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บทคัดย่อ 
 ส่องฟ้า (Clausena harmandiana) เป็นพืชที่พบกระจายในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ รวมถึง

ประเทศไทย สรรพคุณทางแพทย์แผนไทยนำมาใช้ในการรักษาโรคทางเดินอาหาร อาการปวดตา อาการปวด
ศีรษะ และบำรุงสุขภาพ ฤทธิ์ดังกล่าวเกี่ยวเนื่องกับชนิดและปริมาณของสารพฤกษเคมีที่พบในต้นส่องฟ้า ดังนั้น
งานวิจัยครั้งนี้จึงทำการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของสารพฤกษเคมีด้วยเทคนิค HPLC และ GC-MS รวมถึง
วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม (TPC) และฟลาโวนอยด์รวม (TFC) ต่อการออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยใช้อนุมูล
อิสระชนิด DPPH และ ABTS ร่วมกับการทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ Ferric ion ด้วยวิธี FRAP จากผล
การวิเคราะห์เป็นที่น่าสนใจว่าใบส่องฟ้าพบปริมาณของ TPC (196.29±3.64 mg GAE/g extract) และ TFC 
(129.93±1.92 mg QE/g extract) ในปริมาณสูง เมื ่อวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของสารฟีนอลิกและ  
ฟลาโวนอยด์ จำนวน 12 ชนิดด้วยเทคนิค HPLC พบปริมาณสารตั้งแต่ 62.49 ถึง 1202.99 µg/g extract โดยมี
ปริมาณของสาร Protocatechuic acid สูงที่สุด อย่างมีนัยสำคัญ (P<0.05) และผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
GC-MS พบสารที่สามารถระบุชนิดได้ทั้งหมด 31 สาร และไม่สามารถระบุได้ 5 สาร โดยมีร้อยละของพื้นที่พีค 
(% peak area) รวมเท่ากับ 96.17 เมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธ ีDPPH และ ABTS พบว่าสารสกัดเม
ทานอลใบส่องฟ้ามีค่า IC50 เท่ากับ 490.52±2.62 และ 162.00±1.40 µg/mL ตามลำดับ และเมื่อเทียบกับ 
Trolox พบว่าสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่ำกว่า Trolox อย่างมีนัยสำคัญ (P<0.05) 
เช่นเดียวกับผลการรีดิวซ์ Ferric ion โดยค่า FRAP เท่ากับ 88.36±4.30 mmole Fe2+/100 g extract ซึ ่ง 
ต่ำกว่า Trolox (3005.16±211.88 Fe2+/100 g extract) อย่างมีนัยสำคัญ (P<0.05) แต่อย่างไรก็ตามผลจาก
การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารพฤกษเคมีด้วยวิธี HPLC และ GC-MS พบสารหลายชนิดที ่มีรายงาน 
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ดังนั ้นสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าน่าจะเป็นอีกทางเลือกจากธรรมชาติที ่มีศักยภาพ  
ในการออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระหรือฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ   
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ABSTRACT 

 Clausena harmandiana is mainly found in Southeast Asian, including Thailand. C. 
harmandiana has been used in Thai traditional medical to treat gastrointestinal tract disease, 
eye pain, headaches and invigorate health. These activities related to the content of bioactive 
compounds that obtain in C. harmandiana. Thus, this study aims to evaluate the qualitative 
and quantitative of phytochemical content using HPLC and GC-MS techniques as well as the 
total phenolic contents (TPC) and total flavonoid contents (TFC). Antioxidant capacity with 
DPPH, ABTS and FRAP assays were also studied. The results showed the C. harmandiana leaves 
methanolic extract found a high level of TPC and TFC with the values are 196 . 2 9 ±3 . 6 4  and 
129 . 9 3 ±1 . 9 2  mg QE/g extract, respectively. The qualitative and quantitative analysis of 12 
compounds using HPLC found in the range of 62.49 to 1202.99 µg/g extract and protocatechuic 
acid was found in the highest content. GC-MS analysis reported a total peak area as 96.17% 
which is 31 known compounds and 5 unknown compounds. Antioxidant activities of methanol 
leaves extract showed IC50 values of 490.52±2.62 and 162.00±1.40 µg/mL in DPPH and ABTS 
assays, which is significantly (P<0.05) lower antioxidant activity than the standard Trolox.  
In addition, the result of ferric ion reduction by FRAP assay of C. harmandiana methanol leaves 
extract had a FRAP value of 88.36±4.30 mmole Fe2+/100 g extract which is also lower than 
Trolox (3005.16±211.88 Fe2+/100 g extract). However, the finding phytochemical contents  
by HPLC and GC-MS analysis in this study revealed several bioactive compounds that have been 
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reported as an antioxidant agent. Therefore, the methanol leaves extract of C. harmandiana 
might be a potential source of antioxidant activity and other biological activities. 
 
