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The objective of current study was to evaluate an anti-
oxidant activity with different solvent polarities (methanol, ethyl 
acetate, dichloromethane, and hexane) derived from stem of Piper 
ribesioides together with stalk and seed of Zanthoxylum limonella 
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สกัดจากสมุนไพรไทยพื้นบ้านสะค้านและมะแขว่นในเขตท้องถิ่นภาคเหนือ 
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traditional herbal medicine in Northern Thailand.  Natural antioxidant 
in medicinal plants were defined for provide antioxidant activity by 
DPPH scavenging assay together with quantification of the phenolic 
and flavonoid constituents using Folin Ciocalteau and Aluminium 
chloride method, respectively.  The polar methanol extract showed 
greatest antioxidant effect, while ethyl acetate was the second order 
reaction both in P. ribesioides and Z. limonella.  The ability of 
methanol extract from stem of P. ribesioides exhibited strongest 
antioxidant DPPH radical scavenging with IC50 values as 0.2 mg/ml, 
which was correlated with maximum value of total phenolic acid 
(68.83 ± 0.38   mg equivalent of gallic acid per gram, mgGAE/g) and 
flavonoid content (37.13± 0.47 mg equivalent of quercetin per gram, 
mgQE/g).  Similarly, the highest anti-oxidant activity of Z. limonella 
stalk and seed extract on methanol extract showed IC50 values as 0.26 
and 0.37 mg/ml, respectively.  Stalk showed higher phenolic content 
(53.67 ± 0.45 mgGAE/g) than seed (24.15 ± 0.48 mgGAE/g) as well as 
total flavonoid content of stalk (25.76 ± 0.43 mgQE/g) and seed (10.25 
± 0.63 mgQE/g).  A relationship between antioxidant activities and 
increasing levels of total phenolic compounds -or flavonoids was 
found to be active based on solvent polarities in the extraction of 
these medicinal plants.  Our findings revealed the preliminary scientific 
evidence for develop traditional herbal medicine into a valuable 
source for the future of human health care. 

 
บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระของพืชสมุนไพรท้องถิ่นเขตภาคเหนือของประเทศ
ไทยภายใต้ตัวทำละลายต่างขั ้ว คือ ลำต้นสะค้าน ส่วน
ก้านและส่วนเมล็ดมะแขว่น ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
โดยใช้สารอนุมูลอิสระ 2,2-ไดฟีนิล-1-ไพคริลไฮดราซิล 
(DPPH) พร้อมวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดด้วยวิธีโฟลินซิโอแคลตู (Folin Ciocalteau) และ
วิธีอลูมิเนียมคลอไรด์ (Aluminium chloride) ตามลำดบั  

สารสกัดหยาบทั้งสองชนิดในเมทานอลมีประสิทธิภาพใน
การยับยั ้งอนุมูลอิสระได้ดีที ่สุด รองลงมาคือในเอทิล 
อะซีเตท สารสกัดจากลำต้นสะค้านในเมทานอลออกฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระได้ดีที ่ส ุด มีค่า IC50 = 0.2 mg/ml มี
ปริมาณฟีนอลิกสูงสุด (68.83 ± 0.38 mgGAE/g) และ
ปริมาณฟลาโวนอยด์สูงสุด (37.13 ± 0.47 mgQE/g)  
ขณะที่สารสกัดจากก้านและเมล็ดมะแขว่นในเมทานอล
สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ มีค่า IC50 = 0.26 และ 0.37 
mg/ml ตามลำดับ โดยก้านมะแขว่นมีปริมาณฟีนอลิก 
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(53.67 ± 0.45 mgGAE/g)  มากกว ่า เมล ็ดมะแขว่น 
(24.15 ± 0.48 mgGAE/g)  สอดคล ้องก ับปร ิมาณ 
ฟลาโวนอยด์ของก้าน (25.76 ± 0.43 mgQE/g) และ
เมล็ดมะแขว่น (10.25 ± 0.63 mgQE/g) ฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดมีความสัมพันธ์โดยตรงกับปริมาณรวม 
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ที่เพิ่มขึ้นและให้ผลที่ดีในตัวทำ
ละลายที่มีขั ้วสูง ข้อมูลการศึกษานี้จะเป็นองค์ความรู้
พื ้นฐานในการพัฒนาสมุนไพรพื้นบ้านให้เกิดมูลค่าต่อ
อุตสาหกรรมการรักษาต่อไปในอนาคต 

 

คำสำคัญ: สะค้าน มะแขว่น ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด 
ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

บทนำ 

สารอนุม ูลอิสระ (Free radical) ค ือ อะตอม 
โมเลกุล หรือ ไอออนที ่ไม่เสถียร ที ่เกิดขึ ้นจากระบบ
ภายในร่างกายมีการหลั่งสารอนุมูลอิสระออกมาเอง หรือ 
ได้รับจากปัจจัยภายนอก เช่น พฤติกรรมการสูบบุหรี่  
มลภาวะทางสิ่งแวดล้อม และอื่นๆ ที่ส่งผลกระทบต่อการ
เกิดพยาธิสภาพร้ายแรงในมนุษย์ เช่น ความเสื่อมของ
เซลล์ประสาท ความชรา โรคเบาหวาน โรคมะเร็งและ
โรคหัวใจและหลอดเลือด ความรุนแรงของโรคเกิดขึ้นจาก
ระดับของสารอนุมูลอิสระสูงกว่าสารต้านอนุมูลอิสระจน
ร่างกายไม่สามารถควบคุมสมดุลได้ ทำให้เกิดสภาวะ
ความเครียดของออกซิเจน เรียกว่า “Oxidative stress”
กระทบต่อกระบวนการเมตาบอไลท์ธาตุออกซิเจนใน
ร่างกายจนเกิดอิเล็กตรอนโดดเดี ่ยวที่วงนอกสุดและ
กลายเป็นอนุมูลอิสระที่ไม่เสถียร มีความว่องไวต่อการ
เกิดปฏิกิริยา โดยพยายามเข้าแย่งดึงอิเล็กตรอนจาก
โมเลก ุลข ้างเค ียง  ส ่งทำให ้ โมเลก ุลข ้างเค ียงขาด
อิเล็กตรอนถัดไปเรื ่อยๆแบบปฏิกิริยาลูกโซ่ ท้ายที่สุด
ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงสารชีวโมเลกุลในร่างกาย ทั้ง
สารไขมัน โปรตีนและ DNA (1) สารอนุมูลอิสระ แบ่ง
ออกเป ็น 2 กล ุ ่ ม  ค ือ  1)  กล ุ ่ มท ี ่ ม ีออกซ ิ เจนเป็น

อ งค ์ ป ร ะกอบ  ( Radical reactive oxygen species: 
ROS)  ได ้ แก ่  ซ ู เปอร ์ ออกไซด ์  (Superoxide anion 
radical:O2

