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(Allium ascalonicum L.)  
กนกวรรณ  นนทวงค ์และ พุทธพร  ส่องศรี 

บทคัดย่อ  
งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาการสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากเปลือกหอมแดง  

ดว้ยเอทานอล เมทานอล และน ้า พบวา่สารสกดัดว้ยเอทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ง 
หมดสูงท่ีสุด คือ 142.46 ± 2.84 mg GAE/g DW และสารสกดัดว้ยเอทานอลมีฤทธ์ิการตา้นอนุมูล
อิสระดีท่ีสุด (1:1000) เท่ากบัร้อยละ 71.86 ± 4.54 ดว้ยวธีิ DPPH  การตรวจสอบสารเควอซิตินไฮ
เดรต (QH) และเควอซิตินไกลโคไซด์ (QG) ในสารสกดัดว้ยวธีิ thin layer chromatography พบวา่
สารสกดัดว้ยน ้า เอทานอล และเมทานอลมีทั้ง QH และ QG การแยกสารในเปลือกหอมแดงดว้ยวธีิ 
column chromatography พบวา่ fraction 1 ของสารสกดัดว้ยเอทานอลและเมทานอลมีทั้งสาร QH 
และ QG ในขณะท่ี fraction 2 ไม่มีสาร QH และ QG แต่เป็นสารกลุ่มแอนโทไซยานิน  ซ่ึงสารสกดั
ดว้ยเอทานอลและเมทานอลมีปริมาณเควอซิตินเทียบเท่า คือ 47.33 และ 35.34 mg QH/g DW ตาม 
ล าดบั  สารสกดัดว้ยเอทานอลมีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดดี้ท่ีสุด (IC50 = 1:247 ) ส่วน 
fraction 1 และ fraction 2 สามารถยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสได ้แต่ fraction 2 ยบัย ั้งไดดี้กวา่ 
fraction 1  ผลการยบัย ั้งเอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดสของสารสกดัเปลือกหอมแดงดว้ยเอทานอล
สามารถยบัย ั้งดีท่ีสุด (100%) ท าใหไ้ม่เกิดการสร้างกรดยริูก ในขณะท่ี fraction 1 มีประสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งเอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดสดีกวา่ fraction 2  
 
ค าส าคญั: เปลือกหอมแดง  เควอซิติน  แอนโทไซยานิน  ไทโรซิเนส   แซนทีนออกซิเดส 
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UTILIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM SHALLOTS PEEL 

(ALLIUM ASCALONICUM L.)  
Kanokwan Nonthawong and Puttaporn Songsri 

ABSTRACT 
This research was performed to study the extraction of  bioactive compounds from 

Allium ascalonicum L. (shallot) waste with ethanol, methanol and  water.  The ethanol extracts 
showed the highest total phenolic content (142.46 ± 2.84 mg GAE/g DW). The ethanol extracts 
(1:1000) also exhibited the highest antioxidant activity as 71.86 % ± 4.54 by DPPH method.  
Quercetin hydrate (QH) and quercetin 3-β-D-glucoside (QG) assay in extracts by thin layer 
chromatography showed that water, ethanol and methanol extracts contain QH and QG.  
Separation of compounds in shallots peel using column chromatography showed that fraction 1 
from ethanol and methanol extracts contained both QG and QH, while fraction 2 did not contain 
QG and QH but  anthocyanin group compound.  Ethanol and methanol extracts consisted the 
amount of  47.33 and 35.34 mg QH/g DW quercetin equivalent respectively.  Ethanol extracts 
showed highest tyrosinase inhibitory activity (IC50 = 1:247 ).  However the fraction 1 and fraction 
2 could inhibit tyrosinase but the fraction 2 inhibited better than fraction 1. Xanthine oxidase 
inhibition by ethanol extracts showed highest activity (100%), no uric acid formed. However the 
fraction 1 has better efficiency for inhibition of xanthine oxidase than fraction 2.  
 
Keywords:  shallots peel; quercetin; anthocyanin; tyrosinase; xanthine oxidase 
 
 
 
 
 

    __________________________            __________________________      ____/____/____ 
              Student’s signature                               Advisor’s signature 



 



1 

 

บทน า  
หอมแดง (Allium ascalonicum L.) อยูใ่นวงศ ์Alliaceae เป็นพืชท่ีใชใ้นการประกอบอาหาร

ส่วนมากในประเทศไทย  ส่วนเปลือกหอมแดงจะไม่ไดใ้ชใ้นการประกอบอาหาร  โดย Khiari and 
Makris (2012) ไดศึ้กษาส่วนท่ีกินไม่ไดข้องหวัหอมพบวา่มีสารประกอบฟีนอลิกท่ีมีโครงสร้าง
เฉพาะท่ีไม่พบในส่วนท่ีกินไดซ่ึ้งมีสารส าคญัคือ เควอซิติน โดยสารออกฤทธ์ิชนิดเควอซิตินอะไกล
คอนจากผวิแหง้หอมแดงสูงกวา่เควอซิตินไกลโคไซดจ์ากเน้ือเยื่อหอมแดงสด (Spencer and 
Crozier, 2012) และ Viera et al. (2017) ไดศึ้กษาการสกดัสารของผวิหอมแดง (Allium cepa L.) พบ 
วา่มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์และ แอนโทไซยานินทั้งหมด รวมทั้งสารตา้นอนุ 
มูลอิสระของสารสกดัมีค่าสูง   เควอซิตินเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระตามธรรมชาติท่ีจดัอยูใ่นกลุ่ม 
ฟลาโวนอยด ์สารตา้นอนุมูลอิสระสามารถยบัย ั้งหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัซ่ึงเป็นสา 
เหตุของโรคชรา และโรคมะเร็ง  Prior and Wu (2006) ไดร้ายงานวา่แอนโทไซยานินเป็นรงควตัถุ
ธรรมชาติมีบทบาทส าคญัในการส่งเสริมสุขภาพในแง่ของการป้องกนัโรคอว้น สุขภาพหวัใจและ
หลอดเลือด ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ และการป้องกนัมะเร็ง   

Arung et al. 2011ไดร้ายงานวา่ quercetin 4’-O-β-D-glucopyranoside ท่ีแยกจากเปลือก
แหง้ของหอมหวัใหญ่แสดงฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส  Aramwit et al. (2010) รายงานวา่
สารสกดัมลัเบอร์ร่ีสีม่วงท่ีไม่เจือจางซ่ึงมีแอนโทไซยานินประมาณ 0.17 mmol CGE/g DW 
สามารถยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดดี้กวา่กรดโคจิกเขม้ขน้ (1–4% w/v) อยา่งนอ้ย 15 เท่า ท่ีใชเ้ป็น
สารปรับผวิขาว  โดยท่ีไทโรซิเนสเป็นเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาในกระบวนการผลิตเมลานินโดยมีทัว่ 
ไปในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม พืช แบคทีเรีย และเช้ือรา โดยจะเร่งปฏิกิริยา hydroxylation ของ 
monophenols ไปเป็น o-diphenols (monophenolase activity) และไปเป็น o-quinone (diphenolase 
activity) และสุดทา้ยเป็นเมลานิน (melanin)  การสะสมของเมลานินท่ีมากเกินไปอาจท าใหเ้กิด
ความผดิปกติของเมด็สี เช่น จุดด่างด า ฝ้า และกระ (Fan et al. 2017)  เศษเหลือใชห้อมหวัใหญ่และ 
ฟลาโวนอยดไ์กลโคไซดมี์ศกัยภาพเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระและมีฤทธ์ิยบัย ั้งโรคเกาต ์(Nile et al., 
2017)  เอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดส (xanthine oxidase) ท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัเพื่อเปล่ียน
สารไฮโปแซนทีน (hypoxanthine) ไปเป็นแซนทีน (xanthine) และกรดยริูก (uric acid) ซ่ึงเป็น
สาเหตุส าคญัของการเกิดโรคเกาต ์  

