
ก 

การศึกษาพฤกษเคมีและฤทธิท์างชีวภาพจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

พิริยะภรณ์  อภิชาตยานนท์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาเคมีศึกษา 

คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยบูรพา 
พฤษภาคม  2560 

ลิขสิทธิ์เป็นของมหาวิทยาลัยบูรพา 

 





ค 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

การวิจัยนี้รดกรับทพนการศึกษา 
โครงการส่งเสริมการผลิตครูที่มีความสามารถพิเศษทางวิทยาศาสตร์และคณิตศาสตร์ 

จากสถาบันส่งเสริมการสอนวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ระดับปริญญาโท ภาคพิเศษ )ฤดูรกอน )ปษการศึกษา  2557 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



ง 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลงรดกดกวยความกรพณาจาก ผูกช่วยศาสตราจารย์ ดร.จเร  
จรัสจรูญพงศ์  และ ดร.อนันต ์อธิพรชัย อาจารย์ที่ปรึกษา  ที่กรพณาใหกค าปรึกษาแนะน าแนวทาง 
ที่ถูกตกอง ช่วยเหลือในทพกปัญหาการวิจัยพรกอมทั้งใหกก าลังใจ ตลอดจนแกกรขขกอบกพร่องต่าง ๆ  
ดกวยความละเอียดถี่ถกวน และเอาใจใส่ดกวยดีเสมอมา ขกาพเจการูกสึกซาบซึ้งเป็นอย่างยิ่ง จึงขอกราบ
ขอบพระคพณเป็นอย่างสูงรวก ณ โอกาสนี้ 
 ขอขอบพระคพณคณาจารย์ประจ าภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา       
ทพกท่าน ที่ช่วยสอนวิชาเคมีในส่วนของเน้ือหา และปฏิบัติการเคมีอย่างเขกมขกน เพื่อปลูกฝังใหก
ขกาพเจกาเป็นนักวิทยาศาสตร์ และเป็นครูวิทยาศาสตร์ที่มีความรูกในภาคทฤษฎี และภาคปฏิบัติวิชา
เคมีเป็นอย่างดี 
 ขอขอบพระคพณโครงการส่งเสริมการผลิตครูที่มีความสามารถพิเศษทางวิทยาศาสตร์และ
คณิตศาสตร์ )สควค.) สถาบันส่งเสริมการสอนวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี )สสวท.) ที่ใหกการ
สนับสนพนทพนการศึกษา และทพนในการท าวิทยานิพนธ์ 
 ขอขอบพระคพณเพื่อนนิสิตปริญญาโท  สาขาเคมีศึกษาทพกท่านที่มีส่วนช่วยในการแนะน า 
ช่วยเหลือและใหกก าลังใจในการท าวิทยานิพนธ์คร้ังนี้ 
 ขอกราบขอบพระคพณ คพณพ่อชาญยพทธ อภิชาตยานนท์ คพณแม่ประภาพันธ์ สัจจาศิลป์ 
และสมาชิกในครอบครัวทพกคนที่ใหกก าลังใจ และสนับสนพนขกาพเจกาเสมอมา 
 คพณค่าและประโยชน์ของวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ขกาพเจกาขอมอบเป็นกตัญญูกตเวทิตาแด่
บพพการี บูรพาจารย์ และผูกมีพระคพณทพกท่านทั้งในอดีตและปัจจพบัน ที่ท าใหกขกาพเจกาเป็นผูกมีการศึกษา 
และประสบความส าเร็จมาจนตราบเท่าทพกวันนี้ 
 

         พิริยะภรณ์  อภิชาตยานนท์ 
 
 
 
 

  

 



จ 

57920068: สาขาวิชา: เคมีศึกษา; วท.ม. )เคมีศึกษา) 
ค าส าคัญ:    จิงจูฉ่าย/ พฤกษเคมี/ ฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ/ ฤทธิ์ตกานเอนรซม์รทโรซิเนส/  
    ฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย  
 พิริยะภรณ์ อภิชาตยานนท์: การศึกษาพฤกษเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพจากส่วนเหนือดิน
ของจิงจูฉ่าย (PHYTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL ACTIVITIES FROM THE AERIAL 
PARTS OF Artemisia lactiflora). คณะกรรมการควบคุมวิทยานิพนธ์: จเร จรัสจรูญพงศ์, Ph.D.; 
อนันต์ อธิพรชัย, Ph.D. 79 หน้า ปี พ.ศ. 2560. 
 
 งานวิจัยนี้มีวัตถพประสงค์เพื่อศึกษาสารพฤกษเคมีเบื้องตกน ปริมาณสารประกอบ      
ฟษนอลิกรวม สารประกอบฟลาโวนอยด์รวม และทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจาก
ส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย ที่สกัดดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตทและ   
เมทานอล จากการศึกษาพบสารพฤกษเคมี รดกแก่ ฟลาโวนอยด์ คาร์ดิแอกรกลโครซด์ แทนนิน  
คูมาริน สเตอร์รอยด์ เทอร์พีนอยด์ และซาโปนิน การหาปริมาณสารประกอบฟษนอลิกรวมและ
สารประกอบฟลาโวนอยด์รวม ดกวยวิธี Folin-Ciocalteu และ Aluminium trichloride (AlCl3) 
colorimetric ตามล าดับ พบว่า สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตทมีปริมาณมากที่สพดโดยมีค่าเท่ากับ 
4..2±...4 mgGAE/ g และ 92.48±2..4 mgQE/ g ตามล าดับ การศึกษาฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระดกวยวิธี 
DPPH assay พบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลมีความสามารถในการตกานอนพมูลอิสระสูงสพดที่ความ
เขกมขกน .. mg/ mL เท่ากับ 86.54±0.01% และจากการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนรซม์ 
รทโรซิเนสของส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ โดยใชก     
L-DOPA เป็นซับสเตรตพบว่า ที่ความเขกมขกน 10.00 mg/ mL สารสกัดหยาบดกวยเมทานอลมีฤทธิ์ใน
การยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนสรดกดีที่สพด ) 9.53±4.01%) นอกจากนี้ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ
การยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus aureus และ แบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli 
ดกวยวิธี Agar disc diffusion ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายรม่มีผลในการยับยั้ง
ทั้งแบคทีเรีย Staphylococcus aureus และ Escherichia coli 
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 The aims of this research are evaluation of the phytochemical screening, total phenolic 
content, flavonoid content and biological activities of hexane, dichloromethane, ethyl acetate 
together with methanol extracts from the aerial parts of Artemisia lactiflora. The results showed 
that six groups of phytochemicals were observed including flavonoids, cardiac glycosides, 
tannins, coumarins, steroids, terpenoids and saponins. Total phenolic and flavonoid contents of all 
extracts of A.lactiflora were evaluated by Folin-Ciocalteu method using gallic acid as chemical 
standard and aluminium trichloride (AlCl3) colorimetric method using Qurecetin as chemical 
standard, respectively. The results indicated that the ethyl acetate extract contained total phenolic 
and flavonoid content with the highest values of 2.54±0.02 mgGAE/ g and 92.48±2..4 mgQE/ g, 
respectively. The highest antioxidant activity at .. mg/ mL using DPPH free radical scavenging 
method was observed in A. lactiflora methanol extract (86.54±0.01%). moreover, anti-tyrosinase 
activity using L-DOPA substrates and kojic acid as standard was also studied. It was found that 
the methanol extract showed the highest antityrosinase activities at 10.00 mg/ mL using L-DOPA 
(9.53±4.01%). The crude extracts were also examined the antibacterial activity against the growth 
of gram-positive bacteria, Staphylococcus aureus, and gram-negative bacteria, Escherichia coli, 
by Agar disc diffusion method. The results showed that all crude extracts had no inhibitory effect 
on the growth of both Staphylococcus aureus and Escherichia coli. 
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 ค-3 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 76. นาโนเมตร ที่ใชกในการค านวณหาปริมาณ 
  ฟษนอลิกรวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัว 
  ท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล  61 
 ค-4 ปริมาณฟษนอลิกรวม )Total Phenolic Content) ของสารสกัดหยาบจากส่วน  
  เหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน  
  เอทิลอะซิเตท และเมทานอล  63 
 ค-5 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 2.. นาโนเมตร ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน  
  )Quercetin)    64 
 ค-6 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 2.. นาโนเมตร ที่ใชกในการค านวณหาปริมาณ 
  ฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
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  สกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน  69 
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 2-3 โครงสรกางของฟลาแวน  8 
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  กรดแกลลิก    37 
 4-7 รกอยละการตกานอนพมูลอิสระ)%DPPH radical inhibition) ของสารสกัดหยาบจากส่วน 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 ปัจจพบันมนพษย์เราใหกความสนใจและเอาใจใส่เกี่ยวกับเร่ืองสพขภาพกันมากขึ้น เน่ืองจาก
การรับประทานอาหารของมนพษย์เราในทพกวันนี้พบว่า มีความเสี่ยงต่อโรคต่าง ๆ มากมาย เช่น  
การรับประทานอาหารประเภทเนื้อสัตว์เป็นประจ าจะมีความเสี่ยงต่อการเป็นโรคหลอดเลือดหัวใจ
แข็งตัว และโรคมะเร็ง ขณะที่ผูกที่รับประทานอาหารประเภทพืชผักและผลรมกเป็นประจ ามี 
ความเสี่ยงนกอยกว่า )บพหรัน พันธพ์สวรรค์, 4..6) การเอาใจใส่ทางดกานสพขภาพ นอกจากนี้ความงาม  
ยังเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มนพษย์ใหกความส าคัญและเป็นที่ตกองการ ซึ่งปัจจพบันผูกบริโภครดกมีการ
ปรับเปลี่ยนพฤติกรรมจากการใชกเคร่ืองส าอางที่มีการผสมสารเคมีมาเป็นเคร่ืองส าอางจากสารสกัด
พืชสมพนรพรจากสารธรรมชาติ เพราะผูกบริโภคเชื่อว่าเคร่ืองส าอางที่มีการผสมสารเคมีอาจจะมี
ผลขกางเคียงจากพิษของสารเคมี สารที่มีฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ และฤทธิ์ยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนส  
จึงถูกน ามาศึกษาเป็นล าดับแรก ๆ เพื่อใชกคัดเลือกหาประโยชน์จากสารสกัดสมพนรพรแลกวน ามาใชก
เป็นวัตถพดิบในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางและยา )จันทิมา หอมกลบ, 4..2) ซึ่งประเทศรทย
เป็นแหล่งทรัพยากรธรรมชาติอันอพดมสมบูรณ์มีพืชที่ใชกเป็นสมพนรพรอย่างมากมายนับแสนชนิด  
ทั้งที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติและจากการเพาะปลูก  
 Artemisia lactiflora เป็นพืชในวงศ์ Asteraceae มีชื่อรทยว่า จิงจูฉ่าย, ดอกแกกวเมืองจีน, 
แกกวเมืองจีน (เต็ม สมิตินันทน์, 2544) ที่ประเทศจีนมีชื่อว่า Bai-Bao-Hao เป็นสมพนรพรที่แพร่หลาย
ในกลพ่มคนจีน และมีการแพร่กระจายรปทั่วเอเชียตะวันออกเฉียงใตก รดกรับการยอมรับว่าเป็นพืชที่
กินรดกและเป็นยารักษาโรคมะเร็งรดก มีการศึกษาที่มพ่งเนกนศึกษาสาร 4 ตัวในจิงจูฉ่าย คือ 
polyacetylene และสารประกอบฟษนอล ซึ่งสาร polyacetylene เป็นสารที่มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็ง )Nakamura et al., .889)  
 จิงจูฉ่ายเป็นพืชลกมลพกหรือรมกพพ่มขนาดเล็ก รากหรือเหงกาใหญ่กระจายกวกาง แตกกิ่งกกาน
หนาแน่นแผ่กวกาง คลพมดิน เน้ือใบหนา มีกลิ่นหอม รสขมเล็กนกอย ดอกมีสีขาว ชาวจีนนิยมน ารปท า
เป็นอาหารรับประทานในประเภทแกงจืดทั้งหลาย หรือผัดผัก แต่โดยส่วนใหญ่จะใส่ในตกมเลือดหมู
เพื่อช่วยดับกลิ่นคาว  
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 แต่อย่างรรก็ตามพืชชนิดนี้ในปัจจพบันยังรม่เป็นที่รูกจักของคนโดยทั่วรป อีกทั้ง
รายละเอียดต่าง ๆ เกี่ยวกับพืชชนิดนี้ยังมีผูกท าการศึกษารวกนกอยมาก การวิจัยนี้จึงมพ่งท าใหกพืชชนิดน้ี
เป็นที่รูกจักอย่างกวกางขวางมากขึ้น ผูกวิจัยจึงสนใจศึกษาองค์ประกอบทางพฤกษเคมี ฤทธิ์ตกานอนพมูล
อิสระ ฤทธิ์การยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนส และฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ของสารสกัดหยาบจาก
ส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย โดยการสกัดดกวยตัวท าละลายเฮกเซน )Hexane) รดคลอโรมีเทน 
)Dichloromethane) เอทิลอะซิเตท )Ethyl acetate) และเมทานอล )Methanol) เพื่อน าขกอมูลที่รดกรป
พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางหรือประโยชน์ในดกานอ่ืน ๆ ต่อรป 

 
วัตถุประสงค์ของงานวิจยั 
 ..  เพื่อศึกษาสารพฤกษเคมีเบื้องตกนของส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
 4.  เพื่อศึกษาปริมาณสารประกอบฟษนอลิกรวม สารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของ 
ส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
 2.  เพื่อศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ  
เอนรซม์รทโรซิเนส และฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของ 
จิงจูฉ่าย 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
 ..  ท าใหกทราบสารพฤกษเคมีเบื้องตกนของส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
 2.  ท าใหกทราบปริมาณสารประกอบฟษนอลิกรวม สารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของ 
ส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
 3.  ท าใหกทราบฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ 
เอนรซม์รทโรซิเนส และฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ของส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของ 
จิงจูฉ่าย 

 
ขอบเขตของงานวิจัย 
 1.  เตรียมส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย โดยใชกวิธีการสกัดดกวยตัวท า
ละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล  
 2.  ทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตกนของส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย  
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 3.  หาปริมาณสารประกอบฟษนอลิกรวม สารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของส่วนสกัด
หยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
 4.  ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนรซม์
รทโรซิเนส และฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ของส่วนสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
 

นิยามศัพท์เฉพาะ 
 1.  ฤทธิ์ทางชีวภาพ )Biological activities) คือ กิจกรรมชีวสาร ปฏิกิริยาทางชีวภาพ และ
สมบัติทางชีวภาพที่เกิดขึ้นและเกี่ยวขกองกับสิ่งมีชีวิต  
 2.  สารพฤกษเคมี คือ สารเคมีที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่พบเฉพาะในพืช สารกลพ่มนี้อาจเป็น
สารที่ท าใหกพืชผักชนิดน้ันๆ มีสี กลิ่นหรือรสชาติที่เป็นลักษณะเฉพาะตัว สารพฤกษเคมี เหล่านี้
หลายชนิดมีฤทธิ์ต่อตกานหรือป้องกันโรคบางชนิด 
 3.  สารสกัดหยาบ คือ สารสกัดเบื้องตกนจากสมพนรพรที่ยังรม่ถึงขั้นสารบริสพทธิ์ กรรมวิธี
การสกัดรม่ยพ่งยากซับซกอน สามารถน ามาใชกประโยชน์รดกโดยตรง   
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บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 การวิจัยครั้งนี้รดกศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวขกองเพื่อน ามาประกอบการด าเนินการ
ตามล าดับ ดังนี้ 
 1.  ขกอมูลทางพฤกษศาสตร์ของพืชสมพนรพร 
 2.  การสกัดสารส าคัญจากพืชสมพนรพร 
 3.  สารพฤกษเคมี 
 4.  สารประกอบฟษนอลิก )Phenolic compounds) 
 5.  ฤทธิ์ยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนส )Tyrosinase) 
 6.  อนพมูลอิสระ สารตกานอนพมูลอิสระ และการทดสอบสารตกานอนพมูลอิสระ 
 7.  การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งต่อจพลินทรีย์ของสารสกัดจากสมพนรพร 
 8.  งานวิจัยที่เกี่ยวขกอง 
 

ข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ของพืชสมุนไพร 
 จิงจูฉ่าย มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Artemisia lactiflora เป็นพืชในวงศ์ Asteraceae มีชื่อ
เรียกอ่ืน ๆ ว่า ดอกแกกวเมืองจีน ดอกรมกเมืองจีน )เต็ม สมิตินันทน์, 4.22) จิงจูฉ่ายเป็นพืชรมกลกมลพก
หรือรมกพพ่มขนาดเล็ก สูง ...-. ฟพต รากหรือเหงกาใหญ่กระจายกวกาง แตกกิ่งกกานหนาแน่นแผ่กวกาง
คลพมดิน เน้ือใบหนา สีเขียวสด มีกลิ่นหอม รสขมเล็กนกอย ใบเป็นใบเด่ียวออกเรียงสลับ กกานใบยาว 
ขอบใบหยักลึกเป็น . แฉก หรือเป็นรูปนิ้วมือ ขอบใบเป็นฟันเลื่อย แต่ละใบแยกชี้ กกานดอกแตก
ใหม่ยาวระหว่าง 2 ถึง .. ซม. ดอกมีสีขาวส่งกลิ่นหอมในฤดูหนาว )ภาพที่ 4-.) การปลูกจิงจูฉ่ายจะ
ใชกเมล็ดในการปลูก ปลูกรดกในดินทั่วรป เป็นรมกชอบแดดอ่อน ๆ รม่ชอบน้ าท่วมขังและชอบอากาศ
เย็น ปลูกรดกตลอดทั้งปษ ใบและกกานใบน ารปปรพงอาหาร เช่น แกงจืดและผัดผัก หรือคั้นเป็นน้ าและ
ดื่มกิน สรรพคพณทางยา ป้องกันโรคมะเร็งรดก )Nakamura et al., .889)  
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ภาพที่ 2 -. ใบและดอกของจิงจูฉ่าย )Artemisia lactiflora) 
 