•-) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogenperoxide: 
H2O2)  ไ ฮ ด ร อ ก ซ ิ ล  ( Hydroxyl radical: OH• )  แ ล ะ 
เพอร ์รอกไซด์ (Peoxide radical: ROO•) 2) กล ุ ่มท ี ่มี
ไน โตร เจนเป ็นองค ์ประกอบ ( Reactive nitrogen 
species: RNS) ได ้แก่  ไนตร ิกออกไซด์ (Nitric oxide 
radical; NO)  เพอร ์รอกซ ี ไนเตรท (Peroxy nitrate: 
ONOO-) ไนโตรเจนไดออกไซด์ (Peroxy nitrate: NO2) 
และไดไนโตรเจนไตรออกไซด์ (Dinitrogen trioxide: 
N2O3) (2) ในแต่ละวันร่างกายได้รับปัจจัยเสี ่ยงต่างๆ
มากมายที่ทำให้เกิดอนุมูลอิสระและมีผลทำลายสุขภาพ
ของมนุษย์ ดังนั้น การศึกษาวิจัยเพื่อหาสารต้านอนุมูล
อิสระจากพืชธรรมชาติ (Natural antioxidants) จึงเข้า
มามีบทบาทที่สำคัญเนื่องจากสารต้านอนุมูลอิสระหลาย
ชนิดที่พบในพืชสามารถเข้ากำจัดออกซิเจนที่อยู่ในรูป
อนุมูลอิสระได้อย่างมีประสิทธิภาพ อีกทั้งยังมีผลข้างเคียง
ต่ำต่อสุขภาพมนุษย์ เมื่อเปรียบเทียบกับสารต้านอนุมูล
อ ิสระส ั งเคราะห ์จำพวกฟ ีนอล ิก ได ้แก่  Butylated 
hydroxytoluene (BHT) และ Butylated hydroxyanisole 
(BHA) ที่นิยมนำมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องสำอาง 
และการรักษา  เนื่องจาก พบว่ากระบวนการเมตาบอไลท์
สาร BHT และ BHA ก่อให้เกิดสารที่มีคุณสมบัติเป็นสาร
ก่อมะเร็งและหากได้รับสารในปริมาณที ่สูงเกินไปจะ
สะสมในร่างกายจนเป็นพิษต่อ ปอด ตับและไต (3) 

สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) แบ่งออกเป็น 
2 กลุ ่ม ค ือ 1) สารต้านอนุม ูลอิสระที ่ เป ็นเอนไซม์  
(Enzyme) ได ้แก ่ superoxide dismutase, catalase,  
และ glutathione peroxidase 2) สารต้านอนุมูลอิสระ
ที่ไม่ใช่เอนไซม์ (Nonenzymatic) โดยส่วนใหญ่เป็นกลุ่ม
ที ่ม ักพบในพืชธรรมชาติ ได ้แก ่ ascorbic acid หรือ 
ว ิตาม ินซีและกลุ ่มสารประกอบฟีนอลิก (phenolic 
compounds)  จ ำพวกฟ ี นอล  (phenol)  ฟ ี นอลิ ค 
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(phenolic acids) ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) แทนนิน 
( tannins)  ไ กล โ ค ไซด ์  ( glycosides)  อ ั ล คาลอยด์  
(alkaloids) ล ิกนิน (lignins) และอื ่นๆ (1) กลไกการ
ทำงานของสารต้านอนุมูลอิสระเกิดขึ้นจากการที่สารเข้า
ไปชะลอเวลาหรือยับยั้งการทำลายเซลล์ผ่านกระบวนให้
อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระในระบบหรือเข้ากำจัดสาร
อนุมูลอิสระ โดยหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ให้ได้ก่อนที่โมเลกุล
สำคัญจะถูกทำลาย (4, 5) จากงานวิจัยทางการแพทย์ 
พบว่า พืชสมุนไพรไทยหลายชนิดมีสรรพคุณทางเภสัช
วิทยาในการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ยกตัวอย่างเช่น
ข ี ้ เหล ็ก (Senna siamea)  (6) พล ูคาว  (Houttuynia 
cordata) (7) กำลังวัวเถลิง (Anaxagorea luzonensis 
A.  Gray) (8) พร ิกไทย (Piper nigrum) (9) และอื ่นๆ
นอกจากนี้ ยังมีพืชสมุนไพรของไทยอีกหลายชนิดที่ยังไม่
มีรายงานศึกษาวิจัยทั้งที่ชาวบ้านนิยมนำมาปรุงอาหาร
เพื่อรับประทาน เช่น สะค้าน (Piper ribesioides) และ 
มะแขว ่ น  (Zanthoxylum limonella)  จ ั ด เป ็ นพืช
ท้องถิ่นที่พบมากเขตภาคเหนือของประเทศไทย มีการนำ
พืชไปใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลาย แต่กลับพบว่ายังขาด
ข้อมูลพื ้นฐานในแง่มุมของการต้านอนุมูลอิสระจาก
ส่วนประกอบต่างๆในพืช โดยส่วนใหญ่จะเน้นศึกษาฤทธิ์
ต ้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากพืชทั ้งสองชนิดใน
รูปแบบน้ำมันหอมระเหย (essential oil) เท่านั้น (10) 

สะค้าน (P. ribesioides) มีชื ่อท้องถิ ่นเรียกว่า 
"ตะค่าน" จัดเป็นไม้เถาขนาดกลาง วงศ์พริกไทย หรือ 
Family Piperaceae ชาวบ้านนิยมรับประทานส่วนของ
ลำต้นโดยนำมาปรุงอาหารประเภทแกงเพื่อให้มีกลิ่นหอม  
ใช้เป็นเครื่องเทศน์ปรุงอาหารเพื่อให้รสขมและเพิ่มความ
เผ็ดร้อน มีสารในกลุ ่มต่างๆดังต่อไปนี้  กลุ ่ม Lignans   
ได ้ แก ่  cubebin, hinokinin กล ุ ่ ม  Terpenes ได ้แก่   

α-Elemol กล ุ ่ ม  Steroids ไ ด ้ แ ก่  sitosterol กลุ่ ม 
Alkaloids/amides ได้แก่ (2E,4E)-N-Isobutyldecadi 
enamide, 4-Hydroxy-3-methoxy-N-methylpipero 

lactam กล ุ ่ ม  Miscellaneous compounds ไ ด ้ แ ก่  
crotepoxide, methyl2E,4E,6E- 7- phenylheptatri 
enoate, senediol, stearic acid (CH3(CH2)16COOH), 
bornyl p-coumarate, 3,7-Dimethyl-3-hydroxy-4-
(p-coumaroyloxy-1,6-octa diene) , palmitic acid, 
และ methyl piperate (11) นอกจากนี้ยังมีพฤกษเคมี
ในน ้ ำม ั นหอมระ เหย ชน ิ ด  monoterpenes และ 
sesquiterpenes จากรายงานการวิจัย พบว่า สารสกัด
จากใบของสะค ้ าน  ( leaves)  ม ี ค ุณสมบ ัต ิข ับลม 
(carminative) ขับเสมหะ (expectorant) แก้อาการปวด
ท้อง (abdominal pain) หอบหืด (asthma) แก้ท้องเสีย 
(diarrhea) ต้านเชื ้อรา (antifungal) (12) และฆ่าเหา 
(pediculicidal) (13) สารสกัดหยาบจากลำต้นและเมล็ด
สะค ้านในต ัวทำละลาย  methanol (MeOH)  ethyl 
acetate ( EtOAc)  dichloromethane ( DCM)  แ ล ะ 
hexane (Hx) สามารถยับยั ้งเพลี ้ยกระโดดสีน้ำตาล 
สายพันธ์ุ Nilaparvata lugens stal (14) สารสกัดหยาบ
จากใบสะค้านด้วยตัวทำละลาย MeOH EtOAc และ Hx 
สามารถยับยั้งการเกิดภาวะอัลไซเมอร์ได้ผ่านกลไกการ
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ butyrylcholine sterase 
(BchE) แต ่ ไม ่สามารถยั บย ั ้ งผ ่ านว ิถ ีของเอนไซม์  
acetylcholinesterase (AchE) (12) 

