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บทคัดย่อ 
 การทดลองเรื่องการต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบก มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปริมาณฟลีนอลิกรวมของสารสกัดใบบัวบก ศึกษา
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดใบบัวบก และศึกษาการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบบัวบก ซึ่งการทดลองนี้ใช้อนุมูล DPPH 
และ ABTS เทียบกับความสามารถของสารมาตรฐาน 2 ชนิดคือ แกลลิกและเควอซิติน พบว่าสารสกัดใบบัวบกมีความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งรายงานในค่า (IC50) เมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH โดยให้ค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 
50% (IC50) คือ สารสกัดใบบัวมีค่า (IC50) เท่ากับ 5715.675 mg/L สําหรับค่าสารมาตรฐาน Gallic และ Quercetin มีค่า (IC50) 
เท่ากับ 0.465 mg/L และ 0.999 mg/L วิธี ABTS พบว่ามีค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50% ( IC50) คือ 
สารสกัดใบบัวมีค่า (IC50) เท่ากับ13198.541 mg/L สําหรับค่ามาตรฐาน Gallic และ Quercetin มีค่า (IC50) เท่ากับ 6.916 mg/L 
และ 1.925 mg/L กลุ่มฟีนอลิคจะใช้วิธี Folin-Ciocalteu colorimetric โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน Gallic และกลุ่มฟลาโวนอยด์
จะใช้วิธี Zhu et al. (2010) โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน Quercetin พบว่าในสารสกัดใบบัวบกมีปริมาณฟีนอลิกรวมเฉลี่ยเท่ากับ 
16.529 mg/L ส่วนฟลาโวนอยด์รวมเฉลี่ยเท่ากับ 26.26 mg/L 
 
ค าส าคัญ:  การต้านอนุมลูอิสระของใบบัวบก  ปริมาณฟีนอลิกรวม  ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม 
 

Abstract 
            Antioxidant test of Centella asiatica. The objective of this study was to study the total phenolic content 
of Centella asiatica extract. To study the total flavonoid content of Centella asiatica extract. and to study the 
antioxidant activity of Centella asiatica extract This experiment used DPPH and ABTS radicals to compare the 
capabilities of two standard substances, gallic and quercetin. It was found that Centella asiatica extract has the 
ability to anti free radicals. which was reported in the value (IC50) when tested by DPPH method. The 
concentration of the extract that can inhibit the free radicals 50% (IC50) was Centella asiatica extract (IC50) was 
5715.675 mg/L for the Gallic standard. and Quercetin (IC50) was 0.465 mg/L and 0.999 mg/L. ABTS method found 
that the extract concentration that can inhibit free radicals 50% (IC50) is Centella asiatica extract (IC50) was 
13198.541 mg/L for Gallic and Quercetin standard values (IC50) were 6.916 mg/L and 1.925 mg/L. Folin-Ciocalteu 
colorimetric comparison with Gallic standard curve and flavonoid group using Zhu et al. (2010) method. 
Compared with Quercetin standard curve, Centella asiatica extracts showed average total phenolic content. was 
16.529 mg/L, while the mean total flavonoid was 26.26 mg/L. 
 