Keywords: Clausena harmandiana, Antioxidant activity, Phytochemical, HPLC, GC-MS 
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บทน่า 
ส่องฟ้ า (Clausena harmandiana (Pierre) 

ex Guillaumin) เป ็นพ ืชไม ้ล ้มล ุกจ ัดอย ู ่ ในวงศ ์ 
Rutaceae (ตระกูลส้ม) โดยส่องฟ้ามีชื่อเรียกอื่น ๆ 
เช่น หวดหม่อนต้น หัศคุณดง ลอดฟ้า ลักษณะทาง
พฤกษศาสตร ์ของส ่องฟ้า เป ็นไม ้พ ุ ่มขนาดเล็ก  
สูง 20-50 เซนติเมตร ใบประกอบแบบขนนก เรียงสลับ
ใบย่อย มีรูปคล้ายไข่แกมวงรี แผ่นใบมีจุดน้ำมัน
กระจายทั ่วใบ และมีกลิ ่นเฉพาะของพืชวงศ์น ี ้1  
พืชวงศ์ Rutaceae ในประเทศไทยพบ 5 สายพันธุ์ 
ได้แก่ C. Micromelum C. Marillia C. Glycosmis 
C. Murraya และ C. harmandiana2 สามารถพบ
ได้ทั่วไปในเขตร้อนชื้น แพร่กระจายอย่างกว้างขวาง
ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ในทางการแพทย์
แผนไทยนิยมนำส่วนของใบอ่อน เปลือกต้น ราก และ
ดอก มาใช้ร่วมกับสมุนไพรอื่น ๆ ในการปรุงเป็นยา
เพื่อใช้ในการรักษาโรคทางระบบย่อยอาหาร เช่น 
การขับลมในลำไส้ และรักษาโรคอาหารเป็นพิษ1 
รักษาอาการปวดตา ปวดศีรษะ ตลอดส่งเสริมให้ใช้
ในการบำรุงสุขภาพ3 อีกท้ังในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
นิยมนำใบสดอ่อนของส่องฟ้ามารับประทานเป็น
เครื่องเคียงร่วมกับอาหารมาอย่างยาวนาน เนื่องจาก
รสชาติที ่เปรี ้ยวและกลิ่นหอมที ่มีต่อมน้ำมันหอม
ระเหยเป็นส่วนประกอบร่วมด้วย4 และมีรางาน
การศึกษาพบว่าสารสกัดส่องฟ้ามีฤทธิ์ในการต้านการ
อักเสบ ต้านออกซิเดชั่น5 และยังสามารถปกป้อง
เซลล์ประสาท6 รวมถึงต้านเซลล์มะเร็ง7 และยัง
รายงานการศึกษาพบว่าแต่ละส่วนของส่องฟ้า ช่วย

ต้านอนุมูลอิสระและป้องกันภาวะความเสื ่อมของ
ร่างกาย8  
 จากการศึกษากลุ่มสารที่เป็นองค์ประกอบ
หลักของพืชสกุล Clausena ที่วิเคราะห์ด้วย GC-MS 
พบว่ามีสารกลุ่มเทอร์พีนอยด์ กลุ่มเซสควิเทอร์พีน 
และกลุ่มฟีนิลโพรพานอยด์ ซึ่งมีสารที่พบเช่น (E)-
Anethole, β-Pinene, Sabinene, Germacrene-
D, Linalool และPulegone9 และสารพฤกษเคม ี 
ที่เป็นองค์ประกอบสำคัญกลุ่มอื่นๆ  ได้แก่ สารกลุ่ม 
ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ แอลคาลอยด์ และคูมาลิน ซึ่ง
มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาที่ช่วยในการป้องกันความเสื่อม
ของร่างกายเช่นกัน โดยความเสื่อมของร่างกายเกิด
จากความไม่สมดุลกันระหว่างอนุมูลอิสระและสาร
ต้านอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายในร่างกาย ทำให้เกิด
การบาดเจ็บของเซลล์ ส่งผลเสียต่อโปรตีนและดีเอ็น
เอของมนุษย์นำไปสู ่ปัญหาสุขภาพและโรคเรื ้อร ัง
หลายอย่าง เช่น โรคเบาหวาน ความดันโลหิตสูง 
รวมถึงโรคหลอดเลือด หัวใจ และระบบประสาท10 
การแสดงออกของฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่หลากหลายมี
ผลมาจากสารพฤกษเคมีที่เป็นองค์ประกอบภายใน
พืช ดังนั ้นข้อมูลสารองค์ประกอบทางเคมีของพืช 
จึงมีประโยชน์อย่างยิ่งในทางเภสัชกรรมที่จะพัฒนา
ส่งเสริมการนำส่องฟ้ามาใช้ประโยชน์ในการแพทย์ 
 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1. เพ่ือศึกษาองค์ประกอบของสารพฤกษเคมี

