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บทคัดย่อ 
ยาตำรับโคคลานเป็นยาซ่ึงมีการใช้ในการรักษาโรคมาตั้งแต่โบราณกาล มีสรรพคุณในการรักษาอาการปวดเม่ือยตามร่างกาย 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ำจากยาตำรับโคคลาน 
จำนวน 3 ตำรับ ได้แก่ ตำรับท่ี 1 (โคคลาน:ทองพันชั่ง:โด่ไม่รู้ล้ม:มะตูม; 1:1:1:1) ตำรับท่ี 2 (โคคลาน:ทองพันชั่ง:โด่ไม่รู้ล้ม:มะตูม; 
5:2.5:1.5:1.5) และ ตำรับท่ี 3 (โคคลาน:ทองพันชั่ง:โด่ไม่รู้ล้ม:ฝาง:เถาเอ็นอ่อน:สะค้าน; 2:1:1:2:2:2) ทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี FRAP, DPPH และ ABTS assay ผลการศึกษา พบว่า ตำรับท่ี 1 มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงท่ีสุด (13.75±0.09 mgGEA/gEtx) ตำรับท่ี 
3 สามารถรีดิวซ์สูงท่ีสุด (29.1053±0.2362 mgTE/gEtx) ทดสอบด้วยวิธี FRAP assay และสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีท่ีสุดเม่ือ
ทดสอบด้วยวิธี DPPH assay (IC50 = 0.011±0.00004 mg/mL) ส่วนตำรับท่ี 2 สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีท่ีสุดเม่ือทดสอบด้วยวิธี 
ABTS assay (IC50 = 0.002±0.00001 mg/mL) อีกท้ังยังพบว่า ยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับ มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีกว่า Ascorbic 
acid และ Trolox จากผลการศึกษาวิจัยนี้แสดงให้เห็นถึงศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระของยาตำรับโคคลาน อนึ่งควรมีการศึกษา
องค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาเพ่ิมเติม เพ่ือสร้างความเชื่อม่ันและส่งเสริมการใช้ยาจากสมุนไพร 

 

ABSTRACT 
Ko klan remedy is folklore medicine inherit from Thai ancestor which have been used to healing since 

the past until now. The drugs have been locally used in an herbal remedy for the relief of muscle pain. Aims of 
this study were evaluated to total phenolic content and antioxidant activities of aqueous extract from Ko klan 
Remedy. The antioxidations were tested using by Ferric reducing antioxidant power (FRAP), 2,2-diphenyl-1-
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picrylhydrazy (DPPH) radical scavenging and 2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) (ABTS+) assay. The 
ko klan recipe will be consist of 3 formulas. The study showed that 1st formula was higher content of total 
phenolic compounds which drugs composed with Mallotus repandus: Rhinacanthus nasutus: Elephantopus 
scaber: Aegle marmelos: 1: 1:1:1 (w:w:w:w). 2nd formula which composes with Mallotus repandus: Rhinacanthus 
nasutus: Elephantopus scaber: Aegle marmelos; 5:2.5:1.5:1.5 (w:w:w:w) was highest antioxidant activity by ABTS 
assay (IC50 = 0.002±0.00001 mg/mL). 3rd formula were highest reducing by FRAP assay (29.1053±0.2362 mgTE/gEtx) 
and free radical scavenging by DPPH assay (IC50 = 0.011±0.00004 mg/mL) which drugs contained with Mallotus 
repandus: Rhinacanthus nasutus: Elephantopus scabe: Ceasalpinia sappan: Cryptolepis buchanani: Piper 
interruptum; 2:1:1:2:2:2 (w:w:w:w). Moreover, the results found that the three formulas were antioxidation higher 
than Ascorbic acid and Trolox as standard substances. Further study, chemical composition(s) and pharmaceutical 
activity were clarified to develop medicinal plant usage. 
 

คำสำคัญ: ปริมาณฟีนอลลิกรวม  ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  ยาตำรับโคคลาน 
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บทนำ 
ตำรับยาผสมโคคลาน เป็นตำรับยาไทยท่ีมีการใช้กันมา

