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บทคัดย่อ 

 
 . ในการตรวจสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระและของสารสกัดจากใบขลู่ 3 ชนิด คือ สารสกัดจากใบขลู่
สด สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง และสารสกัดจากใบขลู่อบ พบว่า สารสกัดจากใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทานอล
ร้อยละ  70 ปริมาตรเป็น  50 เท่า (ปริมาตรต่อน้้าหนักใบขลู่สด) มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้
สูงสุดเท่ากับ 66.07 ± 2.53 มิลลิกรัมสมมูลของโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ 
ABTS สูงสุดเท่ากับ 48.53 ± 2.54 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่าง และมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณสารประกอบ ฟลาโวนอยด์ท้ังหมดสูงสุด ให้ค่าเท่ากับ 59.34 ± 2.03 
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่าง และ 36.76 ± 0.98 มิลลิกรัมสมมูลของคาทีชินต่อกรัมตัวอย่าง 
ตามล้าดับ ส่วนการศึกษาความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส พบว่า  สารสกัดจากใบ
ขลู่ทั้ง 3 วิธี ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (acetylcholinesterase) 
ส่วนการตรวจสอบสารสกัดใบขลู่อบด้วยน้้าร้อน และตรวจสอบ ความสามารถในการยับยั้งการท้างาน ของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดจากใบขลู่ ที่สกัดด้วยน้้าร้อน โดยวิธีการสกัดที่แตกต่างกันคือการแช่ในน้้าร้อนที่
อุณหภูมิและเวลาที่แตกต่างกันการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน และการสกัดด้วยเครื่องชง
กาแฟแบบหยดพบว่า การสกัดด้วยการแช่น้้าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูล
อิสระสูงสุดจากการทดสอบด้วยวิธี DPPH ระยะเวลาสกัด 3-10 นาทีให้ผลไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ โดยที่ระยะเวลาสกัด 5 นาทีให้ผลการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS สูงสุดคือ 104.93 ± 0.63 มิลลิกรัม
สมมูลกรดแอสคอบิกต่อกรัมตัวอย่างเช่นเดียวกับปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์โดยมีค่าเท่ากับ 58.83 ± 
0.32 มิลลิกรัมสมมูลคาทีชินต่อกรัมตัวอย่างส้าหรับการสกัดระยะเวลา 10 นาทีให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ
โดยการทดสอบด้วยวิธี FRAPและมีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุดโดยมีค่าเท่ากับ 180.97 ± 
7.17 มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมตัวอย่างและ 66.92 ± 2.21มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัม
ตัวอย่างตามล้าดับ แต่การสกัดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสระยะเวลา 3 นาทีให้ปริมาณคลอโรฟิลล์เอและ
คลอโรฟิลล์บีสูงที่สุดคือ 50.62 ± 0.96 และ 147.29 ± 1.90 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง ในขณะที่สารสกัด
จากขลู่ไม่มีผลในการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส ( Tyrosinase) โดยเมื่อเปรียบเทียบถึงคุณสมบัติ
ของสารต้านอนุมูลอิสระเมื่อเก็บรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือนพบว่ามีปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกท้ังหมด ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดคงที่ โดยที่ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบี
ลดลง ในส่วนของฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระท่ีทดสอบด้วยวิธี DPPHและ ABTS ให้ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
คงท่ี แต่การทดสอบด้วยวิธี FRAP ให้ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระลดลง 
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สารบัญภาพ 

 

ภาพที่                                                                                                          หน้า 

1 โครงสร้างของ Acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs) ที่ใช้ในทางคลินิก  7 
2 กระบวนการสังเคราะห์ Eu-Melanin และ Pheo-Melanin    9 
3 โครงสร้างของเอนไซม์ไทโรซิเนส       10 
4 โครงสร้างกรดโคจิก        11 
5 โครงสร้างกรดอะเซลาอิก        1 1 
6 โครงสร้างกรดแอลฟาไฮดรอกซี       11  
7 โครงสร้างไฮโดรควิโนน        1 2 
8 โครงสร้างอาร์บูติน         12  
9 โครงสร้างของ DPPH•        13 
10 โครงสร้างของ ABTS        14 
11 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารเชิงซ้อนเหล็กเฟอร์รัส     14 
12 กลไกปฏิกิริยาการสังเคราะห์สารโดปาโครมโดยเอนไซม์ไทโรซิเนส            15 
13 การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจากใบขลู่  3 1 
14 การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของสารสกัดจากใบขลู่  32 
15 การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอของสารสกัดจากใบขลู่                 33 
16 การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์บีของสารสกัดจากใบขลู่  34 
17 การเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPHของสารสกัดจากใบขลู่  35 
18 การเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดจากใบขลู่             36 
19 คุณสมบัติการดูดกลืนแสงของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในสภาวะต่าง ๆ              37 
20 คุณสมบัติการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัด           38 

ด้วยเอทานอลร้อยละ 70 
21 คุณสมบัติการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัด           39 

ด้วยเอทานอลร้อยละ 90 
22 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง             45 
23 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่ 3 เดือน   45 
24 ปริมาณคลอโรฟิลล์เอของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง    47 
25 ปริมาณคลอโรฟิลล์เอของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่ 3 เดือน   48 
26 ปริมาณคลอโรฟิลล์บีของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง    5 0 
27   ปริมาณคลอโรฟิลล์บีของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่ 3 เดือน   5 0 
28 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง   53 



 

 
 

 

สารบัญภาพ 

 

ภาพที่                                                                                                          หน้า 

29 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่ 3 เดือน 53 
30 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง  56 
31 การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาท่ี 3 เดือน      56 
32   ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง  59 
33 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษา 3 เดือน  59 
34 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง  62 
35 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษา 3 เดือน  6 2 
36 รูปแบบการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารยับยั้งมาตรฐาน kojic acid   6 3 
37 รูปแบบการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดจากใบขลู่ทีส่กัดด้วยน้้าร้อน  6 4 
38 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้้าร้อน 66 
39 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้้าร้อน  67 
40 ปริมาณสารประกอบแทนนินของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้้าร้อน   69 
41 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดใบขลู่อบที่ผ่านการเก็บรักษา  70 
42 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดใบขลู่ที่เก็บรักษา   72 
43 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ของสารสกัดใบขลู่ที่เก็บรักษา   73 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 



 

 
 

 
สารบัญตาราง 

 

ตารางที่                   หน้า 

1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ    18 
2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานคาทีชินที่ความเข้มข้นต่างๆ     20 
3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ที่ความเข้มข้นต่างๆ    2 1 
4 การเตรียมสารละลายมาตรฐานแอสคอบิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ    23 
5 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเฟอร์รัสไอออนที่ความเข้มข้นต่างๆ    25 
6 การเตรียมสารละลายมาตรฐานแทนนิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ     26 
7 การเตรียมตัวอย่างสารสกัดจากใบขลู่ที่ความเข้มข้นต่างๆ     28 
8 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดโคจิกที่ความเข้มข้นต่างๆ     28 
9 สมบัติการต้านอนุมูลอิสระหลังจากการเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่สด           40 
10 สมบัติการต้านอนุมูลอิสระหลังจากการเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่แห้ง            41 
11 สมบัติการต้านอนุมูลอิสระหลังจากการเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่อบ                             42 
12 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน     44 
13 ปริมาณคลอโรฟิลล์เอของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน     46 
14 ปริมาณคลอโรฟิลล์บีของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน     49 
15 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน   5 2 
16 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน  55 
17 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน  58 
18 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน  61 
19 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้้าร้อน   65 
20 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้้าร้อน   67 
21 ปริมาณสารประกอบแทนนินของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่ที่เก็บรักษา     68 
22 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดใบขลู่ที่เก็บรักษา   7 0 
23 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดใบขลู่ที่เก็บรักษา   71 
24 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ของสารสกัดใบขลู่ที่เก็บรักษา   73 
25 สรุปสภาวะการสกัดใบขลู่ด้วยน้้าร้อนที่ให้ปริมาณสารส้าคัญและการออกฤทธิ์ดีที่สุด  76 

 
 



  

1 
 

บทที่ 1 

บทน า 

 

1. ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท างานวิจัย 

ในปัจจุบันประชากรโลกได้หันมาสนใจการดูแลสุขภาพกันมากขึ้น โดยเฉพาะการเลือกบริโภค
อาหารที่มีผลดีต่อสุขภาพ เช่น อาหารที่มีคุณสมบัติเป็นยา ที่เรียกว่า Functional food หรือ  
Nutraceutical ซึ่งหมายถึงอาหารที่มีคุณสมบัติในทางยาในการช่วยส่งเสริมสุขภาพให้ดีข้ึนหรือมีคุณสมบัติ
ช่วยป้องกันการเกิดโรคต่างๆ เช่น การบริโภคผักสดและผลไม้ในปริมาณสูงสามารถลดความเสี่ยงของการ
เกิดมะเร็งและโรคหัวใจ (Franceschi และคณะ, 1998) เนื่องจากผักสดและผลไม้เป็นแหล่งอาหารส าคัญท่ี
อุดมไปด้วยสารประกอบฟีนอลิกซึ่งเป็นผลผลิตเมทาโบไลต์ทุติยภูมิที่พบได้ในพืชทั่วไป จัดเป็นสารประกอบ
ที่มีศักยภาพในการต้านการเกิดออกซิเดชันและมีความสามารถในการจับและท าลายฤทธิ์ของอนุมูลอิสระได้
เป็นอย่างดี นับเป็นกลุ่มของสารประกอบที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการทางสรีรวิทยาที่มีผลต่อสุขภาพ
ของมนุษย์หลายประการ เช่น การป้องกันความเสียหายจากการออกซิเดชันของไขมันและไลโปโปรตีนความ
หนาแน่นต่ า (Morton และคณะ, 2000) การยับยั้งการแยกตัวของเกล็ดเลือด ( Daniel และคณะ, 1999) 
รวมทั้งมีความสามารถในการลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด ตลอดจนความเสี่ยงต่อการ
เกิดมะเร็ง ( Newmark, 1996) นอกจากผักและผลไม้แล้วธัญพืชเป็นอาหารอีกกลุ่มหนึ่งที่สามารถเพ่ิม
ปริมาณการได้รับสารประกอบฟีนอลิก ( Scalbert  & Williamson, 2000)  เพราะเมล็ดธัญพืชเป็นแหล่ง
รวมของสารประกอบฟีนอลิกและกลูโคไซด์ทั้งท่ีอยู่ในรูปสารละลายและสารประกอบที่ไม่ละลายน้ าที่อยู่
รวมกับโพลีแซคคาไรด์ในผนังเซลล์ของพืช ( Miller และคณะ, 2000)   สารประกอบฟีนอลิกพบทั่วไปใน
อาหารทั้งในผัก ผลไม้ ตลอดจนในพืชสมุนไพรต่างๆ เป็นองค์ประกอบที่มีความส าคัญ ช่วยลดอาการท่ี
เกิดข้ึนในระบบประสาทท าให้เกิดความวิตกกังวล มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระเป็นสารต้านการออก
ซิเดชั่น ลดความเสียหายในระดับเซลล์ และลดอาการความจ าเสื่อม ดังนั้นถ้ารับประทานอาหารประเภทผัก
ใบเขียว ผลไม้และสมุนไพรเป็นประจ าท าให้ร่างกายสามารถป้องกันโรคที่มีสาเหตุจากการท าลายของอนุมูล
อิสระเช่น โรคไขมันในเลือดสูง โรคหัวใจ โรคหลอดเลือดหัวใจตีบ เบาหวาน โรคมะเร็ง โรคไต รวมทั้งความ
แก่ชราได้ (Commenges et al., 2000; Bastianetto and Quirion, 2002; Mata et al., 2007; Orhan 
et al., 2007)   

ส าหรับประเทศไทยมีพืชพรรณจ านวนมากที่เป็นพืชพ้ืนเมืองซึ่งได้ถูกน ามาใช้ประโยชน์ทางด้าน
อาหารและยา ทั้งเพื่อการใช้ประโยชน์ภายในท้องถิ่น การผลิตเป็นสินค้าภายในประเทศ รวมทั้งที่พัฒนาเป็น
สินค้าออกท่ีสามารถน าเงินตราเข้าสู่ประเทศเป็นจ านวนมาก ส าหรับในพ้ืนที่ภาคตะวันออกจะมีพืชพ้ืนเมืองที่ข้ึน
ตามแหล่งที่น้ าเค็มท่วมหรือบริเวณป่าชายเลน พบว่ามีพืชหลายชนิดที่ถูกน ามาใช้เป็นสมุนไพรพื้นบ้าน เช่น 
เหงือกปลาหมอ ขลู่ กะพร้อ แสมด า แสมขาว และปรงทะเล เป็นต้น (ส่วนบริหารการจัดการทรัพยากรป่าชาย
เลนที ่ 3, 2551) ส าหรับขลู่ (Pluchea indica Less.) เป็นพืชสมุนไพรที่น ามาใช้กันในท้องถิ่นท้ังส่วนของ
รากใบ ล าต้น ดอกและผล มีสรรพคุณคือ  ลดอาการปวดเมื่อย แผลอักเสบ รักษาอาการบิด ช่วยขับเหงื่อ 
และบรรเทาโรคท่ีเกี่ยวข้องกับทางเดินปัสสาวะเป็นต้น นอกจากนี้ได้น าเอาใบมาใช้แทนใบชาเพือช่วยลด
น้ าหนัก (ส่วนบริหารการจัดการทรัพยากรป่าชายเลนที่ 3, 2551) จากสรรพคุณดังกล่าวเห็นได้ว่าใบขลู่มี
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ความน่าสนใจในการน ามาประยุกต์ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารเพื่อสุขภาพ ดังนั้นจึงควรเริ่มต้นจากการ
รู้จักองค์ประกอบทางพฤกษเคมีจากขลู่ในท้องถิ่นที่จะน ามาใช้ประโยชน์ เนื่องจากสภาพแวดล้อมธรรมชาติ
ในแต่ละท้องถิ่นมีผลต่อปริมาณสารออกฤทธิ์แตกต่างกัน ตามแนวทางของแผนงานวิจัยเป็นการพัฒนา
ผลิตภัณฑ์อาหารที่มีใบขลู่เป็นส่วนประกอบที่มีเป้าหมายในการสร้างผลิตภัณฑ์อาหารที่มีคุณภาพสูงเพ่ือ
ประโยชน์ต่อสุขภาพและมีคุณค่าทางโภชนาการ จึงมีความจ าเป็น  ต้องด าเนินการศึกษาองค์ประกอบ
ทางพฤกษเคมี การออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ได้แก่ ปริมาณสารฟินอลิก ฟลาโวนอยด์ แทนนิน สมบัติการต้าน
อนุมูลอิสระและการต้านออกซิเดชั่น คุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซม์อะซิติลคลอลิเนสเตอเรส คุณสมบัติการ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสตลอดจนท าการตรวจสอบความคงตัวของฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของใบขลู่ที่ผ่าน
กระบวนการท าแห้งด้วยวิธีการต่างๆ  เมื่อน ามาเก็บรักษาก่อนน าไปใช้ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ เพื่อน าองค์
ความรู้ที่ได้มาใช้ในการปรับปรุงกระบวนการผลิตและการปรับปรุงรูป แบบการใช้ประโยชน์ให้เกิดประโยชน์
สูงสุดต่อไป  

2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือประเมินความคงตัวเชิงปริมาณและคุณภาพของสมบัติการ

ออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา คือ ปริมาณสารฟินอลิก ฟลาโวนอยด์ แทนนิน สมบัติการต้านอนุมูลอิสระและการ
ต้านออกซิเดชั่น คุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซม์อะซิติลคลอลิเนสเตอเรส  และฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็ง ของใบขลู่สดและใบขลู่แห้ง รวมทั้งความคงตัวของฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เพื่อน าไปใช้เป็น
ส่วนประกอบของผลิตภัณฑ์อาหารชนิดต่างๆ ส าหรับการผลิตอาหารในเชิงยาหรือ functional food ขึ้น 
โดยมีสมมติฐานที่เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงเชิงคุณภาพและปริมาณของสารประกอบ ดังนี้ 

1) วิธีการท าแห้งของใบขลู่ที่แตกต่างกันมีผลท าให้มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่แตกต่างกัน  
2) การเก็บรักษาของใบขลู่แห้งมีผลต่อระดับคุณภาพของและความคงตัวของฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่

แตกต่างกัน 

3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

เป้าหมายหลักของการด าเนินโครงการวิจัยนี้ คือ การตรวจสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของใบขลู่สดและ
ใบขลู่แห้งที่ได้จากการวิจัยในโครงการวิจัยที่ 2 รวมทั้งความคงตัวของฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในการเก็บรักษา
ใบขลู่แห้ง โดยสามารถประมวลภาพรวมของขอบเขตการศึกษาได้ดังนี้  
 1) การตรวจสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา คือ ปริมาณสารฟินอลิก ฟลาโวนอยด์ แทนนิน สมบัติการต้าน
อนุมูลอิสระและการต้านออกซิเดชั่น คุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซม์อะซิติลคลอลิเนสเตอเรส  และฤทธิ์การ
ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง ของใบขลู่สดและใบขลู่แห้งซึ่งผ่านการท าแห้งโดยวิธีการต่าง ๆ กัน จ านวน 
3 วิธีคือ  การอบแห้งด้วยตู้อบลมร้อน   และการอบแห้งด้วยใช้แสงอาทิตย์ในธรรมชาติ   
 2) การตรวจสอบความคงตัวของฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของใบขลู่แห้งที่มีระระยะเวลาในการเก็บรักษา
เป็นเวลา 1  ปี 
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บทที่ 2 
 

เอกสารประกอบการท าวิจัย 

 

1. ขลู่ 

พืชพรรณบริเวณท่ีมีพ้ืนที่ดินเค็มหรือบริเวณป่าชายเลน พบได้ท่ัวไปในภาคตะวันออกซ่ึงเป็น
แหล่งของสมุนไพรที่น่าสนใจหลายชนิด เช่น โกงกาง แสมด า แสมขาว จิก จาก ช้าเลือด และขลู่ เป็นต้น 
พืชสมุนได้ถูกน ามาใช้ในท้องถิ่นในการประกอบอาหาร และเป็นสมุนไพรเพื่อบ าบัดอาการต่าง ๆ ส าหรับขลู่
เป็นสมุนไพรที่น ามาใช้กันในท้องถิ่นท้ังส่วนของรากใบ ล าต้น ดอกและผล มีสรรพคุณคือ  ลดอาการปวด
เมื่อย แผลอักเสบ รักษาอาการบิด ช่วยขับเหงื่อ และบรรเทาโรคท่ีเกี่ยวข้องกับทางเดินปัสสาวะ เป็นต้น 
นอกจากนี้ยังได้น าเอาใบมาใช้แทนใบชาเพือช่วยลดน้ าหนัก (ส่วนบริหารการจัดการทรัพยากรป่าชายเลนที่  
3, 2551) จากสรรพคุณดังกล่าวจะเห็นได้ว่าใบขลู่มีความน่าสนใจในการน ามาประยุกต์ในการพัฒนา
ผลิตภัณฑ์อาหารเพื่อสุขภาพ  
 ขลู่เป็นพืชที่พบท่ัวไปในเขตร้อน เช่น  ประเทศอินเดีย จีน ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย ไทย เป็นต้น มีชื่อ
สามัญว่า Indian Fleabane และมีชื่อวิทยาศาสตร์ Pluchea indica Less. จัดอยู่ในวงศ์ COMPOSITAE  
จัดเป็นไม้พุ่ม มีความสูงประมาณ 0.5 - 2 เมตร ลักษณะยอดและใบอ่อนมีขนอ่อนปกคลุมอยู่ทั่วไป  ใบมี
กลิ่นเล็กน้อย ลักษณะใบรูปไข่หัวกลับ ขอบใบหยัก มีขนาดกว้างประมาณ 1 - 5 เซนติเมตร ยาวประมาณ 2 
- 9 เซนติเมตร ลักษณะดอกเป็นช่อที่ประกอบด้วยดอกย่อยจ านวนมาก  มีทั้งดอกตัวผู้และดอกตัวเมีย สีขาว
อมม่วงขนาดเล็ก ขลู่เป็นพืชที่ชอบขึ้นตามธารน้ าโดยเฉพาะบริเวณท่ีมีน้ าเค็มขึ้นถึงและบริเวณป่าชายเลน 
ส าหรับการเรียกชื่อพ้ืนเมืองอ่ืนๆ ในประเทศไทย เช่น คลู ขลู (ภาคใต้) ขี้ป้าน (แม่ฮ่องสอน) หนวดงั่ว 
หนวดงิ้ว หนาดวัว หนาดงัว (อุดรธานี) (อุดมการ อินทุใส และปาริชาติ ทะนานแก้ว, 2549)  
 1.1 สรรพคุณและการน าไปใช้ประโยชน์ 

    ต้นขลู่มีสรรพคุณช่วยรักษาอาการขัดเบา ปัสสาวะพิการ ขับปัสสาวะ รักษาโรคเบาหวาน 
ริดสีดวงทวาร ริดสีดวงจมูก รักษาวัณโรคท่ีต่อมน้ าเหลือง ใบมีสรรพคุณช่วยลดน้ าหนัก แก้ปวดเมื่อย บ ารุง
ประสาท เป็นยาบีบมดลูก รักษาโรคบิด รักษาริดสีดวงทวาร ระงับกลิ่นปาก กลิ่นตัว รากและใบเป็นยาฝาด
สมาน รักษาไข้ ขับเหงื่อ แก้แผลอักเสบ ใบและต้นอ่อนรักษาประดงเก่ียวกับเลือดลม     ใช้รักษาอาการ
ปวดในโรคไขข้ออักเสบ บรรเทาอาการปวดเอว รักษาโรคผิวหนังจ าพวกหิด กลากเกลื้อน ขี้เรื้อน (สุภัค
ภิรมย์, 2551) ตามภูมิปัญญาท้องถิ่นได้มีขลู่ทั้ง 5 ส่วน คือ ใบ ราก ล าต้น ดอก และผลมาใช้เป็นสมุนไพรมี
สรรพคุณทางยาในการขับปัสสาวะ แก้ปัสสาวะพิการ และลดอาการบวม ( ส่วนบริหารการจัดการทรัพยากร
ป่าชายเลนที่  3, 2551; Sharma & Goyal, 2011) นอกจากนี้ ได้มีการน าใบขลู่ใช้ต้มน้ าดื่มแทนชาเพ่ือลด
น้ าหนักตัวอีกด้วย 

ในการใช้ประโยชน์จากต้นขลู่ เพ่ือเป็นพืชสมุนไพรมีกันแพร่หลายในประเทศแถบเอเชีย เช่น 
อินเดีย มาเลเซีย และอินโดนีเซีย เป็นต้น โดยการรับประทานหน่อขลู่อ่อนดิบ รับประทานเป็นผักสลัด การ
รับประทานใบขลู่เพื่อลดไข้ ลดอาการท้องร่วง ใช้ใบขลู่บดมาบดเป็นยาพอก เพ่ือบรรเทาอาการปวดของ
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แผลพุพอง ลดอาการอักเสบ (Wiart, 2006, Mohd Nazri et.al., 2011, Sharma & Goyal, 2011)  จาก
การศึกษาสารพฤกษเคมีที่พบในต้นขลู่ พบว่า เป็นสารประกอบกลุ่ม  terpene และ lignin glycosides เช่น 
citrucin C, hedyotisol A, hedyotisol B, plucheoside C, plucheoside E, plucheosides D1, D2, 
D3, plucheol A, plucheol B  (Uchiyama et al., 1989 ;  Uchiyama et al., 1991)  ซึ่งแตกต่างจาก
การศึกษาของ Mukhapadhyay et al. (1983) ศึกษาสารประกอบที่มีฤทธิ์ในทางสมุนไพรของขลู่ พบว่า
เป็นสารประกอบกลุ่มโพลีฟีนอล และ 3-(2’,3’-diacetoxy-2’-methyl butyryl)-cuauhtemone ซึ่งเป็น
อนุพันธ์ของ eudesmane  ส่วน Anchalee Traithip (2 005) ได้ศึกษา พบว่า สารสกัดของใบขลู่มีฤทธิ์
ต้านออกซิเดชันได้ดี โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 6.92 ไมโครกรัม ต่อมิลลิลิตร เมื่อน าสารสกัดมาแยกสารส าคัญ
และพิสูจน์โครงสร้างด้วยวิธีสเปคโตรสโคปี พบว่ามีโมเลกุลของ quercetin (5,7,3’,4’ tetrahydroxy -
flavonol) ซึ่งสามารถวัดค่า EC50 เท่ากับ 1.69 ไมโครกรัม ต่อมิลลิลิตร  เช่นเดียวกันกับการศึกษาของ 
Andarwulan และคณะ (2010) ได้ตรวจสอบปริมาณฟลาโวนอยด์จากผักในประเทศอินโดนีเซียพบว่า ใน
ใบขลู่ซึ่งถูกใช้ในมีการลดไข้ ลดการปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ ลดอาการปวดท้อง มีปริมาณสารฟาโวนอยด์คิดเป็น 
6.39 มิลลิกรัมต่อ100 กรัม โดยเป็นสาร quercetin ประมาณ 81 เปอร์เซ็นต์ ส่วนที่เหลือเป็นสาร 
myricetin  และ kaempferol  

