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บทคัดย่อ
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาและเปรียบเทียบสารพฤกษเคมีเบ้ืองต้นและความสามารถในการต้าน 

อนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเอทานอลจากดอก ใบ ล�ำต้น และราก ของเนียมอุ้มผาง การตรวจสอบสารพฤกษเคมี

พบว่าสารสกัดจากส่วนต่างๆ ท้ังหมดของพืชดังกล่าวมี ฟีนอลิก ซาโปนิน ฟลาโวนอยด์ สเตียรอยด์ อัลคาลอยด ์ 

แอนทราควิโนน ไดเทอร์พีน และไตรเทอร์พีน เป็นองค์ประกอบทางเคมี การหาปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวม

ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu reagent และ aluminium chloride colorimetric ตามล�ำดับ พบว่าสารสกัดจากใบมี 

ปรมิาณฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์รวมสงูทีส่ดุเม่ือเทยีบกบัสารสกดัส่วนอืน่ (22.345 ± 0.491 mg GAE/g dry sample 

และ 52.730 ± 0.344 mg QE/g dry sample ตามล�ำดับ) ในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH,  

ABTS และ FRAP การศึกษาพบว่าสารสกัดจากใบแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุดด้วยวิธีการทดสอบทั้ง 3 วิธี โดยวิธี 

DPPH และ ABTS รายงานผลเป็นค่า IC
50
 (1.428 ± 0.302 และ 96.433 ± 11.303 µg/mL ตามล�ำดับ) ส่วนการ

ทดสอบความสามารถในการให้อิเล็กตรอนด้วยวิธี FRAP รายงานผลเป็นค่า FRAP value มีค่าเท่ากับ 5.004 ± 0.108 

mg FeSO
4
 equivalent/g dry sample ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาในครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากใบของ 

เนียมอุ้มผาง เป็นแหล่งของสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่มีศักยภาพ
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ABSTRACT 
The objectives of this research were to investigate and compare the phytochemical screening 

and antioxidant capacity of crude ethanol extracts from flowers, leaves, stems and roots of Elsholtzia 

beddomei C.B. Clarke ex Hook. f. In phytochemical screening, phenolics, saponins, flavonoids, steroids, 

alkaloids, anthraquinones, diterpenes and triterpenes were found as constituents in all extracts. 

Determination of total phenolic and flavonoid contents was done using the Folin-Ciocalteu reagent 

and aluminum chloride colorimetric methods, respectively. It was found that the leaf extract had 

the highest total phenolic and flavonoid contents (22.345 ± 0.491 mg GAE/g dry sample and 52.730 

± 0.344 mg QE/g dry sample, respectively). The antioxidant activities were investigated using DPPH, 

ABTS, and FRAP methods. The study found that leaf extracts had the highest antioxidant activity 

using all three testing methods. The DPPH method and ABTS reported the results as an IC
50
 value 

(1.428 ± 0.302 and 96.433 ± 11.303 µg/mL, respectively). The reducing power was assessed for the 

electron-donating ability test using the FRAP method. The results were reported as a FRAP value 

equal to 5.004 ± 0.108 mg FeSO
4
 equivalent/g dry sample. The results of this work indicated that 

the leaves of E. beddomei are good sources of phytochemicals and potential antioxidant activity. 

Keywords:	 Phytochemicals; Antioxidant activity; Elsholtzia beddomei C. B. Clarke ex Hook. f.
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1. บทน�ำ
ในช่วงหลายปีท่ีผ่านมากระแสในเรื่องการดูแล

สขุภาพของผูค้นในหลาย ๆ  ประเทศทัว่โลกก�ำลงัให้ความ

สนใจในการน�ำสมนุไพรและผลติภณัฑ์จากสมนุไพรมาใช้

บ�ำรุงรักษาสขุภาพ จากรายงานวจัิยหลายฉบบัพบว่าสาร

ต้านอนมุลูอสิระมบีทบาทส�ำคัญในการลดความเสีย่งจาก

การเกิดโรคต่าง ๆ  เช่น โรคมะเร็ง และโรคหัวใจ [1]  

สารต้านอนุมูลอิสระเป็นสารประกอบที่ยับยั้งหรือชะลอ

การเกดิออกซเิดชนัของโมเลกลุอืน่ โดยยบัยัง้การเริม่ต้น

หรือการแพร่กระจายของปฏิกิริยาลูกโซ่ออกซิไดซ์  

สารต้านอนุมูลอิสระมีสองประเภทพื้นฐาน ได้แก่ สาร

สังเคราะห์และสารจากธรรมชาติ โดยท่ัวไปสารต้าน

อนุมูลอิสระสังเคราะห์เป็นสารประกอบท่ีมีโครงสร้าง 

ฟีนอลในระดับต่าง ๆ  ของการแทนที่อัลคิล [2] และสาร

ต้านอนมุลูอสิระจากธรรมชาตส่ิวนใหญ่จะอยูใ่นกลุม่ของ

สารประกอบฟีนอลกิ โดยเฉพาะอย่างยิง่กรดฟีนอลกิและ

ฟลาโวนอยด์ที่มีอยู่ทั่วไปในพืชผัก สมุนไพร การบริโภค

อาหารทีอ่ดุมด้วยสารประกอบโพลฟีีนอลจะสามารถช่วย

ลดความเสีย่งของการเกดิโรคหวัใจ โรคหลอดเลอืดหวัใจ 

โรคหลอดเลือดสมอง และมะเร็งบางชนิด [3] สาร 

ต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติหลายชนิด โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งฟลาโวนอยด์ แสดงผลทางชีวภาพที่หลากหลาย 

