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บทคัดย่อ  

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเมทานอลจากใบ
กระดูกไก่ดำ (Justicia gendarussa Burm.f.) แบบสดและแห้ง โดยใช้การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง 
(TLC) โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) และการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ผลการวิเคราะห์ด้วย 
TLC พบว่าใบสดและใบแห้งแสดง Spot ที่มีค่า Rf ใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน Apigenin (Rf = 0.56) ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลต 
ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ซึ่งข้อมูลดังกล่าวสามารถใช้เป็นแนวทางเบื้องต้นในการสร้างลายพิมพ์ทางเคมีของสารสกัด

พืชสมุนไพร ขณะที่ผลการวิเคราะห์ด้วย HPLC-DAD ยืนยันการมีอยู่ของ Apigenin ที ่max = 338 โดยพบพีคท่ี Retention 
time 23.21 นาที ตรงกับสารมาตรฐาน การวิเคราะห์ปริมาณ Apigenin ในสารสกัดใบสดเท่ากับ 34.45 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (ร้อยละ 3.44) และสารสกัดใบแห้งเท่ากับ 22.14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ร้อยละ 2.21) ผลการทดสอบฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระด้วย DPPH assay แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากใบสดมีประสทิธิภาพสูงกว่า โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 995.38 ± 34.67 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สารสกัดจากใบแห้งมีค่า IC50 เท่ากับ 1,416.71 ± 107.76 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สรุปได้ว่า 
ใบกระดูกไก่ดำมีสารสำคัญในกลุ่มฟีนอลิกที่สำคัญ ได้แก่ Apigenin ซึ่งมีบทบาทในการต้านอนุมูลอิสระ โดยใบสดมีศักยภาพ
สูงกว่าใบแห้งอย่างมีนัยสำคัญ ผลการศึกษานี้ชี้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการใช้ใบกระดูกไก่ดำเป็นสารออกฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ เพื่อนำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์สมุนไพรเพื่อการดูแลสุขภาพและการประยุกต์ใช้ทางเภสัชกรรมในอนาคตได้ 
  
คำสำคัญ: ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, โครมาโทกราฟีแบบผิวบาง, โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง, กระดูกไก่ดำ, อะพิจีนิน 
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Abstract 
 This study aimed to analyze the chemical composition and evaluate the antioxidant activity of 
methanol extracts from fresh and dried leaves of Justicia gendarussa Burm.f. using thin-layer 
chromatography (TLC), high-performance liquid chromatography (HPLC) and the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) assay. TLC analysis revealed that fresh and dried leaf extracts exhibited spots with Rf 

values corresponding to the standard compounds apigenin (Rf = 0.56), which was clearly observed under 
UV light at 254 nm, providing preliminary chemical fingerprints. HPLC-DAD analysis confirmed the presence 

of apigenin, showing a peak at a retention time of 23.21 min with max at 338 nm, consistent with the 
standard. Quantitative analysis demonstrated that the apigenin content was higher in the fresh leaf extract 
(34.45 µg/mL, 3.44%), than in the dried leaf extract (22.14 µg/mL, 2.21%). Antioxidant evaluation using the 
DPPH assay indicated that the fresh leaf extract had significantly stronger activity, with an IC50 value of 
995.38 ± 34.67 µg/mL, compared to 1,416.71 ± 107.76 µg/mL in the dried extract. In conclusion, 
J. gendarussa leaves contain phenolic compounds, particularly apigenin that contribute to antioxidant 
potential. The fresh leaves exhibited superior antioxidant potential than dried leaves, suggesting their 
promise as a natural source of bioactive compounds for future development of herbal health products and 
pharmaceutical applications. 
 
Keywords:  Antioxidant activity, Thin layer chromatography, High-performance liquid chromatography, 
Justicia gendarussa, apigenin 
 