ในการศึกษาฤทธิ์ขับปัสสาวะของขลู่ในหนูและในคนปกติพบว่า สารสกัดจากต้นขลู่ 5 เปอร์เซ็นต์ 
เตรียมในรูปของเหลวให้ดื่มในคนปกติและฉีดในสัตว์ทดลองพบว่า มีฤทธิ์ขับปัสสาวะสูงกว่ายาขับปัสสาวะ 
hydrochlorothiazide ขนาด 50 มิลลิกรัม ประมาณ 1.9 เท่า และมีการสูญเสียเกลือแร่น้อยกว่า (นันทพร 
นิลวิเศษ และคณะ, 2532)   ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาของธวัชชัย รอดสม (2536) พบว่าฤทธิ์ขับปัสสาวะ
ของยาที่เตรียมจากขลู่ในรูปยาชงและแคปซูลจากใบและกิ่งของต้นขลู่ตากแห้งทดลองในอาสาสมัครและ
ผู้ป่วย พบว่า ไม่มีฤทธิ์ขับปัสสาวะที่ชัดเจนเมื่อเทียบกับยาขับปัสสาวะ furosemide 40 มิลลิกรัม ใน
การศึกษานี้มีทั้งกลุ่มทีได้ผลและไม่ได้ผล อาจเนื่องมาจากขนาดยาที่ได้รับวัตถุดิบต้นขลู่ที่น ามาศึกษา  และ
อายุการเก็บสมุนไพร  ในการศึกษาศักยภาพของสมุนไพรในการรักษาและป้องกันโรคนิ่วไตพบว่าขลู่เป็นพืช
สมุนไพรที่ให้ผลท าให้ปริมาณผลึกแคลเซียมออกซาเลตในปัสสาวะลดลง ซึ่งได้จากการท าการทดสอบกับ
อาสาสมัครเพศชายอายุระหว่าง 20-50 ปี จ านวน 10 คน (พจน์ ศรีบุญลือ และคณะ, 2542)  จาก
การศึกษาฤทธิ์ลดน้ าตาลในเลือดของสารสกัดรากขลู่ในหนูขาวปกติและหนูขาวที่เหนี่ยวน าให้เป็น
โรคเบาหวานด้วยสาร streptozotocin พบว่า  สารสกัดเมทานอลจากรากขลู่ขนาด 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
สามารถลดระดับน้ าตาลในพลาสมาได้ภายในเวลา 90 และ 120 นาที หลังการป้อนน้ าตาลในหนูปกติและ
หนูที่เป็นเบาหวาน ตามล าดับ  ดังนั้นอาจจัดว่าขลู่มีฤทธิ์อย่างอ่อนในการลดน้ าตาล ( เพ็ญโฉม พ่ึงวิชา และ
คณะ, 2542)  
 ในการวิจัยสารสกัดจากส่วนต่างๆ ของต้นขลู่ของ Sen และคณะ (1991) เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านการ
อักเสบ (anti-inflammatory) ของสารสกัดจากรากขลู่ พบว่า สารสกัดจากรากขลู่ สามารถต้านการอักเสบ
ได้ โดยการยับยั้งอาการบวมของอุ้งเท้าหนูที่เกิดจากการฉีด carragenin histamine serotonin 
hyaluronidase และ sodium urate โดยสารสกัดจะยับยั้งกระบวนการที่โปรตีนลอดออกจากหลอดเลือด 
(exudation) และการเคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาวไปยังบริเวณอักเสบ ( leucocyte migration) ส่วนในปี 
1993 Sen และคณะ ศึกษาฤทธิ์การปกป้องตับของสารสกัดจากขลู่ในหนูที่ตับบาดเจ็บเฉียบพลัน  ( acute 
liver damage)  จากการเหนี่ยวน าของสารคาร์บอนเตตระคลอไรด์ พบว่า สามารถลดระดับเอนไซม์ 
aspartate amino transferase (AST), serum alkaline phosphatase (ALP), alanine amino 
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transferase (ALT), lactate dehydrogenase (LDH) และ bilirubin ได้ นอกจากนี้ยังพบอีกว่า สารสกัด
จากขลู่ยังสามารถลดระยะเวลาการนอนหลับของหนูจากการที่ได้รับ pentobarbitone ได้เมื่อเทียบกับ
กลุ่มท่ีได้รับสารคาร์บอนตระคลอไรด์  นอกจากนี้ได้ท าการ ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก
รากขลู่ในหลอดทดลองและสัตว์ทดลอง โดยใช้คาร์บอนเตตระคลอไรด์เหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการสลาย
ไขมันและเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะราชิโดนิค ( arachidonic acid) จากเอนไซม์ไลพอกซีจีเนส 
(lipoxygenase) ซึ่งสองกระบวนการนี้ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ พบว่า สารสกัดจากรากขลู่สามารถลดการ
อักเสบและการสลายตัวของเม็ดเลือดแดง นอกจากนี้ สารสกัดจากรากขลู่ยังสามารถก าจัดอนุมูลอิสระได้
มากกว่า B755c และ phenidone ที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์  (Sen et. al., 2002)  ส่วน
รายงานของ Thongpraditchote และคณะ (1996) ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากรากขลู่ต่อระบบประสาท
ในหนู พบว่า หนูที่ได้รับสารสกัดจากรากขลู่ขนาด 50 – 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ให้โดยการกิน มีการ
ท างานของระบบประสาทที่ควบคุมการเคลื่อนที่เพ่ิมข้ึน และลดระยะเวลาการนอนหลับของหนูที่ได้รับ 
pentobarbital ให้สั้นลง ซึ่งข้ึนกับขนาดท่ีได้รับ นอกจากนี้พบว่า ฤทธิ์ของสารสกัดจากรากขลู่ที่ให้ในหนูที่
ได้รับ pentobarbital จะลดลงเมื่อได้รับ flumazenil (1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ให้ทางหลอดเลือดด า 
นอกจากนี้ยังพบอีกว่า สารสกัดจากรากขลู่ ( 50 - 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) และ  diazepam (0.5 - 5 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) สามารถลดพฤติกรรมก้าวร้าวได้ตามขนาดที่ได้รับ โดยกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัด
จากรากขลู่เกี่ยวข้องกับระบบ GABA system ในสมอง แต่สารสกัดจากรากขลู่ไม่มีฤทธิ์ระงับการชักที่เกิด
จากการเหนี่ยวน าของ pentyleneterazole  
           วาริชัย พิมพ์บุตร และคณะ (2011) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  ซ่ึง
ได้แก่ คลอโรฟิลล์เอและบี  คลอโรฟิลล์ทั้งหมด สารประกอบแคโรทีนอยด์ทั้งหมด  และสารประกอบฟีนอล
ในใบอ่อนของต้นขลู่  โดยท าการสกัดด้วยเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ  80  และวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เครื่อง spectrophotometer พบว่าใบอ่อนของต้นขลู่มีปริมาณคลอโรฟิลล์  เอและบี คลอโรฟิลล์ทั้งหมด  
และแคโรทีนอยด์ทั้งหมดเท่ากับ  132.41, 125.21, 257.62 และ 95.00 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง  
ตามล าดับ นอกจากนี้ใบอ่อนของต้นขลู่ ยังมีปริมาณสารประกอบฟีนอล  296.15 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนัก
แห้ง และเม่ือเก็บรักษาในสภาพอุณหภูมิห้อง  28 องศาเซลเซียส  ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ  65 พบว่าเก็บได้
นาน 3 วัน โดยปริมาณคลอโรฟิลล์เอ  คลอโรฟิลล์ทั้งหมด  และสารประกอบฟีนอลลดลงตามอายุการเก็บ
รักษา  ขณะที่ปริมาณแคโรทีนอยด์ทั้งหมดค่อนข้างคงที่  โดยใบอ่อนของต้นขลู่สามารถรักษาปริมาณ
คลอโรฟิลล์ทั้งหมด  แคโรทีนอยด์ท้ังหมด  และสารประกอบฟีนอลคือ 245.62, 94.02 และ 262.26 
มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้งตามล าดับ 
  Andarwulan และคณะ ( 2010) รายงาน ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในผักที่นิยมบริโภคในประเทศอินโดนีเซีย พบว่า ตัวอย่างสารสกัดจาก
ใบขลู่ให้ฤทธิ์ในการยับยั้งปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่นสูงสุดเมื่อเทียบกับผักตัวอย่างและให้ผลของปริมาณ
สารฟีนอลิกท้ังหมดเท่ากับ 0.831 ± 0.129 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแก ลลิกต่อกรัมตัวอย่าง มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งอนุมูลอิสระโดย ตรวจสอบวิธี DPPH มีค่าเท่ากับ 96.4 ± 15.2 ไมโครโมลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง 
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ฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระโดย การตรวจสอบด้วย วิธี ABTS มีค่าเท่ากับ 3.75 ± 0.16 ไมโครโมลโทร
ลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง  และฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระโดยวิธี Ferric reducing มีค่าเท่ากับ 81.1 ± 0.6 
ไมโครโมลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง 

  Srisook และคณะ (2012) ได้ศึกษาผลของฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ในการยับยั้งการ
อักเสบของสารสกัดด้วยน้ าร้อนจากใบขลู่ พบว่า สารสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนให้ผลที่ดีด้านคุณสมบัติ
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ และ ต้านการชักน า สารกระตุ้นการอักเสบได้แก่  lipopolysaccharide-
induced nitric oxide (NO) และ prostaglandin E2 (PGE2) production ในแมคโครฟาจ  RAW 264.7 
macrophages ซึ่งแสดงให้เห็นถึงคุณประโยชน์ของสารสกัดใบขลู่ที่ สกัดด้วยน้ าร้อนสามารถน าไปใช้ในการ
รับประทานเพ่ือสุขภาพเป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้ดีและยังมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

  Pramanik และคณะ (2006) ศึกษาความสามารถในการลดระดับน้ าตาลของสารส กัดขลู่ โดยท า
การสกัดผงขลู่ด้วยเมทานอลจากนั้นระเหยน้ าออก  ทดลองให้หนูปกติและหนูที่ถูกเหนี่ยวน าให้เป็น
เบาหวานกินสารสกัดขลู่ ที่ความเข้มขันต่างๆ  และวัดระดับน้ าตาลในเลือดที่ 1 , 4, 8, 16 และ 24 ชั่วโมง
หลังจากได้รับสารสกัด พบว่าระดับน้ าตาลในเลือดของหนูปกติ ลดลงร้อยละ 35.12 และ 36.01เมื่อได้รับ
สารสกัดขลู่ 200 และ 400  มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 กิโลกรัมตามล าดับ ส่วนหนูที่เป็นเบาหวานมีระดับ
น้ าตาลในเลือดลดลงร้อยละ 36.10 และ 41.87 เมื่อได้รับสารสกัดขลู่ 200 และ 400 มิลลิกรัมต่อน้ าหนัก
ตัว 1 กิโลกรัม ตามล าดับ 

Cho และคณะ (2012) ท าการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งของสารสกัดหยาบขลู่ 
โดยสกัดใบและรากขลู่ด้วยการน าไปต้มในน้ าอุณหภูมิ 70 - 80 องศาเซลเซียส แล้วท าให้ส่วนสกัดน้ าแห้ง
ด้วยวิธีระเหิดเป็นไอ ( freeze dry) น าไปทดสอบกับเซลล์มะเร็งสมอง ( GBM8401 cells ) และเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูก (Hela cells) ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ เมื่อผ่านไป 48 ชั่วโมง พบว่าสารสกัดหยาบจากใบและ
รากขลู่สามารถยับยั้งการแบ่งเซลล์และการกระจายตัวของเซลล์มะเร็งทั้งสองชนิดได้ร้อยละ 75 และร้อยละ 
70 ตามล าดับ โดยสารสกัดหยาบของรากขลู่ที่ระดับความเข้มข้น 10  - 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  มีฤทธิ์
ในการยับยั้งการเจริญของ เซลล์มะเร็งสมองและท่ีระดับความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งปากมดลูกในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ มีผลให้จ านวนเซลล์มะเร็งลดลงอย่างมี
นัยส าคัญ และพบว่า phosphorylated-p53 และ p21 ถูกเหนี่ยวน าขึ้นในเซลล์มะเร็งทั้งสองชนิด 

       1.2.  สารส าคัญท่ีพบในขลู่ แบ่งได้ 2 กลุ่ม คือ 
 1) ต้นขลู่   สารที่พบในต้นขลู่เป็นสารประกอบประเภทเทอปีน  ( terpene) และ ลิกแนนไกลโค
ไซด์ ( lignin glycosides) เช่น citrucin C, hedyotisol A, hedyotisol B, plucheoside C, 
plucheoside E, plucheosides D1, D2, D3, plucheol A, plucheol B (Uchiyama และคณะ, 1991; 
Uchiyama และคณะ, 1989) สารประกอบกลุ่ม polyphenol    และ 3-(2’,3’-diacetoxy-2’-methyl 
butyryl)-cuauhtemone ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของ eudesmane (Mukhapadhyay และคณะ, 1983) 
 2) ใบขลู่    สารที่พบในใบขลู่ประกอบด้วยสารประเภทเกลือแร่ เช่น โซเดียมคลอไรด์ สาร
โพแทสเซียม และมีสารกลัยโคไซด์อัลคาลอยด์ (มาโนช วามานนท์ และเพ็ญนภา ทรัพย์เจริญ, 2540)  
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2. เอนไซม์ Acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs) (ลือลักษณ์ ล้อมลิ้ม และธีรภัทร นวลน้อย, 
2554) 
 Acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs) เป็นกลุ่มยาหลักท่ีใช้รักษาโรคอัลไซเมอร์ในปัจจุบัน  
การพัฒนา  AChEI โดยแนวทางท่ีส าคัญ  ได้แก่ การออกแบบและสังเคราะห์   dual binding site 
inhibitors และการพัฒนาสารให้อยู่ในรูป  multi-target-directed ligands (MTDLs) แนวทางทางการ
ออกแบบ dual binding site inhibitor ได้แก่ การสังเคราะห์อนุพันธ์ของ donepezil และการท า homo- 
หรือ heterodimer ของ CAS ligand เป็นต้น ส่วน MTDLs เป็น AChEI ที่มีฤทธิ์ต่อเป้าหมายอ่ืนที่
เกี่ยวข้องกับสาเหตุการเกิดโรคหรืออาการอ่ืนๆ  ที่มักพบในผู้ป่วยที่เป็นโรคอัลไซเมอร์     แนวทางการ
ออกแบบ MTDL ได้แก่ การเชื่อมต่อโมเลกุลของ  AChEI กับ pharmacophore ของสารที่มีฤทธิ์อ่ืนที่
ต้องการ หรือการท าอนุพันธ์ลูกผสม  (hybrid molecule) แนวทางท้ังหมดนี้น าไปสู่การพัฒนา  AChEI 
ใหม่ๆ ซึ่งมีความแรงในการออกฤทธิ์ที่สูงขึ้น  และมีประสิทธิภาพทั้งในการรักษาอาการ  ตลอดจนมีผลชะลอ
การด าเนินไปของโรคอีกด้วย โรคอัลไซเมอร์  (Alzheimer’s disease; AD)  เป็นโรคที่พบบ่อยที่สุดในกลุ่ม
โรคสมองเสื่อม (neurodegenerative disease) ซึ่งเป็นหนึ่งในเจ็ดอันดับแรกของโรคท่ีพบบ่อยในผู้สูงอายุ
ในประเทศไทย โดยพบมากข้ึนตามอายุที่เพ่ิมข้ึน  รวมทั้งยังพบอีกว่าผู้สูงอายุหญิงมีสัดส่วนการเป็นโรค
มากกว่าชายเล็กน้อย  
         จากการศึกษาทางพยาธิสรีรวิทยาของเนื้อสมองของผู้ป่วยอัลไซเมอร์  พบการเกิด senile plaque ที่
เกิดจากการสะสมของ Aß protein ที่มีการ folding อย่างผิดปกติ และยังมีการเกิด neurofibril tangle 
(NFT) ซึ่งเกิดจาก hyperphosphorylation เมื่อโรคมีการด าเนินต่อไปจะพบการตายของเซลล์ประสาท 
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง cholinergic neuron และ synapse ในบริเวณสมองส่วนหน้าจะถูกท าลายอย่างมาก  
จึงเป็นสาเหตุท าให้ผู้ป่วยเกิดการสูญเสียความจ าในที่สุด สมมุติฐานเกี่ยวกับการสูญเสียความทรงจ า
เนื่องจากการท าลายของ cholinergic neuron เรียกว่า “cholinergic hypothesis” ซึ่งน าไปสู่แนว
ทางการรักษาโดยการใช้ยาที่มีผลท าให้เพิ่มปริมาณสารสื่อประสาท Acetylcholine (Ach) ในสมองของ
ผู้ป่วยโดย acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs) ปัจจุบัน AChEI ที่ได้รับการรับรองให้ใช้ส าหรับ
การรักษาโรคอัลไซเมอร์มี 4 ชนิด ได้แก่ (1) tacrine (2) galanthamine (3) rivastigmine (4) 
donepezil (ภาพที่ 1)  ซึ่งเป็น  AChEI ที่ใช้ในทางคลินิกส าหรับการรักษาอัลไซเมอร์ การยับยั้ง  AChE จะ
ท าให้สารสื่อประสาท ACh ในบริเวณ synapse มีระดับสูงขึ้น AChEI  ที่มีประโยชน์ในการรักษาโรค ได้แก่  

สารที่ยับยั้ง AChE แบบผันกลับได้ (reversible inhibitor) 

 
ภาพที่ 1 โครงสร้างของ Acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs) ที่ใช้ในทางคลินิก 
ที่มา : ลือลักษณ์ ล้อมลิ้ม และธีรภัทร นวลน้อย (2554) 
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3. การเกิดสีผิวตามธรรมชาติในร่างกาย (พิมพร ลีลาพรพิสิฐ, 2551) 

     ผิวหนังโดยทั่วไปท าหน้าที่ปกคลุมและปกป้องร่างกาย โดยมีกระบวนการสร้างเม็ดสีผิวหรือ เม
ลานิน (melanin pigments) เพ่ือท าหน้าที่ป้องกันผิวหนังจากสิ่งแวดล้อม  โดยเฉพาะอย่างยิ่งจากแสงแดด
มิให้เกิดการเผาไหม้หรือบวมแดง (sunburn) โดยเมลานินหรือเม็ดสีผิวเหล่านี้ จะดูดซับรังสี อุลตร้าไวโอเลต 
(Ultraviolet) ในแสงแดดเอาไว้ กระบวนการสร้างเมลานินเกิดในชั้นของหนังก าพร้าชั้นล่างสุด ( stratum 
basale) มีกลุ่มเซลล์ที่เรียกว่าเซลล์สร้างสีผิว ( melanocytes) ท าหน้าที่สร้างและหลั่ง เมลาโนโซม  
(melanosomes) ซึ่งเป็นเม็ดสีน้ าตาล (brown organells) ที่ภายในประกอบด้วย copper containing 
enzyme เรียกว่าไทโรซิเนส  (tyrosinase) ซึ่งมีความ สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไทโรซีน 
(Tyrosine) ที่เป็นอะมีน (amine) ที่มีอยู่ในผิวหนังเปลี่ยนเป็น indole 5,6 quinone และ สารตัวกลาง 
(intermediates) อ่ืนๆอีกหลายชนิดจะท าให้เกิดปฏิกิริยา polymerization ไปเป็น highly insoluble 
substance โดยสามารถรวมตัวเข้ากับโปรตีนในลักษณะเมลาโนโปรตีน  (melanoprotein) อย่างหนาแน่น
ด้วยพันธะซัลไฟล์  (sulfhydryl linkage) เกิดเป็นเมลานิน (epidermal melanin unit) ปรากฏเป็นสีผิว
เกิดข้ึน ดังนั้นเมลานินจึงเป็นคิวนอยด์โพลีเมอร ์(quinoid polymers) สามารถแบ่งเป็น 2 ชนิดใหญ่ๆคือ ฟี
โอเมลานิน ( Phaeomelanins) ซึ่งมีสีแดงหรือสีเหลือง และ ยูเมลานิน ( Eumelanins) ที่ประกอบด้วย  
indole-5,6-quinone และ intermediates ท าให้เกิดสารสีด าหรือน้ าตาล โดยคนต่างเชื้อชาติกันจะมี
รายละเอียดส่วนประกอบของเมลานินเหล่านี้ต่างกัน ท าให้เกิดสีผิวต่างๆกันได้หลายระดับ  ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
ปัจจัยทางกรรมพันธุ์ และฮอร์โมน MSH (melanocyte stimulating hormone) และการสัมผัสกับแสง
อุลตร้าไวโอเลต ซึ่งกลไกการสังเคราะห์เมลานินแสดงในภาพที่ 2 ดังนั้น เมื่อผิวหนัง ยิ่งถูกกระตุ้นจาก
ภายนอกโดยเฉพาะแสงแดด กระบวนการสร้างเม็ดสีผิวเหล่านี้จะเกิดมากขึ้น ท าให้ปรากฏผิวสีเข้มข้ึนกว่า
ปกติ โดยจะเห็นได้จากนักกีฬากลางแจ้ง ชาวประมง และชาวนา เป็นต้น ซึ่งบุคคลเหล่านี้ จะมีผิวสีคล้ ากว่า
คนปกติเพราะระบบการสร้างเมลานินถูกกระตุ้นบ่อยๆ นอกจากนี้ในบางสภาวะเช่นในหญิงตั้งครรภ์ อาจมี
การหลั่งฮอร์โมน MSH มากกว่าปกติหรือฮอร์โมนเพศที่เกิดจากการกินยาคุมก าเนิด อาจมี ผลต่อการกระตุ้น
ให้เกิดการสร้างเมลานินมากขึ้น อีกด้วย ท าให้ปรากฏเป็นฝ้าเกิดข้ึนได้  เมลานินนอกจากจะป้องกันรังสี อุลต
ร้าไวโอเลตแล้ว ยังช่วยป้องกันการท าลาย ของเซลล์โดย phototoxic substance จึงเป็นการลดอัตราการ
เกิดมะเร็งของผิวหนังได้ด้วย จึงจัดว่าเป็นสิ่งที่มีประโยชน์ต่อผิวหนัง  ส าหรับคนที่ขาวผิดปกติ (คนผิวเผือก) 
เกิดจากกลไกการสร้างสีผิวบกพร่องท าให้ไม่สามารถสังเคราะห์เม็ดสีได้ 
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ภาพที่ 2  กระบวนการสังเคราะห์ Eu-Melanin และ Pheo-Melanin 
ที่มา: http://www.freepatentsonline.com/6579848.html 

3.1 เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase) 

     เอนไซม์ไทโรซิเนส เป็นเอนไซม์ท่ีมีทองแดงเป็นองค์ประกอบ  โดยโครงสร้างแสดงในภาพที่ 3  
เอนไซม์ไทโรซิเนสสามารถพบได้ท้ังในสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก พืช และสัตว์ ซึ่งมีบทบาทแตกต่างกันไป  ท าหน้าที่
ในการเร่งปฏิกิริยา ไฮดรอกซิเรชั่น  (hydroxylation) ของสารประกอบไทโรซีนไปเป็น o-diphenols และ
ปฏิกิริยาออกซิเดชั่น  oxidation ของ o-diphenols ไปเป็น o-quinones ซ่ึงเป็นขบวนการปกติในการ
สังเคราะห์สารประกอบเมลานิน (melanin) ที่เป็นรงควัตถุในรูปสีน้ าตาลหรือสีด าในสิ่งมีชีวิต 

     ส าหรับในมนุษย์เอนไซม์ไทโรซิเนสจะท าหน้าที่ในการสร้างเมลานินพบมากที่บริเวณผิวหนัง
เพ่ือท าหน้าที่ในการป้องกันร่างกายจากสิ่งแวดล้อม การมีเมลานินมาสะสมที่ผิวหนัง ปริมาณมากจะท าให้
ผิวหนังส่วนนั้นมีสีคล้ าเรียกว่า hyperpigmentation ในกุ้ง ปู และแมลงต่างๆ  เอนไซม์นี้จะท าหน้าที่ใน
กระบวนการสร้างเปลือกแข็งหลังมีการลอกคราบท าให้กระดองของสัตว์เหล่านี้มีสีคล้ า ส่วนในผักและผลไม้
หลายชนิดเอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นตัวการที่ท าให้เกิดสีน้ าตาลท าให้อายุการเก็บของผลิตภัณฑ์และผลไม้ท่ีผ่าน
กระบวนการแปรรูปสั้นลง (พัชรี ขุนหลัด และคณะ, 2551) 
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ภาพที่ 3  โครงสร้างของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
ที่มา: http://www.ac.uni-kiel.de/tuczek/research-new/oxygen-activation 

3.2 กลไกการขจัดสีผิว (พิมพร ลีลาพรพิสิฐ, 2551) 
      สีผิวที่ปรากฏให้เห็นเป็นองค์ประกอบรวมของ ฮีโมโกลบิล  (haemo-globin), แคโรทีน  

(carotene) และเมลานิน (melanin) โดยส่วนใหญ่เกิดจากสีของเมลานินหรือเม็ดสี ดังนั้น ในการขจัด สีผิว 
(depigmentation) จึงมุ่งเน้นที่กระบวนการสร้างเมลานินซึ่งสามารถท าได้หลายขั้นตอนคือ 

      1) การท าลายเซลล์สร้างเม็ดสีผิว (melanocytes) 
      2) การรบกวนชีวสังเคราะห์ของเมลานินและสารเริ่มต้นของกระบวนการสังเคราะห์ 
      3) การยับยั้งหรือต่อต้านปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
      4) การรบกวนกระบวนการ ในการส่งผ่าน melanosome ไปยัง malpighian cell โดยระงับ 

phagocytosis ของ melanocytic dendrite หรือโดยท าให้เกิด intercellular edema 
      5) การเปลี่ยนแปลงเมลานินที่สร้างแล้วใน melanosome จาก oxidized form (สีเข้ม) ไป

เป็น reduced form (สีจาง) 
      ในปัจจุบันพบว่ามีสารสังเคราะห์เพ่ือใช้ในผลิตภัณฑ์ขจัดสีผิวสามารถแบ่งออกเป็น  4 

ประเภทใหญ่ๆ คือ 
      1) สารเคลือบคลุม (opacifying or covering agent) ท าหน้าที่เคลือบคลุม กลบเกลื่อนสีผิว

เดิมเอาไว้ สารเหล่านี้มักมีสีขาวซึ่งเคลือบติดผิวได้ เป็นการท าให้ผิวขาวทางอ้อม  
      2) สารต่อต้านกลไกการสร้างสีผิว (depigmentating agent) ได้แก่ สารที่ใช้รบกวนเอนไซม์

ไทโรซิเนส มิให้ท าหน้าที่ได้  
      3) สารป้องกันแสงแดด ( sunscreen agent) ได้แก่ สาร ที่ท าหน้าที่ ในการ ดูดซับหรื อ

