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บทคัดยอ 

 เสม็ดแดงเปนพืชที่พบไดท่ัวไปในเขตภาคตะวันออกของประเทศไทย โดยเฉพาะในเขตโครงการพัฒนา

ปาชุมชนบานอางเอ็ด จังหวัดจันทบุรี พืชชนิดนี้ถูกใชเปนยาสมุนไพรพ้ืนบานสําหรับปองกันและรักษาโรคได

หลายโรค มีรายงานกอนหนานี้ซึ่งทําในสวนสกัดน้ํารอนแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการตานอนุมูลอิสระได

เปนอยางดี แตก็ยังไมมีการศึกษาถึงสารที่เปนองคประกอบในเสม็ดแดงที่มีฤทธิ์ดังกลาว ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ตองการที่จะทําการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เปนองคประกอบอยูในสวนสกัดยอยและแฟรกชันยอย

ตางๆ ของใบเสม็ดแดงหลังจากที่ผานการทําโครมาโตกราฟแบบคอลัมนโดยอาศัยคุณสมบัติในการตานอนุมูล

อิสระเปนตัวนําทางในการทําบริสุทธิ์สาร และเปรียบเทียบฤทธิ์ดังกลาวกับสารสกัดหยาบ จากผลการทดลอง 

พบวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมีปริมาณฟนอลรวมสูงที่สุด (151.458 ± 1.360 มิลลิกรัมสมมูลของกรด

แกลลิก/กรัมของสวนสกัด) และยังสามารถกําจัดอนุมูล DPPH ไดอยางมีประสิทธิภาพ (EC50 = 0.071 ± 

0.002 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการใหอิเล็กตรอนไดคอนขางดี โดยมีคา FRAP 

เทากับ 890.885 ± 4.724 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัมของสวนสกัด ดังนั้น สวนสกัดเอทิลอะซเิตทจึงถูก

เลือกท่ีจะนําไปแยกดวยคอลัมนตอไป หลังจากผานคอลัมนแลว แฟรกชันที่มีฤทธิ์ยังคงมีความสามารถในการ

กําจัดอนุมูล DPPH ไดสูงขึ้น (94.36%) และมีคา FRAP เทากับ 767.373 ± 3.272 มิลลิกรัมสมมูลของ 

Trolox/กรัมของสวนสกัด 
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บทคัดยอ 

 

 เสม็ดแดงเปนพืชที่พบไดท่ัวไปในเขตภาคตะวันออกของประเทศไทย โดยเฉพาะในเขตโครงการพัฒนา
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หลายโรค มีรายงานกอนหนานี้ซึ่งทําในสวนสกัดน้ํารอนแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการตานอนุมูลอิสระได

เปนอยางดี แตก็ยังไมมีการศึกษาถึงสารที่เปนองคประกอบในเสม็ดแดงที่มีฤทธิ์ดังกลาว ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ตองการที่จะทําการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เปนองคประกอบอยูในสวนสกัดยอยและแฟรกชันยอย

ตางๆ ของใบเสม็ดแดงหลังจากที่ผานการทําโครมาโตกราฟแบบคอลัมนโดยอาศัยคุณสมบัติในการตานอนุมูล

อิสระเปนตัวนําทางในการทําบริสุทธิ์สาร และเปรียบเทียบฤทธิ์ดังกลาวกับสารสกัดหยาบ จากผลการทดลอง 

พบวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมีปริมาณฟนอลรวมสูงที่สุด (151.458 ± 1.360 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกล

ลิก/กรัมของสวนสกัด) และยังสามารถกําจัดอนุมูล DPPH ไดอยางมีประสิทธิภาพ (EC50 = 0.071 ± 0.002 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการใหอิเล็กตรอนไดคอนขางดี โดยมีคา FRAP เทากับ 

890.885 ± 4.724 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัมของสวนสกัด ดังนั้น สวนสกัดเอทิลอะซิเตทจึงถูกเลือกที่

จะนําไปแยกดวยคอลัมนตอไป หลังจากผานคอลัมนแลว แฟรกชันที่มีฤทธิ์ยังคงมีความสามารถในการกําจัด

อนุมูล DPPH ไดสูงข้ึน (94.36%) และมีคา FRAP เทากับ 767.373 ± 3.272 มลิลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัม

ของสวนสกัด 
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Abstract 

 

 Syzygium gratum (Wight) S.N. Mitra var. gratum (Sameddang) is often found in the 

Eastern region of Thailand. It is an indigenous plant collected from Ban Ang-Ed Official 

Community Forest Project, Chantaburi province. It has been used in healthcare to prevent 

several diseases by traditional folklore. In addition, a previous report of this plant in form of 

the hot water extract showed high antioxidant activities, but there is still no study of the 

antioxidant activity of bioactive compound from this plant. Therefore, this work aimed to 

evaluate the bioactive compounds by determining the total phenolic content, and the 

antioxidant activity from sub-extracts and sub-fractions after purification via TLC and column 

chromatography compared with the crude extract. For the result of S. gratum, ethyl acetate 

extract had the highest total phenolic contents with 151.458 ± 1.360 mg GAE/g extract, and it 

could remarkably inhibit DPPH radical (EC50 = 0.071 ± 0.002 mg/mL). In addition, it was also 

expressed the highest FRAP value of 890.885 ± 4.724 mg TE/g extract. The results suggested 

that the ethyl acetate extract showed high antioxidant activity. Thus, this extract was selected 

to further isolate by column chromatography. After isolation, active fractions from S. gratum 

had still high DPPH radical scavenging activity (94.36%) and FRAP value of 767.373 ± 3.272 mg 

TE/g extract. 
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รูปที่ 3-8  TLC ของแฟรกชันตางๆ หลังจากผานคอลัมนครั้งท่ี 1 เมื่อ แฟรกชัน FBA1   19 

 ถูกรวมโดยใช SBA1-4, แฟรกชัน FBA2 ถูกรวมโดยใช SBA5, แฟรกชัน  

 FBA3 ถูกรวมโดยใช SBA6-7, แฟรกชัน FBA4 ถูกรวมโดยใช SBA8-10,  

 แฟรกชัน FBA5 ถูกรวมโดยใช SBA11-16, แฟรกชัน FBA6 ถูกรวมโดยใช  

 SBA17-20, แฟรกชัน FBA7 ถูกรวมโดยใช SBA21-22 และ แฟรกชัน FBA8  

 ถูกรวมโดยใช SBA23-24   

รูปที่ 3-9  สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG1 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน  20 

รูปที่ 3-10  สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG2 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 21 

รูปที่ 3-11 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG3 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 21 

รูปที่ 3-12 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG4 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 22 

รูปที่ 3-13 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG5 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 22 

รูปที่ 3-14 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG6 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 23 

รูปที่ 3-15 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG7 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 23 

รูปที่ 3-16 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG8 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 24 

รูปที่ 3-17 คา FRAP ของแตละแฟรกชันที่ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  26 
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สารบัญตาราง 

           หนา 

ตารางที่ 3-1  ปริมาณสารสกัดเอทานอลและสวนสกัดยอยตางๆ และ %yield   13 

  จากแตละสวนสกัดของใบเสม็ดแดง    

ตารางที่ 3-2 ความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ของสวนสกัดตางๆ    17 

  ของใบเสม็ดแดง และคา EC50 ของการกําจัดอนุมูล    

ตารางที่ 3-3  คา FRAP ของสวนสกัดตางๆ จากใบเสม็ดแดงที่ความเขมขน    17 

  0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

ตารางที่ 3-4  น้ําหนักแหงและ %yield ของแตละสวนสกัดยอยจากใบเสม็ดแดง   20 

  ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบคอลัมน  

ตารางที่ 3-5  เปอรเซ็นตการกําจัดอนุมูล DPPH ของแตละแฟรกชันยอย   24 

ตารางที่ 3-6  คา FRAP ของแตละแฟรกชันยอยที่ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 25 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

1.1 เนือ้หาของเร่ืองที่เคยมีผูทําการวิจัยมากอน 

 ปจจุบันประชาชนทั ่วโลกรวมทั ้งประเทศไทยหันมานิยมใชสมุนไพรทั ้งในแงเปนยา อาหาร 

ผลิตภัณฑเสริมอาหาร เครื่องสําอาง และผลิตภัณฑที่เกี่ยวของกับสุขภาพอื่นๆ แมแตองคการอนามัยโลกก็

เริ่มที่จะตระหนักถึงความสําคัญของการแพทยพื้นบานของแตละประเทศในระบบบริการสาธารณสุข โดยมี

การหยิบยกขึ้นพิจารณาตั้งแตสมัยประชุมสมัชชาอนามัยโลก และมีมติชัดเจนเรื่องการสงเสริมบทบาทของ

การแพทยพื้นบาน (Traditional Medicine) ของแตละประเทศ อยางไรก็ตามยังไมมีการกําหนดนโยบาย

ไวอยางชัดเจน (Banmonan et al., 1983) 

 ประเทศไทยนิยาม “สมุนไพร” วาหมายถึง พืชที่ใชทําเปนเครื่องยา (นโยบายแหงชาติดานยา พ.ศ. 

