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บทคดัย่อ 

ตน้ครามสายพนัธุ ์Indigofera tinctoria L. และ Indigofera suffruticosa มกีารปลกูอย่างแพร่หลายใน
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย  ต้นครามสองสายพนัธุน์ี้ใหส้โีทนฟ้าเขม้จงึเป็นทีน่ิยมในการยอ้ม
ผ้าคราม นอกจากน้ีต้นครามยงัเป็นแหล่งของสารออกฤทธิท์างชวีภาพ งานวจิยัน้ีมุ่งเน้นที่จะศกึษาค่าการ
ยบัยัง้อนุมูลอสิระดพีพีเีอชที ่ 50 เปอรเ์ซน็ต์ (IC50) ค่าความสามารถในการรดีวิซ์เฟอร์รกิของสารต้านอนุมูล
อสิระ (FRAP value) และการหาปรมิาณสารโพลฟีีนอลทัง้หมด ทีไ่ดจ้ากการสกดัใบ และเมลด็ต้นคราม ดว้ย
วธิกีารสกดัแบบแช่หมกัและแบบซอกหเ์ลต เมื่อใชเ้อทานอลความเขม้ขน้ 50, 70 และ 99.5 เปอรเ์ซน็ต์ เป็น
ตวัท าละลาย สารสกดัทีไ่ดน้ าไปวเิคราะหอ์งคป์ระกอบดว้ยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีเพื่อน ามาท านายการจบั
กบัเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) ด้วยเทคนิคโมเลคกุลาร์ด็อกกิ้ง โดยใช้ชุดการค านวณทัง้หมด 4 ชุด 
ได้แก่ ChemPLP, Goldscore, Chemscore และ ASP ผลจากการทดลองจากการหาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์
พบว่าปัจจยัของวธิกีารสกดั และความเขม้ขน้เอทานอล ไม่มคีวามสมัพนัธก์บัค่าการยบัยัง้อนุมูลอสิระดพีพีี
เอชที ่50 เปอรเ์ซน็ต ์(IC50) ค่าความสามารถในการรดีวิซเ์ฟอรร์กิของสารตา้นอนุมลูอสิระ (FRAP value) และ
การหาปรมิาณสารโพลฟีีนอลทัง้หมด แต่ชิน้ส่วนในการสกดัถอืเป็นปัจจยัส าคญัทีม่คีวามสมัพนัธต่์อฤทธิต์า้น
อนุมูลอสิระ และปรมิาณสารโพลฟีีนอล  สารสกดัจากเมลด็ใหค้่า IC50 ต ่ากว่าสารสกดัจากใบ ทีผ่่านการสกดั
แบบแช่หมกั และแบบซอกหเ์ลต โดยสารสกดัจากเมลด็ของสายพนัธุ ์I. tinctoria L. มคี่า IC50 อยู่ในช่วง 0.18-
0.36 และ 0.09-0.33 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั ในขณะทีส่ารสกดัจากเมลด็ของสายพนัธุ ์I. suffruticosa 
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มค่ีา IC50 มคี่าอยู่ในช่วง 0.12-0.25 และ 0.05-0.19 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ในสว่นการวเิคราะหค์่า FRAP value 
พบว่าสารสกดัจากใบของสายพนัธุ ์I. tinctoria ทีผ่่านการสกดัดว้ยวธิแีช่หมกั และสารสกดัจากเมลด็ของสาย
พันธุ์ I. suffruticosa ที่สกัดด้วยวิธีซอกห์เลต มีค่า FRAP value สูง โดยมีค่าอยู่ในช่วง 290.91-481.82 
มลิลกิรมัโทรลอ็คต่อกรมัสารสกดั และ 338.49-565.46 มลิลกิรมัโทรลอ็คต่อกรมัสารสกดั ตามล าดบั   เมื่อ
วเิคราะหห์าสารประกอบโพลฟีีนอล พบว่าสารสกดัจากใบใหค้่าสงูกว่าสารสกดัจากเมลด็ โดยพบว่าสารสกดั
จากใบของสายพนัธุ ์I. tinctoria ทีผ่่านการสกดัดว้ยวธิแีช่หมกั และสารสกดัจากใบของสายพนัธุ์ I. suffruticosa 
ทีส่กดัดว้ยวธิซีอลก์เลต โดยมคี่าอยู่ในช่วง 5.83 ถงึ 9.91 มลิลกิรมักรดแกลลคิต่อกรมัตวัอย่างแหง้ และ 7.17 
ถงึ 9.98 มลิลกิรมักรดแกลลคิต่อกรมัตวัอย่างแหง้ ตามล าดบั จากการวเิคราะหอ์งคป์ระกอบในสารสกดัจากใบ 
และเมลด็ ของ I. tinctoria L. ทีส่กดัดว้ยวธิแีช่หมกั ดว้ยเอธานอล 95 เปอรเ์ซน็ต์ โดยเทคนิคเทคนิคแก๊สโคร
มาโทกราฟี พบสารส าคญั 33 ชนิด ประกอบด้วย สารส าคญักลุ่มกรดไขมนัที่อิม่ตวั และไม่อิม่ตวั กลุ่มสาร 
ฟีนอลกิ กลุ่มสารสเตยีรอยด์ และสารใหส้ ีและเมื่อน ามาท านายการจบักบัเอนไซมไ์ทโรซเินส (Tyrosinase) 
ด้วยเทคนิคโมเลคกุลารด์อ็กกิง้ โดยใช้ชุดการค านวณทัง้หมด 4 ชุด พบว่าสาร Phytol, Stearic Acid, Oleic 
Acid และ Vitamin E สามารถเขา้จบัเอนไซม์ไทโรซเินสไดด้กีว่ากรดโคจกิ (สารมาตรฐาน) จากการค านวณ
แบบ ChemPLP ของสารประกอบ Phytol และ Vitamin E จากส่วนของใบ มคี่าการเขา้จบั 83.78 และ 70.34  
สารประกอบ Stearic Acid จากใบและเมลด็ มคี่าการเขา้จบั 78.34 และ สารประกอบ Oleic Acid จากเมลด็มี
ค่าการเขา้จบั 75.13 ในขณะทีค่่าการจบักนัระหว่างเอนไซมไ์ทโรซเินสกบัสารมาตรฐานกรดโกจกิ (Kojic Acid) 
มคี่าเท่ากบั 55.23  ดงันัน้สารสกดัจากใบ และเมลด็ของพชืครามเป็นแหล่งของสารตา้นอนุมลูอสิระสงู ผลการ
ทดลองไดแ้สดงใหเ้หน็ศกัยภาพของการจบักนัระหว่างสารประกอบต่าง ๆ ของสารสกดัครามและเอนไซมไ์ทโร
ซเินสในการยบัยัง้ขบวนการสร้างเมด็ส ีดงันัน้สารประกอบของสารสกดัจากครามจงึมคีวามน่าสนใจในการ
พฒันาผลติภณัฑเ์วชส าอางไดต่้อไป 

 
 

ค าส าคญั :  คราม; ไทโรซเินส; สารตา้นอนุมลูอสิระ; เทคนิคโมเลคกุลารด์อ็กกิง้ 

 
Abstract 

Indigofera tinctoria L.  and Indigofera suffruticosa are also widely cultivated in the Northeast 
region of Thailand. Both indigo species provide give a dark blue tone that is appropriate for the indigo 
dyeing process. Moreover, indigo plants are the source of many bioactive compounds. This research 
aims to determine the antioxidant properties ( IC50 values) , ferric antioxidant power (FRAP)  and total 
phenolic contents (TPC). The seeds and leaves were extracted by maceration and Soxhlet extraction 
with 50, 70, and 99. 5 %  ethanol.  The indigo extracts were analysed data substances by gas 
chromatography mass spectroscopy (GC-MS) .  These compounds were used to predict the binding 
with tyrosinase enzyme by molecular docking technique.  This technique was performed by four 
computation sets ( e. g. , ChemPLP, Goldscore, Chemscore, and ASP) .  The results from correlation 
coefficients analysis indicated that the extraction method and ethanol concentration had no relationship 
with IC50, FRAP, and TPC values. However, the plant parts for extraction were considered an important 



Vol. 10 • No. 4 • July – August 2021                                               Thai Journal of Science and Technology 