เปลี่ยนแปลงรังสี อุลตร้าไวโอเลต ให้กลายเป็นรังสีที่มีช่วงคลื่นยาวกว่า ซึ่งไม่ท าอันตรายต่อผิวหนัง และไม่
ส่งผลต่อการกระตุ้นการสร้างเมลานิน 

      4) สารออกซิไดเซอร์ (oxidizing agent) ท าหน้าที่ฟอกสีผิวโดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
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3.3 สารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ไดม้ีการน ามาใช้ในผลิตภัณฑ์ขจัดฝ้าและท าให้ผิวขาวได้แก่ (พิม
พร ลีลาพรพิสิฐ, 2547) 

      3.3.1 กรดโคจิก ( Kojic acid) เป็นสารที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของเชื้อรา 
Aspergillus sp. , Penicillium sp. และแบคทีเรียคือ Acetobacter sp. สามารถยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส โดยจับกับ คอปเปอร์  (copper) ท าให้ลดการสร้างเม็ดสี ยูเมลานิน  (eumelanin) 
นอกจากนี้ยังสามารถดูดซับรังสีอุลตร้าไวโอเลตได้ด้วย โดยโครงสร้างกรดโคจิกแสดงในภาพที่ 4 

 
ภาพที่ 4 โครงสร้างกรดโคจิก 
ที่มา: http://cornellbiochem.wikispaces.com/Kojic+Acid 

      3.3.2 กรดอะเซลาอิก (Azelaic acid) เป็นสารที่มีลักษณะโครงสร้างเป็นสายโซ่ของกรด
คาร์บอกซิลิกที่อ่ิมตัว  (saturated straight-chain dicarboxylic acid) โดยสามารถพบได้ตามธรรมชาติใน
เมล็ดข้าวสาลี ข้าวไรน์ และข้าวบาร์เลย์ สามารถยับยั้งการท างานของเซลล์ที่ควบคุมกระบวนการสร้างเม็ดสี
ได้ ซึ่งโครงสร้างกรดอะเซลาอิกแสดงในภาพที่ 5 

 

ภาพที่ 5  โครงสร้างกรดอะเซลาอิก 
ที่มา: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Azelaic_acid.png 

     3.3.3 กรดแอลฟาไฮดรอกซี ( alpha hydroxyl acids) สามารถท าให้เซลล์ผิวหนังที่ตาย
แล้ว (Corneocyte) หลวมตัวและหลุดจากกัน ท าให้เกิดการผลัดเปลี่ยนเซลล์ผิว ส่งผลท าให้ผิวขาวขึ้น  ซ่ึง
โครงสร้างกรดแอลฟาไฮดรอกซีแสดงในภาพที่ 6 

 

ภาพที่ 6  โครงสร้างกรดแอลฟาไฮดรอกซี 
ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Alpha_hydroxy_acid 
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      3.3.4 ไฮโดรควิโนน (Hydroquinone) เป็นสารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ดีแต่ปัจจุบันเลิก
ใช้เพราะมีผลข้างเคียง ต่อผิวหนังโดยเฉพาะอย่างยิ่งท าให้เกิดสีผิวถาวรเพราะถูกออกซิไดส์และไม่คงสภาพ  
ซึ่งโครงสร้างไฮโดรควิโนนแสดงในภาพที่ 2-24 

 

ภาพที่ 7  โครงสร้างไฮโดรควิโนน 
ที่มา: http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures- 
H/Hydroquinone.htm 

     3.3.5 อาร์บูติน (Arbutin) เป็น hydroquinone glycoside สกัดได้จากพืช ที่มีชื่อว่า 
bearberry plant หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า Uva-Ursi สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ ดีกว่า kojic acid 
และ ascorbic acid โดยใช้ในความเข้มข้น ร้อยละ 3-7 มีสมบัติละลายน้ า ซึ่งโครงสร้างอาร์บูตินแสดงใน
ภาพที่ 8 

 

ภาพที่  8  โครงสร้างอาร์บูติน 
ที่มา: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Arbutin_structure.png 

4. รายละเอียดเกี่ยวกับเทคนิคในการศึกษา 

 4.1 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (โอภา วัชระคุปต์ และคณะ, 2549) 

 DPPH หรือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl คือ อนุมูลอิสระที่เสถียรและสามารถ
รับอิเล็คตรอนเพิ่มได้อีก สามารถเปลี่ยนเป็นโมเลกุลที่เป็นอนุมูลอิสระ เมื่อได้รับอะตอมของไฮโดรเจนของ
โมเลกุลอื่นท่ีท าให้สารดังกล่าวเกิดเป็นอนุมูลอิสระ การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เป็น
วิธีการวิเคราะห์หาความสามารถในการต้านออกซิเดชัน ซึ่งได้รับ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl สาร 
DPPH จัดเป็น  stable radical ในตัวท าละลายอินทรีย์ ซึ่งสารละลายมีสีม่วงสามารถดูดกลืนแสงได้ดีท่ี
ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร โดยอนุมูล DPPH•  (ภาพที่ 9)  จะเกิดปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ 
(AH) หรือกับชนิดของสารอนุมูลอิสระ (R•) ดังแสดงในสมการ 

    DPPH• + AH          DPPH-H + A• 
    DPPH• + R•           DPPH-R 

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Arbutin_structure.png
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 ในการน าตัวอย่างมาทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชันได้สูง ความเข้มข้นของ
สารละลายสีม่วงก็จะลดลง ข้อดีของวิธี DPPH คือ สะดวก รวดเร็ว และง่ายต่อการวิเคราะห์ ให้ความถูก
ต้องและมีความเที่ยงตรงสูง เนื่องจาก ปฏิกิริยาของแอลกอฮอล์จะมีผลท าให้โปรตีนเกิดการตกตะกอน ใน
การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH จะนิยมใช้โทรลอกซ์ (Trolox : 6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) เป็นสารมาตรฐาน เนื่องจากโทรลอกซ์เป็น
อนุพันธ์ของวิตามินอีท่ีผ่านการดัดแปลงโครงสร้างโดยการเปลี่ยนสายอัลเคนเป็นหมู่คาร์บอกซิลิก ท าให้
สามารถละลายน้ าได้ดี เมื่อมีคุณสมบัติละลายน้ าได้ดี จึงท าให้สามารถออกฤทธิ์ได้เร็วกว่าวิตามินอี โดยจะ
ออกฤทธิ์ทันทีเมื่อเปรียบเทียบกับวิตามินอีจะต้องใช้เวลาเป็นชั่วโมงหรือเป็นวัน จึงนิยมใช้โทรลอกซ์เป็นสาร
มาตรฐานส าหรับงานวิจัยในปัจจุบัน  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9 โครงสร้างของ DPPH• 
ที่มา : http://en.wikipedia.org/wiki/DPPH 

 4.2  การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS  (โอภา วัชระคุปต์ และคณะ, 25 49 ) 

 วิธี ABTS หรือ TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) เป็นการวัด
ความสามารถในการขจัดอนุมูล ABTS ที่มีความคงตัว โดย ABTS (ภาพที่ 10) จะถูกออกซิเดชันโดยอนุมูล
เปอร์ออกซี แล้วเกิดเป็นอนุมูลที่มีประจุบวก (ABTS•+) และมีสีเกิดขึ้น ดังนั้นเมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระลง
ไป ท าให้มีสีจางลง โดยค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 415 และ 734 นาโนเมตร เป็นค่าความ
ยาวคลื่นที่นิยมใช้ในการวัดการดูดกลืนแสงของอนุมูล ABTS  
 โดยในการวิเคราะห์จะวัดค่าการดูดกลืนแสงของอนุมูล ABTS ที่ลดลงจากค่าควบคุมท่ีไม่ได้
เติมสารทดสอบ โดยเติมสารทดสอบและสารอื่นๆ รวมกันก่อนแล้วท าให้เกิดอนุมูลโดยการเติมไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์เป็นขั้นสุดท้าย ซึ่งท าให้ได้ค่าสูงกว่าความเป็นจริง หลังจากนั้นจึงได้มีการพัฒนาวิธีโดยเปลี่ยน
ล าดับการเติมสารทดสอบ โดยผสมสารที่ต้องการวิเคราะห์ท้ายสุดหลังจากท่ีท าให้เกิดอนุมูล ABTS  และ
การพัฒนาวิธีต่อมาท าโดยใช้สารอื่นในการท าให้เกิดอนุมูล ABTS อันได้แก่ แมงกานีสไดออกไซด์ หรือ
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ ข้อดีของวิธี ABTS คือ ท าได้ง่าย อนุมูล ABTS จะท าปฏิกิริยาอย่างรวดเร็วกับสาร
ต้านอนุมูลอิสระ การวิเคราะห์ท าได้ในช่วงความเป็นกรด  - ด่างที่กว้าง อนุมูล ABTS ละลายได้ทั้งในน้ าและ
ตัวท าละลายอินทรีย์จึงน ามาใช้วิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชันของสารต่างๆ ทั้งท่ีเป็นสารที่
ละลายน้ าหรือสารที่ละลายในลิปิด แต่ข้อเสีย คือ ABTS    ไม่เป็นสารธรรมชาติที่ก่อให้เกิดอนุมูลในเซลล์
หรือร่างกาย 
 
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/DPPH
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ภาพที่ 10 โครงสร้างของ ABTS 
ที่มา : http://th.wikipedia.org/wiki/ABTS 

 
 4.3 การทดสอบด้วยวิธี FRAP (ferric reducing antioxidant power ) (โอภา วัชระคุปต์ และ
คณะ, 2549) 

      การทดสอบด้วยวิธี FRAP เป็นการวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารต้าน
อนุมูลอิสระโดยอาศัยหลักการของสารต้านอนุมูลอิสระมีความสามารถในการถ่ายเทอิเล็กตรอนให้กับ
สารประกอบเชิงซ้อน [Fe(III)(TPTZ)2]

3+ ท าให้เกิดการเปลี่ยนรูปเป็น [Fe(II)(TPTZ)2]
2+ ดังแสดงในภาพที่ 

11 โดย [Fe(II)(TPTZ)2]
2+ มีสีน้ าเงินมีความสามารถในการดูดกลืนแสงที่ 593 นาโนเมตรโดยค่าที่ได้สามารถ

ประมาณฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระในรูป FRAP value เทียบกับกราฟมาตรฐานของเฟอร์รัสซัลเฟต 
(FeSO4)  

 
[Fe(III)(TPTZ)2]

3+                                   [Fe(II)(TPTZ)2]
2+   

ภาพที่ 11  กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารเชิงซ้อนเหล็กเฟอร์รัส 
ที่มา: โอภา วัชระคุปต์ และคณะ (2549) 
 

 4.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส  
(พิมลวรรณ ทัพยุทธพิจารณ์ และคณะ, 2555) 

 วิธีการทดสอบตามหลักการของ Ellman และคณะ (2505) หลักการโดยย่อ คือ สาร Acetyl 
thiocholine iodide เมื่อท าปฏิกิริยากับน้ า โดยมีเอนไซม์ Acetylcholinesterase จะได้เป็นสาร 
Thiocholine สารนี้ท าปฏิกิริยาสีกับ Dithiobisnitrobenzoate ได้สารสีเหลืองซึ่งตรวจวัดได้ด้วยเครื่องวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ความเข้มของสีจะแปรผกผันกับปริมาณสารต้าน
เอนไซม์ในสารสกัดจากพืช 
 

http://th.wikipedia.org/wiki/ABTS
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Acetyl thiocholine iodide + H2O                   Acetate + Thiocholine 
Thiocholine + Dithiobisnitrobenzoate         Thiocholine - thionitrobenzoate disulfide                  
      + Thionitrobenzoate 

 4.5 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Chiari และคณะ, 2010) 

     สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสส่วนใหญ่เป็น สารในกลุ่มของสารประเภทฟี
นอลิกซ่ึงมีความสามารถเป็น chelating agent โดยเข้าจับกับทองแดงซ่ึงเป็นโคแฟกเตอร์ในโมเลกุลของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส  มีผลท าให้เอนไซม์ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ตามปกติ  ในการทดสอบมีการใช้ L-dopa 
เป็นสารตั้งต้นส าหรับการสังเคราะห์เป็นสารประกอบโดปาควิโนน  (Dopaquinone) และถูกเปลี่ยนเป็นโด
ปาโครม (Dopachrome)  ซึ่งมีสีส้มแดงดังแสดงในภาพที่ 12  สามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นา
โนเมตร เมื่อระบบในการทดสอบมีสารในการยับยั้งการท างานเอนไซม์ ไทโรซิเนสจะส่งผลให้เกิดการ
สังเคราะห์สารโดปาโครมในปริมาณน้อย แสดงให้เห็นถึงคุณสมบัติในการยังยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโร
ซิเนสของสารที่ใช้ในการทดสอบ    

 

 
ภาพที่ 12 กลไกปฏิกิริยาการสังเคราะห์สารโดปาโครมโดยเอนไซม์ไทโรซิเนส 
ที่มา: http://www.vernier.com/experiments/bioi/8/analysis_of_enzymes usingtyrosinase/   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

AChE 
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บทที่ 3 

 

การด าเนินการวิจัย 

 

1. วัตถุดิบ 

 ใบขลู่จากจังหวัดจันทบุรี เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส และน ามาท าการทดลอง 

 2. อุปกรณ์ 

 2.1  เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง Hewlett® Packard รุ่น G1103A 
 2.2  คิวเวตควอทซ์ Hellma 
 2.3  เครื่องเขย่า n-Biotek รุ่น NB101M 
 2.4  เครื่องปั่นเหวี่ยง HERMLE รุ่น 2323 
 2.5  เครื่องดูดสารปริมาณน้อย (Auto Pipette) DRAGON MED 
 2.6  เครื่องผสมสารละลาย (Vortex Mixer) CERTOMAT® MV 
 2.7  ตู้อบลมร้อน (Hot Air Oven) SHEL LAB รุ่น 1375FX 
 2.8  เครื่องบดละเอียด XING SHENG® รุ่น XS-10 
 2.9  เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง METTLER TOLEDO รุ่น DELTA 320 
 2.10  เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง METTLER รุ่น AE200 
 2.11  เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต าแหน่ง OHAUS รุ่น ARC120 
 2.12  อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) SHEL LAB รุ่น 1265 

3. สารเคมี 

 3.1  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
 3.2  6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) 
 3.3  Absolute ethanol 
 3.4  Gallic acid (C7H6O5) 
 3.5  Folin-ciocalteu reagent 
 3.6  Sodium carbonate (Na2CO3) 
 3.7 2,2-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) Diammonium salt (ABTS) 
 3.8  Ascorbic acid 
 3.9  Potassium persulfate (K2S2O8) 
 3.10  Catechin 
 3.11  Sodium hydroxide (NaOH) 
 3.12  Sodium nitrite (NaNO2) 
 3.13  Aluminium chloride (AlCl3) 
 3.14  Tris-HCl buffer (pH 7.4) 
 3.15  Acetylcholinesterase (AChE) 
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 3.16  Acetylthiocholine iodide (AChI) 
 3.17  5,5´-dithiobis-2-nitrobensoic acid (DTNB) 
 3.18  Galanthamine 
 3.19  Hydrochloric acid (HCl) 

4. การด าเนินการวิจัย 

 4.1 การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่สด 

      น าใบขลู่สด  10 กรัม ที่ผ่านการล้างและผึ่งให้แห้งแล้วมาหั่นฝอยขนาดประมาณ 0.1 
เซนติเมตร แช่ลงในตัวท าละลายเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 โดยใช้ปริมาตร 5, 10 และ 50 เท่า 
(ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด)  ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดน าส่วนของสารสกัด
ทั้งหมดท่ีได้มาปั่นเหวี่ยงที่ 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเก็บสารสกัดท่ีได้จากการ ปั่น
เหวี่ยงไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 

    4.2 การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง 

      น าใบขลู่สด  10 กรัม ที่ผ่านการล้างแล้วมาตากแดดให้แห้งจนกว่าน้ าหนักใบขลู่คงที่ จากนั้น
น าไปบดให้เป็นผง แช่ลงในตัวท าละลายเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 โดยใช้ปริมาตร 5, 10 และ 50 เท่า 
(ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด)  ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเก็บส่วนของสารสกัด
ทั้งหมดท่ีได้มาปั่นเหวี่ยงที่ 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาท ีจากนั้นจึงเก็บ    สารสกัดที่ได้จากการปั่น
เหวี่ยงไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 

4.3 การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่อบด้วยเอทานอล 

      น าใบขลู่สด 10 กรัม ที่ผ่านการล้างแล้วมาอบด้วยตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 40 - 45 องศา
เซลเซียส จนกว่าน้ าหนักใบขลู่คงที่  (ประมาณ 10 ชั่วโมง)  จากนั้นน าไปบดให้เป็นผง แช่ลงใน  ตัวท า
ละลายเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 โดยใช้ปริมาตร  5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด)  ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเก็บส่วนของสารสกัดท้ังหมดที่ได้มา  ปั่นเหวี่ยงที่  3,500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเก็บสารสกัดท่ีได้จากการปั่นเหวี่ยงไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 

4.4 การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่อบด้วยน้ าร้อน 
น าผงใบขลู่ 5 กรัม แช่ลงในน้ าร้อนปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 60, 80 และ 100 

องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา  3, 5, 8 และ 10 นาที เมื่อครบก าหนดเวลากรองด้วยกระดาษกรอง 
Whatman®เบอร์ 4 เก็บส่วนของเหลวที่กรองได้ น ามาปั่นเหวี่ยงที่ 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นเก็บสารสกัดท่ีได้จากการปั่นเหวี่ยงไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 

1) การสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยด 

น าผงใบขลู่ 5 กรัม เติมลงในถุงกรองกาแฟ สกัดด้วยน้ าร้อน ที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส
ปริมาตร 100 มิลลิลิตรเก็บสารสกัดที่ได้ น ามาปั่นเหวี่ยงที่ 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น
เก็บสารสกัดท่ีได้จากการปั่นเหวี่ยงไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 
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2)  การสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน  

น าผงใบขลู่ 5 กรัม ใส่ลงหัวชงกาแฟ ท าการสกัดท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสโดยเก็บ
ตัวอย่างสารสกัดปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่ระยะเวลา 40, 80, 120, 160วินาทีและน าสารสกัดท่ีได้ทั้งหมด
มาปั่นเหวี่ยงที่ 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเก็บสารสกัดที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 

 4.5 การตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด  (ดัดแปลง จาก Marina และคณะ
,2009) 
          1) การเตรียมสารละลายโฟลินซิโอแคลตู (folin-ciocalteu reagent) 
     เตรียมโดยน าสารละลาย โฟลินซิโอแคล ตูมาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนใน
อัตราส่วน 1:1 และน าไปทดสอบค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 725 นาโนเมตรให้มีค่าการดูดกลืนแสง
อยู่ในช่วง 0.9 – 1.0   

  2) การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 
     เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 7.5 โดยชั่งโซเดียมคาร์บอเนต
มา 7.5 กรัมละลายในน้ ากลั่นปราศจากไอออนและปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 

  3) การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่ 
     เจือจางตัวอย่างสารสกัดจากใบขลู่ให้เป็น 10 เท่าจากตัวอย่างเข้มข้น โดยปิเปตน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน 900 ไมโครลิตรลงใน หลอดไมโครเซ็น ตริฟิวก์ (Microcentrifuge tube)  และเติมสาร
สกัดจากใบขลู่ 100 ไมโครลิตรจากนั้นผสมให้เข้ากัน 

                    4) การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) 
         เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก โดยการชั่งกรดแกลลิก 0.0100 กรัม ท าการ
ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร (stock 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้นท า
การเจือจางสารละลายกรดแกลลิกให้มีความเข้มข้น  0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้น 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาตรกรดแกลลิกจาก Stock 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรน้ ากลั่นปราศจากไอออน 
(ไมโครลิตร) 

0 0 1,000 
200 200 800 
400 400 600 
600 600 400 
800 800 200 

1,000 1,000 0 

5) การท ากราฟมาตรฐานสารละลายกรดแกลลิก  
            น าสารละลายกรดแกลลิกทีค่วามเข้มข้นตา่งๆ ปริมาตร 10 ไมโค รลิตรเติมน้ ากลั่น
ปราศจากไอออนปริมาตร 790 ไมโครลิตร และสารละลายโฟลินซิโอแคลตูปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไป
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เก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 5 นาท ีแล้วจึงเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตปริมาตร 150 ไมโครลิตรตามล าดับ
ท าการผสมให้เข้ากันจากนั้นน าไป เก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาทีและน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 725 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาพลอตกราฟกับค่าความเข้มข้นต่างๆของสารละลายกรด
แกลลิกเพ่ือหาสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานส าหรับใช้ในค านวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

  6) การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 
             น าสารสกัดจากใบขลู่ ที่ท าการเจือจางแล้ว ปริมาตร 10 ไมโค รลิตรเติม ด้วยน้ ากลั่น
ปราศจากไอออนปริมาตร 790 ไมโครลิตร และสารละลายโฟลินซิโอแคลตูปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไป
เก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 5 นาทแีล้วจึงเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตปริมาตร 150 ไมโครลิตรตามล าดับ  
ท าการผสมให้เข้ากันจากนั้นน าไป เก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาทีและน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 725 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดดังสมการ 
          สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อมิลลิลิตร) 
         = [ ( A725 – B ) / M ] × D 
โดยที่ :           A725 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 725 นาโนเมตร  
                    B    คือ จุดตัดแกน Y ของกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก  
                    M   คือ ค่าความชันของกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก  
                    D    คือ ค่าการเจือจางของตัวอย่าง 

โดยผลจะแสดงในหน่วย มิลลิกรัมสมมูลของกรดแก ลลิกต่อกรัมตัวอย่าง  ซึ่งในแต่ละการ
ทดลองจะท าการทดลอง 3 ซ้ า และคิดเป็นค่าเฉลี่ย (± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

4.6 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบี  (ดัดแปลงจาก Lichtenthaler & 
Wellburn, 1983) 

     น าสารสกัดจากใบขลู่ทั้ง 3 ชนิด วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 645 และ 663 นาโน
เมตร ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบี ค านวณตามสมการดังนี้ 

  ปริมาณคลอโรฟิลล์เอ (มิลลิกรัมต่อลิตรตัวอย่าง)  = 13.95A663 – 6.88A645 

   ปริมาณคลอโรฟิลล์บี (มิลลิกรัมต่อลิตรตัวอย่าง)    = 24.96A645 – 7.32A663 

4.7 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (ดัดแปลงจาก Marinova และคณะ, 
2005) 
           1) การเตรียมสารละลายโซเดียมไนไตรท์ (NaNO2) 
   เตรียมสารสะลายโซเดียมไนไตรท์ความเข้มข้นร้อยละ 3 โดยชั่งโซเดียมไนไตรท์ 0.7500 
กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนและปรับปริมาตรให้เป็น 25 มิลลิลิตร 

  2) การเตรียมสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ (AlCl3) 
    เตรียมสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยชั่งอะลูมิเนียมคลอไรด์ 
2.5000 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนและปรับปริมาตรให้เป็น 25 มิลลิลิตร 

  3)  การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
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    เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลต่อลิตร โดยชั่งโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ 2 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนปรับปริมาตรให้เป็น 25 มิลลิลิตร 

  4) การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่ 
     เจือจางตัวอย่างสารสกัดจากใบขลู่ให้เป็น 50 เท่าจากตัวอย่างเข้มข้น โดยปิเปตน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน 980 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์และเติมสารสกัดจากใบขลู่ 20 ไมโครลิตร 
จากนั้นผสมให้เข้ากัน 

  5) การเตรียมสารละลายมาตรฐานคาทีชิน (Catechin) 
    เตรียมสารละลายมาตรฐานคาทีชิน โดยการชั่งคาทีชิน 0.0010 กรัม ท าการละลายด้วย
น้ ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร (stock 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้นท าการเจือจาง
สารละลายคาทีชินให้มีความเข้มข้น  0, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตาราง
ที่ 2 

ตารางท่ี 2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานคาทีชินที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ความเข้มข้น 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ปริมาตรคาทีชินจาก Stock 

(ไมโครลิตร) 
ปริมาตรน้ ากลั่นปราศจากไอออน 

(ไมโครลิตร) 
0 0 1,000 
20 20 980 
40 40 960 
60 60 940 
80 80 920 
100 100 900 

  6)  การท ากราฟมาตรฐานสารละลายคาทีชิน  
             น าสารละลายคาทีชินทีค่วามเข้มข้นตา่งๆ ปริมาตร 100  ไมโค รลิตร  เติมน้ ากลั่น
ปราศจากไอออนปริมาตร 400 ไมโครลิตร และสารละลายโซเดียมไนไตรด์ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บไว้ 5 
นาที  จากนั้นจึงเติมสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บไว้ 6 นาที และเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตามล าดับ  แล้วปรับปริมาตร ให้เป็น 1 มิลลิลิตร 
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน ผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโน
เมตร น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาพลอตกราฟกับค่าความเข้มข้นต่างๆของสารละลายคาทีชินเพื่อหาสมการ
เส้นตรงจากกราฟมาตรฐานส าหรับใช้ในค านวณปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด   

  7) การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 
            น า สารสกัดจากใบขลู่ ที่ท าการเจือจางแล้ว ปริมาตร 100  ไมโค รลิตร  เติมน้ ากลั่น
ปราศจากไอออนปริมาตร 400 ไมโครลิตร และสารละลายโซเดียมไนไตรด์ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บไว้ 5 
นาที  จากนั้นจึงเติมสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ปริมาตร 30 ไมโครลิตร  เก็บไว้ 6 นาที และเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตามล าดับ  แล้วปรับปริมาตร ให้เป็น 1 มิลลิลิตร 
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนท าการผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 
นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดดังสมการ 
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  สารประกอบฟลาโวนอยทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลของคาทีชินต่อมิลลิลิตร) 
  = [ ( A510 – B ) / M ] × D 
โดยที่ :            A510 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร  
                     B    คือ จุดตัดแกน Y ของกราฟมาตรฐานคาทีชิน  
                     M   คือ ค่าความชันของกราฟมาตรฐานคาทีชิน  
                     D    คือ ค่าการเจือจางของตัวอย่าง 

