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การเพาะปลกูดอกไมม้ีประโยชนใ์นแง่ของการส่งเสริมสขุภาพและความงาม กลีบดอกไมอ้ดุมไป

ดว้ยเม็ดสีและองคป์ระกอบทางเคมีท่ีมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาและเวชส าอาง ดอกของตน้พญากาหลงมีการเปล่ียน
สีที่จากสีเหลืองเป็นสีม่วงเมื่อดอกไมเ้จริญเติบโตเต็มที่  สภาพแวดลอ้มสามารถกระตุน้ใหม้ีการเปล่ียนสีและ
องคป์ระกอบทางเคมีได ้พบว่าสารสกดัจากตน้พญากาหลงมีฤทธ์ิตา้นจลุชีพ สามารถตา้นมะเร็งและสมานแผล
ได ้งานวิจยันี ้เราเปรียบเทียบปรมิาณองคป์ระกอบทางเคมี ฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระ ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสข
องสารสกัดดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) และสีม่วง (BV) ที่ท าการสกัดดว้ยเอทานอล ซึ่งไดป้ริมาณรวมของ
สารในกลุ่มฟีนอลิกคือ  18.13 ± 0.19 mg และ  18.01 ± 0.17 mg gallic acid equivalent/g of BW and BV 
extracts ปรมิาณรวมของฟลาโวนอยดอ์ยู่ที่ 76.70 ± 0.74 mg และ 97.21 ± 0.06  mg quercetin equivalent/g 
of BW and BV extracts การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีแสดงใหเ้ห็นว่าสารสกัด BV มีปริมาณรวมของฟลาโว
นอยดม์ากกว่าสารสกัด BW อย่างมีนยัส าคญั แต่มีปริมาณรวมของสารในกลุ่มฟีนอลิกเท่ากนั ท าการวิเคราะห์
สารสกัดดว้ยวิธี UHPLC-UV พบว่าสารส าคญัที่พบคือ rutin ซึ่งเป็นฟลาโวนอยด  ์และมีปริมาณเท่ากบั 203.8 ± 
1.1 mg/g และ 297.6 ± 4.7 mg/g of BW and BV extracts จะเห็นว่าสารสกัด BV มีปริมาณ rutin สูงกว่าสาร
สกัด BW อย่างมีนยัส าคญัเมื่อน าไปวิเคราะหท์างสถิติแบบ t-test ที่ช่วงความเชื่อมั่น 95% นอกจากนี ้สารสกดั 
BV ยังแสดงฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีมากกว่าเมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH 
scavenging, ABTS และการทดสอบการตา้นอนมุลูอิสระของเฟอรร์กิ (FRAP) ค่า IC50 ของการยบัยัง้เอนไซมไ์ท
โรซิเนสของสารสกัด  BW และ BV คือ 117.67 ± 11.59 และ 93.36 ± 2.73 µg/mL ตามล าดับ  ผลการวิจัย
ชีใ้หเ้ห็นว่าการเปล่ียนแปลงสีของกลีบดอกพญากาหลงอาจส่งผลต่อปรมิาณ  rutin และฤทธ์ิทางดา้นเวชส าอาง 
เช่น สารตา้นอนมุลูอิสระและสารยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกดั BV อาจมีมากกว่าสารสกดั BW 

 
ค าส าคญั : ฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ, ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนส, ดอกไมสี้เหลือง, ดอกไมสี้มว่ง, ตน้พญากาหลง 

 

 

  



  จ 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ  

Title BIOLOGICAL ACTIVITY AND CHEMICAL COMPOSITION OF EXTRACTS 
FROM BAUHINIA TOMENTOSA L.  

Author WAREERAT NUMSREECHAROENKUN 
Degree MASTER OF SCIENCE 
Academic Year 2023 
Thesis Advisor Assistant Professor Boonta Chutvirasakul  
Co Advisor Assistant Professor Vipaporn Sareedenchai  
Co Advisor Associate Professor Chuda Chittasupho  

  
Floriculture can offer diversity in terms of beneficial health and beauty promotion. Flower 

petals are rich in pigments and phytochemicals with nutraceutical and cosmeceutical properties. The 
flowers of Bauhinia tomentosa L. are distinct in color alteration from yellow to violet for floral maturation. 
The environment can trigger color maturation and its phytochemical profiles. The extracts of B. 
tomentosa L. have been shown to have antimicrobial activities, and antitumor and wound healing 
qualities. In this work, we compared phytochemical contents, antioxidant, anti-tyrosinase activities of 
yellow (BW) and violet (BV) petal ethanolic extracts of B. tomentosa L. The total phenolic contents were 
18.13 ± 0.19 mg and 18.01 ± 0.17 mg gallic acid equivalent/g of BW and BV extracts. The total 
flavonoid contents were 76.70 ± 0.74 mg and 97.21 ± 0.06 mg quercetin equivalent/g of BW and BV 
extracts. The phytochemical studies showed that the BV extract demonstrated significantly higher in 
total flavonoids contents than the BW extract but comparable for total phenolic contents. UHPLC-UV 
analysis of the extracts showed that the principal flavonoid was rutin and found to be 203.8 ± 1.1 mg/g 
and 297.6 ± 4.7 mg/g of BW and BV extracts. The BV extract contained significantly higher amount of 
rutin than the BW extract by t-test statistical analysis at a 95% confidence interval. Moreover, The BV 
extract also showed higher anti-tyrosinase activity and antioxidant powers by DPPH scavenging assay, 
ABTS and ferric reducing antioxidant power (FRAP) assays. The IC50 values of the mushroom 
tyrosinase inhibition of the BW and BV extracts were 117.67 ± 11.59 and 93.36 ± 2.73 µg/mL, 
respectively. The results suggested that the chromatic alteration of B. tomentosa L. petals could affect 
the rutin contents and cosmeceutical activities such as antioxidants and anti-tyrosinase and the BV 
extract could be superior to the BW extract. 

 
Keyword : antioxidant, anti-tyrosinase, yellow petal, violet petal, Bauhinia tomentosa L. 
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บทที ่1 
บทน า 

1.1 ภูมิหลัง 
ปัจจุบนัการน าสารสกดัจากสมุนไพรในธรรมชาติเพื่อน ามาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร

และความงามก าลงัเป็นที่ตอ้งการและมีรายงานการศึกษาถึงประสิทธิภาพและความปลอดภัยใน
คนและสตัวท์ดลองเพิ่มขึน้โดยการน าพืชสมนุไพรทอ้งถิ่นของประเทศไทยมาใชพ้ฒันาเป็นยาและ
เครื่องส าอางช่วยส่งเสริมการเพิ่มมลูค่าของพืชทอ้งถิ่น (Ribeiro et al., 2015) ช่วยลดการน าเขา้
ยาและเครื่องส าอางจากต่างประเทศ ช่วยส่งเสริมใหเ้กษตรกรมีรายได้ และส่งเสริมผูป้ระกอบการ
ให้มีแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ที่มีจุดเด่นทางการตลาด (Kwankhao et al., 2020) พืช
สมนุไพร ของประเทศไทยที่มีการน ามาใชป้ระโยชนใ์นทางเครื่องส าอางมีกระบวนการฟ้ืนฟสูขุภาพ
ของผิว ดว้ยกลไกตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นการอักเสบ สมานบาดแผล ยับยั้งเอนไซมค์อลลาจิเนส 
อิลาสเทส ไทโรซิเนส ปกป้องเซลลจ์ากแสงยูวี รกัษาโรคผื่นภูมิแพท้างผิวหนงั (Chaikhong et al., 
2023) พืชสมนุไพรหลายชนิดที่พฒันาเป็นเครื่องส าอาง เช่น สารสกดัจากดอกดาวเรือง (Tagetes 
erecta L.), ใบชะคราม (Suaeda maritime (L.)) ใบบวับก (Centella asiatica), ทับทิม (Punica 
granatum L.), ขมิน้ชนั (Curcuma longa L.), มะขาม (Tamarindus indica L.), อญัชนั (Clitoria 
ternatea L.), มะลิ (Jasminum spp.) และ กหุลาบ (Rosa spp.)    เป็นตน้ สารส าคญัในสารสกดั
จากธรรมชาติที่มีสรรพคุณในทางเครื่องส าอางส่วนใหญ่ เป็นสารประกอบในกลุ่มโพลีฟีนอล 
(polyphenol compounds) เช่น สารประกอบฟีนอลิกมีคุณสมบัติ เช่น รกัษาบาดแผล ตา้นการ
อกัเสบ เสรมิภมูิตา้นทาน      ตา้นอนมุลูอิสระ ตา้นจลุชีพ กระตุน้ภมูิคุม้กนั (Manach et al., 2004)  
สารประกอบฟลาโวนอยดม์ีคณุสมบติั เช่น ดดูซบัแสงยวูี การตา้นอนมุลูอิสระ การจบักบัโลหะ การ
ตา้นอกัเสบ การจบักบัตัวรบัเอสโตรเจน การปกป้องระบบหวัใจ และหลอดเลือด การตา้นเชือ้จุล
ชีพ (Patel & Patel, 2019) โดยสารส าคัญที่มีการน ามาใช้ประโยชน์ในทางเครื่องส าอาง เช่น 
arbutin, kojic acid, quercetin, rutin, kaempferol, gallic acid (Chatatikun et al., 2023) 

พืชในตระกูล  Bauhinia spp.  เ ป็นพืชดอกที่ มี หลากหลายสายพันธุ์  เ ช่น  Bauhinia 
acreana Harms, Bauhinia aculeata L., Bauhinia acuminata L., Bauhinia acuruana Moric., 
Bauhinia affinis Vogel, Bauhinia albicans Vogel, Bauhinia amambayensis Fortunato เ ป็น
ตน้ โดยเป็นแหลง่ของสารส าคญัในกลุม่โพลีฟีนอล (Thetsana, Palanuvej and Ruangrungsi, no 
date) มีฤทธิ์ทางชีวภาพในการตา้นอนมุลูอิสระ ตา้นการอกัเสบ ลดระดบัน า้ตาลในเลือด ลดไขมนั 
ตา้นมะเรง็ (Thetsana et al.)  

https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Bauhinia_acreana&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Bauhinia_acreana&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Bauhinia_aculeata&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Bauhinia_acuminata
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Bauhinia_acuruana&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Bauhinia_affinis&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Bauhinia_albicans&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Bauhinia_amambayensis&action=edit&redlink=1
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พญากาหลง (Bauhinia tomentosa L.) เป็นพืชไมด้อกไมป้ระดับที่พบในภูมิภาคเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต ้อยู่ในวงศ ์Leguminosae ลกัษณะทางพฤกษศาสตร ์ไมย้ืนตน้ขนาดเล็ก 
แตกกิ่งก้านออกเป็นพุ่มทึบ ใบดก ดอกจะออกเป็นช่อสั้น  ๆ มีสีเหลืองในช่วงเชา้ เมื่อโดน
แสงแดดจะค่อย ๆ  เปลี่ยนสีเป็นสีม่วงและร่วงโรยในช่วงเย็น ดอกจะมีอายุ 1-2 วัน พญา
กาหลงออกดอกตลอดทัง้ปี คลา้ยกบัดอกพดุตาน (Hibiscus mutabilis) จะมีสีขาวในช่วงเชา้          
จะค่อย ๆ  เปลี่ยนสีเป็นสีชมพใูนช่วงบ่าย และเป็นสีแดงในช่วงเย็นถึงค ่า จากการศึกษาฤทธิ์

ทางชีวภาพและองคป์ระกอบทางเคมีพบว่าดอกสีแดงจะมีฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระ และปริมาณ
รวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยดม์ากกว่าดอกสีขาวและสีชมพู (Wong et al., 
2009) สารส าคัญที่พบในสารสกัดพญากาหลงรวมไปถึงสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์ที่พบเช่น 
quercetin, rutin และ isoquercetin (ภาพประกอบ 1) (Nallabattini et al., 2014) สารส าคญั
ที่พบในสารสกัดพญากาหลง ไดแ้ก่ สารในกลุ่ม flavonoids ที่พบเช่น quercetin, rutin และ 
isoquercetin (Nallabattini et al., 2014) ปัจจุบนัมีการศึกษาฤทธิ์ทางเภสชัวิทยา ที่น่าสนใจ
ของสารสกัดจากดอกพญากาหลง จากการศึกษาแบบ in vivo พบฤทธิ์ทางชีวภาพของพญา
กาหลงไดแ้ก่ ฤทธิ์ตา้นอาการปวดในหนู mice โดยพบในสารสกัดจากราก,     ฤทธิ์ลดอาการ
วิตกกงัวลในสตัวท์ดลองโดยพบในสารสกดัจากใบ, ฤทธิ์ anticatatonic พบในสารสกดัจากใบ 
โดยทดสอบในสตัวท์ดลองที่ถกูเหนี่ยวน าใหเ้กิด catalepsy ดว้ย haloperidol, ฤทธิ์ตา้นอาการ
ซมึเศรา้ในสตัวท์ดลองพบในสารสกดัจากใบ, ฤทธิ์ตา้นเบาหวานพบในสารสกดั จากดอก โดย
ทดสอบในสตัวท์ดลองที่ถูกเหนี่ยวน าใหเ้กิดเบาหวานดว้ย streptozotocin และฤทธิ์ในการ ลด
ระดับไขมันในเลือดพบในสารสกัดจากดอกโดยทดสอบในสตัวท์ดลองที่ถูกเหนี่ยวท าใหเ้กิด
เบาหวานดว้ย streptozotocin เป็นตน้ (Nallabattini et al., 2014)  

จะเห็นว่าพญากาหลงเป็นสมุนไพรที่เป็นแหล่งของสารส าคัญที่มีประโยชน ์ทางเภสัช
วิทยา การพัฒนาพญากาหลงใหเ้ป็นสารสกัดที่น าไปประโยชนใ์นทางยาและเครื่องส าอาง
จ าเป็นต้องศึกษาองค์ประกอบทางเคมี ฤทธิ์ทางชีวภาพ และวิธีการควบคุมคุณภาพของ
สารส าคญัใหม้ีความสม ่าเสมอ มีประสิทธิภาพและความปลอดภยัส าหรบัการใชง้าน งานวิจยั
จึงมีวัตถุประสงคเ์พื่อศึกษาเปรียบเทียบองคป์ระกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของสาร
สกดัจากดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง และพฒันาวิธีการวิเคราะหเ์พื่อใชใ้นการควบคมุ
คณุภาพสารส าคญัของสารสกัดใหม้ีความสม ่าเสมอ เพื่อเป็นแนวทางในการน าสารสกัดจาก
ดอกพญากาหลงมาพฒันาเป็นผลิตภณัฑเ์ครื่องส าอางเพื่อใชใ้นการส่งเสริมดา้นสขุภาพและ
ความงาม  
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1.2 ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
ในการท าวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดมุ้่งหมายไวด้งัต่อไปนี ้

1.เพื่อเปรียบเทียบปรมิาณรวมของสารประกอบในกลุม่ฟีนอลิกและฟลาโวนอยดใ์นสาร
สกดัจากดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง 

2.เพื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระและฤทธิ์ในการยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสของสาร
สกดัจากดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง 

3.เพื่อเปรียบเทียบองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากดอกพญากาหลงสเีหลืองและสี
ม่วงดว้ยเทคนิค UHPLC-UV-MS 

4.เพื่อพฒันาและตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหส์ารส าคญัในสารสกดัจากดอก
พญากาหลงดว้ยเครื่อง UHPLC-UV ตาม AOAC guideline 

1.3 ความส าคัญของการวิจัย 
การศึกษาครัง้นีเ้ป็นการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบองคป์ระกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของ

สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง เพื่อใชเ้ป็นแนวทางเพื่อพฒันาต่อยอดเป็นผลิตภณัฑ์
เครื่องส าอางต่อไป 

1.4 ขอบเขตการวิจัย 
ตวัแปรที่ศกึษา 
1. ตวัอย่างสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงในจงัหวดันนทบุรี ประเทศไทย ที่สกดั

ดว้ย 80%เอทานอล  
2. ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดแ้ก่ ฤทธิ์ในการยับยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนส และครอบคลุมถึงฤทธิ์

ตา้นอนมุลูอิสระ ดว้ยวิธี DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay 
3. เครื่องมือที่ท าการศกึษาองคป์ระกอบทางเคมี ไดแ้ก่ UHPLC-UV-MS 

1.5 นิยามศัพทเ์ฉพาะ 
ฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระ หมายถึงความสามารถของสารท่ีสามารถจับกับอนุมูลอิสระหรือจับกับ

ตวัรบัและยับยัง้ปฏิกิริยาเคมีที่เก่ียวเนื่องกับการแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอนจากสารหนึ่งไปยงัอีกสาร
หนึ่งได ้ 

Mushroom tyrosinase inhibitory assay หมายถึงการทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้เอนไซม์
ไทโรซิเนส จากการยบัยัง้การเกิด dopachrome ดว้ยเทคนิค spectrophotometry 

%Inhibition หมายถึง รอ้ยละการยบัยัง้การท างานของเอนไซมท์ี่ตอ้งการทดสอบ ซึ่งวดัผลจาก
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ค่าการดดูกลืนแสง (optical density) ณ ความยาวคลื่นที่เหมาะสม จากนัน้ค านวณโดยใชส้มการ 
 The half maximal inhibitory concentration ( IC50)  หมายถึง  ประสิทธิภาพของสาร

ทดสอบในการยับยัง้การท างานของเอนไซมท์ี่ตอ้งการทดสอบไดร้อ้ยละ 50 โดยค านวณไดจ้าก
สมการที่ไดจ้ากกราฟความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสารทดสอบและรอ้ยละการยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซมท์ี่อยู่ในช่วง 0-100 

1.6 สมมติฐานงานวิจัย 
1. สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมีฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระต่างกนั 
2. สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมีฤทธิย์บัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสต่างกนั 
3. สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมีองคป์ระกอบทางเคมีที่ต่างกนั 



 

บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 ข้อมูลทางพฤษศาสตรข์องพญากาหลง 
พญากาหลง (Bauhinia tomentosa L.) เป็นพืชไม้ดอกไม้ประดับที่พบในภูมิภาคเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต ้อยู่ในวงศ ์Leguminosae ลกัษณะทางพฤกษศาสตร ์ไมย้ืนตน้ขนาดเล็ก แตก
กิ่งกา้นออกเป็นพุ่มทึบ ใบดก ดอกจะออกเป็นช่อสัน้ ๆ  มีสีเหลืองอ่อนในช่วงเชา้ เมื่อโดนแสงแดด
จะค่อย ๆ  เปลี่ยนสีเป็นสีม่วงและร่วงโรยในช่วงเย็นหรือเชา้วนัถัดไป ดอกจะมีอายุ 1-2 วนั พญา
กาหลงออกดอกตลอดทัง้ปี คลา้ยกบัดอกพุดตาน (Hibiscus mutabilis) จะมีสีขาวในช่วงเชา้ จะ
ค่อย ๆ  เปลี่ยนสีเป็นสีชมพูในช่วงบ่าย และเป็นสีแดงในช่วงเย็นถึงค ่า จากการศึกษาฤทธิ์ทาง
ชีวภาพและองคป์ระกอบทางเคมีพบว่าดอกสีแดงจะมีฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ และปริมาณรวมของ
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์มากกว่าดอกสีขาวและสีชมพู  (Wong et al., 2009) 
สารส าคัญที่พบในสารสกัดพญากาหลง ได้แก่ รวมไปถึงสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ที่พบเช่น 
quercetin, rutin และ isoquercetin (ภาพประกอบ 1) (Nallabattini et al., 2014) 