การศึกษาคร้ังน้ีเพื่อหาตวัท าละลายท่ีเหมาะสมต่อการสกดัสารจากเปลือกหอมแดง การ
ตรวจสอบและแยกเควอซิติน เควอซิตินไกลโคไซดจ์ากสารสกดัเปลือกหอมแดงดว้ยวธีิ thin layer 
chromatography (TLC) และ วธีิ column chromatography (CC) และการทดสอบสารแอนโทไซ
ยานินดว้ยวธีิ acid-base indicator  ศึกษาฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ  ฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโร



2 

 

ซิเนส  และเอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดสจากสารสกดัเปลือกหอมแดง  และเพื่อประยกุตใ์ชป้ระโยชน์
จากเปลือกหอมแดงโดยการน าไปสู่การสร้างผลิตภณัฑ์ 

 
อุปกรณ์และวธีิการ  

 
1. การสกดัสารจากเปลือกหอมแดง (Shallot) 
 น าตวัอยา่งเปลือกหอมแดงท่ีป่ันละเอียด 10 กรัม  พร้อมกบัตวัท าละลาย (เอทานอล 95% 
เมทานอล 99.8% และน ้า) อยา่งละ 100 มิลลิลิตร (ของแขง็ : ตวัท าละลาย = 1:10) ใส่ในบีกเกอร์ น า
ตวัอยา่งกวนเป็นเวลา 3 ชัว่โมง โดยใชเ้คร่ืองกวนสารละลาย (magnetic stirrer) แลว้กรองดว้ยกระ 
ดาษกรอง whatman เบอร์1 จากนั้นระเหยตวัท าละลายออกดว้ยการตม้โดยใชเ้คร่ืองท าความร้อน 
(hot plate) ท่ีจุดเดือดของตวัท าละลายแต่ละชนิด และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสน า มา
ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 3 มิลลิลิตร   
2. การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิทั้งหมด (Analysis of Total Phenolic Content: TPC) 

การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในเปลือกหอมแดงใชว้ธีิ Folin-
Ciocalteu (FC) โดยมีการดดัแปลงบางส่วน  วดัการดูดกลืนแสงท่ี 765 นาโนเมตร ท าการทดลอง
ตวัอยา่งละสามซ ้ า ความเขม้ขน้สุดทา้ยของฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดัจะเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
(y = 0.005x + 0.0163, R² = 0.9929) ของกรดแกลลิก 
3. การวเิคราะห์ปริมาณการต้านอนุมูลอสิระ 
 การวเิคราะห์ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระโดยวธีิ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
scavenging activity โดยวธีิของ Andrica et al. (2016) การวดัทั้งหมดท าสามซ ้ า วดัการดูดกลืนแสง
ท่ี 517 นาโนเมตร โดยเทียบกบัเควอซิตินไฮเดรต (quercetin hydrate, QH) และสารเควอซิตินไกล
โคไซด ์(quercetin 3-β-D-glucoside, QG) และใชส้ารบิวทิลไฮดรอกซีโทลูอีน (butylated hydroxy 
toluene, BHT) เป็นสารมาตรฐาน 
4. การตรวจสอบและแยกสารเควอซิติน เควอซิตินไกลโคไซด์ และแอนโทไซยานินจากสารสกดั
เปลือกหอมแดง 

4.1 วธีิ Thin layer chromatography (TLC) 
 ใชร้ะบบตวัชะ 2 แบบ โดยระบบตวัชะท่ี 1 ใช ้n-butanol:acetic acid:water, BAW (4:1:5) 
ส าหรับเควอซิติน และระบบตวัชะท่ี 2 ใช ้ethyl acetate:formic acid:water (8:1:1), EAW โดยวธีิ 
Sherma J. (2000) โดยมีการดดัแปลงบางส่วน  ซ่ึงใชซิ้ลิกาเจลเป็นตวัดูดซบั การค านวณระยะทางท่ี
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สารเคล่ือนท่ีในรูปค่า R f (Rate of flow)  โดยเทียบกบัสารมาตรฐานรูตินไฮเดรต เควอซิตินไฮเดรต 
และเควอซิตินไกลโคไซด์ 
 4.2 วธีิ acid-base titration 
 โดยใชว้ธีิของ Saptarini et al. (2015) โดยมีการดดัแปลงเล็กนอ้ย น าตวัอยา่งของสารสกดั
มาไทเทรตดว้ยกรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid, HCl) เขม้ขน้ 0.1 M และโซเดียมไฮดรอก
ไซด ์(sodium hydroxide, NaOH) เขม้ขน้ 0.1 M ใชเ้ป็นตวับ่งช้ีแอนโทไซยานิน 
 4.3 วธีิ Column Chromatography (CC) 
 โดยใชว้ธีิของ Rodney (2000) ใชซิ้ลิกาเจลเป็นตวัดูดซบัใชต้วัท าละลาย chloroform : 
methanol (7:3) เป็นตวัชะ น าสารสกดัท่ีแยกไดแ้ต่ละส่วน (fraction) มาตรวจสอบดว้ยการท า TLC 
ดว้ยตวัท าละลาย ethyl acetate:formic acid:water (8:1:1) โดยเทียบกบัสารมาตรฐานเควอซิตินไฮ
เดรตและเควอซิตินไกลโคไซด์ 
5. การวเิคราะห์ความเข้มข้นของเควอซิตินจากสารสกดัเปลือกหอมแดง 
 การวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของเควอซิตินจากสารสกดัเปลือกหอมแดงใชว้ธีิของ Lombard 
et al. (2002) โดยมีการดดัแปลงบางส่วน  น าสารสกดั Faction 1 ของสารสกดัดว้ยเอทานอล 95% 
และเมทานอล 99.8% เจือจางท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  น าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ี 350 นาโนเมตร ซ่ึง
เป็น max ของสารเควอซิตินโดยเทียบกบัสารมาตรฐานเควอซิตินไฮเดรต (Y = 131.89x - 0.4561, 
R² = 0.9595) 
6. การวเิคราะห์การยบัยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase) 
 การวเิคราะห์การยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสใชว้ธีิของ Neagu et al. (2016) โดยมีการดดั 
แปลงบางส่วน  โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 475 นาโนเมตร ณ เวลา 0 5 10 และ 15 นาที หลงัเกิด 
ปฏิกิริยา  ซ่ึงท าสามซ ้ า โดยใชก้รดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) กรดโคจิก (kojic acid)  เควอซิติน
ไฮเดรตและเควอซิตินไกลโคไซดเ์ป็นสารมาตรฐาน 
7. การวเิคราะห์การยบัยั้งเอนไซม์แซนทนีออกซิเดส (xanthine  oxidase)   
 การวเิคราะห์การยบัย ั้งเอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดสใชว้ธีิของ Nile et al. (2017) วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 295 นาโนเมตร โดยใช ้อลัโลพูรินอล (allopurinol) และเควอซิตินไฮเดรตเป็นสาร
มาตรฐาน 
 

