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บทคัดยอ 
การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียจากสารสกัด

หญ้ารีแพร์ (Centotheca lappacea) ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

ด้วยวิธี Folin-Ciocalteau และทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี Disc diffusion method หาค่าความเข้มข้นต่ำสุดใน

การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดในการฆ่าเชื้อแบคทีเรีย 

Minimum Bactericidal Concentration (MBC) พบว่า สารสกัดหญ้ารีแพร์มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 

(IC50) 21.182 µg/ml และมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมเท่ากับ 16.61 mg GAE/g extract สามารถยับยั้งการเจริญของ

เช ื ้อแบคท ีเร ีย Streptococcus pyogenes ได ้  โดยม ีโซนการย ับย ั ้ ง  MIC และ MBC ได ้ เท ่าก ับ 19.33±1.15 mm,  

125 µg/ml และ 125 µg/ml ตามลำดับ แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียชนิด  E. coli, S. aureus,  

K. pneumoniae และ P. aeruginosa ได้ สรุปผลการศึกษาของสารสกัดหญ้ารีแพร์มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์

ต้านเชื้อแบคทีเรีย S. pyogenes ซึ่งสามารถใช้เป็นทางเลือกในการรักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรียดังกล่าวได้ในอนาคตได้ 
 

คําสําคัญ: ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  ฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรีย  สารสกัดหญ้ารีแพร์  
 

Abstract 
This research aimed to investigate the antioxidant properties, total phenolic content, and antibacterial 

activity of Centotheca lappacea extract. The antioxidant activity was evaluated using the DPPH assay,  

total phenolic content was analyzed by the Folin-Ciocalteu method, and the antibacterial activity was tested 

using the disc diffusion method. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal 

concentration (MBC) were determined to assess the extract's efficacy against bacteria. The results showed 

that C. lappacea extract exhibited significant antioxidant activity with an IC50 value of 21.182 µg/ml  

and a total phenolic content of 16.61 mg GAE/g extract. It effectively inhibited the growth of  

Streptococcus pyogenes with an inhibition zone, MIC, and MBC of 19.33±1.15 mm, 125 µg/ml, and 125 µg/ml, 

respectively. However, it did not inhibit the growth of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa. These findings demonstrate that C. lappacea extract  
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possesses antioxidant properties and exhibits antibacterial activity against S. pyogenes, suggesting its potential 

as a natural therapeutic agent. 
 

Keywords:  Antioxidant activity, Antibacterial activity, Centotheca lappacea extract 
 

1. บทนํา 
โรคติดเชื้อส่วนใหญ่มักเกิดจากเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่าง ๆ มาจากเชื้อแบคทีเรีย เช่น โรค

ทางผิวหนัง ได้แก่ ผื่นพุพอง ผิวหนังอักเสบ รูขุมขนอักเสบ และฝี เป็นต้น โรคทางระบบทางเดินหายใจ ได้แก่ ปอดอักเสบ คอหอย

อักเสบ และกล่องเสียงอักเสบ เป็นต้น โรคระบบทางเดินอาหาร ได้แก่ อาหารเป็นพิษ ท้องร่วง และอหิวาตกโรค เป็นต้น และโรค

ติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ ได้แก่ กรวยไตอักเสบเฉียบพลัน ท่อปัสสาวะอักเสบ และกระเพาะปัสสาวะอักเสบ เป็นต้น ซึ่งการ

ติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ เป็นการติดเชื ้อที่พบบ่อยและมีอุบัติการณ์สูงเป็นอันดับต้นของการติดเชื ้อในโรงพยาบาล 

(Danchaivijitr et al., 2007) โดยพบว่าเชื้อแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะได้บ่อยคือ Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis แ ล ะ  Pseudomonas aeruginosa 

(Foxman, 2010; McLellan & Hunstad, 2016) ซึ่งในปัจจุบันโรคติดเชื้อดังกล่าวก็สามารถรักษาได้ด้วยยาปฏิชีวนะ แต่ยาบาง

ชนิดก็มีผลข้างเคียงต่อร่างกายรวมทั้งมีอัตราการดื้อยาที่สูง (Boonyasiri et al., 2014) ในปัจจุบันมีพืชผักสมุนไพรมีหลากหลาย

ชนิด ที่สามารถนำมารับประทานเป็นอาหาร พืชสมุนไพรจึงเป็นทางเลือกสำคัญแหล่งหนึ่งของสารพฤกษเคม ีซึ่งถูกใช้มาตั้งแต่สมัย

อดีตเพื่อรักษาโรคต่าง ๆ และใช้บำรุงร่างกาย ซึ่งมีแนวโน้มการใช้สมุนไพรเพิ่มมากขึ้นทุกปี (Musa et al., 2023) ดังนั้น จึงมีการ

นำสมุนไพรมาศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ เพื่อนำมาใช้ในการพัฒนาเป็นยารักษาโรคสำหรับเป็นทางเลือกในการดูแล

สุขภาพ 
ปัจจุบันสมุนไพรได้รับความนิยมในการรักษาในโรคต่าง ๆ ตลอดจนการนำมาสกัดสารที่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของจุลินทรีย ์(Wongsrisom et al., 2014) โดยหญ้ารีแพร์ (Centotheca lappacea) ในประเทศไทยมีรายงานการใช้ประโยชน์

จากหญ้ารีแพรใ์นสตรหีลังคลอดเพ่ือช่วยบำรุงร่างกาย อาการปวดเมื่อย รักษาริดสีดวง ขับปัสสาวะ โดยนำมา อาบ อบ รับประทาน 

หรือทา ให้ผิวพรรณชุ่มชืน้ เต่งตึงได้ (Kamoltham et al., 2017) จากการศึกษาที่ผ่านมาโดยทำการแยก Endophytic fungi จาก

ใบ ราก ของ C. lappacea พบว่าไม่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, S. aureus, E. coli และ  

P. aeruginosa (Hazalin et al., 2009) แต่ยังไม่มีการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียจากสารสกัดโดยตรง ดังนั้น เป็นที่น่าสนใจอย่าง

ยิ่งที่จะศึกษาคุณสมบัติฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดเอทานอลของหญ้ารีแพร์ เพื่อเป็นข้อมูล

เบ้ืองต้นในการพัฒนานำไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์และเภสัชต่อไป  
 

2. วิธีการทดลอง 

2.1 การเตรียมสารสกัดหญารีแพรโดยวิธีการสกัดแบบหมัก 

ชั่งน้ำหนักสมุนไพรหญ้ารีแพร์ 350 กรัม นำมาล้าง และบดละเอียด จากนั้นใส่ลงในขวดสีชา โดยใช้ตัวทำละลาย 

เอทานอล 95% ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  ปิดฝาให้สนิทด้วยอะลูมิเนียมฟอยล์ เก็บไว้ให้พ้นแสง เขย่าวันละ 2 ครั้ง (เช้าและเย็น)

ครั้งละ 30 นาที แช่ทิ้งไว ้1 สัปดาห์ เมื่อครบกำหนด 7 วนั นำสารสกัดที่ได้มากรองเอากากออกด้วยผ้าขาวบาง กรองผ่านกระดาษ

กรอง Whatman no.1 นำสารสกัดหญ้ารีแพร์สกัดด้วยตัวทำละลายเอทานอล  ทำการระเหยเอาตัวทำละลายออกด้วยเครื่อง

ระเหย (Rotary vacuum evaporator) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนได้สารสกัดที่แห้งสนิท จากนั้นชั่งส่วนที่เหลือจากการ

ระเหยเพ่ือนำไปคำนวณหาปริมาณของสารสกัดที่ได้ (%Yield) ดังสมการ (1) และเก็บสารสกัดของหญ้ารีแพร์ระเหยแห้งแล้วบรรจุ

ขวดแก้วทึบแสง แล้วห่อด้วยอะลูมิเนียมฟอยล์ เก็บไว้ในที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำมาใช้งาน  
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การคำนวณหาปริมาณสารสกัด (%Yield crude extract) แสดงไว้ในสมการ (1) 

 % yield  =  
A

B
× 100 (1) 

โดยท่ี   

A   =   น้ำหนักของสารท่ีสกัดได้ (กรัม) 

B   =   น้ำหนักวัตถุดิบสมุนไพรตั้งต้นท่ีใช้ (กรัม) 
 

2.2 การทดสอบฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระโดยใชวิธี DPPH assay  
2.2.1 ขั้นตอนการเตรียมสาร 

(1) การเตรียมสาร DPPH (2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

การเตรียมสาร DPPH 0.2 mM โดยการช่ังสารหนัก 0.08 g ปรับปริมาตรด้วยเอทานอล 95% ให้เป็น 200 ml 

เขย่าให้เข้ากัน และเก็บไว้ในที่ไม่มีแสง ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 

(2) การเตรียมสารมาตรฐาน Trolox  

การเตรียมสาร Trolox ความเข้มข้น 100 µg/ml โดยชั่งสารมา 1 mg ปรับ ปริมาตรด้วยเอทานอล 95% ให้

