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บทคัดยอ 

 เสม็ดแดงเปนพืชที่พบไดท่ัวไปในเขตภาคตะวันออกของประเทศไทย โดยเฉพาะในเขตโครงการพัฒนา

ปาชุมชนบานอางเอ็ด จังหวัดจันทบุรี พืชชนิดนี้ถูกใชเปนยาสมุนไพรพ้ืนบานสําหรับปองกันและรักษาโรคได

หลายโรค มีรายงานกอนหนานี้ซึ่งทําในสวนสกัดน้ํารอนแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการตานอนุมูลอิสระได

เปนอยางดี แตก็ยังไมมีการศึกษาถึงสารที่เปนองคประกอบในเสม็ดแดงที่มีฤทธิ์ดังกลาว ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ตองการที่จะทําการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เปนองคประกอบอยูในสวนสกัดยอยและแฟรกชันยอย

ตางๆ ของใบเสม็ดแดงหลังจากที่ผานการทําโครมาโตกราฟแบบคอลัมนโดยอาศัยคุณสมบัติในการตานอนุมูล

อิสระเปนตัวนําทางในการทําบริสุทธิ์สาร และเปรียบเทียบฤทธิ์ดังกลาวกับสารสกัดหยาบ จากผลการทดลอง 

พบวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมีปริมาณฟนอลรวมสูงที่สุด (151.458 ± 1.360 มิลลิกรัมสมมูลของกรด

แกลลิก/กรัมของสวนสกัด) และยังสามารถกําจัดอนุมูล DPPH ไดอยางมีประสิทธิภาพ (EC50 = 0.071 ± 

0.002 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการใหอิเล็กตรอนไดคอนขางดี โดยมีคา FRAP 

เทากับ 890.885 ± 4.724 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัมของสวนสกัด ดังนั้น สวนสกัดเอทิลอะซเิตทจึงถูก

เลือกท่ีจะนําไปแยกดวยคอลัมนตอไป หลังจากผานคอลัมนแลว แฟรกชันที่มีฤทธิ์ยังคงมีความสามารถในการ

กําจัดอนุมูล DPPH ไดสูงขึ้น (94.36%) และมีคา FRAP เทากับ 767.373 ± 3.272 มิลลิกรัมสมมูลของ 

Trolox/กรัมของสวนสกัด 

 

Output / Outcome 

- จากการศึกษาพบวาสวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทที่ไดจากใบเสม็ดแดงมีปริมาณหลังการสกัด (%yield) มาก

ที่สุด ประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระทั้งฤทธิ์การกําจัดอนุมูลอิสระ และความสามารถในการใหอิเล็กตรอน

ที่ดีมาก และความสามารถนี้ยังคงปรากฏใหเห็นแมวาจะผานการแยกและทําบริสุทธิ์ดวยโครมาโตกราฟแบบ



คอลัมนแลวก็ตาม จึงนาจะนําแฟรกชันที่แยกไดจากสวนสกัดยอยนี้ไปทําการศึกษาองคประกอบและ

คุณลักษณะทางเคมีและทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอีกครั้งหนึ่งเพ่ือเปรียบเทียบกับสวนสกัดหยาบตอน

เริ่มตน 

- งานวิจัยนี้ทําใหนิสิตระดับป. โท สําเร็จการศึกษา 1 คน 

- ทํ า ใ ห มี ผ ล ง า นวิ จั ย เ รื่ อ ง  Total phenolic content and antioxidant activities from Barrington 

augusta Kurz. leaf extract ไดรับการตีพิมพในรายงานสืบเนื่องจากการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ the 

7th Biennial Meeting of Society for Free Radical Research - Asia ป  2015 หนา 34-42 ณ โรงแรม 

The Empress จังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย 
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 เสม็ดแดงเปนพืชที่พบไดท่ัวไปในเขตภาคตะวันออกของประเทศไทย โดยเฉพาะในเขตโครงการพัฒนา

ปาชุมชนบานอางเอ็ด จังหวัดจันทบุรี พืชชนิดนี้ถูกใชเปนยาสมุนไพรพ้ืนบานสําหรับปองกันและรักษาโรคได

หลายโรค มีรายงานกอนหนานี้ซึ่งทําในสวนสกัดน้ํารอนแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการตานอนุมูลอิสระได

เปนอยางดี แตก็ยังไมมีการศึกษาถึงสารที่เปนองคประกอบในเสม็ดแดงที่มีฤทธิ์ดังกลาว ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ตองการที่จะทําการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เปนองคประกอบอยูในสวนสกัดยอยและแฟรกชันยอย

ตางๆ ของใบเสม็ดแดงหลังจากที่ผานการทําโครมาโตกราฟแบบคอลัมนโดยอาศัยคุณสมบัติในการตานอนุมูล

อิสระเปนตัวนําทางในการทําบริสุทธิ์สาร และเปรียบเทียบฤทธิ์ดังกลาวกับสารสกัดหยาบ จากผลการทดลอง 

พบวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมีปริมาณฟนอลรวมสูงที่สุด (151.458 ± 1.360 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกล

ลิก/กรัมของสวนสกัด) และยังสามารถกําจัดอนุมูล DPPH ไดอยางมีประสิทธิภาพ (EC50 = 0.071 ± 0.002 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการใหอิเล็กตรอนไดคอนขางดี โดยมีคา FRAP เทากับ 

890.885 ± 4.724 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัมของสวนสกัด ดังนั้น สวนสกัดเอทิลอะซิเตทจึงถูกเลือกที่

จะนําไปแยกดวยคอลัมนตอไป หลังจากผานคอลัมนแลว แฟรกชันที่มีฤทธิ์ยังคงมีความสามารถในการกําจัด

อนุมูล DPPH ไดสูงข้ึน (94.36%) และมีคา FRAP เทากับ 767.373 ± 3.272 มลิลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัม

ของสวนสกัด 
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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 3-15 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG7 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 23 

รูปที่ 3-16 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG8 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 24 

รูปที่ 3-17 คา FRAP ของแตละแฟรกชันที่ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  26 

 

 



ฉ 

 

สารบัญตาราง 

           หนา 

ตารางที่ 3-1  ปริมาณสารสกัดเอทานอลและสวนสกัดยอยตางๆ และ %yield   13 

  จากแตละสวนสกัดของใบเสม็ดแดง    

ตารางที่ 3-2 ความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ของสวนสกัดตางๆ    17 

  ของใบเสม็ดแดง และคา EC50 ของการกําจัดอนุมูล    

ตารางที่ 3-3  คา FRAP ของสวนสกัดตางๆ จากใบเสม็ดแดงที่ความเขมขน    17 

  0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

ตารางที่ 3-4  น้ําหนักแหงและ %yield ของแตละสวนสกัดยอยจากใบเสม็ดแดง   20 

  ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบคอลัมน  

ตารางที่ 3-5  เปอรเซ็นตการกําจัดอนุมูล DPPH ของแตละแฟรกชันยอย   24 

ตารางที่ 3-6  คา FRAP ของแตละแฟรกชันยอยที่ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 25 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

1.1 เนือ้หาของเร่ืองที่เคยมีผูทําการวิจัยมากอน 

 ปจจุบันประชาชนทั ่วโลกรวมทั ้งประเทศไทยหันมานิยมใชสมุนไพรทั ้งในแงเปนยา อาหาร 

ผลิตภัณฑเสริมอาหาร เครื่องสําอาง และผลิตภัณฑที่เกี่ยวของกับสุขภาพอื่นๆ แมแตองคการอนามัยโลกก็

เริ่มที่จะตระหนักถึงความสําคัญของการแพทยพื้นบานของแตละประเทศในระบบบริการสาธารณสุข โดยมี

การหยิบยกขึ้นพิจารณาตั้งแตสมัยประชุมสมัชชาอนามัยโลก และมีมติชัดเจนเรื่องการสงเสริมบทบาทของ

การแพทยพื้นบาน (Traditional Medicine) ของแตละประเทศ อยางไรก็ตามยังไมมีการกําหนดนโยบาย

ไวอยางชัดเจน (Banmonan et al., 1983) 

 ประเทศไทยนิยาม “สมุนไพร” วาหมายถึง พืชที่ใชทําเปนเครื่องยา (นโยบายแหงชาติดานยา พ.ศ. 

