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คํานํา 

 ในป�จจุบันพบว�าเมลาโทนินเป�นสารจากธรรมชาติท่ีได มีรายงานการวิจัยหลายฉบับได ศึกษาฤทธิ์ของเม
ลาโทนินหลายประการได แก�ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลายประการเช�น ฤทธิ์ต านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต านมะเร็ง การมี
คุณสมบัติเป�นฮอร4โมน ท่ีช�วยแก อาการนอนไม�หลับ โดยป�จจุบันได มีการผลิตเป�นยารักษาอาการนอนไม�หลับใน
ผู สูงอายุ ท่ีทดแทนยานอนหลับอย�างดีเนื่องจากอาการข างเคียงน อยกว�า พบว�านอกจากเป�นสารท่ีพบในสัตว4
แล วยังพบเมลาโทนินพืชบางชนิดอีกด วย ได แก� ใบหม�อน ซ่ึงปลูกกันมากในประเทศไทย จึงเป�นท่ีน�าสนใจท่ีจะ
ทําการศึกษาเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณเมลาโทนินจากใบหม�อนสายพันธุ4ต�างๆ พร อมกับเปรียบเทียบผลการ
ทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาต�างๆ เพ่ือเป�นแนวทางในการหาใบหม�อนพันธุ4ท่ีมีฤทธิ์ท่ีดี หรือมีปริมาณเมลา
โทนินท่ีสูง ซ่ึงจะมีศักยภาพและนําไปพัฒนาเป�นผลิตภัณฑ4สุขภาพต�างๆ ได ในอนาคต 

 โครงการวิจัยนี้จึงเป�นการศึกษาเพ่ือหาปริมาณเมลาโทนินในสารสกัดใบหม�อน 19 พันธ4ท่ีมีการปลูกอยู�
ในประเทศไทย และยังทําการศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดใบหม�อนพันธุ4ต�างๆ อีกด วย 
ได แก� ฤทธิ์ต านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต านเอนไซม4ไทโรซิเนส และฤทธิ์ต านอักเสบ  

 ผู วิจัยหวังเป�นอย�างยิ่งว�างานวิจัยครั้งนี้จะช�วยให ผู ท่ีสนใจได รับความรู มากข้ึน และเป�นแนวทางในการ
นําไปต�อยอดงานวิจัยในลําดับต�อไป หากมีข อผิดพลาดประการใด ผู วิจัยต องขออภัยไว  ณ ท่ีนี้ด วย 
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บทคัดย�อ 

งานวิจัยนี้เป�นการศึกษาเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณเมลาโทนินในใบหม�อน 19 สายพันธุ4 และ
เปรียบเทียบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดจากใบหม�อนแต�ละสายพันธุ4 ได แก� ฤทธิ์ต านออกซิเดชัน ฤทธิ์ต าน
เอนไซม4ไทโรซิเนส และฤทธิ์ต านอักเสบโดยการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร างไนตริกออกไซด4 จากการเตรียม
ตัวอย�างโดยการสกัดด วยเมทานอล ส�วนหนึ่งนําไปทําให บริสุทธิ์โดยการสกัดด วยตัวดูดซับของแข็ง แล วนําไป
วิเคราะห4หาปริมาณเมลาโทนิน ด วย HPLC-FD สารสกัดหยาบอีกส�วนนําไปตรวจคัดกรองฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 
ทดสอบฤทธิ์ต านอนุมูลอิสระโดยวิธี 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging assay (DPPH 
assay)และวิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) , ฤทธิ์ต านเอนไซม4ไทโรซิเนส และ ฤทธิ์การ
ยับยั้งการสร างไนตริกออกไซด4 พบว�า สามารถหาปริมาณเมลาโทนินได จากใบหม�อนเพียง 12 สายพันธุ4เท�านั้น 
โดยพันธุ4ท่ีมีปริมาณเมลาโทนินมากท่ีสุดคือ พันธุ4ไฟ (783 นาโนกรัมต�อกรัมของน้ําหนักแห ง) ส�วนพันธุ4ท่ีมีเมลา
โทนินน อยท่ีสุดคือ พันธุ4อินโดนีเซีย (83 นาโนกรัมต�อกรัมของน้ําหนักแห ง) จากการทดสอบฤทธิ์ต านอนุมูล
อิสระของสารสกัดจากใบหม�อน 19 พันธุ4ด วยวิธี DPPH assay พบว�าสารสกัดใบหม�อนพันธุ4หมี มีฤทธิ์มากท่ีสุด
มีค�า IC50 เท�ากับ 75.86 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร และพันธุ4ท่ีมีฤทธิ์ต่ําท่ีสุดคือ พันธุ4อินโดนีเซีย มีค�า IC50 เท�ากับ 
998.55 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร เม่ือเปรียบเทียบค�า IC50 ของสารสกัดกับ กรดแอล-แอสคอร4บิก (4.25 
ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร) พบว�าสารสกัดใบหม�อน มีฤทธิ์ต านอนุมูลอิสระตํ่ากว�า กรดแอล-แอสคอร4บิก ส�วนการ
ทดสอบฤทธิ์ต านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบหม�อนด วยวิธี FRAB assay ของสารสกัดใบหม�อนท่ีความ
เข มข น 10 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร พบว�าค�า TEAC ของ สารสกัดใบหม�อนพันธุ4บุรีรัมย4 60 มีฤทธิ์มากท่ีสุด 
(1.93 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร)และพันธุ4ท่ีมีฤทธิ์น อยท่ีสุด คือ พันธุ4ไผ�อุบล(0.74 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร) เม่ือทํา
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม4ไทโรซิเนสของสารสกัดใบหม�อนท่ีความเข มข น 100 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร 
พบว�า พันธุ4ท่ีสามารถยับยั้งเอนไซม4ได สูงท่ีสุด คือ พันธุ4ไผ�อุบล มีค�า เปอร4เซ็นต4การยับยั้งเอ็นไซม4ไทโรซิเนส
เท�ากับ 36.02 และพันธุ4ท่ีสามารถยับยั้งเอนไซม4ได ต่ําท่ีสุด คือ พันธุ4 Ryodai มีค�า เปอร4เซ็นต4การยับยั้งเอ็นไซม4
ไทโรซิเนสเท�ากับ 10.22 และจากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร างไนตริกออกไซด4 ของสารสกัดท่ีความเข มข น 
20 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร พบว�า พันธุ4ส มใหญ�สามารถยับยั้งการสร างไนตริกออกไซด4ได มากท่ีสุด (เปอร4เซ็นต4
การยับยั้งเท�ากับ 81.12) และพันธุ4โพธิ์ มีค�าการยับยั้งการสร างไนตริกออกไซด4ได ตํ่าท่ีสุด (เปอร4เซ็นต4การยับยั้ง
เท�ากับ 46.77) สรุปได ว�าใบหม�อนแต�ละสายพันธุ4มีเมลาโทนินในปริมาณท่ีแตกต�างกัน และมีฤทธิ์ฤทธิ์ต าน
ออกซิเดชัน ฤทธิ์ต านเอนไซม4ไทโรซิเนส และฤทธิ์ยับยั้งการสร างไนตริกออกไซด4 ท่ีแตกต�างกัน ซ่ึงน�าจะได มี
การทําวิจัยเก่ียวกับองค4ประกอบท่ีมีในใบหม�อนในแต�ละสายพันธุ4ท่ีน�าจะมีผลต�อฤทธิ์ต�างๆ ในอนาคตต�อไป
เพ่ือจะได เป�นแนวทางนําใบหม�อนพันธุ4ท่ีมีประสิทธิภาพสูงนั้นมาทําการพัฒนาเป�นผลิตภัณฑ4ต�อไป 

 

คําสําคัญ: ใบหม�อน, เมลาโทนิน, ฤทธิ์ต านอนุมูลอิสระ, ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม4ไทโรซิเนส, ฤทธิ์ยับยั้งการสร างไน-
ตริกออกไซด4 
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 Abstract 

This research aim to compare the amount of melatonin in 19 mulberry species and 
to study the pharmacological effects of mulberry leaf extracts includes antioxidant, anti-
tyrosinase and anti-inflammatory activity (nitric oxide inhibition activity). Mulberry leaves 
were extracted with methanol. Methanolic extract was purified with solid phase extraction 
(SPE) to determine the amount of melatonin with HPLC-FD. In addition, the methanolic 
extracts were screened pharmacological activities by 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 
scavenging assay (DPPH assay), FRAB assay, anti-tyrosinase activity assay and nitric oxide 
inhibition. The result showed that we could determine melatonin from only 12 strains of 
mulberry leaf extracts. Fai strain showed the highest level of melatonin (783 ng/g dry weight) 
while Indonesia strain showed the lowest level. (83 ng/g dry weight). The antioxidant activity 
of mulberry leaf extracts, Mhee strain showed the highest IC50 (75.86 μg/ml) and the lowest 
was Indonesia strain (998.55 μg/ml) but the IC50 value of all extracts were lower than L-
ascorbic acid (4.25 μg/ml). For FRAB assay, mulberry leaf extracts  at concentration 10 ug/ml, 
Burirum 60 strain showed the highest TEAC value (1.93 μg/ml) and Phai Ubon strain showed 
the lowest TEAC value (0.74 µg/ml).  In case of anti-tyrosinase activity study, Phai-Ubon strain 
showed the highest anti-tyrosinase activity (% Inhibition = 36.02) at concentration of 100 
μg/ml and the lowest activity was Ryodai strain (% Inhibition = 10.22). For nitric Oxide 
Inhibition activity using 20 μg/ml of the extracts was found that Somyai strain showed the 
highest %inhibition (81.12%) while Pho strain showed the lowest (46.77%). We concluded 
that the different strains of mulberry leaves provide the variety results of melatonin level 
and some pharmacological activities. From these results, we should study more about 
constituents in mulberry extract which may provide the difference activities in various 
strains, in the near future. This research will provide more advantage for product 
development in order to get the high quality of herbal products. 

