหมดเพ่ือพัฒนาสารสังเคราะหไปสู
ทางดานการแพทยเพื่อลดอันตรายจากภาวะปริมาณอนุมูลอิสระสูงในรางกาย [17]

รูปท่ี 1 โครงสรางของสารประกอบ ฟลาโวนอล ฟลาโวน ไอโซฟาโวน ฟลาแวน-3-ออล ฟลาวาโนน และ
 แอนโทไซยานิดิน ที่เปนสารประกอบในกลุมของฟลาโวนอยด

วัตถุประสงคการศึกษา
 เพื่อศึกษาสมบัติทางแสง และฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระของโพรบฟลูออเรสเซนต ฟลาโวนอล 
(3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one)
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วิธีการดําเนินการศึกษา

1. วัสดุและเคร่ืองมือท่ีใช ในการสังเคราะหและวิเคราะห 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one
   อบเครื่องแกวใหแหงที่อุณหภูมิ 100 oC รีเอเจนตและตัวทําละลายท้ังหมดซ้ือมาจากบริษัท Sigma 
Aldrich, TCI (โตเกียว, ญี่ปุน), Carlo Erba (Emmendingen, เยอรมนี), Acros (Geel, เบลเยียม), Merck
(Rahway, NJ, USA) และนํามาใชโดยไมตองทําใหบริสุทธิ์เพิ่ม สําหรับสารสังเคราะหถูกทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี
คอลัมนโครมาโทกราฟจะใชซิลิกาเจลสําหรับคอลัมนโครมาโทกราฟ (Carlo Erba) ซึ่งทําหนาที่เปนเฟสที่อยูนิ่ง 
สวนโครมาโทกราฟแผนบาง (TLC) จะใชซิลิกาเจล 60 F254 (Merck) และนําไปสองภายใตตูยูวีที่
ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร
   การวัดคาการดูดกลืนแสง และการเรืองแสงโดยใชเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร UV-vis (Agilent 
Technologies Cary 300, Santa Clara, CA, USA) และเคร่ืองวัดสเปกโตรโฟโตมิเตอรเรืองแสง (PerkinElmer 
LS55, Liantrisant, UK) นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (NMR) (1H และ 13C NMR) ถูกใชที่
อุณหภูมิหองโดยเครื่อง Bruker (500 MHz) (Rheinstetten ประเทศเยอรมนี) โดยมี TMS เปนขอมูลอางอิง
ภายใตเงื่อนไข ESI แมสสเปกโตรเมตรีความละเอียดสูง (HRMS) จะถูกบันทึกบนแมสสเปกโตรมิเตอร