คณุสมบติัทางเคมีภายของ rutin, isoquercetin และ quercetin มีมวลโมเลกลุ 610.52, 464.4 
และ 302.23 ตามล าดบั สารทัง้ 3 ชนิดนีส้ามารถละลายไดใ้น methanol โดย rutin มีขัว้มากที่สดุ 
รองลงมาคือ  isoquercetin และ quercetin ตามล าดับ rutin, isoquercetin และ quercetin มี
ความเป็นกรดอ่อน มีค่า pKa  ประมาณ 6.4 และมีการดูดกลืนรงัสียูวีอยู่ที่ประมาณ 359 นาโน
เมตร (ตารางที่ 1)  (Li et al., 2009) 

 
 
 
 

 

ภาพประกอบ  1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องพญากาหลง 
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ภาพประกอบ 2 โครงสรา้งของสารที่เก่ียวขอ้ง 

ที่มา: (Wikipedia, 2024a, 2024b, 2024c) 

ตาราง 1 คณุสมบติัทางเคมีกายภาพของสารที่เก่ียวขอ้ง  (Li et al., 2009) 

สารส าคัญ Rutin Isoquercetin Quercetin 

MW 610.52 464.4 302.23 

Log P -2.02 0.7 1.48 

การละลาย ละลายใน methanol, 
pyridine, alkaline 

solution, และ น า้รอ้น 

 

ละลายใน ether, 
methanol, ethanol, 

acetone, pyridine, acetic 
acid 

ไม่ละลายในน า้ 

ละลายใน ether, 
methanol, ethanol, 
acetone, pyridine, 

acetic acid 

ไม่ละลายในน า้ 

pKa 6.37 และ 7.96 6.37 6.41 และ 7.81 

ความคง
ตวั 

สารสลายตวัอย่าง
รวดเรว็ที่อณุหภมูิ 

140°C 

ไม่คงตวัในอากาศและแสง ไม่คงตวัในอากาศและ
แสง 

λmax 257, 359 nm 257, 369 nm 256, 301, 373 nm 
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2.2 การสกัดสารจากพญากาหลง 
จากการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมี พบว่าสารสกดัของพญากาหลงที่สกดัดว้ย 50% ethanol 

และน า ไปท า  fraction ด้วย  ethyl acetate และ  butanol พบสารในกลุ่ ม  flavonolได้แก่  
kaempferol- 7 -O- rhamnoside, kaempferol- 3 -O-glucoside (astragalin) , quercetin- 3 -O-
glucoside (isoquercetin) และ quercetin-3-O-rutinoside (rutin)  

Rutin เป็นสารในกลุ่ม flavonoids กลุ่ม flavonol ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส และ
เอนไซม์คอลลาจีเนส จากการทบทวนวรรณกรรมการเปลี่ยนสีของดอกพุดตานพบว่าการ
เปลี่ยนแปลงสีของดอกจากสีขาวเป็นแดงเกิดจากการสังเคราะห์ anthocyanin สารในกลุ่ม 
anthocyanin มีความไม่คงตัวไวต่อ pH แสง อุณหภูมิ ซัลไฟท์ ออกซิเจน เอนไซม์และ co-
pigmentation ส าหรับ pH เท่ากับ 1 สารกลุ่มนี ้จะมีสีแดงหรือม่วงและละลายน ้าได้ดีโดยมี
โครงสรา้งเป็น flavylium cation เมื่อ pH เท่ากบั 2-4 สารจะมีสีฟ้า เมื่อ pH เท่ากบั 5-6 สารจะไม่สี 
และเมื่อ pH มากกว่า 7 สารจะเกิดการสะลายตวั (Enaru & Pop, 2021) สารสกดัที่น ามาใชใ้นการ
ทดสอบในการศึกษานีม้ีอายุมากกว่า 6 เดือนจึงเป็นไปไดท้ี่สารในกลุ่มนีจ้ะเกิดการสลายตวัท าให้
ตรวจสอบไม่พบดว้ยเทคนิค UHPLC-UV-MS 

2.3 พฤษเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของพญากาหลง 
สารสกัดจากพญากาหลงพบว่ามีฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาท่ีน่าสนใจจากการศึกษาแบบ in vivo 

พบฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดแ้ก่ 
1.ฤทธิ์ตา้นอาการปวดในหน ูmice โดยพบในสารสกดัจากราก (Nallabattini et al., 2014) 
2.ฤทธิ์ลดอาการวิตกกังวลในสัตว์ทดลองโดยพบในสารสกัดจากใบ (Nallabattini et al., 

2014) 
3.ฤทธิ์ anticatatonic พบในสารสกดัจากใบ โดยทดสอบในสตัวท์ดลองที่ถูกเหนี่ยวน าใหเ้กิด 

catalepsy ดว้ย haloperidol (Nallabattini et al., 2014) 
4.ฤทธิ์ตา้นอาการซมึเศรา้ในสตัวท์ดลองพบในสารสกดัจากใบ (Nallabattini et al., 2014) 
5. ฤทธิ์ตา้นเบาหวานพบในสารสกดัจากดอก โดยทดสอบในสตัวท์ดลองท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิด

เบาหวานดว้ย streptozotocin (Nallabattini et al., 2014) 
6.ฤทธิ์ในการลดระดับไขมันในเลือดพบในสารสกัดจากดอกโดยทดสอบในสัตวท์ดลองท่ีถูก

เหนี่ยวท าใหเ้กิดเบาหวานดว้ย streptozotocin (Nallabattini et al., 2014) 
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2.4 สารกลุ่มฟีนอลิกและการหาปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก 
สารประกอบฟีนอลิก จัดเป็นสารเมแทบอไลตท์ุติยภูมิ (secondary metabolites) ที่พืชสรา้ง

ขึน้และพบไดม้ากในธรรมชาติ โดยในปัจจุบันพบสารประกอบฟีนอลิกมากกว่า 8,000 ชนิด ใน
ธรรมชาติ ซึ่งสารประกอบฟีนอล (phenol) มีสตูรโครงสรา้งทางเคมีเป็นวงแหวน ที่เป็นอนพุนัธข์อง
วงแหวนเบนซิน มีหมู่ไฮครอกซิล (-OH group) อย่างนอ้ยหนึ่งหมู่ต่ออยู่และสารประกอบฟีนอลิก
พื ้นฐาน คือ สารฟีนอลที่ต่ออยู่กับกรดคารบ์อกซิลิก ( -COOH group) รวมไปถึงอนุพันธุ์ของ
สารประกอบฟีนอล ซึ่งมีการแทนที่ดว้ยหมู่ฟังกช์ันต่าง ๆ  เช่น ฟลาโวนอยด ์(flavonoids) ลิกนิน 
(lignins) กรดซินนามิก (cinnamic acid) ซึ่งการจ าแนกสารประกอบฟีนอลิก สามารถจ าแนกออก
ไดเ้ป็น 5 กลุม่ ดงันี ้ 

1.กลุม่กรดฟีนอลิก สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุม่ คือกลุ่มที่เป็นโครงสรา้งของกรดไฮดรอก
ซีเบนโซอิก (hydroxybenzoic acids) ไดแ้ก่ กรดแกลลิก (gallic acid) และกลุม่ที่เป็นโครงสรา้ง
ของกรดไฮดรอกซีซินนามิก (hydroxycinnamic acid) ไดแ้ก่ กรดเฟอรูลิก (ferulic acid) กรดคาเฟ
อิก(caffeic acid) และกรดคมูารกิ (coumaric acid) (Agustin-Salazar et al., 2014) 

2.กลุม่ฟลาโวนอยดเ์ป็นกลุม่ใหญ่ สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 7 กลุม่ตามต าแหน่งของหมู่
ฟังกช์นัประกอบดว้ยกลุม่ ฟลาโวนอล (flavonols) ฟลาโวน (flavones) ฟลาวาโนน (flavanones) 
ฟลาวานอล (flavanols) ฟลาวาโนนอล (flavanonols) ไอโซฟลาโวน(isoflavones) และแอนโธไซ
ยานิดิน (anthocyanidins)(Agustin-Salazar et al., 2014) 

3.กลุม่สติลบีนส ์ (stilbenes) ในธรรมชาติจะถกูสรา้งขึน้โดยพืชเพื่อปอ้งกนัเชือ้โรครวมไป 
ถึงแมลง และสามารถป้องกนัแสงแดด จากการศึกษาพบว่ามีฤทธิ์ในการตา้นออกซิเดชนัและตา้น
การอกัเสบได ้(Agustin-Salazar et al., 2014) 

4.กลุม่คมูารนิส ์ (coumarins) สามารถแบ่งโครงสรา้งออกไดเ้ป็น 4 กลุม่ตามลกัษณะ
โครงสรา้งดงันี ้คมูารินอย่างง่าย (simple coumaris) ฟแูรโนคมูาริน (furanocoumarins) ไพแรโนคู
มารนิ (pyranocoumarins) และคมูารนิที่ถูกแทนที่ดว้ยไฟโรน (pyrone-substitutedcoumarins) 
(Agustin-Salazar et al., 2014) 

5.กลุม่แทนนินส ์ (tannins) สามารถแบ่งตามโครงสรา้งออกไดเ้ป็น 2 กลุม่ใหญ่คือ 
condensed tannins เป็นสารที่ไม่ถกูย่อยแต่เมื่อถกูกรดหรือเอนไซมจ์ะสลายใหส้ารสีแดงซึ่งไม่
ละลายน า้ และอีกกลุม่คือ hydrolysabletamins เช่น gallic acid หรือ ellagic acid จบักนัเป็น



  9 

โมเลกลุใหญ่เป็นสารที่ถูกย่อย (hydrolyse) ไดโ้ดยกรดหรือเอนไซม ์ (Agustin-Salazar et al., 
2014) 

ปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกที่พบในธรรมชาติจะมีปริมาณที่แตกต่างกัน แต่เป็นสารที่มีบทบาท
ส าคญัเน่ืองจากมีฤทธิ์ตา้นแบคที่เรีย ตา้นการอักเสบของเอนไซมต่์าง  ๆ  ซึ่งรวมไปถึงเอนไซมไ์ฮ
ยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอี์ลาสเตส คณุสมบติัดงักล่าวนีม้ีความสมัพันธ์กับ
คณุสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมลูอิสระ การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดที่สกัดไดด้ว้ย
วิ ธี  Folin- Ciocalteu method โ ด ย ใ ช้ ห ลั ก ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง มื อ  UV- Vis 
spectrophotometer ซึ่งเป็นการวดัค่าการดดูกลืนแสงของสารละลาย ที่ใหส้ีจากปฏิกิรยิาที่เกิดขึน้
ระหว่างสารละลายกบัสารทดสอบ Folin-Ciocalteu reagent ที่ประกอบไปดว้ยโซเดียมโมลิบเดต 
(sodium molybdate) กรดฟอสฟอริก (phosphoric acid)และโซเดียมคาร์บอเนต (sodium 
carbonate) โดยพบว่าสารจากธรรมชาติที่มีกลุ่มฟีนอลิกไฮดรอกซิล (phenolic hydroxyl group) 
หรือสารกลุม่พอลีฟีนอล (polyphenols) เป็นองคป์ระกอบ จะเกิดปฏิกิรยิารีดกัชนั (reduction) กบั
สารทดสอบ Folin-Ciocalte reagent ซึ่งมีสีเหลืองใหผ้ลิตภัณฑอ์อกมาเป็น phosphotungstatic 
acid และ phosphomolyp ซึ่งมีสีน า้เงิน และน าไป วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นา
โนเมตร ส าหรบัการหาปริมาณรวมของสารประกอบฟินอลิกในสารตวัอย่างนัน้ ค านวณโดยใชก้าร
สรา้งกราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิกเพื่อวิเคราะหห์าปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิก
ในสารตัวอย่างจากสมการของกราฟมาตรฐานเพื่อรายงานค่าในหน่วย Gallic acid equivalents 
(GAE) (Agustin-Salazar et al., 2014) 

2.5 สารกลุ่มฟลาโวนอยดแ์ละการหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์
สารประกอบฟลาโวนอยดเ์ป็นสารที่พบไดท้ั่วไปในพืช โครงสรา้งพืน้ฐานของสารประกอบฟลา

โวนอยด์มีสูตรโครงสร้างทางเคมี เป็นฟลาแวน ( flavan) หรือ 2-ฟีนอลเบนโซไพแรน (2-
phenylbenzopyran) ประกอบด้วยคารบ์อน 15 อะตอม เรียงกันแบบ C-C-C เรียงเป็น 3 ring 
เรียกเป็น ring A, B, และ C โดย ring A และ B เป็นวงเบนซีน (benzene ring) ส่วน ring C เป็น 
heterocyclic pyran ring ซึ่งอยู่ตรงกลางของโครงสรา้ง ท าใหโ้ครงสรา้งที่ไดเ้ป็นแบบวงแหวนโค
รแมน (chroman ring) ในธรรมชาติสารประกอบฟลาโวนอยดม์ีมากกว่า 4,000 ชนิด สว่นใหญ่ อยู่
ในรูปฟลาโวนอยดไ์กลโคไซดซ์ึ่งมีหมู่ไฮดรอกซิลหนึ่งหมู่ หรือมากกว่าในโมเลกลุของสารประกอบฟ
ลาโวนอยด ์จะเกิดพันธะกับโมเลกุลของน า้ตาล โมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส (glucose) แรมโนส 
(rhamnose) อราบิโนส (arabinose) และไซโลส (xylose) สารประกอบฟลาโวนอยด์สามารถ
แบ่งเป็นกลุม่ย่อยตามต าแหน่งของหมู่ฟังกช์นัซึ่งแทนที่ใน โครงสรา้งพืน้ฐานไดเ้ป็น 7 กลุม่ 
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1.ฟลาโวนอล (flavonols) เชน่ เคอรซ์ิติน (quercetin) แคมป์เฟอรอล (kaempferol) ไมรซิิ
ติน (myricetin) 

2. ฟลาโวน (flavones) เช่น ลติูโอลิน (luteolin) อาพิจินิน (apigenin) 
3. ฟลาวาโนน (flavanones) เช่น เฮสเพอรติิน (hesperetin) 
4.ฟลาวานอล (flavanols) เช่น แคทิชิน (catechin) แกลโลแคทิชิน (gallocatechin) 
5. ฟลาวาโนนอล (flavanonols) เช่น แทกซิโฟลิน (taxitulin) 
6. ไอโซฟลาโวน (isoflavones) เช่น เดดซีน (daidzein) จีนิสตีน (genistein) 
7.แอนโทไซยานิน (anthocyanins) เช่น ไซยานิดิน (cyanidin) เดลฟินิดิน 

(delphinidin)มาลวิดิน (malvidin) เพลาโกนิดิน (pclargonidin) (Patel & Patel, 2019) 
การหาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยดด์ว้ยวิธี aluminium chloride complexation 

colorimetric method โดยใช้เควอซิ ติน (quercetin)  เ ป็นสารมาตรฐาน โดยหลักการคือ 
aluminium chloride ( AICI3) จะเขา้ท าปฏิกิรยิากบัหมู่คีโต (keto group) ในคารบ์อนต าแหน่งที่ 4 
และหมู่ไฮดรอกซีลในคารบ์อนต าแหน่งที่ 3 และต าแหน่งที่ 5 ของฟลาโวนและฟลาโวนอลหรือท า
ปฏิกิริยากับไดไฮดรอกซิล (dilydroxyl) ที่วงแหวน A และ B เกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นที่มีสี
เหลือง โดยจะท าการวัดค่าการดูดกลื่นแสงดว้ยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 415 นาโนเมตรหลงัจากการเขา้ท าปฏิกิริยาผ่านไปแลว้ 40 นาที จากนัน้ท าการสรา้งกราฟ
มาตรฐานของสารละลายเควอซิติน เพื่อน าสมการไปค านวณหาปรมิาณรวมของสารประกอบฟลา
โวนอยดใ์นสารละลายตวัอย่าง (Agustin-Salazar et al., 2014) 

2.6 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
อนมุลูอิสระ หมายถึงสารที่มีอิเล็กตรอนโดดเด่ียวในอะตอมหรือโมเลกลุ เป็นสาเหตใุหเ้กิดโรค

ต่าง ๆ มากมาย ไดแ้ก่ โรคชรา โรคมะเร็ง โรคหวัใจขาดเลือด โรคความจ าเสื่อม โรคขอ้อกัเสบ โรค
ภูมิแพ ้โรคความดนัโลหิต โรคเหงือก โรคที่เกิดจากความผิดปกติของปอด และระบบประสาท โรค
ที่เก่ียวกับสายตา เป็นตน้ ธรรมชาติหรือร่างกายของสิ่งมีชีวิตจึงมีการสรา้งสารตา้นอนุมูลอิสระ
ขึน้มาเพื่อท าหนา้ที่ในการตา้นอนุมูลอิสระ ซึ่งมีกลไกในการตา้นอนุมลูอิสระมีหลายรูปแบบ เช่น 
การยับยั้งการท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน การจับกับโลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริ ยา
ออกซิเดชนั การดกัจบัอนุมลูอิสระ การหยุดปฏิกิริยาการสรา้งอนุมลูอิสระ การเสริมฤทธิ์และการ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซมท์ี่เร่งปฏิกิริยาอนุมลูอิสระ ซึ่งสารตา้นอนุมลูอิสระมีทัง้จากธรรมชาติ
และจากการสงัเคราะห ์ทัง้นีก้ารวิเคราะหฤ์ทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระเชิงคณุภาพและปริมาณมีหลายวิธี
ดว้ยกัน แต่ละวิธีมีความ จ าเพาะแตกต่างกัน ปกติมักใชห้ลายวิธีร่วมกันในการตรวจสอบและ
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สรุปผลทัง้นีเ้พื่อใหผ้ลการทดสอบมีความถูกตอ้งและแม่นย า วิธีการวิเคราะหฤ์ทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระ
เชิงคุณภาพที่นิยม ไดแ้ก่ การท าใหเ้กิดสีโครมาโทกราฟีแบบชั้นบาง และเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ส่วนวิธีการวิเคราะหฤ์ทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระเชิงปริมาณท่ีนิยม ไดแ้ก่ การ
ตรวจวัดฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH assay) การฟอกสี
อนุมลูอิสระเอบีทีเอส (ABTS assay) และการวิเคราะหค์วามสามารถในการรีดิวซเ์ฟอรร์ิกของสาร
ตา้นอนมุลูอิสระ (FRAP assay) วิธีที่ไดน้ าเสนอในบทความนีถื้อไดว้่าเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก รวดเร็ว 
และสามารถน าไปประยกุตใ์ชก้บัตวัอย่างไดห้ลายชนิด 