 

Keywords: mulberry leaves, melatonin, antioxidant activity, anti-tyrosinase activity, nitric 
oxide inhibition activity 
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บทนํา 

หม�อน (Morus alba L.) 
ไทย โดยเฉพาะในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีการศึกษาพบว�าในใบหม�อนมีสารสําคัญหลายชนิด 
ได+แก� รูติน (rutin)  เควอซิติน (quer
shen, Men gcheng, and Jianming, 
ฤทธิ์ต+านจุลชีพ, ฤทธิ์ต+านออกซิเดชัน
เอนไซมDไทโรซิเนส (Butt et al., 2008)
al., 2003)  

โดยท่ัวไปมักจะพบเมลาโทนินในสัตวD แต�ก็ยังสามารถพบได+ในส�วนต�างๆของพืชบางชนิด เช�น ใบ
และ เมล็ด (Chen G. et al., 2003)  
ระบบหัวใจและหลอดเลือด และระบบสืบพันธุD 
เมลาโทนิน ยังมีฤทธิ์เปSนสารต+านอนุมูลอิสระท่ี

ปTจจุบันได+มีการใช+เมลาโทนินเปSนยารักษา
ความปลอดภัยกว�ายานอนหลับท่ีมีใช+กันอยู�  เมลาโทนินจึงน�าจะเปSนสารจากธรรมชาติท่ีน�าจะนํามาใช+เปSนยา
ได+อย�างปลอดภัย  ดังนั้นการตรวจวิเคราะหD
เปSนการหาแหล�งของเมลาโทนินในธรรมชาติเพ่ิ
ข+อจํากัดเนื่องจากปริมาณเมลาโทนินท่ีมีอยู�ใน
โทนินนั้นจึงควรมีความไว+ท่ีสูง  นอกจากนี้
ของเมลาโทนินและความไวในการวิเคราะหD

 
จากการศึกษาคุณสมบัติของเมลาโทนิน

โมเลกุลเท�ากับ 232.28 มีความเปSน 
ค�าการละลายในน้ําเท�ากับ 0.1 mg/ml 
สารละลาย และสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได+

นอกจากนี้ได+มีการศึกษาหาปริมาณเมลาโทนินในพืชสมุนไพรจีน 
โดยนําผงสมุนไพรมาสกัดด+วยเมทานอล
แห+งด+วยแก[สไนโตรเจน แล+วนําไปแยกด+วย
วิเคราะหDโดยใช+เครื่องโครมาโตกราฟ]
กับแมสสเปกโตรมิทรี (HPLC-FD online with MS)

โดยใช+สภาวะในการวิเคราะหD
-          คอลัมนD: คารDบอน 
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L.) อยู�ในวงศD Moraceae เปSนพืชท่ีมีการปลูกกันอย�างแพร�หลายในประเทศ
ไทย โดยเฉพาะในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีการศึกษาพบว�าในใบหม�อนมีสารสําคัญหลายชนิด 

(quercetin) ไอโซเควอซิติน (isoquercetin) และฟลาโวนอยดD
shen, Men gcheng, and Jianming, 1999) และพบว�าสารสกัดจากใบหม�อนมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ได+แก� 

ฤทธิ์ต+านออกซิเดชัน, ฤทธิ์ในการลดระดับน้ําตาลในเลือด, ฤทธิ์ต+านการอักเสบ
Butt et al., 2008) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบเมลาโทนินในใบหม�อน

โดยท่ัวไปมักจะพบเมลาโทนินในสัตวD แต�ก็ยังสามารถพบได+ในส�วนต�างๆของพืชบางชนิด เช�น ใบ
Chen G. et al., 2003)  ในสัตวDเมลาโทนินมีความสัมพันธDต�อการนอนหลับ ระบบภูมิคุ+มกัน 

วใจและหลอดเลือด และระบบสืบพันธุD (Arnao, et al., 2007, Simonin, et al., 1999)  
ยังมีฤทธิ์เปSนสารต+านอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ (Tan et al.,2000 และ Tan et al.,2002)

ได+มีการใช+เมลาโทนินเปSนยารักษาอาการบางชนิดเช�น อาการนอนไม�หลั
ความปลอดภัยกว�ายานอนหลับท่ีมีใช+กันอยู�  เมลาโทนินจึงน�าจะเปSนสารจากธรรมชาติท่ีน�าจะนํามาใช+เปSนยา

ตรวจวิเคราะหDหาปริมาณเมลาโทนินในพืชชนิดต�างๆ จึงเปSนท่ีน�าสนใจเพ่ือจะได+
ปSนการหาแหล�งของเมลาโทนินในธรรมชาติเพ่ิมมากข้ึน แต�ในการวิเคราะหDปริมาณเมลาโทนินในพืชยังมี

ปริมาณเมลาโทนินท่ีมีอยู�ในพืชมักจะมีน+อยมาก วิธีท่ีใช+ในการศึกษาหาปริมาณของเมลา
จึงควรมีความไว+ท่ีสูง  นอกจากนี้ยังต+องคํานึงถึงวิธีการเตรียมตัวอย�าง  ซ่ึงอาจส�งผลต�อความคงตัว

วิเคราะหDอีกด+วย 

รูปท่ี 1 โครงสร+างของเมลาโทนิน 

คุณสมบัติของเมลาโทนิน (Parrilla et al., 2009) พบว�า เมลาโทนินมีขนาดเล็ก มีมวล
มีความเปSน amphiphilicity ซ่ึงส�งผลต�อการสกัดเมลาโทนินออกมากจากตัวอย�าง

0.1 mg/ml และในเอทานอลเท�ากับ 8 mg/ml มีความไวต�อแสง เม่ืออยู�ในรูป
สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได+ 

มีการศึกษาหาปริมาณเมลาโทนินในพืชสมุนไพรจีน 108 ชนิด (Chen 
เมทานอล โดยใช+เครื่องอุลตร+าโซนิค จากนั้นนําไปปTnนเหวี่ยง 
นําไปแยกด+วยตัวดูดซับของแข็ง (Solid Phase Extraction, 

โดยใช+เครื่องโครมาโตกราฟ]ของเหลวสมรรถนะสูงร�วมกับเครื่องตรวจวัดฟลูออเรสเซนตDท่ีต�อ
FD online with MS) 

โดยใช+สภาวะในการวิเคราะหD คือ 
คารDบอน 18 คอลัมนD 

เปSนพืชท่ีมีการปลูกกันอย�างแพร�หลายในประเทศ
ไทย โดยเฉพาะในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีการศึกษาพบว�าในใบหม�อนมีสารสําคัญหลายชนิด 

ฟลาโวนอยดD อ่ืนๆ (Zhi 
และพบว�าสารสกัดจากใบหม�อนมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ได+แก� 

ฤทธิ์ต+านการอักเสบ, ฤทธิ์ต+าน
ในใบหม�อนอีกด+วย (Chen et 

โดยท่ัวไปมักจะพบเมลาโทนินในสัตวD แต�ก็ยังสามารถพบได+ในส�วนต�างๆของพืชบางชนิด เช�น ใบ, 
เมลาโทนินมีความสัมพันธDต�อการนอนหลับ ระบบภูมิคุ+มกัน 

et al., 1999)  นอกจากนี้ 
Tan et al.,2002)   

อาการบางชนิดเช�น อาการนอนไม�หลับในผู+สูงอายุ ซ่ึงจะมี
ความปลอดภัยกว�ายานอนหลับท่ีมีใช+กันอยู�  เมลาโทนินจึงน�าจะเปSนสารจากธรรมชาติท่ีน�าจะนํามาใช+เปSนยา

จึงเปSนท่ีน�าสนใจเพ่ือจะได+
แต�ในการวิเคราะหDปริมาณเมลาโทนินในพืชยังมี

วิธีท่ีใช+ในการศึกษาหาปริมาณของเมลา
ซ่ึงอาจส�งผลต�อความคงตัว

เมลาโทนินมีขนาดเล็ก มีมวล
ซ่ึงส�งผลต�อการสกัดเมลาโทนินออกมากจากตัวอย�าง มี

มีความไวต�อแสง เม่ืออยู�ในรูป

(Chen et al., 2003) 
จากนั้นนําไปปTnนเหวี่ยง เก็บส�วนใสไปทําให+

(Solid Phase Extraction, SPE) จากนั้นนําไป
ของเหลวสมรรถนะสูงร�วมกับเครื่องตรวจวัดฟลูออเรสเซนตDท่ีต�อ
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-          เฟสเคลื่อนท่ี: เมทานอล : สารละลายบัฟเฟอรD Na2HPO4/H3PO4 ความเข+มข+น 
50 มิลลิโมลารD ค�าความเปSนกรดด�างเท�ากับ 4.5 ในอัตราส�วน 40:60 

