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 The present study was performed to evaluate the phytochemical screening and biological 
activities of the ethanolic extracts from several parts of Millingtonia hortensis. The phytochemical 
studies of the ethanolic extracts from this plant revealed that the presence of secondary metabolites 
of flavonoids, coumarins, tannins, terpenoids, and steroids. The ethanolic extracts were used to 
determine total phenolic content (19.87 ± 0.60 to 48.86 ± 1.01 mgGAE/g), total flavonoids content 
(11.05 ± 2.48 to 92.25 ± 9.15 mgQE/g) and total antioxidant capacity (326.83 ± 9.72 to 665.00 ± 20.53 
mgAE/g). The highest antioxidant activity at 250 µg/mL using DPPH free radical scavenging 
method was demonstrated by M. hortensis seeds extract (95.50 ± 0.21%). In addition, the ethanolic 
extracts of several parts from M. hortensis were evaluated for anti-tyrosinase activities using  
L-tyrosine and L-DOPA substrates. From these results, it was found that the ethanolic extracts of 
inner-pods and seeds from M. hortensis showed the both highest anti-tyrosinase activities at  
1.00 mg/mL using L-tyrosine (96.73 ± 0.23% and 96.02 ± 0.44%) and L-DOPA (36.39 ± 0.70% 
and 45.54 ± 0.45%) substrates. From L-tyrosine substrate, it was found that the ethanolic extracts 
of inner-pods and seeds from M. hortensis showed more active than kojic acid (95.36 ± 0.47%), as 
the standard drug. Fortunately, these results suggest the potential of several parts from M. hortensis 
as medicine or cosmetic agents against free radical-associated oxidative damage.  
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บทที ่1 
บทน ำ 

  

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
ความชราของผวิหนงัส่งผลให้เกิดร้ิวรอย จุดด่างด า และผิวหมองคล ้า ซ่ึงเป็นปัญหาสุขภาพท่ี

ส่งผลเสียต่อสุขภาพจิตและบุคลิกภาพอย่างมาก การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนนอกจากมีสาเหตุมาจาก
ความเส่ือมโทรมตามธรรมชาติแลว้ อีกสาเหตุท่ีส าคญัคือ มลภาวะต่าง ๆ จากส่ิงแวดลอ้ม อาทิเช่น 
ความเครียด อาหารท่ีรับประทาน สารเคมี มลพิษทางอากาศ รวมทั้งรังสีและความร้อนจากแสงแดด 
ส่ิงเหล่าน้ีเป็นตวักระตุน้ให้เกิดอนุมูลอิสระภายในร่างกายข้ึน ซ่ึงอนุมูลอิสระน้ีมีบทบาทส าคญัใน
กระบวนการเกิดโรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง รวมทั้งการเกิดร้ิวรอยก่อนวยั และยงักระตุน้ให้มีการผลิต
เม็ดสีเมลานินท่ีมากเกินไปท าให้ผิวหมองคล ้า เกิดฝ้า และกระบนผิวหนงัอีกดว้ย (กล่าวขวญั ศรีสุข, 
ปรีดาวรรณ สาลี, เยาวลกัษณ์ เจริญสุข และเอกรัฐ ศรีสุข, 2553) ดงันั้นในผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง
ส่วนใหญ่จึงมกัมีการใส่สารท าให้ผิวขาว สารท าให้ผิวขาวท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลาย เช่น สารปรอท
และไฮโดรควโินน แต่ปัจจุบนัเป็นสารห้ามใชใ้นเคร่ืองส าอาง เน่ืองจากมีผลขา้งเคียง โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง
ถา้ใชเ้ป็นเวลานาน ๆ จะท าใหเ้กิดฝ้า ท าให้ผูใ้ชเ้กิดการแพแ้สงง่าย เกิดมะเร็ง หรือบางคร้ังอาจก่อให้เกิด
อนัตรายถึงแก่ชีวติได ้(พอใจ รัตนปนดัดา, 2553) ท าให้ผูค้นหนัมาสนใจผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางท่ีมี
ส่วนผสมของสารสกดัจากสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสซ่ึงจะช่วยท าให้
ผิวขาวข้ึน เน่ืองจากเอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาให้เกิดกระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานิน 
(วรินดา นนัตา และสุภชัญา มัน่อ่ิม, 2546) 
 ดงันั้นการศึกษาพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสและฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ จึงน่าจะเป็นแนวทางในการเลือกใชส้มุนไพรและช่วยในการดูแลสุขภาพผิวพรรณได้
ซ่ึงประเทศไทยมีพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเป็นจ านวนมาก และหาไดง่้าย อาทิเช่น ปีบ 
(Millingtonia hortensis) ท่ีมีรายงานสรรพคุณต่าง ๆ ท่ีใชใ้นต ารายาโบราณ เช่น ช่วยขยายหลอดลม 
รักษาหอบหืด ไซนสัอกัเสบ และบ ารุงโลหิต (คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลยัอุบลราชธานี, 2553) 
แต่ยงัไม่มีรายงานเก่ียวกบัการน าส่วนต่าง ๆ ของปีบไปทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์
ไทโรซิเนส ดงันั้นผูว้จิยัจึงสนใจศึกษาสารพฤกษเคมี ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนส จากส่วนต่าง ๆ ของปีบ เพื่อน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปพฒันาให้เป็นผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางเพื่อ
ลดร้ิวรอยและบ ารุงผวิขาวต่อไป 
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1.2  วตัถุประสงค์ของงำนวจิัย 
 1.  ศึกษาสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด 
 2.  ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณ
สารตา้นอนุมูลอิสระรวม ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง 
ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด 
 3.  ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์
ไทโรซิเนสของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน 
ฝักส่วนนอก และเมล็ด 
 

1.3  ขอบเขตของงำนวจิัย  
 1.  เตรียมส่วนสกดัหยาบจากส่วนต่าง ๆ ของปีบทั้ง 6 ส่วน ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน 
ฝักส่วนนอก และเมล็ด โดยใชว้ธีิการสกดัแบบแช่หมกั (Maceration) ดว้ยตวัท าละลายเอทานอล 
 2.  ทดสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด แบ่งการทดสอบเป็น 9 กลุ่ม คือ แอลคาลอยด์  
แอนทราควิโนน ฟลาโวนอยด์ คูมาริน แทนนิน เทอร์ปีนอยด์ สเตียรอยด์ คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ 
และซาโปนิน 
 3.  หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณ
สารตา้นอนุมูลอิสระรวม ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง 
ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด 
 4.  ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์
ไทโรซิเนสของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน 
ฝักส่วนนอก และเมล็ด 
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1.4  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับจำกงำนวจิัย 
 1.  ท าใหท้ราบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด 
 2.  ท าใหท้ราบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม สารประกอบฟลาโวนอยด์รวม และสารตา้น
อนุมูลอิสระรวม ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน 
ฝักส่วนนอก และเมล็ด 
 3.  ท าใหท้ราบฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ ได้แก่ ดอก ใบ ก่ิง 
ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด 
 

1.5  นิยำมศัพท์เฉพำะ 
 1.  สมุนไพร ตามพระราชบญัญติัยาจะตรงความหมายกบัค าวา่ Crude Drugs ซ่ึงหมายถึง 
"ยาท่ีไดจ้ากพืช สัตว ์หรือแร่ธาตุ ท่ียงัไม่ไดผ้สม ปรุง หรือแปรสภาพ" ดงัเช่น ถา้ไดจ้ากพืชก็ยงัเป็น
ส่วนของ ราก ล าตน้ ใบ ดอก ผล ฯลฯ ซ่ึงยงัไม่ไดผ้า่นขั้นตอนการแปรรูปใด ๆ 
 2.  สารสกดัหยาบ (Crude extract) หมายถึง สารสกดัเบ้ืองตน้จากสมุนไพรท่ียงัไม่ถึงขั้น
สารบริสุทธ์ิ กรรมวิธีการสกดัไม่ยุ่งยากซับซ้อน สามารถน าไปใช้ประโยชน์ไดโ้ดยตรงหรือตอ้ง
ผา่นกรรมวธีิผลิตก่อนท่ีจะน าไปใชป้ระโยชน์ 
 3.  องคป์ระกอบทางพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ (Phytochemical screening) เป็นการตรวจสอบทาง
เคมีเบ้ืองตน้ของสารสกดัจากพืชโดยใชร้ะยะเวลานอ้ย ท าไดง่้าย รวดเร็ว และใชเ้คร่ืองมือนอ้ยท่ีสุด 
โดยใชป้ฏิกิริยาทางเคมีง่ายๆ หรือใชป้ฏิกิริยาการเกิดสี (Color reaction) ซ่ึงจะให้ผลเป็นสีต่าง ๆ หรือ
เกิดตะกอน เพื่อบอกถึงกลุ่มสารเคมีท่ีส าคญัและฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา เช่น แอลคาลอยด์ แอนทราควิโนน 

ฟลาโวนอยด ์คูมาริน แทนนิน เทอร์ปีนอยด ์สเตียรอยด ์คาร์ดิแอคไกลโคไซด ์และซาโปนิน 

 4.  ฤทธ์ิทางชีวภาพ (Biological activities) คือ กิจกรรมชีวสาร ปฏิกิริยาทางชีวภาพหรือ
สมบติัทางชีวภาพท่ีเกิดข้ึนและเก่ียวขอ้งกบัส่ิงมีชีวติ เช่น ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งการ
ท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

 
 



 
 

บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 
2.1  ข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ของปีบ (Millingtonia hortensis) 
 ปีบ มีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Millingtonia hortensis อยูใ่นวงศ ์Bignoniaceae มีช่ือสามญั 
Cork tree หรือ Indian Cork ช่ืออ่ืน ๆ เช่น กาสะลอง กาดสะลอง (ภาคเหนือ) เต็กตองโพ่ (กาญจนบุรี) 
กางของ (ภาคอีสาน) (คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลยัอุบลราชธานี, 2553) เป็นไมย้ืนตน้ขนาดเล็ก
ถึงขนาดกลาง ผลดัใบ ล าตน้ตรง สูงไดถึ้ง 25 เมตร เปลือกตน้หนาสีน ้ าตาลอ่อนปนเทาแตกเป็นร่องลึก 
(ภาพท่ี 2-1) ใบ เป็นใบประกอบแบบขน 2-3 ชั้น ออกเรียงสลบั มีใบยอ่ย 4-6 คู่ ใบรูปใบหอกแกมรูปไข่ 
ปลายใบแหลม โคนใบมน ขอบหยกัเป็นซ่ีหยาบ แผน่ใบเรียบทั้งสองดา้น เน้ือใบบางคลา้ยกระดาษ 
ดอกออกเป็นช่อขนาดใหญ่ท่ีปลายก่ิง มีดอกยอ่ยจ านวนมาก กลีบดอกสีขาว มีกล่ินหอม กลีบดอกมี 
5 กลีบ โคนเช่ือมติดกนัเป็นหลอด ปลายกลีบแหลมแยกเป็นหลอดปากแตร 5 แฉก กลีบเล้ียงสีเขียว 
โคนเช่ือมติดกนั วงกลีบเล้ียงรูปถว้ย ปลายแยกเป็น 5 แฉก เกสรเพศผูอ้ยูชิ่ดกบักลีบดอกมีจ านวน 4 อนั 
แบ่งเป็นสองคู่ ยาวไม่เท่ากนั ผลเป็นฝักแบน ยาวแคบ รูปขอบขนาน ยาว 30-40 เซนติเมตร ปลายฝัก
แหลม ฝักอ่อนสีเขียว มีเน้ือ พอแก่ฝักจะมีสีน ้ าตาลแห้งแข็ง เม่ือแตกออกจะแบ่งไดเ้ป็น 2 ซีก ภายใน
มีฝักส่วนในสีด าอยูต่รงกลาง และเมล็ดเป็นจ านวนมาก มีลกัษณะแบนรูปหยดน ้ ามีปีกสีขาวค่อนขา้ง
บางใสอยู่โดยรอบเมล็ด ยกเวน้บริเวณส่วนปลายเมล็ดดา้นแหลม ออกดอกช่วงเดือนกนัยายนถึง
ธนัวาคม ติดผลช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงกุมภาพนัธ์ ปีบมีสรรพคุณตามต ารายาไทยหลายอยา่ง เช่น
ดอกมีรสหวานขม ขยายหลอดลม มวนเป็นบุหร่ีสูบท าให้ปากหอม รักษาหืด แกริ้ดสีดวงจมูก ไซนสั
อกัเสบ บ ารุงน ้าดี เพิ่มการหลัง่น ้าดี บ ารุงโลหิต บ ารุงก าลงั แกล้ม รากมีรสเฝ่ือน บ ารุงปอด แกห้อบ 
แกว้ณัโรคและโรคปอด แกไ้อ แกเ้หน่ือยหอบ เปลือกใชแ้กไ้อ ขบัเสมหะ ส่วนใบใชม้วนเป็นบุหร่ี
สูบช่วยขยายหลอดลม ใชรั้กษาอาการหอบหืด 
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ภาพท่ี 2-1  ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของปีบ: (ก) ตน้ปีบ (ข) ดอก (ค) ใบ (ง) เมล็ด (จ) ฝักส่วนใน 
(ฉ) ฝักส่วนนอก (คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี, 2553) 

  

2.2  การเตรียมสกดัจากพืช 
 การเตรียมตวัอยา่งพืชตอ้งค านึงถึงสารส าคญัในพืช คือการตรวจเอกลกัษณ์ของพืชท่ีถูกตอ้ง
ไม่มีพืชอ่ืนเจือปน ไม่มีโรคพืช อายุพืชท่ีผลิตสารส าคญั และการเก็บรักษา การเตรียมตวัอยา่งให้แห้ง 
เพื่อคงคุณภาพของสมุนไพรไว ้ควรจะท าให้แห้งโดยวิธีท่ีเร็วและอุณหภูมิต ่า  ๆ เพราะอุณหภูมิสูง
จะท าใหส้ารส าคญัสลายหรือเปล่ียนแปลง ในการสกดัเพื่อแยกสารส าคญัจากพืชเพื่อน ามาศึกษานั้น
มีดว้ยกนัหลายวธีิแต่วธีิท่ีนิยมใชท้ัว่ ๆ ไปไดแ้ก่วธีิดงัต่อไปน้ี (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) 
 2.2.1  วธีิการหมกั (Maceration) เป็นวธีิการสกดัสารส าคญัจากพืชโดยวิธีการหมกัพืชกบั
ตวัท าละลายในภาชนะท่ีมีฝาปิดสนิทจนเน้ือเยื่อของพืชอ่อนนุ่มและตวัท าละลายสามารถแทรกซึม
เขา้ไปละลายองคป์ระกอบในพืชออกมาได ้วิธีน้ีมีขอ้ดีท่ีสารไม่ถูกความร้อน แต่เป็นวิธีท่ีส้ินเปลือง
ตวัท าละลายมาก 
 2.2.2  วิธีการแช่สกดัต่อเน่ือง (Percolation) เป็นวิธีปล่อยให้ตวัท าละลายไหลผา่นผงพืช
สมุนไพรชา้ ๆ พร้อมกบัละลายส่วนท่ีเป็นองคป์ระกอบออกจากผงพืชสมุนไพรออกมาโดยใชเ้คร่ืองมือ
ท่ีเรียกวา่ Percolation ขอ้ดีของวิธีน้ีคือ เป็นการสกดัสารจากพืชไดส้มบูรณ์และไม่ใชค้วามร้อน แต่
เป็นวธีิท่ีส้ินเปลืองตวัท าละลายและใชเ้วลาในการสกดันาน 
 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 

(จ) 

(ฉ) 
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 2.2.3  การสกดัดว้ย Soxhlet Extraction เป็นวิธีการสกดัแบบต่อเน่ืองโดยใชต้วัท าละลาย
ซ่ึงมีจุดเดือดต ่า การสกดัท าไดโ้ดยใชค้วามร้อนท าให้ตวัท าละลายใน Flask ระเหยข้ึนไป แลว้กลัน่ตวัลง
มาใน Thimble ซ่ึงบรรจุสมุนไพรไว ้เม่ือตวัท าละลายใน Extracting chamber สูงถึงระดบั สารสกดั
จะไหลกลบัลงไปใน Flask ดว้ยวิธีการกาลกัน ้ า Flask น้ีไดรั้บความร้อนจาก Heating mantle หรือ 
หมอ้องัไอน ้ า ตวัท าละลายจึงระเหยข้ึนไป ทิ้งสารสกดัไวใ้น Flask ตวัท าละลายเม่ือกระทบ Condenser 
จะกลัน่ตวักลบัลงมาสกดัสารใหม่ วนเวียนเช่นน้ีจนกระทัง่การสกดัสมบูรณ์ การสกดัด้วยวิธีน้ีมี
ขอ้ดีคือ ใชต้วัท าละลายนอ้ย แต่ใชค้วามร้อนดว้ย จึงอาจท าใหส้ารเคมีบางชนิดสลายตวัได ้
 
 
 
 
 
 
 
     (ก)        (ข)   (ค) 
 
ภาพท่ี 2-2  อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการสกดัแบบต่าง ๆ: (ก) Maceration (ข) Percolation  

(ค) Soxhlet Extraction (เขา้ถึงไดจ้าก: http://science.psru.ac.th/teaching/data/ 
chem/Extraction_and_Isolation_of_Natural_Products.pdf) 

 

2.3  การเลือกวิธีการสกดัสารส าคญัจากพืช (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) 
 วธีิการสกดัพืชท่ีเหมาะสมข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลาย ๆ อยา่ง ไดแ้ก่ 
 2.3.1  ธรรมชาติของพืช โดยพิจารณาจากลกัษณะและโครงสร้างของเน้ือเยื่อพืชท่ีมีลกัษณะ
อ่อนนุ่ม เช่น ดอก ใบ อาจสกดัดว้ยวธีิวธีิการหมกั หากเป็นพืชท่ีมีเน้ือเยื่อท่ีแข็งแรงและเหนียว เช่น 
เปลือก ราก เน้ือไม ้ควรใช้วิธีการแช่สกดัต่อเน่ืองหรือการสกดัแบบต่อเน่ือง ถา้สารส าคญัในพืช
เป็นสารท่ีละลายไดง่้ายนิยมใชว้ธีิการหมกั แต่ถา้ละลายไดน้อ้ยจ าเป็นตอ้งใชว้ธีิการแช่สกดัต่อเน่ือง
หรือการสกดัแบบต่อเน่ือง นอกจากน้ีตอ้งพิจารณาความคงตวัของสารส าคญัในพืชสมุนไพรต่อ
ความร้อนดว้ย ถา้เป็นสารท่ีไม่ทนต่อความร้อนควรใชว้ธีิการหมกัหรือวธีิการแช่สกดัต่อเน่ือง 
 2.3.2  คุณค่าของสารสกดัและค่าใชจ่้ายในการสกดั หากตอ้งการสารสกดัท่ีไม่ใช่สารส าคญั
และมีคุณค่าทางการรักษานอ้ย เช่น สารท่ีใชแ้ต่งสี กล่ิน รส ของยาเตรียมต่าง ๆ ก็อาจใชว้ิธีง่าย ๆ ท่ี
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ไม่ยุ่งยาก นอกจากน้ีควรค านึงถึงค่าใชจ่้ายทั้งหมดเปรียบเทียบกบัราคาของสารสกดัท่ีเตรียมไดว้่า
คุม้ค่ากบัการลงทุนหรือไม่ 
 2.3.3  ความตอ้งการท่ีจะให้ไดส้ารสกดัท่ีสมบูรณ์ (Exhausted extraction) หรือเกือบสมบูรณ์ 
หากตอ้งการสารสกดัท่ีเจือจางการใชว้ิธีการหมกัก็เพียงพอ แต่ถา้ตอ้งการสารสกดัเขม้ขน้ก็ควรใช้
วธีิการแช่สกดัต่อเน่ืองหรือการสกดัแบบต่อเน่ือง 
 