2.7 ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
เอนไซมไ์ทโรซิเนส มีหนา้ที่สรา้งเม็ดสีใหผ้ิวหนัง ผม และตา เก่ียวขอ้งกับกระบวนการเกิดสี

หมองคล า้ โครงสรา้งของผิวหนังแบ่งเป็น 3 ชัน้ ไดแ้ก่ ชัน้หนังก าพรา้ ชัน้หนังแท ้และชัน้รองรบั
ผิวหนงั  

1.ชัน้หนงัก าพรา้ (Epidermis) เป็นผิวหนงัชัน้นอกสดุ มเีซลลท์ี่ส  าคญั 3 ชนิด คือ 
Melanocytes ท าหนา้ที่สรา้งเม็ดสีหรือเมลานิน ซึ่งช่วยปกปอ้งผิวจากแสงแดด Langerhan's cells 
คลา้ย macrophage ซึ่งมหีนา้ที่หรือบทบาทส าคญัในระบบภมูิคุม้กนัของผิวหนงั และ Markel 
cells ท าหนา้ที่เป็นเซลลป์ระสาทในชัน้หนงัก าพรา้  

2.ชัน้หนงัแท ้ (Dermis) ผิวหนงัชัน้นีป้ระกอบดว้ย หลอดน า้เหลือง หลอดเลือด 
เสน้ประสาท รากขนหรือผม ต่อม เหงื่อ ต่อมกลิ่น และกลุม่เนือ้เยื่อจ านวนมาก มีบทบาทเก่ียวกบั
การแพร้วมถึงการอกัเสบของผิวหนงั  

3.ชัน้รองรบัผิวหนงั (Subcutaneous) ผิวหนงัชัน้นีป้ระกอบดว้ย เนือ้เยื่อไขมนัซึ่ง
ช่วยป้องกนัอวยัวะภายในจาก การถกูกระแทก และเป็นที่สะสมไขมนัในรา่งกาย  

ส่วนที่เป็นตัวก าหนดสีผิวคือเมลานินซึ่งเป็นส่วนที่อยู่ในชัน้หนงัก าพรา้โดยกระบวนการสรา้ง
เม็ดสีเมลานิน โดยเกิดจากเซลลส์รา้งเม็ดสีหรือ Melanocyte ที่พบที่ชัน้ล่างสดุของชัน้หนงัก าพรา้ 
จะสร้างและหลั่ ง  Melanosome ซึ่ง เป็นออกาเนลสีน ้าตาล (Brown organelles) ที่ภายใน
ประกอบดว้ยเอนไซมอ์อกซิเดสที่ชื่อว่า ไทโรซิเนส มีคอปเปอรอ์ยู่ในโมเลกุล (Copper containing 
enzyme) เอนไซม์นีเ้ป็นตัวส าคัญในการควบคุมการสรา้งเม็ดสีเมลานิน โดยสามารถเร่งการ
เปลี่ยนกรดอะมิโน Tyrosine ในผิวหนังใหเ้ป็น Dopa ซึ่งจะถูกเปลี่ยนต่อไปเป็น Dopaquinone 
โดย ปฏิกิรยิา Hydroxylation และ Oxidation ตามล าดบั ตามดว้ยการเปลี่ยน Dopaquinone ผ่าน 
Intermediate อีกหลายตัว จากนัน้เกิด Polymerization ไดเ้ป็นเมลานินซึ่งปรากฏใหเ้ห็นเป็นสีผิว
ขึน้ เมลานินที่สรา้งขึน้ที่ผิวหนงัมี 2 ชนิด คือ ชนิดที่มีสีด าหรือสีน า้ตาลเรียกว่า eumelanin ซึ่งเป็น
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กลุ่มเม็ดสีที่มี ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบและไม่ละลายน ้า ( Insoluble nitrogenous) โดย 
eumelanin มีองคป์ระกอบหลักคือ 5,6- dihydroxyindole ส่วนชนิดมีสีเหลืองหรือสีส้มเรียกว่า 
pheomelanin (ภาพประกอบ 3)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 3 แสดงกระบวนการเกิดเมลานิน 

ที่มา : (Samaneh Z. et al., 2019) 

กลไกการออกฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสของสาร สามารถแบ่งไดห้ลายแบบ ดงันี ้
1.สารก าจดัประสิทธิภาพของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (Specific tyrosinase inactivators หรือ

เรียกว่า suicide substrates) สารนีท้  าใหเ้อนไซมไ์ทโรซิเนสเสียสภาพและไม่สามารถกลบัไป
ท างานไดเ้พราะจะท าใหเ้กิดพนัธะโควาเลนตก์บัเอนไซมไ์ทโรซิเนส  

2.สารที่มีความจ าเพาะในการยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนส (Specific tyrosinase inhibitor) 
ไดแ้ก่ สารประกอบที่ลดความสามารถในการเรง่ปฏิกิรยิาของเอนไซมไ์ทโรซิเนส โดยสามารถจบักบั
เอนไซมไ์ทโรซิเนสแบบผกผนักลบัได ้ 

กลุม่สารท่ีมีฤทธิ์ยบัยัง้การท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส ไดแ้ก่ สารกลุม่ฟีนอลิก (Samaneh Z. 
et al., 2019) เช่น arbutin อนพุนัธ ์kojic acid และอนพุนัธข์องกรดไฮดรอกซีซินนามิก มีฤทธิ์ยบัยัง้
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ DOPA ที่เกิดจากการถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซมไ์ทโรซิเนส จึงมี

ประสิทธิภาพในการลดการผลิตเม็ดสีผิวที่ผิวหนังมากเกินไปได ้arbutin มีหลายรูปแบบ เช่น β-

arbutin พบได้ในธรรมชาติ ส่วนชนิด α-arbutin ได้มาจากการสังเคราะห์ ซึ่ง  α-arbutin มี
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ประสิทธิภาพยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีกว่า β-arbutin ประมาณ 20 เท่า 
เนื่องมาจากการมีโครงสรา้งที่ถูก hydrolyze ดว้ยเซลล ์ไดง้่ายกว่า นอกจากนีม้ีการสังเคราะห์ 
deoxyarbutin ขึน้เพื่อขจัดหมู่ OH ออกจากโครงสรา้ง จึงช่วยท าใหม้ีความสามารถซึมสู่ผิวได้ดี 
kojic acid พบในราสกุล Aspergillus และ Penicillium มีฤทธิ์ยับยัง้การท างานของเอนไซมไ์ทโร
ซิเนส โดยท าหน้าที่ เป็น chelating agent จับกับ Cu2+ บริเวณต าแหน่งออกฤทธิ์ของเอนไซม์ 
นอกจากนีส้ารประกอบโพลีฟีนอล (Samaneh Z. et al., 2019) เป็นสารท่ีใหฤ้ทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ท
โรซิเนสกลุ่มที่ใหญ่ที่สุด มักพบในดอกไมม้ีสี ตัวอย่างสารประกอบโพลีฟีนอลไดแ้ก่ quercetin, 
rutin, myricetin, kaempferol, nobiletin, norartocarpetin, haginnin A, isoliquiritin, 
licochalcone A, kuraridin, hesperetin, dihydromorin, artocarpetin, kurarinol และ resveratrol 
เป็นตน้ 

2.8 หลักการของ high performance liquid chromatography (HPLC) และ mass 
spectrometry (Liu et al., 2017) 

หลกัการของ HPLC คือ การแยกสารโดยเป็นการพาสารตวัอย่างเขา้ column หรือ stationary 
phase ดว้ย mobile phase สารแต่ละชนิดจะถูกแยกตามความสามารถในการจับกับ stationary 
phase หากสารที่มีความชอบจบักบั stationary phase มากจะถกูหน่วงอยู่ใน column ไดน้าน จะ
มีผลต่อค่า retention time ที่มากกว่าสารที่มีความชอบจบักบั stationary phase นอ้ยซึ่งจะถูกพา
ออกมาไดไ้วกว่า 
 
 
 
 

 

 

ภาพประกอบ  4 หลกัการของ high performance liquid chromatography (HPLC)  

ที่มา : (Shimadzu, 2024) 
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หลักการของ mass spectrometer ท าใหอ้ะตอมหรือโมเลกุลของสารตัวอย่างแตกออกเป็น
ไอออน และแยกไอออน เหล่านั้นออกตาม mass to charge ratio หรือตามค่าประจุต่อมวล 
ขั้นตอนการท างานมีดังนี ้ เริ่มจากการท าให้สารตัวอย่างเป็นแก๊ส จากนั้นท าให้แก๊สของสาร
ตัวอย่างแตกออกเป็นไอออน จากนัน้แยกไอออน ออกตามค่า mass to charge ratio และแต่ละ
ไอออนจะถกูนบัดว้ย detector โดยมี mode of detection ไดแ้ก่ full scan mode และ SIM mode 
ที่ท างานต่างกนัโดย full scan mode จะตรวจวดัความเขม้ของสญัญาณของมวลโมเลกุลของสาร
เป็นช่วงของค่ามวลโมเลกลุที่ตัง้ในโปรแกรมมีขอ้ดี คือสามารถตรวจวดัความเขม้ของสญัญาณของ
มวลโมเลกลุของสารทุกตวัที่อยู่ในช่วงของค่ามวลโมเลกลุที่ตัง้ไวท้ี่พบในสารที่น ามาวิเคราะห ์แต่มี
ข้อเสียคือท าให้ได้ค่า ความเข้มของสัญญาณ ของแต่ละมวลโมเลกุลน้อยกว่า SIM mode 
เนื่องจากเป็นการเปิดหน้าต่างรบัทุกมวลโมเลกุล ในขณะที่ SIM mode จะท าการรบัเพียงมวล
โมเลกลุ ที่ก าหนดเท่านัน้ จะมีขอ้ดีคือจะไดค่้าความเขม้ของสญัญาณที่สงูกว่า full scan mode 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ  5 หลกัการของ mass spectrometry 

ที่มา: (BioRender.com, 2024) 

2.9 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์(method validation) (AOAC, 2016)  
การตรวจสอบความถูกต้องของวิ ธีวิ เคราะห์ (method validation)  เ ป็นข้อมูลที่มี

ความส าคญัต่อการขึน้ทะเบียนต ารบัยา การพฒันาวิธีวิเคราะหส์าร การตรวจวดัระดบัยาในชีวสาร 
เพื่อแสดงใหเ้ห็นว่าวิธีวิเคราะหท์ี่ใชม้ีความถูกตอ้งและน่าเชื่อถือ สามารถน าไปประยุกตใ์ชก้ับวิธี
วิเคราะห์สารที่ต้องการได้ ซึ่งการท า method validation จะใช้ทดสอบความถูกต้องของวิธี
วิเคราะห์ที่ผู ้วิเคราะห์พัฒนาขึน้เองหรือดัดแปลงมาจากวิธีอ้างอิง ซึ่งจ าเป็นต้องท า method 
validation เพื่อทดสอบว่าวิธีวิเคราะหใ์หผ้ลการวิเคราะหท์ี่มีความถูกตอ้ง แม่นย าและยอมรบัได้
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แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหส์  าหรบัการขึน้ทะเบียนต ารบัยาโดยอา้งอิง
ตามมาตรฐาน  AOAC guidelines  ซึ่งมีพารามิเตอรท์ี่ใชส้  าหรบัการทดสอบ ไดแ้ก่ specificity 
(ความจ าเพาะ) , linearity (ความสมัพนัธอ์ย่างเป็นเสน้ตรง), accuracy (ความถกูตอ้ง), precision 
(ความแม่นย า ) , limit of detection (LOD)  หรือปริมาณต ่ าสุดที่ ตรวจพบได้และ limit of 
quantitation (LOQ) หรือ ปรมิาณต ่าสดุที่ตรวจวิเคราะหห์าปรมิาณได ้โดยมีรายละเอียดดงันี ้ 

1. Specificity (ความจ าเพาะ) เป็นความสามารถในการแยกความแตกต่างระหว่างสารที่
ตอ้งการวิเคราะหก์บัสารอ่ืน (discrimination) โดยวิธีควรจ าเพาะกบัสารท่ีตอ้งการวิเคราะหแ์ละ
ปราศจากการรบกวนจากสารอ่ืน เช่น impurities, degradation, product, matrix หรือ excipients 
ตอ้งสามารถแยกตวัยาส าคญัออกจากสารสลายตวั เพื่อไม่ใหส้ารสลายตวัมารบกวนการวิเคราะห์ 

2. Linearity (ความสมัพนัธอ์ย่างเป็นเสน้ตรง) เป็นความสามารถของวิธีวิเคราะหท์ี่ใหผ้ล
การวิเคราะหเ์ป็นสดัสว่นโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของสารตรวจสอบโดยการสรา้งกราฟเสน้ตรง
แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลวิเคราะหแ์ละความเขม้ขน้ต่าง ๆ  กนัอย่างนอ้ย 5 ความเขม้ขน้ในช่วง 
50-150% ของความเขม้ขน้ที่ใชใ้นการวิเคราะห ์ซึ่งค่า linearity สามารถแสดงดว้ยค่า correlation 
coefficient (r), slope (a), และ y-intercept (b) ของสมการเสน้ตรง y = ax + b เกณฑก์ารยอมรบั
ของ linearity โดยทั่วไปการวิเคราะหป์รมิาณตวัยาส าคญัในต ารบัยาก าหนดค่า correlation 
coefficient (r) ไม่นอ้ยกว่า 0.9995 

3. Accuracy (ความถกูตอ้ง) เป็นการเปรียบเทียบค่าที่ไดจ้ากการวิเคราะห ์(result value) 
กบัค่าที่แทจ้รงิ (true value) สามารถตรวจสอบไดโ้ดยเติม (spike) สารมาตรฐานลงในตวัท า
ละลายในช่วงความเขม้ขน้ 50-150% ของปรมิาณที่คาดว่ามีอยู่จรงิ ความถูกตอ้งพิจารณาจาก
ปรมิาณตวัยาที่พบ (found amount) กบัปรมิาณตวัสารมาตรฐานที่เติม (added amount) ซึ่ง
ค านวณจาก %recovery หาก %recovery มีค่าเท่ากบั 100 หมายความว่าปรมิาณที่วิเคราะหไ์ดม้ี
ค่าเท่ากบัปรมิาณที่เติมลงไป ถา้ %recovery นอ้ยกว่า 100 หมายความว่าปรมิาณที่วิเคราะหไ์ด้
นอ้ยกว่าปรมิาณที่เติม และถา้ %recovery มากกว่า 100 หมายความว่าปรมิาณที่วิเคราะหไ์ด้
มากกว่าปรมิาณที่เติม โดยสรุปวิธีที่มีความถกูตอ้งควรมีค่า %recovery เขา้ใกล ้ 100 เกณฑก์าร
ยอมรบัขึน้อยู่กบัความเขม้ขน้ของสารที่ตอ้งการวิเคราะหใ์นสารตวัอย่างโดยทั่วไปมีเกณฑก์าร
ยอมรบัดงันี ้
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ภาพประกอบ 6 เกณฑก์ารยอมรบั %recovery 

ที่มา: (AOAC, 2016) 

4. Precision (ความแม่นย า) แสดงถึงความใกลเ้คียงกนัของค่าที่ไดจ้ากการวิเคราะหซ์  า้ 
จากการวิเคราะหค์รบทกุขัน้ตอน ค่าความแม่นย าดไูดจ้าก relative standard deviation (%RSD) 
หรือ สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์ซึ่งวิธีการตรวจสอบความแม่นย าสามารถท าไดโ้ดย 

4.1 Repeatability เป็นการตรวจโดยนักวิเคราะหค์นเดียว เครื่องมือและสภาวะ
การวิเคราะหเ์ดียวกนั และวิเคราะหซ์  า้ ๆ ในช่วงเวลาที่ใกลเ้คียงกนัหรือวนัเดียวกนั 

4.2 Reproducibility เ ป็นการวิ เคราะห์ซ  ้าในห้องปฏิบัติการต่างกัน จึงใช้
เครื่องมือ เทคนิคในการวิเคราะห ์สารเคมี และอปุกรณท์ี่มีความแตกต่างกนั โดยมีสตูรค านวณ คือ 

%RSD = SD ×100 
                            mean 

หากวิธีวิเคราะหม์ี %RSD เท่ากบั 0 หมายความว่าค่าที่ไดจ้ากการวิเคราะหม์ี
ค่าเท่ากนัทกุครัง้ โดยสรุป คือวิธีวิเคราะหท์ี่มีความแม่นย า %RSD ควรมีค่าเขา้ใกล ้0 ซึ่งเกณฑ์
การยอมรบัของ precision แตกต่างกนัขึน้กบัหลายปัจจยั เช่น ความเขม้ขน้ของตวัยาส าคญัใน
ต ารบั จ านวนตวัอย่างที่วิเคราะห ์สภาวะการวิเคราะหค์วามคงตวัของสาร precision มีเกณฑก์าร
ยอมรบัดงันี ้
 

 

 



  17 

 

 

 

 

 

  

 

ภาพประกอบ 7 เกณฑก์ารยอมรบั %RSD 

ที่มา: (AOAC, 2016) 

5. Limit of detection (LOD) หรือ ปรมิาณต ่าสดุที่ตรวจพบได ้คือปรมิาณต ่าสดุ
ของสารที่วิเคราะหใ์นตวัอย่างใด ๆ ที่สามารถตรวจพบได ้ แต่ไม่จ าเป็นตอ้งทราบว่ามี
ปรมิาณที่แน่นอนเท่าใด วิธีการทดสอบค่า LOD จะใชว้ิธีการค านวณจาก SD และ slope 
ของ calibration curve ในช่วงความเขม้ขน้ต ่า โดยใชส้ตูรการค านวณดงันี ้

LOQ = 3.3SD  
                            Slope 

SD = standard deviation of y-intercepts 
Slope = average slope from 3 equations 

 
6. Limit of quantitation (LOQ) หรือ ปรมิาณต ่าสดุที่ตรวจวิเคราะหห์าปรมิาณได ้

คือปรมิาณต ่าสดุของสารที่วิเคราะหใ์นตวัอย่างที่สามารถตรวจหาเชิงปรมิาณ โดยมีความ
เที่ยงและความแม่นอยู่ในเกณฑท์ี่เหมาะสม วิธีการทดสอบค่า LOQ จะใชว้ิธีการค านวณ
จาก SD และ slope ของ calibration curve ในช่วงความเขม้ขน้ต ่า โดยใชส้ตูรการค านวณ
ดงันี ้

