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บทคดัย่อ 

กลุ่มโรคไม่ติดต่อเรื้อรงัเป็นสาเหตุหลกัของการเสยีชวีติก่อนวยัอนัควรของประชากรไทย มีผู้ป่วย
จ านวนมากที่มสีาเหตุการเกิดโรคมาจากอนุมูลอิสระ ดงันัน้งานวิจยันี้จงึมุ่งเน้นในการศึกษากระบวนการ
เตรยีมสารสกดัสมุนไพรไทยทีม่ฤีทธิต์้านอนุมูลอสิระจากการสกดัสมุนไพรไทย ไดแ้ก่ แก่นฝาง ผลสมอไทย 
ผลสมอพเิภก ผลมะขามป้อม และล าต้นบอระเพด็ ด้วยวธิกีารแช่ในเอทานอล เพื่อคดักรองพชืสมุนไพรทีม่ี
ศกัยภาพในการตา้นอนุมลูอสิระ พบว่าสารสกดัแก่นฝางและสารสกดัผลมะขามป้อมมฤีทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระ
และปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมสงูกว่าสารสกดัสมุนไพรชนิดอื่น เมื่อสกดัดว้ยเมทานอล เอทานอล และ
เอทิลอะซิเตทเพื่อคัดเลือกตัวท าละลายที่เหมาะสม พบว่าเอทานอลยังคงเป็นตัวท าละลายที่เหมาะสม 
เนื่องจากท าให้ได้สารสกัดที่มีฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระสูง มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมสูง และมี
ปรมิาณฟลาโวนอยดร์วมสงู แมว้่าการสกดัดว้ยเอทานอลจะท าใหม้ผีลไดก้ารสกดัน้อยกว่าสารสกดัดว้ยเมทา
นอล อย่างไรกต็าม เอทานอลเป็นตวัท าละลายทีม่คีวามเป็นพษิต ่าและมรีาคาถูก จงึมคีวามเหมาะสมต่อการ
สกดัสารออกฤทธิจ์ากแก่นฝางและผลมะขามป้อมดว้ยวธิกีารแช่ ทัง้ในระดบัชุมชุมและระดบัอุตสาหกรรม 

 

ค าส าคญั : ฝาง; มะขามป้อม; สมุนไพรไทย; ฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระ; โรคไม่ตดิต่อเรือ้รงั 
 
Abstract 

Non-communicable diseases (NCDs) are the major causes of premature mortality in Thailand, 
which their abnormalities are primarily caused by free radicals.  Thus, this research aimed to develop 
the extraction process for preparing high antioxidant extracts from Thai herbs.  To screen the potent 
herbal plants, i.e. Sappanwood heartwood (SH), Indian gooseberry fruit (IG), Chebulic myrobalan fruit 
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(CM) , Belliric myrobalan fruit (BM)  and heart- leaved moonseed stem (HM) , were extracted by 
macerating in ethanol. The results revealed that SH extract and IG extract exhibited high potential for 
antioxidant activity with high total phenolic content (TPC)  among other extracts.  After the selected 
herbs were macerated in various solvents including methanol (MeOH) , ethanol (EtOH)  and ethyl 
acetate (EtOAc) , the results showed that the most suitable solvent was EtOH due to the obtained 
extracts expressed high antioxidant activity, high TPC and high total flavonoid content (TFC). Although 
extraction of SH and IG by using EtOH gave the extraction yield lower than that by MeOH, this solvent 
is known to be low toxic and low cost. These reasons make EtOH more suitable for extracting SH and 
IG in community and industrial scales.  
 

Keywords: Sappanwood; Indian gooseberry; anti-oxidant activity; non-communicable disease 
 
1. ค าน า 

กลุ่มโรคไม่ติดต่อเรื้อรัง (non-communic-
able disease, NCD) เป็นสาเหตุหลักส าหรับการ
เสยีชวีติของประชากรไทยในทศวรรษทีผ่่านมา โดย
มสีดัส่วนการเสยีชวีติจากกลุ่มโรคเหล่านี้ประมาณ
รอ้ยละ 75 ของการเสยีชวีติทัง้หมด และจากสถติยิงั
พบว่าเป็นการเสยีชวีติก่อนวนัอนัควรถงึร้อยละ 55 
ซึง่มสีาเหตุการเสยีชวีติมาจากโรคหลอดเลอืดสมอง 
โรคหวัใจขาดเลอืด และโรคเบาหวาน เป็นต้น (กรม
ควบคุมโรค, 2560) การเกิดโรคเหล่านี้ส่วนใหญ่มี
สาเหตุจากภาวะถูกออกซไิดซเ์กนิสมดุล (oxidative 
stress) และการอักเสบ ( inflammation) (Camps 
and García-Heredia, 2014) เป็นที่ทราบกันดีว่า
อนุมูลอสิระ (free radical) หรอือนุพนัธอ์อกซเิจนที่
ว่องไว (reactive oxygen species, ROS) ซึ่งเป็น
โมเลกุลทีม่อีเิลก็ตรอนโดดเดีย่ว (unpaired electron) 
เป็นสาเหตุหลกัของการเกดิภาวะถูกออกซไิดซเ์กนิ
สมดุลในเซลล ์(Camps and García-Heredia, 2014) 
หากว่าในร่างกายมีอนุมูลอิสระมากจนเกินความ 
สามารถของกลไกการต้านอนุมูลอสิระภายในเซลล์
แล้ว โมเลกุลอนุมูลอสิระอาจท าให้เกดิการเปลี่ยน 
แปลงโครงสรา้งดเีอน็เอ และเปลีย่นแปลงสภาพของ
โปรตีนและไขมนับรเิวณเยื่อหุม้เซลล์ และส่งผลให้
เกดิโรคทีส่ าคญัหลายชนิด ไดแ้ก่ โรคชรา โรคมะเรง็  

โรคความจ าเสือ่ม เป็นตน้ (Ames et al., 1993) 
ต ารับยาแพทย์แผนไทย (Thai traditional 

medicine) และต า รับย าอายุ ร เ วท  (Ayurvedic 
medicine) นัน้ใชพ้ชืสมุนไพรทีห่ลากหลายประกอบ
ขึน้เป็นต ารบัยาเพื่อการรกัษาโรค โดยพชืสมุนไพร
ทีม่คีวามน่าสนใจ ไดแ้ก่ ฝาง (Caesalpinia sappan) 
มีการใช้ส่วนแก่น (Sappanwood heartwood, SH) 
มะขามป้อม (Phyllanthus emblica) มีการใช้ส่วน
ผล (Indian gooseberry fruit, IG) สมอไทย (Termi 
nalia chebula) มกีารใช้ส่วนผล (Chebulic myroba 
lan fruit, CM) สมอพิเภก (Terminalia bellirica) มี
การใช้ส่วนผล (Belliric myrobalan fruit, BM) และ
บอระเพ็ด (Tinospora cordifolia) มีการใช้ส่วนล า
ต้น (heart-leaved moonseed stem, HM) เป็นต้น 
โดยในท้องตลาดมผีลติภณัฑ์น ้าสมุนไพรสกดัจาก
ผ ล ม ะ ข า ม ป้ อ ม  ผ ล ส ม อ พิ เ ภ ก  แ ล ะ ผ ล 
สมอไทย จ าหน่ายกันอย่างแพร่หลาย ซึ่งต ารับ
สมุนไพรนี้มีชื่อว่า “ตรีผลา” (Triphala) ที่แปลว่า
ผลไม้ 3 ชนิด จากการศึกษาฤทธิท์างเภสชัวิทยา
ของตรีผลาพบว่าตรีผลามีฤทธิก์ระ ตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกัน ( immunomodulatory activity) เ ป็นยา
ระบาย (laxative effect) กระตุ้นความอยากอาหาร 
(appetite stimulation) ลดน ้ าตาลในกระแสเลือด 
(hypoglycemic activity) ต้ านการอัก เสบ  (anti-
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inflammatory activity) ต้ า น แ บ ค ที เ รี ย  ( anti-
bacterial activity) ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant 
activity) และ ต้านมะเร็ง (anti-neoplastic activity) 
เป็นตน้ (Peterson และคณะ, 2017)  