Keywords:  Centella asiatica antioxidant activity,  total phenolic content,  total flavonoid content 
 
ความเป็นมาของปัญหา 
 บัวบก (Asiatic pennywort) ช่ือวิทยาศาสตร์ (Centella asiatica Linn.) วงศ์ Umbelliferae โดยใบบัวบกมีช่ือเรียกท่ัวไป
ในภาคกลาง คือ บัวบก ภาคเหนือและ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเรียกว่าผักหนอก ส่ วนภาคใต้เรียกว่าผักแว่น นอกจากนี้ยังมีช่ือ
ท้องถิ่นอื่นๆ ว่าผักหนอก จําปาเครือ หรือกะบังนอก (ไทย-ลําปาง) ผักแว่น (เหนือ ตะวันออก) มัณฑูกะบรรณี (สันสกฤต) เตียกําเช้า 
ฮัมคัก (ประเทศจีน) ปะหนะ เอขา เด๊าะ (กระเหรี่ยง-แม่ฮ่องสอน) (สิริลักษณ์, 2548) บัวบกเป็นพืชผักสมุนไพรชนิดหนึ่ง (มูลนิธิ
สุขภาพ ไทย, 2547; Das and Mallick, 1991; Zainol et al., 2003) และที่พบสารเอเชียติโคไซด์ (asiaticoside) ในใบ 
(Luangchonlathan et al., 2004) ซึ่งมีลําต้นทอด เลื้อยตามพื้นดิน มีใบแบบเดี่ยว ขอบใบลักษณะหยัก ปลายใบ กลม ใบเกิดเป็นกลุ่ม 
จํานวน 2-10 ใบ เส้นใบยุบ จากด้านบนเห็นได้ชัดเจน ผิวใบด้านล่างเรียบและมี ขนสั้นๆ เล็กน้อย (Brikhaus et al., 2000) คนไทย 
1- 3 นักศึกษาหลักสูตรครุศาสตรบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตร์ทั่วไป คณะครุศาสตร์ มหาวิทยาลยัราชภัฎเลย 
4 อาจารย์ที่ปรึกษาโครงการวจิัยทางวิทยาศาสตร์ 
5 อาจารย์ประจําสาขาวิชาวิทยาศาสตร์ทั่วไป คณะครุศาสตร์ มหาวิทยาลัยราชภัฏเลย 
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นิยมบริโภคบัวบกมานานแล้ว โดยบริโภคในรูปของ ผักสด เป็นผักเครื่องเคียงกับอาหารประเภทต่างๆ เช่น ขนมจีน นํ้าพริก ผัดไท ลาบ 
(พรรณิภา, 2542) คณะผู้วิจัยได้เลือกใบบัวบกจากแหล่งปลูกจังหวัดเลย หมู่บ้านผาแบ่น ตําบลบุฮม อําเภอเชียงคาน สายพันธุ์จังหวัด
เลย มีลักษณะ เป็นใบเดี่ยวมีใบขนาดเล็ก คล้ายรูปไต ค่อนข้างกลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง ใบเฉลี่ย 4.60 เซนติเมตร ขอบใบแบบจัก
ซี่ฟันหรือ หยักมนสม่ําเสมอ โคนใบเว้าลึก ใบเรียงตัวเป็น กระจุกซ้อนเหลื่อมกัน จํานวน 15-20 ใบต่อต้น ก้าน ใบสีเขียวอมม่วง ยาว
เฉลี่ย 11.40 เซนติเมตร ดอก ออกที่ซอกใบ จํานวน 3-4 ดอก ผลย่อย จํานวน 2 ผล บางส่วนแยกจากกันเมื่อผลแก่ ไหลสีม่วงแดง 
ความยาวไหลเฉลี่ย 6.10 เซนติเมตร และมีปริมาณสารเอเซียติโคไซด์และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของบัวบกอยู่มาก 
           สารสําคัญในบัวบก คือ asiaticoside ซึ่งเป็นสารที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย การวิจัยครั้งนี้เป็นการศึกษาวิธีการเตรียมสารสกัด
จากใบบัวบกที่ให้ปริมาณสารสกัดแห้ง เป็นวิธีการสกัดที่เหมาะสมที่สุด เนื่องจากเป็นวิธีที่ให้ ปริมาณสารสกัดแห้ง และสาร 
asiaticoside ที่สูง สารสําคัญที่สูง เป็นพืชสมุนไพรที่ให้สารในกลุ่มไตรเทอปินอยด์ ไกลโคไซด์ (Triterpenoid glycoside) หลายชนิด 
เช่น กรดเอเชียติก (Asiatic acid) สารเอเชียติโคไซด์ (Asiaticoside) และกรดแมดิแคสซิค (Madecassic acid) หรือ สารแมดิแคส
ซอล (Madecassol) ที่ให้ผลต้านการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Antioxidation) ซึ่งส่งผล ในการลดความเสื่อมของเซลล์ อวัยวะต่างๆ 
ของร่างกายได้ และยังพบว่าสารไกลโคไซด์เหล่านี้ยังช่วยเร่งการสร้างสาร คอลลาเจน (Collagen) ที่เป็นโครงสร้างของผิวหนัง จึงถูก
