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การศึกษาองคประกอบทางเคมีของสารสกัดใบหนาดดวยเอทิลอะซีเตท สามารถแยกสาร
ประเภทฟลาโวนอยดได 9 สาร ซ่ึงประกอบดวย ฟลาโวนอล 3 สาร คือ quercetin (1), rhamnetin (2), และ 
tamarixetin (3) ฟลาโวน 2 สาร คือ luteolin (4) และ luteolin-7-methyl ether (5)   ไดไฮโดรฟลาโวนอล 2 

สาร คือ dihydroquercetin-4′-methyl ether (6) และ dihydroquercetin-7,4′-dimethyl ether (7) และ ฟลาโว

โนน 2 สาร คือ 5,7,3′,5′-tetrahydroxyflavanone (8) และ blumeatin (9) โครงสรางของสารดังกลาว
วิเคราะหโดยใชขอมูลทางสเปกโทสโกป UV NMR และ MS และเปรียบเทียบกับสารที่ไดมีการรายงาน
มาแลว จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารบริสุทธิ์ที่แยกไดโดยใช L-DOPA เปนสารตั้ง
ตน พบวาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารบริสุทธิ์เรียงลําดับดังนี ้ quercetin (1) > rhamnetin (2) > 
tamarixetin (3); dihydroquercetin-4'-methyl ether (6) > dihydroquercetin-7,4'-dimethyl ether (7); 
luteolin (4) > luteolin-7-methyl ether (5); 5,7,3',5'-tetrahydroxyflavanone (8) > blumeatin (9) จากการ
ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) พบวาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
ของสารบริสุทธิ์ลดลงตามลําดับดังนี้ quercetin (1) > L-ascorbic acid > Blumatin > 5,7,3',5'-
tetrahydroxyflavanone (8) > Butylated hydroxytanisole > dihydroquercetin-4'-methyl ether (6) > 
Butylated hydroxytoluene > dihydroquercetin-7,4'-dimethyl ether (7) 
  ใบหนาดจาก 7 อําเภอ (เชียงของ, เชียงแสน, ดอยหลวง, แมจัน, แมสาย, พญาเม็งราย, เวียง
ชัย) ในจังหวัดเชียงราย มาสกัดดวยตวัทําละลายอินทรียทีต่างกัน คือ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซี
เตท เอทานอล และน้ํา จากนัน้ตรวจวัดได ปริมาณฟนอลิกทั้งหมดในสารสกัดโดยวิธี Folin-Ciocalteu 
ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดดวยวิธี DPPH และ ferrous reducing และฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมไทโร
ซิเนสของสารสกัดเอทิล อะซีเตทดวยวิธี dopa chrome ผลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด
ดวยวิธี DPPH และ ferrous reducing ของสารสกัดหยาบลดลงตามลําดับดังนี้ สารสกัดเอทิลอะซีเตท > 
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สารสกัดเอทานอล > สารสกัดไดคลอโรมีเทน > สารสกัดเฮกเซน > สารสกัดน้ํา ซ่ึงสารสกัดเอทิลอะซี
เตทแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารสกัดดวย
เอทิลอะซีเตทพบวาใบหนาดจากอําเภอดอยหลวงแสดงฤทธิ์ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสสูงกวาแหลงอื่น 

จากการวิเคราะหปริมาณ ฟลาโวนอยดในสารสกัดดวยเทคนิค RP-HPLC พบวาฟลาโวนอยด
หลัก 4 สาร คอื dihydroquercetin-4'-methyl ether (6), dihydroquercetin-7,4'-dimethyl ether (7), 5,7,3',5'-
tetrahydroxyflavanone (8), และ blumatin (9)ในสารสกัดใบหนาดที่เกบ็จากแหลงที่ตางกัน พบวามีความ
แตกตางทั้งปรมิาณและชนิดของสารฟลาโวนอยด โดยสารสกัดเฮกเซนพบเฉพาะ dihydroquercetin-7,4'-
dimethyl ether (7) ซ่ึงเปนสารที่มีขั่วต่ําที่สุดในบรรดาสารฟลาโวนอยดหลักทั้ง 4 สาร ในขณะที่สารฟลา
โวนอยดที่ออกฤทธิ์สูงที่สุด คือ 5,7,3',5'-tetrahydroxyflavanone (8) ตรวจพบในสารสกัดเอทิลอะซีเตทซึ่ง
แสดงฤทธิ์ ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด จากการศึกษาครั้งนี้พบวาแหลงที่เก็บใบหนาดมีผลตอปริมาณและ
ชนิดของสารฟลาโวนอยด ซ่ึงมีผลตอฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยบัยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 
 
 
 
คําสําคัญ: ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ, ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส, สารฟลาโวนอยด, ใบหนาด 
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Abstract 
 
Project code:   MRG5180174 

Project title:  The study of free radical scavenging and tyrosinase inhibitor of chemical constituent 

from Blumea balsamifera DC leave  
Investigator:  Dr. Nisakorn Saewan, School of Cosmetic Science,  

Mae Fah Luang University 
Email address:   nisakorn@mfu.ac.th  
Project period:   May 15, 2008 to May 14, 2010  
 

Fractionation of an ethylacetate extract from leaves of Blumea balsamifera DC, led to isolation of 
nine flavonoids. The isolated compounds consist of three flavonols: quercetin (1), rhamnetin (2), tamarixetin 

(3); two flavones: luteolin (4), luteolin-7-methyl ether (5), two dihydroflavonols: dihydroquercetin-4′-
methyl ether (6), dihydroquercetin-7,4′-dimethyl ether (7), two flavanones: 5,7,3′,5′-
tetrahydroxyflavanone (8), and blumeatin (9). Their chemical structures were elucidated by spectroscopic 
methods including UV, NMR and MS analyses. Their inhibitory activities on mushroom tyrosinase using L-
DOPA as substrate were evaluated. The anti-tyrosinase activities of all compounds tested decreased in the 
order: quercetin (1) > rhamnetin (2) > tamarixetin (3); dihydroquercetin-4'-methyl ether (6) > 
dihydroquercetin-7,4'-dimethyl ether (7); luteolin (4) > luteolin-7-methyl ether (5); 5,7,3',5'-
tetrahydroxyflavanone (8) > blumeatin (9). The antioxidant activities as determined by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging activity assay of the isolated compounds were 
investigated. The order of DPPH radical scavenging activity of the chemical constituents were as 
following: quercetin (1) > L-ascorbic acid > blumatin > 5,7,3',5'-tetrahydroxyflavanone (8) > butylated 
hydroxytanisole > dihydroquercetin-4'-methyl ether (6) > butylated hydroxytoluene > dihydroquercetin-
7,4'-dimethyl ether (7).  

Leaves of Blumea balsamifera DC from seven districts in Chiangrai were extracted by different 
organic solvents (hexane, dichloromethane, ethyl acetate, ethanol and water). The total phenolic content 
of the extracts were evaluated by Folin-Ciocalteu procedures. Antioxidant activities of the extracts were 
determined using DPPH method and ferrous reducing assay. Tyrosinase inhibitory activities of the ethyl 
acetate extracts were determined by dopa chrome method.  
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The antioxidant activities (DPPH radical scavenging and ferrous reducing power) of crude 
extracts decreased in the order: ethyl acetate extract > ethanol extract > dichloromethane extract > 
hexane extract > water extract. The ethyl acetate extract of Blumea balsamifera DC leaves from Doi 
Luang established highest activity than other sources. 

The major flavonoids, dihydroquercetin-4'-methyl ether (6), dihydroquercetin-7,4'-dimethyl 

ether (7), 5,7,3',5'-tetrahydroxyflavanone (8), and blumatin (9), in the extracts were quantified by RP-
HPLC technique. The results showed different amount and type of flovonoids in each extract. The 
hexane extracts were found only the less polarity of major flavonoid, dihydroquercetin-7,4'-dimethyl 
ether (7). For the highest antioxidant activities of major flavonoids, 5,7,3',5'-tetrahydroxyflavanone (8), 
was observed in the ethyl acetate extract which is also showed strongest antioxidant activities.  This 
study showed topography effect to amount and type of flavonoids in each sources of Blumea 
balsamifera DC leaves extract and also their activities. 

