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ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดที่มฤีทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
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บทคัดย่อ 
  วิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ แยกองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด 
โดยน ากิ่งมะขวิดสกัดด้วยเอทานอลและน าสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมาเป็นส่วนผสมใน
ผลิตภัณฑ์โลช่ัน ผลการวิจัยพบว่า สารสกัดหยาบจากกิ่งมะขวิดมีปริมาณฟีนอลิกและแทนนินทั้งหมด เท่ากับ 42.08 
และ 52.22  g/ml และมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 12.55 µg/ml ในขณะที่ BHT และ BHA  มีค่า 
IC50 เท่ากับ 8.96 และ 9.61 µg/ml ตามล าดับ แยกสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดได้เป็น 4 กลุ่ม (F1, F2, F3, F4) และ
พบว่าสารกลุ่ม F2 มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 9.53 µg/ml เมื่อวิเคราะห์ด้วย GC-MS  
พบว่ามีโครงสร้างเป็น Hexadecanoic acid, Ethyl ester, Trimethylsilyl ester และ Dioctyl ester  ผลิตภัณฑ์
โลช่ันที่ได้ มีสีขาว ไม่มีกลิ่น เนื้อโลช่ันไม่แยกช้ัน และมีความเป็นกรด–ด่าง เท่ากับ 8   
 

Abstract 
The objective of this research were to focus the antioxidant activity and separated the 

chemical compound of crude extract  from Feronia limonia Swingle branch. After that, the 
optimum antioxidant of crude extract was used to prepare the antioxidant lotion. The result 
showed that crude extract had total phenolic and total tannin contents 41.99 and 52.35 g/ml ; 
respectively and also had antioxidant activity (IC50) 12.55 µg/ml, Whereas BHT and BHA had IC50  
8.96 and 9.61 µg/ml. The separation of crude extract can be separated into four groups (F1, F2, F3, 
F4) and the results showed that F2 has the strongest activity against the others with IC50 = 9.53 
µg/ml. Then, F2 was analyzed with GC-MS and found  that the structure were Hexadecanoic acid, 
Ethyl ester, Trimethylsilyl ester and Dioctyl ester. The lotion was  odorless, white color with no 
phase separation with  pH 8.0 
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1. บทน า 
สภาพเศรษฐกิจ สงัคมและสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไปของประเทศไทย ท าให้ประชากรมีพฤติกรรมการบริโภค