เป็น 50 ml และเจือจางให้มีความเข้มข้น 50-800 µg/ml  

(3) การเตรียมสารสกัดตัวอย่าง 

การเตรียมสารสกัดตัวอย่างความเข้มข้น 5,000 µg/ml นำสารสกัดหญ้ารีแพร์ที่ด้วยสกัดเอทานอล ช่ังสารสกัด

ตัวอย่างมา 50 mg ปรับปริมาตรด้วยเอทานอล 95% ให้เป็น 10 ml ให้มีความเข้มข้น 5,000 µg/ml และเจือจางให้มีความเข้มข้น 

10-500 µg/ml  

2.2.2 ขั้นตอนการทดสอบฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระโดยใชวิธี DPPH assay  

เติมเอทานอล 95% ปริมาตร 200 µl ลงในหลุมที่ 1 ของ 96 well plate จากนั้นเติมสารมาตรฐาน DPPH 0.5 

mM ปริมาตร 200 µl ลงในหลุมที่ 2 ของ 96 well plate จากนั้นเติมสารมาตรฐาน Trolox ปริมาตร 100 µl ลงในหลุมที่ 3 ของ 96 

well plate และเติม DPPH ปริมาตร 100 µl ลงในหลุมท่ีมีสารมาตรฐาน Trolox จากน้ันเติมสารสกัดหญ้ารีแพร์ท่ีเตรียมไว้แต่ละความ

เข้มข้น โดยเรียงลำดับจากความเข้มข้นน้อยไปหามาก ความเข้มข้นละ 100 µl ลงในหลุมที่ 4 ของ 96 well plate แล้วจึงเติม DPPH 

ปริมาตร 100 µl ลงในหลุมที่มีสารสกัดหญ้ารีแพร์ ทำการทดสอบตัวอย่าง 3 ซ้ำ เก็บในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  และนำไปวัดค่า

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 nm ด้วยเคร่ืองอ่านปฏิกิริยาไมโครเพลท (Microplate reader) จากน้ันนำข้อมูลท่ีได้ไปคำนวณหาค่า

เปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระ DPPH (%Radical scavenging) ท่ี 50% (IC50) คำนวณดังสมการท่ี (2) 

 Radical scavenging (%)  =  
AControl − ASample

AControl

× 100 (2) 

โดยท่ี 

Acontrol  = ค่า Absorbance ที่วัดได้ของสารละลาย DPPH 

Asample  =  ค่า Absorbance ที่วัดได้ของสารผสมระหว่างสารละลาย DPPH กับสารตัวอย่าง 
 

2.3 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม โดยใชวิธี Folin-Ciocalteu assay  
2.3.1 ขั้นตอนการเตรียมสาร 

(1) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Folin-Ciocalteu reagent  

  การเตรียมสาร Folin-Ciocalteu reagent โดยเตรียมในอัตราส่วน 1 : 10 ตวง Folin-Ciocalteu 10 ml ปรับ

ปริมาตรด้วยน้ำกลั่นให้เป็น 100 ml 
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(2) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid  

  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml โดยชั่งสารมา 0.001 g ปรับปริมาตร

ด้วยเอทานอล ให้ได้ 10 ml จากนั้นเจือจางให้มีความเข้มข้น 2.5, 5, 10, 20, 40 และ 80 µg/ml 

(3) การเตรียม Sodium carbonate (Na2CO3) 7.5%  

การเตรียมสาร Na2CO3 โดยช่ังมา 7.5 g ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่น ให้เป็น 100 ml 

(4) การเตรียมสารสกัดตัวอย่าง 

การเตรียมสารสกัดตัวอย่างความเข้มข้น 5,000 µg/ml นำสารสกัดหญ้ารีแพร์ที่ด้วยสกัดเอทานอล ช่ังสารสกัด

ตัวอย่างมา 50 mg ปรับปริมาตรด้วยเอทานอล 95% ให้ได้ 10 ml ให้มีความเข้มข้น 5,000 µg/ml จากนั้นนำมาเจือจางให้มีความ

เข้มข้น 100-5,000 µg/ml  

2.3.2 ขั้นตอนการทดลองการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด โดยใชวิธี Folin-Ciocalteu 

(1) เติมเอทานอล 95% ปริมาตร 200 µl ลงในหลุมที่ 1 ของ 96 well plate  

(2) เติม Folin-Ciocalteu ปริมาตร 200 µl ลงในหลุมที่ 2 ของ 96 well plate 

(3) เติมสารมาตรฐาน Gallic acid ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml ปริมาตร 20 µl ลงในหลุมที่ 3 ของ 96 well plate 

จากนั้นจึงเติม Folin-Ciocalteu ปริมาตร 100 µl และเติม Na2CO3 ปริมาตร 80 µl ลงในหลุมที่ 3 ของ 96 well plate ที่มีสาร