บทนำ  
 กระดูกไก่ดำ (Justicia gendarussa Burm.f.) อยู่ในวงศ์ Acanthaceae [1] เป็นพืชที่ชอบร่มเงา เจริญเติบโตอย่าง
รวดเร็ว มีถิ่นกำเนิดมาจากประเทศจีน และได้แพร่พันธุ์อย่างกว้างขวาง พบมากในเขตร้อน [2, 3] J. gendarussa เป็นไม้พุ่ม
ขนาดเล็ก สูง 0.5 - 1.5 เมตร มีลำต้นเรียบ ใบเป็นรูปหอกเรียวและเรียบ ดอกมีขนาดเล็ก สีขาวมีจุดสีชมพูหรือม่วงด้านใน พืช
ชนิดนี้ชอบสภาพแวดล้อมที่ชื้นและอบอุ่น มักพบตามป่ารก ริมแม่น้ำ มีรายงานฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
(Anti-inflammatory activity) [4, 5] ฤทธิ ์ต ้านอนุม ูลอิสระ (Anti-oxidant activity) [4, 6] ฤทธิ์ย ับย ั ้งเช ื ้อแบคทีเรีย 
(Antibacterial activity) [7] ฤทธิ ์ย ับยั ้งเซลล์มะเร ็ง (Anticancer activity) [8] ฤทธิ ์ปกป้องตับ (Hepatoprotective 
activity) [9] และฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ (Anti-angiogenic activity) [10] ในการแพทย์พื้นบ้านมีสรรพคุณใช้รักษา
อาการปวดศีรษะ หอบหืด ช้ำใน ปวดบวมตามข้อ หลอดลมอักเสบ อาการอาหารไม่ย่อย โรคตา ท้องอืด ไข้ อาการตกขาว 
เป็นต้น [11] นอกจากนี้ยังพบว่าสารสำคัญ ได้แก่ Vitexin, Apigenin และ Caffeic acid [12, 13] มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
ต้านอนุมูลอิสระ ต้านเชื้อจุลชีพ รักษาโรคปวดข้อและข้อปวดบวม โดยออกฤทธ์ิผ่านกลไกเดียวกันกับยาต้านอักเสบชนิดไม่ใช่ 
สเตียรอยด์ (Non-steroidal anti-inflammatory drugs) หรือ ยากลุ่ม NSAIDs โดยไปยับยั้งเอนไซม์ทั้ง Cyclooxygenase 
(COX) และ Lipoxygenase (LOX) pathways [14] ทำให้มีผลยับยั้งการหลั่งสารที่เหนี่ยวนำให้เกิดการอักเสบหลายชนิด เช่น 
Histamine และ Prostaglandins [1] นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดกระดูกไก่ดำออกฤทธิ์ที ่ Opioid receptor ผ่านกลไก
เดียวกับมอร์ฟีน แต่มีฤทธ์ิลดปวดน้อยกว่ามอร์ฟีนประมาณ 2 - 5 เท่า [15] 
 อนุมูลอิสระเป็นโมเลกุลหรือไอออนท่ีมีอิเล็กตรอนอิสระ มีความไวต่อปฏิกิริยาและไม่เสถียรสามารถก่อให้เกิดความ
เสียหายต่อเซลล์ในร่างกาย เช่น โปรตีน อนุมูลอิสระสามารถออกซิไดซ์กรดอะมิโนบางชนิด เช่น Cysteine และ Methionine 
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ซึ่งทำให้โปรตีนสูญเสียโครงสร้างสามมิติและหน้าที่ ๆ เกี่ยวข้อง เช่น เอนไซม์และตัวรับสัญญาณ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงนี้นำไปสู่
การสะสมของโปรตีนที่ถูกออกซิไดซ์ที่สัมพันธ์กับการเสื่อมของเซลล์และการเกิดโรคเรื้อรัง [16] อนุมูลอิสระแบ่งออกเป็น 2 
กลุ่มหลัก ได้แก่ Reactive oxygen species (ROS) [17] เช่น ซุปเปอร์ออกไซด์ อนุมูลไฮดรอกซิล และเปอร์ออกซิล และ 
Reactive nitrogen species (RNS) เช่น ไนโตรเจนไดออกไซด์ และไนตริกออกไซด์ [18, 19] โดย ROS และ RNS เกิดขึ้น
ตามธรรมชาติในกระบวนการเผาผลาญพลังงานของเซลล์ แม้ว่าในระดับต่ำจะช่วยกระตุ้นกระบวนการต่าง ๆ เช่น การแบ่ง
เซลล์และการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน [20, 21] อนุมูลอิสระโดยเฉพาะ ROS [17] เช่น Hydroxyl radicals จะทำให้เกิด
กระบวนการ Lipid peroxidation ส่งผลให้เยื ่อหุ ้มเซลล์สูญเสียความสมบูรณ์และความยืดหยุ่น ทำให้เซลล์รั่วหรือแตก  
และเก ิดสารพ ิษระด ับเซลล ์  เช ่น  Malondialdehyde (MDA) [22] และ DNA ทำให ้ เก ิดการแตกของสาย DNA  
(Strand breaks) การเปลี่ยนแปลงเบส (Base modifications) และการเกิดพันธะข้ามสาย (Crosslinking) ความเสียหายนี้ 
ทำให้เกิดการกลายพันธุ์ หากไม่ได้รับการซ่อมแซมที่เหมาะสม อาจนำไปสู่การตายของเซลล์ [23] และจะนำไปสู่การทำลาย
โปรตีน ไขมัน และ DNA เป็นปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคเรื้อรังหลายชนิด เช่น มะเร็ง เบาหวาน โรคหัวใจ และโรคระบบ
ประสาทเสื่อม [21, 24, 25] 
 การศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระจากพืชสมุนไพรจึงได้รับความสนใจอย่างมาก เนื่องจากพืชสมุนไพรเป็นแหล่งของ
สารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และแทนนิน ซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติ สามารถช่วยลดความเสียหายของ