และวิถีการด ารงชีวิตคล้ายคลึงกับสังคมตะวันตก ปัญหาที่ตามมาคือร่างกายได้รับสารพิษในรูปแบบต่างๆ เช่น ผนัง
หลอดเลือดแข็งตัวท าให้เกิดการอักเสบ เกิดการท าลายเนื้อเยื่อรุนแรงขึ้น ความชรา ความเสื่อมของร่างกาย และเกิด
การกลายพันธ์ุของเซลล์ ซึ่งเป็นสาเหตุท าให้เกิดโรคต่างๆ ได้แก่ โรคอ้วน โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคข้ออักเสบ และ
โรคมะเร็ง เป็นต้น ร่างกายมนุษย์ใช้ออกซิเจนในกระบวนการเมตาบอลิซึม ซึ่งเป็นกระบวนการเผาผลาญต่างๆ          
ในร่างกายของสิ่งมีชีวิตและเป็นผลให้เกิดอนุมูลอิสระของออกซิเจน  โดยปกติร่างกายจะมีระบบควบคุมป้องกันอนุมูล
อิสระที่เรียกว่า ระบบแอนติออกซิแดนท์ (Antioxidant defense system) แต่ถ้าร่างกายไม่สามารถควบคุมและ
ป้องกันปริมาณของอนุมูลอิสระให้อยู่ในระดับปกติที่ไม่เป็นอันตรายต่อร่างกายได้เรียกว่า เกิดภาวะความเครียดของ
ออกซิเจน (Oxidative stress) โดยอนุมูลอิสระที่มีปริมาณเพิ่มมากขึ้นจะก่อให้เกิดความเสียหายและเป็นอันตรายต่อ
ร่างกายซึ่งจะน าไปสู่การกลายพันธุ์ โดยจะเข้าท าปฏิกิริยากับไขมันที่ผนังเซลล์กับโปรตีน เอนไซม์คาร์โบไฮเดรต และ         
ดีเอ็นเอ ดังนั้นการใช้สารที่มีคุณสมบัติเป็นสารแอนติออกแดนท์ (Antioxidant) จะช่วยยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระไม่ให้
ท าลายองค์ประกอบของเซลล์ สารต้านอนุมูลอิสระมีอยู่จ านวนมาก ทั้งที่ได้จากการสังเคราะห์ขึ้น และที่มีอยู่ใน
ธรรมชาติ เช่น ในพืชโดยทั่วไปจะพบสารต้านอนุมูลิสระ ได้แก่ โคเอนไซม์ เอนไซม์คิวเทน (Beyer, 1992) ซึ่งสอดคล้อง
กับ สมหมาย ปัตตาลี (2551) กล่าวว่า พืชที่มีความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระมักจะมีสารประกอบหลัก 
คือ สารฟีนอลิก ได้แก่ ฟลาวานอยด์ กรดฟีนอลิก และแอนโธไซยานิน ซึ่งพบทั่วไปในใบ ล าต้นและเปลือกของพืช 
กลไกการต้านอนุมูลอิสระของสารประกอบฟีนอลิกจะอยู่ในรูปของการก าจัดอนุมูลอิสระ ด้วยการให้ไฮโดรเจนอะตอม 
และการก าจัดออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน รวมทั้งการรวมตัวกับโลหะ  
 จากการศึกษางานวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ พบว่างานวิจัยของกัลยาณี วัฒนธีรางกูร (2551) ได้
ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระจากกากเมล็ดสบู่ด า โดยสกัดด้วยตัวท า
ละลายเมธานอลบริสุทธ์ิ 80% เมธานอล และ 60% เมธานอล และน ามาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดด้วย
วิธี Folin – Ciocalteu Reagent (FCR) พบว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในสารสกัดที่สกัดได้ อยู่ในช่วง                 
26.4-85.28 mg% เมื่อหาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay (2,2 diphenyl – 1 – picryhydrazyl), 
และวิธี 1,10 – phenanthroline พบว่าสารสกัดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระอยู่
ในช่วง 78-92 ซึ่งจะสอดคล้องกับปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดจากกากเมล็ดสบู่ด าและเมื่อทดสอบการท าปฏิกิริยากับ 1,10 
– phenanthroline พบว่าประสิทธิภาพของสารสกัดในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดอยู่ในช่วง 94-123 ppm 
Fe2+ จากการศึกษางานวิจัยดังกล่าวพบว่าสารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเป็นสารสกัดที่พบได้ในตัวอย่างพืช ผู้วิจัยจึง
ได้ท าการศึกษาค้นคว้าสรรพคุณของตัวอย่างพืชหลายชนิดที่มีอยู่ในท้องถิ่น พบว่าพืชที่น่าสนใจ คือ มะขวิด (Feronia  
limonia Swingle) ซึ่งมีลักษณะทางพฤกษศาสตร์ คือ เป็นไม้ยืนต้น สูง 6 – 10 เมตร ใบประกอบแบบขนนก เรียงสลับ  
ใบย่อย 5-7 ใบ 
 เนื้อใบมีต่อมน้ ามันกระจายอยู่ที่บริเวณขอบใบ ดอกช่อออกที่ปลายกิ่งหรือที่ซอกใบประกอบด้วยดอกตัวผู้
และดอกสมบูรณ์เพศอยู่ในต้นเดียวกัน กลีบดอกสีเหลืองแกมเขียวเจือด้วยสีแดง ผลสดมีรูปทรงกลม เมื่อสุกจะมีสีเทา
แกมน้ าตาล จากข้อมูลสรรพคุณพบว่า ส่วนเปลือกต้นสามารถแก้บวม แก้ตัวพยาธิ แก้ตกโลหิต ส่วนใบใช้ยาแก้ฟกบวม 
แก้ท้องร่วง แก้ตกโลหิต (ห้ามโลหิตระดูสตรี) ขับลม ฝาดสมาน ดอกแก้ลงท้อง แก้ฝีเปื่อยพัง แก้บวม แก้ตัวพยาธิ             
แก้ตกโลหิต ผลมะขวิดใช้แก้บวม แก้ตัวพยาธิ แก้ตกโลหิต เป็นยาบ ารุงท าให้สดช่ืนเจริญอาหาร บ าบัดโรคท้องเสีย 
รักษาโรคที่เกี่ยวกับทางเดินอาหาร รักษาโรคลักปิด-ลักเปิด และจากข้อมูลการวิจัยยังพบสารประกอบฟีนอลิก 
(Phenolic) เป็นองค์ประกอบอยู่ด้วย (ส านักงานข้อมูลสมุนไพร : 2542) ซึ่งสารกลุ่มนี้มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระด้วย 
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ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะน ากิ่งมะขวิดมาท าการสกัดเพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และน าผลการศึกษาที่ได้ไปท า
ผลิตภัณฑ์โลช่ันที่มีส่วนผสมของสารสกัดกิ่งมะขวิดซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ทดสอบสมบัติทางกายภาพและเคมีบาง
ประการเพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาข้ันสูงต่อไป 
1.1  วัตถุประสงค์ของการวิจัย   

