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งานวิจัยนีม้ีวัตถุประสงค์เพื่อพฒันาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ส าหรับการหา

ปริมาณฟลาโวนอยด์ (catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin) ใน
สารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองด้วยเทคนิค  high performance liquid chromatography 
และทดสอบฤทธ์ิชะลอวยัของผิวหนงัโดยการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส เอนไซม์อีลาสเตสและ
เอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่าสารสกัดจากกลีบดอกมี epicatechin 4.20 %w/w และ hesperidin 8.18 %w/w ส่วน
สารสกัดจากเกสรมี  epicatechin 2.49 %w/w, rutin 2.80 %w/w และ hesperidin  5.06 %w/w จากผลการ
ทดสอบฤทธ์ิชะลอวยั พบว่ากลีบดอกแสดงฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสมากกว่าเกสรอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  โดยมีค่า half maximal inhibitory concentration (IC50) เท่ากับ 0.42 และ 0.52 mg/mL 
ตามล าดบั และกลีบดอกแสดงฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์อีลาสเตสน้อยกว่าเกสรอย่างมีนัยส าคญัทาง
สถิติ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.84 และ 1.62 mg/mL ตามล าดบั นอกจากนีย้งัพบว่ากลีบดอกและเกสรแสดงฤทธ์ิ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสไม่แตกต่างกนั โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.85 และ 0.84 mg/mL ตามล าดบั 
จากผลการวิจยัแสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้สามารถน าไปวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิด
ในสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองได้อย่างถูกต้องและแม่นย า  และสารสกัดจากกลีบดอก
และเกสรของบวัสายสีเหลืองมีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ทัง้ 3 ชนิด ซึง่แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้สารสกดั
ดงักล่าวเป็นส่วนประกอบในการพฒันาผลิตภณัฑ์ท่ีมีฤทธ์ิลดริว้รอยและลดจดุด่างด าของผิวหนงัได้ 
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The objectives of this study are (1) to develop and to validate a method for the 

determination of seven flavonoids (catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin and 
hesperetin) in petal and stamen extracts from yellow water lilies; and (2) to evaluate the skin anti-
aging properties by testing collagenase, elastase and tyrosinase inhibitory activities. The results 
showed that epicatechin and hesperidin were found in the petals (4.20 and 8.18 %w/w, respectively) 
while epicatechin, rutin and hesperidin were found in the stamen (2.49, 2.80 and 5.06 %w/w, 
respectively). The petals exhibited significantly higher collagenase inhibition activity than the stamen 
with half of the maximal inhibitory concentration (IC50) of 0.42 and 0.52 mg/mL, respectively. The 
petals had significantly lower elastase inhibitory activity compared to the stamen with an IC50 of 1.84 
and 1.62 mg/mL, respectively. Both the petals and the stamen showed similar tyrosinase inhibitory 
activity with an IC50 of 0.85 and 0.84 mg/mL, respectively. These results showed that the method was 
accurate and precise enough to determine seven flavonoids in petal and stamen extracts from yellow 
water lilies. In addition, the yellow water lily petal and stamen extracts exhibited inhibitory activities 
against collagenase, elastase and tyrosinase. Therefore, they can be used as ingredients for the 
development of anti-wrinkle and anti-blemish products. 

 
Keyword : Flavonoids, Anti-Collagenase, Anti-Elastase, Anti-Tyrosinase, Petal and stamen extracts, 
Water lilies 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1. ภูมิหลังของงานวิจัย 

จากการประมาณอายุคาดเฉลี่ยของประชากรไทยโดยส านักงานคณะกรรมการ
พัฒนาการเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติ  พบว่าในปีพ.ศ. 2553  ประชากรชายมีอายุคาดเฉลี่ย
เท่ากับ 70.4 ปี  ประชากรหญิงมีค่าเท่ากับ 77.5 ปี  และในปีพ.ศ. 2583  อายุคาดเฉลี่ยของ
ประชากรชายมีค่าเท่ากับ 77.5 ปี  ประชากรหญิงมีค่าเท่ากับ 81.9 ปี (ส านักงานคณะกรรมการ
พัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติ, 2556)  พบว่าอายุคาดเฉลี่ยของประชากรไทยมีแนวโน้ม
สูงขึน้  ซึ่งส่งผลให้ผู้สูงอายุมีจ านวนมากขึน้  เมื่อมนุษย์มีอายุเพิ่มขึน้  สิ่งที่เกิดตามมาคือความ
เปลี่ยนแปลงต่างๆ  ทัง้ที่สามารถเห็นได้จากภายนอก  เช่น  สีผม  ผิวหนัง  เป็นต้น  และการ
เปลี่ยนแปลงที่ไม่สามารถเห็นได้จากภายนอก  เช่น  การมองเห็น  ประสิทธิภาพการท างานของ
อวัยวะต่างๆ ความจ า  เป็นต้น  ความเปลี่ยนแปลงต่างๆเหล่านีล้้วนส่งผลกระทบต่อการด าเนิน
ชีวิต  ดังนัน้ในปัจจุบันจึงมีการศึกษาเก่ียวกับกระบวนการและแนวทางในการชะลอวัย  เพื่อลด
ความเปลี่ยนแปลงอนัเกิดจากการเพิ่มขึน้ของอาย ุ และเพื่อให้มีคณุภาพชีวิตที่ดีขึน้ 

การเสื่อมสภาพของผิวหนัง (skin aging) เป็นการเปลี่ยนแปลงที่เห็นได้อย่างชัดเจน  
เนื่องจากผิวหนงัเป็นอวยัวะที่ปกคลมุทัว่ร่างกาย  สามารถมองเห็นได้จากภายนอก  โครงสร้างของ
ผิ ว ห นั งมี  3 ชั ้น   ไ ด้ แ ก่   ห นั ง ก าพ ร้ า  (epidermis)  ห นั ง แ ท้  (dermis)  แ ล ะ ชั ้น ไข มั น 
(subcutaneous tissue)  โดยหนงัแท้ท าหน้าที่สร้างความแข็งแรงและความยืดหยุ่นให้กบัผิวหนัง  
เนื่องจากบริเวณ extracellular matrix (ECM) ของหนังแท้  มีคอลลาเจนเป็นส่วนประกอบซึ่งท า
หน้าที่ให้ความแข็งแรงและอีลาสตินที่ให้ความยืดหยุ่น  ลักษณะของผิวหนังที่เสื่อมสภาพ  เช่น  
การเกิดริว้รอย  การเกิดความผิดปกติของสีผิว  ผิวหนงัแห้งหยาบ  เป็นต้น  โดยมีปัจจยัที่เหนี่ยวน า
ให้เกิดการเสื่อมสภาพของผิวหนัง  เช่น  การสมัผัสกับแสงแดด  มลพิษทางอากาศ  การสูบบุหร่ี  
การเกิดภาวะขาดสารอาหาร  พนัธุกรรม  อาย ุ เป็นต้น  โดยมีสมมติุฐานว่าปัจจยัเหล่านีเ้หนี่ยวน า
ให้มีจ านวนอนุมูลอิสระ  อนุพนัธ์ออกซิเจนว่องไว (reactive oxygen species, ROS) เพิ่มมากขึน้
และเกิดภาวะ เค รียดออกซิ เดชัน  (oxidation stress)  ส่ งผลให้กลุ่ มของเอนไซม์  matrix 
metalloproteinase (MMP)  มีปริมาณเพิ่มมากขึน้  โดยมเีอนไซม์ที่ส าคญั  ได้แก่  เอนไซม์คอลลา
จีเนส (collagenase)  ท่ีนอกจากจะท าลายคอลลาเจนแล้ว  ยงัยบัยัง้การสร้างคอลลาเจนอีกด้วย  
ซึ่งส่งผลต่อสมดุลในการสร้างและท าลายคอลลาเจน  กลุ่มของเอนไซม์ MMP  ยังประกอบด้วย
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เอนไซม์อีลาสเตส (elastase) ที่ท าลายอีลาสตินในผิวหนงั  ปริมาณอีลาสตินที่ลดลงส่งผลให้เกิด
ริว้รอย  รวมทั ง้เกิดภาวะหลอดเลือดแข็งและข้ออักเสบ อีกด้วย  (Gragnani et al., 2014; 
Pittayapruek, Meephansan, Prapapan, Komine, & Ohtsuki, 2016; Tobin, 2017) 

การเสื่อมสภาพของผิวหนงั  นอกจากการเกิดริว้รอยแล้ว  สิ่งที่เห็นได้ชดัเจนอีกอย่างหนึ่ง
คือการเกิดจดุด่างด า  ซึง่เป็นผลจากอายทุี่เพิ่มขึน้รวมทัง้การกระตุ้นจากรังสียวูี  จดุด่างด าเกิดจาก
ความผิดปกติของ melanocyte ในชัน้หนังก าพร้า  โดยปกติ melanocyte จะใช้เอนไซม์ไทโรซิเนส 
(tyrosinase) ในการสร้างเม็ดสีเมลานินเพื่อปกป้องผิวหนงัจากรังสียูวี  เมื่อ melanocyte มีจ านวน
มากขึน้และมีขนาดใหญ่ขึน้  จึงส่งผลให้เกิดจุดด่างด าที่บริเวณผิวหนังได้ (Ebanks, Wickett, & 
Boissy, 2009; Tobin, 2017) 

หนึ่งในแนวทางในการป้องกันการเกิดริว้รอยคือการลดการเสื่อมสลายของคอลลาเจน
และอีลาสติน  พบว่าการใช้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีส่วนผสมของสารต้านอนุมูลอิสระทาบนผิวหนัง  
นอกจากจะสามารถลดปริมาณอนุมลูอิสระและลดการเหนี่ยวน าของเอนไซม์ MMP แล้ว  ยังช่วย
ลดการอักเสบบริเวณผิวหนังอันเป็นต้นเหตขุองการเกิดริว้รอยได้  ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระที่
เป็นส่วนประกอบของผลิตภัณฑ์ส าหรับทาผิวหนัง  เช่น  วิตามินซี  วิตามินอี  ผลิตภัณฑ์จากพืช  
เป็นต้น (Baumann, 2007; Campa & Baron, 2018) 

ฟลาโวนอยด์ (flavonoids)  จัดอยู่ในกลุ่ม  secondary metabolite  สร้างจากพืช  มี
โครงสร้างเป็น polyphenol  ฟลาโวนอยด์สามารถจดัประเภทตามสตูรโครงสร้าง  โดยแบ่งออกเป็น
หลายกลุ่ ม   เช่ น   flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, catechins, anthocyanins  
และ chalcones  เป็นต้น  ฟลาโวนอยด์มีฤทธ์ิในการต้านอนุมลูอิสระได้ดี  ซึ่งจะรบกวนทัง้การเกิด
และการเพิ่มจ านวนของอนมุลูอิสระ  รวมทัง้มีฤทธ์ิในการต้านการอกัเสบ  ต้านเชือ้แบคทีเรีย  ต้าน
เชือ้ราและต้านเชือ้ไวรัส  นอกจากนีย้ังมีการศึกษาพบว่าฟลาโวนอยด์มีฤทธ์ิในการยับยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส  จึงช่วยลดการสร้างเม็ดสีเมลานินจากการถูกกระตุ้นด้วยรังสียูวีได้
อีกด้วย (Khan et al., 2012; Panche, Diwan, & Chandra, 2016) 

จากการศึกษา  พบว่าสารสกัดจากส่วนต่างๆของบัวสาย  ได้แก่  ผล  ดอก  ใบ  ล าต้น
และราก  พบว่ามีปริมาณฟลาโวนอยด์ (total flavonoid content) อยู่ในช่วง 0.09 – 0.97 mg ต่อ
สารสกัด 100 mg  โดยสารสกัดจากดอกบวัสายพบปริมาณฟลาโวนอยด์สูงถึง 0.85 mg ต่อสาร
สกัด 100 mg  เมื่อใช้ quercetin เป็นสารมาตรฐาน  นอกจากนีย้ังมีการศึกษาฤทธ์ิในการต้าน
อนุมูล อิสระโดยใช้วิ ธี  1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)  และใช้  quercetin เป็นสาร
มาตรฐาน  พบว่าสารสกัดจากดอกบวัสายยแสดงฤทธ์ิในการต้านอนุมลูอิสระมากที่สดุ  โดยมีค่า 
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The half maximal inhibitory concentration (IC50) เท่ากับ 17 µg/mL และสารสกัดจากบัวสาย
ทุกส่วนมี ค่า antioxidant activity index (AAI) มากกว่า 2  ซึ่งบ่ งบอกว่าสารสกัดเหล่านี ม้ี
ประสิทธิภาพสงูในการต้านอนมุลูอิสระ  โดยสารสกดัจากดอกและผลของบวัสายมีค่า AAI สงูที่สดุ 
(Cudalbeanu et al., 2018)  นอกจากนีย้ังพบว่าในการสกัดสารสกัดจากกลีบและเกสรบวัสายสี
เหลือง  ให้ปริมาณของสารสกดั (Extraction yield)  สงูเมื่อเทียบกบัการสกดัสารสกดัจากกลีบและ
เกสรบวัสายสีอ่ืนๆ (กัลยากร กู้กิจมั่น และ นันท์นภัส ภัทรเศรษฐไชย, 2558; นนทวรรณ จ าลอง
รักษ์ และ กิติศกัด์ิ ไกรสยั, 2556) 

การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ในสารสกัดจากพืช  สามารถท าได้หลายเทคนิค  
เช่น  thin-layer chromatography (TLC), high-performance liquid chromatography (HPLC), 
capillary electrophoresis (CE)  เป็นต้น  โดยเทคนิคที่นิยมใช้มากที่สุดคือ HPLC  เนื่องจากเป็น
วิธีที่มีความสามารถในการแยกสงูและยงัสามารถวิเคราะห์ฟลาโวนอยด์ได้ทุกกลุ่ม  (Andersen & 
Markham, 2005)  อย่างไรก็ตามชนิดของฟลาโวนอยด์และสารสกดัที่ต้องการวิเคราะห์  ล้วนมีผล
ต่อการก าหนดสภาวะในวิเคราะห์  ดงันัน้การพฒันาและตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์จึง
เป็นสิ่งจ าเป็น  เพื่อให้ได้วิธีวิเคราะห์ที่ผลการวิเคราะห์ที่ถกูต้องและแม่นย า 

ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงจัดท าขึน้เพื่อ  1) พัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
ในการหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลือง  2) 
ทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตสและเอนไซม์ไทโรซิเนส  
ของสารสกดัจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลือง 

 
2. ความมุ่งหมายของงานวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นีผู้้วิจยัได้ตัง้ความมุ่งหมายไว้ดงันี ้
2.1 เพื่อพัฒนาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณสารมาตรฐาน  

catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin  ด้วยเทคนิค 
HPLC 

2.2 เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้  ในการหาปริมาณ 
catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin  ในสารสกัด
จากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลือง 
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2.3 เพื่ อ วิ เค ร า ะ ห์ ห า ป ริ ม าณ   catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, 
quercetin, apigenin และ hesperetin  ในสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลือง  
ด้วยวิธีวิเคราะห์ที่ผ่านการตรวจสอบความถกูต้องแล้ว 

2.4 เพื่อทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตส
และเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกดัจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลือง 

 
3. ความส าคัญของการวิจัย 

งานวิจัยนี เ้ป็นการวิเคราะห์หาปริมาณ  catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, 
quercetin, apigenin และ hesperetin  รวมทัง้ทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลา
จเีนส  เอนไซม์อีลาสเตสและเอนไซม์ไทโรซิเนส  ของสารสกดัจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสี
เหลือง  เพื่อให้ทราบถึงปริมาณและชนิดของฟลาโวนอยด์ที่มีในสารสกัด  รวมทัง้ทราบถึง
ประสิทธิภาพในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ทัง้ 3 ชนิด  ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการเลือกใช้
สารสกดัเพื่อพฒันาผลิตภณัฑ์ท่ีมีฤทธ์ิชะลอการเสื่อมสภาพของผิวหนงั 

 
4. ขอบเขตของการวิจัย 

พฒันาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์และตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
ใน ก า รห าป ริม าณ  catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin แ ล ะ 
hesperetin  ด้วยเทคนิค HPLC  เพื่อให้ได้วิธีวิเคราะห์ที่สามารถวิเคราะห์ได้อย่างถูกต้องและ
แม่นย า  แล้วจึงน าวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวมาวิเคราะห์หาปริมาณ  catechin, epicatechin, rutin, 
hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin  ในสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัว
สายสีเหลือง  หลงัจากนัน้น าสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองมาทดสอบฤทธ์ิ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตสและเอนไซม์ไทโรซิเนส 

ส าหรับสารสกดัจากดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองเป็นสารสกดัที่ได้รับจากคณะเภสชั
ศาสตร์  มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ   โดยสกัดจากบัวสายที่มีกลี บดอกสีเหลืองสาย 
(Nymphaea mexicana “Charlene Strawn”) ท่ีเก็บเก่ียวบริเวณรอบมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิ
โรฒ  อ าเภอองครักษ์  จังหวัดนครนายก  ประเทศไทย  สกัดโดยวิธีการหมักและใช้สารละลาย 
80% เอทานอล (ethanol) เป็นตวัท าละลาย 
 
 
 



  5 

5. กรอบแนวคิดในงานวิจัย 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
6. สมมุติฐานในการวิจัย 

6.1 วิ ธีวิ เคราะห์ที่พัฒนาได้   สามารถหาปริมาณ   catechin, epicatechin, rutin,  
hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin  ในสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัว
สายสีเหลือง  ได้อย่างถกูต้องและแม่นย า 

6.2 สารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองสามารถยับยัง้การท างานของ
เอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตสและเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ 
 

การพฒันาวิธีวิเคราะห์ 
สภาวะที่เหมาะสมในการ
วิเคราะห์ 

วิธีวิเคราะห์ที่สามารถให้ผลการวิเคราะห์ได้
อย่างถูกต้องและแม่นย า 
1. ความจ าเพาะ (specificity) 
2. ความเป็นเชิงเส้น (linearity) 
3. ความถกูต้อง (accuracy) 
4. ความแม่นย า (precision) 
5. ขีดจ ากดัการวิเคราะห์เชิงคณุภาพ (limit 
of detection) 
6. ขีดจ ากดัการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (limit of 
quantitation) 

1. ชนิดและปริมาณของฟลาโวนอยด์ในสาร
สกดั 
2. ความสามารถในการยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตสและ
เอนไซม์ไทโรซิเนส 

ชนิดของสารสกดั 
1. สารสกดัจากกลีบดอกของบวั
สายสีเหลือง 
2. สารสกดัจากเกสรของบวัสาย
สีเหลือง 



 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 
ในการวิจัยครัง้นี ้ ผู้ วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง  และได้น าเสนอตาม

หวัข้อต่อไปนี ้
1. สารกลุม่ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) 
2. บวัสาย 
3. การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค high-performance liquid chromatography 
4. การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (analytical method validation) 
5. สรีรวิทยาและการเสื่อมสภาพของผิวหนงั 
6. การทดสอบการยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตส

และเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 

1. สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 
สารพฤกษเคมีที่พบมากที่สุดในพืชคือ  สารประกอบในกลุ่มฟีนอล  ซึ่งสารในกลุ่มนี ้

สามารถแบ่งออกเป็นกลุม่ย่อย  ได้แก่  ฟลาโวนอยด์  กรดฟีโนลิกและโพลีฟีนอล  ฟลาโวนอยด์เป็น
สารประกอบฟีนอลกลุ่มใหญ่ที่สุดที่พบในพืช  จัดเป็น  secondary metabolites  มีลกัษณะเป็น
สารประกอบที่มีมวลโมเลกุลต ่า  พบในเกือบทุกส่วนของพืช  ซึ่งฟลาโวนอยด์มีส่วนส าคญัที่ท าให้
เกิดสี  กลิ่นและรสชาติของผล  ดอกและเมล็ดของพืช  โดยฟลาโวนอยด์สามารถแบ่งออกเป็น 2 
กลุ่มคือ  anthocyanins เป็นฟลาโวนอยด์ที่มีสีแดง  น า้เงินและม่วง  อีกกลุ่มคือ  anthoxanthins 
รวมทัง้ flavones,  flavonols,  flavanols ซึ่งเป็นฟลาโวนอยด์ที่มีไม่มีสี  มีสีขาวหรือเหลือง (King 
AMY, 1999; Mierziak, Kostyn, & Kulma, 2014) 

สารตัง้ต้นที่ใช้ในการสังเคราะห์สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์คือ  p-coumaroyl-CoA  และ  
malonyl-CoA  ซึ่งเมื่อผ่านกระบวนการสงัเคราะห์ท าให้เกิดเป็นสารที่มีโครงสร้างแตกต่างกนั  เกิด
เป็นกลุ่มย่อยของสารประกอบฟลาโวนอยด์  เช่น  flavones, flavonols, flavanones, flavanols,  
anthocyanins  เป็นต้น  แต่อย่างไรก็ตามสารเหล่านีย้ังคงมีโครงสร้างหลักเหมือนกัน  โดย
โครงสร้างหลกัของฟลาโวนอยด์ประกอบด้วย  phenyl 2 วง (วง A และวง B)  และ heterocyclic 
ring 1 วง (วง C)  ดงัแสดงในภาพประกอบ 1 (Mierziak et al., 2014; Panche et al., 2016) 
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ภาพประกอบ 1  โครงสร้างหลกัของสารในกลุม่ฟลาโวนอยด์ 
 

ที่มา :  Banjarnahor, Sofna DS, & Artanti, Nina. (2015). Antioxidant properties of 
flavonoids. Medical Journal of Indonesia, 23(4), 239-244. 

