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บทคดัย่อ  
ส่วนสกัดเอทิลอะซีเตทของเปลือกล าต้นของกรวยป่าเมื่อแยกโดยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทรกราฟี 

สามารถแยกสว่นแยกยอ่ยไดท้ัง้หมด 13 สว่นแยกยอ่ย โดยการเพิม่ความมขี ัว้ของตวัชะ จากการวเิคราะหฤ์ทธิก์าร
ต้านอนุมูลอิสระด้วยเทคนิค DPPH พบว่าส่วนแยกย่อยที่ 1-9 (5-30 % เอทลิอะซิเตท/เฮกเซน) มคี่าการต้าน
อนุมลูอสิระทีร่ะดบั IC50 มากกวา่ 100 µg/mL สว่นแยกยอ่ยที ่10-13 (35-50 % เอทลิอะซเิตท/เฮกเซน)  มคี่าการ
ตา้นอนุมลูอสิระที ่IC50 อยู่ในช่วง 37.25-27.23 µg/mL ในขณะทีส่ารมาตรฐาน Trolox มคี่าการตา้นอนุมลูอสิระที่
ระดบั 5.28 ± 0.83 µg/mL ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระด้วยเทคนิค ABTS พบว่าส่วนแยกย่อยที่ 1-10 มีค่า IC50 
มากกว่า 100 µg/mL ส่วนแยกย่อย ที่ 11-13 มีค่าการต้านอนุมูลอิสระที่ IC50 อยู่ในช่วง 26.13-48.03 ug/mL 
ในขณะทีส่ารมาตรฐาน Trolox มคี่าการตา้นอนุมลูอสิระทีร่ะดบั 18.44 ± 1.06 µg/mL ปรมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมด
ของสว่นแยกยอ่ยที ่1 - 13 อยูใ่นชว่ง 15.56 – 367.96 mg GAE/g โดยสว่นแยกยอ่ยที ่13 มคีา่ปรมิาณสารฟีนอลกิ
สงูทีสุ่ด จากงานวจิยัน้ีสามารถสรุปไดว้่าพบว่าปรมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมดมคีวามสมัพนัธก์บัฤทธิก์ารต้านอนุมูล
อสิระดว้ยวธิ ีDPPH และ ABTS และความมขี ัว้สง่ผลต่อปรมิาณสารฟีนอลกิและฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระ 
 
ค าส าคญั: อนุมลูอสิระ  สว่นแยกยอ่ย  กรวยป่า 
 

Abstract  
The ethyl acetate extracts of the stem bark of Casearia grewiifolia were separated by column 

chromatography technique. The 13 sub-fractions extracts were isolated by increasing polarity of the eluent. 
Based on the antioxidant activity analysis using DPPH technique, the sub-fractions 1 - 9  (5-30% Ethyl 
acetate/Hexane) displayed antioxidant values at the level of IC5 0  greater than 1 0 0  µg / mL and sub-
fractions 10 -13 (35-50% Ethyl acetate/Hexane) showed an antioxidant at IC50 values in the range of 37.25 
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- 27.23 µg/mL. While, the Trolox standard substance exhibited an antioxidant level of IC50 at 5.28 ± 0.83 
µg/mL. In addition, the antioxidant activity by ABTS technique, the sub-fractions 1  –  1 0  (5-35% Ethyl 
acetate/Hexane) showed the IC50 value more than 100 µg/mL, and the sub-fractions 11-13 (40-50% Ethyl 
acetate/Hexane) displayed the antioxidant value at IC50 in the range of 26.13 - 48.03 µg/mL, while Trolox 
standard substance had an antioxidant activity at IC50 value at 18.44 ± 1.06 µg/mL. Moreover, the total 
phenolic content of the sub-fractions 1 - 13 were in the range of 15.56 - 367.96 mgGAE/g.  The sub-
fraction 13  displayed the highest total phenolic content value. It was found that the total phenolic content 
correlated with the antioxidant activity using DPPH and ABTS assay. In conclusion, the polarity of extract 
was play an important role in the phenolic content and antioxidant activities. 
 