ผลการศึกษา 
 ผลการสกดัสารจากเปลือกหอมแดงดว้ยตวัท าละลาย 3 ชนิด ไดแ้ก่ เอทานอล 95% เมทา
นอล 99.8% และน ้า มีปริมาตรสุทธิดงัน้ี 2.2 1.7 และ 3.0 มิลลิลิตร ตามล าดบั เม่ือสกดัสารจนได้
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ปริมาตรสุทธิจะน ามาปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 3 มิลลิลิตร  โดยท่ีหอมแดง 1 กิโลกรัม จะไดเ้ปลือก 
60 กรัม  ดงันั้นถา้ใชเ้ปลือก 10 กรัมในการสกดั  จะตอ้งใชห้อมแดงสดเป็น 10×1000/60 = 167 กรัม 
 ผลการวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกดัจากเปลือกหอมแดงท่ี
สกดัดว้ยน ้า เอทานอล 95% และเมทานอล 99.8% ดว้ยวธีิ Folin-Ciocalteu (FC)  พบวา่ปริมาณฟีนอ 
ลิกทั้งหมดของสารสกดัดว้ยเอทานอล 95% สูงท่ีสุด (142.46 ± 2.84 mg GAE/10 g DW)  และตาม
ดว้ยเมทานอล 99.8% (106.59 ± 1.99 mg GAE/10 g DW) และน ้า (25.23 ± 1.46 mg GAE/10 g 
DW)  ตามล าดบัดงัตารางผนวกท่ี 3  ค  านวณค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานดว้ยโปรแกรม Excel 
2016  
 ผลการวเิคราะห์ปริมาณการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากเปลือกหอมดว้ยวธีิ DPPH 
scavenging activity โดยสารสกดัเปลือกหอมแดงดว้ยเอทานอล 95% (1:1000) มีฤทธ์ิการตา้น
อนุมูลอิสระสูงท่ีสุดร้อยละ 71.86 ± 4.54 รองลงมาเป็นเมทานอล 99.8% (1:1000) ร้อยละ 64.42 ± 
1.11 และน ้า (1:500) ร้อยละ 38.57  ±  1.76  เม่ือเทียบกบัเควอซิตินไฮเดรตเขม้ขน้ 5 mM มีค่าร้อยละ 
88.54 และ เควอซิตินไกลโคไซด์เขม้ขน้ 1 mM ร้อยละ 74.45 ตามล าดบั ดงัตารางท่ี 1 โดยค านวณ
ค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานดว้ยโปรแกรม Excel 2016  
 
ตารางที ่1  ปริมาณร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ ดว้ยวธีิ DPPH scavenging activity 
 
   ชนิดตัวท าละลาย       % การต้านอนุมูลอสิระ             ค่าเฉลีย่ของ % การ 
      ของสารสกดั       1                   2                   3            ต้านอนุมูลอสิระ  ± SD 

น า้ 1: 500                   38.47              36.86           40.38        38.57  ±  1.76 
        เอทานอล 1:1000                   77.09          69.46           69.02                   71.86 ± 4.54 
        เมทานอล 1: 1000                 65.19              63.14           64.90        64.42   ± 1.11 
       เควอซิตินไฮเดรต                  88.54                   -                     -                         88.54 
       เควอซิตินไกลโคไซด์             74.45            -        -         74.45 
 
 ผลของการตรวจสอบสารเควอซิตินและเควอซิตินไกลโคไซดจ์ากสารสกดัเปลือกหอม 
แดงดว้ยวธีิ TLC พบวา่สารสกดัดว้ยน ้าชะดว้ยระบบท่ี 1 BAW (ภาพท่ี 1) มี 2 แถบ มีค่า Rf คือ 0.79 
และ 0.92  เม่ือเทียบกบั QG และ QH มีค่า Rf คือ 0.82 และ 0.90 ตามล าดบั  ในขณะท่ีสารสกดัดว้ย
เอทานอล 95% มี 3 แถบ โดยมีค่า Rf คือ 0.71, 0.83,0.91 เทียบกบั QG และ QH มีค่า Rf คือ 0.8 และ 
0.95 ตามล าดบั  และสารสกดัดว้ยเมทานอล 99.8% มีค่า Rf คือ 0.71, 0.86, 0 เทียบกบั QG และ QH 
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มีค่า Rf คือ 0.86 และ 0.94 ตามล าดบั  และในท่ีชะดว้ยระบบท่ี 2 EFW (ภาพท่ี 2) ของสารสกดัดว้ย
น ้ามีเพียงแถบเดียว มีค่า Rf คือ 0.85 มีลกัษณะเป็นหาง QG และ QH มีค่า Rf คือ 0.67 และ 0.85 ตาม 
ล าดบั  และสารสกดัดว้ยเอทานอล มี 4 แถบ มีค่า Rf คือ 0.07,0.30, 0.60, 0.86 และ QG และ QH มี
ค่า Rf คือ 0.61 และ 0.88 ตามล าดบั  และสารสกดัดว้ยเมทานอล มี 4 แถบ มีค่า Rf คือ 0.09, 0.38, 
0.65, 0.84 และ QG และ QH มีค่า Rf คือ 0.67 และ 0.85 ตามล าดบั  และสารอา้งอิงระหวา่ง QH QG 
และ rutin trihydrate มีลกัษณะสีน ้าตาลเหลือง มีค่า Rf ท่ีต่างกนั คือ 0.94 0.70 และ 0.5 ตามล าดบั   
 

             
 

ภาพที ่1 ผลการตรวจสอบเควอซิตินและเควอซิตินไกลโคไซดจ์ากสารสกดัเปลือกหอมแดงโดยวธีิ 
TLC ระบบท่ี 1 BAW (4:1:5) ; (A คือ สารสกดัดว้ยเอทานอล 95%, B คือ สารสกดัดว้ยเม
ทานอล 99.8%, C คือ สารสกดัดว้ยน ้า , QH คือ quercetin hydrate และ QG; quercetin 3-
β-D-glucoside)  

 

 
 
ภาพที ่2 ผลการตรวจสอบเควอซิตินและเควอซิตินไกลโคไซดจ์ากสารสกดัเปลือกหอมแดงโดยวธีิ 

TLC แบบท่ี 2  EFW (8:1:1) (A) สารสกดัดว้ยเอทานอล 95% (B) สารสกดัดว้ยเมทานอล 
99.8% (C) สารสกดัดว้ยน ้า และ (D) สารมาตรฐาน โดย ethanol (E), methanol (M), water 
(W), quercetin hydrate (QH), quercetin 3-β-D-glucoside (QG) และ rutin trihydrate (RT) 
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 การตรวจสอบสารแอนโทไซยานินจากสารสกดัเปลือกหอมแดงดว้ยวธีิ acid-base titration 
พบวา่เม่ือหยดกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 0.1 M  1-2 หยด สารสกดัเร่ิมมีการเปล่ียนเป็นสีแดง  และ
เม่ือหยดโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 0.1 M 1-2 หยด สารสกดัเร่ิมมีการเปล่ียนเป็นสีส้มน ้าตาลและ
สีน ้าตาลเหลือง 
 
  1        2  3   4         5  6 
      

 
 
ภาพที ่3 การตรวจสอบแอนโทไซยานินจากสารสกดัเปลือกหอมแดงโดยวธีิ acid-base titration 

โดยท่ี 1 = สารสกดัหอมแดง, 2 =  สารสกดั + HCl 1 หยด, 3 = สารสกดั + HCl  2 หยด,      
4 = สารสกดั + HCl 3 หยด, 5 = สารสกดั + NaOH 1 หยด และ 6 = สารสกดั + NaOH 2 
หยด ตามล าดบั  