 
Key word: antioxidant, Blumea balsamifera DC, flavonoids, tyrosinase inhibitor 
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บทนํา 
 

อนุมูลอิสระ (free radicals) คือ โมเลกุลของสารที่มีอิเล็กตรอนอิสระอยูในวงนอกของอะตอม
หรือโมเลกุล มีความไมคงตัว จึงวองไวตอการทําปฏิกิริยา สามารถเขาทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลตาง 
ๆ ที่อยูรอบขางในทันทีที่ถูกสรางขึ้น  ยังผลใหเกิดความเสียหายแกองคประกอบตาง ๆ ของเซลลภายใน
รางกาย เชน ในระบบผิวหนังทําใหเกิดภาวะ Aging เชน เกิดรอยเหี่ยวยน (Wrinkle) เกิดเปนจุดสี 
(Lipofusin Spot) หรือเปนมะเร็งผิวหนังบางชนิด ในระบบหัวใจและหลอดเลือดทําใหเกิดหลอดเลือด
แข็งตัว ในระบบสมองเปนสาเหตุรวมในการเกิดโรค Parkinson ดังนั้น สารที่สามารถตานอนุมูลอิสระ
และตานการเกิด oxidation จึงมีบทบาทในการปองกันหรือยับยั้งความรุนแรงของอาการหรือโรคที่เกิด
จากอนุมูลอิสระได นอกจากนี้อนุมูลอิสระยังเปนสาเหตุที่ทําใหผลิตภัณฑที่มีไขมันเปนสวนประกอบ 
เชน อาหาร เครื่องสําอาง เกิดการหืนได 

ไทโรซิเนส (Tyrosinase) เปนเอนไซมที่ชวยเรงปฏิกิริยาการเกิดเม็ดสีเมลานินในผิวหนัง 
(แผนภาพที่ 1) ซ่ึงเปนสาเหตุทําใหเกิดสีที่ผิวหนัง และทําใหผิวคลํ้า ดังนั้น สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไท
โรซิเนสจึงมีผลยับยั้งการสรางเมลานิน สารเหลานี้มีประโยชนในการรักษาโรคผิวหนังบางชนิด เชน ฝา 
กระ นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาเปนสารที่ชวยทําใหผิวขาว (whitening agent) ที่ใชในเครื่องสําอางอีก
ดวย (Masuda et al, 1996)  

 
ภาพที่ 1 แสดงกลไกการเกิดเมลานิน 
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หนาด 
วงศสถิต (วงศสถิตและคณะ 2540) ไดทําการศึกษาลักษณะทางเภสัชเวทของใบหนาด โดย

การศึกษาจุลทรรศนลักษณะรวมทั้งองคประกอบทางเคมีและกายภาพของใบหนาด  (Blumea 
balsamifera (Linn.)DC.) พบวาใบหนาดประกอบดวยเนื้อเยื่อและเซลลที่สําคัญ ไดแก เนื้อเยื่อผิว
ดานบนซึ่งเปนเซลลช้ันเดียวปกคลุมดวยขนชนิดที่มีตอมแตไมมีเซลลปากใบ เนื้อเยื่อผิวดานลางซึ่งมี
ลักษณะคลายเนื้อเยื่อผิวดานบนปกคลุมดวยขนชนิดหลายเซลล และเซลลปากใบชนิด anomocytic กลุม
เซลล palisade 1-2 ช้ัน กลุมเซลล spongy 4-5 ช้ัน เสนกลางใบและกานใบประกอบดวยเนื้อเยื่อผิว 
parenchyma, collenchyma, vessel และ fiber ในการศึกษาองคประกอบทางเคมีและกายภาพ พบวา คาที่
สูญหายจากการระเหยแหง เถาที่ไมละลายในกรด และเถาทั้งหมดมีคาไมเกิน 8, 4 และ 16% ตามลําดับ 
สําหรับคาสารสกัดดวยแอลกอฮอล น้ํา และอีเทอร มีคาไมนอยกวา 17, 13 และ 7% ตามลําดับ  
 
การศึกษาองคประกอบทางเคมีของหนาด 

มีรายงานการแยกสารจากใบหนาดใหญพบวา ไดฟลาโวนอยด 2 ชนิด คือ (2R,3R)–

dihydroquercetin–4′–methyl ether และ (2R,3R)–dihydroquercetin–4′,7–dimethyl ether พรอมทั้งได
สรุปสูตรโครงสรางของสารทั้ง 2 ชนิด โดยการศึกษาขอมูลทางสเปคตรัมและทางเคมีควบคูกัน 
(Tappayuthpijarn, 1981; Ruangrungsi et al, 1981) 

 
 

O
H

OH

HO

OH O

H

OH

OCH3

 
  

 (2R,3R)–dihydroquercetin–4′–methyl ether 

O
H

OH

OCH3

OH O

H

OH

OCH3

 
 

 (2R,3R)–dihydroquercetin–4′,7–dimethyl 
ether



 3

Ruangrungsi และคณะ (Ruangrungsi  et al, 1985) ไดทําการศึกษาและแยกสารจากใบของ
หนาดใหญพบวา ได cryptomeridiol ซ่ึงเปนสารตานอาการกระตุก ชัก และอาการเกร็งของ
กลามเนื้อ  
 

OH OH  
cryptomeridiol 

 
สาร sesquiterpene lactone 3 ชนิด คือ blumealactone A B และ C ซ่ึงเปนสารตานเนื้องอก 

(Fujimoto et al, 1988)  

H

H

H

H

H

H

O

OR2

O

OH
OR1

Me

R1 R2

blumealactone A          H

blumealactone B          H

blumealactone C          Ac               H

CO

H

Me

Me

CO

Me

Me

H

 
 

Barua และ Sharma (Barua and Sharma 1992) สามารแยกสาร (2R,3R)–7,5′–dimethoxy–

3,5,2′–trihydroxyflavanone  จากใบหนาด 

O
H

OH

H3CO

OH O

H

HO

OCH3

 
 (2R,3R)–7,5′–dimethoxy–3,5,2′–trihydroxyflavanone 

 
Nessa และคณะ (Nessa   et al, 2004) ไดศึกษาและแยกสารจากใบหนาดใหญ โดยใช

วิธีการทางสเปกโตรสโกปในการวิเคราะหโครงสรางทางเคมี พบวา สามารถแยกฟลาโวนอยดได 
11 ชนิด คือ velutin, ombuine, tamarixetin, rhamnetin, luteolin, luteolin-7-methylether, quercetin, 
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5,7,3′,5′-tetrahydroxyflavanone, blumeatin, dihydroquercetin-7-4′-dimethylether และ 
dihydroquercetin-4- dimethylether  

OR2

OH O

R3

R4

R1

 
    R1 R2 R3 R4 
Velutin    H OCH3 OCH3 OH 
Ombuine   OH OCH3 OH OCH3 
Tamarixetin   OH OH OH OCH3 
Rhamnetin   OH OCH3 OH OH 
Luteolin   H OH OH OH 
Luteolin-7-methyl ether H OCH3 OH OH 
Quercetin   OH OH OH OH 

OR2

OH O

OH

R3

R1

R4

 
     R1 R2 R3 R4 
5,7,3',5'-Tetrahydroxyflavone  H OH H OH 
Blumeatin   H OCH3 H OH  
Dihydroquercetin-7,4'-dimethylether OH OCH3 OCH3 H 
Dihydroquercetin-4'-dimethylether OH OCH3 OH OH 

 
Ali (Ali  et al, 2005) ไดทําการแยกสารจากใบแหงของหนาดใหญ พบวา ไดฟลาโวนอยด

ที่ยังไมเคยมีรายงานในหนาดใหญมากอน คือ 3-O-7″-biluteolin  
 
การศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของหนาดใหญ 

หนาดใหญ (Blumea balsamifera (Linn. DC.) เปนพืชสมุนไพรที่นิยมใชทํายา ชาวจีนใช
ประโยชนในดานขับลมในทอง ยาบํารุงกําลัง ยาขับพยาธิ ยาใชเฉพาะที่ ยาปองกันโรคหรือการติด
เชื้อตางๆ ในรางกาย (Tappayuthpijarn 1981) สําหรับในประเทศไทยใชประโยชนในดานบรรเทา
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อาการเจ็บปวด ใชฉีดเขาเสนเลือด เปนยาขับลม ยาขับเสมหะ (Tappayuthpijarn 1981) สวนในดาน
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา มีการใชเพื่อการยับยั้งหรือขัดขวางเกี่ยวกับระบบประสาทอัตโนมัติ (Leclerc 
1940) และมีปสสาวะมากผิดปกติ (Vander 1942) รักษาโรคนอนไมหลับ (Leclerc 1940) 

Chiayvareesajja และคณะ (Chiayvareesajja et al, 1987) ไดทําการทดลองและทดสอบฤทธิ์
ของพันธุไมไทย พบวา หนาดใหญ มีผลตอการฆาปลานิล 

Tan และคณะ (Tan  et al, 1991) ไดรายงานการยับยั้งเอนไซม HIV-1 reverse transcriptase 
ของสารสกัดจากหนาดใหญ 

Nessa และคณะ (Nessa et al, 2004) ไดศึกษาการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด
และฟลาโวนอยดที่แยกไดจากใบหนาดใหญ โดยใชวิธี DPPH assay พบวาการออกฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระของสารสกัดมีคาลดลงตามลําดับดังนี้ สารสกัดของเมทานอล มากกวาสารสกัดของ
คลอโรฟอรม มากกวาสารสกัดของปโตรเลียมอีเทอร และการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของฟลาโว
นอยดที่แยกไดจากใบหนาดใหญเปรียบเทียบกับ butylated hydroxytoluene (BHT), butylated 
hydroxyanisole (BHA), L-ascorbic acid และ α-tocopherol มีคาลดลงตามลําดับดังนี้ quercetin > 

rhamnetin > luteolin > luteolin-7-methylether > L-ascorbic acid > blumeatin > BHA > 5,7,3′,5′-
tetrahydroxyflavanone > tamarixetin > BHT > α-tocopherol > dihydroquercetin-4- dimethylether 

