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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  คราม (Indigofera tinctorial L.) เป็นไม้พุ่มกว้าง ใบประกอบแบบขนนก เรียงสลับ 

ใบย่อยรูปรี มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ต้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ต้านการอักเสบ ยับยั้งการเกิดมะเร็ง

ปอด และป้องกันรังสีอัลตราไวโอเลต มีการนําครามมาย้อมผ้า และเร่ิมมีงานวิจัยท่ีนําสารสกัดจากครามมาท�ำเป็น

ผลิตภัณฑ์เครื่องสําอาง งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากคราม การต้ังต�ำรับ 

โลชัน และทดสอบความคงตัวทางกายภาพและเคมี 

	 วิธีการศึกษา:  ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม โดยวิธี Folin-

ciocalteu colorimetry และหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม โดยวิธี Aluminum chloride colorimetry น�ำครามสดในส่วน

ของยอด ใบอ่อน ใบแก่ และส่วนผสมท้ังสามส่วนในอตัราส่วน 1:1:1 สกดัด้วยตัวท�ำละลายเมทานอล น�ำผลฤทธ์ิต้าน

อนมูุลอสิระ ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวม และปรมิาณฟลาโวนอยด์รวมทีดี่ท่ีสดุมาต้ังต�ำรบัโลชนั และศึกษาฤทธ์ิ

ดังกล่าวในต�ำรับโลชันที่ดีที่สุด โดยใช้สถิติ One way ANOVA เพื่อหาฤทธิ์และปริมาณกลุ่มสารส�ำคัญ 

	 ผลการศกึษา:  สารสกดัครามทีฤ่ทธ์ิต้านอนมุลูอสิระดีทีสุ่ด คอืมีค่า IC50 เท่ากบั 0.12 ± 0.01 mg/mL ได้แก่สาร

สกดัส่วนยอด ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมสูงทีสุ่ดคอื 114.93 ± 11.44 mg GAE/g extract ได้แก่สารสกดัส่วนใบ

อ่อน และสารสกดัส่วนผสมท้ังสามส่วนของครามมีปรมิาณฟลาโวนอยด์สงูท่ีสุดคือ 763.00 ± 42.26 mg QE/g extract 

จากการศึกษาการต้ังต�ำรบัโลชนั พบว่าต�ำรบัท่ี 3 ทีมี่ความเข้มข้นของสารสกดัครามเท่ากบั 0.12 %w/w ของสารสกดั

ส่วนต่าง ๆ ของครามมีลักษณะความคงตัวทางกายภาพและเคมีที่ดี โดยโลชันที่มีส่วนผสมสารสกัดส่วนยอด มีฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 42.23 ± 0.02 mg/mL 

	 อภปิรายผล:  จากงานวจิยัน้ีพบว่า ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมและปรมิาณฟลาโวนอยด์รวมไม่ได้มคีวาม

สัมพนัธ์ไปในทิศทางเดยีวกนักบัฤทธ์ิต้านอนมูุลอสิระ ซ่ึงอาจเป็นแนวทางในการเลอืกส่วนของพชืมาท�ำการทดสอบ

เพื่อให้ผลตรงกับประโยชน์ของการน�ำไปใช้ เช่น ผลิตภัณฑ์ที่ช่วยลดการอักเสบ ลดริ้วรอย อาจต้องเลือกใช้ส่วนของ
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พืชที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด 

	 ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ:  สารสกัดครามท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีท่ีสุดคือสารสกัดส่วนยอด โลชันท่ีมี

ส่วนผสมสารสกดัส่วนยอดมีฤทธ์ิต้านอนมูุลอสิระดีทีส่ดุ การต้ังต�ำรบัโลชนัท่ีมีส่วนผสมจากสารสกดัครามเพือ่เป็น

ผลติภณัฑ์เครือ่งส�ำอาง เป็นการน�ำประโยชน์ของครามมาใช้เพิม่เติมจากการย้อมผ้าคราม ในงานวจิยัต่อไปอาจท�ำการ

ทดสอบหาสารส�ำคญัชนิดอืน่จากสารสกัดคราม การทดสอบความเป็นพษิในสัตว์ทดลอง และอาจท�ำเป็นผลติภณัฑ์ที่

ใช้ในทางยา เช่น ลดการอกัเสบ ซ่ึงเป็นการเพิม่ทางเลอืกให้กบัผูบ้รโิภคได้ใช้ผลติภณัฑ์ท่ีมีส่วนผสมสมุนไพรธรรมชาติ

และเป็นการพัฒนาผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรในเชิงพาณิชย์ต่อไป

	 ค�ำส�ำคัญ:  คราม, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, สารประกอบฟีนอลิกรวม, ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม, โลชัน 
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Abstract

	 Introduction &  Objectives:  Indigofera tinctorial L. (indigo) is a broad shrub with alternate pinnate leaves 

and elliptic leaflets that have compounds with antioxidant, antibacterial and anti-inflammatory activities, which 

inhibit the development of lung cancer, and protect against ultraviolet radiation. Indigo has been used to dye fabric, 

and there has been research on indigo extracts being used to develop cosmetic products. This research aimed to 

study the biological properties of indigo extract, formulate lotions and test their physical and chemical stability. 

	 Methodology:  The antioxidant activity of indigo extract was studied using a DPPH assay, and its phenolic 

content was determined using the Folin-ciocalteu colorimetry method and flavonoid content using the aluminum 

chloride colorimetry method. Fresh indigo from the shoot tips, young leaves, mature leaves, and all three parts in a 

ratio of 1:1:1 was extracted with methanol solvent. The extract that exhibited the best antioxidant activity, phenolic 

content, and flavonoid content was selected to develop lotion, and the best lotion was tested for antioxidant activity, 

phenolic content, and flavonoid content by using one-way ANOVA for the effects of such substances. 

	 Results:  The indigo extracts from shoot tips had the best antioxidant activity at IC50 of 0.12 ± 0.01 mg/

mL, from young leaves had the highest phenolic content (114.93 ± 11.44 mg GAE/g extract), and from all three 

parts had the highest flavonoid content (763.00 ± 42.26 mg QE/g extract). As for the lotion formulation, the third 

formula with 0.12 %w/w all-part indigo extract had good physical and chemical stability characteristics; while the 

formula using shoot-tip extract had the best antioxidant activity at IC50 of 42.23 ± 0.02 mg/mL. 

