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บทคัดย่อ 

การศึกษาผลของการใช้คลื่นอัลตร้าโซนิคร่วมกับตัวท าละลายเอทานอลในการสกัดแยกสารในกลุ่มฟีนอลิกจากใบ
หญ้าพังโหม ได้ศึกษา 3 ปัจจัยหลักท่ีมีผลต่อการสกัด ได้แก่ ความเข้มข้นของตัวท าละลายเอทานอล อุณหภูมิ และระยะเวลา
ในการสกัด จากผลการศึกษาพบว่า สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารประกอบฟีนอลิกจากใบหญ้าพังโหมโดยใช้คลื่นอัลตร้า
โซนิคร่วมในการสกัด คือ การสกัดโดยใช้ตัวท าละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 โดยปริมาตร ที่อุณหภูมิ 50  องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ที่สภาวะนี้ให้เปอร์เซ็นต์ผลผลิตของสารสกัดร้อยละ 19.87 ของน้ าหนักแห้ง ปริมาณฟีนอลิก
ทั้งหมดที่สกัดได้เท่ากับ 129.89 ไมโครกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมของน้ าหนักตัวอย่างแห้ง เมื่อทดสอบฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบที่ได้จากสภาวะการสกัดที่เหมาะสมนี้  พบว่ามีประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระค่อนข้างสูง โดยมีความเข้มข้นที่ก าจัดอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) จากวิธี DPPH เท่ากับ 2.16 มิลลิกรัมต่อมิลลลิติร 
และจากวิธี ABTS เท่ากับ 2.14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เทียบกับน้ าหนักสารสกัดหยาบ  
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Abstract 
       Effect of ultrasonic-assisted extraction of phenolic compounds from Paederia pilifera Hook. f. leaves 
was investigated. In the extraction process, 3 main parameters: ethanol concentration, extraction 
temperature and extraction time were used to determine the optimal extraction condition of phenolic 
compounds from the sample. It was found that the extraction of sample with 70% (v/v) ethanol at 50 ºC 
for 60 minutes gave the highest total phenolic content (129.89 µg GAE/g). The antioxidant activities of 
crude extract from the optimal extraction condition was further investigated by 2 radical scavenging assays 
namely, the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic 
acid) (ABTS). The results revealed that the crude extract exhibited relatively high antioxidant activities with 
IC50 values of 2.16 mg/ml by DPPH, and 2.14 mg/ml by ABTS methods, respectively. 

Keywords:  Free radical scavenging activity, Paederia pilifera Hook. f., Total phenolic content and 
Ultrasonic extraction           
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 สารต้านอนุมูลอิสระ  (antioxidant) ได้รับความ
สนใจ และมีบทบาทส าคัญมากขึ้นในปัจจุบัน เนื่องจากมี
คุณสมบัติในการช่วยปกป้องเซลล์ที่ถูกท าลายหรือได้รับ
ความเสียหายจากอนุมูลอิสระ (free radical) ซึ่งอนุมูล
อิสระนี้เป็นปัจจัยเสี่ยงน าไปสู่การเกิดโรคร้ายแรงที่เป็น
สาเหตุส าคัญของการเสียชีวิตในมนุษย์ เช่น โรคมะเร็ง 
เนื้องอก ความดันโลหิตสูง โรคหลอดเลือดในสมอง และ
โรคหัวใจ (Manok and Limcharoen, 2015) สารต้าน
อนุมูลอิสระมีที่มาจาก 2 แหล่ง ได้แก่ จากการสังเคราะห์ 
(synthetic antioxidant) และจากธรรมชาติ  (natural 
antioxidant) ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์เกิดจาก
การกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีได้เป็นสารประกอบ  
ฟี น อ ลิ ก  ไ ด้ แ ก่  Propyl gallate (PG), Butylated 
hydroxyanisole (BHA), Butylated hydroxytoluene 
(BHT) และ Tertiary butylhydroquinone (TBHQ) สาร
กลุ่ มนี้ ถูกน ามาใ ช้ โดยทั่ ว ไปในอุตสาหกรรมต่างๆ 
เนื่องจากมีสภาพคงตัว และมีประสิทธิภาพที่ดีกว่าสาร
ต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ โดยทั่วไป แต่สารต้าน
อนุมูลอิสระสังเคราะห์ยังมีข้อจ ากัดในด้านความปลอดภัย
ในการใช้ระยะยาวของผู้บริโภค (Phansawan,  2013) 
ปัจจุบันสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติจึงได้รับความ
สนใจ และมีการศึกษาวิจัยเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ โดยเฉพาะ
กลุ่มพืชสมุนไพร เพื่อน ามาพัฒนาใช้เป็นสารต้านอนุมูล
อิสระทางเลือก ทดแทนการใช้สารสังเคราะห์ (Arruda et 
al., 2017)  
 สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compounds) 
เป็นกลุ่มของสารต้านอนุมูลอิสระหลักที่พบในผลิตภัณฑ์
ธรรมชาติ  สารประกอบกลุ่มนี้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดี 
ในปัจจุบันจึงมีการน าสารประกอบกลุ่มนี้มาประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องส าอางอย่างแพร่หลาย 
(Murray et al., 2008) กระบวนการสกัดสารประกอบ  
ฟีนอลิกพื้นฐานที่ใช้กันโดยทั่วไป คือ การสกัดด้วยตัวท า
ละลาย (solvent extraction) ร่วมกับการใช้ความร้อน 