นาน  เป็นหนึ่ งในตำรับยาสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติ 
พ.ศ.2555 ท่ีได้ระบุสรรพคุณ ใช้เป็นตำรับท่ีใช้รักษาอาการปวด
เม่ือยตามร่างกาย มีท้ังหมด 3 สูตรตำรับ ได้แก่ ตำรับท่ี 1 ในผง
ยา 100 กรัม ประกอบด้วย เถาโคคลาน โด่ไม่รู้ล้มท้ังต้น ผล
มะตูมอ่อน ทองพันชั่งส่วนเหนือดิน หนักสิ่งละ 25 กรัม ตำรับท่ี 2 
ในผงยา 105 กรัม ประกอบด้วย เถาโคคลาน หนัก 50 กรัม 
ทองพันชั่งท้ังต้น หนัก 25 กรัม โด่ไม่รู้ล้มท้ังต้น ผลมะตูมอ่อน 
หนักสิ่งละ 15 กรัม ตำรับท่ี 3 ในผงยา 100 กรัม ประกอบด้วย 
เถาโคคลาน เถาเอ็นอ่อน แก่นฝาง เถาสะค้าน หนักสิ่งละ 20 
กรัม โด่ไม่รู้ล้มท้ังต้น ทองพันชั่งส่วนเหนือดิน หนักสิ่งละ 10 กรัม 
ดังแสดงในตารางท่ี 1 (คณะกรรมการพัฒนาระบบยาแห่งชาติ, 
2556; Hasan et al., 2014) จากการศึกษาข้อมูลของสมุนไพร
แต่ละชนิดท่ีเป็นส่วนประกอบท้ัง 3 ตำรับ พบว่าสมุนไพรมีฤทธ์ิ
ต้านอนุมูลอิสระ ดังนี้ โคคลาน เป็นสมุนไพรหลักในตำรับยาผสม
โคคลาน (Mallotus repandus (Willd.) Muell. Arg.) เป็นไม้
พุ่มรอเลื้อย เนื้อแข็ง ประกอบด้วยสารพฤกษเคมีหลายชนิด อาทิ
เช่น โพลีฟีนอล เทอร์พินอยด์ เบนโซพายรันส์ คูมาริน และ 
สเตียรอยด์ (นพมาศและนงลักษณ์, 2551) เม่ือนำไปศึกษาฤทธ์ิ
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วยน้ำจากส่วนลำต้นของโคคลาน
ด้วยวิธีซอกห์เลตและการหมักพบว่า มีปริมาณเบอจีนินสูง ซ่ึงเป็น
สารในกลุ่มของสารโพลีฟีนอล เป็นสารสำคัญของต้นเท่ากับ 