	 Discussion:  This study found that the total phenolic and flavonoid contents did not positively correlate with 

antioxidant activity. This could be a guideline for selecting the plant parts for testing to match the application’s 

benefits. For example, to produce a product for reducing inflammation and wrinkles, the plant part with the highest 
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บทน�ำและวัตถุประสงค์

	 คราม (Indigofera tinctorial L.) มีชื่อสามัญ 

คือ Indigo เป็นสายพันธุ์ครามฝักตรง ลักษณะไม้

พุ่มขนาดเล็ก ขนาดพุ่มกว้าง 200 เซนติเมตร แตก

กิ่งก้านสาขามาก ใบรี เรียงสลับแบบขนนก กลีบดอก

สีชมพู ผลเป็นฝักเล็ก ๆ ออกเป็นกระจุก ฝักสีเขียว 

ตรง มีขน มีความสูงของต้นประมาณ 4-6 ฟุต ชอบ

แสงแดด ทนทานต่ออากาศร้อน ฝน และดินเค็มได้

ดี[1] สารสกัดครามมีรายงานในหลอดทดลองว่ามี

ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา คือ มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ต้าน

เชื้อแบคทีเรีย ต้านพิษต่อเซลล์มะเร็งปอด พบว่า

เปอร์เซ็นต์ของเซลล์มะเร็งปอดลดลงเมื่อเพิ่มความ

เข้มข้นของสารสกัดคราม[2] กลุ่มสารส�ำคัญท่ีอยู่ใน

คราม เช่น ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ซาโปนิน (sa-

ponins) แทนนิน (tannins) สเตียรอยด์ (steroids)  

ฟีนอลิก (phenolics) แอนโทรควิโนน (anthro-

quinones) เป็นต้น[3] ภูมิปัญญาของชาวบ้านโพน

แพง ตําบลดินจ่ี อําเภอคําม่วง จังหวัดกาฬสินธุ์ ได้

น�ำครามมาย้อมผ้า และใช้เป็นสมุนไพรรักษาแผล

ของสัตว์ โดยการทาบริเวณท่ีเป็นแผลให้วัว ควาย 

รวมถึงมีรายงานการใช้ในอายุรเวทของครามในการ

ปลูกผม[4] และมีการต้มใบครามใช้บรรเทาอาการ

ปวดจากแมลงสัตว์กัดต่อย รักษาแผลไฟไหม้และ

น�้ำร้อนลวก[5] ประกอบกับพบความเป็นพิษต�่ำใน

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์

ของผิวหนังมนุษย์ในสารสกัดใบแก่ ใบอ่อน และ

เมล็ด[6] การศึกษางานวิจัยท่ีเกี่ยวกับครามที่ผ่านมา 

นอกจากจะน�ำมาใช้ในการย้อมผ้าคราม[7] พบว่ามี

การน�ำสารสกัดจากครามมาท�ำเป็นผลิตภัณฑ์เคร่ือง

ส�ำอาง[8] และจากรายงานการใช้ครามในการปลูก

ผมและการใช ้ในทางยา พบว่าสารสกัดครามมี

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ มีปริมาณของสารประกอบ 

ฟีนอลิกรวม และปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ด้วย

คุณสมบัติและความปลอดภัยของครามดังกล่าว 

ท�ำให้ผู้วจัิยมคีวามสนใจทีจ่ะน�ำสารสกดัจากครามมา

พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์โลชัน งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์

เพื่อหาฤทธ์ิทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมและปริมาณ 

ฟลาโวนอยด์รวม จากครามสดในส่วนของยอด ใบ

อ่อน ใบแก่ และส่วนผสมทั้งสามส่วน (ยอด ใบอ่อน 

ใบแก่ ในอตัราส่วน 1:1:1) น�ำมาสกดัด้วยตัวท�ำละลาย

เมทานอล[3] นอกจากนี้งานวิจัยนี้ยังท�ำการตั้งต�ำรับ 

โลชันท่ีมส่ีวนผสมของสารสกดัคราม โดยศกึษาความ

คงตัวทางกายภาพและเคมีของต�ำรับโลชันจากสาร

antioxidant activity may be used. 

	 Conclusions and Recommendations:  The extract from shoot tip had the highest antioxidant content. 

The lotion formula with an extract from shoot tips had the highest antioxidant activity. Formulating a lotion with 

indigo extract as a cosmetic product was an additional use of indigo other than for fabric dyeing. Other important 

substances from indigo extract and toxicity testing in animal models should be further studied. It may also be made 

into a medicinal product for reducing inflammation. That was an additional choice for consumers to use products 

with natural herbal ingredients, leading to the development of commercial herbal products

	 Key words:  Indigofera tinctorial L., antioxidant activity, phenolic content, flavonoids content, lotions
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สกดัคราม และน�ำต�ำรับทีด่ทีีส่ดุมาหาฤทธ์ิทางชวีภาพ

นัน้ เพือ่ใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานส�ำหรับพฒันาผลติภณัฑ์

เครื่องส�ำอางจากสมุนไพรต่อไป 

ระเบียบวิธีศึกษา

รูปแบบการศึกษา

	 การวจัิยนีเ้ป็นการวิจัยในห้องปฏบิติัการ (labo-

ratory research) โดยน�ำครามสดจากส่วนของ

ยอด ใบอ่อน ใบแก่ และส่วนผสมทั้งสามส่วนใน

อัตราส่วน 1:1:1 มาสกัดด้วยตัวท�ำละลายเมทานอล 

จากนัน้ท�ำการทดสอบฤทธ์ิทางชวีภาพ ได้แก่ ฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และ 

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และน�ำส่วนของสารสกัด

ครามท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบ

ฟีนอลกิรวม และปริมาณฟลาโวนอยด์รวมทีด่ทีีส่ดุมา

ตัง้ต�ำรับโลชนั จากนัน้น�ำต�ำรับทีด่ท่ีีสดุมาหาฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และ 

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม รวมถึงทดสอบความคงตัว

ทางกายภาพและเคมีของต�ำรับโลชันจากสารสกัด

คราม

วัสดุอุปกรณ์และเครื่องมือ

	 1.	วัตถุดิบที่ใช้ในการทดลอง

	 	 1.1 ครามสด (Indigofera tinctorial L.) 

สายพันธุ์ครามฝักตรง จากทั้ง 4 ส่วน ประกอบด้วย 

ส่วนยอด (shoot tip) คือ ส่วนของยอดเล็ก ๆ ท่ียัง

ไม่เป็นใบอ่อน ส่วนใบอ่อน (young leaves) คือ ส่วน

ของใบเขยีวอ่อนท่ีถดัจากส่วนยอดออกมา ส่วนใบแก่ 

(mature leaves) คือ ส่วนของใบสีเขียวเข้มท่ีแผ่ใบ

เต็มท่ี และส่วนผสมท้ังสามส่วน (all three parts) คอื 

ส่วนของยอด ใบอ่อน ใบแก่ ในอตัราส่วน 1:1:1 แสดง

ใน Figure 1 โดยเกบ็ตัวอย่างครามจากแหล่งเดยีวกนั

ในเขตอ�ำเภอเมือง จังหวัดสกลนคร พ.ศ. 2563 คัด

แยกสายพันธุ์ครามโดย ดร.วาสนา แผลติตะ อาจารย์

ประจ�ำสาขาวิชาพืชศาสตร์ คณะทรัพยากรธรรมชาติ 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขต

สกลนคร

Figure 1  The parts of indigo (Indigofera tinctorial L.).
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	 2.	อุปกรณ์และเครื่องมือวิเคราะห์

	 	 2.1 เคร่ืองระเหยแห้งแบบหมุน (rotary 

evaporator R201, BUCHI, Switzerland)

	 	 2.2	 เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-

spectrophotometer T80, PG, United Kingdom) 

	 	 2.3	 เคร่ืองอบลมร้อน (hot air over รุ่น 

D11907 Schwabach ยี่ห้อ Memmert)

	 	 2.4	 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge รุ่น Digi-

cen 21R บริษัทไซแอนติฟิคโปรโมชัน จ�ำกัด)

	 	 2.5	 เคร่ืองวัดความหนืด (brookfield vis-

cometer รุ่น NDJ-8S ยี่ห้อ T-BOTA) 

	 	 2.6	 เคร่ืองวัดค่ากรด-ด่าง (pH meter รุ่น 

FT2200-F ยี่ห้อ OHAUS)     