ของใบส่องฟ้าที่สกัดด้วยเมทานอลด้วยเทคนิค HPLC 
และ GC-MS 
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 2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของใบ
ส่องฟ้าท่ีสกัดด้วยเมทานอล 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
1. การเตรียมตัวอย่างและการสกัด 
 ใบส่องฟ้า (C. harmandiana) เก็บมาจาก
จังหวัดขอนแก่น ในช่วงเดือนกุมภาพันธุ์ พ.ศ.2565 
โดยตัวอย่างส่องฟ้า (Voucher specimen number 
KKU 21145) ถ ูกนำมาตรวจสอบล ักษณะทาง
พฤกษศาสตร์และเก็บตัวอย่างที่คณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ในการสกัดเริ่มโดยนำใบส่อง
ฟ้ามาทำความสะอาด แล้วนำมาอบให้แห้ง และมา
สกัดด้วยเมทานอลในอัตราส่วนของผงใบส่องฟ้าต่อ
เมทานอล (2:8) ด้วยเทคนิค Sonication ด้วยเครื่อง 
Ultrasonic cleaners (TRU-SWEEPTM, NY, USA) 
ด้วยความถี ่ 50/60 Hz และมีกำลังไฟ 100 watt 
(สกัดซ้ำ 3 ครั้ง) หลังจากนั้นนำมากรองและระเหย
ตัวทำละลายด้วยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศซึ่งจะ
ได้สารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้า โดยเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
-20 °C เพื่อนำไปใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 
2. การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
  2.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค 
HPLC 
  การวิเคราะห์ปริมาณสารสำคัญด้วย HPLC 
(High-performance liquid chromatography) 
(Shimadzu Prominence-i LC-2030C 3D; Kyoto, 
Japan) ด้วย Column Unisol C18, 5 µm Particle 
Size, 4.6 × 250 mm (Torrance, Ca, USA) โ ด ย
ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่เป็นส่วนผสมระหว่าง 1% Acetic 
acid (v/v) ในน้ำปราศจากไอออน (Solvent A) และ 

Acetonitrile (Solvent B) ซ ึ ่ งใช ้ระบบ Gradient 
Program เริ ่มจาก 0-5 นาที, 5% Solvent B; จาก 
5-15 นาที, 9% Solvent B; จาก 15-22 นาที, 11% 
Solvent B; จาก 22-38 นาที, 18% Solvent B; จาก 
38-43 นาท ี , 23% Solvent B; จาก 43-44 นาท ี , 
90% Solvent B; จาก 44-45 นาที, 80% Solvent 
B; จาก 45-55 นาท ี , Isocratic program ท ี ่  80% 
Solvent B; จาก 55-65 นาที, Re-equilibration ท่ี 5% 
Solvent B; Linear gradient จาก 65-70 นาท ี , 5% 
Solvent B ที ่อัตราการไหล 0.8 mL/min อุณหภูมิ 
คอลัมน์ 40°C และฉีดสารตัวอย่างปริมาตร 20 µL 
โดยใช้ UV-diode array detector ที่ความยาวคลื่น 
280 nm สำหรับสารกลุ ่ ม Hydroxybenzoic acids 
และ 320 nm สำหรับสารกลุ ่ม Hydroxycinnamic 
acids รวมไปถึง 370 nm สำหรับสารกลุ่ม Flavonols 
ซึ ่ง HPLC Chromatogram ของสารตัวอย่างจะถ ูก
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานฟีนอลิกท่ีเวลาเดียวกัน11 (ทำ
การทดลอง 3 ซ้ำ) 
 2.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค 
GC-MS 
  การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสาร
สก ัดเมทานอลใบส่องฟ ้า โดยใช ้ เคร ื ่อง GC-MS 
SHIMADZU QP-2010 instrument (Kyoto, Japan)  
ด ้ ว ย ค อล ั ม น ์  Agilent J&W DB-5MS column  
(30 m × 0.25 mm, 0.25 µm, Santa Clara, CA, 
USA) ตั้งอัตราการไหลของก๊าซฮีเลียมเข้าคอลัมน์
เป็น 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที โดยมีอุณหภูมิของคอลัมน์
ด ังนี ้ อุณหภูมิเร ิ ่มต้นที ่ 40°C เป็นเวลา 2 นาที  
เพิ่มอุณหภูมิ 40-100°C (5.0°C /min, hold 5 min),
จาก 100-150°C (5.0°C/min, hold 10 min), จาก 
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150-200°C (5.0°C/min, hold 10 min), จาก 200-
250°C (5.0°C/min, hold 5 min), จาก 250-320°C 
(5.0°C/min, hold 15 min และฉีดตัวอย่าง 1 µL ที่
มี split ratio ที ่ 1:20 ที ่มีก๊าซฮีเลียม เป็นวัฏภาค
เคลื่อนที่ซึ่งพีคของสารสำคัญจะถูกวิเคราะห์เทียบ
กับแมสสเปกตรัมโดยการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล 
NIST17.LIB12 
 2.3 การหาปริมาณฟีนอลิกรวม 
  การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกจะใช้วิธี 
Folin-Ciocalteu (ทำการเจือจาง Folin-Ciocalteu 
ในน้ำกลั่น 10 เท่าก่อนการทดสอบ) ในการทดสอบ
จะผสมสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้า  20 µL ก ับ 
10%Folin-Ciocalteu 100 µL ในถาดหลุดชนิด 96 
หลุม (96 Well plate) บ่มเป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
เติม 7% Sodium carbonate 80 µL บ่มเป็นเวลา 
30 นาที ที ่อุณหภูมิห้อง นำไปวัดค่าการดูดกลืน 
แสงที ่ 760 nm ของ Blue chromophore ด้วยเครื่อง 
Microplate reader (Sunrise Tecan, Grӧdig, Austria) 
และใช้เมทานอลเป็น Blank ซึ่งปริมาณฟีนอลิกรวม
จะแสดงในรูปของน้ำหนักเทียบเท่ากรดแกลลิก 
ในหน่วยม ิลล ิกร ัมต ่อน ้ำหนักสารสก ัด 1 กร ัม  
(mg GAE/g extract)13 (ทำการทดลอง 3 ซ้ำ) 
 2.4 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม 
  การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม
ของสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าจะใช้ปฏิกิร ิยา
ระหว่างสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าผสมกับ 2% 
AlCl3 ในอัตราส่วน 1:1 ในถาดหลุดชนิด 96 หลุม 
(96 Well plate) บ่มเป็นเวลา 20 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 
หลังจากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 nm 