2536) สวนพ.ร.บ.คุมครองและสงเสริมภูมิปญญาการแพทยแผนไทย (พ.ศ. 2542) นิยามไววา “สมุนไพร” 

หมายถึง สัตว จุลชีพ ธาตุวัตถุ สารสกัดดั้งเดิมจากพืชหรือสัตวท่ีใช หรือแปรสภาพ หรือผสม หรือปรุง เปน

ยาหรืออาหาร เพ่ือการตรวจวินิจฉัย บําบัด รักษา หรือปองกันโรค หรือเสริมสุขภาพรางกายของมนุษยหรือ

สัตว (อรพรรณ มาตังคสมบัติ, 2546) พืชสมุนไพรหลายชนิดมีขอมูลที่คอนขางชัดเจนซึ่งสามารถสืบคนได

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

สมุนไพรในกลุมนี้มีขอมูลทางคลินิกสนับสนุน แตก็ยังมีสมุนไพรอยูอีกมากที่ใชสืบทอดกันมาตามภูมิปญญา

ทองถิ่นหรือตํารับของหมอชาวบานในทองถิ่นนั้นๆ ที่ใหผลในการรักษา แตยังขาดขอมูลทางวิทยาศาสตร 

หรือทางคลินิกสนับสนุน 

 พ ืชสม ุนไพรประกอบดวยสารพฤกษเคม ีชน ิดต า งๆ ได แก  ส เต ียรอล (sterols) เทอร ป น 

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

(2010) พบวาในพืชสมุนไพรสวนใหญมีฟลาโวนอยดอยูเปนจํานวนมากซึ่งมีความสัมพันธกับฤทธิ์แอนติออก

ซิแดนท 

 จะเห็นไดวารายงานเกี่ยวกับสารพฤกษเคมีในพืชสมุนไพร เชน สารประกอบฟนอลิก (phenolic 

compounds) ที่มีฤทธิ์ตานการเกิดออกซิเดชัน ลดความเสี่ยงจากอนุมูลอิสระที่เขาไปทําลายเซลลที่เปน

สาเหตุของการเกิดตางๆ มีความสําคัญในการยับยั้งการเกิดมะเร็งตลอดจนโรคเรื้อรังตางๆ งานวิจัยของ 

Fuhrman และคณะ (2005) ที่ทําการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของน้ําทับทิมวาสามารถลดการสะสมของ
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คอเลสเตอรอลโดยการกด oxidized-LDL และการสัง เคราะหคอเลสเตอรอลในเซล แมคโครฟาจ 

นอกจากนี้ Pothitirat และคณะ (2009) ยังพบวาในเปลือกของพืชบางชนิดยังมีสารแทนนินที่สามารถ

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

สามารถลดความเสี่ยงของการเปนมะเร็ง นอกจากนี้ยังมีสารประกอบในกลุม xanthone ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรีย รา และมีฤทธิ์ตานการอักเสบ ที่สําคัญยังชวยยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

(human leukemia HL60 cells) โดยการเหนี ่ยวนําใหเกิดกระบวนการตายของเซลลแบบ 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) ยังพบวาสวนสกัดเมทานอลในสมุนไพรบางอยางยังมีฤทธิ์

ตานอนุมูลอิสระที่ดีและมีความสัมพันธกับปริมาณสารประกอบฟนอลที่มีในสมุนไพรเหลานั้น  

 เสม็ดแดงมีชื่อวิทยาศาสตรวา Syzygium gratum (Wight) S.N. Mitra var. gratum ชื่ออื่นที่ใชเรียก

คือ ขะเม็ก (กุดบาท) หรือเม็ก เจริญเติบโตไดในสภาพแวดลอมที่เหมาะสม ชอบแสงแดดรําไร เจริญไดดีในดนิ

แทบทุกชนิด มักพบอยูตามริมหวย ขยายพันธุโดยการเพาะเมล็ด เม็กเปนไมพุมตนไมผลัดใบ เปลือกสีน้ําตาล

แดงแตกสะเก็ดแผนบางๆ โคนตน ลักษณะใบเปนใบเดี่ยวออกตรงขาม ลักษณะเหมือนหอก ขอบใบเรียบปลาย

ใบแหลม มีรสฝาดอมเปรี้ยว ดอกออกเปนชอเล็กๆ สีเหลืองออน ออกที่ปลายยอด ออกดอกในชวงเดือน

มีนาคมถึงเมษายน ผลมีลักษณะกลมสีขาวมีขนาดเล็ก น้ํามันจากใบมีกลิ่นคลายการบูร เรียกวา น้ํามันเขียวใช

นวดแกเคล็ดคัดยอก แกหมัดเหา นําสําลีชุบอุดฟนแกปวดฟนได  มีคุณคาทางอาหารคือ สามารถกินเปนยาขับ

เสมหะ แกหลอดลมอักเสบ ขับลม กินมากเปนยาขับพยาธไิด สวนในใบเม็กมีฤทธิ์ทางยา คือ สามารถใชเปนยา

ขับเสมหะ แกหลอดลมอักเสบ ขับลม หากรับประทานในปริมาณมาก สามารถใชเปนยาขับพยาธิได (ลลิตา ธี

ระสิริ, 2543) จากการศึกษาพบวาสารสกัดจากเม็กมีศักยภาพในการปองกันการทํางานท่ีผิดปกติของหลอด

เลือดไดดี (vascular dysfunction) กองโภชนาการ กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข ไดศึกษาคุณคาทาง

โภชนาการของผักชนิดนี้ โดยใหรายละเอียดวา เสม็ดแดง 100 กรัม ใหคารโบไฮเดรต 12.6 กรัม โปรตีน 3 

กรัม ฟอสฟอรัส 27 มิลลิกรัม ธาตุเหล็ก 11.6 มิลลิกรัม และแคลเซยีม 10 มิลลิกรัม ซึ่งพบวาสูงมาก ขณะที่ได

เบตาแคโรทีน 1415 ไมโครกรัม และวิตามินเอ 236 ไมโครกรัม วิตามินซี 16 มิลลิกรัม จัดไดวาผักเม็กเปนผัก

ที่มีคุณคาทางโภชนาการสูงมากชนิดหนึ่ง สวนที่พึงระวังสําหรับการรับประทานผักชนิดนี้ คือ ในเสม็ดแดงมี

สารออกซาเลต (oxalate) สูง หากรับประทานสดหรือรับประทานจํานวนมากอาจเสี่ยงตอการเปนนิ่วได ซึ่ง

แกไขโดยการรับประทานอาหารที่มีโปรตีนหรืออาหารประเภทเนื้อสัตวควบคูกันไป 

 Maisuthisakul และคณะ (2008) ไดทําการศึกษาปริมาณสารตานอนุมูลอิสระ และปริมาณสารตางๆ 

คือ  ปริมาณความชื้นสัมพัทธ ปริมาณฟนอลิกรวม ปริมาณฟลาโวนอยดรวม ปริมาณโปรตีน ปริมาณไขมัน 
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ปริมาณคารโบไฮเดรต พลังงาน ใยอาหาร แคลเซียม เหล็ก และวิตามินซีของใบเสม็ดแดงโดยวิธี partial least 

square (PLS) regression analysis และprincipal component analysis (PCA) และใชวิธี DPPH วิเคราะห

หาสารตานอนุมูลอิสระโดยใช  95% เอทานอลเปนตัวทําละลาย จากงานวิจัยชิ้นนี้ทําใหทราบวามีปริมาณ

ความชื้นสัมพัทธ 79.6% (1.2% Yield) ผลการวิเคราะหหาปริมาณฟนอลิกรวม เม็ก 57.3 mg GAE/g db 

ปริมาณฟลาโวนอยดรวมเทากับ 23.6 mg RE/g db (db คือ dry weight basis) 

 นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของจิรัญญา บุรีมาศ (2550) ที่ศึกษาความเปนไปไดของการดื่มน้ําผักเม็กใน

อาสาสมัครผูใหญสุขภาพปกติ และผูปวยเด็กธาลัสซีเมีย ในแงของความปลอดภัยและประสิทธิภาพเบื้องตน 

อาสาสมัครทั้งหมดดื่มน้ําผักเม็กในขนาดที่ใหชงดื่มคือ 0.1 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัวตอวัน แตไมเกินวันละ 5 

กรัม แบงชงดื่มวันละ 2 ครั้ง เปนเวลา 7 วัน แลวทําการเก็บตัวอยางเลือด กอนและหลังการศึกษา เพื่อ

ประเมินความปลอดภัยและผลตอภาวะเครียดออกซิเดชัน โดยวัดตัวแปรตางๆ จากการศึกษาพบวา การดื่มน้ํา

ผักเม็กระยะสั้นมีความปลอดภัย และไมมีความผิดปกติจากผลการตรวจทางหองปฏิบัติการทั้งการตรวจ 

complete blood count, liver and kidney function tests ในอาสาสมัครสุขภาพปกติการดื่มน้ําเม็ก

สามารถเพิ่มระดับของ total antioxidant capacity พลาสมาจาก 678.3 ± 51.2 µM เปน 887.4 ± 63.0 