 471 

factor instead. Seed extracts had a lower IC50 value than leaf extracts in both maceration and Soxhlet 
extractions.  The IC50 values from I.  tinctoria L  seed extracts were in the range of 0. 18 to 0. 36 and 
0.09 to 0.33 mg/mL, respectively. Meanwhile, IC50 values of I. suffruticosa were in the range of 0.12 
to 0.25 and 0.05 to 0.19 mg/mL respectively. By FRAP assay, I. tinctoria leaf extracts from maceration 
technique and I.  suffruticosa seed extracts from Soxhlet extraction have high reducing values.  They 
were ranged from 290.91 to 481.82 and 338.49 to 565.46 mg Trolox equivalent/g extract, respectively. 
The analysis for TPC showed that the leaf extracts have a higher level than seed extracts.  When I. 
tinctoria L. leaves were extracted by maceration technique, TPC values exhibited in the range of 5.83 
to 9.91 mg gallic acid/gram dry sample. Whereas I. suffruticosa extracted by Soxhlet extraction, they 
were in the range of 7.17 to 9.98 mg gallic acid/gram dry sample.  The indigo extracts from leaf and 
seed of I. tinctoria L. were extracted by the maceration technique with 99.5 % ethanol and analysed 
data substances by gas chromatography mass spectroscopy (GC-MS). The 33 compounds from data 
analysis appeared to be saturated and unsaturated fatty acids, phenolic substances, steroids, and 
color agents. These compounds were used to predict the binding with tyrosinase enzyme by molecular 
docking technique. The binding affinity values of the compounds of different parts of the indigo plants 
in four computation sets were higher than Kojic acid (standard substance).  For the computation of the 
ChemPLP set, Phytol compound and vitamin E ( from leaf parts)  had binding values of 83. 78 and 
70.34. Stearic acid compounds (from leaf and seed parts) had a binding value of 78.34. and oleic acid 
compound (from the seed part) had the binding value of 75.13. Meanwhile, the binding affinity value 
between tyrosinase and kojic acid was 55.23.  The results indicated that leaf and seed extracts from 
indigo plant were a high source of antioxidant substances.  These results also demonstrated a 
remarkable potential of the binding affinities between various compounds ( contained in the indigo 
extracts)  and tyrosinase enzyme, which is related to inhibitory effects on melanogenesis.  Therefore, 
indigo extract compounds are interesting for further developing cosmeceutical products. 

 

Keywords: Indigo; Tyrosinase; Antioxidant; Molecular Docking 
 
1. บทน า 

ต้นคราม (Indigofera Family) เป็นพืชพื้นเมอืง
ในแถบทวปีเอเชยีสามารถพบได้ทัว่ไปในประเทศ
ไทย โดยต้นครามทีไ่ดร้บัความนิยมในการปลูกเพื่อ
น าไปใช้ในงานด้านอุตสาหกรรมย้อมผ้าครามคือ 
ครามบ้านหรือครามฝักตรง ( Indigofera tinctoria 
Linn.) และครามเถื่อนหรอืครามฝักงอ (Indigofera 
suffruticosa Mill.) (Matpha และ Chantaranothai, 

2015) เนื่องจากลกัษณะของเฉดสขีองทัง้สองสาย
พนัธุ์นัน้จะใหโ้ทนสนี ้าเงนิครามที่มคีวามเขม้ของสี
แตกต่างไปจากสายพนัธุ์อื่น (Saithong และคณะ, 
2011) นอกเหนือจากครามเป็นพชืที่ใหส้คีรามแลว้ 
จากภูมิปัญญาท้องถิ่นภาคอีสาน เมื่อมีบาดแผล
เลอืดออกมกัจะใชเ้นื้อครามมาท าแผลจะท าให้แผล
หายเร็วและไม่เป็นหนอง เนื่องจากในเนื้อครามมี
สารแทนนิน (Tannin) ซึ่งมีฤทธิส์มานแผลและ
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สามารถยบัยัง้การเตบิโตของเชือ้จุลชพีได ้(Sharma 
และ Agarwal, 2015) จึงท าให้บาดแผลหายได้เรว็
ขึน้  ในพชืครามยงัพบสารออกฤทธิท์างชวีภาพใน
กลุ่มของ สารประกอบโพลีฟีนอล ฟีนอล ฟลาโว
นอยด์ และ แคโรทีนอยด์ (Sharma and Agarwal, 
2015; Bakasso et al. , 2008)  มีการน าสารสกัด
ครามไปใชใ้นทางการแพทยท์ีห่ลากหลาย เช่น การ
รกัษาโรคมะเรง็ การฆ่าเชื้อแบคทเีรยี และมสีมบตัิ
เ ป็นสารต้านอ นุมูลอิสระ  ( Singh et al. , 2015; 
Srinivasan et al., 2016)  นอกจากนี้ครามยังถูก
น าไปใช้ในผลิตภัณฑ์ทางเวชส าอางในการดูแล
ผิ ว พ ร รณ  ซึ่ ง ค ว า ม ห ม า ย ข อ ง เ ว ช ส า อ า ง 
(cosmeceuticals) คือผลิตภัณฑ์ดูแลผิวประเภท
หนึ่ ง  ที่มีคุณสมบัติเช่นเดียวกับเครื่องส าอาง 
โดยรวมเอาสมบตัิในการรกัษาอาการผดิปกติของ
ผวิหนัง เช่น สวิ ริว้รอย จุดด่างด า และฝ้า-กระ เขา้
ไปด้วย  การน าส่วนต่าง ๆ ของต้นครามมาศกึษา
สารออกฤทธิท์างชวีภาพโดยเฉพาะอย่างยิง่สมบตัิ
ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระ พบว่าครามมศีกัยภาพสงู
ในการต้านอนุมูลอสิระ (Bakasso et al., 2008) ซึ่ง
สามารถยบัยัง้เหตุของการเกิดความหย่อนคล้อย 
ความไม่กระจ่างใส และความหมองคล ้าของผวิหนงั
ได้ (Chiang et al., 2006) จึงมีความน่าสนใจที่จะ
น ามาใช้เป็นเวชส าอาง  ซึ่งการที่จะน าสารส าคญั
ของครามออกมาใช้ประโยชน์ได้จึงต้ องผ่าน
กระบวนการสกัด ซึ่งวิธีแช่หมัก (Anusuya and 
Mamian, 2012; Heo et al. , 2014) และการสกัด
แบบซอกห์ เ ลต  ( Sharma and Agarwal, 2015; 
Guruvaiah et al., 2012) ซึง่เป็นวธิกีารสกดัสารจาก
พืชและสมุนไพรที่ได้รบัความนิยมในการใช้อย่าง
แพร่หลาย โดยมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการสกัด 
ไดแ้ก่ ตวัท าละลาย อุณหภูม ิตวัอย่างพชื และสารที่
ต้องการในสารสกดั เป็นต้น  อย่างไรกต็าม ในการ
เลือกใช้สารออกฤทธิท์างชวีภาพที่สกดัได้นัน้ต้อง
ผ่านการทดลองในห้องปฏิบัติการหลายขัน้ตอน

เพราะในสารสกดัมกัจะองคป์ระกอบของสารจ านวน
มาก การคิดค้นเทคโนโลยีสมัยใหม่เพื่อช่วยการ
ท านายการเข้าจับโดยจ าลองการจับกันระหว่าง
โมเลกุล (Molecular docking) จงึเขา้มามบีทบาทใน
การวิเคราะห์และแสดงความเป็นไปได้ในการ
เกิดปฏิกิริยาภายในเซลล์ ซึ่งเป็นกระบวนการคดั
กรองหาสารเคมีที่มีฤทธิต่์อโมเลกุลเป้าหมายได้
อย่างรวดเรว็ ซึง่สามารถช่วยท านายสมมตฐิานหรอื
สร้างต้นแบบการทดลองใหม่ด้วยโปรแกรม
คอมพิวเตอร์ ( in silico modeling) (Chompunuch 
and Warawut, 2021) 

จากการศึกษาก่อนหน้าของ  Yartchimplee 
(2021) พบว่าเมื่อท าการสกัดใบจากคราม 15 
ตัวอย่าง จาก 6 สายพันธุ์ ในพื้นที่เพาะปลูกทาง
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยดว้ยวธิกีารแช่
หมัก (maceration) ด้วยเอทานอลที่ความเข้มข้น 
99.5 เปอรเ์ซน็ต ์พบว่า สายพนัธุ ์I. tinctoria L. และ 
I. suffruticosa ให้ร้อยละของผลได้อยู่ในกลุ่มที่สูง 
รวมทัง้ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมลูอสิระ
ค่าที่ได้มคี่าใกล้เคยีงกบัสารควบคุมมาตรฐาน จงึมี
ความน่าสนใจทีจ่ะน าสายพนัธุ ์I. tinctoria L. และ I. 
suffruticosa ไปศกึษาต่อไป อกีทัง้เมลด็ของครามมี
ปรมิาณฟลาโวนอยด์และความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระที่สูง  (Heo et al. , 2014) จึงมีความ
น่าสนใจทีจ่ะน ามาใชใ้นการศกึษาต่อเช่นกนั เพราะ
เป็นการเพิม่มลูค่าเมลด็ของครามทีม่กีารน าไปใชใ้น
การเพาะปลกูแต่เพยีงอย่างเดยีว  