> dihydroquercetin-7-4′-dimethylether 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

ตอนที่ 1 : การสกัด แยกสารใหบริสุทธ์ิและทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซมไทโร
ซิเนส 

1. การสกัดพืช 

 นําตัวอยางพืชมาตากลมใหแหง แลวสกัดดวยตัวทําละลายเอทานอลเปนเวลา 7 วัน ทําซ้ํา
สองครั้ง ระเหยตัวทําละลายออกภายใตสภาวะลดความดันบรรยากาศ จากนั้นนําสวนสกัดหยาบเอ
ทานอลที่ไดมาสกัดดวยเฮกเซนและเอทิลอะซีเตทตามลําดับ จากนั้นระเหยเอาตัวทําละลายออกได
สารสกัดหยาบเฮกเซน (BBH; 41.10 กรัม) สารสกัดหยาบเอทิลอะซีเตท (BBE; 36.88 กรัม) และ
สารสกัดหยาบน้ํา (BBW; 22.65 กรัม)  ดังแสดงในภาพที่ 2 

 

 
 

ภาพที่ 2 การสกัดใบหนาดดวยตวัทําละลายอินทรีย 
 

ใบหนาดแหง 
5.2 kg 

สารสกัดหยาบ EtOH 

สารสกัดหยาบ EtOAC 
(BBE) 36.88 g 

- สกัดดวย EtOH 

- เติมน้ํา 
-  สกัดดวย Hexane 

- สกัดดวย EtOAc 

สารสกัดหยาบ Hexane 
(BBH) 41.10 g 

สารสกัดหยาบ H2O 
(BBW) 22.65 g 

Water 
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2. การแยกสวนสกัดหยาบเอทิลอะซีเตทใหบริสุทธ์ิ โดยวธีิทางโครมาโทกราฟ  
 
จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของสวนสกัดหยาบทั้งหมดพบวาสวนสกัด

หยาบเอทิลอะซิเตทแสดงฤทธิ์สูงสุด จึงนําสวนสกัดหยาบเอทิลอะซิเตท (BBE) มาแยกใหบริสุทธิ์
ขึ้นดวยโครมาโทกราฟแบบลดความดัน โดยมีเฮกเซนและเอทิลอะซิเตทเปนตัวชะ (eluent) ใน
ลักษณะ polarity gradientไดสวนสกัดยอย 9 สวน (F1-F9)  

 
สวนยอย F2 (30.1 g) นําไปแยกตอดวย flash CC โดยใช hexane-ethylacetate (4:1) เปนตัว

ชะ ไดสวนยอย 5 สวน (F2-1 ถึง F2-5)    จากนั้นนํา F2-3 มาทําใหบริสุทธิ์โดยใชเทคนิค TLC โดยใช 
hexane-ethylacetate (1:1) เปนตัวชะไดสารบริสุทธิ์ 2 สารคือ dihydroquercetin-7,4'-dimethyl ether 
(7) (1.49 กรัม) และ  blumeatin (9) (53.7 มลิลิกรัม) 

 

Dihydroquercetin-7,4′-dimethylether (7) มีลักษณะเปนของแข็งสีขาว 1H NMR (Acetone-

d6): δ 11.69 (1H, s, 5-OH),  7.74 (1H, s, 3′-OH), 7.09 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2′), 7.02 (1H, dd, J = 

8.8, 2.1 Hz, H-6′), 6.98 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-5′), 6.08 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 6.06 (1H, d, J = 
2.0 Hz, H-8), 5.10 (1H, d, J = 11.6 Hz, H-2),  4.79 (1H, d, J = 4.4 Hz, 3-OH),  4.67 (1H, dd, J = 

11.6, 4.4 Hz, H-3), 3.88 (3H, s, 4′-OCH3), 3.86 (s, 7-OCH3). 
13C NMR (Acetone-d6): 195.8 (C-4), 

168.4 (C-7), 163.8 (C-5), 163.1 (C-9), 148.0 (C-4′), 146.5 (C-3′), 130.1 (C-1′), 119.6 (C-6′), 
114.6 (C-2′), 111.1 (C-5′), 100.2 (C-10), 94.9 (C-6), 93.8 (C-8), 83.6 (C-2), 72.3 (C-3), 55.5 (7-

OCH3), 55.4 (4′-OCH3). ESITOFMS m/z 333 [M + H]+ 
 

Blumeatin (9) มีลักษณะเปนของแข็งสีขาว 1H NMR δ (400 MHz, Acetone-d6): δ 12.16 

(1H, s, 5-OH), 7.12 (1H, s, H-4′), 6.95 (2H, s, H-2′ and H-6′), 6.12 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8), 6.13 
(1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 5.50 (1H, dd, J = 12.6, 2.8 Hz, H-2), 3.95 (3H, s, 7-OCH3), 3.20 (1H, dd, 
J = 17.1, 12.6 Hz, H-3b), 2.81 (1H, dd, J = 17.1, 2.8 Hz, H-3a), 13C NMR (Acetone-d6): 197.1 

(C4), 167.5 (C7), 163.3 (C5), 162.9 (C9), 145.9 (C3′ หรือ C5′), 145.3 (C5′ หรือ C3′), 129.4 

(C1′), 118.1 (C4′), 115.4 (C6′), 114.5 (C2′),102.7 (C10), 94.7 (C6), 93.9 (C8), 78.8 (C2), 42.2 
(C3) และ 56.0 (7-OCH3). ESITOFMS m/z 303 [M + H]+ 

 
สวนยอย F4 (8.29 g) นําไปแยกตอดวย flash CC โดยใช hexane-ethylacetate (9:1) และ 

เปนตัวชะ ไดสวนยอย 7 สวน (F4-1 ถึง F4-7)  ตามดวย flash CC โดย dichloromethane-ethylacetate-
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acetone (18:1:1) เปนตวัชะ   ไดสารบริสุทธิ์ 5 สารคือ rhamnetin (2) (9.2 mg), luteolin (4) (20.3 mg), 

luteolin-7-methyl ether (5) (5.1 mg), dihydroquercetin-4′-methyl ether (6) (30.1 mg), and 

5,7,3′,5′-tetrahydroxyflavanone (8) (302.9 mg)  
 

Rhamnetin (2) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง 1H NMR (Acetone-d6 + DMSO-d6): δ 

12.08 (1H, s, 5′-OH), 7.76 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2′), 7.74 (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz, H-6′), 7.07 

(1H, d, J = 8.4 Hz, H-5′), 6.52 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8), 6.22 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 3.89 (3H, 

s, 7-OCH3). 
13C NMR (Acetone-d6 + DMSO-d6): δ 177.5 (C-4), 165.7 (C-7), 162.6 (C-9), 158.4 

(C-5), 148.9 (C-4′), 148.2 (C-2), 146.3 (C-3′), 137.4 (C-3), 124.3 (C-10), 121.8 (C-6′), 116.5 (C-

5′), 116.4 (C-2′), 104.7 (C-10), 99.4 (C-6), 94.6 (C-8), 55.8 (7-OCH3). ESITOFMS m/z 317 [M + 
H]+ 
 

Luteolin (4) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง 1H NMR (Acetone-d6 +DMSO-d6): δ 13.00 

(1H, s, 5-OH), 7.47 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2′), 7.43 (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz, H-6′), 6.97 (1H, d, J 

= 8.4 Hz, H-5′), 6.61 (1H, s, H-3), 6.50 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8), 6.23 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6). 
13C NMR (Acetone-d6 + DMSO-d6): δ 181.6 (C-4), 164.4 (C-7), 163.8 (C-2), 161.7.5 (C-9), 

157.3 (C-5), 149.5 (C-4′), 145.7 (C-3′), 121.7 (C-1′), 118.4 (C-6′), 115.5 (C-5′), 112.9 (C-2′), 
103.6 (C-10), 102.5 (C-3), 98.5 (C-6), 93.4 (C-8). ESITOFMS m/z 287 [M + H]+ 

 
Luteolin-7-methyl ether (5) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง 1H NMR (Acetone-d6 

+DMSO-d6): δ 13.00 (1H, s, 5-OH), 7.52 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2′), 7.49 (1H, dd, J = 8.1, 2.1 Hz, 

H-6′), 6.99 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5′), 6.68 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-8), 6.62 (1H, s, H-3), 6.32 (1H, 

d, J = 1.2 Hz, H-6), 3.93 (3H, s, 7-OCH3). 
13C NMR (Acetone-d6 +DMSO-d6): δ 181.8 (C-4), 

165.2 (C-7), 164.13 (C-2), 161.5 (C-9), 157.3 (C-5), 151.2 (C-4′), 148.1 (C-3′), 121.3 (C-1′), 
120.2 (C-6′), 115.6 (C-5′), 109.8 (C-2′), 104.6 (C-10), 103.0 (C-3), 97.5 (C-6), 92.1 (C-8), 55.5 
(7-OCH3). ESITOFMS m/z 301 [M + H]+ 

