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This study aimed to evaluate the effect of different growth stages on the total phenolic content 
(TPC) and antioxidant activities of Piper betle L.  leaves. Leaf samples were categorized into young, 
mature, and old stages.  The crude 95%  ethanolic extracts were analyzed for TPC (Folin-Ciocalteu) 
and antioxidant activities ( DPPH and ABTS) .  The results showed that young leaves exhibited the 
highest TPC (437.67 ± 8.98 mg GAE/g extract) and the lowest half-maximal inhibitory concentration 
( IC50)  values in both DPPH ( 15. 73 ± 0. 39 mg/ L)  and ABTS ( 13. 42 ± 0. 24 mg/ L)  assays, indicating 
stronger antioxidant potential compared to mature and old leaves. A strong negative correlation was 
observed between TPC and IC50 values, with high coefficients of determination (R² = 1.000 for DPPH 
and R² =  0. 999 for ABTS) , suggesting that higher phenolic content is closely associated with lower 
IC50 values. These findings indicate that young P. betle leaves have the highest potential as a natural 
source of antioxidants. 
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บทคัดย่อ 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินผลของระยะการเจริญเติบโตต่อปริมาณสารฟีนอลิกรวม ( TPC) และฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระของใบพลู (Piper betle L.) โดยจำแนกตัวอย่างเป็นใบอ่อน ใบเพสลาด และใบแก่ สารสกัดหยาบ         
เอทานอล 95% ถูกนำมาวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม (Folin-Ciocalteu) และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH และ 
ABTS) ผลการทดลองพบว่าใบอ่อนมีค่า TPC สูงที่สุด (437.67 ± 8.98 mg GAE/g extract) และมีค่าความเข้มข้นที่
ยับย้ังอนุมูลอิสระได้คร่ึงหน่ึง (IC50) ต่ำที่สุด ทั้งในวิธี DPPH (15.73 ± 0.39 mg/L) และ ABTS (13.42 ± 0.24 mg/L) 
แสดงถึงประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระที่ดีกว่าใบเพสลาดและใบแก่ การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่า TPC 
และค่า IC50 พบความสัมพันธ์เชิงลบที่มีค่าสัมประสิทธิ์การกำหนดสูง (R² = 1.000 สำหรับ DPPH และ R² = 0.999 
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สำหรับ ABTS) บ่งชี้ว่าการเพิ่มขึ้นของปริมาณฟีนอลิกรวมมีความสัมพันธ์กับการลดลงของค่า IC50 อย่างชัดเจน ผล
การศึกษานี้ชี้ว่าใบพลูในระยะอ่อนมีศักยภาพสูงสุดในการใช้เป็นแหล่งสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ 

ค าส าคัญ: ใบพลู, สารประกอบฟีนอลิก, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, ระยะการเจริญเติบโต  

1. บทน า 
พืชในสกุล Piper ซึ่งอยู ่ในวงศ์ Piperaceae เป็นกลุ่มพืชที่ม ีความ
หลากหลายทางชีวภาพสูง โดยมีรายงานการค้นพบมากกว่า 1,000 
ชนิดทั่วโลก และพบมากในภูมิภาคเขตร้อนและกึ่งเขตร้อนของเอเชีย 
อเมริกาใต้ และแอฟริกา [1] พืชในสกุลนี้มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ
และการแพทย์แผนโบราณมาอย่างยาวนาน เนื่องจากมีองค์ประกอบ
ทางเคมีเฉพาะที่ให้สรรพคุณทางยาหลากหลาย ตัวอย่างเช่น Piper 
nigrum (พริกไทย) ที่เป็นเครื่องเทศเศรษฐกิจสำคัญระดับโลก, Piper 
sarmentosum (ชะพลู) ที่นิยมนำมาประกอบอาหารและมีสารต้าน
อนุมูลอิสระสูง, Piper auritum (พลูเม็กซิกัน) ใช้บรรเทาอาการ    
โรคตับ และ Piper betle (พลู) มีการใช้ในตำรับยาและการบริโภค
เพื่อสุขภาพ [2] บทความรีวิวของ Salehi et al. (2019) [2] รายงาน
ว่าพืชในสกุล Piper มีฤทธิ ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย เช่น ต้านการ
อักเสบ สมานแผล ต้านเชื้อจุลชีพ ต้านเชื้อรา และออกฤทธิ์ต่อระบบ
ประสาท ซึ่งปัจจุบันศักยภาพเหล่านี้ได้ถ ูกนำไปต่อยอดในเชิงพาณิชย์
อย่างกว้างขวาง ทั้งในอุตสาหกรรมยา ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร และสาร
สกัดกำจัดศัตรูพืชจากธรรมชาติ 