นอกจากตรผีลาแลว้ ยงัมสีมุนไพรชนิดอื่นที่
กล่าวถึงข้างต้นที่มีการศึกษาทางวิทยาศาสตร์
เช่นกัน  โดย Naik Bukke และคณะ  (2018) ได้
เปรยีบเทยีบความสามารถในการท าลายเซลลม์ะเรง็
เตา้นม (MCF-7) และเซลล ์มะเรง็ปอด (A-549) ของ
สารสกัดใบและแก่นของฝางเมื่อสกัดด้วยตัวท า
ละลายชนิดต่าง ๆ ได้แก่ เมทานอล (methanol) 
คลอโรฟอร์ม (chloroform) และน ้า จากการศึกษา
พบว่าสารบราซลินิเอ (Brazilin A) ทีไ่ดจ้ากแก่นฝาง
สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์มะเรง็
เตา้นมดงักล่าว และในปีเดยีวกนั Hwang และ Shim 
(2018) พบว่าสารสกัดฝางสามารถลดการสร้าง
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในเซลล์เคราตโินไซต์ของ
มนุษย ์(human epidermal keratinocyte) ทีเ่กดิจาก
การกระตุ้นด้วยแสงอลัตราไวโอเลตความยาวคลื่น
ช่วง 320-400  นาโนเมตร เนื่องจากสารสกดัฝางมี
สามารถกระตุ้นการสงัเคราะหเ์อนไซมก์ลูตาไทโอน
เปอรอ์อกซเิดส 7 นอกจากน้ียงัพบว่าฤทธิก์ารต้าน
อนุมูลอิสระของ บราซิลินมีความใกล้เคียงกับ
เอนไซม์กลูตาไทโอน เปอร์ออกซเิดส 7 ด้วยเหตุนี้
สารสกัดฝางจึงมีความ สามารถในการลดอาการ
เหี่ยวย่นของผิวหนังจากการถูกแสงแดด ส่วน
การศึกษาฤทธิก์ารป้องกันการเกิดแผลจากกรด   
ในกระเพาะอาหารของสารสกัดแก่นฝางโดย 
Chellappan และคณะ (2017) รายงานว่าสารสกดั
แก่นฝางสามารถป้องกันการเกิดแผลจากกรดใน
กระเพาะอาหารของหนูทดลอง เนื่องจากกลไกการ
ปกป้องเซลลแ์ละการตา้นอนุมลูอสิระ  

ส าหรับการศึกษาสารสกัดมะขามป้อม 
Pandey และคณะ (2019) ไดท้ดสอบความสามารถ
ของสารสกดัมะขามป้อมต่อการลดการสะสมของ

โครเมยีม (chromium) ในเมลด็ขา้ว ซึง่ผลปรากฏว่า
สารสกดัมะขามป้อมสามารถยบัยัง้การน าโครเมยีม
เข้าสู่เซลล์โดยการเพิ่มการท างานของเอนไซม์ที่
เกีย่วขอ้งกบัการตา้นอนุมลูอสิระ จากการศกึษาสาร
สกดัผลสมอไทยของ Lee และคณะ (2017) พบว่า
แทนนินชนิดย่อยได้ (hydrolyzable tannin) ที่สกดั
ได้จากผลสมอไทยซึ่งมฤีทธิย์บัยัง้เอนไซม์แอลฟา
กลูโคซิเดส (-glucosidase) ได้แก่ 4-O-(2",4"-di-
O-galloyl--L-rhamnosyl) ellagic acid และ 1,2,3,6- 
tetra-O-galloyl-4-O-cinnamoyl--D-glucose โ ด ย
มคี่าความเขม้ขน้ในการยบัยัง้รอ้ยละ 50 (inhibitory 
concentration, IC50) เท่ากับ 2.9 และ 6.4 ไมโคร 
โมลาร์ ตามล าดบั ส่วนสมอพิเภกมีการศกึษาสาร
สกดัสมอพเิภกที่ใช้ตวัท าละลายเป็นเอทลิอะซเีตท 
มีฤทธิใ์นการรักษาโรคที่เกี่ยวกบัข้องกับตับ โดย 
Chen และคณะ (2015) ได้รายงานว่าสารสกดัสมอ
พิเภกที่ได้จากการสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทสามาร
ถลดการเกดิพงัผดืในตบั (hepatic fibrosis) โดยการ
ยับยัง้การสังเคราะห์คอลลาเจน (collagen) และ
ยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ (cytokine) ที่เกี่ยวขอ้งกบั
การเกิดพงัผืดของ hepatic stellate cell (HSC-T6) 
และยงัพบว่าสารสกดัน้ีช่วยใหเ้กดิการตายของเซลล์
ตับชนิดนี้  ซึ่งเป็นเซลล์ที่ท าให้เกิดพังผืดในตับ 
ส าหรบัการใช้ประโยชน์จากบอระเพ็ดนัน้ Selvam 
และคณะ (2017) ศกึษาการใช้ใบบอระเพด็สดเป็น
ตวัรดีวิส ์(reducing agent) และตวัควบคุมการเกดิ
อนุภาค (capping agent) ในการสงัเคราะห์ silver 
nanoparticle ผลปรากฏว่าอนุภาคที่สงัเคราะห์ได้
สามารถต้านอนุมูลอิสระและต้านแบคทีเรียได้สูง
กว่าสารสกดัจากใบบอระเพด็ ซึง่เป็นแนวโน้มทีด่ใีน
การพัฒนาอนุภาคนาโนเงินที่ส ังเคราะห์ได้ไปสู่
ผลติภณัฑ์ด้านชวีการแพทย์ต่อไป ส่วนการศกึษา
ฤทธิท์างเภสชัวทิยาสารกลุ่มอลัคาลอยด ์(alkaloid) 
ที่สกัดได้จากล าต้นและรากของบอระเพ็ด พบว่า    
มฤีทธิต์า้นมะเรง็ ตา้นเบาหวาน ตา้นไวรสั ตา้นการ 
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อกัเสบ เป็นตน้ (Tiwari และคณะ, 2018)  
ดงันัน้งานวจิยันี้จงึมุ่งเน้นในการคดักรองพชื

สมุนไพรไทยที่มีศกัยภาพในการต้านอนุมูลอิสระ 
จากนัน้น าพชืสมุนไพรเหล่านัน้มาสกดัดว้ยกระบวน 
การสกดัทีเ่หมาะสม เพื่อใหไ้ดส้ารสกดัทีม่ฤีทธิต์า้น
อนุมูลอสิระสูงพร้อมทัง้มปีระมาณสารออกฤทธิอ์ยู่
ในระดับที่สูงด้วย เพื่อการน าไปใช้ประโยชน์ทาง
เภสัชวิทยา ทัง้นี้ชิ้นส่วนของพืชสมุนไพรไทยที่
ผูว้จิยัสนใจ ไดแ้ก่ แก่นฝาง ผลมะขามป้อม ผลสมอ
ไทย ผลสมอพเิภก และล าตน้บอระเพด็ 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 กระบวนการสกดัผงพืชสมุนไพร 

2.1.1 การเตรยีมผงพชืสมุนไพร 
น าชิ้นส่วนพืชสมุนไพรไทยแห้ง 

ไดแ้ก่ แก่นฝาง ผลมะขามป้อม ผลสมอไทย ผลสมอ
พิเภก และล าต้นบอระเพ็ด มาบดด้วยเครื่องปัน่
ผลไมป้ระมาณ 5 นาท ีเพื่อใหไ้ดผ้งสมุนไพรละเอยีด 
แล้วน าผงที่ได้มาร่อนผ่านตะแกรงที่มรีูขนาด 600 
ไมโครเมตร หรือ 30 เมช (mesh) น าผงสมุนไพร
ละเอียดที่ร่อนได้ไปเก็บที่อุณหภูมิห้องให้พ้นแสง
และอากาศเพื่อรอการน าไปใชใ้นการสกดัต่อไป 

2.1.2 การสกดัดว้ยวธิกีารแช่ 
การสกดัผงพืชสมุนไพรด้วยวิธีการ

แช่ (maceration) ผูว้จิยัไดน้ าผงพชืสมุนไพรมาผสม
กบัตวัท าละลายที่ใช้ด้วยสดัส่วนโดยมวลผงพชืต่อ
ปรมิาตรตวัท าละลายเป็น 1 ต่อ 10 จากนัน้บรรจุลง
ในหลอดหมุนเหวีย่งขนาด 50 มลิลลิติร น าไปวางไว้
ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน แล้วน ามา
กรองดว้ยกระดาษกรองเพื่อน ากากทีแ่ยกไดไ้ปสกดั
ต่ออีก 1 รอบ ด้วยสภาวะและกระบวนการสกัด
เดยีวกนั จากนัน้น าสารละลายที่ไดจ้ากการสกดัทัง้ 
2 รอบ มารวมกนัแล้วน าไประเหยแห้งในตู้อบลม
ร้อนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 วนั 
แล้วน าสารสกดัหยาบแห้งที่ได้มาใส่ในโถดูดความ 