         โดยผลจะแสดงในหนว่ยมิลลิกรัมสมมูลของคาทีชินต่อกรัมตัวอย่าง  ซึ่งในแต่ละการทดลอง
จะท าการทดลอง 3 ซ้ า และคิดเป็นค่าเฉลี่ย (± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

       4.8 การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

4.8.1 การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (ดัดแปลงจาก Kapila และคณะ
,2009) 
          1) การเตรียมสารละลาย DPPH reagent 

 เตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ โดยชั่ง 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl 0.0390 กรัม ละลายด้วยเอทานอลร้อยละ 99.9 ปรับปริมาตรให้เป็น 50 มิลลิลิตร และ
ก่อนใช้ในการทดสอบให้เจือจางด้วยเอทานอลร้อยละ 99.9 และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
517 นาโนเมตร ให้มีค่าอยู่ในช่วง 0.9 – 1.0  

  2) การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่ 
  เจือจางตัวอย่างสารสกัดจากใบขลู่ให้เป็น 20 เท่าจากตัวอย่างเข้มข้น โดยปิเปตน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน 950 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์และเติมสารสกัดจากใบขลู่ 50 ไมโครลิตร
จากนั้นผสมให้เข้ากัน 

          3) การเตรียมสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox)  

                    เตรียมสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ ์โดยการชั่งโทรลอกซ ์ 0.0250 กรัม ท าการละลาย
ด้วยเอทานอลร้อยละ 99.9 ปริมาตร 40 มิลลิลิตรและปรับปริมาตรให้เป็น 50 มิลลิลิตร    ด้วยน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน (stock 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้นท าการเจือจางสารละลาย   โทรลอกซ์ด้วยน้ า
กลั่นปราศจากไอออนให้มีความเข้มข้น 0, 50, 100, 150, 200 และ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงใน
ตารางที่ 3 

ตารางท่ี 3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้น 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาตรโทรลอกซ์จาก Stock 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรน้ ากลั่นปราศจากไอออน 
(ไมโครลิตร) 

0 0 1,000 
50 100 900 
100 200 800 
150 300 700 
200 400 600 
250 500 500 
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  4) การท ากราฟมาตรฐานสารละลายโทรลอกซ์  
           ปเิปต สารละลาย DPPH ปริมาตร 950 ไมโครลิตร  ลงในหลอดไมโครเซน ตริฟิวก์ เติม
สารละลายโทรลอกซ์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 50 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน เก็บในที่มืดเป็นเวลา 15 
นาที และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ค านว ณร้อยละการยับยั้ง  และน ามา
พลอตกราฟกับค่าความเข้มข้นต่างๆของสารละลายโทรลอกซ์เพ่ือหาสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน
ส าหรับใช้ในค านวณฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ  

  5) การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระจากตัวอย่างสารสกัดใบขลู่ 
         ปเิปต สารละลาย DPPH ปริมาตร 950 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ เติมสาร
สกัดจากใบขลู่ ที่ท าการเจือจางแล้ว ปริมาตร 50 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน เก็บในที่มืดเป็นเวลา 15 นาที 
และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ค านวณร้อยละการยับยั้ง และค านวณฤทธิ์
ในการต้านอนุมูลอิสระดังสมการ 

          ร้อยละการยับยั้ง = [ ( A[0] – A [t] ) / A[0] ] × 100 
โดยที่ :            A[0]  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงที่ความเข้มข้น 0 มิลลิโมลต่อลิตร 
                                สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์  
                     A[t]   คือ  ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดตัวอย่าง 
 
   ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ (ไมโครกรัมสมมูลของโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร) 
           = [ ( A517 – B ) / M ] × 100 
โดยที ่:            A517 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร  
                     B    คือ จุดตัดแกน Y ของกราฟมาตรฐานโทรลอกซ์  
                     M   คือ ค่าความชันของกราฟมาตรฐานโทรลอกซ์  
                     D    คือ ค่าการเจือจางของตัวอย่าง  

          โดยผลจะแสดงในหนว่ย มิลลิกรัมสมมูลของโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งในแต่ละการ
ทดลองจะท าการทดลอง 3 ซ้ า และคิดเป็นค่าเฉลี่ย (± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

4.8.2 การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS (ดัดแปลงจาก Re และคณะ, 1999) 
          1) การเตรียมสารละลาย ABTS reagent 
          A. เตรียมสารละลาย ABTS ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลต่อลิตร โดยชั่ง  2,2-azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) Diammonium salt 0.0384 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น
ปราศจากไอออนและปรับปริมาตรให้เป็น 10 มิลลิลิตร 
          B. เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลต่อ
ลิตร โดยชั่งโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 0.0166 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนและปรับปริมาตรให้
เป็น 25 มิลลิลิตร 
          น าสารละลาย A ปริมาตร 8 มิลลิลิตรกับสารละลาย B ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ผสมเข้า
ด้วยกันเก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 16 – 18 ชั่วโมง ก่อนน ามาใช้ท าการเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน
โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 729 นาโนเมตร ให้มีค่าอยู่ในช่วง 0.9 – 1.0 
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  2) การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่ 
  เจือจางตัวอย่างสารสกัดจากใบขลู่ให้เป็น 50 เท่าจากตัวอย่างเข้มข้น โดยปิเปตน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน 980 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์และเติมสารสกัดจากใบขลู่ 20 ไมโครลิตร
จากนั้นผสมให้เข้ากัน 

  3) การเตรียมสารละลายมาตรฐานแอสคอบิก (Ascorbic acid)  
  เตรียมสารละลายมาตรฐานแอสคอบิกโดยการชั่งแอสคอบิก 0.001 กรัม ท าการละลาย
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร (stock 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้นท าการเจือ
จางสารละลายแอสคอบิกให้มีความเข้มข้น  0, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงใน
ตารางที่ 4 

ตารางท่ี 4 การเตรียมสารละลายมาตรฐานแอสคอบิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ 
ความเข้มข้น 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ปริมาตรแอสคอบิกจาก Stock 

(ไมโครลิตร) 
ปริมาตรน้ ากลั่นปราศจากไอออน 

(ไมโครลิตร) 
0 0 1,000 
20 20 980 
40 40 960 
60 60 940 
80 80 920 
100 100 900 

  4) การท ากราฟมาตรฐานสารละลายแอสคอบิก 
           ปเิปต สารละลาย ABTS ปริมาตร 950 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซน ตริฟิวก์เติม
สารละลายแอสคอบิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 50 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน เก็บในที่มืดเป็นเวลา 30 
นาที และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 729 นาโนเมตร ค านว ณร้อยละการยับยั้ง  และน ามา
พลอตกราฟกับค่าความเข้มข้นต่างๆของสารละลายแอสคอบิกเพ่ือหาสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน
ส าหรับใช้ในค านวณฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ  

  5) การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระจากตัวอย่างสารสกัดใบขลู่ 
          ปเิปต สารละลาย ABTS ปริมาตร 950 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ เติมสาร
สกัดจากใบขลู่ ที่ท าการเจือจางแล้ว ปริมาตร 50 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน เก็บในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที 
และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 729 นาโนเมตร ค านวณร้อยละการยับยั้ง และค านวณฤทธิ์
ในการต้านอนุมูลอิสระดังสมการ 

          ร้อยละการยับยั้ง = [ ( A[0] – A[t] ) / A[0] ] × 100 
โดยที่ :           A[0]  คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความเข้มข้น 0 มิลลิโมลต่อลิตรของ 
                               สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิก 
                     A[t] คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดตัวอย่าง 
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   ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ (ไมโครกรัมสมมูลของกรดแอสคอบิกต่อมิลลิลิตร) 
          = [ ( A729 – B ) / M ] × 100  
    โดยที่ :        A729คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 729 นาโนเมตร  
                     B   คือ จุดตัดแกน Y ของกราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิก  
                     M  คือ ค่าความชันของกราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิก  
                     D   คือ ค่าการเจือจางของตัวอย่าง  

          โดยผลจะแสดงในหนว่ยมิลลกิรัม สมมูลของกรดแอสคอบิกต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งใน   แต่ละ
การทดลองจะท าการทดลอง 3 ซ้ า และคิดเป็นค่าเฉลี่ย (± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

4.8.3  การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP (ดัดแปลงจาก Benzie และคณะ, 
1996) 

  1) การเตรียมสารละลาย FRAP reagent 

  A. เตรียมกรดไฮโดรคลอริก ( Hydrochloric acid) 40 มิลลิโมล โดยปิเปตจากกรดไฮโดร
คลอริกเข้มข้น(Conc.) 34 ไมโครลิตร ท าการปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนให้เป็น 10 มิลลิลิตร 

  B. เตรียม TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine) [MW= 314.34 กรัมต่อโมล ] ความ
เข้มข้น 10 มิลลิโมล โดยชั่ง TPTZ 0.0039 กรัม ละลายด้วยกรดไฮโดรคลอริก  40 มิลลิโมลปริมาตร 10 
มิลลิลิตร 
  C. เตรียมเฟอร์ริกคลอไรด์ (FeCl3.6H2O) [MW=270.26 กรัมต่อโมล ] ความเข้มข้น  20 
มิลลิโมล โดยชั่งเฟอร์ริกคลอไรด์ 0.0540 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนปรับปริมาตรให้เป็น 10 
มิลลิลิตร 
  D. เตรียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ค่าความเป็นกรดด่าง  3.6 โดยชั่งโซเดียมอะซิเตท (C2H3NaO2) 
1.55 กรัม จากนั้นเติมกรดอะซิติก (Glacial Acetic Acid) 8 มิลลิลิตร คนให้ละลายจนหมดแล้วปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนให้มีปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลาย B+C+D ผสมเข้า
ด้วยกันจะได้ FRAP reagent 

  2) การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่ 
  เจือจางตัวอย่างสารสกัดจากใบขลู่ให้เป็น 50 เท่าจากตัวอย่างเข้มข้น โดยปิเปตน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน 980 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์และเติมสารสกัดจากใบขลู่ 20 ไมโครลิตร
จากนั้นผสมให้เข้ากัน 

  3) การเตรียมสารละลายมาตรฐานเฟอร์รัสไอออน  
เตรียมสารละลายมาตรฐานเฟอร์รัสไอออน โดยการชั่งเฟอร์รัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 

0.0280 กรัม ท าการละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนและปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร (stock 
1,000 ไมโครโมลต่อลิตร) จากนั้นท าการเจือจางสารละลายเฟอร์รัสไอออนให้มีความเข้มข้น  0, 200, 400, 
600, 800 และ 1,000 ไมโครโมลต่อลิตรดังแสดงในตารางที่ 5 

 
 



  

25 
 

ตารางท่ี 5 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเฟอร์รัสไอออนที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้น 
(ไมโครโมลต่อลิตร) 

ปริมาตรเฟอร์รัสไอออนจาก Stock 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรน้ ากลั่นปราศจากไอออน 
(ไมโครลิตร) 

0 0 1,000 
200 200 800 
400 400 600 
600 600 400 
800 800 200 

1,000 1,000 0 

4) การท ากราฟมาตรฐานสารละลายเฟอร์รัสไอออน 

            ปเิปต สารละลาย FRAP ปริมาตร 950 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ เติม
สารละลายเฟอร์รัสไอออนที่ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 50 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน เก็บในที่มืดเป็นเวลา 
10 นาที และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร และน าค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 
มาพลอตกราฟกับค่าความเข้มข้นต่างๆของสารละลายเฟอร์รัสไอออนเพื่อหาสมการเส้นตรงจากกราฟ
มาตรฐานส าหรับใช้ในค านวณฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 

  5) การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระจากตัวอย่างสารสกัดใบขลู่ 
         ปเิปต สารละลาย FRAP ปริมาตร 950 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ เติมสาร
สกัดจากใบขลู่ ที่ท าการเจือจางแล้ว ปริมาตร 50 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน เก็บในที่มืดเป็นเวลา 10 นาที 
และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  ค านวณฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระดัง
สมการ 

     ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ (ไมโครโมลสมมูลของเฟอร์รัสไอออนต่อลิตร) 
          = [ ( A595 – B ) / M ] × 100  
    โดยที่ :        A595 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  
                     B    คือ จุดตัดแกน Y ของกราฟมาตรฐานเฟอร์รัสไอออน 
                     M   คือ ค่าความชันของกราฟมาตรฐานเฟอร์รัสไอออน 
                     D    คือ ค่าการเจือจางของตัวอย่าง 

            โดยผลจะแสดงในหนว่ยมิลลกิรัมสมมูลเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมตวัอยา่งซึ่งในแตล่ะการ
ทดลองจะท าการทดลอง 3 ซ้ า และคิดเป็นค่าเฉลี่ย (± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

  4.9 การวิเคราะห์หาปริมาณแทนนินทั้งหมดเทียบกับกรดแทนนิก (ดัดแปลงจาก Hoe และคณะ, 
2003 อ้างถึงใน จันทิมา นามโชติ และคณะ, 2555) 

1) การเตรียมสารละลายโฟลินซิโอแคลตู ( folin-ciocalteu reagent) เตรียมโดยน า
สารละลายโฟลินซิโอแคลตูมาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนในอัตราส่วน 1: 1 จากนั้นผสมให้เข้ากัน 
และน าไปทดสอบค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร ให้มีค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.9 
– 1.0 เก็บท่ีอุณหภูมิต่ าเพ่ือใช้ในการศึกษาครั้งต่อไป 
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2) การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ( Na2CO3) เตรียมสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 7 โดยท าการชั่งโซเดียมคาร์บอเนตมา  7 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปราศจาก
ไอออน ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเก็บที่อุณหภูมิต่ าเพ่ือใช้ในครั้งต่อไป 

3) การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่  เจือจางตัวอย่างสารสกัดจากใบขลู่ให้เป็น 10 เท่าจาก
ตัวอย่างเข้มข้น โดยปิเปตน้ ากลั่นปราศจากไอออน 900 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโคร    เซ็นตริฟิวก์ และ
เติมสารสกัดจากใบขลู่ 100 ไมโครลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากัน 

4) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน กรดแทนนิก เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก 
โดยการชั่งกรดแทนนิก 0.025 กรัม ละลายในเอทานอล บริสุทธิ์และปรับปริมาตรให้เป็น 25 มิลลิลิตร  
จากนั้นท าการเจือจาง  10 เท่า ให้ได้สารมาตรฐาน กรดแทนนิกเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย
การปิเปตมา 2.5 มิลลิลิตร  เจือจางด้วยเอทานอลให้ได้ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลาย
มาตรฐานกรดแทนนิกมาเจือจางด้วยเอทานอลให้มีความเข้มข้นเป็น 0 , 20, 40, 60, 80 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 6 

ตารางท่ี 6 การเตรียมสารละลายมาตรฐานแทนนิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ 
ความเข้มข้น 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ปริมาตรแทนนิกจาก Stock 

(ไมโครลิตร) 
ปริมาตรน้ ากลั่นปราศจากไอออน 

(ไมโครลิตร) 
0 0 1,000 
20 20 980 
40 40 960 
60 60 940 
80 80 920 
100 100 900 

5) การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดแทนนิก  น าสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกที่ความ
เข้มข้นต่างๆปริมาตร 40 ไมโครลิตร เติมน้ ากลั่นปราศจากไอออน 520 ไมโครลิตร และเติมสารละลายเฟอร์
รินซิโอแคลตูปริมาตร  40 ไมโครลิตร  ผสมให้เข้ากัน  และเติมโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้นร้อยละ 7 ปริมาตร 
400 ไมโครลิตร ผสมกันด้วยเครื่องผสม ตั้งทิ้งไว้ในที่มืด 90 นาที และน าไปวัดค่าวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น  7 60 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาพลอต  กราฟกับค่าความเข้มข้นต่างๆของ
สารละลายกรดแทนนิก  เพ่ือหาสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานส าหรับใช้ในการค านวณปริมาณ
สารประกอบแทนนิน 

6) การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบแทนนิน   น าสารสกัดจากใบขลู่ที่ท าการเจือจางแล้ว
ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เติมด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 500 ไมโครลิตร และสารละลายโฟลินซิ
โอแคลตูปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  แล้วจึงเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตปริมาตร 400 
ไมโครลิตร ท าการผสมให้เข้ากันจากนั้นน าไปเก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที และน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณแทนนิน   ดังสมการ 

สารประกอบแทนนิน (มิลลิกรัมสมมูลของกรดแทนนิกต่อกรัมตัวอย่าง) 

= [ ( A760 – B ) / M ] × D 
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โดยที่ :          A760 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร 
 B    คือ จุดตัดแกน Y ของกราฟมาตรฐานกรดแทนนิก 
 M   คือ ค่าความชันของกราฟมาตรฐานกรดแทนนิก 
 D    คือ ค่าการเจือจางของตัวอย่าง 

 โดยผลจะแสดงในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแทนนิกต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งในแต่ละการ
ทดลองจะท าการทดลอง 3 ซ้ า และคิดเป็นค่าเฉลี่ย (± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)   

4.9 การวิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (ดัดแปลงจาก 
Albona และคณะ, 2012) 

         เตรียมสกัดจากใบขลู่ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นจึงเติม  Tris-HCl buffer  (ค่าความเป็น
กรดด่าง  7.4) 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 415 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 
(Acetylcholinesterase)  0.28 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ปริมาตร 25 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เติมสารตั้งต้นอะซิทิลไทโอโคลีนไอโอไดด์ (Acetylthiocholine iodide) ที่มี
ความเข้มข้น 18.3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 75 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
แล้วจึงเติม 5,5´-dithiobis [2-nitrobensoic acid] (DTNB) ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์  ปริมาตร 475 
ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร โดยใช้สารละลาย กาแลนทาไมน์  
(Galanthamine) เป็นสารมาตรฐาน ค านวณหาร้อยละการยับยั้งตามสมการดังนี้ 

                            ร้อยละการยับยั้ง = [(A0 – A1)/A0] x 100 
 
 โดยที่ : A0   คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกาแลนทาไมน์ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร       

A1   คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากใบขลู่ที่ความยาวคลื่น  410 นาโนเมตร  
 

       4.10 การวิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (ดัดแปลงจาก Caixeiro และคณะ
, 2012) 

  1) การเตรียมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์  ความเข้มข้น 0.02 โมลต่อลิตรค่า
ความเป็นกรดด่าง 6.8  
  A. เตรียมโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (Na2HPO4) ความเข้มข้น 0.02 โมลต่อลิตร โดยชั่ง
โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2839 กรัมละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนและปรับปริมาตรให้เป็น 100 
มิลลิลิตร 
  B. เตรียมโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) ความเข้มข้น 0.02 โมลต่อลิตร โดยชั่ง
โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.3120 กรัมละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนและปรับปริมาตรให้เป็น 100 
มิลลิลิตร 
  น าสารละลาย A ปริมาตร 100 มิลลิลิตรผสมกับสารละลาย B ปริมาตร 70 มิลลิลิตร จะ
ได้สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.02 โมลต่อลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 6.8  

  2) การเตรียมสารละลาย L-dopa (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) 
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  เตรียมสารละลาย  L-dopa ความเข้มข้น 3.2 มิลลิโมลต่อลิตร โดยชั่ง L-dopa 0.0158 
กรัมละลายด้วยสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

 3) การเตรียมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase from mushroom, บริษัท 
Fluka ; 3,610 unit/mg) 
  เตรียมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 350 หน่วยต่อมิลลิลิตร โดยการชั่งเอนไซม์    ไทโร
ซิเนส 0.0030 กรัมละลายด้วยสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ปริมาตร 1.083 มิลลิลิตร ( stock 
10,000 หน่วยต่อมิลลิลิตร) จากนั้นท าการเจือจางให้มีความเข้มข้น 350 หน่วยต่อมิลลิลิตรโดยปิเปต
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ปริมาตร 965 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์และเติมสารละลายเอนไซม์
ไทโรซิเนสจาก stock ปริมาตร 35 ไมโครลิตรจากนั้นผสมให้เข้ากัน 
  4) การเตรียมสารสกัดจากใบขลู่ 
     เจือจางตัวอย่างสารสกัดจากใบขลู่ให้เป็น 10 , 100 และ 1,000 เท่าจากตัวอย่างเข้มข้น
ดังแสดงในตารางที ่7 

ตารางท่ี 7 การเตรียมตัวอย่างสารสกัดจากใบขลู่ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

อัตราการเจือจาง  
(เท่า) 

ปริมาตรสารสกัดจากใบขลู่ 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรน้ ากลั่นปราศจากไอออน 
(ไมโครลิตร) 

10 100 900 
100 10 990 

1,000 1 999 

5) การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดโคจิก (Kojic acid)  
  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดโคจิกโดยการชั่งกรดโคจิก 0.01 กรัม ท าการละลาย   
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร (stock 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้นท าการเจือจาง
สารละลายกรดโคจิกให้มีความเข้มข้น  0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงใน
ตารางที่ 8 

ตารางท่ี 8 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดโคจิกที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาตรกรดโคจิกจาก Stock 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรน้ ากลั่นปราศจากไอออน 
(ไมโครลิตร) 

0 0 500 
0.2 10 490 
0.4 20 480 
0.6 30 470 
0.8 40 460 
1.0 50 450 
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6) การท ากราฟมาตรฐานสารละลายกรดโคจิก 
           เติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซเินสปรมิาตร 80 ไมโครลิตร ลงในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ปริมาตร 560 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายกรดโคจิกที่ความเข้มข้นต่างๆปริมาตร 40 
ไมโครลิตร เก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที และเติมสารละลาย L-DOPA ปริมาตร 320 ไมโครลิตร น าไป
เก็บในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ค านวณ
ร้อยละการยับยั้ง  และน ามาพลอตกราฟกับค่าความเข้มข้นต่างๆของสารละลายกรดโคจิกเพ่ือหาสมการ
เส้นตรงจากกราฟมาตรฐานส าหรับใช้ในค านวณฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ ไทโรซิเนส  

7) การวิเคราะห์ฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
            เติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซเินสปรมิาตร 80 ไมโครลิตร ลงในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ปริมาตร 560 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารสกัดจากใบขลู่ที่ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร เก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลาย L-DOPA ปริมาตร 320 ไมโครลิตร น าไป
เก็บในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ค านวณ
ร้อยละการยับยั้ง และค านวณฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสดังสมการ 

           ร้อยละการยับยั้ง = [ ( A[0] – A [t] ) / A[0] ] × 100 
โดยที่ :             A[0]   คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความเข้มข้น 0 มิลลิโมลาร์ของ 
                                 สารละลายมาตรฐานกรดโคจิก  
                      A[t]    คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดตัวอย่าง 
 

                    ฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (ไมโครกรัมสมมูลของกรดโคจิกต่อมิลลิลิตร) 
          = [ ( A492 – B ) / M ] × 100  
    โดยที่ :        A492  คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร  
                     B     คือ จุดตัดแกน Y ของกราฟมาตรฐานกรดโคจิก  
                     M    คือ ค่าความชันของกราฟมาตรฐานกรดโคจิก  
                     D     คือ ค่าการเจือจางของตัวอย่าง  

          โดยผลจะแสดงในหนว่ยมิลลกิรัม สมมูลของ กรดโคจิก ต่อกรัมตัวอย่าง  ซึ่งในแต่ละการ
ทดลองจะท าการทดลอง 3 ซ้ า และคิดเป็นค่าเฉลี่ย (±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
 
5. การวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 

         ออกแบบการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ (Completely Randomized Design: CRD) โดยน า
ผลที่ได้จากกา รหาปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบี  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด คุณสมบัติ ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH  ABTS และ FRAP 
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนและเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’ Multiple Range test ที่ความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 
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บทที่ 4 
 

ผลและอภิปรายผลการทดลอง 

ปีท่ี 1 การศึกษาวิธีการเตรียมตัวอย่างของใบขลู่ และวิธีการสกัดด้วยเอทานอลที่ความเข้มข้นแตกต่าง
กัน 

 ในการตรวจสอบการออกฤทธิ์ของสารชีวภาพจากสารสกัดจากใบขลูที่วิธีการเก็บรักษาท่ีแตกต่าง
กัน การเตรียมตัวอย่างเพ่ือสกัดสารจากใบขลู่สด ใบขลู่ตากแห้ง และใบขลู่อบ ที่ผ่านการสกัดด้วยเอทานอล
ร้อยละ 70 และ 90 ปริมาตร 5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) ซึ่งใบขลู่สดมีความชื้นคิด
เป็นร้อยละ 80 และเก็บสารสกัดจากใบขลู่ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อหาปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกท้ังหมด ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบี ฤทธิ์ใน
การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, ABTS และความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 
(acetylcholinesterase) ซึ่งผลการทดลองมีดังต่อไปนี้ 

1. การตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดของสารสกัดจากใบขลู่ท่ีเตรียมตัวอย่างและความ
เข้มข้นของเอทานอลแตกต่างกัน 

  ในการตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจากใบขลู่ทั้ง 3 ชนิด คือ สาร
สกัดจากใบขลู่สด สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง และสารสกัดจากใบขลู่อบ โดยค่าที่ได้คิดเทียบเป็นสมมูล
มาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic Acid Equivalent : GAE) (ภาพที่ 13) พบว่า สารสกัดจากใบขลู่อบที่สกัด
ด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) มีปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกท้ังหมดสูงสุด เท่ากับ 59.92 ± 2.99 และ 59.34 ± 2.03 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัม
ตัวอย่าง ตามล าดับ ส่วนสารสกัดจากใบขลู่สดที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 ปริมาตร 5, 10 และ 
50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) มีปริมาณของสารประกอบฟินอลิกทั้งหมดต่ า เช่นเดียวกับสารสกัด
จากใบขลู่ตากแห้งที่ผ่านการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 90 ทุกปริมาตรการสกัด ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างกัน  จาก
วิธีการที่ได้ศึกษาข้างต้น พบว่า มีปริมาณสารประกอบฟินอลิกทั้งหมดท่ีสูงกว่า รายงานของ Noridayu และ
คณะ (2011) พบว่า สารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยเมทานอลให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุด 
เท่ากับ 573.52 ± 6.20 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อ  100 กรัมตัวอย่าง และสารสกัดจากใบขลู่ที่
สกัดด้วยเฮกเซน   ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุด  มีค่าเท่ากับ 75.26 ± 0.94 มิลลิกรัม
สมมูลของกรดแกลลิกต่อ 100 กรัมตัวอย่าง  
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ภาพที่ 13 การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจากใบขลู่ 