การสกัดสารส าคัญจากพืชสมุนไพร (วัชรพงษ์ ทสะสังคินทร์, 2556) 
 การสกัดสารส าคัญจากพืชสมพนรพรท ารดกหลายวิธีการ ส าหรับการสกัดเบื้องตกนจะรดก
องค์ประกอบเป็นของผสมหรือสารสกัดหยาบ ซึ่งสารสกัดหยาบเป็นสิ่งที่รดกจากการสกัดสมพนรพร
โดยใชกตัวท าละลาย สารสกัดหยาบนี้เป็นของผสมขององค์ประกอบทางเคมีของสมพนรพร ซึ่งจะมี
ทั้งองค์ประกอบที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาซึ่งมักเรียกว่าสารส าคัญ และองค์ประกอบที่รม่มีฤทธิ์ทาง
เภสัชวิทยา ซึ่งเรียกว่าสารเฉื่อย โดยชนิดและสัดส่วนขององค์ประกอบในสารสกัดจะเปลี่ยนรปตาม
สภาพของสมพนรพรที่ใชกและสภาวะที่ใชกในการสกัด ส าหรับการวิจัยครั้งนี้ ผูกวิจัยท าการสกัดดกวย
วิธีการสกัดดกวยตัวท าละลาย ซึ่งมีรายละเอียดดังต่อรปนี้     
 1.  การสกัดด้วยตัวท าละลาย (Solvent extraction) (สพรางค์รัตน์ แดงจิระ, 2558) 
 การสกัดดกวยตัวท าละลาย ตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใชกสกัด รดกแก่ เมทานอล เอทิลอะซิเตท 
รดคลอโรมีเทน หรือเฮกเซน ซึ่งการสกัดโดยวิธีนี้จะใชกกับพืชที่รม่สามารถสกัดน้ ามันหอมระเหย
โดยวิธีการกลั่นดกวยรอน้ ารดก 
 การสกัดดกวยตัวท าละลาย เป็นวิธีการสกัดสาระส าคัญจากพืชโดยการหมักสมพนรพรกับ 
ตัวท าละลาย จนกระทั่งเน้ือเยื่อของสมพนรพรอ่อนนพ่ม และตัวท าละลายสามารถแทรกซึมเขการป
ละลายองค์ประกอบภายในผงสมพนรพรออกมารดก โดยการหมักสมพนรพรควรท าในภาชนะที่มีฝาปิด
สนิท ในการสกัดจะใชกเวลานาน 7 วัน หรือตามก าหนดในเภสัช หรือจนกระทั่งองค์ประกอบที่
ตกองการละลายออกมาหมด ระหว่างท าการหมักนั้นควรเขย่าหรือคนเป็นคร้ังคราวเพื่อเพิ่มอัตราเร็ว
ของการสกัด เมื่อครบก าหนดเวลาจึงกรองแยกกากออกจากตัวท าละลาย การสกัดแบบนี้เหมาะสม
กับพืชสมพนรพรที่มีโครงสรกางหรือเน้ือเยื่อที่รม่แข็งแรงมากนัก เช่น ใบ ดอก ซึ่งท าใหกอ่อนนพ่มรดก
ง่าย จัดเป็นวิธีการสกัดโดยใชกตัวท าละลายปริมาณนกอย จึงเป็นวิธีการที่ประหยัดและคพกมค่า 
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 2.  การเลือกตัวท าละลายท่ีเหมาะสม 
 ในการสกัดสารส าคัญจากพืชนั้น จะตกองเลือกตัวท าละลายใหกเหมาะสมกับสารที่ตกองการ
จะแยก ซึ่งมีหลักที่ควรพิจารณาในการเลือกตัวท าละลาย ดังต่อรปนี้ 
  4..  คพณสมบัติของสารที่ตกองการสกัด เช่น ความมีขั้วของสาร ความคงตัวของสาร  
ในตัวท าละลายนั้นในอพณหภูมิสูง 
  4.4  มีความสามารถในการละลายสารที่ตกองการสกัดรดกดี 
  4.2  รม่ละลายปนเป็นเน้ือเดียวกันกับสารละลายของสารผสมที่ถูกสกัดนั้น 
  4.2  รม่ควรละลายสิ่งเจือปนหรือสารที่รม่ตกองการ 
  4..  สามารถแยกออกจากตัวถูกละลายรดกง่ายภายหลังที่สกัดแลกว 
  4.6  รม่ควรท าปฏิกิริยากับสารที่ตกองการสกัด 
  4.7  ตัวท าละลายควรมีราคารม่แพงมาก 
 ความมีขั้วของตัวท าละลายต่าง ๆ ที่ใชกในการสกัดสารส าคัญจากพืช แสดงดังตารางที่ 4-. 
 

 
ตารางที่ 4-. ความมีขั้วของตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ 

 

ความมีขั้ว ตัวท าละลาย 

รม่มีขั้ว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
มีขั้ว 

ปิโตรเลียมอีเทอร์ 
เฮกเซน 
คาร์บอนเตตระคลอรรด์ 
เบนซีน 
รดคลอโรมีเทน 
คลอโรฟอร์ม 
รดเอทิลอีเทอร์ 
เอทิลแอซิเตต 
อะซิโตน 
.-โพรพานอล 
เอทานอล 
เมทานอล 
น้ า 
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สารพฤกษคมี  
 สารประกอบทางเคมีในพืช )Phytochemistry) หมายถึง สารประกอบที่พืชสรกางขึ้นดกวย
กระบวนการเมแทบอลิซึม รวมทั้งสารอนพพันธ์ต่างๆ ของสารเหล่านี้ที่ถูกสรกางขึ้นดกวย สารประกอบ
ที่สิ่งมีชีวิตสรกางขึ้นถูกแบ่งออกเป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ 
 1.  สารปฐมภูมิ )Primary metabolite) เป็นสารที่รดกมาจากกระบวนการสังเคราะห์ดกวย
แสง )Photosynthesis) รวมทั้งสารอ่ืนๆ ที่เกี่ยวขกองในกระบวนการ นอกจากนี้ยังมีการหายใจ 
)Respiration) ที่มีสารประกอบต่าง ๆ เกิดขึ้นมากมาย และมีการสรกางพลังงานดกวย รดกแก่ สารพวก
คาร์โบรฮเดรต รขมัน น้ ามันหอมระเหย  
 2.  สารทพติยภูมิ )Secondary metabolite) เป็นสารที่รดกมาจากการน าสารปฐมภูมิ มาเขกาสู่
กระบวนการชีวสังเคราะห์ เพื่อสรกางสารชนิดต่าง ๆ ที่จ าเป็นส าหรับการด ารงชีวิตอีกทอดหน่ึง สาร
ทพติยภูมิมีหลายชนิด รดกแก่ แอนทราควิโนนรกลโครซด์ )Anthroquinone glycoside) มีฤทธิ์เป็น ยา
ระบาย สารประกอบฟษนอลิก )Phenolic compounds) และฟลาโวนอยด์ )Flavonoids) มีฤทธิ์ตกาน
ออกซิเดชัน ตกานการอักเสบ และเพิ่มภูมิคพกมกันใหกกับร่างกาย แอลคาลอยด์ )Alkaloids) มีฤทธิ์ตกาน
การอักเสบ และตกานมะเร็ง เป็นตกน  
 สารพฤกษเคมีที่รดกรับความสนใจเป็นอย่างมากในปัจจพบันรดกแก่ สารประกอบฟษนอลิก
และฟลาโวนอยด์ เพราะสารกลพ่มนี้มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลายโดยเฉพาะอย่างยิ่งฤทธิ์ตกาน
อนพมูลอิสระ เพราะเป็นที่ทราบกันดีว่าอนพมูลอิสระ เป็นสาเหตพที่ท าใหกเกิดโรคภัยรขกเจ็บที่รกายแรง 
เช่น โรคมะเร็ง และโรคหลอดเลือดหัวใจอพดตัน เป็นตกน 
 

สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compounds) 
 สารประกอบฟษนอลิกหรือสารประกอบโพลีฟษนอล )Polyphenol) เป็นสารกลพ่ม 
Secondary metabolite ที่ถูกสรกางขึ้นเพื่อประโยชน์ในกระบวนการเจริญเติบโต และการขยายพันธพ์
ของพืชแต่ละชนิดโดยทั่วรปมีหมู่รฮดรอกซิลมากกว่าหรือเท่ากับ . หมู่เกาะกับวงแหวนอะโรมาติก 
)Aromatic-ring) ดังภาพที่ 4-4 สารประกอบฟษนอลิกที่มีหมู่รฮดรอกซิลมากกว่า . หมู่นิยมเรียกว่า
สารประกอบโพลีฟษนอล )Polyphenol) โดยส่วนใหญ่สารประกอบฟษนอลิกเป็นสารที่ละลายน้ า  
มักพบอยู่กับน้ าตาลในรูปรกลโครซด์ โดยน้ าตาลดังกล่าวอาจเป็นน้ าตาลโมเลกพลเด่ียว น้ าตาล
โมเลกพลคู่หรือ โอลิโกแซ็กคาร์รรด์รดก น้ าตาลที่พบมากสพดในโมเลกพลของสารประกอบฟษนอล คือ 
กลูโคส นอกจากนี้ยังพบว่าอาจมีการรวมตัวกันระหว่างสารประกอบฟษนอลิกกับสารประกอบอี่น 
เช่น กรดคาร์บอกซิลิก กรดอินทรีย์ เอมีน และรขมัน การสรกางสารประกอบฟษนอลิกของพืชจะมีทั้ง
ปัจจัยทางดกานพันธพกรรมและสิ่งแวดลกอมเขกามาเกี่ยวขกอง นอกจากนี้ยังพบว่าวิธีการเพาะปลูก ระดับ
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ความสพก กระบวนการแปรรูปหรือแมกแต่กระบวนการเก็บรักษาก็ลกวนแต่มีผลต่อปริมาณ
สารประกอบฟษนอลิกทั้งสิ้น )ธนากร มณีฉาย, 4..6) 
 

 

OH

                   

HO
OH

OH

O OH

                      

OH
O OH

 
      Phenol                       Gallic acid  Salicylic acid 
 
ภาพที่ 4-4 โครงสรกางสารประกอบฟษนอลิก 
  
 ปัจจพบันนักวิทยาศาสตร์ พบสารในกลพ่มโพลิฟษนอลมากกว่า 8,000 ชนิดในธรรมชาติ นับ
จากโมเลกพลอย่าง่าย เช่น กรดฟษนอลิก ฟษนิลโปรพานอยด์ และฟลาโวนอยด์ รปจนถึงโครงสรกาง 
โพลิเมอร์ที่มีความซับซกอน เช่น ลิกนิน เมลานิน และแทนนิน เป็นตกน โดยคพณสมบัติทางโครงสรกาง
ที่สัมพันธ์กับฤทธิใ์นการตกานอนพมูลอิสระของสารกลพ่มนี้ โดยจะกล่าวเฉพาะ  สารกลพ่มที่ส าคัญ 
รดกแก่ ฟลาโวนอยด์ และกรดโพลิฟษนอลิกที่ส าคัญและพบรดกบ่อย  สารฟลาโวนอยด์พบอยู่ทั่วรปใน
พืชที่มีสีเขียว และพบในทพกส่วนของพืช เช่น ใบ ราก เน้ือรมก เปลือกรมก ดอก ผล หรือเมล็ด เป็นตกน 
ฟลาโวนอยด์จัดเป็นสารส าคัญของกลพ่มโพลิฟษนอลมีสูตรโครงสรกางหลักเป็นฟลาแวน )Flavan หรือ 
2-phenylbenzopyran) ประกอบดกวยคาร์บอน 15 อะตอม เรียงกันเป็นระบบ C6C3C6 โดยมีวงเบนซีน 
2 วง จับกันดกวยคาร์บอน 3 อะตอม ซึ่งอาจเป็นการ จัดเรียงเกิดเป็นวงที่ 3 ดังแสดงในภาพที่ 2-3 

 

O
A C

B

 
 

ภาพที่ 4-2 โครงสรกางของฟลาแวน 
 
 สารกลพ่มฟลาโวนอยด์แบ่งเป็นกลพ่มย่อยรดกหลายกลพ่ม ตามความแตกตา่งของสูตร
โครงสรกางโดยเฉพาะที่วงซึ่งเป็นวงที่มีอะตอมออกซิเจนอยู่ในรูปแบบตา่ง ๆ เช่น อีเทอร์ คีโตน 
รวมทั้งการมีหมูร่ฮดรอกซิลแทนที่วงอะโรมาติกในโมเลกพล ตัวอย่างของสารในกลพ่มฟลาโวนอยด์ 
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รดกแก่ Flavonol Flavones Flavanone Flavononol Isoflavane Isoflavonone Isofavonol Isoflavone  
Chalcone Dihydrochalcone และCoumarin ดังแสดงโครงสรกางหลักของสารกลพ่ม ฟลาโวนอยด์ 
ต่าง ๆ ดังแสดงในภาพที่ 4-2 

 

O

OH
O                     

O

O  
Flavonol                                                 Flavones 

 

O

O                      

O

OH
O  

        Flavanone                                            Flavononol 
 

ภาพที่ 4-2 โครงสรกางหลักของฟลาโวนอยด์กลพ่มต่าง ๆ  
 
 จากสูตรโครงสรกางหลักนี้ จะมีหมู่แทนที่ที่คาร์บอนต าแหน่งต่าง ๆ โดยเฉพาะที่ วง A 
และ B ส่วนใหญ่จะเป็นหมูร่ฮดรอกซี เมททอกซี และน้ าตาลตา่ง ๆ )ในกรณีที่เป็นรกลโครซด์)  
การแทนที่ของหมู่ต่าง ๆ เหล่านี้ต าแหนง่ตา่ง ๆ ท าใหกเกดิเป็นสารฟลาโวนอยด์ในธรรมชาติที่
แตกต่างกันเป็นจ านวนมาก )ขวัญยืน เลี่ยมส าโรง, 2552) 
 สมบัติการตกานออกซิเดชันโดยสารประกอบฟษนอลิกจะท าหนกาที่ก าจัดอนพมูลอิสระและ
รอออนของโลหะที่สามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของรขมันและโมเลกพลอ่ืน ๆ ดกวยการใหก 
อะตอมรฮโดรเจนแก่อนพมูลอิสระอย่างรวดเร็วดังปฏิกิริยาต่อรปนี้ ดังสมการที่ 4..-4.4 
     
  ROO• +  PPH     ROOH + PP  (2.1) 

RO•    +  PPH     ROH    + PP•   (2.2) 
 
 เมือ่สารประกอบฟษนอลิกใหกอะตอมรฮโดรเจนแก่อนพมูลอิสระรปแลกวอนพมูลอิสระของ
สารประกอบฟษนอลิกจะค่อนขกางมีเสถียรภาพ ดังนัน้จึงรม่ท าปฏิกิริยากับโมเลกพลอ่ืน ยิ่งรปกว่านั้น 



10 

อนพมูลอิสระของสารประกอบฟษนอลิกบางชนิดยังรม่สามารถรวมตัวกับอนพมูลอิสระอื่นอีกดกวย  
จึงท าใหกสามารถลดจ านวนอนพมูลอิสระลงรดก 4 เท่า ดังปฏิกิริยาที่ 4.2-4.2 
 
  ROO• + PP•  ROOPP   (2.3) 
   RO•      + PP•  ROPP   (2.4) 
 
 แต่ความสามารถในการตกานออกซิเดชันของสารประกอบฟษนอลิกยังขึ้นอยู่กับระบบดกวย  
ดังนัน้การศึกษาหรือเปรียบเทียบคพณสมบัติดังกล่าวจึงจ าเป็นตกองระบพรายละเอียดของระบบใหก
ชัดเจนโดยเฉพาะอย่างยิ่งสับเสรตที่เป็นเปา้หมายของระบบ นอกจากนีย้ังพบว่าในภาวะที่มี
สารประกอบฟษนอลิกความเขกมขกนสูง ความเป็นกรดด่างสูง และมีเหล็กอยู่ดกวย สารประกอบฟษนอลิก 
อาจจะเป็นตัวเร่ิมตกนของปฏิกิริยาออกซิเดชันเสียเองรดก (ธนากร มณีฉาย, 2556) 
  