ดงันัน้งานวจิยัน้ีมุ่งเน้นเพื่อศกึษาฤทธิก์ารตา้น
อนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบและเมล็ดจากต้น
ครามสอง สายพนัธุ ์ ศกึษาอทิธพิลของตวัท าละลาย 
กระบวนการสกดั และชิ้นส่วนตวัพชืคราม และน า
สารสกัดที่ได้ไปศึกษาการจ าแนกชนิดสารด้วย
เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี และท านายการยบัยัง้
เอนไซม์ไทโรซเินสซึ่งเป็นเอนไซมห์ลกัทีเ่กีย่วขอ้ง
กบัการสงัเคราะห์เมลานิน  โดยสารประกอบที่ได้
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จากการสกดัจากตน้ครามถูกน าไปวเิคราะหโ์ดยการ
ท าแบบจ าลองโมเลกุลในการเข้าจับกับโปรตีน
เป้าหมาย เพื่อศกึษาความเป็นไปไดท้ีจ่ะน าสารสกดั
จากครามไปใชใ้นการผลติเป็นเวชส าอางต่อไป 
 
2. วิธีการ 

2.1 วตัถดิุบในการสกดั 
เมล็ดครามสายพันธุ์ I. tinctoria L. และ I. 

suffruticosa ไดร้บัความอนุเคราะหม์าจากแหล่งการ
เพาะปลูกฟาร์มครามณรงค์ จงัหวดัสกลนคร และ 
อว้นกลม แฮปป้ีฟารม์ ต าบลบา้นตาด อ าเภอเมอืง 
จงัหวดัอุดรธานี ประเทศไทย สายพนัธุ์ครามไดร้บั
การยืนยนัสายพนัธุ์จากงานวิจยัของ Thanananta 
et al.  (2020a)  Thanananta et al.  (2020b)  และ 
Buaban et al. (2020) โดยน าเมลด็มาเพาะให้งอก
ในถุงเพาะช าขนาด 6x12 นิ้ว ระยะเวลา 14 วัน 
จากนัน้ย้ายต้นกล้าครามที่สมบูรณ์ปลูกในกระถาง
ขนาด 10x7.5 นิ้ว ท าการทดลองบริเวณ ชัน้ 4 
อาคารบรรยายรวม 4 ศูนยร์งัสติ อ าเภอคลองหลวง 
จงัหวดัปทุมธานี เมื่อครบระยะเวลา 180 วนั ท าการ
เกบ็ตวัอย่างเพื่อใชใ้นการทดลอง 

2.2 เตรียมตวัอย่างคราม 
น าเมลด็ และใบ ที่เกบ็ได้จากต้นคราม 2 สาย

พนัธุ ์แยกเมลด็ทีไ่ม่สมบูรณ์ออก ส่วนใบจะเลอืกใบ
ทีม่เีขยีวสด ไม่มรีอยกดัของแมลงและเชือ้รา ลา้งท า
ความสะอาดด้วยน ้ าประปา 2 ครัง้  จากนั ้นน า
ตัวอย่างไปอบด้วยตู้อบความร้อน (Hot air oven 
ยีห่อ้ Binder) อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส ระยะเวลา 
1 ชั ่ว โ ม ง  ( Heo et al. , 2014)  พั ก ใ ห้ เ ย็ น ที่
อุณหภูมหิอ้ง ปัน่ใหเ้ป็นผงดว้ยเครื่องปัน่ (PHILIPS 
รุ่น HR2061) ความเรว็เบอร ์3 เป็นเวลา 5 นาท ีคดั
แยกขนาดดว้ยตะแกรงร่อน เกบ็ตวัอย่างในถุงซปิล๊
อกในตู้ดูดความชื้น เพื่อป้องกนัการสมัผสัอากาศ
และแสงแดด 

2.3 การสกดั 
ชัง่ตวัอย่างผงใบและเมลด็ของต้นคราม ทัง้ 2 

สายพนัธุ ์อย่างละ 5 กรมั ลงในฟลาสกข์นาด 250 มิ
ลลิติร ส าหรบัการสกดัแบบแช่ ดดัแปลงมาจากวธิี
ของ Signh et al. (2015) เตมิตวัท าละลายเอทานอล 
เขม้ขน้ 50, 70 และ 99.5 เปอรเ์ซน็ต์ ปรมิาตร 125 
มลิลลิติร ปิดดว้ยพาราฟิลม์ เขย่าทีเ่ครื่องเขย่าแบบ
ควบคุมอุณหภูม ิ(Scilution รุ่น Sl-s150) ทีค่วามเรว็ 
150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 5 วัน ในส่วนการสกัดแบบ Soxhlet 
ดดัแปลงมาจากวธิขีอง Asuntha et al. (2010) โดย
เทผงตวัอย่างลงใน extraction thimble จากนัน้เตมิ 
ตัวท าละลายเอทานอล เข้มข้น 50, 70 และ 99.5 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 125 มิลลิลิตร ลงในขวด
ปรมิาตรกน้กลมขนาด 250 มลิลิติร  ใชอุ้ณหภูมใิน
การสกัดตั ้งแ ต่  100 ถึ ง  150 องศา เซลเซียส 
ระยะเวลาในการสกดั 6 ชัว่โมง จากนัน้น าตวัอย่างที่
ไ ด้ทั ้ง สองแบบไปกรองผ่ านกระดาษกรอ ง 
Whatman เบอร์ 1 น าสารสกดัหยาบไประเหยแหง้
โดยด้วยเครื่องกลัน่ระเหยภายใต้สุญญากาศ 
(Rotary evaporator,V-800, BÜCHI) เก็บสารสกัด
หยาบไว้ที่ตู้เย็นอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส น าไป
วิเคราะห์ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีดีพีพีเอช 
วเิคราะหค์วามสามารถในการรดีวิซเ์ฟอรร์กิของสาร
ต้านอนุมูลอิสระ และวิเคราะห์ปริมาณสารโพลีฟี
นอลดว้ยวธิโีฟลนิซโิอแคลธู 

2.4 การวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
2.4.1 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระด้วยวิธีดีพีพีเอช (DPPH assay ) 
วเิคราะหฤ์ทธิต์า้นอนุมลูอสิระดว้ยวธิดีพีพีเีอช 

โดยดดัแปลงวธิขีอง Anusuya and Mamain (2012) 
และ Signh et al. (2015) ค านวณฤทธิต์้านอนุมูล
อิสระเทียบกับสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก มี
หน่วยเป็นไมโครโมลาร์และเทยีบกบัค่าตวัควบคุม
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ลบที่ใส่เอทานอลแทนการใส่สารละลายตัวอย่าง 
ค านวณร้อยละของความสามารถในการยบัยัง้การ
เ กิด อ นุ มู ล อิส ร ะ จ าก  FRSA (%  free radical 
scavenging activity) จากสมการที ่(2.1) และศกึษา
ความเข้มข้นของสารสกดัที่ใช้ในการยบัยัง้อนุมูล
อิสระร้อยละ 50 ( inhibitory concentration, IC50) 
โดยรายงานผลเป็น IC50*DPPH (mg crude/ml 
reaction) โดยวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 
515 นาโนเมตร 
FRSA (%) = [(Ablank - Asample) ÷ Ablank] x 100 

  (2.1) 
โดย Ablank แทนค่าการดูดกลนืแสงของตวัควบคุมที่
ท าปฏกิริยิากบัดพีพีเีอช;  
Asample แทนค่าการดูดกลืนแสงที่ 515 นาโนเมตร 
ของตวัอย่างทีท่ าปฏกิริยิากบัดพีพีเีอช 

2.4.2 วิเคราะหค์วามสามารถในการ
รีดิวซเ์ฟอรริ์กของสารต้านอนุมูลอิสระ (Ferric 
Ion Reducing Antioxidant Power; FRAP)  

วิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์รกิ
ของสารต้านอนุมูลอิสระ โดยดัดแปลงวิธีของ 
Sharma and Agarwal ( 2015)  แ ล ะ  Wong et al. 
(2015) ค านวณฤทธิต์้านอนุมูลอิสระโดยเทยีบกบั
กราฟมาตรฐานเฟอร์รสัซลัเฟต เข้มข้น 1 มิลลิโม
ล า ร์  โ ด ย ร า ย ง า น ผ ล ใ น ห น่ ว ย  mg Trolox 
equivalent/g extract 

2.4.3 วิเคราะหป์ริมาณสารโพลีฟีนอล
ด้วย วิ ธี โฟ ลินซิ โอแคลธู  ( Folin-Ciocalteau 
assay) 

