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บทคัดย่อ 
ศกึษาฤทธิ&ต้านอนุมลูอิสระของสารสกดั 80% เอทานอลของหญ้าตีนตุ๊กแกจากส่วนต่าง ๆ ได้แก่ ดอก ใบ 

ลําต้น และรากดงันี = การตรวจสอบประเภทฟลาโวนอยด์เบื =องต้น ปรากฏวา่พบฟลาโวนเฉพาะในสว่นดอกและลําต้น  
และแคทีชินพบในทุกส่วน  การทดสอบฤทธิ&ต้านอนุมลูอิสระเบื =องต้นโดยการฉีดพ่นนํ =ายาดีพีพีเอช (1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl, DPPH) ลงบนแผ่นทินเลเยอร์โครมาโทรกราฟี (TLC) ผลพบว่า เกิดการฟอกจางสีม่วงของสาร
ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดทุกส่วนของหญ้าตีนตุ๊กแก เมืXอวิเคราะห์ฤทธิ&ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay  
พบว่าสารสกดัส่วนดอกมีฤทธิ&ต้านอนุมลูอิสระสงูทีXสดุมีค่า IC50 เท่ากบั 70 มิลลิกรัมต่อลิตร รองลงมาคือ ส่วนใบ 
ราก และลําต้นทีXมีฤทธิ&ต้านอนุมลูอิสระน้อยทีXสดุ กล่าวคือ ค่า IC50 เท่ากบั 290, 320 และ 1,480 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามลําดบั เทียบกบัสารมาตรฐาน BHA (3-tert-butyl-4-hydroxyanisole) มีคา่ IC50 เท่ากบั 8.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

 

ABSTRACT 
  An 80% ethanolic extract from various parts, flowers, leaves, stems and roots, of Tridax 

procumbens Linn. was evaluated as an anti-free radial. As the phytochemical screening of flavonoids, 
the flavones were found only in the flowers and stems of T. procumbens and the catechins were 
obtained in all parts. The anti-free radical activity was tested with a rapid thin-layer chromatography 
(TLC) screening method by spraying with 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) reagent. Consequently, 
all extracts showed an off purple-colored spot as the anti-free radical constituents that were further 
determined by the DPPH assay. Resultantly, the flower of T. procumbens showed highly the free radical 
scavenging activity with IC50 value of 70 mg/L more than the leaves, roots and stems, whose IC50 values 
were 290, 320 and 1,480 mg/L, respectively, by comparison with BHA (IC50 value of 8.5 mg/L) as a 
standard compound.  
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คาํนํา 

อนุมูลอิสระ (free radical) คือ อะตอมหรือโมเลกุลทีXมีอิเล็กตรอนเดีXยว (A.) อยู่ออร์บิทัลวงนอกสุด  
คณุสมบติัมีความวอ่งไวสงูในการเกิดปฏิกิริยากบัโมเลกลุอืXน  ซึXงเป็นสาเหตหุนึXงในการก่อให้เกิดโรคหลายชนิด เช่น 
โรคหวัใจ โรคหลอดเลือด โรคข้ออกัเสบ และโรคมะเร็ง เป็นต้น (อญัชณา, 2554) ถ้าอนุมลูอิสระจบักบัโมเลกุลทีXมี
คณุสมบติัเป็นสารต้านอนุมลูอิสระ (anti-free radical) เช่น สารประกอบฟีนอลิก สารฟลาโวนอยด์ และวิตามินซี 
เป็นต้น (โอภา, 2549) จะทําหน้าทีXต่อต้านหรือยบัยั =งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั  แล้วเปลีXยนเป็นสารทีXเสถียรขึ =น 
ทําให้สามารถป้องกนัการเกิดโรคดงักลา่วได้   
  หญ้าตีนตุ๊กแก มีชืXอวิทยาศาสตร์ว่า Tridax procumbens Linn. อยู่ในวงศ์ COMPOSITAE (หรือ 
ATERACEAE) เป็นพืชล้มลกุ พบได้ทัXวไปในหลายประเทศแถบเขตร้อน  ซึXงได้นําหญ้าตีนตุ๊กแกมาเป็นยาสมนุไพร
รักษาโรคต่าง ๆ เช่น โรคกระเพาะ แก้หวดั ปวดท้อง โรคท้องร่วง โรคบิด เป็นต้น (Taddei et al., 2000) สําหรับใน
ประเทศไทย  ใช้ส่วนใบมาตําแล้วพอกบริเวณส่วนของร่างกาย เพืXอบรรเทาอาการปวด แก้อกัเสบและรักษาโรคฝี 
เป็นต้น (ดวงพร, 2544) การรายงานฤทธิ&ทางเภสชัวิทยา พบว่า สารสกดัเอธิลอะซีเตตของหญ้าตีนตุ๊กแก (ทุกส่วน) 
และสารสกดัเมทานอลของใบออกฤทธิ&ต้านอนุมลูอิสระ (Jachak et al., 2011; Krishani et al., 2010) สารสกดั   
เฮกเซนของดอกและทั =ง ต้นหญ้าตีนตุ๊ กแกสามารถยับยั =งเ ชื =อจุลินทรีย์  Escherichia coli, Klebsiella sp., 
Salmonella group C, Salmonella paratyphi, และ Smegmatis (Taddei et al., 2000) ป้องกนัไวรัสตบัอกัเสบใน
หนู (Ravikumar et al., 2005) กระตุ้นการทํางานของเซลล์เม็ดเลือดขาวและเพิXมระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกาย 
(Tiwari et al., 2004)  

สําหรับองค์ประกอบทางเคมีพบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ทั =งในรูปอิสระและไกลโคไซด์ เช่น สาร 
centaureidin (1) และสาร centaurein (2) (Figure 1) ออกฤทธิ&ยบัยั =งเอนไซม์ COX-1 และ COX-2 ซึXงเป็นสาเหตุ
หนึXงในกระบวนการอกัเสบ (Jachak et al., 2011) สาร 3,6-dimethoxy-5,7,2’,3’,4’-pentahydroxyflavone-7-O-
β-D-gluco-pyranoside (Ali et al., 2001) และสาร (3S)-16,17-didehydrofalcarinol ออกฤทธิ&ยบัยั =งสาเหตขุอง
โรคทีXเกิดจากเชื =อปรสิตโปรโตซวั (Leishmania) (Martin-Quintal et al., 2009) นอกจากนั =นยงัพบสารอืXน ได้แก่ 
แอลคิลเอสเทอร์ สเตอร์รอล ไทรเทอร์พีน ลิกนิน กรดไขมนั โปรตีนและคาร์โบไฮเดรต เป็นต้น (Ali et al., 2002; 
Raju and Davidson, 1994)  
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Figure 1 Structure of centaureidin (1) and centaurein (2) 
 

ด้วยเหตุผลดังกล่าว  ผู้ วิจัยจึงได้ศึกษาฤทธิ&ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด 80% เอทานอลของหญ้า
ตีนตุ๊ กแกส่วนต่าง ๆ เพืXอใช้เป็นข้อมูลเบื =องต้นด้านการแพทย์หรือเป็นแพทย์ทางเลือก นําไปประยุกต์ใช้ใน
อตุสาหกรรมเครืXองสําอาง ลดการนําเข้ายาจากตา่งประเทศ ตลอดจนช่วยเพิXมมลูคา่ของพืชสมนุไพรอีกด้วย 



อุปกรณ์และวิธีการ 
เครืSองมือและสารเคมี 

• เครืXองยวีู-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (ยีXห้อ Shimadzu UV-VIS 1601) และวดัด้วยควอตซ์เซลล์  
• แผ่นทินเลเยอร์โครมาโทรากราฟีแบบอะลมิูเนียม ชนิดซิลิกาเจล 60 F254  
• สารเคมี ได้แก่ 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole (BHA) บริษัท Sigma-Aldrich และ 1,1–diphenyl-

2-picrylhydrazyl (DPPH) บริษัท Sigma-Aldrich  
 

การเตรียมสารสกัดจากพืช 

เก็บสว่นดอก ใบ ลําต้นและรากของหญ้าตีนตุ๊กแก (จาก อําเภอท่าม่วง จงัหวดักาญจนบุรี พ.ศ. 2555) มา
ล้างนํ =าให้สะอาด แล้วหัXนให้เป็นชิ =นเล็ก ๆ นําไปตากให้แห้งในทีXอากาศถ่ายเทสะดวก จากนั =นนําแต่ละส่วนทีXแห้ง
แล้ว (นํ =าหนกัของสว่นดอก ใบ ลําต้น และราก เท่ากบั 2.1099, 2.0720, 4.1266 และ 2.0935 กรัม ตามลําดบั) มา
สกดัต่อเนืXองด้วยเครืXองซอกห์เลต (Soxhlet extractor) ด้วยตวัทําละลายเฮกเซน (เพืXอกําจดัไขมนัในพืชออก) และ 
80% เอทานอล ตามลําดบั จนกระทัXงสารถูกสกดัออกมาหมด หลงัจากนําสารสกดัทีXได้ไประเหยตวัทําละลายออก
ด้วยเครืXองระเหยแห้งสญุญากาศแบบหมุน จะได้สารสกดัหยาบ 80% เอทานอลของส่วนดอก ใบ ลําต้น และราก 

