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บทที่ 4  
ผลการวิจัย 
  

การเตรียม และการสกัดใบขลู่ (Extraction) 
 ใบขลู่น ำมำจำกจังหวัดจันทบุรี อบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เมื่อแห้งแล้วน ำใบขลู่
ไปพิสูจน์เอกลักษณ์พืชทีพิ่พิธภัณฑ์พืชสิรินธร มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ เพ่ือเป็นกำรตรวจสอบว่ำใบ
ขลู่ ที่ น ำมำใช้ ในงำนวิจัย  มี ชื่ อวิทยำศำสตร์คือ  Pluchea indica (L.) Less. และอยู่ ในวงศ์ 
Compositae (ภำพที่ 4.1)  เมื่อน ำมำสกัดด้วยตัวท ำละลำย 95% เอทำนอล ได้สำรสกัดหยำบที่มี
ลักษณะสีเขียวเข้ม และหนืด (ภำพที่ 4.2) และคิดเป็นร้อยละของสำรสกัดหยำบ (%yield) เท่ำกับ 
67.08 %  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.1 กำรตรวจสอบเอกลักษณ์พืชทีพิ่พิธภัณฑ์พืชสิรินธร มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.2 แสดงลักษณะทำงกำยภำพของสำรสกัดหยำบใบขลู่ที่สกัดด้วยตัวท ำละลำยเอทำนอล

(ethanol) 
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การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ (free radical scavenging activity) ของสารสกัดจากใบ
ขลูด่้วยวิธี DPPH assay 

กำรศึกษำฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระ (free radical scavenging activity) ของสำรสกัดใบขลู่ 
(P.indica extract)  และวิตำมินซี (L-ascorbic acid) ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ ผลกำรทดสอบดังแสดงใน
ตำรำงที ่2 และ 3 ตำมล ำดับ 

 
ตารางที่ 4.1 แสดงร้อยละของกำรต้ำนอนุมูลอิสระ (%free radical scavenging activity) ของสำร

สกัดใบขลู่  

 
ตารางที่ 4.2 แสดงร้อยละของกำรต้ำนอนุมูลอิสระ (%free radical scavenging activity) ของ

วิตำมินซี (L-ascorbic acid) 
 

ควำมเข้มข้นของวิตำมินซี 
(mg/mL) 

ร้อยละของกำรต้ำนอนุมูลอิสระ  
(%free radical scavenging 

activity) 

EC50± SD 
(mg/mL) 

0.0016 9.59±0.05 0.031 ± 0.01 
0.0032 14.48±0.07  
0.0064 23.52±0.16  
0.0125 23.00±0.18  
0.025 37.69±0.09  
0.05 93.31±0.05  
0.10 97.01±0.02  
0.20 97.16±1.31  

 

ควำมเข้มข้นของสำรสกัดใบขลู่  
(mg/mL) 

ร้อยละของกำรต้ำนอนุมูลอิสระ  
(%free radical scavenging 

activity) 

EC50± SD 
(mg/mL) 

0.039 3.41±0.28 0.27±0.002 
0.078 12.47±0.10  
0.156 25.74±0.02  
0.312 51.32±0.32  
0.625 73.36±0.18  
1.25 89.48±0.02  
2.5 89.82±0.64  
5.0 89.35±0.03  
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EC50 0.031+0.01 mg/mL 
 

 จำกข้อมูลในตำรำงที่ 4.1 และ 4.2 แสดงให้เห็นว่ำ ทั้งสำรสกัดและวิตำมินซี มีแนวโน้มให้
รอ้ยละกำรต้ำนอนุมูลอิสระ (%free radical scavenging activity) เพ่ิมข้ึน เมื่อควำมเข้มข้นของสำร
ตัวอย่ำงสูงขึ้น (dose-dependent curve) เมื่อน ำข้อมูลจำกตำรำงพล๊อตกรำฟแสดงควำมสัมพันธ์
ระหว่ำงควำมเข้มข้น (log concentration) และร้อยละของกำรต้ำนอนุมูลอิสระ (%free radical 
scavenging activity) เพ่ื อห ำค่ ำกำรก ำจั ดอนุ มู ล อิสระได้  50%  (half maximal effective 
concentration, EC50) โดยใช้โปรแกรม Graph Pad Prism พบว่ำสำรสกัดใบขลู่ และวิตำมินซี (L-
ascorbic acid) มีค่ำ EC50 เท่ำกับ 0.27±0.002 และ 0.031 ± 0.01 mg/mL ตำมล ำดับ ดังแสดงใน
ภำพที่ 4.3 และ 4.4 ตำมล ำดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที ่4.3 กรำฟแสดงผลกำรต้ำนอนุมูลอิสระของสำรสกัดใบขลู่ (P.indica extract) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่4.4 กรำฟแสดงผลกำรต้ำนอนุมูลอิสระของวิตำมินซี (L-ascorbic acid) 
 

EC50= 0.27 ± 0.002 mg/mL 
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 จำกผลกำรทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระ (free radical scavenging activity) ของสำร
สกัดใบขลู่ (P.indica extract) ด้วยวิธี DPPH scavenging assay ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมใช้เป็นวิธีเบื้องต้น
ในกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระจำกสำรที่มำจำกธรรมชำติ ในกำรทดสอบนี้ ทดสอบเทียบกับสำร
ต้ำนอนุมูลอิสระที่ให้ผลเชิงบวก (positive control) คือวิตำมินซี (L-ascorbic acid) พบว่ำ สำรสกัด
ใบขลู่มีควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระน้อยกว่ำวิตำมินซีประมำณ 10 เท่ำ อำจเนื่องมำจำก
วิตำมินซี เป็นสำรบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระโดยตรง ส่วนสำรสกัดใบขลู่ที่น ำมำทดสอบเป็นสำร
สกัดหยำบที่มีองค์ประกอบทำงเคมีหลำกหลำย จึงท ำให้ เมื่อทดสอบด้วยวิธีนี้ สำรสกัดจึงมี
ประสิทธิภำพในกำรต้ำนอนุมูลอิสระท่ีน้อยกว่ำวิตำมินซี  
 
การวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (Total Phenolic content) ในสารสกัดใบขลู่ ด้วยวิธี 
Folin–Ciocalteu assay 
 กำรวิเครำะห์หำปริมำณฟีนอลิกทั้งหมด (total Phenolic content) ในสำรสกัดใบขลู่ ด้วย
วิธี Folin–Ciocalteu assay เมื่อน ำมำเทียบกับกรำฟของสำรมำตรฐำน (calibration curve) ของ
กรดแกลลิก (gallic acid) (ภำพที่ 4.5) ผลกำรทดสอบพบว่ำ สำรสกัดใบขลู่มีปริมำณฟีนอลิกทั้งหมด
เท่ำกับ 280.30±10.0 mgGAE/g extract  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.5 กรำฟมำตรฐำน (calibration curve) ของกรดแกลลิก (gallic acid)  
 
การตรวจสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และสารประกอบฟีนอลิกในสารสกัดหยาบใบขลู ่ด้วยวิธี 
Thin layer chromatography (TLC) 

กำรตรวจสอบสำรส ำคัญที่ออกฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระ และสำรประกอบฟีนอลิกในสำรสกัด
หยำบใบขลู่ชั้นเอทำนอล ด้วยวิธี Thin layer chromatography (TLC) โดยอำศัยกำรแยกของสำร
สกัด ระบบที่ใช้คือ CHCI3: ethyl acetate (EtOAc): formic acid ในอัตรำส่วน 1:1:0.1 และกำร
สเปรย์ด้วย DPPH spray reagent (ภำพที่ 4.6) และ10% ferric chloride (FeCl3) spray reagent 
และสำรมำตรฐำนที่ใช้ในกำรเปรียบเทียบคือ quercetin (Traithip, 2005)  
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ภาพที่ 4.6 แสดงผลกำรตรวจสอบฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระ DPPH free radical ของสำรสกัดหยำบ

จำกใบขลู่  ด้วยวิธี Thin layer chromatography (TLC) หลังจำกสเปรย์ด้วย DPPH 
reagent  

  Track: 1 = leaf ethanol extract, Retention factor (Rf) 1 = 0.68 
   2 = quercetin,  Retention factor (Rf) 2 = 0.67    
 
                      

                
                            
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  4.7 แสดงผลกำรตรวจสอบฟีนอลิกในสำรสกัดหยำบจำกใบขลู่  ด้วยวิธี  Thin layer 

chromatography  (TLC) หลั งจำกสเปรย์ด้ วย 10% ferric chloride reagent (A), 
ส่องกำรดูดกลืนแสงภำยใต้รังสี UV ที่ควำมยำวคลื่น 254 nm (B) 

   Track: 1 = leaf ethanol extract, Retention factor (Rf) 1 = 0.67 
   2 = quercetin,  Retention factor (Rf) 2 = 0.65 
 
 จำกภำพที่ 4.6 แสดงผลกำรตรวจสอบฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระ DPPH free radical ของ
สำรสกัดหยำบจำกใบขลู่ ด้วยวิธี Thin layer chromatography (TLC) หลังจำกสเปรย์ด้วย DPPH 
reagent พบว่ำ สำรสกัดมีควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระ DPPH free radical เปรียบเทียบกับ
สำร quercetin กำรติดสีบนแผ่น TLC ของสำรสกัดใบขลู่ (จุด 1) เปลี่ยนจำกสีม่วงเป็นสีเหลือง เมื่อ
เปรียบเทียบกับ สำร quercetin (จุด 2) พบว่ำให้สีเหลืองอ่อนกว่ำ จำกผลกำรทดสอบนี้อำจสรุปได้
ว่ำ สำรสกัดให้ผลกำรต้ำนอนุมูลอิสระทีน่้อยกว่ำสำรมำตรฐำน quercetin  

1     2 

1     2 1     2 

A B 
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 ภำพที่ 4.7 แสดงผลกำรตรวจสอบฟีนอลิกในสำรสกัดหยำบจำกใบขลู่ ด้วยวิธี Thin layer 
chromatography  (TLC) หลังจำกสเปรย์ด้วย 10% ferric chloride reagent พบว่ำกำรติดสีบน
แผ่น TLC ของสำรสกัดใบขลู่  (จุด 1) เปลี่ยนจำกสีส้ม สีของ ferric chloride เป็นสีเขียว เมื่อ
เปรียบเทียบกับสำร quercetin พบว่ำสำร quercetin (จุด 2) ให้สีเขียวชัดเจนกว่ำ ซึ่งจำกผลกำร
ทดสอบนี้สรุปได้ว่ำในสำรสกัดใบขลู่มีองค์ประกอบเป็นสำรในกลุ่มฟีนอลิก    

เมื่อดูจำกค่ำ Rf พบว่ำ สำรสกัดใบขลู่ชั้น เอทำนอลมีองค์ประกอบทำงเคมี เป็นสำร 
quercetin ซึ่งเป็นสำรประกอบฟีนอลิก กลุ่มฟลำโวนอยด์ (flavonoids) ประเภทฟลำโวนอล 
(flavonol) จำกผลกำรทดสอบนี้สอดคล้องกับงำนวิจัยของ Traithip (2005) 
   
 