µM ระดับของ glutathione (GSH) รวมทั้งหมดหลังการดื่มน้ําผักเม็ก (928.6 ± 53.1 µM) มีคาสูงกวากอน

การดื่มน้ําผักเม็ก (753.0 ± 50.4 µM) อยางมีนัยสําคัญ เชนเดียวกับระดับของ reduced GSH หลังการดื่มน้ํา

ผักเม็กยังมีคาสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (912.2 ± 52.9 µM และ 741.8 ± 49.9 µM ตามลําดับ) การดื่มน้ําผัก

เม็กยังสามารถลดการสราง superoxide anion ท่ีถูกกระตุนดวย NADPH จาก 2254.0 ± 1118.8 เปน 603.3 

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

ทํางานของเอนไซม -glutamylcysteine ligase  (GCL) และการตอบสนองของหลอดเลือดจากการวัด 

forearm blood flow ไมมีการเปลี่ยนแปลงหลังจากดื่มน้ําผักเม็ก ในขณะที่การศึกษาในผูปวยธาลัสซีเมีย 

พบวาระดับของ total antioxidant capacity ในพลาสมาเทากับ 1056.4 ± 52.7 µEq และหลังการดื่มน้ําผัก

เม็กมีคาเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญเปน 1215.2 ± 62.5 µEq นอกจากนี้ระดับของ nitrite หลังการดื่มน้ําผักเม็ก 

(0.56 ± 0.08 µM) มีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับกอนดื่ม (1.1 ± 0.09 µM) ระดับของ MDA ใน

พลาสมามีคาเพิ่มขึ้นจาก 2.0 ± 0.1 µM เปน 2.6 ± 0.1 µM อยางไรก็ตามพบวา ระดับของ protein 

carbonyl, superoxide, nitrite oxide metabolites, การทํางานของเอนไซม GCL และการตอบสนอง

หลอดเลือดไมมีการเปลี่ยนแปลงหลังจากดื่มน้ําผักเม็ก การศึกษาครั้งนี้สรุปไดวา การดื่มน้ําผักเม็กระยะสั้นมี

ความปลอดภัยและสามารถเพ่ิม antioxidant ในพลาสมาได 
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 ดังนั้นจึงนาสนใจเปนอยางยิ่งที่จะศึกษาเพ่ือใหเขาใจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ของพืชสมุนไพรไทยชนิดนี้เพื่อใชเปนองคความรูพื้นฐานอันจะเปนจุดเริ่มตนที่จะนําไปสูการบริโภคดวย

ความเชื่อมั่นและปรับปรุงผลิตภัณฑทางการเกษตรของพืชที่มีอยูแลวในประเทศใหยั่งยืนตอไป 

 

1.2 ความสําคัญและที่มาของปญหา 

 การศึกษาวิจัยเพ่ือคนหาสาเหตุของการเกิดโรคตางๆ เปนสิ่งที่สําคัญหากแตการศึกษาหาสิ่งท่ีจะนํามา

รักษาหรือลดความเสี่ยงของการเกิดโรคโดยเฉพาะสารที่ไดรับจากธรรมชาตินั้นนาจะยิ่งมีความสําคัญมากกวา 

ภายใตภาวะของอุบัติการณของโรครายตางๆ ทีม่ีอยูในปจจุบันโดยเฉพาะอยางยิ่งโรคเรื้อรังอันเกิดจากความไม

สมดุลของสารตางๆ ภายในรางกาย รูปแบบการดํารงชีวิตที่เปลี่ยนไป รูปแบบการบริโภคอาหารที่ลวนเปน

ปจจัยเสี่ยงตอการเกิดโรคเหลานี้แทบทั้งสิ้น 

 จากการศึกษาทางดานระบาดวิทยาพบวา สารอาหารท่ีไดรับความสนใจมากที่สุดและเปนที่ยอมรับวา

นาจะเก่ียวของกับการกอมะเร็ง คือ ไขมัน ซึ่งมีแนวโนมเพ่ิมอัตราเสี่ยงตอการเปนมะเร็ง ไขมันไมเพียงแตจะทํา

หนาที่เปนแหลงพลังงานที่สําคัญแกรางกายเทานั้น แตยังรวมอยูเปนองคประกอบในเมมเบรน และทําหนาท่ี

ควบคุมของเหลวในเมมเบรน ลิพิดเปอรออกซิเดชัน เปนกระบวนการที่กรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวและฟอสโฟลิพิด

เกิดการเสื่อมสภาพหรือเสียสภาพจากการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ ทําใหเกิดลิพิดเปอรออกไซดข้ึนที่เยื่อหุมเซลล 

หรือ ลิพิดในเลือด และในของเหลวในรางกายอ่ืนๆ เปนตน อนุมูลอิสระเพียง 1 อนุมูลสามารถทําใหเกิดลิพิด

เปอรออกไซดเปนจํานวนหลายรอยโมเลกุลกอนที่จะสิ้นสุดปฏิกิริยา ดังนั้นความเสียหายจะไมไดเกิดข้ึนเฉพาะ

กับเยื่อหุมเซลลเทานั้น แตจะขยายวงกวางไปยังองคประกอบอื่นๆ ภายในเซลล ซึ่งกระบวนการเหลานี้อาจทํา

ใหเกิดการตายของเซลล การอักเสบ อันจะกอใหเกิดพยาธิสภาพของโรคความเสื่อมตางๆ ตามมา เชน โรค

หลอดเลือดหัวใจอุดตัน (Atherosclerosis) โรคความดันโลหิตสูง โรคเบาหวาน โรคมะเร็ง โรคอัลไซเมอร โรค

ตอกระจก เปนตน ดังนั้นการศึกษาหาสารออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรที่จะมีผลตอการลดความเสี่ยงอันอาจจะ

เกิดขึ้นจากไขมันจึงเปนแนวทางที่นาสนใจ เนื่องจากกระบวนการที่จะนํามาอธิบายใหชัดเจนนั้นยังไมทราบแน

ชัด มีเพียงสมมติฐานที่ตั้งข้ึนมาเปนแนวทางเพ่ือรอการพิสูจนตอไป 

 นอกจากลิพิดเปอรออกซิเดชันแลว ในการวิจัยนี้ผูวิจัยยังสนใจที่จะทําการศึกษาผลของสารสกัดจาก

พืชสมุนไพรตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอื่นๆ ซึ่งสามารถกระตุนใหเกิดความเสียหายตอดีเอ็นเอ โปรตีน และไขมัน

ภายในเซลล โดยเฉพาะความเสียหายที่เกิดข้ึนกับโมเลกุลขอลงกรดนิวคลีอิก จะสามารถถายทอดทาง

พันธุกรรมไปยังเซลลที่เกิดใหม บางครั้งอาจแสดงออกมาใหเห็นท่ีรูปรางของสิ่งมีชีวิต หรืออาจเปลี่ยนแปลง

จนถึงขั้นกลายเปนมะเร็งในที่สุด ดังนั้นการคนหาสารที่จะมายับยั้งอนุมูลอิสระตางๆ รวมถึงกลไกการตอตาน
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กระบวนการดังกลาวจึงเปนจุดเริ่มตนที่นาสนใจสําหรับการหยุดยั้งการพัฒนาไปเปนมะเร็งรวมทั้งโรคเรื้อรัง

อ่ืนๆ อันเปนสาเหตุการตายลําดับตนๆ ในปจจุบัน 

 สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี พระราชทานพระราชดําริใหสํานักงานมูลนิธิชัย

พัฒนาดําเนินการรับโอนท่ีดินซึ่งครอบครัวลักคุณะประสิทธิ์ขอพระราชทานนอมเกลาฯ ถวายที่ดินจํานวน 14 

แปลงเนื้อที่รวม 160 ไร 1 งาน 46 ตารางวา ตั้งอยูทีต่ําบลตกพรม อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรีเพ่ือใชประโยชน

ในมูลนิธิชัยพัฒนาโดยไดดําเนินการจัดทําโครงการพัฒนาปาชุมชนใหผูสนใจเขามาศึกษาหาความรูเพ่ือการ

อนุรักษ และฟนฟูสภาพปาไม รวมทั้งสนับสนุนใหชุมชนมีความเขาใจและรูจักใชทรัพยากรธรรมชาติใหเกิด

ประโยชนอยางยั่งยืน 

 จากการศึกษาเก็บขอมูลเบ้ืองตนจากโครงการฯ ดังกลาว พบวาในพื้นที่ของโครงการฯ มีพืชสมุนไพรท่ี

หลากหลายอยูเปนจํานวนมาก แตมีปญหาในเรื่องการขาดหลักฐานทางวิทยาศาสตรมารองรับการนําไปใช จึง