เท่ากบั 0.3154 (14.95%), 0.4403 (21.25%), 15.7199 (15.72%) และ 9.6919 กรัม (9.69%) ตามลําดบั 
 

การตรวจสอบพฤษเคมีเบื Vองต้นหาประเภทฟลาโวนอยด์ 

การตรวจสอบพฤษเคมีเบื =องต้นหาประเภทฟลาโวนอยด์ (รัตนา, 2550) ดงันี = 
• ฟลาโวนอยด์ประเภทฟลาโวน ฟลาโวนอล และฟลาวาโนน  

                ทดสอบโดยใช้ปฏิกิริยาไซยานิดิน (cyanidin reaction) โดยใส่แผ่นแมกนีเซียมชิ =นเล็ก ๆ 3-4 แผ่น และ
หยดกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 10 หยด ลงในสารสกัดพืช  1 มิลลิลิตร สงัเกตสีทีXเกิดขึ =นภายใน 2-3 นาที โดย
เปรียบเทียบกบัสีของสารสกดัเดิม ถ้าสีทีXเกิดขึ =นเป็นสีส้มถึงแดงแสดงว่ามีฟลาโวน ถ้าได้สีแดงถึงสีแดงเข้มหรือแดง
เลือดหมแูสดงวา่มีฟลาโวนอล ถ้าได้สีแดงเข้มถงึแดงอมมว่งแสดงวา่มีฟลาวาโนน 

• ฟลาโวนอยด์ประเภทชาลโคนและออโรน  
                ทดสอบโดยเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 10 หยด ลงในสารสกดัพืชปริมาตร 1 มิลลิลิตร สงัเกตสีทีX
เกิดขึ =นโดยเปรียบเทียบกบัสีของสารสกดัเดิม ถ้าได้สีแดงเกิดขึ =นทนัทีแสดงวา่มีชาลโคนและออโรน 

• ฟลาโวนอยด์ประเภทแอนโธไซยานิดิน  
                ทดสอบโดยต้มกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 1% จํานวน 10 หยด ลงในสารสกดัพืช 1 มิลลิลิตร สงัเกตสีทีX
เกิดขึ =นโดยเปรียบเทียบกบัสีของสารสกดัเดิม ถ้าเกิดสีอมส้มถงึแดงอมนํ =าเงินแสดงวา่แอนโธไซยานิดิน 

• ฟลาโวนอยด์ประเภทลิวโคแอนโธไซยานิดิน  
                ทดสอบโดยต้มกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 10 หยด และ 1-โพรพานอล 10 หยด ลงในสกดัพืช 1 มิลลิลิตร 
นาน 15-30 นาที สงัเกตสีทีXเกิดขึ =นโดยเปรียบเทียบกบัสีของสารสกดัเดิม ถ้าสารละลายเป็นสีแดงหรือสีม่วงแสดงว่า
มีลิวแอนโธไซยานิดิน 

• ฟลาโวนอยด์ประเภทแคทีชิน  
                ทดสอบโดยหยดสารละลายเฟอร์ริกคลอไรด์ 1% จํานวน 1-2 หยด ลงใน  สารสกดัพืช 1 มิลลิลิตร สงัเกต
สีทีXเกิดขึ =นโดยเปรียบเทียบกบัสีของสารสกดัเดิม ถ้าได้สีนํ =าเงินหรือเขียวเกิดขึ =นแสดงวา่มีแคทีชิน 

 



การตรวจสอบฤทธิ�ต้านอนุมูลอสิระโดยการฉีดพ่นนํ Vายาดีพีพีเอช (DPPH reagent) บนแผ่น TLC 
 การตรวจสอบฤทธิ&ต้านอนมุลูอิสระโดยการฉีดพ่นนํ =ายาดีพีพีเอช (รัตนา, 2550) ดงันี = 

