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บทคัดย่อภาษาไทย  

ชื่อเรื่อง ฤทธิ์ชะลอวยัของสารสกดัจากกลีบดอกอญัชนัสีม่วง 
ผูว้ิจยั ชนกานต ์ชีวบนัเทิง 
ปรญิญา วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 
ปีการศกึษา 2563 
อาจารยท์ี่ปรกึษา รองศาสตราจารย ์ดร. สรนิ ทดัทอง  

  
วตัถุประสงค :์ เพ่ือศึกษาฤทธ์ิชะลอวยัของสารสกัดจากกลีบดอกอัญชันสีม่วง โดยทดสอบการ

ยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส และวิเคราะหห์าปริมาณรวมของสาร
กลุ่มฟีนอลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ และสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารสกัดจากกลีบดอกอัญชันสีม่วง  วิธี
การศึกษา: เตรียมสารสกัดจากกลีบดอกอัญชันสีม่วงโดยการสกัดผงกลีบดอกอัญชันสีม่วงด้วย  80% เอ
ทานอล  และระเหยเอทานอลออกดว้ยเครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมนุ ทดสอบฤทธ์ิชะลอวยั โดยรายงานผลเป็น
ค่าความเขม้ขน้ของสารที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซมไ์ดร้อ้ยละ  50 (IC50) ทดสอบการยับยัง้เอนไซม์
อีลาสเตสและเอนไซมค์อลลาจีเนสดว้ยวิธี spectrophotometry โดยใชก้รดแกลลิกเป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
ทดสอบการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดว้ยวิธี colorimetry โดยใชเ้ควอเซทินเป็นกลุ่มควบคมุเชงิบวก วิเคราะห์
หาปรมิาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์และสารกลุ่มแอนโทไซยานินดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu 
method, aluminium chloride complexation colorimetric method และ pH differential method ตามล าดับ 
ผลการศกึษา: สารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงมีค่า IC50 ในการยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส เอนไซมค์อลลาจีเนส และ
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสเท่ากบั 2.95, 3.37 และ 12.67 mg/ml ตามล าดบั และมีปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิก 
27.84 mg GAE, สารกลุ่มฟลาโวนอยด  ์3.47 mg QE, และสารกลุ่มแอนโทไซยานิน 0.02 mg CE ในสารสกัด
กลีบดอกอญัชนั 1 กรมั สรุป: สารสกดัจากกลีบดอกอญัชนัสีม่วงมีฤทธ์ิชะลอวยั โดยการยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส 
เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส และพบสารกลุ่มฟีนอลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์และสารกลุ่ม
แอนโทไซยานินในสารสกัดจากกลีบดอกอัญชนัสีม่วง ซึ่งฤทธ์ิชะลอวยัของสารสกัดจากกลีบดอกอญัชนัสีม่วง
น่าจะเป็นผลจากสารกลุ่มฟีนอลิกเนื่องจากพบปรมิาณสารกลุ่มฟีนอลิกในสารสกดัมากที่สดุ 

 

ค าส าคญั : ฤทธิ์ชะลอวยั, ฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส, ฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส, ฤทธิ์

ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส, สารสกดัจากกลีบดอกอญัชนัสีม่วง 
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Objective: To investigate anti-aging properties of mauve Clitoria ternatea L. (commonly 

known as butterfly pea) petal extract, including anti-elastase, anti-collagenase and anti-
hyaluronidase, as well as to determine the contents of total phenolic, total flavonoid, and total 
anthocyanin. Methods: The extract was prepared by soaking powdered mauve C. ternatea L. petal in 
80% ethanol, then filtered and concentrated by a rotary evaporator. The anti-elastase and anti-
collagenase activities were determined by spectrophotometry and gallic acid was used as a positive 
control, while anti-hyaluronidase test was determined by colorimetry and quercetin was used as a 
positive control and reported the anti-aging activity as half-maximal inhibitory concentration (IC50). 
The total phenolic content was determined by Folin-Ciocalteu method, based on the gallic acid 
standard curve. The total flavonoid content was determined by aluminium chloride complexation 
colorimetric method based on quercetin standard curve. The total anthocyanin content was 
determined by pH differential method based on cyanidin standard curve. Results: The anti-elastase, 
anti-collagenase, and anti-hyaluronidase activities of mauve C. ternatea L. petal extract exhibited 
IC50 values of 2.95, 3.37, and 12.67 mg/ml, respectively. The total phenolic, total flavonoid, and total 
anthocyanin were found 27.84 mg GAE/g, 3.47 mg QE/g, and 0.02 mg CE/g of the extract, 
respectively. Conclusion: Mauve C. ternatea L. petal extract possessed anti-aging properties by 
inhibiting the activity of elastase, collagenase, and hyaluronidase, as well as contained phenolic 
compounds, flavonoids, and anthocyanins. Thus, it can be deduced that the anti-aging properties of 
mauve C. ternatea L. petal extract might be the effect of phenolic compounds contained in the 
extract because the total phenolic content was found in highest amount in the extract among these 
three components. 

 
Keyword : Anti-aging activity, anti-elastase, anti-collagenase, anti-hyaluronidase, mauve Clitoria 
ternatea L. petal extract 
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
ผิวหนงัเป็นอวยัวะสว่นหนึ่งของร่างกายมนุษยท์ี่ท าหนา้ที่ปกคลมุและป้องกนัอนัตรายจาก

สิ่งแวดลอ้มภายนอกทัง้ทางกายภาพ เคมี และชีวภาพแก่อวยัวะภายในรา่งกายโดยผิวหนงัมี 3 ชัน้ 
ไดแ้ก่ ผิวหนังชั้นนอก ชั้นหนังแท ้และชั้นไขมันใตผ้ิวหนัง โดยชัน้หนังแทม้ี extracellular matrix 
(ECM) เป็นส่วนประกอบหลกั เพื่อคงโครงสรา้งของชัน้ผิวหนังใหแ้ข็งแรง มีความยืดหยุ่นและชุ่ม
ชืน้ ซึ่งประกอบดว้ยเสน้ใยอีลาสติน เสน้ใยคอลลาเจน ไฟโบรเนคทิน และกรดไฮยาลโูรนิก (กมัพล 
เอี่ยมพนากิจ, 2560) โดยการเสื่อมสภาพของผิวหนังเกิดไดจ้ากปัจจัยภายนอกร่างกาย เช่น รงัสี
อลัตราไวโอเลต มลพิษต่าง ๆ และปัจจยัภายในร่างกาย เช่น การเกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชนัท าใหเ้กิด
สารอนุมูลอิสระ ซึ่งทั้ง 2 ปัจจัยกระตุ้นให้ matrix metalloproteinases (MMPs) ที่เป็นเอนไซม์
ท าลาย EMC ท างานมากขึน้ โดย MMPs ที่เก่ียวขอ้งกบัการเสื่อมสภาพของผิวหนงั ไดแ้ก่ เอนไซม์
อีลาสเตส เอนไซม์คอลลาจี เนส และเอนไซม์ ไฮยาลูโรนิ เดส ซึ่งท าลายเส้นใยอีลาสติน  
เสน้ใยคอลลาเจน และกรดไฮยาลูโรนิกในชัน้ผิวหนัง ท าใหผ้ิวหนังเสียสภาพ ขาดความยืดหยุ่น 
ขาดความชุ่มชืน้ เกิดเป็นริว้รอยและรอยเหี่ยวย่น (Garg, 2017) 

ในปัจจุบนัผูค้นใหค้วามส าคัญกับการชะลอการเสื่อมสภาพของผิวหนังมากขึน้  และมัก
เลือกใชผ้ลิตภัณฑ์บ ารุงผิวที่มีส่วนผสมของสารสกัดจากพืชธรรมชาติ (Ganceviciene, Liakou, 
Theodoridis, Makrantonaki, & Zouboulis, 2012) เพื่อป้องกนัการเกิดอาการแพห้รือระคายเคือง
ผิวหนัง และลดการใชส้ารเคมีที่อาจท าลายผิวหนังได ้ซึ่งจากการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสาร
สกดัจากพืชธรรมชาติพบว่า สารสกดัจากดอกอญัชนัและสารสกดัจากใบอญัชนัมีสารกลุม่ฟีนอลิก
ที่สามารถยับยั้งการเกิดสารอนุมูลอิสระ ซึ่งสามารถลดเลือนริว้รอยได้ (Rabeta & An Nabil, 
2013) นอกจากนีย้งัมีพฤกษเคมีอ่ืนท่ีมีฤทธิ์ชะลอวยั เช่น แคมเฟอรอล เควอเซทิน และไมรเิซทินซึ่ง
มีฤทธิ์ยับยัง้เอนไซทอี์ลาสเตสและเอนไซมค์อลลาจีเนส (Kanashiro, Souza, Kabeya, Azzolini, 
& Lucisano-Valim, 2007; Sin & Kim, 2005) และแอนโทไซยานินมีฤทธิ์กระตุ้นการแสดงออก
ของ ECM mRNA ท าใหม้ีการสรา้งเสน้ใยอีลาสติน เสน้ใยคอลลาเจน และกรดไฮยาลโูรนิกมากขึน้ 
(Nanashima et al., 2018) ซึ่งพฤกษเคมีดงักล่าวพบในดอกอญัชนั โดยดอกอญัชนัแต่ละสีมีชนิด
และปริมาณของพฤกษเคมีที่แตกต่างกัน (Kazuma, Noda, & Suzuki, 2003) ดังนั้นผู้วิจัยจึง
มุ่งเนน้หากลไกในการชะลอวยัของสารสกดักลีบดอกอญัชันสีม่วง และหาปริมาณรวมของพฤกษ
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เคมีที่คาดว่าเก่ียวขอ้งกับการชะลอวยั ซึ่งไดแ้ก่ สารกลุ่มฟีนอลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์และสาร
กลุม่แอนโทไซยานิน 

ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายไวด้งันี ้

1. เพื่อศกึษาฤทธิ์ชะลอวยัของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 
2. เพื่อหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิกในสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 
3. เพื่อหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟลาโวนอยดใ์นสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 
4. เพื่อหาปรมิาณรวมของสารกลุม่แอนโทไซยานินในสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 

ความส าคัญของการวิจัย 
อัญชันเป็นไม้ล้มลุกที่พบได้ทั่ วไปในประเทศไทย โดยออกดอกตลอดทั้งปี ซึ่งที่พบมี

ทัง้หมด 4 สี ไดแ้ก่ สีน า้เงิน สีม่วง สีฟ้า และสีขาว โดยดอกอัญชนัสีน า้เงินพบมากที่สดุ รองลงมา
คือดอกอญัชันสีม่วง สีฟ้า และสีขาวตามล าดับ จึงมีการน าสารสกดัจากกลีบดอกอัญชันสีน า้เงิน
มาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพเป็นจ านวนมาก แต่ดอกอัญชันสีอ่ืน ๆ ยังพบน้อย ผูว้ิจัยจึงสนใจที่จะ
ศกึษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง เนื่องจากเป็นสีที่พบมากในประเทศไทย
รองมาจากดอกอัญชันสีน า้เงิน รวมถึงเป็นดอกอัญชันสีเดียวที่พบสารกลุ่มแอนโทไซยานินชนิด  
เดลฟินิดิน นอกจากนีย้ังมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดดอกอัญชันและเจลบ ารุงรอบ
ดวงตาที่มีส่วนผสมของสารสกัดดอกอัญชันซึ่งพบว่ามีฤทธิ์ตา้นสารอนุมูลอิสระ สามารถช่วยลด
เลือนริว้รอยได้ (Kamkaen & Wilkinson, 2009) แต่การศึกษาฤทธิ์ลดเลือนริว้รอยโดยการยับยั้ง
เอนไซมอี์ลาสเตส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสดว้ยสารสกัดจากกลีบดอก
อญัชนัยังพบนอ้ย ดว้ยเหตุนีผู้วิ้จัยจึงศึกษาฤทธิ์ชะลอวัย โดยศึกษาฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส 
เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสจากสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง ซึ่งเป็นเอนไซม์
ที่ เก่ียวข้องกับการเสื่อมสภาพของผิวหนังโดยตรง เพื่อ เป็นแนวทางในการน าไปประยุกต์ใช้
ประโยชนใ์นการศึกษาและวิจัยพัฒนาผลิตภัณฑบ์ ารุงผิวเพื่อลดเลือนและชะลอการเกิดริว้รอย
เหี่ยวย่นของผิวหนงัต่อไปในอนาคต  
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ขอบเขตของการวิจัย 
การศึกษานี้มุ่งศึกษาฤทธิ์ชะลอวัยของสารสกัดจากกลีบดอกอัญชันสีม่วงท่ีสกัดด้วย 

80% ethanol และระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง rotary evaporator และหาปริมาณรวม
ของพฤกษเคมีท่ีเก่ียวขอ้งกบัฤทธิ์ชะลอวยั ดว้ยวิธีการดงันี ้

1. ศึกษาฤทธิ์ชะลอวยัของสารสกัดจากกลีบดอกอัญชันสีม่วง โดยศึกษาการยับยั้ง
เอ น ไซ ม์ อี ล า ส เต ส ด้ ว ย วิ ธี  spectrophotometric method,  ศึ ก ษ า ก า รยั บ ยั้ ง เอ น ไซ ม ์
ค อ ล ล า จี เน ส ด้ ว ย วิ ธี  spectrophotometric method แ ล ะ ศึ ก ษ า ก า ร ยั บ ยั้ ง เอ น ไซ ม ์
ไฮยาลโูรนิเดสดว้ยวิธี colorimetric method 

2. หาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงด้วยวิธี 
Folin-Ciocalteu method 

3. หาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยดใ์นสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงดว้ยวิธี 
aluminium chloride complexation colorimetric method 

4. หาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงดว้ย
วิธี pH differential method 

นิยามศัพทเ์ฉพาะ 
ฤทธิ์ชะลอวัย หมายถึง ฤทธิ์ในการชะลอการเสื่อมสภาพของผิวหนัง โดยศึกษาจากฤทธิ์

ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
ฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส หมายถึง การลดหรือชะลอการท าลายเสน้ใยอีลาสตินในชัน้

ผิวหนัง เพื่อคงสภาพความยืดหยุ่นของผิวหนัง ไม่ใหผ้ิวหนังเหี่ยวย่นหรือเกิดริว้รอย ซึ่งวัดไดจ้าก
ค่า %inhibition และ the half maximal inhibitory concentration (IC50) 

ฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส หมายถึง การลดหรือชะลอการท าลายคอลลาเจนในชัน้
ผิวหนัง เพื่อใหโ้ครงสรา้งผิวหนังแข็งแรง ชะลอการเกิดริว้รอยและรอยเหี่ยวย่น ซึ่งวัดไดจ้ากค่า 
%inhibition และ the half maximal inhibitory concentration (IC50) 

ฤทธิ์ยับยั้ง เอนไซม์ไฮยาลูโรนิ เดส หมายถึง การลดหรือชะลอการท าลายกรด 
ไฮยาลโูรนิกที่อยู่ระหว่างเสน้ใยอีลาสตินและคอลลาเจนในชัน้ผิวหนงั เพื่อคงสภาพของโครงสรา้ง
ผิวหนงัใหแ้ข็งแรง ชะลอการเกิดริว้รอยและรอยเหี่ยวย่น รวมถึงใหค้วามชุ่มชืน้แก่ผิวหนัง ซึ่งวดัได้
จากค่า %inhibition และ the half maximal inhibitory concentration (IC50) 
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%inhibition หมายถึง รอ้ยละของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อีลาสเตส เอนไซม์
คอลลาจีเนส หรือเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส ที่ค  านวณจากค่าการดดูกลืนแสง (optical density) ที่วดั
ดว้ยเครื่อง spectrophotometry 

The half maximal inhibitory concentration (IC50) หมายถึง ความเขม้ขน้ของสารสกัด
กลีบดอกอัญชันที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์อีลาสเตส เอนไซม์คอลลาจีเนส หรือ
เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสไดร้อ้ยละ 50 โดยค านวณจากสมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟความสมัพันธ์
ระหว่างค่าความเขม้ขน้ของสารสกดักลีบดอกอญัชนักบัค่าเฉลี่ยของ %inhibition  

สมมุติฐานในการวิจัย 
สารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงมีฤทธิ์ชะลอวัย  โดยยับยั้งเอนไซม์อีลาสเตส เอนไซม์

คอลลาจีเนส หรือเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
ดอกอัญชันสีม่วงมีสารกลุ่มฟีนอลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์และสารกลุ่มแอนโทไซยานิน

เป็นองคป์ระกอบ 
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บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม 

ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัไดศ้ึกษาเอกสารและงานวิจยัที่เก่ียวขอ้ง และไดน้ าเสนอตามหวัขอ้
ต่อไปนี ้

1. โครงสรา้งผิวหนัง กระบวนการเสื่อมสภาพของผิวหนัง และการทดสอบฤทธิ ์
ชะลอวยั (anti-aging activity test) 