 
ฟลาโวนอยด์สามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มย่อยตามสูตรโครงสร้างได้หลายกลุ่ม  โดย

โครงสร้างของตัวอย่างฟลาโวนอยด์ที่พบในแต่ละกลุ่มแสดงในภาพประกอบ 2  (Banjarnahor & 
Artanti, 2015; Panche et al., 2016)   

 

 
 

ภาพประกอบ 2  ตวัอย่างโครงสร้างของฟลาโวนอยด์ 

A C 

B 
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1.1 ตัวอย่างกลุ่มย่อยของสารประกอบฟลาโวนอยด์ 
1.1.1 Flavones 

สารในกลุ่ม flavones จะมีพนัธะคู่อยู่ระหว่างต าแหน่งที่ 2 และต าแหน่งที่ 3  และ
มีหมู่คีโตนที่ต าแหน่งที่ 4 ของวง C  นอกจากนีส้ารในกลุ่ม flavones ส่วนมากจะมีหมู่ hydroxy ท่ี
ต าแหน่งที่ 5 หรือต าแหน่งที่ 7 ของวง A  หรือต าแหน่งที่ 3 หรือต าแหน่งที่ 4  ของวง B  โดย
โครงสร้างหลักของสารในกลุ่ม  flavones แสดงในภาพประกอบ 3 (Mierziak et al., 2014) 
flavones เป็นฟลาโวนอยด์ที่พบได้ทัว่ไปในใบ  ดอกและผลของพืช  ตวัอย่างของฟลาโวนอยด์ที่อยู่
ในกลุ่ม flavones เช่น  apigenin, luteolin  เป็นต้น  โดยมักพบในผักชีฝร่ัง  คาโมไมล์  แปะก๊วย  
ไวน์แดง  มะเขือเทศ  เป็นต้น 

 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 3  ตวัอย่างโครงสร้างหลกัของสารในกลุม่ flavones 

 
ที่ ม า :  Mierziak, Justyna, Kostyn, Kamil, & Kulma, Anna. (2014). Flavonoids as 

important molecules of plant interactions with the environment. Molecules, 19(10), 
16240-16265. 

 
1.1.2 Flavonols 

สารในกลุ่ม flavonols จะมีสูตรโครงสร้างคล้ายสารในกลุ่ม flavones แต่สารใน
กลุ่มนีจ้ะมีหมู่ hydroxy ที่ต าแหน่งที่ 3 ของวง C  โดยโครงสร้างหลักของสารในกลุ่ม flavonols 
แสดงในภาพประกอบ 4 (Mierziak et al., 2014) ตัวอย่างของฟลาโวนอยด์ที่อยู่ในกลุ่ม flavones 
เช่น  kaempferol, myricetin, quercetin, rutin  เป็นต้น  โดยมักพบในหัวหอม  ผักกาดหอม  
มะเขือเทศ  แอปเปิล้  องุ่น  เป็นต้น 
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ภาพประกอบ 4  ตวัอย่างโครงสร้างหลกัของสารในกลุม่ flavonols 

 
ที่ ม า :  Mierziak, Justyna, Kostyn, Kamil, & Kulma, Anna. (2014). Flavonoids as 

important molecules of plant interactions with the environment. Molecules, 19(10), 
16240-16265. 

 
1.1.3 Flavanones 

โครงสร้างของสารในกลุ่ม flavanones มีลกัษณะคล้ายโครงสร้างของสารในกลุ่ม 
flavones แต่วง C ของ flavanones จะประกอบด้วยพันธะเด่ียวทัง้หมด  โดยโครงสร้างหลกัของ
สารในกลุ่ม flavanones แสดงในภาพประกอบ 5 (Mierziak et al., 2014) ฟลาโวนอยด์ที่อยู่ใน
กลุ่ม flavanones  เช่น  naringenin, taxifolin, hesperetin, hesperidin  เป็นต้น  สารในกลุม่นีม้กั
พบในพืชสกลุส้ม  เช่น  ส้ม  เลมอน  นอกจากนีย้งัพบในองุ่นอีกด้วย 

 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 5  ตวัอย่างโครงสร้างหลกัของสารในกลุม่ flavanones 
 

ที่ ม า :  Mierziak, Justyna, Kostyn, Kamil, & Kulma, Anna. (2014). Flavonoids as 
important molecules of plant interactions with the environment. Molecules, 19(10), 
16240-16265. 
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1.1.4 Flavanols 
สารในกลุ่มนีจ้ะมีสูตรโครงสร้างคล้ายสารในกลุ่ม flavanones คือ  วง C จะ

ประกอบด้วยพันธะเด่ียวทัง้หมด  แต่จะมีหมู่ hydroxy ที่ต าแหน่งที่ 3 ของวง C  โดยโครงสร้าง
หลกัของสารในกลุ่ม  flavanols แสดงในภาพประกอบ 6 (Banjarnahor & Artanti, 2015) ฟลาโว
นอยด์ที่อยู่ในกลุ่มนี ้ เช่น  catechin, epicatechin  เป็นต้น  โดย flavanols  พบมากในกล้วย  
แอปเปิล้  พีช  ลกูแพร  ชา  เป็นต้น 

 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 6  ตวัอย่างโครงสร้างหลกัของสารในกลุม่ flavanols 

 
ที่มา :  Banjarnahor, Sofna DS, & Artanti, Nina. (2015). Antioxidant properties of 

flavonoids. Medical Journal of Indonesia, 23(4), 239-244. 
 

1.2 ฤทธิ์ทางชีวภาพของฟลาโวนอยด์ 
จากการศึกษาพบว่าฟลาโวนอยด์บางชนิด  เช่น  rutin, catechin มีฤทธ์ิยับยัง้การ

ท า ง า น ข อ ง ก ลุ่ ม เอ น ไ ซ ม์  matrix metalloproteinase (MMP)  (Mandal, Mandal, Das, 
Chakraborti, & Chakraborti, 2003; Stipcevic, Piljac, & Berghe, 2006)  นอกจากนีย้ังพบว่า 
ฟลาโวนอยด์หลายชนิด  เช่น  catechin, quercetin, apigenin, hesperetin  มีฤทธ์ิยับยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วย (Zolghadri et al., 2019) 

 
1.3 การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ 

การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์สามารถท าได้หลายเทคนิค  เช่น  thin-layer 
chromatography (TLC), high-performance liquid chromatography (HPLC), capillary 
electrophoresis (CE)  เป็นต้น  ส าหรับเทคนิค  gas chromatography (GC) ไม่ เป็นที่นิยม  
เนื่องจากความสามารถในการระเหยของฟลาโวนอยด์ค่อนข้างต ่า  จึงจ าเป็นต้องวิเคราะห์โดยการ
เตรียมให้อยู่ในรูปอนุพันธ์  ส าหรับเทคนิคที่นิยมใช้มากที่สุดคือ HPLC  เนื่องจากเป็นวิธีที่มี
ความสามารถในการแยกสงู  พบว่ามากกว่าร้อยละ 80 ของฟลาโวนอยด์สามารถวิเคราะห์ได้โดย
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ใช้เทคนิค HPLC  ซึ่งร้อยละ 95 ของวิธีวิเคราะห์ที่รายงานจะท าการวิเคราะห์โดยใช้คอลัมน์ 
octadecylsilyl (Andersen & Markham, 2005) 

 
2. บัวสาย 

บั ว ส าย  (water lily)  มี ชื่ อ วิ ท ย าศ าส ต ร์ คื อ   Nymphaea spp.  จั ด อ ยู่ ใน ว ง ศ์ 
Nymphaeaceae  โดยในวงศ์  Nymphaeaceae ป ระกอบ ด้วย  6 สกุล   ได้ แก่   Barclaya,  
Euryale,  Nuphar,  Nymphaea,  Ondinea  และ  Victoria  บัวสายจัดอยู่ในสกุล  Nymphaea  
ซึ่งปัจจุบนัพบประมาณ 50 ชนิด  กระจายอยู่เกือบทั่วโลก  โดยพบมากบริเวณที่มีภูมิอากาศเขต
ร้อน  เช่น  บงักลาเทศ  อินเดีย  มาเลเซีย  พม่า  ลาว  เวียดนาม  รวมทัง้ประเทศไทย (Lariushin, 
2013; Selvakumari, Shantha, Kumar, & Prabhu, 2016) 

บวัสายจัดเป็นพืชน า้  ดอกและใบงอกจากล าต้นใต้น า้  เรียกว่าเหง้าบวั  ใบบวัมีสีเขียว
และมีขนละเอียดปกคลุมทัง้ใบ  แผ่นใบลอยอยู่บนผิวน า้  ลกัษณะของแผ่นใบและสีของกลีบดอก
จะแตกต่างกนัขึน้กบัชนิดของบวัสาย  ลกัษณะของแผ่นใบที่พบมีทัง้ใบกลม  ใบรูปหัวใจ  และใบ
รูปเกือกม้า  ขอบใบหยกัเล็กน้อย  และมีก้านใบอยู่บริเวณกลางหลงัใบ  ลกัษณะของกลีบดอกเป็น
รูปไข่ซ้อนกันอยู่เป็นชัน้ๆ  มีหลายสี  เช่น  ขาว  ชมพู  แดง  ม่วง  เหลือง  เป็นต้น  (Lariushin, 
2013; กญัญารัตน์ จิราสวสัด์ิ, 2014)  

นอกเหนือจากการใช้บวัสายเป็นไม้ดอกไม้ประดับแล้ว  ยงัมีการใช้ส่วนต่างๆของบวัเพื่อ
เป็นอาหารและใช้ในการรักษาในทางการแพทย์แผนโบราณ  นอกจากนีย้ังมีการใช้เป็นส่วนผสม
ของเคร่ืองส าอางอีกด้วย  ในแต่ละส่วนของบัวสายหลายชนิด  ประกอบด้วยสารพฤกษเคมี 
(phytomolecules) หลายชนิด  เช่น  flavonoids, alkaloids, tannins, lignans และ saponins  
เป็น ต้น  (Gupta et al., 2016)   ส าห รับฟลาโวนอยด์ที่ พบในบัวสาย   ได้แก่   catechin, 
epicatechin, rutin, quercetin, apigenin, naringenin, naringin และ kaempferol  โดยชนิดและ
ปริมาณของฟลาโวนอยด์ที่พบขึน้อยู่กับชนิดและแหล่งเพาะปลกูของบวัสาย (Cudalbeanu et al., 
2018)  สารสกัดจากบวัสายมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยามากมาย  เช่น  ฤทธ์ิของฮอร์โมนเพศชาย  ต้าน
เชือ้โปรโตซัว  ต้านเชือ้แบคทีเรีย  คลายกังวล  ต้านโรคซึมเศร้า  ต้านเบาหวาน  ช่วยปกป้องตับ
จากสารพิษ  บรรเทาอาการปวดและอักเสบ  เป็นต้น  นอกจากนีส้ารสกัดจากบวัสายยังมีฤทธ์ิใน
การต้านอนุมูลอิสระอีกด้วย (Fajemiroye, Zjawiony Jordan, Alves, & Aderoju, 2018; Mireille 
Kameni Poumeni, 2017; Selvakumari et al., 2016)  โดยพบว่าฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาบางอย่าง
ของสารสกัดบัวสาย  เช่น  ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  ฤทธ์ิปกป้องตับจากสารพิษ  ฤทธ์ิต้านเชือ้
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แบคทีเรีย  ฤทธ์ิบรรเทาอาการอักเสบ  มีความสอดคล้องกบัฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของสารประกอบ
ในกลุม่ฟลาโวนอยด์ (Kumar, 2013) 

 
3. การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค High-Performance Liquid Chromatography 

การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC เป็นกระบวนการในการแยกสารผสมและตรวจวดัสารใน
การพิสจูน์เอกลกัษณ์และตรวจหาปริมาณสารที่ต้องการวิเคราะห์  ในกระบวนการแยกสารผสมจะ
เป็นการใช้ของเหลวแรงดันสงูในการพาสารผสมผ่านวฏัภาคนิ่ง (stationary phase) ซึ่งสารแต่ละ
ชนิดจะเกิดอนัตรกิริยาระหว่างโมเลกุลกับวฏัภาคนิ่งแตกต่างกนั  ดงันัน้สารแต่ละชนิดที่อยู่ในสาร
ผสมจึงเคลื่อนที่ออกจากวัฏภาคนิ่งด้วยระยะเวลาที่แตกต่างกัน (Thammana, 2016; จุฑารัตน์ 
พิมพ์ทนต์, 2553)  

3.1 ส่วนประกอบของ HPLC (จฑุารัตน์ พิมพ์ทนต์, 2553) 
3.1.1 ภาชนะบรรจุสารละลาย (solvent reservoir)  เป็นขวดแก้วท าหน้าที่บรรจุวัฏ

ภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) 
3.1.2 เคร่ืองสูบ (pump)  ท าหน้าที่สูบวัฏภาคเคลื่อนที่ให้เคลื่อนที่ผ่านเข้าไปใน

คอลมัน์  โดยให้ความดนัได้ถึง 6000 psi 
3.1.3 เคร่ืองฉีดสารตัวอย่าง (sample injector)  ท าหน้าที่ ฉีดสารตัวอย่างเข้าสู่

คอลมัน์  ปริมาตรของสารตวัอย่างที่ฉีดอยู่ในช่วง 0.1 – 100 mL 
3.1.4 คอลมัน์ (column)  เป็นแท่งสแตนเลสความยาวประมาณ 50 – 300 mm  เส้น

ผ่านศนูย์กลางภายในขนาด 1 – 5 mm  ภายในบรรจวุฏัภาคน่ิงขนาด 3 – 10 µm  ท าหน้าที่ในการ
แยกสารผสมออกจากกนั 

3.1.5 เคร่ืองตรวจวัดสัญญาน (Detector)  อยู่ต่อจากปลายคอลัมน์  เมื่อสารที่
ต้องการวิ เคราะห์ เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ออกมา  เค ร่ืองตรวจวัดจะตรวจวัดออกมาเป็น
สญัญาณไฟฟ้าและส่งต่อไปยงัระบบประมวลผล  เคร่ืองตรวจวดัมีหลายประเภท  ขึน้กบัหลกัการ
ในการตรวจวัด  เช่น  การวัดการดูดกลืนรังสียูวี  การวัดการเรืองแสง  การวัดอัตราส่วนมวลต่อ
ประจขุองสาร  เป็นต้น 

3.1.6 ระบบประมวลผล (processing system)  ท าหน้าที่แปลงสัญญาณที่ได้จาก
เคร่ืองตรวจวดัให้ออกมาอยู่ในรูปกราฟระหว่างสญัญาณที่ตรวจวัดและเวลาหรือที่เรียกว่าโครมา
โทแกรม (chromatogram) 
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3.2 ประเภทการแยกโดยเทคนิค HPLC (จฑุารัตน์ พิมพ์ทนต์, 2553) 
3.2.1 Normal phase HPLC  เป็นเทคนิคที่อาศัยความแตกต่างของสภาพขัว้ของ

สารในการแยกสารผสม  โดยวฏัภาคนิ่งจะมีหมู่ฟังก์ชนัที่มีสภาพขัว้มากกว่าวฏัภาคเคลื่อนที่  วัฏ
ภาคเคลื่อนที่ เป็นตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีสภาพขัว้ต ่า  เช่น  hexane, methylene chloride, 
chloroform  เป็นต้น  ดังนัน้สารที่มีสภาพขัว้มากจะถูกหน่วงในคอลัมน์นานและจะออกจาก
คอลมัน์หลงัสดุ 

3.2.2 Reversed phase HPLC  เป็นเทคนิคที่อาศัยความแตกต่างของสภาพขัว้ของ
สารในการแยกสารผสม  โดยวฏัภาคนิ่งจะมีหมู่ฟังก์ชนัที่มีสภาพขัว้น้อยกว่าวฏัภาคเคลื่อนที่  โดย
หมู่ฟังก์ชนัท่ีนิยมใช้มกัเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน  เช่น  octadecyl (C18)  octyl (C8)  เป็นต้น  
วัฏภาคเคลื่อนที่ เป็นตัวท าละลายที่มีขัว้  เช่น  น า้ , buffer, methanol, acetonotrile  เป็นต้น  
ดงันัน้สารที่ไม่มีขัว้จะถกูหน่วงในคอลมัน์นานและจะออกจากคอลมัน์หลงัสดุ 

3.2.3 Size exclusion HPLC  เป็นการแยกสารผสมโดยอาศัยความแตกต่างของ
ขนาดโมเลกุลของสาร  วฏัภาคนิ่งเป็น silica หรือ polymer ที่มีรูพรุนขนาดสม ่าเสมอเชื่อมต่อกัน
เป็นร่างแห  ในกระบวนการแยก  สารที่มีขนาดเล็กผ่านเข้าไปในรูพรุนได้  สารที่มีขนาดใหญ่ไม่
สามารถเข้าไปในรูพรุนจึงถกูชะออกมาก่อน 

3.2.4 Ion exchange HPLC  เป็นเทคนิคที่อาศัยความแตกต่างของความแรงของ
ประจขุองสารในการแยกสารผสม  โดยพืน้ผิวของวฏัภาคนิ่งจะมีหมู่ฟังก์ชนัที่มีสามารถแตกตวัแล้ว
ให้ประจุตรงข้ามกับประจุของสารที่ต้องการวิเคราะห์   ส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่มักใช้สารละลาย 
buffer ที่มีประจเุดียวกบัประจุของสารที่ต้องการวิเคราะห์  ดงันัน้สารมีประจทุี่แรงกว่าจะจบัเข้ากบั
หมู่ฟังก์ชนับนผิวของวฏัภาคนิ่ง  จงึถกูหน่วงในคอลมัน์นานและออกจากคอลมัน์หลงัสดุ  

 
4. การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Analytical Method Validation) 

ในการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์แต่ละกลุ่มในสารสกัดพืชแต่ละชนิดด้วยเทคนิค 
HPLC  การหาสภาวะที่เหมาะสมและการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์เป็นสิ่งจ าเป็น  
เพื่อให้มัน่ใจว่าวิธีวิเคราะห์มีความเหมาะสมและสามารถวิเคราะห์สารตวัอย่างได้อย่างถกูต้องและ
แม่นย า  การเลือกพารามิเตอร์ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์แต่ละวิธีมีความ
แตกต่างกัน  ขึน้กับจุดประสงค์ในการน าวิธีวิเคราะห์นัน้ไปใช้  ส าหรับวิธีวิเคราะห์ในการหา
ปริมาณ (assay)  พารามิเตอร์อย่างน้อยที่ต้องทดสอบ  ได้แก่  ความถูกต้อง  ความแม่นย า  
ความจ าเพาะ  ช่วงและความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง  (ICH, 2005; จฑุารัตน์ พิมพ์ทนต์, 2553)   
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4.1 พารามิเตอร์ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 
4.1.1 ความจ าเพาะ (Specificity) 

ความจ าเพาะคือ  ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์ต่อสารที่ ต้องการ
วิเคราะห์  การรายงานผลจะแสดงในรูปโครมาโทแกรมที่แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์สามารถแยก
สารที่ต้องการวิเคราะห์ออกจากสิ่งเจือปนอ่ืนๆได้  นอกจากนีก้ารรายงานค่า resolution ยงัเป็นการ
แสดงความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์ได้อีกด้วย 

4.1.2 ชว่งและความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง (Linearity and range)  
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงหมายถึง  ความสามารถของวิธีวิเคราะห์ที่จะให้ค่า

ตอบสนองจากเคร่ืองมือ (response) เป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณหรือความเข้มข้นของสาร  
ในช่วงของความเข้มข้นที่ก าหนด  การตรวจสอบความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงควรท าอย่างน้อย 5 
ระดบัความเข้มข้น  การรายงานผลจะแสดงด้วยสมการแสดงความสมัพันธ์ระหว่างค่าตอบสนอง
จากเคร่ืองมือและความเข้มข้นของสาร  calibration curve และค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ 
(correlation coefficient, r)  รวมทัง้ช่วงของความเข้มข้นที่มีความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงด้วย 

4.1.3 ความถกูต้อง (Accuracy) 
ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์คือ  ความใกล้เคียงของค่าที่วิเคราะห์ได้กบัค่าจริง