Keywords: Antioxidant, sub-fraction, Casearia grewiifolia 
 
บทน า 

อนุมูลอสิระ (free radicals) หมายถงึ สารที่มอีเิลก็ตรอนโดดเดี่ยว (unpaired electrons) ในอะตอมหรอื
โมเลกุล เกดิได้จากปัจจยัภายในร่างกาย เช่น กระบวนการเผาผลาญอาหารในร่างกาย และปัจจยัภายนอก [1] 
อนุมลูอสิระมคีวามวอ่งไวในการเขา้ท าปฏกิริยิามาก และสามารถดงึอเิลก็ตรอนจากโมเลกุลอื่นมาแทนทีอ่เิลก็ตรอน
ทีข่าดหายไปเพื่อใหต้วัเองเกดิความสมดุลหรอืเสถยีร ซึ่งท าใหเ้กดิปฏกิริยิาลูกโซ่ภายในเซลล ์ก่อใหเ้กดิอนัตราย
แก่เซลลโ์ดยอนุมลูอสิระจะท าลายสารชวีโมเลกุลภายในเซลลห์ลายประเภท [1] สารตา้นอนุมลูอสิระ (Antioxidant) 
หมายถงึ สารใด ๆ ที่อยู่ในระดบัความเขม้ขน้ต ่าแต่มคีวามสามารถชะลอหรอืยบัยัง้กระบวนการออกซเิดชนัของ
สารทีส่ามารถเกดิการออกซเิดชนัได้ [1,2] สารตา้นอนุมูลอสิระที่มาจากธรรมชาตไิดร้บัความสนใจเป็นอย่างมาก
จากผูบ้รโิภค [2-5] งานวจิยัมากมายไดร้ายงานการหาฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระจากสารธรรมชาตหิลากหลายวธิซีึง่
มีข้อดีและข้อเสยีที่แตกต่างกนัไป [4] การวิเคราะห์หาฤทธิใ์นการต้านอนุมูลอิสระต้องเปรียบเทียบด้วยวิธีที่
หลากหลาย เน่ืองจากกลไกในการตา้นอนุมลูอสิระในแต่ละรปูแบบมคีวามแตกต่างกนั [1-5] การวเิคราะหฤ์ทธิต์า้น
อนุมลูอสิระดว้ยวธิกีารท าลายอนุมลูอสิระดพีพีเีอช (2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging 
Capacity Assay) หรือเรียกสัน้ ๆ ว่าเทคนิค DPPH เป็นวิธีการหาปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระที่ง่ายและ
แม่นย า โดยส่วนใหญ่ใช้กับสารสกัดจากพืชและผลไม้ อนุมูลอิสระ DPPH (DPPH•, diphenyl picryhydrazyl 
radical) เป็นสารสงัเคราะห์ที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระที่คงตวั โดยมอีิเล็กตรอนเดี่ยวบนอะตอมของไนโตรเจน (N) 
สารละลายในเอทานอลจะมสีมี่วง สามารถดูดกลนืแสงไดส้งูสุดที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร เมื่ออนุมูลอสิระ 
DPPH ท าปฏกิริยิากบัสารต้านอนุมูลอสิระ การดูดกลนืแสงจะลดลงพรอ้มกบัสขีองสารละลายที่จางลง เน่ืองจาก
อนุมูลอิสระของ DPPH มคีวามเสถียรอาจเทยีบไม่ได้กบัอนุมูลอิสระในร่างกายที่มคีวามว่องไวในกระบวนการ
ออกซเิดชนัของไขมนั (Lipid peroxidation) และสารตา้นอนุมลูอสิระบางตวัอาจท าปฏกิริยิากบัอนุมลูอสิระ DPPH 
ไดช้า้ เน่ืองมาจากโครงสรา้งทีเ่กะกะของ DPPH [4] การวเิคราะหฤ์ทธิต์า้นอนุมลูอสิระดว้ยการฟอกสอีนุมลูอสิระ
เอบทีเีอส (ABTS radicalcation decolorization assay) ในการวเิคราะห์สาร ABTS จะถูกออกซิไดซ์อนุมูลอสิระ
ABTS•+ (ABTS•+, 2,2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ที่มี
ความว่องไวกว่าอนุมูลอสิระ DPPH มสีเีขยีวปนน ้าเงนิสามารถดูดกลนืแสงได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 734 นาโน
เมตร เมือ่อนุมลูอสิระ ABTS ท าปฏกิริยิากบัสารตา้นอนุมลูอสิระ การดดูกลนืแสงจะลดลงพรอ้มกบัสขีองสารละลาย
ที่จางลง [4] สารประกอบฟีนอลกิมกัมฤีทธิใ์นการต้านอนุมูลอิสระ ในงานวจิยัครัง้น้ีจงึวเิคราะห์ฤทธิต์้านอนุมูล
อิสระด้วยวธิหีาปรมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมดอีกด้วย (Folin-Ciocalteu (F-C) AOC หรอื Total Phenolics Assay) 
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[4-7] นอกจากน้ีจากงานวจิยัยงัพบว่าสารแยกย่อยที่ได้จากส่วนต่าง ๆ ของพชื ความสามารถในการต้านอนุมูล
อสิระของสว่นแยกยอ่ยทีม่คีวามมขี ัว้แตกต่างกนัประสทิธภิาพการตา้นอนุมลูอสิระจะแตกต่างกนั โดยสว่นแยกยอ่ย
ทีไ่ดจ้ากตวัท าละลายทีม่ขี ัว้สงูจะมปีระสทิธภิาพในการตา้นอนุมลูอสิระและปริมาณสารฟีนอลกิทัง้หมดสงูกว่าสว่น
แยกยอ่ยทีไ่ดจ้ากตวัท าละลายทีไ่มม่ขี ัว้หรอืความมขี ัว้ต ่ากวา่ [8-10] 