ทําใหคณะผูวิจัยสนใจที่จะศึกษาผลของสวนสกัดหยาบและสารบริสุทธิ์ที่ไดจากพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระในหลากหลายมิติ ซึ่งในเบื้องตนผูวิจัยพบวา เสม็ดแดงเปนพืชอีกชนิดที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่คอนขาง

สูงเมื่อเปรียบเทียบกับพืชชนิดอื่น ในการศึกษานี้ผูวิจัยจึงมุงเปาการวิจัยไปที่พืชชนิดนี้เพื่อศึกษาในเชิงลึกถึง

สารท่ีเปนองคประกอบที่สามารถออกฤทธิ์ดังกลาวได เพ่ือเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรที่ชวยสนับสนุนการใช

สมุนไพรพื้นบานอันเปนการสนองแนวพระราชดําริในสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี และ

เพ่ือลดการนําเขายาและอาหารเสริมสุขภาพจากตางประเทศ นอกจากนี้อาจไดสารที่จะนําพัฒนาเปนยา

ตนแบบรักษาโรคตางๆ ตอไป  

 

1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือหาปริมาณสารประกอบฟนอลและสารประกอบฟลาโวนอยดจากสวนสกัดยอยของพืชสมุนไพร 

2. เพ่ือวิเคราะหฤทธิต์านอนุมูลอิสระของสวนสกัดยอยของพืชสมุนไพร 

3. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเกิดลิพิดเปอรออกซิเดชันของพืชสมุนไพร 

4. ศึกษาโครงสรางทางเคมีของสารสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบานที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย 

 นําใบเสม็ดแดงจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) จังหวัดจันทบุรีมาสกัดดวย

ตัวทําละลายอินทรียตางๆ ทําการหาปริมาณสารประกอบฟนอล และสารประกอบฟลาโวนอยดทั้งหมดจากสวน

สกัด จากนั้นนําสารท่ีสกัดไดทดสอบฤทธิ์ตานการเกิดออกซิเดชันของไขมันและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระซึ่งเปนการ
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ทําในหลอดทดลอง จากนั้นนําสวนสกัดยอยไปแยกใหไดสารบริสุทธิ์และหาโครงสรางทางเคมีที่มีฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระอกีครั้ง 

 

1.5 วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุป ทฤษฎ ีและ/หรือ แนวทางความคิดที่นํามาใชในการวิจัย 

สมุนไพรไทยหลายชนิดท่ีถูกนํามาใชในงานสาธารณสุขมูลฐานของประเทศไทย มีสรรพคุณทางยา

หลายดาน เชน รักษาผดผื่นคัน ลดระดับน้ําตาลในเลือด ความดัน และโรคหัวใจรักษาอาการ ขัดเบาปสสาวะ

พิการ ขับปสสาวะ ริดสีดวงทวาร แกกระษัย ขับนิ่ว ขับปสสาวะใชเปนยาอายุวัฒนะ แกไขขับเหงื่อ และแก

เบาหวานรักษาอาการเสนตึงหรือนํามาทําเปนขี้ผึ้งรักษาแผลเรื้อรัง ใบสดตําพอกบริเวณที่เปนแผล แกอักเสบ 

แกริดสีดวงจมูก ขับนิ่วในทางเดินปสสาวะใบและราก แกโรคบิด ขับเหงื่อ แกแผลอักเสบ รากสดตําพอก

บริเวณแผล (มาโนช วามานนท, เพ็ญนภา ทรัพยเจริญ, 2540) ถึงแมวาจะเปนที่ทราบกันดีในกลุมแพทยแผน

ไทยวาสมุนไพรไทยมีสรรพคุณตางๆ มากมาย แตหลักฐานทางวิทยาศาสตรที่มีรายงานสวนใหญมักจะเก่ียวของ

กับคุณสมบัติในการลดน้ําตาล ลดความดัน และการขับปสสาวะ แตขอมูลเก่ียวกับฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ

ฤทธิย์ับยั้งการเกิดลิพิดเปอรออกซิเดชันยังมีคอนขางจํากัด ซึ่งทําใหเกิดขอกังขาไดวาการรับประทานผลิตภัณฑ

จากสมุนไพรพื้นบานเปนประจําเพื่อใชเปนยาอายุวัฒนะจะมีผลตอกระบวนการตางๆ เหลานี้หรือไม และใน

กรณีของผูปวยโรคเรื้อรังหรือโรคที่เกิดจากความเสื่อมของเซลล สมุนไพรจะมีประสิทธิภาพในการปองกันการ

เกิดกระบวนการดังกลาวหรือไม นอกจากนี้ยังมีคําถามตอไปวาสารท่ีพบในสมุนไพรจะมีฤทธิ์ดังกลาวหรือไม

เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีซึ่งสารดังกลาวอาจมีฤทธิ์ในการกอโรครายอ่ืนๆ ไดเชนกัน นอกจากนี้

ผูวิจัยยังตองการศึกษาโครงสรางทางเคมีของพืชสมุนไพรดังกลาวดวย ผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่จะทดสอบสมมติฐาน

ดังกลาวซึ่งขอมูลที่ไดจะนํามาใชเพื่อเปนหลักฐานสนับสนุนถึงความปลอดภัยและเห็นคุณคาของการใช

สมุนไพรในงานสาธารณสุขมูลฐานและสงเสริมคุณคาของผลิตภัณฑเพ่ือเปนสินคาเพ่ือสุขภาพในลําดับตอไป 

 

1.6 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 1.6.1 เปนองคความรูในการวิจัยตอไป 

องคความรูใหมที่ไดจากการสกัดสารที่มีฤทธิ์แอนติออกซิแดนทของสวนสกัดจากพืชสมุนไพรจะ

สามารถนําไปเปนขอมูลทางวิทยาศาสตรที่สนับสนุนคุณคาทางยาของพืชสมุนไพร หรือผลิตภัณฑเสริมอาหาร

ที่ไดจากพืชสมุนไพร และนําขอมูลที่ไดจดองคความรูที่ไดในรูปสิทธิบัตรได  ทําใหองคความรูนี้เปนของประเทศ

ไทย และยังสามารถตีพิมพเผยแพรผลงานทางวารสารวิชาการเปนการสรางชื่อเสียงใหแกประเทศไทย 

นอกจากนี้สามารถใชขอมูลที่ไดรับจากงานวิจัยไปเปนพื้นฐานและองคความรูที่สามารถนําไปตอยอด และผลิต

เปนยาชนิดใหมได 
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 1.6.2 บริการความรูแกประชาชน 

องคความรูใหมที่ไดจากการสกัดสารที่มีฤทธิ์แอนติออกซิแดนทของสวนสกัดยอยจากพืชสมุนไพร จะ

สามารถนําไปเปนขอมูลทางวิทยาศาสตรที่สนับสนุนคุณคาทางยาของสมุนไพรเพ่ือสงเสริมใหมีการเพาะปลูก

และอนุรักษพืชสมุนไพรมากขึ้น โดยทําการเผยแพรผานสื่อตางๆ เชนรายการวิทยุเพื่อประชาชน และวารสาร

ตางๆ รวมทั้งขอมูลที่ไดจะถูกนําเผยแพรโดยโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) จังหวัด

จันทบุรี กรมทรัพยากรทางทะเลและชายฝง กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม 

 1.6.3 บริการความรูแกภาคธุรกิจ และนําไปสูการผลิตเชิงพาณิชย 

สมุนไพรตางๆ อาจเปนพืชที่มีศักยภาพตอการพัฒนาในเชิงพาณิชยได เพราะมีการเจริญเติบโตไดเร็ว

เมื่อมีการเก็บเก่ียว ขึ้นไดทั่วไปในเขตปาภาคตะวันออกและใกลเคียง ขอมูลทางวิทยาศาสตรที่ไดจะเปนสิ่ง

ยืนยันของประสิทธิภาพของพืชสมุนไพรในการนํามาใชเปนชา หรือเปนสมุนไพรในเครื่องสําอาง สงเสริมการ

ขายใหกลุมวิสาหกิจชุมชน ทําใหผูซื้อมีความมั่นใจในผลิตภัณฑมากขึ้น และผูผลิตสามารถขยายตลาดออกไปสู

วงกวางมากขึ้น รวมท้ังการนําความรูนี้ไปประยุกตใชทํายา เครื่องสําอาง และผลิตภัณฑเสริมอาหารอยางอ่ืนได

อีก 

นอกจากนี้สารที่มีฤทธิ์แอนติออกซิแดนทของสวนสกัดจากสมุนไพรที่แยกไดอาจเปนสารชนิดใหมและ