2536) สวนพ.ร.บ.คุมครองและสงเสริมภูมิปญญาการแพทยแผนไทย (พ.ศ. 2542) นิยามไววา “สมุนไพร” 

หมายถึง สัตว จุลชีพ ธาตุวัตถุ สารสกัดดั้งเดิมจากพืชหรือสัตวท่ีใช หรือแปรสภาพ หรือผสม หรือปรุง เปน

ยาหรืออาหาร เพ่ือการตรวจวินิจฉัย บําบัด รักษา หรือปองกันโรค หรือเสริมสุขภาพรางกายของมนุษยหรือ

สัตว (อรพรรณ มาตังคสมบัติ, 2546) พืชสมุนไพรหลายชนิดมีขอมูลที่คอนขางชัดเจนซึ่งสามารถสืบคนได

จ า ก ฐ า น ข อ ม ูล ท า ง ย า ต า ง ๆ  เ ช น  German Commission E, WHO monograph, Thai Herbal 

Pharmacopoeia ห ร ือ  National Center for Complementary and Alternative Medicine ซึ ่ง

สมุนไพรในกลุมนี้มีขอมูลทางคลินิกสนับสนุน แตก็ยังมีสมุนไพรอยูอีกมากที่ใชสืบทอดกันมาตามภูมิปญญา

ทองถิ่นหรือตํารับของหมอชาวบานในทองถิ่นนั้นๆ ที่ใหผลในการรักษา แตยังขาดขอมูลทางวิทยาศาสตร 

หรือทางคลินิกสนับสนุน 

 พ ืชสม ุนไพรประกอบดวยสารพฤกษเคม ีชน ิดต า งๆ ได แก  ส เต ียรอล (sterols) เทอร ป น 

(terpenes) และลิกแนน ไกลโคไซด (lignan glycosides) และจากรายงานของ Andarwulan และคณะ 

(2010) พบวาในพืชสมุนไพรสวนใหญมีฟลาโวนอยดอยูเปนจํานวนมากซึ่งมีความสัมพันธกับฤทธิ์แอนติออก

ซิแดนท 

 จะเห็นไดวารายงานเกี่ยวกับสารพฤกษเคมีในพืชสมุนไพร เชน สารประกอบฟนอลิก (phenolic 

compounds) ที่มีฤทธิ์ตานการเกิดออกซิเดชัน ลดความเสี่ยงจากอนุมูลอิสระที่เขาไปทําลายเซลลที่เปน

สาเหตุของการเกิดตางๆ มีความสําคัญในการยับยั้งการเกิดมะเร็งตลอดจนโรคเรื้อรังตางๆ งานวิจัยของ 

Fuhrman และคณะ (2005) ที่ทําการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของน้ําทับทิมวาสามารถลดการสะสมของ
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คอเลสเตอรอลโดยการกด oxidized-LDL และการสัง เคราะหคอเลสเตอรอลในเซล แมคโครฟาจ 

นอกจากนี้ Pothitirat และคณะ (2009) ยังพบวาในเปลือกของพืชบางชนิดยังมีสารแทนนินที่สามารถ

ยับยั ้งการเจร ิญของเชื ้อไวร ัส HIV และ herpes simplex virus มีฤทธิ ์ย ับยั ้งการเจร ิญของจุลินทรีย 

สามารถลดความเสี่ยงของการเปนมะเร็ง นอกจากนี้ยังมีสารประกอบในกลุม xanthone ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรีย รา และมีฤทธิ์ตานการอักเสบ ที่สําคัญยังชวยยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

(human leukemia HL60 cells) โดยการเหนี ่ยวนําใหเกิดกระบวนการตายของเซลลแบบ apoptosis 

แล ะป อ ง ก ันก า ร ออกซ ิเ ดช ัน ขอ ง  LDL ห ร ือบ า ง ชน ิด ก ็ส าม า รถ ย ับ ยั ้ง แอคต ิว ิตี ้ข อ ง เ อน ไซม  

myeloperoxidase และมีบทบาทสําคัญในการลดการอักเสบ (Zeraik และคณะ, 2011) นอกจากนี้จาก

การศึกษาของ Hossain และ Rahman (2011) ยังพบวาสวนสกัดเมทานอลในสมุนไพรบางอยางยังมีฤทธิ์

ตานอนุมูลอิสระที่ดีและมีความสัมพันธกับปริมาณสารประกอบฟนอลที่มีในสมุนไพรเหลานั้น  

 เสม็ดแดงมีชื่อวิทยาศาสตรวา Syzygium gratum (Wight) S.N. Mitra var. gratum ชื่ออื่นที่ใชเรียก

คือ ขะเม็ก (กุดบาท) หรือเม็ก เจริญเติบโตไดในสภาพแวดลอมที่เหมาะสม ชอบแสงแดดรําไร เจริญไดดีในดนิ

แทบทุกชนิด มักพบอยูตามริมหวย ขยายพันธุโดยการเพาะเมล็ด เม็กเปนไมพุมตนไมผลัดใบ เปลือกสีน้ําตาล

แดงแตกสะเก็ดแผนบางๆ โคนตน ลักษณะใบเปนใบเดี่ยวออกตรงขาม ลักษณะเหมือนหอก ขอบใบเรียบปลาย

ใบแหลม มีรสฝาดอมเปรี้ยว ดอกออกเปนชอเล็กๆ สีเหลืองออน ออกที่ปลายยอด ออกดอกในชวงเดือน

มีนาคมถึงเมษายน ผลมีลักษณะกลมสีขาวมีขนาดเล็ก น้ํามันจากใบมีกลิ่นคลายการบูร เรียกวา น้ํามันเขียวใช

นวดแกเคล็ดคัดยอก แกหมัดเหา นําสําลีชุบอุดฟนแกปวดฟนได  มีคุณคาทางอาหารคือ สามารถกินเปนยาขับ

เสมหะ แกหลอดลมอักเสบ ขับลม กินมากเปนยาขับพยาธไิด สวนในใบเม็กมีฤทธิ์ทางยา คือ สามารถใชเปนยา

ขับเสมหะ แกหลอดลมอักเสบ ขับลม หากรับประทานในปริมาณมาก สามารถใชเปนยาขับพยาธิได (ลลิตา ธี

ระสิริ, 2543) จากการศึกษาพบวาสารสกัดจากเม็กมีศักยภาพในการปองกันการทํางานท่ีผิดปกติของหลอด

เลือดไดดี (vascular dysfunction) กองโภชนาการ กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข ไดศึกษาคุณคาทาง

โภชนาการของผักชนิดนี้ โดยใหรายละเอียดวา เสม็ดแดง 100 กรัม ใหคารโบไฮเดรต 12.6 กรัม โปรตีน 3 

กรัม ฟอสฟอรัส 27 มิลลิกรัม ธาตุเหล็ก 11.6 มิลลิกรัม และแคลเซยีม 10 มิลลิกรัม ซึ่งพบวาสูงมาก ขณะที่ได

เบตาแคโรทีน 1415 ไมโครกรัม และวิตามินเอ 236 ไมโครกรัม วิตามินซี 16 มิลลิกรัม จัดไดวาผักเม็กเปนผัก

ที่มีคุณคาทางโภชนาการสูงมากชนิดหนึ่ง สวนที่พึงระวังสําหรับการรับประทานผักชนิดนี้ คือ ในเสม็ดแดงมี

สารออกซาเลต (oxalate) สูง หากรับประทานสดหรือรับประทานจํานวนมากอาจเสี่ยงตอการเปนนิ่วได ซึ่ง

แกไขโดยการรับประทานอาหารที่มีโปรตีนหรืออาหารประเภทเนื้อสัตวควบคูกันไป 

 Maisuthisakul และคณะ (2008) ไดทําการศึกษาปริมาณสารตานอนุมูลอิสระ และปริมาณสารตางๆ 

คือ  ปริมาณความชื้นสัมพัทธ ปริมาณฟนอลิกรวม ปริมาณฟลาโวนอยดรวม ปริมาณโปรตีน ปริมาณไขมัน 
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ปริมาณคารโบไฮเดรต พลังงาน ใยอาหาร แคลเซียม เหล็ก และวิตามินซีของใบเสม็ดแดงโดยวิธี partial least 

square (PLS) regression analysis และprincipal component analysis (PCA) และใชวิธี DPPH วิเคราะห

หาสารตานอนุมูลอิสระโดยใช  95% เอทานอลเปนตัวทําละลาย จากงานวิจัยชิ้นนี้ทําใหทราบวามีปริมาณ

ความชื้นสัมพัทธ 79.6% (1.2% Yield) ผลการวิเคราะหหาปริมาณฟนอลิกรวม เม็ก 57.3 mg GAE/g db 

ปริมาณฟลาโวนอยดรวมเทากับ 23.6 mg RE/g db (db คือ dry weight basis) 

 นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของจิรัญญา บุรีมาศ (2550) ที่ศึกษาความเปนไปไดของการดื่มน้ําผักเม็กใน

อาสาสมัครผูใหญสุขภาพปกติ และผูปวยเด็กธาลัสซีเมีย ในแงของความปลอดภัยและประสิทธิภาพเบื้องตน 

อาสาสมัครทั้งหมดดื่มน้ําผักเม็กในขนาดที่ใหชงดื่มคือ 0.1 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัวตอวัน แตไมเกินวันละ 5 

กรัม แบงชงดื่มวันละ 2 ครั้ง เปนเวลา 7 วัน แลวทําการเก็บตัวอยางเลือด กอนและหลังการศึกษา เพื่อ

ประเมินความปลอดภัยและผลตอภาวะเครียดออกซิเดชัน โดยวัดตัวแปรตางๆ จากการศึกษาพบวา การดื่มน้ํา

ผักเม็กระยะสั้นมีความปลอดภัย และไมมีความผิดปกติจากผลการตรวจทางหองปฏิบัติการทั้งการตรวจ 

complete blood count, liver and kidney function tests ในอาสาสมัครสุขภาพปกติการดื่มน้ําเม็ก

สามารถเพิ่มระดับของ total antioxidant capacity พลาสมาจาก 678.3 ± 51.2 µM เปน 887.4 ± 63.0 

µM ระดับของ glutathione (GSH) รวมทั้งหมดหลังการดื่มน้ําผักเม็ก (928.6 ± 53.1 µM) มีคาสูงกวากอน