2. ขอ้มลูทางพฤกษศาสตรข์องอญัชนั 
3. ฤทธิ์ทางชีวภาพของอญัชนั 
4. สารกลุม่ฟีนอลิก (phenolic compound) และฤทธิ์ชะลอวยั 
5. การหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิก (total phenolic content determination) 
6. การหาปริม าณ รวมของสารกลุ่ มฟลาโวนอยด์  (total flavonoid content 

determination) 
7. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานิน (total anthocyanin content 

determination) 

1. โครงสร้างผิวหนัง กระบวนการเส่ือมสภาพของผิวหนัง และการทดสอบฤทธิ์ชะลอวัย 
(anti-aging activity test) 

ผิวหนงัเป็นอวยัวะที่ใหญ่ที่สดุของรา่งกายมนุษยท์ าหนา้ที่ปกคลมุและป้องกนัอนัตรายแก่
อวัยวะภายใน ทั้งเชื ้อโรค สิ่งแปลกปลอม และรงัสีอัลตราไวโอเลต รวมถึงรบัความรูส้ึก และ
ควบคุมอุณหภูมิร่างกาย โดยผิวหนังมีทั้งหมด 3 ชั้น ได้แก่ ผิวหนังชั้นนอกหรือชั้นหนังก าพรา้ 
(epidermis) ชัน้หนังแท้ (dermis) และชั้นไขมันใตผ้ิวหนัง (hypodermis หรือ subcutis) (กัมพล 
เอี่ยมพนากิจ, 2560) ซึ่งในชัน้หนงัแทจ้ะมีองคป์ระกอบเป็นเนือ้เยื่อเก่ียวพนัของโปรตีนเสน้ใยกลุ่ม
คอลลาเจน (collagen) และเสน้ใยอีลาสติน (elastin) โดยมีคอลลาเจนเป็นองคป์ระกอบหลกัอยู่
ในลักษณะของเสน้ใยที่ทอประสานกัน ท าหน้าที่พยุงโครงสรา้งของผิวหนังให้แข็งแรง ร่วมกับ 
อีลาสตินเพื่อให้ผิวหนังมีความยืดหยุ่น รวมถึงในชั้นผิวหนังยังมีกรดไฮยาลูโรนิก  (hyaluronic 
acid) ท าหน้าที่ประสานเสน้ใยคอลลาเจนและเสน้ใยอีลาสตินเขา้ดว้ยกัน ท าใหผ้ิวหนังมีความ
ยืดหยุ่น แข็งแรง ปราศจากริว้รอย และดึงน า้เขา้เซลล์เพื่อใหผ้ิวหนังมีความชุ่มชืน้ (Garg, 2017) 
โดยการเสื่อมสภาพของผิวหนงั (skin aging) เกิดไดจ้าก 2 ปัจจยั ไดแ้ก่ 
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1. การเสื่อมสภาพของผิวหนังจากปัจจัยภายใน (Intrinsic skin aging) เกิดจาก
ร่างกายสรา้งคอลลาเจน อีลาสติน และกรดไฮยาลโูรนิกลดลง และมีการสลายตวัของคอลลาเจน  
อีลาสติน และกรดไฮยาลูโรนิกที่มากขึน้ตามอายุที่เพิ่มขึน้ รวมถึงกระบวนการฟ้ืนคืนสภาพของ
ผิวหนังมีประสิทธิภาพลดลง ส่งผลให้ผิวหนังสูญเสียสภาพความยืดหยุ่นและเกิดรอยเหี่ยวย่น  
อายุที่ เพิ่ ม ขึ ้น ยั งก ระตุ้ น การท า งานของ เอน ไซม์ เม ท ริก ซ์ เม ทั ล โล โป รตี เนส  (matrix 
metalloproteinase; MMPs) ซึ่งประกอบดว้ยเอนไซมค์อลลาจีเนส (collagenase) เอนไซมอี์ลาส
เตส (elastase) และเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส (hyaluronidase) ที่เป็นเอนไซม์ท าลายคอลลาเจน  
อีลาสติน และกรดไฮยาลโูรนิกตามล าดับ (Garg, 2017) นอกจากนีก้ารเสื่อมสภาพของผิวหนงัยัง
เก่ียวขอ้งกบัพนัธุกรรม ความเครียด และฮอรโ์มน ซึ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน (estrogen) ที่ลดลงส่งผล
ให้ ผิ ว ห นั ง สูญ เสี ย ค วาม ชุ่ ม ชื ้ น แ ล ะมี ก า รส ร้า งค อ ล ล า เจ น ใน ชั้ น ผิ ว ห นั ง ล ด ล ง   
(Ganceviciene et al., 2012) 

2. การเสื่อมสภาพของผิวหนังจากปัจจัยภายนอก (Extrinsic skin aging) เกิดจาก
การไดร้บัรงัสีอัลตราไวโอเลต (Ultra Violet; UV) จากแสงแดด ซึ่งเป็นปัจจัยกระตุน้ใหม้ีการสรา้ง
เอนไซม์ MMPs มากขึน้ ท าให้คอลลาเจน อีลาสติน และกรดไฮยาลูโรนิกถูกท าลายมากขึน้ 
นอกจากนีย้ังเป็นตวัเร่งใหเ้กิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัในร่างกาย เกิดเป็นสารอนุมลูอิสระ (Reactive 
Oxygen Species, ROS หรือ free radical) โดยสารอนุมูลอิสระจะท าใหโ้มเลกุลของเซลลผ์ิวหนัง
ขาดเสถียรภาพ ส่งผลใหเ้ซลลผ์ิวหนงัท างานผิดปกติและเกิดริว้รอยได้ รวมถึงสารอนุมูลอิสระยัง
กระตุน้ใหเ้อนไซม ์MMPs ท างานมากขึน้ (Garg, 2017) ดงัภาพประกอบ 1 



  7 

 

ภาพประกอบ 1 กระบวนการเสื่อมสภาพของผิวหนงั 

ที่ ม า : Chanchal Garg, Priyanka Khurana, Munish Garg. (2017). International 
Journal of Green Pharmacy 

1.1 อีลาสติน เอนไซมอ์ีลาสเตส และการทดสอบการยับย้ังเอนไซมอ์ีลาสเตส 
(elastin, elastase and anti-elastase activity test) 

อีลาสตินเป็นเส้นใยที่สร้างจากการ cross-linked tropoelastin เพื่อสร้างความ
ยืดหยุ่นใหแ้ก่เนือ้เยื่อเก่ียวพันต่าง ๆ ของร่างกาย เช่น ปอด เสน้เอ็น ผนงัหลอดเลือด และผิวหนัง 
เป็นต้น  โดยเส้นใยอีลาสตินถูกท าลายด้วยเอนไซม์อีลาสเตส ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม serine 
protease โดยเอนไซมอี์ลาสเตสจะท างานไดเ้มื่อถูก proteolysis ที่ N-terminal ดว้ยกรดอะมิโน 
ทริปซีน (trypsin) และใชก้รดอะมิโนเซอรีน (serine) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการย่อยสลายเสน้ใย 
อีลาสติน เมื่ออีลาสตินในชัน้ผิวหนังถูกท าลายจะท าใหผ้ิวหนังเกิดริว้รอย เหี่ยวย่น และขาดความ
ยืดหยุ่น (Werb, Banda, Mckerrow, & Sandhaus, 1982) 

การทดสอบการยับยั้งเอนไซม์อีลาสเตส (anti-elastase activity test) สามารถ
ทดสอบได ้2 วิธี คือ วิธี spectrophotometric method และวิธี spectrofluorometric method 
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1.1.1 วิธี spectrophotometric method 
การทดสอบการยับยั้งการท างานของเอนไซมอี์ลาสเตสจะใชเ้อนไซม์ porcine 

pancreatic elastase ( PPE)  ใ น ก า ร เ ป ลี่ ย น  N-succinyl-( Ala) 3-p-nitroanilide เ ป็ น  
p-nitroanilide ซึ่งเกิดปฏิกิรยิาดงันี ้

N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide  p-nitroanilide 
ท าการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที่ไม่ได้ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า 

ปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และปฏิกิริยาที่ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า ปฏิกิริยา
ทดสอบ (sample test) โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของ p-nitroanilide ที่ความยาวคลื่น 410 nm 
(optical density) (Wittenauer, Mäckle, Sußmann, Schweiggert-Weisz, & Carle, 2015; 
Wongsukkasem et al., 2018) ดังนั้นหากสารตัวอย่างสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์
อีลาสเตสได ้จะเกิดสาร p-nitroanilide นอ้ยกว่าในปฏิกิริยาควบคุมผลลบ ซึ่งสามารถน าค่าการ
ดูดกลืนแสงของ p-nitroanilide ที่เกิดขึน้ในทั้งสองปฏิกิริยามาค านวณหาฤทธิ์การยับยั้งเป็น 
%inhibition ซึ่งสามารถค านวณไดจ้ากสมการ 

%inhibition =  
Optical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − Optical density𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

Optical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100 

เมื่อ Optical density คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ p-nitroanilide ในปฏิกิริยา
ควบคุมผลลบ (negative control) และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample test) ที่เวลาที่สิน้สุดการท า
ปฏิกิรยิา 

1.1.2 วิธี spectrofluorometric method 
ศึกษาปฏิกิ ริยาระหว่างเอนไซม์  porcine pancreatic elastase (PPE) กับ 

สารตัง้ตน้ โดยสารตัง้ตน้ คือ elastin ที่ติดฉลากดว้ยสี fluorescence เมื่อเกิดปฏิกิริยา elastin ที่
ถูกย่อยได้ผลิตภัณฑ์เป็นโปรตีนที่สามารถเรืองแสง fluorescence ที่  excitation 485 nm และ 
emission 538 nm ซึ่งเกิดปฏิกิรยิาดงันี ้

Fluorescence labeled elastin   Fluorescence digested protein 
ท าการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที่ไม่ได้ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า 

ปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และปฏิกิริยาที่ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า  ปฏิกิริยา
ทดสอบ  (sample test) โดยวัด โปรตีน เรืองแสง fluorescence ที่  excitation 485 nm และ 
emission 538 nm เป็นค่าการเรืองแสง fluorescence (fluorescence intensity) ของโปรตีนเรือง
แสงที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยา (Pientaweeratch, Panapisal, & Tansirikongkol, 2016) ดังนั้นหาก
สารตวัอย่างสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซมอี์ลาสเตสได ้การเกิดขึน้ของโปรตีนเรืองแสงจะ
นอ้ยกว่าในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ ซึ่งสามารถน าค่าการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีนเรือง

PPE 

PPE 
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แสงที่เกิดขึน้ในทัง้สองปฏิกิริยามาค านวณหาฤทธิ์การยบัยัง้เป็น %inhibition ซึ่งสามารถค านวณ
ไดจ้ากสมการ 

%inhibition =  
Fluorescence intensity𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − Fluorescence intensity𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

Fluorescence intensity𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100 

เมื่อ Fluorescence intensity คือ ค่าการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีน
เรืองแสงในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ (negative control) และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample test) ที่
เวลาที่สิน้สดุการท าปฏิกิรยิา 

งานวิจัยนี ้ทดสอบการยับยั้งเอนไซม์อีลาสเตสด้วยวิธี spectrophotometric 
method โดยใช้ porcine pancreatic elastase (PPE) เป็น เอนไซม์ในการทดสอบ และใช ้ 
N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide เป็นสารตัง้ตน้ในการเกิดปฏิกิรยิา 

1.2 คอลลาเจน เอนไซม์คอลลาจีเนส และการทดสอบการยับย้ังเอนไซม ์
คอลลาจีเนส (collagen, collagenase and anti-collagenase activity test) 

คอลลาเจนเป็นสายโปรตีนรูปรา่ง triplex helix ที่เกิดจากการประสานกนัของแอลฟา 

(α-chains) ของก รดอะมิ โน ไกลซี น  (glycine) โพ รลี น  (proline) และ ไฮด รอกซี โพ รลี น 
(hydroxyproline) ซึ่งคอลลาเจนมีประมาณ 28 ชนิด ชนิดที่พบมากในชัน้หนงัแท ้คือ คอลลาเจน
ชนิดที่ 1 และ 3 (type I & III collagen) และคอลลาเจนชนิดที่ 7 (type VII collagen) จะกระจาย
อยู่ในบริเวณรอยต่อผิวหนงัชัน้หนงัแทก้บัหนงัก าพรา้ โดยคอลลาเจนจะประสานกนัเป็นร่างแหเพื่อ
สร้างความแข็งแรงให้กับโครงสร้างของชั้นผิวหนัง ซึ่งคอลลาเจนถูกท าลายด้วยเอนไซม์ 
คอลลาจีเนส โดยการท าลายพนัธะระหว่างสายโปรตีน ท าใหเ้กิดการคลายตวัของโครงร่าง triplex 
helix เสน้ใยคอลลาเจนจึงเสื่อมสภาพ ส่งผลใหโ้ครงสรา้งของผิวหนงัขาดความแข็งแรง เกิดริว้รอย 
(Alipour, Raz, Zakeri, & Djadid, 2016; León-López et al., 2019) 

การทดสอบการยับยั้ง เอนไซม์คอลลาจี เนส (anti-collagenase activity test) 
สามารถทดสอบได้ 2 วิธี  คือ วิธี  spectrophotometric method และวิธี  spectrofluorometric 
method 

1.2.1 วิธี spectrophotometric method 
การทดสอบการยับยั้งการท า งานของเอนไซม์คอลลาจี เนสใช้เอนไซม ์

Clostridium histolyticum collagenase ในการเปลี่ยนสารตัง้ตน้ N-(3-[2-Furyl]-Acryloyl)-Leu-
Gly-Pro-Ala (FALGPA) เป็นผลิตภัณฑ์ N-(3-[2-Furyl]-Acryloyl)-Leu และ Gly-Pro-Ala ตาม
ปฏิกิรยิาดงันี ้       
FALGPA     N-(3-[2-Furyl]-Acryloyl)-Leu + Gly-Pro-Ala 

C. histolyticum collagenase 
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เมื่อท าการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที่ไม่ไดใ้ส่สารตัวอย่างเรียกว่า 
ปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และปฏิกิริยาที่ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า ปฏิกิริยา
ทดสอบ (sample test) วัดการลดลงของ FALGPA โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
340 nm (Chanvorachote et al., 2009; Wongsukkasem et al., 2018) โดยหากสารตัวอย่าง
สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้การเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงของ 
FALGPA จะน้อยกว่าปฏิกิริยาควบคุมผลลบ และสามารถค านวณหาฤทธิ์การยับยั้งเป็น 
%inhibition ไดจ้ากสมการ 

%inhibition =  
Fluorescence intensity𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − Fluorescence intensity𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

Fluorescence intensity𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100 

เมื่อ Δ Optical density คือ การเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงตั้งแต่
เริ่มต้นจนสิน้สุดปฏิกิริยาของ FALGPA ในปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และใน
ปฏิกิรยิาทดสอบ (sample test) 

1.2.2 วิธี spectrofluorometric method 

เอนไซม ์C. histolyticum collagenase ท าปฏิกิริยากับสารตัง้ตน้ คือ collagen 
ที่ติดฉลากด้วยสี fluorescence ที่อุณหภูมิห้อง collagen จะถูกย่อยได้ผลิตภัณฑ์เป็นโปรตีนที่
สามารถเรืองแสง fluorescence ที่ excitation 485 nm และ emission 538 nm ได ้

Fluorescence labeled collagen        Fluorescence digested protein 
ท าการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที่ไม่ได้ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า 

ปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และปฏิกิริยาที่ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า ปฏิกิริยา
ทดสอบ (sample test) โดยวัดการเกิดขึ ้นของโปรตีนเรืองแสง fluorescence ที่  excitation  
485 nm และ emission 538 nm เป็นค่าการเรืองแสง fluorescence (fluorescence intensity) 
ของโปรตีนเรืองแสง (Pientaweeratch et al., 2016) ดังนั้นหากสารตัวอย่างสามารถยับยั้งการ
ท างานของเอนไซมค์อลลาจีเนสได ้การเกิดขึน้ของโปรตีนเรืองแสงจะนอ้ยกว่าในปฏิกิริยาควบคุม
ผลลบซึ่งสามารถน าค่าการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีนเรืองแสง ที่ เกิดขึน้ในทั้งสอง
ปฏิกิรยิามาค านวณหาฤทธิ์การยบัยัง้เป็น %inhibition ซึ่งสามารถค านวณไดจ้ากสมการ 

%inhibition =  
Fluorescence intensity𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − Fluorescence intensity𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

Fluorescence intensity𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100 

เมื่อ Fluorescence intensity คือ ค่าการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีน
เรืองแสงในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ (negative control) และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample test) ที่
เวลาที่สิน้สดุการท าปฏิกิรยิา 

C. histolyticum collagenase 
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งานวิจัยนีท้ดสอบการยับยั้งเอนไซมค์อลลาจีเนสดว้ยวิธี spectrophotometric 
method โดยใช ้C. histolyticum collagenase เป็นเอนไซมใ์นการทดสอบ และใช ้N-(3-[2-Furyl]-
Acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) เป็นสารตัง้ตน้ในการเกิดปฏิกิรยิา 