 
 ผลของการแยกสารเควอซิตินและเควอซิตินไกลโคไซดจ์ากสารสกดัเปลือกหอมแดงดว้ย
วธีิ CC โดยแยกเป็น 2 fraction พบวา่ fraction 1 มีสีเหลือง เม่ือน าไปทดสอบดว้ย TLC แลว้พบ 2 
แถบมีแถบใกลเ้คียงกบั QH และ QG  ส่วน fraction 2 ของสารสกดัมีเพียงแถบสีม่วงแดงท่ีจาง และ
น าไปทดสอบกิจกรรมการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์

ผลการวเิคราะห์ความเขม้ขน้เควอซิตินในเปลือกหอมแดง  พบวา่การสกดัดว้ยเอทานอล 
95% ท าใหไ้ดป้ริมาณเควอซิตินเทียบเท่า คือ 47.33 มิลลิกรัมต่อ 1 กรัมน ้าหนกัแหง้ของเปลือกหอม 
แดงส่วนการสกดัดว้ยเมทานอล 99.8% ท าใหไ้ดป้ริมาณเควอซิตินเทียบเท่า คือ 35.34 มิลลิกรัมต่อ 
1 กรัมน ้าหนกัแหง้ของเปลือกหอมแดง 
 ผลการวเิคราะห์การยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสพบวา่สารสกดัจากเปลือกหอมแดงท่ีสกดั
ดว้ยเอทานอล 95% เมทานอล 99.8% และน ้า มีค่า IC50  ท่ีอตัราเจือจาง 1:246.62  1:162.01  และ 
1:18.7 ตาม ล าดบั  และ fraction 1 ของสารสกดัดว้ยเอทานอล 95% และสารสกดัดว้ยเมทานอล 
99.8% มีค่า IC50  คือ ท่ีอตัราเจือจาง 1:3.38 และ 1:3.77 ตามล าดบั และ fraction 2 ของสารสกดัดว้ย
เอทานอล 95% และสารสกดัดว้ยเมทานอล 99.8% มีค่า IC50  คือ อตัราเจือจาง 1:12.26 และ ท่ีไม่เจือ
จาง ตามล าดบั โดยท่ี ascorbic acid  kojic acid  QH  และ QG มีค่า IC50 คือ 0.16 0.64 5.63 และ 
0.126 mM ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 3   
 



7 

 

      
 
ภาพที ่3  ค่า IC50 ของสารสกดัดว้ยตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ และ fraction  ของสารสกดัดว้ยเอทา  

นอล 95% และเมทานอล 99.8% (A) และ สารอา้งอิง (B) ต่อการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
  
 ผลการยบัย ั้งเอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดสของสารสกดัดว้ยเอทานอล 95% เมทานอล 99.8% 
และน ้า ท่ีอตัราเจือจาง 1:10,000 สามารถยบัย ั้งไดร้้อยละ 100 98.21 และ 71.43 ตามล าดบั  
 

 
 

ภาพที ่4  ค่าร้อยละการยบัย ั้งเอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดสของสารสกดัเปลือกหอมแดงดว้ยตวัท า
ละลายชนิดต่าง ๆ 

 
วจิารณ์ผลการศึกษา 
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allopurinol 5mM control quercetin hydrate 0.01 mM
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การสกดัเปลือกหอมแดงดว้ยเอทานอล 95% พบวา่ใหป้ริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงท่ีสุด 
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Do et al. (2014) ไดร้ายงานวา่สารสกดัจากผกัแขยง (Limnophila 
aromatica) ในส่วนท่ีสกดัดว้ยเอทานอลมีปริมาณฟีนอลิกสูงท่ีสุด (40.50 ± 0.88 mg GAE/g 

DFLA) ต่างจากสารท่ีสกดัจากน ้ามีปริมาณฟีนอลิกต ่าท่ีสุด (6.25 ± 0.24 mg GAE/g DFLA) เพราะ
สารสกดัจากน ้าอาจประกอบดว้ยสารประกอบท่ีไม่ใช่ฟีนอลิกจ านวนมากหรือมีสารประกอบ ฟี