-          อัตราการไหล: 1 มิลลิลิตรต�อนาที 
-          เครื่องตรวจวัด:  - เครื่องตรวจวัดฟลูออเรสเซนตD (ความยาวคลื่นการกระตุ+น (λex) /ความ

ยาวคลื่นการคาย (λem) =280/348 นาโนเมตร)  
                         - แมสสเปกโตรมิทรี  

ผลการวิเคราะหD พบว�าใบหม�อนมีปริมาณเมลาโทนิน 1,510 นาโนกรัมต�อกรัมของน้ําหนักผงแห+ง มี
ขีดจํากัดการตรวจวัดด+วย HPLC-FD คือ 50 พิโครกรัม 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาโดยเปรียบเทียบ วิธีการวิเคราะหDเมลาโทนินเม่ือใช+วิธีการเตรียมตัวอย�างท่ี
แตกต�างกัน (Pothinuch and Tongchitpakdee, 2011) คือ วิธีการสกัดด+วยเครื่องอุลตราโซนิคร�วมกับการ
แยกด+วยตัวดูดซับของแข็ง(Solid phase extraction, SPE) และการสกัดด+วยการโฮโมจิไนซDร�วมกับการสกัด
ของเหลวด+วยของเหลว liquid-liquid extraction)  แล+วทําการวิเคราะหDปริมาณเมลาโทนินด+วย reversed 
phase HPLC-FD โดยมีเฟสเคลื่อนท่ีเปSนสารผสมระหว�าง อะซิโตไนไตรลD กับ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรD 
(Na2HPO4/H3PO4 )ความเข+มข+น 50 มิลลิโมลารD ท่ีมีค�าความเปSนกรดด�างเท�ากับ 4.5 ในอัตราส�วน 15:85 ใช+
อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี 1 มิลลิลิตรต�อนาที และ ทําการตรวจวัดด+วยเครื่องตรวจวัดฟลูออเรสเซนตD 
(ความยาวคลื่นการกระตุ+น (λex) /ความยาวคลื่นการคาย (λem) =280/348 นาโนเมตร) 

พบว�าวิธีเตรียมตัวอย�างโดยการสกัดด+วยเครื่องอุลตร+าโซนิคร�วมกับการแยกด+วยตัวดูดซับของแข็ง 
ให+ผลของอัตราการกลับคืน (% recovery) ท่ีสูงกว�า (76%) เม่ือเปรียบเทียบกับวิธีเตรียมตัวอย�างโดยการสกัด
ด+วยการโฮโมจิไนซDร�วมกับการสกัดของเหลวด+วยของเหลว (12%)  

นอกจากนี้มียังงานวิจัยท่ีเก่ียวกับการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากหม�อน ซ่ึงมีฤทธิ์ท่ีสําคัญต�างๆ 
ได+แก� การทดสอบฤทธิ์ต+านออกซิเดชันของสารสกัดใบหม�อน (Morus indica L.) โดยวิธี iron (III) reducing 
capacity, total antioxidant capacity และ DPPH radical scavenging activity พบว�าสารสกัดใบหม�อน
ด+วยเมทานอลมีปริมาณฟ]นอลิกรวมและฤทธิ์ต+านออกซิเดชันสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับสารสกัดอะซิโตน และน้ํา 
(Arabshahi-Delouee and Urooj, 2007) 

การศึกษาฤทธิ์ต+านเอนไซมDไทโรสิเนสของหม�อน พบว�าสารสกัดเอทานอลของก่ิงและเปลือกรากของ
หม�อนท่ีความเข+มข+น 0–60 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร สามารถยังยั้งเอนไซมDได+ 0–78% และ 0–62% ตามลําดับ 
(Chang et al, 2011) นอกจากนี้พบว�า มัลเบอรDโรไซดD เอฟ (mulberroside F) เปSนสารท่ีสกัดได+จากใบ
หม�อนสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมDได+ดีกว�ากรดโคจิก (kojic acid) 4.5 เท�า (Lee et al, 2002) 

ส�วนการศึกษาฤทธิ์ต+านอักเสบของใบหม�อน พบว�า สารสกัดเมทานอลความเข+มข+น 4-100 ไมโครกรัม
ต�อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการสร+างไนตริกออกไซดDในเซลลDเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ท่ีถูกกระตุ+น
ให+เกิดการอักเสบด+วยไลโปโพลีแซคคาไรดD (lipopolysaccharide) ได+  (Choi and Hwang, 2005) 

แต� เนื่องจากยังไม� มีการศึกษาใดท่ีมีการเปรียบเทียบปริมาณเมลาโทนิน และทดสอบฤทธิ์ 
ทางเภสัชวิทยาเปรียบเทียบกันในแต�ละสายพันธุD  ดังนั้นในการศึกษาครั้ งนี้จึ งทําการศึกษาเปรียบ 
เทียบปริมาณเมลาโทนินท่ีมีในใบหม�อนสายพันธุDต�างๆ จํานวน 19 สายพันธุD รวมท้ังทดสอบฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยา ได+แก� ฤทธิ์ต+านออกซิเดชัน ฤทธิ์ต+านเอนไซมDไทโรซิเนส และ ฤทธิ์ต+านอักเสบ  
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วิธีดําเนินการวิจัย 

ตัวอย�าง ใบหม�อน 19 พันธุD ได+แก� พันธุDข้ีไก�, พันธุD Ryodai, พันธุDอินโดนีเซีย, พันธุDนครราชสีมา 60, 
พันธุDฟ�ลิปป�นสD, พันธุDไผ�อุบล, พันธุDบุรีรัมยD, พันธุDศรีสะเกษ, พันธุDไฟ, พันธุDโพธิ์, พันธุDคุณไพ, พันธุDสีดา, พันธุDส+ม
ใหญ�, พันธุDหมี, พันธุDแก+ว, พันธุDเชียงใหม�, พันธุDจาก, พันธุDญี่ปุ�น และ พันธุDศรีลังกา โดยใบหม�อนทุกพันธDได+รับ
จากศูนยDนวัตกรรมไหม มหาวิทยาลัยมหาสารคาม  

สารเคมีท่ีใช� 

1. Standard melatonin (Sigma-Aldrich, Inc.) 
2. Methanol (RCI labscan) 
3. L-Ascorbic acid (Sigma) 
4. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (Aldrich) 
5. Ethanol (RCl Labscan)   
6. 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine; TPTZ (Sigma-Aldrich) 
7. Sodium acetate trihydrate (Ajax Finechem) 
8. Trolox (Sigma-Aldrich) 
9. Ferrous sulfate; FeSO4 (Analytico) 
10. Ferric chloride; FeCl3

.6H2O (Ajax Finechem) 
11. Kojic acid (Sigma) 
12. Tyrosinase Mushroom 50KU (Sigma-Aldrich) 
13. L-3, 4-dihydroxyphenylalanine (Sigma-Aldrich) 
14. Sodium Dihydrogen Phosphate; NaH2PO4.2H2O (Ajax Finechem) 
15.  Disodium hydrogen phosphate; Na2HPO4.2H2O (Ajax Finechem)   
16. Deionized water 
17. เซลลDเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) 
18. Dimethylsulfoxide; DMSO (Fisher Scientific) 
19. Sulfanilamide (Sigma-Aldrich) 
20. Napthylethylenediamine (Sigma-Aldrich) 
21. Phosphoric acid; H3PO4 (RCI Labscan) 
22. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; MTT  
23. อาหารเลี้ยงเซลลD RPMI-1640 
 

เครื่องมือและอุปกรณ&หลักท่ีใช� 

1. เครื่อง HPLC-Fluorescence 
● Pump : Spectrasystem P 1500 (Thermoseparation) 
● Detector : Spectrasystem FL 2000 (Thermoseparation) 
● Integator : Clarity (Water) 



~ 4 ~ 

 

2. Rotary evaporator (Buchi) 
3. Lyophilizer (EYELA) 
4. Microplate reader (Model 680 microplate reader, Bio-RAD)  
5. SPE cartridge (Strata C18-E 55 µm) 
6. Column : ACE 5 C18-PFP 250x4.6 mm id 
 

การเตรียมตัวอย�างสารสกัดจากใบหม�อน เพ่ือหาปริมาณเมลาโทนิน (ดัดแปลงจากChen et al., 2003 และ 
Pothinuch and Tongchitpakdee , 2011) 

นําผงใบหม�อนแห+ง 2 กรัม มาสกัดด+วยเมทานอล 13 มิลลิลิตร โดยใช+เครื่องอุลตร+าโซนิค จากนั้น
นําไปปTnนเหวี่ยง 4000 รอบต�อนาที 4 องศาเซลเซียส เปSนเวลา 10 นาที เก็บส�วนใส จากนั้นนําส�วนท่ีเหลือไป
สกัดซํ้าด+วยเมทานอล 12 มิลลิลิตร เก็บส�วนใสรวมกัน นําไปกรองด+วยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
ระเหยเมทานอลด+วยแก[สไนโตรเจน เติมเมทานอลความเข+มข+น 5% 2 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลายท่ีได+ไป
แยกด+วยตัวดูดซับของแข็ง (SPE) ท่ีผ�านการกระตุ+นด+วยเมทานอล 10 มิลลิลิตร และน้ํา 10 มิลลิลิตร ชะล+าง
สารอ่ืนๆ ด+วยเมทานอลความเข+มข+น 5% 10 มิลลิลิตร และทําการชะเมลาโทนินด+วยเมทานอลความเข+มข+น 
80% 5 มิลลิลิตร  