1.3 กรดไฮยาลูโรนิก  เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส และการทดสอบฤทธิ์ ยับย้ัง
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส (hyaluronic acid, hyaluronidase and anti-hyaluronidase activity 
test) 

กรดไฮยาลูโรนิกเป็นไกลโคสะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) ที่เกิดจากการ
เชื่อมกนัเป็นพอลีเมอร ์(polymer) สายยาวระหว่างโมเลกุลของ D-glucuronic acid (GlcUA) และ 
N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) โดยพบตามกระดกูอ่อน น า้ไขขอ้ น า้เลีย้งลกูตา และน้ำหล่อ

ลื่นบริเวณส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย เพื่อลดการเสียดสีของอวัยวะและเซลล์ และพบในผิวหนงัโดยเป็น
ตวัประสานเสน้ใยคอลลาเจนและเสน้ใยอีลาสตินเขา้ดว้ยกัน เพื่อคงสภาพของผิวหนังใหแ้ข็งแรง  
มีความยืดหยุ่น ปราศจากริว้รอย และท าให้ผิวหนังมีความชุ่มชื ้นโดยการดึงน ้าเข้าเซลล์ผิว  
ซึ่งกรดไฮยาลูโรนิกถูกท าลายด้วยเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ท าให้กรดไฮยาลูโรนิกมีความหนืด 
(viscosity) ลดลง และเพ่ิมความสามารถในการแทรกผ่าน (permeability) ส่งผลให้ผิวหนังสูญเสียน้ำ 

ขาดความชุ่มชื้น (Ikegami, 2004; Stern & Jedrzejas, 2006) 
การทดสอบการยับยั้งเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส (anti-hyaluronidase activity test) 

สามารถทดสอบได ้2 วิธี คือ วิธี turbidimetric method และวิธี colorimetric method 
1.3.1 วิธี turbidimetric method 

เป็นการวัดความขุ่นที่ลดลงของสารละลายกรดไฮยาลูโรนิก เนื่องจากกรด 
ไฮยาลโูรนิกมีความสามารถในการละลายน า้ต ่า กรดไฮยาลโูรนิกจึงแขวนลอยในสารละลาย ท าให้
เห็นสารละลายขุ่นตามความเขม้ขน้ของกรดไฮยาลโูรนิกที่ใส่ เมื่อเติมเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสลงไป 
เอนไซมจ์ะตัดพันธะที่เชื่อมต่อกันระหว่างโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก ท าใหก้รดไฮยาลูโรนิกมี
ขนาดโมเลกลุที่เล็กลง สามารถละลายไดม้ากขึน้ ท าใหค้วามขุ่นของสารละลายลดลงเมื่อเทียบกบั
ก่อนเติมเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 

ท าการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที่ไม่ได้ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า 
ปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และปฏิกิริยาที่ ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า ปฏิกิริยา
ทดสอบ (sample test) โดยวัดค่าความขุ่นของสารละลายที่ลดลงที่ความยาวคลื่น 600 nm  
(optical density) (Ikegami, 2004; Schmith & Faber, 1950) ดังนั้นการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ ง
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจึงดูที่ ค่าความขุ่นของสารละลายหลังเติมเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ถ้า
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สารละลายมีความขุ่นไม่ต่างจากก่อนเติมเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส แสดงว่าสารท่ีทดสอบนัน้มีฤทธิ์

ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส  

1.3.2 วิธี colorimetric method 

การทดสอบการยับยั้ง เอนไซม์ไฮยาลูโรนิ เดสใช้ เอนไซม์  bovine testes 
hyaluronidase ท าปฏิกิริยากับกรดไฮยาลูโรนิก ได้ผลิตภัณฑ์เป็น N-acetyl-D-glucosamine 
(GlcNAc) ซึ่งถูกเปลี่ยนไปเป็น chromogen I และ II ภายใตส้ภาวะที่เป็นเบสที่อุณหภูมิ 100 °C 
และจะถูกเปลี่ยนเป็น chromogen III โดยสภาวะกรด และ chromogen III จะท าปฏิกิริยากับ  
p-dimethylaminobenzaldehyde (PDMAB) เกิ ด เป็นสารละลายสีม่ วง ( reddish-purple) ที่
สามารถวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 585 nm ดังภาพประกอบ 2  นอกจากนีไ้ดม้ีการดัด
แปลวิธีการทดสอบโดยการท าปฏิกิริยาระหว่าง GlcNAc กับ p-dimethylaminobenzaldehyde 
(PDMAB) เกิดเป็นผลิตภณัฑท์ี่สามารถวดัค่าดดูกลืนแสงไดท้ี่ความยาวคลื่น 570 nm  

ท าการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที่ไม่ได้ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า 
ปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และปฏิกิริยาที่ ใส่สารตัวอย่างเรียกว่า ปฏิกิริยา
ทดสอบ (sample test) โดยวัดการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑห์ลังเกิดปฏิกิริยาระหว่าง GlcNAc 
กับ  p-dimethylaminobenzaldehyde (PDMAB) ที่ ความยาวคลื่น  570  nm (Ikegami, 2004; 
Lee, Moon, Hong, Ahn, & Paik, 2020) ดังนั้นหากสารตัวอย่างสามารถยับยั้งการท างานของ
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสได ้จะเกิดผลิตภณัฑท์ี่มีสีนอ้ยกว่าในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ ซึ่งสามารถน า
ค่าการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึน้ในทั้งสองปฏิกิริยามาค านวณหาฤทธิ์การยับยั้งเป็น 
%inhibition ซึ่งสามารถค านวณไดจ้ากสมการ 

%inhibition =  
Optical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − Optical density𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

Optical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100 

เมื่อ Optical density คือ ค่าการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑ์ GlcNAc-PDMAB 
ในปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample test) ที่เวลาที่
สิน้สดุการท าปฏิกิรยิา 
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ภาพประกอบ 2 ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ในการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดว้ยวิธี 
colorimetric method 

ที่มา: Mayumi Ikegami. (2003). Stella Japan 

งานวิจยันีท้ดสอบการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดว้ยวิธี colorimetric method 
โดยใช้ bovine testes hyaluronidase เป็นเอนไซม์ในการทดสอบ และใช้กรดไฮยาลูโรนิกเป็น 
สารตัง้ตน้ในการเกิดปฏิกิรยิา 

2. ข้อมูลทางพฤกษศาสตรข์องอัญชัน 
ชื่อวิทยาศาสตร:์ Clitoria ternatea L. 
ชื่อวงศ:์ Leguminosae (Papilionaceae, Fabaceae) 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์: อัญชันเป็นไมล้ม้ลุกเลือ้ยพัน โดยเถามีลกัษณะกลม

เล็กเรียวสีเขียวอ่อนยาว 1 - 5 เมตร ใบประกอบแบบขนนกปลายค่ีเรียงสลบั มีใบย่อย 5 - 9 ใบ รูป
วงรีแกมไข่มีขนปกคลุม ขอบใบเรียบ โคนใบสอบ ปลายใบมน กวา้ง 1 - 3 เซนติเมตร ยาว 2 - 5 
เซนติเมตร แกนกลางใบประกอบยาว 3 - 7 เซนติเมตร และหูใบรูปใบหอกขนาดเล็ก ดอกอญัชนัมี 
4 สี ไดแ้ก่ สีน า้เงิน สีม่วง สีฟ้า และสีขาว ดงัภาพประกอบ 3 เป็นดอกเด่ียวรูปทรงแบบดอกถั่วออก 
1 - 2 ดอกตามซอกใบ มีทั้งดอกชั้นเดียวและดอกซ้อน กลี บดอกย่นบาง ดอกบานเต็มที่ยาว
ประมาณ 3.5 เซนติเมตร ปลายเวา้เป็นแอ่ง โดยดอกชัน้เดียวมีกลีบชัน้นอกขนาดใหญ่ที่สดุ 1 กลีบ 
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กลางกลีบมีสีเหลือง กลีบชัน้ในขนาดเล็กและแต่ละกลีบมีขนาดไม่เท่ากนั ดอกซอ้นจะมีกลีบดอกมี
ขนาดเท่ากันซอ้นเวียนเป็นเกลียว ออกดอกตลอดทั้งปี ผลเป็นฝักแบบฝักถั่ว ลักษณะแบนยาว 
กวา้ง 1 - 1.5 เซนติเมตร ยาว 5 - 12 เซนติเมตร มีขนปกคลุม ปลายเป็นจะงอยสั้น ๆ ฝักอ่อนสี
เขียว และฝักแก่สีน า้ตาลอ่อน มีเมล็ดรูปไตสีด า 6 - 10 เมล็ด (ขอ้มูลพันธุ์ไม้ ระบบฐานข้อมูล
เกษตรดิจิทลั, 2560; สดุารตัน ์หอมหวน, 2553) 

 

 ดอกสีน า้เงิน ดอกสีขาว       ดอกสีฟ้า      ดอกสีม่วง 

ภาพประกอบ 3 ดอกอญัชนัสีต่าง ๆ 

พฤกษเคมีที่พบในอัญชัน: ชนิดและปริมาณพฤกษเคมีที่พบในแต่ละส่วนของ
อญัชนัแตกต่างกนั แต่ส่วนใหญ่เป็นสารกลุ่มแทนนิน (tannins), คารโ์บไฮเดรต (carbohydrates),  
ซาโปนิน  (saponins), ไตรเทอร์ปีนอยด์ (triterpenoids), ฟีนอล (phenols), ฟลาโวนอยด ์
(flavonoids), ฟลาโวนอลไกลโคไซด์ (flavonol glycosides), โปรตีน (proteins), แอลคาลอยด ์
(alkaloids) , แ อ น ท ร า ค วิ โน น  (anthraquinone) , แ อ น โท ไ ซ ย า นิ น  ( anthocyanins) ,  
คารดิ์แอกไกลโคไซด์ (cardiac glycosides), น ้ามันหอมระเหย (volatile oils) และสเตียรอยด ์
( steroids)  (Al-Snafi, 2016; Lijon, Meghla, Jahedi, Rahman, & Hossain, 2017; Manjula, 
Mohan, Sreekanth, Keerthi, & Devi, 2013) 

1. พฤกษเคมีที่พบในใบ ได้แก่ แอลคาลอยด์, แทนนิน, เรซิน, ฟลาโวนอยด์,  
ไกลโคไซด ์และสเตียรอยด ์ 

2. พฤกษเคมีที่พบในราก ไดแ้ก่ ซาโปนิน, ฟลาโวนอยด ์และฟีนอล  
3. พฤกษเคมีที่พบในยอดอ่อน ไดแ้ก่ แอลคาลอยด,์ แทนนิน, ไกลโคไซด,์ เรซิน 

และฟลาโวนอยด ์ 
4. พฤกษเคมีที่พบในเมล็ด ได้แก่ แอลคาลอยด์, แทนนิน, ไกลโคไซด์, เรซิน  

และฟลาโวนอยด ์ 
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5. พฤกษเคมีที่พบในดอก ได้แก่ แอลคาลอยด์, แทนนิน, ไกลโคไซด์, เรซิน,  
ซาโปนิน, คารโ์บไฮเดรต, ฟลาโวนอยด ์และสเตียรอยด ์ 

นอกจากนีด้อกอญัชนัแต่ละสียงัมีชนิดและปริมาณสารกลุ่มฟลาโวนอยดท์ี่แตกต่าง
กนั โดยสารแอนโทไซยานินกลุ่มเดลฟินิดิน (delphinidin) พบในดอกอญัชนัสีม่วงเท่านัน้ ส่วนสาร 
แอนโทไซยานินกลุ่มเทอรน์าทิน (ternatin) พบมากในดอกอัญชนัสีน า้เงิน รองมาคือดอกอัญชนัสี
ฟ้า ส าหรับในดอกอัญชันสีขาวตรวจไม่พบสารกลุ่มแอนโทไซยานิน  คือไม่พบทั้งสารกลุ่ม 
เดลฟินิดินและสารกลุ่มเทอรน์าทิน และสารกลุ่มฟลาโวนอลที่พบในดอกอัญชัน มี 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
แคมเฟอรอล, เควอเซทิน และไมรเิซทิน (Kazuma et al., 2003) 

3. ฤทธิ์ทางชีวภาพของอัญชัน 
จากการศกึษาฤทธิ์ทางชีวภาพของอญัชนัพบว่าอญัชนัมีฤทธิ์ตา้นจุลชีพ (antimicrobrial), 

ต้ าน สารอนุ มู ล อิ ส ระ  (antioxidant), ต้ าน ก ารอั ก เสบ  (anti-inflammatory), ต้านม ะ เร็ ง  
(anti-cancer) ป้ อ งกั น ม ะ เร็ ง  (chemoprevention) แล ะปกป้ อ งผิ วห นั ง  (skin protective 
property) จากการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส (anti-hyaluronidase) เอนไซม์
อีลาสเตส (anti-elastase) และเอนไซม์คอลลาจีเนส (anti-collagenase) ของสารสกัดจากใบ
อัญชันในหลอดทดลอง (In vitro) โดยเทียบกับสารมาตรฐานกรดโอลีโนนิก (oleanolic acid) 
พบว่าสารสกัดจากใบอัญชันมีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส เอนไซม์อีลาสเตส และ
เอนไซมค์อลลาจีเนส ซึ่งช่วยในการสมานแผลที่ผิวหนงัและชะลอการเสื่อมสลายของผิวหนงัที่เกิด
จากการท างานของเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส เอนไซมอี์ลาสเตส และเอนไซมค์อลลาจีเนสได ้(Maity, 
Nema, Sarkar, & Mukherjee, 2012) และจากการศกึษาการยบัยัง้การเกิดสารอนุมลูอิสระดว้ยวิธี 
DPPH assay พบว่าสารสกัดจากดอกอัญชันและสารสกัดจากใบอัญชันมีสารกลุ่มฟีนอลิกที่
สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (anti-oxidation) และต้านสารอนุมูลอิสระ ซึ่งสาร
อนมุลูอิสระเหนี่ยวน าใหเ้อนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส เอนไซมอี์ลาสเตส และเอนไซมค์อลลาจีเนสท างาน
มากขึน้ ส่งผลใหก้รดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid) เสน้ใยอีลาสติน (elastin) และคอลลาเจน 
(collagen) ในชั้นผิวหนังถูกท าลายมากขึน้ โครงสรา้งผิวหนังเสื่อมสลาย ผิวหนังเกิดริว้รอย  
รอยเหี่ยวย่น และสูญเสียความชุ่มชื ้น (Jiratchayamaethasakul et al., 2020; Rabeta & An 
Nabil, 2013) นอกจากนีย้ังพบว่าสารสกัดดอกอัญชันและเจลบ ารุงรอบดวงตาที่มีส่วนผสมของ
สารสกัดดอกอัญชันมีฤทธิ์ตา้นสารอนุมูลอิสระ ซึ่งสามารถช่วยลดเลือนริว้รอยได ้(Kamkaen & 
Wilkinson, 2009)  
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4. สารกลุ่มฟีนอลิก (Phenolic compound) และฤทธิ์ชะลอวัย 

สารกลุ่มฟีนอลิกเป็นกลุ่มสารทุติยภูมิหรือพฤกษเคมีที่พืชสรา้งขึน้เพื่อการเจริญเติบโต 
โดยโครงสรา้งของสารกลุ่มฟีนอลิกประกอบดว้ยหมู่ไฮดรอกซิล (-OH group) อย่างนอ้ย 1 หมู่ต่อ
อยู่บนวงแหวนเบนซีน ดังภาพประกอบ 4 โดยสารกลุ่มฟีนอลิกสามารถแบ่งได้เป็น 4 กลุ่ม 
(Butkhup, 2012) ไดแ้ก่ 

4.1. ก รด ฟี นอลิ ก  (phenolic acids) แบ่ งออก เป็ น กรดไฮดรอกซี ซิ นนามิ ก 
(hydroxycinnamic acids) เช่น  กรดคาเฟ อิก (caffeic acid), กรดคูมาริก  (coumaric acid)  
เป็นตน้ และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (hydroxybenzoic acids) เช่น กรดเอลลาจิก (ellagic acid), 
กรดแกลลิก (gallic acid) ซึ่งกรดฟีนอลิกมีฤทธิ์ตา้นสารก่อมะเร็ง ตา้นการอักเสบ และตา้นการ
เกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชนั 

