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บทคัดย่อ 

 

  งานวิจัยนี้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสกัดสารจากชากฤษณาที่ผลิตจากใบ
กฤษณาสายพันธุ์ Aquilaria subintegra การสกัดแบบเขย่ามีปัจจัยที่ศึกษาได้แก่ ชนิดของตัวท า
ละลาย (น้ า เอทานอล และเอทิลอะซีเตท) อุณหภูมิในการสกัด (30 , 55 และ 80 องศาเซลเซียส) 
ระยะเวลาการสกัด (1, 2 และ 3 วัน) และความเร็วรอบในการเขย่า (0, 80 และ 160 รอบ/นาที) 
วิธีการสกัดแบบซอกห์เลตจะท าการศึกษาชนิดของตัวท าละลาย (น้ า เอทานอล และเอทิลอะซีเตท) 
และระยะเวลาการสกัด (2, 4 และ 6 ชั่วโมง) สภาวะที่เหมาะสมของการสกัดแบบเขย่าในแต่ละตัวท า
ละลายให้ผลได้สูงกว่าการสกัดแบบซอกห์เลต เนื่องจากเวลาการสกัดที่นานกว่า น้ าซึ่งมีความเป็นขั้ว
สูงสุดเป็นตัวท าละลายที่ดีที่สุด นั่นคือสารที่สกัดได้จากชากฤษณาน่าจะประกอบด้วยสารที่มีขั้วใน
ปริมาณที่สูงกว่าสารไม่มีขั้ว สภาวะการสกัดที่เหมาะสมเพ่ือให้ได้ ผลได้สารสกัด ปริมาณฟีนอลิกส์
ทั้งหมด ปริมาณ ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง ของตัวท าละลายน้ า เอทานอล 
และเอทิลอะซีเตท มีความสอดคล้องและแตกต่างกัน แต่ถ้าพิจารณาในภาพรวม สภาวะที่เหมาะสม
ของการสกัดด้วยน้ า คืออุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 1 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที 
สภาวะที่เหมาะสมของการสกัดด้วยเอทานอล คือที่ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 2 วัน และ
ความเร็วรอบ 160 รอบ/นาที และสภาวะที่เหมาะสมของการสกัดด้วยเอทิลอะซีเตทคือ อุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส เวลา 3 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที การสกัดด้วยน้ า เอทานอล และเอทิลอะ
ซิเตทที่สภาวะที่เหมาะสม ได้ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดประมาณ 29.80, 7.82 และ 2.80 mg GAE/g 
agarwood ตามล าดับ และได้ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดประมาณ 15.41, 13.24 และ 3.34 mg 
QE/ g agarwood ตามล าดับ สารสกัดด้วยน้ าและเอทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใกล้เคียงกัน โดยมี
ค่า IC50 ประมาณ 0.02 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ส่วนสารสกัดด้วยเอทิลอะซีเตทมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่ า
กว่า จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของใบชากฤษณาพบว่าส่วนใหญ่จะเป็นสารจ าพวกเทอร์ปี
นอยส์ซึ่งเป็นสารอินทรีย์ที่พบมากในส่วนต่างๆ ของพืช โดยสารบางตัวจะมีคุณสมบัติเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระ โดยเฉพาะในสารสกัดที่ใช้น้ าเป็นตัวท าละลาย ซึ่งมีสาร Pentacosane เป็นสารประกอบ
หลัก ส่วนในสารสกัดของเอทิลอะซิเตทมีสาร Friedelanol เป็นองค์ประกอบหลักซึ่งมีฤทธิ์ในการต้าน
เชื้อ และจากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดในการต้านเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในช่องปาก ได้แก่ 
Streptococcus mutans (S. mutans) ATCC 25175, Streptococcus salivarius (S. 
salivarius) ATCC 13419 และ Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) พบว่าสารที่สกัดด้วย
น้ ามีฤทธิ์ต้านเชื้อ P. gingivalis สารที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตทมีฤทธิ์ต้านเชื้อ S. mutan ในขณะที่สาร
สกัดด้วยเอทานอลและสารที่สกัดด้วยวิธีซอกห์เลตไม่แสดงฤทธิ์ในการต้านเชื้อแบคทีเรีย 
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ABSTRACT 

  This research studied the optimum conditions for extraction of 
agarwood tea leaves from Aquilaria subintegra. The shaking extraction conditions 
were type of solvent (water, ethanol and ethyl acetate), extraction temperature (30, 
55 and 80 °C), extraction time (1, 2 and 3 days) and shaking speed (0, 80 and 160 
rpm). The Soxhlet extraction conditions were solvent type (water, ethanol and ethyl 
acetate) and extraction time (2, 4 and 6 hours). Shaking extraction at the optimum 
conditions of each solvent gave higher extraction yield than Soxhlet extraction 
because of longer extraction time. Water, which is the most polar solvent was the 
best solvent. Therefore, the substances from agarwood tea leaves should be polar 
than non-polar. The optimum conditions to obtain high extraction yield, total 
phenolic content, total flavonoid content and antioxidant activity were both 
consistent and different. When considered as a whole the optimum condition of 
water extraction was temperature of 80 °C, time 1 day and shaking speed 80 rpm. 
The optimum condition of ethanol extraction was temperature of 80 °C, time 2 day 
and shaking speed 160 rpm. The optimum condition of ethyl acetate extraction was 
temperature of 80 °C, time 3 day and shaking speed 80 rpm. Extraction with water, 
ethanol and ethyl acetate at the optimum conditions yielded total phenolic 
contents of 29.80, 7.82 and 2.80 mg GAE/g agarwood, respectively and total 
flavonoid contents of 15.41, 13.24 and 3.34 mg QE/ g agarwood, respectively. Water 
and ethanol extracts have high antioxidant activities with IC50 about 0.02 mg/ml. 
Extract from ethyl acetate possessed lower antioxidant activity. The components of 
agarwood tea leaf extracts were mostly terpenoid. Some components had 
antioxidant activities, especially from water extract that had pentacosane as a major 
component. Ethyl acetate extract had friedelanol, which exhibits antibacterial activity 
as a main component. From study of antibacterial activities of the extracts using oral 
bacteria Streptococcus mutans (S. mutans) ATCC 25175, Streptococcus salivarius (S. 
salivarius) ATCC 13419 and Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) the water extract 
inhibited growth of P. gingivalis and ethyl acetate extract inhibited growth of S. 
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mutans while ethanol extract and Soxhlet extracts did not show antibacterial 
activities.      
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1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำ 
 ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบันพืชหลายชนิดได้ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในการรักษาโรค โดย
พืชเหล่านี้ได้ถูกน ามาศึกษาเพ่ือหาสารออกฤทธิ์และน ามาผลิตเป็นยารักษาโรคชนิดใหม่ พืชจ าพวกผัก 
ผลไม้ และสมุนไพรจะมีสารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) อาทิ วิตามินซี โพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ 
และโทโคเฟอรอล ซึ่งเป็นสารที่พืชสังเคราะห์ขึ้นมาเพ่ือจุดประสงค์บางอย่าง เช่น ให้สีสันกับพืช 
ป้องกันตัวเองจากเชื้อโรคและแมลง โดยมีคุณสมบัติที่เป็นสารต้านจุลชีพ (Antimicrobial) [1] ไม้
กฤษณาก็เช่นเดียวกัน ไม้กฤษณาเป็นไม้ที่มีมูลค่า น้ ามันหอมระเหยกฤษณาจัดเป็นน้ ามันหอมระเหยที่
มีราคาสูงที่สุด ประเทศไทยเป็นประเทศแรกที่สามารถส่งผลิตภัณฑ์จากไม้กฤษณาจ าหน่ายทั่วโลก
อย่างถูกต้องตามกฎหมายและตามอนุสัญญาไซเตส (Convention on International Trade in 
Endangered Species of Wild Fauna and Flora: CITES) จากสถิติการขึ้นทะเบียนเกษตรกรในปี 
2556 มีการเพาะปลูกต้นกฤษณาถึง 684 ครัวเรือน หรือประมาณ 3,240 ไร่ [2] ต้นกฤษณาใช้
ระยะเวลาในการเจริญเติบโตประมาณ 7-10 ปี จึงมีการคิดค้นน าใบกฤษณามาผลิตเป็นใบชา เพ่ือเพ่ิม
รายได้ให้กับเกษตรกร โดยมีความเชื่อว่าน้ าจากใบกฤษณาสามารถรักษาโรคภูมิแพ้ และโรคเบาหวาน
ได้ [3] Dash และคณะ [4] ศึกษาสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากสารสกัดจากใบกฤษณา
สายพันธุ์ Aquilaria agallocha Roxb. โดยท าการสกัดด้วยเทคนิคซอกห์เลต (Soxhlet) โดยใช้น้ า
และเมทานอลเป็นตัวท าละลาย พบซาโปนิน (Saponin) ไกลโคไซด์ (Glysosides) คาร์บอไฮเดรต 
โปรตีน และกรดอะมิโน โดยสารที่ได้จากการสกัดด้วยเมทานอลแสดงการยับยั้งแบคทีเรียบาซิลัส 
สับทิลิส (Bacillus Subtilis) มากที่สุด Huda และคณะ [5] ศึกษาสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดจากใบกฤษณาสายพันธุ์ Aquilaria malaccensis โดยการสกัดด้วยเทคนิค 
Maceration ด้วยตัวท าละลาย เฮกเซน เอทิลอะซิเตท ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล พบว่าสารสกัด
ประกอบด้วย อัลคาลอยด์ (Alkaloids) ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) ไทรเทอร์พินอยด์ 
(Triterpenoids) สเตอรอยด์ (Steroids) และซาโปนิน โดยฟลาโวนอยด์มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด 
 สารต้านอนุมูลอิสระ คือ สารที่สามารถป้องกันหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของอนุมูลอิสระได้ สารเหล่านี้มีกลไกในการต้านอนุมูลอิสระหลายแบบ เช่น ดักจับ 
(Scavenge) อนุมูลอิสระโดยตรง ยับยั้งการสร้างอนุมูลอิสระหรือเข้าจับกับโลหะเพ่ือป้องกันการสร้าง
อนุมูลอิสระ บทบาทส าคัญของสารต้านอนุมูลอิสระคือ ป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในร่างกาย 
ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่างๆ ของมนุษย์ ป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เป็น
สาเหตุหลักของการเสื่อมคุณภาพในอาหาร ปัจจุบันองค์กรที่เกี่ยวข้องในอุตสาหกรรมอาหารและยา 
ได้พยายามพัฒนาสารต้านอนุมูลอิสระที่มาจากธรรมชาติเช่น สาหร่ายทะเล แบคทีเรีย เชื้อรา และพืช
ชั้นสูง กลุ่มของสารต้านอนุมูลอิสระที่มาจากวิตามินเอ ซี อี หรือ เบต้าแคโรทีน ( β-carotinoid) 
รวมทั้งสารประกอบโพลีฟีนอลซึ่งเป็นพฤษเคมีที่สามารถพบได้ในพืชผักและผลไม้ เพ่ือเข้าไปช่วย
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เสริมสร้างระบบการต่อต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันในร่างกายให้มีประสิทธิภาพในการท าลายอนุมูล
อิสระได้ดียิ่งขึ้น [6] 
 วิสาหกิจชุมชนแปรรูปไม้กฤษณาไทยรุ่งการเกษตร – ศรีวิชัย (สะเดา) ผลิตชา
กฤษณาโดยอาศัยภูมิปัญญาของบรรพบุรุษที่สืบทอดกันมาด้วยใบกฤษณาสายพันธุ์เอควิลาเรีย ซับ
อินทิกรา (Aquilaria subintegra) ผลิตภัณฑ์ได้รับความนิยมพอสมควร ทั้งนี้ในการที่จะยกระดับ
ผลิตภัณฑ์ให้เป็นที่ยอมรับอย่างกว้างขวางมากขึ้น จ าเป็นจะต้องมีผลจากงานวิจัยในส่วนของ
องค์ประกอบทางเคมีของชากฤษณา รวมถึงสรรพคุณขององค์ประกอบดังกล่าว กรรมวิธีการสกัดมีผล
เป็นอย่างมากต่อปริมาณและองค์ประกอบของสารสกัดที่ได้ งานวิจัยนี้ศึกษาวิธีการสกัด 2 แบบ คือ 
การสกัดแบบเขย่าและการสกัดแบบซอกห์เลต โดยศึกษาชนิดของตัวท าละลาย และระยะเวลาในการ
สกัด นอกจากนี้ในส่วนของการสกัดแบบเขย่า จะศึกษาอุณหภูมิการสกัดและความเร็วรอบของการ
เขย่า เพ่ือให้ได้ปริมาณสารพฤกษเคมีที่สนใจสูงสุด จากนั้นจะน าสารสกัดที่ได้จากการสกัดที่สภาวะที่
เหมาะสมมาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีเพ่ิมเติมและทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในช่องปาก 
 
1.2 กำรส ำรวจเอกสำร 
 ต้นกฤษณาเป็นไม้หอมมูลค่าสูงที่นิยมเพาะปลูกด้วยเมล็ด หรือน าต้นกล้าที่
เจริญเติบโตจากเมล็ดที่ร่วงหล่นรอบๆ ต้นกฤษณามาเพาะช าในโรงเพาะช าดังภาพประกอบที่ 1-1 
ก่อนจะน าต้นกล้าที่แข็งแรงมาปลูกในพ้ืนที่ที่ได้จัดเตรียมไว้ โดยเกษตรกรนิยมปลูกเพ่ือน าเนื้อไม้มา
สกัดเป็นน้ ามันหอมระเหยซึ่งขายได้ราคาดี และน้ ามันหอมจากไม้กฤษณามีตลาดรองรับชัดเจน ส่วน
ต่างๆ ที่เหลือจากการสกัดน้ ามันหอมระเหย เช่น กากไม้สามารถน าไปผลิตเป็นธูปหอม ใบกฤษณา
สามารถน าไปอบแห้งผลิตเป็นชากฤษณา เพ่ือสร้างรายได้ให้แก่เกษตรกรอีกด้วย 
 1.2.1 ต้นกฤษณา 

 
ภาพประกอบ 1-1 เมล็ดพันธุ์และต้นกล้ากฤษณา [7] 
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ต้นกฤษณา ในประเทศไทย มีทั้งหมด 4 สายพันธุ์ [8] ได้แก่ 
 1) Aquilaria crassa Pierre ex Lecomte กฤษณา, ไม้หอม (ตะวันออก), Eagle 
wood 
 2) A. hirta Ridl. จะแน (นราธิวาส) 
 3) A. malaccensis Lam. กายูการู กายูกาฮู (มาเลย์-ปัตตานี), พวมพร้าว (พัทลุง), 
Wood tree, Lignum aloes, Agarwood, Aloewood, Calambac 
 4) A. subintegra Ding Hou ก าแย (ใต้) 
ชื่อวงศ์ : Thymelaeaceae 
 องอาจ [9] ได้ศึกษาการกระจายพันธุ์ของไม้กฤษณาในประเทศไทยพบมากตาม
สถานที่ต่างๆ ดังนี้ 
 1) เอควิลาเรีย คราสน่า (Aquilaria crassna) พบในป่าดิบชื้นและป่าดิบแล้งทาง
ภาคเหนือ (เชียงราย แพร่ น่าน) ภาคกลาง (ก าแพงเพชร เพชรบูรณ์ โดยเฉพาะพบมากที่อุทยาน
แห่งชาติเขาใหญ่ บริเวณดงพญาไฟ)  
 2) เอควิลาเรีย มาลัคเคนซิส (Aquilaria malaccensis) พบบริเวณภาคใต้ที่มีความ
ชุ่มชื้น (เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ระนอง กระบี่ ตรัง พัทลุง ยะลา) โดยเฉพาะที่เขาช่อง จังหวัดตรัง 
มักพบกฤษณาต้นใหญ่ที่สุดถูกโค่นเหลือแต่ตอทิ้งไว้เป็นจ านวนมาก 
 3) เอควิลาเรีย สับอินทิกร้า (Aquilaria subintegra) พบมากทางภาคตะวันออก 
(ระยอง จันทบุรี ตราด โดยเฉพาะที่เขาสอยดาว) 
 ณัฐวัฒน์ [10] พบว่าต้นกฤษณามักเจอในป่าดิบชื้นและป่าดิบแล้งหรือที่ราบใกล้
แหล่งน้ า สามารถเจริญเติบโตได้สูงถึง 1,100 เมตร หรือมากกว่าระดับน้ าทะเลปานกลาง พบต้น
กฤษณาเป็นจ านวนมากบริเวณอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ โดยต้นกฤษณาจะขึ้นมาแซมกับไม้ชนิดอ่ืน 
เช่น ต้นยาง ยมหอม ยมหิน หว้า ก่อเดือย กระโดงแดงและอ่ืนๆ ปัจจุบันข้อมูลพื้นที่สวนป่าไม้กฤษณา
ของประเทศไทยยังไม่ชัดเจนเท่าท่ีควร สถาบันการแพทย์แผนไทย กรมพัฒนาการแพทย์แผนไทยและ
การแพทย์ทางเลือก กระทรวงสาธารณะสุข [11] ได้ท าการรวบรวมข้อมูลจากแหล่งข้อมูล 2 แหล่ง 
ได้แก่ 
 1) ข้อมูลจากชมรมผู้ปลูกไม้กฤษณาจ านวน 5 แห่งทั่วประเทศ ได้แก่ ชมรมกฤษณา
ตราด กลุ่มอนุรักษ์กฤษณาสตูล กลุ่มผู้ปลูกไม้กฤษณา (ไม้หอม) และสบู่ด าจังหวัดศรีสะเกษ โครงการ
ส่งเสริมการปลูกไม้เศรษฐกิจของกรมป่าไม้ และชมรมไม้กฤษณา (ไม้หอม) แห่งประเทศไทย สาขา
อุตรดิตถ์  
 2) ข้อมูลจากแบบสอบถามนักวิชาการเกษตรหรือเจ้าหน้าที่รัฐที่เกี่ยวข้องจ านวน 66 
คน 
 จากผลการศึกษาจากแหล่งข้อมูลแรกพบว่า มีการปลูกสร้างสวนป่าไม้กฤษณา
ทั้งหมด 38 จังหวัด คิดเป็นพ้ืนที่ปลูกทั้งหมดประมาณ 4,031 ไร่ โดยภาคตะวันออกมีพ้ืนที่ปลูกมาก
ที่สุด จ านวน 1,337 ไร่ โดยเฉพาะจังหวัดตราดมีผู้ปลูกสร้างสวนป่ากฤษณามากที่สุดในประเทศไทย
ทั้งสิ้น 119 ราย คิดเป็นพ้ืนที่ปลูกทั้งหมด 1,097 ไร่ ส่วนภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีการปลูกไม้
กฤษณาทั้งหมด 17 จังหวัด มีเนื้อที่ประมาณ 1,060 ไร่ ส าหรับภาคเหนือมีพ้ืนที่ปลูกประมาณ 1,300 
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ไร่ ภาคกลางและภาคใต้มีพ้ืนที่สวนป่าไม้กฤษณาประมาณ 86 และ 192 ไร่ ตามล าดับ หรือหาก
ค านวณเป็นจ านวนต้นที่ปลูกพบว่ามีต้นกฤษณาที่ปลูกในประเทศไทยจ านวนทั้งสิ้น 1.6 ล้านต้น 
(ค านวณจากพ้ืนที่ 1 ไร่ ปลูกกฤษณา 400 ต้น) ส าหรับข้อมูลที่ได้จากแหล่งที่สองพบว่า มีพ้ืนที่ปลูก
สวนป่าไม้กฤษณาในประเทศไทยจ านวน 4,651 ไร่ (ทั้งนี้ข้อมูลพ้ืนที่สวนป่ากฤษณาจากทั้งสอง
แหล่งข้อมูลได้นับรวมทั้งปลูกแบบสวนป่า เชิงเดี่ยว และปลูกแบบผสมกับไม้ชนิดอ่ืนๆ) 
 สุทธิสินธุ์ [12] ศึกษาเกี่ยวกับการคัดแยกใบกฤษณา เมื่อเก็บใบกฤษณามาแล้ว
จะต้องคัดเลือกใบที่ไม่สมบูรณ์ออกไปก่อน เช่น ใบที่เหี่ยวแห้ง ใบเหลืองหรือยอดอ่อน (เนื่องจากใบ
กฤษณาเป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณเป็นยาไม่ใช่ชาโดยตรง ดังนั้นส่วนที่เป็นยอดจะมีสารออกฤทธิ์ที่ไม่
พึงประสงค์อยู่เป็นจ านวนมากจึงต้องคัดออก) ใบที่ใช้ต้องเป็นใบแก่สีเขียวสดเท่านั้นดังภาพประกอบ 
1-2 a) จึงจะสมบูรณ์ที่สุด จากนั้นจึงน าส่วนที่สมบูรณ์มาล้างท าความสะอาดด้วยน้ าสะอาดก่อนน าไป
เข้ากระบวนการผลิตชาต่อไป 
 

 
ภาพประกอบ 1-2 a) ใบกฤษณาก่อนน าไปอบ [3] และ b) ชากฤษณา [13] 

 
 ภาพประกอบ 1-2 b) คือลักษณะใบชากฤษณาท่ีดีซ่ึงมีคุณสมบัติดังนี้ [12] 
 • ลักษณะใบชาจะเป็นเส้น โดยจะหั่นซอยให้มีขนาด 0.5-1 เซนติเมตร สีของใบ
จะต้องมีสีเหลืองปนเขียวอ่อนๆ เท่านั้น 
 • กลิ่น ชากฤษณาที่ดีจะมีกลิ่นหอมที่เป็นธรรมชาติของกลิ่นไม้กฤษณา ซึ่งกลิ่นจะ
เป็นเอกลักษณ์เฉพาะไม่เหมือนใคร 
 • รสชาติ จะไม่มีรสขมหรือหากขมก็จะขมในล าคอเล็กน้อยหลังจากดื่มเข้าไปแล้ว
เท่านั้น และจะชุ่มคอตลอดเวลา 
 
 
 

a) b) 
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 1.2.2 กรรมวิธีในการผลิตชากฤษณา 
 กรรมวิธีการผลิตชากฤษณาแสดงดังภาพประกอบ 1-3  

 
 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพประกอบ 1-3  กระบวนการผลิตชากฤษณาของวิสาหกิจชุมชนแปรรูปไม้กฤษณา 

ไทยรุ่งการเกษตร – ศรีวิชัย (สะเดา) [13] 
 

ท าความสะอาด 

หั่นฝอย (2 – 4 มิลลิเมตร) 

หมักกับน้ าต้มสุก (5 ชั่วโมง) 

กรองน้ าออก 

น าใบเข้าเตาอบ (4 ชั่วโมง) 

ผสมกับแก่นกฤษณาเพ่ือเพ่ิมกลิ่น 

บ่มชา (45 วัน) 

ส่งขาย 

บรรจุถุง 

ใบกฤษณาจากพันธุ์ A. subintegra 
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 1.2.3 การสกัดสมุนไพร 
 พืชที่มีฤทธิ์ทางยาถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคตั้งแต่สมัยโบราณ ซึ่งสารที่มีฤทธิ์ทาง
ยาเหล่านั้นน ามาจากส่วนต่างๆ ของพืช เช่น เปลือกไม้ ใบ ดอก ราก ผล และเมล็ด เป็นต้น โดยส่วน
ต่างๆ จะมีสารส าคัญที่มีฤทธิ์ในการรักษาโรคที่แตกต่างกัน การตรวจสอบและคัดกรองพืชในแต่ละ
สายพันธุ์เพ่ือหาสารใหม่ๆ จึงเกิดขึ้นในห้องปฏิบัติการหลายๆ พ้ืนที่ โดยนักวิทยาศาสตร์จะวิเคราะห์
สารส าคัญในพืชตามแนวโน้มที่คาดว่าจะเป็นไปได้ โดยศึกษาจากการรักษาโรคของหมอพ้ืนบ้านใน
พ้ืนที่ที่พบพืชชนิดนั้น การสกัดพืชสามารถใช้พืชได้ทั้งแบบสดๆ และแบบอบแห้ง ในหลายๆ งานวิจัย
ได้รายงานผลโดยการสกัดพืชแบบที่ยังไม่ผ่านการอบแห้งเช่นเดียวกับงานวิจัยของ Tay และคณะ 
[14] ที่น าใบอ่อนกฤษณา A. crassna ซึ่งชาวบ้านใช้ในการรักษาโรคเนื่องจากใบกฤษณามีสรรพคุณ
ในการแก้ปวด เป็นยาระบาย และกล่อมประสาท มาสกัดด้วยเอทานอลที่ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือ
วิเคราะห์หาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (Total flavonoid content) และ
ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมด (Total phenolic content) และในหลายๆ งานวิจัยก็ศึกษาการสกัดจาก
พืชที่ผ่านการอบแห้งแล้ว เช่นงานวิจัยของ Kakino และคณะ [15] ที่น าสารสกัดใบกฤษณาอบแห้ง
สายพันธุ์ A. crassna มาทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียในล าไส้ของหนูทดลอง 
พบว่าสารสกัดด้วยตัวท าละลายน้ าและเอทานอล มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อแบคทีเรียที่ส่งผลให้เกิดสารพิษ
ในล าไส้ เช่น Staphylococcus aureus, Clostridium difficile และ Bacteroides spp ดังนั้นสาร
สกัดของพืชแต่ละชนิดจะมีองค์ประกอบทางเคมีที่แตกต่างกัน โดยผลของสารเคมีตามธรรมชาติ 
(Phytochemicals) ที่พบในสารสกัดจากพืชขึ้นอยู่กับ [16] 
 1. สายพันธุ์ของพืชที่ใช้ในการสกัด 
 2. ถิ่นก าเนิดของพืชที่ใช้ในการสกัด 
 3. อุณหภูมิที่ใช้ในการสกัด 
 4. ค่าความชื้น (Moisture content) ของพืชที่ใช้ในการสกัด 
 5. ขนาดของชิ้นส่วนพืชที่ใช้ในการสกัด 
 