การเตรียมตัวอย�างสารสกัดจากใบหม�อน เพ่ือทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา (ดัดแปลงจาก Arabshahi-
Delouee และ Urooj, 2007) 

นําผงใบหม�อน 20 กรัม มาแช�สกัดด+วยเมทานอล 70 มิลลิลิตร โดยแช�ท้ิงไว+ 1 คืน จากนั้นเก็บส�วนใส 
และนําส�วนใสท่ีได+ไปกรองด+วยสําลี สกัดซํ้าอีก 2 ครั้ง เก็บส�วนใสท่ีได+รวมกัน จากนั้นนําส�วนใสท่ีได+ไปกรองอีก
ครั้ง นําไประเหยเอาตัวทําละลายออกด+วยเครื่อง Rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นําสาร
สกัดท่ีได+ไปทําให+แห+งด+วยเครื่องระเหิดแห+งแบบเยือกแข็ง (Lyophilizer) เก็บสารสกัดท่ีได+ท่ีอุณหภูมิ 8 องศา
เซลเซียส 

การวิเคราะห&ปริมาณเมลาโทนิน  (ดัดแปลงจาก Chen et al., 2003 และ Pothinuch and 
Tongchitpakdee ,  2011) 

 
นําสารสกัดของใบหม�อนแต�ละสายพันธุD ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ไปวิเคราะหDด+วยเครื่อง HPLC-FD 

โดยสภาวะสําหรับ HPLC ท่ีใช+ในการวิเคราะหDเมลาโทนิน ใช+ระบบ reverse phase ซ่ึงประกอบด+วยคอลัมนD
คารDบอน 18 ขนาดเส+นผ�านศูนยDกลางภายใน 4.6 มิลลิเมตร ความยาว 250 มิลลิเมตร และขนาดเม็ดอนุภาค 
5 ไมโครเมตร เชื่อมต�อกับเครื่อง HPLC ร�วมกับเครื่องตรวจวัดฟลูออเรสเซนตD  เฟสเคลื่อนท่ีท่ีใช+ คือ          
เมทานอลและสารละลายบัฟเฟอรD Na2HPO3/H3PO4 ความเข+มข+น 50 มิลลิโมลารD และมีค�าความเปSนกรดด�าง
เท�ากับ 4.5 ในอัตราส�วน 40:60 อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี เท�ากับ 1 มิลลิลิตรต�อนาที 

จากนั้นหาปริมาณเมลาโทนินท่ีมีในแต�ละตัวอย�างโดยคํานวณจากสมการท่ีได+จากกราฟมาตรฐานของ
เมลาโทนิน 
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การทดสอบฤทธิ์ต�านออกซิเดชันโดยวิธี 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging 
capacity assay (DPPH assay) (ดัดแปลงจาก Arabshahi-Delouee และ Urooj, 2007) 

การทดสอบฤทธิ์ต+านออกซิเดชันโดย DPPH assay สารตัวอย�างทําปฏิกิริยากับ 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical (DPPH.) ซ่ึงเปSนอนุมูลอิสระเสถียร เม่ือ DPPH. ได+รับอิเล็กตรอนจะเปลี่ยนเปSน 
DPPH ทําให+สารละลายเปลี่ยนจากสีม�วงเปSนสีเหลือง โดยวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 นาโน
เมตร 

นําสารตัวอย�างท่ีต+องการทดสอบท่ีมีความเข+มข+นต�างๆ ป�เปตสารแต�ละความเข+มข+น ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงใน 96-well plate โดยแต�ละความเข+มข+นจะทําซํ้า 4 ครั้ง สําหรับ blank จะใช+เอทานอล 200 
ไมโครลิตร และ control จะใช+เอทานอล 100 ไมโครลิตร จากนั้นป�เปต 200 ไมโครโมลารDของสารละลาย 
DPPH ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแต�ละหลุม ยกเว+น blank เขย�าให+เข+ากัน เก็บให+พ+นแสง 30 นาที นําไป
วัดค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร นาํค�าการดูดกลืนแสงท่ีได+ไปคํานวณ %Inhibition ดัง
สมการ  

 %Inhibition = [(Abs control - Abs sample)/Abs control] × 100 
Abs control  = ค�าการดูดกลืนแสงของ control 
Abs sample  = ค�าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย�างท่ีความเข+มข+นต�างๆ 
 

จากนั้นสร+างกราฟระหว�าง %Inhibition กับ ความเข+มข+นของสารทดสอบ แล+วจึงคํานวณค�า IC50 
จากสมการเส+นตรงของกราฟ โดยเปรียบเทียบค�า IC50 ของสารท่ีทําการทดสอบกับ ค�า IC50 ของกรดแอล-
แอสคอรDบิก (L-ascorbic acid) 
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ตารางท่ี 1 ช�วงความเข+มข+นของสารสกัดแต�ละพันธุDท่ีทําการทดสอบฤทธิ์ต+านออกซิเดชัน 

พันธุ& 
ช�วงความเข�มข�นท่ีทําการทดสอบ 

(μg/ml)  
1. ข้ีไก� 25 - 200 

2. Ryodai 50 - 500 

3. อินโดนีเซีย 200 - 1,200 

4. นครราชสีมา 60 150 - 275 

5. ฟ�ลิปป�นสD 50 - 2,500 

6. ไผ�อุบล 10 - 150 

7. บุรีรัมยD 60 100 - 325 

8. ศรีสะเกษ 10 - 150 

9. ไฟ 25 - 150 

10. โพธิ์ 25 - 200 

11. คุณไพ 25 - 150 

12. สีดา 25 - 150 

13. ส+มใหญ� 50 - 300 

14. หมี 25 - 150 

15. แก+ว 10 - 150 

16. เชียงใหม� 25 - 150 

17. จาก 50 - 175 

18. ญ่ีปุ�น 50 - 250 

19. ศรีลังกา 100 - 225 

 

การทดสอบฤทธิ์ต�านออกซิเดชันโดยวิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) (ดัดแปลงจาก 

Iqbal et al, 2012) 

เปSนการวัดความสามารถของสารต+านอนุมูลอิสระในการให+อิเล็กตรอนอิสระ โดยท่ี ferric  
tripyridyltriazine  (Fe3+-TPTZ)  complex  จะถูกรีดิวซDด+วยสารท่ีมีฤทธิ์ต+านอนุมูลอิสระ ท่ีสามารถให+
อิเล็กตรอนได+ ทําให+เกิด Fe2+-TPTZ complex ดังนั้นวิธีนี้ สามารถใช+วัด total  reducing  power  ของสาร
ต+านอนุมูลอิสระท่ีมีความสามารถในการถ�ายทอดอิเล็กตรอนให+ Fe3+ เปลี่ยนเปSน Fe2+ ได+ เทียบกับสารต+าน
อนุมูลอิสระมาตรฐานคือ Ferrous  sulfate และ Trolox 
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การเตรียมสารละลาย  FRAP  reagent  โดยผสม  300  mM  acetate  buffer  (pH  3.6) กับ  20  
mM  Ferric chloride  solution  และ  10  mM  2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ) solution  
ให+เข+ากัน  ในอัตราส�วน 10:1:1  แล+วนําไปอุ�นท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปSนเวลา 30  นาที  ป�เปต
สารละลาย FRAP reagent  150 ไมโครลิตร ลงใน 96-well plate จากนั้นเติมสารสกัดลงไป 50 ไมโครลิตร 
(ความเข+มข+นสุดท+ายเท�ากับ 10 μg/ml) วัดค�าการดูดกลืนแสงในนาทีท่ี 5 ท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน  Ferrous  sulfate  และ Trolox  คํานวณหาปริมาณ  FRAP value 
และ ค�า Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) จากกราฟมาตรฐานของ Ferrous  sulfate  
และ Trolox 
 
การทดสอบฤทธิ์ต�านเอนไซม&ไทโรซิเนส (ดัดแปลงจาก Chang et al, 2011) 
 

การสร+างเมลานินต+องอาศัยการทํางานของเอนไซมDไทโรซิเนสในการเปลี่ยนแอล-ไทโรซีน (L-
tyrosine) ไปเปSนเมลานิน ซ่ึงกลไกนี้เกิดผ�านสารมัธยันตรDท่ีสําคัญ ได+แก� แอล-โดปา (L-Dopa) และโดปาโครม 
(Dopachrome) ซ่ึงสามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงได+โดยการวัดการดูดกลืนแสงของ Dopachrome ท่ี
เกิดข้ึน (สีน้ําตาล) ท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ป�เปตสารต�างๆ ลงใน 96-well plate ดังตารางท่ี 2 
 

ตารางท่ี 2 ปริมาณสารต�างๆ ท่ีใช+ในการทดสอบฤทธิ์ต+านเอนไซมDไทโรซิเนส 

Solution Buffer (μl) Ethanol 
(μl) 

Sample 
(μl) 

Tyrosinase (μl) Total 
(μl) 

A (Control) 140 20 - 20 180 

B (Blank) 160 20 - - 180 

C (Sample) 140 - 20 20 180 

D (Sample blank) 160 - 20 - 180 

 
ต้ังท้ิงไว+ท่ีอุณหภูมิห+อง 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 0.85 ไมโครโมลารD L-DOPA 20 ไมโครลิตร 

