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บทคัดยอ 

  งานวิจัยนี ้มีวัตถุประสงค์เพื ่อศึกษากระบวนการสกัดข่าจากเหง้าข่าแหง โดยใช้ตัวทำสกัด 

ท่ีมีความปลอดภัยและประหยัด เหง้าข่าสดไดถูกนำมาผานกระบวนการตางๆ จนไดผงข่าแหง ผงข่าแหง 

100 กรัม ถูกนำมาสกัดดวยวิธี sonication และวิธีการแช่สกัดท่ีสภาวะตางๆ กัน ตัวทำละลายที่ใช้คือ 

95% เอทานอล, โพรพิล ีน ไกลคอล ผสมเอทานอล (1:1) และกลีเซอรีนผสมเอทานอล (1:1) 

สารสกัดที่ไดนำมาวิเคราะหหาปริมาณสาร 1'-acetoxychavicol acetate (ACA) ซึ่งใช้เปนมารกเกอร 

โดยวิธี TLC-densitometry เพื ่อเปนการควบคุมคุณภาพ หลังจากการระเหยเอาเอทานอลออก 

พบ ว  า ส า ร ส ก ั ด ท ี ่ ส ก ั ด ด  ว ย เ อ ท า น อ ล ม ี ล ั ก ษณ ะ เ ป  น ข อ ง ห น ื ด  ส ี น ้ ำ ต า ล อ ม ส ม 

ขณะที ่สารสกัดที ่สกัดดวยตัวทำละลายผสมของเอทานอลกับโพรพิลีน ไกลคอลและกลีเซอรีน 

ใหสารสกัดเหลวสีน้ำตาลอมสม หลังจากปรับวิธีสกัดเปนวิธีการแช่สกัดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

นาน 3 วัน พบวาเมื่อระเหยแหง สารสกัดดวยเอทานอลไดความเข้มข้นของ ACA รอยละ 21.56 ± 
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0.12 โดยน้ำหนัก  เม่ือสกัดดวยตัวทำสกัดโพรพิลีน ไกลคอลผสมเอทานอล ไดสาร ACA เข้มข้น รอยละ 

1.17 ± 0.14 โดยน้ำหนัก และเมื ่อสกัดดวยตัวทำสกัดกลีเซอร ีนผสมเอทานอล ได สาร ACA 

เข ้มข้นร อยละ0.91 ± 0.004 โดยน้ำหนักปริมาณสาร ACA สกัดไดมากที ่ส ุดเมื ่อใช ้เอทานอล 

เพราะเอทานอลจ ัดเป นต ัวทำละลายที ่ม ีประส ิทธ ิภาพส ูง การผสมเอทานอลกับโพรพิ ลีน 

ไกลคอลและกลีเซอรีนพบวาสกัดไดดี สารสำคัญมีความเข้มข้นต่ำ เนื่องจากสารสกัดที่ไดประกอบดวย

ต ั วทำละลายท ี ่ ไ ม  ส ามารถระ เหย ได ใ นปร ิ ม าณมาก  สารสก ั ดท ี ่ ไ ด  น ี ้ เ หมาะสม ท่ีจะ

นำไปใช ้ในการต ั ้ งตำร ับต างๆ การศ ึกษาฤทธ ิ ์ทางช ีวภาพของสารสก ัดข ่าท ี ่สก ัดได นำมา

ศึกษาฤทธิ ์ต านอนุมูลอิสระ รวมทั ้งหาปริมาณสารประกอบฟินอลรวมและฟลาโวนอยดรวม 

เพื ่อศึกษาความสัมพันธกับฤทธิ ์การตานอนุมูลอิสระพบวา สารสกัดข่าที ่สกัดในตัวทำละลาย 

เอทานอลมีสารประกอบฟนอลิกรวมและฟลาโวนอยดรวมสูงที ่ส ุด เม ื ่อทำการทดสอบฤทธ์ิ 

ตานอนุมูลอิสระจากวิธีการทดสอบอนุมูลอิสระ DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) และ ABTS  

(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) พบว  า  ส า รสก ั ด ข ่ า ท ี ่ ส ก ั ด ใ น 

ต ัวทำละลายเอทานอลม ีฤทธ ิ ์ ในการต  านอน ุม ูลอ ิสระส ู งท ี ่ ส ุ ด  นอกจากน ี ้ สารสก ัด ข่า 

ที ่สกัดดวยตัวทำละลายเอทานอลยังมีฤทธิ ์ในการตานการอักเสบ รวมทั ้งเม ื ่อทำการศึกษา 

ฤทธ์ิตานเชื้อจุลชีพ พบวาสารสกัดข่าที่สกัดในตัวทำละลายเอทานอล สามารถตานเช้ือแบคทีเรียชนิด S. 

epidermidis และ S. aureus ไดดีท่ีสุด และมีฤทธ์ิตานเช้ือรา C. albicans อีกดวย 
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Abstracts 

       This research aimed to study the extraction processes of galanga form dried galanga 

powder using safe and economical solvents. Fresh galangal rhizomes underwent 

multiple processing steps to be converted into dried powder. A 100 g of powder was 

extracted using sonication and maceration using various conditions. The solvents were 

95% ethanol, propylene glycol : ethanol (1:1), and glycerine : ethanol (1:1). The extracts 

were quantified for 1'-acetoxychavicol acetate (ACA) content as a marker using the TLC 

densitometry method for quality control. After removing the ethanol, the resulted 

extracts using ethanol showed viscous, brownish-orange mass, while the extracts using 

the mixture of ethanol - propylene glycol and ethanol - glycerin resulted in brownish-
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orange liquids. According to the final trialed extraction method, which was maceration 

at 50°C for 3 days, the concentration of ACA after ethanol removal yielded  21.56 ± 

0.12 % w/w for ethanol extraction, 1.17 ± 0.14 % w/w for propylene glycol : ethanol 

(1:1), and 0.91 ± 0.004 % w/w for glycerin : ethanol (1:1). The highest amount of ACA 

resulted from ethanol extract, since this solvent has the highest extraction efficiency. 

The combination of ethanol with propylene glycol or glycerin was studied for trialing 

the extraction efficiency and they were found to be good. The concentrations of the 

active substance were low due to the high portion of non-volatile solvents. These liquid 

extracts were suitable for further formulation. In the bioactivities study of the extracts, 

radical-scavenging assays, total phenolic compounds, and total flavonoid compounds 

were performed to predict antioxidant activity. The results showed that the ethanolic 

galangal extract had the highest total phenolics and flavonoids. After that, the DPPH 

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid)) assays were used to determine the antioxidant capacities, the ethanolic 

galangal extract exhibited the best of an antioxidant activity. Besides, the ethanolic 

galangal extract also demonstrated anti-inflammatory activity. When antimicrobial 

activity was investigated, the ethanolic extract inhibited the growth of two types of 

bacteria, ie. S. epidermidis and S. aureus, including the fungal pathogen, C. albicans. 

 

  

  



จ 

 

 

กิตติกรรมประกาศ 

         งานวิจัยเรื่องการพัฒนากระบวนการสกัดข่าที่มีประสิทธิภาพสูงเพื่อใช้ประโยชนทางการแพทย

และเชิงพาณิชย สามารถสำเร็จมาไดลุลวงดวยดี โดยไดรับทุนสนับสนุนงานวิจัยจาก คณะเภสัชศาสตร 

มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ นอกจากนี้ยังไดรับความช่วยเหลือเรื่องอุปกรณเครื่องมือและ

สารเคมีตางๆ จากหองปฏิบัติการเภสัชกรรมเทคโนโลยีและเภสัชอุตสาหกรรม หองปฏิบัติการเภสัชเคมี

และเภสัชเวท ที่ใหการสนับสนุนสถานที่และอุปกรณจำเปนตางๆ ในการทำวิจัยอยางดียิ่ง โดยไดรับ

ความช่วยเหลืออยางดีของคณาจารยและเจ้าหนาที ่ประจำหองปฏิบัติการทุกทาน  ตั้งแตเริ ่มตน

จนกระท่ังจบโครงการ ทางผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณไว ณ ท่ีน้ีดวย  

คณะผูวิจัยขอขอบคุณอาจารย ดร. รุจิราลัย พูลทวี อาจารยสุรียพร เอี ่ยมศรี และ คุณวิไล 

ปาคำทอง คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยหัวเฉ ียวเฉลิมพระเก ียรต ิ ที ่ ให ความช่วยเหลือ 

สนับสนุนในเร่ืองการศึกษาฤทธ์ิทางจุลชีววิทยา จนงานวิจัยสำเร็จลุลวงดวยดี 

 ผูวิจัยยังตองขอขอบคุณคุณมารุต เกิดแก้ว เกษตรกรผูปลูกข่าพันธุดี อันสรางช่ือเสียงใหแก่

จังหวัดสมุทรปราการมาตลอด และยังเปนผูสนับสนุนข่าใหแก่ทีมวิจัยใหมีวัตถุดิบเหง้าข่าคุณภาพสูงเพ่ือ

นำมาทำงานวิจัยในคร้ังน้ีจนสำเร็จลุลวงดวยดี  
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.1 ท่ีมาและความสำคัญของปญหาการวิจัย 

      ข่า เปนพืชที่พบมากในประเทศเขตรอน จัดอยูในตระกูลเดียวกันกับขิง มีสวนลำตนอยูใตดิน 

เรียกวา เหง้า ซึ่งมีลักษณะภายนอกเปนสีขาว เนื้อในสีเหลือง แตกแขนงเปนแง่ง มีรสเผ็ดรอน มีกล่ิน

หอม นิยมนำมาใช้ประกอบอาหารเพื่อดับกลิ่นคาว จากข้อมูลการสงออกตลาดสมุนไพรของไทย 

(ม.ค.-มี.ค. 2565) พบวามีมูลค่าสูงถึง 219.55 ลานบาท โดยสงออกไปยังประเทศจีนเปนอันดับที่ 1 

รองลงมาคือ เมียนมา และญ่ีปุน ตามลำดับ ทางผูวิจัยจึงเล็งเห็นศักยภาพของข่าซึ่งเปนสมุนไพรไทยท่ี

จะนำมาตอยอดเปนผลิตภัณฑสุขภาพ เกิดโอกาสการขยายตลาดและเพ่ิมช่องทางธุรกิจใหกับสินค้า

ทางการเกษตรในระดับอุตสาหกรรม และเปนการตอบสนองความตองการของประชาชนที่สนใจดูแล

สุขภาพ 

        ข่า มีชื ่อวิทยาศาสตรวา Alpinia galanga (L.) Willd. เปนพืชสมุนไพรที ่ถูกจัดอยู ในวงศ

เดียวกับขิง (วงศ Zingeberaceae) มีชื่อสามัญคือ galanga ชื่อสามัญอื่นอีกคือ กกกโรหินี (กลาง) 

ข่าหยวก (เหนือ) ข่าหลวง (ตะวันออกเฉียงเหนือ, เหนือ) สะเอเชย (กะเหรี่ยง แมฮองสอน) และ เสะ

เออเคย (กะเหรี่ยง แมฮองสอน) สวนที่เปนเหง้าหรือลำตนใตดิน มีรสเผ็ดรอน ขม ในทางสาธารณสุข

มูลฐาน ข่าจัดเปนสมุนไพร ที่ใช้รักษาอาการทองอืด ทองเฟอ และแนนจุกเสียด ทำไดโดยใช้เหง้าแก่

สดหรือแหง ขนาดเทาหัวแมมือ ตมน้ำดื่ม การใช้ในโรคกลากเกลื้อน ใช้โดยเอาหัวข่าแก่ๆ ลางให

สะอาด ฝานเปนแวนบางๆ หรือทุบใหแตกนำไปแช่เหลาขาวทิ้งไว 1 คืน ทำความสะอาดบริเวณที่เปน

และใช้ไมบางๆ ขูดใหเปนผิวสีแดง และใช้น้ำยาที่ไดมาทาบริเวณที่เปน ทา 2 ครั้ง เช้า - เย็นทุกวัน 

จนกวาจะหาย สวนน้ำมันหอมระเหยที่สกัดไดจากเหง้าข่า  มีฤทธิ์ทำใหไข่แมลงฝอ กำจัดเชื้อราบาง

ชนิดได ใช้ผสมกับสะเดาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการกำจัดแมลงข่า ลดการบีบตัวของลำไส ขับน้ำดี 

ขับลม ลดการอักเสบ ยับยั้งแผลในกระเพาะอาหาร ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย ฆ่าเชื้อราใช้รักษากลากเกลื้อน 

(ฐานข้อมูลสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร ม. มหิดล) สวนข่าแดง มีชื ่อวิทยาศาสตรวา Alpinia 

officinarum Hance  อยู ในวงศเดียวกับขิง มีชื ่อสามัญคือ lesser galanga ชื ่อไทยวาข่าแดง 

เนื่องจากเมื่อเริ่มเจริญเติบโตเปนเหง้าใตดินจะมีสีแดงและมีขนาดเล็กกวาข่าหยวก ข่าชนิดนี้ไมนิยม

ปลูกเพ่ือการค้า  
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        จากข้อมูลการเกษตรจังหวัดสมุทรปราการพบวาข่าและตะไครเปนพืชสมุนไพรที่มีการปลูกใน

พื้นที่มากที่สุด โดยข่าที่ปลูกมาก คือ ข่าตาแดง อาจมีความสับสนวาเปนข่าแดง โดยข่าตาแดงจัดวา

เปนชนิด A. galanga เช่นกันแตเหง้าเล็กกวาเล็กนอย มีชื่อสามัญวา greater galanga ข่าชนิดนี้พบ

ปลูกมากในสมุทรปราการและนิยมปลูกมากกวาข่าหยวก เนื่องจากมีกลิ่นหอมกวา ข่าเปนพืชที่มี

ชื่อเสียงและเปนที่ตองการใช้รับประทานเปนเครื่องเทศปรุงอาหาร สรรพคุณทางยาไทย ใช้แก้ทองอืด 

ทองเฟอ ข่ามีฤทธิ์ที่ทางผูวิจัยสนใจคือ ฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพ รวมทั้งฤทธิ์ตานอนุมูลิสระ ซึ่งสามารถ

นำมาประยุกตเปนผลิตภัณฑสุขภาพที่ช่วยแก้ไขปญหาดานสุขภาพที่เกี่ยวข้องกับผิวหนัง จากรายงาน

การวิจัยพบวาหนึ่งในสี่ของประชากรโลกเคยเปนโรคติดเชื้อราที่ผิวหนัง หรือ ประมาณรอยละ 20 - 

25 โรคผิวหนังจากเชื้อรามักจะเกิดชุกชุมมากในเขตรอนชื้น หากอุณหภูมิและความชื้นเพิ่มขึ้น เชื้อรา

จะมีโอกาสเกิด และเจริญเติบโตที่ผิวหนังไดมากขึ้น (วิรัตน ทองรอด, 2561) ซึ่งปญหาดานสุขภาพ

ดังกลาวยังสอดคลองกับสถานการณในประเทศไทยที่ในฤดูฝนจะเกิดน้ำทวมเฉียบพลันในหลายพื้นท่ี

และมีน้ำทวมขัง โดยเฉพาะพื้นที่ในกรุงเทพมหานครและปริมณฑล สงผลใหเกิดโรคผิวหนังตางๆ 

ไดแก่ โรคน้ำกัดเทา โรคกลากและเกลื้อน โรคผิวหนังอักเสบจากภูมิแพ โรคผิวหนังอักเสบจากแมลง

สัตวกัดตอย และภาวะเทามีกลิ่นเหม็น ปญหาดังกลาวสงผลกระทบตอการใช้ชีวิตประจำวันและผูคน

รอบข้าง งานวิจัยนี ้จ ึงมุ งเนนที ่จะนำข่าซึ ่งเปนสมุนไพรไทย และปลูกไดมากในพื ้นที ่จ ังหวัด

สมุทรปราการในปริมาณมากและมีคุณภาพเปนที่ยอมรับในทองตลาดวามีคุณภาพดี มาทำการวิจัย

โดยทำเปนสารสกัดเพื่อสรางนวัตกรรมสูเชิงพาณิชย  โดยพัฒนาเปนผลิตภัณฑสุขภาพที่มุงเนนความ

เปนสารธรรมชาติที่ออกฤทธิ์ ที่มีคุณสมบัติในการตานเชื้อจุลชีพหลายชนิดโดยเฉพาะโรคผิวหนัง ให

เปนอีกสวนหนึ่งของแผนการรักษาโรคผิวหนังได โดยข่าพันธุที่ปลูกมากในจังหวัดสมุทรปราการและมี

ชื่อเสียง ไดแก่ ข่าหยวก และข่าตาแดง  ทั้งสองชนิดนี้เรียกวา greater galanga ในดานการใช้เปน

สมุนไพร ข่าเปนพืชที ่ม ีค ุณค่าทางยาสูงเพราะจากงานศึกษาวิจ ัยพบวาข่ามีสาร bioactive 

compounds หลายชนิด และถูกใช้เปนสวนประกอบในตำรับยาของแพทยแผนจีนและอายุรเวท

อินเดีย เพื่อแก้ปญหาเบื่ออาหาร แก้ปวดทอง อาหารไมยอย งานวิจัยพบวาข่าประกอบดวยสาร

จำพวกแทนนิน ฟลาโวนอยด สารประกอบฟนอล (Chouni & Paul, 2018) ซึ่งมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ี

อาจถูกพัฒนาเปนยาได อยางไรก็ตามกรรมวิธีที่ทำการสกัดจะเปนตัวบงบอกวาจะไดสารที่ไดเปนกลุม

ไหนมากกวากัน ในปจจุบันเทคโนโลยีการสกัดไดพัฒนามากขึ้นโดยใช้เครื่องมีที่มีประสิทธิภาพสูง เช่น 

ultrasound-assisted extraction (Quoc, 2021) supercritical carbon dioxide fluid extractor 

(Lang & Wai, 2001)  microwave-assisted extraction (Hamid Nour et al., 2021) ซ่ึงพัฒนาข้ึน

เพื่อลดการใช้ตัวทำละลายอินทรียที่เปนอันตรายตอสิ่งแวดลอม ทำใหสามารถสกัดไดสาร bioactive 

ไดอยางมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น อยางไรก็ตามข้อมูลตางๆ ที่มีในงานวิจัยเปนการสกัดดวยวิธีท่ี
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แตกตางกัน รวมทั้งเปนข่าที่ปลูกในพื้นที่ของแตละทองถิ่น สารสำคัญจึงอาจมีปริมาณแตกตางกัน 

อยางไรก็ตาม การใช้ประโยชนจากสารสกัดข่ายังอยูจำกัดในวงการงานวิจัย จากฤทธิ์ทางชีวภาพท่ี

นาสนใจของข่า กลุมผูวิจัยตองการพัฒนาวิธีการสกัดข่าที่ประหยัดและปลอดภัย และศึกษาฤทธิ์ทาง

ชีวภาพของข่าที่ปลูกในจังหวัดสมุทรปราการ เพื่อใหไดข้อมูลทางดานพฤกษเคมีของข่าที่ปลูกใน

ทองถิ่น และยังเปนการยกระดับหวงโซ่เศรษฐกิจของข่า ซึ่งถึงแมข่าจะเปนพืชเศรษกิจที่ปลูกมากใน

จังหวัดสมุทรปราการ แตราคาขายของพืชผลทางการเกษตรมักมีราคาต่ำและราคาอาจไมแนนอน 

บางฤดูกาลอาจลนตลาด หากมีการพัฒนาสารสกัดข่าจนใช้ประโยชนไดในเชิงพาณิชย จะทำให

เกษตรกรผูปลูกข่ามีรายไดท่ีแนนอนและย่ังยืนมากข้ึน 

 ดานเทคโนโลยีหรือวิธีการสกัดข่าใหไดสารสกัดหยาบที่มีประสิทธิภาพสูง เพื่อนำมาศึกษาฤทธ์ิ

และการใช้ประโยชนตางๆ ของข่านั้นไดมีผูศึกษาไวหลายวิธีแตกตางกัน เช่น แบบท่ีใช้ท่ัวไปคือการแช่

สกัดดวยเอทานอลหรือเมทานอล การตมดวยน้ำเดือด จากนั้นนำสิ่งสกัดไประเหยตัวทำละลายออก

ดวยการระเหยในเครื่องระเหยแบบหมุน หรือการทำแหงแบบเยือกแข็ง เทคโนโลยีใหมๆ ที่เพิ่มเข้ามา

เพื่อใหการสกัดมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น ไดแก่ การใช้อัลตราซาวดมาช่วยการสกัดข่า หรือการใช้คล่ืน

ไมโครเวฟรวมกับวิธีการแช่สกัด อาจสามารถเรงใหสกัดสารไดมากขึ้น ประหยัดเวลาและตัวทำละลาย

ที่ใช้ได ซึ่งการสกัดแตละวิธีนั้นทำใหไดสารสกัดที่ไมเหมือนกันขึ้นอยูกับคุณสมบัติของสารในข่ากับตัว

ทำละลาย อุณหภูมิ ระยะเวลาที่ทำการสกัดที่แตกตางกัน ตามแตวัตถุประสงค์ที่ตองการ ปจจัยหนึ่งท่ี

สำคัญไมนอยไปกวากันคือ สายพันธุของข่าที่นำมาทำการวิจัย แหลงเพาะปลูก อายุของเหง้าข่า เปน

ตน กลุมผูวิจัยมีความสนใจ ในการวิจัยเพื่อพัฒนาและยกระดับหวงโซ่เศรษฐกิจข่าที่ปลูกไดมากใน

จังหวัดสมุทรปราการ โดยเฉพาะข่าหยวกซึ่งไดชื่อวามีคุณภาพดี มีชื่อเสียงเปนที่ยอมรับของผูบริโภค

และมีปลูกมากในจังหวัดนี้ เช่น พื้นท่ีในตำบลบางบอ ซึ่งเกษตรกรใช้พื้นที่วางของบอเลี้ยงปลาสลิด

หรือปลาอื่นๆมาปลูกข่า โดยทำการสกัดสารสำคัญจากข่าหยวก (Alpinia galanga (L.) Willd.) ซ่ึง

เปนคนละตนกับข่าแดง Alpinia officinarum Hance.  ท่ีไมพบวามีปลูกในเชิงเศรษฐกิจในจังหวัด

สมุทรปราการ เพื่อเปนข้อมูลทางวิชาการดานสารสำคัญ โดยมุงเนนไปที่วิธีการสกัดที่ประหยัด มี

ประสิทธิภาพ ไดสารกลุมที่ตองการเพื่อนำไปใช้พัฒนาเปนยาฆ่าเชื้อราและแบคทีเรีย รวมทั้งอาจได

สารสำคัญอ่ืนๆ ท่ีใช้เปนสวนประกอบในเคร่ืองสำอางได เพ่ือเปนการเพ่ิมมูลค่า และยกระดับจากพืชท่ี

เปนอาหารใหเปนสมุนไพรรักษาสุขภาพในแง่มุมตางๆ นอกเหนือจากการใช้เปนเครื่องเทศปรุงอาหาร 

งานวิจัยนี ้จึงมุ งพัฒนาวิธีการสกัดใหไดสารสำคัญสูง ดวยวิธีที ่ง ่าย ประหยัด และเปนมิตรกับ

ส่ิงแวดลอม 

 



4 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

        1. เพื่อพัฒนาวิธีสกัดสารสกัดจากเหง้าข่าที่ปลูกในจังหวัดสมุทรปราการ ที่มีประสิทธิภาพดี ให

ไดสารสกัดในปริมาณมาก เพ่ือใหไดสารสกัดท่ีมีฤทธ์ิตานจุลชีพในปริมาณสูง 

        2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพดานอื่น เช่น ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ของสารสกัดข่า เพื่อใหได

ข้อมูลท่ีสามารถนำสารสกัดข่าไปประยุกตใช้ทางเคร่ืองสำอางหรือผลิตภัณฑดานสุขภาพ 

 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

        1. สกัดผงข่าดวยวิธีตางๆ 3 วิธี ไดแก่ maceration (การแช่สกัด) sonication (การสกัดดวย

คลื่นเสียงความถี่สูง) และการแช่สกัดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เพื่อรวบรวมข้อมูล ดานเทคนิคที่ดี 

ข้อดีข้อเสีย โดยทดลองปรับเปลี่ยนตัวทำละลายที่ใช้ เพื่อใหไดวิธีการสกัดที่เหมาะสม ไดสารสำคัญใน

ปริมาณสูง ประหยัดเวลา ประหยัดพลังงานและมีความเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม 

        2. ทำการศึกษาพัฒนาวิธีการวิเคราะหสารสำคัญดวยวิธี TLC-densitometry ซึ่งเปนวิธีท่ี

สะดวกและประหยัดเวลา เพื่อทำการวิเคราะหปริมาณของสารสำคัญในสารสกัดข่า เพื่อทำมาตรฐาน

สารสกัด และเพ่ือประโยชนการนำไปใช้ในการต้ังตำรับท่ีมีสารสำคัญท่ีมีความเข้มข้นสม่ำเสมอ 

        3. ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข่าที่ไดจากการสกัดวิธีตางๆ ไดแก่ ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

ฤทธ์ิการยับย้ังเช้ือแบคทีเรีย S. epidermidis และ S. aureus และฤทธ์ิตานเช้ือรา C. albicans 

 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. ไดวิธีสกัดที ่ดี เพื ่อใช้ในการสกัดสมุนไพรข่า ใหไดสารสำคัญในปริมาณมาก ในราคา

ประหยัดและเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม 

2. ไดข้อมูลวิธีการวิเคราะหปริมาณสารสำคัญในสารสกัดข่าโดยวิธี TLC-densitometry โดย

เทียบกับสารมาตรฐาน 1´-acetoxychavicol acetate (ACA) 

3. ไดวิธีวิเคราะหหาความเข้มข้นสารสำคัญในสารสกัดข่าเพื่อใช้ในการตั้งตำรับใหมีคุณภาพ
สม่ำเสมอ 

4. ไดข้อมูลฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis และ S. aureus 

และฤทธ์ิตานเช้ือรา C. albicans ของสารสกัดข่า 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตรของข่า  

        ข่า มีช ื ่อว ิทยาศาสตร คือ Alpinia galanga (Linn.) Swartz. มีช ื ่อพอง คือ  Languas 

galanga (Linn.) Stuntz. มีช่ืออื ่น คือ ข่าหยวก (ภาคเหนือ) ข่าหลวง (ภาคเหนือ และ ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ) ข่าใหญ กกกโรหินี (ภาคกลาง) สะเอเชย เสะเออเคย (แมฮองสอน) ชื่อเรียก

เปนภาษาอังกฤษวา greater galanga, false galanga หรือ galangal จัดเปนพืชอยูอยู ในวงศขิง 

หรือ Zingiberaceae  ลักษณะทางพฤกษศาสตร เปนพืชลมลุก มีเหง้าใตดิน เหง้ามีข้อหรือปลองเห็น

ไดชัด ใบเปนใบเดี่ยว ออกเรียงสลับกัน  ใบรูปหอกมีปลายแหลม รูปรีหรือเกือบขอบขนาน ปลายใบ

แหลม ขอบใบเรียบ โคนใบแหลมก้านใบมีขนเล็กนอย กาบใบแผออกหุมตน ดอกเปนช่อออกที่ปลาย

ยอด  ก้านช่อมีผิวเกลี้ยง ไมมีขน แตแกนกลางช่อมีขน ดอกมีขนาดเล็ก ใบประดับรูปไข่ กลีบเลี้ยงสี

ขาวอมเขียว มีขน โคนกลีบเลี้ยงเชื่อมติดกัน ปลายแยกเปนหยักมนๆ กลีบดอกมีโคนเชื่อมติดกันเปน

หลอดสั้นๆ ปลายแยกเปน 3 กลีบ มีกลีบบนหนึ่งกลีบ กลีบลางสองกลีบ ที่โคนกลีบดอกมีผลรูปกลม

หรือรี สีแดงอมสม เมื่อแก่จัดจะเปลี่ยนเปนสีดำ ภายในมี 2 - 3 เมล็ด (สำนักงานข้อมูลสมุนไพร คณะ

เภสัชศาสตร ม.มหิดล; สำนักงานพิพิธภัณฑเกษตรเฉลิมพระเกียรติพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยูหัว 

(องค์การมหาชน) 

 

2.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 ข่าเปนพืชสมุนไพรที่ผูศึกษาทางเภสัชวิทยาไมนอยกวาพืชอื่นๆ อาจเปนเพราะเปนพืชที่มีความ

ปลอดภัยสูง เนื่องจากใช้เปนอาหารมายาวนาน จนมีผูกลาววาสารสำคัญในข่าเปนขุมทรัพยดุจทองคำ 

ดวยพบสารสำคัญมากมาย รวมทั้งมีการศึกษาทั้งในสัตวทดลอง และในหลอดทดลองพบวามีฤทธิ์ทาง