 
Dihydroquercetin-7-methylether (6) มีลักษณะเปนของแข็งไมมีสี 1H NMR (Acetone-d6): 

δ 11.72 (1H, s, 5-OH), 7.09  (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2′), 7.01  (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz, H-6′), 6.99  

(1H, d, J = 8.4 Hz, H-5′), 5.99  (1H, d, J = 1.8 Hz, H-8), 5.95  (1H, d, J = 1.8 Hz, H-6), 5.06  (1H, 
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d, J = 11.2 Hz, H-2), 4.63  (1H, d, J = 11.6 Hz, H-3), 3.87 (3H, s, 4′-OCH3). 
13C NMR (Acetone-

d6): 197.2 (C-4), 167.3 (C-7), 164.1 (C-9′), 163.2 (C-5), 148.0 (C-4′), 146.4 (C-3′), 130.2 (C-1′), 
119.6 (C-6′), 114.6 (C-2′), 111.1 (C-5′), 100.5 (C-10), 96.2 (C-8), 95.2 (C-6), 83.5 (C-2), 72.2 

(C-3), 55.4 (4′-OCH3). ESITOFMS m/z 319 [M + H]+ 
 

5, 6, 3′, 5′ tetrahydroxyflavanone (8) มีลักษณะเปนของแข็งไมมีสี 1H NMR (Acetone-

d6): δ 12.20 (1H, s, 5-OH), 7.03 (1H, s, H-2′), 6.89 (1H, s, H-6′), 6.89 (1H, s, H-4′), 5.95 (1H, d, 
J = 2.1 Hz, H-8), 5.93 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 5.39 (1H, dd, J = 12.4, 2.8 Hz, H-2), 3.14 (1H, 
dd, J = 17.2, 12.8 Hz, H-3), 2.72 (1H, dd, J = 17.2, 2.8 Hz, H-3). 13C NMR (Acetone-d6): 197.3 

(C-4), 167.5 (C-5), 165.4 (C-9), 164.4 (C-7), 146.5 (C-3′), 146.1 (C-5′), 131.6 (C-1′), 119.3 (C-

6′), 116.1 (C-4′), 114.8 (C-2′), 103.3 (C-10), 96.9 (C-6), 80.0 (C-2), 95.9 (C-8), 43.6 (C-3). 
ESITOFMS m/z 289 [M + H]+ 

 
สวนยอย F5 (4.65 g) นําไปแยกตอดวย flash CC โดยใช hexane-ethylacetate (1:1) เปนตัว

ชะ ไดสารบริสุทธิ์ 1 สารคือ tamarixetin (3) (8.5 mg)  
 

Tamarixetin (3) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง  1H NMR (Acetone-d6 + DMSO-d6): δ 

12.43 (1H, s, 5′-OH), 7.80 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2′), 7.77 (1H, dd, J = 8.7, 2.1 Hz, H-6′), 7.12 

(1H, d, J = 8.7 Hz, H-5′), 6.51 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-8), 6.26 (1H, d, J = 1.8 Hz,  H-6), 3.93 (3H, 

s, 4′-OCH3). 
13C NMR (Acetone-d6 + DMSO-d6): δ 175.2 (C-4), 164. 2 (C-7), 156.3 (C-9), 160.8 

(C-5), 149.2 (C-4′), 145.9 (C-2), 146.3 (C-3′), 136. 3 (C-3), 123.6 (C-10), 119.6 (C-6′), 114.4 

(C-5′), 111.3 (C-2′), 102.8 (C-1′), 98.0 (C-6), 93.1 (C-8), 55.1 (4′-OCH3). ESITOFMS m/z 317 
[M + H]+ 

สวนยอย F7 (5.47 g) นําไปแยกตอดวย Sephadex LH-20 โดยใช ethanol และตามดวย 
preparative TLC โดยใช dichloromethane-ethylacetate-acetone (7:2:1) ไดสารบริสุทธิ์ 1 สาร คือ 
quercetin (1) (22.7 mg) 

Quercetin (1) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง 1H NMR (Acetone-d6 + DMSO-d6): δ 12.39 

(1H, s, 5′-OH), 7.83 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2′), 7.68 (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz, H-6′), 6.98 (1H, d, J 

= 8.4 Hz, H-5′), 6.51 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8), 6.26 (1H, d, J = 2.1 Hz,  H-6). 13C NMR (Acetone-

d6 + DMSO-d6): δ 175.6 (C-4), 164.1 (C-7), 160.9 (C-9), 156.3 (C-5), 147.5 (C-4′), 146.3 (C-2), 
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       100
A

C)]-(B-[A
inhibition %Tyrosinae ×=

144.9 (C-3′), 135.6 (C-3), 122.1 (C-10), 119.8 (C-6′), 115.1 (C-5′), 114.7 (C-2′), 102.7 (C-1′), 
97.9 (C-6), 93.1 (C-8). ESITOFMS m/z 303 [M + H]+ 

 

3. การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้อนมูุลอิสระโดยวธีิ 2-2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
  วิธีการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระในสารสกัดใบหนาดดวยวิธี DPPH ดัดแปลงจาก
วิธีที่มีรายงานโดย Nuchanart และคณะ(2007)  โดยหยดสารสกัด (หรือสารบริสุทธิ์, เอทานอล, 
ascorbic acid; สารมาตรฐาน) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย DPPH ความเขมขน 100 
ไมโครโมลาร ปริมาตร 195 ไมโครลิตร ในไมโครเพลทขนาด 96 หลุม หลังจากนั้นบมเพลทในที่
มืดอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 30 นาที แลววัดคาดูดกลืนแสงที่ 515 นาโนเมตร ดวย
เครื่องอานไมโครเพลท  
 
  รอยละการยบัยั้งอนุมูลอิสระคํานวณ โดยสมการดังนี ้

    100
Abs

AbsAbs
  (%) scavenging Radical

control

samplecontrol ×
−

=              

  คา SC50 ของสารมาตรฐานประเมินคาโดยการวาดกราฟเสนระหวางความเขมขน (x) และ
รอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ (y) และนําสมการเสนตรงของสารมาตรฐานแตละตวัคํานวณหาความ
เขมขนที่สามารถยับยั้งอนุมลูอิสระได รอยละ 50  

 
    

4. การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมไทโรสิเนส 
   วิธีการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรสิเนสในสารสกัดใบหนาดดวยวิธี dopachrome 
ดัดแปลงจากวิธีที่มีรายงานโดย Kubo และคณะ(2000) การเกิดปฏิกิริยาแบงเปน 4 หลอดทดลอง ดัง
แสดงในตารางที่ 1 ลําดับการหยดสารดังนี้ หยดโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 
6.8 และหยดสารสกัด (หรือสารบริสุทธิ์, เอทานอล,  kojic acid; สารมาตรฐาน) ผสมใหเขากัน 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย L-dopa ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร เขยาแลวหยดเอนไซมไทโรสิเนส 
ผสมใหเขากันภายใน 10 วินาที วัดคาดูดกลืนแสงที่ 475 นาโนเมตร  และหลังจาก 20 วินาที วัดคา
ดูดกลืนแสงอีกครั้งที่ 475 นาโนเมตร รอยละการยับยั้งเอนไซมไทโรสิเนสคํานวณตามสมการ
ดังตอไปนี้ 
 
 

                     
    A, B และ C เปนคาตางที่วดัไดของปฏิกิริยาแตละหลอดที ่475 นาโนเมตร ระหวางกอน

และหลงับม  
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ตารางที่ 1 ปริมาตรสารละลายในการทําปฏกิิริยาของฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมไทโรสิเนส 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

หลอด L-Dopa 
(มล.) 

บัฟเฟอร 
(มล.) 

ตัวทําละลาย 
(มล.) 

ตัวอยาง 
(มล.) 