แ ล ะ ไ ม่ ใ ช้ ค ว า ม ร้ อ น  (Chotimarkon et al., 2008; 
Solomon et al., 2014) ในปัจจุบันมีการน าคลื่นอัลตร้า
ซาวนม์าประยุกต์ใช้ร่วมกับการใช้ตัวท าละลายในการสกัด
ตัวอย่าง (Wongwanich and Banjong, 2016) ซึ่งวิธีการ
นี้ช่วยลดระยะเวลา และใช้อุณหภูมิต่ าในการสกัด เหมาะ
ส าหรับการสกัดสาร ในกลุ่ มที่ ไม่ทนต่อความร้อน 
(Rodrigues and Pinto, 2007) 

หญ้าพังโหม มี ช่ือวิทยาศาสตร์คือ  Paederia  
pilifera Hook. f. อยู่ ใ นวงศ์  RUBIACEAE มี ช่ื อ เ รี ยก
แตกต่างกันไปตามแต่ละท้องถิ่น เช่น หญ้าตดหมา จ๊าบ่า
หลอด  ตดหมูตดหมา เถาออน (เ ชียงใหม่ )  พออุที  
(กะเหรี่ยง-กาญจนบุรี) เป็นวัชพืชที่พบได้ตามสวน และ
พื้นที่ท่ัวไปของประเทศไทย ลักษณะเป็นไม้เถาเลื้อย มีขน
ละเอียดสีขาวปกคลุมกิ่งก้าน และล าต้น ใบเดี่ยว เรียง
ตรงข้ามเป็นคู่ๆ รูปไข่ค่อนข้างยาว ปลายใบแหลม หลังใบ
มีขนห่างๆ ท้องใบเกลี้ยง  (Chuakul et al., 1996)  มี
สรรพคุณตามต าราพื้นบ้านคือ ใช้เป็นสมุนไพรแก้ท้องอืด
เฟ้อ ขับลม ขับปัสสาวะ พอกแก้ปวดศีรษะ รักษาแผล
ล าไส้อักเสบ ไขข้ออักเสบ  มีรายงานวิจัยพบว่าสารสกัด
จากรากของหญ้าพังโหมมีปริมาณสารประกอบ ฟีนอลิก 
และกรดแอสคอบิกสูง รวมทั้งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง 
นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดนี้สามารถท าให้แผลใน
กระเพาะอาหารของหนูทดลองลดลงอย่างมีนัยส าคัญ 
(Saenphet et al., 2014) จากการสืบค้นข้อมูลพบว่า
รายงานวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของใบหญ้า    
พังโหมมีจ านวนน้อยมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจ
ในการศึกษากระบวนการสกัดสารประกอบฟีนอลิกจาก
ใบหญ้าพังโหม โดยใช้ตัวท าละลายเอทานอลร่วมกับการ
ใช้คลื่นอัลตร้าโซนิค และตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ของส า รสกั ดหย าบที่ ไ ด้ ด้ ว ย วิ ธี  1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) แ ล ะ วิ ธี  2,2'-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS)  
และเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ 
กับ BHT ซึ่งเป็นสารเคมีสังเคราะห์ที่ใช้เป็นสารต้านการ
เกิดออกซิเดช่ันในอุตสาหกรรมอาหาร และเครื่องส าอาง
โดยทั่วไป 

