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บทคดัย่อ 

 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อสกดัสารประกอบฟีนอลิกที่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากใบหนาน
เฉาเหวย่ การศึกษาผลของความเขม้ขน้ของเอทานอลต่อการสกดั โดยใชค้ล่ืนความถ่ีสูง พบวา่ เอทานอล
ร้อยละ 80 ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกที่สูงสุด  84.05 ± 2.33 มก. สมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกดั 
และการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธีการจบัอนุมูลอิสระ DPPH พบวา่ใบหนานเฉาเหว่ยที่สกดัด้วย
เอทานอล ความเขม้ขน้ร้อยละ 80 ใหฤ้ทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ เท่ากบั 87.15 ± 1.60 มก. สมมูลทรอลอกซ์ต่อ
กรัมสารสกดั ตามล าดบั การวเิคราะห์พื้นผวิตอบสนองโดยใชว้ธีิการออกแบบของ Box – Behnken เพือ่
หาสภาวะที่เหมาะสมต่อการสกดัสารประกอบฟีนอลิกที่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากใบหนานเฉาเหวย่ 
โดยท าการศึกษา 3 ตวัแปร ไดแ้ก่ อตัราส่วนตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ของเอทานอลและ
เวลาที่ใชใ้นการสกดั พบว่า อตัราส่วนตวัท าละลายต่อตวัอยา่งและความเขม้ขน้ของเอทานอลมีผลต่อ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) ซ่ึง
สภาวะที่เหมาะสมต่อการสกัดสารประกอบฟีนอลิก คือ อัตราส่วนตวัท าละลายต่อตัวอย่าง 28.07 
เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตรต่อน ้ าหนัก การสกดัดว้ยเอทานอลที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 81.36 โดยปริมาตร 
และเวลาที่ใชใ้นการสกดั 25.17 นาที ซ่ึงสภาวะดงักล่าว คาดวา่จะใหป้ริมาณสารประกอบฟีนอลิก และ
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ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิการจบัอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากบั 89.15 มก. สมมูลกรดแกลลิกต่อกรัม
สารสกดั และ100.92 มก. สมมูลทรอลอกซ์ต่อกรัมสารสกดั ตามล าดบั 

ค าส าคญั : การวเิคราะห์พื้นผิวตอบสนอง/การสกดัดว้ยคล่ืนความถ่ีสูง/ใบหนานเฉาเหว่ย/ฟีนอลิก/ฤทธ์ิ

การตา้นอนุมูลอิสระ 

Abstract 

 In the present work, phenolic antioxidant was extracted from Vernonia amygdalina leaf by 
ultrasonic – assisted extraction method. Effect of ethanol concentration on the extraction was studied 
and the results showed that the highest phenolic content (84.05 ±  2 . 3 3  mg GAE/g extract) was 
significantly obtained by 80 % w/v ethanol. Antioxidant capacity assayed by DPPH radical scavenging 
activity as greatly obtained at 87 . 15  ±  1 .60  mg TEAC/g extract when 80 %  ethanol was employed. 
Response surface methodology (RSM) based on Box – Behnken design (BBD) was used to optimize 
the extraction conditions of phenolic antioxidant compounds from Vernonia amygdalina leaf. Three 
independent variables including solvent-to-solid ratio, ethanol concentration and extraction time were 
investigated via parameters of extractable phenolic compound and DPPH radical scavenging activity. 
The results revealed that the all factors had significant effect on the all responses (P < 0.05). The optimum 
extraction conditions determined from 3D response surface were solvent-to-solid ratio of 28.07 % v/w, 
ethanol concentration of 81.36 % v/v and extraction time of 25.17 min. Under the predicted condition, it 
could provide the predicted values of 89.15 mg GAE/g extract and 100.92 mg TEAC/g extract for phenolic 
content and DPPH radical scavenging activity, respectively. 
 

Keywords: Antioxidant/Phenolic/Response surface methodology/Ultrasonic-assisted extraction 
method/Vernonia amygdalina leaf  
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บทน า 
 อนุมูลอิสระมีความไวต่อปฏิกิริยาสูงเป็นสาเหตุหน่ึงในการเกิดโรค เป็นปัจจยัท าให้โรคมี
พฒันาการอยา่งรวดเร็วและมีความรุนแรงยิง่ขึ้น อนัเป็นผลให้เกิดภาวะที่เซลล์และร่างกายถูกออกซิไดส์จน
เกินสมดุล (oxidation stress) ภาวะดงักล่าวท าให้ชีวโมเลกุลที่ส าคญัในเซลลเ์สียหายและถูกท าลาย เช่น 
ภาวะถูกออกซิไดส์จนเกินสมดุลพบในโรคมะเร็งและในโรคสมอง โรคเบาหวาน โรคความเส่ือมของ
ประสาท สารตา้นอนุมูลอิสระเป็นสารที่สามารถท าปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระโดยตรง เพือ่ก าจดัอนุมูลให้
หมดไป หรือหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ไม่ให้ด าเนินต่อ การบริโภคผกัผลไมมี้ความเก่ียวขอ้งกับฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ สารประกอบพอลิฟีนอลลิกจากพชืมีคุณสมบตัิที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ เน่ืองจากมีฤทธ์ิ
ตา้นออกซิเดชนั ตา้นการกลายพนัธุ ์(antimutagens) เป็นต้น (โอภา วชัระคุปตแ์ละคณะ, 2550; นุชนิภา 
นนัทะวงศ,์ 2558) 