หรือค่าอ้างอิง  วิธีในการทดสอบหาความถูกต้องสามารถท าได้หลายวิธี  เช่น  การเปรียบเทียบผล
ที่วิเคราะห์ได้กับค่าของสารมาตรฐานที่ทราบปริมาณอยู่แล้ว  การเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์
จากวิธีที่ตรวจสอบกบัวิธีมาตรฐานอ่ืน  การเติมสารที่ทราบปริมาณลงในตวัอย่างแล้วเปรียบเทียบ
ผลการวิเคราะห์ก่อนและหลงัเติมสาร  เป็นต้น  ในการตรวจสอบความถูกต้องควรตรวจสอบอย่าง
น้อย 3 ระดับความเข้มข้น  ความเข้มข้นละ 3 ตัวอย่าง  และการรายงานผลจะรายงานในรูปของ
ร้อยละการคืนกลบั (% recovery)  

4.1.4 ความแม่นย า (Precision) 
ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์คือ  ความใกล้เคียงกันของค่าที่วิเคราะห์ได้  จาก

การวิเคราะห์ตัวอย่างที่ เป็นเนือ้เดียวกันหลายๆครัง้  ในการตรวจสอบความแม่นย าจะต้อง
ตรวจสอบอย่างน้อย 3 ระดบัความเข้มข้น  ความเข้มข้นละ 3 ตวัอย่าง  หรือตรวจสอบอย่างน้อย 6 
ตวัอย่างที่ความเข้มข้นของตวัอย่างที่ต้องการวิเคราะห์เพียงความเข้มข้นเดียว  โดยการรายงานผล
จะรายงานในรูปของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative standard deviation, % RSD)  
การตรวจสอบความแม่นย าสามารถแบ่งออกเป็น 3 ประเภทคือ 
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4.1.4.1 Repeatability  เป็นการเป รียบเทียบผลการวิ เคราะห์จากการ
วิเคราะห์ซ า้ในช่วงเวลาเดียวกัน (วนัเดียวกนั)  โดยนกัวิเคราะห์คนเดียวกนัและใช้เคร่ืองมือเคร่ือง
เดียวกนั  ภายใต้สภาวะแวดล้อมเดียวกนั 

4.1.4.2 Intermediate precision  เป็นการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์จาก
การวิเคราะห์ในวันที่ต่างกนั  นักวิเคราะห์ต่างกนัหรือใช้เคร่ืองมือต่างกัน  ภายใต้สภาวะแวดล้อม
เดียวกนั 

4.1.4.3 Reproducibility  เป็ นการเป รียบ เที ยบผลการวิ เค ราะ ห์จาก
ห้องปฏิบติัการท่ีแตกต่างกนั 

4.1.5 ขีดจ ากดัการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) 
ขีดจ ากัดการตรวจพบหมายถึง  ปริมาณหรือความเข้มข้นของสารที่ต ่าสุดที่

สามารถตรวจพบได้  การตรวจสอบขีดจ ากดัการตรวจพบสามารถท าได้ 3 วิธี  ได้แก่  การประเมิน
ด้วยสายตา  การประเมินโดยใช้อตัราส่วน signal-to-noise  และการประเมินโดยใช้ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานของค่าตอบสนองจากเคร่ืองมือและความชนัของความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความ
เข้มข้นและค่าตอบสนองจากเคร่ืองมือ 

4.1.6 ขีดจ ากดัการตรวจวดัเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) 
ขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิงปริมาณหมายถึง  ปริมาณหรือความเข้มข้นของสารที่

ต ่าสุดที่สามารถตรวจวัดเชิงปริมาณได้อย่างถูกต้องและแม่นย า  การตรวจสอบขีดจ ากัดการ
ตรวจวดัเชิงปริมาณสามารถท าได้ 3 วิธี  เช่นเดียวกบัการตรวจสอบขีดจ ากดัการตรวจพบ 

 
4.2 พารามิเตอร์ในการทดสอบความเหมาะสมของระบบ 

การทดสอบความเหมาะสมของระบบที่ใช้ในการวิเคราะห์ (system suitability test) 
ถือเป็นส่วนหนึ่งของวิธีวิเคราะห์และจะต้องทดสอบเพื่อประเมินว่าระบบมีความเหมาะสมในการ
วิเคราะห์สารหรือไม่  โดยพารามิเตอร์ที่ใช้ในการประเมิน  ได้แก่   

4.2.1 Resolution 
Resolution  เป็นการแสดงความสามารถในการแยกสารโดยดจูากพีคที่อยู่ติดกนั  

ค่า resolution สงูบ่งบอกถึงความสามารถในการแยกสารที่ดี 
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4.2.2 Asymmetry factor 
Asymmetry factor หรือ tailing factor  เป็นการแสดงความสมมาตรของพีค  พีค

ที่ไม่สมมาตรจะส่งผลกระทบต่อความถูกต้องในการวิเคราะห์หาปริมาณ  โดยถ้า asymmetry 
factor มีค่าเท่ากบั 1  แสดงว่าพีคมีความสมมาตร 

4.2.3 Repeatability 
Repeatability เป็นการตรวจสอบความแม่นย าของระบบหรือความนิ่งของระบบ  

โดยการฉีดสารละลายเดียวกนัซ า้หลายๆครัง้  แล้วประเมินโดยใช้ค่า RSD ของค่าตอบสนองจาก
เคร่ืองมือ 

4.2.4 Theoretical Plate 
Theoretical plate เป็นพารามิเตอร์ที่บ่งบอกถึงประสิทธิภาพของคอลมัน์ในการ

แยกสาร  โดยถ้า Theoretical plate มีค่ามากแสดงว่าคอลมัน์มีประสิทธิภาพดี 
 

5. สรีรวิทยาของและการเสื่อมสภาพของผิวหนัง 
5.1 โครงสร้างของผิวหนัง 

ผิวหนังเป็นอวัยวะที่มีขนาดใหญ่ที่สุด  ปกคลุมอยู่ทั่วร่างกาย  ผิวหนังสามารถแบ่ง
ออก ได้ เป็ น  3 ชั น้   ไ ด้ แก่   ห นั งก าพ ร้า  (epidermis)  ห นั งแ ท้  (dermis)  และชั น้ ไขมั น 
(subcutaneous tissue)  โครงสร้างของผิวหนงัแสดงในภาพประกอบ 7 (James, Elston, Berger, 
& Neuhaus, 2015; Tobin, 2017) 

 

 
 

ภาพประกอบ 7  โครงสร้างของผิวหนงั 
 

ที่ ม า :  James, W. D., Elston, D., Berger, T., & Neuhaus, I. (2015). Andrews' 
Diseases of the Skin E-Book: Clinical Dermatology: Elsevier Health Sciences. 
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5.1.1 หนงัก าพร้า 
หนังก าพร้าเป็นผิวหนังชัน้นอกสุด  ท าหน้าที่ป้องกันการสูญเสียน า้และปกป้อง

ร่างกายจากสารเคมี  เชือ้โรค  การขีดข่วนและรังสียวูี  นอกจากนีย้งัท าหน้าที่สร้างวิตามินดีอีกด้วย  
หนังก าพร้าสามารถแบ่งออกเป็นหลายชัน้  โดยเรียงจากชัน้ในสุดไปชัน้นอกสุด  ได้แก่  stratum 
germinativum, stratum spinosum, stratum granulosum แ ล ะ  stratum corneum  โ ด ย
ประกอบด้วยเซลล์หลายชนิด  โดยมี  keratinocytes  เป็นเซลล์หลกัที่พบในหนงัก าพร้า  ท าหน้าที่
สร้างเคราติน  ซึ่งนอกจะเคลือบบนผิวแล้ว  เคราตินยงัเป็นโปรตีนที่เป็นโครงสร้างของผมและเล็บ
อีกด้วย  melanocytes  พบอยู่ในชัน้ stratum germinativum  โดยปกติจะพบในอัตราส่วน 1 ต่อ 
10 เมื่อเทียบกับ keratinocytes  ท าหน้าที่สร้างเมลาโนโซม (melanosomes)  แล้วส่งไปยัง 
keratinocytes ที่อยู่รอบๆผ่านทาง dendrite  เมลาโนโซมหน้าที่สร้างเม็ดสีเมลานินโดยอาศัย
เอนไซม์ไทโรซิเนส  เพื่อปกป้องผิวหนังจากรังสียูวี (Costin & Hearing, 2007; James et al., 
2015) 

5.1.2 หนงัแท้ 
ชัน้หนังแท้อยู่ลึกลงไปจากชัน้หนังก าพร้า  ประกอบด้วยเนือ้เยื่อเก่ียวพัน  ต่อม

เหงื่อ  หน่วยของเส้นขน  หลอดเลือดและเส้นประสาท  เซลล์ที่ส าคัญของหนังแท้คือ fibroblasts  
ท า ห น้ า ที่ ส ร้ า ง ส า ร ต่ า ง ๆ ที่ อ ยู่ ใ น  extracellular matrix (ECM) ซึ่ ง เ ป็ น ส า ร จ า พ ว ก 
mucopolysaccharide  รวมทัง้เส้นใยร่างแห (reticulum fiber)  เส้นใยอีสาสติก (elastic fiber)  
และคอลลาเจนซึ่งเป็นส่วนประกอบหลกัของผิวหนัง  คอลลาเจนจดัเป็น structural protein หลกั
ของร่างกาย  โดยพบในเอ็นกระดูก  เอ็นกล้ามเนือ้และเยื่อบุกระดูก  รวมทัง้ผิวหนังชัน้หนังแท้  
คอลลาเจนประกอบด้วยกรดอะมิโน  hydroxyproline, hydroxylysine และ glycine  ส าหรับ
คอลลาเจนที่พบที่ผิวหนังจะอยู่ในรูปเส้นใยคอลลาเจน   ท าหน้าที่สร้างความแข็งแรงให้ผิวหนัง  
โดยมีคอลลาเจนประเภท I เป็นส่วนประกอบหลกัซึ่งปกติมีประมาณ 80% ของคอลลาเจนทัง้หมด  
ส่วนคอลลาเจนประเภท III มีประมาณ 15%  คอลลาเจนจะมีการเสื่อมสลายโดยอาศัย 
proteolytic enzyme คือเอนไซม์คอลลาจีเนส  และมีการสร้างใหม่เพื่อทดแทนอย่างต่อเนื่อง  เส้น
ใยที่ส าคัญอีกชนิดหนึงคือ เส้นใยอีสาสติก  ซึ่งประกอบด้วยเส้นใยโปรตีนและอีลาสติน ท าหน้าที่
สร้างความยืดหยุ่นให้ผิวหนัง  กรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบของเส้นใยอีสาสติกคือ  desmosine  
และ  isodesmosine (James et al., 2015; Tobin, 2017) 
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5.1.3 ชัน้ไขมนั 
ผิวหนังชัน้ไขมันอยู่ใต้หนังแท้  ประกอบด้วย lipocytes  คอลลาเจนและหลอด

เลือด  ท าหน้าที่พยุงชัน้หนังแท้  กักเก็บพลงังานและยังเป็นบริเวณที่ส าคัญในการเปลี่ยนแปลง
ฮอร์โมนอีกด้วย (James et al., 2015) 

5.2 การเสื่อมสภาพของผิวหนัง 
การเสื่อมสภาพของผิวหนัง (skin aging) เป็นกลไกทางธรรมชาติที่เกิดขึน้  ซึ่งเป็น

การเปลี่ยนแปลงที่เห็นได้ชัดเจน  เนื่องจากผิวหนังเป็นอวัยวะที่ปกคลุมทั่วร่างกาย  สามารถ
มองเห็นได้จากภายนอก  โดยปัจจัยที่มีผลเหนี่ยวน าให้เกิดการเสื่อมสภาพของผิวหนังแบ่ง
ออกเป็น 2 ปัจจยัคือ  ปัจจยัภายในและปัจจยัภายนอก  ปัจจยัภายในมีสาเหตมุาจากลกัษณะทาง
พนัธุกรรม  ฮอร์โมนหรืออาย ุ การเสื่อมสภาพของผิวหนงัจะด าเนินไปอย่างช้าๆ  โดยจะมีลกัษณะ
ที่แตกต่างกันขึน้กับเชือ้ชาติหรือบริเวณที่เกิด  ส่วนปัจจัยภายนอก  เป็นปัจจัยที่เกิดจากสภาวะ
แวดล้อม  เช่น  รังสียูวี  มลภาวะทางอากาศ  การสูบบุหร่ี  ภาวะโภชนาการ  สารเคมี เป็นต้น 
(Gragnani et al., 2014; Tobin, 2017) 

ริว้รอย  ร่องลึกของผิวหนังเป็นการเปลี่ยนแปลงที่เกิดในชัน้หนังแท้  เกิดจากการ
เหนี่ยวน าให้มีการเพิ่มจ านวนของอนุมูลอิสระ  อนุพันธ์ออกซิเจนว่องไว (reactive oxygen 
species, ROS)  รวมทัง้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidation stress)  ส่งผลให้กลุ่มเอนไซม์ 
matrix metalloproteinase (MMP)  มีปริมาณเพิ่มมากขึน้  โดยเอนไซม์ที่ส าคัญ  ได้แก่  เอนไซม์
คอลลาจีเนส (collagenase)  ที่นอกจากจะท าลายคอลลาเจนแล้ว  ยงัยบัยัง้การสร้างคอลลาเจน
อีกด้วย  ซึ่งจะมีผลลดปริมาณคอลลาเจนประเภท I  ส่งผลให้อัตราส่วนระหว่างคอลลาเจน
ประเภท I และคอลลาเจนประเภท III มีค่าสูงขึน้  นอกจากนีย้ังท าให้ปริมาณของคอลลาเจน
ประเภท IV และคอลลาเจนประเภท VII ลดลง  ซึ่งสนันิษฐานว่าเป็นสาเหตขุองการเกิดริว้รอยและ
ร่องลึกของผิวหนัง  นอกจากนีย้ังมีผลต่อปริมาณของเอนไซม์อีลาสเตส  (elastase) ซึ่งท าหน้าที่
ท าลายอีลาสตินในผิวหนัง  ปริมาณอีลาสตินที่ลดลงส่งผลให้เกิดริว้รอย  รวมทัง้เกิดภาวะหลอด
เลือดแข็งและข้ออักเสบอีกด้วย (Gragnani et al., 2014; Pittayapruek et al., 2016; Tobin, 
2017)  แนวทางในการรักษาและป้องกนัการเกิดริว้รอยคือการลดการท าลายโครงสร้างส าคญัของ
ผิวหนงัคือคอลลาเจนและอีลาสติน (Baumann, 2007) 

จุดด่างด าบนผิวหนังเป็นการเปลี่ยนแปลงที่เกิดในชัน้หนังก าพร้า  เกิดจากอาย ุ 
ฮอร์โมน  การใช้ยาหรือสารเคมีบางชนิด  รวมทัง้การกระตุ้นจากรังสียูวีซึ่งท าให้มีการเพิ่มจ านวน
ของ ROS  พบว่าผิวหนงับริเวณที่สมัผสักบัรังสียวูี  จะมีปริมาณ melanocytes รวมทัง้ปริมาณของ
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เอนไซม์ไทโรซิเนสมากกว่าบริเวณที่ไม่สมัผสักบัรังสียูวี  ส่งผลให้มีการสร้างและส่งเมลาโนโซมไป
ยงั keratinocytes เพิ่มมากกว่าปกติ  จนเป็นสาเหตขุองจุดด่างด าบนผิวหนงั (Costin & Hearing, 
2007; Tobin, 2017) 

การรักษาและป้องกันการเสื่อมสภาพของผิวหนงั  สามารถท าได้หลายวิธี  เช่น  การ
ลดการสมัผสักบัแสงแดด  การใช้ผลิตภณัฑ์กนัแดด  หลีกเลี่ยงการสบูบุหร่ี  การสมัผสักบัมลภาวะ
ทางอากาศ  รับประทานผกัและผลไม้  รวมไปถึงการใช้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระทัง้แบบ
รับประทานและใช้ภายนอก (Baumann, 2007)  โดยสารท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและสามารถ
ปกป้องผิวหนงัจากรังสียวูีได้แก่  เบต้าแคโรทีน  ฟลาโวนอยด์  เป็นต้น (Khan et al., 2012) 

 
6. การทดสอบการยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตสและ
เอนไซม์ไทโรซิเนส 

6.1 การทดสอบการยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส 
การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสสามารถท าได้โดยอาศัย

เ ท ค นิ ค  spectrophotometry (Chattuwatthana & Okello, 2015; Ochocka, Hering, 
Stefanowicz–Hajduk, Cal, & Barañska, 2017; Thring, Hili, & Naughton, 2009; Van Wart & 
Steinbrink, 1981) โดยมีหลกัการในการทดสอบคืออาศัยการเกิดปฏิกิริยาระหว่างสารตัง้ต้นและ
เอนไซม์  โดยสารตัง้ต้นคือ N-[3-(2-futyl)acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA)  เมื่อท าปฏิกิริยา
กั บ เ อ น ไ ซ ม์ ค อ ล ล า จี เ น ส จ า ก  Clostridium histolyticum (Clostridium histolyticum 
collagenase, ChC)  จะเกิดผลิตภัณฑ์คือ  N-[3-(2-futyl)acryloyl]  และ  Gly-Pro-Ala  ดังแสดง
ในปฏิกิริยานี ้ 

 
ในการทดสอบจะแบ่งออกเป็นกลุ่มปฏิกิริยาทดสอบ  เป็นการท าปฏิกิริยาโดยใส่สาร

ตวัอย่างที่ต้องการทดสอบลงในปฏิกิริยาด้วย  และกลุ่มควบคมุแบบลบ  เป็นการท าปฏิกิริ ยาโดย
ไม่ใสส่ารตวัอย่าง  ในการตรวจวดั  จะวดัค่าการดดูกลืนแสงของ FALGPA ที่ความยาวคลื่นในช่วง 
340 nm  เพื่อหาปริมาณของ FALGPA ที่ลดลง  ซึ่งหากสารตวัอย่างสามารถยบัยัง้เอนไซม์คอลลา
จีเนสได้  การเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบจะมีค่าน้อยกว่ากลุ่ ม

FALGPA                                       N-[3-(2-futyl)acryloyl]  +  Gly-Pro-Ala ChC 
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ควบคุมแบบลบ  ฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์จะแสดงในรูป % inhibition  โดยค านวณจากสมการ  
ดงันี ้

 

% Inhibition = 
ΔAbsorbanceControl - ΔAbsorbanceSample

ΔAbsorbanceControl

 X 100 

 

เมื่อ ΔAbsorbanceControl  คือค่าการเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของ 
FALGPA  ที่เวลาเร่ิมต้นจนสิน้สดุปฏิกิริยา  ส าหรับกลุ่มควบคุมแบบลบ  และ AbsorbanceSample  
คือค่าการเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของ FALGPA  ที่เวลาเร่ิมต้นจนสิน้สุดปฏิกิริยา  
ส าหรับกลุม่ปฏิกิริยาทดสอบ 

6.2 การทดสอบการยับยัง้การท างานของเอนไซม์อีลาสเตส 
การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์อีลาสเตสสามารถท าได้โดยอาศัย

เทคนิค  spectrophotometry (Löser, Kruse, Melzig, & Nahrstedt, 2000; Mori, Ikeda, Kato, 
Minamino, & Watabe, 2002; Tu & Tawata, 2015)  โดยมีหลักการในการทดสอบคืออาศัยการ
เกิดปฏิกิริยาระหว่างสารตัง้ต้นและเอนไซม์  โดยเอนไซม์ที่ใช้ในการทดสอบสามารถใช้ได้ 2 ชนิด  
คือ  porcine pancreatic elastase (PPE)  และ  human neutrophil elastase (HNE)  กรณี ใช้ 
PPE  จะใช้  N-succinyl-(Ala)3-nitroaniline (SANA)  เป็นสารตัง้ต้น  เมื่อท าปฏิกิริยากบั PPE  จะ
เกิดผลิตภัณฑ์คือ  N-succinyl-(Ala)3  และ  p-nitroaniline  กรณีที่ทดสอบโดยใช้ HNE  จะใช้  
MeO-succinyl-(Ala)2-Pro-Val-pNA  เป็นสารตัง้ต้น  เมื่อท าปฏิกิริยากับ HNE  จะเกิดผลิตภัณฑ์
คือ  MeO-succinyl-(Ala)2-Pro-Val  และ  p-nitroaniline  ดงัแสดงในปฏิกิริยานี ้
 

 
ในการทดสอบจะแบ่งออกเป็นกลุ่มปฏิกิริยาทดสอบ  เป็นการท าปฏิกิริยาโดยใส่สาร

ตวัอย่างที่ต้องการทดสอบลงในปฏิกิริยาด้วย  และกลุ่มควบคมุแบบลบ  เป็นการท าปฏิกิริยาโดย
ไม่ใส่สารตัวอย่าง  ในการตรวจวดั  จะวดัค่าการดูดกลืนแสงของ p-nitroaniline ที่ความยาวคลื่น

SANA                                       N-succinyl-(Ala)3  +  p-nitroaniline 

MeO-succinyl-(Ala)2-Pro-Val-pNA            MeO-succinyl-(Ala)2-Pro-Val + p-nitroaniline 

PPE 

HNE 
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ในช่วง 410 nm  เพื่อหาปริมาณของ p-nitroaniline ที่เกิดขึน้  ซึ่งหากสารตัวอย่างสามารถยับยัง้
เอนไซม์อีลาสเตสได้  p-nitroaniline  จะเกิดขึน้น้อยกว่า  ดังนัน้ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา
ทดสอบจะมีค่าน้อยกว่ากว่ากลุ่มควบคุมแบบลบ  ฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์จะแสดงในรูป % 
inhibition  โดยค านวณจากสมการ  ดงันี ้