กรวยป่า (Casearia grewiifolia Vent.) เป็นพรรณไมใ้นวงศ ์Salicaceae เป็นไมต้น้ขนาดเลก็ ผลดัใบสงู 
5-15 เมตร เปลอืกเรยีบถงึแตกเป็นสะเกด็เลก็ ๆ สเีทาปนน้าตาล กิง่อ่อนมชี่ออากาศและขนสนี ้าตาลแดงทัว่ไป 
ดอกแยกเพศร่วมต้น หูใบขนาดเลก็ ร่วงง่าย ใบเรยีงเวยีน รูปขอบขนานหรอื แกมไข่ ยาว 8-13 เซนตเิมตร ช่อ
ดอกแบบช่อกระจุกออกตามซอกใบ กลบีเลยีง 5 กลบี แยกเป็นอสิระสเีขยีว อ่อนถงึเขยีวอมเหลอืง ดา้นนอกมขีน 
ไมม่กีลบีดอก จานฐานดอกรปูถว้ย ขอบจกัเป็นพ ูเกสรเพศผู ้8 อนั ตดิขอบ บนจานฐานดอก ผลสด รปูรหีรอืรปูไข ่
ยาว 2.5-5 เซนตเิมตร สุกสเีหลอืง แตกเป็น 3 ซกี เมลด็ม ี3 เมลด็ มเียื่อหุ้มสดสสีม้ มกีารกระจายพนัธุ์ในไทย 
ภมูภิาคอนิโดจนีและมาเลเซยี ในประเทศไทยมกีารกระจายตวัพบไดใ้นทุกภาค ขึน้ในป่าเตง็รงั ป่าเบญจพรรณ ป่า
ดบิแลง้ และป่าดบิชืน้ พบมากในป่าเบญจพรรณ ระดบัความสงูจนถงึ ประมาณ 800 เมตร ตดิผลเดอืน มกราคม-
ตุลาคม มกีารใชร้ากแกท้อ้งรว่ง บ ารงุตบั เปลอืกตน้ใชบ้ ารงุธาตุ สมานแผล ใบและดอก แกพ้ษิกาฬ แกโ้รคผวิหนงั 
ผลผื่นคนั ผลใช้ฟอกโลหติ แก้เลอืดออกตามไรฟัน เมล็ดใช้เบื่อปลา น ้ามนัจากเมล็ดใช้รกัษาโรคผวิหนัง [11] 
สารส าคญัจากกรวยป่าคอืสารกลุ่มเซอโรเดนไดเทอรพ์นีนอยดแ์ละพบสารกลุ่มน้ีในเกอืบทุกสว่นของกรวยป่าแต่จะ
มคีวามแตกต่างกนัทีห่มู่แทนที ่มฤีทธิท์างชวีภาพทีห่ลากหลาย เช่น ความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็  การตา้นอนุมลู
อสิระการตา้นเชือ้แบคทเีรยี[12-18]   