เซลล์ที่เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน และลดความเสี่ยงของโรคเรื้อรัง เช่น โรคหัวใจ มะเร็ง และโรคอักเสบเรื้อรัง  โดยมีความ
ปลอดภัยมากกว่าสารสังเคราะห์ [25, 26] งานวิจัยนี้จึงนำเทคนิคการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมาประยุกต์ใช้กับสารสกัด
ใบกระดูกไก่ดำ เพื่อประเมินศักยภาพในการเป็นแหล่งสารธรรมชาติที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ รวมถึงเพื่อให้สอดคล้องกับการ
วิเคราะห์สารสำคัญในพืชสมุนไพรด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง โดยใช้สาร Apigenin และ Caffeic acid เป็นสาร
มาตรฐาน และโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้ Apigenin เป็นสารมาตรฐาน เนื่องจากสารทั้ง 2 ชนิดมีรายงาน
พบว่าสามารถพบได้ในต้นกระดูกไก่ดำ [1, 13] ซึ่งสามารถใช้ในการควบคุมคุณภาพและการพัฒนาผลิตภัณฑ์ในอนาคต  
โดยสารต้านอนุมูลอิสระหรือสารพฤกษเคมี (Phytochemicals) ที่มาจากสมุนไพร ได้แก่ วิตามินซี วิตามินอี ซีลีเนียม  
เบต้าแคโรทีน วิตามินเอ เป็นต้น มีบทบาทสำคัญในการปกป้องเซลล์จากอนุมูลอิสระและลดความเสี่ยงต่อโรคเรื้อรัง [27, 28] 
เพื่อให้ร่างกายได้รับสารต้านอนุมูลอิสระพอเพียง เร่งการจำกัดสารพิษที่อาจก่อมะเร็ง [29, 30, 31] อย่างไรก็ตาม วิธีการสกัด
ที่เหมาะสมมีผลโดยตรงต่อปริมาณและความคงตัวของสารสำคัญในกลุ่มฟีนอลิกที่โดยเฉพาะ Apigenin และ Caffeic acid  
ซึ่งเป็นสารออกฤทธ์ิหลักที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้การสกัดด้วยเมทานอล ซึ่งเป็นวิธีที่สามารถดึงสาร 
ฟลาโวนอยด์ออกมาได้ในปริมาณสูง และลดการสูญเสียความคงตัวของสารเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนที่มีรายงานไว้ก่อนหน้านี้  
[32, 33] นอกจากนี้ฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดใบกระดูกไก่ดำ โดยเฉพาะคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ มีความสำคัญต่อ
การประยุกต์ใช้ในหลายด้าน เนื่องจากอนุมูลอิสระเป็นตัวกระตุ้นกระบวนการเกิดออกซิเดชันท่ีเกี่ยวข้องกับการเสื่อมของเซลล์
และการเกิดโรคเรื้อรังต่าง ๆ เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด เบาหวาน และมะเร็ง [34, 35] ดังนั้นการพิสูจน์ฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดที่ได้จากกระบวนการสกัดนี้ไม่เพียงช่วยยืนยันถึงคุณค่าทางชีวภาพ แต่ยังแสดงให้เห็นถึงศักยภาพของการนำ
สารสกัดใบกระดูกไก่ดำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร ผลิตภัณฑ์สมุนไพร หรือเครื่องสำอางเชิงสุขภาพที่เน้นการชะลอ
วัยและการปกป้องเซลล์จากความเสียหายที่เกิดจากออกซิเดชัน 
 ดังนั ้นจึงมีความน่าสนใจที่จะศึกษาสารสกัดจากใบกระดูกไก่ดำ โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบผิวบางและ  
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC-DAD) เพื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ทางเคมีและยืนยันการมีอยู่ของสารสำคัญ รวมทั้ง
การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ทั้งนี้การศึกษาน้ียังมุ่งเน้นการเปรียบเทียบคุณสมบัติระหว่างใบสดและใบแห้ง 
ซึ่งเป็นประเด็นใหม่ที่ยังไม่ค่อยมีรายงาน และสามารถนำไปสู่การพัฒนามาตรฐานคุณภาพของสมุนไพรและการประยุกต์ใช้เชิง
สุขภาพได้ในอนาคต ซึ่งเป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในงานวิเคราะห์สารพฤกษเคมี (Phytochemical screening) เนื่องจากมีความ
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รวดเร็ว ใช้งานง่าย และใช้ปริมาณสารน้อย [36] ซึ่งผลการศึกษาสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานเบื้องต้นในการตัดสินใจเลือก
สมุนไพรมาใช้ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์สุขภาพหรือเครื่องสำอางจากสมุนไพรที่มีศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระ ตลอดจนใช้ใน
การควบคุมคุณภาพและมาตรฐานสารสกัดจากใบกระดูกไก่ดำในอนาคต เพื่อส่งเสริมการใช้ประโยชน์จากสมุนไพรไทยอย่างมี
ประสิทธิภาพ 