จดุสารสกดัสว่นดอก ใบ ลําต้นหรือรากบนแผ่น TLC จากนั =นจุ่มแผ่น TLC ในระบบตวัทําละลายเคลืXอนทีX
เหมาะสมของคลอโรฟอร์ม : เมทานอล : กรดฟอร์มิก ในขวดทีXมีฝาปิด อตัราส่วน 4:0.8:0.2, 4.6:0.2:0.2, 4:0.8:0.2 
และ 4:0.8:0.2 ตามลําดบั จากนั =นนําแผ่นโครมาโทแกรมไปส่องภายใต้แสง UV ทีXความยาวคลืXน 254 และ 366   
นาโนเมตร ทําเครืXองหมายแสดงตําแหน่งจุดสารทีXปรากฏด้วยดินสอ แล้วทําการฉีดพ่นนํ =ายา DPPH ความเข้มข้น 
0.8 มิลลิโมลาร์ ให้ทัXวแผ่น TLC  ถ้าในสารสกดัมีสารต้านอนมุลูอิสระเป็นองค์ประกอบ จะเกิดจดุสีมว่งฟอกจาง 

 

การตรวจสอบฤทธิ�ต้านอนุมูลอสิระ DPPH radical scavenging assay 

การตรวจสอบฤทธิ&ในการต้านอนมุลูอิสระ DPPH (สาวิตรี, 2552; Hatano et al, 1988) ดงันี =  
เตรียมสารละลายมาตรฐาน BHA ในเอทานอล ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร จากนั =นปิเปตแต่ละความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน BHA ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในขวดตวัอย่างสีชา  
เติมสารละลาย DPPH ในเอทานอลความเข้มข้น 0.634  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนัและตั =งทิ =ง

ไว้ในทีXมืด 30 นาที แล้วนําไปวดัค่าการดดูกลืนแสง (Asample) ทีXความยาวคลืXนสงูสดุ (λmax) 519 นาโนเมตร ด้วย
เครืXองยวีู-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (3 ซํ =า) โดยใช้เอทานอลเป็นสารละลายแบงค์ (Blank Solution)  

ทาํการทดลองซํ Vา โดยเปลีXยนจากสารละลายมาตรฐาน BHA เป็นสารสกัด 80% เอทานอลส่วนต่าง ๆ 
ของหญ้าตีนตุ๊กแก  

จากนั =นหาคา่เฉลีXย A เพืXอนํามาคํานวณคา่ร้อยละการยบัยั =งอนมุลูอิสระ (%radical scavenging) ดงันี = 
 

    %radical scavenging = [ (Acontrol – Asample) / Acontrol ] x 100 

       เมืAอ  Asample = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่าง 

                            Acontrol  = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH 0.634 มิลลิโมลาร์ 

 
แล้วเขียนกราฟความสมัพันธ์ระหว่าง %radical scavenging กับความเข้มข้น (มิลลิกรัมต่อลิตร) เพืXอ

คํานวณหาคา่ IC50 (ความเข้มข้นของสารสกดัทีXสามารถดกัจบัอนมุลูอิสระ DPPH มีปริมาณลดลงเหลือ 50%) 
 

ผลและวิจารณ์ 
 การตรวจสอบพฤษเคมีเบื =องต้นของฟลาโวนอยด์ 7 ประเภท ได้แก่ ฟลาโวน ฟลาโวนอล แอนโธไซยานิดิน 
ฟลาวาโนน ชาลโคน ออโรน ลิวโคแอนโธไซยานิดิน และแคทีชิน ด้วยปฏิกิริยาการเกิดสี (color reaction test) ของ
สารสกดั 80% เอทานอลส่วนต่าง ๆ ของหญ้าตีนตุ๊กแก ปรากฏว่า พบฟลาโวนเฉพาะในส่วนลําต้นและรากเท่านั =น 
และแคทีชินพบในทกุสว่น (Table 1) 
 
 
 
 
 



Table 1 Phytochemical screening of flavonoids from the T. procumbens 80% ethanolic extract 

 

Parts of 
plant 

Color of 
extract 

Color reaction tests of flavonoids 

Flavones 
Chalcones, 

Aurones 
Anthocyanidins 

Leucoantho- 
cyanidins 

Catechins 

flowers a yellow +ve  -ve  -ve -ve  +ve  

leaves a yellow -ve  -ve -ve  -ve   +ve 

stems a yellow +ve -ve  -ve -ve  +ve 

roots a light yellow -ve  -ve -ve  -ve  +ve 
+ve as a positive test; -ve as a negative test 

 