เมื่อพิจารณาเฉพาะใบพลู (P. betle) มีรายงานวิจัยระบุว่าเป็นหนึ่งใน
พืชสกุล Piper ที่มีความโดดเด่นด้านฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจาก
อุดมด้วยสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์หลากหลายชนิด ซึ่งมีบทบาท
สำคัญในการป้องก ันความเส ียหายของเซลล์จากกระบวนการ
ออกซิเดช ัน ลดความเส ี ่ยงของโรคเร ื ้อร ังท ี ่ เก ี ่ยวข ้องกับภาวะ
ความเครียดออกซิเดชัน เช่น มะเร็ง โรคหัวใจ โรคเบาหวาน และโรค
หลอดเลือดสมอง [3-4] ด้วยคุณสมบัติทางเภสัชวิทยาที่โดดเด่นนี้ 
ปัจจุบันใบพลูจึงไม่ได้จำกัดอยู่เพียงการใช้ในครัวเรือน แต่ได้ก้าวสู ่
อุตสาหกรรมสุขภาพและความงามเชิงพาณิชย์ โดยมีการนำสารสกัดไป
พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์มูลค่าสูงหลากหลายรูปแบบ เช่น ยาสีฟัน
สมุนไพรลดกลิ่นปาก สบู่ยับยั ้งแบคทีเรีย เวชสำอางชะลอวัย และ
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร ซ่ึงกำลังเป็นที่ต้องการของตลาดผู้บริโภคที่ใส่ใจ
สุขภาพ [5] ความต้องการผลิตภัณฑ์เหล่านี้ เป็นผลมาจากความตื่นตัว
เรื่องอันตรายของอนุมูลอิสระ ซึ่งในทางทฤษฎีนั้น อนุมูลอิสระเป็น
โมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนที่โดดเดี่ยว (unpaired electron) อยู่ในวงโคจร
รอบนอก ทำให้โครงสร้างโมเลกุลไม่เสถียร และเกิดปฏิกิริยาทางเคมีง่าย 

เม่ือสะสมในร่างกายมากเกินไปจะสามารถทำลายโครงสร้างชีวโมเลกุล
ที่สำคัญ เช่น โปรตีน ลิพิด และดีเอ็นเอ ส่งผลให้เกิดความผิดปกติของ
เซลล์และเนื้อเยื ่อ และนำไปสู่การเกิดโรคเรื ้อรังหลายชนิด แม้ว่า
ร่างกายจะสามารถสร้างสารต้านอนุมูลอิสระภายใน (endogenous 
antioxidants) เช ่น เอนไซม ์ซ ู เปอร ์ออกไซด ์ด ิสม ิวเทส ( SOD)  
แคทาเลส (CAT) และกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (GSHPx) ได้แต่
ปัจจัยกระตุ้นจากภายนอก เช่น มลภาวะ สิ่งแวดล้อม ความเครียด
เรื้อรัง และอาหารที่มีคุณค่าทางโภชนาการต่ำ อาจทำให้สมดุลของ
ระบบต้านอนุมูลอิสระเสียไป [6] ดังน้ัน การได้รับสารต้านอนุมูลอิสระ
จากภายนอก (exogenous antioxidants) โดยเฉพาะจากพืชสมุนไพร
ที่มีสารฟีนอลิกสูง จึงมีความสำคัญต่อการเสริมสร้างกลไกป้องกันของ
ร่างกาย 