มีประสิทธิภาพดีกวาสารแอนติออกซิแดนทเดิมในอุตสาหกรรมอาหารและยาหลังจากจดสิทธิบัตรแลวสามารถ

ใหขอมูลแกภาคธุรกิจไดแก องคการเภสัชกรรม หรือ บริษัทยา เปนตน เพื่อนําไปผลิตเปนสูตรยาในเชิง

พาณิชยตอไป 

 1.6.4 เปนประโยชนตอประชากรกลุมเปาหมาย 

ประชากรท่ัวไปของประเทศไทยโดยเฉพาะผูสูงอายุที่มีความเสี่ยงที่จะเกิดโรคที่เกิดจากความเสื่อม

และโรคที่เกิดจากอนุมูลอิสระกันมาก จะสามารถไดใชยาที่มีคุณภาพมากกวาเดิม และผลขางเคียงนอยลง 

นอกจากนี้ในโครงการวิจัยนี้เมื่อแลวเสร็จ คาดวาจะสามารถผลิตนักวิจัยรุนใหมภายใตการศึกษาระดับ

บัณฑิตศึกษา จํานวนไมนอยกวา 1 คน และเปนโครงงานวิจัยยอยแกนิสิตระดับปริญญาตรีประมาณ 1 

โครงงาน 

หนวยงานที่จะนําผลการวิจัยไปใชไดแก สถาบันการศึกษาวิจัย ทั้งในดานชีวเคมี เภสัชเคมี เชน คณะ

วิทยาศาสตร คณะเภสัชศาสตร ในการนําผลการศึกษาไปศึกษาตอยอด  และองคการเภสัชกรรม หรือ

หนวยงาน บริษัทอุตสาหกรรมยา ในการนําไปพัฒนาเปนสูตรยาและชุมชน และประชาชนมีหลักฐานทาง

วิทยาศาสตรรองรับการใชสมุนไพรตางๆ 
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บทท่ี 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

2.1 วัสดุและอปุกรณ 

2.1.1 ชุดเครื่องแกวและเครื่องมือมาตรฐาน 

 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) รุน 713 pH Meter (Metrohm, ประเทศสาธารณรัฐฝรั่งเศส) 

 14. เครื่อง NMR รุน AVANCE 400 ยี่หอ 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 พืชท่ีนํามาใชในการศึกษา 

 จากการศึกษาที่ผานมา ผูวิจัยพบวา สารสกัดจากใบเสม็ดแดง (Syzygium gratum (Wight) S.N. 

Mitra var. gratum) ซึ่งอยูในวงศ Lecythidaceae มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับพืชชนิด

อ่ืนๆ การทําวิจัยนี้จึงไดเลือกเอาเฉพาะใบเสม็ดแดงซึ่งเก็บมาจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิ

ชัยพัฒนา) จังหวัดจันทบุรี มาทําการศึกษาตอยอดเพ่ือนําสวนสกัดยอยไปแยกใหไดสารบริสุทธิ์และหา

โครงสรางทางเคมีที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอีกครั้ง 

 

2.3 การเตรียมตัวอยางพืช 

นําใบเสม็ดแดงมาลางใหสะอาดและหั่นเปนชิ้นเล็กๆ หลังจากนั้นนําไปอบใหแหงในตูอบลมรอนที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และปนใหละเอียด แบงพืชมาสกัดแบบ maceration ดวยเอทานอลในอัตราสวน 
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1:10 เปนเวลา 5 วัน กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No. 1 แยกสวนกากและสวนเอทานอล ทําซ้ํา 3 

ครั้ง จากนั้นนําไประเหยเอทานอลออกดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ สวนสกัดเอทานอลถูกนําไปแยกดวย

น้ําแลวแยกตอ (partition) ดวยเฮกเซนและเอทิลอะซิเตทโดยใชกรวยแยก แตละชั้นถูกนําไประเหยตัวทํา

ละลายออกดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ นําแตละสวนไปชั่งเพื่อคํานวณ %yield นําสารที่ไดเก็บไวที่ -20 

องศาเซลเซยีส จนกวาจะทําการวิเคราะห 

 

2.4 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม 

ดัดแปลงจากวิธีของปรียานุช อินทรรอด (2551) โดยทําการสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายกรด

แกลลิก (gallic acid) โดยเตรียมกรดแกลลิก (gallic acid) ละลายในเมทานอล แลวนํามาเจือจางท่ีความ

เขมขนตางๆ ดังนี้ 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทําการทดสอบโดยเริ่มจากปเปตน้ํากลั่น 

500 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายกรดแกลลิก (gallic acid) หรือสวนสกัดพืช ปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร ผสม

ใหเขากัน เติม Folin-Ciocalteu 125 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 6 นาที ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติม 

สารละลาย 7% โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นเพื่อปรับปริมาตรสุดทาย

เปน 3 มิลลิลิตร และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 90 นาที จากนั้นปเปตสารละลายลงในไมโครเพลท ปริมาตร 150 

ไมโครลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง

แบบไมโครเพลท แสดงปริมาณสารฟนอลรวมจากสมการกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก (gallic acid) โดยมี

สมการเสนตรง คือ y = 1.760+0.146 มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ เทากับ 0.990 แสดงปริมาณฟนอลรวม

เฉลี่ยในรูปมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอมิลลิกรัมของสารสกัดพืช ผลการทดลองท่ีไดแสดงเปนคาเฉลี่ย±

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง ที่เปนอิสระตอกัน แตละครั้งทํา 3 ซ้ํา 

 

2.5 การทดสอบฤทธิ์การกําจัดอนุมูล DPPH 

ดัดแปลงจากวิธีของปรียานุช อินทรรอด (2551) โดยเตรียมสารละลาย DPPH ในเมทานอลที่มีความ

เขมขน 0.2 มิลลิโมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และสารสกัดพืชที่ความเขมขน 6.25, 12.5, 25, 50, 100 

ไมโครกรัมกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารสกัดพืช 50 ไมโครลิตร และสารละลาย DPPH ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท โดยใชวิตามินซี (L-ascorbic 

acid) และบีเอชที (butylated hydroxytoluene) เปนสารตานอนุมูลอิสระอางอิง ทําการคํานวณเปอรเซ็นต

การกําจัดอนุมูล DPPH จากสมการ 
 

เปอรเซ็นตการกําจัดอนุมูล DPPH   =   Aa – (Ab –Ac)/Aa x 100 
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โดยที่     Aa คือคาการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมที่ประกอบดวยเมทานอลและสารละลาย DPPH 

           Ab คือคาการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมที่ประกอบดวยตัวอยางและสารละลาย DPPH 

 Ac คือคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่ประกอบดวยตัวอยางและเมทานอล 

ผลการทดลองที่ไดแสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง ที่เปนอิสระ

ตอกัน แตละครั้งทํา 3 ซ้ํา 

 จากนั้นวิเคราะหหาคา EC50 โดยคํานวณจากสมการเสนตรงของพืชแตละชนิด ดังนี้ คํานวณคา EC50 

ของใบเสม็ดแดงจากสมการเสนตรง y = 0.863x+13.90 มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.904 

 

2.6 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ 

 ดัดแปลงจากวิธีของ Rao et al. (2010) สรางกราฟมาตรฐานสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก โดย

ละลายกรดแกลลิกในเมทานอล จากนั้นทําการเจือจางท่ีความเขมขนตางๆ ดังนี้ 6.25, 12.5, 25, 50, 100 

ไมโครกรัมกรัมตอมิลลิลิตร ทําการทดสอบโดยเริ่มจากปเปตสารละลายกรดแกลลิก หรือสารสกัดพืช ปริมาตร 

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

โพแทสเซียมเฟอรลิกไซยาไนด (K3Fe (CN)6) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียสดวยตูอบควบคุมอุณหภูมิเปนเวลา 30 นาที แลวเติม 10% กรดไตรคลอโรอะซิติก ปริมาตร 2.5 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที และเก็บ

สารละลายสวนบนปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมน้ํากลั่น 2.5 มิลลิลิตร และสารละลาย 0.1% เฟอรริกคลอไรด 

(FeCl3) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคา

การดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท คํานวณความสามารถในการรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก โดยมี

สมการเสนตรง คือ y = 7.616x + 0.069 มีคาสัมประสิทธสหสัมพันธ เทากับ 0.999 แสดงความสามารถใน

การรีดิวซในรูปมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอมิลลิกรัมของสารสกัดพืช ผลการทดลองที่ไดแสดงเปน

คาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง ที่เปนอิสระตอกัน แตละครั้งทํา 3 ซ้ํา 

 