LOQ = 10SD  
                          Slope 

SD = standard deviation of y-intercepts 
Slope = average slope from 3 equations



 

บทที ่3 
วัสดุและวิธีการวิจัย 

3.1 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
1. ABTS หรือ 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)  
2. Acetonitrile 
3. Aluminium chloride  
4. Chlorogenic acid 
5. di-Sodium hydrogen phosphate anhydrous 
6. DMSO หรือ dimethyl sulfoxide 
7. DPPH หรือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
8. Ellagic acid 
9. Ethanol AR 
10. Ferric chloride hexahydrate  
11. Ferrous sulfate 
12. Folin-ciocalteu reagent 
13. Formic acid 
14. Gallic acid 
15. Glacial acetic acid  
16. Hydrochloric Acid 
17. Ideain chloride 
18. Isoquercetin 
19. Kojic acid 
20. L-dopa 
21. Methanol 
22. Phosphoric acid 
23. Potassium persulfate  
24. Quercetin 
25. Rutin 
26. Sodium acetate trihydrate  
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27. Sodium carbonate 
28. Sodium Dihydrogen Phosphate Monohydrate 
29. Sodium hydroxide  
30. TPTZ หรือ 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine  
31. Trolox 
32. Tyrosinase from mushroom  
33. Ultrapure water 

3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณท์ีใ่ช้ในการทดลอง 
1. 96-microwell plate  
2. C18 column ขนาด 3 x 150 mm, 2.7µm  
3. centrifuge tube ขนาด 15 mL และ 50 mL 
4. Hot air oven  
5. Micropipette ขนาด 2-20, 10-100, 100-1000 และ 1000-5000 µL 
6. Micropipette tips 
7. Microplate reader  
8. Nylon membrane filter 0.22 micron 
9. Nylon syringe filter 0.22 micron 
10. Rotary evaporator  
11. Screw cap bottle  
12. Syringe 1 mL  
13. Ultrasonic bath 
14. Vacuum pump 
15. Vortex  
16. Water bath 
17. เครื่อง UHPLC-UV-MS  
18. เครื่องแกว้ 
19. เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง 
20. เครื่องชั่ง 5 ต าแหน่ง  
21. เครื่องผลิต ultrapure water  
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22. ชดุกรอง mobile phase 

3.3 พืชทีใ่ช้ในการทดลอง 
ดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงในจงัหวดันนทบรุี ประเทศไทย 

3.4 วิธีด าเนินงานวิจัย 
3.4.1 การเตรียมตัวอย่างสารสกัดจากดอกพญากาหลง 

การเตรียมพืชและสารละลาย น าพืชที่ตอ้งการทดสอบ คือ ดอกพญากาหลง (สีเหลืองและ
สีม่วง) มาผึ่งลมในที่รม่จนแหง้ น าไปอบใน hot air oven ที่อณุหภมูิ 50 °C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แลว้
น ามาบดใหล้ะเอียด จากนัน้เตรียมสารละลาย 80% เอทานอลโดยผสม 95% เอทานอลและน า้ใน
อตัราสว่น 84.21 : 15.19 เก็บในขวดแกว้สีชา  

การสกดัสารส าคญัท าโดยน าพืชที่ตอ้งการทดสอบใสใ่น Erlenmeyer flask เติม
สารละลาย 80% เอทานอลลงใน Flask ในอตัราส่วนผงพืช 1:20 ตัง้ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 3 วนั เขย่าเป็น
ครัง้คราว กรองสารสกดัดว้ยส าลีเพื่อใหไ้ดส้ารละลายใส และสกดัผงพืชซ า้ 2 ครัง้ น าสารสกดัที่ได้
ไประเหยเอาตวัท าละลายออกดว้ยเครื่อง rotary evaporator โดยตัง้ค่าเครื่องเป็น rotation 100 
rpm, chiller 5 °C, water bath 45 °C และ vacuum 70-180 mbar จากนัน้เทสารสกดัที่ไดใ้ส่ 
evaporating dish น ามาระเหยต่อบน water bath จนสารสกดัขน้หนืด เก็บสารสกดัที่ไดใ้นขวด
แกว้ และเก็บในโถแกว้ดดูความชืน้ที่อณุหภมูิหอ้ง การหาปรมิาณสารที่สกดัไดคิ้ดเป็น %yield 
ค านวนไดจ้ากสตูรดงันี ้

 
%yield    =  น า้หนกัสารสกดั       × 100 

                                          น า้หนกัพืชก่อนสกดั 
 

3.4.2 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
3.4.2.1 วิธี DPPH Scavenging assay 

การเตรียมสารสะลาย DPPH ในเมทานอล ความเขม้ขน้ 0.6 mM โดยชั่ง DPPH 
11.83 mg ละลายในเมทานอล 50 mL ผสมใหเ้ขา้กนั จากนัน้หุม้ภาชนะ ดว้ย foil เพื่อปอ้งกนัแสง 
จากนัน้เตรียมสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลง ใหม้ีความเขม้ขน้ระหว่าง 10-100 mg/mL โดย
ใชเ้มทานอลเป็นตวัท าละลาย ท าการผสมสารละลายของสารสกดักบัสารละลาย DPPH ทิง้ไว ้30 
นาที ที่อุณหภูมิห้อง ท าการทดลองเทียบกับ positive control และ blank น าสารละลายต่างๆ
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หลงัจากท าปฏิกิริยาไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ยเครื่อง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 517 
nm และค านวณหา % inhibition จากสตูร 

 

%Inhibition = 
A blank  - (A sample -  A blank sample) 

A blank
 × 100 

 
สรา้งกราฟความสมัพนัธร์ะหว่างความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระและความ

เข้มข้นของสาร เพื่อหาค่า The half maximal inhibitory concentration (IC50) ท าการทดลอง
ทัง้หมด 3 กลุม่ (n = 3) กลุม่ละ 3 ซ า้ (triplicate) 

ตาราง 2 การใสส่ารลงใน 96- well plate เพื่อทดสอบฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี DPPH 
Scavenging assay 

กลุ่ม 
ล าดับและปริมาตรสารใน 96-well plate (µL) 

DPPH 
solution 

Methanol สารสกัด Rutin* 

Sample test 100 - 100 - 
Blank sample test - 100 100 - 

Blank 100 100 - - 
Positive control 100 - - 100 

*Rutin at 0.08 mg/mL ใชเ้ป็น positive control 
3.4.2.2 วิธี ABTS radical scavenging assay 

เตรียมสารละลายของ ABTS radical solution โดยผสม 7 mM ABTS ในน า้กลั่น 
กับ 2.45 mM K2S2O8 ในน า้กลั่น ดว้ย อัตราส่วน 1:1 แลว้ทิง้ไวใ้นที่มืด ที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 
12-16 ชั่วโมง จากนัน้ใหน้ ามาเจือจางด้วยเอทานอลแลว้น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงใหอ้ยู่ในช่วง 
0.74±0.02 ที่ความยาวคลื่น 734 nm 

1. เตรียมสารละลายของสารทดสอบในเอทานอลที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั 
โดยเจือจาง stock solution ดว้ยเอทานอลใหม้ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั เพื่อเป็น sample test 
ทัง้หมด 5 ความเขม้ขน้ 

2. เตรียมสารละลายของ gallic acid ความเขม้ขน้ 1 mg/mL เพื่อเป็น 
positive control และใชเ้อทานอลเป็น negative control 
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3. ปิเปตสารละลายของสารทดสอบ, สารละลาย gallic acid และเอทานอล
อย่างละ 100 µL ลงใน microplate โดยใช ้micropipette 

4. เติมสารละลาย ABTS radical solution ปรมิาณ 100 µL ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 
30 นาท ีเพื่อใหส้ารละลาย ABTS radical solution ท าปฏิกิรยิากบัสารละลายทดสอบทัง้หมด  

5. น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ยเครื่อง microplate reader ที่ความยาว
คลื่น 734 nm และค านวณหา % inhibition จากสตูร 

%ABTS free radical scavenging = 
A blank  - A positive control

A blank
 × 100 

6. สรา้งกราฟความสมัพนัธร์ะหว่างความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระ
และความเขม้ขน้ เพื่อหาค่า The half maximal inhibitory concentration (IC50) ท าการทดลอง
ทัง้หมด 3 กลุม่ (n = 3) กลุม่ละ 3 ช า้ (triplicate) 

ตาราง 3 การใสส่ารลงใน 96- well plate เพื่อทดสอบฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระ ดว้ยวิธี ABTS radical 
scavenging assay 

กลุม่ 
ล าดบัและปรมิาตรสารใน 96-well plate (µL) 

ABTS Ethanol สารสกดั Trolox 
Sample test 100 - 100 - 

Blank sample test - 100 100 - 
Blank control 100 100 - - 

Positive control 100 - - 100 

3.4.2.3 วิธี Ferric Reducing Antioxidant Power Assay (FRAP assay)  
การเตรียมสารละลายส าหรบั FRAP reagent  

1. เตรียม 300 mM acetate buffer pH 3.6 โดยชั่ง sodium acetate 
trihydrate น า้หนกั 1.5 g ละลายดว้ย glacial acetic acid 8 mL ปรบัปรมิาตรจนครบ 500 mL 
ดว้ย ultrapure water ใน volumetric flask 

2. การเตรียม 20 mM FeCl3 ชั่ง FeCl3.6H2O น า้หนกั 0.054 g ละลายดว้ย 
Ultrapure water ปรบัปรมิาตรจนครบ 10 mL ดว้ย ultrapure water ใน volumetric flask 

3. การเตรียม 10 mM TPTZ โดยชั่ง TPTZ น า้หนกั 0.0312 g ละลายดว้ย 40 
mM HCl (ปิเปต conc. HCl มา 164 µL ใส ่Ultrapure water ปรบัปรมิาตรจนครบ 50 mL) ปรบั
ปรมิาตรจนครบ 10 mL ดว้ย 40 mM HCl ใน volumetric flask 
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4. การเตรียมสารละลาย FeSO4 ในช่วงความเขม้ขน้ 10-100 µM (ความ
เขม้ขน้สดุทา้ย) เตรียมโดยการชั่ง FeSO4 0.0278 g ละลายดว้ย ultrapure water ปรบัปรมิาตรจน
ครบ 100 mL ดว้ย ultrapure water ใน volumetric flask ได ้stock solution 1 mM FeSO4 ปิเปต 
1 mM FeSO4 500 µL ใส ่acetate buffer 500 µL ได ้ solution 0.5 mM FeSO4 ผสม 300 mM 
acetate buffer+FeCl3.H2O+TPTZ ในอตัราสว่น 10:1:1 mL ตามล าดบั จะได ้FRAP reagent 
ส  าหรบัทดสอบ 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอย่าง 
1. การเตรียมสารละลาย trolox ความเขม้ขน้ 50 µg/mL ชั่ง trolox 5 mg 

ละลายดว้ย methanol ปรบัปรมิาตรจนครบ 100 mL ดว้ย methanol ใน volumetric flask  
2. เตรียมสารละลายมาตรฐาน rutin ความเขม้ขน้ 100 µg/mL โดยใช ้

acetate buffer เป็นตวัท าละลาย 
3. การเตรียมสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลง ความเขม้ขน้ 200 µg/mL 

โดยใช ้acetate buffer เป็นตวัท าละลาย 
4.เมื่อหยอดสารครบลงใน 96-well plate แลว้ น า plate ไป incubate ที่ 

37˚C เป็นเวลา 5 นาที และวดัค่า microplate reader ที่ ความยาวคลื่น 595 nm 
5.น าค่าความเขม้ขน้และค่าการดดูกลืนแสงของสารละลาย FeSO4 มาสรา้ง

กราฟแสดงความสมัพนัธ ์น าสมการท่ีไดม้าแทนค านวณต่อไป 
6.จากนัน้แทนค่าการดดูกลืนแสงของสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลงสี

เหลืองและสีม่วงในสมการขอ้ 5 จะไดค่้าความเขม้ขน้ท่ีมีฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระเทียบเท่ากบั
สารละลาย FeSO4 (FeSO4 conc. (µM)) และน าไปแทนค่าในสตูรดา้นลา่ง จะไดค่้า FRAP value 
มีหน่วยเป็น (mmol/100 g extract) 

 
FRAP value =      FeSO4 conc. (µM) x final volume (mL) x 100 
              Sample volume (mL) x 1000 x sample conc. (g/mL) x 1000 
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ตาราง  4 การใสส่ารลงใน 96- well plate เพื่อทดสอบฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระ ดว้ยวิธี FRAP assay 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรสารใน 96-well plate (µL) 
FRAP Sample buffer Trolox FeSO4 

Standard (FeSO4) 80 - - - 20 
Blank standard - - 80 - 20 
Positive control 

(trolox) 
80 - - 20 - 

Blank positive - - 80 20 - 
Blank control 80 - 20 - - 
Sample test 80 20 - - - 

Blank sample test - 20 80 - - 

 
3.4.3 Mushroom tyrosinase inhibitory assay 

1.การเตรียม 20 mM phosphate buffer (pH 6.8) ท าการชั่ง NaH2PO4.H2O 
น า้หนกั 3.12 g และ Na2HPO4 น า้หนกั 2.84 g ละลายดว้ยน า้กลั่น ปรบัปรมิาตรจนครบ 1000 mL 
ดว้ยน า้กลั่นใน volumetric flask ปรบั pH 6.8 ดว้ย 0.1N NaOH หรือ 20% H2PO4 

2.การเตรียม tyrosinase ความเขม้ขน้ 240 unit/mL  ปรมิาณ 10 mL เตรียม
ปรมิาตร 10mL โดยที่ฉลากของเอนไซมร์ะบวุ่ามี tyrosinase 2130 unit/mg solid หากตอ้งการ
เตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 240 unit/mg  จ านวน 10 mL จะตอ้งชั่งสาร tyrosinase มาจ านวน 
1.12 mg จากการค านวณ ดงัแสดง 

สาร 1 mg มี tyrosinase 2130 unit 
ตอ้งการเตรียมสารปรมิาตร  1mL ใหม้ีความเขม้ขน้ 240 unit/mg 

ดงันัน้จะตอ้งเตรียม tyrosinase ปรมิาณ 
240

2130
 ×10 = 1.13 mg  

วิธีเตรียมชั่ ง tyrosinase จ านวน 1.13 mg ละลายด้วย phosphate buffer ใน 
volumetric flask ขนาด 10 mL ปรบัปรมิาตรจนครบ 10 mL สารละลายดว้ย phosphate buffer 
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 3.การเตรียมสารละลาย L-dopa ความเขม้ขน้ 10 mM ปรมิาณ 5 mL เตรียมสารละลาย
ความเขม้ขน้ 10 mM = 10 x 10-3 mol/L จ านวน 5 mL จะตอ้งชั่งสาร L-dopa มาจ านวน 9.86  mg 
จากการค านวณ ดงัแสดง 

สารละลาย 1000 mL มี L-dopa 10 x 10-3 x 197.1 g 

สารละลาย 5 mL มี L-dopa 
10 ×10-3×197.1 ×5

1000
 g = 9.86 mg 

4.วิธีการเตรียมท าการชั่ง L-dopa จ านวน 9.86 mg ละลาย L-dopa ดว้ย phosphate 
buffer ใน volumetric flask ขนาด 5 mL ปรบัปรมิาตรสารละลายดว้ย phosphate buffer จน
ปรมิาตรครบ 5 mL 

5.การเตรียมสารละลาย kojic acid ท าการเตรียมสารละลาย stock solution ที่ความ
เขม้ขน้ 5 mg/mL จ านวน 10 mL โดยชั่ง kojic acid จ านวน 50 mg ใสใ่น volumetric flask ขนาด 
10 mL ละลายดว้ย  DMSO 1000 µL จากนัน้น าสารละลาย stock solution มาเจือจางดว้ย 
phosphate buffer จนไดค้วามเขม้ขน้ที่ตอ้งการ 5 ระดบัความเขม้ขน้อยู่ในช่วง 6.25- 100 µg/mL  

6.การเตรียมสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลง ท าการเตรียมสารละลาย stock 
solution ที่ความเขม้ขน้ 1 mg/mL จ านวน 5 mL จากนัน้น าสารละลาย stock solution มาเจือจาง
ดว้ย phosphate buffer จนไดค้วามเขม้ขน้ที่ตอ้งการ 5 ระดบัความเขม้ขน้อยู่ในช่วง 2- 20 µg/mL 

ตาราง  5 ตารางการใสส่ารลงใน 96- well plate เพื่อทดสอบฤทธิ์ยงัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนส 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรสารใน 96-well plate (µL) 
phosphate buffer kojic acid สารสกดั tyrosinase L-dopa 

Negative control 140 - - 40 20 
Blank negative control 180 - - - 20 

Positive control 120 20 - 40 20 
Blank positive control 160 20 - - 20 

Sample test 120 - 20 40 20 
Blank sample test 160 - 20 - 20 

 
น าค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงของ Negative control และ Positive control ที่ ได้มา

ค านวณ %tyrosinase inhibition ของ Positive control จากสมการ 
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%tyrosinase inhibition = 
(A-B) - (C-D)

A-B
 × 100 

 
 เมื่อ A คือ ค่าการดดูกลืนแสงของ negative control 
  B คือ ค่าการดดูกลืนแสง blank negative control 

   C คือ ค่าการดดูกลืนแสงของ positive control 
  D คือ ค่าการดดูกลืนแสงของ blank positive control 
 

3.4.4 การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกด้วยวิธี Folin-ciocalteu method  
การเตรียมสารละลายทดสอบ  
เตรียมสารละลาย 10% v/v Folin-ciocalteu reagent โดยปิเปต Folin-ciocalteu 

reagent ปริมาตร 1000 µL เจือจางด้วยน ้าและปรับปริมาตรจนครบ 10 mL จากนั้นเตรียม
สารละลาย 75 mg/mL sodium carbonate (Na2CO3) ปริมาตร 10 mL โดยใชน้ า้กลั่นเป็นตัวท า
ละลาย เตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid ความเขม้ขน้สดุทา้ยอยู่ในช่วง 0.03-0.5 mg/mL 
โดยใชเ้อทานอลเป็นตัวท าละลาย และเจือจางดว้ยน า้กลั่น เตรียมสารละลายของสารสกัดดอก
พญากาหลง ความเขม้ขน้ 1 mg/mL โดยชั่งสารสกัดดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง 0.01g 
ละลายและปรบัปรมิาตรจนครบ 10 mL ดว้ย 80% เอทานอล  

การทดสอบหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิก  
จะท าการทดลองซ า้ 3 ครัง้และในแต่ละครัง้จะเป็นอิสระต่อกนั ดงันี ้

1. ปิเปต Folin-ciocalteu reagent ปรมิาตร 100 µL ลงใน microcentrifuge 
tube ขนาด 2 mL ส าหรบั control 

