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บทคดัย่อ 

สารสกดัเอทานอลแบบซอกซเ์ลตจากส่วนต่าง ๆ ของคราม (Indigofera tinctoria) ไดแ้ก่ ใบแก่ ใบอ่อน 
และเมลด็ ไดน้ าไปศกึษาฤทธิต์้านอนุมูลอสิระ คดักรองความเป็นพษิต่อเซลล ์และวเิคราะหป์รมิาณสารฟีนอ
ลิคทัง้หมด (total phenolic content, TPC) โดยวิธโีฟลิน-ซิโอแคลทู (Folin-Ciocalteu) เปรียบเทยีบกบัสาร
มาตรฐานกรดแกลลคิ พบว่าสารสกดัใบแก่และใบอ่อน มปีรมิาณ TPC สงู คอื 12.34±2.59 และ 12.90±3.13 
มลิลกิรมักรดแกลลคิต่อกรมัตวัอย่างแหง้ ตามล าดบั การต้านอนุมูลอสิระพบว่าสารสกดัเมลด็มคีวามสามารถ
ในการรดีวิซ์เฟอร์รกิ (ferric reducing antioxidant power, FRAP) สูงคอื 135.21±15.16 ไมโครโมลต่อกรมั
ตวัอย่างแหง้ และ มคี่า IC50 (half maximal inhibitory concentration) ต่ออนุมูลอสิระ DPPH (1,1 diphenyl-
2-picrylhydrazyl) เท่ากบั 0.23±0.10 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร  การวเิคราะหเ์บือ้งต้นของสารส าคญัในสารสกดั
ด้วยวิธีโครมาโตรกราฟีแบบชัน้บาง ( thin layer chromatography, TLC) พบ รูทิน (rutin) ควอเซอทิน 
(quercetin) เคมเฟอรอล (kaempferol) และ อะพจินิิน (apigenin) ในสารสกดัใบแก่และใบอ่อน  และพบ รูทนิ 
กรดแกลลคิ (gallic acid) และ อพิคิาเทชนิ (epicatachin) ในสารสกดัเมลด็ การคดักรองความเป็นพษิของสาร
สกดัใบแก่ ใบอ่อน และ เมลด็ ต่อเซลลผ์วิหนังมนุษย ์(human dermal fibroblasts-adult, HDFa) มคี่า ED50 
(half maximal effective dose) เป็น 1.14 x 103, 1.55 x 103 และ 4.26 x 103 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
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ตามล าดบั  สารสกดัจากสว่นต่าง ๆ ของคราม นี้ สามารถน าไปพฒันาต่อยอดเพื่อใชป้ระโยชน์ทางการแพทย์
หรอือาหารสขุภาพได ้

 

ค าส าคญั : คราม; Indigofera tinctoria; ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ; การคดักรองความเป็นพษิต่อเซลล ์
 

Abstract 
Antioxidant activities and cytotoxicity screening of the ethanol extracts from different parts of 

Indigo ( Indigofera tinctoria)  including mature leaves, immature leaves and seeds, were investigated. 
All samples were prepared by Soxhlet extractions with absolute ethanol. Total phenolic content (TPC) 
by Folin-Ciocalteu method and radical scavenging analyses by DPPH ( 1,1 diphenyl- 2-picrylhydrazyl) 
and FRAP ( ferric reducing antioxidant power)  were employed.  The levels of TPC were high in the 
crude extracts from mature and immature leaves, 12.34±2.59 and 12.90±3.13 mg GAE/g dried weight, 
respectively, while antioxidant activity by FRAP was increased in that from the seeds, 135. 21±15. 16 
µmol/g dried weight. The IC50 (half maximal inhibitory concentration) values by DPPH were low in the 
seed extracts, 0.23±0.10 mg/mL. The major compounds in the extracts were further identified by thin 
layer chromatography (TLC). The leaf extracts were displayed to contain rutin, quercetin, kaempferol, 
and apigenin.  In addition, epicatachin and gallic acid were unveiled in the seed extracts.  Cytotoxic 
assays to human dermal fibroblasts-adult (HDFa) shown by ED50 (half maximal effective dose) values, 
in the extracts from mature leaves, immature leaves and seeds were 1.14 x 103, 1.55 x 103 and 4.26 
x 103 g/mL, respectively.  It is suggested that the ethanol extracts from Indigo possess a valuable 
aspect to be developed as a potential phytomedicine. 
 

Keywords: Indigo; Indigofera tinctoria; antioxidant activity; cytotoxicity screening 
 
1. บทน า 

พชืที่ให้สคีราม (indigo) สามารถพบไดท้ัว่ไป
ในประเทศเขตรอ้นทัว่โลก พชืสกุล Indigofera วงศ ์
Leguminosae มีแหล่งกระจายอยู่ในทวีปแอฟรกิา 
ทวปีอเมรกิาใตฝั้ง่ตะวนัตก และเอเชยีเกอืบทัง้หมด  
สีครามที่พบญี่ปุ่ น เกาหลี และจีนคือ Polygonum 
tinctorium วงศ ์Polygonaceae ซึง่เรยีกว่าครามจนี 
( Chinese indigo)  ห รือ ค ร ามญี่ ปุ่ น  ( Japanese 
indigo)  ส า ห รับ สีค ร า ม แ ถบยุ โ ร ป แ ล ะ ก ลุ่ ม
ส แ ก น ดิ เ น เ วี ย จ ะ เ ป็ น  Isatis tinctoria ว ง ศ์  
Cruciferae มชีื่อเรยีกทัว่ไปว่าวอ็ด (woad)  ส าหรบั
ในประเทศไทยกลุ่มพืชที่ให้สคีรามจะมีหลายวงศ์ 

เช่น คราม (Leguminosae) ฮ่อมหรือฮ่อมเมือง 
(Acanthaceae) ครามเถา (เปิก) (Asclepiadacea) 
ค ร า ม น ้ า  ( Euphorbiaceae)  แ ล ะ ค ร า ม ป่ า 
(Verbenaceae) ลักษณะทัว่ไปจะเป็นไม้พุ่มเล็ก 
หรอืไมเ้ลือ้ย ยนืตน้หรอืลม้ลุกแตกต่างกนัไป  คราม
ส่ ว น ม า ก จ ะ อ ยู่ ใ น ว ง ศ์  Leguminosae ส กุ ล 
Indigofera ซึ่งมหีลายสายพนัธุ์กระจายทัว่ประเทศ
และมชีื่อเรยีกเฉพาะแต่ละทอ้งถิน่ เช่น ครามดอย-
ภาคเหนือ (Indigofera elliptica Roxb. S) ครามขน-
เชียงใหม่ ( Indigofera hirsuta Linn. H) โสนนก-
นครสวรรค ์(Indigofera siamensis Hoss. S) ไพ่สะ
เม่า-ล าพนู (Indigofera sootepensis Craib S) คราม
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ใหญ่-อุบลราชธานี ( Indigofera suffruticosa Mill. 
US/S) คราม-สามัญทัว่ไป ( Indigofera tincoria 
Linn.) และ ครามช้าง-แม่ฮ่องสอน ( Indigofera 
zollingeriana Mig. )  ( Sakonnakhon Rajabhat 
University, 2017) ต้นครามได้รบัความนิยมในการ
เพาะปลูกอย่างแพร่หลายมานับศตวรรษ เนื่องจาก
การมีมูลค่าส าคัญในการเป็นแหล่งของสีอินดิโก 
( indigo dye)  ห รื อ สีค ร า ม ธ ร ร มช าติ  ( indigo 
naturalis)  โดยแรกเริม่นัน้ชาวอนิเดยีโบราณมกีาร
ใชส้คีรามดัง้เดมิ แลว้มกีารถ่ายทอดการใชส้นีี้ไปยงั
จนีโดยผ่านเปอรเ์ซยี ในราชวงศถ์งัมกีารน าสคีราม
ไปใชใ้นเครื่องส าอาง ซึง่ต่อมาแพทยจ์นีไดค้น้พบว่า
ครามสามารถลดไข้ ลดพิษในเลือด สลายรอยช ้า
เลือดได้  หลงัจากนัน้จนถึงปัจจุบนัจะเห็นได้ว่ามี
การน าครามไปใช้ประโยชน์อย่างต่อเนื่องและมาก
ขึ้น ทัง้ทางด้านการเป็นสีครามโดยตรง การเป็น
ส่วนประกอบในเครื่องส าอาง และ การใชป้ระโยชน์
ทางการแพทย ์(Qi-Yue et al., 2020) 