ชื้นเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ก่อนน าไปเกบ็ในหลอดแกว้
ทบึแสงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เพื่อวเิคราะห์
คุณลกัษณะของสารสกดัสมุนไพรในล าดบัต่อไป 

2.2 การวิเคราะห์คุณลักษณะของสาร
สกดัสมุนไพร 

2.2.1 ผลไดจ้ากการสกดัผงพชืสมุนไพร 
หลังจากได้สารสกัดหยาบแห้งแล้ว 

สารสกดัหยาบแหง้ทีไ่ดจ้ะเกบ็ในโถดดูความชืน้เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง เพื่อปรบัระดบัความชื้น จากนัน้จงึ
น ามาชัง่น ้าหนักด้วยเครื่องชัง่ 4 ต าแหน่ง แล้วน า
น ้าหนกัแหง้ของสารสกดัหยาบ (WE) และน ้าหนกัผง
พืชที่ ใช้  (WP)  มาค านวณผลได้ของการสกัด 
(extraction yield, EY) ดังสมการ EY (% w/w) = 
(WE ÷ WP) x 100 ทัง้นี้ สารสกดัหยาบแหง้ทีไ่ดน้ัน้
จะน าไปเกบ็ใหพ้้นแสงที่อุณหภูมปิระมาณ 4 องศา
เซลเซยีส เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองถดัไป 

2.2.2 ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวม 
ผู้วิจยัได้ใช้วิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

ประกอบฟีนอลกิรวม (total phenolic content, TPC) 
ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu ที่ดดัแปลงมาจาก ศรณัยู 
อุ่นทวี และคณะ  (2561) โดยในการเตรียมสาร 
ละลายสารสกดัตัวอย่างได้ท าการละลายสารสกัด
ตัวอย่างด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 99.98 และ
ปรบัความเขม้ขน้ของสารสกดัเป็น 10 มลิลกิรมัต่อ
มลิลลิติร ปรมิาตร 10 มลิลลิติร จากนัน้น าไปกรอง
ผ่านตัวกรองเซลลูโลสอะซิเตท ที่มีขนาดรูพรุน 
0.45 ไมโครเมตร แลว้เกบ็ในหลอดแกว้ทบึแสง น า
สารสกัดที่เตรียมได้มาเจือจาง 10 เท่า ด้วยน ้ า
ปราศจากไอออน (deionized water) จนได้เป็น
สารละลายที่มีความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม ต่อ
มลิลลิติร ซึง่ละลายอยู่ในเอทานอลเขม้ขน้รอ้ยละ 10 
ในการเตรยีมกรดแกลลกิทีใ่ชเ้ป็นสารมาตรฐานไดท้ี่
เตรียมโดยกระบวนการข้างต้นเช่นกนั จากนัน้น า
สารละลายตวัอย่างที่เตรยีมได้ไปวเิคราะหป์รมิาณ
สารประกอบฟีนอลกิรวม โดยเจอืจางสารสกดัแบบ
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อนุกรม 2 เท่า (2-fold serial dilution) ด้วยเอทา
นอลเขม้ขน้รอ้ยละ 10 ในไมโครเพลท (microplate) 
เพื่อให้ได้สารสกดั 7 ความเข้มข้น (ตัง้แต่ 1.0 ถึง 
0.015625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่มีปริมาตร 50 
ไมโครลติร อยู่ในหลุมโดยเรยีงความเขม้ขน้มากไป
น้อยจากหลุม H ไปจนถงึหลุม B เจอืจาง 3 ซ ้าต่อ 1 
ความเขม้ขน้ แลว้จงึเตมิสารละลาย Folin-Ciocalteu 
reagent เข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโคร 
ลติร ลงไปในหลุม เขย่าเป็นเวลา 1 นาท ีแลว้บ่มต่อ
เป็นเวลา 4 นาที จากนัน้เติมสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนต (sodium carbonate, Na2CO3) เขม้ขน้
รอ้ยละ 7.5 ลงไป 75 ไมโครลติร และน าไปเขย่าเป็น
เวลา 1 นาที ก่อนเก็บที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืดเป็น
เวลา 2 ชัว่โมง แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง  
ด้วยเครื่องอ่านไมโครเพลท (microplate reader, 
SUNRISETM, Tecan Trading AG, Switzerland) ที่
ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร และน าค่าความชนั
ของสารสกัด (SE) ที่ได้จากกราฟความสัมพันธ์
ระหว่างความเขม้ขน้ของสารสกดัและค่าการดดูกลนื
แสงมาเปรยีบเทยีบกบัค่าความชนัของกราฟความ 
สมัพนัธข์องสารมาตรฐานกรดแกลลคิ (SGA) เพื่อใช้
ในการค านวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 
(gallic acid equivalent, GAE) โดยใช้สมการดังนี้ 
TPC (mg GAE/g extract) = (SE ÷ SGA) x 1000 

2.2.3 การวเิคราะหป์รมิาณฟลาโวนอยด์
รวม 

การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์
รวม (total flavonoid content, TFC) ผู้วจิยัไดใ้ช้วธิ ี
aluminium complexation ที่ดดัแปลงมาจาก Pękal 
และ Pyrzynska (2014) ซึง่ม ี2 วธิกีาร ไดแ้ก่ วธิทีีม่ ี
การใช้เควอซิทิน (quercetin) เป็นฟลาโวนอยด์
มาตรฐาน และวิธีที่มีการใช้คาเทชิน (catechin) 
เป็นฟลาโวนอยด์มาตรฐาน ก่อนการวิเคราะห์
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมได้น าสารสกัดตัวอย่าง
จ านวน 3 ซ ้า มาละลายในเอทานอลเขม้ขน้รอ้ยละ 

99.98 ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของสารสกดัเป็น 10 มลิล ิ
กรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วกรอง
ผ่านตัวกรองเซลลูโลสอะซิเตทขนาดรูพรุน 0.45 
ไมโครเมตร แล้วเกบ็ในหลอดแก้วทบึแสง จากนัน้
น าสารสกดัทีเ่ตรยีมไวม้าเจอืจาง 10 เท่า ดว้ยน ้าที่
ปราศจากไอออน ไดเ้ป็นสารละลายทีม่คีวามเขม้ขน้ 
1.0 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร และน ามาเจอืจางอกี 10 
เท่าด้วยสารละลายเอทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10 จน
ได้เป็นสารสกัดที่ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ซึ่งละลายอยู่ในสารละลายเอทานอล
เขม้ขน้รอ้ยละ 10 ส่วนสารมาตรฐานเควอซทินิและ
สารมาตรฐานคาเทชนิไดถู้กเตรยีมดว้ยวธิกีารดงัได้
กล่าวขา้งต้นเช่นกนั แต่จะมกีารเตรยีมให้เป็นสาร 
ละลายทีม่คีวามเขม้ขน้ 1 มลิลโิมลาร ์ทีล่ะลายดว้ย
เอทานอลเขม้ขน้รอ้ยละ 99.98 และเจอืจาง 10 เท่า 
ด้วยน ้าที่ปราศจากไอออน ให้มีความเข้มข้น 0.1 
มลิลโิมลาร ์ซึง่ละลายในสารละลายเอทานอลเขม้ขน้
ร้อยละ 10 น าสารละลายที่เตรียมได้ไปวิเคราะห์
ปรมิาณฟลาโวนอยดร์วมทัง้ 2 วธิ ี

การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์
รวมวิธีที่ 1 ที่มีการใช้เควอซิทินเป็นฟลาโวนอยด์
มาตรฐาน ซึง่ไดเ้จอืจางสารสกดัแบบอนุกรม 2 เท่า 
ในไมโครเพลทด้วยเอทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10 ให้
ได้สารสกดั 4 ความเข้มข้น (0.05, 0.025, 0.0125 
และ 0.00625 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั) ทีม่ี
ปริมาตร 80 ไมโครลิตร เตรียม 3 ซ ้าต่อ 1 ความ
เขม้ขน้ จากนัน้เตมิเอทานอลเขม้ขน้ 10 เปอรเ์ซน็ต ์
ปรมิาตร 100 ไมโครลติร และเตมิสารละลายอลมูนิมั
คลอไรด ์(aluminum chloride, AlCl3) เขม้ขน้รอ้ยละ 
2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้วเขย่าในที่มืดเป็น
เวลา 10 นาที จากนัน้น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง
ด้วยเครื่องอ่านไมโครเพลท (microplate reader, 
SUNRISETM, Tecan Trading AG, Switzerland) ที่
ความยาวคลื่น 425 นาโนเมตร ส่วนสารมาตรฐาน 
เควอซิทินนัน้ได้ถูกเตรียมเป็น 7 ความเข้มข้น 



Thai Journal of Science and Technology                                            ปีที ่8 • ฉบบัที ่5 • กนัยายน - ตลุาคม 2562 

 484 

( 0. 05, 0. 025, 0. 0125, 0. 00625, 0. 003125, 
0.0015625 และ 0.00078125 มิลลิโมลาร์) และมี
การท าปฏกิริยิาเช่นเดยีวกบัสารสกดัตวัอย่าง 

ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโว-
นอยด์รวมวิธีที่ 2 ที่มีการใช้คาเทชินเป็นฟลาโว-
นอยดม์าตรฐาน ซึง่ไเจอืจางสารสกดัแบบอนุกรม 2 
เท่า ในไมโครเพลทดว้ยเอทานอลเขม้ขน้รอ้ยละ 10 
ใหไ้ดส้ารสกดั 4 ความเขม้ขน้ (0.05, 0.025, 0.0125 
และ 0.00625 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั) ทีม่ี
ปริมาตร 80 ไมโครลิตร เตรียม 3 ซ ้าต่อ 1 ความ
เขม้ขน้ เช่นเดยีวกนักบัวธิทีี่ 1 แต่จะมกีารเตมิสาร 
ละลายโซเดียมไนไตรท์ (sodium nitrite, NaNO2) 
เข้มข้นร้อยละ 3.0 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงใน
หลุม แลว้เขย่าในทีม่ดืเป็นเวลา 5 นาท ีแลว้เตมิสาร 
ละลายอลูมนิัมคลอไรด์เขม้ขน้ร้อยละ 2.0 ปรมิาตร 
50 ไมโครลิตร แล้วเขย่าในที่มืดเป็นเวลา 6 นาที 
หลังจากนัน้เติมสารละลายโซเดียมโฮดรอกไซด์ 
(sodium hydroxide, NaOH) เข้มข้น 1.0 โมลาร์ 
ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ลงในหลุมแลว้เขย่าในทีม่ดื
เป็นเวลา 10 นาท ีแล้วน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง
ด้วยเครื่องอ่านไมโครเพลท (microplate reader, 
SUNRISETM, Tecan Trading AG, Switzerland) ที่
ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร ส่วนสารมาตรฐาน
คาเทชินนัน้ได้เตรียมเป็น 7 ความเข้มข้น (0.05, 
0.025, 0.0125, 0.00625, 0.003125, 0.0015625 
และ 0.00078125 มลิลโิมลาร)์ และมกีารท าปฏกิริยิา
เช่นเดยีวกบัสารสกดัตวัอย่าง 

ส าหรบัการค านวณค่าปรมิาณฟลาโว
นอยดร์วมจากวธิทีี ่1 จะน าค่าความชนัของสารสกดั 
(SE) ที่ได้จากกราฟความสมัพนัธ์เชิงเส้นระหว่าง
ความเขม้ขน้ของสารสกดัและค่าการดูดกลนืแสงมา
เปรยีบเทยีบกบัค่าความชนัของกราฟความสมัพนัธ์
เชิงเส้นของสารมาตรฐานเควอซิทิน (SQE) เพื่อ
ค านวณปรมิาณฟลาโวนอยด์รวมเทยีบเท่าเควอซิ
ทิน  (quercetin equivalent, QE)  โดย ใช้สมการ 

TFC1 (mM QE/g extract) = (SE ÷ SQE) x 1000 
และในการค านวณค่าปรมิาณฟลาโวนอยดร์วมจาก
วธิทีี ่2 จะน าค่าความชนัของสารสกดั (SE) ทีไ่ดจ้าก
กราฟความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของ
สารสกดัและค่าการดูดกลนืแสงมาเปรยีบเทยีบกบั
ค่าความชันของกราฟความสัมพันธ์เชิงเส้นของ  
สารมาตรฐานคาเทชนิ (SCE) เพื่อค านวณปรมิาณ 
ฟลาโวนอยด์รวมเทียบเท่าคาเทชิน (catechin 
equivalent, CE)  ด้วยสมการ  TFC2 (mM CE/g 
extract) = (SE / SCE) x 1000 

2.2.4 การวิเคราะห์ฤทธิก์ารต้านอนุมูล
อสิระ 

ผู้ วิ จ ั ย ไ ด้ ใ ช้ วิ ธี  DPPH assay ที่
ดดัแปลงมาจาก ศรณัยู อุ่นทว ีและคณะ (2561) ใน
การวเิคราะหฤ์ทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระ (anti-oxidant 
activity) โดยละลายสารสกดัตวัอย่างดว้ยเอทานอล
เข้มข้นร้อยละ 99.98 ให้ได้ความเข้มข้นของสาร
สกดัเป็น 10 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 10 มลิล ิ
ลิตร แล้วกรองโดยฉีดผ่านตัวกรองเซลลูโลสอะซิ
เตท (cellulose acetate) ทีม่ขีนาด 0.45 ไมโครเมตร 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 5 เซนติเมตร แล้วเก็บใน
หลอดแก้วทึบแสง น าสารสกดัที่ได้มาเจือจาง 10 
เท่า ด้วยเอทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 99.98 ให้ได้เป็น
สารละลายที่มีความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิ 
ลติร จากนัน้น าไปวเิคราะหฤ์ทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระ 
(antioxidant activity) ด้วยวิธี DPPH assay โดยมี
การเจอืจางสารสกดัแบบอนุกรม 2 เท่า ด้วยเอทา
นอลเข้มข้นร้อยละ 99.98 ให้ได้ 7 ความเข้มข้น 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในไมโครเพลท (micro 
plate) จากหลุม H ไปจนถงึหลุม B ในไมโครเพลท 
(4 ซ ้าต่อ 1 ความเขม้ขน้) ซึง่ได้ความเขม้ขน้ตัง้แต่ 
100 ถึง 1.5625 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
จากนัน้จงึเตมิสารละลายอนุมลูอสิระดพีพีเีอช (2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH) ความเข้มข้น 
0.12 มลิลโิมลาร ์ลงไป 100 ไมโครลติร เป็นการเจอื
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จาง 2 เท่า ท าให้สารละลายอนุมูลอิสระมีความ
เขม้ขน้เป็น 0.06 มลิลโิมลาร ์สว่นตวัควบคุมสซีึง่อยู่
ในหลุมในซ ้าที ่4 ของแต่ละความเขม้ขน้ จะเตมิตวั
ท าละลายของดีพีพีเอช (เอทานอลเข้มข้นร้อยละ 
99.98) แทนการเติมสารละลายดีพีพีเอช ส่วนตัว
ควบคุมดพีพีเีอช จะเติมตวัท าละลายของสารสกดั 
(เอทานอลเขม้ขน้รอ้ยละ 99.98) ลงไปแทนการเตมิ
สารละลายสารสกดัตวัอย่าง แลว้บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง
ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที ก่อนน าไปวัดค่าการ
ดดูกลนืแสงดว้ยเครื่องอ่านไมโครเพลท (microplate 
reader, SUNRISETM, Tecan Trading AG, Switzer 
land) ที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร น าค่าการ
ดูดกลนืแสงของสารสกดั (ODE) ค่าการดูดกลนืแสง
ของตวัควบคุมส ี(ODC) และค่าการดูดกลนืแสงของ
ดีพีพีเอช (ODDPPH) ที่อ่านได้มาค านวณค่าการ
ท าลายอนุมูลอสิระ (radical scavenging, RD) ดว้ย
สมการ RD (%) = {[ODDPPH - (ODE - ODC) ] ÷ 
ODDPPH} x 100 