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1. เพื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง และโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
จากสารสกัดใบกระดูกไก่ดำแบบสดและแห้ง 

2. เพื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี DPPH assay ของสารสกัดใบกระดูกไก่ดำแบบสดและแห้ง 
 

วิธีดำเนินการวิจัย  
1. การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจากใบกระดูกไก่ดำ ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง (TLC) และ 
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 
 1.1 การเตรียมตัวอย่างสมุนไพร 
 เก็บตัวอย่างใบกระดูกไก่ดำจากสวนสมุนไพร โรงพยาบาลเขาชะเมาเฉลิมพระเกียรติ 80 พรรษา จังหวัดระยอง  
ดังภาพที่ 1 โดยเก็บส่วนเหนือดินมาแยกเฉพาะส่วนใบ นำไปล้างทำความสะอาดด้วยน้ำสะอาดและผึ่งลม แล้วอบที่อุณหภูมิ 
20 - 40 องศาเซลเซียส 
 

 
 

ภาพที่ 1 ต้นกระดูกไกด่ำ 
 
 

 1.2 การเตรียมสกัดสารสมุนไพร 
 ชั่งใบกระดูกไก่ดำสดและแห้ง อย่างละ 500 กรัม แช่ในเมทานอล 95% ปริมาตร 2.5 ลิตร (อัตราส่วน 1:5) ใส่ใน
โหลแก้วที่ปิดฝาสนิท เป็นเวลา 7 วัน ทำการเขย่าทุกวัน วันละ 2 ครั้ง (เช้า-เย็น) เมื่อครบ 7 วัน นำมากรองด้วยกระดาษกรอง 
(Whatman No.1) จากนั้นนำสารสกัดที่ได้ไประเหยเอาตัวทำละลายออกด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส แรงดัน 150 มิลลิเมตรปรอท อัตราการหมุน 50 รอบต่อนาที  จนตัวทำละลายระเหยหมด จะได้สารสกัดที่มี
ลักษณะเหนียวข้น นำสารสกัดใส่ในขวดเก็บสาร และนำไปเก็บไว้ในตู้เย็นที่มีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำมา
ศึกษาในขั้นตอนต่อไป โดยคำนวณค่าร้อยละผลผลิต (%Yield) ของสารสกัดหยาบ ได้จากสมการที่ 1 
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ร้อยละผลผลิต = 
น้ำหนักของสารสกัดที่ได้ (กรัม)

น้ำหนักสมุนไพรที่ใช้ในการสกัด (กรัม)
× 100 

 
 

สมการที่ 1 การคำนวณร้อยละผลผลิตของสารสกัดหยาบ (%Yield) 
 

 
 

(A) (B) 
 

ภาพที่ 2 โครงสร้างทางเคมีของ Apigenin (A) และ Caffeic acid (B) 
 

 1.3 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง 
 เตรียมสารสกัดจากใบกระดูกไก่ดำแบบสดและแบบแห้งที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สารมาตรฐาน 
Apigenin และ Caffeic acid มีโครงสร้างทางเคมีดังภาพที่ 2 ละลายด้วยเมทานอล 95% ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร จากน้ัน Spot สารมาตรฐาน Apigenin, Caffeic acid, สารสกัดใบกระดูกไก่ดำแห้ง และสารสกัดใบกระดูกไก่ดำสด
ลงบนแผ่นโครมาโทกราฟีแบบผิวบางที่เคลือบด้วย Silica gel 60 GF 254 (Merck) ขนาด 8 ×10 เซนติเมตร โดยวัฏภาค
เคลื่อนที่คือ เอทิลอะซีเตท : โทลูอีน : เมทานอล : กรดฟอร์มิก (Ethyl acetate : Toluene : Methanol : Formic acid)  
ในอัตราส่วน 4 : 4 : 0.7 : 0.1 จากนั้นวางใน TLC Tank รอให้วัฏภาคเคลื่อนที่ไปจนถึง Solvent front และนำแผ่น TLC 
ออกมาวางให้แห้งแล้วตรวจสอบผลการแยกสารภายใตแ้สงขาว แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร 
จากนั้นคำนวณหาค่า Rf ของ Spot สารสกัดที่พบ 
 1.4 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 เตรียมสารสกัดจากใบกระดูกไก่ดำแบบสดและแห้ง ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในเมทานอล กรองผ่าน
Membrane syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร การเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่คือ น้ำ (Water type-1, A) และเมทานอล 
(Methanol HPLC grade, B) ระบบการแยกแบบ Gradient แล้วนำไปแช่ในอ่างน้ำคลื่นความถี่สูง 30 นาที เพื่อไล่ฟองอากาศ 
ตั้งค่าวัฏภาคเคลื่อนที ่ดังนี้ 0.1 นาที (A=95%) 10 นาที (A=80%) 23-30 นาที (A=0%) จากนั้นฉีดสารตัวอย่าง ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร วิเคราะห์โดยใช้เครื่อง HPLC – DAD system (Shimadzu, Kyoto, 
Japan) ใช้คอลัมน์ C18 (5 ไมโครเมตร, 4.6 x 250 มิลลิเมตร) อุณหภูมิคอลัมน์ 40 องศาเซลเซียส อัตราการไหล 0.8 
มิลลิลิตรต่อนาที คำนวณหาปริมาณ Apigenin เทียบกับสารละลายมาตรฐาน Apigenin ในช่วงความเข้มข้น 3.125-100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รายงานผลการวิเคราะห์ปริมาณ Apigenin ในตัวอย่างใบกระดูกไก่ดำ ในหน่วยกรัมต่อน้ำหนัก 100 
กรัม (g/100 g) 
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2. การทดสอบฤทธิ ์ต ้านอนุม ูลอิสระด้วยว ิธี  (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity) 
ดัดแปลงจากวิธ ีของ Widowati et al. [37] 
 2.1 การเตรียมสารละลาย DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
 เตร ียมสาร DPPH ความเข ้มข ้น 0.2 ม ิลล ิโมลาร ์  โดยการช ั ่ งสาร 7.886 ม ิลล ิกร ัม ปร ับปร ิมาตรด้วย 
เมทานอล 95% เป็น 100 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันและเก็บไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาท ี
 2.2 การเตรียมสารมาตรฐาน Trolox 
 เตรียมสารมาตรฐาน Trolox โดยการชั่งสารหนัก 10 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรด้วยเมทานอล 95% ให้เท่ากับ 100 
มิลลิลิตร จากน้ันนำมาเจือจางให้มีความเข้มข้น 0, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 2.3 การเตรียมสารสกัดตัวอย่าง 
 เตรียมสารสกัดใบกระดูกไก่ดำแบบสดและแบบแห้ง ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นความเข้มข้นตั้งต้น
จากนั้นนำมาเจือจางให้มีความเข้มข้นดังนี้ สารสกัดกระดูกไก่ดำแบบสด เท่ากับ 0.046, 0.094, 0.188, 0.375, 0.75 และ 
1.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสารสกัดกระดูกไก่ดำแบบแห้ง เท่ากับ 0.063, 0.125, 0.25, 0.50, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