ในการท าสคีรามธรรมชาตินัน้มีรายละเอียด
กลไกการสรา้งสคีรามและขัน้ตอนดงันี้  เริม่จากการ
น าต้นครามมาแช่น ้าจนเน่าภายใต้การหมักของ
จุลนิทรยีท์ีม่าจากต้นครามเอง  ท าใหส้ารอนิโดไกล
โคไซด ์(indole glycosides) หรอืกลโูคไซดอ์นิดแิคน 
(glucoside indican) และเอนไซม์พอลกิลูโคไซเดส 
(endogenous polyglucosidases) ถูกปล่อยออกมา
โดยเอนไซม์นี้เกดิปฏกิริยิาไฮโดรไลซ์อนิโดไกลโค
ไซด ์ไดเ้ป็นอนิโดลฟีนอล (indole phenol) หลงัจาก
ทีน่ าเอาส่วนของตน้ครามออกแลว้เตมิปูนขาวลงไป
เพื่อปรบัสภาวะ  อนิโดลฟีนอลรวมตวักบัออกซเิจน
ท าใหเ้กดิอนุมลูอสิระอนิโดลฟีนอลในสภาวะเบส ซึง่
บางส่วนจะเปลีย่นต่อเป็นอนิดโิก-บลู (indigo-blue) 
ให้สคีราม  แต่บางส่วนจะถูกออกซไิดสต่์อเป็น อนิ
โดลคีโทน (indole ketone) ซึ่งจะรวมกับอินโดล
ฟีนอล ได้เ ป็นอินไดรูบิน ( indirubin)  ในเวลา
เดยีวกนันัน้แคลเซยีมไฮดรอกไซด์ในปูนขาวจะท า

ปฏิกิริยากับคาร์บอเนตไอออน ท าให้เกิดตะกอน
แคลเซยีมคารบ์อเนตทีจ่ะดดูซบัสอีนิดโิก อนิไดรบูนิ 
และสารอื่นๆ และเมื่อสะสมมากขึน้จะตกตะกอนได้
เป็นครามธรรมชาต ิ ซึง่จะมกีระบวนการแยก ท าให้
บริสุทธิ ์และท าแห้งเพื่อใช้ประโยชน์ต่อไป (Yu et 
al., 2021) สธีรรมชาติโดยทัว่ไปจะไม่เสถียรเมื่อมี
การเกิดออกซิเดชันด้วยแสง (photooxidation) 
โดยเฉพาะแสงยวูหีรอือลั ตรา้ไวโอเลต (UV light) สี
ครามธรรมชาตไิม่ไดท้ าหน้าทีเ่พยีงเป็นฉากกัน้แสง 
แต่มีส่วนเกี่ยวข้องในการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
บางอย่างระหว่างโมเลกุล ซึง่มคีวามคลา้ยกบัความ
เสถียรของสธีรรมชาติในเนื่อเยื่อพืชผกัและผลไม้ 
(Li et al. , 2012) ท าให้ในปัจจุบันการใช้สีคราม
ธรรมชาติได้รบัความนิยมอย่างแพร่หลายทัว่โลก
ดว้ยความมเีอกลกัษณ์ของสแีละสมบตัพิิเศษในการ
ป้องกนัแสงยวู ี

นอกจากนี้ภูมปัิญญาไทยและยาแผนโบราณ
ในหลายประเทศถอืว่าครามเป็นพชืสมุนไพรทีม่กีาร
น าทัง้ราก ล าต้น และ    ใบครามซึ่งมีรสขมไปใช้
ประโยชน์มากมาย เช่น ใชฆ้า่เชือ้โรค แกไ้ข ้ตวัรอ้น 
ไข้ชัก แก้อักเสบ แก้ปวด หอบหืด ดับพิษ ขับ
ปั สสาว ะ  ขับนิ่ ว  ลดบ วม  ต้ านพิษ  เ ป็นต้ น 
( Saraswathi et al. , 2012; Laurie, 2015)  ค ร าม
ธ ร รมช าติยั ง ไ ด้ถู กน า ไ ปประยุ กต์ ใ ช้ทั ้ง ใ น
อุตสาหกรรมสิง่ทอและเครื่องส าอาง โดยใชส้คีราม
เป็นสรีองพื้นในการย้อมสผีม เพื่อให้ได้สทีี่เขม้ขึ้น
จากสีธรรมชาติ  (Sunsanee & Thomas, 2009) 
เนื่องจากสคีรามไม่มคีวามเป็นพษิต่อสตัว์เลี้ยงลูก
ด้วยนมและไม่พบการแพ้ ในผิวหนั งม นุษย์  
(Steingruber, 2004) นอกจากการใหส้คีรามแลว้ยงั
พบสารพฤกษเคมีและสมบตัิการต้านอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) ในสารสกดัจากต้นคราม การศึกษา
ฤทธิท์างเภสัชวิทยาพบว่าครามมีฤทธิต์้านการ
อั ก เ ส บ  ( anti- inflammatory)  ต้ า น แ บ คที เ รี ย 
(antibacterial) ต้านไวรัส (antiviral) และ มีสมบตัิ



Thai Journal of Science and Technology                                      ปีที ่10 • ฉบบัที ่5 • กนัยายน – ตลุาคม 2564 

 574 

เ ป็ น ส า ร ป รั บ เ ป ลี่ ย น ภู มิ คุ้ ม กั น 
( immunomodulatory)  ( Senthilkumar & 
Venkatesalu, 2009; Qi-Yue et al. , 2020) และใช้
เป็นยารกัษาอาการทางประสาท บรรเทาอาการปวด
แผลที่เกิดในบรเิวณเยื่ออ่อน และช่วยชะลอความ
เสื่อมของเซลล์ (Asuntha et al., 2010) สารสกัด
จากครามมีสารประกอบกลุ่มฟีนอลิค (phenolic 
compounds)  ฟีนอล ( phenols)  ฟลาโวนอยด์  
(flavonoids) และ โรทีนอยด์ (rotenoids) ซึ่งเป็น
กลุ่มของพฤกษเคมทีีม่สีรรพคุณทางยาและฤทธิท์าง
ชีวภาพ (Sharma & Agarwal, 2015) เป็นสารที่มี
ฤทธิต์้านอนุมูลอสิระซึ่งจะท าหน้าที่เป็นสารที่ช่วย
ต่อต้านหรอืก าจดัอนุมลูอสิระ (free radicals) ทีเ่ป็น
สาเหตุของโรคหลายชนิดรวมทัง้การบัน่ทอน
สุขภาพและความเสื่อมของร่างกาย เช่น โรคหวัใจ
และหลอดเลือด และมะเร็งชนิดต่าง ๆ เป็นต้น 
(Halliwell, 2009)  สารสกัดจากใบครามพบว่ า
สามารถต้านจุลนิทรยีใ์นกลุ่มของเชือ้ก่อโรค ไดแ้ก่ 
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, 
Salmonella paratyphi B, Enterobacter aerogenes 
แ ล ะ  Klebsiella pneumoniae เ ป็ น ต้ น 
(Swaminathan, 2018) ท าใหม้กีารน าสารสกดัคราม
ไปใช้ทางการแพทย ์เช่น การรกัษาโรคมะเรง็ และ
สะเก็ด เงิน  และล าไส้อัก เสบ ( Renukadevi & 
Sultana, 2011; Qi-Yue et al. , 2020)  ข้อมูลจาก
การสบืคน้สทิธบิตัรทีม่ใีนปัจจุบนัพบว่าประเทศไทย
มกีารใชส้ารสกดัจากใบครามเป็นส่วนประกอบหนึ่ง
ของผลิตภัณฑ์ดูแลรกัษาเส้นผม โดยจะท าให้เสน้
ผมเป็นสดี าเงา และป้องกนัเส้นผมต่อการท าลาย
ของรงัสยีูว ีจดทะเบยีนสทิธบิตัรโดยยูนิลเีวอร ์เอน็.
ว.ี และประเทศญีปุ่่ น ไดน้ าสารสกดัจากครามใชเ้ป็น
สารส่งเสรมิการผลติเซราไมด์ และสารให้ความชุ่ม
ชื้น จดทะเบียนสิทธิบัตร โดยคาโอ คอร์ปอเรชัน่ 
เป็นตน้ 