ไทโรสิเนส 
(มล.) 

blank - 2.9 0.1 - - 
A 1.0  1.8 0.1 - 0.1 
B 1.0  1.8 - 0.1 0.1 

C 1.0 1.9 - 0.1 - 



ตอนที่ 2 : การเปรียบเทียบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสสารสกัดใบหนาดจาก
แหลงท่ีตางกัน 

 
1. วิธีทําใหแหง 
   เก็บใบหนาดจากแหลงตาง ๆ (อําเภอเชยีงของ, อําเภอเชียงแสน, อําเภอดอยหลวง, อําเภอ
แมจัน, อําเภอแมสาย, อําเภอพญาเม็งราย, อําเภอเวยีงชยั) ตากลมที่อุณหภูมิประมาณ 25-30 องศา
เซลเซียส เปนเวลาหนึ่งวัน  

 

2. การสกัด 
  ช่ังใบหนาดแหงแหลงละ 20 กรัม แชในตวัทําละลาย 200 มิลลิลิตร ซ่ึงไดแก น้ํากลั่น,  เอ
ทานอล, เอทลิอาซีเตท, ไดคลอโรมีเทน และ เฮกเซน เปนเวลา 12 ช่ัวโมง หลังจากนั้นกรอง
สารละลายที่ไดผานกระดาษกรอง เบอร 1 และทําใหแหงโดยการระเหยดวยเครื่อง rotary 
evaporator ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และเก็บสารสกัดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสกอน
การศึกษาครั้งตอไป 

 
 

3. การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟโนลิคท้ังหมด  

 วิธีการทดสอบหาผลรวมสารประกอบฟโนลิคในสารสกัดใบหนาดดวยวิธี             Folin-
Ciocalteu อางอิงวิธีทําจาก Gajula และคณะ(2009) โดยหยดสารสกัด (หรือเอทานอลบริสุทธิ์; กรด
แกลลิค) ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ผสมกับน้ํากลั่นปริมาตร 50 ไมโครลิตร หลังจากนั้นหยด
สารละลาย Folin Ciocalteu’s phenol ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร หลังจาก 5 นาที เติม 7% โซเดียม
คารบอเนต ปริมาตร 125 ไมโครลิตร นําเพลทปฏิกิริยาบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 90 
นาที อานคาดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร โดยใชเครื่องอานไมโครเพลท นําคาดูดกลืนแสงของ
แกลลิคแอซิดที่ความเขมขนตางๆ วาดกราฟเสนระหวางความเขมขน (x) และคาดูดกลืนแสงที่ 750 
นาโนเมตร (y) เพื่อหาสมการเสนตรง และปริมาณสารประกอบฟโนลิคทั้งหมดของสารสกัดใบ
หนาดแสดงโดยคํานวณเทียบกับปริมาณกรดแกลลิค (GAE) ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมของตัวอยาง  

 

4. การทดสอบความสามารถในการรีดักชั่น 

 วิธีการทดสอบความสามารถในการรีดักชั่นในสารสกัดใบหนาดดวยวิธี Ferrous 
reducing power ดัดแปลงจากวิธีที่มีรายงานโดย Takashi Kuda และคณะ(2009)  หยดสารสกัด 
(หรือเอทานอลบริสุทธิ์, ascorbic acid, สารมาตรฐานที่ไดกลาวขางตน) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 7.2 ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร และ potassium ferricyanide ความเขมขน 1% ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมในไมโคร
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เพลทขนาด  96 หลุม  หลังจากนั้นบมไวที่  37 องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน  60 นาที หยด 
Trichloroacetic acid ความเขมขน 10% ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และน้ํากลั่นปริมาตร 100 

ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน วัดคาดูดกลืนแสงที่ 700 นาโนเมตร (Absbefore) และหลังจากวัดคา
ดูดกลืนแสงหยด Ferric chloride ความเขมขน 0.1% ปริมาตร 25 ไมโครลิตร วัดคาดูดกลืนแสงอีก

คร้ัง (Absafter) ปฏิกิริยาคาดูดกลืนแสงสามารถคํานวณจากสมการดังนี้  
   

controlbeforeaftersamplebeforeafter ]Abs-[Abs]Abs-[Abs(OD)Power Reducing −=  

 

5. การวิเคราะหเชิงปริมาณโดยวิธี HPLC 

   วิธีการวิเคราะหเชิงปริมาณสารประกอบของสกัดใบหนาดดวยวิธี HPLC ดัดแปลงจากวิธี
ที่มีรายงานโดย Nessa และคณะ (2005) การวิเคราะหเชิงปริมาณของสารประกอบที่เปนจําพวกฟลา
โวนอยดที่พบในสารสกัดใบหนาดใชคอลัมน Reverse phase ชนิด C18 โดยเฟสเคลื่อนที่
ประกอบดวย methanol และ 0.5% phosphoric acid (50:50, v/v) อานคาดูดกลืนแสงที่ 285 นาโนเมตร 
อัตราการเคลื่อนที่ 0.1 มิลลิลิตรตอนาที ปริมาตรที่ฉดีเขาเครื่อง 20 ไมโครเมตร ควบคมุอุณหภูมิของ
ระบบที่ 30 องศาเซลเซียส การวิเคราะหสารประกอบจะฉดีซ้ํา 3 คร้ัง สําหรับคาดูดกลนืแสงที่วเิคราะห
เปนพืน้ทีใ่ตกราฟของสารมาตรฐานจาํพวกฟลาโวนอยดทีค่วามเขมขนตางๆ จากนัน้ทํา standard curve 
เพื่อใชเปรยีบเทียบหาปริมาณสารประกอบในสารสกัด 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ผลการทดลอง วิจารณผล และสรุปผลการทดลอง 
 

ตอนที่ 1 : การสกัด แยกสารใหบริสุทธ์ิและทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซมไทโร
ซิเนส 

องคประกอบทางเคมีที่แยกไดจากใบหนาดมีทั้งหมด 9 สาร โดยเปนสารประเภท flavonols 
3 สาร คือ  quercetin (1), rhamnetin (2), tamarixetin (3) สารประเภท flavones 2 สารคือ luteolin (4) 

และ luteolin-7-methyl ether (5) สารประเภท dihydroflavonols 2 สารคือ dihydroquercetin-4′-
methyl ether (6) และ dihydroquercetin-7,4′-dimethyl ether (7) สารประเภท flavanones 2 สารคือ 

5,7,3′,5′-tetrahydroxyflavanone (8) และ blumeatin (9) 
 

O

OOH

R1

R2

R3

OH

(1) Quercetin                OH                 OH             OH

(2) Rhamnetin              OCH3             OH             OH

(3) Tamarixetin            OH                 OH             OCH3

R1                 R2               R3

O

OOH

R1

R2

R3

(4) Luteolin                             OH                 OH             OH

(5) Luteolin-7-methyl ether     OCH3            OH             OH

R1                 R2               R3

(6) Dihydroquercetin-4'-methylether             OH            OH          OCH3

(7) Dihydroquercetin-7,4'-dimethylether       OCH3       OH          OCH3

R1            R2           R3

O

OOH

R1

R2

R3

OH

O

OOH

R1

R2

R3

(8) 5,7,3',5'-Tetrahydroxyflavanone       OH           OH           OH

(9) Blumeatin                                          OCH3       OH          OH

R1              R2             R3

 
ภาพที่ 3 องคประกอบทางเคมีที่แยกไดจากใบหนาด 
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ตารางที่ 2 ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารสกัดใบหนาด (Blumea balsamifera DC) (n = 3) 
 

สารสกัด IC50 (mg/ml) 

Hexane extract  0.319 ± 0.002 

Ethylacetate extract  0.206 ± 0.004 

Water extract  0.345 ± 0.008 

 
ตารางที่ 3 ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารบริสุทธ์ิจากใบหนาด  (Blumea balsamifera DC) 

สารประกอบ IC50 (mM) ±SD 

Quercetin (1) 0.072 ± 0.004 

Rhamnetin (2) 0.107 ± 0.017 

Tamarixetin (3) 0.144 ± 0.004 

Luteolin (4) 0.258 ± 0.015 

Luteolin-7-methyl ether (5) 0.350 ± 0.002 

Dihydroquercetin-4′-methyl ether (6) 0.115 ± 0.013 

Dihydroquercetin-7,4′-dimethyl ether (7) 0.162 ± 0.042 

5,7,3′,5′-Tetrahydroxyflavanone (8) 0.423 ± 0.049 

Blumatin (9) 0.624 ± 0.029 

Kojic acid 0.009 ± 0.005 

Arbutin 0.233 ± 0.025 
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ตอนที่ 2 : การเปรียบเทียบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสสารสกัดใบหนาดจาก
แหลงท่ีตางกัน 

 
สารสกัดใบหนาด  
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 ลักษณะทางกายภาพของใบหนาด; ใบสด (ก) และใบแหง (ข), (ค) 
 