2.4  การเลือกใช้ตัวท าละลายในการสกดัสารส าคญัจากพืช 

 ท าละลายท่ีเหมาะสมควรเป็นตวัท าละลายท่ีละลายสารท่ีตอ้งการสกดัไดดี้พอ ไม่ระเหย
ง่ายหรือยากเกินไป ไม่ท าปฏิกิริยากบัสารท่ีเราตอ้งการสกดั ราคาไม่แพงมาก ในการเลือกใชต้วัท าละลาย
อาศยัหลกัเกณฑ์คือ สารละลายและตวัท าละลายมีคุณสมบติัความมีขั้วคลา้ยคลึงกนั ละลายสารท่ี
ตอ้งการออกมามากท่ีสุด ในขณะท่ีสารท่ีไม่ตอ้งการออกมาน้อยท่ีสุด ตวัท าละลายท่ีนิยมใช้ ไดแ้ก่ 
คลอโรฟอร์ม อีเทอร์ เฮกเซน และแอลกอฮอล ์เป็นตน้ 
 

2.5  การท าสารสกดัให้เข้มข้น (Concentration) (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) 
 เม่ือสกดัสารจากพืชดว้ยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมจากวิธีการสกดัขา้งตน้ สารสกดัท่ีไดจ้ะ
มีปริมาตรมากและเจือจาง ท าใหน้ าไปแยกองคป์ระกอบไดไ้ม่สะดวก และไม่มีประสิทธิภาพจึงตอ้ง
น ามาท าใหเ้ขม้ขน้เสียก่อนดว้ยวธีิต่าง ๆ ดงัน้ี 
 2.5.1  การกลัน่ในภาวะสุญญากาศ (Distillation in vacuum) จดัเป็นวิธีท่ีนิยมมากท่ีสุด 
เป็นการระเหยเอาตวัท าละลายออกโดยการกลัน่ท่ีอุณหภูมิต ่า และลดความดนัลงให้เกือบเป็นสุญญากาศ 
โดยใชป๊ั้มสุญญากาศ (Vacuum pump) เคร่ืองมือน้ีเรียกวา่ Rotary evaporator ซ่ึงประกอบดว้ยส่วน
ต่าง ๆ 3 ส่วน คือ ภาชนะบรรจุสารสกดัอย่างหยาบท่ีกลัน่ (Distillation flask) ส่วนคอนเดนเซอร์
หรือส่วนควบแน่นไอสารละลาย (Condenser) และภาชนะรองรับสารละลายหลงักลัน่ (Receiving 
flask) โดยสารสกดัอยา่งหยาบซ่ึงบรรจุในภาชนะจะแช่อยูใ่นเคร่ืององัน ้ า (Water bath) ท่ีควบคุม
อุณหภูมิไดแ้ละจะหมุน (Rotate) ตลอดเวลาท่ีท างาน เพื่อใหมี้การกระจายความร้อนอยา่งทัว่ถึงและ
สม ่าเสมอ ภาชนะบรรจุสารสกดัอย่างหยาบน้ีต่อเขา้กบัส่วนควบแน่น ซ่ึงมีระบบท าความเยน็หล่ออยู่
ตลอดเวลา ปลายของส่วนควบแน่นจะมีภาชนะรองรับ โดยทั้งระบบจะต่อเขา้กบัระบบสุญญากาศ
สารละลายท่ีระเหยออกจากภาชนะบรรจุจะควบแน่น ท่ีบริเวณคอนเดนเซอร์และหยดลงมาใน
ภาชนะรองรับสารละลายหลงัการกลัน่ซ่ึงสารละลายดังกล่าวสามารถน าไปท าให้บริสุทธ์ิและ
น ากลบัใชไ้ด ้
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  2.5.2  การระเหย (Free evaporation) เป็นการน าตวัท าละลายออกโดยใชค้วามร้อนจาก
เคร่ืององัน ้ า (Water bath) หรือแผน่ความร้อน (Hot plate) วิธีน้ีอาจท าให้องคป์ระกอบในสารสกดั
สลายตวัไดเ้น่ืองจากอุณหภูมิสูงเกินไป และหากใชส้ารละลายอินทรียใ์นสารสกดัการระเหยโดยให้
ความร้อนโดยตรง (Direct heat) บนแผน่ความร้อนอาจเกิดอนัตรายไดง่้าย นอกจากน้ีควรค านึงถึง
อุณหภูมิท่ีจะท าใหเ้กิดการสลายตวัของสารส าคญัเม่ือใชค้วามร้อน  
 2.5.3  การแช่แข็ง (Freezing) เป็นการระเหยเอาตวัท าละลายออกจนแห้งไดส้ารสกดัออกมา
ในสภาพของแข็งหรือก่ึงของแข็ง ถ้าเป็นสารสกัดด้วยน ้ า เหมาะท่ีจะแช่แข็งโดยใช้ความเย็น
(Lyophillizer หรือ Freeze dryer)  
 2.5.4  อลัตราฟิลเทรชนั (Ultrafiltration) เป็นการท าสารสกดัดว้ยน ้ าให้เขม้ขน้โดยการใช้
แผน่เมมเบรม (Membrane) ใชก้บัสารท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุล (Molecular weight) สูงกวา่ 5,000  
  

2.6  กลุ่มของสารส าคญัในสมุนไพร (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) 
 สารส าคญัในพืชมีจ านวนมาก สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ สารปฐมภูมิ (Primary 
metabolite) และสารทุติยภูมิ (Secondary metabolite) โดยสารปฐมภูมิเป็นสารเคมีพื้นฐานท่ีพบใน
พืชชั้นสูงทัว่ไป พบไดใ้นพืชเกือบทุกชนิด เป็นสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัเมทาบอลิซึมท่ีจ าเป็นของเซลล์
ส่วนใหญ่เป็นสารท่ีไดจ้ากกระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสงของพืช และกระบวนการชีวสังเคราะห์
กรดอะมิโนบางชนิด ไดแ้ก่ คาร์โบไฮเดรต (Carbohydrates) ไขมนั (Lipids) โปรตีน (Protien) เอนไซม ์
(Enzymes) น ้ ามนัหอมระเหย (Volatile oil หรือ Essential oil) ส่วนสารทุติยภูมิ เป็นสารประกอบท่ี
เกิดจากกระบวนการชีวสังเคราะห์ (Biosynthesis) ในพืชเป็นสารประกอบท่ีพบแตกต่างกนัในพืช
แต่ละชนิดและแต่ละฤดู สารเหล่าน้ีจะแสดงฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาอย่างชดัเจน สารทุติยภูมิมีหลาย
ชนิด ไดแ้ก่ 
 2.6.1  แอลคาลอยด์ (Alkaloids) เป็นสารอินทรียท่ี์มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบ มกัพบ
ในพืชชั้นสูง มีสูตรโครงสร้างซบัซอ้นและแตกต่างกนัมากมาย คุณสมบติัของแอลคาลอยด์คือ ส่วน
ใหญ่มีรสขม ไม่ละลายน ้า ละลายไดใ้นสารละลายอินทรีย ์มีฤทธ์ิเป็นด่าง แอลคาลอยด์มีประโยชน์
ในการรักษาโรคอยา่งกวา้งขวาง เช่น ใชเ้ป็นยาระงบัปวด ยาแกไ้อ ยาแกห้อบหืด ยารักษาแผลในกระเพาะ
และล าไส้ ยาลดความดนั ยาควบคุมการเตน้ของหวัใจ เป็นตน้ ตวัอยา่งเช่น อะโทรพีน (Atropine) 
ซ่ึงสกดัไดจ้ากตน้และใบของล าโพง (Datura metel L.) มีฤทธ์ิลดการบีบตวัของล าไส้ รวมทั้งอีฟีดรีน 
(Ephedine) ซ่ึงสกดัไดจ้ากตน้มัว่อ๊ึง (Ephedra equisetina Bunge) มีฤทธ์ิขยายหลอดลมใชเ้ป็นยา
รักษาโรคหอบหืด เป็นตน้ 
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O

O

OH

NH(CH3)

CH3

NCH3

 
     Atropine       Ephedine 

 
ภาพท่ี 2-3  ตวัอยา่งของสารในกลุ่มแอลคาลอยด์ 
 
 2.6.2  ไกลโคไซด ์(Glycosides) เป็นสารประกอบอินทรียท่ี์เกิดจากส่วนท่ีไม่ใชน้ ้าตาลท่ี
เรียกวา่ อะไกลโคน (Aglycone) จบักบัส่วนท่ีเป็นน ้าตาล (Glycoside) ละลายน ้าไดดี้ โครงสร้างของ 
Aglycone มีความแตกต่างกนัหลายแบบท าใหป้ระเภทและสรรพคุณทางเภสัชวทิยาของไกลโคไซด์
มีหลายชนิดท่ีใชเ้ป็นยา  
  

OHO
HO

OH

OH

X

R  
 
 

ภาพท่ี 2-4  สูตรโครงสร้างของสารประกอบไกลโคไซด์ 
 
 ไกลโคไซด ์จ าแนกตามสูตรโครงสร้างของอะไกลโคน (Aglycone) ไดห้ลายประเภทคือ 
คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ (Cardiac glycosides) ตวัอยา่งเช่น โอลีแอนดริน (Oleandrin) สกดัไดจ้ากใบ
ของยี่โถ (Nerium incidum Mill) ใชบ้  าบดัรักษาอาการโรคหวัใจท่ีมีการเตน้ผิดปกติ แอนทราควิโนน
ไกลโคไซด์ (Anthraquinone glycosides) ตวัอยา่งเช่น บาบาโลอีน (Barbaloin) สกดัไดจ้ากใบวา่น
หางจระเข ้(Aloe barbadensis Mill) ใชเ้ป็นยาขบัถ่าย ซาโปนินไกลโคไซด์ (Saponin glycosides) 
ตวัอยา่งเช่น ไดออสซิน (Dioscin) เป็นสเตียรอยด์ดลัซาโปนิน (Steroidal saponins) สกดัไดจ้ากเมล็ด
ลูกซดั (Trigonella foenum-graecum L.) และมาเดคาสโซไซด์ (Madecassoside) เป็นไตรเทอร์ปีนอยด ์
ซาโปนิน (Triterpenoid saponins) สกดัไดจ้ากบวับก (Centella asiatica L. Urban) มีฤทธ์ิท าให้แผล
แหง้เร็ว รักษาแผลไฟไหมน้ ้ าร้อนลวก ไซยาโนเจนิกไกลโคไซด์ (Cyanogenic glycosides) ตวัอยา่ง 
เช่น โลทาวสะทราลิน (Lotaustralin) สกดัไดจ้ากมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta Crantz) ฟลาโวนอยด์

ส่วนของน ้าตาล 
(Glycoside) 

อะไกลโคน 
(Aglycone) 
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ไกลโคไซด์ (Flavonol glycosides) ตวัอยา่งเช่น รูติน (Rutin) พบในตน้ยาสูบ (Nicotiana tabacum L.) 
ใชส้ าหรับเสริมสร้างผนงัหลอดเลือดฝอย 
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ภาพท่ี 2-5  ตวัอยา่งของสารในกลุ่มไกลโคไซด ์

 
 

Oleandrin      Madecassoside 

Dioscin                Barbaloin 

Lotaustralin        Rutin 
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 2.6.3  ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) เป็นกลุ่มของสารประกอบท่ีมีโครงสร้างพื้นฐานเป็น 
ฟีนิลเบนโซไพโรน (Phenylbenzopyrones) ประกอบดว้ยการจดัเรียงตวัของคาร์บอน 15 ตวั (C6-C3-C6) 
เป็นวงแหวน 3 วง ไดแ้ก่ วงแหวนเบนซีน (Benzene ring) 2 วง (ซ้ายและขวา) เช่ือมต่ออยูก่บัวงแหวน
ไพแรน (Heterocyclic pyran ring) ซ่ึงอยูต่รงกลางของโครงสร้าง ฟลาโวนอยด์หลายชนิดมีฤทธ์ิทาง
เภสัชวิทยา ตวัอยา่งเช่น Catechin พบมากในใบชาเขียว (Camellia sinensis ) และ Naringenin พบใน
เปลือกส้มโอ (Citrus grandis (L.) Osbeck) 
 

OHO

OH

OH

OH

OH

OHO

OH

OH

O  
 
 

ภาพท่ี 2-6  ตวัอยา่งของสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 
 

 2.6.4  แอนทราควิโนน (Anthaquinones) มีโครงสร้างพื้นฐานประกอบดว้ย 3 วงแหวน ไดแ้ก่ 
วงแหวนเบนซีน (benzene ring) 2 วง (ซ้ายและขวา) เช่ือมต่ออยูก่บัวงควิโนน ซ่ึงอยูต่รงกลางของ
โครงสร้าง เป็นสารท่ีมีสีแดง-ส้ม แต่อาจจะพบไดต้ั้งแต่สีเหลืองน ้ าตาล ส่วนใหญ่น ามาใชป้ระโยชน์
เป็นยาระบาย นอกจากน้ีใช้เป็นสียอ้ม ยารักษาเช้ือราท่ีผิวหนงัอีกดว้ย ตวัอยา่งเช่น Chrysophanol 
พบในชุมเห็ดเทศ (Cassia alata (L.) Roxb.) และ Emodin พบในฝักคูณ (Cassia fistula L.) 
 

CH3

O

O

OH OH O

O

OH OH

OH

 
 
 

ภาพท่ี 2-7  ตวัอยา่งของสารในกลุ่มแอนทราควโินน 
 
 

            Catechin    Naringenin 

Chrysophanol    Emodin 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/003146/catechin-%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%8A%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001811/tea-%E0%B8%8A%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/003146/catechin-%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%8A%E0%B8%B4%E0%B8%99
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 2.6.5.  คูมาริน (Coumarin) เป็นแลคโทนของ O-hydroxy cinnamic acid ในพืชพบไดท้ั้ง
ในรูปอิสระและในรูปไกลโคไซด ์คูมารินเกือบทั้งหมดในธรรมชาติจะมีออกซิเจนท่ีต าแหน่งท่ี C-7 
(อาจพบในรูปของ Hydroxyl หรือ Alkoxyl) สารบางตวัระเหยได ้น ามาใชป้ระโยชน์ในหลายดา้น เช่น 
สารแต่งกล่ิน ยาบ ารุงเลือด รักษาโรคด่างขาว ตวัอยา่งเช่น Bergapten พบในใบหม่อน (Morus alba 
Linn.) และ Umbelliferone พบในส้มโอ (Citrus grandis (L.) Osbeck) 
 

OO O

OCH3

OO OH

7
7  

 
 

ภาพท่ี 2-8  ตวัอยา่งของสารในกลุ่มคูมาริน 
 

 2.6.6  ซาโปนิน (Saponins) หรือซาโปนินไกลโคไซด์ มีส่วนอะไกลโคนเป็นสารพวก 
Steroids หรือ Triterpenoids ส่วนน้ีจะจบักบัส่วนน ้ าตาล หรืออนุพนัธ์ของน ้ าตาลท่ีต าแหน่ง C3 ได้
เป็น O-glycoside ซาโปนินไกลโคไซดมี์คุณสมบติับางอยา่งคลา้ยสบู่ เช่น สามารถเกิดฟองเม่ือเขยา่
กบัน ้ า เป็นสารลดแรงตึงผิวท่ีดี ตวัอยา่งเช่น Glycyrrhtzin พบในชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra Linn.) 
ซ่ึงมีอะไกลโคนเป็น Triterpenoids และมีโมเลกุลของน ้าตาล 2 โมเลกุลเกาะต าแหน่งท่ี 3 
 

COOH

O

H3C

O

O

HOOC

HO
HO

OOHOOC

HO
HO

OH

3

 
Glycyrrhtzin 

 
ภาพท่ี 2-9  ตวัอยา่งของสารในกลุ่มซาโปนิน 

 
 

              Bergapten         Umbelliferone 
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 2.6.7  แทนนิน (Tannins) เป็นสารประกอบพวกฟีนอล สามารถละลายน ้ าได ้เป็นสารท่ีพบ
ในพืชหลายชนิด มีโมเลกุลใหญ่ และโครงสร้างซบัซ้อน มีสมบติัเป็นกรดอ่อน รสฝาด แทนนินใช้
เป็นยาฝาดสมานและยาแกท้อ้งเสีย ช่วยรักษาแผลไฟไหม ้สมุนไพรท่ีมีแทนนิน เช่น เปลือกทบัทิม 
(Punica granatum L.) เปลือกอบเชย (Cinnamomum spp.) ใบฝร่ัง (Psidium guajava L.) เป็นตน้  
ตวัอยา่งเช่น Tannic acid  
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Tannic acid 
 

ภาพท่ี 2-10  ตวัอยา่งของสารในกลุ่มแทนนิน 
 

2.7  สารประกอบฟีนอลกิ (Phenolic Compounds)  
สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compound) เป็นกลุ่มสารท่ีพบมากในพืช มีคุณสมบติั

เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นการอกัเสบ ป้องกนัความเสียหายท่ีเกิดจากรังสีอลัตราไวโอเลต และ
ป้องกนัการสร้างสารก่อมะเร็ง สารกลุ่มน้ีถูกจ าแนกตามโครงสร้างทางเคมีออกเป็นกลุ่มยอ่ยหลาย
กลุ่ม ซ่ึงสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) เป็นหน่ึงในกลุ่มย่อยเหล่าน้ีท่ีมีการศึกษาฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระและถูกน ามาใช้ประโยชน์เป็นอาหาร ยา และเคร่ืองส าอางอย่างแพร่หลายในปัจจุบนั 
สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compounds) คือ สารท่ีมีสูตรโครงสร้างท่ีมีหมู่ ไฮดรอกซิล (OH group) 
บนวงแหวนอะโรมาติก (Aromatic ring) ตั้งแต่ 1 หมู่ข้ึนไป สารในกลุ่มน้ีจึงมีคุณสมบติัท่ีละลายน ้ า
ไดดี้ พบไดใ้นพืช ผกั และผลไมท้ัว่ไป 

ปัจจุบนัสารประกอบฟีนอลิกไดรั้บความสนใจในฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั (Antioxidation) 
และฤทธ์ิตา้นการกลายพนัธ์ุ (Antimutagenic activity) ท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระ (Free radicals) และ
การใช้สารประกอบฟีนอลิกในการป้องกนัโรคต่าง ๆ โดยเฉพาะ โรคหัวใจขาดเลือด และมะเร็ง 
โดยสารประกอบฟีนอลิก จะท าหน้าท่ีก าจดัอนุมูลอิสระและไอออนของโลหะท่ีสามารถเร่งการ
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เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนั และโมเลกุลอ่ืนๆ ดว้ยการให้อะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระ
อย่างรวดเร็ว เม่ือสารประกอบฟีนอลิกให้อะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระไปแลว้จะกลายเป็น
อนุมูลอิสระของสารประกอบฟีนอลซ่ึงค่อนขา้งเสถียร ดงันั้นจึงไม่ท าปฏิกิริยาอ่ืนต่อไป ยิง่ไปกวา่นั้น
อนุมูลอิสระของสารประกอบฟีนอลิกบางชนิดยงัคงสามารถรวมตวักบั อนุมูลอิสระอ่ืนไดอี้กดว้ย 
จึงท าใหส้ารประกอบฟีนอลิกเหล่านั้นลดจ านวนอนุมูลอิสระลงไดถึ้ง 2 เท่า สารประกอบฟีนอลิกท่ี
ถูกพบวา่มีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระนั้น สามารถพบไดใ้นส่วนต่าง ๆ ของพืช เช่น เมล็ด 
ผล และใบ (รุ่งฤดี ศรีสวสัด์ิ, 2555) 

 