นํามาใช้ประโยชน์ในการกระตุ้นให้แผลสมานตัวได้เร็ว อีกท้ัง มีรายงานว่าใบบัวบกมีประโยชน์ทางการแพทย์มากมาย ได้แก่ ช่วยบํารุง
ประสาทและความจํา บํารุงหัวใจ บํารุงตับ บํารุงไต และสมอง ช่วยขับปัสสาวะ รักษาบาดแผล แผลเปื่อย แก้โรคเรื้อน แก้บิด แก้
อาการปวดศีรษะและเป็นไข้ นอกจากนี้บัวบก ยังมีคุณค่าทางอาหารเป็นอย่างมาก เนื่องจากมีวิตามินหลายชนิด ได้แก่ วิตามินเอ ไทอะ
มิน (วิตามินบี 1) ไรโบฟลาวิน (วิตามินบี 2) ไนอะซิน (วิตามินบี3) วิตามินซี กรดอะมิโนต่างๆ ได้แก่ แอสพาเตรต กลูตาเมต เซอรีน ทรี
โอนีน อะลานีน ไลซีน ฮีสที่ดิน และมีธาตุแคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็กในปริมาณสูงเช่นกัน จึงนับว่าเป็นสมุนไพรที่มีคุณประโยชน์อย่าง
ยิ่ง (จันทรพร ทองเอกแก้ว, 2556, 70) สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) สารประกอบท่ีสามารถป้องกันหรือชะลอกระบวนการเกิด
ออกซิเดช่ัน กระบวนการออกซิเดช่ันจริงๆ แล้วก็คือกระบวนการรวมตัวกับออกซิเจนนั่นเอง (ตัวอย่างของการรวมกันระหว่างออกซิเจน
กับธาตุอื่นเช่น เหล็กรวมกับออกซิเจน ก็เกิดสนิมเหล็ก น้ํามันพืช รวมกับออกซิเจน จะทําให้น้ํามันพืชเหม็นหืนเป็นต้น) ในความเป็น
จริงไม่มีสารประกอบสารใดสารหนึ่งสามารถป้องกันการเกิดออกซิเดช่ันได้ทั้งหมด เพราะว่าสารอนุมูลอิสระเองก็มีมากมายหลาย
ประเภท เกิดจากธาตุหลายชนิด เราจึงต้องการสารต้านอนุมูลอิสระที่แตกต่างกันในการหยุดกระบวนการออกซิเดช่ัน โดยสารต้าน
อนุมูลอิสระที่ร่างกายนั้นต้องการและใช้อยู่เป็นประจํา ได้แก่ วิตามินซี วิตามินอี ความเกี่ยวข้องกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร
ประเภทวิตามินซี เบต้าแคโรที แคโรทีนนอยด์ รวมถึงสารกลุ่มโพลีฟีนอลิก โดยวิธีที่จะได้รับสารต้านอนุมูลอิสระ คือ การรับประทาน
เข้าไปเป็นประจําวัน  
     การใช้ประโยชน์จากบัวบกทางด้านเภสัชกรรม และcatalase ทําให้ระบบภูมิคุ้มกันในการต้านการเกิดต้านการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน (Anti-Oxidation) ปฏิกิริยาออกซิเดชัน สําหรับการทํางานของ ของสารอนุมูลอิสระ ทําให้ลดอัตราเสี่ยงต่อการเกิดโรค 
เอนไซม์ที่ทําหน้าที่ทําลายสารอนุมูลอิสระ ต่างๆ ได้ เนื่องจากพิษของสารอนุมูลอิสระมีผลทําให้เกิด ภาวะเครียดออกซิเดชัน 
(oxidative stress) ส่งผลให้เกิด ความผิดปกติกับสารชีวโมเลกุลต่างๆ ในร่างกาย ได้แก่ ไขมัน โปรตีน และนิวคลีโอไทด์ โดยเฉพาะ
โมเลกุลของ กรดไขมันไม่อิ่มตัว (polyunsaturated fatty acid, PUFA) จะเกิดกระบวนการลิปิดเปอรอกซิเดชัน ( lipid 
peroxidation) ของฟอสโฟลิปิดซึ่งเป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ ลิปิด เปอรอกไซด์ (lipid peroxide) ที่เป็นผลผลิตจากปฏิกิริยา 
ดังกล่าวเป็นสารที่ไม่คงตัวและสามารถเปลี่ยนเป็นสารอื่น ได้ เช่น สารมาลอนไดอัลดีไฮด์ (Malondialdehyde; MDA) R— CH ดังรูป
ที่ 3 การเปลี่ยนแปลงจากปฏิกิริยาดังกล่าวจะส่งผล ให้การทํางานของร่างกายผิดปกติ เกิดการตายของเซลล์ หรือเนื้อเยื่อของอวัยวะ
ภายในร่างกาย ทําให้เกิดโรคเรื้อรัง ต่างๆ ได้แก่ โรคหัวใจ โรคไตวายเรื้อรัง โรคมะเร็ง เป็นต้น ซึ่งระดับของ MDA นั้นสามารถนํามาใช้
เพื่อดูภาวะ เครียดออกซิเดชันได้ กล่าวคือ ถ้าปริมาณของ MDA นั้นมีปริมาณมาก แสดงว่าผนังเซลล์มีการสลายเนื่องมาจาก อนุมูล