 ส่วนการตรวจสอบฤทธิ&ต้านอนุมลูอิสระของสารสกัดทั =งสีXส่วน โดยการฉีดพ่นนํ =ายา DPPH บนแผ่น TLC 
และใช้คลอโรฟอร์ม : เมทานอล : กรดฟอร์มิกเป็นระบบตวัทําละลายเคลืXอนทีX พบว่าทั =งส่วนดอก ใบ ลําต้นและราก
ของหญ้าตีนตุ๊กแกเกิดการฟองจางสีม่วงของสารต้านอนุมลูอิสระ โดยมีค่า Rf อยู่ในช่วง 0-0.65, 0-0.25, 0-0.76 
และ 0-0.76 ตามลําดบั แสดงวา่ทกุสว่นของสารสกดัหญ้าตีนตุ๊กแกออกฤทธิ&ต้านอนมุลูอิสระได้ ซึXงผลสอดคล้องกบั
การทดสอบหาสารฟลาโวนอยด์เบื =องต้น  โดยฟลาโวนอยด์จะมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) เกาะอยู่บนวงอะโรมาติก ซึXง
เมืXอทําปฏิกิริยาจะให้อิเล็กตรอน 1 ตวั (H.) แก่อนุมลูอิสระ (DPPH.) แล้วเปลีXยนเป็น Ar-O. ทีXเสถียรและไม่ว่องไว
ตอ่ปฏิกิริยา เนืXองจากผลของเรโซแนนซ์ (resonance effect) และ DPPH ทําให้เกิดการฟอกจางสีมว่ง (Figure 2) 
ซึXงเมืXอคํานวณหาคา่ร้อยละการยบัยั =งอนมุลูอิสระของสารสกดัทั =งสีXสว่นทีXความเข้มข้นตา่ง ๆ พบว่ามีค่า IC50 เท่ากบั 
70 ± 0.95, 290 ± 0.48, 1,480 ± 0.80 และ 320 ± 0.53 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลําดบั เทียบกบัสารมาตรฐาน BHA 
ซึXงมีคา่ IC50 เท่ากบั 8.5 ± 1.50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (Table 2)  

 

Figure 2 Reaction between DPPH radical (DPPH.) and a flavonoid (Ar-O. ) as the anti-free radical   
   Scavenging 
 

Table 2 DPPH radical scavenging activity (IC50) of the T. procumbens 80% ethanolic extract 
 

Part of plant IC50 (mg/L)a 
flowers 70 ± 0.95b 
leaves 290 ± 0.48b 
stems 1480 ± 0.80b 
roots 320 ± 0.53b 
BHA  8.5 ± 1.50b 

aThe IC50 was defined as the concentration of the sample that causes 50% loss of DPPH activity. 
bData were expressed as mean ± SD. for 3 replications.  



 

สรุป 
 สารสกดั 80% เอทานอลของส่วนดอก ใบ ลําต้น และรากออกฤทธิ&ต้านอนุมูลอิสระในปริมาณทีXแตกต่าง
กนั เนืXองจากพบสารฟลาโวนอยด์ประเภทแคทีชินและฟลาโวน และสารต้านอนุมลูอิสระเป็นองค์ประกอบทางเคมี  
โดยส่วนดอกมีฤทธิ&ต้านอนุมูลอิสระมากกว่าส่วนใบ รากและลําต้น ตามลําดบั อย่างไรก็ตาม ผู้ วิจยัจะได้ทําการ
ทดสอบหาปริมาณฟลาโวนอยด์ทั =งหมด (total flavonoid content assay) และสารประกอบฟีนอลิกทั =งหมด (total 
phenolic content assay) ในส่วนต่าง ๆ ต่อไป เนืXองจากมีคณุสมบติัต้านอนุมลูอิสระได้เช่นเดียวกบัฟลาโวนอยด์ 
รวมทั =งการสกัดและแยกสารบริสทุธิ& เพืXอหาสารออกฤทธิ&ดงักล่าว  เพืXอเป็นข้อมูลสําหรับการนําหญ้าตีนตุ๊กแกใช้
เป็นยาบรรเทาการอกัเสบและโรคทีXมีสาเหตจุากสารอนมุลูอิสระตอ่ไป 
 

กิตตกิรรมประกาศ 
งานวิจยันี =สว่นหนึXงสําเร็จได้โดยทนุสนบัสนนุจากมหาวิทยาลยัราชภฏันครปฐม ปี 2555 
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