2.7 การศึกษาคุณลักษณะทางเคมีขององคประกอบในสารสกัด 

 นําสวนสกัดยอยไปทําการแยก 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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 สารละลายตางๆ ถูกนํามาใชสําหรับการชะสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกมาแบบ isocratic elution 

ตามวิธีของ Claeson (1993) ซึ่งการคัดเลือกระบบของตัวทําละลายทําโดยนําไปรันบนโครมาโตกราฟแบบชั้น

บาง (thin layer chromatography; TLC) ตัวทําละลายที่นํามาใช โดยปกติจะมีความมีข้ัวที่แตกตางกัน เชน 

เฮกเซน เอทิลอะซิเตท คลอโรฟอรม ไดคลอโรมีเธน หรืออะซิโตน สําหรับสารท่ีมีขั้วนอย สวนเมทานอลใน

คลอโรฟอรม ไดคลอโรมีเธนหรือเอทิลอะซิเตท จะใชสําหรับสารที่มีข้ัวมากกวา 

 2.7.2 การแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากใบเสม็ดแดงโดยโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 dry filling method เปนวิธีที่ถูกนํามาใชสําหรับการบรรจุซิลิกาเจลในคอลัมน ซิลิกาเจลถูกบรรจุ

ลงในคอลัมนตามแรงดึงดูดเพื่อที่จะทําใหเปนเนื้อเดียวกัน ซึ่งระหวางการบรรจุไมควรคนหรือกวนและควรท้ิง

ไวขามคืน ผสมสารสกัดกับซิลิกาเจลในอัตราสวน 1:1.5 (ปริมาตร/ปริมาตร สารสกัด:ซิลิกาเจล). จากนั้นทํา

การระเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ สารตัวอยางจะถูกโหลดจากดานบนของคอลัมน 

หลังจากนั้นจะทําการชะสารออกมาจากคอลัมนดวยการปรับความเขมขนของตัวทําละลาย 

 2.7.3 การทดสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบชั้นบาง  

 แฟรกชันตางๆ จากโครมาโตกราฟแบบคอลัมนถูกแตมดวยหลอดแคปลารีลงบนแผน TLC (silica 

gel 60 F254 aluminium sheet) แลวนําไปวางบนภาชนะที่ใสตัวทําละลายที่เหมาะสมจนกระทั่งตัวทําละลาย

เคลื่อนที่มาจนถึง front line จากนั้นทําการตรวจสอบอแลวทําการเก็บแฟรกชันท่ีมีคา Rf ใกลเคียงกัน แลว

นําไปทําใหเขมขนมากขึ้นดวยเครื่องระเหยตัวทําละลาย  

 2.7.4 การวิเคราะหสารตานอนุมูลอิสระบนแผน TLC 

 แตละแฟรกชันถูกวิเคราะหความสามารถในการตานอนุมูล DPPH โดยการพนสารละลาย DPPH 

บนแผน TLC กอนนําไปสองใตแสงยูว ี

 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 ถูกหาดวยเครื่อง AVANCE 400 NMR spectrometer (400 MHz) โดยใช TMS 

เปน internal standard นําแฟรกชันตางๆ ที่ไดจากการทําโครมาโตกราฟแบบคอลัมนมาละลายดวย CDCl3 

หรือ DMSO-d6 กอนที่จะนํามาวิเคราะหดวย NMR spectroscopy. 

 

2.8 การวิเคราะหทางสถิต ิ

 ทุกตัวอยางในแตละการวิเคราะหทําการทดสอบ 3 ซ้ํา เปนจํานวนอยางนอย 3 ครั้ง โดยแสดงผลเปน

คาเฉลี่ย  สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean  SD) การวิเคราะหความแตกตางของสารตานอนุมูลอิสระใชการ

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

โดยใชโปรแกรม Minitab เวอรชัน 18 
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บทท่ี 3 

ผลการวิจัย 

3.1 การเตรียมสารสกัดจากพืช 

 จากการนําใบเสม็ดแดงที่อบแหงแลวมา 800 กรัม สกัดดวยเอทานอลในอัตราสวน 1:10 และนําไป

ระเหยแหง โดยจะไดน้ําหนักสารสกัด และคํานวณ %yield ไดตามตารางท่ี 3-1 โดยใบเสม็ดแดงไดน้ําหนักสาร

สกัดเอทานอล และมี %yield คือ 118.20 กรัม และ 14.75% ตามลําดับ จากนั้นนํามาแยกเปนสวนสกัดยอย

ตามความมีข้ัวของตัวทําละลายโดยแบงเปน สวนสกัดยอยเฮกเซน สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตท และสวนสกัด

ยอยน้ํา ซึ่งมีน้ําหนักของสารสกัดเทากับ 7.45, 17.79 และ 29.78 กรัม ตามลําดับ คิดเปน %yield เทากับ 

6.41, 15.31 และ 25.63% ตามลําดับ 

ตารางที่ 3-1 ปริมาณสารสกัดเอทานอลและสวนสกัดยอยตางๆ และ %yield จากแตละสวนสกัดของใบเสม็ดแดง 

สวนสกัด /  

สวนสกัดยอย 

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 การทดสอบสวนสกัดยอย 

 สารสกัดเอทานอลและสวนสกัดยอยตางๆ ไดแก เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และน้ํา ถูกนํามาศึกษา

องคประกอบทางเคมีดวยวิธี NMR spectroscopy นําสวนสกัดเอทานอล และเฮกเซนมาละลายใน CDCl3 

สวนเอทิลอะซิเตท และสวนน้ํานํามาละลายใน DMSO-d6 จากนั้นนํามาวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีดวย 

NMR spectroscopy สเปกตรัม 1H NMR แสดงไวในรูปท่ี 3-1 ถึง 3-4 จากนั้นนําไปทดสอบหาปริมาณฟนอล

รวมและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH และ FRAP  
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รูปที่ 3-1 สเปกตรัม 1H NMR ของสารสกัดเอทานอลจากใบเสม็ดแดง 

 

 

 

รูปที่ 3-2 สเปกตรัม 1H NMR ของสารสกัดยอยเฮกเซนจากใบเสม็ดแดง 
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รูปที่ 3-3 สเปกตรัม 1H NMR ของสารสกัดยอยเอทิลอะซิเตทจากใบเสม็ดแดง 

 
 

รูปที่ 3-3 สเปกตรัม 1H NMR ของสารสกัดยอยน้ําจากใบเสม็ดแดง 

 

 3.2.1 การหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม 

 การหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของใบเสม็ดแดง (รูปที่ 3-5) โดยใชความเขมขนท่ี 1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร พบวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทของใบเสม็ดแดงมีปริมาณสารประกอบฟนอลรวมสูงที่สุด 

เทากับ 151.458±1.360 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอกรัมของสวนสกัด รองลงมา คือ สวนสกัดหยาบเอ
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ทานอล สวนสกัดยอยน้ํา และสวนสกัดยอยเฮกเซน ซึ่งมีปริมาณสารประกอบฟนอลรวมเทากับ 71.195 

46.115 และ 30.117 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอกรัมของสวนสกัด ตามลําดับ 

 
 

รูปที่ 3-5 ปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารสกัดใบเสม็ดแดงทีความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

หมายเหตุ : ขอมูลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง ที่ เปน                 

อิสระตอกัน แตละครั้งทํา 3 ซ้ํา, # แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P  0.05 

 

 3.2.2 การทดสอบฤทธิ์การกําจัดอนุมูล DPPH 

 การทดสอบฤทธิ์ในการกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดจากใบเสม็ดแดงโดยนําสารสกัดใบเสม็ด

แดงมา เจือจางใหไดความเขมขนตางๆ พบวาฤทธิ์ในการกําจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัดใบเสม็ดแดงมี

แนวโนมเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของสารสกัด ทั้งนี้พบวาที่ความเขมขนสูงสุดที่ใชในการทดลอง (0.1-3.5 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) สารสกัดจากใบเสม็ดแดงมีความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ไดคอนขางนอย 

ยกเวนสวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทสามารถยับยั้งอนุมูล DPPH ไดเกือบ 50% (49.62%) สวนสกัดที่เหลือ

สามารถยับยั้งอนุมูล DPPH ไดเพียง 11-24% เทานั้น แตอยางไรก็ยังมีฤทธิ์นี้ไมดีเทากับวิตามินซีที่ใชเปนตัว

ควบคุมเชิงบวก สวนคา EC50 ของการกําจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัดใบเสม็ดแดง (ตารางท่ี 3-2) พบวา สวน

สกัดหยาบเอทานอล สวนสกัดยอยเฮกเซน สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตท และน้ําของใบเสม็ดแดงมีคา EC50 ของ