 2.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 การทดสอบแต่ละครั้ง ได้เตรียมหลุม (Well) แยกกันสำหรับสารมาตรฐาน Trolox และสำหรับสารสกัดใบกระ
ดูกไก่ดำในแต่ละความเข้มข้น โดยเติมสารละลาย DPPH 0.2 มิลลิโมลาร์ 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม จากนั้นเติมสาร
มาตรฐาน Trolox หรือสารสกัดใบกระดูกไก่ดำ 100 ไมโครลิตร แยกเป็นอิสระต่อกัน แล้วบ่มในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที 
การทดลองทำซ้ำ 3 ครั้ง แต่ละครั้งมีการวัดซ้ำ 3 ครั้ง ค่าที่ได้ถูกนำไปสร้างกราฟความเข้มข้นของสารสกัดกับร้อยละการยับยั้ง 
DPPH ดังสมการที่ 2 และคำนวณค่า IC50 ของสารสกัดจากสมการเส้นตรงของกราฟ (ภาพท่ี 6) โดยใช้ Trolox เป็น Positive 
control  

ร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ (%) =[1-(ASample/AControl)] x 100 

สมการที ่2 การหาค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ 
 
 ASample = ค่าดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสารผสมระหว่างสารละลาย DPPH กับสารตัวอย่าง 
 AControl = ค่าดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสารละลาย DPPH 
 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
1. ผลการสกัดสารสกัดจากใบกระดูกไก่ดำ 
 จากตารางที่ 1 การสกัดด้วยเมทานอล 95% จากใบกระดูกไก่ดำแบบสดและแบบแห้ง พบว่าร้อยละของสารสกัด
หยาบใบกระดูกไก่ดำสดมีร้อยละของสารสกัดหยาบเท่ากับ 2.64 และใบกระดูกไก่ดำแห้ง มีร้อยละของสารสกัดหยาบเท่ากับ 
1.44 สอดคล้องกับรายงานของ Das et al. (2010) ซึ่งระบุว่าการทำแห้งวัสดุพืชสมุนไพรสามารถทำให้สารออกฤทธิ์บางชนิด
สลายตัวหรือสูญเสียไปบางส่วนจากความร้อน แสง หรือปฏิกิริยาออกซิเดชัน ส่งผลให้ปริมาณของสารสกัดหยาบลดลง  
เมื่อเปรียบเทียบกับการสกัดจากพืชสด [38] นอกจากน้ีการที่ใบสดให้สารสกัดหยาบสูงกว่าอาจเนื่องมาจากโครงสร้างทางเคมี
ของพืชที่ยังคงความชุ่มชื้นและความสมบูรณ์ของสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ (Secondary metabolites) [39, 40] ข้อมูลนี้
แสดงให้เห็นถึงความสำคัญของการเลือกตัวอย่างพืชสมุนไพรในขั้นตอนการเตรียมก่อนการสกัด เพื่อให้ได้ผลผลิตสูงและ  
คงคุณภาพของสารออกฤทธ์ิอย่างมีประสิทธิภาพ 
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 อย่างไรก็ตามการใช้ใบแห้งในการสกัดยังคงเป็นแนวทางที่สะดวกในการเก็บรักษาวัตถุดิบและควบคุมความ
แปรปรวนของความชื้น แต่จำเป็นต้องพิจารณาวิธีการอบแห้งที่เหมาะสม เช่น การอบที่อุณหภูมิต่ำ หรือการทำแห้งแบบ  
แช่เยือกแข็ง (Freeze drying) เพื่อคงคุณภาพของสารสำคัญให้ได้มากท่ีสุด [41] 
 

ตารางที่ 1 แสดงค่าร้อยละของสารสกัดหยาบ (%Yield) ใบกระดูกไก่ดำ  
 

สารสกัด ลักษณะทางกายภาพ น้ำหนัก (กรัม) ร้อยละสารสกัดหยาบ 
ใบกระดูกไกด่ำสด สีเขียวเข้ม หนดื 13.22 2.64% 
ใบกระดูกไกด่ำแห้ง สีเขียวเข้ม หนดื 7.21 1.44% 

 
2. ผลการวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง 
 จากภาพที่ 3 จะเห็นได้ว่า โครมาโทแกรมชนิดแผ่นบางเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน คือ Apigenin และ Caffeic 
acid ในใบกระดูกไก่ดำสดและใบกระดูกไก่ดำแห้ง พบ Spot ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ไม่ชัดเจน (ภาพที่ 3B) ที่ความ
ยาวคลื่น 366 นาโนเมตร (ภาพที่ 3C) พบจำนวน 5 และ 4 Spot ตามลำดับ โดยมีค่า Rf ใกล้เคียงกัน เช่น Apigenin  
(Rf = 0.56 ), Caffeic acid (Rf = 0.37), กระดูกไก่ดำสด (Rf = 0.37-0.85), และกระดูกไก่ดำแห้ง (Rf = 0.37-0.82) แสดง
ว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ (Ethyl acetate : Toluene : Methanol : Formic acid = 4 : 4 : 0.7 : 0.1) สามารถแยกองค์ประกอบ 
ฟลาโวนอยด์และฟีนอลิกในสารสกัดใบกระดูกไก่ดำได้อย่างมีประสิทธิภาพ ทำให้เห็นตำแหน่ง Spot ที่สัมพันธ์กับสาร
มาตรฐาน Apigenin และ Caffeic acid ซึ่งสามารถใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการสร้างลายพิมพ์ทางเคม ีอย่างไรก็ตามการศกึษา
นี้ยังไม่ได้เปรียบเทียบกับวัฏภาคเคลื่อนที่ระบบอื่น ซึ่งควรทำในงานวิจัยต่อไปเพื่อยืนยันความเหมาะสมเชิงเปรียบเทียบ 
 