ต้นคราม เ ป็นพืชสมุนไพรที่ส ามารถใช้
ประโยชน์จากแทบจะทุกส่วน (Srinivasan et al., 
2016) โดยใช้เอทานอลเป็นสารสกัดท าให้ได้
สารส าคญัมากกว่าการใชส้ารสกดัอื่นๆ (Asuntha et 
al. , 2010; Heo et al. , 2014; Udornsun et al. , 
2020) ดงันัน้งานวจิยันี้จงึเลอืกครามทีป่ลูกเป็นสว่น
ใหญ่ในประเทศคอื คราม-สามญัทัว่ไป (Indigofera 
tincoria Linn.) ที่จะศกึษาฤทธิต์้านอนุมูลอสิระของ
สารสกดัเอทานอลจากส่วนต่าง ๆ ได้แก่ ใบแก่ ใบ
อ่อน และเมล็ด ทัง้นี้จะใช้วิธีการสกัดโดยวิธีสกดั
แบบซอกซ์เลต (Soxhlet extraction) ซึ่งคาดว่า
น่าจะมีผลได้ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติสกัด
มากกว่าการสกดัทัว่ไป การตรวจสอบสมบตัิจะท า
การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลคิทัง้หมด 
(total phenolic content, TPC) และตรวจสอบการ
ต้านอนุมูลอสิระดว้ยวธิ ีFRAP (ferric ion reducing 
antioxidant power assay)  แ ล ะ  DPPH ( 2, 2-
diphenyl- 1- picrylhydrazyl radical scavenging 
capacity assay) และ ตรวจวิเคราะห์จ าแนกสาร
ต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดด้วยวิธีโครมาโตรก
รา ฟีแบบชั ้นบา ง  ( thin layer chromatography, 
TLC)  และสุดท้ายการคัดกรองความเป็นพิษ 
(cytotoxicity screening) ต่อเซลลไ์ฟโบบลาสต์ของ
มนุษย์ (HDFa) ด้วยวธิ ีSRB (Sulforhodamine B) 
เพื่ อแสดงความปลอดภัย ในการน าครามไป
ประยุกตใ์ชแ้ละพฒันาผลติภณัฑต่์อไป 
 
2. วิธีการ 

2.1 การเตรียมวตัถดิุบ 
เมล็ดพันธุ์ครามได้รับความอนุเคราะห์จาก

ชาวบ้าน ต าบลปาโหล่ อ าเภอวาริชภูมิ จังหวัด
สกลนคร ถูกน ามาเพาะปลูกทีห่อ้งปฏบิตักิาร ชัน้ 4 
อาคารเรียนและปฏบิตัิการ คณะวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รงัสติ 
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อ าเภอคลองหลวง จงัหวดัปทุมธานี เมื่อครบเวลา 1 
เดือน มีการคัดเลือกชิ้นส่วนพืชที่สมบูรณ์เป็น
ธรรมชาติ ไม่มีต าหนิ ได้แก่ ใบอ่อน ใบแก่ และ
เมลด็ โดยพจิารณาจากไม่มรีอยเจาะแมลงและไม่มี
เชือ้รา ส าหรบัใบตอ้งไม่เหลอืงหรอืฉีกขาด  ชิน้สว่น
ครามต่าง ๆ ทีเ่กบ็ไดจ้ะน าไปตากแหง้ เป็นเวลา 7
วนั แลว้บดโดยเครื่องปัน่เอนกประสงค ์(Philips รุ่น 
HR2061) ปัน่ความเรว็สงูสุดจนละเอยีดเป็นเวลา 2 
นาท ีและคดัแยกขนาดดว้ยตะแกรงร่อน (sieve) 50 
เมช (mesh) เกบ็ใส่ถุงซปิลอ็คเพื่อป้องกนัความชื้น 
ในตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซยีส 
     

 
Figure 1   Soxhlet extraction 
 

2.2 การสกดัครามด้วยวิธีซอกซเ์ลต 
ชัง่ตัวอย่างใบอ่อน ใบแก่ และเมล็ด โดยใช้

น ้าหนกัตวัอย่าง (กรมั) ต่อปรมิาตรของตวัท าละลาย 
(มิลลิลิตร )  ในอัตราส่วน 1:50 ลงในทิม เบิล 
( cellulose extraction thimble)  ข น า ด  33x100 
มลิลเิมตร ปรมิาณ 5.5±0.001 กรมั น าไปประกอบ
เข้ากับชุดสกัดซอกซ์เลต (Figure 1) ด าเนินการ
สกัดด้วยเอทานอล 250 มิลลิลิตร โดยสกัดซ ้า 2 
ครัง้ ในขวดกลม (boiling flask) ขนาด 250 มลิลลิติร 
ในแต่ละครัง้ใหม้กีารไหลแลกเปลีย่นไหลเวยีนตวัท า

ละลาย 3 รอบ  สารละลายทีไ่ดจ้ากการสกดัจะน าไป
ตัง้ระเหยในตูด้ดูไอสารเป็นเวลา 3 วนั  เกบ็ตวัอย่าง
ทีไ่ดใ้นหลอดสชีาทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส   

2.3 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิค
ทัง้หมด 

ปริมาณสารฟีนอลิคทัง้หมด (total phenolic 
content, TPC) ไดท้ าการตรวจวดัดว้ยวธิโีฟลนิ-ซโิอ
แ ค ล - ทู  ( Folin- Ciocalteu)  ( ดั ด แ ป ล ง จ า ก 
Sinchaiyakit et al., 2012) สารละลายโฟลิน-ซิโอ
แคลทูความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โซเดยีมคาร์บอเนต
ความ เข้มข้น  75 มิลลิกรัม ต่อมิลลิลิตร  และ
สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ความเข้มข้น 1 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร  เจอืจางสารละลายมาตรฐาน
กรดแกลลิคให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.01, 
0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 และ 
0.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมตัวอย่างสารที่
ต้องการทดสอบความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม ต่อ
มลิลลิติร โดยเจอืจางสารตวัอย่างใหม้คีวามเขม้ขน้
สุดทา้ยเป็น 0.13, 0.25, 0.50 และ 1.0 มลิลกิรมัต่อ
มลิลลิติร จากนัน้ปิเปตต์สารที่ความเขม้ข้นต่าง ๆ 
ปรมิาตร 300 ไมโครลติรผสมกบัสารละลายโฟลนิซิ
โอ-แคลทปูรมิาตร 1,500 ไมโครลติร เขย่าใหเ้ขา้กนั
ตัง้ทิ้งไว้เป็นเวลา 3 นาทีในที่มืด เติมสารละลาย
โซเดยีมคารบ์อนเนต 1,200 ไมโครลติร เขย่าใหเ้ขา้
กนัตัง้ทิ้งไว ้30 นาทใีนที่มดื จากนัน้น าสารผสมไป
วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 731 นาโน
เมตร (OD731) สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่า 
OD731 (แกน Y) และค่าความเข้มข้นของสาร
มาตรฐานกรดแกลลิค (แกน X) น าค่าการดูดกลนื
แสงของสารละลายตวัอย่างเทยีบกบักราฟมาตรฐาน
กรดแกลลคิ 