การสกดัใบและเปลอืกของกรวยป่าดว้ยเมทานอลทีเ่กบ็ในพืน้ทีภ่าคเหนือและภาคตะวนัออก มคีวามเป็น
พษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว (P388) ทีร่ะดบั LD50 11.3, 4.2 และ 1.6 µg/mL ตามล าดบั ส าหรบัการตา้นอนุมลู
อสิระมคี่า IC50 ทีร่ะดบั 24.9, 22.1 และ 55.7 µg/mL ตามล าดบั  การตา้นเชือ้แบคทเีรยีทัง้หมด 4 สายพนัธุไ์ดแ้ก่ 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa และ Candida albicans พบวา่สารสกดัเม
ทานอลจากใบแสดงการตา้นเชือ้แบคทเีรยีโดยมคี่า MIC ของสว่นสกดัใบมากกวา่ 5 mg/ml ของแบคทเีรยีทุกสาย
พนัธุท์ีใ่ชใ้นการทดสอบ [12] ต่อมามกีารรายงานองคป์ระกอบทางเคมจีากเปลอืกต้นกรวยป่า พบสารกลุ่มเซอโร
เดนไดเทอร์พนีอยด์ชนิดใหม่ทัง้หมด 4 ชนิดคอื caseargrewiins A-D เมื่อน าสารบรสิุทธิท์ ัง้ 4 ชนิดทดสอบการ
ตา้นเชือ้มาลาเรยี การตา้นเชือ้แบคทเีรยี และการแสดงความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ พบวา่สารทัง้ 4 ชนิดมกีารตา้น
เชื้อมาลาเรยีชนิด Plasmodium falciparum ที่ระดบั IC50 เท่ากบั 2.9, 2.4, 3.0 และ 3.3 µg/mL ตามล าดบั และ
ก า รต้ า น เ ชื้ อ แบคที เ รีย ช นิ ด  Mycobacterium tuberculosis H3 7Ra ที่ ร ะ ดับ  MIC (minimum inhibitory 
concentration) 12.5, 12.5, 25.0 และ 12.5 µg/mL ตามล าดบั และการแสดงความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็งทัง้ 3 
ชนิดคอื เซลลม์ะเรง็ผวิหนัง (KB) มะเรง็เตา้นม (BC1) และ มะเรง็ปอด (NCI-H187) โดยสารทัง้ 4 ชนิดมคี่า IC50 
อยูใ่นช่วง 0.1-8.7 µg/mL โดยเฉพาะสาร caseargrewiins C และ D มคี่า IC50 กบัเซลลม์ะเรง็ชนิด NCI-H187 ทีด่ี
ทีส่ดุทีค่่า IC50 0.3 และ 0.1 ug/mL ตามล าดบั [13] ในปี 2007 Kanokmedhakul และคณะไดศ้กึษาสารกลุ่มเซอโร
เดนไดเทอรพ์นีอยดจ์ากผลของกรวยป่า จากการศกึษาพบสารกลุ่มเซอโรเดนไดเทอรพ์นีอยดช์นิดใหม่ทัง้หมด 8 
ชนิด คอื caseargrewiins E-L สารทัง้หมดทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ทัง้ 3 ชนิดคอื เซลล์มะเรง็ผวิหนัง 
(KB) มะเรง็เตา้นม (BC1) และ มะเรง็ปอด (NCI-H187) โดยสารทัง้ 8 ชนิดมคี่า IC50 อยู่ในช่วง 0.20-6.00 µg/mL 
โดยเฉพาะสาร caseargrewiins E และ G มคี่า IC50 กบัเซลล์มะเร็งชนิด KB ที่ดทีี่สุดที่ค่า IC50 0.66 และ 0.67 
µg/mL ตามล าดบั สาร caseargrewiins E และ L แสดงความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ชนิด BC1 ทีด่ทีีส่ดุทีร่ะดบั IC50 
เท่ากบั 0.2 และ 0.21 µg/mL ตามล าดบั [14] ในปี 2007 Mosaddik และคณะ ศกึษาสารกลุ่มเซอโรเดนไดเทอรพ์ี
นอยดจ์ากกิง่ของกรวยป่าพบสารชนิดใหม่ 3 ชนิด โดยสารทัง้หมดไม่มรีายงานการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ [15] 
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Rayanil และคณะไดศ้กึษาองคป์ระกอบทางเคมจีากเน้ือไมข้องกรวยป่า พบสารกลุม่ฟีนอลกิชนิดใหม ่2 ชนิด ทีย่งั
ไม่มรีายงานการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ [16] และ เมื่อไม่นานมาน้ี Nuanyai และคณะไดศ้กึษาองคป์ระกอบทาง
เคมขีองผลสกุของกรวยป่า พบสารชนิดใหม ่1 ชนิดคอื Caseargrewiin M และสาร Caseargrewiin G ซึง่เป็นสาร
กลุ่มเซอโรเดนไดเทอร์พนีอยด์ สารทัง้หมดถูกทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ 5 ชนิด คอื Hep-G2 (เซลล์มะเรง็
ปอด), SW620 (เซลล์มะเรง็ล าไสใ้หญ่), Chago-K1 (เซลล์มะเรง็ปอด), KATO-III (เซลล์มะเรง็กระเพาะอาหาร) 
และ BT474 (เซลลม์ะเรง็เตา้นม) สารทัง้หมดแสดงความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ทัง้ 5 ชนิด โดยมคีา่ IC50 อยูใ่นช่วง 
0.90–6.30 µg/mL [17]  

จากการศกึษาทีผ่่านมาพบว่ากรวยป่ามฤีทธิท์างชวีภาพทีห่ลากหลาย และสารตา้นอนุมลูอสิระทีไ่ดจ้าก
ธรรมชาตจิะมคีวามปลอดภยัและมผีลขา้งเคยีงน้อยกว่าสารสงัเคราะห ์ดงันัน้คณะผูว้จิยัจงึมแีนวคดิในการศกึษา
ค้นคว้าสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ ซึ่งกรวยป่า  (C. Grewiifolia)  เป็นพืชท้องถิ่นในเขตจังหวัด
ประจวบครีขีนัธแ์ละใกลเ้คยีง มกีารกระจายตวัและความหนาแน่นค่อนขา้งสงู ในงานวจิยัน้ีเลอืกศกึษาสารสกดัจาก
เปลอืกล าตน้ของกรวยป่า โดยแบง่สว่นแยกยอ่ยทีไ่ดจ้ากการเพิม่ความมขี ัว้ของตวัชะ คณะผูว้จิยัคาดวา่จะสามารถ
คดักรองสารกลุม่ทีม่ฤีทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระในสว่นแยกยอ่ยได ้และหวงัวา่การคน้พบสว่นแยกยอ่ยทีส่ามารถตา้น
อนุมูลอสิระไดจ้ะสามารถประยุกต์ใชใ้นอุตสาหกรรมเครื่องส าอางหรอือาหารต่อไปได้เน่ืองด้วยสารที่ไดแ้ละเป็น
แนวทางในการศกึษาโครงสรา้งทางเคมเีพือ่ศกึษากลไกการออกฤทธิข์องสารบรสิทุธิใ์นล าดบัต่อไป 
 

วตัถปุระสงคข์องการวิจยั  
เพื่อศกึษาฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระโดยใชเ้ทคนิค DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2′-

Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) และปรมิาณฟินอลิกทัง้หมดของส่วนแยกย่อยที่ได้จากการ
เพิม่ความมขี ัว้ของตวัชะจากเปลอืกล าตน้ของกรวยป่า 
 

วิธีด าเนินการวิจยั 
ตวัอย่างเปลือกล าต้นกรวยป่า (C. grewiifolia)  
เก็บตวัอย่างเปลอืกล าต้นกรวยป่า (C. grewiifolia) ในเดอืนตุลาคม 2559 เน่ืองจากเป็นช่วงที่กรวยป่า