เภส ัชว ิทยามากมาย  เช ่น  anti-proliferative, apoptotic, anti-angiogenic (Chouni & Paul, 

2018)  

 ในประเทศไทยมีการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด จากสมุนไพรและผักพื้นบานชนิด

ตางๆ จำนวนมากรวมทั้งข่าดวย ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของข่า ไมไดโดดเดนมากนัก มีพืชสมุนไพรชนิด

อื่นๆ ที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงกวาข่า แตเพราะข่าเปนพืชที่ถูกใช้เปนอาหารมานาน มีความ

ปลอดภัยสูง หากรูวิธีสกัดที่เหมาะสมจะสามารถใช้ประโยชนไดอีกมากมาย  การศึกษาสารตานอนุมูล
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อิสระในพืชนั้นมีการศึกษาดวยตัวทำละลายหลายชนิด ผลตานอนุมูลอิสระที่ทดสอบไดจากตาง

หองปฏิบัติการจะใหผลที่แตกตางกันตามแตตัวทำสกัดและเทคนิคที่ใช้ในการสกัด หรือใช้สารอางอิง

มาตรฐานตางกัน ทำใหไมสามารถเปรียบเทียบฤทธิ ์ได โดยตรง Mahae & Chaiseri (2009) 

ทำการศึกษาสกัดผงข่าดวย 50% ethanol และ ดวยน้ำรอน 80 องศาเซลเซียส ในสัดสวน 1 ตอ 10 

นำไปศึกษาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระเทียบกับน้ำมันหอมระเหยท่ีไดจากการกล่ันดวยไอน้ำ พบวา สารสกัด

ดวย ethanol มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ โดยวัดเปน ORAC values พบวามีฤทธิ์ดีกวาที่สกัดดวยน้ำ 

1.18 เทา และมีฤทธิ์ดีกวาสวนที่เปนน้ำมันหอมระเหย 4.69 เทา และยังพบวาการสกัดดวย ethanol 

ไดสารประกอบฟนอลมากกวาท่ีสกัดดวยน้ำ 3.5 เทา เม่ือวิเคราะหหาสารกลุมฟลาโวนอยดพบวา การ

ใช้ ethanol สามารถสกัดสารฟลาโวนอยดไดมากกวาการสกัดดวยน้ำ 8.5 เทา สวนในน้ำมันหอม

ระเหยมีสารประกอบฟนอลนอยกวาประมาณ 10 เทาและไมพบฟลาโวนอยดในน้ำมันหอมระเหย เม่ือ

วิเคราะหสวนท่ีสกัดไดดวย 50% ethanol ดวย GC-MS ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีวัดสารท่ีระเหยได สารสำคัญ

ที่พบสวนใหญ คือสาร 1'-acetoxychavicol acetate หรือ ACA โดยตรวจพบ 3452.06 ± 1058.49 

ไมโครกรัม/1 กรัมน้ำหนักแหงของผงข่า รองลงมาคือ chavicol (4-allylphenol), methyl eugenol 

และ eugenol พบวามี 84.11 ± 14.13, 28.64 ± 4.37 และ 4.35 ± 0.95 ไมโครกรัม/1 กรัมน้ำหนัก

แหงของผงข่า ตามลำดับ (Mahae & Chaiseri, 2009) งานวิจัยอีกรายงานหนึ่งทำคลายกันคือสกัดข่า

ดวย 60% methanol, 60% ethanol และน้ำ พบวาสารสกัดดวย 60% methanol มีฤทธิ ์ตาน

อนุมูลอิสระมากที่สุด (Devi, Singh & Sharma, 2018) เนื่องจากสามารถสกัดไดสารประกอบฟนอล

มากกวานั ่นเอง ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระใช้ประโยชนในเครื ่องสำอางเกี ่ยวกับผิวได เช่น ครีม สบู 

การศึกษาฤทธิ์หลังจากการเตรียมเปนรูปแบบผลิตภัณฑแลวมักไมค่อยพบ เนื่องจากการทดสอบถูก

รบกวนจากสารอื่นๆ ดังนั้นฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจึงมักไดหลังจากการสกัดและก่อนเตรียมเปนตำรับ 

ความคงทนดานฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ จึงมีความจำเปนตองศึกษาติดตามหลังการเตรียมเปนผลิตภัณฑ

ดวยโดยใช้เทคนิคที่เหมาะสม Ruangsawang & Niamsup (2021) ศึกษาความคงตัวของฤทธิ์ตาน

อนุมูลอิสระของข่าที่ผานกระบวนการตางๆ ไดแก่ การตม การอบแหงที่ 40 และ 60 องศาเซลเซียส 

แลวทำการสกัดดวย 70% ethanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ตอข่า 10 กรัม พบวาข่าที่ผานการตมและ

อบใหค่าการตานอนุมูลอิสระสูงกวาข่าสดเมื่อเทียบท่ีน้ำหนักข่าเทากัน เพราะการผานขั้นตอนตางๆ 

ดังกลาวสารยังไมถูกออกซิไดซ์นั่นเอง และยังมีผลทำใหสารถูกสกัดออกมาง่ายขึ้น (Ruangsawang & 

Niamsup, 2021) Sani และคณะ (2019) ศึกษาสกัดข่าหยวกดวยตัวทำละลายสามชนิดคือ hexane, 

ethyl acetate และ methanol ผลพบวา สารสกัดข่าจาก methanol ใหสารสกัดหยาบในปริมาณ

มากที่สุด ซึ่งประกอบดวยสารในกลุม saponins, flavonoids, tannins, phenols, steroids และ 

terpenoid ขณะที ่ hexane และ ethyl acetate สกัดไมพบสารในกลุ ม saponin และ tannin 
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ออกมา เมื ่อทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH โดยหาเปนค่า IC50 พบวา สารสกัดดวย 

methanol ใหค่า IC50 ดีกวาสารสกัดที่สกัดดวย ethyl acetate และ hexane คือ มีค่า IC50 เทากับ 

364.31, 475.87 และ 800.52 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลำดับ (Sani et al., 2019)  

 Al-Mosaw & Al-Salhie (2021) ศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของข่าที่สกัดดวย ethanol ใน

กลุมทดลองนกกระทา โดยแบงนกเปนสี่กลุมคือ กลุมควบคุมใหอาหารและน้ำปกติ กลุมที่สองใหกิน

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพื่อใหเกิดการอักเสบของตับ กลุมที่สามใหสารสกัดข่าคู่กับไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด กลุ มที ่ส ี ่ใหสารสกัดข่าอยางเดียว เมื ่อทำการเจาะเลือดวัดค่าเอนไซมตางๆ ไดแก่ 

malonaldehyde (MDA), aspartate aminotransferase (AST) และ alanine  aminotransferase 

(ALT) ซึ่งเปนสารที่แสดงถึงการอักเสบที่เกิดจากอนุมูลอิสระ พบกลุมที่ไดสารสกัดข่าอยางเดียวมีค่า

เอนไซมเหลานี้ต่ำอยางมีนัยสำคัญ และกลุมท่ีไดรับไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะมีค่าเอนไซมเหลานี้สูง

อยางมีนัยสำคัญเช่นกัน สวนกลุมที่สามไดรับทั้งไฮโดรเจนเปอรออกไซดและสารสกัดข่า มีค่าเอนไซม

ไมตางจากกลุมควบคุม เมื่อดูเอนไซมชนิดดีที่ช่วยตานอนุมูลอิสระในเลือดพบวากลุมที่ไดสารสกัดข่ามี

เอนไซม superoxide dismutase (SOD) และ glutathione peroxidase  (GPx) สูงกวากลุ มอ่ืน

อยางมีนัยสำคัญดวย (Al-Mosaw & Al-Salhie, 2021) การศึกษานี้ชี้ชัดวาการรับประทานข่าช่วย

ตานอนุมูลอิสระในรางกายของนกกระทาไดจริง การศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของงานวิจัยตางๆ จะ

เนนไปท่ีการหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม (total phenolic compounds) ซึ ่งต างจาก

การศึกษาฤทธ์ิดานอื่น เช่น การฆ่าเชื้อ ที่เนนปริมาณสาร ACA การพัฒนาสารสกัดข่ามาใช้ประโยชน

ดานสุขภาพนอกเหนือจากฤทธิ์การตานเชื้อจุลชีพแลว ดานการใช้เปนเครื่องสำอางไดมีการศึกษา

อยางเปนระบบมากขึ้นในปจจุบัน จากการสืบค้นข้อมูลพบวามีผูศึกษานำเอาสารสกัดข่าไปเตรียมเปน

เครื่องสำอางตางๆ เช่น ใช้เปนสารกันแดด (Rizkita & Sakardi, 2021) รูปแบบยาเตรียมที่ผสมสาร

สกัดข่า ไดแก่ ครีม เจล (Taurina & Andrie, 2013) 

 การสกัดเพื่อใหไดสารสำคัญจากเหง้าข่ามาใช้เปนวัตถุดิบในการเตรียมตำรับยานั้น งานวิจัย

สวนใหญใช้ ethanol ความเข้มข้นตางๆ ตั้งแต 50% - 95% พบวาการสกัดดวย ethanol ใหผลได

สารสำคัญท่ีมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระมากกวาการสกัดดวยน้ำอยางเดียว โดยฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระเปนผล

มาจากสารประกอบฟนอลรวมและสาร 1´-acetoxychavicol acetate (ACA) การสกัดดวยน้ำจะ

พบวามีการศึกษาไวนอยกวาการสกัดดวย ethanol โดย Hasan et al. (2020) ไดศึกษาวิธีการสกัด

ผงข่าแหงที่เตรียมจากการอบแหงที่ 55 องศาเซลเซียส ดวยน้ำโดยการตมที่อุณหภูมิ 40 – 100 องศา

เซลเซียส ใช้เวลาตางๆ กัน พบวาสกัดไดดีเมื่อตมที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ดีรองลงมาคือ 

ตมเดือด 1 ช่ัวโมง การศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวาสารสำคัญในข่าสามารถทนความรอนได  
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 การศึกษาฤทธ์ิการตานเชื ้อแบคทีเรียของสารสกัดจากข่า Oonmetta-aree et al. (2006) 

พบวาสารสกัดดวย ethanol สามารถยับยั้ง Staphylococcus aureus โดยศึกษาดวยวิธี broth 

dilution ม ีค ่ า  minimum inhibitory concentration (MIC) ของสารสก ัดข ่ า  เท  าก ับ  0.325 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และมี minimum bactericidal concentration (MBC) เทากับ 1.3 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร โดยมีกลไกการยับยั้งเชื้อพบวาเกิดจากการทำลายเยื่อหุมตางๆ ในเซลลและทำใหเกิดการ

รวมกลุมของ cytoplasm ของเช้ือ แตสารสกัดไมพบวามีฤทธ์ิตานเช้ือ Escherichia coli เน่ืองจากไม

สามารถซึมผานผนังเซลลของเชื้อจุลชีพแกรมลบที่มี lipopolysaccharide หุมอยูที่ผิวเซลล ซึ่งจาก

การศึกษาพบอีกวา สารสำคัญที่พบมากที่สุดในการสกัดดวยวิธีนี ้ คือ D,L-1´-acetoxychavicol 

acetate (Oonmetta-aree et al., 2006) การศึกษานี้สามารถนำสารสกัดไปใช้เปนสารกันเสียใน

อาหารได (Zhang et al., 2021) 

 Voravuthihunchai et al. (2006) ศ ึกษาสารสก ัดข ่ าด  วยต ัวทำละลายสามชน ิด  คือ 

chloroform, methanol และน ้ ำ  เพ ื ่ อศ ึ กษาฤทธ ิ ์ ฆ ่ าแบคท ี เ ร ี ย  S. aureus ATCC 25923, 

Streptococcus mutans, Salmonella Typhi และ  methicillin-resistant S. aureus (MRSA) 

พบวามีเพียงสารสกัดจาก chloroform ที่ใหผลยับยั้ง S. aureus, S. mutans และ methicillin-

resistant S. aureus (MRSA) ได โดยสารหลักที ่แยกได คือ 1´-acetoxychavicol acetate มีค่า 

MIC ตอ S. aureus ทั้งสองชนิดเทากัน คือ 0.256 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (Voravuthihunchai et al., 

2006) เมื่อเทียบกับงานวิจัยที่สกัดดวย ethanol ข้างตน การสกัดดวย chloroform จะไดสารสกัดท่ี

มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือ S. aureus ไดดีกวา 

 Latha et al. (2009) ศึกษาสารสกัดข่าหยวกดวย acetone พบวาสามารถยับยั้ง S. Typhi 

(92%), E. coli (82%) และ Enterococcus faecalis ท่ีด้ือตอ vancomycin (8%) เม่ือศึกษาท่ีความ

เข้มข้น 0.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ซึ่งเปน subinhibitory concentration) สารออกฤทธิ์ที่สำคัญ คือ 

1´-acetoxychavicol acetate โดยมีกลไกยับยั้งการทำงานของพลาสมิด (plasmid) ซึ่งหากใหสารน้ี

รวมกับยาตานแบคทีเรียจะช่วยใหยาออกฤทธ์ิไดดีข้ึน (Latha et al., 2009) 

 Rao et al. (2010) ไดศึกษาฤทธิ ์ต านแบคทีเร ียของข่าหยวกโดยสกัดดวย methanol, 

acetone และ  diethyl ether ใ นแบคท ี เ ร ี ย  Bacillus subtilis MTCC 2391, Enterobacter 

aerogene, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli MTCC 1563, 

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa MTCC 6642, Salmonella 

typhimurium, Staphylococcus aureus and Streptococcus epidermis โ ด ย ว ิ ธี  agar well 

diffusion พบวาสารสกัดจาก methanol มีฤทธ์ิดีที่สุด ใช้ไดผลกับเชื้อทุกชนิดโดยมีค่า MIC = 0.04 

– 1.28 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ MBC = 0.08 - 2.56 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สารกสัดจากข่าจึงแสดง
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ศักยภาพดีในการประยุกตใช้เปนยาจากสมุนไพรตอไป โดยเมื่อสกัดดวย methanol สารท่ีพบมาก

ที่สุด คือ 5-hydroxymethyl furfural (59.9%) ตามดวย benzyl alcohol (57.6%), 1,8-cineole 

(15.65%), methylcinnamate (9.4%), 3-phenyl-2-butanone (8.5%) แ ล ะ 1,2 

benzenedicarboxylic acid (8.9%)  

  Prakatthagomol et al. (2012) ศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบของข่าหยวกดวย 

ethanol, hexane และ ethyl acetate เทียบกับน้ำมันหอมระเหย ตอเชื้อ E. coli ATCC 25922, 

S. aureus ATCC 25923, and S. typhimurium ATCC 14028 พบวา สารสกัดข่าดวย hexane ฆ่า

เชื้อ S. aureus ไดดีกวาสารสกัดดวย ethanol และ ethyl acetate แตไมสามารถฆ่าเชื้อ E. coli 

และ S. typhimurium สวนสารสกัดดวย ethanol และ ethyl acetate ฆ่าเชื้อทั้งสามชนิดได โดย

เมื่อเปรียบเทียบกับ essential oil ของข่าพบวา essential oil สามารถฆ่าเชื้อทั้งสามชนิดและมีฤทธ์ิ

ดีกวาสารสกัดหยาบ ซึ่งชี้ใหเห็นวาเมื่อใช้ตัวทำละลายตางกันจะไดสารสำคัญที่มีฤทธิ์แตกตางกันดวย 

และงานวิจัยสวนใหญมักไมไดวิเคราะหชนิดของสารที่พบในสารสกัด นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดข่ามี

ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ Propionibacterium acnes ที่ก่อใหเกิดสิว ซึ่งสามารถนำไปประยุกตใช้เปนสวนผสม

ในเครื่องสำอางช่วยบรรเทาการเกิดสิว Niyomkam et al. (2010) ไดศึกษาฤทธ์ิยับย้ังของสารสกัดข่า

ที่สกัดดวย ethyl acetate ตอเชื้อ P. acne พบมีค่า MIC และ MBC ที่ใช้กับ P. acne เทากับ 0.62 

และ 2.50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลำดับ (Niyomkam et al., 2010) 

 สารสกัดที่เปนน้ำมันหอมระเหย (essential oil) เปนสารสกัดที่ไดจากการใช้วิธีการกลั่นดวย 

ไอน้ำจากเหง้าข่าสด Eff & Rahayu (2016) ไดศึกษาพบวา essential oil ของข่า มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ S. 

typhi ได ซ่ึง essential oil ท่ีกล่ันดวยไอน้ำใหผลผลิต 0.03% และแยกสารตางๆ ออกมาได 13 ชนิด 

แตไมพบวามี 1´-acetoxychaviol acetate (ACA) รวมอยูดวย เนื่องจากสารชนิดนี้ระเหยไดไมดี 

นอกจากนี้ยังพบการศึกษาในสัตวทดลองท่ีเตรียม essential oil ของข่าใหอยูในรูปแบบอิมัลชัน ให

หนูที่ถูกปอนดวยเชื้อ S. typhi รับประทานในขนาด 25, 50, 75 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวาสามารถ

ร ักษาหน ูทดลองให หายจากการต ิดเช ื ้ อ  S. typhi ได ดี เท ียบเท าก ับหน ูทดลองท ี ่ ได  รับ 

chloramphenicol ขนาด 8 มิลลิกรัม/250 กรัมของน้ำหนัก สารสำคัญที่คาดวาเปนตัวออกฤทธิ์ใน 

essential oil น้ี เปนสารในกลุม terpene และ sesquiterpene  

 Luangnarumitchai et al. (2007) ใช้น้ำมันหอมระเหยจากข่าหยวกมาทดลองยับยั้งเชื้อ P. 

acne จำนวน 5 สายพันธุ พบวา มีฤทธิ์ไมดีมากนัก มี clear zone ตั้งแต 8.6 ± 0.8 - 9.8 ± 2.0 

มิลลิเมตร ขณะที่ positive control (tetracycline 30 µg/disc) มี clear zone เทากับ 35.3 ± 3.0 

- 35.8 ±2.8 มิลลิเมตร และน้ำมันหอมระเหยมีค่า MIC > 4% v/v. (Luangnarumitchai และคณะ, 

2007) ดังนั้นน้ำมันหอมระเหยของข่าไมเหมาะที่จะนำมาใช้พัฒนาตอ เนื่องจากตองใช้ในปริมาณที่สูง
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มากเพ่ือใหมีฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือชนิดน้ี ในการศึกษาอ่ืนๆ ท่ีใช้ essential oil ในการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย 

ใหผลการศึกษาเช่นกันวาฤทธ์ิไมไดดีมาก มีค่า MIC ค่อนข้างสูง (ยกเวน S. aureus) และ MBC 

มากกวา 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในเช้ือ S. aureus, S. epidermidis, E. coli และ P. aeruginosa 

(Manwiwattanakul et al., 2014)  

 การศึกษาฤทธ์ิตานเชื้อราของพืชสมุนไพรข่า พบวาชนิดของตัวทำละลายที่ใช้สกัดมีผลเช่นกัน 

Reka et al. (2023) ไดสกัดข่าหยวกดวยตัวทำละลาย hexane, dichloromethane, ethyl acetate 

และ methanol เพื ่อศึกษาฤทธิ ์ตานเชื ้อรา Aspergillus niger และ Candida albicans โดยใช้ 

clotrimazole 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เปน positive control (inhibition zone = 36.10 มิลลิเมตร) 

พบสารสกัดจาก hexane ให inhibition zone มากที่สุด โดยมีโซนยับยั้งตอ C. albicans และ A. 

niger เทากับ 20.20 ± 0.46 มิลลิเมตร และ 18.20 ± 0.46 มิลลิเมตร ตามลำดับ (Reka et al., 

2023) การศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อราชนิดอื่นๆ ใน Candida species ซึ่งเปนเชื้อราฉวยโอกาสที่มักเปน

ปญหาใหญในผูที่มีภูมิคุ้มกันบกพรอง พบวาสารสกัดดวย ethanol ของเหง้าข่าแหง สามารถยับย้ัง

เชื ้อ Candida tropicalis และ Candida glabrata ซึ ่งศ ึกษาโดยวิธ ี disk diffusion มีค่า MIC 

เทากับ 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (Khodavandi et al., 2013)   
 งานว ิจ ัยของ  Khattak et al. (2005) ซ ึ ่ งศ ึกษาฤทธ์ิการย ับย ั ้ ง เช ื ้อรา  Trichophyton 

longifusus ของสารสกัดข่าหยวกที่สกัดดวย ethanol โดยวิธี agar tube dilution พบวามีสารสกัด

ยับยั้งเชื ้อราชนิดน้ี ได 60% และสามารถยับยั้ง Aspergillus flavus, Microsporum canis และ 

Fusarium solani ได 30%, 50% และ 40% ตามลำดับ (Khattak et al., 2005) 

 

2.3 สารสำคัญท่ีพบในเหง้าข่า  

        มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับสารที่พบในเหง้าข่าไวแตกตางกันตามแตละหองปฏิบัติการ ที่สามารถ

ตรวจพบไดทำใหสารที่พบมีความแตกตางกันทั้งชนิดและปริมาณ ขึ้นกับวิธีและตัวทำละลายที่ใช้ใน

การศึกษา Aljobair (2022) ไดรายงานผลการศึกษาสารประกอบฟนอลในเหง้าข่าที ่สกัดดวย 

methanol:water (8:2) ในสัดสวนผงข่าแหง 5 กรัมตอตัวทำละลาย 50 มิลลิลิตร โดยคนนาน 3 

ชั่วโมง จากนั้นนำไปกรองแลวระเหยแหง แลวนำไปศึกษาสวนประกอบของสารประกอบฟนอล ดวย

วิธีโครมาโตกราฟของเหลวประสิทธิภาพสูง (High performance liquid chromatography, HPLC) 

พบสารสำคัญดังนี้ gallic acid (160.04), (+)-catechin (124.33), quercetin (105.34), catechol 

(100.18), isorhamnetin (82.2), trans-cinnamic acid (81.97),  protocatechuic acid (71.46), 

syringic acid (37.09), apigenin 7 glucoside (16.40), caffeic acid (13.96), trans-ferulic acid 

(11.67), rutin trihydrate (11.47), resveratrol (6.66), p-coumaric acid (2.93), naringenin 
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(2.36), และ kaempferol (0.66) ในปริมาณเปน มิลลิกรัม/100 กรัม ถึงแมวางานวิจัยนี ้ไมไดมี

รายงานถึง acetoxychaviol acetate (ACA) แตทำใหรูวาในเหง้าข่าประกอบดวย gallic acid ใน

ปริมาณสูงและสารประกอบฟนอลอ่ืนๆ ในปริมาณท่ีสูงเช่นกัน 

 ACA เปนสารหลักที่พบมากในพืชข่า เปนสารที่มีกลิ่นและสามารถระเหยไดบาง มีผูวิจัยศึกษา

และแยกสารชนิดนี้ไวมาก โดยเปนสารที่อยูในกลุมที่ชื่อวา phenylpropanoids ซึ่งเปนสารกลุมยอย

ของ phenolic compounds ประเภท flavonoids อีกทีหนึ ่ง เปนสารที ่สวนใหญเมื ่อสกัดดวย 

ethanol จะไดสารชนิดนี้ในปริมาณมากและเปนสารหลักที่พบในข่า บางครั ้งเรียกวา galangal 

acetate ในงานวิจัยทบทวนวรรณกรรมของ Kojima-Yuasa & Matsui-Yuasa (2015) ไดอางอิงถึง

ฤทธิ ์ต างๆ ของ ACA ท่ีพบวามีฤทธิ ์ทางเภสัชวิทยาดังนี ้ คือ anticancer, gastroprotective, 

xenobiotic protection, antiallergic, antimicrobial และ  antidementia ( Kojima-Yuasa & 

Matsui-Yuasa, 2015) นอกจากนี้ ยังมีงานวิจัยมากมายที่ศึกษาถึงการใช้ประโยชนจากข่า เพื่อเปน

สารตานมะเร็ง และพบวาสารสำคัญท่ีมีฤทธ์ิดังกลาวมักเปนสารกลุม phenylpropanoids น้ีเอง  

 Lee et al. (2023) ไดทำการสกัดเหง้าข่า 100 กรัม โดยใช้น้ำเปนตัวทำละลายดวยวิธี reflux 

extraction นาน 2 ชั่วโมง โดยสกัดซ้ำสองครั้ง แลวนำของเหลวที่สกัดไดไประเหยใหแหง จากนั้นทำ

การเติมน้ำและ ethyl acetate จำนวนเทากัน เพื่อทำการแยกสวนสาร (fractionated) ดวยเทคนิค 

column chromatography พบวาสามารถแยกสารกลุม phenylpropanoids ไดจำนวน 7 ชนิด 

(ภาพท่ี 2.1) และนำสารท่ีแยกไดไปศึกษาฤทธ์ิตานเบาหวานชนิดท่ี 1 

 โดยท่ี 1′-S-1′-acetoxychavicol acetate (สาร 2), 1′-S-1′-acetoxyeugenol acetate (สาร 

3) และ eugenyl acetate (สาร 4) ไดจากการแยกสวนสารสกัดดวย 95% ethanol สวนสาร 1, 5, 

6 และ 7 ไดจากการแยกสวนสารสกัดดวย acetonitrile ผสมกับน้ำ เมื่อทำการแยกใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 

column chromatography แลวนำมาศึกษาฤทธิ์กระตุนการสรางอินซูลินในเซลล ที่ความเข้มข้น

ระหวาง 0 - 10 ไมโครโมลาร (µM) พบวาสารชนิดที่ 1 - 4 มีฤทธิ์ตานเบาหวานโดยการยับยั้ง α-

glucosidase ได และเมื่อศึกษาดวยเซลล INS-1 pancreatic β-cells ของหนูที่กระตุนดวยกลูโคส 

พบวาสามารถกระตุนการสรางโปรตีนอินซูลินใหเพิ่มขึ้น โดยดูจากผลการทดลองที่สามารถเพิ่มค่า

ดัชนี glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) เม ื ่อทำเทียบกับเซลลท ี ่ ไม เต ิมสารสกัด 

โดยสารที่มีฤทธิ์ดีที่สุดคือ 1′-S-1′-acetoxyeugenol acetate (สาร 3) และไมพบความเปนพิษตอ

เซลลในความเข้มข้นท่ีทดลอง 
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ภาพท่ี 2.1 สาร phenylpropanoids ท่ีแยกไดจากเหง้าของ A. galanga  

(1 = (±)-1′-hydroxychavicol acetate, 2 = (1′S)-1′-acetoxychavicol acetate, 3 = (1′S)-1′-

acetoxyeugenol acetate, 4 = eugenyl acetate, 5 = trans-p-coumaraldehyde, 6 = trans-

p-acetoxycinnamyl alcohol และ 7 = trans-p-coumaryl diacetate) 

 

 งานวิจัยนี้ใหข้อมูลดานวิธีการสกัดที่พบวา galangal acetate ชนิดที่ 2 - 4 สามารถสกัดได

ดวย ethanol ซึ่งเปนตัวทำละลายที่ปลอดภัยตอสิ่งแวดลอมและตกค้างนอย มีความเปนพิษต่ำ 

สามารถนำมาประยุกตใช้ในการสกัดสารสำคัญใหแคบลง เพ่ือนำไปใช้ประโยชนทางเคร่ืองสำอาง และ

ผลิตภัณฑดานสุขภาพได สารที่ 1 - 4 เปนสารที่งานวิจัยสวนใหญอางอิงวาเปนสารสำคัญที่มีฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยา ซึ่งงานวิจัยนี้จะมุงไปที่การสกัดและวิเคราะหปริมาณสารสำคัญ ไดแก่ ACA (สารที่ 2) ซ่ึง

ในงานวิจัยน้ีไดวิเคราะหพบวาเปนชนิด 1′-S-1′-acetoxychavicol acetate มีทิศทางการหมุนระนาบ

แสงโพลาไรซ์ (specific rotation) เปนลบ มีค่าเทากับ -50 องศา 

 

2.4 วิธีการสกัดสมุนไพร  

        วิธีการสกัดสมุนไพรมีหลายวิธี การเลือกใช้วิธีใดเพื่อสกัดสารขึ้นอยูกับปจจัยหลายประการ เช่น 

วัตถุประสงค์ที่ตองการใช้สารสกัดนั้น ชนิดของสารสำคัญที่ตองการหรือสวนของพืชที่นำมาสกัด และ

ตัวทำละลายท่ีใช้ในการสกัดก็จะเหมาะสมกับวิธีการสกัดแตละวิธีท่ีใช้เช่นกัน (Patel et al., 2021) 

        วิธีการสกัดพืชสมุนไพร มีท่ีนิยมใช้ ไดแก่ 

1. การแช่สกัด (maceration) 

2. การชง (percolation) การแช่ (infusion) และการตุน (decoction) 

3. การสกัดดวยความรอนแบบตอเน่ืองดวยเคร่ืองซอกหเลต (Soxhlet extraction) 