1.1.1   เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด 
1.1.2   เพื่อแยกและศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัหยาบกิ่งมะขวิดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ 
1.1.3  เพื่อท าผลิตภัณฑ์โลช่ันผสมสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและทดสอบสมบัติ

ทางกายภาพและเคมีบางประการ 
1.1.4   เพื่อพัฒนาชุดฝึกอบรมเกี่ยวกับการใช้สารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดมาใช้ในผลิตภัณฑ์โลช่ัน 

1.2  ขอบเขตของการวิจัย  
1.2.1 ตัวอย่างพืชที่ใช้ในการวิจัย คือ มะขวิด (Feronia limonia Swingle) วงศ์ Rutaceae จากต าบล

บ้านแหลม อ าเภอบางปลาม้า จังหวัดสุพรรณบุรี โดยส่วนท่ีน ามาใช้ในการวิจัยนี้คือ กิ่งมะขวิด  
1.2.2  ตัวท าลายที่ใช้ในการสกัด คือ เอทานอล 
1.2.3  การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดมะขวิด โดยวิธี DPPH radical 
1.2.4  ท าการแยกสารโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ 
1.2.5  วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี โดยเทคนิค GC/MS 

 

2. วิธีการทดลอง 
2.1  การสกัดสารจากกิ่งมะขวิด 

2.1.1  การเตรียมสารสกัดหยาบจากกิ่งมะขวิด  
  น ากิ่งมะขวิดที่มีความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 5-8  เซนติเมตร มาสับให้เป็นช้ินบางๆ หรือช้ินเล็กๆ 
น าไปตากแดดจนแห้งแล้วน าไปบดละเอียด ช่ังน้ าหนักกิ่งมะขวิด 3 กิโลกรัม เติมตัวท าละลายเอทานอลปริมาตร 5,000 
มิลลิลิตร สกัดโดยการแช่ในขวดโหล ปิดภาชนะทิ้งไว้ 6-7 วัน ที่อุณหภูมิห้อง ในการแช่ท าการเขย่าหรือคนบ่อยๆ เมื่อ
ครบก าหนด น าไปกรองแยกสารสกัดหยาบด้วยผ้าขาวบาง แล้วกรองโดยเครื่องกรองสุญญากาศ  ผ่านกระดาษกรอง 
Whatman  เบอร์ 1 น าสารที่สกัดได้มาระเหยเอทานอลออก โดยใช้เครื่องระเหยสุญญากาศ แล้วน ามาท าให้แห้งอีก
ครั้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบเยือกแข็ง จะได้สารสกัดหยาบ ช่ังน้ าหนักของสารที่สกัดได้ 
2.2 หาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดและแทนนินทั้งหมด 
  2.2.1 การวิเคราะห์หาปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมดเทียบกับกรดแกลลกิ 
 น าสารสกัดกิ่งมะขวิดมาหาปริมาณฟีนอลิก โดยดัดแปลงจากวิธีของ Hou  et  al. (2003) 
ให้สารประกอบฟีนอลิกท าปฏิกิริยากับ Folin – Ciocalteu Reagent (FCR) โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสารมาตรฐาน              
มีขั้นตอนดังนี้ 
 2.2.1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 1000 ppm และ 100 ppm 

สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 1000 ppm ท าโดยช่ังกรดแกลลิก 0.025 กรัม ละลายในเอทานอ
ลบริสุทธ์ิและปรับปริมาตรให้เป็น 25 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเจือจางสิบเท่าให้ได้สารมาตรฐานกรดแกล
ลิกเข้มข้น 100 ppm ด้วยการปิเปตมา 2.5 มิลลิลิตร เจือจางด้วยเอทานอลให้ได้ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดวัด
ปริมาตร 
 2.2.12  การสร้างกราฟมาตรฐานกรดแกลลกิ 
  1. น าสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 100 ppm มาเจือจางด้วยเอทานอลให้มีความ
เข้มข้นเป็น  0, 20, 40, 60 และ 80 ppm ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร โดยแยกแต่ละหลอดการทดลอง 
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     2. จากนั้นน าทุกหลอดมาเติมน้ า 2.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลายเฟอร์รินปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
เขย่าให้เข้ากันดีและเติมโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) เข้มข้น 7% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  