อาทิเช่น ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ต้านไวรัส ต้านการอักเสบ 

ต้านการแพ้ ต้านการแข็งตัวของเลือด การขยายหลอด

เลือด และต้านอนุมูลอิสระ เป็นต้น โดยฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระจัดเป็นคุณสมบัติพื้นฐานที่ส�ำคัญต่อชีวิต มีหน้า

ทีท่างชวีวทิยาหลายอย่าง เช่น การต่อต้านการกลายพนัธ์ุ 

การต่อต้านสารก่อมะเร็ง และการต่อต้านความเป็นพิษ 

เป็นต้น [4, 5] สารต้านอนมุลูอสิระมคีวามสามารถในการ

ก�ำจัดอนุมูลอิสระ การลดไอออนของโลหะ และการ

ป้องกันหรือชะลอการเกิดออกซิเดชันของไขมัน ในการ

ประมาณคณุค่าคณุสมบตัขิองสารต้านอนมุลูอสิระมกัจะ

ใช้วิธีหน่ึงหรือสองวิธีซึ่งไม่ได้แสดงลักษณะของสารต้าน

อนุมูลอิสระที่แท ้จริ งของสารประกอบหรือกลุ ่ม

สารประกอบที่ตรวจสอบเสมอไป [6]

เนียมอุ้มผาง (Elsholtzia beddomei C. B. 

Clarke ex Hook. f.) อยู่ในวงศ์กะเพรา (Lamiaceae) 

เป็นไม้พุ่มสูงประมาณ 1-1.7 m มีกลิ่นฉุนเฉพาะตัว 

ล�ำต้นตั้งตรง มีขนปกคลุมทั้งล�ำต้น ใบ ก้านช่อดอก และ

กลีบเลี้ยง ใบเดี่ยวออกตรงกันข้าม ใบรูปยาวรี ขนาด

ประมาณ 5-10 x 1-2 cm ปลายใบมน ขอบใบหยักมน 

ฐานใบเรียวสอบ ดอกออกเป็นช่อบริเวณปลายกิ่งหรือ

ซอกใบ ช่อดอกยาวประมาณ 15-20 cm ดอกย่อยขนาด

เล็ก 2-3 mm กลีบเลี้ยง 5 กลีบเชื่อม กลีบดอกสีขาว 5 

กลีบเชื่อม เกสรเพศผู้ 4 อัน ติดอยู่ด้านในกลีบดอก ยอด

เกสรเพศเมียแบ่งเป็น 2 คาร์เพล พืชชนิดนี้พบกระจาย

พนัธุใ์นพม่าและเขตภาคเหนอืของประเทศไทย (ตาก) มกั

พบบริเวณพื้นที่ป่าเปิดโล่ง ที่ระดับความสูงจากน�้ำทะเล 

800-900 m ออกดอกในช่วงเดือนพฤศจิกายน-มีนาคม 

[7] น�้ำมันหอมระเหยจากส่วนเหนือดิน (aerial parts) 

ของเนียมอุ้มผางซ่ึงใช้วิธีการกล่ันด้วยน�้ำ  ประกอบด้วย 

linalool (83.67%), perillaldehyde (4.68%), neral 

(3.68%), perillene (1.65%), E-caryophyllene 

(1.55%), และ α-zingiberene (1.06%) แสดงฤทธิต้์าน

อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ ABTS มีค่า IC
50
 เท่ากับ 

148.31 และ 172.22 µL/ml และยังพบว่ามีฤทธิ์ต้าน

จลุชพี Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 

Enterobacter aerogenes, Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus 

subtilis และ Candida Albicans โดยมีค่า MIC อยู่ใน

ช่วง 31.25-250.00 µL/ml [8] จากข้อมูลที่ได้กล่าวมา

ข้างต้นคณะผู้วิจัยจึงได้น�ำเนียมอุ้มผางที่เก็บตัวอย่างมา

จากอ�ำเภออุ้มผาง จังหวัดตาก มาท�ำการศึกษาเบื้องต้น

พบว่ามีสารพฤกษเคมีที่ส�ำคัญหลายชนิด อีกทั้งยังแสดง

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ดังน้ันจึงสนใจท่ีจะ

ศกึษาเปรยีบเทยีบสารส�ำคญัทางพฤกษเคม ีปรมิาณฟีนอ

ลิกและฟลาโวนอยด์รวม และความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระจากส่วนต่าง ๆ  ของเนียมอุ้มผาง (ดอก ใบ 

ล�ำต้น และราก) เพือ่ใช้เป็นข้อมลูในการพฒันาผลติภณัฑ์

เพื่อสุขภาพต่อไปในอนาคต
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2. วิธีการวิจัย
2.1	 การเก็บตัวอย่าง

เกบ็ตวัอย่างเนยีมอุม้ผางจากพืน้ทีอ่�ำเภออุม้ผาง 

จังหวัดตาก ในช่วงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2565 และท�ำการ

พิสูจน์เอกลักษณ์พืชโดยผู ้ช ่วยศาสตราจารย์ ดร. 