2.8  อนุมูลอสิระและสารต้านอนุมูลอสิระ (พลอยขวญั กาญจนสุรัตน์, 2557) 
 อนุมูลอิสระ (Free radical) คือ อะตอมหรือโมเลกุลท่ีมีอิเล็กตรอนเด่ียวอยูอ่อร์บิทลัวงนอกสุด 
และมีระดบัพลงังานสูง รวมทั้งอะตอมของไฮโดรเจนและไอออนของโลหะทรานซิชนั ส่วนใหญ่
การท่ีอนุมูลอิสระมีอิเล็กตรอนเด่ียวท าให้เป็นสารท่ีไม่เสถียร ส่งผลให้อนุมูลอิสระมีคุณสมบติั คือ
วอ่งไวต่อการเกิดปฏิกิริยากบัโมเลกุลอ่ืน ๆ โดยอนุมูลอิสระจะเขา้ไปแยง่จบักบัอิเล็กตรอนจากโมเลกุล
ท่ีอยูร่อบขา้ง ก่อใหเ้กิดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ หากมีปริมาณอนุมูลอิสระมากจะส่งผลต่อการท าลายระบบ
ต่าง ๆ ในร่างกายให้เสียสมดุลและส่งผลเสียต่อเซลล์ รวมทั้งเป็นสาเหตุของความชราและโรคต่าง ๆ 
เช่น โรคอลัไซเมอร์ ไขขอ้อกัเสบ หรือโรคมะเร็ง เป็นตน้ สารตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant) ท าหนา้ท่ี
จบัอนุมูลอิสระไว ้ท าใหป้ฏิกิริยาออกซิเดชนัต่าง ๆ ไม่เกิดข้ึน สามารถป้องกนัเซลล์ผิวหนงัจากการ
ถูกท าลาย จึงใชป้้องกนัหรือชะลอความเห่ียวยน่ของผิวได ้โดยทัว่ไป สารตา้นอนุมูลอิสระสามารถ
พบไดใ้นธรรมชาติจากสารหลายชนิด เช่น สารประกอบ ฟีนอลิก (Phenolic compounds) สารประกอบ
ไนโตรเจน (Nitrogen compounds) และแคโรทีนอยด์ (Catotinoid) อยา่งไรก็ตาม ในภาวะปกติ ร่างกาย
ของคนเรา จะมีการป้องกนัการสะสมสารอนุมูลอิสระอยูแ่ลว้ซ่ึงแบ่งออกเป็นสองส่วน คือ ส่วนแรก
เกิดจากร่างกายสร้างเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระข้ึนมาควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระให้อยูใ่นภาวะท่ีสมดุล 
และส่วนท่ีสองคือ กลุ่มของสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมาจากวิตามินเอ ซี อี หรือเบตา้แคโรทีน รวมทั้ง
สารประกอบโพลีฟีนอล ซ่ึงเป็นสารพฤกษเคมีท่ีสามารถพบไดใ้นพืชผกัและผลไม้ เพื่อเขา้ไปช่วย
เสริมสร้างระบบการต่อตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัในร่างกายให้มีประสิทธิภาพในการท าลายอนุมูลอิสระ
ไดดี้ยิง่ข้ึน แต่ถา้เม่ือใดท่ีมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนในปริมาณมากเกินกวา่ท่ีระบบป้องกนัจะยบัย ั้งไดห้มด 
จะท าใหเ้กิดสภาวะท่ีเรียกวา่ “Oxidative stress” ข้ึน ภายใตส้ภาวะดงักล่าวอนุมูลอิสระจะท าอนัตราย
ต่ออวยัวะและเน้ือเยือ่ต่าง ๆ ของรางก่าย ซ่ึงถา้สะสมมาก ๆ อาจน าไปสู่ความผดิปกติหรือพยาธิสภาพ
หลายอยา่งได ้ 



15 
 

 วธีิการทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant assay) มีอยูด่ว้ยกนัมากมายหลายวธีิ แต่มี
อยูห่น่ึงวิธีท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลายคือ วิธี DPPH free radical scavenging assay โดยใชอ้นุมูลอิสระ
ท่ีเรียกวา่ DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) เป็นอนุมูลอิสระท่ีเสถียรและสามารถรับอิเล็กตรอน
จากโมเลกุลอ่ืนได ้สารละลาย DPPH ซ่ึงเป็นสารละลายสีม่วงและจะดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
517 นาโนเมตร เม่ือ DPPH ไดรั้บอิเล็กตรอนจากสารตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant) จะท าให้เปล่ียน
จากสารละลายสีม่วงเป็นสารละลายสีเหลืองและไม่ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร  
ดงัสมการ (จินดาพร คงเดช, 2551) 
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          DPPH (สีม่วง)           สารตา้นอนุมูลอิสระ        DPPH-H (สีเหลือง) 
 

ภาพท่ี 2-11  ปฏิกิริยาการทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระโดยใช ้DPPH 
 

2.9  เอนไซม์ไทโรซิเนสและกระบวนการยบัยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 เอนไซมไ์ทโรซิเนส (Tyrosinase) เป็นเอนไซมโ์มโนออกซิจิเนสท่ีมีทองแดงเป็นองคป์ระกอบ
ในโมเลกุล (Copper monooxygenase enzyme) เอนไซมน้ี์พบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติทั้งในพืช เช้ือรา 
แมลง และสัตว ์ในคนพบเอนไซมไ์ทโรซิเนสในเมลาโนโซม (Melanosome) ซ่ึงเป็นโครงสร้างสีน ้าตาล
ท่ีถูกสร้างข้ึนโดยเซลลเ์มลาโนไซต ์(Melanocyte) บริเวณชั้นล่างสุดของหนงัก าพร้า  
 เอนไซม์ไทโรซิเนสมีบทบาทส าคญัในการควบคุมการสร้างเม็ดสีเมลานินของผิวหนัง  
โดยท าหนา้ท่ีเร่งการเปล่ียนกรดอะมิโนชนิดไทโรซีน (Tyrosine) ไปเป็นสารโดปา (DOPA) ดว้ย
ปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชนั และเปล่ียนโดปาไปเป็นโดปาควิโนน (Dopaquinone) ดว้ยปฏิกิริยาออกซิเดชนั
จากนั้นโดปาควโินนจะถูกเปล่ียนผา่นสารตวักลางอีกหลายตวั จนเกิดโพลีเมอไรเซชนัไปเป็นเม็ดสี
เมลานินจนไดเ้มด็สี 2 ชนิด คือ ชนิดสีด า หรือสีน ้ าตาล เรียกวา่ยูเมลานิน (Eumelanin) และชนิดสีเหลือง 
หรือสีส้ม เรียกวา่ฟีโอเมลานิน (Phaeomelanin) สัดส่วนของยูเมลานินและฟีโอเมลานิน ในแต่ละคน
จะแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัเช้ือชาติและพนัธุกรรม รวมถึงการไดรั้บรังสียูวีจากแสงแดด ส่งผลต่อการ
กระตุน้การเกิดเมด็สีเมลานินใหเ้พิ่มมากข้ึน (พลอยขวญั กาญจนสุรัตน์, 2557) 
 

+       R-H               +       R• 
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ภาพท่ี 2-12  ขบวนการชีวสังเคราะห์เม็ดสีเมลานินจากไทโรซีน  
                    (เขา้ถึงไดจ้าก: http://www.bio.miami.edu/dana/250/250SS13_6.html) 

 
จากการศึกษากลไกการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่าสามารถยบัย ั้ง 

การท างานของเอนไซมไ์ดโ้ดยจบักบัสารท่ีเป็น Active site ของเอนไซม ์คือส่วนท่ีเป็น Cu2+ ซ่ึงจะ
ขดัขวางการเขา้จบักนัระหวา่งสารตั้งตน้กบัเอนไซม ์ท าให้เอนไซมไ์ม่สามารถท างานได ้สารท่ีสามารถ
ยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได ้จะเป็นสารประกอบพวก Aromatic acid, Aromatic 
aldehyde, Tropolone, Kojic acid และ Salicylic acid โดยโครงสร้างท่ีมีความเป็น Hydrophobic จะ
สามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดดี้ (นริศา ค าแก่น, 2551) 

 

2.10  งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 2.6.1  การศึกษาทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของส่วนสกดัหยาบจากปีบ (M. hortensis) 
 Tansuwanwong, Yamamoto, Imai, and Vinitketkumnuen (2007) รายงานการเปรียบเทียบ
ฤทธ์ิในการยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ระหวา่งส่วนสกดัหยาบชั้นน ้ าและชั้นเอทานอล
ของเปลือกตน้ปีบโดยใชเ้ซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด DLD-1, HCT15, SW48 และ SW480 ดว้ยวิธี 
MTT assay พบวา่ส่วนสกดัหยาบชั้นน ้าของเปลือกตน้ปีบมีฤทธ์ิยบัย ั้งอตัราการแบ่งตวัของเซลล์มะเร็ง
ล าไส้ใหญ่ได้ แต่ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลไม่สามารถยบัย ั้งอตัราการแบ่งตวัของเซลล์มะเร็ง
ล าไส้ใหญ่ได ้ 
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 Nagaraja and Padmaa (2011) รายงานการศึกษาส่วนสกดัหยาบจากเปลือกล าตน้ของปีบ
(M. hortensis) ท่ีสกดัในตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ คือ ปิโตรเลียมอีเทอร์ เบนซีน คลอโรฟอร์ม เมทานอล 
และน ้ าในการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย ไดแ้ก่ Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis ดว้ยวิธี Resazurin assay พบวา่ส่วนสกดัหยาบท่ีสกดั
ในตวัท าละลายทั้ง 5 ชนิด มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียทั้ง 4 สายพนัธ์ุ ดงัตารางท่ี 2-1 
 
ตารางท่ี 2-1  ค่า MIC ของส่วนสกดัหยาบจากเปลือกล าตน้ของปีบในตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ  
 

เช้ือแบคทีเรีย ค่า MIC ของส่วนสกดัหยาบในตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ (g/mL) 
ปิโตรเลียมอีเทอร์ เบนซีน คลอโรฟอร์ม เมทานอล น ้า 

P. aeruginosa 10 50 50 50 50 
E. coil 200 100 50 50 25 
S. aureus 50 100 50 50 50 
B. subtilis 25 100 50 50 25 

 
 Kiran, Lalitha, and Raveesha (2012) ศึกษาฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา (Antifungal) จาก
ส่วนสกดัหยาบชั้นน ้ าของใบปีบ โดยทดสอบกบัเช้ือรา 8 สายพนัธ์ุท่ีพบในขา้วโพดดว้ยวิธี Poison 
Food Technique พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของส่วนสกดัหยาบ 50% มีฤทธ์ิการยบัย ั้งเช้ือราสายพนัธ์ุ A. 
flavus มากท่ีสุด คือ 93.4% รองลงมาคือ F. oxysporum (90.2%), F. solani (89.5%), F. moniliforme 
(87.7%), A. candidus (78.9%), A. niger (78.0%), A. flavipes (73.2%) และ F. graminearum (52.1%) 
ตามล าดบั และยงัมีฤทธ์ิการยบัย ั้งเช้ือราใกลเ้คียงกบัสารมาตรฐาน Bavistin และ Thiram อีกดว้ย ดงั
ตารางท่ี 2-2 
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ตารางท่ี 2-2  ผลการทดสอบการยบัย ั้งเช้ือราสายพนัธ์ุต่าง ๆ ท่ีพบในขา้วโพด ดว้ยส่วนสกดัหยาบชั้นน ้ า 
   ของใบปีบ 
 

เช้ือรา 
Mycelia Growth Inhibition (%) 

ความเขม้ขน้ของส่วนสกดัชั้นน ้าของใบปีบ Bavistina Thirama 
10% 20% 30% 2% 2% 

F. graminearum 10.0 ± 0.1 18.9 ± 0.1 28.3 ± 0.1 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
F. moniliforme 16.2 ± 0.0  29.3 ± 0.1 42.7 ± 0.2 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
F. oxysporum 18.1 ± 0.1 38.0 ± 0.0 51.3 ± 0.0 100.0 ± 0.1 100.0 ± 0.1 
F. solani 16.2 ± 0.0 28.9 ± 0.0 45.9 ± 0.1 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.2 
A. niger 10.0 ± 0.2 23.9 ± 0.0 43.9 ± 0.0 100.0 ± 0.2 100.0 ± 0.1 
A. flavus 19.2 ± 0.0 39.2 ± 0.0 68.9 ± 0.0 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
A. flavipes 12.4 ± 0.0  21.0 ± 0.0 38.4 ± 0.0 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
A. candidus 11.2 ± 0.0 23.9 ± 0.0 43.1 ± 0.0 100.0 ± 0.1 100.0 ± 0.1 

a = สารมาตรฐาน 
 

ตารางท่ี 2-2  (ต่อ) 
 

เช้ือรา 
Mycelia Growth Inhibition (%) 

ความเขม้ขน้ของส่วนสกดัชั้นน ้าของใบปีบ Bavistina Thirama 
40% 50% 2% 2% 

F. graminearum 36.1 ± 0.1 52.1 ± 0.1 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
F. moniliforme 65.2 ± 0.1 87.7 ± 0.0 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
F. oxysporum 72.9 ± 0.0 90.2 ± 0.1 100.0 ± 0.1 100.0 ± 0.1 
F. solani 68.9 ± 0.0 89.5 ± 0.2 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.2 
A. niger 61.1 ± 0.0 78.0 ± 0.1 100.0 ± 0.2 100.0 ± 0.1 
A. flavus 81.3 ± 0.0 93.4 ± 0.0 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
A. flavipes 56.8 ± 0.1 73.2 ± 0.1 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
A. candidus 60.1 ± 0.0 78.9 ± 0.1 100.0 ± 0.1 100.0 ± 0.1 

a = สารมาตรฐาน 
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 Surendra, Suresh, Astalakshmi, and Babu (2013) รายงานการศึกษาฤทธ์ิการตา้นการอกัเสบ
ของส่วนสกดัหยาบชั้นน ้ าจากเปลือกล าตน้ปีบในหนูทดลอง ดว้ยวิธี Carrageenan-induced rat paw 
edema พบวา่ส่วนสกดัหยาบชั้นน ้าจากเปลือกล าตน้ปีบมีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบในหนูทดลองดีเทียบเท่า
กบัสารมาตรฐาน indomethacin ดงัตารางท่ี 2-3 
 
ตารางท่ี 2-3  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของส่วนสกดัหยาบชั้นน ้าจากเปลือกล าตน้ของปีบ 
                    ดว้ยวธีิ Carrageenan-induced rat paw edema 
 

Group 
Mean paw volume (mL ± SEM) 

1st hr 2nd hr 3rd hr 
Vehicle control 1.139 ± 0.180 1.139 ± 0.180 1.139 ± 0.180 
Negative control 2.615 ± 1.640 2.674 ± 2.346 2.666 ± 1.435 
Indomethacin (10 mg/kg) 1.451 ± 1.245*** 1.313 ± 1.265*** 1.287 ± 2.365*** 
ส่วนสกดัหยาบ (200 mg/kg) 1.689 ± 1.069*** 1.545 ± 1.113*** 1.499 ± 1.131*** 
ส่วนสกดัหยาบ (400 mg/kg) 1.573 ± 1.452*** 1.533 ± 1.104*** 1.416 ± 1.245*** 

All the values are mean ± SEM and compared to negative control 
ns = Non significant *p < 0.05 **p < 0.01 ***p < 0.001, n = 6 
 
ตารางท่ี 2-3  (ต่อ) 
 

Group 
Mean paw volume (mL ± SEM) 

4th hr 5 th hr 
Vehicle control 1.139 ± 0.180 1.139 ± 0.180 
Negative control 2.604 ± 2.316 2.291 ± 1.415 
Indomethacin (10 mg/kg) 1.210 ± 1.256*** 1.195 ± 1.025*** 
ส่วนสกดัหยาบ (200 mg/kg) 1.435 ± 1.068*** 1.321 ± 1.025*** 
ส่วนสกดัหยาบ (400 mg/kg) 1.402 ± 1.608*** 1.310 ± 1.521*** 

All the values are mean ± SEM and compared to negative control 
ns = Non significant *p < 0.05 **p < 0.01 ***p < 0.001, n = 6 
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 Kumari and Sharma (2014) รายงานการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์รวม และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ จากส่วนสกดัหยาบชั้นเมทานอลของใบ 
ล าตน้ ราก และดอกของปีบ พบว่าส่วนท่ีมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมมากท่ีสุด คือ ล าตน้ 
รองลงมาคือ ใบ ราก และดอก ตามล าดบั และส่วนท่ีมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมมาก
ท่ีสุด คือ ล าตน้ รองลงมาคือ ใบ ดอก และรากตามล าดบั ส่วนการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมุลอิสระใช้
วิธี DPPH พบวา่ ล าตน้มีฤทธ์ิตา้นอนุมุลอิสระมากท่ีสุด รองลงมาคือ ดอก ราก และใบ ตามล าดบั 
ดงัตารางท่ี 2-4 

 
ตารางท่ี 2-4  ผลการหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม สารประกอบฟลาโวนอยด์รวม และฤทธ์ิ  

    ตา้นอนุมูลอิสระ จากส่วนสกดัหยาบเมทานอลของใบ ล าตน้ ราก และดอกของปีบ  
 

ส่วนสกดัหยาบ
ของปีบ 

ปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลิกรวม 
(mgGAE/g) 

ปริมาณสารประกอบ 
ฟลาโวนอยด์รวม 

(mgQE/g) 

DPPH assay 
(IC50 : μg/mL) 

ใบ 54.38 ± 0.027 9.04 ± 0.019 277.82 ± 8.135 
ล าตน้ 63.56 ± 0.196 10.84 ± 0.003 92.29 ± 7.693 
ราก 29.92 ± 0.036 0.364 ± 0.004 230.16 ± 9.083 
ดอก 27.30 ± 0.013 2.86 ± 0.005 196.10 ± 2.744 

 
 2.6.2  การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของปีบ (M. hortensis) 
 Anulakanapakorn, Bunyapraphasara, and Satayavivad (1986) รายงานการศึกษาการสกดั
และแยกสารองคป์ระกอบทางเคมีจากดอกปีบ เพื่อทดสอบฤทธ์ิการขยายหลอดลม พบฟลาโวนอยด์ท่ีมี
ช่ือวา่ Hispidulin ซ่ึงเป็นสารระเหยได้มีฤทธ์ิในการขยายหลอดลมท่ีดีกวา่ Aminophylline ท่ีใชเ้ป็น
สารมาตรฐาน 
 Moongrarndi, Bunyapraphasara, Srisukh, and Wagner (1991) ศึกษาสาร Hispidulin ท่ีแยกได้
จากดอกปีบในการตรวจสอบกลไกท่ียบัย ั้งสารส าคญัท่ีมีผลก่อให้เกิดอาการหอบหืด คือยบัย ั้งการเกิด
สาร Leukotrienes ใน 5-Lipoxygenase pathway พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 64 µM ของสาร Hispidulin 
สามารถยบัย ั้งการแตกสลายของ Arachidonic acid ไปเป็น Leukotrienes ไดถึ้งร้อยละ 65  
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ภาพท่ี 2-13  สูตรโครงสร้างของ Hispidulin 
 

 Hase et al. (1994) ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของส่วนสกดัหยาบเมทานอลจากดอกปีบ  
(M. hortensis) พบสารท่ีมีรายงานมาแลว้ 12 สาร (1-12) นอกจากน้ียงัพบสารในกลุ่ม Cyclohexylethanoids 
ชนิดใหม่ท่ียงัไม่เคยมีรายงานมาก่อนอีก 9 สาร (13-21) ยืนยนัโครงสร้างของสารทั้งหมดท่ีแยกได้
ดว้ยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี 
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ภาพท่ี 2-14  โครงสร้างของสารในกลุ่ม Cyclohexylethanoids ท่ีแยกไดจ้ากดอกปีบ 
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1 : R1 = OH, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H

2 : R1 = OH, R2 = H, R3 = H, R4 = H,
R5 = -L-rhamnopyranosyl

3 : R1 = OH, R2 = OH, R3 = H, R4 = H, R5 = H

4 : R1 = OH, R2 = OH, R3 = -L-rhamnopyranosyl,
R4 = caffeoyl, R5 = H
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ภาพท่ี 2-14  โครงสร้างของสารในกลุ่ม Cyclohexylethanoids ท่ีแยกไดจ้ากดอกปีบ(ต่อ) 
 
 Hase, Ohtani, Kasai, Yamasaki and Picheansoonthon (1995) ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมี
จากส่วนสกดัหยาบเมทานอลของดอกปีบ (M. hortensis) พบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 7 สาร (22-28) 
ซ่ึงมีการรายงานและยนืยนัโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี 
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ภาพท่ี 2-15  โครงสร้างของสารในกลุ่มฟลาโวนอยดท่ี์แยกไดจ้ากดอกปีบ 
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ภาพท่ี 2-15  โครงสร้างของสารในกลุ่มฟลาโวนอยดท่ี์แยกไดจ้ากดอกปีบ (ต่อ) 

