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บทคดัย่อ 

การศกึษาผลของเอทานอลทีใ่ชใ้นการสกดัแก่นฝางต่อความสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระ โดยสกดั
แก่นฝางดว้ย 95%, 75% และ 50% เอทานอล และสกดัใหไ้ดส้ารบรสุิทธิบ์างส่วนดว้ยน ้า ไดคลอโรมเีทน และ
เอทิลอะซิเตท น าสารสกัดที่ได้ไปวัดประสิทธิภาพในการออกฤทธิต์้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการทางเคมี 
นอกจากนี้ยงัหาปรมิาณรวมของฟีนอลกิและฟลาโวนอยด ์การศกึษาครัง้นี้ชีใ้หเ้หน็ว่าปรมิาณฟีนอลกิรวมและ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัจากแก่นฝางขึ้นอยู่กบัความเขม้ขน้ของเอทานอลที่ ใช้สกดั 
และการสกดัสารใหบ้รสุิทธิบ์างส่วนดว้ยเอทลิอะซเิตทมฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ พบว่า การสกดัดว้ย 75% 
เอทานอลใหส้ารสกดัทีม่คีุณสมบตัติา้นอนุมลูอสิระดทีีสุ่ด โดยทีส่ารสกดัหยาบทีส่กดัดว้ย 75% เอทานอลนัน้มี
ปรมิาณฟีนอลกิรวมมากทีสุ่ด ซึ่งมฤีทธิก์ารต้านอนุมูล DPPH และ ABTS•+ (ค่า IC50 ต ่า) และสามารถยบัยัง้
การเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัของไขมนัในหลอดทดลอง (14.21±0.47 µg/mL) นอกจากนี้ยงัพบว่าปรมิาณฟีนอ
ลกิรวมมคีวามสมัพนัธก์บัความสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระอย่างมนีัยส าคญั (p-value0.01) 
 

ค าส าคญั : ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ; ฝาง; สารสกดัดว้ยเอทานอล; การท าใหบ้รสุิทธิบ์างส่วน 
 
Abstract 

The effect of different ethanol concentrations and partial purification, used for the extraction 
of  C. sappan heartwood, on the antioxidant capacity was investigated. The heartwood of C. sappan 
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was extracted with 95% , 75% , and 50% ethanol and subsequently partitioned using deionized water, 
dichloromethane, and ethyl acetate. The fractions were subjected to different antioxidant assays based 
on free radical scavenging activity (DPPH and ABTS•+  assay)  and lipid peroxidation assay (TBARS 
assay) .  Additionally, the content of total phenols and flavonoids was determined.  The present study 
provides evidence that the total phenolic content and antioxidant capacity of C.  sappan heartwood 
extracts were significantly dependent on the ethanol concentration used for extraction.  However, the 
subsequent ethyl acetate fraction showed the overall strongest anti-oxidative activity in the chemical-
based assays.  In the present study, the crude extract prepared using 75% ethanol is the best of 
antioxidant properties.   This extract contains a considerable amount of total phenols, with inhibited 
DPPH and ABTS•+ free radical ( low IC50 values) and inhibited lipid peroxidation in vitro (14.21±0.47 
µg/mL). Also, total phenolic content and antioxidant capacity were closely correlated (p-value <0.01). 

 

Keywords: Antioxidant activity; Caesalpinia sappan L.; Ethanolic extraction; Partial purification. 

 
1. บทน า 

สารต้านอนุมูลอิสระ คือสารที่ป้องกันการ
เกดิปฏกิริยิาออกซเิดชัน่ หรอืท าใหป้ฏกิริยิาเกดิชา้
ลง ในสภาวะทีเ่ซลลเ์กดิภาวะเครยีดออกซเิดชนั อนั
เกิดจากการที่มคีวามไม่สมดุลของสารอนุมูลอิสระ
กบัสารต้านอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะอนุมูลอิสระที่มี
ออกซิเจนเป็นองค์ประกอบ เช่น อนุมูลซุปเปอร์
ออกไซด์ที่มากเกนิ ซึ่งเป็นสาเหตุหลกัที่มผีลท าให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล์ เช่น การท าลาย
ของดีเอ็นเอ การท าลายของโปรตีน หรือเกิดการ
เปลี่ยนแปลงในไขมันไม่อิ่มตัว เช่น ปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมัน โดยเฉพาะไขมันซึ่งเป็น
ส่วนประกอบของผนังเซลล์ ซึ่งความเสียหายที่
เกดิขึน้ไม่ไดเ้กดิเฉพาะผนังเซลลเ์ท่านัน้ แต่จะส่งผล
ต่อองค์ประกอบอื่น ๆ ภายในเซลล์ และท าให้เกิด
การตายของเซลล์ทัง้แบบเนโครซสิ และอะพอพโท
ซิส ซึ่งเป็นปัจจัยที่ส าคัญที่มีผลต่อการท าลาย
เน้ือเยื่อส่งผลต่อความเสื่อม หรอืการแก่ของเซลลใ์น
ระยะยาวและก่อใหเ้กดิพยาธสิภาพในอวยัวะต่าง ๆ 
มงีานวจิยัมากมายทีแ่สดงใหเ้หน็ว่าอนุมูลอิสระนี้มี
ความเกีย่วขอ้ง กบัโรคหลายชนิด ไดแ้ก่ เบาหวาน  