มะแขว่น (Z. limonella) มีชื ่อท้องถิ ่นเรียกว่า 
“พริกหอม” จัดเป็นไม้ย ืนต้น วงศ์ส ้ม หรือ Family 
Rutaceae ชาวบ้านนำเมล็ดและผลแห้งมาปรุงอาหาร
เป็นเครื่องเทศน์ รสเผ็ดร้อน เมล็ดสดกินแก้ลมวิงเวียน มี
สรรพคุณขับลมในลำไส้ ส่วนผลและเมล็ดมักนำมาสกัด
น้ำมันหอมระเหย เพื่อนวดคลายความเมื่อยล้า (muscle 
strain) มีสารสำคัญ sabinene, terpinene-4-ol และ 
limonene (15) ม ีฤทธ ิ ์ ไล ่ย ุ ง  (mosquito- repellant 
activity)  (16, 17) และฆ ่ า เหา  (pediculicidal)  (15)  
สารสกัดน้ำมันจากเมล็ด  (essential oil from seed)  
ชั ้น MeOH ม ีฤทธ ิ ์ต ้านอนุม ูลอ ิสระ  DPPH ท ี ่ดีกว่า
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พร ิกไทย (Piper nigrum)  และ ผ ักช ี  (Coriandrum 
sativum) (18) ขณะที่ชั ้น water ออกฤทธิ ์ต้านอนุมูล
อิสระ ด้วยวิธี trolox equivalent antioxidant capacity 
มีค่า TEAC= 5.05 mM trolox/gdw (19) สารสกัดน้ำมนั
จากผลมะแขว่น (essential oil from fruits) ออกฤทธิ์

ต ้ า นอน ุ ม ู ลอ ิ ส ร ะ ได ้ ท ั ้ ง ว ิ ธี  (DPPH, β- carotene 
bleaching, Ferric reducing antioxidant power 
assay และ Superoxide anion scavenging) เม ื ่อให้
ร ่วมกับอบเชย (Cinnamomum verum) มีการเสริม
ฤทธิ ์แบบ Synergistic effect ในการยับยั ้งแบคทีเรีย 
สายพันธุ์ Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
fluorescens แ ล ะ  Salmonella risen (20) 
Tangitijareonkun et al. , 2012 ทำการเปร ียบเทียบ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH พบว่า สารสกัดหยาบจาก 
ลำต้นมะเเขว่นชั้น DCM > สารสกัดหยาบจากลำต้นช้ัน 
MeOH > สารสกัดน้ำมันจากผลมะแขว่น  และเมื่อนำมา
ท ด ส อ บ ฤ ท ธ ิ ์ ใ น ก า ร ย ั บ ย ั ้ ง อ น ุ ม ู ล อ ิ ส ร ะ 
malondialdehyde (MDA) ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก
ชนิด PC-3 และ DU-145 พบว่า สารทั ้งสามชนิดไม่
สามารถต ้านอน ุม ูลอ ิส ระจากกระบวนการ  lipid 
peroxidation ที่เยื่อหุ้มเซลล์ได้ แต่หากให้สารก่อนเกิด
อนุมูลอิสระเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า สามารถลดระดับ
อนุมูลอิสระ MDA ในเซลล์ลงได้ โดยสารสกัดหยาบจาก
ลำต้นชั้น DCM และ ชั้น MeOH ช่วยเพิ่มระดับสารต้าน
อนุมูลอิสระ glutathione และ catalase ในเซลล์มะเร็ง
ต่อมลูกหมากทั้งสองชนิด ขณะที่สารสกัดน้ำมันจากผล
มะแขว่นเพิ่มระดับเอนไซม์ catalase เป็นหลัก (21) 

ในการศึกษาครั ้งนี้  ผ ู ้ว ิจ ัยต้องการศึกษาและ
เปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของส่วนต่างๆในพืชที่
ชาวบ้านนิยมนำมาบริโภค ได้แก่ ลำต้นสะค้าน (Stems 
of P.  ribesioides)  ก ้ า น ม ะ แ ข ว ่ น  ( Stalk of Z. 
limonella)  แ ล ะ เ ม ล ็ ด ม ะ แ ข ว ่ น  ( Seeds of Z. 
limonella) ท ี ่สก ัดหยาบด้วยตัวทำละลายต่างชนิด 

(ได้แก่ MeOH , EtOAc, DCM, และ Hx) ด้วยวิธี DPPH 
scavenging assay  จากนั้นวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิก
ท ั ้ ง ห ม ด  ( total phenolics content:  TPC)  แ ล ะ
ปร ิ ม าณฟลา โ วนอยด ์ ท ั ้ ง หมด  ( total flavonoid 
content:  TFC)  ด ้ ว ย ว ิ ธี  Folin Ciocalteau แ ล ะ 
Aluminium chloride colorimertic ตามลำดับ  การนำ
สมุนไพรพื้นบ้านประจำถิ่นมาทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 
จะช่วยการสร้างองค์ความรู้ใหม่ทางวิทยาศาสตร์ ทำให้
ทราบถึงคุณประโยชน์จากพืชสมุนไพรไทย  ตลอดจน
สามารถนำข ้อม ูลพ ื ้นฐานไปต ่อยอดหาโครงสร ้าง
สารสำคัญเพื่อพัฒนางานวิจัยทางการแพทย์ที่สัมพันธก์ับ
ฤทธิ์ต้านสารอนุมูลอิสระต่อไปในอนาคต 

วิธีดำเนินการวิจัย 
 

สารเคมี (Chemicals) 
 

 วิตามินซี (L-ascorbic acid) 2,2-ไดฟีนิล-1-ไพค
ริลไฮดราซิล (1,1–diphenyl-2 picryl hydrazyl: DPPH) 
ไดเมตทอกซ ิลซ ัลฟอกไซด ์  (Dimethyl sulfoxide: 
DMSO) และตัวทำละลายอินทรีย์ ได้แก่ MeOH, EtOAc, 
DCM และ Hx จาก (Merck, Germany)  โฟลินซิโอแคล
ทูรีเอเจนต์ (Folin Ciocalteu’s reagent) กรดแกลลิก 
(Gallic acid:  GAE) , โซเด ียมคาร ์บอเนต (Na2CO3) 
โพแทสเซียมอะซิเตต (Potassium acetate), อะลูมิเนียม
ไตรคลอไรด์ (AlCl3) โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) และ
เคอร์ซิติน (quercetin) จาก (Sigma-Aldrich, USA) 
 

พืชสมุนไพรและการสกัดสารจากพืช (Plant materials 
and Extraction) 
 