การศึกษาทางเคมีพบว่าใบพลูเป็นแหล่งสำคัญของสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพหลายชนิด โดยเฉพาะสารในกลุ ่มฟีนอลิก เช่น eugenol, 
hydroxychavicol, chavicol และ allyl pyrocatechol ซ ึ ่ งม ีฤทธ ิ ์
ต้านจุลชีพ ต้านการอักเสบ และต้านอนุมูลอิสระที่โดดเด่น [7-9] กลไก
การออกฤทธิ์ของสารฟีนอลิกเหล่านี้เกี่ยวข้องกับความสามารถในการ
บริจาคอะตอมไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอน เพื่อทำให้อนุมูลอิสระมีความ
เสถียร ลดปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดออกซิเดชันในเซลล์ และยัง
สามารถยับยั้งเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการเกิดอนุมูลอิสระและกระตุ้น
การทำงานของเอนไซม์ต้านออกซิเดชันภายในร่างกาย [8] คุณสมบัติ
เหล่านี ้สะท้อนให้เห็นถึงศักยภาพสูงของใบพลูในการพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์เพื่อสุขภาพและยาสมุนไพรที่มีประสิทธิภาพ 

อย่างไรก็ตาม ปริมาณสารฟีนอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในพืช
สมุนไพร รวมถึงใบพลู อาจแปรผันตามปัจจัยหลายประการ เช่น ความ
แตกต่างของสายพันธุ ์ วิธ ีการเพาะปลูก และสภาพแวดล้อมการ
เจริญเติบโต รวมถึงวิธีการสกัดที่ใช้ในการเตรียมสารสกัด [10-11] 
นอกจากนี้ ปัจจัยทางสรีรวิทยาของพืชเอง เช่น การเปลี่ยนแปลงตาม
ระยะการพัฒนาและการเจริญเติบโตของใบ อาจมีผลต่อกระบวนการ
สังเคราะห์และการสะสมของสารฟีนอลิก ซึ ่งสัมพันธ์โดยตรงกับ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด [12] งานวิจัยในพืช
สมุนไพรชนิดอื่นยังชี้ให้เห็นว่าความแตกต่างของอายุใบสามารถทำให้
ปริมาณสารฟีนอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเปลี่ยนแปลงไปอย่างมี
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นัยสำคัญ [13] แต่สำหรับใบพลูยังขาดข้อมูลการวิเคราะห์เชิงปริมาณ
ที่ชัดเจนและเป็นระบบ 

ดังนั ้น จึงมีความจำเป็นในการศึกษาเชิงลึกเพ ื ่อทำความเข้าใจ
ความสัมพันธ์ระหว่างระยะการเจริญเติบโตของใบพลู  กับปริมาณ
สารฟีนอลิกและฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระ ข้อมูลดังกล่าวจะช่วยระบุ
ช่วงเวลาเก็บเกี่ยวที่เหมาะสมซึ่งให้คุณภาพสารออกฤทธิ์สูงสุด และ
เป็นข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนาผลิตภัณฑ์จากใบพลูที่มีคุณภาพและ
ประสิทธิภาพสูงขึ้น  

 

2.วิธีด าเนินการวิจัย 
2.1 เครื่องมือและสารเคม ี

เครื่อง UV-Visible Spectrophotometer (Perkin Elmer Lambda 
365) สารเคมทีี่สำคัญ ได้แก่ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(Sigma-Aldrich,USA), ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline 
-6-sulphonic acid) (SRL, India) , Folin-Ciocalteu (SRL, India) , 
Gallic acid (Sigma-Aldrich, USA), Ascorbic acid (Loba, India) 

2.2 การสกัดและการเตรียมตัวอย่าง 
ใบพลู (P. betle) ในสามระยะช่วงการเจริญเติบโต คือ ใบอ่อน  
(ใบลำดับที่ 1-3 จากยอดและมีสีเขียวอ่อน) ใบเพสลาด (ใบลำดับที่ 4-
5 จากยอดและมีสีเขียวเข้มขึ้น) และใบแก่ (ใบลำดับที่ 6 เป็นต้นไป
จากปลายยอดและมีสีเขียวเข้ม) เก็บจากตำบลทุ่งศรีเมือง อำเภอ
สุวรรณภูมิ จังหวัดร้อยเอ็ด ในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2566 หลังจาก
ล้างทำความสะอาด ใบพลูจะถูกทำให้แห้งในที ่ร่มมีลมโกรก จากนั้น
บดละเอียดและนำตัวอย่างละ 20 กรัม ไปหมักด้วยเอทานอล 95% 
(v/v) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน ของเหลวที่สกัดได้ถูกกรองออก
จากกากและระเหยตัวทำละลายเอทานอลออกด้วยเครื่องระเหยแบบ
สุญญากาศ (Rotary evaporator) ส่วนกากที่เหลือทำการสกัดซ้ำอีก
สองคร้ัง สารสกัดที่ได้แต่ละคร้ังถูกรวมกัน และทำให้แห้งด้วยเคร่ืองทำ
แห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dryer) ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ -50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั ่วโมง จะได้สารสกัดหยาบซึ่งถูกเก็บ
รักษาไว้ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส ในภาชนะปิดสนิทป้องกันแสง
จนกว่าจะใช้ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