มาตรฐาน Gallic acid 

(4) เติมสารสกัดหญ้ารีแพร์ที่เตรียมไว้แต่ละความเข้มข้น โดยเรียงลำดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก ความเข้มข้นละ 

20 µl ลงในหลุมที่ 4 ของ 96 well plate แล้วจึงเติม Folin-Ciocalteu ปริมาตร 100 µl และเติม Na2CO3 ปริมาตร 80 µl ลงใน

หลุมท่ีมีสารสกัดจากหญ้ารีแพร์ จากนั้น เขย่า 96 well plate 

(5) เก็บในท่ีมืดที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที 

(6) นำสารที่ได้มาวัดค่าจากนั้นนำไปวัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 nm ด้วยเครื่องอ่านปฏิกิริยาไมโครเพลท 

(Microplate reader) 

(7) สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลาย Gallic acid และวิเคราะห์ปริมาณ สารประกอบ Phenolic รวมในตัวอย่างสารสกัด 

(8) คำนวณปริมาณสารประกอบ Phenolic รวมเฉล่ียในรูป mg ของ gallic acid equivalents (GAE) /g crude extract 

2.4 การศึกษาฤทธิ์ในการยับย้ังการเจริญของเชื้อแบคทีเรียจากสารสกัดหญารีแพร 

2.4.1 การทดสอบการยับย้ังเชื้อแบคทีเรียดวยวิธี Disc diffusion 

การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี Agar disc diffusion เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar 

ในจานเพาะเลี้ยง (Petri dish) จากนั้นจุ่มไม้พันสำลีปราศจากเชื้อ ชุบแบคทีเรียท่ีปรับความขุ่นโดยให้มีปริมาณเชื้อ 105-107 เซลล์

ต่อมิลลิลิตร เกลี่ยให้ทั่วบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นวางแผ่น Paper disc ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ หยดสารสกัดปริมาณ 

เข้มข้น 1,000 µg/ml ลงบนแผ่น Paper disc โดยใช้ Dimethyl Sulfoxide (DMSO) เป็นชุดควบคุมเชิงลบ (Negative control) 

ทำการทดลอง 3 ซ้ำจากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-24 ชั่วโมง อ่านผลโดยวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง

ของโซนการยับยั้ง (Inhibition zone) วัดหน่วยเป็นมิลลิเมตร 

2.4.2 การศกึษาความเขมขนต่ําสุดในการยับย้ังเชื้อแบคทีเรีย (Minimum inhibitory concentration, MIC) 

การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (MIC) ด้วยวิธี Microbroth dilution 

method โดยเจือจางสารสกัดหญ้ารีแพร์ โดยเจือจางทีละสองเท่า (Two fold dilution) จากนั้นเตรียมเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการ

ทดสอบ โดยปรับความเข้มข้นของเชื ้อแบคทีเร ียให้เท่ากับ 0.5 McFarland จากนั ้นดูดเชื ้อมาจำนวน 100 µl ใส่หลอด 

Microcentrifuge และเติมสารสกัดที่เตรียมไว้อย่างละ 100 µl จากนั้นนำไปเขย่าให้เข้ากัน แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  
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2.4.3 การศึกษาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดที่สามารถฆาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได (Minimum 

bactericidal concentration, MBC) 

การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรีย ด้วยวิธี Microbroth dilution method โดย

เจือจางสารสกัดหญ้ารีแพร์ โดยเจือจางทีละสองเท่า (Two fold dilution) จากนั้นเตรียมเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบ โดย

ปรับเชื้อความเข้มข้นให้เท่ากับ 0.5 McFarland จากนั้นดูดเชื้อมาจำนวน 100 µl ใส่ Microcentrifuge tube และเติมสารสกัดที่

เตรียมไว้อย่างละ 100 µl จากนั้นนำไปเขย่าให้เข้ากัน แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบ 24 ชั่วโมง 

ใช้ปิเปตอัตโนมัติดูดสารจำนวน 20 µl หยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วใช้เข็มเขี่ยเชื้อทำการเขี่ยเชื้อลงบนหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ 

โดยกำหนดให้ Positive control เป็นเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบ และใช้ Negative control เป็น Distilled water จากนั้น

นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วจึงมาตรวจผล โดยดูจากโคโลนีที่เกิดขึ้น หากไม่มีโคโลนีเกิดขึ้นให้ใช้ความ

เข้มข้นนั้นเป็นค่า MBC 
 

3. ผลการทดลองและวิจารณผล 

3.1 การเตรียมสารสกัดจากหญารีแพรที่ทําละลายเอทานอล 95% 

จากการนำหญ้ารีแพร์ 2,300 g มาสกัดด้วยตัวทำละลายเอทานอล 95% และนำไประเหยแห้งโดยวิธี Evaporation  