นอลท่ีมีหมู่ท่ีท  างาน (active groups) จ  านวนนอ้ยมาก   
 สารสกดัจากเปลือกหอมแดงดว้ยเอทานอล 95% มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดีท่ีสุดซ่ึงสัมพนัธ์
กบัปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด  เน่ืองจากสารประกอบฟีนอลิกเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติท่ี
มีฟีนอลนั้นมีความสามารถในการใหไ้ฮโดรเจน  ท าใหมี้ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระไดด้ว้ยการไป
แทนท่ีในต าแหน่งออโธ (ortho) ดว้ยหมู่ท่ีสามารถใหอิ้เล็กตรอนไดง่้าย (สุวรรณี และคณะ, 2555)  
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Do et al. (2014) รายงานวา่การสกดัดว้ยเอทานอลแสดงใหเ้ห็นกิจกรรม
การตา้นอนุมูลอิสระ DPPH สูงท่ีสุด (IC50 = 70.06 ± 1.0 µg/mL)  และ Nile et al. (2017) ไดร้าย 
งานวา่เศษเหลือทิ้งหอมหวัใหญ่ท่ีสกดัดว้ยเมทานอลและเอทานอลมีกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระท่ี
แรง 
 การตรวจสอบสารสกดัจากเปลือกหอมแดงท่ีสกดัดว้ยเอทานอล 95% เมทานอล 99.8% 
และน ้าพบวา่มีสารเควอซิตินไฮเดรตและเควอซิตินไกลโคไซด์  ซ่ึงสารสกดัดว้ยเอทานอล 95% 
และเมทานอล 99.8% แยกสารไดดี้ดว้ยระบบตวัชะท่ี 2 EFW (8:1:1) เพราะแยกสารได ้4 แถบซ่ึงมี
ความละเอียดกวา่  และมีความเป็นขั้วท่ีใกลเ้คียงกบัระบบตวัท าละลายจึงแยกไดดี้  ในขณะท่ีสาร
สกดัดว้ยน ้าแยกสารไดดี้ดว้ยระบบตวัชะท่ี 1 BAW (4:1:5) เน่ืองจากระบบตวัชะมีส่วนท่ีเป็นขั้วสูง
และสกดัดว้ยน ้ามีความเป็นขั้วสูงท าใหเ้คล่ือนท่ีไดดี้  ซ่ึงสัมพนัธ์กบั Nandani et al. (2013) ได้
รายงานวา่การแยกและการระบุ เควอซิตินจากชุมเห็ดไทย (Cassia tora L.) ดว้ยระบบตวัชะดว้ย n-
butanol:acetic acid:water (4:1:5) พบวา่มีสีเหลืองส าหรับสารเควอซิติน  และ Sherma J. (2000) ได้
ใชร้ะบบตวัชะ ethyl acetate: formic acid:water (8:1:1) ในการระบุฟลาโวนอยดจ์ากอาร์ติโชก 
(Artichoke) และใชร้ะบบตวัชะ butanol– acetic acid–water (4:1:5) ส าหรับบกัวีต 
 การทดสอบแอนโทไซยานินจากสารสกดัจากเปลือกหอมแดงเม่ือหยดกรดไฮโดรคลอริก
แลว้เปล่ียนเป็นสีแดงและหยดโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเหลือง  เน่ืองจากสีของแอน
โทไซยานินจะเปล่ียนแปลงไปตามสภาวะความเป็นกรด-ด่าง  สัมพนัธ์กบังานวจิยัของ Saptarini et 
al. (2015) รายงานวา่สารสกดัจากอญัชนัมีการเปล่ียนสีจากสีม่วงเป็นสีฟ้าท่ี pH 4 สีฟ้าเป็นสีเขียวท่ี 
pH 9 และสีเขียวเป็นสีเหลืองท่ี pH 12  การเปล่ียน pH อาจท าใหโ้ครงสร้างของแอนโทไซยานิน
เปล่ียนแปลงไปซ่ึงท าใหเ้กิดการเปล่ียนสี  ซ่ึงแอนโทไซยานินในสภาพท่ีเป็นกรดเป็นสีแดง 
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 การแยกสารดว้ยวธีิ CC โดยใชร้ะบบตวัท าละลาย chloroform : methanol (7:3) สามารถ
แยกสารเควอซิตินออกจากสารอ่ืน ๆ ใหมี้ความบริสุทธ์ิไดม้ากข้ึนเห็นไดจ้ากการสกดัดว้ยตวัท าละ 
ลายทั้งสองชนิด  พบวา่ fraction 1 เป็นสารเควอซิตินไฮเดรตและเควอซิตินไกลโคไซด์  แต่ส่วน 
fraction 2 ไม่มีส่วนของสารเควอซิตินไฮเดรตและเควอซิตินไกลโคไซด ์ แต่มีสีม่วงแดงท่ีจางเกิด
จากตวัท าละลายท่ีชะมีความเป็นกรดท่ี pH 4-5 ในการชะนั้นคลอโรฟอร์มเป็นเฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีขั้ว
นอ้ยและเมทานอลเป็นเฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีขั้วมาก ซ่ึงสารเควอซิตินจะออกมาในล าดบัแรก เน่ืองจาก 
เควอซิตินมีความเป็นขั้วต ่าจึงออกมาก่อน  สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Chauhan et al. (2004) ท่ีชะ
คอลมัน์ดว้ย chloroform : methanol (95:5) ส าหรับการแยกเควอซิตินจากการสกดัใบแหง้ของก่อ
เชียงดาว (Quercus semecarpifolia) ดว้ยเมทานอล  
 การวเิคราะห์ปริมาณเควอซิตินโดยอาศยัการดูดกลืนแสงของเควอซิตินไฮเดรตซ่ึงมี max 
คือ 350 นาโนเมตร พบวา่สารสกดัดว้ยเอทานอล 95% มีปริมาณเควอซิตินเทียบเท่าเควอซิตินไฮ
เดรต (47.33 mg/1g DW) มากกวา่สารสกดัดว้ยเมทานอล 99.8% (35.34 mg/1g DW) ส าหรับสาร
สกดัดว้ยน ้าไม่ไดว้เิคราะห์เน่ืองจากมีปริมาณฟีนอลิกท่ีนอ้ยมาก สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Do et 
al. (2014) ไดร้ายงานวา่การสกดัปริมาณฟลาโวนอยดท์ั้งหมดของผกัแขยง (L. aromatic) ดว้ยตวัท า
ละลายท่ีต่าง กนั  พบวา่สารสกดัดว้ยเอทานอล 100% มีปริมาณสูงท่ีสุด  (31.11 mg quercetin/g)  
รองลงมาเป็นสารสกดัดว้ยอะซิโตน 100% (30.86 mg quercetin/g)  และสารสกดัดว้ยเมทานอล 
75% (22.51 mg quercetin/g)  และนอ้ยท่ีสุดคือสารสกดัดว้ยน ้า (4.04 mg quercetin/g)  และ Nile et 
al. (2017) ไดร้ายงานวา่สารสกดัจากเศษเหลือใชห้อมหวัใหญ่มีสารเควอซิตินปริมาณ 60.44 
มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมน ้าหนกัแหง้   
 ฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกดัเปลือกหอมแดงดว้ยเอทานอล 95% ดีท่ีสุด
ตามดว้ยเมทานอล 99.8% และสารสกดัดว้ยน ้า  เน่ืองจากสารสกดัดว้ยเอทานอล 95% มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกมากท่ีสุดส่งผลใหย้บัย ั้งไดดี้  และส่วนของ fraction 1 ของสารสกดัดว้ยเมทา
นอล 99.8% ยบัย ั้งไดดี้กวา่สารสกดัดว้ยเอทานอล  เน่ืองจาก fraction 1 มีสารเควอซิตินไฮเดรต
และเควอซิตินไกลโคไซดท่ี์มีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส  สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Arung et 
al. (2011) ไดร้ายงานวา่การแยก quercetin-3’-O-β D-glucoside จากผวิแหง้ของหอมหวัใหญ่ท่ีสกดั
ดว้ยเมทานอลสามารถยบัย ั้งการสร้างเมลานินใน B16 melanoma cells ซ่ึงมี IC50 = 38.8 µM  ท่ีใช ้
L-tyrosine เป็นซบัสเตรท และ IC50 = 48.5 µM ท่ีใช ้L-dihydroxyphenyl alanine เป็นซบัสเตรท 
และ fraction 2 ของสารสกดัดว้ยเอทานอล 95% ยบัย ั้งไดดี้กวา่สารสกดัดว้ยเมทานอล 99.8%  
เน่ืองจาก fraction 2 เป็นสารกลุ่มแอนโทไซยานิน จากการทดสอบหยดกรดและเบสมีการเปล่ียนสี
ตามช่วงพีเอชซ่ึงสารน้ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส โดยพบวา่ fraction 2 ยบัย ั้งไดดี้กวา่ fraction 
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1  สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Tsuda and Osawa (1997) ไดร้ายงานเก่ียวกบัแอนโทไซยานินท่ีแยก
ได ้3 ชนิดจากถัว่แดงและถัว่ด าพบวา่ cyanidin 3-O-β-D-glucoside และ cyanidin เป็นตวัยบัย ั้ง
เอนไซมไ์ทโรซิเนสท่ีดีท่ีสุด  แสดงใหเ้ห็นการยบัย ั้งกิจกรรมอยา่งมีนยัส าคญัโดยโครงสร้างท่ีมี
หมู่ไฮดรอกซิลสองหมู่ในวงแหวนบี 
 สารสกดัเปลือกหอมแดงดว้ยตวัท าละลายท่ีอตัราเจือจาง 1:10,000 พบวา่สารสกดัดว้ยเอทา
นอล 95% ยบัย ั้งเอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดสไดสู้งท่ีสุด (100%)   ตามดว้ยเมทานอล 99.8% 
(98.21%) และน ้า (71.43%) ตามล าดบั และส่วนของ fraction 1 ของสารสกดัดว้ยเอทานอล 95% ท่ี
อตัราเจือจาง 1:1,000 ยบัย ั้งไดดี้กวา่ fraction 1 ของสารสกดัดว้ยเมทานอล 99.8% เน่ืองจากส่วน
ของ fraction 1 เป็นสาร QH และ QG  ซ่ึงเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดสท าใหล้ด
การสร้างกรดยูริก  สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Nile et al. (2017) ไดร้ายงานวา่สารสกดัของเศษ
เหลือใชห้อมหวัใหญ่ไดแ้ก่สารเควอซิติน (IC50 =  10.5±0.06 µg/ml) และเควอซิตินไกลโคไซด ์
(IC50 =  15.3±0.02 µg/ml) สามารถยบัย ั้งแซนทีนออกซิเดสได ้90% และ 86% ตามล าดบั  ในขณะท่ี 
fraction 2 ของสารสกดัดว้ยเมทานอล 99.8% ยบัย ั้งไดดี้กวา่ fraction 2 ของสารสกดัดว้ยเอทานอล 
95% ท่ีอตัราเจือจาง 1:100 มีค่าร้อยละ 88.39 และ 44.64 ตามล าดบั  เน่ืองจากมีสารกลุ่มแอนโทไซ
ยานิน  ซ่ึง fraction 2 ยบัย ั้งไดน้อ้ยกวา่ fraction 1 เป็น 10 เท่า ซ่ึงสัมพนัธ์กบั Zhang et al. (2017) 
ไดร้ายงานวา่สารแอนโทไซยานินท่ีมีปริมาณ acyl สูงของมนัเทศเป็นตวัยบัย ั้งเอนไซมแ์ซนทีนออก
ซิเดสในการทดสอบทางคลินิก   
 