การดื่มน้ําผักเม็ก (753.0 ± 50.4 µM) อยางมีนัยสําคัญ เชนเดียวกับระดับของ reduced GSH หลังการดื่มน้ํา

ผักเม็กยังมีคาสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (912.2 ± 52.9 µM และ 741.8 ± 49.9 µM ตามลําดับ) การดื่มน้ําผัก

เม็กยังสามารถลดการสราง superoxide anion ท่ีถูกกระตุนดวย NADPH จาก 2254.0 ± 1118.8 เปน 603.3 

± 101.5 relative light unit/sec ส วนระดับของ malondialdehyde (MDA) , protein carbonyl, การ

ทํางานของเอนไซม -glutamylcysteine ligase  (GCL) และการตอบสนองของหลอดเลือดจากการวัด 

forearm blood flow ไมมีการเปลี่ยนแปลงหลังจากดื่มน้ําผักเม็ก ในขณะที่การศึกษาในผูปวยธาลัสซีเมีย 

พบวาระดับของ total antioxidant capacity ในพลาสมาเทากับ 1056.4 ± 52.7 µEq และหลังการดื่มน้ําผัก

เม็กมีคาเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญเปน 1215.2 ± 62.5 µEq นอกจากนี้ระดับของ nitrite หลังการดื่มน้ําผักเม็ก 

(0.56 ± 0.08 µM) มีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับกอนดื่ม (1.1 ± 0.09 µM) ระดับของ MDA ใน

พลาสมามีคาเพิ่มขึ้นจาก 2.0 ± 0.1 µM เปน 2.6 ± 0.1 µM อยางไรก็ตามพบวา ระดับของ protein 

carbonyl, superoxide, nitrite oxide metabolites, การทํางานของเอนไซม GCL และการตอบสนอง

หลอดเลือดไมมีการเปลี่ยนแปลงหลังจากดื่มน้ําผักเม็ก การศึกษาครั้งนี้สรุปไดวา การดื่มน้ําผักเม็กระยะสั้นมี

ความปลอดภัยและสามารถเพ่ิม antioxidant ในพลาสมาได 
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 ดังนั้นจึงนาสนใจเปนอยางยิ่งที่จะศึกษาเพ่ือใหเขาใจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ของพืชสมุนไพรไทยชนิดนี้เพื่อใชเปนองคความรูพื้นฐานอันจะเปนจุดเริ่มตนที่จะนําไปสูการบริโภคดวย

ความเชื่อมั่นและปรับปรุงผลิตภัณฑทางการเกษตรของพืชที่มีอยูแลวในประเทศใหยั่งยืนตอไป 

 

1.2 ความสําคัญและที่มาของปญหา 

 การศึกษาวิจัยเพ่ือคนหาสาเหตุของการเกิดโรคตางๆ เปนสิ่งที่สําคัญหากแตการศึกษาหาสิ่งท่ีจะนํามา

รักษาหรือลดความเสี่ยงของการเกิดโรคโดยเฉพาะสารที่ไดรับจากธรรมชาตินั้นนาจะยิ่งมีความสําคัญมากกวา 

ภายใตภาวะของอุบัติการณของโรครายตางๆ ทีม่ีอยูในปจจุบันโดยเฉพาะอยางยิ่งโรคเรื้อรังอันเกิดจากความไม

สมดุลของสารตางๆ ภายในรางกาย รูปแบบการดํารงชีวิตที่เปลี่ยนไป รูปแบบการบริโภคอาหารที่ลวนเปน

ปจจัยเสี่ยงตอการเกิดโรคเหลานี้แทบทั้งสิ้น 

 จากการศึกษาทางดานระบาดวิทยาพบวา สารอาหารท่ีไดรับความสนใจมากที่สุดและเปนที่ยอมรับวา

นาจะเก่ียวของกับการกอมะเร็ง คือ ไขมัน ซึ่งมีแนวโนมเพ่ิมอัตราเสี่ยงตอการเปนมะเร็ง ไขมันไมเพียงแตจะทํา

หนาที่เปนแหลงพลังงานที่สําคัญแกรางกายเทานั้น แตยังรวมอยูเปนองคประกอบในเมมเบรน และทําหนาท่ี

ควบคุมของเหลวในเมมเบรน ลิพิดเปอรออกซิเดชัน เปนกระบวนการที่กรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวและฟอสโฟลิพิด

เกิดการเสื่อมสภาพหรือเสียสภาพจากการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ ทําใหเกิดลิพิดเปอรออกไซดข้ึนที่เยื่อหุมเซลล 

หรือ ลิพิดในเลือด และในของเหลวในรางกายอ่ืนๆ เปนตน อนุมูลอิสระเพียง 1 อนุมูลสามารถทําใหเกิดลิพิด

เปอรออกไซดเปนจํานวนหลายรอยโมเลกุลกอนที่จะสิ้นสุดปฏิกิริยา ดังนั้นความเสียหายจะไมไดเกิดข้ึนเฉพาะ

กับเยื่อหุมเซลลเทานั้น แตจะขยายวงกวางไปยังองคประกอบอื่นๆ ภายในเซลล ซึ่งกระบวนการเหลานี้อาจทํา

ใหเกิดการตายของเซลล การอักเสบ อันจะกอใหเกิดพยาธิสภาพของโรคความเสื่อมตางๆ ตามมา เชน โรค

หลอดเลือดหัวใจอุดตัน (Atherosclerosis) โรคความดันโลหิตสูง โรคเบาหวาน โรคมะเร็ง โรคอัลไซเมอร โรค

ตอกระจก เปนตน ดังนั้นการศึกษาหาสารออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรที่จะมีผลตอการลดความเสี่ยงอันอาจจะ

เกิดขึ้นจากไขมันจึงเปนแนวทางที่นาสนใจ เนื่องจากกระบวนการที่จะนํามาอธิบายใหชัดเจนนั้นยังไมทราบแน

ชัด มีเพียงสมมติฐานที่ตั้งข้ึนมาเปนแนวทางเพ่ือรอการพิสูจนตอไป 

 นอกจากลิพิดเปอรออกซิเดชันแลว ในการวิจัยนี้ผูวิจัยยังสนใจที่จะทําการศึกษาผลของสารสกัดจาก

พืชสมุนไพรตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอื่นๆ ซึ่งสามารถกระตุนใหเกิดความเสียหายตอดีเอ็นเอ โปรตีน และไขมัน

ภายในเซลล โดยเฉพาะความเสียหายที่เกิดข้ึนกับโมเลกุลขอลงกรดนิวคลีอิก จะสามารถถายทอดทาง

พันธุกรรมไปยังเซลลที่เกิดใหม บางครั้งอาจแสดงออกมาใหเห็นท่ีรูปรางของสิ่งมีชีวิต หรืออาจเปลี่ยนแปลง

จนถึงขั้นกลายเปนมะเร็งในที่สุด ดังนั้นการคนหาสารที่จะมายับยั้งอนุมูลอิสระตางๆ รวมถึงกลไกการตอตาน
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กระบวนการดังกลาวจึงเปนจุดเริ่มตนที่นาสนใจสําหรับการหยุดยั้งการพัฒนาไปเปนมะเร็งรวมทั้งโรคเรื้อรัง

อ่ืนๆ อันเปนสาเหตุการตายลําดับตนๆ ในปจจุบัน 

 สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี พระราชทานพระราชดําริใหสํานักงานมูลนิธิชัย

พัฒนาดําเนินการรับโอนท่ีดินซึ่งครอบครัวลักคุณะประสิทธิ์ขอพระราชทานนอมเกลาฯ ถวายที่ดินจํานวน 14 

แปลงเนื้อที่รวม 160 ไร 1 งาน 46 ตารางวา ตั้งอยูทีต่ําบลตกพรม อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรีเพ่ือใชประโยชน

ในมูลนิธิชัยพัฒนาโดยไดดําเนินการจัดทําโครงการพัฒนาปาชุมชนใหผูสนใจเขามาศึกษาหาความรูเพ่ือการ

อนุรักษ และฟนฟูสภาพปาไม รวมทั้งสนับสนุนใหชุมชนมีความเขาใจและรูจักใชทรัพยากรธรรมชาติใหเกิด

ประโยชนอยางยั่งยืน 

 จากการศึกษาเก็บขอมูลเบ้ืองตนจากโครงการฯ ดังกลาว พบวาในพื้นที่ของโครงการฯ มีพืชสมุนไพรท่ี

หลากหลายอยูเปนจํานวนมาก แตมีปญหาในเรื่องการขาดหลักฐานทางวิทยาศาสตรมารองรับการนําไปใช จึง

ทําใหคณะผูวิจัยสนใจที่จะศึกษาผลของสวนสกัดหยาบและสารบริสุทธิ์ที่ไดจากพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระในหลากหลายมิติ ซึ่งในเบื้องตนผูวิจัยพบวา เสม็ดแดงเปนพืชอีกชนิดที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่คอนขาง

สูงเมื่อเปรียบเทียบกับพืชชนิดอื่น ในการศึกษานี้ผูวิจัยจึงมุงเปาการวิจัยไปที่พืชชนิดนี้เพื่อศึกษาในเชิงลึกถึง

สารท่ีเปนองคประกอบที่สามารถออกฤทธิ์ดังกลาวได เพ่ือเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรที่ชวยสนับสนุนการใช

สมุนไพรพื้นบานอันเปนการสนองแนวพระราชดําริในสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี และ

เพ่ือลดการนําเขายาและอาหารเสริมสุขภาพจากตางประเทศ นอกจากนี้อาจไดสารที่จะนําพัฒนาเปนยา

ตนแบบรักษาโรคตางๆ ตอไป  

 

1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือหาปริมาณสารประกอบฟนอลและสารประกอบฟลาโวนอยดจากสวนสกัดยอยของพืชสมุนไพร 