	 3.  สารเคมี

	 	 3.1	 เมทานอล (methanol) Analytical 

Reagent Grade (AR) บริษัทคิวเร็กซ์ จ�ำกัด          

	 	 3.2	 DPPH (2, 2-Diphenyl-1-Picrylhy-

drazyl) Analytical Reagent Grade (AR) บริษัท

ซิกมา จ�ำกัด          

	 	 3.3	 Folin-Ciocalteau reagent, Analyti-

cal Reagent Grade (AR) บริษัทโลบา จ�ำกัด 

	 	 3.4	 วิตามินซี (ascorbic acid) Analytical 

Reagent Grade (AR) บริษัทซิกมา จ�ำกัด          

	 	 3.5	 กรดแกลลิก (gallic acid) Analytical 

Reagent Grade (AR) บริษัทซิกมา จ�ำกัด          

	 	 3.6	 เคอร์ซิทิน (quercetin) Analytical 

Reagent Grade (AR) บริษัทซิกมา จ�ำกัด

	 	 3.7	 Mineral oil, Cosmetic Grade ห้าง

หุ้นส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และการค้า

	 	 3.8	 Jojoba oil, Cosmetic Grade ห้างหุ้น

ส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และการค้า

	 	 3.9	 Carbopol 940, Cosmetic Grade ห้าง

หุ้นส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และการค้า

	 	 3.10		 Isopropyl myristate, Cosmetic 

Grade ห้างหุ้นส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และการ

ค้า

	 	 3.11		Dimethicone, Cosmetic Grade 

ห้างหุ้นส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และการค้า

	 	 3.12 	Cetomacrogol 1000, Cosmetic 

Grade ห้างหุ ้นส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และ 

การค้า

	 	 3.13 	White soft paraffin, Cosmetic 

Grade ห้างหุ ้นส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และ 

การค้า

	 	 3.14 	Cetostearyl alcohol, Cosmetic 

Grade ห้างหุ ้นส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และ 

การค้า

	 	 3.15		Glycerin, Cosmetic Grade ห้างหุ้น

ส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และการค้า

	 	 3.16 	Glydant plus, Cosmetic Grade 

ห้างหุ้นส่วนจ�ำกัด สินไทยเคมีภัณฑ์และการค้า

วิธีการศึกษา

	 1.	การเตรียมวัตถุดิบ

	 น�ำยอด ใบอ่อน ใบแก่ ทั้งสามส่วนในอัตราส่วน 

1:1:1 ของสายพันธุ์ครามฝักตรง (Indigofera tinc-

torial L.) ท่ีเก็บในเขตอ�ำเภอเมือง จังหวัดสกลนคร 

น�ำมาตากแห้ง แล้วอบทีอ่ณุหภมู ิ50 ̊ C แล้วน�ำมาบด 

จนละเอียด จากนั้นร่อนผ่านตะแกรงเบอร์ 100 

	 2.	การสกัดตัวอย่างแห้งด้วยตัวท�ำละลาย

	 สมุนไพรท่ีบดละเอียดน�ำมาสกัดด้วยตัวท�ำ

ละลายเมทานอล[3] ในอัตราส่วน 1:10 โดยแช่ไว้เป็น

เวลา 5 วัน ที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นกรองด้วย

กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 น�ำไประเหยเอาตัว
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ท�ำละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยแห้งแบบหมนุ (rotary 

evaporator) โดยใช้อุณหภูมิที่ 40 ˚C ความดัน 200 
mbar สารสกัดที่ได้น�ำไปอบที่ตู้อบความร้อน 50 ˚C 
และน�ำมาฟรีซดราย เพื่อระเหยตัวท�ำละลายออกให้

หมด จนได้สารสกัดแห้งเป็น crude extract จากนั้น

เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 ˚C เพื่อรอท�ำการทดสอบในขั้น
ตอนต่อไป

	 3.	ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพจากสารสกัดคราม

		  3.1	 การทดสอบหาฤทธ์ิการต้านอนมุลูอสิระ  

	 	 สารสกัดครามท�ำการทดสอบหาฤทธ์ิการ

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีการของ 

Renukadevi และ Sultana (2011)[2] ซ่ึงใช้วิตามิน

ซี (ascorbic acid) เป็นสารมาตรฐาน โดยเตรียม

สารละลาย DPPH เข้มข้นร้อยละ 0.004 และตัวอย่าง

สารสกดัท่ีความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 

mg/mL โดยใช้เมทานอลเป็นตัวท�ำละลาย แล้วดูด

ตัวอย่างสารสกัดปริมาตร 0.15 mL เติมสารละลาย 

DPPH ปริมาตร 4.5 mL หลีกเลี่ยงการถูกแสง เขย่า

ให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex mixer เป็นเวลา 1 นาที 

จากนั้นตั้งไว้ในที่มืด 30 นาที น�ำไปวัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 517 nm โดยเครื่อง UV-spec-

trophotometer ทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ�้ำ ค�ำนวณ 

ร้อยละฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ดังสมการ 

				    	 Control OD - Sample OD 
	 ร้อยละฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ	 =	 	 	 5 100
	 	 	 	 	 	 Control OD   

	 	 โดย	Control OD	 =    ค่าดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุมสารมาตรฐาน  

                  	 Sample OD	 =    ค่าดูดกลืนแสงของตัวอย่างสารสกัดในสารละลาย DPPH

	 และรายงานผลเป็นค่า IC50 ซึ่งหมายถึงปริมาณ

ความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่ทําให้สารอนุมูลอิสระ

ลดลงร้อยละ 50 (IC50, 50% of Inhibitory Concen-

tration) โดยค�ำนวณหาค่า IC50 จากสมการของกราฟ

คือ y = 1830.4 x - 6.7592 ซึ่งมีค่า R2 = 0.9971 เมื่อ 

y คือ ร้อยละฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ x 

คือ ความเข้มข้นของวิตามินซี (ascorbic acid) mg/

mL   

		  3.2 การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกรวม 

	 	 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ท�ำการ

ทดสอบโดยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Loipiman 

และคณะ (2011)[9] โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสาร

มาตรฐาน ทดสอบด้วย Folin-Ciocalteu Colo-

rimetry method โดยดูดตัวอย่างสารสกัดคราม

ความเข้มข้น 0.1 mg/mL ปริมาณ 200 mL เติม

สารละลาย Folin-Ciocalteu 400 mL และสารละลาย

โซเดยีมคาร์บอเนตร้อยละ 7.5 ปริมาณ 1 mL จากนัน้

เติมน�้ำกลั่น 2 mL เขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex 

mixer เป็นเวลา 1 นาที ต้ังท้ิงไว้ในท่ีมดื 30 นาที น�ำไป

วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm โดย

เคร่ือง UV-spectrophotometer น�ำค่าการดูดกลืน 

แสงเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 

(gallic acid) ทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ�้ำ ค�ำนวณโดย

ใช้สมการ y = 5.581x - 0.2577 ซึ่งมีค่า R2 = 0.9979 

เมื่อ y คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 

nm และ x คือ ความเข้มข้นของสารละลายกรด 

แกลลิก (gallic acid) mg/mL
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		  3.3	 การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์

รวม

	 	 ทดสอบหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม โดย 

Aluminum chloride colorimetry method ที่

ดดัแปลงจากวธีิของ Prommuak และคณะ (2008)[10] 