น าค่ าการท าลายอ นุมูลอิสร ะ ที่
ค านวณได้ไปค านวณค่าความเขม้ขน้ในการยับยัง้
ร้อยละ 50 ( inhibitory concentration, IC50)  ด้วย
วิธีการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหว่างปริมาณสาร
สกดัและค่าการท าลายอนุมูลอสิระ (dose-response 
analysis) ใชก้ารวเิคราะหก์ารถดถอยแบบโลจสิติก 
4 ตวัแปร (four-parameter logistic regression) ใน
การวิเคราะห์ขอ้มูลเหล่านี้ด้วยโปรแกรม RStudio 
Version 1.0.143 (R Core Team, 2017) จะมีการ
เตรยีมขอ้มูลเพื่อน าเขา้โปรแกรมโดยจะน าค่าความ
เขม้ขน้ (Conc) และค่าการท าลายอนุมลูอสิระ (RD) 
ทัง้ 3 ซ ้า มาเรยีงเป็น 2 สดมภ ์ในไฟลน์ามสกุล .txt 
ในรูปแบบ tab delimited จากนั ้นน าข้อมูลเข้าสู่
โ ป รแกรมด้วย ฟั งก์ชั น่  ( function)  dat<- read. 
table("file name.txt", header = T) เพื่อเก็บข้อมูล
ในวัตถุ (object) dat จากนัน้จะน าวัตถุ dat เข้าสู่
สภาพแวดล้อมการท างานของโปรแกรมด้วย

ฟังก์ชัน attach(dat) แล้วดึงคลัง MASS และคลัง 
drc มาใช้งานในโปรแกรมด้วยฟังก์ชัน library 
(MASS) และ library(drc) ตามล าดบั ล าดบัถัดมา 
น าวตัถุ dat มาวเิคราะหก์ารถดถอยแบบโลจสิตกิ 4 
ตัวแปร แล้วเก็บในวัตถุ model1 ด้วยฟังก์ชัน่ 
model1<- drm( RD~Conc, fct= LL. 4 ( names= c      
("Slope", "Lower", "Upper", "ED50")), data=dat) 
และแสดงค่าความเข้มข้นในการยบัยัง้ร้อยละ 50 
ด้วยฟังก์ชัน่ ED(model1, 50, type = "absolute") 
(Ritz et al., 2015) งานวจิยันี้ได้ใชก้รดแอสคอรบ์กิ 
(ascorbic acid, AA) และกรดแกลลิก (gallic acid, 
GA) เป็นสารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐานเพื่อเปรยีบ 
เทยีบฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระของสารมาตรฐานกบั
สารสกดัตัวอย่าง โดยในการประมวลผลฤทธิก์าร
ต้านอนุมูลอสิระนัน้ สารสกดัที่มคี่าความเขม้ขน้ใน
การยบัยัง้รอ้ยละ 50 ต ่ากว่า เป็นสารสกดัมฤีทธิก์าร
ตา้นอนุมลูอสิระสงูกว่า 

2.3 การคดักรองพืชสมุนไพรท่ีมีศกัยภาพ
ในการต้านอนุมูลอิสระ 

การคดักรองพชืสมุนไพรทีม่ศีกัยภาพใน
การต้านอนุมลูอสิระนัน้ ไดอ้อกแบบการทดลองโดย
ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely 
randomized design, CRD) ซึง่ปัจจยัในการทดลอง
มี 1 ปัจจัย ได้แก่ ชนิดของพืชสมุนไพร โดยมี 5 
ระดบั ไดแ้ก่ ผงแก่นฝาง ผงผลสมอไทย ผงผลสมอ
พิเภก ผงผลมะขามป้อม และผงล าต้นบอระเพ็ด 
รวมเป็น 5 ทรทีเมนต์ โดยทรทีเมนต์เหล่านี้กระท า
กับผงพืชสมุนไพร (หน่วยทดลอง) จ านวน 3 ซ ้า 
การทดลองนี้มีปัจจัยควบคุม คือ ผงพืชสมุนไพร
ขนาดต ่ากว่า 600 ไมครอน การสกดัดว้ยวธิกีารแช่ 
ตวัท าละลายทีใ่ช ้คอื เอทานอลเขม้ขน้รอ้ยละ 99.98 
สดัส่วนระหว่างผงพืชสมุนไพรกบัตัวท าละลาย 1 
ต่อ 10 และกระบวนการท าแหง้สารสกดัที ่45 องศา
เซลเซยีส  

การวดัผลการทดลอง สารสกดัหยาบแหง้ 
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จะวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และ
ฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระ นอกจากน้ีไดว้เิคราะหท์าง
สถติเิพื่อเปรยีบเทยีบความแตกต่างกนัของค่าเฉลีย่
ของแต่ละทรีเมนต์โดยใช้การวิเคราะห์ความ
แปรปรวนแบบทางเดียว  (one-way analysis of 
variance, one-way ANOVA) ด้วยวิธีการทดสอบ 
Tukey’s honestly significant difference (HSD) ที่
ระดบัความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 โดยพืชสมุนไพรที่มี
ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมและฤทธิก์ารต้าน
อนุมูลอสิระทีส่งู (มคี่าความเขม้ขน้ในการยบัยัง้รอ้ย
ละ 50 ที่ต ่า) จะเลอืกเป็นพชืสมุนไพรที่มศีกัยภาพ
ในการต้านอนุมูลอิสระเพื่อน าไปศึกษาในการ
ทดลองต่อไป 

2.4 การคดัเลือกตวัท าละลายท่ีเหมาะสม
ในการสกดัพืชสมุนไพรท่ีมีศกัยภาพในการต้าน
อนุมูลอิสระ 

การคดัเลอืกตวัท าละลายที่เหมาะสมใน
การสกดัพชืสมุนไพรทีม่ศีกัยภาพในการต้านอนุมูล
อสิระดว้ยวธิกีารแช่นัน้ ไดอ้อกแบบการทดลองโดย
ใช้แผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลเต็มรูป ( full 
factorial design) โดยปัจจัยในการทดลองนี้  มี 2 
ปัจจยั ได้แก่ (ก) ชนิดของพชืสมุนไพร ม ี2 ระดบั 
คอื ผงแก่นฝาง และผงผลมะขามป้อม และ (ข) ชนิด
ของตัวท าละลาย มี 3 ระดบั คือ เมทานอล เอทา
นอล และเอทลิอะซเิตท รวมเป็น 6 ทรทีเมนต์ โดย
ทรทีเมนต์เหล่านี้กระท ากบัผงพชืสมุนไพร (หน่วย
ทดลอง) จ านวน 3 ซ ้า (การท าซ ้า) จงึท าใหม้กีารใช้
หน่วยทดลองจ านวน 18 หน่วยทดลอง การทดลอง
นี้มปัีจจยัควบคุม คอื ผงพชืสมุนไพรขนาดต ่ากว่า 
600 ไมครอน การสกัดด้วยวิธีการแช่  สัดส่วน
ระหว่างผงพืชสมุนไพรกับตัวท าละลาย 1 ต่อ 10 
และกระบวนการท าแห้งสารสกัดที่  45 องศา
เซลเซยีส  

การวดัผลการทดลอง สารสกดัหยาบแหง้
จะน ามาวิเคราะห์ผลได้ของการสกัด ปริมาณ

สารประกอบฟีนอลกิรวม ปรมิาณฟลาโวนอยดร์วม 
และฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งจะวิเคราะห์ทาง
สถติเิพื่อเปรยีบเทยีบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยใน
แต่ละทรตีเมนต์ โดยการวเิคราะห์ความแปรปรวน
แบบทางเดยีวด้วยวธิีการทดสอบ Tukey’s HSD ที่
ระดบัความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 ซึ่งตวัท าละลายที่ท า
ให้มีผลได้ของการสกัดสูง มปีริมาณสารประกอบ   
ฟีนอลกิรวมสงู มปีรมิาณฟลาโวนอยดร์วมสงู และมี
ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระสูง จะเลือกให้เป็นตัวท า
ละลายที่เหมาะสมต่อการสกดัพชืสมุนไพรที่ได้รบั
การคดัเลอืกดว้ยวธิกีารแช่ เพื่อใชใ้นการเตรยีมสาร
สกดัสมุนไพรไทยที่มีฤทธิต์้านอนุมูลอิสระส าหรบั
การใชป้ระโยชน์ทางเภสชัวทิยาต่อไป 
 

3. ผลการวิจยั 
3.1 การคดักรองพืชสมุนไพรท่ีมีศกัยภาพ

ในการต้านอนุมูลอิสระ 
3.1.1 ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวม 

การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ   ฟีนอลิกรวม
ด้ ว ย วิ ธี  Folin- Ciocalteu พ บ ว่ า ป ริ ม า ณ
สารประกอบฟีนอลกิรวม (TPC) ของสารสกดัแก่น
ฝาง (SH) สารสกดัผลมะขามป้อม (IG) สารสกดัผล
สมอไทย (CM) สารสกดัผลสมอพิเภก (BM) และ
สารสกดัล าตน้บอระเพด็ (HM) มคี่า 699.68±34.02, 
369.42±5.39, 232.46±3.67,  355.09±2.64 และ 
55.64±1.29 มลิลกิรมัเทยีบเท่ากรดแกลลกิต่อกรมั
สารสกดั ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางที ่1 ซึง่จะเหน็
ว่าสารสกดัแก่นฝางมปีรมิาณสารประกอบฟีนอลกิ 
รวมสูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ (p  0.05) ส่วนสาร
สกดัผลมะขามป้อมมปีรมิาณสารประกอบฟีนอลิก 
รวมมากเป็นล าดบัถดัมาแต่ไม่แตกต่างจากสารสกดั
ผลสมอพเิภกในทางสถติิ โดยงานวจิยัของ Chalise 
และคณะ (2010) ทีศ่กึษาผลไมป่้าในประเทศเนปาล
จ านวน 15 ชนิด รายงานว่าผลสมอพเิภก ผลสมอ
ไทย และผลมะขามป้อม มศีกัยภาพในการตา้นอนุมลู 
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ตารางท่ี 1  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 
(TPC) และค่าความเข้มข้นในการ
ยับยัง้อนุมูลอิสระร้อยละ 50 (IC50) 
ของสารสกดัแก่นฝาง (SH) สารสกดั
ผลมะขามป้อม (IG) สารสกดัผลสมอ
ไทย (CM) สารสกัดผลสมอพิเภก 
(BM) และสารสกัดล าต้นบอระเพ็ด 
(HM) 

 

Active 
agent 

TPC  
(mg GAE/g extract) 

IC50  
(µg/mL) 

SH 699.68±34.02δ 5.13±0.75βγ 
IG 369.42±5.39γ 5.18±0.69βγ 
CM 232.46±3.66β 7.67±0.87δ 
BM 355.09±2.63γ 5.79±0.63γδ 
HM 55.64±1.29α  > 50.00 
AA - 3.85±0.78β 
GA - 1.56±0.26α 

The data are expressed as mean ± standard 
deviation.  Differences of α , β , γ and δ labeling 
represent significant difference at 95 % 
confidence interval (p ≤ 0.05). 
 
อสิระพร้อมทัง้มปีรมิาณสารประกอบฟีนอลิก รวม
สูง นอกจากนี้การวิเคราะห์สารสกัดพืชสมุนไพร
เดี่ยวของสมุนไพรในต ารับยาหอมอินทรจกัรโดย 
Tuekaew และคณะ (2014) แสดงใหเ้หน็ว่าผลสมอ
ไทยและแก่นฝางมฤีทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระสงูและมี
สหสมัพนัธต่์อปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมทีส่งู
ตามการวเิคราะหส์หสมัพนัธข์องเพยีรส์นั (Pearson 
correlation analysis) 

3.1.2 ฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระ 
การวิเคราะห์ฤทธิก์ารต้านอนุมูล

อิสระด้วยวิธี DPPH assay พบว่าค่าความเข้มขน้
ในการยบัยัง้อนุมูลอสิระร้อยละ 50 (IC50) ของสาร
สกัดแก่นฝาง (SH) สารสกัดผลมะขามป้อม (IG) 

สารสกดัผลสมอไทย (CM) สารสกดัผลสมอพเิภก 
(BM) และสารสกดัล าต้นบอระเพด็ (HM) มคี่า 5.13 
±0.75, 5.18±0.69, 7.67±0.87, 5.79±0.63 แ ละ
มากกว่า 50.00 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
และค่าความเขม้ขน้ในการยบัยัง้อนุมูลอสิระร้อยละ 
50 ของสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ได้แก่ กรด
แอสคอรบ์กิ (AA) และกรดแกลลกิ (GA) มคี่า 3.85± 
0.78 และ 1.57±0.26 ไมโครกรมัต่อมลิลิลิตร ตาม 
ล าดบั ดงัตารางที ่ 1 ซึง่จะเหน็ว่าสารสกดัแก่นฝาง
มีฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดเน่ืองจากมีค่า
ความเขม้ขน้ในการยบัยัง้อนุมูลอสิระรอ้ยละ 50 ต ่า
ที่สุด ซึ่งมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารประกอบ    
ฟีนอลกิรวมของสารสกดัทัง้ 2 ชนิด ดงักล่าวขา้งต้น 
โดยสารสกดัทีม่ปีรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมสงู
จะมคี่าความเขม้ขน้ในการยบัยัง้อนุมูลอสิระร้อยละ 
50 ต ่า (Li et al., 2009) เมื่อเทียบกบัสารสกดัด้วย 
กัน ถึงแม้ว่าสารสกัดแก่นฝางจะมีฤทธิก์ารต้าน
อนุมูลอิสระมากกว่าสารสกัดผลสมอไทยอย่างมี
นัยส าคญั (p ≤ 0.05) อย่างไรก็ตาม สารสกดัแก่น
ฝางมีฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระไม่มีความแตกต่าง
จากสารสกัดผลมะขามป้อมและสารสกัดผลสมอ
พเิภกในทางสถติ ิสว่นสารสกดัล าตน้บอระเพด็นัน้มี
ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระทีต่ ่าทีสุ่ด โดยทีส่ารสกดัน้ี
ไม่สามารถท าลายอนุมลูอสิระไดม้ากกว่ารอ้ยละ 50 
แม้จะใช้สารสกดัที่มีความเข้มข้นสูงถึง 50 ไมโคร 
กรมัต่อมิลลิลิตร แล้วก็ตาม ทัง้นี้จากการวจิยัของ 
Ilaiyaraja และ Khanum (2011) พบว่าการสกดัล า
ต้นบอระเพด็ดว้ยเอทลิอะซเิตท ท าใหไ้ดส้ารสกดัที่
มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมและฤทธิก์าร
ท าลายอนุมลูดพีพีเีอชมากทีสุ่ด เมื่อเทยีบกบัการใช้
น ้า เมทานอล อะซโิตน คลอโรฟอร์ม และเฮกเซน 
เป็นตัวท าละลายในการสกัด ส าหรับการเปรียบ 
เทยีบฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระของสารสกดัแก่นฝาง
กับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน พบว่าสารสกดั
แก่นฝางมีฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระต ่ ากว่ากรด
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แอสคอร์บิกแต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัย 
ส าคญัทางสถิติ ส่วนกรดแกลลกินัน้มฤีทธิก์ารต้าน
อนุมูลอิสระที่สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ (p ≤ 0.05) 
เมื่อเปรยีบเทยีบกบัสารออกฤทธิท์ ัง้หมด 

3.1.3 การคดัเลอืกสารสกดัทีม่ศีกัยภาพ
ในการตา้นอนุมลูอสิระ 

ผลของการวิเคราะห์ปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลกิรวมและฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกดัแก่นฝาง สารสกดัผลมะขามป้อม สาร
สกัดผลสมอไทย สารสกัดผลสมอพิเภก และสาร
สกัดล าต้นบอระเพ็ด พบว่าสารสกัดแก่นฝางและ
สารสกดัผลมะขามป้อมมีปรมิาณสารประกอบฟีนอ 
ลกิรวมและฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระมากที่สุดใน 2 
อนัดบัแรก สารสกดัแก่นฝางและสารสกดัผลมะขาม 
ป้อมจงึเป็นสารสกดัที่มศีกัยภาพในการต้านอนุมูล
อสิระ เนื่องจากมปีรมิาณสารประกอบฟีนอลกิและ
ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระอยู่ในระดับที่สูง ดังนัน้ 
แก่นฝางและมะขามป้อมจงึได้รบัการคดัเลือกเพื่อ
น าไปใชใ้นการทดลองถดัไป ซึง่เป็นการคดัเลอืกตวั
ท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดพืชสมุนไพรที่มี
ศกัยภาพในการตา้นอนุมลูอสิระ 