2. เพ่ือวิเคราะหฤทธิต์านอนุมูลอิสระของสวนสกัดยอยของพืชสมุนไพร 

3. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเกิดลิพิดเปอรออกซิเดชันของพืชสมุนไพร 

4. ศึกษาโครงสรางทางเคมีของสารสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบานที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย 

 นําใบเสม็ดแดงจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) จังหวัดจันทบุรีมาสกัดดวย

ตัวทําละลายอินทรียตางๆ ทําการหาปริมาณสารประกอบฟนอล และสารประกอบฟลาโวนอยดทั้งหมดจากสวน

สกัด จากนั้นนําสารท่ีสกัดไดทดสอบฤทธิ์ตานการเกิดออกซิเดชันของไขมันและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระซึ่งเปนการ



6 

 

ทําในหลอดทดลอง จากนั้นนําสวนสกัดยอยไปแยกใหไดสารบริสุทธิ์และหาโครงสรางทางเคมีที่มีฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระอกีครั้ง 

 

1.5 วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุป ทฤษฎ ีและ/หรือ แนวทางความคิดที่นํามาใชในการวิจัย 

สมุนไพรไทยหลายชนิดท่ีถูกนํามาใชในงานสาธารณสุขมูลฐานของประเทศไทย มีสรรพคุณทางยา

หลายดาน เชน รักษาผดผื่นคัน ลดระดับน้ําตาลในเลือด ความดัน และโรคหัวใจรักษาอาการ ขัดเบาปสสาวะ

พิการ ขับปสสาวะ ริดสีดวงทวาร แกกระษัย ขับนิ่ว ขับปสสาวะใชเปนยาอายุวัฒนะ แกไขขับเหงื่อ และแก

เบาหวานรักษาอาการเสนตึงหรือนํามาทําเปนขี้ผึ้งรักษาแผลเรื้อรัง ใบสดตําพอกบริเวณที่เปนแผล แกอักเสบ 

แกริดสีดวงจมูก ขับนิ่วในทางเดินปสสาวะใบและราก แกโรคบิด ขับเหงื่อ แกแผลอักเสบ รากสดตําพอก

บริเวณแผล (มาโนช วามานนท, เพ็ญนภา ทรัพยเจริญ, 2540) ถึงแมวาจะเปนที่ทราบกันดีในกลุมแพทยแผน

ไทยวาสมุนไพรไทยมีสรรพคุณตางๆ มากมาย แตหลักฐานทางวิทยาศาสตรที่มีรายงานสวนใหญมักจะเก่ียวของ

กับคุณสมบัติในการลดน้ําตาล ลดความดัน และการขับปสสาวะ แตขอมูลเก่ียวกับฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ

ฤทธิย์ับยั้งการเกิดลิพิดเปอรออกซิเดชันยังมีคอนขางจํากัด ซึ่งทําใหเกิดขอกังขาไดวาการรับประทานผลิตภัณฑ

จากสมุนไพรพื้นบานเปนประจําเพื่อใชเปนยาอายุวัฒนะจะมีผลตอกระบวนการตางๆ เหลานี้หรือไม และใน

กรณีของผูปวยโรคเรื้อรังหรือโรคที่เกิดจากความเสื่อมของเซลล สมุนไพรจะมีประสิทธิภาพในการปองกันการ

เกิดกระบวนการดังกลาวหรือไม นอกจากนี้ยังมีคําถามตอไปวาสารท่ีพบในสมุนไพรจะมีฤทธิ์ดังกลาวหรือไม

เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีซึ่งสารดังกลาวอาจมีฤทธิ์ในการกอโรครายอ่ืนๆ ไดเชนกัน นอกจากนี้

ผูวิจัยยังตองการศึกษาโครงสรางทางเคมีของพืชสมุนไพรดังกลาวดวย ผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่จะทดสอบสมมติฐาน

ดังกลาวซึ่งขอมูลที่ไดจะนํามาใชเพื่อเปนหลักฐานสนับสนุนถึงความปลอดภัยและเห็นคุณคาของการใช

สมุนไพรในงานสาธารณสุขมูลฐานและสงเสริมคุณคาของผลิตภัณฑเพ่ือเปนสินคาเพ่ือสุขภาพในลําดับตอไป 

 

1.6 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 1.6.1 เปนองคความรูในการวิจัยตอไป 

องคความรูใหมที่ไดจากการสกัดสารที่มีฤทธิ์แอนติออกซิแดนทของสวนสกัดจากพืชสมุนไพรจะ

สามารถนําไปเปนขอมูลทางวิทยาศาสตรที่สนับสนุนคุณคาทางยาของพืชสมุนไพร หรือผลิตภัณฑเสริมอาหาร

ที่ไดจากพืชสมุนไพร และนําขอมูลที่ไดจดองคความรูที่ไดในรูปสิทธิบัตรได  ทําใหองคความรูนี้เปนของประเทศ

ไทย และยังสามารถตีพิมพเผยแพรผลงานทางวารสารวิชาการเปนการสรางชื่อเสียงใหแกประเทศไทย 

นอกจากนี้สามารถใชขอมูลที่ไดรับจากงานวิจัยไปเปนพื้นฐานและองคความรูที่สามารถนําไปตอยอด และผลิต

เปนยาชนิดใหมได 
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 1.6.2 บริการความรูแกประชาชน 

องคความรูใหมที่ไดจากการสกัดสารที่มีฤทธิ์แอนติออกซิแดนทของสวนสกัดยอยจากพืชสมุนไพร จะ

สามารถนําไปเปนขอมูลทางวิทยาศาสตรที่สนับสนุนคุณคาทางยาของสมุนไพรเพ่ือสงเสริมใหมีการเพาะปลูก

และอนุรักษพืชสมุนไพรมากขึ้น โดยทําการเผยแพรผานสื่อตางๆ เชนรายการวิทยุเพื่อประชาชน และวารสาร

ตางๆ รวมทั้งขอมูลที่ไดจะถูกนําเผยแพรโดยโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) จังหวัด

จันทบุรี กรมทรัพยากรทางทะเลและชายฝง กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม 

 1.6.3 บริการความรูแกภาคธุรกิจ และนําไปสูการผลิตเชิงพาณิชย 

สมุนไพรตางๆ อาจเปนพืชที่มีศักยภาพตอการพัฒนาในเชิงพาณิชยได เพราะมีการเจริญเติบโตไดเร็ว

เมื่อมีการเก็บเก่ียว ขึ้นไดทั่วไปในเขตปาภาคตะวันออกและใกลเคียง ขอมูลทางวิทยาศาสตรที่ไดจะเปนสิ่ง

ยืนยันของประสิทธิภาพของพืชสมุนไพรในการนํามาใชเปนชา หรือเปนสมุนไพรในเครื่องสําอาง สงเสริมการ

ขายใหกลุมวิสาหกิจชุมชน ทําใหผูซื้อมีความมั่นใจในผลิตภัณฑมากขึ้น และผูผลิตสามารถขยายตลาดออกไปสู

วงกวางมากขึ้น รวมท้ังการนําความรูนี้ไปประยุกตใชทํายา เครื่องสําอาง และผลิตภัณฑเสริมอาหารอยางอ่ืนได

อีก 

นอกจากนี้สารที่มีฤทธิ์แอนติออกซิแดนทของสวนสกัดจากสมุนไพรที่แยกไดอาจเปนสารชนิดใหมและ

มีประสิทธิภาพดีกวาสารแอนติออกซิแดนทเดิมในอุตสาหกรรมอาหารและยาหลังจากจดสิทธิบัตรแลวสามารถ

ใหขอมูลแกภาคธุรกิจไดแก องคการเภสัชกรรม หรือ บริษัทยา เปนตน เพื่อนําไปผลิตเปนสูตรยาในเชิง

พาณิชยตอไป 

 1.6.4 เปนประโยชนตอประชากรกลุมเปาหมาย 

ประชากรท่ัวไปของประเทศไทยโดยเฉพาะผูสูงอายุที่มีความเสี่ยงที่จะเกิดโรคที่เกิดจากความเสื่อม

และโรคที่เกิดจากอนุมูลอิสระกันมาก จะสามารถไดใชยาที่มีคุณภาพมากกวาเดิม และผลขางเคียงนอยลง 

นอกจากนี้ในโครงการวิจัยนี้เมื่อแลวเสร็จ คาดวาจะสามารถผลิตนักวิจัยรุนใหมภายใตการศึกษาระดับ

บัณฑิตศึกษา จํานวนไมนอยกวา 1 คน และเปนโครงงานวิจัยยอยแกนิสิตระดับปริญญาตรีประมาณ 1 

โครงงาน 

หนวยงานที่จะนําผลการวิจัยไปใชไดแก สถาบันการศึกษาวิจัย ทั้งในดานชีวเคมี เภสัชเคมี เชน คณะ

วิทยาศาสตร คณะเภสัชศาสตร ในการนําผลการศึกษาไปศึกษาตอยอด  และองคการเภสัชกรรม หรือ

หนวยงาน บริษัทอุตสาหกรรมยา ในการนําไปพัฒนาเปนสูตรยาและชุมชน และประชาชนมีหลักฐานทาง

วิทยาศาสตรรองรับการใชสมุนไพรตางๆ 
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บทท่ี 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

2.1 วัสดุและอปุกรณ 

2.1.1 ชุดเครื่องแกวและเครื่องมือมาตรฐาน 

 1.  Air oven incubator (Bindea, Germany) 

 2.  Autopipette (Gilson, France) 

 3.  Blender (Electrolux, China) 

 4.  Chromatography paper number 1 (Whatman, UK) 

 5.  Flask evaporating pear shape (Schott, Germany) 

 6.  Freeze-dryer (GAST, USA) 

 7.  Microplate reader (Versa max, USA) 

 8.  Nuclear magnetic resonance spectrometer 400 MHz (NMR) (Bruker, Germany) 

 9.  Rotary evaporator (EYELA, Japan) 

 10.  Separating funnel (Witeg, Germany) 

 11.  Vacuum pump (GAST Mfg., USA) 

 12.  96 well microplate (Costar, USA) 