อนุมูลอิสระสารต้านอนุมูลอิสระและการทดสอบสารต้านอนุมูลอิสระ  
)บพหรัน พันธพ์สวรรค์, 2556) 
 1.  อนุมูลอิสระ  
 อนพมูลอิสระ )Free radicals) หมายถึง สารที่มีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว )Unpaired electrons) 
ในอะตอมหรือโมเลกพล พบรดกทพกแห่งทั้งในสิ่งแวดลกอม ในสิ่งมีชีวิตและในเซลล์โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
กระบวนการผลิตพลังงานภายในเซลล์หรือจากกระบวนการเมทาบอลิซึม )Metabolism) โดยมีการ
เคลื่อนยกายอิเล็กตรอนออกจากโมเลกพลของออกซิเจน ท าใหกอิเล็กตรอนในโมเลกพลออกซิเจนรม่
สมดพล กลายเป็นอนพมูลอิสระและว่องรวในการเขกาท าปฏิกิริยามากและสามารถดึงอิเล็กตรอนจาก
โมเลกพลอ่ืนมาแทนที่อิเล็กตรอนที่ขาดหายรปเพื่อใหกตัวเองเกิดความสมดพลหรือเสถียร ซึ่งปฏิกิริยานี้
จะเกิดขึ้นอย่างต่อเน่ืองเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่และเกิดขึ้นในเซลล์ตลอดเวลา อนพมูลอิสระนอกจากจะ
เกิดภายในสิ่งมีชีวิตแลกวอนพมูลอิสระสามารถเกิดจากภายนอกสิ่งมีชีวิตหรือในสิ่งแวดลกอม รดกแก่
การรดกรับเชื้อโรค เช่น การติดเชื้อโรครวรัสหรือเชื้อแบคทีเรีย โรคเกี่ยวกับภูมิคพกมกัน )Immune 
diseases) เช่น ขกออักเสบ รูมาตอยด์ เป็นตกน จากมลภาวะ เช่น ควันบพหร่ี แก๊สจากท่อรอเสีย เช่น  
รนตรัสออกรซด์ รนโตรเจนรดออกรซด์ เขม่าจากเคร่ืองยนต์ฝพ่นจากกระบวนการประกอบอาหาร 
เช่น การย่างเนื้อสัตว์ที่มีส่วนประกอบของรขมันสูงการน าน้ ามันที่ใชกทอดอาหารที่มีอพณหภูมิสูง ๆ 
กลับมาใชกอีก 
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 2.  สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidants) 
 สารตกานอนพมูลอิสระถือว่ามีความส าคัญต่อกระบวนการออกซิรดซ์อนพมูลอิสระ หรือ
สามารถยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยในสิ่งมีชีวิตจะมีระบบการป้องกันการท าลายเซลล์และ
เน้ือเยื่อจากอนพมูลอิสระ ประกอบดกวยสารตกานอนพมูลอิสระมากมาย หลายชนิดที่ท าหนกาที่แตกต่าง
กันรป ซึ่งมีทั้งที่เป็นเอนรซม์และรม่เป็นเอนรซม์ สารประกอบที่ละลายในน้ า และสารประกอบที่
ละลายในรขมัน โดยสารตกานอนพมูลอิสระเหล่านี้มีกลรกการท างานตกานอนพมูลอิสระดกวยกันหลาย
แบบ เช่น ดักจับอนพมูลอิสระ การยับยั้งการท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน จับกับโลหะที่
สามารถ เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันรดก หยพดปฏิกิริยาการสรกางอนพมูลอิสระ เสริมฤทธิ์และยบัยั้ง 
การท างานของเอนรซม์ที่เร่งปฏิกิริยาอนพมูลอิสระ เป็นตกน แหล่งที่มาของสารตกานอนพมูลอิสระมี  
2 แหล่ง รดกแก่ สารตกานอนพมูลอิสระสังเคราะห์ )Synthetic antioxidants) และสารตกานอนพมูลอิสระ
จากธรรมชาติ )Natural antioxidants) ซึ่งสารตกานอนพมูลอิสระสังเคราะห์เกิดจากกระบวนการ
สังเคราะห์ทางเคมี นิยมน ามาใชกในอพตสาหกรรมอาหารเพื่อยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
รขมันที่เป็นสาเหตพที่ท าใหกอาหารมีกลิ่น สีและรสชาติเปลี่ยนแปลงรป สารสังเคราะห์นี้มีสภาพ 
คงตัวกว่าสารตกานอนพมูลอิสระจากธรรมชาติแต่มีขกอจ ากัดในดกานความปลอดภัยในการบริโภค 
ขณะที่สารตกานอนพมูลอิสระจากธรรมชาติสามารถพบรดกในสิ่งมีชีวิตทั้งพืช และสัตว์ซึ่งเป็นรดกทั้ง
เอนรซม ์วิตามินและสารอ่ืน ร่างกายของคนเราจะมีการป้องกันการสะสมสารอนพมูลอิสระโดยการ
สรกางเอนรซม์ตกานอนพมูลอิสระขึ้นมาควบคพมปริมาณสารอนพมูลอิสระใหกอยู่ในภาวะที่สมดพล และอีก
ส่วนรดกจากสารตกานอนพมูลอิสระที่ร่างกายรับประทานเขการปจ าพวกวิตามิน เบตกาแคโรทีนและ 
แคโรทีนอยด์ รวมทั้งสารประกอบโพลีฟษนอล ซึ่งสารดังกล่าวรดกจากพืชผักและผลรมก  
 3.  การทดสอบสารต้านอนุมูลอิสระ  
 การทดสอบฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระสามารถท ารดกหลายวิธีแต่ในที่นี้จะขอกล่าวถึงคือ 
DPPH assay 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay (DPPH assay) 
(ปรียนันท ์บัวสด, 2549) เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการตกานอนพมูลอิสระซึ่งใชก 
สารตัวอย่าง คือ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็น stable radical ในตัวท าละลาย Methanol  
ซึ่งสารละลายนี้มีสีม่วงดูดกลนืแสงรดกดีที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร  
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 DPPH คือ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็นอนพภาคอิสระที่เสถียรและสามารถที่จะ
รับอิเล็คตรอนรดกอีกเพื่อเปลี่ยนเป็นโมเลกพลที่รม่เป็นอนพมูลอิสระ ดังภาพที่ 2-. และเมื่อรดกรับ
อะตอมรฮโดรเจนจากโมเลกพลอ่ืนจะท าใหกสารดังกล่าวรม่เป็นอนพมูลอิสระ ดังภาพที่ 2-6 
 

N
N .

NO2O2N

NO2  
 
ภาพที่ 2-. Diphenylpicrylhydrazyl (Free radical)  
 

N
NH

NO2O2N

NO2  
 
ภาพที่ 2-6 Diphenylpicrylhydrazyl (Non radical) 
 
 ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณสารตัวอย่างจะท าปฏิกิริยากับอนพมูลอิสระ )DPPH)  
ในระยะเวลาที่ก าหนด ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ดกวยเคร่ือง
สเปกโทรโฟโทเมตรีค่าดูดกลืนแสงที่รดกจะแปรผันกับความเขกมขกนของ DPPH ดังนั้นการลดลง 
ของความเขกมขกนของ DPPH (สีอ่อนลง) บ่งบอกถึงความสามารถในการก าจัดอนพมูลอิสระของ 
สารตกานอนพมูลอิสระ ถกาสารตกานอนพมูลอิสระมีความสามารถในการตกานออกซิเดชันรดกสูง 
ความเขกมขกนของสารละลายสีม่วงก็จะลดลง  
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ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) 
 เอนรซม์รทโรซิเนส )Tyrosinase) พบรดกในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดทั้งพืชและสัตว์ ในมนพษย์
เอนรซม์รทโรซิเนสเกี่ยวขกองกับกระบวนการสรกางสีด าหรือน้ าตาลของผิวหนังหรือ เสกนผม ในพืช
รทโรซิเนสช่วยเร่งปฏิกิริยาการสรกางสีน้ าตาลด าซึ่งเกี่ยวขกองกับการหมองคล้ าของสี ผิวผักผลรมก  
ในสัตว์พวกแมลงบางชนิดเอนรซม์นี้มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตจากตัว อ่อนเป็นตัวเต็มวัย 
)กิตติศักดิ ์ลิขิตวิทยาวพฒิ, 2551) ซึ่งกลรกการสรกางเม็ดสีเมลานินโดยปกติ ผิวหนังจะมีกระบวนการ
สรกางเม็ดสีเมลานินซึ่งผลิตโดยเมลาโนรซต์พบรดกในชั้นล่างสพดของ ผิวหนังชั้นก าพรกา การ
สังเคราะห์เมลานินภายในเมลาโนรซต์ตกองอาศัยเอนรซม์รทโรซิเนสใน กระบวนการผลิตเมลานิน 
โดยเมลานินที่สรกางขึ้นแบ่งออกเป็น 4 ชนิด คือ ยูเมลานิน )Eumelanin) เป็นสารใหกสีน้ าตาลหรือ
น้ าตาลค่อนขกางด าพบในคนเอเชียและแอฟริกา และฟษโอเมลานิน )Pheomelanin) ใหกเกิดผิวสีเหลือง
หรือขาวพบรดกในคนยพโรป เม็ดสีเมลานินมีหนกาที่ในการป้องกัน ผิวหนังจากรังสียูวีโดยการดูดซับ
รังสีเอารวก ส่งผลใหกคนผิวคล้ าซึ่งมีเม็ดสีเมลานินมากกว่าคน ผิวขาวรดกรับอันตรายจากรังสียูวีรดก
นกอยกว่าเมื่อเทียบกับคนผิวขาว กระบวนการสรกางเม็ดสีทั้ง 4 ชนิดน้ัน เร่ิมตั้นจากการเปลี่ยน 
กรดอะมิโนรทโรซินซึ่งท าหนกาที่เป็นสารตั้งตกน โดยมี เอนรซม์รทโรซิเนสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาใหก
เกิดเป็น 4,2-รดรฮดรอกซิลฟษนิลอาลานีน )4,2 -Dihydroxyphenylalanine) หรือ เอล-โดปา  
)L-DOPA) และจะถูกเปลี่ยนเป็นโดปาควิโนน โดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดปาควิโนนที่สรกางขึ้นนี้
จะถูกเปลี่ยนเป็นโดปาโครม )Dopachrome) และเกิด ปฏิกิริยาพอลิเมอร์รลเซชันอีกหลายขั้นตอน
จนรดกเม็ดสี 4 ชนิด ดังภาพที่ 4-7 
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ภาพที่ 4-7 ชีวสังเคราะห์ของเมลานิน )Biosynthesis of melanins) (นิสา จพลโพธิ์, 4..8) 
  



15 

 สัดส่วนของยูเมลานินและฟษโอเมลานินในแต่ละคนนั้นจะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับเชื้อชาติ
และพันธพกรรมรวมถึงการรดกรับรังสียูวีจากแสงแดดซึ่งเป็นการกระตพกนใหกเกิดการสรกางเม็ดสี เม
ลานินเพิ่มมากขึ้น การสรกางเม็ดสีเมลานินที่มากเกินรปส่งผลต่อการเกิดฝ้า กระ จพดด่างด าของ
ผิวหนัง ซึ่งเป็นสิ่งที่รม่พึงปรารถนาจึงมีการหาวิธีการรบกวนขั้นตอนต่าง ๆ ในกระบวนการสรกาง 
เม็ดสีเมลานิน รดกแก่ การใชกสารยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนส )Tyrosinase inhibitor) 
สารกลพ่มนี้สามารถลดหรือยับยั้งการสรกางเม็ดสีเมลานินรดกโดยการยั้บยั้งเอนรซม์รทโรซิเนสและ
การใชกสารที่ท าใหก ผิวหลพดลอกออกเป็นแผ่น )Exfoliation) โดยการสลายเคอร์ราตินซึ่งจะกระตพกน
การผลัดเซลล์ผิวหนังชั้นนอกใหกหลพดออกรดกเร็วขึ้นเซลล์ผิวใหม่ที่เกิดขึ้นจึงดูขาวใสและอ่อนกว่า
วัยในปัจจพบันผูกคนตกองการใหกผิวของตัวเองมีความขาวใสโดยการใชกสารที่ท าใหกผิวขาว ซึ่งสารที่ท า
ใหกผิวขาวที่รดกรับความนิยม รดกแก่ วิตามินซี )Vitamin C) กรดโคจิก )Kojic acid) อาร์บูทิน 
)Arbutin) กรดอะเซลาอิก )Azelaic acid) นอกจากนี้ยังรวมถึงสารสกัดจากพืชต่าง ๆ เช่น สารสกัด
จากชาเขียวซึ่งมีสารส าคัญเป็นสารในกลพ่มแคทีชิน )Catechin) และยังมีคพณสมบัติในการ 
ตกานอนพมูลอิสระอีกดกวยรวมถึงสารอโลซิน )Aloesin) เป็นสารที่สกัดรดกจากว่านหางจระเขก  
สารกลาบริดิน )Glabridin) ที่สกัดจากชะเอมเทศ โดยสารจากธรรมชาติเหล่านี้สามารถยับยั้ง 
การท างานของเอนรซม์รทโรซิเนสรดก )นิสา จพลโพธิ์, 4..8) 
 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งต่อจุลินทรีย์ของสารสกัดจากสมุนไพร 
 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งต่อจพลินทรีย์ของสารสกัดจากสมพนรพร รดกดัดแปลงวิธีการมาจาก
การทดสอบความรวของเชื้อจพลินทรีย์ต่อสารตกานจพลินทรีย์หรือยาปฏิชีวนะ )Koneman et al., .882) 
ซึ่งสามารถแบ่งการทดสอบออกเป็น 4 วิธี คือ Dilution Method และ Diffusion Method  
มีรายละเอียด ดังน้ี 
 Dilution Method  
 Dilution Method เป็นวิธีหาความเขกมขกนต่ าสพดของสารตกานจพลินทรีย์ที่ใชกในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อจพลินทรีย์ โดยจะเรียกความเขกมขกนต่ าสพดของสารตกานจพลินทรีย์ที่สามารถยับยั้ง
จพลินทรีย์นี้ว่า Minimal Inhibition Concentration หรือ MIC ซึ่งการวิเคราะห์หา MIC สามารถท ารดก
โดยการเจือจางสารตกานจพลินทรีย์ ใหกมีความเขกมขกนต่าง ๆ กันในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งสามารถแบ่ง
ออกเป็น 4 วิธี )Ingraham & Ingraham, .88.) คือ การเจือจางสารตกานจพลินทรีย์ ในของเหลว  
)Broth Dilution Method) และการเจือจางสารตกานจพลินทรีย์ในอาหารแข็ง )Agar Dilution Method) 
ซึ่ง Dilution Method จะใหกผลที่ละเอียดกว่า Diffusion Method แต่ขณะเดียวกันก็ตกองใชกเวลา 
เคร่ืองมือ และแรงงานในการท าการทดลองมากกว่า 
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 Diffusion Method  
 Diffusion Method เป็นวิธีการทดสอบความรวของสารตกานจพลินทรีย์ ในการยับยั้งต่อ
เชื้อจพลินทรีย์ ซึ่งอาศัยหลักการที่ว่าสารจะซึมจากที่มีความเขกมขกนสูงรปยังที่มีความเขกมขกนต่ า  
ดังนั้น จึงน าสารตกานจพลินทรีย์ซึ่งอยู่ในรูปแผ่นยาที่เป็นกระดาษกรองหรือเม็ดยาวางบนอาหารเลี้ยง 
เพื่อซึมรปในอาหารเลี้ยงเชื้อจพลินทรีย์อยู่ ซึ่งที่นิยมมากที่สพดก็คือ วิธีที่ใชกแผ่นกระดาษกรอง   
)Disc Diffusion Method หรือ Filler Paper Disc) และการยับยั้งจพลินทรีย์ที่เกิดขึ้นสามารถสังเกตรดก
จากการที่จพลินทรีย์จะรม่สามารถเจริญเติบโตรดกในบริเวณโดยรอบที่มีสารตกานจพลินทรีย์อยู่ 
)Tortora, Berdell, & Christine, 1995) Diffustion Method เป็นที่นิยมกันมาก เน่ืองจากเป็นวิธีที่
สะดวกประหยัดค่าใชกจ่าย และใชกเวลาทดลองนกอย แต่วิธีนี้รม่สามารถอ่านผลรดกโดยตรงเป็น 
ค่าความเขกมขกนของสารตกานจพลินทรีย์ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจพลินทรีย์ 
 จากที่กล่าวมาแลกวนั้น จะเห็นรดกว่าการที่จะเลือกการทดสอบวิธีใดนั้น จะตกองพิจารณา
จากความละเอียดที่ผูกทดลองตกองการ จ านวนสารสกัดที่จะทดสอบ ปริมาณของสารสกัดที่มีอยู่ 
ตลอดจนแรงงานงบประมาณในการทดลอง โดยการศึกษาคร้ังนี้รดกเลือกวิธีที่เหมาะสมกับ 
การทดลอง คือ Diffusion Method  
 1.  การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งต่อจุลินทรีย์โดย Diffusion Method 
 Diffusion Method เป็นวิธีที่ใชกในการทดสอบความรวในการยับยั้งจพลินทรีย์ของสารตกาน
จพลินทรีย์ วิธีการนี้โดยทั่วรปมักท าการทดสอบกับสารตกานจพลินทรีย์เพียงความเขกมขกนเดียวเท่านั้น 
โดยอาศัยหลักการที่ว่า เมื่อใส่สารตกานจพลินทรีย์ปริมาณหนี่งรวกในภาชนะบรรจพ )Reservoir) ซึ่งอยู่
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ )Agar Medium) ที่เพาะเชื้อจพลินทรีย์รวก ภายหลังจากการบ่มเพาะเชื้อใหกสังเกตดู
รอบบริเวณภาชนะ ที่ตัวสารตกานจพลินทรีย์ซึมรปนั้นจะมีบริเวณใส )Clear Zone) ที่รม่มีเชื้อ
เจริญเติบโต โดยบริเวณใสนี้เรียกว่า Inhibition Zone แลกววัดขนาดบริเวณใสที่เกิดขึ้น เพราะขนาด
เสกนผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสที่เกิดขึ้นจะมีขนาดแคบกวกางแตกต่างกัน นอกจากนี้ยังพบว่า 
เสกนผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสที่เกิดขึ้นนั้นจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความรวของเชื้อจพลินทรีย์ที่
ใชกทดสอบอีกดกวย )Mckane, Larry, & Kandel, 1996) 
 ในอดีตนั้น Diffusion Method เร่ิมตกนดกวยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อดกวย
จพลินทรีย์ชนิดเดียวกัน แลกวใชกแท่งแกกวหรือแท่งเหล็กเจาะบนผิววพกนใหกมีช่องเกิดขึ้น จากนั้นเติม
สารละลายของสารตกานจพลินทรีย์ที่เตรียมรวก ใส่ลงรปในช่องวพกนเหล่านั้นสารตกานจพลินทรีย์จะ
แพร่กระจายรปในเนื้อวพกน โดยสารตกานจพลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยับยั้งต่อจพลินทรีย์ชนิดน้ัน 
จพลินทรีย์จะรม่เจริญบริเวณรอบ ๆ บริเวณที่มีสารตกานจพลินทรีย์ดังกล่าวอยู่ ซึ่งหากมีบริเวณที่ถูก
ยับยั้งมากนั้น หมายถึงสารตกานจพลินทรีย์หรือยาชนิดน้ันมีผลต่อการเจริญเติบโตของจพลินทรีย์ชนิด
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นั้นมาก ต่อมาในปษ ค.ศ. .86. รดกมีการพัฒนาวิธีการใหม่ โดย )Alcamo, .887) โดยใชกแผ่นกระดาษ
กรองหรือกระดาษกรองวงกลม )Filter Paper Disc) ซึ่งปัจจพบันนิยมใชกกันมาก บางคร้ังอาจเรียก
วิธีการทดสอบที่ใชกแผ่นกระดาษดังกล่าวนี้ว่า Kirby-Bauer Test หรือ Disc Sensitivity Test  
ดังจะเห็นรดกว่า Diffusion Method เป็นวิธีที่นิยมใชกกันมากในการทดสอบความรวต่อจพลินทรีย์ของ 
สารตกานจพลินทรีย์ เน่ืองจากเป็นวิธีที่สะดวก ใชกค่าใชกจ่าย แรงงานและเวลาในการท าการทดลองนกอย 
แต่วิธีนี้ยังมีขกอจ ากัดหลายประการดกวยกัน อาทิเช่น วิธีนี้รม่สามารถใชกในการทดสอบกับ
เชื้อจพลินทรีย์ซึ่งมีอัตราเร็วในการเจริญเติบโตต่ า หรือเชื้อจพลินทรีย์ที่รม่ใชกออกซิเจนในการ
เจริญเติบโต และเชื้อจพลินทรีย์ที่สามารถเจริญเติบโตรดกเฉพาะแต่ในอาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดเป็นตกน 
นอกจากนี้วิธีการทดสอบนี้ยังรม่สามารถอ่านผลเป็นค่าความเขกมขกนของสารตกานจพลินทรีย์ที่ผล
ยับยั้งการเจริญเติบโตของจพลินทรีย์รดกโดยตรง 
  2.  ปัจจัยท่ีมีผลต่อการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งต่อจุลินทรีย์โดย Diffusion Method 
 ปัจจัยหลายชนิดที่มีผลต่อขนาดบริเวณใสที่เกิดจากสารตกานจพลินทรีย์นั้น โดยบางปัจจัย
จะรบกวนการออกฤทธิ์หรือการดูดซึมของสารตกานจพลินทรีย์ หรือบางปัจจัยที่สามารถส่งเสริม  
การเจริญเติบโตของเชื้อจพลินทรีย์มากก็จะท าใหกขนาดบริเวณใสลดลงรดก ส่วนบางปัจจัยที่ส่งเสริม
การออกฤทธิ์หรือการดูดซึมสารตกานจพลินทรีย์ หรือพวกที่รบกวนการเจริญเติบโตของเชื้อจพลินทรีย์ 
ก็จะท าใหกบริเวณใสนี้เพิ่มขึ้น ดังนั้นจึงควรตระหนักถึงปัจจัยต่าง ๆ เหล่านี้ ซึ่งปัจจัยที่ส าคัญ มีดังนี้ 
 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 สารตกานจพลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ นั้น จะถูกกระทบจากส่วนประกอบต่าง ๆ ที่มีในอาหาร
เลี้ยงเชื้อแตกต่างกัน โดยมีตัวอย่างดังนี้ 
 ..  ความเป็นกรด-ด่าง )PH) ของอาหารเลี้ยงเชื้อ มีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของ
จพลินทรีย์ โดยจพลินทรีย์ส่วนมากจะเจริญเติบโตรดกดีที่ pH 6.9-7.4 แต่ถกา pH ต่ าหรือสูงกว่าระดับนี้ 
จะมีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของจพลินทรีย์รดก )Pelezar, .8.9) 
 4.  บัฟเฟอร์ )Buffer) ในอาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดน้ัน อาจมีผลกระทบต่อการออกฤทธิ์
ของสารตกานจพลินทรีย์บางชนิดรดก เช่น การทดสอบ Gentamicin ในอาหารซึ่งมีความเขกมขกนของ
บัฟเฟอร์ต่างกันก็จะท าใหกรดกผลการตรวจสอบความรวที่แตกต่างกัน นอกจากนี้จพลินทรีย์บางชนิดก็
สามารถอยู่รดกในที่ที่มี pH ในช่วงแคบ ๆ ถกา pH สูงหรือต่ ากว่านี้ก็จะท าใหกตายรดก เช่น Legionella 
pneumophia สามารถอยู่รดกที่ pH 6.9.-7... ดังนั้น จึงตกองใชกบัฟเฟอร์ช่วยเพื่อรม่ใหกค่า pH ของ
อาหารเลี้ยงเชื้อนั้น ๆ เปลี่ยนแปลงรปมากนัก )Nester, Evans, & Martha, .88.) 
 2.  ปริมาณอิออนที่ปรากฏในอาหารเลี้ยงเชื้อ มีผลกระทบต่อความรวของเชื้อและการ
ออกฤทธิ์ของสารตกานจพลินทรีย์ต่อเชื้อจพลินทรีย์รดก เช่น ผลของ Aminoglycoside ที่ท าใหกบริเวณใส