 ใบหนาด (ภาพที่ 3 ก-ค) เก็บรวบรวมจากจังหวัดเชยีงราย ในอําเภอตางๆ 7 อําเภอ นําใบ
มาตากลมใหแหงแลวสกดัดวยตวัทําละลายอินทรีย ไดแก เฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน (DCM), เอทิล
อาซิเตท (EtOAc), เอทานอล (EtOH) และน้ํากลัน่ หลังจากแชใบหนาดแหงในตัวทําละลาย 12 
ช่ัวโมง นําสารสกัดกรองผานกระดาษกรองเบอร 1 แลวไปทําใหแหงดวยระบบสุญญากาศ  
 สารสกัดดวยเฮกเซนมีสีเหลืองลักษณะกึ่งแข็งกึ่งเหลว, สารสกัดดวยไดคลอโรมีเทนมีสี
เขียวเขมแกมเหลืองลักษณะหนืดกึ่งแข็งกึง่เหลว, สวนสารสกัดดวยเอทิลอาซิเตทและเอทานอลมีสี
ดําแกมเขียวเขมลักษะหนืดกึง่แข็งกึ่งเหลวและสารสกัดดวยน้าํกลั่นมีสีดําลักษณะแข็งแหง (ตารางที่ 
4) 
 เมื่อเปรียบเทียบรอยละผลไดของสารสกัดใบหนาด พบวา สารสกัดดวยเฮกเซนมรีอยละ
ผลไดนอยที่สุด เนื่องมาจากเฮกเซนเปนตัวทําละลายอินทรียที่มีขั้วต่ํา จงึไมสามารถสกัดหรือละลาย
สารในใบหนาดซึ่งเปนจําพวกฟลาโวนอยดที่มีหมูไฮดรอกซีหลายหมู ในขณะที่ตัวทําละลาย
อินทรียที่มีขั้วสูงกวาเฮกเซน ไดแก ไดคลอโรมีเทน เอทิลอาซิเตท เอทานอล และน้ํากลั่น แสดงรอย
ละผลไดของสารสกัดใบหนาดสูงกวาโดยเพิ่มมากขึ้นตามขั้ว และตามความสามารถในการสกัดสาร
จําพวกฟลาโวนอยดที่มหีมูไฮดรอกซีหลายหมู สารสกัดดวยน้ํากลั่นมรีอยละผลไดมากที่สุด และ
สารสกัดจากอาํเภอพญาเม็งรายแสดงรอยละผลไดมากทีสุ่ดเมื่อเทียบในตัวทําละลายอินทรียตางๆ 
ดังแสดงในตารางที่  4 และ 5 
 
 

(ก) (ข) (ค) 
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ตารางที่ 4 ลักษณะทางกายภาพของสารสกัดใบหนาดจากอําเภอตางๆ ในจังหวัดเชียงราย 

 

Types of solvent extraction 
แหลง 

Hexane DCM EtOAc EtOH Water 

CHK 

     

CHS 

     

DL 

     

MCH 

     

MS 

     

PMR 

     

WCH 

     
CHK; อําเภอเชียงของ, CHS; อําเภอเชียงแสน, DL; อําเภอดอยหลวง, MCH; อําเภอแมจัน, MS; อําเภอแมสาย, PMR; 

อําเภอพญาเม็งราย, WCH; อําเภอเวียงชัย 
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ตารางที่ 5  รอยละผลไดของสารสกัดใบหนาดจากอําเภอตางๆ ในจังหวัดเชียงราย 
 

รอยละผลได  

ชนิดตัวทําละลายอินทรีย แหลง 

Hexane DCM EtOAc EtOH Water 

CHK 0.63 0.99 1.90 3.97 4.70 
CHS 0.47 0.58 1.27 3.56 3.68 
DL 0.50 0.65 1.68 3.41 5.22 

MCH 0.32 0.53 1.44 3.55 3.64 
MS 0.43 0.50 1.35 3.45 2.91 

PMR 0.63 1.41 5.08 5.11 6.59 
WCH 0.56 0.92 2.18 4.14 4.14 

CHK; อําเภอเชียงของ, CHS; อําเภอเชียงแสน, DL; อําเภอดอยหลวง, MCH; อําเภอแมจัน, MS; อําเภอแมสาย, PMR; 

อําเภอพญาเม็งราย, WCH; อําเภอเวียงชัย 

 

4.3 การทดสอบหาผลปริมาณสารประกอบฟโนลิคท้ังหมด 

 ผลรวมสารประกอบฟโนลิคของสารสกัดใบหนาดทดสอบโดยวิธี Folin Ciocalteu ซ่ึง
สารเคมีชนิดนีจ้ะทําปฏิกิริยากับหมูไฮดรอกซีของฟโนลิค และในการทดลองนี้จะเทียบปริมาณ
สารประกอบฟโนลิคของสารสกัดโดยใชสมการของแกลลิคแอซิดในหนวยไมโครกรัมตอมิลลิกรัม
ของสารสกัด ดังแสดงในตารางที่ 4.4  
 สารสกัดดวยเอทิลอาซีเตทแสดงปริมาณสารประกอบฟโนลิคทั้งหมด ซ่ึงปริมาณผลรวม
สารประกอบฟโนลิคลดลงตามความสามารถในการสกดัสารประกอบฟโนลิคของตัวทําละลาย
อินทรีย ดังนี้ สารสกัดดวยเอทิลอาซิเตท > สารสกัดดวยเอทานอล > สารสกัดดวยไดคลอโรมีเทน > 
สารสกัดดวยน้ํากลั่น > สารสกัดดวยเฮกเซน ซ่ึงสารประกอบที่มีกลุมฟนอลหลายหมูในพืชจะถูก
สกัดไดดวยความสามารถในการละลายของตัวทําละลาย ตัวทําละลายที่มีขั้วสูงมีผลตอการสกัด
สารประกอบฟโนลิคที่มีขั้วสูงในปริมาณที่มากกวาตัวทาํละลายที่มีขั้วต่ํา (Naczk&Shahidi, 2006) 
จากงานวิจยัใบหนาดพบวา ในสารสกัดใบหนาดประกอบดวยสารจําพวกฟลาโวนอยดที่มกีลุมไฮ
ดรอกซีหลายหมู ซ่ึงสามารถละลายไดนอยในตวัทําละลายที่มีขั้วต่ํา เชน เฮกเซน ยิ่งไปกวานั้น
สารประกอบในสารสกัดใบหนาดประกอบดวยสารจาํพวกอะไกลโคน หรือ โมเลกุลที่ไมมีน้ําตาล
เปนสวนประกอบ จึงละลายในน้ําไดนอย  
 จากการเปรยีบเทียบผลรวมสารประกอบฟโนลิคของสารสกัดใบหนาดในแตละอําเภอ 
พบวาใบหนาดจากอําเภอดอยหลวงที่สกดัดวยเอทิลอะซิเตทมีปริมาณผลรวมสารประกอบฟโนลิ



 

 18 

คสูงสุด คือ 620.92±0.02 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมของสารสกัด แตไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญกับสารสกัดจากอําเภอพญาเม็งรายและอําเภอเวยีงชัย (p < 0.05) นอกจากนี้จากผลการ
ทดลองสามารถกลาวไดวา สารสกัดใบหนาดจากอําเภอเชียงของ, อําเภอเชียงแสน, อําเภอแมจัน 
และอําเภอแมสายมีปริมาณผลรวมสารประกอบฟโนลิคที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคญั ซ่ึงลดลง
ตามลําดับ (p < 0.05) สําหรับสารสกัดที่ไดรอยละผลไดสูงแตแสดงปริมาณผลรวมสารประกอบ     
ฟโนลิคนอยเปนเพราะในสารสกัดประกอบดวยสารประกอบจําพวกทีไ่มใชฟนอลิกและไมสามารถ
ทําปฏิกิริยากับ Folin Ciocalteu  
 
ตารางที่ 6 ปริมาณผลรวมสารประกอบฟโนลิคของสารสกัดใบหนาด  

GAE μg/mg of sample 

Types of solvent extraction แหลง 

Hexanee DCMc EtOAca EtOHb Waterd 

CHKi 52.08±2.79 265.33±5.77 514.08±10.5 317.42±5.02 64.58±2.27 
CHSh 38.42±2.00 268.08±1.62 529.58±3.25 276.67±2.79 128.67±6.64 
DLf 36.00±1.75 313.75±20.73 620.92±4.06 312.83±4.02 80.75±0.43 

MCHj 29.42±2.91 310.50±3.78 420.58±10.04 273.92±2.32 33.58±1.77 
MSk 26.17±1.89 235.25±4.42 442.17±2.08 216.50±6.99 88.00±2.88 

PMRg 75.83±1.60 276.58±7.87 491.75±2.24 368.17±6.63 120.67±4.40 
WCHfg 51.92±2.55 336.00±8.35 517.42±18.64 370.17±9.23 78.67±3.62 

 

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
a-e 

คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในแถวเดียวกัน (p < 0.05) 

f-k
 คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในคอลัมนเดียวกัน (p < 0.05) 
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ภาพที ่4 แผนภูมิแสดงผลรวมสารประกอบฟโนลิคของสารสกัดใบหนาด 

 

4.4 การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้อนุมูลอิสระโดยวิธี 2-2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
 ฤทธิ์ยับยั้งอนมุูลอิสระของ DPPH ซ่ึงสามารถสังเกตไดจากคาดดูกลนืแสงที่ 515 นาโน
เมตร ที่ DPPH มีการฟอกสีจากสีมวงเปนสีเหลือง เนือ่งจากสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งอนมุูลอิสระโดยการ
ใหไฮโดรเจนในการทําพนัธะเปน DPPH-H ซ่ึงมีความคงตัวมากขึ้น สําหรับคาดูดกลืนแสง             
ที่ยิ่งนอย แสดงวาสารยับยัง้อนุมูลอิสระยิ่งสามารถใหไฮโดรเจนไดอยางรวดเรว็ (Nessa, 2004) 
สําหรับการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระของฟลาโวนอยดที่พบในสารสกดัใบหนาด 6 ชนิด และ
นําเปรียบเทยีบความสามารถกับสารตานอนุมูลอิสระที่รูกันทั่วไปคือ Ascorbic acid, BHA และ 
BHT ผลปรากฏวา Quercetin มีคา SC50 0.002 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงแสดงความสามารถในการ
เปนสารยับยั้งอนุมูลอิสระไดดีกวา ascorbic acid (SC50 0.004 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) จากการ
ทดสอบฟลาโวนอยดและสารตานอนุมูลอิสระดวยสารละลาย DPPH พบวา มีความสามารถในการ
ยับยั้งอนุมูลอิสระลดลงตามลําดับดังนี ้ Quercetin (1) > ascorbic acid > Blumatin (9) > 5,7,3’,5’-
Tetrahydroxyflavanone (8) > Butylated hydroxytanisole (BHA) > Dihydroquercetin-4’-methyl 
ether (6) > Butylated hydroxytoluene (BHT) > Dihydroquercetin-7,4’-dimethyl ether (7) ดังแสดง
ในตารางที่ 7 
 