 13. เครื่องวัดพีเอช (pH meter) รุน 713 pH Meter (Metrohm, ประเทศสาธารณรัฐฝรั่งเศส) 

 14. เครื่อง NMR รุน AVANCE 400 ยี่หอ BRUKER ความถ่ี 400 MHz 

 

2.1.2 สารเคมี 

 1.  Ascorbic acid (APS, Australia) 

 2.  Deuterated chloroform (CDCl3) (Merck, Germany) 

 3.  Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Merck, Germany) 

 4.  Dimethyl sulfoxide-d6 (DMSO-d6) (Merck, Germany) 

 5.  Distilled water 

 6.  Ethanol (Merck, Germany) 

 7.  Ethyl acetate (Merck, Germany) 
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 8.  Hexane (Honey Well B&J, USA) 

 9.  Methanol (Honey Well B&J, USA) 

 10. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma, Germany) 

 11. Acetic acid (Carlo erba, Germany) 

 12. Ethylene-dinitrilotetraacetic acid (EDTA) (Merck, Germany) 

 13. Ferrous sulphate (Lobachemie, India) 

 14. Ferrozine (Sigma, Germany) 

 15. Folin-Ciocalteu’s reagent (Carlo erba, Germany) 

 16. Hydrochloric acid (Merck, Germany) 

 17. Iron (III) Chloride hexahydrate (MERCK, Germany) 

 18. Silica gel size 0.040-0.063 mm. (Merck, Germany) 

 19. Sodium carbonate (Carlo erba, Germany) 

 20. 2,4,6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ) (Sigma, Germany) 

21. TLC silica gel 60 F254 aluminium sheet 20×20 cm. (Merck, Germany) 

22.  Chloroform-d, CDCl3 

23. Deuterium oxide, D2O 

24. Methanol-d4, CD3OD 

25. Dimethyl Sulfoxide-d6, DMSO, (CD3)2SO 

 26. Acetone-d6 

 

2.2 พืชท่ีนํามาใชในการศึกษา 

 จากการศึกษาที่ผานมา ผูวิจัยพบวา สารสกัดจากใบเสม็ดแดง (Syzygium gratum (Wight) S.N. 

Mitra var. gratum) ซึ่งอยูในวงศ Lecythidaceae มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับพืชชนิด

อ่ืนๆ การทําวิจัยนี้จึงไดเลือกเอาเฉพาะใบเสม็ดแดงซึ่งเก็บมาจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิ

ชัยพัฒนา) จังหวัดจันทบุรี มาทําการศึกษาตอยอดเพ่ือนําสวนสกัดยอยไปแยกใหไดสารบริสุทธิ์และหา

โครงสรางทางเคมีที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอีกครั้ง 

 

2.3 การเตรียมตัวอยางพืช 

นําใบเสม็ดแดงมาลางใหสะอาดและหั่นเปนชิ้นเล็กๆ หลังจากนั้นนําไปอบใหแหงในตูอบลมรอนที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และปนใหละเอียด แบงพืชมาสกัดแบบ maceration ดวยเอทานอลในอัตราสวน 
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1:10 เปนเวลา 5 วัน กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No. 1 แยกสวนกากและสวนเอทานอล ทําซ้ํา 3 

ครั้ง จากนั้นนําไประเหยเอทานอลออกดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ สวนสกัดเอทานอลถูกนําไปแยกดวย

น้ําแลวแยกตอ (partition) ดวยเฮกเซนและเอทิลอะซิเตทโดยใชกรวยแยก แตละชั้นถูกนําไประเหยตัวทํา

ละลายออกดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ นําแตละสวนไปชั่งเพื่อคํานวณ %yield นําสารที่ไดเก็บไวที่ -20 

องศาเซลเซยีส จนกวาจะทําการวิเคราะห 

 

2.4 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม 

ดัดแปลงจากวิธีของปรียานุช อินทรรอด (2551) โดยทําการสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายกรด

แกลลิก (gallic acid) โดยเตรียมกรดแกลลิก (gallic acid) ละลายในเมทานอล แลวนํามาเจือจางท่ีความ

เขมขนตางๆ ดังนี้ 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทําการทดสอบโดยเริ่มจากปเปตน้ํากลั่น 

500 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายกรดแกลลิก (gallic acid) หรือสวนสกัดพืช ปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร ผสม

ใหเขากัน เติม Folin-Ciocalteu 125 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 6 นาที ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติม 

สารละลาย 7% โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นเพื่อปรับปริมาตรสุดทาย

เปน 3 มิลลิลิตร และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 90 นาที จากนั้นปเปตสารละลายลงในไมโครเพลท ปริมาตร 150 

ไมโครลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง

แบบไมโครเพลท แสดงปริมาณสารฟนอลรวมจากสมการกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก (gallic acid) โดยมี

สมการเสนตรง คือ y = 1.760+0.146 มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ เทากับ 0.990 แสดงปริมาณฟนอลรวม

เฉลี่ยในรูปมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอมิลลิกรัมของสารสกัดพืช ผลการทดลองท่ีไดแสดงเปนคาเฉลี่ย±

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง ที่เปนอิสระตอกัน แตละครั้งทํา 3 ซ้ํา 

 

2.5 การทดสอบฤทธิ์การกําจัดอนุมูล DPPH 

ดัดแปลงจากวิธีของปรียานุช อินทรรอด (2551) โดยเตรียมสารละลาย DPPH ในเมทานอลที่มีความ

เขมขน 0.2 มิลลิโมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และสารสกัดพืชที่ความเขมขน 6.25, 12.5, 25, 50, 100 

ไมโครกรัมกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารสกัดพืช 50 ไมโครลิตร และสารละลาย DPPH ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท โดยใชวิตามินซี (L-ascorbic 

acid) และบีเอชที (butylated hydroxytoluene) เปนสารตานอนุมูลอิสระอางอิง ทําการคํานวณเปอรเซ็นต

การกําจัดอนุมูล DPPH จากสมการ 
 

เปอรเซ็นตการกําจัดอนุมูล DPPH   =   Aa – (Ab –Ac)/Aa x 100 
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โดยที่     Aa คือคาการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมที่ประกอบดวยเมทานอลและสารละลาย DPPH 

           Ab คือคาการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมที่ประกอบดวยตัวอยางและสารละลาย DPPH 

 Ac คือคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่ประกอบดวยตัวอยางและเมทานอล 

ผลการทดลองที่ไดแสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง ที่เปนอิสระ

ตอกัน แตละครั้งทํา 3 ซ้ํา 

 จากนั้นวิเคราะหหาคา EC50 โดยคํานวณจากสมการเสนตรงของพืชแตละชนิด ดังนี้ คํานวณคา EC50 

ของใบเสม็ดแดงจากสมการเสนตรง y = 0.863x+13.90 มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.904 

 

2.6 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ 

 ดัดแปลงจากวิธีของ Rao et al. (2010) สรางกราฟมาตรฐานสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก โดย

ละลายกรดแกลลิกในเมทานอล จากนั้นทําการเจือจางท่ีความเขมขนตางๆ ดังนี้ 6.25, 12.5, 25, 50, 100 

ไมโครกรัมกรัมตอมิลลิลิตร ทําการทดสอบโดยเริ่มจากปเปตสารละลายกรดแกลลิก หรือสารสกัดพืช ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.2 โมลาร, pH 6.6) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และ 1% 

โพแทสเซียมเฟอรลิกไซยาไนด (K3Fe (CN)6) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียสดวยตูอบควบคุมอุณหภูมิเปนเวลา 30 นาที แลวเติม 10% กรดไตรคลอโรอะซิติก ปริมาตร 2.5 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที และเก็บ

สารละลายสวนบนปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมน้ํากลั่น 2.5 มิลลิลิตร และสารละลาย 0.1% เฟอรริกคลอไรด 

(FeCl3) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคา

การดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท คํานวณความสามารถในการรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก โดยมี

สมการเสนตรง คือ y = 7.616x + 0.069 มีคาสัมประสิทธสหสัมพันธ เทากับ 0.999 แสดงความสามารถใน

การรีดิวซในรูปมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอมิลลิกรัมของสารสกัดพืช ผลการทดลองที่ไดแสดงเปน

คาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง ที่เปนอิสระตอกัน แตละครั้งทํา 3 ซ้ํา 

 

2.7 การศึกษาคุณลักษณะทางเคมีขององคประกอบในสารสกัด 

 นําสวนสกัดยอยไปทําการแยก fraction โดยการทํา column chromatography จากนั้นนําไปศึกษา

โคร งสร า งและคุณลั กษณะทาง เคมี  (elucidation) โดย ใช  Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

Spectroscopy, Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy (LC-MS) แ ล ะ  Scanning Electron 

Miscroscopy (SEM) 

 2.7.1 การคัดเลือกระบบตัวทําละลาย 
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 สารละลายตางๆ ถูกนํามาใชสําหรับการชะสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกมาแบบ isocratic elution 

ตามวิธีของ Claeson (1993) ซึ่งการคัดเลือกระบบของตัวทําละลายทําโดยนําไปรันบนโครมาโตกราฟแบบชั้น

บาง (thin layer chromatography; TLC) ตัวทําละลายที่นํามาใช โดยปกติจะมีความมีข้ัวที่แตกตางกัน เชน 