 2. การตรวจสอบคุณสมบัติทางพฤษเคมี โดยตรวจสอบสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด และ
สารประกอบคลอโรฟิลล์ของสารสกัดจากใบขลู่ท่ีเตรียมตัวอย่างและความเข้มข้นของเอทานอลแตกต่าง
กัน 

    2.1 สารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 

       จากการตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ของสารสกัดจากใบขลู่ทั้ง 3 
ชนิด ได้แก่ สารสกัดจากใบขลู่สด สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง และสารสกัดจากใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทา
นอลร้อยละ 70 และ 90 ปริมาตรการสกัด 5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) พบว่า สาร
สกัดที่ให้ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดสูงสุด คือ สารสกัดจากใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทานอลร้อย
ละ 70 ปริมาตรการสกัด 50 และ 10 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด)  มีค่าเท่ากับ 36.76 ± 0.98 และ 
32.40 ± 1.28 มิลลิกรัมสมมูลของคาทีชินต่อกรัมตัวอย่าง ตามล าดับ ส่วนในกรณีของสารสกัดจากใบขลู่สด
ที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 ในทุกปริมาตรการสกัด มีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดต่ า และมีค่าไม่แตกต่างกัน จากภาพที่ 14 จะเห็นได้ว่า สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้งและสารสกัดจาก
ใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ  70 มีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดสูงกว่าการสกัดด้วยเอ
ทานอลร้อยละ 90 ในทุกปริมาตรการสกัด  
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ภาพที่ 14  การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของสารสกัดจากใบขลู่ 

    2.2  ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์ของสารสกัดจากใบขลู่ 

 จากการตรวจสอบปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอในสารสกัดจากใบขลู่ทั้ง 3 ชนิด พบว่า 
สารสกัดจากใบขลู่อบ สารสกัดจากใบขลู่สด และสารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง ที่ผ่านการสกัดด้วยเอทานอล
ร้อยละ 90 ปริมาตร 5 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) ให้ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอสูงสุดคือ 
76.99 ± 0.32, 50.87 ± 0.14 และ 46.46 ± 1.80 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ จากภาพท่ี 15 แสดงให้เห็น
ว่าการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 90 ให้ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอมากกว่าการสกัดด้วยเอทานอล
ร้อยละ 70 ทุกเท่าของการสกัด 

จากการตรวจสอบสารสกัดจากใบขลู่  3 ชนิด คือ สารสกัดจากใบขลู่สด สารสกัดจากใบขลู่
ตากแห้ง และสารสกัดจากใบขลู่อบที่ผ่านการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 ปริมาตร 5, 10 และ 
50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) พบว่า สารสกัดจากใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 90 ปริมาตร 
5 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) มีปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์บีสูงสุดเท่ากับ 21.50 ± 0.33 
มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งไม่แตกต่างกันกับสารสกัดจากใบขลู่สดที่ผ่านการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 90 ปริมาตร 
5 และ 10 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) เท่ากับ 20.30 ± 0.03 และ 20.30 ± 0.15 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ ส่วนสารสกัดจากใบขลู่ตากแห้งไม่สามารถเก็บรักษาสารประกอบคลอโรฟิลล์บีไว้ได้ จึงท าให้
ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์บีน้อย เมื่อเทียบกับสารสกัดจากใบขลู่อบ และสารสกัดจากใบขลู่สด (ภาพ
ที่ 16) จะเห็นได้ว่า การสกัดด้วยเอทานอลที่มีความเข้มข้นแตกต่างกัน คือ เอทานอล ร้อยละ 70 และ 90 
ให้ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบีต่างกัน ซึ่งการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 90 จะให้ปริมาณ
สารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบีออกมาได้มากกว่าการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 นอกจากนี้ยังพบว่า 
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ปริมาตรเอทานอลที่แตกต่างกันคือ  5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) ให้ปริมาณ
สารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบีท่ีแตกต่างกันด้วย โดยวิธีการสกัดที่มีปริมาตรน้อยสามารถสกัด
สารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบีออกมาได้มากกว่าการสกัดที่ใช้เอทานอลปริมาตรมาก    

 
ภาพที่ 15  การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอของสารสกัดจากใบขลู่  
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ภาพที่  16   การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์บีของสารสกัดจากใบขลู่  

3. คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่ท่ีเตรียมตัวอย่างและความเข้มข้นของเอทา
นอลแตกต่างกัน 

 3 .1 ความสามารถของสารสกัดในการก าจัดอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 

      การทดสอบกิจกรรมการก าจัดอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ตัวอย่างที่น ามาทดสอบ ได้แก่สาร
สกัดจากใบขลู่สด สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง และสารสกัดจากใบขลู่อบที่ผ่านการสกัดด้วย                             
เอทานอลร้อยละ 70 และ 90 ปริมาตร 5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) พบว่า  สารสกัด
จากใบขลู่สดในทุกการสกัด มีความสามารถในการก าจัดอนุมูล DPPH ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างกัน ส่วนสารสกัด
จากใบขลู่ตากแห้งที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 มีความสามารถในการก าจัดอนุมูล DPPH ดีกว่าที่สกัด
ด้วยเอทานอลร้อยละ 90 ของทุกปริมาตรการสกัด และส าหรับสารสกัดจากใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทานอล
ร้อยละ  70 ปริมาตร 50 และ 10 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) มีความสามารถในการก าจัดอนุมูล 
DPPH  ดีที่สุด ให้ค่าเท่ากับ 66.07 ± 2.53 และ 57.46 ± 2.59 มิลลิกรัมสมมูลของโทรลอกซ์ต่อกรัม
ตัวอย่าง ตามล าดับ แสดงดังภาพท่ี 17 
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ภาพที่ 17 การเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดจากใบขลู่ 

 3.2 ความสามารถของสารสกัดในการก าจัดอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 

      ในการทดสอบความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระด้วยวิธี  ABTS ของสารสกัดจากใบขลู่สด 
สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง และสารสกัดจากใบขลู่อบที่ผ่านการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 
ปริมาตร 5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) จากผลการทดสอบ พบว่า สารสกัดจากใบขลู่
อบที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 50 และ 10 เท่า ( ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด)  มี
ความสามารถในการก าจัดอนุมูล  ABTS  ได้สูงสุด ให้ค่าเท่ากับ 48.53 ± 2.54 และ 44.31 ± 1.92 
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอบิกต่อกรัมตัวอย่าง ตามล าดับ ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ  สารสกัดจากใบขลู่ตาก
แห้งที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตรการสกัด 5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) 
ส่วนในกรณีของสารสกัดจากใบขลู่สดที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 ในทุกปริมาตรการสกัด มี
ความสามารถในการก าจัดอนุมูล ABTS ต่ า และมีค่าไม่ต่างกัน แสดงให้เห็นว่า การถนอมใบขลู่ด้วยการอบ
และตากแห้งมีฤทธิ์การต้านอนุมูล ABTS  คงท่ีและดีกว่าใบขลู่สด (ภาพที่ 18) 
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ภาพที่ 18  การเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดจากใบขลู่  

 

 

 

4. ความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase) ของสารสกัด
จากใบขลู ่

     จากผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดจากใบ
ขลู่ทั้ง 3 ชนิด คือ สารสกัดจากใบขลู่สด สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง และสารสกัดจากใบขลู่อบ โดยค่าที่คิด
เทียบกับสารมาตรฐานกาแลนทาไมน์   (Galanthamine)  แสดงดังภาพท่ี 19   พบว่า   สารสกัดจากใบขลู่
ทั้ง  3 ชนิด ไม่มีความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส ( Acetylcholinesterase) 
(ภาพที่  20 และภาพท่ี 21) 
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ภาพที่ 19  คุณสมบัติการดูดกลืนแสงของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในสภาวะต่าง ๆ  
Ao คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น (    ) 
A20 คือเอนไซม์ + สารตั้งต้น + สารยับยั้งเอนไซม์มาตรฐานความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (     ) 
A40 คือเอนไซม์ + สารตั้งต้น + สารยับยั้งเอนไซม์มาตรฐานความเข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (     ) 
A60 คือเอนไซม์ + สารตั้งต้น + สารยับยั้งเอนไซม์มาตรฐานความเข้มข้น 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (     ) 
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ภาพที่ 20  คุณสมบัติการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยเอทานอล
ร้อยละ 70 ปริมาตร 5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) 
Ao  คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น (  )   
สารสกัดจากใบสด 5 เท่า คือ ใบขลู่สดที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 5 เท่า (    )       
สารสกัดจากใบอบ 10 เท่า คือ ใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 10 เท่า (    ) 
สารสกัดจากใบสด 10 เท่า คือ ใบขลู่สดที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 10 เท่า (    )   
สารสกัดจากใบตากแดด 5 เท่า คือ ใบขลู่ตากแดดที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 5 เท่า (    ) 
สารสกัดจากใบอบ 5 เท่า คือ ใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 5 เท่า (    )      
สารสกดัจากใบตากแดด 10 เท่า คือ ใบขลู่ตากแดดท่ีสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 10 เท่า (    )
หมายเหตุ : ปริมาตร 5 และ 10 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) 
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ภาพที่ 21  คุณสมบัติการยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยเอทานอล
ร้อยละ 90 ปริมาตร 5, 10 และ 50 เท่า (น้ าหนักใบขลู่สดต่อปริมาตร) 

Ao  คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น (    )   
สารสกัดจากใบสด 5 เท่า คือ ใบขลู่สดที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 5 เท่า (    )       
สารสกัดจากใบอบ 10 เท่า คือ ใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 10 เท่า (    ) 
สารสกัดจากใบสด 10 เท่า คือ ใบขลู่สดที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 10 เท่า (    )    
สารสกัดจากใบตากแดด 5 เท่า คือ ใบขลู่ตากแดดที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 5 เท่า (    ) 
สารสกัดจากใบอบ 5 เท่า คือ ใบขลู่อบที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 5 เท่า (    )     
สารสกัดจากใบตากแดด 10 เท่า คือ ใบขลู่ตากแดดท่ีสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 10 เท่า (    ) 
หมายเหตุ : ปริมาตร 5 และ 10 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) 

 

4. การเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่ 3 ชนิด คือ สารสกัดจากใบขลู่สด สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง            
และสารสกัดจากใบขลู่อบ 

 4.1 การเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่สด 

       ในการเก็บรักษาใบขลู่สดเป็นเวลา 1 เดือน พบว่าสารสกัดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดของการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 มีค่าไม่แตกต่างจากการสกัดเริ่มต้น  (0 เดือน) ทั้งท่ีปริมาตร 
5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) ส่วนฤทธิ์การต้านอนุมูล DPPH และ ABTS มีค่าสูงขึ้นใน
ทุกปริมาตรการสกัด โดยฤทธิ์การต้านอนุมูล DPPH   มีค่าสูงสุดหลังจากการเก็บรักษาเป็นเวลา 1 เดือน ที่
ปริมาตร 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด)   มีค่าเท่ากับ 20.17 ± 1.64 มิลลิกรัมสมมูลของโทรลอกซ์
ต่อกรัมตัวอย่าง นอกจากนี้ยังพบว่า การสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
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ทั้งหมดและค่าการต้านอนุมูล DPPH และ ABTS  สูงกว่าการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 90 ทั้งท่ีการสกัด
เริ่มต้นและที่เก็บรักษาเป็นเวลา 1 เดือน (ตารางที่  9) ดังนั้น สารสกัดจากใบขลู่สดมีความเหมาะสมต่อการ
เก็บรักษา เนื่องจากมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดคงที่ ซึ่งสอดคล้องกับฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระที่
เพ่ิมข้ึน       

ตารางท่ี 9  สมบัติการต้านอนุมูลอิสระหลังจากการเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่สด 
สารสกัดจากใบขลู่ Total phenolic DPPH ABTS 

0 เดือน 

70% EtOH 
5 เท่า 15.93a ± 1.45 13.72c ± 0.47 12.90c ± 0.34 
10 เท่า 15.41a ± 1.12 13.38cd ± 0.57 11.48d ± 0.51 
50 เท่า 15.39a ± 0.92 13.40cd ±0.82 12.66c 0.35 

90% EtOH 
5 เท่า 13.01bc ± .75 10.97d ± .40 8.83ef ±0.29 
10 เท่า 10.78e ±0.63 9.13f ± 0.55 7.62g ± 0.10 
50 เท่า 7.11f ± 0.56 6.53f ± 0.28 7.10f ±0.51 

1 เดือน 

70% EtOH 
5 เท่า 15.50a ± 1.36 17.09b ± 0.54 13.50bc ± 0.28 
10 เท่า 14.52ab ± 1.05 16.67b  ± 0.27 63.18a ± 1.73 
50 เท่า 15.84a ± 1.22 20.17a ± 1.64 14.14b ± 0.49 

90% EtOH 
5 เท่า 11.48cd ± 0.88 10.32de ± 0.75 8.54f ± 0.76 
10 เท่า 13.60c ± 0.36 12.30d ± 0.49 9.79ef  ± 0.17 
50 เท่า 8.52e ± 0.36 7.28f ± 0.36  6.24f ± 0.37 

หมายเหตุ - ค่าที่รายงานเป็นค่าเฉลี่ย (± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า  

 

       4.2 การเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง 

 ในการเก็บรักษาใบขลู่ตากแห้ง เป็นเวลา 1  เดือน พบว่า สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้งที่สกัด
ด้วยเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 ในทุกปริมาตรของการสกัด มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลง 
และมีค่าการต้านอนุมูล DPPH เปลี่ยนแปลงไปจากค่าเริ่มต้นเล็กน้อย (ตารางที่ 10 ) ส่วนในกรณีของฤทธิ์
การต้านอนุมูล ABTS การสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ของสารสกัดเริ่มต้น มีค่าการต้านอนุมูล ABTS  

ใกล้เคียงกันกับสารสกัดท่ีผ่านการเก็บรักษาเป็นเวลา 1 เดือน แต่ในกรณีของการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 
90 มีค่าการต้านอนุมูล ABTS  ลดลงในทุกเท่าของการสกัด 
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ตารางท่ี 10 สมบัติการต้านอนุมูลอิสระหลังจากการเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง 

สารสกัดจากใบขลู่ 
Total 

phenolic DPPH ABTS 

0 เดือน 

70% EtOH 
5 เท่า 39.35bc ± 2.43 32.82b ± 2.58 30.14bcd ± 2.87 
10 เท่า 40.72b ± 3.43 36.34b ± 1.05 33.01abc ± 2.38 
50 เท่า 47.45a ± 3.36 51.87a ± 2.79 38.20ab ± 3.08 

90% EtOH 
5 เท่า 11.99e ± 0.41 8.91c ± 0.71 25.23cd ± 1.99 
10 เท่า 13.44e ± 0.88 8.16c ± 0.68 40.21a ± 2.85 
50 เท่า 13.53e ± 0.58 8.47c ± 0.57 21.66d ± 1.72 

1 เดือน 

70% EtOH 
5 เท่า  15.97e ± 1.38  39.79b ± 1.77 28.14cd ± 2.45 
10 เท่า 23.00d ± 2.28   47.22a ± 2.66 33.04abc ± 1.81 
50 เท่า 34.57c ± 2.7  49.77a ± 3.67 39.43ab ± 2.16 

90% EtOH 
5 เท่า 0.40f ± 0.03  2.23c ± 0.24 6.49e ± 0.16 
10 เท่า 2.84f ± 0.10   4.67c ± 0.22 7.18e ± 0.33 
50 เท่า 3.12f ± 0.22  5.02c ± 0.43 8.30e ± 0.35 

หมายเหตุ - ค่าที่รายงานเป็นค่าเฉลี่ย (± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า  

 

 4.3 การเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่อบ 

      จากการเก็บรักษาใบขลู่อบ เป็นเวลา 1 เดือน พบว่า การสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 และ 
90 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลงมีฤทธิ์การต้านอนุมูล DPPH  เพ่ิมข้ึน โดยมีค่าสูงสุดที่
ปริมาตร 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) เท่ากับ 76.20 ± 3.16 มิลลิกรัมสมมูลของโทรลอกซ์ต่อกรัม
ตัวอย่าง และมีฤทธิ์การต้านอนุมูล ABTS  คงที่ ทั้งปริมาตร 5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่
สด)  โดยที่การสกัดด้วยเอทานอล  ร้อยละ 70 ให้ค่าท่ีสูงกว่าการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 90 (ตารางที่ 
11) จากผลข้างต้นแสดงให้เห็นว่า การถนอมใบขลู่โดยวิธีการอบ ไม่เหมาะสมต่อการเก็บรักษา เนื่องจาก
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึน แต่มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลง   
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ตารางท่ี 11 สมบัติการต้านอนุมูลอิสระหลังจากการเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่อบ 

สารสกัดจากใบขลู่ 
Total 

phenolic DPPH ABTS 

0 เดือน 

70% EtOH 
5 เท่า 43.86b ± 2.70 45.52d ± 2.50 31.12c ± 2.11 
10 เท่า 59.92a ± 2.99 57.46c ± 2.59 44.31ab ± 1.92 
50 เท่า 59.34a ± 2.03 66.07b ± 2.53 48.53a ± 2.54 

90% EtOH 
5 เท่า 17.81d ± 1.49 11.82g ± 0.66 7.29f ± 0.42 
10 เท่า 21.85d ± 0.87 19.48f ± 1.89 13.24d ± 0.82 
50 เท่า 22.06d ± 0.91 19.49f ± 0.66 11.70de ± 1.09 

1 เดือน 

70% EtOH 
5 เท่า 20.34d ± 0.13 52.25c ± 2.09 32.65c ± 3.15 
10 เท่า 28.39c ± 2.74  64.77b ± 3.53 42.19b ± 3.00 
50 เท่า 45.02b ± 1.67  76.20a ± 3.16 47.15a ± 2.10 

90% EtOH 
5 เท่า 7.39e ± 0.58   22.34ef ± 1.66 7.61ef ± 0.68 
10 เท่า 11.61e ± 1.02   28.17e ± 2.81 12.98d ± 0.73 
50 เท่า 10.73e ± 0.49   24.98ef ± 1.35 12.81d ± 1.24 

หมายเหตุ - ค่าที่รายงานเป็นค่าเฉลี่ย (± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า  

 

ปีท่ี 2 การศึกษาปริมาณสารสกัดจากใบขลู่อบด้วยความร้อน  

ตอนที่ 1 การศึกษาปริมาณสารสกัดจากใบขลู่อบด้วยความร้อน โดยใช้อุณหภูมิและอุปกรณ์ที่แตกต่าง
กัน  

 จากการน าสารสกัดใบขลู่ซึ่งสกัดด้วยความร้อนในสภาวะต่างกันโดยน ามาทดสอบคุณสมบัติของ
สารต้านอนุมูลอิสระและท าการเปรียบเทียบกับสารสกัดใบขลู่ที่ผ่านการเก็บรักษาสภาพ  ใบขลู่อบแห้ง
ระยะเวลา 3 เดือนโดยทดสอบถึงปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบีทั้งหมด ปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกท้ังหมด ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยท า
การทดสอบด้วยวิธี DPPH, ABTS, FRAP และความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(Tyrosinase) โดยมีผลการทดลองดังต่อไปนี้ 

1. การตรวจสอบสารฟีนอลิกท้ังหมดของสารสกัดจากใบขลู่ด้วยความร้อน โดยใช้อุณหภูมิและ
อุปกรณ์ที่แตกต่างกัน  

    ในการทดสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด โดยค านวณเทียบเท่าเป็นน้ าหนักสมมูล ของ
สารมาตรฐานกรดแกลลิก ( Gallic Acid Equivalent : GAE) จากกราฟมาตรฐานความเข้มข้นระหว่าง 0-
1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  พบว่าการสกัดใบขลู่ด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
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นาทีมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุดคือ 66.92 ± 2.21 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัม
ตัวอย่าง โดย การสกัดใบขลู่ด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันที่สกัดผ่านหัวชงเป็นเวลา 40 วินาทีมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดต่ าท่ีสุดคือ 9.29 ± 0.88 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่าง 
และสารสกัดท่ีสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณ ของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เท่ากับ 29.51 ± 
0.17 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่างดังแสดงในตารางที่ 12 และภาพที่ 22 ซึ่งปริมาณของ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดท่ีสกัดจากสภาวะต่างๆมีค่ามากกว่ารายงานการศึกษาของ MohdNazri และ
คณะ (2011)  ในการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดใบขลู่โดยใช้ตัวท าละลายคือ เอ
ทานอลในการสกัดพบว่า ค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากับ  56.287 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม
ตัวอย่าง  และผลการศึกษาของ Andarwulan และคณะ(2010) ได้ศึกษาถึงปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดและความสา มารถในการต้านอนุมูลอิสระในผักที่นิยมบริโภคในประเทศอินโดนีเซียพบว่าสารสกัด
จากใบขลู่ที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95  มีปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากับ 
0.831±0.129 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่างและเมื่อ ท าการเปรียบเทียบกับสารสกัดใบขลู่
ที่ผ่านการเก็บรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งเป็นระยะเวลา 3 เดือนพบว่าสารสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาสกัด10 นาทีมีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุดคือ  62.08 ± 
1.31 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่างโดยสารสกัด ใบขลู่ที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วย
แรงดันที่สกัดผ่านหัวชง ระยะเวลา 160 วินาที มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดต่ าท่ีสุดคือ 5.17 ± 
1.31 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่างและสารสกัดท่ีสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดคือ 28.90 ± 0.37 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่าง  ดังแสดงภาพที่ 
23 จากการทดสอบ หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดท่ีสกัดด้วยน้ าร้อน พบว่าการเพ่ิมอุณหภูมิและ
ระยะเวลาในการสกัดใบขลู่มีผลท าให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเพ่ิมข้ึน จาก การทดสอบ
เปรียบเทียบสารสกัดจากใบขลู่ที่ผ่านการเก็บรักษาสภาพเป็นเวลา 3 เดือนพบว่า มีค่าปริมาณ ของ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ     
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ตารางท่ี 12 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน และหลังจากเก็บรักษา
ใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน 

เครื่องมือสกัด 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาที) 

มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่าง 
เริ่มทดลอง เก็บรักษา 3 เดือน 

 
 
 
 
 

กาต้มน้ าไฟฟ้า 
 

 
60 

3.00 46.11c ± 1.40 47.74f ± 0.18 
5.00 44.16c ± 1.62 48.76fg ± 1.75 
8.00 45.06c ± 2.03 49.84gh ± 0.41 
10.00 44.45c ± 0.58 50.44hi ± 0.71 

 
80 

3.00 49.91d ± 1.16 51.33ij ± 0.65 
5.00 52.02de ± 1.55 52.44jk ± 0.26 
8.00 58.67f ± 2.89 53.41kl ± 0.33 
10.00 53.98e ± 3.14 54.74l ± 0.45 

 
100 

3.00 65.83gh ± 0.87 60.27n ± 1.18 
5.00 63.79g ± 0.20 61.10no ± 1.47 
8.00 64.79gh ± 1.12 56.26m ± 0.22 
10.00 66.92h ± 2.21 62.08o ± 1.31 

 
เครื่องชงกาแฟ 

อัตโนมัติด้วยแรงดัน 

 
65 

40* 9.29a ± 0.88 12.43b ± 0.19 
80* 44.42c ± 0.80 33.07e ± 0.30 
120* 30.06b ± 0.76 20.86c ± 0.38 
160* 8.30a ± 0.96 5.17a ± 1.31 

เครื่องชงกาแฟแบบหยด 68 1.00 29.51b ± 0.17 28.90d ± 0.37 

หมายเหตุ * หน่วยเป็นวินาที 
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 ภาพที่ 22 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง 
      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 80ºC)       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 100ºC ) 
       (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 

 
ภาพที่ 23 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่ 3 เดือน 
      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 100ºC ) 
      (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 
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2. การตรวจสอบคุณสมบัติทางพฤษเคมี โดยตรวจสอบสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด และ
สารประกอบคลอโรฟิลล์ของสารสกัดจากใบขลู่อบแห้งด้วยความร้อน 

2.1 ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอท้ังหมดของสารสกัดจากใบขลู่ 

 ใน การตรวจสอบปริมาณ สารประกอบคลอโรฟิลล์เอของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัด ด้วยน้ าร้อนที่
อุณหภูมิและระยะเวลาที่ แตกต่างกันโดยพบว่าการสกัด ใบขลู่ที่ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 
นาท ีมีปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอมากที่สุดคือ 50.62±0.96 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง โดยปริมาณ
คลอโรฟิลล์เอมีแนวโน้มลดลงเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการสกัด  (ตารางที่ 13) จะเห็นได้จากผลของ
การสกัดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาทีให้ปริมาณคลอโรฟิลล์เอน้อยที่สุดคือ  
24.47±0.90 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง ในส่วนของการ สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน พบว่า
สารทีส่กัดผ่านหัวชงในระยะเวลาต่างๆให้ปริมาณคลอโรฟิลล์เอที่แตกต่างกัน (ภาพที่ 24) 

ตารางท่ี 13 ปริมาณคลอโรฟิลล์เอของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน และหลังจากเก็บรักษาใบขลู่อบแห้ง
ระยะเวลา 3 เดือน 

เครื่องมือสกัด 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาท)ี 

ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง 
เริ่มทดลอง เก็บรักษา 3 เดือน 

 
 
 
 
 

กาต้มน้ าไฟฟ้า 
 

 
60 

3.00 50.62j ±0.96 28.92k ±0.56 
5.00 42.27i ±0.86 28.64k ±0.05 
8.00 43.41i ±0.45 27.94j ±0.75 
10.00    40.16h ±0.58  28.29jk ±0.22 