2.3 วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

การวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวม (Total phenolic content, 
TPC) ใช้วิธี Folin-Ciocalteu colorimetric assay [14] โดยเตรียม
สารสกัดใบพลู ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นำมาชนิดละ  

1 มิลลิล ิตร เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu (เจือจาง 10 เท่า)  
5 มิลลิลิตร และสารละลาย Sodium carbonate (เข้มข้น 7.5%)  
4 มิลลิลิตร ผสมและเขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 30 นาที จากน้ันนำไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ในการทดลองนี้ใช้
กรดแกลลิค (Gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน (กรดแกลลิคเตรียมที่
ความเข ้มข ้น 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 และ 200 mg/L) 
จากน ั ้นคำนวณหาปร ิมาณฟ ีนอล ิกรวม จากสมการเส ้นตรง 
y=0.0049x-0.0799 (r2=0.9938) และคำนวณให้อยู่ในหน่วยมิลลิกรัม
สมมูลของกรดแกลลิค ต่อน้ำหนักกรัมสารสกัด (mgGAE/g extract) 
การทดลองทั้งหมดทำซ้ำ 3 คร้ัง 

2.4 วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
2.4.1 วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
[15] เตรียมสารสกัดหยาบจากใบพลูและสารมาตรฐาน Ascorbic 
acid ใน 4 ระดับความเข้มข้น (25, 12.5, 6.25 และ 3.125 mg/L) 
เจือจางในเอทานอล นำสารสกัดแต่ละระดับความเข้มข้นมาอย่างละ 
0.2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DPPH (เข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์)  
1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 30 นาทีในที่มืด วัดค่าดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร การทดลองทั้งหมดทำซ้ำ 3 ครั ้ง 
จากนั้นคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (% 
DPPH Radical Scavenging) ได้จากสมการ 1 และคำนวณหาค่า IC50 
ซ่ึงได้จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นกับเปอร์เซ็นต์การ
ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
  
% DPPH Radical scavenging = (ADPPH-Atest)/ADPPH × 100 ……(1) 
 
เม่ือ ADPPH คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่ไม่มีตัวอย่าง 
และ Atest คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH หลังทำ
ปฏิกิริยากับตัวอย่าง  
 
2.4.2 วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 
[15] เตร ียมสารละลายอนุม ูล ABTS โดยใช ้สารละลาย ABTS  
ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร มาทำปฏิกิริยากับ
โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) ความเข้มข้น 2.4 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร บ่มไว้ในที่มืด 12-16 ชั่วโมง ก่อนทำการทดสอบ
เจือจางด้วยเอทานอลให้ได้ค่าการดูดกลืนของสารละลายอนุมูล ABTS 
เท่ากับ 0.700±0.02 ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร สารสกัดหยาบ
จากใบพลและสารมาตรฐาน Ascorbic acid เตรียม 4 ระดับความ
เข้มข้น (25, 12.5, 6.25 และ 3.125 มิลลิกรัมต่อลิตร) นำสารสกัด 
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แต่ละระดับความเข้มข้นปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย
อนุมูล ABTS 0.9 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 6 นาที จากนั้นวัด
ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร การทดลองทั้งหมด
ทำซ้ำ 3 ครั ้ง จากนั้นคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั ้งอนุมูลอิสระ 
ABTS (% ABTS radical scavenging) ด้วยสมการที่ 2 และคำนวณ 
หาค่า IC50 ซึ่งได้จากกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้น
กับเปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระ  
 
% ABTS radical scavenging = (AABTS-Atest)/AABTS × 100 ….(2) 
 
เมื่อ AABTS คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุมูล ABTS ที่ไม่มี
ตัวอย่าง และ Atest คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุมูล ABTS 
หลังทำปฏิกิริยากับตัวอย่าง  
 