กาญจนา ธนนพคุณ และเกบ็รกัษาตวัอย่างไว้ ณ ห้องเกบ็

รวบรวมตัวอย่างพรรณไม้ คณะวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัราชภัฏพบิลูสงคราม (Voucher 

specimen No. PSRU1142) 

2.2	 การเตรียมสารสกัดหยาบเนียมอุ้มผาง

น�ำตัวอย่างเนียมอุ้มผาง มาแยกออกเป็นส่วน 

ต่าง ๆ  ได้แก่ ดอก ใบ ล�ำต้น และราก ล้างท�ำความสะอาด 

แล้วน�ำไปอบที่อุณหภูมิ 50°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  

จนกระทัง่แห้ง และบดให้เป็นผงละเอยีด จากนัน้น�ำส่วน

ต่าง ๆ  ดังกล่าวอย่างละ 20 กรัม มาสกัดด้วย 95%  

เอทานอล เป็นเวลา 7 วนั กรองสารละลายแต่ละตวัอย่าง 

น�ำสารละลายไประเหยตัวท�ำละลายออกด้วยเครื่อง

ระเหยสารแบบลดความดัน (Rotary evaporator) จะ

ได้สารสกัดหยาบและเก็บในภาชนะปิดสนิทท่ีอุณหภูม ิ 

4°C เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป

2.3	 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น 

การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้นจากสาร

สกัดหยาบเอทานอลของดอก ใบ ล�ำต้น และราก 

ของเนียมอุ ้มผาง โดยอาศัยปฏิกิริยาการเกิดสีหรือ 

ตะกอน ประกอบด้วย 9 กลุ่ม ได้แก่ ฟีนอลิก ซาโปนิน  

ฟลาโวนอยด์ สเตียรอยด์ อัลคาลอยด์ ไกลโคไซด์ แอนท

ราควโินน ไดเทอร์พนี และไตรเทอร์พนี [9] โดยมขีัน้ตอน

ดังนี้

2.3.1	การตรวจสอบหาฟีนอลิก

ชั่งสารสกัด 5 mg ละลายด้วยเอทานอล 1 mL 

และเติมสารละลาย 5% เฟอร์ริกคลอไรด์ 3-4 หยด หาก

เปลี่ยนเป็นสีน�้ำเงินหรือสีด�ำแสดงว่าพบฟีนอลิก

2.3.2	การตรวจสอบชาโปนิน 

ชั่งสารสกัด 5 mg ละลายด้วยเอทานอล 1 mL 

น�ำไปอุน่ เตมิน�ำ้กลัน่ 2 mL เขย่า หากมฟีองเกดิขึน้อย่าง

ต่อเนื่องแสดงว่าพบซาโปนิน

2.3.3	การตรวจสอบฟลาโวนอยด์ ท�ำการ

ทดสอบ 2 วิธี ได้แก่

	 -	การตรวจสอบด้วยน�้ำยาอัลคาไลน์ 

	 	 ชั่งสารสกัด 5 mg ละลายด้วยเอทานอล 

1 mL เติมสารละลาย 10% w/v โซเดียมไฮดรอกไซด์ 

2-3 หยด หากเปล่ียนเป็นสีเหลืองเข้มแสดงว่าพบสาร 

ฟลาโวนอยด์

	 -	การตรวจสอบด้วยเลดอะซิเตท 

	 	 ชั่งสารสกัด 5 mg ละลายด้วยเอทานอล 

1 mL เติมสารละลาย 10% w/v เลดอะซิเตท 2-3 หยด 

หากเกดิตะกอนสขีาวหรอืสเีหลอืงแสดงว่าพบสารฟลาโว

นอยด์ 

2.3.4	การตรวจสอบสเตียรอยด์ 

ชั่งสารสกัด 1 mg เติมคลอโรฟอร์ม 1 mL  

ค่อย ๆ  เขย่า แล้วเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 1 mL หาก

เกิดสีแดงในชั้นด้านล่างแสดงว่าพบสเตียรอยด์ 

2.3.5	การตรวจสอบอัลคาลอยด์ 

ชั่งสารสกัด 5 mg ละลายด้วยเอทานอล 1 mL 

เติมสารละลายผสม Wagner’s 2-3 หยด หากเกิดตะกอน

สีน�้ำตาลแสดงว่ามีอัลคาลอยด์

2.3.6	การตรวจสอบไกลโคไซด์

ชั่งสารสกัด 0.5 g เติมน�้ำกลั่น 5 mL เติมกรด

อะซิติก 2 mL และเติม 5% เฟอร์ริกคลอไรด์ 2-3 หยด 

และค่อย ๆ  เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 1 mL ที่ข้างหลอด