18 

ของเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ลดลง นอกจากนี้ส าหรับยา Tetracyclines ฤทธิ์ของยาจะลดลง
เมื่อปริมาณของ Divalent Cation เช่น Ca4+ และ Mg4+ เพิ่มขึ้น )Koneman et al., .882)  
 2.  วพกน )Agar) วพกนในอาหารเลี้ยงเชื้อนั้น มีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นสารประกอบของ 
Polysaccharides ซึ่งสารตกานจพลินทรีย์ที่มีโครงสรกางโมเลกพลเป็น Cationic จะสามารถจับกับหมู่ 
Acidic Sulfate ของ Polysaccharides ในวพกนรดก จึงมีผลท าใหกการออกฤทธิ์ของสารตกานจพลินทรีย์นั้น
ลดลงรดก โดยเฉพาะอย่างยิ่งส าหรับยาในกลพ่ม Polymyxins (Brown & Gilbert, .88.) 
 ..  ความหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ )Agar Medium) โดยทั่วรปจะก าหนดใหกมีความหนา
ประมาณ 2 มิลลิเมตร ซึ่งรม่ท าใหกกระทบต่อขนาดบริเวณใสที่เกิดขึ้นมากนัก โดยการเทอาหาร 
เลี้ยงเชื้อ ขนาด 4. และ 6. มิลลิลิตร ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ )Plate) ที่เสกนผ่านศูนย์กลางภายใน 8 
และ .. เซนติเมตร ตามล าดับ จะท าใหกรดกความหนาดังกล่าว ส่วน Plateที่เท Agar รวกแลกวถกาตกองการ
เก็บรวกใชกเกิน . วัน ควรใส่ถพงพลาสติกแลกวรวกในที่มีอพณหภูมิ 2-9 C แต่รม่ควรเก็บเกิน 4 สัปดาห์ 
และก่อนใชกควรใหกพื้นผิว Agar แหกงเสียก่อน )Collins, Lyne, & Grange, .898)  
 6.  ความชื้นหรือน้ าของอาหารเลี้ยงเชื้อ มีบทบาทโดยตรงต่อจพลินทรีย์เกี่ยวกับ แรงดัน
ออสโมซิสของเซลล์ เพราะผลของแรงดันออสโมซิสที่มีต่อจพลินทรีย์นั้นจะแตกต่างกันออกรป
ขึ้นอยู่กับความเขกมขกนของสารละลายและชนิดของจพลินทรีย์นั้น ๆ เช่น เซลล์ของ Escherichia coli 
น้ าจะแพร่ออกนอกเซลล์)Plasmolysis) เมื่อเจริญในสารละลายซูโครสเขกมขกน .4% เป็นเวลานาน  
.-4. นาที ส่วนเซลล์ของแบคทีเรียพวก Bacillus มีความสามารถทนต่อสารละลายของเกลือเขกมขกน 
..-..% หรือสารละลายน้ าตาลเขกมขกน 2.-6.% รดกดี )บัญญัติ สพขศรีงาม, 4.26) 
 ปริมาณของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีใช้ในการทดสอบ 
 ปริมาณของเชื้อจพลินทรีย์ที่ใชกในการทดสอบนั้น มีผลต่อการทดสอบเป็นอย่างมาก เช่น 
การใชกเชื้อจพลินทรีย์มากเกินรปจะท าใหกบริเวณใสมีขนาดเล็กเกินรปรดก ดังนั้น การทดสอบทพกคร้ังจึง
ตกองมีการปรับปริมาณของเชื้อทดสอบใหกอยู่ในปริมาณที่แน่นอน และเป็นมาตรฐาน เช่น การปรับ
ปริมาณของเชื้อจพลินทรีย์ที่น ามาทดสอบใหกความเขกมขกนประมาณ 1.5109 เซลล์/ มิลลลิิตร โดย
เทียบกับ ... McFarland Standard (Koneman et al., .882) 
 ความเข้มข้นของสารต้านจุลินทรีย์ใน Disc ท่ีใช้ทดสอบ 
 ในกรณีที่ใชกแผ่นกระดาษกรอง )Disc) ที่มีสารตกานจพลินทรีย์ที่เตรียมขึ้นเอง โดยการชพบ 
Disc ลงในสารตกานจพลินทรีย์ อาจจะมีผลท าใหกปริมาณความเขกมขกนของสารตกานจพลินทรีย์ใน Disc 
แต่ละอันแตกต่างกัน และจะส่งผลต่อขนาดของบริเวณใสที่เกิดจากสารตกานจพลินทรีย์รดกโดยตรง 
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 อุณหภูมิที่ใช้ในการบ่มเชื้อ 
 อพณหภูมิที่ใชกในการบ่มเชื้อมีผลกระทบอย่างมากต่อการเจริญเติบโตของเชื้อจพลินทรีย์ซึ่ง
โดยปกติจพลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตรดกดีในช่วงอพณหภูมิที่กวกาง ซึ่งประกอบดกวยแบคทีเรียที่
เจริญเติบโตรดกที่อพณหภูมิ . C (Psychrophilic Bacteria) และแบคทีเรียที่เจริญเติบโตรดกดีที่อพณหภูมิ
สูงกว่า 7. C (Thermophilic Bacteria) และแบคทีเรียที่เจริญเติบโตรดกที่อพณหภูมิประมาณ 4.-2. C 
(Mesophilic acteria) ซึ่งรดกแก่ แบคทีเรียที่สามารถก่อใหกเกิดโรคต่อมนพษย์ เช่น Salmonella typhi 
และ Staphylococcus aureus เป็นตกน )Pelezar, .8.9) ดังนั้นแลกวอพณหภูมิที่ใชกในการบ่มเชื้อ จึงมี
ความจ าเป็นอย่างยิ่งต่อการเจริญเติบโตของจพลินทรีย์แต่ละชนิด จึงควรปรับอพณหภูมิใหกเหมาะสม
ส าหรับการเจริญเติบโตของจพลินทรีย์แต่ละชนิด โดยในกรณีที่ทดสอบความรวของจพลินทรีย์ที่
สามารถท าใหกเกิดโรคในมนพษย์ จะใชกอพณหภูมิในการบ่มเชื้อประมาณ 2.-27 C ซึ่งเป็นอพณหภูมิ
เฉลี่ยของสัตว์เลือดอพ่น )Kleyn & Bicknell, .888) 
 เวลาที่ใช้ในการบ่มเชื้อ 
 เวลาที่ใชกในการบ่มเชื้อมีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของเชื้อจพลินทรีย์และการซึมของ
สารตกานจพลินทรีย์ใน Agar Medium รดก ดังนั้นภายหลังวาง Disc แลกวควรน า Plate ที่รดกเขกาตูกบ่มเชื้อ
ทันที แลกวบ่มเชื้อเป็นเวลา .9-42 ชั่วโมง )Collins, Lyne, & Grange, .898)  
 บรรยากาศขณะบ่มเชื้อ 
 บรรยากาศขณะบ่มเชื้อมีผลต่อการทดสอบเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะเมื่อบ่มเชื้อที่มี
คาร์บอนรดออกรซด์ จะท าใหกเกิด Carbonic Acid บนพื้นผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ )Agar) ซึ่งเป็น
สาเหตพที่ท าใหกอาหารเลี้ยงเชื้อเกิดสภาวะกรดขึ้น ซึ่งจะมีผลต่อจพลินทรีย์ และการออกฤทธิ์ของ 
สารตกานจพลินทรีย์บางชนิด )บัญญัติ สพขศรีงาม, 4.26) 
 การวัดขนาดบริเวณใสท่ีเกิดขึ้น 
 การวัดขนาดบริเวณใสที่เกิดขึ้น มีความส าคัญอย่างมากที่จะท าใหกผลที่แปรออกมาผิด
หรือถูกรดกเช่นกัน โดยทั่วรปการวัดขนาดบริเวณใสตกองการความละเอียดเป็นค่ามิลลิเมตร ซึ่งจะวัด
รดกโดยใชกรมกบรรทัดคาลิปเปอร์ หรือเคร่ืองมือรฟฟ้า นอกจากนี้การที่ขอบบริเวณส่วนใสรม่ชัดเจน 
คือ ขอบริม ๆ ที่ยังมีเชื้อจพลินทรีย์ยังเจริญประปรายหรือเชื้อจพลินทรีย์ถูกยับยั้งรม่หมด การวัดขนาด
บริเวณใสในลักษณะนี้จะตกองวัดเฉพาะขอบนอกที่ใสสม่ าเสมอ )Ingraham & Ingraham, .88.) 
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       No.            1             2          3        4            9 
        R             Oival       OAc      H         H           H 
                                                            6,7-epi      ent-4 
 

งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 Nakamura et al. (1998) ท าการศึกษาแยกโครงสรกางสาร acetylenic spiroketal enol 
ethers จากพืชในวงศ์ Asteraceae ที่มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Artemisia lactiflora โดยการน าส่วนใบสด 
น้ าหนัก 1 กิโลกรัม มาสกัดโดยใชกเมทานอลเป็นตัวท าละลายรดกสารสกัดหยาบดกวยเมทานอล  
2. กรัม ท าการแยกสารและท าใหกบริสพทธิ์ดกวย HPLC on Nova Pak C18 และยืนยันโครงสรกางดกวย
เคร่ือง 1H NMR จากการศึกษาในงานวิจัยนี้พบสารทั้งหมด 11 โครงสรกาง ซึ่งเป็นสารในกลพ่ม 
diacetylenic spiroketal enol ether epoxide ดังภาพที่ 4-9 และท าการตรวจสอบความเป็นพิษของ 
สารสกัดต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ผลการทดสอบดังตารางที่ 4-4  
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ภาพที่ 4-9 โครงสรกางสาร acetylenic spiroketal enol ethers epoxide  
 
 
 

No.          5             6             7              8 
R1        OiVal         H            H             H 
R2       β-OH      α-OH     β-OH     α-OH 
R3       α-Cl        β-Cl        H            H 

No.       10        11 
                       Δ8-Z 
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ตารางที่ 4-4  ผลการตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของสารสกัดใบสด  
    จิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเมทานอล 
 
 

โครงสร้างสาร ค่า IC50 (µM) 
. 
4 
2 
2 
. 
6 
7 
9 
8 
.. 
.. 

7.6 
29 
47 
43 
28 
56 

>100 
- 

50 
>100 
>100 

หมายเหตพ   ค่า IC50  หมายถึง  ค่าความเขกมขกนของสารสกัดที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง 
      เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวรดก ..% 
  >100     หมายถึง  สารสกัดมีความเขกมขกนมากกว่า ... µM ที่มีประสิทธิภาพ 
      ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวรดก ..% 
   -      หมายถึง  รม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
 
 Ma et al. (2011) ท าการศึกษาสกัดแยกสารจากตกน A. Lactiflora โดยการท าใหกแหกงและ
เป็นผง จ านวน ..... กิโลกรัม มาสกัดดกวยตัวท าละลายเอทานอลรดกสารสกัดหยาบ จากนั้นน าส่วน
สกัดหยาบมาแยกองค์ประกอบทางเคมีดกวยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟษ จากนั้นท าการแยกสาร
และท าใหกบริสพทธิ์ดกวย HPLC (Chiralcel Oj-H columm 250x20 mm, 5 µm) และยืนยันโครงสรกาง
ดกวยเคร่ือง 1C NMR และ 1H NMR จากการศึกษาในงานวิจัยนี้พบสารทั้งหมด 11 โครงสรกาง เป็น
สารใหม่จ านวน 6 โครงสรกางซึ่งเป็นสารในกลพ่ม diacetylenic spiroacetal enol ethers ดังภาพที่ 4-8  
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ภาพที่ 4-9 โครงสรกางสาร acetylenic spiroketal enol ethers  
 
 Xiao et al. (2014) ท าการศึกษาสกัดแยกสารและหาโครงสรกางสาร polyacetylene ชนิด
ใหม่จากตกนจิงจูฉ่าย (Artemisia lactiflora) ซึ่งเป็นพืชในวงศ์ Asteraceae โดยการน าส่วนเหนือดิน
ของตกนจิงจูฉ่ายที่บดแหกง น้ าหนัก 10.00 กิโลกรัม มาสกัดโดยใชกเอทานอลเป็นตัวท าละลายรดก 
สารสกัดหยาบ จากนั้นน าส่วนสกัดหยาบมาแยกองค์ประกอบทางเคมีดกวยเทคนิคคอลัมน์ 
โครมาโทกราฟษ และทินแลร์โครมาโทกราฟษ )TLC) พบว่า รดกสาร polyacetylene ชนิดใหม่ 1 ชนิด 
จ านวน 15.0 มิลลิกรัม และท าการตรวจสอบโครงสรกางดกวยเทคนิค spectroscopy พบว่ามีโครงสรกาง
เป็น Artemisidiyne A )ภาพที่ 4-..) จากนั้นรดกท าการศึกษาความเป็นพิษของสาร Artemisidiyne A 
โดยทดสอบกับเซลล์มะเร็งจ านวน 4 ชนิด คือ ล ารสกใหญ่ )HCT-8), กระเพาะอาหาร )BGC-823), 
ปอด )A549) และเม็ดเลือดขาว )HL-60) ดกวยวิธี MTT method ผลการศึกษาพบว่า สาร 
Artemisidiyne A เป็นสารที่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 3 ชนิด คือ ล ารสกใหญ่ กระเพาะอาหาร และปอด 
โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 7.5, 1.1, และ 4.6 µM ตามล าดับ 

No.      12         13         14             15          16             17             18            
R1      OAc      OH        OiVal       OAc       OH            H           H 
R2     β-OH   α-OH    β-OH    β-OH     β -OH     β -OH     α-OH    
R3    α-Cl      α-Cl      α-Cl        α-OH     α-OH      α-Cl         β -Cl      

No.        19              
R1          OH            
R2          H Δ8-Z    
         

No.              2              3          20              
R1              OAc          H          H ent-6            
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ภาพที่ 4-.. โครงสรกางสาร Artemisidiyne A  
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 
 เครื่องมือและอุปกรณ์ 
 1.  เคร่ืองระเหยสพญญากาศแบบหมพน )Rotary evaporator) (Buchi, R–200/ 205, 
Switzerland) 
 2.  เคร่ือง UV-Vis spectrophotometer 
 3.  เคร่ืองดูดจ่ายสารละลายปเิปต )Micropipette) 
  4.  แผ่นใหกความรกอน )Hot plate) 
 5.  เคร่ืองชั่งรฟฟ้า 4 ต าแหน่ง )TE214S, Sartorius) 
 6.  เคร่ืองอังรอน้ า )Water bath) 
 7.  ตูกดูดความชื้น )Dessicator) 
 8.  ขวดรูปชมพู่ )Erlenmeyer flasks) ขนาด 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
 9.  บีกเกอร์ )Beakers) ขนาด 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
 10.  กรวยกรอง )Glass funnel)  
 11.  กรวยแยก )Separatory funnel) ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 12.  ขวดกกนกลม )Round bottom flask) 
 13.  หลอดหยด )Dropper) 
 14.  กระจกนาฬิกา )Watch glass) 
 15.  แท่งแกกวคนสาร )Stairring rod) 
 16.  ปากคีบ )Forcep) 
 17.  คอลัมน์ )Column) ขนาดเสกนผ่านศูนย์กลางต่าง ๆ  
 18.  หลอดทดลอง )Test tube) 
 19.  กระบอกตวง )Cylinders) ขนาด 10, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
 20.  ขวดวัดปริมาตร )Volumetric flask) ขนาด 100 มิลลิลติร 
 21.  อะลูมิเนียม ฟอยด์ )Aluminium foil) 
 22.  รมโครปิเปตทิป )Micropipette tip) 
 23.  หลอดคะปิลลารี 
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 44.  พาราฟิล์ม 
 25.  แผ่น TLC normal silica gel 60 F254 25 แบบ aluminium sheet 20x20 cm  
ยี่หกอ Merck 
 สารเคมี 
 1.  เอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate, C2H5COOCH3, commercial grade) 
 2.  รดคลอโรมีเทน (Dichloromethane, CH2Cl2 commercial grade) 
 3.  เฮกเซน (Hexane, C6H14, commercial grade) 
 4.  เมทานอล )Methanol, CH3OH) 
 5.  คลอโรฟอร์ม )Chloroform, CHCl3) 
 6.  กรดรฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) 
  7.  กรดซัลฟิวริก (Sulfuric acid, H2SO4) 
  8.  กรดแกลเชียลแอซีติก )Glacial acetic acid, CH3COOH) 
  9.  แอมโมเนีย )Ammonia, NH3) 
  10.  เอทานอล (Ethanol, C2H5OH) 
  11.  แผ่นแมกนีเซียม (Mg) 
  14.  กรดแกลลิก )Gallic acid) 
 12.  DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
  12.  เฟอร์ริกคลอรรด์ (Ferric chloride, FeCl3) 
  1..  โซเดียมคาร์บอเนต )Sodium carbonate) 
  16.  น้ ากลั่น )Distill water) 
  17.  เคอร์ซิติน )Quercetin) 
  19.  น้ ายาทดสอบดราเจนดอร์ฟ )Dragendorff’s reagent) 
  19.  น้ ายาทดสอบฟอลิน ซิโอแคลตู )Folin-Ciocalteu reagent) 
 20.  Dimethyl Sulfoxide (DMSO) บริษัท Fuka, Germany  
 21.  Tetracycline 
 22.  0.85% NaCl 
 23.  อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton broth (MHB) 
 24.  อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton agar (MHA) 
 25.  เชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 
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สกัดด้วยตัวท ำละลำยไดคลอโรมีเทน 