เฮกเซน เอทิลอะซิเตท คลอโรฟอรม ไดคลอโรมีเธน หรืออะซิโตน สําหรับสารท่ีมีขั้วนอย สวนเมทานอลใน

คลอโรฟอรม ไดคลอโรมีเธนหรือเอทิลอะซิเตท จะใชสําหรับสารที่มีข้ัวมากกวา 

 2.7.2 การแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากใบเสม็ดแดงโดยโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 dry filling method เปนวิธีที่ถูกนํามาใชสําหรับการบรรจุซิลิกาเจลในคอลัมน ซิลิกาเจลถูกบรรจุ

ลงในคอลัมนตามแรงดึงดูดเพื่อที่จะทําใหเปนเนื้อเดียวกัน ซึ่งระหวางการบรรจุไมควรคนหรือกวนและควรท้ิง

ไวขามคืน ผสมสารสกัดกับซิลิกาเจลในอัตราสวน 1:1.5 (ปริมาตร/ปริมาตร สารสกัด:ซิลิกาเจล). จากนั้นทํา

การระเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ สารตัวอยางจะถูกโหลดจากดานบนของคอลัมน 

หลังจากนั้นจะทําการชะสารออกมาจากคอลัมนดวยการปรับความเขมขนของตัวทําละลาย 

 2.7.3 การทดสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบชั้นบาง  

 แฟรกชันตางๆ จากโครมาโตกราฟแบบคอลัมนถูกแตมดวยหลอดแคปลารีลงบนแผน TLC (silica 

gel 60 F254 aluminium sheet) แลวนําไปวางบนภาชนะที่ใสตัวทําละลายที่เหมาะสมจนกระทั่งตัวทําละลาย

เคลื่อนที่มาจนถึง front line จากนั้นทําการตรวจสอบอแลวทําการเก็บแฟรกชันท่ีมีคา Rf ใกลเคียงกัน แลว

นําไปทําใหเขมขนมากขึ้นดวยเครื่องระเหยตัวทําละลาย  

 2.7.4 การวิเคราะหสารตานอนุมูลอิสระบนแผน TLC 

 แตละแฟรกชันถูกวิเคราะหความสามารถในการตานอนุมูล DPPH โดยการพนสารละลาย DPPH 

บนแผน TLC กอนนําไปสองใตแสงยูว ี

 2.7.5 ก า ร ศึ ก ษ า ส า ร อ อ ก ฤ ท ธิ์ ท า ง ชี ว ภ า พ ด ว ย  Nuclear Magnetic Resonance 

spectroscopy (NMR) 

 สเปกตรัมของ NMR ถูกหาดวยเครื่อง AVANCE 400 NMR spectrometer (400 MHz) โดยใช TMS 

เปน internal standard นําแฟรกชันตางๆ ที่ไดจากการทําโครมาโตกราฟแบบคอลัมนมาละลายดวย CDCl3 

หรือ DMSO-d6 กอนที่จะนํามาวิเคราะหดวย NMR spectroscopy. 

 

2.8 การวิเคราะหทางสถิต ิ

 ทุกตัวอยางในแตละการวิเคราะหทําการทดสอบ 3 ซ้ํา เปนจํานวนอยางนอย 3 ครั้ง โดยแสดงผลเปน

คาเฉลี่ย  สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean  SD) การวิเคราะหความแตกตางของสารตานอนุมูลอิสระใชการ

ทดสอบ One-way ANOVA และ Duncan’s multiple range tests เมื่อกําหนดความเชื่อมั่นที่ P < 0.05 

โดยใชโปรแกรม Minitab เวอรชัน 18 
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บทท่ี 3 

ผลการวิจัย 

3.1 การเตรียมสารสกัดจากพืช 

 จากการนําใบเสม็ดแดงที่อบแหงแลวมา 800 กรัม สกัดดวยเอทานอลในอัตราสวน 1:10 และนําไป

ระเหยแหง โดยจะไดน้ําหนักสารสกัด และคํานวณ %yield ไดตามตารางท่ี 3-1 โดยใบเสม็ดแดงไดน้ําหนักสาร

สกัดเอทานอล และมี %yield คือ 118.20 กรัม และ 14.75% ตามลําดับ จากนั้นนํามาแยกเปนสวนสกัดยอย

ตามความมีข้ัวของตัวทําละลายโดยแบงเปน สวนสกัดยอยเฮกเซน สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตท และสวนสกัด

ยอยน้ํา ซึ่งมีน้ําหนักของสารสกัดเทากับ 7.45, 17.79 และ 29.78 กรัม ตามลําดับ คิดเปน %yield เทากับ 

6.41, 15.31 และ 25.63% ตามลําดับ 

ตารางที่ 3-1 ปริมาณสารสกัดเอทานอลและสวนสกัดยอยตางๆ และ %yield จากแตละสวนสกัดของใบเสม็ดแดง 

สวนสกัด /  

สวนสกัดยอย 

น้ําหนักพืชสด 

(กรัม) 

น้ําหนักสารสกัด 

(กรัม) 
%yield 

เอทานอล 800 118.203 14.75 

เฮกเซน - 7.45 6.41 

เอทิลอะซิเตท - 17.79 15.31 

น้ํา - 29.78 25.63 

 

3.2 การทดสอบสวนสกัดยอย 

 สารสกัดเอทานอลและสวนสกัดยอยตางๆ ไดแก เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และน้ํา ถูกนํามาศึกษา

องคประกอบทางเคมีดวยวิธี NMR spectroscopy นําสวนสกัดเอทานอล และเฮกเซนมาละลายใน CDCl3 

สวนเอทิลอะซิเตท และสวนน้ํานํามาละลายใน DMSO-d6 จากนั้นนํามาวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีดวย 

NMR spectroscopy สเปกตรัม 1H NMR แสดงไวในรูปท่ี 3-1 ถึง 3-4 จากนั้นนําไปทดสอบหาปริมาณฟนอล

รวมและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH และ FRAP  
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รูปที่ 3-1 สเปกตรัม 1H NMR ของสารสกัดเอทานอลจากใบเสม็ดแดง 

 

 

 

รูปที่ 3-2 สเปกตรัม 1H NMR ของสารสกัดยอยเฮกเซนจากใบเสม็ดแดง 
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รูปที่ 3-3 สเปกตรัม 1H NMR ของสารสกัดยอยเอทิลอะซิเตทจากใบเสม็ดแดง 

 
 

รูปที่ 3-3 สเปกตรัม 1H NMR ของสารสกัดยอยน้ําจากใบเสม็ดแดง 

 

 3.2.1 การหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม 

 การหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของใบเสม็ดแดง (รูปที่ 3-5) โดยใชความเขมขนท่ี 1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร พบวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทของใบเสม็ดแดงมีปริมาณสารประกอบฟนอลรวมสูงที่สุด 

เทากับ 151.458±1.360 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอกรัมของสวนสกัด รองลงมา คือ สวนสกัดหยาบเอ
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ทานอล สวนสกัดยอยน้ํา และสวนสกัดยอยเฮกเซน ซึ่งมีปริมาณสารประกอบฟนอลรวมเทากับ 71.195 

46.115 และ 30.117 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอกรัมของสวนสกัด ตามลําดับ 

 
 

รูปที่ 3-5 ปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารสกัดใบเสม็ดแดงทีความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

หมายเหตุ : ขอมูลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง ที่ เปน                 

อิสระตอกัน แตละครั้งทํา 3 ซ้ํา, # แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P  0.05 

 

 3.2.2 การทดสอบฤทธิ์การกําจัดอนุมูล DPPH 

 การทดสอบฤทธิ์ในการกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดจากใบเสม็ดแดงโดยนําสารสกัดใบเสม็ด

แดงมา เจือจางใหไดความเขมขนตางๆ พบวาฤทธิ์ในการกําจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัดใบเสม็ดแดงมี

แนวโนมเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของสารสกัด ทั้งนี้พบวาที่ความเขมขนสูงสุดที่ใชในการทดลอง (0.1-3.5 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) สารสกัดจากใบเสม็ดแดงมีความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ไดคอนขางนอย 

ยกเวนสวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทสามารถยับยั้งอนุมูล DPPH ไดเกือบ 50% (49.62%) สวนสกัดที่เหลือ

สามารถยับยั้งอนุมูล DPPH ไดเพียง 11-24% เทานั้น แตอยางไรก็ยังมีฤทธิ์นี้ไมดีเทากับวิตามินซีที่ใชเปนตัว

ควบคุมเชิงบวก สวนคา EC50 ของการกําจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัดใบเสม็ดแดง (ตารางท่ี 3-2) พบวา สวน

สกัดหยาบเอทานอล สวนสกัดยอยเฮกเซน สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตท และน้ําของใบเสม็ดแดงมีคา EC50 ของ

การกําจัดอนุมูล DPPH เทากับ 0.143 0.667 0.071 และ 0.164 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ในขณะที่คา 

EC50 ของการกําจัดอนุมูล DPPH ของสารละลายวิตามินซี เทากับ 0.022 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 3-2 ความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ของสวนสกัดตางๆ ของใบเสม็ดแดง 

และคา EC50 ของการกําจัดอนุมูล 

สวนสกัด/สวนสกัดยอย % DPPH radical 

scavenging 

EC50 

(mg/mL) 

Ethanol 

Hexane 

Ethyl acetate 

Water 

Ascorbic acid 

21.1 

11.44 

49.62 

24.02 

95.09 

0.143 ± 0.002b,c 

0.667 ± 0.062a 

0.071 ± 0.002c,d 

0.164 ± 0.011b 

0.022 ± 0.001d 

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
a,b,c,d ตัวอักษรตางกันที่อยูในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 