และใช้เมทานอลเป็น Blank ซึ่งปริมาณฟลาโวนอยด์
รวมจะแสดงในรูปของน้ำหนักเทียบเท่าเควอซิตินใน
หน่วยมิลลิกรัมต่อน้ำหนักสารสกัด 1 กรัม (mg QE/g 
extract)14 (ทำการทดลอง 3 ซ้ำ) 
3. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 3.1 วิธี DPPH radical-scavenging 
  ผสมสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าความเข้มข้น 
ต่าง ๆ (ความเข้มข้นสุดท้าย 10-500 µg/mL) กับ
สารละลาย 200 µM DPPH ในอัตราส่วนที่เท่ากัน 
โดยบ่มเป็นเวลา 30 นาที ที ่อ ุณหภูมิห้อง ทำให้
สารละลายเปลี่ยนจากสีม่วงไปเป็นไม่มีสี แล้วนำไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH ที่ 517 nm โดยใช้ 
Trolox เป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวก และใช้เมทานอลเป็น 
Blank แล้วคำนวณค่า %DPPH Inhibition และสร้าง
กราฟระหว่าง %DPPH Inhibition กับความเข้มข้น
เพ ื ่ อหาค ่ า  Median inhibitory concentration; 
IC50

1 (ทำการทดลอง 3 ซ้ำ) 

%DPPH Inhibition = [(Acontrol-Asample)/ Acontrol] x 100 

 3.2 วิธี ABTS radical-scavenging 
 ABTS จะถูกทำให้เป็นอนุมูลอิสระด้วยตัว

อ อก ซ ิ ไ ด ซ ์  Potassium persulfate (2.45 mM)  
ในน้ำกลั่น บ่มเป็นเวลา 18 ชั่วโมง ก่อนการใช้งาน 
ผสมสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าที ่ความเข้มข้น 
ต่าง ๆ กับสารละลาย 7 mM ABTS ในอัตราส่วนที่
เท่ากัน โดยบ่มเป็นเวลา 10 นาที ที ่อุณหภูมิห้อง  
ทำให้สารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวแกมน้ำเงินไปเป็น
ไม่มีสี แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงของ ABTS  
ที่ 415 nm โดยใช้ Trolox เป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวก
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และใช้เมทานอลเป็น Blank แล้วคำนวณค่า %ABTS 
Inhibition แ ล ะ ส ร ้ า ง ก ร า ฟ ระ หว ่ า ง  %ABTS 
Inhibition กับความเข้มข้นเพื่อหาค่า IC50

16 (ทำการ
ทดลอง 3 ซ้ำ) 

%ABTS Inhibition = [(Acontrol-Asample)/ Acontrol] x 100 

 3.3 ว ิ ธ ี  Ferric reducing/antioxidant power 
(FRAP) 
  สารละลาย FRAP จะถูกเตรียมโดยการ
ผ ส ม ขอ ง  3 0 0  mM Acetate buffer pH 3 . 6 ,  
1 0  mM TPTZ ใ น  4 0  mM HCl แ ล ะ  2 0  mM 
FeCl3·6H2O ในอ ัตราส ่วน 10:1:1 สำหร ับการ
ทดสอบเริ ่มโดยนำสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้ามา
ผสมกับสารละลาย FRAP ใน 96 well plate และ
บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 min ในที่มืดแล้วนำไป
วัดค่าการดูดกลืนแสง 595 nm โดยใช้ Trolox เป็น
กลุ่มควบคุมเชิงบวก และใช้เมทานอลเป็น Blank  
ผลที ่ได้จะแสดงผลในหน่วย mmole Fe2+/100 g 
extract17 (ทำการทดลอง 3 ซ้ำ) 
4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 ข ้อม ูลต ่าง  ๆ จะถ ูกแสดงในร ูปแบบ 
ค่าเฉลี ่ย ± ค่าเบี ่ยงเบนมาตรฐาน การวิเคราะห์
ค่าเฉลี่ยจะใช้ one-way ANOVA และวิเคราะห์ความ
แตกต่างด้วยวิธ ี Tukey’s test และวิธ ี t-Test ที ่
ระดับความเชื ่อมั ่น 95% (p<0.05) ด้วยโปรแกรม 
SPSS 26.0  
 
 

ผลการวิจัย 
1. การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค 
HPLC 
 สารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์มีบทบาท