  

 
โรคหลอดเลือดแดงแข็ง โรคความเสื่อมในระบบ
ประสาท โรคหวัใจ และ มะเร็ง เป็นต้น (Potterat, 
1997) ซึ่งโดยปกติแล้วร่างกายมีระบบต้านอนุมูล
อิสระที่สามารถจัดการกับอนุมูลอิสระได้ แต่หาก
ร่างกายไดส้ารทีก่่อใหเ้กดิอนุมูลอสิระจากภายนอก
มากเกินไป (Utarwuthipong et al., 2009) หรืออยู่
ในภาวะที่ระบบต้านอนุมูลอิสระในร่างกายลดลง 
เช่น ในผูส้งูอายุจะส่งผลใหเ้กดิภาวะเครยีดออกซิเด
ชันท าให้เพิ่มอัตราการเสี่ยงต่อการเกิดโรคหลาย
ชนิด ไดแ้ก่ โรคหลอดเลอืดหวัใจ มะเรง็ โรคความจ า
เสื่อม เป็นตน้ 

ฝาง เป็นสมุนไพรทีอ่ยู่ในวงศถ์ัว่ (Fabaceae 
หรือ LEGUMINOSAE) มีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ 
Caesalpinia Sappan Linn ซึง่เป็นพชืสมุนไพรชนิด
หนึ่งพบได้ในเขตร้อน เช่น อินเดีย ศรีลงักา พม่า 
กัมพูชา ลาว เวียดนาม และจีนตอนใต้ ส าหรับ
ประเทศไทยมกัพบในพืน้ทีป่่าเบญจพรรณ ป่าเตง็รงั 
และป่าเขาหนิปนูแหง้แลง้ ส่วนทีใ่ชค้อืแก่นฝาง ซึง่มี
สีส้มแดง ให้รสฝาดขม และมีการน ามาใช้ในทาง
การแพทย์พื้นบ้านของไทย เช่น ช่วยรกัษาวณัโรค 
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ท้องเสยี โรคบดิ การติดเชื้อของระบบผวิหนัง และ 
โรคโลหติจาง (Sireeratawong et al., 2010) เป็นตน้ 
สารเคมทีีไ่ดจ้ากแก่นฝาง เป็นสารในกลุ่มของฟีนอ
ลคิรวมทัง้ แซนด์โธน คูมารนิ ชาลโคน ฟลาโวน โฮ
โมไอโซฟลาโวนอยด์ บราซิลนี และอื่น ๆ (Nirmal, 
Rajput, et al. , 2015)  ซึ่ ง บ ร า ซิ ลี น จั ด เ ป็ น
สารประกอบที่พบมากในแก่นฝาง การศึกษาของ
การแพทยแ์ผนจนีมรีายงานว่าแก่นฝางช่วยเพิม่การ
หมุนเวียนของเลือด การต้านการอักเสบ และลด
อาการปวดประจ าเดือน (Nirmal, Rajput, et al., 
2015) นอกจากนี้มรีายงานฤทธิท์างชวีภาพต่าง ๆ 
เช่น  ตา้นเชือ้แบคทเีรยี (Xu et al., 2004), ตา้นการ
อกัเสบ (Washiyama et al., 2009), ชะลอวยั (Lee 
et al. , 2012) , ลดน ้ าตาลในเลือดของหนูที่ เ ป็น
เบาหวาน (You et al., 2005), ช่วยในการคลายตวั
ของหลอดเลอืด (Hu et al., 2003; Xie et al., 2000), 
ป้องกันการเกิดภาวะภูมิแพ้ (Yodsaoue et al., 
2009) , ล ด ก า ร เ กิ ด สิ ว  (Nirmal et al. , 2014; 
Batubara, 2009), เพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์นิวคลี
เอส (Sasaki et al., 2007), ตา้นอนุมลูอสิระ (Nirmal 
and Panichayupakaranant, 2015; Nirmal, Rajput, 
et al., 2015; Yun et al., 2006), และช่วยลดความ
เป็นพษิในเซลลต์บั (Xu et al., 2004) ส าหรบัวธิกีาร
สกัดแก่นฝางส่วนใหญ่สกัดด้วย 95% เอทานอล 
(Nirmal et al., 2014; Warinhomhaun et al., 2018) 
และมกีารท าใหบ้รสุิทธิบ์างส่วนด้วยขัน้ตอนต่าง ๆ 
เพื่อให้ได้สารหลกัที่ออกฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ ซึ่ง
ขึน้กบัวธิกีารสกดัสาร เช่น การสกดัดว้ยตวัท าลายที่
มีความมีขัว้มากขึ้น (ละลายน ้ ามากขึ้น) จาก
การศกึษาก่อนหน้าของ Warinhomhuan และคณะ 
(Warinhomhaun et al., 2016) พบว่าการสกดัด้วย 
95% เอทานอลและน าไปท าใหบ้รสุิทธิบ์างส่วนดว้ย
น ้ามีฤทธิใ์นการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด ดังนัน้
จุดประสงค์ในการศกึษาครัง้นี้เพื่อศกึษาวธิกีารสกดั
แก่นฝางโดยใช้สารละลายที่มคีุณสมบตัิที่มขี ัว้มาก