4.2. ฟลาโวนอยด ์(flavonoids) เป็นสารกลุ่มฟีนอลิกที่พบมากที่สดุ โดยมีโครงสรา้ง
หลกัเป็นเบนโซไพแรน (benzopyran) หรือฟลาแวนนิวเคลียส (flavan nucleus) ซึ่งประกอบดว้ย
วงเบนซีน (benzene) 2 วง (A และ B) ที่เชื่อมต่อกันดว้ยวงไพแรน (pyran) หรือไพโรน (purone) 
(C) ดังภาพประกอบ 5 ซึ่ งการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างที่  ring c ท าให้เกิดเป็นอนุพันธ์ของ 
ฟลาโวนอยด์ ได้แก่ ฟลาโวน (flavones), ฟลาวาโนน (flavanone), ฟลาวานอล (flavanols),  
ฟลาวาโนนอล (flavanonols), ฟลาแวน (flavan), ไอโซฟลาโวนอยด์ ( isoflavonoid) และ 
แอนโทไซยานิน (anthocyanins) ซึ่ งชนิดของฟลาโวนอยด์ที่ พบส่วนใหญ่  คือ ไมริเซติน 
(myricetin), ฟิเซติน (fisetin), เควอเซทิน (quercetin), แคมเฟอรอล (kaempferol) และคาทีชิน 
(catechin) โดยฟลาโวนอยดม์ีบทบาทส าคญัในการป้องกนัสารก่อมะเร็ง ตา้นการกลายพนัธุ ์และ
ตา้นสารอนมุลูอิสระ โดยลดหรือปอ้งกนัการเกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชนั 

4.3. สติลบีน (stilbenes) เป็นสารที่พืชสรา้งขึน้เพื่อป้องกนัเชือ้โรค ป้องกันแมลงกัด
กิน และปอ้งกนัแสงแดด ซึ่งสารกลุ่มนีม้ีฤทธิ์ตา้นออกซิเดชนั และตา้นการอกัเสบในเซลลส์ตัวเ์ลีย้ง
ลกูดว้ยนม (Chang et al., 2006) 

4.4. แทนนิน (tannin) พบไดท้ั่วไปในพืชเกือบทกุชนิด มีโมเลกุลใหญ่และมีโครงสรา้ง
ที่ ซับซ้อน  ส่วนใหญ่พบในรูปของไกลโคไซด์ ซึ่ งแบ่ งออกเป็น  condensed tannins และ 
hydrolysable tannins 

4.5. ไดเฟอรรู์ลอยลิวมีเทน (diferuloylmethanes) เป็นสารกลุ่มฟีนอลิกกลุม่เล็ก ๆ ที่
โครงสร้างประกอบด้วยวงแหวนอะโรมาติก 2 วง มีหมู่ไฮดรอกซีเกาะอยู่  และจับอยู่กับหมู่ 
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คารบ์อนิลแบบสายตรง สารไดเฟอรรู์ลอยลิวมีเทน เช่น เคอรคิ์วมินอยด์ (curcuminoids) และ 
ไฮดรอกซีไทโรซอล (hydroxytyrosol) 

 

ภาพประกอบ 4 สารกลุม่ฟีนอลิก 

ที่มา: ลือชัย บุตคุป. (2554). วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย
มหาสารคาม 

 

ภาพประกอบ 5 โครงสรา้งหลกัของสารฟลาโวนอยด ์

ที่ ม า : Shashank Kumar แล ะ  Abhay K. Pandey. (2 013 ). The Scientific World 
Journal 
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จากการศึกษาพบว่าสารกลุ่มฟีนอลิกสามารถยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนส เอนไซม์ 
อีลาสเตส และเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ท าลาย extracellular matrix (ECM) ซึ่งประกอบด้วย

คอลลาเจน อีลาสติน ไฟโบรเนคทิน และกรดไฮยาลูโรนิกในชั้นผิวหนังได้ (Mukherjee, Maity, 
Nema, & Sarkar, 2011; Wittenauer et al., 2015) รวมถึงสารกลุ่มฟีนอลิกยังต้านสารอนุมูล
อิสระ สามารถลดการเกิดริว้รอย และชะลอการเสื่อมของผิวหนังได้ (Wahab, Rahman, Ismail, 
Mustafa, & Hashim, 2014) และพืชที่มีสารกลุ่มฟีนอลิกเป็นองคป์ระกอบมีฤทธิ์ในการยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซมอี์ลาสเตส, เอนไซมค์อลลาจีเนสและตา้นอนุมูลอิสระ (anti-oxidant) (Thring, 
Hili, & Naughton, 2009) และจากการศึกษา HPLC ของสารกลุ่มฟีนอลิกท่ีมีฤทธิ์ชะลอวัย 
พบว่าเควอเซทิน, แคมเฟอรอล และกรดแกลลิกเป็นสารออกฤทธิ์ชะลอวัย (Ali, 2017) ซึ่งมี
การศึกษาเพิ่มเติมพบว่าแคมเฟอรอล, เควอเซทิน และไมริเซทินมีฤทธิ์ในการยบัยัง้เอนไซมอี์ลาส
เตสและเอนไซมค์อลลาจีเนส (Kanashiro et al., 2007; Sin & Kim, 2005) และจากการศกึษาสาร
แอนโทไซยานินพบว่าสารแอนโทไซยานินกระตุน้การแสดงออกของ ECM mRNA ส่งผลใหม้ีการ
สรา้งคอลลาเจน อีลาสติน และกรดไฮยาลโูรนิกมากขึน้ (Nanashima et al., 2018) 

5. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิก (total phenolic content determination) 

การหาปริมาณ รวมของสารกลุ่ม ฟีนอลิกด้วยวิ ธี  Folin-Ciocalteu method (Chen, 
Cheng, & Liang, 2015; Miliauskas, Venskutonis, & Van Beek, 2004) เป็นการหาปริมาณ
ความเข้มข้นของสารประกอบทั้งหมดที่มีหมู่ไฮดรอกซิลอยู่ในโมเลกุล โดยวัดการเกิดสีจาก
ปฏิกิ ริยาที่ เกิดขึ ้นระหว่างสารละลายที่ ต้องการทดสอบกับ  Folin-Ciocalteu reagent ซึ่ ง
ประกอบด้วยโซเดียมโมลิบเดต (sodium molybdate) กรดฟอสฟอริก (phosphoric acid) และ
โซเดียมคารบ์อเนต (sodium carbonate) และอาศยัการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ ์(redox) โดยสารจาก
ธรรมชาติที่มีกลุ่มฟีนอลิกไฮดรอกซิล (phenolic hydroxyl group) หรือสารกลุ่มพอลีฟีนอล 
(polyphenols) ซึ่งมีหมู่ไฮดรอกซิลอยู่ในโมเลกุลจะสามารถเกิดปฏิกิริยารีดกัชัน (reduction) กับ 
Folin-Ciocalteu reagent ในรูปMo6+ ซึ่งมีสีเหลือง ไดเ้ป็นผลิตภัณฑ ์คือ phosphotungstic acid 
และ phosphomolybate ในรูป Mo5+ ที่มีสีน า้เงิน วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm  
ในการหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟินอลิกในสารตัวอย่าง ท าไดโ้ดยการสรา้งกราฟมาตรฐานของ
สารละลายกรดแกลลิก เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกในสารตัวอย่างจาก
สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน โดยค านวณเป็นรูปมิลลิกรมัของ gallic acid equivalents 
(GAE) 
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6. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์(total flavonoid content determination) 

การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยดด์ว้ยวิธี aluminium chloride complexation 

colorimetric method (Pękal & Pyrzynska, 2014; Tadtong et al., 2011) เป็นการหาปริมาณ
รวมของฟลาโวนอยด์จากสารประกอบเชิงซ้อนของอะลูมิ เนียม-ฟลาโวนอยด์ (aluminium-
flavonoid) ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาระหว่างอะลมูิเนียมคลอไรด ์(AlCl3) กบัฟลาโวนอยด ์โดย AlCl3 ท า
ปฏิกิรยิากบัหมู่คีโต (keto group) ในคารบ์อนต าแหน่งที่ 4 และหมู่ไฮดรอกซีลในคารบ์อนต าแหน่ง
ที่  3 แ ล ะ ต า แ ห น่ ง ที่  5 ข อ ง ฟ ล า โ ว น แ ล ะ ฟ ล า โว น อ ล  ห รื อ ท า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ 
ไดไฮดรอกซิล (dihydroxyl) ที่วงแหวน A และ B ของฟลาโวนอยด ์โดยใชเ้วลาประมาณ 40 นาที
ในการเกิดปฏิกิรยิา เพื่อใหไ้ดส้ารประกอบเชิงซอ้นที่สามารถวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
415 nm  

ในการหาปริมาณรวมของฟลาโวนอยดใ์นสารตวัอย่าง ท าไดโ้ดยการสรา้งกราฟมาตรฐาน
ของสารละลาย เควอเซทิ น  เพื่ อห าสมการเส้นตรงในการค านวณ ปริม าณ รวมของ 
ฟลาโวนอยดใ์นสารตวัอย่าง 

7. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานิน (total anthocyanin content 
determination) 

การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินดว้ยวิธี pH differential method (อรุษา 
เชาวนลิขิต, 2554) อาศัยคุณสมบัติของแอนโทไซยานินที่ เป็น อินดิเคเตอร  ์(indicator) โดย
โครงสรา้งของสารกลุ่มแอนโทไซยานินจะเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะความเป็นกรด-เบสของ
สารละลาย ท าใหใ้นแต่ละสารละลายมีสีที่แตกต่างกนั โดยแอนโทไซยานินในสารละลายที่มี pH 1 
จะอยู่ในรูปออกโซเนียม (oxonium form) ซึ่งให้สีส้มอมม่วงหรือสีแดง และแอนโทไซยานินใน
สารละลายที่มี pH 4.5  จะอยู่ในรูปเฮมิคีทอล (hemiketal form) ซึ่งไม่มีสี ดงัภาพประกอบ 6 เมื่อ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดที่  pH 1 และ pH 4.5 แล้วน ามาหักลบกันจะได้
ปริมาณรวมของสารแอนโทไซยานิน โดยแต่ละสภาวะกรด-เบสจะตอ้งก าจดัการดูดกลืนแสงจาก
สารอ่ืน ๆ ที่ไม่ใช่แอนโทไซยานินดว้ยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 nm เพื่อหัก
ลบความขุ่นที่อาจจะเกิดขึน้ และใหผ้ลที่ไดม้ีความถกูตอ้งและแม่นย ามากขึน้ 
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ภาพประกอบ 6 โครงสรา้งของแอนโทไซยานินที่ pH ต่าง ๆ 

ที่มา: อรุษา เชาวนลิขิต. 2554. วารสารมหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ 

ขอ้ควรระวังของการหาปริมาณรวมของแอนโทไซยานินดว้ยวิธี pH differential method 
คือ สารละลายที่ใชต้อ้งมี pH ที่ถูกตอ้งและแม่นย า เนื่องจาก pH ที่เปลี่ยนไปจากมาตรฐานจะ
ส่งผลใหค่้าการดูดกลืนแสงของแอนโทไซยานินเปลี่ยนแปลงไป ก่อใหเ้กิดความคลาดเคลื่อนของ
การทดสอบได ้รวมถึงระยะเวลาในการเกิดปฏิกิรยิาก็มีผลต่อค่าการดดูกลืนแสง  หากทิง้ปฏิกิริยา
ไวน้านจะท าใหค่้าการดูดกลืนแสงมากขึน้ได ้ดังนั้นควรวัดค่าการดูดกลืนแสงหลังการผสมสาร
ทดสอบต่าง ๆ แลว้ประมาณ 15 นาที แต่ไม่เกิน 60 นาท ี
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัไดด้  าเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้
1. การเตรียมสารสกดัจากกลีบดอกอญัชนัสีม่วงและหาปรมิาณสารสกดัที่ได ้
2. การหาฤทธิ์ชะลอวยั 

2.1 การหาฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสดว้ยวิธี spectrophotometric method 
2.2 การหาฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสดว้ยวิธี spectrophotometric method 
2.3 การหาฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดว้ยวิธี colorimetric method 

3. การหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิกดว้ยวิธี Folin-ciocalteu method 
4. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี  aluminium chloride 

complexation colorimetric method 
5. การหาปรมิาณรวมของสารกลุม่แอนโทไซยานินดว้ยวิธี pH differential method 

อุปกรณแ์ละสารเคมีทีใ่ช้ในการทดลอง 
เคร่ืองมือและอุปกรณ ์

เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง (Sartorius, Germany) 
เครื่องชั่ง 5 ต าแหน่ง (Mettler Toledo, Switzerland) 
เครื่องป่ัน (Philips, Netherlands) 
96 well/ flat bottom microtitre plate, non-sterile (Sterilin®, UK) 
Aluminium foil (Diamond, Thailand) 
Beaker ขนาด 50 ml, 100 ml, 250 ml (Pyrex, USA) 
Centrifuge (MX-301, Tomy, Japan) 
Centrifuge tube ขนาด 15 ml, 50 ml (Corning, USA) 
Erlenmayer flask ขนาด 500 ml, 1000 ml, 2000 ml (Pyrex, USA) 
Funnel glass (Pyrex, USA) 
High speed refrigerated centrifuge (model MX-301, Tomy Seiko, Japan) 
Hot air oven (Contherm, Australia) 
Hot plate (Jenway 1000, UK) 
Incubator (Electronic Microprocessor PID Control, Memmert, Germany) 
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Microcentrifuge tube ขนาด 1.5, 2 ml (Bio7 Bioline, USA) 
Micropipette ขนาด 20 µl, 200 µl, 1000 µl (Gilson, France) 
Micropipette tips ขนาด 20 µl, 200 µl, 1000 µl (Axygen, USA) 
Microplate reader (SpectraMax M3, Molecular Devices, USA) 
pH meter (Mettler Toledo, Switzerland) 
Porcelain evaporating dish 
Rotary evaporator (Buchi Rotavapor R-114, Switzerland) 
Round bottom flask (Buchi, Switzerland) 
Sonicator (power sonic 405, model LUC-405, Lab Tech, Korea) 
Vortex (GENIE 2™, G-560E, Scientific Industries Inc., USA) 
Water bath 

สารเคมี 
4-(Dimethylamino)-benzaldehyde (PDMAB) (Sigma Aldrich, USA) 
Aluminium chloride (AlCl3) (Kemaus, Australia) 
Calcium chloride (CaCl2) (Merck KGaA, Germany) 
Collagenase type I จาก Clostridium histolyticum (Sigma, USA) 
Cyanidin chloride (Fluka, China) 
Ethanol analytical grade (EMSURE®, Merck, Germany) 
Ethanol commercial grade (95% ethanol) (สามชยัเคมิคอล, ประเทศไทย) 
Folin-Ciocalteu’s reagent (Carlo Erba, France) 
Gallic acid (Sigma, USA) 
Glacial acetic acid (Quality Reagent Chemical, New Zealand) 
Hyaluronic acid (HA) (MySkinRecipes, Thailand) 
Hyaluronidase from bovine testes (800 units/mg solid) (Sigma, USA) 
Hydrochloric acid 37% (HCl) (ACI Labscan, Thailand) 
N-(3-[2-Furyl]-Acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) (Sigma, USA) 
N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide (SANA) (Sigma, USA) 
Porcine pancreatic elastase type IV (PPE) (Sigma, USA) 
Potassium chloride (KCl) (Ajax Finechem, Australia) 
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Quercetin (Sigma-aldrich, USA) 
Sodium acetate (CH3COONa) (Quality Reagent Chemical, New Zealand) 
Sodium carbonate (Na2CO3) anhydrous (Ajax Finechem, New Zealand) 
Sodium chloride (NaCl) (QReC, New Zealand) 
Sodium hydroxide (NaOH) (Ajax Finechem Pty Ltd, Australia) 
Sterile water for irrigation (A.N.B. Laboratorues, Thailand) 
Tricine (Sigma, USA) 
Tris-HCI (Sigma, USA) 

พืชทีใ่ช้ในงานวิจัย 
ดอกอญัชนัสีม่วง เก็บจากจงัหวดันนทบรุี ประเทศไทย 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 
1. การเตรียมสารสกัดจากกลีบดอกอัญชันสีม่วงและหาปริมาณสารสกัดทีไ่ด้ 

1.1 การเตรียมสารสกัดกลีบดอกอัญชัน 
1.1.1 น ากลีบดอกอัญชันสีม่วงผึ่งลมในที่ร่มจนแหง้ และอบใน hot air oven ที่

อณุหภมูิ 50 °C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แลว้บดใหล้ะเอียดดว้ยเครื่องป่ัน 
1.1.2 ชั่งผงกลีบดอกอญัชนัสีม่วง แลว้สกดัดว้ย 80% ethanol ในสดัส่วนผงกลีบ

ดอกอญัชนั 1 g ต่อ 80% ethanol 10 ml เป็นเวลา 3 วนั 
1.1.3 กรองสารสกดัดว้ยส าลีเพื่อใหไ้ดส้ารละลายใส และสกดัผงกลีบดอกอญัชนั

ซ า้ 5 ครัง้ 
1.1.4 น าสารละลายใสไประเหยเอาตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง rotary 

evaporator โดยตั้งค่าเป็น rotation 100 rpm, chiller 5 °C, water bath 45 °C และ vacuum  
70 – 180 mbar 

1.1.5 น ามาระเหยต่อบน water bath ดว้ยใช ้evaporating dish จนสารสกดัขน้
หนืด 

1.1.6 เก็บสารสกดัที่ไดใ้นขวดสีชา และเก็บไวท้ี่อณุหภมูิ -20 °C 
1.2 การหาปริมาณสารสกัดทีไ่ด้ (extraction yields) 