เตรียมตัวอย่างท่ีความเข้มข้น 0.1 mg/mL โดยชั่ง

ตัวอย่างสารสกัด 1 g ละลายด้วยเมทานอลแล้ว

ปรับปริมาตรด้วยเมทานอลเป็น 10 mL ดูดสารสกัด

ตัวอย่าง 150 mL เติมร้อยละ 10 ของอะลมูเินยีมคลอ-

ไรด์ (AlCl3) 1.5 mL และปรับปริมาตรด้วยน�ำ้กลัน่จน

ครบ 4.5 mL เขย่าให้เข้ากัน น�ำไปวัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 425 nm และน�ำค่าการดูดกลืน

แสงท่ีได้ไปค�ำนวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมจาก

กราฟมาตรฐานเคอร์ซิทนิ (quercetin) ท�ำการทดสอบ

ตัวอย่างละ 3 ซ�้ำ ค�ำนวณโดยใช้สมการ y = 2.4822x 

- 0.2913 ซึ่งมีค่า R2 = 0.9996 เมื่อ y คือ ค่าการดูด

กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 425 nm และ x คือ ความ

เข้มข้นของสารละลายเคอร์ซิทนิ (quercetin) mg/mL

	 4.	การตั้งต�ำรับโลชันจากสารสกัดคราม

	 น�ำส่วนของสารสกัดคราม (indigo extract) ที่

มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

รวม และปริมาณฟลาโวนอยด์รวมที่ดีท่ีสุด มาต้ัง

ต�ำรับตัวอย่างละ 5 ต�ำรับ ในแต่ละต�ำรับมีความ

เข้มข้นของสารสกัดเท่ากับ 0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 

และ 0.20 %w/w ตามล�ำดับ รวมท้ังหมด 15 ต�ำรับ 

ปริมาณต�ำรับละ 100 g ส่วนประกอบของต�ำรับแสดง

ใน Table 1 การเตรยีมโลชัน เตรียมโดยแบ่งออกเป็น

สองวัฏภาค คือวัฏภาคน�ำ้มัน (ส่วนท่ี 1) และวัฏภาค

น�้ำ (ส่วนท่ี 2) เชื่อมด้วยตัวอิมัลซิไฟเออร์ท�ำให้โลชัน

เป็นเนื้อเดียวกัน โดยน�ำส่วนที่ 1 หลอมให้มีอุณหภูมิ 

70 ˚C และอุ่นส่วนที่ 2 ให้มีอุณหภูมิ 75 ˚C น�ำส่วน
ที ่1 เทลงส่วนท่ี 2 คนไปทศิทางเดยีวกนัด้วยความเรว็

สม�ำ่เสมอ เมือ่อณุหภมูลิดลงท่ี 45 ̊ C เติมส่วนท่ี 3 ลง

ไป คนต่อไปจนเกิดเนื้อโลชัน 

Table 1  Percentage of ingredients in lotion formula from 3 parts of indigo extracts.

	 Part		  Substance name	 Functions	 Percentage (weight by weight)

	 1	 Mineral oil		  Emollient	 2.00
		  Jojoba oil		  Emollient	 1.00
		  Carbopol 940 		  Thickening agent	 0.50
		  Isopropyl myristate		  Emollient	 2.00
		  Dimethicone		  Skin protection	 1.00
	 	 Cetomacrogol 1000		 Emulsifier	 15.00
	 	 White soft paraffin	 	 Emollient	 3.00
	 	 Cetostearyl alcohol	Auxiliary	 Emulsifier	 2.00

	 2	 Glycerin		  Humectant	 5.00
		  DI water		  Solvent	  qs. to 100.00

	 3	 Glydant plus		  Preservative	 0.50
		  3 parts of indigo extract (shoot tip,	 Active ingredient	 0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 0.20 
		  young leaves, all three parts)		  (recipes 1-5 in order)
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	 5.	 ข้ันตอนการทดสอบความคงตวัทางกายภาพ

และเคมีของต�ำรับโลชันจากสารสกัดคราม

		  5.1	 ทดสอบต�ำรับโลชันจากสารสกัดคราม 

	 	 ก่อนและหลงัการท�ำ Heating and cooling 

cycle (การน�ำโลชันที่เตรียมไว้ มาใส่ในตู้เย็น 4 ˚C 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และอบในตู้อบลมร้อน 45 ̊ C เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง นับเป็น 1 รอบ) ท�ำซ�้ำ 7 รอบ ท�ำการ

ทดสอบในหัวข้อต่าง ๆ ดังนี้

	 	 	 1)	 ทดสอบสีด้วยตาเปล่า 

	 	 	 2)	 ทดสอบสี ด้วย Color Chart[11]

	 	 	 3)	 ทดสอบค่า pH ด้วยเคร่ือง pH 

meter[12]   

	 	 	 4)	 ทดสอบค่าความหนืด ด้วยเคร่ือง 

Brookfield viscometer (LV2 spindle) รุ่น NDJ-8S 

ยี่ห้อ T-BOTA ในความเร็วรอบ 2, 3 และ 4 rpm 

	 	 	 5)	 การทดสอบการแยกชั้น ด้วยเครื่อง 

Centrifuge ในความเร็วรอบ 6,000 rpm นาน 10 นาที 

ที่อุณหภูมิ 25 ˚C[13]

		  5.2	 การทดสอบหาฤทธ์ิต้านอนมุลูอสิระของ

โลชัน

	 	 เตรียมโลชัน 6 g เจือจางด้วยเมทานอล 120 

mL เขย่าให้เข้ากันเป็นเวลา 5 นาที (ดัดแปลงจากวิธี

ของ Berna, Rosmala และ Muhammad (2013)[14] 

แล้วน�ำไป Centrifuge เอาเฉพาะส่วนใสด้านบนไป

วิเคราะห์ จากนั้นท�ำการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

เช่นเดียวกับการทดสอบในหัวข้อที่ 3.1 

		  5.3 การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกรวม

	 	 เตรียมโลชัน 6 g เจือจางด้วยเมทานอล 120 

mL เขย่าเป็นเวลา 5 นาที แล้วน�ำไป Centrifuge 

เอาเฉพาะส่วนใสด้านบนไปวิเคราะห์ จากนั้นท�ำการ

ทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมตามขั้น

ตอนและวิธีการในหัวข้อที่ 3.2 

		  5.4	 การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์

รวม

	 	 เตรียมโลชัน 6 g เจือจางด้วยเมทานอล 120 

mL เขย่าเป็นเวลา 5 นาที แล้วน�ำไป Centrifuge 

เอาเฉพาะส่วนใสด้านบนไปวิเคราะห์ จากนั้นท�ำการ

ทดสอบหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมตามขั้นตอนและ

วิธีการในหัวข้อที่ 3.3 

	 การวิเคราะห์ข้อมูล

	 การเปรียบเทียบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกรวม และปริมาณฟลาโวนอยด ์

รวมจากสารสกัดคราม โดยใช้สถิติ One-way 

ANOVA ส�ำหรับการเปรียบเทียบลกัษณะความคงตวั

ของต�ำรับโลชันก่อนและหลังการทดสอบโดยใช้สถิติ 

Paired sample t-test โดยก�ำหนดช่วงความเชื่อมั่น

ที่ร้อยละ 95

ผลการศึกษา

	 จากการน�ำครามสดในส่วนของยอด ใบอ่อน ใบ

แก่ และส่วนผสมทั้งสามส่วนในอัตราส่วน 1:1:1 มา 

สกดัด้วยตัวท�ำละลายเมทานอล น�ำมาค�ำนวณหาร้อย

ละผลผลิต ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ หาปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกรวม และปริมาณฟลาโวนอยด์