ขึน้ในขัน้ตอนการสกดัและน ามาสกดัดว้ยวธิกีารท า
ให้บริสุทธิบ์างส่วนเพื่อให้ได้สารสกัดที่มฤีทธิต์้าน
อนุมูลอสิระ และวเิคราะห์คุณสมบตัฤิทธิต์้านอนุมูล
อสิระดว้ยวธิกีารทางเคม ี

 

2. วิธีการ  
2.1 การสกัดและการท า ใ ห้บ ริสุท ธ์ิ

บางส่วนด้วยการแยกชัน้ของสาร 
น าแก่นฝางไปอบให้แห้งและบดเป็นผง 

จากนัน้น าไปแช่สกัดด้วยเอทานอลที่เปอร์เซ็นต์
ต่างกนั (95%, 75% และ 50% เอทานอล) ระเหยเอ
ทานอลออก ได้เป็นสารสกดัหยาบ เก็บที่อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซยีส จากนัน้น าสารสกดัหยาบมาท า
ให้บริสุทธิบ์างส่วนด้วย น ้า ไดคลอโรมีเทน และ
เอทลิอะซเิตท ดงันี้ 

ผสมน ้ากลัน่กบัสารสกดัหยาบ  
150 มลิลลิติร : 0.25 กรมั 

คน 18 ชัว่โมง 
เตมิไดคลอโรมเีทน 50 มลิลลิติร 

คน 1 ชัว่โมง 
แยกชัน้ไดคลอโรมเีทนออกมาโดย 

วางทิง้ไวใ้หแ้ยกชัน้ดว้ย Separatory funnel 
 

เตมิเอทลิอะซเิตท 50 มลิลลิติร (ท าซ ้า 2 ครัง้) 
คน 1 ชัว่โมง 

แยกชัน้เอทลิอะซเิตทออกมาโดย 
วางทิง้ไวใ้หแ้ยกชัน้ดว้ย Separatory funnel 

 
ไดส่้วนชัน้น ้า 

 
น าทุกชัน้ทีไ่ดไ้ประเหยและท าแหง้ดว้ยการใชค้วาม

เยน็ (Freeze dry) 
2.2 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ

สารสกดัจากแก่นฝาง  
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2.2.1 การทดสอบฤทธ์ิการก าจดั
อนุมูล DPPH (DPPH scavenging activity)  

การทดสอบฤทธิก์ารก าจัดอนุมูล DPPH 
ดดัแปลงจากวธิขีอง Re และคณะ (Re et al., 1999) 
โดยเตรยีมสารสกดัจากแก่นฝางที่ความเขม้ขน้ 1-
10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ใน 96 well plate ปรมิาตร 
100 ไมโครลิตร จากนัน้เติมสารละลาย DPPH ที่
ค ว าม เ ข้ม ข้น  6x10- 5 โ ม ล า ร์  ป ริม าต ร  100 
ไมโครลติร บ่มในที่มดื 30 นาท ีวดัค่าการดูดกลืน
คลื่นแสงทีช่่วงความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ดว้ย
เครื่องวดัค่าการดูดกลืนคลืนแสงแบบไมโครเพลท 
โดยใช ้BHT เป็นตวัควบคุมบวก ท าการค านวณหา
ค่า %DPPH radical scavenging ซึ่ง เป็นตัวบ่งชี้
ฤทธิต์้านอนุมูลอสิระของสารสกดั และน าค่าทีไ่ดม้า
สรา้งกราฟความสมัพนัธ์ระหว่าง % DPPH radical 
scavenging (แกน Y) กบัความเขม้ขน้ของสารสกดั 
(แกน X) เพื่อหาค่า IC50 (ความเข้มข้นของสารที่
สามารถลดอนุมลูอสิระไดร้อ้ยละ 50) 
%inhibition = Aควบคุม – Aสารสกดั / Aควบคุม x 100 

2.2.2 การทดสอบฤทธ์ิการก าจัด
อนุมูล ABTS•+ (ABTS scavenging activity) 
 การทดสอบฤทธิก์ารก าจดัอนุมูล ABTS•+ 
ดดัแปลงมาจากวธิขีอง Huang และคณะ (Huang et 
al., 2005) โดยเตรยีมสารสกดัจากแก่นฝางทีค่วาม
เขม้ขน้ 1-10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ในหลอดทดลอง
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนัน้เติมสารละลาย 
ABTS•+ ปริมาตร 980 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
บ่มในทีม่ดื 6 นาท ีวดัค่าการดูดกลนืคลื่นแสงทีช่่วง
ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ดว้ยเครื่องวดัค่าการ
ดูดกลนืคลนืแสง โดยใช้ BHT เป็นตวัควบคุมบวก 
ท าการค านวณหาค่า %ABTS radical scavenging 
และรายงานผลเป็นค่า IC50 

%inhibition = Aควบคุม – Aสารสกดั / Aควบคุม x 100 

2.2.3 การทดสอบฤทธ์ิการต้าน 
ออก ซิ เดชั น่ ของ ไขมัน  ( In vitro anti- lipid 
peroxidation) 