ปรมิาณสารสกดัที่ได ้คิดเป็นรอ้ยละผลไดด้ว้ยสมการดงัต่อไปนี ้

%𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 = 
น า้หนกัพืชก่อนสกดั−น า้หนกัสารสกดั

น า้หนกัพืชก่อนการสกดั
 x 100  
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2. การหาฤทธิ์ชะลอวัย 
2.1 การหาฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมอ์ีลาสเตสด้วยวิธี spectrophotometric method 

2.1.1 การเตรียมสาร 
2.1.1.1 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร ์0.2 M Tris-HCI buffer (pH 8.0) 

- ชั่งสาร Tris-HCI 3.152 g 
- ละลายดว้ย water for irrigation และปรบัปรมิาตรจนครบ 100 ml 
- ปรบั pH ดว้ยสารละลาย 1 N NaOH จนได ้pH 8.0 

2.1.1.2 การเตรียมสารละลาย porcine pancreatic elastase type IV 
(PPE) (4.5 unit/mg solid) ความเขม้ขน้ 0.01 mg/ml 

- ชั่งเอนไซม์ 0.00002 g ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย Tris-HCI buffer 
จนครบ 2000 µl 

2.1.1.3 การเตรียมสารละลาย N-Succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide (SANA) 
ใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเท่ากบั 0.8 mM 

- ชั่ ง SANA 0.01444 g ละลายและปรบัปริมาตรด้วย Tris-HCI buffer 
จนครบ 4000 µl 

2.1.1.4 การเตรียมสารละลาย gallic acid ให้ความเข้มข้นสุดท้ายใน
ปฏิกิรยิาเท่ากบั 4 mg/ml 

- ชั่ ง gallic acid 0.0075 g ละลายและปรับปริมาตรด้วย  Tris-HCI 
buffer จนครบ 1500 µl 

2.1.1.5 การเตรียมสารละลายของสารสกัดกลีบดอกอัญ ชันสี ม่ วง  
ความเข้มข้น 12.5 mg/ml (stock solution) และให้ความเข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยาอยู่ในช่วง  
2 – 6 mg/ml 

- ชั่งสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 0.05 g 
- ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย Tris-HCI buffer จนครบ 4000 µl 
- เจือจาง stock solution ดว้ย Tris-HCI buffer ให้ได้ความเขม้ข้น 2.5, 

3.75, 5, 6.25 และ 7.5 mg/ml หรือใหไ้ดค้วามเขม้ขน้แตกต่างกนัอย่างนอ้ย 5 ความเขม้ขน้   
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2.1.2 การหาความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ 
2.1.2.1 เตรียมสารละลาย gallic acid 5 ความเข้มข้น ให้ได้ความเข้มข้น

สดุทา้ยในปฏิกิรยิาอยู่ในช่วง 0.25 - 4 mg/ml (วิธีการทดสอบใชว้ิธีการเดียวกบัขอ้ 2.1.3 ในหวัขอ้ 
positive control) 

2.1.2.2 หา %inhibition ในการยบัยัง้การท างานของ PPE ทัง้ 5 ความเขม้ขน้ 
(ท าการทดลองที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ า้) 

2.1.2.3 น าค่า %inhibition ที่ไดไ้ปสรา้งกราฟแสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า
ความเขม้ขน้ของสาร gallic acid กับค่าเฉลี่ยของ %inhibition ที่ค  านวณไดแ้ละหาค่า IC50 จาก
สมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟ เพื่อใชเ้ป็น positive control ในขอ้ 2.1.3 

2.1.3 การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์อีลาสเตสของสารสกัดกลีบดอก
อัญชันสีม่วง 

ท าการทดลองของแต่ละตวัอย่างที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ  า้
โดยทดสอบ negative control, positive control และ tested sample ใน 96-well plate 

2.1.3.1 ปิเปตสารทดสอบลงใน 96-well plate ตามตาราง 1 
2.1.3.2 incubate ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาทีหลังจากเติม Tris-HCI 

buffer, สารทดสอบ และ PPE  
2.1.3.3 เติมสาร SANA แลว้ incubate ที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 60 นาท ี
2.1.3.4 วดัค่าการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบดว้ย microplate reader 

ที่ความยาวคลื่น 410 nm 
2.1.3.5 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ไดไ้ปค านวณเป็น %inhibition 

%inhibition =  
Optical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − Optical density𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

Optical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100 

เมื่อ Optical density คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ p-nitroanilide ในปฏิกิริยา
ควบคมุผลลบ (negative control) และในปฏิกิรยิาทดสอบ (sample test) 

2.1.3.6 ส  าหรับสารทดสอบให้น า ค่า % inhibition ทั้ง 5 ความเข้มข้นที่
ค  านวณไดไ้ปสรา้งกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเขม้ขน้ของสารทดสอบกับค่าเฉลี่ย
ของ %inhibition ที่ค  านวณได ้และหาค่า IC50 จากสมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟ 
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ตาราง 1 ปรมิาตรสารท่ีใชท้ดสอบและวิธีการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรสารใน 96-well plate (µl) 

Tris-HCI 

Buffer 

Sample PPE 

inc
ub

ate
 ท
ี่อณุ

หภ
มูิห

อ้ง
เป็
นเ
วล
า 1

0 น
าท
ี SANA 

inc
ub

ate
 ท
ี่อณุ

หภ
มูิห

อ้ง
เป็
นเ
วล
า 6

0 น
าท
ี 

Negative control 160 - 20 20 

Blank negative control 180 - - 20 

Positive control - 160 20 20 

Blank positive control 20 160 - 20 

Tested sample - 160 20 20 

Blank tested sample 20 160 - 20 

เมื่อ sample คือ gallic acid ส าหรับ positive control และสารสกัดกลีบดอก
อญัชนัสีม่วงส าหรบั tested sample 

2.2 การหาฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมค์อลลาจีเนสด้วยวิธี spectrophotometric 
2.2.1 การเตรียมสาร   

2.2.1.1 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร ์0.05 M Tricine buffer (pH 7.5) 
- ชั่งสาร Tricine 0.89590 g, NaCl 2.3376 g และ CaCl2 2.3376 g 
- ละลายดว้ย water for irrigation และปรบัปรมิาตรจนครบ 100 ml 
- ปรบั pH ดว้ยสารละลาย 1 N NaOH จนได ้pH 7.5 

2.2 .1 .2 การเตรียมสารละลาย collagenase type I from Clostridium 
histolyticum ใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเท่ากบั 6.25 collagen digestion unit; CDU 

- ชั่งเอนไซม์ 0.005 g ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย Tricine buffer จน
ครบ 2000 µl 

2.2.1.3 การเตรียมสารละลาย N-[3-(2-furyl)-acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala 
(FALGPA) ใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเท่ากบั 0.8 mM 

- ชั่ง FALGPA 0.00381 g ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย Tricine buffer 
จนครบ 1000 µl 
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2.2.1.4 การเตรียมสารละลาย gallic acid ให้ความเข้มข้นสุดท้ายใน
ปฏิกิรยิาเท่ากบั 4 mg/ml 

- ชั่ง gallic acid 0.0075 g ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย Tricine buffer 
จนครบ 1500 µl 

2.2.1.5 การเตรียมสารละลายของสารสกัดกลีบดอกอัญ ชันสี ม่ วง 
ความเข้มข้น 12.5 mg/ml (stock solution) และให้ความเข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยาอยู่ในช่วง  
2 – 6 mg/ml 

- ชั่งสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 0.05 g 
- ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย Tricine buffer จนครบ 4000 µl 
- เจือจาง stock solution ดว้ย Tricine buffer ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 3.125, 

3.75, 4.375, 5 และ 5.65 mg/ml หรือใหไ้ดค้วามเขม้ขน้แตกต่างกนัอย่างนอ้ย 5 ความเขม้ขน้  
2.2.2 การหาความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ 

2.2.2.1 เตรียมสารละลาย gallic acid 5 ความเข้มข้น ให้ได้ความเข้มข้น
สดุทา้ยในปฏิกิรยิาอยู่ในช่วง 0.25 - 4 mg/ml (วิธีการทดสอบใชว้ิธีการเดียวกบัขอ้ 2.2.3 ในหวัขอ้ 
positive control) 

2.2.2.2 หา % inhibition ในการยับยั้งการท างานของ collagenase type I 
ทัง้ 5 ความเขม้ขน้ (ท าการทดลองที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ า้) 

2.2.2.3 น าค่า %inhibition ที่ไดไ้ปสรา้งกราฟแสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า
ความเขม้ขน้ของสาร gallic acid กับค่าเฉลี่ยของ %inhibition ที่ค  านวณไดแ้ละหาค่า IC50 จาก
สมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟ เพื่อใชเ้ป็น positive control ในขอ้ 2.2.3 

2.2.3 การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกัดกลีบดอก
อัญชันสีม่วง 

ท าการทดลองของแต่ละตวัอย่างที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ  า้
โดยทดสอบ negative control, positive control และ tested sample ใน 96-well plate 

2.2.3.1 ปิเปตสารทดสอบลงใน 96-well plate ตามตาราง 2 
2.2.3.2 incubate ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาทีหลังจากเติม Tricine  

buffer, สารทดสอบ และเอนไซม ์collagenase type I  
2.2.3.3 เติมสาร FALGPA แล้ว วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย microplate 

reader ที่ความยาวคลื่น 340 nm ทกุ ๆ 2 นาทีอย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.2.3.4 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ไดไ้ปค านวณเป็น %inhibition 
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%inhibition = 
   ΔOptical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − ΔOptical density𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

ΔOptical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100 

เมื่อ Δ Optical density คือ การเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงตั้งแต่
เริ่มต้นจนสิน้สุดปฏิกิริยาของ FALGPA ในปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และใน
ปฏิกิรยิาทดสอบ (sample test) 

2.2.3.5 ส  าหรับสารทดสอบให้น า ค่า % inhibition ทั้ง 5 ความเข้มข้นที่
ค  านวณไดไ้ปสรา้งกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเขม้ขน้ของสารทดสอบกับค่าเฉลี่ย
ของ %inhibition ที่ค  านวณได ้และหาค่า IC50 จากสมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟ 

ตาราง 2 ปรมิาตรสารท่ีใชท้ดสอบและวิธีการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรสารใน 96-well plate (µl) 

Tricine 

Buffer 

Sample Collagenase 

enzyme 

inc
ub

ate
 ท
ี่อณุ

หภ
มูิห

อ้ง
เป็
นเ
วล
า 1

5 น
าท
ี FALGPA 

Negative control 120 - 15 15 

Blank negative control 135 - 15 - 

Positive control - 120 15 15 

Blank positive control 15 120 15 - 

Tested sample - 120 15 15 

Blank tested sample 15 120 15 - 

เมื่อ sample คือ gallic acid ส าหรับ  positive control และสารสกัดกลีบ
ดอกอญัชนัสีม่วงส าหรบั tested sample 

2.3 การหาฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสด้วยวิธี colorimetric method 
2.3.1 การเตรียมสาร 

2.3.1.1 การเตรีย  มสารละลายบฟัเฟอร ์0.1 M acetate buffer (pH 3.6) 
- ชั่งสาร sodium acetate 0.03960 g และ acetic acid 0.57160 g 
- ละลายดว้ย water for irrigation และปรบัปรมิาตรจนครบ 100 ml 
- ปรบั pH ดว้ย NaOH หรือ HCl ใหไ้ด ้pH 3.6 
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2.3.1.2 การเตรียมสารละลาย hyaluronidase from bovine testes (800 
units/mg solid) ความเขม้ขน้ 7900 units/ml 

- ชั่งเอนไซม ์0.0395 g ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย acetate buffer จน
ครบ 4000 µl 

2.3.1.3 การเตรียมสารละลาย hyaluronic acid (HA) ความเข้มข้น 15 
mg/ml   

- ชั่ง HA 0.105 g ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย acetate buffer จนครบ 
7000 µl 

2.3.1.4 การเตรียมสารละลาย p-dimethylaminobenzaldehyde (PDMAB) 
- ชั่ ง  PDMAB 2 g ละลายด้วย  10N HCl 25  ml และ glacial acetic 

acid 175 ml 
2.3.1.5 การเตรียมสารละลาย quercetin ใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิา

เท่ากบั 0.6 mg/ml 
- ชั่ง quercetin 0.081 g ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย ethanol AR จน

ครบ 500 µl 
- น าไป sonicate จนไดส้ารละลายสีเหลืองใส 

2.3.1 .6 การเตรียมสารละลายของสารสกัดกลีบดอกอัญ ชันสี ม่ วง 
ความเขม้ขน้ 540 mg/ml (stock solution)  

- ชั่งสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 1.08 g 
- ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย 50% ethanol จนครบ 2000 µl 
- น าไปป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 10000 rpm เป็นเวลา 10 นาที จ านวน 2 

รอบ โดยรอบที่ 2 ใหป่ั้นเหวี่ยงสว่น supernatant ที่ไดจ้ากรอบแรก 
- เจือจางส่วน supernatant ดว้ย 50% ethanol ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้แตกต่าง

กนัอย่างนอ้ย 5 ความเขม้ขน้ โดยใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาอยู่ในช่วง 10 - 20 mg/ml 
2.3.2 การหาความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ 

2.3.2.1 เตรียมสารละลาย quercetin 5 ความเข้มข้น ให้ได้ความเข้มข้น
สุดทา้ยในปฏิกิริยาอยู่ในช่วง 0.50 – 0.80 mg/ml (วิธีการทดสอบใชว้ิธีการเดียวกับขอ้ 2.3.3 ใน
หวัขอ้ positive control) 
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2.3.2.2 หา %inhibition ในการยับยั้งการท างานของ hyaluronidase ทั้ง 5 
ความเขม้ขน้ (ท าการทดลองที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ า้) 

2.3.2.3 น าค่า %inhibition ที่ไดไ้ปสรา้งกราฟแสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า
ความเขม้ขน้ของสาร quercetin กับค่าเฉลี่ยของ % inhibition ที่ค  านวณไดแ้ละหาค่า IC50 จาก
สมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟ เพื่อใชเ้ป็น positive control ในขอ้ 2.3.3  

2.3.3 การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสของสารสกัดกลีบดอก
อัญชันสีม่วง 

ท าการทดลองของแต่ละตวัอย่างที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ  า้
โดยทดสอบ negative control, positive control และ tested sample  

2.3.3.1 ปิเปตสารทดสอบลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml ตามตาราง 3 
2.3.3.2 incubate ที่อณุหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 40 นาที หลงัจากเติมเอนไซม ์

ไฮยาลโูรนิเดส, สารทดสอบ และกรดไฮยาลโูรนิก  
2.3.3.3 เติมสาร  PDMAB แล้วปิ เปตสารลงใน 96-well plate ปริมาตร  

200 µl จ านวน 3 wells/microcentrifuge tube   
2.3.3.4 วดัค่าการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบดว้ย microplate reader 

ที่ความยาวคลื่น 570 nm 
2.2.3.5 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ไดไ้ปค านวณเป็น %inhibition 

%inhibition =  
Optical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − Optical density𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

Optical density𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100 

เมื่อ Optical density คือ ค่าการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑ์ GlcNAc-PDMAB 
ในปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (negative control) และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample test) ที่เวลาที่
สิน้สดุการท าปฏิกิรยิา 

2.2.3.6 ส  าหรับสารทดสอบให้น า ค่า % inhibition ทั้ง 5 ความเข้มข้นที่
ค  านวณได้ไปสรา้งกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของตัวอย่างทดสอบกับ
ค่าเฉลี่ยของ %inhibition ที่ค  านวณได ้และหาค่า IC50 จากสมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟ                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               
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ตาราง 3 ปรมิาตรสารท่ีใชท้ดสอบและวิธีการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรสาร microcentrifuge tube (µl) 

Hyaluronidase Sample Acetate 

buffer 

HA 

inc
ub

ate
 ท
ี่อณุ

หภ
มูิ 

37
 °C

 เป็
นเ
วล
า 4

0 น
าท
ี 

PDMAB 

Negative control 50 - 50 250 1000 

Blank negative control 50 - 300 - 1000 

Solvent control 50 50 - 250 1000 

Blank solvent control 50 50 250 - 1000 

Positive control 50 50 - 250 1000 

Blank positive control 50 50 250 - 1000 

Tested sample 50 50 - 250 1000 

Blank tested sample 50 50 250 - 1000 

เมื่อ sample คือ ethanol AR ส าหรับ solvent control, quercetin ส าหรับ 
positive control และสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงส าหรบั tested sample 

3. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกด้วยวิธี Folin-ciocalteu method 
3.1 การเตรียมสาร 

3.1 .1 การเต รียมสารละลาย  Folin-ciocalteu reagent ความ เข้ม ข้น  
10% v/v 

- ปิเปต Folin-ciocalteu reagent ปริมาตร 1000 µl และเจือจางด้วย 
water for irrigation จนครบ 10 ml 

3.1.2 การเตรียมสารละลาย sodium carbonate (Na2CO3) ความเข้มข้น 
75 mg/ml 

- ชั่ง Na2CO3 0.375 g ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย water for irrigation 
จนครบ 5 ml 