การกําจัดอนุมูล DPPH เทากับ 0.143 0.667 0.071 และ 0.164 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ในขณะที่คา 

EC50 ของการกําจัดอนุมูล DPPH ของสารละลายวิตามินซี เทากับ 0.022 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 3-2 ความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ของสวนสกัดตางๆ ของใบเสม็ดแดง 

และคา EC50 ของการกําจัดอนุมูล 

สวนสกัด/สวนสกัดยอย % 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 

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
a,b,c,d ตัวอักษรตางกันที่อยูในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 

 3.2.3 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ 

 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซซึ่งเปนการทดสอบความสามารถการเปนตัวใหอิเล็กตรอนของ

สารสกัดใบเสม็ดแดง โดยเลือกความเขมขนที่ 0.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 3-3 และรูปที่ 3-6) พบวา 

สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมีคา FRAP มากที่สุดเทากับ 890.885 มิลลิกรัมสมมูลของโทรล็อกซ/สารสกัด 1 

กรัม แสดงวามีความสามารถในการใหอิเล็กตรอนดีที่สุด รองลงมา ไดแก สวนสกัดหยาบเอทานอล (222.414 

มิลลิกรัมสมมูลของโทรล็อกซ/สารสกัด 1 กรัม) สวนสกัดยอยน้ํา (109.128 มิลลิกรัมสมมูลของโทรล็อกซ/สาร

สกัด 1 กรัม) และสวนสกัดยอยเฮกเซน (15.12 มิลลิกรัมสมมูลของโทรล็อกซ/สารสกัด 1 กรัม) ตามลําดับ 

 

ตารางที ่3-3 คา FRAP ของสวนสกัดตางๆ จากใบเสม็ดแดงที่ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

สวนสกัด/สวนสกัดยอย 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 

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
a,b,c,d ตัวอักษรตางกันที่อยูในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 



18 

 

 

รูปที่ 3-6  คา FRAP ของสวนสกัดตางๆ จากใบเสม็ดแดงท่ีความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 

3.3 การแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพดวยโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 จากการศึกษาที่ผานมาจะเห็นไดวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ

ดีที่สุดทั้งในการทดสอบดวย DPPH และ FRAP ดังนั้น จึงเลือกสวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมาแยกองคประกอบ

ทางเคมีดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบคอลัมน รูปที่ 3-7 แสดงถึงการวิเคราะหดวย TLC ของแฟรกชัน FBA7 

หลังจากผานออกมาจากคอลัมน ระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมสําหรับการแยกสารคือเอทิลอะซิเตทผสมกับเฮ

กเซน นําสวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตท 15 กรัมผสมซิลิกาเจลในอัตราสวน 1:1.5 (ปริมาตร/ปริมาตร) ดวยวิธี 

dried packing คอลัมน (เสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตร) ถูกบรรจุดวยซิลิกาเจล 9385 (ขนาดรูพรุน 0.040-

0.063 มิลลิเมตร) ทําการเก็บแฟรกชันตางๆ และตรวจสอบเบื้องตนดวยวิธี TLC สารตานอนุมูลอิสระถูก

วิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเบ้ืองตนดวยการพน DPPH ลงไปบนแผน TLC ซิลิกาเจลที่ถกูบดแลวถูกบรรจุลง

ในคอลัมน ชะดวยระบบตัวทําละลายตางๆ ไดแก เอทิลอะซิเตทผสมกับเฮกเซน และ เมทานอลผสมกับ

เอทิลอะซิเตท ถูกทําใหเขมขนมากขึ้นดวย vacuum rotary evaporator แลวนําไปชั่งน้ําหนัก แฟรกชันยอย

ที่ไดจากการผานคอลัมนครั้งท่ี 1 ถูกเก็บและตรวจสอบดวย TLC (รูปท่ี 3-8) วิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

เบื้องตนดวยการพน DPPH ลงไปบนแผน TLC น้ําหนักแหงและ %yield แสดงไวในตารางที่ 3-4 ซึ่งจะเห็นได

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3-8 TLC ของแฟรกชันตางๆ หลังจากผานคอลัมนครั้งที่ 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 น้ํานักแหงและ %yield ของแตละสวนสกัดยอยจากใบเสม็ดแดง ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบ

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 การศึกษาโครงสรางของสารเคมีที่เปนองคประกอบในสวนสกัดยอย 

 หลังจากนั้น ทุกแฟรกชันที่ไดมาจากคอลัมนแรกจะถูกนําไปศึกษาโครงสรางทางเคมีดวย NMR 

spectroscopy โดยแฟรกชัน FSG1 ถูกนํามาละลายใน CDCl3 ขณะท่ีแฟรกชัน FSG2 ถึง FSG8 จะถุกนํามา

ละลายดวย DMSO-d6 จากนั้นศึกษาสเปกตรัม 1H NMR ของทุกแฟรกชัน ดังแสดงในรูปที่ 3-9 ถึง 3-16 

 

 

รูปที่ 3-9 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG1 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 
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รูปที่ 3-10 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG2 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 

 

 

รูปที่ 3-11 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG3 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 
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รูปที่ 3-12 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG4 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 

 

 

รูปที่ 3-13 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG5 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 
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รูปที่ 3-14 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG6 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 

 

 

รูปที่ 3-15 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG7 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 
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รูปที่ 3-16 สเปกตรัม 1H NMR ของแฟรกชัน FSG8 หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 

3.5 ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของแฟรกชันตางๆ หลังจากผานโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 

 3.5.1 ความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH 

 ในตารางที่ 3-5 แสดงเปอรเซ็นตการกําจัดอนุมูล DPPH ของแฟรกชันยอยตางๆ โดยแฟรกชัน 

FSG7 มีความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ไดสูงท่ีสุดถึง 94.36% ซึ่งใกลเคียงกับกรดแอสคอรบิกที่ถูก

นํามาใชเปนตัวควบคุมเชิงบวก (96.46%) ตามมาดวยแฟรกชัน FSG5 (91.68%), FSG8 (83.81%) และ FSG6 

(82.94%) ตามลําดับ สวนแฟรกชัน FSG4 สามารถกําจัดอนุมูล DPPH ไดเพียง 36% ในขณะที่แฟรกชัน 

FSG1 ถึง FSG3 มีความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ไดคอนขางนอย (30%) 

ตารางที่ 3-5 เปอรเซ็นตการกําจัดอนุมูล DPPH ของแตละแฟรกชันยอย 

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 

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
a,b,c,d ตัวอักษรตางกันที่อยูในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 

 3.5.2 Ferric Reducing Antioxidant Power assay (FRAP) 

 ผลการทดลองแสดงเปนคา FRAP ท่ีความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และใช Trolox เปนสาร

มาตรฐาน แฟรกชัน FSG5 และ FSG6 มีความสามารถในการรีดิวซเหล็กไดดีที่สุด โดยมีคา FRAP เทากับ 

767.373 ± 3.272 และ 747.173 ± 1.425 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox (TE)/กรัมของสวนสกัด ในขณะที่แฟ

รกชัน FSG7 และ FSG4 มีคา FRAP เทากับ 642.604 ± 2.157 and 347.27 ± 2.192 มิลลิกรัมสมมูลของ 

Trolox (TE)/กรัมของสวนสกัด สวนคา FRAP ของแฟรกชัน FSG1-FSG3 มีคาอยูระหวาง 35.912 ± 1.421 

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

 

ตารางที่ 3-6 คา FRAP ของแตละแฟรกชันยอยที่ความเขมขน 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 

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
a-h ตัวอักษรตางกันที่อยูในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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รูปที่ 3-17 คา FRAP ของแตละแฟรกชันที่ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

a-h ตัวอักษรตางกันที่อยูเหนือแทงกราฟแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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บทท่ี 4 

อภิปราย และสรุปผลการทดลอง 

 

4.1 อภิปรายผลการทดลอง 

 ปจจุบัน การแพทยแผนโบราณและแพทยพ้ืนบานเริ่มกลับมามีบทบาทสําคัญในการดูแลสุขภาพและ

การรักษาโรคตางๆ ทางภาคตะวันออกของประเทศไทยก็เชนกัน เปนแหลงของพืชสมุนไพรหลากหลายชนิด 

จากการศึกษากอนหนาของเสม็ดแดงซึ่งทําการสกัดดวยน้ํา แสดงใหเห็นถึงการมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่

คอนขางดีทั้งในการทดสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ความสามารถในการใหอิเล็กตรอน 

ปริมาณฟนอลรวมและฟลาโวนอยดรวม (Thepmongkon et al., 2013) ความสามารถในการคีเลทโลหะ 

ความสามารถในการกําจัดอนุมูล ABTS (Kukongviriyapan et al., 2007; Petchlert et al., 2013) แมวาใบ