สรุปผลการศึกษา 
 ตวัท าละลายเอทานอล 95% เหมาะต่อการสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากเปลือกหอม 
แดง  สารสกดัจากเปลือกหอมแดงมีสารประกอบฟีนอลิก  มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ  ยบัย ั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนส และยบัย ั้งเอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดส  ทั้งน้ีเป็นผลมาจากในสารสกดัมีทั้งเควอซิน เค
วอซิตินไกลโคไซด์ และมีสารกลุ่มแอนโทไซยานิน  ดงันั้นสารสกดัจากเปลือกหอมแดงจึงมี
ศกัยภาพในการใชป้ระโยชน์ทางดา้นเคร่ืองส าอาง และในการรักษาโรคเกาตไ์ด ้ 

 
กติติกรรมประกาศ 

 ผูว้จิยัขอขอบคุณ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน ท่ีใหทุ้นอุดหนุนและ
สนบัสนุนการท าวจิยั  และขอขอบคุณเจา้หนา้ท่ีห้องปฏิบติัการชีวเคมี  และหอ้งปฏิบติัการเคมีท่ี
อ านวยความสะดวกในการท าวจิยัคร้ังน้ี 
 



11 

 

เอกสารอ้างองิ  
สุวรรณี แสนทวสุีข, ดวงใจ จงตามกลาง, ทศัน์วรรณ สมจนัทร์ และ ปิติพงษ ์โตบนัลือภพ. 2555.      

ปริมาณสารฟีนอลิคทั้งหมด ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูล อิสระ และ
ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียข์องสมุนไพรบางชนิด. แก่นเกษตร 40(2):480-483.  

Andrica, F.M., G.A. Draghici, C. Soica, I. Pinzaru, D. Coricovac, C. Citu and C. Dehelean. 2016. 
Antioxidant Activity Assessment of Ethanolic Spirulina Extracts. Revista de Chimie -
Bucharest 67(2):289-290. 

Aramwit, P., N. Bang, and T. Srichana. 2010. The properties and stability of anthocyanins in 
mulberry fruits. Food Research International 43(4):1093-1097. 

Arung, E.T., I. W. Kusuma, K. Shimizu and R. Kondo. 2011. Tyrosinase inhibitory effect of 
quercetin 4’-O-β-D-glucopyranoside from dried skin of red onion (Allium cepa). 
Natural Product Research 25(3):256-263. 

Chauhan, S.M.S., M. Singh and A. Kumar. 2004. Isolation and characterization of selected 
secondary metabolites from dry leaves of Quercus semicarpifolia. Indian Journal of 
Chemistry Sec A 43B:223-226. 

Do, Q.D., A.E.Angkawijaya, P.L.Tran-Nguyen, L.H.Huynh, F.E. Soetaredjo, S.Ismadji and Y. 
Ju. 2014. Effect of extraction solvent on total phenol content, total flavonoid content, and 
antioxidant activity of Limnophila aromatica. Journal of Food and Drug Analysis 
22(3):296-302. 

Fan, M., G. Zhang, X. Hu, X. Xu and D. Gong. 2017. Quercetin as a tyrosinase inhibitor: 
Inhibitory activity, conformational change and mechanism.  Food Research 
International 100:226-233. 

Khiari Z. and  D. P. Makris. 2012. Stability and transformation of major flavonols in onion 
(Allium cepa) solid wastes. Journal of Food Science and Technology 49(4):489–494. 

Lombard, K.A., E. Geoffriau. and  E. Peffey. 2002. Flavonoid Quantification in Onion by 
Spectrophotometric and High Performance Liquid Chromatography Analysis.  
HortScience 37(4):682–685. 

Nandani, D.,  R. N. Verma  and A. Batra. 2013. Isolation and identification of quercetin and 
emodin from Cassia tora L. Annals of Phytomedicine 2(2):96-104.  



12 

 

Neagu, E., G.L. Radu., C. Albu and G. Paun. 2016. Antioxidant activity, acetylcholinesterase and 
tyrosinase inhibitory potential of Pulmonaria officinalis and Centarium umbellatum 
extracts. Saudi Journal of Biological Sciences 25(3):578-585. 

Nile, S.H., A.S. Nile, Y.S. Keum and K. Sharma. 2017. Utilization of quercetin and quercetin 
glycosides from onion (Allium cepa L.) solid waste as an antioxidant, urease and 
xanthine oxidase inhibitors. Food Chemistry 235:119–126. 

Prior, R.L. and Wu X. 2006.  Anthocyanins: Structural characteristics that result in unique 
metabolic patterns and biological activities. Free Radical Research 40(10): 1014-1028. 

Rodney, B. 2000. Modern Experimental Biochemistry (3rd Edition). benjamin/cummings, an 
imprint of addison wesley longman, San Francisco. 

Saptarini, N.M., D. Suryasaputra and H. Nurmalia. 2015. Application of Butterfly Pea (Clitoria 
ternatea Linn) extract as an indicator of acid-base titration. Journal of Chemical and 
Pharmaceutical Research 7(2):275-280. 

Sherma,  J. 2000. Thin-layer chromatography in food and agricultural analysis. Journal of 
Chromatography A 880 (1-2):129-147. 

Spencer,J.P.E. and A. Crozier, 2012. Flavonoids and Related Compounds: Bioavailability and 
Function. CRC Press Taylor & Francis Group, Boca Raton London NewYork. 

Tsuda, T. and T. Osawa. 1997. Inhibition of Tyrosinase Activity by the Anthocyanin Pigments 
Isolated from Phaseolus vulgaris L. Food Science and Technology International, 
Tokyo 3(1):82-83. 

Viera, V.B., N. Piovesan, J.B. Rodriguaes, R. de O. Mello, R.C. Prestes, R.C. V dos Santos, R. de 
A. Vaucher, T.P. Hautrive. And  E.H. Kubota. 2017. Extraction of phenolic compounds 
and evaluation of the antioxidant and antimicrobial capacity of red onion skin (Allium 
cepa L.). International Food Research Journal 24(3):990-999. 

Zhang, Z.C., H.B. Wang, Q. Zhou, B. Hu, J.H. Wen and J.L. Zhang. Screening of effective 
xanthine oxidase inhibitors in dietary anthocyanins from purple sweet potato (Ipomoea 
batatas L. Cultivar Eshu No.8) and deciphering of the underlying mechanisms in vitro. 
Journal of Functional Foods 36 :102-111.