 
 Hase, Ohtani, Kasai, Yamasaki, and Picheansoonthon (1995) ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมี
จากส่วนสกดัหยาบชั้นเมทานอลของกา้นดอกปีบ (Flower buds) พบ Unusual glucoside alkaloid  
1 ชนิด คือ Millingtonine (29) ซ่ึงโครงสร้างดงักล่าวยนืยนัโครงสร้างดว้ยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี 
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Millingtonine (29) 
 

ภาพท่ี 2-16  โครงสร้างของสารท่ีแยกไดจ้ากกา้นดอกปีบ 
 



บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 
3.1  เคร่ืองมือ อปุกรณ์ และสำรเคม ี
 3.1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
  1.  เคร่ืองระเหยแบบหมุนภายใตสุ้ญญากาศ (Rotary evaporator) บริษทั Buchi รุ่น R-3 
  2.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง บริษทั Mettler รุ่น AE200   
  3.  เคร่ือง UV-Vis spectrophotometer บริษทั Thermo Scientific รุ่น Genesys 20 
  4.  เคร่ืององัน ้า (Water bath) บริษทั Heto DT Hetrotherm 
  5.  เคร่ืองผสมสาร (Vortex ) บริษทั Wisemix รุ่น VM-10 
  6.  เคร่ืองดูดจ่ายสารละลาย (Micropipette) บริษทั Eppendorf 
  7.  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Microplate Reader) บริษทั Biotek รุ่น EPOCH-2  
  8.  เคร่ืองเขยา่ บริษทั Oragon Lab รุ่น MX-M 
  9.  เคร่ืองวดัพีเอช (pH-meter) บริษทั Mettler toledo 
  10.  จานหลุม (96-well plate) 
  11.  ไมโครปิเปตทิป (Micropipette tip) 
  12.  บีกเกอร์ (Beaker) 
  13.  กระบอกตวง (Graduated cylinder) 
  14.  ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer Flask) 
  15.  กรวยแกว้ (Glass funnel) 
  16.  ขวดกน้กลม (Round bottom flask) 
  17.  ขวดวดัปริมาตร (Volumetric flask) 
  18.  ขวดบรรจุสาร (Vial) 
  19.  แท่งแกว้คนสาร (Stirring rod) 
  20.  หลอดทดลอง (Test tube) 
  21.  หมอ้สแตนเลส 
 3.1.2  สำรเคมี 
  1.  เอทานอล (Ethanol, C2H5OH) 
  2.  เมทานอล (Methanol, CH3OH) 
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  3.  คลอโรฟอร์ม (Chloroform, CHCl3) 
  4.  กรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid, H2SO4) 
  5.  กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) 
  6.  กรดแกลเชียลแอซีติก (Glacial acetic acid, CH3COOH) 
  7.  แอมโมเนีย (Ammonia, NH3) 
  8.  โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate, Na2CO3) No.A463-500 G, Univar 
  9.  โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, NaOH) No.480507, Carlo erba 
  10.  โซเดียมฟอสเฟต (Sodium phosphate tribasic dodecahydrate, Na3PO4.12H2O) 
No. 10101-89-0, Sigma-Aldrich 
  11.  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมอโนไฮเดรต (Sodium dihydrogen phosphate 
monohydrate, NaH2PO4.H2O) No.10049-21-5, Merck 
  12.  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Disodium hydrogen phosphate, Na2HPO4)  
No. 7558-79-4, Merck 
  13.  เฟอริกคลอไรด ์(Ferric chloride, FeCl3) No.803945, Merck-Schuchardt 
  14.  อะลูมิเนียมไตรคลอไรด ์(Aluminium trichloride, AlCl3) No.801081, Merck- 
 Schuchardt 
  15.  แอมโมเนียมโมลิบเดต (Ammonium molybdate, (NH4)6Mo7O24.4H2O) No.0716-
01, Baker Analyzed 
  16.  ลวดแมกนีเซียม (Mg ribbon) 
  17.  DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) No.43180, Fluka 
  18.  กรดแกลลิก (Gallic acid) No.48630, Fluka 
  19.  วติามินซี (Ascorbic acid) No.1.00127.0100, Merck 
  20.  เคอร์ซิติน (Quercetin) No.33795-1, Aldrich 
  21.  กรดโคจิก (Kojic acid) No.K3125, Sigma-Aldrich 
  22.  น ้ายาทดสอบดราเจนดอร์ฟ (Dragendroff’s reagent) 
  23.  น ้ายาทดสอบ ฟอลิน ซิโอแคลตู (Folin-Ciocalteu reagent) No.463562, Carlo erba 
  24.  เอนไซมไ์ทโรซิเนส (Tyrosinase) No.T3824-50KU, Sigma-Aldrich, Tyrosinase 
from mushroom 
  25.  L-tyrosine No.488152, Carlo Erba 
  26.  L-DOPA No.37830, Fluka 
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3.2  แผนกำรด ำเนินกำรวิจัย 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
ภาพท่ี 3-1  แผนผงัขั้นตอนการท าวจิยั 

ดอก 
 

ใบ 
 

ฝักส่วนนอก 
 

เมล็ด 
 

ก่ิง 
 
สกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล 

เก็บและเตรียมตวัอยา่งปีบ 
 

ฝักส่วนใน 
 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 

ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม 

ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล 

การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ 

ทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต 

L-DOPA เป็นซบัสเตรต 
 

ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

ทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างาน
ของเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ 
 

ซาโปนิน 

แอลคาลอยด์ 

แอนทราควิโนน 

ฟลาโวนอยด์ 

คูมาริน 

แทนนิน 

เทอร์ปีนอยด์ 
 

สเตียรอยด์ 
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3.3  วธิีด ำเนินกำรวจิัย 
 3.3.1  การเก็บตวัอยา่งปีบ 
  สมุนไพรท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี คือ ปีบ (Millingtonia hortensis) ประกอบดว้ย ดอก ใบ 
ก่ิง ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด เก็บจากมหาวทิยาลยับูรพา ต าบลแสนสุข อ าเภอเมือง จงัหวดั
ชลบุรี ในช่วงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2557 
 3.3.2  การเตรียมสารสกดัหยาบของปีบ (M. hortensis) 
 ตวัอย่างปีบ ทั้ง 6 ส่วน ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด โดยดอก 
ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด เป็นตวัอยา่งแห้ง ส่วนใบและก่ิง เป็นตวัอย่างสด น าแต่ละส่วน
มาบดใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ืองป่ัน โดยท าการแยกบดแต่ละส่วนของปีบ และน าส่วนท่ีบดละเอียดมาชัง่
ให้ทราบน ้ าหนกัท่ีแน่นอน น าตวัอยา่งทั้ง 6 ส่วนของปีบมาสกดัดว้ยตวัท าละลาย 95% เอทานอล 
ดว้ยวธีิการแช่หมกั (Maceration) ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนั้นท าการกรองสารละลาย
ของแต่ละตวัอยา่งโดยใชก้รวยแกว้และส าลี น าสารละลายท่ีกรองไดไ้ประเหยดว้ยเคร่ืองระเหยแบบ
หมุนภายใตสุ้ญญากาศ (Rotary evaporator) จะไดเ้ป็นส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล (Ethanol extract) 
แลว้ชัง่น ้ าหนกัของสารสกดัหยาบแต่ละตวัอยา่งท่ีได ้และเก็บตวัอย่างไวต้รวจสอบสารพฤกษเคมี
เบ้ืองตน้ และทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 3.3.3  การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ (Phytochemical Screening) 
 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากปีบ โดยแบ่ง
การทดสอบสารทุติยภูมิ (Secondary metabolites) ออกเป็น 9 กลุ่ม ไดแ้ก่ แอลคาลอยด์ แอนทราควิโนน 
ฟลาโวนอยด์ คูมาริน แทนนิน เทอร์ปีนอยด์ สเตียรอยด์ คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ และซาโปนิน โดย
อาศยัปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอนดงัน้ี (Ayoola et al., 2008) 
  1.  การตรวจสอบแอลคาลอยด ์(Alkaloids) 
  ชัง่สารสกดั 0.2 กรัม เติมสารละลาย 10% H2SO4 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ น าไปอุ่น
บนเคร่ืององัน ้ า (water bath) 5 นาที กรองส่วนท่ีไม่ละลายออก แลว้ปล่อยให้สารละลายเยน็ลงท่ี
อุณหภูมิหอ้ง น าของเหลวท่ีไดจ้ากการกรอง (Filtrate) ไปหยดสารละลายดราเจนดอร์ฟ (Dragendorff’s 
reagent) จ  านวน 5 หยด เขยา่ ถา้ปรากฏตะกอนสีส้มแดงแสดงวา่พบแอลคาลอยด ์
  2.  การตรวจสอบแอนทราควิโนน (Anthaquinones) 
  ชัง่สารสกดั 0.2 กรัม เติมสารละลาย 10% H2SO4 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ น าไปอุ่น
บนเคร่ืององัน ้า 5 นาที กรองส่วนท่ีไม่ละลายออก แลว้ปล่อยให้สารละลายเยน็ลงท่ีอุณหภูมิห้อง น า
ของเหลวท่ีไดจ้ากการกรอง (Filtrate) ไปเติมสารละลายแอมโมเนีย (10% NH3) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
เขยา่ ถา้ปรากฏสารละลายเป็นสีชมพูแดงเกิดข้ึนแสดงวา่พบแอนทราควโินน  
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  3.  การตรวจสอบฟลาโวนอยด ์(Flavonoids)  
  ชัง่สารสกดั 0.2 กรัม ละลายดว้ย 50% เอทานอล ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่กรองส่วนท่ี
ไม่ละลายออก น าของเหลวท่ีไดจ้ากการกรอง ใส่ลวดแมกนีเซียมช้ินเล็ก ๆ ลงไป 1 ช้ิน และหยด
กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (conc. HCl) จ านวน 5 หยด เขยา่ แลว้น าไปอุ่นบนเคร่ืององัน ้ า 5 นาที ถา้
สารละลายเปล่ียนเป็นสีเหลืองเขม้แสดงวา่พบฟลาโวนอยด ์
  4.  การตรวจสอบคูมาริน (Coumarin)  
  ชัง่สารสกดั 0.2 กรัม ละลายดว้ย 50% เอทานอล ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ กรองส่วน
ท่ีไม่ละลายออก น าของเหลวท่ีไดจ้ากการกรอง เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (6M NaOH)
ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ ถา้สารละลายเปล่ียนเป็นสีเหลืองเขม้แสดงวา่พบคูมาริน 
  5.  การตรวจสอบแทนนิน (Tannins) 
  ชัง่สารสกดั 0.2 กรัม เติมน ้ ากลัน่ ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร น าไปอุ่นบนเคร่ืององัน ้ า 5 นาที 
กรองส่วนท่ีไม่ละลายออก น าของเหลวท่ีไดจ้ากการกรอง เติมสารละลายเฟอริกคลอไรด์ (1% FeCl3) 
จ  านวน 5 หยด เขยา่ ถา้ปรากฏสารละลายเป็นสีเขียวด าหรือน ้าเงินด าแสดงวา่พบแทนนิน 
  6.  การตรวจสอบเทอร์ปีนอยด ์(Terpenoids)  
  ชัง่สารสกดั 0.2 กรัม ละลายดว้ยคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ กรองส่วน
ท่ีไม่ละลายออก น าของเหลวท่ีไดจ้ากการกรอง ค่อย ๆ เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (conc. H2SO4) ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร ลงไป ถา้ปรากฏวงแหวนสีน ้ าตาลตรงรอยต่อระหวา่งชั้นของสารสกดักบั กรดซลัฟิวริก
แสดงวา่พบเทอร์ปีนอยด ์
  7.  การตรวจสอบสเตียรอยด ์(Steroids) 
  ชัง่สารสกดั 0.2 กรัม ละลายดว้ยคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ กรองส่วน
ท่ีไม่ละลายออก น าของเหลวท่ีไดจ้ากการกรอง เติมกรดแกลเชียลแอซีติก (Glacial acetic acid) 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยา่ แลว้เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (conc. H2SO4) จ านวน 3 หยด ถา้ปรากฏ
สารละลายเป็นสีน ้าเงินหรือน ้าเงินเขียวแสดงวา่พบสเตียรอยด ์
  8.  การตรวจสอบคาร์ดิแอคไกลโคไซด ์(Cardiac glycosides) 
  ชัง่สารสกดั 0.2 กรัม ละลายดว้ยคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ กรองส่วน
ท่ีไม่ละลายออก น าของเหลวท่ีไดจ้ากการกรอง เติมสารละลายเฟอริกคลอไรด์ (1% FeCl3) จ านวน 
5 หยด เขยา่ เติมกรดแกลเชียลแอซีติก (Glacial acetic acid) จ านวน 5 หยด เขยา่ และค่อย ๆ เติม กรด
ซลัฟิวริกเขม้ขน้ (conc. H2SO4) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงไป ถา้ปรากฏวงแหวนสีน ้ าตาลตรงรอยต่อ
ระหวา่งชั้นของสารสกดักบักรดซลัฟิวริกแสดงวา่พบคาร์ดิแอคไกลโคไซด ์
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  9.  การตรวจสอบซาโปนิน (Saponins) 
  ใชก้ารทดสอบแบบการเกิดฟอง โดยชัง่สารสกดั 0.2 กรัม เติมน ้ ากลัน่ ปริมาตร 5.0 
มิลลิลิตร น าไปอุ่นบนเคร่ืององัน ้ า 5 นาที เขยา่อยา่งแรง ถา้ปรากฏฟองถาวรเกิดข้ึนในหลอดทดลอง
แสดงวา่พบซาโปนิน 
 3.3.4  การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content) 
 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric เป็นวิธีท่ี
ดดัแปลงจาก Majhenic, Skerget, and Knez (2007) ใชก้รดแกลลิก (Gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน  
มีหลกัการคือ Folin-Ciocalteu reagent ซ่ึงประกอบดว้ย Phosphomolybdic-phosphotungstic acid 
reagents สารดงักล่าวจะถูกรีดิวซ์โดย Phenolic hydroxyl groups ของสารประกอบฟีนอลิกรวม เกิด
เป็น Tungsten และ Molybdenum blue ซ่ึงใหสี้น ้าเงินและดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร  
 โดยผสมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (ความเขม้ขน้ 0.1-0.0001 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)
หรือสารตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กบัสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent
ความเขม้ขน้ 10% (v/v) ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร ใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 2.5% (w/v) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่
ใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร
ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า และหาปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลิกรวมของสารตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก 
ต่อน ้าหนกัสารสกดัแหง้ 1 กรัม (Gallic acid equivalents, mgGAE/g dried extract) 
 3.3.5  การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดร์วม (Total Flavonoids Content) 
 การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม ดว้ยวิธี  Aluminium trichloride (AlCl3) 
colorimetric เป็นวิธีท่ีดดัแปลงจาก Arvouet-Grand, Vennat, Pourrat, and Legret (1994) โดยใชเ้คอร์ซิติน
(Quercetin) เป็นสารมาตรฐาน มีหลกัการคือ AlCl3 จะท าปฏิกิริยากบั Phenolic hydroxyl groups ของ
สารประกอบฟลาโวนอยด์รวม เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีสีเหลืองและดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 415 นาโนเมตร 
 โดยผสมสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน (ความเขม้ขน้ 0.1-0.0001 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) หรือ
สารตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กบัสารละลายอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ (AlCl3 
reagent) ความเขม้ขน้ 1.0% (w/v) ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการ
ทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า และหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดร์วมของสารตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐาน
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เคอร์ซิติน ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อน ้าหนกัสารสกดัแห้ง 1 กรัม (Quercetin equivalents, 
mgQE/g dried extract) 
 3.3.6  การหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม (Total Antioxidant Capacity) 
 การหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม ดว้ยวิธี Phosphomolybdate colorimetric เป็นวิธีท่ี
ดดัแปลงจาก Prieto, Pineda, and Aguilar (1999) โดยใชว้ติามินซี (L-ascorbic acid) เป็นสารมาตรฐาน
มีหลกัการคือ สารตา้นอนุมูลอิสระรวมจะท าปฏิกิริยากบั Phosphomolybdate reagent สารดงักล่าวจะ
ถูกรีดิวซ์โดย Phenolic hydroxyl groups ของสารตา้นอนุมูลอิสระรวมเกิดเป็น Molybdenum blue ซ่ึง
ใหสี้น ้าเงินและดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 695 นาโนเมตร 
 โดยผสมสารละลายมาตรฐานวิตามินซี (ความเขม้ขน้ 0.5-0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) หรือ
สารตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กบัสารละลาย Phosphomolybdate reagent 
ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร ให้เขา้กนั บ่มบนเคร่ืององัน ้ า ท่ีอุณหภูมิ 78 °C เป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 695 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ ้ า และหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวมของสารตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐานวิตามินซี 
ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของวิตามินซีต่อน ้ าหนกัสารสกดัแห้ง 1 กรัม (Ascorbic acid equivalents, 
mgAE/g dried extract) 
 3.3.7  การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ โดยวธีิ DPPH free radical scavenging 
 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH free radical scavenging เป็นวิธีท่ีดดัแปลง
จาก Braca, Sortino, Politi, Morelli, and Mendez (2002) โดยใชก้รดแกลลิก (Gallic acid) เคอร์ซิติน 
(Quercetin) และวติามินซี (L-ascorbic acid) เป็นสารมาตรฐาน มีหลกัการคือสารละลาย 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH) จะเป็นสารละลายสีม่วงและดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร 
เม่ืออนุมูลอิสระ DPPH ท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant) จะท าใหส้ารละลายสีม่วง
ของ DPPH จางลงจนเป็นสารละลายสีเหลืองอ่อนและไม่ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร 
 โดยผสมสารละลายมาตรฐาน (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.02 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) หรือสาร
ตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบ (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 5.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กบั
สารละลาย DPPH ท่ีละลายในตวัท าละลายเมทานอล ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิโมลาร์ 1.8 มิลลิลิตร 
ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืด เป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 
นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า และค านวณหาร้อยละ
ของการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free radical inhibition) จากสูตร % DPPH free radical inhibition 
= [(A-B)/A]  100 เม่ือ A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ท่ีไม่มีสารทดสอบ และ B คือ 
ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ท่ีมีสารทดสอบ 
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 3.3.8  การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (Anti-Tyrosinase Assay) 
 การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสดว้ยวิธี Dopachrome เป็นวิธีท่ี
ดดัแปลงจาก Masuda, Yamashita, Takeda, and Yonemori (2005) โดยใชก้รดโคจิก (Kojic acid) 
เป็นสารมาตรฐาน มีหลกัการคือ เอนไซมไ์ทโรซิเนสจะสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัเปล่ียน  
L-Tyrosine ไปเป็น L-DOPA และ L-DOPA เปล่ียนไปเป็นสารท่ีมีสีน ้ าตาล เรียกวา่ Dopachrome 
และดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 
 โดยผสมสารละลายมาตรฐาน (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.02 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) หรือสาร
ตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบ (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 20.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กบั
สารละลาย Sodium phosphate buffer (pH 6.8) ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 120 ไมโครลิตร 
และสารละลายเอนไซมไ์ทโรซิเนส (Tyrosinase from Mushroom) ความเขม้ขน้ 800 U/mL (ส าหรับ 
L-Tyrosine) ความเขม้ขน้ 400 U/mL (ส าหรับ L-DOPA) ใน Sodium phosphate buffer (pH 6.8) 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในจานหลุม (96-well plate) บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
เติมสารละลาย L-Tyrosine หรือ L-DOPA ความเขม้ขน้ 3.0 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลง
ในแต่ละหลุม เขยา่ให้เขา้กนั แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิห้องต่อเป็นเวลา 10 นาที แลว้วดัการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Microplate reader จากนั้นค านวณหาร้อยละของการยบัย ั้ง
การท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (% Tyrosinase inhibition) จากสูตร % Tyrosinase inhibition = 
[(A-B)/A]  100 เม่ือ A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีไม่มีสารทดสอบ และ B คือ ค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีมีสารทดสอบ 
 



 