2.4 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH 
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การวิเคราะห์ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ DPPH 
(ดัดแปลงจาก Sinchaiyakit et al., 2012) เตรียม
สารละลายอนุมูลอิสระ DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical) ความเข้มขน้ 0.08 มิลลิโม
ลาร ์สารละลายมาตรฐานวติามนิซคีวามเขม้ขน้ 10 
ไมโครกรมัต่อมลิลิลิตร โดยละลายวิตามนิซีในน ้า
กลัน่ให้ได้ความเข้มข้น 1 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1-1 
ไมโครกรมัต่อมลิลิลิตรด้วยน ้ากลัน่ น าสารละลาย
ตวัอย่าง 100 ไมโครลติรผสมกบัสารละลายอนุมูล
อสิระ DPPH 900 ไมโครลติร หลอดควบคุมใหใ้สต่วั
ท าละลายสารตัวอย่างลงไป 100 ไมโครลิตร น า
หลอดทดลองทัง้หมดตัง้ทิ้งไว้ในที่มดืเป็นเวลา 30 
นาที เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาน าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร (OD515) 
ค านวณหาฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระตามสมการ (1) และ
รายงานผลเป็นค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัทีย่บัยัง้
อนุมูลอิสระ DPPH ได้ร้อยละ 50 หรือ IC50 (half 
maximal inhibitory concentration)  ใ น ห น่ ว ย
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เปรียบเทียบค่าที่ได้กบัสาร
มาตรฐานวติามนิซ ี
ร้อยละการยบัยัง้อนุมูลอสิระ=[1 -(OD515 ตวัอย่าง/ 
OD515 ควบคุม)] x 100     (1) 

2.5 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์
เฟอรริ์ก 

การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์
ริกของสารต้านอนุมูลอิสระ หรือ FRAP (ferric 
reducing antioxidant power, ดั ด แ ป ล ง จ า ก 
Sinchaiyakit et al., 2012) เตรียมสารละลายอะซิ
เตทบฟัเฟอร ์ความเขม้ขน้ 0.28 มลิลโิมลาร ์โดยชัง่
โซเดยีมอะซเิตท 2.3 กรมัละลายในกรดอะซติกิ 7.6 
มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 100 มลิลลิติรดว้ยน ้า
ปราศจากไอออน และปรบัพเีอชเท่ากบั 3.6 เกบ็ไว้
ที่ อุ ณ ภู มิ ห้ อ ง   เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย ก ร ด 
ไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ โดยปิ

เปตต์สารละลายกรดไฮโดรคลอรกิความเขม้ขน้ 12 
โมลาร ์0.33 มลิลลิติรปรบัปรมิาตรดว้ยน ้าปราศจาก
ไอออนเป็น 100 มิลลิลิตรเก็บไว้ที่อุณภูมิห้อง 
เตรียมสารละลาย TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-
triazine) โดยชัง่ 0.0319 กรมัละลายดว้ยสารละลาย
กรดไฮโดรคลอรกิ ความเขม้ขน้ 40 มลิลโิมลาร ์10 
มลิลลิติร น าไปละลายในอ่างควบคุมอุณหภูมทิี่ 50 
องศาเซลเซยีส เตรยีมใหม่ทุกครัง้ที่ใช้งาน เตรยีม
สารละลายเฟอริกไตรคลอไรด์ โดยชัง่สารเฟอริก
ไตรคลอไรด์น ้ าหนัก 0.3244 กรัมละลายด้วยน ้า
ปราศจากไอออน10 มลิลลิติร เตรยีมใหม่ทุกครัง้ที่
ใ ช้ ง า น  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย  FRAP โ ด ย น า
สารละลายอะซเิตทบฟัเฟอรพ์เีอช 3.6 ปรมิาตร 100 
มลิลลิติรมาท าปฏกิริยิากบั TPTZ 10 มลิลลิติร และ
สารละลายเฟอริกไตรคลอไรด์ 10 มิลลิลิตรใน
อตัราส่วน 10:1:1จากนัน้คนให้เขา้กนัและตัง้ทิ้งไว้
ในทีม่ดืเพื่อน ามาวเิคราะหต่์อไป เตรยีมใหม่ทุกครัง้
ทีใ่ชง้าน 

การเตรยีมกราฟมาตรฐานเฟอรร์สัซลัเฟต ท า
โดยชัง่ เฟอร์รัสซัลเฟต 0.3 กรัมละลายในน ้ า
ปราศจากไอออน 100 มลิลลิติร คดิเป็นความเขม้ขน้ 
1 มลิลโิมลาร ์เจอืจางสารละลายเฟอรร์สัซลัเฟตดว้ย
น ้าปราศจากไอออนให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 
1. 5, 3, 6, 12 แ ล ะ  24 ไ ม โ ค ร โ มลา ร์   ปิ เ ปต
สารละลายเฟอรร์สัซลัเฟตความเขม้ขน้ต่าง ๆ 300 
มลิลลิติร เติมลงในสารละลายเอฟอาร์เอพปีรมิาตร 
2,700 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัแล้วตัง้ในทีม่ดื 30 
นาทีน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
596 นาโนเมตร (OD596) โดยใชน้ ้าปราศจากไอออน
เป็นสารละลายอ้างองิ สร้างกราฟมาตราฐานเฟอร์
รสัซลัเฟตแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง OD596 (แกน 
Y) กบัความเขม้ขน้ของเฟอรร์สัซลัเฟต (แกน X) 

ในการทดสอบความสามารถในการตา้นอนุมลู
อิสระ  ปิ เปตสารสกัดที่ต้องการทดสอบ 300 
ไมโครลติรผสมลงในสารละลายเอฟอาร์พีท ี2,700 
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ไมโครลิตร ตัง้ทิ้งไว้ในที่มืด 30 นาทีน าไปวัดค่า 
OD596 เปรียบเทียบฤทธิต์้านอนุมูลอิสระกบักราฟ
มาตรฐานเฟอรร์สัซลัเฟต  

2.6 การวิเคราะห์สารประกอบด้วยวิธีโคร
มาโต-กราฟีแบบชัน้บาง  

วธิโีครมาโตกราฟีแบบชัน้บางหรอื TLC (thin 
layer chromatography, ดดัแปลงจาก Sinchaiyakit 
et al., 2012) ละลายสารสกดัเอทานอลส่วนต่าง ๆ 
ของครามใหม้คีวามเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
และใชห้ลอดแคปิลาร ี(capillary) จุ่มสารละลายแลว้
จุดลงบนแผ่น TLC ส าเร็จรูป (TLC silica gel 60 
F254 ขนาด 20x20 เซนตเิมตร) รอใหแ้หง้แลว้จุดซ ้า
ที่ต าแหน่งเดิม 10 ครัง้ ใช้หลอดแคปิลารี่จุ่มสาร
มาตรฐานต่าง ๆ แลว้ท าเช่นกนั น าแผ่น TLC ทีจุ่ด
สารเสรจ็แลว้มาวางในภาชนะแกว้ ทีม่ตีวัท าละลาย 
(เฟสเคลื่อนที)่ อิม่ตวัอยู่ ประกอบดว้ย โทลูอนี อะซิ
โตน และกรดฟอร์มิก ในอัตราส่วน 4.5:4.5:1 
จากนัน้ปิดฝาภาชนะเมื่อตวัท าละลายเคลื่อนทีจ่นถงึ
ดา้นเกอืบบนสุด (เหลอืประมาณ 1 เซนตเิมตร) ให้
น าแผ่นออกแล้วขดีแนวตวัท าละลายก่อนที่จะแห้ง 
ตรวจหาต าแหน่งการเคลื่อนทีข่องสารทีเ่คลื่อนทีไ่ป
บนแผ่น TLC โดยส่องภายใต้แสงที่ความยาวคลื่น 
254 แ ล ะ  365 น า โ น เ ม ต ร   ค า น วณค่ า  Rf 
(retention/retardation factor) หรือค่าอัตราส่วน
ระยะทางทีส่ารตวัอย่างเคลื่อนทีก่บัระยะทางทีต่วัท า
ละลายเคลื่อนที่  ตามสมการ (2) เปรียบเทยีบกบั
สารมาตรฐานต่าง ๆ 