 

% Inhibition = 
AbsorbanceControl - AbsorbanceSample

AbsorbanceControl

 X 100 

 
เมื่อ AbsorbanceControl  คือค่าการดูดกลืนแสงของ p-nitroaniline  ที่ เวลาสิน้สุด

ปฏิกิริยา  ส าหรับกลุ่มควบคุมแบบลบ  และ AbsorbanceSample  คือค่าการดูดกลืนแสงของ p-
nitroaniline  ที่เวลาสิน้สดุปฏิกิริยา  ส าหรับกลุม่ปฏิกิริยาทดสอบ 

6.3 การทดสอบการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสสามารถท าได้โดยอาศัย

เท ค นิ ค  spectrophotometry (Jeong et al., 2013; Tayarani-Najaran, Akaberi, Vatani, & 
Emami, 2016)  โดยมีหลักการในการทดสอบคืออาศัยการเกิดปฏิกิริยาระหว่างสารตัง้ต้นและ
เอนไซม์   โดยสามารถใช้สารตั ง้ ต้น ได้  2 ชนิ ด   คือ   L-tyrosine  ห รือ   3,4-dihydroxy-L-
phenylalanine (L-DOPA)  เมื่อสารตัง้ต้นท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด (mushroom 
tyrosinase)  จะเกิดผลิตภณัฑ์คือ  dopaquinone  ดงัแสดงในปฏิกิริยานี ้

 
ในการทดสอบจะแบ่งออกเป็นกลุ่มปฏิกิริยาทดสอบ  เป็นการท าปฏิกิริยาโดยใส่สาร

ตวัอย่างที่ต้องการทดสอบลงในปฏิกิริยาด้วย  และกลุ่มควบคมุแบบลบ  เป็นการท าปฏิกิริยาโดย
ไม่ใส่สารตัวอย่าง  ในการตรวจวดั  จะวดัค่าการดูดกลืนแสงของ dopaquinone ที่ความยาวคลื่น
ในช่วง 475 nm  เพื่อหาปริมาณของ dopaquinone ที่เกิดขึน้  ซึ่งหากสารตัวอย่างสามารถยับยัง้
เอนไซม์ไทโรซิเนสได้  dopaquinone  จะเกิดขึน้น้อยกว่า  ดังนัน้ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา

tyrosinase L-tyrosine                                       L-DOPA 

L-DOPA                                       Dopaquinone tyrosinase 
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ทดสอบจะมีค่าน้อยกว่ากว่ากลุ่มควบคุมแบบลบ  ฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์จะแสดงในรูป % 
inhibition  โดยค านวณจากสมการ  ดงันี ้

 

% Inhibition = 
AbsorbanceControl - AbsorbanceSample

AbsorbanceControl

 X 100 

 
เมื่อ AbsorbanceControl  คือค่าการดูดกลืนแสงของ dopaquinone  ที่ เวลาสิน้สุด

ปฏิกิริยา  ส าหรับกลุ่มควบคุมแบบลบ  และ AbsorbanceSample  คือค่าการดูดกลืนแสงของ p- 
dopaquinone  ที่เวลาสิน้สดุปฏิกิริยา  ส าหรับกลุม่ปฏิกิริยาทดสอบ 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
1. วัสดุ  อุปกรณ์  เคร่ืองมือและสารเคมี 

1.1 วัสดุ  อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
1.1.1 เคร่ืองแก้ว 
1.1.2 Aluminium foil (Diamond, USA) 
1.1.3 Analytical balance (Mettler Toledo, Switzerland) 
1.1.4 Centrifuge tube ขนาด 10 mL  (Eppendrof, Germany) 
1.1.5 High performance liquid chromatography (Thermo Fisher Scientific, 

USA) 
1.1.6 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5, 2 และ 5 mL (Eppendrof, Germany) 
1.1.7 Micropipette ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ  5000 µL (Mettler Toledo, 

USA) 
1.1.8 Microplate reader (Molecular devices SpectraMax® M3, USA) 
1.1.9 Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm (Sartorius) 
1.1.10 Parafilm (PECHINEY PLASTIC PACKAGING, USA) 
1.1.11 pH meter (Mettler Toledo, Switzerland) 
1.1.12 Sonicator (GT SONIC, China) 
1.1.13 Syringe ขนาด 5 mL (Nipro, Thailand) 
1.1.14 Syringe membrane filter ขนาด 0.2 µm  
1.1.15 Vacuum filter set 
1.1.16 Vortex mixer (VELP® Scientifica, Italy) 
1.1.17 Water purification system (Millipore Coporation, France) 
1.1.18 96-Well plate  

1.2 สารเคมี 
1.2.1 Acetonitrile HPLC grade (Honeywell Burdick & Jackson, Korea) 
1.2.2 Apigenin (Sigma-Aldrich, Germany) 
1.2.3 Calcium chloride (CaCl2) (Merck KGaA, Germany) 
1.2.4 Collagenase type I จาก Clostridium histolyticum (Sigma, USA) 
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1.2.5 (+) Catechin hydrate (Sigma-Aldrich, Germany) 
1.2.6 Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) (Ajax Finechem Pty Ltd, 

Australia) 
1.2.7 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA) (Sigma, USA) 
1.2.8 (-)-Epicatechin (Sigma-Aldrich, China) 
1.2.9 (-)-Epigallocatechin gallate (Sigma Aldrich, China) 
1.2.10 Glacial acetic acid (GAA) (Scharlab S.L., Spain) 
1.2.11 Hesperetin (Fluka, UK) 
1.2.12 Hesperidin (Sigma-Aldrich, Spain) 
1.2.13 Kojic acid (Sigma, USA) 
1.2.14 Methanol HPLC grade (Honeywell Burdick & Jackson, Korea) 
1.2.15 N-[3-(2-Futyl)acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) (Sigma, USA) 
1.2.16 N-Succinyl-(Ala)3-nitroanilide (SANA) (Sigma, USA) 
1.2.17 Porcine pancreatic elastase type IV (PPE) (Sigma, USA) 
1.2.18 Quercetin (Sigma-Aldrich, India) 
1.2.19 Rutin hydrate (Sigma-Aldrich, China) 
1.2.20 Sodium chloride (NaCl) (QRëc, New Zealand) 
1.2.21 Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH2PO4.H2O) 

(CARLO ERBA Reagents S.A.S, France) 
1.2.22 Sodium hydroxide (NaOH) (Ajax Finechem Pty Ltd, Australia) 
1.2.23 Sterile water for irrigation (General drug house, Thailand) 
1.2.24 Tricine (Sigma, USA) 
1.2.25 Tris-hydrochloride (Tris-HCl) (Sigma, USA) 
1.2.26 Tyrosinase (Sigma, USA) 
1.2.27 สารสกัดจากกลีบดอกของบัวสายที่มีกลีบดอกสี เหลือง  (Nymphaea 

mexicana “Charlene Strawn”) (มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ, ประเทศไทย) 
1.2.28 สารสกัดจากเกสรของบวัสายที่มีกลีบดอกสีเหลือง (Nymphaea mexicana 

“Charlene Strawn”) (มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ, ประเทศไทย) 
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2. วิธีการศึกษา 
2.1 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์เพื่อแยกฟลาโวนอยด์ 7 ชนิด (Andersen & Markham, 

2005) 
2.1.1 การเตรียม Mobile phase 

2.1.1.1 การเตรียม 0.1 % glacial acetic acid (0.1 % GAA) 
เติมน า้ประมาณ 500 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 1000 mL  ปิเปต 

glacial acetic acid 1 mL ลงใน volumetric flask ปรับปริมาตรจนครบ 1000 mL ด้วยน า้  กรอง
ผ่าน nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm แล้วน าไป sonicate ประมาณ 30 นาท ี

2.1.1.2 การเตรียม acetonitrile : methanol อตัราสว่น 70 : 30 
ตวง acetonitrile 700 mL ด้วย cylinder ขนาด 1000 mL ลงในขวดแก้วมีฝา

ปิดขนาด 1000 mL  ตวง methanol 300 mL ด้วย cylinder ขนาด 500 mL ลงในขวดแก้ว  ผสม
ให้เข้ากนั  น าไปกรองผ่าน nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm แล้วน าไป sonicate ประมาณ 
30 นาท ี

2.1.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
2.1.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน catechin 

2.1.2.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน catechin ความเข้มข้น 1 mg/mL 
โดยชั่งสารมาตรฐาน catechin 10 mg ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL  เติม methanol 
ประมาณ 5 mL ลงใน volumetric flask  เขย่าและ sonicate ประมาณ 5 นาที  ปรับปริมาตรจน
ครบ 10 mL ด้วย methanol 

2.1.2.1.2 เตรียมสารละลายมาตรฐาน catechin ความเข้มข้น 400 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน catechin (1 mg/mL) 2 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 mL  
เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.1.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน catechin ความเข้มข้น 200 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน catechin (1 mg/mL) 1 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 mL  
เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน epicatechin 
2.1.2.2.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน epicatechin ความเข้มข้น 1 mg/mL 

โดยชั่งสารมาตรฐาน epicatechin 10 mg ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL  เติม methanol 
ประมาณ 5 mL ลงใน volumetric flask  เขย่าและ sonicate ประมาณ 5 นาที  ปรับปริมาตรจน
ครบ 10 mL ด้วย methanol 
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2.1.2.2.2 เตรียมสารละลายมาตรฐาน epicatechin ความเข้มข้น 400 
µg/mL โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน epicatechin (1 mg/mL) 2 mL ลงใน volumetric flask 
ขนาด 5 mL  เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.2.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน epicatechin ความเข้มข้น 200 
µg/mL โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน epicatechin (1 mg/mL) 1 mL ลงใน volumetric flask 
ขนาด 5 mL  เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน rutin 
2.1.2.3.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน rutin ความเข้มข้น 1 mg/mL โดยชั่ง

สารมาตรฐาน rutin 10 mg ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL  เติม methanol ประมาณ 5 mL 
ลงใน volumetric flask  เขย่าและ sonicate ประมาณ 5 นาที  ปรับปริมาตรจนครบ 10 mL ด้วย 
methanol 

2.1.2.3.2 เตรียมสารละลายมาตรฐาน rutin ความเข้มข้น 400 µg/mL โดยปิ
เปตสารละลายมาตรฐาน rutin (1 mg/mL) 2 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 mL  เจือจาง
และปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.4 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperidin 
2.1.2.4.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperidin ความเข้มข้น 0.5 mg/mL 

โดยชั่งสารมาตรฐาน hesperidin 10 mg ลงใน volumetric flask ขนาด 20 mL  เติม methanol 
ประมาณ 10 mL ลงใน volumetric flask  เขย่าและ sonicate ประมาณ 5 นาที  ปรับปริมาตรจน
ครบ 20 mL ด้วย methanol 

2.1.2.4.2 เตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperidin ความเข้มข้น 100 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน hesperidin (0.5 mg/mL) 1 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 
mL  เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.4.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperidin ความเข้มข้น 20 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน hesperidin (0.5 mg/mL) 200 µL ลงใน volumetric flask ขนาด 
5 mL  เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.5 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin 
2.1.2.5.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ความเข้มข้น 1 mg/mL 

โดยชั่งสารมาตรฐาน quercetin 10 mg ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL  เติม methanol 
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ประมาณ 5 mL ลงใน volumetric flask  เขย่าและ sonicate ประมาณ 5 นาที  ปรับปริมาตรจน
ครบ 10 mL ด้วย methanol 

2.1.2.5.2 เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ความเข้มข้น 600 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน quercetin (1 mg/mL) 3 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 mL  
เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.5.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ความเข้มข้น 300 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน quercetin (1 mg/mL) 1.5 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 
mL  เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.6 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน apigenin 
2.1.2.6.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน apigenin ความเข้มข้น 0.5 mg/mL 

โดยชั่งสารมาตรฐาน apigenin 10 mg ลงใน volumetric flask ขนาด 20 mL  เติม methanol 
ประมาณ 10 mL ลงใน volumetric flask  เขย่าและ sonicate ประมาณ 5 นาที  ปรับปริมาตรจน
ครบ 20 mL ด้วย methanol 

2.1.2.6.2 เตรียมสารละลายมาตรฐาน apigenin ความเข้มข้น 100 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน apigenin (0.5 mg/mL) 1 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 
mL  เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.6.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน apigenin ความเข้มข้น 20 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน apigenin (0.5 mg/mL) 200 µL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 
mL  เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.2.7 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperetin 
2.1.2.7.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperetin ความเข้มข้น 1 mg/mL 

โดยชั่งสารมาตรฐาน hesperetin 10 mg ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL  เติม methanol 
ประมาณ 5 mL ลงใน volumetric flask  เขย่าและ sonicate ประมาณ 5 นาที  ปรับปริมาตรจน
ครบ 10 mL ด้วย methanol 

2.1.2.7.2 เตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperetin ความเข้มข้น 100 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน hesperetin (1 mg/mL) 500 µL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 
mL  เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 
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2.1.2.7.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperetin ความเข้มข้น 20 µg/mL 
โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน hesperetin (1 mg/mL) 100 µL ลงใน volumetric flask ขนาด 5 
mL  เจือจางและปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ด้วย methanol 

2.1.3 การเตรียมสารละลายส าหรับทดสอบ 
2.1.3.1 การเตรียม Diluent 

ปิเปต 0.1 % GAA 800 µL ลงใน volumetric flask ขนาด 2 mL  เจือจาง
และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol  

2.1.3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน catechin ความเข้มข้น 15 µg/mL 
ปิเปตสารละลายมาตรฐาน catechin (400 µg/mL) 75 µL ลงใน volumetric 

flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 
2.1.3.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน epicatechin ความเข้มข้น 15 µg/mL 

ปิ เปตสารละลายม าตรฐาน  epicatechin (400 µg/mL) 75 µL ลงใน 
volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย 
methanol 

2.1.3.4 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน rutin ความเข้มข้น 50 µg/mL 
ปิเปตสารละลายมาตรฐาน  rutin (1 mg/mL) 100 µL ลงใน volumetric 

flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 
2.1.3.5 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperidin ความเข้มข้น 3 µg/mL 

ปิ เป ตส ารล ะล ายม าต รฐาน  hesperidin (100 µg/mL) 60 µL ล งใน 
volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย 
methanol 

2.1.3.6 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ความเข้มข้น 30 µg/mL 
ปิ เป ตส ารล ะล ายม าต รฐาน  quercetin (600 µg/mL) 100 µL ล งใน 

volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย 
methanol 

2.1.3.7 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน apigenin ความเข้มข้น 3 µg/mL 
ปิ เป ต ส า รล ะ ล า ย ม าต รฐ า น  apigenin (100 µg/mL) 60 µL ล ง ใน 

volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย 
methanol 
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2.1.3.8 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน hesperetin ความเข้มข้น 3 µg/mL 
ปิ เป ตส ารล ะล ายม าต รฐ าน  hesperetin (100 µg/mL) 60 µL ล งใน 

volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย 
methanol 

2.1.3.9 การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสม 
2.1.3.9.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ 10 % โดยปิเปตสารละลาย

ม า ต ร ฐ า น  catechin (200 µg/mL) 15 µL,  epicatechin (200 µg/mL) 15 µL,  rutin (400 
µg/mL) 25 µL,  hesperidin (20 µg/mL) 30 µL,  quercetin (300 µg/mL) 20 µL,  apigenin 
(20 µg/mL) 30 µL  และ hesperetin (20 µg/mL) 30 µL  ลง volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 
0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 

2.1.3.9.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ 40 % โดยปิเปตสารละลาย
ม า ต ร ฐ า น  catechin (200 µg/mL) 60 µL,  epicatechin (200 µg/mL) 60 µL,  rutin (400 
µg/mL) 100 µL,  hesperidin (20 µg/mL) 120 µL,  quercetin (300 µg/mL) 80 µL,  apigenin 
(20 µg/mL) 120 µL  และ  hesperetin (20 µg/mL) 120 µL  ลง volumetric flask ขนาด 2 mL  
เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 

2.1.3.9.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ 70 % โดยปิเปตสารละลาย
มาตรฐาน  catechin (200 µg/mL) 105 µL,  epicatechin (200 µg/mL) 105 µL,  rutin (400 
µg/mL) 175 µL,  hesperidin (20 µg/mL) 210 µL,  quercetin (300 µg/mL) 140 µL,  
apigenin (20 µg/mL) 210 µL  แ ล ะ  hesperetin (20 µg/mL) 210 µL  ล ง  volumetric flask 
ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 

2.1.3.9.4 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ 100 % โดยปิเปตสารละลาย
มาตรฐาน catechin (400 µg/mL) 75 µL,  epicatechin (400 µg/mL) 75 µL,  rutin (1 mg/mL) 
100 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 60 µL,  quercetin (600 µg/mL) 100 µL,  apigenin (100 
µg/mL) 60 µL  และ  hesperetin (100 µg/mL) 60 µL  ลง volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 
0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 
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2.1.3.9.5 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ 130 % โดยปิเปตสารละลาย
ม าต รฐ าน  catechin (400 µg/mL) 97.5 µL,  epicatechin (400 µg/mL) 97.5 µL,  rutin (1 
mg/mL) 130 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 78 µL,  quercetin (600 µg/mL) 130 µL,  
apigenin (100 µg/mL) 78 µL  แ ล ะ  hesperetin (100 µg/mL) 78 µL  ล ง  volumetric flask 
ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 

2.1.3.9.6 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ 160 % โดยปิเปตสารละลาย
ม า ต ร ฐ า น  catechin (400 µg/mL) 120 µL,  epicatechin (400 µg/mL) 120 µL,  rutin (1 
mg/mL) 160 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 96 µL,  quercetin (600 µg/mL) 160 µL,  
apigenin (100 µg/mL) 96 µL  แ ล ะ  hesperetin (100 µg/mL) 96 µL  ล ง  volumetric flask 
ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 

2.1.3.9.7 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ 200 % โดยปิเปตสารละลาย
ม า ต ร ฐ า น  catechin (400 µg/mL) 150 µL,  epicatechin (400 µg/mL) 150 µL,  rutin (1 
mg/mL) 200 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 120 µL,  quercetin (600 µg/mL) 200 µL,  
apigenin (100 µg/mL) 120 µL  และ  hesperetin (100 µg/mL) 120 µL  ลง volumetric flask 
ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 800 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 

2.1.4 การเตรียมสารละลายตวัอย่าง 
2.1.4.1 การเตรียมสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลือง 

2.1.4.1.1 เตรียมสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลืองความ
เข้มข้น 0.5 mg/mL  โดยชั่งสารสกัดจากกลีบดอกของบัวสายสีเหลือง  4 mg ลงใน centrifuge 
tube ขนาด 10 mL  ละลายด้วยสารละลายผสมระหว่าง methanol และ 0.1 % GAA (80 : 20) 8 
mL  vortex และ sonicate ประมาณ 5 นาท ี

2.1.4.1.2 เตรียมสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลืองความ
เข้มข้น 0.1 mg/mL  โดยปิเปตสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลือง (0.5 mg/mL) 
400 µL ลงใน volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 720 µL และปรับปริมาตรจนครบ 
2 mL ด้วย methanol 
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ตาราง 1  การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

ความ
เข้มข้น
ของ

สารละลาย
ผสม (%) 

ชนิด
ของ 
ฟลา
โว

นอยด์ 

ความเข้มข้น
สารละลายที่
ใช้ในการ
เตรียม 
(µg/mL) 

ปริมาตรของ
สารละลายที่
ใช้ในการ
เตรียม (µL) 

ปริมาตร
ของ 0.1 
% GAA 

(µL) 

ปริมาตร
สุดท้ายของ
สารละลาย
ผสม (mL) 

ความ
เข้มข้น
สุดท้าย 
(µg/mL) 

10 CA 200 15 800 2 1.5 
 EP 200 15   1.5 
 RU 400 25   5 
 HD 20 30   0.3 
 QT 300 20   3 
 AP 20 30   0.3 
 HT 20 30   0.3 

40 CA 200 60 800 2 6 
 EP 200 60   6 
 RU 400 100   20 
 HD 20 120   1.2 
 QT 300 80   12 
 AP 20 120   1.2 
 HT 20 120   1.2 

70 CA 200 105 800 2 10.5 
 EP 200 105   10.5 
 RU 400 175   35 
 HD 20 210   2.1 
 QT 300 140   21 
 AP 20 210   2.1 
 HT 20 210   2.1 
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ตาราง 1  (ต่อ) 
 

ความ
เข้มข้น
ของ

สารละลาย
ผสม (%) 

ชนิด
ของ 
ฟลา
โว

นอยด์ 

ความเข้มข้น
สารละลายที่
ใช้ในการ
เตรียม 
(µg/mL) 

ปริมาตรของ
สารละลายที่
ใช้ในการ
เตรียม (µL) 

ปริมาตร
ของ 0.1 
% GAA 

(µL) 

ปริมาตร
สุดท้ายของ
สารละลาย
ผสม (mL) 