ออกผลแลว้ บรเิวณเขาหนิปนูมหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลรตันโกสนิทร ์วทิยาเขตวงัไกลกงัวล อ าเภอหวัหนิ 
จงัหวดัประจวบครีขีนัธ ์การเปรยีบเทยีบและพสิจูน์พนัธุไ์มเ้ปรยีบเทยีบทีส่ านักหอพรรณไม ้ตวัอย่างพรรณไมอ้ดั
แหง้เกบ็รกัษาทีส่ านกัหอพรรณไม ้กรมอุทยานแหง่ชาต ิ(BKF No. 190331)  

การแยกสารจากส่วนสกดัหยาบเอทิลอะซิเตท 
น าส่วนเปลอืกต้นของกรวยป่าจ านวน 2.5 กโิลกรมั ตากแห้งเป็นเวลา 5 วนั และอบด้วยอุณหภูม ิ60 

องศาเซลเซียส จนแห้งสนิทบดให้เป็นผง ร่อนด้วยตะแกรงร่อนขนาด 200 mesh ได้ผงเปลือกล าต้นกรวยป่า
จ านวน 1.8 กโิลกรมั น าไปแช่ในตวัท าละลายเฮกเซน (Hexane) ปรมิาตร 15.0 ลติร เป็นเวลา 3 วนั กรอง น าตวั
ท าละลายออกและน าส่วนกากแช่ดว้ยตวัท าละลายเมทานอล (MeOH) ปรมิาตร 15.0 ลติร เป็นเวลา 3 วนั กรอง 
น าตวัท าละลายออกและแช่ดว้ย เมทานอล อกี 2 ครัง้ น าสารละลายเมทานอลทีส่กดัไดม้ารวมกนัและระเหยตวัท า
ละลายออกโดยใช้เทคนิคการลดความดนั จะไดส้ารสกดัหยาบ (crude) ในสว่นเมทานอลน าสารสกดัหยาบทีไ่ดม้า
สกดัด้วยตวัท าละลายเอทลิอะซเิตท (EtOAc) และน ้า ที่อุณหภูมหิ้อง ปรมิาตรอย่างละ 1.0 ลติร จ านวน 3 ครัง้ 
ดว้ยกรวยแยก น าสว่นสกดัเอทลิอะซเิตททัง้หมดรวมกนัและระเหยแหง้โดยใชเ้ทคนิคการลดความดนั จะไดส้่วน
สกดัหยาบเอทลิอะซเิตทจ านวน 12.55 กรมั  
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น าส่วนสกดัหยาบเอทลิอะซเิตทละลายในตวัท าละลายผสมระหว่างไดคลอโรมเีทนและเมทานอล และ
คลุกกบัซลิกิาเจลจนแหง้ บรรจุซลิกิาเจลทีผ่สมตวัท าละลายเฮกเซนจนอิม่ตวัลงในคอลมัน์ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 
30 มลิลเิมตร ความยาว 400 มลิลเิมตร เทซลิกิาเจลทีค่ลุกสารสกดัหยาบเอทลิอะซเิตทไวล้งบน silica gel ทีอ่ิม่ตวั
ด้วยเฮกเซนและเพิม่ความมขี ัว้ของตวัท าละลายโดยเริม่จาก 5-50 % EtOAc/Hexanes โดยใช้ปรมิาณตวัชะใน
ความเขม้ขน้ละ 1.0 ลติร เกบ็ตวัอย่างหลอดละ 30 มลิลลิติร และใชเ้ทคนิคทนิเลเยอร์โครมาโทกราฟีตรวจสอบ
องคป์ระกอบทางเคมเีพือ่รวมสว่นแยกยอ่ยทีเ่หมอืนกนั ไดส้ว่นแยกยอ่ยทัง้หมด 13 สว่นแยกยอ่ย (FR1-FR13)  

การทดสอบการต้านอนุมลูอิสระแบบ DPPH  
น าสารตัวอย่างละลายด้วยเอทานอลให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 10, 30, 50, 70 และ 90 µg/mL หรือ

สารละลายมาตรฐาน Trolox น าสารละลายตัวอย่างหรือสารละลายมาตรฐาน Trolox จ านวน 50 µL ผสมกับ
สารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) ทีม่คีวามเขม้ขน้เท่ากบั 0.1 mM ปรมิาตร 150 µL ใน
เอทานอล ใน 96 well plate เขย่าให้เข้ากนัและทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที และวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นเท่ากบั 517 นาโนเมตร และวดัค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH ที่ลดลง [18] ตาม
สมการ (1)   

 
Inhibition (%) = {[Acontrol- (Atest sample- Ablank)]/Acontrol} X 100%  (1) 

 
โดยที ่   Acontrol   = DPPH 150 µL + Ethanol 50 µL 
   Atest sample  = DPPH 150 µL + Sample/standard 50 µL 
   Ablank   = Ethanol 150 µL + Sample/standard 50 µL 
 
การทดสอบการต้านอนุมลูอิสระแบบ ABTS  
น าสารละลาย ABTS (2,2´-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) ความเข้มข้น 7 mM 