ทดลอง หากเกิดวงแหวนสีน�้ำตาลตรงกลางหรืออาจมี

วงแหวนสีม่วงปรากฏใต้วงแหวนสีน�้ำตาลแสดงว่าพบ 

ไกลโคไซด์ 
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2.3.7	การตรวจสอบแอนทราควิโนน 

ชั่งสารสกัด 100 mg เติมคลอโรฟอร์ม 5 mL 

เขย่าและกรอง เติม 10% v/v แอมโมเนีย 2 mL หาก

ชั้นแอมโมเนียมีสีส้ม แดง ชมพู และเหลืองส้มแสดงว่า

พบอนุพันธ์ของแอนทราควิโนน 

2.3.8	การตรวจสอบไดเทอร์พีน

ชั่งสารสกัด 100 mg เติมน�้ำกลั่น 5 mL อุ่น 10 

นาที ทิ้งไว้ให้เย็น กรองสารละลาย และเติมสารละลาย 

10% w/v คอปเปอร์อะซิเตท หากสารละลายเกดิสเีขยีว

มรกตแสดงว่าพบไดเทอร์พีน 

2.3.9	การตรวจสอบไตรเทอร์พีน

ชั่งสารสกัด 100 mg เติมคลอโรฟอร์ม 5 mL 

เขย่าแล้วกรอง ค่อย ๆ  เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 2 mL 

เขย่า 2-3 นาที หากสารละลายชั้นล่างปรากฏสีน�้ำตาล

แดงแสดงว่าพบไตรเทอร์พีน 

2.4	 การหาปริมาณฟีนอลิกรวม (Total Phenolic 

Content, TPC)

การหาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-

Ciocalteu reagent [10] โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสาร

มาตรฐาน น�ำสารละลายตวัอย่าง (0.1 mg/mL) ใส่ลงใน 

96 well plate 12.5 µL เติมน�้ำกลั่น 12.5 µL และ 

Folin-Ciocalteu reagent 12.5 µL ทิ้งไว้ 6 นาที จาก

นั้นเติมน�้ ำกลั่น 100 µL ตามด ้วย 7.5% w/v 

โซเดียมคาร์บอเนต 125 µL เขย่าและท้ิงไว้ 90 นาท ี

ท�ำการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องไมโครเพลท  

รีดเดอร์ (microplate reader) ท่ีความยาวคลื่น 760 

nm น�ำค่าดูดกลืนแสงที่ได้มาค�ำนวณหาปริมาณของ 

ฟีนอลิกรวมเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก แสดง

ค่าในหน่วย mg Gallic Acid Equivalent (GAE)/g  

dry sample ท�ำการทดสอบตัวอย่างละ 3 ครั้ง (n=3) 

และนํามาผลที่ได้มาวิเคราะห์ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(±S.D.)

2.5	 การหาปริมาณฟลาโวนอยด ์รวม (Total 

Flavonoid Content, TFC)

การหาปริมาณฟลาโวนอยด ์รวมด ้วยวิ ธ ี

aluminium chloride colorimetric [11] โดยใช้ 

เควอซิตินเป็นสารมาตรฐาน น�ำสารละลายตัวอย่าง (0.1 

mg/mL) ใส่ลงใน 96 well plate 125 µL เตมิ 5% w/v 

โซเดียมไนไตรท์ 12.5 µL ทิ้งไว้ 5 นาที และเติม 10% 

w/v อะลมิูเนียมคลอไรด์ 37.5 µL เขย่าให้เข้ากนั ท�ำการ

วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องไมโครเพลท รีดเดอร ์

(microplate reader) ที่ความยาวคลื่น 510 nm  

และน�ำค่าดูดกลืนแสงที่ได้มาค�ำนวณหาปริมาณของ 

ฟลาโวนอยด์รวมเทียบกับกราฟมาตรฐานในหน่วย mg 

Quercetin Equivalent (QE)/g dry sample ท�ำการ

ทดสอบตัวอย่างละ 3 ครั้ง (n=3) และนํามาผลที่ได้มา

วิเคราะห์ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (±S.D.)

2.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH

การตรวจสอบความสามารถในการต้านอนุมูล

อสิระด้วยวธิ ี2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

[12] เตรียมสารละลายตัวอย่างเริ่มต้น (0.1 mg/mL) 

ท�ำการเจอืจางสารละลายในความเข้มข้นทีเ่หมาะสม น�ำ

สารละลายตัวอย่าง 100 µL ใส่ลงใน 96 well plate 

และเตมิสารละลาย 0.2 mM DPPH 100 µL ผสมให้เข้า

กัน ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที ท�ำการวัดค่าการดูด

กลืนแสงด้วยเครื่องไมโครเพลท รีดเดอร์ (microplate 

reader) ที่ความยาวคลื่น 517 nm น�ำข้อมูลที่ได้ไป

ค�ำนวณหาค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระ (% Radical 

Scavenging) โดยใช้สูตรในการค�ำนวณ ดังนี้ 

% Radical scavenging =

[(A control - A sample)/A control] × 100

เมื่อ	A control คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสาร

สารละลาย DPPH (ไม่ผสมสารตัวอย่าง) 