ความ
เข้มข้น
สุดท้าย 
(µg/mL) 

100 CA 400 75 800 2 15 
 EP 400 75   15 
 RU 1000 100   50 
 HD 100 60   3 
 QT 600 100   30 
 AP 100 60   3 
 HT 100 60   3 

130 CA 400 97.5 800 2 19.5 
 EP 400 97.5   19.5 
 RU 1000 130   65 
 HD 100 78   4 
 QT 600 130   40 
 AP 100 78   4 
 HT 100 78   4 

160 CA 400 120 800 2 24 
 EP 400 120   24 
 RU 1000 160   80 
 HD 100 96   5 
 QT 600 160   50 
 AP 100 96   5 
 HT 100 96   5 
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ตาราง 1  (ต่อ) 
 

ความ
เข้มข้น
ของ

สารละลาย
ผสม (%) 

ชนิด
ของ 
ฟลา
โว

นอยด์ 

ความเข้มข้น
สารละลายที่
ใช้ในการ
เตรียม 
(µg/mL) 

ปริมาตรของ
สารละลายที่
ใช้ในการ
เตรียม (µL) 

ปริมาตร
ของ 0.1 
% GAA 

(µL) 

ปริมาตร
สุดท้ายของ
สารละลาย
ผสม (mL) 

ความ
เข้มข้น
สุดท้าย 
(µg/mL) 

200 CA 400 150 800 2 30 
 EP 400 150   30 
 RU 1000 200   100 
 HD 100 120   6 
 QT 600 200   60 
 AP 100 120   6 
 HT 100 120   6 

 
2.1.4.2 การเตรียมสารละลายสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง 

2.1.4.2.1 เตรียมสารละลายสารสกัดจากเกสรของบัวสายสีเหลืองความ
เข้มข้น 1 mg/mL  โดยชั่งสารสกัดจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลือง 8 mg ลงใน centrifuge tube 
ขนาด 10 mL  ละลายด้วยสารละลายผสมระหว่าง methanol และ 0.1 % GAA (80 : 20) 8 mL  
vortex และ sonicate ประมาณ 5 นาท ี

2.1.4.2.2 เตรียมสารละลายสารสกัดจากเกสรของบัวสายสีเหลืองความ
เข้มข้น 0.2 mg/mL  โดยปิเปตสารละลายสารสกัดจากเกสรของบวัสายสีเหลือง (1 mg/mL) 400 
µL ลงใน volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 720 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL 
ด้วย methanol 

2.1.5 การเตรียมสารละลายตวัอย่างที่เติมสารมาตรฐาน (spiked solution) 
2.1.5.1 การเตรียม spiked solution ของสารสกัดจากกลีบดอกของบัวสายสี

เหลือง 
2.1.5.1.1 เตรียม spiked solution ของสารสกัดจากกลีบดอกของบัวสายสี

เหลืองที่ความเข้มข้นต ่า  โดยปิเปตสารละลายสารสกัดจากกลีบดอกของบัวสายสีเหลือง (0.5 
mg/mL) 400 µL  สารละลายมาตรฐาน  catechin (400 µg/mL) 60 µL,  epicatechin (400 
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µg/mL) 56 µL,  rutin (1 mg/mL) 80 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 36 µL,  quercetin (300 
µg/mL) 144 µL,  apigenin (100 µg/mL) 48 µL  แ ล ะ  hesperetin (100 µg/mL) 48 µL  ล ง 
volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 720 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย 
methanol 

2.1.5.1.2 เตรียม spiked solution ของสารสกัดจากกลีบดอกของบัวสายสี
เหลืองที่ความเข้มข้นกลาง  โดยปิเปตสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลือง (0.5 
mg/mL) 400 µL  สารละลายมาตรฐาน  catechin (400 µg/mL) 75 µL,  epicatechin (400 
µg/mL) 70 µL,  rutin (1 mg/mL) 100 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 44 µL,  quercetin (300 
µg/mL) 180 µL,  apigenin (100 µg/mL) 60 µL  แ ล ะ  hesperetin (100 µg/mL) 60 µL  ล ง 
volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 720 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย 
methanol 

2.1.5.1.3 เตรียม spiked solution ของสารสกัดจากกลีบดอกของบัวสายสี
เหลืองที่ความเข้มข้นสูง  โดยปิเปตสารละลายสารสกัดจากกลีบดอกของบัวสายสีเหลือง (0.5 
mg/mL) 400 µL  สารละลายมาตรฐาน  catechin (400 µg/mL) 90 µL,  epicatechin (400 
µg/mL) 84 µL,  rutin (1 mg/mL) 120 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 52 µL,  quercetin (300 
µg/mL) 216 µL,  apigenin (100 µg/mL) 72 µL  แ ล ะ  hesperetin (100 µg/mL) 72 µL  ล ง 
volumetric flask ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 720 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย 
methanol 

2.1.5.2 การเตรียม spiked solution ของสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง 
2.1.5.2.1 เตรียม spiked solution ของสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง

ที่ความเข้มข้นต ่า  โดยปิเปตสารละลายสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง (1 mg/mL) 400 µL  
สารละลายมาตรฐาน catechin (400 µg/mL) 60 µL,  epicatechin (400 µg/mL) 56 µL,  rutin 
(1 mg/mL) 80 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 36 µL,  quercetin (300 µg/mL) 144 µL,  
apigenin (100 µg/mL) 48 µL  แ ล ะ  hesperetin (100 µg/mL) 48 µL  ล ง  volumetric flask 
ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 720 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 

2.1.5.2.2 เตรียม spiked solution ของสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง
ที่ความเข้มข้นกลาง  โดยปิเปตสารละลายสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง (1 mg/mL) 400 
µL  สารละลายมาตรฐาน catechin (400 µg/mL) 75 µL,  epicatechin (400 µg/mL) 70 µL,  
rutin (1 mg/mL) 100 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 44 µL,  quercetin (300 µg/mL) 180 µL,  
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apigenin (100 µg/mL) 60 µL  แ ล ะ  hesperetin (100 µg/mL) 60 µL  ล ง  volumetric flask 
ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 720 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 

2.1.5.2.3 เตรียม spiked solution ของสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง
ที่ความเข้มข้นสงู  โดยปิเปตสารละลายสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง (1 mg/mL) 400 µL  
สารละลายมาตรฐาน catechin (400 µg/mL) 90 µL,  epicatechin (400 µg/mL) 84 µL,  rutin 
(1 mg/mL) 120 µL,  hesperidin (100 µg/mL) 52 µL,  quercetin (300 µg/mL) 216 µL,  
apigenin (100 µg/mL) 72 µL  แ ล ะ  hesperetin (100 µg/mL) 72 µL  ล ง  volumetric flask 
ขนาด 2 mL  เติม 0.1 % GAA 720 µL และปรับปริมาตรจนครบ 2 mL ด้วย methanol 

 
ตาราง 2  การเตรียม spiked solution ของสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกและเกสรของบวัสาย
สีเหลือง 
 

ระดับ
ความ
เข้มข้น 

ปริมาตรสารละลาย (µL) ปริมาตร
สุดท้าย 
(mL) 

สาร
สกัด 

CA EP RU HD QT AP HT 0.1% 
GAA 

ต ่า 400 60 56 80 36 144 48 48 720 2 
กลาง 400 75 70 100 44 180 60 60 720 2 
สงู 400 90 84 120 52 216 72 72 720 2 

 
2.1.6 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ฟลาโวนอยด์ 

ทดสอบหาสภาวะที่ เหมาะสมในการแยกฟลาโวนอยด์ทั ง้ 7 ชนิด  ได้แก่  
catechin,  epicatechin,  rutin,  hesperidin,  quercetin,  apigenin แ ล ะ  hesperetin  โด ย
ก าหนดสภาวะในการวิเคราะห์  ดงันี ้

Stationary phase : ACE C18-AR, 5-µm, 250 x 4.6-mm 
Flow rate : 1.0 mL/min 
Injection volume : 20 µL 
Detector : UV 
ศึกษาหาสภาวะที่ เหมาะสมในการแยกฟลาโวนอยด์ทั ง้ 7 ชนิดโดยการ

ปรับเปลี่ยนสภาวะในการวิเคราะห์  ดงันี ้
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2.1.6.1 อัต ราส่ วนระหว่ าง  0.1 % GAA และ  สารผสม  acetonitrile และ 
methanol ใน gradient elution 

2.1.6.2 ความยาวคลื่นที่ใช้ในการตรวจวดั (254 nm และ 280 nm) 
2.2 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (ICH, 2005; Latimer, 2016) 

พารามิเตอร์ที่ทดสอบในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ฟลาโวนอยด์ทัง้ 
7 ชนิด  ได้แก่  ความถูกต้อง  ความแม่นย า  ความจ าเพาะ  ขีดจ ากัดการตรวจพบ  ขีดจ ากัดการ
ตรวจวดัเชิงปริมาณ  ช่วงและความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง  โดยทดสอบดงันี ้

2.2.1 การทดสอบความความจ าเพาะ เตรียมสารละลายดงัต่อไปนี ้
- Diluent 
- สารละลายมาตรฐาน catechin ความเข้มข้น 15 µg/mL 
- สารละลายมาตรฐาน epicatechin ความเข้มข้น 15 µg/mL 
- สารละลายมาตรฐาน rutin ความเข้มข้น 50 µg/mL 
- สารละลายมาตรฐาน hesperidin ความเข้มข้น 3 µg/mL 
- สารละลายมาตรฐาน quercetin ความเข้มข้น 30 µg/mL 
- สารละลายมาตรฐาน apigenin ความเข้มข้น 3 µg/mL 
- สารละลายมาตรฐาน hesperetin ความเข้มข้น 3 µg/mL 
- สารละลายมาตรฐานผสมที่ 100 % 
กรองสารละลายแต่ละชนิดผ่าน nylon syringe membrane filter ขนาด 0.2 µm 

แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วย HPLC เพื่อดคู่า retention time ของฟลาโวนอยด์แต่ละชนิด  วิธีวิเคราะห์
จะต้องสามารถแยกฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิดได้โดยมีค่า resolution ไม่น้อยกว่า 1.5  และใน 
diluent จะต้องไม่มีพีครบกวนที่ต าแหน่ง retention time เดียวกบัฟลาโวนอยด์ที่ต้องการวิเคราะห์ 

2.2.2 การทดสอบช่วงและความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง เตรียมสารละลายดงัต่อไปนี ้
- สารละลายมาตรฐานผสมที่ 10 % 
- สารละลายมาตรฐานผสมที่ 40 % 
- สารละลายมาตรฐานผสมที่ 70 % 
- สารละลายมาตรฐานผสมที่ 100 % 
- สารละลายมาตรฐานผสมที่ 130 % 
- สารละลายมาตรฐานผสมที่ 160 % 
- สารละลายมาตรฐานผสมที่ 200 % 
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กรองสารละลายแต่ละชนิดผ่าน nylon syringe membrane filter ขนาด 0.2 µm  
น าไปวิเคราะห์ด้วย HPLC  หลังจากนัน้น า peak area ที่ได้จากการวิเคราะห์และความเข้มข้น
ของฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดมาหาความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงและค านวณสมการแสดงความสมัพนัธ์  
รวมทัง้ค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (correlation coefficient, r)  ซึง่ r ควรมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995 

2.2.3 การทดสอบความแม่นย า 
2.2.3.1 Repeatability  เตรียมสารละลายมาตรฐานส าหรับการทดสอบช่วงและ

ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงและสารละลายมาตรฐานผสมที่ 100 % จ านวน 6 ตัวอย่าง  กรอง
สารละลายแต่ละชนิดผ่าน nylon syringe membrane filter ขนาด 0.2 µm  น าไปวิเคราะห์ด้วย 
HPLC  ค านวณหาปริมาณที่พบ (amount found) ของฟลาโวนอยด์แต่ละชนิด  จาก slope และ 
intercept ของสมการแสดงความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง  โดยใช้สมการดงันี ้

 

Amount found (µg/mL) = 
(Peak area - Intercept)

Slope
  

 
หลังจากนัน้น าค่า amount found ของสารละลายมาตรฐานผสมที่ 100 % 

ทัง้ 6 ตวัอย่างมาค านวณหาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (relative standard deviation, RSD)  
โดย RSD ควรมีค่าไม่เกิน 5.3 % 

2.2.3.2 Intermediate precision 
ท าการทดสอบ repeatability อย่างน้อย 2 วัน  หลังจากนัน้น าค่า amount 

found ของสารละลายมาตรฐานผสมที่ 100 %  ทัง้หมดมาค านวณหา RSD  โดย RSD ควรมีค่าไม่
เกิน 5.3 % 

2.2.4 การทดสอบความถกูต้อง  เตรียมสารละลายดงัต่อไปนี ้
- สารละลายมาตรฐานส าหรับการทดสอบช่วงและความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง 
- สารละลายสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลืองเข้มข้น 0.1 mg/mL 
- Spiked solution ของสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลืองที่ความเข้มข้น

ต ่า  กลางและสงู ความเข้มข้นละ 3 ตวัอย่าง 
- สารละลายสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลืองเข้มข้น 0.2 mg/mL 
- Spiked solution ของสารสกัดจากเกสรของบัวสายสีเหลืองที่ความเข้มข้นต ่า  

กลางและสงู ความเข้มข้นละ 3 ตวัอย่าง 
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กรองสารละลายแต่ละชนิดผ่าน nylon syringe membrane filter ขนาด 0.2 µm  
น าไปวิเคราะห์ด้วย HPLC  ค านวณหาร้อยละการคืนกลับ (% recovery) ของฟลาโวนอยด์แต่ละ
ชนิด  โดยใช้สมการดงันี ้

 

% Recovery = 
Amount found

Amount added
 x 100 

 

Amount found (µg/mL) = 
[(Peak areaSpiked - Peak areaSample)] - Intercept)

Slope
  

 
โดย amount found คือปริมาณฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดที่พบ  ค านวณได้จาก 

slope และ intercept ของสมการแสดงความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง  peak areaSpiked คือ peak area 
ของ spiked solution  peak areaSample คือ peak area ของสารละลายสารสกัดของบัวสายสี
เหลือง  ส่วน amount added คือความเข้มข้นของฟลาโวนอยด์  โดย % recovery ควรมีค่าอยู่
ในช่วง 90 – 107 

2.2.5 การทดสอบขีดจ ากัดการตรวจพบและ ขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิงปริมาณ 
เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่  10 %, 40 %, 70 %, 100 %, 130 %, 160 % และ 200 %  
กรองสารละลายแต่ละชนิดผ่าน nylon syringe membrane filter ขนาด 0.2 µm  น าไปวิเคราะห์
ด้วย HPLC  แล้วค านวณขีดจ ากัดการตรวจพบ (limit of detection, LOD)  และ  ขีดจ ากัดการ
ตรวจวดัเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)  โดยใช้สมการดงันี ้

 

LOD = 
3.3 (σ)

Slope
 x 100 

 

LOQ = 
10 (σ)

Slope
 x 100 

 
เมื่อ σ คือ  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ peak area  และ  Slope คือ  slope  ที่ได้

จากสมการแสดงความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง 
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2.3. การวิเคราะห์สารสกัดบัวสายสีเหลือง 
เตรียมสารละลายดงัต่อไปนี ้

- สารละลายมาตรฐานส าหรับการทดสอบช่วงและความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง 
- สารละลายสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลืองเข้มข้น 0.1 mg/mL 
- สารละลายสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลืองเข้มข้น 0.2 mg/mL 

กรองสารละลายแต่ละชนิดผ่าน nylon syringe membrane filter ขนาด 0.2 µm  
น าไปวิเคราะห์ด้วย HPLC  ค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์ที่พบในสารสกดัจากกลีบดอกของบวั
สายสีเหลืองและปริมาณฟลาโวนอยด์ที่พบในสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง  โดยใช้สมการ
ดงันี ้

 

% w/w = 
(Peak area - Intercept)

Slope
 x 

4

Weight
 x 

2

0.4
 x 

100

1000
 

 
โดย %w/w คือ  ปริมาณฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดที่พบในสารสกัดจากกลีบดอกหรือ

เกสรของดอกบัวสายสีเหลืองในหน่วย %w/w  และ Weight คือ  น า้หนักสารสกัดจากกลีบดอก
หรือเกสรของดอกบวัสายสีเหลืองในหน่วย mg   

2.4. การทดสอบการยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (Thring et al., 
2009) 

2.4.1 การเตรียมสารละลายส าหรับทดสอบ 
2.4.1.1 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM tricine pH 7.5 ที่ประกอบด้วย 

400 mM NaCl และ 10 mM CaCl2 
ชั่ ง  tricine 0.8959 g, NaCl 2.3376 g แ ล ะ  CaCl2 0.1110 g  ล ง ใ น 

volumetric flask ขนาด 100 mL  ละลายและปรับปริมาตรจนครบ 100 mL ด้วย sterile water for 
irrigation  หลงัจากนัน้ปรับ pH เป็น 7.5 ด้วย 0.1 N NaOH 

2.4.1.2 การเตรียมสารละลายเอนไซม์คอลลาจี เนส (ความเข้มข้นสุดท้ายใน
ปฏิกิริยาเท่ากบั 0.25 mg/mL) 

ชั่งเอนไซม์คอลลาจีเนส 2.5 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
mL  ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 50 mM tricine pH 7.5  ปริมาตร 1000 µL 
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2.4.1.3 การเตรียมสารละลาย FALGPA (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 
0.8 mM) 

ชั่ ง  FALGPA 3.81 mg  ล ง ใน   microcentrifuge tube ข น า ด  1.5 mL  
ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 50 mM tricine pH 7.5  ปริมาตร 1000 µL 

2.4.1.4 การเตรียมสารละลาย EGCG (ความเข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยาเท่ากับ 
0.32 mg/mL) 

ชั่ง EGCG 0.4 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL  ละลาย
ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 50 mM tricine pH 7.5  ปริมาตร 1000 µL 

2.4.1.5 การเตรียมสารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสี
เหลือง (ความเข้มข้น 2.5 mg/mL) 

ชั่งสารสกัด 3.75 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 2 mL  ละลาย
ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 50 mM tricine pH 7.5  ปริมาตร 1.5 mL  น าไป centrifuge เป็นเวลา 5 
นาที  หลงัจากนัน้เทของเหลวเหนือตะกอนลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 mL   

2.4.2 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบ 
2.4.2.1 เตรียมสารละลาย EGCG ที่ 5 ระดับความเข้มข้น  เพื่อให้ความเข้มข้น

สุดท้ายในปฏิกิริยาเท่ากับ 0.08, 0.16, 0.32, 0.48 และ 0.64 mg/mL  ทดสอบโดยใช้วิธีเดียวกับ
การทดสอบของสารสกดัของบวัสายสีเหลืองตามที่ระบุในข้อ 2.4.3 แต่ใช้สารละลาย EGCG แทน
สารละลายสารสกดัของบวัสายสีเหลือง 

2.4.2.2 ค านวณหา % inhibition ในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลา
จีเนสของสารละลาย EGCG ทัง้ 5 ความเข้มข้น  โดยด าเนินการทดสอบที่เป็นอิสระต่อกัน 3 ครัง้  
แต่ละครัง้ท า 3 ซ า้ 

2.4.2.3 น าค่าเฉลี่ย % inhibition ที่ได้ไป plot กราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของสารละลาย EGCG และค่าเฉลี่ยของ % inhibition เพื่อค านวณหาค่า the half 
maximal inhibitory concentration (IC50) จากสมการเส้นตรงที่ได้ 

2.4.3 การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  ของสารสกดัจาก
กลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลือง  โดยด าเนินการทดสอบที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้  แต่ละครัง้
ท า 3 ซ า้ 
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2.4.3.1 Negative control 
2.4.3.1.1 ใส่สารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM tricine pH 7.5  160 µL ใน 96-

well plate  
2.4.3.1.2 เติมสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส 20 µL 
2.4.3.1.3 Incubate ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.4.3.1.4 เติมสารละลาย FALGPA 20 µL 
2.4.3.1.5 เตรียม blank โดยการเติมสารละลายบฟัเฟอร์ 50 mM tricine pH 

7.5  แทนการเติมสารละลาย FALGPA 
2.4.3.1.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  340 nm ด้วย 

microplate reader โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงต่อเนื่องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.4.3.1.7 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหา % inhibition 

2.4.3.2 Positive control 
2.4.3.2.1 ใส่สารละลาย EGCG 160 µL ใน 96-well plate (ความเข้มข้น

สดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 0.32 mg/mL) 
2.4.3.2.2 เติมสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส 20 µL 
2.4.3.2.3 Incubate ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.4.3.2.4 เติมสารละลาย FALGPA 20 µL 
2.4.3.2.5 เตรียม blank โดยการเติมสารละลายบฟัเฟอร์ 50 mM tricine pH 

7.5  แทนการเติมสารละลาย FALGPA 
2.4.3.2.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  340 nm ด้วย 

microplate reader โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงต่อเนื่องเป็นเวลา 20 นาท ี 
2.4.3.2.7 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหา % inhibition 