            3. น าไปเขย่าให้สารผสมกันด้วยเครื่องผสม (Vortex) ตั้งท้ิงไว้ในท่ีมืด 90 นาที 
               4. วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 748  นาโนเมตร (A748) จากนั้นน าค่า A748  และความเข้มข้น
ของสารมาตรฐานแกลลิกมาเขียนกราฟมาตรฐานและหาค่าความชัน (m) เพื่อใช้วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกในสารสกัดต่อไป  
 2.2.1.3  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในสารสกัดกิง่มะขวิด 
  1. น าสารสกัดกิ่งมะขวิดมาตัวอย่างละ 0.05 กรัม มาละลายด้วยเอทานอลปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
      2. น าสารสกัดที่เตรียมได้จากข้อ 1 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง 

     3. น าสารสกดัมาเติมน้ า 2.5 มิลลลิิตร และเติมสารละลายเฟอรร์ินปริมาตร 0.2 มิลลลิิตร เขย่าให้
เข้ากันดี และเติม 7% Na2CO3 ปริมาตร 2 มิลลลิิตร 
      4. น าไปเขย่าให้สารผสมกันด้วยเครื่องผสม ตั้งท้ิงไว้ในท่ีมืด 90 นาที 
      5. น าไปวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดช่วงความยาวคลื่น 200 - 800 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
UV-vis Spectrophotometer และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 748 นาโนเมตร  
       6. หาปริมาณสารประกอบฟนีอลิกจากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิกที่ท าในวันเดียวกัน โดยท าการทดลอง
ตัวอย่างละ 3 ซ้ า 
       7. ค านวณหาปรมิาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดในสารสกัด  

2.2.2 การวิเคราะห์หาปริมาณแทนนินทั้งหมดเทียบกับกรดแทนนิก 
 น าสารสกัดกิ่งมะขวิดมาหาปริมาณแทนนินโดยดัดแปลงจากวิธีของ Hou  et al. (2003) โดยให้สารประกอบ
แทนนินท าปฏิกิริยากับ Folin- Ciocalteu  Reagent (FCR) โดยใช้กรดแทนนิกเป็นสารมาตรฐาน มีขั้นตอนที่ส าคัญดังนี้ 
 2.2.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานแทนนิกเข้มข้น 1000 ppm และ 100 ppm 
  สารละลายมาตรฐานแทนนิกเข้มข้น 1000 ppm ท าโดยช่ังแทนนิก 0.025 กรัม ละลายในเอทา     
นอลบริสุทธิ์และปรับปริมาตรให้เป็น 25 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเจือจางสิบเท่าให้ได้สารมาตรฐานแทนนิกเข้ม
ข้น 100 ppm ด้วยการปิเปตมา 2.5 มิลลิลิตร  เจือจางด้วยเอทานอลให้ได้ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดวัดปริมาตร 
 2.2.2.2 การสร้างกราฟมาตรฐานกรดแทนนิก 
  1. น าสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกเข้มข้น 100 ppm มาเจือจางด้วยเอทานอลให้มีความ
เข้มข้นเป็น 0, 20, 40, 60 และ 80 ppm ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร โดยแยกแต่ละหลอดการทดลอง   

  2. จากนั้นน าทุกหลอดมาเติมน้ า 2.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลายเฟอร์รินปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
เขย่าให้เข้ากันดีและเติมโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) เข้มข้น 7% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

3. น าไปเขย่าให้สารผสมกันด้วยเครื่องผสม ตั้งท้ิงไว้ในท่ีมืด 90 นาที            
  4. วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร (A760) จากนั้นน าค่า A760  และความเข้มข้น

ของสารมาตรฐานกรดแทนนิกมาเขียนกราฟมาตรฐานและหาค่าความชัน (m) เพื่อใช้วิเคราะห์ปริมาณแทนนินในสาร
สกัดต่อไป  
 2.2.2.3 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบแทนนินในสารสกัดกิ่งมะขวิด 
  1. น าสารสกัดกิ่งมะขวิดจ านวน 0.05 กรัม มาละลายด้วยเอทานอลปริมาตร 20มิลลิลิตร 
      2. น าสารสกัดที่เตรียมได้จากข้อ 1 มาปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง 