2. การสังเคราะห 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one (BCD-29) [31]
   ชั่ง 2-hydroxyacetophenone (2.73 กรัม, 2.4 มิลลิลิตร, 20 มิลลิโมล) ลงในขวดกนกลมขนาด 
150 มิลลิลิตร จากน้ันเติมตัวทําละลายเมทานอลลงไป 40 มิลลิลิตร ใสแมกเนติกบารลงไปแลวปดดวยจุกปดแกว
จากนั้นนําไปกวนบนเครื่อง Stirrer ใหสารละลายผสมจนเขากัน จากนั้นเติมสารละลาย 60 เปอรเซ็นต 
โซเดียมไฮดรอกไซดในนํ้าลงไป 40 มิลลิลิตรจะมีความรอนเกิดขึ้นคนสารละลายตอไปจนอุณหภูมิลดลงมา
เทากับอุณหภูมิหองแลวทําการเติม 4.6 กรัม (20 มิลลิโมล) ของ pyrene-1-carbaldehyde ลงไปคนตอเปนเวลา 
12 ชั่วโมงจนกวาปฏิกิริยาจะเกิดสมบูรณ หลังจากปฏิกิริยาเกิดสมบูรณเติมนํ้าเย็นลงไป 50 มิลลิลิตร และ
เติมกรดไฮโดรคลอริกลงไปเพ่ือปรับ pH ใหเทากับ 2 จะไดตะกอนของแข็งสีเหลืองแลวนําไปกรองลางดวยน้ํากล่ัน
เพื่อกําจัดกรดจนหมด หลังจากนั้นเติมสารละลายไดคลอโรมีเทนลงไปเพื่อทําการสกัดปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 คร้ัง และตามดวยสารละลายโซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต 100 มิลลิลิตร นําสารละลายช้ันไดคลอโรมีเทน
มาเติมสารดูดความชื้นโซเดียมซัลเฟต แลวนําสารละลายที่ไดไประเหยดวยเครื่องกลั่นระเหยสุญญากาศ
จากนั้นจะทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการตกผลึกโดยใชเอทานอลจะไดผลิตภัณฑ Chalcone (รูปท่ี 2) หากเช็ค TLC
แลวสารท่ีไดยังไมบริสุทธิ์จะทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีคอลัมน โครมาโทกราฟโดยใชสารละลายผสมที่ชะลางคอลัมน
เปน 50 เปอรเซ็นต เอทิลอะซิเตตในเฮกเซน 
  นํา Chalcone 30 มิลลิโมล ใสลงไปในขวดกนกลมขนาด 150 มิลลิลิตร แลวเติม 20 เปอรเซ็นต 
โซเดียมไฮดรอกไซดในเมทานอลลงไป 40 มิลลิลิตร นําสารผสมที่ไดใสลงไปในอางนํ้าแข็งและกวนให
สารละลายผสมเขากัน จากน้ันเติม 30 เปอรเซ็นต ไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงไป 30 มิลลิลิตร ลงไปอยางชา ๆ 
เมื่อสารผสมเขากันแลวใหนําออกจากอางนํ้าแข็งและกวนตอไปอีก 7 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง จะเริ่มสังเกตเห็น
ของแข็งคอย ๆ กอตัวขึ้น เมื่อปฏิกิริยาเกิดขึ้นอยางสมบูรณจะนําตะกอนท่ีไดมากรองแลวเอามาลางดวยอีเทอร
และนําตะกอนท่ีไดไปอบจนแหงท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หลังจากสารสังเคราะห (Flavonol) แหงแลวนํามาช่ัง
เพื่อคํานวณรอยละผลไดของผลิตภัณฑเทากับ 78 เปอรเซ็นต 

รูปท่ี 2 ขั้นตอนการสังเคราะหสารประกอบ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one
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3. การหามวลโมเลกุลโดยเทคนิคมาลดิ อิมเมจจิง-ทอฟ แมสสเปกโทรมิเตอร
  ชั่ง 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ประมาณ 1 มิลิกรัม ลงไปในแอพเพนดรอป
ขนาด 2 mL แลวเติมตัวทําละลายไดคลอโรมีเทนลงไป 1.5 mL เขยาใหสารละลายผสมจนเปนเนื้อเดียวกัน
หลังจากนั้นจะทําการปเปตสารละลายตัวอยางมา 1 μL ผสมกับสารละลายเมทริกซ แลวทําการปเปตสารละลาย
ผสม 0.5 μL ใสลงบนแผนเหล็กกลาไรสนิมและทําใหแหง หลังจากน้ันนําแผนเหล็กกลาไปเขาเคร่ือง MALDI-TOF 
Mass Spectrometer (JEOL JMS-S3000) แลวฉายรังสีดวยเลเซอร UV (ความยาวคล่ืนประมาณ 350 นาโนเมตร) 
หลาย ๆ จุดบนแผนเหล็กกลาที่มีสารตัวอยางเครื่องจะบันทึกผลเปนสเปกตรัมและระบุนํ้าหนักโมเลกุล

4. การศึกษาโครงสรางสารโดยใชเทคนิคนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรมิเตอร (NMR)
   ชั่ง 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one 30 มิลลิกรัมใสลงไปในแอพเพนดรอปขนาด 
2 mL หลังจากนั้นเติมตัวทําละลาย Deuterated Chloroform ลงไป 1 mL เขยาใหสารละลายผสมจนเปน
เนื้อเดียวกันหลังจากนั้นปเปตสารละลายตัวอยางมา 0.5 mL แลวเติมลงไปในหลอด NMR Tube ปดฝาหลอด
แลวนําไปรันหาโปรตอน และคารบอนของสาร 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ดวยเครื่อง 
NMR ความถี่ 500 MHz