วเิคราะหป์รมิาณสารโพลฟีีนอลดว้ยวธิโีฟลนิซิ
โอแคลธู โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Guruvaiah et al. 
(2012) ค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอล
ทัง้หมด เปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐานกรดแกลลิ
คเขม้ขน้ 0-1.0 มลิลกิรมัต่อมลิลติร โดยรายงานผล

เป็นมลิลกิรมัของกรดแกลลกิต่อกรมัสารสกดัหยาบ 
(mg GAE/g crude extract) 

2.5 การจ าแนกชนิดของสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของครามโดยเทคนิคแก๊สโครมา 
โ ท ก ร า ฟี  ( Gas chromatography- mass 
spectrometer: (GC-MS) 

วเิคราะหส์ารประกอบจากสารสกดัดว้ยเทคนิค 
Gas chromatography- mass spectrometer โ ด ย
ดัดแปลงวิธีของ Rajan et al. (2015) น าสารสกัด
จากส่วนต่าง ๆ ของ I. tinctoria ไดแ้ก่ ใบและเมลด็ 
ที่ผ่านการสกัดด้วยวิธีการแบบแช่หมัก ในตัวท า
ละลายเอทานอลเข้มข้น 99.5 เปอร์เซ็นต์ ส่ง
ตวัอย่างวเิคราะห์ ที่ศูนย์นาโนเทคโนโลยแีห่งชาติ 
(NanoTEC) ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยแีห่งชาต ิ(สวทช.) ประเทศไทย  

2.6 ผลการท านายการเข้าจบัของสารสกดั
ครามกับไทโรซิเนสโดยเทคนิคการจ าลอง
โมเลกลุ (Molecular docking 

เตรยีมขอ้มลูสารประกอบทีพ่บในคราม จากขอ้ 
2.5 จากฐานขอ้มูล Pubchem หรอื Zinc database 
(Irwin et al., 2012) และใชโ้มเลกุล Kojic acid เป็น
สารมาตรฐานในการทดสอบการเขา้จบักบัเอนไซม์
เป้าหมายไทโรซเินส (PDB id: 2Y9X.pdb)  (Ismaya 
et al. , 2011) วิเคราะห์การเข้าจับของโมเลกุล
ภายในสารสกดัครามกบัไทโรซิเนสโดยโปรแกรม 
Gold 6.0 วิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ที่เกิดขึ้นบริเวณ
โปรตนีเป้าหมายและลแิกนดโ์ดยใชโ้ปรแกรม Drug 
discovery studio เพื่อแสดงปฏิสัมพันธ์ที่เกิดขึ้น
ระหว่างกรด อะมโินในบรเิวณทีม่กีารจบัของโปรตนี
เป้าหมายกบัลแิกนด ์ 

2.7 การทดสอบทางสถิติ 
ค่าผลลพัธ์จะถูกน าเสนอด้วยค่าเฉลี่ย ± ส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(analysis of variance: ANOVA) โดยทดสอบความ
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แตกต่างระหว่ างค่ า เฉลี่ยแบบรายคู่ ด้ วยวิธี  
Duncan’s multiple range test ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่
รอ้ยละ 95  (P<0.05) โดยใชโ้ปรแกรม SPSS รุ่นที ่
25.0 

 
3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ผล 

3.1 การทดสอบความสามารถการเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกดัคราม 

การทดสอบความสามารถเป็นสารต้านอนุมูล
อสิระของสารสกดัครามสายพนัธุ ์I. tinctorial และ I. 
suffruticosa โดยแสดงค่าความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลดีพีพีเอช ค่า
ความสามารถในการรดีวิซเ์ฟอรร์กิ และปรมิาณสาร
โพลีฟีนอลของสารสกัดคราม 2 สายพันธุ์ พบว่า 
ตวัอย่างทีม่าจากเมลด็ใหค้่าปรมิาณการยบัยัง้อนุมลู
อิสระดีพีพีเอช เท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์ ได้ดีกว่า
ตวัอย่างจากใบครามทัง้สองสายพนัธุ์ โดยค่า IC50 
ของการสกดัตวัอย่างเมลด็ดว้ยวธิกีารแช่หมกั สาย
พนัธุ ์I. tinctorial มคี่าในช่วง 0.13-0.39 มลิลกิรมัต่อ
มิลลิลิตร ส่วนตัวอย่างใบ ให้ค่าในช่วง 0.28-0.47 

มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร เมื่อพจิารณาวธิกีารสกดัพบว่า
การสกดัด้วยวธิซีอกห์เลต ให้ค่าในช่วง 0.10-0.33 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร (เมลด็) และใหค้่าในช่วง 1.57-
2.40 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร (ใบ) (Figure 1A) ส่วน
ค่า IC50 ของการสกดัตวัอย่างเมลด็ด้วยวธิแีช่หมกั 
สายพันธุ์ I. suffruticosa ให้ค่าในช่วง 0.11-0.25 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ส่วนตวัอย่างใบ ให้ค่าในช่วง 
1.25-3.12 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร อย่างไรกต็าม เมื่อ
พิจารณาวิธีการสกดัพบว่าการสกัดด้วยวิธีซอกห์
เลต ให้ค่าในช่วง 0.05-0.18 มิลลิกรมัต่อมิลลลิติร 
(เมล็ด) และให้ค่าในช่วง 0.85-4.13 มิลลิกรัมต่อ
มลิลลิติร (ใบ) (Figure 1B) ส่วนการสกดัดว้ยวธิแีช่
หมกัใหผ้ลทีต่ ่ากว่า เนื่องจากกระบวนการสกดัดว้ย
วธิซีอกหเ์ลต มกีารไหลเวยีนของตวัท าละลายและมี
การใชค้วามรอ้น ท าใหส้ารส าคญัทีม่คีวามสามารถ
ในการต้านอนุมูลอิสระดพีีพเีอชที่ไม่ทนความร้อน
จะสลายไป นอกจากนี้เมื่อพจิารณาค่า IC50 ของการ
สกดัตวัอย่างเมลด็ครามทัง้สองสายพนัธุ ์ดว้ยตวัท า
ล ะลาย เอทานอล  เข้มข้น  50, 70 และ  99.5 
เปอร์เซน็ต์ พบว่า ทัง้สองสายพนัธุ์ ให้ค่า IC50 ไม่
แตกต่างกนัทางสถติ ิ

 

 Figure 1 Effect of ethanol concentration ( 50, 70, and 99. 5% ) , extraction methods (maceration and 
Soxhlet), and explants (leave and seed) on antioxidant activity by DPPH assay of the indigo plant (A: 
I. tinctoria L. and B: I. suffruticosa).  
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การวเิคราะห์ความสามารถในการรดีวิซ์เฟอร์
ริกของสารต้านอนุมูลอิสระ (FRAP assays) เพื่อ
ประเมินความสามารถในการเป็นตัวรีดิวซ์ใน
ปฏิกริยา redox-linked colorimetric method จาก
การทดลองพบว่าในตัวอย่างเมล็ด สายพันธุ์ I. 
tinctorial  ให้ค่าในช่วง 214.55-420.00 มิลลิกรัม
โทรลอ็คต่อกรมัสารสกดั ส่วนตวัอย่างใบ ใหค้่าทีต่ ่า
กว่าในช่วง 107.88-481.82 มิลลิกรัมโทรล็อคต่อ
กรัมสารสกัด (Figure 2A) ส่วนในตัวอย่างเมล็ด 
สายพันธุ์  I.  suffruticosa ให้ค่ า ในช่วง  209.09-
565.46 มิลลิกรัมโทรล็อคต่อกรัมสารสกัด ส่วน
ตัวอย่างใบ ให้ค่าที่ต ่ากว่าในช่วง 145.46-349.39 
มลิลกิรมัโทรลอ็คต่อกรมัสารสกดั (Figure 2B) เมื่อ
พิจารณาเปรียบเทยีบวธิกีารสกดั พบว่า การสกดั
ด้วยวธิซีอกหเ์ลต ให้ค่าที่สูงกว่าวธิแีช่หมกั ในช่วง 
358.18-565.46 มิลลิกรมัโทรล็อคต่อกรมัสารสกดั 
(เมล็ด) และ 107.87-276.36 มิลลิกรมัโทรล็อคต่อ
กรมัสารสกดั (ใบ) ส่วนการสกดัด้วยวธิแีช่หมกั ให้