2.5 การวิเคราะห์ข้อมูล 
ผลการทดลองนำเสนอในรูปค่าเฉลี ่ย ± ส่วนเบี ่ยงเบนมาตรฐาน 
(Mean ± SD) จากการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง เพื่อแสดงค่าปริมาณฟีนอลิก 
รวม (TPC) และค่าความเข้มข้นที่ยับยั้งอนุมูลอิสระได้ครึ่งหนึ่ง ( IC50) 
ของตัวอย่างแต่ละระยะการเจริญเติบโต การเปรียบเทียบค่าเฉลี ่ย
ระหว่างกลุ่มทำโดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-
way ANOVA) ท ี ่ระด ับน ัยสำค ัญ p < 0.05 ส ่วนการว ิ เคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างค่า TPC และค่า IC50 จากการทดสอบ DPPH 
และ ABTS ใช ้ว ิธ ีการถดถอยเช ิงเส ้น (Linear Regression) และ
รายงานในรูปสมการเส้นตรงและ ค่าสัมประสิทธิ์การกำหนด (R²) 
 

3. ผลการวิจัย 
ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกรวม (TPC) ในสารสกัดใบพลูในแต่
ละระยะการเจริญเติบโตพบว่า มีแนวโน้มลดลงเมื ่ออายุใบเพิ่มขึ้น 
(แสดงในภาพที่ 1) โดยใบอ่อนมีปริมาณ TPC สูงที่สุด (437.67 ± 8.98 
mg GAE/g extract) รองลงมาคือใบเพสลาด (364.45 ± 4.66 mg 
GAE/g extract) และต่ำส ุดในใบแก ่ (308.87 ± 8.13 mg GAE/g 
extract) ผลการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย One-way ANOVA พบว่า  
มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.001) ระหว่างกลุ่ม
ตัวอย่างทั้งสาม แสดงให้เห็นว่าใบอ่อนมีปริมาณสารฟีนอลิกสูงกว่าใบ
ระยะอื่นอย่างมีนัยสำคัญ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 ปริมาณสารฟีนอลิกรวม (TPC) ของสารสกัดใบในระยะต่าง ๆ (อ่อน 
เพสลาด และแก่) แสดงค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) ในหน่วย
มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อน ้าหนักแห้งของสารสกัด (mg GAE/g extract) ผลการ
วิเคราะห์ทางสถิติด้วย One-way ANOVA พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ 
(p < 0.001) 

 

ผลการวิเคราะห์ฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (ภาพที่ 2 (A)) 
พบว่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งของสารสกัดใบพลูเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ
ตามความเข้มข้นของสารสกัด (3.12–25 mg/L) ในทุกกลุ่มตัวอย่าง 
ทั้งนี้ ใบอ่อน แสดงค่า %inhibition สูงกว่ากลุ่มใบเพสลาดและใบแก่
ในทุกระดับความเข้มข้น โดยที ่ Ascorbic acid (สารมาตรฐาน)  
มีประสิทธิภาพสูงสุดหรือใกล้เคียงกับใบอ่อนในทุกช่วงความเข้มข้นที่
ทดสอบ ที่ความเข้มข้น 25 mg/L ใบอ่อนมีค่า %inhibition สูงสุด 
72.49 ± 0.92% ใกล ้ เค ียงก ับ Ascorbic acid (72.45 ± 0.78%)  
ใบเพสลาดและใบแก่มีค่า %inhibition ต่ำกว่า (66.67 ± 1.59% และ 
66.67 ± 3.18% ตามลำดับ) จากภาพที่ 2 (B) พบว่าใบอ่อนมีค่า IC50 
ต่ำที ่สุด (15.73 ± 0.39 mg/L) แสดงถึงความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระที่สูงที ่สุด รองลงมาคือ Ascorbic acid (16.60 ± 0.48 
mg/L), ใบเพสลาด (17.51 ± 0.52 mg/L) และใบแก่ (18.87 ± 1.21 
mg/L) ตามลำดับ การวิเคราะห์ทางสถิติ (one-way ANOVA) ชี้ให้เห็น
ว่าค่าความแตกต่างระหว่างกลุ่มมีนัยสำคัญ (p < 0.05) ยืนยันว่า 
ระยะการเจริญเติบโตของใบมีผลต่อความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระ โดยใบอ่อนมีสารออกฤทธิ์ที่สามารถกำจัดอนุมูลอิสระได้ดีกว่า  
ใบแก่ 