อิสระ โดยมีรายงานการศึกษาของนักวิจัยที่สนับสนุน การค้นพบสารที่เป็นตัวต่อต้านการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ( antioxidant 
defense) จากสารสกัดบัวบก ได้แก่ Hussin และคณะ ท่ีได้ทําการศึกษาการให้สารสกัดจากบัวบก ร่วมกับวิตามินอี (a-tocopherol) 
ในน้ําดื่มแก่หนูทดลอง เป็นเวลา 25 วัน พบว่าระดับ MDA ในเลือดลดลง อันเกิด จากการลดลงของปฏิกิริยาลิปิดเปอรอกซิเดชันและ
เพิ่มการ ทํางานของเอนไซม์ที่ทําหน้าที่ทําลายสารอนุมูลอิสระ (free radical-scavenging) ได้แก่ superoxide dismutase (SOD) 
เร่งการสร้างสารคอลลาเจน (Collagen synthesis enhancer) โดยคอลลาเจนจัดเป็นโปรตีนสําคัญของผิวหนัง และอยู่คู่กับโปรตีนที่
สําคัญอีกชนิดหนึ่งคือ อิลาสติน (Elastin) คอลลาเจนมีหน้าที่เสมือนโครงสร้างของผิว และ ทําให้ผิวเต่งตึง อิลาสตินจะมีหน้าที่สร้าง
ความยืดหยุ่นให้ กับผิว และทําให้ผิวที่เป็นโครงสร้างของผิวหนังไม่มีริ้วรอย ช่วยรักษาแผล รอยเหี่ยวย่น และลดการอักเสบ สารสกัด 
จากใบบัวบกจึงถูกนํามาใช้ประโยชน์ในการกระตุ้นให้แผล สมานตัวได้เร็วขึ้น มีรายงานจากนักวิทยาศาสตร์หลายท่าน ได้ศึกษาการนํา
สารสกัดจากใบบัวบกที่ช่ือ เอเชียติโคไซด์ มาทดสอบความสามารถในการรักษาแผลเมื่อทาภายนอก ที่ความเข้มข้นเพียง 0.2% 
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สามารถให้ผลในการเร่งการ สมานแผลหรือช่วยทําให้แผลหายเร็วขึ้น โดยผ่าน กระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการเร่งให้เซลล์มีการสร้าง
เส้นใยคอลลาเจน (Collagen Synthesis) และเร่งการสร้าง ซ่อมแซมเส้นเลือดที่เสียหายไป (Angiogenesis) ให้กลับ คืนมาด้วย
ประโยชน์ดังกล่าว บัวบก จึงถูกนํามาใช้เพื่อรักษาแผลร้อนในในปากได้ ช่วยเพิ่มการไหลเวียนของเส้นเลือดฝอยและการ แลกเปลี่ยน
ออกซิเจนต่อเนื้อเยื่อ ทําให้ลดความเสี่ยงของ การบวม อักเสบในผู้สูงอายุท่ีมีแรงดันในเส้นเลอืดดาํสูง หรือลดอาการโรคเลือดคั่งที่ทําให้
ขาบวมในผู้ที่เดินทาง นานๆ ในรถหรือเครื่องบิน โดยมีคณะแพทย์ และ นักวิทยาศาสตร์ในสหรัฐอเมริกาได้ทําการทดลองใช้สาร สกัด
จากใบบัวบก (Titrated extract of Centella asiatica ; TECA) ให้กับคนไข้ที่มีปัญหาเรื่องของระบบไหลเวียน เลือดที่มีต่อเท้าและ
ขา (Lower Limb) จนเกิดภาวะเจ็บปวด จํานวน 94 คน โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มผู้ป่วยที่ให้ TECA ในปริมาณวันละ 120 
มิลลิกรัม และ 60 มิลลิกรัม และกลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่ให้สารสกัดดังกล่าว (Con blind) แต่ให้สารอื่นๆ ที่ไม่มีตัวยาแทน (Placebo) ผลการ 
ทดลองพบว่า ผู้ป่วยท่ีได้รับสารสกัดจากใบบัวบก มีอาการ เจ็บปวดเท้าและขาน้อยลง และมีอาการบวมลดลง อย่างมีนัยสําคัญ ในขณะ
ที่กลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกัดดังกล่าว มีอาการของโรครุนแรงขึ้น ดังนั้นจึงไม่น่า สงสัยเลยว่าทําไมคนไทยจึงนิยมที่จะดื่มน้ําต้มจากใบบัวบก 
เพื่อแก้ปัญหาฟกชํ้าดําเขียว เนื่องจากปัญหาฟกชํ้าดําเขียว นั้นเกิดจากเส้นเลือดแดงขนาดเลก็ถูกทําลายจากการ กระแทกทําให้เกิดการ
คั่งของเลือด และหากระบบไหลเวียน ของเลือดบริเวณดังกล่าว ถูกปรับปรุงก็จะทําให้ภาวะฟกชํ้า ดําเขียวหรือเจ็บปวดหายไป 
นอกจากสรรพคุณจากตัวอย่างผลการวิจัยดังกล่าว ข้างต้นแล้ว ยังพบว่าสารสกัดจากใบบัวบกสามารถให้ สรรพคุณที่เกิดต่อเนื่องจาก