2. ปิเปตสารละลายดอกพญากาหลง หรือสารละลายมาตรฐาน gallic acid 
ปรมิาตร 100 µL ส าหรบัสารทดสอบ ปิเปต 75 mg/mL Na2CO3 ปรมิาตร 100 µL ส าหรบั control 
และ sample  

3. ปิเปตน า้กลั่นใหไ้ดป้รมิาตรสดุทา้ยเป็น 1000 µL ผสมสารละลายใหเ้ขา้
กนั แลว้ตัง้ทิง้ไวใ้นที่มืด อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 90 นาที  

4. ปิเปตสารละลายในแต่ละหลอด ลงใน 96-well plate ปรมิาตร 200 µL 
จ านวน 3 หลมุ แลว้น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ดว้ย microplate 
reader 
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5. น าค่าการดดูกลืนแสงที่วดัได ้มาสรา้งกราฟความสมัพนัธร์ะหว่างค่าการ
ดดูกลืนแสงและความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน gallic acid เป็นกราฟมาตรฐาน  

6. ค านวณหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิกที่วดัค่าไดจ้ากค่าการดดูกลืน
แสงของสารสกดัดอกพญากาหลง โดยค านวณมาเป็นมิลลิกรมัของ gallic acid equivalent 
(GAE) ต่อปรมิาณในหน่วยกรมัของสารสกดัดอกพญากาหลง (mg/g)  

ตาราง 6  การใสส่ารลงใน centrifuge tube เพื่อหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิกดว้ยวิธี Folin-
ciocalteu method 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรสารใน centrifuge tube (µL)  
10%v/v Folin-Ciocalteu 

reagent 
gallic 
acid 

สาร
สกดั 

75 mg/mL 
Na2CO3 

น า้กลั่น 

Negative control 100 - - 100 800 
Blank negative 

control 
- - - - 1000 

Positive control 100 100 - 100 700 
Blank positive 

control 
- 100 - - 900 

Sample test 100 - 100 100 700 
Blank sample test - - 100 - 900 

 
3.4.5 การหาปริมาณรวมของฟลาโวนอยดด์้วยวิธี aluminium chloride complexation  

การเตรียมสารละลายทดสอบ 
เตรียมสาร 8 mg/mL  aluminium chloride (AlCl3) โดยชั่ง AlCl3 น า้หนกั 0.24 g 

ละลายและปรับปริมาตรจนครบ 30 mL ด้วยเอทานอล จากนั้นเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
quercetin ใหม้ีความเขม้ขน้สดุทา้ยอยู่ระหว่าง 2.5-12.5 µg/mL โดยใช ้50% เอทานอล เป็นตวัท า
ละลาย และเตรียมสารสกัดดอกพญากาหลง ความเขม้ขน้ 1 mg/mL (ความเขม้ขน้สุดทา้ยใน
ปฏิกิรยิาเป็น 0.1 mg/mL) ชั่งสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง 10 mg ละลายและปรบั
ปรมิาตรจนครบ 10 mL ดว้ย 80% เอทานอล  

การทดสอบหาปรมิาณรวมฟลาโวนอยด ์ 
จะท าการทดลองซ า้ 3 ครัง้และในแต่ละครัง้จะเป็นอิสระต่อกนั  
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1. ปิเปต AlCl3 ปริมาตร 100 µL ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 mL 
ส าหรบั control  

2. ปิเปตสารละลายดอกพญากาหลง หรือสารละลายมาตรฐาน quercetin 
ปรมิาตร 100 µL ส าหรบั blank เติมเอทานอลใหไ้ดป้รมิาตรสดุทา้ยเป็น 1000 µL ผสมสารละลาย
ใหเ้ขา้กนั  

3. Incubate สารที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 40 นาท ีในที่มืด 
4. ปิเปตสารละลายในแต่ละหลอด ลงใน 96-well plate ปรมิาตร 200 µL จ านวน 

3 หลมุ น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร  
5. น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ มาสรา้งกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการ

ดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน quercetin เป็นกราฟมาตรฐาน จากนั้น
ค านวณหาปริมาณรวมของฟลาโวนอยดท์ี่วัดค่าไดจ้ากค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดดอกพญา
กาหลง โดยค านวณมาเป็นมิลลิกรมัของ quercetin ต่อปริมาณในหน่วยกรมัของสารสกัดดอก
พญากาหลง (mg/g)  

ตาราง 7 การใสส่ารลงใน centrifuge tube เพื่อหาปรมิาณรวมของฟลาโวนอยดว์ิธี aluminium 
chloride complexation 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรสารใน centrifuge tube (µL) 

8 mg/ml (AlCl3) quercetin สารสกดั เอทานอล 
Negative control 100 - - 900 

Blank negative control - - - 1000 
Positive control 100 100 - 800 

Blank positive control - 100 - 900 
Sample test 100 - 100 800 

Blank sample test - - 100 900 

 
3.4.6 การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีด้วย UHPLC-UV-MS 

1. การเตรียม mobile phase A หรือ 0.1% formic acid ปิเปต pure formic acid ปรมิาตร 
1 mL ผสมใน ultrapure water 1000 mL และจากนัน้น าไปกรองดว้ย 0.22 micron Nylon 
membrane filter และน าไป degas ดว้ยเครื่อง ultrasonic bath การเตรียม mobile phase B หรือ 
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acetonitrile เตรียม acetonitrile 1000 mL และจากนัน้น าไปกรองดว้ย 0.22 micron nylon 
membrane filter และน าไป degas ดว้ยเครื่อง ultrasonic bath 

2. การเตรียม diluent เตรียม 80% methanol โดยผสม methanol 800 mL และ ultrapure 
water 200 mL จากนัน้น าไปกรองผ่าน 0.22 micron Nylon membrane filter และน าไป sonicate 
15 นาที  

3. การเตรียม stock standard solution (0.1 mg/mL) ชั่งสารมาตรฐาน gallic acid, 
chlorogenic acid, Ideain chloride, ellagic acid, rutin, isoquercetin, และ quercetin อย่างละ 
0.01 g ใสใ่น volumetric flask ขนาด 10 mL แลว้ปรบัปริมาตรดว้ย 80% methanol จนปรมิาตรถึง 
3 ใน 4 ของ volumetric flask 10 mL จากนัน้น าไป sonicate จนไดส้ารละลายใส ปรบัปรมิาตรดว้ย 
80% methanol จนปรมิาตรครบ 10 mL แลว้น าไปกรองผ่าน 0.22 micron nylon membrane filter 
จากนัน้ปิเปตมา 1 mL แลว้ปรบัปรมิาตรจนครบ 10 mL เพื่อใหม้ีความเขม้ขน้  0.1 mg/mL 

4. การเตรียมสารตวัอย่าง ชั่งสารสกดัดอกพญากาหลง 10 mg ใส่ volumetric flask ขนาด 
10 mL แลว้เติม 80% methanol ปรมิาตร 8 mL แลว้จึงน าไปเรง่การละลายดว้ย ultrasonic bath 
เป็นเวลา 20 นาที จากนัน้น าไปกรองผ่าน 0.22 micron nylon membrane filter 

5. การวิเคราะหด์ว้ย UHPLC สภาวะที่ใชใ้นการวิเคราะห ์เป็นดงันี ้ 
Stationary phase  : C18 (3 x 150 mm, 2.7µm) 
Mobile phase  : 0.1% formic acid : acetonitrile 
Flow rate   : 0.6 ml/min 
Temperature      : 30 °C 
Injection volume : 5 µL 
Detector   : UV 359, 520 nm และ MS full scan mode m/z 100-1000 

ตาราง 8 ระบบ UHPLC-UV-MS และ gradient elution  

Time (min) % MP A % MP B 

0.0 95 5 
50.0 0 100 
55.0 0 100 
55.1 95 5 
60.0 95 5 
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3.4.7 การพัฒนาและการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์rutin ในสารสกัดจาก
ดอกพญากาหลง 

1. การเตรียม mobile phase A หรือ 0.1%  formic acid ปิเปต pure formic acid ปริมาตร 
1 mL ผสมใน ultrapure water 1000 mL และจากนัน้น าไปกรองดว้ย 0.22 micron Nylon 
membrane filter และน าไป degas ดว้ยเครื่อง Ultrasonic bath การเตรียม mobile phase B หรือ 
acetonitrile เตรียม acetonitrile 1000 mL และจากนัน้น าไปกรองดว้ย 0.22 micron Nylon 
membrane filter และน าไป degas ดว้ยเครื่อง ultrasonic bath 

2. การเตรียม diluent เตรียม 80% methanol โดยผสม methanol 800 mL และ ultrapure 
water 200 mL จากนัน้น าไปกรองผ่าน 0.22 micron Nylon membrane filter และน าไป sonicate 
15 นาท ี

3. การเตรียม stock standard solution (0.1 mg/mL) ชั่งสารมาตรฐาน quercetin, rutin 
และ isoquercetin อย่างละ 0.01 g ใสใ่น volumetric flask ขนาด 10 mL แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย 
80% methanol จนปรมิาตรถึง 3 ใน 4 ของ volumetric flask 10 mL จากนัน้น าไป sonicate จนได้
สารละลายใส ปรบัปรมิาตรดว้ย 80% methanol จนปรมิาตรครบ 10 mL แลว้น าไปกรองผ่าน 0.22 
micron Nylon membrane filter จากนัน้ปิเปตมา 1 mL แลว้ปรบัปรมิาตรจนครบ 10 mL เพื่อใหม้ี
ความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL 

4. การเตรียมสารตวัอย่าง ชั่งสารสกดัดอกพญากาหลง 10 mg ใส ่volumetric flask  ขนาด 
10 mL แลว้เติม 80% methanol ปรมิาตร 8 mL แลว้จึงน าไปเรง่การละลายดว้ย ultrasonic bath 
เป็นเวลา 20 นาที จากนัน้น าไปกรองผ่าน 0.22 micron Nylon membrane filter 

5. การวิเคราะหด์ว้ย UHPLC สภาวะที่ใชใ้นการวิเคราะห ์เป็นดงันี ้ 
Stationary phase   : C18 (3 x 150 mm, 2.7µm) 
Mobile phase    : 0.1% formic acid : acetonitrile 
Flow rate   : 0.6 ml/min 
Temperature   : 30 °C 
Injection volume : 5 µL 
Detector   : UV detector 359 nm 
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ตาราง 9 ระบบ UHPLC-UV และ gradient elution ของวิธีวิเคราะหท์ี่พฒันา 

Time (min) % MP A % MP B 
0 85.0 15.0 

5.00 72.5 27.5 
6.00 0 100.0 
6.01 0 100.0 
7.00 85.0 15.0 

 
3.4.7.1 การศกึษา system suitability 

ท าการปรบัสมดลุของ column ดว้ย mobile phase เป็นเวลาอย่างนอ้ย 30 นาที
เตรียม sample solution ของสารสกดัจากดอกพญากาหลงที่ความเขม้ขน้ของ rutin ประมาณ 100 
µg/mL จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UHPLC จ านวน 6 ครั้ง จากนั้นบันทึกค่า capacity 
factor, tailing factor, resolution, number of theoretical plates และ %RSD ของค่า retention 
time และ peak area 

3.4.7.2 การศกึษา method validation 
1. Specificity  

เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin, rutin และ isoquercetin และ
สารละลายตวัอย่างที่มีความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL จากนัน้น าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง UHPLC โดย
เทียบค่า retention time ของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอย่าง 

2. Linearity 
เตรียมสารละลายมาตรฐาน rutin ความเขม้ขน้ 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 

µg/ml จากนัน้น าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง UHPLC น าไป plot กราฟหาความสมัพนัธ ์และสมการ
เสน้ตรง แสดงดว้ยค่า correlation coefficient (r), slope (a) และ y-intercept (b) ของสมการ     

 y = ax + b ค่า correlation coefficient ตอ้งไม่นอ้ยกว่า 0.99 
3. Accuracy และ precision 

ใชว้ิธี standard addition โดยปิเปตสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลง 
0.5 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL ทัง้หมด 12 ขวด เติม 80% methanol  ปรมิาตร 5 
mL จากนัน้ปิเปตสารละลายมาตรฐาน rutin ปรมิาตร 0.1, 0.3 และ 0.7 mL ลงใน volumetric 
flask ขนาด 10 mL ขา้งตน้ ปรมิาตรละ 3 ขวด เป็นทัง้หมด 9 ขวด แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย 80% 
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methanol จนครบ 10 mL จากนัน้น าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง UHPLC น าค่า peak area ที่ไดแ้ทน
ลงในสมการเสน้ตรงของสารละลายมาตรฐาน rutin น าค่าความเขม้ขน้ที่ไดจ้ากสมการมา
ค านวณ %recovery ค่าที่ยอมรบัไดอ้ยู่ในช่วง 98-105% และ %RSD โดยค่าที่ยอมรบัไดอ้ยู่ในช่วง 
1.9% อา้งอิงตาม AOAC guidelines 

4. Limit of detection (LOD)  
เตรียมสารละลายมาตรฐาน rutin ความเขม้ขน้ 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 

µg/ml  จากนัน้ท าการวิเคราะหจ์ านวน 3 ครัง้ และสรา้งสมการเสน้ตรง ค านวณค่าเฉลี่ยของ slope 
และ SD ของ y-intercept จากนัน้ค านวณค่า LOD จากสตูร  

LOD =  3.3SD  
                          Slope 

SD = standard deviation of y-intercepts 
Slope = average slope from 3 equations  

5. Limit of quantitation (LOQ)  
เตรียมสารละลายมาตรฐาน rutin ความเขม้ขน้ 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 

µg/ml  จากนัน้ท าการวิเคราะหจ์ านวน 3 ครัง้ และสรา้งสมการเสน้ตรง ค านวณค่าเฉลี่ยของ slope 
และ SD ของ y-intercept จากนัน้ค านวณค่า LOQ จากสตูร  

LOQ = 10SD  
                   Slope 

SD = standard deviation of y-intercepts 
Slope = average slope from 3 equations 

พิจารณาหาความเขม้ขน้ที่ท าใหค่้า signal-to-noise เท่ากบั 10:1 เตรียมและ
ฉีดสารมาตรฐานในความเขม้ขน้ดงักลา่วซ า้ เพื่อยืนยนัว่าเป็นความเขม้ขน้ดงักลา่วเป็น LOQ 
เตรียมสารความเขม้ขน้เท่ากบั LOQ จ านวน 10 ครัง้ เพื่อวิเคราะหห์าความถกูตอ้ง และแม่นย า 
 
3.4.8 การวิเคราะหก์ารหาปริมาณ rutin ในสารสกัดจากดอกพญากาหลง 

ชั่งสารสกดัดอกพญากาหลงมา 5.00 mg ใส่ใน ใสใ่น volumetric flask ขนาด 5 
mL แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย 80% methanol จนปรมิาตรถึง 3 ใน 4 ของ volumetric flask 5 mL 
จากนัน้น าไป sonicate จนไดส้ารละลายใส ปรบัปรมิาตรดว้ย 80% methanol จนปรมิาตรครบ 5 
mL แลว้น าไปกรองผ่าน 0.22 micron nylon membrane filter จากนัน้ปิเปตมา 1 mL แลว้ปรบั
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ปรมิาตรจนครบ 10 mL เพื่อใหม้ีความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL เตรียมและฉีดสารในความเขม้ขน้
ดงักลา่ว 3 ซ า้



 

บทที ่4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

4.1 การเตรียมสารสกัดจากดอกพญากาหลง 
จากการน าดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมาสกดัดว้ย 80% เอทานอล ในอตัราสว่น 1:20 

พบว่าปริมาณสารสกัดจากดอกพญากาหลงสี เหลืองและสีม่วงมี %yield ของสารสกัดหยาบ
เท่ากบั 28.8  และ 33.3% ตามล าดบั สารสกดัที่ไดม้ีสีน า้ตาลเขม้ ขน้ หนืด (ภาพประกอบ 8)  
 
 
 
 

ภาพประกอบ 8 สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) และสีม่วง (BV) 

ตาราง 10 น า้หนกัผงแหง้ น า้หนกัสารสกดั และผล % yield crude extract สารสกดัจากดอกพญา
กาหลงสีเหลือง (BW) และสีม่วง (BV) 
 

ชนิด น ้าหนักผงแห้ง (g) น ้าหนักสารสกัด (g) % yield 
BW 7.54 2.17 28.78% 
BV 6.21 2.07 33.33% 

4.2 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
4.2.1 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH Scavenging assay 

เมื่อทดสอบความสามารถในการจบัอนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน rutin สารสกดัดอก
พญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงดว้ยวิธี DPPH Scavenging assay พบว่า สารมาตรฐาน rutin ที่
ความเขม้ขน้ ระหว่าง 1.27 – 20.30  µg/mL มี %inhibition อยู่ในช่วง 9.40-71.95 ในสารสกดัดอก
พญากาหลงสีเหลืองที่ความเขม้ขน้ 5.96-95.40 µg/mL มี %inhibition อยู่ในช่วง 8.81-82.20 และ
ในสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วงที่ความเขม้ขน้ 5.77-92.34 µg/mL มี %inhibition อยู่ในช่วง 
10.71- 84.78 ทัง้นีส้ารมาตรฐาน rutin สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมีค่าความ
เขม้ขน้ของสารที่สามารถตา้นอนมุลูอิสระไดร้อ้ยละ 50 (IC50) เท่ากบั 13.30±0.42, 51.31±3.15 
และ 45.48±5.24 µg/mL ตามล าดบั  ซึ่งสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วงมีความสามารถในการจบั

BV BW 



  35 

อนมุลูอิสระไดม้ากกว่าสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง เมื่อพิจารณาผลการทดสอบทางสถิต
ดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances พบว่าไม่มีนยัส าคญัทางสถิติที่
ระดบัความเชื่อมั่น 95%  

ตาราง 11 แสดงเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ของสารละลายมาตรฐาน rutin (n=3) ดว้ยวิธี DPPH 
Scavenging assay 

Rutin conc. (µg/mL) % Inhibition  % Inhibition  % Inhibition  Mean SD 

1.27 9.44 8.00 10.77 9.40 1.38 
2.54 11.49 11.25 16.48 13.07 2.95 
5.08 21.47 21.32 24.03 22.28 1.52 
10.15 39.40 39.01 41.11 39.84 1.12 
20.30 72.96 73.17 69.71 71.95 1.94 

ตาราง 12 แสดงเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) (n=3) ดว้ยวิธี 
DPPH Scavenging assay 

BW conc. (µg/mL) % Inhibition  % Inhibition  % Inhibition  Mean SD 
5.96 8.39 8.30 9.74 8.81 0.81 
11.93 13.05 13.23 13.77 13.35 0.38 
23.85 24.99 25.08 25.89 25.32 0.50 
47.70 47.01 47.37 48.36 47.58 0.70 
95.40 83.82 81.65 81.11 82.20 1.43 