การทดสอบฤทธิก์ารต้านออกซิเดชัน่ของ
ไขมัน ดัดแปลงมาจากวิธีของ Ohkawa และคณะ 
(Ohkawa et al., 1979) โดยเตรยีมสารสกดัทีค่วาม
เข้มข้น 10-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในหลอด
ทดลอง 180 ไมโครลิตร เติมไขมันอิมัลชัน ยี่ห้อ 
intralipid® ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร 
ปรมิาตร 20 ไมโครลติร และ ฟีนิลไฮดราซนี ความ
เขม้ขน้ 0.4 มลิลโิมล/ลติร ปรมิาตร 20 ไมโครลติร 
ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 30 นาที 
จากนั ้นเติมกรดไธโอบาบิทูริก  ความเข้มข้น  
10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร น าไปต้มที่
อุณหภูม ิ95°C นาน 45 นาท ีตัง้ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ วดัค่า
การดดูกลนืคลื่นแสงทีช่่วงความยาวคลื่น 532 นาโน
เมตร ดว้ยเครื่องวดัค่าการดูดกลนืคลนืแสง โดยใช ้
BHT เป็นตัวควบคุมบวก ท าการค านวณหาค่า % 
inhibition และรายงานผลเป็นค่า IC50 

%inhibition = Aควบคุม – Aสารสกดั / Aควบคุม x 100 
2.3 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟี

นอลิกรวม (Total phenolic content) 
 การทดสอบหาปริมาณารประกอบฟีนอลิ
กรวม ดัดแปลงมาจากวิธีของ Velioglu และคณะ 
(Velioglu et al., 1998) โดยเตรยีมสารสกดัที่ความ
เขม้ขน้ 1 มลิลกิรมั/มลิลลิติร ปรมิาตร 70 ไมโครลติร 
ในหลอดทดลอง เติม  Folin-Ciocaltue reagent 
ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปรมิาตร 525 ไมโครลติร 
ผสมให้เข้ากัน ทิ้งไว้ 5 นาที จากนัน้เติมโซเดียม
คาร์บอเนต ความเข้มข้น 7.5% (มวล/ปริมาตร) 
ปรมิาตร 525 ไมโครลติร ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง 30 
นาท ีจากนัน้น าไปวดัค่าการดูดกลนืคลื่นแสงที ่725 
นาโนเมตร น าค่าที่ได้ไปเทยีบกับกราฟมาตรฐาน
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ของกรดแกลลกิ รายงานผลเป็นหน่วย mg GAE/g 
Caesalpinia sappan extract 

2.4 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟ
ลาโวนอยดร์วม (Total flavonoid content) 

การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟลาโว
นอยด์รวม ดดัแปลงมาจากวิธีของ Zhu และคณะ 
(Zhu et al. , 2010) โดยเตรียมสารสกัดที่ความ
เข้มข้น  1 มิลลิกรัม /มิลลิลิต ร  ปริม าตร  500 
ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง เติม โซเดียมไน
ไตรท์ ความเข้มข้น 5% (มวล/ปริมาตร) ปริมาตร 
75 ไมโครลิตร และอะลูมิเนียมคลอไรด์ ความ
เข้มข้น  10% (มวล/ปริมาตร)  ปริมาตร 150 
ไมโครลติร ผสมให้เขา้กนั บ่ม 5 นาท ีจากนัน้เติม
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์  
ปรมิาตร 500 ไมโครลติร และน ้ากลัน่ปรมิาตร 275 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่
ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร น าค่าทีไ่ดเ้ทยีบกบั
กราฟมาตรฐานของคาเทชิน รายงานผลเป็นหน่วย 
mg CE/g Caesalpinia sappan extract 
 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณฟีนอลิก
และฟลาโวนอยด์รวมกับฤทธิต์้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดจากแก่นฝาง โดยการหาค่าสัมประสิทธิ ์
ส ห สัมพัน ธ์ แ บบ เพีย ร์ สัน  ( Pearson product-
moment correlation coefficient)  การแปลผลค่ า
สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์แบ่งเป็น 5 ระดบั (Hinkle et 
al., 1998) ดงันี้ 
ค่าความสมัพนัธ ์(r) การแปรผล 

0.90-1.0      มคีวามสมัพนัธใ์นระดบัสงูมาก 
0.70-0.90    มคีวามสมัพนัธใ์นระดบัสงู 
0.50-0.70    มคีวามสมัพนัธใ์นระดบัปานกลาง 
0.30-0.50    มคีวามสมัพนัธใ์นระดบัต ่า 
0.00-0.30    มคีวามสมัพนัธใ์นระดบัต ่ามาก 

 

2.5 การวิเคราะห์ทางสถิติ  
วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 

Variance, ANOVA) ของขอ้มลูเกีย่วกบัปรมิาณของ
สารประกอบฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์รวมและฤทธิ ์
ในการต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัจากแก่นฝาง ที่
ร ะดับความเชื่ อมัน่  95 เปอร์ เซ็นต์  (p0.05) 
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Multiple 
Range test และการหาความสัมพันธ์ระหว่ าง
สารประกอบฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์รวมและฤทธิ ์
ในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากแก่นฝาง 
โดยวิธี Pearson ด้วยโปรแกรม SPSS version 
13.0 for windows 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ผล 
3.1 วิเคราะห์ปริมาณสารสกัดจากแก่น