 



 

 20 

ตารางที่ 7  ความเขมขนของฟลาโวนอยดท่ีพบในสารสกัดใบหนาดที่สามารถยับยัง้อนุมูลอิสระไดท่ี
รอยละ 50 
 

สารประกอบ SC50 (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
Ascorbic acid 0.004 
Butylated hydroxyanisole (BHA) 0.0097 
Butylated hydroxytoluene (BHT) 0.140 
Quercetin (1) 0.002 
Dihydroquercetin-4’-methyl ether (6) 0.103 
Dihydroquercetin-7,4’-dimethyl ether (7) 0.190 
5,7,3’,5’-Tetrahydroxyflavanone (8) 0.007 
Blumeatin (9) 0.006 

 
 สารสกัดใบหนาดดวยเอทิลอาซิเตทมีความสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระสูงสุด โดยรอยละที่
แสดงความสามารถยับยั้งอนมุูลอิสระ และปริมาณผลรวมสารประกอบฟโนลิคมีความสัมพันธกัน
อยางมีนัยสําคญัที่ระดับ 0.01 มีคาความสัมพันธ 0.903 โดยใชทฤษฎ ีPearson correlation ดังนั้นสาร
สกัดที่มีปริมาณผลรวมสารประกอบฟโนลิคสูง จะแปรผันตรงกับรอยละฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระที่มี
คาสูงดวย 
 สารสกัดใบหนาดดวยเอทิลอาซิเตทแสดงรอยละฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระสูงสุดอยางมี
นัยสําคัญ คือ 97.35±0.01 (p < 0.05) เพราะตัวทําละลายเอทิลอาซิเตทสามารถสกัดกลุมฟนอลได
มากกวา ซ่ึงมีไฮดรอกซีหลายหมู หรือเปนตัวทําละลายอินทรียที่มีขัว้สูง นอกจากนี้สารสกัดจาก
อําเภอพญาเม็งรายมีฤทธิ์ยับยัง้อนุมูลอิสระสูงสุดอยางมีนยัสําคัญ (p < 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 8 
และภาพที่ 5 
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ตารางที่ 8 ฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดใบหนาด  

% Scavenging activity 

Types of solvent extraction แหลง 

Hexaned DCMc EtOAca EtOHb Waterd 

CHKf 6.78±0.59 35.18±1.66 90.57±1.40 90.18±1.80 9.73±2.84 
CHSg 3.82±1.57 30.13±1.21 89.59±2.07 87.85±1.53 4.47±2.89 
DLf 5.55±0.67 39.03±0.67 97.35±0.91 90.06±1.44 4.02±2.00 

MCHi 6.22±1.07 28.53±0.70 75.79±0.67 57.39±1.09 1.70±1.99 
MSh 2.96±1.51 29.02±0.67 91.56±0.56 57.46±1.26 7.70±2.38 

PMRe 8.87±2.57 37.95±0.93 87.92±0.77 88.39±0.14 18.11±2.76 
WCHg 6.84±3.95 36.41±1.99 88.48±0.65 80.11±2.51 2.43±2.26 

 
คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
a-d 

คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในแถวเดียวกัน (p < 0.05) 

e-i
 คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในคอลัมนเดียวกัน (p < 0.05) 
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ภาพที ่5 แผนภูมิแสดงฤทธิย์ับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดใบหนาด 
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4.5 การทดสอบความสามารถในการรีดกัชั่น 
 ความสามารถในการรีดกัชั่นสามารถวดัปฏกิิริยาของสารที่เปลี่ยน [Fe(CN)6]

3- เปน 
[Fe(CN6)]

4- ซ่ึงเปนสารประกอบที่มีสีฟา เนือ่งมาจากประจ ุ Fe3+ ที่เหลืออยูในระบบ การทําปฏิกิริยาที่
เกดิจากการรีดกัชั่นของ Fe3+ (ferricyanide) ใน stoichiometry ที่เหลืออยูในระบบดวยสารตานอนุมลู
อิสระ โดยจะวดัคาดดูกลืนแสงที่ 700 นาโนเมตร ถาหากคาดูดกลืนแสงมากกแ็สดงวาเกิดปฏกิิริยามาก
และสารตวัอยางนัน้มีความสามารถในการรดีักชัน่สูง 
 ฟลาโวนอยดทีพ่บในสารสกดัใบหนาด 6 ชนิด เทียบปฏิกริิยาความสามารถในการรีดกัชั่นกับ 
Ascorbic acid ที่เปนสารยบัยั้งอนมุูลอิสระ ดังแสดงในกราฟ ภาพที่ 6 ความสามารถในการรีดกัช่ัน
เพิ่มขึน้ตามความเขมขนของฟลาโวนอยด ความสามารถในการรีดกัชั่นของ Quercetin (1), 5,7,3’,5’-
Tetrahydroxyflavanone (8)  และ Blumatin (9) มากกวา ascorbic acid สวน Dihydroquercetin-4’-
methyl ether (6) และ Dihydroquercetin-7,4’-dimethyl ether (7) มีความสามารถในการรีดกัชั่นต่ํา
มาก นอกจากนี้จะพบวา Quercetin มีความสามารถในการยับยัง้อนุมูลอิสระ DPPH และ ความสามารถ
ในการรีดกัชั่นดีกวา ascorbic acid  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6 กราฟเสนแสดงความสามารถในการรีดักชัน่ของฟลาโวนอยดที่พบในสารสกัดใบหนาด 
 

 

สารสกดัใบหนาดดวยเฮกเซนแสดงคาความสามารถในการรีดักชัน่นอยที่สุด ดงัภาพที่ 7 ก 
และสารสกัดใบหนาดดวยเอทิลอะซิเตทแสดงคาดูดกลืนแสงมากที่สุด ดงัรูปภาพที่  7 ค สารสกดัใบ
หนาดดวยไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซิเตท และ เอทานอลทีม่าจากอาํเภอดอยหลวงแสดงคาดูดกลืนแสง
ที่มาก แตสารสกัดจากอําเภอแมจนัแสดงคาดูดกลืนแสงนอยที่สุด ดังแสดงในรูปภาพที่ 7 ข, ค, ง 
แนวโนมเสนกราฟของคาดดูกลืนแสงของความสามารถในการรีดกัช่ันมคีวามสัมพนัธกับปริมาณ
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ผลรวมสารประกอบฟโนลิคและฤทธิ์ยบัยัง้อนุมูลอิสระ ซ่ึงอธิบายไดจากสารสกดัใบหนาดจากอาํเภอ
ดอยหลวงที่มปีริมาณผลรวมสารประกอบฟโนลิคและมีฤทธิ์ยับยัง้อนุมลูอิสระที่สูง สรุปไดวาชนิด
ของตวัทําละลายทีใ่ชสกดัและแหลงของพืช มีผลตอความสามารถในการรีดักชัน่และมีความสัมพนัธ
กับปริมาณผลรวมสารประกอบฟโนลิค และฤทธิ์ยบัยัง้อนมุูลอิสระ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7 กราฟเสนแสดงความสามารถในการรีดักชัน่ของสารสกดัใบหนาด; สารสกัดดวยเฮกเซน (ก), 
สารสกดัดวยไดคลอโรมเีทน (ข), สารสกดัดวยเอทิลอาซิเตท (ค), สารสกัดดวยเอทานอล (ง) และสาร
สกัดดวยน้ํากลั่น (จ) 

‐0.05

‐0.03

‐0.01

0.01

0.03

0.05

0.07

0.09

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentration (mg/ml)

A
bs

or
ba

nc
e 
at
 7
00

 n
m

‐0.05

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentration (mg/ml)

A
bs

or
ba

nc
e 
at
 7
00

 n
m

‐0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentration (mg/ml)

A
bs

or
ba

nc
e 
at
 7
00

 n
m

‐0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentration (mg/ml)

A
bs

or
ba

nc
e 
at
 7
00

 n
m

‐0.05

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentration (mg/ml)

A
bs

or
ba

nc
e 
at
 7
00

 n
m

CHK

CHS

DL

MCH

MS

PMR

WCH

สารสกัดดวยเฮกเซน (ก) สารสกัดดวยไดคลอโรมีเทน (ข) 