สกัดดกวยตัวท าละลายเฮกเซน 

สกัดดกวยตัวท าละลายเมทานอล 

สกัดดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน 

สกัดดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซีเตท 

แผนการด าเนินงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

เก็บและเตรียมตัวอย่างจิงจูฉ่ายแหกง จ านวน 500 กรัม 

ส่วนพืชตัวอย่าง 

ส่วนพืชตัวอย่าง 

ส่วนพืชตัวอย่าง 

ส่วนสกัดหยาบ 

เฮกเซน 

ส่วนสกัดหยาบ 

รดคลอโรมีเทน 

ส่วนสกัดหยาบ 

เอทิลอะซีเตต 

ส่วนสกัดหยาบ 

เมทานอล 

ภาพที่ 3-1 แผนผังขั้นตอนการท าวิจัย 

ส่วนพืชตัวอย่าง 

ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ทดสอบฤทธิ์ตกานเชื้อแบคทีเรีย 

หาปริมาณฟษนอลิ
กรวม 

หาปริมาณฟลาโวนอยด์
รวม 

ทดสอบฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ 
 

ทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการท างานของเอนรซม์
รทโรซิเนส 

ระเหยตัวท าละลาย 

ระเหยตัวท าละลาย 

ระเหยตัวท าละลาย 

ระเหยตัวท าละลาย 

การตรวจสอบสารพฤษเคมีเบื้องตกน 

คาร์ดิแอครกลโค

แอลคาลอยด ์

แอนทราควิโนน 

แทนนิน 

ฟลาโวนอยด ์

เทอร์พีนอยด์ 

สเตอร์รอยด์ 

คูมาริน 

ซาโปนิน 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
 1.  การเก็บตัวอย่าง 
 สมพนรพรที่ใชกในการศึกษาครั้งนี้ คือ จิงจูฉ่าย )Artemisia lactiflora) ใชกส่วนเหนือดิน 
เกบ็พืชตัวอย่างจากสวนผักในเขตทวีวัฒนา จังหวัดกรพงเทพมหานคร ในช่วงเดือน มีนาคม พ.ศ. 
4..8 
  2.  การเตรียมสารสกัดหยาบ  
 น าส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย ตากผึ่งลมใหกแหกงในที่อากาศถ่ายเทสะดวกเป็นเวลา 7 วัน 
น ารปบดและน าส่วนที่บดรปชั่งน้ าหนักที่แน่นอนดกวยเคร่ืองชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง ใหกมีน้ าหนัก
ประมาณ ... กรัม )บันทึกน้ าหนักที่แน่นอน) สกัดดกวยตัวท าละลายเฮกเซน ดกวยวิธีการแช่หมัก 
)Maceration) ที่อพณหภูมิหกอง เปลี่ยนตัวท าละลายทพกวัน เป็นเวลา 2 วัน กรองสารละลายโดยใชก
กรวยแกกวและส าลี น าสารละลายที่กรองรดกรประเหยตัวท าละลายออกดกวยเคร่ืองระเหยสารแบบ
หมพนภายใตกสพญญากาศ )Rotary evaporator) จะรดกสารสกัดหยาบเฮกเซน )Hexane extract) จากนั้น
น ากากของพืชที่เหลือมาสกัดโดยเปลี่ยนตัวท าละลายเป็นรดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตท และเมทา
นอล ตามล าดับ จะรดกสารสกัดหยาบรดคลอโรมีเทน )Dichloromethane extract) สารสกัดหยาบ
เอทิลอะซีเตท )Ethyl acetate extract)และสารสกัดหยาบเมทานอล )Methanol extract) ตามล าดับ 
น าสารสกัดหยาบที่รดกมาชั่งน้ าหนักดกวยเคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ต าแหน่ง บันทึกน้ าหนักของสารสกัด
หยาบ เพื่อค านวณหารกอยละของสารสกัด )%yield) เก็บสารสกัดรวกในขวดบรรจพสาร สีชา )Vial) 
เก็บรวกในตูกเย็นอพณหภูมิ 4-9 องศาเซลเซียสเพื่อรอการวิเคราะห์ 
 3.  การตรวจสอบสารพฤษเคมีเบื้องต้น (Phytochemical screening) 
 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตกนของสารสกัดหยาบเฮกเซน สารสกัดหยาบ  
รดคลอโรมีเทน สารสกัดหยาบเอทิลอะซีเตท และสารสกัดหยาบเมทานอล 8 กลพ่ม รดกแก่  
แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ คาร์ดิแอกรกลโครซด์ แอนทราควิโนน แทนนิน คูมาริน สเตอร์รอยด์ 
เทอร์พีนอยด์ และซาโปนิน จะใชกปฏิกิริยาการเกิดสีและการตกตะกอนโดยดัดแปลงจาก อรพณรัตน์ 
สัณฐิติกวินสกพล )4..7) และ ศรินรัตน์ ฉัตรธีระนันท์, วรางคณา สบายใจ และสิริมาส นิยมรทย 
)4..6) โดยมีขั้นตอน ดังนี้ 
 การตรวจสอบแอลคาลอยด์ ชั่งสารสกัด ..4 กรัม ละลายดกวยสารละลายกรดซัลฟิวริก 4% 
.. mL น ารปอพ่น 4-2 นาที กรองและน าของเหลวที่รดกจากการกรอง รปทดสอบกับสารแวกเนอร์
)Wagner’s reagent) ปรากฏตะกอนสีเหลืองหรือสีน้ าตาลแสดงว่าพบแอลคาลอยด์ 
 การตรวจสอบฟลาโวนอยด์ ชั่งสารสกัด 0.2 กรมั ละลายดกวยสารละลายเอทานอล 50%  
3 มิลลิลิตร ใส่ลวดแมกนีเซียมชิ้นเล็ก ๆ ลงรป 2-3 ชิ้น น ารปตกม และหยดกรดรฮโดรคลอริกเขกมขกน  
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)Conc. HCl) ถกาเกิดสารละลายสีเหลือง สกม หรือแดง แสดงว่าพบฟลาโวนอยด์  
 การตรวจสอบคาร์ดิแอกไกลโคไซด์ ชั่งสารสกัด 0.2 กรัม ละลายดกวยคลอโรฟอร์ม 
ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรเขย่า กรองส่วนที่รม่ละลายออก น าของเหลวที่รดกจากกรอง เติมสารละลาย  
เฟอริกคลอรรด์ )1% FeCl3) จ านวน 5 หยด เขย่า เติมกรดแกลเชียลอะซิติก )Glacial acetic acid) 
จ านวน 5 หยด เขย่า และค่อย ๆ เติมกรดซัลฟิวริกเขกมขกน )Conc. H2SO4) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลง
รป ถกาปรากฎวงแหวนสีน้ าตาลบริเวณรอยต่อระหว่างชั้นของสารสกัดกับกรดซัลฟิวริกแสดงว่าพบ
สารคาร์ดิแอกรกลโครซด์ 
 การตรวจสอบแอนทราควิโนน ชั่งสารสกัด 0.2 กรัม เติมสารละลายกรดซัลฟิวริก 10% 
10 มิลลิลิตร น ารปอพ่นในอ่างควบคพมอพณหภูมิ )Water bath) 5 นาที น ามากรอง แลกวปล่อยใหก
สารละลายเย็นลงที่อพณหภูมิหกอง สกัดดกวยรดคลอโรมีเทน เติมสารละลายแอมโมเนีย )10% NH3)  
2-3 หยด สังเกตสีชมพูแดงที่เกิดขึ้นแสดงว่าพบแอนทราควิโนน  
 การตรวจสอบแทนนิน ชั่งสารสกัด 0.2 กรัม เติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร น ารปอพ่นในอ่าง
ควบคพมอพณหภูมิ )Water bath) 5 นาที หยดสารละลายเฟอร์ริกคลอรรด์ )FeCl3) 2-3 หยด ลงรปใน
ของเหลวที่รดกจากการกรอง หากปรากฏสีเขียวด าหรือน้ าเงินด าแสดงว่าพบแทนนิน  
 การตรวจสอบคูมาริน ชั่งสารสกัด 0.2 กรัม เติมสารละลาย 50% เอทานอล 1.0 มิลลิลิตร 
เขย่าและกรองส่วนที่รม่ละลายออก น าของเหลวที่รดกจากการกรอง เติมสารละลายโซเดียม 
รฮดรอกรซด ์)6 M NaOH) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขย่า ถกาสารเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเขกมแสดงว่า 
พบสารคูมาริน 
 การตรวจสอบสเตอรอยด์ ชั่งสารสกัด 0.2 กรัมละลายสารดกวยคลอโรฟอร์มปริมาตร  
1.0 มิลลิลิตร เขย่า และกรองส่วนที่รม่ละลายออก น าของเหลวที่รดกจากการกรองมา ค่อย ๆ เติม 
กรดแกลเชียอะซีติก )Glacial acetic acid) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขย่า แลกวเติมกรดซัลฟิวริกเขกมขกน 
จ านวน 3 หยด ถกาปรากฏสารละลายเป็นสีน้ าเงินหรือน้ าเงินเขียวแสดงว่าพบสาร สเตอรอยด์ 
 การตรวจสอบเทอร์พีนอยด์ ใชกการทดสอบซาลโควสกี )Salkowski test) ชั่งสารสกัด  
0.2 กรัม เติมรดคลอโรมีเทน 2 มิลลิลิตร เขย่า และค่อย ๆ เติม กรดซัลฟิวริกเขกมขกน หากเกิดสี
น้ าตาลแดงระหว่างรอยต่อของสารละลายแสดงว่าพบเทอร์พีนอยด์     
 การตรวจสอบซาโปนิน ใช้การทดสอบฟอง โดยชั่งสารสกัด 0.2 กรัม น้ามาเติมน ้ากลั่น  
5 มิลลิลิตร จากนั นน้าไปต้มให้เดือด กรองและน้าของเหลวผลกรอง (Filtrate) มาเติมน ้ากลั่นลงไป 
2-3 มิลลิลิตร เขย่าอย่างแรง หากมีฟอง เกิดขึ นแสดงว่า พบซาโปนิน 
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 4.  การหาปริมาณฟีนอลิกรวม (Total phenolic Content)  
 การหาปริมาณฟษนอลิกรวม ดกวยวิธี Folin-ciocalteu colorimetric เป็นวิธีที่ดัดแปลง จาก 
Majhenic, Skerget, and Knez (4..7) ใชกกรดแกลลิก )Gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน โดยผสม
สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก )ความเขกมขกน ...-...... mg/ mL) หรือ สารตัวอย่างที่ตกองการ
ทดสอบ ปริมาตร ..4 mL กับสารละลาย Folin-ciocalteu reagent ความเขกนขกน ..% )v/ v) ปริมาตร 
..9 mL ใหกเขกากัน บ่นที่อพณหภูมิหกองเป็นเวลา . นาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 
)Na4CO2) ความเขกมขกน 4..% )W/ v) ปริมาตร ... mL เขย่าใหกเขกากัน บ่มที่อพณหภูมิ หกองเป็นเป็น
เวลา 4. นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 76. นาโนเมตร ดกวยเคร่ือง UV-Vis 
spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ า และหาปริมาณฟษนอลิกรวมของสารตัวอย่างจาก
กราฟมาตรฐานกรดแกลลิก ในหน่วยมิลลิกรัมของกรดแกลลิก ต่อน้ าหนักสารสกัดแหกง . กรัม 
)Gallic acid equivalents, mg GAE/ g dried extract) 
 5.  การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoids Content) 
 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ดกวยวิธี Aluminium trichloride (AlCl2) colorimetric 
เป็นวิธีการดัดแปลงจาก Arvouet-Grand, Vennnat, Pourrat, and Legret (.882) โดยใชกเคอร์ซิติน
)Quercetin) เป็นสารมาตรฐาน โดยผสมสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน )ความเขกมขกน ...-...... 
mg/ mL) หรือสารตัวอย่างที่ตกองการทดสอบ ปริมาตร ..4 mL กับสารละลายอะลูมีเนียม 
รตรคลอรรด์)AlCl2 reagent) ความเขกมขกน ...% )W/ v) ปริมาตร..9 mL ใหกเขกากันบ่มที่
อพณหภูมิหกองเป็นเวลา .. นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 2.. nm ดกวยเคร่ือง UV-Vis 
spectrophotometer ท าการทดลอง 3 ซ้ า และหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารตัวอย่างจากกราฟ
มาตรฐานเคอร์ซิตินในหน่วยมิลลิกรัมสมบูรณ์ของเคอร์ซิตินต่อน้ าหนักสารสกัดแหกง . กรัม 
)Quercetin equivalents, mgQE/ g dried extract) 
 6.  การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสะโดยวิธี DPPH radical scavenging 

 การทดสอบฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสะโดยวิธี DPPH radical scavenging เป็นวิธีที่ดัดแปลงจาก 
Braca, Sortino, Politi, Morelli, and Mendez (4..4) โดยใชกกรดแกลลิก )Gallic acid), เคอร์ซิติน 
)Quercetion) และวิตามินซี )L-ascorbic acid) เป็นสารมาตรฐาน โดยผสมสารละลายมาตรฐาน 
)ความเขกมขกนเร่ิมตกน ...4 mg/ mL) หรือสารตัวอย่างที่ตกองการทดสอบ )ความเขกมขกนเร่ิมตกน  
.... mg/ mL) ปริมาตร ..4 mL กับสารละลาย DPPH ที่ละลายในตัวท าลายเมทานอล ความเขกมขกน 
.... mM ปริมาตร ..9 mL ใหกเขกากัน บ่มที่อพณหภูมิหกองในที่มืด เป็นเวลา 2. นาที วัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น ..7 nm ดกวยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ า 
และค านวนหาค่ารกอยละของสารอนพมูลอิสระ)%DPPH radical inhibition)  จากสูตร 
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%DPPH radical inhibition = [(A-B)/ A] x 100 
 
 เมื่อ  A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่รม่มีสารทดสอบ 
    B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่มีสารทดสอบ 
 
 7.  การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Anti-tyrosinase assay) 
 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนสดกวยวิธี Dopachrome เป็นวิธี
ดัดแปลงจาก Masuda, Yamashita, Takeda, and Yonemori (2005) โดยใชกกรดโคจิก )Kojic acid) 
เป็นสารมาตรฐาน โดยผสมสารละลายมาตรฐาน )ความเขกมขกนเร่ิมตกน 0.02 mg/ mL) หรือสาร
ตัวอย่างที่ตกองการทดสอบ )ความเขกมขกนเร่ิมตกน 5.0 mg/ ml) ปริมาตร 20 µL กับสารละลาย sodium 
phosphate buffer (PH 6.8) ความเขกมขกน 20 mM ปริมาตร 140 µL และสารละลายเอนรซม์รทโร
ซิเนส (Tyrosinase from Mushroom) ความเขกมขกน 800 U/ mL ใน sodium phosphate buffer (PH 
6.8) ปริมาตร 20 µL ลงในจานหลพ่ม )96-well plate) บ่มที่อพณหภูมิหกองเป็นเวลา 10 นาที จากนั้น 
เติมสารละลาย L-DOPA ความเขกมขกน 3.0 mM ปริมาณ 40 µL ลงในหลพม เขย่าใหกเขกากัน  
บ่มที่อพณหภูมิหกองต่อเป็นเวลา 10 นาที และวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 nm ดกวยเคร่ือง 
Microplate Reader ค านวณหาค่ารกอยละของการยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนส  
)%Tyrosinase inhibition) จากสูตร 
 

% Tyrosinase inhibition = [(A-B)/ A] x 100 
 
 เมื่อ  A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่รม่มีสารทดสอบ 
     B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่มีสารทดสอบ 
 
 8.  การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 
 การทดสอบฤทธิ์ตกานเชื้อแบคทีเรียดกวยวิธี disc diffusion โดยทดสอบแบคทีเรีย  
แกรมบวก คือ Staphylococus aureus และแบคทีเรียแกรมลบ คือ Escherichia coli โดยส่งทดสอบ
ฤทธิ์ตกานเชื้อแบคทีเรีย ณ ภาควิชาจพลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
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บทที ่4 
ผลการวิจัย 

 
การสกัด 
 ส่วนเหนือดินจิงจูฉ่ายแหกง จ านวน ... กรัม เก็บจากสวนผักในเขตทวีวัฒนา จังหวัด
กรพงเทพมหานคร น ามาสกัดดกวยตัวท าละลายเฮกเซน ดกวยวิธีการแช่หมัก )Maceration) ที่
อพณหภูมิหกอง เปลี่ยนตัวท าละลายทพกวัน เป็นเวลา 2 วัน กรองสารละลายโดยใชกกรวยแกกวและส าลี 
น าสารละลายที่กรองรดกรประเหยตัวท าละลายออกดกวยเคร่ืองระเหยสารแบบหมพนภายใตกสพญญากาศ 
)Rotary evaporator) จะรดกสารสกัดหยาบเฮกเซน )Hexane extract) จากนั้นน ากากของพืชที่เหลือมา
สกัดโดยเปลี่ยนตัวท าละลายเป็นรดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตท และเมทานอล ตามล าดับ จะรดก 
สารสกัดหยาบรดคลอโรมีเทน )Dichloromethane extract) สารสกัดหยาบเอทิลอะซีเตท  
)Ethyl acetate extract) และสารสกัดหยาบเมทานอล )Methanol extract) ตามล าดับ ที่มีน้ าหนัก 
สารสกัดหยาบ รกอยละผลผลิต )%yield) และลักษณะต่าง ๆ ทางกายภาพ ดังตารางที่ 2-.  
และภาพที่ 2-. 
 