หนานเฉาเหว่ย มีตน้ก าเนิดมาจากทวีปแอฟริกา แถบประเทศไนจีเรีย เคนยา เอธิโอเปียต่อมา
พบในมาเลเซีย หนานเฉาเหวย่เจริญไดดี้ในประเทศแถบศูนยสู์ตร อากาศร้อนช้ืน พชืชนิดน้ีสามารถทน
ต่อความแห้งแล้งได้ดี มีฤทธ์ิเยน็จดั รสขมฝาดเหมาะส าหรับคนที่มีร่างกายร้อน ส านักงานขอ้มูล
สมุนไพร คณะเภสชัศาสตร์มหาลยัมหิดล พบวา่ สารสกดัน ้ าของใบหนานเฉาเหวย่มีฤทธ์ิในการกระตุน้
ระบบภูมิคุม้กัน ยบัย ั้งเซลล์มะเร็ง ลดน ้ าตาลในเลือด ยบัย ั้งเช้ือมาลาเรีย และตา้นอนุมูลอิสระได ้มี
รายงานว่าในใบหนานเฉาเหว่ยจากประเทศกานา ที่สกดัโดยเอทานอลและเมทานอล พบสารพฤษเคมี
ของใบหนานเฉาเหวย่ ไดแ้ก่ saponins, terpenes, phenolic, alkaloids, tannins และ flavonoids (Adebayo 
et al.,2014)  

ในช่วงหลายปีที่ผา่นมามีวธีิการสกดัหลายแบบ ประกอบไปดว้ย เทคนิคการสกดัดว้ยซอกห์เลต , 
การสกดัแบบไมโครเวฟ , การสกดัดว้ยวิธีการแช่ อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีรายงานการสกดัแบบคล่ืนความถ่ี
สูงในใบหนานเฉาเหว่ยเทคนิคคล่ืนความถ่ี วธีิพื้นผวิตอบสนอง (RSM; Response Surface Methodology) 
เป็นวิธีการที่รวบรวมทางคณิตศาสตร์และสถิติมาใช้ในการสร้างแบบจ าลองและวิเคราะห์ปัญหาซ่ึง
แสดงผลตอบสนองต่อผลจากตวัแปรต่างๆ โดยมีวตัถุประสงคเ์พื่อหาจุดหรือความเหมาะสมต่อผลนั้น 
ท าใหง่้ายต่อการจดัการและการอธิบายผล (กาญจณา ขนัทกะพนัธแ์ละเยาวภา สุขพรมา, 2559)  
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1. เพือ่เตรียมสารสกดัหนานเฉาเหวย่ที่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยการใชค้ล่ืนความถ่ีสูง 
 2. เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการสกัดสารฟีนอลิกจากใบหนานเฉาเหว่ย ด้วยวิธีพื้นผิว
ตอบสนอง 
 
ขอบเขตการวิจัย 
 เก็บตวัอย่างพืชจากจงัหวดัพิษณุโลก เตรียมตวัอย่างใบหนานเฉาเหว่ย ท  าการสกัดสารดว้ย
วิธีการสกดัแบบใชค้ล่ืนความถ่ีสูง โดยใชเ้อทานอลเป็นตวัท าละลายในการสกดั แลว้วิเคราะห์ปริมาณ
สารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ และศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดั หลงัจากนั้นท าการศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมดว้ยวิธีพื้นผิวตอบสนอง และวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และศึกษา
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
 
