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บทคัดย่อ 
 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ (ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ทั้งหมด ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย และฤทธิ์การ
ปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน) ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ด (seed coat) และเอ็มบริโอ 
(embryo) ของมะขามป้อม (Phyllanthus emblica) น าสารสกัดหยาบเมทานอลมาสกัดด้วยวิธี 
liquid-liquid extraction โดยใช้ตัวท าละลาย 4 ชนิด ได้แก่ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท บิวทานอล และ
น้ า จากการทดลองพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท 
(ScE) มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด (439.09±5.49 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด) 
และ ScE ยังมฤีทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS, DPPH และ FRAP สูงที่สุด ซึ่งอนุมูลอิสระ ABTS และ 
DPPH มีค่ าความเข้มข้นที่ สามารถยับยั้ งอนุมูล อิสระได้  50 เปอร์ เซ็นต์  (50% Inhibitory 
concentration; IC50) เท่ากับ 31.53±0.36 และ 39.98±0.32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
และ FRAP มีค่าเท่ากับ 751.92±5.22 มิลลิกรัมกรดแอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด ส าหรับฤทธิ์การยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย  Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, 
Strephylococcus epidermidis และ Strephylococcus aureus ใช้วิธี disc diffusion และเชื้อ 
Propionibacterium acnes ใช้วิธี agar well diffusion พบว่า ScE สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อ B. subtilis, B. cereus, M. luteus, S. epidermidis และ S. aureus ดีที่สุด ในขณะที่สาร
สกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นบิวทานอล (ScB) สามารถยับยั้งเชื้อ P. 
acnes ได้ดีที่สุด นอกจากนี้ ScE ยังมีประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ชนิด L929 และ RAW 264.7 
จากสภาวะเครียดออกซิเดชันได้ เมื่อน า ScE มาแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีได้
สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate fraction; EF) ทั้งหมด 9 สารสกัดส่วนย่อย (EF1-
EF9) และน ามาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพอีกครั้งพบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 (EF2) มี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด และสามารถลดสภาวะ
เครียดออกซิเดชันในเซลล์ (เซลล์ชนิด L929 และ RAW 264.7) ได้ ในขณะที่สารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตทที่ 4 (EF4) มีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียดีที่สุด อาจกล่าวได้ว่า สาร
สกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทจากเปลือกเมล็ดมะขามป้อมเป็นแหล่งของสารส าคัญ และเหมาะสมที่จะ
น าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ เช่น ยา และเครื่องส าอางได้ในอนาคต  
 
ค าส าคัญ : ฤทธิ์ทางชีวภาพ เปลือกเมล็ด มะขามป้อม เอ็มบริโอ 
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Abstract 

 
The aim of this research was to investigate the biological activities (total 

phenolic content (TPC), antioxidant activity, antibacterial activity, and protective effect 
from oxidative stress) of extracts from seed coat and embryo of Phyllanthus emblica. 
The crude methanolic extracts were further successively extracted with four solvents, 
i.e., hexane, ethyl acetate, butanol and water, by liquid-liquid extraction method. The 
results indicated that the ethyl acetate seed coat extract (ScE) yielded the highest TPC 
(439.09±5.49 mgGAE/g extract). Its antioxidant activities (ABTS and DPPH with 50% 
inhibitory concentration (IC50)) were found to be at the concentration of 31.53±0.36 
and 39.98±0.32 µg/ml, respectively. While its FRAP was found to be at 751.92±5.22 
mgAAE/g extract. Disc diffusion method was used in the assessment of the antibacterial 
activities against Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Strephylococcus 
epidermidis and Strephylococcus aureus, whereas Propionibacterium acnes was 
evaluated by agar well diffusion method. The ScE demonstrated the greatest bacterial 
inhibition against B. subtilis, B. cereus, M. luteus, S. epidermidis and S. aureus, whereas 
the butanol seed coat extract (ScB) showed the strongest activity on P. acnes. 
Furthermore, the ScE could effectively protect L929 and RAW 264.7 cells from 
oxidative stress. The ScE was further purified by column chromatography to obtain 
nine ethyl acetate fractions (EF1-EF9). The EF2 showed the strongest TPC, antioxidant 
activities and cells (L929 and RAW 264.7) protection from oxidative stress. Whereas, 
the EF4 demonstrated the highest potency of antibacterial activities. These results 
suggested that the ethyl acetate fractions of Phyllanthus emblica seed coat cloud be 
used as a natural source of bioactive compounds to be further developed for the 
natural products such as drugs and cosmetics in the future. 
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บทท่ี 1  
บทน า  