ตารางที่ 4-1 น ้าหนักสารสกัดหยาบ รกอยละผลผลิต และลักษณะทางกายภาพ 

 
 
 

 
  

สารสกัดหยาบจาก 
ส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 

ในตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ 

น้ าหนักสารสกัด 
(กรัม) 

ร้อยละ 
ผลผลิต 

(% yield) 

ลักษณะทาง
กายภาพ 

สารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน 8.10 ..62 สีเขียวเขกมหนืด 
สารสกัดหยาบดกวยรดคลอโรมีเทน 10.45 4..8 สีเขียวเขกมหนืด 
สารสกัดหยาบดกวยเอทิลอะซีเตท 3.79 ..76 สีเขียวเขกมหนืด 
สารสกัดหยาบดกวยเมทานอล 50.61 10.12 สีเขียวเขกมหนืด 
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ภาพที่ 4-1 ลักษณะทางกายภาพของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายใน 
 ตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ 
 

การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น 
 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตกนโดยอาศัยปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอน  
)อรพณรัตน์ สัณฐิติกวินสกพล, 2557) และ )ศรินรัตน์ ฉัตรธีระนันท์, วรางคณา สบายใจ และสิริมาส 
นิยมรทย, 2556) ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายที่สกัดดกวยเฮกเซน  
รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตตและเมทานอล รดกผลดังตารางที่ 4-2 
 
ตารางที่ 4-2 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตกนของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย  
   ดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล 
 

หมายเหตพ + คือ ตรวจสอบพบ - คือ ตรวจสอบรม่พบ 

สารพฤกษเคมี 
ผลการทดสอบสารพฤกษเคมีของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 

เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท เมทานอล 

แอลคาลอยด์ - - - - 
ฟลาโวนอยด์ + + + + 
คาร์ดิแอกรกลโครซด์ - - - + 
แอนทราควิโนน 
แทนนิน 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
+ 

คูมาริน - - - + 
สเตอร์รอยด ์ - - + + 
เทอร์พีนอยด์ - - - + 
ซาโปนิน - + + + 

เฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตท เมทานอล 
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 จากการทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตกน พบสารพฤกษเคมีทั้งหมด 7 กลพ่ม คือ  
ฟลาโวนอยด์ คาร์ดิแอกรกลโครซด์ แทนนิน คูมาริน สเตอร์รอยด์ เทอร์พีนอยด์ และซาโปนิน  
โดยสารสกัดหยาบดกวยเฮกเซนพบสารในกลพ่ม ฟลาโวนอยด์ สารสกัดหยาบดกวยรดคลอโรมีเทน 
พบสารในกลพ่มฟลาโวนอยด์ และซาโปนิน สารสกัดหยาบดกวยเอทิลอะซิเตทพบสารในกลพ่ม 
ฟลาโวนอยด์ สเตอร์รอยด์ และซาโปนิน และสารสกัดหยาบดกวยเมทานอลพบสารในกลพ่ม 
ฟลาโวนอยด์ คาร์ดิแอกรกลโครซด์ แทนนิน คูมาริน สเตอร์รอยด์ เทอร์พีนอยด์ และซาโปนิน 
ดังแสดงในตารางที่ 2-4  
 

การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content: TPC)  
โดยใช้วิธี Folin-Ciocalteu colorimetric 
 การหาปริมาณฟษนอลิกรวมดกวยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric เป็นวิธีที่ดัดแปลงจาก 
Majhenic, Skerget and Knez (2007) ซึ่งใชกกรดแกลลิก )Gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน พบว่ารดก
กราฟมาตรฐานกรดแกลลิกดังภาพที่ 4-2 (y = 0.8787x - 0.002, R2 = 0.9992) 

 
 

 
 
ภาพที่ 2-4 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก )Gallic acid) 

y = 0.8787x - 0.002 
R² = 0.9992 
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ความเข้มข้นของกรดแกลลิก (µg/ mL) 
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 จากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก )y = ..9797x - ....4) สามารถน ารปค านวณหาปริมาณ 
ฟษนอลิกรวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายในตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ คือ 
สารสกัดหยาบเฮกเซน สารสกัดหยาบรดคลอโรมีเทน สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตท และสารสกัด
หยาบเมทานอล รดกผลดังภาพที่ 2-2 โดยรายงานในหน่วยของมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อ 
น า้หนักสารสกัดแหกง . กรัม )MgGAE/ g) 

 

 
 
ภาพที่ 4-3 ปริมาณฟษนอลิกรวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายในตัวท าละลาย  
 อินทรีย์ชนิดต่าง ๆ 
 
 จากผลการหาปริมาณฟษนอลิกรวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวย
ตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ พบว่า สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตทมีปริมาณฟษนอลิกรวมสูงสพด )4..2±...4 
mgGAE/ g) รองลงมา คือ สารสกัดหยาบเมทานอล )..2.±...2 mgGAE/ g) สารสกัดหยาบ 
รดคลอโรมีเทน )...9±...4 mgGAE/ g) และสารสกัดหยาบเฮกเซน )..84±...2 mgGAE/ g) 
ตามล าดับ  
 
 
 

0.92±...2 
1.18±...2 

2.54±.... 

1.40±...2 
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เฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท เมทานอล 

สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ  
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การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoids Content: TFC) โดยใช้วธิี 
Aluminium trichloride (AlCl3) colorimetric 
 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมดกวยวิธี Aluminium trichloride (AlCl2) colorimetric  
เป็นวิธีที่ดัดแปลงจาก Arvouet-Grand, Vennat, Pourrat, and Legret (.882) ซึ่งใชกเคอร์ซิติน 
)Qurecetin) เป็นสารมาตรฐาน พบว่า รดกกราฟมาตรฐานสารละลายเคอร์ซิติน ดังภาพที่ 2-2  
)y = ...262x - .....4, R4= ..8878) 
 

 
 
ภาพที่ 2-2 กราฟมาตรฐานของสารละลายเคอร์ซิติน )Quercetin) 
 
 จากกราฟมาตรฐานสารละลายเคอร์ซิติน )y = ...262x - .....4) สามารถน ารป
ค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายใน 
ตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ คือ สารสกัดหยาบเฮกเซน สารสกัดหยาบรดคลอโรมีเทน  
สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตท และสารสกัดหยาบเมทานอล รดกผลดังภาพที่ 2-. โดยรายงาน 
ในหน่วยของมิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อน ้าหนักสารสกัดแหกง . กรัม )MgQE/ g) 
 
 
 
 

y = 0.0464x - 0.0012 
R² = 0.9979 

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

ค่า
กา
รดู
ดก

ลืน
แส

งท
ี่ 2.

. n
m 

ความเขกมขกนของเคอร์ซิติน )µg/ mL) 
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ภาพที่ 2-. ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายใน 
  ตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ 
 
 จากผลการหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย
ดกวยตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ พบว่า สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตทมีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงสพด 
)92.48±2..3 mgQE/ g) รองลงมา คือ สารสกัดหยาบดกวยรดคลอโรมีเทน )66..9±2.29 mgQE/ g) 
สารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน )...8.±..7. mgQE/ g) และสารสกัดหยาบเมทานอล )..82±..26 
mgQE/ g) ตามล าดับ ซึ่งใหกผลสอดคลกองกับผลการตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตกนดังตารางที่ 2-4 
ที่พบสารในกลพ่มฟลาโวนอยด์รดกทั้งในส่วนสกัดหยาบดกวยเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท 
และเมทานอล 
 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสะโดยวิธี DPPH radical scavenging 
 การทดสอบฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสะโดยวิธี DPPH radical scavenging เป็นวิธีที่ดัดแปลงจาก 
Braca, Sortino, Politi, Morelli, and Mendez (2002) โดยใชกกรดแกลลิก )Gallic acid) เป็น 
สารมาตรฐาน และวัดค่าการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 517 nm ที่ความเขกมขกนเร่ิมตกนที่ 0.04 mg/ mL 
รดกผลการทดลองแสดงเป็นค่ารกอยละของการตกานอนพมูลอิสระ )%DPPH radical inhibition)  
ดังตารางที่ 4-3 และภาพที่ 4-6  

11.91±0.70  

66.58±4.38 

83.29±3.13  

5.94±0.36 
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ตารางที่ 2-2 ผลการทดสอบฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ โดยวิธี DPPH radical scavenging ของ 
   สารมาตรฐานกรดแกลลิก )Gallic acid) 
 

ความเข้มเข้มของกรดแกลลิก  
(Mg/ mL) 

ร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ 
(% DPPH free radical inhibition) 

...2 25.04±0.01 
0.08 39.84±0.03 
0.16  80.01±0.04 
0.31 93.11±0.00 
0.63 94.52±0.00 

 

 
 
ภาพที่ 4-6 รกอยละการตกานอนพมูลอิสระดกวยวิธี DPPH free radical scavenging ของสารมาตรฐาน 
 กรดแกลลิก  
 
 การทดสอบฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวย
ตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล โดยท าการทดลองเช่นเดียวกับ
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ความเข้มเข้มของสารมาตรฐาน (mg/ mL)  

25.04±0.01 

39.84±0.03 

80.01±0.04 

93.11±0.00 94.52±0.00 
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สารมาตรฐานกรดแกลลิก พบว่า สารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายทพกส่วนสกัดมีฤทธิ์
ตกานอนพมูลอิสระโดยขึ้นกับความเขกมขกนของสารตกานอนพมูลอิสระ โดยที่ระดับความเขกมขกนต่างกัน  
มีผลท าใหกรกอยละการยับยั้งมีค่าต่างกันซึ่งรกอยละการยับยั้งจะแปรผันตามความเขกมขกน คือ  
ที่ความเขกมขกนสูงรกอยละการยับยั้งจะสูงตามดกวย จากความเขกมขกนสูงสพด คือ .. มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร 
สารสกัดทพกส่วนมีค่ารกอยละการตกานอนพมูลอิสระ DPPH สูงที่สพด ซึ่งความสามารถในการตกานอนพมูล 
DPPH ที่แสดงโดยค่ารกอยละการตกานอนพมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดหยาบดกวยเมทานอล มี  
รกอยละการตกานอนพมูลอิสระ DPPH สูงที่สพด เท่ากับ 96..2±.... รองลงมาคือ สารสกัดหยาบดกวย
เอทิลอะซิเตท )รกอยละ 78.72±....) สารสกัดหยาบดกวยรดคลอโรมีเทน )รกอยละ 69...±....)  
และสารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน )18.97±0.00) ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 2-2 และภาพที่ 2-7  
 
ตารางที่ 2-2 ผลการทดสอบฤทธิ์ตกานปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยวิธี DPPH radical scavenging  
   ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน  
   รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล 
 
ความเข้มข้นของ 
สารสกัดหยาบ 
(Mg/ mL) 

ร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ 
(% DPPH free radical inhibition) 

เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท เมทานอล 
..62 
..4. 
4... 
.... 
..... 

1.50±0.00 
2.86±0.01 
5.63±0.00 

12.63±0.01 
18.97±0.00 

3.34±0.00 
6.96±0.00 

17.25±0.00 
33.67±0.01 
68.11±0.01 

4.41±0.00 
8.88±0.00 

22.78±0.01 
50.75±0.02 
79.73±0.01 

2.66±0.01 
13.63±0.01 
26.92±0.01 
50.31±0.01 
86.54±0.01 
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ภาพที่ 2-7 รกอยละการตกานอนพมูลอิสระ)%DPPH radical inhibition) ของสารสกัดหยาบจากส่วน 
 เหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตทและ 
 เมทานอล 
 

 ค่าความสามารถในการตกานอนพมูล DPPH ของสารสามารถแสดงในรูปของค่า IC50 ซึ่งคือ
ค่าความเขกมขกนของสารที่สามารถตกานอนพมูล DPPH รดกรกอยละ .. หากค่า IC50 ของสารสกัดตัวใด 
มีค่าต่ าแสดงว่า มีค่าความสามารถในการตกานอนพมูลอิสระสูงหากค่า IC50 ของสารสกัดตวัใดมี 
ค่าสูงแสดงว่า มีค่าความสามารถในการตกานอนพมูลอิสระต่ า โดยค่า IC50 ของสารมาตรฐาน 
กรดแกลลิก สารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน  
เอทิลอะซิเตทและเมทานอล ดังแสดงในตารางที่ 2-. 
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ตารางที่ 2-5 ค่า IC.. ของการตกานอนพมูลอิสระของสารมาตรฐานกรดแกลลิก สารสกัดหยาบจาก  
    ส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท  
    และเมทานอลโดยวิธี DPPH radical scavenging  
 

ค่า IC50 (Mg/ mL) ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 ค่าเฉลี่ย 

กรดแกลลิก 0.105 0.095 0.092 0.0100±0.01 
เฮกเซน - - - - 

ไดครอโรมีเทน 7.600 7.240 6.822 7.220±0.39 
เอทิลอะซิเตท 5.681 5.487 5.865 5.680±0.19 
เมทานอล 5.282 5.127 5.338 5.250±0.11 

หมายเหต ุ  - หมายถึง ค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ DPPH มีค่าไม่ถึง 50 จึงไม่สามารถ 
      น้ามาหาค่า IC50 ไม่ได ้
 
 จากตารางที่ 4-5 เมือ่เปรียบเทียบค่า IC50 ของการตกานอนพมูลอิสระ DPPH โดยวิธี DPPH 
radical scavenging ของสารมาตรฐานกรดแกลลิกกับสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย
ดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล พบว่า สารสกัดหยาบจาก 
ตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆ ของจิงจูฉ่ายมีค่า IC50 ต่้ากว่าสารมาตรฐานกรดแกลลิก ทั งนี อาจเนื่องมาจาก
ในสารสกัดมีสารที่เป็นองค์ประกอบอยู่หลายชนิดแต่มีองค์ประกอบบางชนิดเท่านั นที่มีฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระ 
 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Anti-Ttyrosinase Aassay) 
โดยใช้ L-DOPA เป็นซับสเตรต 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนส ดกวยวิธี Dopachrome เป็นวิธี 
ที่ดัดแปลงจาก Masuda, Yamashita, Takeda, and Yonemori (4...) ใชกกรดโคจิก )Kojic acid)  
เป็นสารมาตรฐาน รดกผลการทดลองดังในตารางที่ 2-6 และภาพที่ 2-9 
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ตารางที่ 4-6 รกอยละการยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก  
     โดยใชก L-DOPA เป็นซับสเตรต 
 

ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
(มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร) 

ร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(% Tyrosinase inhibition) 

0.004 4..84.±2.73 
0.078 
0.156 
0.313 
0.625 

2..9..±4.99 
67.947±3.03 
80.693±2.41 
89.120±0.58 

 

 
 
ภาพที่ 4-8 รกอยละการยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก  

   โดยใชก L-DOPA เป็นซับสเตรต 
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ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน  (มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร) 

21.920±2.73 

40.800±4.99 

67.947±3.03 

80.693±2.41 
89.120±0.58 
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ตารางที่ 2-7 รกอยละการยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนสของสารสกัดหยาบส่วนเหนือดิน 
  ของจิงจูฉ่าย ดกวยตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ ที่ความเขกมขกน ..... มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร  

   โดยใชก L-DOPA เป็นซับสเตรต 
 

สารสกัดหยาบ 
ร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

(% Tyrosinase inhibition) 
เฮกเซน -8.20±1.32 

รดคลอโรมีเทน -9.30±2.95 
เอทิลอะซีเตท -2.30±0.78 
เมทานอล 9.53±4.01 

 
 จากผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนสของสารสกัดหยาบ
ดกวยเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตท และเมทานอล โดยใชก L-DOPA เป็นซับสเตรต  
ดังตารางที่ 2-7 พบว่า ที่ความเขกมขกน ..... มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร สารสกัดหยาบดกวยเมทานอลมีฤทธิ์
ในการยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนสรดกดีที่สพด )8..2±2...%)  
 จากการศึกษาปริมาณฟษนอลิกรวม ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ 
DPPH และฤทธิ์การยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนส ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดิน
ของจิงจูฉ่ายโดยการสกัดดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล 
เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารประกอบฟษนอลิกรวมและสารประกอบฟลาโวนอยด์
รวมกับฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตท พบว่ามีความสอดคลกองกับ
รายงานของ Pourmorad et al. (2006) ที่พบว่า สารสกัดที่มีปริมาณสารประกอบฟษนอลิกและ 
ฟลาโวนอยด์ในปริมาณที่สูงจะมีฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระสูงดกวย ส่วนสารสกัดหยาบดกวยเมทานอล 
มีปริมาณสารประกอบฟษนอลิกและฟลาโวนอยด์รวมนกอยกว่าสารสกัดหยาบดกวยเอทิลอะซิเตทแต่
ออกฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระรดกดีกว่าอาจเน่ืองมาจากพบสารพฤกษเคมีกลพ่มคูมารินและแทนนินใน
สารสกัดหยาบดกวยเมทานอล  
 ส่วนความสัมพันธ์ระหว่างฤทธิ์ในการยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนสกับฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ 
DPPH พบว่า สารสกัดหยาบดกวยเมทานอลมีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนสรดกดีที่สพด 
)8..2±2...%) ซึ่งสอดคลกองกับฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ DPPH ที่พบสูงที่สพดเช่นเดียวกัน )86.54±0.01) 
ซึ่งผลดังกล่าว พบว่า สารทีอ่อกฤทธิ์ในการยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนสที่เกีย่วกับกระบวนการสรกาง
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เม็ดสีและฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ DPPH นั้นน่าจะเป็นผลมาจากสารในกลพ่มของสารประกอบฟษนอลิก
ซึ่งใหกผลตรงกับสารพฤกษเคมีที่ตรวจพบของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวย 
ตัวท าละลายเมทานอล คือ สารกลพ่มฟษนอลิก รดกแก่ฟลาโวนอยด์ แทนนิน และคูมาริน  

(Malik et al., 4...) 
  

การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli และ  
Staphylococcus aureus ด้วยวิธี Agar disc diffusion  
 ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus 
ดกวยวิธี Agar disc diffusion ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลาย เฮ
กเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล แสดงดังตารางที่ 4-8 และภาพการทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพการยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus แสดงดังภาพที่ 4-9 ถึง
4-12 
 

ตารางที่ 2-8 ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus  
    ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซนรดคลอโร 
    มีเทน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล )ทดลองซ้ า 2 ครั้ง)  
  

แบคทีเรีย 
ทดสอบ 

เส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition zone )มิลลิเมตร ( ± SD* 

สารสกัด
หยาบ 
เฮกเซน 

สารสกัด
หยาบ 

ไดคลอโร
มีเทน 

สารสกัด
หยาบ 
เอทิลอะ
ซิเตท 

สารสกัด
หยาบ 

เมทานอล 

Ampicillin 
10 mg/ disc 

DMSO 

Escherichia coli - - - - 25.00 
±0.00 

- 

Staphylococcus -
aureus 

- - - - 20.00 
±0.05 

- 

หมายเหตพ   -  หมายถึง  รม่มี inhibition zone 
  * หมายถึง  ค่าเฉลี่ยที่รดกจากการทดลองซ้ า 3 คร้ัง 
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ภาพที่ 2-8 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus  
 ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2-.. การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus  
   ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน 
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ภาพที่ 2-.. การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus  
   ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2-.4 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus  
   ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเมทานอล 
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บทที ่5 
สรุปผล และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจิัย 
 จากการศึกษาสารพฤกษเคมี ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวม ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
ฤทธิ์ยับยั งการท้างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส และฤทธิ์ยับยั งแบคทีเรียของสารสกัดหยาบจาก 
ส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย จ้านวนน ้าหนักแห้ง 500 กรัม ที่สกัดโดยการแช่หมักในตัวท้าละลาย 
เฮกเซนไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล พบร้อยละการได้กลับคืนของสารสกัดหยาบ
ด้วยเมทานอล ไดคลอโรมีเทน เฮกเซน และเอทิลอะซิเตท ที่ 10.12, 2.09, 1.62 และ 0.76 ตามล้าดับ  
 การศึกษาสารพฤกษเคมีโดยการทดสอบปฏิกิริยาการเกิดสีและการตกตะกอน  
พบสารพฤกษเคมีทั งหมด 7 กลุ่ม คือ ฟลาโวนอยด์ คาร์ดิแอกไกลโคไซด์ แทนนิน คูมาริน  
สเตอร์รอยด์ เทอร์พีนอยด์ และซาโปนิน  
 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมและสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม ด้วยวิธี 
Folin-Ciocalteu และ Aluminium trichloride (AlCl3) colorimetric ตามล้าดับ พบว่าสารสกัดหยาบ
ด้วยเอทิลอะซิเตทมีปริมาณมากที่สุดโดยมีค่าเท่ากับ 2.54±0.02 mgGAE/ g และ 83.29±3.13  
mgQE/ g ตามล้าดับ  
 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH radical scavenging พบว่า  
สารสกัดหยาบด้วยเมทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด รองลงมา คือ สารสกัดหยาบด้วย
เอทิลอะซิเตท โดยมีค่า IC50 ของการตกานอนพมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 5.250±0.11 และ 5.680±0.19 
ตามล้าดับ  
 ผลการศกึษาฤทธิ์ในการยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยมี L-DOPA เป็นซับสเตรท พบว่า
ที่ความเข้มข้น 10.00 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร สารสกัดหยาบด้วยเมทานอลมีฤทธิ์ในการยับยั งเอนไซม์ 
ไทโรซิเนสได้ดีที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 9.53±4.01% 
 เมื่อน้าสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายไปทดสอบฤทธิ์ยับยั งแบคทีเรีย 
แกรมบวก Staphylococcus aureus และแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli ด้วยวิธี Agar disc 
diffusion เทียบกับสารมาตรฐาน Ampicillin และ DMSO พบว่าสารสกัดหยาบเฮกเซน  
ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล ไม่มีฤทธิ์ยับยั งแบคทีเรีย Staphylococcus aureus  
และ Escherichia- coli  
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ข้อเสนอแนะ 
 1.  ควรศึกษาการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีและน้าสารบริสุทธิ์ที่
ได้มาวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมี 
 2.  ในการสกัดควรทดลองเปรียบเทียบโดยใช้พืชที่แห้งบดให้ละเอียดเทียบกับพืชสด 
 3.  ในการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยวิธี Agar Disc Diffusion สารสกัดที่ได้อาจมีความ 
เข้มข้นน้อยและผ่านการท้าให้แห้งด้วย rotary evaporator และเก็บไว้นานจึงท้าให้สารสกัดที่ได้มี
ความเข้มข้นเปลี่ยนไปดังนั นในการทดสอบครั งต่อไปควรมีการเพิ่มปริมาณความเข้มข้นของ 
สารให้มากขึ น 
 4.  น้าสารพฤกษเคมีจากจิงจูฉ่ายไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมหรือเคร่ืองส้าอาง
หรือประโยชน์ในด้านอ่ืน ๆ ต่อไป 
 5.  น้าไปต่อยอดการวิจัย เพื่อให้เกิดประโยชน์ที่เป็นรูปธรรมและใช้ในเชิงพาณิชย์ได้ 
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ภาคผนวก ก  
ภาพส่วนต่าง ๆ ของจิงจูฉ่าย 
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ภาพภาคผนวกที่ ก-. ตกนจิงจูฉ่าย 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

 
ภาพภาคผนวกที่ ก-2 ใบจิงจูฉ่าย 
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ภาคผนวก ข  
ภาพการสกัดส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย โดยวิธีแช่ดกวยตัวท าละลาย 
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ภาพภาคผนวกที่ ข-. การสกัดส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่ ข-4 การสกัดส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน 
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ภาพภาคผนวกที่ ข-3 การสกัดส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่ ข-4 การสกัดส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเมทานอล 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการค านวณต่าง ๆ  
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1.  การค านวณร้อยละผลผลิต (% yield) 
 จากสูตร%yield = (น้ าหนักสารสกัดหยาบ / น้ าหนักตัวอย่าง) x 100 
 ตัวอย่างการค านวณรกอยละผลผลิตของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวย
ตัวท าละลายเฮกเซน 
  น้ าหนักของสารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเฮกเซน = 8.10 กรัม 

 น้ าหนักของส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย = 500.00 กรัม 
แทนค่า  %yield = (น้ าหนักสารสกัดหยาบ / น้ าหนักตัวอย่าง) x 100 
  %yield = (8.10/ 500.00) x 100 
  %yield = 1.62 
สารสกัดหยาบส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซนมี%yield = ..64 
 

ตารางภาคผนวกที่ ค-. น้ าหนักของส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายแหกง น้ าหนักสารสกัดหยาบ  
        และรกอยละผลผลิต 

 

2. การเตรียมสาร การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (Total Phenolic 
Content) 
 การเตรียมสาร 

 1.  สารละลาย Folin-Ciocalteu โดยเจือจางเป็น 1:10 (v/ v) ดกวยน้ ากลั่น 
 2.  สารละลาย Gallic acid ที่มีความเขกมขกน 1 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตรในเอทานอล โดยชั่ง

กรดแกลลิก 0.025 กรัม ละลายในตัวท าละลายเอทานอล 25.00 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางใหกมีความ
เขกมขกน 75.000-0.146 รมโครกรัม/ มิลลิลิตร เพื่อใชกในการสรกางกราฟมาตรฐาน 

สารสกัดหยาบจาก 
ส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 

ในตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ 

น้ าหนักของส่วนเหนือดิน
ของจิงจูฉ่ายแห้ง 

)กรัม(  

น้ าหนัก 
สารสกัดหยาบ 

(กรัม) 

ร้อยละ
ผลผลิต 

(% yield) 
สารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน ....00 8.10 ..62 
สารสกัดหยาบดกวยรดคลอโรมีเทน ....00 10.45 4..8 
สารสกัดหยาบดกวยเอทิลอะซีเตท ....00 3.79 ..76 
สารสกัดหยาบดกวยเมทานอล ....00 50.61 10.12 
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 3.  สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต )Na2CO3) ความเขกมขกนรกอยละ 2.5  โดยมวล/ ปริมาตร 
โดยชั่งโซเดียมคาร์บอเนต 1.250 กรัม ละลายดกวยน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร  

 4.  สารละลายตัวอย่างในตัวท าละลายเอทานอล เขกมขกน 50 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร โดยชั่ง
สารตัวอย่าง 50 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล 1 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยากับสารละลาย 
Folin-Ciocalteu reagent วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 nm 
 
ตารางภาคผนวกที่ ค-2 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 nm ของสามาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) 

 
ความเข้มข้นของ 

สารมาตรฐานกรดแกลลิก  
(μg/ mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 นาโนเมตร 
เฉลี่ย 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

0.938 0.776 0.856 0.822 0.818 
0.469 0.426 0.410 0.433 0.423 
0.234 0.186 0.199 0.205 0.197 
0.117 0.091 0.101 0.085 0.092 
0.059 0.046 0.048 0.049 0.048 
0.029 0.034 0.033 0.030 0.032 
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ภาพภาคผนวกที่ ค-1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 nm    
     กับความเขกมขกนต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) 
  
 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก รดกสมการ y = 0.8787x - 0.002,  R2 = 0.9992 
 
ตารางภาคผนวกที่ ค-3 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร ที่ใชกในการค านวณหาปริมาณ 
        ฟษนอลิกรวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัว 
        ท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล  

 
สารสกัดหยาบจาก 
ส่วนเหนือดินของ 

จิงจูฉ่าย 

ความเข้มข้น ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 นาโนเมตร 

เร่ิมต้น 
(Mg/ mL) 

สุดท้าย 
(Mg/ mL) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

เฮกเซน 5.000 0.500 0.411 0.387 0.404 
รดคลอโรมีเทน 0.630 0.063 0.062 0.064 0.063 
เอทิลอะซีเตท 0.630 0.063 0.137 0.138 0.138 
เมทานอล 2.500 0.250 0.310 0.312 0.306 

  

y = 0.8787x - 0.002 
R² = 0.9992 
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ความเขกมขกนของกรดแกลลิก )µg/ mL) 
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 การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 
 หาปริมาณฟษนอลิกรวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย ในหน่วย

มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อน้ าหนักสารสกัดแหกง 1 กรัม (MgGAE/ g) โดยการน าค่าการ
ดูดกลืนแสงที่รดกมาแทนในสมการเสกนตรงที่รดกจากกราฟมาตรฐาน 

 ตัวอย่างเช่น การค านวณปริมาณสารประกอบฟษนอลิกรวมของสารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน 
  ค่าดูดกลืนแสงครั้งที่ 1 ของสารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน เท่ากับ 0.411 

จากสมการ  y = 0.8787x - 0.002 
แทนค่า   y = 0.411 
         0.411 = 0.8787x + 0.002 

  x = 0.465 
 

 ดังนั้นสารสกัดหยาบดกวยเฮกเซนความเขกมขกน 0.50 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร มีปริมาณ
สารประกอบ ฟษนอลิกรวมเท่ากับ 0.465 รมโครกรัม/ มิลลิลิตร หรือ 0.000465 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร 
การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟษนอลิกรวมในหน่วย mgGAE/ g 
 สารสกัดตัวอย่าง 0.50 mg มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก 0.000465 mg/ mL 
 ถกาสารสกัดตัวอย่าง 1,000 mg มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก   
  0.000465 mg/ mL x 1,000 mg   = 0.93 mgGAE/ g 
               0.50 mg 
 

 ดังนั้น สารสกัดหยาบดกวยเฮกเซนมีปริมาณสารประกอบฟษนอลิกรวม เท่ากับ ..82 
มิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อน้ าหนักสารสกัดแหกง 1 กรัม 
  



63 

ตารางภาคผนวกที่ ค-2 ปริมาณฟษนอลิกรวม )Total Phenolic Content) ของสารสกัดหยาบจากส่วน  
        เหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน  
        เอทิลอะซิเตท และเมทานอล 

  

สารสกัดหยาบ 
ความเข้มข้น 
(Mg/ mL) 

ปริมาณฟีนอลิกรวม (MgGA/ g) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย SD 
เฮกเซน 0.50 0.94 0.94 0.89 0.92 0.03 
รดคลอโรมีเทน 0.0625 1.18 1.17 1.20 1.18 0.02 
เอทิลอะซีเตท 0.0625 2.55 2.53 2.55 2.54 0.01 
เมทานอล 0.25 1.35 1.42 1.43 1.40 0.04 

 

3.  การเตรียมสาร และการค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม  (Total 
Flavonoids Content) 
 การเตรียมสารละลาย 
 1.  เตรียมสารละลายอะลูมิเนียมรตรคลอรรด์ )AlCl3) ความเขกมขกนรกอยละ 2.00   
โดยมวล/ ปริมาตร ในตัวท าละลายเมทานอล 
 2.  เตรียมสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน )Quercetin) ความเขกมขกน 0.10 mg/ mL ใน 
เมทานอล โดยชั่ง Quercetin 0.10 มิลลิกรัม ละลายในเมทานอล 1 มิลลิลิตร จากนั้น เจือจางใหกมี
ความเขกมขกน 150.000-0.293 รมโครกรัม/ มิลลิลิตร เพื่อใชกในการสรกางกราฟมาตรฐาน 
 3.  เตรียมสารละลายตัวอย่างเขกมขกน 50.00 มิลลิกรัม/ มิลลลิิตร ในตัวท าละลายเมทานอล 
โดยชั่งสารตัวอย่าง 50 มิลลิกรัม ละลายในตัวท าละลายเมทานอล 1 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาท า
ปฏิกิริยากับสารละลาย AlCl3 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 nm 
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ตารางภาคผนวกที่ ค-5 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตร ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน  
        (Quercetin) 
 

ความเข้มข้นของ 
สารมาตรฐานเคอร์ซิติน  

(µg/ mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 415 นาโนเมตร 
เฉลี่ย 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

1.500 0.692 0.681 0.690 0.688 
0.750 0.374 0.373 0.353 0.367 
0.375 0.162 0.157 0.164 0.161 
0.188 0.082 0.089 0.084 0.085 
0.094 0.043 0.040 0.042 0.042 

 

 

 
ภาพภาคผนวกที่ ค-4 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 nm กับ 

     ความเขกมขกนต่าง ๆ ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน 
  

 กราฟมาตรฐานของสารละลายเคอร์ซิติน รดกสมการ y = 0.0464x - 0.0012 , R2 = 0.9979 
 
  

y = 0.0464x - 0.0012 
R² = 0.9979 
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ตารางภาคผนวกที่ ค-6 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตร ที่ใชกในการค านวณหาปริมาณ 
        ฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
        ดกวยตัวท าละลายเฮกเซน รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล  

 

สารสกัดหยาบจาก 
ส่วนเหนือดิน 
ของจิงจูฉ่าย 

ความเข้มข้น ค่าการดูดกลืนแสงท่ี  
415 นาโนเมตร 

เร่ิมต้น  
(Mg/ mL) 

สุดท้าย  
(Mg/ mL) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

เฮกเซน 2.250 0.250 0.129 0.145 0.137 
รดคลอโรมีเทน 0.310 0.031 0.099 0.088 0.099 
เอทิลอะซีเตท 0.630 0.063 0.230 0.247 0.244 
เมทานอล 2.500 0.250 0.069 0.071 0.063 

 
 วิธีการการค านวณ 
 หาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายใน 
หน่วยมิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อน้ าหนักสารสกัดแหกง . กรัม )MgQE/ g) โดยการน าค่า 
การดูดกลืนแสงที่รดกมาแทนในสมการเสกนตรงที่รดกจากกราฟมาตรฐาน 
 ตัวอย่างการค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน 
ค่าดูดกลืนแสงครั้งที่ . ของสารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน เท่ากับ ...48 
  จากสมการ y = ...262x - .....4 
   แทนค่า     y = ...48 
     ...48 = ...262x - .....4 
       x = 4.9.6 
 ดังนั้น สารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน ความเขกมขกน ..4.. มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร มีปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์รวมเท่ากับ 4.9.6 รมโครกรัม/ มิลลิลิตร หรือ ....49 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร 
 การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมในหน่วย mgQE/ g 
 สารสกัดตัวอย่าง ..4.. mg มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก ....49 mgQE 
 ถกาสารสกัดตัวอย่าง .,... mg มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก  
     0.0028 mgQE x 1,000 mg = 11.200 mgQE/ g 
         0.250 mg 
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 ดังนั้น สารสกัดหยาบดกวยเฮกเซนจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายมีปริมาณสารประกอบ 
ฟลาโวนอยด์รวมเท่ากับ 11.200 มิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อน้ าหนักส่วนสกัดแหกง 1 กรัม  
 
ตารางภาคผนวกที่ ค-7 ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม )Total Flavonoids Content) ของ 
        สารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน  
        รดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล 

 

สารสกัดหยาบ 
ความเข้มข้น 
(Mg/ mL) 

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (MgQE/ g) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย SD 
เฮกเซน 0.250 11.198 12.603 11.914 11.905 0.70 
รดคลอโรมีเทน 0.031 69.103 61.517 69.103 66.575 4.38 
เอทิลอะซีเตท 0.063 79.724 85.586 84.552 83.287 3.13 
เมทานอล 0.250 6.052 6.224 5.534 5.937 0.36 

 

4.  การเตรียมสาร และการค านวณฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH free radical 
scavenging  
 การเตรียมสาร 

 1.  สารละลาย DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) ความเขกมขกน 0.05 มิลลิโมลาร์  
)20 รมโครกรัม/ มิลลิลิตร) โดยชั่ง DPPH 10 มิลลิกรัม ละลายในเมทานอล 500 มิลลิลติร 

  2.  สารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) ความเขกมขกน 2 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร 
ในตัวท าละลายเอทานอล โดยชั่งสารมาตรฐานกรดแกลลิก 2 มิลลิกรัม ละลายในเมทานอล 1 
มิลลิลิตร แลกวเจือจางแบบ 2-fold ใหกมีความเขกมขกนในช่วง 0.625 - 0.039 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร 