2.4.3.3 สารสกดัจากบวัสายสีเหลือง 
2.4.3.3.1 ใส่สารละลายสารสกัดจากบัวสายสีเหลือง  160 µL ใน 96-well 

plate (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาแตกต่างกนัไป) 
2.4.3.3.2 เติมสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส 20 µL  
2.4.3.3.3 Incubate ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.4.3.3.4 เติมสารละลาย FALGPA 20 µL 
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2.4.3.3.5 เตรียม blank โดยการเติมสารละลายบฟัเฟอร์ 50 mM tricine pH 
7.5  แทนการเติมสารละลาย FALGPA 

2.4.3.3.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  340 nm ด้วย 
microplate reader โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงต่อเนื่องเป็นเวลา 20 นาท ี

2.4.3.3.7 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหา % inhibition 
 

ตาราง 3  การล าดบัและปริมาตรการเติมสารลงใน 96-well plate เพื่อทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส 
 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรการเติมสาร (µL) 
Buffer EGCG Extracts Enzyme FALGPA 

Negative control 160 - - 20 20 
Blank negative control 180 - - 20 - 
Positive control - 160 - 20 20 
Blank positive control 20 160 - 20 - 
Tested sample - - 160 20 20 
Blank tested sample 20 - 160 20 - 

 
2.4.4 การค านวณหา % inhibition ของสารสกดัจากบวัสายสีเหลือง 

2.4.4.1 ค านวณหา % inhibition จากสมการ 
 

% Inhibition = 
ΔAbsorbanceControl - ΔAbsorbanceSample

ΔAbsorbanceControl

 X 100 

 

เมื่อ ΔAbsorbanceControl  คือค่าการเปลี่ยนแปลงของค่าการดดูกลืนแสงของ 
FALGPA  ที่เวลาเร่ิมต้นจนสิน้สดุปฏิกิริยา  ส าหรับกลุ่มควบคุมแบบลบ  และ AbsorbanceSample  
คือค่าการเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของ FALGPA  ที่เวลาเร่ิมต้นจนสิน้สุดปฏิกิริยา  
ส าหรับกลุม่ปฏิกิริยาทดสอบ 
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2.4.4.2 การค านวณหาค่า IC50 ของสารสกดัจากบวัสายสีเหลือง 
น าค่าเฉลี่ย % inhibition ที่ได้ไป plot กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของสารละลายสารสกัดจากบวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % inhibition เพื่อค านวณหา
ค่า IC50 จากสมการเส้นตรงที่ได้ 

2.5 การทดสอบการยับยัง้การท างานของเอนไซม์อีลาสเตส (Liyanaarachchi, 
Samarasekera, Mahanama, & Hemalal, 2018; Mori et al., 2002) 

2.5.1 การเตรียมสารละลายส าหรับทดสอบ 
2.5.1.1 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ 200 mM tris-HCl pH 8.0 

ชั่ง tris-HCl 3.152 g  ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL  ละลายและ
ปรับปริมาตรจนครบ 100 mL ด้วย sterile water for irrigation  หลังจากนัน้ปรับ pH เป็น 8.0 
ด้วย 0.1 N NaOH 

2.5.1.2 การเตรียมสารละลาย porcine pancreatic elastase (PPE) type IV 
(ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 5 µg/mL) 

ชั่ ง เอน ไซ ม์  PPE 0.1 mg  ล ง ใน   microcentrifuge tube ขน าด  5 mL  
ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 200 mM tris-HCl pH 8.0  ปริมาตร 2 mL  

2.5.1.3 การเตรียมสารละลาย N-succinyl-(Ala)3-nitroanilide (SANA) (ความ
เข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 0.18 mg/mL) 

ชั่ง SANA 1.81 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL  ละลายด้วย
สารละลายบฟัเฟอร์ 200 mM tris-HCl pH 8.0  ปริมาตร 1000 µL  

2.5.1.4 การเตรียมสารละลาย EGCG (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 1 
mg/mL) 

ชั่ง EGCG 1.25 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL  ละลายด้วย
สารละลายบฟัเฟอร์ 200 mM tris-HCl pH 8.0  ปริมาตร 1000 µL 

2.5.1.5 การเตรียมสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลือง (ความ
เข้มข้น 3 mg/mL) 

ชัง่สารสกดั 15 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 5 mL  ละลายด้วย
สารละลายบัฟเฟอร์ 200 mM tris-HCl pH 8.0  ปริมาตร 5 mL  น าไป centrifuge เป็นเวลา 5 
นาที  หลงัจากนัน้เทของเหลวเหนือตะกอนลงใน microcentrifuge tube ขนาด 5 mL  

 2.5.1.6 การเตรียมสารละลายสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง (ความ
เข้มข้น 2.5 mg/mL) 
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ชั่งสารสกัด 12.5 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 5 mL  ละลาย
ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 200 mM tris-HCl pH 8.0  ปริมาตร 5 mL  น าไป centrifuge เป็นเวลา 5 
นาที  หลงัจากนัน้เทของเหลวเหนือตะกอนลงใน microcentrifuge tube ขนาด 5 mL 

2.5.2 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบ 
2.5.2.1 เตรียมสารละลาย EGCG ที่ 5 ระดับความเข้มข้น  เพื่อให้ความเข้มข้น

สุดท้ายในปฏิกิริยาเท่ากับ 0.3, 0.6, 1.2, 1.8 และ 2.1 mg/mL  ทดสอบโดยใช้วิธีเดียวกับการ
ทดสอบของสารสกัดของบัวสายสีเหลืองตามที่ระบุในข้อ 2.5.3 แต่ใช้สารละลาย EGCG แทน 
สารละลายสารสกดัของบวัสายสีเหลือง 

2.5.2.2 ค านวณหา % inhibition ในการยับยั ง้การท างานของ  PPE ของ
สารละลาย EGCG ทัง้ 5 ความเข้มข้น  โดยด าเนินการทดสอบที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้  แต่ละครัง้
ท า 3 ซ า้ 

2.5.2.3 น าค่าเฉลี่ย % inhibition ที่ได้ไป plot กราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของสารละลาย EGCG และค่าเฉลี่ยของ % inhibition เพื่อค านวณหาค่า IC50 จาก
สมการเส้นตรงที่ได้ 

2.5.3 การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของ PPE  ของสารสกัดจากกลีบดอกและ
เกสรของบวัสายสีเหลือง  โดยด าเนินการทดสอบที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้  แต่ละครัง้ท า 3 ซ า้ 

2.5.3.1 Negative control 
2.5.3.1.1 ใส่สารละลายบัฟเฟอร์ 200 mM tris-HCl pH 8.0 160 µL ใน 96-

well plate  
2.5.3.1.2 เติมสารละลาย PPE 20 µL 
2.5.3.1.3 Incubate ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.5.3.1.4 เติมสารละลาย SANA 20 µL 
2.5.3.1.5 เตรียม blank โดยการเติมสารละลายบัฟเฟอร์ 200 mM tris-HCl 

pH 8.0  แทนการเติมสารละลาย PPE 
2.5.3.1.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  410 nm ด้วย 

microplate reader โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงต่อเนื่องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.5.3.1.7 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหา % inhibition 
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2.5.3.2 Positive control 
2.5.3.2.1 ใส่สารละลาย EGCG 160 µL ใน 96-well plate (ความเข้มข้น

สดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 1.0 mg/mL) 
2.5.3.2.2 เติมสารละลาย PPE 20 µL 
2.5.3.2.3 Incubate ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.5.3.2.4 เติมสารละลาย SANA 20 µL 
2.5.3.2.5 เตรียม blank โดยการเติมสารละลายบัฟเฟอร์ 200 mM tris-HCl 

pH 8.0  แทนการเติมสารละลาย PPE 
2.5.3.2.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  410 nm ด้วย 

microplate reader โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงต่อเนื่องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.5.3.2.7 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหา % inhibition 

2.5.3.3 สารสกดัจากบวัสายสีเหลือง 
2.5.3.3.1 ใส่สารละลายสารสกัดจากบัวสายสีเหลือง  160 µL ใน 96-well 

plate (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาแตกต่างกนัไป) 
2.5.3.3.2 เติมสารละลาย PPE 20 µL 
2.5.3.3.3 Incubate ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.5.3.3.4 เติมสารละลาย SANA 20 µL 
2.5.3.3.5 เตรียม blank โดยการเติมสารละลายบัฟเฟอร์ 200 mM tris-HCl 

pH 8.0  แทนการเติมสารละลาย PPE 
2.5.3.3.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  410 nm ด้วย 

microplate reader โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงต่อเนื่องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.5.3.3.7 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหา % inhibition 

2.5.4 การค านวณหา % inhibition ของสารสกดัจากบวัสายสีเหลือง 
2.5.4.1 ค านวณหา % inhibition จากสมการ 

 

% Inhibition = 
AbsorbanceControl - AbsorbanceSample

AbsorbanceControl

 X 100 
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เมื่อ AbsorbanceControl  คือค่าการดูดกลืนแสงของ p-nitroaniline  ที่ เวลา
สิน้สดุปฏิกิริยา  ส าหรับกลุ่มควบคุมแบบลบ  และ AbsorbanceSample  คือค่าการดดูกลืนแสงของ 
p-nitroaniline  ที่เวลาสิน้สดุปฏิกิริยา  ส าหรับกลุม่ปฏิกิริยาทดสอบ 

2.5.4.2 การค านวณหาค่า IC50 ของสารสกดัจากบวัสายสีเหลือง 
น าค่าเฉลี่ย % inhibition ที่ได้ไป plot กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของสารละลายสารสกัดจากบวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % inhibition เพื่อค านวณหา
ค่า IC50 จากสมการเส้นตรงที่ได้ 

 
ตาราง 4  การล าดบัและปริมาตรการเติมสารลงใน 96-well plate เพื่อทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การ
ท างานของ PPE 

 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรการเติมสาร (µL) 
Buffer EGCG Extracts Enzyme SANA 

Negative control 160 - - 20 20 
Blank negative control 180 - - - 20 
Positive control - 160 - 20 20 
Blank positive control 20 160 - - 20 
Tested sample - - 160 20 20 
Blank tested sample 20 - 160 - 20 

 
2.6. การทดสอบการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Liyanaarachchi et 

al., 2018) 
2.6.1 การเตรียมสารละลายส าหรับทดสอบ 

2.6.1.1 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ 100 mM phosphate pH 6.8 
2.6.1.1.1 ชั่ง NaH2PO4.H2O 3.1202 g  ลงใน volumetric flask ขนาด 100 

mL  ละลายและปรับปริมาตรจนครบ 100 mL ด้วย sterile water for irrigation 
2.6.1.1.2 ชั่ง Na2HPO4 3.5610 g  ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL  

ละลายและปรับปริมาตรจนครบ 100 mL ด้วย sterile water for irrigation 
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2.6.1.1.3 เติ ม ส า รล ะล าย  NaH2PO4.H2O 24.5 mL แล ะส ารล ะล าย 
Na2HPO4 25.5 mL  ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL  แล้วปรับปริมาตรจนครบ 100 mL 
ด้วย sterile water for irrigation 

2.6.1.1.4 ป รับ  pH เ ป็ น  6.8 ด้ ว ย ส า รล ะ ล า ย  NaH2PO4.H2O  ห รื อ
สารละลาย Na2HPO4 

2.6.1.2 การเตรียมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส  (ความเข้มข้นสุดท้ายใน
ปฏิกิริยาเท่ากบั 0.03 mg/mL) 

ชั่งเอนไซม์ไทโรซิเนส 0.3 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL  
ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 100 mM phosphate pH 6.8 ปริมาตร 1000 µL  

2.6.1.3 การเตรียมสารละลาย L-DOPA (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 
0.2 mg/mL) 

ชั่ง L-DOPA 0.5 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL  ละลาย
ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 100 mM phosphate pH 6.8 ปริมาตร 1000 µL 

2.6.1.4 การเตรียมสารละลาย kojic acid (ความเข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยา
เท่ากบั 0.06 mg/mL) 

ชั่ ง  kojic acid 0.12 mg  ล ง ใน   microcentrifuge tube ขน าด  1.5 mL  
ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 100 mM phosphate pH 6.8 ปริมาตร 1000 µL 

2.6.1.5 การเตรียมสารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสี
เหลือง (ความเข้มข้น 2 mg/mL) 

ชัง่สารสกดั 5.2 mg  ลงใน  microcentrifuge tube ขนาด 5 mL  ละลายด้วย
สารละลายบฟัเฟอร์ 100 mM phosphate pH 6.8  ปริมาตร 2.6 mL  น าไป centrifuge เป็นเวลา 
5 นาที  หลงัจากนัน้เทของเหลวเหนือตะกอนลงใน microcentrifuge tube ขนาด 5 mL  

2.6.2 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบ 
2.6.2.1 เตรียมสารละลาย kojic acid ที่  5 ระดับความเข้มข้น  เพื่อให้ความ

เข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยาเท่ากับ 0.03, 0.04, 0.05, 0.06 และ 0.07 mg/mL  ทดสอบโดยใช้วิธี
เดียวกบัการทดสอบของสารสกดัของบวัสายสีเหลืองตามที่ระบุในข้อ 2.6.3 แต่ใช้สารละลาย kojic 
acid แทนสารละลายสารสกดัของบวัสายสีเหลือง 
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2.6.2.2 ค านวณหา % inhibition ในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
ของสารละลาย kojic acid ทัง้ 5 ความเข้มข้น  โดยด าเนินการทดสอบที่เป็นอิสระต่อกัน 3 ครัง้  
แต่ละครัง้ท า 3 ซ า้ 

2.6.2.3 น าค่าเฉลี่ย % inhibition ที่ได้ไป plot กราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของสารละลาย kojic acid และค่าเฉลี่ยของ % inhibition เพื่อค านวณหาค่า IC50 
จากสมการเส้นตรงที่ได้ 

2.6.3 การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส  ของสารสกัดจาก
กลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลือง  โดยด าเนินการทดสอบที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้  แต่ละครัง้
ท า 3 ซ า้ 

2.6.3.1 Negative control 
2.6.3.1.1 ใส่สารละลายบัฟเฟอร์ 100 mM phosphate pH 6.8 100 µL ใน 

96-well plate  
2.6.3.1.2 เติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 20 µL 
2.6.3.1.3 Incubate ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.6.3.1.4 เติมสารละลาย L-DOPA 80 µL 
2.6.3.1.5 เตรียม blank โดยการเติม 100 mM phosphate pH 6.8  แทนการ

เติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 
2.6.3.1.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  475 nm ด้วย 

microplate reader โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงต่อเนื่องเป็นเวลา 30 นาท ี
2.6.3.1.7 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหา % inhibition 

2.6.3.2 Positive control 
2.6.3.2.1 ใสส่ารละลาย kojic acid 100 µL ใน 96-well plate  
2.6.3.2.2 เติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 20 µL 
2.6.3.2.3 Incubate ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.6.3.2.4 เติมสารละลาย L-DOPA 80 µL 
2.6.3.2.5 เตรียม blank โดยการเติม 100 mM phosphate pH 6.8  แทนการ

เติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 
2.6.3.2.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  475 nm ด้วย 

microplate reader โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงต่อเนื่องเป็นเวลา 30 นาท ี
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2.6.3.2.7 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหา % inhibition 
2.6.3.3 สารสกดัจากบวัสายสีเหลือง 

2.6.3.3.1 ใส่สารละลายสารสกัดจากบัวสายสีเหลือง  100 µL ใน 96-well 
plate  

2.6.3.3.2 เติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 20 µL 
2.6.3.3.3 Incubate ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาท ี
2.6.3.3.4 เติมสารละลาย L-DOPA  80 µL 
2.6.3.3.5 เต รียม  blank โดยการ เติ ม สารละล ายบัฟ เฟ อ ร์  100 mM 

phosphate pH 6.8  แทนการเติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 
2.6.3.3.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  475 nm ด้วย 

microplate reader โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงต่อเนื่องเป็นเวลา 30 นาท ี
2.6.3.3.7 น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหา % inhibition 
 

ตาราง 5  การล าดบัและปริมาตรการเติมสารลงใน 96-well plate เพื่อทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 

กลุ่ม ล าดับและปริมาตรการเติมสาร (µL) 
Buffer Kojic Extracts Enzyme L-DOPA 

Negative control 100 - - 20 80 
Blank negative control 120 - - - 80 
Positive control - 100 - 20 80 
Blank positive control 20 100 - - 80 
Tested sample - - 100 20 80 
Blank tested sample 20 - 100 - 80 
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2.6.4 การค านวณหา % inhibition ของสารสกดัจากบวัสายสีเหลือง 
2.6.4.1 ค านวณหา % inhibition จากสมการ 

 

% Inhibition = 
AbsorbanceControl - AbsorbanceSample

AbsorbanceControl

 X 100 

 
เมื่อ AbsorbanceControl  คือค่าการดูดกลืนแสงของ dopaquinone  ที่เวลา

สิน้สดุปฏิกิริยา  ส าหรับกลุ่มควบคุมแบบลบ  และ AbsorbanceSample  คือค่าการดดูกลืนแสงของ 
p- dopaquinone  ที่เวลาสิน้สดุปฏิกิริยา  ส าหรับกลุม่ปฏิกิริยาทดสอบ 

2.6.4.2 การค านวณหาค่า IC50 ของสารสกดัจากบวัสายสีเหลือง 
น าค่าเฉลี่ย % inhibition ที่ได้ไป plot กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของสารละลายสารสกัดจากบวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % inhibition เพื่อค านวณหา
ค่า IC50 จากสมการเส้นตรงที่ได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทท่ี 4 
ผลการด าเนินการวิจัย 

 
1. การศึกษาสภาวะของ HPLC ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ 

จากการศึกษาสภาวะของ HPLC ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิด
ได้แก่ catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin  ในสาร
สกดัจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลือง  พบว่าสามารถวิเคราะห์ฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิดใน
สารสกดัจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองได้  โดยรายละเอียดสภาวะของ HPLC ที่ใช้ใน
การวิเคราะห์  แสดงในตาราง 6 – 7  

 
ตาราง 6  สภาวะของ HPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 

หัวข้อ รายละเอียด 

Stationary phase ACE 5 C18-AR, 5-µm, 250 x 4.6-mm 
Flow rate 1.0 mL/min 

Injection volume 20 µL 
Detector UV 280 nm 

 
ตาราง 7  gradient elution ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 
เวลา (นาที) Acetonitrile : methanol (70 : 30) (%) 0.1 % Glacial acetic acid (%) 

0.0 15.0 85.0 
12.0 18.0 82.0 
16.0 18.0 82.0 
30.0 40.0 60.0 
45.0 50.0 50.0 
50.0 50.0 50.0 
50.1 15.0 85.0 
60.0 15.0 85.0 
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ในการทดสอบความเหมาะสมของสภาวะของ HPLC ท าโดยการวิเคราะห์สารละลาย
มาตรฐานผสมที่ 100 % จ านวน 6 ครัง้  แล้วประเมินโดยใช้ค่า resolution, asymmetry factor, 
repeatability และ theoretical plate ของฟลาโวนอยด์แต่ละชนิด  จากผลการทดสอบพบว่าวิธีที่
ศกึษามีความเหมาะสมในการวิเคราะห์  โดยผลการทดสอบความเหมาะสมแสดงในตาราง 8 
 
ตาราง 8  ผลการทดสอบความเหมาะสมของสภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 

ชนิด
ของฟลา
โวนอยด์ 

Resolution Asymmetry 
Factor 

RSD of Peak 
Area (%) 

Theoretical Plate 

CA 16.4 0.9 1.1 9003 
EP 10.3 1.0 0.4 14335 
RU 33.1 1.0 0.7 119485 
HD 12.1 1.1 0.4 322493 
QT 21.5 1.1 0.4 360866 
AP 14.9 1.1 0.8 299697 
HT 1.7 1.0 0.3 293074 

 
2. การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

เมื่อท าการศึกษาหาสภาวะของ HPLC ที่ เหมาะสมในการวิเคราะห์แล้ว  จะต้อง
ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  ก่อนน าไปใช้วิเคราะห์ฟลาโวนอยด์ในสารสกัดจากกลีบ
ดอกและเกสรของบัวสายสีเหลือง  เพื่อให้มั่นใจว่าผลการวิเคราะห์มีความถูกต้อง  แม่นย าและ
น่าเชื่อถือ  โดยด าเนินการตามแนวทางในการตรวจสอบความถูกต้องตามมาตรฐานของ The 
International Council for Harmonization (ICH) เ ร่ื อ ง  Validation of Analytical Procedures: 
Text and Methodology Q2(R1) ซึ่งเป็นมาตรฐานที่ยอมรับกันในระดับสากล  ส าหรับผลการ
ตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์มีดงันี ้

2.1 การทดสอบความจ าเพาะ 
ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์สามารถแสดงได้จาก chromatogram ดังแสดงใน