 3.2.3 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ 

 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซซึ่งเปนการทดสอบความสามารถการเปนตัวใหอิเล็กตรอนของ

สารสกัดใบเสม็ดแดง โดยเลือกความเขมขนที่ 0.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 3-3 และรูปที่ 3-6) พบวา 

สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมีคา FRAP มากที่สุดเทากับ 890.885 มิลลิกรัมสมมูลของโทรล็อกซ/สารสกัด 1 

กรัม แสดงวามีความสามารถในการใหอิเล็กตรอนดีที่สุด รองลงมา ไดแก สวนสกัดหยาบเอทานอล (222.414 

มิลลิกรัมสมมูลของโทรล็อกซ/สารสกัด 1 กรัม) สวนสกัดยอยน้ํา (109.128 มิลลิกรัมสมมูลของโทรล็อกซ/สาร

สกัด 1 กรัม) และสวนสกัดยอยเฮกเซน (15.12 มิลลิกรัมสมมูลของโทรล็อกซ/สารสกัด 1 กรัม) ตามลําดับ 

 

ตารางที ่3-3 คา FRAP ของสวนสกัดตางๆ จากใบเสม็ดแดงที่ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

สวนสกัด/สวนสกัดยอย FRAP value (mg TE/g extract) 

Ethanol 

Hexane 

Ethyl acetate 

Water 

222.414 ± 0.370b 

15.12 ± 3.732d 

890.885 ± 4.724a 

109.128 ± 3.433c 

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
a,b,c,d ตัวอักษรตางกันที่อยูในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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รูปที่ 3-6  คา FRAP ของสวนสกัดตางๆ จากใบเสม็ดแดงท่ีความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 

3.3 การแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพดวยโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 จากการศึกษาที่ผานมาจะเห็นไดวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ

ดีที่สุดทั้งในการทดสอบดวย DPPH และ FRAP ดังนั้น จึงเลือกสวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมาแยกองคประกอบ

ทางเคมีดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบคอลัมน รูปที่ 3-7 แสดงถึงการวิเคราะหดวย TLC ของแฟรกชัน FBA7 

หลังจากผานออกมาจากคอลัมน ระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมสําหรับการแยกสารคือเอทิลอะซิเตทผสมกับเฮ

กเซน นําสวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตท 15 กรัมผสมซิลิกาเจลในอัตราสวน 1:1.5 (ปริมาตร/ปริมาตร) ดวยวิธี 

dried packing คอลัมน (เสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตร) ถูกบรรจุดวยซิลิกาเจล 9385 (ขนาดรูพรุน 0.040-

0.063 มิลลิเมตร) ทําการเก็บแฟรกชันตางๆ และตรวจสอบเบื้องตนดวยวิธี TLC สารตานอนุมูลอิสระถูก

วิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเบ้ืองตนดวยการพน DPPH ลงไปบนแผน TLC ซิลิกาเจลที่ถกูบดแลวถูกบรรจุลง

ในคอลัมน ชะดวยระบบตัวทําละลายตางๆ ไดแก เอทิลอะซิเตทผสมกับเฮกเซน และ เมทานอลผสมกับ

เอทิลอะซิเตท ถูกทําใหเขมขนมากขึ้นดวย vacuum rotary evaporator แลวนําไปชั่งน้ําหนัก แฟรกชันยอย

ที่ไดจากการผานคอลัมนครั้งท่ี 1 ถูกเก็บและตรวจสอบดวย TLC (รูปท่ี 3-8) วิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

เบื้องตนดวยการพน DPPH ลงไปบนแผน TLC น้ําหนักแหงและ %yield แสดงไวในตารางที่ 3-4 ซึ่งจะเห็นได

วา แฟรกชัน FSG6 มีน้ําหนักมากที่สุด (5.152 กรัม and 34.347% yield) 
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รูปที่ 3-7  TLC ของแฟรกชันเอทิลอะซิเตทจากใบเสม็ดแดง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3-8 TLC ของแฟรกชันตางๆ หลังจากผานคอลัมนครั้งที่ 1 เมื่อ แฟรกชัน FBA1 ถูกรวมโดยใช SBA1-4, 

แฟรกชัน FBA2 ถูกรวมโดยใช SBA5, แฟรกชัน FBA3 ถูกรวมโดยใช SBA6-7, แฟรกชัน FBA4 ถูกรวมโดยใช 

SBA8-10, แฟรกชัน FBA5 ถูกรวมโดยใช SBA11-16, แฟรกชัน FBA6 ถูกรวมโดยใช SBA17-20, แฟรกชัน 

FBA7 ถูกรวมโดยใช SBA21-22 และ แฟรกชัน FBA8 ถูกรวมโดยใช SBA23-24 

 

ตารางที่ 3-4 น้ํานักแหงและ %yield ของแตละสวนสกัดยอยจากใบเสม็ดแดง ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบ

คอลัมน  

Fraction Dry weight (g) % yield 

FSG1 

FSG2 

0.0883 

0.1242 

0.5886 

0.828 
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Fraction Dry weight (g) % yield 

FSG3 

FSG4 

FSG5 

FSG6 

FSG7 

FSG8 

0.1018 

0.239 

0.175 

5.152 

3.0606 

2.052 

0.6787 

1.5933 

1.1667 

34.3467 

20.404 

13.68 

 

  

3.4 การศึกษาโครงสรางของสารเคมีที่เปนองคประกอบในสวนสกัดยอย 

 หลังจากนั้น ทุกแฟรกชันที่ไดมาจากคอลัมนแรกจะถูกนําไปศึกษาโครงสรางทางเคมีดวย NMR 

spectroscopy โดยแฟรกชัน FSG1 ถูกนํามาละลายใน CDCl3 ขณะท่ีแฟรกชัน FSG2 ถึง FSG8 จะถุกนํามา

ละลายดวย DMSO-d6 จากนั้นศึกษาสเปกตรัม 1H NMR ของทุกแฟรกชัน ดังแสดงในรูปที่ 3-9 ถึง 3-16 

 

 

รูปที่ 3-9 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG1 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 
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รูปที่ 3-10 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG2 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 

 

 

รูปที่ 3-11 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG3 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 
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รูปที่ 3-12 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG4 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 

 

 

รูปที่ 3-13 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG5 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 
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รูปที่ 3-14 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG6 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 

 

 

รูปที่ 3-15 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG7 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 
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รูปที่ 3-16 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG8 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 

3.5 ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของแฟรกชันตางๆ หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 3.5.1 ความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH 

 ในตารางที่ 3-5 แสดงเปอรเซ็นตการกําจัดอนุมูล DPPH ของแฟรกชันยอยตางๆ โดยแฟรกชัน 

FSG7 มีความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ไดสูงท่ีสุดถึง 94.36% ซึ่งใกลเคียงกับกรดแอสคอรบิกที่ถูก

นํามาใชเปนตัวควบคุมเชิงบวก (96.46%) ตามมาดวยแฟรกชัน FSG5 (91.68%), FSG8 (83.81%) และ FSG6 

(82.94%) ตามลําดับ สวนแฟรกชัน FSG4 สามารถกําจัดอนุมูล DPPH ไดเพียง 36% ในขณะที่แฟรกชัน 

FSG1 ถึง FSG3 มีความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ไดคอนขางนอย (30%) 

ตารางที่ 3-5 เปอรเซ็นตการกําจัดอนุมูล DPPH ของแตละแฟรกชันยอย 

Fraction % DPPH radical scavenging 

FSG1 

FSG2 

FSG3 

FSG4 

FSG5 

FSG6 

4.44f 

14.28e 

12.94e 

36.39d 

91.68b 

82.94c 
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Fraction % DPPH radical scavenging 

FSG7 

FSG8 

Ascorbic acid 

94.36a 

83.81c 

96.46a 

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
a,b,c,d ตัวอักษรตางกันที่อยูในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 

 3.5.2 Ferric Reducing Antioxidant Power assay (FRAP) 

 ผลการทดลองแสดงเปนคา FRAP ท่ีความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และใช Trolox เปนสาร

มาตรฐาน แฟรกชัน FSG5 และ FSG6 มีความสามารถในการรีดิวซเหล็กไดดีที่สุด โดยมีคา FRAP เทากับ 

767.373 ± 3.272 และ 747.173 ± 1.425 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox (TE)/กรัมของสวนสกัด ในขณะที่แฟ

รกชัน FSG7 และ FSG4 มีคา FRAP เทากับ 642.604 ± 2.157 and 347.27 ± 2.192 มิลลิกรัมสมมูลของ 

Trolox (TE)/กรัมของสวนสกัด สวนคา FRAP ของแฟรกชัน FSG1-FSG3 มีคาอยูระหวาง 35.912 ± 1.421 

ถึง 92.859 ± 0.872 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox (TE)/กรัมของสวนสกัด (ตารางท่ี 3-6 และรูปที่ 3-17) 

 

ตารางที่ 3-6 คา FRAP ของแตละแฟรกชันยอยที่ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

Fraction FRAP value (mg TE/g extract) 

FSG1 

FSG2 

FSG3 

FSG4 

FSG5 

FSG6 

FSG7 

FSG8 

35.912 ± 1.421h 

57.852 ± 0.198g 

92.859 ± 0.872f 

347.27 ± 2.192d 

767.373 ± 3.272a 

747.173 ± 1.425b 

642.604 ± 2.157c 

314.020 ± 1.175e 

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
a-h ตัวอักษรตางกันที่อยูในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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รูปที่ 3-17 คา FRAP ของแตละแฟรกชันที่ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

a-h ตัวอักษรตางกันที่อยูเหนือแทงกราฟแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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บทท่ี 4 

อภิปราย และสรุปผลการทดลอง 

 