ตาราง 13 แสดงเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV) (n=3) ดว้ยวิธี 
DPPH Scavenging assay 

BV conc. (µg/mL) % Inhibition  % Inhibition  % Inhibition  Mean SD 
5.77 11.10 10.29 10.74 10.71 0.41 
11.54 17.92 16.75 18.11 17.59 0.73 
23.09 31.61 31.52 32.33 31.82 0.45 
46.17 57.08 52.75 56.99 55.61 2.47 
92.34 89.95 80.39 84.00 84.78 4.83 
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ตาราง 14 สรุปค่า IC50 (µg/mL) ของสารมาตรฐาน rutin สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW)  
และสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV)  (n=3) ดว้ยวิธี DPPH Scavenging assay 

 

 

 

 
 
 

ภาพประกอบ  9 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้การเกิดอนมุลูอิสระ DPPH 
Scavenging assay ของสารมาตรฐาน rutin 

 

 
 
 
 

ภาพประกอบ  10 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้การเกิดอนมุลูอิสระ DPPH 
Scavenging assay ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) 

 
 

Compounds IC50 (µg/mL) IC50 (µg/mL) IC50 (µg/mL) Mean SD 
Rutin 13.47 12.82 13.60 13.30 0.42 
BW 54.56 48.26 51.09 51.31 3.16 
BV 49.50 39.55 47.40 45.48 5.24 
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ภาพประกอบ  11 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้การเกิดอนมุลูอิสระ DPPH 
Scavenging assay ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV) 

4.2.2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS radical scavenging assay 
เมื่อทดสอบความสามารถในการจบัอนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน rutin สารสกดัดอก

พญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงดว้ยวิธี ABTS radical scavenging assay พบว่า พบว่าสาร
มาตรฐาน rutin ที่ความเขม้ขน้ ระหว่าง 1.24–19.88  µg/mL มี %inhibition อยู่ในช่วง 13.46-
95.40 ในสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองที่ความเขม้ขน้ 3.20-51.16 µg/mL มี %inhibition อยู่
ในช่วง 9.52-89.20 และในสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วงที่ความเขม้ขน้ 2.91-34.95 µg/mL 
มี %inhibition อยู่ในช่วง 17.48-94.94 สารมาตรฐาน rutin สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและ
สีม่วงมีค่า IC50 เท่ากบั 7.65±0.31, 27.33±0.92, 16.02±0.55 µg/mL ตามล าดบั  ซึ่งสารสกดัดอก
พญากาหลงสีม่วงมีความสามารถในการจบัอนมุลูอิสระไดม้ากกว่าสารสกดัดอกพญากาหลงสี
เหลืองอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% เมื่อทดสอบทางสถิตดว้ยวิธี t-Test: 
Two-Sample Assuming Unequal Variances  

ตาราง 15 แสดงเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ของสารละลายมาตรฐาน rutin (n=3) ดว้ยวิธี ABTS radical 
scavenging assay 
 

Rutin conc. (µg/mL) % Inhibition  % Inhibition  % Inhibition  Mean SD 
1.24 13.39 13.60 13.39 13.46 0.12 
2.48 24.67 22.56 21.25 22.83 1.73 
4.97 39.38 37.06 37.26 37.90 1.28 
9.94 70.59 67.37 66.67 68.21 2.09 
19.88 96.07 95.57 94.56 95.40 0.77 
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ตาราง 16 แสดงเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW)  (n=3) ดว้ยวิธี 
ABTS radical scavenging assay 

BW conc. (µg/mL) % Inhibition  % Inhibition  % Inhibition  Mean SD 
3.20 9.30 10.26 9.01 9.52 0.65 
6.39 9.68 14.09 14.96 12.91 2.83 
12.79 24.83 25.60 28.28 26.24 1.81 
25.58 47.17 48.03 51.97 49.06 2.56 
51.16 90.41 86.39 90.80 89.20 2.44 

ตาราง 17 แสดงเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV)  (n=3) ดว้ยวิธี 
ABTS radical scavenging assay 

BV conc. (µg/mL) % Inhibition  % Inhibition  % Inhibition  Mean SD 
2.91 17.29 18.16 17.00 17.48 0.60 
5.82 25.74 23.63 21.52 23.63 2.11 
11.64 42.07 43.04 35.73 40.28 3.97 
23.28 71.18 68.88 69.74 69.93 1.16 
34.95 94.33 96.25 94.24 94.94 1.14 

ตาราง 18 สรุปค่า IC50 (µg/mL) ของสารมาตรฐาน rutin สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW)  
สารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV)  (n=3) ดว้ยวิธี ABTS radical scavenging assay 

Compounds IC50 (µg/mL) IC50 (µg/mL) IC50 (µg/mL) Mean SD 
Rutin 6.32 6.80 6.88 6.67 0.31 
BW 27.71 28.00 26.27 27.33 0.92 
BV 15.68 15.72 16.66 16.02 0.55 
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ภาพประกอบ  12 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้การเกิดอนมุลูอิสระ ABTS 
radical scavenging assay ของสารมาตรฐาน rutin 

 
 
 
 
 

 

ภาพประกอบ  13 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้การเกิดอนมุลูอิสระ ABTS 
radical scavenging assay ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) 

 

 

 
 
 

ภาพประกอบ  14 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้การเกิดอนมุลูอิสระ ABTS 
radical scavenging assay ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV) 
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4.2.3 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Ferric Reducing Antioxidant Power Assay (FRAP 
assay) 

ศกึษาคณุสมบติัในการเป็นตวัใหอิ้เล็กตรอนของสารตา้นอนมุลูอิสระกบั ferric 
ion ดว้ยวิธี FRAP assay จากกราฟแสดงความเขม้ขน้และค่าดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน 
Ferrous sulfate ความเขม้ขน้ 10-100 µM พบว่ามีค่าดดูกลืนแสงเฉลี่ย 0.145-1.304 ฤทธิ์ตา้น
อนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน rutin สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง พบว่า สาร
มาตรฐาน rutin สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมีค่า Ferrous sulfate equivalent 
เท่ากบั 721.500±39.472, 100.621±6.149 และ 132.325±5.574 mmol/100g extract ตามล าดบั 
ซึ่งสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วงมีความสามารถในการเป็นตวัใหอิ้เล็กตรอนแก่อนมุลูอิสระได้
มากกว่าสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง อย่างมีนยัส าคญัทางสถิตที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 
เมื่อทดสอบทางสถิตดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 

ตาราง 19 แสดงความเขม้ขน้และค่าดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน ferrous sulfate 

Ferrous sulfate conc. (µM) Absorbance  
1 2 3 Mean SD 

10.000 0.142 0.147 0.145 0.145 0.003 
20.000 0.285 0.280 0.251 0.311 0.019 
40.000 0.549 0.551 0.554 0.587 0.003 
60.000 0.780 0.781 0.787 0.818 0.003 
80.000 1.038 1.033 1.055 1.078 0.011 
100.000 1.314 1.284 1.200 1.304 0.060 

 
 
 
 

ภาพประกอบ  15 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และค่าดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน ferrous 
sulfate 
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ตาราง 20 แสดงฤทธิ์ Ferrous sulfate equivalent (mmol/100g extract) ของสารมาตรฐาน rutin 
สกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW)  และสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV) (n=3) ดว้ยวิธี Ferric 
Reducing Antioxidant Power Assay (FRAP assay) 

4.3 การศึกษาฤทธิ์การยับย้ังเอนไซมไ์ทโรซิเนสด้วยวิธี Mushroom tyrosinase inhibitory 
assay 

เพื่อศึกษาฤทธิ์การยับยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสดว้ยวิธี Mushroom tyrosinase inhibitory assay 
โดยสารสกัดดอกพญากาหลงสีม่วงมีค่า IC50 เท่ากับ 93.36±2.73 µg/mL สารสกัดดอกพญา
กาหลงสีเหลือง มีค่า IC50 เท่ากบั 117.67±11.59 µg/mL  เมื่อเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน kojic 
acid มีค่า IC50 เท่ากบั 17.76±0.03 µg/mL เมื่อรายงานค่าเป็น %inhibition พบว่าสารมาตรฐาน 
kojic acid ที่ความเขม้ขน้ ระหว่าง 6.31-25.25 µg/mL มี %inhibition อยู่ในช่วง 17.27-64.78 ใน
สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองที่ความเขม้ขน้ 64.08-106.80 µg/mL มี %inhibition อยู่ในช่วง 
34.14-47.58 และในสารสกัดดอกพญากาหลงสีม่วงที่ความเข้มข้น  55.50-99.90 µg/mL 
มี %inhibition อยู่ในช่วง 33.56-54.39 แต่เมื่อน า %inhibition ไปทดสอบทางสถิติพบว่าสารสกัด
ดอกพญากาหลงสีม่วงมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ไทโรซิเนสไดม้ากกว่าสารสกดัดอกพญากาหลง
สีเหลือง ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคัญทางสถิตที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เมื่อทดสอบทางสถิต
ดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 

ตาราง 21 แสดงเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนส ของ kojic acid (n=3) ดว้ยวิธี Mushroom 
tyrosinase inhibitory assay 

Kojic acid conc. (µg/mL) % Inhibition  % Inhibition  % Inhibition  Mean SD 
6.31 23.48 17.06 11.27 17.27 6.11 
9.47 25.99 28.91 30.32 28.41 2.21 
12.63 39.89 41.71 38.49 40.03 1.61 

Compounds Ferrous sulfate equivalent (mmol/100g extract) 

1 2 3 Mean SD 
Rutin  765.625 709.325 689.549 721.500 39.472 
BW  101.497 94.081 106.284 100.621 6.149 
BV  137.956 132.209 126.810 132.325 5.574 
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15.78 50.99 49.88 46.96 49.28 2.08 
18.94 53.27 52.92 54.61 53.60 0.89 
22.10 61.74 60.86 62.09 61.57 0.63 
25.25 63.14 64.08 67.11 64.78 2.08 

 

ตาราง 22 แสดงเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง 
(BW)   (n=3) ดว้ยวิธี Mushroom tyrosinase inhibitory assay 

BW conc. (µg/mL) % Inhibition  % Inhibition  % Inhibition  Mean SD 
64.08 34.57 36.91 30.93 34.14 3.01 
74.76 38.01 36.84 39.38 38.08 1.27 
85.44 40.41 38.83 41.24 40.16 1.22 
96.12 45.36 42.13 44.88 44.12 1.74 
106.80 45.91 46.25 50.58 47.58 2.60 

ตาราง 23 แสดงเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV)   
(n=3) ดว้ยวิธี Mushroom tyrosinase inhibitory assay 

BV conc. (µg/mL) % Inhibition  % Inhibition  % Inhibition  Mean SD 

55.50 29.76 34.13 36.80 33.56 3.55 
66.60 37.96 40.49 41.14 39.86 1.68 
77.70 44.00 45.42 45.54 44.99 0.86 
88.80 50.85 50.06 51.61 50.84 0.77 
99.90 54.25 58.20 50.71 54.39 3.75 

ตาราง 24 สรุปค่า IC50 (µg/mL) ของสารมาตรฐาน rutin สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW)  
และสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV)  (n=3) ดว้ยวิธี Mushroom tyrosinase inhibitory 
assay 

Compounds IC50 (µg/mL) IC50 (µg/mL) IC50 (µg/mL) Mean SD 

Kojic acid 17.73 17.78 17.78 17.76 0.03 



  43 

BW 117.98 129.10 105.93 117.67 11.59 
BV 94.01 90.36 95.70 93.36 2.73 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ  15 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสของสาร
มาตรฐาน kojic acid (n=3) ดว้ยวิธี Mushroom tyrosinase inhibitory assay  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 16 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสของสาร
สกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW)  (n=3) ดว้ยวิธี Mushroom tyrosinase inhibitory assay 
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ภาพประกอบ  17 กราฟระหว่างความเขม้ขน้และเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสของสาร
สกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV) (n=3) ดว้ยวิธี Mushroom tyrosinase inhibitory assay 

4.4 การศึกษาหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกด้วยวิธี Folin-ciocalteu method 
จากการวิเคราะหห์าปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกดว้ยวิธี Folin-ciocalteu method พบว่า

สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมีค่าของปริมาณฟีนอลิก ทัง้หมดเท่ากบั 18.13±0.19 
และ 18.01±0.7 mg of gallic acid/g of extracts เมื่อเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน gallic 
acid  ที่ความเขม้ขน้ ระหว่าง 0.00625-0.05120 mg/mL  สารสกัดดอกพญากาหลงสีเหลืองมี
ปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิกไม่แตกต่างจากสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง อย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติที่ความเชื่ อมั่ น 95% (p=0.05) เมื่อทดสอบทางสถิ ติด้วยวิ ธี  t-Test: Two-Sample 
Assuming Unequal Variances  

ตาราง 25 ค่าการดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน gallic acid 

Gallic acid conc. (mg/mL) Absorbance 

1 2 3 Mean SD 

0.00625 0.2020 0.2147 0.2161 0.2109 0.0078 

0.01250 0.4113 0.4180 0.4300 0.4198 0.0095 

0.02500 0.5920 0.6013 0.6067 0.6000 0.0074 

0.04271 0.7733 0.7803 0.7860 0.7799 0.0063 

0.05120 0.8163 0.8193 0.8140 0.8166 0.0027 
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ภาพประกอบ  18  กราฟมาตรฐานระหว่างความเขม้ขน้และค่าดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน 
gallic acid 

ตาราง 26 ปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิกดว้ยวิธี Folin-ciocalteu method ในสารสกดัจากดอก
พญากาหลงสีเหลือง (BW) และสีม่วง (BV) 

Compounds mg of gallic acid/g of extracts 

1 2 3 Mean SD 
BW 18.23 18.25 17.92 18.13 0.19 
BV 17.89 18.20 17.95 18.01 0.17 

4.5 การศึกษาหาปริมาณรวมของฟลาโวนอยดด์้วยวิธี aluminium chloride complexation  
จากการวิ เคราะห์หาปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์ด้วยวิ ธี  aluminium chloride 

complexation พบว่า โดยสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองมีค่าของปริมาณฟีนอลิกทัง้หมด
เท่ากับ 76.7002±0.74 mg of quercetin/g of extracts และ สารสกัดดอกพญากาหลงสีม่วง
ค่าของปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากับ 97.2056±0.06 mg of quercetin/g of extracts  เมื่อ
เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน quercetin ที่ความเข้มข้น ระหว่าง 12.50-125.00 
mg/mL สารสกัดดอกพญากาหลงสีม่วงมีปริมาณรวมของฟลาโวนอยดม์ากกว่าในสารสกัด
ดอกพญากาหลงสีเหลือง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95% (p=0.05) 
เมื่อทดสอบทางสถิติดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 
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ตาราง 27 ค่าการดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน quercetin 

Quercetin conc. (mg/mL) Absorbance 
1 2 3 Mean SD 

12.50 0.0620 0.0537 0.0473 0.0543 0.0074 
25.00 0.1067 0.0987 0.0947 0.1000 0.0061 
50.00 0.2020 0.1913 0.1843 0.1926 0.0089 
75.00 0.2963 0.2950 0.2877 0.2930 0.0047 
100.00 0.3667 0.3707 0.3587 0.3653 0.0061 
125.00 0.4680 0.4567 0.4443 0.4563 0.0118 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 19  กราฟนระหว่างความเขม้ขน้และค่าดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน quercetin 

ตาราง 28 ปรมิาณรวมของฟลาโวนอยดด์ว้ยวิธี aluminium chloride complexation ในสารสกดั
จากดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) และสีม่วง (BV) 

Compounds mg of quercetin/g of extracts 
1 2 3 Mean SD 

BW  77.03 77.21 75.86 76.7002 0.7371 
BV 97.17 97.17 97.27 97.2056 0.0574 

4.6 การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีด้วย UHPLC-UV-MS 
การวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค UHPLC-UV-MS ในการทดลองนีไ้ดใ้ชส้ารมาตรฐาน

จ านวน 7 ชนิด ไดแ้ก่ gallic acid, chlorogenic acid, Ideain chloride, ellagic acid, 
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rutin, isoquercetin, และ quercetin โดยพบว่า retention time มีค่าเท่ากบั 2.530, 9.143, 
10.510, 21.314, 21.521, 22.454 และ 35.318 นาที ตามล าดบั เมื่อฉีดสารละลาย
ตวัอย่าง BW, BV พบว่ามีค่า retention time เท่ากบั 21.628 และ 21.618 นาที ตามล าดบั 
เมื่อพิจารณาการตรวจวดัดว้ย Mass ในโหมดประจลุบ พบว่ามีมวลโมเลกลุหลกัเท่ากบั 
609.2 ซึ่งค่า retention time และค่ามวลโมเลกลุหลกันีม้ีค่าตรงกบัสารมาตรฐาน rutin จึง
สรุปไดว้่าองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงเป็น rutin 
นอกจากนีก้ารวิเคราะหส์ารละลายตวัอย่างที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ไม่ปรากฏพีค
ของสารในกลุม่แอนโทไซยานิน 

ตาราง 29 แสดงผลการศกึษาองคป์ระกอบทางเคมีดว้ย UHPLC-UV-MS ของสารมาตรฐาน gallic 
acid, chlorogenic acid Ideain, chloride, ellagic acid, rutin, isoquercetin, quercetin และ
สารตวัอย่างสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) และสีม่วง (BV) 

Compounds Wavelength 
(nm) 

Retention 
time (min) 

Mode Retention 
time (min) 

Mass 
peak 

Gallic acid 280 2.530 Negative 2.546 169 

Chlorogeni
c acid 

320 9.143 Positive, 
Negative 

9.172, 9.184 355.1, 
353.2 

Ideain 
chloride 

520 10.510 Positive 10.919 449.1 

Ellagic acid 359 21.314 Positive, 
Negative 

NA NA 

Rutin 359 21.521 Negative 21.667 609.2 

BV 359 21.618 Negative 21.647 609.2 

BW 359 21.628 Negative 21.672 609.2 
Isoquercetin 359 22.454 Negative 22.472 463.1 

Quercetin 359 35.318 Negative 35.365 301.1 
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ภาพประกอบ 20  กราฟมาตรฐาน retention time และ signal (mAU) ของสารมาตรฐาน rutin 
สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) และสีม่วง (BV) 
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ภาพประกอบ 21  Mass spectrum ของสารมาตรฐาน rutin สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง 
(BW) และสีม่วง (BV) 

4.7 การพัฒนาและการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์rutin ในสารสกัดจากดอก
พญากาหลง 
4.7.1 การศึกษา system suitability 