 
80 

3.00 36.38g ±0.64 26.58i ±0.24 
5.00 33.12f ±1.08  25.89h ±0.35 
8.00 34.28f ±0.90 26.70i ±0.04 
10.00 37.73g ±1.11  26.13hi ±0.72 

 
100 

3.00 26.18e ±1.06 20.77g ±0.08 
5.00 25.14de ±1.27 20.76g ±0.32 
8.00 26.34e ±0.98 20.48g ±0.57 
10.00 24.47d ±0.90 19.18f ±0.27 

 
เครื่องชงกาแฟ 

อัตโนมัติด้วยแรงดัน 

 
65 

40* 3.60a ±0.07   0.31a ±0.14 
80* 20.87c ±0.84 9.56e ±0.27 
120* 10.52b ±0.34 3.47c ±0.13 
160* 2.30a ±0.29 1.27b ±0.13 

เครื่องชงกาแฟแบบ
หยด 

 
68 

 
1.00 9.79b ±0.30 6.48d ±0.11 

หมายเหตุ  * หน่วยเป็นวินาท ี
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ภาพที่ 24  ปริมาณคลอโรฟิลล์เอของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง 
       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่100ºC) 
     (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)    (*หน่วยเป็นวินาที) 

โดยสารสกัดท่ีสกัดผ่านหัวชงระยะเวลา 40 วินาทีมีปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอทั้งหมด 3.60 ± 0.07 
ไมโคร กรัมต่อ กรัมตัวอย่าง ส าหรับสารสกัดท่ีผ่านหัวชงระยะเวลา 80วินาทีให้ปริมาณสารประกอบ
คลอโรฟิลล์เอมากที่สุดคือ 20.87 ± 0.84 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง และเมื่อสกัดต่อไปเรื่อยๆพบว่า
ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอมีแนวโน้มลดลงโดยสารสกัดที่สกัดผ่านหัวชงระยะ เวลา 160 วินาที มี
ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอน้อยที่สุดคือ 2.30 ± 0.29 ไมโครกรัมต่อกรัม ส าหรับสารสกัดที่สกัดด้วย
เครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์ เอเท่ากับ  9.79± 0.30 ไมโครกรัมต่อกรัม
ตัวอย่าง และเม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดใบขลู่ที่ผ่านการเก็บรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งเป็นระยะเวลา 3 
เดือนดังแสดงในภาพที่ 2 5 พบว่าสารสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาทีมี
ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอสูงที่สุด คือ 28.92± 0.56 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง โดยสารสกัดท่ีสกัด
ด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันที่สกัดผ่านหัวชงเป็นเวลา 40 วินาที  มีปริมาณสารประกอบ
คลอโรฟิลล์ เอต่ าที่สุดคือ 0.31± 0.14 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง และสารสกัดท่ีสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟ
แบบหยดมีปริมาณของสารประกอบคลอโรฟิลล์เอเท่ากับ 6.48 ± 0.11 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง  
2.2 ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์บีทั้งหมดของสารสกัดจากใบขลู่ 

   ใน การตรวจสอบปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์บีของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัด ด้วยน้ าร้อนที่
อุณหภูมิและระยะเวลาที่ แตกต่างกันโดยพบว่า มีแนวโน้มเช่นเดียวกับปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอ 
โดยการสกัดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 นาทีมีปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์ บีทั้งหมด
มากที่สุดคือ 147.29 ± 1.90 ไมโครกรัมตอ่กรัมตัวอย่าง โดยปริมาณคลอโรฟิลล์บีมีปริมาณลดลงเมื่อเพ่ิม 
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ภาพที่ 25 ปริมาณคลอโรฟิลล์เอของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่ 3 เดือน 
        (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่100ºC ) 
        (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 

          

อุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการสกัดดังแสดงในตารางที่ 14 จะเห็นได้จากผลของการสกัดท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที ส่งผลให้มีปริมาณคลอโรฟิลล์บีน้อยที่สุดคือ  63.54± 2.55 ไมโครกรัมต่อกรัม
ตัวอย่าง ในส่วนของการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันพบว่าสารที่สกัดผ่านหัวชงในระยะเวลา
ต่างๆให้ปริมาณคลอโรฟิลล์บีที่แตกต่างกันดังแสดงในภาพที่ 26 โดยสารสกัดท่ีสกัดผ่านหัวชงระยะเวลา 40 
วินาที มีปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์บีทั้งหมด 8.50 ± 0.48 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง ส าหรับสาร
สกัดที่ผ่านหัวชงระยะเวลา 80 วินาที ให้ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์บีมากที่สุดคือ 54.52 ± 1.57 
ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง และเมื่อสกัดต่อไปเรื่อยๆพบว่าปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์บีมีแนวโน้ม
ลดลงโดยสารสกัดที่สกัดผ่านหัวชงระยะ เวลา 160 วินาที มีปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์ บีน้อยที่สุดคือ 
6.86 ± 0.46 ไมโครกรัมต่อกรัม ส าหรับสารสกัดที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณสารประกอบ
คลอโรฟิลล์บี คือ 26.85 ± 0.83 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง และเม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดใบขลู่ที่ผ่าน
การเก็บรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งเป็นระยะเวลา 3 เดือน ดังแสดงในภาพที่ 27 พบว่าสารสกัดด้วยน้ าร้อนที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที มีปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์ บีสูงที่สุด คือ 84.18 ± 
0.38 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง โดยสารสกัดท่ีสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันที่สกัดผ่านหัวชง
เป็นเวลา 40วินาท ีมีปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์ บีต่ าที่สุดคือ 3.07 ± 0.30 ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง 
และสารสกัดท่ีสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณ ของสารประกอบคลอโรฟิลล์ บี เท่ากับ  20.02± 
0.43 ไมโครกรัมต่อ กรัมตัวอย่าง จากการทดสอบเบื้องต้นพบว่าการเก็บรักษาสภาพ ใบขลู่อบแห้งเป็น
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ระยะเวลา 3 เดือนส่งผลต่อปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบี มีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานของวาริชัย พิมพ์บุตร และคณะ (2011) ได้ศึกษาถึงผลของการเก็บรักษาสภาพใบขลู่ ที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสควบคุมความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ  65  เป็นระยะเวลา 7 วัน น าการตรวจสอบถึง
ปริมาณคลอโรฟิลล์ทุกๆ 3 วัน โดยสกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 80 พบว่าปริมาณ
คลอโรฟิลล์ทั้งหมดเริ่มต้นมีค่า 257.62 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้งและเมื่อผ่านการเก็บรักษาสภาพที่ 3 
วันพบว่ามีปริมาณคลอโรฟิลล์ทั้งหมด  245.62 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง แสดงให้เห็นว่าปริมาณของ
สารประกอบคลอโรฟิลล์ทั้งหมดมีค่าลดลงเมื่อเวลาผ่านไปเนื่องจากการเสื่อมสภาพตามระยะเวลาของการ
เก็บรักษา 

ตารางท่ี 14 ปริมาณคลอโรฟิลล์บีของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน และหลังจากเก็บรักษาใบขลู่อบแห้ง
ระยะเวลา 3 เดือน 

เครื่องมือสกัด 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาท)ี 

ไมโครกรัมต่อกรัมตัวอย่าง 
เริ่มทดลอง เก็บรักษา 3 เดือน 

 
 
 
 
 

กาต้มน้ าไฟฟ้า 
 

 
60 

3.00 147.29k ± 1.90 84.18k ±0.38 
5.00 121.29i ±2.35 82.80j ±0.26 
8.00 125.34j ±0.45 79.54i ±1.75 
10.00 115.87h ±1.75 80.36i ±0.39 

 
80 

3.00 103.16g ±2.13 75.85g ±0.37 
5.00 93.72f ±2.54 73.34g ±0.24 
8.00 93.47f ±1.72 75.38h ±0.42 
10.00 104.61g ±2.27 73.37g ±1.80 

 
100 

3.00 69.16e ±2.42 59.49f ±0.29 
5.00 66.77de ±3.66 58.88f ±0.06 
8.00 67.99e ±2.10 58.38f ±0.84 
10.00 63.54d ±2.55 54.89e ±0.52 

 
เครื่องชงกาแฟ 

อัตโนมัติด้วยแรงดัน 

 
65 

40* 8.50a ±0.48 3.07a ±0.30 
80* 54.52c ±1.57 29.95d ±0.60 
120* 27.95b ±0.58 10.79b ±0.35 
160* 6.86a ±0.46 3.78a ±0.48 

เครื่องชงกาแฟแบบหยด 68 1.00 26.85b ±0.83 20.02c ±0.43 
หมายเหตุ * หน่วยเป็นวินาท ี
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ภาพที่ 26 ปริมาณคลอโรฟิลล์บีของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง 
       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      ( กาต้มน้ าไฟฟ้าที่80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่100ºC ) 
      ( เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       ( เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 

 

ภาพที่ 27 ปริมาณคลอโรฟิลล์บีของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่ 3 เดือน 

       ( กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      ( กาต้มน้ าไฟฟ้าที่80ºC )       ( กาต้มน้ าไฟฟ้าที่100ºC ) 
     ( เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       ( เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 
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     2.3 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดจากใบขลู่ 

จากการทดสอบปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดในสภาวะ
ต่างกันโดยปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดค านวณเทียบเท่าเป็นน้ าหนักสมมู ลสารมาตรฐานคาที
ชินจากกราฟมาตรฐานความเข้มข้นระหว่าง 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดด้วยน้ าร้อนที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาทีมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดสูงที่สุด คือ 58.83 
± 0.32 มิลลิกรัมสมมูลคาทีชินต่อกรัมตัวอย่างดังแสดงในตารางที่ 15 ส าหรับการสกัด ด้วยเครื่องชงกาแฟ
อัตโนมัติด้วยแรงดันพบว่าสารสกัดที่ผ่านหัวชงระยะแรกท่ีเวลา 80 วินาที ให้ปริมาณของสารประกอบฟลา
โวนอยด์ท้ังหมดสูงที่สุดคือ 38.33 ± 0.42 มิลลิกรัมสมมูลคาทีชินต่อกรัมตัวอย่าง  ส่วนสารสกัดท่ีผ่านหัวชง
ระยะเวลา 120 และ 160 วินาที มีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท่ีลดลงอย่างชัดเจน ดังแสดงในภาพที่ 
28 และสารสกัดที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดคือ 24.22 ± 
0.33 มิลลิกรัมสมมูลคาทีชินต่อกรัมตัวอย่าง  และเม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดใบขลู่ที่ผ่านการเก็บรักษา
สภาพใบขลู่อบแห้งเป็นระยะเวลา 3 เดือน พบว่าสารสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 นาท ีมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดสูงที่สุด คือ 55.71 ± 1.85 มิลลิกรัมสมมูลคาทีชิน
ต่อกรัมตัวอย่าง  โดยสารสกัดท่ีสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันที่สกัดผ่านหัวชงเป็นเวลา 80 
วินาที มีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด สูงที่สุดเท่ากับ 23.45 ± 0.71 มิลลิกรัมสมมูลคาทีชินต่อ
กรัมตัวอย่าง แต่สารสกัดท่ีผ่านหัวชงระยะเวลา 40 วินาที ให้ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ต่ าท่ีสุดเมื่อ
เปรียบเทียบค่าเริ่มต้นและหลังจากการเก็บรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน ส่วน สารสกัดที่สกัด
ด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดคือ 24.47 ± 0.03 มิลลิกรัมสมมูล
คาทีชินต่อกรัมตัวอย่าง ดังแสดงในภาพที่ 29 จะเห็นได้ว่าการเพ่ิมอุณหภูมิและระยะเวลาในการสกัดใบขลู่มี
ผลท าให้ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดเพ่ิมข้ึน และการทดสอบเปรียบเทียบสารสกัดจากใบขลู่ที่
ผ่านการเก็บรักษาสภาพเป็นเวลา 3 เดือน พบว่าค่าปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดไม่แตกต่างกัน
จากการศึกษาถึงการสกัดด้วยน้ าร้อนในสภาวะต่างๆ ข้างต้นถึงปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดซึ่ง
ค่าท่ีได้มีความสอดคล้องกับรายงานผลการวิจัยของ  Jonathan และคณะ (2012) ในการศึกษาถึงปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดจากใบขลู่และรากขลู่ เพื่อน าสารสกัดหยาบไปศึกษาถึงฤทธิ์
ในการต้านการอักเสบฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจ านวนและการเคลื่อนย้ายของเซลล์มะเร็ง และทดสอบถึงสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพพบว่า สารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 78-80 องศาเซลเซียสให้ปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ เท่ากับ 40.4 ± 0.3 มิลลิกรัมต่อกรัมตัวอย่าง  โดยที่ในรากขลู่ไม่พบ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ 
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ตารางท่ี 15 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน และหลังจากเก็บ
รักษาใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน 

เครื่องมือสกัด 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาที) 

มิลลิกรัมสมมูลคาทีชินต่อกรัมตัวอย่าง 
เริ่มทดลอง เก็บรักษา 3 เดือน 

 
 
 
 
 

กาต้มน้ าไฟฟ้า 
 

 
60 

3.00  42.02f ± 0.22 37.98e ± 1.10 
5.00  41.00e ± 0.15 38.16e ± 1.14 
8.00  41.03e ± 0.36 38.98e ± 0.41 
10.00 38.79d ± 0.17 38.16e ± 0.55 

 
80 

3.00 49.93g ± 0.31 42.97f ± 0.57 
5.00 52.34h ± 0.41 46.07g ± 1.23 
8.00 51.92h ± 1.38 45.87g ± 0.77 
10.00   52.74h ± 0.44 42.70f ± 0.84 

 
100 

3.00 58.68j ± 0.63 55.71j ± 1.85 
5.00 58.83j ± 0.32 52.56i ± 0.26 
8.00 52.19h ± 0.46 54.68j ± 0.66 
10.00 56.72i ± 0.68 50.39h ± 0.22 

 
เครื่องชงกาแฟ 

อัตโนมัติด้วยแรงดัน 

 
65 

40* 25.03c ± 1.26 7.16b ± 1.03 
80* 38.33d ± 0.42 23.45d ± 0.71 
120* 17.32b ± 0.02 11.81c ± 0.61 
160* 10.84a ± 0.02 3.38a ± 0.38 

เครื่องชงกาแฟแบบหยด 68 1.00 24.22c ± 0.33 24.47d ± 0.03 

หมายเหตุ * หน่วยเป็นวินาที 
-ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ย (±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า 
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ภาพที่ 28 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง  
       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่100ºC ) 
      (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 

 

ภาพที่ 29 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่ 3 เดือน 
     (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 100ºC ) 
      (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 
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3. การเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่โดยใช้ความร้อนที่
อุณหภูมิและอุปกรณ์ที่แตกต่างกัน  

   3.1 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

จากการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัด
ในสภาวะต่างกัน คือ การสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิและเวลาที่แตกต่างกัน การสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟ
อัตโนมัติด้วยแรงดัน และการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยด ซึ่งค่าที่ได้คิดเทียบเป็นสมมูลของสารละลาย
โทรลอกซ์ จากกราฟมาตรฐานโทรลอกซ์ที่ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  พบว่าสารสกัดใบขลู่
ที่สกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสระยะเวลา 3 ถึง 10 นาที มีความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระสูงสุดโดยให้ค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ  ส่วนสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส ระยะเวลา 3 ถึง 10 นาที มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ าท่ีสุด โดยค่าความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิและ ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดดังแสดงในตารางที่ 16 ในการ
สกัดสารจากใบขลู่ ด้วยเครื่อ งชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา สกัด 80 วินาที  ให้ฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระสูงสุดคือ  57.19 ± 1.47 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งมีค่าสูงกว่าการสกัดด้วย
เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา อ่ืนๆส าหรับเครื่องชงกาแฟแบบหยดให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระน้อยกว่าเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา สกัด 80 วินาทีโดยมีค่าเท่ากับ  37.95 ± 0.17 
มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง  ดังแสดงในภาพที่ 30 เช่นเดียวกับค่าความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่เมื่อผ่านการเก็บรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน พบว่า
ตัวอย่างสารสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสระยะเวลา 3 ถึง 10 นาที มี
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดโดยให้ค่าไม่แตกต่างกันโดยสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อน
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 ถึง 10 นาที มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ าท่ีสุด 
ส าหรับสารสกัดที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา 80 วินาที และเครื่องชงกาแฟแบบ
หยดให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ เท่ากับ 56.11 ± 0.19 และ 33.51 ±0.43 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อ
กรัมตัวอย่าง  ตามล าดับ ดังแสดงในภาพที่ 31 ซ่ึง เมื่อน าเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดจากใบขลู่ เริ่มต้นและที่ผ่านการเก็บรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน พบว่าให้ฤทธิ์
ในการต้านอนุมูลอิสระไม่แตกต่างกันจากการศึกษาข้างต้นท าให้ทราบว่าใบขลู่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี DPPH สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Andarwulanและคณะ (2010) โดยการสกัดใบขลู่ด้วยตัวท า
ละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ  95  พบว่าให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 96.4± 15.2 ไมโคร
โมลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง และผลการศึกษาของ Srisookและคณะ (2012) ในศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระและการยับยั้งการอักเสบของสารสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนพบว่าการสกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที ให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เท่ากับ 23.8 ± 1.0 ไมโคร
โมลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง 
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ตารางท่ี 16 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH ของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน และ
หลังจากเก็บรักษาใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน 

เครื่องมือสกัด 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาที) 

มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง 
เริ่มทดลอง เก็บสภาพ 3 เดือน 

 
 
 
 
 

กาต้มน้ าไฟฟ้า 
 

 
60 

3.00 56.42c ± 1.40 54.46e ± 0.92 
5.00 56.18c ± 2.92 53.37d ± 1.56 
8.00 54.45c ± 0.86 56.95fg ± 0.24 
10.00 57.45c ± 0.50 57.39g ± 0.70 

 
80 

3.00 63.39d ± 2.81 62.57h ± 0.11 
5.00 67.28e ± 1.73 64.26i ± 0.11 
8.00 66.50e ± 0.43 63.15h ± 0.45 
10.00 63.61d ± 1.61 65.62j ± 0.14 

 
100 

3.00 71.23f ± 2.06 68.25k ± 0.09 
5.00 71.47f ± 0.58 67.90k ± 0.15 
8.00 71.57f ± 0.81 67.83k ± 0.01 
10.00 71.48f ± 0.61 68.19k ± 0.07 

 
เครื่องชงกาแฟ 

อัตโนมัติด้วยแรงดัน 

 
65 

40* 8.07a ± 1.85 12.30b ±0.24 
80* 57.19c ± 1.47 56.11f ± 0.19 
120* 38.14b ± 2.61 33.34c ± 0.05 
160* 7.67a ± 1.49 8.49a ± 0.28 

เครื่องชงกาแฟแบบหยด 68 1.00 37.95b ± 0.17 33.51c ±0.43 
หมายเหตุ* หน่วยเป็นวินาที 
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ภาพที่ 30 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง 
      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 100ºC ) 
      (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 
 

 

ภาพที่ 31 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่3 เดือน          
     (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 100ºC ) 
      (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 
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      3.2 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 

 จากการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTSของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดใน
สภาวะต่างกัน คือ การสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิและเวลาที่แตกต่างกัน การสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟ
อัตโนมัติด้วยแรงดัน และการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยด ซึ่งค่าที่ได้คิดเทียบเป็นสมมูลของสารละลาย
แอสคอบิก จากกราฟมาตรฐาน แอสคอบิก ที่ความเข้มข้น 0-80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  พบว่าตัวอย่างสาร
สกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  ระยะเวลาสกัด 3 ถึง 10 นาที มีความสามารถ
ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดโดยให้ค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติโดยสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อน
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสระยะเวลา 3 ถึง 10 นาที มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ าท่ีสุด ซ่ึงค่า
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการสกัด ดังแสดงในตารางที่ 
17 ในการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา ในการสกัด 80 วินาที ให้ฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระสูงสุดคือ  74.70 ± 1.16 มิลลิกรัมสมมูลแอสคอบิกต่อกรัมตัวอย่าง  เมื่อเทียบกับการสกัดด้วย
เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลาต่าง  ๆ ส่วนฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ที่สกัดด้วย เครื่องชง
กาแฟแบบหยดมีค่าเท่ากับ 48.34 ± 0.50 มิลลิกรัมสมมูลแอสคอบิกต่อกรัมตัวอย่าง  ดังแสดงในภาพที่ 32 
เช่นเดียวกับค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่เมื่อผ่านการรักษาสภาพใบขลู่
อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน พบว่า ตัวอย่างสารสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส
ระยะเวลา 3 ถึง 10 นาที มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดโดยให้ค่าไม่แตกต่างกัน อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ และสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อน ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 ถึง 
10 นาท ีมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ าท่ีสุด ส าหรับสารสกัดที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติ
ด้วยแรงดันระยะเวลา 80 วินาที ให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด มีค่าเท่ากับ 49.71 ± 0.45 มิลลิกรัม
สมมูลแอสคอบิกต่อกรัมตัวอย่าง  เมื่อเทียบกับการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา
ต่างๆ และฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ของสารสกัดท่ีสกัดด้วย เครื่องชงกาแฟแบบหยด มีค่า 41.10 ± 0.41 
มิลลิกรัมสมมูลแอสคอบิกต่อกรัมตัวอย่าง  ดังแสดงในภาพที่ 3 3 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบถึงความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดท่ีผ่านการเก็บรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือนเมื่อกับค่าการต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดใบขลู่เริ่มต้นพบว่าให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ จากผลการทดสอบดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากใบขลู่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี ABTS โดยสอดคล้องกับรายงานการศึกษาของ Andarwulanและคณะ (2010) ได้ท าการสกัดใบขลู่
โดยใช้เอทานอลเข้มข้นร้อยละ95  เป็นตัวท าละลายพบว่าให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี ABTS มีค่า
เท่ากับ 3.75 ±0.16 ไมโครโมลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง 
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ตารางท่ี 17 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อน และ
หลังจากเก็บรักษาใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน 

เครื่องมือสกัด 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาท)ี 

มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอบิกต่อกรัมตัวอย่าง 
เริ่มทดลอง เก็บรักษา 3 เดือน 

 
 
 
 
 

กาต้มน้ าไฟฟ้า 
 

 
60 

3.00 65.86de ±0.64 63.11f ± 0.09 
5.00 63.76d ±0.31 64.54g ± 1.26 
8.00 66.74e ±0.34 68.11h ± 1.06 
10.00 63.50d ±0.47 69.93i ± 0.22 

 
80 

3.00 73.57fg ±1.34 72.73j ± 0.24 
5.00 71.14f ±0.15 77.98k ± 0.98 
8.00 79.47h ±1.27 78.58k ± 0.20 
10.00 82.53i ±0.62 81.20l ± 0.16 

 
100 

3.00 101.96k ±1.52 94.99o ± 0.09 
5.00 104.93l ±0.63 97.82p ± 0.10 
8.00 95.76j ±2.14 93.38n ± 1.02 
10.00 100.25k ±0.88 89.57m ± 0.60 

 
เครื่องชงกาแฟ 

อัตโนมัติด้วยแรงดัน 

 
65 

40* 26.90a ±0.66 17.86b ± 0.40 
80* 74.70g ±1.16 49.71e ± 0.45 
120* 55.54c ± 2.44 30.59c ± 1.09 
160* 26.97a ±2.09 4.19a ± 0.93 

เครื่องชงกาแฟแบบหยด 68 1.00    48.34b ±0.50 41.10d ± 0.41 

หมายเหตุ * หน่วยเป็นวินาที 
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ภาพที ่32 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง 
      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )        (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่80ºC)       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่100ºC ) 
      (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 
 

 
ภาพที ่33 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่3 เดือน 
     (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 100ºC ) 
      (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 
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        3.3 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP 

    จากการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP โดยค่าท่ีได้คิดเทียบเป็ น
มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์รัสซัลเฟต ต่อกรัมตัวอย่างจากกราฟมาตรฐาน เฟอร์รัสซัลเฟตที่ความเข้มข้น 0 – 800 
ไมโครโมลต่อลิตร พบว่าตัวอย่างสารสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสระยะเวลา
สกัด 10 นาที มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด คือ 180.97 ± 7.17 มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์
รัสซัลเฟตต่อกรัมตัวอย่าง โดยสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา
สกัด 8 นาท ีมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ าท่ีสุดคือ 88.25± 0.64 มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์รัสซัลเฟต
ต่อกรัม ตัวอย่าง  โดยค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ มีแนวโน้ม เพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิและ
ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดดังแสดงในตารางที่ 18 ส าหรับฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของ สารสกัดใบขลู่ที่สกัด
ด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา 80 วินาที ให้ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงสุดมีค่าเท่ากับ  
127.40± 1.06 มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์รัสซัลเฟต ต่อกรัมตัวอย่าง  เมื่อเทียบกับการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟ
อัตโนมัติด้วยแรงดันทีร่ะยะเวลาต่างๆ ส าหรับการสกัดใบขลู่ด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดให้ฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระเท่ากับ 84.61± 1.06 มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมตัวอย่าง ดังแสดงในภาพที่ 3 4 และ
เมื่อทดสอบค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่เมื่อผ่านการรักษาสภาพใบขลู่
อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน พบว่ามีค่าการต้านอนุมูลอิสระลดลง โดย ตัวอย่างสารสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ า
ร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  ระยะเวลา10 นาที มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด คือ 
128.60 ± 3.08 มิลลิกรัมสมมูลเฟอรัสซัลเฟต ต่อกรัมตัวอย่าง ส่วนสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อน
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสระยะเวลา 3 นาทีมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ าท่ีสุด มีค่าเท่ากับ 
78.09± 1.94 มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์รัสซัลเฟต ต่อกรัมตัวอย่าง ส าหรับสารสกัดที่สกัดด้วยเครื่อ งชงกาแฟ
อัตโนมัติด้วยแรงดันให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด ที่ระยะเวลา 80 วินาที โดยมีค่าเท่ากับ  73.09 ± 
4.81 มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมตัวอย่าง โดยมีค่าลดลงเมื่อระยะเวลาในการสกัดเพ่ิมข้ึนส่วนการ
สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ เท่ากับ 57.28± 1.08 มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์
รัสซัลเฟต ต่อกรัมตัวอย่าง  ดังแสดงในภาพที่ 35 ซ่ึง เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดจากใบขลู่ที่เริ่มต้นและที่ผ่านการเก็บรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือนพบว่าให้ฤทธิ์
ในการต้านอนุมูลอิสระ ลดลงจากผลการทดลองท าให้ทราบว่าสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยมีความสามารถ
ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Andarwulanและคณะ (2010) ได้
ท าการสกัดใบขลู่ โดยการสกัดด้วย เอทานอล ความเข้มข้นร้อยละ95  พบว่า มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ
เทียบเท่ากับโทรลอกซ์ 81.1 ± 0.6 ไมโครโมลต่อกรัมตัวอย่าง 
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ตารางท่ี 18 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ของสารสกัดใบขลู่ด้วยความร้อนและ
หลังจากเก็บรักษาใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน 