ทบทวนวรรณกรรม 
 จากการศึกษาของ Alara et al. (2018) ท าการสกดัสารดว้ยคล่ืนไมโครเวฟเพื่อที่จะเพิ่มปริมาณ
สารสกัดที่ได้และปริมาณสารฟีนอลิกให้ได้มากที่สุด จากใบหนานเฉาเหว่ย ได้ถูกออกแบบโดยใช้
แบบจ าลอง face-centered โดยพารามิเตอร์ที่ท  าการศึกษามีดงัน้ี ช่วงเวลาของการฉายรังสีไมโครเวฟ 
(irradiation, 5-15 นาที) ก าลงัของไมโครเวฟ (microwave power, 400-600 วตัต)์  อุณหภมิู (temperature, 
90-110 องศาเซลเซียส) และอตัราส่วนของสารตวัอยา่งต่อตวัท าละลาย (feed-to-solvent ratio, 1:8-1:12 
กรัมต่อมิลลิลิตร) สภาวะที่เหมาะสมที่ท  าใหไ้ดป้ริมาณสารสกดัสูงที่สุด เท่ากบัร้อยละ 22.34 โดยน ้ าหนัก 
และปริมาณฟีนอลิกสูงที่สุด เท่ากบั 102.24 มก. สมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกดั คือ ช่วงเวลาการฉาย
รังสีไมโครเวฟที่ 8 นาที  ก าลงัของไมโครเวฟที่ 416 วตัต ์อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อตัราส่วนระหว่าง
สารตวัอยา่งต่อตวัท าละลายที่ 1:8 กรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงขอ้มูลทั้งสองมีความสอดคลอ้งกนัอยา่งมีนัยส าคญั 
ซ่ึงมีค่า R2 ของสารสกดัและสารประกอบฟีนอลิก เท่ากบั 0.9664 และ 0.9885 ตามล าดบั นอกจากน้ีเม่ือ
น าเทคนิคการสกดัดว้ยคล่ืนไมโครเวฟมาเปรียบเทียบกบัซอกเลต พบว่ามีค่าปริมาณสารสกดัและสาร
ตา้นอนุมูลอิสระและหมู่ฟังกช์ัน่ซ่ึงน าไปวเิคราะห์โดย FTIR มีปริมาณมากกวา่การสกดัดว้ยวธีิการสกดั
แบบซอกเลต 

จากการศึกษาของอาภาภรณ์ จนัทร์ปิรักษแ์ละคณะ (2561) ไดร้ายงานการหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการสกดัน ้ ามนัจากกากกาแฟของพนัธุโ์รบสัตา้ และอะราบิกา้ ดว้ยตวัท าละลายเฮกเซนโดยวิธีพื้นผิว
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ตอบสนอง และการออกแบบการทดลองแบบประสมกลาง ปัจจยัที่ใช้ในการศึกษาน้ีประกอบด้วย
อัตราส่วนระหว่างตัวท าละลายต่อกากกาแฟ (4: 1-8 : 1 มก./ก.) อุณหภูมิในการสกัด (35-45 องศา
เซลเซียส) และเวลาที่ใชใ้นการสกดั (15-45 นาที) โดยในแต่ละปัจจยัมี 5 ระดบัรอบ CCD  เงื่อนไขการ
ทดลอง 20 การทดลอง ผลการศึกษาพบว่าทุกปัจจยัมีสหสมัพนัธก์นัอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ สภาวะที่
เหมาะสมของแต่ละปัจจยั ไดแ้ก่ อตัราส่วนระหว่างตวัท าละลายต่อกากกาแฟ 8.14 มล./ก. อุณหภูมิใน
การสกดั 46.97 องศาเซลเซียส เวลาที่ในการสกดั 27.22 นาที และค่าปริมาณน ้ ามนัที่สกดัไดสู้งสุดร้อยละ 
13.04 โดยน ้ าหนกั และเม่ือน าสภาวะเหล่าน้ีไปท าการทดลองจึงพบวา่ ค่าปริมาณน ้ ามนัที่สกดัไดสู้งสุด
เท่ากับร้อยละ 13.08 ± 0.20 ซ่ึงมีค่าใกล้เคียงและมีความแม่นย  าสูงกบัค่าท านายจากแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์ และวเิคราะห์คุณสมบติัของน ้ ามนักาแฟที่สกดัได ้ค่ากรดไขมนัของน ้ ามนักาแฟปริมาณ 3.70 มก. 
สมมูลโซเดียมไฮดรอกไซด์ต่อกรัม แสดงว่าเหมาะส าหรับปฏิกิริยาเอสเทอร์ริฟิเคชันและน ้ ามนักาแฟมีค่า
ความหนืด 49.65 เซนติพอยส ์ที่ 40 องศาเซลเซียสและค่าความหนาแน่น 948 กก./ม.3 ที่ 15 องศาเซลเซียส 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การเตรียมตัวอย่างจากใบหนานเฉาเหว่ย 

 น าใบหนานเฉาเหว่ยแบบแห้ง มาจากสวนหทยัทิพย ์ จงัหวดัพิษณุโลกช่วงเดือนมกราคม 
พ.ศ.2562 จ  านวน 1 กิโลกรัม จากนั้นป่ันให้เป็นผงละเอียด ดว้ยเคร่ืองป่ันแห้งเก็บไวใ้นถุงซิปที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนที่จะน าไปสกดั 
 2. การสกัดสารประกอบฟีนอลิกจากใบหนานเฉาเหว่ยด้วยเทคนิคการใช้คล่ืนความถี่สูง 
 ในการศึกษาคร้ังน้ีใชเ้ทคนิคคล่ืนความถ่ีสูงเพือ่การสกดัสารประกอบฟีนอลิกจากใบหนานเฉาเหว่ย 
โดยท าการสกัดใน Ultrasonic bath ขนาดความถ่ี 50/60 เฮิรตซ์ 660 วตัต ์ซ่ึงมีการศึกษาวิจยัพบว่า เทคนิค
ดงักล่าวเป็นเทคนิคที่ง่าย ประหยดัเวลา และใหป้ระสิทธิภาพการสกดัสารประกอบฟีนอลิกสูง 
  2.1 ผลของความเขม้ขน้เอทานอล 
  ท าการศึกษาผลของระดบัความเขม้ขน้เอทานอล ต่อการสกดัสารประกอบฟีนอลิก เพือ่ใช้
เป็นขอ้มูลเบื้องตน้ในการก าหนดช่วงความเขม้ขน้ที่เหมาะสมในการศึกษาในขั้นตอนต่อไป โดยความ
เขม้ขน้เอทานอลที่ศึกษาคือร้อยละ 20, 40, 60, 80 และ 100 โดยปริมาตร โดยน าผงตวัอยา่งพชื 12.5 กรัม 
ผสมกับสารละลายเอทานอล 250 มิลลิลิตร คิดเป็นอัตราส่วนตวัท าละลายต่อตวัอย่าง เท่ากับ 20:1 
เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตรต่อน ้ าหนกั จากนั้นน าไปสกดับน Ultrasonic bath เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าสารผสม
มากรองผา่นกระดาษกรอง Whatmann No.1 และท าใหแ้ห้งดว้ยการระเหยตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยสาร
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แบบหมุน ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่งสารสกดั และเก็บไวท้ี่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพือ่น าไปวิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบฟินอลิก และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ เพื่อคดัเลือกความเขม้ขน้ที่เหมาะสมในการศึกษาใน
ขั้นตอนต่อไป 

  2.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมโดยวธีิการโครงร่างพื้นผวิตอบสนอง 
  ในงานวจิยัน้ีออกแบบการทดลองแบบบอ๊กซ์-เบน็เกน (Box-Behnken Design, BBD) ซ่ึงใชห้ลกั
ทางคณิตศาสตร์ดา้นมิติ สามารถใชก้บัการทดลองที่มีตวัแปรไดม้ากถึง 5 ตวัแปร โดยจะใชลู้กบาศก์ (cube) 
ในการออกแบบการทดลอง ลูกบาศก์น้ีประกอบดว้ยจุดศูนยก์ลางและจุดก่ึงกลางของแต่ละดา้น ซ่ึงตวัแปรที่
ศึกษาในงานวิจยัน้ีไดแ้ก่ ตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง (X1) ความเขม้ขน้ของเอทานอล (X2) และเวลา (X3) โดยแต่
ละตวัแปรท าการศึกษาที่ 3 ระดับคือ ตวัท าละลายต่อตวัอย่างที่10 20 และ30 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อ
น ้ าหนกั ความเขม้ขน้ของเอทานอลร้อยละ 70 80 และ90 โดยปริมาตร ซ่ึงคดัเลือดช่วงความเขม้ขน้จากผลการ
ทดลองจากขอ้ 2.1 เน่ืองจากผลการทดลองพบว่าที่ความเขม้ขน้ของเอทานอลร้อยละ 70-90 โดยปริมาตร จะ
ให้ผลในการสกดัสูงที่สุด และเวลาที่10 20 และ30 นาที โดยผลการออกแบบการทดลองแสดงดงัตารางที่ 1 
และ 2 

ตารางที่ 1 สญัลกัษณ์และระดบัตวัแปรต่างๆ ในการออกแบบการทดลองแบบ Box-behnken  

ตัวแปร สัญลักษณ์ ระดับ 
รหัสทั่วไป รหัสระบุ 

ตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง 
(เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตรต่อน ้ าหนกั) 

X1 10 -1 
20 0 
30 +1 

ความเขม้ขน้ของเอทานอล 
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

X2 70 -1 
80 0 
90 +1 

เวลา 
(นาที) 

X3 10 -1 
20 0 
30 +1 

M
ae

 F
ah

 L
ua

ng
 U

niv
ers

ity



7 
 

 จากนั้นท าการสกดัสารตวัอยา่งในแต่ละสภาวะดงัตารางที่ 2 โดยใชว้ิธีการดงัขอ้ 2.1 น าสาร

สกัดทั้งหมดที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH จากนั้นน าขอ้มูลที่ไดไ้ปวิเคราะห์โมเดลทางคณิตศาสตร์เพื่อค  านวณหาสภาวะที่เหมาะสมจากโครง

พื้นผวิตอบสนองต่อไป 

ตารางที่ 2 ผลการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken แบบ 3 ตวัแปร 3 ระดบั 

การทดลอง ตัวท าละลายต่อตัวอย่าง 
(X1,%v/w) 

ความเข้มข้นของเอทานอล 
(X2,%v/v) 

เวลา 
(X3,นาท)ี 

1 0 (20) -1 (70) +1 (30) 
2 0 (20)   0 (80) 0 (20) 
3 0 (20)   0 (80) 0 (20) 
4 -1 (10)  -1 (70) 0 (20) 
5 -1 (10)   0 (80) -1 (10) 
6 +1 (30) +1 (90)  0 (20) 
7 -1 (10)  +1 (90)  0 (20) 
8 +1 (30)    0 (80) -1 (10) 
9   0 (20)  +1 (90) +1 (30) 

10 +1 (30) -1 (70) 0 (20) 
11  0 (20)   0 (80) 0 (20) 
12  0 (20)   0 (80) 0 (20) 
13  0 (20)   0 (80) 0 (20) 
14  0 (20)  +1 (90) -1 (10) 
15  0 (20) -1 (70) -1 (10) 
16 -1 (10) 0 (80) +1 (30) 
17 +1 (30) 0 (80) +1 (30) 
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ผลการวิจัย 
 1. ผลของความเข้มข้นของเอทานอลต่อการสกัดสารจากใบหนานเฉาเหว่ย 
  1.1 ปริมาณสารสกดั 
  จากการสกดัสารออกฤทธ์ิจากใบหนานเฉาเหว่ยดว้ยวิธีคล่ืนความถ่ีสูงที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 10 นาที โดยใชต้วัท าละลายเอทานอลความเขม้ขน้ที่แตกต่างกนั คือร้อยละ 20, 40, 60, 80 และ 100 
พบวา่ สารสกดัที่ไดมี้ลกัษณะสีเขียวเขม้หนืด เม่ือค  านวณหาร้อยละผลผลิตที่ความเขม้ขน้ต่างกนั พบวา่
มีค่าดงัน้ี ร้อยละผลผลิตที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 20, 40, 60, 80 และ 100 มีค่าเท่ากบัร้อยละ 49.01 ± 1.14, 
41.79 ± 5.71, 57.60 ± 3.47, 31.71 ± 2.68 และ 6.45 ± 0.45 ตามล าดบั 

 จากผลการทดลองจะพบว่าที่เอทานอลที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 60 ไดผ้ลผลิตมากที่สุด จาก
การวเิคราะห์ทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ p < 0.05 พบวา่การสกดัดว้ยความเขม้ขน้เอทานอลที่แตกต่าง
กนั มีผลท าใหไ้ดส้ารสกดัในปริมาณที่แตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญั พบวา่สารสกดัที่สกดัดว้ยเอทานอล
ที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 60 มีปริมาณสารสกดัหยาบสูงทีสุ่ด สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Alara et al. (2017) 
พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลร้อยละ 60 ไดป้ริมาณสารสกดัสูงที่สุด  

 1.2 การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
  ในการสกดัใชค้วามเขม้ขน้ของเอทานอลที่แตกต่างกนั คือ ร้อยละ 20, 40, 60, 80 และ 100 
ในขณะที่ปัจจยัอ่ืนมีค่าเวลาที่ใช้ในการสกัด 10 นาที และตวัท าละลายต่อตวัอย่าง 20 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตรต่อน ้ าหนัก พบว่าที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 20, 40, 60, 80 และ 100 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
เท่ากบั 64.87 ± 3.39, 67.02 ± 1.34, 64.00 ± 3.23, 84.05 ± 2.33และ 66.59 ± 0.64 มก. สมมูลกรดแกลลิก
ต่อกรัมสารสกดั ตามล าดบั 
 จากผลการทดลองปริมาณสารสกดัพบว่าความเขม้ขน้ของเอทานอลที่ท  าให้ได้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกสูงที่สุดที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 80 และจะลดลงเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้เป็นร้อยละ 100 การ

วเิคราะห์ทางสถิติ พบวา่การสกดัใบหนานเฉาเหว่ยโดยวิธีคล่ืนความถ่ีสูงดว้ยตวัท าละลายเอทานอลที่ความ

เขม้ขน้แตกต่างกนั มีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในสารสกดัที่แตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญั ที่ระดบั
ความเช่ือมัน่ p < 0.05 เม่ือวเิคราะห์สารสกดัทั้งหมดแลว้ พบวา่สารสกดัที่สกดัดว้ยความเขม้ขน้ของเอทานอล

ร้อยละ 80 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูงที่สุด จากการรายงานผลของ Alara et al. (2017) พบว่า ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดที่สกดัไดด้ว้ยวธีิไมโครเวฟ โดยใชต้วัท าละลายเอทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 

80 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด เท่ากบั 108.57 มก. สมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกดั 
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 1.3 การทดสอบหาปริมาณการจบัอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging activity assay) 
 การทดสอบหาปริมาณการจบัอนุมูลอิสระ DPPH ถูกน ามาใชใ้นการวิเคราะห์ฤทธ์ิการตา้น
อนุมลอิสระของสารสกดัจากหนานเฉาเหว่ย เพราะอนุมูลอิสระ DPPH เป็นอนุมูลอิสระที่มีความเสถียร 
และเป็นวิธีที่นิยมใชม้ากที่สุดในการหาฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงใชเ้วลาสั้น โดยการจบัอนุมูลอิสระ
นั้นมีความเก่ียวขอ้งกบัความสามารถในการจ่ายไฮโดรเจน และท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 517 นาโนเมตร จากการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH จากสารสกัดจาก
หนานเฉาเหว่ยดว้ยความเขม้ขน้ของเอทานอลที่แตกต่างกนัคือ ความเขม้ขน้ร้อยละ 20, 40, 60, 80 และ 100 
พบวา่มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากบั 55.12 ± 3.07, 75.68 ± 6.71, 73.83 ± 9.42, 87.15 
± 1.60 และ 51.71 ± 3.35 มก. สมมูลทรอลอกซ์ต่อกรัมสารสกดั ตามล าดบั จากผลการทดลองสารสกดัที่
สกดัดว้ยความเขม้ขน้ของเอทานอลร้อยละ 80 มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH สูงที่สุด จาก
การวเิคราะห์ทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ p < 0.05 พบวา่การสกดัดว้ยความเขม้ขน้เอทานอลที่แตกต่างกนั 
มีผลท าใหมี้ปริมาณความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระที่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั  

ตารางที่ 3  ผลของความเขม้ขน้ต่อร้อยละผลผลิต ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และปริมาณการ
จบัอนุมูลอิสระ DPPH  

ความเข้มข้นของ 
เอทานอล (%) 

ร้อยละผลผลิต ปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลกิ  

(mg GAE/g extract) 

ปริมาณการจับอนุมูลอิสระ 
DPPH          

(mg TEA/g extract) 
20 49.01 ± 1.13b 64.87 ± 3.39b 55.12 ± 3.07c 

40 41.78 ± 5.71c 67.02 ± 1.34b 75.68 ± 6.71b 

60 57.60 ± 3.47a 64.00 ± 3.23b 73.83 ± 9.42b 

80 31.70 ± 2.68d 84.05 ± 2.33a 87.15 ± 1.60a 

100 6.45 ± 0.45e 66.59 ± 0.64b 51.71 ± 3.35c 

หมายเหตุ. ตวัยกอกัษรภาษาองักฤษตวัพิมพเ์ล็ก แสดงความแตกต่างกนัของสารสกดัที่สกดัดว้ยตวัท า
ละลายแตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัที่ p < 0.05 
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 2. การวิเคราะห์พื้นผิวตอบสนอง 
 งานวิจยัน้ีออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบ็นเกน (Box-Behnken Design, BBD) ตวัแปรที่
ศึกษาในงานวิจยัน้ีไดแ้ก่ ตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง (X1) ความเขม้ขน้ของเอทานอล (X2) และเวลา (X3) 
เพือ่หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH จากใบหนานเฉาเหว่ย 
การวิเคราะห์ความแปรปรวนแสดงดงัตารางที่ 4และ 5 ตามล าดบั พบว่าแบบจ าลองก าลงัสองสามารถ
อธิบายขอ้มูลจากการทดลองไดดี้ที่สุด โดยทุกแบบจ าลองนั้นมีความมีนยัส าคญัมากที่สุด (p < 0.0001)  
โดยทัว่ไปความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าที่ไดจ้ากการท านายและการทดลองตอ้งมีความใกลเ้คียงกนัอยา่งมาก 
ซ่ึงสมการของการท านายของปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH 
แสดงดงัสมการที่ 1 และ 2  
 

Y = 87.95 + 7.83X1 + 7.32X2 + 2.81X3 – 1.76X1X2 - 1.46X1X3 – 1.85X2X3 – 6.80X1
2 – 4.83X2

2 - 

7.89X3
2                     (สมการ 1) 

Y = 99.74 + 4.57X1 – 7.27X2 + 1.01X3 – 0.6175X1X2 + 0.0075X1X3 – 0.4450X2X3 – 1.26X1
2 – 25.44X2

2 

– 2.38X3
2                    (สมการ 2) 

เม่ือ X1, X2 และ X3 คือ ตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง (10-30 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตรต่อน ้ าหนัก), ความเขม้ขน้

ของเอทานอล (ร้อยละ 70-90 โดยปริมาตร) และเวลาที่ใชใ้นการสกดั (10 -30 นาที) ตามล าดบั 
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ตารางที่ 4 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปัจจยัต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกจากใบหนานเฉาเหว่ย 

Source Sum of 
square 

df Mean Square F value Probability > F 

Model 1634.77 9 181.64 34.50 <0.0001 
X1 490.63 1 490.63 93.18 <0.0001 
X2 429.10 1 429.10 81.49 <0.0001 
X3 63.39 1 63.39 12.04 0.0104 

X1X2 12.43 1 12.43 2.36 0.1684 
X1X3 8.53 1 8.53 1.62 0.2438 
X2X3 13.76 1 13.76 2.61 0.1500 
X1

2 194.94 1 194.94 37.02 0.0005 
X2

2 98.20 1 98.20 18.65 0.0035 
X3

2 261.90 1 261.90 49.74 0.0002 
Residual 36.86 7 5.27   

Lack of Fit 32.06 3 10.69 8.91 0.0304 
Pure Error 4.80 4 1.20   
Cor Total 1671.63 16    