รวม และน�ำส่วนของสารสกัดครามที่มีฤทธิ์ดีที่สุดใน

แต่ละการทดสอบมาต้ังต�ำรับโลชัน ส่วนละ 5 ต�ำรับ 

รวม 15 ต�ำรับ จากนั้นน�ำต�ำรับที่ดีที่สุดมาหาฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และ 

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมอกีคร้ัง รวมถงึทดสอบความ

คงตัวทางกายภาพและเคมีของต�ำรับโลชันจากสาร

สกัดคราม ผลการศึกษา พบว่า 
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	  1.	ร้อยละผลผลิต (%yield) 

	 จากผลการค�ำนวณหาร้อยละผลผลติ (%yield) 

พบว่าส่วนผสมทั้งสามส่วน มีร้อยละผลผลิตสูงสุด 

เท่ากับ 5.57 g หรือ 11.14 %w/w และน้อยที่สุดคือ 

สารสกัดยอดครามเท่ากับ 3.33 g หรือ 6.66 %w/w 

(Table 2)  

Table 2  Percentage of dry weight from the parts of indigo extracts.

	 Parts of indigo	 Solvent	 Weight of indigo powder (g)	 Extract weight (g)	 %yield (w/w)

Shoot tip		 Methanol	 50.00	 3.33	 6.66
Young leaves	 Methanol	 50.00	 3.53	 7.06
Mature leaves 	 Methanol	 50.00	 4.07	 8.14
All three parts	 Methanol	 50.00	 5.57	 11.14

	 2.	ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

	 จากการหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

และใช้วิตามินซี (ascorbic acid) เป็นสารละลาย

มาตรฐานพบว่าสารสกัดส่วนยอดครามสามารถต้าน

อนุมูลอิสระดีท่ีสุด มีค่า IC50 เท่ากับ 0.12 ± 0.01 

mg/mL และสารสกัดส่วนใบแก่ มีความสามารถใน

การยบัยัง้อนมุลูอสิระน้อยทีส่ดุมค่ีา IC50 เท่ากบั 0.23  

± 0.01 mg/mL ในขณะที่ค่า IC50 ของสารละลาย

มาตรฐานวิตามินซี (ascorbic acid) เท่ากับ 0.02 ± 

0.00 mg/mL (Table 3)

	 3. ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

	 ผลการค�ำนวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

รวมด้วยวิธี Folin-ciocalteu colorimetry พบว่าสาร

สกดัส่วนใบอ่อนของครามมปีริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 

รวมสงูทีส่ดุคอื 114.93 ± 11.44 mg GAE/g extract 

และปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมท่ีน้อยท่ีสุด 

คือส่วนผสมท้ังสามส่วน เท่ากับ 87.16 ± 2.74 mg 

GAE/g extract (Table 3)

	 4.	ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม

	 จากการหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมโดยวิธี 

Aluminum chloride colorimetry (Table 3) พบ

ว่าสารสกดัครามท่ีมปีริมาณฟลาโวนอยด์รวมสงูท่ีสดุ 

คือส่วนผสมทั้งสามส่วน เท่ากับ 763.00 ± 42.26 mg 

QE/g extract และปริมาณน้อยที่สุด คือส่วนของใบ

แก่เท่ากับ 425.59 ± 18.70 mg QE/g extract    

Table 3  Antioxidant activity, phenolic and flavonoid contents of indigo extracts.

Biological activities	 Shoot tip	 Young leaves	 Mature leaves	 All three parts	 Standard substance

Antioxidant activity	 0.12 ± 0.01	 0.14 ± 0.03	 0.23 ± 0.01	 0.14 ± 0.04	 Ascorbic acid 
by DPPH method					     0.02 ± 0.00

Phenolic content 	 94.92 ± 5.05	 114.93 ± 11.44	 99.93 ± 5.17	 87.16 ± 2.74	 Gallic acid

Flavonoid content 	 488.16 ± 45.46	 488.70 ± 12.24	 425.59 ± 18.70	 763.00 ± 42.26	 Quercetin

Note:	 Formulate the lotion using the indigo extract, which has the best antioxidant activity, phenolic content, and flavonoid  
	 content.
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	 5.	การทดสอบทางกายภาพและเคมีของโลชัน

จากสารสกัดคราม 

	 การพฒันาโลชนัได้จากการน�ำส่วนของสารสกดั

ครามท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกรวม และปริมาณฟลาโวนอยด์รวมที่ดีท่ีสุด 

คือสารสกัดครามส่วนยอด ใบอ่อน และส่วนผสมท้ัง

สามส่วน ตามล�ำดบั ในขณะทีส่ารสกดัส่วนใบแก่ไม่มี

ฤทธ์ิทีด่ทีีส่ดุ จึงไม่ได้น�ำมาใช้ในการพฒันาโลชนั โดย

ในแต่ละส่วนน�ำมาพัฒนาส่วนละ 5 ต�ำรับ รวมเป็น 

15 ต�ำรับ ผลปรากฏว่าสูตรต�ำรับที่ 3 ที่มีความเข้มข้น

ของสารสกัดครามเท่ากับ 0.12 %w/w จากทุกส่วนมี

ความคงตวัดท่ีีสดุ ซ่ึงผลการทดสอบทางกายภาพและ

เคมีก่อนและหลังการทดสอบของโลชันสูตรต�ำรับที่ 3 

จากสารสกดัครามส่วนยอด ใบอ่อน และส่วนผสมทัง้

สามส่วน แสดงใน Table 4

Table 4  Physical and chemical stability before and after testing of the 3rd formula lotion.

Feature of		  Before heating and cooling cycle			   After heating and cooling cycle		  p-value
the 3rd formula 	 Shoot tip	 Young leaves	 All three parts	 Shoot tip	 Young leaves	 All three parts
lotion

Color	 Off white	 Off white	 Off white	 Off white	 Off white	 Off white	 -

Stickiness	 Not sticky	 Not sticky	 Not sticky	 Not sticky	 Not sticky	 Not sticky	 -

pH	 5.18 ± 0.01	 5.15 ± 0.03	 5.33 ± 0.01	 5.16 ± 0.01	 5.15 ± 0.05	 5.30 ± 0.01	  p > 0.05

Viscosity (cP)	 4597 ± 21.22	 4341 ± 119.53	 4561 ± 139.39	 4448 ± 130.06	 4249 ± 106.79	 4347 ± 66.95	 p > 0.05

Separation	 No separation	 No separation	 No separation	 No separation	 No separation	 No separation	 -

Note: p > 0.05 means there is no statistically significant difference.