บทน า 
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1. การรวบรวมและเตรียมตัวอย่างหญ้าพังโหม 
 รวบรวมตัวอย่างหญ้าพังโหม จากอ าเภอจอมบึง 
จังหวัดราชบุรี ในช่วงเดือนกุมภาพันธ์ 2560 ส่งภาพพืช
ตัวอย่างไปท าการตรวจสอบที่ส านักงานหอพรรณไม้ กรม
อุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และพันธุ์พืช ซึ่งได้รับการระบุว่า
พืชตัวอย่างคือ หญ้าพังโหม (Paederia pilifera Hook. f.) 

น าพืชตัวอย่างที่รวบรวมได้มาล้างให้สะอาด ตัดเอา
ส่วนใบให้มีขนาดเล็ก  จากนั้นน ามาอบในตู้อบลมร้อนที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนตัวอย่างมีน้ าหนักคงที่  
(ความช้ืนน้อยกว่า 10%) แล้วจึงน ามาบดด้วยเครื่อง
บดละเอียดส าหรับใช้ในการสกัดต่อไป 
 
2. การหาสภาวะที่ เหมาะสมในการสกัดสารกลุ่ม          
ฟีนอลิกจากตัวอย่าง 

การศึกษาเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสาร
กลุ่มฟีนอลิกจากตัวอย่าง โดยออกแบบการทดลองแบบ
สุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD) 
ศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการทดลอง ได้แก่ ความเข้มข้น
ของตัวท าละลายเอทานอล อุณหภูมิ และระยะเวลาการ
สกัด ก าหนดจ านวนการทดลอง 3 ซ้ าของการทดลอง 
การทดลองประกอบไปด้วย 2 ข้ันตอน คือ 

2.1 การหาความเข้มข้นของตัวท าละลาย 
เอทานอลที่เหมาะสมในการสกัดตัวอย่าง 

 ท าการสกัดตัวอย่างที่เตรียมได้จากข้อ 1 โดย
การแช่ตัวอย่างในตัวท าละลายเอทานอลที่ 3 ระดับความ
เข้มข้น คือ 50% 70% และ 95% โดยปริมาตร  ใช้
อัตราส่วนของตัวอย่างต่อตัวท าละลายเท่ากับ 1:100 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) สกัดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
เครื่องควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ท าการกรอง
แยกกากออก น าไประเหยด้วยเครื่องระเหยแห้งระบบ
สุญญากาศแบบหมุน จากนั้นหาปริมาณผลผลิตสารสกัด 
และตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
(total phenolic content) ในสารสกัดที่ ได้ โดยใช้วิธี  

Folin-ciocalteu reagent (Singleton and Rossi, 
1965) โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 
นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิ เตอร์  และ
ค านวณหาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดจากกราฟมาตรฐาน
ของสารละลายกรดแกลลิ ก  (Gallic acid, Sigma-
Aldrich) เพื่ อหาความเข้มข้นของตั วท าละลายที่ มี
ประสิทธิภาพมากที่สุดในการสกัดตัวอย่าง      