3.1.3 การเตรียมสารละลาย gallic acid ความเข้มข้น 10 mg/ml (stock 
solution) และใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาอยู่ในช่วง 0.03125 – 0.5 mg/ml 
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- ชั่ง gallic acid 0.01 g ละลายและปรบัปริมาตรด้วย ethanol AR จน
ครบ 1000 µl 

- เจือจาง stock solution แบบ serial dilution ดว้ย water for irrigation 
ให้ได้ความเข้มขน้ 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5 และ 5 mg/ml หรือให้ได้ความเข้มขน้แตกต่างกัน
อย่างนอ้ย 5 ความเขม้ขน้  

3.1.4 การเตรียมสารละลายของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง ความเขม้ขน้ 
5 mg/ml 

- ชั่งสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 0.05 g ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย 
95% ethanol จนครบ 1000 µl 

3.2 การสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของ gallic acid 
3.2.1 ปิเปตสารทดสอบลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml ตามตาราง 4 
3.2.2 incubate ในที่มืดที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 90 นาท ี 
3.2.3 ปิ เป ต ส า ร ล ง ใ น  96-well plate ป ริ ม า ต ร  200 µl จ า น ว น  

3 wells/microcentrifuge tube 
3.2.4 วดัค่าการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบดว้ย microplate reader ที่

ความยาวคลื่น 765 nm 
3.2.5 ค านวณหาผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสาร โดยน าค่าการ

ดดูกลืนแสงของ sample ลบดว้ยค่าการดดูกลืนแสงของ blank sample 
3.2.6 ท าการทดลองที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ  า้ 
3.2.7 น าค่าเฉลี่ยผลต่างของค่าการดดูกลืนแสงของ gallic acid มาสรา้งเป็น

กราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) กับความเข้มข้นของ gallic acid 
(mg/ml) 

3.3 การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสี
ม่วง 

3.3.1 ปิเปตสารทดสอบลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml ตามตาราง 4 
3.3.2 incubate ในที่มืดที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 90 นาท ี 
3.3.3 ปิ เป ต ส า ร ล ง ใ น  96-well plate ป ริ ม า ต ร  200 µl จ า น ว น  

3 wells/microcentrifuge tube 
3.3.4 วดัค่าการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบดว้ย microplate reader ที่

ความยาวคลื่น 765 nm 
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3.3.5 ค านวณหาผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสาร โดยน าค่าการ
ดดูกลืนแสงของ sample ลบดว้ยค่าการดดูกลืนแสงของ blank sample 

3.3.6 ท าการทดลองของแต่ละตวัอย่างที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 
3 ซ  า้ แลว้หาค่าเฉลี่ยของผลต่างของค่าการดดูกลืนแสงของสารทดสอบ 

3.3.7 ค านวณหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกของสารสกัดกลีบดอก
อญัชันสีม่วง โดยน าค่าเฉลี่ยผลต่างค่าการดดูกลืนแสงของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงแทนค่า
ในสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน แล้วค านวณเป็นมิลลิกรมัของ gallic acid equivalent 
(GAE) ต่อกรมัของสารสกดั (mg/g) 

ตาราง 4 ปรมิาณสารที่ใชใ้นการผสมส าหรบัทดสอบหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิก 

กลุ่ม ปริมาณสาร (µl) 
Sample Folin-ciocalteu 

reagent 
Na2CO3  Water for 

irrigation 
Sample 100 100 100 700 

Blank sample 100 - - 900 
Control - 100 100 800 

เมื่อ sample คือ gallic acid ส าหรบัการสรา้งกราฟมาตรฐาน และสารสกดักลีบ
ดอกอญัชนัสีม่วงส าหรบัการทดสอบสารตวัอย่าง 

4. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยดด์้วยวิธี aluminium chloride 
complexation colorimetric method 

4.1 การเตรียมสาร 
4.1.1 การเตรียมสารละลาย  aluminium chloride (AlCl3) ความเข้มข้น  

8 mg/ml 
- ชั่ง AlCl3 0.2400 g ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย ethanol AR จนครบ 

30 ml 
4.1.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ความเขม้ขน้ 0.5 mg/ml 

(stock solution) และใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาอยู่ในช่วง 2.5 - 18 µg/ml 
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- ชั่ ง quercetin 0.0015 g ละลายและปรบัปริมาตรด้วย 50% ethanol 
จนครบ 3000 µl 

- เจือจาง stock solution ดว้ย 50% ethanol ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 25, 50, 
75, 100 และ 125 µg/ml หรือใหไ้ดค้วามเขม้ขน้แตกต่างกนัอย่างนอ้ย 5 ความเขม้ขน้ 

4.1.3 การเตรียมสารละลายของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง ความเขม้ขน้ 
1 mg/ml 

- ชั่งสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 0.001 g ละลายและปรบัปริมาตร
ดว้ย water for irrigation จนครบ 1000 µl 

4.2 การสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของ quercetin 
4.2.1 ปิเปตสารทดสอบลงใน microcentrifuge tube 15 ml ตามตาราง 5 
4.2.2 incubate ในที่มืดที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 40 นาท ี 
4 .2.3 ปิ เป ต ส า ร ล ง ใ น  96-well plate ป ริ ม า ต ร  200 µl จ า น ว น  

3 wells/microcentrifuge tube 
4.2.4 วัดค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบดว้ย microplate reader  

ที่ความยาวคลื่น 415 nm 
4.2.5 ค านวณหาผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสาร โดยน าค่าการ

ดดูกลืนแสงของ sample ลบดว้ยค่าการดดูกลืนแสงของ blank sample 
4.2.6 ท าการทดลองที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ  า้ 
4.2.7 น าผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสาร quercetin มาสรา้งเป็น

กราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) กับความเข้มข้นของ quercetin 
(µg/ml) 

4.3 การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยดใ์นสารสกัดกลีบดอก
อัญชันสีม่วง 

4.3.1 ปิเปตสารทดสอบลงใน microcentrifuge tube 15 ml ตามตาราง 5 
4.3.2 incubate ในที่มืดที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 40 นาท ี 
4.3.3 ปิ เป ต ส า ร ล ง ใ น  96-well plate ป ริ ม า ต ร  200 µl จ า น ว น  

3 wells/microcentrifuge tube 
4.3.4 วัดค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบด้วย microplate reader  

ที่ความยาวคลื่น 415 nm 
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4.3.5 ค านวณหาผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสาร โดยน าค่าการ
ดดูกลืนแสงของ sample ลบดว้ยค่าการดดูกลืนแสงของ blank sample 

4.3.6 ท าการทดลองของแต่ละตวัอย่างที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 
3 ซ  า้ แลว้หาค่าเฉลี่ยของผลต่างของค่าการดดูกลืนแสงของสารทดสอบ 

4.3.7 ค านวณหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ของสารสกัดกลีบ
ดอกอัญชันสีม่วง โดยน าผลต่างค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดกลีบดอกอญัชันสีม่วงแทนค่าใน
สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน แลว้ค านวณเป็นมิลลิกรมัของ quercetin equivalence ต่อ
กรมัของสารสกดั (mg/g) 

ตาราง 5 ปรมิาณสารที่ใชใ้นการผสมส าหรบัทดสอบหาปรมิาณรวมของฟลาโวนอยด ์

กลุ่ม ปริมาณสาร (ml) 
AlCl3  Ethanol AR Sample 

Sample 0.5 4 0.5 
Blank sample - 4.5 0.5 

Control 0.5 4.5 - 

เมื่อ sample คือ quercetin ส าหรบัการสรา้งกราฟมาตรฐาน และสารสกัดกลีบ
ดอกอญัชนัสีม่วงส าหรบัการทดสอบสารตวัอย่าง 

5. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินด้วยวิธี pH differential method 
5.1 การเตรียมสาร 

5.1.1 การเตรียมสารละลาย 0.2 M potassium chloride (KCl) pH 1.0 
- ชั่ง KCl 0.7455 g ละลายดว้ย water for irrigation  
- ปรับ pH ด้วย 0.2 M HCl ให้ได้ pH 1.0 และปรับปริมาตร water for 

irrigation จนครบ 50 ml 
5.1.2 การเตรียมสารละลาย 0.4 M sodium acetate (CH3COONa) pH 4.5 

- ชั่ง CH3COONa 0.1495 g ผสมกบั glacial acetic acid 0.08 ml 
- ปรบัปรมิาตรดว้ย sterile water for irrigation จนครบ 50 ml 

5.1 .3 การเตรียมสารละลาย  cyanidin ความ เข้มข้น  2 µg/ml (stock 
solution) 
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- ชั่ง cyanidin 0.00004 g ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย ethanol AR จน
ครบ 2000 µl 

5.2 การสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของ cyanidin 
5.2.1 เจือจาง cyanidin stock solution ดว้ยสารละลาย KCl (pH 1.0) และ 

CH3COONa (pH 4.5) ใหม้ีความเขม้ขน้สดุทา้ยอยู่ในช่วง 0.125 - 4 µg/ml  
5.2.2 incubate ในที่มืดที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 15 - 40 นาท ี 
5.2.3 ปิ เป ต ส า ร ล ง ใ น  96-well plate ป ริ ม า ต ร  200 µl จ า น ว น  

3 wells/microcentrifuge tube 
5.2.4 วดัค่าการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบดว้ย microplate reader ที่

ความยาวคลื่น 510 และ 700 nm 
5.2.5 ค านวณหาค่าการดดูกลืนแสงของแอนโทไซยานินจากสมการ 

Absanthocyanin = (Abs510-Abs700)pH 1.0 - (Abs510-Abs700)pH 4.5 

5.2.6 ท าการทดลองที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ  า้ แลว้ค านวณ
เป็นค่าเฉลี่ยของค่าการดดูกลืนแสงของสารทดสอบ 

5.2.7 น าค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงของแอนโทไซยานินของสาร 
cyanidin มาสรา้งเป็นกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดดูกลืนแสง (absorbance) กบัความเขม้ขน้
ของ cyanidin (µg/ml) 

5.3 การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารสกัดกลีบดอก
อัญชันสีม่วง 

5.3.1 ชั่งสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 0.0010 g ใส ่microcentrifuge tube 
จ านวน 2 หลอด 

5.3.2 ละลายดว้ย 35% ethanol ใน KCl (pH 1.0) จ านวน 1000 µl 1 หลอด 
และอีก 1 หลอดละลายดว้ย 35% ethanol ใน CH3COONa (pH 4.5) จ านวน 1000 µl 

5.3.3 incubate ในที่มืดที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 15 - 40 นาท ี 
5.3.4 ปิ เป ต ส า ร ล ง ใ น  96-well plate ป ริ ม า ต ร  200 µl จ า น ว น  

3 wells/microcentrifuge tube 
5.3.5 วดัค่าการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบดว้ย microplate reader ที่

ความยาวคลื่น 510 และ 700 nm 
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5.3.6 ค านวณหาค่าการดดูกลืนแสงของแอนโทไซยานินจากสมการ 
Absanthocyanin = (Abs510-Abs700)pH 1.0 - (Abs510-Abs700)pH 4.5 

5.3.7 ท าการทดลองของแต่ละตวัอย่างที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 
3 ซ  า้ แลว้หาค่าเฉลี่ยของค่าการดดูกลืนแสงของสารทดสอบ 

5.3.8 ค านวณหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินของสารสกดักลีบ
ดอกอญัชนัสีม่วง โดยน าค่าเฉลี่ยของค่าการดดูกลืนแสงของแอนโทไซยานินของสารสกดักลีบดอก
อญัชนัสีม่วงแทนค่าในสมการเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน แลว้ค านวณเป็นมิลลิกรมัของ cyanidin 
equivalence ต่อกรมัของสารสกดั (mg/g) 

การวิเคราะหข์้อมูล 
วิเคราะหข์อ้มูลดว้ยสถิติเชิงพรรณนา โดยรายงานฤทธิ์ชะลอวยัเป็นค่าเฉลี่ยความเขม้ขน้

ของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงที่สามารถยับยั้งเอนไซมอี์ลาสเตส เอนไซมค์อลลาจีเนส หรือ
เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสไดร้อ้ยละ 50 และความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (standard error of the 
mean; SE) (IC50 + SE) และเปรียบเทียบฤทธิ์ชะลอวยัของสารสกดักลีบดอกอัญชันสีม่วงกับสาร
มาตรฐานที่ ใช้เป็นปฏิกิ ริยาควบคุมผลบวก โดยน า ค่า IC50 + SE มาวิ เคราะห์ด้วยวิ ธี 
independent t-test ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics กำหนดค่า p < 0.05 จึงจะยอมรับว่ามี

นัยสำคัญทางสถิติ และรายงานปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์และสาร
กลุ่มแอนโทไซยานินเป็นร้อยละโดยมวล (%w/w) โดยเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid, 
quercetin และ cyanidin ตามล าดบั 
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

การศึกษาฤทธิ์ชะลอวัยของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง เพื่อใช้เป็นแนวทางใน
การศึกษาและวิจัยพัฒนาผลิตภัณฑบ์ ารุงผิวเพื่อลดเลือนและชะลอการเกิดริว้รอยเหี่ยวย่นของ
ผิวหนงั โดยด าเนินการตามขัน้ตอนต่าง ๆ ตามวตัถปุระสงคท์ี่ก าหนดไว ้ซึ่งไดผ้ลการทดลองดงันี ้

1. ปรมิาณสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงที่สกดัได ้
2. ฤทธิ์ชะลอวยัของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 

2.1 ฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 
2.2 ฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 
2.3 ฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 

3. ปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิกในสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 
4. ปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟลาโวนอยดใ์นสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 
5. ปรมิาณรวมของสารกลุม่แอนโทไซยานินในสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 

1. ปริมาณสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงที่สกัดได้ 
เมื่อสกัดผงกลีบดอกอัญชันสีม่วงหนัก 28.3 กรมั ด้วย 80% ethanol ได้สารสกัดหนัก 

14.85 กรมั คิดเป็นรอ้ยละสารสกดัที่ไดโ้ดยมวลเป็น 47.53 

2. ฤทธิ์ชะลอวัยของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 
การศึกษาฤทธิ์ชะลอวัยของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง โดยการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง

เอนไซมอี์ลาสเตส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส ใหผ้ลการทดลองดงันี ้
2.1 ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมอ์ีลาสเตสของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 

การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงที่ความ
เข้มข้นแตกต่างกัน 5 ความเข้มข้น ด้วยวิธี spectrophotometric method โดยทดสอบความ
เหมาะสมของสภาวะทดสอบดว้ยสารมาตรฐาน gallic acid ความเขม้ขน้ 0.25 – 4 mg/ml ซึ่งมีค่า 
IC50 + SE เท่ากับ 1.56 + 0.11 mg/ml จึงใช้ gallic acid ความเข้มข้น 4 mg/ml เป็นปฏิกิริยา
ควบคุมผลบวกในการทดสอบฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสของสารสกัดกลีบดอกอัญชัน โดยสาร
สกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงมีฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสดงัแสดงในตาราง 6 และภาพประกอบ 7 
ซึ่งมีค่า IC50 + SE เท่ากับ 2.91 + 0.36 mg/ml ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อีลาสเตสน้อยกว่าสาร
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มาตรฐาน  gallic acid อย่ างมี นัยส าคัญ ทางสถิ ติ  (independent t-test = -3.440, df = 4,  
p-value = 0.026) 

ตาราง 6  รอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงและ gallic acid 

ความเขม้ขน้สาร
ตวัอย่าง (mg/ml) 

ค่าเฉลี่ยรอ้ยละการ
ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส 

สมการเสน้ตรง IC50 + SE 
(mg/ml) 

สารสกดักลีบ
ดอกอญัชนั 
สีม่วง 

2 38.70 + 3.63 

y = 13.693x + 9.5464 
R2 = 0.9857 

2.91 + 0.36a 

3 47.41 + 6.01 
4 63.91 + 4.19 
5 81.37 + 5.91 
6 90.19 + 1.27 

gallic acid 4 80.36 + 1.63 - 1.56 + 0.11 

ap < 0.05 เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid 

 

ภาพประกอบ 7 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส 
ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง และ gallic acid 

2.2 ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงท่ี

ความเขม้ขน้แตกต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ ดว้ยวิธี spectrophotometric method โดยทดสอบความ
เหมาะสมของสภาวะทดสอบดว้ยสารมาตรฐาน gallic acid ความเขม้ขน้ 2 – 4 mg/ml ซึ่งมีค่า 
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กราฟแสดงความสัมพันธร์ะหว่างฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมอ์ีลาสเตส
ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 

และ gallic acid

4 mg/ml 
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IC50 + SE เท่ากับ 2.43 + 0.02 mg/ml จึงใช้ gallic acid ความเข้มข้น 4 mg/ml เป็นปฏิกิริยา
ควบคุมผลบวกในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสของสารสกัดกลีบดอกอัญชัน 
โดยสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสดังแสดงในตาราง 7 และ
ภาพประกอบ 8 โดยมี ค่า IC50 + SE เท่ ากับ  3.35 + 0.01 mg/ml ซึ่ งมีฤท ธิ์ยับยั้ง เอนไซม ์
ค อ ล ล า จี เน ส น้ อ ย ก ว่ า ส า ร ม า ต ร ฐ า น  gallic acid อ ย่ า ง มี นั ย ส า คั ญ ท า ง ส ถิ ติ  
(independent t-test = -38.160, df = 4, p-value < 0.0001) 