ค่าในช่วง 209.09-332.82 มลิลกิรมัโทรลอ็คต่อกรมั
สารสกดั (เมลด็) และ 290.91-481.82 มลิลกิรมัโทร
ลอ็คต่อกรมัสารสกดั(ใบ) จากผลดงักล่าวพบว่าค่า 
FRAP ในตวัอย่างเมลด็ที่สกดัด้วยวธิซีอกห์เลตให้
ค่าที่สูงกว่าวธิแีช่หมกั แต่ในตวัอย่างที่สกดัดว้ยวธิี
แช่หมกัใหค้่าทีส่งูกว่าวธิซีอกหเ์ลต เมื่อพจิารณาถงึ
ตัวท าละลายเอทานอลเข้มข้น 50, 70 และ 99.5 
เปอร์เซ็นต์ ให้ผลการรีดิวซ์ที่ไม่แตกต่างกันทาง
สถติ ิจากผลการทดลองการวเิคราะหค์วามสามารถ
ในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารต้านอนุมูลอิสระ จะ
แสดงฤทธิต์้านอนุมูลอสิระในรูปแบบของผล FRAP 
value ซึง่หมายถงึหากสารสกดัมคี่า FRAP value ที่
สงูกจ็ะมคีวามสามารถในการรดีวิซ ์(สารต้านอนุมูล
อสิระสามารถถ่ายเทอเิลค็ตรอนใหก้บัสารประกอบ) 
ซึ่งท าให้ประจุของสารบ่งชี้ Fe3+ เปลี่ยนเป็น Fe2+ 
ได้มากขึน้ เพราะโลหะไอออนเป็นตวัการส าคญัใน
การเร่งปฏกิริยิาท าให้เกดิสารต้านอนุมูลอิสระต่าง 
ๆ มากมาย

 

 
Figure 2 Effect of ethanol concentration ( 50, 70, and 99. 5% ) , extraction methods (maceration and 
Soxhlet), and explants (leave and seed) on antioxidant activity by FRAP assay of the indigo plant (A: 
I. tinctoria L. and B: I. suffruticosa). 
 

ส าหรบัปรมิาณสารโพลฟีีนอลโดยวธิโีฟลนิซโิอ
แคลธูในสารสกัดครามทัง้สองสายพันธุ์ พบว่า 
ปรมิาณสารโพลฟีีนอลทัง้หมดในทัง้สองสายพนัธุ์มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติ ในตัวอย่างเมล็ด สาย
พนัธุ์ I. tinctorial ให้ค่าในช่วง 5.83-8.61 มลิลกิรมั

กรดแกลลคิต่อกรมัตวัอย่างแหง้ ส่วนใบจะใหค้่าสูง
กว่าในช่วง 5.83-9.91 มลิลกิรมักรดแกลลคิต่อกรมั
ตัวอย่างแห้ง (Figure 3A) ส่วนในตัวอย่างเมล็ด 
สายพันธุ์ I. suffruticosa ให้ค่าในช่วง 4.73-7.58 
มลิลกิรมักรดแกลลคิต่อกรมัตวัอย่างแหง้ ส่วนใบจะ

(B) (A) 
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ใหค้่าสงูกว่าในช่วง 6.98-9.98 มลิลกิรมักรดแกลลคิ
ต่อกรัมตัวอย่างแห้ง (Figure 3B) เมื่อพิจารณา
เปรียบเทียบวิธีการสกัด พบว่า การสกัดด้วยวิธี
ซอกหเ์ลต ใหค้่า 4.72-7.96 มลิลกิรมักรดแกลลคิต่อ
กรมัตวัอย่างแหง้ (เมลด็) และ  6.16-9.98 มลิลกิรมั
กรดแกลลคิต่อกรมัตวัอย่างแหง้ (ใบ) ส่วนการสกดั
ดว้ยวธิแีช่หมกัใหผ้ลทีส่งูกว่า เนื่องจากการสกดัวธิี
แช่หมัก เป็นกระบวนการสกัดที่ไม่ใช้ความร้อน 
สารประกอบที่ไม่ทนต่อความร้อนจงึไม่เสยีหายไป 
ใหค้่าในช่วง 5.60-8.61 มลิลกิรมักรดแกลลคิต่อกรมั
ตัวอย่างแห้ง (เมล็ด) และให้ค่าในช่วง 5.83-9.67 
มิลลิกรัมกรดแกลลิคต่อกรัมตัวอย่างแห้ง (ใบ) 
นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาตวัท าละลายเอทานอล ที่
แตกต่างกัน 50, 70 และ 99.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่า
ปริมาณสารโพลีฟีนอลทัง้หมดมคี่าไม่แตกต่างกนั

ทางสถิติ จากผลการหาปริมาณสารโพลีฟีนอล
ทัง้หมด พบว่าในชิ้นส่วนที่สกดัจากใบครามนัน้มี
ปริมาณโพลีฟีนอลทัง้หมดที่สูงกว่าในเมล็ด ในทัง้
สองสายพนัธุ์ ทัง้นี้เนื่องจากในใบจะประกอบด้วย
รงควัต ถุของพืช  ( pigments)  และสารส าคัญ 
(phytochemical) โดยสารเหล่านี้มอีงคป์ระกอบของ
สารโพลฟีีนอล ซึง่สอดคลอ้งกบังานของ Guruvaiah 
และคณะ (2012) ที่ท าการวเิคราะหท์างพฤกษเคมี
เบือ้งต้นของสารสกดัจากใบคราม พบสารส าคญัอยู่
ในกลุ่มของฟีนอล ฟลาโวนอยด ์สโปนิน และไฟโตส
เตียรอยด์ ในระดับที่สูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ
สารประกอบอื่น ๆ เช่น แอลคาลอยด ์แทนนิน ไตร
เทอร์พีน  เทอร์พีนอยด์  และคาร์โบไฮ เดรต 
ตามล าดบั 

 

 
Figure 3 Effect of ethanol concentration ( 50, 70, and 99. 5% ) , extraction methods (maceration and 
Soxhlet) , and explants ( leave and seed)  on total phenolic content ( TPC)  of the indigo plant ( A:  I. 
tinctoria L. and B: I. suffruticosa). 

 
สั ม ป ร ะ สิ ท ธิ ์ส ห สั ม พั น ธ์  ( Correlation 

coeffieients; r ) เป็นค่าแสดงความสมัพนัธ ์ระหว่าง
วธิกีารสกดั ชิน้สว่นของตน้คราม ความเขม้ขน้เอทา
นอล ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ และปริมาณสารโพลีฟี
นอล ของสารสกดัครามสายพนัธุ ์I. tinctorial และ I. 
suffruticosa (Table 1) พบว่าจากผลการวิเคราะห์
อทิธพิลของปัจจยัการสกดัไม่มคีวามสมัพนัธ์กบัค่า
การต้ านอ นุมูลอิสระ  IC50 ของดีพีพี เ อช  ค่ า

ความสามารถเป็นตัวรีดิวซ์เฟอร์ริก และการหา
ปริมาณสารโพลีฟีนอลทัง้หมด จากสายพันธุ์ I. 
tinctorial โ ด ยพบว่ า ถื อ เ ป็ น ปั จ จัย ส า คัญที่ มี
ความสมัพนัธต่์อค่า TPC (Total phenolic contents) 
มคีวามสมัพนัธเ์ชงิบวก (r ≈ 0.3, p > 0.05) ในขณะ
ทีก่ารวเิคราะหค์วามสมัพนัธก์บัค่าการตา้นอนุอสิระ 
IC50 ของดพีพีเีอช มคีวามสมัพนัธเ์ชงิลบ (r ≈ -0.6, 
p > 0.01)  และค่าพลังงานความสามารถเป็นตัว

(B) (A) 
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รดีวิซเ์ฟอรร์กิ มคีวามสมัพนัธเ์ชงิบวก (r ≈ 0.3, p > 
0.05) ขณะทีส่ายพนัธุ ์I. suffruticosa ชิน้สว่นในการ
สกัดมีความสมัพันธ์กับค่าการต้านอนุอิสระ IC50 
ของวิธีดีพีพีเอช ในเชิงบวก (r ≈ 0.6, p > 0.05) 
และในขณะที่ค่าพลงังานความสามารเป็นตวัรดีวิซ์
เฟอรร์กิ มคีวามสมัพนัธเ์ชงิลบ (r ≈ -0.5, p > 0.01) 
รวมถึงค่าการต้านอนุมูลอสิระจากวธิดีพีพีเีอชและ
การวเิคราะหค์่าพลงังานความสามารถเป็นตวัรดีวิซ์
เฟอร์รกิ ยงัมคีวามสมัพนัธเ์ชงิลบต่อกนั (r ≈ -0.5, 
p > 0.01 และ r ≈ -0.4, p > 0.01) จากความสมัพนัธ์
ขา้งตน้เป็นเหตุผลในการเลอืก สายพนัธุ ์I. tinctoria 
L. มาศกึษาการจ าแนกสารประกอบทีอ่ยู่ในสารสกดั
จากชิ้นส่วนใบ และเมล็ด โดยการวิเคราะห์ด้วย 