12.67±0.26% และ 19.38±0.63% ของน้ำหนักแห้ง ตามลำดับ 
(ยลดา และคณะ , 2561) สารประกอบฟีนอลเป็นสารท่ี มี
โครงสร้างทางเคมีประกอบด้วยฟีนอล (Phenolic Group) ได้แก่ 
ฟลาโวนอยด์ แทนนิน คูมาริน ลิกแนน ควิโนน สติวเบนและ 
เคอคูมินอยด์ เป็นต้น (Feng et al., 2019) นอกจากนี้ยังพบว่า
เถาโคคลานท่ีสกัดด้วยเมทานอล มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเม่ือ
ทดสอบด้วยวิธี DPPH และ FRAP พบว่ามีค่า IC50 เท่ากับ 24.45 
μg/mL และค่า FRAP เท่ากับ 99.01±4.56 GEAC/g ตามลำดับ 
(เพ็ ญ นภ า  และคณ ะ , 2559) ทอ งพั น ชั่ ง  (Rhinacanthus 
nasutus (L.) Kurz.) เป็ น ไ ม้ พุ่ ม ข น าด เล็ ก  ป ระก อบ ด้ วย
สารพฤกษเคมีกลุ่ม แนปโทควิโนน  ลิกแนน  ฟลาโวนอยด์   
ไตรเทอร์ปีน สเตียร์รอยด์ จากการทดสอบสารสกัดเอทานอลของ
ทองพันชั่งด้วยวิธี DPPH และ FRAP พบค่า IC50 = 55.56±7.71 
μg/mL และ IC50= 215.19±20.69 μg/mL ตามลำดับ (นวฉัตร 
และคณะ, 2558) โด่ไม่รู้ล้ม (Elephantopus scaber L.) เป็น
พืชล้มลุกหรือพืชจำพวกหญ้า (นันทวันและอรนุช, 2541; วุฒิ, 
2540) ท้ังต้น พบองค์ประกอบทางเคมีในกลุ่มแอลคาลอยด์  
ฟลาโวนอย ด์  และแทนนิ น  (Chatterjee and Mukherjee, 
2015) เทอร์ปินอยด์ สเตรียรอยด์ (Kabeer and Prathapan, 
2014) ไตรเทอร์ปีน ฟลาโวน (Wang et al., 2014) สารสกัดจาก
ใบด้วยเอทานอล 70 % แล้วนำมาสกัดแยกโดยใช้เอทิลอะซิเตท 
(ESEAF) ด้วยวิธี DPPH พบว่า ESEAF 1,000 μg/mL มีค่า IC50 
69.70±0.01 μg/mL และมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
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ด้ ว ย วิ ธี  Superoxide Anion Radical Scavenging Activity 
(SOD) มีค่า IC50 3.79±0.16 μg/mL (Chan et al., 2014) สาร
สกัดจากรากด้วยเมทานอล  มีความสามารถในการดักจับ 
อนุมูลอิสระซูเปอร์ออกไซด์ โดยมีค่า IC50= 48±5 μg/mL มี
ความสามารถในการดักจับอนุ มูล อิสระไฮดรอกซิล  มีค่ า 
IC50=72±12 μg/mL และมีฤทธ์ิยับย้ังลิพิดเปอร์ออกซิเดชันมีค่า 
IC50=103±18 μg/mL (Sheeba et al., 2012) สารสกัดจากท้ัง
ต้นด้วยเอทานอลด้วยการรีฟลักซ์ท่ีอุณหภูมิ 80 °C เป็นเวลา  
3 ชั่วโมงพบว่าสารสกัดโด่ไม่รู้ล้มมีค่า SC50= 12.4 μg/mL เม่ือ
ทดสอบด้วยวิธี DPPH และยังพบว่ามีฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์แซนธีน-
ออกซิเดส มีค่า IC50= 93.1 μg/mL (Pongpiriyadacha et al., 
2009) มะตูม (Aegle marmelos (L.) Correa ex Roxb.) อยู่ใน
วงศ์ RUTACEAE เป็นไม้ยืนต้นขนาดกลาง ใช้ผลในการทำยา
รักษาโรค มีองค์ประกอบทางพฤษเคมีได้แก่ สารกลุ่มคูมาริน  
ยูจีนอล แทนนินส์และมิวซิเลจ (นพมาศและนงลักษณ์, 2551) 
จากการศึกษาผลมะตูมอ่อนท่ีถูกนำมาสกัดด้วยเอทานอล 95% 
และสกัดด้วยน้ำ ด้วยวิธีการ FRAP พบค่า FRAP value เท่ากับ 
111.61 ± 0.59 Fe2+/gDW และ TEAC value เท่ากับ 39.04 ± 
0.23 mgTE/gExt ส่วนสารสกัดชั้นเอทานอล 95% มีค่าเท่ากับ 
27.35 ± 2.54 mgTE/gExt เม่ือศึกษาด้วยวิธีการแบบ  ABTS 
พบว่าสารสกัดด้วยน้ำและสารสกัดด้วยเอทานอลมีค่า EC50 
เ ท่ า กั บ  36.40 ± 1.23 μg/mL แ ล ะ  68.07 ± 5.23 μg/mL 
ตามลำดับ (ปฐมพงษ์ และคณะ, 2561) ท้ังยังมีปริมาณสารกลุ่ม 
ฟีนอลิกสูงถึง 83.8± 37.6 mgGAE /100 mL (Abdullakasim 
et al., 2007) ฝาง  (Ceasalpinia sappan L.) เป็ น ไม้ ยืน ต้น
ขนาดกลาง ใช้เนื้อไม้ในการทำยา มีองค์ประกอบทางพฤษเคมี 
ได้แก่ สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ และ สารกลุ่มสเตอร์โรล สารสกัด
จากฝางท่ีสกัดด้วยน้ำด้วยวิธีการชง พบว่ามีปริมาณฟีนอลิกรวม
เท่ากับ 147.02 ± 0.63 mgGAE/g และร้อยละเท่ากับ 33.91 ± 
1.50 % เม่ือทดสอบด้วยวิธี DPPH (ราชันย์และสมราน, 2560) 
สะค้าน (Piper interruptum Opiz.) เป็นไม้เถา ลักษณะเถากลม
เลื้อยพาดพันต้นไม้อ่ืน (ราชันย์และสมราน, 2557) สารสกัดเถา
สะค้านด้วยเอทานอล 80% มีปริมาณฟีนอลิกรวม 7.3 ± 0.8 mg 
GAE/g มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเม่ือทดสอบด้วยวิธี DPPH มีค่า 
IC50=138.7 ± 2.2 μg/mL และยังสามารถยับย้ังปฏิกิริยาลิปิด-
เปอ ร์ออก ซิ เดชัน มีค่ า  IC50=38.7 ± 0.1 μg/mL (Klinthong  
et al., 2015) เถาเอ็นอ่อน Cryptolepis buchanani Roem.& 

Schult. ใช้ เถาเป็นยาต้มแก้อาการปวดเม่ือย ในส่วนเถามี
สารประกอบทางเคมี มีบูคานาไนน์ สารกลุ่มคาร์ดีโนไลด และ 
คาร์ดีโนไลด์ไกลโคไซด์ เป็นสารท่ีมีโครงสร้างแบบสเตียรอยด์ไกล-
โคไซด์ เถาเอ็นอ่อนไม่พบการรายงานฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ แต่พบ
ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีหลากหลาย อาทิเช่น ฤทธ์ิปกป้องกระดูก
อ่อน ฤทธ์ิต้านการอักเสบ ฤทธ์ิระงับปวด ฤทธ์ิปกป้องตับ เป็นต้น 
(ยลดา และคณะ, 2560) 