     3. น าสารสกัดมาเติมน้ า 2.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลายเฟอร์รินปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เขย่าให้
เข้ากันดี และเติม 7% Na2CO3 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

 4. น าไปเขย่าให้สารผสมกันด้วยเครื่องผสม ตั้งท้ิงไว้ในท่ีมืด 60 นาที 
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      5. น าไปวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดช่วงความยาวคลื่น 200 - 800 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
UV-vis Spectrophotometer และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 760  นาโนเมตร  
       6. หาปริมาณสารประกอบแทนนินจากกราฟมาตรฐานกรดแทนนิกที่ท าในวันเดียวกัน โดยท าการ
ทดลองตัวอย่างละ 3 ซ้ า 
   7. ค านวณหาปริมาณสารประกอบแทนนินทั้งหมดในสารสกัด 
2.3 การศึกษาสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระของสารสกัดจากกิ่งมะขวิด โดยการวัดสมบัติในการยับย้ัง DPPH 
radical 
  1. ช่ัง BHT 0.01 กรัม ใส่ในขวดวัดปริมาตร 100 มิลลลิิตร ปรับปรมิาตรด้วย Absolute ethanol 
จนไดส้ารละลาย BHT ที่มีความเขม้ข้น 100 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร 
  2. ปิเปตสารละลาย BHT ที่มีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลลิิตร ปริมาตร 1.25, 2.50, 3.75, 
5.00, 6.25 มิลลิลติร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลติร ปรับปริมาตรด้วย Absolute etanol จะไดส้ารละลาย 
BHT ทีม่ีความเข้มข้น 5, 10, 15, 20, และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลติร ตามล าดับ 
  3. ช่ังสารสกัดกิ่งมะขวิด 0.01 กรัม ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 
Absolute ethanol จะได้สารละลายของสารสกัดที่มีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายของสาร
สกัดจากมะขวิดที่มีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 5, 10, 15, 20 และ 25 มิลลิลิตร ลงในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Absolute ethanol จะได้สารละลายของสารสกัดจากมะขวิดที่มีความ
เข้มข้น 20, 40, 60, 80, 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
  4. ปิเปตสารละลาย BHT ที่มีความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง 
เติม 0.1 มิลลิโมลาร์ DPPH ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดทดลอง ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex mixer    
ตั้งทิ้งไว้ท่ีอุณภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร และท าการทดลอง 3 ซ้ า 
  5. ปิเปตสารละลายของสารสกัดกิ่งมะขวิดที่มีความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ 500 ไมโครลิตร 
ลงไปในหลอดทดลอง เติม 0.1 มิลลิโมลาร์ DPPH ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดทดลอง ผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่อง vortex mixer ตั้งทิ้งไว้ที่อุณภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
และท าการทดลอง 3 ซ้ า 
  6. ช่ัง BHA 0.01 กรัม ใส่ในขวดวัดปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Absolute ethanol 
จนได้สารละลาย BHA ที่มีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
  7. ปิเปตสารละลาย BHA ที่มีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1.25, 2.50, 3.75, 
5.00, 6.25 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Absolute etanol จะได้สารละลาย 
BHA ที่มีความเข้มข้น 5, 10, 15, 20, และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ 
  8. ปิเปตสารละลาย BHA ที่มีความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ 500 ไมโครลิตร ลงในหลอด
ทดลอง เติม 0.1 มิลลิโมลาร์ DPPH ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดทดลอง ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex 
mixer ตั้งท้ิงไว้ท่ีอุณภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร และท าการ
ทดลอง 3 ซ้ า 
  9. ค านวณหา % inhibition 
   10. พล็อตกราฟหาค่า IC50 เปรียบเทียบกับ BHA, BHT และสารสกัดจากกิ่งมะขวิด  
 

 การค านวณหา % inhibition    

% inhibition     =       
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 ในการรายงานค่าจะรายงานค่าเปน็ IC50 ซึ่งได้จากการสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง % inhibition 
กับความเข้มข้นซึ่งความเข้มข้นท่ี 50% inhibition จะมีค่าเป็น IC50 
 