 วิธีการสกัดที่แตกต่างกันจะส่งผลต่อปริมาณและสารทุติยภูมิ  (Secondary 
metabolite) โดยจะข้ึนอยู่กับ 
 1. วิธีการสกัด 
 2. เวลาที่ใช้ในการสกัด 
 3. อุณหภูมิที่ใช้ในการสกัด 
 4. ชนิดของสารละลาย 
 5. ความเข้มข้นของสารละลาย  
 6. ความเป็นขั้วของสารละลาย 
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 การหาองค์ประกอบทางเคมีหรือสารส าคัญในพืชแต่ละชนิดส่วนใหญ่จะขึ้นอยู่กับ
ชนิดของตัวท าละลายที่ใช้ในขั้นตอนการสกัด คุณสมบัติของตัวท าละลายที่ดีจะต้องมีความเป็นพิษต่ า 
สามารถระเหยที่อุณหภูมิต่ าได้ ไม่ละลายสารที่เราไม่ต้องการจะสกัด สามารถสกัดสารที่เราต้องการได้ 
ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อการเลือกใช้ตัวท าละลายคือปริมาณสารส าคัญที่เราต้องการสกัด อัตราการสกัด 
ความหลากหลายของสารส าคัญท่ีสกัดได้ ความหลากหลายในการยับยั้งการสกัดสารส าคัญ และความ
เป็นพิษของสารละลายในกระบวนการสกัด หลังจากการระเหยเอาตัวท าละลายออก สารสกัดอาจจะ
หลงเหลือตัวท าละลายอยู่เล็กน้อย ตัวท าละลายที่ใช้จึงไม่ควรจะเป็นสารพิษ ดังนั้นการเลือก
สารละลายที่ใช้ในการสกัดจะขึ้นอยู่กับสารส าคัญท่ีเราต้องการจะสกัด แสดงดังตารางที่ 1-1 
 
ตารางที่ 1-1 สารละลายแต่ละชนิดที่ใช้ในการสกัดสารส าคัญชนิดต่างๆ [17] 

Water Ethanol Methanol Chloroform Ether Acetone 
Anthocyanins Alkaloids Anthocyanins Terpenoids Alkaloids Phenol 

Starches Polyacetylenes Saponins Flavonoids Coumarins Flavonols 
Tannins Tannins Tannins  Fatty acids  

Terpenoids Terpenoids Terpenoids  Terpenoids  
Polypeptides Sterols Totarol    

Lectins Polyphenols Polyphenols    
Saponins Flavonol Quassinoids    

  Lactones    
  Flavones    
  Phenones    
  Polyphenols    

  Xanthoxyllines    
ที่มา : Marjorie Murphy Cowan, 1999. 
 ชากฤษณานับเป็นภูมิปัญญาชาวบ้านที่รู้จักน าใบกฤษณามาผ่านกระบวนการผลิตดัง
ภาพประกอบ 1-3 เพ่ือท าให้เก็บรักษาได้นานขึ้น เร่งสารประกอบที่มีประโยชน์ออกมา และความขม
ลดลงจึงรับประทานง่าย ซึ่งชากฤษณาถือเป็นสมุนไพรชนิดหนึ่งที่สามารถชงดื่มเพ่ือบ ารุงสุขภาพได้ 
โดยจะต้องแช่ใบชาทิ้งไว้ในน้ าร้อนประมาณ 3-5 นาที เพ่ือให้สารส าคัญในใบชากฤษณาแพร่ออกมา 
จากการส ารวจงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าสภาวะและวิธีการสกัดสมุนไพรจะส่งผลต่อองค์ประกอบทาง
เคมีของสารสกัดที่ได้ โดยมีการสกัดสารส าคัญในการออกฤทธิ์ทางด้านเภสัชวิทยาในรูปของสาร
บริสุทธิ์ หรือสารสกัดที่มีปริมาณสารส าคัญสูง ซึ่งการสกัดสมุนไพรสามารถท าได้หลายวิธีขึ้นอยู่กับ
ชนิดของสารที่จะสกัด วิธีการสกัดสารแต่ละวิธีมีข้อดีและข้อจ ากัดที่แตกต่างกัน โดยแต่ละวิธีจะขึ้นอยู่
กับ เวลาที่ใช้ในการสกัด สารละลายที่ใช้ ความเป็นกรด-ด่าง ของสารละลาย อุณหภูมิที่ใช้ในการสกัด 
ขนาดอนุภาคของพืชที่ใช้ในการสกัด และอัตราส่วนของสารละลายต่อน้ าหนักของพืชที่ใช้ในการสกัด 
วิธีการสกัดที่นิยมใช้ได้แก่ [18] 
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 1) การสกัดแบบแช่ (Maceration) จากการวิจัยของ Khalil และคณะ [19] สกัดใบ
กฤษณาที่ยังไม่ผ่านการอบแห้งด้วยวิธีการสกัดแบบแช่โดยมีเมทานอลเป็นตัวท าละลาย ซึ่งสารที่สกัด
ได้ก็จะถูกน ามาวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีในใบกฤษณา วิธีการสกัดแบบแช่เป็นวิธีการสกัด
สมุนไพรโดยน าสมุนไพรมาหมักกับตัวท าละลายในภาชนะปิด ทิ้งไว้เป็นเวลา 3-7 วัน อาจจะมีการ
เขย่าหรือคนบ้าง เมื่อครบตามเวลาที่ก าหนดก็น ามากรองเพ่ือแยกสารละลายออกจากกาก (Marc) 
และน ากากมาสกัดซ้ าด้วยวิธีการเดิมอีกหลายๆ รอบ วิธีการนี้มีข้อดีคือเป็นการสกัดที่ไม่ต้องใช้ความ
ร้อน และข้อเสียคือสิ้นเปลืองตัวท าละลายและเวลาที่ใช้ในการสกัด จึงมีการพัฒนามาใช้การสกัดด้วย
คลื่นอัลตราโซนิค (Ultrasonic extraction) โดยใช้คลื่นเสียงที่มีความถี่สูงเกิน 20,000 Hz แต่การใช้
วิธีนี้สกัดอาจจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของน้ า ซึ่งอาจท าให้มีผลต่อสารสกัดและอาจท าให้เกิดการ
ออกซิเดชัน (Oxidation) ต่อสารโดยตรง เพราะขณะที่ใช้คลื่นความถี่สูง (Ultrasound) จะท าให้เกิด
ช่องว่างท าให้อากาศแทรกเข้าไปในตัวท าละลาย นอกจากนี้อาจจะมีการเพ่ิมอุณหภูมิของ Ultrasonic 
bath เพ่ือลดระยะเวลาในการสกัด แต่อาจจะท าให้สารส าคัญสลายตัวได้ 
 2) การแช่สกัดต่อเนื่อง (Percolation) เป็นการสกัดแบบต่อเนื่องด้วยเครื่อง 
Percolator โดยน าสมุนไพรไปบดให้เป็นผง จากนั้นน ามาแช่ในตัวท าละลายให้พอชื้น ทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง 
เพ่ือให้สมุนไพรพองตัว แล้วค่อยๆ ใส่ผงสมุนไพรลงใน Percolator ทีละนิด และเติมตัวท าละลายลง
ไปให้ท่วม หรือให้ระดับของตัวท าละลายสูงกว่าผงสมุนไพรประมาณ 0.5 เซนติเมตร ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง 
จึงเริ่มไขเอาสารสกัดออก จะต้องระวังไม่ให้ผงสมุนไพรแห้ง จึงต้องคอยเติมสารละลายลงไปเรื่อยๆ 
เก็บสารสกัดจนกระทั่งการสกัดสมบูรณ์ ในอุตสาหกรรมการผลิตยาจะน า Percolator มาต่อกัน
หลายๆ ตัว เรียกว่า Countercurrent-operated percolator battery เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
สกัดให้ดีขึ้น ข้อเสียของวิธีการสกัดคือ ผงสมุนไพรอาจจะจับตัวกันเป็นก้อนท าให้เกิดการอุดตันและ
สารละลายไม่สามารถแทรกซึมเข้าไปสกัดได้ และหากบรรจุผงสมุนไพรไม่สม่ าเสมอจนเกิดเป็นช่อง 
อาจจะท าให้สารละลายไหลผ่านช่องออกไปโดยไม่ผ่านผงสมุนไพรท าให้การสกัดไม่สมบูรณ์แบบ 
  3) การสกัดแบบไหลย้อนกลับ (Reflux extraction) มีการใช้ความร้อนในการสกัด 
โดยความร้อนที่ใช้มักจะเป็นความร้อนที่จุดเดือดของตัวท าละลาย ท าให้สามารถสกัดสารออกมาได้
ภายในระยะเวลาอันสั้น โดยส่วนมากในการสกัดสมุนไพรจะใช้เวลาในการสกัดเพียง 1 ชั่วโมง การ
สกัดแบบไหลย้อนกลับยังช่วยลดการสูญเสียตัวท าละลายเนื่องจากมีอุปกรณ์หล่อเย็น (Condenser) 
ช่วยหมุนเวียนตัวท าละลายกลับมายังภาชนะที่ใช้สกัดสมุนไพรอีกครั้ง แต่วิธีการสกัดแบบนี้ไม่เหมาะ
กับสารสกัดท่ีต้องใช้ตัวท าละลายจุดเดือดสูง 
 4) การสกัดด้วยซอกห์เลต (Soxhlet extraction) จากงานวิจัยของ Dash และคณะ 
[4] ไดน้ าใบกฤษณามาบดเป็นผงแล้วน าไปสกัดด้วยซอกหเ์ลตโดยมีเมทานอลหรือน้ าเป็นตัวท าละลาย 
ซึ่งวิธีนี้เป็นการสกัดแบบต่อเนื่องโดยใช้ตัวท าละลายที่มีจุดเดือดต่ า  มีการให้ความร้อนท าให้ตัวท า
ละลายใน Flask ระเหยขึ้นไปแล้วกลั่นตัวลงมาใน Thimble ซึ่งบรรจุสมุนไพรเอาไว้ เมื่อตัวท าละลาย
สูงถึงระดับ สารจะไหลกลับลงไปใน Flask วนเวียนแบบนี้จนกระท่ังได้สารสกัดตามท่ีต้องการ 
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 1.2.4 สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 
 ร่างกายของเรามีสารต้านอนุมูลอิสระหลายรูปแบบ ทั้งที่ร่างกายสร้างขึ้นเองและ
สารต้านอนุมูลอิสระที่รับมาจากภายนอก ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระจะป้องกันและยับยั้งอนุมูลอิสระ 
(Free radical) ด้วยการสร้างสมดุลของอนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระโดยการให้อิเล็กตรอนแก่
อนุมูลอิสระเพ่ือท าให้ความว่องไวในการท าปฏิกิริยากับโมเลกุลต่างๆ ในร่างกายลดลง จากงานวิจัย
ของ Noguchi และ Niki [20] หากสารอนุมูลอิสระเหล่านี้มีมากเกินไปจะก่อให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่และ
ท าลายเซลล์ของร่างกาย เป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่างๆ ของมนุษย์ สิ่งที่ร่างกายสร้างขึ้นเพ่ือปกป้อง
ตัวเองก็คือสารต้านอนุมูลอิสระ ภายในร่างกายของเราประกอบไปด้วย ดีเอ็นเอ โปรตีน และไขมัน 
เป็นสารชีวโมเลกุลที่ถูกอนุมูลอิสระท าลายได้ง่าย เพราะสารชีวโมเลกุลเหล่านี้มีอิเล็กตรอนหรือ
อะตอมของไฮโดรเจนที่ถูกออกซิไดซ์ได้ง่าย ท าให้สารชีวโมเลกุลเหล่านี้เกิดความเสียหายและท างาน
ได้ไม่เต็มประสิทธิภาพ และเมื่อใดที่ปริมาณอนุมูลอิสระมีมากเกินกว่าที่สารต้านอนุมูลอิสระจะจัดการ
ได้ จะเกิดสภาวะที่เรียกว่า สภาวะความเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) ซึ่งจะส่งผลกระทบ
ต่างๆ ต่อเซลล์สิ่งมีชีวิต เช่น การท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของดีเอ็นเอ คาร์โบไฮเดรตโปรตีน 
และเกิดการท าลายกลุ่มโมเลกุลที่มีพันธะ S-H และเยื่อหุ้มเซลล์ ก่อให้เกิดผลเสียต่อเซลล์และการ
ท าลายเซลล์แสดงดังภาพประกอบ 1-4 ซึ่งเป็นสาเหตุของริ้วรอยแห่งวัย (Aging) และจากงานวิจัยของ 
เสก [21] กล่าวว่าอนุมูลอิสระอาจก่อให้เกิดโรคที่รุนแรงถึงชีวิต เช่น เส้นเลือดตีบ โรคเกี่ยวกับ
ภูมิคุ้มกัน (Autoimmune disease) โรคที่เกิดจากการที่เลือดกลับไปเลี้ยงอวัยวะที่เคยมีการตีบตัน
ของเส้นเลือดในระยะสั้นๆ มาก่อน (Reoxyge-nation injury, reperfusion injury) รวมไปถึง
โรคมะเร็ง เป็นต้น ดังนั้นเราจึงต้องรับประทานอาหารที่มีส่วนประกอบของสารต้านอนุมูลอิสระเพ่ือ
ช่วยป้องกันโรคภัยไข้เจ็บที่อาจจะเกิดขึ้นโดยที่เราไม่รู้ตัว สารต้านอนุมูลอิสระสามารถพบเจอได้ง่าย
ในอาหารทั่วๆ ไป เช่น เนื้อสัตว์ ธัญพืช ผัก ผลไม้ และสมุนไพรต่างๆ ซึ่งมีสารต้านอนุมูลอิสระที่มา
จากวิตามินเอ ซี อี เบต้าแคโรทีน และสารประกอบโพลีฟีนอล ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้จะเข้าไป
ช่วยเสริมสร้างการต่อต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันในการท าลายอนุมูลอิสระได้ดียิ่งขึ้น 
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 a)         b) 
ภาพประกอบ 1-4 a) อนุมูลอิสระของลิพิดในเยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งเป็นอันตรายและก่อให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่
โดยเข้าท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เซลล์ตาย b) วิตามินอีที่ถูกป้อนเข้ามาภายในเยื่อหุ้มเซลล์จะให้
อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระเพ่ือป้องกันการเสื่อมสภาพของเยื่อหุ้มเซลล์ โดยวิตามินอีจะเข้าไป
ออกซิไดซ์และยบัยั้งปฏิกิริยาลูกโซ่อนุมูลอิสระ [22] 
 
 คนไทยให้ความสนใจเกี่ยวกับอาหารที่ดีต่อสุขภาพ เช่น ผักและผลไม้ปลอดสารพิษ 
ซึ่งในอาหารเหล่านี้ก็มีสารต้านอนุมูลอิสระเป็นองค์ประกอบรวมอยู่ด้วย สารต้านอนุมูลอิสระสามารถ
แบ่งตามแหล่งที่มาได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ 
 1) สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ (Synthetic antioxidants) เป็นสารต้านอนุมูล
อิสระที่สังเคราะห์ขึ้นเพื่อใช้ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เป็นสาเหตุท าให้อาหารเสื่อม
คุณภาพ ซึ่งสารต้านอนุมูลสังเคราะห์นิยมใช้ในอุตสาหกรรมอาหารเพราะสารต้านอนุมูลอิสระ
สังเคราะห์มีความคงตัวสูงกว่าสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ แต่ก็ยังมีปัญหาด้านความปลอดภัย
ในการบริโภค สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์มี 4 ชนิด ได้แก่ Butylated hydroxyanisole (BHA), 
Butylated hydroxytoluene (BHT), Propyl gallate (PG), และ Tert-butylhydroquinone 
(TBHQ) [23] แสดงดังภาพประกอบ 1-5 
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ภาพประกอบ 1-5 โครงสร้างทางเคมีของสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ a) BHA, b) BHT, c) PG 
และ  d) TBHQ [23] 
 
 
 2) สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ (Natural antioxidants) เนื้อเยื่อของอาหาร
สามารถอยู่ภายใต้สภาวะความเครียดออกซิเดชันของสารอนุมูลอิสระที่มีอะตอมออกซิเจนว่องไว 
(Reactive oxygen species; ROS) รวมไปถึงสารต่อต้านอนุมูลอิสระบางตัวเมื่อถูกใช้ในการก าจัด
อนุมูลอิสระไปแล้ว ตัวมันเองก็จะกลายมาเป็นสารอนุมูลอิสระ ซึ่งหลายๆ เนื้อเยื่อถูกพัฒนาให้ระบบ
ต้านอนุมูลอิสระควบคุมอนุมูลอิสระ สารดังกล่าวได้แก่ ฟลาโวนอยด์ กรดฟีนอลิกส์ แคโรทีนอยด์ 
และวิตามินอี [24] ซึ่งสารเหล่านี้มีบทบาทส าคัญในการดักจับอนุมูลอิสระไม่ให้ไปกระตุ้นหรือ
ก่อให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นได้  โดยการให้อนุมูล H• แก่อนุมูลอิสระเหล่านั้น นอกจากนี้
สารประกอบโพลีฟีนอลที่มีโครงสร้างเป็นออร์โธไดไฮดรอกซีฟีนอล (Ortho-dihydroxyl phenol) อยู่
ในโมเลกุลยังสามารถยับยั้งการเกิดอนุมูล OH ในปฏิกิริยาที่มีอนุมูลโลหะทรานซิชั่น [25] 
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 สมุนไพรและเครื่องเทศถูกใช้ในการประกอบอาหารเพ่ือให้รสชาติและยังมีสรรพคุณ
ในการรักษาโรค เนื่องจากทั้งสมุนไพรและเครื่องเทศเหล่านี้มีสารประกอบฟีนอลิกส์เข้มข้นเป็น
องค์ประกอบ [24] พืชบางชนิดมีสารประกอบ Carnosol, Rosmanol, Rosmariquinone, และ 
Rosmaridiphenol ที่สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารอนุมูลอิสระสังเคราะห์ BHA [26] สารต้าน
อนมูลอิสระจากพืชสามารถแบ่งเป็น 4 ชนิด ได้แก่ กรดฟีนอกลิกส์ (Gallic protochatechuic, 
Caffeic และ Rosmarinic acid แสดงในภาพประกอบ 1-6), ฟีนอลิกส์ไดเทอร์พีน (Carnosol และ 
Carnosic acid แสดงในภาพประกอบ 1-7), ฟลาโวนอยด์ (Quercetin และ Catechin แสดงใน
ภาพประกอบ 1-8), และน้ ามันหอมระเหย (Eugenol, Carvacrol, Thymol, และ Menthol แสดง
ในภาพประกอบ 1-9) โดยธรรมชาติของกรดฟีนอลิกส์จะท าหน้าที่ดักจับอนุมูลอิสระ เช่น สารฟลาโว
นอยด์สามารถจับอนุมูลอิสระและโลหะได้ดี 
 

 
 
ภาพประกอบ 1-6 สารต้านอนุมูลอิสระในประเภทของกรดฟีนอลิก [Gallic, Protochatechuic, P-
coumaric acid, Caffeic, และ Rosmarinic] พบในสารสกัดของพืช [27] 
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ภาพประกอบ 1-7 สารต้านอนุมูล อิสระในประเภทของฟีนอลิกส์ ไดเทอร์ พีน ( Rosmanol, 
Rosmarinic acid, Carnosal และ Carnosic acid) พบในสารสกัดของพืช [27] 
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ภาพประกอบ 1-8 สารต้านอนุมูลอิสระในประเภทของฟลาโวนอยด์ (Epicatechin, Quercetin, 
Epicatechin gallate, Epigallocatechin gallate และ Rutin) พบในสารสกัดของพืช [27] 
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ภาพประกอบ 1-9 สารต้านอนุมูลอิสระในประเภทน้ ามันหอมระเหย  (Eugenol, Carvarol, Safrole, 
Thymol, Menthol, 1,8-cineole, -terpineol, P-cymene, Cinnamaldehyde, Myristicin 
และ Piperine) พบในสารสกัดของพืช [27] 
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 สารต้านอนุมูลอิสระได้รับความสนใจในวงกว้าง จึงมีการศึกษาการออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของสารต้านอนุมูลอิสระเป็นจ านวนมาก ซึ่งโรคภัยต่างๆ ไม่ว่าจะเป็น เบาหวาน รูมาตอยด์ 
ความดันโลหิตสูง และโรคมะเร็งก็มีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระทั้งสิ้น จากการศึกษาทางเภสัชวิทยาของ
สารต้านอนุมูลอิสระท าให้พบว่ามีสารออกฤทธิ์หลายชนิดที่ป้องกันการเกิดโรคในมนุษย์ได้ โดยที่ เจน
จิรา และคณะ [6] รวบรวมสารต้านอนุมูลอิสระกับการป้องกันโรคแสดงดังตารางที่ 1-2 
 
ตารางที่ 1-2 สารต้านอนุมูลอิสระที่สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพ [6] 

สารต้านอนุมูลอิสระ การออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

β-Carotene, Lutein Antimutagenic  
Protective against breast cancer 

Bromophenol α-Glucosidase inhibition 
Carraggeenan, Oligosaccharide Anti-tumor 
Fucoidan Anti-HIV 

Ameliorales hyperoxaluria 
Anticancer 
Protection against neurodegenerative disorder 

Fucophlorethols Chemopreventive effects 
Fucoxanthin Antiangiogenic 

Protective effects against retinol deficiency 
Galactan sulfate Anti-viral 
Phlorotannins Anti-inflammatory, Bactericide 

Inhibits H2O2 mediated DNA damage 
Hypertension 
Photochemopreventive effects 

Phycoerythrin Amelioration of diabetic complications 
Polyphenols Vascular chemoprotection 

Antiproliferation, Antimicrobial 
α-Glucosidase inhibition 

Porphyran, shinorine Delays aging process 
ที่มา : เจนจิรา จิรัมย์ และ ประสงค์ สีหานาม, 2554 
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 1.2.5 ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 
 สารฟลาโวนอยด์เป็นสารส าคัญของกลุ่มโพลีฟีนอล (Polyphenol) มีสูตรโครงสร้าง
หลักคือ ฟลาแวน (Flavan) ประกอบด้วยคาร์บอน 15 อะตอม มีสูตรโครงสร้างเป็น C6-C3-C6 ซึ่งจะมี
วงเบนซิน (Benzene ring) 3 วง (A, B และ C แสดงดังภาพประกอบ 1-10) เชื่อมต่อกันด้วยโซ่แอ
ลิแฟติก (Aliphatic chain) ของคาร์บอน 3 อะตอม และมีความแตกต่างกันที่สถานะออกซิเดชัน 
(Oxidation state) ของอะตอมทั้ง 3 อะตอมนี้ ซึ่งสารประกอบแต่ละตัวจะท าให้เกิดการแยกประเภท
ของฟลาโวนอยด์โดยจะมีวงเบนซิน A และ B เป็นส่วนประกอบหลัก [28] โดยสามารถแบ่งเป็นกลุ่ม
ย่อยตามต าแหน่งของหมู่ฟังก์ชันซึ่งแทนที่ในโครงสร้างพ้ืนฐานได้เป็น 7 กลุ่ม ได้แก่ 
 1. ฟลาโวนอล (Flavonols) เช่น quercetin, kaempferol, myricetin 
 2. ฟลาโวน (Flavones) เช่น luteolin, apigenin, chrysin 
 3. ฟลาวาโนน (Flavanones) เช่น hesperetin, naringenin, eriodictyol 
 4. ฟลาวานอล (Flavanols) เช่น catechin, gallocatechin, epicatechin, 
 epigallocatechin, epicatechin-3-gallate, epigallocatechin-3-gallate 
 5. ฟลาวาโนนอล (Flavanonols) เช่น taxifolin 
 6. ไอโซฟลาโวน (Isoflavones) เช่น daidzein, genistein, glycitein, 
 formononetin 

7. แอนโธไซยานิดิน (Anthocyanidins) เช่น cyanidin, delphinidin, malvidin, 
pelargonidin, peonidin, petunidin 
 

 ฟลาโวนอยด์พบได้ในพืชตระกูลถั่ว ธัญพืช ผัก ผลไม้ สมุนไพร เครื่องเทศ รวมถึง
เครื่องดื่มบางชนิด เช่น โกโก้ ไวน์ เบียร์ และ ชา เป็นต้น ฟลาโวนอยด์ที่พบในพืชส่วนใหญ่อยู่ในรูป
เบต้าไกลโคไซด์ (β-glycosides) ซึ่งจะถูกย่อยโดยน้ าย่อยและถูกดูดซึมที่ล าไส้เล็ก ส่วนฟลาโวนอยด์
ที่ไม่ถูกดูดซึมและฟลาโวนอยด์ที่ถูกดูดซึมแล้วถูกขับออกทางน้ าดีจะเข้าสู่ล าไส้ใหญ่และถูกย่อยสลาย
ด้วยจุลชีพบางชนิด ก่อให้เกิดกรดฟีนอลิกส์ซึ่งจะถูกดูดซึมกลับเข้ากระแสเลือดอีกครั้ง โดยฟลาโว
นอยด์ท่ีอยู่ในกระแสเลือดก็จะถูกส่งไปยังเนื้อเยื่อของอวัยวะต่างๆ ทั่วร่างกายและสามารถถูกก าจัดได้
ที่ไต ฟลาโวนอยด์อาจผ่านกระบวนการเมแทบอลิซึมหรือเปลี่ยนแปลงโครงสร้างซึ่งอาจท าให้ฤทธิ์ทาง
ชีวภาพเปลี่ยนแปลงได้ [29] ซึ่งส่งผลต่อกลไกในการต้านอนุมูลอิสระดังนี้ 
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ภาพประกอบ 1-10 โครงสร้างของฟลาโวนอยด์และฟลาโวนอยด์ชนิดต่างๆ (Flavanones: 
Chalcone, Flavone, Flavanol และ Flavanones; และ Flavans: Anthocyanin และ 
Anthocyanidin-3,5-glycoside) พบในสารสกัดของพืช [27] 
 