 เก็บตัวอย่างพืชสมุนไพรพื้นบ้านในเขตท้องถิ่น
ภาคเหนือ จังหวัดน่าน ประเทศไทย ได้แก่ ส่วนลำต้น
สะค้าน ส่วนก้านมะแขว่น และส่วนเมล็ดมะแขว่น เพื่อ
สกัดสารหยาบ (crude extract) โดยวิธีการสกัดแบบแช่ 
(Soaking) ในตัวทำละลาย 4 ชนิด ได้แก่ MeOH, EtOAc, 
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DCM และ  Hx เป ็น เวลา  1 ส ัปดาห์  ทำการสกั ด
แบบต่อเนื่องด้วยเทคนิค Soxhlet method จากนั้นนำ
สารสกัดที่ได้ไประเหยเพื่อเอาตัวทำละลายออกโดยใช้
เครื ่องระเหยแห้งแบบลดความดัน (Vacuum Rotary 
Evaporator, BUCHI B-850) ที ่อุณหภูมิ 60 °C นำสาร
ตัวอย่างเข้าตู ้อบให้แห้งและเก็บที่อุณหภูมิ 4 °C ใส่ใน
ภาชนะทึบแสงเพื่อคงคุณสมบัติสำหรับนำไปใช้ในการ
ทดลองต่อไป จากนั้นวิเคราะห์หาปริมาณของสารสกัด
หยาบ (the yields of the extracts) ต่อปริมาณน้ำหนัก
แห้งของพืช 100 g จากสมการ ปริมาณของสารสกัด
หยาบ (g/100 g ของนน.แห้งของพืช) = (นน.ของสาร
หลังระเหยตัวทำละลาย x 100)/ นน.แห้งของพืช (22) 
 

การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของฟีนอลิกทั้งหมด 
(Total phenolic contents; TPC by Folin-Ciocalteu 
reagent: FCR) 
 

 การหาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดเกิดขึ ้นจากสาร 
ฟีนอลในพืชมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงจึงเข้าทำปฏิกิริยา
กับสารละลาย Folin Ciocalteu’s reagent เกิดสีม่วง
หรือน้ำเงินของ Molybdate ในการศึกษาครั้งนี้จะใช้กรด
แกลลิกเป็นสารละลายมาตรฐานที่มีความเข้มข้นตั้ งแต่  
0-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร วิธีการคือ เตรียมสารสกัด
หยาบจากพืชที่ต้องการทดสอบ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารละลาย Folin Ciocalteu reagent ความ
เข้มข้น 10% โดยปริมาตร ปริมาณ 500 ไมโครลิตร
จากนั ้นบ่มที ่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  1 นาที  แล้วเติม
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ความเข้มข้น 7.5% 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และน้ำบริสุทธิ์ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื ่องเขย่าสาร บ่มที่
อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้ววัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
UV Spectrophotometer คำนวณหาค่าปร ิมาณสาร 
ฟีนอลิกทั้งหมดเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 
(R2=0.995) รายงานผลในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรด

แกลลิคต่อกรัมของสารสกัดหยาบในตัวทำละลายแต่ละ
ชนิด (mg gallic acid equivalent (GAE)/g of crude 
extract) วิเคราะห์ความแตกต่างของข้อมูลโดยใช้ One-
way Anova ชนิด Tukey’s test (23) 
 

การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของฟลาโวนอยด์ 
( Total flavonoid contents; TFC by Aliminium 
Chloride method) 
 

 การศึกษาครั้งนี้จะใช้เคอร์ซิตินเป็นสารละลาย
มาตรฐานที ่ความเข้มข้นตั้ งแต่ 0-200 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร วิธ ีการคือ เตรียมสารสกัดหยาบจากพืชที่
ต ้องการทดสอบ ปร ิมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมกับ
สารละลายโพแทสเซียมอะซิเตต ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
ปริมาณ 100 ไมโครลิตรของเอทานอล 95% ปริมาณ 1.5 
มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายอลูมิเนียมไตรคลอไรด์ 
ความเข้มข้น 10% ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และน้ำ
บริสุทธิ์ปริมาณ 2.8 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง
เขย่าสาร  จากนั้นบ่มที่มืดอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที   
เมื่อครบเวลานำสารละลายที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร โดยใช้ตัวทำละลายในการ
สกัดสารตัวอย่างเป็น blank คำนวณหาค่าปริมาณของ
สารฟลาโวนอยด์ทั ้งหมดเทียบกับกราฟมาตรฐานของ
เคอร์ซิติน (R2=0.995) รายงานผลในหน่วยมิลลิกรัม
สมมูลของของเคอร์ซิตินต่อกรัมของสารสกัดหยาบในตัว
ทำละลายแต่ละชนิด (mg quercetin equivalent (QE) 
/g of crude extract) วิเคราะห์ความแตกต่างของข้อมูล
โดยใช้ One-way Anova ชนิด Tukey’s test (23) 
 

การตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ
ด้วยวิธี DPPH assay (Antioxidant activity by DPPH 
assay) 
 

 ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดตวัอย่าง
ในการรีดิวซ์อนุมูลอิสระ DPPH ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระแบบ
เสถ ี ย ร ในกล ุ ่ ม  RNS ท ี ่ ม ี ส ี ม ่ ว ง  DPPH radical จะ
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เกิดปฏิกิริยากับสารตัวอย่างที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันและ
เปลี่ยนเป็นสีเหลือง วิธีการคือ เตรียมสารสกัดหยาบจาก
พืชที่ระดับความเข้มข้นต่างกัน จากนั้นหยอดสารตัวอย่าง
ในแต่ละกลุ่มปริมาตร 10 ไมโครลิตร/หลุม ลงใน 96 well 
plate ทำการเติม DPPH solution ในเอทานอลที่มีความ
เข้มข้น 80 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 190 ไมโครลิตร/หลุม 
ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 90 
นาที ว ัดค ่าการดูดกลืนแสงด้วย เคร ื ่อง Automated 
microplate reader ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร โดย
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (ที่ไม่มีสารสกัดจากพืช) และ
ใช้วิตามินซี เป็นสาร Positive control แล้วนำค่าที่ได้มา
คำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งและความเข้มข้น จากสูตร 
% inhibition = [(Acontrol - Asample)/ Acontrol x  100]  เมื่อ
กำหนดให้ Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงในกลุ่มควบคุม 
และ Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงในกลุ่มตัวอย่างของ
สารที่นำมาศึกษา สร้างกราฟเปอร์เซนต์การยับยั้งและ
ความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ เพื่อหาค่า 50% 
Inhibition หรือค่า IC50 จากนั้นนำค่า IC50 ของ DPPH ไป
หาค ่าส ัมประส ิทธ ิ ์สหส ัมพ ันธ ์ เพ ียร ์ส ัน (Pearson 
correlation coefficient, r) โดยเปรียบเทียบกับปริมาณ
สารฟีนอลิกและปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด หากค่า 
r เข้าใกล้ 1 แสดงว่ามีความสัมพันธ์กันมาก วิเคราะห์
ความแตกต่างของข้อมูลโดยใช้ One-way Anova (ชนิด 
Dunnett’s test) (20) 

 