	 จากผลการทดสอบโลชนัจากสารสกดัส่วนยอด 

ใบอ่อน และส่วนผสมทัง้สามส่วน พบว่าต�ำรับที ่3 ของ

ส่วนต่าง ๆ  เป็นต�ำรับที่ดีที่สุด เนื่องจากเนื้อโลชันไม่มี

การแยกชั้น ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของสี ค่า pH และ

ค่าความหนืดไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติ (p > 0.05) โดยต�ำรับที่ 2, 4 และ 5 ของส่วน

ยอด และต�ำรับที่ 1, 2, 4 และ 5 จากส่วนใบอ่อน และ

จากส่วนผสมทั้งสามส่วน มีค่า pH แตกต่างกันอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) แสดงใน Table 5 

และต�ำรับที ่1 จากส่วนผสมทัง้สามส่วน และต�ำรับที ่2  

ของส่วนยอดมีค่าความหนืดแตกต่างกันอย่างมีนัย

ส�ำคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) แสดงใน Table 6

	 การทดสอบลักษณะทางกายภาพและเคมีของ

โลชันจากสารสกัดคราม ก่อนและหลังการทดสอบ

ด้วยวิธี Heating and cooling cycle พบว่าสีจาก

การสังเกตดูด้วยตาเปล่า ก่อนการทดสอบ ลักษณะ

สีเป็นสีขาวนวลค่อนไปน�้ำตาล หลังการทดสอบทุก

ต�ำรับมีสีจางลงเล็กน้อยเป็นสีขาวนวล (Figure 2) 

ไม่พบการเปลี่ยนแปลงหลังการทดสอบท้ัง 15 ต�ำรับ 

การทดสอบสีด้วย Color chart พบว่ามีสีขาวนวล

ค่อนไปทางน�้ำตาลอ่อน ๆ และไม่มีการเปลี่ยนแปลง

ของสี (Figure 2) การทดสอบค่า pH (Table 5) ด้วย
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เครื่องวัดค่ากรด-ด่าง (pH meter) พบว่า ค่า pH ของ

สารสกดัโลชนัจากครามต�ำรับที ่1, 2, 4 และ 5 มคีวาม

แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) การ

ทดสอบลกัษณะทางกายภาพ ค่าความหนดื (Table 6) 

โดยการใช้เคร่ืองวัดความหนืด (brookfield visco-

meter) ที่ความเร็ว 1 rpm ก่อนและหลังการทดสอบ 

ในต�ำรับที่ 2 ของส่วนยอด พบว่ามีความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) และสารสกัด

ส่วนผสมท้ังสามส่วนในต�ำรับที่ 1 มีความแตกต่าง

กันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) การทดสอบ

ลกัษณะทางกายภาพการแยกชัน้โดยการใช้เคร่ืองป่ัน

เหวีย่ง (centrifuge) ในความเร็วรอบ 6,000 rpm เป็น

เวลา 10 นาที พบว่าโลชันทั้ง 15 ต�ำรับไม่มีการแยก 

ชั้น

Figure 2	 The color of lotion preparations was observed by the naked eye and tested with a Color chart comparing before 
and after testing 15 formulas.

Formula 1    Formula 2    Formula 3    Formula 4   Formula 5

Visual testing Color chart testing

	 Before

Orange-White 159 D

	 After

Orange-White 159 D

	 Before

White Group 155 D

	 After

White Group 155 D  

	 Before

White Group 155 D

	 After

White Group 155 D     

Before

shoot tip

After

Before

young leaves

After

Before

all three parts

After
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Table 5  The pH values of lotion preparations were tested by comparing before and after 15 formulas.

		  Before	 After
	 Formulations: F	 Heating and cooling 	 Heating and cooling		  Bh - Ah
		  cycle: Bh (Mean ± S.D.)	 cycle: Ah (Mean ± S.D.)	 (Mean ± S.D.)	 p-value
Shoot tip
	 F1	 4.82 ± 0.01	 4.77 ± 0.02	 0.05 ± 0.02	 0.057
	 F2	 5.18 ± 0.01	 5.09 ± 0.01	 0.09 ± 0.02	 0.012*
	 F3	 5.31 ± 0.02	 5.20 ± 0.02	 0.13 ± 0.06	 0.059
	 F4	 4.95 ± 0.02	 4.87 ± 0.01	 0.08 ± 0.01	 0.002*
	 F5	 5.13 ± 0.01	 5.05 ± 0.02	 0.08 ± 0.03	 0.038*
Young leaves
	 F1	 5.14 ± 0.01	 5.04 ± 0.01	 0.10 ± 0.01	 0.001*
	 F2	 5.21 ± 0.01	 5.07 ± 0.05	 0.15 ± 0.06	 0.047*
	 F3	 5.15 ± 0.03	 5.15 ± 0.05	 -0.01 ± 0.09	 0.952
	 F4	 5.29 ± 0.02	 5.17 ± 0.01	 0.12 ± 0.03	 0.016*
	 F5	 5.17 ± 0.01	 5.08 ± 0.02	 0.09 ± 0.02	 0.012*
All three parts
	 F1	 5.20 ± 0.01	 5.10 ± 0.01	 0.10 ± 0.01	 0.001*
	 F2	 5.23 ± 0.01	 5.13 ± 0.01	 0.10 ± 0.01	 0.001*
	 F3	 5.33 ± 0.01	 5.28 ± 0.01	 0.11 ± 0.01	 0.056
	 F4	 5.31 ± 0.04	 5.21 ± 0.04	 0.10 ± 0.01	 0.001*
	 F5	 5.21 ± 0.01	 5.10 ± 0.01	 0.10 ± 0.01	 0.001*

Note: *Means p ≤ 0.05. There is a statistically significant difference.

Table 6  The viscosity of lotion preparations was tested by comparing the before and after of 15 formulas.

		  Before	 After
	 Formulations: F	 Heating and cooling 	 Heating and cooling		  Bh - Ah
		  cycle: Bh (cP, Mean ± S.D.)	 (cP, Mean ± S.D.)	 (Mean ± S.D.)	 p-value
Shoot tip
	 F1	 4642 ± 34.12	 4459 ± 112.01	 183.67 ± 103.01	 0.091
	 F2	 4595 ± 35.72 	 4252 ± 103.12	 346.00 ± 134.75	 0.047*
	 F3	 4597 ± 21.22	 4448 ± 130.06	 143.67 ± 104.10	 0.139
	 F4	 4597 ± 68.00	 4381 ± 100.48	 215.67 ± 105.94	 0.072
	 F5	 4469 ± 121.13	 4222 ± 83.50	 247.33 ± 179.26	 0.139
Young leaves
	 F1	 4456 ± 67.41	 4504 ± 94.12	 -48.33 ± 101.42	 0.496
	 F2	 4254 ± 110.94 	 4287 ± 110.95	 -60.67 ± 82.92	 0.333
	 F3	 4341 ± 119.53	 4249 ± 106.79 	 92.33 ± 69.15	 0.147
	 F4	 4443 ± 82.40	 4372 ± 105.62	 71.00 ± 75.32	 0.244
	 F5	 4477 ± 148.46	 4351 ± 94.97	 124.33 ± 105.12	 0.177
All three parts
	 F1	 4514 ± 86.28 	 4384 ± 130.31	 130.00 ± 48.88	 0.044*
	 F2	 4391 ± 167.21 	 4240 ± 147.05 	 151.33 ± 136.54	 0.195
	 F3	 4561 ± 139.39 	 4347 ± 66.95	 68.33 ± 276.87	 0.711
	 F4	 4172 ± 178.22	 4056 ± 109.20	 94.00 ± 174.85	 0.450
	 F5	 4605 ± 65.18	 4592 ± 46.23	 13.00 ± 165.64	 0.904

Note: *Means p ≤ 0.05. There is a statistically significant difference.
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	 6.	ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบ

ฟีนอลิกรวม และปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของโล

ชันต�ำรับที่ 3

	 จากผลการทดสอบสูตรต�ำรับทั้ง 15 ต�ำรับ พบ

ว่า สูตรต�ำรับที่ 3 ของสารสกัดส่วนต่าง ๆ ของคราม

เป็นต�ำรับทีด่ทีีส่ดุ เนือ่งจากเนือ้โลชนัไม่มกีารแยกชัน้ 

ไม่มกีารเปลีย่นแปลงของส ี(Figure 2) ค่า pH (Table 

5) และค่าความหนืด (Table 6) ไม่มีความแตกต่าง

กันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p > 0.05) ประกอบ

กับการเลือกผลการศึกษาจากส่วนของครามท่ีมีฤทธ์ิ

ทางชีวภาพที่ดีที่สุดในด้านนั้น ๆ ของสูตรต�ำรับท่ี 3 

มาทดสอบ ดังนั้นจึงน�ำเฉพาะโลชันต�ำรับที่ 3 ที่มีส่วน

ผสมสารสกัดส่วนยอดมาทดสอบหาฤทธิ์ต้านอนุมูล-

อิสระ น�ำโลชันที่มีสารสกัดส่วนใบอ่อนมาทดสอบ

หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และน�ำโลชัน 

ที่มีส ่วนผสมทั้งสามส่วน มาทดสอบหาปริมาณ 

ฟลาโวนอยด์รวม ดังนี้

		  6.1	ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

	 	 จากการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ 

โลชันต�ำรับท่ี 3 ที่มีส่วนผสมสารสกัดส่วนยอดของ

คราม มีค่า IC50 เท่ากับ 42.23 ± 0.02 mg/mL

		  6.2	ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

	 	 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

ของโลชันต�ำรับที่ 3 ที่มีส่วนผสมสารสกัดส่วนใบอ่อน 

ของคราม พบว่าทีค่วามเข้มข้น 50 mg/mL มปีรมิาณ

สารประกอบฟีนอลิกรวมเท่ากับ 2.61 ± 0.01 mg 

GAE/g lotion 

		  6.3	ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม

	 	 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของโลชัน

ต�ำรับที่ 3 ที่มีส่วนผสมสารสกัดส่วนผสมทั้งสามส่วน 

พบว่าที่ความเข้มข้น 50 mg/mL มีปริมาณฟลาโว

นอยด์รวมเท่ากับ 6.29 ± 0.01 mg QE/g lotion   

อภิปรายผล

	 จากผลการทดสอบ จะเห็นได้ว่า สารสกัดส่วน

ยอดมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีท่ีสุด ส่วนสารสกัดจาก

ใบอ่อนมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมสูงท่ีสุด 

และสารสกัดส่วนผสมทั้งสามส่วนในอัตราส่วน 1:1:1 

มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงที่สุด ผลการทดลอง

แสดงให้เห็นว่าความสัมพันธ์ของสารสกัดจากคราม

มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ กับปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกรวม และปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ไม่

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ongaj (2015)[15] ที่

พบว่าเมื่อมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และ 

ปรมิาณฟลาโวนอยดร์วมที่สงู ฤทธิต้์านอนมุลูอิสระก็

จะสูงตามด้วย ท้ังนี้ข้ึนอยู่กับสารมาตรฐานท่ีใช ้ชนิด 

อายุ ส่วนท่ีใช้ แหล่งที่มา วิธีการสกัด และวิธีการ

วิเคราะห์ของตัวอย่าง

	 จากงานวิจัยของ Kim และคณะ (2012)[16] พบ

ว่าสารสกัดครามสายพันธุ์ Polygonum tinctorium 

Ait. จากส่วนใบแก่โดยใช้น�ำ้เป็นตัวท�ำละลาย ทดสอบ

ด้วยวิธี ABTS, FRAP, CUPRAC และ DPPH พบ

ว่ามีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับ

ใบอ่อน เมล็ด และโปรลิปิด ส่วนสารสกัดครามจาก

เมล็ดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมและปริมาณ 

ฟลาโวนอยด์รวมสงูสดุ ในขณะท่ีงานวจัิยนีพ้บว่าสาร

สกดัส่วนยอด ด้วยตัวท�ำละลายเมทานอล มฤีทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระดีท่ีสุด สารสกัดส่วนใบอ่อนมีปริมาณ 

ฟีนอลกิรวมสงูทีส่ดุ และสารสกดัจากส่วนผสมท้ังสาม

ส่วนมปีริมาณฟลาโวนอยด์รวมสงูสดุ ท้ังนีค้วามแตก

ต่างของฤทธ์ิทางชีวภาพในแต่ละงานวิจัยอาจเนื่องมา

จากสายพนัธ์ุตามการรายงานของ Josuttis และคณะ 

(2012)[17] และถิ่นก�ำเนิดที่แตกต่างกัน[18]

	 จากผลทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกรวม และปริมาณฟลาโวนอยด์
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รวมที่ดีที่สุด พบว่า สารสกัดครามส่วนยอด ใบอ่อน 

และส่วนผสมทั้งสามส่วน มีฤทธ์ิดีที่สุด ตามล�ำดับ 

จึงเลือกท้ัง 3 ส่วน (ยอด ใบอ่อน และส่วนผสมท้ัง

สามส่วน) ดังกล่าวมาพัฒนาเป็นสูตรโลชัน ส่วนละ 5 

ต�ำรับ รวมเป็น 15 ต�ำรับ ซ่ึงใน 5 ต�ำรับมส่ีวนประกอบ

เหมือนกัน แตกต่างกันแค่ปริมาณของสารสกัด และ

สตูรต�ำรับทีด่ทีีส่ดุของทุกส่วนทีน่�ำมาทดสอบ คอืสตูร

ต�ำรับท่ี 3 ที่มีความเข้มข้นของสารสกัดครามเท่ากับ 

0.12 %w/w เนื่องจากผลการทดสอบทางกายภาพ

และเคมี ทั้งก่อนและหลังการทดสอบของโลชันต�ำรับ

ที่ 3 มีความคงตัวในทุกหัวข้อการทดสอบ ค่าความ

เข้มข้นของการเตมิสารสกดัอยูใ่นช่วงผลของฤทธ์ิทาง

ชีวภาพโดยค�ำนึงถึงความน่าใช้ของสีโลชันด้วย และ

ผลการทดสอบลกัษณะความคงตวั ส�ำหรับค่า pH จะ

เห็นได้ว่าหลังการทดสอบมีค่าอยู่ระหว่าง 5.15 - 5.30 

ซ่ึงเป็นค่าใกล้เคยีงกบั pH ของผวิมากท่ีสดุ สอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Thantong และคณะ (2011)[19] ได้

ท�ำการศึกษา ค่า pH ที่เหมาะสมของผิวหนังเป็นกรด

อ่อน มีค่า pH อยู่ในช่วง 5.50 - 6.50  

	 ผลการพัฒนาโลชันท้ัง 15 ต�ำรับ พบว่า สูตร

ที่ดีที่สุดจากสารสกัดครามส่วนยอด ใบอ่อน และ

ส่วนผสมท้ังสามส่วน คือ สูตรต�ำรับท่ี 3 เนื่องจากมี

ความคงตัวในทุกสภาวะที่ทดสอบ ท�ำให้โลชันที่ได้

มีคุณสมบัติท่ีมีศักยภาพส�ำหรับการน�ำไปต่อยอด 

จากการรายงานก่อนหน้า พบว่าสารต้านอนุมูลอิสระ

บางชนิดมีคุณสมบัติในการรักษาโรคต่าง ๆ เช่น โรค

หัวใจ โรคมะเร็ง และช่วยชะลอวัย[20] ซ่ึงสารต้าน

อนุมูลอิสระประกอบด้วยวิตามินอี เบต้า-แคโรทีน  

วิตามินซี สารประกอบฟีนอลิกรวม และสารกลุ่ม 

ฟลาโวนอยด์ ที่เป็นสารต้านออกซิเดชัน[21] และมีการ

ศึกษาวิจัยคุณสมบัติของสารสกัดคราม พบว่ามีฤทธ์ิ

ต้านอนุมูลอิสระมากกว่าสารมาตรฐานวิตามินซี[2] 