 1) อนุมูลอิสระและระบบต้านอนมูลอิสระ อาหารที่มีฟลาโวนอยด์ในปริมาณสูง
มักจะพบในผลไม้และผัก ซึ่งฟลาโวนอยด์มีสรรพคุณในการป้องกันโรค เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจและ
มะเร็งบางชนิด สารต้านอนมูลอิสระและเส้นใยของผักและผลไม้เป็นสารอาหารเบื้องต้นในการป้องกัน
โรคเหล่านี้ โดย ROS ได้ถูกน ามาทดลองกับสิ่งมีชีวิต ดังนั้นความเสียหายของสารพันธุกรรม (DNA), 
โปรตีน และไขมัน จึงถูกปล่อยให้เป็นไปตามธรรมชาติ ถึงอย่างไรก็ตามสารต้านอนุมูลอิสระก็จะท า
การปกป้องร่างกาย จากหลายงานวิจัยที่วิจัยเกี่ยวกับ ROS บ่งบอกว่า ROS เป็นสาเหตุของการเกิดริ้ว
รอยแห่งวัย [30] การกลายพันธุ์ (Mutagenesis) [31] การก่อมะเร็ง (Carcinogenesis) [32] และโรค
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หลอดเลือดหัวใจ (Coronary heart disease) [33] ความเสียหายของสารพันธุกรรมและการ
ออกซิเดชันของ Low-density lipoprotein (LDL) ที่เป็นสาเหตุท าให้เกิดการสะสมของไขมันที่ผนัง
หลอดเลือดมากขึ้น ท าให้หลอดเลือดตีบส่งผลให้เลือดไปเลี้ยงกล้ามเนื้อหัวใจไม่เพียงพอ และเป็น
สาเหตุของหัวใจวาย จากหลายๆ งานวิจัยได้รับการพิสูจน์ว่าฟลาโวนอยด์มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ซึ่ง
สามารถยับยั้งออกซิเดชันของไขมัน (Lipid peroxidation) และ LDL ช่วยลดอัตราการเกิดโรคหลอด
เลือดหัวใจได้ [34] 
 2) สารอนุมูลอิสระที่มีอะตอมไนโตรเจนว่องไวและการแสดงออกของอินดิวซิเบิลไน
ตริกออกไซด์ซินเตส สารอนุมูลอิสระที่มีอะตอมไนโตรเจนว่องไว (Reactive nitrogen species; 
RNS) เป็นสาเหตุของโรคหัวใจและหลอดเลือด เนื่องจาก RNS มีไนตริกออกไซด์เป็นส่วนที่ท าให้เกิด
ไนตริกออกไซด์ซินเตสในเซลล์บุผิวหลอดเลือด (Endothelial cell) เซลล์ประสาท (Neuron) และ
เซลล์อ่ืนๆ ในบริเวณที่เกิดการติดเชื้อ ส่งผลให้อินดิวซิเบิลไนตริกออกไซด์ซินเตส ( Inducible nitric 
oxide synthase; iNOS) เพ่ิมมากข้ึน ท าให้ไนตริกออกไซด์สังเคราะห์ถูกกระตุ้น เปอร์ออกซิไนไตรท์
เป็นอนุมูลอิสระที่เกิดจากการท าปฏิกิริยาของไนตริกออกไซด์กับอนุมูลอิสระในเซลล์บุผิวหลอดเลือด 
(Vascular endothelium) รวมทั้งการออกซิเดชันของ LDL โดยมี Proinflammatory cytokine 
เป็นตัวกลางที่ท าให้มีความผิดปกติของกล้ามเนื้อหัวใจ (Myocardial dysfunction) [35] ซึ่ง RNS 
เกิดจากไนไตรท์ของอาหารท าปฏิกิริยากับกรดผลไม้ที่เป็นกรดไนตรัส โดยจะเข้าไปสลายออกไซด์ของ
ไนโตรเจน สารที่สามารถการยับยั้งการเกิดกรดไนตรัสและ DNA deamination ได้ดีคือ สารฟลาโว
นอยด์และสารประกอบฟีโนลิกส์รวมทั้งสารจ าพวก Epicatechin/Gallate [36] 
 3) ฟลาโวนอยด์กับการป้องกันโรค ผลการป้องกันของฟลาโวนอยด์ในชีววิทยาระบบ 
(Systems biology) มาจากปริมาณสูงสุดในการถ่ายโอนอิเล็กตรอนของอนุมูลอิสระ ซึ่งชาเขียวจะมี 
ฟลาโวนอยด์สูงโดยเฉพาะ Catechins และ Flavonols ชาด าก็เช่นเดียวกัน อาจจะแตกต่างกันที่
ขั้นตอนการหมักชาแต่ก็มีทั้ง Catechins และ Theaflavins ส่วนทีโพลีฟีนอล (Tea polyphenols) 
หรือแทนนิน (Tannin) ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงและมีความสามารถในการยับยั้งการออกซิเดชัน 
รวมทั้งไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ อนุมูลอิสระของไฮดรอกซิล ไนตริกออกไซด์ และ เปอร์ออกซิไนไตรต์ 
ถูกผลิตมาจากกระบวนการทางเคมีและชีววิทยาระบบมักพบอยู่ในชาทุกประเภท จากการทดลองการ
ออกซิเดชันของ LDL ในเรื่องการตอบสนองต่อ Tannins (Gallate esters) พบว่ามีการตอบสนอง
น้อยมากต่อการยับยั้งการออกซิเดชันด้วย Cu(II) ที่ถูกเร่งปฏิกิริยา โดยจะเปรียบเทียบผลการ
ตอบสนองด้วยสารฟลาโวนอยด์ดังนี้ Epigallocatechin gallate (EGCG) > Epicatechin gallate 
(ECG) > Catechin (C) > Epicatechin (C) จากการศึกษาของ Anderson และคณะ [37] พบว่า  
กรีนทีโพลีฟีนอล (Green tea polyphenols) มีฤทธิ์ในการป้องกัน DNA จากการออกซิเดชันของหมู่ 
OH โดยใช้ผลจากการทดสอบ Pulse radiolysis ที่บ่งบอกว่าการถ่ายโอนอิเล็กตรอนจาก Catechins 
ไปยังอนุมูลอิสระของ DNA 
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 1.2.6 เชื้อแบคทีเรียในช่องปาก (Oral bacteria) 
 จุลินทรีย์บางชนิดเป็นสาเหตุส าคัญที่ก่อให้เกิดโรคปริทันต์  คราบจุลินทรีย์
ประกอบด้วยจุลชีพร้อยละ 70 อีกร้อยละ 30 เป็นสารไกลโคโปรตีนของน้ าลายหรือน้ าเหลืองเหงือก 
เซลล์ตายของเยื่อบุผิวเม็ดเลือดขาวและชีวพิษคายออกของจุลินทรีย์ (Exotoxin) จุลชีพเหนือเหงือก
จะยึดกับเคลือบฟัน (Enamel) และเยื่อบุผิวช่องปาก ส่วนจุลชีพใต้เหงือกจะยึดกับเคลือบรากฟัน 
และเยื่อบุผิวร่องลึกปริทันต์หรือลอยตัวอยู่ในน้ าเหลืองเหงือก [38] จากการศึกษาทางจุลชีววิทยาของ
คราบจุลินทรีย์ในระยะเริ่มแรกไกลโคโปรตีน (Glycoprotein) ในน้ าลายจะเข้ามาเกาะกับผิวหน้าฟัน
เกิดเป็นแอคไคว์เพลลิเคิล (Acquired pellicle) โดยส่วนประกอบทางเคมีของเพลลิเคิลในแต่ละแห่ง
มีไม่เหมือนกัน จุลชีพกลุ่มแรกที่เข้ามาเกาะบนผิวเคลือบฟันที่มีเพลลิเคิลเคลือบอยู่เป็นพวกแรกพบ
เป็นจุลชีพชนิดสเตรปโตคอคคัสดังภาพประกอบ 1-11 เช่น Streptococus mutans และ 
Streptococus sobrinnus [39] เชื้อที่เกิดขึ้นในล าดับที่สอง คือ เชื้อในกลุ่ม Lactobaccillus 
species และจุลชีพชนิดสเตรปโตคอคคัสพวกที่สามารถทนกรดได้ เช่น Streptococus sanguis, 
Streptococus gordonii, และ Streptococus oralis ต่อมาจุลชีพชนิดสเตรปโตคอคคัสเริ่มลดลง 
กลายไปเป็นเชื้อที่มีความซับซ้อนมากขึ้น ซึ่งจะเป็นเชื้อแกรมลบและเชื้อรูปร่างเป็นเกลียว [40] เชื้อที่
พบบ่อยและเป็นสาเหตุท าให้เกิดฟันผุมีดังนี้ 
 1) Streptococcus mutans [38] บนผิวฟันมีเชื้อ Streptococcus mutans 
เกาะติดอยู่และเป็นเชื้อตัวการที่ท าให้เกิดฟันผุ (Dental carries, tooth decay) เชื้อนี้จะสร้างสาร 
Glucan ในขณะที่มีน้ าตาลทราย (Sucrose, Glucose-1-fructose) โดยใช้เอ็นไซม์ Glucosyl 
transferase ซึ่งอยู่ที่ผิวของเชื้อดังปฏิกิริยา 
 
 n Sucrose (Glucose) n + n (Fructose) -------> glucan 
 
มีน้ าตาลฟรุกโตสถูกปลดปล่อยจากปฏิกิริยานี้เชื้อจุลินทรีย์ก็จะหมักน้ าตาลต่างๆ ได้กรดแลคติคซึ่ง
สามารถกัดกร่อนผิวฟันได้พบว่าเชื้อ S. mutans เป็นตัวเริ่มท าให้เกิดฟันผุแล้วพบเชื้อแบคทีเรียอ่ืน
เป็นตัวท าลายฟันตัวที่สอง เช่น Lactobacillus และ Actinomyces [41] 
 2) Porphyromonas gingivali [38] เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างเป็นแท่งสั้นๆ 
ไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต เป็นเชื้อแบคทีเรียกลุ่มที่ไม่ใช้น้ าตาล (Asaccharolytic) จัด
อยู่ในไฟลัม Bacteriodates เช่นเดียวกับ Pr. Intermedia เป็นจีนัสหนึ่งในกลุ่มแบคทีเรียที่มีการ
สร้างสารสีด า (Black-pigmented anaerobic bacteria) ซึ่งเกิดจากการใช้ฮีมิน (Hemin) เป็นแหล่ง
ของธาตุเหล็กในการเจริญของแบคทีเรียท าให้เกิดการสร้างสารโพรโทฮีม (Protoheme) ขึ้น เชื้อนี้มี
ความส าคัญก่อให้ เกิดโรคปริทันต์หลายรูปแบบรวมทั้งโรคปริทันต์ อักเสบเรื้อรัง (Chronic 
periodontitis) การก่อโรคของแบคทีเรียชนิดนี้เกิดจาก P. gingivalis มีฟิมเบรีย (Fimbria) ซึ่งช่วย
ในการยึดเกาะกับเนื้อเยื่อและสารต่างๆ ภายในช่องปากของโฮสต์  [42] เช่น โปรตีนที่เป็น
องค์ประกอบของน้ าลาย เซลล์เอพิธิเลียล (Epithelial cell) ท าให้แบคทีเรียชนิดนี้สามารถบุกรุกและ
ท าลายเซลล์ดังกล่าวต่อไปได้ นอกจาก P. gingivalis ยังสามารถยึดเกาะกับแบคทีเรียอ่ืนๆ ในช่อง
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ปากได้ ได้แก่ Streptococcus sp. เป็นต้น นับเป็นส่วนส าคัญที่ท าให้แบคทีเรียชนิดนี้สามารถอยู่รวม
กับแบคทีเรียชนิดอ่ืนในคราบจุลินทรีย์ในช่องปากของโฮสต์ได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 1-11 แบบจ าลองการฟอร์มตัวกันของเชื้อแบคทีเรียในช่องปากซึ่งส่งผลให้เกิดโรคปริ
ทันต์อักเสบ [43] (ท่ีมา : Paul E. Kolenbrander et al., 2002) 
 
 3) Salivarius group [44] เป็นกลุ่มเชื้อแอโรบส์รูปร่างกลมติดสีแกรมบวก เชื้อกลุ่ม
นี้ประกอบด้วย Streptococcus salivarius พบได้บ่อยในช่องปากโดยเฉพาะที่ลิ้นและน้ าลาย 
Streptococcus vestibularis แยกได้จากบริเวณเยื่อเมือกช่องปากส่วนหน้า (Vestibular mucosa) 
และ Streptococcus thermophilus มีลักษณะใกล้เคียงกับ S. salivarius มาก แต่ไม่พบในช่อง
ปาก ตรวจพบได้จากนมและผลิตภัณฑ์ที่มาจากสัตว์ 
 โคโลนีของ S. salivarius บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมเลือดมีลักษณะกลม แต่บน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมน้ าตาลซูโครสสามารถสร้างสารลีแวนภายนอกเซลล์ (Extracellular levan) ซึ่ง
เป็นพอลิเมอร์ของน้ าตาลฟรุกโตสจากการสลายซูโครส ท าให้เชื้อมีลักษณะมันวาว (Mucoid) ขนาด
ใหญ ่
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 ในงานวิจัยนี้ศึกษาวิธีการสกัด ตัวท าละลาย อุณหภูมิในการสกัด ระยะเวลาในการ
สกัดและความเร็วรอบในการเขย่า ที่เหมาะสมในการสกัดชากฤษณา โดยใช้โปรแกรม Response 
surface methodology (RSM) ในการออกแบบการทดลอง สารสกัดที่ได้จะน ามาทดสอบฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย จากนั้นน าสารสกัดที่มีฤทธิ์ดีที่สุดมาหาองค์ประกอบทางเคมี
เพ่ือให้ทราบถึงสรรพคุณและส่วนประกอบต่างๆ ที่อยู่ในสารสกัดจากชากฤษณา 
 
 
1.3 งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 Huda, และคณะ [5] ศึกษาพฤกษเคมีและสารต้านอนุมูลอิสระของใบกฤษณาสาย
พันธุ์ A. malaccensis โดยสกัดใบกฤษณาที่ได้จาก Malaysian Nuclear Agency (MNA) น ามาอบ
ให้แห้งก่อนจะน าไปบดแล้วใช้เป็นวัตถุดิบในการสกัด แล้วใช้วิธีสกัดด้วยการหมักด้วยตัวท าละลายที่มี
ขั้วต่างกัน ได้แก่ เฮกเซน เอทิลอะซีเตท และเมทานอล พบว่าสารสกัดที่ได้มีสารจ าพวกอัลคาลอยส์  
ฟลาโวนอยส์ ไตรเทอร์ปีนอยส์ สเตียรอยส์ และซาโปนิน แสดงดังตารางที่ 1-3 
 
ตารางที่ 1-3 แสดงการทดสอบองค์ประกอบทางพฤกษเคมีของสารสกัดจากใบกฤษณา [5] 

Crude extract Alkaloid test 
Triterpenoid / 
Steroid test 

Saponin test Flavonoid test 

Hexane - +S - + 
Dichloromethane - +S - + 
Ethyl Acetate + +S + - 
Methanol + +T + + 
Indicator: (-) Negative result   (+S) Positive results for steroid 
 (+) Positive result   (+T) Positive results for triterpenoid 
ที่มา : A.W.N Huda et al., 2009. 
 
 จากตารางพบว่าสารสกัดในชั้นเอทิลอะซิเตทไม่พบสารฟลาโวนอยด์ แต่สารสกัด
ด้วยตัวท าละลายตัวอ่ืนล้วนมีสารฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบ โดยสารฟลาโวนอยด์ที่พบในใบ
กฤษณามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระค่อนข้างสูง จากการทดสอบโดยให้สารสกัดท าปฏิกิริยากับ 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และ Quercetin เป็นสารมาตรฐานที่ใช้ในการเทียบกับสาร
ต้านอนุมูลอิสระ โดยค่า IC50 ของสารสกัดด้วยเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอททิลอะซีเตต เมทานอล 
และ Quercetin มีค่าเท่ากับ 800, 1,600, 1,400, 30 และ 3.33 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ  
 Yu และคณะ [45] รายงานการน าใบกฤษณาสายพันธ์ Aquilaria sinensis จาก
เมือง Guangdong และ Guangxi ในประเทศจีนมาผลิตชา และน าชากฤษณามาสกัดด้วย 50%     
เอทานอลด้วยวิธีแบบไหลย้อนกลับและได้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์เชิงคุณภาพและเชิงปริมาณของ
สารประกอบฟีนอลิกส์ด้วยเทคนิค Liquid chromatography-Mass spectrometry แสดงดัง
ภาพประกอบ 1-12 
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ภาพประกอบ 1-12 โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบฟีนอลิกส์ในสารสกัดจากใบกฤษณา A. 
sinensis 
 
 สารสกัดใบกฤษณาสายพันธุ์ A. sinensis นิยมน ามาผลิตเป็นชาหอมเนื่องจากเป็น
เครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพในภาคใต้ของประเทศจีน นอกจากนั้นชาวจีนยังใช้ใบกฤษณาในการรักษา
กระดูกหักหรืออาการฟกช้ า และยังมีรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์ในการต้านการอักเสบและบรรเทาอาการ
ปวดได้ [46] องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดใบกฤษณาพบว่ามีสารจ าพวกแซนโทน (Xanthones) 
เบนโซฟีโนน (Benzophenones) และฟลาโวน (Flavones) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Fenga 
และคณะ [47] สารทั้งสามชนิดนี้สามารถแยกออกเป็นสารประกอบฟีนอลิกส์ย่อยๆได้อีก 30 ชนิด 
โดยสารแมงจิเฟอริน (Mangiferin) ที่พบในมะม่วงเป็นสารจ าพวกแซนโทนที่ส าคัญในพืช มีฤทธิ์ใน
การป้องกันโรคเบาหวาน (Anti-diabetic) ต้านเอชไอวี (Anti-HIV) ต้านมะเร็ง (Anti-cancer) เสริม
ระบบภูมิคุ้มกัน (Immunomodulatory property) และต้านการอักเสบ (Anti-inflammatory) 
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[48] ส่วนสารแอริโฟลฟีโนน (Iriflophenone) และสารประกอบจ าพวกเบนโซฟีโนน 
(Benzophenone) มีฤทธิ์ในการรักษาโรคภูมิแพ้ได้ [49] 
 จุฑารัตน์ และ ผกามาศ [50] ศึกษาสารประกอบฟีนอลิกส์ที่สกัดจากชากฤษณาด้วย
เทคนิคโครมาโตรกราฟฟีแผ่นบาง (Thin layer chromatography, TLC) โดยมีสารประกอบ         
ฟีนอลิกส์มาตรฐาน (+)–Catechins hydrate, 3-Hydroxy flavone และ Gallic acid ศึกษาชนิด
ของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดได้แก่ ปิโตรเลียมอีเทอร์ ไดคลอโรมีเทน เมทานอล อะซิโตน และ
เอทิลอะซีเตท พบว่าอะซิโตน ไดคลอโรมีเทน และเอทิลอะซีเตทสามารถสกัดสารที่มีค่า Rf เท่ากับ
สารมาตรฐาน 3-Hydroxy flavone และศึกษาระบบตัวเคลื่อนที่ในการแยกสารสกัด 3 ระบบ คือ 
Chloroform-Ethyl acetate-Formic acid (5:4:1) Chloroform-Methanol-Acetic acid 
(90:10:1) และ Chloroform-Ethyl acetate-Acetic acid (50:50:1) พบว่าระบบ Chloroform-
Ethyl acetate-Acetic acid (50:50:1) สามารถแยกสารได้ทั้ง 3 กลุ่ม ของสารมาตรฐาน  
 Hashim และคณะ [51] ศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดจากใบกฤษณาสาย
พันธ์ A. subintegra โดยใบกฤษณาถูกทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วัน แล้วจึงน ามาบด 
และสกัดด้วยตัวท าละลาย เอทานอล อะซิโตน เอทิลอะซิเตท ไดเอทิลอีเทอร์ และเฮกเซน ด้วย
อัตราส่วน 1:10 ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 ชั่วโมง 
ระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่องระเหยแบบหมุนที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตามด้วยการพ่น
ไนโตรเจน ศึกษาการต้านฤทธิ์แบคทีเรียสี่ชนิด Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia coli โดยใช้ปริมาณสารสกัดที่ละลายในไดเมทิล
ซัลฟอกไซด์ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารสกัดด้วยตัวท าละลายทุกตัวแสดงการยับยั้งขนาด 9 -12 
มิลลิเมตร โดย Tetracycline ที่เป็นสารเปรียบเทียบแสดงการยับยั้งขนาด 22-24 มิลลิเมตร การ
ยับยั้งสูงสุดเป็นสารสกัดด้วยอะซิโตนต่อ B. subtilis และสารสกัดด้วยเฮกเซนต่อ S. aureus  
 Alimon และคณะ [52] ศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดจากใบและเปลือกไม้
กฤษณาสายพันธ์ A. crassna โดยใช้ตัวท าละลายเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล พบว่า 
Staphylococcus aureus ถูกยับยั้งมากที่สุด โดยสารสกัดจากเมทานอลมีฤทธิ์สูงสุด และ 
Pseudomonas aeruginosa ถูกยับยั้งน้อยที่สุด โดยมีเพียงสารสกัดจากเปลือกกฤษณาด้วยเมทา
นอลเท่านั้นที่แสดงฤทธิ์ยับยั้ง 
 Kakino และคณะ [15] ศึกษาผลของสารสกัดจากใบกฤษณาสายพันธ์ A. crassna 
ต่อการอดอาหารในหนูทดลอง พบว่าสารสกัดด้วยน้ าและเอทานอลสามารถยับยั้งการท างานของ
แบคทีเรีย Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, และ Bacteroides spp ที่ย่อยสลาย
ยูเรีย สามารถลดการเกิดเหม็นเน่าภายในล าไส้ของหนูทดลองได้ 
 Tay และคณะ [14] ศึกษาปริมาณโพลีฟีนอลในสารสกัดจากใบอ่อนกฤษณาโดยมีตัว
แปรในการสกัดที่สนใจคือ ความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล (0%–100% v/v) สัดส่วนของแข็ง
ต่อตัวท าละลาย (1:10–1:60 w/v) และระยะเวลาในการสกัด (30-180 นาที) พบว่าสภาวะที่
เหมาะสมคือ ความเข้มข้นเอทานอล 40% v/v สัดส่วน 1:60 w/v และเวลาในการสกัด 30 นาที จะ
ให้ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดสูงที่สุด 
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 Hara และคณะ [53] สกัดใบกฤษณา A. sinensis ปริมาณ 1.5 กิโลกรัม ด้วยตัวท า
ละลายอะซิโตน เมทานอล และเอทานอล ด้วยวิธีการหมักใบกฤษณาในสารละลายพบว่าสารสกัดใบ
กฤษณาที่ใช้อะซีโตนเป็นตัวท าละลายเปรียบเทียบกับยาระบาย (Senna) ทั้งสารสกัดและตัวยาท าให้
หนูทดลองเกิดการขับถ่ายได้ดี แต่สารสกัดจะมีฤทธิ์อ่อนกว่ายาระบาย ส่วนสารสกัดใบกฤษณาที่ใช้เม
ทานอลเป็นตัวท าละลายไม่เกิดผลกับหนูทดลอง 
 Jin-long และคณะ [54] ศึกษาการแยกเชื้อราออกจากเนื้อเยื่อของต้นกฤษณาเพ่ือ
น ามาหาฤทธิ์ต้านการบวมและฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย เชื้อรา 28 ชนิด ถูกแยกออกมาจากต้นกฤษณา 
แบ่ งได้ เป็น 14 สายพันธุ์  และ 4 คลาสส์  (Sordariomycetes, Dothideomycetes, 
Saccharomycetes และ Zygomycetes) เชื้อราที่แยกออกมาทั้ง 28 ชนิด แบ่งได้เป็น 13 ชนิด 
(46.4 เปอร์เซ็นต์) ที่ออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียที่ปริมาณน้อยที่สุดในการทดสอบด้วยวิธี Agar well 
diffusion และ 23 ชนิด (82.1 เปอร์เซ็นต์) แสดงฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งอย่างน้อย 1 ใน 5 ของเซลล์  
โดยใช้ 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ในการ
ทดสอบ เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยั้ง (Inhibition zones) ของ YNAS07, YNAS14, HNAS04, 
HNAS05, HNAS08 และ HNAS11 แทนเชื้อแบคทีเรียแต่ละตัวคือ Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Bacillus subtilis, และ Aspergillus fumigatus มีค่าเท่ากับหรือมากกว่า 14.0 
มิลลิเมตร ตามล าดับ อัตราการยับยั้ง (Inhibition rates) ของ YNAS06, YNAS08 และ HNAS06 มี
ค่าไม่ต่ าว่า 60 เปอร์เซ็นต์ ของเซลล์มะเร็ง 293-T, 293-T และ SKVO3 ตามล าดับ จากผลที่ได้ของ
เชื้อราที่แยกมาจากต้นกฤษณาสามารถน ามาใช้เป็นข้อมูลเกี่ยวกับระบบนิเวศวิทยาระดับไมโครได้ 
โดยเฉพาะการต้านฤทธิ์แบคทีเรียและฤทธิ์ต้านมะเร็ง  
 Emel และคณะ [55] ศึกษาจุลชีววิทยาด้วยการใช้ 0.2% คลอร์เฮกซิดีนกลูโคเนต 
(Chlorhexidine gluconate) บ้วนปากในผู้จัดฟัน 20 คน ที่มีอายุระหว่าง 13-18 ปี โดยใช้เชื้อ 
Streptococcus mutan และแลคโตบาซิลัสในน้ าลายตัวอย่าง แบ่งการศึกษาออกเป็น 4 ระดับ 
ได้แก่ ผู้ที่เริ่มจัดฟัน ผู้ที่ใส่เหล็กดัดฟันอย่างน้อย 2 อาทิตย์ ผู้ที่ใช้ 0.2% คลอร์เฮกซิดีนกลูโคเนตบ้วน
ปากอย่างน้อย 1 อาทิตย์ และผู้ที่ใช้ 0.2% คลอร์เฮกซิดีนกลูโคเนตบ้วนปากในอาทิตย์ที่ 4 ของการใช้ 
โดยใช้การวิเคราะห์แบบ Wilcoxon test เพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียในช่องปาก S. mutan 
และแลคโตบาซิลัส 
 