สารสกัดดวยเอทิลอาซิเตท (ค) สารสกัดดวยเอทานอล (ง) 
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4.7 การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมไทโรสิเนส 
เมื่อนาํสารสกดัดวยเอทิลอาซิเตทมาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรสิเนสดวยวิธี 

Dopachrome ทดสอบปฏิกิริยาโดยใช L-dopa เปนสารตัง้ตนทาํปฏิกิริยากับเอนไซมไทโรสเนสผลิต 
Dopachorme ซ่ึงดูดกลืนแสงที่ 475 นาโนเมตร หากสารสกัดมีฤทธิย์ับยั้งเอนไซมไทโรสิเนสก็จะมคีา
ดูดกลืนแสงทีต่่ํา เพราะเกดิ Dopachrome นอย โคจกิแอซิดมีฤทธิ์เปนสารยับยั้งเอนไซมไทโรสิเนส
และที่ความเขมขน 1.4 ไมโครโมลาร แสดงรอยละยบัยัง้เอนไซมไทโรสิเนสเปน 76.51 สารสกัดจาก
อําเภอดอยหลวงที่สกัดดวยเอทิลอาซิเตทมฤีทธิ์ยับยัง้มากกวาสารสกัดทีไ่ดจากอําเภออืน่ แตจากการ
เปรยีบเทยีบรอยละฤทธิ์ยบัยัง้เอนไซมไทโรสิเนสของสารสกัดใบหนาดไมมีความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญของแหลงของพืชจากอําเภอตางๆ 
  
ตารางที ่9 ฤทธ์ิยับยัง้เอนไซมไทโรสิเนสของสารสกัดใบหนาด  

 

แหลง % ยับยั้งเอนไซมไทโรสิเนสของสารสกัด EtOAc 

CHK 36.14 ± 2.41 
CHS 33.73 ± 1.81 
DL 44.28 ± 5.72 

MCH 40.96 ± 6.02 
MS 17.17 ± 6.93 

PMR 14.46 ± 1.20 
WCH 22.89 ± 1.20 

 

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรสิเนสของสารสกัด
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ภาพที่ 8 แผนภูมิแสดงฤทธิย์ับยัง้เอนไซมไทโรสิเนสของสารสกดัใบหนาด 



4.8 การวิเคราะหเชิงปริมาณโดยวิธี HPLC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่9 HPLC chromatogram ของสารประกอบฟลาโวนอยดทีใ่ชเทียบกับสารสกัดใบหนาด 
 

ตารางที่ 10 ขอมูลกราฟของสารประกอบฟลาโวนอยด (n=3) 
 

Compounds 
Retention 
time (min) 

Regression equation r 
Linear range 

(μg/ml) 
Taxifolin 2.360 Y=243328.6x+76058.78 0.9989 11.07-199.23 
DQME 3.264 Y=188236.7x+59778.86 0.9998 11.06-199.20 
THFE 4.612 Y=248833.3x+81410.94 0.9998 11.10-199.24 
Quercetin 6.556 Y=19870.22x+26552.24 0.9999 11.79-199.62 
DQDE 9.721 Y=159165.4x+51500.51 0.9999 11.16-199.26 
Blumeatin 12.537 Y=195328.9x+77413.42 0.9999 11.44-199.56 
Rhamnetin 21.754 Y=27645.97-1838.44x 0.9999 6.13-100.03 

จากสมการ y= ax + b, x อางถึงความเขมขนของาสารประกอบฟลาโวนอยด (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, y แทน
พ้ืนที่ใตกราฟ, และ r แสดง correlation coefficient ของสมการเสนตรง 
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ตารางที่ 11 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดในสารสกัดใบหนาด 
 

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดในสารสกัดใบหนาด (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารสกัด 
DQME 

(6) 
DQDE 

(7) 
THFE 

(8) 
Blumeatin 

(9) 
ปริมาณรวมสาร ประกอบฟลาโวนอยด 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

CHK nd 4.7±0.8 nd nd 4.70 
CHS nd 7.8±0.1 nd nd 7.80 
DL nd 6.1±0.1 nd nd 6.10 

MCH nd 8.1±0.4 nd nd 8.10 
MS nd nd nd nd 0.00 

PMR nd 7.7±0.5 nd nd 7.70 

Hexane 

WCH nd 10.2±0.3 nd nd 10.20 
CHK 29.3±0.0 26.3±0.8 nd 7.7±0.1 63.30 
CHS 16.8±0.1 26.3±0.6 nd 9.9±0.1 53.00 
DL 23.4±0.1 36.2±0.1 nd 12.4±0.1 72.00 

MCH 41.6±1.4 49.6±1.0 nd 9.6±0.4 100.80 
MS 10.1±0.1 20.4±0.7 nd 12.6±0.1 43.10 

PMR 25.1±0.1 45.5±0.6 nd 17.9±0.0 88.50 

DCM 

WCH 50.7±0.2 38.1±0.1 nd 16.1±0.0 104.90 
CHK 28.1±0.0 12.4±0.0 5.3±0.0 5.9±0.1 51.70 
CHS 32.2±0.0 14.5±0.1 6.4±0.1 12.1±0.1 65.20 
DL 22.6±0.0 6.2±0.0 2.9±0.0 3.9±0.0 35.60 

MCH 28.9±0.1 13.8±0.0 3.7±0.0 9.1±0.0 55.50 
MS 17.2±0.0 7.7±0.0 2.5±0.0 9.8±0.0 37.20 

PMR 35.6±0.0 13.2±0.0 13.8±0.0 11.7±0.0 74.30 

EtOAc 

WCH 48.8±0.1 11.6±0.1 15.2±0.0 11.1±0.0 86.70 
CHK 5.7±0.0 3.0±0.1 nd 0.6±0.0 9.30 
CHS nd nd nd 0.5±0.0 0.50 
DL 6.7±0.0 4.4±0.1 0.2±0.0 2.9±0.0 14.20 

MCH 5.1±0.0 3.6±0.0 nd 1.0±0.0 9.70 
MS 1.6±0.0 0.3±0.0 nd 1.4±0.0 3.30 

PMR 11.4±0.0 10.3±0.0 3.7±0.0 8.8±0.0 34.20 

EtOH 

WCH 23.1±0.0 6±0.1 6.7±0.7 4±0.0 39.80 
คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน ทําการฉีดทดลอง 3 ซ้ํา 
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 HPLC chromatogram ของสารสกัดใบหนาดที่ 285 นาโนเมตรนั้นแสดงสารประกอบ    
ฟลาโวนอยดจาํนวน 4 ชนิด ไดแก DQME (6), DQDE (7), THFE (8) และ blumeatin (9) ซ่ึง
สารประกอบชนิดอื่นที่ไมพบในสารสกัดใบหนาด ไดแก quercetin และ rhamnetin สารประกอบ
เหลานี้อาจสกดัไดในปริมาณที่นอยและไมสามารถตรวจบอกปริมาณได สารสกัดใบหนาดดวยเฮ
กเซนตรวจพบ DQDE เพียงชนิดเดยีวเทานั้นและมีปริมาณสารนอยมาก เพราะคณุสมบัติที่มีขั้วต่ํา
ของเฮกเซนทีส่ามารถสกัดสารที่มีความเปนขั้วต่ําและในปริมาณที่นอยกวาตัวทําละลายชนิดอื่น 
สารสกัดดวยไดคลอโรมีเทน, เอทิลอาซิเตท และเอทานอลแสดงสารประกอบฟลาโวนอยด ดัง
แสดงในตารางที่ 4.9 ในทางตรงกันขามสารสกัดดวยน้ํากลั่นไมพบสารประกอบที่ 285 นาโนเมตร 
ซ่ึงสารประกอบที่สกัดไดดวยน้ํากลั่นนั้นมคีวามเปนขัว้สูงและไมสามารถตรวจปริมาณไดดวย
ระบบการวิเคราะหแบบนี ้
 การที่สารสกัดดวยเอทิลอาซิเตทและเอทานอลแสดงฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระสูง อาจเปน
เพราะอิทธิพลมาจากการที่มสีารประกอบฟลาโวนอยดสูง โดยเฉพาะ THFE ที่พบเฉพาะในสาร
สกัดดวยเอทิลอาซิเตทและเอทานอล สารประกอบฟลาโวนอยดที่มคีวามสัมพันธอยางมนีัยสําคัญ
ตอฤทธ์ิยับยั้งอนุมูลอิสระเทียบเปน DQME (0.517), THFE (0.585) และ blumeatin (0.421) ที่ระดบั 
0.01 โดยทฤษฎี Pearson correlation แต DQDE มีความสัมพันธเพียง 0.055 ซ่ึงมีความสัมพันธอยาง
ไมเปนนยัสําคัญ สําหรับฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรสิเนสไมพบความสัมพันธกับสารประกอบฟลาโว
นอยดเหลานี้ตามทฤษฎี Pearson correlation 
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