ตาราง 7 รอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงและ gallic acid 

ความเขม้ขน้สาร
ตวัอย่าง (mg/ml) 

ค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้
เอนไซมค์อลลาจีเนส 

สมการเสน้ตรง IC50 + SE 
(mg/ml) 

สารสกดักลีบ
ดอกอญัชนั 
สีม่วง 

2.5 7.04 + 0.43 

y = 51.049x – 122.14 
R2 = 0.9964 3.35 + 0.01a 

3 27.28 + 10.43 

3.5 58.11 + 4.76 
4 83.84 + 10.39 

4.5 106.39 + 5.75 
gallic acid 4 75.94 + 8.10 - 2.43 + 0.02 

ap < 0.05 เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid 
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ภาพประกอบ 8 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 
ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง และ gallic acid 

2.3 ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 
การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงที่

ความเข้มข้นแตกต่างกัน 5 ความเข้มข้น ด้วยวิธี  colorimetric method โดยทดสอบความ
เหมาะสมของสภาวะทดสอบดว้ยสารมาตรฐาน quercetin ความเข้มขน้ 2 – 4 mg/ml ซึ่งมีค่า 
IC50 + SE เท่ากับ 0.56 + 0.02 mg/ml จึงใช ้quercetin ความเขม้ขน้ 0.60 mg/ml เป็นปฏิกิริยา
ควบคมุผลบวกในการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสของสารสกัดกลีบดอกอัญชนั โดย
พบว่าสารสกัดกลีบดอกอญัชันสีม่วงมีฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสดังแสดงในตาราง 8 และ
ภาพประกอบ 9 โดยมี ค่า IC50 + SE เท่ากับ 11.93 + 2.64 mg/ml ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม ์
ไ ฮ ย า ลู โ ร นิ เด ส น้ อ ย ก ว่ า ส า รม า ต ร ฐ า น  quercetin อ ย่ า ง มี นั ย ส า คั ญ ท า ง ส ถิ ติ  
 (independent t-test = -5.395, df = 2.000, p-value = 0.033) 
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ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง

และ Gallic acid

4 mg/ml
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ตาราง 8 รอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงและ 
quercetin 

ความเขม้ขน้สาร
ตวัอย่าง (mg/ml) 

ค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้ 
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 

สมการเสน้ตรง IC50 + SE 
(mg/ml) 

สารสกดักลีบ
ดอกอญัชนั 
สีม่วง 

10 36.05 + 9.38 

y = 5.0745x - 14.292 
R2 = 0.9814 11.93 + 1.73a 

11 41.17 + 9.55 
12 47.17 + 4.31 
13 53.23 + 8.47 
14 55.39 + 8.18 

Quercetin 0.6 80.53 + 3.27 - 0.56 + 0.02 
ap < 0.05 เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน quercetin 

 

ภาพประกอบ 9 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 

3. ปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 
การทดสอบหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิกในสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงดว้ยวิธี  

Folin-ciocalteu method เป็นการเปรียบเทียบสารกลุ่มฟีนอลิกในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง
กบัสารมาตรฐาน gallic acid ในรูปของมิลลิกรมัของ gallic acid equivalents ต่อสารสกัด 1 กรัม 
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กราฟแสดงความสัมพันธร์ะหว่างฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส
ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง
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(mg GAE/g)  โดยหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกในสารมาตรฐาน gallic acid ทัง้หมด 5 ความ
เขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0.0313, 0.0625, 0.125, 0.25, และ 0.5 mg/ml และหาความสมัพนัธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของสารมาตรฐาน gallic acid กับค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm  
ดงัแสดงในภาพประกอบ 10 

 

ภาพประกอบ 10 กราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน  
gallic acid กบัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm 

จากการวดัค่าการดดูกลืนแสงของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงที่ความเขม้ขน้ 5 mg/ml 
จ านวน  3 ครั้ง  และค านวณหาปริม าณ รวมของสารกลุ่ม ฟีนอลิกด้วย สมการเชิ ง เส้น  
y = 0.1974ln(x) + 0.9867 ไดเ้ท่ากบั 29.14 + 6.78 mg GAE/g ซึ่งคิดเป็น 2.91 + 0.68 %w/w 

4. ปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยดใ์นสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 
การทดสอบหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยดใ์นสารสกดักลีบดอกอญัชันสีม่วง

ด้วยวิ ธี  aluminium chloride complexation colorimetric method เป็นการเปรียบเทียบสาร
กลุ่มฟลาโวนอยด์ในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงกับสารมาตรฐาน quercetin ในรูปของ
มิลลิกรมัของ quercetin equivalents ต่อสารสกดั 1 กรมั (mg QE/g) โดยหาปริมาณรวมของสาร
กลุ่มฟลาโวนอยดใ์นสารมาตรฐาน quercetin ทัง้หมด 5 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 2.5, 5, 7.5, 10 และ 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0.01 0.1 1

Ab
so

rb
an

ce

log concentration (mg/ml)

กราฟแสดงความสัมพันธเ์ชิงเส้นระหว่างความเข้มข้นของ
สารมาตรฐาน gallic acid กับค่าการดูดกลืนแสง

ทีค่วามยาวคล่ืน 765 nm 



  44 

12.5 µg/ml และหาความสัมพันธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน quercetin กับค่าเฉลี่ย
การดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm ดงัแสดงในภาพประกอบ 11 

 

ภาพประกอบ 11 กราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
quercetin กบัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm 

จากการวดัค่าการดดูกลืนแสงของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงที่ความเขม้ขน้ 1 mg/ml 
จ านวน 3 ครั้ง และค านวณหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ด้วยสมการเชิงเส้น  
y = 0.0952x + 0.0704 ไดเ้ท่ากบั 3.47 + 0.46 mg QE/g ซึ่งคิดเป็น 0.35 + 0.05 %w/w 

5. ปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 
การทดสอบหาปรมิาณรวมของสารกลุม่แอนโทไซยานินในสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง

ดว้ยวิธี pH differential method เป็นการเปรียบเทียบสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารสกัดกลีบ
ดอกอัญชันสีม่วงกับสารมาตรฐาน cyanidin ในรูปของมิลลิกรมัของ cyanidin equivalents ต่อ
สารสกัด 1 กรมั (mg CE/g) โดยหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารมาตรฐาน 
cyanidin ทั้งหมด 5 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 2 µg/ml และหาความสมัพันธ์
ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน cyanidin กบัผลต่างค่าเฉลี่ยการดดูกลืนแสงของสารที่ pH 
1.0 และ 4.5 ดงัแสดงในภาพประกอบ 12 
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ภาพประกอบ 12 กราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
cyanidin กบัผลต่างค่าการดดูกลืนแสงที่ pH 1.0 และ 4.5 

จากการวัด ค่ าการดูดกลื น แส งของสารสกัดกลี บดอกอัญ ชัน สี ม่ ว งที่ ค วาม เข้ม ข้น  
10 mg/ml จ านวน 3 ครัง้ และค านวณหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินด้วยสมการ 
เ ชิ ง เ ส้ น  y =  0.5611x - 0.0151 ไ ด้ เ ท่ า กั บ  0.0217 + 0.0043 mg QE/g ซึ่ ง คิ ด เ ป็ น  
0.0043 + 0.0009 %w/w 
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บทที ่5 
สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 
จากการศกึษาฤทธิ์ชะลอวยัของสารสกดัจากกลีบดอกอญัชนัสีม่วง โดยทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้

เอนไซม์อีลาสเตสและเอนไซม์คอลลาจีเนสด้วยวิธี spectrophotometric method และทดสอบ
ฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสดว้ยวิธี colorimetric method พบว่าสารสกัดกลีบดอกอัญชันสี
ม่ วงมี ฤท ธิ์ชะลอวัย  โดยยับยั้ง เอนไซม์ อีลาสเตส เอนไซม์คอลลาจี เนส  และเอนไซม์ 
ไฮยาลโูรนิเดส ซึ่งเป็นเอนไซมท์ี่ท าลายเสน้ใยอีลาสติน เสน้ใยคอลลาจีเนส และกรดไฮยาลโูรนิกใน
ชั้นผิวหนัง ส่งผลให้โครงสรา้งของชั้นผิวหนังถูกท าลาย และสูญเสียน า้ จึงก่อให้เกิดริว้รอยบน
ผิวหนัง สารสกัดจากกลีบดอกอัญชันสีม่วงจึงป้องกันและชะลอการเสื่อมของผิวหนังได ้โดยสาร
สกัดจากกลีบดอกอัญชันสีม่วงมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอี์ลาสเตสมากท่ีสุด รองลงมาคือฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสตามล าดบั ซึ่งแตกต่างจากฤทธิ์ชะลอวยัของสาร
สกัดจากใบอัญชันท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสมากกว่าฤทธิ์

ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส (Maity et al., 2012) เนื่องจากสารสกดัจากกลีบดอกอัญชันสีม่วงและใบ
อัญชันมีพฤกษเคมีชนิดเดียวกันแต่มีปริมาณพฤกษเคมีแต่ละชนิดที่ต่างกันจึงส่งผลใหส้ารสกัด
จากอัญชันแต่ละส่วนมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีแตกต่างกัน (Al-Snafi, 2016) ซึ่งฤทธิ์ชะลอวัยของสาร
สกดัจากกลีบดอกอญัชนัสีม่วงขึน้กบัความเขม้ขน้ของสารสกดัที่ใชท้ดสอบ โดยสารสกดักลีบดอก
อญัชนัสีม่วงท่ีมีความเขม้ขน้มากจะมีฤทธิ์ชะลอวยัไดดี้กว่าสารสกดัท่ีความเขม้ขน้นอ้ย 

จากการศึกษาชนิดและปริมาณพฤกษเคมีท่ีเก่ียวข้องกับฤทธิ์ชะลอวัย โดยงานวิจัยนี ้
ศกึษาหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิก สารกลุม่ฟลาโวนอยด ์และสารกลุ่มแอนโทไซยานินโดย
เทียบกบัสารมาตรฐาน gallic acid, quercetin และ cyanidin ตามล าดบั พบว่าสารสกดัจากกลีบ
ดอกอัญชันสีม่วงมีสารกลุ่มฟีนอลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ และสารกลุ่มแอนโทไซยานิ น 
โดยมีปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกมากที่สุด รองลงมาคือสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ และสารกลุ่ม  
แอนโทไซยานินตามล าดับ ซึ่ งจากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อีลาสเตส และเอนไซม ์
คอลลาจีเนสในงานวิจยันีใ้ชส้ารมาตรฐาน gallic acid ซึ่งเป็นสารกลุ่มฟีนอลิกเป็นสารทดสอบใน
ปฏิกิริยาควบคุมผลบวก พบว่าสารมาตรฐาน gallic acid มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อีลาสเตสและ
เอนไซมค์อลลาจีเนส นอกจากนีส้ารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงยงัมี gallic acid เป็นองคป์ระกอบ 
(Pengkumsri, Kaewdoo, & Leeprechanon, 2019) จึงสรุปไดว้่าสารกลุ่มฟีนอลิกเป็นสารออก
ฤทธิ์ยับยัง้การเสื่อมสลายของเซลลผ์ิวหนัง ป้องกนัการเกิดริว้รอยและรอยเห่ียวย่น โดยการยับยัง้
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เอนไซมอี์ลาสเตส และเอนไซมค์อลลาจีเนสเป็นหลัก ซึ่งเป็นไปตามการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่า
ปรมิาณสารกลุ่มฟีนอลิกมีความสมัพนัธก์บัการยบัยั้งเอนไซมอี์ลาสเตส และเอนไซมค์อลลาจีเนส 
แต่ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไ์ฮยาลูนิเดสไม่มีความสัมพันธ์กับปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิก (Chiocchio et 
al., 2018; Eun, Kang, & Kim, 2020; Piwowarski, Kiss, & Kozlowska-Wojciechowska, 
2011; Szewczyk et al., 2020) สารสกัดกลี บดอกอัญ ชันสี ม่ วงจึ งมี ฤท ธิ์ ยับยั้ ง เอน ไซม ์
ไฮยาลนิูเดสนอ้ยกว่าฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสและเอนไซมค์อลลาจีเนส  

ข้อเสนอแนะ 
เนื่องจากประเทศไทยมีดอกอญัชันทัง้หมด 4 สี คือ สีน า้เงิน สีม่วง สีฟ้า และสีขาว แต่ใน

งานวิจัยนีศ้ึกษาฤทธิ์ชะลอวัยจากสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงเพียงสีเดียว จึงควรทดสอบฤทธิ์

ชะลอวัยของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีน า้เงิน สีฟ้า และสีขาวเพิ่มเติม เพื่อเปรียบเทียบและหา
ดอกอัญชันสีท่ีมีฤทธิ์ชะลอวัยมากท่ีสุด และน ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ลดเลือนริว้รอยและ 
ชะลอวัยต่อไป รวมถึงควบคุมแหล่งวัตถุดิบและระยะเวลาในการเก็บเก่ียววัตถุดิบเพื่อลดความ
คลาดเคลื่อนของปรมิาณสารสกดั ชนิดและปรมิาณพฤษเคมีที่สกดัไดใ้นแต่ละครัง้ 
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1. ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมอ์ีลาสเตส 

ตาราง 9 ผลการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสและค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น  
410 nm ของสารมาตรฐาน gallic acid (n=3, triplicate) 

 ความเข้มข้น (mg/mL) Negative control 
0.25 0.50 1 2 4 

N1 Sample (S) 3.7937 3.9913 4.0000 4.0000 3.4390 3.2657 
Blank (B) 0.8753 1.3997 1.7940 2.9930 2.8653 0.0593 
S-B 2.9183 2.5917 2.2060 1.0070 0.5737 3.2063 
%Inhibition 8.98 19.17 31.20 68.59 82.11  
สมการเสน้ตรง y = 33.541x + 0.542, R² = 0.9937 IC50 = 1.47 

N2 Sample (S) 3.8090 3.9633 4.0000 4.0000 3.3900 3.4333 
Blank (B) 0.8763 1.3647 1.9177 2.3823 2.7740 0.0587 
S-B 2.9327 2.5987 2.0823 1.6177 0.6160 3.3747 
%Inhibition 13.10 22.99 38.30 52.06 81.75  
สมการเสน้ตรง y = 21.508x + 11.449, R² = 0.9446 IC50 = 1.79 

N3 Sample (S) 3.7497 3.9873 4.0000 4.0000 3.3703 3.3390 
Blank (B) 0.9380 1.5093 2.0140 2.8880 3.0497 0.0760 
S-B 2.8117 2.4780 1.9860 1.1120 0.3207 3.2630 
%Inhibition 13.83 24.06 39.14 65.92 90.17  
สมการเสน้ตรง y = 29.191x + 8.3701, R2 = 0.995 IC50 = 1.43 
AVE%Inhibition 11.97 22.07 36.21 62.19 84.68  

สมการเส้นตรง y = 28.08x + 6.7871, R² = 0.9949 IC50 = 1.54 
IC50 + SE 1.56 + 0.11 
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ภาพประกอบ 13 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส 
ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐาน gallic acid 

 

ภาพประกอบ 14 กราฟแสดงความสมัพนัธเ์สน้ตรงระหว่างฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส 
ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐาน gallic acid 
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ตาราง 10 ผลการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสและค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
410 nm ของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง (n=3, triplicate) 

 ความเข้มข้น (mg/mL) Gallic 
acid 

Negative 
control 2 3 4 5 6 

N1 Sample (S) 3.3083 3.6683 3.7463 3.7160 3.4203 4.0000 3.0847 
Blank (B) 1.3373 1.8937 2.5217 2.9627 3.0937 3.3087 0.0617 
S-B 1.9710 1.7747 1.2247 0.7533 0.3267 0.6913 3.0230 
%Inhibition 34.80 41.29 59.49 75.08 89.19 77.13  
สมการเสน้ตรง y = 14.257x + 2.9419, R2 = 0.9844 IC50 = 3.30 

N2 Sample (S) 2.9913 2.8920 2.7060 1.8403 1.7950 3.9650 3.1217 
Blank (B) 1.3383 1.6517 1.8583 1.6320 1.4483 3.4017 0.0640 
S-B 1.6530 1.2403 0.8477 0.2083 0.3467 0.5633 3.0577 
%Inhibition 45.95 59.44 72.28 93.19 88.66 81.58  
สมการเสน้ตรง y =11.918x + 24.229, R2 = 0.9087 IC50 = 2.16 