สำคัญในการช่วยรักษาโรคต่างๆ ได้หลายชนิด และ

สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอื่นๆ ได้18 

ซึ ่งการศึกษานี ้ได้วิเคราะห์สารกลุ ่มฟลาโวนอยด์ 

(Rutin และ Quercetin) และสารในกลุ ่มฟีนอลิก 

กล ุ ่ มย ่ อย Hydroxybenzoic acids (Gallic, Syringic, 

Protocatechuic acid, p-Hydroxybenzoic และ Vanillic 

acid) แ ล ะ ก ล ุ ่ ม ย ่ อ ย  Hydroxycinnamic acids 

(Caffeic, Ferulic, Sinapic, p-Coumaric แ ล ะ 

Chlorogenic acid) ด้วยเทคนิค HPLC พบว่าใน 

สารสกัดมีปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์อยู่ในช่วง 

62.49 ถ ึ ง 1202.99 µg/g extract ด ั งตารางท ี ่  1  

ซึ่งมี Protocatechuic acid สูงที่สุดอย่างมีนัยสำคัญ 

(P<0.05) (1202.99±13.13 µg/g extract) รองลงมา

ได้แก่  p-Coumaric acid, Quercetin, p-Hydroxybenzoic 

acid, Gallic acid, Ferulic acid, Vanillic acid และ 

Syringic acid ตามลำดับ (ภาพที ่  1) นอกจากนี ้

พบว่ามีปริมาณของ Chlorogenic acid และ Rutin 

มีค่าน้อยกว่า 10 µg/g extract ซึ่งเป็นค่า LOQ ที่

เครื่อง HPLC สามารถตรวจวัดปริมาณได้ และไม่พบ 

Caffeic acid ในสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้า 
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ตารางที  1  ปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ของสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าด้วยเทคนิค HPLC 

สารส่าคัญ ปริมาณสารส่าคัญ (µg/g extract) 
Gallic acid 354.82±3.22e 
Protocatechuic acid 1202.99±13.13a 
p-Hydroxybenzoic acid 392.96±4.68d 
Vanillic acid 113.24±3.45g 
Syringic acid 73.05±3.45h 
Chlorogenic acid <10i 
Caffeic acid NDi 
p-Coumaric acid 768.77±4.20b 
Ferulic acid 266.38±0.98f 
Sinapic acid 62.49±0.12h 
Rutin <10i 
Quercetin 560.03±2.06c 

หมายเหตุ   ตัวอักษรภาษาอังกฤษหมายถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 

               เม่ือเปรียบเทียบปริมาณสารสำคัญแต่ละชนิดท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% 
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ภาพที  1 โครงสร้างทางเคมีของสารสำคัญท่ีพบในสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าเมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
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2. การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค 

GC-MS 

 ในการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วย

เทคนิค GC-MS ของสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้า 

สามารถระบุสารสำคัญได้ทั ้งหมด 31 ชนิดและ 

ไม่สามารถระบุได้ (Unknown) 5 ชนิด (ตารางที่ 1) 

ซึ่งสารสำคัญที่ระบุได้ที่มี %Peak area มากกว่า 2% 

ได ้แก่ 9-Octadecenoic acid (Z)-,2-hydroxy-3-

[(1-oxohexadecyl)oxy] propyl ester (21.26%) 

ซึ่งเป็นสารที่มี %Peak area มากที่สุดและรองลงมา

ได ้ แก ่  Dodecanoic acid (11.61%), γ-Tocopherol, 

methyl ether (4.74%), γ-Sitosterol (3.42%), 

Undecanoic acid (2.95%) และ  Lupeol (2.78%) 

ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที ่2 

O O

O

OH

O

9-Octadecenoic acid (Z)-, 2-hydroxy-3-[(1-oxohexadecyl)oxy] propyl ester

Dodecanoic acid

HO

O
O

O

-Tocopherol, methyl ether

-Sitosterol

HO

Undecanoic acid

HO

O

Lupeol

HO

 
 

ภาพที  2 ตัวอย่างโครงสร้างทางเคมีของสารสำคัญที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC-MS  
ที่พบในสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าเฉพาะที่มี %Peak area มากกว่า 2% 
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ตารางที  2  ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค GC-MS ของสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้า 
ล่าดับ 

ที  
ชื อสารส่าคัญ 

CAS 
Registry 

KI 
%Peak 
area 

Fragmentation Pattern m/z 

1 Isoamyl acetate 123-92-2 820 0.38 133, 121, 88, 74, 70, 61, 55, 43(100) 
2 n-Decanoic acid 334-48-5 1372 1.39 172, 143, 129, 115, 101, 87, 73, 60(100), 57, 

41 
3 Methyl undecanoate 1731-86-8 1381 0.07 169, 157, 143, 129, 115, 101, 87, 74(100), 

69, 55, 41 
4 Undecanoic acid 112-37-8 1471 2.95 207, 186, 169, 157, 143, 129, 115, 73(100), 

60, 43, 55 
5 Methyl dodecanoate 111-82-0 1481 0.61 214, 183, 171, 157, 143, 129, 101, 87, 

74(100), 55, 43, 69 
6 Dodecanoic acid 143-07-7 1570 11.61 207, 200, 171, 157, 143, 129, 115, 101, 85, 

73(100), 60, 43 
7 3-Oxo-alpha-ionol 34318-21-3 1627 0.24 152, 123, 108(100), 95, 91 77, 67, 53, 43 
8 3-Buten-2-ol, 2-

methyl-4-(1,3,3-
trimethyl-7-
oxabicyclo[4.1.0]hept
-2-yl)- 

72294-84-9 1497 0.30 179, 138, 119, 110, 96, 81(100), 69, 55, 41 

9 3,7,11,15-
Tetramethylhexadec-
2-ene 

2437-93-6 1802 0.09 140, 125, 111, 97, 83, 70(100), 57, 41 

10 Neophytadiene 504-96-1 1774 0.9 249, 193, 151, 137, 123, 109, 95, 82, 
68(100), 57, 43 

11 Phytol 102608-53-
7 

2045 0.32 278, 179, 123, 109, 95, 82(100), 68, 57, 43 

12 Methyl palmitate 112-39-0 1878 0.28 270, 239, 227, 213, 199, 185, 171, 157, 143, 
129, 115, 101, 87, 74(100), 69, 55, 43 