5. การวิเคราะหคุณสมบัติทางแสง
  เตรียม Stock Solution ของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ใหมีความเขมขน
1,000 mM ดวยตัวทําละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด (DMSO) หลังจากน้ันนําฟอยลมาพันรอบ ๆ ขวดสารละลาย
เพื่อไมใหโดนแสงกอนนําไปทดสอบ
  การวิเคราะหคุณสมบัติทางแสงดวยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Agilent Technologies 
Cary 300, Santa Clara, CA, USA) จะตั้งคาที่เครื่องเปนแบบสแกนสเปกตรัมหลังจากนั้นจะทําการเตรียม
ตัวอยางโดยทําการปเปตตัวทําละลายละลายชนิดตาง ๆ เชน อะซิโตไนไตรล ไดคลอโรมีเทน ไดเมทิลฟอรมาไมด 
เอทานอล ฯลฯ มา 2,475 μL ลงไปใน Cuvette ขนาด 3,000 μL หลังจากนั้นทําการปเปตสารละลายจาก 
Stock Solution มา 25 μL ใสลงไปผสมกับตัวทําละลายที่เตรียมไวใหเปนเนื้อเดียวกันแลวนําไปวัดคา 
กอนทําการวัดคาของแตละตัวทําละลายทุกครั้งจะตองทําการวัดคาของ Blank กอนเสมอโดยใชตัวทําละลาย
ที่ปราศจากสารละลายตัวอยางเปน Blank
   การวิเคราะหคุณสมบัติทางแสงดวยเครื่องโดยใชเครื่องวัดสเปกโตรโฟโตมิเตอรเรืองแสง 
(PerkinElmer LS55, Liantrisant, UK) โดยทําการต้ังคาการกระตุนแสงท่ี 355 nm เร่ิมสแกนสเปกตรัมต้ังแต 
200 - 750 nm เม่ือต้ังคาเคร่ืองเสร็จแลวจึงจะทําการเตรียมสารละลายตัวอยาง โดยการเตรียมสารละลายตัวอยาง 
จะทําการเตรียมเชนเดียวกันกับการเตรียมสารละลายตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะหคุณสมบัติทางแสงดวย
เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร และทําการวัดคา Blank เชนกัน
  6. การทดสอบฤทธ์ิของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one (BCD-29)
  6.1  การทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH Radical Scavenging Assay [30]
    นํา 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ที่สังเคราะหไดมาทดสอบฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH Radical Scavenging Assay เทียบกับสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอรบิก 
(Ascorbic Acid) หรือวิตามินซี เตรียมสารละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ความเขมขน 
0.25 mM ในเอทานอล 95 เปอรเซ็นต และเตรียมสารมาตรฐานกรดแอสคอรบิก หรือวิตามินซี (50,000 μg/mL) 
โดยการเจือจางดวยน้ํากล่ันเพ่ือใหไดความเขมขน 125 250 500 1,000 2,500 5,000 และ 10,000 μg/mL ตามลําดับ 
     เตรียมสารตัวอยางที่สังเคราะหไดใหมีความเขมขน 125 250 500 1,000 2,500 5,000 
และ 10000 μg/mL โดยนําสารสกัด 20 μL ใสลง 96 Well Plate จากน้ันเติมสารละลายท่ีมีสารละลาย DPPH
180 μL ผสมกับสารมาตรฐาน สารสกัดตัวอยาง หรือ Blank ตั้งทิ้งไวในที่มืด 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง และ
นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Microplate Reader ยี่หอ BioTek
รุน Synergy H1 จากน้ันนําคาการดูดกลืนแสงมาคํานวณรอยละ Free Radical Scavenging Activity หรือ 
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% Scavenging Activity ซึ่งคาที่ไดจะหมายถึงเปอรเซ็นตการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ หรือคาที่แสดงถึง
การจับกันระหวางสารตานอนุมูลอิสระกับอนุมูลอิสระ ซึ่งหาไดจากสูตร 

Scavenging Activity (%)   

  เมื่อ 
    A0  คือ  คาการดูดกลืนแสงของ Control
      A1   คือ  คาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยาง

  6.2  การวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกรวม โดยวิธี Folin-Ciocalteu Colorimetric Method [31]
    เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic Acid) 0 - 10,000 μg/mL โดยเจือจางดวย 
95 เปอรเซ็นต เอทานอลใหไดความเขมขน 125 250 500 1,000 2,500 5,000 และ 10,000 μg/mL
    เตรียมสารสังเคราะหฟลาโวนอลโดยเจือจางดวย 95 เปอรเซ็นต เอทานอล ตามความเขมขน
ของกรดแกลลิก จากนั้นนําสารสังเคราะห 20 μL ใสลง 96 Well Plate จากนั้นเติมสารละลายที่มีสารละลาย 
10 เปอรเซ็นต Folin-Ciocalteu Reagent (FCR) (w/v) 100 μL ลงใน 96 Well Plate ตั้งทิ้งไว 6 นาที 
ที่อุณหภูมิหองในที่มืด จากนั้นเติม 15 เปอรเซ็นต โซเดียมคารบอเนต (Sodium Carbonate; Na2CO3) (w/v) 
ปริมาตร 80 μL ตั้งทิ้งไว 90 นาที ที่อุณหภูมิหองในที่มืด จากนั้นนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
750 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate Reader ยี่หอ BioTek รุน Synergy H1 แลวนําไปคํานวณหาปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกในสารสกัด เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกในหนวยมิลลิกรัมสมมูลของ
กรดแกลลิกตอกรัมของสารสกัด 
  6.3  การวิเคราะหสารประกอบฟลาโวนอยด (Total Flavonoid Content) โดยวิธี Aluminium 
Chloride Colorimetric Method
    เตรียมสารละลายมาตรฐานเควอซิทิน 0 - 10,000 μg/mL โดยเจือจางดวย 95 เปอรเซ็นต 
เอทานอลใหไดความเขมขน 125 250 500 1,000 2,500 5,000 และ 10,000 μg/mL
    นําสารสังเคราะหฟลาโวนอลเจือจางดวย 95 เปอรเซ็นต เอทานอล ตามความเขมขนของ 
เควอซิทิน จากนั้นเติมลงใน 96 Well Plate ปริมาตร 20 μL ที่มีนํ้ากลั่น 40 μL ตามดวยโซเดียมไนเตรท
ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 20 μL ทิ้งไวนาน 5 นาที ตามดวยอะลูมิเนียมคลอไรดความเขมขน 
10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 20 μL ทิ้งไวนาน 6 นาที ตามดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร 
ปริมาตร 100 μL นํามาวัดคา OD ทันทีท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยใชเควอซิทิน
เปน Positive Control

ผลการวิจัย

1. มาลดิ อิมเมจจิง-ทอฟ แมสสเปกโทรมิเตอร และนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป 
(NMR) 
  การศึกษาการหามวลโมเลกุลของสารสังเคราะห 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one
โดยใชเทคนิคมาลดิ อิมเมจจิง-ทอฟ แมสสเปกโทรมิเตอร เทียบมวลโมเลกุลของโครงสรางที่หาไดจากสูตร
โมเลกุลซ่ึงมีคาเทากับ 362.0943 พบวาพีคของสารสังเคราะหท่ีไดรับการบันทึกปรากฏพีคของไอออน C25H14O3

+

ที่คามวลตอประจุ (m/z) 363.093 (รูปที่ 3)
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รูปท่ี 3 สเปกตรัมมวลโมเลกุลของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ที่ไดจากการบันทึก
 โดยใชเทคนิคมาลดิ อิมเมจจิง-ทอฟ แมสสเปกโทรมิเตอร 