4. การสกัดแบบไหลยอนกลับ (reflux extraction) 



13 

 

5. การสกัดดวยการกล่ัน (distillation extraction) 

6. Solid phase microextraction 

7. การสกัดดวยของไหลท่ีอยูในสภาวะเหนือจุดวิกฤติ (supercritical fluid extraction) 

8. การใช้คล่ืนไมโครเวฟในการช่วยสกัด (microwave assisted  extraction) 

9. การใช้คล่ืนอัลตราซาวดในการช่วยสกัด  (ultrasonic assisted extraction) 

 ในท่ีน้ีจะขอกลาวถึงรายละเอียดวิธีสกัดท่ีใช้ในงานวิจัยโดยยอ คือ การแช่สกัดและการสกัดดวย

วิธี การใช้คล่ืนอัลตราซาวดในการช่วยสกัด (ultrasonic assisted extraction, UAE) 

 

        2.4.1 การแช่สกัด (maceration)  

        การแช่สกัด เปนวิธีท่ีง่ายและใช้กันมาอยางยาวนานที่สุดในการสกัดสาร เหมาะสมกับพืช

สมุนไพรที่ไมแข็งมาก ทำโดยใช้ตัวทำละลายมาแช่พืชสมุนไพรใหทวม มีการเขยา หรือการคนเปน

ระยะๆ จนกระทั่งเนื้อสมุนไพรออนนุม และตัวทำละลายแทรกเข้าไปในเนื้อเยื่อพืชสมุนไพรและ

ละลายเอาสารสำคัญออกมา โดยไมใช้ความรอน การแช่สกัดเปนวิธีท่ีใช้เวลาค่อนข้างนาน โดยทั่วไป

ใช้เวลาประมาณ 7 วันหรือนานกวานั้น เพื่อใหตัวทำละลายซึมเข้าไปและละลายเอาสารสำคัญใหแพร

ออกมาจากเนื้อเยื่อพืช การเรงใหสารถูกสกัดไดเร็วขึ้นสามารถทำไดโดยการใช้พลังงานภายนอกช่วย

เช่น การใช้ ultrasound หรือ microwave หรือการเพิ่มอุณหภูมิ ก็เปนทางหนึ่งที่เพิ่มประสิทธิภาพ

การสกัด ทั้งนี้ขึ้นกับสารสำคัญในพืชวาสามารถทนตอความรอนไดมากนอยแค่ไหน รวมถึงเครื่องมือ

หรืออุปกรณท่ีมีในหองปฏิบัติการ 

 

 2.4.2 การใช้คล่ืนเสียงความถ่ีสูงในการช่วยสกัด (ultrasonic assisted extraction, UAE)  

 คลื่นอัลตราโซนิก (ultrasonic waves) หมายถึง พลังงานที่เกิดจากคลื่นเสียงที่มีการสั่นของ

คลื่นประมาณ 20,000 ครั้งตอวินาทีหรือสูงกวา มีความถี่สูงกวาคลื่นเสียงปกติ โดยทั่วไปแลวคล่ืน

เสียงที่มนุษยไดยินนั้นเกิดจากการสั่นสะเทือนของตัวกลางที่ยืดหยุน ที่มีความถี่อยูในช่วง 20 - 

20,000 กิโลเฮิรต เคร่ืองคล่ืนเสียงความถ่ีสูงทำงานดวยความถ่ีต้ังแต 20 กิโลเฮิรตซ์ไปจนถึงหลายกิกะ

เฮิรตซ์ (สุพิชญชญา กลันทะกะสุวรรณ, 2562) 

        การสกัดดวยอัลตราโซนิกเกิดขึ้นไดดวยกลไกที่ช่วยสงเสริมการสกัด กลาวคือเนื้อเยื ่อพืช

ประกอบดวยสวนผนังเซลลชั้นนอกสุดท่ีเปนสารที่มีความหนาและแข็งแรง ทำใหยากตอการสกัด การ

สกัดสารสำคัญออกจากชิ้นสวนผงพืชไดจะตองเกิดกระบวนการสองขั้นตอน คือ กระบวนการที่ตัวทำ

ละลายแพรผานผนังเซลลของพืชและละลายสารออกมาหลังจากผนังเซลลถูกทำลายลง อัลตราโซนิก

ช่วยเรงใหเซลลพืชดูดซับตัวทำละลายไดดีกวาการแช่สกัดธรรมดา กลไกการเพิ่มประสิทธิภาพของ
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กระบวนการดังกลาวเรียกวา ปรากฏการณคาวิเตชัน (cavitation) ซึ่งคือ กระบวนการที่เกิดขึ้นกับตัว

ทำละลายเมื่อไดรับคลื่นอัลตราโซนิก การที่ของเหลวไดรับคลื่นอัลตราโซนิกจะถูกบีบอัด (compress) 

และคลายตัว (stretch) ซ้ำไปมาหลายพันรอบ ทำใหเกิดฟองอากาศขนาดเล็กๆ มากมาย ฟองอากาศ

จะใหญขึ้นและแตกออก เมื่อแตกออกจะปลดปลอยพลังงานออกมา แรงกลจากฟองอากาศที่เกิดข้ึน

จำนวนมากเกิดการสัมผัสกับเซลลของพืชสมุนไพรและทำใหเกิดการแตกออกของผนังเซลลและเย่ือ

หุมเซลล เคร่ืองมือท่ีใช้สรางคล่ืนเสียงความถ่ีสูงมีไดท้ังชนิดแทงจุ่ม (ultrasonic probe) และชนิดอาง 

(ultrasonic baths)  

 

        2.4.3 ตัวทำละลายท่ีใช้ในการสกัด 

        ชนิดของสารสำคัญหรือสารประกอบในพืชสมุนไพรที่ตองการสกัด มีความสำคัญตอการเลือก

ตัวทำละลายสกัด เนื่องจากในพืชแตละชนิดจะประกอบดวยสารประกอบมากมายหลายชนิด สารแต

ละชนิดจะมีคุณสมบัติแตกตางกันในดานการละลายไดในตัวทำละลายตางๆ ตางกัน สารที่มีขั้วจะ

สามารถละลายน้ำได เช่น คารโบไฮเดรต กรดอินทรีย เปนตน สารชนิดที่เปนสารกึ่งมีขั้วที่สามารถ

ละลายไดดีในแอลกอฮอล เช่น แทนนิน ซาโปนิน สวนสารชนิดที่เปนสารไมมีขั้วจะไมสามารถละลาย

น้ำไดแตละลายไดดีในตัวทำละลายสารอินทรีย เช่น น้ำมันหอมระเหย เรซ่ิน เปนตน ดังน้ันในการสกัด

สารจะตองรูวาสารที่สนใจนั้นมีคุณสมบัติอยางไร เพื่อที่จะไดเลือกตัวทำละลายที่เหมาะสม (ศิริวัลย 

สรอยกลอม, 2564) ตารางที่ 2.1 แสดงตัวทำละลายที่เหมาะสมกับสารกลุมตางๆ ซึ่งสารในกลุม 

phenylpropanoids เปนสารที่อยูในกลุมใหญคือ ฟลาโวนอยด และยังจัดอยูในกลุม polyphenols 

อีกดวย ดังน้ันจะพบวาสามารถสกัดไดดีในตัวทำละลายเกือบทุกชนิด สำหรับน้ำ (water) น้ันมักตองมี

การตมดวยอุณหภูมิค่อนข้างสูงและเวลานานจึงจะสกัดได 

 

ตารางท่ี 2.1 ตัวทำละลายท่ีเหมาะสมในการสกัดสารสำคัญในพืช (Pandey & Tripathi,  2014)  

Water Ethanol Methanol Chloroform Ether Acetone 

Anthocyanins Tannins Anthocyanins Terpenoids Alkaloids Phenol 

Starches Polyphenols Terpenoids Flavonoids Terpenoids Flavonol 

Tannins Polyacetylenes Saponins  Coumarins  

Saponins Flavonols Tannins  Fatty acids  

Terpenoids Terpenoids Xanthoxyllines    

Polypeptides Sterols Totarol    

Lectins Alkaloids Quassinoids    

  Lactones    



15 

 

Water Ethanol Methanol Chloroform Ether Acetone 

  Flavones    

  Phenones    

  Polyphenols    

  

2.5 การควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑสมุนไพร  

 สารสกัดสมุนไพรที ่เปนสารสกัดหยาบ (crude extract) จะประกอบไปดวยสารประกอบ

มากมายหลายชนิด การทำสารสกัดใหบริสุทธิ์ขึ้น (refined extract) สามารถทำไดหากมีความจำเปน 

แตตองใช้ค่าใช้จ่ายท่ีสูงข้ึน เน่ืองจากตองใช้วัสดุอุปกรณและสารเคมีอีกหลายชนิดมาทำใหบริสุทธ์ิ 

 การใช้สารสกัดหยาบมาเตรียมเปนตำรับตางๆ สามารถทำไดโดยการใช้ตัวทำละลายที่สามารถ

สกัดสารที่ตองการไดในวงแคบ เช่น สารกลุมสารประกอบฟนอล ฟลาโวนอยด เปนตน และไมสกัด

สารท่ีไมตองการออกมา เช่น สารกลุมแปงและน้ำตาล เปนตน 

 สมุนไพรท่ีมีคุณภาพตองคำนึงถึงปริมาณสารสำคัญหรือสารออกฤทธ์ิ โดยจะตองมีในปริมาณสูง

ตามเกณฑและมีความสม่ำเสมอทุกรุนการผลิต ซึ่งสมุนไพรวัตถุดิบเปนพืชที่ปลูกตามธรรมชาติ จะมี

ความแตกตางของสารสำคัญที่มาจากความแตกตางของสถานที่ปลูก สายพันธุ และสภาวะแวดลอม

อื่นๆ เช่น สภาพอากาศและน้ำ ระยะเวลาการเก็บเกี่ยว วิธีการเก็บรักษาสมุนไพรก่อนนำมาผลิต ลวน

สงผลใหสารสำคัญมีความไมสม่ำเสมอได ดังนั้นหากทราบชนิดของสารออกฤทธิ์ก็จะสามารถควบคุม

คุณภาพใหสม่ำเสมอไดโดยการวิเคราะหปริมาณสารนั้นๆ ในทางปฏิบัติสารที่ออกฤทธิ์ในสมุนไพรท่ี

เปนสารเดี่ยวและออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาอยางชัดเจนมีค่อนข้างนอย จึงอาจใช้สารเคมีในพืชชนิด

อื ่นๆ เปนตัวแทนในการควบคุมคุณภาพไดเรียกวา ตัวบงชี ้ทางเคมี (chemical marker หรือ 

chemical indicator) การใช้ chemical fingerprint ก็เปนอีกวิธีหน่ึงในการควบคุมคุณภาพสารสกัด

ท่ีนอกจากจะรูถึงปริมาณสารสำคัญแลว ยังสามารถตรวจสอบการปนปลอมของสมุนไพรไดอีกดวย 

 

2.6 การวิเคราะหปริมาณสารสำคัญโดยเทคนิค TLC-densitometry  

        โครมาโตกราฟฟชนิดแผนบาง (Thin-layer chromatography, TLC) (Dolowy & Pyka, 

2014; ปวีณา อุยวัฒนพงศ และคณะ, 2563) เปนเทคนิคที่นิยมใช้ในงานควบคุมคุณภาพเพื่อการ

พิสูจนเอกลักษณของเภสัชภัณฑ วัตถุดิบและสมุนไพร รวมถึงสามารถตรวจสอบสารปนเปอนและ

สิ่งเจือปนในผลิตภัณฑตาง ๆ รวมทั้งตำรับสมุนไพรที่แปรรูปแลว เทคนิคโครมาโตกราฟฟชนิดแผน

บางมีข้อดี คือ เปนวิธีที่ง่าย สะดวก รวดเร็ว เครื่องมือที่ใช้มีราคาไมแพง และการเตรียมตัวอยางไม

ยุงยากและใช้ปริมาณตัวอยางนอย สามารถวิเคราะหสารตัวอยางไดหลายชนิดพรอมกันในครั้งเดียว 
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นอกจากน้ียังสามารถนำมาประยุกตใช้วิเคราะหเชิงปริมาณโดยใช้รวมกับเครื่องมืออื่น ไดแก่ เครื่อง

เดนสิโตมิเตอร เรียกช่ือเทคนิคน้ีวา TLC-densitometry (โครมาโตกราฟฟชนิดแผนบางรวมกับเคร่ือง

เดนสิโตมิเตอร) เปนเครื ่องที ่สามารถตรวจวัดปริมาณของสารที ่อยู บนแผน TLC หรือ paper 

chromatograph โดยใช้หลักการ scan ตามความเข้มของการดูดกลืนแสง/เรืองแสงของ band ท่ี

ปรากฏบนแผน TLC แลวแปลงสัญญาณเปน densitogram ช่วยใหการวิเคราะห/แยกสารดวยเทคนิค 

TLC มีความถูกตองแมนยำมากขึ้น การวิเคราะหปริมาณสารจะคำนวณไดจากกราฟมาตรฐานที่สราง

จากความสัมพันธระหวางความสูงของพีคที่เกิดจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงหรือค่าการเรืองแสง 

และปริมาณของสารตัวอยาง  

         การใช้เทคนิคโครมาโตกราฟฟชนิดแผนบางรวมกับเครื่องเดนสิโตมิเตอร มีข้อดี คือ เปนวิธีท่ี

สามารถทำไดง่าย มีความไว ความถูกตอง และความแมนยำสูง ซึ่งในการวิเคราะหสารสกัด จะตองมี

การพัฒนาวิธีวิเคราะหและทำการทดสอบความใช้ไดของวิธีวิเคราะหดวยเสมอ 
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บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 

 

3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใช้ในการทดลอง 

      1. เคร่ืองบดสมุนไพร (Cutting mill, RetschMuhle, Germany) 

2. ตูอบลมรอน (Hot air oven) 

3. แรง (Tyler standard sieve no.12, Tyler, USA)) 

4. เคร่ืองปนน้ำผลไม (Blender Model HR2155, Philips, Thailand) 

5. เคร่ืองช่ังไฟฟา (Electronic balance, Ohaus, USA) 

6. เคร่ืองระเหยแหงแบบหมุน (Rotary evaporator Model R-120, Buchi, 

Switzerland) 

7. เคร่ืองเขยา (Orbital shaker, Stuart, Germany) 

8. อางคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic bath, Cole-Parmer, USA) 

9. อางน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Circulating water bath, Clifton, USA) 

10. Thin layer chromatography visualizer (Camag TLC Scanner 3, Switzerland) 

11. Thin layer chromatography sample applicator (Camag Linomat V, 

Switzerland) 

12. ชุดกรองสุญญากาศ (Vacuum Pump Model FY-1C, Sacco Australia) 

13. ขวดรูปชมพูขนาด 1 ลิตร 

14. ขวดแก้วมีฝาปดสนิทขนาด 1 ลิตร (ShottDuran®, Germany) 

15. Autopipette (Pipetman®, Gilson, France) 

16. 96-well plate 

17. Microplate reader (Biochrom, EZ Read 2000, United Kingdom) 

18. Vortex (Model G-560E, USA) 

19. Volumetric flask 

20. Erlenmeyer flask 

21. Eppendorf ขนาด 2 มิลลิลิตร (Eppendorf®, Germany) 

22. Magnetic bar and stirrer 

23. เคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 5 ตำแหนง ย่ีหอ Mettler Toledo รุน MS 105 
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24. Test tube (Pyrex®, FlexLab, Thailand) 

25. ตูดูดควัน 

 

3.2 สารเคมีและวัสดุท่ีใช้ในการทดลอง 

        3.2.1 การสกัดและวิเคราะหปริมาณสารสำคัญในข่าโดยวิธี TLC-densitometry 

1. เหง้าข่าสดท่ีปลูกท่ีในตำบลบางบอ อ.บางพลี จ.สมุทรปราการ  

2. 95% เอทานอล (ethanol) (VWR International, France) 

3. 1′- acetoxychavicol acetate (ACA) (purity, 98.0%, LKT Labs, USA) 

4. Precoated TLC plate (Merck, Germany) 

5. โพรพิลีน ไกลคอล (Propylene glycol USP), บริษัทเอกตรงเคมีภัณฑ 

6. กลีเซอรีน (Glycerin USP), บริษัทเอกตรงเคมีภัณฑ 

7. Syringe filter (Nylon 0.45 mm) 

8. กระดาษกรอง (Whatman No.1, UK) 

9. Plastic syringe ขนาด 10 มิลลิลิตร (Nipro, Thailand) 

10. Dichloromethane (Fisher Scientific, Germany) 

11. Ethyl acetate (Fisher Scientific, Germany) 

12. Vanillin (Loba Chemie, Mumbai, India) 

13. Sulfuric acid (Qrec, New Zealand) 

14. Absolute ethanol (EMSURE®, Merck, Germany) 

        

        3.2.2 การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดข่า 

1. Syringe filter (Nylon 0.45 mm) 

2. กระดาษกรอง (Whatman No.1, UK) 

3. Plastic syringe ขนาด 10 มล.  (Nipro, Thailand) 

4. Absolute ethanol (EMSURE®, Merck, Darmstadt, Germany) 

5.  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical 95% (DPPH) (Aldrich Chem. Co., 

Milw., WI, USA) 

6. Gallic acid (Fluka analytical, Germany) 

7. Quercetin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
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8. Folin-Ciocalteu's phenol reagent (Merck, Darmstadt, Germany) 

9. Ascorbic acid (Rankem, RFCL Limited, India) 

10. Dimethylsulfoxide (DMSO) (Loba chemie Pvt. Ltd., Mumbai, India) 

11. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) (Fluka 

Analytical, Germany) 

12. Bovine serum albumin (BSA) (Himedia laboratories Pvt. Ltd., Maharashtra, 

India) 

  

3.3 วิธีทดลอง 

        3.3.1 การเตรียมตัวอยางผงข่า 

เหง้าข่าสดท่ีใช้ในการศึกษา คือ Alpinia galanga (L.) Willd. วงศ Zingiberaceae นำมาจาก

ตำบลบางเพรียง อำเภอบางบอ จังหวัดสมุทรปราการ โดยนำตัวอยางมาระหวางเดือนกรกฎาคม – 

สิงหาคม พ.ศ. 2566 ทำการตรวจสอบเอกลักษณของพืชโดยมีหมายเลขอางอิงงานวิจัย คือ QBG No. 

108548 ทำการเตรียมผงข่าแหงโดยการนำเหง้าข่ามาลางใหสะอาด หั่นตามขวางใหเปนชิ้นหนา 2 - 

3 มิลลิเมตร นำไปอบใหแหงดวยตูอบลมรอน ไมเกิน 60 องศาเซลเซียส จนแหง นำไปบดเปนผงดวย

เครื่องบดสมุนไพร (cutting mill) โดยใช้ตะแกรงเบอร 6 จากนั้นนำไปคัดขนาด โดยนำไปผานแรง

ขนาด 12 mesh ผงข่าขนาดที่ใหญกวารูเปดและค้างบนแรง ใหนำมาบดลดขนาดดวยเครื่องบดชนิด

เครื่องปนน้ำผลไม จากนั้นทำการคัดขนาดดวยแรงเบอร 12 รวบรวมและผสมผงข่าใหเข้ากันด ีเก็บผง

ข่าใสถุงพลาสติก ปดใหสนิท เก็บในตูเย็น -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะใช้ โดยชั่งน้ำหนักผงข่าที่ได

และบันทึกผลคำนวณเปนรอยละผลผลิต 

 

3.3.2 การศึกษาวิธีสกัดข่าและการควบคุมคุณภาพสารสกัดข่า       

ทำการทดลองเปนสองช่วงคือ 

- ช่วงที่ 1 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีการสกัด ทำการศึกษาการสกัดโดยใช้ตัวทำ

ละลายผสมของตัวทำละลายสีเขียว (green solvent) รวมกับ ethanol โดยเปรียบเทียบวิธีสกัด 2 

วิธีคือ วิธีการแช่สกัดพรอมเขยา (maceration with shaking) และวิธีการใช้คลื่นเสียงความถี่สูง 

(ultrasonic assisted extraction, UAE) โดยทำการสกัดนาน 6 ช่ัวโมง  

       - ช่วงที่ 2 การสกัดเพ่ือเพิ่มปริมาณสารสกัด โดยปรับปรุงจากวิธีการสกัดช่วงที่ 1 ทำการสกัด

โดยใช้ตัวทำละลายผสมของตัวทำละลายสีเขียว (green solvent) รวมกับ ethanol ใช้วิธีการแช่สกัด
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รวมกับการใช้อุณหภูมิ (maceration with temperature) ทำการแช่สกัดนาน 3 วันโดยทดลองแบบ

เปล่ียนตัวทำละลายและไมเปล่ียนตัวทำละลาย ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
 

 

ตารางท่ี 3.1 ตัวทำละลายและตัวทำละลายผสมท่ีใช้ในการวิจัย 

ชนิดของตัวทำละลาย ปริมาตรตัวทำละลายท่ีใช้ตอ 500 มิลิลลิลิตร 

(มิลลิลตร (กรัม)) 

Ethanol Glycerin Propylene glycol (PG) 

1 Ethanol 500 (400) - - 

2 Propylene glycol  - - 500 (514.2) 

3 PG : Ethanol (1:1) 250 (200) - 250 (257.1) 

4 Glycerin : Ethanol (1:1) 250 (200) 250 (316.6) - 

5 Glycerin : Ethanol (3:7) 350 (280) 150 (189.96) - 

 

3.3.3 รายละเอียดวิธีการสกัด 

       1) การแช่สกัดพรอมเขยา (maceration with shaking): ทำโดยชั่งผงข่า จำนวน 100 

กรัม ใสลงใน erlenmeyer flask ขนาด 1 ลิตร เติมตัวทำละลายแตละชนิดลงไปจำนวน 500 

มิลลิลิตร ปดปาก flask ใหสนิท นำ flask ไปเขยาดวยเครื่องเขยา orbital shaker โดยใช้ความเร็ว

รอบที่เหมาะสม นาน 6 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา นำมากรองแยกกากดวยผาไนลอนจากนั้นนำไปกรองให

ใสดวยชุดกรองเครื ่อง vacuum pump แลวนำไประเหยเอา ethanol ออกดวยเครื ่อง rotating 

evaporator ชั่งและบันทึกผลน้ำหนักสารสกัดหยาบที่ได เก็บสารสกัดใสขวดแก้วสีชาปดสนิท และ

เก็บในตูเย็นจนกวาจะนำมาใช้ 

     2) การสกัดดวยคลื่นเสียงความถี่สูง (ultrasonic-assisted extraction): ทำโดยชั่งผงข่า

จำนวน 100 กรัม ใสลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 1 ลิตร เติมตัวทำละลายแตละชนิดลงไปจำนวน 

500 มิลลิลิตร ปดปาก flask ใหสนิท นำ flask ไปสกัด โดยแช่ในอางคลื่นเสียงความถี่สูงเปนเวลา

ทั้งหมด 6 ชั่วโมง โดยเปดเครื่องในโหมดนอรมอล ครั้งละ 45 นาที พักเครื่อง 15 นาที ทำซ้ำเช่นน้ี

จำนวน 8 รอบ  โดยทำการเปลี่ยนน้ำเพื่อควบคุมอุณหภูมิใหอยูในช่วง 35 – 40 องศาเซลเซียส เม่ือ

ครบเวลา นำไปกรองแยกกากดวยผาไนลอนจากนั้นนำไปกรองใหใสดวยชุดเครื่องกรองสุญญากาศ 

จากนั้นนำไประเหยเอา ethanol ออกดวยเครื่องระเหยแหงแบบหมุน (rotary evaporator) ชั่งและ

บันทึกผลน้ำหนักสารสกัดหยาบที่ได เก็บสารสกัดใสขวดแก้วสีชาปดสนิท และเก็บในตูเย็นจนกวาจะ

นำมาใช้ 
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    3) การแช่สกัดโดยใช้อุณหภูมิ (maceration with temperature): ทำโดยชั ่งผงข่า

จำนวน 100 กรัม ใสขวดมีฝาปดขนาด 1 ลิตร เติมตัวทำละลายแตละชนิดลงไปจำนวน 500 มิลลิลิตร 

ปดปากขวดใหสนิท นำไปแช่ใน water bath ควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน โดย

เขยาทุกวัน วันละ 1 คร้ัง เม่ือครบเวลา นำมากรองแยกกากดวยผาไนลอนจากน้ันนำไปกรองใหใสดวย

ชุดเครื ่องกรองสุญญากาศ  แลวนำไประเหยเอา ethanol ออกดวยเครื ่องระเหยแหงแบบหมุน 

(rotary evaporator) ชั่งและบันทึกผลน้ำหนักสารสกัดหยาบที่ได เก็บสารสกัดใสขวดแก้วสีชาปด

สนิท และเก็บในตูเย็นจนกวาจะนำมาใช้ 

 

3.3.4 การวิเคราะห 1'- acetoxychavicol acetate (ACA) ดวยวิธี TLC-densitometry 

          การวิเคราะหสารสำคัญในสารสกัดช่วงท่ี 1 คือ สารสกัดเหลว 4 ชนิด ไดแก่ สารสกัดใน 

glycerin และ PG ที่ระเหยเอา ethanol ออกจนหมดแลว โดยการศึกษานี้ไดแยกออกมาทำการ

วิเคราะหสาร ACA ก่อนเนื ่องจากจำนวนตัวอยางมีมาก เพราะทำการสกัดวิธ ีละ 3 ซ้ำ เพ่ือ

เปรียบเทียบวิธีการสกัดดวยตัวทำละลายรวมเพียงอยางเดียว โดยมีวิธีการดังน้ี 

1) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
                 ชั ่งสารมาตรฐาน ACA มา 0.00356 กรัม ใสลงใน volumetric flask ขนาด 10 

มิลลิลิตร ละลายดวย absolute ethanol จนครบ 10 มิลลิลิตร จะมีความเข้มข้นเปน 0.356 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใช้เปน stock solution นำไปใช้เตรียม standard curve โดยใช้ในปริมาตร 10 – 

26 ไมโครมิลลิลิตร คิดเปนปริมาณสาร ACA = 3.56 – 9.968 ไมโครกรัม 

2) การพัฒนาวิธีวิเคราะห 
       การทดลองนี้ จะทำการวิเคราะหหาปริมาณสาร ACA ซึ่งใช้เปน biomarker ของสาร

สกัดข่า เพื่อการควบคุมคุณภาพสารสกัด โดยใช้การวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง 

(thin-layer chromatography; TLC) รวมกับเครื่องตรวจวัดปริมาณเดนซิโตมิเตอร โดยกำหนดวิธี

วิเคราะหและมีข้ันตอนการพัฒนาวิธีวิเคราะหดังน้ี 

                  2.1) วัฏภาคคงที่ (stationary phase) : ใช้ TLC plate (TLC silica gel 60F254) 

ขนาด 20 x 10 cm แผนอลูมิเนียม 

2.2)  วัฏภาคเคลื่อนท่ี (mobile phase) : ทำการทดลองศึกษาความสามารถในการ

แยกสวนประกอบในสารสกัดของ mobile phase โดยการใช้ตัวทำละลายผสมและการทดลองดังน้ี  

(1) ตัวทำละลายผสมที ่นำมาทดลองมี 4 ระบบ คือ 1) hexane : ethyl 

acetate, 8:2 v/v; 2) hexane : ethyl acetate : ethanol 8:2:1 v/v; 3)  chloroform : ethyl 

acetate 8:2 v/v และ 4) dichloromethane : ethyl acetate 8:2 v/v  
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(2) เตรียมสารละลายมาตรฐาน ACA (เข้มข้น 0.356 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใน 

absolute ethanol)  

(3) เตรียมสารละลายสารสกัดที่เจือจางใหมีความเข้มข้นเหมาะสม คือ สารสกัด

ใน ethanol เตรียมใหมีความเข้มข้น 0.01 กรัม/มิลลิลิตร, สารสกัดใน glycerin : ethanol (1:1) 

เตรียมใหมีความเข้มข้น 0.5 กรัม/มิลลิลิตร, สารสกัดใน propylene glycol : ethanol (1:1) เตรียม

ใหมีความเข้มข้น 0.3 กรัม/มิลลิลิตร 

(4) ทำการ spot สารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยาง ชนิดละประมาณ 

5 ไมโครลิตร โดยใช้ไมโครปเปต ลงบนแผน TLC หางจากขอบลาง 1 เซนติเมตร รอให spot แหง 

แลวนำไปวางไวใน TLC tank ท่ีมีสารละลายวัฏภาคเคล่ือนท่ี ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ท่ีผสมใหมๆ และ

ทิ้งใหอิ่มตัวนาน 20 นาทีก่อนใช้ โดยทดลองกับแผน TLC ให solvent front ซึมขึ้นแผน TLC จน