Std. Dev.: 2.29, R2: 0.9780, Mean: 78.76, Adj R2: 0.9496, C.V.%:2.91, Pred R2: 0.6886, Adeq Precision: 
17.2222 
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ตารางที่ 5 การวเิคราะห์ความแปรปรวนของปัจจยัต่อฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH 

Source Sum of square df Mean Square F value Probability > F 
Model 3416.58 9 379.62 68.61 <0.0001 

X1 166.90 1 166.90 30.16 0.0009 
X2 422.68 1 422.68 76.39 <0.0001 
X3 8.10 1 8.10 1.46 0.2656 

X1X2 1.53 1 1.53 0.2757 0.6158 
X1X3 0.0002 1 0.0002 0.0000 0.9951 
X2X3 0.7921 1 0.7921 0.1432 0.7164 
X1

2 6.65 1 6.65 1.20 0.3093 
X2

2 2724.81 1 2724.81 492.46 <0.0001 
X3

2 23.93 1 23.93 4.32 0.0761 
Residual 38.73 7 5.53   

Lack of Fit 22.85 3 7.62 1.92 0.2682 
Pure Error 15.88 4 3.97   
Cor Total 3455.31 16    

Std. Dev.: 2.35, R2: 0.9888, Mean: 86.05, Adj R2: 0.9744, C.V.%: 2.73, Pred R2: 0.8870, Adeq 
Precision: 22.0914 
 

ความเหมาะสมของแบบจ าลอง ยิง่ไปกวา่นั้นความเหมาะสมของแบบจ าลองยงัวเิคราะห์จากค่า
สัมประสิทธ์ิในการตัดสินใจ (Coefficient of Determination, R2) ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 0.9780 และ0.9888 
ตามล าดับ นอกจากน้ีความมีนัยส าคัญของแบบจ าลองยงัมีค่า 0.0001 % โดยมีค่า R2 , Adj R2 และ 
predicted R2 มากกวา่ 90 % ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นถึงความเหมาะสมของแบบจ าลอง 
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  2.1 อิทธิพลของปัจจยัในการสกดัที่มีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH  
  การศึกษาผลของปัจจยัในการสกัดที่มีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิก จากภาพที่ 1 (ก) 
แสดงอิทธิพลร่วมของตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง และ ความเขม้ขน้เอทานอล เม่ือเวลาที่ใชใ้นการสกดั คงที่ที่ 
20 นาที พบว่าเม่ือเพิ่มตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง ท าให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกเพิ่มขึ้นอยา่งเห็นได้ชัด 
แสดงให้เห็นว่าการเพิ่มปริมาณตวัท าละลายมีผลให้มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกจากใบหนานเฉาเหว่ย
เพิ่มขึ้น เน่ืองจากปริมาณตวัท าละลายส่งผลต่อความสามารถในการละลายของสารและการแพร่ ซ่ึงเกิดจาก
ความแตกต่างของความเขม้ขน้ระหว่างสองเฟส และเม่ือพิจารณาร่วมกบัปัจจยัความเขม้ขน้ของเอทานอล 
พบว่าประสิทธิภาพการสกัดแปรผนัตรงตามความเขม้ขน้ที่สูงขึ้น แสดงว่าความเขม้ขน้เอทานอลที่สูงขึ้น 
ส่งผลให้ปริมาณฟีนอลิกเพิ่มสูงขึ้ น ขณะที่การเพิ่มขึ้ นของเวลา จากภาพที่ 1 (ข) และ 1 (ค) ส่งผลให้
ปริมาณฟีนอลิกเพิ่มขึ้นเล็กน้อย โดยจะเห็นได้ว่าทั้ง 3 ปัจจยั ส่งผลให้ปริมาณฟีนอลิกเพิ่มขึ้นแบบเป็น
เสน้ตรงในช่วงระยะแรก และจะเร่ิมมีแนวโนม้เป็นเสน้โคง้เม่ือปริมาณทั้ง 3 ปัจจยั เพิม่ขึ้นในระยะสูงสุด 
 

        

ภาพที่ 1 กราฟพื้นผิวตอบสนองผลของความสัมพนัธ์ระหว่างตวัท าละลายต่อตวัอยา่งกบัความเขม้ขน้
ของเอทานอล (ก), ตวัท าละลายต่อตวัอยา่งกบัเวลาที่ใชใ้นการสกดั (ข) และความเขม้ขน้ของเอทานอล
กบัเวลาที่ใชใ้นการสกดั (ค) ที่มีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