ของเสม็ดแดงจะมีการนํามาใชเปนสมุนไพรและมีการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระมาพอสมควร แตก็ยัง

ไมการศึกษาใดที่ลงไปถึงระดับของสารออกฤทธิ์ที่เปนองคประกอบในใบของเสม็ดแดงเลย ดังนั้น การศึกษานี้

จึงไดทําการทดสอบหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยอาศัยฤทธิ์ตานออกซิเดชันเปนตัวนําทางในการแยกสาร

ออกฤทธิ์ของสารสกัดจากใบเสม็ดแดงที่ไดมาจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) 

จังหวัดจันทบุรี โดยทําการทดสอบฤทธิ์การกําจัดอนุมูล DPPH ทดสอบความสามารถในการรีดิวซ นอกจากนี้

ยังทําการวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม 

 ใบเสม็ดแดงถูกสกัดดวยเอทานอลกอน จากนั้นจึงนําไปสกัดแยกสวนดวยตัวทําละลายเฮกเซน 

เอทิลอะซิเตท และน้ํา ทุกสวนสกัดถูกนําไปศึกษาคุณลักษณะดวย NMR spectroscopy ไดสปเกตรัม 1H 

NMR ของทั้งสี่สวนสกัดดังรูปที่ 3-1 ถึง 3-4 จากนั้นจึงนําไปทดสอบหาปริมาณฟนอลรวม พบวาสวนสกัด

เอทิลอะซิเตทมีปริมาณสารประกอบฟนอลสูงที่สุด คือ 151.485 ± 1.360 มิลลิกรัม GAE/กรัมของสวนสกัด 

ตามมาดวยสวนสกัดหยาบเอทานอล สวนสกัดยอยน้ํา และเฮกเซน ตามลําดับ ซึ่งใกลเคียงกับการศึกษาของ 

Stewart et al. (2013) ที่พบวาในสวนสกัดเอทิลอะซิเตทของเสม็ดแดงมีปริมาณฟนอลรวมเทากับ 149.789 

± 0.381 มิลลิกรัม GAE/กรัม น้ําหนักแหง จากนั้นนําทุกแฟรกชันไปทําการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเพ่ือใช

ในการตัดสินใจเลือกไปทําใหบริสุทธิ์ในข้ันตอไป โดยใชวิธี DPPH radical scavenging assay และ ferric 

reducing antioxidant power (FRAP) เนื่องจากสารตานอนุมูลอิสระมักจะมีหลายๆ กลไกในการยับยั้ง จึง

จําเปนที่จะตองทดสอบมากกวาหนึ่งวิธี จากผลการทดลองจะเห็นไดวา สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทมี

ความสามารถในการยับยั้งอนุมูล DPPH ไดมากที่สุด (EC50 = 0.071 ± 0.002 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) นอกจากนี้

สวนสกัดเอทิลอะซิเตทยังมีคา FRAP สูงที่สุด (890.885 ± 4.724 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัมของสวน

สกัด) Gohar et al. (2013) ผูซึ่งทําการแยกองคประกอบทางเคมีของ Callistemon viminalis ซึ่งเปนพืชวงศ
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เดียวกันกับเสม็ดแดง พบสารตานอนุมูลอิสระหลายชนิด เชน methyl gallate, catechin, gallic acid, 

ellagic acid รวมทั้งสารประกอบฟนอลอีกหลายชนิดท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ดังนั้น สวนสกัดเอทิลอะซิเตท

จึงถูกเลือกที่จะนําไปแยกตอโดยโครมาโตกราฟแบบคอลัมนเพ่ือที่จะศึกษาแฟรกชันที่มีฤทธิ์ตอไป  

 ในสวนของโครมาโตกราฟแบบคอลัมน สวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตทถูกเลือกมาทําตอในสวนนี้

เนื่องจากมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระท่ีดีกวาสวนสกัดอ่ืนๆ โดยสวนสกัดนี้จะถูกตรวจสอบเบื้องตนดวย TLC 

เพ่ือที่จะเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมกอนท่ีจะนําไปลงคอลัมน โดยระบบตัวทําละลายที่เหมาะสม

สําหรับนํามาแยกสารคือ เอทิลอะซิเตทผสมกับเฮกเซน และเมทานอลผสมกับเอทิลอะซิเตท หลังจากผานสาร

สกัดยอยเอทิลอะซิเตทลงไปในคอลัมน สามารถเก็บแฟรกชันยอยได 8 แฟรกชัน ไดแก แฟรกชัน FSG1 ถึง 

FSG8 โดยแฟรกชัน FSG6 ให %yield มากกวาแฟรกชันอ่ืนๆ (34.35%) จากนั้นนําแฟรกชันยอยทุกแฟรกชนั

ไปทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอีกครั้งหนึ่ง แฟรกชัน FSG7 มีความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH สูงที่สุด

ถึง 94.36% ตามมาดวยแฟรกชัน FSG5 (91.68%) ซึ่งฤทธิ์ดีกวาสวนสกัดเอทิลอะซิเตท (49.62%) ในขณะ

ที่แฟรกชัน FSG5 มีคา FRAP เทากับ 767.373 ± 3.272 มิลลิกรัมสมมูลของ Trolox/กรัมของสวนสกัด ซึ่ง

ลดลงเล็กนอยเมื่อเทียบกับตอนที่เปนสวนสกัดยอยเอทิลอะซิเตท (890.885 ± 4.724 มิลลิกรัมสมมูลของ 

Trolox/กรัมของสวนสกัด) ที่ความเขมขนเดียวกัน (0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  

 

4.2 สรุปผลการวิจัย 

 สารออกฤทธิจ์ากใบเสม็ดแดงมีฤทธิ์ในการกําจัดอนุมลู DPPH สูงกวาสวนสกดัยอยเอทิลอะซเิตท และ

ความสามารถในการใหอิเล็กตรอนก็ไมตางจากสวนสกัดยอยเดิมมากนัก ซึ่งอาจจะเปนผลมาจากการเสริมฤทธิ์

กันของสารตางๆ ที่มีอยูในแฟรกชันนี้ จากผลการศึกษานี้เปนไปไดวาสารออกฤทธิ์ที่เปนองคประกอบในสวน

สกัดยอยเอทิลอะซิเตทมาประยุกตใชในทางโภชนาการและทําเปนอาหารเสริมดวยความที่มีฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระที่ดีและมีสารประกอบฟนอลในปริมาณมาก ซึ่งนาจะสามารถพัฒนาไปเปนอาหารฟงกชัน (functional 

food) ตอไปได อยางไรก็ตาม แฟรกชันนี้ควรจะนําไปแยกและศึกษาองคประกอบทางเคมีโดยละเอียดแลว

นํามาทดสอบความสามารถในการตานอนมุลูอสิระอีกครัง้หนึ่ง  
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ทุนอุดหนุนการวิจัย งบประมาณเงินรายได (เงินอดุหนุนจากรัฐบาล) 

มหาวิทยาลัยบูรพา ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2559 

ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสวนสกัดยอยจากใบเสม็ดแดงในโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด  

(มูลนิธิชัยพัฒนา) 

ชื่อหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน / ผูวิจัย  ดร.ชัชวิน เพชรเลิศ 

รายงานในชวงตั้งแตวันที่ 1 ตุลาคม 2558 ถึงวันที่ 27 กันยายน 2561 

ระยะเวลาดําเนินงาน 1 ป   ตั้งแตวันที่ 1 ตุลาคม 2558 ถึงวันที่ 31 กันยายน 2559 

รายจาย 

หมวด 

รายจายสะสม

จากรายงาน

ครั้งกอน 

คาใชจาย

งวดปจจุบัน 

รวมรายจาย

สะสมจนถึง

งวดปจจุบัน 

งบประมาณ

รวมทั้งโครงการ 

คงเหลือ 

(หรือเกิน) 

1. คาตอบแทน 49,500.00 0.00 49,500.00 49,500.00 0.00 

2. คาจาง 40,250.00 28,750.00 69,000.00 69,000.00 0.00 

3. คาวัสดุ 94,215.22 206,931.52 301,146.74 231,500.00 -69,646.74 

4. คาใชสอย 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 

 

จํานวนเงินท่ีไดรับและจํานวนเงินคงเหลือ 

จํานวนเงินที่ไดรับ   

งวดที่ 1 247,500 บาท เมื่อ 15 ธันวาคม 2558 

งวดที่ 2 198,000 บาท เมื่อ 16 กันยายน 2559 

รวม 445,500 บาท  

 

 

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

    หัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน         เจาหนาที่การเงินโครงงานวิจัย 
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