บทที ่4 
ผลการทดลองและอภปิราย 

 
 การวิจยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ (Phytochemical screening) 
การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content) การหาปริมาณสารประกอบ 
ฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoids Content) การหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม (Total Antioxidant 
Capacity) การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH free radical scavenging รวมทั้งการทดสอบ
ฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (Anti-Tyrosinase Assay) โดยใช้ L-Tyrosine และ  
L-DOPA เป็นซับสเตรต ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ (Millingtonia 
hortensis) ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด ซ่ึงมีผลการทดลองเป็นดงัน้ี 
 

4.1  การสกดัส่วนสกดัหยาบช้ันเอทานอลของปีบ  
 จากการสกดัสารจากส่วนต่าง ๆ ของปีบทั้ง 6 ส่วน ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก 
และเมล็ด โดยดอก ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด เป็นตวัอยา่งแห้ง ส่วนใบและก่ิง เป็นตวัอยา่งสด 
โดยวิธีการแช่หมกั (Maceration) ดว้ยตวัท าละลาย 95% เอทานอล ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
น าไปกรองแลว้ระเหยตวัท าละลายออก จะไดเ้ป็นส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล (Ethanol extract) 
พบวา่ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบมีร้อยละผลผลิต (% Yield) มากท่ีสุด คือ ร้อยละ 
27.36 (ตารางท่ี 4-1) ส าหรับลกัษณะทางกายภาพของส่วนสกดัหยาบดงัแสดงในตารางท่ี 4-1 และ
ภาพท่ี 4-1 
 

 

ภาพท่ี 4-1  ลกัษณะทางกายภาพของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 

ดอก ใบ ก่ิง เมล็ด ฝักส่วนนอก ฝักส่วนใน 
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ตารางท่ี 4-1  น ้าหนกัส่วนสกดัหยาบและร้อยละผลผลิต (% Yield) และลกัษณะทางกายภาพของ 
    ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 

ตวัอยา่ง 
ของปีบ 

น ้าหนกั (กรัม) ร้อยละ
ผลผลิต 

ลกัษณะทางกายภาพ 
ของส่วนสกดั พืช ส่วนสกดัหยาบ 

ดอกb 774.54 211.88 27.36 ของเหลวขน้หนืดสีน ้าตาลเขม้ 
ใบa 894.68 59.05 6.60 ของเหลวขน้หนืดสีน ้าตาลเขม้ 
ก่ิงa 216.36 14.60 6.75 ของเหลวขน้หนืดสีน ้าตาลเขม้ 
ฝักส่วนในb 227.21 30.35 13.36 ของแขง็สีน ้าตาลเขม้ 
ฝักส่วนนอกb 799.36 58.56 7.33 ของแขง็สีน ้าตาลเขม้ 
เมล็ดb 313.24 25.45 8.12 ของแขง็สีน ้าตาลเขม้ 

a = เป็นตวัอยา่งสด , b = เป็นตวัอยา่งแหง้ 
 

4.2  การตรวจสอบสารพฤกษเคมเีบ้ืองต้น (Phytochemical Screening) 
 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของ
ปีบ (Millingtonia hortensis) แบ่งการทดสอบสารทุติยภูมิ (Secondary metabolites) ออกเป็น 9 กลุ่ม 
ไดแ้ก่ แอลคาลอยด์ แอนทราควิโนน ฟลาโวนอยด์ คูมาริน แทนนิน เทอร์ปีนอยด์ สเตียรอยด์  
คาร์ดิแอคไกลโคไซด ์และซาโปนิน โดยอาศยัปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอน (Ayoola et al., 2008) 
จากการตรวจสอบดงักล่าว พบสารพฤกษเคมี 5 ชนิด ท่ีมีปริมาณแตกต่างกนัในส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
คือ แทนนิน เทอร์ปีนอยด ์สเตียรอยด ์ฟลาโวนอยด ์และคูมาริน ดงัแสดงในตารางท่ี 4-2  
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ตารางท่ี 4-2  การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ  
     ของปีบ 
 

สารพฤกษเคมี 
ส่วนสกดัหยาบของปีบ 

ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก เมล็ด 

แอลคาลอยด์ - - - - - - 

แอนทราควิโนน  - - - - - - 

ฟลาโวนอยด์ ++ +++ + +++ ++ ++ 
คูมาริน   ++ +++ + +++ ++ + 

แทนนิน +++ ++ + +++ + + 

โพลบาแทนนิน - - - - - - 

เทอร์ปีนอยด์ ++ +++ - +++ ++ + 
สเตียรอยด์ - + - - - - 

คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ - - - - - - 

ซาโปนิน - - - - - - 
หมายเหตุ -  หมายถึง ตรวจสอบไม่พบ 
 + หมายถึง ตรวจสอบพบนอ้ย 
 ++ หมายถึง ตรวจสอบพบปานกลาง 
 +++  หมายถึง ตรวจสอบพบมาก 
  

4.3  การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวม (Total Phenolic Content) 
 การหาปริมาณฟีนอลิกรวมดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric เป็นวิธีท่ีดดัแปลงจาก 
Majhenic, Skerget, and Knez (2007) ใช้กรดแกลลิก (Gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน พบว่าไดก้ราฟ
มาตรฐานกรดแกลลิก (y = 0.0944x + 0.0148 , R2 = 0.9976) ดงัแสดงในภาพท่ี 4-2 
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y = 0.0944x + 0.0148
R² = 0.9976
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ภาพท่ี 4-2  กราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 
 
 ในการวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจาก
ส่วนต่าง ๆ ของปีบสามารถค านวณไดจ้ากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ
กรดแกลลิก ต่อน ้ าหนกัส่วนสกดัแห้ง 1 กรัม (Gallic acid equivalents, mgGAE/g dried extract) พบวา่ 
ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากฝักส่วนในมีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุด เท่ากบั 48.86 ± 1.01 mgGAE/g 
รองลงมาไดแ้ก่ ฝักส่วนนอก (45.79 ± 1.81 mgGAE/g) ใบ (31.87 ± 0.82 mgGAE/g) ดอก (30.22 ± 2.1 
mgGAE/g) เมล็ด (24.10 ± 1.70 mgGAE/g) และก่ิง (19.87 ± 0.60 mgGAE/g) ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 4-3  
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ภาพท่ี 4-3  ปริมาณฟีนอลิกรวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 

 
4.4  การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoids Content) 
 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมดว้ยวิธี Aluminium trichloride (AlCl3) colorimetric เป็น
วิธีท่ีดดัแปลงจาก Arvouet-Grand, Vennat, Pourrat, and Legret (1994) ใชเ้คอร์ซิติน (Quercetin) 
เป็นสารมาตรฐาน พบวา่ไดก้ราฟมาตรฐานเคอร์ซิติน (y = 0.0416x - 0.0703, R² = 0.9884) ดงัแสดง
ในภาพท่ี 4-4 
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ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน (g/mL)
 

 
ภาพท่ี 4-4  กราฟมาตรฐานเคอร์ซิติน 
 
 ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล
จากส่วนต่าง ๆ ของปีบสามารถค านวณได้จากกราฟมาตรฐานเคอร์ซิตินในหน่วยมิลลิกรัมสมมูล
ของเคอร์ซิตินต่อน ้ าหนกัส่วนสกดัแห้ง 1 กรัม (Quercetin equivalents, mgQE/g dried extract) 
พบว่า ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากใบมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมสูงสุด เท่ากบั 
92.25 ± 9.15 mgQE/g รองลงมาไดแ้ก่ เมล็ด (58.06 ± 3.57 mgQE/g) ฝักส่วนใน (44.07 ± 1.12 mgQE/g) 
ฝักส่วนนอก (24.73 ± 1.32 mgQE/g) ดอก (15.66 ± 0.40 mgQE/g) และก่ิง (11.05 ± 2.48 mgQE/g) 
ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 4-5  
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ภาพท่ี 4-5  ปริมาณฟลาโวนอยดร์วมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 

4.5  การหาปริมาณสารต้านอนุมูลอสิระรวม (Total Antioxidant Capacity) 
การหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม ดว้ยวิธี Phosphomolybdate colorimetric เป็นวิธี

ท่ีดดัแปลงจาก Prieto, Pineda, and Aguilar (1999) ใชว้ิตามินซี (L-ascorbic acid) เป็นสารมาตรฐาน 
พบวา่ไดก้ราฟมาตรฐานวติามินซี (y = 0.0031x - 0.0173, R² = 0.9997) ดงัแสดงในภาพท่ี 4-6 
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ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานวิตามินซี (g/mL)
 

 
ภาพท่ี 4-6 กราฟมาตรฐานวติามินซี 

 
ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจาก

ส่วนต่าง ๆ ของปีบสามารถค านวณได้จากกราฟมาตรฐานวิตามินซีในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ
วิตามินซีต่อน ้ าหนกัส่วนสกดัแห้ง 1 กรัม (Ascorbic acid equivalents, mg AE/g dried extract) 

พบว่า ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากเมล็ด มีปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวมสูงสุด เท่ากบั 
665.00 ± 14.52 mgAE/g รองลงมาไดแ้ก่ ฝักส่วนใน (497.26 ± 14.52 mgAE/g) ดอก (443.23 ± 10.48 
mgAE/g) ฝักส่วนนอก (392.42 ± 11.63 mgAE/g) ก่ิง (366.08 ± 13.72 mgAE/g) และใบ (326.83 ± 9.72 
mgAE/g) ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 4-7  
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ภาพท่ี 4-7  ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 

4.6  การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ โดยวธีิ DPPH free radical scavenging 
 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH radical scavenging เป็นวิธีท่ีดดัแปลง
จาก Braca, Sortino, Politi, Morelli, and Mendez (2002) ใชก้รดแกลลิก (Gallic acid) วิตามินซี  
(L-ascorbic acid) และเคอร์ซิติน (Quercetin) เป็นสารมาตรฐาน จากการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
ของสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ไดผ้ลการทดลองแสดงเป็นค่าร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH 
free radical inhibition) พบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ 1.00 g/mL กรดแกลลิกมีร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ 
DPPH สูงท่ีสุด เท่ากบั 78.59 ± 12.39% รองลงมาคือ เคอร์ซิติน (66.82 ± 3.88%) และวิตามินซี 
(58.28 ± 3.37%) ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4-3 และภาพท่ี 4-8  
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ตารางท่ี 4-3  ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก 
วติามินซี และเคอร์ซิติน  

 
ความเขม้ขน้ 
(g/mL) 

ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free radical inhibition) 
กรดแกลลิก วติามินซี เคอร์ซิติน   

0.02 3.70 ± 0.90  0.52 ± 0.52  2.90 ± 1.46  
0.03 6.30 ± 0.51  1.87 ± 0.65  4.02 ± 0.45  
0.06 11.63 ± 0.46  4.79 ± 4.42  6.92 ± 1.18  
0.13 18.52 ± 0.56  4.79 ± 0.57  11.31 ± 1.12  
0.25 30.15 ± 2.00  16.40 ± 6.08  23.07 ± 8.82  
0.50 44.67 ± 1.02  26.89 ± 0.47  32.96 ± 0.90  
1.00 78.59 ± 12.39  58.28 ± 3.37  66.82 ± 3.88  
2.00 95.19 ± 0.26  97.23 ± 0.13  96.50 ± 0.13  
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ภาพท่ี 4-8  ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH free radical scavenging ของสารมาตรฐาน  
                  กรดแกลลิก วติามินซี และเคอร์ซิติน  
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 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของ
ปีบ ท าการทดลองเช่นเดียวกบัสารมาตรฐาน พบว่า ท่ีความเขม้ขน้ 250.00 g/mL ส่วนสกดัหยาบ
ชั้นเอทานอลจากเมล็ดของปีบ มีร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH สูงท่ีสุด เท่ากบั 95.50 ± 0.21% 
รองลงมาคือ ฝักส่วนใน (95.24 ± 0.07%) ใบ (92.64 ± 0.00%) ฝักส่วนนอก (91.28 ± 0.73%) ดอก 
(85.34 ± 1.06%) และก่ิง (49.48 ± 0.49 %) ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4-4 และภาพท่ี 4-9 
  

ตารางท่ี 4-4  ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 

ความเขม้ขน้ 
ของส่วนสกดั (g/mL) 

ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free radical inhibition) 
ดอก ใบ ก่ิง 

3.91 0.21 ± 0.57 3.82 ± 0.45 0.78 ± 1.04 
7.81 1.50 ± 0.43 8.87 ± 0.00 1.24 ± 0.97 

15.63 4.08 ± 0.37 19.77 ± 0.66 2.88 ± 1.08 
31.25 10.73 ± 0.57 39.54 ± 0.87 4.71 ± 0.20 
62.50 24.11 ± 0.12 71.72 ± 1.37 13.07 ± 0.41 

125.00 51.07 ± 2.61 92.14 ± 0.12 26.93 ± 0.30 
250.00 85.34 ± 1.06 92.64 ± 0.00 49.48 ± 0.49 
500.00 94.99 ± 0.12 94.23 ± 0.70 82.35 ± 2.39 

 

ตารางท่ี 4-4  (ต่อ) 
 

ความเขม้ขน้ 
ของส่วนสกดั (g/mL) 

ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free radical inhibition) 
ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก เมล็ด 

3.91 1.03 ± 1.26 0.69 ± 0.49 2.86 ± 0.54 
7.81 2.05 ±0.26 1.70 ± 0.42 6.78 ± 1.08 

15.63 6.97 ± 0.19 5.23 ± 0.63 15.13 ± 0.25 
31.25 18.29 ± 0.51 12.29 ± 0.36 28.62 ± 0.54 
62.50 42.11 ± 2.26 26.93 ± 0.14 53.82 ± 0.69 

125.00 86.06 ± 0.70 51.54 ± 0.55 87.01 ± 0.12 
250.00 95.24 ± 0.07 91.28 ± 0.73 95.50 ± 0.21 
500.00 95.20 ± 0.12 95.74 ± 0.12 95.93 ± 0.21 
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ภาพท่ี 4-9  ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free radical inhibition) ของส่วนสกดัหยาบ 
  ชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ  
  

4.7  การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Anti-Tyrosinase Assay) 
โดยใช้ L-Tyrosine เป็นซับสเตรต 
 การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส ดว้ยวิธี Dopachrome เป็นวิธีท่ี
ดดัแปลงจาก Masuda, Yamashita, Takeda, and Yonemori (2005) ใชก้รดโคจิก (Kojic acid) เป็น
สารมาตรฐาน ไดผ้ลการทดลองดงัในตารางท่ี 4-5 และภาพท่ี 4-10 
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ตารางท่ี 4-5  ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก  
     และส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ โดยใช้ L-Tyrosine เป็น 
     ซบัสเตรต 
 

ความเขม้ขน้ 
ของส่วนสกดั 
(mg/mL) 

ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
(% Tyrosinase inhibition) 

กรดโคจิกa ดอก ใบ ก่ิง 
0.03 18.03 ± 0.82 54.69 ± 0.39 58.60 ± 0.23 47.01 ± 0.45 
0.06 24.86 ± 0.47 63.67 ± 0.39 63.71 ± 0.81 52.21 ± 0.60 
0.13 42.90 ± 0.47 71.61 ± 0.23 71.77 ± 0.40 59.11 ± 0.60 
0.25 77.32 ± 1.25 78.13 ± 0.68 78.09 ± 0.23 66.02 ± 0.39 
0.50 92.08 ± 0.47 82.68 ± 0.45 86.69 ± 0.70 74.35 ± 0.60 
1.00 95.36 ± 0.47 88.80 ± 0.45 92.88 ± 0.62 88.28 ± 0.78 
2.00 98.91 ± 0.47 89.71 ± 0.23 99.33 ± 0.47 96.88 ± 0.39 

a = สารมาตรฐาน 
 

ตารางท่ี 4-5  (ต่อ) 
 

ความเขม้ขน้ 
ของส่วนสกดั 
(mg/mL) 

ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
(% Tyrosinase inhibition) 

กรดโคจิกa ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก เมล็ด 
0.03 18.03 ± 0.82 75.42 ± 0.23 60.53 ± 0.48 71.39 ± 0.26 
0.06 24.86 ± 0.47 81.05 ± 0.23 68.48 ± 0.64 78.32 ± 0.44 
0.13 42.90 ± 0.47 86.54 ± 0.60 73.92 ± 0.64 83.19 ± 0.44 
0.25 77.32 ± 1.25 91.63 ± 0.23 83.54 ± 0.24 88.94 ± 0.44 
0.50 92.08 ± 0.47 94.38 ± 0.60 89.12 ± 0.72 91.74 ± 0.51 
1.00 95.36 ± 0.47 96.73 ± 0.23 90.52 ± 0.48 96.02 ± 0.44 
2.00 98.91 ± 0.47 96.60 ± 0.23 94.98 ± 1.11 98.82 ± 0.51 

a = สารมาตรฐาน 



45 
 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0.03 0.06 0.13 0.25 0.50 1.00 2.00

% 
Ty

ros
ina

se 
inh

ibi
tio

n

ความเข้มข้นของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนตา่ง ๆ ของปีบ (mg/mL)     
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ภาพท่ี 4-10  ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก และ 
    ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ โดยใช ้L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต  
 
 จากผลการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารมาตรฐาน
กรดโคจิก และส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบโดยใช ้L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต 
พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 1.00 mg/mL ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลของฝักส่วนในของปีบสามารถ 
ยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดสู้งท่ีสุด เท่ากบั 96.73 ± 0.23% รองลงมาคือ ฝักส่วนใน 
(96.73 ± 0.23%) เมล็ด (96.02 ± 0.44%) ใบ (92.88 ± 0.62%) ฝักส่วนนอก (90.52 ± 0.48%) ดอก 
(88.80 ± 0.45%) และก่ิง (88.28 ± 0.78%) ตามล าดบั และพบวา่ค่าร้อยละการยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซมไ์ทโรซิเนสส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลของฝักส่วนในและเมล็ดมีค่ามากกวา่สารมาตรฐาน
กรดโคจิก (95.36 ± 0.47%) นอกจากน้ียงัพบวา่เม่ือท าการทดสอบท่ีความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุด คือ 0.03 
mg/mL ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลของทุกส่วนของปีบยงัคงมีฤทธ์ิสูงกวา่สารมาตรฐานกรดโคจิก
อีกดว้ย 
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4.8  การทดสอบฤทธิ์ยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Anti-Ttyrosinase Aassay) 
โดยใช้ L-DOPA เป็นซับสเตรต 
 การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส ดว้ยวิธี Dopachrome เป็นวิธีท่ี
ดดัแปลงจาก Masuda, Yamashita, Takeda, and Yonemori (2005) ใชก้รดโคจิก (Kojic acid) เป็น
สารมาตรฐาน ไดผ้ลการทดลองดงัในตารางท่ี 4-6 และภาพท่ี 4-11 
 
ตารางท่ี 4-6  ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก และ 
     ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ โดยใช ้L-DOPA เป็นซบัสเตรต  
 

ความเขม้ขน้ 
ของส่วนสกดั 
(mg/mL) 

ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
(% Tyrosinase inhibition) 

กรดโคจิกa ดอก ใบ ก่ิง 
0.03 82.67 ± 0.44 1.44 ± 0.31 1.10 ± 0.54 2.67 ± 0.72 
0.06 87.11 ± 0.44 1.98 ± 1.36 4.07 ± 0.98 5.97 ± 0.98 
0.13 92.44 ± 0.00 4.50 ± 0.83 4.54 ± 0.72 7.70 ± 0.72 
0.25 97.48 ± 0.26 10.27 ± 1.62 10.17 ± 0.72 12.58 ± 0.27 
0.50 98.67 ± 0.77 16.22 ± 1.08 17.06 ± 1.08 21.70 ± 0.47 
1.00 99.11 ± 0.00 33.69 ± 0.31 26.60 ± 0.54 37.89 ± 0.54 
2.00 99.70 ± 0.26 51.89 ± 0.94 35.84 ± 0.98 59.43 ± 0.47 

a = สารมาตรฐาน 
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ตารางท่ี 4-6  (ต่อ) 
 

ความเขม้ขน้ 
ของส่วนสกดั 
(mg/mL) 

ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
(% Tyrosinase inhibition) 