และวิตามินอี[3] นอกจากนี้ยังมีฤทธ์ิทางชีวภาพอื่น ๆ 

ที่เกี่ยวข้องและเป็นประโยชน์ต่อการน�ำมาพัฒนา

เป็นเคร่ืองส�ำอางด้วย เช่น ฤทธ์ิต้านการอักเสบ ซ่ึง 

Sharma และ Agarwal (2015)[3] ได้ศึกษาฤทธิ์ต้าน

การอกัเสบด้วยวธีิยบัยัง้การผลติไนตริกออกไซด์ พบ

ว่าครามท่ีสกัดด้วยเมทานอลมีฤทธ์ิต้านการอักเสบท่ี

ค่า IC50 เท่ากบั 0.709 mg/mL และฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์

ไทโรซิเนส โดย Yartchimplee และคณะ (2021)[22] 

ได้ศึกษาฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส จากสารสกัด

ครามส่วนของใบและเมลด็ พบว่าสาร phytol, stearic 

acid, oleic acid และ vitamin E จากสารสกัดท้ัง

สองส่วนสามารถเข้าจับเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดกีว่าสาร

มาตรฐานกรดโคจิก

	 นอกจากนี้มีรายงานการทดสอบความเป็นพิษ

ในเซลล์มะเร็งปอด โดยที่เปอร์เซ็นต์ของเซลล์มะเร็ง

ลดลงเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารสกัดคราม[3] 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของ

ผวิหนงัมนษุย์พบว่า สารสกดัใบแก่ ใบอ่อน และเมลด็ 

มค่ีา ED50 (half maximal effective dose) เป็น 1.14 

5 103, 1.55 5 103 และ 4.26 5 103 μg/mL ตามล�ำดบั 

ซ่ึงมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์ต�ำ่[6]  ท�ำให้สารสกดัครามมี

ความปลอดภัย ประกอบกับฤทธ์ิของสารต้านอนุมูล

อิสระ ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกรวม และ 

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมท่ีมีอยู่ในสารสกัดคราม ดัง

นั้นครามนอกจากจะน�ำมาใช้ในการย้อมผ้าคราม[7]

แล ้ว ยังมีศักยภาพในการต่อยอดน�ำมาท�ำเป ็น

ผลิตภัณฑ์เคร่ืองส�ำอางได้อีกด้วย[8] ซ่ึงในงานวิจัยนี้

ผู้วิจัยได้น�ำสารสกัดครามมาพัฒนาเป็นต�ำรับโลชัน 

โดยการสกดัครามด้วยตัวท�ำละลายเมทานอล สบืเนือ่ง 

จากงานวิจัยของ Sharma และ Agarwal (2015)[3] 
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การสกัดครามด้วยเมทานอลให้ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ

สูงกว่า ascorbic acid ผู้วิจัยจึงใช้เมทานอลเป็นตัว

ท�ำละลายในงานวิจัยนี้ และท�ำการระเหยสารละลาย

ออกให้หมดด้วยการฟรีซดราย และในงานวิจัยต่อ

ไปอาจท�ำการทดสอบความเป็นพิษในสัตว์ทดลอง 

การปกป้องแสงแดด การหาสารส�ำคัญชนิดอื่นจาก

สารสกัดครามเพ่ิมเติมด้วยตัวท�ำละลายหลายชนิด 

และอาจท�ำเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีใช้ในทางยา เช่น ลดการ

อักเสบ ซ่ึงเป็นการเพิ่มทางเลือกให้กับผู้บริโภคได้

ใช้ผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนผสมสมุนไพรธรรมชาติ และ

เป็นการพัฒนาผลติภณัฑ์จากสมนุไพรในเชงิพาณิชย์

ต่อไป

ข้อสรุป

	 ผลการศึกษาสารสกัดของครามจากส่วนของ

ยอด ใบอ่อน ใบแก่ และส่วนผสมทั้งสามส่วน ด้วย

ตัวท�ำละลายเมทานอล พบว่าในสารสกัดส่วนผสมทั้ง

สามส่วน ได้ร้อยละผลผลติดทีีส่ดุ เท่ากบั 5.57 g หรือ 

11.14 %w/w การหาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ รายงานเป็น

ค่า IC50 พบว่า ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดีที่สุด คือ สาร

สกัดส่วนยอด มีค่า IC50 เท่ากับ 0.12 ± 0.01 mg/mL 
นอกจากนี้การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

พบว่าสารสกัดครามท่ีมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

รวมสูงที่สุด คือ สารสกัดส่วนใบอ่อน มีค่าเท่ากับ 

114.93 ± 11.44 mg GAE/g extract และปริมาณ 

ฟลาโวนอยด์รวม พบว่าในสารสกัดส่วนผสมทั้งสาม

ส่วน มค่ีามากทีส่ดุ เท่ากบั 763.00 ± 42.26 mg QE/g 
extract และการตั้งต�ำรับโลชันพบว่า ต�ำรับที่ 3 ของ

สารสกดัส่วนต่าง ๆ  ของครามมลีกัษณะความคงตวัที่

ด ีโดยโลชนัทีม่ส่ีวนผสมสารสกดัส่วนยอด พบว่าฤทธ์ิ

ต้านอนุมูลอิสระ มีค่า IC50 เท่ากับ 42.23 ± 0.02 mg/
mL โลชนัท่ีมส่ีวนผสมสารสกดัส่วนใบอ่อนมปีริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกรวม เท่ากับ 2.61 ± 0.01 mg 
GAE/g lotion และโลชันจากส่วนผสมท้ังสามส่วน 

มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวม เท่ากับ 6.29 ± 0.06 mg 
QE/g lotion จากผลการทดสอบทางกายภาพและทาง

เคมขีองโลชันจากสารสกดัส่วนยอด ใบอ่อน และส่วน

ผสมท้ังสามส่วน พบว่าต�ำรับที่ 3 เป็นต�ำรับที่ดีที่สุด 

เนื่องจากเนื้อโลชันมีสีขาวนวล ไม่มีการเปลี่ยนแปลง

ของสีหลังการทดสอบ ไม่มีการแยกชั้น มีค่า pH และ

ความหนืดที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ

(p > 0.05) จากสารสกัดส่วนยอด ใบอ่อน และส่วน

ผสมทั้งสามส่วน มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสาร

ประกอบฟีนอลิกรวมและปริมาณฟลาโวนอยด์รวม

สูงท่ีสุด ตามล�ำดับ และน�ำมาต้ังต�ำรับเป็นโลชันท่ีมี

ส่วนผสมจากสารสกัดคราม ซ่ึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง

ให้กับผู้บริโภคได้ใช้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีส่วนผสมสมุนไพร
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