3.2 การคดัเลือกตวัท าละลายท่ีเหมาะสม
ในการสกดัพืชสมุนไพรท่ีมีศกัยภาพในการต้าน
อนุมูลอิสระ 

3.2.1 ผลไดข้องการสกดั 
การวเิคราะหผ์ลไดข้องการสกดัด้วย

การชัง่น ้าหนักสารสกดัหยาบแหง้ พบว่าผลไดข้อง
การสกัด (EY) ของสารสกัดแก่นฝางที่สกัดด้วย    
เมทานอล (SH-MeOH) สกัดด้วยเอทานอล (SH-
EtOH) และสกดัด้วยเอทลิอะซเิตท (SH-EtOAc) มี
ค่าร้อยละโดยน ้าหนักเป็น 3.29±0.05, 2.10±0.06 
และ 0.9±0.11 ตามล าดับ และผลได้ของการสกดั
ของสารสกัดผลมะขามป้อมที่สกัดด้วยเมทานอล 
( IG-MeOH) สกัดด้วยเอทานอล ( IG-EtOH) และ
สกดัดว้ยเอทลิอะซเิตท (IG-EtOAc) มคี่ารอ้ยละโดย

น ้าหนักเป็น 7.3±0.2, 3.62±0.06 และ 0.57±0.03 
ตามล าดบั จากผลการทดลองจะเหน็ว่าสารสกดัผล
มะขามป้อมมีผลได้ของการสกดัมากกว่าสารสกดั
แก่นฝางอย่างมีนัยส าคัญ (p ≤ 0.05) และตัวท า
ละลายทีใ่หป้รมิาณการสกดัสงูสุดทัง้ผลมะขามป้อม
และแก่นฝาง ไดแ้ก่ เมทานอล ดงัตารางที ่2  

3.2.2 ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวม 
การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ   

ฟีนอลกิรวมด้วยวธิ ีFolin-Ciocalteu พบว่าปรมิาณ
สารประกอบฟีนอลกิรวม (TPC) ของสารสกดัแก่น
ฝางที่สกัดด้วยเมทานอล (SH-MeOH) สกัดด้วย   
เอทานอล (SH-EtOH) และสกดัด้วยเอทลิอะซิเตท 
(SH-EtOAc) มีค่า 769.80±57.63, 854.12±41.01 
และ 750.49±55.71 มลิลกิรมัเทยีบเท่ากรดแกลลกิ
ต่อกรัมสารสกัด ตามล าดับ และปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลกิรวม (TPC) ของสารสกดัผลมะขาม 
ป้อมที่สกัดด้วยเมทานอล ( IG-MeOH) สกัดด้วย   
เอทานอล (IG-EtOH) และสกดัด้วยเอทิลอะซิเตท 
( IG-EtOAc) มีค่ า เ ป็ น  471.78±19.53,  598.33± 
14.66 และ 269.82±12.10 มิลลิกรมัเทียบเท่ากรด
แกลลิกต่อกรมัสารสกดั ตามล าดบั ดงัตารางที่ 1 
ทัง้นี้ยงัพบว่าสารสกดัแก่นฝางทีใ่ชเ้อทานอลในการ
สกดัมปีรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมสงูทีสุ่ดอย่าง
มนีัยส าคญั (p ≤ 0.05) ส่วนสารสกดัผลมะขามป้อม
ที่ใช้เอทานอลในการสกัด พบว่ามีปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลกิรวมมากเป็นล าดบัถดัมา ในขณะที่
การใช้เอทิลอะซิเตทสกัดแก่นฝางและผลมะขาม 
ป้อม พบว่าปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมทีไ่ดจ้ะ
มคี่าต ่าทีส่ดุอย่างมนียัส าคญั (p ≤ 0.05) 

3.2.3 การวเิคราะหป์รมิาณฟลาโวนอยด ์
รวม 

การวิเคราะห์ปริมาณปริมาณฟลา- 
โวนอยด์รวมด้วยวธิีที่ 1 aluminium complexation 
ทีใ่ชเ้ควอซทินิ (quercetin) เป็นสารมาตรฐาน พบว่า
ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวม (TFC) ของสารสกดั
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ตารางท่ี 2  ผลได้ของการสกดั (EY) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (TPC) ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม 
(TFC) และค่าความเขม้ขน้ในการยบัยัง้อนุมลูอสิระรอ้ยละ 50 (IC50) ของสารสกดัแก่นฝาง (SH) 
และสารสกดัผลมะขามป้อม (IG) 

 

Active agent EY (% w/w) TPC (mg GAE/g) TFC1 (mM QE/g) TFC2 (mM CE/g) IC50 (µg/mL) 
SH-MeOH 3.29±0.05α 769.80±57.63α 180.98±10.22α  852.91±73.80α 3.69±0.17αβ 
SH-EtOH 2.10± .06β 854.12±41.01α 170.21±14.20α  843.87±46.35α 3.40±0.42αβγ 
SH-EtOAc 0.97±0.11γ 750.49±55.71α 79.16±7.39β 797.08±9.49α 3.80±0.59αβ 
IG-MeOH 7.03±0.21δ 471.78±19.53β 44.53±0.90γ  51.30±8.95β 2.72±0.45βγ 
IG-EtOH 3.62±0.06ε 598.33±14.66γ 276.08±6.79δ  102.75±18.37β  2.35±0.22γ 
IG-EtOAc 0.57±0.03ω 269.82±12.10δ 152.66±16.63α  81.70±15.90β 4.44±0.79δ 
AA - - - - 2.97±0.21βγ 

The data are expressed as mean ± standard deviation.  Differences of α , β , γ , δ , ε and ω labeling 
represent significant difference at 95 % confidence interval (p ≤ 0.05). 
 
สกดัแก่นฝาง (SH) ที่สกดัด้วยเมทานอล (MeOH) 
เอทานอล (EtOH) และเอทลิอะซเิตท (EtOAc) มคี่า 
180.98±10.22, 170.21±14.20 และ 79.16±7.39 
มลิลโิมลารเ์ทยีบเท่าเควอซทินิต่อกรมัสารสกดั ตาม 
ล าดบั ส่วนสารสกดัผลมะขามป้อม (IG) ทีส่กดัดว้ย
เมทานอล เอทานอล และเอทิลอะซิเตทมีค่า 
44.53±0.90, 276.08±6.79 และ 152.66±16.63 มลิลิ
โมลาร์เทียบเท่าเควอซิทินต่อกรัมสารสกัด ตาม 
ล าดบั ดงัตารางที ่2 ซึง่จะเหน็ว่าสารสกดัผลมะขาม 
ป้อมที่สกดัด้วยเอทานอลให้ปริมาณฟลาโวนอยด์
รวมสูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ (p ≤ 0.05) ส่วนสาร
สกดัแก่นฝางที่สกดัด้วยเมทานอลและเอทานอลมี
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมมากเป็นล าดบัถดัมา แต่
ไม่แตกต่างจากสารสกดัผลมะขามป้อมที่สกดัด้วย
เอทลิอะซเิตทอย่างมนีัยส าคญั (p ≤ 0.05) ส่วนสาร
สกดัผลมะขามป้อมทีส่กดัดว้ยเมทานอลนัน้ พบว่ามี
ปรมิาณฟลาโวนอยดร์วมน้อยทีส่ดุอย่างมนียัส าคญั 

การวเิคราะหป์รมิาณปรมิาณฟลาโว- 
นอยด์รวมด้วยวิธีที่ 2 aluminium complexation ที่
ใช้คาเทชิน (catechin) เป็นสารมาตรฐาน พบว่า
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (TFC) ของสารสกัด   

แก่นฝางทีส่กดัดว้ยเมทานอล เอทานอล และเอทลิ 
อะซิเตทมีค่า 852.91±73.80, 843.87±46.35 และ 
797.08±9.49 มลิลโิมลารเ์ทยีบเท่าคาเทชนิต่อกรมั
สารสกดั ตามล าดบั ส่วนสารสกดัผลมะขามป้อมที่
สกดัดว้ย เมทานอล เอทานอล และเอทลิอะซเิตทมี
ค่า 51.30±8.95, 102.75±18.37 และ 81.70±15.90 
มลิลโิมลาร์เทยีบเท่าคาเทชนิต่อกรมัสารสกดั ตาม 
ล าดบั ดงัตารางที ่2 ซึง่จะเหน็ว่าสารสกดัแก่นฝางที่
สกดัด้วยเมทานอล เอทานอล และเอทลิอะซเิตทมี
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงใกล้เคียงกนั และยงัมี
ปรมิาณฟลาโวนอยดร์วมสงูกว่าสารสกดัผลมะขาม 
ป้อมทีส่กดัดว้ยเมทานอล เอทานอล และเอทลิอะซิ
เตทอย่างมนีัยส าคญั (p ≤ 0.05) อย่างไรกต็าม สาร
สกดัจากผลมะขามป้อมที่สกดัด้วยเอทานอลนัน้มี
ปรมิาณฟลาโวนอยดร์วมมากทีสุ่ด เมื่อเปรยีบเทยีบ
ระหว่างสารสกดัผลมะขามป้อมดว้ยกนัเอง 