กรดโคจิกa ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก เมล็ด 
0.03 82.67 ± 0.44 1.53 ± 0.53 0.50 ± 0.50 4.76 ± 0.26 
0.06 87.11 ± 0.44 2.45 ± 0.26 1.17 ± 0.29 8.78 ± 0.26 
0.13 92.44 ± 0.00 7.65 ± 0.26 3.67 ±0 .58 13.69 ± 0.68 
0.25 97.48 ± 0.26 14.37 ± 0.70 10.50 ± 0.50 22.17 ± 0.68 
0.50 98.67 ± 0.77 25.69 ± 0.79 21.33 ± 0.58 33.18 ± 1.12 
1.00 99.11 ± 0.00 36.39 ± 0.70 34.00 ± 0.50 45.54 ± 0.45 
2.00 99.70 ± 0.26 59.33 ± 0.70 55.17 ± 0.58 57.74 ± 0.52 

a = สารมาตรฐาน 
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ภาพท่ี 4-11  ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก และ 
    ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ โดยใช ้L-DOPA เป็นซบัสเตรต  
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 จากผลการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารมาตรฐาน 
กรดโคจิก และส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบโดยใช ้L-DOPA เป็นซบัสเตรต 
พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 1.00 mg/mL ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลของเมล็ดของปีบสามารถยบัย ั้ง 
การท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดสู้งท่ีสุด เท่ากบั 57.74 ± 0.52 % รองลงมาคือ ก่ิง (37.89 ± 0.54%) 
ฝักส่วนใน (36.39 ± 0.70 %) ฝักส่วนนอก (34.00 ± 0.50 %) ดอก (33.69 ± 0.31 %) ใบ (26.60 ± 0.54%) 
ตามล าดบั แต่อยา่งไรก็ตามร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสของส่วนสกดัหยาบชั้น
เอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบยงัคงนอ้ยกวา่สารมาตรฐานกรดโคจิก (95.36 ± 0. 47%) 
 เม่ือเปรียบเทียบผลการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสโดยใช ้L-Tyrosine และ  
L-DOPA เป็นซบัสเตรต พบวา่ทุกส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลของปีบท่ีใช ้L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต 
มีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสมากกวา่ใช ้L-DOPA เป็นซบัสเตรต ในทุก ๆ ความเขม้ขน้ 
ท่ีท าการทดลอง  
 จากการศึกษาส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ  ของปีบ ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน 
ฝักส่วนนอก และเมล็ด พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 1.00 mg/mL ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลของฝักส่วนใน
และเมล็ดของปีบสามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดสู้งท่ีสุด เม่ือใชซ้บัสเตรตเป็น 
L-Tyrosine (96.73 ± 0.23% และ 96.02 ± 0.44%) และ L-DOPA (36.39 ± 0.70% และ 45.54 ± 
0.45%)  
 จากการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของส่วนสกดัหยาบชั้น 
เอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ พบวา่ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากทุกส่วนของปีบมีความจ าเพาะ
เจาะจงต่อฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสในขั้นตอนท่ี 1 ดีกวา่สารมาตรฐานกรดโคจิก 
ซ่ึงเป็นการยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชนั (Hydroxylation) ของ Tyrosine ไปเป็น DOPA  
ดงัภาพท่ี 4-12 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-12  การยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชนั (Hydroxylation) ของ Tyrosine ไปเป็น  
    DOPA ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากปีบ 
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 จากการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 
ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม และฤทธ์ิทางชีวภาพของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ 
ของปีบ ไดแ้ก่ ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ดว้ยวธีิ DPPH free radical scavenging และฤทธ์ิยบัย ั้งการท างาน

ของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (Anti-Tyrosinase) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบักระบวนการสร้างเม็ดสี
เมลานิน พบวา่ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากฝักส่วนใน เมล็ด และใบของปีบ มีฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระและฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสดีท่ีสุด ผลดงักล่าวน่าจะเป็นผลมาจากปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกรวมและปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมท่ีพบในปริมาณมากท่ีสุดจาก
ส่วนสกดัดงักล่าว นอกจากน้ียงัให้ผลสอดคลอ้งกบัสารพฤกษเคมีท่ีตรวจพบสารในกลุ่มฟีนอลิก 
คือ ฟลาโวนอยดแ์ละแทนนินอีกดว้ย 
 ดงันั้นจากผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
ไทโรซิเนสดงักล่าวขา้งตน้แสดงให้เห็นว่าส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบมี
ศกัยภาพท่ีจะสามารถน าไปพฒันาและใชป้ระโยชน์ทางยาหรือเป็นผลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอางต่อไปได ้
 
 
 



 
 

บทที ่5 
สรุปผลการวจิยั 

 
5.1  สรุปผลการวจิัย 
 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ 
ของปีบ (Millingtonia hortensis) ไดแ้ก่ ดอก ใบ ก่ิง ฝักส่วนใน ฝักส่วนนอก และเมล็ด ตรวจสอบ
พบสารพฤกษเคมี 5 ชนิด คือ แทนนิน เทอร์ปีนอยด ์สเตียรอยด ์ฟลาโวนอยด ์และคูมาริน 
 จากการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์
รวม และปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
พบวา่มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม สารประกอบฟลาโวนอยด์ และปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ
รวมค่อนขา้งสูง สอดคลอ้งกบัการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของ Kumari และ Sharma (Kumari & 
Sharma, 2014) และ Hase, Ohtani, Kasai, Yamasaki และ Picheansoonthon (Hase, Ohtani, Kasai, 
Yamasaki, & Picheansoonthon, 1995) ท่ีพบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์ 
 เม่ือน าส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบไปทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
ดว้ยวิธี DPPH free radical scavenging พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 250 g/mL ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล
จากเมล็ดของปีบมีร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุด ดงักล่าวขา้งตน้ ซ่ึงผลการทดลองท่ีได้
สอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะห์ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม 

การศึกษาฤทธ์ิการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีมีบทบาท
ส าคญัในการควบคุมการสร้างเม็ดสีเมลานินของผิวหนงั โดยมีซบัสเตรตท่ีส าคญั 2 ชนิด คือ L-Tyrosine 
และ L-DOPA จากผลการทดลองพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 1.00 mg/mL ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล
จากฝักส่วนในและเมล็ดของปีบสามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดสู้งท่ีสุด เม่ือใช้
ซบัสเตรตเป็น L-Tyrosine (96.73 ± 0.23% และ 96.02 ± 0.44%) และ L-DOPA (36.39 ± 0.70% 
และ 45.54 ± 0.45%) จากผลการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสท่ีใช ้L-Tyrosine เป็นซบัส
เตรต พบวา่ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลของฝักส่วนในและเมล็ดของปีบยงัมีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างาน
ของเอนไซม์ไทโรซิเนสไดสู้งกวา่สารมาตรฐานกรดโคจิก (95.36 ± 0.47%) อีกดว้ย จากผลดงักล่าว
ขา้งต้นแสดงให้เห็นว่าส่วนสกัดหยาบชั้นเอทานอลจากปีบมีศกัยภาพสูงท่ีจะน าไปพฒันาเป็น
ผลิตภณัฑย์าหรือเป็นผลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอางไดอี้กดว้ย 
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5.2  ข้อเสนอแนะ  
 ในการวิจยัต่อไปควรศึกษาฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซมช์นิดอ่ืน เช่น เอนไซม์ลิพอกซิเดสซ่ึง
เป็นเอนไซมท่ี์ผลิตสารท่ีก่อใหเ้กิดการอกัเสบ รวมทั้งศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ เช่น ความเป็นพิษ
ต่อเซลล์จากตบั เซลล์จากไต เซลล์มะเร็ง รวมทั้งผิวหนัง เพื่อเป็นขอ้มูลในการพฒันาสมุนไพร 
ในการรักษาโรคและเป็นเคร่ืองส าอางต่อไป 
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1.  การค านวณร้อยละผลผลติ (% Yield) 
 จากสูตรการค านวณ 
  % Yield = (น ้าหนกัส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล/น ้าหนกัตวัอยา่ง)  100 
 น ้าหนกัของดอกปีบ = 774.54 กรัม 
 น ้าหนกัส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลของดอกปีบ = 211.88 กรัม 
 แทนค่า % Yield = (น ้าหนกัส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล/น ้าหนกัตวัอยา่ง)  100 
    % Yield = (211.88/774.54)  100 
    % Yield = 27.36 
 ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลของดอกปีบ มี % Yield เท่ากบั 27.36 
 
ตารางภาคผนวก ก-1  น ้าหนกัของส่วนต่าง ๆ ของปีบ น ้าหนกัส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล  
       และร้อยละผลผลิต 
 

ส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
น ้าหนกัของส่วนต่าง ๆ 

ของปีบ (กรัม) 
น ้าหนกัส่วนสกดัหยาบ
ชั้นเอทานอล (กรัม) 

ร้อยละผลผลิต 
(% Yield) 

ดอก 774.54 211.88 27.36 
ใบ 894.68 59.05 6.60 
ก่ิง 216.36 14.6 6.75 
ฝักส่วนใน 227.21 30.35 13.36 
ฝักส่วนนอก 799.36 58.56 7.33 
เมล็ด 313.24 25.45 8.12 
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2.  ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวม (Total Phenolic Content) ด้วยวิธ ีFolin-Ciocalteu 
colorimetric 
 2.1  เตรียมสารละลายในการทดสอบ 

  2.1.1  สารละลาย Folin-Ciocalteu โดยเจือจางเป็น 1:10 (v/v) ดว้ยน ้ากลัน่ 
  2.1.2  สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 2.5% (w/v) 
  2.1.3  สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) ความเขม้ขน้ 0.1 mg/mLใน 
เมทานอล โดยชัง่กรดแกลลิก 0.1 mg ละลายในเมทานอล 1.0 mL จากนั้นเจือจางให้มีความเขม้ขน้ 
100-0.19 g/mL เพื่อใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐาน 
  2.1.4  สารละลายตวัอยา่งในตวัท าละลายเมทานอล เขม้ขน้ 2.0 mg/mL 
 2.2  การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content) 
 ผสมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (ความเขม้ขน้ 0.1-0.0001 mg/mL) หรือสารตวัอยา่ง
ท่ีตอ้งการทดสอบ ปริมาตร 0.2 mL กบัสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent ความเขม้ขน้ 10% (v/v) 
ปริมาตร 0.8 mL ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 
(Na2CO3) ความเขม้ขน้ 2.5% (w/v) ปริมาตร 1.0 mL เขยา่ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที 
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 760 nm ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ ้ า และหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก รวมของสารตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 
ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อน ้ าหนกัส่วนสกดัแห้ง 1 กรัม (Gallic acid equivalents, 
mgGAE/g dried extract) 
 2.3  สร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 nm กบั
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก ท าการหาสมการเส้นตรง และค่า R2 จากกราฟ
มาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวก ข-1  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 nm ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) 
 

 

y = 0.0944x + 0.0148
R² = 0.9976
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ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (g/mL)
 

กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก ไดส้มการ y = 0.0944x + 0.0148 , R2 = 0.9976 
 
ภาพภาคผนวก ข-1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 nm กบั 
               ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก 
 

ความเขม้ขน้ของ
กรดแกลลิก 
(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 nm 
ค่าเฉล่ีย SD 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

0.39 0.075 0.075 0.078 0.076 0.002 
0.78 0.092 0.086 0.137 0.105 0.028 
1.56 0.148 0.153 0.150 0.150 0.003 
3.13 0.291 0.295 0.271 0.286 0.013 
6.25 0.578 0.589 0.585 0.584 0.006 

12.50 1.205 1.180 1.248 1.211 0.034 
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 2.4  จะไดค้่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 nm ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ 
ของปีบ 
 
ตารางภาคผนวก ข-2  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 nm ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ  
       ของปีบ 
 

ส่วนสกดัหยาบ 
ชั้นเอทานอลจากปีบ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 nm 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
ดอก 0.20 0.563 0.633 0.560 
ใบ 0.10 0.307 0.322 0.318 
ก่ิง 0.20 0.377 0.395 0.398 
ฝักส่วนใน 0.10 0.465 0.481 0.482 
ฝักส่วนนอก 0.20 0.840 0.897 0.901 
เมล็ด 0.10 0.226 0.243 0.258 

 
 2.5  ค  านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอก
ของปีบในหน่วย mgGAE/g 
 
ตวัอยา่งการค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 

 สมการท่ีไดจ้ากกราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก คือ y = 0.0944x + 0.0148  
 ค่าการดูดกลืนแสงของของส่วนสกัดหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบท่ีความเข้มข้น  
0.20 mg/mL คร้ังท่ี 1 เท่ากบั 0.563 จะไดว้า่ 
 
     จากสมการ y = 0.0944x + 0.0148 
     แทนค่า  y = 0.563 
                0.563 = 0.0944x + 0.0148 
       x = 5.807 
 
  ในส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบท่ีความเขม้ขน้ 0.2 mg/mL มีปริมาณ 
ฟีนอลิกรวม เท่ากบั 5.807 gGAE 
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การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในหน่วย mgGAE/g 
ส่วนสกดัตวัอยา่ง 0.20 mg  มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก    5.807 gGAE 
ถา้ส่วนสกดัตวัอยา่ง 1,000 mg  มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก 

 
      = 29.04 mgGAE/g 
 

 ดงันั้น ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 
เท่ากบั 29.04 mgGAE/g  
 น าค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมท่ีค านวณไดท้ั้ง 3 คร้ัง มาหาค่าเฉล่ียจะไดป้ริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกรวมในส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ 
 2.6  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของ
ปีบในหน่วย mgGAE/g 
 
ตารางภาคผนวก ข-3  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล 

      จากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 

ส่วนสกดัหยาบ 
ชั้นเอทานอลจากปีบ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/mL) 

  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม mgGAE/g 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 
ดอก 0.20 29.04 32.74 28.88 30.22 2.19 
ใบ 0.10 30.95 32.54 32.12 31.87 0.82 
ก่ิง 0.20 19.18 20.14 20.30 19.87 0.60 
ฝักส่วนใน 0.10 47.69 49.39 49.49 48.86 1.01 
ฝักส่วนนอก 0.20 43.71 46.73 46.94 45.79 1.81 
เมล็ด 0.10 22.37 24.17 25.76 24.10 1.70 

 
 
 
 

5.807 gGAE  1,000 mg 
0.20 mg 
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3.  ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoids Content) ด้วยวธิี 
Aluminium trichloride (AlCl3) colorimetric 
 3.1  เตรียมสารละลายในการทดสอบ 
  3.1.1  สารละลาย Aluminum trichoride (AlCl3) ความเขม้ขน้ 2.0 % (w/v) ในตวัท าละลาย 
เมทานอล 
  3.1.2  สารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน (Quercetin)ในตวัท าละลายเมทานอลความเขม้ขน้ 
0.1-0.0001 mg/mL โดยชัง่เคอร์ซิติน 0.1 mg ละลายในเมทานอล 1 mL จากนั้นเจือจางให้มีความเขม้ขน้ 
100-0.19 g/mL เพื่อใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐาน 
  3.1.3  สารละลายตวัอยา่งในตวัท าละลายเมทานอล เขม้ขน้ 2.0 mg/mL 
 3.2  การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดร์วม (Total Flavonoids Content) 
 ผสมสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน (ความเขม้ขน้ 0.1-0.0001 mg/mL) หรือสารตวัอยา่ง
ท่ีต้องการจะทดสอบ ปริมาตร 0.2 mL กับสารละลายอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ (AlCl3 reagent)  
ความเขม้ขน้ 1.0% (w/v) ปริมาตร 1.8 mL ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น 
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 415 nm ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ ้ า และหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของสารตวัอย่างจากกราฟมาตรฐาน
เคอร์ซิติน ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อน ้ าหนักส่วนสกัดแห้ง 1 กรัม (Quercetin 
equivalents, mgQE/g dried extract)  
 3.3  สร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ี 415 nm กบัความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน ท าการหาสมการเส้นตรง และค่า R2 จากกราฟมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวก ค-1  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 415 nm ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน  
 

 

y = 0.0416x - 0.0703
R² = 0.9884
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ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน (g/mL)
 

 

กราฟมาตรฐานของสารละลายเคอร์ซิติน ไดส้มการ y = 0.0416x - 0.0703 , R2 = 0.9884 
 
ภาพภาคผนวก ค-1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ี 415 nm กบั 
                ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน 
 

ความเขม้ขน้ 
ของเคอร์ซิติน 
(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 415 nm  
ค่าเฉล่ีย 

 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
SD 

0.78 0.012 0.008 0.010 0.010 0.002 
1.56 0.023 0.020 0.020 0.021 0.002 
3.13 0.054 0.045 0.041 0.047 0.007 
6.25 0.144 0.142 0.134 0.140 0.005 

12.50 0.379 0.467 0.368 0.405 0.054 
25.00 1.048 0.977 0.983 1.003 0.039 
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 3.4  จะไดค้่าการดูดกลืนแสงท่ี 415 nm ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ 
ของปีบ 

 
ตารางภาคผนวก ค-2  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 415 nm ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ  
       ของปีบ 
 

ส่วนสกดัหยาบ 
ชั้นเอทานอลจากปีบ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 415 nm 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
ดอก 0.50 0.255 0.249 0.261 
ใบ 0.13 0.356 0.449 0.422 
ก่ิง 0.50 0.103 0.172 0.204 
ฝักส่วนใน 0.50 0.830 0.846 0.863 
ฝักส่วนนอก 0.50 0.444 0.424 0.463 
เมล็ด 0.25 0.494 0.537 0.568 

 
 3.5  ค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล
จากดอกของปีบในหน่วย mgQE/g 
 

ตวัอยา่งการค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 

  สมการท่ีไดจ้ากกราฟมาตรฐานของสารละลายเคอร์ซิติน คือ y = 0.0416x - 0.0703 
  ค่าการดูดกลืนแสงของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ ท่ีความเขม้ขน้  
0.50 mg/mL คร้ังท่ี 1 เท่ากบั 0.255 จะไดว้า่ 
 
     จากสมการ y = 0.0416x - 0.0703 
     แทนค่า  y = 0.255 
                0.255 = 0.0416x - 0.0703 
       x = 7.820 

 
ในส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 mg/mL มีปริมาณ

สารประกอบฟลาโวนอยดร์วม เท่ากบั 7.820 gQE 
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การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดร์วมในหน่วย mgQE/g 
ส่วนสกดัตวัอยา่ง 0.50 mg  มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิติน      7.820 gQE 
ถา้ส่วนสกดัตวัอยา่ง 1,000 mg มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิติน 

 

           = 15.64 mg QE/g 
 
ดงันั้นส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ มีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์

รวม เท่ากบั 15.64 mgQE/g 
น าค่าปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมท่ีค านวณไดท้ั้ง 3 คร้ัง มาหาค่าเฉล่ียจะได้

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดร์วมในของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ 
 3.6  ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ 
ของปีบในหน่วย mgQE/g 
 
ตารางภาคผนวก ค-3  ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล 

      จากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 

ส่วนสกดัหยาบ 
ชั้นเอทานอล 
จากปีบ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/mL) 

  ปริมาณฟีนอลิกรวม mgQE/g 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

ดอก 0.50 15.64 15.35 15.93 15.64 0.29 
ใบ 0.13 81.98 99.87 94.67 92.17 9.20 
ก่ิง 0.50 8.33 11.65 13.19 11.06 2.48 
ฝักส่วนใน 0.50 43.28 44.05 44.87 44.07 0.79 
ฝักส่วนนอก 0.50 24.73 23.76 25.64 24.71 0.94 
เมล็ด 0.25 54.26 58.39 61.38 58.01 3.57 

 
 
 

7.820 gQE  1,000 mg 
0.50 mg 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาคผนวก ง 
การเตรียมสาร และการค านวณปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม 