เหลือขอบบน 1 เซนติเมตร จากนั้นนำแผนออกมาวางไวในตูดูดควัน นาน 20 นาที จากนั้นนำไป

ตรวจหาจุดสารที่แยกไดบนแผน TLC plate โดยสองภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 

นาโนเมตร ใน visualization cabinet บันทึกภาพถายดวยกลอง หากตองการดูแถบสีใหพนดวย

สารละลายวานิลลิน 1% ในเอทานอล และตามดวยสารละลายซัลฟูริก 10% ใน ethanol ใหทั่วแผน 

นําไปวางในตูอบท่ี 110 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ถายภาพจุดท่ีปรากฏบนแผน ทำเคร่ืองหมายจุด

ท่ีปรากฏบนแผน TLC plate และระยะทางท่ีตัทำละลายเคล่ือนท่ี และคํานวณหาค่า Rf โดยใช้สูตร 

 

Rf  =  ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ีได / ระยะทางท่ีตัวทำละลายเคล่ือนท่ี 

 

 วัฏภาคเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสมประเมินจากค่า Rf ควรมีค่ามาก และระบบท่ีเลือกจะนำไปใช้ใน

การวิเคราะหตอไป 

 

3) วิธีวิเคราะหดวย TLC-densitometry 

3.1)  ผสม mobile phase ที ่เตรียมไว (100 มิลลิลิตร) ใสลงใน tank นำ

กระดาษกรองไปวางไวข้าง tank ปดฝา tank ใหสนิท เอียง tank ให solvent เปยกท่ัวกระดาษกรอง 

และวางกระดาษไวข้างผนัง tank แช่ทิ้งไวใหบรรยากาศภายใน tank อิ่มตัวดวย solvent นาน 30 

นาที 

3.2)  เตรียมแผน TLC (Silica gel F254) ขนาด 20 x 20 เซนติเมตร ทำการ

หยดสารละลายมาตรฐาน หรือตัวอยางลงบนแผนดวยเครื่องหยดสารอัตโนมัต Linomat V ใหมีความ
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กวางของแถบเทากับ 8 มิลลิลิตร ตัวอยางละ 3 แถบ บนแผน TLC โดยหยดใหหางจากขอบลางของ

แผน TLC 1 เซนติเมตร  

3.3)  หยอนแผน TLC ลงใน tank ที่เตรียมไว อยางช้าๆ ในแนวดิ่ง ดวยความ

ระมัดระวัง โดยใหแถบหยดสารที่จะทดสอบอยูข้างลาง สังเกตใหดีวาระดับตัวทำละลายนั้นจะตองไม

ทวมจุดที่หยดสาร ปดดวยฝา tank รอจนตัวทำละลายเคลื่อนที่ถึงระดับที่ตองการ คือ ประมาณ 2 

เซนติเมตร จากขอบบนของแผน TLC ตำแหนงน้ีเรียกวา “solvent front”  

3.4)  เมื่อทิ้งให mobile phase เคลื่อนที่จน solvent front ไดระยะทางตามท่ี

ตองการ ยกแผน TLC ออก ทำเครื่องหมายตรง solvent front ปลอยทิ้งไวใหแหง 10 นาที ในตูดูด

ควัน 

3.5)  นำแผน TLC ไปอานค่าการดูดกลืนแสงท่ี 219 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง TLC 

scanner 3 (Camag, Switzerland) และบันทึกผล 

3.6)  นำแผน TLC ที ่ตรวจวัดเพื ่อใช้ในการคำนวณหาปริมาณสารสำคัญ

เรียบรอยแลว ไปสองดวยเครื่องตรวจหาตำแหนงสาร โดยนำไปตรวจสอบภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 

UV 254 นาโนเมตร และ UV 365 นาโนเมตร และถายภาพเก็บไวหากตองการ 

3.7)  นำแผน TLC มาพนดวยสารละลาย 1% vanillin และ 1% sulfuric acid 

ตามลำดับ จากน้ัน นำแผน TLC ไปอบท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวนำแผน TLC 

มาถายภาพเก็บไว โดยทำเม่ือตองการ  

4) การเตรียม spraying reagent 

เตรียม 1% vanillin sulphate โดยละลาย vanillin 1 g ใน 95% ethanol ให

ครบ 100 mL และเตรียม 01% sulfuric acid โดยปเปตกรดซัลฟุริกเข้มข้น 1 mL ผสมลงใน 95% 

ethanol และปรับปริมาตรใหครบ 100 mL  

 การศึกษาในช่วงที่สอง การทดลองตอไปเปนการศึกษาการสกัดดวยการแช่สกัด โดยการ

ปรับเปลี่ยนสภาวะในการแช่สกัดใหแตกตางจากเดิม คือ การแช่สกัดโดยใช้อุณหภูมิช่วยในการสกัด 

คือ 50 องศาเซลเซียส ทำการแช่สกัดนาน 3 วัน ตัวทำละลายรวมท่ีเลือกมาศึกษา คือ ethanol, PG : 

ethanol (1:1), และ glycerin : ethanol (1:1) เนื่องจากเปนสัดสวนตัวทำละลายผสมที่มีข้อมูลครบ

แลวท้ังสองวิธี  

 การศึกษาในช่วงที่สองผูวิจัยทำการทดลองความใช้ไดของวิธีวิเคราะห (analysis method 

validation) ดวย เพื่อใหแนใจวาวิธีการที่ใช้ในการวิเคราะหนี้สามารถใช้วิเคราะหปริมาณสาร ACA 

ไดอยางถูกตอง โดยทำการทดลองตามคำแนะนำโดยวิธีมาตรฐาน AOAC (Official Methods of 

Analysis of AOAC International, 2019)  
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3.3.5 การกำหนดวิธีวิเคราะหและการตรวจสอบความใช้ไดของวิธีวิเคราะห 
1) เตรียมสารละลายมาตรฐาน ACA ใหมีความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดย

ช่ังอยางละเอียดและละลายดวย absolute ethanol  

2) เตรียมสารละลายตัวอยางของสารสกัดข่าโดยเลือกมาศึกษาในการทดลองนี้ 3 

ตัวอยาง คือ 

   - สารสกัดดวย ethanol : ชั่งสารสกัด 0.05 กรัม อยางละเอียด ละลายใหครบ 10 

มิลลิลิตร ดวย absolute ethanol กรองดวย 0.45 micron syringe filter เก็บในภาชนะปดสนิท 

   - สารสกัดดวย glycerin : ethanol (1:1) : ชั ่งสารสกัด 0.5 กรัม อยางละเอียด 

ละลายใหครบ 10 มิลลิลิตร ดวย absolute ethanol กรองดวย 0.45 micron syringe filter เก็บใน

ภาชนะปดสนิท 

   - สารสกัดดวย propylene glycol : ethanol (1:1) : ชั่งสารสกัด 0.5 กรัม อยาง

ละเอียด ละลายใหครบ 10 มิลลิลิตร ดวย absolute ethanol กรองดวย 0.45 micron syringe 

filter เก็บในภาชนะปดสนิท 

  3) การตรวจสอบความถ ูกต อง (method validation) ของว ิธ ีว ิ เคราะห โดย

ทำการศึกษาในหัวข้อ ความจำเพาะ (specificity) ความเปนเสนตรง (linearity) และพิสัย (range) 

ความแมน (accuracy) ความเที่ยง (precision) ปริมาณต่ำสุดที่ตรวจพบได (limit of detection) 

และ ปริมาณต่ำสุดท่ีสามารถตรวจหาค่าไดในเชิงปริมาณ (limit of quantitation) โดยมีวิธีศึกษาและ

เกณฑการยอมรับมีดังตอไปน้ี คือ 

 Specificity (ความจำเพาะ)   

 ศึกษาความจำเพาะของวิธีวิเคราะหทำโดยการ spot สารมาตรฐานและตัวอยางตางๆ ท่ี

ความเข้มข้นตางๆ กันบนแผน TLC นำไป develop ใน TLC chamber ดวย mobile phase ท่ี

เลือก จากน้ันทำการสแกนดวยเคร่ือง densitometer และทำการประเมินจากค่าตางๆ 3 ค่า คือ 

       - Retention factor (Rf) ของพีคท่ีไดจากตัวอยางสารสกัด ท่ีตำแหนงเดียวกับสาร

มาตรฐาน ACA  

       - คำนวณค่า tailing factor จาก chromatogram โดยคำนวณใช้ความกวางของพีคท่ี

ความสูง 5% ของพีค (W0.05)   แลวแบงพีคออกเปนสองสวนดังรูป และคำนวณโดยใช้สมการดังน้ี 

 
    Tailing factor   =   W0.05/2f 
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- คำนวณค่า peak purity index โดยใช้เครื่องมือวิเคราะหซึ่งสามารถคำนวณค่าน้ี

ออกมาไดเลย  

 เกณฑยอมรับผล specificity ใช้เกณฑดังน้ี  

  - ค่า retention factor (Rf)  ของสารสำคัญในสารสกัดตัวอยางตองตรงกับสารมาตรฐาน 

ACA  

  - ค่า peak purity index ของสารท่ีตรวจตองมากกวาหรือเทากับ 0.99 

  - Tailing factor ควรมีค่าใกล 1.0 แสดงวาพีคมีความสมมาตร (symmetry) มีการแยกสาร

อ่ืนออกจากกันไดดี  

 ความเปนเสนตรง (linearity) และพิสัย (range)  

 ทําการวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน ACA โดยการ spot สารละลายมาตรฐานเข้มข้น 

0.515 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในปริมาตร 4 - 12 มิลลิลิตร จะไดความเข้มข้นของแถบตางๆ เปน 

2.062 – 6.186 ไมโครกรัม/แถบ ทำการทดลองตามวิธีที่พัฒนาขึ้นและทำการวัดพื้นที่ใตพีคของสาร

มาตรฐาน ACA สรางกราฟความสัมพันธระหวางความเข้มข้นของสารกับพื้นที่พีค แลวพิจารณาจาก  

คาสัมประสิทธิ์แสดงการตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) ของกราฟที่พลอตระหวาง

ความเข้มข้น (แกน X) และผลที่วัดไดจากเครื่องมือวิเคราะหปริมาณสารบนแผน TLC คือพื้นที่ใตพีค 

(แกน Y) โดย R2 ตองมากกวาหรือเทากับ 0.99 สวน range คือ พิสัยของวิธีวิเคราะห ประเมินจากผล

การศึกษา linearity, accuracy และ precision  

 ความแมน (accuracy)   

 ทําการวิเคราะหค่าการคืนกลับ (% recovery) ของสารมาตรฐาน ACA ที่ทำการ spike ท่ี 3 

ระดับความเข้มข้น (ความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ ใหครอบคลุมช่วงของ calibration curve) ลงในตัวอยางท่ี

ทราบความเข้มข้นที่แนนอน ไดแก่ 2.028, 3.042, และ 4.056 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ โดย

ทดสอบกับสารสกัดทั้งสามชนิดที่รูความเข้มข้น เกณฑยอมรับผลความแมนในรูปของรอยละการคืน

กลับ (% recovery) ใช้เกณฑของ AOAC (Latimer, 2023) ดังตารางท่ี 3.2 
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 ตารางท่ี 3.2 เกณฑยอมรับผลความแมนในรูปของรอยละการคืนกลับ (% recovery)  

Concentrations Recovery Limits 

100 % 98-101% 

10% 95-102% 

1% 92-105% 

0.1% 90-108% 

0.01% 85-110% 

10 µg/g (ppm) 80-115% 

1 µg/g 75-120% 

10 µg/kg (ppb) 70-125% 

  

        การศึกษานี้เนื่องจากสารที่ทำการวิเคราะหเปนสารสกัดที่สกัดโดยวิธีตางๆ ดังนั้นปริมาณสารท่ี

วิเคราะหจึงไมทราบความเข้มข้นแนนอน การใช้เกณฑยอมรับผลการตรวจสอบความถูกตองของความ

แมนจึงกำหนดตามความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ใช้วิเคราะห คือ 0.05% w/v คือ เกณฑการ

ยอมรับรอยละการคืนกลับ คือ 90 - 108% 

 Precision (ความเท่ียง)  

 การศึกษาความเท่ียง ทำ 2 แบบ คือ  

 Repeatability: ทำโดยวิเคราะหตัวอยางที่เปนเนื้อเดียวกันที่ระดับความเข้มข้น 100% (ช่วง

กลางเสนกราฟมาตรฐาน) โดยทำการ spot สารละลายมาตรฐาน (0.515 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใน

ปริมาตร 6 มิลลิลิตร) จะมีความเข้มข้น 4.124 ไมโครกรัม (ทำจำนวน 6 ซ้ำ) คำนวณค่า %RSD ของ

ผลวิเคราะห 

 Intermediate precision: ทำโดยวิเคราะหสาร standard ท่ี 3 ระดับความเข้มข้น ไดแก่ 

2.062, 4.124, และ 5.155 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ โดยทำการ

วิเคราะหตางวัน ประเมินผล precision โดยอางอิงตามเกณฑการยอมรับผลความเที่ยง (precision) 

ตามเกณฑของ AOAC ซ่ึงสามารถใช้เกณฑ RSDr หรือ HORRATr จากค่า %RSD  
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ตารางท่ี 3.3 เกณฑการยอมรับผลความเท่ียงใช้เกณฑ RSDr หรือ HORRATr
*
 ตาม AOAC 

Concentrations Repeatability (RSDr) 

100 % 1% 

10% 1.5% 

1% 2% 

0.1% 3% 

0.01% 4% 

10 µg/g (ppm) 6% 

1 µg/g 8% 

10 µg/kg (ppb) 15% 

* HORRATr = RSDr (found,%) / RSDr (calculate, %)  โดย RSDr (found,%) คือ ค่า RSD ที่ไดจากการทดลอง 

สวน RSDr (calculate,%) คือ ค่า RSDr จากตาราง เกณฑการยอมรับ precision คือ HORRATr = 0.5 – 2  

 การศึกษาน้ีใช้ค่า RSDr (found,%) โดยเกณฑการยอมรับคือ 3% 

 

 ปริมาณต่ำสุดท่ีตรวจพบได (limit of detection; LOD) และปริมาณต่ำสุดท่ีสามารถ

ตรวจหาค่าไดในเชิงปริมาณ (limit of quantitation; LOQ)  

  ทำการทดลองโดยเจือจางสารละลายมาตรฐานของ ACA ใหมีความเข้มข้นนอยลงลง 10 เทา 

โดยใช้ absolute ethanol ทำการวิเคราะหโดยการ spot ลงบบแผน TLC ในปริมาตร 1, 2, 3, 4, 5, 

6, และ 7 มิลลิลิตร จะมีปริมาณสาร ACA เทากับ 0.0505, 0.101, 0.151, 0.202, 0.253, 0.303, 

และ 0.354 ไมโครกรัม ตามลำดับ) ทำการวิเคราะหจำนวน 3 ซ้ำ นำผลพื้นที่พีคมาคำนวณหารอยละ

การคืนกลับ ค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่เครื่องสามารถตรวจพบพื้นที่พีคไดเปนค่า LOD สวนค่าความ

เข้มข้นต่ำสุดท่ีวิเคราะหเชิงปริมาณไดถูกตองเปนค่า LOQ 

 

        3.3.6 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข่าเพื่อการประยุกตใช้ทางการแพทยและ

เคร่ืองสำอาง 

 จากการศึกษาสารสกัดข ่าและการควบคุมค ุณภาพสารสกัดข ่าโดยว ิ ธีการแช่สกัด 

(maceration)    ใหปริมาณ ACA ไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับการสกัดข่าโดย

วิธีการใช้เครื ่องเสียงความถี ่สูง (ultrasonication) นอกจากนี ้การสกัดข่าโดยวิธีการแช่สกัดใช้

เครื่องมือไมยุงยากซับซ้อนและใช้พลังงานในการสกัดที่นอยกวาวิธีการใช้เครื่องเสียง จึงเลือกสารสกัด
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ข่าที่สกัดโดยวิธีการแช่สกัดมาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพตอไป โดยสารสกัดข่าที่ทำการศึกษาฤทธิ์ทาง

การแพทยและเคร่ืองสำอางระบุดังตารางท่ี 3.4 

 

ตารางท่ี 3.4 รายการสารสกัดข่าท่ีนำมาศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ 

ลำดับท่ี รายการ คำอธิบาย 

1 M6H-EtOH สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดโดย 95% ethanol นาน 6 ช่ัวโมง 

2 M6H-PGEtOH สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดโดย Propylene glycol:95% ethanol (1:1) 

นาน 6 ช่ัวโมง 

3 M6H-GlyEtOH สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดโดย Glycerin:95% ethanol (1:1) นาน 6 

ช่ัวโมง 

4 M3D-EtOH สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดโดย 95% ethanol นาน 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส 

5 M3D-PGEtOH สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดโดย Propylene glycol:95% ethanol (1:1) 

นาน 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

6 M3D-GlyEtOH สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดโดย Glycerin:95% ethanol (1:1) นาน 3 วัน 

ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

   

                   1) การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารกลุมฟนอลิกและฟลาโวนอยด 

  1.1) การวิเคราะหหาปริมาณฟนอลิกท้ังหมด (Total phenolic content) 

  เตรียมสารสะลายมาตรฐาน gallic acid ที่ความเข้มข้น 10, 20, 40, 80, 120, 160 

และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในตัวทำละลาย DI water และเตรียมสารละลายสารสกัดข่าในตัวทำละลาย 

DMSO ปเปตสารตัวอยางทดสอบลงใน 96-well plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร/หลุม เติมสารละลาย 

Folin-Ciocalteu (1:15) ใ น ต ั ว ท ำ ล ะ ล า ย  DI water ห ล ุ ม ล ะ  195 ไ ม โ ค ร ล ิ ต ร /ห ลุ ม 

ผสมสารแตละหลุมใหเข้ากัน หลังจากนั้นเก็บไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที แลวเติม 

20% w/v sodium carbonate ในตัวทำละลาย DI water ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในทุกหลุม 

ผสมใหเข้ากัน นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง UV-VIS microplate reader ท่ี755 นาโนเมตร 

จากนั้นนำค่าการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน gallic acid มาสรางเปน 

standard curve โดยค ่ า  Y ค ือค ่ าการด ูดกล ืนแสงของ  gallic acid ท ี ่ ความเข ้มข ้นต  างๆ 

ที่ความยาวคลื่น 755 นาโนเมตร และค่า X คือความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน gallic acid 
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ใ ช ้ ก ร าฟส า รละล ายม าต ร ฐ านค ำนวณหาปร ิ ม าณ  total phenolic ขอ งส า รสก ั ด ข่ า 

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid โดยรายงานผลเปนค่า gallic acid equivalent (GAE) 

ตอน้ำหนักสารสกัด 1 กรัม (mg GAE/gextract) 

 

  1.2) การวิเคราะหหาปริมาณฟลาโวนอยดท้ังหมด (Total flavonoid content) 

 เตรียมสารสะลายมาตรฐาน quercetin ท่ีความเข้มข้น 10, 50, 100, 200 และ 300 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในตัวทำละลาย 95% ethanol และเตรียมสารละลายสารสกัดข่าในตัวทำละลาย 

DMSO ปเปตสารตัวอยางทดสอบลงใน 96-well plate หลุมละ 25 ไมโครลิตร/หลุม เติม 95% 

ethanol หลุมละ 25 ไมโครลิตร/หลุม สารละลาย 0.67% w/v aluminium chloride (AlCl3) 

ในตัวทำละลาย DI water หลุมละ 75 ไมโครลิตร/หลุม และ 0.0654% w/v potassium acetate 

(CH3CO2K) ในตัวทำละลาย DI water หลุมละ 75 ไมโครลิตร/หลุม ผสมสารแตละหลุมใหเข้ากัน 

หลังจากน้ันเก็บไวในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที แลวนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง 

microplate reader (Biochrom, EZ Read 2000, United Kingdom) ที่ความยาวคลื่น 415 นาโน

เมตร จากน้ันนำค่าการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน quercetin มาสรางเปน 

standard curve โดยค ่ า  Y ค ือค ่ าการด ูดกล ืนแสงของ  quercetin ท ี ่ ความเข ้มข ้นต  างๆ 

ที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตรและค่า X คือความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน quercetin 

ใ ช ้ ก ร าฟสา รละล ายมาตร ฐ านคำนวณหาปร ิ ม าณ  total flavonoid ขอ งส า รสก ั ด ข่ า 

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน quercetin โดยรายงานผลเปนค่า quercetin equivalent (QE) 

ตอน้ำหนักสารสกัด 1 กรัม (mg QE/gextract) 

 

  1.3) การทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ 

       (1) ดวยวิธี DPPH radical scavenging assay 

  การทดสอบฤทธิ ์ต านอนุม ูลอ ิสระดวยว ิธ ี DPPH radical scavenging assay 

ทำโดยเตรียมสารละลายตัวอยางที่ความเข้มข้นตางๆ จากนั้นนำสารละลายปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ผสมกับสารละลาย DPPH ในตัวทำละลาย 95% ethanol ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ใน 96-well 

plate หลังจากน้ันนำไปบมเปนเวลา 15 นาที ในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอง และวัดผลการทดลองที่ความยาวคล่ืน 

515 นาโนเมตร ดวยเครื ่อง microplate reader เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ascorbic acid 

คำนวณหาค่า % inhibition ดังสมการ 

% inhibition = [ (Ac-As)/Ac ] × 100                                           (1) 
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 โดยท่ี Ac เปนค่า absorbance ของกลุมควบคุม (control) ในขณะท่ี As เปนค่า 

absorbance ของกลุมตัวอยาง 

             (2) ดวยวิธี ABTS radical assay 

  การทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ABTS assay ทำโดยเตรียมสารละลาย ABTS stock 

ดวยการละลาย ABTS จำนวน 0.095 กรัม และ potassium persulfate จำนวน 0.0165 กรัม ใน deionized 

water ใน volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร สารละลาย Stock ท่ีได เก็บไวในท่ีมืดเปนเวลา 16 ช่ัวโมง 

ที ่ อ ุณหภูม ิห องก่อนนำไปใช้  หลั งจากนั ้ นเติมสารละลาย ABTS ปริมาตร 180 ไมโครล ิตร 

ผสมกับสารละลายตัวอยางที ่ความเข้มข้นตางๆ ใน 96-well plate บมเปนระยะเวลา 15 นาที 

พรอมกับเขยาเบาๆ ก่อนนำไปวัดผลการทดลองที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate 

reader เปรียบเทียบกับ ascorbic acid และ trolox ซ่ึงเปนสารมาตรฐาน ค่า % inhibition คำนวณดังสมการท่ี 

(1) 

 

  1.4) การทดสอบฤทธ์ิตานการอักเสบดวยวิธี protein denaturation assay 

 เตรียมสารละลาย 10% (W/V) BSA, phosphate buffer saline (PBS) pH 6.4, 

และตัวอยางสารสกัดข่าที่ความเข้มข้น 5 mg%, และ positive control คือ diclofenac sodium 

ที่ความเข้มข้น 0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นำสวนผสมของปฏิกิริยา (reaction 

mixture) ซ ึ ่ ง ป ร ะกอบด  ว ย  1 0%BSA  160 ไ ม โ ค รล ิ ต ร ,  PBS pH6.4 1120 ไ ม โ ค รล ิ ต ร 

และสารตัวอยางหรือ positive control 800 ไมโครลิตร มาบมที่อุณหภูมิ 37 ± 2 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 20 นาที หลังจากน้ันนำมาใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 85 ± 3 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

เพื่อใหเกิด การเสื่อมสภาพของโปรตีน แลวจึงปลอยทิ้งไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที 

ว ัดค ่าการดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 660 นาโนเมตร ดวยเคร ื ่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 

นำค่าท่ีไดมาคำนวณหารอยละการยับย้ังการสลายโปรตีน ดังสมการท่ี (2) 

 

% การยับย้ังการสลายโปรตีน = (1 - 
ค่าการดดูกลืนแสงตัวอย่าง

ค่าการดดูกลืนแสงกลุ่มควบคุม
) x 100          (2) 

 

 

  1.5) การทดสอบฤทธ์ิตานจุลชีพ  

 (1) การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อรา Candida albicans ของสารสกัดข่า 

ดวยวิธี agar diffusion test  
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 ทำการ subculture เชื้อรา C. albicans ลงบนอาหารเพาะเชื้อ SDA แลวนำไปบมในตู 

incubator ที่อุณหภูมิ 35 + 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนำไปเตรียมหัวเชื้อราทดสอบ 

โดยขูดโคโลนีสีขาวขุ่นจำนวน 10 โคโลนี มาใสในหลอดทดลองท่ีมี 0.85% NaCl นับจำนวนเช้ือ ใหอยูในช่วง

ระหวาง 1 x 107  – 5 x 107 โคโลนี/มิลลิล ิตร (CFU/mL) โดยการใช้วิธี direct microscopic count 

แล  วจ ึ งป  ายเช ื ้ อราทดสอบลงบนอาหารเล ี ้ ยง เช ื ้ อ  SDA ให  ท ั ่ ว  plate ทำการเจาะเ น้ือ 

วุ นอาหารทดสอบใหเปนหลุมสำหรับหยอดสารละลายทดสอบโดยใช้ cork borer จากนั ้นเตรียม 

สารละลายตัวอยางในตัวทำละลาย 50% DMSO แลวกรองสารละลายผานจานกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

หลังจากน้ันหยอดสารละลายทดสอบท่ีผานการกรองลงในหลุมทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำไปบมในตู้ 

incubator ที ่ อ ุณหภูม ิ  35 + 2 องศาเซลเซ ียส เปนเวลา 24 ชั ่ วโมง อานผลการทดสอบโดย 

วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของขอบเขตการยับย้ัง (inhibition zone) ซ่ึงจะเห็นเปนวงใสรอบหลุมทดสอบ 

ดวยเวอรเนียรคาลิปเปอร (หนวย: มม.) เปรียบเทียบกับ positive control คือ clotrimazole ความเข้มข้น 1 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ negative control คือ 50% DMSO 

 

         (2) การทดสอบฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis 

และ Staphylococcus aureus ดวยวิธี agar well diffusion test 

 ท ำ ก า ร  subculture เ ช ื ้ อ  S. epidermidis ATCC12228 แ ล ะ  S. aureus 

ATCC6538 ลงบนอาหารเพาะเชื้อ TSA นำไปบมในตู incubator ที่อุณหภูมิ 35 + 2 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง แลวนำไปเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียทดสอบใหมีเชื้อเริ่มตนประมาณ 108 

โ ค โ ล นี /ม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร  โ ดย ใ ช ้ ว ิ ธ ี  direct microscopic count แล  ว จ ึ ง ป  า ย เ ช ื ้ อ แบคท ี เ รี ย 

ทดสอบลงบนอาหารเล ี ้ ยง เช ื ้ อ  MHA ให ท ั ่ ว  plate ทำการเจาะเน ื ้ อว ุ  นอาหารทดสอบ 

ใหเปนหลุมสำหรับหยอดสารละลายทดสอบโดยใช้ cork borer จากนั้นเตรียมสารละลายตัวอยาง 

ในตัวทำละลาย 50% DMSO แลวกรองสารละลาย ผานจานกรอง ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

หลังจากนั้นหยอดสารละลายทดสอบที่ผานการกรองลงในหลุมทดสอบ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

นำไปบมในตู incubator ท่ีอุณหภูมิ 35 + 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 ช่ัวโมง อานผลการทดสอบ 

โดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของขอบเขตการยับยั ้ง (inhibition zone) ซ ึ ่ งจะเห ็นเป นวงใส 

รอบหลุมทดสอบ ดวยเวอรเนียรคาลิปเปอร (หนวย: มม.) เปรียบเทียบกับ positive control คือ 

levofloxacin ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ negative control คือ 50% DMSO 
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        3.3.7 การวิเคราะหข้อมูลและสถิติ 

        การวิเคราะหข้อมูล ทำการทดสอบซ้ำ 3 ครั้ง แสดงผลการทดสอบเปนค่าเฉลี่ย (mean) ± 

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และเปรียบเทียบความแตกตางของค่าเฉลี่ยโดยใช้สถิติ one-way 

ANOVA และ post-hoc Tukey HSD 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

4.1 ผลผลิตการเตรียมสมุนไพรข่าอบแหงจากเหง้าข่าสด 

ภาพท่ี 4.1 ลักษณะเหง้าข่าสด 
 

4.1.1 ข้ันตอนการผลิตผงข่าแหงจากเหง้าข่าสด  
1) เหง้าข่าสดจำนวน 115 กิโลกรัม (กิโลกรัมละ 40 บาท) เมื่อแยกสวนลำตนเหนือ

ดินออกนำเฉพาะสวนเหง้าไปชั่งน้ำหนักไดเหง้าข่าทั้งสิ้น 80.9 กิโลกรัม คิดเปนน้ำหนักลำตนเหนือดิน 