การวิเคราะห์สถิติ (Statistical analysis) 
 

ทุกการทดลองต้องมีการทดสอบอย่างน้อย 3 ครั้ง
แสดงข้อมูลในรูปแบบของค่าเฉลี ่ยและส่วนเบี ่ยงเบน
มาตรฐานของค่าเฉลี่ย (mean ± SEM) วิเคราะห์ความ
แตกต่างของข้อมูลโดยใช้ One-way Anova ด้วยระดับ
นัยสำคัญที่ P-values < 0.05, P-values < 0.01,และ P-
values < 0.001 โดยใช้โปรแกรมสถิติวิเคราะห์สำเร็จรูป 
Graphpad prism version 5 ( GraphPad software, 
San Diego, CA, USA) 

ผลการศึกษาและอภิปรายผล 

การหาปริมาณสารสกัดสารจากพืช (Determination of 
Plant Extract Yield) 

ผลการสกัดสารจากพืชสมุนไพรด้วยวิธีการสกัด
แบบแช่ของลำต้นสะค้าน ก้านมะแขว่น และเมล็ดมะแขว่น
ภายใต้ตัวทำละลายต่างขั้ว เรียงลำดับความมีขั้วของตัวทำ
ละลายจากมากไปน้อยสุด ดังนี้ MeOH > EtOAc > DCM 
> Hx ปริมาณของสารสกัดหยาบจากลำต้นสะค้าน (Stems 
of P. ribesioides) คิดเป็นร้อยละ 0.21 0.38 0.32 และ 
0.50 ของน้ำหนักแห้งของพืชตามลำดับ ลักษณะของสาร
สกัดข้นหนืดสีดำและสีน้ำตาลเข้ม ขณะที่ปริมาณของสาร
สกัดหยาบจากก้านมะแขว่น (Stalk of Z. limonella) คิด
เป็นร้อยละ 3.34 1.38 1.74 และ 4.14 ของน้ำหนักแห้ง
ของพืชตามลำดับ  ลักษณะของสารสกัดมีสีน้ำตาลและ
เหลืองอ่อนใส และปริมาณของสารสกัดหยาบจากเมล็ด 
มะแขว่น (Seeds of Z. limonella) คิดเป็นร้อยละ 7.09 
1.27 3.84 และ 6.08 ของน้ำหนักแห้งของพืชตามลำดับ 
ลักษณะของสารสกัดค่อนมีสีเหลืองใส ดังตารางที่ 1 ผล
ของการสกัดสารจากพืชตัวอย่าง พบว่า สารสกัดจากพืชทุก
ชนิดประกอบด้วยสารมีขั้วและไม่มีขั้วเป็นองค์ประกอบจึง
สกัดได้ในปริมาณที่ไม่ต่างกันมากนักเมื่อใช้ตัวทำละลาย
ชนิดขั้วสูงและขั้วต่ำ แต่หากเปรียบเทียบปริมาณสารสกัด
หยาบที่ได้จากพืชทั้งสามชนิด (% yields of the extracts) 
จะเห็นว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดมะแขว่นมีปริมาณสูงสุด
ทั้งการสกัดด้วยตัวทำละลายชนิดขั้วสูงและขั้วต่ำ (ร้อยละ 
7.09 และ 6.08 ตามลำดับ) แสดงให้เห็นว่าวิธีการสกัดสาร
แบบต่อเนื่องด้วยเทคนิค Soxhlet method เหมาะสมใน
การสก ัดสารที ่ส ่วนเมล ็ดของมะแขว่นมากที ่ส ุด ใน
การศึกษาครั้งต่อไปอาจต้องพัฒนาวิธีการสกัดที่เหมาะสม
กับสะค้านและก้านมะแขว่นเพื่อให้ได้สารออกฤทธิ์ปริมาณ
มากขึ้น โดยพิจารณาปัจจัยที่มีผลต่อการสกัดทั้งหมด คือ 
องค์ประกอบของตัวทำละลาย อัตราส่วนของตัวทำละลาย
และตัวถูกละลายที่เป็น solid และอุณหภูมิที่ใช้ (24) 
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การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของฟีนอลิกทั้งหมด 
(Total phenolic contents; TPC) 

พืชสมุนไพรทุกชนิดในทุกชั ้นตัวทำละลายมีสาร 
ฟีนอลิก โดยพบปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุดในตัวทำ
ละลายที ่มีขั ้วสูงสุดและลดลงในตัวทำละลายที ่มีขั ้วต่ำ  
(รูปที่ 1) จากตารางที่ 1 แสดงปริมาณสารสกัด 1 กรัม มี
ปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมดเทียบเท่ากรดแกลลิกในหน่วย
มิลลิกรัม (mgGAE/g) ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัด
หยาบจากลำต้นสะค้าน (Stems of P. ribesioides)  ช้ัน 
MeOH = 68.83 ± 0.38 ในขณะที่ช้ัน Hx มีค่าเพียง 10.50 ±  
0.16 เท่านั้น ปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมดชั้น MeOH คิดเป็น 
2 3 และ 7 เท่าของช้ัน EtOAc DCM และ Hx ตามลำดับ และ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  (p< 0.001) หาก
เปรียบเทียบผลของสารฟีนอลิกชั้น MeOH ของพืชตัวอย่าง
กับพืชวงศ์เดียวกัน คือ พริกไทยดำ (Piper nigrum) ราชา
แห่งเครื่องเทศน์ที่ชาวบ้านใช้ปรุงอาหารทั่วโลก และประเทศ
ไทยยังเป็นแหล่งหลักในการผลิตเพื่อส่งออก พริกไทยดำถูก
นำมาใช้ทางการแพทย์แบบอายุรเวท (Ayurvedic Medicine) 
อย่างแพร่หลาย  เนื่องจากมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่ดีในการ
ต้านอนุมูลอิสระเพราะประกอบด้วยวิตามินเอ วิตามินซีและ
สารฟีนอลิกทั้งชนิด neutral lและ acidic (25) จากรายงาน
การศึกษายังไม่พบการวิจัยส่วนของลำต้นของพริกไทย  แต่
พบการใช้ส่วนต่างๆ ด ังน ี ้  สารสกัดจากใบพริกไทยดำ  
(P. nigrumleaf) = 6.68 ± 0.02 สารสกัดจากเมล็ดพริกไทย
ดำ (P. nigrumseed) = 4.12 ± 0.02 (26) และ สารสกัดจาก
ผลพริกไทยดำ (P. nigrumfruit) = 1.728 ± 0.004(23) จะ
เห็นได้ว่าสารสกัดจากลำต้นสะค้านมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด
มากกว่าใบพริกไทยดำ 10 เท่า มากกว่าเมล็ดพริกไทยดำ 16 
เท่า และมากกว่าผลพริกไทยดำถึง 40 เท่า จึงสรุปได้ว่าสาร
สกัดจากลำต้นสะค้านมีองค์ประกอบของสารฟีนอลิกที่สูงใน
การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เมื ่อศึกษาปริมาณฟีนอลิก
ทั ้งหมดของสารสกัดหยาบจากก้านมะแขว่น (Stalk of Z. 
Limonella) และ สารสกัดหยาบจากเมล็ดมะแขว่น (Seeds 