(Total Antioxidant Capacity) 
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4.  ปริมาณสารต้านอนุมูลอสิระรวม (Total Antioxidant Capacity) ด้วยวธิ ี
Phosphomolybdate colorimetric 
 4.1  เตรียมสารละลายในการทดสอบ 
  4.1.1  สารละลาย Phosphomolybdate reagent โดยผสมสารดงัต่อไปน้ี 
   1.  0.6 M sulfuric acid (H2SO4) ปริมาตร 100 mL 
   2.  4.0 mM ammonium molydate ปริมาตร 100 mL 
   3.  28.0 mM sodium phosphate (Na3PO4) ปริมาตร 100 mL 
  4.1.2  สารละลายมาตรฐานวติามินซี (Ascorbic acid) ในตวัท าละลายเมทานอลความเขม้ขน้ 
5 mg/mLโดยชัง่วติามินซี 5.0 mg ละลายในเมทานอล 1 mL จากนั้นเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 0.5-0.001 
mg/mL เพื่อใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐาน 
  4.1.3  เตรียมสารละลายตวัอยา่งเขม้ขน้ 2.0 mg/mL ในเมทานอล 
 4.2  การหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม (Total antioxidant capacity) 
 ผสมสารละลายมาตรฐานวิตามินซี (ความเข้มขน้ 0.5-0.01 mg/mL) หรือสารตวัอย่าง 
ท่ีตอ้งการทดสอบ ปริมาตร 0.2 mL กบัสารละลาย Phosphomolybdate reagent ปริมาตร 1.8 mL  
ให้เขา้กนั บ่มบนเคร่ืององัน ้ า ท่ีอุณหภูมิ 78 °C เป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 695 nm ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า และหาปริมาณ
สารตา้นอนุมูลอิสระรวมของสารตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐานวิตามินซี ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ
วติามินซีต่อน ้าหนกัส่วนสกดัแหง้ 1 กรัม (Ascorbic acid equivalents, mgAE/g dried extract) 
 4.3  สร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ี 695 nm กบัความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานวติามินซี ท าการหาสมการเส้นตรง และค่า R2 จากกราฟมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวก ง-1  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 695 nm ของสามาตรฐานวติามินซี (Ascorbic acid) 
 

 

y = 0.0031x - 0.0173
R² = 0.9997
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ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานวิตามินซี (g/mL)
 

 

กราฟมาตรฐานของสารละลายวติามินซี ไดส้มการ y = 0.0031x - 0.0173, R² = 0.9997 
 
ภาพภาคผนวก ง-1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ี 695 nm กบั 
               ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานวติามินซี 
 

ความเขม้ขน้ 
ของวติามินซี 
(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 695 nm 
ค่าเฉล่ีย 

 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
SD 

9.77 0.021 0.024 0.024 0.023 0.002 
19.53 0.040 0.043 0.044 0.042 0.002 
39.06 0.099 0.095 0.101 0.098 0.003 
78.13 0.216 0.222 0.222 0.220 0.003 

156.25 0.484 0.473 0.471 0.476 0.007 
312.50 0.957 0.968 0.951 0.959 0.009 
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 4.4  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 695 nm ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 
ตารางภาคผนวก ง-2  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 695 nm ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ  
    ของปีบ 
 

ส่วนสกดัหยาบ 
ชั้นเอทานอลจากปีบ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 695 nm 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
ดอก 0.20 0.251 0.284 0.264 
ใบ 0.20 0.179 0.186 0.191 
ก่ิง 0.20 0.216 0.213 0.200 
ฝักส่วนใน 0.20 0.259 0.300 0.282 
ฝักส่วนนอก 0.20 0.224 0.234 0.220 
เมล็ด 0.20 0.367 0.386 0.404 

 
 4.5  ค านวณหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวมของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจาก
ส่วนต่าง ๆ ของปีบ ในหน่วย mgAE/g 
 
ตวัอยา่งการค านวณหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม 
  สมการท่ีไดจ้ากกราฟมาตรฐานของสารละลายวติามินซี คือ y = 0.0031x - 0.0173 
  ค่าการดูดกลืนแสงของของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ ท่ีความ
เขม้ขน้ 0.20 mg/mL คร้ังท่ี 1 เท่ากบั 0.251 จะไดว้า่ 
 
     จากสมการ y = 0.0031x - 0.0173 
     แทนค่า  y  =  0.251 
                 0.251 = 0.0031x - 0.0173 
       x  =  86.548 
 
 ในส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ ท่ีความเขม้ขน้ 0.20 mg/mL มีปริมาณ
สารตา้นอนุมูลอิสระรวม เท่ากบั 86.548 gAE 
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การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดร์วมในหน่วย mgAE/g 
ส่วนสกดัตวัอยา่ง 0.20 mg  มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของวติามินซี      86.548 gAE 
ถา้ส่วนสกดัตวัอยา่ง 1,000 mg  มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของวติามินซี 
 

     = 432.74 mgAE/g 
 
 ดงันั้น ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ มีปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม 
เท่ากบั 432.74 mgAE/g  

น าค่าปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม ท่ีค านวณไดท้ั้ง 3 คร้ังมาหาค่าเฉล่ียจะไดป้ริมาณ
สารตา้นอนุมูลอิสระรวม ในของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 4.6  ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ
ในหน่วย mgAE/g 

 
ตารางภาคผนวก ง-3  ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอล 
      จากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 

ส่วนสกดัหยาบ 
ชั้นเอทานอลจากปีบ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/mL) 

  ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระรวม mgAE/g 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 
ดอก 0.20 432.74 443.23 453.71 443.23 10.48 
ใบ 0.20 316.61 327.90 335.97 326.83 9.72 
ก่ิง 0.20 376.29 371.45 350.48 366.08 13.72 
ฝักส่วนใน 0.20 497.26 511.77 482.74 497.26 14.52 
ฝักส่วนนอก 0.20 389.19 405.32 382.74 392.42 11.63 
เมล็ด 0.20 665.00 650.48 679.52 665.00 14.52 

 
 

86.548 gAE  1,000 mg 
0.20 mg 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาคผนวก จ 
การเตรียมสาร และการค านวณฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

โดยวธีิ DPPH free radical scavenging 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



74 
 

 

5.  การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ โดยวธีิ DPPH free radical scavenging 
 5.1  เตรียมสารละลายในการทดสอบ 
  5.1.1  สารละลาย DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) ความเขม้ขน้ 0.05 mM (20 µg/mL) 
โดยชัง่ DPPH 10 mg ละลายในเมทานอล 500 mL 
  5.1.2  สารมาตรฐาน Gallic acid, Quercetin และ Ascorbic acid ท่ีมีความเขม้ขน้  
1 mg/mL ในเมทานอล โดยชัง่สารมาตรฐานอยา่งละ 0.1 mg ละลายในเมทานอล 1 mL แลว้เจือจาง
แบบ 2-fold ใหมี้ความเขม้ขน้ในช่วง 2 - 0.016 g/mL เพื่อใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐาน 
  5.1.3  สารละลายตวัอยา่งให้มีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 5 mg/mL ในเมทานอล ปริมาตร  
0.2 mL แลว้เจือจางแบบ 2-fold ใหมี้ความเขม้ขน้ในช่วง 500-15.625 g/mL 
 5.2  การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  
 โดยผสมสารละลายมาตรฐาน (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.02 mg/mL) หรือสารตวัอยา่งท่ี
ตอ้งการทดสอบ (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 5.0 mg/mL) ปริมาตร 0.2 mLกบัสารละลาย DPPH ท่ีละลาย
ในตวัท าละลายเมทานอล ความเขม้ขน้ 0.05 mM ปริมาตร 1.8 mL ใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
ในท่ีมืด เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีควายาวคล่ืน 517 nm ดว้ยเคร่ือง UV-Vis 
spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า และค านวณหาร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ  
(% DPPH free radical inhibition)  
 5.3  ค านวณหาร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free radical inhibition) จาก
สูตรดงัต่อไปน้ี 
 

     % DPPH free radical inhibition = [(A-B)/A]  100 
 

  เม่ือ A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ท่ีไม่มีสารทดสอบ 
    B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ท่ีมีสารทดสอบ 
 

ตัวอย่างการค านวณหาร้อยละของการต้านอนุมูลอิสระ 

 ค่าการดูดกลืนแสงของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ ท่ีความเขม้ขน้ 
0.500 mg/mL คร้ังท่ี 1 เท่ากบั 0.023 (B) และค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ท่ีไม่มีสาร
ทดสอบ เท่ากบั 0.466 (A) 
    จากสมการ % DPPH free radical inhibition = [(A-B)/A]  100 
    แทนค่า % DPPH free radical inhibition = [(0.466-0.023)/0.466]  100 
                         = 95.064 
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 ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ ท่ีความเขม้ขน้ 0.50 mg/mL คร้ังท่ี 1 มีร้อยละ
การตา้นอนุมูลอิสระ เท่ากบั 95.06 
 น าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระท่ีค านวณได้ทั้ ง 3 คร้ังมาหาค่าเฉล่ียจะได้ร้อยละ 
การตา้นอนุมูลอิสระของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ 
 5.4  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free radical 
inhibition) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid), เคอร์ซิติน (Quercetin) 
และวติามินซี (L-ascorbic acid) 
 
ตารางภาคผนวก จ-1  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของ 
      สารมาตรฐานกรดแกลลิก 
 

 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้ 
ของวติามินซี 
(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm % DPPH free radical inhibition 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.02 0.438 0.431 0.431 2.67 4.22 4.22 3.70 0.90 
0.03 0.419 0.423 0.423 6.89 6.00 6.00 6.30 0.51 
0.06 0.396 0.397 0.400 12.00 11.78 11.11 11.63 0.46 
0.13 0.369 0.364 0.367 18.00 19.11 18.44 18.52 0.56 
0.25 0.315 0.323 0.305 30.00 28.22 32.22 30.15 2.00 
0.50 0.253 0.244 0.250 43.78 45.78 44.44 44.67 1.02 
1.00 0.035 0.110 0.144 92.22 75.56 68.00 78.59 12.39 
2.00 0.023 0.021 0.021 94.89 95.33 95.33 95.19 0.26 

Control (A) 0.446 0.451 0.454 (ค่าเฉล่ีย = 0.450) 
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ตารางภาคผนวก จ-2  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของ 
      สารมาตรฐานวิตามินซี  

 
ตารางภาคผนวก จ-3  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของ 

             สารมาตรฐานเคอร์ซิติน 

ความเขม้ขน้ 
ของวติามินซี 
(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm % DPPH free radical inhibition 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.02 0.440 0.444 0.444 1.12 0.22 0.22 0.52 0.52 
0.03 0.440 0.435 0.435 1.12 2.25 2.25 1.87 0.65 
0.06 0.401 0.436 0.434 9.89 2.02 2.47 4.79 4.42 
0.13 0.421 0.426 0.424 5.39 4.27 4.72 4.79 0.57 
0.25 0.384 0.341 0.391 13.71 23.37 12.13 16.40 6.08 
0.50 0.323 0.326 0.327 27.42 26.74 26.52 26.89 0.47 
1.00 0.203 0.177 0.177 54.38 60.22 60.22 58.28 3.37 
2.00 0.012 0.012 0.013 97.30 97.30 97.08 97.23 0.13 

Control (A) 0.443 0.445 0.446 (ค่าเฉล่ีย = 0.445) 

ความเขม้ขน้ 
ของเคอร์ซิติน 
(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm % DPPH free radical inhibition 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.02 0.429 0.434 0.442 4.24 3.13 1.34 2.90 0.13 
0.03 0.432 0.428 0.430 3.57 4.46 4.02 4.02 3.88 
0.06 0.415 0.423 0.413 7.37 5.58 7.81 6.92 0.90 
0.13 0.392 0.402 0.398 12.50 10.27 11.16 11.31 8.82 
0.25 0.359 0.300 0.375 19.87 33.04 16.29 23.07 1.12 
0.50 0.301 0.296 0.304 32.81 33.93 32.14 32.96 1.18 
1.00 0.129 0.162 0.155 71.21 63.84 65.40 66.82 0.45 
2.00 0.016 0.016 0.015 96.43 96.43 96.65 96.50 1.46 

Control (A) 0.450 0.447 0.448 (ค่าเฉล่ีย = 0.448) 
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ตารางภาคผนวก จ-4  ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐาน 
             กรดแกลลิก วติามินซี และเคอร์ซิติน  

 
ความเขม้ขน้  
(g/mL) 

% DPPH free radical inhibition 
กรดแกลลิก วติามินซี เคอร์ซิติน 

0.02 3.70 ± 0.90 0.52 ± 0.52 2.90 ± 1.46 
0.03 6.30 ± 0.51 1.87 ± 0.65 4.02 ± 0.45 
0.06 11.63 ± 0.46 4.79 ± 4.42 6.92 ± 1.18 
0.13 18.52 ± 0.56 4.79 ± 0.57 11.31 ± 1.12 
0.25 30.15 ± 2.00 16.40 ± 6.08 23.07 ± 8.82 
0.50 44.67 ± 1.02 26.89 ± 0.47 32.96 ± 0.90 
1.00 78.59 ± 12.39 58.28 ± 3.37 66.82 ± 3.88 
2.00 95.19 ± 0.26 97.23 ± 0.13 96.50 ± 0.13 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0.02 0.03 0.06 0.13 0.25 0.50 1.00 2.00

% 
DP

PH
 fr

ee 
rad

ica
l in

hib
itio

n

ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (g/mL)

กรดแกลลิก 

วติามินซี

เคอร์ซิติน

 
 
ภาพภาคผนวก จ-1  ร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH radical scavenging  
       ของกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก วติามินซี และเคอร์ซิติน  
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 5.5  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free 
radical inhibition) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ  
 
ตารางภาคผนวก จ-5  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ 

            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้ของ 
ส่วนสกดัหยาบ 

(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm % DPPH free radical inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

3.91 0.462 0.466 0.467 0.86 0.00 -0.21 0.21 0.57 
7.81 0.457 0.459 0.461 1.93 1.50 1.07 1.50 0.43 

15.63 0.445 0.448 0.448 4.51 3.86 3.86 4.08 0.37 
31.25 0.419 0.415 0.414 10.09 10.94 11.16 10.73 0.57 
62.50 0.354 0.353 0.354 24.03 24.25 24.03 24.11 0.12 

125.00 0.236 0.214 0.234 49.36 54.08 49.79 51.07 2.61 
250.00 0.074 0.065 0.066 84.12 86.05 85.84 85.34 1.06 
500.00 0.023 0.023 0.024 95.06 95.06 94.85 94.99 0.12 

Control 0.467 0.466 0.466 (ค่าเฉล่ีย = 0.466) 
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ตารางภาคผนวก จ-6  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ 
            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากใบของปีบ 

 

 

ตารางภาคผนวก จ-7  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ 
            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากก่ิงของปีบ 

 

ความเขม้ขน้ของ 
ส่วนสกดัหยาบ 

(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm % DPPH free radical inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

3.91 0.442 0.446 0.445 4.329 3.46 3.68 3.82 0.45 
7.81 0.421 0.421 0.421 8.87 8.87 8.87 8.87 0.00 

15.63 0.368 0.374 0.370 20.35 19.05 19.91 19.77 0.66 
31.25 0.275 0.283 0.280 40.48 38.74 39.39 39.54 0.87 
62.50 0.138 0.127 0.127 70.13 72.51 72.51 71.72 1.37 

125.00 0.036 0.037 0.036 92.21 91.99 92.21 92.14 0.12 
250.00 0.034 0.034 0.034 92.64 92.64 92.64 92.64 0.00 
500.00 0.023 0.028 0.029 95.02 93.94 93.72 94.23 0.70 

Control 0.464 0.46 0.463 (ค่าเฉล่ีย = 0.462) 

ความเขม้ขน้ของ 
ส่วนสกดัหยาบ 

(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm % DPPH free radical inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

3.91 0.500 0.508 0.510 1.96 0.39 0.00 0.78 1.04 
7.81 0.498 0.506 0.507 2.35 0.78 0.59 1.24 0.97 

15.63 0.489 0.498 0.499 4.12 2.35 2.16 2.88 1.08 
31.25 0.486 0.487 0.485 4.71 4.51 4.90 4.71 0.20 
62.50 0.444 0.445 0.441 12.94 12.75 13.53 13.07 0.41 

125.00 0.371 0.373 0.374 27.25 26.86 26.67 26.93 0.30 
250.00 0.260 0.258 0.255 49.02 49.41 50.00 49.48 0.49 
500.00 0.082 0.084 0.104 83.92 83.53 79.61 82.35 2.39 

Control 0.512 0.508 0.510 (ค่าเฉล่ีย = 0.510) 
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ตารางภาคผนวก จ-8  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ 
            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากฝักส่วนในของปีบ 

 

 

ตารางภาคผนวก จ-9  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ 
            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากฝักส่วนนอกของปีบ 

 

ความเขม้ขน้ของ 
ส่วนสกดัหยาบ 

(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm % DPPH free radical inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

3.91 0.809 0.812 0.793 0.49 0.12 2.46 1.03 1.26 
7.81 0.794 0.797 0.798 2.34 1.97 1.85 2.05 0.26 

15.63 0.755 0.756 0.758 7.13 7.01 6.77 6.97 0.19 
31.25 0.669 0.661 0.663 17.71 18.70 18.45 18.29 0.51 
62.50 0.485 0.477 0.450 40.34 41.33 44.65 42.11 2.26 

125.00 0.118 0.115 0.107 85.49 85.85 86.84 86.06 0.70 
250.00 0.039 0.039 0.038 95.20 95.20 95.33 95.24 0.07 
500.00 0.038 0.039 0.040 95.33 95.20 95.08 95.20 0.12 

Control 0.812 0.813 0.764 (ค่าเฉล่ีย = 0.813) 

ความเขม้ขน้ของ 
ส่วนสกดัหยาบ 

(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm % DPPH free radical inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

3.91 0.812 0.817 0.820 1.22 0.61 0.24 0.69 0.49 
7.81 0.804 0.810 0.810 2.19 1.46 1.46 1.70 0.42 

15.63 0.782 0.773 0.782 4.87 5.96 4.87 5.23 0.63 
31.25 0.718 0.721 0.724 12.65 12.29 11.92 12.29 0.36 
62.50 0.602 0.600 0.600 26.76 27.01 27.01 26.93 0.14 

125.00 0.403 0.394 0.398 50.97 52.07 51.58 51.54 0.55 
250.00 0.078 0.071 0.066 90.51 91.36 91.97 91.28 0.73 
500.00 0.036 0.035 0.034 95.62 95.74 95.86 95.74 0.12 

Control 0.826 0.815 0.826 (ค่าเฉล่ีย = 0.822) 
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ตารางภาคผนวก จ-10  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ 
              ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากเมล็ดของปีบ 

 

 

ความเขม้ขน้ของ 
ส่วนสกดัหยาบ 

(g/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm % DPPH free radical inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

3.91 0.454 0.456 0.451 2.78 2.36 3.43 2.86 0.54 
7.81 0.430 0.436 0.440 7.92 6.64 5.78 6.78 1.08 

15.63 0.397 0.395 0.397 14.99 15.42 14.99 15.13 0.25 
31.25 0.333 0.331 0.336 28.69 29.12 28.05 28.62 0.54 
62.50 0.212 0.218 0.217 54.60 53.32 53.53 53.82 0.69 

125.00 0.060 0.061 0.061 87.15 86.94 86.94 87.01 0.12 
250.00 0.020 0.021 0.022 95.72 95.50 95.29 95.50 0.21 
500.00 0.018 0.019 0.020 96.15 95.93 95.72 95.93 0.21 

Control 0.469 0.464 0.468 (ค่าเฉล่ีย = 0.467) 



 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาคผนวก ฉ 
การเตรียมสาร และการค านวณฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส  

(Anti-Tyrosinase Assay) โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต 
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6.  การทดสอบฤทธิ์ยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Anti-Tyrosinase Assay) 
โดยใช้สารละลาย L-Tyrosine เป็นซับสเตรต 
 6.1  เตรียมสารละลายในการทดสอบ 
  6.1.1  การเตรียม Phosphate buffer pH 6.8 ความเขม้ขน้ 50.0 mM โดยผสมสารดงัต่อไปน้ี 
   6.1.1.1  เตรียมสารละลาย A และ B 

  A: เตรียม Mono basic sodium phosphate (NaH2PO4.H2O) 0.2 M  
  (stock A : ชัง่ NaH2PO4 15.601 g (MW = 156.01 g/mol) ละลายในน ้า 500 mL) 
  B: เตรียม Dibasic sodium phosphate (Na2HPO4) 0.2 M 

(stock B : ชัง่ Na2HPO4 17.799 g (MW = 177.99 g/mol) ละลายในน ้ า ปริมาตร 
500 mL) 