    การศึกษาพิสูจนโครงสรางโมเลกุลของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one
โดยอาศัยปรากฏการณการดูดกลืนพลังงานสนามแมเหล็กในยานความถ่ีสัญญาณวิทยุดวยเทคนิคนิวเคลียร
แมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (NMR) ผลการศึกษาสมบัติเฉพาะของนิวเคลียสของโปรตอน (1H) ท่ีไดรับ
การบันทึกปรากฏพีคแสดงดังรูปท่ี 4 และมีคา Chemical Shift (δ) = ระยะหางของสารท่ีพิจารณาจากสารอางอิง 
(Hz) หนวยเปน ppm ความถ่ีของ NMR Spectrometer (MHz) ดังน้ี 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 12.98 
(s, 1H), 9.07 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 8.55 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 8.40 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 8.23 (dd, J = 5.0, 
5.0 Hz, 2H), 8.20 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 8.17 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 8.14 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 8.07 
(d, J = 10.0 Hz, 1H), 8.04 (t, J = 10.0 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 
7.08 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.99 (t, J = 5.0 Hz, 1H) 

รูปท่ี 4 สเปกตรัมโปรตอนของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ที่ไดจากการบันทึกโดยใช
 เทคนิคนิวเคลียรแมกเนติกเรโวแนนซ (1H NMR) ในตัวทําละลายคลอโรฟอรมดิวเทอเรต
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    ผลการศึกษาสมบัติเฉพาะของนิวเคลียสของคารบอน (13C) ที่ไดรับการบันทึกปรากฏพีค
ดังรูปที่ 5 และมีคา Chemical Shift (δ) = ระยะหางของสารที่พิจารณาจากสารอางอิง (Hz) หนวยเปน ppm
ความถี่ของ NMR Spectrometer (MHz) ดังนี้ 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 193.5, 163.8, 142.0, 136.4, 
133.3, 131.3, 130.7, 130.6, 129.7, 129.0, 128.9, 128.3, 127.3, 126.4, 126.3, 126.1, 125.1, 125.0, 124.6, 
124.3, 122.5, 121.9, 120.2, 118.91, 118.7

รูปท่ี 5 สเปกตรัมคารบอนของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ที่ไดจากการบันทึกโดยใช
 เทคนิคนิวเคลียรแมกเนติกเรโวแนนซ (13C NMR) ในตัวทําละลายคลอโรฟอรมดิวเทอเรต

2. คุณสมบัติทางแสง
  การศึกษาคุณสมบัติทางแสงของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one โดยใชตัวทําละลาย
ท่ีมีข้ัวตางกัน ไดแก อะซิโตไนไตล (ACN) ไดคลอโรมีเทน (DCM) ไดเมทิลฟอลมาไมด (DMF) ไดเมทิลซัลฟอกไซด 
(DMSO) เอทานอล (EtOH) เมทานอล (MeOH) เตตระไฮโดรฟลูแรน (THF) และโทลูอีน (Toluene) 
ดังรูปท่ี 6 และ 7 ซ่ึงจะปรากฏพีคท่ีแตกตางกันสองพีค คือฟลาโวนอลท่ีอยูในรูปปกติ และ Tautomeric Forms
เทคนิค UV-Vis Absorption รูปที่ 6 พบวามีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 355 นาโนเมตร 
จากผลการทดลองการหาคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ ไดนี้จะถูกนําไปใชในการทดสอบคุณสมบัติทางแสง
ดวยเทคนิคการวัดคาการเปลงแสงของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one รูปท่ี 7 Fluorescent 
Spectra มีคาการเปลงแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 418 นาโนเมตร (Excited at 355 nm) ซ่ึงตัวทําละลายท่ีมีข้ัวต่ํา 
Polarity Index อยูในชวง 2.4 - 4 เชน ไดคลอโรมีเทน โทลูอีน และเตตระไฮโดรฟลูแรน จะสามารถทําให 
3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one มีการเปลงแสงออกมาไดเขมท่ีสุด (Fluorescence Intensity) 
คาการเปลงแสงสูงสุดอยูในชวง 5,200 - 6,800
  ฟลาโวนอล 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one มีขั้วตํ่าจึงสามารถละลายไดดี
ในตัวทําละลายที่มีขั้วตํ่าซึ่งสัมพันธกับทฤษฎี Like Dissolves Like ดังนั้นเมื่อใชตัวทําละลายท่ีมีขั้วตํ่าเตรียม
สารละลายจึงทําใหมีการเปลงแสงออกมาไดเขมที่สุด และเมื่อใชตัวทําละลายมีขั้วเพิ่มขึ้น Polarity Index
อยูในชวง 5.1 - 7.2 เชน อะซิโตไนไตล ไดเมทิลฟอลมาไมด ไดเมทิลซัลฟอกไซด เอทานอล และเมทานอล 
พบวาจะมีคาการเปลงแสงลดลงมาเร่ือย ๆ ตามลําดับ 
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  ความยาวคล่ืนของแสงสีฟาท่ีอยูในชวงประมาณ 400 - 500 นาโนเมตร ซ่ึงแสงในชวงความยาวคล่ืนน้ี
จะมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดสําหรับการรักษาภาวะบิลิรูบินในเลือดสูง แตตองควบคุมปริมาณความเขมแสงใหเหมาะสม 
เน่ืองจากแสงในชวงความยาวคล่ืนน้ีมีพลังงานสูงทําใหสามารถในการทะลุทะลวงจอประสาทตาได จากการทดลอง 
3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one มีคาการเปลงแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 418 นาโนเมตร 
ซึ่งอาจจะมีการนํามาประยุกตใชงานทางดานการแพทยตอไปไดในอนาคต