จะได้น้ำหนักสารสกัดและนำมาคำนวณตามสมการ (1)  พบว่าหญ้ารีแพร์ได้ %Yield เท่ากับ 12.5 ของปริมาณสมุนไพรที ่ใช้ 

(Table 1) จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการสกัดหญ้ารีแพร์ (C. lappacea) ด้วยเอทานอล 95% โดยใช้วิธีการหมัก (Maceration) 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมงภายใต้การเขย่า ให้ปริมาณสารสกัดหยาบอยู่ที่ร้อยละ 3.3 ซึ่งสูงกว่ารายงานในงานวิจัยที่ผ่านมาหลายฉบับ ซึ่ง

รายงานค่าร้อยละของสารสกัดหยาบในช่วงระหว่าง 1.0% ถึง 3.0% (Kamoltham et al., 2018; Kamoltham et al., 2017; 

Tinlapat et al., 2020)  ดังนั้น ค่าร้อยละของสารสกัดที่ได้จากการศึกษานี้สามารถถือเป็นปริมาณที่เหมาะสมในการนำไปใช้ใน

ขั้นตอนการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา หรือการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต้นแบบต่อไปได ้
 

Table 1 Percentage yield of C. lappacea extract 

Sample Total sample weight (g) Weight of crude extract (g) Extraction yield (%) 

C. lappacea extract 2,300.00 289.52 12.50 
 

 

3.2 ผลการศึกษาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ 

จากการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหญ้ารีแพร์ ด้วยวิธี (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

radical scavenging activity) วัดค่าการดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 540 nm จากนั ้นนำมาคำนวณค่า % DPPH radical 

scavenging activity และหาค่า IC50  (50% inhibitory concentration) ของสารสกัดจากหญ้ารีแพร์ ได้กราฟของสารสกัด 

หญ้ารีแพร์สมการเส้นตรงคือ y = 0.0347x + 49.265 และมีค่า R² = 0.9996 ดัง Figure 1 คำนวณค่า IC50 ของสารสกัด 

หญ้ารีแพร์ ได้เท่ากับ 21.182 µg/ml แสดงใน Table 2 
 

Table 2. IC50 values of C. lappacea extract and Trolox 

 

Sample IC50 (µg/ml) 

C. lappacea extract 21.182 

Trolox 10.68 
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Figure 1 Standard calibration curve of Trolox determined  

by the DPPH radical scavenging assay 
 

จากการวิเคราะห์ฤทธิ ์การต้านอนุมูลอิสระ โดยใช้วิธี (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging 

activity) โดยแสดงปริมาณความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่ทำให้สารต้านอนุมูลอิสระลดลง 50% ของสารสกัดหญ้ารีแพร์ เมื่อ

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox พบว่ามีค่าสูงกว่าสารสกัดหญ้ารีแพร์ แสดงว่าสารมาตรฐาน Trolox มีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระได้มากกว่าสารสกัดหญ้ารีแพร์ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบของส่วนเหนือ

ดินหญ้ารีแพร์มีค่า IC50 เท่ากับ 97.16 µg/ml (Wanmanee et al., 2021) 

3.3 ผลการศึกษาปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม 

การศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของสารสกัดหญ้ารีแพร์ด้วยวิธ ีFolin-Ciocalteu โดยใช้ Gallic acid เป็น

สารมาตรฐาน  สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลาย Gallic acid ที่มีความเข้มข้นดังต่อไปนี้ 2.5, 5, 10, 20, 40 และ 80 µg/ml 

โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm ด้วยเครื่อง Microplate reader คำนวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

เฉลี่ยในรูปมิลลิกรัมของ Gallic acid equivalents (GAE) ต่อ 1 g crude extract ดัง Figure 2 

 
Figure 2 Standard calibration curve of Gallic acid determined 

by the Folin–Ciocalteu method 
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Table 3 IC50 values and total phenolic content of C. lappacea extract 

Extract IC50 (µg/ml) Total phenolic content (mg GAE/g crude extract) 

C. lappacea 21.182 16.61 
 

จากการศึกษาการปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของสารสกัดหญ้ารีแพร์ ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu พบว่า สารสกัดหญ้า 

รีแพร์มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เท่ากับ 16.61 mg GAE/g crude extract (Table 3) สารประกอบฟีนอลิกพบได้

มากมายทั้งในผัก ผลไม้ และสมุนไพร (Bonoli et al., 2004) กลไกในการต้านอนุมูลอิสระเกิดจากการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูล

อิสระของสารจำพวกฟีนอลิก ซึ ่งจะได้เป็นสารที ่ไม่เป็นอนุมูลอิสระอีกต่อไป (Gulcin & Alwasel, 2023) เมื ่อมีปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกมาก ร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระจะมากขึ้นด้วยเนื่องจากสารต้านอนุมูลอิสระมักจะเป็นสารประกอบพวก

กลุ่มฟีนอลิก (Kim et al., 2005) ซึ่งมีคุณสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้ดี จากการศึกษาการสกัดสมุนไพรหญ้ารีแพรด้์วย 

เอทานอล 95% นำไปทำการศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของสารสกัดหญ้ารีแพร์ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu พบว่า 

สารสกัดหญ้ารีแพร์มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม เท่ากับ 16.61 mg GAE/g crude extract เนื่องจากองค์ประกอบในสาร

สกัดจากหญ้ารีแพร์ส่วนใหญ่ประกอบด้วย ได้แก่ ฟลาโวนอยด์ สเตียรอยด์ (Wanmanee et al., 2021) ที่โครงสร้างของโมเลกุลมี

หมู่ hydroxyl (–OH) ซึ่งเป็น functional group ที่มีความเป็นขั้วสูง จึงสามารถละลายออกมาได้ดีในตัวทำละลายที่มีขั ้วมาก 

(Zuorro et al., 2019) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Pramokchon and Chomchoei (2017) ได้ศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟี

นอลิกทั ้งหมดของสารสกัดหญ้ารีแพร์ พบว่า สารสกัดหยาบชั ้นเอทิลอะซิเตตที ่สกัดแยกออกจากชั้นเอทานอล มีปริมาณ 

สารประกอบฟีนอลิกรวมสูงสุดเท่ากับ 14.48±0.03 mg GAE/g และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kamoltham et al. (2017) ที่ได้

ศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดหญ้ารีแพร์ พบว่า หญ้ารีแพร์ที่สกัดด้วยน้ำได้ค่าที่มากกว่าหญ้ารีแพร์ที่

สกัดด้วยเอทานอล โดยมีค่าเท่ากับ 43.26 และ 39.22 mg GAE/g dried extract ตามลำดับ 

จากการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหญ้ารีแพร์ด้วยวิธี DPPH radical scavenging activity พบว่า มีค่า 

IC50 เท่ากับ 21.182 µg/ml (Table 3) มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีเมื่อเปรียบเทียบสารมาตรฐาน Trolox ที่มีค่า 

IC50 เท่ากับ 29.686 µg/ml ในการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH activity เป็นวิธีที่ง่าย ใช้เวลาในการวิเคราะห์

น้อย ซึ่งอนุมูล DPPH เป็นอนุมูลไนโตรเจนที่คงตัวมีสีม่วงอยู่ในรูปอนุมูลอยู่แล้วโดยไม่ต้องทำปฏิกิริยาเพื่อให้เกิดอนุมูล อนุมูล 

DPPH เมื่ออยู่ในสารละลายจะมีสีม่วง และเม่ือมีสารต้านอนุมูลอิสระให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูล DPPH จะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง (Naik et 

al., 2003) ในการวัดค่าร้อยละการยับยั้ง IC50 ที่มีค่าน้อยที่สุดจะมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด (Kaisoon et al., 2011) การที่

หญ้ารีแพร์มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเน่ืองจากในหญ้ารีแพร์มีสารประกอบฟีนอลิก (Kamoltham et al., 2017)  จากการศึกษาการสกัด

สมุนไพรหญ้ารีแพร์ด้วย 95% Ethanol นำไปทำการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหญ้ารีแพร์ด้วยวิธ ีDPPH radical 

scavenging activity มีค่า IC50 เท่ากับ 21.182 µg/ml ซึ่งสอดคล้องกับการวิจัยของ Pramokchon and Chomchoei (2017)  

ทีศ่ึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของหญ้ารีแพร์ พบว่าสารสกัดชั้นเอทิลอะซิเตตที่สกัดแยกออกจากชั้นเอทานอล มีฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระสูงท่ีสดุ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.792±0.010 และ 0.400±0.008 mg/ml ด้วยวธิ ีDPPH และ ABTS ตามลำดับ 

3.4 การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหญารีแพรในการยับย้ังเชื้อแบคทีเรีย 

3.4.1 ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดหญารีแพรไดโดยวิธี Disc diffusion 

จากการตรวจหาค่าของฤทธิ์การยับยั้งของเชื้อแบคทีเรีย จำนวน 5 ชนิด คือ เชื้อแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่  