 

 

 

 

young mature old

Mean (TPC) 437.67 364.45 308.87

0

100

200

300

400

500

m
g G

AE
/g

 E
xt

ra
ct

Total phenolic contents



วิสิทธิ์ มนทอง และคณะ / Koch Cha Sarn Journal of Science / Vol.47 No.2 2025 -  44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 2 ความสามารถในการก้าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดใบพลูในระยะ
การเจริญเติบโตต่าง ๆ เทียบกับสารมาตรฐานแอสคอร์บิกแอซิด 
(A) ร้อยละการก้าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (3.12–25 mg/L) 
แสดงผลเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) 
(B) ค่า IC50 (mg/L) ของสารสกัดและสารมาตรฐาน 
 

ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบพลูด้วยวิธี ABTS 
(ภาพ A) พบว่าค่าเปอร์เซ็นต์การกำจัดอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้นตามความ
เข้มข้นของสารสกัดในทุกกลุ่มตัวอย่าง (3.12–25 mg/L) โดย ใบอ่อน 
แสดงเปอร์เซ็นต์การกำจัดอนุมูลอิสระสูงกว่ากลุ่มใบเพสลาดและใบแก่
ทุกระดับความเข้มข้น และใกล้เคียงกับ สารมาตรฐาน Ascorbic acid
ที่ความเข้มข้น 25 mg/L ใบอ่อนมีค่า %inhibition สูงสุด 83.68 ± 
2.13% รองลงมาคือ Ascorbic acid (79.53 ± 0.08%) ขณะที ่ใบ
เพสลาดและใบแก ่ม ีค ่า 61.31 ± 2.14% และ 53.85 ± 1.40% 
ตามลำดับจากกราฟ B ใบอ่อนมีค่า IC50 ต่ำที ่สุด (13.42 ± 0.24 
mg/L) แสดงถึงความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระสูงสุด รองลงมา
ค ือ Ascorbic acid (14.17 ± 0.38 mg/L), ใบเพสลาด (18.92 ± 
0.94 mg/L) และใบแก่ (23.39 ± 0.73 mg/L) ตามลำดับการวิเคราะห์

ทางสถิติ (one-way ANOVA) แสดงให้เห็นว่าค่าความแตกต่างระหว่าง
กลุ่มมีนัยสำคัญ (p < 0.05) ยืนยันว่า ระยะการเจริญเติบโตของใบพลู
มีผลชัดเจนต่อความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 
โดยใบอ่อนมีฤทธิ์สูงที่สุด และใบแก่มีฤทธิ์ต่ำที่สุด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 3 ความสามารถในการก้าจัดอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสกัดใบพลูในระยะ
การเจริญเติบโตต่าง ๆ เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานแอสคอร์บิกแอซิด 
(A) ร้อยละการก้าจัดอนุมูลอิสระ ABTS ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (3.12–25 mg/L) 
แสดงผลเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) 
(B) ค่า IC50 (mg/L) ของสารสกัดและสารมาตรฐาน 
 
ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณฟีนอลิกรวมและฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระพบว่าปริมาณฟีนอลิกรวม (TPC) ของสารสกัดใบพลูมี
ความสัมพันธ์เชิงลบกับค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้
ครึ่งหนึ่ง (IC50) จากการทดสอบด้วยวิธี DPPH และ ABTS (ภาพที่ 4) 
โดยสมการถดถอยเชิงเส้นของการทดสอบ DPPH มีค่า  y = -0.0244x 
+ 26.397 (R2 = 1.0) ส่วนการทดสอบ ABTS มีค่า y = -0.0773x + 
47.199 (R2 = 0.9996) ผลดังกล่าวแสดงแนวโน้มค่า IC50 ลดลง 
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เมื่อปริมาณฟีนอลิกเพิ่มขึ้น โดยสารสกัดจากใบอ่อนมีค่า TPC สูงสุดให้
ค่า IC50 ต่ำที่สุดเม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดจากใบเพสลาดและใบแก่ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณฟีนอลิกรวม (TPC) และฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดใบพลูในระยะการเจริญเติบโตต่าง ๆ (ใบอ่อน ใบเพสลาด และ
ใบแก่) จุดข้อมูลแทนระยะการเจริญเติบโตต่าง ๆ แสดงผลเป็นค่าเฉลี่ย (n = 3) 
(A) การวิเคราะห์ถดถอยเชิงเส้นระหว่าง TPC และค่า IC50 จากการทดสอบ DPPH 
(B) การวิเคราะห์ถดถอยเชิงเส้นระหว่าง TPC และค่า IC50 จากการทดสอบ ABTS 
 

4. อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 
จากผลการศึกษาพบว่า ระยะการเจริญเติบโตของใบพลู (P. betle)  
มีผลต่อปริมาณสารฟีนอลิกรวม (TPC) และความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระ โดยใบอ่อนมีค่า TPC สูงที ่ส ุด (437.67 ± 8.98 mg 
GAE/g extract) และแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด โดยมีค่า IC50 
จากการทดสอบ DPPH และ ABTS เท่ากับ 15.73 ± 0.39 และ 13.42 
± 0.24 mg/L ตามลำดับ เมื ่อเปรียบเทียบกับใบเพสลาดและใบแก่ 
พบว่าสารสกัดจากใบอ่อนใช้ความเข้มข้นต่ำกว่าสำหรับการยับยั้ง
อนุมูลอิสระ 50% 

เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน ascorbic acid (IC50 จาก DPPH = 16.60 
± 0.48 mg/L, ABTS = 14.17 ± 0.38 mg/L) พบว่าสารสกัดจากใบ
อ่อนมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน โดยเฉพาะผล
การทดสอบ ABTS ที ่ค่า IC50 ของสารสกัดใบอ่อนต่ำกว่าเล็กน้อย 
แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของใบพลูในระยะอ่อนที่จะใช้เป็นแหล่งสาร
ต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติทดแทนสารสังเคราะห์ได้ 

ผลการว ิ เคราะห ์ความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างค ่า  TPC และค ่า  IC50  
พบความสัมพันธ์เชิงลบอย่างชัดเจน โดยจากสมการถดถอยเชิงเส้น  
ค ่า  IC50 ลดลงตามการเพ ิ ่ มข ึ ้ นของปร ิมาณฟ ีนอล ิก  (DPPH:   
y =-0.0244x + 26.397, R2 = 1.0; ABTS: y = -0.0773x + 47.199, 
R2 = 0.9996) แสดงให้เห็นว่าการมีปริมาณฟีนอลิกสูงในสารสกัดช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพในการกำจัดอนุมูลอิสระ ซึ่งสอดคล้องกับกลไกของ
สารฟีนอลิกที่สามารถบริจาคอะตอมหรืออิเล็กตรอนจากหมู่ไฮดรอกซิล 
(-OH) เพื่อลดปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดออกซิเดชันและจำกัดความ
เสียหายต่อเซลล์ [6] ผลลัพธ์นี้ยังสอดคล้องกับแนวคิดที่ว่าสารต้าน
อนุมูลอิสระจากแหล่งธรรมชาติมีบทบาทสำคัญต่อการปกป้อง
โครงสร้างชีวโมเลกุล เช่น ลิพิดและโปรตีน ช่วยลดความเสี่ยงของโรค
เรื้อรังที่เกี่ยวข้องกับภาวะเครียดออกซิเดชัน [16]  

แม้ว่าผลการทดลองนี ้จะได้เพียงค่าปริมาณฟีนอลิกรวม โดยยัง 
ไม่สามารถจำแนกชนิดของสารที่แน่ชัด แต่ก็สะท้อนให้เห็นว่าใบพลู  
มีศักยภาพด้านฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่น่าสนใจ รายงานการศึกษาก่อน
หน้านี้พบว่าสามารถแยกสารฟีนอลิกที่มีโครงสร้างทราบแล้ว ได้แก่ 
eugenol, hydroxychavicol, chavibetol แ ละ  methyl eugenol 
ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นตัวดักจับอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูง [8,11] 
นอกจากนี ้ หลักฐานจากการศึกษาท ี ่ผ ่านมาได้แสดงให้เห็นว ่า 
eugenol และ hydroxychavicol ม ีความสามารถในการบร ิจาค
อิเล็กตรอนเพื่อลดการเกิด reactive oxygen species (ROS) และ
ยับย้ังปฏิกิริยา lipid peroxidation ซ่ึงเป็นกลไกสำคัญที่นำไปสู่ความ
เสียหายต่อเซลล์และการเสื่อมสภาพของเย่ือหุ้มเซลล์ [13,10] 