34.1 กิโลกรัม ดังน้ันเม่ือคิดจากวัตถุดิบท่ีซ้ือมาท้ังหมดจะไดเหง้าข่าจริงรอยละ 70.35 

2) นำเหง้ามาลางน้ำซ้ำ ผึ่งใหสะเด็ดน้ำ หั่นตามขวางหนา 2-3 มิลลิเมตร นำเข้า

ตูอบลมรอน 60 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง เก็บข่าอบแหงใสถุงพลาสติกและปดใหสนิท 

3) ทำการบดข่าแหงดวยเครื่องบดสมุนไพร นำผงข่าที่ไดมาแรงคัดขนาดดวยแรง
เบอร 12 ทำการผสมผงข่าท้ังหมดใหเข้ากัน จากน้ันช่ังน้ำหนักและคำนวณรอยละผลผลิตท่ีไดดังน้ี 

 - ผลผลิตจากการอบคร้ังท่ี 1:  น้ำหนักข่าสด 50 กิโลกรัมคิดเฉพาะสวนเหง้า = 35.5 กิโลกรัม 

ไดผงข่า =  2374.3 กรัม 

 - ผลผลิตจากการอบคร้ังท่ี 2:  น้ำหนักข่าสด 65 กิโลกรัม คิดเฉพาะสวนเหง้า = 45.4 กิโลกรัม 

ไดผงข่า =  3119.0 กรัม เม่ือรวมผงข่า 2 คร้ังไดผงข่าท้ังส้ิน 5493.3 กรัม คิดเปนรอยละผลผลิต =  

(5.4933 x 100) / 80.9  =  6.79 

(หมายเหตุ: เกิดการสูญเสียไปในข้ันตอนการอบและการบดลดขนาดและการแรง ดังน้ันในการศึกษาน้ี

ผงข่าแหง 1 กิโลกรัมจะไดจากข่าสดประมาณ 14.7 กิโลกรัม คิดเปนราคาผงข่าผงประมาณ กิโลกรัม

ละ 588 บาท) 
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ภาพท่ี 4.2 ข้ันตอนการแยกใช้เฉพาะสวนเหง้าใตดินและลักษณะข่าห่ันเปนแวน 

ภาพท่ี 4.3 ข้ันตอนการอบจนไดข่าแหง 
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   4.1.2 รูปข้ันตอนการสกัดผงข่า มีข้ันตอนตางๆ ดังน้ี   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.4 เคร่ืองมือท่ีใช้การสกัดดวยวิธี sonication (ซ้าย) และ maceration with shaking (ขวา) 

 

 
ภาพท่ี 4.5 การกรองส่ิงสกัดใหใสก่อนนำไประเหยใหเข้มข้นดวยเคร่ืองกล่ันระเหยสารแบบหมุน 

Sonication                           Maceration with shaking 
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ภาพท่ี 4.6 เคร่ืองกล่ันระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 

 

 
ภาพท่ี 4.7 สารสกัดท่ีไดหลังจากระเหยเอทานอลออก 
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4.2 การวิเคระหปริมาณ 1ʹ- acetoxychavicol acetate (ACA) ในสารสกัดข่าชนิดของเหลว               

        4.2.1 การสรางกราฟมาตรฐานเพ่ือทำการวิเคราะหดวยเทคนิค TLC-densitometry 

        จากการสรางกราฟมาตรฐาน โดยการวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน ACA ดวยเทคนิค TLC-

densitometry ทำโดยหยดสารดวยเคร่ืองหยดในขนาดความกวางของแถบ 8 มิลลิเมตร ในปริมาตร

ตางๆ คือ 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, และ 26 ไมโครลิตร (n = 3) ไดผลค่า Rf, พ้ืนท่ีใตกราฟ 

ดังตารางท่ี 4.1 และนำค่าปริมาณ ACA ไปพล็อตกับค่า peak area และคำนวณ linear regression 

ไดสมการเสนตรง คือ Y = 1085.8X + 2862.6 มี R2 = 0.9943 และนำไปใช้คำนวณหาปริมาณ ACA 

ในสารสกัดตอไป โดยปริมาณท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการหยดสาร ACA เพ่ือการคำนวณไดถูกตอง มีค่าอยู

ระหวาง 3.560 – 9.256 ไมโครกรัม 
 

ตารางท่ี 4.1 พ้ืนท่ีใตพีคของ standard ACA ความเข้มข้นตางๆ   

แถบท่ี ปริมาตรท่ีหยด 

(ไมโครลิตร) 

ค่า Rf 

 

ปริมาณสาร ACA 

(ไมโครกรัม) 

ความสูง พ้ืนท่ีใตพีค 

 

1 10 0.73 3.560 105.33 6,528.15 

2 12 0.73 4.272 121.91 7,738.18 

3 14 0.73 4.984 131.82 8,234.44 

4 16 0.73 5.696 144.49 9,080.56 

5 18 0.72 6.408 157.12 10,020.79 

6 20 0.73 7.120 161.58 10,465.16 

7 22 0.72 7.832 170.69 11,195.82 

8 24 0.72 8.544 182.41 12,078.10 

9 26 0.73 9.256 196.52 13,042.82 

         เม่ือนำค่าปริมาณสาร ACA มาพล็อตกับพ้ืนท่ีใตกราฟ จะไดเปนกราฟมาตรฐานดังรูป 

ภาพท่ี 4.8 กราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของ ACA ในเอทานอล 

y = 1085.8x + 2862.6

R² = 0.9943
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     4.2.2 การศึกษาปริมาณสาร ACA ในสารสกัดเหลวท่ีไดจากการสกัดดวยตัวทำละลายผสม 

        วิธีน้ีจะใช้ตัวทำละลายแบบตัวทำละลายรวม 4 แบบ คือ PG, PG : ethanol (1:1), glycerin : 

ethanol (1:1) และ glycerin : ethanol (3:7) โดยแบงการสกัดเปน 2 เทคนิค คือ การสกัดดวยการ 

sonication และ maceration with agitation เม่ือครบเวลาท่ีสกัด 6 ช่ัวโมง แลวนำส่ิงสกัดไปทำการ

ระเหยเอาเอทานอลออก ช่ังน้ำหนักและนำไปวิเคราะหหาปริมาณ ACA ในสารสกัดเหลว 

 ตารางที่ 4.2 เปนผลการสกัดดวยเทคนิค sonication สารสกัดหยาบที่ไดหลังจากการระเหย

เอาเอทานอลออกจนหมด เช่นการสกัดดวยเอทานอลเมื่อระเหยแหงจะมีน้ำหนักสารสกัดหยาบ

ทั้งหมด 19.73 กรัม วิเคราะหหาปริมาณสาร ACA ไดเทากับรอยละ 27.12 คิดเปนปริมารสาร ACA 

ท่ีสกัดไดจากผงข่า 100 กรัม ไดเปน 5.35 ± 0.06 กรัม  

        สวนตัวทำละลายในตัวอยางอื่นๆ น้ำหนักสารสกัดหยาบและความเข้มของ ACA ที่วิเคราะหได

จะแตกตางกันตามปริมาณของตัวทำละลายที่ใช้ คือ โพรพิลีน ไกลคอล หรือกลีเซอรีน ซึ่งเปนตัวทำ

ละลายที่ไมระเหย ปริมารสาร ACA ที่สกัดได จะนอยกวาที่สกัดดวยเอทานอล โดยมีค่าเฉลี่ยปริมาณ 

ACA ท่ีสกัดไดตอขงข่าแหง 100 กรัม ระหวาง 1.22 ± 0.15 กรัม ถึง 1.75 ± 0.26 กรัม 

 

ตารางท่ี 4.2 ปริมาณสารสกัดเหลวและสาร ACA ท่ีสกัดดวยตัวทำละลายผสมโดยวิธี sonication 

ตัวทำละลาย น้ำหนักสารสกัด 

(กรัม) 

 

ความเข้มข้น

เฉล่ีย (% ACA) 

ปริมาณ ACA 

ในสารสกัดท่ีได** 

(กรัม) 

Ethanol 19.73* 27.12 ± 0.30 5.35 ± 0.06 

PG 324.46 ± 11.31 0.45 ± 0.01 1.46 ± 0.08 

PG : ethanol (1:1) 167.10±12.39 0.74 ± 0.15 1.22 ± 0.15 

Glycerin : ethanol (1:1) 216.41±15.77 0.66 ± 0.01 1.42 ± 0.09 

Glycerin : ethanol (3:7) 121.50±6.94 1.45 ± 0.24 1.75 ± 0.26 

*n = 1 

**มีตัวทำละลายบางสวนท่ีติดอยูกับผงพืชเปยกจึงคิดเฉพาะท่ีแยกออกมาไดเทาน้ัน และเปนผลจาก

การสกัดจากผงข่าแหง 100 กรัม เทากันทุกวิธี 

         

 ตารางที่ 4.3 เปนผลการสกัดดวยเทคนิค maceration เช่นเดียวกันกับการสกัดดวยวิธีแรก 

สารสกัดเหลวที่ไดจะมีรอยละความเข้มข้นของสาร ACA แตกตางกันตามแตตัวทำละลายที่ใช้ เม่ือ

สกัดดวยเอทานอลจะสกัดได 3.16 ± 0.31 กรัม ปริมารสาร ACA ที่สกัดไดดวยตัวทำละลายที่ไม
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ระเหยอื่นๆ มีค่าเฉลี่ยปริมาณ ACA ที่สกัดไดตอขงข่าแหง 100 กรัม ระหวาง 1.41 ± 0.02 กรัม ถึง 

2.52 ± 0.27 กรัม 

 

ตารางท่ี 4.3 ปริมาณสารสกัดเหลวและสาร ACA ท่ีสกัดดวยตัวทำละลายรวมโดยวิธี maceration 

ตัวทำละลาย น้ำหนักสารสกัด 

(กรัม) 

ความเข้มข้นเฉล่ีย 

(% ACA) 

ปริมาณ ACA 

ในสารสกัดท่ีได** (กรัม) 

Ethanol 16.35* 19.34 ± 1.89 3.16 ± 0.31 

PG 318.17±8.05 0.62 ± 0.05 2.03 ± 0.16 

PG : ethanol (1:1) 216.58±10.30 0.70 ± 0.06 1.51 ± 0.08 

Glycerin : ethanol (1:1) 189.65±5.01 0.74 ± 0.09 1.41 ± 0.02 

Glycerin : ethanol (3:7) 137.08±7.54 1.84 ± 0.10 2.52 ± 0.27 

*n = 1 

**มีตัวทำละลายบางสวนที่ติดอยูกับผงพืชเปยกจึงคิดเฉพาะที่แยกออกมาไดเทานั้น และเปนผลจาก

การสกัดจากผงข่าแหง 100 กรัม เทากันทุกวิธี 

 

เมื่อทำการเปรียบเทียบเทคนิคการสกัดดวยวิธี sonication และ maceration เฉพาะการ

สกัดดวยตัวทำละลายเดี่ยว และตัวทำละลายผสม (ไมรวมตัวทำละลายชนิดเอทานอล ซึ่งเปนวิธีที่ดี

ที ่สุดและเปนที่รู กันทั่วไปแลว) โดยการทดสอบทางสถิติดวย one-way ANOVA และ post-hoc 

Tukey HSD ดวยโปรแกรมออนไลน (Vasavada, 2016) พบวาการสกัดดวยตัวทำละลาย กลีเซอรีน:

เอทานอล (3:7) โดยวิธีการแช่สกัดมีความเข้มข้นของ ACA (1.84 ± 0.08%) มากกวาวิธี sonication 

(1.39 ± 0.33%) อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (*p<0.05) และการสกัดดวยตัวละลายรวมน้ี สามารถสกัด

ไดสาร ACA ไดมากกวาการสกัดดวยตัวทำละลายแบบอื่นๆ อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (**p<0.01) ท้ัง

การสกัดดวยการแช่สกัด และการ sonication สวนการสกัดดวยตัวทำละลายกลีเซอรีน : เอทานอล 

(3:7) ดวยการแช่สกัด หรือ sonication สกัดไดสาร ACA ที่มีความเข้มข้นไมแตกตางกันทางสถิติ 

(p>0.05)  จากการทดลองนี้จึงพบวา การสกัดผงข่าดวยวิธีการ maceration ดีกวาวิธี sonication 

ดังนั้นในการสกัดดวยตัวทำละลายผสมที่มีความหนืดค่อนข้างสูง วิธีการสกัดที่ดีกวาคือ การแช่สกัด

พรอมเขยา 
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ภาพท่ี 4.9 เปรียบเทียบปริมาณสาร ACA ท่ีสกัดไดท้ังหมดจากการแยกกากและระเหย 

เอทานอลออกจนหมดจากการสกัดดวยวิธี sonication และ maceration 

 

ภาพที่ 4.9 เปนการเปรียบเทียบเทคนิคที่ใช้สกัดทั้งสองวิธี เมื่อใช้ตัวทำละลายแตละชนิด  

จากการทดลองจะพบวา เทคนิคการสกัดดวยวิธี sonication เมื่อใช้ตัวทำละลายที่เปนเอทานอล จะ

สกัดสาร ACA ไดมากกวาวิธีการแช่สกัดรวมกับการเขยา โดยสกัดได ACA 5.35 ± 0.06 กรัมตอผงข่า 

100 กรัม ขณะที่เมื่อใช้วิธีการแช่สกัดรวมกับการเข่ยา สกัดสาร ACA ไดเทากับ 3.16 ± 0.31 กรัมตอ

ผงข่า 100 กรัม  

สวนตัวทำละลายสกัดที่ใช้โพรพิลีน ไกลคอลเดี่ยวๆ เปนการทดลองเพื่อศึกษาการใช้ตัวทำ

ละลายที่มีประโยชนทางยาและเครื่องสำอางเปนตัวทำสกัดที่พรอมนำไปใช้เตรียมตำรับได เปนวิธีท่ี

ประหยัดเวลาและพลังงานในการระเหยเอาเอทานอล ออกภายหลังพบวาไดสารสกัดที่มีความเข้มข้น

มากพอสมควร และสามารถนำไปใช้ในตำรับที่มีสวนผสมของโพรพิลีน ไกลคอลได ข้อดอยของวิธีน้ีคือ 

ตัวทำละลายมีความหนืดมาก ยากตอการกรองเอาตะกอนออก 

สวนตัวทำละลายผสมอื่นๆ ไดแก่ โพรพิลีน ไกลคอลผสมกับเอทานอล  หรือกลีเซอรีนผสม

กับเอทานอล ซึ่งเอทานอลถูกผสมลงไปเพื่อลดความหนืดและเพิ่มประสิทธิภาพการสกัดสาร และ

กรองตะกอนออกง่ายขึ้นมาก ผลการวิเคราะหสาร ACA พบวาวิธีการแช่สกัดรวมกับการเขยาสามารถ

สกัดสารไดดีกวาวิธี sonication เล็กนอย (ไมมีนัยสำคัญทางสถิติ) ยกเวนการสกัดดวย กลีเซอรีนผสม

เอทานอล 3:7 ท่ีไดมากกวาชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากมีปริมาณเอทานอลท่ีมากข้ึน  

เทคนิคการสกัดสารดวยวิธี sonication ท่ีใช้หลักการ cavitation คือ คลื่นเสียงความถี่สูงจะ

ก่อเกิดฟองอากาศขนาดเล็กจำนวนมากตลอดเวลา แทรกไปในของเหลวและผงพืชสมุนไพร ทำใหเกิด
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อุณหภูมิสูงและเกิดแรงดันเฉพาะจุดทำใหเกิดเปนแรง shear force และช่วยใหผนังเซลลพืชแตกจึง

ช่วยสกัดสารออกมาได (Ranjha et al., (2021)  

ข้อควรระวังในการสกัดดวยวิธี sonication คือ มีความรอนเกิดขึ้นตามระยะเวลาท่ีทำการสกัด 

หากอุณหูมิไมสูงเกินไปจะช่วยละลายสารออกจากผงพืชไดดีขึ้นดวย จึงตองทำการควบคุมอุณหภูมิ

โดยการเปลี่ยนน้ำในอางอัลตราโซนิคไมใหเกิน 40 องศา เพราะการสะสมความรอนมากๆ อาจทำให

สารที่ไมทนความรอนสลายตัวได  สวนวิธีการแช่สกัดเปนวิธีที่เหมาะสมกับของเหลวหรือตัวทำละลาย

สกัดที่หนืดเนื่องจากการเขยาตลอดเวลาทำใหผงพืชสัมผัสตัวทำละลายไดทั่วถึงและอุณหภูมิจะคงท่ี

ตลอดเวลาเหมาะกับสารท่ีไมทนความรอนหรืออุณหภูมิสูง  

        ตารางที่ 4.4 แสดงข้อมูลรอยละผลผลิตสารสกัดเหลวที่ไดจากการใช้ตัวทำละลายและเทคนิค

การสกัดที่แตกตางกัน โดยนำวิธีสกัดทั้งสองวิธีมาหารอยละผลผลิตท่ีทำการเปรียบเทียบโดยใช้

น้ำหนักตัวทำละลายชนิดไมระเหยเมื่อเวลาเริ่มตนที่ผสมอยูในตัวทำละลายผสมโดยไมรวมน้ำหนัก   

เอทานอลมาคำนวณ ไดรอยละผลผลิตของวิธี maceration มีค่าสูงกวาวิธี sonication โดยจากการ

สังเกตและเปรียบเทียบการสกัดโดยวิธี sonication และ maceration เวลานาน 6 ชั่วโมง วิธีการ   

แช่สกัดจะทำใหผงข่าบวมมากกวา และเมื่อถึงขั้นตอนการแยกกากจากสิ่งสกัดโดยการบีบทำไดง่าย

กวาจึงไดสารสกัดในปริมาณมากกวา ผงข่าจากวิธีการแช่สกัดจะบวมเพราะดูดซับตัวทำละลายไดดี

จากการเขยาและสามารถละลายเอาสารสำคัญและเม็ดแปงออกจากผงข่าไดมากกวาวิธี sonication 

แตอยางไรก็ตามทั้งวิธีที่สกัดดวยตัวทำละลายผสมนี้ ไมสามารถนำมาเปรียบเทียบกันไดอยางเต็มท่ี 

เนื่องจากมีรายละเอียดในการเตรียมแตกตางกัน เช่นผูเตรียมอาจบีบสิ่งสกัดออกมาไดมากนอย

แตกตางกันในแตละครั้งที่ทดลอง ทำใหเกิดการสูญเสียระหวางวิธีการสกัดที่แตกตางกันและควบคุม

ใหเหมือนกันไดยาก การเปรียบเทียบโดยใช้ค่าความเข้มข้นของสาร ACA จึงนาจะเปรียบเทียบได

ดีกวาโดยเปรียบเทียบกับตัวทำละลายชนิดเดียวกันเทานั้น พบวาการสกัดโดยวิธีการแช่สกัดไดสาร

สกัดท่ีมีรอยละความเข้มข้นมากกวา sonication เล็กนอย  
 

ตารางท่ี 4.4 รอยละของผลผลิตโดยประมาณ ท่ีไดหลังการระเหยเอาเอทานอลออกโดยเทียบกับ

น้ำหนักตัวทำละลายท่ีไมระเหยท่ีเวลาเร่ิมตน 

ตัวทำละลายสกัด 

น้ำหนักตัวทำ

ละลายท่ีไมระเหย

เม่ือเร่ิมตน (กรัม) 

Sonication Maceration 

น้ำหนัก

เฉล่ีย (กรัม) 

รอยละ

ผลผลิต 

น้ำหนัก

เฉล่ีย (กรัม) 

รอยละ

ผลผลิต 

PG 514.20 324.46 63.1 328.17 63.8 

PG : EtOH (5:5) 257.10 167.73 65.2 216.58 84.2 

Glycerin : EtOH (5:5) 316.60 216.41 68.4 189.65 59.9 
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ตัวทำละลายสกัด 

น้ำหนักตัวทำ

ละลายท่ีไมระเหย

เม่ือเร่ิมตน (กรัม) 

Sonication Maceration 

น้ำหนัก

เฉล่ีย (กรัม) 

รอยละ

ผลผลิต 

น้ำหนัก

เฉล่ีย (กรัม) 

รอยละ

ผลผลิต 

Glycerin : EtOH (3:7) 189.96 121.50 64.0 137.08 72.2 

 
 

4.2.3 การพัฒนาวิธีการสกัดเพ่ือใหมีประสิทธิภาพการสกัดสารดีย่ิงข้ึน 

การทดลองตอไปเปนการศึกษาการสกัดดวยการแช่สกัด โดยการปรับเปลี่ยนสภาวะใน

การแช่สกัดใหแตกตางจากเดิม คือ การแช่สกัดโดยใช้อุณหภูมิช่วยในการสกัด คือ 50 องศาเซลเซียส 

โดยการแช่สกัดนาน 3 วัน โดยตัวทำละลายและตัวทำละลายรวมที่เลือกมาศึกษา คือ ethanol, PG : 

ethanol (1:1) และ glycerin : ethanol (1:1)  

 ตารางที่ 4.5 เปนข้อมูลผลผลิตหลังจากการปรับเปลี่ยนและเพิ่มวิธีการสกัดหลังจาก

การศึกษาครั้งแรกในหัวข้อ 4.2.2 ที่ทำเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัด พบวาการสกัดโดย

วิธีการแช่สกัดสามารถสกัดสารไดดีกวาวิธีใช้คลื่นเสียงความถี่สูง จึงเลือกวิธีนี้มาใช้ในการสกัดสารใหมี

ปริมาณมากข้ึนเพ่ือใช้ในการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพและการต้ังตำรับตอไป 
 

ตารางท่ี 4.5 น้ำหนักผงข่าแหงท่ีใช้สกัดและผลผลิตท้ังหมดท่ีสกัดไดตอผงข่าแหง 100 กรัม จากการ

แช่สกัดท่ีอุณหภูมิ 50°C นาน 3 วัน 

ตัวทำละลาย นน. ผงข่า 

(กรัม) 

นน. สารสกัด

ท้ังหมด (กรัม) 

% w/w ของสารสกัดท่ีได 

EtOH 100 37.57 37.57 

Glycerin : ethanol (1:1) 100 254.7 254.7 

PG : ethanol (1:1) 100 268.44 268.44 

 

ตารางที่ 4.6 เปนผลการวิเคราะหปริมาณสาร ACA แตละวิธีที่ปรับเปลี่ยนไปจากการศึกษา

ครั้งแรกที่ทำเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัด พบวาการใช้ความรอนและเพิ่มเวลาในการสกัด

ทำใหสามารถสกัดสาร ACA ไดเพ่ิมมากข้ึน โดยมีการเขยาขวดสกัดสารวันละคร้ัง 
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ตารางท่ี 4.6 ความเข้มข้นของ ACA และปริมาณสารท่ีสกัดจากการแช่สกัดท่ีอุณหภูมิ 50°C นาน 3 

วัน  

ตัวทำละลาย นน. ผงข่า 

(กรัม) 

นน. สารสกัด

ตอผงข่า 

100 กรัม 

ความเข้มข้น 

ACA เฉล่ีย  

(% w/w) 

นน. ACA ตอผง

ข่า 100 กรัม 

(กรัม) 

EtOH 100 37.57 21.56 ± 0.12 8.10 ± 0.04 

Glycerin : ethanol (1:1) 100 254.7 0.91 ± 0.004 2.32 ± 0.01 

PG : ethanol (1:1) 100 268.44 1.17 ± 0.14 3.14 ± 0.02 

 

4.3 ผลการศึกษาการพัฒนาวิธีวิเคราะหและการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 

 TLC-densitometer คือ การใช้เทคนิคโครมาโทกราฟฟแบบชั้นบางรวมกับเครื่องเดนซิโต

มิเตอร  โดยเดนซิโตมิเตอร (densitometer) เปนเครื่องที่สามารถตรวจวัดปริมาณของสารที่อยูบน

แผน TLC โดยใช้หลักการ scan ตามความเข้มของการดูดกลืนแสงหรือเรืองแสงของแถบสารท่ีปรากฏ

บนแผน TLC แลวแปลงสัญญาณเปน densitogram ช่วยใหการวิเคราะหสารดวยเทคนิค TLC มี

ความถูกตองแมนยำ 

 ในการพัฒนาวิธีวิเคราะหเพื่อเลือกตัวทำละลายของวัฏภาคเคลื่อนที่มีหลักการเลือกคือ หา

ระบบตัวทำละลายที่สามารถแยกสารออกจากกันไดดี โดยนิยมใช้ตัวทำละลายมากกวา 1 ชนิดเพราะ

ตัวทำละลายแตละชนิดจะมีความสามารถในการแยกสารชนิดตางๆ ที่ผสมอยูใหแยกจากกันตาม

ความสามารถในการละลายสารที่ตางกัน  ตามสภาพความเปนขั้ว (polarity) ของสารที่แตกตางกันใน

สารสกัด แผน TLC silica gel 60 F254 เปน แผนโครมาโตกราฟแบบชั้นบาง ชนิด classical silica 

TLC plates มี pore size 60 angstrom เคลือบดวยสาร fluorescent indicator F254  ตัวดูดซับ

ชนิดซิลิกาเจลนี้สามารถดูดซับสารในกลุมตางๆ ที่มีความเปนขั้วแตกตางกันไดกวาง อาจดูดซับสาร

ตางๆ ดวยกลไก hydrogen bonding, dipole-dipole interaction, หรือแรง  Van der Waals จึง

เหมาะกับสารสกัดในพืชกลุมตางๆ การใช้ตัวทำละลายที่มีขั้วมากกวาจะพาสารเคลื่อนที่เร็วกวาตัวทำ

ละลายท่ีมีข้ัวนอย ตัวทำละลายท่ีนิยมใช้เตรียมวัฏภาคเคล่ือนท่ีท่ีนิยมใช้ในการแยกสารเรียงตามความ

มีขั้วนอยไปมากมีดังน้ี คือ petroleum ether < hexane < carbon tetrachloride < benzene < 

chloroform < dichloromethane < ether < ethyl acetate < acetone < ethanol < 

methanol < water ตามลำดับ  

 การศึกษานี้เริ่มตนจากการทบทวนวรรณกรรมของสารที่ใช้เปนมารกเกอร คือ สาร ACA ในข่า

เปนสารที่มีโครงสรางเปน phenylpropanoid เปนสารที่มีขั้วปานกลาง ระเหยไดนอย ละลายไดดีใน
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ตัวทำละลายหลายชนิด ไดแก่ hexane, chloroform, ethyl acetate, ethanol และ methanol 

ลักษณะทางเคมีของ ACA มีมวลโมเลกุล เทากับ 234.25 g/mol ตามโครงสรางเปน chavicol 

acetate ท่ีมีการเติมหมู acetoxy ท่ีตำแหนงท่ี 1 (NCBI, 2024) 

 จากการทดลองหาระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ที ่เหมาะสมไดผลการทดลองดังภาพท่ี 4.10 และ

ตารางท่ี 4.7 

 

ภาพท่ี 4.10 TLC chromatogram ของสารมาตรฐาน ACA และสารสกัด ในวัฏภาคเคล่ือนท่ี 4 

ระบบ 

(Spot: 1 = ACA; 2 = สารสกัดใน propylene glycol; 3 = สารสกัดใน butylene glycol; 4 = 

สารสกัดใน glycerin;  5 = สารสกัดข่าท่ีซ้ือ; 5.1 = สารสกัดข่าดวยเอทานอล; 6 = ACA; 7 = ACA) 

 

 ภาพที่ 4.10 เปน TLC chromatogram ของสารมาตรฐาน ACA และสารสกัดตัวอยางตางๆ 

พบวา TLC แผน A และ B ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ ระบบที่ 1 และ 2 ซึ่งใช้ hexane เปนตัวกลางหลัก มี

ความเปนขั้วต่ำเกินไป ทำใหแยกสาร ACA ไดไมดี จึงทำการเปลี่ยนเปน chloroform (ระบบ 3) และ 

dichloromethane (ระบบที่ 4) ที่มีขั้วมากขึ้น พบวา TLC แผน C และ D นี้ ใหแถบที่แยกจากกันได

ดีขึ ้น โดยตัดสินจากการมองดวยตา หลังจากพนดวยสารละลาย 1% วานิลลินและ 10% ซัลฟูริก    

แอซิด ผูวิจัยเลือกระบบวัฏภาคคงที่ระบบที่ 4 (dichloromethane : ethyl acetate (8:2)) มาใช้ใน

การวิจัยตอไป เนื่องจาก dichloromethane มีความเปนพิษนอยกวา chloroform และยังสามารถ
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แยกแถบสารอื่นๆ ออกจากกันไดดีกวา โดยสารมาตรฐาน ACA มีค่า Rf ประมาณ 0.75 สวนค่า Rf 

ของแถบท่ีตรวจพบในสารสกัดข่าวิธีตางๆ พบมีค่าเทา 0.76 แสดงวาเปนสาร ACA ดวย  

 ตารางที่ 4.7 เปนผลการศึกษาความเหมาะสมของวัฏภาคเคล่ือนท่ี ไดค่า Rf ของสาร ACA และ

สารสกัดข่าท่ีดูดซับข้ึนไปเปนระยะทางเทากับสารมาตรฐาน ACA    

 

ตารางท่ี 4.7 ผลการศึกษาความเหมาะสมของวัฏภาคเคล่ือนท่ี   

 

วัฏภาคเคล่ือนท่ี 

ค่า Rf  

ACA Soft 

extract 

Glycerin liquid 

extract 

PG liquid 

extract 

Hexane: ethyl acetate (8:2) 0.57 0.56 0.58 0.58 

Hexane: ethyl acetate: ethanol (8:2:1) 0.42 0.39 0.40 0.40 

Chloroform: ethyl acetate (8:2) 0.65 0.65 0.65 0.65 

Dichloromethane: ethyl acetate (8:2) 0.75 0.76 0.76 0.76 

 

ซ่ึงจากการศึกษาวิจัยในคร้ังน้ีไดศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห ดังน้ี 

1) ความจำเพาะ (specificity) 

   ความจำเพาะของวิธีวิเคราะห ทำโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยาง ทำ

การ spot ลงบนแผน TLC ดวยวิธีการดังตารางที่ 4.8 เปนค่าพารามิเตอรตางๆ ที่ใช้วิเคราะหสาร 

ACA และในสารสกัด 

ตารางท่ี 4.8 ค่าพารามิเตอรตางๆ ท่ีใช้เพ่ือวิเคราะหสาร ACA ในสารสกัดข่า 

พารามิเตอร วิธีท่ีใช้ 

Plate TLC plate silica gel F254, aluminium size 20 x 10 cm 

Mobile phase Dichloromethane: ethyl acetate (8:2 v/v) 

Spotted volume 1 – 12 microliters 

Saturation time 20 minutes 

Solvent front 80 mm. 