ต้ังท้ิงไว+ท่ีอุณหภูมิห+อง 20 นาที จากนั้นนําไปวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร นําค�าการ
ดูดกลืนแสงท่ีได+มาคํานวณ % Inhibition ดังสมการ 

 
%Inhibition = [{(A-B)-(C-D)} / (A-B)] × 100  
 

จากนั้นสร+างกราฟระหว�าง %Inhibition กับ ความเข+มข+นของสารทดสอบ แล+วจึงคํานวณค�า IC50 
จากสมการเส+นตรงของกราฟ โดยเปรียบเทียบค�า IC50 ของสารท่ีทําการทดสอบกับ ค�า IC50 ของกรดโคจิก 
(kojic acid) 
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การทดสอบฤทธิ์ต�านอักเสบโดยวิธี Nitric oxide inhibition (ดัดแปลงจาก Choi and Hwang, 2005) 
 

เม่ือเซลลDถูกกระตุ+นให+เกิดการอักเสบ จะมีการสร+างสารสื่อกลางในการอักเสบข้ึน ซ่ึงในการทดลองนี้
จะวัดปริมาณไนตริกออกไซดDท่ีเกิดข้ึน โดยทําปฏิกิริยากับ Griess reagent ได+สารละลายสีชมพู วัดค�าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 

นําเซลลDเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW264.7) ใส�ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลลDแบบ 48 หลุม เม่ือจํานวน
เซลลDมีมากพออาหารเพาะเลี้ยงเซลลDจะถูกเปลี่ยนเปSนชนิดท่ีปราศจากซีรัม เติมสาร Lipopolyssacharide 
(LPS) ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลลDให+มีความเข+มข+นสุดท+ายเปSน 1 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร เพ่ือกระตุ+นให+เกิด
กระบวนการอักเสบ โดย Lipopolyssacharide (LPS) จะใส�พร+อมกับสารสกัดใบหม�อนพันธุDต�างๆ ท่ีมีความ
เข+มข+นสุดท+ายเปSน 20 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงในตู+อบเปSนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นตรวจวัด
การเปลี่ยนแปลงของไนตริกออกไซดDในอาหารเพาะเลี้ยงเซลลD โดยปริมาณไนตริกออกไซดDจะตรวจวัดโดยใช+ 
Griess reagent เปรียบเทียบปริมาณของไนตริกออกไซดDระหว�างกลุ�มทดลองและกลุ�มควบคุม 

จากนั้นวิเคราะหDความเปSนพิษของสารสกัดใบหม�อนพันธุDต�างๆ ด+วย MTT assay โดยการเติม 
สารละลาย MTT ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลลD และนําเข+าตู+อบเปSนเวลา 30 นาที จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลลDจะถูก
ดูดออก และใส�สารละลาย DMSO ผสมให+เข+ากัน นําไปวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
เปรียบเทียบกับกลุ�มควบคุม 
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ผลการวิจัย 

การเตรียมตัวอย�างสารสกัดจากใบหม�อน 

ตารางท่ี 3 น้ําหนักใบหม�อนก�อนสกัด, น้ําหนักสารสกัดแห+ง และร+อยละของผลผลิต 

พันธุ& 
น้ําหนักผง 

ใบหม�อนแห�ง (g) 
น้ําหนัก 

สารสกัดแห�ง (g) 
%Yield 

1. ข้ีไก� 19.98 2.5247 12.64 

2. Ryodai 19.98 1.8441 9.23 

3. อินโดนีเซีย 19.99 1.4862 7.43 

4. นครราชสีมา 60 20.17 0.9814 4.87 

5. ฟ�ลิปป�นสD 20.01 2.0018 10.00 

6. ไผ�อุบล 20.13 2.7242 13.53 

7. บุรีรัมยD 60 20.05 1.9959 9.95 

8. ศรีสะเกษ 20.17 2.8879 14.32 

9. ไฟ 20.15 2.6664 13.23 

10. โพธิ์ 20.02 2.7679 13.83 

11. คุณไพ 20.1 2.3377 11.63 

12. สีดา 20.14 3.0800 15.29 

13. ส+มใหญ� 20.02 2.6180 13.08 

14. หมี 20.04 2.6180 13.06 

15. แก+ว 20.01 2.7215 13.60 

16. เชียงใหม� 20.33 2.5710 12.65 

17. จาก 20.07 2.4847 12.38 

18. ญ่ีปุ�น 20.03 2.3392 11.68 

19. ศรีลังกา 20.04 2.4921 12.44 
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ผลการวิเคราะห&เมลาโทนิน 

ตารางท่ี 4 น้ําหนักผงใบหม�อน ท้ัง 19 สายพันธุDท่ีนํามาใช+วิเคราะหD ด+วย HPLC-FD 

พันธุ& น้ําหนักแห�งท่ีช่ังได� (g) 

1. ข้ีไก� 2.0032 

2. Ryodai 2.0002 

3. อินโดนีเซีย 2.0092 

4. นครราชสีมา 60 2.0006 

5. ฟ�ลิปป�นสD 2.0006 

6. ไผ�อุบล 2.0027 

7. บุรีรัมยD 60 2.0014 

8. ศรีสะเกษ 2.0024 

9. ไฟ 2.0006 

10. โพธิ์ 2.0057 

11. คุณไพ 2.0021 

12. สีดา 2.0040 

13. ส+มใหญ� 2.0042 

14. หมี 2.0030 

15. แก+ว 2.0020 

16. เชียงใหม� 2.0030 

17. จาก 2.0037 

18. ญ่ีปุ�น 2.0010 

19. ศรีลังกา 2.0000 
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ตารางท่ี 5 Retention time และ Peak area ของสารมาตรฐานเมลาโทนินท่ีความเข+มข+นต�างๆ 

Concentration 

(ng/ml) 

ครั้ง
ท่ี 

 

Retention 
time 

(min) 

Mean 

(min) 

SD 

 

Peak 
area 

(mV.s) 

Mean 

(mV.s) 

SD 

 

50 

1 20.117 

20.071 
0.053

0 

102.380 

101.257 2.2312 2 20.083 98.687 

3 20.013 102.703 

100 

1 19.783 

20.045 
0.389

5 

226.890 

230.193 8.7676 2 19.860 240.132 

3 20.493 223.556 

200 

1 20.243 

20.146 
0.085

0 

407.835 

404.627 3.6060 2 20.113 400.724 

3 20.083 405.321 

500 

1 19.977 

20.027 
0.048

1 

1028.424 

1038.93
1 

39.130
7 2 20.030 1082.243 

3 20.073 1006.127 

800 

1 20.110 

20.108 
0.006

8 

1554.076 

1575.71
3 

31.121
0 2 20.113 1611.379 

3 20.100 1561.684 
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รูปท่ี 2 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานเมลาโทนิน: Retention time ของเมลาโทนิน คือ 20.9 นาที  
 สภาวะในการวิเคราะหD HPLC-FD คือ Column-18, 250 x 4.6 mm id (5 µm) เฟสเคลื่อนท่ี คือ เม
ทานอล ต�อ50 มิลลิโมลารDของฟอสเฟตบัฟเฟอรD pH 4.5 ในอัตราส�วน 40:60 อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี 
เท�ากับ 1 มิลลิลิตรต�อนาที 

 

 

รูปท่ี 3 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหDเมลาโทนิน (Standard curve) 

y = 1.9681x + 20.6695

R² = 0.9986
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ตารางท่ี 6 ผลการวิเคราะหDหาปริมาณเมลาโทนินในใบหม�อน 

พันธุ& ครั้งท่ี 
Retention 
time (min) 

SD 
Peak area 

(mV.s) 
mean 
(mV.s) 

SD 

1. ข้ีไก� 

1 19.540 

1.2669 

165.016 

191.321 23.3720 2 19.467 209.697 

3 21.697 199.250 

2. Ryodai*  
1 18.940 

0.6272 
165.190 

152.922 17.3503 
2 18.053 140.653 

3. อินโดนีเซีย 

1 18.787 

0.0923 

89.778 

86.401 9.7915 2 18.683 75.368 

3 18.867 94.057 

4. นครราชสีมา 60 

1 18.723 

0.0605 

235.927 

227.533 7.3972 2 18.650 224.705 

3 18.603 221.967 

5. ฟ�ลิปป�นสD*  
1 18.773 

0.0544 
51.646 

98.505 66.2679 
2 18.850 145.363 

6. ไผ�อุบล 

1 19.620 

0.1121 

128.074 

169.528 49.4512 2 19.547 156.247 

3 19.400 224.264 

7. บุรีรัมยD 60 

1 21.477 

0.6933 

549.562 

543.179 26.5176 2 21.630 565.922 

3 20.360 514.052 

พันธุ& ครั้งท่ี 
Retention 
time (min) 

SD 
Peak area 

(mV.s) 
mean 
(mV.s) 

SD 
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9. ไฟ 

1 18.593 

0.7996 

618.124 

637.855 22.3895 2 19.923 633.254 

3 20.027 662.188 

10. โพธิ์ 

1 20.673 

0.5348 

428.379 

443.348 12.9934 2 20.397 451.716 

3 21.430 449.948 

12. สีดา 

1 20.977 

0.6870 

427.758 

504.673 75.2973 2 19.673 578.241 

3 19.950 508.019 

14. หมี 

1 19.980 

0.5131 

312.301 

310.807 2.5785 2 19.130 312.291 

3 19.057 307.830 

16. เชียงใหม�  

1 18.690 

0.8572 

631.215 

619.229 64.7530 2 20.313 549.320 

3 19.023 677.151 

(n=3, *n=2) 

มีสารสกัดใบหม�อนเพียง 12 สายพันธุDเท�านั้นท่ีสามารถหาปริมาณเมลาโทนินได+ พันธุDท่ีไม�สามารถหา
ปริมาณเมลาโทนินได+คือ พันธุDแก+ว ศรีสะเกษ เนื่องจากมีพีคอ่ืนรบกวนบริเวณพีคของเมลาโทนิน และพันธุDส+ม
ใหญ� ศรีลังกา จาก ญ่ีปุ�น และคุณไพ ไม�ปรากฏพีคของเมลาโทนินในโครมาโทแกรม อาจเนื่องมาจากมีปริมาณ
เมลาโทนินอยู�น+อยเกินไป  
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ตารางท่ี 7 ปริมาณเมลาโทนินในใบหม�อนแต�ละพันธุD 

พันธุ& 
ความเข�มข�นของเมลาโทนิน (จาก

การคํานวณ)(ng/ml) 
ปริมาณ (ng/g dry weight) 

1. ข้ีไก� 86.709 216.773 

2. Ryodai 67.198 167.995 

3. อินโดนีเซีย 33.398 83.495 

4. นครราชสีมา 60 105.108 262.770 

5. ฟ�ลิปป�นสD 39.548 98.870 

6. ไผ�อุบล 75.636 189.090 

7. บุรีรัมยD 60 265.489 663.723 

9. ไฟ 313.595 783.988 

10. โพธิ์ 214.765 536.913 

12. สีดา 245.924 614.810 

14. หมี 147.42 368.550 

16. เชียงใหม�  304.13 760.325 
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รูปท่ี 4 ปริมาณเมลาโทนินในสารสกัดใบหม�อนแต�ละพันธุD 

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ต�านออกซิเดชันโดยวิธี 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging 
capacity assay (DPPH assay) 

 จากการทดลองการทดสอบฤทธิ์ต+านออกซิเดชันโดยวิธี DPPH assay เม่ือนําค�าการดูดกลืนแสงท่ีได+
ไปคํานวณ %Inhibition และสร+างกราฟระหว�าง %Inhibition กับความเข+มข+นของ L-ascorbic acid แล+ว
คํานวณค�า IC50 จากสมการเส+นตรงของกราฟพบว�าค�า IC50 ของ L-ascorbic acid เท�ากับ 4.25 ไมโครกรัมต�อ
มิลลิลิตร 

216.773

167.995

83.495
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 รูปท่ี 5 กราฟความสัมพันธDระหว�าง %Inhibition กับความเข+มข+นของ L - Ascorbic acid  

สําหรับค�า IC50 ของใบหม�อนแต�ละพันธุD เปSนดังตารางท่ี 8 โดยพบว�า พันธุD Ryodai. นครราชสีมา 60, 
ฟ�ลิปป�นสD และ บุรีรัมยD 60 ไม�สามารถหาค�า IC50 ได+ จึงแสดงผลด+วยค�า %Inhibition ท่ีความเข+มข+น 50 
ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร ผลดังตารางท่ี 9 

 
ตารางท่ี 8 ค�า IC50 ของใบหม�อนแต�ละพันธุDในการทดสอบฤทธิ์ต+านออกซิเดชัน (DPPH assay) 

 
พันธุ& IC50 (μg/ml) 

1. ข้ีไก� 107.94 
3. อินโดนีเซีย 998.55 
6. ไผ�อุบล 83.10 
8. ศรีสะเกษ 111.56 
9. ไฟ 106.83 
10. โพธิ์ 109.43 
11. คุณไพ 87.82 
12. สีดา 78.94 
13. ส+มใหญ� 207.35 
14. หมี 75.86 
15. แก+ว 125.09 
16. เชียงใหม� 97.60 
17. จาก 143.31 
18. ญ่ีปุ�น 202.72 
19. ศรีลังกา 185.31 

(n=4) 

y = 15.1638x - 14.4420

R² = 0.9959
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รูปท่ี 6 กราฟเปรียบเทียบค�า IC 50 ของใบหม�อนแต�ละพันธุDในการทดสอบฤทธิ์ต+านออกซิเดชัน 

ตารางท่ี 9 %Inhibition ท่ีความเข+มข+น 50 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร ของพันธุDท่ีไม�สามารถหาค�า IC50 ได+ 

พันธุ& %Inhibition ท่ีความเข�มข�น 50 μg/ml  
2. Ryodai 8.46 
4. นครราชสีมา 60 15.04 
5. ฟ�ลิปป�นสD 9.37 
7. บุรีรัมยD 60 20.41 
(n=4) 

 

รูปท่ี 7 กราฟเปรียบเทียบ %Inhibition ท่ีความเข+มข+น 50 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร 
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ผลการทดสอบฤทธิ์ต�านออกซิเดชันโดยวิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

จากการทดลองการทดสอบฤทธิ์ต+านออกซิเดชันโดยวิธี FRAP เม่ือนําค�าการดูดกลืนแสงท่ีได+มาสร+าง
กราฟมาตรฐานของสารละลาย ferrous sulfate และ trolox จากนั้นนําค�าการดูดกลืนแสงของสารสกัดใบ
หม�อนแต�ละพันธุDมาแทนในสมการจะได+ค�า FRAP value และ trolox equivalent antioxidant capacity 
(TEAC) ดังตารางท่ี 10 

 

รูปท่ี 8 กราฟมาตรฐานของสารละลาย Ferrous sulfate 

 

 

รูปท่ี 9 กราฟมาตรฐานของสารละลาย Trolox 
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ตารางท่ี 10 ค�า FRAP value และ TEAC ของแต�ละพันธุD 

พันธุ& FRAP value (μM) TEAC (μg/ml) 

1. ขี้ไก� 16.69 ±0.37 1.66±0.04 

2. Ryodai 10.78 ±0.20 0.99±0.02 

3. อินโดนีเซีย 11.48 ±0.23 1.07±0.03 

4. นครราชสีมา 60 11.55 ±0.31 1.07±0.04 

5. ฟ�ลิปป�นสD 10.51 ±0.51 0.96±0.06 

6. ไผ�อุบล 8.58 ±0.16 0.74±0.02 

7. บุรีรัมยD 60 19.03 ±0.33 1.93±0.04 

8. ศรีสะเกษ 15.55 ±0.39 1.53±0.04 

9. ไฟ 11.06 ±0.22 1.02±0.03 

10. โพธ์ิ 11.53 ±0.42 1.07±0.05 

11. คุณไพ 9.41 ±0.19 0.83±0.02 

12. สีดา 15.11 ±1.05 1.48±0.12 

13. ส+มใหญ� 15.30 ±0.32 1.50±0.04 

14. หมี 12.75 ±0.16 1.21±0.02 

15. แก+ว 11.38 ±0.28 1.06±0.03 

16. เชียงใหม� 14.41 ±0.50 1.40±0.06 

17. จาก 11.63 ±0.20 1.08±0.02 

18. ญ่ีปุ�น 10.34 ±0.50 0.94±0.06 

19. ศรีลังกา 15.55 ±0.65 1.53±0.07 

(n=3) 
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รูปท่ี 10 กราฟเปรียบเทียบ FRAP value ของแต�พันธุD 

 

 

รูปท่ี 11 กราฟเปรียบเทียบ TEAC ของใบหม�อน 19 พันธุD 

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ต�านเอนไซม&ไทโรซิเนส 

เม่ือนําค�าการดูดกลืนแสงท่ีได+ไปคํานวณ %Inhibition และสร+างกราฟระหว�าง %Inhibition กับ
ความเข+มข+นของ kojic acid แล+วคํานวณค�า IC50 จากสมการเส+นตรงของกราฟพบว�าค�า IC50 ของ kojic acid 
เท�ากับ 24.63 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 12 กราฟความสัมพันธDระหว�าง %Inhibition กับความเข+มข+นของ kojic acid 

สําหรับค�า IC50 ของใบหม�อนแต�ละพันธุD พบว�าไม�สามารถหาค�า IC50 ได+ท้ัง 19 พันธุD จึงแสดงผลด+วย
ค�า %Inhibition ท่ีความเข+มข+น 100 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร ผลดังตารางท่ี 11 
 
ตารางท่ี 11 %Inhibition ท่ีความเข+มข+น 100 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตรในการทดสอบฤทธิ์ต+านเอนไซมDไทโร-

ซิเนส 
พันธุ& %Inhibition ท่ีความเข�มข�น 100 μg/ml  

1. ข้ีไก� 22.04 
2. Ryodai 10.22 
3. อินโดนีเซีย 26.34 
4. นครราชสีมา 60 24.19 
5. ฟ�ลิปป�นสD 29.03 
6. ไผ�อุบล 36.02 
7. บุรีรัมยD 60 32.80 
8. ศรีสะเกษ 12.90 
9. ไฟ 32.80 
10. โพธิ์ 24.19 
11. คุณไพ 21.03 
12. สีดา 26.15 
13. ส+มใหญ� 34.88 
14. หมี 20.00 
15. แก+ว 36.01 
16. เชียงใหม� 28.21 
17. จาก 35.90 

y = 2.0000x + 0.7483

R² = 0.9900
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18. ญ่ีปุ�น 24.10 
19. ศรีลังกา 28.72 