รูปท่ี 6 UV-Vis Absorption ของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ที่มีความเขมขน 10 μm
 ในตัวทําละลายท่ีแตกตางกัน 

รูปท่ี 7 Fluorescent Spectra ของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one ที่มีความเขมขน 10 μm 
ในตัวทําละลายที่แตกตางกันโดย Excitation Wavelength ที่ 355 nm

3.  การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one
   การศึกษาการตานออกซิเดชันของฟลาโวนอลท่ีสังเคราะหดวยวิธี DPPH Radical Scavenging Assay
พบวาความเขมขนของวิตามินซีที่ 0.25 mg/mL มีคาเปอรเซ็นตการตานออกซิเดชันของ DPPH Radicals
อยูที่ 45.9 เปอรเซ็นต ความเขมขนของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one (BCD-29) 
ที่ความเขมขน 1 2.5 5 และ 10 mg/mL มีคาเปอรเซ็นตการตานออกซิเดชันเปน 25.2 39.5 41.0 และ 
44.7 ตามลําดับ ดังรูปท่ี 8 ผลการทดลองช้ีใหเห็นวาสังเคราะหฟลาโวนอลมีความสามารถในการตานออกซิเดชัน
สูงขึ้นเมื่อความเขมขนเพิ่มขึ้น และมีประสิทธิภาพในการตานออกซิเดชันใกลเคียงกับวิตามินซี แตความเขมขน
ของสารตัวอยางที่ใชสูงกวาวิตามินซี 40 เทา
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รูปท่ี 8 กราฟแสดงรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ (% Inhibition) กับความเขมขน (mg/mL) ของสารสังเคราะห
 ฟลาโวนอลเปรียบเทียบกับวิตามินซี

4. การวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกรวมของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one
  การศึกษาผลการวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกรวมในสารสังเคราะหฟลาโวนอลแสดงใหเห็นถึง
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกที่มีอยูในตัวอยางเมื่อเทียบกับกรดแกลลิกที่ใชเปน Positive Control (รูปที่ 9) 
จากผลการทดลองความเขมขนของกรดแกลลิกที่ 0.25 0.5 1 และ 2.5 mg/mL มีคาการดูดกลืนแสงของ
สารละลายตัวอยาง หรือ Optical Density (OD) อยูที่ 0.965 1.790 2.775 และ 3.932 ตามลําดับ โดยคา 
OD ที่สูงขึ้นแปรผันตรงกับปริมาณสารประกอบฟนอลิกที่เพิ่มขึ้น นอกจากนี้สารสังเคราะหฟลาโวนอลที่
ความเขมขนเดียวกันกับกรดแกลลิกมีคา OD อยูท่ี 0.232 0.337 0.499 และ 0.964 ตามลําดับ จากผลการวิเคราะห
สารประกอบฟนอลิกรวมท่ีพบในสารสังเคราะหฟลาโวนอลท่ีความเขมขน 2.5 mg/mL จะมีคา OD ใกลเคียงกัน
อยางมีนัยสําคัญท่ีความเขมขน 0.25 mg/mL ของกรดแกลลิกโดยมีสมการเสนตรง คือ y = 0.7971x - 0.4886, 
R2 = 0.9907 ผลพบวามีคาเทากับ 1.239±0.043 mgGAE/gDW ดังตารางท่ี 1