2.4 การแยกองค์ประกอบทางเคมี 
  2.4.1 การแยกด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบรงคเลขผิวบาง 
 โดยเตรียมสารละลายของสารตัวอย่างจากตัวท าละลายที่เหมาะสมที่สามารถละลายสารตัวอย่างได้ดีที่สุด          
ใช้หลอด Capillary แต้มสารลงบนแผ่น TLC อะลูมิเนียม แล้ววางในแก้วที่มีตัวท าละลายอิ่มตัวอยู่ ปล่อยให้ตัวท า
ละลายซึมขึ้นไปจนสุดพื้นผิวหน้าตัวดูดซับ น าแผ่น TLC อะลูมิเนียม ไปตรวจสอบหาต าแหน่งสารโดยส่องด้วยเครื่อง
ส่องรังสีเหนือม่วง เปลี่ยนระบบตัวท าละลายอินทรีย์จนกระทั่งได้ระบบตัวท าละลายที่ให้ผลการแยกดีที่สุด 

2.4.2 การแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
 2.4.2.1 การเตรียมคอลัมน ์
  ใช้ซิลิกาเจลส าหรับบรรจุลงในคอลัมน์ช่ังมา 30 เท่าของสารสกัด ผสมซิลิกาเจลกับตัวท าละลาย  
เฮกเซน แล้วท าให้มีลักษณะไม่ข้นไม่เหลวจนเกินไปและไม่มีฟองอากาศเทผ่านคอลัมน์ที่มีส าลีและทรายละเอียดที่
สะอาดปิดอยู่ด้านล่างคอลัมน์ ในระหว่างที่บรรจุซิลิกาควรใช้ลูกยางเคาะข้างๆ คอลัมน์เพื่อให้บรรจุแน่นและเรียบ
สม่ าเสมอ 
 2.4.2.2 การเตรียมสารเพ่ือบรรจุในคอลัมน ์
  น าสารสกัดกิ่งมะขวิดใส่ลงในบีกเกอร์ใส่ตัวท าละลายเอทานอลลงไป และคนให้สารละลายเข้ากัน 
น าไประเหยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนจนเอทานอลระเหยออกหมดจึงน าสารสกัดกิ่งมะขวิดที่ได้ไปใส่ลงใน
คอลัมน์โครมาโทกราฟี 

2.4.2.3 การบรรจุสารลงคอลัมน ์  
1. น าคอลัมน์ที่เตรียมเพื่อบรรจุมาตรวจดูว่าคอลัมน์แน่นสม่ าเสมอดีแล้วท าการโรยปิดสเลอรีด้วย

ทราย น าสารที่เตรียมไว้เพื่อบรรจุคอลัมน์ ค่อยๆ โรยอย่างช้าๆ ให้สารลงไปนอนก้นอย่างสม่ าเสมอ แล้วค่อยๆ เทใหม่
ท าเช่นนี้จนสารหมด 
  2. ค่อยๆ ชะสารด้วยตัวท าละลายผสมระหว่างไดคลอโรมีเทน : เมทานอล โดยเก็บสารที่แยกได้
ครั้งละ 70  มิลลิลิตร 
  3. ท าการเก็บสารที่แยกได้ จนกระทั่งสารตัวอยา่งออกจากคอลัมนห์มด โดยสังเกตสีของสารละลาย
ที่ออกมาเป็นสีเดียวกับตัวท าละลาย 
  4. น าสารแต่ละขวดที่แยกไประเหยให้แห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ แล้วเก็บสารที่ได้ไว้ในขวด 
เขียนหมายเลขเรียงตามล าดับ 
  5. ท าการรวมสารที่แยกได้ ด้วยวิธีการแยกสารสกัดโดยวิธี TLC ซึ่งใช้ตัวท าละลายจากอัตราส่วนที่
เหมาะสมที่หาได้ข้างต้น ใส่ลงในแก้ว ใช้หลอดแคพพิลลารีจุ่มลงในขวด จุดสารลงบนแผ่น TLC แผ่นละ 3 จุด ใส่ลงใน
แก้ว สังเกตดูว่าตัวท าละลายนั้นสูงถึงขีดบน น าแผ่น TLC ออกมาวางให้แห้ง น าไปส่องดูด้วยเครื่องส่องรังสีเหนือม่วง 
สังเกตระยะห่างของสารแต่ละสารของแต่ละขวดที่สารเคลื่อนที่ ขวดใดเคลื่อนที่เท่ากันหรือใกล้เคียงกันให้น ามารวม
เป็นขวดเดียวกัน 
  6. น าสารที่รวมส่วนที่เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้สารทั้งหมด 4 กลุ่ม แล้วน าไปหาฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระอีกครั้ง 
2.5 ศึกษาประสิทธภิาพการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระของสารที่แยกได้ 
  2.5.1 การวัดสมบัติในการยับย้ัง DPPH radical ท าการทดลองกลุ่มสารที่แยกได้ 
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 1. ช่ังสารจากกลุ่ม F2 0.01 กรัม ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Absolute 
ethanol จะได้สารละลายของสารสกัดที่มีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายของสารสกัดกิ่ง
มะขวิดที่มีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 5, 10, 15, 20 และ 25 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Absolute ethanol จะได้สารละลายของสารสกัดกิ่งมะขวิดที่มีความเข้มข้น 
20, 40, 60, 80, 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 2. ปิเปตสารละลายของสารกลุ่ม F2 ที่มีความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ 500 ไมโครกรัม ลงไปในหลอด
ทดลอง เติม  0.1 มิลลิโมลาร์ DPPH ปริมาตร 500 ไมโครกรัม ลงไปในหลอดทดลอง ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex 
mixer ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร และ             
ท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ า 
 3. ท าการทดลองตามวิธีข้อ 1. และ 2. โดยเปลี่ยนเป็นสารกลุ่ม F3 และ F4 และพล็อตกราฟหาค่า IC50 
เปรียบเทียบกับ BHT, BHA และสารที่แยกได้ 
2.6 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารด้วยเทคนิค GC/MS 