4.1 อภิปรายผลการทดลอง 

 ปจจุบัน การแพทยแผนโบราณและแพทยพ้ืนบานเริ่มกลับมามีบทบาทสําคัญในการดูแลสุขภาพและ

การรักษาโรคตางๆ ทางภาคตะวันออกของประเทศไทยก็เชนกัน เปนแหลงของพืชสมุนไพรหลากหลายชนิด 

จากการศึกษากอนหนาของเสม็ดแดงซึ่งทําการสกัดดวยน้ํา แสดงใหเห็นถึงการมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่

คอนขางดีทั้งในการทดสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ความสามารถในการใหอิเล็กตรอน 

ปริมาณฟนอลรวมและฟลาโวนอยดรวม (Thepmongkon et al., 2013) ความสามารถในการคีเลทโลหะ 

ความสามารถในการกําจัดอนุมูล ABTS (Kukongviriyapan et al., 2007; Petchlert et al., 2013) แมวาใบ

ของเสม็ดแดงจะมีการนํามาใชเปนสมุนไพรและมีการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระมาพอสมควร แตก็ยัง

ไมการศึกษาใดที่ลงไปถึงระดับของสารออกฤทธิ์ที่เปนองคประกอบในใบของเสม็ดแดงเลย ดังนั้น การศึกษานี้

จึงไดทําการทดสอบหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยอาศัยฤทธิ์ตานออกซิเดชันเปนตัวนําทางในการแยกสาร

ออกฤทธิ์ของสารสกัดจากใบเสม็ดแดงที่ไดมาจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) 

จังหวัดจันทบุรี โดยทําการทดสอบฤทธิ์การกําจัดอนุมูล DPPH ทดสอบความสามารถในการรีดิวซ นอกจากนี้

ยังทําการวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม 

 ใบเสม็ดแดงถูกสกัดดวยเอทานอลกอน จากนั้นจึงนําไปสกัดแยกสวนดวยตัวทําละลายเฮกเซน 

เอทิลอะซิเตท และน้ํา ทุกสวนสกัดถูกนําไปศึกษาคุณลักษณะดวย NMR spectroscopy ไดสปเกตรัม 1H 

NMR ของทั้งสี่สวนสกัดดังรูปที่ 3-1 ถึง 3-4 จากนั้นจึงนําไปทดสอบหาปริมาณฟนอลรวม พบวาสวนสกัด

เอทิลอะซิเตทมีปริมาณสารประกอบฟนอลสูงที่สุด คือ 151.485 ± 1.360 มิลลิกรัม GAE/กรัมของสวนสกัด 

ตามมาดวยสวนสกัดหยาบเอทานอล สวนสกัดยอยน้ํา และเฮกเซน ตามลําดับ ซึ่งใกลเคียงกับการศึกษาของ 

Stewart et al. (2013) ที่พบวาในสวนสกัดเอทิลอะซิเตทของเสม็ดแดงมีปริมาณฟนอลรวมเทากับ 149.789 

± 0.381 มิลลิกรัม GAE/กรัม น้ําหนักแหง จากนั้นนําทุกแฟรกชันไปทําการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเพ่ือใช

ในการตัดสินใจเลือกไปทําใหบริสุทธิ์ในข้ันตอไป โดยใชวิธี DPPH radical scavenging assay และ ferric 

reducing antioxidant power (FRAP) เนื่องจากสารตานอนุมูลอิสระมักจะมีหลายๆ กลไกในการยับยั้ง จึง

จําเปนที่จะตองทดสอบมากกวาหนึ่งวิธี จากผลการทดลองจะเห็นไดวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมี

ความสามารถในการยับยั้งอนุมูล DPPH ไดมากที่สุด (EC50 = 0.071 ± 0.002 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) นอกจากนี้

สวนสกัดเอทิลอะซิเตทยังมีคา FRAP สูงที่สุด (890.885 ± 4.724 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัมของสวน

สกัด) Gohar et al. (2013) ผูซึ่งทําการแยกองคประกอบทางเคมีของ Callistemon viminalis ซึ่งเปนพืชวงศ
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เดียวกันกับเสม็ดแดง พบสารตานอนุมูลอิสระหลายชนิด เชน methyl gallate, catechin, gallic acid, 

ellagic acid รวมทั้งสารประกอบฟนอลอีกหลายชนิดท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ดังนั้น สวนสกัดเอทิลอะซิเตท

จึงถูกเลือกที่จะนําไปแยกตอโดยโครมาโตกราฟแบบคอลัมนเพ่ือที่จะศึกษาแฟรกชันที่มีฤทธิ์ตอไป  

 ในสวนของโครมาโตกราฟแบบคอลัมน สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทถูกเลือกมาทําตอในสวนนี้

เนื่องจากมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระท่ีดีกวาสวนสกัดอ่ืนๆ โดยสวนสกัดนี้จะถูกตรวจสอบเบื้องตนดวย TLC 

เพ่ือที่จะเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมกอนท่ีจะนําไปลงคอลัมน โดยระบบตัวทําละลายที่เหมาะสม

สําหรับนํามาแยกสารคือ เอทิลอะซิเตทผสมกับเฮกเซน และเมทานอลผสมกับเอทิลอะซิเตท หลังจากผานสาร

สกัดยอยเอทิลอะซิเตทลงไปในคอลัมน สามารถเก็บแฟรกชันยอยได 8 แฟรกชัน ไดแก แฟรกชัน FSG1 ถึง 

FSG8 โดยแฟรกชัน FSG6 ให %yield มากกวาแฟรกชันอ่ืนๆ (34.35%) จากนั้นนําแฟรกชันยอยทุกแฟรกชนั

ไปทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอีกครั้งหนึ่ง แฟรกชัน FSG7 มีความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH สูงที่สุด

ถึง 94.36% ตามมาดวยแฟรกชัน FSG5 (91.68%) ซึ่งฤทธิ์ดีกวาสวนสกัดเอทิลอะซิเตท (49.62%) ในขณะ

ที่แฟรกชัน FSG5 มีคา FRAP เทากับ 767.373 ± 3.272 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัมของสวนสกัด ซึ่ง

ลดลงเล็กนอยเมื่อเทียบกับตอนที่เปนสวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตท (890.885 ± 4.724 มิลลิกรัมสมมูลของ 

Trolox/กรัมของสวนสกัด) ที่ความเขมขนเดียวกัน (0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  

 

4.2 สรุปผลการวิจัย 

 สารออกฤทธิจ์ากใบเสม็ดแดงมีฤทธิ์ในการกําจัดอนุมลู DPPH สูงกวาสวนสกดัยอยเอทิลอะซเิตท และ

ความสามารถในการใหอิเล็กตรอนก็ไมตางจากสวนสกัดยอยเดิมมากนัก ซึ่งอาจจะเปนผลมาจากการเสริมฤทธิ์

กันของสารตางๆ ที่มีอยูในแฟรกชันนี้ จากผลการศึกษานี้เปนไปไดวาสารออกฤทธิ์ที่เปนองคประกอบในสวน

สกัดยอยเอทิลอะซิเตทมาประยุกตใชในทางโภชนาการและทําเปนอาหารเสริมดวยความที่มีฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระที่ดีและมีสารประกอบฟนอลในปริมาณมาก ซึ่งนาจะสามารถพัฒนาไปเปนอาหารฟงกชัน (functional 

food) ตอไปได อยางไรก็ตาม แฟรกชันนี้ควรจะนําไปแยกและศึกษาองคประกอบทางเคมีโดยละเอียดแลว

นํามาทดสอบความสามารถในการตานอนมุลูอสิระอีกครัง้หนึ่ง  
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รายงานสรุปการเงิน 

เลขท่ีโครงการ 2559A10802022 

ทุนอุดหนุนการวิจัย งบประมาณเงินรายได (เงินอดุหนุนจากรัฐบาล) 

มหาวิทยาลัยบูรพา ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2559 

ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสวนสกัดยอยจากใบเสม็ดแดงในโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด  

(มูลนิธิชัยพัฒนา) 

ชื่อหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน / ผูวิจัย  ดร.ชัชวิน เพชรเลิศ 

รายงานในชวงตั้งแตวันที่ 1 ตุลาคม 2558 ถึงวันที่ 27 กันยายน 2561 

ระยะเวลาดําเนินงาน 1 ป   ตั้งแตวันที่ 1 ตุลาคม 2558 ถึงวันที่ 31 กันยายน 2559 

รายจาย 

หมวด 

รายจายสะสม

จากรายงาน

ครั้งกอน 

คาใชจาย

งวดปจจุบัน 

รวมรายจาย

สะสมจนถึง

งวดปจจุบัน 

งบประมาณ

รวมทั้งโครงการ 

คงเหลือ 

(หรือเกิน) 

1. คาตอบแทน 49,500.00 0.00 49,500.00 49,500.00 0.00 

2. คาจาง 40,250.00 28,750.00 69,000.00 69,000.00 0.00 

3. คาวัสดุ 94,215.22 206,931.52 301,146.74 231,500.00 -69,646.74 

4. คาใชสอย 1,360.00 74,052.74 75,412.74 145,000.00 69,587.26 

5. อุดหนุนสถาบัน 24,750.00 30,250.00 55,000.00 55,000.00 0.00 

รวม 210,075.22 339,984.26 550,059.48 550,000.00 -59.48 

 

จํานวนเงินท่ีไดรับและจํานวนเงินคงเหลือ 

จํานวนเงินที่ไดรับ   

งวดที่ 1 247,500 บาท เมื่อ 15 ธันวาคม 2558 

งวดที่ 2 198,000 บาท เมื่อ 16 กันยายน 2559 

รวม 445,500 บาท  

 

 

.......................................................................  ….………………………-…………………………… 

    หัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน         เจาหนาที่การเงินโครงงานวิจัย 
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