Rf = 
ระยะทีส่ารตวัอยา่งเคลื่อนที่

ระยะทีต่วัท าละลายเคลื่อนที่
        (2) 

 
2.7 การทดสอบพิษวิทยาท่ีมีต่อเซลลด้์วย

วิธี SRB 
วิธี Sulforhodamine B หรือ SRB (ดัดแปลง

จาก Vichai & Kirtikara, 2006) เซลล์ที่ใช้ในการ
ทดลองคือ ไฟโบบลาสต์ของมนุษย์ที่แยกได้จาก

ผิวหนังผู้ใหญ่ (human dermal fibroblasts-adult, 
HDFa) โดยในแต่ละหลอดทีเ่กบ็แช่แขง็จะมปีรมิาณ
เซลล์มากกว่า 5x 105 เซลล์ น ามาเพาะเลี้ยงเซลล์
ในอาหาร Medium 106 ที่มี LSGS (Low Serum 
Growth Supplement, cat.  no.  S00310)  ห รื อ 
LSGS Kit (cat. no. S003K, Gibco Thermo Fisher 
Scientific) ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ในสภาวะ
ทีม่คีารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 ในตู้เพาะเลีย้งทีม่ี
ความชืน้รอ้ยละ 95 เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส ในสภาวะทีม่คีารบ์อนไดออกไซด์
รอ้ยละ 5 ในตูเ้พาะเลีย้งทีม่คีวามชืน้รอ้ยละ 95 เป็น
เวลา 72 ชัว่โมง ซึง่จะใหป้รมิาณเซลลห์นาแน่นรอ้ย
ละ 80 ของจานเพาะเลีย้ง 

น าสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของครามมา
ละลายในตวัท าละลาย DMSO ใหม้คีวามเขม้ขน้ 10 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ทัง้นี้ความเขม้ขน้ของ DMSO 
ในระบบทดลองต้องควบคุมให้ไม่เกิน 1% เพื่อ
ป้องกันการเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ กรองสาร
สกดัหยาบดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
ก่อนน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป การทดสอบความ
เป็นพิษต่อเซลล์ (cell cytotoxicity) ท าโดยท าให้
เซลล์หลุดออกจากผิวภาชนะ (trypsinized) ด้วย
การเตมิ 5% (น ้าหนกัต่อปรมิาตร) ทรพิซนิ (trypsin) 
3 มลิลลิติร ตัง้ทิ้งไว้ 15 นาท ีและเพาะเซลล์ลงใน
เพลต (96 well plate) ให้มีความหนาแน่น 5x104 
เซลล์ต่อมลิลลิติร และเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ซึ่งจะท าให้ปริมาณเซลล์หนาแน่นร้อยละ 50 ของ
พื้นที่ การทดสอบผลของสารสกดัที่มฤีทธิต์้านการ
แบ่งเซลล์ (anti-proliferation) จะเพาะเลี้ยงเซลล์
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ก่อนเปลีย่นเป็นอาหารใหม่ทีม่ ี
50 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร TNF-α (tumor necrosis 
factor alpha) เพื่อกระตุ้นการอักเสบของเซลล์ 
จากนั ้นล้าง เซลล์ด้วย  PBS (phosphate buffer 
saline) ก่อนเตมิสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้แตกต่างกนั 
คอื 62.5, 125, 250, 500 และ 1,000 ไมโครกรมัต่อ 
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มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลังจากนัน้แยก
อาหารของแต่ละการทดสอบออก เซลลถ์ูกตรงึดว้ย 
10% กรดไตรคลอโรอะซิติกและย้อมสีด้วย SRB 
นาน 30 นาท ี เมื่อครบเวลาสทีี่เกนิจะถูกล้างออก
ด้วย 1% กรดอะซิติก 2-3 ครัง้  ส่วนสีที่ติดกับ
โปรตีนถูกละลายออกมาด้วยสารละลายทรสิ (Tris) 
ความเขม้ขน้ 10 มลิลโิมลาร ์น าไปวดัค่าเซลลม์ชีวีติ
จากค่าดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 
(OD510)  ค านวณร้อยละของการควบคุมการ
เจริญเติบโตของเซลล์ (% of control cell growth) 
จากเซลล์ที่มชีีวติในสภาวะทดลอง (สารสกดั) ต่อ
เซลลท์ีม่ชีวีติในสภาวะควบคุม (ไม่มสีารสกดั) ตาม
สมการ (3) และน าไปหาค่าร้อยละการยับยัง้การ
เจริญเติบโตของเซลล์ (% growth inhibition) ตาม
สมการ (4) ซึ่งน าไปค านวณค่าความเขม้ขน้ที่เป็น
พษิต่อเซลลลท์ีร่อ้ยละ 50 หรอื EC50 (half maximal 
effective concentration) โดยใช้โปรแกรม Probit 
analysis (Throne et al., 1995)  

 
การควบคุมการเจรญิเตบิโตของเซลล ์(เปอรเ์ซน็ต)์ 
= (OD510 สภาวะทดลอง – OD510 เริม่ตน้) x 100  

(OD510 สภาวะควบคมุ – OD510 เริม่ตน้)  
(3)   

การยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล ์(เปอรเ์ซน็ต)์ = 
100 – % ของการควบคมุการเจรญิเตบิโตของเซลล ์        

(4)   
 
3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ผล 

3.1 การสกดัครามด้วยวิธีซอกซเ์ลต 
สารสกดัเอทานอลที่ได้จากใบแก่และใบอ่อน

ของครามมสีเีขยีวเขม้และมลีกัษณะขน้หนืดกึง่แขง็ 
ส่วนสารสกัดจากเมล็ดจะมีสีน ้ าตาลเหลือง ไม่
เหนียวข้น แต่มีลักษณะเหมือนฟิลม์บาง ๆ เกาะ
รวมกนั (Figure 2) ปริมาณสารสกดัจากใบแก่ ใบ

อ่ อ น  แ ล ะ เ ม ล็ ด  มี ร้ อ ย ล ะ ผ ล ไ ด้ เ ฉ ลี่ ย เ ป็ น 
12.23±4.58, 11.28±7.46 และ  4. 85±0.78 กรัม 
(น ้าหนักต่อน ้าหนัก, w/w) ตามล าดบั สารสกดัที่ได้
เหล่านี้จะถูกน าไปละลายในตัวท าละลาย DMSO 
เพื่อใชใ้นการวเิคราะหส์มบตัต่ิอไป 

 
A         B                    C     

Figure 2 Crude extracts of the indigo plants; 
(A) mature leaves, (B) immature leaves, and 
(C) seeds.  
 