การปรับปรุงระบบไหลเวียน โลหิตและหลอดเลือดอื่นๆ อีกมากมาย เช่น สามารถป้องกัน ภาวะความจําเสื่อม (โรคอัลไซเมอร์) ป้องกัน
ภาวะ สมองขาดเลือดไปหล่อเลี้ยง บํารุงสมอง ทําให้มีความคิด อ่านดีขึ้นได้ แต่ยังเป็นการทดลองในระดับสัตว์ทดลอง เช่น งานวิจัย
ของ Veerendra and Gupta ได้ทําการศึกษา ผลของสารสกัดใบบัวบกที่ความเข้มข้น 100, 200 and 300 mg/kg ต่อการเกิดภาวะ
เครียดออกซิเดช้ันในหนูทดลอง ที่ได้รับสาร Intracerebroventricular (i.c.v.) streptoz0tocin (STZ) ซึ่งเป็นสารที่เป็นตัวแปรที่บ่ง
บอกถึงความชรา ปริมาณ 3 mg/kg, i.c. ในวันที่ 1 และ 3 ของการทดลอง จากนั้นได้ให้สารสกัดใบบัวบกแก่หนูเป็นเวลา 21 วัน เมื่อ 
ครบถึงวันที่ 21 ของการทดลอง จึงนําสารสกัดจากสมอง ของหนูทดลองมาวิเคราะห์ปริมาณ MDA, glutathione, Superoxide 
dismutase และ catalase ที่เป็นตัวแปรในการ เกิดภาวะเครียดออกซิเดชันพบว่าสารสกัดใบบัวบกที่ความ เข้มข้น 200 and 300 
mg/kg สามารถลดระดับของการเกิด MDA และเพิ่มปริมาณของ glutathione และ catalase ซึ่ง แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากบัวบก
สามารถลดการเกิดภาวะ เครียดออกซิเดชันที่เกิดจาก i.C.V. STZ ได้ คุณค่าทางโภชนาการต่อสุขภาพ ใบบัวบกถูกนํามาเป็นผักสด
แกล้มอาหารหลาย ประเภท ได้แก่ หมี่กรอบ ก๋วยเตี๋ยวผัดไทย แกงเผ็ด ลาบ ก้อย และน้ําพริกต่างๆ ในใบบัวบก 100 กรัม ให้พลังงาน 
44 กิโลแคลอรี่ ประกอบด้วย โปรตีน 1.8 กรัม ไขมัน 0.9 กรัม คาร์โบไฮเดรต 7.1 กรัม เส้นใย 2.6 กรัม แคลเซียม 146 มิลลิกรัม 
ฟอสฟอรัส 30 มิลลิกรัม เหล็ก 3.9 มิลลิกรัม วิตามินเอ 10,962 วิตามินบี 1 0.24 มิลลิกรัม วิตามิน บี 2 0.09 มิลลิกรัม ไนอะซิน 0.8 
มิลลิกรัม และวิตามินซี 4 มิลลิกรัม จะเห็นว่าบัวบกเป็นสมุนไพรที่น่าสนใจมาก นอกจากจะมีสารที่มีประโยชน์ทางด้านยารกัษาโรคแลว้ 
ยังมีคุณค่าโภชนาการสูงอีกด้วย ดังน้ันการบริโภคใบบัวบก เป็นอาหารและเป็นเครื่องดื่มจะส่งผลดีต่อร่างกาย เป็นอย่างยิ่ง (จันทรพร 
ทองเอกแก้ว, 2556, 71-74) จากการทําวิจัยจะได้ฐานข้อมูลการผลิตบัวบก เพื่อให้นักวิจัยนําไปพัฒนาต่อในงานวิจัยด้านอื่นๆ ต่อไป 
เช่น การวิจัยพัฒนาเซรั่มจากสารสกัดบัวบก 
 
วัตถุประสงค์การวิจัย 
 1. เพื่อศึกษาปริมาณฟลีโนลิกรวมของสารสกัดใบบัวบก 
 2. เพื่อศึกษาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดใบบัวบก 
 3. เพื่อศึกษาการต้านอนุมลอิสระของสารสกัดใบบัวบก 
 
วิธีด าเนินงานวิจัย  
           1.  การเตรียมตัวอย่างผักใบบัวบก ใบบัวบก ช่ือวิทยาศาสตร์ : Centella asiatica Urban. จากพื้นที่ บ้านผาแบ่น อําเภอ
เชียงคาน จังหวัดเลย โดยมีการเตรียมตัวอย่างผักใบบัวบกเริ่มจากนําใบบัวบก มาล้างทําความสะอาด เด็ดใบออกจากก้าน แล้วนํามา
อบในตู้อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 2 ชม. แห้งที่ได้มาบดให้ละเอียด ช่ังน้ําหนักด้วยเครื่องช่ังไฟฟ้า 4 ตําแหน่ง จํานวน 10 
กรัม สกัดโดยใช้ตัวทําละลายในสารสกัด คือ Ethanol 80% สกัดด้วยคลื่นเสียง 30 นาที นําสารละลายที่ได้ไประเหยทําตัวละลายด้วย
เครื่องระเหยสุญญากาศจะได้สารสกัดหยาบเก็บสารสกัดในขวดเก็บสารที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะทําการทดลอง 
 2. วิธีท าการทดลอง 
  2.1 นําใบบัวบก มาล้างทําความสะอาด  
  2.2 นําใบบัวบกมาอบในตู้อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