ฝาง 
ในการศึกษาครัง้นี้ได้ท าการสกัดแก่นฝาง

ด้วยเปอร์เซ็นต์เอทานอลที่ต่างกนั คอื 95%, 75% 
และ 50% ไดส้ารสกดัหยาบ 3 ตวัอย่าง และน าสาร
สกัดหยาบแต่ละตวัอย่างไปท าให้บริสุทธิบ์างส่วน
ด้วยเอทลิอะซิเตท น ้า และไดคลอโรมเีทน ได้สาร
สกัดจากขัน้ตอนนี้ทัง้หมด 9 ตัวอย่าง โดยในส่วน
ของการท าให้บริสุทธิบ์างส่วนด้วยไดคลอโรมเีทน
ไม่ได้น ามาศกึษาวเิคราะห์ ดงันัน้ตวัอย่างสารสกดั
จากแก่นฝางในการศึกษาครัง้นี้จงึประกอบด้วย 9 
ตัวอย่าง โดยจะใช้อักษรย่อของสารตัวอย่างที่ได้
ตาม Table 1  

จากการศกึษาปรมิาณสารสกดัจากแก่นฝาง
เมื่อน าไประเหยแห้ง พบว่าสารสกัด 75C ได้
ปริมาณสารสกัดมากที่สุดคือ 12.14% รองลงมา 
คือสารสกัด 50C และ 95C ได้ปริมาณสารสกัด
เท่ากบั 11.62% และ 10.06% ตามล าดบั ส่วนสาร
สกัดจากการท าให้บริสุทธิบ์างส่วนชัน้อื่น  ๆ มี
ปรมิาณสารสกดัรองลงมา ดงัทีแ่สดงใน Table 2 
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Table 1 Abbreviations for sample extracts 
Extracts (initials) Extraction and partial purification extracts 

1. 95% Crude (95C) Crude extract with 95% ethanol 
2. 95% Ethyl acetate (95E) Crude extract with 95% ethanol and partial purification with ethyl acetate 
3. 95% Water (95W) Crude extract with 95% ethanol and partial purification with water 
4. 75% Crude  (75C) Crude extract with 75% ethanol 
5. 75% Ethyl acetate (75E) Crude extract with 75% ethanol and partial purification with ethyl acetate 
6. 75% Water (75W) Crude extract with 75% ethanol and partial purification with water 
7. 50% Crude  (50C) Crude extract with 50% ethanol 
8. 50% Ethyl acetate (50E) Crude extract with 50% ethanol and partial purification with ethyl acetate 
9. 50% Water (50W) Crude extract with 50% ethanol and partial purification with water 

3.2 ประสิทธิภาพในการขจดัอนุมูล DPPH 
และ ABTS•+ 

  จากการศึกษาประสิทธิภาพในการต้าน
อนุมูลอสิระดว้ยการขจดัอนุมลู DPPH และ ABTS•+ 
โดยที่วิธ ีDPPH จะเป็นการทดสอบความสามารถ
ของสารสกัดในการให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูล
อสิระมกัจะใชก้บัสารทีล่ะลายในแอลกอฮอล ์ส่วนวธิ ี
ABTS•+ จะเป็นการทดสอบความสามารถของสาร
สกดัในการใหอ้เิลก็ตรอนแก่อนุมูลอสิระมกัจะใชก้บั
สารทีล่ะลายในน ้าและสารประกอบอนิทรยี ์(Prior et 
al., 2005) จากผลการทดลองพบว่าการสกัดสาร
ดว้ย 75% เอทานอล ไดส้ารสกดัหยาบทีม่ฤีทธิต์า้น
อนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS•+ ดทีี่สุด (2.4±0.21 
µg/mL และ 2.98±0.42 µg/mL ตามล าดบั) และเมื่อ
น าไปท าการสกัดบริสุทธิบ์างส่วน พบว่ายังคงมี
ประสทิธภิาพทีด่ ีส่วนการสกดัดว้ย 95% เอทานอล 
และ 50% เอทานอล ให้ประสิทธิภาพรองลงมา
ตามล าดับ ดังแสดงในTable 2  ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวจิยัก่อนหน้า ทีท่ าการสกดัสารสกดัดว้ยน ้า เอ
ทานอล และเอทานอล:น ้า (75% และ 50% เอทา
นอล) พบว่าที ่75% มฤีทธิใ์นการต้านอนุมลู DPPH 
และ ABTS•+ ไดม้ากกว่าทีส่กดัดว้ยน ้าและเอทานอล 

(Do et al., 2014; Paramasivam et al., 2012; Sun 
et al., 2015) ชี้ให้เห็นว่าเปอร์เซ็นต์เอทานอลมีผล
ต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสาร
สกดัด้วย ยิง่ไปกว่านัน้หากพจิารณาจากการท าให้
บริสุทธิบ์างส่วนจะพบว่าสารสกัดที่ท าให้บริสุทธิ ์
บางส่วนด้วยเอทลิอะซิเตทมีความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด รองลงมาคือสารสกัด
บรสุิทธิบ์างส่วนดว้ยน ้า ตามล าดบั ซึ่งสอดคลอ้งกบั 
Badami และคณะ (Badami et al. , 2003)  ซึ่ ง ได้
ศึกษาการสกัดแก่นฝางด้วยตัวท าละลายต่าง ๆ 
พบว่าการสกดัด้วยเอทลิอะซเิตทมฤีทธิใ์นการต้าน
อนุมูล DPPH มากกว่าการสกดัด้วยน ้า ทัง้นี้แม้ว่า
การสกัดด้วย 50% เอทานอลในงานวิจัยนี้จะมี
ประสทิธภิาพในการขจดัอนุมูล DPPH และ ABTS•+ 