ภาพประกอบ 8  ซึง่ประกอบด้วย chromatogram ของ diluent  และสารละลายมาตรฐานผสม   
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ภาพประกอบ 8  chromatogram จากการวิเคราะห์โดย  (ก) เป็น chromatogram ของ diluent  
และ (ข) เป็น chromatogram ของสารละลายมาตรฐานผสม  ซึง่ประกอบด้วย catechin, 

epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin 



  54 

โดยจาก chromatogram ของ diluent  พบว่าไม่มีพีค รบกวนที่ต าแหน่ง retention 
time เดียวกับ ฟลาโวนอยด์ที่ ต้องการวิเคราะห์ทั ง้ 7 ชนิด  และจาก chromatogram ของ
สารละลายมาตรฐานผสม  พบว่า retention time ของฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิดมีค่าแตกต่างกัน  
และมีค่า resolution ไม่น้อยกว่า 1.5  แสดงว่าวิธีวิเคราะห์มีความจ าเพาะ  สามารถวิเคราะห์
แยกฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิดได้  โดย retention time และ resolution แสดงในตาราง 9 

 
ตาราง 9  retention time และ resolution ของ catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, 
quercetin, apigenin และ hesperetin 

 
ชนิดของฟลาโวนอยด์ Retention time (นาที) Resolution 

CA 8.597 16.4 
EP 12.597 10.3 
RU 24.050 33.1 
HD 29.908 12.1 
QT 34.583 21.5 
AP 38.350 14.9 
HT 40.397 1.7 

 
2.2 การทดสอบช่วงและความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง 

ท าโดยการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมที่ระดบัความเข้มข้นต่างๆ  จ านวน 7 
ความเข้มข้น  ครอบคลุม 10 – 200 % ของความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ  เมื่อวิเคราะห์ด้วย 
HPLC แล้ว  น าผลการวิเคราะห์มาหาความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงโดยแกน X คือความเข้มข้นของ 
ฟลาโวนอยด์แต่ละชนิด  และแกน Y คือ peak area  แล้วค านวณสมการแสดงความสมัพันธ์และ
ค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพันธ์ (correlation coefficient, r)  พบว่าสมการของฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิด  
แสดงความเป็นเส้นตรง  โดยมีค่า r มากกว่า 0.995  ส าหรับสมการแสดงความสมัพนัธ์  ค่า r  และ
ช่วงของความเข้มข้นที่แสดงความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงของฟลาโวนอยด์แต่ละชนิด  แสดงในตาราง 
10 
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ตาราง 10  สมการแสดงความสมัพนัธ์  ค่า r  และช่วงของความเข้มข้นที่ของฟลาโวนอยด์แต่ละ
ชนิด 
 
ชนิดของฟลาโว

นอยด์ 
สมการแสดง
ความสัมพันธ์ 

r ช่วงความเข้มข้น 
(µg/mL) 

CA y = 13617x - 4032 0.9998 1.5 - 30.0 
EP y = 14104x - 4417 0.9998 1.5 - 30.0 
RU y = 13335x - 2685 0.9999 5.0 - 100.0 
HD y = 32298x + 634 0.9998 0.3 - 6.0 
QT y = 24357x - 51518 0.9994 3.0 - 60.0 
AP y = 45266x - 3183 0.9998 0.3 - 6.0 
HT y = 58166x + 3664 0.9998 0.3 - 6.0 

 
2.3 การทดสอบความแม่นย า 

2.3.1 การทดสอบ repeatability 
repeatability ของวิธีวิเคราะห์ แสดงโดยค่า %RSD ของปริมาณฟลาโวนอยด์แต่

ละชนิดที่ตรวจพบจากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ จ านวน 
6 ตัวอย่าง ค่าเฉลี่ยของปริมาณฟลาโวนอยด์ที่ตรวจพบ  SD  และ %RSD ของการทดสอบ 
Repeatability  แสดงในตาราง 11  จากการทดสอบพบว่า %RSD ที่ได้มีค่าอยู่ในช่วง 0.3 - 1.1   

2.3.2 การทดสอบ intermediate precision 
intermediate precision ของวิธีวิเคราะห์  แสดงจากค่า %RSD ของปริมาณ 

ฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดที่ตรวจพบจากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นที่ใช้ในการ
ทดสอบ จ านวน 6 ตัวอย่าง  โดยท าการทดสอบ 2 วัน  ค่าเฉลี่ยของปริมาณฟลาโวนอยด์ที่ตรวจ
พบ  SD  และ %RSD ของการทดสอบ intermediate precision  แสดงในตาราง 12  จากการ
ทดสอบพบว่า %RSD ที่ได้มีค่าอยู่ในช่วง 0.6 - 2.2 
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ตาราง 11  ค่าเฉลี่ยของปริมาณฟลาโวนอยด์ที่ตรวจพบ  SD  และ %RSD ของการทดสอบ 
repeatability (n = 6) 
 
ชนิดของฟลาโวนอยด์ ค่าเฉลี่ยของปริมาณที่ตรวจพบ  

(µg/mL) ± SD 
RSD (%) 

CA 15.0 ± 0.16 1.1 
EP 14.9 ± 0.06 0.4 
RU 49.2 ± 0.35 0.7 
HD 3.0 ± 0.01 0.4 
QT 29.3 ± 0.11 0.4 
AP 2.9 ± 0.02 0.8 
HT 3.0 ± 0.01 0.3 

 
ตาราง 12  ค่าเฉลี่ยของปริมาณฟลาโวนอยด์ที่ตรวจพบ  SD  และ %RSD ของการทดสอบ 
intermediate precision (n = 12) 
 
ชนิดของฟลาโวนอยด์ ค่าเฉลี่ยของปริมาณที่ตรวจพบ  

(µg/mL) ± SD 
RSD (%) 

CA 14.8 ± 0.32 2.1 
EP 14.9 ± 0.10 0.7 
RU 49.3 ± 0.31 0.6 
HD 3.0 ± 0.06 2.2 
QT 29.5 ± 0.29 1.0 
AP 2.9 ± 0.03 1.2 
HT 2.9 ± 0.04 1.3 

 
2.4 การทดสอบความถูกต้อง 

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  สามารถแสดงได้จาก % recovery  จากการเติมสาร
มาตรฐานของฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดลงในสารละลายตัวอย่างของบวัสายสีเหลือง   โดยเติมฟลา
โวนอยด์ที่ 3 ระดับความเข้มข้น  ระดับความเข้มข้นละ 3 ตัวอย่าง  ปริมาณสารมาตรฐานฟลาโว
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นอยด์แต่ละชนิดที่เติมลงในสารละลายตัวอย่างและ % recovery ของการทดสอบความถูกต้อง
ของวิธีวิเคราะห์แสดงในตาราง 13  จากการทดสอบพบว่าค่าเฉลี่ย % recovery ของฟลาโวนอยด์
ทัง้ 7 ชนิดของสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลือง   มีค่าอยู่ในช่วง 96.8 – 103.8  
และ 96.4 - 104.1  ตามล าดบั 

  
ตาราง 13  ปริมาณฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดที่เติมลงในสารตวัอย่างและค่าเฉลี่ย % recovery ของ
การทดสอบความถกูต้อง (n = 3) 
 

ชนิด
ของฟลา
โวนอยด์ 

ปริมาณฟลาโว
นอยด์ที่เติม  

(µg/mL)  

สารสกัดจากกลีบดอก สารสกัดจากเกสร 
ค่าเฉลี่ยของ 
recovery (%) 

RSD (%) ค่าเฉลี่ยของ 
recovery (%) 

RSD (%) 

CA 12.0 100.4 2.0 99.9 2.1 
 15.0 103.8 1.0 102.4 1.5 
 18.0 102.7 1.4 102.8 1.2 

EP 12.0 102.7 1.8 100.6 0.6 
 15.0 102.6 1.5 98.0 1.6 
 18.0 102.7 0.5 99.5 1.6 

RU 40.0 96.8 1.1 100.2 1.9 
 50.0 99.2 1.1 102.1 0.9 
 60.0 100.4 1.0 103.1 0.4 

HD 2.4 100.6 1.0 102.4 0.2 
 3.0 101.3 1.0 98.6 0.4 
 3.6 102.7 0.3 101.6 0.7 

QT 24.0 97.6 1.4 103.5 1.0 
 30.0 98.8 2.0 103.7 1.3 
 36.0 100.4 1.6 104.1 0.3 

AP 2.4 102.1 1.8 96.4 2.5 
 3.0 103.0 1.5 102.7 1.5 
 3.6 103.7 0.8 102.3 1.8 
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ตาราง 13  (ต่อ)  
 

ชนิด
ของฟลา
โวนอยด์ 

ปริมาณฟลาโว
นอยด์ที่เติม  

(µg/mL)  

สารสกัดจากกลีบดอก สารสกัดจากเกสร 
ค่าเฉลี่ยของ 
recovery (%) 

RSD (%) ค่าเฉลี่ยของ 
recovery (%) 

RSD (%) 

HT 2.4 103.1 0.6 103.2 0.5 
 3.0 103.4 1.1 102.2 2.0 
 3.6 102.8 0.3 101.4 0.7 

 
2.5 การทดสอบขีดจ ากัดการตรวจพบและขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิงปริมาณ 

จากการทดสอบหาขีดจ ากดัการตรวจพบและขีดจ ากดัการตรวจวดัเชิงปริมาณโดยใช้
การค านวณจากส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าตอบสนองจากเคร่ืองมือและความชันของ
ความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นและค่าตอบสนองจากเคร่ืองมือ  ขีดจ ากดัการตรวจ
พบและขีดจ ากดัการตรวจวดัเชิงปริมาณของฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิด  แสดงในตาราง 14 

 
ตาราง 14  ขีดจ ากดัการตรวจพบและขีดจ ากดัการตรวจวดัเชิงปริมาณของ catechin, 
epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin 

 
ชนิดของฟลาโวนอยด์ ขีดจ ากัดการตรวจพบ 

(µg/mL) 
ขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิง

ปริมาณ (µg/mL) 
CA 0.69 2.09 
EP 0.62 1.87 
RU 1.70 5.14 
HD 1.32 3.99 
QT 2.62 7.94 
AP 0.15 0.44 
HT 0.16 0.48 
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3. การวิเคราะห์สารสกัดบัวสายสีเหลือง 
 สารสกัดจากกลีบดอกและสารสกัดจากเกสรของบวัสายสีเหลืองที่ได้จากการสกัดด้วยเอ
ทานอล 80 % ถูกน ามาวิเคราะห์เพื่อหาปริมาณฟลาโวนอยด์โดยใช้วิธีที่ผ่านการตรวจสอบความ
ถูกต้องแล้ว  จากผลการวิเคราะห์พบว่าสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลืองมี epicatechin 
และ hesperidin ในปริมาณร้อยละ 4.20 และ 8.18 โดยน า้หนกั และสารสกดัจากเกสรของบวัสาย
สีเหลืองมี  epicatechin, rutin และ hesperidin ในปริมาณร้อยละ  2.49, 2.80 และ 5.06 โดย
น า้หนัก  chromatogram ของการวิเคราะห์สารตัวอย่างแสดงในภาพประกอบ 9 – 10 และ
รายละเอียดของผลการวิเคราะห์แสดงในตาราง 15 - 16 

 

 
 

ภาพประกอบ 9  chromatogram จากการวิเคราะห์สารสกดัจากกลีบดอก 
ของบวัสายสีเหลือง 
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ตาราง 15  ผลการวิเคราะห์ของสารสกดัจากกลีบดอกของบวัสายสีเหลือง 
 
ชนิดของฟลาโวนอยด์ ครัง้ท่ี ปริมาณร้อยละของฟลาโวนอยด์โดย

น า้หนัก (% w/w) เทียบกับสารสกัด 
EP 1 4.23 

 2 4.16 
 ค่าเฉลี่ย 4.20 

HD 1 8.18 
 2 8.18 
 ค่าเฉลี่ย 8.18 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 10  chromatogram จากการวิเคราะห์สารสกดัจากเกสร 
ของดอกบวัสายสีเหลือง 
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ตาราง 16  ผลการวิเคราะห์ของสารสกดัจากเกสรของบวัสายสีเหลือง 
 

ชนิดของ 
ฟลาโวนอยด์ 

ครัง้ท่ี ปริมาณร้อยละของฟลาโวนอยด์โดย
น า้หนัก (% w/w) 

EP 1 2.52 
 2 2.46 
 ค่าเฉลี่ย 2.49 

RU 1 2.86 
 2 2.74 
 ค่าเฉลี่ย 2.80 

HD 1 5.06 
 2 5.06 
 ค่าเฉลี่ย 5.06 

 
4. การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส 

4.1 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดสอบฤทธิ์ 
จากการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของ

เอนไซม์คอลลาจีเนสโดยใช้ EGCG เป็นสารควบคมุเชิงบวก  พบว่าวิธีในการวิเคราะห์สามารถใช้
ทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้  ซึ่งจากการทดสอบโดยใช้สารละลาย 
EGCG ที่ความเข้มข้นสุดท้ายในช่วง 0.08 – 0.64 mg/mL  มีค่า % collagenase inhibition ดัง
แสดงในตาราง 17  และจากการกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย 
EGCG และค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition พบว่า ln ความเข้มข้นของสารละลาย EGCG 
และค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition แสดงความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงโดยมีสมการแสดง
ความสัมพัน ธ์คือ y = 39.1342 ln(x) + 109.9073 และมี ค่า r เท่ ากับ  0.9980 ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 11  โดยจากสมการเส้นตรงดังกล่าวสามารถค านวณหาค่า  ln(x) ได้เท่ากับ -1.53 
และเมื่อค านวณค่า IC50 ของสารละลาย EGCG จะได้เท่ากบั 0.22 mg/mL   
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ตาราง 17  ค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition ของสารละลาย EGCG ที่แต่ละความเข้มข้น 
 
สารละลาย
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
0.08 mg/mL 0.16 mg/mL 0.32 mg/mL 0.48 mg/mL 0.64 mg/mL 

EGCG 12.1 ± 2.3 35.3 ± 1.4 68.1 ± 1.5 80.9 ± 0.7 91.8 ± 2.4 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 11  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย EGCG และ
ค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition 

  
4.2 การทดสอบฤทธิ์ ยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสส าหรับสารสกัด

บัวสายสีเหลือง 
จากการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสของสารสกดัจากกลีบ

ดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองโดยใช้สารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสี
เหลืองที่ความเข้มข้นสุดท้ายในช่วง 0.1 – 0.8 mg/mL และใช้สารละลาย EGCG ที่ความเข้มข้น
สดุท้าย 0.32 mg/mL เป็นสารควบคุมเชิงบวก  พบว่าสารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสร
ของบวัสายสีเหลืองมีค่า % collagenase inhibition ดงัแสดงในตาราง 18   

 

y = 39.1342ln(x) + 109.9073
r = 0.9980
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ตาราง 18  ค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition ของสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกและ
เกสรของบวัสายสีเหลืองที่แต่ละความเข้มข้น 
 
สารละลาย
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
0.1 mg/mL 0.2 mg/mL 0.4 mg/mL 0.6 mg/mL 0.8 mg/mL 

กลีบดอก 20.5 ± 1.9 33.4 ± 1.5 51.5 ± 2.4 68.6 ± 1.4 76.8 ± 5.3 
เกสร 15.9 ± 3.8 26.0 ± 3.5 45.5 ± 3.5 57.0 ± 5.6 68.1 ± 1.9 

 
จากกราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากกลีบ

ดอกบัวสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition พบว่าตัวแปรทัง้สองแสดง
ความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงโดยมีสมการแสดงความสมัพนัธ์คือ y = 81.1141x + 16.1380 และมีค่า 
r เท่ากบั 0.9870 ดงัแสดงในภาพประกอบ 12  โดยจากสมการเส้นตรงดงักล่าวสามารถค านวณหา
ค่า IC50 ของสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกบวัสายสีเหลืองได้เท่ากบั 0.42 mg/mL 

 

 
 

ภาพประกอบ 12  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากกลีบ
ดอกบวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition 

 
 
 

y = 81.1141x + 16.1380
r = 0.9870
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จากกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากเกสร
บัวสายสี เหลืองและค่าเฉลี่ ยของ % collagenase inhibition พบว่าตัวแปรทั ง้สองแสดง
ความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงโดยมีสมการแสดงความสมัพนัธ์คือ y = 74.4901x + 11.2162 และมีค่า 
r เท่ากบั 0.9900 ดงัแสดงในภาพประกอบ 13  โดยจากสมการเส้นตรงดงักล่าวสามารถค านวณหา
ค่า IC50 ของสารละลายสารสกดัจากเกสรบวัสายสีเหลืองได้เท่ากบั 0.52 mg/mL 

 

 
 

ภาพประกอบ 13  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากเกสร
บวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition 

 
5. การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้การท างานของเอนไซม์อีลาสเตส 

5.1 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดสอบฤทธิ์ 
จากการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของ

เอนไซม์อีลาสเตสโดยใช้ EGCG เป็นสารควบคุมเชิงบวก  พบว่าวิธีในการวิเคราะห์สามารถใช้
ทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์อีลาสเตสได้  ซึ่งจากการทดสอบโดยใช้สารละลาย 
EGCG ที่ความเข้มข้นสุดท้ายในช่วง 0.3 – 2.1 mg/mL  มีค่า % elastase inhibition ดังแสดงใน
ตาราง 19  และจากการกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย EGCG และ
ค่าเฉลี่ยของ % elastase inhibition พบว่าตัวแปรทัง้สองแสดงความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงโดยมี
สมการแสดงความสัมพันธ์คือ y = 18.7942x + 36.3125 และมีค่า r เท่ากับ 0.9829 ดังแสดงใน

y = 74.4901x + 11.2162
r = 0.9900
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ภาพประกอบ 14  โดยจากสมการเส้นตรงดังกล่าวสามารถค านวณหาค่า IC50 ของสารละลาย 
EGCG ได้เท่ากบั 0.73 mg/mL   

 
ตาราง 19  ค่าเฉลี่ยของ % elastase inhibition ของสารละลาย EGCG ที่แต่ละความเข้มข้น 
 
สารละลาย
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ยของ % elastase inhibition ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
0.3 mg/mL 0.6 mg/mL 1.2 mg/mL 1.8 mg/mL 2.1 mg/mL 

EGCG 38.9 ± 2.5 50.0 ± 2.6 61.7 ± 3.8 67.7 ± 3.4 76.0 ± 4.2 

 

 
 

ภาพประกอบ 14  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย EGCG และ
ค่าเฉลี่ยของ % elastase inhibition 

 
5.2 การทดสอบฤทธิ์ ยับยัง้การท างานของเอนไซม์อีลาสเตสส าหรับสารสกัดบัว

สายสีเหลือง 
จากการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์อีลาสเตสของสารสกัดจากกลีบ

ดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองโดยใช้สารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสี
เหลืองที่ความเข้มข้นสุดท้ายในช่วง 1.2 – 2.4 mg/mL และ 0.8 – 2.0 mg/mL ตามล าดบั  และใช้
สารละลาย EGCG ที่ความเข้มข้นสดุท้าย 1.0 mg/mL เป็นสารควบคมุเชิงบวก  พบว่าสารละลาย

y = 18.7942x + 36.3125
r = 0.9829

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

0 0.5 1 1.5 2 2.5

%
 el

as
tas

e i
nh

ibi
tio

n

EGCG concentration (mg/mL)



  66 

สารสกดัจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองมีค่า % elastase inhibition ดงัแสดงในตาราง 
20   

 
ตาราง 20  ค่าเฉลี่ยของ % elastase inhibition ของสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกและเกสร
ของบวัสายสีเหลืองที่แต่ละความเข้มข้น 
 
สารละลาย
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ยของ % elastase inhibition ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

กลีบดอก 1.2 mg/mL 1.5 mg/mL 1.8 mg/mL 2.1 mg/mL 2.4 mg/mL 
 36.0 ± 1.6 42.6 ± 2.3 49.7 ± 4.0 55.0 ± 2.0 62.7 ± 7.9 

เกสร 0.8 mg/mL 1.1 mg/mL 1.4 mg/mL 1.7 mg/mL 2.0 mg/mL 
 31.8 ± 1.4 38.9 ± 2.3 46.1 ± 4.5 52.2 ± 5.3 57.1 ± 4.6 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 15  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากกลีบ
ดอกบวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % elastase inhibition 

 
 

y = 21.9252x + 9.7286
r = 0.9987
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จากกราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากกลีบ
ดอกบัวสายสี เหลืองและค่าเฉลี่ ยของ % elastase inhibition พบว่าตัวแปรทั ง้สองแสดง
ความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงโดยมีสมการแสดงความสมัพนัธ์คือ y = 21.9252x + 9.7286 และมีค่า r 
เท่ากบั 0.9987 ดงัแสดงในภาพประกอบ 15  โดยจากสมการเส้นตรงดงักล่าวสามารถค านวณหา
ค่า IC50 ของสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกบวัสายสีเหลืองได้เท่ากบั 1.84 mg/mL 

จากกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากเกสร
บวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % elastase inhibition พบว่าตัวแปรทัง้สองแสดงความสมัพันธ์
เป็นเส้นตรงโดยมีสมการแสดงความสัมพันธ์คือ y = 21.2963x + 15.4111 และมีค่า r เท่ากับ 
0.9972 ดงัแสดงในภาพประกอบ 16  โดยจากสมการเส้นตรงดงักล่าวสามารถค านวณหาค่า IC50 
ของสารละลายสารสกดัจากเกสรบวัสายสีเหลืองได้เท่ากบั 1.62 mg/mL 

 

 
 

ภาพประกอบ 16  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากเกสร
บวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % elastase inhibition 

 
6. การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

6.1 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดสอบฤทธิ์ 
จากการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของ

เอนไซม์ไทโรซิเนสโดยใช้ kojic acid เป็นสารควบคมุเชิงบวก  พบว่าวิธีในการวิเคราะห์สามารถใช้
ทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้  ซึ่งจากการทดสอบโดยใช้สารละลาย kojic 
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acid ที่ความเข้มข้นสุดท้ายในช่วง 0.03 – 0.07 mg/mL  มีค่า % tyrosinase inhibition ดังแสดง
ในตาราง 21  และจากการกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย Kojic 
acid และค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition พบว่าตัวแปรทัง้สองแสดงความสัมพันธ์เป็น
เส้นตรงโดยมีสมการแสดงความสมัพนัธ์คือ y = 871.2831x – 0.3502 และมีค่า r เท่ากับ 0.9935 
ดังแสดงในภาพประกอบ 17  โดยจากสมการเส้นตรงดังกล่าวสามารถค านวณหาค่า IC50 ของ
สารละลาย kojic acid ได้เท่ากบั 0.058 mg/mL 

 
ตาราง 21  ค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition ของสารละลาย kojic acid ที่แต่ละความเข้มข้น 
 
สารละลาย
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
0.03 mg/mL 0.04 mg/mL 0.05 mg/mL 0.06 mg/mL 0.07 mg/mL 

kojic acid 24.2 ± 1.7 35.5 ± 3.8 44.2 ± 3.8 53.4 ± 3.9 58.8 ± 3.2 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 17  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย kojic acid และ
ค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition 

 
 
 

y = 871.2831x - 0.3502
r = 0.9935

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08

%
 ty

ro
sin

as
e i

nh
ibi

tio
n

kojic acid concentration (mg/mL)



  69 

6.2 การทดสอบฤทธิ์ ยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสส าหรับสารสกัดบัว
สายสีเหลือง 

จากการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดจากกลีบ
ดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองโดยใช้สารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสี
เหลืองที่ความเข้มข้นสุดท้ายในช่วง 0.2 – 1.0 mg/mL  และใช้สารละลาย kojic acid ที่ความ
เข้มข้นสดุท้าย 0.06 mg/mL เป็นสารควบคมุเชิงบวก  พบว่าสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกและ
เกสรของบวัสายสีเหลืองมีค่า % tyrosinase inhibition ดงัแสดงในตาราง 22 

 
ตาราง 22  ค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition ของสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกและเกสร
ของบวัสายสีเหลืองที่แต่ละความเข้มข้น 
 
สารละลาย
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
0.2 mg/mL 0.4 mg/mL 0.6 mg/mL 0.8 mg/mL 1.0 mg/mL 

กลีบดอก 9.7 ± 2.0 29.4 ± 2.3 38.4 ± 2.4 46.7 ± 3.9 56.0 ± 3.5 
เกสร 14.1 ± 2.8 30.7 ± 1.9 39.4 ± 0.8 47.4 ± 0.2 57.3 ± 2.9 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 18  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากกลีบ
ดอกบวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition 
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จากกราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากกลีบ
ดอกบัวสายสี เหลืองและค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition พบว่าตัวแปรทัง้สองแสดง
ความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงโดยมีสมการแสดงความสมัพนัธ์คือ y = 54.9056x + 3.0953 และมีค่า r 
เท่ากบั 0.9809 ดงัแสดงในภาพประกอบ 18  โดยจากสมการเส้นตรงดงักล่าวสามารถค านวณหา
ค่า IC50 ของสารละลายสารสกดัจากกลีบดอกบวัสายสีเหลืองได้เท่ากบั 0.85 mg/mL 

จากกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากเกสร
บวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition พบว่าตวัแปรทัง้สองแสดงความสมัพนัธ์
เป็นเส้นตรงโดยมีสมการแสดงความสัมพันธ์คือ y = 51.5918x + 6.8378 และมีค่า r เท่ากับ 
0.9891 ดงัแสดงในภาพประกอบ 19  โดยจากสมการเส้นตรงดงักล่าวสามารถค านวณหาค่า IC50 
ของสารละลายสารสกดัจากเกสรบวัสายสีเหลืองได้เท่ากบั 0.84 mg/mL 

 

 
 

ภาพประกอบ 19  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัจากเกสร
บวัสายสีเหลืองและค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัย  อภปิรายผล  และข้อเสนอแนะ 

 
จากการวิจยั ผู้วิจยัได้ท าการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์จ านวน 7 ชนิด ในสารสกดั

จากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองด้วยเทคนิค HPLC  และน าสารสกดัจากกลีบดอกและ
เกสรของบวัสายสีเหลืองมาทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์
อีลาสเตสและเอนไซม์ไทโรซิเนส  หลังจากได้ผลการด าเนิ นงานแล้ว  สามารถสรุปผลการ
ด าเนินงาน  โดยแบ่งหวัข้อในการสรุปผลได้ดงัต่อไปนี ้

1.  สรุปผลการวิจยั 
2.  อภิปรายผลการวิจยั 
3.  ข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

งานวิจัยนีเ้ป็นการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์จ านวน 7 ชนิด ได้แก่  catechin, 
epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin  ในสารสกัดจากกลีบ
ดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองด้วยเทคนิค HPLC  รวมทัง้ทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างาน
ของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตสและเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกดั  เพื่อประโยชน์ใน
การเลือกใช้สารสกดัเพื่อน าไปพฒันาผลิตภณัฑ์ท่ีมีฤทธ์ิชะลอการเสื่อมสภาพของผิวหนงัต่อไป  ซึ่ง
จากการด าเนินการวิจยั สามารถสรุปผลได้ดงันี ้

1. จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC โดยใช้การ
ตรวจวัดด้วยการวัดการดูดกลืนรังสียูวี   ผู้ วิจัยได้ศึกษาอัตราส่วนระหว่าง 0.1 % GAA และสาร
ผสม acetronitrile และ methanol ใน gradient elution ซึ่งพบว่า gradient elution ที่เหมาะสมใน
การวิเคราะห์ฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิดในสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลือง ดัง
แสดงในตาราง 7  โดย gradient elution นี ้สามารถวิเคราะห์แยกฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิดออกจาก
กนัได้ นอกจากนีใ้นการศึกษาความยาวคลื่นที่ใช้ในการตรวจวัด พบว่าที่ความยาวคลื่น 280 nm  
ฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิดให้ค่าการตอบสนองที่เหมาะสมในการตรวจวดัได้ 

2.  ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้  ผู้ วิจยัได้ด าเนินการตาม
แนวทางในการตรวจสอบความถูกต้องตามมาตรฐานของ The International Council for 
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Harmonization (ICH) เ ร่ื อ ง  Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology 
Q2(R1) โดยแบ่งเป็นหวัข้อดงันี ้

2.1  การทดสอบความจ าเพาะโดยการวิเคราะห์ diluent  สารละลายมาตรฐานของ 
ฟลาโวนอยด์แต่ละชนิด และสารละลายมาตรฐานผสมที่ประกอบด้วยฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิด 
พบว่า diluent ไม่มีพีครบกวนที่ต าแหน่ง retention time เดียวกบัฟลาโวนอยด์ที่ต้องการวิเคราะห์  
และพีคของฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดแยกจากกันชัดเจน โดยมีค่า resolution มากกว่า 1.5  จึง
สามารถสรุปได้ว่าวิธีวิเคราะห์มีความจ าเพาะเจาะจง 

2.2  การทดสอบช่วงและความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง  โดยการวิเคราะห์สารละลาย
มาตรฐานผสมที่ความเข้มข้น 10 – 200 % ของความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ  โดย catechin 
และ epicatechin ท าการทดสอบในช่วงความเข้มข้น 1.5 – 30 µg/mL, rutin ท าการทดสอบ
ในช่วงความเข้มข้น 5 – 100 µg/mL, hesperidin ท าการทดสอบในช่วงความเข้มข้น 0.3 – 6 
µg/mL และ quercetin, apigenin และ hesperetin ท าการทดสอบในช่วงความเข้มข้น 0.3 – 6 
µg/mL โดยค่า r ที่ได้จากกราฟแสดงความสัมพันธ์ของฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดมีค่าอยู่ในช่วง 
0.9994 – 0.9999 ซึ่งมีค่ามากกว่า 0.995  แสดงว่าในช่วงความเข้มข้นดงักลา่ว  ค่าการตอบสนอง
จากเคร่ืองมือวิเคราะห์แสดงความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงกบัความเข้มข้นของฟลาโวนอยด์แต่ละชนิด 

2.3  การทดสอบความแม่นย า โดยการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์แต่ละชนิด
ในสารละลายมาตรฐานผสมที่ความเข้มข้น 100 % ของความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบจ านวน 6 
ตวัอย่าง  จากการทดสอบภายในวนัเดียวกนั พบว่า % RSD ของปริมาณฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดที่
ตรวจพบมีค่าอยู่ในช่วง 0.3 – 1.1  และในการทดสอบระหว่างวัน พบว่า % RSD มีค่าอยู่ในช่วง 
0.6 – 2.2  ซึง่ % RSD ที่ได้มีค่าน้อยกว่า 5.3 % แสดงว่าวิธีวิเคราะห์มีความแม่นย า 

2.4  การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  แสดงในรูป % recovery จากการ
วิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดใน spiked solution ของสารสกัดจากกลีบและเกสร
ของบวัสายสีเหลือง  ที่ 3 ระดบัความเข้มข้น โดยพบว่าค่าเฉลี่ยของ % recovery ของฟลาโวนอยด์
แต่ละชนิดของสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรบวัสายสีเหลืองมีค่าอยู่ในช่วง 96.8 – 103.8  และ 
96.4 – 104.1 ตามล าดบั  โดย % recovery ที่ได้มีค่าอยู่ในช่วง 90 – 107 ซึ่งแสดงถึงความถูกต้อง
ของวิธีวิเคราะห์ 

2.5  การทดสอบขีดจ ากดัการตรวจพบและขีดจ ากดัการตรวจวดัเชิงปริมาณ  ท าโดย
การค านวณจากส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าตอบสนองจากเคร่ืองมือและความชันของ
ความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นและค่าตอบสนองจากเคร่ืองมือ  พบว่าขีดจ ากดัการ
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ตรวจวัดเชิงปริมาณของ catechin, epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin และ 
hesperetin มีค่าเท่ากบั 2.09, 1.87, 5.14, 3.99, 7.94, 0.44 และ 0.48 µg/mL ตามล าดบั  

3.  จากการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ในสารสกดัจากกลีบและเกสรของบวัสายสี
เหลือง  ด้วยวิธีวิเคราะห์ที่ผ่านการตรวจสอบความถูกต้องแล้ว  พบว่าสารสกัดจากกลีบดอกของ
บัวสายสีเหลืองมี epicatechin และ hesperidin ในปริมาณร้อยละ 4.20 และ 8.18 โดยน า้หนัก 
และสารสกัดจากเกสรของบัวสายสีเหลืองมี epicatechin, rutin และ hesperidin ในปริมาณร้อย
ละ 2.49, 2.80 และ 5.06 โดยน า้หนกั 

4.  จากการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตส
และเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองโดยใช้เทคนิค 
spectrophotometry สามารถสรุปได้ดงันี ้

4.1  สารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองที่ความเข้มข้น
สูงสุดที่ใช้ทดสอบคือ 0.8 mg/mL สามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้ 76.8 ± 
5.3 % และ 68.1 ± 1.9 % ตามล าดับ และจากกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของ
สารละลายสารสกดัและค่าเฉลี่ยของ % collagenase inhibition พบว่าสามารถค านวณหาค่า IC50 
ของสารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองได้เท่ากับ 0.42 mg/mL และ 
0.52 mg/mL ตามล าดบั 

4.2  สารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองที่ความเข้มข้น
สูงสุดที่ใช้ทดสอบคือ 2.41 mg/mL และ 2.0 mg/mL ตามล าดับ  สามารถยับยัง้การท างานของ
เอนไซม์ อีลาสเตสได้  62.7 ± 7.9 % และ  57.1 ± 4.6 % ตามล าดับ  และจากกราฟแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารสกัดและค่าเฉลี่ยของ % elastase 
inhibition พบว่าสามารถค านวณหาค่า IC50 ของสารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของ
บวัสายสีเหลืองได้เท่ากบั 1.84 mg/mL และ 1.62 mg/mL ตามล าดบั 

4.3  สารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองที่ความเข้มข้น
สงูสุดที่ใช้ทดสอบคือ 1.0 mg/mL สามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ 56.0 ± 3.5 
% และ 57.3 ± 2.9 % ตามล าดับ และจากกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ
สารละลายสารสกัดและค่าเฉลี่ยของ % tyrosinase inhibition พบว่าสามารถค านวณหาค่า IC50 
ของสารละลายสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองได้เท่ากับ 0.85 mg/mL และ 
0.84 mg/mL ตามล าดบั 

 



  74 

อภปิรายผลการวิจัย 
ในการศึกษาหาสภาวะของ HPLC ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ 

พบว่าที่ความยาวคลื่น 280 nm  ฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิดให้ค่าการตอบสนองที่เหมาะสมในการ
ตรวจวดัเมื่อเปรียบเทียบกบัการตรวจวดัที่ 254 nm ซึ่งสอดคล้องกับการทบทวนวรรณกรรมที่ระบุ
ว่าความยาวคลื่นที่นิยมใช้การตรวจวิเคราะห์ฟลาโวนอยด์คือ 280 nm (Andersen & Markham, 
2005)  และ gradient elution ซึ่งประกอบด้วย 0.1 % glacial acetic acid และสารละลายผสม
ระหว่าง acetonitrile และ methanol (70:30)  เวลาในการวิเคราะห์ 60 นาที สามารถวิเคราะห์
แยกฟลาโวนอยด์ทัง้ 7 ชนิดได้  โดยจากผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  พบว่าวิธี
วิเคราะห์มีความจ าเพาะ  ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง  ความแม่นย าและความถูกต้อง  รวมทัง้มี
ขีดจ ากัดการตรวจพบและขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิงปริมาณอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้  อ้างอิงจาก
ม า ต ร ฐ า น ข อ ง  The International Council for Harmonization (ICH) เ ร่ื อ ง  Validation of 
Analytical Procedures: Text and Methodology Q2(R1) (ICH, 2005)  วิธีวิเคราะห์ดังกล่าวจึง
สามารถน าไปใช้ในการวิ เคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ทั ง้  7 ชนิด  ได้แก่   catechin, 
epicatechin, rutin, hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin  ในสารสกัดจากกลีบ
ดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองได้ 

เมื่อน าวิธีวิเคราะห์ที่ผ่านการตรวจสอบความถกูต้องไปวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์
ในสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลือง พบว่าในกลีบดอกพบ epicatechin และ 
hesperidin ในปริมาณร้อยละ 4.20 และ 8.18 โดยน า้หนัก ส่วนเกสรของพบว่ามี epicatechin, 
rutin และ hesperidin ในปริมาณร้อยละ 2.49, 2.80 และ 5.06 โดยน า้หนัก ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลการวิจัยที่ระบุว่าสารสกัดจากแต่ละส่วนของบัวสายจะมีปริมาณฟลาโวนอยด์ที่แตกต่างกัน 
(Cudalbeanu et al., 2018) 

เมื่อน าสารสกัดจากกลีบดอกและเกสรของบวัสายสีเหลืองไปทดสอบฤทธ์ิในการยับยัง้
การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตสและเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่าสารสกดัจาก
กลีบดอกและเกสรของบัวสายสีเหลืองมีฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  
เอนไซม์อีลาสเตสและเอนไซม์ไทโรซิเนส  โดยมีแนวโน้มที่จะยับยัง้การท างานของเอนไซม์ทัง้สาม
ชนิดได้เพิ่มขึน้  เมื่อความเข้มข้นของสารสกดัสงูขึน้  และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างสารสกดัทัง้สอง
ชนิด  พบว่าสารสกดัจากกลีบดอกมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้ดีกว่า
สารสกดัจากเกสรอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.03) โดยมีค่า IC50 ของสารสกดัจากกลีบดอก
และเกสรเท่ากับ 0.42 mg/mL และ 0.52 mg/mL ตามล าดับ   ในขณะท่ีสารสกัดจากเกสรมีฤทธ์ิ
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ในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์อีลาสเตสได้ดีกว่าสารสกดัจากกลีบดอกอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p = 0.04) โดยมีค่า IC50 ของสารสกดัจากกลีบดอกและเกสรเท่ากบั 1.84 mg/mL และ 1.62 
mg/mL ตามล าดับ  และสารสกัดทัง้สองชนิดมีฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสได้ไม่แตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.27)  โดยมีค่า IC50 ของสารสกัดจากกลีบดอกและเกสร
เท่ากบั 0.85 mg/mL และ 0.84 mg/mL ตามล าดบั 

จากผลการวิ เคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์  พบว่าสารสกัดจากกลีบดอกมี 
epicatechin และ hesperidin ส่วนสารสกัดจากเกสรมี epicatechin, rutin และ hesperidin โดย
ท่ีสารสกัดทัง้สองชนิดมีฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส เอนไซม์อีลาสเตส
และเอนไซม์ไทโรซิเนสได้  ซึ่งสอดคล้องกับผลงานวิจัยที่ระบุว่า epicatechin มีฤทธ์ิในการยับยัง้
การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (Geeta, 2019) rutin มีฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของ
เอนไซม์คอลลาจีเนส เอนไซม์อีลาสเตสและเอนไซม์ไทโรซิเนส (Selvaraj, 2016; Si et al., 2012) 
และ hesperidin มีฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส เอนไซม์อีลาสเตสและ
เอนไซม์ไทโรซิเนสได้ (Widowati, 2018; Zhang et al., 2007)  

นอกจากนีผ้ลการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ในแต่ละส่วนของบัวสาย  พบว่ามี
ชนิดและปริมาณของฟลาโวนอยด์แตกต่างกนั  นอกจากนีจ้ากผลการทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ทัง้สามชนิด  สามารถใช้เป็นข้อมูลเพื่อพัฒนาผลิตภัณฑ์ท่ีมีฤทธ์ิชะลอการ
เสื่อมสภาพของผิวหนงัที่มีสว่นผสมของสารสกดัจากกลีบดอกหรือเกสรบวัสายสีเหลืองได้ 

 
ข้อเสนอแนะ 

1.  วิธีวิเคราะห์ฟลาโวนอยด์ด้วยเทคนิค HPLC  สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับการหา
ปริมาณฟลาโวนอยด์ในสารตัวอย่างอ่ืนๆได้  แต่ควรมีการทวนสอบความถูกต้องของวิธีก่อน
น าไปใช้ในการวิเคราะห์สารตัวอย่าง  เนื่องจากสารตัวอย่างแต่ละชนิดอาจมี ส่วนประกอบท่ี
แตกต่างกนั  ซึ่งอาจรบกวนผลการวิเคราะห์ได้  โดยควรมีการทวนสอบหวัข้อขีดจ ากดัการตรวจวดั
เชิงปริมาณด้วย 

2.  นอก เหนื อจ ากฟ ลา โวน อย ด์   7 ชนิ ด  ไ ด้ แก่  catechin, epicatechin, rutin, 
hesperidin, quercetin, apigenin และ hesperetin ที่ท าการศึกษา  สารสกัดจากกลีบดอกและ
เกสรของบวัสายสีเหลืองอาจมีฟลาโวนอยด์ชนิดอ่ืนๆด้วย  จึงควรท าการศึกษาฟลาโวนอยด์ชนิด
อ่ืนๆเพิ่มเติม 
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3.  เนื่องจากสารตวัอย่างเป็นสารสกดัจากพืช  ซึ่งมีส่วนประกอบอ่ืนๆที่อาจมีผลรบกวน
การวิเคราะห์ได้  ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC จึงควรใช้ Photodiode array เป็นเคร่ือง
ตรวจวดั เพื่อเป็นการยืนยนัความบริสทุธ์ิของสารท่ีต้องการวิเคราะห์   

4.  เนื่องจากสารสกดัจากแต่ละส่วนของบวัสายสีเหลือง  มีชนิดและปริมาณของฟลาโว
นอยด์  รวมทัง้ฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส  เอนไซม์อีลาสเตสและ
เอนไซม์ไทโรซิเนสแตกต่างกัน จึงควรท าการศึกษาสารสกัดจากส่วนประกอบอ่ืนๆของบัวสายสี
เหลืองเพิ่มเติม  เพื่อให้ได้สารสกัดที่เหมาะสมในการน าไปพัฒนาผลิตภัณฑ์ท่ีมีฤทธ์ิชะลอการ
เสื่อมสภาพของผิวหนงั 
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