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  2.3 นําใบบัวบกแห้งที่ได้มาบดให้ละเอียด 
  2.4 ช่ังน้ําหนักด้วยเครื่องช่ังไฟฟ้า 4 ตําแหน่ง จํานวน 10 กรัม 
  2.5 สกัดโดยใช้ตัวทําละลายในสารสกัด คือ Ethanol 80% สกัดด้วยคลื่นเสียง 30 นาที 
  2.6 นําสารละลายที่ได้ไประเหยทําตัวละลายด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศจะได้สารสกัดหยาบเก็บสารสกัดในขวดเก็บ
สารที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะทําการทดลอง 
  2.7 การทดสอบความสามารถในการต้านการอนุมูลอิสระของใบบัวบกด้วยวิธี DPPH 
   2.7.1 ปิเปต 1x10-4 M ของสารละลาย DPPH มา 1 มิลลิลิตร 
   2.7.2  ปิเปตสารละลายของใบบัวบก ท่ีมีความเข้มข้น ลงในหลอดทดลองใน ข้อ 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดย
หลอดที่เป็นท่ีเป็น control ใช้เอทานอลแทนสารละลายของใบบัวบก 
   2.7.3  เขย่าให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไว้ 2 นาที แล้วนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 nm 
   2.7.4 นําข้อมูลที่ได้ไปคํานวณหาค่าร้อยละการยับยั้ง ดังสมการ และค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่ยับยั้งอนุมูล
อิสระได้ 50% (IC50) 
  2.8 การทดสอบความสามารถในการต้านการอนุมูลอิสระของใบบัวบกด้วยวิธี ABTS 
   2.8.1 เตรียมอนุมูลอิสระ ABTS โดยผสม ABTS ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ กับสารละลายโพแทสเซียมเปอร์
ซัลเฟต ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ อัตราส่วน 1:1 ตั้งไว้ที่อุณหภมิห้อง เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง 
   2.8.2  เจือด้วยเมทานอล เพื่อให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ประมาณ 0.70 ± 0.03 
   2.8.3  จากนั้นนําสารผสมที่เตรียมได้ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายตัวอย่างใบบัวบกที่ความเข้มข้น 
200 ไมโครลิตร 
   2.8.4  ตั้งไว้ในท่ีมืดที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
   2.8.5  นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร นําค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาคํานวณหา
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ และค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่ยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50% (IC50) 
  2.9 การทดสอบวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric 
   2.9.1  นําตัวอย่างสารสกัดใบบัวบกมาละลายด้วยเอทานอลให้มีความเข้มข้น 1 mg/mL แล้วปิเปตสารละลาย
ปริมาตร 20 µL ใส่ใน 96 well-microplate 
   2.9.2  เติมสารละลาย 7.5 % Na2CO3 ปริมาตร 80 µL 
   2.9.3  ตั้งไว้ในท่ีมืด 30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
   2.9.4  นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm  
             2.10 การทดสอบวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ ด้วยวิธีการของ Zhu et al. (2010) 
   2.10.1  นําตัวอย่างสารสกัดใบบัวบกมาละลายด้วยเอทานอลให้มีความเข้มข้น 1 mg/mL 
   2.10.2  นําสารละลายตัวอย่างปริมาตร 500 µL ใส่ในหลอดทดลอง แล้วเติม 5 % NaNO2 ปริมาตร 75 µL ผสม
ให้เข้ากันเป็นเวลา 6 นาที 