 

 



 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก  
สารเคมแีละวธิีการเตรียมสาร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ผ 1 

 

สารเคมี 
1. quercetin hydrate : Sigma-Aldrich  

2. quercetin 3-β-D-glucoside : Sigma-Aldrich  

3. bovine milk xanthine oxidase : Sigma-Aldrich 

4. xanthine : Sigma-Aldrich  

5. Folin-Ciocalteu (FC) reagents : Loba Chemie  

6. gallic acid : Sigma-Aldrich 

7. sodium carbonate : Daejung Chemicals & Metals 

8. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) : Sigma-Aldrich 

9. butylated hydroxytoluene (BHT) : Sigma,St. Louis 

10. kojic acid : Sigma,St. Louis 

11. L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) : Sigma,St. Louis 

12. mushroom tyrosinase : Sigma-Aldrich 

13. L-ascorbic acid : Daejung Chemicals 

14. allopurinol : Alfa Aesar 

15. acetic acid glacial : QRëC 

16. formic acid : Fisher Scientific UK 

17. ethyl acetate : Fisher Scientific UK 

18. hydroxyethyl cellulose (HEC) : ร้านเคมีภณัฑ ์(chemipan.com) 

19. glycerine : ร้านเคมีภณัฑ ์(chemipan.com) 

20. glydant : ร้านเคมีภณัฑ ์(chemipan.com) 

 
 
 
 
 
 
 



ผ 2 

 

ตารางผนวกที ่ก 1  การเตรียม butylated hydroxytoluene (BHT) 
 
    ความเข้มข้น (µg/ml)             BHT 100 µg/100ml    น า้กลัน่ (ml) 
           (ml) 
    0           0         10 
  50          0.5         9.5 
             100          1.0         9.0 
             150          1.5         8.5 
             200          2.0         8.0 
             250          2.5         7.5 
             300          3.0         7.0 
 
ตารางผนวกที ่ก 2  การเตรียมสารละลายกรดแกลลิก (gallic acid) เตรียมสารละลายเขม้ขน้ท่ีความ
  เขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร   
 
    ความเข้มข้น (mg/L)             gallic acid 100 mg/L    น า้กลัน่ (ml) 
           (ml) 
    0           0         10 
  20           2           8 
  40           4           6 
  60           6           4 
  80           8           2 
             100          10           0 
 

 
 
 
 
 
 



ผ 3 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข  
วธิีการทดลองและผลการทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ผ 4 

 

วธีิการวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลกิทั้งหมด 
 

 - เติมน ้ายาเคมี Folin-Ciocalteu  (FC) 10% ปริมาตร 0.5 ml ผสมกบัสารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวั
ท าละลายต่าง ๆ อยา่งละ 0.5 ml 
 -  ตามดว้ยเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต สารละลายในน ้า 20 % ปริมาตร 1.5 ml 
จากนั้นน าไปแช่อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที   
 - หลงัจากนั้นวดัการดูดกลืนแสงท่ี 765 nm โดยใชเ้คร่ือง UV–Vis spectrophotometer ท า
การทดสอบตวัอยา่งละสามซ ้ า  
 

วธีิการวเิคราะห์ปริมาณการต้านอนุมูลอสิระ 
 

 - น าสารสกดัเปลือกหอมแดงจากตวัท าละลายต่างชนิด และสารเควอซิตินไฮเดรตและสาร
เควอซิตินไกลโคไซด์ความเขม้ขน้ 5, 1 mmol/L ใส่หลอดอยา่งละ 1 ml 
 - จากนั้นเติมเมทานอลตวัอยา่งละ 3 ml โดยเติม 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
ความเขม้ขน้ 1 mmol/L ในเมทานอล ปริมาตร 0.5 ml แลว้เขยา่ใหส้ารเขา้กนั  
 - จากนั้นบ่มตวัอยา่ง 20 นาที ในท่ีมืด และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm การวดัทั้งหมด
จะท าสามซ ้ า โดยเทียบกบัเควอซิตินไฮเดรต เควอซิตินไกลโคไซด์ และ BHT เป็นสารมาตรฐาน  
 
สูตรการค านวณ  เปอร์เซ็นตข์องกิจกรรมตา้นอนุมูลอิสระ (radical scavenging activity, RSA%)  
  โดยค านวณดงัน้ี 
 
  (RSA,%)   = [( A control -A sample ) / A control ] × 100 

เม่ือ A control  คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดข้องสารละลาย DPPH 
  A sample  คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดข้องสารตวัอยา่งผสมกนั กบัสารละลาย 
DPPH 

สูตรการค านวณค่า R f 
 

 Rf   =     ระยะทางท่ีสารเคมีคล่ือนท่ี (cm) / ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี (cm) 
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วธีิการวเิคราะห์การยบัยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 

 - ขั้นแรกเติมสารละลายเอนไซมไ์ทโรซิเนส 12 ยนิูตต่อ 100 µl ปริมาตร 500 µl  
 - จากนั้นเติมสารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายท่ีต่างกนั ปริมาตร 100 µl ตามดว้ยเติม
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 M  พีเอช 6.8 ปริมาตร 4 ml  ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที   
 - จากนั้นเติมสารละลาย L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) ความเขม้ขน้ 2.5 mM  
ปริมาตร 200 µl วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 475 nm  โดยท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 0  5  10  และ 
15 นาที  โดยใช ้ascorbic acid  kojic acid  เควอซิตินไฮเดรต และเควอซิตินไกลโคไซด์เป็นสาร
มาตรฐาน   
 
ค านวณหาค่า tyrosinase inhibition activity จากสูตรค านวณดังนี้ 
 
   % inhibition = (B-C)/A x 100 
โดย   A คือ ค่าดูดกลืนแสงท่ี 475 นาโนเมตร ของหลอดท่ีเติมแต่ tyrosinase 
          B คือ ค่าดูดกลืนแสงท่ี 475 นาโนเมตรของหลอดท่ีเติมตวัอยา่ง และ tyrosinase  
          C คือ ค่าดูดกลืนแสงท่ี 475 นาโนเมตรของหลอดท่ีเติมตวัอยา่ง และ tyrosinase แต่ไม่เติม               
L-DOPA 
 

วธีิการวเิคราะห์การยบัยั้งเอนไซม์แซนทนีออกซิเดส (Xanthine  oxidase, XO) 
 

 - น าสารสกดัเปลือกหอมแดง และสารเควอซิตินและสารเควอซิตินไกลโคไซด์ อยา่งละ 3 
ml  
 - เติม phosphate buffer (pH 7.8) ความเขม้ขน้ 0.01 mmol/L ปริมาตร 1.5 ml 
 - เติม bovine milk XO (0.04 unit) 0.5 ml จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 10 นาที  
 - จากนั้นเร่ิมปฏิกิริยาโดยเติมสารละลาย xanthine 1 ml/L น าไปบ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 30 
นาที  
 - เม่ือครบเวลาหยดุปฏิกิริยาโดยการเติมกรด HCl 0.5 N ปริมาตร 2 ml และวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 295 nm 
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ค านวณร้อยละในการยบัยั้งสูงสุดคร่ึงหน่ึง (IC50) ตามสูตรดังนี้ 
 
 สูตร   % xo inhibition = (1- ß/α ) × 100 
  XO  คือ เอนไซมแ์ซนทีนออกซิเดส     
  α    คือ กิจกรรมการยบัย ั้งท่ีไม่มีการเติมสารทดสอบ 
   ß    คือ กิจกรรมการยบัย ั้งท่ีมีการเติมสารทดสอบ 
 

สารสกดัเปลือกหอมแดงน ามาประยุกต์ใช้ในการท าเซร่ัม 
 

 วธีิการท าเซร่ัมจากสารสกดัเปลือกหอมแดง 
 - น า hydroxyethyl cellulose (HEC) ปริมาณ 1.2 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร กวนให้
เขา้กนั  จากนั้นน าไปใหค้วามร้อนบนเตาไฟฟ้า (hotplate) คนจนกวา่จะแขง็เป็นเน้ือเดียวกนั  แลว้
ยกออกจากเตาไฟฟ้า 
 - เติมสาร glycerine ปริมาณ 3 กรัม แลว้กวนสารให้เขา้กนั 
 - เติมสาร glydant ปริมาณ 0.5 กรัม แลว้กวนสารให้เขา้กนั 
 - เติมสารสกดัเปลือกหอมแดง 1 มิลลิลิตร แลว้กวนใหเ้ขา้กนั 
 