GC-MS เน่ืองจากสายพนัธุด์งักล่าวใหค้่ารอ้ยละของ
ผลได้อยู่ในกลุ่มทีสู่ง และยงัมฤีทธติ้านอนุมูลอสิระ
และปรมิาณสารโพลฟีีนอลทีส่งู และท าการเลอืกการ
สกัดสายพันธุ์นี้ด้วยวิธีแช่หมักเนื่องจากวิธีการนี้
เป็นวธิทีี่ถูกน ามาใช้ในเชงิพาณิชยอ์ย่างแพร่หลาย 
เนื่องจากเป็นวธิทีี่มขี ัน้ตอนไม่ยุ่งยาก ค่าใช้จ่ายใน
การสกัดถูกกว่าวิธีอื่น ๆ และมีข้อดีที่สารไม่ถูก
ความรอ้น เกดิการสญูเสยีสารทีม่คีวามไวต่อความ
รอ้นต ่า  และผลการวเิคราะหอ์ทิธพิลของปัจจยัการ
สกดัเช่น ความเขม้ขน้ของตวัท าละลายเอทานอลไม่
มคีวามสมัพนัธก์บัค่าการตา้นอนุมลูอสิระ IC50 ของ
ดีพีพีเอช ค่าความสามารถเป็นตัวรีดิวซ์เฟอร์ริก 
และการหาปรมิาณสารโพลฟีีนอลทัง้หมดดว้ย 

 
Table 1 Correlation coefficient (r) for correlation between extraction methods, fragments, ethanol 
concentration for antioxidant activity, and polyphenol content of I. tinctoria and I. suffruticosa  

 Extraction Explant Ethanol Dpph Frap TPC 

I. tinctoria 
Extraction 1 .000 .000 .241 .092 -.039 
Explant  1 .000 .283 .071 .356* 
Ethanol   1 .013 .002 .133 
Dpph    1 -.693** -.092 
Frap     1 .393* 
TPC      1 

I. suffruticosa 
Extraction 1 .000 .000 .089 -.053 -.024 
Explant  1 .000 .611* -.533** .089 
Ethanol   1 .010 -.001 .068 
Dpph    1 -.550** .306 
Frap     1 -.459** 
TPC      1 

*Correlation is significant when p < 0.05 (2-tailed), **Correlation is significant when p < 0.01 (2-tailed). 
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Table 2 GC/MS spectral data of major compounds isolated from the indigo leave extract and seed 
extract 

Samples 
Compound 

name 

Molecular  
weight 
(g/mol) 

m/z Mass spectra 

Leave 
extract 

Linoleic acid 280.44 280 

 

Palmitic acid 256.40 256 

 

Indigo 262.27 262 

 

Seed 
extractm 

Mome inositol 180.16 185 

 

Oleic acid 282.47 282 

 

Palmitic acid 256.40 256 

 
 
3.2 การจ าแนกชนิดของสารออกฤทธ์ิทาง

ชี ว ภ า พ ข อ ง ค ร า ม โ ด ย เ ท ค นิ ค แ ก๊ ส 
โครมาโทกราฟี (Gas chromatography-mass 
spectrometer: (GC-MS) 

น าตัวอย่างสารสกัดหยาบในชิ้นส่วนของใบ 
และเมลด็ ของสายพนัธุ ์I. tinctoria L.  ไปวเิคราะห์

ด้ ว ย เ ท ค นิ ค โ ค ร ม า โ ท ก ร า ฟ ฟี  Gas 
chromatography-mass spectrometer (GC-MS) ที่
ศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาติ ผลการวิเคราะห์
องคป์ระกอบหลกัทางเคมภีายในสารสกดัหยาบจาก
ใ บ ค ร า ม  ( Figure 4A แ ล ะ  Table 2)    พ บ
สารประกอบหลักคือ Linoleic acid, Palmitic acid 
และ Indigo รอ้ยละ 21.57, 14.46 และ 9.37  



Thai Journal of Science and Technology                                     ปีที ่10 • ฉบบัที ่4 • กรกฏาคม – สิงหาคม 2564 

 480 

Table 3 Tentative identification compounds of indigo leave and seed extract from GCMS analysis  

No. 
Plant 
parts 

Retention 
Time 

Tentative 
Identification 

compound 

% 
of Total 

No. 
Plant 
parts 

Retention 
Time 

Tentative 
Identification 

compound 

% 
of 

Total 
1 L 4.05 1,3-Butanediol 0.231 18 L 18.1 Hexadecanamide 0.093 

2 S 7.43 2-Pentylfuran 0.085 19 
L 
S 

19.57 
19.6 

Eicosanoic Acid 
0.464 
0.768 

3 
L 
S 

9.18 
9.48 

Glycerin 
3.744 
0.443 

20 S 20.82 
Bis (2-Ethylhexyl 

Phthalate) 
1.342 

4 S 
 

9.59 
 

4H-Pyran-4-one,2,3-
Dihydro-3,5-

Dihydroxy-6-Methyl 

 
0.852 

21 S 21.21 Ethyl Docosanoate 4.495 

5 L 10.49 
4-(Methylamino) 

benzonitrile 
0.862 22 L 21.18 

Docasanoic acid, 
Methyl ester 

0.228 

6 L 11.15 Butanedioic Acid 0.814 23 L 21.49 Tryptanthrin 1.125 

7 L 11.45 Ethyl Anthranilate 0.286 24 
L 
S 

24.78 
24.78 

Nonacosane 
0.526 
0.526 

8 L 11.88 Anthranilate 0.789 25 L 27.66 Indigo 9.370 

9 
L 
S 

14.39 
14.38 

Myristic Acid 0.673 26 L 30.06 Vitamin E 5.368 

10 L 14.8 Neophytadiene 4.576 27 S 32.18 Campesterol 0.585 

11 S 15.72 Mome inositol 27.733 28 
L 
S 

33.4 
33.25 

Stigmasterol 
7.072 
1.639 

12 
L 
S 

16.31 
16.25 

Palmitic Acid 
14.462 
11.429 

29 L 34.42 Epieudesmin 0.179 

13 L 17.31 Phytol 3.476 30 
L 
S 

35.39 Beta-Sitosterol 2.679 

14 S 17.72 Ethyl Oleate 1.944 31 S 37.93 Taraxasterol 0.321 
15 S 17.87 Oleic Acid 21.579 32 S 38.31 Spinasterone 1.024 
16 L 17.9 Linoleic Acid 21.579 33 S 41.05 Sitostenone 0.300 

17 
L 
S 

18.00 
17.99 

Stearic Acid 
2.043 
3.229 
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ตามล าดับ ส่วนในสารสกัดหยาบจากเมล็ดคราม 
(Figure 4B และ Table 2)   พบสารหลกัคอื Mome 
inositol, Oleic acid แ ล ะ  Palmitic acid ร้ อ ย ล ะ 
27.73, 21.57 และ 11.42 ตามล าดบั  สารประกอบ
ภายในสารสกดัจากใบ และเมลด็ทัง้หมดทีร่ะบุชนิด

ได ้ 33 ชนิด (Table 3) สารทีพ่บมากอยู่ในกลุ่มของ
กรดไขมันซึ่งพบทัง้ชนิดอิ่มตัวและอิ่มตัวของพืช 
และกลุ่มสธีรรมชาต ิIndigo  โดยสารประกอบทีพ่บ
ส่วนมากในสารสกดัจากใบครามและเมลด็ครามจะ
อยู่ในกลุ่มอยู่ของกรดไขมนัทีม่ปีระโยชน์

 

 
Figure 4 GC-MS chromatogram of indigo leave extract (A) and seed extract (B) 

 
ไดแ้ก่ กลุ่มกรดไขมนั ไดแ้ก่ Linoleic acid, Palmitic 
acid, Stearic acid แ ล ะ  Glycerin ก ลุ่ ม ส า ร 
สเตยีรอยด ์ไดแ้ก่ Stigmasterol สารประกอบฟีนอล
ลิค วิตามินอี และ ไฮโดรคาร์บอน ได้แก่  Phytol 
รวมไปถึงสารกลุ่มให้สีตระกูลสีฟ้าคราม ได้แก่ 
Indigo ซึง่จากผลการวเิคราะหค์รัง้นี้ใหผ้ลสอดคลอ้ง
กับงานวิจัยของ Srinivasan et al. (2016) และ 
Gerometta et al. (2020) ได้วเิคราะหส์ารออกฤทธิ ์
ทางชีวภาพของสารสกัดครามพบว่ามีกลุ่มของ
สารประกอบฟีนอล ฟลาโวนอยด ์สโปนิน และเทอร์
พนีอยด ์เป็นตน้ 

3.3 การท านายการเข้าจบัของสารประกอบ
จากสารสกัดครามกับเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(Tyrosinase) โดยการจ าลองการจบักนัระหว่าง
โม เลกุล ด้วย เทคนิคโมเลคกุลาร์ด็อก ก้ิง 
(Molecular docking) 