   2.10.3  เติม 10 % AlCl3 ปริมาตร 150 µL ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 5 นาที 
   2.10.4  เติม 1M NaOH ปริมาตร 500 µL สุดท้ายเติมน้ํากลั่นปริมาตร 275 µL เขย่านาน 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง
จากนั้นปิเปตสารละลายลงใน 96 well-microplate ปริมาตร 200 µL 
   2.10.5  นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 510 nm ด้วยเครื่อง microplate reader โดยใช้คาเตชินเป็น
สารมาตรฐาน 
 3. การวิเคราะห์ข้อมูล 
             การศึกษาวิจัยเรื่องการทดลองการต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบก ผู้วิจัยได้นําข้อมูลจากการทดลองจํานวน 4 การทดลอง 
โดยมีการนําเสนอผลการวิเคราะห์ข้อมูลดังต่อไปนี้ 
             การวิเคราะห์ข้อมูล และการแปลผลการวิเคราะห์ข้อมูลการศึกษางานวิจัยครั้งนี้ ผู้วิจัยได้ใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์
สําเร็จรูป ในการประมวลผลข้อมูล ผู้ทําการได้วิเคราะห์และนําเสนอ ในรูปแบบของตารางประกอบคําอธิบาย โดยเรียงลําดับหัวข้อการ
วิเคราะห์ข้อมูลเป็น 4 การทดลอง ดังนี้ 
    การทดลองที่ 1 การทดสอบความสามารถในการต้านการอนุมูลอิสระของใบบัวบกด้วยวิธี DPPH 
     การทดลองที่ 2 การทดสอบความสามารถในการต้านการอนุมูลอิสระของใบบัวบกด้วยวิธี ABTS 
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     การทดลองที่ 3 การทดสอบวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric 
     การทดลองที่ 4 การทดสอบวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ ด้วยวิธีการของ Zhu et al. (2010) 
 4.  ผลการทดลอง 
             4.1 การต่อต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบกโดยใช้วิธี DPPH สารมีการต้านอนุมูลอิสระอย่างชัดเจน ความเข้มข้นของสาร
ตัวอย่างใบบัวบก 3,020 – 7,550 mg/L มีฤทธ์ิยับยั้ง 39.88 – 57.11 % 
              4.2 การต่อต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบกโดยใช้วิธี DPPH สารมีการต้านอนุมูลอิสระอย่างชัดเจน ความเข้มข้นของสาร
สกัด Gallic 0 – 1.33 mg/L มีฤทธ์ิยับยั้ง 0 – 62.77 % 
              4.3 การต่อต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบกโดยใช้วิธี DPPH สารมีการต้านอนุมูลอิสระอย่างชัดเจน ความเข้มข้นของสาร
สกัด Quercetin 0.35 - 1.33 mg/L มีฤทธ์ิยับยั้ง 46.24 – 61.38 % 
              4.4 การต่อต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบกโดยใช้วิธี ABTS สารมีการต้านอนุมูลอิสระอย่างชัดเจน ความเข้มข้นของสาร
ตัวอย่างใบบัวบก 3,020 – 7,550 mg/L มีฤทธ์ิยับยั้ง 3.468 – 27.167 % 
              4.5 การต่อต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบกโดยใช้วิธี ABTS สารมีการต้านอนุมูลอิสระอย่างชัดเจน ความเข้มข้นของสาร
สกัด Gallic 0.67 – 1.67 mg/L มีฤทธ์ิยับยั้ง 35.65 – 37.98 % 
             4.6 การต่อต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบกโดยใช้วิธี ABTS สารมีการต้านอนุมูลอิสระอย่างชัดเจน ความเข้มข้นของสาร
สกัด Quercetin 0.67 - 1.67 mg/L มีฤทธ์ิยับยั้ง 15.06 – 44.29 % 
             4.7 การต่อต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบกโดยใช้วิธี Folin-Ciocalteu colorimetric สารมีการต้านอนุมูลอิสระอย่าง