ตารางผนวกที ่ข 1   ปริมาตรสารสกดัท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยตวัท าละลาย 3 ชนิด 
 
       ชนิดของตัวท าละลาย                ปริมาตรสารสกดั  

(มิลลลิติร ต่อ 10 กรัมเปลือกหอมแดง) 
      เอทานอล       2.2 
        เมทานอล      1.7 
 น า้          3.0 
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ภาพผนวกที ่ข 1 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก (gallic acid) 
 
ตารางผนวกที ่ข 2   ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดจากสารสกดัดว้ยตวัท าละลายต่างกนั 
 
   ชนิดตัวท าละลาย    ปริมาณฟีนอลกิทั้งหมด   ปริมาณฟีนอลกิทั้งหมดเฉลีย่ 
      ของสารสกดั     1                   2                  3  ( mg GAE/10 g DW )  ± SD 

น า้              23.58             25.76            26.35     25.23 ± 1.46 

        เอทานอล 95%      139.61       142.46          145.30   142.46 ± 2.84 

        เมทานอล 99.8%   108.32           104.42          107.02   106.59 ± 1.99 
 
 

 
 

ภาพผนวกที ่ข 2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BHT 

y = 0.005x + 0.0163
R² = 0.9929
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  F1     F2    QH   QG   F1     F2    QH   QG 

 
 

A.                                          B.   
 

ภาพผนวกที ่ข 3 แผน่ TLC ดว้ยระบบ ethyl acetate:formic acid:water (8:1:1)  ของ fraction  
 จากสารสกดัหอมแดงจากตวัท าละลายต่าง ๆ ท่ีผา่นการท าคอลมัน์โครมาโตกราฟี   
 (A) fraction by ethanol (B) fraction by methanol ; F1= Fraction 1, F2= Fraction  
 2, QH= quercetin hydrate, QG= quercetin 3-β-D-glucoside 

 
ตารางผนวกที ่ข 3  ค่า R f ของ fraction ของสารสกดัเปลือกหอมแดงท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายต่าง ๆ          

และสารมาตรฐาน ดว้ยระบบตวัชะ TLC คือ EFW (8:1:1)  
 

ชนิดตัวท าละลาย                                 ค่า R f ของสารสกดัสกดัจากเปลือกหอมแดง 
   ทีส่กดั                                             fraction 1               fraction 2              QH             Q 

       Ethanol 95%                         0.64                          0       0.88 0.64 
       0.88      
    Methanol 99.8%     0.70          0        0.96         0.68 
       0.93        0.46      
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ตารางผนวกที ่ข 4  ค่า R f ของระบบตวัท าละลายของสารสกดัจากเปลือกหอมแดงท่ีสกดัดว้ยตวั
        ท  าละลายต่าง ๆ  และสารมาตรฐาน 
 
 

ชนิดตัว      ค่า R f ของระบบตัวท าละลาย TLC                      
ท าละลายทีส่กดั            n-butanol: acetic acid : ethyl acetate: formic acid :                

      water (4:1:5)                               water (8:1:1)  
 EtOH 95%   0.71      0.07                  
     0.83      0.30 
     0.91        0.60 
           0.86 
 QH    0.95      0.88 
 QG    0.86      0.61 
 MeOH   99.8%     0.71       0.09 
     0.86      0.38 
     0.94      0.65    
              0.84 
 QH    0.94      0.85 
 QG    0.86      0.67 
 Water    0.79      0.85      
     0.92         
 QH    0.90      0.85 
 QG    0.82      0.67 
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ภาพผนวกที ่ข 4 กราฟมาตรฐานของสารละลาย quercetin hydrate 
 

การค านวณหาปริมาณสารเควอซิตินไฮเดรต (quercetin hydrate, QH) 
 
สารสกดัจากเปลือกหอมแดงดว้ยเอทานอล 95% 
  QH  1 M    มีเน้ือสาร  302.25  g/L 
  QH  1 mM    มีเน้ือสาร  302.25  mg/L   

สารสกดัเขม้ขน้ 522  mM    ใน  0.5 ml 
ดงันั้น  มีเน้ือสาร  522 mM × 302.25 mg/L = 157,774.5 mg/L 
            ใช ้0.5 ml  จะเป็น  0.5 ml × 157,774.5 mg/L /  1000 ml  =  78.89  mg 
             ทั้งหมด 3 ml  จะเป็น  3 ml × 78.89  mg  /  0.5 ml  =  473.34  mg 
             เปลือกหอมแดง 10 g  จะมี QH  =  473.34 mg 
             ถา้  เปลือกหอมแดง 1 g  จะมี QH  =  47.33  mg 
 

สารสกดัจากเปลือกหอมแดงดว้ยเมทานอล 99.8% 
  QH  1 M    มีเน้ือสาร  302.25  g/L 
  QH  1 mM    มีเน้ือสาร  302.25  mg/L   

สารสกดัเขม้ขน้ 389.7  mM    ใน  0.5 ml 
ดงันั้น  มีเน้ือสาร  389.7  mM × 302.25 mg/L = 117,786.83 mg/L 
             ใช ้0.6 ml  จะเป็น  0.6 ml × 117,786.83 mg/L /  1000 ml  =  70.67 mg 
             ทั้งหมด 3 ml  จะเป็น  3 ml × 70.67 mg /  0.6 ml  =  353.35 mg  

y = 131.89x - 0.4561
R² = 0.9595
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  เปลือกหอมแดง 10 g  จะมี QH  =  353.35 mg 
  ถา้  เปลือกหอมแดง 1 g  จะมี QH  =  35.34 mg 
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ภาคผนวก ค  
ภาพการทดลอง 
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ภาพ ส่วนประกอบของหอมแดง 
  

  

    
 
ภาพผนวกที ่ค 2 ขั้นตอนการสกดัสาร (A) เปลือกหอมแดง, (B) ป่ันเปลือกหอมแดงให้ละเอียด, (C) 
  เปลือกหอม 10 g กบั เอทานอล 100 ml กวนสารดว้ยเคร่ืองกวนสารละลาย, (D) 
  กรองสาร, (E) สารสกดัท่ีมีตวัท าละลาย, (F) ระเหยตวัท าละลายดว้ยเตาไฟฟ้า และ 
  (G) สารสกดัท่ีระเหยตวัท าละลายออกแลว้ 

 
 

Apical trimming 

Outer skin 

Basal trimming 

A B C 

D E F G 
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ภาพผนวกที ่ค 3 การเตรียมอุปกรณ์ส าหรับ thin layer chromatography (A) การเตรียมแผน่ TLC 
และ            (B) การชะดว้ยตวัท าละลาย 
 

 
 

ภาพผนวกที ่ค 4 การท าคอลมัน์โครมาโตกราฟีของสารสกดัเปลือกหอมแดง 
 

           
 

ภาพผนวกที ่ค 5 การท าเซร่ัมจากสารสกดัเปลือกหอมแดง A = เติม HEC และใหค้วามร้อน, B = 
  เติม glycerine และ C = เติม glydant และสารสกดัเปลือกหอมแดง 

A B C 

A B 
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ภาพผนวกที ่ค 6  เซร่ัมท่ีมีส่วนผสมของสารสกดัเปลือกหอมแดง 1 %  
 