2.2 การหาอุณหภูมิ และระยะเวลาที่เหมาะสมใน
การสกัดตัวอย่างโดยใช้คลื่นอัลตร้าโซนิค 

 ท าการสกัดตั วอย่างด้วยตัวท าละลายที่
เหมาะสมที่ได้จากข้อ 2.1 คือ สารละลายเอทานอลความ
เข้มข้น   ร้อยละ 70 โดยปริมาตร โดยใช้อัตราส่วน
ตัวอย่างต่อตัวท าละลายเท่ากับ 1:100 (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
โ ด ย ท า ก า รสกั ด ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  sonicator (Bandelin 
sonorex digitec, รุ่ น  DT 510H, 35 kHz, 16 W) ที่
อุณหภูมิ 30 และ 50 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 60 
และ 120 นาที จากนั้นท าการหาปริมาณผลผลิตสารสกัด 
และตรวจวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดที่สกัดได้จาก
สภาวะต่างๆ ตามวิธีการเดียวกับข้อ 2.1 เพื่อหาอุณหภูมิ 
และระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัดตัวอย่าง  
 
3. การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดที่ได้ในการ
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  
 ทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดหยาบที่ได้จากสภาวะการสกัดที่เหมาะสม
จากข้อ 2  โดยวิธี DPPH (Siramon and Ohtani, 2007) 
แ ล ะ  ABTS (Re et al., 1999) แ ล ะ เ ป รี ย บ เ ที ย บ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระกับสารมาตรฐาน 
BHT 
 
4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis 
of variance; ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ของค่า เฉลี่ยผลการทดลองด้วยวิธี  Duncan’s new 
multiple range test (DMRT) ที่ระดับความเช่ือมั่นร้อย
ละ 95 โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป 

วิธีด าเนินการวิจัย 
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1. ความเข้มข้นของตัวท าละลายเอทานอลที่เหมาะสม
ในการสกัดสารประกอบฟีนอลิกจากตัวอย่าง 

การศึกษาเพื่อหาความเข้มข้นของตัวท าละลาย   
เอทานอลที่เหมาะสมในการสกัดตัวอย่างหญ้าพังโหม 
(Fig. 1) พบว่าสารละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 
70 โดยปริมาตร เป็นความเข้มข้นที่มีประสิทธิภาพในการ
สกัดมากที่สุด ซึ่งให้ปริมาณผลผลิตการสกัดร้อยละ 20.69 
ของน้ าหนักแห้ง และปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดที่สกัดได้สูง
ที่สุดเท่ากับ 29.66 ไมโครกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อ
กรัมของน้ าหนักตัวอย่างแห้ง ดังแสดงผลใน Table 1 

 
 

  
Fig. 1 Leaves of P. pilifera 

 

Table 1 Extraction yield and total phenolic 
contents of P. pilifera leaves from 
different solvent concentration 

 

Ethanol 
concentration 
 

% Yield *, ** 
Total phenolic 
contents 
(µg GAE /g) *, ** 

50% (v/v)  21.10±0.13a  26.99±0.75b 
70% (v/v)  20.69±0.11a  29.66±0.41a 
95% (v/v)  12.24±0.06b  15.57±1.13c 

* Data were based on dry weight basis.  
**Value are mean ±SD (n=3). Different superscripts 

in the same column indicate the significant 
differences (p<0.05). 

 
2. อุณหภูมิ และระยะเวลาที่ เหมาะสมในการสกัด
สารประกอบฟีนอลิกจากตัวอย่าง 

การศึกษาเพื่อหาอุณหภูมิ และระยะเวลาที่เหมาะสม
ในการสกัดตั วอย่ างโดยใช้ตั วท าละลายเอทานอล 
ความเข้มข้นร้อยละ 70 โดยปริมาตร (ตัวท าละลาย  
ที่เหมาะสม) พบว่าการสกัดตัวอย่างที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส ระยะเวลา 60 นาที เป็นสภาวะการสกัดที่ให้ค่า
ปริมาณฟีนอลิกสูงที่สุด เท่ากับ 129.89 ไมโครกรัมสมมูล
ของกรดแกลลิกต่อกรัมของน้ าหนักตัวอย่างแห้ง และให้ค่า
ผลผลิตสารสกัดร้อยละ 19.87 ของน้ าหนัก ดังแสดงผลใน 
Table 2 
 

  

ผลการวิจัย 
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Table 2 Extraction yield and total phenolic 
contents of P. pilifera leaves from each 
extraction condition 

 

Temp. 
(0C) 

Time 
(min) 

Yield (%)*, ** 
Total phenolic 

contents 
(µg GAE/g) *, ** 

30 30 21.39±0.36a 120.59±1.18d 
 60 20.99±0.40ab 124.17±1.50bc 
 120 20.44±0.31bc 122.02±1.02cd 

50 30 19.09±0.41d 125.36±1.13b 
 60 19.87±0.36c 129.89±1.42a 

 120 20.03±0.35c 121.31±1.47d 
* Data were based on dry weight basis.  
**Value are mean ±SD (n=3). Different superscripts 

in the same column indicate the significant 
differences (p<0.05). 
 

3. ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างสารสกัดหยาบ  
แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ

ตัวอย่างสารสกัดหยาบที่ได้จากสภาวะที่เหมาะสม โดยวิธี 
DPPH และ ABTS ใน Table 3   
 
Table 3 Antioxidant activity (IC50, mg/ml) by DPPH 

and ABTS assays of crude sample from 
optimal extraction condition 

 

Sample 
IC50 

by DPPH* 
IC50 

by ABTS* 
Crude P. pilifera leaves 
BHT 

     2.16 
     0.18 

     2.14 
     0.22 

  *Data were based on crude sample weight.   
 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระทั้ง 2 วิธี 
พบว่าตัวอย่างสารสกัดหยาบมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ
ค่อนข้างสูง (IC50 วิธี DPPH = 2.16 mg/ml และ IC50 วิธี 
ABTS = 2.14 mg/ml ) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพใน
การต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างสารสกัดกับสารมาตรฐาน 
BHT พบว่าตัวอย่างสารสกัดหยาบมีประสิทธิภาพในการ
ต้านอนุมูลอิสระต่ ากว่า BHT ทั้ง 2 วิธี 

 

 
 

สภาวะที่ เหมาะสมในการสกัดสารประกอบ 
ฟีนอลิกจากใบหญ้าพังโหมโดยใช้ตัวท าละลายร่วมกับ
คลื่นอัลตร้าโซนิค คือ การสกัดตัวอย่างด้วยตัวท าละลาย
เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 โดยปริมาตร ใช้
อั ตราส่ วนตั วอย่ า งต่อตั วท าละลาย เท่ ากับ  1:100 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) โดยท าการสกัดด้วยเครื่อง sonicator 
ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ท่ีสภาวะ
นี้ให้ค่าผลผลิตสารสกัดร้อยละ 19.87 ของน้ าหนักแห้ง 
และค่าปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดที่สกัดได้สูงที่สุดเท่ากับ 
129.89 ไมโครกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมของ
น้ าหนักตัวอย่างแห้ง การศึกษาฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดหยาบที่ ได้จากสภาวะการสกัดที่
เหมาะสม ได้เลือกท าการทดสอบเปรียบเทียบ 2 วิธีการ 
คือ DPPH และ ABTS ซึ่งวิธีการทั้งสองเป็นที่นิยมใช้ใน
การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดพืชโดยทั่วไป
เนื่ อ งจาก ง่ าย  สะดวก และรวด เร็ ว  โดยการวัด
ความสามารถของสารทดสอบในการก าจัดอนุมูลอิสระ
โดยวิธีให้ไฮโดรเจนอะตอมกับอนุมูล DPPH· และ ABTS·+ 
จากผลการศึกษาพบว่าสารสกัดตัวอย่างมีฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระค่อนข้างสูง (ต่ ากว่า BHT) ซึ่งสารประกอบ    
ฟีนอลิกที่สกัดได้จากใบหญ้าพังโหมนี้ สามารถใช้เป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระทางเลือกจากธรรมชาติทดแทนสารเคมี
สังเคราะห์ที่มีการใช้อยู่ในปัจจุบันได้ 

 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
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ขอขอบคุณส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 
และโครงการอนุรักษ์พันธุ์พืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริฯ 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี (อพสธ. มจธ.) 
ที่สนับสนุนทุนในการวิจัย และขอขอบคุณส านักงานหอ
พรรณไม้ กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และพันธุ์พืช ที่ให้
ความอนุเคราะห์ตรวจสอบ และระบุชนิดของพืชตัวอย่าง 
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