3.2.4 การวิเคราะห์ฤทธิก์ารต้านอนุมูล
อสิระ 

การวิเคราะห์ฤทธิก์ารต้านอนุมูล
อสิระด้วยวธิ ีDPPH assay พบว่าค่า IC50 ของสาร
สกดัแก่นฝาง (SH) ที่สกดัด้วยเมทานอล (MeOH) 
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เอทานอล (EtOH) และเอทลิอะซเิตท (EtOAc) มคี่า 
3.69±0.17, 3.40±0.42 และ 3.80±0.59 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร ตามล าดบั สว่นสารสกดัผลมะขามป้อม 
(IG) ทีส่กดัดว้ยเมทานอล เอทานอล และเอทลิอะซิ
เตทมีค่า 2.72±0.45, 2.35±0.22 และ 4.44±0.79 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และค่าความ
เขม้ขน้ในการยบัยัง้อนุมูลอสิระรอ้ยละ 50 ของสาร
ต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ได้แก่ กรดแอสคอร์บกิ 
(AA) มีค่า 2.97±0.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดัง
ตารางที่ 1 ซึ่งจะเห็นว่าสารสกดัผลมะขามป้อมที่
สกัดด้วยเอทานอลมีฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระสูง
ที่สุด เนื่องจากมคี่า IC50 ต ่าที่สุด เมื่อเปรยีบเทยีบ
กบัสารสกดัผลมะขามป้อมด้วยกนัทีส่กดัดว้ยเมทา
นอลและเอทิลอะซิเตท และยังพบอีกว่าฤทธิก์าร
ต้านอนุมูลอสิระของผลมะขามป้อมทีส่กดัดว้ยเมทา
นอลและเอทานอลมีฤทธิส์ูงกว่ากรดแอสคอร์บิก 
ขณะที่สารสกดัแก่นฝางที่สกดัด้วยตวัท าละลายทัง้ 
3 ชนิด มคี่าการต่านอนุมูลอสิระทีใ่กลเ้คยีงกนั โดย
แก่นฝางที่สกัดด้วยเอทานอลจะให้ฤทธิก์ารต้าน
อนุมูลอสิระสงูทีสุ่ดในกลุ่มสารสกดัแก่นฝางดว้ยกนั 
ทัง้นี้ยงัพบอกีว่าสารสกดัแก่นฝางจากตวัท าละลาย
ทัง้ 3 ชนิด มีฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าผล
มะขามป้อมทีส่กดัดว้ยเอทลิอะซเิตท 

3.2.5 การคดัเลอืกตวัท าละลายทีม่คีวาม 
เหมาะสมในการสกดัแก่นฝางและผลมะขามป้อม 

ผลของการวิเคราะห์ปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลกิรวม ปรมิาณฟลาโวนอยดร์วม และ
ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัแก่นฝาง และ
สารสกดัผลมะขามป้อม พบว่าการสกดัแก่นฝางและ
ผลมะขามป้อมด้วยการใช้เอทานอลเป็นตัวท า
ละลายในการสกดัดว้ยวธิกีารแช่ ท าใหไ้ดส้ารสกดัที่
มผีลได้การสกดัสูง มีปรมิาณสารประกอบฟีนอลิก 
รวมสูง มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูง และมฤีทธิ ์
การต้านอนุมูลอิสระสูง ซึ่งมีความเหมาะสมต่อ
กระบวนการเตรยีมสารสกดัแก่นฝางและสารสกดั

ผลมะขามป้อมที่มีประสทิธิภาพในการต้านอนุมูล
อสิระเพื่อการใช้ประโยชน์ทางเภสชัวทิยาต่อไปใน
อนาคต ถึงแม้ว่าการสกัดแก่นฝางและผลมะขาม 
ป้อมดว้ยเมทานอลจะท าใหส้ารสกดัมผีลไดก้ารสกดั
สูงที่สุดก็ตาม แต่การใช้เอทานอลในการสกดัสาร
ออกฤทธิจ์ากพชืสมุนไพรในระดบัอุตสาหกรรมหรอื
ระดบัชุมชนสามารถด าเนินการไดส้ะดวกและปลอด 
ภยัมากกว่าการใชเ้มทานอล ซึง่หากเขา้ไปสู่กระแส
เลือดแล้วจะถูกเอนไซม์ที่ตับออกซิไดซ์เปลี่ยนไป
เป็นฟอรม์าลดไีฮด ์(formaldehyde) ทีเ่ป็นอนัตราย
ต่อดวงตาและอาจท าให้ตาบอดได้ (Kurtas และ
คณะ, 2017) และการสกดัผลมะขามป้อมดว้ยเอทา
นอลท าให้สารสกดัมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
รวมสงูทีสุ่ด มปีรมิาณฟลาโวนอยดร์วมสงูทีสุ่ด และ
มฤีทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระสงูทีส่ดุ สว่นการสกดัแก่น
ฝางด้วยเอทานอลนัน้ท าให้สารสกดัมีปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิกรวมสูงและมฤีทธิก์ารต้านอนุมูล
อสิระสูงที่สุด และมปีรมิาณฟลาโวนอยด์รวมสงูอยู่
ในระดบัทีไ่ม่แตกต่างกนัทางสถติ ิเมื่อเทยีบกบัการ
ใชเ้มทานอลในการสกดั 
 

4. สรปุ 
การคดักรองพชืสมุนไพรไทยทีม่ศีกัยภาพใน

การต้านอนุมูลอิสระโดยการสกดัพชืสมุนไพรด้วย
วธิกีารแช่ร่วมกบัการใชเ้อทานอลเป็นตวัท าละลาย 
แสดงให้เห็นว่าสารสกัดแก่นฝางและสารสกัดผล
มะขามป้อมมศีกัยภาพในการต้านอนุมูลอสิระมาก 
กว่าสารสกัดผลสมอไทย สารสกัดผลสมอพิเภก 
และสารสกัดล าต้นบอระเพ็ด เนื่องจากมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลกิรวมสูงถึง 699.68±27.77 และ 
369.42±4.40 มลิลกิรมัเทยีบเท่ากรดแกลลกิต่อกรมั
สารสกดั ตามล าดบั และมฤีทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระ
สูงเนื่องจากมีค่าความเข้มข้นในการยับยัง้อนุมูล
อสิระร้อยละ 50 ต ่าถึง 5.13±0.62 และ 5.18±0.56 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั ดงันัน้จงึน าพืช
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สมุนไพรทัง้ 2 ชนิด นี้ไปสกดัด้วยเมทานอล เอทา
นอล และเอทลิอะซเิตท เพื่อคดัเลอืกตวัท าละลายที่
เหมาะสมในการเตรยีมสารสกดัทีม่ปีระสทิธภิาพใน
การต้านอนุมูลอสิระ ซึง่ผลปรากฏว่าเอทานอลเป็น
ตัวท าละลายเหมาะสมต่อกระบวนการเตรียมสาร
สกัดแก่นฝางและสารสกัดผลมะขามป้อมที่มี
ประสทิธภิาพในการต้านอนุมูลอสิระ และเอทานอล
เป็นตวัท าละลายทีม่คีวามเป็นพษิต ่า ราคาถูก จงึมี
ความเหมาะสมต่อสกดัสารออกฤทธิจ์ากแก่นฝาง
และผลมะขามป้อมในระดบัอุตสาหะกรรมและระดบั
ชุมชุม เพื่อเพิ่มมูลค่าให้กับพืชสมุนไพรและเพิ่ม
ความหลากหลายในการใชป้ระโยชน์ทางเภสชัวทิยา
ต่อไปในอนาคต โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการศึกษา
ฤทธิใ์นเชงิลกึทีเ่กีย่วกบัโรคไม่ตดิต่อเรือ้รงั 
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