เครื่องมือสกัด 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาท)ี 

มิลลิกรัมสมมูลเฟอร์รัสซัลเฟต 
ต่อกรัมตัวอย่าง 

เริ่มทดลอง เก็บรักษา 3 เดือน 
 
 
 
 
 

กาต้มน้ าไฟฟ้า 
 

 
60 

3.00 90.16d ± 2.95 78.09e ± 1.94 
5.00 107.39e ± 0.24 92.31g ± 2.14 
8.00 88.25cd ± 0.64 88.30f ± 0.33 
10.00 113.34f ± 2.82 98.02h ± 1.05 

 
80 

3.00 127.16h ± 1.13 124.61j ±1.43 
5.00 130.85h ± 0.21 110.78i ± 1.53 
8.00 111.47f ± 3.30 124.31j ± 0.45 
10.00 121.04g ± 0.68 128.86k ± 0.36 

 
100 

3.00 131.29h ± 1.42 130.07k ± 0.48 
5.00 167.49i ± 0.71 129.75k ± 1.91 
8.00 168.92i ± 1.09 143.81l ± 2.23 
10.00 180.97j ± 7.17 128.60k ± 3.08 

 
เครื่องชงกาแฟ 

อัตโนมัติด้วยแรงดัน 

 
65 

40* 69.57b ± 1.03 5.47a ± 0.74 
80* 127.40h ± 1.06 73.09d ± 4.81 
120* 85.42c ± 2.50 55.03c ± 1.18 
160* 56.74a ± 1.66 24.70b ± 1.54 

เครื่องชงกาแฟแบบหยด 68 1.00 84.61c ± 1.06 57.28c ± 1.08 

หมายเหตุ * หน่วยเป็นวินาที 
-ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ย (±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า 
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ภาพที ่34 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ของสารสกัดใบขลู่ที่เริ่มการทดลอง 
     (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )      (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่100ºC ) 
     (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 

 
ภาพที ่35  ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ของสารสกัดใบขลู่หลังเก็บรักษาสภาพที่ 3 เดือน 
     (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 60ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 80ºC )       (กาต้มน้ าไฟฟ้าที่ 100ºC ) 
     (เครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน)       (เครื่องชงกาแฟแบบหยด)(* หน่วยเป็นวินาที) 
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4. ความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinaes) ของสารสกัดจากใบขลู่ 

      ในการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยมี L-dopa เป็นสารตั้งต้นและ
เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นตัวเร่งการเกิดปฏิกิริยาในการสังเคราะห์เป็นสารโดปาควิโนนและเปลี่ยนเป็นโดปา
โครมซึ่งมีสีส้มแดง โดยใช้ สารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลาที่
ใช้ในการสกัด  10 นาที ซึ่งเป็นตัวแทนของสารสกัดจากใบขลู่ที่มีปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดจากการทดสอบด้วยวิธีต่างๆข้างต้น น ามาเป็นสารยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยค่าท่ีได้คิดเทียบกับสมมูลสารมาตรฐานกรดโคจิก ( kojic acid) ซึ่งเป็นชุด
ควบคุมเชิงบวกท่ีระดับความเข้มข้น 0.1 – 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีลักษณะของค่าการดูดกลืนแสงที่
ลดลงเมื่อเพ่ิมระดับความเข้มข้นของกรดโคจิกซึ่ง แสดงในภาพที่ 36 โดยการทดสอบพบว่าสารสกัดจากใบ
ขลู่ที่ความเข้มข้นต่างๆ ไม่มีความสามารถในการยับยั้ง การท างานของ เอนไซม์ไทโรซิเนส เมื่อเทียบกับชุด
ควบคุมท่ีไม่มีการเติมสารสกัดจากใบขลู่ดังแสดงในภาพที่  37 

 

ภาพที ่36  รูปแบบการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารยับยั้งมาตรฐาน kojic acid ที่ระดับความเข้มข้น
ต่างๆ 

       คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น       
       คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น + กรดโคจิกที่ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร      
       คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น + กรดโคจิกที่ความเข้มข้น 0.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
       คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น + กรดโคจิกที่ความเข้มข้น 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร      
       คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น + กรดโคจิกที่ความเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร      
       คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น + กรดโคจิกที่ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ภาพที ่37  รูปแบบการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดจากใบขลู่ทีส่กัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ100 องศา
เซลเซียสระยะเวลา 10 นาทีที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 

        คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น (ชุดควบคุม) 
        คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น + สารสกัดจากใบขลู่ที่เจือจาง   10  เท่า 
        คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น + สารสกัดจากใบขลู่ที่เจือจาง  100  เท่า 
        คือ เอนไซม์ + สารตั้งต้น + สารสกัดจากใบขลู่ที่เจือจาง 1,000 เท่า  

ตอนที่ 2 การตรวจสอบสารสกัดของใบขลู่อบแห้งและผงใบขลู่อบแห้งท่ีผ่านการเก็บรักษาด้วยน้ าร้อนที่ 
100 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาแตกต่างกัน 

 จากการศึกษาการสกัดด้วยน้ าร้อน ในตอนที่ 1 พบว่า การสกัดโดยใช้กาต้มน้ าให้มีอุณภูมิของน้ า
ร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 - 10 นาที ให้ค่าปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสูงไม่แตกต่างกัน 
และมีค่าสูงกว่าการสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิอ่ืน ๆ และการสกัดด้วยการใช้เครื่อมือสกัดกาแฟด้วยไออัด 
และเครื่องต้มกาแฟแบบหยด  ดังนั้นในตอนที่ 2 จึงเลือกเฉพาะการสกัดด้วยน้ าเดือดที่ อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส มาท าการทดลองในการสกัดสารจากใบขลู่ที่ผ่านการเก็บรักษาเป็นเวลา 9 เดือน และ 12 เดือน 
มาเปรียบเทียบระหว่างใบขลู่อบและผงใบขลู่บด  โดยมีผลการศึกษาดังนี้ 

1. การตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดของสารสกัดจากใบขลู่ท่ีผ่านการเก็บรักษา
ในรูปแบบแตกต่างกัน 

  จากการทดสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจากใบขลู่อบและผงใบขลู่อบที่
สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาที่แตกต่างกัน  คือ 3, 10, 20, 30 และ 60 
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นาที โ ดยค านวณเทียบเท่าเป็นน้ าหนักสมมูลของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic Acid Equivalent: 
GAE) จากกราฟมาตรฐานความเข้มข้นระหว่าง 0-1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดจากใบขลู่
อบที่ผ่านการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 9 เดือน โดยสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
60 นาที มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากับ  24.25 ± 0.17 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัม
ตัวอย่าง ซึ่งมีค่าน้อยกว่าเมื่อเทียบกับสารสกัดด้วยน้ าร้อนของใบขลู่อบที่เก็บรักษาเป็นระยะเวลาเวลา 12 
เดือน ที่ระยะเวลาในการสกัดเท่ากันคือ 26.27 ± 0.00 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่างดังแสดง
ในตารางที่ 19  ส าหรับสารสกัดจากผงใบขลู่อบท่ีผ่านการเก็บรักษาใบขลู่อบระยะเวลา 9 เดือนที่สกัดด้วย
น้ าร้อนเป็นเวลา 60 นาทีมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุดคือ 73.95 ± 0.46 มิลลิกรัมสมมูล
กรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่าง และมีค่าสูงกว่าเมื่อเทียบกับสารสกัดด้วยน้ าร้อนของใบขลู่อบที่เก็บรักษาเป็น
ระยะ เวลา 12 เดือนที่ระยะเวลาในการสกัดเท่ากันคือ 67.18 ± 0.61 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัม
ตัวอย่าง ดังแสดงในภาพที่ 38  ซึ่งปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดท่ีสกัดจากใบขลู่อบและผงใบขลู่อบมี
ค่ามากว่ารายงานการศึกษาของ Andarwulan และคณะ (2010) ได้ศึกษาถึงปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดและความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในผักท่ีนิยมบริโภคในประเทศอินโดนีเซีย  พบว่าสารสกัด
จากใบขลู่ที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 มีปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากับ 
0.831 ± 0.129 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่าง จากการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกท้ังหมดที่สกัดด้วยน้ าร้อนพบว่าการเพ่ิมระยะเวลาในการสกัดการบดใบขลู่ให้ละเอียดมีผลท าให้
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเพ่ิมข้ึน และการทดสอบเปรียบเทียบสารสกัดจากใบขลู่ที่ผ่านการเก็บ
รักษาสภาพเป็นเวลา 12 เดือน พบว่ามีค่าปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ 

ตารางท่ี 19 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้ าร้อน 
หลังจากการเก็บรักษาใบขลู่แห้งระยะเวลา 9 เดือน และ 12 เดือน 

สารสกัดใบขลู่ เวลา (นาท)ี 
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

(มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมตัวอย่าง) 
เก็บรักษา 9 เดือน เก็บรักษา 12 เดือน 

ใบขลู่อบ 

3 3.85a ± 0.00 4.25a ± 0.17 
10 8.60b ± 0.17 10.31c ± 0.17 
20 16.27e ± 0.00 13.34d ± 0.17 
30 18.50f ± 0.17 22.13g ± 0.17 
60 24.25h ± 0.17 26.27i ± 0.00 

ผงใบขลู่อบ 

3 65.87k ± 0.35 68.19m ± 0.46 
10 64.25j ± 1.83 66.68kl ± 0.17 
20 64.15j ± 0.30 66.48kl ± 0.46 
30 66.17k ± 0.76 65.77k ± 0.63 
60 73.95n ± 0.46 67.18l ± 0.61 

หมายเหตุ - ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ย (±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า  
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เวลา(นาท)ี  
ภาพที่ 38 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้ าร้อน หลังจาก
การเก็บรักษาใบขลู่แห้งระยะเวลา 9 เดือน และ 12 เดือน 
 

2. การตรวจสอบปริมาณสารพฤกษเคมีของของสารสกัดจากใบขลู่ท่ีผ่านการเก็บรักษาในรูปแบบ
แตกต่างกัน 

 
2.1 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 

   จากการทดสอบปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของสารสกัดจากใบขลู่อบและผงใบขลู่
อบที่สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาที่แตกต่างกัน  คือ 3, 10, 20, 30 และ 
60 นาท ี โดยปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดค านวณเทียบเท่าเป็นน้ าหนักสมมูลสารมาตรฐานคา
ทีชินจากกราฟมาตรฐานความเข้มข้นระหว่าง 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดจากใบขลู่อบที่
ผ่านการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 9 เดือนโดยสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100  องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 
นาทีมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดเท่ากับ 33.52 ± 0.99 มิลลิกรัมสมมูลคาทีชินต่อกรัม
ตัวอย่าง ซึ่งมีค่าน้อยกว่าเมื่อเทียบกับสารสกัดด้วยน้ าร้อนของใบขลู่อบที่เก็บรักษาเป็นระยะเวลาเวลา 12 
เดือนที่ระยะเวลาในการสกัดเท่ากันคือ 34.04 ± 0.39 มิลลิกรัมสมมูลคาทีชินต่อกรัมตัวอย่างดังแสดงใน
ตารางที่ 20  ส่วนสารสกัดจากผงใบขลู่อบท่ีผ่านการเก็บรักษาใบขลู่อบระยะเวลา 9 เดือนที่สกัดด้วยน้ าร้อน
เป็นเวลา 60 นาทีมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดสูงที่สุดคือ 126.98 ± 1.11 มิลลิกรัมสมมูลคา
ทีชินต่อกรัมตัวอย่าง มีค่ามากกว่าเมื่อเทียบกับสารสกัดด้วยน้ าร้อนของใบขลู่อบที่เก็บรักษาเป็นระยะเวลา
เวลา 12 เดือนที่ระยะเวลาในการสกัดเท่ากันคือ 85.02 ± 2.39 มิลลิกรัมสมมูลคาทีชินต่อกรัมตัวอย่าง จะ
เห็นได้ว่าการเพิ่มของระยะเวลาในการสกัดการบดใบขลู่ให้ละเอียดมีผลท าให้ปริมาณสารประกอบฟลาโว
นอยดท์ั้งหมดเพ่ิมข้ึนอย่างเห็นได้ชัดดังแสดงในภาพที่ 39  เมื่อเทียบสารสกัดจากใบขลู่ที่ผ่านการเก็บรักษา
สภาพเป็นเวลา 12 เดือน พบว่ามีค่าปริมาณของสารประกอบฟลาโวนอยด์ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิต ิจากการศึกษาถึงการสกัดด้วยน้ าร้อนในลักษณะต่างๆ ข้างต้นถึงปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดซึ่งค่าท่ีได้มีความสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Cho และคณะ (2012) ทีท่ าการศึกษาถึง
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สารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดหยาบใบขลู่และรากขลู่ โดยน าไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้ง
การเจริญของเซลล์มะเร็งสมองและเซลล์มะเร็งปากมดลูก และทดสอบถึงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพพบว่าสาร
สกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 78-80 องศาเซลเซียส  ให้ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ 
เท่ากับ 40.4 ± 0.3 มิลลิกรัมต่อกรัมตัวอย่าง 

ตารางท่ี 20  ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้ าร้อน หลังจาก
การเก็บรักษาใบขลู่แห้งระยะเวลา 9 เดือน และ 12 เดือน 

สารสกัดใบขลู่ เวลา (นาท)ี 
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

(มิลลิกรัมสมมูลคาทิชินต่อกรัมตัวอย่าง) 
เก็บรักษา 9 เดือน เก็บรักษา 12 เดือน 

ใบขลู่อบ 

3 5.41a ± 0.00 6.98a ± 0.00 
10 12.47b ± 0.68 14.69b ± 0.23 
20 22.41d ± 0.91 18.75c ± 0.39 
30 25.28e ± 0.60 30.38f ± 1.48 
60 33.52g ± 0.99 34.04g ± 0.39 

ผงใบขลู่อบ 

3 79.40hi ± 2.36 84.23kl ± 2.18 
10 77.43h ± 0.82 82.54jkl ± 1.13 
20 79.92hij ± 2.72 83.06kl ± 1.04 
30 81.49ijk ± 1.57 81.88ijk ± 2.04 
60 126.98m ± 1.11 85.02l ± 2.39 

หมายเหตุ - ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ย (±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า  
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เวลา(นาที)  
ภาพที่ 39 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้ าร้อน หลังจากการ
เก็บรักษาใบขลู่แห้งระยะเวลา 9 เดือน และ 12 เดือน 
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2.2 ปริมาณสารประกอบแทนนิน 

      จากการทดสอบปริมาณสารประกอบแทนนินทั้งหมดของสารสกัดจากใบขลู่อบและผงใบขลู่อบ
ที่สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาที่แตกต่างกัน  คือ 3, 10, 20, 30 และ 60 
นาท ี โดยปริมาณสารประกอบแทนนินทั้งหมดค านวณเทียบเท่าเป็นน้ าหนักสมมูลสารมาตรฐานกรดแทนนิก 
จากกราฟมาตรฐานความเข้มข้นระหว่าง 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า สารสกัดจากใบขลู่อบที่ผ่าน
การเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 9 เดือนโดยสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 นาที 
มีปริมาณสารประกอบแทนนินทั้งหมดเท่ากับ 29.51 ± 0.10 มิลลิกรัมสมมูลกรดแทนนิกต่อกรัมตัวอย่าง 
ซึ่งมีค่าน้อยกว่าเมื่อเทียบกับสารสกัดด้วยน้ าร้อนของใบขลู่อบที่เก็บรักษาเป็นระยะเวลา 12 เดือน ที่
ระยะเวลาในการสกัดเท่ากันคือ 30.62 ± 0.26 มิลลิกรัมสมมูลกรดแทนนิกต่อกรัมตัวอย่าง ดังแสดงใน
ตารางที่ 21  ส าหรับสารสกัดจากผงใบขลู่อบท่ีผ่านการเก็บรักษาใบขลู่อบระยะเวลา 9 เดือน ที่สกัดด้วยน้ า
ร้อนเป็นเวลา 60 นาที มีปริมาณสารประกอบแทนนินทั้งหมดสูงที่สุดคือ 74.21 ± 2.05 มิลลิกรัมสมมูลกรด
แทนนิกต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งมีค่ามากกว่าสารสกัดจากผงใบขลู่อบท่ีผ่านการเก็บรักษาระยะเวลา 12 เดือน ที่
สกัดด้วยน้ าร้อนที่ระยะเวลาเท่ากันคือ 67.48 ± 2.59 มิลลิกรัมสมมูลกรดแทนนิกต่อกรัมตัวอย่าง และ
ปริมาณสารประกอบแทนนินทั้งหมดของสารสกัดใบขลู่อบท่ีสกัดด้วยน้ าร้อนเป็นเวลา 30 นาที เท่ากับ  
14.34 ± 0.26 มิลลิกรัมสมมูลกรดแทนนิกต่อกรัมตัวอย่าง จะเห็นได้ว่าการเพิ่มระยะเวลาและการบด ใบขลู่
ให้ละเอียด มีผลท าให้ปริมาณสารประกอบแทนนินทั้งหมดเพ่ิมข้ึนอย่างเห็นได้ชัดดังแสดงในภาพที่ 40  ใน
การทดสอบเปรียบเทียบสารสกัดจากใบขลู่ที่ผ่านการเก็บรักษาสภาพเป็นเวลา 12 เดือน พบว่ามีค่าปริมาณ
ของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

ตารางท่ี 21 ปริมาณสารประกอบแทนนินของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส หลังจากการเก็บรักษาใบขลู่แห้งระยะเวลา 9 เดือน และ 12 เดือน 

สารสกัดใบขลู่ เวลา (นาท)ี 
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

(มิลลิกรัมสมมูลกรดแทนนิกต่อกรัมตัวอย่าง) 
เก็บรักษา 9 เดือน เก็บรักษา 12 เดือน 

ใบขลู่อบ 

3 5.72a ± 0.34 6.21a ± 0.32 
10 11.29b ± 0.29 13.84b ± 0.19 
20 20.32d ± 0.08 16.96c ± 0.19 
30 23.23e ± 0.50 26.68f ± 0.40 
60 29.51g ± 0.10 30.62g ± 0.26 

ผงใบขลู่อบ 

3 66.22hi ± 2.76 68.73i ± 1.71 
10 67.79hi ± 0.92 67.29hi ± 0.05 
20 67.18hi ± 1.48 65.71hi ± 2.46 
30 67.54hi ± 1.49 64.96h ± 4.17 
60 74.21j ± 2.05 67.48hi ± 2.59 

หมายเหตุ - ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ย (±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า  
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ภาพที่ 40  ปริมาณสารประกอบแทนนินของสารสกัดใบขลู่อบและผงใบขลู่อบด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส หลังจากการเก็บรักษาใบขลู่แห้งระยะเวลา 9 เดือน และ 12 เดือน 
 

3. การเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ สารสกัดจากใบขลู่ท่ีผ่านการเก็บ
รักษาในรูปแบบแตกต่างกัน 

3.1 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

     จากการทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดจากใบขลู่และผงใบขลู่
ที่สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาที่แตกต่างกัน คือ 3, 10, 20, 30 และ 60 
นาท ีซึ่งค่าที่ได้คิดเทียบเป็นสมมูลของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ จากกราฟมาตรฐานโทรลอกซ์ที่ความ
เข้มข้น 0 - 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดน้ าร้อนของใบขลู่ที่เก็บรักษาเป็นระยะเวลา 9 เดือน 
โดยแช่ทิ้งไว้เป็นเวลา 60 นาท ี มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดเท่ากับ 103.59 ± 0.70 มิลลิกรัมสมมูล
โทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งมีค่าน้อยกว่า สารสกัดน้ าร้อนของใบขลู่ที่เก็บรักษาเป็นเวลา 12 เดือน ที่ใช้
เวลาเท่ากัน คือ 114.19 ± 0.82 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง ส าหรับสารสกัดของผงใบขลู่อบ
ที่เก็บรักษาเป็นเวลา 9 และ 12 เดือน ที่สกัดด้วยน้ าร้อนนั้น พบว่าระยะเวลาที่แตกต่างกันไม่มีผลต่อฤทธิ์ ใน
การต้านอนุมูลอิสระโดยให้ค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติดังแสดงในตารางที่ 22 ส่วนฤทธิ์ ในการต้านอนุมูล
อิสระของใบขลู่อบมีค่าสูงสุดเมื่อสกัดด้วยน้ าร้อนเป็นเวลา 30 นาที เท่ากับ 57.77 ± 0.13 มิลลิกรัมสมมูล
โทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง จะเห็นว่าฤทธิ์ ในการต้านอนุมูลอิสระของใบขลู่จะมีค่าเพ่ิมข้ึน เมื่อเพ่ิมระยะเวลา
ที่ใช้ในการสกัด แต่ระยะเวลาในการสกัดไม่มีผลต่อฤทธิ์ ในการต้านอนุมูลอิสระของผงใบขลู่เมื่อวัดด้วยวิธี 
DPPH ดังแสดงในภาพที่ 41 จากการศึกษาข้างต้นท าให้ทราบว่าใบขลู่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเมื่อวัด
ด้วยวิธ ีDPPH สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Andarwulan และคณะ (2010) ซึ่งท าการสกัดใบขลู่ด้วยเอ
ทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 พบว่ามีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ เท่ากับ 96.4 ± 15.2 ไมโครโมลโทร
ลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง 
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ตารางท่ี 22 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดใบขลู่ที่เก็บรักษาเป็นเวลา 9 เดือนและ 
12 เดือน ด้วยน้ าร้อน 

สารสกัดใบขลู่ เวลา (นาท)ี 
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

(มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง) 
เก็บรักษา 9 เดือน เก็บรักษา 12 เดือน 

ใบขลู่อบ 

3 25.60a ± 0.32 28.42b ± 1.00 
10 44.51c ± 0.35 54.04d ± 1.00 
20 75.69f ± 0.70 63.80e ± 1.13 
30 82.85g ± 1.00 96.96h ± 2.84 
60 103.59i ± 0.70 114.19j ± 0.82 

ผงใบขลู่อบ 

3 171.74kl ± 0.26 171.36kl ± 0.23 
10 171.44kl ± 0.48 171.21kl ± 0.35 
20 171.21kl ± 0.26 171.36kl ± 0.00 
30 171.74kl ± 0.35 171.89kl ± 0.13 
60 172.94l ± 2.73 170.06k ± 0.35 

หมายเหตุ - ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ย (±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า  
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ภาพที่ 41 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของสารสกัดใบขลู่ อบที่ผ่านการเก็บรักษาระยะเวลา 9 
เดือน และ 12 เดือน 
 

3.2 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 

    จากการทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดจากใบขลู่อบและผงใบ
ขลู่อบที่สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาที่แตกต่างกัน  ซึ่งค่าที่ได้คิดเทียบเป็น
สมมูลของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกที่ความเข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าเมื่อท าการสกัด
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ใบขลูอ่บด้วยน้ าร้อนเป็นเวลา 60 นาที สารสกัดจากใบขลู่อบที่เก็บรักษาระยะเวลา 12 เดือน ให้ฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกัดน้ าร้อนของใบขลู่ที่เก็บรักษาเป็นเวลา 9 เดือน โดยมีค่าเท่ากับ 32.39 ± 
0.45 และ 26.00 ± 1.19 ตามล าดับ ส่วนสารสกัดน้ าร้อนของผงใบขลู่อบที่เก็บรักษา ระยะเวลา 9 เดือน ที่
เวลา 3 นาที และผงใบขลู่อบที่เก็บรักษา ระยะเวลา 12 เดือน ที่ทุกระยะเวลาของการสกัดให้ฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติดังแสดงในตารางที่  23 จะเห็นได้ว่าฤทธิ์ใน
การต้านอนุมูลอิสระของใบขลู่จะมีค่าเพ่ิมข้ึน เมื่อเพ่ิมระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด ตรงข้ามกับผงใบขลู่ที่
ระยะเวลาในการสกัดเพ่ิมข้ึน ในกรณีของสารสกัดจากผงใบขลู่อบท่ีมีอายุเก็บรักษา 12 เดือน ซึ่งให้ค่าไม่
แตกต่างกันทางสถิติในทุกระยะเวลาการสกัดดังแสดงในภาพที่ 42 จากการศึกษาข้างต้นท าให้ทราบว่าใบขลู่
มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเมื่อวัดด้วยวิธี ABTS สอดคล้องกับงานวิจัยของ Andarwulan และคณะ 
(2010) ซึ่งท าการสกัดใบขลู่ด้วยตัวท าละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 พบว่าสารสกัดจากใบขลู่มี
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS มีค่าเท่ากับ 3.75 ± 0.16 ไมโครโมลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง 

 
ตารางท่ี 23 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  ABTS ของสารสกัดใบขลู่ที่เก็บรักษา ระยะเวลา 9 เดือน
และ 12 เดือน ด้วยน้ าร้อน 

สารสกัดใบขลู่ เวลา (นาท)ี 
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

(มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอบิกต่อกรัมตัวอย่าง) 
เก็บรักษา 9 เดือน เก็บรักษา 12 เดือน 

ใบขลู่อบ 

3 6.44a ± 0.29 7.91a ± 0.78 
10 13.17b ± 2.26 15.60c ± 1.83 
20 18.54d ± 0.55 17.97d ± 0.34 
30 20.91e ± 0.35 27.53f ± 0.87 
60 26.00f ± 1.19 32.39g ± 0.45 