ไดน้้อยทีสุ่ดเมื่อเทยีบกบั 95% และ 75% เอทานอล
แต่มฤีทธิใ์นการขจดัอนุมูล DPPH และ ABTS•+ ได้
มากกว่าเมื่อเทยีบกบัการสกดัดว้ย 50% เอทานอล
ในงานวิจยัก่อนหน้า (Sun et al., 2015; Yin et al., 
2019)และพบว่าเมื่อน าไปท าการสกัดให้บริสุทธิ ์
บางส่วนก็ยังมีฤทธิใ์นการขจดัอนุมูล DPPH และ 
ABTS•+ ได้ดีเช่นเดียวกัน ในงานวิจัยครัง้นี้สนใจ
ศึกษาสารประกอบฟีนอลิกซึ่ งมีรายงานว่ ามี
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ความสมัพนัธ์กบัฤทธิใ์นการต้านอนุมูลอสิระ โดยที่
สารประกอบฟีนอลิกที่พบได้ในพืชเกือบทุกชนิด
ส่วนใหญ่อยู่ในรูปแบบมขีัว้ละลายน ้าได้ (Halee et 
al., 2016)  

ดงันัน้การเพิม่ความมขีัว้ของตวัท าละลายที่
เหมาะสมจะท าให้สกดัสารในกลุ่มนี้ออกมาได้ตาม
ห ลั ก ก า ร ล ะ ล า ย กั น ไ ด้  ( like dissolves like) 
เช่ น เดียวกับการสกัดด้วย เอทานอลเข้มข้น 
ร้อยละ 75 สามารถสกัดสารฟีนอลิกออกมาได้
มากกว่าการสกัดด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 50 

อย่างมนีัยส าคญั อย่างไรก็ตามสารสกดัหยาบของ
แก่นฝางมักจะประกอบไปด้วยสารต่าง ๆ ทัง้ที่
ต้องการและไม่ต้องการ ในส่วนของการท าให้
บรสุิทธิบ์างส่วนจงึเป็นการแยกสารทีจ่ าเพาะได้เพิม่
มากขึ้นเมื่อเทยีบกบัสารสกดัหยาบ และมรีายงาน
ก่อนหน้าพบว่าบราซลินีสามารถละลายไดท้ัง้ในน ้า
และเอทิลอะซิเตท (Warinhomhaun et al., 2018) 
ดงันัน้การท าให้บรสุิทธิบ์างส่วนด้วยเอทลิอะซเิตท
และน ้ าอาจจะท าให้ได้ปริมาณบราซิลีนเพิ่มขึ้น 
ส่งผลใหม้ฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระเพิม่ขึน้ได ้

 
Table 2 The percent yield, total phenolic content, total flavonoid content, DPPH, ABTS• +  radical 
scavenging activity and in vitro anti-lipid peroxidation of Caesalpinia sappan heartwood extract 

Fraction 
Extraction 
yield (%) 

TPC 
(mg GAE/g) 

TFC 
(mg CE/g) 

IC50 (µg/mL) 
DPPH ABTS•+ MDA 

95% Ethanol 
95C 10.06 661.99±2.89c 759.88±16.51a 2.79±0.23b,c,d 3.27±0.27c,d,e 20.56±0.39c,d 
95E 0.20 508.36±4.08f 466.73±8.85d 3.45±0.04e 2.62±0.18a,b 20.31±0.05c 
95W 0.03 750.43±2.26a 355.68±7.42e 2.94±0.16c,d 2.42±0.16a 138.73±5.11g 
75% Ethanol 
75C 12.14 741.84±3.25b 640.31±6.02b 2.4±0.21a,b 2.98±0.42b,c,d 14.21±0.47b 
75E 0.18 519.84±6.21e,f 305±6.37f 2.24±0.25a 2.38±0.32a 20.08±0.17c 
75W 0.04 608.13±3.04d 271.42±2.52g 2.56±0.17a,b,c 2.19±0.2a 119.16±3.62f 
50% Ethanol 
50C 11.62 616.73±2.53d 547.12±3.56c 3.87±0.16f 4.00±0.14f 42.73±0.05e 
50E 0.17 381.17±1.88g 308.21±5.99f 4.46±0.21g 3.22±0.18c,d,e 21.81±0.04d 
50W 0.06 557.91±6.31e 198.58±3.11h 4.25±.027g 4.55±0.25g 175.78±2.16h 
BHT - - - 13.21±0.27h 2.92±0.44b,c 1.23±0.19a 
Different superscript letters mean significant difference (p<0. 05)  using one-way ANOVA followed by 
Duncan multiple range test. 