ปรมิาตร 5 mL ผสมกบั สารละลาย 2.45 mM K2S2O8 ปรมิาตร 88 uL ทิง้ไวท้ีอุ่ณภูมหิอ้งเป็นเวลา 16 ชัว่โมง เจอื
จางสารละลาย ABTS ที่ถูกกระตุ้นให้มคี่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตร ให้อยู่ในช่วง 0.70 ± 0.05 ละลาย
สารละลายตวัอยา่งดว้ย 50%(v/v) DMSO ใหม้คีวามเขม้ขน้เทา่กบั 10, 30, 50, 70 และ 90 µg/mL หรอืสารละลาย
มาตรฐาน Trolox น าสารละลายตวัอย่างหรือสารละลายมาตรฐาน Trolox จ านวน 50 µL ผสมกบั สารละลาย 
ABTS ปรมิาตร 150 µL ใน 96 well plate เขย่าใหเ้ขา้กนัและทิ้งไวใ้นที่มดืที่อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 15 นาท ีและ
วดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่นเท่ากบั 734 นาโนเมตร และวดัค่าการดูดกลนืแสงของ ABTS ทีล่ดลง [18] 
ตามสมการ (2)   

 
Inhibition (%) = {[Acontrol- (Atest sample- Ablank)]/Acontrol} X 100%  (2) 

 
โดยที ่   Acontrol   = 150 µL ABTS + 50 µL 50%DMSO 
   Atest sample  = 150 µL ABTS + 50 µL Sample/standard 
   Ablank   = 150 µL Water + 50 µL Sample/standard 
 
 
 



วารสารมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) ปีที่ 13 ฉบับที่ 26 กรกฎาคม-ธันวาคม 2564 

[43] 
 

การวิเคราะหห์าปริมาณฟีนอลิกทัง้หมด  
น าสารสกัดละลายใน DMSO ให้มีความเข้มข้น 1.0 mg/mL เติมสารตัวอย่างปริมาตร 20 µL และ

สารละลาย 10% (v/v) Folin Ciocalteu ปรมิาตร 100 µL เตมิสารละลาย 7.5% Na2CO3 ปรมิาตร 80 µL เขย่าให้
เขา้กนัและตัง้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 30 นาท ีวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ 765 nm จากนัน้น าไปค านวนหา
ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิทัง้หมด จากกราฟมาตรฐานปรมิาณกรดแกลลกิ ในชว่ง 10 – 300 µg/mL [19] 
 

ผลการวิจยั 
ปริมาณของสารสกดัจากเปลือกล าต้นของกรวยป่า 
จากการน าส่วนเปลอืกล าต้นของกรวยป่า สกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอล และระเหยตวัท าละลายออก

โดยใชเ้ทคนิคการลดความดนั น าสว่นสกดัเมทานอลสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทลิอะซเีตทและน ้าดว้ยกรวยแยก น า
ส่วนสกดัเอทิลอะซีเทตรวมกนัและระเหยตวัท าละลายออกโดยเทคนิคการลดความดนั ได้สารสกดัหยาบส่วน
เอทลิอะซเีตททัง้หมด 12.55 กรมั คดิเป็นรอ้ยละของน ้าหนักแห้งพชื 0.70 เมื่อน าส่วนสกดัหยาบเอทลิอะซเีตท
แยกด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทรกราฟี โดยใช้การเพิม่ความมขี ัว้ของตวัท าละลาย (Gradient) และตรวจสอบ
องคป์ระกอบทางเคมโีดยเทคนิคทนิเลเยอรโ์ครมาโทรกราฟี รวมสว่นแยกยอ่ยทีม่ลีกัษณะองคป์ระกอบทางเคมบีน
แผ่นทนิเลเยอรโ์ครมาโทรกราฟีทีค่ลา้ยกนัสามารถแบ่งเป็นสว่นแยกย่อย (sub-fractions) ไดท้ัง้หมด 13 สว่นแยก
ยอ่ย (FR1 – FR13) น ้าหนกัและรอ้ยละของน ้าหนกัแหง้พชืของสารแยกยอ่ยแสดงในตารางที ่1 
 
ตารางท่ี 1 แสดงน ้าหนกัและรอ้ยละของสว่นแยกยอ่ยของเปลอืกล าตน้กรวยป่า 

ส่วนแยกย่อย ตวัท าละลาย น ้าหนัก (กรมั) % yield 
FR1 5% EtOAc/Hexane 0.50  0.03 
FR2 10% EtOAc/Hexane 1.75 0.10 
FR3 10% EtOAc/Hexane 0.84 0.05 
FR4 15% EtOAc/Hexane 0.25 0.01 
FR5 20% EtOAc/Hexane 0.26 0.01 
FR6 20% EtOAc/Hexane 0.46 0.03 
FR7 25% EtOAc/Hexane 1.12 0.06 
FR8 25% EtOAc/Hexane 1.23 0.07 
FR9 30% EtOAc/Hexane 1.04 0.06 

FR10 35% EtOAc/Hexane 0.25 0.01 
FR11 40% EtOAc/Hexane 0.71 0.04 
FR12 45% EtOAc/Hexane 0.50 0.03 
FR13 50% EtOAc/Hexane 1.56 0.09 