N3 Sample (S) 3.2650 3.6207 3.6783 3.6620 3.3200 4.0000 3.0910 
Blank (B) 1.3070 1.8490 2.4660 2.9303 3.0990 3.4660 0.0623 
S-B 1.9580 1.7717 1.2123 0.7317 0.2210 0.5340 3.0287 
%Inhibition 35.36 41.51 59.98 75.84 92.70 82.37  
สมการเสน้ตรง y =14.903x + 1.468, R2 = 0.9810 IC50 = 3.26 
AVE%Inhibition 38.70 47.41 63.91 81.37 90.19 80.36  

สมการเส้นตรง y = 13.693x + 9.5464, R2 = 0.9857 IC50 = 2.95 
IC50 + SE 2.91 + 0.37 
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ภาพประกอบ 15 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส 
ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 

2. ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมค์อลลาจีเนส 

ตาราง 11 ผลการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสและผลต่างค่าการดดูกลืนแสงเริ่มตน้และ
สดุทา้ยที่ความยาวคลื่น 340 nm ของสารมาตรฐาน gallic acid (n=3, triplicate) 

y = 13.693x + 9.5464
R² = 0.9857
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กราฟแสดงความสัมพันธร์ะหว่างฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมอ์ีลาสเตส
ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง

 ความเข้มข้น (mg/mL) Negative control 
0.25 0.50 1 2 4 

N1 Sample (S) 0.6863 0.0640 -0.0397 -0.0271 -0.0037 -0.1357 
Blank (B) 0.7843 0.1256 -0.0071 -0.0052 0.0023 0.0043 
S-B -0.0980 -0.0616 -0.0326 -0.0219 -0.0060 -0.1400 
%Inhibition 30.00 56.02 76.74 84.36 95.71  
สมการเสน้ตรง y = 31.952x – 27.29, R2 = 0.9461 IC50 = 2.41 

N2 Sample (S) 0.0156 0.0015 -0.0489 -0.0375 -0.0058 -0.1324 
Blank (B) 0.1026 0.0687 -0.0098 -0.0082 0.0012 0.0016 
S-B -0.0870 -0.0672 -0.0391 -0.0293 -0.0070 -0.1340 
%Inhibition 35.07 49.87 70.82 78.13 94.75  
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ภาพประกอบ 16 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 
ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐาน gallic acid 

 

 

 

y = 29.108x - 20.799
R² = 0.9768
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กราฟแสดงความสัมพันธร์ะหว่างฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมค์อลลาจเีนส
ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ ของสารมาตรฐาน gallic acid

สมการเสน้ตรง y = 29.524x – 22.84, R2 = 0.9845 IC50 = 2.47 
N3 Sample (S) 0.1189 0.0353 -0.0598 -0.0317 -0.0084 -0.1234 

Blank (B) 0.1983 0.0999 -0.0160 0.0010 0.0053 0.0026 
S-B -0.0794 -0.0646 -0.0438 -0.0327 -0.0137 -0.1260 
%Inhibition 36.98 53.86 68.71 76.64 90.21  
สมการเสน้ตรง y = 25.849x – 12.265, R2 = 0.9862 IC50 = 2.41 
AVE%Inhibition 34.02 53.25 72.09 79.71 93.56  

สมการเส้นตรง y = 29.108x – 20.799, R2 = 0.9768 IC50 = 2.43 
IC50 + SE 2.43 + 0.02  
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ตาราง 12 ผลการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสและผลต่างค่าการดดูกลืนแสงเริ่มตน้และ
สดุทา้ยที่ความยาวคลื่น 340 nm ของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง (n=3, triplicate) 

 ความเข้มข้น (mg/mL) Gallic 
acid 

Negative 
control 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 

N1 Sample (S) -0.0980 -0.0890 0.0630 -0.0007 0.0930 -0.0363 -0.1143 

Blank (B) 0.0040 0.0043 0.1117 0.0063 0.0733 0.0060 -0.0040 

S-B -0.1020 -0.0933 -0.0487 -0.0070 0.0197 -0.0423 -0.1103 

%Inhibition 7.27 15.15 55.76 93.64 117.88 61.52  

สมการเสน้ตรง y = 59.939x – 151.85, R2 = 0.9689 IC50 = 3.37 
N2 Sample (S) -0.0513 -0.0813 -0.0873 -0.1963 0.1080 -0.0270 -0.1087 

Blank (B) 0.0493 0.0073 -0.0517 -0.1907 0.1077 -0.0017 0.0007 

S-B -0.1007 -0.0887 -0.0357 -0.0057 0.0003 -0.0253 -0.1093 

%Inhibition 7.65 18.65 67.28 94.80 100.31 76.76  
สมการเสน้ตรง y =52.294x – 125.29, R2 = 0.9348 IC50 = 3.35 

N3 Sample (S) -0.0727 -0.0327 -0.0697 -0.1960 0.1113 -0.0107 -0.1033 

Blank (B) 0.0230 0.0203 -0.0200 -0.1583 0.1103 0.0000 -0.0017 

S-B -0.0957 -0.0530 -0.0497 -0.0377 0.0010 -0.0107 -0.1017 

%Inhibition 6.21 48.04 51.31 63.07 100.98 89.54  
สมการเสน้ตรง y =40.915x – 89.281, R2 = 0.9066 IC50 = 3.40 
AVE%Inhibition 7.04 27.28 58.11 83.84 106.39 75.94  

สมการเส้นตรง y = 51.049x – 122.14, R2 = 0.9964 IC50 = 3.37 
IC50 + SE 3.35 + 0.01 
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ภาพประกอบ 17 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 
ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 

3. ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส 

ตาราง 13 ผลการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสและค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
570 nm ของสารมาตรฐาน quercetin (n=3, triplicate) 

y = 51.049x - 122.14
R² = 0.9964
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กราฟแสดงความสัมพันธร์ะหว่างฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมค์อลลาจีเนส
ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง

 ความเข้มข้น (mg/mL) Buffer 
control 

Solvent 
Control 0.50 0.55 0.60 0.65 0.70 

N1 Sample (S) -0.0536 -0.0664 -0.0752 -0.0689 -0.0755 -0.0545 -0.0671 

Blank (B) -0.0045 -0.0310 -0.0595 -0.0585 -0.0873 -0.0056 -0.0057 

S-B -0.0491 -0.0355 -0.0157 -0.0104 0.0117 -0.0489 -0.0614 

%Inhibition 0.00 27.42 67.94 78.65 124.01  0.00 

สมการเสน้ตรง y = 598.5x – 299.5, R2 = 0.9767 IC50 = 0.58 
N2 Sample (S) -0.0700 -0.0655 -0.0896 -0.0767 -0.0950 -0.0804 -0.0783 

Blank (B) -0.0228 -0.0550 -0.0526 -0.0608 -0.1048 -0.0049 -0.0051 

S-B -0.0472 -0.0105 -0.0371 -0.0159 0.0098 -0.0755 -0.0732 

%Inhibition 37.48 86.14 50.91 78.90 113.02  3.05 

สมการเสน้ตรง y = 287.68x – 99.32, R2 = 0.5814 IC50 = 0.52 
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ตาราง 14 ผลการทดสอบฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสและค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
570 nm ของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง (n=3, triplicate) 

N3 Sample (S) -0.0882 -0.1238 -0.0918 -0.0933 -0.0902 -0.0747 -0.0806 

Blank (B) -0.0449 -0.0388 -0.0859 -0.0843 -0.0928 -0.0026 -0.0059 

S-B -0.0433 -0.0849 -0.0059 -0.0090 0.0026 -0.0722 -0.0747 

%Inhibition 40.07 0.00 91.83 87.58 103.65  0.00 

สมการเสน้ตรง y = 429.46x – 193.05, R2 = 0.6092 IC50 = 0.57 
AVE%Inhibition 25.85 37.85 70.22 81.71 113.56  1.02 

สมการเส้นตรง y = 438.55x – 197.29, R2 = 0.9751 IC50 = 0.56 
IC50 + SE 0.56 + 0.02 

 ความเข้มข้น (mg/mL) Quercetin Buffer 
control 

Solvent 
Control 10 11 12 13 14 

N1 Sample (S) 0.5903 0.5869 0.6448 0.6834 0.6603 0.0773 0.2428 0.2457 

Blank (B) 0.5023 0.5113 0.5604 0.6268 0.5809 0.0494 0.0532 0.0533 

S-B 0.0880 0.0756 0.0844 0.0566 0.0794 0.0279 0.1895 0.1924 

%Inhibition 53.59 60.13 55.47 70.14 58.09 85.26  0.00 
สมการเสน้ตรง y = 1.9012x + 36.669, R2 = 0.2168 IC50 = 7.01 

N2 Sample (S) 0.6026 0.5857 0.6164 0.6325 0.6433 0.1061 0.2299 0.2424 

Blank (B) 0.4645 0.4690 0.5196 0.5340 0.5870 0.0745 0.0538 0.0536 

S-B 0.1381 0.1167 0.0968 0.0986 0.0563 0.0315 0.1761 0.1888 

%Inhibition 21.53 33.67 45.02 44.00 68.01 82.08  0.00 
สมการเสน้ตรง y = 10.328x – 81.485, R2 = 0.9063 IC50 = 12.73 

N3 Sample (S) 0.5766 0.5692 0.5971 0.6101 0.6305 0.1220 0.2309 0.2557 

Blank (B) 0.4527 0.4391 0.4880 0.5093 0.5197 0.0744 0.0460 0.0441 

S-B 0.1239 0.1301 0.1091 0.1007 0.1109 0.0476 0.1849 0.2116 

%Inhibition 33.03 29.69 41.03 45.55 40.07 74.25  0.00 
สมการเสน้ตรง y = 2.9946x – 1.9387, R2 = 0.5465 IC50 = 16.05 
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ภาพประกอบ 18 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง 

4. ปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 

ตาราง 15 ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm ของสารละลายมาตรฐาน gallic acid และ
สารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง (n=3, triplicate) 

ความเข้มข้นสารตัวอย่าง 
(mg/ml) 

N1 N2 N3 ค่าเฉลี่ย 

Gallic acid 0.0313 0.3056 0.3078 0.4088 0.3407 
0.0625 0.3569 0.4201 0.4452 0.4074 
0.125 0.4841 0.5804 0.5875 0.5507 
0.25 0.7232 0.7145 0.6914 0.7097 
0.5 0.9445 0.6413 1.0340 0.8733 

ดอกอัญชันสีม่วง 5 0.5386 0.5718 0.6818 0.5974 

y = 5.0745x - 14.292
R² = 0.9814
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กราฟแสดงความสัมพันธร์ะหว่างฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส
ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง

AVE%Inhibition 36.05 41.17 47.17 53.23 55.39 80.53  0.00 
สมการเส้นตรง y = 5.0745x – 14.292, R2 = 0.9814 IC50 = 12.67 

IC50 + SE 11.93 + 2.64 
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ภาพประกอบ 19 กราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของ 
สารมาตรฐาน gallic acid กบัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm 

5. ปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยดใ์นสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 

ตาราง 16 ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm ของสารละลายมาตรฐาน quercetin และ
สารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วง (n=3, triplicate) 

ความเข้มข้นสารตัวอย่าง  N1 N2 N3 ค่าเฉล่ีย 
Quercetin (µg/ml) 2.5 0.2526 0.3118 0.3129 0.2924 

5 0.5157 0.5808 0.5844 0.5603 
7.5 0.7714 0.8275 0.8311 0.8100 
10 0.9450 1.0362 0.9996 0.9936 

12.5 1.2228 1.3103 1.2647 1.2659 
ดอกอัญชันสีม่วง 

(mg/ml) 
1 0.3279 0.3938 0.4796 0.4004 

y = 0.1974ln(x) + 0.9867
R² = 0.9808
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กราฟแสดงความสัมพันธเ์ชิงเส้นระหว่างความเข้มข้นของ
สารมาตรฐาน gallic acid กับค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคล่ืน 765 nm 
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ภาพประกอบ 20 กราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
quercetin กบัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm 

6. ปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง 

ตาราง 17 ผลต่างค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 และ 700 nm ของสารละลายมาตรฐาน 
cynidin และสารสกดักลีบดอกอญัชนัสีม่วงที่ pH 1.0 (Abs1.0) และ 4.5 (Abs4.5) (n=3, triplicate) 

ความเข้มข้นสาร
ตัวอย่าง 

N1 N2 N3 ค่าเฉลี่ย 
Abs1.0 – Abs4.5 Abs1.0 Abs4.5 Abs1.0 Abs4.5 Abs1.0 Abs4.5 

Quercetin 
(µg/ml) 

0.125 0.0596 0.0019 0.0589 0.0027 0.0582 0.0026 0.2924 
0.25 0.1243 0.0029 0.1243 0.0035 0.1209 0.0035 0.5603 
0.5 0.2753 0.0040 0.2739 0.0041 0.2547 0.0035 0.8100 
1 0.5763 0.0058 0.5625 0.0053 0.5412 0.0055 0.9936 
2 1.1543 0.0099 1.0682 0.0100 1.1176 0.0093 1.2659 

ดอกอัญชนั 
สีม่วง (mg/ml) 

1 0.6054 0.5883 0.6121 0.5903 0.6018 0.5985 0.0141 

y = 0.0952x + 0.0704
R² = 0.9965
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กราฟแสดงความสัมพันธเ์ชิงเส้นระหว่างความเข้มข้นของ
สารมาตรฐาน quercetin กับค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคล่ืน 415 nm 
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ภาพประกอบ 21 กราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
cyanidin กบัผลต่างค่าการดดูกลืนแสงที่ pH 1.0 และ 4.5 

7. การวิเคราะหข์้อมูลด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 

สารทดสอบ Shapiro-Wilk Levene’s test Independent t-test 
Statistic df Sig. F Sig. t df Sig. 

ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมอ์ีลาสเตส 
Gallic acid 0.832 3 0.194 6.995 0.057 -3.440 4 0.026 
อัญชัน 0.776 3 0.59 

ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมค์อลลาจีเนส 
Gallic acid 0.750 3 0.0001 0.810 0.419 -38.160 4 0.0001 
อัญชัน 0.987 3 0.780 

ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส 
Quercetin 1.000 3 1.000 15.903 0.016 -5.395 2.000 0.033 
อัญชัน 0.758 3 0.017 

y = 0.5611x - 0.0151
R² = 0.9998
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กราฟแสดงความสัมพันธเ์ชิงเส้นระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
cyanidin กับผลต่างค่าการดูดกลืนแสงที ่pH 1.0 และ 4.5
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล นางสาวชนกานต ์ชีวบนัเทิง 
วัน เดือน ปี เกิด 11 มิถนุายน 2539 
สถานทีเ่กิด สรุาษฎรธ์านี 
วุฒกิารศึกษา พ.ศ. 2562  

เภสชัศาสตรบณัฑิต (ภ.บ.) สาขาวิทยาศาสตรเ์ภสชักรรม  
จาก มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ  
พ.ศ. 2563  
วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต (วท.ม.) สาขาวิทยาการเภสชัภณัฑ ์ 
จาก มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ 

ทีอ่ยู่ปัจจุบัน 125 หมู่ 10 ต าบล ละแม อ าเภอ ละแม จงัหวดั ชมุพร 86170 
ผลงานตีพิมพ ์ Chanakan C, Chayanid S, and Sarin T. Anti-aging activity of 

mauve Clitoria ternatea L. petal extract. Thai Pharmaceutical and 
Health Science Journal 2021; 16(3).  
Accepted April 20, 2021. (TCI teir 1)   

 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญรูปภาพ
	บทที่ 1 บทนำ
	ภูมิหลัง
	ความมุ่งหมายของงานวิจัย
	ความสำคัญของการวิจัย
	ขอบเขตของการวิจัย
	นิยามศัพท์เฉพาะ
	สมมุติฐานในการวิจัย

	บทที่ 2 ทบทวนวรรณกรรม
	1. โครงสร้างผิวหนัง กระบวนการเสื่อมสภาพของผิวหนัง และการทดสอบฤทธิ์ชะลอวัย (anti-aging activity test)
	2. ข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ของอัญชัน
	3. ฤทธิ์ทางชีวภาพของอัญชัน
	4. สารกลุ่มฟีนอลิก (Phenolic compound) และฤทธิ์ชะลอวัย
	5. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิก (total phenolic content determination)
	6. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (total flavonoid content determination)
	7. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานิน (total anthocyanin content determination)

	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง
	วิธีการดำเนินงานวิจัย
	1. การเตรียมสารสกัดจากกลีบดอกอัญชันสีม่วงและหาปริมาณสารสกัดที่ได้
	2. การหาฤทธิ์ชะลอวัย
	3. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกด้วยวิธี Folin-ciocalteu method
	4. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี aluminium chloride complexation colorimetric method
	5. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินด้วยวิธี pH differential method

	การวิเคราะห์ข้อมูล

	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	1. ปริมาณสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วงที่สกัดได้
	2. ฤทธิ์ชะลอวัยของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง
	2.1 ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อีลาสเตสของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง
	2.2 ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง
	2.3 ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสของสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง

	3. ปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง
	4. ปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง
	5. ปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารสกัดกลีบดอกอัญชันสีม่วง

	บทที่ 5 สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ
	สรุปและอภิปรายผลการทดลอง
	ข้อเสนอแนะ

	บรรณานุกรม
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน

