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บทคัดย่อ 
	 ขมิ้้�นอ้้อย (Curcuma zedoaria  (Christm.) Roscoe) เป็็นพืืชสมุุนไพรที่่�จััดอยู่่�ในวงศ์์ขิิง (Zingiberaceae)  

มีีสารสำคััญกลุ่่�มเคอร์คูมูินิอยด์ ที่่�แสดงฤทธ์ิ์�ทางชีีวภาพที่่�หลากหลาย ดังันั้้�นงานวิิจัยันี้้�มีีวัตถุปุระสงค์์ เพื่่�อศึกษาฤทธ์ิ์�ทาง

ชีีวภาพของขมิ้้�นอ้้อย แต่่เนื่่�องจาก พืืชวงศ์์ขิิงมีีความหลากหลาย และยากต่่อการะบุุชนิิด จึึงใช้้วิิธีีการทางสััณฐานวิิทยา 

และเทคนิิคทางพัันธุุศาสตร์์โมเลกุุล เพื่่�อระบุุชนิด และช่่วยยืืนยัันตััวอย่่างพืืชที่่�นำมาใช้้การทดลอง จากการทดลอง 

พบว่่าพืืชตััวอย่่างอยู่่�ในวงศ์์ Zingiberaceae สกุุล Curcuma zedoaria และมีีลายพิิมพ์์ดีีเอ็็นเอที่่�ต่่างจาก C. longa 

นอกจากนี้้�มีีปริมาณสารประกอบกลุ่่�มฟีนีอลิกรวมเท่่ากัับ 84.32±2.21 มิลิลิิกรัมัสมมููลของกรดแกลลิิคต่่อกรัมสารสกััด 

ฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี DPPH และวิิธีี ABTS EC
50
 มีีค่่าเท่่ากัับ 150.00±10.00 และ 110.00±5.21 ไมโครกรััมต่่อ

มิิลลิิลิิตรตามลำดัับ และสามารถยัับยั้้�งเอนไซม์์ไทโรซิิเนส โดยมีีค่่า IC
50
 เท่่ากัับ 102.5±38.89 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร 

นอกจากนี้้�ยัังพบว่่าสารสกััดหยาบเมทานอลจากขมิ้้�นอ้้อยไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ผิิวหนััง (HaCaT) โดยมีีเปอร์์เซ็็นต์์

การอยู่่�รอด สููงถึึง 90 เปอร์์เซ็็นต์์ ท่ี่�ระดัับความเข้้มข้้น 200 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ดัังนั้้�นสารสกััดจากขมิ้้�นอ้้อยจึึงมีี

ความน่่าสนใจต่่อการพััฒนาต่่อยอดเป็็นผลิิตภััณฑ์์เวชสำอาง ยา และสารปรุุงแต่่งอาหาร
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Abstract
	 Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe is a medicinal plant belonging to the family of  

Zingiberaceae, which contains active compounds as curcuminoids, a wide range of biological  

activities. Therefore, this research aims to study the biological activities of C. zedoaria. However, 

Zingiberaceae plants showed a rich diversity. The classification based on morphological characters 

and molecular technique confirmed the plant sample was used in the experiment. From the result, 

plant sample was belonged to Zingiberaceae, C. Zedoaria, and showed that DNA patterns differ 

from C. longa. In addition, the results showed that crude extract exhibited total phenolic compounds 

of 84.32±2.21 mg GAE/g extract. The antioxidant activities assay by DPPH and ABTS method showed 

EC
50
 values of 150.00±10.00 and 110.00±5.21 µg/mL, respectively. In addition, the crude extract 

showed the inhibitory activity of tyrosinase with IC
50
 values of 102.5±38.89 µg/mL. Furthermore, 

methanol crude extract of C. zedoaria was non-cytotoxic against HaCaT cell lines at a concentration 

of 200 µg/mL. Therefore, developing the C. zedoaria extract as a diverse cosmeceutical, medicinal 

and food additives applications is suggested.

Keywords:	 Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe; Total phenolic compound; Antioxidant; Inhibitory  

		  activity of tyrosinase; Cytotoxicity against HaCaT cell line

1. บทนำ
	 ขมิ้้�นอ้้อย (Curcuma zedoaria (Christm.) 

Roscoe) จััดเป็็นพืืชที่่�อยู่่�ในวงศ์์ขิิง (Zingiberaceae) มีี

ลักัษณะเด่่นคืือเป็น็พืชืล้ม้ลุกุหลายฤดู ูมีีลำต้น้ใต้ด้ินิแบบ

ไรโซมหรืือเหง้้า และมีีกลิ่่�นเฉพาะซึ่่�งเกิิดจากน้้ำมัันหอม

ระเหย จึึงมัักใช้้ผงขมิ้้�นอ้้อยแต่่งสีีเหลืืองในอาหาร 

เนื่่�องจากมีีสีี และกลิ่่�นเฉพาะ มีีถิ่่�นกำเนิดิในอินิเดีียตะวันั

ออกเฉีียงเหนืือ และอิินโดนีี เซีีย และพบมากใน

ภููมิิประเทศในเขตร้้อนชื้้�นโดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งเขตเอเชีีย

ตะวัันออกเฉีียงใต้้ [1] มีีลัักษณะโดยทั่่�วไปคล้้ายขมิ้้�นชััน 

(C. longa Linn.) ซึ่่�งจัดัเป็น็พืชืที่่�อยู่่�ในวงศ์ข์ิงิเช่่นเดีียวกันั 

ซึ่่�งในประเทศไทยพบประมาณ 300 ชนิิด พืืชกลุ่่�มนี้้�นัับ

ว่่าเป็็นพืืชที่่�มีีวิิวััฒนาการสููง เช่่น มีีการเปลี่่�ยนแปลง 

รูปูร่่างของโครงสร้้างดอก หรืือโครงสร้้างบางส่่วนหายไป 

ดัังนั้้�นการจำแนกพืชสกุุลขมิ้้�นโดยใช้้ลัักษณะสััณฐาน

วิิทยา เช่่น ลัักษณะเหง้้า สีีของเหง้้า ตำแหน่่งช่่อดอก สีี 

และรููปร่่างของดอก ยัังมีีความสัับสนอยู่่�มาก และ 

ไม่่ชััดเจน เนื่่�องจากเกิิดความผัันแปรของลัักษณะต่่างๆ 

ตามสภาพแวดล้อ้ม ทาให้พ้ืชืสกุลุขมิ้้�นต่่างชนิดิกันัแต่่อยู่่�

ในสภาวะแวดล้อ้มเดีียวกันัมีีลักัษณะบางประการเหมืือน

กันั ดังันั้้�นจึงึต้อ้งอาศัยัวิธิีีการอื่่�นมาช่่วยในการจัดัจำแนก 

ซึ่่�งปััจจุบัันมีีการนำเทคนิิคทางพัันธุุศาสตร์์โมเลกุุล ช่่วย

ในการจำแนกพืืชวงศ์์นี้้� ดัังนั้้�นในงานวิิจััยนี้้�จึึงใช้้ทั้้�ง 2 วิิธีี 

เพื่่�อจััดจำแนกพืืชตััวอย่่างก่่อนนำมาใช้้ศึึกษา [2] 

นอกจากนี้้�มีีรายงานฤทธิ์์�ทางเภสััชวิทยาของขมิ้้�นอ้้อยที่่�

หลากหลาย ได้แ้ก่่ รักัษาโรคความผิิดปกติทิางโลหิติวิทิยา 

และการไหลเวีียนโลหิิต [3] ต้้านมะเร็็ง [4] ต้้านการ

อัักเสบ [5] ต้้านเชื้้�อแบคทีีเรีีย และเชื้้�อรา [6] เป็็นต้้น ซึ่่�ง

ในพบองค์์ประกอบทางเคมีีที่่�สำคััญอยู่่� 2 กลุ่่�ม คืือสารก

ลุ่่�มเคอร์์คิิวมิินอยด์ ซึ่่�งป็็นสารสีีเหลืืองในพืืชสกุุลขมิ้้�น 
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(Curcuma spp.) สารกลุ่่�มเคอร์์คิิวมิินนอยด์์ (curcum-

inoids) ประกอบด้้วย curcumin bisdemethoxycur-

cumin demethoxycurcumin dihydrocurcumin 

tetrahydrodemethoxycurcumin tetrahydrobisde-

methoxycurcumin Curzerene Furanodiene Fu-

ranodienone, Zederone Zedoarone และน้้ำมััน

หอมระเหย ส่่วนใหญ่่ประกอบด้้วย sesquiterpenoids 

(80–85%) และ monoterpenoids (15–20%) [7] ดััง

นั้้�นผู้้�วิจััยจึงสนใจศึึกษาสารออกฤทธ์ิ์�กลุ่่�มฟีีนอลิก และ

ฤทธ์ิ์�ทางชีีวภาพของขมิ้้�นอ้อ้ย ได้้แก่่ ฤทธ์ิ์�ต้า้นอนุมูลูอิิสระ 

ฤทธิ์์�ยับัยั้้�งการทำงานของเอนไซม์์ไทโรซิิเนส และทดสอบ

ความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ไลน์์ผิิวหนััง เพื่่�อพัฒนาเป็็น

ผลิิตภััณฑ์์เวชสำอางได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ และ

ปลอดภััย

2. อุุปกรณ์์ และวิิธีีการ
2.1 การเก็็บรัักษาพรรณไม้้แห้้ง และระบุุชนิิดของพืืช

	 เก็็บตัวอย่่างพืืชตามขั้้�นตอนทางพฤกษศาสตร์ 

(Bridson and Forman, 1992) [8] เลืือกชิ้้�นส่่วนพืืชที่่�

สมบููรณ์์เป็็นธรรมชาติิ ทั้้�งส่่วนราก ลำต้้นใต้้ดิิน ใบ  

ใบประดัับ และดอก มาวางเรีียง ในกระดาษท่ี่�จะใช้้อััด 

โดยจััดให้้เป็็นระเบีียบสลัับคว่่ำหงาย ในแนวทแยง หรืือ

เป็น็รูปูซิกิแซกเป็น็รูปูตัวัอักัษร M N V W และ Z ปิดิด้า้น

บน-ล่่างด้้วยแผ่่นไม้้ แล้้วนำไปเก็็บรัักษาท่ี่�ตู้้�อบพัันธุ์์�ไม้้ 

จากนั้้�นนำตััวอย่่างพืืชอััดแห้้งมาจััดวางบนกระดาษแข็็ง 

และเย็็บติดิกัับกระดาษ จากนั้้�นบัันทึึกข้อมูลลัักษณะเด่่น

ของพืชื เพื่่�อใช้ใ้นการระบุลุักัษณะสำคัญัของพืชืในระดับั

วงศ์ ์(Family) และนำมาใช้ใ้นการระบุุสกุุล (genus) และ

ชนิิด (species) โดยการใช้้รููปวิิธาน (keys) จากเอกสาร

ต่่างๆ พร้้อมทั้้�งเปรีียบเทีียบตััวอย่่างพรรณไม้้แห้้งที่่�ห้้อง

เก็็บรัักษาพรรณไม้้แห้้ง มหาวิิทยาลััยทัักษิิณ 

2.2 การตรวจสอบลายพิิมพ์์ดีีเอ็็นเอของขมิ้้�นอ้้อย

	 สกััดดีีเอ็็นเอจากใบอ่่อนด้้วยวิิธีี Doyle and 

Doyle (1987) [9] ของตััวอย่่างขมิ้้�น 5 แหล่่งปลููกจาก

จัังหวััดต่่างๆ ในประเทศไทย และรวบรวมมาปลููกใน

แปลงทดลองของศููนย์์วิิจััยพืืชสวนตรัง กรมวิิชาการ

เกษตร จังัหวััดตรังั เป็น็ระยะเวลา 1 ปี ีดังันี้้� (1) ขมิ้้�นผสม 

จัังหวััดตาก (2) ขมิ้้�นด้้วง จัังหวััดพััทลุุง (3) ขมิ้้�นด้้วง 

จังัหวัดัสงขลา (4) ขมิ้้�นผสม จังัหวัดัปัตัตานีี (5) ขมิ้้�นอ้อ้ย 

จัังหวััดตรััง แล้้วจึึงนำมาปรัับความเข้้มข้้น 30 นาโนกรััม 

เพื่่�อทำปฏิิกิิริิยา RAPD กัับไพรเมอร์์แบบสุ่่�ม (random 

primer) ที่่�มีีขนาด 10 เบส จำนวน 5 ชนิิด ได้้แก่่  

OPA-05 OPA-09 OPA-10 OPB-02 และOPH-17 ด้้วย

วิิธีีการพีีซีีอาร์์ โดยปฏิิกิิริิยาประกอบด้วยสารละลาย

ดีีเอ็็นเอ (30 นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร) 2 ไมโครลิิตร ไพร

เมอร์์ (5 พิิโคโมลต่่อไมโครลิิตร) 2 ไมโครลิิตร และ PCR 

master mix (dNTP (2 มิิลลิิโมลาร์์) 2 ไมโครลิิตร 10X 

PCR buffer 2 ไมโครลิิตร MgCl
2
 (50 มิิลลิิโมลาร์์) 

0.8ไมโครลิิตร TaqDNA polymerase (5ยููนิิตต่่อ

ไมโครลิติร) 0.1 ไมโครลิติร และเติมิน้้ำกลั่่�นให้ม้ีีปริมิาตร

รวม 20 ไมโครลิิตร ทำปฏิิกิิริิยารอบแรก 94 องศา

เซลเซีียส 5 นาทีี รอบที่่� 2-30 ที่่�อุุณหภููมิิ 94 องศา

เซลเซีียส 1 นาทีี 55 องศาเซลเซีียส 1 นาทีี 72 องศา

เซลเซีียส 1 นาทีี และรอบสุุดท้้าย 72 องศาเซลเซีียส 5 

นาทีี จากนั้้�นแยกขนาดดีีเอ็็นเอโดยวิิธีีอิิเล็็กโทรโฟรีีซิิส

โดยใช้้วุ้้�นอะกาโรสที่่�มีีความเข้้มข้้น 1.5 เปอร์์เซ็็นต์์ ใน

บััฟเฟอร์์ TAE ที่่�แรงเคลื่่�อนไฟฟ้้า 100 โวลต์์ เป็็นเวลา 

30 นาทีี และย้อ้มดีีเอ็น็เอด้ว้ยสีี SYBR™ Gold Gel Stain

2.3 การสกััดสารจากขมิ้้�นอ้้อย

	 เก็บ็ขมิ้้�นอ้อ้ยจากแปลงปลูกของศููนย์วิ์ิจัยัพืชสวน

ตรังั กรมวิชิาการเกษตร จังัหวัดัตรังั ที่่�ปลูกเป็น็ระยะเวลา 

1 ปีี มาทำให้้แห้้ง โดยอบที่่�อุุณหภููมิิ 60 องศาเซลเซีียส 

เป็น็เวลา 3 วันั จากนั้้�นบดให้้ละเอีียด และนำผงขมิ้้�นอ้อ้ย

แห้ง้ 400 กรัม สกัดัด้ว้ยตัวทำละลายเมทานอล ปริมาตร 

1,000 มิิลลิิลิิตร ด้้วยวิิธีีการแช่่หมััก (maceration)  

ตั้้�งไว้ท้ี่่�อุณุหภูมูิหิ้อ้งเป็น็เวลา 1 สัปัดาห์เ์ขย่่าเป็น็ครั้้�งคราว 

และกรองด้ว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร์ ์1 จากนั้้�น

ระเหยตัวทำละลายออกด้วยเครื่่�องระเหยแบบลดความ

ดััน (rotary evaporator) และคำนวณหาค่่าร้้อยละ

ผลผลิิตของสาร (% extraction yield) จากสมการที่่� 1 
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ร้อยละผลผลิต (% extraction yield)    =   น้ำหนกัของสารสกัดหยาบ  
         น้ำหนักของพืช 

          เก็บตัวอย่างพืชตามขั้นตอนทางพฤกษศาสตร์ (Bridson and Forman, 1992) [8] เลือกช้ินส่วนพืชที่สมบูรณ์เป็นธรรมชาติ 
ทั้งส่วนราก ลำต้นใต้ดิน ใบ ใบประดับ และดอก มาวางเรียง ในกระดาษที่จะใช้อัด โดยจัดให้เป็นระเบียบสลับคว่ำหงาย ในแนวทแยง 
หรือเป็นรูปซิกแซกเป็นรูปตัวอักษร  M N V W และ Z ปิดด้านบน-ล่างด้วยแผ่นไม้ แล้วนำไปเก็บรักษาที่ตู้อบพันธุ์ไม้ จากนั้นนำ
ตัวอย่างพืชอัดแห้งมาจัดวางบนกระดาษแข็ง และเย็บติดกับกระดาษ จากนั้นบันทึกข้อมูลลักษณะเด่นของพืช เพื่อใช้ในการระบุ
ลักษณะสำคัญของพืชในระดับวงศ์ (Family) และนำมาใช้ในการระบุสกุล (genus) และชนิด (species) โดยการใช้รูปวิธาน (keys) 
จากเอกสารต่าง ๆ พร้อมทั้งเปรียบเทียบตัวอย่างพรรณไม้แห้งที่ห้องเก็บรักษาพรรณไม้แห้ง มหาวิทยาลัยทักษิณ  

2.2 การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขม้ินอ้อย 
     สกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนด้วยวิธี Doyle and Doyle (1987) [9] ของตัวอย่างขม้ิน 5 แหล่งปลูกจากจังหวัดต่าง ๆ ในประเทศ

ไทย และรวบรวมมาปลูกในแปลงทดลองของศูนย์วิจัยพืชสวนตรัง กรมวิชาการเกษตร จังหวัดตรัง เป็นระยะเวลา 1 ปี ดังนี้ (1) ขม้ิน
ผสม จังหวัดตาก (2) ขม้ินด้วง จังหวัดพัทลุง (3) ขม้ินด้วง จังหวัดสงขลา (4) ขม้ินผสม จังหวัดปัตตานี (5) ขม้ินอ้อย จังหวัดตรัง แล้ว
จึงนำมาปรับความเข้มข้น 30 นาโนกรัม เพื่อทำปฏิกิริยา RAPD กับไพรเมอร์แบบสุ่ม (random primer) ท่ีมีขนาด 10 เบส จำนวน 
5 ชนิด ได้แก่ OPA-05 OPA-09 OPA-10 OPB-02 และOPH-17 ด้วยวิธีการพีซีอาร์ โดยปฏิกิริยาประกอบด้วยสารละลายดเีอ็นเอ 
(30 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ (5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร และ PCR master mix (dNTP (2 มิลลิ
โมลาร์) 2 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร MgCl2 (50 มิลลิโมลาร์) 0.8ไมโครลิตร TaqDNA polymerase (5ยูนิตต่อ
ไมโครลิตร) 0.1 ไมโครลิตร และเติมน้ำกล่ันให้มีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ทำปฏิกิริยารอบแรก 94 องศาเซลเซียส 5 นาที รอบที่ 
2-30 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และรอบสุดท้าย 72 องศาเซลเซียส 
5 นาที จากนั้นแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช้วุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ในบัฟเฟอร์ TAE ที่แรง
เคล่ือนไฟฟ้ํา 135 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที และย้อมดีเอ็นเอด้วยสี SYBR™ Gold Gel Stain 

 
     2.3 การสกัดสารจากขม้ินอ้อย 
          เก็บขมิ้นอ้อยจากแปลงปลูกของศูนย์วิจัยพืชสวนตรัง กรมวิชาการเกษตร จังหวัดตรัง ที่ปลูกเป็นระยะเวลา 1 ปี มาทำให้
แห้ง โดยอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นบดให้ละเอียด และนำผงขม้ินอ้อยแห้ง 400 กรัม สกัดด้วยตัวทำ
ละลายเมทานอล ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ด้วยวิธีการแช่หมัก (maceration) ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 สัปดาห์เขย่าเป็นครั้ง
คราว และกรองด้วยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 จากนั้นระเหยตัวทำละลายออกด้วยเครื่องระเหยแบบลดความดัน (rotary 
evaporator) และคำนวณหาค่าร้อยละผลผลิตของสาร (% extraction yield) จากสมการที่ 1  
 
       
 
 2.4 การวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มเคอร์คูมินอยด์  
             วิเคราะห์ปริมาณของสารกลุ่มเคอร์คูมินอยด์ในสารสกัดขมิ้นอ้อย ด้วยเทคนิคสเปคโตรสโคปี  จากอุปกรณ์การตรวจวัด
ปริมาณเคอร์คูมินอยด์แบบมือถือที่พัฒนาขึ้น ตามวิธีของตำรามาตรฐานยาสุมนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopeia) [10] ซึ่ง
เป็นการวิเคราะห์ตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมิน จากการเตรียมตัวอย่าง ดังนี้ ช่ัง
สารสกัดหยาบ 60 มิลลิกรัม เติมตัวทำละลายเมทานอลปริมาตร 75 มิลลิลิตร จากนั้นเขย่าโดยใช้คล่ืนเสียง (sonicate) เป็นเวลา 15 
นาที และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยเมทานอล จากนั้นดูดสารละลายมา 2 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับปริมาตร และปรับ
ปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร ด้วยเมทานอล จากนั้นดูดสารละลาย 3 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับปริมาตร และปรับปริมาตรเป็น 25 
มิลลิลิตร ด้วยเมทานอล จากกนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตร และคำนวณปริมาณเคอร์คูมินอยด์จากกราฟมาตรฐาน 
โดยคิดเป็นปริมาณเคอร์คูมินร้อยละโดยน้ำหนัก (%w/w) โดยทำการวิเคราะห์ซ้ำตัวอย่างละ 3 ครั้ง 

x 100                  สมการ 1 

2.4 การวิิเคราะห์์ปริิมาณสารกลุ่่�มเคอร์์คููมิินอยด์์ 

	วิ ิเคราะห์์ปริิมาณของสารกลุ่่�มเคอร์คููมิินอยด์ใน

สารสกััดขมิ้้�นอ้้อย ด้้วยเทคนิิคสเปคโตรสโคปีี จาก

อุุปกรณ์์การตรวจวัดปริมาณเคอร์คููมิินอยด์์แบบมืือถือที่่�

พััฒนาขึ้้�น ตามวิิธีีของตำรามาตรฐานยาสุุมนไพรไทย 

(Thai Herbal Pharmacopeia) [10] ซึ่่�งเป็็นการ

วิิเคราะห์์ตััวอย่่าง โดยเปรีียบเทีียบกับกราฟมาตรฐาน

ของสารละลายมาตรฐานเคอร์์คููมิิน จากการเตรีียม

ตััวอย่่าง ดัังนี้้� ชั่่�งสารสกััดหยาบ 60 มิิลลิิกรััม เติิมตััวทำ

ละลายเมทานอลปริิมาตร 75 มิิลลิิลิิตร จากนั้้�นเขย่่าโดย

ใช้้คลื่่�นเสีียง (sonicate) เป็็นเวลา 15 นาทีี และปรับ

ปริิมาตรเป็็น 100 มิิลลิิลิิตร ด้้วยเมทานอล จากนั้้�นดููด

สารละลายมา 2 มิิลลิิลิิตร ใส่่ในขวดปรัับปริิมาตร และ

ปรัับปริิมาตรเป็็น 50 มิิลลิิลิิตร ด้้วยเมทานอล จากนั้้�น

ดููดสารละลาย 3 มิิลลิิลิิตร ใส่่ในขวดปรัับปริิมาตร และ

ปรัับปริิมาตรเป็็น 25 มิิลลิิลิิตร ด้้วยเมทานอล จากกนั้้�น

วััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่� 420 นาโนเมตร และคำนวณปริิ

มาณเคอร์คููมิินอยด์จากกราฟมาตรฐาน โดยคิดเป็็นปริ

มาณเคอร์์คููมิินร้้อยละโดยน้้ำหนััก (%w/w) โดยทำการ

วิิเคราะห์์ซ้้ำตััวอย่่างละ 3 ครั้้�ง

2.5 การวิิเคราะห์์ปริิมาณสารประกอบฟีีนอลิิกรวม

	ก ารวิิเคราะห์์ปริิมาณสารประกอบฟีีนอลิกรวม

ด้ว้ยวิธิีี Folin-Ciocalteu [11] โดยการชั่่�งสารสกัดัหยาบ

ขมิ้้�นอ้้อย 1 มิิลลิิกรััม ละลายในเอทานอล ปริิมาตร 70 

ไมโครลิิตร ผสมกัับ 1 เปอร์เซ็็นต์์ Folin-Ciocalteu  

reagent ปริิมาตร 525 ไมโครลิิตร เขย่่าให้้เข้้ากััน แล้้ว

นำไปไว้้ในท่ี่�มืืด 1 นาทีี จากนั้้�นเติิม 7.5 เปอร์์เซ็็นต์์ 

โซเดีียมคาร์์บอเนตปริิมาตร 525 ไมโครลิิตร วางพัักไว้้ที่่�

อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 30 นาทีี จากนั้้�นนำไปวััดค่่าการ

ดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 725 นาโนเมตร นำค่่าที่่�ได้้

เทีียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิิก (gallic acid) 

โดยทำการวิเิคราะห์ซ์้้ำตัวัอย่่างละ 3 ครั้้�ง คำนวณปริมาณ

สารประกอบฟีีนอลิิกรวมในรููปมิิลลิิกรััมของสมมููลของ

กรดแกลลิิก (gallic acid equivalents (GAE) ต่่อกรััม

ของน้้ำหนัักสารสกััดหยาบ (mg GAE/g extract)

2.6 การทดสอบฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธี DPPH 

(DPPH radical scavenging activity) 

	ก ารทดสอบฤทธ์ิ์�ต้้านอนุมููลอิิสระ DPPH [12] 

โดยนำสารสกัดัขมิ้้�นอ้อ้ยที่่�ความเข้ม้ข้น้ต่่างๆ (10 50 500 

1,000 และ 2,000 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร) เติิมลงใน 96 

well plate โดยเติิมสารสกััดปริิมาตร 100 ไมโครลิิตร 

เติิมเอทานอล 50 ไมโครลิิตร และสารละลาย DPPH 

(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) 50 ไมโครลิิตร  

บ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 30 นาทีี จากนั้้�นนำไปวััดค่่า

การดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 517 นาโนเมตร ด้้วย

เครื่่�องวััดค่่าการดููดกลืืนแสง ทดลองซ้้ำ 3 ครั้้�ง คำนวณ

หาค่่าร้้อยละการกำจััดอนุุมููลอิิสระ (สมการที่่� 2) เพื่่�อ

คำนวณเปอร์์เซ็็นต์์ความเข้้มข้้นของสารที่่�ออกฤทธิ์์�มีี

ประสิิทธิิภาพกำจััดอนุุมููลอิิสระได้้ 50 เปอร์์เซ็็นต์์ (EC
50 

) 

เทีียบกัับสารมาตรฐานวิิตามิินซีี เป็็นสารควบคุมการ

ทดลองเชิิงบวก 

2.5 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 
          การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu [11] โดยการช่ังสารสกัดหยาบขม้ินอ้อย 1 มิลลิกรัม 
ละลายในเอทานอล ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ผสมกับ 1 เปอร์เซ็นต์ Folin-Ciocalteu reagent ปริมาตร 525 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้า
กัน แล้วนำไปไว้ในที่มืด 1 นาที จากนั้นเติม 7.5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคาร์บอเนตปริมาตร 525 ไมโครลิตร วางพักไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 725 นาโนเมตร นำค่าที่ได้เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 
(gallic acid) โดยทำการวิเคราะห์ซ้ำตัวอย่างละ 3 ครั้ง คำนวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในรูปมิลลิกรัมของสมมูลของกรด
แกลลิก (gallic acid equivalents (GAE) ต่อกรัมของน้ำหนักสารสกัดหยาบ (mg GAE/g extract) 

2.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (DPPH radical scavenging activity)  
          การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH [12] โดยนำสารสกัดขม้ินอ้อยที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (10 50 500 1,000 และ 2,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เติมลงใน 96 well plate โดยเติมสารสกัดปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมเอทานอล 50 ไมโครลิตร และ
สารละลาย DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปวัดคา่การ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ทดลองซ้ำ 3 ครั้ง คำนวณหาค่าร้อยละการกำจัดอนุมูล
อิสระ (สมการที่ 2) เพื่อคำนวณเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของสารที่ออกฤทธิ์มีประสิทธิภาพกำจัดอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (EC50 ) 
เทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซี เป็นสารควบคุมการทดลองเชิงบวก  
 
                                     ร้อยละการกำจัดอนุมูลอิสระ DPPH = [ (AC – AS) / AC] x100                    สมการ 2 
                                 เม่ือ AC = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่ไม่มีสารทดสอบ  

 AS = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่มีสารทดสอบ 
 

2.7 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS (ABTS radical scavenging activity)  
          การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ตามวิธีของ [13] โดยนำสารสกัดขม้ินอ้อยที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (10 50 500 1,000 
และ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เติมลงใน 96 well plate โดยเติมสารสกัดปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมเอทานอล 50 
ไมโครล ิตร  และสารละลาย ABTS 50 ไมโครล ิตร ( โดยใช ้  ABTS เป ็นอน ุม ูลอ ิสระ เตร ียมโดย 2 ,2’ -azino-bis- (3 -
ethylbenzothiazoline- 6-sulphonic acid) diammonium salt (ABTS) ผสมกับสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2SO4) 
เข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ บ่มในที่มืดเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ทดลองซ้ำ 3 ครั้ง คำนวณหาค่าร้อยละการกำจัดอนุมูลอิสระ 
(สมการที่ 3) เพื่อคำนวณเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของสารที่ออกฤทธิ์มีประสิทธิภาพกำจัดอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (EC50 ) 
 
                   ร้อยละการกำจัดอนุมูลอิสระ ABTS = [ (AC – AS) / AC] x100                  สมการ 3 

เม่ือ AC = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS ที่ไม่มีสารทดสอบ  
      AS = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS ที่มีสารทดสอบ 
 

     2.8 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
           การทดสอบฤทธิ์ยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส ตามวิธีของ [14] โดยนำสารสกัดขมิ้นอ้อยที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  (5 10 50 100 
500 และ 1,000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เติมลงใน 96 well plate โดยเติมสารสกัดปริมาตร 40 ไมโครลิตร และเอนไซม์ไทโรซิเนส 
40 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติมสารละลาย L-dopa ปริมาตร 80 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตรด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง 

(1)

(2)
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2.7 การทดสอบฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี ABTS 

(ABTS radical scavenging activity) 

	ก ารทดสอบฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ ABTS ตามวิิธีี

ของ [13] โดยนำสารสกััดขมิ้้�นอ้้อยที่่�ความเข้้มข้้นต่่างๆ 

(10 50 500 1,000 และ 2,000 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร) 

เติิมลงใน 96 well plate โดยเติิมสารสกััดปริิมาตร 100 

ไมโครลิติร เติมิเอทานอล 50 ไมโครลิติร และสารละลาย 

ABTS 50 ไมโครลิิตร (โดยใช้้ ABTS เป็็นอนุมููลอิิสระ 

เตรีียมโดย 2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline- 

6-sulphonic acid) diammonium salt (ABTS) ผสม

กัับสารละลายโพแทสเซีียมเปอร์์ซััลเฟต (K
2
SO

4
) เข้้มข้้น 

2.45 มิิลลิิโมลาร์์ บ่่มในที่่�มืืดเป็็นเวลา 12 ชั่่�วโมง) บ่่มที่่�

อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 30 นาทีี จากนั้้�นนำไปวััดค่่าการ

ดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 734 นาโนเมตร ด้้วยเครื่่�อง

วััดค่่าการดููดกลืืนแสง ทดลองซ้้ำ 3 ครั้้�ง คำนวณหาค่่า

ร้้อยละการกำจััดอนุุมููลอิิสระ (สมการที่่� 3) เพื่่�อคำนวณ

เปอร์เ์ซ็น็ต์ค์วามเข้ม้ข้น้ของสารท่ี่�ออกฤทธิ์์�มีีประสิทิธิภิาพ

กำจััดอนุุมููลอิิสระได้้ 50 เปอร์์เซ็็นต์์ (EC
50
)

2.5 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 
          การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu [11] โดยการช่ังสารสกัดหยาบขม้ินอ้อย 1 มิลลิกรัม 
ละลายในเอทานอล ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ผสมกับ 1 เปอร์เซ็นต์ Folin-Ciocalteu reagent ปริมาตร 525 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้า
กัน แล้วนำไปไว้ในที่มืด 1 นาที จากนั้นเติม 7.5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคาร์บอเนตปริมาตร 525 ไมโครลิตร วางพักไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 725 นาโนเมตร นำค่าที่ได้เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 
(gallic acid) โดยทำการวิเคราะห์ซ้ำตัวอย่างละ 3 ครั้ง คำนวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในรูปมิลลิกรัมของสมมูลของกรด
แกลลิก (gallic acid equivalents (GAE) ต่อกรัมของน้ำหนักสารสกัดหยาบ (mg GAE/g extract) 

2.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (DPPH radical scavenging activity)  
          การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH [12] โดยนำสารสกัดขม้ินอ้อยที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (10 50 500 1,000 และ 2,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เติมลงใน 96 well plate โดยเติมสารสกัดปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมเอทานอล 50 ไมโครลิตร และ
สารละลาย DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปวัดคา่การ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ทดลองซ้ำ 3 ครั้ง คำนวณหาค่าร้อยละการกำจัดอนุมูล
อิสระ (สมการที่ 2) เพื่อคำนวณเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของสารที่ออกฤทธิ์มีประสิทธิภาพกำจัดอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (EC50 ) 
เทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซี เป็นสารควบคุมการทดลองเชิงบวก  
 
                                     ร้อยละการกำจัดอนุมูลอิสระ DPPH = [ (AC – AS) / AC] x100                    สมการ 2 
                                 เม่ือ AC = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่ไม่มีสารทดสอบ  

 AS = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่มีสารทดสอบ 
 

2.7 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS (ABTS radical scavenging activity)  
          การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ตามวิธีของ [13] โดยนำสารสกัดขม้ินอ้อยที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (10 50 500 1,000 
และ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เติมลงใน 96 well plate โดยเติมสารสกัดปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมเอทานอล 50 
ไมโครล ิตร  และสารละลาย ABTS 50 ไมโครล ิตร ( โดยใช ้  ABTS เป ็นอน ุม ูลอ ิสระ เตร ียมโดย 2 ,2’ -azino-bis- (3 -
ethylbenzothiazoline- 6-sulphonic acid) diammonium salt (ABTS) ผสมกับสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2SO4) 
เข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ บ่มในที่มืดเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ทดลองซ้ำ 3 ครั้ง คำนวณหาค่าร้อยละการกำจัดอนุมูลอิสระ 
(สมการที่ 3) เพื่อคำนวณเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของสารที่ออกฤทธิ์มีประสิทธิภาพกำจัดอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (EC50 ) 
 
                   ร้อยละการกำจัดอนุมูลอิสระ ABTS = [ (AC – AS) / AC] x100                  สมการ 3 

เม่ือ AC = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS ที่ไม่มีสารทดสอบ  
      AS = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS ที่มีสารทดสอบ 
 

     2.8 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
           การทดสอบฤทธิ์ยับยังเอนไซม์ไทโรซิเนส ตามวิธีของ [14] โดยนำสารสกัดขมิ้นอ้อยที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  (5 10 50 100 
500 และ 1,000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เติมลงใน 96 well plate โดยเติมสารสกัดปริมาตร 40 ไมโครลิตร และเอนไซม์ไทโรซิเนส 
40 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติมสารละลาย L-dopa ปริมาตร 80 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตรด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง 

2.8 การทดสอบฤทธิ์์�ยัับยั้้�งเอนไซม์์ไทโรซิิเนส

	ก ารทดสอบฤทธ์ิ์�ยับัยังัเอนไซม์์ไทโรซิิเนส ตามวิิธีี

ของ [14] โดยนำสารสกััดขมิ้้�นอ้้อยที่่�ความเข้้มข้้นต่่างๆ 

(5 10 50 100 500 และ 1,000 มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร) 

เติิมลงใน 96 well plate โดยเติิมสารสกััดปริิมาตร 40 

ไมโครลิิตร และเอนไซม์์ไทโรซิิเนส 40 ไมโครลิิตร บ่่มที่่�

อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 10 นาทีี เติิม

สารละลาย L-dopa ปริิมาตร 80 ไมโครลิิตร บ่่มที่่�

อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 10 นาทีี นำไปวััด

ค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 490 นาโนเมตรด้้วย

เครื่่�องวััดค่่าการดููดกลืนแสง ทำการทดลองซ้้ำ 3 ครั้้�ง และ

นำค่่าการดููดกลืนแสงคำนวณหาค่่าเปอร์เซ็็นต์์การยัับยั้้�ง

การทำงานของเอนไซม์์ (สมการที่่� 4) เพื่่�อคำนวณความ

เข้้มข้้นของสารออกฤทธ์ิ์�ยัับยั้้�งการทำงานของเอนไซม์์ได้้ 

50 เปอร์์เซ็็นต์์ (IC
50
) โดยใช้้กรดโคจิิก (kojic acid) เป็็น

สารควบคุุมการทดลองเชิิงบวก

ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง และนำค่าการดูดกลืนแสงคำนวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ (สมการที่ 4) เพื่อ
คำนวณความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) โดยใช้กรดโคจิก (kojic acid) เป็นสาร
ควบคุมการทดลองเชิงบวก 
 
                        ร้อยละการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ = (Ac-Ab) – (As-Ab) / (Ac-Ab) x 100                  สมการ 4 

เม่ือ Ab คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่มีสารทดสอบสีของสาร 
     Ac คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไม่มีสารทดสอบ 
     As คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่มีสารทดสอบ 
 

     2.9 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ผิวหนัง (HaCaT)  
               การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ผิวหนัง (HaCaT) ด้วยวิธี MTT [12] โดยเล้ียงเซลล์ไลน์ผิวหนังในอาหารเล้ียงเซลล์
ชนิด DMEM ที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ บ่มเล้ียงไว้ 72 ช่ัวโมง ก่อนที่จะ
นำมาทำการทดสอบ จากนั้นเลี้ยงเซลล์ปริมาณ 5x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน 96 well plate บ่มที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เติมสารสกัดขม้ินอ้อยที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (1 5 10 50 100 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ลงใน
เซลล์ที่เพาะเล้ียงไว้ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 72 ช่ัวโมง จากนั้นทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดโดยเติม
สารละลาย MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลง
ไปในแต่ละหลุมปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นดูดสารละลายออก และ
เติมสารละลาย DMSO ลงในแต่ละหลุม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตรด้วย
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง นำค่าการดูดกลืนแสงคำนวณร้อยละการมีชีวิตรอด (สมการ 5) เพื่อคำนวณหา
ค่าเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ยับยั้งการอยู่รอดของเซลล์ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) โดยใช้ยาอีโทโพไซด์ (etoposide) 
เป็นสารควบคุมเชิงบวก 
 
                                  ร้อยละของการมีชีวิตรอด = (ODT / ODC) x 100                                        สมการ 5 

เม่ือ ODT = ค่าการดูดกลืนแสงทีมี่สารทดสอบ  
      ODC = ค่าการดูดกลืนแสงที่ไม่มีสารทดสอบ 
 

3. ผลและอภิปรายผลการทดลอง 
    3.1 การเก็บรักษาพรรณไม้แห้ง และระบุชนิดของพืช 
          พืชที่ใช้เป็นตัวอย่างในการศึกษา จัดอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae ซึ่งลักษณะเด่นของพืชที่นำมาระบุวงศ์ คือ มีเกสรตัวผู้ที่
สมบรูณ์ 1 อัน (one fertile stamens one) และที่เหลือเป็นหมัน (staminode) และพืชตัวอย่างจัดอยู่ในสกุล Curcuma มีลักษณะ
เด่นของพืชที่นำมาระบุสกุล คือ มีใบประดับของช่อดอกเช่ือมติดกัน ลักษณะโดยทั่วไปคล้าย Curcuma longa Linn. แต่ต้นสูงกว่า
ขนาด เหง้า และใบใหญ่กว่า เหง้ามักโผล่ขึ้นมาเหนือดินเล็กน้อย และมีเนื้อในสีเหลือง ใบเป็นใบเดี่ยวแทงขึ้นจากเหง้า เรียงเป็นวง
ซ้อนทับกัน แผ่นใบเป็นรูปขอบขนาน ปลายใบแหลม โคนใบมน ด้านท้องใบจะมีขนนิ่ม ๆ ดอก ออกเป็นช่อรูปทรงกระบอก ก้านดอก
จะยาว และพุ่งออกจากเหง้าที่อยู่ใต้ดิน ดอกมีสีขาว กลีบดอกสีนวล ใบประดับที่อยู่ส่วนล่างของช่อมีสีเขียวปลายแกมชมพู ที่อยู่
ส่วนบนรูปใบหอกสีแดงเข้ม เม่ือระบุสกุล และชนิด (species) ได้คือ C. zedoaria (Christm.) Roscoe 
 
 A B 

2.9 การทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ไลน์์ผิิวหนััง 

(HaCaT) 

	ก ารทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ไลน์์ผิิวหนััง 

(HaCaT) ด้ว้ยวิธีี MTT [12] โดยเลี้้�ยงเซลล์์ไลน์์ผิวิหนัังใน

อาหารเลี้้�ยงเซลล์์ชนิิด DMEM ท่ี่�ตู้้�ควบคุุมอุุณหภููมิิ 37 

องศาเซลเซีียส ปริมาณก๊๊าซคาร์์บอนไดออกไซด์์ 5 

เปอร์์เซ็็นต์์ บ่่มเลี้้�ยงไว้้ 72 ชั่่�วโมง ก่่อนที่่�จะนำมาทำการ

ทดสอบ จากนั้้�นเลี้้�ยงเซลล์์ปริิมาณ 5x104 เซลล์์ต่่อ

มิิลลิิลิิตร ใน 96 well plate บ่่มที่่�ตู้้�ควบคุุมอุุณหภููมิิ 37 

องศาเซลเซีียส เป็น็เวลา 24 ชั่่�วโมง เติมิสารสกััดขมิ้้�นอ้อ้ย

ที่่�ความเข้้มข้้นต่่างๆ (1 5 10 50 100 และ 200 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร) ลงในเซลล์์ที่่�เพาะเลี้้�ยงไว้้ 100 

(3)

(4)
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ไมโครลิิตร บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส 72 ชั่่�วโมง 

จากนั้้�นทดสอบความเป็็นพิิษของสารสกััดโดยเติิม

สารละลาย MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 

5-diphenyltetrazolium bromide) ความเข้้มข้้น 5 

มิิลลิิกรัมต่่อมิิลลิิลิิตร ลงไปในแต่่ละหลุุมปริมาตร 100 

ไมโครลิิตร นำไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส เป็็น

เวลา 2 ชั่่�วโมง จากนั้้�นดููดสารละลายออก และเติิม

สารละลาย DMSO ลงในแต่่ละหลุุม ปริิมาตร 100 

ไมโครลิิตร นำไปวัดค่่าการดููดกลืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 

550 นาโนเมตรด้้วยเครื่่�องวััดค่่าการดููดกลืืนแสง ทำการ

ทดลองซ้้ำ 3 ครั้้�ง นำค่่าการดููดกลืืนแสงคำนวณร้้อยละ

การมีีชีีวิิตรอด (สมการ 5) เพื่่�อคำนวณหาค่่าเปอร์์เซ็็นต์์

ความเข้ม้ข้้นของสารออกฤทธ์ิ์�ยับัยั้้�งการอยู่่�รอดของเซลล์์

ได้้ 50 เปอร์์เซ็็นต์์ (IC
50
) โดยใช้้ยาอีีโทโพไซด์์ (etopo-

side) เป็็นสารควบคุุมเชิิงบวก

3. ผลและอภิิปรายผลการทดลอง
3.1 การเก็็บรัักษาพรรณไม้้แห้้ง และระบุุชนิิดของพืืช

	พื ืชที่่�ใช้้เป็็นตััวอย่่างในการศึึกษา จััดอยู่่�ในวงศ์์ 

Zingiberaceae ซึ่่�งลัักษณะเด่่นของพืืชที่่�นำมาระบุุวงศ์์ 

คืือ มีีเกสรตััวผู้้�ที่่�สมบรููณ์์ 1 อััน (one fertile stamens 

one) และที่่�เหลืือเป็็นหมััน (staminode) และพืืช

ตัวัอย่่างจัดัอยู่่�ในสกุลุ Curcuma มีีลักัษณะเด่่นของพืชืที่่�

นำมาระบุุสกุุล คืือ มีีใบประดัับของช่่อดอกเชื่่�อมติิดกััน 

ลัักษณะโดยทั่่�วไปคล้้าย Curcuma longa Linn. แต่่ต้้น

สููงกว่่าขนาด เหง้้า และใบใหญ่่กว่่า เหง้้ามัักโผล่่ขึ้้�นมา

เหนืือดินเล็็กน้อย และมีีเนื้้�อในสีีเหลืือง ใบเป็็นใบเดี่่�ยว

แทงขึ้้�นจากเหง้้า เรีียงเป็็นวงซ้้อนทัับกััน แผ่่นใบเป็็นรููป

ขอบขนาน ปลายใบแหลม โคนใบมน ด้า้นท้อ้งใบจะมีีขน

นิ่่�มๆ ดอก ออกเป็็นช่่อรููปทรงกระบอก ก้้านดอกจะยาว 

และพุ่่�งออกจากเหง้้าที่่�อยู่่�ใต้้ดิิน ดอกมีีสีีขาว กลีีบดอก 

สีีนวล ใบประดัับที่่�อยู่่�ส่่วนล่่างของช่่อมีีสีีเขีียวปลายแกม

ชมพูู ที่่�อยู่่�ส่่วนบนรููปใบหอกสีีแดงเข้ม้ เมื่่�อระบุุสกุลุ และ

ชนิดิ (species) ได้ค้ือื C. zedoaria (Christm.) Roscoe

ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง และนำค่าการดูดกลืนแสงคำนวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ (สมการที่ 4) เพื่อ
คำนวณความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) โดยใช้กรดโคจิก (kojic acid) เป็นสาร
ควบคุมการทดลองเชิงบวก 
 
                        ร้อยละการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ = (Ac-Ab) – (As-Ab) / (Ac-Ab) x 100                  สมการ 4 

เม่ือ Ab คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่มีสารทดสอบสีของสาร 
     Ac คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไม่มีสารทดสอบ 
     As คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่มีสารทดสอบ 
 

     2.9 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ผิวหนัง (HaCaT)  
               การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ผิวหนัง (HaCaT) ด้วยวิธี MTT [12] โดยเล้ียงเซลล์ไลน์ผิวหนังในอาหารเล้ียงเซลล์
ชนิด DMEM ที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ บ่มเล้ียงไว้ 72 ช่ัวโมง ก่อนที่จะ
นำมาทำการทดสอบ จากนั้นเลี้ยงเซลล์ปริมาณ 5x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน 96 well plate บ่มที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เติมสารสกัดขม้ินอ้อยที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (1 5 10 50 100 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ลงใน
เซลล์ที่เพาะเล้ียงไว้ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 72 ช่ัวโมง จากนั้นทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดโดยเติม
สารละลาย MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลง
ไปในแต่ละหลุมปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นดูดสารละลายออก และ
เติมสารละลาย DMSO ลงในแต่ละหลุม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตรด้วย
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง นำค่าการดูดกลืนแสงคำนวณร้อยละการมีชีวิตรอด (สมการ 5) เพื่อคำนวณหา
ค่าเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ยับยั้งการอยู่รอดของเซลล์ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) โดยใช้ยาอีโทโพไซด์ (etoposide) 
เป็นสารควบคุมเชิงบวก 
 
                                  ร้อยละของการมีชีวิตรอด = (ODT / ODC) x 100                                        สมการ 5 

เม่ือ ODT = ค่าการดูดกลืนแสงทีมี่สารทดสอบ  
      ODC = ค่าการดูดกลืนแสงที่ไม่มีสารทดสอบ 
 

3. ผลและอภิปรายผลการทดลอง 
    3.1 การเก็บรักษาพรรณไม้แห้ง และระบุชนิดของพืช 
          พืชที่ใช้เป็นตัวอย่างในการศึกษา จัดอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae ซึ่งลักษณะเด่นของพืชที่นำมาระบุวงศ์ คือ มีเกสรตัวผู้ที่
สมบรูณ์ 1 อัน (one fertile stamens one) และที่เหลือเป็นหมัน (staminode) และพืชตัวอย่างจัดอยู่ในสกุล Curcuma มีลักษณะ
เด่นของพืชที่นำมาระบุสกุล คือ มีใบประดับของช่อดอกเช่ือมติดกัน ลักษณะโดยทั่วไปคล้าย Curcuma longa Linn. แต่ต้นสูงกว่า
ขนาด เหง้า และใบใหญ่กว่า เหง้ามักโผล่ขึ้นมาเหนือดินเล็กน้อย และมีเนื้อในสีเหลือง ใบเป็นใบเดี่ยวแทงขึ้นจากเหง้า เรียงเป็นวง
ซ้อนทับกัน แผ่นใบเป็นรูปขอบขนาน ปลายใบแหลม โคนใบมน ด้านท้องใบจะมีขนนิ่ม ๆ ดอก ออกเป็นช่อรูปทรงกระบอก ก้านดอก
จะยาว และพุ่งออกจากเหง้าที่อยู่ใต้ดิน ดอกมีสีขาว กลีบดอกสีนวล ใบประดับที่อยู่ส่วนล่างของช่อมีสีเขียวปลายแกมชมพู ที่อยู่
ส่วนบนรูปใบหอกสีแดงเข้ม เม่ือระบุสกุล และชนิด (species) ได้คือ C. zedoaria (Christm.) Roscoe 
 
 A B 

(5)
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Figure 1	 Curcuma zedoaria (A) habit, (B) herbarium specimen (C) coma bract, (D) flower, (E) whole rhizome  
		  and cross section of primary rhizome

3.2 การตรวจสอบลายพิิมพ์์ดีีเอ็็นเอของขมิ้้�นอ้้อย

	จ ากผลการตรวจสอบลายพิมิพ์์ดีีเอ็็นเอของขมิ้้�น

ทั้้�ง 5 แหล่่งปลูก (Table 1) ด้้วยเทคนิิค random  

amplification of polymorphic DNA (RAPD-PCR) 

ด้ว้ยไพรเมอร์แ์บบสุ่่�มชนิดิ OPA-10 พบว่่าสามารถแสดง

ความต่่างของลายพิิมพ์์ดีีเอ็็นเอ ขมิ้้�นอ้้อย แหล่่งปลููก 

จ.ตรััง พบดีีเอ็็นเอขนาด 1,400 bp เพีียงแถบเดีียว ซึ่่�ง

ต่่างจากขมิ้้�นผสม แหล่่งปลููก จ.ตาก และ จ.ปััตตานีี ที่่�

พบดีีเอ็น็เอ 2 แถบที่่�มีีขนาดใกล้เ้คีียงกันั ประมาณ 1,300 

และ 600 bp และขมิ้้�นด้้วง ในแหล่่งปลููก จ.สงขลา และ 

จ.พััทลุุง ที่่�พบดีีเอ็็นเอ 3 แถบที่่�มีีขนาดใกล้้เคีียงกััน 

ประมาณ 1,750 1,400 และ 700 bp (Table 1, Figure 

2) ดัังนั้้�นจึึงสามารถยืนยัันพืืชตัวอย่่างด้้วยเทคนิิคทาง

โมเลกุลุ ร่่วมกับัการใช้ล้ักัษณะทางสััณฐานวิทิยา เพื่่�อจัดั

จำแนกกลุ่่�มของพืืชตััวอย่่างที่่�นำมาศึึกษา จากผลการ

ทดลองแสดงให้้เห็็นถึึงความหลากหลายทางพัันธุุกรรม

ของขมิ้้�น ซึ่่�งมีีผลต่่อลัักษณะเหง้้าที่่�แตกต่่างกััน และ

ปริมิาณสารออกฤทธ์ิ์�กลุ่่�มเคอร์คู์ูมินิอยด์ ซึ่่�งสอดคล้้องกับั

งานวิิจััยต่่างๆ ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการจััดจำแนกพืืชสกุุลขมิ้้�น

โดยใช้เ้ทคนิคิทางพันัธุ์์�ศาสตร์โ์มเลกุลุ พบว่่าขมิ้้�นมีีความ

หลายหลายทางพัันธุุกรรม และสามารถจััดจำแนกกลุ่่�ม

ได้ ้ประมาณ 2-4 กลุ่่�ม และพบว่่า Curcuma longa และ 

C. zedoaria จััดอยู่่�ในกลุ่่�มต่่างกััน [15]
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Table 1	 Scientific names, cultivars, rhizome characteristics, DNA band sizes and curcumin content  

		  of the samples

Scientific name Cultivars Rhizome characteristics DNA band

Sizes (bp)

Curcumin 

content

(%w/w)

Curcurma longa Linn. Tak 1,200

500

2.66±0.08

Curcurma longa Linn. Phatthalung 1,750

1,400

625

7.78±0.13

Curcurma longa Linn. Songkhla 1,750

1,350

700

6.22±0.06

Curcurma longa Linn. Pattani 1,300

625

3.67±0.08

Curcurma zedoaria 	

(Christm.) Roscoe

Trang 1,400 1.85±0.05
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3.3 การสกััดสารจากขม้ิ้�นอ้้อย และวิิเคราะห์์ปริิมาณ

สารกลุ่่�มเคอร์์คููมิินอยด์์

	จ ากการสกััดขมิ้้�นอ้้อยด้้วยตััวทำละลายเมทา

นอล จะได้้เป็็นสารสกััดหยาบ (crude extract) มีี

ลัักษณะเป็็นผงแห้้งสีีน้้ำตาลแดง ได้้ร้้อยละผลผลิต 

(%yield) เท่่ากัับ 2.5 หลัังจากนั้้�นวิิเคราะห์์ปริิมาณของ

สารกลุ่่�มเคอร์์คููมิินอยด์์ ด้้วยเทคนิิคสเปคโตรสโคปีี ตาม

วิิธีีของตำรามาตรฐานยาสุุมนไพรไทย (Thai Herbal 

Pharmacopeia) พบว่่ามีีปริมาณสารกลุ่่�มเคอร์คูมูินิอยด์ 

โดยคิิดเป็็นปริิมาณสารเคอร์คููมิิน ร้้อยละ 1.85±0.05 

โดยน้้ำหนักั (%w/w) เมื่่�อเปรีียบเทีียบปริมิาณเคอร์ค์ูมูินิ 

กัับ Curcuma longa จากแหล่่งปลููกอื่่�นๆ (Table 1) 

พบว่่าขมิ้้�นอ้้อยมีีปริมาณสารกลุ่่�มเคอร์คููมิินอยด์ต่่ำที่่�สุุด 

ซึ่่�งสอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ Toda และคณะ 2016 

Figure 2	 Gel electrophoresis patterns of PCR products obtained by using (OPA-10) RAPD primer Lane  
		  M: marker, 1: Cucurma longa var.Tak, 2: C. longa var. Phatthalung , 3: C. longa var. Songkhla,  
		  4: C. longa var. Pattani and 5 C. zedoaria var. Trang 

รายงานว่่าพบปริิมาณสารกลุ่่�มเคอร์์ คููมิินอยด์ใน  

C. longa มากที่่�สุุด เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับใน C. zedoaria 

[16] แต่่พบว่่าในขมิ้้�นอ้้อยมีีสารกลุ่่�มน้้ำมัันหอมระเหย 

ดัังนี้้� 1,8-cineole curzerenone/epi-curzerenone 

α-copaene camphor β-caryophyllene elemol 

germacrone curzerene และ β-elemene. ซึ่่�งแตก

ต่่างจากที่่�พบใน C. longa [17] ดังันั้้�นอาจาส่่งผลต่่อฤทธิ์์�

ทางชีีวภาพของขมิ้้�นอ้้อย 

3.4 การวิิเคราะห์์ปริิมาณสารประกอบฟีีนอลิิกรวม 

	จ ากการวิิเคราะห์์ปริมาณสารประกอบฟีีนอลิ

กรวม ด้้วยวิิธีี Folin-Ciocalteu สามารถคำนวณโดยใช้้

สมการเส้้นตรงของกรดแกลลิิก จากสมการ y = 0.115x 

– 0.0795, R2= 0.9985 พบว่่าสารสกััดขมิ้้�นอ้้อย  

มีีปริิมาณสารประกอบฟีีนอลิกรวมทั้้�งหมดเท่่ากัับ 
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84.32±2.21 มิลิลิกิรัมัสมมูลูของกรดแกลลิกิต่่อกรัมัสาร

สกััด 

3.5 การทดสอบฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี DPPH 

และ ABTS

	จ ากการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี 

DPPH และ ABTS พบว่่าสารสกััดขมิ้้�นอ้้อย มีีค่่า EC
50 

เท่่ากัับ 150.00±10.00 และ110.00±5.12 ไมโครกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ (Table 2) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับผล

การวิิเคราะห์์ปริิมาณสารประกอบฟีีนอลิิกรวม ทั้้�งนี้้�

เนื่่�องจากสารประกอบกลุ่่�มฟีนีอลิกมีีประสิิทธิภาพในการ

กำจััดอนุมููลอิิสระได้้ดีี สอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ  

Sandrasari (2019) พบว่่าปริมิาณสารประกอบกลุ่่�มฟีนีอ

ลิิกของขมิ้้�นอ้้อย (C. zedoaria) ต่่ำกว่่าในขมิ้้�นชััน 

(C. longa) และสัมัพันัธ์โ์ดยตรงกัับฤทธิ์์�ต้า้นอนุมุูลูอิสิระ 

DPPH [18] นอกจากนี้้�พบว่่าฤทธ์ิ์�ต้้านอนุมููลอิิสระของ

ขมิ้้�นอ้้อยพบมากในน้้ำมัันหอมระเหย ที่่�แยกได้้จากเหง้้า

แห้้งของขมิ้้�นอ้้อย โดยใช้้วิิธีีการกลั่่�นด้้วยไอน้้ำ และสกััด

ด้ว้ยตัวทำละลาย และทำการสกััดแยกส่่วนสกััดย่่อยของ

น้้ำมัันระเหยง่่าย โดยใช้้เทคนิิค silica gel column 

chromatography พบสารประกอบ 36 ชนิิด ได้้แก่่ 

terpenes 17 ชนิิด alcohols 13 ชนิิด และ ketones 

6 ชนิิด โดยพบว่่าองค์์ประกอบหลัักที่่�พบคืือ สาร epi-

curzerenone และ curzerene ผลการทดสอบฤทธ์ิ์�

ยัับยั้้�งปฏิิกิิริิยาออกซิิเดชัันด้้วยวิิธีีทางเคมีี พบว่่าน้้ำมััน

หอมระเหย ออกฤทธิ์์�ในระดับัปานกลางถึงึระดับัดีีมากใน

การต้้านอนุมููลอิิสระ DPPH [19] จึึงเป็็นสาเหตุุให้้สาร

สกัดัจากขมิ้้�นอ้อ้ยมีีประสิทิธิภาพการต้า้นอนุมูลูอิสิระได้้

ต่่ำกว่่าในตัวัควบคุมุเชิงิบวก ดังันั้้�นการสกัดัสารออกฤทธิ์์�

ต้้านอนุุมููลอิิสระควรเลืือกวิิธีีการสกััดน้้ำมัันหอมระเหย 

ซึ่่�งเป็็นสารออกฤทธิ์์�หลัักในการต้้านอนุุมููลอิิสระ

Table 2	 Total phenolics content (TPC) and antioxidant activities of ethanolic extract of Curcuma  

		  zedoaria

The values are mean ± standard deviation (n=3). a-bMeans within each column followed by different letters 
are significantly different (p<0.05) using unpaired T-test.

3.6 ทดสอบฤทธิ์์�ยัับยั้้�งการทำงานของเอนไซม์์ไทโรซิิ

เนส 

	จ ากการทดสอบฤทธ์ิ์�ยัับยั้้�งการทำงานของ

เอนไซม์์ไทโรซิิเนส พบว่่าสารสกััดขมิ้้�นอ้้อย มีีค่่า IC
50 

เท่่ากัับ 102.50 ± 38.89 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ตาม

ลำดัับ ซึ่่�งพบว่่ามีีความสามารถในการยัับยั้้�งการทำงาน

ของเอนไซม์์ไทโรซิเินส ได้้ต่่ำกว่่าชุดุควบคุมเชิงิบวก อย่่าง

มีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (P<0.05) (Table 3) ซึ่่�งไทโรซิิเนส

เป็็นเอนไซม์์ที่่�มีีบทบาทสำคััญในการสร้้างเมลานิิน หรืือ

เม็็ดสีี ดัังนั้้�นสารสกััดขมิ้้�นอ้้อย จึึงมีีสารที่่�สามารถยัับยั้้�ง

การสร้้างเม็็ดสีีได้้ ซึ่่�งมีีรายงานวิิจัยัแสดงว่่าสาร curcum-

in ไม่่เป็็นสารออกฤทธิ์์�การยัับยั้้�งเอนไซม์์ไทโรซิิเนส  

แต่่เป็็นสารกลุ่่�มอื่่�นที่่�พบในพืืชสกุุลขมิ้้�น เช่่น สาร 

zederone ซึ่่�งพบในขมิ้้�นอ้้อย [20] เป็็นต้้น แต่่จากงาน

Samples TPC

mg GAE/g extract

Antioxidant activities (EC
50
; µg/mL)

DPPH assay ABTS assay

C. zedoaria extract  84.32 ± 2.21 150.00 ± 10.00a 110.00 ± 5.12a

Vitamin C -    8.50 ±.  0.50b   10.23 ± 1.12b
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วิิจััยนี้้�แสดงว่่าฤทธ์ิ์�ยัับยัังเอนไซม์์ไทโรซิิเนสยัังคงต่่ำกว่่า

ชุดุควบคุมุเชิงิบวก ซึ่่�งเป็น็ผลจากการใช้ส้ารสกัดัหยาบใน

การทดลอง ดัังนั้้�นสามารถแยกสารบริิสุุทธิ์์�จากขมิ้้�นอ้้อย

เพื่่�อเพิ่่�มประสิิทธิิภาพการยัับยั้้�งเอนไซม์์ไทโรซิิเนส 

Table 3	 Inhibitory tyrosinase activity of ethanolic extract of Curcuma zedoaria

The values are mean ± standard deviation (n=3). a-b Means within each column followed by different letters 
are significantly different (p<0.05) using unpaired T-test.

3.7 การทดสอบความเป็็นพิิษของสารสกััดขม้ิ้�นอ้้อย 

ต่่อเซลล์์ไลน์์ผิิวหนััง 

	จ ากการทดสอบความเป็็นพิิษของสารสกััดขมิ้้�น

อ้้อย ด้้วยวิิธีี MTT พบว่่ามีีค่่า IC
50
 > 200 ไมโครกรััมต่่อ

มิิลลิิลิิตร (Table 4) ซึ่่�งพบว่่าสารสกััดนี้้�มีีความเป็็นพิิษ

ต่่อเซลล์์ในหลอดทดลองระดับัต่่ำ ทั้้�งนี้้�เนื่่�องจากขมิ้้�นอ้อ้ย 

เป็็นสมุุนไพรที่่�สามารถใช้้บริิโภคได้้อย่่างปลอดภััยจึึงมีี

สารกลุ่่�มที่่�มีีความเป็น็พิษิต่่อเซลล์ใ์นระดับัต่่ำเช่่นเดีียวกันั 

นอกจากนี้้�มีีรายงานการวิจิัยัทดสอบพิษิของขมิ้้�นอ้อ้ย ทั้้�ง

ในระดัับหลอดทดลอง และสััตว์์ทดลอง พบว่่าสารสกััด

ขมิ้้�นอ้้อยไม่่แสดงพิิษต่่อเซลล์์เพาะเลี้้�ยง และในหนูู

ทดลอง รวมถึึงไม่่พบฤทธิ์์�ก่่อกลายพัันธุ์์�อีีกด้้วย [21]  

ดัังนั้้�นจึึงมีีความปลอดภััยหากต้องการนำมาพััฒนาเป็็น

ผลิิตภััณฑ์์เวชสำอาง

Table 4	 Cytotoxic activity of ethanolic extract of Curcuma zedoaria

 The values are mean ± standard deviation (n=3).

Samples Inhibitory tyrosinase activity 

(IC
50
; µg/mL)

C. zedoaria extract 102.50 ± 38.89a

Kojic acid 17.00 ± 1.00b

Samples Cytotoxic activity

(IC
50
; µg/mL)

C. zedoaria extract >200

Etoposide 5.8 ± 0.14
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4. สรุุปผลการทดลอง
	ก ารระบุุชนิิดของขมิ้้�นอ้้อยสามารถใช้้วิิธีีทาง 

รููปวิิธาน และใช้้เทคนิิคทางพัันธุุศาสตร์์โมเลกุุล ช่่วยใน

การจััดจำแนกกลุ่่�มของขมิ้้�นอ้้อยได้้ และพบว่่าสารสกััด

เมทานอลของขมิ้้�นอ้้อย แสดงฤทธิ์์�ทางชีีวภาพ ในการ

ต้า้นอนุมุูลูอิสิระ สามารถยับยั้้�งการทำงานของเอนไซม์์ไท

โรซิิเนส และไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ไลน์์ผิิวหนัังใน

หลอดทดลอง ดัังนั้้�นสามารถใช้้เป็็นข้้อมููลพื้้�นฐานในการ

พััฒนาเป็็นตำรัับเครื่่�องสำอางสำหรัับผิิวกระจ่่างใส 

(lightening product) ได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ และ

ปลอดภััยต่่อการพััฒนาต่่อยอดสารสกััดขมิ้้�นอ้้อยเป็็น

ผลิิตภััณฑ์์เวชสำอาง

5. กิิตติิกรรมประกาศ 
	 งานวิจิัยันี้้�ได้ร้ับัทุนุอุดุหนุนุการวิจิัยัโครงการวิจิัยั

เงินิรายได้ม้หาวิทิยาลัยัทักัษิณิ กองทุนุวิจิัยัมหาวิทิยาลัยั

ทัักษิณประเภททุนวิิจััยบููรณาการ ประจำปีีงบประมาณ 

พ.ศ.2564 และทุนุสนับัสนุนุบางส่่วนจากเงินิรายได้โ้ครง

งานวิิจััยของสาขาวิิชาชีีววิิทยา คณะวิิทยาศาสตร์์ 

มหาวิิทยาลััยทักษิณ และขอขอบคุณข้้อมูลสนัับสนุุนบาง

ส่่วนจากนางสาวภาวิินีี นาคพน
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