	 A sample คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสาร

ผสมระหว่างสารละลาย DPPH กับสารตัวอย่าง
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สร้างกราฟเพือ่หาความสมัพนัธ์ระหว่างเปอร์เซน็ต์ 

การต้านอนุมูลอิสระ (% Radical Scavenging) และ

ความเข้มข้นของสารตัวอย่างท่ีต่างกัน เพื่อค�ำนวณหา

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระรายงานผลเป็นค่าความเข้มข้นที่

สามารถยบัยัง้อนุมลูอสิระได้ 50% (IC
50
) ท�ำการทดสอบ

ตัวอย่างละ 3 ครั้ง (n=3) และนํามาผลที่ได้มาวิเคราะห์

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (±S.D.)

2.7 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS

การตรวจสอบความสามารถในการต้านอนุมูล

อสิระด้วยวธิ ี2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) [13] 

เตรียมสารละลายตัวอย่างเริ่มต้น (0.1 mg/mL) ท�ำการ

เจือจางสารละลายในความเข้มข้นท่ีเหมาะสม เตรียม

สารละลาย ABTS.+ (7 mM ABTS 4 mL กับ 2.4 mM 

Potassium Persulfate 6 mL) ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง

เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง เจือจาง

สารละลาย ABTS+ : เอทานอล (8:12) น�ำไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงในช่วง 0.7-0.71 ที่ความยาวคลื่น 734 nm 

เติมสารละลายตัวอย่าง 20 µL ใส่ลงใน 96 well plate 

เติมสารละลาย ABTS.+ 180 µL ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้

ที่อุณหภูมิห้อง 6 นาที ท�ำการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย

เครื่องไมโครเพลท รีดเดอร์ (microplate reader) ที่

ความยาวคลื่น 734 nm จากนั้นน�ำข้อมูลที่ได้ไปค�ำนวณ

หาค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระ (% Radical Scavenging) 

โดยใช้สูตรในการค�ำนวณ ดังนี้

ABTS scavenging activity (%) = 

[(A
0
 – A

1
) /A

0
] × 100

เมื่อ	A
0
 คอื ค่าการดดูกลนืแสงทีว่ดัได้ของสารสารละลาย 

ABTS (ไม่ผสมสารตัวอย่าง)

	 A
1
 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสารผสม

ระหว่างสารละลาย ABTS กับสารตัวอย่าง

สร้างกราฟมาตรฐานหาความสัมพันธ์ระหว่าง

เปอร์เซ็นต์การต้านอนมุลูอิสระ (% Radical Scavenging)  

และความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่ต่างกัน เพื่อค�ำนวณ

หาฤทธ์ิต้านอนมุลูอสิระรายงานผลเป็นค่าความเข้มข้นที่

สามารถยบัยัง้อนมุลูอสิระได้ 50% (IC
50
) ท�ำการทดสอบ

ตัวอย่างละ 3 ครั้ง (n=3) และนํามาผลที่ได้มาวิเคราะห์

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (±S.D.)

8. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP 

การตรวจสอบความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระด้วยวิธี Ferric reducing antioxidant power 

(FRAP) [14] เตรียมสารละลายตัวอย่าง (0.01 mg/mL) 

จากนั้นเตรียมสารละลาย FRAP reagent (300 mM 

Acetate buffer pH 3.6, 20 mM Ferric chloride, 10 

mM TPTZ in 40 mM HCl (10:1:1) ตามล�ำดับ เติม

สารละลายตัวอย่าง 20 µL ใส่ลงใน 96 well plate  

เติม FRAP reagent 180 µL เขย่าและตั้งทิ้งไว้ 6 นาที 

วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องไมโครเพลท รีดเดอร ์

(microplate reader) ที่ความยาวคลื่น 593 nm น�ำค่า

ดูดกลืนแสงที่ได้มาค�ำนวณหาปริมาณของเฟอร์รัสรวม

เทียบกับกราฟมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟต โดยแสดงค่าใน

หน่วย mg FeSO
4
 equivalent/g dry sample ท�ำการ

ทดสอบตัวอย่างละ 3 ครั้ง (n=3) และนํามาผลที่ได้มา

วิเคราะห์ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (±S.D.)