วเิคราะหก์ารเขา้จบักนัของสารประกอบทีแ่ยก
ได้ทัง้ 33 ชนิด กบัเป้าหมายไทโรซเินสรหสั PDB: 
2Y9X โดยใช้ Gold 6.0 (Jones et al., 1997) โดย
ใช้ฟังก์ชันการให้คะแนน Goldscore Chemscore 
ASP และ ChemPLP จากผลการท านายพบว่าสาร
สกดัทีไ่ดจ้ากใบ Phytol, Stearic Acid และ Vitamin 
E สารสกดัที่ได้จากเมลด็ Oleic Acid มคี่าพลงังาน
ในการเขา้จบักบัเอนไซมไ์ทโรซเินสทีส่งูเป็นไปตาม
แนวโน้มเดียวกันในทุกรูปแบบการค านวณของ
โปรแกรม Gold โดยวิเคราะห์ค่าพลังงานเข้าจับ
เทยีบกบัสารมาตรฐานกรดโคจกิ (Kojic acid) พบว่า
มคี่าพลงังานทีส่งูกว่าสารมาตรฐานกรดโคจกิ ทัง้นี้
ค่าในแต่ละชุดการค านวณแสดงถึงค่าพลงังานใน
การเข้าจบักบับริเวณที่ส าคญัที่ท าให้เกิดปฏกิริยิา 
(Active site) โดยเทยีบเคยีงลกัษณะการเขา้จบักับ
โครงสร้างสารในเชิง 3 มิติ กับสารมาตรฐาน ซึ่ง
สามารถสงัเกตไดใ้นการค านวณทัง้ 4 รปูแบบ 

(B) (A) 

Mome inositol 

Oleic acid Palmitic acid 
Linoleic acid 

Indigo 

Palmitic acid 
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Table 4 Molecular docking analysis of phytochemical isolates from indigo plant extracts with the 
tyrosinase enzyme 

Ligand 
Binding Energy (kcal/mol) 

ChemPLP Gold score Chemscore ASP 
Standard Kojic acid 55.23 55.85 19.11 29.05 

  1. Phytol 83.78 71.86 36.77 38.08 
  2. Stearic Acid 78.34 61.01 58.22 34.22 
  3. Oleic Acid 75.13 61.45 33.63 34.13 
  4. Vitamin E 70.34 68.85 38.12 35.58 
 

 

Table 5 The interaction between phytochemical isolates from indigo plant extracts and tyrosinase 
enzyme 

Ligand 
The type of interaction 

π – π 
stacked 

π - Alkyl 
π – 

Sigma 
Covalent 

bond 
C-H 
bond 

Alkyl Hydrophobic 
Metal 
donor 

Metal 
Acceptor 

Standard  
Kojic acid 

His1044 Ala1067 Val1064 - 

His866 
His1040 
Phe1045 
Met1061 
Val1064 

- - - - 

1. Phytol - 
Phe1045 
Val1064 

- 
His842 
His866 

- 
His1025 
His1044 
Ala1067 

Val1064 
His1025 

- - 

2. Stearic 
Acid 

- - - His842 
His866 
His1040 

- His866 Cu2112 - 

3. Oleic 
Acid 

- His1066 - 
His866 
His842 

His842 
Val1064 

- Val1064 - - 

4. Vitamin 
E 

His1044 

Phe871 
His875 
Val1028 
His1040 
Phe1045 
Ala1067 

- His842 - 
Val1029 
Val1064 

- - Cu2118 
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Figure 5 Three- dimensional ( left)  and two- dimensional ( right)  diagrams depicting the interaction of 
Kojic acid ( A) , Phytol ( B) , Stearic Acid ( C) , Oleic Acid ( D) , and Vitamin E ( E)  with the amino acid 
residues of the tyrosinase enzyme. 

 
โดยสารตวัอย่างทัง้หมดใหค้่าสูงกว่าสารมาตรฐาน
ในทัง้ 4 รปูแบบ (Table 4) เน่ืองจากลกัษณะการจบั
กนัระหว่างลแิกนดข์องสารกบัเอนไซมไ์ทโรซเินส มี
การจับและเกิดปฏิสัมพันธ์ด้วยค่าพลังงานที่
แตกต่างกนั แสดงใน Figure 5 และ Table 5 

ผลการท านายทีไ่ดน้ี้ใหผ้ลทีส่อดคลอ้งกบัการ
ทดลอง ในห้องปฏิบัติการและการจ าลองใน
คอมพวิเตอรข์อง Locatelli et al. (2018) พบว่าสาร
ที่น ามาเป็นลแิกนด์มกัเป็นสารกลุ่มกรดไขมนั สาร
โพลฟีีนอล และสารกลุ่มไฮโดรคารบ์อน ทีส่กดัมาได้
จากพชืนัน้มแีนวโน้มในการเขา้จบักบัเอนไซมไ์ทโร

(E) 
 

(D) 
 

(C) 
 

 
 

(B) 

(A) 



Thai Journal of Science and Technology                                     ปีที ่10 • ฉบบัที ่4 • กรกฏาคม – สิงหาคม 2564 

 484 

ซเินสได ้งานวจิยันี้มกีารน าสารสกดัทีไ่ดจ้ากตน้จาค็
อบ หรือ Asphodeline liburnica ศึกษาฤทธิก์าร
ยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสได้เท่ากับ 29.78±3.08 
มลิลกิรมั Kojic acid ต่อกรมั และเมื่อท านายการเขา้
จบัของสารลแิกนด์ Emodine ที่ได้จากการสกดัต้น
จาค็อบด้วยโปรแกรม GOLD ซึ่งให้ค่าการเข้าจับ 
Goldscore เท่ากบั 57.5 และ Chemscore เท่ากบั 
28.7 ซึ่งให้ค่าการเข้าจับที่สูงกว่าสารมาตรฐาน 
Kojic acid และยงัสอดคล้องกับผลการศึกษาฤทธิ ์
การยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซเินสในห้องปฏิบตัิการอีก
ด้วย และ Mahomoodally et al. (2019) ได้ท าการ
สกดัสารจากต้น Hypericum lanuginosum จากนัน้
น าไปวิเคราะห์สารประกอบที่สกัดได้ด้วยเทคนิค 
LC-HRMS และไดค้ดัเลอืกสารทีน่่าสนใจ จ านวน 4 
ส า ร  ไ ด้ แ ก่  Chlorogenic acid, Quinic acid, 
Quercetin-3-O-rutinoside (rutin) และ Quercetin-
3- O- galactoside ( Hyperoside)  ซึ่ ง ส า ร ส กั ด 
Hyperoside มีค่าสมรรถภาพในการเชื่อมต่อกับ
โปรตีนเป้าหมายที่ระดับ (docking fitness value) 
45.86 สงูทีส่ดุในทัง้ 4 สารประกอบ ซีง่ตวัโปรแกรม 
Gold นัน้รายงานถึงว่าหากมีค่า Docking fitness 
value สงู จะหมายถงึการมคี่า Binding affinity ทีต่ดิ
ลบมาก ท าให้แสดงถึงลิแกนด์มคีวามสามารถเขา้
จบักบัโปรตนีเป้าหมายไดด้ ี
4. สรปุผลการวิจยั 

การศึกษาสารสกดัจากเมล็ด และใบของต้น
คราม  2 สายพันธุ์  ได้แก่  I.  tinctorial และ  I. 
suffruticosa ดว้ยวธิแีช่หมกั และซอกหเ์ลต โดยตวั
ท าละลายเอทานอลเข้มข้น 50, 70 และ 99.5 
เปอรเ์ซน็ต ์พบว่าสารสกดัจากเมลด็ครามดว้ยวถิแีช่
หมกัและซอกห์เลตให้ค่าปริมาณการยับยัง้อนุมูล
อสิระดพีพีเีอชและความสามารถในการรดีวิซเ์ฟอร์
รกิของสารต้านอนุมูลอสิระ เท่ากบั 50 เปอร์เซน็ต์ 
(ค่า IC50) ได้ดกีว่าตวัอย่างจากใบคราม ส าหรบัใน

