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ผลไม้พื้นถิ่น พบได้มากในภาคตะüันออกของประเทýไทย มีการใช้ประโยชน์ในĀลาย ๆ ด้านไม่ü่าจะเป็นการ

น าเนื้อผลมาประกอบอาĀาร ใช้รับประทานเป็นผลไม้ ท าน้ าผลไม้ĀรือขนมĀüาน เช่น ÿละลอยแก้ü การน าใบ
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บทคัดย่อ 

       ÿละเป็นพืชในüงý์ Arecaceae ท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿ ผู้üิจัย�
จึงÿนใจýึกþาเปรียบเทียบฤทธิ์ดังกล่าüของเปลือกผลและเมล็ดÿละ ในÿารÿกัดจากÿละ 4 ÿายพันธุ์ ได้แก่ 

ÿายพันธุ์เนินüง ÿายพันธุ์ÿุมาลี ÿายพันธุ์Āม้อ และÿายพันธุ์อินโดนีเซีย ท่ีมีเมทานอลเป็นตัüท าละลาย น ามา�
ทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระด้üยüิธี ABTS DPPH และ FRAP assay และทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿ  

รüมท้ังตรüจÿอบคุณÿมบัติทาเคมี ด้üยüิธีรงคเลขผิüบาง Āลังจากนั้นคัดเลือกÿายพันธุ์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ 

และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿท่ีดีท่ีÿุด น าไปÿกัดด้üยüิธีÿกัดÿีเขียü (green extraction) โดยใช้ choline 
chloride ผÿมกับ urea (DES1), choline chloride ผÿมกับ ethylene glycol (DES2) และ choline 
chloride ผÿมกับ propanoic acid (DES3) เป็นตัüท าละลาย จากผลการýึกþา พบü่าÿารÿกัดเปลือกÿละ�
ÿายพันธุ์Āม้อมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระดีท่ีÿุด และÿารÿกัดเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงมีฤทธิ์ยับยั้งการท างาน�
เอนไซม์ไทโรซิเนÿดีท่ีÿุด เมื่อน าไปตรüจÿอบโดยใช้üิธีรงขเลขผิüบาง พบü่ามีÿารประกอบกลุ่มฟีนอลิกอยู่ จึง�
เลือกเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อ ซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระดีท่ีÿุด และเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้ง�
เอนไซม์ไทโรซิเนÿดีที่ÿุด น าไปÿกัดด้üยตัüท าละลายเอทานอล และตัüท าละลาย DES ผลการทดลองพบü่า 

ÿารÿกัดของเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อที่ÿกัดด้üยตัüท าละลาย choline�chloride ผÿมกับ urea (DES1) มีฤทธิ์�
ต้านอนุมูลอิÿระดทีี่ÿุด และÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงที่ÿกัดด้üย choline� chloride ผÿมกับ 

Propanoic acid (DES3) มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿดีท่ีÿุด และดีกü่าÿารมาตรฐานกรดโค�
จิก ดังนั้นจึงคüรýึกþาÿารที่ออกฤทธิ์ และกลไกท่ีออกฤทธิ์ในการýึกþาต่อไป  

…….…………………………………….. 
 (อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานüิจัย) 
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ABSTRACT 
     Salak is a plant of the Arecaceae that has antioxidant and antityrosinase activities 

In this study, the peel and seed of salak in 4 cultivars, including Noen Wong, Sumalee, Mor 
and Indonesia using methanol as solvent were tested by ABTS, DPPH and FRAP methods for 
free radical scavenging activity and tyrosinase inhibition activity. The thin layer 
chromatography method was also examined. The species that exhibited the best antioxidant 
and antityrosinase activities were selected and extracted with ethanol and green extraction 
(choline chloride (ChCl)-urea (DES1), choline chloride (ChCl)-ethylene glycol (DES2) and 
choline�chloride (ChCl)-Propanoic acid (DES3)).The result showed that the Mor peel extract 
has the strongest antioxidant activity and  the extract of Noen Wong seeds has the highest 
antityrosinase activity and the caffeoylquinic acids were detected by thin layer 
chromatography. These samples were selected to extract with ethanol and DES solvents. 
The Mor peel extract with DES1 exhibited the highest antioxidant activity and the Noen 
Wong seeds extract with DES3 has the highest inhibitory activity of tyrosinase  comparable 
with kojic acid, a positive control.� In further study, the active compounds and biological 
mechanism of salak could be elueidated.   

………………………………….. 
 (Advisor) 
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               ของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 
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บทท่ี 1 

บทน า 

1. ที่มาและคüามÿ าคัญของงานüิจัย 

ประเทýไทยมีท่ีต้ังอยู่ในเขตร้อนใต้เÿ้นýูนย์ ÿูตร ท าใĀ้มีÿภาพภูมิอากาýเป็นแบบร้อนช้ืน อากาý

โดยท่ัüไปร้อนอบอ้าüตลอดเกือบท้ังปี โดยเฉพาะช่üงฤดูร้อนมีอุณĀภูมิÿูงถึงราü ๆ 40 องýาเซลเซียÿ และมี

แดดค่อนข้างจัด แÿงแดดในช่üงฤดูร้อนนั้นมักมาพร้อมกับรังÿี UVA และรังÿี UVB ซึ่งเป็นตัüการÿ าคัญในการ

ท าลายผิüĀนัง โดยประเทýไทยมีค่า UV index Āรือ ดัชนีรังÿีอัลตราไüโอเลตเฉล่ียอยู่ในช่üง 11–12 ซึ่งเป็น

ระดับคüามรุนแรงท่ีÿูงมาก Āากได้รับแÿงแดดแบบนี้เป็นเüลานาน จะท าใĀ้เÿ่ียงเกิดมะเร็งผิüĀนังและปัญĀา

ผิüต่าง ๆ ท่ีตามมาได้ เช่น กระ ฝ้า ÿีผิüĀนังĀมองคล้ า นอกจากนี้ยังท าใĀ้คอลลาเจนใต้ช้ันผิüĀนังเÿ่ือมÿภาพ

และก่อใĀ้เกิดอนุมูลอิÿระ ซึ่งเป็นปัจจัยĀนึ่งท่ีท าใĀ้ผิüมีคüามĀยาบกร้าน มีริ้üรอย และมีคüามĀมองคล้ า (1) 

ปัจจุบันจึงได้มีการýึกþาĀาÿารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระและýึกþาĀาÿารยับยั้งĀรือขัดขüางกลไกการ

ÿร้างเม็ดÿีจากÿารÿกัดธรรมชาติ เพื่อน ามาÿกัดĀาÿารÿ าคัญท่ีมีฤทธิ์มาใช้และน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์บ ารุง

ผิüป้องกันริ้üรอย คüามเĀี่ยüย่น และผลิตภัณฑ์เพื่อคüามขาüกระจ่างใÿ ซึ่งได้มีงานüิจัยช้ินĀนึ่งท่ีýึกþาฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิÿระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿของเปลือกผลÿละท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลายเอทานอล พบü่ามี

ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿถึงร้อยละ 85.98 (2) อีกท้ังยังพบงานüิจัยĀนึ่งท่ีýึกþาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระในÿาร

ÿกัดของเปลือกผลÿละ พบü่ามีค่า EC50 = 15.26 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (3)   

 ÿละ (Salak) มีช่ือüิทยาýาÿตร์ü่า Salacca zalacca (Gaertn.) Voss จัดเป็นพืชในÿกุลระก า 

(Salacca) üงý์ Arecaceae มีถ่ินก าเนิดในทüีปเอเชีย พบมากในจีน ไทย พม่า มาเลเซีย เüียดนาม อินโดนีเซีย 

และอินเดีย เป็นพืชประจ าถิ่นในแถบพื้นท่ีติดทะเลจึงพบเĀ็นได้มากแถüจังĀüัดท่ีติดชายทะเล ต้นมีลักþณะ

เป็นพุ่มเต้ีย ก้านใบมีĀนามแข็ง ผลมีÿีน้ าตาลอมแดงลักþณะเป็นทรงรี เปลือกแข็ง ผิüขรุขระมีเกล็ดเล็ก ๆ อยู่ 

เนื้อมีลักþณะเป็นกลีบÿีเĀลืองอ่อน มีรÿชาติเปรี้ยüอมĀüาน มีกล่ินเฉพาะตัü ÿ่üนต่าง ๆ ของÿละÿามารถ

น ามาใช้ประโยชน์ได้มากมาย เช่น ผลของÿละÿามารถรับประทานได้ ยอดอ่อนÿามารถน ามาปรุงอาĀาร ใบ

ÿละÿามารถใช้มุงĀลังคาĀรือĀ่อขนมได้ และเมล็ดÿละÿามารถน ามาÿกัดน้ ามันใช้ทานüดกล้ามเนื้อและบ ารุง

เÿ้นผมได้ (4) 

 งานüิจัยนี้จึงได้น าÿละ (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) โดยเลือกใช้ÿ่üนเปลือกผลและเมล็ด

ของÿละท้ังĀมด 4 ÿายพันธุ์ ได้แก่ ÿละเนินüง ÿละÿุมาลี ÿละĀม้อ และÿละอินโดนีเซีย มาใช้เปรียบเทียบ

การทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿ ซึ่งเป็นเอนไซม์ÿ าคัญในกระบüนการÿร้าง

เม็ดÿีเมลานินใต้ช้ันผิüĀนัง โดยมุ่งĀüังเพื่อใĀ้ได้ÿารÿกัดจากÿละท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระและฤทธิ์ยับยั้ง

เอนไซม์ไทโรซิเนÿ 
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2. üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย 

          1. เพื่อýึกþาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿจากÿารÿกัดของเปลือกผลและ

เมล็ดÿละÿายพันธุ์ต่าง ๆ 

          2. เพื่อĀาตัüท าละลายท่ีเĀมาะÿมในการÿกัดÿารจากÿละ 

3. ÿมมติฐานของงานüิจัย  

การÿกัดÿารจากเปลือกผลและเมล็ดÿละแต่ละÿายพันธุ์มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิÿระ และฤทธิ์ยับยั้ง

การท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนÿท่ีแตกต่างกัน 

4. กรอบแนüคิดของงานüิจัย 

 

 
                                             1. ทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างาน 
                                                 ของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 

                                             2. ทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ 
                                                 ด้üยüิธี DPPH, ABTS, FRAP 

                                             3. ตรüจÿอบปริมาณÿารประกอบ 
                                                 ฟีนอลิก 

                                    

                       

 

 

 

 

 

 

ÿกัดด้üยตัüท าละลายต่าง ๆ 

ได้ÿารÿกัดท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิÿระ และยับย้ังเอนไซม์ไทโร

ซิเนÿÿูง 

ÿารÿกัดจากÿายพันธุ์ที่ฤทธิ์ดีท่ีÿุด ÿารÿกัดจากเปลือกและ

เมล็ดÿละ 4 ÿายพันธุ์        
- ÿละÿายพันธุ์เนินüง            
- ÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 
- ÿละÿายพันธุ์Āม้อ 
- ÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 

1. ทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างาน 
ของเอนไซมไ์ทโรซิเนÿ 

2. ทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ

ด้üยüิธี DPPH, ABTS, FRAP 

3. ตรüจÿอบปริมาณÿารประกอบ 

ฟีนอลิก 
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บทท่ี 2  

üรรณกรรมท่ีเกี่ยüข้อง 

1.ข้อมูลทั่üไปของÿละ 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 1 : ÿละ 4 ÿายพันธุ์ (ก) ÿละเนินüง, (ข) ÿละÿุมาลี, (ค) ÿละĀม้อ, (ง) ÿละอินโดนีเซีย    
                         (ที่มา (ก) : อาทิตย์ ÿมโภช.ÿละเนินüง.[ออนไลน์].[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 2 กรกฎาคม 2563].เข้าถึงได้จาก: 
                                      https://greenspace.market/shop/ÿละเนินüง/ 
                                (ข) : อาทิตย์ ÿมโภช.ÿละÿุมาลี.[ออนไลน์].[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 2 กรกฎาคม 2563].เข้าถึงได้จาก:    
                                      https://greenspace.market/shop/ÿละÿุมาลี/ 
                                (ค) : ประกายดาü อ าพันธ์ทอง.ÿละĀม้อ.[ออนไลน์].[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 2 กรกฎาคม 2563].เข้าถึงได้จาก:    
                                      https://dreamprakaydao.wordpress.com/ÿละ/ 
                                (ง) : จตุพล ยอดüงý์พะเนา.ÿละอินโด.[ออนไลน์].[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 2 กรกฎาคม 2563].เข้าถงึได้จาก    
                                      https://www.kasetkaoklai.com/home/2018/09/ลุงไĀü-เกþตรกรĀัüใจแก/)   
  
 1.1 ข้อมูลพฤกþýาÿตร์  (5) 

1.1.1 ช่ือüิทยาýาÿตร์ : Salacca zalacca (Gaertn.) Voss 
1.1.2 ช่ือพ้อง : Calamus zalacca, Salacca edulis 
1.1.3 อาณาจักร : Plantae 
1.1.4 อันดับ : Arecales 
1.1.5 üงý์ : Arecaceae 
1.1.6 ÿกุล : Salacca 
1.1.7 ÿปีช่ีÿ์ : S. zalacca 

ก 

ค 

ข 

ง 
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1.2 ลักþณะทางพฤกþýาÿตร์  (6) 
1.2.1 ราก 
        รากÿละเป็นระบบรากฝอย (fibrous root) ท่ีมีเÿ้นผ่าýูนย์กลางประมาณ 1-2 เซนติเมตร ราก

ÿละจะแตกออกจากบริเüณโคนเĀง้าเĀนือดินพร้อมกันĀลาย ๆ ราก มีขนาดและคüามยาüเท่าๆ กัน 
1.2.2 ล าต้น 
        ล าต้นÿละมีลักþณะเป็นทรงพุ่ม ล าต้นต้ังตรง และถูกĀุ้มด้üยกาบใบเป็นข้อ ๆ ภายนอกล าต้นมี

ĀนามแĀลมแข็งปกคลุม และล าต้นมีคüามÿูงประมาณ 3-7 เมตร   
1.2.3 ใบ 
        ใบประกอบด้üยใบย่อยท่ีแตกออกจากก้านใบ คล้ายใบมะพร้าü มีลักþณะอ่อน และลู่ มีคüาม

ยาüประมาณ 2-3 เมตร ใบมีลักþณะเป็นใบประกอบแบบขนนก มีลักþณะโค้งลงบริเüณกลางใบจนถึงปลายใบ

และขอบใบÿ่üนปลายมีĀนามขนาดเล็ก  
1.2.4 ช่อดอก 
        ช่อดอกประกอบด้üยดอกย่อยจ านüนมาก ดอกจะติดกับแกนช่อดอก ช่อดอกจะแทงออกจาก

กาบใบ ĀรือระĀü่างช้ันของโคนกาบใบ ช่อดอกมีลักþณะยาüลู่ลงÿู่ดิน เรียกü่า ทะลายดอก 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 2 :  (ก) ราก, (ข) ช่อดอก, (ค) ล าต้น, (ง) ใบ        

             (ที่มา (ก) : เÿิน บ้านÿüน.รากÿละ.[ออนไลน์].[ÿืบค้นเมือ่üันที่ 2 กรกฎาคม 2563].เข้าถึงได้จา

https://www.bansuanporpeang.com/node/29675 
                                              (ข) : จตุพร พุทธิýา.ช่อดอกÿละ.[ออนไลน์].[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 2 กรกฎาคม 2563].เข้าถึงได้จาก:    
                                                    https://puechkaset.com/ÿละ/ 
                                              (ค) : กุลüัช จันทร์ดอน.ล าต้นÿละ.[ออนไลน์].[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 2 กรกฎาคม 2563].เข้าถึงได้จาก:    
                                                    https://www.palangkaset.com/เมืองไม้ผล/ต้นÿละ-1/attachment/6-ต้นตัüผู้ของÿละ/ 
                                              (ง) :  เÿิน บ้านÿüน.รากÿละ.[ออนไลน์].[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 2 กรกฎาคม 2563].เข้าถึงได้จาก:    
                                                     https://www.baanlaesuan.com/plants/annual/137887.html  

ก 

ข ค ง 
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1.3 ÿละในประเทýไทยมี 4 ชนิด ดังนี้  (6)  

1.3.1 ÿละÿายพันธุ์เนินüง 
                      ÿละเนินüงมีล าต้นมีขนาดเล็กอยู่ใต้ดิน ถูกĀุ้มด้üยกาบใบ กาบใบมีÿีน้ าตาล ใบมีลักþณะ

ยาü และอ่อน Āนามของยอดมีÿีขาüยังไม่คล่ีออก ผลรูปทรงยาüจากĀัüท้ายคล้ายกระÿüย เนื้อผลĀนานุ่ม มีÿี

เĀลืองนüล มีรÿฝาด และĀüานอมเปรี้ยü เปลือกมีลักþณะเป็นเกล็ดเรียงซ้อนกัน ปกคลุมด้üยĀนาม และเมล็ด

มีขนาดเล็ก ไม่ทนต่อÿภาพแüดล้อมแÿงแดดจัด 
 
 

 
 
                                          
                                          ภาพที่ 3 : เปลือกผลและเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง 
          1.3.2 ÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 
                     ÿละÿุมาลีมีลักþณะล าต้นขนาดเล็ก ใบÿีเขียüอมเĀลือง ใบมีลักþณะใĀญ่และปลายใบÿ้ัน 

Āนามของยอดอ่อนท่ียังไม่คล่ีมีÿีÿ้มอ่อน ช่อดอกมีขนาดใĀญ่และยาü  เปลือกมีลักþณะเป็นเกล็ดเรียงซ้อนกัน 

และปกคลุมด้üยĀนาม เนื้อผลมีÿีเĀลือง รÿĀüาน ผลมีรูปร่างป้อมÿ้ัน เมล็ดมีขนาดเล็ก และทนต่อ

ÿภาพแüดล้อมแÿงแดดจัดได้ดี 
  

 
 
 

                                   
                                       ภาพที่ 4 : เปลือกผลและเมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี                             

1.3.3 ÿละÿายพันธุ์Āม้อ                                    
                     ÿละĀม้อมีล าต้นขนาดเล็ก ใบมีลักþณะÿ้ันและÿีใบเข้ม ผลมีรูปร่างยาüและมีจะงอย ช่อดอก

มีลักþณะยาü เปลือกมีÿีน้ าตาลแดงเข้มลักþณะเป็นเกล็ดเรียงซ้อนกัน และปกคลุมด้üยĀนาม เนื้อผลĀนานุ่ม 

มีÿีน้ าตาล รÿĀüาน เมล็ดมีลักþณะกลมขนาดเล็ก และทนต่อÿภาพแüดล้อมแÿงแดดจัดได้ดี 
 

 
 

                                     
                                         ภาพที่ 5 : เปลือกผลและเมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ 
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1.3.4 ÿละÿายพันธุอ์ินโดนีเซีย 
                   ÿละอินโดนีเซียมีล าต้นขนาดเล็ก ใบมีลักþณะใĀญ่และÿ้ัน ช่อดอกมีลักþณะยาü เปลือกมี

ลักþณะเป็นเกล็ดเรียงซ้อนกัน และปกคลุมด้üยĀนาม เนื้อผลเมื่อÿุกจะมีÿีด า รÿĀüานและเปรี้ยü ผลมีขนาด

ใĀญ่กü่าÿละÿายพันธุ์อื่น ๆ เมล็ดมีขนาดเล็ก และทนต่อÿภาพแüดล้อมแÿงแดดจัดได้ดี 
 

 

 

                                    ภาพที่ 6 : เปลือกผลและเมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 
                            
ตารางที่ 1 : แÿดงเปรียบเทียบลักþณะÿละทั้ง 4 ÿายพันธุ ์

          ÿายพันธุ์    
ลักþณะ 

ÿละเนินüง ÿละÿุมาลี ÿละĀม้อ ÿละอินโดนีเซีย 

ล าต้น เล็ก เล็ก เล็ก เล็ก 

Āนามของยอดอ่อน Āนามÿีขาüยังไม่คล่ี Āนามÿีÿ้มยังไม่คล่ี Āนามยาüเล็กและ
อ่อน 

Āนามยาü 

ใบ ทางใบยาü ปลาย
ใบยาü กาบใบÿี

น้ าตาล 

ทางใบยาü ใบใĀญ่
กü้าง ปลายใบÿ้ัน 
กาบใบÿีเĀลือง 

 

ข้อทางใบÿ้ัน ทางใบใĀญ่และÿ้ัน 

ดอก ช่อดอกยาü ช่อดอกยาüและ
ใĀญ่ 

ช่อดอกยาü ช่อดอกยาü 

รูปร่างผล ยาü Āัüท้ายเรียü
คล้ายกระÿüย 

ป้อมÿ้ัน ยาü ป้อมÿ้ัน 

เนื้อ ÿีเĀลืองนüล Āนา
และแน่น 

ÿีน้ าตาล เนื้อĀนา ÿีน้ าตาล เนื้อĀนา ÿีด า เนื้อĀนา 

เมล็ด เล็ก เล็ก เล็ก เล็ก 

รÿชาติ ĀüานĀรือĀüานอม
เปรี้ยü 

Āüานมีกล่ินเฉพาะ Āüานมีกล่ินเฉพาะ ĀüานĀรือĀüานอม
เปรี้ยü 

การเจริญเติบโต ไม่ทนแดด ทนแดด ทนแดด ทนแดด 
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1.4 ฤทธิ์ทางเภÿัชüิทยาของÿละ 
    ในปี 2016 Suica-Bunghez ได้ท าการýึกþาฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน และÿารพฤกþเคมีจากÿละ โดย

ได้ท าการýึกþาเปรียบเทียบระĀü่างเนื้อผลกับเปลือกของÿละ จากการýึกþา พบü่าฤทธิ์ในการต้านอนุมูล

อิÿระในเนื้อผลของÿละมีค่าเท่ากับ 82.68 เปอร์เซ็นต์ และในเปลือกÿละมีค่าเท่ากับ 73.14 เปอร์เซ็นต์ ผล

การýึกþาฟลาโüนอยด์ โดยท าท้ังĀมด 5 คüามเข้มข้น 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิกรัมต่อกรัม พบÿาร 

ฟลาโüนอยด์ในเนื้อÿละมีค่าเท่ากับ 129.8±0.003 มิลลิกรัมต่อกรัม และในเปลือกÿละมีค่าเท่ากับ 

124.9±0.004 มิลลิกรัมต่อกรัม เมื่อเทียบกับแคทีชิน (catechin) ผลการýึกþาแทนนินพบü่าในเนื้อÿละมีÿาร

แทนนินมีค่าเท่ากับ 109.1±0.0003 มิลลิกรัมต่อกรัม และในเปลือกÿละมีค่าเท่ากับ 63±0.0005 มิลลิกรัมต่อ

กรัม ผลการýึกþาฟีนอลิก พบü่าในเนื้อÿละมีค่าเท่ากับ 1067.796±0.0002 มิลลิกรัมต่อกรัม และในเปลือก

ÿละมีค่าเท่ากับ 946.610±0.042 มิลลิกรัมต่อกรัม จึงÿรุปü่าเนื้อÿละพบÿารต้านอนุมูลอิÿระ และÿารพฤกþ

เคมีมากกü่าเปลือกÿละ (7)  
    ในปี 2017 Astrid Tilaar และคณะ ได้ท าการýึกþาüิจัยเกี่ยüกับการทดÿอบประÿิทธิภาพฤทธิ์ ใน

การท าใĀ้ผิüขาüจากÿารÿกัดÿละ โดยทดÿอบด้üยÿารÿกัดจากเนื้อผลÿละด้üยตัüท าละลายเอทานอล 96 
เปอร์เซนต์ มีการทดÿอบÿารต้านอนุมูลอิÿระโดยใช้ ascorbic acid เป็นÿารมาตรฐาน และจากการýึกþา

พบü่าÿารÿกัดจากÿละมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิÿระท่ีดีเมื่อเทียบกับÿารมาตรฐาน โดยÿารÿกัดÿละคüามเข้มข้น

ท่ี 5, 3 และ1 เปอร์เซ็นต์ ÿามารถต้านอนุมูลอิÿระได้ 99.50 เปอร์เซ็นต์ 85.70 เปอร์เซ็นต์ และ 47.00 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และในการýึกþาฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿพบü่าท่ีคüามเข้มข้น 5 
เปอร์เซ็นต์ มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿดีท่ีÿุดคือ 18.71 เปอร์เซ็นต์ และจากการ

เปรียบเทียบในกลุ่มตัüอย่างท่ีใช้ระĀü่างครีมเบÿกับครีมท่ีมีÿารÿกัด พบü่าĀลังจากการใช้ไปแล้ü 28 üัน ครีม

ท่ีมีÿารÿกัดÿามารถท าใĀ้ผิüขาüขึ้นได้แตกต่างจากครีมเบÿ ดังนั้นÿารÿกัดÿละจึงเĀมาะÿมท่ีจะน ามาพัฒนา

เป็นผลิตภัณฑ์เพื่อท าใĀ้ผิüขาüต่อไป (8) 
           ในปี 2017 Elok Zubaidah และคณะ ได้ท าการýึกþาประÿิทธิภาพการรักþาภาüะท่ีมีน้ าตาลใน

เลือดÿูงและโรคไขมันในเลือดÿูงจากÿ่üนเนื้อผลของÿละท้ังĀมด 5 ÿายพันธุ์ได้แก่ Pondoh, Swaru, Gula 
Pasir, Madu, และ Madura โดยทดÿอบในĀนูทดลอง ซึ่งพบü่าÿละท้ัง 5 ÿายพันธุ์ มีการลดระดับน้ าตาลและ

ไขมันในเลือดและÿายพันธุ์ ท่ีมีฤทธิ์ดีท่ีÿุดคือ Swaru ซึ่งÿามารถลดระดับ low density lipoprotein, 
triglyceride, total cholesterol, blood glucose, และ high density lipoprotein โดยมีค่าเท่ากับ 9.5 
มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร 58.25 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร 56.25 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร blood glucose 61.69 
เปอร์เซ็นต์ และ 60 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ตามล าดับ เมื่อเทียบกับĀนูÿุขภาพดีซึ่งเป็นตัüแปรคüบคุม (9) 
 
2. การทดÿอบฤทธิ์ทางชีüภาพ 
    2.1 อนุมูลอิÿระ  

   อนุมูลอิÿระ Āมายถึง ÿารท่ีมีอิเล็กตรอนคู่โดดเด่ียü (unpaired electrons) ในอะตอม Āรือ

โมเลกุล พบได้ท้ังในÿ่ิงแüดล้อม ÿ่ิงมีชีüิต และเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งกระบüนการผลิตพลังงานภายในเซลล์ 
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Āรือจากกระบüนการเมตาบอลิซึม (metabolism) โดยมีการเคล่ือนย้ายอิเล็กตรอนออกจากโมเลกุลของ

ออกซิเจน ท าใĀอ้ิเล็กตรอนในโมเลกุลออกซิเจนไม่ÿมดุล กลายเป็นอนุมูลอิÿระท่ีü่องไüในการเข้าท าปฏิกิริยา

มาก และÿามารถดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอื่นมาแทนท่ีอิเล็กตรอนท่ีขาดĀายไปเพื่อใĀ้ตัüเองเกิดคüามÿมดุล

Āรือเÿถียร ซึ่งปฏิกิริยานี้จะเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่องเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ และเกิดขึ้นในเซลล์ตลอดเüลา (10)  
2.1.1 ปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลอิÿระ (11) 

                   การเกิดอนุมูลอิÿระมีท้ังĀมด 3 ระยะ   
1) Initiation เป็นระยะแรกเริ่มในการเกิดอนุมูลอิÿระโดยมีตัüกระตุ้นคือ คüามร้อน แÿง  

รังÿีท่ีมีพลังงานÿูงและโลĀะĀนักต่าง ๆ ซึ่งจะเกิดจากการท่ีอะตอมไฮโดรเจนĀลุดออกมาแล้üท าปฏิกิริยากับ

ออกซิเจน ดังÿมการ  
                                                    RH + O2        R* + H2O*                

          2) Propagation เป็นระยะเพิ่มจ านüนของÿารอนุมูลอิÿระ โดยÿารอนุมูลอิÿระไปจับกับ

ออกซิเจนกลายเป็นอนุมูลเปอร์ออกซี (peroxyl radical) ดังÿมการ 
 

                                                     R* + O2        ROO* 
                 3) Termination เป็นระยะÿ้ินÿุดของกระบüนการเกิดÿารอนุมูลอิÿระโดยอนุมูลเปอร์ออกซี 

(peroxyl radical) จะไม่เกิดปฏิกิริยากับÿารอนุมูลอิÿระแต่จะเข้าไปแย่งจับไฮโดรเจนท าใĀ้โมเลกุลเÿถียร ดัง

ÿมการ 
                                                 ROO* + RH         ROOH* + R*  
 
    2.2 ÿารต้านอนุมูลอิÿระ  
             ÿารต้านอนุมูลอิÿระ คือ ÿารที่ÿามารถยับยั้งกระบüนการออกซิไดซ์อนุมูลอิÿระ Āรือÿามารถยับยั้ง

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยในÿ่ิงมีชีüิตจะมีระบบการป้องกันการท าลายเซลล์และเนื้อเยื่อจากอนุมูลอิÿระ      

ซึ่งประกอบด้üยÿารต้านอนุมูลอิÿระมากมายĀลายชนิดท่ีท าĀน้าท่ีแตกต่างกันไป มีท้ังท่ีเป็นเอนไซม์ และไม่

เป็นเอนไซม์ ÿารประกอบท่ีละลายในน้ า และÿารประกอบท่ีละลายในไขมัน โดยÿารต้านอนุมูลอิÿระเĀล่านี้  

มีกลไกการท างานต้านอนุมูลอิÿระด้üยกันĀลายแบบ เช่น ดักจับอนุมูลอิÿระ ( radical scavenging), การ

ยับยั้งการท างานของออกซิเจนท่ีขาดอิเล็กตรอน (singlet oxygen quenching), จับกับโลĀะท่ีÿามารถ     

เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ (metal chelation), Āยุดปฏิกิริยาการÿร้างอนุมูลอิÿระ (chain-breaking), เÿริม

ฤทธิ์ (synergism) และยับย้ังการท างานของเอนไซม์ (enzyme inhibition) ท่ีเร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิÿระ เป็นต้น 

(10) 
2.2.1 ประเภทของÿารต้านอนุมูลอิÿระ (12) 

                      ÿารต้านอนุมูลอิÿระ แบ่งได้เป็น 2 ประเภทตามลักþณะการออกฤทธิ์ คือ ÿารต้านอนุมูล

อิÿระปฐมภูมิ (primary antioxidant) และÿารต้านอนุมูลอิÿระทุติยภูมิ (secondary antioxidant)  
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                    1) ÿารต้านอนุมูลอิÿระปฐมภูมิ (primary antioxidant) เป็นÿารท่ีĀยุดปฏิกิริยาอนุมูลอิÿระ

โดยการใĀ้อนุมูลไฮโดรเจน (H•) Āรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิÿระโดยตรง เป็นผลใĀ้อนุมูลนั้นกลายเป็นÿารท่ีมี

คüามเÿถียรขึ้น ÿารที่ออกฤทธิ์ในลักþณะดังกล่าü ได้แก่ ÿารประกอบกลุ่มฟินอลิก เช่น flavonoid, eugenol 
และ vanillin เป็นต้น 
                    2) ÿารต้านอนุมูลอิÿระทุติยภูมิ (secondary antioxidant) ÿารต้านอนุมูลอิÿระประเภทนี้  

ไม่ท าปฏิกิริยาโดยตรงกับอนุมูลอิÿระ แต่จะช่üยการท างานของÿารต้านอนุมูลอิÿระปฐมภูมิในลักþณะต่างๆ 

เช่น ดักจับออกซิเจน, จับกับ Fe2+ และดูดซับรังÿียูüีไü้ เป็นต้น 
 
2.2.2 กลไกการต้านอนุมูลอิÿระ (13) 

                   กลไกการต้านอนุมูลอิÿระ 4 กลไก ดังนี้ 
                  1) Free radical scavenging  
                         ÿารต้านอนุมูลอิÿระจะใĀ้ไฮโดรเจน Āรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิÿระ และท าใĀ้อนุมูล

อิÿระมีคüามเÿถียรมากขึ้น เมื่อÿารต้านอนุมูลอิÿระได้ใĀ้ไฮโดรเจน Āรืออิเล็กตรอนไปแล้ü จะเกิดเป็นอนุมูล

อิÿระตัüใĀม่ท่ีมีคüามรุนแรงน้อยกü่าอนุมูลอิÿระเดิม อาจจะไปรüมตัüกับอนุมูลอิÿระอีกโมเลกุลĀนึ่งเกิด

ผลิตภัณฑ์ท่ีเÿถียร Āรือมีÿารต้านอนุมูลอิÿระตัüอื่น ๆ มาใĀ้อิเล็กตรอน Āรือไฮโดรเจน เพื่อเกิดเป็นผลิตภัณฑ์

ท่ีเÿถียรต่อไป ÿารท่ีออกฤทธิ์ผ่านกลไกนี้ เช่น butylated hydroxyl anisole (BHA), vitamin E (alpha-
tocopherol) 
                  2) Singlet oxygen quenching  
                         ออกฤทธิ์โดยไปยับยั้งการท างานของ singlet oxygen โดยการเปล่ียน singlet oxygen 

ใĀ้อยู่ในรูป triplet oxygen และปล่อยพลังงานท่ีได้รับออกไปในรูปคüามร้อน ÿารที่ออกฤทธิ์ผ่านกลไกนี้ เช่น 

carotenoid เป็นต้น 
                  3) Metal chelating  
                         โลĀะĀนัก เช่น Fe2+ และ Cu2+ มีผลเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันในร่างกาย ซึ่งโลĀะĀนัก

ดังกล่าüจะไปเร่งการเกิดอนุมูลอิÿระĀลายประเภท เช่น peroxyl radical, hydroxyl radical และ alkyl 
radical รüมถึง singlet oxygen ดังนั้น การท่ีมีÿารไปจับกับโลĀะĀนักเĀล่านี้จะช่üยชะลอการเกิดอนุมูล

อิÿระในร่างกายได้ ÿารท่ีออกฤทธิ์ผ่านกลไกนี้ เช่น flavonoids, phospholic acid, citric acid และ 

ascorbic acid เป็นต้น
    

                  4) Enzyme inhibitors  
                         ÿารประกอบฟินอลิกบางชนิด เช่น flavonoid, phenolic acid และ gallate ÿามารถ

ยับย้ังการท างานของเอนไซม์ lipoxygenase ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีเร่งการเกิดปฏิกิริยาอนุมูลอิÿระ โดยจะÿามารถ

เข้าจับกับไอออนของเĀล็กท่ีเป็น cofactor ซึ่งÿ่งผลใĀ้เอนไซม์ดังกล่าüไม่ÿามารถท างานได้ 
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2.2.3 การüิเคราะĀ์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ  
                  การüิเคราะĀ์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระมีĀลายüิธี ยกตัüอย่างเช่น    

1) การüิเคราะĀ์ด้üยüิธี DPPH assay (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assay) (14) 
                เป็นการทดÿอบด้üยüิธีทางเคมี โดยใช้ÿารท่ีมีคุณÿมบัติเป็นอนุมูลอิÿระ คือ DPPH 

radical ซึ่งเป็นÿารÿังเคราะĀ์ท่ีอยู่ในรูปอนุมูลอิÿระท่ีคงตัüและมีÿีม่üง ÿามารถดูดกลืนแÿงได้ÿูงÿุดโดยใช้

เครื่อง spectrophotometer ท่ีคüามยาüคล่ืน 515 นาโนเมตร เมื่อ DPPH radical ท าปฏิกิริยากับÿารต้าน

อนุมูลจะท าใĀ้ÿีม่üงจางลงจนเป็นÿีเĀลือง ดังÿมการ  
DPPH• + AH                DPPH-H + A• 

 

 

 

 
ภาพท่ี 7 : กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ DPPH assay 

(ที่มา : Magda M. Becker และคณะ. Chemicals reactions involved in the DPPH spectrophotometric assays.[ออนไลน์]. 
[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 1 กรกฎาคม 2563]. เข้าถึงได้จาก: 

https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-50532019000501108) 
       

          ÿามารถĀาการเป็นÿารต้านอนุมูลอิÿระได้จากการค านüณÿีท่ีจางลงจากการยับยั้งของ DPPH•      
โดยค านüณจากการน าค่าดูดกลืนแÿงเทียบกับค่าการดูดกลืนแÿงต้ังต้น ดังÿมการ 

DPPH radical scavenging (%) = [(A0-As)/A0] x 100 
    โดย A0 = ค่าการดูดกลืนแÿงต้ังต้น                                                                                       

As = ค่าการดูดกลืนแÿงĀลังจากเติมÿารตัüอย่างÿารมาตรฐานท่ีใช้ในการเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ 
    ข้อดีของüิธีนี้ คือ ง่าย ÿะดüก และรüดเร็ü  
    ข้อเÿียของüิธีนี้ คือ DPPH• ค่อนข้างเÿถียร ไม่ไüต่อการท าปฏิกิริยาเĀมือนอนุมูลอิÿระในร่างกายจริง ท าใĀ้

เกิดปฏิกิริยาได้ช้า  
2) การüิเคราะĀ์ด้üยüิธี ABTS assay (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-  

sulfonic acid) assay) (15) 
                           เป็นüิธีการüัดคüามÿามารถในการฟอกÿีอนุมูลอิÿระเอบีทีเอÿ โดยอนุมูลอิÿระเอบีที

เอÿ เป็นÿารÿังเคราะĀ์ท่ีมีÿีเขียüปนน้ าเงิน ÿามารถดูดกลืนแÿงได้ÿูง ÿุดท่ีคüามยาüคล่ืน 734 นาโนเมตร 

เนื่องจากÿีของ ABTS•+ ปกติจะมีค่าการดูดกลืนแÿงÿูง จึงต้องท าการเจือจาง ABTS•+ ด้üยฟอÿเฟตบัฟเฟอร์ 

จากนั้นน า ABTS•+
 ไปท าปฏิกิริยากับÿารตัüอย่าง ซึ่งจะท าใĀ้ÿีจางลง ดังÿมการ   

ABTS•+ + AH (antioxidant)               ABTS (ÿีจางลง) + A•  
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                                      ภาพท่ี 8 : กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ ABTS assay 
(ที่มา : Magda M. Becker และคณะ. Chemicals reactions involved in the DPPH and ABTS spectrophotometric assays.[ออนไลน์]. 

[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 1 กรกฎาคม 2563]. เข้าถึงได้จาก: 
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-50532019000501108) 

 
           ÿามารถĀาการเป็นÿารต้านอนุมูลอิÿระได้จากการค านüณÿีท่ีจางลงจากการยับยั้งของ ABTS•+    

โดยค านüณจากการน าค่าดูดกลืนแÿงเทียบกับค่าการดูดกลืนแÿงต้ังต้น ดังÿมการ 
ABTS•+ radical scavenging (%) = [(A0-As)/A0] x 100 

     โดย A0 = ค่าการดูดกลืนแÿงต้ังต้น                                                                                          
As = ค่าการดูดกลืนแÿงĀลังจากเติมÿารตัüอย่างÿารมาตรฐานท่ีใช้ในการเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ 

     ข้อดีของüิธีนี้ คือ ABTS•+ ละลายได้ดีในน้ าและตัüท าละลายอินทรีย์ จึงเกิดปฏิกิริยาได้อย่างรüดเร็ü 
และปฏิกิริยาได้ในช่üง pH ท่ีกü้าง                                                                 
     ข้อเÿียของüิธีนี้ คือ ABTS•+ ไม่พบในร่างกายของÿ่ิงมีชีüิต และต้องมีการท าปฏิกิริยากับÿารอื่นก่อนจึงจะ

เกิดเป็นอนุมูลอิÿระ 
3) การüิเคราะĀ์ด้üยüิธี Ferric reducing-antioxidant power (FRAP) assay (15) 

                   เป็นการอาýัยĀลักการของÿารต้านอนุมูลอิÿระ ท่ีÿามารถถ่ายเทอิเล็กตรอนใĀ้กับ

ÿารประกอบเชิงซ้อนได้ในรูป [Fe(III) (TPTZ)2]3 ท าใĀ้เกิดการเปล่ียนรูปเป็น [Fe(II) (TPTZ)2]2+
 ซึ่ง [Fe(II) 

(TPTZ)2]2+ เป็นÿารÿีน้ าเงินและมีคüามÿามารถในการดูดกลืนแÿงท่ีคüามยาüคล่ืน 593 นาโนเมตร ปริมาณ

ของ [Fe(II) (TPTZ)2]2+ ท่ีเกิดขึ้นÿามารถประมาณคüามÿามารถในการเป็นÿารต้านอนุมูลอิÿระได้ในรูป FRAP 
value เทียบกับกราฟมาตรฐานของเฟอรัÿซัลเฟต (FeSO4) ดังÿมการ 

[Fe(III)(TPTZ)2]3+ + antioxidant                    [Fe(II)(TPTZ)2]2+ 

 

 

 

 
ภาพท่ี 9 : กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ FRAP assay  

(ที่มา : Fan Xiao และคณะ. Guidelines for antioxidant assays for food components.[ออนไลน์]. 
[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 1 กรกฎาคม 2563].เข้าถึงได้จาก:https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fft2.10)  
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ข้อดีของüิธีนี้ คือ เป็นüิธีที่ง่าย ใช้เüลาน้อย ไม่แพง และÿามารถท าซ้ าแล้üใĀ้ผลเĀมือนเดิม  
ข้อเÿียของüิธีนี้ คือ ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นเป็นปฏิกิริยาเคมีท่ีไม่เกี่ยüข้องกับÿภาüะร่างกายและÿารละลาย

ท่ีใช้อ้างอิงต้องใช้น้ าปราýจากไอออน  
 

2.3 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ (Tyrosinase)  
          ไทโรซิเนÿเป็นเอนไซม์ท่ีท าĀน้าท่ีในการย่อยÿลาย L-DOPA ใĀก้ลายเป็นเมลานิน ซึ่งเป็นเม็ดÿีท่ีÿร้าง

จากเซลล์ผิüĀนังซึ่งเป็นÿาเĀตุของการเกิดการĀมองคล้ า กลไกการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿมีบทบาท

ÿ าคัญในการคüบคุมการÿร้างเม็ดÿีเมลานินของผิüĀนัง โดยท าĀน้าท่ีเร่งการเปล่ียนกรดอะมิโนชนิดไทโรซีน 

(tyrosine) ไปเป็นÿาร DOPA ด้üยปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน และเปล่ียนจาก DOPA ไปเป็น dopaquinone 
ด้üยปฏิกิริยาออกซิเดชัน จากนั้น dopaquinone จะถูกเปล่ียนผ่านÿารตัüกลาง จนเกิดโพลีเมอไรเซชันไปเป็น

เม็ดÿีเมลานินจนได้เม็ดÿี 2 ชนิด คือ ชนิดÿีด า Āรือÿีน้ าตาล เรียกü่า eumelanin และชนิดÿีเĀลือง Āรือÿีÿ้ม 

เรียกü่า phaeomelanin ÿัดÿ่üนของยูเมลานินและฟีโอเมลานิน ในแต่ละคนจะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับเช้ือชาติ

และพันธุกรรม รüมถึงการได้รับรังÿียูüีจากแÿงแดด ÿ่งผลต่อการกระตุ้นการเกิดเม็ดÿีเมลานินใĀ้เพิ่มมากขึ้น 

(16) 
 ดังนั้นการป้องกันไม่ใĀ้เกิดการÿร้างเมลานินได้üิธีĀนึ่งก็คือ การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโร

ซิเนÿ เอนไซม์ไทโรซิเนÿเป็นเอนไซม์ท่ีมีโลĀะคอปเปอร์ (Cu) เป็นองค์ประกอบ โดยโลĀะ Cu จะใช้ต าแĀน่ง

ท่ีü่างอยู่อีกĀนึ่งต าแĀน่งไปจับกับ L-DOPA ซึ่งเป็น substrate ของเอนไซม์ชนิดนี้เพื่อย่อยÿลาย และเกิดเป็น

เมลานินในท่ีÿุด ดังนั้นĀากมีÿารท่ีÿามารถจับกับโลĀะ Cu ได้ดีกü่า L-DOPA จะท าใĀ้โลĀะ Cu ของเอนไซม์

ไทโรซิเนÿไม่ÿามารถจับกับ L-DOPA Āรือจับได้ไม่ดี จึงท าใĀ้ไม่ÿามารถเกิดการย่อยÿลายได้ และท าใĀ้เกิด

การÿร้างเมลานินได้ลดลง (17) 
  ÿารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿ เป็นได้ท้ังÿารÿังเคราะĀ์ และÿารท่ีพบในธรรมชาติซึ่งอาจเป็นÿารใน

กลุ่มโพลีฟีนอล ฟลาโüนอยด์ ไกลโคไซด์ เทอร์ปีน ÿเตอรอยด์ กรดคาร์บอกซิลิก กรดไขมัน คูมาริน ÿติลบีน 

ไบไพเพอริดีน ไอโซคูมาริน รüมถึงÿารต้านอนุมูลอิÿระท่ีอยู่ในรูปüิตามินซี และüิตามินอีในทางชีüเคมี ซึ่งÿาร

เĀล่านี้มีกลไลการยับยั้งท่ีอาจเป็นได้ท้ังตัüยับยั้งเอนไซม์แบบผันกลับได้ 2 ชนิดคือ ชนิดแข่งขัน (competitive 
inhibition) และชนิดไม่แข่งขัน (non-competitive inhibition) ขึ้นกับลักþณะโครงÿร้างของÿารยับยั้งชนิด

นั้น จึงท าใĀ้ÿารเĀล่านี้ถูกน ามาใช้เป็นÿารช่üยใĀ้ผิüขาüในผลิตภัณฑ์เครื่องÿ าอางและผลิตภัณฑ์ÿุขภาพĀลาย

รูปแบบ (18)  
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ภาพท่ี 10 : A pathway to form melanin by tyrosinase                                                                                      

(ที่มา : Tadzhikistan Kajiwara และคณะ. Antimicrobial browning-inhibitory effect of flavor compounds in seaweeds.[ออนไลน์].

[ÿืบค้นเมื่อüันที่ 4 กุมภาพันธ์ 2564].เข้าถึงได้จาก:https://www.researchgate.net/profile/Kenji Matsui/publication/225918117 

Antimicrobial Browning-Inhibitory Effect of Flavor Compounds in Seaweeds 
 

2.4 การÿกัดÿารตัüอย่าง                                                                                                                                          
      การÿกัดÿารตัüอย่างมีĀลายüิธีดังนี้  

2.4.1 การเตรียมตัüอย่างพืช                                                                                                       
         ในการเตรียมตัüอย่างพืชนับเป็นขั้นตอนแรกที่ÿ าคัญ ซึ่งต้องค านึงถึงÿ่ิงท่ีมีผลต่อคüาม

แตกต่างของÿารÿ าคัญในพืช การตรüจเอกลักþณ์ท่ีถูกต้องของพืช เพื่อใĀ้ได้ตัüอย่างท่ีถูกต้อง ไม่มีพืชอื่นปน 

เพราะจะท าใĀ้ได้ÿารแปลกปลอม ซึ่งอาจเป็นอันตรายได้ นอกจากนี้ยังท าใĀ้ผลการüิจัยผิดพลาดได้ (19)   
2.4.2 การเลือกตัüท าละลาย  

         ตัüท าละลายท่ีดีคüรมีÿมบัติเป็นตัüท าละลายท่ีละลายÿารท่ีต้องการได้ดีพอ ไม่ระเĀยง่าย
Āรือยากเกินไป ไม่ท าปฏิกิริยากับÿารท่ีเราต้องการ ไม่เป็นพิþ และมีราคาไม่แพง ตัüท าละลายท่ีนิยมใช้ เช่น 
คลอโรฟอร์ม อีเทอร์ เฮกเซน และแอลกอฮอล์ เป็นต้น ซึ่งในการเลือกใช้ตัüท าละลายอาýัยĀลักการ คือ 
ÿารละลายและตัüท าละลายมีคุณÿมบัติขั้üคล้ายคลึงกัน จะละลายÿารที่ต้องการออกมาได้มากท่ีÿุด (19)  

2.4.3 üิธีการÿกัดแยกÿารÿ าคัญออกจากพืชโดยทั่üไป 
                           การÿกัดแยกÿารÿ าคัญออกจากพืชมีĀลายüิธี ตัüอย่างเช่น  

1) การĀมัก (Maceration)  
                            เป็นüิธีการÿกัดÿารÿ าคัญจากพืช โดยüิธีĀมักÿมุนไพรกับตัüท าละลายในภาชนะปิด 

เช่น ขüดปากกü้าง, ขüดรูปชมพู่ เป็นต้น ท้ิงไü้ 7 üัน Āมั่นเขย่าĀรือคนบ่อย ๆ เมื่อครบก าĀนดเüลาจึงค่อย ๆ 
รินเอาÿารÿกัดออก พยายามบีบเอาÿารละลายออกจากกากใĀ้มากท่ีÿุด แล้üรüมÿารÿกัดท่ีได้น าไปกรอง โดย
การÿกัดถ้าจะÿกัดใĀ้Āมดจด (exhausted) อาจจ าเป็นต้องÿกัดซ้ าĀลาย ๆ ครั้ง üิธีนี้มีข้อดีคือ ÿารไม่ถูกคüาม
ร้อน แต่เป็นüิธีท่ีÿ้ินเปลืองตัüท าละลายมาก (19)  
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2) การไĀลซึม (Percolation)                  
                            เป็นüิธีการÿกัดÿารÿ าคัญแบบต่อเนื่องโดยใช้เครื่องมือท่ีเรียกü่า percolator น าผง
ÿมุนไพรมาĀมักกับÿารละลายพอช้ืน ท้ิงไü้ 1 ช่ัüโมง เพื่อใĀ้พองตัüเต็มท่ีแล้üค่อย ๆ บรรจุทีละน้อยเป็นช้ัน ๆ
ลงใน percolator เติมตัüท าละลายลงไปในระดับตัüท าละลายÿูงเĀนือÿมุนไพร (solvent head) ประมาณ 
30 นาที ท้ิงไü้ 24 ช่ัüโมง จึงเริ่มไขเอาÿารÿกัดออก โดยค่อย ๆ เติมตัüท าละลายลงไปเĀนือÿมุนไพรอย่าใĀ้
ÿมุนไพรแĀ้ง เก็บÿารÿกัดจนÿารÿกัดÿมบูรณ์ บีบกากเอาÿารÿกัดออกใĀ้Āมด น าÿารÿกัดท่ีเก็บได้ท้ังĀมด
รüมกันแล้üน าไปกรอง (19)  
  

  
  

  

  

  

  
 
 

  
 

ภาพท่ี 11 : การไĀลซึม (percolator)  
(ที่มา: Dr. Mohammed Sattar. percolator. [ออนไลน์]. [ÿืบค้นเมื่อüันที่ 1 กรกฎาคม 2563].เข้าถึงได้จาก: 

http://pharmacy.uobasrah.edu.iq/images/stage_three/Pharmaceutical_Technology_I/4%20Extraction.pdf) 
 
3) การÿกัดแบบต่อเนื่อง (Soxhlet  extraction)  

                            เป็นüิธีการÿกัดแบบต่อเนื่องโดยใช้ตัüท าละลายซึ่งมีจุดเดือดต่ า การÿกัดท าได้โดยใช้
คüามร้อนท าใĀ้ตัüท าละลายใน flask ระเĀยไป แล้üกล่ันตัüลงใน thimble ซึ่งบรรจุÿมุนไพรไü้ เมื่อตัüท า
ละลายใน extracting chamber ÿูงถึงระดับÿารÿกัดจะไĀลกลับลงไปใน flask ด้üยüิธีการลักน้ า ตัüท าละลาย
เมื่อกระทบ condenser จะกล่ันตัüกลับลงมาÿกัดใĀม่üนเüียนเช่นนี้จนกระท่ังการÿกัดÿมบูรณ์ (19)  
 
 
 
 
 

  

  
 

 
 

ภาพท่ี 12 :  soxhlet extraction 

(ที่มา: Dr. Mohammed Sattar. soxhlet extraction. [ออนไลน์]. [ÿืบค้นเมื่อüันที่ 1 กรกฎาคม 2563]. เข้าถึงได้จาก: 
http://pharmacy.uobasrah.edu.iq/images/stage_three/Pharmaceutical_Technology_I/4%20Extraction.pdf.)  
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4) Liquid-liquid extraction    
                            การÿกัดแยกองค์ประกอบของÿารละลายท่ีอยู่ในÿถานะของเĀลüด้üยตัüท าละลายท่ี
เป็นของเĀลü ซึ่งไม่รüมเป็นเนื้อเดียüกัน แบ่งเป็น 2 ชนิดคือ extractant lighter และ reffinate lighter โดย 
extractant lighter เป็น liquid-liquid extractor ท่ีตัüท าละลายท่ีใช้ÿกัด เบากü่าตัüท าละลายท่ีใช้ละลาย

ÿาร และ reffinate lighter เป็น liquid-liquid extractor ท่ีตัüท าละลายท่ีใช้ÿกัด Āนักกü่าตัüท าละลายท่ีใช้

ละลายÿาร (20)  
 

2.4.4 การÿกัดÿีเขียü (Green extraction)   

           การÿกัดÿีเขียü (green extraction) คือ กระบüนการÿกัดท่ีลดการใช้พลังงาน ใช้ตัüท า
ละลายทางเลือกท่ีน ากลับมาใช้ใĀม่ได้ ปลอดภัย และได้ÿารÿกัดĀรือผลิตภัณฑ์ท่ีมีคุณภาพÿูง       

        จุดประÿงค์Āลักในการท าการÿกัดÿีเขียü คือ เป็นการÿกัดท่ีใĀ้ÿารÿกัดท่ีมีประÿิทธิภาพ
มากท่ีÿุด โดยลดเüลาและขั้นตอนการÿกัด มีผลกระทบต่อÿ่ิงแüดล้อมน้อย ลดการเกิดขยะ และมีคüามคุ้มค่า
มากท่ีÿุด การเลือกใช้ตัüท าละลายในการÿกัดÿีเขียüĀรือตัüท าละลายÿีเขียü คüรเลือกตัüท าละลายท่ีได้จาก
ธรรมชาติ ÿามารถÿลายตัüได้เอง Āรือเป็นตัüท าละลายĀมุนเüียน Āลีกเล่ียงการใช้ตัüท าละลายท่ีเป็นพิþต่อ
ÿุขภาพ ÿ่ิงแüดล้อม และต้องไม่เป็นÿารที่ก่อใĀ้เกิดอาการแพ้ (21) 

 
            Āลักการของการÿกัดÿีเขียüมี 6 ข้อ ดังนี้ (22) 

                          1. การเลือกใช้üัตถุดิบท่ีĀลากĀลาย และÿามารถน ากลับมาใช้ใĀม่ได้  
     2. การเลือกใช้ตัüท าละลายทางเลือกอื่น ๆ แทนการใช้ตัüท าละลายท่ีเป็นพิþ  
     3. การลดการใช้พลังงานในกระบüนการÿกัด โดยการน าพลังงานกลับมาใช้  
     4. การผลิตผลิตภัณฑ์จากของเÿียท่ีเกิดขึ้นในกระบüนการÿกัด  
     5. การลดขั้นตอนในกระบüนการÿกัด เพิ่มประÿิทธิภาพและคüามปลอดภัยในการÿกัด  
     6. มุ่งเน้นÿารÿกัดท่ีย่อยÿลายได้และปราýจากการเจือปน   

 
              üิธีการÿกัดท่ีนิยมใช้ในการÿกัดÿีเขียü ได้แก่ Ultrasonic sonication เป็นการÿกัดด้üย
คล่ืนเÿียงคüามถ่ีÿูง เป็นüิธีท่ีใช้คล่ืนเÿียงคüามถ่ีÿูงĀรืออัลตราโซนิก ร่üมกับตัüท าละลายอินทรีย์Āรือน้ าในการ
ÿกัด โดยเครื่องจะปล่อยคล่ืนเÿียงคüามถ่ีÿูงออกมาในตัüพา ซึ่งในท่ีนี้คือน้ า กระบüนการดังกล่าüจะท าใĀ้เกิด
ฟองก๊าซ ซึ่งเกิดการĀดตัüและขยายตัüเป็นüัฏภาค เมื่อฟองก๊าซขยายตัüจะดึงÿารท่ีอยู่ภายในพืชออกมา
ละลายในตัüท าละลาย โดยท่ัüไปüิธีนี้จะใช้ÿกัดÿารกลุ่มเมตาบอไลต์ทุติยภูมิ üิธีนี้ช่üยเพิ่มประÿิทธิภาพท าใĀ้
ÿกัดÿารได้ปริมาณมาก (23)  

            การÿกัดอัลตราโซนิกมีข้อดีĀลายอย่าง เช่น ผลตอบแทนÿูง ÿะดüก อัตราการÿกัดรüดเร็ü 
และใช้พลังงานต่ า การÿกัดด้üยคล่ืนเÿียงคüามถี่ÿูงÿามารถน ามาใช้กับระบบตัüท าละลายต่าง ๆ เพื่อใĀ้
ผลลัพธ์ท่ีเĀนือกü่าÿ าĀรับÿารÿกัดจากเป้าĀมาย (24) 

            อีกüิธีการÿกัดท่ีได้รับคüามนิยมคือ Supercritical fluid extraction เมื่ออยู่ในจุดท่ี
อุณĀภูมิและคüามดันเĀมาะÿม ÿารจะคüบแน่น (condense) และอยู่ในลักþณะเป็นของเĀลü เรียกÿภาüะนี้
ü่า critical state เช่น คาร์บอนไดออกไซด์ มี critical state ท่ี 1 องýาเซลเซียÿ และ 72.9 atm ต่อ7.39 
MPa ซึ่งในทางปฏิบัติ ถ้าÿารอยู่เĀนือ critical temperature ÿารจะอยู่ในÿภาüะท่ีมีคุณÿมบัติระĀü่าง
ของเĀลü และก๊าซ จึงท าใĀ้ÿามารถกระจายตัüได้ดี และละลายÿารได้ดี เช่น ก๊าซ ซึ่งก๊าซท่ีใช้ในการÿกัดÿาร
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จากพืชท่ีนิยม คือ คาร์บอนไดออกไซด์ เมื่อÿกัดÿารเรียบร้อยแล้ü การเปล่ียนÿภาüะอุณĀภูมิ และแรงดันจะ
ท าใĀ้คาร์บอนไดออกไซด์ เปล่ียนเป็นก๊าซ ข้อดี คือ ท าใĀ้ลดมลภาüะจากตัüท าละลายอินทรีย์  และลด
อันตรายท่ีเกิดจากตัüท าละลายอินทรีย์ต่อÿุขภาพ เช่น คลอโรฟอร์ม และมีข้อจ ากัด คือ เĀมาะÿ าĀรับÿารไม่มี
ขั้ü การจะเพิ่มคüามมีข้ัüขึ้น ท าได้โดยเติมเมทานอลลงไปผÿมด้üย (20) 

            ปัจจุบันการÿกัดÿีเขียüได้น ามาประยุกต์ใช้ในทางอุตÿาĀกรรมมากมาย เช่น ใช้ในการÿกัด
น้ าĀอม ใช้ในการท าอาĀาร Āรือü่าใช้เป็นเ ช้ือเพลิง โดยตัüท าละลายท่ีใช้ใน การÿกัดแบบ  green 
extraction ต้องมีคüามÿามารถในการท าละลายÿูง มีคüามเป็นพิþต่ า มีผลกระทบต่อÿ่ิงแüดล้อมน้อย 
ÿามารถน ากลับมาใช้ใĀม่ได้ และราคาÿมเĀตุÿมผล (25) 

 
  2.4.4.1 Deep eutectic solvents : DES   

                          ยูเทกติก (eutectic) เป็นระบบตัüท าละลายประกอบด้üยÿารÿองชนิดĀรือมากกü่า ท่ีมี

จุดĀลอมเĀลüของระบบต่ ากü่าÿารบริÿุทธิ์ที่เป็นองค์ประกอบ มีÿถานะเป็นของเĀลüท่ีอุณĀภูมิĀ้อง ซึ่งระบบ

ยูเทกติกมีคุณÿมบัติเป็นตัüท าละลายมีช่ือเรียกü่า deep eutectic solvent (DES) คุณÿมบัติโดยท่ัüไปของ 

deep eutectic solvent (DES) จะเป็นÿารที่มีคüามĀนืด อัตราการระเĀยต่ า ไม่ก่อใĀ้เกิดการอักเÿบ และทน

ต่ออุณĀภูมิ ดังนั้น DES จึงเป็นตัüท าละลายÿีเขียüที่เป็นมิตรต่อÿ่ิงแüดล้อมและมีพิþต่อÿ่ิงมีชีüิต (26)        
                          Deep eutectic solvent (DES) จัดเป็น ionic solvent ท่ีประกอบด้üยÿารในกลุ่ม 

quaternary ammonium salts เช่น choline chloride (C5H14NOCl) กับÿารอินทรีย์ท่ีมีĀมู่ใĀ้ไฮโดรเจน 

(hydrogen donor) เช่น amine, amide, alcohol และ carboxylic acid โดยÿามารถใช้ระบบดังกล่าüเพื่อ

เพิ่มการละลายของÿารจ าพüก เกลืออนินทรีย์, aromatic acid และ amino acid ได้ ข้อดีของระบบ DES คือ

ÿามารถเตรียมได้ง่าย ราคาถูก ไม่ติดไฟ บางชนิดมีคุณÿมบัติย่อยÿลายได้ด้üยกระบüนการทางชีüภาพ และมี

คüามเป็นพิþต่ าและมีข้อเÿียคือเป็นÿารที่มีคüามĀนืดและน าไฟฟ้าต่ า (26) 

                          จากงานüิจัยของ          o   - o        และคณะ กล่าüü่า DES เป็นการผÿมกัน

อย่างน้อย 2 ตัü ของ hydrogen bond donor (HBD) และ a hydrogen bond acceptor (HBA) โดยต้องมี

ตัüใดตัüĀนึ่งเป็นของแข็ง HBDs ท่ีใช้ÿ่üนใĀญ่จะเป็นÿารพüก amides, thiourea, urea, amines, 
imidazole, azole, alcohols, carboxylic acids, น้ า, และ phenol และ HBAs ท่ีใช้ÿ่üนใĀญ่จะเป็น 

quaternary ammonium salts, quaternary phosphonium salts, imidazolium-based salts, 
dication-based salts, inner salts, และ molecular imidazole (27) 
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ภาพที่ 13 แÿดงโครงÿร้างตัüท าละลาย DES 

(ที่มา           o   - o       . Common HBAs and HBDs used in the preparation of DES. [ออนไลน์]. [ÿืบค้น

เมื่อüันที่ 1 กุมภาพันธ์ 2564]. เข้าถึงได้จาก: 
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128173862000056 

 
ตารางท่ี 2 ตัüอย่างÿารประกอบท่ีÿกัดด้üยระบบตัüท าละลาย deep eutectic solvent (DES) (26) 

ÿารประกอบ คู่ตัüท าละลาย üิธีÿกัด 
Flavonoid, flavonoid 
glycosides 

Choline chloride-lactic acid 
Choline chloride-ethylene glycol 
 

Ultrasound 

Phenolic compounds Choline chloride-malic acid 
Choline chloride-glucose 

Ultrasound 

Phenolic acids Choline chloride-lactic acid Ultrasound 

              ตัüอย่างงานüิจัยท่ีมีตัüท าละลาย DES ได้แก่ งานüิจัยของ Farid Chemat และคณะ ได้รายงาน
ประÿิทธิภาพของ p-toluenesulfonic acid-based DES ในการÿกัดÿารÿ าคัญจากโกจิเบอรี่ โดยผÿม
ระĀü่าง choline chloride และ p-toluenesulfonic acid ในอัตราÿ่üนโมล 1:2 ü่าเป็นระบบตัüท าละลายท่ี
ดีท่ีÿุดในการÿกัดÿารประกอบในกลุ่มฟีนอนิก การÿกัดภายใต้ ultrasound-assisted extraction โดย 
conditions ในการผÿมกันระĀü่าง choline chloride กับ urea (ChCl:U) ในอัตราÿ่üนโมล 1:2 ÿามารถ
ÿกัดÿารประกอบ Phenolic acids, flavonoids และ volatile compounds จาก safflower ได้ และมี
ข้อจ ากัดคือ ÿารมีคüามĀนืดÿูง ปัจจุบัน DES จึงได้รับคüามÿนใจอย่างมาก เนื่องจากเป็นÿารท่ีมาจาก
ธรรมชาติ มีคüามเÿถียร และมีคüามÿามารถในการท าละลายÿูง (21) 
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บทท่ี 3 

üิธีการด าเนินงานüิจัย 

1. พืชที่ใช้ในการýึกþา 
        เปลือกผลและเมล็ดÿละ 4 ÿายพันธุ์ ได้แก่ ÿละÿายพันธุ์เนินüง ÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี ÿละÿายพันธุ์Āม้อ 

จากบ้านÿüนĀอมทรัพย์ ต าบลพลับพลา อ าเภอเมือง จังĀüัดจันทบุรี และÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย จากÿüน

ÿละซูยู ต าบลปิตูมุดี อ าเภอยะรัง จังĀüัดปัตตานี 
 
2. เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และÿารเคมี 
    2.1 เครื่องมือ และอุปกรณ์ 

1. ถาดอะลูมิเนียม 
2. เครื่องอบลมร้อน (hot air oven) ยี่Ā้อ Memmert 
3. เครื่องบด (hammer mill) 
4. ขüดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร  
5. บีกเกอร์ ขนาด 100, 250 มิลลิลิตร 
6. เครื่องช่ังทýนิยม 2 ต าแĀน่ง ยี่Ā้อ shimazsu 
7. เครื่องช่ังทýนิยม 4 ต าแĀน่ง ยี่Ā้อ shimazsu 
8. ช้อนตักÿาร 
9. กระบอกตüง ขนาด 10, 50, 1000 มิลลิลิตร 
10. กรüยแก้ü 
11. เครื่องเขย่าÿารโดยคล่ืนเÿียงคüามถ่ีÿูง (ultrasonic sonicator) ยี่Ā้อ Elma 
12. ฟอยด์ 
13. เครื่องระเĀยÿารÿกัดแบบÿุญญากาý (evaporators) ยี่Ā้อ Greatwall 
14. ขüดüงกลม (round bottle)  
15. ขüดแก้üÿ าĀรับใÿ่ÿารÿกัดขนาด 500 มิลลิลิตร 
16. เครื่องüัดค่า pH (pH meter) ยี่Ā้อ Labsps 
17. จานĀลุม (96 wellplate) 
18. Āลอดพลาÿติกขนาด 15, 20 มิลลิลิตร 
19. Āลอดไมโครเซนทริฟิüจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
20. ไมโครปิเปต micropipette ขนาด 20, 100, 1000 ไมโครลิตร 
21. ทิปพลาÿติกขนาด 10, 20, 1000 ไมโครลิตร 
22. เครื่องบ่มเช้ือ (incubator) ยี่Ā้อ memmert 
23. เครื่อง microplate leader ยี่Ā้อ clariostar plus 

2.2 ÿารเคมี 
1. Sodium hydrogen-phosphate (NaH2PO4) : Analytical reagent grade บริþัท sigma 

aldrich ประเทýÿĀรัฐอเมริกา 
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2. Disodium hydrogen-phosphate (Na2HPO4) : Analytical reagent grade บริþัท EMD 
millipore ประเทýÿĀรัฐอเมริกา 

3. 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA) : ACS  reagent grade บริþัท Acros ประเทý
ÿĀรัฐอเมริกา 

4. Kojic acid :-ACS reagent grade บริþัท sigma aldrich ประเทýอังกฤþ 
5. Ethanol (C2H5OH) : AR grade บริþัท RCI labscan ประเทศไทย 

6. Methanol (CH3OH) : AR grade บริþัท RCI labscan ประเทýไทย 
7. Quercetin : ACR grade บริþัท sigma aldrich ประเทýอินเดีย 
8. Tyrosinase enzymerase : Analytical reagent บริþัท sigma aldrich ประเทýÿĀรัฐอเมริกา 
9. ABTS Chromophore Diammonium Salt (ABTS) : ACS grade บริþัท calbiochem 

ประเทýเยอรมันนี 
10. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) : ACS grade บริþัท sigma aldrich ประเทý

ÿĀรัฐอเมริกา 
11. L-Ascorbic acid (vitamin C) : Analytical reagent grade บริþัท Fisher chemical ประเทý

ÿĀรัฐอเมริกา 
12. Sodium Acetate (trihydrate) : AR/ACS grade บริþัท LOBA chemical ประเทýอินเดีย 
13. 2,4,6-tri (2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) : ACS grade บริþัท ACROS organic ประเทý

ÿĀรัฐอเมริกา 
14. Iron (III) Chloride hexahydrate (FeCl3) : ACS grade บริþัท sigma aldrich ประเทý

เยอรมันน ี
15. Iron (II) Sulphate 7-Hydrate (FeSO4) : Analytical reagent grade บริþัท Kemaus 

ประเทýÿĀรัฐอเมริกา 
16. Folin- io  lt  ’  Ph nol    gent : ACS grade บริþัท sigma aldrich ประเทý

ÿüิÿเซอร์แลนด์ 
17. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) : ACS reagent grade  บริþัท VWR 

international bvbaประเทýเบลเย่ียม 
18. Gallic acid : ACS grade บริþัท ACROS organics ประเทýÿĀรัฐอเมริกา 
19. Urea Analytical : ACS grade บริþัท Carlo erba ประเทýฝรั่งเýÿ 
20. Chlorine Chloride : ACS grade บริþัท Acros organic ประเทýจีน 
21. Propanoic acid (2-propanol) : ACS grade บริþัท sigma aldrich ประเทýÿĀรัฐอเมริกา 
22. 4,5-Dicaffeoyquinic acid : Analytical reagent grade บริþัท biopurify ประเทýจีน 
23. 4-O-Dicaffeoyquinic acid : Analytical reagent grade บริþัท biopurify ประเทýจีน 
24. 5-O-Dicaffeoyquinic acid : Analytical reagent grade บริþัท biopurify ประเทýจีน 
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3. üิธีüิจัย 
การเตรียมตัüอย่างพืชจากเปลือกผลและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ โดยท าการปลอกเปลือกและเมล็ด

ÿละ แล้üน าเปลือกและเมล็ดÿละไปตากแดดเป็นระยะเüลา 1 ÿัปดาĀ์ ÿ่üนของเปลือกÿละจะน ามาอบใĀ้แĀ้ง

ด้üยเครื่องอบลมร้อน (hot air oven) ท่ีอุณĀภูมิ 50 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 2 ช่ัüโมง จากนั้นน าไปบดด้üย

เครื่องบด (hammer mill) ÿ่üนของเมล็ดÿละจะถูกน าไปแช่น้ าท้ิงไü้เป็นระยะเüลา 2 ÿัปดาĀ์ เพื่อใĀ้เมล็ดนิ่ม 

และน าเมล็ดมาต าใĀ้มีขนาดเล็กลงด้üยครกĀิน ต่อมาน าเมล็ดมาอบใĀ้แĀ้งด้üยเครื่องอบลมร้อน (hot air 
oven) ท่ีอุณĀภูมิ 60 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 3 ช่ัüโมง Āลังจากนั้นน าไปบดด้üยเครื่องบด (hammer mill)        

üิธีการÿกัดÿาระÿ าคัญจากเปลือกผลและเมล็ดÿละ น าผงของเปลือกและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์มา

ÿกัดด้üยüิธีคล่ืนเÿียงคüามถี่ÿูง (sonicator) โดยใช้เมทานอลเป็นตัüท าละลาย โดยช่ังผงตัüอย่าง 10 กรัม 

ผÿมกับตัüท าละลายเมทานอล 200 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปÿกัดด้üยเครื่อง ultrasonic sonicator ด้üยคüามถี่ 

40 กิโลเฮิรตซ์ ท่ีอุณĀภูมิ 35 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 30 นาที จากนั้นน ามากรองด้üยกระดาþกรองจนได้

ÿารละลายใÿ แล้üน าÿารละลายใÿไประเĀยตัüท าละลายออกด้üยเครื่องระเĀยแบบÿุญญากาý (evaporator) 
ท่ีอุณĀภูมิ 45 องýาเซลเซียÿ และÿ่üนท่ีเป็นตะกอนน าไปÿกัดซ้ าด้üยตัüท าละลายเดิมอีกครั้ง จากนั้นน าÿาร

ÿกัดท้ังĀมดท่ีได้มาทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ และทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 

จากนั้นน าÿายพันธุ์ท่ีมีฤทธิ์ดีท่ีÿุด มาÿกัดตัüท าละลายต่าง ๆ เพื่อĀาตัüท าละลายท่ีเĀมาะÿม แล้üน ามา

ทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ และฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

          ภาพที่ 14 : แผนผังขั้นตอนงานüิจัย 
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3.1 การเตรียมตัüอย่าง 
     3.1.1 ปลอกเปลือกและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ 
     3.1.2 น าเปลือกและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ไปตากแดด 6 ช่ัüโมงต่อüัน เป็นเüลา 1 ÿัปดาĀ์ 
     3.1.3 ÿ่üนของเปลือกÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์น าไปใĀ้คüามร้อนด้üยเครื่อง hot air oven ท่ี 50 

องýาเซลเซียÿ นาน 2 ช่ัüโมง แล้üน าไปบดด้üยเครื่องบด (hammer mill) 
     3.1.4 ÿ่üนของเมล็ดÿละน าไปแช่น้ าท้ิงไü้เป็นระยะเüลา 2 ÿัปดาĀ์ จากนั้นน ามาต าใĀ้มีขนาดเล็ก

ลงด้üยครกĀิน แล้üน าไปอบใĀ้คüามร้อนด้üยเครื่อง hot air oven ท่ี 60 องýาเซลเซียÿ นาน 3 ช่ัüโมง และ

น าไปบดด้üยเครื่องบด (hammer mill) 
3.2 การÿกัดÿารด้üยตัüท าละลายเมทานอล โดยใช้üิธีคลื่นเÿียงคüามถ่ีÿูงด้üยเคร่ือง ultrasonic 

sonicator 
     3.2.1 น าผงของเปลือกและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ 10 กรัม มาเติมตัüท าละลายเมทานอล 200 

มิลลิลิตร  
     3.2.2 น าÿ่üนท่ีผÿมตัüท าละลายแล้üมาÿกัดด้üยเครื่อง ultrasonic sonicator ด้üยคüามถ่ี 40 

กิโลเฮิรตซ์ ท่ีอุณĀภูมิ 35 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 30 นาที 
     3.2.3 น ามากรองด้üยกระดาþกรอง เก็บÿ่üนÿารละลายใÿ 
     3.2.4 น ากากท่ีได้มาเติมตัüท าละลายเมทานอลอีกครั้ง แล้üน าไปÿกัดด้üยเครื่อง ultrasonic 

sonicator ต่ออีก 30 นาที 
     3.2.5 น ามากรองด้üยกระดาþกรอง เก็บÿารละลายใÿท่ีได้รüมกับÿารละลายใÿในข้อ 3.2.3 
     3.2.6 น าÿารละลายใÿของเปลือกและเมล็ดÿละแต่ละÿายพันธุ์มาระเĀยด้üยเครื่องระเĀยแบบ

ÿุญญากาý (evaporators) จนÿารÿกัดแĀ้ง 
     3.2.7 น าÿารÿกัดแĀ้งไปช่ังน้ าĀนัก และบันทึกน้ าĀนักท่ีได้ 

         3.3 เลือกน าÿละÿายพันธุ์ที่มีฤทธิ์ดีที่ÿุดมาÿกัดด้üยตัüท าละลายเอทานอล โดยใช้üิธีคลืน่เÿียง

คüามถ่ีÿูงด้üยเคร่ือง ultrasonic sonicator 
               3.3.1 น าผงของเปลือกÿละพันธุ์Āม้อและเมล็ดÿละพันธุ์เนิน10 กรัม มาเติมตัüท าละลายเอทา

นอล 200 มิลลิลิตร  
     3.3.2 น าÿ่üนท่ีผÿมตัüท าละลายแล้üมาÿกัดด้üยเครื่อง ultrasonic sonicator ด้üยคüามถ่ี 40 

กิโลเฮิรตซ์ ท่ีอุณĀภูมิ 35 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 30 นาที 
     3.3.3 น ามากรองด้üยกระดาþกรอง เก็บÿ่üนÿารละลายใÿ 
     3.3.4 น ากากท่ีได้มาเติมตัüท าละลายเอทานอลอีกครั้ง แล้üน าไปÿกัดด้üยเครื่อง ultrasonic 

sonicator ต่ออีก 30 นาที 
     3.3.5 น ามากรองด้üยกระดาþกรอง เก็บÿารละลายใÿท่ีได้รüมกับÿารละลายใÿในข้อ 3.3.3 
     3.3.6 น าÿารละลายใÿของเปลือกและเมล็ดÿละแต่ละÿายพันธุ์มาระเĀยด้üยเครื่องระเĀยแบบ

ÿุญญากาý (evaporators) จนÿารÿกัดแĀ้ง 
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     3.3.7 น าÿารÿกัดแĀ้งไปช่ังน้ าĀนัก และบันทึกน้ าĀนักท่ีได้ 
        3.4 น าÿายพนัธุ์ที่มีฤทธิ์ดีที่ÿุดไปÿกัดตัüท าละลาย Deep eutectic solvent (DES) และ

เปรียบเทียบฤทธิ์ทางชีüภาพ  
               3.4.1 การเตรียมตัüท าละลาย DES 

       3.4.1.1 Choline chloride (ChCl)-urea (DES1) 
                            น า Choline chloride (ChCl) 1 โมล ผÿมกับ urea 2 โมล ในขüดแก้ü จากนั้นน าไป

ใĀ้คüามร้อนท่ี 90 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที โดย hot plate และใช้ magnetic bar ช่üยคน

ÿารละลายใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน  
       3.4.1.2 Choline chloride (ChCl)-EG (DES2) 

                            น า Choline chloride (ChCl) 1 โมล ผÿมกับ ethylene glycol (EG) 2 โมล ในขüด

แก้ü จากนั้นน าไปใĀ้คüามร้อนท่ี 90 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที โดย hot plate และใช้ magnetic 
bar ช่üยคนÿารละลายใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน  

       3.4.1.3 Choline chloride (ChCl)-PA (DES3) 
                            น า Choline chloride (ChCl) 1 โมล ผÿมกับ propanoic acid (PA) 2 โมล ในขüด

แก้ü จากนั้นน าไปใĀ้คüามร้อนท่ี 90 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที โดย hot plate และใช้ magnetic 
bar ช่üยคนÿารละลายใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน  
               3.4.2 การÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES 
                  3.4.2.1 ช่ังผงของเปลือกÿละพันธุ์Āม้อและผลของเมล็ดÿละพันธุ์เนินüงมาอย่างละ 0.2 กรัม 
ผÿมกับตัüท าละลาย DES ในข้อท่ี 3.5.1.1 – 3.5.1.3 โดยดูดÿารละลาย DES มา 3600 ไมโครลิตร ผÿมกับน้ า 

400 ไมโครลิตร แล้üน ามาÿกัดด้üยเครื่อง ultrasonic sonicator ด้üยคüามถี่ 40 กิโลเฮิรตซ์ ท่ีอุณĀภูมิ 40 

องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 30 นาที 
       3.4.2.2 น าไปปั่นเĀüี่ยงท่ี 12000 rpm เป็นเüลา 10 นาที 
       3.4.2.3 ดูดน าÿ่üนของ supernatant ไปใช้ในการทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระและฤทธิ์ยับยั้ง

การท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนÿ 
       3.5 น าÿารÿกัดมาท า Thin Layer Chromatography : TLC 
             3.5.1 ละลาย crude extract ของÿารÿกัดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ด้üยตัüท าละลายเมทานอล 
             3.5.2 ใช้ capillary spot ลงบนแผ่น silica gel GF254 
             3.5.3 น าไปจุ่มในตัüท าละลาย ethyl acetate : water : formic acid อัตราÿ่üน 17:2:1 และ 

ethyl acetate:acetic acid:formic acid:water อัตราÿ่üน 100:11:11:26 ซึ่งท าĀน้าท่ีเป็นüัฏภาคเคล่ือนท่ี 

และใช้ 4,5-Dicaffeoyquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid และ 5-O-caffeoylquinic acid เป็นÿาร

มาตรฐาน 
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4.การทดÿอบฤทธิ์ทางชีüภาพ 
   4.1 การตรüจÿอบปริมาณÿารประกอบฟีนอลิก (28) 
         4.1.1 การเตรียมÿาร 
                 - การเตรียมÿาร Folin-Ciocalteu reagent working solution โดยการเจือจาง Folin-
Ciocalteu reagent 1 มิลลิลิตร ในน้ ากล่ัน 10 มิลลิลิตร เก็บไü้ในท่ีเย็นปราýจากแÿงรบกüน                                    
                 - การเตรียม 7.5% (กรัมต่อมิลลิลิตร) sodium hydrocarbonate (NaHCO3) โดยการช่ัง 

NaHCO3 จ านüน 7.5 กรัม ละลายด้üยน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
                 - การเตรียมÿารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ท าโดยการช่ังกรดแกลลิก 2 มิลลิกรัม ละลายใน

น้ ากล่ัน 1 มิลลิลิตร 
                 - การเตรียมÿารละลายตัüอย่างโดยเจือจางใĀ้มีคüามเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 4.1.2 üิธีการทดÿอบ 
                      การüิเคราะĀ์ปริมาณÿารประกอบฟีนอลิกท้ังĀมด ท าได้โดยปิเปตÿารตัüอย่างเข้มข้นเริ่มต้น

เท่ากับ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมÿารละลาย Folin-Ciocalteu reagent 50 
ไมโครลิตร และÿารละลาย 7.5% (กรัมต่อมิลลิลิตร) sodium hydrocarbonate (NaHCO3) 80 ไมโครลิตร 

ต้ังท้ิงไü้ท่ีอุณĀภูมิĀ้องนาน 30 นาทีในท่ีมืด จากนั้นน าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงท่ีคüามยาüคล่ืน 750 นาโน

เมตร ค านüณค่าปริมาณÿารประกอบฟีนอลิกท้ังĀมดเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 
   4.2 การทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ  
        4.2.1 DPPH assay (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl free radical) (28) 

      - เตรียมÿารละลาย DPPH โดยการช่ังผง DPPH  จ านüน 3 มิลลิกรัม มาละลายด้üยเมทานอล

ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เก็บÿารละลายในท่ีเย็นปราýจากแÿง 
      - เตรียมÿารละลาย ascorbic acid คüามเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยช่ัง ascorbic 

acid 1 มิลลิกรัม ละลายด้üยน้ ากล่ัน 1 มิลลิลิตร จะได้คüามเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้น    

ปิเปตÿารละลายมา 50 ไมโครลิตร ผÿมกับน้ ากล่ัน 950 ไมโครลิตร จะได้ÿารละลาย ascorbic acid เข้มข้น

เท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
      - เตรียมตัüคüบคุมผลบüก คือ ÿารละลาย ascorbic acid 100 ไมโครลิตร + ÿารละลาย DPPH 

100 ไมโครลิตร 
      - เตรียมตัüคüบคุมผลลบ คือ เมทานอล 100 ไมโครลิตร + ÿารละลาย DPPH 100 ไมโครลิตร 
      - น าÿารละลาย DPPH. radical (3 มิลลิกรัมต่อ 30 มิลลิลิตรในเมทานอล) ท าใĀ้มีค่าการ

ดูดกลืนแÿงอยู่ในช่üง 0.7±0.2 และเจือจางÿารละลายÿละท่ีใช้ทดÿอบ เติมÿารละลาย DPPH ลงไป 100 
ไมโครลิตร ผÿมกับÿารละลายตัüอย่าง 100 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไü้ท่ีอุณĀภูมิĀ้องนาน 30 นาทีในท่ีมืด แล้üน าไป

üัดค่าการดูดกลืนแÿงท่ีคüามยาüคล่ืน 520 นาโนเมตร จากนั้นค านüณ %inhibition และค่า IC50 จาก 
 
   %inhibition = [(A0-A1)/A0) x 100] 
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                                เมื่อ  A0 = ค่าการดูดกล่ืนแÿงของ DPPH  
                               A1 = ค่าการดูดกลืนแÿงของÿารตัüอย่าง 
 

        4.2.2 ABTS assay (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) assay) 
(28) 

      - เตรียมÿารละลาย ABTS stock solution โดยการช่ัง ABTS salt มา 7.68 กรัม ละลายด้üย 

น้ ากล่ัน 1000 มิลลิลิตร และช่ัง potassium persulfate (K2O8S2) มา 1.32 กรัม ละลายด้üยน้ ากล่ัน 1000 
มิลลิลิตร แบ่งÿารละลายท้ังÿองมาอย่างละ 5 มิลลิลิตร จากนั้นน าÿารละลายท้ัง 2 มาผÿมกันในอัตราÿ่üน 

1:1 จากนั้นต้ังท้ิงไü้ในท่ีมืดนานประมาณ 18 ช่ัüโมง 
      - เตรียมÿารละลาย ABTS working solution โดยการน า ABTS stock solution มาเจือจาง

ด้üยเมทานอลในอัตราÿ่üน 1:50 ของเมทานอล คือ ABTS stock solution 1 มิลลิลิตร และเมทานอล 50 
มิลลิลิตร เก็บÿารละลายนี้ไü้ในท่ีเย็นปราýจากแÿง 

      - เตรียมตัüคüบคุมผลบüก คือ ÿารละลาย ascorbic acid 100 ไมโครลิตร + ÿารละลาย ABTS 
100 ไมโครลิตร 

     - เตรียมตัüคüบคุมผลลบ คือ เมทานอล 100 ไมโครลิตร + ÿารละลาย ABTS 100 ไมโครลิตร 
     - เตรียมÿารละลายด้üยการท าปฏิกิริยาระĀü่างÿารละลาย ABTS เข้มข้น 4 มิลลิโมลาร์ และ

ÿารละลาย 4.9 มิลลิโมลาร์ K2S2O8 ด้üยน้ ากล่ันในปริมาตรเท่า ๆ กัน ต้ังท้ิงไü้ในท่ีมืดท่ีอุณĀภูมิĀ้องนาน 16-
20 ช่ัüโมง ก่อนน าไปใช้ Āลังจากนั้นเจือจางÿารละลาย stock ABTS ด้üยเมทานอล (1:50 เมทานอล) ใĀ้มีค่า

การดูดกลืนแÿงอยู่ในช่üง 0.7-0.9 ท่ีคüามยาüคล่ืน 734 นาโนเมตร แล้üปิเปตÿารละลายตัüอย่างท่ีใช้ทดÿอบ

มา 100 ไมโครลิตร เติมÿารละลาย ABTS 100 ไมโครลิตร ผÿมใĀ้เข้ากันและต้ังท้ิงไü้ 6 นาทีในท่ีมืด แล้ü

น าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿง ค านüณ %inhibition และĀาค่า IC50  จาก 
 

%inhibition = [(A0-A1)/A0) x 100] 
 

                                เมื่อ  A0 = ค่าการดูดกล่ืนแÿงของ ABTS  
                               A1 = ค่าการดูดกลืนแÿงของÿารตัüอย่าง 

 
        4.2.3 FRAP assay (28) 
               - เตรียมÿารละลาย 300 มิลลิโมลาร์ acetate buffer pH 3.6 ละลายด้üย glacial acetic acid 
80 มิลลิลิตร แล้üปรับ pH ใĀ้เป็น 3.6 ด้üย 1N HCl Āรือ 1N NaOH แล้üปรับปริมาตรด้üยน้ ากล่ันเป็น 100 
มิลลิลิตร 

     - เตรียมÿารละลาย 40 มิลลิโมลาร์ HCl จากÿารละลาย 12N HCl โดยการปิเปต 12N HCl 
ปริมาตร 167 ไมโครลิตร น ามาเจือจางด้üยน้ ากล่ัน 49,833 ไมโครลิตร 
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     - เตรียมÿารละลาย 10 มิลลิโมลาร์ TPTZ ใน 40 มิลลิโมลาร์ HCl ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร แล้ü

น าไปต้มประมาณ 30 นาที จากนั้นน าไปเก็บในตู้เย็นท่ีอุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ 
              - เตรียมÿารละลาย 20 มิลลิโมลาร์ FeCl3 โดยช่ัง FeCl3 5.41 กรัม น ามาละลายด้üยน้ ากล่ัน 

1000 มิลลิลิตร      
              - เตรียม FRAP working solution โดยการผÿมÿารละลายในอัตราÿ่üน 10:1:1 ดังนี้ 

300 มิลลิโมลาร์ acetate buffer pH 3.6 10  มิลลิลิตร 
10 มิลลิโมลาร์ TPTZ in 40 มิลลิโมลาร์ HCl       1       มิลลิลิตร 
20 มิลลิโมลาร์ FeCl3      1  มิลลิลิตร 

              - เตรียมตัüคüบคุมผลบüก คือ ÿารละลาย ascorbic acid 50 ไมโครลิตร และ ÿารละลาย FRAP 
150 ไมโครลิตร 
              - เตรียมตัüคüบคุมผลลบ คือ เมทานอล 50 ไมโครลิตร และÿารละลาย FRAP 150 ไมโครลิตร 

            - เตรียมÿารตัüอย่างเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 3000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ผÿมกับ FRAP reagent 150 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณĀภูมิĀ้องในท่ีมืดนาน 8 นาที น าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงท่ี

คüามยาüคล่ืน 600 นาโนเมตร ค านüณคüามÿามารถในการใĀ้ e- (FRAP value) โดยเปรียบเทียบค่าท่ีได้กับ

กราฟมาตรฐานของเฟอรัÿซัลเฟต แÿดงค่าในรูปมิลลิกรัมÿมมูลเฟอรัÿซัลเฟตต่อÿารÿกัด 1 กรัม 
  
   4.3 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ (Tyrosinase) (29) 
        4.3.1 üิธีการทดÿอบ 
                    เตรียมÿารละลายตัüอย่างเจือจางใĀ้มีคüามเข้มข้นในช่üงต้ังแต่ 500 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร 
ขึ้นไป น ามาเจือจางใĀ้ได้ 8 คüามเข้มข้น ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้üน ามาผÿมกับ 20 มิลลิโมลาร์ ฟอÿเฟต

บัฟเฟอร์ pH 6.8 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และÿารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนÿเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มท้ิงไü้ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ นาน 20 นาที แล้üท าการเติม

ซับÿเตรท 0.85 มิลลิโมลาร์ L-DOPA ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มท้ิงไü้ ท่ีอุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ 

นาน 20 นาที แล้üน าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงท่ีคüามยาüคล่ืน 492 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกรดโคจิกท่ีใช้

เป็นตัüคüบคุมผลบüก ค านüณ %inhibition และค่า IC50 จาก 
 

%inhibition = [(A0-A1)/A0) × 100] 
 

        เมื่อ     A0 คือ ค่าการดูดกลืนแÿงของ negative control  
                  A1 คือ ค่าการดูดกลืนแÿงของÿารตัüอย่าง 
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5. การüิเคราะĀ์ทางÿถิติ 
 ผลการทดลองแÿดงข้อมูลในรูปของค่าเฉล่ีย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดÿอบอย่างละ 3 ซ้ า 

ของการทดลองโดยใช้ one way ANOVA ÿ าĀรับüิเคราะĀ์ค่าคüามแตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติระĀü่าง

ÿารÿกัดท่ีใช้ในการทดÿอบโดยใช้โปรแกรม Minitab version 16 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การÿกัดÿารÿ าคัญจากเปลือกผลและเมล็ดÿละทั้ง 4 ÿายพันธุ์ 
 การÿกัดÿารÿ าคัญจากเปลือกผลและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ ได้แก่ ÿละÿายพันธุ์เนินüง ÿละÿาย

พันธุ์ÿุมาลี ÿละÿายพันธุ์Āม้อ และÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย โดยช่ังÿารตัüอย่าง 10 กรัม ÿกัดด้üยüิธีคล่ืนเÿียง

คüามถี่ÿูงด้üยตัüท าละลายเมทานอล และระเĀยÿารÿกัดด้üยเครื่องระเĀยแบบÿุญญากาý และน ามา

ค านüณĀาปริมาณÿารÿกัดมีค่าปริมาณร้อยละของÿารÿกัดดังนี้ เปลือกÿละÿายพันธุ์เนินüงเท่ากับ 15.4±2.39 
เปอร์เซ็นต์ เปลือกÿละÿายพันธ์ÿุมาลีเท่ากับ 14.7±6.05 เปอร์เซ็นต์ เปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อเท่ากับ 

27.6±3.08 เปอร์เซ็นต์ เปลือกÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซียเท่ากับ 10.83±5.29 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดÿละÿายพันธุ์

เนินüงเท่ากับ 7.90±0.36 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลีเท่ากับ 6.63±1.16 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดÿละÿาย

พันธุ์Āม้อเท่ากับ 4.83±0.47 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซียเท่ากับ 6.50±0.36 เปอร์เซ็นต์ 
                                                                                                                                      

ตารางที่ 3 : ปริมาณÿารÿกัดเปลือกผลและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์  
ÿารตัüอย่าง น้ าĀนักÿารÿกัด (กรัม) ปริมาณร้อยละของÿารที่ÿกัดได้ 

(เปอร์เซ็นต์) 
เปลือกÿละÿายพันธุ์เนินüง 1.54±0.24 15.37±2.39 
เปลือกÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 1.47±0.61 14.73±6.05 
เปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อ 2.76±0.31 27.60±3.08 
เปลือกÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 1.08±0.53 10.83±5.29 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง 0.79±0.04 7.90±0.36 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 0.66±0.12 6.63±1.16 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ 0.48±0.05 4.83±0.47 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 0.65±0.04 6.50±0.36 
ĀมายเĀตุ: ข้อมูลท่ีแÿดงผลค่าเฉล่ีย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า  

4.2 การüิเคราะĀ์ปริมาณÿารประกอบฟีนอลิก ฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระและฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์ไทโรซิเนÿ ด้üยตัüท าละลายเมทานอล 
     4.2.1 การüิเคราะĀ์ปริมาณÿารประกอบฟีนอลิก 

      จากผลการทดÿอบโดยน าเอาÿารÿกัดเปลือกผลและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ มาท าการ

üิเคราะĀ์Āาปริมาณÿารประกอบฟีนอลิกพบü่า ÿารÿกัดจากเปลือกผลÿละÿายพันธุ์Āม้อมีปริมาณ

ÿารประกอบ   ฟีนอลิกมากท่ีÿุดเท่ากับ 158.59±6.77 มิลลิกรัมÿมมูลของกรดแกลลิกต่อÿารÿกัด 1 กรัม 

แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 เมื่อท าการเปรียบเทียบกับÿารÿกัดจากเปลือกผลและเมล็ดÿละ

ท้ัง 4 ÿายพันธุ์ท่ีใช้ทดÿอบ โดยเปลือกผลÿละÿายพันธุ์เนินüง เปลือกผลÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี เปลือกผลÿละ
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ÿายพันธุ์อินโดนีเซีย และเมล็ดÿายÿละพันธุ์เนินüง เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี เมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ เมล็ด

ÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย มีปริมาณฟีนอลิกเท่ากับ 13.45±0.59, 32.39±0.88, 27.28±0.18, 13.63±0.28, 
9.18±0.07, 15.97±0.52, 9.25±0.21 มิลลิกรัมÿมมูลของกรดแกลลิกต่อÿารÿกัด 1 กรัม ตามล าดับ 

 
     4.2.2 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี DPPH assay 

      จากผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี DPPH assay ของÿารÿกัดจากเปลือกผลและ

เมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ พบü่าÿารÿกัดเปลือกผลÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซียมีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระดีท่ีÿุด โดย

มีค่า IC50 เท่ากับ 75.43±2.72 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 เมื่อ

เปรียบเทียบกับÿารÿกัดจากÿละÿายพันธุ์อื่น ๆ ท่ีใช้ทดÿอบ โดยÿารÿกัดจากเปลือกผลÿละÿายพันธุ์Āม้อและ

เปลือกผลÿละÿายพันธุ์เนินüงมีฤทธิ์ดีไม่แตกต่างกัน มีค่า IC50 เท่ากับ 88.51±2.82, 109.38±4.83 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และÿารÿกัดจากเปลือกÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี, เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง,เมล็ดÿละÿาย

พันธุ์ÿุมาลี, เมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ, เมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย มีค่า IC50 เท่ากับ 118.19±4.23, 
148.39±2.67, 230.14±1.63, 273.44±5.29, 297.84±3.85 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และÿาร

มาตรฐาน ascorbic acid มีค่า IC50 เท่ากับ 5.33±0.10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
 

ตารางที่ 4 : ผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี DPPH assay 
ชนิดตัüอย่าง DPPH assay 

IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
เปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อ 88.51±2.82 f 
เปลือกÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 118.19±4.23 e 
เปลือกÿละÿายพันธุ์เนินüง 109.38±4.83 f 

เปลือกÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 75.43±2.72 g 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ 273.44±5.29 b 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 230.14±1.63 c 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง 148.39±2.67 d 

เมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 297.84±3.85 a 
Ascorbic acid (Positive) 5.33±0.10 h 
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          แผนภูมิท่ี 1 แÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี DPPH assay 

4.2.3 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี ABTS assay 
             จากผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี ABTS assay ของÿารÿกัดจากเปลือกผล

และเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ พบü่าÿารÿกัดจากเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อมีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระดีท่ีÿุด โดยมี

ค่า IC50 เท่ากับ 1.17±0.17 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 เมื่อ

เปรียบเทียบกับÿารÿกัดจากÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ โดยÿารÿกัดจากเปลือกผลÿละÿายพันธุ์เนินüง เปลือกผลÿละ

ÿายพันธุ์ÿุมาลี เปลือกผลÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี, เมล็ด

ÿละÿายพันธุ์Āม้อ และเมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 94.80±2.34, 80.77±6.17, 
114.29±1.87, 403.55±14.76, 353.70±6.05, 81.88±1.82, 235.85±5.57 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามล าดับ และÿารมาตรฐาน ascorbic acid มีค่า IC50 เท่ากับ 11.50±0.45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 5 : ผลการทดอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี ABTS assay 

ชนิดตัüอย่าง ABTS assay 
IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อ 1.17±0.17 f 
เปลือกÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 80.77±6.17 

e 
เปลือกÿละÿายพันธุ์เนินüง 94.80±2.34 e 

เปลือกÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 114.29±1.87 d 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ 81.88±1.82 e 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 353.70±6.05 b 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง 403.55±14.76 a 

เมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 235.85±5.57 c 
Ascorbic acid (Positive) 11.50±0.45 g 
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เปลือกหม้อ เปลือกสมุาลี เปลือกเนินวง เปลือกอินโดนีเซีย เมล็ดหม้อ 

เมล็ดสมุาลี เมล็ดเนินวง เมล็ดอินโดนีเซีย ascorbic acid
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แผนภูมิท่ี 2 แÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี ABTS assay 

4.2.4 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี FRAP assay 
            จากผลการทดÿอบโดยน าเอาÿารÿกัดเปลือกผลและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ มาท าการ

üิเคราะĀ์Āาปริมาณÿารยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี FRAP assay พบü่า ÿารÿกัดจากเปลือกผลÿละÿายพันธุ์

Āม้อมีปริมาณÿารยับยั้งอนุมูลอิÿระดีท่ีÿุดเท่ากับ 113.62±3.25 มิลลิกรัมÿมมูลของเฟอรัÿซัลเฟตต่อÿารÿกัด 

1 กรัม แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 เมื่อท าการเปรียบเทียบกับÿารÿกัดจากเปลือกผลและ

เมล็ดÿละÿายพันธุ์อื่น ๆ ท่ีใช้ทดÿอบ โดยเปลือกผลÿละÿายพันธุ์เนินüง เปลือกผลÿละÿายพันธุ์ÿุมาลีเปลือก

ผลÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี เมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ    
และเมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย มีปริมาณÿารยับยั้งอนุมูลอิÿระเท่ากับ 13.52±0.83, 19.74±0.46, 
24.92±3.59, 15.72±0.10, 12.91±0.26, 13.48±0.79, 11.82±0.38 มิลลิกรัมÿมมูลของเฟอรัÿซัลเฟตต่อ

ÿารÿกัด 1 กรัม ตามล าดับ 
ตารางที่ 6 : ผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี FRAP assay 

ชนิดตัüอย่าง FRAP assay 
(มิลลิกรัมÿมมูของเฟอรัÿซัลเฟตต่อÿารÿกัด 1 กรัม) 

เปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อ 113.62±3.25 a 
เปลือกÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 19.74±0.46 c 
เปลือกเÿละÿายพันธุ์เนินüง 13.52±0.83 d 

เปลือกÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 24.92±3.59 b 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ 13.48±0.79 d 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 12.91±0.26 d 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง 15.72±0.10 d 

เมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 11.82±0.38 d 
Ascorbic acid (Positive) 94.71±2.62 
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       แผนภูมิท่ี 3 แÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี FRAP assay 

4.3 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 
          จากผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนÿของÿารÿกัดจากเปลือกผลและ

เมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ พบü่าÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงมีฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์ไทโรซิเน

ÿดีท่ีÿุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 105.03±6.72 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี          

p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับÿารÿกัดจากเปลือกผลและเมล็ดÿละÿายพันธุ์อื่น ๆ โดยÿารÿกัดจากเปลือกผล

ÿละÿายพันธุ์เนินüง, เปลือกผลÿละÿายพันธุ์ ÿุมาลี, เปลือกผลÿละÿายพันธุ์Āม้อ, เปลือกผลÿละÿายพันธุ์

อินโดนีเซีย เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี เมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง และเมล็ดÿละÿาย

พันธุ์อินโดนีเซีย โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 399.10±20.15, 357.87±36.89, 727.19±20.65, 313.44±15.52, 
188.16±9.86, 193.53±4.96, 189.99±12.28 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และÿารมาตรฐานกรดโคจิก 

มีค่า IC50 เท่ากับ 102.22±5.46 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
ตารางที่ 7 : ผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซมไ์ทโรซิเนÿ 

ชนิดตัüอย่าง ฤทธิ์ยับย้ังการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 
IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อ 727.19±20.65 a 
เปลือกÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 357.87±36.89 b 
เปลือกÿละÿายพันธุ์เนินüง 399.10±20.15 b 

เปลือกÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 313.44±15.52 c 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์Āม้อ 193.53±4.96 d 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี 188.16±9.86 d 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง 105.03±6.72 e 

เมล็ดÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย 189.99±12.28 d 
Kojic acid (Positive) 102.22±5.46 e 
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เมล็ดสมุาลี เมล็ดเนินวง เมล็ดอินโดนีเซีย ascorbic acid
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แผนภูมิท่ี 4 แÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 

ตารางที่ 8 : แÿดงผลการทดÿอบปริมาณÿารฟีนอลิก ฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระและฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์

ไทโรซิเนÿ 

ชนิดตัüอย่างÿาย
พันธ์ÿละ 

DPPH assay 
IC50 (ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร) 

ABTS assay 
IC50 (ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) 

FRAP assay 
(มิลลิกรัมเฟอ

รัÿซัลเฟตต่อÿาร
ÿกัด 1 กรัม) 

Antityrosinase 
IC50 (ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) 

ฟีนอลิก  
(มิลลิกรัมเทียบเท่า
กรดแกลลิกต่อÿาร

ÿกัด 1 กรัม) 
เปลือกÿละĀม้อ 88.51±2.82 f 1.17±0.17 f 113.62±3.25 a 727.19±20.65 a 158.59±6.77 a 
เปลือกÿละÿุมาลี 118.19±4.23 e 80.77±6.17 e 19.74±0.46 c 357.87±36.89 b 32.39±0.88 b 
เปลือกÿละเนินüง 109.38±4.83 f 94.80±2.34 e 13.52±0.83 d 399.10±20.15 b 13.45±0.59 c 
เปลือกÿละ
อินโดนีเซีย 

75.43±2.72 g 114.29±1.87 d 24.92±3.59 b 313.44±15.52 c 27.28±0.18 b 

เมล็ดÿละĀม้อ 273.44±5.29 b 81.88±1.82 e 13.48±0.79 d 193.53±4.96 d 15.97±0.52 c 
เมล็ดÿละÿุมาลี 230.14±1.63 c 353.70±6.05 b 12.91±0.26 d 188.16±9.86 d 9.18±0.07 c 
เมล็ดÿละเนินüง 148.39±2.67 d 403.55±14.76 a 15.72±0.10 d 105.03±6.72 e 13.63±0.28 c 
เมล็ดÿละอินโดนีเซีย 297.84±3.85 a 235.85±5.57 c 11.82±0.38 d 189.99±12.28 d 9.25±0.21 c 
Ascorbic acid 
(Positive) 

5.33±0.10 h 11.50±0.45 g 94.71±2.62 e - - 

Kojic acid 
(Positive) 

- - - 102.22±5.46 e - 

ĀมายเĀตุ : ข้อมูลท่ีแÿดงเป็นค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า 
     ค่าท่ีอยู่ในตาราง ตามตัüอักþร (a-g) แตกต่างกันอย่างมีนัยÿ าคัญ (p<0.05) 
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เมล็ดสมุาลี เมล็ดเนินวง เมล็ดอินโดนีเซีย kojic acid
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 จากผลการทดÿอบของÿารÿกัดเปลือกผลและเมล็ดÿละÿายพันธุ์ทั้ง 4 ÿายพันธุ์จะเĀ็นได้ü่า ÿารÿกัด

เปลือกผลÿายพันธุ์Āม้อมีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระดีท่ีÿุดในการทดÿอบ 2 üิธีจากท้ังĀมด 3 üิธีการทดÿอบและมี

ปริมาณÿารฟีนอลิกมากท่ีÿุดในการทดÿอบ และÿารÿกัดเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงมีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์ไทโรซิเนÿดีท่ีÿุด จึงน าÿารÿกัดท้ัง 2 ชนิด มาท าการÿกัดด้üยüิธี DES และÿกัดด้üยคล่ืนเÿียง 

(sonicated) ด้üยเอทานอล เพื่อĀาüิธีการÿกัดและตัüท าละลายท่ีเĀมาะÿม 

4.4 การüิเคราะĀ์Āาปริมาณÿารประกอบฟินอลกิและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระจากเปลอืกÿละÿายพนัธุ์Āม้อที่

ÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES และตัüท าละลายเอทานอล 

 ตารางท่ี 9 : แÿดงปริมาณÿารประกอบฟินอลิกจากเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อ 

ÿารตัüอย่าง ฟินอลิกจาก
มิลลิกรัมÿมมูล

ของกรดแกลลิกต่อ
ÿารÿกัด 1 กรัม 

DPPH assay 
IC50 (ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) 
 

ABTS assay 
IC50 (ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) 
 

FRAP assay 
มิลลิกรัมÿมมูลของ

เฟอรัÿซัลเฟตต่อÿาร
ÿกัด 1 กรัม 

เปลือกÿละÿายพันธุ์
Āมอ้ ÿกัดด้üยตัüท า
ละลาย ethanol 

316.69±24.54a 15.45±1.85c 6.12±0.28c 70.07±2.95d 

เปลือกÿละÿายพันธุ์
Āม้อ ÿกัดด้üยตัüท า
ละลาย DES 1 

193.49±14.84b 11.98±0.53c 5.66±0.27c 387.52±9.15a 

เปลือกÿละÿายพันธุ์
Āม้อ ÿกัดด้üยตัüท า
ละลาย DES 2 

104.31±5.75c 33.20±0.73b 14.91±0.08a 77.21±7.57d 

เปลือกÿละÿายพันธุ์
Āม้อ ÿกัดด้üยตัüท า
ละลาย DES 3 

97.27±11.98c 29.98±2.68b 12.04±0.05b 337.82±9.62b 

Ascorbic acid 
(Positive control) 

- 6.53±0.43 3.21±0.04 - 

ĀมายเĀตุ : ข้อมูลท่ีแÿดงเป็นค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า 
               ค่าท่ีอยู่ในตาราง ตามตัüอักþร (a-g) แตกต่างกันอย่างมีนัยÿ าคัญ (p<0.05)  

    DES1 : Choline chloride- urea  
    DES2 : Choline chloride- ethylene glycol (EG)  
    DES3 : Choline chloride- propanoic acid (PA) 
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           จากผลการทดÿอบĀาปริมาณÿารประกอบฟินอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระจากเปลือกÿละÿายพันธุ์

Āม้อท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES และตัüท าละลายเอทานอล พบü่า ÿารÿกัดจากเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อท่ี

ÿกัดด้üยตัüท าละลายเอทานอลมีปริมาณÿารประกอบฟินอลิกมากท่ีÿุด แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี 

p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับการÿกัดด้üยตัüท าละลายอื่น ๆ โดยมีค่าเท่ากับ 316.69±24.54 มิลลิกรัมÿมมูล

ของกรดแกลลิกต่อÿารÿกัด 1 กรัม และการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี DPPH assay จากÿารÿกัด

ของเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อท่ีÿกัดด้üยüิธีการÿกัดÿีเขียüด้üยตัüท าละลาย DES 1 มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระดี

ท่ีÿุด แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับการÿกัดด้üยตัüท าละลายอื่น ๆ โดยมีค่า 

IC50 เท่ากับ 11.98±0.53 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี ABTS assay 

จากÿารÿกัดของเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES ด้üยตัüท าละลาย DES 1 มีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิÿระดีท่ีÿุด แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับการÿกัดด้üยตัüท าละลาย

อื่น ๆ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 5.66±0.27 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี 

FRAP assay จากÿารÿกัดของเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อท่ีÿกัดด้üยüิธีการÿกัดÿีเขียüด้üยตัüท าละลาย DES 1 
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระดีท่ีÿุด แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับการÿกัดด้üยตัü

ท าละลายอื่น ๆ โดยมีค่า 387.52±9.15 มิลลิกรัมÿมมูลของเฟอรัÿซัลเฟตต่อÿารÿกัด 1 กรัม ดังตารางท่ี 9 
 
4.5 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿของÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงที่

ÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES และตัüท าละลายเอทานอล 
ตาราง 10 : แÿดงค่า IC50 ของÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงต่อฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโร

ซิเนÿ 
ÿารตัüอย่าง IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES 1 418.62±16.43a 

เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES 2 390.71±5.82b 
เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES 3 57.38±0.22d 

เมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงÿกัดด้üยตัüท าละลายเอทานอล IN  

Kojic acid (Positive) 103.24±0.51 
ĀมายเĀตุ : ข้อมูลท่ีแÿดงเป็นค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า 
               IN คือ Inactivity  
               ค่าท่ีอยู่ในตาราง ตามตัüอักþร (a-g) แตกต่างกันอย่างมีนัยÿ าคัญ (p<0.05)   

     DES1 : Choline chloride-urea   
     DES2 : Choline chloride-ethylene glycol (EG)       
     DES3 : Choline chloride-propanoic acid (PA) 
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          จากผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿของÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์

เนินüงท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES และตัüท าละลายเอทานอล พบü่า ÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüง

ท่ีÿกัดด้üยด้üยตัüท าละลาย DES 3 (ChCl-Propanoic acid) มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿดี

ท่ีÿุด แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับการÿกัดด้üยตัüท าละลายอื่น ๆ โดยมีค่า 
IC50  เท่ากับ 57.38±0.22 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงท่ีÿกัดด้üยตัüท า

ละลายเอทานอลมีฤทธิ์ยับย้ังการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿน้อยท่ีÿุด ดังตารางท่ี 10 
 
4.6 การตรüจÿอบด้üยรงคเลขผิüบาง (Thin layer chromatography) 
 การýึกþาคุณÿมบัติทางพฤกþเคมีเบื้องต้นของÿารÿกัดเปลือกผลและเมล็ดของÿละ 4 ÿายพันธุ์ 
ได้แก่ ÿายพันธุ์เนินüง ÿายพันธุ์ÿุมาลี ÿายพันธุ์Āม้อ และ ÿายพันธุ์อินโดนีเซีย เปรียบเทียบกับÿารมาตรฐาน 
4,5-Dicaffeoyquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid และ 5-O-caffeoylquinic acid โดยมีระบบüัฏภาค
เคล่ือนท่ีเป็น ethyl acetate : water : formic acid อัตราÿ่üน 17:2:1 (ระบบท่ี 1) และ ethyl acetate : 
acetic acid : formic acid : water อัตราÿ่üน 100:11:11:26 (ระบบท่ี 2) 
 
     4.6.1 โครมาโตแกรม TLC ของÿารÿกัดจากเปลือกÿละÿายพันธุ์ต่าง ๆ โดยมีüัฏภาคเคลื่อนที่ใน

ระบบที่ 1 คือ ethyl acetate : น้ า : formic acid อัตราÿ่üน 17:2:1   

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 15 โครมาโตแกรมของÿารÿกัดเปลือกÿละÿายพันธุ์ต่าง ๆ ในระบบท่ี 1 เมื่อน ามาÿ่องภายใต้แÿงยูüี 

254 nm (A) ÿ่อง 366 (B) และ พ่นด้üย 1% NP (C) 
  1 = ÿารÿกัดเปลือกÿละĀม้อ  5 = 5-O-Caffeoylquinic acid   
  2 = ÿารÿกัดเปลือกÿละเนินüง  6 = ÿารÿกัดเปลือกÿละÿุมาลี 
  3 = 4,5-Dicaffeoyquinic acid  7 = ÿารÿกัดเปลือกÿละอินโดนีเซีย 
  4 = 4-O-Caffeoylquinic acid 
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     4.6.2 โครมาโตแกรม TLC ของÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์ต่าง ๆ โดยมีüัฏภาคเคลื่อนที่ในระบบ

ท่ี 1 คือ ethyl acetate : น้ า : formic acid อัตราÿ่üน 17:2:1   

 

 

 

 

       ภาพท่ี 16 โครมาโตแกรมของÿารÿกัดเมล็ดÿละÿายพันธุ์ต่าง ๆ ในระบบท่ี 1 เมื่อน ามาÿ่องภายใต้แÿงยู

üี 254 nm (A) ÿ่อง 366 (B) และ พ่นด้üย 1% NP (C) 

  1 = ÿารÿกัดเมล็ดÿละĀม้อ  5 = 5-O-Caffeoylquinic acid 
  2 = ÿารÿกัดเมล็ดÿละเนินüง  6 = ÿารÿกัดเมล็ดÿละÿุมาลี 
  3 = 4,5-Dicaffeoyquinic acid  7 = ÿารÿกัดเมล็ดÿละอินโดนีเซีย 
  4 = 4-O-Caffeoylquinic acid 
     4.6.3 โครมาโตแกรม TLC ของÿารÿกัดจากเปลือกÿละÿายพันธุ์ต่าง ๆ โดยมีüัฏภาคเคลื่อนที่ใน

ระบบที่ 2 คือ ethyl acetate : acetic acid : formic acid : น้ า อัตราÿ่üน 100:11:11:26 

 

 

 

 

       
       ภาพท่ี 17 โครมาโตแกรมของÿารÿกัดเปลือกÿละÿายพันธุ์ต่าง ๆ ในระบบท่ี 2 เมื่อน ามาÿ่องภายใต้แÿง

ยูüี 254 nm (A) ÿ่อง 366 (B) และ พ่นด้üย 1% NP (C) 
  1 = ÿารÿกัดเปลือกÿละĀม้อ  5 = 5-O-Caffeoylquinic acid 
  2 = ÿารÿกัดเปลือกÿละเนินüง  6 = ÿารÿกัดเปลือกÿละÿุมาลี 
  3 = 4,5-Dicaffeoyquinic acid  7 = ÿารÿกัดเปลือกÿละอินโดนีเซีย 
  4 = 4-O-Caffeoylquinic acid 
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       4.6.3 โครมาโตแกรม TLC ของÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์ต่าง ๆ โดยมีüัฏภาคเคลื่อนที่ใน

ระบบที่ 2 คือ ethyl acetate : acetic acid : formic acid : น้ า อัตราÿ่üน 100:11:11:26 

 

 

 

 

 
   ภาพท่ี 18 โครมาโตแกรมของÿารÿกัดเมล็ดÿละในระบบท่ี 1 เมื่อน ามาÿ่องภายใต้แÿงยูüี 254 nm (A) ÿ่อง 

366 (B) และ พ่นด้üย 1% NP (C) 
  1 = ÿารÿกัดเมล็ดÿละĀม้อ  5 = 5-O-Caffeoylquinic acid   
  2 = ÿารÿกัดเมล็ดÿละเนินüง  6 = ÿารÿกัดเมล็ดÿละÿุมาลี 
  3 = 4,5-Dicaffeoyquinic acid  7 = ÿารÿกัดเมล็ดÿละอินโดนีเซีย 
  4 = 4-O-Caffeoylquinic acid 
 
   จากผลการทดลองจะเĀ็นได้ü่า ÿารÿกัดจากเปลือกÿละÿายพันธุ์ เนินüง เปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อ 

เปลือกÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี และเปลือกÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย น่าจะมีÿาร 4-O-caffeoylquinic acid และ 

5-O-caffeoylquinic acid เนื่องจากมีค่า Rf ใกล้เคียงกับÿารมาตรฐาน มีค่าประมาณ 0.46 และ 0.24 ÿ่üน

ÿารÿกัดเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ก็น่าจะมีÿาร 4-O-caffeoylquinic acid และ 5-O-caffeoylquinic acid 
เนื่องจากค่า Rf ท่ีได้มีค่าใกล้เคียงกับÿารมาตรฐาน จึงอาจเป็นเĀตุผลท่ีท าใĀ้ÿารÿกัดจากเปลือกผลและเมล็ด

ÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ มีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระและยับย้ังการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 
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บทท่ี 5 

อภิปรายผลการüิจัย 

5.1 การตรüจÿอบปริมาณÿารประกอบฟินอลิก 
จากการทดÿอบĀาปริมาณÿารประกอบฟินอลิก ด้üยüิธี Folin-Ciocalteu reagent ของÿารÿกัด

เปลือกและเมล็ดÿละท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลายเมทานอล จากผลการทดลองพบü่า ÿารÿกัดจากเปลือกÿละÿาย

พันธุ์Āม้อมีปริมาณÿารประกอบฟินอลิกมากท่ีÿุด แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 เมื่อท าการ

เปรียบเทียบกับÿารÿกัดท่ีใช้ทดÿอบ โดยมีปริมาณÿารประกอบฟินอลิกเท่ากับ 158.59±6.77 มิลลิกรัมÿมมูล

ของกรดแกลลิกต่อÿารÿกัด 1 กรัม ซึ่งมีงานüิจัยก่อนĀน้านี้ในปี 2016 ของ Mayuree Kanlayavattanakul 
และคณะ (30) ได้ท าการทดÿอบĀาปริมาณÿารประกอบฟินอลิกจากเปลือกผลของÿละท่ีÿกัดด้üยตัüท า

ละลายแอลกอฮอล์และน้ า พบü่ามีปริมาณÿารประกอบฟินอลิกเท่ากับ 153.00±25.00 มิลลิกรัมÿมมูลของ

กรดแกลลิกต่อÿารÿกัด 1 กรัม ซึ่งผลท่ีได้ÿอดคล้องกับท่ีผู้üิจัยได้ท าการýึกþาและมีทิýทางเดียüกัน 
ÿ าĀรับการĀาปริมาณÿารประกอบฟินอลิกของÿารÿกัดเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อท่ีน ามาÿกัดด้üยตัü

ท าละลาย DES และตัüท าละลายเอทานอล จากผลการทดลองพบü่า ÿารÿกัดเปลือกÿละÿายพันธุ์Āม้อท่ีÿกัด

ด้üยตัüท าละลายเอทานอลมีปริมาณÿารประกอบฟินอลิกมากท่ีÿุด แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญท่ี p<0.05 โดยมี

ปริมาณเท่ากับ 316.69±24.54 
มิลลิกรัมÿมมูลของกรดแกลลิกต่อÿารÿกัด 1 กรัม ซึ่งมีงานüิจัยก่อนĀน้านี้ในปี 

2014 ของ Seri Intan Mokhtar และคณะ (31) ได้ท าการทดÿอบĀาปริมาณÿารประกอบฟินอลิกจากเนื้อผล

ของÿละ ท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลายต่าง ๆ พบü่าÿารÿกัดจากตัüท าละลายเอทานอลมีปริมาณÿารประกอบฟิ

นอลิกมากท่ีÿุด เท่ากับ 321.90±3.46 มิลลิกรัมÿมมูลของกรดแกลลิกต่อÿารÿกัด 1 กรัม ซึ่งผลท่ีได้ÿอดคล้อง

กับท่ีผู้üิจัยได้ท าการýึกþาและมีทิýทางเดียüกัน 
5.2 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี ABTS, DPPH และ FRAP assay 

จากการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระจากเปลือกผลและเมล็ดของÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ ได้แก่ ÿละÿาย

พันธุ์เนินüง ÿละÿายพันธุ์ÿุมาลี ÿละÿายพันธุ์Āม้อ และÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซีย โดยใช้เมทานอลเป็นตัüท า

ละลาย และน ามาทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระด้üยüิธี DPPH, ABTS และ FRAP assays พบü่าการทดÿอบ

ด้üยüิธี DPPH assay ÿารÿกัดเปลือกผลÿละÿายพันธุ์อินโดนีเซียมีฤทธิ์ดีท่ีÿุด แต่ในการทดÿอบด้üยüิธี ABTS 
assay และ FRAP assays พบü่าÿารÿกัดจากเปลือกผลÿละÿายพันธุ์Āม้อมีฤทธิ์ดีท่ีÿุด จึงน าÿารÿกัดเปลือก

ผลÿละÿายพันธุ์Āม้อมาÿกัดตัüท าละลาย DES และตัüท าละลายเอทานอล แล้üน ามาทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูล

อิÿระด้üยüิธี DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay พบü่าÿารÿกัดเปลือกผลÿละÿายพันธุ์Āม้อท่ีÿกัด

ด้üย DES1 มีฤทธิ์ดีท่ีÿุดในการยับยั้งอนุมูลอิÿระ ด้üยüิธี DPPH assay ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 11.98±0.53 

ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม เช่นเดียüกับการทดÿอบด้üยüิธี FRAP assay ของÿารÿกัดเปลือกผลÿละÿายพันธุ์Āม้อ

ด้üยตัüท าละลาย DES1 มีค่า FRAP value มากท่ีÿุดเท่ากับ 387.52±9.15 มิลลิกรัมÿมมูลของเฟอร์รัÿซัล   

เฟตต่อÿารÿกัด 1 กรัม
 
ในขณะท่ีการทดÿอบด้üยüิธี ABTS assay พบü่าÿารÿกัดเปลือกผลÿละÿายพันธุ์Āม้อ

ÿกัดด้üยตัüท าละลายเมทานอลมีฤทธิ์ดีท่ีÿุด มีค่า IC50 เท่ากับ 1.17±0.17 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม จาก
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การýึกþาในปี 2018 ของ Mohammed S. M. Saleh และคณะ (32) ได้ýึกþาฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระจากเนื้อ

ผลของÿละโดยการÿกัดด้üยเอทานอลและน้ าพบü่าการทดÿอบด้üยüิธี DPPH assay ได้ค่า IC50 เท่ากับ 

49.45±3.87 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และการทดÿอบด้üยüิธี FRAP assay มีค่าเท่ากับ 144.81±3.72 

ไมโครกรัมเทียบเท่ากรดแอÿคอร์บิกต่อÿารÿกัด 1 กรัม ซึ่งผลท่ีได้ÿอดคล้องกับท่ีผู้üิจัยได้ท าการýึกþาและมี

ทิýทางเดียüกัน ÿ าĀรับการÿกัดด้üยüิธี Deep eutectic solvents ยังไม่พบการüิจัยพืชüงý์ arecacae แต่

จากการýึกþาในปี 2019 ของ Caroline Goltz และคณะ (33) ได้ýึกþาคüามคงตัüของÿารประกอบฟีนอลิก

และÿารที่มีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระจากÿารÿกัดด้üยตัüท าละลาย Deep eutectic solvents (ChCl:glycerol, 
ChCl:lactic acid, ChCl:1,2-propanediol, ChCl:oxalic acid) และÿารÿกัดด้üยตัüท าละลายเอทานอลจาก

ใบของต้นโรÿแมรี พบü่าÿารÿกัดด้üยตัüท าละลาย Deep eutectic solvents และÿารÿกัดด้üยเอทานอล 

เมื่อน ามาทดÿอบด้üยüิธี DPPH assay ได้ค่าเท่ากับ 155.83±1.93 มิลลิโมลาร์เทียบเท่า trolox ต่อÿารÿกัด 1 
กรัม และ 132±1.56 มิลลิโมลาร์เทียบเท่า trolox ต่อÿารÿกัด 1 กรัม ตามล าดับ และเมื่อน าÿารÿกัด 2 ชนิด

มาทดÿอบด้üยüิธี FRAP assay ได้ค่าเท่ากับ 126.23±14.81 มิลลิโมลาร์เทียบเท่า trolox ต่อÿารÿกัด 1 กรัม 
และ 49.14±3.47 มิลลิโมลาร์เทียบเท่า trolox ต่อÿารÿกัด 1 กรัม ตามล าดับ จะเĀ็นได้ü่าการÿกัดด้üย DES 
จะได้ÿารที่มีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิÿระมากกü่าการÿกัดด้üยเอทานอล ซึ่งเกิดจากการท าปฏิกิริยาระĀü่างพันธะ

ไฮโดรเจนของตัüท าละลาย Deep eutectic solvent กับÿารประกอบฟีนอลิกในใบต้นโรÿแมรี ซึ่งผลท่ีได้

ÿอดคล้องและมีทิýทางเดียüกันกับผลของการÿกัดเปลือกผลÿละด้üย deep eutectic solvent กับท่ีผู้üิจัยได้

ท าการýึกþา 
5.3 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ (Antityrosinase inhibition assay) 
   จากการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿของÿารÿกัดจากเปลือกและเมล็ดÿละ ท่ี

ÿกัดด้üยตัüท าละลายเมทานอล พบü่า ÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนินüงมีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์ไทโรซิเนÿดีท่ีÿุด แตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติท่ี p<0.05 โดยท่ีมีค่า IC50 เท่ากับ 105.03±6.72
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีงานüิจัยก่อนĀน้านี้ในปี 2017 ของ Astrid Tilaar และคณะ (34) ได้ท าการ

ทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿของเมล็ดÿละท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลายเอทานอล พบü่า ท่ี

คüามเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดÿละมีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿดีท่ีÿุดท่ีร้อยละ 18.17 ซึ่ง

ผลท่ีได้ÿอดคล้องกับท่ีผู้üิจัยได้ท าการýึกþาและมีทิýทางเดียüกัน 
 จากการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿของÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿายพันธุ์เนิน

üง ท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES และตัüท าละลายเอทานอล จากการทดÿอบพบü่า ÿารÿกัดจากเมล็ดÿละÿาย

พันธุ์เนินüงท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES 3 (ChCl-propanoic acid) มีฤทธิ์ดีท่ีÿุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 

57.38±0.22  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีงานüิจัยก่อนĀน้านี้ในปี 2019 ของ Nina DewiOktaviyanti และ

คณะ (35) ได้ท าการýึกþาฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿของÿารÿกัดจากดอกเข็มทองด้üยตัüท า

ละลาย DES และตัüท าละลายเมทานอล พบü่าท่ีคüามเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ÿารÿกัดจากดอก

เข็มทองท่ีÿกัดด้üยตัüท าละลาย DES มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿดีท่ีÿุดท่ีร้อยละ 48 ซึ่งผลท่ี

ได้ÿอดคล้องกับท่ีผู้üิจัยได้ท าการýึกþาการÿกัดเมล็ดÿละด้üยตัüท าละลาย DES และมีทิýทางเดียüกัน 
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5.4 การตรüจÿอบด้üยรงคเลขผิüบาง (Thin layer chromatography) 
  จากการทดÿอบคุณÿมบัติทางพฤกþเคมีเบ้ืองต้นของÿารÿกัดจากเปลือกผลและเมล็ดÿละท้ัง 4 ÿาย

พันธุ์ โดยใช้üัฏภาคเคล่ือนท่ี 2 ระบบ ได้แก่ ethyl acetate : water : formic acid (17:2:1) เป็นระบบท่ี 1 
และ ethyl acetate : acetic acid : formic acid : water (100:11:11:26) เป็นระบบท่ี 2 และใช้ÿาร

มาตรฐานเป็น 4,5-dicaffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid และ 5-O-caffeoylquinic acid จาก

การทดÿอบพบü่า ÿารÿกัดจากเปลือกผลและเมล็ดของÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ คาดü่าน่าจะมีÿารประกอบ 4-O-
Caffeoylquinic acid และ 5-O-Caffeoylquinic acid เป็นÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพ ซึ่งเป็นÿารประกอบใน

กลุ่ม caffeoylquinic acid จากการýึกþาในปี 2018 ของ Sandra Gonçalves และคณะ (36) ท่ีได้ýึกþา

ÿารประกอบฟินิลิกของต้นปาล์ม เป็นพืชในüงý์ Arecaceae ซึ่งเป็นพืชüงý์เดียüกับÿละ พบü่ามี

ÿารประกอบฟินอลิกในกลุ่ม caffeoylquinic acid ได้แก่ cryotochlorogenic acid และ neochlorogenic 
acid  และจากงานüิจัยของ Ermi Girsang ในปี 2018 (37) พบü่า เปลือกผลของÿละมีÿารประกอบกลุ่ม 

caffeic acid และ chlorogenic acid อยู่ ซึ่งจากผลการýึกþาข้างต้น ได้ผลÿอดคล้องกับผลท่ีผู้üิจัยได้

ท าการýึกþา และมีทิýทางเดียüกัน 
5.5 ข้อเÿนอแนะ 

 เนื่องจากผู้üิจัยขาดคüามช านาญในการท าการทดลอง ประกอบกับระยะเüลาในการท าการýึกþาท่ีมี
อยู่จ ากัด ท าใĀ้ผลการทดลองท่ีได้อาจจะมีคüามคลาดเคล่ือนเล็กน้อย และในการเก็บตัüอย่างพืช ทางผู้üิจัยได้
เก็บตัüอย่างพืชมาจากท่ีต่างภูมิภาคกัน จึงอาจท าใĀ้มีผลต่อการทดÿอบฤทธิ์ที่ต่างกัน เนื่องจากÿภาพการเล้ียง
ดูและÿภาพภูมิอากาýท่ีต่างกัน 
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ภาคผนüก  

การเตรียมÿารทดÿอบ 

1. การตรüจÿอบปริมาณÿารประกอบฟีนอลิก 
    1.1 Folin-Ciocalteu reagent working solution  
             เจือจาง Folin-Ciocalteu reagent 1 มิลลิลิตร ในน้ ากล่ัน 10 มิลลิลิตร เก็บไü้ในท่ีเย็นปราýจาก

แÿงรบกüน                                    
    1.2 ÿารละลาย 7.5% sodium hydrocarbonate (NaHCO3)  
             ช่ัง NaHCO3 จ านüน 7.5 กรัม ละลายด้üยน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
    1.3 ÿารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก  
    ช่ังกรดแกลลิก 2 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากล่ัน 1 มิลลิลิตร 
2. การทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ  
    2.1 DPPH assay (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl free radical)  

2.1.1 ÿารละลาย DPPH  
           ช่ังผง DPPH  3 มิลลิกรัม ละลายด้üยเมทานอล 30 มิลลิลิตร เก็บÿารละลายในท่ีเย็น

ปราýจากแÿง 
2.1.2 ÿารละลาย ascorbic acid คüามเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
           ช่ัง ascorbic acid 1 มิลลิกรัม ละลายด้üยน้ ากล่ัน 1 มิลลิลิตร จะได้คüามเข้มข้น 1000 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้น    ปิเปตÿารละลายมา 50 ไมโครลิตร ผÿมกับน้ ากล่ัน 950 ไมโครลิตร จะได้

ÿารละลาย ascorbic acid เข้มข้นเท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
     2.2 ABTS assay (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) assay)  
 2.2.1 ÿารละลาย ABTS stock solution  
            ช่ัง ABTS salt  7.68 กรัม ละลายด้üยน้ ากล่ัน 1000 มิลลิลิตร และช่ัง potassium 
persulfate (K2O8S2)  1.32 กรัม ละลายด้üยน้ ากล่ัน 1000 มิลลิลิตร แบ่งÿารละลายท้ังÿองมาอย่างละ 5 
มิลลิลิตร จากนั้นน าÿารละลายท้ัง 2 มาผÿมกันในอัตราÿ่üน 1:1 จากนั้นต้ังท้ิงไü้ในท่ีมืดนานประมาณ 18 
ช่ัüโมง 
          2.2.2 ÿารละลาย ABTS working solution  
            น า ABTS stock solution มาเจือจางด้üยเมทานอลในอัตราÿ่üน 1:50 ของเมทานอล คือ 

ABTS stock solution 1 มิลลิลิตร และเมทานอล 50 มิลลิลิตร เก็บÿารละลายนี้ไü้ในท่ีเย็นปราýจากแÿง 
 2.3 FRAP assay  
 2.3.1 ÿารละลาย FRAP reagent   
         - เตรียมÿารละลาย 300 mM acetate buffer pH 3.6 โดยการละลาย acetic acid ด้üย 

glacial acetic acid 80 มิลลิลิตร แล้üปรับ pH ใĀ้เป็น 3.6 ด้üย 1N HCl Āรือ 1N NaOH แล้üปรับปริมาตร

ด้üยน้ ากล่ันเป็น 100 มิลลิลิตร   
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          - เตรียมÿารละลาย 10 mM TPTZ ใน 40 mM HCl ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร แล้üน าไปต้ม

ประมาณ 30 นาที จากนั้นน าไปเก็บในตู้เย็นท่ีอุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ 
          - เตรียมÿารละลาย 20 mM FeCl3 โดยช่ัง FeCl3 5.41 กรัม น ามาละลายด้üยน้ ากล่ัน 1000 
มิลลิลิตร      
         - เตรียม FRAP working solution โดยการผÿมÿารละลายในอัตราÿ่üน 10:1:1 ดังนี้ 

300 mM acetate buffer pH 3.6 10  มิลลิลิตร 
10 mM TPTZ in 40 mM HCl    1       มิลลิลิตร 
20 mM FeCl3      1 มิลลิลิตร 

 
3. การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ (Tyrosinase) 
    3.1 Tyrosinase solution 
    ช่ัง Tyrosinase enzyme 2  มิลลิกรัม ละลายด้üย 20 mM Sodium phosphate buffer 2 
มิลลิลิตร จะได้เอนไซม์เข้มข้น 2687 ยูนิตต่อมิลลิลิตร จากนั้นปิเปตมา 1861 ไมโครลิตร ผÿมกับ Sodium 
phosphate buffer 8139 ไมโครลิตร จะได้ Tyrosinase solution เข้มข้น 500 ยูนิตใน 5 มิลลิลิตร 
    3.2 20 mM Sodium phosphate buffer pH 6.8 
    ช่ัง NaH2PO4 0.55 กรัม ละลายใน deionize water 200 มิลลิลิตร จากนั้นช่ัง Na2HPO4 0.34 
กรัม ละลายใน deionize water 200 มิลลิลิตร จากนั้นแบ่งÿารละลาย NaH2PO4 มา 84.6 มิลลิลิตร และ

ÿารละลาย Na2HPO4 มา 115.4 มิลลิลิตร มาผÿมกัน จากนั้นปรับ pH เป็น 6.8 ด้üย 1N HCl Āรือ 1N 
NaOH 
    3.3 ÿารละลาย 0.85 mM L-DOPA  
    ช่ัง L-DOPA 5.04 มิลลิกรัม ละลายด้üย 20 mM Sodium phosphate buffer 30 มิลลิลิตร 
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4. การÿกัดÿารด้üยตัüท าละลาย Deep eutectic solvent (DES) 

ภาพที่ 1 การช่ังÿารละลาย Deep eutectic solvent (DES) 
ก : Choline chloride (ChCl)-urea (DES1)   

     ข : Choline chloride (ChCl)-ethylene glycol (EG) (DES2) 
ค : Choline chloride (ChCl)-propanoic acid (PA) (DES3) 

 

ผลการทดลอง 

1. แผนภูมิแÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอÿิระ 

 

แผนภูมิท่ี 1 แÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระด้üยüิธี DPPH assay 
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แผนภูมิท่ี 2 แÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระด้üยüิธี ABTS assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภูมิท่ี 3 แÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระด้üยüิธี FRAP assay 
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2. แผนภูมิแÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 

 

แผนภูมิท่ี 4 แÿดงผลการทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนÿ 
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อัคขราüิÿุทธิ์ 
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รายงานÿรุปการเงิน 

โครงงานüิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้คณะเภÿัชýาÿตร์ มĀาüิทยาลัยบูรพา 

ประจ าปีงบประมาณ พ.ý. 2563 มĀาüิทยาลัยบูรพา 

 

ชื่อโครงการ การýึกþาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿของเปลือกผลและเมล็ดÿละ 

รายงานในช่üงต้ังแต่üันที่ 9 มิถุนายน 2563 ถึง 19 กุมภาพันธ์ 2564 

ระยะเüลาด าเนินการ 8 เดือน 10 üัน ต้ังแต่üันท่ี 9 มิถุนายน 2563 ถึง 19 กุมภาพันธ์ 2564 

 

รายรับ 

จ านüนเงินท่ีได้รับ (100%) 9,000 บาท เมื่อüันท่ี 26 มกราคม 2564 

รายจ่าย 

รายการ งบประมาณที่ต้ังไü้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านüนเงินคงเĀลือ/เกิน 
1. ค่าÿารเคมี 5,500 บาท 20,300 บาท เกิน 14,800 บาท 
2. ค่าÿละท้ัง 4 ÿายพันธุ์ 2,000 บาท 3,000 บาท เกิน 1,000 บาท 
3. ค่าจัดท ารูปเล่ม 1,000 บาท 1,000 บาท 0 บาท 
4. ค่าท าโปÿเตอร์ 500 บาท 300 บาท เĀลือ 200 บาท 
รüม 9,000 บาท 24,600 บาท เกิน 15,600 บาท 
 

 

                                                                                              ............................................ 
(ภก.ผý.ดร. บุญดิýย์  üงý์ýักด์ิ) 

                                                                                             อาจารย์ท่ีปรึกþาโครงงานüิจัย 