 
1.4 วัตถุประสงค์ 
 
 1.4.1 เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารส าคัญจากชากฤษณา 
 1.4.2 เพ่ือศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของชากฤษณาที่สกัดได้จากข้อ 1.4.1 
 1.4.3 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านเชื้อแบคทีเรียในช่องปากของสารสกัด
จากชากฤษณา 
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1.5 ขอบเขตของงำนวิจัย 
 1.5.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพฤกษเคมีจากชากฤษณา ได้แก่ 
วิธีการสกัด (การแช่และซอกห์เลต) ชนิดของตัวท าละลาย (เอทิลอะซิเตท เอทานอล และน้ า) และ
ระยะเวลาการสกัด (3-7 วัน ส าหรับการแช่ และ 2-6 ชั่วโมง ส าหรับวิธีซอกห์เลต) ส าหรับการแช่จะ
ศึกษาปัจจัยเพิ่มเติมได้แก่ อุณหภูมิการสกัด (อุณหภูมิห้อง-80 องศาเซลเซียส) และความเร็วรอบของ
การเขย่า (0-160 รอบ/นาที) โดยใช้โปรแกรม RSM ช่วยในการออกแบบการทดลอง พิจารณาสภาวะ
ที่เหมาะสมจากปริมาณสารสกัดที่ได้ และการทดสอบปริมาณสารประกอบฟินอลิกส์ทั้งหมด (Total 
phenolic content) ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (Total flavonoid content) และฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ (Antioxidant activity)   
 1.5.2 น าสารสกัดที่ได้จากการสกัดที่สภาวะที่เหมาะสมของแต่ละตัวท าละลายมา
ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีด้วยการวิเคราะห์โดยวิธี Gas chromatography-Mass spectrometry 
(GC-MS)  
 1.5.3 น าสารสกัดท่ีได้จากการสกัดด้วยสภาวะที่เหมาะสมของแต่ละตัวท าละลายมา
ศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียที่สนใจคือแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรคในช่องปาก S. mutans, 
S. salivarius และ P. gingivalis 
 
1.6 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 ผลการวิจัยจะมีประโยชน์ต่อบุคคลที่สนใจและเกษตรกร โดยจะทราบข้อมูล
องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจากชากฤษณา ทราบสรรพคุณของสารสกัดที่ได้ว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ และฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในช่องปากหรือไม่ ทั้งนี้ข้อมูลจากงานวิจัยจะช่วยส่ งเสริมการขาย
ผลิตภัณฑ์ชากฤษณา เพ่ิมรายได้ให้กับเกษตรกรผู้ปลูกไม้กฤษณา ลดปัญหาสิ่งแวดล้อมเนื่องมาจาก
วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร นอกจากนี้ยังเสริมสร้างความมั่นใจให้กับผู้บริโภค ทั้งยังสามารถน าผลวิจัย
มาใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการสร้างผลิตภัณฑ์ใหม่ๆ จากใบกฤษณา เช่น น้ ายาบ้วนปากที่มีส่วนผสม
ของสารสกัดจากชากฤษณาต่อไปได้ 
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บทที่ 2 
วิธีการวิจัย 

 
 
2.1 วัตถุดิบ 
 ชากฤษณาได้รับความอนุเคราะห์จากวิสาหกิจชุมชนแปรรูปไม้กฤษณาไทยรุ่ง
การเกษตร-ศรีวิชัย (สะเดา) อ าเภอสะเดา จังหวัดสงขลา (ภาพประกอบ 2-1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 2-1 ชากฤษณาจากวิสาหกิจชุมชนแปรรูปไม้กฤษณาไทยรุ่งการเกษตร-ศรีวิชัย (สะเดา) 
 
 
2.2 สารเคมีที่ใช้ในการสกัด 
 - น  าปราศจากไอออน (Deionized Water: DI) 
 - เอทานอล (Absolute ethanol: EtOH) จากบริษัท อาร์ซีไอ แล็บสแกน จ ากัด 
 - เอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate: EA) จากบริษัท อาร์ซีไอ แล็บสแกน จ ากัด 
 
 
2.3 สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 - โฟลิน-ฟีนอล (Folin-Ciocalteu's phenol reagent) จากบริษัท Merck จ ากัด 
 - โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate: Na2CO3) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
จ ากัด 
 - แกลลิคแอซิด (Gallic acid) จากบริษัท Merck จ ากัด 
 - เอทานอล (Absolute ethanol: EtOH) จากบริษัท อาร์ซีไอ แล็บสแกน จ ากัด 
 - น  าปราศจากไอออน (Deionized Water: DI) 
 - เควอร์ซิติน (Quercetin dihydrate) จากบริษัท Fluka จ ากัด 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.rcilabscan.com%2Fth%2Fmodules%2Fproductview.php%3Fproduct_id%3D1724&ei=T5sjVbmvMoL-ugTR0IGoCw&usg=AFQjCNGVWV9CDPq9eGwEN2DmghZnwUja4g&sig2=wt2IR8w6stEMWUV8InDK9Q&bvm=bv.89947451,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.rcilabscan.com%2Fmodules%2Fproductview.php%3Fproduct_id%3D1725&ei=Np0jVe_UFMSLuwSwz4HoCw&usg=AFQjCNGLWA8KgmUszSUftqC6vfes9X_CXw&sig2=wf4XD-ztpwEDBKhR6xYs6A&bvm=bv.89947451,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.merckmillipore.com%2FINTL%2Fen%2Fproduct%2FGallic-acid%2CMDA_CHEM-842649&ei=1KAkVavuAtWUuATHjIHwAw&usg=AFQjCNEDTxwWiMh1GUlvgboEn3bpHtUcDg&sig2=M9VC0jm2LEqNA10OKh6mkQ&bvm=bv.90237346,d.c2E
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 - อะลูมิเนียมคลอไรด์ (Aluminium chloride: Al2CO3) จากบริษัท Merck จ ากัด 
 - โพแทสเซียมอะซิเตท (Potassium acetate: CH3COOK) จากบริษัท Avantor 
performance materials จ ากัด 
 - สาร 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) จากบริษัท Fluka จ ากัด 
 - อาหารเลี ยงเชื อชนิดเบรนฮาร์ดอินฟิวชัน (Brain heart infusion: BHI) จาก 
Becton, Dickinson & Co, Sparks, MD 
 - อาหารเลี ยงเชื อชนิดแข็ง (Mueller Hinton Agar: MHA) จาก Becton, 
Dickinson & Co, Sparks, MD  
 - อาหารเลี ยงเชื อทริปติกซอยชนิดวุ้น (Tryptic soy agar: TSA) จาก Becton, 
Dickinson & Co, Sparks, MD 
 - อาหารเลี ยงเชื อทริปติกซอยชนิดเหลว (Tryptic soy broth: TSB) จาก Becton, 
Dickinson & Co, Sparks, MD 
 - สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) จากบริษัท Merck จ ากัด 
 - ผงวุ้น (Agar technical solidifying agent) จาก Becton, Dickinson & Co, 
Sparks, MD 
 - แอลซิสเทอีนไฮโดรคลอไรด์โมโนไฮเดรต (L-cysteine hydrochloride 
monohydrate) จากบริษัท Ajinomoto จ ากัด 
 - โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide: NaOH) จากบริษัท Merck จ ากัด 
 - ฮีมิน (Hemin powder) จากบริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด 
 - น  ากลั่นส าหรับฉีด (Sterile water for injection) จากบริษัท A.N.B 
laboratories จ ากัด 
 - วิตามินเค (Vitamin K1) จากบริษัท Samarth life sciences PVT. LTD. 
 - กลีเซอรอล (Glycerol) จากบริษัท ไทยโอลีโอเคมี จ ากัด 
 - น  าเกลือ (Normal saline) จากบริษัท Klean & Kare จ ากัด 
 - คลอร์เฮกซิดีนกลูโคเนต (Chlorhexidine gluconate) จากคณะเภสัชศาสตร์ 
 - ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide) จากบริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด 
 - สารจับออกซิเจน (Anaerocult A) จากบริษัท Merck จ ากัด 
 
 
2.4 วัสดุ อุปกรณ์และเครื่องมือ 
 - ขวดก้นกลม (Round bottom flask) ขนาด 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
 - ขวดดูแรน (Laboratory bottle) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 - บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 50, 100, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
 - เครื่องซอกห์เลต (Soxhlet extractor) ขนาด 200 มิลลิลิตร 
 - คอนเดนเซอร์ (Condenser) 
 - เครื่องให้ความร้อน (Heater) 
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 - ที่จับคอนเดนเซอร์ (Condensor clamp) 
 - สายยางซิลิโคน (Silicon tube) 
 - เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 
 - ขวดลดความดัน (Suction flask) ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
 - กรวยกรองบุชเนอร์ (Buchner funnel) เส้นผ่านศูนย์กลาง 170 มิลลิเมตร 
 - กระดาษกรองสาร (Whatman filtering paper) เบอร์ 1 มีขนาดรูพรุนเท่ากับ 11 
ไมครอน 
 - กระบอกตวง (Cynlinder) ขนาด 25, 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
 - ปิเปตต์แบบใช้ตวง (Graduated pipette) ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
 - ลูกยางปิเปตต์ (Pipettes bulb) 
 - หลอดหยดสาร (Dropper) 
 - หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 8, 14, 18 และ 20 มิลลิลิตร 
 - หลอดทดลองพร้อมฝาเกลียว (Culture tube) 
 - ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 10, 25, 50, 100 และ 250 
มิลลิลิตร 
 - ขวดเก็บตัวอย่าง (Glass Vials) ขนาด 20 มิลลิลิตร 
 - เครื่องชั่งสารเคมี (Balance) ความละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
 - อ่างน  าควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Water baths-shaker) 
 - โถดูดความชื น (Desiccator) 
 - จานเพาะเชื อ (Petri dish) 
 - เข็มเขี่ยเชื อ (Needle and loop) 
 - แท่งแก้วคน (Stirring rod) 
 - ช้อนตักสารสแตนเลส (Stainless spatula) 
 - ถุงมือยาง (Rubber glove) 
 - คีมคีบ (Forcep) 
 - ช้อนเขาส าหรับตักสารเคมี (Spoons) 
 - ขวดน  ากลั่น (Wash bottle) 
 - ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 10, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร 
 - ไมโครปิเปตทิป (Micropipette tip) 
 - หลอดเซนติฟิวพลาสติก (Microcentrifuge tubes) 
 - คิวเวทท์พลาสติก (Plastic cuvette) 
 - พาราฟิล์ม M (Parafilm M) 
 - แผ่นฟอยล์อลูมิเนียม (Aluminium foil) 
 - ส าลีพันก้าน (Cotton swab) 
 - เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-VIS Spectrophotometer) 
 - เครื่องนึ่งฆ่าเชื อโรค (Automatic autoclave) 
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 - หลอดพลาสติกเก็บเชื อ (Cryogenic vial) 
 - ตู้อบเพาะเชื อ (Incubator) 
 - ตู้แช่แข็ง (Refrigerator) 
 - ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
 - แท่งแก้วงอ (Spreader) 
 - กระดาษชั่งสาร (Weighing papers) 
 - ภาชนะเลี ยงเชื อในสภาวะไรออกซิเจน (Anaerobic jar) 
 - แถบตรวจออกซิเจน (Anaerotest) 
 - เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปคโตรมิเตอร์ (Gas chromatography-mass 
spectrometry: GC-MS) รุ่น Trace GC ultra / ISQ MS 
 
 
2.5 วิธีการทดลอง 
 2.5.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพฤกษเคมีจากชากฤษณา 
 ศึกษาวิธีการสกัดเบื องต้นด้วยวิธีการสกัดแบบซอกห์เลตและแบบเขย่าโดยมีปัจจัยที่
ใช้ในการศึกษาคือ ชนิดของตัวท าละลาย (น  า เอทานอล อะซีโตน และเอทิลอะซีเตท) อุณหภูมิในการ
สกัด (30, 60 และ 100 องศาเซลเซียส ส าหรับการสกัดแบบเขย่า) ระยะเวลาในการสกัด (2, 4, 6 
และ 8 ชั่วโมง) โดยเขย่าด้วยเครื่องเขย่า (Oil baths-shaker) ที่ความเร็วรอบ 80 รอบต่อนาที และ
อัตราส่วนของชากฤษณาต่อตัวท าละลาย (5 และ 10 กรัมต่อตัวท าละลาย 200 มิลลิลิตร) โดยตัวท า
ละลายแต่ละชนิดมีคุณสมบัติแสดงดังตารางที่ 2-1 
 
ตารางที่ 2-1 สมบัติความมีขั วและจุดเดือดของตัวท าละลายแต่ละชนิด [56] 

Solvent Boiling point (°C) Polarity Index 
Water 100 9 

Ethanol 78.37 5.2 
Ethyl acetate 77.2 4.4 

Acetone 56 5.1 
 
 เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองเบื องต้น จึงน ามาก าหนดขอบเขตใน
การศึกษาการสกัดชากฤษณาแบบเขย่าด้วยเครื่องเขย่า (Water baths-shaker) โดยศึกษาชนิดของ
ตัวท าละลาย (น  า เอทานอล และเอทิลอะซีเตท) อุณหภูมิในการสกัด (30, 55 และ 80 องศา
เซลเซียส) ระยะเวลาการสกัด (1, 2 และ 3 วัน) และความเร็วรอบในการเขย่า (0, 80 และ 160 รอบ
ต่อนาที) โดยเตรียมใบชากฤษณาสายพันธุ์เอควิลาเรีย ซับอินทิกรา (A. subintegra) ของวิสาหกิจ
ชุมชนแปรรูปไม้กฤษณาไทยรุ่งการเกษตร-ศรีวิชัย (สะเดา) ที่มีขนาด 1 ถึง 2 มิลลิเมตร หาปริมาณ
ความชื นตามมาตรฐาน AOAC 2006 [57] โดยน าใบชาไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
3 ชั่วโมง จากนั นน าออกจากตู้อบมาใส่ไว้ในโถดูดความชื นและชั่งน  าหนัก ท าซ  าจนกว่าน  าหนักจะไม่
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เกิดการเปลี่ยนแปลง แล้วน าใบชาปริมาณ 10 กรัม ใส่ในขวดดูแรนขนาด 250 มิลลิลิตร และใส่
สารละลายปริมาตร 200 มิลลิลิตร โดยสารสกัดที่ใช้น  าเป็นตัวท าละลายจะได้สารสกัดสีเหมือนน  าชา 
สารสกัดที่ใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลายจะได้สารสกัดสีเขียว และสารสกัดที่ใช้เอทิลอะซิเตทจะได้สาร
สกัดสีเขียวเข้ม 
 สภาวะที่ใช้ในการสกัดได้จากการออกแบบการทดลองโดยใช้วิธี RSM เพ่ือตรวจสอบ
ความสัมพันธ์ของตัวแปรที่สนใจ และหาสภาวะที่เหมาะสมจากความสัมพันธ์ของตัวแปรเหล่านั น 
(ภาคผนวก ก) สมการที่ใช้ในการออกแบบคือ Box-Behnken design (BBD) ดังสมการที่ 2.1 โดยค่า 
y เป็นค่าที่ได้จากการทดลอง ค่า  เป็นค่าคงที่ของสมการ และ x1, x2 และ x3 เป็นค่าตัวแปร
อุณหภูมิ เวลาสกัด และความเร็วรอบ ตามล าดับ ส่วนค่า X1, X2 และ X3 เป็นตัวแปรไร้หน่วย ดัง
สมการที่ 2.2 จะได้สภาวะที่ใช้ในการทดลองดังตารางที่ 2-2 
 
  𝑦 = 𝛽0 +  ∑ 𝛽𝑗𝑋𝑗 + ∑ 𝛽𝑗𝑗𝑋𝑗
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 จากนั นน ามากรองและระเหยเอาตัวท าละลายออกจะได้ส่วนของสารสกัด น าสาร
สกัดที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dried) เพ่ือหาร้อยละผลได้ (%
Yield) ของสารสกัดแต่ละสภาวะ และท าการสกัดด้วยวิธีซอกห์เลตโดยตัวท าละลายแต่ละชนิดเป็น
การเปรียบเทียบกับการสกัดแบบเขย่า 
 
ตารางที่ 2-2 การออกแบบการทดลองที่สภาวะต่างๆ 

# 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) : 

x1 (X1) 
เวลาสกัด (วัน) :  

x2 (X2) 
ความเร็วรอบ (รอบ/นาที) :  

x3 (X3) 
1 30 (-1) 1 (-1) 80 (0) 
2 30 (-1) 2 (0) 0 (-1) 
3 30 (-1) 2 (0) 160 (1) 
4 30 (-1) 3 (1) 80 (0) 
5 55 (0) 1 (-1) 0 (-1) 
6 55 (0) 1 (-1) 160 (1) 
7 55 (0) 2 (0) 80 (0) 
8 55 (0) 2 (0) 80 (0) 
9 55 (0) 2 (0) 80 (0) 
10 55 (0) 3 (1) 0 (-1) 
11 55 (0) 3 (1) 160 (1) 
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ตารางที่ 2-2 การออกแบบการทดลองที่สภาวะต่างๆ (ต่อ) 

# 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) : 

x1 (X1) 
เวลาสกัด (วัน) :  

x2 (X2) 
ความเร็วรอบ (รอบ/นาที) :  

x3 (X3) 
12 80 (1) 1 (-1) 80 (0) 
13 80 (1) 2 (0) 0 (-1) 
14 80 (1) 2 (0) 160 (1) 
15 80 (1) 3 (1) 80 (0) 

 
 
 2.5.2 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากชา
กฤษณา 
  2.5.2.1 การวิเคราะห์ค่าปริมาณฟีนอลิกส์ทั งหมด 
  การวิเคราะห์ค่าปริมาณฟีนอลิกส์ทั งหมดของสารสกัดจากชากฤษณาท าการหา
ค่าด้วยวิธี Folin-Ciocalteu reagent method ซึ่งใช้ Gallic acid equivalents (GAE) เป็น
สารละลายมาตรฐาน (Standard solution) เตรียม 10% Folin-Ciocalteu reagent ได้โดยการน า
สารละลาย Folin-Ciocalteu reagent 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
และเติมน  ากลั่น การท ากราฟสารละลายมาตรฐาน (Standard curve) สามารถท าได้โดยเตรียม GAE 
ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประมาณ 5 ความเข้มข้น คือ 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร แล้วน า GAE ที่ความเข้มข้นต่างๆ มาด าเนินการตามขั นตอนการทดสอบ [58] เปรียบเทียบ
กับสารสกัดจากชากฤษณา (แสดงในภาคผนวก ข) โดยค่าที่ได้จากการทดสอบจะอยู่ในรูปของค่า  
Total  phenolic content (mg GAE/g agarwood) 
  2.5.2.2 การวิเคราะห์ค่าปริมาณฟลาโวนอยด์ทั งหมด 
  การวิเคราะห์ค่าปริมาณฟลาโวนอยด์ทั งหมดของสารสกัดจากชากฤษณาท าการ
หาค่าด้วยวิธีที่นิยมใช้วัดค่าปริมาณฟลาโวนอยด์ทั งหมดในสารสกัดจากพืชคือ AlCl3 colorimetric 
method โดยใช้ Quercetin equivalent (QE) เป็นสารละลายมาตรฐาน ในการท ากราฟสารละลาย
มาตรฐานสามารถท าได้โดยเตรียม QE ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประมาณ 5 ความเข้มข้น คือ 0.1, 0.05, 
0.025, 0.0125, 0.00625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วน า QE ที่ความเข้มข้นต่างๆ มาด าเนินการตาม
ขั นตอนการทดสอบ [58] เปรียบเทียบกับสารสกัดจากชากฤษณา (แสดงในภาคผนวก ค) โดยค่าที่ได้
จากการทดสอบจะอยู่ในรูปของค่า Total  flavonoid content (mg QE⁄g agarwood) 
  2.5.2.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
  ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยให้สารสกัดท าปิิกิริยากับ 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่เสถียรมีสีม่วง โดยจะวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 
517 nm ค่าที่ได้จะอยู่ในรูปของค่าความเข้มของแสง (Optical density: OD) เมื่อแปลงจากกราฟก็
จะได้ค่า %inhibition ดังสมการที่ 2.3 โดยค่า control OD คือค่าความเข้มแสงของสารละลาย 
DPPH ที่ใช้เป็นตัวควบคุม ซึ่งจะรายงานผลเป็นความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดที่สามารถยับยั งอนุมูล
อิสระที่ 50% หรือค่า IC50 (Half maximal inhibitory concentration) หมายถึงปริมาณของสาร
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ต้านอนุมูลอิสระที่ท าให้ความเข้มข้นของ DPPH เหลืออยู่ 50% ค่าที่มีค่าน้อยจะแสดงความสามารถ
ในการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าค่าที่มีค่ามาก เปรียบเทียบค่าที่ได้กับ Gallic acid ซึ่งเป็นสารละลาย
มาตรฐาน [59] (แสดงในภาคผนวก ง) 
 
                                %inhibition = (

control OD−sample OD

control OD
) × 100                                  2.3 

 
 
  2.5.2.4 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจากชากฤษณา 
  น าสารสกัดจากชากฤษณาจากตัวท าละลายแต่ละชนิดไปวิ เคราะห์หา
องค์ประกอบทางเคมีด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปคโตรมิเตอร์ (แสดงในภาคผนวก จ) โดย
ใช้คอลัมน์ TR-5MS ซึ่งเป็นคอลัมน์ที่มีช่วงกว้างๆ ในการวิเคราะห์สารประกอบอินทรีย์จากอาหาร
และน  ามันหอมระเหย นิยมใช้ในการวิเคราะห์สารต้านเชื อหรือสารก าจัดศัตรูพืช เนื่องจากคอลัมน์
ชนิดนี จะไม่ท าปิิกิริยา (No active sites) กับสารเคมีที่ต้องการจะวิเคราะห์ ท าให้สามารถแยกสาร
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ [60] และสารแต่ละชนิดที่ถูกแยกออกมาจากสารสกัดจะขึ นอยู่กับจุดเดือด
ของสารนั นๆ โดยมีสภาวะในการวิคราะห์ดังนี   
 
Column    : TR-5MS 
    :  Max temperature 300 °C 
    : Nominal length 30 m 
    : Nominal diameter 0.25 mm 
     : Nominal film thickness 0.25 µm 
    : Constant flow 1.0 ml/min 
Inlet     : Mode Split 
    : Inlet temperature 250 °C 
    : Split ratio 1:25 
Oven          : Initial temperature 50 °C (5 min) 
    : Ramp Rate (°C/min) Final temperature (°C)  
     1 2.00   260 
        2 10.00   300 
Ionization mode   : Electron ionization (EI) 
Solvent delay time  : 3 min 
Ion source temp.   : 250 °C 
Transferline temp.  : 250 °C 
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 2.5.3 ศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในช่องปากของสารสกัดจากชากฤษณา 
  2.5.3.1 การศึกษาฤทธิ์ต้านเชื อแบคทีเรียด้วยวิธี Agar dilution method [39] 
  ทดสอบด้วยเชื อ Streptococcus mutans (S. mutans) ATCC 25175 และ 
Streptococcus salivarius (S. salivarius) ATCC 13419 ซึ่งเป็นเชื อแอโรบ (Aerobe) ส่วนเชื อที่
เป็นแอนแอโรบ (Anaerobe) คือ เชื อ Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) ATCC 33277 
วิธี Agar dilution method อาจท าร่วมกับ Diffusion method ตัวยาที่ใช้ทดสอบคือ คลอร์เฮก    
ซิดีนกลูโคเนต [55] เป็น Positive control ส่วนน  าปราศจากเชื อ (Sterile water) ซึ่งได้จากการน า
น  า DI ไปฆ่าเชื อในเครื่องนึ่งฆ่าเชื อโรคที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลาครึ่งชั่วโมง จากนั นก็ปล่อยให้
เย็นที่อุณหภูมิห้อง และ 5% DMSO (Dimethyl sulfoxide) เป็น Negative control เริ่มท าการ
ทดสอบโดยท าให้ตัวยาซึมลงไปในอาหารเลี ยงเชื อที่ได้กระจายเชื อแบคทีเรียเอาไว้ อาศัยหลักการแพร่
ของยาจากถ้วยทรงกระบอก (Cylinder cup) เข้าไปในอาหารเลี ยงเชื อที่มีเชื ออยู่ แล้วน าไปเพาะเลี ยง
ให้เชื อเจริญเติบโตในขณะที่ยาแพร่เข้าไปในอาหารวุ้น (Agar) แบคทีเรียที่อยู่บนอาหารวุ้นและไม่ถูก
ยับยั งโดยยาจะแบ่งตัวจนท าให้เห็นเชื อขึ นเต็มพื นที่ อ่านผลการทดสอบโดยวัดขนาดของโซนยับยั ง 
(Zone of inhibition) ลบกับเส้นผ่านศูนย์กลางของถ้วยทรงกระบอกซึ่งมีขนาด 6 มิลลิเมตร วงใส
รอบถ้วยทรงกระบอกแสดงถึงบริเวณที่ถูกยับยั งโดยยาและสารสกัด (ภาพประกอบที่ 2-2) ขนาดของ
เส้นผ่านศูนย์กลางวงใสที่ได้จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของยา (แสดงในภาคผนวก ฉ) 
 

 
ภาพประกอบ 2-2 โซนยับยั งของสารสกัดจากชากฤษณาท่ีสกัดด้วยน  า 

 
 
 



35 

  2.5.3.2 การทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั งการเจริญของเชื อ
แบคทีเรีย (Minimal inhibitory concentration: MIC) และทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถ
ฆ่าเชื อแบคทีเรียได้ (Minimal bactericidal concentration: MBC) [61] 
  1) น าเชื อ S. mutans และ P. gingivalis ที่เตรียมไว้มาละลายด้วยฟอสเฟต
บัฟเฟอร์โซลูชัน (Phosphate buffer solution: PBS) จากนั นปรับความขุ่นของเชื อให้เท่ากับ 0.5 
Mcfarland standard ด้วยสารละลาย PBS ซึ่งได้ปริมาณเชื อเท่ากับ 107 cfu/ml 
  2) น าสารละลายตัวอย่างที่ผสมด้วยอาหารเลี ยงเชื อที่ความเข้มข้นต่างๆ เติมลง
ในถาดเพาะเลี ยงเชื อ (96 well plate) หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั นเติมเชื อที่เตรียมไว้แล้วลงไป
หลุมละ 10 ไมโครลิตร โดยที่ความเข้มข้นสุดท้ายของเชื อเท่ากับ 105 cfu/ml 
  3) น าถาดเพาะเลี ยงเชื อไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
จากนั นน ามาเติมสีรีซาซูริน (Resazurin) ที่ความเข้มข้น 0.02 (w/v) ลงในถาดเพาะเลี ยงปริมาตร
หลุมละ 30 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชั่วโมง สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของสีรีซาซูริน ในกรณีที่เชื อเจริญเติบโต สีรีซาซูรินจะเปลี่ยนจากสีน  าเงินเป็นสีชมพู 
  4) สังเกตค่าการยับยั งเชื อจากความเข้มข้นต่ าสุดที่เชื อไม่เจริญเติบโต (MIC) ซึ่งสี
ของรีซาซูรินจะไม่เปลี่ยนจากสีน  าเงินเป็นสีชมพู โดยใช้แวนโคมัยซิน (Vancomycin) เป็น Positive 
control ของเชื อ S. mutans และใช้เมโทรนิดาโซล (Metronidazole) เป็น Positive control ของ
เชื อ P. gingivalis แสดงดังภาพประกอบ 2-3 
  5) น าสารละลายจากถาดเพาะเชื อที่ใช้หาค่า MIC หลุมที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงสี
ของรีซาซูริน (สีน  าเงิน) มาเขี่ยเชื อลงบนอาหารแข็ง Mueller Hinton Agar (MHA) แล้วน าถาดนั นไป
บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั นสังเกตผลจากความเข้มข้นต่ าสุด
ของสารตัวอย่างที่ไม่พบการเจริญเติบโตของเชื อ (MBC) 

 
ภาพประกอบ 2-3 แสดงความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรียทั งสองชนิด 
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บทที่ 3 
ผลและวิจารณ์การทดลอง 

 
3.1 ผลได้สารสกัดจากชากฤษณา 
 จากการศึกษาสภาวะในการสกัดเบื้องต้นโดยใช้ อัตราส่วนของชากฤษณาต่อตัวท า
ละลายที่ 5 และ 10 กรัมต่อตัวท าละลาย 200 มิลลิลิตร พบว่าการสกัดด้วยตัวท าละลายอะซีโตนและ
เอทานอลได้ร้อยละผลได้ของสารสกัดในปริมาณที่เท่าๆ กัน และอะซีโตนมีจุดเดือดต่ ากว่าเอทานอล 
จึงเลือกใช้ตัวท าละลายเพียงสามชนิดในการศึกษาปัจจัยด้านชนิดของตัวท าละลาย ส่วนระยะเวลาใน
การสกัดพบว่า การสกัดแบบซอกห์เลตที่ 4, 6 และ 8 ชั่วโมง ให้ร้อยละผลได้ไม่ต่างกันมากนัก และ
การสกัดที่ 4 ชั่วโมง ค่อนข้างจะมีร้อยละผลได้สูงกว่าที่ 6 และ 8 ชั่วโมง จึงเลือกใช้เวลาในการสกัดที่ 
4 ชั่วโมง ในการศึกษาเปรียบเทียบกับวิธีการสกัดแบบเขย่า แสดงดังภาพประกอบที่ 3-1 และ 3-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที่ 3-1 ร้อยละผลได้ของการสกัดแบบซอกห์เลตด้วยตัวท าละลายชนิดต่างๆ โดยใช้
อัตราส่วนของชากฤษณาต่อตัวท าละลายที่ 5 กรัมต่อ 200 มิลลิลิตร 
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ภาพประกอบที่ 3-2 ร้อยละผลได้ของการสกัดแบบซอกห์เลตด้วยตัวท าละลายชนิดต่างๆ โดยใช้
อัตราส่วนของชากฤษณาต่อตัวท าละลายที่ 10 กรัมต่อ 200 มิลลิลิตร 
 
 ส่วนการสกัดแบบเขย่าจะต้องใช้เวลาในการสกัดมากกว่านี้ ถึงจะได้สารสกัดที่
เพียงพอจะน าไปใช้ในการทดสอบ จึงต้องเพ่ิมระยะเวลาในการสกัด การสกัดที่อุณหภูมิสูงและ
อัตราส่วนของชากฤษณาต่อตัวท าละลายท าให้ร้อยละผลได้ เพ่ิมขึ้นในแต่ละชนิดของตัวท าละลาย 
แสดงดังภาพประกอบที่ 3-3, 3-4 และ 3-5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที่ 3-3 ร้อยละผลได้ของการสกัดแบบเขย่าในตัวท าละลายชนิดต่างๆ ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 2 4 6 8 10
Time (hr) 

H2O

EtOH

Acetone

EA

%Yield 

0

2

4

6

8

10

12

0 2 4 6 8 10

Time (hr) 

H2O

EtOH

Acetone

EA

%Yield 



38 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที่ 3-4 ร้อยละผลได้ของการสกัดแบบเขย่าในตัวท าละลายชนิดต่างๆ ที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที่ 3-5 ร้อยละผลได้ของการสกัดแบบเขย่าในตัวท าละลายชนิดต่างๆ ที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส 
 
 จากการศึกษาสภาวะในการสกัดเบื้องต้นท าให้สามารถก าหนดปัจจัยที่เหมาะสม ใช้
ศึกษาการสกัดชากฤษณาแบบเขย่าได้ โดยอัตราส่วนของชากฤษณาต่อตัวท าละลายจะใช้ที่ 10 กรัม
ต่อตัวท าละลาย 200 มิลลิลิตร โดยมีตัวแปรที่สนใจคือ ชนิดของตัวท าละลาย (น้ า เอทานอล และ
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เอทิลอะซีเตท) อุณหภูมิในการสกัด (30, 55 และ 80 องศาเซลเซียส) ระยะเวลาการสกัด (1, 2 และ 
3 วัน) และความเร็วรอบในการเขย่า (0, 80 และ 160 รอบ/นาที) ดังแสดงในตารางที่ 3-1 พบว่าสาร
ที่สกัดด้วยน้ ามีค่าร้อยละผลได้ของสารสกัด (w/w) สูงสุดที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ใช้ระยะเวลา
ในการสกัด 1 วัน ทีค่วามเร็วรอบ 80 รอบ/นาที ให้ร้อยละผลได้เท่ากับ 12.85 (w/w) ส่วนสารที่สกัด
ด้วยเอทานอลมีค่าร้อยละผลได้ของสารสกัด (w/w) สูงสุดที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ใช้ระยะเวลา
ในการสกัด 3 วัน ที่ความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที ให้ร้อยละผลได้เท่ากับ 7.82 (w/w) และสารที่สกัด
ด้วยเอทิลอะซีเตทมีค่าร้อยละผลได้ของสารสกัด (w/w) สูงสุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ใช้
ระยะเวลาในการสกัด 2 วัน ที่ความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที ให้ร้อยละผลได้เท่ากับ 7.82 (w/w) 
 
ตารางที่ 3-1 สภาวะในการสกัดและเปอร์เซ็นต์ผลได้ของสารสกัดแต่ละชนิด 

การ
ทดลอง

ที ่

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลาสกัด 
(วัน) 

ความเร็วรอบ 
(รอบ/นาที) 

ร้อยละผลได้ของสารสกัด (w/w) 

น้ า เอทานอล เอทิลอะซิเตท 

1 30 1 80 8.61 2.98 1.11 
2 30 2 0 8.91 1.16 1.31 
3 30 2 160 8.67 3.78 0.82 
4 30 3 80 9.32 4.16 1.61 
5 55 1 0 7.20 1.26 1.19 
6 55 1 160 10.33 3.74 1.97 
7 55 2 80 9.81 4.82 3.85 
8 55 2 80 11.10 4.68 3.59 
9 55 2 80 9.75 4.61 3.63 
10 55 3 0 10.12 4.81 2.24 
11 55 3 160 10.52 4.52 1.91 
12 80 1 80 12.85 7.23 2.90 
13 80 2 0 11.86 6.70 1.73 
14 80 2 160 10.98 7.52 1.60 
15 80 3 80 11.65 7.82 2.70 

การสกัดแบบซอกห์เลต 4 ชั่วโมง 10.95 4.47 2.99 
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 จะเห็นว่าการสกัดด้วยน้ าและเอทานอลที่อุณหภูมิสูง (80 องศาเซลเซียส) ด้วย
ความเร็วรอบในการเขย่าค่ากลาง (80 รอบ/นาที) จะให้ผลได้สูง ในขณะที่การสกัดด้วยเอทิลอะซีเตท
การสกัดที่อุณหภูมิค่ากลาง (55 องศาเซลเซียส) และความเร็วรอบในการเขย่าค่ากลาง (80 รอบ/นาที) 
ให้ค่าผลได้สูงสุด เวลาการสกัดแสดงอิทธิผลต่อผลได้ไม่ชัดเจน น้ าเป็นตัวท าละลายที่ให้ผลได้การสกัด
สูงกว่าเอทานอลและเอทิลอะซีเตท การสกัดแบบซอกห์เลตเป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่าสารที่สกัดด้วยน้ า
มีผลได้ 10.95% สารที่สกัดด้วยเอทานอล 4.47% และสารที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตท 2.99% จะเห็นว่า
ผลได้สูงสุดจากการสกัดแบบเขย่าทุกตัวท าละลายจะสูงกว่าการสกัดแบบซอกห์เลต ทั้งนี้เนื่องจากการ
สกัดแบบเขย่าใช้ระยะเวลาสกัดนานกว่าการสกัดแบบซอกห์เลต โดยปกติการสกัดแบบซอกห์เลตมี
ข้อเด่นกว่าการสกัดแบบเขย่าในเรื่องของตัวท าละลายที่มีความสดใหม่ในทุกรอบของการสกัด ต่างจาก
การสกัดแบบเขย่าที่ตัวท าละลายจะมีสารสกัดปนอยู่ ท าให้ความสามารถในการสกัดของตัวท าละลาย
จะลดลงเรื่อยๆ จนถึงจุดอ่ิมตัว ในการด าเนินการทดลองครั้งนี้เน้นศึกษาการสกัดแบบเขย่าเนื่องจาก
สามารถด าเนินการได้หลายๆ การทดลองพร้อมๆ กัน ผลการสกัดแบบซอกห์เลตช่วยยืนยันว่าน้ าเป็น
ตัวท าละลายที่ให้ผลได้การสกัดสูงกว่าเอทานอลและเอทิลอะซีเตท 
 
 
3.2 ปริมาณฟีนอลิกส์ท้ังหมด 
 สารต้านอนุมูลอิสระส่วนใหญ่พบในผักและผลไม้ที่มีสารประกอบจ าพวกฟีนอล 
(Phenolic compounds) ซึ่งสารประกอบฟีนอลิกส์ที่พบในพืชมีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ [62] ร่างกายของเราจึงต้องบริโภคผักและผลไม้อย่างน้อยวันละ 400 กรัม [63] เพ่ือให้ร่างกาย
ได้รับปริมาณฟีนอลิกส์อย่างเพียงพอ ช่วยลดอัตราเสี่ยงต่อการเกิดโรคต่างๆ ได้ จากผลในตารางที่ 3-2 
แสดงค่าปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดเทียบกับ GAE ในหน่วย mg GAE/g agarwood ส าหรับการสกัด
แบบเขย่า สารที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตทมีปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดอยู่ในช่วง 0.47-6.03 mg GAE/g 
agarwood สารที่สกัดด้วยเอทานอลมีปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดอยู่ในช่วง 2.07-12.15 mg GAE/g 
agarwood และสารที่สกัดด้วยน้ าพบปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดในปริมาณค่อนข้างสูง 10.26-29.80 
mg GAE/g agarwood ส่วนการสกัดแบบซอกห์เลต พบว่าสารที่สกัดด้วยน้ าและเอทานอลมีค่า
ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดใกล้เคียงกัน คือ 8.42 mg GAE/g agarwood และ 8.34 mg GAE/g 
agarwood ตามล าดับ ส่วนสารที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตทเท่ากับ 2.52 mg GAE/g agarwood การ
สกัดแบบซอกห์เลตได้ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดน้อยกว่าการสกัดแบบเขย่าทุกตัวท าละลาย และน้ าเป็น
ตัวท าละลายที่สกัดได้ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดสูงสุดทั้งการสกัดแบบเขย่าและแบบซอกห์เลต 
สอดคล้องกับค่าผลได้ของการสกัดที่น้ าเป็นตัวท าละลายที่ให้ผลได้การสกัดสูงสุดทั้งด้วยการสกัดแบบ
เขย่าและแบบซอกห์เลต   
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ตารางที่ 3-2 ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดของสารสกัดแต่ละสภาวะ 
การ

ทดลอง
ที ่

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา
สกัด 
(วัน) 

ความเร็ว
รอบ 

(รอบ/นาที) 

ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมด 
(mg GAE/g agarwood)  

น้ า เอทานอล เอทิลอะซิเตท 
1 30 1 80 11.71±0.11 7.64±0.02 1.82±0.02 
2 30 2 0 12.48±0.15 2.70±0.03 0.47±0.02 
3 30 2 160 15.60±0.06 7.86±0.11 1.21±0.03 
4 30 3 80 13.05±0.12 3.16±0.09 1.67±0.04 
5 55 1 0 10.94±0.20 2.07±0.05 1.34±0.05 
6 55 1 160 16.53±0.02 4.48±0.04 1.97±0.18 
7 55 2 80 13.73±0.16 6.75±0.03 5.24±0.02 
8 55 2 80 15.54±0.03 6.74±0.02 5.02±0.05 
9 55 2 80 14.42±0.04 6.45±0.10 5.08±0.05 
10 55 3 0 15.78±0.16 6.35±0.05 2.24±0.11 
11 55 3 160 13.04±0.06 5.97±0.06 0.61±0.03 
12 80 1 80 29.80±0.01 12.15±0.09 6.03±0.05 
13 80 2 0 18.03±0.02 9.11±0.06 3.04±0.14 
14 80 2 160 14.06±0.10 7.82±0.11 1.79±0.05 
15 80 3 80 10.26±0.08 6.57±0.05 2.80±0.03 

การสกัดแบบซอกห์เลต 4 ชั่วโมง 8.42±0.05 8.34±0.03 2.52±0.03 
 
 เมื่อน าปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดมาพล็อตกราฟดังภาพประกอบที่ 3-6 เพ่ือดู
แนวโน้มของอุณหภูมิในการสกัดและเวลาในการสกัดของการสกัดแบบเขย่า พบว่าน้ าเป็นตัวท า
ละลายที่ดีที่สุดในการสกัด โดยเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิและเวลาในการสกัด ก็จะท าให้ได้ปริมาณฟีนอลิกส์
ทั้งหมดเพ่ิมข้ึน เช่นเดียวกับเอทานอลและเอทิลอะซีเตท แต่บางสภาวะ ( 55 องศาเซลเซียส) ของตัว
ท าละลายทั้งสอง จะมีแนวโน้มของปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดลดลง 
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(a) 

                             
 
ภาพประกอบที่ 3-6 ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดของการสกัดแบบเขย่าในตัวท าละลายชนิดต่างๆ (a) 
ระยะเวลาการสกัด 1 วัน (b) ระยะเวลาการสกัด 2 วัน และ (c) ระยะเวลาการสกัด 3 วนั                    
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 Nik Wil และคณะ [64] ศึกษาการสกัดฟีนอลิกส์จากใบกฤษณาสายพันธ์ A. 
malaccensis ด้วยตัวท าละลาย 2 ชนิด คือน้ าและเมทานอล ท าการสกัดแบบแช่ที่อุณหภูมิห้องโดย
ใช้ใบกฤษณาปริมาณ 50 กรัม และตัวท าละลาย 1,000 มิลลิลิตร เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่า
ประสิทธิภาพในการสกัดใบกฤษณาแห้ง (อบแห้งที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส) ด้วยน้ าดีกว่าการสกัด
ด้วยเมทานอล สอดคล้องกับงานวิจัยของ Helen และคณะ [65] ที่สกัดสารจากใบกฤษณาที่ปล่อยให้
แห้งด้วยอากาศ ด้วยการแช่ในตัวท าละลายเมทานอลที่อุณหภูมิห้อง (27 องศาเซลเซียส) ระเหยตัวท า
ละลายได้สารสกัดเข้มข้น ส่วนนี้เรียกว่า ME (Methanol extract) และน าส่วนสกัดด้วยเมทานอลไป
ละลายน้ า กรองและท าแห้ง เรียกสารสกัดส่วนนี้ว่า AE (Aqueous extract) พบว่าปริมาณฟีนอลิกส์
ทั้งหมดของส่วน AE สูงกว่าส่วน ME จากผลวิจัยดังกล่าวและผลการทดลองของการศึกษาครั้งนี้จึง
กล่าวได้ว่าน้ าเป็นตัวท าละลายที่มีความเหมาะสมในการสกัดสารประกอบฟีนอลิกส์จากใบกฤษณา 
 เมื่อน าปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม RSM พบว่าค่า R2 ของการ
สกัดด้วยน้ าและเอทานอลมีค่าเท่ากับ 0.64 และ 0.32 ตามล าดับ ท าให้ในส่วนของการวิเคราะห์
สภาวะที่เหมาะสมของการสกัดฟีนอลิกส์ไม่สามารถใช้โปรแกรม RSM ได้ แต่เมื่อพิจารณาจากผลการ
ทดลองจะพบว่าการสกัดด้วยน้ าหรือเอทานอลที่สภาวะอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 1 วัน และ
ความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที จะได้ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดสูงกว่า จึงเลือกใช้เป็นสภาวะที่เหมาะสม
ที่สุดในงานวิจัยนี้    
 ส่วนการสกัดด้วยเอทิลอะซีเตทมีค่า R2 จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม RSM 
เท่ากับ 0.91 แสดงว่าค่าที่ได้จากแบบจ าลองมีค่าใกล้เคียงกับข้อมูลการทดลองจริง [45] ส่วนค่า 
R2adjust มีค่าเท่ากับ 0.83 ใกล้เคียงกับค่า R2 การใช้แบบจ าลองจึงมีความเหมาะสม สมการที่ 3.1 
แสดงความสัมพันธ์ของตัวแปรที่มีผลต่อประสิทธิภาพในการสกัดปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดด้วย
เอทิลอะซีเตท 
 
Y1 = −10.93 + 0.275x1 + 5.460x2 + 0.06052x3 − 0.00156x1

2 − 1.060x2
2 

 
          −0.000393x3

2 − 0.03085x1x2      

      

เมื่อ Y1 คือ ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมด (mg GAE/g agarwood) 
  x1 คือ อุณหภูมิในการสกัด (องศาเซลเซียส) 
  x2 คือ เวลาในการสกัด (วัน) 

  x3 คือ ความเร็วรอบในการเขย่า (รอบ/นาท)ี 
 
 ตารางที่ 3-3 แสดงผลการวิเคราะห์ ANOVA ของสมการก าลังสองซึ่งค่า P-value < 
0.05 นอกจากนี้ค่า P-value ของตัวแปรอุณหภูมิในการสกัด ระยะเวลาการสกัด และความเร็วรอบใน
การเขย่า มีค่าเท่ากับ 0.00853, 0.01879 และ 0.000635 ตามล าดับ ค่า P-value ยิ่งน้อยแสดงว่า
ตัวแปรนั้นมีอิทธิพลต่อการสกัดมาก 
 

3.1 
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ตารางที่ 3-3 การวิเคราะห์ ANOVA ของสมการแสดงประสิทธิภาพในการสกัดปริมาณฟีนอลิกส์
ทั้งหมดด้วยเอทิลอะซีเตท 

Source 
Sum of 
squares 

Degree of 
freedom 

Mean square F-value P-value 

Regression 41.59 91 5.941 10.46 0.00307 
Residual 3.978 9 0.568   
Lack of fit 3.954 9  (99) 0.791 65.2615 0.01516 
Pure Error 0.02423 0  (1) 0.01212   
Total 45.57 100    
 
 จากสมการที่ 3.1 สามารถพล็อตกราฟพ้ืนผิวสามมิติ (Surface plot) แสดง
ความสัมพันธ์ของตัวแปรต่างๆ เพ่ือดูแนวโน้มของสภาวะที่เหมาะสม โดยในการพล็อตกราฟจะ
พิจารณาได้ทีละสองตัวแปรและให้อีกตัวแปรหนึ่งเป็นค่าคงที่ ผลของอุณหภูมิในการสกัดและความเร็ว
รอบในการเขย่าต่อประสิทธิภาพในการสกัดของปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดแสดงในภาพประกอบ 3-7 
พบว่าการเพ่ิมอุณหภูมิท าให้ประสิทธิภาพในการสกัดปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดเพ่ิมขึ้น แต่การเพ่ิม
ความเร็วรอบในการเขย่าท าให้ประสิทธิภาพในการสกัดปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดลดลง เมื่อพิจารณา
ผลของอุณหภูมิและความเร็วรอบในการเขย่าที่แทนค่าด้วยตัวแปร x1 และ x3 พบว่าสัมประสิทธิ์ของ 
x1 และ x3 มีค่าเป็นบวก แต่เทอมของตัวแปรเชิงซ้อนเทอมอ่ืนๆ รวมทั้งเทอมที่ยกก าลังสองล้วนมี
เครื่องหมายเป็นลบ ท าให้ประสิทธิภาพในการสกัดปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดเพ่ิมขึ้นในช่วงแรกและ
ลดลงเมื่อความเร็วรอบในการเขย่าเพ่ิมขึ้นจาก 80 จนถึง 160 รอบ/นาที หากพิจารณาผลของ
ระยะเวลาในการสกัดที่แทนค่าด้วยตัวแปร x2 โดยที่สัมประสิทธิ์ของ x2 มีค่าเป็นบวกเช่นเดียวกับ x1 
และ x3 ซึ่งระยะเวลาในการสกัดมีผลในช่วงแรก คือ 1 ถึง 2 วัน จากนั้นประสิทธิภาพในการสกัด
ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดจะลดลงหากใช้ระยะเวลาในการสกัดนานขึ้น เมื่อความเร็วรอบในการเขย่า
และเวลาในการสกัดเพ่ิมข้ึนท าให้สารฟีนอลิกส์มีโอกาสเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ส่งผลให้คุณภาพและ
ปริมาณของปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดลดลง [66] 
 สภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากสมการที่ 3.1 คือ อุณหภูมิในการสกัด 74 องศาเซลเซียส 
เวลาการสกัด 1.5 วัน และความเร็วรอบในการเขย่า 77 รอบ/นาที จะได้สารสกัดที่มีปริมาณฟีนอลิกส์
ทั้งหมดสูงสุดคือ 5.63 mg GAE/g agarwood ใกล้เคียงกับสภาวะการสกัดที่ทดลองจริงคือ อุณหภูมิ 
80  องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 วัน และความเร็วรอบในการเขย่า 80 รอบ/นาที จะได้สารสกัดที่มี
ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดสูงสุดคือ 6.03 mg GAE/g agarwood ดังแสดงในตารางที่ 3-4 ดังนั้นการ
สกัดฟีนอลิกส์ด้วยตัวท าละลายทั้งสามชนิดมีสภาวะที่เหมาะสมสอดคล้องกันคือที่อุณหภูมิ 80      
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 วัน และความเร็วรอบในการเขย่า 80 รอบ/นาที 
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  (a)              (b) 
ภาพประกอบ 3-7 กราฟพ้ืนผิวแสดงปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตท (a) กราฟ
พล็อตระหว่างอุณหภูมิและความเร็วรอบในการเขย่า และ (b) กราฟพล็อตระหว่างอุณหภูมิกับเวลา 
 
ตารางที่ 3-4 สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดฟีนอลิกส์ด้วยเอทิลอะซิเตท 

สภาวะ 
อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
เวลาสกัด 

(วัน) 
ความเร็วรอบ 
(รอบ/นาที) 

ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมด 
(mg GAE/g agarwood) 

สภาวะที่เหมาะสมจาก
แบบจ าลอง 

74 1.5 77 5.63 (Predicted) 

สภาวะจากการทดลอง 80 1 80 6.03 (Actual) 
สภาวะที่ได้จากการ
ค านวณ 

80 1 80 5.34 (Calculated) 

 
 อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิสูงสุดที่ใช้ในการทดลองและเป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสม การเพ่ิมอุณหภูมิในการสกัดท าให้ความสามารถในการละลายของตัวท าละลายดียิ่งขึ้น แต่
การเพ่ิมอุณหภูมิสูงเกินไปอาจท าให้สารประกอบฟีนอลิกส์เกิดการสลายตัวได้ [67] สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Xu และคณะ [68] ที่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดปริมาณฟีนอลิกส์จากชาเปลือก
ผลไม้ พบว่าปริมาณฟีนอลิกส์เพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการสกัดจาก 30 เป็น 60 องศาเซลเซียส แต่
ปริมาณฟีนอลิกส์จะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงกว่า 70 องศาเซลเซียส ระยะเวลาการสกัดที่เหมาะสมจาก
การทดลองนี้คือ 1 วัน ซึ่งเป็นระยะเวลาสั้นที่สุดที่ศึกษา Surya Prakash และคณะ [69] ศึกษาการ
สกัดฟีนอลิกส์จาก Terminalia chebula ด้วยการแช่ในตัวท าละลายเมทานอล-น้ า และเอทานอล-
น้ า เป็นเวลา 1-4 วัน พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือเวลาสกัด 1 วัน การสกัดแบบที่มีการเขย่าและให้
ความร้อนเป็นเวลานานอาจท าให้ฟีนอลิกส์เกิดการสลายตัวได้  [69] ความเร็วรอบในการเขย่าที่
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เหมาะสมจากการทดลองนี้คือ 80 รอบ/นาที Sushma และคณะ [67] รายงานว่าการเพ่ิมความเร็ว
รอบในการกวนจาก 50 เป็น 150 รอบ/นาที ท าให้สกัดโพลีฟีนอลจากราก Dealepis hamiltonii 
ด้วยน้ าได้มากขึ้น แต่การเพ่ิมความเร็วรอบสูงขึ้นกว่า 150 รอบ/นาที จะท าให้ประสิทธิภาพลดลง 
ทั้งนี้เนื่องจากความเร็วรอบสูงท าให้เกิดการหมุนแบบเกลียว (Vortex) ท าให้อนุภาคสัมผัสกับตัวท า
ละลายได้น้อยลง 
 
 
3.3 ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด  
 จากการสกัดแบบเขย่า สารที่สกัดด้วยน้ าให้ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดในปริมาณ
ค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับตัวท าละลายตัวอ่ืนๆ คือ 4.20-15.66 mg QE/g agarwood ส่วนสารที่สกัด
ด้วยเอทานอลมีปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดอยู่ในช่วง 0.93-13.24 mg QE/g agarwood และสารที่
สกัดด้วยเอทิลอะซีเตทพบปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดอยู่ในช่วง 0.57-3.34 mg QE/g agarwood 
เมื่อเทียบกับการสกัดด้วยซอกห์เลต พบว่าสารที่สกัดด้วยน้ าและเอทานอลมีค่าใกล้เคียงกันคือ 4.05 
mg QE/g agarwood และ 4.07 mg QE/g agarwood ตามล าดับ ส่วนสารที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตท
มีค่า 2.20 mg QE/g agarwood ดังแสดงในตารางที ่3-5 
 น้ าเป็นตัวท าละลายที่สกัดฟลาโวนอยด์ได้ดีที่สุด รองลงมาคือเอทานอล และ
เอทิลอะซีเตท โดยน้ าเป็นตัวท าละลายมีขั้วสูงสุด ตามด้วยเอทานอล และเอทิลอะซีเตท ตามล าดับ 
Sen และคณะ [70] สกัดฟลาโวนอยด์จากใบ Meyna spinosa Roxb. ด้วยตัวท าละลายเมทานอล
และเอทิลอะซีเตทแบบซอกห์เลต พบว่าเมทานอลมีประสิทธิภาพสูงกว่าเอทิลอะซีเตท เมทานอลเป็น
ตัวท าละลายที่มีขั้วสูงกว่าเอทิลอะซีเตท แต่ต่ ากว่าเอทานอล ฟลาโวนอยด์ประกอบด้วยสารที่มีขั้ว 
เช่น Flavonoid glycosides และสารไม่มีขั้วเช่น Flavonoid aglycones [71] ฟลาโวนอยด์ที่พบใน
ชากฤษณาน่าจะประกอบด้วยสารที่มีขั้วมากกว่าสารไม่มีขั้ว น้ าจึงเป็นตัวท าละลายที่มีประสิทธิภาพ
สูงสุด Seo และคณะ [72] ศึกษาตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดฟลาโวนอยด์และฟีนอลิกส์จาก
ใบฝรั่ง และพบว่าน้ าเป็นตัวท าละลายที่ดีกว่าเอทานอลและเมทานอล สอดคล้องกับ Nyirenda และ
คณะ [73] ที่กล่าวว่าน้ าเป็นตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดฟลาโวนอยด์และฟีนอลิกส์ 
 
ตารางที่ 3-5 ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดแต่ละสภาวะ 

การ
ทดลองที่ 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

เวลาสกัด 
(วัน) 

ความเร็ว
รอบ 

(รอบ/นาที) 

ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 
(mg QE/g agarwood)  

น้ า เอทานอล 
เอทิลอะซิ

เตท 
1 30 1 80 7.92±0.11 3.46±0.05 1.15±0.08 
2 30 2 0 5.35±0.16 0.93±0.02 0.57±0.04 
3 30 2 160 12.14±0.08 3.18±0.10 0.88±0.04 
4 30 3 80 15.36±0.05 3.16±0.07 0.97±0.02 
5 55 1 0 7.20±0.12 1.56±0.05 1.10±0.06 
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ตารางที่ 3-5 ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดแต่ละสภาวะ (ต่อ) 

การ
ทดลองที่ 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

เวลาสกัด 
(วัน) 

ความเร็ว
รอบ 

(รอบ/นาที) 

ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 
(mg QE/g agarwood)  

น้ า เอทานอล 
เอทิลอะซิ

เตท 
6 55 1 160 10.33±0.14 9.71±0.01 1.18±0.11 
7 55 2 80 7.84±0.05 5.21±0.03 3.23±0.05 
8 55 2 80 8.88±0.17 5.06±0.04 3.01±0.09 
9 55 2 80 7.80±0.05 5.16±0.08 3.05±0.03 
10 55 3 0 8.09±0.09 5.20±0.01 1.25±0.03 
11 55 3 160 12.62±0.11 5.79±0.06 1.61±0.05 
12 80 1 80 15.41±0.12 6.65±0.08 2.67±0.05 
13 80 2 0 12.81±0.11 8.57±0.05 1.87±0.03 
14 80 2 160 5.71±0.04 13.24±0.03 2.56±0.11 
15 80 3 80 4.20±0.06 8.76±0.04 3.34±0.04 

การสกัดแบบซอกห์เลต 4 ชั่วโมง 4.05±0.050 4.07±0.10 2.20±0.05 
 
 เมื่อน าปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดมาพล็อตกราฟดังภาพประกอบที่ 3-8 เพ่ือดู
แนวโน้มของอุณหภูมิในการสกัดและเวลาในการสกัดของการสกัดแบบเขย่า พบว่าน้ าเป็นตัวท า
ละลายที่ดีที่สุดในการสกัด โดยเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิก็จะท าให้ได้ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดเพ่ิมขึ้น 
เช่นเดียวกับเอทานอลและเอทิลอะซีเตท ยกเว้นการสกัดท่ีใช้ระยะเวลาในการสกัด 3 วัน ปริมาณฟลา
โวนอยด์ท้ังหมดที่ได้จากตัวท าละลายน้ าลดลงและค่าสูงสุดที่ได้กลับอยู่ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
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ภาพประกอบที่ 3-8 ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดของการสกัดแบบเขย่าในตัวท าละลายชนิดต่างๆ (a) 
ระยะเวลาการสกัด 1 วัน (b) ระยะเวลาการสกัด 2 วัน และ (c) ระยะเวลาการสกัด 3 วัน 
 
 เมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม RSM พบว่าการสกัดด้วยน้ า เอทานอล และ
เอทิลอะซีเตท ได้ค่า R2 เท่ากับ 0.86, 0.89 และ 0.98 ตามล าดับ ซึ่งค่า R2 ที่ได้มีค่าเข้าใกล้ 1 บ่ง
บอกถึงความน่าเชื่อถือของแบบจ าลอง สมการแสดงความสัมพันธ์ของตัวแปรที่มีผลต่อประสิทธิภาพ
ในการสกัดฟลาโวนอยด์ของตัวท าละลายทั้งสามแสดงในสมการที่ 3.2-3.4 
 
Y2 = −8.916 + 0.47x1 + 0.107x3 + 2.345x2

2 − 0.173x1x2 − 0.00174x1x3 
 
Y3 = −1.965 + 0.06785x3 + 0.000602x1

2 + 0.0336x1x2 − 0.02169x2x3 

 
 
Y4 = −4.113 + 0.09475x1 + 2.163x2 + 0.03196x3 − 0.000706x1

2 − 0.626x2
2 

          −0.000186x3
2 + 0.00861x1x2          

 
 เมื่อ Y2 คือ ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (mg QE/g agarwood) 
    จากการสกัดด้วยน้ า 
   Y3 คือ ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (mg QE/g agarwood) 
    จากการสกัดด้วยเอทานอล 
   Y4 คือ ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (mg QE/g agarwood) 
    จากการสกัดด้วยเอทิลอะซีเตท 
   x1 คือ อุณหภูมิในการสกัด (องศาเซลเซียส) 
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   x2 คือ เวลาในการสกัด (วัน) 
   x3 คือ ความเร็วรอบในการเขย่า (รอบ/นาที) 
 
 ผลการวิเคราะห์ ANOVA ของแบบจ าลองการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยน้ า เอทานอล 
และเอทิลอะซีเตทแสดงในตารางที่ 3-6, 3-7 และ 3-8 ตามล าดับ ค่า P-value < 0.05 ทุก
แบบจ าลอง 
 
ตารางที่ 3-6 ผลการวิเคราะห์ ANOVA ของการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยน้ า 

Source 
Sum of 
squares 

Degree of 
freedom 

Mean square F-value P-value 

Regression 151.44 86 30.29 10.77 0.00137 
Residual 25.31 14 2.812   
Lack of fit 24.56 14  (97) 3.508 9.3595 0.09990 
Pure Error 0.750 0  (3) 0.375   
Total 176.75 100    
 
ตารางที่ 3-7 ผลการวิเคราะห์ ANOVA ของการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยเอทานอล 

Source 
Sum of 
squares 

Degree of 
freedom 

Mean square F-value P-value 

Regression 135.14 90 33.79 22.31 
5.70796E-

05 
Residual 15.14 10 1.514   
Lack of fit 15.13 10  (100) 1.891 320.5173 0.00311 
Pure Error 0.01180 0  (0) 0.00590   
Total 150.29 100    
 
ตารางที่ 3-8 ผลการวิเคราะห์ ANOVA ของการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยเอทิลอะซีเตท 

Source 
Sum of 
squares 

Degree of 
freedom 

Mean square F-value P-value 

Regression 13.11 98 1.872 56.77 1.229E-05 
Residual 0.231 2 0.03298   
Lack of fit 0.203 2  (88) 0.04057 2.8948 0.276 
Pure Error 0.02803 0  (12) 0.01401   
Total 13.34 100    
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 จากสมการ 3.2-3.4 จะเห็นว่าตัวแปรทั้งสาม คือ อุณหภูมิ เวลา และความเร็วรอบ 
มีผลต่อการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยตัวท าละลายทั้งสามชนิด สภาวะที่เหมาะสมจากแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์และสภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองจริงของการสกัดด้วยตัวท าละลายต่างๆ แสดงใน
ตารางที่ 3-9, 3-10 และ 3-11 การเพ่ิมอุณหภูมิท าให้ได้ปริมาณฟลาโวนอยด์มากขึ้น จากแบบจ าลอง 
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เหมาะสมส าหรับทุกตัวท าละลาย เวลา 1 วัน เหมาะสมส าหรับการสกัด
ด้วยน้ าและเอทานอล ในขณะที่เวลา 2.3 วันเหมาะสมส าหรับการสกัดด้วยเอทิลอะซีเตท ความเร็ว
รอบท่ีเหมาะสมมีความแตกต่างกันในระหว่างตัวท าละลาย การสกัดด้วยน้ าไม่ควรมีการเขย่า การสกัด
ด้วยเอทานอลควรเขย่าด้วยความเร็วสูงสุด ในขณะที่การสกัดด้วยเอทิลอะซีเตทควรใช้ความเร็วค่า
กลาง เมื่อพิจารณาสภาวะจากการทดลองจริง การสกัดด้วยน้ าตามสภาวะที่เหมาะสมของการสกัด    
ฟีนอลิกส์ คือ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 1 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที น่าจะ
เหมาะสมส าหรับการสกัดฟลาโวนอยด์เช่นกัน ส่วนการสกัดด้วยเอทานอล สภาวะจากการทดลองจริง
ใกล้เคียงกับสภาวะจากแบบจ าลอง แต่เวลาสกัดเป็น 2 วัน เนื่องจากในการทดลองจริงไม่ได้
ด าเนินการสกัดตามสภาวะของแบบจ าลอง ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยเอทา
นอลจะใช้ตามสภาวะการทดลองจริง คืออุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 2 วัน และความเร็วรอบ 
160 รอบ/นาที ส าหรับการสกัดด้วยเอทิลอะซิเตท สภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองจริงใกล้เคียงกับ
สภาวะจากแบบจ าลอง ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมจะใช้ตามการทดลองจริงคือ อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เวลา 3 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที สอดคล้องกับ Sathishkumar และคณะ [74] 
ศึกษาการสกัดฟลาโวนอยด์จากใบของ Tabernaemontana heyneana Wall. ด้วยเอทานอล 75 
เปอร์เซ็นต์ พบว่าการเพ่ิมอุณหภูมิจาก 55 เป็น 85 องศาเซลเซียส ท าให้ได้ปริมาณฟลาโวนอยด์
เพ่ิมขึ้น แต่ฟลาโวนอยด์อาจถูกท าให้สลายตัวที่อุณหภูมิสูงกว่า 80 องศาเซลเซียส [75] และ
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Settharaksa และคณะ [76] ที่ทดสอบปริมาณฟลาโวนอยด์ในสารสกัด
จากเครื่องแกง พบว่าการเพ่ิมอุณหภูมิและระยะเวลาในการสกัด จะท าให้ปริมาณฟลาโวนอยด์ 
ปริมาณฟีนอลิกส์ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระลดลง เนื่องจากองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจะถูก
ท าลายได้ง่ายเม่ือได้รับความร้อนเป็นเวลานาน โดยที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส จะได้ปริมาณฟลา
โวนอยด์น้อยกว่าที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ 3-9 สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยน้ า 

 
อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

เวลา
สกัด 
(วัน) 

ความเร็ว
รอบ 

(รอบ/นาที) 

ปริมาณฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด 

(mg QE/g agarwood) 
สภาวะที่เหมาะสมจาก
แบบจ าลอง 

80 1 0 17.20 (Predicted) 

สภาวะจากการทดลอง 80 1 80 15.41 (Actual) 
สภาวะที่ได้จากการ
ค านวณ 

80 1 80 14.61 (Calculated) 
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ตารางที่ 3-10 สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยเอทานอล 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลาสกัด 
(วัน) 

ความเร็ว
รอบ 

(รอบ/นาที) 

ปริมาณฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด 

(mg QE/g agarwood) 
สภาวะที่เหมาะสมจาก
แบบจ าลอง 

80 1 160 11.96 (Predicted) 

สภาวะจากการทดลอง 80 2 160 13.24 (Actual) 
สภาวะที่ได้จากการ
ค านวณ 

80 2 160 11.18 (Calculated) 

 
ตารางที่ 3-11 สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยเอทิลอะซีเตท 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลาสกัด 
(วัน) 

ความเร็ว
รอบ 

(รอบ/นาที) 

ปริมาณฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด 

(mg QE/g agarwood) 
สภาวะที่เหมาะสมจาก
แบบจ าลอง 

80 2.3 86 3.57 (Predicted) 

สภาวะจากการทดลอง 80 3 80 3.34 (Actual) 
สภาวะที่ได้จากการ
ค านวณ 

80 3 80 3.24 (Calculated) 

 
 
3.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 สารต้านอนุมูลอิสระจากพืชสามารถแบ่งเป็น 4 ชนิด ได้แก่ กรดฟีนอลิกส์ (Gallic 
protochatechuic, Caffeic และ Rosmarinic acid) ฟีนอลิกส์ไดเทอร์พีน (Carnosol และ 
Carnosic acid) ฟลาโวนอยด์ (Quercetin และ Catechin) และน้ ามันหอมระเหย (Eugenol, 
Carvacrol, Thymol, และ Menthol) [77] การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical 
scavenging assay จะรายงานผลอยู่ในค่าของ IC50 โดยค่า IC50 ยิ่งต่ าจะยิ่งดี เนื่องจากค่า IC50 ต่ า
หมายการใช้ปริมาณสารสกัดเพียงเล็กน้อยก็สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ จากการวิเคราะห์ค่า IC50 
เทียบกับ GAE (mg/ml) ของสารสกัดแต่ละชนิดพบว่าสารที่สกัดด้วยน้ ามีค่า IC50 อยู่ในช่วง 20-58 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารที่สกัดด้วยเอทานอลมีค่า IC50 อยู่ในช่วง 19-44 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ
สารที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตทมีค่า IC50 อยู่ในช่วง 23-56 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร การสกัดด้วยซอกห์เลต
พบว่าสารที่สกัดด้วยเอทานอลและเอทิลอะซีเตทมีค่าใกล้เคียงกันคือ 57 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 
56 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ส่วนสารที่สกัดด้วยน้ ามีค่า IC50 เท่ากับ 38 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังแสดงใน
ตารางที่ 3-12 เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Nik Wil และคณะ [60] ที่สกัดสารจากใบกฤษณาสาย
พันธุ์ A. malaccensis ด้วยน้ าพบว่ามีค่า IC50 ของสารสกัดเท่ากับ 109.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ
จากงานวิจัยของ Zhou และคณะ [46] ที่ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก A. sinensis 
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ด้วยเอทานอลได้ค่า IC50 สูงถึง 80.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นั่นคือสารสกัดจากการทดลองนี้ด้วยน้ าและ
เอทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูงกว่างานวิจัยดังกล่าว จากผลการสกัดแบบซอกห์เลต สารสกัด
จากน้ ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด สารสกัดจากเอทานอลและเอทิลอะซีเตทมีฤทธิ์ใกล้เคียงกัน 
 
ตารางที ่3-12 ค่า IC50 ของสารสกัดแต่ละสภาวะ 

การ
ทดลอง

ที ่

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

เวลา
สกัด 
(วัน) 

ความเร็วรอบ 
(รอบ/นาที) 

IC50* 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)  

น้ า เอทานอล เอทิลอะซิเตท 
1 30 1 80 47±0.001 36±0.002 34±0.002 
2 30 2 0 32±0.001 43±0.002 33±0.001 
3 30 2 160 58±0.001 25±0.002 41±0.001 
4 30 3 80 34±0.003 44±0.002 43±0.001 
5 55 1 0 30±0.003 29±0.0022 46±0.001 
6 55 1 160 39±0.001 34±0.002 31±0.002 
7 55 2 80 32±0.002 39±0.002 56±0.0006 
8 55 2 80 34±0.001 41±0.002 55±0.002 
9 55 2 80 33±0.002 38±0.003 56±0.001 
10 55 3 0 44±0.002 39±0.002 50±0.002 
11 55 3 160 20±0.002 39±0.002 38±0.001 
12 80 1 80 20±0.004 28±0.002 32±0.001 
13 80 2 0 24±0.001 29±0.003 39±0.001 
14 80 2 160 56±0.002 19±0.0001 28±0.002 
15 80 3 80 47±0.002 25±0.002 23±0.001 

การสกัดแบบซอกห์เลต 4 ชั่วโมง 38±0.003 57±0.001 56±0.002 
*ค่า IC50 เกิดจากการพล็อตกราฟระหว่าง %Inhibition เทียบกับความเข้มข้นของสารสกัดหรือ
สารละลายมาตรฐานโดยใช้ 5 ความเข้มข้นคือ 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125, 0.00625 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร และท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง (triplicate) 
 
 เมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม RSM พบว่าสารที่สกัดด้วยน้ าและเอทานอล
มีค่า R2 เท่ากับ 0.46 และ 0.54 ตามล าดับ จึงไม่สามารถสรุปสภาวะที่เหมาะสมจากโปรแกรม RSM 
ได้ แต่จากการพิจารณาผลการทดลองพบว่าการสกัดด้วยน้ าที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 1 วัน 
และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที ซึ่งเป็นสภาวะที่สกัดฟีนอลิกส์และฟลาโวนอยด์ได้ปริมาณมากเป็น
สภาวะที่ให้ค่า IC50 ต่ า และการสกัดด้วยเอทานอลที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 2 วัน และ
ความเร็วรอบ 160 รอบ/นาที ซึ่งเป็นสภาวะจากการทดลองจริงที่สามารถสกัดฟลาโวนอยด์ได้ปริมาณ
มากเป็นสภาวะที่ให้ค่า IC50 ต่ า ส่วนสารสกัดด้วยเอทิลอะซีเตทมีค่า R2 เท่ากับ 0.92 และค่า 
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R2adjust เท่ากับ 0.82 บ่งบอกความน่าเชื่อถือของแบบจ าลอง โดยมีสมการผลของความสัมพันธ์ของ
ตัวแปรต่างๆ ต่อค่า IC50 ดังสมการที่ 3.5 
 
Y5 = −0.07440 + 0.00293x1 + 0.04461x2 + 0.000236x3 − 2.29333E−5x1

2 
          −0.00833x2

2 − 9.50521E−7x3
2 − 0.000180x1x2 − 0.000002375x1x3 

 
 เมื่อ Y5 คือ IC50 (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
   x1 คือ อุณหภูมิในการสกัด (องศาเซลเซียส) 
   x2 คือ เวลาในการสกัด (วัน) 
   x3 คือ ความเร็วรอบในการเขย่า (รอบ/นาที) 
 
 จากตารางที่ 3-13 ค่า P-value < 0.05 นอกจากนี้ตัวแปรอุณหภูมิ เวลา และ
ความเร็วรอบในการเขย่า มีค่า P-value เท่ากับ 0.00068, 0.000555 และ 0.03401 ตามล าดับ 
แสดงให้เห็นว่าทุกตัวแปรมีอิทธิพลต่อค่า IC50 และจากตารางที่ 3-14 สภาวะที่เหมาะสมจาก
โปรแกรม RSM คือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 1 วัน และความเร็วรอบ 0 รอบ/นาที ได้ค่า 
IC50 เท่ากับ 24 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งใกล้เคียงกับค่า IC50 ที่ได้จากสภาวะที่เหมาะสมจากการ
ทดลองมาก แต่สภาวะในการสกัดแตกต่างกันอย่างเห็นได้ชัด โดยสภาวะจากการทดลองที่เหมาะสม
คือ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 3 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที ซึ่งสอดคล้องกับสภาวะ
ที่เหมาะสมในการสกัดฟลาโวนอยด์ ดังนั้นสภาวะจากการทดลองจริงน่าจะเป็นสภาวะที่เหมาะสม
มากกว่า 
 
ตารางที่ 3-13 ผลการวิเคราะห์ ANOVA ของค่า IC50 ของสารสกัดด้วยเอทิลอะซิเตท 

Source 
Sum of 
squares 

Degree of 
freedom 

Mean square F-value P-value 

Regression 0.00143 92 0.000179 9.084 0.00744 
Residual 0.000118 8 1.96944E-05   
Lack of fit 0.000118 8  (99) 0.000029375 88.1250 0.01125 
Pure Error 6.66667E-07 0  (1) 3.33333E-07   
Total 0.00155 100    
 
  

3.5 
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ตารางที่ 3-14 สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารสกัดที่ได้ค่า IC50 ของสารสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทต่ า
ที่สุดโดยเปรียบเทียบระหว่างสภาวะที่โปรแกรมท านายกับสภาวะที่ทดลองจริง 

สภาวะ อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลาสกัด 
(วัน) 

ความเร็วรอบ 
(รอบ/นาที) 

IC50 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

สภาวะที่เหมาะสมจาก
แบบจ าลอง 

30 1 0 24 (Predicted) 

สภาวะจากการทดลอง 80 3 80 23 (Actual) 
สภาวะที่ได้จากการ
ค านวณ 

80 3 80 26 (Calculated) 

 
3.5 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจากชากฤษณา  
 เทคนิคการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปค
โตรมิเตอร์มีจุดเด่นที่ความสามารถในการวิเคราะห์เชิงคุณภาพและเชิงปริมาณที่ต้องการความแม่นย า 
โดยองค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดจะถูกแยกออกมาในแต่ละช่วงเวลา ซึ่งเวลาที่สารแยกออกมานั้น
สามารถบอกชนิดของสารได้โดยเทียบกับค่ารีเทนชันไทม์ (Retention time: RT) และ แมสสเปคตรัม 
(Mass spectrum) และน าผลการวิเคราะห์มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล (Library) เพ่ือความถูกต้อง
ได้โดยไม่จ าเป็นต้องใช้สารมาตรฐาน โดยฐานข้อมูลที่ใช้ในการทดลองนี้คือ Wiley 9th โดยที่ค่าดัชนี
ความเหมือน (Similarity index: SI) ที่ยอมรับควรมากกว่าหรือเท่ากับ 900 
 พิจารณาองค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดจากชากฤษณาแต่ละตัวท าละลายพบว่า 
สารสกัดด้วยน้ ามีสารที่ส าคัญและมีฤทธิ์ทางชีวภาพคือ 2,3-Butanediol, Eucalyptin, 4H-1-
Benzopyran-4-one, Pentacosane, Taraxerone และ Lup-20(29)-en-3-one แสดงในตารางที่ 
3-15 เมื่อเปรียบเทียบกับการสกัดแบบซอกห์เลตซึ่งมีสารที่เหมือนกันหนึ่งตัวคือ 2,3-Butanediol 
ส่วนสารสกัดด้วยเอทานอลมีสารที่ส าคัญและมีฤทธิ์ทางชีวภาพคือ  2,3-Butanediol, 
Neophytadiene, 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl, Stigmast-5-en-3-ol, D:A-
Friedooleanan-3-one และ Friedelanol แสดงในตารางที่ 3-16 เมื่อเทียบกับการสกัดด้วยซอกห์
เลตพบว่าสารส าคัญได้แก่ Cyclotetradecan, Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl), 1-
Hexadecene, Neophytadiene, 2-Hexadecen-1-ol และ 3,7,11,15-Tetramethyl ซึ่งการสกัด
ทั้งสองวิธีมีสารที่เหมือนกันคือ 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-Tetramethyl และสารสกัดด้วย
เอทิลอะซิเตทมีสารที่ส าคัญและมีฤทธิ์ทางชีวภาพคือ 1-Tridecanol, Phenol, 2,4-Bis(1,1-
dimethylethyl), 1-Hexadecene, Neophytadiene, Hexadecanoic acid methyl ester, 
Hexadecanoic acid, 9-Octadecenoic acid (Z)-, 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-
Tetramethyl, Octadecanoic acid, Celidoniol deoxy, Stigmast-5-en-3-ol, D:A-
Friedooleanan-3-one และ Friedelanol แสดงในตารางที่ 3-17 เมื่อเทียบกับการสกัดด้วยซอกห์
เลตพบว่าสารส าคัญได้แก่ Cyclotetradecane, Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl), 1-
Hexadecene, 1-Octadecene, Neophytadiene, 2-Pentadecanone, 6,10,14-Trimeth, 7,9-
di-tert-butyl-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-diene-2,8-dione, 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-
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Tetramethyl, และ Celidoniol deoxy ซึ่งการสกัดทั้งสองวิธีมีสารที่เหมือนกันคือ Phenol,2,4-
bis(1,1-dimethylethyl), 1-Hexadecene, Neophytadiene, และ Celidoniol deoxy 
 สารสกัดจากชากฤษณาด้วยเอทิลอะซิเตทพบองค์ประกอบทางเคมีจากการวิเคราะห์
ด้วยวิธี GC-MS มากที่สุด รองลงมาคือตัวท าละลายเอทานอล และน้ าน้อยที่สุด ทั้งนี้เนื่องจากการ
วิเคราะห์ GC-MS ที่ใช้เป็นการวิเคราะห์ส าหรับตรวจค้นสารประกอบทั่วไป ไม่ได้เฉพาะเจาะจงว่าเป็น
สารที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ   
 
ตารางที่ 3-15 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้น้ าเป็นตัวท าละลายวิเคราะห์ด้วย
วิธี GC-MS 

Soxhlet extraction (H2O) Maceration extraction (H2O) 

SI RT 
Area 
(%) 

Compound SI RT 
Area 
(%) 

Compound 

797 4.21 3.93 2,3-Butanediol 908 4.65 1.56 2,3-Butanediol 

658 45.82 3.08 (-)-Loliolide 760 59.42 12.00 
Eucalyptin, 4H-1-
Benzopyran-4-one  

575 46.28 2.16 
Bis(cyclohex-3-
enylmethyl)am

ine 
870 73.24 27.78 Pentacosane 

545 67.11 1.94 
Stigmast-5-en-

3-ol 
769 75.54 1.65 Taraxerone 

    763 75.97 1.87 Lup-20(29)-en-3-one 
 

ตารางที่ 3-16 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้ เอทานอลเป็นตัวท าละลาย
วิเคราะห์ด้วยวิธี GC-MS 

Soxhlet extraction (Ethanol) Maceration extraction (Ethanol) 

SI RT 
Area 
(%) 

Compound SI RT 
Area 
(%) 

Compound 

896 4.07 3.10 2,3-Butanediol 924 4.04 0.36 2,3-Butanediol 

915 30.42 3.80 Cyclotetradecan 912 47.29 0.44 Neophytadiene 

936 35.52 8.58 
Phenol, 2,4-bis(1,1-

dimethylethyl) 
892 51.90 1.12 

Hexadecanoic 
acid 

882 36.57 1.74 Dihydroactinidiolide 890 52.62 1.11 
Hexadecanoic 

acid ethyl ester 
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ตารางที่ 3-16 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลาย
วิเคราะห์ด้วยวิธี GC-MS (ต่อ) 

Soxhlet extraction (Ethanol) Maceration extraction (Ethanol) 

SI RT 
Area 
(%) 

Compound SI RT 
Area 
(%) 

Compound 

867 37.84 2.08 Dodecanoic acid 930 56.14 0.79 
2-Hexadecen-1-ol, 

3,7,11,15-
tetramethyl 

938 38.53 5.69 1-Hexadecene 809 57.86 0.78 
9-Octadecenoic 

acid (Z)-ethyl ester 
822 45.83 7.87 1-Octadecene 901 72.77 5.75 Stigmast-5-en-3-ol 

764 46.25 1.26 

2-Cyclohexen-1-
one, 4-hydroxy-
3,5,5-trimethyl-4-
(3-oxo-1-butenyl) 

850 74.44 2.42 Olean-12-en-3-ol 

901 47.26 2.85 Neophytadiene 880 75.04 3.94 Triacontane 

874 47.58 1.79 
2-Pentadecanone, 
6,10,14-Trimethyl 

768 80.75 1.75 
Stigmast-5-en-3-ol, 

Oleate 
887 51.86 6.81 Hexadecanoic acid 873 82.77 12.13 Friedelanol 

815 52.59 10.76 
Hexadecanoic acid, 

Ethyl ester 
912 83.37 14.39 

D:A-Friedooleanan-
3-one 

925 56.11 7.41 
2-Hexadecen-1-ol, 

3,7,11,15-
Tetramethyl 

922 84.78 2.69 Stigmast-5-en-3-ol 

826 57.84 4.81 
9-Octadecenoic 

acid (Z)-ethyl ester 
716 85.11 2.44 

2-Hexadecen-1-ol, 
3,7,11,15-

Tetramethyl 

878 58.63 2.64 
Octadecanoic acid, 

Ethyl ester 
824 85.43 2.42 Olean-12-en-3-ol 

785 63.00 1.47 
4,8,12-

Trimethyltridecan-
4-olide 

854 88.43 2.61 Friedelanol 
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ตารางที่ 3-17 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้เอทิลอะซิเตทเป็นตัวท าละลาย
วิเคราะห์ด้วยวิธี GC-MS 

Soxhlet extraction (EA) Maceration extraction (EA) 

SI RT 
Area 
(%) 

Compound SI RT 
Area 
(%) 

Compound 

930 30.44 6.20 Cyclotetradecane 923 30.43 0.64 1-Tridecanol 

942 35.36 11.21 
Phenol, 2,4-

Bis(1,1-
dimethylethyl) 

940 35.54 1.69 
Phenol, 2,4-Bis(1,1-

dimethylethyl) 

945 38.56 8.47 1-Hexadecene 937 38.54 0.85 1-Hexadecene 

711 41.71 3.04 
2,6-Di-tert-butyl-4-

nitrophenol 
868 45.85 1.14 1-Octadecene 

829 42.49 1.06 
Acrylic acid, 

Tetradecanyl ester 
916 47.28 1.08 Neophytadiene 

925 45.86 8.69 1-Octadecene 898 47.59 0.50 
2-Pentadecanone, 
6,10,14-Trimethyl 

922 47.27 1.97 Neophytadiene 928 50.47 6.65 
Hexadecanoic acid 

methyl ester 

907 47.59 1.62 
2-Pentadecanone, 
6,10,14-Trimeth 

903 51.98 2.47 Hexadecanoic acid 

908 49.87 1.25 

7,9-di-tert-butyl-1-
oxaspiro[4.5]deca-

6,9-diene-2,8-
dione 

914 55.88 1.68 
9-Octadecenoic acid 

(Z)-, Methyl ester 

897 52.04 10.69 Hexadecanoic acid 920 56.13 1.45 
2-Hexadecen-1-ol, 

3,7,11,15-tetramethyl 

901 52.49 8.68 1-Octadecene 925 56.70 0.82 
Octadecanoic acid 

methyl ester 

928 56.14 3.03 
2-Hexadecen-1-ol, 

3,7,11,15-
tetramethyl 

757 66.45 2.85 

9-Octadecenoic acid 
(Z)-, 2-Hydroxy-1-

(hydroxymethyl)ethyl 
ester 
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ตารางที่ 3-17 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้เอทิลอะซิเตทเป็นตัวท าละลาย
วิเคราะห์ด้วยวิธี GC-MS (ต่อ) 

Soxhlet extraction (EA) Maceration extraction (EA) 

SI RT SI RT SI RT SI RT 

886 58.56 6.69 1-Eicosanol 874 67.55 1.19 

Hexadecanoic acid, 2-
Hydroxy-1-

(hydroxymethyl) ethyl 
ester 

847 64.13 2.29 Cyclotetracosane 897 76.53 0.70 Celidoniol deoxy 

922 76.54 1.81 Celidoniol deoxy 777 78.23 2.27 
Eucalyptin, 4H-1-
Benzopyran-4-one  

    922 81.03 3.43 Celidoniol deoxy 

    862 83.78 4.04 
Stigmasta-5, 
22-dien-3-ol 

    914 84.78 7.04 Stigmast-5-en-3-ol 

    880 85.43 3.27 Olean-12-en-3-ol 

    825 85.74 2.66 Lup-20(29)-en-3-one 

    769 86.27 2.38 

4,4,6A,6B,8A,11,11, 
14B-Octamethyl-

1,4,4A,5,6,6A,6B,7,8, 
8A,9,10,11,12,12A,14,14

A 
    874 88.47 14.05 Friedelanol 

 
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC-MS ในทุกตัวท าละลาย เพ่ือตรวจหาสารประกอบ
เบื้องต้นพบว่า องค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดประกอบด้วยสารที่มีฤทธิ์แตกต่างกันหลายชนิด เช่น 
2,3-Butanediol เป็นสารตั้งต้นในการผลิตสารเคมีและเครื่องส าอางต่างๆ โดยเป็นสารประกอบ
แอลกอฮอล์กลิ่นคล้ายเนยหรือครีม [78] Eucalyptin มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย [79]  Pentacosane 
เป็นสารจ าพวกโวลาไทล์ออยล์ (Volatile oil) มีฤทธิ์ต้านการอักเสบและฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียและ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ [80] [81] Taraxerone เป็นสารจ าพวกไตรเทอร์ปีนอยส์มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อ
แบคทีเรีย [82] 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-Tetramethyl หรือ Phytol เป็นสารจ าพวกน้ ามัน
หอมระเหย มีฤทธิ์กระตุ้นประสาทและท าให้ความอยากอาหารลดลง [83] สามารถป้องกัน
โรคเบาหวานได้ [84] Lup-20(29)-en-3-one หรือ Lupeol เป็นสารจ าพวกไตรเทอร์ปีนอยด์
เช่นเดียวกัน ซึ่งสาร Lupeol เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่พบได้ในผักและผลไม้ มีฤทธิ์ในการต้านการ
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อักเสบและต้านมะเร็ง [63] เป็นสารป้องกันการก่อมะเร็ง และยังต้านเชื้อแบคทีเรียและโปรโตซัวอีก
ด้วย [85] Hexadecanoic acid หรือ Palmitic acid เป็นกรดไขมันที่พบได้ทั้งในพืชและสัตว์ เป็น
สารตั้งต้นในการผลิตสบู่และเครื่องส าอาง และหากรับประทานเข้าไปในปริมาณมากอาจจะเสี่ยงต่อ
การเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด [86] โดยงานวิจัยของ Raman V และคณะ [87] สกัดต้นสาปเสือ
ด้วยน้ าและเมทานอลแล้วน าสารสกัดที่ได้มาวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย ฤทธิ์ต้านอนมูลอิสระ 
และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยวิธี GC-MS พบว่า สาร Neophytadiene มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ
แบคทีเรียและต้านการอักเสบ ส่วน 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-Tetramethyl และ 
Stigmasterol มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ  
 
 
3.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียในสารสกัดที่มีค่า IC50 ที่ดีที่สุด 
 มีการน าสารจากกฤษณาใช้เป็นยารักษาโรคมากกว่าสองพันปีมาแล้ว จากการศึกษา
ของ Yagura และคณะ [88] พบว่าสารกฤษณามีฤทธิ์ต้านมะเร็งอย่างมีนัยส าคัญ สามารถเป็นยาแก้
ปวดและมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ [89] อีกทั้งยังสามารถป้องกันภาวะซึมเศร้าได้อีกด้วย [24] เอนโดน
ไฟต์ (Endophytes) จากต้นกฤษณาอาจจะเป็นแหล่งที่อุดมไปด้วยยาต้านจุลชีพและกลไกการต้าน
เชื้อ 
 3.6.1 การศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี Agar dilution method 
 จากการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในช่องปากด้วยวิธี Agar 
dilution method ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 3-18 โดยใช้คลอร์เฮกซิดีนกลูโคเนตเป็นตัวยาทดสอบ 
ซึ่งโซนยับยั้งที่ได้จะน ามาลบกับเส้นผ่านศูนย์กลางของถ้วยทรงกระบอกซึ่งมีขนาด 6 มิลลิเมตร พบว่า
สารที่สกัดด้วยน้ ามีฤทธิ์ต้านเชื้อ P. gingivalis โดยมีโซนยับยั้งเท่ากับ 12 มิลลิเมตร ซึ่งน้อยกว่าตัวยา
ที่ใช้ในการเปรียบเทียบถึงสองเท่า ส่วนสารที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตทสามารถต้านเชื้อ S. mutan ได้ 
โดยมีโซนยับยั้งเท่ากับ 8.9 มิลลิเมตร ซึ่งน้อยกว่าโซนยับยั้งของตัวยาถึงห้าเท่า สารสกัดทั้งสองออก
ฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแต่ประสิทฺธิภาพในการยับยั้งต่ ากว่าตัวยาอยู่มาก เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพใน
การฆ่าเชื้อแบคทีเรีย อาจจะต้องน าสารสกัดจากชากฤษณาไปผ่านการอบฆ่าเชื้อภายใต้ความดันสูง
ก่อนน าไปทดสอบ [90] เมื่อเทียบกับงานวิจัยของ ปานตา ตรีสุวรรณและคณะ [91] ที่ศึกษาเรื่องผล
ของสารสกัดโพลีฟีนอลจากเปลือกมังคุดต่อการยับยั้งเชื้อ S. mutan ในห้องปฏิบัติการด้วยวิธี Agar 
well diffusion พบว่า มีโซนยับยั้ง 9.53 มิลลิเมตร ซึ่งมีประสิทธิภาพมากกว่าสารสกัดจากชากฤษณา 
ในขณะที่สารสกัดด้วยเอทานอลและสารที่สกัดด้วยวิธีซอกห์เลตไม่มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อทุกตัวที่ใช้ใน
การทดสอบนี้ 
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ตารางที่ 3-18 ผลการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดชนิดต่างๆ ด้วยวิธี Agar dilution method 

Samples 
Inhibition zone (mm) 

S. mutan  S. salivarius  P. gingivalis  

DI-water (#marceration) 0 0 12 

DI-water (#soxhlet) 0 0 0 

Ethanol (#marceration) 0 0 0 

Ethanol (#soxhlet) 0 0 0 

Ethyl acetate (#marceration) 8.9 0 0 

Ethyl acetate (#soxhlet) 0 0 0 

1% Chlorhexidine solution (300 µl) 39 27 - 

1% Chlorhexidine solution (100 µl) 0 0 - 

0.2% Chlorhexidine solution (300 µl) - - 30 

0.2% Chlorhexidine solution (100 µl) - - 26 

5% DMSO 0 0 0 

Sterile water  0 0 0 
 
 จากตารางที่ 3-18 พบว่าสารทีส่กัดด้วยเอทานอลและสารที่สกัดด้วยวิธีซอกห์เลตไม่
มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อทุกตัวที่ใช้ในการทดสอบนี้ เนื่องจากสารละลายเอทานอลอาจจะไม่สามารถสกัด
สารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียในช่องปากได้ แต่อาจจะสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่
ไม่ได้น ามาใช้ในการทดสอบนี้ ส่วนวิธีการสกัดแบบซอกห์เลตไม่สามารถยับยั้งได้ในทุกตัวท าละลาย 
อาจมีสาเหตุมาจากวิธีการสกัดที่ให้ความร้อนเท่ากับจุดเดือดของตัวท าละลายชนิดนั้นๆ สารละลายที่
ผ่านการควบแน่นท าให้อุณหภูมิลดลงก่อนจะหยดลงมาอยู่ในซอกห์เลต ใช้เวลาในการสกัดน้อยกว่า
วิธีการสกัดแบบเขย่า และไม่มีการเขย่า สารสกัดที่ได้จึงไม่มีสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
 
 3.6.2 การทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 
(Minimal inhibitory concentration: MIC) และทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อ
แบคทีเรียได้ (Minimal bactericidal concentration: MBC) 
 ตารางที่ 3-19 แสดงสารสกัดชากฤษณาที่สกัดด้วยน้ า พบว่ามฤีทธิ์ในการต้านเชื้อ P. 
gingivalis โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (MIC) อยู่
ที่ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ (MBC) เท่ากับ
ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย นั่นก็คือ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
เช่นเดียวกัน โดยใช้เมโทรนิดาโซลที่ความเข้มข้น 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น Positive control  
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 ส าหรับสารสกัดชากฤษณาที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตทแสดงฤทธิ์ต้านเชื้อ S. mutans 
โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (MIC) อยู่ที่ 0.25 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ (MBC) เท่ากับค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย และเท่ากับค่าทั้งสองข้างต้นของสารสกัดชา
กฤษณาที่ใช้น้ าเป็นตัวท าละลายในการสกัด โดยใช้แวนโคมัยซินที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็น Positive control 
 
ตารางที่ 3-19 แสดงค่า MIC และ MBC ของสารสกัดชากฤษณาที่ใช้น้ าและเอทิลอะซิเตทเป็นตัวท า
ละลาย 

Sample 
MIC (mg/ml) MBC (mg/ml) 

S. mutans P. gingivalis S. mutans P. gingivalis 
DI-water (#12) - 0.25 - 0.25 
Ethyl acetate (#37) 0.25 - 0.25 - 
Vancomycin 0.32×10-3 - 0.28×10-3 - 
Metronidazole - 0.38×10-3 - 0.33×10-3 
  
 ค่า MIC และ ค่า MBC ที่เท่ากันของสารสกัดท้ังสองแสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ของสารสกัด
จากชากฤษณาฆ่าเชื้อได้ดีแม้สารจะมีความเข้มข้นต่ า เมื่อเปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะเมโทรนิดาโซล
และแวนโคมัยซินพบว่า มีค่า MIC และ MBC ต่ ากว่าของสารสกัด แสดงว่าสารสกัดจากชากฤษณามี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียต่ ากว่ายาปฏิชีวนะ ปานตาและคณะ [87] น า
สารสกัดจากเปลือกมังคุดที่สกัดด้วยเอทานอลมาหาค่า MIC ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 
S.mutans สายพันธุ์ ATCC 25175 พบว่า มีค่า MIC เท่ากับ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเท่ากับผล
การทดลองข้างต้น แต่มีค่า MBC เท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมากกว่าค่า MIC ส่วนการทดสอบ
เชื้อ P.gingivalis พบว่างานวิจัยของ Waranyoo และคณะ [92] มีฤทธิ์ต้านเชื้อ P.gingivalis ที่ดีกว่า
ฤทธิ์ต้านเชื้อของสารสกัดจากชากฤษณา โดยในงานวิจัยจะแสดงฤทธิ์ต้านเชื้อของสารออกซีเรสเวอรา
ทรอล (Oxyresveratrol) ซึ่งมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย P.gingivalis พบว่ามีค่า MIC เท่ากับ 0.07 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า MBC เท่ากับ 0.16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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บทที่ 4 
บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
4.1 บทสรุป 
 4.1.1 ผลได้จากการสกัด 
 ศึกษาการสกัดสารจากชากฤษณาสายพันธุ์ Aquilaria subintegra โดยปัจจัยที่
ศึกษาคือ ตัวท้าละลาย (น ้า เอทานอล และเอทิลอะซิเตท) อุณหภูมิ (30, 55 และ 80 องศาเซลเซียส) 
ระยะเวลาการสกัด (1, 2 และ 3 วัน) และความเร็วรอบในการเขย่า (0, 80 และ 160 รอบ/นาที) ด้วย
การสกัดแบบเขย่า โดยใช้โปรแกรม RSM ในการออกแบบการทดลอง และเปรียบเทียบกับการสกัด
แบบซอกห์เลต พบว่าการสกัดแบบซอกห์เลตเป็นเวลา 4 ชั่วโมงให้ผลได้การสกัดต่้ากว่าการสกัดแบบ
เขย่าที่สภาวะที่เหมาะสมด้วยตัวท้าละลายทุกชนิดเนื่องจากการใช้เวลาสกัดน้อยกว่ามาก น ้าซึ่งมี
ความเป็นขั วสูงสุดเป็นตัวท้าละลายที่ดีที่สุด นั่นคือสารที่สกัดได้จากชากฤษณาน่าจะประกอบด้วยสาร
ที่มีขั วในปริมาณที่สูงกว่าสารไม่มีขั ว สภาวะการสกัดด้วยน ้าที่เหมาะสมคือ อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน และใช้ความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที สภาวะการสกัดด้วยเอทานอลที่
เหมาะสมคือ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 3 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที และสภาวะ
การสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทที่เหมาะสมคือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เวลา 2 วัน และความเร็วรอบ 
80 รอบ/นาที ความเร็วรอบในการเขย่าที่เหมาะสมมีค่าเท่ากันส้าหรับการสกัดด้วยตัวท้าละลายทั ง
สาม อุณหภูมิที่เหมาะสมของน ้าและเอทานอลมีค่าเท่ากันคือ 80 องศาเซลเซียสในขณะที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมของเอทิลอะซิเตทมีค่าต่้ากว่า เวลาการสกัดที่เหมาะสมของทั งสามตัวท้าละลายมีความ
แตกต่างกัน 
 4.1.2 การสกัดฟีนอลิกส ์
 ฟีนอลิกส์เป็นหนึ่งในสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณฟีนอลิกส์ทั งหมดของสาร
สกัดมีค่าอยู่ในช่วง 0.47-29.80 mg GAE/g agarwood โดยวิธีการสกัดแบบเขย่าให้ผลดีกว่าการสกัด
แบบซอกห์เลต ประสิทธิภาพการสกัดของตัวท้าละลายเรียงล้าดับจากมากไปน้อย คือ น ้า >          
เอทานอล > เอทิลอะซิเตท การสกัดฟีนอลิกส์ด้วยตัวท้าละลายทั งสามชนิดมีสภาวะที่เหมาะสม
สอดคล้องกันคือที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 วัน และความเร็วรอบในการเขย่า 80 
รอบ/นาท ี
 4.1.3 การสกัดฟลาโวนอยด์ 
 ฟลาโวนอยด์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระเช่นกัน ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั งหมดของสาร
สกัดมีค่าอยู่ในช่วง 0.57-15.66 mg QE/g agarwood โดยน ้าเป็นตัวท้าละลายที่ดีที่สุดในการสกัด 
ฟลาโวนอยด์เช่นเดียวกับการสกัดฟีนอลิกส์ สภาวะที่เหมาะสมของการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยน ้า คือ 
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 1 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที เหมือนกับการสกัด         
ฟีนอลิกส์ สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วยเอทานอล คืออุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
เวลา 2 วัน และความเร็วรอบ 160 รอบ/นาที และสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดฟลาโวนอยด์ด้วย
เอทิลอะซิเตท คือ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 3 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที ดังนั น
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส มีความเหมาะสมส้าหรับตัวท้าละลายทั งสาม เวลาการสกัดที่เหมาะสมมี
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ความแตกต่างกันระหว่างตัวท้าละลายทั งสาม การสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทควรใช้เวลานานที่สุด 
ความเร็วรอบของการสกัดด้วยน ้าและเอทิลอะซิเตทมีค่าเท่ากันคือ 80 รอบ/นาที ส่วนการสกัดด้วย 
เอทานอลควรใช้ความเร็วรอบท่ีสูงขึ น 
 4.1.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 การสกัดด้วยน ้าที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 1 วัน และความเร็วรอบ 80 
รอบ/นาที ซึ่งเป็นสภาวะที่สกัดฟีนอลิกส์และฟลาโวนอยด์ได้ปริมาณมากเป็นสภาวะที่มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระสูง การสกัดด้วยเอทานอลที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 2 วัน และความเร็วรอบ 
160 รอบ/นาที ซึ่งเป็นสภาวะที่สกัดฟลาโวนอยด์ได้ปริมาณมากเป็นสภาวะที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง 
และการสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทที่สกัดฟลาโวนอยด์ได้ปริมาณมาก คือ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
เวลา 3 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง สารสกัดด้วยน ้าและเอทานอล
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงใกล้เคียงกัน ส่วนสารสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่้ากว่า 
 4.1.5 องค์ประกอบทางเคมีในสารสกัด 
 สารประกอบที่ตรวจพบในสารสกัดชากฤษณาที่ใช้ตัวท้าละลายทั งสามชนิดส่วนใหญ่
จะเป็นสารจ้าพวกเทอร์ปีนอยส์ซึ่งเป็นสารอินทรีย์ที่พบมากในส่วนต่างๆ ของพืช โดยสารบางตัวจะมี
คุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ พบได้ทั งในสารสกัดที่ใช้ตัวท้าละลายทั งสามชนิด  โดยเฉพาะใน
สารสกัดที่ใช้น ้าเป็นตัวท้าละลาย ได้แก่ Pentacosane, 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-
tetramethyl และ Lup-20(29)-en-3-one ส่วนสารที่มีคุณสมบัติในการต้านเชื อแบคทีเรียและต้าน
การอักเสบ ได้แก่ Eucalyptin, Pentacosane, Taraxerone, Lup-20(29)-en-3-one, 
Neophytadiene และ Friedelanol จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจะพบว่าสารที่สกัดด้วย
น ้าให้ผลดีที่สุด ซึ่งมีสาร Pentacosane เป็นสารประกอบหลัก ส้าหรับฤทธิ์ในการต้านเชื อจะพบใน
สารสกัดจากน ้าและเอทิลอะซิเตท ซึ่งในสารสกัดของเอทิลอะซิเตทมีสาร Friedelanol เป็น
องค์ประกอบหลัก 
 4.1.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 
 สารที่สกัดด้วยน ้ามีฤทธิ์ต้านเชื อ P. gingivalis สารที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตทสามารถ
ต้านเชื อ S. mutan ได้ ในขณะที่สารสกัดด้วยเอทานอลและสารที่สกัดแบบซอกห์เลตไม่มีฤทธิ์ในการ
ต้านเชื อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในช่องปากทุกตัวที่ใช้ในการทดสอบนี  จากนั นน้าสารสกัดที่มีฤทธิ์ใน
การต้านเชื อข้างต้นมาทดสอบค่า MIC และ MBC พบว่าสารสกัดทั งสองมีค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่
สามารถยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรียและค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่สามารถฆ่าเชื อแบคทีเรียได้ 
0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เท่ากัน แสดงว่าที่ความเข้มข้นต่้าสุดก็สามารถฆ่าเชื อแบคทีเรียได้โดยใช้
สารสกัดปริมาณน้อย ดังนั นควรมีการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากน ้าและเอทิลอะซิเตทด้วยวิธีแบบ
เขย่าเพ่ิมเติม 
 4.1.7 สภาวะการสกัดที่เหมาะสม 
 พบว่าสภาวะการสกัดที่เหมาะสมเพ่ือให้ได้ผลได้สารสกัด ปริมาณฟีนอลิกส์ทั งหมด 
ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง ของตัวท้าละลายน ้า เอทานอล และ
เอทิลอะซิเตท มีความสอดคล้องและแตกต่างกันอยู่บ้าง ถ้าพิจารณาในภาพรวม น ้าเป็นตัวท้าละลายที่
ดีที่สุด โดยมีสภาวะที่เหมาะสมคืออุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 1 วัน และความเร็วรอบ 80 
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รอบ/นาที สภาวะที่เหมาะสมของการสกัดด้วยเอทานอล คือที่ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 2 
วัน และความเร็วรอบ 160 รอบ/นาที และสภาวะที่เหมาะสมของการสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทคือ 
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 3 วัน และความเร็วรอบ 80 รอบ/นาท ี
 
 
4.2 ข้อเสนอแนะ  
 1. ควรศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารจากชากฤษณาด้วยน ้าเพ่ิมเติม โดย
เพ่ิมปัจจัยที่มีผลต่อการสกัด เช่น เพ่ิมอุณหภูมิการสกัด และลดระยะเวลาการสกัด เป็นต้น 
 2. ควรศึกษาวิจัยต่อยอดในเรื่องของการแยกสารให้บริสุทธิ์และศึกษาองค์ประกอบ
ทางเคมีของสารสกัดจากชากฤษณาที่ให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด 
 3. ควรศึกษาวิจัยต่อยอดในเรื่องของการแยกสารให้บริสุทธิ์และศึกษาองค์ประกอบ
ทางเคมีของสารสกัดจากชากฤษณาที่มีฤทธิ์ต้านเชื อแบคทีเรีย และศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียและ
จุลินทรีย์ชนิดอื่นๆ 
 4. เพ่ิมวิธีวิเคราะห์ด้วยวิธี High performance liquid chromatography (HPLC) 
และวิธี Liquid chromatograph mass spectrometer (LCMS) เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณ marker 
และ metabolite profile ของสารสกัดท่ีได้จากชากฤษณา   
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ภาคผนวก ก 
การออกแบบการทดลองด้วยโปรแกรม RSM 

 RSM เป็นเทคนิคทางสถิติ ในการตรวจสอบความสัมพันธ์ของตัวแปรที่สนใจ สามารถหาจุดที่
เหมาะสมจากความสัมพันธ์ของตัวแปรเหล่านั้นได้ 
 ตัวแปร (Input variable) ตัวแปรต้นหรือปัจจัยเชิงปริมาณ เช่น อุณหภูมิ เวลา ความดัน 
ความเข้มข้น และปริมาณสาร เป็นต้น 
 ค่าผลตอบสนอง (Response Variable) เป็นค่าคุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ เช่น 
เปอร์เซ็นต์ผลได้ (Yield) ความหนืด ความแข็ง และระดับความเข้ม (ทางประสาทสัมผัส) เป็นต้น 
 การใช้โปรแกรม RSM โดยเลือกใช้สมการ BBD ในการหาสภาวะที่เหมาะสมของการสกัดชา
กฤษณา ตัวแปรที่สนใจมี 3 ตัวแปร ได้แก่ อุณหภูมิในการสกัด (X1) เวลาในการสกัด (X2) และ
ความเร็วรอบในการเขย่า (X3) โดยโปรแกรมจะออกแบบการทดลองให้เราทั้งหมด 15 การทดลอง ซึ่ง
ออกแบบด้วย Second-order polynomial model ดังสมการ [47] 

𝑌 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑗𝑋𝑗 + ∑ 𝛽𝑗𝑗𝑋𝑗
2 + ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗

𝑖<𝑗

𝑘

𝑗=1

𝑘

𝑗=1

 

 
โดยที่ค่า  Y เป็นค่าตอบสนอง 

β0 เป็นสัมประสิทธ์ิค่าคงท่ี(constant coefficients)ของระยะตดัแกน 
βj เป็นสัมประสิทธ์ิค่าคงท่ีเชิงเส้น (linear) 
βjj เป็นสัมประสิทธ์ิค่าคงท่ีก าลังสอง (quadratic) 
βij เป็นสัมประสิทธ์ิค่าคงท่ีจุดตดั (interaction terms) 

 Xì, Xj เป็นตัวแปรทีส่นใจจะศึกษา (independent variables) 
ขั้นตอนการออกแบบการทดลองแสดงดังภาพประกอบที่ ก-1 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบที่  ก-1 ขั้นตอนการออกแบบการทดลอง 

เลือกรูปแบบการทดลอง
(Selection design) 

BBD รวบรวมผลการทดลอง
(Response Variable) 

สร้างสมการ
ความสัมพันธ์
(Regression) 

ทดสอบสมการ      
(Check model) 

Yes 

Failed 

หาสภาวะที่เหมาะสม      
(Optimization) 

ปรับปรุงโมเดล 
หา

สมการ
ใหม ่

วิเคราะห์
ใหม ่

ท าการ
ทดลองใหม ่

ตรวจสอบ
ข้อมูล 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกส์ทัง้หมด  

 
วิธีการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมดแสดงดังภาพภาพประกอบที่ ข-1 

 

ภาพประกอบที่  ข-1 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกส์ทั้งหมด 

แสดงวิธีค านวณ 

ค่า Total  phenolic content เปรียบเทียบกับ Gallic acid ค านวณจากสมการ [50] 

  

Total  phenolic content =  
GAE mg ml⁄ × ปริมาณสารสกดั(ml) × dilution factor

น้ าหนักสารสกดั(mg) × 10−3 g mg⁄
 

 

*หมายเหตุ blank = 100 µl DI water + 500 µl Folin-Ciocalteu Reagent + 400 µl Na2CO3 

น ำค่ำทีไ่ดไ้ปวเิครำะห ์

วัดค่าดูดกลืนแสง (Absorbance) ด้วยเครื่อง UV/VIS Spectrophotometer ที่ 765 nm 

วางทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 

น าไปเขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex 

เติม Na2CO3 (75 g/L) 400 µl 

เติม 500 µl Folin-Ciocalteu Reagent (dilute 10 เท่า) 

น าสารสกัดชากฤษณา 100 µl (หรือ GAE) ใส่ลงหลอดไมโครทิวป์ (Micro tube) 
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กราฟความเข้มข้นมาตรฐานของ GAE แสดงในภาพประกอบที่ ข-2 

 

 

ภาพประกอบที่ ข-2 กราฟความเข้มข้นมาตรฐานของ GAE 

 

ตัวอย่างการค านวณ 

 จากผลการทดลองของสารสกัดจากชากฤษณาที่สกัดด้วยน้ าพบว่า มีปริมาณฟีนอลิกส์
ทั้งหมดเท่ากับ 11.71 mg GAE/g agarwood โดยค านวณจากสมการ 

Total  phenolic content (mg GAE g agarwood⁄ ) =  
GAE mg ml⁄ × ปริมาณสารสกัด(ml) × dilution factor

น้ าหนักสารสกัด(mg) × 10−3 g mg⁄
 

            = (0.034 mg ml⁄ )×(10 ml)×4

(10 mg)×(10−3g mg)⁄
 

                                               = 136 mg GAE g extracted⁄  

ในชากฤษณา 1 กรัม สกัดได้สารสกัด 0.08608 กรัม 

ดังนั้น   136 × 0.08608 = 11.71 (mg GAE g agarwood)⁄  
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ภาคผนวก ค 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ทัง้หมด 

 
วิธีการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดแสดงดังภาพประกอบที่ ค-1 
 

 
 

ภาพประกอบที่ ค-1 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 
 
 
 

น าค่าท่ีได้ไปวิเคราะห์ 

วัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครือ่ง UV/VIS spectrophotometer ท่ี 415 nm 

วางทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 

น าไปเขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex 

เติม DI-water 560 µl 

เติม 1 M โพแทสเซียมอะซีเตต (C2H3KO2) 20 µl 

เติม 10% AlCl3 20 µl 

เติม 95% เอทานอล 300 µl 

น าสารสกัดชากฤษณา 100 µl (หรือ QE) ใส่ลงหลอดไมโครทิวป์ (Micro tube) 
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แสดงวิธีค านวณ 

ค่า Total  flavonoid content เปรียบเทียบกับ QE โดยค านวณจากสมการ [8] 

Total  flavonoid content (mg QE g agarwood⁄ ) =  
QE mg ml⁄ × ปริมาณสารสกัด(ml) × dilution factor

น้ าหนักสารสกัด(mg) × 10−3 g mg⁄
 

*หมายเหตุ blank = 100 µl DI water + 300 µl 95% เอทานอล + 20 µl 10% AlCl3 + 20 µl 1 
M C2H3KO2 + DI-water 560 µl 

กราฟความเข้มข้นมาตรฐานของ QE แสดงดังภาพประกอบที่ ค-2 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบที่ ค-2  กราฟความเข้มข้นมาตรฐานของ QE 

ตัวอย่างการค านวณ 

 จากผลการทดลองของสารสกัดจากชากฤษณาที่สกัดด้วยน้ าพบว่า มีปริมาณฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดเท่ากับ 7.92 mg QE/g agarwood โดยค านวณจากสมการ 

Total  flavonoid content (mg QE g agarwood⁄ ) =  
QE mg ml⁄ × ปริมาณสารสกัด(ml) × dilution factor

น้ าหนักสารสกัด(mg) × 10−3 g mg⁄
 

             =
(0.023 mg ml⁄ )×(10 ml)×4

(10 mg)×(10−3g mg)⁄
 

                                 = 92 mg QE g extracted⁄  

ในชากฤษณา 1 กรัม สกัดได้สารสกัด 0.08608 กรัม 

ดังนั้น   92 × 0.08608 = 7.92 (mg QE g agarwood)⁄  

y = 6.4885x + 0.0043 
R² = 0.9969 
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ภาคผนวก ง 
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ภาคผนวก ง 
การทดสอบฤทธิ์ต้านอนมุูลอิสระ 

 
วิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแสดงในภาพประกอบที่ ง-1 

 

ภาพประกอบทื่ ง-1 วิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 

*Blank คือ เอทานอล 500 µl + สารสกัดหรือ Gallic acid 500 µl 

**Control คือ เอทานอล 500 µl + สารละลาย DPPH 500 µl 

 

 

น าค่าท่ีได้ไปวิเคราะห์ 

วัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครือ่ง UV/VIS spectrophotometer ที่ 520 nm 

วางทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

น าไปเขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex 

เติม DPPH 500 µl 

น าสารสกัดชากฤษณา 500 µl (หรือ GAE) ใส่ลงหลอดไมโครทิวป์ (Micro tube) 

เตรียม Gallic acid ที่ 5 ความเข้มข้น 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 mg/ml 

เตรียมสารละลาย DPPH ปริมาณ 100 ml 
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วิธีค านวณค่า IC50 

พล็อตกราฟระหว่าง %inhibition กับ OD สารสกัด เพ่ือหาค่า IC50 ได้กราฟ IC50 ของสาร
สกัดดังแสดงในภาพประกอบที่ ง-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบที่ ง-2 แสดงกราฟ IC50 ของ สารสกัด#1 

 จากภาพประกอบที่ ง-2 ที่ 50% inhibition หรือ IC50 เมื่อลากเส้นลงมาที่ความเข้มข้นของ
สารสกัดจะได้ 0.047 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

y = 894.62x + 6.8116 
R² = 0.98 
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ภาคผนวก จ 
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ภาคผนวก จ 
องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจากชากฤษณา 

 
 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาที่ใช้น้ าเป็นตัวท าละลายด้วยเครื่อง
แก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปคโตรมิเตอร์ แสดงดังภาพประกอบที่ จ-1, ภาพประกอบที่ จ-2 และ
ตารางที่ จ-1 

ภาพประกอบที่ จ-1 โครมาโทแกรมของสารสกัดชากฤษณา (น้ า) สกัดด้วยวิธีซอกห์เลต 

ภาพประกอบที่ จ-2 โครมาโทแกรมของสารสกัดจากชากฤษณา (น้ า) สกัดด้วยวิธีเขย่า 
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ตารางที่ จ-1 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้น้ าเป็นตัวท าละลายวิเคราะห์ด้วยวิธี 
GC-MS 

Soxhlet extraction (H2O) Maceration extraction (H2O) 

SI RT 
Area 
(%) 

Compound SI RT 
Area 
(%) 

Compound 

797 4.21 3.93 2,3-Butanediol 908 4.65 1.56 2,3-Butanediol 

658 45.82 3.08 (-)-Loliolide 760 59.42 12.00 
Eucalyptin, 4H-1-
Benzopyran-4-one  

575 46.28 2.16 
Bis(cyclohex-3-
enylmethyl)am

ine 
870 73.24 27.78 Pentacosane 

545 67.11 1.94 
Stigmast-5-en-

3-ol 
769 75.54 1.65 Taraxerone 

    763 75.97 1.87 Lup-20(29)-en-3-one 
 

 
 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาที่ใช้ เอทานอลเป็นตัวท าละลาย
ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปคโตรมิเตอร์ แสดงดังภาพประกอบที่ จ-3, ภาพประกอบที่ จ-4 
และตารางท่ี จ-2 

ภาพประกอบที่ จ-3 โครมาโทแกรมของสารสกัดจากชากฤษณา (เอทานอล) สกัดด้วยวิธีซอกห์เลต 
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ภาพประกอบที่ จ-4 โครมาโทแกรมของสารสกัดจากชากฤษณา (เอทานอล) สกัดด้วยวิธีเขย่า 

 
ตารางที่ จ-2 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลายวิเคราะห์
ด้วยวิธี GC-MS 

Soxhlet extraction (Ethanol) Maceration extraction (Ethanol) 

SI RT SI RT SI RT SI RT 

896 4.07 896 4.07 896 4.07 896 4.07 

915 30.42 915 30.42 915 30.42 915 30.42 

936 35.52 936 35.52 936 35.52 936 35.52 

882 36.57 882 36.57 882 36.57 882 36.57 

867 37.84 2.08 Dodecanoic acid 930 56.14 0.79 
2-Hexadecen-1-ol, 

3,7,11,15-
tetramethyl 

938 38.53 5.69 1-Hexadecene 809 57.86 0.78 
9-Octadecenoic 
acid (Z)-ethyl 

ester 
822 45.83 7.87 1-Octadecene 901 72.77 5.75 Stigmast-5-en-3-ol 
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ตารางที่ จ-2 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลายวิเคราะห์
ด้วยวิธี GC-MS (ต่อ) 

Soxhlet extraction (Ethanol) Maceration extraction (Ethanol) 

SI RT SI RT SI RT SI RT 

764 46.25 1.26 

2-Cyclohexen-1-
one, 4-hydroxy-
3,5,5-trimethyl-4-
(3-oxo-1-butenyl) 

850 74.44 2.42 Olean-12-en-3-ol 

901 47.26 2.85 Neophytadiene 880 75.04 3.94 Triacontane 

874 47.58 1.79 
2-Pentadecanone, 
6,10,14-Trimethyl 

768 80.75 1.75 
Stigmast-5-en-3-ol, 

Oleate 
887 51.86 6.81 Hexadecanoic acid 873 82.77 12.13 Friedelanol 

815 52.59 10.76 
Hexadecanoic acid, 

Ethyl ester 
912 83.37 14.39 

D:A-Friedooleanan-
3-one 

925 56.11 7.41 
2-Hexadecen-1-ol, 

3,7,11,15-
Tetramethyl 

922 84.78 2.69 Stigmast-5-en-3-ol 

826 57.84 4.81 
9-Octadecenoic 

acid (Z)-ethyl ester 
716 85.11 2.44 

2-Hexadecen-1-ol, 
3,7,11,15-

Tetramethyl 

878 58.63 2.64 
Octadecanoic acid, 

Ethyl ester 
824 85.43 2.42 Olean-12-en-3-ol 

785 63.00 1.47 
4,8,12-

Trimethyltridecan-
4-olide 

854 88.43 2.61 Friedelanol 
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 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาที่ใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลาย
ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปคโตรมิเตอร์ แสดงดังภาพประกอบที่ จ-5, ภาพประกอบที่ จ-6 
และตารางท่ี จ-3 

 
ภาพประกอบที่ จ-5 โครมาโทแกรมของสารสกัดจากชากฤษณา (เอทิลอะซีเตท) สกัดด้วยวิธีซอกห์
เลต 

 

 
ภาพประกอบที่ จ-6 โครมาโทแกรมของสารสกัดจากชากฤษณา (เอทิลอะซีเตท) สกัดด้วยวิธีเขย่า 
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ตารางที่ จ-3 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้เอทิลอะซิเตทเป็นตัวท าละลาย
วิเคราะห์ด้วยวิธี GC-MS 

Soxhlet extraction (EA) Maceration extraction (EA) 

SI RT 
Area 
(%) 

Compound SI RT 
Area 
(%) 

Compound 

930 30.44 6.20 Cyclotetradecane 923 30.43 0.64 1-Tridecanol 

942 35.36 11.21 
Phenol, 2,4-

Bis(1,1-
dimethylethyl) 

940 35.54 1.69 
Phenol, 2,4-Bis(1,1-

dimethylethyl) 

945 38.56 8.47 1-Hexadecene 937 38.54 0.85 1-Hexadecene 

711 41.71 3.04 
2,6-Di-tert-butyl-4-

nitrophenol 
868 45.85 1.14 1-Octadecene 

829 42.49 1.06 
Acrylic acid, 

Tetradecanyl ester 
916 47.28 1.08 Neophytadiene 

925 45.86 8.69 1-Octadecene 898 47.59 0.50 
2-Pentadecanone, 
6,10,14-Trimethyl 

922 47.27 1.97 Neophytadiene 928 50.47 6.65 
Hexadecanoic acid 

methyl ester 

907 47.59 1.62 
2-Pentadecanone, 
6,10,14-Trimeth 

903 51.98 2.47 Hexadecanoic acid 

908 49.87 1.25 

7,9-di-tert-butyl-1-
oxaspiro[4.5]deca-

6,9-diene-2,8-
dione 

914 55.88 1.68 
9-Octadecenoic acid 

(Z)-, Methyl ester 

897 52.04 10.69 Hexadecanoic acid 920 56.13 1.45 
2-Hexadecen-1-ol, 

3,7,11,15-tetramethyl 

901 52.49 8.68 1-Octadecene 925 56.70 0.82 
Octadecanoic acid 

methyl ester 

928 56.14 3.03 
2-Hexadecen-1-ol, 

3,7,11,15-
tetramethyl 

757 66.45 2.85 

9-Octadecenoic acid 
(Z)-, 2-Hydroxy-1-

(hydroxymethyl)ethyl 
ester 
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ตารางที่ จ-3 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดชากฤษณาโดยใช้เอทิลอะซิเตทเป็นตัวท าละลาย
วิเคราะห์ด้วยวิธี GC-MS (ต่อ) 

Soxhlet extraction (EA) Maceration extraction (EA) 

SI RT SI RT SI RT SI RT 

886 58.56 6.69 1-Eicosanol 874 67.55 1.19 

Hexadecanoic acid, 2-
Hydroxy-1-

(hydroxymethyl) ethyl 
ester 

847 64.13 2.29 Cyclotetracosane 897 76.53 0.70 Celidoniol deoxy 

922 76.54 1.81 Celidoniol deoxy 777 78.23 2.27 
Eucalyptin, 4H-1-
Benzopyran-4-one  

    922 81.03 3.43 Celidoniol deoxy 

    862 83.78 4.04 
Stigmasta-5, 
22-dien-3-ol 

    914 84.78 7.04 Stigmast-5-en-3-ol 

    880 85.43 3.27 Olean-12-en-3-ol 

    825 85.74 2.66 Lup-20(29)-en-3-one 

    769 86.27 2.38 

4,4,6A,6B,8A,11,11, 
14B-Octamethyl-

1,4,4A,5,6,6A,6B,7,8, 
8A,9,10,11,12,12A,14,14

A 
    874 88.47 14.05 Friedelanol 
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ภาคผนวก ฉ 
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ภาคผนวก ฉ 
การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 

 
วิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียแสดงดังภาพประกอบที่ ฉ-1 

 

 
 

ภาพประกอบที่ ฉ-1 วิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 
 

*BHI agar (Brain heart infusion agar) 
**BHI + supplements agar คือ BHI agar + Hemin stock solution + Working vitamin K1 
stock solution 
***- เชื้อ S. mutans และ S. salivarius ใช้ 1%chlorhexidine gluconate 100 µl และ 300 µl 
เป็น positive control 

น าค่าท่ีได้ไปวิเคราะห์ 

น าสารตัวอย่างทั้งหมดมาวัดโซนยับยัง้ 

น าจานเพาะเชื้อแอโรบใส่ใน Anaerobic jar ก่อนจะน าเชื้อทั้งหมดใส่ในตู้บ่มเชื้อ 
(Incubator) ที่อุณหภูมิ 35 - 37°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

ใส่ยาหรือสารสกัดลงในถ้วยทรงกระบอก 300 µl วางบนผิวหน้าของจานเลี้ยงเช้ือ 

ขีด (Streak) เชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมไว้ โดยท า 3 ครั้ง แต่ละครั้งหมุนจานเลีย้งเช้ือ 60 องศา 

ล้างเชื้อด้วย Normal saline solution (NSS) แล้วปรับความขุ่นให้ได้ค่าดูดกลืน
แสงอยู่ระหว่าง 0.08 ถึง 0.1 ที่ความยาวคลื่น 625 nm 

เลี้ยงเชื้อ S. mutans และ S. salivarius บนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบ BHI + supplements agar** 
และเลี้ยงเช้ือ P. gingivalis บนอาหารเลี้ยงเช้ือแบบ BHI agar* เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับเช้ือท้ัง 2 ชนิด (แอโรบและแอนแอโรบ) 
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- เชื้อ P. gingivalis ใช้ 0.2% Chlorhexidine gluconate 100 µl และ 300 µl เป็น 
positive control 
- ใช้ 5% DMSO (Dimethyl sulfoxide) เป็น Negative control 
 

วิธีเตรียม Hemin stock solution 
 ชั่ง Hemin 0.5 กรัม ละลายใน 10 มิลลิลิตร 1 M NaOH แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ า
กลั่นในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไป ท าให้ปราศจากเชื้อ ที่ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้องและเก็บสารที่อุณหภูมิ 4 ถึง 8 องศาเซลเซียส 
 
วิธีเตรียม Working vitamin K1 stock solution 
 น าวิตามิน K1 1 มิลลิลิตร ผสมน้ ากลั่นในขวดปรับปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าให้
เข้ากันแล้วน าไปเก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 ถึง 8 องศาเซลเซียส 
 
วิธีเตรียมสารสกัดจากชากฤษณา 
 ชั่งสารสกัดแต่ละตัวมาอย่างละ 10 มิลลิกรัม สารสกัดที่สกัดด้วยน้ าก็ใช้น้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร 
ในการละลาย สารสกัดที่สกัดด้วยเอทานอลและเอทิลอะซีเตทก็ใช้ 10 มิลลิลิตร 5% DMSO ในการ
ละลาย จะได้สารแต่ละตัวอย่างท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใช้ในการทดสอบ Agar dilution 
method 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.toray.co.th%2Fproducts%2Felectronics%2Fele_011.html&ei=r_aSVNKDCoa4uASeuIDACg&usg=AFQjCNFNVtkUlZ0kuX2b9yakRaDb4spZXg&sig2=SH-Wz9KG2l-ftUb-71eFIg&bvm=bv.82001339,d.c2E
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