(n=3) 

 

รูปท่ี 13 กราฟเปรียบเทียบ %Inhibition ท่ีความเข+มข+น 100 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตรในการทดสอบฤทธิ์ต+าน
เอนไซมDไทโรซิเนส 

 
ผลการทดสอบฤทธิ์ต�านอักเสบโดยวิธี Nitric oxide inhibition 

 
ตารางท่ี 12 %Inhibition ท่ีความเข+มข+น 20 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตรในการทดสอบฤทธิ์ต+านอักเสบ 

พันธุ& 
%Inhibition ท่ีความเข�มข�น 20 

μg/ml SD 
1. ข้ีไก� 60.96 4.62 
2. Ryodai 49.47 1.47 
3. อินโดนีเซีย 68.10 1.65 
4. นครราชสีมา 60 48.94 2.19 
5. ฟ�ลิปป�นสD 56.51 1.96 
6. ไผ�อุบล 49.86 0.80 
7. บุรีรัมยD 60 47.27 2.60 
8. ศรีสะเกษ 55.67 4.39 
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9. ไฟ 58.86 5.28 
10. โพธิ์ 46.77 1.14 
11. คุณไพ 65.99 3.43 
12. สีดา 53.65 1.02 
13. ส+มใหญ� 81.12 2.22 
14. หมี 78.62 1.29 
15. แก+ว 66.42 4.73 
16. เชียงใหม� 78.26 3.30 
17. จาก 72.80 2.12 
18. ญ่ีปุ�น 60.07 4.68 
19. ศรีลังกา 60.02 1.00 
(n=3) 

 
 

 
 

รูปท่ี 14 กราฟเปรียบเทียบ%Inhibition ท่ีความเข+มข+น 20 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตรในการทดสอบ
ฤทธิ์ต+านอักเสบ 
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อภิปรายและวิจารณ&ผลการวิจัย 

 จากการทดลองหาปริมาณเมลาโทนินในใบหม�อนสายพันธุDต�างๆ พบว�าพันธุDไฟ มีปริมาณเมลาโทนิน
มากท่ีสุด และพันธุDท่ีมีน+อยท่ีสุดคือ พันธุDอินโดนีเซีย ส�วนพันธุDแก+ว และศรีสะเกษ มีพีคอ่ืนรบกวนบริเวณพีค
ของเมลาโทนิน อาจเนื่องมาจากสภาวะของเฟสเคลื่อนท่ีท่ีไม�เหมาะสม ทําให+สารไม�แยกออกจากกัน ส�วนพันธุD
ส+มใหญ� ศรีลังกา จาก ญ่ีปุ�น และคุณไพ ไม�ปรากฏพีคของเมลาโทนินในโครมาโทแกรม อาจเกิดจากในตัวอย�าง
มีปริมาณเมลาโทนินน+อยเกินไปจนไม�สามารถวัดได+ด+วย HPLC-FD หรืออาจเกิดจากข้ันตอนการเตรียมสาร
สกัดก�อนจะทําการวิเคราะหDด+วย HPLC ในข้ันตอนการละลายสารก�อนทําการแยกด+วย ตัวดูดซับของแข็ง 
(SPE) พบว�าท้ัง 5 พันธุD จะมีลักษณะเปSนตะกอนท่ีไม�ละลาย  
 จากการทดสอบฤทธิ์ต+านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบหม�อน 19 พันธุDโดย DPPH assay พบว�าสาร
สกัดใบหม�อนพันธุDหมี มีฤทธิ์มากท่ีสุด และพันธุDท่ีมีฤทธิ์น+อยท่ีสุด คือ พันธุDอินโดนีเซีย เม่ือเปรียบเทียบค�า IC50 
ของสารสกัดกับ L-ascorbic acid พบว�าสารสกัดใบหม�อนท้ัง 15 พันธุD มีฤทธิ์ต+านอนุมูลอิสระตํ่ากว�า L-
ascorbic acid นอกจากนี้พบว�า พันธุD Ryodai นครราชสีมา 60 ฟ�ลิปป�นสD และ บุรีรัมยD 60 ไม�สามารถหาค�า 
IC50 ได+อาจเนื่องมาจากสีของสารสกัดท่ีมีสีเข+มมากจึงอาจรบกวนการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นท่ีทําการ
ทดลอง 

จากการทดสอบฤทธิ์ต+านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบหม�อน 19 พันธุDโดย FRAP assay พบว�าค�า 
TEAC ของ สารสกัดใบหม�อนพันธุDบุรีรัมยD 60 มีฤทธิ์มากท่ีสุด (1.93 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร)และ พันธุDท่ีมีฤทธิ์
น+อยท่ีสุด คือ พันธุDไผ�อุบล (0.74  ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร) เนื่องจากการทดลองนี้ทดสอบท่ีความเข+มข+นตํ่ามาก 
ทําให+สีของสารสกัดไม�รบกวนการวิเคราะหD จึงสามารถเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัดได+ทุกพันธุD 

 จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมDไทโรซิเนสพบว�าสารสกัดใบหม�อนท้ัง 19 พันธุDไม�สามารถหาค�า IC50 
อาจเนื่องมาจากสีของสารสกัดท่ีมีสีเข+มมากจึงอาจรบกวนการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นท่ีทําการทดลอง จึง
เปรียบเทียบการยับยั้งเอนไซมDท่ีความเข+มข+นเดียวกัน คือ 100 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร โดยพบว�าพันธุDท่ีสามาร
ยับยั้งเอนไซมDได+สูงสุด คือ พันธุDไผ�อุบล และพันธุDท่ีสามารถยับยั้งได+น+อยท่ีสุดคือ Ryodai  
 จากการทดสอบฤทธิ์ต+านอักเสบของสารสกัดท่ีความเข+มข+น 20 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร พบว�า พันธุDส+ม
ใหญ�สามารถยับยั้งการสร+างไนตริกออกไซดDได+มากท่ีสุด และพันธุDท่ีสามารถยับย้ังได+น+อยท่ีสุดคือ โพธิ์ 
 
สรุปผลการวิจัย 
 

จากการทดลอง พบว�าปริมาณเมลาโทนินในใบหม�อนสายพันธุDต�างๆ พันธุDไฟ มีปริมาณเมลาโทนินมาก
ท่ีสุด และพันธุDท่ีมีน+อยท่ีสุดคือ พันธุDอินโดนีเซีย การทดสอบฤทธิ์ต+านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบหม�อน 19 
พันธุDโดย DPPH assay พบว�าสารสกัดใบหม�อนพันธุDหมี มีฤทธิ์มากท่ีสุด และพันธุDท่ีมีฤทธิ์ตํ่าท่ีสุดคือ พันธุD
อินโดนีเซีย จากการทดสอบฤทธิ์ต+านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบหม�อน 19 พันธุDโดย FRAP assay ท่ีความ
เข+มข+น 10 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร พบว�าค�า TEAC ของ สารสกัดใบหม�อนพันธุDบุรีรัมยD 60 มีฤทธิ์มากท่ีสุด 
และ พันธุD ท่ีมีฤทธิ์น+อยท่ีสุด คือ พันธุDไผ�อุบล สําหรับฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมDไทโรซิเนส ท่ีความเข+มข+น 100 
ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร พบว�า พันธุDท่ีสามารถยับยั้งเอนไซมDได+สูงท่ีสุด คือ พันธุDไผ�อุบล และ พันธุDท่ีสามารถ
ยับยั้งเอนไซมDได+ต่ําท่ีสุด คือ พันธุD Ryodai และการทดสอบฤทธิ์ต+านอักเสบของสารสกัดโดยทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
การสร+างไนตริกออกไซดD ของสารสกัดใบหม�อนท่ีความเข+มข+น 20 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร พบว�า พันธุDส+มใหญ�
สามารถยับยั้งการสร+างไนตริกออกไซดDได+มากท่ีสุด และ พันธุDโพธิ์ ยับยั้งการสร+างไนตริกออกไซดDได+ตํ่าท่ีสุด 
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เห็นได+ว�าใบหม�อนแต�ละสายพันธุDมีเมลาโทนินในปริมาณท่ีแตกต�างกัน และมีฤทธิ์ฤทธิ์ต+านออกซิเดชัน ฤทธิ์
ต+านเอนไซมDไทโรซิเนส และฤทธิ์ยับยั้งการสร+างไนตริกออกไซดD ท่ีแตกต�างกัน อาจจะเปSนเพราะส�วนประกอบ
ในสารสกัดแต�ละตัวท่ีต�างกันไป ซ่ึงน�าจะได+มีการทําวิจัยเก่ียวกับองคDประกอบท่ีมีในใบหม�อนในแต�ละสายพันธุD
ท่ีน�าจะมีผลต�อฤทธิ์ต�างๆ ในอนาคตต�อไปเพ่ือจะได+เปSนแนวทางนําใบหม�อนพันธุDท่ีมีประสิทธิภาพสูงนั้นมาทํา
การพัฒนาเปSนผลิตภัณฑDต�อไป 