       น าสารกลุ่มที่แยกได้และมีประสิทธิภาพการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระดีที่สุดจากข้อ 2.5.1 ไปวิเคราะห์
เพื่อหาองค์ประกอบทางเคมีของสารด้วยเทคนิค GC/MS 

2.7 การท าผลิตภัณฑ์โลชัน่ 
                   น าสารกลุ่มที่แยกได้และมีประสิทธิภาพการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระดีที่สุดจากข้อ 2.5.1 มาท า
ผลิตภัณฑ์โลช่ัน ทดสอบสมบัติทางกายภาพบางประการ  เช่น  สี  กลิ่น การแยกช้ันของเนื้อโลช่ัน การทดสอบทางเคมี
บางประการโดยวัดความเป็นกรด-ด่าง เป็นต้น 
  2.7.1 ขั้นตอนการท าผลิตภัณฑ์โลชัน่ 
         น าสารสกัดกิ่งมะขวิดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดีที่สุดไปผสมกับสาร base ของโลช่ัน และกวนด้วย
เครื่อง Homogenizer กวนจนเนื้อสารมีลักษณะเป็นโลช่ัน 
  

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
 3.1  ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด 
 

ตารางที่ 1  แสดงปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด 

สารสกัดกิ่งมะขวดิ 
จ านวนครั้งที่ใช้วัด ค่าเฉลี่ย 

 1 2 3 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 748 นาโนเมตร 0.5885 0.5881 0.5878 0.5881 

ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 41.98 42.04 42.11 42.08 
 จากตารางที่ 1 พบว่าปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดเทียบกับกราฟมาตรฐานกรด          
แกลลิก เท่ากับ 42.08 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   

  3.2. ผลการวิเคราะห์ปริมาณแทนนินทั้งหมดของสารสกัดหยาบกิง่มะขวิด 
ตารางที่ 2  แสดงปริมาณสารแทนนินทั้งหมดของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด 

สารสกัดกิ่งมะขวดิ 
จ านวนครั้งที่ใช้วัด ค่าเฉลี่ย 

 1 2 3 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 0.5428           0.5424          0.5419           0.5423 

ปริมาณแทนนินทั้งหมด (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 54.31            54.27            54.24             52.22 
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การประชุมวิชาการมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคล ครั้งที่ 5 
 

 จากตารางที่ 2 พบว่าปริมาณแทนนินทั้งหมดของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแทนนิก 
เท่ากับ 52.22 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
   3.3 ผลการศึกษาสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด 
 โดยวิธี DPPH radical ที่ความเข้มข้น 20 – 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่า % inhibition ของสารสกัด
หยาบกิ่งมะขวิด เท่ากับ 55.98-80.45% มีค่า IC50  เท่ากับ 12.55 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

3.4 ผลการแยกองค์ประกอบทางเคมีจากสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมน์ 
 จากการแยกองค์ประกอบทางเคมีจากสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ พบว่า 
แยกได้สารทั้งหมด 147 แฟรกชัน  เมื่อน าสารมารวมโดยวิธีโครมาโทรกราฟีแบบรงคเลขผิวบาง ได้ผลดังตารางที่ 3 
 

ตารางที่ 3 ผลการรวมกลุ่มสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิดที่แยกด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน ์

กลุ่มสาร 
น้ าหนักสาร  

(กรัม) 
ลักษณะสาร 

F1 - ไม่มีสาร 
F2 4.52 สีน้ าตาลแดง 
F3 6.63 สีน้ าตาลแดง 
F4 1.43 สีน้ าตาลแดง 

 

 จากตารางที่ 3 พบว่า  เมื่อรวมกลุ่มสารด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบรงคเลขผิวบาง ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
254 นาโนเมตร สามารถรวมสารที่แสดงเหมือนกัน ได้กลุ่มสารทั้งหมด 4 กลุ่ม แต่กลุ่ม F1 ไม่มีสาร F2, F3 และ F4 
เนื้อสารมีลักษณะเป็นสารข้นหนืดสีน้ าตาลแดง 

  3.5 ผลการทดสอบประสิทธิภาพฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระของกลุ่มสารที่แยกได้ 
       การวัดสมบัติในการยับยั้ง DPPH radical ของสารกลุ่ม F2-F4  ได้ผลดังตารางที่ 4 
 

ตารางที่ 4  ค่า IC50 ของ BHT  BHA สารสกดัหยาบกิ่งมะขวิด และสารกลุ่ม F2-F4 

สารตัวอยา่ง 
IC50   

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
BHT 8.96 
BHA 9.61 

สารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด 12.55 
F2 9.53 
F3 12.18 
F4 14.29 

 จากตารางที่ 4 พบว่าค่า IC50 ของ BHT , BHA สารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด และสารกลุ่ม F2-F4 เท่ากับ 8.96, 9.61, 
12.55, 9.53, 12.18, 14.29 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ค่า IC50 ของสารกลุ่ม F2 มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด 
 

3.6 ผลการพัฒนาผลิตภัณฑ์โลชัน่ 
 พบว่าสมบัติทางกายภาพและเคมีบางประการของผลิตภัณฑ์โลช่ันที่มีส่วนผสมของสารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด 
มีสีขาว ไม่มีกลิ่น ไม่พบการแยกช้ันของเนื้อโลช่ัน และมีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 8 
 

4. สรุป 
  สารสกัดหยาบกิ่งมะขวิด มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยยับยั้ง DPPH radical ได้  เนื่องจากผลการวิเคราะห์หา
ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกัดกิ่งมะขวิด พบว่ามีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด เท่ากับ 42.08 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ
แทนนินทั้งหมด เท่ากับ 52.22 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งจากการศึกษาวิจัยพบว่าสารประกอบฟีนอลิกมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
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อิสระได้ สอดคล้องกับงานวิจัยของ กัลยาณี วัฒนธีรางกูร (2551) ได้ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระจากกากเมล็ดสบู่ด า พบว่า สารสกัดมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การ
ต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วง 78-92 และขวัญเรือน  สินสายออ (2555) ได้ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากผล
หมาก โดยวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดและแทนนินทั้งหมด ทดสอบประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระจากสาร
สกัดหยาบจากผลหมาก พบว่า สารสกัดหยาบจากผลหมากมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้ โดยมี % inhibition ของสารสกัด
เท่ากับ 55.98–90.45% 

 

5. กิตตกิรรมประกาศ 
  ผู้วิจัยขอขอบคุณสถาบันส่งเสริมการสอนวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี (สสวท.) ที่ให้ทุนสนับสนุนการท าวิจัยใน
ครั้งนี้ และขอขอบคุณศูนย์วิทยาศาสตร์ อาจารย์สาขาวิชาวิทยาศาสตร์ศึกษา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยราชภัฏวไลยอลงกรณ์ ในพระบรมราชูปถัมภ์ ตลอดจนเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการที่ได้ให้ค าแนะน าในการใช้
เครื่องมือวิเคราะห์ และให้ความช่วยเหลือในการใช้ห้องปฏิบัติการ ท าให้งานวิจัยส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
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จิรัชดาภา ปลื้มลมัย และศุภมาส สาทนิยม. 2550. โลชั่นสมุนไพรเพ่ือผิวขาว. ปริญญาเภสัชศาสตรบัณฑิต  
สาขาวิชาเภสัชวินิจฉัย มหาวิทยาลัยมหิดล. 

เนตรนภา เพ็ญศรี และพราวมาศ แก้วประการ. 2550. การพัฒนาโลชัน่กันแดดจากสารสกัดแอลกอฮอล์กระแจะ.  
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