 
 

ภาพที่ 3 การเปรียบเทียบสารมาตรฐาน คือ Apigenin (a) และ Caffeic acid (b) กระดูกไก่ดำสด (c)  
และกระดูกไก่ดำแห้ง (d) บน TLC plate 

*ตรวจสอบด้วยแสงสีขาว (A) UV ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร (B) UV ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร (C) 
วัฏภาคเคลื่อนที ่: Ethyl acetate: Toluene: Methanol: Formic acid (4 : 4 : 0.7 : 0.1) 
  

Apigenin 

Caffeic acid 
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จากผลการว ิ เคราะห ์  TLC พบว ่าว ัฏภาคเคล ื ่ อนท ี ่  Ethyl acetate: Toluene: Methanol: Formic acid  
(4 : 4 : 0.7 : 0.1) สามารถแยก Spot ของสารสำคัญออกได้อย ่างชัดเจน โดยเฉพาะสารในกลุ ่มฟลาโวนอยด์และ
สารประกอบฟีนอลิก ซึ่งถือเป็นกลุ่มสารต้านอนุมูลอิสระสำคัญในพืชสมุนไพร [26, 42] โดยพบว่าค่า Rf ของ Apigenin และ 
Caffeic acid อยู่ในช่วง 0.56–0.60 และ 0.37 ตามลำดับ ซึ่งใกล้เคียงกับงานของ Yadav et al. (2017) [43] ที่ใช้ วัฏภาค
เคลื่อนที่ คือ Toluene : Ethyl acetate : Formic acid ในการวิเคราะห์สารจากใบกระดูกไก่ดำด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
แบบผิวบางทำให้ได้โปรไฟล์องค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้น โดยผลการตรวจสอบด้วยรังสีอัลตราไวโอเลตที่ 254 นาโนเมตร  
พบ Spot ที่ตำแหน่งใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน แต่ความชัดเจนค่อนข้างต่ำ ซึ ่งเกิดจากการดูดกลืนแสงของสารในกลุ่ม  
ฟลาโวนอยด์และฟีนอลิกที่มีปริมาณไม่สูงนัก หรืออาจจะเกิดจากปริมาณสารเข้มข้นน้อยเกินไป ขณะที่การตรวจสอบที่ 366 
นาโนเมตร พบ Spot ชัดเจนกว่า แสดงถึงคุณสมบัติการเรืองแสงของ Apigenin ทีส่อดคล้องกับคุณสมบัติทางสเปกโทรสโคปี
ของฟลาโวนอยด์ที่มักเรืองแสงได้ดีในช่วงคลื่นยาว (366 นาโนเมตร) จึงใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการเปรียบเทียบคุณภาพของ
สารสกัด โดยพบ Spot ของสารสกัดจากใบสดมีความเข้มและหนากว่าใบแห้งอย่างชัดเจน [43] ซึ่งเกิดจากการสูญเสียของสาร
ออกฤทธ์ิระหว่างกระบวนการทำแห้ง [44, 45] ซึ่งสอดคล้องกับการที่ฟลาโวนอยด์ เช่น Apigenin มีความไวต่อแสงและความ
ร้อน [17] และการเปรียบเทียบค่า Rf ของสารจากใบกระดูกไก่ดำแสดงถึงความสามารถในการเคลื่อนที่ของสารในระบบ  
โครมาโทกราฟี ซึ่งขึ้นอยู่กับโครงสร้างเคมีของสาร โดย Apigenin มีลักษณะโครงสร้างที่มีขั้วกลาง ๆ เมื่อเทียบกับ Caffeic 
acid ทำให้สามารถเคลื่อนที่ได้ไกลกว่าในตัวทำละลายที่มีความสมดุลระหว่างความมีขั้วและไม่มีขั้ว [46] ซึ่งช่วยแยกสารได้
อย่างมีประสิทธิภาพ และเป็นพื้นฐานในการระบุสารออกฤทธิ์ในงานพัฒนาผลิตภัณฑ์สมุนไพร [39] เมื่อเปรียบเทียบกับงาน
ของ Wulansari et al. (2025) ที ่รายงานว่าสารสกัดจากกระดูกไก่ดำที ่ว ิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด ้วยเทคนิค 
โครมาโทกราฟีแบบผิวบางมีหลาย Spot ที่แสดงคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ [47] ในงานวิจัยนี้มีข้อสังเกตสำคัญคือ ความเข้ม
ของ Spot ในใบสดมีความเด่นชัดกว่าในใบแห้ง ซึ่งอาจบ่งบอกถึงปริมาณสารสำคัญที่สูงกว่า โดยเฉพาะกลุ่มฟลาโวนอยดท์ี่มี
คุณสมบัติระเหยง่ายหรือเสื่อมสภาพได้ง่ายจากความร้อน [48] การอบแห้งใบอาจลดปริมาณสารสำคัญลงได้ ดังนั้นจึงมีผลต่อ
ประสิทธิภาพทางชีวภาพของที่ได้จากวัตถุดิบ ดังนั้นการใช้เทคนิค TLC และการประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH 
assay เป็นการบูรณาการที ่มีประสิทธิภาพและมีศักยภาพในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์คุณภาพวัตถุดิบสมุนไพรในระดับ
อุตสาหกรรมและงานวิจัย [49, 50] อย่างไรก็ตามจากค่า Rf และการตรวจสอบภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลต พบว่า Spot บาง
ตำแหน่งมีความใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน Apigenin และ Caffeic acid แม้ Caffeic acid มักแสดงการดูดกลืนที ่ 254  
นาโนเมตร แต่ในตัวอย่างน้ี Spot ของสารดังกล่าวไม่ปรากฏชัดเป็นจุดมืดที่ 254 นาโนเมตร แต่กลับให้สัญญาณเรืองแสงสีน้ำ
เงินท่ี 366 นาโนเมตร ซึ่งเป็นผลจากปัจจัยความเข้มข้นของตัวอย่างเมทริกซ์ท่ีทำให้เกิด quenching หรือการเปลี่ยนแปลงทาง
เคมีบนแผ่น TLC ดังนั้นผล TLC ถือเป็นข้อมูลเบื้องต้นเท่านั้น และการยืนยันด้วยวิธีการวิเคราะห์ HPLC-DAD เพื่อตรวจสอบ
และยืนยันการมีอยู่ของ Apigenin ทั้งในใบสดและใบแห้ง ทั้งนี้การพิสูจน์ชนิดของสารในระดับโครงสร้างยังจำเป็นต้องใช้
เทคนิคข้ันสูงเพิ่มเติม เช่น LC-MS/MS หรือ NMR ในการศึกษาต่อไป 
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(A)                                                                   (B) 