ข้อมูลที่ได้ยังชี้ให้เห็นว่าใบอ่อนมีศักยภาพสูงกว่าระยะการเจริญเติบโต
อื่นๆ ซึ่งอาจเนื่องมาจากกลไกการป้องกันทางธรรมชาติที่กระตุ้นการ
สังเคราะห์สารฟีนอลิกในช่วงที ่เนื้อเยื่อยังอ่อนไหวต่อปัจจัยแวดล้อม 
งานวิจัยหลายฉบับยืนยันว่าพืชสามารถเพิ่มการผลิตสารฟีนอลิกเพื ่อ
ตอบสนองต่อสภาวะเครียด เช่น แสง UV ความร้อน ความเค็ม และ
การค ุกคามจากจ ุลช ีพ [17-18] สอดคล ้องก ับการศ ึกษาของ 
Karageorgou และ Manetas (2006) [19] ที่รายงานว่าใบอ่อนของ 
Quercus coccifera ม ีการสะสมแอนโทไซยาน ิน ในระด ั บส ู ง 
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เพื่อป้องกันความเสียหายจากสิ่งแวดล้อม และยังสอดคล้องกับข้อมูล
จากพืชสมุนไพรอื ่นๆ เช่น ใบชา (Camellia sinensis), ใบมะรุม 
(Moringa oleifera) และใบหม่อน (Morus alba) ท ี ่ รายงานว ่า 
ใบอ่อนมีปริมาณฟีนอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าในใบแก่  
[20–22] ข้อมูลเหล่านี้สนับสนุนข้อสันนิษฐานว่าการสังเคราะห์สาร
ออกฤทธิ ์ทางชีวภาพในระยะใบอ่อนเป็นกลไกการป้องกันตาม
ธรรมชาติที่พบได้ทั่วไปในพืชเพื่อรับมือกับสิ่งกระตุ้นจากสิ่งแวดล้อม 

ดังนั ้น ผลการศึกษานี ้ชี ้ช ัดว่า ระยะการเจริญเติบโตมีผลโดยตรง 
ต่อคุณสมบัติทางชีวภาพของใบพลู โดยเฉพาะใบอ่อนซึ่งเป็นแหล่ง
สำคัญของสารต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติที ่มีศักยภาพสูง  และ
เหมาะสมต่อการนำไปใช้ประโยชน์ในเชิงอุตสาหกรรมเพื่อสุขภาพ 
อย่างไรก็ตาม ในแง่การจัดการวัตถุดิบเพื่อความยั่งยืน (Sustainability) 
การเก็บเกี ่ยวเฉพาะใบอ่อนในปริมาณมากอาจส่งผลกระทบต่อ
สรีรวิทยาและการเจริญเติบโตของทรงพุ่มพืชในระยะยาว จึงควรมี
การศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการจัดการแปลงปลูกและกำหนดรอบการ
เก็บเกี ่ยวที่เหมาะสม เพื่อรักษาสมดุลระหว่างปริมาณผลผลิตและ
คุณภาพสารออกฤทธิ์ อีกทั้งงานวิจัยนี้ยังมีข้อจำกัดด้านจำนวนแหล่ง
เก็บตัวอย่างและการควบคุมปัจจัยสิ่งแวดล้อม จึงควรมีการศึกษาต่อ
ยอดเพื่อเพิ่มความหลากหลายของตัวอย่าง รวมถึงการศึกษาอิทธิพล
ของความแปรปรวนตามฤดูกาล (Seasonal variation) ซึ่งอาจส่งผล
ต่อการสะสมสารทุติยภูมิ และขยายขอบเขตการประเมินฤทธิ์ทาง
ชีวภาพอื่นๆ เช่น ต้านการอักเสบ ต้านจุลชีพ และต้านเซลล์มะเร็ง  
เพื่อสร้างองค์ความรู้ที่ครอบคลุมและสนับสนุนการพัฒนาผลิตภัณฑ์
จากใบพลูได้อย่างมีประสิทธิภาพย่ิงขึ้น 
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