   6.1.1.2  น าสารละลาย A ปริมาตร 51.0 mL และสารละลาย B ปริมาตร 49.0 mL 
ผสมกนั วดั pH ใหไ้ด ้6.8 ถา้ไม่ไดใ้ห้ปรับ pH ดว้ยสารละลาย NaOH หรือ HCl เม่ือได ้pH 6.8 แลว้
ใหป้รับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนไดป้ริมาตร 200.0 mL (0.1 M) แลว้เจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 50.0 mM 
  6.1.2  สารมาตรฐานกรดโคจิก (Kojic acid) ในตวัท าละลายเมทานอล ความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ 20.00 mg/mL (เตรียมกรดโคจิก 20.00 mg/mL: ชัง่กรดโคจิก 20.0 mg ละลายในเมทานอล 
1.0 mL แลว้เจือจางแบบ 2-fold จนไดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 20-0.15 mg/mL) 
  6.1.3  เอนไซมไ์ทโรซิเนส (Tyrosinase) ละลายใน Phosphate buffer pH 6.8 ความเขม้ขน้ 
800 U/mL 
  6.1.4  สารละลาย L-Tyrosine ความเขม้ขน้ 3.0 mM ละลายใน Phosphate buffer pH 6.8 
(ชัง่ L-Tyrosine 5.4 mg ละลายใน Phosphate buffer pH 6.8 ความเขม้ขน้ 50.0 mM ปริมาตร 10.0 mL) 
  6.1.5  สารละลายตวัอยา่ง ในตวัท าละลายเมทานอล ความเขม้ขน้ 20–0.15 mg/mL 
 6.2  การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (Anti-Tyrosinase Assay)  
โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต 
 โดยผสมสารละลายมาตรฐาน (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.02 mg/mL) หรือสารตวัอยา่งท่ี
ตอ้งการทดสอบ (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 20.00 mg/mL) ปริมาตร 20.0 L กบัสารละลาย phosphate 
buffer (pH 6.8) ความเขม้ขน้ 50.0 mM ปริมาตร 120.0 L และสารละลายเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
(Tyrosinase from Mushroom) ความเขม้ขน้ 800 U/mL ใน Phosphate buffer (pH 6.8) ปริมาตร 20.0 L 
ลงในจานหลุม (96-well plate) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย L-Tyrosine 
ความเขม้ขน้ 3.0 mM ปริมาตร 40.0 L ลงในแต่ละหลุม เขยา่ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้องต่อเป็น
เวลา 10 นาที แลว้วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 nm ดว้ยเคร่ือง Microplate Reader 
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 6.3  ตวัค านวณหาร้อยละของการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (% Tyrosinase 
inhibition) จากสูตรดงัต่อไปน้ี 
 
 % Tyrosinase inhibition = [(A-B)/A]  100 
 
 เม่ือ A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีไม่มีสารทดสอบ 
   B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีมีสารทดสอบ 

 
ตัวอย่างการค านวณหาร้อยละของการยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 ค่าการดูดกลืนแสงของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากเมล็ดของปีบ ท่ีความเขม้ขน้  
2.00 mg/mL คร้ังท่ี 1 เท่ากบั 0.226 (A) และค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ท่ีไม่มีสาร
ทดสอบ เท่ากบั 0.002 (B) 
 

 จากสมการ           % Tyrosinase inhibition = [(A-B)/A]  100 
  แทนค่า                    = [(0.226-0.002)/0.226]  100 
                       = 99.12 
 
 ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ ท่ีความเขม้ขน้ 2.00 mg/mL คร้ังท่ี 1 มีร้อยละ
การยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส เท่ากบั 99.12 
 6.4  ตารางแสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซมไ์ทโรซิเนส (% Tyrosinase inhibition) โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
                  ไทโรซิเนสโดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต 
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ภาพภาคผนวก ฉ-1  ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย 
             L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต 

ความเขม้ขน้ 
ของกรดโคจิก  
 (mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm   % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.099 0.100 0.101 18.85 18.03 17.21 18.03 0.82 
0.06 0.091 0.092 0.092 25.41 24.59 24.59 24.86 0.47 
0.13 0.070 0.069 0.070 42.62 43.44 42.62 42.90 0.47 
0.25 0.026 0.028 0.029 78.69 77.05 76.23 77.32 1.25 
0.50 0.010 0.009 0.010 91.80 92.62 91.80 92.08 0.47 
1.00 0.005 0.006 0.006 95.90 95.08 95.08 95.36 0.47 
2.00 0.001 0.002 0.001 99.18 98.36 99.18 98.91 0.47 

Control (A) 0.123 0.121 0.122 (ค่าเฉล่ีย = 0.122)  
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 6.5  ตารางค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของส่วนสกดัหยาบ
ชั้นเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ของปีบ 
 

ตารางภาคผนวก ฉ-2  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
             ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
             ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.115 0.117 0.116 55.08 54.30 54.69 54.69 0.39 
0.06 0.094 0.093 0.092 63.28 63.67 64.06 63.67 0.39 
0.13 0.072 0.073 0.073 71.88 71.48 71.48 71.61 0.23 
0.25 0.055 0.058 0.055 78.52 77.34 78.52 78.13 0.68 
0.50 0.045 0.043 0.045 82.42 83.20 82.42 82.68 0.45 
1.00 0.028 0.028 0.03 89.06 89.06 88.28 88.80 0.45 
2.00 0.026 0.027 0.026 89.84 89.45 89.84 89.71 0.23 

Control 0.258 0.255 0.255 (ค่าเฉล่ีย = 0.256)  
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ตารางภาคผนวก ฉ-3  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
            ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากจากใบของปีบ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.102 0.103 0.103 58.87 58.47 58.47 58.60 0.23 
0.06 0.090 0.092 0.088 63.71 62.90 64.52 63.71 0.81 
0.13 0.071 0.070 0.069 71.37 71.77 72.18 71.77 0.40 
0.25 0.055 0.054 0.054 77.82 78.23 78.23 78.09 0.23 
0.50 0.034 0.031 0.034 86.29 87.50 86.29 86.69 0.70 
1.00 0.016 0.018 0.019 93.55 92.74 92.34 92.88 0.62 
2.00 0.001 0.001 0.003 99.60 99.60 98.79 99.33 0.47 

Control 0.243 0.254 0.246 (ค่าเฉล่ีย = 0.248)  



88 
 

ตารางภาคผนวก ฉ-4  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
            ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากก่ิงของปีบ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.135 0.137 0.135 47.27 46.48 47.27 47.01 0.45 
0.06 0.122 0.121 0.124 52.34 52.73 51.56 52.21 0.60 
0.13 0.103 0.105 0.106 59.77 58.98 58.59 59.11 0.60 
0.25 0.086 0.087 0.088 66.41 66.02 65.63 66.02 0.39 
0.50 0.064 0.067 0.066 75.00 73.83 74.22 74.35 0.60 
1.00 0.030 0.032 0.028 88.28 87.50 89.06 88.28 0.78 
2.00 0.009 0.008 0.007 96.48 96.88 97.27 96.88 0.39 

Control 0.252 0.257 0.258 (ค่าเฉล่ีย = 0.256)  
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ตารางภาคผนวก ฉ-5  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
            ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากฝักส่วนในของปีบ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.062 0.063 0.063 75.69 75.29 75.29 75.42 0.23 
0.06 0.049 0.048 0.048 80.78 81.18 81.18 81.05 0.23 
0.13 0.034 0.033 0.036 86.67 87.06 85.88 86.54 0.60 
0.25 0.021 0.021 0.022 91.76 91.76 91.37 91.63 0.23 
0.50 0.014 0.013 0.016 94.51 94.90 93.73 94.38 0.60 
1.00 0.008 0.008 0.009 96.86 96.86 96.47 96.73 0.23 
2.00 0.009 0.009 0.008 96.47 96.47 96.86 96.60 0.23 

Control 0.261 0.251 0.253 (ค่าเฉล่ีย = 0.255)  
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ตารางภาคผนวก ฉ-6  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
            ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากฝักส่วนนอกของปีบ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.093 0.095 0.095 61.09 60.25 60.25 60.53 0.48 
0.06 0.075 0.077 0.074 68.62 67.78 69.04 68.48 0.64 
0.13 0.062 0.061 0.064 74.06 74.48 73.22 73.92 0.64 
0.25 0.040 0.039 0.039 83.26 83.68 83.68 83.54 0.24 
0.50 0.027 0.027 0.024 88.70 88.70 89.96 89.12 0.72 
1.00 0.022 0.024 0.022 90.79 89.96 90.79 90.52 0.48 
2.00 0.015 0.011 0.010 93.72 95.40 95.82 94.98 1.11 

Control 0.239 0.237 0.240 (ค่าเฉล่ีย = 0.239)  
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ตารางภาคผนวก ฉ-7  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
            ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-Tyrosine เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
            ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากจากเมล็ดของปีบ 

 

 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.065 0.065 0.064 71.24 71.24 71.68 71.39 0.26 
0.06 0.050 0.048 0.049 773.88 78.76 78.32 78.32 0.44 
0.13 0.039 0.038 0.037 82.74 83.19 83.63 83.19 0.44 
0.25 0.026 0.025 0.024 88.50 88.94 89.38 88.94 0.44 
0.50 0.018 0.020 0.018 92.04 91.15 92.04 91.74 0.51 
1.00 0.009 0.008 0.010 96.02 96.46 95.58 96.02 0.44 
2.00 0.002 0.002 0.004 99.12 99.12 98.23 98.82 0.51 

Control 0.224 0.228 0.227 (ค่าเฉล่ีย = 0.226)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาคผนวก ช 
การเตรียมสาร และการค านวณฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส  

(Anti-Tyrosinase Assay) โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต 
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7.  การทดสอบฤทธิ์ยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Anti-Tyrosinase Assay) 
โดยใช้สารละลาย L-DOPA เป็นซับสเตรต 
 7.1  เตรียมสารละลายในการทดสอบ 
  7.1.1  การเตรียม phosphate buffer pH 6.8 ความเขม้ขน้ 50.0 mM โดยผสมสารดงัต่อไปน้ี 
   7.1.1.1  เตรียมสารละลาย A และ B 

  A: เตรียม Mono basic sodium phosphate (NaH2PO4.H2O) 0.2 M  
  (stock A : ชัง่ NaH2PO4 15.601 g (MW = 156.01 g/mol) ละลายในน ้า 500.0 mL) 
  B: เตรียม Dibasic sodium phosphate (Na2HPO4) 0.2 M 

(stock B : ชัง่ Na2HPO4 17.799 g (MW = 177.99 g/mol) ละลายในน ้ า ปริมาตร 
500.0 mL) 

   7.1.1.2  น าสารละลาย A ปริมาตร 51.0 mL และสารละลาย B ปริมาตร 49.0 mL 
มาผสมกนั วดั pH ให้ได ้6.8 ถา้ไม่ไดใ้ห้ปรับ pH ดว้ยสารละลาย NaOH หรือ HCl เม่ือได ้pH 6.8 
แลว้ให้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนไดป้ริมาตร 200.0 mL (0.1 M) แลว้เจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ 
50.0 mM 
  7.1.2  สารมาตรฐานกรดโคจิก (Kojic acid) ในตวัท าละลายเมทานอล ความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ 20.00 mg/mL (เตรียมกรดโคจิก 20.00 mg/mL: ชัง่กรดโคจิก 20.0 mg ละลายในเมทานอล 
1.0 mL แลว้เจือจางแบบ 2-fold จนไดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 20-0.15 mg/mL) 
  7.1.3  เอนไซมไ์ทโรซิเนส (Tyrosinase) ละลายใน Phosphate buffer pH 6.8 ความเขม้ขน้ 
400 U/mL 
  7.1.4  สารละลาย L-DOPA ความเขม้ขน้ 3.0 mM ละลายใน phosphate buffer pH 6.8 
(ชัง่ L-DOPA 5.4 mg ละลายใน Phosphate buffer pH 6.8 ความเขม้ขน้ 50.0 mM ปริมาตร 10.0 mL) 
  7.1.5  สารละลายตวัอยา่ง ในตวัท าละลายเมทานอล ความเขม้ขน้ 20-0.15 mg/mL 
 7.2  การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (Anti-Tyrosinase Assay) 
โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต 
 โดยผสมสารละลายมาตรฐาน (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.02 mg/mL) หรือสารตวัอยา่งท่ี
ตอ้งการทดสอบ (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 20.00 mg/mL) ปริมาตร 20.0 L กบัสารละลาย Phosphate 
buffer (pH 6.8) ความเขม้ขน้ 50.0 mM ปริมาตร 120.0 L และสารละลายเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
(Tyrosinase from Mushroom) ความเขม้ขน้ 400 U/mL ใน Phosphate buffer (pH 6.8) ปริมาตร 20.0 L 
ลงในจานหลุม (96-well plate) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย L-DOPA 
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ความเขม้ขน้ 3.0 mM ปริมาตร 40.0 L ลงในแต่ละหลุม เขยา่ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้องต่อเป็น
เวลา 10 นาที แลว้วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Microplate Reader 
 7.3  ตวัค านวณหาร้อยละของการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (% Tyrosinase 
inhibition) จากสูตรดงัต่อไปน้ี 
 
 % Tyrosinase inhibition = [(A-B)/A]  100 
 
 เม่ือ A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีไม่มีสารทดสอบ 
   B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีมีสารทดสอบ 

 
ตัวอย่างการค านวณหาร้อยละของการยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 ตวัอยา่งการค านวณค่าการดูดกลืนแสงของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากเมล็ดของปีบ 
ท่ีความเขม้ขน้ 2.00 mg/mL คร้ังท่ี 1 เท่ากบั 0.224 (A) และค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีไม่มีสาร
ทดสอบ เท่ากบั 0.094 (B) 
 

 จากสมการ           % Tyrosinase inhibition = [(A-B)/A]  100 
  แทนค่า                   = [(0.224-0.094)/0.224]  100 
                      = 58.04 
 
 ส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ ท่ีความเขม้ขน้ 2.00 mg/mL คร้ังท่ี 1 มีร้อยละ
การยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส เท่ากบั 58.04 
 7.4  ตารางแสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซมไ์ทโรซิเนส (% Tyrosinase inhibition) โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต 
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ตารางภาคผนวก ช-1  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
                                    ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต  
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ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานกรดโคจิก (mg/mL)
 

 

ภาพภาคผนวก ช-1  ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย  
                                L-DOPA เป็นซบัสเตรต 

ความเขม้ขน้ 
ของกรดโคจิก  
 (mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm   % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.039 0.038 0.040 82.67 83.11 82.22 82.67 0.44 
0.06 0.028 0.029 0.030 87.56 87.11 86.67 87.11 0.44 
0.13 0.017 0.017 0.017 92.44 92.44 92.44 92.44 0.00 
0.25 0.006 0.005 0.006 97.33 97.78 97.33 97.48 0.26 
0.50 0.004 0.001 0.004 98.22 99.56 98.22 98.67 0.77 
1.00 0.002 0.002 0.002 99.11 99.11 99.11 99.11 0.00 
2.00 0.001 0.000 0.001 99.56 100.00 99.56 99.70 0.26 

Control (A) 0.219 0.223 0.233 (ค่าเฉล่ีย = 0.225)  
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 7.5  ตารางค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของส่วนสกดัหยาบชั้น
เอทานอลจากส่วนต่างๆของปีบ 
 
ตารางภาคผนวก ช-2  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์

             ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
             ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากดอกของปีบ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.182 0.182 0.183 1.62 1.62 1.08 1.44 0.31 
0.06 0.181 0.184 0.179 2.16 0.54 3.24 1.98 1.36 
0.13 0.177 0.178 0.175 4.32 3.78 5.41 4.50 0.83 
0.25 0.166 0.169 0.163 10.27 8.65 11.89 10.27 1.62 
0.50 0.155 0.153 0.157 16.22 17.30 15.14 16.22 1.08 
1.00 0.123 0.123 0.122 33.51 33.51 34.05 33.69 0.31 
2.00 0.087 0.090 0.090 52.97 51.35 51.35 51.89 0.94 

Control 0.186 0.183 0.186 (ค่าเฉล่ีย = 0.185)  
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ตารางภาคผนวก ช-3  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
             ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
             ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากจากใบของปีบ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.210 0.212 0.210 1.41 0.47 1.41 1.10 0.54 
0.06 0.206 0.202 0.205 3.29 5.16 3.76 4.07 0.98 
0.13 0.202 0.205 0.203 5.16 3.76 4.69 4.54 0.72 
0.25 0.193 0.191 0.190 9.39 10.33 10.80 10.17 0.72 
0.50 0.178 0.174 0.178 16.43 18.31 16.43 17.06 1.08 
1.00 0.157 0.155 0.157 26.29 27.23 26.29 26.60 0.54 
2.00 0.136 0.139 0.135 36.15 34.74 36.62 35.84 0.98 

Control 0.211 0.210 0.217 (ค่าเฉล่ีย = 0.213)  
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ตารางภาคผนวก ช-4  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
             ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
             ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากก่ิงของปีบ 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.206 0.208 0.205 2.83 1.89 3.30 2.67 0.72 
0.06 0.201 0.200 0.197 5.19 5.66 7.08 5.97 0.98 
0.13 0.196 0.194 0.197 7.55 8.49 7.08 7.70 0.72 
0.25 0.185 0.185 0.186 12.74 12.74 12.26 12.58 0.27 
0.50 0.167 0.165 0.166 21.23 22.17 21.70 21.70 0.47 
1.00 0.131 0.133 0.131 38.21 37.26 38.21 37.89 0.54 
2.00 0.085 0.086 0.087 59.91 59.43 58.96 59.43 0.47 

Control 0.211 0.209 0.216 (ค่าเฉล่ีย = 0.212)  
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ตารางภาคผนวก ช-5  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
             ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
             ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากฝักส่วนในของปีบ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.216 0.214 0.214 0.92 1.83 1.83 1.53 0.53 
0.06 0.213 0.213 0.212 2.29 2.29 2.75 2.45 0.26 
0.13 0.201 0.202 0.201 7.80 7.34 7.80 7.65 0.26 
0.25 0.188 0.187 0.185 13.76 14.22 15.14 14.37 0.70 
0.50 0.164 0.161 0.161 24.77 26.15 26.15 25.69 0.79 
1.00 0.137 0.14 0.139 37.16 35.78 36.24 36.39 0.70 
2.00 0.089 0.09 0.087 59.17 58.72 60.09 59.33 0.70 

Control 0.216 0.218 0.219 (ค่าเฉล่ีย = 0.218)  
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ตารางภาคผนวก ช-6  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
             ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
             ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากฝักส่วนนอกของปีบ 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.199 0.198 0.200 0.50 1.00 0.00 0.50 0.50 
0.06 0.197 0.198 0.198 1.50 1.00 1.00 1.17 0.29 
0.13 0.192 0.194 0.192 4.00 3.00 4.00 3.67 0.58 
0.25 0.179 0.178 0.180 10.50 11.00 10.00 10.50 0.50 
0.50 0.158 0.158 0.156 21.00 21.00 22.00 21.33 0.58 
1.00 0.133 0.132 0.131 33.50 34.00 34.50 34.00 0.50 
2.00 0.089 0.091 0.089 55.50 54.50 55.50 55.17 0.58 

Control 0.201 0.201 0.199 (ค่าเฉล่ีย = 0.200)  
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ตารางภาคผนวก ช-7  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
             ไทโรซิเนส โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
             ของส่วนสกดัหยาบชั้นเอทานอลจากเมล็ดของปีบ 

 

 
 
 
 

ความเขม้ขน้
ส่วนสกดัหยาบ 

(mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition  

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย SD 

0.03 0.213 0.213 0.214 4.91 4.91 4.46 4.76 0.26 
0.06 0.205 0.204 0.204 8.48 8.93 8.93 8.78 0.26 
0.13 0.195 0.193 0.192 12.95 13.84 14.29 13.69 0.68 
0.25 0.176 0.174 0.173 21.43 22.32 22.77 22.17 0.68 
0.50 0.150 0.147 0.152 33.04 34.38 32.14 33.18 1.12 
1.00 0.122 0.123 0.121 45.54 45.09 45.98 45.54 0.45 
2.00 0.094 0.094 0.096 58.04 58.04 57.14 57.74 0.52 

Control 0.225 0.226 0.221 (ค่าเฉล่ีย = 0.224)  