 
ภาพที่ 4 ลักษณะโครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน Apigenin (A) และลักษณะสเปกตรัม (B) 

      
(A)                                                                           (B) 

ภาพที่ 5 ลักษณะโครมาโทแกรมของสารสกัดใบกระดูกไก่ดำสด (A) และแห้ง (B) 
 
3. ผลการวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีโดยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC-DAD) โดยตรวจสอบลักษณะ
โครมาโทแกรมและลักษณะสเปกตรัมจากสารสกัดใบกระดูกไก่ดำ ในงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าสารมาตรฐาน Apigenin มี 
Retention time ที่ 24.10 นาที ขณะที่สารสกัดหยาบจากใบกระดูกไก่ดำ แสดงพีคที่เวลา 23.21 นาที โดยมีค่า Retention 
time ใกล้เคียงกันมาก การบันทึกสเปกตรัมการดูดกลืนแสงโดยตัวตรวจจับ DAD (200–400 nm) ยืนยันว่ารูปแบบสเปกตรัม

ของพีคตัวอย่างตรงกับสารมาตรฐาน Apigenin ไม่เพียงแต่ที่ max (338 นาโนเมตร) เท่านั้น แต่รวมถึงลักษณะสเปกตรัม

โดยรวมด้วย ซึ่งสอดคล้องกับค่ามาตรฐานของ Apigenin ที่รายงานหลายฉบับพบว่า Apigenin มักแสดง max ระหว่าง 
334–338 นาโนเมตร ในระบบ HPLC-DAD) ซึ ่งสนับสนุนการยืนยันพีคดังกล่าวเป็น Apigenin ได้อย่างมีเหตุผลเชิง 
สเปกโทรสโคปี [51]  

เมื่อทำการวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยคำนวณจากสมการเส้นตรงของกราฟสารมาตรฐาน คือ y = 5E+07x – 32017 
(R² = 0.9995) พบว่า Apigenin ในสารสกัดหยาบจากใบสดมีปริมาณ 34.45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (3.44% w/v) ขณะที่ใน
ใบแห้ง มีปริมาณ 22.14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (2.21% w/v) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าปริมาณ Apigenin ในตัวอย่างใบสดสูงกว่า 
ใบแห้งประมาณร้อยละ 50 เมื่อคำนวณจากค่าที่ได้ การลดลงของปริมาณ Apigenin หลังจากการอบแห้งอาจมีสาเหตุร่วม 
จากหลายปัจจัย เช่น ความไวต่ออุณหภูมิของสารพฤกษเคมี การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน การเกิดไอโซเมอริเซชันหรือตรึงกับ

Apigenin 

Apigenin 

Apigenin 

max = 338 nm 
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องค์ประกอบเมทริกซ์ระหว่างการอบแห้ง ตลอดจนการสูญเสียสารบางส่วนในรูประเหยหรือการสลายตัวขณะได้รับความร้อน 
[52, 53]  

 
4. ผลการทดสอบฤทธิใ์นต้านอนุมูลอิสระ 
 การศึกษาฤทธิ ์การต้านอนุมูลอิสระของสกัดของใบกระดูกไก่ดำแบบสดและแบบแห้ง มีสมการเส้นตรงคือ 
y = 0.0502x+0.0317 และมีค่า R2 เท่ากับ 0.9944 คำนวณค่า IC50 ได้เท่ากับ 995.38 ± 34.67 ไมโครกรัมต่อมลิลลิิตร แสดง
ดังภาพที่ 6 และใบกระดูกไก่ดำแห้งมีสมการเส้นตรงคือ y = 0.0285x+9.6239 และมีค่า R2 เท่ากับ 0.9952 คำนวณค่า IC50 
ได้เท่ากับ 1,416.71 ± 107.76 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงดังภาพท่ี 7 
 

 
 