2.9 การวิเคราะห์ผลข้อมูลทางสถิติ 

การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์

รวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากส่วนต่าง ๆ  ของเนียม

อุม้ผาง ทัง้หมดท�ำการท�ำการทดลองซ�ำ้ตวัอย่างละ 3 ครัง้ 

(n=3) แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย (Mean) ± ค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (S.D.) การวิเคราะห์ความแปรปรวนของ 

ค่าเฉล่ียโดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว 

(One-Way ANOVA) ด้วยวิธีทดสอบ post-hoc test 

โดย Tukey ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95% (p-value < 0.05)
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3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล
ผลการวิจัย

3.1	 การเตรียมสารสกัดหยาบเนียมอุ้มผาง

น�ำดอก ใบ ล�ำต้น และรากของเนียมอุ้มผาง 

อย่างละ 20 g น�ำมาสกัดด้วย 95% เอทานอล เป็นเวลา 

7 วัน ที่อุณหภูมิห้อง จะได้สารสกัดหยาบเอทานอลและ

สามารถค�ำนวณร้อยละผลผลิตของสารสกัดหยาบแต่ละ

ส่วนของเนยีมอุม้ผาง [%Yield = (น�ำ้หนกัสารสกัดหยาบ 

(g)/น�้ำหนักตัวอย่างแห้ง (g)) x 100] (Table 2)

3.2	 ผลการตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น

การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้นของสาร

สกัดหยาบเอทานอลจากดอก ใบ ล�ำต้น และรากของ

เนียมอุ้มผางพบกลุ่มสารพฤกษเคมีจ�ำนวน 8 ชนิด คือ  

ฟีนอลิก ซาโปนิน ฟลาโวนอยด์ สเตียรอยด์ อัลคาลอยด์ 

แอนทราควิโนน ไดเทอร์พีน และไตรเทอร์พีน แต่ไม่พบ

ไกลโคไซด์ (Table 2)

Table 1	 Crude ethanol extracts of flowers, leaves, stems and roots of E. beddomei.

E. beddomei Characteristics of crude extract Mass (g) Yield percentages (%)

Flowers Dark green sticky 3.42 17.10

Leaves Dark green sticky 2.50 12.54

Stems green solid 1.25 6.25

Roots green solid 0.42 2.11

Table 2	 Phytochemicals screening crude extracts of different part from E. beddomei.

Phytochemicals
Test results

Flowers leaves Stems Roots

Phenolics + + + +

Saponins + + + +

Flavonoids - Alkaline reagent + + + +

- Lead acetate + + + +

Steroids + + + +

Alkaloids + + + +

Glycosides - - - -

Anthraquinones + + + +

Diterpenes + + + +

Triterpenes + + + +

Remark + indicates presence; - indicates absence. 
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3.3	 ผลการตรวจหาปรมิาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์

รวม (Total Phenolic Content, TPC และ 

Total Flavonoid Content, TFC) 

การตรวจหาปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัด

หยาบเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ  ของเนยีมอุม้ผาง สามารถ

ค�ำนวณได้จากกราฟมาตรฐานกรดแกลลกิ (y = 4.3442x 

+ 0.2282, R² = 0.998) ซ่ึงรายงานผลเป็นมิลลิกรัม

สมมลูของกรดแกลลกิ/น�ำ้หนกัตวัอย่างแห้ง 1 g ส่วนการ

หาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ค�ำนวณได้จากกราฟมาตร

ฐานเควอซิติน (y = 1.7194x + 0.1268, R² = 0.999) 

ซึ่งรายงานเป็นมิลลิกรัมสมมูลของเควอซิติน/น�้ำหนัก

ตัวอย่างแห้ง 1 g (Table 3) 

3.4	 ผลการทดสอบฤทธิ์ต ้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 

DPPH, ABTS และ FRAP 

การทดสอบคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระของสาร

สกัดหยาบเอทานอลจากดอก ใบ ล�ำต้น และรากของ

เนียมอุ้มผาง ด้วยวิธี DPPH, ABTS และ FRAP พบว่า

สารสกัดหยาบทั้งหมดแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ 

แตกต่างกัน โดยวิธี DPPH และABTS รายงานผลเป็นค่า 

IC
50
 ส่วนความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกรายงานผล

ในรูปของค่าสมมูล Fe2+ต่อน�้ำหนักสารสกัดแห้ง 1 g 

(FRAP value) ผลการทดสอบ (Table 3)

จากผลการตรวจสอบสารพฤกษเคมเีบือ้งต้นของ

สารสกดัหยาบเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ  ของเนยีมอุม้ผาง 

(ดอก ใบ ล�ำต้น และราก) ใช้วิธีการทดสอบโดยอาศัย

ปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอน พบสารส�ำคัญ 8 กลุ่ม 

ได้แก่ ฟีนอลิก ซาโปนิน ฟลาโวนอยด์ สเตียรอยด์ อัลคา

ลอยด์ แอนทราควิโนน ไดเทอร์พีน และไตรเทอร์พีน ซึ่ง

สารกลุ่มเหล่านี้จัดเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ส�ำคัญ 

โดยเฉพาะกลุ่มฟลาโวนอยด์ซึ่งเป็นโมเลกุลโพลีฟีนอลที่

ละลายน�ำ้ได้มฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ ต่อต้านการก่อกลาย

พันธุ์ ต้านเช้ือแบคทีเรีย เช้ือรา และไวรัส และยังมี

คุณสมบัติทางชีวภาพมากมายที่ส่งเสริมสุขภาพของ

มนุษย์ และช่วยลดความเสี่ยงของการเกิดโรค [15, 16] 

นอกจากนี้ฟลาโวนอยด์ที่พบในผลไม้ ผัก ถั่ว และธัญพืช 

ยงัมหีน้าทีช่่วยขยายการท�ำงานของวติามนิซ ีในการเป็น

สารต้านอนุมูลอิสระ ปกป้องคอเลสเตอรอล LDL จาก

การออกซิเดชันไปสู่คอเลสเตอรอลออกไซด์ทีไ่ม่ปลอดภัย 

ยับยั้งการรวมตัวของเกล็ดเลือด และมีฤทธิ์ต้านการ

อักเสบ และต้านเนื้องอก [17] กลุ่มสารซาโปนินจากพืช

Table 3	 Phytochemical contents and antioxidant activity of DPPH, ABTS and FRAP methods. 

Crude 
extracts

Phytochemical contents Antioxidant activities

TPC
(mg GAE/g dry sample)

TFC
(mg QE/g dry sample)

IC
50
 of DPPH

 (µg/ml)
IC

50
 of ABTS 

(µg/ml)

FRAP value
(mg FeSO

4
 equivalent/g 

dry sample )

Flowers 15.330+0.284c 26.901+0.151c 4.71+0.75a 231.13+4.57b 1.76+0.07c

Leaves 22.345+0.491d 52.730+0.344d 1.42+0.30a 96.43+11.30a 5.00+0.10d

Stems 4.202+0.036b 4.320+0.091b 5.79+0.40a 288.06+12.22c 0.53+0.02b

Roots 1.092+0.016a 0.584+0.018a 21.54+3.69b 548.01+18.69d 0.05+0.01a

Remarks	 IC
50
 of L-Ascorbic Acid (Vitamin C) Standard solution with DPPH and ABTS methods (1.137 ± 0.158 and 

24.938 ± 0.762 µg/mL, respectively).

	 Values are presented as mean ± SD (n=3), different letters (a-d) indicate statistically significant differences 

(p< 0.05). 
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สมุนไพรที่มักน�ำมาท�ำเป็นยา มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาที่

หลากหลาย เช่น ฤทธิ์ขับเสมหะ การกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 

การป ้องกันหลอดเลือด ต ้านการอักเสบ ภาวะ

โคเลสเตอรอลต�่ำ  ภาวะน�้ำตาลในเลือดต�่ำ  ต้านเชื้อรา 

และกิจกรรมต่อต้านปรสิต [18] [19] ส�ำหรับสารกลุ่ม 

เทอร์พนี ไตรเทอร์พนี ทีพ่บในพชืสเีขยีวมบีทบาทในการ

ท�ำงานของฮอร์โมนและการควบคุมการเจริญเติบโต 

(วิตามินเอ) ในร่างกายมนุษย์ [20] จากการรายงานของ 

[21] พบว่าสารในกลุ่มแอนทราควิโนนมีฤทธิ์ในการต้าน

เชื้อมาลาเรีย และเชื้อรา ในสารกลุ่มอัลคาลอยด์มีการ

รายงานว่ามีฤทธ์ิทางชีวภาพและฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาที่มี

ประสทิธภิาพในการยบัยัง้ไวรสัประเภทต่าง ๆ  เช่น ไวรสั

ไข้หวัดใหญ่ ไวรัสเริม ไวรัสภูมิคุ้มกันบกพร่องของมนุษย์ 

และไวรัสตับอักเสบซี [22] พืชหลายชนิดที่ตรวจพบสาร

พฤกษเคมีที่แสดงฤทธ์ิทางชีวภาพมักจะพบในพืชกลุ่ม

สมนุไพรหรือพชืทีม่สีเีขียว เช่นเดยีวกบัเนยีมอุม้ผางทีจ่ดั

เป็นสมนุไพรเนือ่งจากอยูใ่นวงศ์เดยีวกนักบักลุม่กะเพรา 

ผลการหาปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวมจากสาร

สกัดหยาบส่วนต่าง ๆ  ของเนียมอุ้มผาง พบว่าสารสกัด

หยาบจากใบมีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงท่ีสุด รองลงมา

ได้แก่ ดอก ล�ำต้น และราก ตามล�ำดับ (22.345 ± 0.491, 

15.330 ± 0.284, 4.203 ± 0.036 และ1.093± 0.016 

mg GAE/g dry sample ตามล�ำดับ) ส่วนการหา 

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมพบว่าสารสกัดหยาบจากใบมี

ปริมาณสูงที่สุดเช่นกัน รองลงมาได้แก่ ดอก ล�ำต้น และ

ราก ตามล�ำดับ (52.730 ± 0.344, 26.901 ± 0.151, 

4.320 ± 0.091 และ 0.584 ± 0.018 mg QE/g dry 

sample ตามล�ำดบั) ในการทดสอบฤทธิต้์านอนมุลูอสิระ

ด้วยวธิทีีแ่ตกต่างกนั 3 วธิ ี(DPPH, ABTS และFRAP) ซึง่

เป็นวิธีที่น�ำมาใช้กันอย่างแพร่หลายเพื่อตรวจสอบความ

สามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากพืช 

เนือ่งจากให้ผลลพัธ์ทีร่วดเรว็และท�ำการทดสอบซ�ำ้ได้เพือ่

ให้ได้ค่าการแสดงผลที่แม่นย�ำ  [23] ผลการทดสอบด้วย

วิธี DPPH พบว่าสารสกัดจากใบแสดงฤทธิ์ดีที่สุด รองลง

มาได้แก่ ดอก ล�ำต้น และราก ตามล�ำดับ (IC
50
 เท่ากับ 

1.428 ± 0.302, 4.714 ± 0.757, 5.793 ± 0.409 และ 

21.548 ± 3.692 µg/mL ตามล�ำดับ) การทดสอบฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS พบว่าสารสกัดจากใบ