  การศึกษาผลของปัจจยัในการสกดัที่มีผลต่อฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH จากภาพที่ 
2 (ก) แสดงอิทธิพลร่วมของอตัราส่วนของตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง และความเขม้ขน้เอทานอล เม่ือเวลา
ที่ใชใ้นการสกดั  คงที่ที่ 20 นาที พบวา่ปัจจยัทั้งสองส่งผลต่อฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH โดยอตัราส่วน
ของตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง มีผลต่อการเพิม่ขึ้นของฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระแบบเสน้ตรง กล่าวคือการเพิม่
ของฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ เป็นผลจากอตัราส่วนระหวา่งตวัท าละลายต่อตวัอยา่งที่เพิม่ขึ้นโดยอตัราส่วน
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ที่สูงสุด ส่งผลใหใ้หมี้ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงสุดเช่นกนั ขณะที่ความเขม้ขน้เอทานอลมีผลต่อฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ ในช่วงแรกจะส่งผลให้ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้น แต่เม่ือความเขม้ขน้ของเอทานอล
มากกว่า ร้อยละ 80 จะส่งผลให้ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระลดลง ดงันั้นความเขม้ขน้เอทานอลจึงเป็นปัจจยั
ส าคญัต่อการเปล่ียนแปลงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัในใบหนานเฉาเหวย่ ขณะที่ปัจจยัของเวลา 
ดงัภาพ 2 (ข) และ 2 (ค) ไม่มีผลต่อฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ การเพิ่มขึ้นของเวลาไม่มีผลท าให้ฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระมีการเปล่ียนแปลง  

         

ภาพที่ 2 กราฟพื้นผิวตอบสนอง ผลของความสัมพนัธ์ระหว่างตวัท าละลายต่อตวัอยา่งกบัความเขม้ขน้
ของเอทานอล (ก), ตวัท าละลายต่อตวัอยา่งกบัเวลาที่ใชใ้นการสกดั (ข) และความเขม้ขน้ของเอทานอล
กบัเวลาที่ใชใ้นการสกดั (ค) ที่มีผลต่อปริมาณการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH  

   2.2 การวเิคราะห์สภาวะที่เหมาะสมดว้ยฟังกช์นั Response Optimizer 
 การท านายสภาวะที่ เหมาะสมของแต่ละปัจจัยในกระบวนการสกัด พบว่าสภาวะที่
เหมาะสมที่สุดในการสกดัคือ ตวัท าละลายต่อตวัอยา่ง 28.07 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตรต่อน ้ าหนัก ความ
เขม้ขน้เอทานอลร้อยละ 81.36 โดยปริมาตร  และเวลา 25.17 นาที ได้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
เท่ากบั 89.15 มก. สมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกดั และปริมาณฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากบั
100.92 มก. สมมูลทรอลอกซ์ต่อกรัมสารสกัด  จากนั้นตอ้งน าสภาวะที่ได้จากการประมวลผลของ
ซอฟตแ์วร์มาท าการทดลองเพื่อตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัสารส าคญัจากใบหนานเหวย่ 
โดยค่าที่ใกลเ้คียงกนัจะสามารถยนืยนัไดว้่าการประยกุตใ์ชว้ิธีพื้นผิวตอบสนอง และการออกแบบการ
ทดลองแบบบอ๊กซ์-เบน็เกน เป็นวธีิที่มีประสิทธิภาพในการน ามาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดั 
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อภิปรายผลการวิจัย  

 งานวจิยัน้ีศึกษาการสกดัสารส าคญัจากใบหนานเฉาเหว่ย ดว้ยการโดยใชว้ธีิคล่ืนความถ่ีสูง โดย
ออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบ็นเกน (Box-Behnken Design, BBD) และวิเคราะห์ผลการทดลอง
ด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนอง เพื่อศึกษาถึงผลของปัจจยัที่มีผลต่อประสิทธิภาพการสกดั พบว่า ปัจจยัที่มี
อิทธิพลต่อประสิทธิภาพการสกดัสารส าคญัมากที่สุดคือ ความเขม้ขน้ของเอทานอล  
 จากการหาสภาวะที่ เหมาะสมของแต่ละปัจจัยในกระบวนการสกัดน้ีเพื่อให้ได้ปริมาณ
สารส าคญัที่สกัดได้มากที่สุด คือ ตวัท าละลายต่อตวัอย่าง 28.07 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อน ้ าหนัก 
ความเขม้ขน้เอทานอลร้อยละ 81.36 โดยปริมาตร และเวลา 25.17 นาที ไดป้ริมาณสารประกอบฟินอลิก  
89.15 มก. สมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด และปริมาณฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH 100.92 มก. 
สมมูลทรอลอกซ์ต่อกรัมสารสกดั   

ข้อเสนอแนะ 

 1. ใบหนานเฉาเหว่ยมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระจึงเป็นการดีที่จะน าใบหนานเฉาเหว่ย
มาใชใ้นการท าเคร่ืองส าอางต่อไป 
 2. การศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมการสกดั มีผลต่อปริมาณของสารพฤกษเคมีที่ได ้และฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดั  
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