13 Palmitic Acid 57-10-3 1968 0.36 256, 227, 213, 199, 185, 171, 157, 143, 129, 
115, 97, 87, 73(100), 60, 43 

14 Phytol 150-86-7 2045 0.88 196, 137, 123, 111, 95, 81, 71(100), 57, 41 
15 Nonacosanal 72934-04-4 3092 0.17 281, 208, 157, 138, 124, 110, 96, 82(100), 

69, 57, 43 
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ล่าดับ 
ที  

ชื อสารส่าคัญ 
CAS 

Registry 
KI 

%Peak 
area 

Fragmentation Pattern m/z 

16 Squalene 111-02-4 2914 0.78 281, 257, 203, 149, 136, 121, 107, 95, 81, 
69(100), 41 

17 α-Tocospiro B 601490-41-
9 

3195 0.54 419(100), 402, 237, 219, 205, 191, 177, 153, 
137, 125, 109, 95, 83, 57, 43 

18 Glycerol tricaprylate 538-23-8 3143 0.17 127, 281, 265, 251, 221, 201, 185, 171, 158, 
145, 127(100), 109, 81, 57 

19 Einecs 306-416-1 54159-46-5 3058 0.1 415, 355, 295, 281, 267, 251, 221, 207, 147, 
121, 107, 93, 81, 69(100), 41 

20 β-Tocopherol 148-03-8 3036 0.1 416, 355, 325, 191, 151(100), 135, 123, 107, 
57 

21 γ-Tocopherol 7616-22-0 3036 0.41 416, 355, 325, 191, 151(100), 135, 123, 107, 
57,41 

22 Cholesta-4,6-dien-3-
ol, (3β)- 

14214-69-8 2579 0.25 394, 356, 341, 275, 211, 199, 171, 159, 143, 
135, 119, 105, 95, 81(100), 69, 43 

23 Stigmasta-3,5-diene 4970-37-0 2525 0.4 396, 381, 288, 275, 255, 237, 213, 195, 
147(100), 133, 105, 95, 81, 57, 43 

24 γ-Tocopherol, 
methyl ether 

79306-82-4 3004 4.74 430, 205, 145(100), 121, 91, 71, 57 

25 Campesterol 474-62-4 2632 0.67 400, 382, 367, 315, 289, 273, 255, 231, 213, 
199, 173, 161, 145, 133, 107(100), 95(100), 
81, 69, 43 

26 Stigmasterol 83-48-7 2739 0.53 412, 394, 379, 351, 300, 271, 255, 213, 173, 
159, 145, 133, 105, 83(100), 69, 55(100) 

27 γ-Sitosterol 83-47-6 2731 3.42 414, 396, 381, 329, 303, 273, 255, 231, 213, 
199, 173, 145, 133, 119, 107(100), 95(100), 
81, 43 

28 Lup-20(29)-en-3-one 1617-70-5 2831 0.39 475, 424, 409, 396, 381, 313, 245, 232, 205, 
189, 175, 161, 147, 135, 121, 109, 95(100), 
81, 67, 55, 41 

29 Lupeol 545-47-1 2848 2.78 426, 411, 315, 257, 229, 218, 207, 189, 175, 
161, 147, 135, 121,109, 95(100), 81, 69, 55, 
41 
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ล่าดับ 
ที  

ชื อสารส่าคัญ 
CAS 

Registry 
KI 

%Peak 
area 

Fragmentation Pattern m/z 

30 Phytyl stearate 62172-54-7 3759 0.33 401, 278, 183, 152, 137, 123, 109, 95(100), 
82, 57, 43 

     - 
31 9-Octadecenoic acid 

(Z)-, 2-hydroxy-3-[(1-
oxohexadecyl)oxy] 
propyl ester 

3343-30-4 4204 21.26 480, 423, 367, 339, 313, 264, 239, 227, 185, 
137, 123, 109, 95, 71, 57(100) 

32 Unknown - - 33.57  
33 Unknown - - 1.27 - 
34 Unknown - - 1.91 - 
35 Unknown - - 0.58 - 
36 Unknown - - 1.42 - 

รวมทั้งหมด   96.17  

หมายเหตุ  KI  คือ ค่า retention index, homologous of n-alkane     
     ที่วิเคราะห์จากคอลัมน์ใช้ในการแยกสาร (คอลัมน์ Agilent J&W DB-5MS) 
 CAS Registry คือ Chemical Abstracts Service 

3. ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวม 
 ในการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม (TPC) 
เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก ซึ่งมีสมการ
เส้นตรงเท่ากับ y = 0.049x + 0.006 (R² = 0.9997) 
พบว่าในสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้ามีปริมาณฟีนอลิ
กรวมเท่าก ับ 196.29±3.64 mg GAE/g extract 
และการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (TFC) 
เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก ซึ่งมีสมการ
เส ้นตรงเท ่าก ับ y = 0.0297x - 0.0022 (R² = 
0.9999) พบว่าปริมาณฟลาโวนอยด์รวมเท่ากับ 
129.93±1.92 mg QE/g extract 
 
 

4. ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเมทานอลใบ
ส่องฟ้า 
 ในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าด้วยวิธ ี DPPH และ 
ABTS พบว ่ า ส ารสก ั ด เมทานอล ใบส ่ อ งฟ ้ า ม ี
ความสามารถในการยับยั ้งอนุมูลอิสระได้อย่างมี
นัยสำคัญ (P<0.05) ซึ่งมีฤทธิ์เพิ่มมากขึ้นตามความ
เข้มข้น (Dose-dependent manner) ดังภาพที่ 3 
ซึ ่งสามารถหาค่า IC50 ด้วยวิธ ี DPPH และ ABTS 
เท่ากับ 490.52±2.62 และ 162.00±1.40 µg/mL 
ตามลำดับ (ตารางที่ 3) นอกจากนี้เมื่อทดสอบฤทธิ์
ต ้านอนุม ูลอิสระด้วยว ิธ ี FRAP เท ียบกับกราฟ
มาตรฐานของ FeSO4 ซึ ่งมีสมการเส้นตรงเท่ากับ  
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y = 0.0051x - 0.0411 (R² = 1.0000) พบว่าสาร
สก ัดม ีค ่า FRAP เท ่าก ับ 88.36±4.30 mmole 
Fe2+/100 g extract แต่อย่างไรก็ตามเมื่อ 

เปรียบเทียบกับ Trolox ซึ่งเป็นสารมาตรฐานพบว่า
สารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้ายังคงมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระน้อยกว่า Trolox อย่างมีนัยสำคัญ (P<0.05) 
 

 
ภาพที  3 ร้อยละการยับย้ังของสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าเมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH (◼) และ ABTS (◼) 

radical-scavenging และตัวอักษรภาษาอังกฤษหมายถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 
เม่ือเปรียบเทียบ %Inhibition ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% โดยทีต่ัวอักษรพิมพ์เล็ก 

เป็นการวิเคราะห์ความแตกต่างในวิธี DPPH และตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ในวิธี ABTS ตามลำดับ 

ตารางที  3 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้า   

ตัวอย่าง 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ 

DPPH; IC50  
(µg/mL) 

ABTS; IC50  
(µg/mL) 

FRAP 
(mmole Fe2+/100 g 

extract) 
สารสกัดเมทานอล
ใบส่องฟ้า 

490.52±2.62b 162.00±1.40b 88.36±4.30b 

Trolox 6.02±0.05a 4.21±0.08a 3005.16±211.88a 

หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษหมายถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญเม่ือเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูล
 อิสระของสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้ากับ Trolox ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% ด้วยวิธี t-Test 
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สรุปและอภิปรายผล 

ในการศึกษานี ้เล ือกใช้เมทานอลเป็นตัว 
ทำละลายเนื่องจากเมทานอลสามารถสกัดสารสำคัญ
ได้หลายกลุ่ม19 ซึ่งการศึกษาสารพฤกษเคมีของสาร
สกัดเมทานอลใบส่องฟ้าพบว่ามีปริมาณ TPC และ 
TFC สูง เมื่อเทียบกับปริมาณ TPC และ TFC ที่พบ
ในพืชทั่วไป20 จากการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของ
สารพฤกษเคมีด้วยเทคนิค HPLC ยังพบว่าใบส่องฟ้า
มีสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ที ่สำคัญ
จำนวน 10 ชนิด ซึ ่งเป็นสาระสำคัญที่มีรายงานว่า 
มีความสัมพันธ์กันกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่พบใน
สารสกัดพืช 20,21 และการวิเคราะห์องค์ประกอบทาง
เคมีด้วยเทคนิค GC-MS พบว่ามีสารสำคัญที่มี Peak 
area มากกว่า 2% และมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาได้แก่ 
Dodecanoic acid มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระที่ดี 
ฤทธิ์ต้านเบาหวาน21 และฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียในการ
ย ับย ั ้ ง เ ช ื ้ อ  Staphylococcus aureus, Bacillus 
cereus, Salmonella typhimurium แ ล ะ 
Escherichia coli23  ส ่ ว น ส า ร  γ-Tocopherol, 
methyl ether ซึ่งเป็นอนุพันธุ์ของ Tocopherol ที่
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ละลายได้ในไขมัน24 และ 
γ-Sitosterol เป็นสารในกลุ่มสเตียรอยด์ที ่พบว่ามี
ฤทธ ิ ์ ต ้ า นมะ เ ร ็ ง ไ ด ้ ห ล ายชน ิ ด 25  ส ่ วนส า ร 
Undecanoic acid ที่พบว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
น้อย26 และ Lupeol เป็นสารในกลุ่มไตรเทอร์พีนที่
พบว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านมะเร็งและต้าน
แบคทีเรีย27 

โดยในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้าด้วยวิธี DPPH ซึ่งเป็นวิธี