  3.  สารละลายตัวอย่างใหกมีความเขกมขกนเร่ิมตกน 50 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ในเมทานอล 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลกวเจือจางแบบ 2-fold ใหกมีความเขกมขกนในช่วง 10.000-0.625 มิลลิกรัม/ 
มิลลิลิตร 
 การทดสอบฤทธิ์ตกานอนพมูลอิสระ DPPH 
 ผสมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก )ความเขกมขกน ..64. - ...28 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร) 
หรือสารตัวอย่างที่ตกองการทดสอบ )ความเขกมขกน ...... - ..64. มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร) ปริมาตร  
..4 มิลลิลิตรกับสารละลาย DPPH ที่ละลายในตัวท าละลายเมทานอล ความเขกมขกน .... มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร ..9 มิลลิลิตร เขย่าใหกเขกากัน บ่มที่อพณหภูมิหกอง ในที่มืด เป็นเวลา 2. นาที จากนั้น 
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วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น ..7 นาโนเมตร ดกวยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer  
ท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ า และค านวณหารกอยละของการตกานอนพมูลอิสระ )% DPPH free radical 
inhibition) 
 ค านวณหารกอยละของการตกานอนพมูลอิสระ (% DPPH free radical inhibition)  
จากสูตรดังต่อรปนี้   
 

%DPPH radical inhibition = [(A–B)/ A] × 100 
 

 เมื่อ  A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่รม่มีสารทดสอบ 
   B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่มีสารทดสอบ 
 ตัวอย่างการค านวณหารกอยละการตกานอนพมูลอิสระของสารสกัดหยาบดกวยเฮกเซน 
 )A) คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่รม่มีสารทดสอบ เท่ากับ ..7.. 
 )B) คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเฮกเซน ความเขกมขกน 
...... มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ครั้งที่ . เท่ากับ ...74 
 จากสมการ  %DPPH radical inhibition = [(A–B)/ A] × ... 
 แทนค่า เมื่อ  A = ..7.. 
     B = ...74 
     %DPPH radical inhibition = [(..7..–...74)/ ..7..] × ... 
     %DPPH radical inhibition = .8.22 
 

 สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเฮกเซน ที่ความเขกมขกน ...... มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร  
คร้ังที่ . มีรกอยละ การตกานอนพมูลอิสระ เท่ากับ .8.22 น ารกอยละการตกานอนพมูลอิสระที่ค านวณรดก 
ทั้ง 2 ครั้งมาหาค่าเฉลี่ยจะรดกรกอยละการตกานอนพมูลอิสระของส่วนสกัดหยาบดกวยตัวท าละลาย 
เฮกเซน 
 ค่าการดูดกลืนแสงที่ ..7 nm และรกอยละการตกานอนพมูลอิสระ )% DPPH free radical 
inhibition) ที่ความเขกมขกนต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก )Gallic acid) แสดงดังตาราง
ภาคผนวกที่ ค-8 และ ค่าการดูดกลืนแสงที่ ..7 นาโนเมตร และรกอยละการตกานอนพมูลอิสระของ 
สารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายต่าง ๆ แสดงดังตารางภาคผนวกที่ ค-8 
ถึงตางรางภาคผนวกที่ ค-.4  
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ตารางภาคผนวกที่ ค-9 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร และรกอยละการตกานอนพมูลอิสระของ 
        สารมาตรฐานกรดแกลลิก 

 

ความเข้มเขม้ของ 
กรดแกลลิก 
(Mg/ mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง  
ท่ี 517 นาโนเมตร 

%DPPH free radical inhibition 
คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

...2 0.513 0.507 0.525 25.328 26.201 23.581 25.0364 0.01 
0.08 0.442 0.409 0.389 35.662 40.466 43.377 39.8350 0.03 
0.16  0.175 0.132 0.105 74.527 80.786 84.716 80.0097 0.04 
0.31 0.050 0.046 0.044 92.722 93.304 93.304 93.1101 0.00 
0.63 0.039 0.039 0.035 94.323 94.323 94.905 94.5172 0.00 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค-8 ค่าการดูดกลืนแสงที่ ..7 nm และรกอยละการตกานอนพมูลอิสระของ 
        สารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน 
 

ความเข้มเข้มของ 
สารสกัดหยาบ 
(Mg/ mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง  
ท่ี 517 นาโนเมตร 

%DPPH free radical inhibition 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

..62 0.699 0.703 0.696 1.549 0.986 1.972 1.502 0.00 

..4. 0.675 0.695 0.699 4.930 2.113 1.549 2.864 0.01 
4... 0.668 0.667 0.675 5.915 6.056 4.930 5.634 0.00 
.... 0.620 0.624 0.617 12.676 12.113 13.099 12.629 0.00 
..... 0.572 0.570 0.584 19.437 19.718 17.746 18.967 0.00 
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ตารางภาคผนวกที่ ค-10 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 nm และรกอยละการตกานอนพมูลอิสระของสาร  
          สกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน 
 

ความเข้มเข้มของ 
สารสกัดหยาบ 
(Mg/ mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง  
ท่ี 517 นาโนเมตร 

%DPPH free radical inhibition 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

..62 ...77 0.582 0.578 3.673 2.838 3.506 3.339 0.00 

..4. 0.557 0.559 0.556 7.012 6.678 7.179 6.956 0.00 
4... 0.496 0.492 0.499 17.195 17.863 16.694 17.251 0.00 
.... 0.408 0.387 0.397 31.886 35.392 33.723 33.667 0.01 
..... 0.203 0.190 0.180 66.110 68.280 69.950 68.114 0.01 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค-.. ค่าการดูดกลืนแสงที่ ..7 nm และรกอยละการตกานอนพมูลอิสระของสาร  
          สกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 
 

ความเข้มเข้มของ 
สารสกัดหยาบ 
(Mg/ mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง  
ท่ี 517 นาโนเมตร 

%DPPH free radical inhibition 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

..62 0.571 0.570 0.571 4.355 4.523 4.355 4.411 0.00 

..4. 0.541 0.547 0.544 9.380 8.375 8.878 8.878 0.00 
4... 0.460 0.452 0.471 22.948 24.288 21.106 22.781 0.01 
.... 0.289 0.276 0.317 51.591 53.769 46.901 50.754 0.02 
..... 0.127 0.124 0.112 78.727 79.229 81.240 79.732 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ ค-.4 ค่าการดูดกลืนแสงที่ ..7 nm และรกอยละการตกานอนพมูลอิสระของสาร  
      สกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเมทานอล 
 

ความเข้มเข้มของ 
สารสกัดหยาบ 
(Mg/ mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง  
ท่ี 517 นาโนเมตร 

%DPPH free radical inhibition 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

..62 0.550 0.560 0.569 6.303 4.600 3.066 4.656 0.01 

..4. 0.512 0.515 0.494 12.777 12.266 15.843 13.629 0.01 
4... 0.434 0.424 0.429 26.065 27.768 26.917 26.917 0.01 
.... 0.289 0.287 0.299 50.767 51.107 49.063 50.312 0.01 
..... 0.081 0.071 0.085 86.201 87.905 85.520 86.542 0.01 

 

5.  การเตรียมสาร และการค านวณฤทธ์ิยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส  
(Anti-Tyrosinase Assay) โดยใช้สารละลาย L-DOPA เป็นซับสเตรต 
 การเตรียมสาร 
 ..  การเตรียม phosphate buffer pH 6.9 ความเขกมขกน 4. mM โดยผสมสารดังต่อรปนี้ 
  ...  เตรียมสารละลาย A: สารละลายโมโนเบสิคโซเดียมฟอสเฟต )Mono basic 
sodium phosphate, NaH4PO2•4H4O) ความเขกมขกน ..4. M โดยชั่ง NaH4PO2•4H4O จ านวน 2..4.4 g 
(MW=..6... g/ mol) ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร ... mL 
   ..4  เตรียมสารละลาย B: สารละลายรดเบสิคโซเดียมฟอสเฟต )Dibasic sodium 
phosphate, Na4HPO2•7H4O) ความเขกมขกน ..4 M โดยชั่ง Na4HPO2•7H4O จ านวน ..26.2 g  
(MW=.77.88 g/ mol) ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร ... mL 
  ..2  น าสารละลาย A ปริมาตร ..... mL และสารละลาย B ปริมาตร 28... mL  
มาผสมกัน วัด pH ใหกรดก 6.9 ถการม่รดกใหกปรับ pH ดกวยสารละลาย NaOH หรือ HCl เมื่อรดก pH 
เท่ากับ 6.9 แลกว ใหกปรับปริมาตรดกวยน้ ากลั่นจนรดกปริมาตร 4.. mL จะรดกสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ pH 6.9 ความเขกมขกน 4. mM   
 2.  เอนรซม์ Tyrosinase ละลายใน phosphate buffer ความเขกมขกน 400 U/ mL 
 3.  สารมาตรฐานกรดโคจิก )Kojic acid) ในตัวท าละลายเมทานอล ความเขกมขกน เร่ิมตกน  
1.00 mg/ mL (สารมาตรฐานกรดโคจิก 1.00 mg/ mL: ชั่งกรดโคจิก 1.00 mg ละลายในเมทานอล  
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1 mL แลกวเจือจางแบบ 2-fold จนรดกความเขกมขกนในช่วง 0.625-0.039 mg/ mL) 
  4.  สารละลาย L-DOPA ความเขกมขกน 3.00 mM ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
pH 6.8 (ชั่ง L-DOPA 5.9 mg ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.8 ความเขกมขกน 20 mM 
ปริมาตร 10.0 mL) 
  5.  สารละลายตัวอย่างในตัวท าละลาย 80%เมทานอล ความเขกมขกน 10.00-0.625 mg/ mL 
(เตรียมสารสกัดตัวอย่างความเขกมขกน 50.00 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร แลกวเจือจางแบบ 2-fold จนรดก 
ความเขกมขกนในช่วง 10.00-0.625 mg/ mL) 
 6.  การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนรซม์รทโรซิเนส )Anti-Tyrosinase Assay)
โดยใชกสารละลาย L-DOPA เป็นซับสเตรต โดยผสมสารละลายมาตรฐาน )ความเขกมขกน  
0.625-0.039 mg/ mL) หรือสารตัวอย่างที่ตกองการทดสอบ )ความเขกมขกน 10.00-0.625 mg/ mL) 
ปริมาตร 20.0 µL กับสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.8 ความเขกมขกน 0.2 mM ปริมาตร 120.0 µL 
และสารละลายเอนรซม์รทโรซิเนส )Tyrosinase from Mushroom) ความเขกมขกน 400 U/ mL  
ใน Phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 20.0 µL ลงในจานหลพม )96-well plate) บ่มที่อพณหภูมิหกอง
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย L-DOPA ความเขกมขกน 3.0 mM ปริมาตร 40.0 µL ลงใน 
แต่ละหลพม เขย่าใหกเขกากัน บ่มที่อพณหภูมิหกองต่อเป็น เวลา 10 นาที แลกววัดการดูดกลืนแสงที่ 
ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดกวยเคร่ือง Microplate Reader 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค-.2 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 284 nm และรกอยละการยับยั้งการท างานของ 
      เอนรซม์รทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก โดยใชก 
      สารละลาย L-DOPA เป็นซับสเตรต 
 

ความเข้มเข้ม
ของกรดโคจิก 
(Mg/ mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 492 nm % Tyrosinase inhibition 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

....2 0.474 0.507 0.483 24.160 18.880 22.720 21.920 2.73 
0.078 0.366 0.403 0.341 41.440 35.520 45.440 40.800 4.99 
0.313 0.207 0.179 0.215 66.880 71.360 65.600 67.947 3.03 
0.156 0.138 0.111 0.113 77.920 82.240 81.920 80.693 2.41 
0.625 0.071 0.069 0.064 88.640 88.960 89.760 89.120 0.58 
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ตารางภาคผนวกที่ ค-.2 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 284 nm และรกอยละการยับยั้งการท างานของ  
      เอนรซม์รทโรซิเนสของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวย  
      ตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ ความเขกมขกน ..... มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร 
      โดยใชกสารละลาย L-DOPA เป็นซับสเตรต  
 

สารสกัดหยาบ 
(Mg/ mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง  
ท่ี 492 nm 

% Tyrosinase inhibition 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

คร
ั้งที่

 1 

คร
ั้งที่

 2 

คร
ั้งที่

 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

เฮกเซน 0.708 0.698 0.691 -9.598 -8.050 -6.966 -8.204 1.32 
รดคลอโรมีเทน 0.692 0.67 0.707 -9.667 -6.181 -12.044 -9.297 2.95 
เอทิลอะซีเตท 0.553 0.642 0.649 12.361 -1.743 -2.853 -2.300 ..79 
เมทานอล 0.602 0.558 0.558 4.897 11.848 11.848 9.531 4.01 

 
 ตัวอย่าง การค านวณหาค่ารกอยละของการยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนส )%Tyrosinase 
inhibition) ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน โดยมี  
L-DOPA เป็น ซับสเตรท ที่ความเขกมขกน ..... mg/ mL 
 
  จากสมการ %Tyrosinase inhibition = [(A–B)/ A] × ... 
  แทนค่า เมื่อ  A = ..626      
       B = 0.708 
  
      %Tyrosinase inhibition = [(0.646-0.708)/ 0.646] × 100 
      %Tyrosinase inhibition = -9.598 
 
 สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเฮกเซนจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย ที่ความเขกมขกน 
10.00 mg/ mL คร้ังที่ 1 มีค่ารกอยละของการยับยั้งเอนรซม์รทโรซิเนส เท่ากับ -9.598 
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การทดสอบฤทธิ์ตกานเชื้อแบคทีเรีย 
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 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 
 การเตรียมหัวเชื้อส าหรับทดสอบ  
 1.  เลี้ยงแบคทีเรียทดสอบ ซึ่งรดกแก่ Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ 
Escherichia coli ATCC 25922 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy agar (TSA) บ่มที่อพณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
 2.  ใชกลวดเขี่ยเชื้อเขี่ยโคโลนีของเชื้อทดสอบประมาณ 5 โคโลนี เพาะลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ Mueller Hinton broth (MHB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรบ่มที่อพณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  
4-6 ชั่วโมง 
 3.  ปรับความเขกมขกนของเชื้อดกวย 0.85% NaCl ใหกมีความขพ่นเท่ากับ McFarland standard 
No. 0.5 ซึ่งมีเชื้อประมาณ 1.5×108 CFU ต่อมิลลิลิตรและท าการนับจ านวนเชื้อดกวยวิธีการ drop 
plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA)  
 ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพต้านเชื้อแบคทีเรียเบื้องต้นโดยวิธี disc diffusion 
 1.  ละลายสารสกัดจากตกนจิงจูฉ่ายดกวย Dimethyl sulfoxide (DMSO) ใหกรดกความ  
เขกมขกน 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นหยดสารสกัดจิงจูฉ่ายลงในดิสก์ )ขนาดเสกนผ่านศูนย์กลาง 
6 มิลลิเมตร) ปริมาตร 20 รมโครลิตร )0.5 มิลลิกรัมต่อดิสก์) และหยด DMSO ซึ่งใชกเป็นตัวท า
ละลายลงในดิสก์ปริมาตร 20 รมโครลิตร )Negative control) ทิ้งรวกใหกแหกงที่อพณหภูมิหกองประมาณ 
15 นาที 
 2.  ใชกรมกพันส าลีปราศจากเชื้อจพ่มเชื้อที่เตรียมรวกซึ่งมีความขพ่นเท่ากับ McFarland  
standard No. 0.5 จากนั้นป้ายลงบนผิวหนกาอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton agar (MHA)  
ใหกทั่ว (อาหาร MHA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร) โดยป้ายในแนว 3 ระนาบ ทิ้งรวกใหกผิวหนกาอาหารแหกง 
ประมาณ 3-5 นาที และใชกปากคีบปราศจากเชื้อหยิบแผ่นดิสก์ที่บรรจพสารทดสอบ )Paper disc) คือ 
ดิสก์ยา tetracycline ความเขกมขกน 30 รมโครกรัมต่อดิสก์ )Positive control) และดิสก์บรรจพ
สารละลาย DMSO ปริมาตร 20 รมโครลิตร )Negative control) วางลงบนผิวหนกาอาหารเลี้ยงเชื้อ
และน าจานเพาะเชื้อรปบ่มที่อพณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นอ่านผลโดย
วัดขนาดเสกนผ่านศูนย์กลางของ Inhibition zone 
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ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของจิงจูฉ่าย 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่ ง-. ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ  
     Staphylococcus aureus ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของ 
     จิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเฮกเซน  
 
 หมายเลข 1: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเฮกเซน 10.00 mg/ mL 
 หมายเลข 2: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเฮกเซน 5.00 mg/ mL 
 หมายเลข 3: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเฮกเซน 2.50 mg/ mL 
 หมายเลข 4: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเฮกเซน 1.25 mg/ mL 
 หมายเลข 5: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเฮกเซน 0.625 mg/ mL 
 หมายเลข 6: ดิสก์บรรจพ DMSO (Negative control) 
 หมายเลข 7: ดิสก์ยา Ampicillin .. mg/ disc (Positive control) 
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ภาพภาคผนวกที่ ง-2 ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ  
       Staphylococcus aureus ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของ 
     จิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน  
 
 หมายเลข 1: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน 10.00 mg/ mL 
 หมายเลข 2: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน 5.00 mg/ mL 
 หมายเลข 3: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน 2.50 mg/ mL 
 หมายเลข 4: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน 1.25 mg/ mL 
 หมายเลข 5: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายรดคลอโรมีเทน 0.625 mg/ mL 
 หมายเลข 6: ดิสก์บรรจพ DMSO (Negative control) 
 หมายเลข 7: ดิสก์ยา Ampicillin 10 mg/ disc )Positive control) 
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ภาพภาคผนวกที่ ง-2 ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ  
     Staphylococcus aureus ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของ 
     จิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 
 
 หมายเลข 1: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 10.00 mg/ mL 
 หมายเลข 2: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 5.00 mg/ mL 
 หมายเลข 3: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 2.50 mg/ mL 
 หมายเลข 4: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 1.25 mg/ mL 
 หมายเลข 5: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 0.625 mg/ mL 
 หมายเลข 6: ดิสก์บรรจพ DMSO (Negative control)  
 หมายเลข 7: ดิสก์ยา Ampicillin 10 mg/ disc )Positive control) 
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ภาพภาคผนวกที่ ง-2 ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ  
     Staphylococcus aureus ของสารสกัดหยาบจากส่วนเหนือดินของ 
     จิงจูฉ่ายดกวยตัวท าละลายเมทานอล  
 
 หมายเลข 1: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเมทานอล 10.00 mg/ mL 
 หมายเลข 2: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเมทานอล 5.00 mg/ mL 
 หมายเลข 3: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเมทานอล 2.50 mg/ mL 
 หมายเลข 4: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเมทานอล 1.25 mg/ mL 
 หมายเลข 5: สารสกัดหยาบดกวยตัวท าละลายเมทานอล 0.625 mg/ mL 
 หมายเลข 6: ดิสก์บรรจพ DMSO (Negative control)  
 หมายเลข 7: ดิสก์ยา Ampicillin 10 mg/ disc )Positive control) 
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