 
ปlญหาและข�อเสนอแนะ 
 

เนื่องจากในตอนแรกวางแผนทําการวิเคราะหDปริมาณเมลาโทนินในสารสกัดจากใบหม�อนด+วยวิธีแก[ส
โครมาโตกราฟ] แต�เนื่องจากเครื่องมีชํารุดต+องมีการซ�อมแขม และประกอบกับความล�าช+าในการสั่งซ้ือสารเคมี
และสารมาตรฐานสําหรับการเตรียมอนุพันธุDของเมลาโทนิน จึงได+มีการทดลองหาสภาวะในการวิเคราะหDด+วย 
HPLC-FD และพบว�าสามารถหาปริมาณเมลาโทนินได+ในระดับหนึ่ง จึงได+ดําเนินการวิเคราะหDต�อไปด+วยวิธีนี้
แทน  ในการเตรียมตัวอย�างของสารสกัดใบหม�อนสายพันธุDต�างๆ พบว�า ได+สารสกัดท่ีมีความหนืดค�อนข+างมาก
และมีสีเขียว ซ่ึงอาจจะมีสารรบกวนในการวิเคราะหDหาปริมาณเมลาโทนิน สารสกัดใบหม�อน บางสายพันธุDมี
พีคของสารอ่ืนรบกวนซ่ึงปรากฎท่ีบริเวณใกล+เคียงกับพีคของเมลาโทนิน ทําให+การหาพ้ืนท่ีใต+กราฟทําได+ยาก 
อาจจะทําการแก+ไขโดยปรับสภาวะท่ีใช+ในการวิเคราะหD เช�น ปรับสัดส�วนของเฟสเคลื่อนท่ี, ลดอัตราการไหล 
สําหรับบางสายพันธุDไม�ปรากฏพีคของเมลาโทนินในโครมาโทแกรม อาจเกิดจากในตัวอย�างมีปริมาณเมลาโทนิน
น+อยเกินไปจนไม�สามารถวัดได+ด+วย HPLC-FD อาจวิเคราะหDด+วยวิธีอ่ืนท่ีม่ีความไวมากกว�านี้ เช�น LC-MS หรือ 
GC-MS    

สําหรับการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา การสกัดสารจากใบหม�อนเปSนการสกัดหยาบ สารสกัดท่ีได+จึง
ยังมีสีของใบหม�อนอยู� ทําให+เม่ือนําไปทดสอบฤทธิ์ท่ีความเข+มข+นสูง พบว�าสีของสารสกัดรบกวนการดูดกลืน
แสง ดังนั้นจึงควรทําการกําจัดสีของสารสกัดออกก�อนท่ีจะนําไปทดสอบฤทธิ์ เช�น การแยกผ�านคอลัมนDโครมา
โตกราฟ]แล+วนํา บาง fraction มาทดสอบฤทธิ์อีกต�อไป 
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- วิธีการเตรียมสารต�างๆ ในการทดลอง 

1.การเตรียมสารมาตรฐานเมลาโทนิน 
1. เตรียม stock สารมาตรฐานเมลาโทนิน ความเข+มข+น 1 มิลลิกรัมต�อมิลลิลิตร 

ชั่งสารมาตรฐานเมลาโทนิน 10 มิลลิกรัม ละลายด+วยเมทานอล 10 มิลลิลิตร ในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร 

2. เตรียมสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 100 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร 
นําสารมาตรฐานเมลาโทนิน ความเข+มข+น 1 มิลลิกรัมต�อมิลลิลิตร มา 50 ไมโครลิตร เจือจาง

ด+วยเมทานอล 450 ไมโครลิตร 
3. เตรียมสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 10 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร 

นําสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 100 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร มา 50 ไมโครลิตร เจือ
จางด+วยเมทานอล 450 ไมโครลิตร 

4. เตรียมสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 1 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร 
นําสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 10 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร มา 200 ไมโครลิตร เจือ

จางด+วยเมทานอล 1800 ไมโครลิตร 
5. เตรียมสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 800 นาโนกรัมต�อมิลลิลิตร 

นําสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 1 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร มา 800 ไมโครลิตร เจือ
จางด+วยเมทานอล 200 ไมโครลิตร 

6. เตรียมสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 500 นาโนกรัมต�อมิลลิลิตร 
นําสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 1 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร มา 500 ไมโครลิตร เจือ

จางด+วยเมทานอล 500 ไมโครลิตร 
7. เตรียมสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 200 นาโนกรัมต�อมิลลิลิตร 

นําสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 1 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร มา 200 ไมโครลิตร เจือ
จางด+วยเมทานอล 800 ไมโครลิตร 

8. เตรียมสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 100 นาโนกรัมต�อมิลลิลิตร 
นําสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 1 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร มา 100 ไมโครลิตร เจือ

จางด+วยเมทานอล 900 ไมโครลิตร 
9. เตรียมสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 50 นาโนกรัมต�อมิลลิลิตร 

นําสารมาตรฐานเมลาโทนินความเข+มข+น 1 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร มา 50 ไมโครลิตร  
เจือจางด+วยเมทานอล 950 ไมโครลิตร 

2. การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร& Na2HPO3/H3PO4 ความเข�มข�น 50 มิลลิโมลาร& pH 4.5 
 ชั่ง Na2HPO3 8.9 กรัม ละลายและปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร ด+วยน้ํา
ปราศจากไอออน จากนั้นนําไปวัดค�าความเปSนกรดด�าง ด+วย pH meter และปรับให+มีค�า pH เท�ากับ 4.5 
 
3. การเตรียมตัวอย�างท่ีใช�ในการทดสอบฤทธิ์ต�านอนุมูสอิระ 
 ชั่งตัวอย�างใบหม�อน 0.0050 กรัม ละลายด+วยเอทานอล 1 มิลลิลิตร นําไป sonicate นาน 15 นาที 
จะได+ stock solution ของตัวอย�าง เม่ือจะนําไปทดสอบฤทธิ์จึงนํามาเจือจางให+ได+ความเข+มข+นท่ีต+องการ 
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4. การเตรียมสารละลาย DPPH ความเข�มข�น 200 ไมโครโมลาร& 
ชั่ง DPPH 0.0039 กรัม ละลายและปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร 

ด+วยเมทานอล 
 
5. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Ferrous sulfate ความเข�มข�น 5 มิลลิโมลาร& 
 ชั่ง Ferrous sulfate 0.0695 กรัม ละลายด+วย deionized water ปรับปริมาตรจนครบ 50 
มิลลิลิตร 
 
6. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Trolox ความเข�มข�น 1 mg/ml  
 ชั่ง Trolox 0.0250 กรัม ละลายด+วย ethanol ปรับปริมาตรจนครบ 25 มิลลิลิตร 
 
7. การเตรียมสารละลาย FRAP reagent 
 - 300 mM Acetate buffer pH 3.6 

ชั่ง sodium acetate trihydrate 3.1 กรัม ละลายด+วย glacial acetic acid 16 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด+วย deionized water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

 - 20 mM Ferric chloride 
ชั่ง FeCl3

.6H2O 0.0270 กรัม ละลายด+วย deionized water ปรับปริมาตรจนครบ  
5 มิลลิลิตร 

 - 10 mM 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine 
ชั่ง TPTZ 0.0156 กรัม ละลายด+วย 40mM HCl 5 มิลลิลิตร 

 
8.  การเตรียมตัวอย�างท่ีใช�ในการทดสอบฤทธิ์ต�านเอนไซม&ไทโรซิเนส 
 ชั่งตัวอย�างใบหม�อน 0.0100 กรัม ละลายด+วยเอทานอล 1 มิลลิลิตร นําไป sonicate นาน 15 นาที 
จะได+ stock solution ของตัวอย�าง เม่ือจะนําไปทดสอบฤทธิ์จึงนํามาเจือจางให+ได+ความเข+มข+นท่ีต+องการ 
 
9. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร& ความเข�มข�น 20 มิลลิโมลาร& pH 6.8 

 ชั่ง Na2HPO4 1.78 กรัม และ NaH2PO4 1.56 กรัม ละลายและปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 
1000 มิลลิลิตร ด+วยน้ําปราศจากไอออน จากนั้นนําไปวัดค�าความเปSนกรดด�าง ด+วย pH meter และปรับให+มี
ค�า pH เท�ากับ 6.8 ด+วยกรดฟอสฟอริก 

10. การเตรียมสารละลาย L-Dopa ความเข�มข�น 0.85 ไมโครโมลาร& 

 ชั่ง L-Dopa 0.0040 กรัม ละลายและปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ด+วย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรD เก็บให+พ+นแสง 

11. การเตรียมสารละลายเอนไซม&ไทโรซิเนส ความเข�มข�น 314.8 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

ป�เปต Stock สารละลายเอนไซมDไทโรซิเนส ปริมาตร 126 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 
มิลลิลิตร เติมฟอสเฟตบัฟเฟอรDและปรับปริมาตร เก็บให+พ+นแสง 
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12. การเตรียมตัวอย�างท่ีใช�ในการทดสอบฤทธิ์ต�านอักเสบ 
 ชั่งตัวอย�างใบหม�อน 0.0020 กรัม ละลายด+วย 50% DMSO 1 มิลลิลิตร นําไป sonicate นาน 10 
นาที จะได+สารละลายตัวอย�างความเข+มข+น 2 มิลลิกรัมต�อมิลลิลิตร เพ่ือนําไปทดสอบฤทธิ์ต�อไป 
 
13. การเตรียม Griess reagent 
 ชั่ง sulfanilamide 0.5 กรัม และ napthylethylenediamine 0.05 กรัม ละลายและปรับปริมาตร
ในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ด+วย 5% กรดฟอสฟอริก 


