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สมุนไพรเปนจํานวนมากถูกนํามาใชประโยชน เชน ใชเปนสารตานอนุมูลอิสระเพื่อการปองกันโรคตาง ๆ ในงานวิจัยนี้ได

ทําการประเมินฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากพืชโดยวิธี DPPH  (2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl radical) radical 
scavenging และประเมินปริมาณสารหมูฟนอลโดยวิธี FCR (Folin-Ciocalteu reagent) สารตัวอยางถูกสกัดดวยการใชระบบตัว
ทําละลายตางกัน 6 ชนิด ไดแก นํ้า, acetone, MeOH, EtOAc, 50%(v/v) acetone และ 80%(v/v) MeOH เพ่ือสกัดสารตาน
อนุมูลอิสระจากใบพืชสมุนไพรอบแหงจํานวน 3 ชนิด ไดแก ดันหมี (Gonocaryum  lobbianum) กําจาย (Caesalpinia  
decapetala) และพิกุล (Mimusops  elengi) พบวาความแรงของฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของตัวทําลายในสารสกัดดันหมี

เรียงลําดับได ดังนี้ 50%(v/v) acetone > 80%(v/v) MeOH > MeOH � น้ํา > acetone > EtOAc สวนสารสกัดของกําจาย 

คือ 50%(v/v) acetone � 80%(v/v) MeOH � MeOH > acetone > EtOAc > น้ํา และพิกุล เทากับ 50%(v/v) acetone �  

80%(v/v) MeOH �  น้ํา � MeOH � acetone > EtOAc (p < 0.05) สวนฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระและปริมาณสารสารหมูฟ
นอลของสารสกัดจากจากดันหมี  (r = -0.78, p > 0.1) กําจาย (r = -0.74, p > 0.1) และพิกุล (r = -0.72, p > 0.1) มี
ความสัมพันธกันในระดับปานกลาง งานวิจัยนี้เสนอวาในระบบตัวทําละลายผสมโดยเฉพาะเมื่อมีน้ําเปนตัวทําละลายรวม ไดแก 
80%(v/v) MeOH หรือ 50%(v/v) acetone มีแนวโนมที่จะสกัดสารออกฤทธิ์ในพืช 3 ชนิดนี้ไดมีประสิทธิภาพมากกวาระบบตัว
ทําละลายเพียงชนิดเดียว 
 