Visualization 254 nm, 365 nm 

Detection Camag Scanner 3, ท่ี 219 nm 
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 ภาพที ่ 4.11 เป น UV spectra ที ่สแกนตั ้งแต ความยาวคลื ่น 190 – 300 นาโนเมตร 

เปรียบเทียบระหวางสารมาตรฐาน ACA และสารสกัดตัวอยางตางๆ (ภาพที่ 4.11 A) จะพบวามีค่า

การดูดกลืนสูงสุดอยูที่ 219 นาโนเมตร จึงนำค่าความยาวคลื่นนี้ไปใช้กำหนด เพื่อวัดปริมาณและอาน

เปน densitograms ของสารมาตรฐานและ ACA ที่แยกไดจากสารสกัดข่า ไดเปนพีคดังแสดงในภาพ

ท่ี 4.11 B 

 กราฟในภาพ 4.11 B ใช้คำสั่งจากโปรแกรมเพื่อทำการเปรียบเทียบ spectrum ของสารสกัด

เทียบกับของสารมาตรฐาน ACA ที่ 3 จุด คือ peak start (s), peak apex (m), and peak end (e) 

positions ของแถบสาร ไดเปนค่าความบริสุทธิ์ของพีค (peak purity) ค่าที่แสดงวาพีคที่พบเปนพีค

ของสารท่ีถูกแยกออกมาเปนชนิดเดียว จะมีค่าเข้าใกล 1.0 

 Densitograms ในภาพที่ 4.11 B สามารถนำมาคำนวณหา tailing ของพีค ค่าที่ดีจะมีค่าเข้า

ใกล 1.0 แสดงถึงความสมมาตร (symmetry) ของพีคแยกออกมาไดและเปนสารเด่ียว  

 

A 
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B 

ภาพท่ี 4.11 UV spectra (190 – 300 นาโนเมตร) ของสารมาตรฐาน ACA และ สารสกัดชนิดตางๆ 

(A) และ reflectance densitograms วัดท่ีความยาวคล่ืน 219 นาโนเมตร ของสารมาตรฐาน ACA 

และ สารสกัด (B) 

         ตารางที่ 4.9 แสดงค่า Rf ที่ไดจากการคำนวณดวยเครื่องตรวจวัดสาร densitometer มีค่า

ใกลเคียงกันแสดงวา แถบที่แยกออกมาจากสารสกัดเปนสารชนิดเดียวกับสารมาตรฐาน และจากค่า 

peak purity และ tailing factor บอกไดวาแถบที่แยกออกมาเปนสารเดี่ยว แสดงวาวิธีที่วิเคราะหมี

ความจำเพาะและระบบมีความเหมาะสม 

 

ตาราง 4.9  ผลการศึกษาความจำเพาะของวิธีวิเคราะห 

สารมาตรฐานและสารตัวอยาง  Rf 

 

Peak purity Tailing 

factor r(s,m) r(m,e) 

Standard ACA 0.78 - - 1.0 

Soft extract 0.79 0.9999 0.9997 1.0 

Glycerin liquid extract 0.78 0.9997 0.9997 1.0 

PG liquid extract 0.77 0.9999 0.9998 1.0 
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2) ความเปนเสนตรง (linearity) และ range (พิสัย) 

        การทดสอบความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐานท่ีไดจากการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานท่ี

ความเข้มข้น 2.062 – 6.186 ไมโครกรัม ไดผลพ้ืนท่ีพีคดังตารางท่ี 4.10  

 

ตารางท่ี 4.10 ผลการศึกษาความเปนเสนตรงและพิสัยของกราฟมาตรฐานสาร ACA   

ปริมาตรท่ี 

spotted 

(ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้น

ของ ACA 

(ไมโครกรัม) 

พ้ืนท่ีพีค  
ค่าเฉล่ีย ± 

ความเบ่ียงมาตรฐาน Run 1 Run 2 Run 3 

4 2.062 5870.78 5744.1 6060.47 5902.29 ± 159.23 

6 3.093 8358.38 7739.17 8467.16 8103.17 ± 392.69 

8 4.124 9980.4 9798.51 10137.7 9968.12 ± 169.76 

10 5.155 11743.6 11434.2 11853.5 11643.9 ± 217.38 

12 6.186 13046.9 12383.2 12817.9 12600.5 ± 337.10 

 

เมื่อนำไปพล็อตระหวางความเข้มข้น (แกน x) และพื้นที่พีค (แกน y) เพื่อทำการวิเคราะห

ถดถอยเชิงเสนตรง (linear regression analysis) และวิเคราะหถดถอยไมใช่เสนตรง (polynomial 

analysis) โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติ StataNow/BE 18.5  โดยใช้ข้อมูลทุกค่ามาคำนวณ (ไม

ใช้ค่าเฉลี่ย) พบวา ค่า r2 มีค่าเทากับ 0.9817 และ 0.9995 ตามลำดับ จึงใช้สมการ polynomial มา

ใช้เปน calibration curve โดยมีสมการแสดงความสัมพันธของค่าความเข้มข้น (แกน x) กับพื้นที่พีค 

(แกน y) คือ y = -169.85x2 + 3069.6x + 286.6 โดยใช้ค่าพิสัยอยูในช่วงความเข้มข้น 2.062 – 

6.186 ไมโครกรัม/แถบ (ภาพท่ี 4.12 ตามเกณฑ AOAC หากค่า r2 > 0.99 แสดงวา calibration 

curve สามารถใช้ได 

 
 

ภาพท่ี 4.12 Calibration curve แสดงความสัมพันธของความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐาน ACA กับพ้ืนท่ีพีค 
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3) ความแมน (accuracy)  

         การทดสอบความแมน (accuracy) ของวิธีวิเคราะห โดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานใหมี

ความเข้มข้น 3 ระดับ โดยวิเคราะหระดับความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ คือ ACA ที่ความเข้มข้น 2.028, 

3.042, 4.056 ไมโครกรัม และ spiked ลงในสารสกัดทั้ง 3 ตัวอยาง ไดค่ารอยละการคืนกลับ  (%

recovery) ของสาร ACA มีค่าอยูในช่วง 92.08 - 96.68, 93.34 - 97.66, 93.87 - 99.27 เม่ือทดสอบ

ดวยแมทริกซ์ของสารสกัด soft extract, glycerin liquid extract และ propylene glycol liquid 

extract ตามลำดับ (ตารางที่ 4.11) ซึ่งทุกค่าอยูในช่วงรอยละ 90 - 108 ผานเกณฑยอมรับของ 

AOAC Appendix K Guidelines for Single Laboratory Validation of Chemical Methods for 

Dietary Supplements and Botanicals (Latimer, 2023) ถือวามีความถูกตอง ค่าเฉลี่ยของการ

ทดลองในแมทริกซ์ของสารสกัดแตละตัวอยางแสดงในตารางท่ี 4.11 

 

ตารางท่ี 4.11 รอยละการคืนกลับของสารมาตรฐานวิเคราะหท่ีความเข้มข้นต่ำ กลางและสูง  

สารสกัด ความเข้มข้น

ของ ACA ใน

ตัวอยาง (mg) 

ความเข้มข้น

ของ ACA ที่

เติม (mg) 

ความเข้มข้นของ ACA ที่พบ (mg) %การคืนกลับ 

(n = 3) 

Run 1 Run 2 Run 3 

Soft extract  2.028 1.920 1.915 1.946 95.02 ± 0.82 

0.704 3.042 2.949 2.981 2.893 96.68 ± 1.46 

 4.056 3.705 3.799 3.700 92.08 ± 1.28 

Glycerin 

liquid 

extract 

 2.028 1.974 1.877 1.828 93.34 ± 3.66 

0.305 3.042 2.937 3.009 2.951 97.49 ± 1.25 

 4.056 3.913 3.979 3.991 97.66 ± 1.04 

PG liquid 

extract 

 2.028 1.939 1.874 1.898 93.87 ± 1.62 

0.804 3.042 3.017 3.058 2.984 99.27 ± 1.22 

 4.056 3.798 3.837 3.818  94.12 ± 0.48 

4) Precision (ความเท่ียง) 

    ผลการทดสอบความเที ่ยงพบวา เมื ่อทำการวิเคราะหตัวอยางเดิมซ้ำ 6 ครั ้ง ไดค่า 

repeatability %RSD เทากับ 1.62 (ตารางที่ 4.12) และ intermediate precision %RSD เทากับ 

2.54 (ตารางที่ 4.13) แสดงวาวิธีทดสอบมีความเที่ยง โดย %RSD มีค่าไมเกิน 3 % ตามเกณฑการ

ยอมรับที่ปริมาณสารสำคัญมีความเข้มข้นนอยกวา 0.1% ตาม AOAC Appendix K Guidelines for 
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Single Laboratory Validation of Chemical Methods for Dietary Supplements and 

Botanicals (Latimer, 2023)  
 

ตารางท่ี 4.12 ผลการศึกษา repeatability (n = 6) 

ACA (mg) พ้ืนท่ีพีค ACA ท่ีวิเคราะหได 

(mg) 

ค่าเฉล่ีย ± 

ความเบ่ียงมาตรฐาน 

%RSD 

4.124 

10268.50 4.252 

4.299 ± 0.076 1.62 

10413.24 4.342 

10514.90 4.406 

10345.87 4.300 

10372.44 4.316 

10154.86 4.183 

ตารางท่ี 4.13 ผลการศึกษา intermediate precision  

Day ACA 

(mg) 

Measured ACA (mg) Mean ± SD %RSD 

(n = 3) 

%RSD 

 (n = 18) Run 1 Run 2 Run 3  

1 2.062 2.052 1.999 2.133 2.061 ± 0.067 3.26 

2.54 

4.124 4.078 3.972 4.173 4.074 ± 0.101 2.47 

5.155 5.268 5.034 5.355 5.219 ± 0.166 3.18 

2 2.062 2.153 2.129 2.052 2.111 ± 0.053 2.50 

4.124 3.995 4.013 4.189 4.066 ± 0.107 2.64 

5.155 5.007 4.894 4.984 4.962 ± 0.060 1.20 

5) ปริมาณต่ำสุดที่ตรวจพบได (LOD) และปริมาณต่ำสุดที่สามารถตรวจหาค่าไดในเชิง

ปริมาณ (LOQ) 

        ค่า LOD หาจากการวิเคราะหสารมาตรฐาน ACA ความเข้มข้น 0.05 – 0.40 ไมโครกรัม พบวา

ความเข้มข้นต่ำที่สุดที่เครื่อง densitometer สามารถอานค่าได คือ 0.101 ไมโครกรัม  และความ

เข้มข้นต่ำสุดท่ีสามารถวิเคราะหไดอยางถูกตอง (LOQ) คือ 0.253 ไมโครกรัม 
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        จากการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหพบวา วิธี TLC-densitometry ที่พัฒนาข้ึน

สามารถวิเคราะหหาปริมาณ ACA ที่สกัดดวยตัวทำละลายเดี่ยวที่สกัดดวยเอทานอลและตัวทำละลาย

ผสมเมื่อระเหยเอทานอลออกแลว คือสารสกัดในโพรพิลีน ไกลคอล และกลีเซอรีนไดถูกตองและ

แมนยำ สามารถนำวิธีการนี้ไปใช้ในการควบคุมคุณภาพสารสกัดไดในคราวตอๆ ไป เพื่อเปนการ

ควบคุมคุณภาพท้ังพืชสมุนไพรและสารสกัด 

4.4 การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดข่าเพ่ือการประยุกตใช้ทางการแพทยและเคร่ืองสำอาง 

        4.4.1  องค์ประกอบทางเคมีของสารกลุมฟนอลิกและฟลาโวนอยดของสารสกัดข่า   

        ผลการวิเคราะหหาปริมาณฟนอลิกท้ังหมด (Total phenolic content)  

        สารประกอบฟนอลิกมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) โดยทำหนาที่กำจัด

อนุมูลอิสระ (free radical) ดังนั้น สารสกัดที่มีปริมาณฟนอลิกสูงจะมีความเชื่อมโยงกับความสามารถ

ในการตานอนุมูลอิสระที่สูง การวิเคราะหหาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดหรือรูจักกันในชื่อวิธี Folin-

Ciocalteu (F-C) redox colorimetric assay เปนวิธีที ่ไดรับการยอมรับและถูกนำมาใช้วิเคราะห

อยางแพรหลาย โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นประมาณ 760 - 765 นาโนเมตร  รีเอเจนต 

F-C จะทำหนาที่ออกซิไดซ์สารประกอบฟนอลิก ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นสงผลใหสารละลายของรีเอเจนต

เปลี่ยนสีจากสีเหลืองออนเปนสีน้ำเงิน ดังนั้นสารประกอบที่มีปริมาณฟนอลิกสูง สารละลายจะมีสีน้ำ

เงินเข้ม (Molole et al., 2022)  

        ผลการทดสอบเมื่อทำการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในตัวอยางสารสกัดข่า 

ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid โดยรายงานผลเปน 

gallic acid equivalent (GAE) (มิลลิกรัม; mg) ตอน้ำหนักสารสกัด 1 กรัม พบวา สารสกัดข่า M3D-

EtOH ใหปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมดสูงท่ีสุด คือ GAE เทากับ 32.99 ± 1.19 ตามดวย M6H-

EtOH, M3D-PGEtOH, M3D-GlyEtOH, M6H-GlyEtOH และ M6H-GEtOH ตามลำดับ 
 

ตารางที ่ 4.14 ปริมาณสารประกอบฟนอลิก (mg GAE/gextract) และฟลาโวนอยดทั ้งหมด (mg 

QE/gextract) ในสารสก ัดข ่าท ี ่สก ัดด วยว ิธ ีและต ัวทำละลายที ่ ใช ้ ในการสก ัดท ี ่แตกต างกัน 

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid และ quercetin ตามลำดับ (mean ± S.D.) (n=3) 

ลำดับท่ี ตัวอยาง 
สารประกอบฟนอลิกท้ังหมด 

(mg GAE/gextract) 

ฟลาโวนอยดท้ังหมด 

(mg QE/gextract) 

1 M6H-EtOH 22.59 ± 1.10 8.61 ± 0.23 

2 M6H-GlyEtOH  5.16 ± 0.46 N/A 
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ลำดับท่ี ตัวอยาง 
สารประกอบฟนอลิกท้ังหมด 

(mg GAE/gextract) 

ฟลาโวนอยดท้ังหมด 

(mg QE/gextract) 

3 M6H-PGEtOH 2.72 ± 0.60 N/A 

4 M3D-EtOH 32.99 ± 1.19 11.27 ± 0.27 

5 M3D-GlyEtOH  6.38 ± 0.57 N/A 

6 M3D-PGEtOH 6.74 ± 0.64 N/A 

*N/A คือ not applicable (ไมมีข้อมูลเน่ืองจากไมสามารถวิเคราะหผลไดท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร)  

  

        ผลการวิเคราะหหาปริมาณฟลาโวนอยดท้ังหมด (Total flavonoid content) 

        สารฟลาโวนอยดเปน secondary metabolites ที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ โดยฤทธิ์ของสารใน

กลุมฟลาโวนอยดขึ ้นอยูกับจำนวนและตำแหนงของหมูไฮดรอกซิล (OH) อิสระ (Panche et al., 

2016) การวิเคราะหปริมาณสารฟลาโวนอยดทั้งหมดในการทดลองนี้ใช้วิธี Aluminum chloride 

colorimetric method โดยอาศัยหลักการพื้นฐานของปฏิกิริยาการสรางสารประกอบเชิงซ้อนของ

อะลูมิเนียมฟลาโวนอยด (Aluminium – flavonoid complex) หรือคีเลตของ Al(III)-flavonoids 

เนื่องจากมีกลุมออกโซ (oxo) และไฮดรอกซิล (hydroxyl) จำนวนมาก ซึ่งสารฟลาโวนอยดมี affinity 

ที่ดีในการจับกับไอออนของโลหะ เช่น Al(III) โดยสวนใหญจะจับกันในอัตราสวน 1:1 ขึ้นอยูกับสภาวะ

การทดสอบและค่า pH สามารถดูดกลืนแสงยูวีไดที ่ความยาวคลื่นระหวาง 400-550 นาโนเมตร 

(Shraim et al., 2021) ผลการทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมดของสารสกัดข่า ที่ความเข้มข้น 5 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน quercetin แสดงผลทดสอบเปนค่า quercetin 

equivalent (QE) (มิลลิกรัม; mg) ตอน้ำหนักสารสกัด 1 กรัม (mg QE/gextract) พบวา สารสกัดข่า 

M3D-EtOH ใหค่า QE เทากับ 11.27 ± 0.27 mg QE/gextract ซึ่งสูงที่สุด ตามดวย M6H-EtOH (8.61 

± 0.23 mg QE/gextract) ในขณะที ่สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย Gly:EtOH (1:1) และ 

PG:EtOH (1:1) ไมสามารถวิเคราะหผลไดท้ังท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง และ 3 วัน 

 

1.4.2 การทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของสารสกัดข่า 
 ผลการทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH 

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ เปนวิธีวิเคราะหความสามารถของสารในการตานปฏิกิริยา

ออกซเดชั ่น โดยการใช้ 2, 2-diphenyl-1-picrydrazyl (DPPH) เพื ่อศึกษากลไกที่สารตานอนุมูล
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อิสระทำหนาที่ยับยั ้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น โดยการกำจัดอนุมูลอิสระของ DPPH (DPPH 

radical scavenging) (Liang & Kitts, 2014) ดังแสดงในภาพที ่ 4.13 ซึ ่งวิธ ีนี ้ เปนวิธ ีที ่ใช้อยาง

แพรหลาย เน่ืองจากใช้เวลาในการวิเคราะหค่อนข้างเร็ว 

   

 
ภาพท่ี 4.13 ปฏิกิริยาของสาร DPPH กับสารตานอนุมูลอิสระ เม่ือกำหนดให R:H คือสารตานอนุมูล

อิสระหรือสารท่ีเปนตัวใหอิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ ทำใหอนุมูลอิสระกลายเปนสารท่ีไมมีพิษตอ

รางกาย และ R คืออนุมูลอิสระ (Liang & Kitts, 2014) 

สารอนุมูลอิสระ DPPH มีความเสถียรมาก เมื่อทำปฏิกิริยากับสารประกอบที่สามารถให

อะตอมไฮโดรเจน และสามารถดูดกลืนแสงยูวีได หรือเกิดปฏิกิริยารีดักชัน จะทำใหสีของ DPPH 

เปลี่ยนไปจากสีมวงเปนไมมีสี โดยความจางของสีที่เกิดขึ้นนั้นขึ้นอยูกับความสามารถของสารในการ

กำจัด DPPH (Škrovánková et al., 2012) โดยในการทดลองไดใช้ ascorbic acid หรือกรดวิตามิน

ซีเปนสารมาตรฐานที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ จากผลการศึกษาพบวา ความเข้มข้นของกรดวิตามีนซีท่ี

ทำใหความเข้มข้นของ DPPH ลดลงรอยละ 50 (IC50) คือ 24.11 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เม่ือนำสารสกัด

ข่าที่สกัดในสภาวะที่แตกตางกัน มาทดสอบเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซี ซึ่งแสดงค่าในรูป 

ascorbic acid equivalent antioxidant capacity (VEAC) ตอน ้ำหน ักสารสก ัด 1 กร ัม พบวา 

สามารถกำจัดอนุมูลอิสระ DPPH ได ซึ่งมีค่า VEAC แสดงดังตารางที่ 4.15 โดยสารสกัดข่า M3D-

EtOH ให ค ่า VEAC เท าก ับ 8.66 ± 0.17 mg/gextract ซึ ่งส ูงท ี ่ส ุด ตามดวย M6H-EtOH, M3D-

PGEtOH, M3D-GlyEtOH, M6H-GlyEtOH, และ M6H-PGEtOH ตามลำดับ 

 

ผลการทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ABTS 

จากภาพที่ 4.14 วิธี ABTS เปนการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่ใช้หลักการของ ABTS 

substrate เม ื ่อถ ูกออกซิไดซ ์ด วยโพแทสเซ ียมเปอร ซ ัลเฟต (potassium persulfate) 

จะทำใหเกิดโมโนไอออนบวกของอนุมูลอิสระของ 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid) (ABTS•+) ที่ทำใหสารละลายเปนสีฟาอมเขียวในสภาวะก่อนทำปฏิกิริยาที่สามารถ 

ดูดกลืนแสงไดสูงสุดที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ในน้ำ โดยอนุมูลอิสระนี้จะถูกทำใหสีจางลง 
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เม ื ่อทำปฏ ิก ิร ิยาก ับสารประกอบที ่สามารถกำจ ัดอน ุม ูลอ ิสระได  (Liang & Kitts, 2014) 

ผลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ABTS•+ ในการทดลองนี้ แสดงค่าเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

วิตามินอีในรูป alpha-tocopheral equivalent antioxidant capacity (TEAC) ตอน้ำหนักสารสกัด 

1 กรัม เมื่อนำสารสกัดข่าที่สกัดในสภาวะที่แตกตางกันมาทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ พบวาสามารถ 

กำจัดอนุมูลอิสระได โดยสารสกัดข่าที่ทำการสกัดดวยวิธี M6H-EtOH ใหค่า TEAC เทากับ 67.31 ± 

2.57 mg/gextract ซ่ึงสูงท่ีสุด ตามดวย M3D-EtOH, M3D-PGEtOH, M3D-GlyEtOH, M6H-GlyEtOH, 

และ M6H-PGEtOH ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.15 

 
 

ภาพท่ี 4.14 กลไกการกำจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+  

 

ตารางท ี ่ 4.15 ฤทธ ิ ์ต านอน ุม ูลอ ิสระของสารสก ัดข ่าท ี ่สก ัดด วยว ิธ ีท ี ่แตกต างก ัน 6 ว ิ ธี 

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซีจากการทดสอบ 2 วิธี ไดแก่ DPPH assay และ ABTS assay 

แสดงผลการทดลองดวยค่า VEAC (mg) และ TEAC (mg) ตอน้ำหนักสารสกัด 1 กรัม ตามลำดับ 

(mean ± S.D.) (n=3) 

ลำดับท่ี ตัวอยาง 

ผลการทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ 

ค่า VEAC ของ DPPH 

(mg/gextract) 

ค่า TEAC ของ ABTS 

(mg/gextract) 

1 M6H-EtOH 7.27 ± 0.40 67.31 ± 2.57 

2 M6H-GlyEtOH  2.19 ± 0.27 8.29 ± 0.40 

3 M6H-PGEtOH 1.82 ± 0.24 6.36 ± 0.50 

4 M3D-EtOH 8.66 ± 0.17 52.07 ± 2.88 

5 M3D-GlyEtOH  3.00 ± 0.38 12.28 ± 0.90 

6 M3D-PGEtOH 3.18 ± 0.11 12.87 ± 0.65 
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        4.4.3 ผลการทดสอบฤทธ์ิตานการอักเสบดวยวิธี protein denaturation assay 

 จากผลการศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบดวยวิธี protein denaturation ของสารสกัดข่า โดยใช้

ยา ไดโคลฟแนค โซเดียม (diclofenac sodium) เปนสารกลุมควบคุมเชิงบวก พบวายาไดโคลฟแนค 

โซเดียม มีความเข้มข้นที่ออกฤทธิ์ในการยับยั้งการสลายโปรตีนได 50% หรือ 50% inhibitory 

concentration (IC50) อยู ที ่ 0.40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   ซึ ่งคำนวณจากสมการในภาพที่ 4.15 

เม ื ่อทำการศึกษาฤทธิ ์การยับยั ้งการสลายโปรตีนของสารสกัดข ่าที ่ ได จากการสกัดแตละ

วิธีที่ความเข้มข้น 5 mg% พบวาสารสกัดข่าทั้งหมดมีฤทธิ์ในการยับยั้งการสลายโปรตีนค่อนข้างต่ำ 

โดยสารสกัดข่าดวยวิธีการแช่สกัดในตัวทำละลาย PG และ 95% ethanol ในอัตราสวน 1:1 

และสารสกัดข่าในตัวทำละลาย glycerin และ 95% ethanol ในอัตราสวน 1:1 เปนระยะเวลา 3 วัน 

ม ี เปอร  เซ ็นต การย ับย ั ้ งการสลายโปรต ีนค ือ 6.79 ± 2.20 และ 7.60 ± 3.71 ตามลำด ับ ซ่ึง

มีฤทธิ์ในการยับยั้งการสลายโปรตีนสูงกวาสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดใน 95% ethanol (5.11 ± 1.39) 

นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดข่าแช่สกัดใน 95% ethanol ที่สกัดดวยวิธี sonication ที่เวลา 6 ชั่วโมง 

ม ี ค ่ า เ ป อ ร  เ ซ ็ น ต  ก า ร ย ั บ ย ั ้ ง ก า ร ส ล า ย โ ป ร ต ี น เ พ ี ย ง เ ล ็ ก น  อ ย  ( 3 . 6 9  ±  0 . 8 5 ) 

ซ่ึงไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในตารางท่ี 4.16 

 

 
ภาพที่ 4.15 ความสัมพันธระหวางรอยละการยับยั้งการสลายโปรตีน และความเข้มข้นของยาไดโคล

ฟแนค โซเดียม ท่ีความเข้มข้นตางๆ (0.01, 0.1, 0.25, 0.4, และ 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 

y = 157.46x - 13.292

R² = 0.9885
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ตารางท่ี 4.16 รอยละการยับย้ังการสลายโปรตีนของสารสกัดข่าท่ีสกัดดวยวิธีตางๆ (mean ± S.D.) 