of Z. limonella) พบค่าสูงสุดในชั้น MeOH เท่ากับ 53.67± 
0.45 และ 24.15 ± 0.48 mgGAE/g ตามลำดับ ซึ่งค่าที่ได้มี
ความแตกต่างจากช้ันตัวทำละลายชนิดอื่นอยู่ราว 3 เท่าอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติ (p< 0.001) โดยปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด
จากก้านมะเเขว่นในทุกชั้นตัวทำละลายมีมากกว่าในเมล็ดมะ
แขว่นประมาณ 2 เท่า (รูปที่ 1)  แต่อย่างไรก็ตาม พบว่า สาร
สกัดหยาบจากก้านและเมล็ดมะแขว่นยังมีปริมาณฟีนอลิก
ทั้งหมดต่ำกว่าสารสกัดน้ำมันจากผลมะแขว่น (essential oil 
of Z.  limonella fruit)  = 75.2 mgGAE/g oil (27) หาก
เปรียบเทียบปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดหยาบ
ตัวอย่าง พบว่า ส่วนลำต้นสะค้าน > ส่วนก้านมะแขว่น > 
ส่วนเมล็ดมะแขว่น 

จากการศึกษาในครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่าฟีนอลิกที่เป็น
องค์ประกอบในลำต้นสะค้าน ก้านมะแขว่นและเมล็ดมะ
แขว่นเป็นโมเลกุลที่มีขั้วจึงสามารถละลายได้ดีในตัวทำละลาย
ที่มีขั้ว คือ MeOH และ EtOAc บทบาทของตัวทำละลายขั้ว
สูงจะช่วยให้การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากพืช
ตัวอย่างได้ดีกว่าตัวทำละลายที่มีขั้วต่ำ จึงมักนำมาสกัดสาร
ออกฤทธิ์จำพวก phenol และ polyphenol (25) ซึ่งพันธะ
ไฮโดรเจนระหว่างสภาพขั้วตัวทำละลายและตำแหน่งของ
หมู ่ไฮดรอกซิล (-OH) ในสารประกอบฟีนอลิกม ีผลต่อ
ประสิทธิภาพในการกำจัดอนุมูลอิสระ โดยตัวทำละลายที่มี
ข ั ้ว (เช ่น  water, MeOH, EtOAc, acetonitrite, tert-butyl 
alcohol และ acetic) จะมีความสามารถในการต้านอนุมูล
อ ิสระได ้ด ีกว ่าในต ัวทำละลายที ่ ไม ่ม ีข ั ้ว (เช ่น DCM, 
chloroform, hexane, petroleum ether, n-decane และ 
chlorobenzene) Snelgrove et al., 2001 อ ธ ิ บ า ย ว่ า 
เนื่องจากตัวทำละลายจะเข้าจบักับอนุมูลอิสระก่อนที่หมู่-OH 
ในสาร phenol จะเข้าจับอนุมูลอิสระโดยตรงและทำให้ความ
เป็นอนุมูลอิสระหมดไป (28) โดยสอดคล้องกับรายงานวิจยัใน
สมุนไพรชนิดอื่นๆ เช่น ใบพลูตีนช้าง (P. umbellatumleaf) 
(29) ผลพริกไทยหาง (P. cubebafruit) (30) และ ผลและใบ
สมอพ ิ เภก (Terminalia bellerica fruit and leaf) สาร 
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ฟีนอลิกในพืชจะออกฤทธิย์ับยัง้อนุมูลอิสระขั้นที ่2 โดยชะลอ
การเกิดอนุมูลอิสระแบบด้วยการให้ H atom แก่อนุมูลอิสระ 
แย่งจับกับออกซิเจน รวมทั้งกำจัดอนุมูลอิสระชนดิเพอรร์อก

ไซด์ที ่เข้าทำลายโครงสร้างของเยื ่อหุ ้มเซลล์ก่อนจะส่งผล
กระทบต่อกระบวนการทางชีวภาพต่างๆของรา่งกายต่อไป (1) 

 

ตารางที ่1 ปริมาณรวมสารสกัดหยาบและปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของพืชสมุนไพร 
Scientific name Part used Solvent Yield (%) TPC (mg GAE/g) TFC (mg QE/g) 

Piper ribesioides  Stem MeOH 0.21 68.83 ±  0.38a 37.13 ± 0.47a 
: Family Piperaceae 

 
EtOAc 0.38 29.29 ±  0.21b 10.78 ±  0.20b   
DCM 0.32 21.75 ±  0.24c 9.11 ±  0.20b   
Hx 0.50 10.50 ±  0.16d 5.78 ±  0.97c 

Zanthoxylum limonella Stalk MeOH 3.34 53.67 ± 0.45a 25.76 ±  0.43a 
: Family Rutaceae  

 
EtOAc 1.80 17.36 ±  0.15b 9.64 ±  0.31b   
DCM 1.74 10.82 ±  0.13c 5.93 ±  0.12c   
Hx 4.14 12.93 ±  0.14d 5.06 ±  0.24c 

Zanthoxylum limonella Seed MeOH 7.09 24.15 ± 0.48a 10.25 ±  0.63a 
: Family Rutaceae  

 
EtOAc 1.27 7.25 ±  0.33b 4.58 ±  0.13b   
DCM 3.84 6.07 ±  0.34b 3.86 ±  0.10b   
Hx 6.08 6.46 ±  0.14b 3.39 ±  0.18b 

Note: Yield (g/100g of dry plant material) 
 abcd The different letters in each column indicate the significant difference at p<0.05 

 
รูปที่ 1 แสดงปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของพืชสมุนไพรในตัวทำละลายต่างขั้ว



Research Journal Rajamangala University of Technology Thanyaburi, Vol 18, Issue 1, 2019                                34 
ISSN: 1686-8420 (Print), 2651-2289 (Online) 

การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของฟลาโวนอยด์ 
(Total flavonoid contents; TFC) 