แสดงฤทธิ์ดีที่สุด รองลงมาได้แก่ ดอก ล�ำต้น และราก 

ตามล�ำดับ (IC
50
 เท่ากับ 96.433 ± 11.303, 234.133 ± 

4.574, 288.067 ± 12.221 และ 548.103 ± 18.691 

µg/mL ตามล�ำดับ) ในการทดสอบด้วยวิธี DPPH และ 

ABTS จัดเป็นอนุมูลอิสระที่ค่อนข้างเสถียร ท�ำได้ง่าย 

สะดวก และรวดเรว็ [24] ส่วนการทดสอบฤทธิต้์านอนมุลู

อสิระด้วยวธิ ีFRAP พบว่าสารสกดัจากใบมคีวามสามารถ

ในการเป็นตัวให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระให้อยู ่ใน

สภาวะเสถยีรดท่ีีสดุ รองลงมาได้แก่ ดอก ล�ำต้น และราก 

ตามล�ำดับ (FRAP value = 5.004 ± 0.108, 1.764 ± 

0.079, 0.537 ± 0.027 และ0.053 ± 0.006 mg FeSO
4 

equivalent/g dry sample ตามล�ำดับ) สอดคล้องกับ

รายงานวิจัยก่อนหน้าน้ีทีม่กีารศึกษาฤทธิต้์านอนมุลูอิสระ

ของน�้ำมันหอมระเหยจาก เนียมอุ้มผางพบว่าเป็นแหล่ง

ของสารต้านอนุมูลอิสระ ถึงแม้ว่าวิธีการสกัดและการใช้

ตัวท�ำละลายในการสกัดจะมีความแตกต่างกันกับการ

ศึกษาในครั้งน้ีก็ตาม [8] และจากผลการทดสอบความ

สามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของทั้ง 3 วิธี ได้

ผลที่สอดคล้องและเป็นไปในทิศทางเดียวกันว่าสารสกัด

จากใบมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด รวมถึงพบว่ามี 

ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวมสูงที่สุดอีกด้วย 

เช่นกัน ท�ำให้เห็นแนวโน้มความสัมพันธ์เชิงบวกของ 

ฤทธิต้์านอนมูุลอสิระต่อปริมาณฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์

รวม ซึง่สอดคล้องกบัรายงานก่อนหน้านีท้ีพ่บว่าเมือ่ฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระสูงขึ้น ปริมาณฟีนอลิกและปริมาณ 

ฟลาโวนอยด์รวมก็เพิ่มขึ้นเช่นเดียวกัน [25-29] และ 

ค่าเฉลี่ยของปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวม  

รวมถงึความสามารถในการต้านอนมุลูอสิระจากการสกัด

ของส่วนต่าง ๆ  (ดอก ใบ ลําต้น และราก) ของเนียม

อุ ้มผางมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  

(p< 0.05)
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4. สรุปผล
จากผลการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร

สกัดเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ  ของเนียมอุ้มผาง (ดอก ใบ 

ล�ำต้น และราก) พบว่าสารสกัดจากใบมีฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระสูงที่สุดทั้งวิธี DPPH, ABTS และ FRAP และยังมี

ปรมิาณฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์รวมสงูทีส่ดุด้วยเช่นกัน 

ดังนั้นแสดงให้เห็นว่าสารสกัดเอทานอลจากใบเนียม

อุม้ผางเป็นแหล่งของสารต้านอนมุลูอสิระทีม่ศีกัยภาพใน

การพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติท่ีจะสามารถน�ำ

ไปต่อยอดเพื่อสร้างมูลค่าเชิงพาณิชย์ได้ต่อไปในอนาคต 

5. กิตติกรรมประกาศ
คณะผู้วิจัยขอขอบคุณกองทุนอุดหนุนการวิจัย

และนวัตกรรม มหาวิทยาลัยราชภัฏพิบูลสงคราม 

ประเภททุนวิจัยและนวัตกรรมส�ำหรับนักศึกษาและ

บัณฑิตศึกษา (ระดับปริญญาตรี) ประจ�ำปีงบประมาณ 

2566 สาขาวิชาเคมี และศูนย์วิทยาศาสตร์ คณะ

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏพิบูล

สงคราม ที่ให้การสนับสนุนเครื่องมือ อุปกรณ์ และ 

สถานทีท่�ำการวจัิยในการทดลองครัง้นี ้ให้ส�ำเรจ็ลุล่วงไป

ได้ด้วยดี
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