(n=3) 

ลำดับท่ี ตัวอยาง การยับย้ังการสลายโปรตีน (%) (n = 3) 

1 M6H-EtOH 3.69 ± 0.85 

2 M6H-GlyEtOH N/A* 

3 M6H-PGEtOH N/A* 

4 M3D-EtOH 5.11 ± 1.39 

5 M3D-GlyEtOH 6.79 ± 2.20 

6 M3D-PGEtOH 7.60 3.71 

 *N/A คือ not applicable (ไมมีข้อมูลเน่ืองจากไมสามารถวิเคราะหผลไดท่ีความเข้มข้น 5 mg%) 

 4.4.4 ผลการทดสอบฤทธ์ิตานจุลชีพของสารสกัดข่า 

ผลการทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังเช้ือรา C. albicans ของสารสกัดข่า 

จากผลการทดสอบพบวา สารสกัดข่าที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อ C. albicans ไดแก่ M3D-EtOH 

และ M6H-EtOH ใหค่าเสนผานศูนยกลางโซนยับยั ้งเทากับ 14.67 ± 0.87 และ 13.67 ± 0.26 

มิลลิเมตร ตามลำดับ ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยพบวา M3D-EtOH สามารถยับยั้งเช้ือ 

C. albicans ไดดีที ่ส ุด ในขณะที ่ clotrimazole ที ่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซึ ่งเปน 

กลุมควบคุมเชิงบวกใหค่าเสนผานศูนยกลางโซนยับยั้ง (Inhibition zone) เทากับ 36.73 + 0.95 

มิลลิเมตร และ 50% DMSO ซ่ึงเปน negative control ไมเกิดโซนยับย้ัง 

ตารางท่ี 4.17 เสนผานศูนยกลางโซนยับย้ังของสารสกัดข่าในการตานเช้ือ C. albicans 

ลำดับท่ี ตัวอยาง 
ความเข้มข้น 

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

เสนผานศูนยกลางโซนยับย้ัง 

(mean ± SD) (mm) 

1 M6H-EtOH 5 13.67 ± 0.26 

2 M6H-GlyEtOH 5 0 

3 M6H-PGEtOH 5 0 

4 M3D-EtOH 5 14.67 ± 0.87 

5 M3D-GlyEtOH 5 0 

6 M3D-PGEtOH 5 0 

7 Clotrimazole 1 36.73 ± 0.95 

8 ACA 1 0 
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ลำดับท่ี ตัวอยาง 
ความเข้มข้น 

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

เสนผานศูนยกลางโซนยับย้ัง 

(mean ± SD) (mm) 

9 50% DMSO - 0 

 

        ผลการทดสอบฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรีย S. epidermidis ATCC12228 และ S. aureus 

ATCC6538 ของสารสกัดข่า 

        จากผลการทดสอบพบวา สารสกัดท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis ดีที่สุดคือ 

M3D-EtOH มีค่าเสนผานศูนยกลางโซนยับยั้งเทากับ 42 ± 1.58 มิลลิเมตร รองลงมาคือ M6H-EtOH 

มีค่าเสนผานศูนยกลางโซนยับยั้งเทากับ 40.58 ± 0.58 มิลลิเมตร ในขณะที่ M6H-GlyEtOH, M6H-

PGEtOH, M3D-GlyEtOH, และ M3D-PGEtOH ไมมีฤทธิ์ในการตานเชื ้อ S. epidermidis ที่ความ

เข้มข้นของสารสกัด 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นอกจากนี้ยังพบวา ACA ความเข้มข้นที่ 1 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร มีค่าเสนผานศูนยกลางโซนยับย้ังเทากับ 32.25 ± 0.90 mm ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสาร ACA ซ่ึง

เปนองค์ประกอบสำคัญในสารสกัดข่ามีบทบาทในการตานเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis ดังนั้นเม่ือ

เพิ่มปริมาณความเข้มข้นของสารสกัดตามปริมาณ ACA ที่พบเพื่อหาประสิทธิภาพในการตานเช้ือ     

S. epidermidis พบวา M6H-GlyEtOH ตองใช้ความเข้มข้นเทากับ 70.42 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใหค่า

เสนผานศูนยกลางโซนยับยั้งเทากับ 33.58 ± 1.10 มิลลิเมตร, M6H-PGEtOH ตองใช้ความเข้มข้น

เทากับ 62.89 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใหค่าเสนผานศูนยกลางโซนยับย้ังเทากับ 28.33 ± 1.37 มิลลิเมตร,  

M3D-GlyEtOH ตองใช้ความเข้มข้นเทากับ 50.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใหค่าเสนผานศูนยกลางโซน

ยับยั ้งเทากับ 22.25 ± 0.27 มิลลิเมตร และ M3D-PGEtOH ตองใช้ความเข้มข้นเทากับ 50.0 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใหค่าเสนผานศูนยกลางโซนยับยั้งเทากับ 30.58 ± 0.66 มิลลิเมตร จึงจะเห็น

ประสิทธิภาพในการตานเช้ือแบคทีเรีย S. epidermidis  

        จากการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรีย S. aureus พบวา ACA มีประสิทธิภาพในการ

ตานเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยมีค่าเสนผานศูนยกลางโซน

ยับยั้งเทากับ 16.50 ± 1.50 มิลลิเมตร สารสกัดข่าที่แสดงฤทธิ์ดีที่สุดคือ M3D-EtOH มีค่าเสนผาน

ศูนยกลางโซนยับยั้งเทากับ 33 ± 0.00 มิลลิเมตร รองลงมาคือ M6H-EtOH มีค่าเสนผานศูนยกลาง

โซนยับยั ้งเท าก ับ 21.67 ± 0.58 มิลล ิเมตร ในขณะที ่ M6H-GlyEtOH, M6H-PGEtOH, M3D-

GlyEtOH, และ M3D-PGEtOH ไมมีฤทธิ์ในการตานเชื้อ S. aureus ที่ความเข้มข้นของสารสกัด 5 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นอกจากน้ีเม่ือเพ่ิมปริมาณความเข้มข้นของสารสกัดตามปริมาณ ACA ท่ีพบในสาร
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สกัด ยังคงพบวาสารสกัดทั้ง 4 ชนิดไมมีประสิทธิภาพในการตานเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ดังนั้นจาก

ผลการศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis และ S. aureus ของสารสกัดข่า พบวาสารสกัด

ข่าที่มีประสทธิภาพมากที่สุดในการตานเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดคือ M3D-EtOH รองลงมาคือ M6H-

EtOH ซึ่งสารสกัดที่สกัดดวย 2 วิธีนี้ มีประสิทธิภาพในการตานเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis ได

ดีกวา S. aureus และสารสำคัญ ACA ยังมีบทบาทสำคัญในการตานเช้ือแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิดอีกดวย 

 

ตารางที ่ 4.18 เสนผานศูนยกลางโซนยับยั ้งของสารสกัดข่าในการตานเชื ้อ S. epidermidis 

ATCC12228 และ S. aureus ATCC6538 

ลำดับท่ี ตัวอยาง 
ความเข้มข้น 

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

เสนผานศูนยกลางโซนยับย้ัง 

(mean ± SD) (mm) 

S. aureus 

ATCC6538 

S. epidermidis 

ATCC12228 

1 M6H-EtOH 5 21.67 ± 0.58 40.58 ± 0.58 

2 M6H-GlyEtOH 5 0 0 

3 M6H-PGEtOH 5 0 0 

4 M3D-EtOH 5 33 ± 0.00 42 ± 1.58 

5 M3D-GlyEtOH 5 0 0 

6 M3D-PGEtOH 5 0 0 

7 ACA 1 16.50 ± 1.50 32.25 ± 0.90 

8 Levofloxacin 0.01 26.17 ± 0.47 28.17 ± 0.90 

9 50% DMSO - 0 0 
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บทที่ 5 

อภิปราย สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

  

5.1 อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

        งานวิจัยสวนที่ 1 เรื่องการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดข่าและการควบคุมคุณภาพ

มาตรฐาน โดยการวิเคราะหหาปริมาณสารสำคัญ ACA จากการศึกษาพบวา 

 เมื ่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีการสกัดผงข่าแหง ระหวางวิธีการ sonication และ 

maceration เปนเวลา 6 ชั่วโมง โดยใช้ตัวทำละลายตางๆ คือ ethanol, PG, PG : ethanol (1:1), 

glycerin : ethanol (1:1), glycerin : ethanol (3:7) ในอัตราสวนผงข่าแหง : ตัวทำละลาย เทากับ 

1 : 5 พบวาการสกัดข่าแหงดวย ethanol สามารถสกัดสารสำคัญ ACA ไดมากกวาการใช้ตัวทำ

ละลายผสม และการสกัดดวยวิธี sonication ดวยเอทานอลทำใหไดสารสำคัญ ACA ในปริมาณสูง

ที่สุด สวนการสกัดดวยตัวทำละลาย PG และ glycerin ผสมกับ ethanol พบวาสารสำคัญ ACA ถูก

สกัดไดมากข้ึน เม่ือตัวทำละลายผสมน้ันมีปริมาณ ethanol สูงข้ึน การใช้ PG และ glycerin ทำใหตัว

ทำละลายมีความหนืด ทำใหการแช่สกัดพรอมเขยาสามารถสกัดสารสำคัญ ACA ไดดีกวาวิธี 

sonication แมนไมแตกตางอยางมีนัยสำคัญในทุกระบบตัวทำละลายที่ศึกษา แตการสกัดดวยคล่ืน

เสียงความถี่สูงก่อใหเกิดความรอนสูงในตัวอยางที่ทำการสกัด ซึ่งทำใหควบคุมอุณหภูมิของการสกัดได

ยากกวาการใช้วิธีการสกัดดวยการแช่สกัด แตอาจตองใช้เวลาในการแช่สกัดนานเพียงพอ เพื่อให

สารสำคัญละลายออกมาในตัวทำละลายที่ใช้ในการสกัดในปริมาณสูง การเกิดความรอนสูงในตัวอยาง

ที่ทำการสกัดอาจก่อใหเกิดการสลายตัวของสารสำคัญได สารสกัดที่ไดภายหลังการระเหย ethanol 

ออกหมดแลว มีสีน้ำตาลอมสม ลักษณะหนืดข้น มีลักษณะเหนียวและละลายกลับคืนมาไดยาก สวน

สารสกัดที่ไดจากการสกัดดวยตัวทำละลายผสมกับ ethanol เมื่อระเหยเอา ethanol ออกหมดแลว 

ไดสารสกัดมีลักษณะหนืดเหลว ไหลได สีน้ำตาลอมสม ไมมีตะกอน สามารถตวงหรือชั่งตามปริมาณท่ี

ตองการนำไปใช้ไดง่าย  

       จากผลการทดลองข้างตน จึงไดทำการวิจัยตอเพื่อเพิ่มปริมาณสารสกัด โดยเลือกวิธีการแช่สกัด 

รวมกับการควบคุมอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส ทำการแช่สกัดนาน 3 วัน เขยาวันละ 1 ครั้ง โดยใช้

ตัวทำละลายในการสกัดคือ ethanol และตัวทำละลายผสมกับ ethanol ในอัตราสวน 1:1 และใช้

อัตราสวนผงข่าแหง : ตัวทำละลายในการสกัด เทากับ 1 : 5 ผลการศึกษาพบวา ethanol เปนตัวทำ
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ละลายหลักที่สกัดสารสำคัญ ACA ไดในปริมาณมากที่สุด รองลงมาคือ PG : ethanol (1:1) และ 

glycerin : ethanol (1:1) ตามลำดับ การเพิ่มระยะเวลาและอุณหภูมิในการสกัดทำใหไดปริมาณ

สารสำคัญ ACA เพิ ่มขึ ้นโดยเฉลี ่ยประมาณสองเทา เมื ่อเปรียบเทียบกับการแช่สกัดและเขยาท่ี

อุณหภูมิหองเปนเวลา 6 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบวา PG เปนตัวทำละลายที่ดีของสารสำคัญ ACA เม่ือ

เทียบกับ glycerin และยังทำใหสารสกัดที่ไดมีความหนืดนอยกวา glycerin จึงทำใหการกรองแยกผง

ข่าทำไดง ่ายกวา เน ื ่องจากมีรายงานการสลายตัวของ ACA เป น 1΄-hydroxy chavicol, p-

coumayldiacetate, และ  p-acetoxy cinnamic alcohol ด  ว ยปฎ ิ ก ิ ร ิ ย า  hydrolysis ห รื อ 

isomerization (Yang & Eilerman, 1999) การใช้ตัวทำละลาย ethanol, glycerin หรือ propylene 

glycol ในการสกัด แทนการใช้น้ำจึงเปนทางเลือกที่เหมาะสม Ramanunny et al. (2022) ไดทำการ

วิเคราะห ACA ในเหง้าข่าที่ปลูกในประเทศอินเดีย โดยทำการสกัดเหง้าข่าดวย ethanol ดวยการ 

sonication เปนเวลา 15 นาทีตอดวยการแช่สกัดเปนเวลา 6 ชั่วโมง วิเคราะหปริมาณสาร ACA ดวย

เครื่อง RP-HPLC พบปริมาณสาร ACA เทากับ 3.89±0.23% w/w ของเหง้าข่าแหง ซึ่งมีค่าใกลเคียง

กับผลการศึกษาน้ี เมื่อแช่สกัดเหง้าข่าดวย ethanol เปนเวลา 6 ชั่วโมง โดยวิเคราะหหา ACA ดวย

เครื่อง TLC-densitometer ในสารสกัดได 3.16±0.31% w/w จากข้อมูลดังกลาวชี้ใหเห็นวาการนำ 

TLC-densitometer มาใช้ในการวิเคราะหหาปริมาณ ACA เปนอีกหน่ึงทางเลือกของการวิเคราะหหา

สารสำคัญจากพืช โดยสามารถวิเคราะหหา ACA ในตัวทำละลาย ethanol หรือ glycerin และ 

propylene glycol ท่ีใช้ในการสกัดข่าได 

 Mahae & Chaiseri (2009) รายงานวาการแช่สกัดข่าใน 50% ethanol ท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง สกัดไดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 31.49±4.09 mg 

GAE g-1  ซ ึ ่ ง มี ป ร ิ ม า ณ ใ ก ล  เ ค ี ย ง ก ั บ ก า ร ส ก ั ด ข ่ า ด  ว ย  ethanol จ า ก ง า น ว ิ จ ั ย น้ี                           

(32.99±1.19 mg GAE g-1) สวน Quoc et al. (2021) รายงานวาความเปนขั้วของตัวทำละลายที่ใช้

ในการสกัดมีผลตอการสกัดสารสำคัญโดยเฉพาะสารในกลุม phenolic compounds โดยพบวา 

60% acetone เปนตัวทำละลายที ่ดีกวาในการสกัด phenolic compounds จากเหง้า Alpinia 

galanga (L.) Willd. ดวยวิธี sonication เม่ือเปรียบเทียบกับ 60% ethanol และ 60% methanol 

ซึ่งมีความเปนขั้วสูงกวา ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่ไดจากการสกัดดวย 60% acetone 

(7.49±0.19 mg GAE g-1) มีค่าใกลเคียงกับการสกัดดวยตัวทำละลายรวม glycerin : ethanol (1:1) 

ในงานวิจัยนี้ ซึ่งมีค่าเทากับ 5.16 ± 0.46 mg GAE g-1 และ 6.38 ± 0.57 mg GAE g-1  เมื่อสกัดโดย

การแช่สกัดเปนเวลา 6 ชั่วโมงและ 3 วัน ตามลำดับ จากข้อมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวาปจจัยดานชนิด

ตัวทำละลาย วิธีการสกัดและระยะเวลาการสกัด รวมทั ้งอุณหภูมิในการสกัด มีผลตอการสกัด

สารสำคัญจากพืชตัวอยาง การใช้แตละปจจัยรวมกันจะเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดสารได 
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         งานวิจัยสวนที่ 2 เรื่องการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข่าเพื่อการประยุกตใช้ทาง

การแพทยและเคร่ืองสำอาง  

 จากผลการศึกษางานวิจัยสวนที่ 1 พบวาสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดโดยกระบวนการ maceration 

ใหสารสำคัญ ACA ที่สูงกวากระบวนการสกัดโดยวิธี sonication เมื ่อทำการเพิ ่มอุณหภูมิและ

ระยะเวลาการแช่สกัด ซึ่งแสดงใหเห็นวาอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการแช่สกัดข่ามีผลตอปริมาณ

สารสำคัญท่ีสกัดออกมาได้ งานวิจัยของ Nadzir  et al. (2020) ยังพบวาระยะเวลาการแช่สกัด 

และอุณหภูม ิย ังม ีผลตอปริมาณ total phenolic content และฤทธิ ์ในการตานอนุม ูลอิสระ 

ของสารสกัดข ่าอ ีกด วย ดังน ั ้นในงานวิจ ัยน้ีจ ึงเล ือกสารสกัดข ่าท ี ่สก ัดโดยว ิ ธีการแช่สกัด 

ที่ใช้ระยะเวลาแช่สกัดและอุณหภูมิในการแช่สกัดที่ตางกันมาศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสาร

กลุมฟนอลิกและฤทธิ์ทางชีวภาพซึ่ง ไดแก่ ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ตานการอักเสบ ฤทธิ์ตานเช้ือ

แบคที่เรียและเชื้อรา ตอไป นอกจากนี้การแช่สกัดดวยวิธี maceration ยังใช้เครื่องมือที่ไมยุงยาก 

ไมซับซ้อนและใช้พลังงานในการสกัดท่ีนอยกวาวิธีการใช้เคร่ืองเสียงความถ่ีสูง (sonication) อีกดวย  

จากผลการศึกษาปริมาณสารกุลมฟนอลิกและฟลาโวนอยดรวมในสารสกัดข่าพบวา สารสกัด

ข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย ethanol (EtOH) เปนเวลา 6 ช่ัวโมง และ 3 วัน ใหปริมาณสารประกอบ

กลุมฟนอลิกและฟลาโวนอยดรวมทั้งหมดสูงกวาสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย Gly:EtOH 

(1:1) และ PG:EtOH (1:1) ทั้งที่เวลา 6 ชั่วโมง และ 3 วัน โดยสารกสัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย

เอทานอล ปริมาณ 1 กรัม มีปริมาณฟนอลิกรวมเทียบเทากับ gallic acid ปริมาณ 22.59 – 32.99 

มิลลิกรัม และสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลายเอทานอล ปริมาณ 1 กรัม มีปริมาณฟลาโวนอยด

รวมเทียบเทากับ quercetin ปริมาณเทากับ 8.61 – 11.27 มิลลิกรัม จากผลการศึกษานี้แสดงใหเห็น

วาการใช้ตัวทำละลายเอทานอลเพียงชนิดเดียว สามารถสกัดสารในกลุมฟนอลิกออกมาไดดีกวาการใช้

ตัวทำละลายผสมโพรพิลีน ไกลคอล และกลีเซอรีน ซึ่งมีงานวิจัยที่ชี้ใหเห็นวาเอทานอลมีประสิทธิภาพ

ในการสกัดสารกลุ มฟนอลิก ไดแก่ gallic acid และ quercetin ออกมาไดดีกวาตัวทำละลาย 

methanol, acetone และน ้ำ (Salih et al.,  2021) แต อย างไรก ็ตามสารสก ัดข ่า ท่ีแช ่สกัด

ดวยตัวทำละลาย Gly:EtOH (1:1) และ PG:EtOH (1:1) พบสารประกอบฟนอลิกและฟลาโวนอยด

รวมทั้งหมดในปริมาณที่ต่ำ อาจเนื่องมาจากความมีขั้ว (polarity) ชนิดและอัตราสวนปริมาณของตัว

ทำละลายซึ่งเปนปจจัยสำคัญหนึ่งที่สงผลตอปริมาณสารฟนอลิกที่สกัดไดในพืชสมุนไพร (Garcia-

Salas et al., 2010) รวมทั้งเกิดจากการที่ตัวทำละลายไมระเหยจึงไมสามารถทำใหเข้มข้นขึ้นได 

ปริมาณสารสำคัญจึงเจือจางกวา 

เมื่อศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดข่าผานกลไกการตานอนุมูลอิสระ (free radical 

scavenging) พบวาสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย ethanol เปนเวลา 6 ชั่วโมง และ 3 วัน มี
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ความสามารถในการตานการเกิด oxidation โดยทำหนาที่เปน free radical scavenger ไดดีกวา

สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย Gly:EtOH (1:1) และ PG:EtOH (1:1) ทั้งที่เวลา 6 ชั่วโมง และ 

3 วัน โดยสารสกัดจากเหง้าข่าที่สกัดดวยตัวทำละลาย ethanol มีฤทธิ์ในการตอตานอนุมูลอิสระ 

DPPH และ ABTS•+ อยูในช่วง 77.25 – 92.7% และ 73.24 – 95.0% ที่ความเข้มข้น 500 และ 250 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลำดับ ซึ่งจากผลการศึกษานี้สอดคลองกับปริมาณสารกลุมฟนอลิกรวมที่พบ

ในสารสกัดข่า ที่บงชี้วาสารกลุมฟนอลิกมีบทบาทสำคัญที่ทำใหสารสกัดข่ามีฤทธิ์ในการตอตานอนุมูล

อิสระ สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย ethanol ปริมาณ 1 กรัม มีความสามารถในการตาน

อนุมูลอิสระเทียบเทากับ ascorbic acid ปริมาณ 7.27 – 8.66 มิลลิกรัม โดยความเข้มข้น IC50 ของ 

ascorbic acid เทากับ 24.11 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย 

ethanol ปริมาณ 1 กรัม มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระเทียบเทากับ trolox ปริมาณ   

52.07 – 67.31 มิลลิกรัม โดยความเข้มข้น IC50 ของ trolox เทากับ 49.18 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

นอกจากนี ้ย ังพบงานวิจัยท่ีใหผลการทดลองเปนไปในทิศทางเดียวกันผู ว ิจ ัย การศึกษาของ         

Yoon et al. (2023) ชี้ใหเห็นวาสารสกัดจากเหง้าข่าที่สกัดดวยตัวทำละลายเอทานอล มีฤทธิ์ในการ

ตานอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS•+ เทากับ 81.8 และ 99.8% ตามลำดับ สารสำคัญ ACA ท่ีพบเปน

องค์ประกอบหลักในสารสกัดข่า มีโครงสรางเปน acetate ester ของ chavicol ซ่ึงจัดเปนสารในกลุม 

phenylpropanoid (Mahae et al., 2009) อาจมีบทบาทและทำงานรวมกับ polyphenols ในการ

ทำหนาท่ียับย้ังการเกิด oxidation  (Kubota et al., 2001) 

การศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดข่าดวยวิธี protein denaturation assay พบวา

สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลายเอทานอล เปนเวลา 6 ชั่วโมง และ 3 วัน มีความสามารถในการ

ตานการอักเสบไดดีกวาสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย Gly:EtOH (1:1) และ PG:EtOH (1:1) 

ทั้งที่เวลา 6 ชั่วโมง และ 3 วัน แตอยางไรก็ตาม สภาวะทดสอบที่ความเข้มข้น 5 mg% พบวา สาร

สกัดข่ามีประสิทธิภาพต่ำในการยับยั้งการเกิด autoantigen ที่เกิดจากการสูญเสียสภาพธรรมชาติ

ของโปรตีน (protein denaturation) ซึ ่งเปนสาเหตุหนึ ่งของการเกิดการอักเสบ (Mirke et al., 

2020; Williams et al., 2008) และไมสามารถทำการศึกษาในสภาวะที ่ความเข้มข้นสูงขึ ้นได 

เนื่องจากตัวทำละลาย DMSO ที่ใช้ในการละลายสารสกัดมีผลตอการสูญเสียสภาพธรรมชาติของ

โปรตีน (Arakawa et al., 2007) ดังนั้นจึงควรศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดข่าดวยวิธีอื่นๆ 

เพ่ิมเติม 

การศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis และ S. aureus ของสารสกัดข่าพบวา

สารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลายเอทานอล เปนเวลา 6 ชั่วโมง และ 3 วัน มีความสามารถในการ

ตานเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด ไดดีกวาสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย Gly:EtOH (1:1) และ 
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PG:EtOH (1:1) ท้ังท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง และ 3 วัน โดยสารสกัดข่าท้ัง 2 ชนิดน้ี มีประสิทธิภาพในการตาน

เชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis ไดดีกวา S. aureus และสารสำคัญ ACA ยังมีบทบาทสำคัญในการ

ตานเชื ้อแบคทีเรียทั ้ง 2 ชนิดอีกดวย Oonmetta-aree et al. (2006) ยังชี ้ให=เห็นวBาสารสกัด          

เอทานอลจากขBามีฤทธ์ิในการยับยั้ง  S. aureus (inhibition zone เทBากับ 22.33 mm) เชBนเดียวกัน

กับงานวิจัยน้ี (inhibition zone เทBากับ 14.67 mm) และสารสกัดเอทานอลจากขBามี minimum 

inhibitory concentration (MIC) เทBากับ 0.325 mg/mL ในขณะที ่งานวิจัยนี ้พบวBาสารสกัดขBา 

M3DEtOH มีคBา MIC เทBากับ 12.5 mg/mL นอกจากนี้การศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อรา C. albicans ของ

สารสกัดข่าใหผลที่สอดคลองกับฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย โดยสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวยตัวทำละลาย    

เอทานอล เปนเวลา 6 ชั่วโมง และ 3 วัน มีความสามารถในการตานเชื้อรา C. albicans การศึกษา

ของ Janssen et al. (1985) ชี ้ใหเห็นวา ปริมาณ ACA ที ่ความเข้มข้น 23.1 - 252 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ไมสามารถยับยั ้งเชื ้อรา C. albicans ซึ ่งสอดคลองกับผลการทดลองที ่ผู ว ิจ ัยพบวา 

สารสำคัญ ACA ไมมีประสิทธิภาพในการตานเช้ือรา C. albicans เม่ือเปรียบเทียบกับ clotrimazole 

ที่ความเข้มข้นเดียวกัน 1% w/w ซึ่งเปนความเข้มข้นของผลิตภัณฑตานเชื้อราที่ขายในทองตลาด แต

อยางไรก็ตามสารสำคัญในกลุม ฟลาโวนอยดที่พบในสารสกัดข่า ไดแก่ kaempferol, kaempferide, 

galangin, quercetin และ alpinin อาจมีบทบาทสำคัญในการตานเช้ือรา C. albicans อีกดวย  

ดังนั้นจากผลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข่า พบวาสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวย      

เอทานอลเปนเวลา 6 ชั ่วโมง และ 3 วัน ใหฤทธิ ์ทางชีวภาพที่สูงกวาสารสกัดข่าท่ีแช่สกัดดวย

ตัวทำละลาย Gly:EtOH (1:1) และ PG:EtOH (1:1) โดยมีฤทธิ ์เปน antioxidant, ฤทธิ ์ต านเช้ือ

แบคทีเรีย S. epidermidis และ S. aureus รวมถึงฤทธิ์ตานเชื้อรา C. albicans ซึ่งเปนเชื้อจุลินทรีย

ท ี ่ก ่อโรคบนผิวหนัง สารสำคัญหลัก ACA และสารประกอบฟนอลิกทั ้ง polyphenols และ 

flavonoids ที่พบในสารสกัดข่ามีบทบาทสำคัญในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ทำใหสารสกัดข่าที่สกัด

ดวยตัวทำละลายเอทานอล มีประสิทธิภาพในการนำมาประยุกตใช้ทางการแพทยและเครื่องสำอางใน

ระดับอุตสาหกรรมตอไป 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
1. การเตรียมสารสกัดข่าเพื่อใช้ในเชิงพาณิชย แหลงปลูกข่าที่มีคุณภาพเปนสิ่งสำคัญมาก ผูผลิต

สามารถเลือกข่าจากพื้นท่ีจังหวัดสมุทรปราการซึ่งมีชื่อเสียงดานคุณภาพมานาน หรือพื้นที่ปลูกข่าเชิง

พาณิชยอื ่นเช่น ฉะเชิงเทรา อางทอง สุพรรณบุรี หากตองการเหง้าข่าในปริมาณมากควรติดตอ

เกษตรกรในพ้ืนท่ีเพ่ือการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบข่าต้ังแตตนทาง 
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2. การเตรียมสารสกัดข่าใน glycerin หรือ propylene glycol จำเปนตองใสสารกันเสีย เช่น 

sodium benzoate หรือสารกลุมพาราเบน    

3. ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงความคงสภาพหรือผลกระทบของวิธีสกัดตอความคงตัวของสาร
สกัดข่า 

4. ทำการพัฒนาสารสกัดข่าใหอยูในรูปแบบตำรับยารักษาโรคทางผิวหนังท่ีเกิดจากการติดเช้ือ 
5. ศึกษาฤทธ์ิการตานเช้ือแบคทีเรียของตำรับท่ีพัฒนาข้ึน 
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ภาคผนวก ก 

ข้อมูลการศึกษาวิธีสกัด การวิเคราะหสารมารกเกอรและการทดสอบทางสถิติ 

 

ตารางท่ี ก.1  รอยละผลผลิตของสารสกัดหยาบโดยวิธี sonication นาน 6 ช่ัวโมง  

ตัวทำสกัด ชื่อตัวอยาง น้ำหนักผงข่า (g) น้ำหนักสารสกัดที่

ระเหยแลว (g) 

Propylene glycol D 100.21 333.97 

E 100.22 311.95 

F 100.08 327.46 

Propylene glycol:ethanol 

1:1 

A 100.00 153.53 

B 100.00 173.38 

C 100.00 176.29 

Glycerin : ethanol 1:1 J 100.05 208.00 

K 100.02 234.60 

L 100.06 206.62 

 Glycerin : ethanol 3:7 G 100.05 123.48 

H 100.43 127.23 

I 100.01 113.78 
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ภาพท่ี ก.1  TLC-densitometry chromatoplate ของวิธี sonication ดวย propylene glycol ภายใต

แสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm (A) และ ภายใต visible light หลังทำการสเปรยดวย vanillin และ 

sulfuric acid (B) 

 

ภาพท่ี ก.2  TLC-densitometry chromatoplate ของวิธี sonication ดวย propylene glycol : ethanol 

1:1  ภายใตแสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm (A) และ ภายใต visible light หลังทำการสเปรยดวย 

vanillin และ sulfuric acid (B) 

 

 

 

A                                                     B 

A                                                         B 
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รูปท่ี ก.3  TLC-densitometry chromatoplate ของวิธี sonication ดวย glycerin : ethanol 1:1   

ภายใตแสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm (A) และ ภายใต visible light หลังทำการสเปรยดวย 

vanillin และ sulfuric acid (B) 

 

รูปท่ี ก.4 TLC-densitometry chromatoplate ของวิธี sonication ดวย glycerin : ethanol 3:7  1  

ภายใตแสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm (A) และ ภายใต visible light หลังทำการสเปรยดวย 

vanillin และ sulfuric acid (B) 

 

 

 

A                                                  B 

A                                                       B 
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ตารางท่ี ก.2 ปริมาณ ACA ของสารสกัดท่ีสกัดดวยวิธี sonication ดวย propylene glycol 

Track Sample 

conc. 