S. pyogenes, S. aureus และแบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ E. coli, K. pneumoniae และ P. aeruginosa พบว่าสารสกัดจากหญ้า

รีแพร์มีฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก S. pyogenes และมีค่าเฉลี่ยเส้นผ่าศูนย์กลางของประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุด

คือ 19.33±1.15 mm ดังแสดงใน Table 4 แต่ไม่ยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย E. coli, S. aureus, K. pneumoniae และ P. aeruginosa 

ซึ่งไม่สอดคล้องกับการศึกษาในพืชวงศ์เดียวกันจากงานวิจัยของ Suwanpugdee et al. (2012) ที่ได้ทำการศึกษาประสิทธิภาพ

ของน้ำมันหอมระเหยจากตะไครใ้นการยับยั้งเชื้อก่อโรคเต้านมอักเสบในโคนม โดยมีเชื้อ E. coli, S. aureus และ S. agalactiae 

ที ่พบว่าน้ำมันหอมระเหยจากตะไคร้สามารถยับยั ้งเชื ้อ E. coli, S. aureus และ S. agalactiae ได้ โดยมีค่า MIC เท่ากับ 
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 12.5, 3.125, 3.125 และ ค่า MBC ได้เท่ากับ 25, 6.25, 25 ตามลำดับ ซึ่งการหาประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ ได้ทำการ

เปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะ Tetracycline ซึ่งเป็น Positive control มีกลไกการออกฤทธิ์การยับยั้งตัวของแบคทีเรียโดยการ

ขัดขวางการสังเคราะห์โปรตีนภายในเซลล์แบคทีเรียท่ีมีความไวต่อยา 
 

Table 4 Inhibition zones (mean ± standard deviation) of C. lappacea extract against 

Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa 

Samples Inhibition zone (mm) 

S. pyogenes E. coli S. aureus K. pneumoniae P. aeruginosa 

Positive control 32.10±1.03 45.13±0.70 30.02±1.15 19.00±2.50 9.27±1.36 

Negative control – – – – – 

C. lappacea extract 19.33±1.15 – – – – 

Note:  – indicates no inhibition zone. 
 

3.4.2 ความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดหญารีแพรในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (MIC) และความเขมขนต่ําที่สุดในการ

ฆาเชื้อแบคทีเรีย (MBC) 

ผลการทดสอบการประเมินค่า MIC พบว่าสารสกัดจากสมุนไพรหญ้ารีแพร์ที่ตัวทำละลายเอทานอล 95% มี

ประสิทธภิาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S. pyogenes ได้ดีที่สุดโดย ให้ค่า MIC เท่ากับ 125 µg/ml  ส่วนผลการทดสอบประเมิน

ค่า MBC พบว่า สารสกัดหญ้ารีแพร์ที่สกัดด้วยเอทานอล 95% มีประสิทธิภาพในการฆ่าเชื้อแบคทีเรีย S. pyogenes ได้ดีที่สุด  

โดยให้ค่า MBC เท่ากับ 125 µg/ml ดังแสดงใน Table 5 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Jantanu et al. (2016) ที่ทำการศึกษา

การยับยั้งเชื้อ S. pyogenes โดยใช้แผ่นฟิล์มบริโภคผสมสารสกัดมะรุม พบว่าสารสกัดจากเมล็ดมะรุมสามารถยับยั้งเชื้อได้ โดยมี

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยั้งสูงสุดเท่ากับ 31.33 มิลลิเมตร รองลงมาคือสารสกัดจากดอก ฝัก ราก กิ่ง และใบมะรุม 

ตามลำดับ ฝักและรากมะรุมมีค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ เท่ากับ 12.50 mg/ml และมีค่าความ

เข้มข้นต่ำส ุดที ่สามารถฆ่าเชื ้อทดสอบ เท่ากับ 25.00 mg/ml และงานวิจ ัยของ Sutabhaha and Khantawa (2011) ได้

ทำการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียและเชื้อราของสารสกัดใบฟักข้าวก่อนนำไปพัฒนาตำรับยารักษาโรคผิวหนัง จากการสกัดด้วย 

เฮกเซน เอทิลอะซิเตต เอทานอล และเมทานอล และทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดด้วยวิธี Agar well diffusion method 

และ Agar dilution method ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดใบฟักข้าวที่สกัดด้วยเฮกเซน ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 

(S. aureus, S. pyogenes และ E. coli) และเชื้อรา ที่ใช้ในการทดสอบได้ ส่วนสารสกัดจากเมทานอล  ไม่สามารถยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด และเชื้อรา Candida albicans และ Aspergillus flavus แต่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรค

กลากทั ้ง 4 ชนิด ได้แก่ Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, Microsporum gypseum และ Epidermophyton 

floccosum ได้ (MIC = 78.125–312.5 mg/ml : zone size 12.2±2.1–15.0±0.5 mm) ในขณะที่สารสกัดด้วยเอทานอลและ 

เอทิลอะซิเตต มีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดแกรมบวก (S. aureus และ S. pyogenes) และเชื้อราก่อโรคกลากทั้ง 

4 ชนิด โดยมีฤทธิ์ต้านเชื้อรา (MIC = 156.250–312.5 mg/mL: zone size 12.0±0.5–24.0±1.5 mm) ดีกว่าฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 

(MIC = 625.0 mg/mL: zone size 12.0±0.5–14.0±0.5 mm) และงานวิจ ัยของ Limsuwan et al. (2012)  ที ่ทำการศึกษา

ประสิทธิ ์ภาพของพืชสมุนไพรไทยต่อเชื ้อแบคทีเร ีย S. pyogenes พบว่ากระชายและโทะ มีประสิทธิภาพในการยับยั ้ง 

เชื้อ S. pyogenes ได้ดี โดยมีค่า MIC และ MBC อยู่ในช่วงเดียวกันคือ 3.91–62.5 µg/ml ส่วนหอมแดงมีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งเช้ือ S. pyogenes โดยมีค่า MIC และ MBC อยู่ในช่วงเดียวกันคือ 250–500 µg/ml จากผลการทดลองดังกล่าวข้างต้น จึงมี

ความเป็นไปได้ที่จะนำสารสกัดจากหญ้ารีแพรม์าพัฒนาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะที่เกิดจากการติดเช้ือจาก

แบคทีเรีย S. pyogenes ได้เน่ืองจากสามารถยับยั้งและฆ่าเช้ือได้ ส่วนการติดเช้ือที่เกิดจาก E. coli, S. aureus, K. pneumoniae 
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และ P. aeruginosa สารสกัดจากหญ้ารีแพร์ที่นำมาทดลองในการศึกษาครั้งนี้  ไม่สามารถยับยั้งเช้ือได้ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้นำ

ตัวอย่างหญ้ารีแพร์มาจากแหล่งเดียวคอื อำเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร ทำให้ปริมาณสารสกัดหญ้ารีแพร์ที่ได้มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย

ได้เพียงชนิดเดียว ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Poowanna et al. (2014) ที่พบว่าสารสกัดรงทองจากแหล่งต่าง ๆ 15 แหล่ง มี

ปริมาณสารสำคัญแตกต่างกันในแต่ละแหล่งของตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา  นอกจากนี้ ในการศึกษาครั้งนี้มีการใช้หญ้ารีแพร์ทั้งต้น

ในการสกัดโดยไม่ได้แยกส่วนประกอบ จึงทำให้ไม่ทราบถึงส่วนที่ออกฤทธิ์แต่ละส่วนได้ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Visutthi 

(2017) ท่ีพบว่า ส่วนต่าง ๆ ของพืชชนิดเดียวกันมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในกลุ่ม Staphylococcus แตกต่างกัน ท้ังนี้ การศึกษาครั้งนี้

ใช้เอทานอลเป็นตัวทำละลายเพียงชนิดเดียวในการสกัดสารสำคัญ ซึ่งอาจเป็นข้อจำกัด เนื่องจากตัวทำละลายที่แตกต่างกันสามารถ

ส่งผลต่อประสิทธิภาพของสารสกัดได้แตกต่างกันได้ (Srisukong et al., 2016) 
 

Table 5 Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 

(MBC) of C. lappacea extract against S. pyogenes 

Extract MIC (µg/ml) MBC (µg/ml) 

C. lappacea 125 125 
 

4. สรุป 
 สารสกัดหญ้ารีแพร์มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และมีปริมาณฟีนอลิกรวมเท่ากับ 16.61 mg GAE/g crude extract โดย

พบว่าที่ความเข้มข้น 125 µg/ml มีความสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. pyogenes ได้ ผลการศึกษานี้บ่งช้ีว่าสาร

สกัดหญ้ารีแพร์อาจสามารถพัฒนาเป็นทางเลือกหรือใช้เสริมในการรักษาโรคติดเชื้อที่เกิดจาก S. pyogenes ได้ในอนาคต การ

นำไปประยุกต์ใช้ดังกล่าวอาจช่วยลดการพึ่งพาการใช้ยาปฏิชีวนะชนิดเดิม และเป็นแนวทางหนึ่งในการแก้ไขปัญหาการดื้อยา

ปฏิชีวนะที่เพ่ิมมากขึ้นในปัจจุบัน 
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