ชัดเจน ความเข้มข้น 20 - 80 mg/L ค่าความดูดกลืนแสง 1.867 – 3.11   
             4.8 สารตัวอย่างใบบัวบกมีปริมาณฟินอลิครวมเฉลี่ยเท่ากับ 16.529 mg/L 
             4.9 การต่อต้านอนุมูลอิสระของใบบัวบกโดยใช้วิธี Zhu et al. (2010) สารมีการต้านอนุมูลอิสระอย่างชัดเจน ความ
เข้มข้น 20 - 80 mg/L ค่าความดูดกลืนแสง 1.360 – 2.014 
             4.10.  สารตัวอย่างใบบัวบกมีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมเฉลี่ยเท่ากับ 26.26 mg/L 
 
อภิปรายผล 
 1. จากการทดสอบหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผักใบบัวบก สายพันธ์ุของจังหวัดเลย 
  ในเอทานอลโดยวิธี DPPH assay ซึ่งวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร วิธี ABTS assay วัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร นอกจากนี้ผู้วิจัยยังคํานวณหาปริมาณสาระสําคัญ 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มฟีนอลิกจะใช้วิธี 
Folin-Ciocalteu colorimetric โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน Gallic และกลุ่มฟลาโวนอยด์จะใช้วิธี Zhu et al. (2010) โดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน Quercetin พบว่าในสารสกัดใบบัวบกมีปริมาณฟีนอลิกรวมเฉลี่ยเท่ากับ 16.529 mg/L ส่วนฟลาโวนอยด์รวมเฉลี่ย
เท่ากับ 26.26 mg/L 
 2. จากการทดสอบการต้านอนุมูลิอิสระของใบบัวบก จากการวิเคราะห์สามารถสรุปได้ดังนี ้
  2.1 การทดสอบการต้านอนุมูลิอิสระโดยวิธี DPPH ของใบบัวบก พบว่าฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH มีผลแตกต่างกันทํา
ได้โดยการเจือจางสารสกัดหลายความเข้มข้นจํานวน 4 ความเข้มข้นแล้วทดสอบหาร้อยละการยับยั้งของอนุมูล DPPH พบว่าเมื่อมี
ความเข้มข้นมากขึ้นสารสกัดใบบัวบกจะมีร้อยละการยับยั้งมากข้ึน เมื่อคํานวณหาค่า      สารสกัดใบบัวมีค่า      เท่ากับ 5715.675 
mg/L สําหรับค่ามาตรฐาน Gallic และ Quercetin มีค่า      เท่ากับ 0.465 mg/L และ 0.999 mg/L 
  2.2 การทดสอบการต้านอนุมูลิอิสระโดยวิธี ABTS ของใบบัวบก พบว่าพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS มีผลแตกต่าง
กันทําได้โดยการเจือจางสารสกัดหลายความเข้มข้นจํานวน 4 ความเข้มข้นแล้วทดสอบหาร้อยละการยับยั้งของอนุมูล ABTS พบว่าเมื่อ
มีความเข้มข้นมากขึ้นสารสกัดใบบัวบกจะมีร้อยละการยับยั้งมากขึ้น เมื่อคํานวณหาค่า      สารสกัดใบบัวมีค่า      เท่ากับ
13198.541 mg/L สําหรับค่ามาตรฐาน Gallic และ Quercetin มีค่า      เท่ากับ 6.916 mg/L และ 1.925 mg/L 
 
ข้อเสนอแนะ 
 1.  การเลือกใบบัวบกในการสกัด ควรเลือกใบบัวบกที่สด ใหม่ ควรทําความสะอาด เด็ดใบออกจากตัวก้าน และเพื่อให้ได้
ผลิตภัณฑ์ที่มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดควรทําการสกัดใบบัวบกในช่วงฤดูที่ให้ผลผลิต 
 2.  ขั้นตอนของการระเหยตัวทําละลายออก ควรกําจัดตัวทําละลายออกให้หมด รวมถึงความช้ืนด้วย เพ่ือให้การชั่งน้ําหนักไม่
เกิดการผิดพลาดและได้น้ําหนักท่ีแท้จริงของสารสกัด 
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 3.  วิธีการสกัดอาจเปลี่ยนไปใช้วิธีอื่นได้ เช่น วิธีการแช่ วิธีการสกัดโดยใช้คลื่นเสียงร่วมด้วยในการสกัด วิธีการสกัดโดยใช้
คลื่นไมโครเวฟร่วมด้วยในการสกัด เป็นต้น 
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