จากการทดลองการศกึษา system suitability ของวิธีวิเคราะหต่์อสาร rutin ใน
สารละลายสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง พบว่าระบบมีความเหมาะสมใน
การศึกษา เนื่องจากบนัทกึค่า capacity factor, tailing factor และ number of theoretical 
plates ของสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองเท่ากบั 3.325, 1.403  และ 
28492.426 ของสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง เท่ากบั 1.768, 1.013 และ 
13156.213 ตามล าดบั โดยผลการศึกษานีแ้สดงใหเ้ห็นว่าสารถกูหน่วงอยู่ในคอลมันอ์ย่าง
เหมาะสม มี %RSD ของค่า retention time และ peak area มีค่านอ้ยกว่า 1% แสดงให้
เห็นว่าระบบ UHPLC ที่ใชม้ีความเหมาะสม 

 

Ru
tin

 60
9.2

 
BW

 60
9.2

 
BV

 60
9.2
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ตาราง 30 แสดงผลที่ไดจ้ากการวิเคราะห ์system suitability ในสภาวะ water : acetonitrile ใน
สดัสว่น 0-5 min, 15% acetonitrile; 5-6 min, 27.5-100% acetonitrile และ 6.01-7 min, 100-
15% acetonitrile ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) ความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL (n=6) 

 

ตาราง 31 แสดงผลที่ไดจ้ากการวิเคราะห ์system suitability ในสภาวะ water : acetonitrile ใน
สดัสว่น 0-5 min, 15% acetonitrile; 5-6 min, 27.5-100% acetonitrile และ 6.01-7 min, 100-
15% acetonitrile ของสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV) 0.1 mg/mL (n=6) 

 
4.7.2 การศึกษา method validation 

4.7.2.1 Specificity 
จากผลการทดลองสารละลายมาตรฐานผสมของสารละลายมาตรฐานของ rutin 

ที่ความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL พบว่าวิธีวิเคราะหน์ีม้ีความจ าเพาะเจาะจงเนื่องจากสามารถแยกสาร 
rutin ในสารละลายมาตรฐาน, สารละลายสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและดอกพญากาหลง
สีม่วง โดยมีค่า resolution (R) ระหว่างพีคของ rutin กบัพีคดา้นหนา้และพีคดา้นหลงัเท่ากบั 18.41 
และ 3.05 ตามล าดบั เมื่อท าการฉีดสารละลายมาตรฐานของ quercetin และ isoquercetin พบว่า
มีค่า retention time เท่ากับ 6.163 และ 4.219 นาที ทัง้นีจ้ะเห็นไดว้่าพีคของ rutin ไม่ถูกรบกวน

n = 6 Retention 
time 

Peak 
area 

capacity 
factor 

tailing 
factor 

No. of 
theoretical 

plates 

Resolution 
(before) 

Resolution 
(before) 

UV 
purity 

mean 3.801 278.27 1.77 1.02 13247.21 20.67 6.21 999.85 

SD 0.00 0.31 0.00 0.03 43.91 1.90 0.07 0.16 
%RSD 0.09 0.11 0.18 2.91 0.33 9.18 1.08 0.02 

n = 6 Retention 
time 

Peak 
area 

capacity 
factor 

tailing 
factor 

No. of 
theoretical 

plates 

Resolution 
(before) 

Resolution 
(before) 

UV 
purity 

mean 3.803 232.747 1.77 1.01 13156.21 20.97 6.29 999.88 
SD 0.00 0.26 0.00 0.02 25.78 1.43 0.10 0.10 

%RSD 0.04 0.11 0.10 2.23 0.20 6.80 1.63 0.01 
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ดว้ยสารที่มีโครงสรา้งใกลเ้คียงกนั นอกจากนี ้เมื่อตรวจสอบ Peak purity ของ rutin ในสารละลาย
มาตรฐาน, สารละลายสารสกัดดอกพญากาหลงสี เหลืองและดอกพญากาหลงสีม่วงเท่ากับ 
999.99, 999.98 และ 999.86 ตามล าดบั  
 

 

 

 

ภาพประกอบ 22 แสดง UHPLC chromatogram ของตวัท าละลาย (diluent) 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 23 แสดง UHPLC chromatogram ของสารละลายมาตรฐานผสมของ rutin, 
isoquercetin และ quercetin ที่ความเขม้ขน้ 0.04 mg/mL 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 24 แสดง UHPLC chromatogram ของสารละลายมาตรฐานของ rutin ที่ความ
เขม้ขน้ 0.01 mg/mL 

 

Rutin 

Isoquercetin 

Quercetin 

Rutin 
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ภาพประกอบ 25 แสดง UHPLC chromatogram ของสารละลายมาตรฐานของ isoquercetin ที่
ความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 26 แสดง UHPLC chromatogram ของสารละลายมาตรฐานของ quercetin ที่
ความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL 

 

 

 

ภาพประกอบ 27 แสดง UHPLC chromatogram ของสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลงสี
เหลือง Bauhinia tomentosa L.  

 

 

 

 

ภาพประกอบ 28 แสดง UHPLC chromatogram ของสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง 
Bauhinia tomentosa L. 

 

Rutin 

Isoquercetin 

Quercetin 

Rutin 
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4.7.2.2 Linearity 
เป็นการแสดงความสามารถของวิธีวิเคราะหท์ี่ใหผ้ลการวิเคราะหเ์ป็นสัดส่วน

โดยตรงกับความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน โดยการสรา้งกราฟเสน้ตรงระหว่างความเขม้ขน้ของ
สารละลายมาตรฐาน rutin 10.15-101.5 µg/mL (แกน X) กับ peak area (แกน Y) โดยสมการ
เสน้ตรง, ค่า correlation coefficient (R) และ linearity ของ rutin แสดงไดด้งัตารางที่ 6 จะเห็นว่า
ค่า correlation coefficient (R) ที่ไดจ้ากสมการเสน้ตรงของ rutin มีค่าเท่ากบั 0.9999 ทัง้นี ้AOAC 
guidelines ก าหนดใหค่้า correlation coefficient ไม่นอ้ยกว่า 0.99 

ตาราง 32 แสดงช่วงความเขม้ขน้ที่ใหค้วามสมัพนัธอ์ย่างเป็นเสน้ตรง, สมการเสน้ตรง และค่า 
correlation coefficient (n = 3) 

Standard Range (µg/mL) Linear regression equation Correlation 
coefficient (R) 

Rutin 10.15-101.5 y = 12.44x + 1.0913 0.9999 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 29 calibration curve ของสารมาตรฐาน rutin (n=3) 

4.7.2.3 Accuracy 
จากการทดลองการศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ rutin ในสารสกัด 

จากดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง ด้วยวิธี Standard addition ซึ่งเป็นการทดสอบความ
ถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหใ์นกรณีที่ไม่มี placebo ของตวัอย่างสารสกดัสมนุไพรที่มีสารที่รบกวนการ
วิเคราะห ์อีกทัง้ยังสามารถใชย้ืนยันว่ามี rutin ในสารสกัดจากดอกพญากาหลง ท าไดโ้ดยปิเปต
สารสกัดจากดอกพญากาหลง สีขาวที่ความเข้มข้น rutin เฉลี่ยเท่ากับ  11.76 µg/mL แล้วใส่
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สารละลายมาตรฐาน rutin ความเขม้ขน้ 10.15, 30.45 และ 71.05 µg/mL ตามล าดับ เมื่อน ามา
วิเคราะหค์วามเขม้ข้นของ rutin ทั้งหมดไดเ้ท่ากับ 21.98, 42.17และ 82.21 µg/mL ตามล าดับ 
โดยพบปริมาณ rutin จากการวิ เคราะห์เท่ากับ 10.21, 30.41และ70.44 µg/mL เมื่อน ามา
ค านวณหา  %recovery±%RSD พบว่ ามี ค่ า  100.59±1.52, 99.86±1.59 และ  99.14±1.28 
ตามล าดับ ส่วนสารสกัดดอกพญากาหลงสีม่วง จะปิเปตสารตัวอย่างที่ความเข้มขน้ rutin เฉลี่ย
เท่ากบั  14.62 µg/mL แลว้ใส่สารละลายมาตรฐาน Rutin ความเขม้ขน้ 10.15, 30.45 และ 71.05 
µg/mL ตามล าดบั เมื่อน ามาวิเคราะหค์วามเขม้ขน้ของ rutin ทัง้หมด ไดเ้ท่ากบั 24.70, 44.68 และ 
85.45µg/mL ตามล าดบั โดยพบปริมาณ rutin จากการวิเคราะหเ์ท่ากบั 10.12, 30.09 และ70.86 
µg/mL เมื่อน ามาค านวณหา %recovery±%RSD พบว่ามีค่า 99.23±0.45, 98.83±0.88 และ 
99.74±0.58 ตามล าดบั 

ตาราง 33 การศกึษา Accuracy ของวิธีวิเคราะหใ์นสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) 

sample rutin 
 (µg/mL) 

(n=3) 

total rutin 
(µg/mL) 

found 
(µg/mL) 

add 
(µg/mL) 

%recovery 
(mean±%RSD) 

(n=3) 
 

11.76±0.21 
21.98 10.21 10.15 100.59±1.52 
42.17 30.41 30.45 99.86±1.59 
82.21 70.44 71.05 99.14±1.28 

 

ตาราง 34 การศกึษา Accuracy ของวิธีวิเคราะหใ์นสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV) 

sample rutin 
 (µg/mL) 

(n=3) 

total rutin 
(µg/mL) 

found 
(µg/mL) 

add 
(µg/mL) 

%recovery 
(mean±%RSD) 

(n=3) 
 

14.62±0.15 
24.70 10.12 10.15 99.23±0.45 
44.68 30.09 30.45 98.83±0.88 
85.45 70.86 71.05 99.74±0.58 
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4.7.2.4 Intra-day precision (repeatability) 
จากการทดลองการศึกษา precision ของวิธีวิเคราะห ์rutin ในสารสกดัจากดอก

พญากาหลงสีเหลือง ดว้ยวิธี Standard addition พบว่าเมื่อค านวณ %RSD ไดเ้ท่ากบั 1.52, 1.59 
และ 1.28 ตามล าดบั 

จากการทดลองการศึกษา precision ของวิธีวิเคราะห ์rutin ในสารสกดัจากดอก
พญากาหลงสีม่วง ดว้ยวิธี standard addition พบว่าเมื่อค านวณ %RSD ไดเ้ท่ากับ 0.45, 0.88 
และ 0.58 ตามล าดบั 

ตาราง 35 การศกึษา Intra-day precision ของวิธีวิเคราะห ์ของดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) 

ระดับ rutin 
(µg/mL) 

Intra-day precision 
(n=3, %RSD) 

10.15 1.52 
30.45 1.59 
71.05 1.28 

ตาราง 36 การศกึษา Intra-day precision ของวิธีวิเคราะห ์ของดอกพญากาหลงสีม่วง  

ตาราง 37 แสดงสมการเสน้ตรง, ค่า correlation coefficient, LOD, LOQ ของสารมาตรฐาน rutin 

ระดับ rutin 
(µg/mL) 

Intra-day precision 
(n=3, %RSD) 

10.15 0.45 
30.45 0.88 
71.05 0.58 

Linearity Equation Slope y-intercept R 
1 y = 12.444x-1.2367 12.444 -1.2367 0.9999 
2 y = 12.438x-1.5508 12.438 -1.5508 0.9999 
3 y = 12.439x -0.4866 12.439 -0.4866 0.9999  

Mean 12.44 -1.09 
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4.7.2.5 Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 
การค านวณ LOD และ LOQ ท าโดยการค านวณค่าความแปรปรวนของค่า y-

intercept และ ค่าเฉลี่ยของ slope จากสมการเส้นตรงทั้ง 3 สมการ จากสูตร LOD = (3.3 
SD)/( Slope) และ LOQ = (10 SD)/( Slope) ตามล าดับ ผลการค านวณท าให้ได้ค่า LOD และ 
LOQ เท่ากบั  0.15 µg/mL และ 0.44 µg /mL ตามล าดบั เมื่อท าการทดลองฉีดสารละลาย rutin ที่
ความเขม้ขน้ดงักล่าวเพื่อยืนยัน LOD และ LOQ พบว่าได ้UHPLC chromatogram ตามรูปที่ 10 
และ 11 เมื่อพิจารณา peak area ของสารละลาย rutin ที่ความเขม้ขน้ LOQ 0.44 µg /mL พบว่า
มี %RSD เท่ากบั 0.80%  

 

 

 

ภาพประกอบ 30 แสดง UHPLC chromatogram ของสารละลายมาตรฐานของ rutin ความ
เขม้ขน้ 0.15 µg /mL  

 

 

 

ภาพประกอบ 31 แสดง UHPLC chromatogram ของสารละลายมาตรฐานของ rutin ความ
เขม้ขน้ 0.44 µg /mL 

 

 
SD 0.00 0.55 

 
 

LOD 0.15 (µg/mL) 
 

 
LOQ 0.44 (µg /mL) 

 

Rutin 

Rutin 
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ตาราง 38 แสดง สมการเสน้ตรง และค่า correlation coefficient ของสารมาตรฐาน rutin 

LOQ 
No. RT (min) PA (mAU.s) conc. (µg/mL) 
1 3.810 16.450 1.410 
2 3.808 16.842 1.442 
3 3.807 16.538 1.417 
4 3.805 16.751 1.434 
5 3.808 16.534 1.417 
6 3.808 16.513 1.415 
7 3.808 16.533 1.417 
8 3.809 16.517 1.415 
9 3.810 16.448 1.410 
10 3.810 16.455 1.410 

Mean 3.81 16.56   
SD 0.00 0.13   

%RSD 0.04 0.80   

4.8 การวิเคราะหก์ารหาปริมาณ rutin ในสารสกัดจากดอกพญากาหลง 
การวิเคราะหป์รมิาณของ rutin ในตวัอย่างสารสกดัจากดอกพญากาหลงสีเหลือง

และสีม่วงท าโดยชั่งและละลายตวัอย่างใหม้ีความเขม้ขน้ของ rutin อยู่ภายในช่วงของ
สมการเสน้ตรงจากแทนค่าความเขม้ขน้ของ rutin ที่ไดล้งในสมการดงัต่อไปนี ้ 

 

Final conc. (µg/mL) = 
ปริมาณ 𝑟𝑢𝑡𝑖𝑛 (µ𝑔) 

5 𝑚𝐿
×

1 𝑚𝐿

10 𝑚𝐿
 

30.652 µg/mL = 
ปริมาณ 𝑟𝑢𝑡𝑖𝑛 (µ𝑔) 

5 𝑚𝐿
×

1 𝑚𝐿

10 𝑚𝐿
 

ปรมิาณ rutin (µg) = 1532.6 µg = 1.5326 mg 
ดงันัน้ % rutin ในสารสกดัดอกพญากาหลง = 1.5326  𝑚𝑔

5.20 𝑚𝑔
× 100 = 29.47% 

การวิเคราะหพ์บสารสกดัดอกพญากาหลงสีขาวมีปรมิาณของ rutin เฉลี่ยเท่ากบั 
20.38%w/w และสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วงมีปริมาณของ rutin เฉลี่ยเท่ากบั 
29.76%w/w ทัง้นีผ้ลการวิเคราะหส์ารตวัอย่างมีความแม่นย าแสดงโดยค่า %RSD เท่ากบั 
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0.55 และ 1.59 ตามล าดบั จากการทดสอบทางสถิติพบว่าสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง
มีปรมิาณ rutin มากกว่าสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง และเมื่อน าไปทดสอบทางสถิติ
พบว่าแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95% (p=0.05) เมื่อทดสอบ
ทางสถิติดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 

ตาราง 39 แสดงผลการวิเคราะหห์าปรมิาณ rutin ในตวัอย่างสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง 
(BW) 

Sample weight 
(mg) 

retention time 
(min) 

Peak area 
(mAU.s) 

conc. 
(µg/mL) 

µg of 
rutin 

%rutin 

1 5.32 3.927 267.45 21.587 1079.30 20.29 
2 5.39 3.929 271.752 21.933 1096.63 20.35 
3 5.35 3.925 271.84 21.940 1097.00 20.50      

Mean 20.38      

SD 0.11      

%RSD 0.55 

 

ตาราง 40 แสดงผลการวิเคราะหห์าปรมิาณ rutin ในตวัอย่างสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV) 

Samples weight 
(mg) 

retention time 
(min) 

Peak area 
(mAU.s) 

conc. 
(µg/mL) 

µg of 
rutin 

%rutin 

1 5.20 3.804 380.22 30.65 1532.61 29.47 
2 5.03 3.801 368.10 29.68 1483.88 29.50 
3 5.26 3.798 395.54 31.88 1594.18 30.31      

Mean 29.76      

SD 0.47      

%RSD 1.59 
 



 

บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และขอ้เสนอแนะ 

พญากาหลงเป็นสมนุไพรที่เป็นแหล่งของสารส าคญัที่มีประโยชนท์างเภสชัวิทยา จากรายงาน
วิจยัก่อนหนา้พบว่าสารสกดัจากรากและใบของตน้พญากาหลง (Bauhinia tomentosa L.) มีฤทธิ์

ตา้นจุลชีพ ตา้นมะเร็ง และสมานแผล งานวิจัยนีไ้ดศ้ึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากดอก
พญากาหลงโดยเปรียบเทียบระหว่างดอกสีขาวและสีม่วง โดยเปรียบเทียบฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ
และฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนส องค์ประกอบของสารในกลุ่มฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ รวมถึง
องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกัดจากดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงดว้ยเทคนิค UHPLC-
UV-MS 

สารสกัดดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงที่สกัดดว้ย 80% เอทานอล ในอัตราส่วน 1:20 
พบว่าปริมาณสารสกัดจากดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมี %yield ของสารสกัดหยาบ
เท่ากบั 28.8  และ 33.3% ตามล าดบั สารสกดัที่ไดม้ีลกัษณะเป็นสีน า้ตาลเขม้ ขน้ และหนืด  

เมื่อทดสอบความสามารถในการจับอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน rutin สารสกัดดอกพญา
กาหลงสีเหลืองและสีม่วงดว้ยวิธี DPPH Scavenging assay พบว่า สารมาตรฐาน rutin สารสกดั
ดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมีค่าความเขม้ขน้ของสารที่สามารถตา้นอนุมลูอิสระไดร้อ้ยละ 
50 (IC50) เท่ากับ 13.30±0.42, 51.31±3.15, 45.48±5.24 µg/mL ตามล าดับ  ซึ่งสารสกัดดอก
พญากาหลงสีม่วงมีความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ ไดม้ากกว่า สารสกดัดอกพญากาหลงสี
เหลือง ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p=0.05) 

เมื่อทดสอบความสามารถในการจับอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน rutin สารสกัดดอกพญา
กาหลงสีเหลืองและสีม่วงดว้ยวิธี ABTS radical scavenging assay พบว่า สารมาตรฐาน rutin 
สารสกัดดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมีค่า IC50 เท่ากับ 7.65±0.31, 27.33±0.92 , 
16.02±0.55 µg/mL ตามล าดับ  ซึ่งสารสกัดดอกพญากาหลงสีม่วงมีความสามารถในการจับ
อนมุลูอิสระ ไดม้ากกว่า สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p=0.05)  