 
จากตารางที่ 1 ส่วนแยกย่อย FR4, FR5 และ FR10 ให้น ้าหนักของสารสกดัที่น้อยที่สุด ในขณะที่ส่วน

แยกย่อย FR2 ให้น ้าหนักของสารแยกย่อย มากที่สุด จากรายงานการวจิยัที่ผ่านมาพบว่า กลุ่มสารที่มกัพบใน
กรวยป่าเป็นสารกลุ่มทีม่ขี ัว้ต ่า เช่น ไดเทอรพ์นีอยด ์[10 – 12] จงึอาจเป็นสาเหตุทีท่ าใหส้ว่นแยกย่อย ในช่วงแรก
มปีรมิาณทีค่่อนขา้งสงู และน้อยลงตามล าดบั เมื่อถงึสว่นแยกยอ่ย FR6 เมื่อเพิม่ความมขี ัว้สารกลุ่มฟีนอลกิที่มขี ัว้
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ซึง่เป็นสารทีอ่ยูใ่นเปลอืกล าตน้ของพชืน่าจะถกูชะออกมาในสว่นแยกยอ่ย FR7 – FR13 
การต้านอนุมูลอิสระแบบ DPPH ของสารสกดัจากเปลือกล าต้นของกรวยป่า 
จากการน าสว่นแยกย่อย จากเปลอืกล าตน้ของกรวยป่าทัง้หมด 13 สว่นแยกย่อย ทดสอบการยบัยัง้การ

ต้านอนุมูลอสิระโดยเทคนิค DPPH ผลการทดสอบแสดงในตารางที่ 2 ค่าความเขม้ขน้ของสารที่สามารถยบัยัง้
อนุมูลอสิระได้รอ้ยละ 50 (IC50) ของส่วนแยกย่อย ในส่วนแยกย่อย FR1 – FR9 มคี่า IC50 มากกว่า 100 µg/mL 
ซึง่น่าจะเป็นสว่นของสารทีม่ขี ัว้ต ่าและเป็นสารกลุ่มไดเทอรพ์นีอยดเ์ป็นหลกั สารกลุม่น้ีแสดงฤทธิใ์นการตา้นอนุมลู
อสิระที่ต ่า ในขณะที่ส่วนแยกย่อย FR10 – FR13 แสดงค่า IC50 ที่ระดบัความเขม้ขน้ 37.25, 30.46, 27.23 และ 
28.88 µg/mL ตามล าดบัและค่า IC50 ของสารมาตรฐาน Trolox อยู่ที่ระดบั 5.28 µg/mL ซึ่งสอดคลอ้งกบัรายงาน
การวจิยัก่อนหน้า [18] จากขอ้มลูดงักล่าวแสดงใหเ้หน็วา่ความมขี ัว้ของสว่นแยกยอ่ย มผีลต่อการตา้นอนุมลูอสิระ
แบบ DPPH โดยสารทีม่ขี ัว้มากจะแสดงการตา้นอนุมลูอสิระทีส่งูเชน่เดยีวกนั 

การต้านอนุมูลอิสระแบบ ABTS ของสารสกดัจากเปลือกล าต้นของกรวยป่า 
จากการน าสว่นแยกย่อย จากเปลอืกล าตน้ของกรวยป่าทัง้หมด 13 สว่นแยกย่อย ทดสอบการยบัยัง้การ

ตา้นอนุมลูอสิระโดยเทคนิค ABTS ผลการทดสอบแสดงในตารางที ่2 ผลการทดสอบสอดคลอ้งกบัการตา้นอนุมูล
อสิระแบบ DPPH โดยค่าความเขม้ขน้ของสารที่สามารถยบัยัง้อนุมูลอสิระไดร้อ้ยละ 50 (IC50) ของส่วนแยกย่อย 
ในสว่นแยกย่อย ที ่FR1 – FR10 มคี่า IC50 มากกว่า 100 µg/mL ในขณะทีส่ว่นแยกย่อย FR11 – FR13 แสดงค่า 
IC50 ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 48.03, 40.47 และ 26.13 µg/mL ตามล าดบัและค่า IC50 ของสารมาตรฐาน Trolox อยูท่ี่
ระดบั 18.44 µg/mL จากขอ้มูลดงักล่าวแสดงให้เหน็ว่าความมขี ัว้ของส่วนแยกย่อย มผีลต่อการต้านอนุมูลอสิระ
แบบ ABTS โดยสารทีม่ขี ัว้มากจะแสดงการตา้นอนุมลูอสิระทีส่งูเชน่เดยีวกนั 

การทดสอบการตา้นอนุมลูอสิระของสารสกดัสมุนไพรดว้ยวธิ ีDPPH และ ABTS เป็นทีนิ่ยมเน่ืองจากท า
ไดส้ะดวกและรวดเรว็ เน่ืองจาก DPPH และ ABTS เป็นอนุมลูอสิระทีค่่อนขา้งเสถยีร โดยอนุมลูอสิระของ DPPH 
เป็นอนุมลูอสิระชนิดไนโตรเจน ทีม่สีมีว่งและมคีวามคงตวัสงู เมื่อท าปฏกิริยิากบัสารตา้นอนุมลูอสิระจะเปลีย่นเป็น
สเีหลอืงซึ่งตรวจวดัไดง้า่ย แต่วธิ ีDPPH มขีอ้เสยีคอืหากสารตวัอย่างมสีเีหลอืงอาจรบกวนในการแปรผลขอ้มูลได ้
ส าหรบัการวดัการตา้นอนุมลูอสิระโดยวธิ ีABTS เป็นการวดัความสามารถของสารตวัอยา่งในการก าจดัอนุมลูอสิระ
ชนิดเปอร์ออกซ ีซึ่งเป็นอนุมูลอสิระที่มกัพบในเซลล์และจะมกีารเปลี่ยนสจีากสฟ้ีาเป็นไม่มสี ีซึ่งสา รตวัอย่างใน
ธรรมชาตทิี่มสีฟ้ีาจะพบไดน้้อยดงันัน้การรบการของสใีนสารตวัอย่างจงึค่อนขา้งมอีทิธพิลต ่า แต่ในวธิ ีABTS มี
ขอ้เสยีคอืตวัท าละลายเป็นน ้าซึง่สารตวัอยา่งการละลายน ้าต ่าอาจทดสอบไดล้ าบาก  

 
ตารางท่ี 2 แสดงคา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัทีส่ามารถยบัยัง้อนุมลูอสิระไดร้อ้ยละ  50 (IC50) โดยเทคนิค DPPH 
และเทคนิค ABTS ของสว่นแยกยอ่ย ของเปลอืกล าตน้กรวยป่า 

ส่วนแยกย่อย DPPH ABTS 
IC50 (µg/mL) IC50 (µg/mL) 

FR1 >100 > 100 
FR2 >100 > 100 
FR3 >100 > 100 
FR4 >100 > 100 
FR5 >100 > 100 
FR6 >100 > 100 
FR7 >100 > 100 
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FR8 >100 > 100 
FR9 >100 > 100 

FR10 37.25  1.20 > 100 
FR11 30.46  2.24  48.03  1.18 
FR12 27.23  1.08 40.70  2.29 
FR13 28.88  4.46 26.13  2.15 

Trolox 5.28  0.83 18.44  1.06 
 
ปริมาณฟีนอลิกทัง้หมดของสารสกดัจากเปลือกล าต้นของกรวยป่า 
ปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมดของสว่นแยกยอ่ย FR1 – FR13 แสดงในตารางที ่3 โดยมคี่าของปรมิาณฟีนอลกิ

ทัง้หมดอยู่ระหว่าง 15.56 – 367.96 mg GAE/g ของสารสกัด ซึ่งแนวโน้มของค่าปริมาณฟีนอลิกทัง้หมดจะ
สอดคลอ้งกบัความมขี ัว้ของสารสกดัโดยส่วนแยกย่อย ที่มคี่าปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมดน้อยที่สุดคอื ส่วนแยกย่อย 
FR1 ทีร่ะดบั 15.56 mg GAE/g และสว่นแยกย่อย ทีม่คี่าปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมดมากทีสุ่ดคอืสว่นแยกย่อย FR13 
ทีร่ะดบั 367.96 mg GAE/g ซึง่สอดคลอ้งกบัคา่การตา้นอนุมลูอสิระแบบ DPPH และ ABTS ทีม่ปีระสทิธภิาพสงู  
 

ตารางท่ี 3 แสดงปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมดของสว่นแยกยอ่ยของเปลอืกล าตน้กรวยป่า 

ส่วนแยกย่อย ปริมาณฟีนอลิกทัง้หมด 
(mg GAE/g) 

FR1 15.56  2.34 

FR2 26.95  2.10 

FR3 27.38  1.31 

FR4 38.27  1.73 

FR5 90.61  1.10 

FR6 63.91  2.18 

FR7 57.93  2.30 

FR8 74.73  1.62 

FR9 149.21  1.70 

FR10 212.80  16.62 

FR11 306.01  15.36 

FR12 301.45  11.43 

FR13 367.96  11.33 
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สรปุและอภิปรายผล 
จากการศกึษาปรมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมดและฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระในสว่นแยกย่อยของเปลอืกล าตน้

ของกรวยป่า พบว่าปรมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมดที่วเิคราะห์ได้จะมคีวามเกี่ยวเน่ืองกบัความสามารถในการต้าน
อนุมูลอสิระด้วยวธิ ีDPPH และ ABTS และความมขี ัว้ส่งผลต่อปรมิาณสารฟีนอลกิและฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระ 
ส่วนแยกย่อยที่มขี ัว้สงูจะท าใหป้รมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมดและการต้านอนุมูลอสิระสงูไปดว้ย จากผลการทดลอง
ดงักล่าวสารสกดัจากเปลอืกล าตน้ของกรวยป่าทีม่ขี ัว้สงูมปีระสทิธภิาพการตา้นอนุมลูอสิระที่สงู ซึ่งน่าจะสามารถ
น าสารสกดัส่วนที่มขี ัว้ตัง้แต่ส่วนแยกย่อย ที่ 10 – 13 ซึ่งมปีระสทิธภิาพการต้านอนุมูลอสิระที่สูงจงึน่าจะใช้เป็น
สว่นผสมในเครือ่งส าอางได ้
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