3.2 ปริมาณสารฟีนอลิคทัง้หมด 
ปรมิาณสารฟีนอลคิทัง้หมดหรอื TPC ของสาร

สกัดเอทานอลจากครามอยู่ในช่วง 0.98 – 12.90 
มลิลกิรมัแกลลคิต่อกรมัตวัอย่างแห้ง โดยค่า TPC 
ตามส่วนใบแก่ ใบอ่อน และเมลด็ เป็น 12.34±2.59, 
12.90±3.13 และ 0.98±0.14 มิลลิกรัมแกลลิคต่อ
กรมัตวัอย่างแหง้ ตามล าดบั (Table 1) ค่า TPC ใน
สารสกัดใบแก่และอ่อนไม่แตกต่างกันที่ระดับ
นัยส าคัญ 0.05 แต่จะมีค่าสูงกว่าในสารสกัดจาก
เมลด็  

3.3 ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีพีพีเอช 
ฤทธิต์้านอนุมูลอสิระดพีพีเีอชของสารสกดัใบ

แก่ ใบอ่อน และ เมลด็ โดยแสดงเป็นค่า IC50 เท่ากบั 
1.95±0.30, 2.27±0.16  และ 0.23±0.10 มิลลิกรมั
ต่อมลิลลิติร  โดยสารสกดัจากเมลด็มคีวามสามารถ
ในการยบัยัง้อนุมูลดีพพีีเอชได้กว่า เนื่องจากมคี่า 
IC50 ต ่าทีก่ว่าสารสกดัจากใบแก่และใบอ่อนที่ระดบั
นยัส าคญั 0.05 

3.4 ความสามารถในการรีดิวซเ์ฟอรริ์ก 
ความสามารถในการรดีวิซเ์ฟอรร์กิหรอื FRAP 

โดยใช้กราฟมาตราฐานเทียบเคียงกับเฟอร์ 
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Table 1   TPC and antioxidant activities of the extracts from I. tinctoria 

Indigo extracts 
TPC 

(mg GAE/g sample dry wt.) 
IC50 

(mg/mL) 
FRAP 

(µmol/g sample dry wt.) 

Mature leaves 12.34±2.59 a 1.95±0.30 a 90.44±4.27 a 
Immature leaves 12.9±3.13 a 2.27±0.16 a 79.69±15.85 a 

Seeds 0.98±0.14 b 0.23±0.10 b 135.21±15.16 b 
Notes: Data are given as means ± SD (n=3). Different letters in each column are significant 
differences at p < 0.05. 
 
รัสซัลเฟต ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการ
รีดิวซ์เฟอร์ริกของสารสกัดแต่ละส่วน อยู่ในช่วง 
90.44-135.21 ไมโครโมลต่อกรมัตวัอย่างแหง้ โดย
ค่า FRAP ของสารสกดัใบแก่ ใบอ่อน และเมลด็ มี
ค่ า เ ท่ า กั บ  90. 44±4. 27, 79. 69±15. 85 แ ล ะ 
135.21±15.16 ไมโครโมลต่อกรัมตัวอย่างแห้ง 
ตามล าดบั (Table 1) แสดงให้เหน็ว่าสารสกดัจาก
เมลด็มคี่า FRAP สงูกว่าสารสกดัใบแก่และใบอ่อนที่
ระดบันยัส าคญั 0.05 

3.5 วิเคราะห์สารประกอบด้วยวิธีโครมา
โตกราฟีแบบชัน้บาง 

การจ าแนกชนิดสารต้านอนุมูลอสิระจากส่วน
ต่าง ๆ ของคราม ได้แก่ ใบแก่ (M) ใบอ่อน (IM) 
และเล็ด (S) โดยเทียบกับสารมาตรฐานต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ รทูนิ (rutin, RT) กรดแกลลคิ (gallic acid, G) 
ค ว อ เ ซ อ ทิ น  ( quercetin, QE)  อิ พิ ค า เ ท ชิ น 
(epicatachin, EP) เคมเฟอรอล (kaempferol, KF) 
และ อะพจินิิน (apigenin, AP) การตรวจหาต าแหน่ง
ของสารที่มีการเคลื่อนที่บนแผ่น TLC ส่องภายใต้
แสงที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร 
(Figure 3) และค านวณค่า Rf ไดเ้ท่ากบั 0.12, 0.76, 
0.80, 0.79, 0.13, 0.63, และ 0.61 ตามล าดบั  ผล
การวิเคราะห์เบื้องต้นพบสารประกอบ รูทิน ควอ
เซอทนิ เคมเฟอรอล และ อะพจินิิน ในสารสกดัใบ

แก่และใบอ่อน  แต่พบ รทูนิ กรดแกลลคิ และ อพิคิา
เทชนิ ในสารสกดัจากเมลด็  

 

 
      A    B 
Figure 3 TLC profiles of the extracts from I. 
tinctoria; (A) image in 254 nm, and (B) image in 
366 nm.  
 

3.6 การทดสอบพิษวิทยาท่ีมีต่อเซลลด้์วย
วิธี SRB 

ก า ร คั ด ก ร อ ง ค ว า ม เ ป็ น พิษ ต่ อ เ ซ ล ล์  
( cytotoxicity screening)  ด้ ว ย วิ ธี  SRB เพื่ อ ใ ห้
สอดคล้องกับการน าสารสกัดครามไปใช้ในการ
พฒันาผลติภณัฑเ์วชส าอางทีใ่ชก้บัผวิหนังโดยตรง 
จึงเลือกไฟโบบลาสต์ของผิวหนังมนุษย์ (HDFa) 
เป็นเซลล์ในการทดสอบกบัสารสกดัจากคราม  ผล
กา รทดลอง ได้ ร้ อย ล ะขอ งกา รควบคุ มการ
เจริญเติบโตของเซลล์ (% of control cell growth) 
หรือ ร้อยละความมีชิวิตของเซลล์ (cell viability) 
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สมัพทัธ์ตัวควบคุม (% media control) (ภาพที่ 4) 
พบว่ามีการตอบสนองที่ระดบัความเขม้ข้นต่าง ๆ 
ของสารสกัดครามในระดับที่ค่อนข้างต ่า ที่ความ
เขม้ขน้สูงสุดของสารสกดัใบแก่ (1,000 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร) ใบอ่อน (720 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) 
และเมลด็ (1,000 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) มผีลท า
ให้ความมีชีวิตของเซลล์เป็นร้อยละ 44.71±5.38, 
55.40±2.14 และ 73.57±2.99 ตามล าดับ ข้อมูล
เ ห ล่ า นี้ ถู ก น า ไ ปค า น วณร้ อ ย ล ะ ก า รยับ ยั ้ง 
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Figure 4 Responses of relative cell viability at 
different concentrations of the indigo extracts 
from; (A)  mature leaves, (B)  immature leaves, 
and (C) seeds. 
 
การเจรญิเตบิโตของเซลล ์ และน าไปวเิคราะห์โดย
โปรแกรม Probit analysis พบค่าปริมาณความ
เข้มข้นที่เป็นพษิต่อเซลลล์ที่ร้อยละ 50 หรือ EC50 

เท่ากับ 1.14 x 103, 1.55 x 103 และ 4.26 x 103 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 

จากผลการทดลองพบว่าสารสกดัครามมผีลต่อ
การเจรญิเตบิโตของเซลล ์

3.7 วิจารณ์ผล 
ค่า TPC ของสารสกัดใบแก่และใบอ่อนมีค่า

ใกลเ้คยีงกนั และสงูกว่าสารสกดัเมลด็ (12.34±2.59, 
12.90±3.13 และ 0.98±0.14 มิลลิกรัมแกลลิคต่อ
กรมัตวัอย่างแหง้ ตามล าดบั) ซึ่งค่า TPC ของใบที่
สูงกว่าเมล็ดมีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
(Yartchimplee et al., 2021) เนื่องมาจากในใบจะ
ประกอบด้วย รงควตัถุ (pigments) และสารส าคญั 
(phytochemicals) สารเหล่านี้มีองค์ประกอบของ
สารโพลฟีีนอล เมื่อวเิคราะหท์างพฤษเคมเีบือ้งต้น
ของสารสกดัใบคราม พบสารส าคญัอยู่ในกลุ่มของฟี
นอล ฟลาโวนอยด์ สโปนิน และไฟโตสเตียรอยด์ 
(Gurruvaiah et al., 2012)  นอกจากนี้อาจมีส่วน
เกี่ยวข้องกับการเก็บเกี่ยวเมล็ด  โดยช่วงเวลาที่
เหมาะสมที่สุดคอื 180 วนัหลงัปลูกขึน้ไป จะท าให้
ได้เมล็ดพันธุ์ครามที่มีผลผลิตและคุณภาพสูงสุด 
(Somrug et al., 2020) อย่างไรก็ตามช่วงค่า TPC 
นี้  มี ค ว า ม ส อ ด ค ล้ อ ง กั บ ห ล า ย ง า น วิ จั ย 
( Keawammatawong & Jeangmankong, 2006; 
Kim et al. , 2012; Ranaweera, 2015; Nammatra, 
2021) และทัง้ทีส่กดัจากส่วนดอกและต้นของคราม 
(Polygonum tinctorium Lour.) (Heo et al., 2014) 
แต่มีแตกต่างไปบ้าง (Srinivasan et al., 2016) ซึ่ง
อาจเป็นผลมาจากความแตกต่างของ อายุของต้น
คราม สภาพภูมิอากาศการปลูก สารสกัด และ
วิธีการสกดั   ในการสกดัวิธีซอกซ์เลตนี้ มีการให้
ความรอ้นกบัตวัท าละลายตลอดเวลา ทีอุ่ณหภูมสิงู
กว่า 100 องศาเซลเซยีส การใช้อุณหภูมสิูงเกนิไป 
อาจท าใหป้รมิาณสารประกอบโพลฟีีนอลทีอ่ยู่ในพชื
ถูกท าลายหรอืสลายได ้  อย่างไรกต็ามในการสกดั
สารโดยใช้ความดนัสูง (ultra-pressure treatment, 