ผงใบขลู่อบ 

3 71.85k ± 0.69 7.91l ± 0.78 
10 68.24j ± 3.04 15.60kl ± 1.83 
20 60.77h ± 3.78 17.97kl ± 0.34 
30 60.77h ± 0.39 27.53kl ± 0.87 
60 64.45i ± 0.78 32.39kl ± 0.45 

หมายเหตุ - ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ย (±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า  
 



  

72 
 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

                                    

ใบขลู่อบ   เดือน ผงใบขลู่อบ   เดือน ใบขลู่อบ    เดือน ผงใบขลู่อบ    เดือน

ฤท
ธิ์ก

าร
ต้า

นอ
นุมู

ลอิ
สร

ะ
(มิ

ลล
ิกร

ัมส
มมู

ลแ
อส

คิบ
ิกต่

อก
รัม

ตัว
อย

่าง
)

เวลา(นาที)  
ภาพที่ 42 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ของสารสกัดใบขลู่ที่เก็บรักษาระยะเวลา 9 เดือนและ 
12 เดือน ด้วยน้ าร้อน 

 
3.3 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP 

     จากการทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ของสารสกัดจากใบขลู่และผงใบขลู่
ที่สกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาที่แตกต่างกัน ซึ่งค่าที่ได้คิดเทียบเป็นสมมูล
ของสารมาตรฐานเฟอร์รัสไอออนที่ความเข้มข้น 0-1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดน้ าร้อนของ
ใบขลู่ที่เก็บรักษาเป็นเวลา 9 เดือน เป็นเวลาเวลา 60 นาที  มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดเท่ากับ 
189.33±1.61 มิลลิกรัมกรัมสมมูลของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งมีค่าน้อยกว่าสารสกัดน้ าร้อนของ
ใบขลู่ที่เก็บรักษาเป็นเวลา 12 เดือน คือ 231.79 ±2.36 มิลลิกรัมกรัมสมมูลของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัม
ตัวอย่าง ส่วนสารสกัดน้ าร้อนของผงใบขลู่อบที่เก็บรักษาเป็นเวลา 9 ที่เวลา 60 นาที มีฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระ คือ 559.04 ± 9.83 มิลลิกรัมกรัมสมมูลของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งเม่ือเทียบกับค่า
ของสารสกัดผงใบขลู่อบที่เก็บรักษาเป็นเวลา 12 เดือน ที่ทุกระยะเวลาของการสกัด พบว่าให้ฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ดังแสดงในตารางที่  24 ส่วนฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระของใบขลู่อบ ที่เวลา 60 นาที มีค่าเท่ากับ 80.49 ± 0.45 มิลลิกรัมกรัมสมมูลของเฟอร์
รัสซัลเฟตต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งน้อยกว่าฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของใบขลู่การค้าที่เวลา 20-30 นาที มี
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงไม่แตกต่างกัน เท่ากับ 216.35±3.81 และ 220.47±0.77 มิลลิกรัมกรัมสมมูล
ของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมตัวอย่าง ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของใบขลู่อบที่เก็บ
รกัษาเป็นเวลา 9 และ 12 เดือน ใบขลู่และผงใบขลู่ที่มีอายุการเก็บ 9 เดือน จะมีค่าเพ่ิมข้ึน  เมื่อเพ่ิม
ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด ส่วนกรณีของสารสกัดจากผงใบขลู่อบท่ีมีอายุเก็บรักษา 12 เดือน ให้ค่าไม่
แตกต่างกันทางสถิติในทุกระยะเวลาการสกัด ดังแสดงในภาพ ที ่ 43 จากการศึกษาข้างต้นท าให้ทราบว่าใบ
ขลู่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเมื่อวัดด้วยวิธี ABTS สอดคล้องกับงานวิจัยของ Andarwulan และคณะ 
(2010) ซึ่งท าการสกัดใบขลู่ด้วยตัวท าละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 พบว่าสารสกัดจากใบขลู่มี
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP มีค่าเท่ากับ 81.1 ± 0.6 ไมโครโมลโทรลอกซ์ต่อกรัมตัวอย่าง 



  

73 
 

ตารางท่ี 24 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  FRAP ของสารสกัดใบขลู่ที่เก็บรักษาเป็นเวลา 9 และ 12 
เดือน ด้วยน้ าร้อน 

สารสกัดใบขลู่ เวลา (นาท)ี 
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

(มิลลิกรัมกรัมสมมูลของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมตัวอย่าง) 
เก็บรักษา 9 เดือน เก็บรักษา 12 เดือน 

ใบขลู่อบ 

3 41.38a ± 0.00 46.78a ± 1.34 
10 77.66b ± 1.54 96.44c ± 0.45 
20 128.35d ± 2.48 123.46d ± 1.18 
30 148.42e ± 1.61 198.08f ± 1.34 
60 189.33f ± 1.61 231.79g ±2.36 

ผงใบขลู่อบ 

3 488.28i ± 17.56 563.67l ± 12.01 
10 488.28i ± 4.72 559.81kl ± 7.72 
20 493.94i ± 8.91 549.52jk ± 15.00 
30 457.15h ± 5.46 546.95jk ± 10.05 
60 559.04kl ± 9.83 540.77j ± 6.43 

หมายเหตุ - ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ย (±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ที่ได้จากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า  
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บทที่ 5 

 

สรุปผลการวิจัย 

 

1. สรุปผลการวิจัยในปีท่ี 1 
 จากการทดลองสารสกัดจากใบขลู่ 3 ชนิด ได้แก่ สารสกัดจากใบขลู่สด สารสกัดจากใบขลู่ตากแห้ง  
และสารสกัดจากใบขลู่อบที่ผ่านการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 และ 90 พบว่า  สารสกัดจากใบขลู่ทั้ง  3 
ชนิด ที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 70 สามารถสกัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด สารประกอบฟลาโว
นอยด์ท้ังหมด และมีฤทธิ์การต้านอนุมูล DPPH และ ABTS ได้มากกว่าการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ  90 
ส่วนในกรณีของปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบีจะให้ปริมาณมากหากสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 
90 ส าหรับปริมาตรตัวท าละลายที่แตกต่างกัน คือ 5, 10 และ 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) พบว่า 
การสกัดที่ปริมาตร 50 เท่า (ปริมาตรต่อน้ าหนักใบขลู่สด) สามารถสกัดปริมาณสารส าคัญออกมาได้มากสุด 
จากการเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่สด ตากแห้ง และอบ พบว่า สารสกัดจากใบขลู่อบให้ผลดีสุด 
และจากการทดสอบการเก็บรักษาสารสกัดจากใบขลู่  3 ชนิด จะเห็นได้ว่า  เมื่อเวลาผ่านไป  1 เดือน สาร
สกัดจากใบขลู่สดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดคงที่ ในขณะที่ฤทธิ์การต้านอนุมูล DPPH  และ 
ABTS เพ่ิมข้ึน สารสกัดจากใบขลู่ตากแดดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลง มีฤทธิ์การต้านอนุมูล 
DPPH และ ABTS คงท่ี และสารสกัดจากใบขลู่อบมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลง มีฤทธิ์การ
ต้านอนุมูล DPPH  เพิ่มข้ึน รวมทั้งมีฤทธิ์การต้านอนุมูล ABTS คงท่ี ดังนั้น สารสกัดจากใบขลู่สดจึง
เหมาะสมต่อการเก็บรักษาไว้ในเวลา 1 เดือน เนื่องจากปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดคงที่ และมีฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึน นอกจากนี้ยังพบอีกว่า สารสกัดจากใบขลู่สด ตากแห้ง และอบไม่มีผลในการ
ยับยั้งเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase) ส าหรับ สภาวะการสกัดที่ให้ปริมาณ
สารส าคัญการออกฤทธิ์ และการเก็บรักษาที่ดีทีสุ่ด  
 

2. สรุปผลการวิจัยในปีท่ี 2 

ตอนที่ 1 

   จากการทดสอบสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนในสภาวะที่แตกต่างกัน คือ สกัดด้วยการแช่
น้ าร้อนที่อุณหภูมิและระยะเวลาที่แตกต่างกัน การสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดัน และการ
สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยด โดยน าวิธีการสกัดทั้ง 3 วิธีมาเปรียบเทียบถึงคุณสมบัติในการต้านอนุมูล
อิสระ ได้แก่ ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบี ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และปริมาณ
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สารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, ABTS และ FRAP และ
ความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสามารถสรุปผลการศึกษาได้ดังนี้ 

 ในการทดสอบหาปริมาณคลอโรฟิลล์เอทั้งหมดพบว่า การเพิ่มอุณหภูมิและระยะเวลาในการ
สกัดส่งผลให้ปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบีลดลง โดยการสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
ระยะเวลาในการสกัด 3 นาทีให้ปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบีสูงที่สุด ส าหรับการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟ
อัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา 80 วินาทีให้ปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบี สูงสุดเมื่อเทียบกับระยะเวลาต่างๆ
ที่สกัดผ่านหัวชง และการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบีต่ ามีค่าเทียบเท่า
กับการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันที่ระยะเวลา 120 วินาที ส่วนปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกท้ังหมด โดยการสกัดใบขลู่ด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสระยะเวลาในการสกัด 10 นาทีมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด โดยการเพ่ิมอุณหภูมิและระยะเวลาในการสกัดส่งผลให้มี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเพ่ิมข้ึน ส าหรับปริมาณสารประกอบฟีนอลิกที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟ
อัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา 80 วินาทีมีค่าสูงสุดเมื่อเทียบกับระยะเวลาต่างๆท่ีสกัดผ่านหัวชง และการ
สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมีค่าเทียบเท่ากับการสกัดด้วยเครื่อง
ชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันที่ระยะเวลา 120 วินาที ส าหรับปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด  
พบว่า ในการสกัดใบขลู่ด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสที่ระยะเวลาสกัด 5 นาที มีปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดมากที่สุด ซึ่งการเพิ่มอุณหภูมิและระยะเวลาในการสกัดส่งผลให้มี
ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดเพ่ิมข้ึน ส าหรับปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดที่สกัดด้วยเครื่องชง
กาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา 80 วินาทีมีค่าสูงสุดโดยค่าดังกล่าวมีค่าเทียบเท่ากับการสกัดด้วยน้ า
ร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ส่วนปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟ
แบบหยด มีค่าเทียบเท่ากับการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันที่ระยะเวลา 40 วินาที 

จากการตรวจสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่าสารสกัดใบขลู่ด้วยน้ าร้อนที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดซึ่งการเพ่ิมอุณหภูมิและระยะเวลาใน
การสกัดส่งผลให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึน ส าหรับฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบ
ขลู่ที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา 80 วินาทีมีค่าสูงสุดโดยมีค่าเทียบเท่ากับการ
สกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณฤทธิ์ใน
การต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่ากับการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันที่ระยะเวลา 120 วินาที 
ส่วนฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS พบว่าสารสกัดใบขลู่ด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียสระยะเวลาในการสกัด 5 นาทีให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด ส าหรับสารสกัดจากใบขลู่ที่
สกัดด้วยเครื่องชงอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลา 80 วินาทีมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดโดยมีค่า
เทียบเท่ากับการสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสระยะเวลาสกัด 3 นาที และการสกัดด้วย
เครื่องชงกาแฟแบบหยดมีปริมาณฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่ากับการสกัดด้วยเครื่องชงกาแฟ
อัตโนมัติด้วยแรงดันที่ระยะเวลา 120 วินาที ซึ่งการเพ่ิมอุณหภูมิและระยะเวลาในการสกัดส่งผลให้ฤทธิ์ใน
การต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึน และ  ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP พบว่าสารสกัดใบขลู่ด้วยน้ า
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ร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสระยะเวลา 10 นาที ให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดซึ่งการเพ่ิม
อุณหภูมิและระยะเวลาในการสกัดส่งผลให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึน ส าหรับฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันระยะเวลาสกัด 80 วินาทีมี
ค่าสูงสุดโดยมีค่าเทียบเท่ากับการสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และการสกัดด้วยเครื่องชง
กาแฟแบบหยดมีปริมาณฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่ากับการสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส ที่ระยะเวลา 8 นาที  

ดังนั้นในการเลือกสกัดสารสกัดจากใบขลู่อบแห้งถ้าต้องการปริมาณของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
สูงสุดควรวิธีเลือกสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส แต่ถ้าต้องการปริมาณสารประกอบ
คลอโรฟิลล์เอและบีในปริมาณสูงควรเลือกวิธีการสกัดด้วยน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 
3 นาที โดยที่การสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยเครื่องชงกาแฟอัตโนมัติด้วยแรงดันและเครื่องชงกาแฟแบบหยดให้
ปริมาณสารออกฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระต่ าจึงไม่เหมาะสมส าหรับการสกัด ซึ่งสภาวะที่ดีที่สุดส าหรับการ
สกัดสารจากใบขลู่ด้วยน้ าร้อนแสดงในตารางที่ 25   

ตารางท่ี 25 สรุปสภาวะการสกัดใบขลู่ด้วยน้ าร้อนที่ให้ปริมาณสารส าคัญและการออกฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระดีที่สุด 

คุณสมบัติของสารสกัดจากใบขลู่ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลาสกัด (นาท)ี 

ปริมาณสารประกอบคลอโรฟิลล์ทั้งหมด 60 3 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 100 10 

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 100 5 

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 100 3  

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 100 3  

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP 100 3  

 

ส่วนผลของการทดสอบสารสกัดจากใบขลู่ที่ผ่านการรักษาสภาพใบขลู่อบแห้งระยะเวลา 3 เดือน 
พบว่ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดคงที่ โดยที่ปริมาณ
สารประกอบคลอโรฟิลล์เอและบีลดลง ในส่วนของฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยการทดสอบด้วยวิธี DPPH 
และ ABTS พบว่าให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระคงที่ แต่การทดสอบด้วยวิธี FRAP ให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระลดลง นอกจากนี้พบว่าสารสกัดจากใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อนไม่มีผลในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์
ไทโรซิเนส (Tyrosinase) 
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ตอนที่ 2 
   จากการสกัดใบขลู่อบ ใบขลู่นึ่งก่อนอบ และใบขลู่ทางการค้า ซึ่งตัวอย่างที่ใช้ในการทดลองมีสอง

ลักษณะคือ แบบใบ และแบบบดละเอียด โดยท าการสกัดด้วยน้ าร้อนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  เป็น
ระยะเวลาแตกต่างกัน แล้วน ามาทดสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณสารประกอบฟลาโว
นอยด์ท้ังหมด และปริมาณสารประกอบแทนนิน และทดสอบ ความสามารถ ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH, ABTS และ FRAP โดยสามารถสรุปผลการศึกษาได้ดังนี้ 

 ในการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด  พบว่า การบดใบขลู่ให้ละเอียดมีผลท าให้
ปริมาณสารประกอบฟีนอลลิกท้ังหมดเพ่ิมข้ึน แต่ระยะเวลาไม่มีผลต่อวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมด ซึ่งมีค่ามากกว่าเมื่อเทียบกับสารสกัดผงใบขลู่อบที่เวลาในการสกัดเท่ากัน ส่วน ปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด  พบว่าการบดใบขลู่ให้ละเอียดมีผลท าให้ปริมาณสารประกอบฟลาโว
นอยด์เพ่ิมข้ึน แต่ระยะเวลาที่ไม่มีผลต่อการวัดปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด  เช่นเดียวกับการ
ตรวจสอบปริมาณสารประกอบแทนนินทั้งหมดให้ผลในทางเดียวกันโดยจ ะเห็นได้ว่าการบดใบขลู่ให้
ละเอียดมีผลท าให้ปริมาณสารประกอบแทนนินเพิ่มขึ้น ซึ่งระยะเวลาในการสกัดไม่มีผลต่อการวัดปริมาณ
สารประกอบแทนนินทั้งหมด 

ในการศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH พบว่าสารสกัดของใบขลู่อบ มีฤทธิ์
ในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด  เมื่อสกัดด้วยน้ าร้อนเป็นเวลา 30 นาที ส่วนฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดจากผงใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ าร้อน ในทุกระยะเวลาของการสกัด พบว่าให้ ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ
สูงที่สุดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  โดยฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ จะมีค่าเพ่ิมข้ึน เมื่อท าการ
บดใบขลูใ่ห้ละเอียด และเพ่ิมระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดใบขลู่ แต่ระยะเวลาในการสกัดไม่มีผลต่อฤทธิ์ ในการ
ต้านอนุมูลอิสระของผงใบขลู่เมื่อวัดด้วยวิธี DPPH ส่วน ในการศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี ABTS พบว่า เมื่อท าการสกัดใบขลู่อบด้วยน้ าร้อนเป็น เวลา 60 นาที ให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ
สูงที่สุด แต่มีค่าน้อยกว่าสารสกัดจากผงใบขลู่อบ ซึ่งมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดไม่แตกต่างกันเมื่อใช้
เวลาสกัดนาน 3 ถึง 10 นาที จะเห็นได้ว่าฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของใบขลู่จะมีค่าเพ่ิมข้ึน  เมื่อท าการ
บดใบขลู่ให้ละเอียด และ เพ่ิมระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด ตรงข้ามกับผงใบขลู่ที่ระยะเวลาในการสกัดเพ่ิมข้ึน 
ส่งผลให้ ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระลดลงเมื่อตรวจสอบด้วยวิธี ABTS  ส าหรับการตรวจสอบ  
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP พบว่า สารสกัดของใบขลู่อบที่เวลา 30 นาที มีฤทธิ์ใน
การต้านอนุมูลอิสระสูงสุด แต่มีค่าน้อยกว่าฤทธิ์ ในการต้านอนุมูลอิสระ ของสารสกัดจากผงใบขลู่อบ ที่เวลา 
3 ถึง 10 นาที  
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมี 

 

1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid)  
 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก  โดยชั่งกรดแกลลิก 0.01 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน  ปริมาตร  1 มิลลิลิตร  เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด  
2. การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิก  
 เตรียมสารละลายกรดแอสคอบิกความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชั่งกรดแอสคอบิก 0.1 
กรัม ละลายในน้ ากลั่นปราศจากไอออน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ได้สารละลายกรดแอสคอบิกความเข้มข้น 1 
กรัมต่อมิลลิลิตร น ามาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน  เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูล 
ABTS  

3. การเตรียมสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์  
 เตรียมสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์   โดยชั่งสารโทรลอกซ์  0.025 กรัม  ละลายด้วยเอทานอล
ร้อยละ 99.9 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร  เพ่ือใช้ในการ
วิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูล DPPH 

4. การเตรียมสารละลาย Folin-ciocalteu reagent  
 เตรียมโดยน าสารละลาย Folin-ciocalteu reagent มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน ใน
อัตราส่วน 1 : 1  โดยก่อนใช้ต้องท าการเจือจางสารละลาย  Folin-ciocalteu reagent ด้วยน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน  วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 725 นาโนเมตร ให้อยู่ในช่วง 0.9 - 1.0 เพ่ือใช้ใน
การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

5. การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต  
 เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ที่มีความเข้มข้น  0.15 กรัมต่อมิลลิลิตร   โดยชั่ งโซเดียม
คาร์บอเนตมา 7.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปราศจากไอออน  100 มิลลิลิตร ผสมจนละลาย เพ่ือใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

6. การเตรียมสารละลาย ABTS  
 เตรียม ABTS ให้มีความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ โดยชั่ง 2,2´-Azino-bis(3-ethylbenzo-
thiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt อย่างละเอียด 0.0384 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน และปรับปริมาตรให้เป็น 10 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร  

 เตรียมโพตัสเซียมเปอร์ซัลเฟตให้มีความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ เตรียมโดยชั่งโพตัสเซียมเปอร์
ซัลเฟตอย่างละเอียด 0.0166 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน  และปรับปริมาตรให้เป็น 25 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร ผสมสารละลาย ABTS ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 8 มิลลิลิตร และ
สารละลายโพตัสเซียมเปอร์ซัลเฟตความเข้มข้น  2.45 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร  12 มิลลิลิตร เข้าด้วยกัน จะได้
สารละลาย ABTS  เก็บไว้ในที่มืดก่อนท าการทดสอบ 16 - 18 ชั่วโมง โดยก่อนใช้ต้องท าการเจือจาง
สารละลาย  ABTS  ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน  วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 729  นาโนเมตร 
ให้อยู่ในช่วง 0.9 - 1.0 เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูล ABTS 
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7. การเตรียมสารละลาย DPPH  
 เตรียม DPPH ให้มีความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ โดยชั่ง 2,2´-diphenyl-1-picrylhydrazyl อย่าง
ละเอียด 0.0390 กรัม ละลายด้วยเอทานอลร้อยละ 99.9 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยก่อนใช้ต้องท าการเจือ
จางสารละลาย  DPPH  ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน  จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 
นาโนเมตร ให้อยู่ในช่วง 0.9 - 1.0  เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูล DPPH 

8. การเตรียมสารละลายทริสไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ 

 เตรียมทริส (ไฮดรอกซิเมทิล) อะมิโนมีเทน ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ โดยชั่ง ทริส (ไฮดรอกซิ
เมทิล) อะมิโนมีเทน อย่างละเอียด  1.5150 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน และปรับปริมาตร
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนเป็น 250 มิลลิลิตร  ในขวดปรับปริมาตร 

 เตรียมกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น  0.05 โมลาร์ โดยปิเปตกรดไฮโดรคลอริก 1,050ไมโครลิตร 
และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนเป็น 250 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

 น าสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น  0.05 โมลาร์ มาท าการปรับค่าความเป็นกรด  - ด่าง
ของสารละลายทริส (ไฮดรอกซิเมทิล) อะมิโนมีเทน ความเข้มข้น  0.05 โมลาร์ ให้ได้เท่ากับ 7.4 เพ่ือใช้ใน
การวิเคราะห์ฤทธิ์ในการยับยั้ง Acetylcholinesterase 

9. การเตรียมสารละลายอะซิทิลไทโอคลอรีน 

 เตรียมสารละลายอะซิทิลไทโอโคลีนไอโอไดด์  ( Acetylthiocholine iodide)  ที่มีความเข้มข้น 
183 มิลลิโมลาร์ โดยชั่งอะซิทิลไทโอโคลีนไอโอไดด์ อย่างละเอียด 0.0529 กรัม ละลายด้วยสารละลายทริส
ไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ ( Tris-HCl buffer) ที่มีค่าความเป็นกรด – ด่าง เท่ากับ 7.4 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ผสมจนละลาย เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ฤทธิ์ในการยับยั้ง Acetylcholinesterase  

10. การเตรียมสารละลาย DTNB 

 เตรียม  DTNB ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ โดยชั่ง 5,5´-dithiobis[2-nitrobensoicacid] อย่าง
ละเอียด 0.0297 กรัม ละลายด้วยสารละลายทริสไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ ( Tris-HCl buffer) ที่มีค่าความ
เป็นกรด - ด่างเท่ากับ 7.4 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมจนละลาย  เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ฤทธิ์ในการยับยั้ง 
Acetylcholinesterase 

11. การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาแลนทาไมน์ (Galanthamine) 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานกาแลนทาไมน์ ความเข้มข้น  1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยชั่ง 
galathamine อย่างละเอียด 0.0010 กรัม ละลายด้วยเอทานอลร้อยละ 99.9 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เพ่ือใช้
ในการวิเคราะห์ฤทธิ์ในการยับยั้ง Acetylcholinesterase 

12. การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

 เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ โดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์  2 กรัม 
ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน และปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร  เพ่ือใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 
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13. การเตรียมสารละลายอลูมิเนียมคลอไรด์ 

 เตรียมอลูมิเนียมคลอไรด์ร้อยละ  10  โดยชั่งอลูมิเนียมคลอไรด์อย่างละเอียด 2.5000 กรัม ละลาย
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน และปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร  เพ่ือใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 

14. การเตรียมสารละลายโซเดียมไนไตรต์ 

 เตรียมโซเดียมไนไตรต์ร้อยละ 3  โดยชั่งโซเดียมไนไตรต์อย่างละเอียด 0.7500 กรัม ละลายด้วยน้ า
กลั่นปราศจากไอออน และปรับปริมาตรเป็น  25 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร  เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์หา
ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 

15. การเตรียมสารละลายมาตรฐานคาทีชิน (Catechin) 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานคาทีชินความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยชั่งคาทีชินอย่าง
ละเอียด 0.0010 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน 1 มิลลิลิตร ผสมจนละลาย เพ่ือใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 
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ภาคผนวก ข 

 

ภาพที่ ข–1 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกที่ความเข้มข้น 0 – 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในการ
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

 

 
ภาพที่ ข–2 กราฟมาตรฐานของคาทีชินที่ความเข้มข้น 0 – 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในการวิเคราะห์
ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 

y = 0.0007x + 0.0007
R² = 0.998

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.70

0.80

0 200 400 600 800 1000 1200

ค่า
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

งท
ี่ 7

 5
 น

าโ
นเ

มต
ร

ความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาพที่ ข–3 กราฟมาตรฐานของโทรลอกซ์ที่ความเข้มข้น 0 – 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในการวิเคราะห์
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

 

 

ภาพที่ ข–4 กราฟมาตรฐานของกรดแอสคอบิกท่ีความเข้มข้น 0 – 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในการ
วิเคราะห์ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 

y = 0.407x + 0.4683
R² = 0.997
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ภาพที่ ข–5 กราฟมาตรฐานของเฟอร์รัสซัลเฟตที่ความเข้มข้น 0 – 200 ไมโครโมลต่อลิตรในการวิเคราะห์
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP 
 

 
ภาพที่ ข–6 กราฟมาตรฐานของกรดโคจิกที่ความเข้มข้น 0 – 1.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในการวิเคราะห์
ฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 

y = 0.0013x + 0.1738
R² = 0.993
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ความเข้มข้นสารมาตรฐานเฟอร์รัสไอออน (ไมโครโมลต่อลิตร)

y = 178.1x
R² = 0.953
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