คําสําคัญ:  สมุนไพร สารตานอนุมูลอิสระ ความมีขั้ว การสกัดดวยตัวทําละลาย 
 

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 
 การเติบโตขึ้นของสมุนไพรในที่มีฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระเกิดขึ้นเปนจํานวนมาก นําไปสูการศึกษาหาแหลงพืชใหมๆที่มี
ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ ในอดีตมีการใชรากและใบของตนดันหมีในการรักษาโรคดีซาน เปลือกใชรักษาโรคกระเพาะ (Chuakul 
et al. 2000) รากของกําจายใชเปนยาขับระดู (Medplant online) ดอกแหงพิกุลใชบํารุงหัวใจ รักษาโรคเจ็บคอ รักษาอาการปวด
กลามเนื้อ เปลือกใชทําความสะอาดในชองปากรักษาโรคเหงือกอักเสบ ลําตน (สวนที่เช่ือวาติดเช้ือโดย fungi) ใชบํารุงหัวใจ บํารุง
ตับ บํารุงปอด และใชเปนยาบํารุงสตรีตั้งครรภ (Chuakul et al. 2000)  
 มีการศึกษาผลและเมล็ดของพิกุล (Mimusops  elengi) พบสารสําคัญ ไดแก quercitol, dihydroquercetin และ 
quercetin (Misra and Mitra 1967) ตอมาจากหลักฐาน HPLC พบวามีปริมาณสาร gallic acid สูงมากในผลท่ีสกัดดวยตัวทํา
ละลายผสมระหวาง MeOH, acetone และน้ําในอัตราสวน 35 : 35 : 30 (Boonyuen, 2007) และสารสกัดของผลโดยใช MeOH 
ผสมนํ้าพบสารหมูฟนอล ท่ียับยั้งอนุมูลอิสระในแบบตางๆ ดังนี้  DPPH radical scavenging, superoxide radical, hydroxyl 
radical และ hydrogen peroxide (Kumar et al. 2007) ตอมามีการแยกสาร ergoflavin จาก pigment ของ endophytic 
fungus ท่ีเจริญเติบโตบนสวนใบและพบฤทธิ์การตานมะเร็งที่ดี (Deshmukh et al. 2009) จากการศึกษากําจาย (Caesalpinia  
decapetala) หรือเล็บแมว (cat’s claw) พบความสามารถลดการเกิด B16/F10 lung tumor colony ในหนูทดลอง C57BL/6J 
ซึ่งแสดงใหเห็นวาเกิดการกระตุน macrophage โดยสามารถเกิดการกระตุนภูมิคุมกันจากสมุนไพรนี้ได (Groom et al. 2007) 
โดยสอดคลองกับการทดสอบการยับยั้งเซลล EBV-EA in Raji ท่ีไดรับการกระตุนจากตัวกระตุนเนื้องอก TPA (32 pM) โดยพบวา
สามารถยับยั้งไดมากเกินกวารอยละ 90 และมีศักยภาพที่จะใชเปนสารตานมะเร็งได (cancer chemopreventive agents) 
(Kapadia et al. 2002) 
 โดยปกติในการสกัดสารออกฤทธ์ิจากพืชจําเปนตองใชตัวทําละลายในการสกัด โดยตัวทําละลายจะไปละลายสารออก
ฤทธิ์ออกมาจากสวนตางๆ ของพืชที่ศึกษา ดังนั้น ชนิดและความมีขั้วของตัวทําละลายจะมีผลตอการสกัดสารออกฤทธิ์ เชน ฤทธ์ิ
การตานอนุมูลอิสระ เปนตน แมวา Wasupongpun, W. et al. (2010) ไดรายงานฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของพืชทั้งสาม
ชนิดโดยใช 80%(v/v) MeOH เปนตัวทําละลายแลวนั้น อยางไรก็ตาม ในงานดังกลาวยังไมไดศึกษาชนิดและความมีขั้วของตัวทํา
ละลายที่จะสกัดสารออกฤทธ์ิออกมาไดมากนอยแตกตางกันอยางไร ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จะไดใชตัวทําละลายตางชนิดกันทั้งที่เปน
แบบเด่ียวและแบบผสม ไดแก นํ้า, 80%(v/v) MeOH, 50%(v/v) acetone, acetone และ ethyl acetate (EtOAc) เพื่อสกัด
สารออกฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระ DPPH โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 515  nm (Brand-Williams et al. 1995) จากใบพืชที่กลาว
ขางตน สวนปริมาณสารหมูฟนอลใช Folin-Ciocalteu reagent วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 765  nm  (Javanmardi et al. 2003) 
และงานวิจัยนี้ยังไดหาความสัมพันธระหวางฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระและปริมาณสารหมูฟนอลดวย 
 
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 กอนนํามาใชงาน acetone จัดหาจาก VolChem 
2. การวิเคราะหทางสถิติ 
 ขอมูลสารตัวอยางนํามาวิเคราะหทางสถิติแสดงในคาเฉลี่ย EC50 ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean ±  standard 
error) โดยเฉลี่ยจาก 3 ซ้ํา โดยใชโปรแกรม SPSS for Windows  (ver 10.0.1) และทําการวิเคราะหโดยใช One-way analysis 
of variance (ANOVA) และ Duncan’s multiple range testing เพ่ือหาความแตกตางอยางมีนัยสําคญัของชนิดของตัวทํา
ละลาย และใชการวิเคราะหแบบถดถอย (regression analyses) หา correlation ระหวางฤทธ์ิการตานอนุมลูอิสระ (EC50) และ
คาปริมาณสารหมูฟนอล (phenolic compound values, GAE) ท่ีระดับนัยสําคญัที่ p < 0.05 
3. การเตรียมสารตัวอยาง 

นําใบพืชสดมาบดละเอียดและอบแหงที่ 50-55 oC นาน 10 ชม. และเก็บในโถดูดความช้ึนที่อุณหภูมิหองกอนนํามาใช
งาน 
4. การเตรียมสารสกัด 

ช่ังสารตัวอยางหนัก 1 g นํามาละลายใน 20 ml ของ 80%(v/v) MeOH นาน 30 นาทีที่อุณหภูมิหอง กรองสารละลาย
และนําสารละลายไปปรับปริมาตรเปน 25 ml ดวยตัวทําลายชนิดเดียวกันกับขางตน สารกดัที่ไดจะถูกใชนําไปเจือจางใหมีความ
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เขมขนท่ีเหมาะสมกอนนําไปใชงาน ทําการทดลองซ้ําเปลี่ยนตัวทําละลายเปน น้ํา, MeOH, acetone, 50%(v/v) acetone และ 
EtOAc ตามลาํดับ 
5. การหาฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH free radical scavenging 
 เตรียมสารสกัดที่ไดใหมีความเขมขนที่เหมาะสมโดยใช  80% (v/v) MeOH นําสารตัวอยางมาผสมกับสารละลาย 200 