อนุมูลอิสระเป็นสารท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียวภายใน
อะตอมหรือโมเลกุล มีความไม่คงตัว และทําปฏิกิริยาได้อย่าง
รวดเร็วกับสารชีวโมเลกุล อนุมูลอิสระในรูปของ ROS และ RNS 
เช่ น  super oxide anion, hydroxyl radicals nitric oxide, 
nitrogen dioxide  ซ่ึงเกิดจากกระบวนการใช้ออกซิเจนของ
สิ่งมีชีวิต โดยท่ีปริมาณของอนุมูลอิสระท่ีเกิดมากจนเกินไปไม่
สมดุลกับสารต้านอนุมูลอิสระ ทำให้เกิดภาวะ oxidative stress 
นำไปสู่การเกิดโรค เช่น มะเร็ง โรคหัวใจขาดเลือด โรคความจำ
เสื่อม โรคเบาหวาน ระบบประสาทผิดปกติ เป็นต้น โดยธรรมชาติ
สิ่งมีชีวิตมีการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ ทำหน้าท่ีหลากหลาย 
เช่น การดักจับอนุ มูลอิสระ การจับ  กับโลหะท่ีสามารถเร่ง
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน การยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง
ในการสร้างอนุมูลอิสระ โดยสารต้านอนุมูลอิสระท้ังท่ีเป็นเอนไซม์
และไม่ใช่เอนไซม์ ท้ังนี้ เพ่ือช่วยลดปริมาณของอนุมูลอิสระท่ี
เกิดข้ึนไม่ให้ส่งผลกระทบหรือลดระดับของการทำลายโครงสร้าง 
และหน้าท่ีของสารชีวโมเลกุลไม่ว่าจะเป็นไขมัน โปรตีน และดีเอ็น
เอ ซ่ึงจะช่วยลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรค ท้ังนี้การป้องกันสาร
อนุมูลอิสระอาจต้องรับประทานอาหารท่ีมีสารต้านออกซิเดชัน 
เช่น ผัก ผลไม้ สมุนไพร เข้าไปช่วยเพิ่มปริมาณของสารต้านอนุมูล
อิสระ ท่ีอาจไม่มากพอที่ร่างกายสร้าง ช่วยทำลายอนุมูลอิสระ 
(อนงนาฎ, 2017)  

แม้จะมีการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสมุนไพรบาง
ชนิดในตำรับยาผสมโคคลานอย่างแพร่หลาย แต่ยังไม่พบ
การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในยาผสมโคคลานทั้ง 3 ตำรับ การ
วิจัยนี้จึงได้ทำการศึกษาปริมาณ  ฟีนอลิกรวม และฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชันของสารสกัดด้วยน้ำจากยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับ 
โดยทำการสกัดสารวิธีการต้ม ตามข้อบ่งใช้ในบัญชียาหลัก
แห่งชาติ พ.ศ.2555 เพ่ือเป็นการสนับสนุนยาสมุนไพรไทยให้มี
ข้อมูลทางวิชาการและเป็นท่ียอมรับอย่างแพร่หลายมากขึ้น อีกท้ัง
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ยังเพ่ิมคุณค่าและความน่าเชื่อถือให้แก่ตำรับยาสมุนไพรไทยอีก
ด้วย 
 

วิธีดำเนินการวิจัย 
การเตรียมตัวอย่างสมุนไพรในตำรับ 

สมุนไพรแต่ละชนิดในยาผสมโคคลานทั้ ง 3 ตำรับ 
โด่ไม่รู้ล้ม (ใช้ท้ังต้น) และทองพันชั่ง (ใช้ส่วนเหนือดิน) เก็บจาก
ตำบลแวงน่าง อำเภอเมือง จังหวัดมหาสารคาม ผลมะตูม แก่น
ฝาง เถาโคคลาน เถาเอ็นอ่อน และเถาสะค้าน ซ้ือมาจากร้านหมอ
ทองอินทร์ อำเภอเมือง จังหวัดมหาสารคาม ทำการตรวจ

เอกลั กษณ์ พื ช โดยผู้ เชี่ ย วชาญ  จากคณ ะแพทยศาสต ร์  
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม (code; R. nasutus: MSU. MED- 
RN0001/KM and E. scaber: MSU.MED-ES0001/KM) นำพืช
ท้ัง 7 ชนิด มาล้างทำความสะอาด ห่ันเป็นชิ้นเล็ก ๆ นำไปอบท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (°C) อบจนแห้ง แล้วบดเป็นผง
ละเอียด ชั่งและผสมกันตามอัตราส่วนท่ีกำหนดไว้ในแต่ละตำรับ 
(ตารางที่ 1) เก็บใส่ภาชนะปิดสนิทแล้วนำไปเก็บไว้ในตู้ควบคุม
ความชื้น 

 

ตารางท่ี 1 สมุนไพรท่ีเป็นส่วนประกอบของยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับ และขนาดท่ีใช้ในแต่ละตำรับ 
สูตรตำรับ ชื่อสมุนไพร ชื่อวิทยาศาสตร ์ ชื่อวงศ ์ ส่วนที่ใช ้ ขนาดที่ใช้ (กรัม) 

ตำรับที่ 1 

โคคลาน Mallotus repandus (Willd.) Muell. Arg. EUPHORBIACEAE เถา 25 
ทองพันชั่ง Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz. ACANTHACEAE ทั้งต้น 25 
โด่ไม่รู้ล้ม Elephantopus scaber L. ASTERACEAE ทั้งต้น 25 
มะตูม Aegle marmelos (L.) Correa ex Roxb. RUTACEAE ผลอ่อน 25 