พืชสมุนไพรทุกชนิดพบสารฟลาโวนอยด์สูงสุดใน
ตัวทำละลายที่มีขั้วสูงสุดและลดลงในตัวทำละลายที่มีขั้วต่ำ 
(ร ูปที่ 1)  ตารางที่ 1 แสดงปริมาณสารสกัด 1 กรัม มี
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั ้งหมดเทียบเท่าเคอร์ซิตินใน
หน่วยมิลลิกรัม (mgQE/g) ดังนี้ ปริมาณสารฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดของสารสกัดหยาบจากลำต้นสะค้าน (Stems of P. 
ribesioides) ชั้น MeOH = 37.13 ± 0.47 และมีปริมาณ
สารฟลาโวนอยด์เป็น 3 4 และ 6 เท่าของชั้น EtOAc DCM 
และ Hx ตามลำดับ โดยแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ (p< 0.001) การตรวจพบสารฟลาโวนอยด์ชั้น MeOH 
ในปริมาณสูงสุดบ่งชี้ว่าสารฟลาโวนอยด์ในพืชตัวอย่างมี
สภาพขั้วสูงใกล้เคียงกับตัวทำละลายชั้น MeOH ตามกฎ 
Like dissolve like rule) ( 3 1 )  ฟ ล า โ ว น อ ย ด์ เ ป็ น
สารประกอบในกล ุ ่ มฟ ี นอล ิกกล ุ ่ ม ใหญ ่ประเภท 
polyphenol พบมากในรูปของไกลโคไซด์  ละลายในน้ำได้ 
ม ีบทบาทหล ักในการกำจ ัดอน ุม ูลอ ิสระโดยการ ให้
อิเล็กตรอนหรือให้ H atom แก่อนุมูลอิสระ กำจัดโลหะ
หนักจำพวก Fe2+ และ Cu+ ยับยั้งเอนไซม์ที่กระตุ้นการเกิด
อนุมูลอิสระ ตลอดจนกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์ที่ต้าน
อนุมูลอิสระในร่างกาย (32) จากรายงานวิจัย ยังไม่พบ
การศึกษาสารฟลาโวนอยด์จากส่วนของลำต้นพริกไทย แต่
พบสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของพืชวงศ์พริกไทยช้ัน MeOH 
ดังนี้ สารสกัดจากใบพริกไทยดำ (P. nigrumleaf) = 1.51 
± 0.01 (33) และสารสก ัดจากผลพร ิกไทยดำ (P. 
nigrumfruit) = 0.002 ± 0.002 (23) เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผลการทดลอง พบว่า สารสกัดจากลำต้นสะค้านมีปริมาณ 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมดมากกว่าใบพริกไทยดำ 24 เท่า และ
มากกว่าในผลพริกไทยดำถึง 18,506 เท่า จึงสรุปได้ว่าพบ
สารฟลาโวนอยด์ส ูงมากในลำต้นสะค้านเมื ่อเทียบกับ
พริกไทยซึ ่งเป็นสมุนไพรที ่บร ิโภคกันอย่างแพร่หลาย 
สำหรับปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของสารสกัดหยาบจาก

ก้านมะแขว่น (Stalk of Z. limonella) และ เมล็ดมะแขว่น 
(Seed of Z. limonella) ช ั ้ น  MeOH ม ี ค ่ า  = 25 .76  
± 0.43 และ 10.25 ± 0.63 mgQE/g ตามลำดับ โดย
ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดจากก้านมะเเขว่นมีมากกว่าใน
เมล็ดมะแขว่นประมาณ 1.5 และ 2 เท่า ในช้ันตัวทำละลาย
ขั้วต่ำและสูง ตามลำดับ (รูปท่ี 1)  และหากเปรียบเทียบ
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของสารสกัดหยาบพบว่า 
สารสกัดหยาบจากลำต้นสะค้าน > ส่วนก้านมะแขว่น > 
ส่วนเมล็ดมะแขว่น 

การตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบด้วย
ว ิ ธ ี  DPPH assay  ( Antioxidant activity by DPPH 
assay) 

สารสกัดหยาบจากสะค้านและมะแขว่นออกฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยมีประสิทธิภาพสูงสุดในตัวทำ
ละลายมีขั้วสูงไปยังขั้วต่ำ (ตารางที่ 2) เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระทั้งหมดเฉพาะชั้น MeOH พบว่า สารสกัด
จากลำต ้ นสะค ้ าน  (Stems of P. ribesioides) ม ี ค่ า  
IC50 = 0.2 mg/ml > ส ่ วนก ้ านมะแขว ่น  (Stalk of Z. 
Limonella) ม ีค ่า IC50 = 0.26 mg/ml > ส ่วนเมล ็ดมะ
แขว่น (Seed of Z. limonella) มีค่า IC50 = 0.37 mg/ml 
ตามลำดับ และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ไม่แตกต่างจาก
กลุ่มของกรดแอสคอร์บิกหรือวิตามินซีซึ่งเป็นสาร Positive 
control (IC50 เท่ากับ 0.006 mg/ml) หากเปรียบเทียบ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระทั้งหมดระหว่างชั ้น MeOH กับช้ัน
อื่นๆ พบว่า ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมีค่าแตกต่างกับช้ันที่มีขั้ว
ต ่ำท ั ้ งช ั ้น DCM และ Hx อย ่างม ีน ัยสำค ัญทางสถ ิติ   
(p< 0.001) ผลที่เกิดขึ้นนี้เกิดจากสารประกอบฟีนอลิกและ
สารฟลาโวนอยด์ทั ้งหมดที ่พบว่าเป็นสารสำคัญในพืช
สมุนไพรตัวอย่างทุกชนิดสามารถละลายในตัวทำละลายที่มี
ขั้วสูงได้มากกว่าในตัวทำละลายชั้นที่มีขั้วต่ำและฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นแปรผันตามปริมาณสารที่ตรวจพบ 
เมื่อพิจารณาผลความสัมพันธ์ด้วย Pearson correlation 
พบว่า ปริมาณสารฟีนอลิกและสารฟลาโวนอยด์ของสาร
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สก ั ดช ั ้ น  MeOH ของลำต ้ นสะค ้ าน  (Stems of P. 
ribesioides) มีความสัมพันธ์กับการออกฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ DPPH มากที่สุดมีค่า r = 0.74 และ 0.99 ตามลำดับ 
แสดงให้เห็นว่าปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ของลำ
ต้นสะค้านมีความสัมพันธ์กับการออกฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ 
DPPH ที่ดี สำหรับสารสกัดจากก้านมะแขว่น (Stalk of Z. 

limonella) ชั ้น MeOH พบปริมาณสารฟลาโวนอยด์มี
บทบาทต่อการออกฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระ DPPH มีค่า  
r= 0.97 ขณะที่สารสกัดจากเมล็ดมะแขว่น (Seed of Z. 
limonella) ปร ิมาณสารฟ ีนอล ิกและฟลาโวนอยด์ มี
ความสัมพันธ์กับการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที่ดี
ในช้ัน EtOAc มคี่า r = 0.72 และ 0.99 ตามลำดับ 

ตารางที ่2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระDPPH ของพืชสมุนไพรในตัวทำละลายต่างขั้ว 

Scientific name  Part used Solvent IC50 (mg/ml) 

Piper ribesioides  Stem MeOH 0.20 ± 0.01 ns 

: Family Piperaceae 
 

EtOAc 0.39 ± 0.02 *** 

  
 

DCM      3.32 ± 0.06 *** ### 

  
 

Hx      15.66 ± 0.08 *** ### 

Zanthoxylum limonella Stalk MeOH 0.26 ± 0.02 ns 

: Family Rutaceae  
 

EtOAc 1.09 ± 0.07 ns 

  
 

DCM     4.37 ± 0.07 *** ### 

  
Hx      22.61 ± 0.94 ***### 

Zanthoxylum limonella Seed MeOH         0.37 ± 0.02 ns 

: Family Rutaceae  
 

EtOAc         14.07 ± 1.34 ***## 

  
 

DCM      52.17 ± 1.09 ***### 

  
 

Hx       424.74 ± 2.90 ***### 

Ascorbic acid (Vitamin C) 
 

0.006 ± 4.6 

 Note: ***p< 0.001 compared with Ascorbic acid, ##p< 0.01, ### p< 0.001 compared with MeOH solvent