A 

B 

C 

about:blank
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550 MPa)  ร่ วมกับการสกัดด้วย   เมทานอล
โดยอัลตร้าโซนิค (ultrasonic extraction) พบว่ามี
ประสทิธภิาพสูงในการสกดัสารชวีภาพออกจากใบ
คราม (Park et al., 2014) 

ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบแก่ ใบ
อ่อน และเมล็ด โดยวิธี DPPH มีค่า IC50 ในระดบั 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ซึง่มคี่าอยู่ในเกณฑม์าตรฐาน 
มีร ายงานสารสกัด ใบครามใหญ่  ( Indigofera 
suffruticosa Mill.) มคี่า IC50 เป็น 26.14 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตร (Udornsun et al., 2020)  สารสกดัเม
ทานอลจากส่ วน ใบและรากของค ราม  100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรยบัยัง้อนุมูล DPPH ได้ร้อย
ละ 89 (Swaminathan, 2018) เมื่อประเมนิร่วมกบั
ค่า FRAP ทีอ่ยู่ในช่วง 90.44-135.21 ไมโครโมลต่อ
กรัมตัวอย่างแห้ง อาจสรุปได้ว่าคุณสมบัติในการ
ต้านอนุมูลอสิระของครามขึน้กบัชนิดและวธิสีกดัที่
เหมาะสม  ทัง้นี้ เมื่อน าสมบัติของสารสกัดคราม
เปรยีบเทยีบกบัโปรลพิดิ (prolipid) ทีว่เิคราะหจ์าก
อาหารเสรมิต้านอนุมูลอสิระผสมที่ได้จากพชืไดแ้ก่ 
ดอกเดซี่ ฟ้าทะลายโจร และเอล์มอนิเดยีตะวนัตก
หรอืเบยซ์ดีาร ์พบว่าในสารสกดัโปรลพิดิทีส่กดัดว้ย
สารอนิทรยี์พบปรมิาณที่สูงของโพลฟีีนอล ฟลาโว
นอยด ์และการตา้นอนุมลูอสิระ DPPH ซึง่น่าจะเป็น
ส่วนประกอบส าคัญที่ท าให้โปรลิพิดมีฤทธิต์้าน
อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ที่ สู ง  ( Jastrzebski et al. , 2007a; 
Jastrzebski et al., 2007b) และเมื่อใช้สารอินทรีย์
สกัดใบคราม พบว่าสารสกัดใบครามมีฤทธิต์้าน
อนุมลูอสิระ ตา้นมะเรง็ สารประกอบโพลฟีีนอล และ
สมบตัฟิลอูอเรสเซนส ์ ซึง่เมื่อเทยีบกบัโปรลพิดิแลว้ 
สามารถใช้ครามเป็นพืชสมุนไพรที่น่าสนใจอกีตวั
หนึ่ง (Heo et al., 2013) แม้สารโพลฟีีนอล ฟลาโว
นอยด์ และ ฟลาวานอล (flavanol) ในโปรลิพิดมี
มากกว่าในสว่นของคราม แต่ในภาพรวมใบแก่คราม
มสีมบตัใิกล้เคยีงกนัโปรลพิดิ เพราะมสีารประกอบ
ชวีภาพในปรมิาณทีส่งู สมบตัติ้านอนุมูลอสิระ และ

การยับยัง้ เซลล์  (Jang et al. , 2012) ซึ่ง ในทาง
การแพทยถ์อืว่าโปรลพิดิเป็นสมุนไพรผสมทีช่่วยลด
ระดบัลพิดิในเลอืดโดยไม่มผีลขา้งเคยีง 

การวเิคราะหแ์ผ่น TLC โดยการเทยีบกบัสาร
มาตรฐาน แล้วตรวจสอบการเรอืงแสงที่ความยาว
คลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร พบ รูทิน ควอ
เซอทนิ เคมเฟอรอล และ อะพจินิิน ในสารสกดัใบ
แก่และใบอ่อน  และพบ รูทิน กรดแกลลิค และ อิ
พคิาเทชนิ ในสารสกดัเมลด็  เน่ืองจากยงัมสีารทีถู่ก
แยกออกมาแล้วแต่ไม่สามารถเทียบเคียงกับสาร
มาตรฐานทีม่อียู่บนแผ่นโครมาโทแกรมได ้ ผูว้จิยัจงึ
ไ ด้ น า ผ ล เ ที ย บ เ คี ย ง กับ ง า นข อ ง  Felicia & 
Muthulingam (2012) ซึ่งมีการศึกษาองค์ประกอบ
ใ น ส า ร ส กั ด ค ร า ม  ด้ ว ย วิ ธี  HPTLC ( high 
performance thin layer chromatography) โดยใช้
ตัวท าละลายที่เป็นเฟสเคลื่อนที่คือ โทลูอีน: อะซิ
โทน: กรดฟอร์มิก ในอัตราส่วนเดียวกัน และ
ตรวจสอบภายใตแ้สงความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร
เหมอืนกนั ท าใหพ้ออนุมานไดว้่าในสารสกดัน่าจะมี
สารชนิดอื่น ๆ อกี ได้แก่ แทนนิน (tannin) โพลฟีี
นอล (polyphenol) อลัคาลอยด์ (alkaloid) เทอร์พี
นอยด์ (terpeniod) ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) และ 
ซ า พ อนิ น  ( saponin)   น อ ก จ า กนี้ ยั ง มี ก ลุ่ ม
สารอินทรีย์หลักที่สามารถพบได้ในครามคือ อิน
โดอลัคาลอยด์ (เช่น อินดิโก ไอโซอินดิโก อินไดรู
บนิ และ อเิซทนิ เป็นต้น) นิวคลโีอไซด์ (เช่น ไซทิ
ดีน ยูราซิล อะดีนีน อิโนซีน เป็นต้น) กรดอะมิโน 
(เช่น แอสพาเทต กลูตามนี โพรลนี วาลนี เป็นต้น) 
สเตอรอล (เช่น สตกิมาสเตอรอล อลัฟ่า และ เบต้า-
ไซโทสเตอรอล เป็นต้น) และ อื่น ๆ (เช่น กรดอะมิ
โนเบนโซอกิ แนพทลิเอมนี เป็นตน้) (Qi-Yue et al., 
2020)  