ตำรับที่ 2 

โคคลาน Mallotus repandus (Willd.) Muell. Arg. EUPHORBIACEAE เถา 50 
ทองพันชั่ง Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz. ACANTHACEAE ทั้งต้น 25 
โด่ไม่รู้ล้ม Elephantopus scaber L. ASTERACEAE ทั้งต้น 15 
มะตูม Aegle marmelos (L.) Correa ex Roxb. RUTACEAE ผลอ่อน 15 

ตำรับที่ 3 

โคคลาน Mallotus repandus (Willd.) Muell. Arg. EUPHORBIACEAE เถา 20 
ทองพันชั่ง Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz. ACANTHACEAE ทั้งต้น 10 
โด่ไม่รู้ล้ม Elephantopus scaber L. ASTERACEAE ทั้งต้น 10 

ฝาง Ceasalpinia sappan L. CEASALPINIACEAE แก่น 20 
เถาเอ็นอ่อน Cryptolepis buchanani Roem. & Schult. APOCYNACEAE เถา 20 

สะค้าน Piper interruptum Opiz. PIPERACEAE เถา 20 
 

การเตรียมสารสกัดน้ำ 
นำผงสมุนไพรท้ังหมดมาผสมโคคลานตามตำรับยาผสม

โคคลานจำนวน 3 สูตรตำรับ โดยผงยาผสมโคคลานแต่ละตำรับ 
นำมาสกัดด้วยการต้มด้วยน้ำกลั่น ในอัตราส่วน 1:200 ท่ีอุณหภูมิ 
100 °C ใช้วิธีการต้มเคี่ยวจาก 3 ส่วน ให้เหลือ 1 ส่วน จากนั้น
กรองด้วยผ้าขาวบาง แล้วกรองซ้ำด้วยกระดาษกรอง Whatman 
No.1 เพ่ือแยกเอากากออก นำสารละลายท่ีได้จากการกรองไปทำ
แห้ง โดยใช้เคร่ือง Freeze dryer ชั่งน้ำหนักแห้งของสารสกัด 
เก็บในภาชนะปิดสนิท ทึบแสง เก็บไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 °C และ
คำนวณหาค่า % Yield ของสารสกัดโดยใช้สูตรดังนี้ 

%Yield (dry weight basis) = (W1×100)/W2 

W1 = น้ำหนัก (กรัม) ของสารสกัดหลังจากระเหยตัวทำ
ละลายด้วยวิธี Freeze drying 

W2 = น้ำหนักแห้ง (กรัม) ของตัวอย่าง 
การทดสอบหาปริมาณสารฟีนอลลิกรวม  

เตรียมสารสกัดน้ำของแต่ละตำรับ ท่ีความเข้มข้น 
0.0017 mg/mL จ ำน วน  100 μL เติ ม ส ารล ะล าย  Folin–
Ciocalteu ความเข้มข้น 10% ปริมาตร 500 μL เขย่าและท้ิงไว้ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียม- 
คาบอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 7.5 % w/v ปริมาตร 400 μL 
เขย่าและท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วนำไปวัดค่า
ก าร ดู ดกลื น แส ง ด้ วย เค ร่ือ ง  UV-Vis spectrophotometer  
ท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร นำค่าท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับ
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กราฟมาตรฐาน Gallic acid และคำนวณให้อยู่ในหน่วยของ 
mgGEA/gEt (Singleton et al., 1999) 
การวิเคราะห์ความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการให้
อิ เล็ กตรอนอิสระ  ด้วย วิ ธี  Ferric reducing antioxidant 
power (FRAP) assay 

นำสารสกัดยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับ ความเข้มข้น 
0.0025 mg/mL ปริมาตร 100 μL จากนั้นเติมสารละลาย FRAP 
ปริมาตร 900 μL (โดยผสมสารละลาย acetate buffer pH 3.6) 
ความเข้มข้น 300 mM: สารละลาย 2,4,6-Tris (2-pyridyl)-s-
triazine (TPTZ) ความ เข้ ม ข้ น  10 mM: FeCl3.6H2O ความ
เข้มข้น 20 mM ในอัตราส่วน 10:1:1) ท้ิงไว้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
5 นาที  แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเค ร่ือง UV-Vis 
spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร นำผล
การทดลองท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟของสารมาตรฐาน 
Trolox และคำนวณให้อยู่ในหน่วยของ mgTE/gEt (Benzie et 
al., 1999) 
การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยวิธี 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging 
assay 

นำสารสกัดยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับ ท่ีความเข้มข้น
ต่าง ๆ ได้แก่ 0.025, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 mg/mL ปริมาตร 
100 μL เติ มสารละลาย  DPPH ความ เข้ม ข้น  0.1 mM ใน 
เอทานอล ปริมาตร 900 μL เก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที แล้ว
น ำไป วัดค่ าการดู ดกลื น แสงด้ วย เค ร่ือ ง  UV-Vis spectro-
photometer ท่ีความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร นำค่าท่ีได้ไป
วิ เค ร าะ ห์ ห าร้ อ ย ล ะ ใน ก า ร ยั บ ย้ั งก า ร เกิ ด อ อ ก ซิ เด ชั น  
(% Inhibition) และสร้างกราฟระหว่าง % Inhibition และความ
เข้มข้น รายงานเป็นค่า IC50 (50% inhibitory concentration) 
นำผลการทดลองท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟของสารมาตรฐาน 
Trolox และ Ascorbic acid (mg/mL) (Williams et al., 1995) 
การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยวิธี 
ABTS assay 

เตรียมสารละลาย ABTS ด้วยการเปลี่ยน ABTS ให้เป็น
อนุมูลอิสระ ABTS•+ ด้วยการเติมสารละลายโพแทสเซียมเพอร์
ซัลเฟต (K2S2O8) จากนั้นนำไปเก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
แล้วทำการเจือจางสารละลาย ABTS•+ ด้วยน้ำกลั่น นำไปวัดค่า
การดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร เพ่ือให้ได้ค่า

การดูดกลืนแสงของสารละ ABTS•+ ประมาณ 0.7-0.8 โดยนำสาร
สกัดยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับ ความเข้มข้น 0.025, 0.05, 0.1, 
0.15 และ  0.2 mg/mL ป ริม าตร  100 μL เติ มส ารละลาย 
ABTS•+ ปริมาตร 900 μL ท้ิงไว้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 นาที 
แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV-Vis spectro-
photometer ท่ีความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร นำค่าท่ีได้ไป
วิ เค ราะ ห์ห า เปอ ร์ เซ็ น ในก าร ยับ ย้ั งการ เกิ ดออก ซิ เดชั น  
(% Inhibition) และสร้างกราฟระหว่าง % Inhibition และความ
เ ข้ ม ข้ น  แ ล้ ว ร า ย ง า น เป็ น ค่ า  IC50 (50% inhibitory 
concentration) นำผลการทดลองท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟ
ของสารมาตรฐาน Trolox และ Ascorbic acid (mg/mL) (Re 
et al., 1999) 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ข้อมูลท่ีได้แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
วิเคราะห์ความแตกต่างด้วยสถิติ F-test (One-way ANOVA) 
เปรียบเทียบความแตกต่างด้วยวิธี Duncan multiple range 
test ท่ีระดับ p<0.05 คำนวณค่าสถิติ โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป 
SPSS version 23 
 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผลการวิจัย 
การหาปริมาณสารฟีนอลิกรวม 

จากผลการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของ
สารสกัดยาผสมโคคลาน พบว่าตำรับท่ี 1 มีปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลิกรวมมากท่ีสุด (13.7473±0.0949 mgGE/gEtx) รองลงมา
คือตำรับท่ี 3 และตำรับท่ี 2 (12.1120±0.1441 และ 11.1438± 
0.0875 mgGE/gEtx) ตามลำดับ  อย่างมีนั ยสำคัญทางสถิ ติ  
p<0.05 สอดคล้องกับการศึกษาของ ปฐมพงษ์ และคณะ (2561) 
ทำการศึกษาสารสกัดผลมะตูมอ่อนด้วยเอทานอล 95% และสกัด
ด้วยน้ำ พบว่า มีปริมาณสารกลุ่ม ฟีนอลิกสูงถึง 83.8± 37.6 
mgGAE/100 mL และยังสอดคล้องกับการวิจัยของนรินทร์ และ
คณะ (2560) พบว่าสารสกัดจากฝางด้วยน้ำโดยวิธีการชง มี
ป ริ ม าณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม เ ท่ า กั บ  147.02 ± 0.63 mgGAE/g 
นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับการวิจัยของ Klinthong et al. (2015) 
สารสกัดเถาสะค้านด้วยเอทานอล 80% มีปริมาณฟีนอลิกรวม 
7.3 ± 0.8 mgGAE/g อย่างไรก็ตามการการศึกษาครั้งนี้ เป็น
เตรียมสารสกัดด้วยน้ำซ่ึงเป็นตัวทำละลายท่ีมีข้ัวสูง จึงควรมี
การศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับชนิดของตัวทำละลายชนิดอ่ืน ตลอดจน
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ชนิดและปริมาณของสารประกอบฟีนอลท่ีพบในยาผสมโคคลาน
ท้ัง 3 ตำรับ (รูปท่ี 1 และรูปท่ี 4) 
การวัดความสามารถของสารต้านอนุ มูลอิสระในการให้
อิ เล็ กตรอนอิสระ  ด้วย วิ ธี  Ferric reducing antioxidant 
power (FRAP) assay 