กระบวนการต ้านอนุม ูลอ ิสระที่ เก ิดข ึ ้นนี้  
เกี่ยวข้องกับโครงสร้างทางเคมีของสารประกอบฟีนอลิก
และสารฟลาโวนอยด์ท ี ่ม ีหมู่  –OH บริเวณวงแหวน 
aromatic ring  โดยเฉพาะสารฟลาโวนอยด์ที่พบจำนวน 
–OH ตั้งแต่ 2 วงขึ้นไป อีกทั้งหลังจากให้ H atom แก่
อนุมูลอิสระแล้วโครงสร้างยังคงความเสถียรและสามารถ
เข้าทำปฏิกิริยาต่อกับอนุมูลอิสระขั้นที่ 2 ในรูป alkoxyl 
(RO•) ได้อีกครั้ง (34) H atom ของหมู่ –OH  จะกำจัด
อนุมูลอิสระ DPPH•  โดยจับกับอิเล็กตรอนโดดเดี่ยวของ

อนุมูลอิสระ DPPH บริเวณ N atom ทำให้อนุมูลอิสระ
ของ DPPH ได้รับโปรตอนหรือถูกรีดิวซ์ด้วยสารต้าน
อนุมูลอิสระ จนเกิดความเสถียรและเปลี่ยนจากสีม่วงเป็น
สีเหลืองตรวจสอบได้จากค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลง นั่น
หมายถึง พืชสมุนไพรจะมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล
อิสระมากขึ้นเมื่อหมู่ –OH มีจำนวนมากและมีตำแหน่งที่
เหมาะสม ประกอบกับคุณสมบัต ิของสารประกอบ 
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ที่แม้ว่าจะสูญเสียอิเล็กตรอน
ให้กับอนุมูลอิสระแต่โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิก
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ยังมีความหนาแน่นของอิเล็กตรอนสูงทำให้อิเล็กตรอน
สามารถย้ายไปทั่วโครงสร้าง (Delocalization) และคง
ความเสถียรเอาไว้ได ้(35) อย่างไรก็ตาม หากเปรียบเทียบ
ผลการทดลองครั้งนี้กับรายงานการวิจัยก่อนหน้า ยังไม่
พบการศึกษาจากส่วนของลำต้นพริกไทย แต่พบผลจาก
สารสกัดจากผลพริกไทยดำ (P. nigrumfruit) ชั้น EtOH 
(IC50 = 1.11 mg/ml) (36) ดังนั ้น สารสกัดจากลำต้น
สะค้านจึงมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระที่สูงกว่า
ในผลพริกไทยดำ ในส่วนของมะแขว่น ชั้น MeOH พบว่า  
สารสกัดน้ำมันจากผลมะแขว่น (essential oil of Z. 
limonellafruit) (IC50 = 5.66 mg/ml) และสารสกัดจาก
ลำต้นมะแขว่น (Z. Limonellastem) ( IC50 = 0.12 
mg/ml) (37) ดังนั้น สารสกัดหยาบจากก้านและเมล็ดมะ
แขว่นสามารถต้านอนุมูลอิสระได้มากกว่าสารสกัดน้ำมัน
จากผลมะแขว่นแต่น้อยกว่าส่วนของลำต้น 

สรุปผล 

พืชสมุนไพรเข้ามามีบทบาทสำคัญมากขึ้น จาก
การมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระที่ดี อันช่วยป้องกันการ
เกิดพยาธิสภาพของโรคต่างๆในมนุษย์ คุณสมบัติดังกล่าว
เกิดขึ้นจาก พบสารสำคัญจำพวกฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ 
ได้ทั้งในส่วนของใบ ดอก ผล ลำต้น เมล็ดและเปลือกไม้  
ทำหน้าที่ในการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ เข้ายับยั้ง
การทำลายเยื่อหุ้มเซลล์ และกำจัดไอออนของโลหะหนัก  
ทำให ้สามารถเข ้ าชะลอความร ุนแรงของสภาวะ
ความเคร ียดของออกซิเจนในการทำลายเซลล ์ของ
สิ่งมีชีวิตทำให้การเจริญเติบโตและการพัฒนาดำเนินไป
อย่างเป็นปกติ (1) จากการศึกษา พบว่า สารสกัดจากลำ
ต้นสะค้าน (Stems of P. ribesioides) ก้านมะแขว่น 
(Stalk of Z .limonella) และเมล็ดมะแขว่น (Seed of 
Z. limonella) มีปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สูงสุด
ในตัวทำละลายมีขั้วสูงคือชั้นเมทานอล รองลงมาคือใน
เอทิลอะซีเตท ซึ่งองค์ประกอบของตัวทำละลาย (solvent 

composition) ที่มีขั้วนั้นสามารถดึงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ของสารพฤษเคมีในกลุ่มฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ประเภท 
phenolic acids และ polyphenol ออกจากพืชสมุนไพร
ทั้งหมดได้อย่างมีประสิทธิภาพ อีกทั้งปริมาณของสารที่
เพิ่มขึ้นยังมีความสัมพันธ์โดยตรงกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ที่ดี สารสกัดหยาบจากลำต้นสะค้านสามารถออกฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด รองลงมาคือสารสกัดหยาบจาก
ก้านมะแขว่นและสารสกัดหยาบจากเมล็ดมะแขว่น 
ตามลำดับ การศึกษาในครั้งนี้ได้มุ่งเน้นการทดสอบฤทธิ์
ของสม ุนไพรภายใต้ต ัวทำละลายอ ินทร ีย์ต ่างชนิด  
เปรียบเสมือนการเปรียบเทียบความสามารถของสารสกัด
ภายใต้สารอินทรีย์ที่เป็นตัวกลางต่างขั้วกัน ซึ่งผู้วิจัยได้
เลือกใช้สารตัวกลางชนิดเอทิลอะซิเตตเป็นตัวแทนของ
สารที่มีขั้วสูงเมื่อเข้าสู่ร่างกายสามารถผ่านกระบวนการเม
แทบอไลท์เพื่อกำจัดออกนอกร่างกายได้ (38) แต่อย่างไร
ก็ตามน้ำเป็นองค์ประกอบหลักในเซลล์มนุษย์ที่มีความ
ปลอดภัยสูงและกำจัดออกนอกร่างกายได้ง่ายกว่า ใน
การศึกษาครั้งต่อไปจึงควรเพิ่มการสกัดสารตัวอย่างโดย
ใช้น้ำเป็นตัวทำละลาย จะทำให้สามารถเปรียบเทียบ
คุณประโยชน์ของสมุนไพรหากต้องการนำไปพัฒนาเป็น
อาหารเสริมสำหรับบริโภคได้ดีมากยิ่งขึ้น ผลการวิจัยที่
เกิดขึ้นจะเป็นองค์ความรู้ใหม่ในการทราบฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระของส่วนต่างๆในพืชที่ชาวบ้านนิยมนำมาบริโภคใน
ท้องถิ่น ทำให้เห็นถึงคุณประโยชน์และนำไปต่อยอดเพื่อ
ศึกษาในโมเดลทางการแพทย์ที ่เกี ่ยวข้องกับฤทธิ ์ต้าน
อนุมูลอิสระต่อไป เช่น การยับยั้งแบคทีเรีย การต้าน 
อัลไซเมอร์และการยับยั้งมะเร็ง 
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