(mg/mL) 

 

Vol. 

(µL) 

Area 

(AU) 

ใน 10 

µL มี 

ACA 

(µg) 

ใน 10 

mL  มี 

ACA 

(mg) 

ACA ท่ี

ได 

(mg/g 

extract) 

crude 

extract ท่ี

ไดท้ังหมด 

(g) 

% 

ACA 

in 

crude 

extract 

น้ำหนัก 

ACA 

ท่ีสกัดได 

(g) 

1 Std ACA 18 8426.9 5.125 2.847 - - -  

2 D 

(1.00696 

g/10 mL) 

(100.696) 

10 7464.3 4.238 4.238 4.209 333.97 0.421 1.406 

3 10 8106.5 4.830 4.830 4.796 333.97 0.480 1.602 

4 
10 8186.9 4.904 4.904 4.870 333.97 0.487 1.626 

5 E 

(1.00755 

g/10 mL) 

(100.755) 

10 7762.3 4.513 4.513 4.479 311.95 0.448 1.397 

6 10 7442.0 4.218 4.218 4.186 311.95 0.419 1.306 

7 
10 7727.1 4.480 4.480 4.447 311.95 0.445 1.387 

8 F 

(1.01381 

g/10 mL) 

(101.381) 

10 7549.5 4.317 4.317 4.258 327.46 0.426 1.394 

9 10 7422.2 4.199 4.199 4.142 327.46 0.414 1.356 

10 
10 8516.1 5.207 5.207 5.136 327.46 0.514 1.682 

11 Std ACA 18 10217.2 6.773 3.763 - - -  

Position Rf = 0.62 – 0.70, Max Rf = 0.69 
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ตารางท่ี ก.3  ปริมาณ ACA ในสารสกัดท่ีสกัดดวยวิธี sonication ดวย propylene 

glycol:ethanol 1:1 

Track Sample 

conc. 

(mg/mL) 

 

Vol. 

(µL) 

Area 

(AU) 

ใน 10 

µL มี 

ACA 

(µg) 

ใน 10 

mL  

มี 

ACA 

(mg) 

ACA ท่ี

ได 

(mg/g 

extract) 

crude 

extract 

ท่ีได

ท้ังหมด 

(g) 

% 

ACA 

in 

crude 

extract 

น้ำหนัก 

ACA 

ท่ีสกัด

ได 

(g) 

1 Std ACA 18 11168.9 7.650 4.250         

2 A 

(1.01281 

g/10 mL) 

(101.281) 

10 12905.8 9.250 9.250 9.133 153.53 0.913 1.402 

3 10 12842.7 9.191 9.191 9.075 153.53 0.908 1.393 

4 
10 12616.6 8.983 8.983 8.870 153.53 0.887 1.362 

5 B 

(1.01028 

g/10 mL) 

(101.028) 

10 10809.3 7.319 7.319 7.244 173.38 0.724 1.256 

6 10 10684.5 7.204 7.204 7.131 173.38 0.713 1.236 

7 
10 9960.3 6.537 6.537 6.470 173.38 0.647 1.122 

8 C 

(1.01428 

g/10 mL) 

(101.428) 

10 9974.7 6.550 6.550 6.458 176.29 0.646 1.138 

9 10 9595.5 6.201 6.201 6.114 176.29 0.611 1.078 

10 
10 9458.2 6.074 6.074 5.989 176.29 0.599 1.056 

11 Std ACA 18 8475.1 5.169 2.872         

Position Rf = 0.63 – 0.73, Max Rf = 0.68 
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ตารางท่ี ก.4  ปริมาณ ACA ในสารสกัดท่ีสกัดดวยวิธี sonication ดวย glycerin : ethanol 1:1  

Track Sample 

conc. 

(mg/mL) 

 

Vol. 

(µL) 

Area 

(AU) 

ใน 

10 µL 

มี 

ACA 

(µg) 

ใน 

10 

mL  

มี 

ACA 

(mg) 

ACA ท่ี

ได 

(mg/g 

extract) 

crude 

extract 

ท่ีได

ท้ังหมด 

(g) 

% 

ACA 

in 

crude 

extract 

น้ำหนัก 

ACA 

ท่ีสกัด

ได 

(g) 

1 Std ACA 18 10232.3 6.787          

2 J 

(1.00226 

g/10 mL) 

(100.226) 

10 9999.70 6.573 6.573 6.558 208.0 0.656 1.364 

3 10 10313.80 6.862 6.862 6.847 208.0 0.685 1.424 

4 
10 10220.40 6.776 6.776 6.761 208.0 0.676 1.406 

5 K 

(1.00497 

g/10 mL) 

(100.497) 

10 10036.40 6.607 6.607 6.574 234.6 0.657 1.542 

6 10 9878.20 6.461 6.461 6.429 234.6 0.643 1.508 

7 
10 10150.10 6.712 6.712 6.678 234.6 0.668 1.567 

8 L 

 (1.00575 

g/10 mL) 

(100.575) 

10 10065.70 6.634 6.634 6.596 206.62 0.660 1.363 

9 10 9669.10 6.269 6.269 6.233 206.62 0.623 1.288 

10 
10 10214.80 6.771 6.771 6.733 206.62 0.673 1.391 

11 Std ACA 18 8379.60 5.081          

Position Rf = 0.62 – 0.70, Max Rf = 0.69 
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ตารางท่ี ก.5  ปริมาณ ACA ในสารสกัดท่ีสกัดดวยวิธี sonication ดวย glycerin : ethanol 3:7 

Track Sample 

conc. 

(mg/mL) 

 

Vol. 

(µL) 

Area 

(AU) 

ใน 5 

µL มี 

ACA 

(µg) 

ใน 10 

mL  มี 

ACA 

(mg) 

ACA ท่ี

ได 

(mg/g 

extract) 

crude 

extract 

ท่ีได

ท้ังหมด 

(g) 

% 

ACA 

in 

crude 

extract 

น้ำหนัก 

ACA 

ท่ีสกัด

ได 

(g) 

1 Std ACA 18 7308.1 4.094 2.275         

2 G 

 (1.00969 

g/10 mL) 

(100.969) 

5 7749.8 4.501 9.002 8.916 123.48 0.892 1.101 

3 5 8304.4 5.012 10.024 9.927 123.48 0.993 1.226 

4 
5 9238.9 5.872 11.745 11.632 123.48 1.163 1.436 

5 H 

(1.02531 

g/10 mL) 

(102.531) 

5 10219.8 6.776 13.552 13.217 127.23 1.322 1.682 

6 5 11549.4 8.000 16.001 15.606 127.23 1.561 1.986 

7 
5 12103.9 8.511 17.022 16.602 127.23 1.660 2.112 

8 I 

(1.03391 

g/10 mL) 

(103.391) 

5 12898.9 9.243 18.486 17.880 113.78 1.788 2.034 

9 5 12278.6 8.672 17.344 16.775 113.78 1.678 1.909 

10 
5 11224.9 7.702 15.403 14.898 113.78 1.490 1.695 

11 Std ACA 18 8745.7 5.418 3.010         

Position Rf = 0.68 – 0.79, Max Rf = 0.72-0.75 
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ตารางท่ี ก.6  รอยละผลผลิตของสารสกัดหยาบโดยวิธี maceration นาน 6 ช่ัวโมง  

ตัวทำสกัด ชื่อตัวอยาง น้ำหนักผงข่า (g) น้ำหนักสารสกัดที่

ระเหยแลว (g) 

Propylene glycol D 100.0 319.06 

E 100.0 331.07 

F 100.0 334.05 

Propylene glycol:ethanol 1:1 A 100.0 228.46 

B 100.0 211.25 

C 100.0 210.04 

Glycerin : ethanol 1:1 G 100.0 184.04 

H 100.0 191.23 

I 100.0 192.88 

 Glycerin : ethanol 3:7 J 100.0 145.42 

K 100.0 135.09 

L 100.0 130.73 
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ภาพท่ี ก.5 TLC chromatoplate ของวิธี maceration ดวย propylene glycol ภายใตแสง UV ท่ี

ความยาวคล่ืน 254 nm (A) และ ภายใต visible light หลังทำการสเปรยดวย vanillin และ sulfuric 

acid (B) 

 

 

ภาพท่ี ก.6  TLC chromatoplate ของวิธี maceration ดวย propylene glycol : ethanol 1:1  ภายใต

แสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm (A) และ ภายใต visible light หลังทำการสเปรยดวย vanillin 

และ sulfuric acid (B) 

 

A                                                 B                                                              

   A                                                 B                                     
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ภาพท่ี ก.7 TLC chromatoplate ของวิธี maceration ดวย glycerin : ethanol 1:1  ภายใตแสง UV ท่ี

ความยาวคล่ืน 254 nm (A) และ ภายใต visible light หลังทำการสเปรยดวย vanillin และ sulfuric 

acid (B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี ก.8 TLC chromatoplate ของวิธี maceration ดวย glycerin : ethanol 3:7  ภายใตแสง UV ท่ี

ความยาวคล่ืน 254 nm (A) และ ภายใต visible light หลังทำการสเปรยดวย vanillin และ sulfuric 

acid (B) 

 

 

 

 

A                                                 B 

A                                                              B 
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ตารางท่ี ก.7  ปริมาณ ACA ในสารสกัดท่ีสกัดดวยวิธี maceration ดวย propylene glycol 

Track Sample 

conc. 

(mg/mL) 

 

Vol. 

(µL) 

Area 

(AU) 

ใน 12 

µL มี 

ACA 

(µg) 

ใน 10 

mL  มี 

ACA 

(mg) 

ACA ท่ี

ได 

(mg/g 

extract) 

crude 

extract 

ท่ีได

ท้ังหมด 

(g) 

% 

ACA 

in 

crude 

extract 

น้ำหนัก 

ACA 

ท่ีสกัด

ได 

(g) 

1 Std ACA 18 10216.5 6.773 3.763         

2 D 

1.0906 

g/10 mL 

12 11260.9 7.735 6.446 5.910 319.06 0.591 1.886 

3 12 11696.1 8.135 6.780 6.216 319.06 0.622 1.983 

4 12 12757.2 9.113 7.594 6.963 319.06 0.696 2.222 

5 E 

1.0409 

g/10 mL 

12 11906.6 8.329 6.941 6.668 331.07 0.667 2.208 

6 12 12084.7 8.493 7.078 6.800 331.07 0.680 2.251 

7 12 11362.1 7.828 6.523 6.267 331.07 0.627 2.075 

8 F 

1.0242 

g/10 mL 

12 10354.9 6.900 5.750 5.614 334.05 0.561 1.875 

9 12 10015.5 6.588 5.490 5.360 334.05 0.536 1.791 

10 12 10575.3 7.103 5.919 5.780 334.05 0.578 1.931 

11 Std ACA 18 8810.2 5.478 3.043         

Position Rf = 0.65 – 0.75, Max Rf : D = 0.69, E = 0.70, F = 0.71 
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ตารางท่ี ก.8  ปริมาณ ACA ในสารสกัดท่ีสกัดดวยวิธี maceration ดวย propylene 

glycol:ethanol 1:1 

Track Sample 

conc. 

(mg/mL) 

 

Vol. 

(mcL) 

Area 

(AU) 

ใน 8 

µL มี 

ACA 

(µg) 

ใน 10 

mL  มี 

ACA 

(mg) 

ACA ท่ี

ได 

(mg/g 

extract) 

crude 

extract 

ท่ีได

ท้ังหมด 

(g) 

% 

ACA 

in 

crude 

extract 

น้ำหนัก 

ACA 

ท่ีสกัด

ได 

(g) 

1 Std ACA 18 7568.6 4.334 2.408         

2 A 

1.0052 

g/10 mL 

8 8450.3 5.146 6.433 6.399 228.46 0.640 1.462 

3 8 8411.1 5.110 6.388 6.355 228.46 0.635 1.452 

4 8 8431.9 5.129 6.412 6.378 228.46 0.638 1.457 

5 
B 1.0269 

g/10 mL 

8 9076.8 5.723 7.154 6.967 211.25 0.697 1.472 

6 8 9073.9 5.720 7.151 6.963 211.25 0.696 1.471 

7 8 8954.8 5.611 7.013 6.830 211.25 0.683 1.443 

8 C 

1.0032 

g/10 mL 

8 9295.1 5.924 7.405 7.382 210.04 0.738 1.550 

9 8 9418.9 6.038 7.548 7.524 210.04 0.752 1.580 

10 8 9646.1 6.247 7.809 7.784 210.04 0.778 1.635 

11 Std ACA 18 8050.9 4.778 2.655         

Position Rf = 0.64 – 0.75, Max Rf : A = 0.70, B = 0.70, C = 0.69  
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ตารางท่ี ก.9  ปริมาณ ACA ในสารสกัดท่ีสกัดดวยวิธี maceration ดวย glycerin : ethanol 1:1  

Track Sample 

conc. 

(mg/mL) 

 

Vol. 

(mcL) 

Area 

(AU) 

ใน 10 

µL มี 

ACA 

(µg) 

ใน 10 

mL  มี 

ACA 

(mg) 

ACA ท่ี

ได 

(mg/g 

extract) 

crude 

extract 

ท่ีได

ท้ังหมด 

(g) 

% 

ACA 

in 

crude 

extract 

น้ำหนัก 

ACA 

ท่ีสกัด

ได 

(g) 

1 Std ACA 18 10521.2 7.053 3.919         

2 G 

1.0159 

g/10 mL 

10 9613.7 6.218 6.218 6.120 184.04 0.612 1.126 

3 10 9940.4 6.519 6.519 6.416 184.04 0.642 1.181 

4 10 10390.8 6.933 6.933 6.825 184.04 0.682 1.256 

5 H  

1.0112 

g/10 mL 

10 12507.3 8.883 8.883 8.784 191.23 0.878 1.680 

6 10 12413.1 8.796 8.796 8.698 191.23 0.870 1.663 

7 10 11957.3 8.376 8.376 8.283 191.23 0.828 1.584 

8 I 

1.0109 

g/10 mL 

10 11294.1 7.765 7.765 7.682 192.88 0.768 1.482 

9 10 10902.1 7.404 7.404 7.324 192.88 0.732 1.413 

10 10 10785 7.296 7.296 7.218 192.88 0.722 1.392 

11 Std ACA 18 9337.6 5.963 3.313         

Position Rf = 0.66 – 0.75, Max Rf : G =0.70, H = 71, I = 0.72 
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ตารางท่ี ก.10  ปริมาณ ACA ในสารสกัดท่ีสกัดดวยวิธี maceration ดวย glycerin : ethanol 3:7 

Track Sample 

conc. 

(mg/mL) 

 

Vol. 

(mcL) 

Area 

(AU) 

ใน 5 

µL มี 

ACA 

(µg) 

ใน 10 

mL  มี 

ACA 

(mg) 

ACA ท่ี

ได 

(mg/g 

extract) 

crude 

extract 

ท่ีได

ท้ังหมด 

(g) 

% 

ACA 

in 

crude 

extract 

น้ำหนัก 

ACA 

ท่ีสกัด

ได 

(g) 

1 Std ACA 18 11307.5 7.778 4.321         

2 J 

1.0226 

g/10 mL 

5 13314.2 9.626 19.251 18.826 145.42 1.883 2.738 

3 5 13627.5 9.914 19.829 19.390 145.42 1.939 2.820 

4 5 13991.3 10.249 20.499 20.046 145.42 2.005 2.915 

5 
K 1.0230 

g/10 mL 

5 12856.5 9.204 18.408 17.994 135.09 1.799 2.431 

6 5 13006.1 9.342 18.684 18.264 135.09 1.826 2.467 

7 5 13330.5 9.641 19.281 18.848 135.09 1.885 2.546 

8 L 

1.0104 

g/10 mL 

5 12976.6 9.315 18.630 18.438 130.73 1.844 2.410 

9 5 12480.9 8.858 17.717 17.534 130.73 1.753 2.292 

10 5 11968.5 8.386 16.773 16.600 130.73 1.660 2.170 

11 Std ACA 18 10908.5 7.410 4.117         

Position Rf = 0.63 – 0.71, Max Rf = 0.67 
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การทดสอบทางสถิติ 

        การทดสอบทางสถิตเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณ ACA ท่ีสกัดดวยวิธีตางๆ 8 วิธี (ข้างตน) 

        เปรียบเทียบวิธีการสกัดโดยใช้การวิเคราะหความแปรปรวน analysis of variance, F test จากน้ัน

เปรียบเทียบพหุคูณเพ่ือทดสอบวาค่าเฉล่ียคู่ใดแตกตางกัน โดยวิเคราะหความแปรปรวนโดยใช้วิธีของ 

Tukey’s HSD 

ตารางท่ี ก.11 อักษรแทนวิธีการสกัด 8 วิธี ท่ีเปนอิสระตอกันและผลการทดสอบทางสถิติ 

A B C D E F G H 

Sonication 
Propylene 

glycol 

Sonication 
PG:EtOH 

(1:1) 

Sonication 
Gly:EtOH 

(1:1) 

Sonication 
Gly:EtOH 

(3:7) 

Macerat
ion 

Propylene 
glycol 

Macerat
ion 

PG:EtOH 
(1:1) 

Macerat
ion 

Gly:EtOH 
(1:1) 

Macerat
ion 

Gly:EtOH 
(3:7) 

One-way ANOVA test:  

Source of 
variation 

Degrees of 
freedom  

Sum of 
squares, SS 

Mean square 
MS 

F statistic p-value 

Between group 7 4.8297 0.69 53.3468 6.57E-10 

Within group 16 0.2069 0.0129 
   

total 23 5.0366       
Tukey HSD results 

Treatments pair 

Tukey 

HSD Q 

statistic 

Tukey 

HSD  

p value 

Tukey HSD 

inference 

 

Treatments 

pair 

Tukey 

HSD Q 

statistic 

Tukey 

HSD  

P value 

Tukey HSD 

inference 

A vs B 4.366 0.0992 insignificant  C vs E 0.5584 0.9000 insignificant 

A vs C 3.1476 0.3887 insignificant  C vs F 0.6092 0.9000 insignificant 

A vs D 15.1794 0.0010 ** p<0.01  C vs G 1.2692 0.9000 insignificant 

A vs E 2.5891 0.5991 insignificant  C vs H 17.9716 0.0010 ** p<0.01 

A vs F 3.7568 0.2058 insignificant  D vs E 12.5903 0.0010 ** p<0.01 

A vs G 4.4168 0.0930 insignificant  D vs F 11.4226 0.0010 ** p<0.01 

A vs H 21.1192 0.0010 ** p<0.01  D vs G 10.7627 0.0010 ** p<0.01 

B vs C 1.2184 0.9000 insignificant  D vs H 5.9398 0.0121 * p<0.05 

B vs D 10.8134 0.0010 ** p<0.01  E vs F 1.1676 0.9000 insignificant 

B vs E 1.7769 0.9000 insignificant  E vs G 1.8276 0.8841 insignificant 

B vs F 0.6092 0.9000 insignificant  E vs H 18.5301 0.0010 ** p<0.01 

B vs G 0.0508 0.9000 insignificant  F vs G 0.66 0.9000 insignificant 

B vs H 16.7532 0.0010 ** p<0.01  F vs H 17.3624 0.0010 ** p<0.01 

C vs D 12.0319 0.0010 ** p<0.01  G vs H 16.7024 0.0010 ** p<0.01 
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ตารางท่ี ก.12 การเตรียมสารสกัดเพ่ือวิเคราะหปริมาณ ACA ดวยวิธีท่ีทดสอบความถูกตองแลว 

Samples Weight of 

extract (g) 

Final volume 

(mL) 

Final conc. 

g/mL 

Dilute 1:1 

(g/mL)* 

Spotted 

volume 

Sonication 6 h (EtOH) 0.0956 10 0.0096 0.0048 4 uL 

Maceration 6 h (EtOH) 0.1461 10 0.0146 0.0073 4 uL 

Maceration 50°C 3 

cycles (EtOH) 
0.1045 10 0.0105 0.0052 

4 uL 

Maceration 50°C 3 days 

(EtOH) 
0.0488 10 0.0049 - 

4 uL 

Maceration 50°C 3 days  

(Gly:EtOH (1:1)) 
0.5182 10 0.0518 - 6 uL 

Maceration 50°C 3 days  

(PG:EtOH (1:1)) 
0.5205 10 0.0521 - 6 uL 

*เจือจาง 1:1 เพ่ือใหมีความเข้มข้นประมาณ 0.0050 g/mL สำหรับสารสกัดแหง  
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ตารางท่ี ก.13 ปริมาณ ACA ในการสกัดข่าดวยวิธีตางๆ  

Volume of 

test 

solution 

(uL) 

Peak 

area 

Estimat

ed ACA 

(mcg) in 

a spot 

ACA in 1 

mL (mcg) 

ACA in 1 g 

(mcg) 

ACA in 1 g 

(mg) 

ACA in 100 g 

(g) 

Mean 

(SD) 

Sonication 

6 h (EtOH) 

  

11670.12 5.211 1302.75 271406.25 271.41 27.14 27.12 

(0.30) 

  

11736.36 5.262 1315.50 274062.50 274.06 27.41 

11588.13 5.148 1287.00 268125.00 268.13 26.81 

Maceration 

6 h (EtOH) 

11483.08 5.070 1267.42 173619.59 173.62 17.36 19.34 

 (0.03) 

  

12759.95 6.170 1542.48 211298.60 211.30 21.13 

12267.01 5.702 1425.47 195269.45 195.27 19.53 

Maceration 

3 cycles 

(EtOH)* 

13086.87 6.528 1632.00 313846.15 313.85 31.38 30.90 

 (0.46) 

  

12918.57 6.338 1584.50 304711.54 304.71 30.47 

12988.99 6.416 1604.00 308461.54 308.46 30.85 

Maceration 

3 days 

(EtOH) 

10268.8 4.253 1063.25 216989.80 216.99 21.70 21.56 

(0.12) 

  

10201.67 4.212 1053.00 214897.96 214.90 21.49 

10206.96 4.215 1053.75 215051.02 215.05 21.51 

Maceration 

3 days  

(Gly:EtOH) 

7654.53 2.849 474.83 9166.67 9.17 0.92 0.91 

(0.004) 

  

7618.63 2.833 472.17 9115.19 9.12 0.91 

7607.75 2.827 471.17 9095.88 9.10 0.91 

Maceration 

3 days  

(PG:EtOH) 

9199.9 3.635 605.83 11628.28 11.63 1.16 1.17 

(0.14)  

  

9297.2 3.688 614.67 11797.82 11.80 1.18 

9217.19 3.644 607.33 11657.07 11.66 1.17 
*เนื่องจากตัวทำละลายที่แยกออกมามีปริมาตรมากกวาวิธีอื่นประมาณ 3 เทา ดังนั้นจึงไดสารสกัดแหง 2 สวนที่มีความเข้มข้นไมเทากัน

เมื่อนำสองสวนมาคำนวณรวมกันจะไดความเข้มข้นเปน 28.40%w/w ดังแสดงในรายงานบทที่ 4 
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ภาพท่ี ก.9 ภาพแสดงเสนผานศูนยกลางยับย้ังของสารสกัดข่าในการตานเช้ือ Candida albicans 

จากการทดสอบดวย agar diffusion assay 

- โซนสารทดสอบ (S) 

- โซนยา Clotrimazole 1 mg/mL (Positive control; P)  

- โซน DMSO (Negative control; N) โดยจะหยอดสารแตBละหลุม 100 mcL 

1. ข่า ; EtOH M3D 5 mg/mL (S1) 

 
2. ข่า ; PG:EtOH M3D 5 mg/mL (S2) 

 
3. ขBา ; Gly:EtOH M3D 5 mg/mL (S3) 

 
4. ขBา ; EtOH M6H 5 mg/mL 
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ภาพที่ ก.10 ภาพแสดงเสนผานศูนยกลางยับยั้งของสารสกัดข่าในการตานเชื้อ Staphylococcus 

aureus ATCC6538 จากการทดสอบดวย agar diffusion assay 

- สารทดสอบ (S) 

- Levofloxacin 10 mcg/mL (Positive control; P) 

- DMSO (Negative control; N) 

1. ข่า ; EtOH M3D (S1) 

 
2. ข่า ; PG:EtOH M3D 5 mg/mL (S2) 

 
3. ข่า ; Gly:EtOH M3D 5 mg/mL (S3) 

 
 

4. ข่า ; EtOH M6H 5 mg/mL (S8) 
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ภาพที่ ก.11 ภาพแสดงเสนผานศูนยกลางยับยั้งของสารสกัดข่าในการตานเชื้อ Staphylococcus 

epidermidis ATCC12228 จากการทดสอบดวย agar diffusion assay 

- สารทดสอบ (S) 

- Levofloxacin 10 mcg/mL (Positive control; P) 

- DMSO (Negative control; N) 

ผลการทดสอบ 

1. ข่า ; EtOH M3D (S1) 

 
2. ข่า ; PG:EtOH M3D 5 mg/mL (S2) 

 
3. ข่า ; Gly:EtOH M3D 5 mg/mL (S3) 

 
4. ข่า ; EtOH M3D 5 mg/mL (S8) 
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ภาคผนวก ข 

ประวัติยอผูวิจัย 

คณะผูวิจัย 

หัวหนาโครงการวิจัย 

ช่ือ – นามสกุล ปวีณา วองตระกูล 

ประวัติการศึกษา คุณวุฒิ ภ.บ.           

สถาบัน จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

คุณวุฒิ ภ.ม. (เภสัชกรรม)  

สถาบัน จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   

คุณวุฒิ วท.ด. (เทคโนโลยีชีวภาพ)  

สถาบัน มหาวิทยาลัยเชียงใหม  

สถานท่ีติดตอ คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 

โทรศัพท 02-312-6300 ตอ 1234 

 

ผูวิจัย 

ช่ือ – นามสกุล สุนี ชาญณรงค์ 

ประวัติการศึกษา คุณวุฒิ ภ.บ.           

สถาบัน มหาวิทยาลัยมหิดล 

คุณวุฒิ วท.ม. (เภสัชศาสตร)  

สถาบัน มหาวิทยาลัยมหิดล   

คุณวุฒิ ปร.ด. (เภสัชการ) 

สถาบัน มหาวิทยาลัยมหิดล  

สถานท่ีติดตอ คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 

โทรศัพท 02-312-6300 ตอ 1704 
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ช่ือ – นามสกุล นิติกานต ธิปนแก้ว 

ประวัติการศึกษา คุณวุฒิ ภ.บ.           

สถาบัน มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ  

สถานท่ีติดตอ คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 

โทรศัพท 02-312-6300 ตอ 1215 

ช่ือ – นามสกุล วรัญญา เนียมขำ 

ประวัติการศึกษา คุณวุฒิ ภ.บ.           

สถาบัน มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

คุณวุฒิ วท.ม. (วิทยาศาสตรเภสัชกรรม)  

สถาบัน มหาวิทยาลัยเชียงใหม  

คุณวุฒิ วท.ด. (เภสัชศาสตร)  

สถาบัน มหาวิทยาลัยเชียงใหม  

สถานท่ีติดตอ คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 

โทรศัพท 02-312-6300 ตอ 1161 

 

ช่ือ – นามสกุล ปารภัทร โศภารักษ 

ประวัติการศึกษา คุณวุฒิ ภ.บ.           

สถาบัน มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 

คุณวุฒิ ภ.ด. (เทคโนโลยีเภสัชกรรม)  

สถาบัน มหาวิทยาลัยศิลปากร  

สถานท่ีติดตอ คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 

โทรศัพท 02-312-6300 ตอ 1234 

 

ช่ือ – นามสกุล กฤษณาพร ตันเสถียร 

ประวัติการศึกษา คุณวุฒิ ภ.บ.          

สถาบัน มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  

คุณวุฒิ ปร.ด. (เทคโนโลยีเภสัชกรรม)  

สถาบัน มหาวิทยาลัยศิลปากร  

สถานท่ีติดตอ คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 

โทรศัพท 02-312-6300 ตอ 1234 