เม่ือนำสารสกัดตำรับยาโคคลานท้ัง 3 ตำรับมาทำการ
วั ด ค ว าม ส าม ารถ ข อ งส า ร ต้ าน อ นุ มู ล อิ ส ระ ใน ก า ร ให้
อิเล็กตรอนอิสระ ด้วยวิธี FRAP พบว่า ตำรับท่ี 3 มีฤทธ์ิในการ
ต้านอนุมูลอิสระท่ีสามารถให้อิเล็กตรอนในการรีดิวซ์ Fe3+ เป็น 
Fe2+ ได้ ดี ท่ีสุด  (29.1053±0.2362 mgTE/gExt) รองลงมาคือ 
ตำรับท่ี  1 และตำรับท่ี  2 (25.0391±0.1537 และ 16.9035± 

0.1856 mgTE/gExt) ตามลำดับ  อย่างมีนั ยสำคัญทางสถิ ติ  
p<0.05 สอดคล้องกับเพ็ญนภา และคณะ (2559) ศึกษาผลของ
สารสกั ด เถา โคคลาน ด้ วย เมท านอล  มี ค่ า  FRAP เท่ ากั บ 
99.01±4.56 GEAC/g และสอดคล้องกับการศึกษาของนวฉัตร 
และคณะ (2558) ศึกษาสารสกัดเอทานอลของทองพันชั่ง พบว่า 
มี ค่ า  FRAP พ บ ค่ า  IC50= 215.19±20.69 μg/mL แ ล ะ ยั ง
สอดคล้อ งกั บการศึ กษาของปฐมพงษ์  และคณะ  (2561) 
ทำการศึกษาสารสกัดผลมะตูมอ่อนด้วยเอทานอล 95% และสกัด
ด้วยน้ำ มีค่า FRAP value เท่ากับ 111.61 ± 0.59 Fe2+/gExt 
และ TEAC value เท่ากับ 39.04 ± 0.23 mg/TEA/gExt (รูปท่ี 2 
และรูปท่ี 5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1 ปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัดยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับ อักษรแตกต่างกัน a, b, c แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

(P<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2 ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระสารสกัดยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับท่ีสกัดด้วยน้ำ เม่ือทดสอบด้วยวิธี Ferric reducing antioxidant 
power (FRAP) assay อักษรแตกต่างกัน a, b, c, แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยวิธี 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging 
assay 

เม่ือนำสารสกัดตำรับยาโคคลานท้ัง 3 ตำรับมาทำการ
วิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยวิธี DPPH 
พบว่า ยาผสมโคคลานตำรับท่ี 3 มีความสามารถในการต้านอนุมูล
อิ ส ระ ดี ท่ี สุ ด  (IC50=0.011±0.00004 mg/mL) รอ งล งม าคื อ 
ต ำ รั บ ท่ี  2 แ ล ะ ต ำ รั บ ท่ี  1 (IC50=0.014±0.00004 แ ล ะ 
0.015±0.00002 mg/mL) ตามลำดับ อีกท้ังยาผสมโคคลานท้ัง 3 
ตำรับ  มีความสามารถในการต้านอนุ มูลอิสระได้ดีกว่าสาร
มาตรฐาน Ascorbic acid และ Trolox (IC50=0.016±0.00029 
และ 0.044±0.00075 mg/mL) ตามลำดับ อย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ p<0.05 สอดคล้องกับ เพ็ญนภา และคณะ (2559) ศึกษาผล
ของสารสกัดจากเถาโคคลานด้วยเมทานอลมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
เม่ือทดสอบด้วยวิธี DPPH มีค่า IC50 เท่ากับ 24.45 μg/mL และ
การศึกษาของนวฉัตร และคณะ (2558) ศึกษาผลของสารสกัด
ทองพันชั่งด้วยเอทานอล มีค่า IC50= 55.56±7.71 μg/mL เม่ือ
ทดสอบด้วยวิธี DPPH และยังสอดคล้องกับการศึกษาของ Chan 
et al. (2017) ได้ทำการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
จากใบโด่ไม่รู้ล้มด้วยเอทานอล 70 % แล้วนำมาสกัดแยกโดยใช้
เอทิลอะซิเตท (ESEAF) พบว่า ESEAF ท่ีความเข้มข้น 1,000 
μg/mL มีค่า IC50 เท่ากับ 69.70±0.01 μg/mL เม่ือทดสอบด้วย
วิธี DPPH และยังมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
Superoxide Anion Radical Scavenging Activity (SOD) มีค่า 
IC50 3.79±0.16 μg/mL และสอดคล้องการการศึ กษาของ 
Pongpiriyadacha et al. (2009) ได้ทำการศึกษาสารสกัดจากท้ัง
ต้นด้วยเอทานอลด้วยการรีฟลักซ์ท่ีอุณหภูมิ 80 °C เป็นเวลา 3 

ชั่วโมง พบว่ามีค่า SC50= 12.4 μg/ml-1 เม่ือทดสอบด้วยวิธี 
DPPH และยังพบว่ามีฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์แซนธีนออกซิเดส มีค่า 
IC50= 93.1 μg/ml-1 และสอดคล้องการการศึกษาของนรินทร์ 
และคณะ (2549) พบว่าสารสกัดฝางด้วยน้ำโดยการชง มีร้อยละ
เท่ากับ 33.91±1.50 % เม่ือทดสอบด้วยวิธี DPPH นอกจากน้ี 
Klinthong et al. (2015) ได้ศึกษาผลของสารสกัดเถาสะค้าน
ด้วยเอทานอล 80% มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระเม่ือทดสอบ
ด้วยวิธี DPPH มีค่า IC50=138.7±2.2 μg/mL และยังสามารถ
ยับย้ังปฏิกิ ริยาลิปิดเปอร์-ออกซิเดชันมีค่า IC50=38.7 ± 0.1 
μg/mL (รูปท่ี 3 และรูปท่ี 6-10) 
การทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยวิธี ABTS 
assay 

เม่ือนำสารสกัดตำรับยาโคคลานท้ัง 3 ตำรับมาทำการ
ทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยวิธี ABTS พบว่า 
ยาผสมโคคลานตำรับท่ี 2 สามารถต้านอนุมูลอิสระดีท่ีสุด (IC50 
0.002±0.00001 mg/mL) ร อ ง ล ง ม า คื อ  ต ำ รั บ ท่ี  3 แ ล ะ 
ต ำ รั บ ท่ี  1 (IC50 0.003±0.00003 แ ล ะ  0.004±0.00002 
mg/mL) ตามลำดับ อีกท้ังยังพบว่ายาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับมี
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระมากกว่าสารมาตรฐานคือ 
Ascorbic acid แ ล ะ  Trolox (IC50 0.010±0.00022 แ ล ะ 
0.023±0.00035 mg/mL) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p<0.05 
สอดคล้องกับ Abdullakasim et al. (2007) ได้ทำการศึกษาสาร
สกัดผลมะตูมอ่อนด้วยเอทานอล 95% และสกัดด้วยน้ำ มี
ความสามารถในการต้านออกซิ เดชัน  มี ค่ า  EC50 เท่ ากั บ 
36.40±1.23 μg/mL เม่ือศึกษาด้วยวิธี ABTS (รูปท่ี 3 และรูปท่ี 
11-15) 

 
 

 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3 ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระสารสกัดยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับท่ีสกัดด้วยน้ำ เม่ือทดสอบด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) radical scavenging assay อักษรแตกต่างกัน a, b, c, d, e แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) 



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีที่ 48 เลม่ที่ 1  102 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Gallic acid ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี Total Phenolic 

content 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี FRAP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 6 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH 
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ค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน Gallic acid (mg/mL)  
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ค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน Trolox (mg/mL) 
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รูปท่ี 7 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 8 กราฟมาตรฐานของสารละลายตัวอย่าง ตำรับท่ี 1 ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 9 กราฟมาตรฐานของสารละลายตัวอย่าง ตำรับท่ี 2 ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH 
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รูปท่ี 10 กราฟมาตรฐานของสารละลายตัวอย่าง ตำรับท่ี 3 ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 11 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Trolox ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี ABTS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 12 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี ABTS 
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รูปท่ี 13 กราฟมาตรฐานของสารละลายตัวอย่าง ตำรับท่ี 1 ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี ABTS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 14 กราฟมาตรฐานของสารละลายตัวอย่าง ตำรับท่ี 2 ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี ABTS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 15 กราฟมาตรฐานของสารละลายตัวอย่าง ตำรับท่ี 3 ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี ABTS 
 

สรุปผลการวิจัย 
ตำรับยาผสมโคคลานมีปริมาณรวมของสารฟีนอลิกและ

สามารถออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ พบว่า ตำรับท่ี 1 มีปริมาณ 

ฟีนอลิกรวมสูงท่ีสุด ส่วนตำรับท่ี 3 มีความสามารถในการรีดิวซ์สูง
ท่ีสุด เม่ือทดสอบด้วยวิธี FRAP assay และความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอิสระได้ดีท่ีสุดเม่ือทดสอบด้วยวิธี DPPH ส่วนสารสกัด
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ยาผสมโคคลานตำรับท่ี 2 มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ได้ดีท่ีสุดเม่ือทดสอบด้วยวิธี ABTS นอกจากสารสกัดยาผสม
โคคลานท้ัง 3 ตำรับ มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระมากกว่า Ascorbic 
acid และ  Trolox จากผลการศึกษาวิจัยนี้ แสดงให้ เห็น ถึง
ศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระของยาผสมโคคลานท้ัง 3 ตำรับท่ี
สกัดด้วยน้ำด้วยวิธีการต้ม ดังนั้นควรมีการศึกษาหาองค์ประกอบ
ของสารสำคัญและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาท่ีเกี่ยวข้อง เพ่ือสร้างความ
เชื่อม่ันและส่งเสริมการใช้ยาสมุนไพรต่อไป 
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