รูปท่ี 9 กราฟแสดงปริมาณคาการดูดกลืนแสงของสารสังเคราะหฟลาโวนอลท่ีแสดงถึงปริมาณสาร Phenolic 
 Compounds กับความเขมขน (mg/mL) เปรียบเทียบกับกรดแกลลิก 
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5. การวิเคราะหสารประกอบฟลาโวนอยดของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one
  การศึกษาการวิเคราะหสารประกอบฟลาโวนอยดของสารสังเคราะหฟลาโวนอลเทียบกับสารมาตรฐาน
เควอซิทิน (Quercetin) มีสมการเสนตรง คือ y = 0.6797x - 0.2929, R2 = 0.9927 ผลพบวามีคาเทากับ 
1.312±0.014 mgCE/gDW ดังตารางท่ี 1 ผลการทดลองพบวาท่ีความเขมขน 0.125 mg/mL ของสารสังเคราะห
จะมีคา OD เทากับสารมาตรฐาน และจะมีคาสูงข้ึนเม่ือความเขมขนเพ่ิมข้ึนดังรูปท่ี 10 ถาเทียบจากผลการวิเคราะห
ขางตนจะเห็นวาปริมาณฟนอลิกรวม (1.239±0.043 mgGAE/gDW) มีคานอยกวาปริมาณฟลาโวนอยดรวม 
(1.312±0.014 mgCE/gDW) ซ่ึงผลท่ีไดสอดคลองกับโครงสรางทางเคมีของฟลาโวนอลซ่ึงเปนสารกลุมฟลาโวนอยด

รูปท่ี 10 กราฟแสดงปริมาณคาการดูดกลืนแสงของสารสังเคราะหฟลาโวนอลที่แสดงถึงปริมาณสาร 
Flavonoid กับความเขมขน (mg/mL) เปรียบเทียบกับเควอซิทิน (Quercetin)

ตารางที่ 1 ปริมาณฟนอลิกรวม (TPC) และปริมาณฟลาโวนอยดรวม (TFC) ของ 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-
  4H-chromen-4-one

วิเคราะห   คาการดูดกลืนแสง
  1 2 3 เฉลี่ย±S.D.

  0.456 0.540 0.500 0.499±0.034
TPC   ปริมาณรวม (mg/gDW)

 (mgGAE/gDW) 1 2 3 เฉลี่ย±S.D.

  1.185 1.290 1.240 1.239±0.043
    คาการดูดกลืนแสง
  1 2 3 เฉลี่ย±S.D.

 TFC 0.586 0.603 0.608 0.599±0.009
 (mgCE/gDW)   ปริมาณรวม (mg/gDW)
  1 2 3 เฉลี่ย±S.D.

  1.293 1.318 1.325 1.312±0.014

All data were expressed as mean ±S.D. for 3 replications
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สรุปผลการวิจัย

โดยสรุปสารสังเคราะห 3-hydroxy-2-(pyren-1-yl)-4H-chromen-4-one มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ
ที่ความเขมขน 10 mg/mL เทากับ 44.7 เปอรเซ็นต ซึ่งเทียบเทากับการใชวิตามินซีที่ 0.25 mg/mL มีปริมาณ
ฟนอลิกรวมและปริมาณฟลาโวนอยดรวมเทากับ 1.239±0.043 mgGAE/gDW และ 1.312±0.014 mgCE/gDW
มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 355 นาโนเมตร และคาการเปลงแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 
418 นาโนเมตร ซึ่งความยาวคล่ืนในชวงนี้มีบทบาทสําคัญทางดานการแพทย ดังนั้นสารสังเคราะหในกลุมของ
ฟลาโวนอลเปนอีกหน่ึงกลุมท่ียังคงมีความนาสนใจท่ีจะนํามาศึกษาและพัฒนาประยุกตใชดานการแพทยในอนาคต
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