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บทคัดยอ 
สมุนไพรเปนจํานวนมากถูกนํามาใชประโยชน เชน ใชเปนสารตานอนุมูลอิสระเพื่อการปองกันโรคตาง ๆ ในงานวิจัยนี้ได

ทําการประเมินฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากพืชโดยวิธี DPPH  (2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl radical) radical 
scavenging และประเมินปริมาณสารหมูฟนอลโดยวิธี FCR (Folin-Ciocalteu reagent) สารตัวอยางถูกสกัดดวยการใชระบบตัว
ทําละลายตางกัน 6 ชนิด ไดแก นํ้า, acetone, MeOH, EtOAc, 50%(v/v) acetone และ 80%(v/v) MeOH เพ่ือสกัดสารตาน
อนุมูลอิสระจากใบพืชสมุนไพรอบแหงจํานวน 3 ชนิด ไดแก ดันหมี (Gonocaryum  lobbianum) กําจาย (Caesalpinia  
decapetala) และพิกุล (Mimusops  elengi) พบวาความแรงของฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของตัวทําลายในสารสกัดดันหมี

เรียงลําดับได ดังนี้ 50%(v/v) acetone > 80%(v/v) MeOH > MeOH � น้ํา > acetone > EtOAc สวนสารสกัดของกําจาย 

คือ 50%(v/v) acetone � 80%(v/v) MeOH � MeOH > acetone > EtOAc > น้ํา และพิกุล เทากับ 50%(v/v) acetone �  

80%(v/v) MeOH �  น้ํา � MeOH � acetone > EtOAc (p < 0.05) สวนฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระและปริมาณสารสารหมูฟ
นอลของสารสกัดจากจากดันหมี  (r = -0.78, p > 0.1) กําจาย (r = -0.74, p > 0.1) และพิกุล (r = -0.72, p > 0.1) มี
ความสัมพันธกันในระดับปานกลาง งานวิจัยนี้เสนอวาในระบบตัวทําละลายผสมโดยเฉพาะเมื่อมีน้ําเปนตัวทําละลายรวม ไดแก 
80%(v/v) MeOH หรือ 50%(v/v) acetone มีแนวโนมที่จะสกัดสารออกฤทธิ์ในพืช 3 ชนิดนี้ไดมีประสิทธิภาพมากกวาระบบตัว
ทําละลายเพียงชนิดเดียว 
 
คําสําคัญ:  สมุนไพร สารตานอนุมูลอิสระ ความมีขั้ว การสกัดดวยตัวทําละลาย 
 

Abstract 
Several herbs have been used as an antioxidant for prevention of certain diseases. This work aim to 

evaluate antioxidant activity of plants by using DPPH radical scavenging method and the phenolic content 
was evaluated by Folin-Ciocalteu reagent. Three selected samples, Gonocaryum  lobbianum, Caesalpinia  
decapetala and Mimusops  elengi dried leaves, were extracted antioxidant compounds by six solvent 
systems: water, acetone, MeOH, EtOAc, 50%(v/v) acetone and 80%(v/v) MeOH. The results showed that the 

highest antioxidant activity of Gonocaryum  lobbianum follows as: 50% acetone > 80%(v/v) MeOH > MeOH � 

water > acetone > EtOAc. Caesalpinia  decapetala gave the lowering order of one by 50%(v/v)  acetone � 

80%(v/v) MeOH � MeOH > acetone > EtOAc > water. Recession for last one of Mimusops  elengi was 

50%(v/v)  acetone �  80%(v/v)  MeOH �  water � MeOH � acetone > EtOAc (p < 0.05). The antioxidant 
activity and phenolic content for Gonocaryum  lobbianum (r = -0.78, p > 0.1), Caesalpinia  decapetala (r = -
0.74, p > 0.1), and Mimusops  elengi (r = -0.72, p > 0.1) have had moderate correlation. The study showed 
that the binary solvent system with a portion of water was added, e.g. 80%(v/v) MeOH or 50%(v/v) acetone, 
of three herbs, it could be considered superior to a mono-solvent system. 
 
Keywords:  herb, antioxidant, polarity, solvent extraction 
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บทนํา 
 การเติบโตขึ้นของสมุนไพรในที่มีฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระเกิดขึ้นเปนจํานวนมาก นําไปสูการศึกษาหาแหลงพืชใหมๆที่มี
ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ ในอดีตมีการใชรากและใบของตนดันหมีในการรักษาโรคดีซาน เปลือกใชรักษาโรคกระเพาะ (Chuakul 
et al. 2000) รากของกําจายใชเปนยาขับระดู (Medplant online) ดอกแหงพิกุลใชบํารุงหัวใจ รักษาโรคเจ็บคอ รักษาอาการปวด
กลามเนื้อ เปลือกใชทําความสะอาดในชองปากรักษาโรคเหงือกอักเสบ ลําตน (สวนที่เช่ือวาติดเช้ือโดย fungi) ใชบํารุงหัวใจ บํารุง
ตับ บํารุงปอด และใชเปนยาบํารุงสตรีตั้งครรภ (Chuakul et al. 2000)  
 มีการศึกษาผลและเมล็ดของพิกุล (Mimusops  elengi) พบสารสําคัญ ไดแก quercitol, dihydroquercetin และ 
quercetin (Misra and Mitra 1967) ตอมาจากหลักฐาน HPLC พบวามีปริมาณสาร gallic acid สูงมากในผลท่ีสกัดดวยตัวทํา
ละลายผสมระหวาง MeOH, acetone และน้ําในอัตราสวน 35 : 35 : 30 (Boonyuen, 2007) และสารสกัดของผลโดยใช MeOH 
ผสมนํ้าพบสารหมูฟนอล ท่ียับยั้งอนุมูลอิสระในแบบตางๆ ดังนี้  DPPH radical scavenging, superoxide radical, hydroxyl 
radical และ hydrogen peroxide (Kumar et al. 2007) ตอมามีการแยกสาร ergoflavin จาก pigment ของ endophytic 
fungus ท่ีเจริญเติบโตบนสวนใบและพบฤทธิ์การตานมะเร็งที่ดี (Deshmukh et al. 2009) จากการศึกษากําจาย (Caesalpinia  
decapetala) หรือเล็บแมว (cat’s claw) พบความสามารถลดการเกิด B16/F10 lung tumor colony ในหนูทดลอง C57BL/6J 
ซึ่งแสดงใหเห็นวาเกิดการกระตุน macrophage โดยสามารถเกิดการกระตุนภูมิคุมกันจากสมุนไพรนี้ได (Groom et al. 2007) 
โดยสอดคลองกับการทดสอบการยับยั้งเซลล EBV-EA in Raji ท่ีไดรับการกระตุนจากตัวกระตุนเนื้องอก TPA (32 pM) โดยพบวา
สามารถยับยั้งไดมากเกินกวารอยละ 90 และมีศักยภาพที่จะใชเปนสารตานมะเร็งได (cancer chemopreventive agents) 
(Kapadia et al. 2002) 
 โดยปกติในการสกัดสารออกฤทธ์ิจากพืชจําเปนตองใชตัวทําละลายในการสกัด โดยตัวทําละลายจะไปละลายสารออก
ฤทธิ์ออกมาจากสวนตางๆ ของพืชที่ศึกษา ดังนั้น ชนิดและความมีขั้วของตัวทําละลายจะมีผลตอการสกัดสารออกฤทธิ์ เชน ฤทธ์ิ
การตานอนุมูลอิสระ เปนตน แมวา Wasupongpun, W. et al. (2010) ไดรายงานฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของพืชทั้งสาม
ชนิดโดยใช 80%(v/v) MeOH เปนตัวทําละลายแลวนั้น อยางไรก็ตาม ในงานดังกลาวยังไมไดศึกษาชนิดและความมีขั้วของตัวทํา
ละลายที่จะสกัดสารออกฤทธ์ิออกมาไดมากนอยแตกตางกันอยางไร ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จะไดใชตัวทําละลายตางชนิดกันทั้งที่เปน
แบบเด่ียวและแบบผสม ไดแก นํ้า, 80%(v/v) MeOH, 50%(v/v) acetone, acetone และ ethyl acetate (EtOAc) เพื่อสกัด
สารออกฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระ DPPH โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 515  nm (Brand-Williams et al. 1995) จากใบพืชที่กลาว
ขางตน สวนปริมาณสารหมูฟนอลใช Folin-Ciocalteu reagent วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 765  nm  (Javanmardi et al. 2003) 
และงานวิจัยนี้ยังไดหาความสัมพันธระหวางฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระและปริมาณสารหมูฟนอลดวย 
 
วิธกีารทดลอง 
1. วัสดุและวิธีการทดลอง 

พืชสมุนไพรทั้งหมดนํามาจากอุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา ในเดือน สค. – ตค. 2552 
DPPH radical (2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl) จัดหาจาก Aldrich Folin – Ciocalteu reagent และ gallic acid  จัดหาจาก 
Fluka Sodium carbonate และ ascorbic acid จัดหาจาก Reidel – dettaën and Polskie Odczynnki Chemiczne S.A. 
Methanol (เกรดอุตสาหกรรม) กลั่นท่ี 66-67 oC กอนนํามาใชงาน acetone จัดหาจาก VolChem 
2. การวิเคราะหทางสถิติ 
 ขอมูลสารตัวอยางนํามาวิเคราะหทางสถิติแสดงในคาเฉลี่ย EC50 ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean ±  standard 
error) โดยเฉลี่ยจาก 3 ซ้ํา โดยใชโปรแกรม SPSS for Windows  (ver 10.0.1) และทําการวิเคราะหโดยใช One-way analysis 
of variance (ANOVA) และ Duncan’s multiple range testing เพ่ือหาความแตกตางอยางมีนัยสําคญัของชนิดของตัวทํา
ละลาย และใชการวิเคราะหแบบถดถอย (regression analyses) หา correlation ระหวางฤทธ์ิการตานอนุมลูอิสระ (EC50) และ
คาปริมาณสารหมูฟนอล (phenolic compound values, GAE) ท่ีระดับนัยสําคญัที่ p < 0.05 
3. การเตรียมสารตัวอยาง 

นําใบพืชสดมาบดละเอียดและอบแหงที่ 50-55 oC นาน 10 ชม. และเก็บในโถดูดความช้ึนที่อุณหภูมิหองกอนนํามาใช
งาน 
4. การเตรียมสารสกัด 

ช่ังสารตัวอยางหนัก 1 g นํามาละลายใน 20 ml ของ 80%(v/v) MeOH นาน 30 นาทีที่อุณหภูมิหอง กรองสารละลาย
และนําสารละลายไปปรับปริมาตรเปน 25 ml ดวยตัวทําลายชนิดเดียวกันกับขางตน สารกดัที่ไดจะถูกใชนําไปเจือจางใหมีความ
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เขมขนท่ีเหมาะสมกอนนําไปใชงาน ทําการทดลองซ้ําเปลี่ยนตัวทําละลายเปน น้ํา, MeOH, acetone, 50%(v/v) acetone และ 
EtOAc ตามลาํดับ 
5. การหาฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH free radical scavenging 
 เตรียมสารสกัดที่ไดใหมีความเขมขนที่เหมาะสมโดยใช  80% (v/v) MeOH นําสารตัวอยางมาผสมกับสารละลาย 200 

μM, DPPH ใน ethanol ดวยอัตราสวน 1 : 1 ทิ้งไวท่ีอุณหภมูหิองนาน 30 นาที อานคาการดูดกลืนแสงท่ี 515  nm ดวย 

spectrophotometer ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยใช ascorbic acid เปนสารอางอิง การฟอกสีของสารละลาย DPPH รายงานในคา 

EC50 โดยเปนคาความเขมขนของสารท่ีใชทดสอบที่ใชในการฟอกสีสารละลาย DPPH รอยละ 50 (Wasupongpun and 

Premkaisorn 2010) 

6. การหาปริมาณสารหมูฟนอล 
 นําสารตัวอยางท่ีมีความเขมขนท่ีเหมาะสม 2 ml ผสมกับ Folin – Ciocalteu reagent (Javanmardi et al. 2003) นํ้า
กล่ันและ 7.5%(w/v) Na2CO3 อยางละ 0.40, 3.60 และ 4.00 ml ตามลําดับ ทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 1 ชม. กรองสารละลายดวย 
microfibre filter glass (Whatmann Cat. No. 1822 090) อานคาการดดูกลืนแสงที่ 765 nm และใชสาร gallic acid เปนสาร
มาตรฐาน แลวรายงานปริมารสารหมูฟนอลในรูปคา mg of gallic acid equivalent (GAE)/100 mg สารตัวอยางแหง 
 
ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

ในการสกัดสารออกฤทธิ์จากสวนตางๆของพืช เชน ใบ ลําตน ผล เปลือก จําเปนตองใชตัวทําละลายในการสกัดสาร

เหลานั้นออกมาก ตัวทําลายท่ีใชในการศึกษาน้ีจะใชตัวทําละลายชนิดตางๆ ไดแก น้ํา, 80%(v/v) MeOH, MeOH, 50%(v/v) 

acetone, acetone และ EtOAc ในการสกัดสาร สาร polyphenol เปนสารท่ีบทบาทสําคัญในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพในดาน

แสดงฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระโดยมีการศึกษาผลของความมีขั้วของตัวทําลายในการสกัดสารเหลานี้ (Turkmen et al. 2006; 

Péréz-Jiménez et al. 2009) อยางไรก็ตาม ยังไมมีตัวทําละลายหรือวิธีมาตรฐานในการสกัดสารเหลานี้ โดยปกติสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพจะมีสวนโครงสรางที่เปนแบบ lypophillic คือชอบละลายในตัวทําลายท่ีมีขั้วนอย ซึ่งตัวทําละลายชนิดนี้จะสกัดสาร

ออกมาไดดี อยางไรก็ตาม จากผลการทดลองพบวาคาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ (EC50) ของดันหมี กําจาย และพิกุลมีคาดีที่สุดใน 

50% (v/v) acetone คือ เทากับ 69.29, 18.33 และ 31.56 μg/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 1) ซึ่งสอดคลองกับคาปริมาณสารหมูฟ

นอล (GAE) เทากับ 3.04, 16.57 และ 4.94 mg, gallic acid/100 mg, สารตัวอยางแหง ตามลําดับ 

 

ภาพท่ี 1 คาฤทธ์ิการตานอนุมลูอสิระ (EC50) และคาปริมาณสารหมูฟนอล (GAE) ของพืชที่ศึกษา 
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ตารางท่ี 1  แสดงคาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ (EC50) และคาปริมาณสารหมูฟนอล (GAE) ของพืชที่ศึกษาในตัวทําละลายชนิด
ตางๆ 
 
 พืช  ตัวทําละลาย  EC50  GAE 
  (μg/ml)  (mg, gallic acid/ 
    100 mg สารตัวอยางแหง)  
 
1. ดันหม ี นํ้า 260.35 ± 1.95a 1.36 ± 0.02a 
 MeOH 250.72 ± 3.46a 1.35 ± 0.03a 
 80% MeOH 155.20 ± 1.79b 2.21 ± 0.05b 
 50% acetone 69.29 ± 1.35c 3.04 ± 0.32c 
 acetone 3,529.33 ± 65.71d 0.24 ± 0.03d 
 EtOAC > 20,000e  not detectedd 
2. กําจาย น้ํา  not detecteda, * not detecteda  
 MeOH 85.18 ± 4.02b 5.40 ± 0.03b 
 80% MeOH 39.67 ± 0.64b 10.29 ± 0.05c 
 50% acetone 18.33 ± 0.15b 16.57 ± 0.10d 
 acetone 1,667.09 ± 5.50c 2.00 ± 0.05e 
 EtOAC 4,267.41 ± 67.68d 0.50 ± 0.02f 
3. พิกุล นํ้า 117.12 ± 0.62 a 1.90 ± 0.01a 
 MeOH 133.46 ± 1.37a 1.71 ± 0.04b 
 80% MeOH 61.18 ± 0.92a 3.71 ± 0.03c 
 50% acetone 31.56 ± 0.23a 4.94 ± 0.05d 
 acetone 3,264.76 ± 86.21b 0.16 ± 0.02e  
 EtOAC not detected c, ** not detectedf 
คา EC50  แสดงในรูปคาเฉล่ีย ±  คาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (mean ± SE) ในการทดลอง 3 ซํ้าในหนวย �g/ml, คา GAE แสดงในรูปคาเฉล่ีย ±  
คาความคลาดเคล่ือนมาตรฐานในหนวย mg, gallic acid/100 mg, สารตัวอยางแหง, * ความหนืดสูงมาก, **  มีสีอื่นแทรกซอนไมเหมาะสมตอการวัด
คา สวนตัวอักษรตัวทาํละลายในคอลัมนเดียวกันจะแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ p < 0.05 

สวนคาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของดันหมใีนตัวทําละลายเรียงลําดับจากฤทธ์ิมากไปนอยได ดังนี้ 50%(v/v) acetone > 
80%(v/v) MeOH > MeOH > น้ํา > acetone และ EtOAc โดย นํ้า และ MeOH มีคาที่ไมแตกตางกัน (p > 0.05)  สวน 
50%(v/v) acetone, 80%(v/v) MeOH, acetone และ EtOAc มีความแตกตางกัน (p < 0.05)   (ตาราง 1) กําจายสามารถ
เรียงลําดับความแรงของฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระได ดังนี้ 50%(v/v) acetone > 80%(v/v) MeOH > MeOH > acetone > 
EtOAc > น้ํา อยางไรก็ตาม ในกรณีนี้หากใชน้ําเปนตัวทําละลายจะเกิดสารละลายที่มีความหนืดสูงมากและไมสามารถกรอง 
residual ดวยกระดาษกรองได ซึ่งเช่ือวาสารละลายอาจมีสวนผสมของ soluble-polysaccharides ท่ีละลายในน้ําได สวนตัวทํา
ละลาย 3 ชนิด ไดแก 50%(v/v) acetone, 80%(v/v) MeOH และ MeOH ไมพบความแตกตางของสารออกฤทธ์ิ (p > 0.05) 
ขณะที่ น้ํา, acetone และ EtOAc มีคาแตกตางกัน (p < 0.05) สวนพิกุลเรียงลําดับจากฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระมากไปนอยได 
ดังนี้ 50%(v/v) acetone > 80%(v/v)  MeOH > นํ้า > MeOH > acetone > EtOAc พบวาตัวทําละลาย 50%(v/v)  
acetone, 80%(v/v) MeOH, น้ํา และ MeOH มีคาที่ไมแตกตางกัน (p > 0.05) การทดลองนี้สอดคลองกับรายงานกอนหนา
เก่ียวกับการสกัดสารออกฤทธ์ิการตานอนุมลูอิสระใน Morinda citrifolia โดย 40%(v/v) ethanol จะมีฤทธิ์ขจัดอนุมูล DPPH ได
มากที่สุดเมื่อเทียบกับ MeOH หรือ ethanol เพียงชนิดเดียว แมวาหากใช ethanol จะสกัดสาร flavonoid ไดมากที่สุดก็ตาม 
(Thoo et al. 2010)  และสอดคลองกับสารสกัดสับปะรดและฝร่ังดวย 90%(v/v) acetone และสารสกัดกลวย pisang mas 
ดวย  90% (v/v) ethanol จะแสดงฤทธ์ิขจัดอนุมูล DPPH ไดมากที่สุดเชนกัน (Alothman et al. 2009) สารสกัดชาดํา (black 
tea) และชาเมต (mate tea) ดวย 50%(v/v) acetone และ 80%(v/v) acetone จะมีฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระไดสูงสุดเชนกัน 
(Turkmen et al. 2006) ) จะเห็นไดวาตัวทําละลายผสมสองชนิดโดยเฉพาะตัวหากมีน้ําผสมรวมเปนเนื้อเดียวกันรวมอยูดวย เชน 
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80%(v/v)  MeOH หรือ 50%(v/v) acetone จะมีแนวโนมที่จะสกัดสารออกฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระไดดีกวาตัวทําละลายเพียง
ชนิดเดียว 

4. สรุป 
 ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของพืชที่ศึกษา ไดแก ดันหมี กําจาย พิกุล ขึ้นอยูกับชนิดของตัวทําละลายที่ใชใน

การสกัด และพบวาตัวทําละลายชนิดเดียวไมสามารถสกัดสารออกฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระออกมาไดดีที่สุด  ในขณะที่ตัวทํา

ละลายผสมสองชนิดโดยเฉพาะหากตัวทําละลายผสมน้ันมีน้ําผสมอยูดวยและละลายรวมเปนเนื้อเดียวกันไดนั้น ไดแก 80%(v/v)  

MeOH หรือ 50%(v/v) acetone จะมีแนวโนมที่จะสกัดสารออกฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระไดดีกวาตัวทําละลายเพียงชนิดเดียว 
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