ที ่เหมาะสมในการวัดสารในกลุ่ม Hydrophobic28 
ซึ่งเป็นวิธีในการกำจัดอนุมูลอิสระด้วยกลไกการให้
อิเล็กตรอน ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในการ
คัดกรองพืชที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ และใช้
เวลาน้อยในการวิเคราะห์ ซึ่งในการทดสอบด้วยวิธี 
DPPH ซึ ่งอนุมูลอิสระ DPPH จะถูกรีดิวซ์ให้เป็น 
Diphenylpicryl hydrazine ที ่มีสีเหลือง โดยการ 
ทำปฏิกิริยากับสารสกัดของพืชตามความเข้มข้น29 
โดยพบว่าสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้ามี %Inhibition 
เพิ ่มข ึ ้นความความเข้มข้นของสารสกัด  (Dose-
dependent manner) ซึ่งผลลัพธ์ที่ได้จากการศึกษา
ครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้ามี
ฤทธิ ์ ในการกำจ ัดอนุม ูลอ ิสระโดยการถ ่ายโอน
อิเล็กตรอนหรือความสามารถในการให้ไฮโดรเจน 
จากการจัดกลุ่มค่า IC50 ของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่
แบ่งออกเป็น 5 กลุ่มได้แก่ กลุ่มฤทธิ์ดีมาก (IC50 <10 
µg/mL) กลุ่มฤทธิ์ดี (IC50 10-50 µg/mL) กลุ่มฤทธิ์
ปานกลาง (IC50 50-100 µg/mL) กลุ่มฤทธิ์น้อย (IC50 
100-250 µg/mL) และกลุ ่มไม่ม ีฤทธิ ์  (IC50 >250 
µg/mL)30 พบว่าสารสกัดเมทานอลใบส่องฟ้ามีค่า 
IC50 เท่ากับ 490.52±2.62 µg/mL ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม
ที่ไม่มีฤทธิ์เมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH แต่อย่างไรก็สาร
สกัดใบสองฟ้ามีฤทธิ์ดีกว่าสารสกัดหวดหม่อน  (C. 
excavate) (IC50 = 904.53±3.23 µg/mL) และสาร
ส ก ั ด ส ่ อ ง ฟ ้ า  (C. harmandiana) (IC50 = 
2037.66±39.23 µg/mL) ท ี ่ เ ก ็ บ ต ั ว อย ่ า ง จ า ก
ภาคเหนือของไทย31 ในส่วนของวิธี ABTS เป็นวิธีที่
เหมาะสมกับการวิเคราะห์สารในกลุ่ม Hydrophilic 
และ Lipophilic เนื่องจากสารดังกว่าสามารถละลาย
ในน้ำและตัวทำละลายอินทรีย์ได้ และไม่มีผลต่อ
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ความแรงของไอออน ซึ่งวิธี ABTS มีกลไกการยับยั้ง
อนุมูลอิสระด้วยการให้ไฮโดรเจนกับ ABTS•+ ที่มีสี
เขียวแกมน้ำเงินซึ่งจะถูกเปลี่ยนไปเป็นไม่มีสีโดยการ
ทำปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ32 เมื่อจัดกลุ่มค่า 
IC50 ของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบส่องไฟ 
พบว่ามีค่า IC50 เท่ากับ 162.00±1.40 µg/mL ซึ่งจัด
อยู่ในกลุ่มฤทธิ์น้อยเมื่อทดสอบด้วยวิธี ABTS และ
เมื่อทดสอบด้วยวิธี FRAP เป็นวิธีที่วัดฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระโดยการรีดิวซ์ Ferric ion (Fe3+) ด้วยสารต้าน
อนุมูลอิสระไปเป็น Ferrous ion (Fe2+) ซึ่งเป็นวิธีที่
ง่ายและรวดเร็ว33 ซึ่งสอดคล้องกับสารสกัดใบสองฟ้า
เมทานอลที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระน้อย แต่อย่างไรก็
ตามการศึกษานี้พบว่ามีปริมาณฟีนอลิกรวมและฟลา
โวนอยด์รวมมากกว่าการศึกษาของ Tanruean และ
คณะในป ี202131 

จากการศึกษานี้สรุปได้ว่าสารสกัดเมทานอล
ใบส่องฟ้ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระน้อยซึ่งมีกลไกการ
กำจ ัดอน ุม ูลอ ิรสะผ ่านกลไกการการถ ่ายโอน
อิเล็กตรอนหรือความสามารถในการให้ไฮโดรเจน 
และร ีด ิวซ ์  Ferric ion รวมไปถ ึงย ังพบปร ิมาณ
สารสำคัญสูง ได้แก่ สารกลุ่มฟีนอลิก (Protocatechuic 
acid, p-Coumaric acid และ Quercetin) กลุ่มกรด
ไขมัน และสารกลุ่มเทอร์พีนอยด์ที่มีศักยภาพเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระที่ดีและสามารถนำไปพัฒนาเป็น
เภสัชภัณฑ์ได้  
 

ข้อเสนอแนะ 
 จากการศึกษาเลือกวิเคราะห์ฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระเพียงฤทธิ์เดียว ซึ่งในการวิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีด้วยวิธี HPLC และ GC-MS  

พบสารองค ์ประกอบเคม ีหลายชนิด ด ังน ั ้นใน
การศึกษาต่อไปผู ้ว ิจ ัยจะนำสารสกัดส่องฟ้าไป
ทดสอบฤทธิ ์ทางเภสัชวิทยาอื ่น ๆ เช่น  ฤทธิ ์ต้าน
มะเร็ง ต้านเบาหวาน และความสามารถในการ
ปกป้องประสาท รวมถึงการศึกษาความสัมพันธ์ของ
สารพฤกษเคมีที ่ตรวจพบและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
ต่อไป 
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และวิทยาลัยสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัย 
ราชภัฏสวนสุนันทาที่เอื้อเฟื้อสถานท่ีในการทำวิจัย 
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