ภาพที่ 6 กราฟฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน Trolox  
 

     
(A)                                                                     (B) 

 
ภาพที่ 7 กราฟฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของกระดูกไก่ดำสด สด (A) และแห้ง (B) 

 
ตารางที่ 2 ค่า IC50 จากสารสกัดใบกระดูกไก่ดำแบบสดและแห้ง 

สารสกัด IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ใบกระดูกไกด่ำสด 995.38 ± 34.67 
ใบกระดูกไกด่ำแห้ง 1,416.71 ± 107.76 

Trolox 4.708 ± 0.040 
 
 พบว่าสารสกัดใบกระดูกไก่ดำแบบสด แสดงประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมูลอิสระพบว่าค่า IC50 เท่ากับ 995.38 ± 
34.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และกระดูกไก่ดำแห้งเท่ากับ 1,416.71 ± 107.76 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารมาตรฐาน 
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Trolox มีค่า IC50 เท่ากับ 4.708 ± 0.04 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากผลการวิเคราะห์พบว่า สารสกัดใบกระดูกไก่ดำสดมี
ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าใบแห้ง ประมาณ 1.42 เท่า และจากการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH 
สารสกัดกระดูกไก่ดำมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระค่อนข้างต่ำ (Low activity) แสดงดังตารางที่ 2 
 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay พบว่าสารสกัดจากใบกระดูกไก่ดำ แสดงให้เห็นความแตกต่าง
ระหว่างสารสกัดจากใบสดและใบแห้ง โดยสารสกัดจากใบสดมีค่า IC50  น้อยกว่าสารสกัดจากใบแห้งซึ่งค่า IC50 ที่ต่ำกว่าแสดง
ถึงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระที่สูงกว่า [54] ผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าสารสำคัญที่ทำหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูล
อิสระ เช่น Apigenin มีปริมาณหรือความคงตัวสูงกว่าในสารสกัดจากใบสด ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลการวิเคราะห์เชิงปริมาณ  
ความแตกต่างดังกล่าวอาจมีสาเหตุมาจากกระบวนการอบแห้งและการเก็บรักษา ซึ่งมีผลต่อโครงสร้างและความเสถียรของ
สารพฤกษเคมี โดยเฉพาะกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่มีคุณสมบัติไวต่อความร้อน แสง และออกซิเจน [44, 55] งานวิจัยของ Kashyap 
et al. (2022) ยืนยันว่า Apigenin จะสูญเสียฤทธิ์ทางชีวภาพเมื่อสัมผัสความร้อนหรือเก็บรักษาไว้นาน ทำให้ประสิทธิภาพใน
การจับอนุมูลอิสระ (ROS scavenging activity) ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ [34] ซึ่งกลไกการต้านอนุมูลอิสระของ Apigenin นั้น
ครอบคลุมหลายมิติ ไม่ว่าจะเป็นการกำจัดอนุมูลอิสระโดยตรง (Free radical scavenging) การจับโลหะ (Metal chelation) 
การเพิ่มการทำงานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ และการกระตุ้นสัญญาณ Nrf2 ซึ่งเป็น Transcription factor ที่
ควบคุมการตอบสนองต่อ Oxidative stress [35, 56] Apigenin จึงเป็นสารที่มีศักยภาพสูงในการป้องกันเซลล์จากอนุมูล
อิสระ นอกจากน้ีมีรายงานว่า Apigenin ที่สกัดจากใบกระดูกไก่ดำ ยังแสดงฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาอื่น ๆ โดยเฉพาะฤทธิ์ต้านการ
อักเสบ ผ่านกลไกการยับยั้งการแสดงออกของ NF-B, COX-2 และ Cytokines ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ ได้แก่ 
TNF- และ IL-1 [57]  
 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ Apigenin ที ่วัดได้ด้วย HPLC และผลการทดสอบทางชีวภาพ (DPPH) มีความ
สอดคล้องกันโดยสารสกัดจากใบสดที่มีปริมาณ Apigenin สูงกว่ามีค่า IC50 ต่ำกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดจากใบแห้ง ซึ่ง
สอดคล้องกับบทบาทของ Apigenin เป็นสารในกลุ่ม Flavone ที่สามารถทำหน้าท่ีต้านอนุมูลอิสระ [51, 58] ดังนั้นการลดลง
ของ Apigenin จึงสามารถอธิบายได้ว่าเป็นหนึ่งในสาเหตุสำคัญที่ทำให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของตัวอย่างแห้ง
ลดลงเมื่อเทียบกับตัวอย่างสด 
 
สรุปผล  

ผลการสกัดสมุนไพรพบว่าใบกระดูกไก่ดำแบบสดให้ปริมาณสารสกัดหยาบสูงกว่าใบที่ผ่านการทำแห้ง การทดสอบ
ด้วยเทคนิค TLC พบว่าใบสดและแห้งมี Spot ที่ตรงกับสารมาตรฐาน Apigenin และ Caffeic acid การวิเคราะห์ Apigenin 
ด้วยเทคนิค HPLC แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากใบสดมีปริมาณสูงกว่า (3.44% w/v) ผลดังกล่าวสอดคล้องกับการทดสอบฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH ซึ่งสารสกัดจากใบสดมีค่า IC50 ต่ำกว่าแบบแห้งอย่างมีนัยสำคัญ ทั้งนี้ควรพัฒนาวิธีการสกัดหรือ
การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีโดยเทคนิค LC-MS/MS หรือ NMR เพิ่มเติม 
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