ศึกษาคณุสมบติัในการเป็นตวัใหอิ้เล็กตรอนแก่อนุมลูอิสระ ของสารมาตรฐาน rutin สารสกดั
ดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงดว้ยดว้ยวิธี FRAP assay พบว่า สารมาตรฐาน rutin สารสกดั
ดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงมีค่า Ferrous sulfate equivalent เท่ากับ 721.500±39.472, 
100.621±6.149 และ 132.325±5.574 mmol/100g extract ตามล าดับ  ซึ่งสารสกัดดอกพญา
กาหลงสีม่วงมีความสามารถในการเป็นตวัใหอิ้เล็กตรอนแก่อนุมลูอิสระ ไดม้ากกว่า สารสกดัดอก
พญากาหลงสีเหลือง อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ (p=0.05) จากการศึกษาจะเห็นไดว้่าสารสกัด
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ดอกพญากาหลงมีฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระดว้ยกลไกการตา้นอนมุลูอิสระและการใหอิ้เล็กตรอน 
สารสกัดดอกพญากาหลงมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง เอนไซมไ์ทโรซิเนส โดยสารสกัดดอก

พญากาหลงสีม่วงมีค่า IC50 เท่ากบั 93.36±2.73 µg/mL สารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง มีค่า 
IC50 เท่ากับ 117.67±11.59 µg/mL  เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน kojic acid มีค่า IC50 
เท่ากบั 17.76±0.03 µg/mL แต่ฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง
และสีม่วง ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95% (p=0.05) 

ตาราง 41  แสดงฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระและยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนส ของสารมาตรฐาน rutin สกดั
ดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW)  และสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง (BV) (n=3)  

  Bioassay (mean + SD; n = 3) 
Compounds DPPH  ABTS  FRAP Anti-

tyrosinase  
IC50 

(µg/mL) 
IC50 

(µg/mL) 
FeSO4 

equivalent  
(mmol/100g) 

IC50 (µg/mL) 

Rutin 13.30 + 
0.42 

7.65 + 0.31 721.50 + 
39.47 

 

BW 51.31 + 
3.15 

27.33 + 
0.92 

100.62 + 6.15 117.67 + 
11.59 

BV 45.48 + 
5.24 

16.02 + 
0.55  

132.32 + 5.57 95.35 + 2.71 

p-value by t-test at 
95%CI 

0.060 0.006* 0.030* 0.098 

* significant at p-value <0.05 
 

จากการวิเคราะหห์าปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกดว้ยวิธี Folin-ciocalteu method 
และปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี aluminium chloride complexation พบว่า สารสกัด
ดอกพญากาหลงสีเหลืองมีปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกไม่แตกต่างจากสารสกัดดอกพญา
กาหลงสีม่วง อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p=0.05) โดยสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง
มีค่าของปริมาณฟีนอลิก ทั้งหมดเท่ากับ 18.13±0.19 และ 18.01±0.7 mg of gallic acid/g of 
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extracts สารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วงมีปริมาณรวมของฟลาโวนอยดม์ากกว่าในสารสกัดดอก
พญากาหลงสีเหลือง แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p=0.05) โดยสารสกัดดอกพญา
กาหลงสีเหลืองมีค่าปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์เท่ากับ 76.7002±0.74 mg of quercetin/g of 
extracts และสารสกัดดอกพญากาหลงสี ม่ วง ค่าปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์เท่ากับ 
97.2056±0.06 mg of quercetin/g of extracts 

จากการที่น าสารสกัดดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงไปทดสอบหาฤทธิ์ทางชีวภาพและ
องค์ประกอบทางเคมี เพื่อเปรียบเทียบระหว่างดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงพบว่า ใน
การศึกษาหาฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระ ดว้ยวิธี FRAP assay สารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วงมีฤทธิ์ใน
การตา้นอนุมลูอิสระมากกว่าสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง โดยแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคัญ
ทางสถิติ (p=0.05) ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบหาปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี 
aluminium chloride complexation ที่ไดว้่าสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วงมีปรมิาณรวมของฟลา
โวนอยดม์ากกว่าสารสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง โดยแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p=
0.05) จึงน าสารสกดัที่ไดไ้ปทดสอบหาชนิดของสารส าคญัดว้ยวิธี UHPLC-UV-MS 

ตาราง 42 แสดงองคป์ระกอบทางเคมีของสกดัดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW)  และสกดัดอกพญา
กาหลงสีม่วง (BV) (n=3)  

 
Phytochemical content (mean±SD; n=3) 

Compounds Total phenolic content Total flavonoid content    
(Gallic acid equivalent 

mg/g) 
(quercetin equivalent 

mg/g) 
  

BW 18.13±0.19 76.70±0.74   
BV 18.01±0.17  97.21±0.06   

p-value by t-test at 
95%CI 

0.410 0.000*   

* significant at p-value <0.05 
 
การวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค UHPLC-UV-MS ในการทดลองนีไ้ดใ้ชส้ารมาตรฐานจ านวน 7 ชนิด 

ได้แก่  gallic acid, chlorogenic acid, Ideain chloride, ellagic acid, rutin, isoquercetin, และ 
quercetin โดยพบว่า retention time มีค่าเท่ากบั 2.530, 9.143, 10.510, 21.314, 21.521, 22.454 
และ 35.318 นาที ตามล าดับ เมื่อฉีดสารละลายตัวอย่าง BW, BV พบว่ามีค่า retention time 
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เท่ากบั 21.628 และ 21.618 นาที ตามล าดบั เมื่อพิจารณาการตรวจวดัดว้ย Mass ในโหมดประจุ
ลบ พบว่ามีมวลโมเลกุลหลกัเท่ากับ 609.2 ซึ่งค่า retention time และค่ามวลโมเลกุลหลกันีม้ีค่า
ตรงกับสารมาตรฐาน rutin จึงสรุปได้ว่าองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดดอกพญากาหลงสี
เหลืองและสีม่วงเป็น rutin นอกจากนีก้ารวิเคราะหส์ารละลายตวัอย่างที่ความยาวคลื่น 520 นาโน
เมตร ไม่ปรากฏพีคของสารในกลุม่แอนโทไซยานิน  

การพฒันาวิธีวิเคราะหห์าปรมิาณ rutin ดว้ยเทคนิค UHPLC-UV ไดท้ าการปรบัระยะเวลาการ
วิเคราะห์ให้เร็วขึน้ด้วยการเพิ่มสัดส่วนของ acetonitrile เป็นระบบ gradient elution ด้วยการ
วิเคราะห ์rutin ภายในระยะเวลา 7 นาที ในช่วงเริ่มตน้ 0-5 นาที สดัสว่นของ Acetonitrile เพิ่มจาก 
15% เป็น 27.5% เพื่อแยกสาร rutin ที่มีในสารสกดั ในช่วงกลาง 5-6 นาที สดัสว่นของ Acetonitrile 
เพิ่มจาก 27.5% เป็น 100% เพื่อท าการชะสารที่เหลือออกจาก column และในช่วงทา้ย 6.01-7 
นาที สัดส่วนของ acetonitrile ลดจาก 100% เป็น 15% เพื่อ re-equilibrate column จากนั้น 
ท าการศึกษาความจ าเพาะของวิธีวิเคราะหต่์อ rutin โดยใชส้ารละลายมาตรฐาน isoquercetin, 
Quercetin, และสารสกัดจากดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง โดยพบว่า retention time ของ 
rutin, isoquercetin, quercetin เท่ากับ 3.694, 4.219 และ 6.163 นาที ทั้งนี ้ peak purity ของ 
rutin ในสารละลายมาตรฐานและสารละลายสารสกัดจากดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง 
เท่ากบั 999.99, 999.98 และ 999.86 ตามล าดบั ทัง้นีส้ารละลายสารสกดัจากดอกพญากาหลงสี
เหลืองและสีม่วง มี rutin ที่ retention time เท่ากนั คือ 3.801 นาท ีจึงสรุปไดว้่าสารส าคญัของสาร
สกัดดอกพญากาหลงคือ rutin ทัง้นีผู้ว้ิจัยไดท้ าการพฒันาวิธีวิเคราะหเ์พื่อวัดปริมาณ rutin  ดว้ย
วิธี UHPLC-UV และสามารถน าไปใชก้บัการวดัปรมิาณ rutin ในสารสกดัดอกพญากาหลงได ้

วิธีวิเคราะหเ์พื่อวดัหาปรมิาณสารส าคญัในสารสกดัดว้ยวิธี UHPLC-UV เป็นวิธีที่แพรห่ลาย มี
ความถกูตอ้งและแม่นย า สามารถน าไปใชก้บัการวดัปรมิาณ rutin ในสารสกดัดอกพญากาหลงได ้
จากการศึกษา system suitability ของวิธีวิเคราะหต่์อสาร rutin ในสารละลายสารสกัดดอกพญา
กาหลงสีเหลืองและสีม่วง พบว่าระบบมีความเหมาะสมในการศึกษา เนื่องจากบนัทกึค่า capacity 
factor, tailing factor และ number of theoretical plates ของสารละลายสารสกัดดอกพญา
กาหลงสีเหลืองเท่ากบั 3.325, 1.403  และ 28492.426 ของสารละลายสารสกดัดอกพญากาหลงสี
ม่วง เท่ากบั 1.768, 1.013 และ 13156.213 ตามล าดบั  

จากการศึกษา Linearity โดยสรา้งสมการเสน้ตรงที่มีความสัมพันธ์ระหว่าง peak area กับ
ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน rutin 6 ความเขม้ขน้ ซึ่งมีความเขม้ขน้ 10.15-101.5 µg/mL ได้
สมการเสน้ตรง y = 12.44x + 1.0913 และมีค่า correlation coefficient เท่ากับ 0.9999 ซึ่งมีค่า
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มากกว่า 0.99 
จากการทดลองการศึกษา Accuracy ของวิธีวิเคราะห ์rutin ในสารสกัดดอกพญากาหลงสี

เหลืองและสีม่วง ดว้ยวิธี Standard addition เมื่อน ามาค านวณหา %recovery±%RSD พบว่ามี
ค่า 100.59±1.52, 99.86±1.59 และ 99.14±1.28 ตามล าดบั ส่วนสารสกดัดอกพญากาหลงสีม่วง 
น ามาค านวณหา %recovery±%RSD พบว่ามีค่า 99.23±0.45, 98.83±0.88 และ99.74±0.58 
ตามล าดบั ซึ่งมีค่าผ่านเกณฑม์าตรฐานตามที่ก าหนดใน  AOAC Guideline ที่ 98 -102% 

จากการศึกษา precision ของวิธีวิเคราะห ์ rutin ในจากการทดลองการศึกษา precision ของ
วิธีวิเคราะห ์rutin ในสารสกดัจากดอกพญากาหลงสีเหลือง ดว้ยวิธี standard addition พบว่าเมื่อ
ค านวณ %RSD ที่ ≤1.9% โดยการศกึษา accuracy และ precision ของวิธีวิเคราะห ์rutin ในสาร
สกัดจากสารสกัดจากดอกพญากาหลงดว้ยวิธี standard addition ซึ่งมีค่าผ่านเกณฑม์าตรฐาน
ตามที่ก าหนดใน AOAC Guideline  

การวิเคราะหก์ารหาปริมาณ rutin ในสารสกดัจากดอกพญากาหลงสีเหลืองและสีม่วง พบว่า
สารสกดัจากดอกพญากาหลงสีเหลืองเท่ากบั 20.38±0.11% และในสารสกดัจากดอกพญากาหลง
สีม่วง 29.76±0.47% ทัง้นีพ้บว่าสารสกดัจากดอกพญากาหลงสีม่วงมีปริมาณของ rutin มากกว่า
สารสกดัจากดอกพญากาหลงสีเหลือง อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p=0.05) 

เมื่อค านวณปริมาณของ rutin ในดอกพญากาหลงสีเหลืองพบว่ามีปริมาณของ rutin เท่ากับ 
5.869% ในขณะดอกพญากาหลงสีม่วงพบว่ามีปริมาณของ rutin เท่ากบั 9.919% ซึ่งปริมาณของ 
rutin ในดอกพญากาหลงสีเหลืองที่ไดจ้ากการทดลองนีพ้บว่ามีค่าใกล้เคียงกับการศึกษาก่อน
หนา้ที่พบปรมิาณของ rutin เท่ากบั 4.6% rutin เป็นสารในกลุม่ flavonol ที่พบหลกัในสารสกดัดอก
พญากาหลง ฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาของ rutin ไดแ้ก่ การตา้นอนุมูลอิสระและการอักเสบที่เกิดจาก
รงัสี การสรา้งกระดกูผ่านกลไกการกระตุน้ osteoblast การลดระดบัน า้ตาลและไขมนัในเลือด การ
ลดความดัน การปกป้องเซลลป์ระสาท การป้องกันการเกิดโรคอัลไซเมอร์ เป็นตน้ (Lobo et al., 
2010) หากน าสารสกดัจากดอกพญากาหลงมาใชป้ระโยชนท์างยาและเครื่องส าอางโดยมุ่งเนน้ที่
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ rutin ทางคณะผูว้ิจัยแนะน าใหใ้ชส้ารสกัดจากดอกพญากาหลงสีม่วง
เนื่องจากมีปริมาณของ rutin ฟลาโวนอยด ์และฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระท่ีมากกว่าสารสกัดจากดอก
พญากาหลงสีเหลืองอย่างมีนยัส าคญั 

เนื่องดว้ยงานศึกษาวิจยัครัง้นีไ้ดท้ าการศึกษาสารในกลุ่ม anthocyanins ในสารสกดัของดอก
พญากาหลงสีเหลืองและสีม่วงที่สกัดดว้ย 80% เอทานอลดว้ยเทคนิค UHPLC-UV-MS ผลการ
ทดลองพบว่าไม่ปรากฏพีคของสารในกลุ่ม anthocyanins ที่ความยาวคลื่น 520 nm ทัง้นีอ้าจเกิด
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เนื่องจากสารในกลุม่ anthocyanins อาจมีความไม่คงตวั (Enaru & Pop, 2021) โดยสารสกดัที่ใช้
ในการศึกษามีอายุมากกว่า 6 เดือน ทั้งนีส้ารในกลุ่ม anthocyanins จะมีความไวต่อ pH และ
ความรอ้น หากตอ้งการท าการศึกษาปริมาณสาร anthocyanins ในสารสกดัของดอกพญากาหลง
สีเหลืองและสีม่วงควรเลือกใชต้วัท าละลายที่มีความเป็นกรด เพื่อช่วยเพิ่มการละลายและความคง
สภาพของสารในกลุม่ anthocyanins และท าการศกึษาหลงัจากสกดัทนัที 
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ตาราง 43  การทดสอบทางสถิติดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 
ของฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระ ดว้ยวิธี DPPH Scavenging assay 

  Variable 1 Variable 2 
Mean 51.30562 45.48219 

Variance 9.965117 27.50163 
Observations 3 3 

Hypothesized Mean Difference 0 
 

df 3 
 

t Stat 1.647847 
 

P(T<=t) one-tail 0.098971 
 

t Critical one-tail 2.353363 
 

P(T<=t) two-tail 0.197942 
 

t Critical two-tail 3.182446   

ตาราง 44  การทดสอบทางสถิติดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 
ของฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี ABTS radical scavenging assay 

 
Variable 1 Variable 2 

Mean 27.32681277 16.02227233 
Variance 0.854687777 0.307158722 

Observations 3 3 
Hypothesized Mean Difference 0 

 

df 3 
 

t Stat 18.16515727 
 

P(T<=t) one-tail 0.000181972 
 

t Critical one-tail 2.353363435 
 

P(T<=t) two-tail 0.000363945 
 

t Critical two-tail 3.182446305 
 

 



  70 

ตาราง 45 การทดสอบทางสถิติดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 
ของฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี Ferric Reducing Antioxidant Power Assay (FRAP assay) 

 
Variable 1 Variable 2 

Mean 100.6207456 132.3249444 
Variance 37.80752735 31.06629386 

Observations 3 3 
Hypothesized Mean Difference 0 

 

df 4 
 

t Stat -6.616835242 
 

P(T<=t) one-tail 0.001352458 
 

t Critical one-tail 2.131846786 
 

P(T<=t) two-tail 0.002704916 
 

t Critical two-tail 2.776445105 
 

 

ตาราง 46 การทดสอบทางสถิติดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 
ของฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสดว้ยวิธี Mushroom tyrosinase inhibitory assay 

 
Variable 1 Variable 2 

Mean 117.6690831 93.35754796 
Variance 134.3639794 7.448487753 

Observations 3 3 
Hypothesized Mean Difference 0 

 

df 2 
 

t Stat 3.536028881 
 

P(T<=t) one-tail 0.035752692 
 

t Critical one-tail 2.91998558 
 

P(T<=t) two-tail 0.071505383 
 

t Critical two-tail 4.30265273 
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ตาราง 47 การทดสอบทางสถิติดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 
ของปรมิาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกดว้ยวิธี Folin-ciocalteu method 

 
Variable 1 Variable 2 

Mean 18.13191109 18.01465666 
Variance 0.035090717 0.027606696 

Observations 3 3 
Hypothesized Mean Difference 0 

 

df 4 
 

t Stat 0.811082628 
 

P(T<=t) one-tail 0.231409599 
 

t Critical one-tail 2.131846786 
 

P(T<=t) two-tail 0.462819198 
 

t Critical two-tail 2.776445105 
 

 

ตาราง 48  การทดสอบทางสถิติดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 
ของปรมิาณรวมของฟลาโวนอยดด์ว้ยวิธี aluminium chloride complexation 

 
Variable 1 Variable 2 

Mean 76.70024581 97.20564893 
Variance 0.543265039 0.003296087 

Observations 3 3 
Hypothesized Mean Difference 0 

 

df 2 
 

t Stat -48.04072685 
 

P(T<=t) one-tail 0.000216505 
 

t Critical one-tail 2.91998558 
 

P(T<=t) two-tail 0.000433011 
 

t Critical two-tail 4.30265273 
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ตาราง 49  การทดสอบทางสถิติดว้ยวิธี t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances 
ของการวิเคราะหก์ารหาปรมิาณ rutin ในสารสกดัจากดอกพญากาหลงสีเหลือง (BW) และสีม่วง 
(BV) 

 
Variance 1 Variance 2 

Mean 20.425 29.905 
Variance 0.01125 0.32805 

Observations 2 2 
Hypothesized Mean Difference 0 

 

df 1 
 

t Stat -23.01608249 
 

P(T<=t) one-tail 0.013821197 
 

t Critical one-tail 6.313751515 
 

P(T<=t) two-tail 0.027642395 
 

t Critical two-tail 12.70620474 
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