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บทคดัย่อ 

 ตองแตก (Baliospermum solanifolium (Burm.) Suresh) เป็นสมุนไพรท้องถิ่นจัดอยู่ใน

วงศ์ยางพารา (Euphorbiaceae) ท่ีมีความส าคัญทางการแพทย์พื้นบ้านส าหรับการรักษาหรือ

บรรเทาอาการของโรคบางชนิด จากการรายงานความสัมพันธ์ระหว่างฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและ

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด พบว่า ยังมีการศึกษาเป็นจ านวนน้อย นอกจากนั้นฤทธ์ิ

ยับยั้งการท างานเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน ดังนั้นงานวิจัยนี้              

มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) 

พร้อมท้ังหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด และศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการท างานของเอนไซม์   

อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสจากสารสกัดหยาบใบตองแตกท่ีถูกสกัดเย็นด้วยตัวท าละลายเรียงขั้ว 

โดยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และเมทานอล ตามล าดับ พบว่า สารสกัดหยาบเมทานอล

มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดท่ีค่า IC50 เท่ากับ 0.48±0.02 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และมีปริมาณ
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สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดสูงท่ีสุดมีค่า เท่ากับ 117.82±2.32 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก

ตอ่กรัมสารสกัด ส าหรับการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เอนไซมอ์ะซีตลิโคลีนเอสเตอเรส พบว่า สารสกัดหยาบ

เอทิลอะซิเตตมคี่าร้อยละการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสสูงท่ีสุด เท่ากับ 62.47±1.47 

ไมโครกรัม/มลิลิลิตร ท่ีความเข้มข้น 2000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นสารสกัดหยาบท่ีออกฤทธ์ิ

สูงสุดถูกน ามาแยกออกเป็นส่วนสกัดย่อยหรือสารกึ่งบริสุทธ์ิโดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟื 

ได้ส่วนสกัดย่อยจากสารสกัดหยาบเมทานอลท้ังหมด 4 ส่วนสกัดย่อย (BSM1-BSM4) ถูกน าไป

ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ พบว่า ส่วนสกัดย่อย BSM2 และ BSM4 ออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ

ได้ดี โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.75±0.02 และ 1.89±0.02 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ และมี

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด เท่ากับ 72.99±0.04 และ 59.43±0.02 มลิลกิรัมสมมูลของ

กรดแกลลิกตอกรัมสารสกัด ตามล าดับ ส าหรับส่วนสกัดย่อยท่ีแยกได้จากสารสกัดหยาบ

เอทิลอะซิเตตท้ังหมด 5 ส่วน สกัดย่อย (BSEA1-BSEA5) ถูกน ามาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ 

อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส พบว่า ส่วนสกัดย่อย BSEA3 และ BSEA5 แสดงฤทธ์ิในการยับยั้ง

เอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสได้ดีกว่าส่วนสกัดย่อยอื่นๆ ท่ีแยกได้ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 

1.19±0.03 และ 1.20±0.07 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ จากผลการศึกษานี้สามารถน ามาใช้

เป็นฐานข้อมูลต่อยอดส าหรับการแยกสารบริสุทธ์ิท่ีออกฤทธ์ิจากใบตองแตก เพื่อพัฒนาเป็น 

ยารักษาโรคอัลไซเมอร์ชนดิใหม่ตอ่ไป 

 

ค าส าคัญ: ใบตองแตก ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ ฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์อะซีตลิโคลีนเอสเตอเรส 

 

Abstract 

 Tong taek (Baliospermum solanifolium (Burm.)Suresh) is a local herb in a family of 

Euphorbiaceae that is important to traditional medicine for treatment or relief of some 

illnesses. A few reports of the correlation between its antioxidant activity and total phenolic 

contents were reported. Moreover, the study of anti-acetylcholinesterase (AChE) activity has 

not been reported previously. Therefore, the objective of this research is to study the 

antioxidant activity using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method, analyze the total 

phenolic contents, and investigate the AChE inhibitory activity from Tong taek leaves extracts 

prepared by a maceration method using an increasing polarity of solvents including hexane, 

ethyl acetate and methanol, respectively. The crude methanolic extract showed the highest 

antioxidant activity with an IC50 value of 0.48±0.02 mg/mL and total phenolic contents with 

a value of 117.82±2.32 mg GAE/g crude extract. For the AChE inhibitory activity testing,  
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it was found that the crude ethyl acetate extract displayed the highest anti-AChE activity 

with an IC50 value of 62.47±1.47 µg/mL at the concentration of 2000 µg/mL. Then, the crude 

extracts exhibiting highest biological activities were further separated as fractions or  

semi-pure compounds by column chromatography to give four fractions (BSM1-BSM4) from 

the crude methanolic extract which were tested for the antioxidant activity. The fraction 

BSM2 and BSM4 showed the relatively good antioxidant activity with IC50 values of 1.75±0.02 

and 1.89±0.02 mg/mL, respectively. Their total phenolic contents are 72.99±0.04 and 59.43±0.02 

mg GAE/g crude extract, respectively. Five fractions (BSEA1-BSEA5) separated from the crude 

ethyl acetate extract were evaluated on the anti-AChE activity. It was found that both 

BSEA3 and BSEA5 fractions displayed their anti-AChE activity higher than other fractions 
with IC50 values of 1.19±0.03 and 1.20±0.07 mg/mL, respectively. These results can be 

used as further information supported for the isolation of bioactive compounds from  

B. Solanifolium leaves to be developed as a novel drug candidate for treatment of Alzheimer’s 

disease. 

 

Keywords: Tong taek leaves, Antioxidant activity, Acetylcholinesterase inhibition activity 

 

บทน า 

ในปัจจุบันปัญหาประชากรผู้สูงอายุมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอันเนื่องมาจากเทคโนโลยี         

ทางการแพทย์ท่ีทันสมัยท าให้คนทุกวัยมีอายุยืนขึ้นประกอบกับอัตราการเกิดลดลงส่งผลให้

สัดส่วนประชากรผู้สูงอายุต่อจ านวนประชากรท้ังหมดสูงขึ้น (มูลนิธิสถาบันวิจัยและพัฒนา

ผู้สูงอายุไทย, 2561) ดังนั้นปัญหาสุขภาพกลุ่มผู้สูงอายุจึงเป็นปัญหาส าคัญเนื่องจากเป็นวัยท่ี 

อวัยวะในร่างกายเร่ิมเสื่อมถอยลงเกิดโรคตา่งๆ ได้ง่ายขึ้น โรคท่ีพบมาก ได้แก่ ความดันโลหิตสูง 

เบาหวาน มะเร็ง (ส านักงานกองทุนสนับสนุนการสร้างเสริมสุขภาพ, 2557) รวมถึงโรคที่เกี่ยวข้อง
กับภาวะสมองเสื่อม ซึ่งเป็นโรคท่ีเซลล์ประสาทในเนื้อเยื่อสมองถูกท าลายส่งผลให้  การท างาน

ของสมองลดนอ้ยลงหรือท างานไมไ่ด้ โรคในกลุ่มนี้ ได้แก่ อัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease) และ

พาร์กินสัน (Parkinson’s disease) (ประเสริฐ, 2556) โดยเฉพาะโรคอัลไซเมอร์นั้นเป็นโรคท่ี 

พบบ่อยท่ีสุดถึงร้อยละ 40-70 (สิรินทร, 2552) 

โรคอัลไซเมอร์เกิดจากการฝ่อตัวของเนื้อเยื่อสมอง ส่งผลกระทบต่อโครงสร้างและ    

การท างานของสมองส่วนท่ีท าหน้าท่ีเกี่ยวข้องกับความจ าและการเรียนรู้ถูกท าลาย จาก

การศึกษาทางพยาธิวิทยาท่ีส าคัญของโรคอัลไซเมอร์ พบว่า เป็นความผิดปกติของโปรตีนและ
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การสะสมของแอมีลอยด์ เบต้า (Amyloid-beta: Aβ) ในเนื้อสมองปริมาณมากจนมีลักษณะ เรียกว่า  

แอมีลอยด์พลาก (Amyloid plaques) ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท (Holmes et al., 

2008: Su & Zhang, 2016) สาเหตุของการเกิดโรคท่ีแท้จริงยังไม่ทราบอย่างแน่ชัด แต่มี  

2 สมมติฐานหลักของการเกิดโรค คือ 1) แบบ Non cholinergic เป็นสมมติฐานท่ีเกี่ยวข้องกับ 

การเกิดแอมีลอยด์พลาก ส่งผลให้ร่างกายเกิดภาวะเครียดกระตุ้นให้มีการสร้างอนุมูลอิสระ            

ในปริมาณมากเกินกว่าท่ีร่างกายจะควบคุมได้จนอนุมูลอิสระเข้าไปท าลายเนื้อเยื่อไขมันและ

โปรตีน โดยเฉพาะบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ อันเป็นสาเหตุของการเกิดโรคอัลไซเมอร์ (Sun et al., 

2010) และยังมีรายงาน พบวา่ ภาวะเครียดจะท าให้ปริมาณการท างานของเอนไซม์อะซีติลโคลีน

เอสเตอเรส (Acetylcholinesterase: AChE) เพิ่มขึ้น มีผลท าให้สารสื่อประสาทอะซีติลโคลีน 

(Acetylcholine) ในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส (Hippocampus) ลดลง ท าให้จดจ าได้น้อยลง (Melo  

et al., 2003) และ 2) แบบ Cholinergic เป็นสมมติฐานท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตสารสื่อประสาท 

อะซีติล โคลีน (Acetylcholine: ACh) ท่ีท าหน้าท่ีควบคุมความจ าลดลง โดยปริมาณสารสื่อประสาทนี้

จะถูกควบคุมโดยเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง 2 ชนิด ได้แก่ เอนไซมอ์ะซีตลิโคลีนเอสเตอเรส และเอนไซม์    

บิวทิริลโคลีนเอสเตอเรส (Butyrylcholinesterase: BChE) ในช่วงระยะเร่ิมต้นของโรคอะซีติลโคลีน

เอสเตอเรสจะเป็นเอนไซม์หลักในการสลายอะซีติลโคลีน แต่เมื่อเข้าสู่ระยะปลาย ซึ่งเป็นระยะท่ี

เซลล์สมองและเซลล์ประสาทถูกท าลายเพิ่มขึ้น เอนไซม์บิวทิริลโคลีนเอสเตอเรสจะมีบทบาทใน

การสลายอะซีตลิโคลีนมากขึ้น (Giacobini, 2002; Kitphati et al., 2011) ปัจจุบันตัวยาที่ใชบ้รรเทา

อาการของโรคอัลไซเมอร์  ได้แก่ Galantamine Donepezil Rivastigmine และ Racrine เป็นยาใน

กลุ่มท่ีใช้ส าหรับยับยั้งการท างานของเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส (Cholinesterase) เพื่อป้องกัน 

การสลายตัวของอะซีตลิโคลีน ส่งผลให้ผู้ป่วยมีความจ าการรู้คดิดขีึน้ (Doraiswamy et al., 2002; 

Tan et al., 2014) แต่ยากลุ่มดังกล่าวจะมีผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยจะมีอาการคลื่นไส้ อาเจียน ท้องร่วง 

และให้ผลในกลุ่มผู้ป่วยระยะแรกเท่านั้นไมส่ามารถใชก้ับผู้ป่วยในระยะรุนแรงได้ (Roseiro et al., 2012) 

 ตองแตก เป็นสมุนไพรพื้นบ้านชนดิหนึ่งมชีื่อวิทยาศาสตร์ว่า Baliospermum solanifolium 

(Burm.) Suresh อยู่ในวงศ์ Euphrbiaceae พบได้ท่ัวไปใน ไทย เนปาล พม่า และอินเดีย (Anonymous, 

1988) หลายส่วนของพืชนี้ถูกน ามาใช้เป็นยาสมุนไพร เช่น ส่วนราก ใช้เป็นยาถ่ายพยาธิ ยาขับ

ปัสสาวะ ยาแก้ไข้ และยาชูก าลัง ส่วนใบใช้ในการรักษาโรคหอบหืดและหลอดลมอักเสบ 

จากรายงานวิจัยท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่า สารสกัดน้ าจากรากตองแตก มีฤทธ์ิในการยับยั้ง

มะเร็งเม็ดเลือดขาว (Lymphocytic leukaemia P-388) (Ogura et al., 1978) และมีฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระโดยวิธี DPPH (Desai et al., 2008) นอกจากนี้สารสกัดเอทานอลจากใบและรากตองแตก

ออกฤทธ์ิในการยับยัง้เชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus  aureus  Pseudomonas aeruginosa  Escherichia coli 

แตไ่มอ่อกฤทธ์ิยับยัง้กับเชื้อรา Candida albicans (Mali et al., 2006)  
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ดังนั้นงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิในการยับยั้งการท างาน

ของเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสจากสารสกัดหยาบใบตองแตกที่สกัดเย็นด้วยตัวท าละลาย

แบบเรียงขั้ว และท าการแยกสารสกัดหยาบท่ีออกฤทธ์ิสูงสุดออกเป็นส่วนสกัดย่อย (Fractions) 

เนื่องจากยังมรีายงานการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพและสารออกฤทธ์ิไม่มากนัก เพื่อใช้เป็นข้อมูลใน

การแยกสารบริสุทธ์ิท่ีออกฤทธ์ิต่อไป อีกท้ังเป็นทางเลือกหนึ่งส าหรับพัฒนาเป็นอาหารเสริม

สุขภาพส าหรับบรรเทาโรคอัลไซเมอร์ในอนาคต 

 

วิธีด าเนินการวิจัย 

1. สารเคมี 

สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง ได้แก่ Ascorbic acid (Merck) 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) (Sigma-Aldrich) Gallic acid (Sigma-Aldrich) Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich) 

Sodium carbonate (Na2CO3) 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (Sigma-Aldrich)  

2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol hydrochloride (Tris-HCl) (Sigma-Aldrich) Phosphate buffer 

Tacrine (Sigma-Aldrich) Acetylcholinesterase (Sigma-Aldrich) Acetylthiocholine iodide (Sigma-Aldrich) 

Hexane (RCI Labscan) Ethyl acetate (RCI Labscan) Methanol (RCI Labscan) Methanol AR 

grade (Merck) และ Dimethyl sulfoxide (DMSO) AR grade (Merck)       

 2. การเตรยีมตัวอย่างใบตองแตก 

  เก็บใบตองแตก (ช่วงเดือนพฤศจิกายน 2558 จากพื้นท่ีอ าเภอเมืองพะเยา จังหวัด

พะเยา) จากนั้นท าการตรวจสอบและระบุเอกลักษณ์ของพืช  โดยผู้ช่วยศาสตราจารย ์ 

ดร.กาญจนา ธนนพคุณ มีเลข Voucher Specimen PSRU 1012 เก็บรักษาไว้ ณ ห้องเก็บรวบรวม

พรรณไม ้คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีมหาวทิยาลัยราชภัฏพบูิลสงคราม  

 3. การสกัดใบตองแตกโดยการสกัดเย็น (Maceration) ด้วยตัวท าละลายแบบ

เรียงขั้วที่อุณหภูมหิ้อง 

  น าใบตองแตกมาผึ่งให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง ท าการบดให้ละเอียด (1.0 kg) จากนั้น

น ามาสกัดด้วยเฮกเซนในภาชนะปิดโดยวิธีการสกัดเย็น ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน 

พร้อมกวนเป็นคร้ังคราว ท าการกรองสารละลายออกโดยใช้กรวยกรองท่ีบรรจุส าลี และ          

น ากากเดิมมาสกัดซ้ าด้วยเฮกเซนใหม่อีกจนกระท่ังได้สารสกัดใสไม่มีสี หลังจากนั้นน าสารสกัด   

ท่ีได้มาระเหยตัวท าละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยแบบลดความดัน (Rotary evaporator) จากนั้น 

น ากากเดิมมาสกัดตอ่ด้วยเอทิลอะซิเตตและเมทานอล เช่นเดิม ตามล าดับ ดังภาพท่ี 1 ท าการเก็บ

สารสกัดหยาบแต่ละตัวท าละลายไว้ในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ส าหรับ

ทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์อะซีตลิโคลีนเอสเตอเรส 
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ภาพที่ 1 ขั้นตอนการสกัดเย็นของใบตองแตกแห้งด้วยตัวท าละลายแบบเรียงขั้ว 

 

4. การแยกส่วนสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต 

 จากผลการทดสอบ พบว่า สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตตมีฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม ์      

อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสสูงสุด จึงน าสารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต 8.00 g มาท าการแยกเป็น 

ส่วนสกัดย่อยโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีใช้ซิลิกาเจลเป็นตัวดูดซับ ท าการชะคอลัมน์ด้วย 

ตัวท าละลายผสมเฮกเซน:ไดคลอโรมีเทน และไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ตามล าดับ ได้สาร

ท้ังหมด 5 ส่วนสกัดย่อย (BSEA1-BSEA5) ดังภาพท่ี 2 จากนั้นน าส่วนสกัดย่อยท้ังหมดมาทดสอบ

ฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์อะซีตลิโคลีนเอสเตอเรส 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 การแยกสว่นสกัดหยาบเอทิลอะซิเตตของใบตองแตกโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
 

 

 

ใบตองแตกแหง้บดละเอียด (1.0 kg) 

สกัดด้วยเฮกเซน 

สกัดด้วยเอทิลอะซเิตต 

สารสกัดหยาบเฮกเซน (BSH) 21.65 g          

ร้อยละ 2.17, ของเหลวหนืดสีด า 

 

สารสกัดหยาบเมทานอล (BSM) 64.66 g 

 ร้อยละ 6.45, ของเหลวหนืดสีน้ าตาลด า 

กาก 

สกัดด้วยเมทานอล 

สารสกัดหยาบเอทลิอะซิเตต (BSEA) 46.09 g 

 ร้อยละ 4.60, ของเหลวหนืดสีด า 

 

กาก 

กาก 

เฮกเซน : ไดคลอโรมีเทน  

ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 

สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต (8.00 g) 

 

BSEA5 1.19 g 

ของเหลวหนืดสีเขยีว 

BSEA1 1.96 g 

ของเหลวหนืดสีเขยีว 

BSEA2 0.38 g 

ของเหลวหนืดสีเขยีว 

BSEA3 0.54 g 

ของเหลวหนืดสีเขยีว 

BSEA4 0.37 g 

ของเหลวหนืดสีเขยีว 
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5. การแยกส่วนสกัดหยาบเมทานอล 

 สารสกัดหยาบเมทานอล พบว่า มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด  

จึงน าสารสกัดหยาบเมทานอล 20.00 g มาท าการแยกออกเป็นส่วนสกัดย่อยโดยวิธีคอลัมน์ 

โครมาโทกราฟี ใชซ้ิลิกาเจลเป็นตัวดูดซับ ท าการชะด้วยตัวท าละลายผสมไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 

ได้กลุ่มสารออกมาท้ังหมด 4 ส่วนสกัดย่อย (BSM1-BSM4) ดังภาพท่ี 3 จากนั้นน าส่วนสกัดย่อย

ท้ังหมดมาทดสอบฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 3 การแยกสว่นสกัดหยาบเมทานอลของใบตองแตกโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟ ี
 

 6. การทดสอบฤทธิ์ตา้นอนุมูลอสิระโดยวิธี DPPH  

 ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH เป็นวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Inta et al. (2019) 

โดยใช้วิตามินซี (Ascorbic acid) เป็นสารมาตรฐาน ผสมสารละลายมาตรฐาน (ความเข้มข้น

เร่ิมต้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (mg/mL) ละลายในเมทานอล) หรือสารตัวอย่างท่ีต้องการทดสอบ 

(ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5 mg/mL ละลายใน DMSO ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (µL) เติมสารละลาย 

DPPH 0.3 มลิลิโมลาร์ (mM) ในเมทานอล ปริมาตร 200 µL บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ตั้งทิ้งไว้ในท่ีมืด เป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ด้วย

เครื่อง UV-Vis spectrophotometer จากนั้นค านวณหาค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ (% radical 

scavenging) จากสมการดังนี้ 
 

  % radical scavenging = (1-(Asample/Acontrol))*100 
 

  เมื่อ Asample = ค่าการดูดกลนืแสงท่ีวัดได้ของสารทดสอบท่ีผสมกับ DPPH  

        Acontrol = ค่าการดูดกลนืแสงท่ีวัดได้ของตัวท าละลายที่ผสมกับ DPPH  

  ค านวณหาค่า IC50 (ความเข้มข้นของสารตัวอย่างท่ีท าให้อนุมูลอิสระ DPPH ลดลง    

ร้อยละ 50) โดยหาได้จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างสารตัวอย่างในแต่ละความเข้มข้นกับ     

ร้อยละการยับยัง้อนุมูลอิสระ 

ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 

สารสกัดหยาบเมทานอล (20.00 g) 

 

BSM1 2.21 g 

ของเหลวหนืดสีเขียว 

BSM2 0.95 g 

ของเหลวหนืดสีเขียว 

BSM3 3.28 g

ของแข็งสีน้ าตาล 

 

BSM4 4.41 g 

  ของแข็งสีน้ าตาล 
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 7. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด  

  การตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic contents) โดยวิธี 

Folin-ciocalteu colorimetric ท าการทดสอบตามวิธีที่ดัดแปลงของ Damsud et al. (2017) ใช้ 

กรดแกลลิก (Gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน โดยผสมสารสกัดท่ีต้องการทดสอบปริมาตร 500 µL 

กับ 10 %v/v Folin-ciocalteu reagent ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร (mL) เขย่าให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไว้ 6 นาที 

จากนั้นเติม 7.5% สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ปริมาตร 2 mL ท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 90 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิทั้งหมดจากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิกในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ 

กรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด (Gallic acid equivalents, mg GAE/g crude extract) 

 8. ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส 

  การศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสของสารตัวอย่าง ตามวิธี

ดัดแปลงของ Ellman et al. (1961) เร่ิมจากเตรียมเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส ความเข้มข้น 

0.3 ยูนิต และ DTNB ท่ีความเข้มข้น 3 mM ละลายใน 20 mM ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเฟอร์  

(Tris-HCl buffer) pH 7.5 และ 10 mM ฟอสเฟตบัพเฟอร์ (Phosphate buffer) pH 7.4 จากนั้น 

เตรียมสารมาตรฐาน Tacrine ท่ีความเข้มข้น 1.0 µg/mL และสารตัวอย่างในช่วงความเข้มข้น 

100-2000 µg/mL ละลายใน 0.5% DMSO ปริมาตร 25 µL เติมลงในสารละลายเอนไซม์อะซีติล

โคลีนเอสเตอเรส (Acetylcholinesterase) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

จากนั้นเตมิ 1 mM ของอะซีติลไทโอโคลีน ไอโอไดด์ (Acetylthiocholine iodide) ละลายใน 10 mM 

ฟอสเฟตบัพเฟอร์ pH 7.4 จ านวน 25 µL ตามด้วย DTNB 125 µL ผสมให้เข้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร 

ค านวณค่าร้อยละการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส และค่า IC50 ของการยับยั้ง

เอนไซม์อะซีตลิโคลีนเอสเตอเรส 

 9. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

  น าข้อมูลจากการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ า ของการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและ     

ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส มาวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance: 

ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test 

(DMRT) ท่ีระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 แสดงในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ผลการวิจัย  

1. ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH และปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของ       

สารสกัดหยาบด้วยตัวท าละลายต่างๆ และส่วนสกัดย่อยเมทานอลจากใบตองแตก 

 ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดหยาบใบตองแตกด้วย              

ตัวท าละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และเมทานอล ตามล าดับ พบว่า สารสกัดหยาบแต่ละชนิด   

มีประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมูลอิสระท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดย         

สารสกัดหยาบเมทานอลมีประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมูลอิสระได้สูงท่ีสุดมีค่า IC50 เท่ากับ 

0.48±0.02 mg/mL (p0.05) และมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมากท่ีสุดมีค่าเท่ากับ 117.82±2.32  

mg GAE/g crude extract ส่วนสารท่ีสกัดด้วยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตตและเฮกเซนมีประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งอนุมูลอิสระรองลงมา ตามล าดับ จากนั้นสารสกัดหยาบเมทานอล ซึ่งมีฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระสูงสุดถูกเลือกน ามาแยกออกเป็นส่วนๆ โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีได้ท้ังหมด  

4 ส่วนสกัดย่อย (BSM1-BSM4) และน า 4 ส่วนสกัดย่อยท้ังหมดมาทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

พบว่า ส่วนสกัดย่อย BSM2 มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (IC50 เท่ากับ 1.75±0.02 mg/mL) และปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิก (72.99±0.04 mg GAE/g crude extract) ได้ดีใกล้เคียงกับส่วนสกัดย่อย BSM4 

โดยมี IC50 เท่ากับ 1.89±0.02 mg/mL และปริมาณสารประกอบฟีนอลิก เท่ากับ 59.43±0.02 

mg GAE/g crude extract ในขณะท่ีส่วนสกัดย่อย BSM3 และ BSM1 มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ

รองลงมา ตามล าดับ ดังตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1 ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH และปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัด 

 หยาบด้วยตัวท าละลายต่าง ๆ และส่วนสกัดย่อยเมทานอลจากใบตองแตก 

สารตัวอย่าง 
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

IC50 (mg/mL) 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

(mg GAE/g crude extract) 

สารสกัดหยาบเฮกเซน ND 58.74±1.19a,b 

สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต 6.50±0.79e 70.66±0.15c 

สารสกัดหยาบเมทานอล 0.48±0.02b 117.82±2.32e 

ส่วนสกัดยอ่ย BSM1 ND 59.40±0.12b 

ส่วนสกัดยอ่ย BSM2 1.75±0.02c 72.99±0.04d 

ส่วนสกัดยอ่ย BSM3 4.07±0.02d 57.23±0.04a 
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ตารางที่ 1 (ตอ่) 

สารตัวอย่าง 
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

IC50 (mg/mL) 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

(mg GAE/g crude extract) 

ส่วนสกัดยอ่ย BSM4 1.89±0.02c 59.43±0.02b 

วิตามินซี (positive control) 0.04±0.01a - 

หมายเหต ุ ND (Not determine) คือ ไม่สามารถระบุได้ เนื่องจากความสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH น้อยกว่า 

 ร้อยละ 50 และอักษร a-e ในแนวตั้ง คือ ล าดับการจัดกลุ่มความแตกต่างกันแบบค่าเฉลี่ยอย่างมี 

 นัยส าคัญทางสถิต ิ(p0.05) 

 

2. ฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกัดหยาบ

ด้วยตัวท าละลายต่างๆ และส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต (Fractions) จากใบตองแตก 

 จากการศึกษาฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส ของสารสกัดหยาบ        

เฮกเซน (Crude hexane extract) สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต (Crude ethyl acetate extract) 

และสารสกัดหยาบเมทานอล (Crude methanol extract) พบว่า ท่ีความเข้มข้น 2000 µg/mL  

สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตตมีร้อยละการยับยั้ง เท่ากับ 62.47±1.47 ซึ่งสูงกว่าสารสกัดหยาบ 

เฮกเซนและสารสกัดหยาบเมทานอลท่ีมีร้อยละในการยับยั้งเอนไซม์ใกล้เคียงกัน เท่ากับ 

59.04±2.68 และ 57.92±0.95 ตามล าดับ เมื่อพิจารณาสารสกัดหยาบท้ัง 3 ชนิด ท่ีความเข้มข้น 

0-2000 µg/mL จะเห็นวา่มคี่าร้อยละการยับยัง้ไมแ่ตกตา่งกันมากนัก ดังภาพท่ี 4 เมื่อท าการเปรียบเทียบ 

ค่า IC50 ของสารสกัดหยาบท้ัง 3 ชนิด พบว่า สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต (IC50= 1.34±0.03 

mg/mL) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์ได้สูงกว่าสารสกัดหยาบเฮกเซนและสารสกัดหยาบ 

เมทานอล (IC50= 1.54±0.08 และ 1.52±0.20 mg/mL) แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ

(p<0.05) จากนั้นท าการแยกสารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต ซึ่งมีฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์ได้ดีท่ีสุด

ออกเป็นส่วนสกัดย่อย โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีได้ท้ังหมด 5 ส่วนสกัดย่อย (ส่วนสกัดย่อย 

BSEA1-BSEA5) แล้วน าส่วนสกัดย่อยท้ังหมดมาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส 

พบวา่ ส่วนสกัดย่อย BSEA3 และ BSEA5 แสดงฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส

ได้ดีท่ีสุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.19±0.03 และ 1.20±0.07 mg/mL ตามล าดับ รองลงมา คือ 

ส่วนสกัดย่อย BSEA2 และ BSEA4 ซึ่งแสดงฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ท่ีใกล้เคียงกันด้วยค่า IC50 เท่ากับ 

1.34±0.03 และ 1.33±0.05 mg/mL ตามล าดับ และส่วนสกัดย่อย BSEA1  ออกฤทธ์ิในการยับยั้ง

เอนไซมน์อ้ยท่ีสุดด้วยค่า IC50 เท่ากับ 1.48±0.08 mg/mL ดังตารางท่ี 2 
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ภาพที่ 4   ร้อยละการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส (% inhibition) ของสารสกัดหยาบ   

       ใบตองแตกดว้ยตัวท าละลายต่างๆ ท่ีความเข้มข้น 0-2000 µg/mL         
 

ตารางที่ 2  ค่า IC50 ของการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต

 จากใบตองแตก 

สารตัวอย่าง IC50 ของการยับยั้งเอนไซมอ์ะซีติลโคลีนเอสเตอเรส (mg/mL) 

ส่วนสกัดยอ่ย BSEA1     1.48±0.08d 

ส่วนสกัดยอ่ย BSEA2     1.34±0.03c 

ส่วนสกัดยอ่ย BSEA3     1.19±0.03b 

ส่วนสกัดยอ่ย BSEA4      1.33±0.05c 

ส่วนสกัดยอ่ย BSEA5      1.20±0.07b 

Tarcrine (positive control) 4.410-5±0.002a 

หมายเหตุ  อักษร a-d ในแนวตั้ง คือ ล าดับการจัดกลุ่มความแตกต่างกันแบบค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p0.05) 

 

อภปิรายผล  

 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (Free radical) ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันก่อให้เกิดโรคภัยตา่งๆ ได้ง่าย เชน่ โรคหัวใจ โรคมะเร็ง โรคตับแข็ง เป็นต้น (Halliwell, 

1994) ด้วยเหตุนี้สารต้านอนุมูลอิสระจึงเป็นสิ่งส าคัญท่ีช่วยชะลอหรือยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระ 

งานวิจัยนี้ได้ท าการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบตองแตกโดยวิธี 

DPPH เนื่องจากเป็นอนุมูลอสิระไนโตรเจนท่ีมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิห้อง ท าให้ง่ายต่อการวิเคราะห์ 
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มคี่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 นาโนเมตร (สีม่วง) เมื่อสารต้านอนุมูลอิสระให้อิเล็กตรอนกับ DPPH 

จะเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีม่วงไปเป็นสีเหลือง จากการศึกษา พบว่า สารสกัดหยาบ

เมทานอล มีความสามารถในการยับยัง้อนุมูลอิสระได้สูงท่ีสุดและมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ท้ังหมดสูงท่ีสุดเช่นกัน โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.48±0.02 mg/mL และ 117.82±2.32 mg GAE/g 

crude extract  ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Desai et al. (2008) ท่ีกล่าวว่า สมุนไพร 

ท่ีออกฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระท่ีดีส่วนใหญ่จะมีสารประกอบฟีนอลิกและสารกลุ่มฟลาโวนอยด์

เป็นองค์ประกอบหลัก โดยท าหน้าท่ีต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน ท าให้เกิดอนุมูลอิสระท่ีมีความ

เสถียรขึ้นส่งผลให้ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่กับโมเลกุลอื่นได้อีก (Andarwulan et al., 2010) 

ดังนั้นสารสกัดหยาบเมทานอลแสดงกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระท่ีดีท่ีสุด ถูกเลือกมาแยกออกเป็น

ส่วนสกัดย่อยโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีได้ส่วนสกัดย่อยท้ังหมด 4 ส่วนสกัดย่อย (BSM1-BSM4) 

และผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ พบว่า ส่วนสกัดย่อย BSM2 มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (IC50 

เท่ากับ 1.75±0.02 mg/mL) และปริมาณสารประกอบฟีนอลิก (72.99±0.04 mg GAE/g crude 

extract) ได้ดีใกล้เคียงกับส่วนสกัดย่อย BSM4 โดยมี IC50 เท่ากับ 1.89±0.02 mg/mL และปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิก เท่ากับ 59.43±0.02 mg GAE/g crude extract แต่การออกฤทธ์ิน้อยกว่า

สารสกัดหยาบเมทานอล  อันเนื่องจากกลุ่มสาระส าคัญจากใบตองแตกเป็นสารกลุ่ม 

เทอร์ปีนอยส์ (Terpenoids) ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) เป็นองค์ประกอบหลัก (Mali et al., 2008) 

โดยสารกลุ่มนี้จะออกฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีมากและละลายในตัวท าละลายท่ีมีขั้วได้ดี

ตามกฏการละลาย (Like dissolves like) ส่งผลให้สารสกัดหยาบเมทานอลออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ

ได้ดีกวา่สารท่ีสกัดด้วยตัวท าละลายท่ีมีขัว้นอ้ยกวา่ (ภาเกล้า และชญานศิา, 2558) แตใ่นขณะเดียวกัน

เมื่อท าการแยกออกเป็นส่วนสกัดย่อย พบว่า ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระกลับน้อยกว่าสารสกัดหยาบ 

เมทานอล อันเนื่องมาจากสารออกฤทธ์ิในสารสกัดหยาบบางส่วนช่วยเสริมฤทธ์ิกันท าให้ 

ออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระได้ดี (Synergistic effect) จากนั้นท าการศกึษาการยับยั้งเอนไซม์อะซีติล

โคลีนเอสเตอเรสของสารสกัดหยาบใบตองแตก ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคัญในการสลาย 

อะซีติลโคลีน ช่วยบรรเทาอาการของโรคสมองเสื่อมอันมีผลกระทบมาจากความเครียด พบว่า  

สารสกัดหยาบท้ังหมดสามารถออกฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ได้ แต่สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตตท่ี 

ความเข้มข้น 2000 µg/mL มีความสามารถในการยับยัง้เอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสได้ดีกว่า

สารสกัดหยาบเฮกเซนและเมทานอล โดยมคี่าร้อยละการยับยั้งและค่า IC50 เท่ากับ 62.47±1.47 µg/mL 

และ 1.33±0.03 mg/mL ตามล าดับ จึงถูกเลอืกมาท าการแยกออกเป็นส่วนๆ ได้ท้ังหมด 5 ส่วนสกัดย่อย 

(BSEA1- BSEA5) พบว่า ส่วนสกัดย่อย BSEA3 และ BSEA5 มีความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ 

อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสได้มากกว่าส่วนสกัดย่อย BSEA1 BSEA2 และ BSEA4 จะเห็นว่าการท่ี 

สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตตและส่วนสกัดย่อยมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรส 
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ได้ดีนั้น ท้ังนี้อาจเป็นเพราะว่ามีกลุ่มสาระส าคัญเป็นสารจ าพวกแอลคาลอยด์หรือฟลาโวนอยด์ 

ซึ่งมีขัว้สูงแสดงฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเตอเรสเป็นองค์ประกอบหลัก (Ghribia et al., 

2014; Vitaya et al., 2017) ประกอบกับยาท่ีใช้รักษาหรือบรรเทาอาการโรคอัลไซเมอร์ท้ังท่ีได้

จากการสังเคราะห์ เช่น Tacrine  Donepezil และ Rivastigmine และยาท่ีแยกได้จากผลิตภัณฑ์

ธรรมชาติ เช่น Galanthamine Huperzine A และ Physostigmine ล้วนเป็นสารกลุ่มแอลคาลอยด์

ท้ังสิ้น (Doraiswamy et al., 2002; Tan et al., 2014) ดังภาพท่ี 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5  โครงสร้างของสารออกฤทธ์ิท่ีแยกได้จากพืชและยาท่ีใชรั้กษาโรคอัลไซเมอร์ 
 

สรุปผลการวิจัย   

 จากพืชสมุนไพรใบตองแตกท่ีน ามาศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ พบว่า สารสกัดหยาบ   

เมทานอล และส่วนสกัดย่อย BSM2 และ BSM4 ท่ีถูกแยกจากสารสกัดหยาบเมทานอลนั้น        

ออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้สูงท่ีสุด นอกจากนี้สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต ส่วนสกัดย่อย 

BSEA3 และ BSEA5 ท่ีแยกได้จากสารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตตแสดงฤทธ์ิยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์อะซีตลิโคลีนเอสเตอเรสได้ดี ซึ่งจะเป็นส่วนช่วยในการเพิ่มสารสื่อประสาทอะซีติลโคลีน

ในเซลล์ประสาท Cholinergic จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าส่วนสกัดย่อยจากใบตองแตก     

ท่ีแยกได้นี้ มีความน่าสนใจในการน ามาท าการแยกเพื่อหาสารบริสุทธ์ิท่ีออกฤทธ์ิต่อไป ส าหรับ

น ามาพัฒนาเพื่อใช้ประโยชน์ในการป้องกันหรือบรรเทาอาการของผู้ป่วยท่ีทุกข์ทรมานจาก  

โรคอัลไซเมอร์ได้ 
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