การทดสอบความเป็นพษิเบือ้งต้นต่อเซลล์ไฟ
โบบลาสต์ของผวิหนังมนุษย์พบว่า สารสกดัใบแก่ 
ใบอ่ อน  และ  เมล็ด  มีค่ า  EC50 ในระดับ  103 
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ไมโครกรัม หรือ มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ในแนว
ปฏิบัติของสถาบันมะเร็งแห่งชาติ (The National 
Cancer Institute, NCI) ไดก้ าหนดค่า IC50 ของสาร
สกดัหยาบ (crude extracts) ทีม่ผีลในการยบัยัง้การ
เจริญของเซลล์ (cell proliferation) ที่ต ่ ากว่า 30 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ในเวลา 72 ชัว่โมง (Abdel-
Hameed et al., 2012) สารสกดัหยาบทีม่คี่า IC50 น้อย
กว่า 20 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร จะจดัว่ามคีวามเป็น
พษิต่อเซลลส์งู (high cytotoxicity) ดงันัน้เกณฑก์าร
พจิารณาในการคดักรองการศกึษาความเป็นพษิต่อ
เซลล์จะพิจารณาจากค่ า  IC50 ที่ น้ อยกว่ า  20 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร (Mahavorasirikul et al., 2010) 
ตัวอย่างเช่นสารสกัดเมทานอลจากปาล์มมีความ
เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) และวีโร
เซลล ์(Vero cell) โดยมคี่า IC50 เป็น 15 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตร ซึ่งตามเกณฑ์ NCI อาจนับได้ว่าสาร
สกัดนี้มีสมบัติเป็นสารต้านมะเร็ง ( anticancer) 
(Vijayarathna & Sasidharan, 2012) หากพจิารณา
ในความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารสกดัคราม 
(Polygonum tinctorium Lour.) พบว่าสารสกดัจาก
ใบและเมลด็ ความเขม้ขน้ 800 มลิลกิรมัต่อลติร มี
ผลต่ออตัราการรอดของเซลลไ์ตมนุษย ์(HEK 293) 
เซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa) เซลล์มะเร็งปาก
มดลูก และเซลล์มะเร็งล าใส้ (HCT-116) (Heo et 
al. , 2014) ทัง้นี้สารครามอัลคาลอยด์ (alkaloid 
indigo)  ที่ ส กัด ไ ด้ จ า ก ส่ ว น ใ บ ข อ ง ต้ น ค ร าม 
(Indigofera truxillensis Kunth) มสีว่นในการป้องกนั
ความเสยีหายของดเีอน็เอทีเ่หนี่ยวน าโดยเอทานอล 
(ethanol-induced DNA damage) ทีเ่ยื่อบุกระเพาะ
อาหารของหนู แสดงใหเ้หน็ว่าสารประกอบในคราม
มสี่วนช่วยลดความเสยีหายที่เกดิขึน้ภายในเซลล์ที่
ไ ม่ ป ก ติ ไ ด้  ( Farias- Silva et al. , 2007)  จ า ก
การศึกษาฤทธิต์้านการเพิ่มจ านวนเซลล์มะเร็ง
ผวิหนงัมนุษย ์(A431) ของไครซนิ (5, 7-ไดไฮดรอก
ซีฟลาโวน) จากคราม(Indigofera tinctori ) ที่ด้วย

การเติมสารสกดัจากใบคราม และไครซนิบรสิุทธิท์ี ่
48 ชัว่โมง พบว่าเซลลม์ะเรง็ทีถู่กเตมิด้วยสารสกดั
จากใบคราม ตอ้งใชค้วามเขม้ขน้ถงึ 500 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตร จึงจะเกิดการตายของเซลล์ร้อยละ 
94.07 ในขณะที่ไครซินบริสุทธิ ์ความเข้มข้น 50 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ท าใหเ้กดิการตายของเซลล์
ได้ทัง้หมด (100%) ดงันัน้ไครซินบริสุทธิส์ามารถ
ยบัยัง้การเพิม่จ านวนของเซลลม์ะเรง็ A431 ได ้ทัง้
ยงัไม่มคีวามเป็นพษิและเป็นอนัตรายต่อเซลล์ปกติ 
(HaCaT) (Boothapandi & Ramanibai, 2018) ไค
รซนิเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์ซึง่ในธรรมชาตมิี
ความสามารถในการดูดซับรังสีอุลตร้าไวโอเลต 
(UV) และปรบัช่องทางการรบัส่งสญัญาณทีม่ผีลต่อ
การท างานระดบัเซลล์ ที่มปีระโยชน์ต่อสุขภาพผวิ
และลดผลกระทบของสารก่อมะเร็งได้ (Angelo, 
2012) ในการเลอืกและน าสารสกดัไปประยุกต์ใชใ้น
ผลิตภัณฑ์เวชส าอาง ควรค านึงถึงความปลอดภยั
ของผู้ใช้เป็นอันดับแรก งานวิจัยครัง้นี้สามารถ
ยนืยนัไดว้่าสารสกดัจากจากทุกสว่นของครามใหผ้ล
ความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังปกติในเกณฑ์ที่ต ่ า
มาก  
 
4. สรปุ 

ลกัษณะทางกายภาพ (สแีละความเหนียวขน้) 
ค่า TPC และฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระทัง้วธิ ีDPPH และ 
FRAP รวมทัง้ส่วนประกอบสารพฤษเคมทีี่จ าแนก
เบือ้งตน้โดยเทคนิค TLC และความเป็นพษิต่อเซลล ์
HDFa ของสารสกดัเอทานอลจากส่วนใบแก่และใบ
อ่อนจะคล้ายกนั แต่จะมคีวามต่างจากที่พบในสาร
สกดัจากเมล็ด  การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิค
ทัง้หมดในสารสกดัใบแก่และใบอ่อน พบในปรมิาณ
ทีส่งูคอื 12.34±2.59 และ 12.90±3.13 มลิลกิรมักรด
แกลลิคต่อกรัมตัวอย่างแห้ง ตามล าดับ  เมื่อ
ตรวจสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวธิี FRAP และ 
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DPPH พบว่าสารสกัดในเมล็ดมีความสามารถใน
การรดีวิซเ์ฟอรร์กิสงู (135.21±15.16 ไมโครโมลต่อ
กรัมตัวอย่างแห้ง) และมีค่า IC50 เป็น 0.23±0.10 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ท าใหส้ารสกดัจากเมลด็คราม
มฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระมากกว่าสารสกดัสว่นอื่น เมื่อ
ท าการวเิคราะหช์นิดของสารประกอบดว้ยวธิโีครมา
โตกราฟีแบบชัน้บาง ผลเบื้องต้นพบ รูทิน ควอ
เซอทนิ เคมเฟอรอล และ อะพจินิิน ในสารสกดัใบ
แก่และใบอ่อน  และ รูทนิ กรดแกลลคิ และ อพิคิา
เทชนิ ในสารสกดัเมลด็  นอกจากนี้สารสกดัคราม
จากทุกส่วนมคีวามเป็นพษิต่อเซลลผ์วิหนังในระดบั
ทีต่ ่า การศกึษาในครัง้นี้ไดใ้หข้อ้มลูทีส่ าคญัของสาร
ต้นแบบในการพฒันาเพื่อใช้เป็นองค์ประกอบของ
ผลติภณัฑท์ีป่ลอดภยัต่อไป 
 
5. กิตติกรรมประกาศ  

คณะผู้วจิยัขอขอบคุณชาวบ้าน ต าบลปาโหล่ 
อ าเภอวาริชภูมิ จงัหวดัสกลนคร ที่ให้อนุเคราะห์
เมล็ดพันธุ์คราม ขอขอบคุณทุนสนับสนุนจาก
ส านกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั โครงการพฒันา
นักวจิยัและงานวจิยัเพื่ออุตสาหกรรม (พวอ.) ตาม
สัญญาเลขที่ MSD62I0072 และบริษัท นีโอเซฟ 
คอสเมตกิ จ ากดั ผูร้่วมใหทุ้น ขอขอบคุณสาขาวชิา
เ ท ค โ น โ ล ยี ชี ว ภ า พ  แ ล ะ ส า ข า วิ ช า เ ค มี   
คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย 
ธรรมศาสตร ์ทีใ่หค้วามอนุเคราะหอ์ุปกรณ์เครื่องมอื
ต่าง ๆ  
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