μM, DPPH ใน ethanol ดวยอัตราสวน 1 : 1 ทิ้งไวท่ีอุณหภมูหิองนาน 30 นาที อานคาการดูดกลืนแสงท่ี 515  nm ดวย 

spectrophotometer ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยใช ascorbic acid เปนสารอางอิง การฟอกสีของสารละลาย DPPH รายงานในคา 

EC50 โดยเปนคาความเขมขนของสารท่ีใชทดสอบที่ใชในการฟอกสีสารละลาย DPPH รอยละ 50 (Wasupongpun and 

Premkaisorn 2010) 

6. การหาปริมาณสารหมูฟนอล 
 นําสารตัวอยางท่ีมีความเขมขนท่ีเหมาะสม 2 ml ผสมกับ Folin – Ciocalteu reagent (Javanmardi et al. 2003) นํ้า
กล่ันและ 7.5%(w/v) Na2CO3 อยางละ 0.40, 3.60 และ 4.00 ml ตามลําดับ ทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 1 ชม. กรองสารละลายดวย 
microfibre filter glass (Whatmann Cat. No. 1822 090) อานคาการดดูกลืนแสงที่ 765 nm และใชสาร gallic acid เปนสาร
มาตรฐาน แลวรายงานปริมารสารหมูฟนอลในรูปคา mg of gallic acid equivalent (GAE)/100 mg สารตัวอยางแหง 
 
ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

ในการสกัดสารออกฤทธิ์จากสวนตางๆของพืช เชน ใบ ลําตน ผล เปลือก จําเปนตองใชตัวทําละลายในการสกัดสาร

เหลานั้นออกมาก ตัวทําลายท่ีใชในการศึกษาน้ีจะใชตัวทําละลายชนิดตางๆ ไดแก น้ํา, 80%(v/v) MeOH, MeOH, 50%(v/v) 

acetone, acetone และ EtOAc ในการสกัดสาร สาร polyphenol เปนสารท่ีบทบาทสําคัญในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพในดาน

แสดงฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระโดยมีการศึกษาผลของความมีขั้วของตัวทําลายในการสกัดสารเหลานี้ (Turkmen et al. 2006; 

Péréz-Jiménez et al. 2009) อยางไรก็ตาม ยังไมมีตัวทําละลายหรือวิธีมาตรฐานในการสกัดสารเหลานี้ โดยปกติสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพจะมีสวนโครงสรางที่เปนแบบ lypophillic คือชอบละลายในตัวทําลายท่ีมีขั้วนอย ซึ่งตัวทําละลายชนิดนี้จะสกัดสาร

ออกมาไดดี อยางไรก็ตาม จากผลการทดลองพบวาคาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ (EC50) ของดันหมี กําจาย และพิกุลมีคาดีที่สุดใน 

50% (v/v) acetone คือ เทากับ 69.29, 18.33 และ 31.56 μg/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 1) ซึ่งสอดคลองกับคาปริมาณสารหมูฟ

นอล (GAE) เทากับ 3.04, 16.57 และ 4.94 mg, gallic acid/100 mg, สารตัวอยางแหง ตามลําดับ 

 

ภาพท่ี 1 คาฤทธ์ิการตานอนุมลูอสิระ (EC50) และคาปริมาณสารหมูฟนอล (GAE) ของพืชที่ศึกษา 
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ตารางท่ี 1  แสดงคาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ (EC50) และคาปริมาณสารหมูฟนอล (GAE) ของพืชที่ศึกษาในตัวทําละลายชนิด
ตางๆ 
 
 พืช  ตัวทําละลาย  EC50  GAE 
  (μg/ml)  (mg, gallic acid/ 
    100 mg สารตัวอยางแหง)  
 
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 
คา EC50  แสดงในรูปคาเฉล่ีย ±  คาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (mean ± SE) ในการทดลอง 3 ซํ้าในหนวย �g/ml, คา GAE แสดงในรูปคาเฉล่ีย ±  
คาความคลาดเคล่ือนมาตรฐานในหนวย mg, gallic acid/100 mg, สารตัวอยางแหง, * ความหนืดสูงมาก, **  มีสีอื่นแทรกซอนไมเหมาะสมตอการวัด
คา สวนตัวอักษรตัวทาํละลายในคอลัมนเดียวกันจะแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ p < 0.05 

สวนคาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของดันหมใีนตัวทําละลายเรียงลําดับจากฤทธ์ิมากไปนอยได ดังนี้ 50%(v/v) acetone > 
80%(v/v) MeOH > MeOH > น้ํา > acetone และ EtOAc โดย นํ้า และ MeOH มีคาที่ไมแตกตางกัน (p > 0.05)  สวน 
50%(v/v) acetone, 80%(v/v) MeOH, acetone และ EtOAc มีความแตกตางกัน (p < 0.05)   (ตาราง 1) กําจายสามารถ
เรียงลําดับความแรงของฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระได ดังนี้ 50%(v/v) acetone > 80%(v/v) MeOH > MeOH > acetone > 
EtOAc > น้ํา อยางไรก็ตาม ในกรณีนี้หากใชน้ําเปนตัวทําละลายจะเกิดสารละลายที่มีความหนืดสูงมากและไมสามารถกรอง 
residual ดวยกระดาษกรองได ซึ่งเช่ือวาสารละลายอาจมีสวนผสมของ soluble-polysaccharides ท่ีละลายในน้ําได สวนตัวทํา
ละลาย 3 ชนิด ไดแก 50%(v/v) acetone, 80%(v/v) MeOH และ MeOH ไมพบความแตกตางของสารออกฤทธ์ิ (p > 0.05) 
ขณะที่ น้ํา, acetone และ EtOAc มีคาแตกตางกัน (p < 0.05) สวนพิกุลเรียงลําดับจากฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระมากไปนอยได 
ดังนี้ 50%(v/v) acetone > 80%(v/v)  MeOH > นํ้า > MeOH > acetone > EtOAc พบวาตัวทําละลาย 50%(v/v)  
acetone, 80%(v/v) MeOH, น้ํา และ MeOH มีคาที่ไมแตกตางกัน (p > 0.05) การทดลองนี้สอดคลองกับรายงานกอนหนา
เก่ียวกับการสกัดสารออกฤทธ์ิการตานอนุมลูอิสระใน Morinda citrifolia โดย 40%(v/v) ethanol จะมีฤทธิ์ขจัดอนุมูล DPPH ได
มากที่สุดเมื่อเทียบกับ MeOH หรือ ethanol เพียงชนิดเดียว แมวาหากใช ethanol จะสกัดสาร flavonoid ไดมากที่สุดก็ตาม 
(Thoo et al. 2010)  และสอดคลองกับสารสกัดสับปะรดและฝร่ังดวย 90%(v/v) acetone และสารสกัดกลวย pisang mas 
ดวย  90% (v/v) ethanol จะแสดงฤทธ์ิขจัดอนุมูล DPPH ไดมากที่สุดเชนกัน (Alothman et al. 2009) สารสกัดชาดํา (black 
tea) และชาเมต (mate tea) ดวย 50%(v/v) acetone และ 80%(v/v) acetone จะมีฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระไดสูงสุดเชนกัน 
(Turkmen et al. 2006) ) จะเห็นไดวาตัวทําละลายผสมสองชนิดโดยเฉพาะตัวหากมีน้ําผสมรวมเปนเนื้อเดียวกันรวมอยูดวย เชน 

579



การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีระหวางสถาบัน ครั้งที่ 5 
ASTC2017: The 5th Academic Science and Technology Conference 2017 

วันที่ 25 พฤษภาคม 2560 

80%(v/v)  MeOH หรือ 50%(v/v) acetone จะมีแนวโนมที่จะสกัดสารออกฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระไดดีกวาตัวทําละลายเพียง
ชนิดเดียว 

4. สรุป 
 ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของพืชที่ศึกษา ไดแก ดันหมี กําจาย พิกุล ขึ้นอยูกับชนิดของตัวทําละลายที่ใชใน

การสกัด และพบวาตัวทําละลายชนิดเดียวไมสามารถสกัดสารออกฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระออกมาไดดีที่สุด  ในขณะที่ตัวทํา

ละลายผสมสองชนิดโดยเฉพาะหากตัวทําละลายผสมน้ันมีน้ําผสมอยูดวยและละลายรวมเปนเนื้อเดียวกันไดนั้น ไดแก 80%(v/v)  

MeOH หรือ 50%(v/v) acetone จะมีแนวโนมที่จะสกัดสารออกฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระไดดีกวาตัวทําละลายเพียงชนิดเดียว 
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