ตัวอย่างใบจะให้ค่าปริมาณฟีนอลลิกทัง้หมดที่สูง
กว่าในตัวอย่างเมล็ด เห็นได้ว่าตัวอย่างเมล็ดของ
ครามทัง้สองสายพนัธุเ์ป็นแหล่งของสารต้านอนุมูล
อิสระได้เป็นอย่างดี เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบที่
ส าคัญจากสารสกัดใบและเมล็ดโดยเทคนิค Gas 
chromatography mass spectroscopy ( GC-MS) 
พบสารส าคญั 33 ชนิด และเมื่อน าขอ้มลูดงักล่าวไป
ใช้ในการเป็นสารลิแกนด์เพื่อเข้ากับจับกับไทโร
ซเินสโดยการเขา้จบัระหว่างโมเลกุลดว้ยการจ าลอง
การจับกันระหว่างโมเลกุล (Molecular docking) 
พ บ ว่ า  Phytol, Oleic Acid, Stearic Acid แ ล ะ 
Vitamin E ให้ค่าพลงังานการเขา้จบัจากทุกชุดการ
ค านวณได้สูงกว่าสารมาตรฐาน Kojic Acid ดงันัน้ 
จงึสามารถสรุปได้ว่าสารดงักล่าวมแีนวโน้มในการ
เขา้จบักบัไทโรซเินสไดด้ ีนอกจากนี้ควรมกีารน าไป
ศกึษาต่อในดา้นคุณลกัษณะทางเคมขีองพฤกษเคมี
เพิม่เตมิส าหรบัการพฒันาผลติภณัฑย์าใหม่หรอืเวช
ส าอาง  เพื่ อ เพิ่มมูลค่ าของครามในปัจจุบัน
นอกเหนอืจากการใชใ้นงานดา้นอุตสาหกรรมสิง่ทอ  
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
การวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนงานวิจัยแผน

บูรณาการพฒันาศกัยภาพวทิยาศาสตร์เทคโนโลยี
วจิยัและนวตักรรมประจ าปี 2562 เลขที ่8/2562 ทุน
บณัฑติเรยีนดเีพื่อศกึษาต่อระดบับณัฑติศกึษา ตาม
บนัทกึขอ้ตกลงเลขที ่ทบ 15/2561 และไดร้บัความ
อนุเคราะห์ในการเกบ็ตวัอย่างคราม จากอ้วนกลม
แฮปป้ีฟารม์ และณรงคเ์ดชฟารม์ ในการวจิยัในครัง้
นี้ 
 
6. References 
Anusuya, N. and Manian, S. , 2013, Antioxidant 

and free radical scavenging potential of 
different solvent extracts of Indigofera 



Vol. 10 • No. 4 • July – August 2021                                               Thai Journal of Science and Technology 

 485 

tinctoria L.  Leaves, Int.  J.  Pharm Sci. , 5: 
142-147. 

Asuntha, G., Prasannaraju, Y., and Prasad., K., 
2010, Effect of ethanol extract of Indigofera 
tinctoria Linn ( Fabaceae)  on 
lithium/ pilocarpine- induced status 
epilepticus and oxidative stress in wistar 
rats, Trop. J. Pharm. Res., 9: 149-156. 

Bakasso, S. , Lamien- Meda, A. , Lamien.  C. , 
Kiendrebeogo, M., Millogo, J., Ouedraogo, 
A.  and Nacoulma, O. , 2008, Polyphenol 
contents and antioxidant activities of five 
Indigofera species ( Fabaceae)  from 
Burkina Faso Pak, J. Biol. Sci., 11: 1429-
1435. 

Buaban.  S. , Thanananta, T. , and Thanananta, 
N. , 2020, Genetic relationship assessment 
of Indigofera using HAT-RAPD technique, 
TJST., 9: 378-387. (In Thai) 

Chiang, A. , Wu, H. , Yeh, H. , Chu, C. , Lin, H. 
and Lee, W. , 2006, Antioxidant effects of 
black rice extract through the induction of 
superoxide dismutase and catalase 
activities, Lipids, 41: 797–803. 

Chompunuch, V.  and Warawut, C. , 2021, 
Bioinformatics Application in Biological 
Science Research, Burapha Sci. J., 15: 99-
106. (In Thai) 

Gerometta, E. , Grondin, I. , Smadja, J. , 
Frederich, M.  and Gauvin- Bialecki, A. , 
2020, A review of traditional uses 
phytochemistry and pharmacology of the 
genus Indigofera, J. Ethnopharmacol., 253: 
112608-112691. 

Guruvaiah, P. , Arunachalam, A.  and Velan, L. , 
2012, Evaluation of phytochemical 
constituents and antioxidant activities of 
successive solvent extracts of leaves of 
Indigofera caerulea Roxb using various in 
vitro antioxidant assay systems, Asian Pac. 
J. Trop. Dis., 2: 118-123. 

Heo, B. , Park, Y. , Bae, Y. , Cho, J. , Park K. , 
Jastrzebski, Z.  and Gorinstein, S. , 2014, 
Anticancer and antioxidant effects of 
extracts from different parts of indigo plant, 
Ind. Crops Prod., 56, 9–16. 

Irwin, J. , Sterling, T. , Mysinger, M. , Bolstad, E. 
and Coleman, R., 2012, ZINC a free tool to 
discover chemistry for biology, J.  Chem. 
Inf. Model., 52: 1757-1768. 

Ismaya, W. , Rozeboom, H. , Weijn, A. , Mes, J. , 
Fusetti, F. , Wichers, H.  and Dijkstra, B. , 
2011, the Crystal structure of Agaricus 
bisporus mushroom tyrosinase identity of 
the tetramer subunits and interaction with 
tropolone, Biochemistry, 50: 5477-5486. 

Jones, G., Willett, P., Glen, R. C., Leach, A. R. 
and Taylor, R. , 1997, Development and 
validation of a genetic algorithm for flexible 
docking, J. Mol. Biol., 267: 727-748. 

Locatelli, M. , Yerlikaya, S. , Baloglu, M. C. , 
Zengin, G. , Altunoglu, Y. C. , Cacciagrano, 
F. , Campestre, C. , Mahomoodally, M. F. 
and Mollica, A. , 2018, Investigations into 
the therapeutic potential of Asphodeline 
liturgical roots in vitro and silico 
biochemical and toxicological perspectives, 
Food Chem. Toxicol., 120: 172-182. 



Thai Journal of Science and Technology                                     ปีที ่10 • ฉบบัที ่4 • กรกฏาคม – สิงหาคม 2564 

 486 

Mahomoodally, M. F. , Zengin G. , Zheleva-
Dimitrova, D. , Mollica, A. , Stefanucci, A. , 
Sinan, K.I. and Aumeeruddy., M.Z., 2019, 
Metabolomics profiling, bio-pharmaceutical 
properties of Hypericum lanuginosum 
extracts by in vitro and in silico approaches, 
Ind. Crops Prod., 133, 379-382. 

Matpha, S.  and Chantaranothai, P. , 2015, The 
genus Indigofera L.  in Thailand.  Applied 
Taxonomic Research Center, Khonkaen: 
Khon Kaen University, 80 p. (In Thai) 

Rajan, R. , Srinivasan, S. , Wankhar, W.  and 
Rathinasamy, S. , 2015, Research & 
reviews journal of pharmaceutical analysis, 
J. Pharm. Anal., 4: 72-83. 

Saithong, A. , Teanglum, A.  and Lasopha, S. , 
2011, Indigo and indigo products, 
Research Report, Sakonnakhon: 
Sakonnakhon rajabhat university, 70 p. (In 
Thai)  

Sharma, V. , and Agarwal, A. , 2015, 
Physicochemical and antioxidant assays of 
methanol and hydromethanol extract of 
ariel parts of Indigofera tinctoria Linn, 
Indian J. Pharm. Sci., 77: 729-734. 

Singh, R. , Sharma, S. , and Sharma, V. , 2015, 
Comparative and quantitative analysis of 
antioxidant and scavenging potential of 

Indigofera tinctoria Linn. extracts, J. Integr. 
Med., 13: 269-278. 

Srinivasan, S. , Wankhar, W. , Rathinasamy, S. 
and Rajan, R. , 2016, Free radical 
scavenging potential and HPTLC analysis 
of Indigofera tinctoria Linn. (Fabaceae), J. 
Pharm. Anal., 6: 125-131. 

Thanananta, N. , Buaban.  S.  and Thanananta, 
T., 2020a, Genetic relationship assessment 
of indigo plant ( Indigofera Linn. )  using 
SCoT technique, TJST. , 9:  333- 341.  ( In 
Thai) 

Thanananta, T. , Buaban.  S.  and Thanananta, 
N. , 2020b, Genetic relationship 
assessment of Indigofera Using ISSR 
technique, TJST., 9: 388-396. (In Thai) 

Wong, C., Cheung, W.S., Lau, Y., Bolanos de la 
Torre, A. and Owusu-Apenten, R., 2015, A 
frap assay at pH 7 unveils extra antioxidant 
activity from green, black, white and 
rooibos tea but not apple tea, F.  Nutr. 
Report., 1: 16-23. 

Yartchimplee, A. , 2021, Antioxidant activities of 
the indigo extracts and prediction of 
tyrosinase inhibition by molecular docking, 
Master Thesis, Thammasat University, 
Pathum Thani, 168 p. (In Thai).

 

 