 
3.3 ประสิทธิภาพในการยับยัง้การเกิด

ออกซิเดชนัของไขมนั 
จากการศกึษาความสามารถในการยบัยัง้การ

เกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัของไขมนัในหลอดทดลอง
ของสารสกดัจากแก่นฝาง พบว่าแก่นฝางทีส่กดัดว้ย 
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75% เอทานอล  มีฤทธิ ใ์ นการต้ านการ เกิ ด
ออกซิเดชนัของไขมนัดทีี่สุดในทุกชัน้ของการสกดั 
(75C = 14.21±0.47 µg/mL, 75E = 20.08±0.17 
µg/mL และ 75W = 119.16±3.62 µg/mL) รองลงมา
คอื 95% และ 50% เอทานอล ตามล าดบั ดงัแสดง
ในTable 2 จากรายงานก่อนหน้าพบว่าการสกดัสาร
ดว้ยเอทานอล/น ้า (70/30 ปรมิาตร/ปรมิาตร) มฤีทธิ ์
ในการยับยัง้การเกิดออกซิเดชันของไขมันได้
มากกว่าการสกัดด้วยน ้าและเอทานอลเพียงอย่าง
เ ดีย ว  (Carvalho et al. , 2018; Morakinyo et al. , 
2011; Sunday Joel et al., 2017) ซึ่งการสกัดด้วย
เอทานอล/น ้า สามารถสกัดสารที่ออกฤทธิใ์นการ
ต้านอนุมูลอสิระไดด้กีว่า เช่น สารประกอบฟีนอลกิ
และฟลาโวนอยด์ (Luthria et al., 2006) ซึ่งสารใน
กลุ่มนี้ช่วยป้องกนัการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชัน่ของ
ไขมนัไดโ้ดยทีส่ารประกอบฟีนอลกิจะมวีงแหวนอะ
โรมาติกที่เชื่อมกับหมู่ไฮดรอกซิลที่สามารถให้
ไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระเพื่อให้
อนุมูลอิสระมีความเป็นกลาง ซึ่งกลไกนี้สามารถ
หยุดปฏิกริยิาออกซิเดชนัของไขมนัและลดการเกดิ
มาลอนไดอลัดไีฮดไ์ด ้(Halliwell, 2012) 

3.4 ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยดร์วม
ในสารสกดัจากแก่นฝาง 

การศึกษาสารประกอบฟีนอลิก (phenolic 
compound) และฟลาโวนอยด์รวม (flavonoid) ใน
สารสกดัจากแก่นฝาง ซึ่งสารประกอบฟลาโวนอยด์
เป็นสารทีอ่ยู่ในกลุ่มของสารประกอบฟีนอลกิ สารใน
กลุ่มของสารประกอบฟีนอลิกมสีูตรโครงสร้างทาง
เคมเีป็นวงแหวนทีเ่ป็นอนุพนัธ์ของวงแหวนเบนซนิ 
มหีมู่ ไฮดรอกซิล (-OH group) อย่างน้อยหนึ่งหมู่ 
ซึ่งหมู่ไฮดรอกซิลนี้เป็นตัวที่ท าให้สารประกอบฟี
นอลกิมสีมบตัิเป็นสารต้านอนุมูลสิระ ในการศกึษา
ครัง้นี้พบว่าการสกดัด้วย 75% เอทานอลมปีรมิาณ              
ฟีนอลกิรวมมากทีสุ่ด รองลงมาคอื 95% เอทานอล 
และ 50% เอทานอลตามล าดับ และการท าให้

บริสุทธิบ์างส่วนที่ชัน้น ้ าให้ปริมาณฟีนอลิกรวม
มากกว่าชัน้เอทลิอะซเิตท ส่วนปรมิาณฟลาโวนอยด์
รวมพบว่าใหผ้ลเช่นเดยีวกบัปรมิาณฟีนอลกิรวมคอื
การสกดัดว้ย 75% เอทานอลมปีรมิาณฟลาโวนอยด์
รวมมากที่สุด แต่การท าให้บริสุทธ์บางส่วนที่ชัน้
เอทลิอะซิเตทให้ปรมิาณฟลาโวนอยด์รวมมากกว่า
ชัน้น ้ า ดังแสดงในTable 2 ซึ่งในส่วนของชัน้น ้ า
อาจจะได้สารที่ไม่ใช่ฟีนอลิก เช่น คาร์โบไฮเดรต
และเทอพนี มากกว่าเอทานอลและเมทานอล (Do et 
al., 2014) 

3.5 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณฟี
นอลิกและฟลาโวนอยด์รวมกบัฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระของสารสกดัจากแก่นฝาง 

จ ากกา ร วิ เ ค ร า ะห์ ค ว ามสัมพันธ์ ข อ ง
ประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระกับ
ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวมที่พบในสาร
สกดัจากแก่นฝาง โดยในการวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์
ครัง้นี้ไดจ้ดักลุ่มสารตวัอย่างทัง้หมดออกเป็น 3 กลุ่ม 
คอื 1) สารสกดัหยาบ 2) สารสกดับรสุิทธิบ์างส่วน
ด้วย  เอทิลอะซิเตท และ 3) สารสกัดบริสุทธิ ์
บางส่วนด้วยน ้ า ซึ่งในแต่ละกลุ่มนั ้นจะมีความ
แตกต่างกนัที่เปอร์เซ็นต์ของเอทานอลทีใ่ช ้เพื่อจะ
ชี้ให้เห็นถึงผลของการใช้ความเขน้ขน้เอทานอลที่
แตกต่างกันส่งผลต่อองค์ประกอบและฤทธิต์้าน
อ นุมูลอิสระของสารสกัดที่ ได้และบ่ งชี้ ได้ว่ า
กระบวนการใดที่แสดงถึงวิธิการสกัดที่เหมาะสม
ทีสุ่ด  

ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของสารสกดั
ในกลุ่มตัวอย่างที่เป็นสารสกัดหยาบและสารสกัด
บริสุทธิบ์างส่วนด้วยเอทิลอะซิเตท พบว่าปริมาณ 
ฟีนอลกิรวมมคีวามสมัพนัธ์กบัประสทิธภิาพในการ
ขจดัอนุมูล DPPH, ABTS•+ และการยบัยัง้การเกิด
ออกซิเดชันของไขมัน ในระดับความสัมพันธ์สูง
R>0.7) และมีนัยส าคัญทางสถิติ (0.01) แต่
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ความสมัพนัธ์ของปรมิาณของฟลาโวนอยด์รวมกบั
ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระในระดบัปานกลาง(สารสกัด
หยาบ) และระดบัต ่า(สารสกดับรสุิทธิบ์างส่วนดว้ย
เอทลิอะซเิตท) และไม่มนีัยส าคญัทางสถติ ิดงัแสดง
ในTable 3 และ 4 ส่วนสารสกดับรสุิทธิบ์างส่วนดว้ย
น ้ าให้ผลตรงข้ามกับทัง้สองกลุ่ม คือ ปริมาณ 
ฟีนอลิกรวมไม่มคีวามสมัพนัธ์กับประสิทธภิาพใน

การขจดัอนุมูลอสิระ DPPH, ABTS•+ และการยบัยัง้
การเกิดออกซิเดชันของไขมัน ในขณะที่ปริมาณ
ข อ งฟ ล า โ ว นอ ย ด์ ร ว ม มีค ว า ม สัม พัน ธ์ กั บ
ประสิทธิภาพในการขจัดอนุมูลอิสระ DPPH, 
ABTS•+ มคีวามสมัพนัธส์งู แต่ไม่มคีวามสมัพนัธ์กบั
ฤทธิก์ารยับยัง้การเกิดออกซิเดชันของไขมัน ดัง
แสดงใน Table 5

Table 3 The correlation between phytochemical contents and antioxidant activities (Crude extract) 
 TP TF DPPH ABTS•+ MDA 

TP 1 0.272 0.892** 0.789* 0.975** 
TF 0.272 1 0.520 0.434 0.461 
DPPH 0.892** 0.520 1 0.682** 0.949** 
ABTS•+ 0.789* 0.434 0.682** 1 0.784* 
MDA 0.975** 0.461 0.949** 0.784* 1 

* is significantly different (p<0.05),    ** is significantly different (p<0.01) 
Table 4 The correlation between phytochemical contents and antioxidant activities (partial purification 
with ethyl acetate) 

 TP TF DPPH ABTS•+ MDA 
TP 1 0.420 0.737* 0.813** 0.984** 
TF 0.420 1 -0.240 0.110 0.260 
DPPH 0.737* -0.240 1 0.630 0.840** 
ABTS•+ 0.813** 0.110 0.630 1 0.835** 
MDA 0.984** 0.260 0.840** 0.835** 1 

* is significantly different (p<0.05),    ** is significantly different (p<0.01) 
Table 5 The correlation between phytochemical contents and antioxidant activities (partial purification 
with water) 

 TP TF DPPH ABTS•+ MDA 
TP 1 0.950** 0.425 0.556 0.164 
TF 0.950** 1 0.654 0.765* 0.439 
DPPH 0.425 0.654 1 0.937** 0.854** 
ABTS•+ 0.556 0.765* 0.937** 1 0.858** 
MDA 0.164 0.439 0.854** 0.858** 1 

* is significantly different (p<0.05),    ** is significantly different (p<0.01) 
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4. สรปุ 
 

ในการศกึษาครัง้นี้เป็นการศกึษาการสกดั
แก่นฝางดว้ยตวัท าละลายทีม่สีดัส่วนของเอทานอล/
น ้ า  ที่ ต่ า งกัน  พบว่ ากา รสกัดสารด้ วย  75%  
เอทานอลให้ปริมาณของสารสกัดมากที่สุดและได้
ปริมาณฟีนอลิกรวมที่สูงกว่า รวมทัง้สารประกอบ 
ฟีนอลกิที่มฤีทธิต์้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด เมื่อเทยีบ
กบัการสกดัดว้ยตวัท าลายทมีสีดัส่วนของเอทานอล/
น ้า ทีค่วามเขม้ขน้ 95% และ 50% แสดงใหเ้หน็วา่ที ่
75% เอทานอลนัน้สามารถสกัดได้สารประกอบ 
ฟีนอลิกหลากหลายชนิดกว่าไม่เฉพาะสารที่มีข ัว้  
มีขัว้อ่อน ๆ และไม่มีข ัว้บางส่วนออกมาได้ด้วย มี
ฤทธิใ์นการต้านอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบด้วยวธิกีาร
ทางเคม ีและเมื่อน าสารสกดัหยาบไปท าใหบ้รสุิทธิ ์
บางส่วนด้วยเอทลิอะซิเตทพบว่ามฤีทธิใ์นการต้าน
อนุมูลอิสระสูงขึ้น ดงันัน้ผลการศกึษาที่ได้ในครัง้นี้
สามารถน าไปเป็นขอ้มูลพืน้ฐานในการสกัดสารจาก
แก่นฝางส าหรบัใชใ้นการศกึษาวเิคราะหฤ์ทธิใ์นดา้น
อื่น ๆ ต่อไป และประยุกต์ใชใ้นการสรา้งผลติภณัฑ์
และเพิม่มลูค่าเพื่อพฒันาผลติภณัฑใ์หม่ใหด้ยีิง่ขึน้ 
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