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของงานวิจัย 

สภาวะความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) เป็นสภาวะที่ร่างกายมีการใช้ออกซิเจน
มากกว่าสภาวะปกติ (อธิป, 2557) โดยสภาวะความเครียดออกซิเดชันเกิดจากการท างานที่ไม่สมดุล
กันระหว่างสารอนุมูลอิสระ (free radical) และสารที่ท าลายอนุมูลอิสระหรือสารต้านอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) (Choi et al., 2010) ท าให้มีอนุมูลอิสระเกิดขึ้นภายในเซลล์มากเกินสมดุล ซึ่งอนุมูล-
อิสระอาจเกิดได้จาก 2 ปัจจัย ได้แก่ ปัจจัยภายนอก (exogenous) เช่น รังสีอัตราไวโอเลต (UV) 
สารเคมี และมลภาวะทางอากาศ เป็นต้น และปัจจัยภายใน เช่น กระบวนการเผาผลาญและการ
หายใจระดับเซลล์ เป็นต้น (อธิป, 2559) ซึ่งอนุมูลอิสระเหล่านี้จะเข้าไปท าลายสารชีวโมเลกุล 
(biomolecule) ต่างๆ ที่อยู่ภายในร่างกาย เช่น  โปรตีน ไขมัน และกรดนิวคลีอิก (Yoshihara et 
al., 2010) มีผลท าให้เกิดโรคต่างๆ ตามมา เช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดและหัวใจ โรคข้อเข่าเสื่อม 
และโรคเบาหวาน เป็นต้น (Block, 1992; Valko et al., 2007) โดยมีรายงานว่าอนุมูลอิสระสามารถ
ถูกท าลายได้ด้วยสารอาหารบางชนิด เช่น สารอาหารจากผักและผลไม้ ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการช่วย
ต่อต้านสภาวะเครียดออกซิเดชัน และความเสียหายที่ถูกชักน าให้เกิดขึ้นโดยอนุมูลอิสระ (โอภา และ
คณะ, 2550) ในปัจจุบันพบว่า สารต้านอนุมูลอิสระจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจ านวนมากสามารถลด
สภาวะความเครียดออกซิเดชัน อีกท้ังยังสามารถกระตุ้นการท างานของเซลล์ได้อีกด้วย  

มะขามป้อม มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Phyllanthus emblica หรือ Emblica officinalis  เป็น
พืชสมุนไพรจัดอยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae พบได้ท่ัวไปตามป่าเขตร้อนของทวีปเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต้ (Morton, 1960) ในประเทศไทยสามารถพบได้ตามป่าเบญจพรรณ และป่าแดง (ชนิดา และคณะ, 
2548) ซึ่งมะขามป้อมเป็นสมุนไพรที่ได้รับความสนใจอย่างมาก เนื่องจากมีรายงานฤทธิ์ทางชีวภาพ 
เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Singh et al., 2014) ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Kumar et al., 2014) และ
ฤทธิ์ต้านเนื้องอก (Zhang et al., 2004; Rawal et al., 2014) เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบว่า สารสกัด
จากน้ าผลสดของมะขามป้อมสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียได้ (Saeed and Tariq 
2007; Srikumar et al. , 2007; Saini et al. , 2008; Rahman et al. , 2009) ทั้งนี้การศึกษาฤทธิ์
ทางชีวภาพของมะขามป้อมส่วนใหญ่นิยมศึกษาในผล ใบ เปลือกล าต้น และกิ่ง ในขณะที่การศึกษา
ฤทธิ์ทางชีวภาพของเมล็ดมะขามป้อมพบรายงานที่ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่  ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (Mishra et al., 2015; Mondal et al., 2017) ฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระ (Nadheesha et al., 2007; Sharma et al., 2009; Mishra and Mahanta, 2014) และฤทธิ์
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย (Anbuselvi and Jha, 2015; Dinesh et al., 2017) ซึ่ง
การศึกษาที่กล่าวมาข้างต้นเป็นการศึกษาสารสกัดจากเมล็ด (seed) ของมะขามป้อมทั้งหมดจึงท าให้
ไม่ทราบว่าฤทธิ์ทางชีวภาพอยู่ในส่วนใดของเมล็ดมะขามป้อม แต่มีการรายงานเบื้องต้นเกี่ยวกับสาร
สกัดหยาบเมทานอลจากเมล็ดของมะขามป้อม โดยธนกฤต และคณะ (2559) ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ
ของสารสกัดหยาบเมทานอลจากเปลือกเมล็ด (seed coat) และเอ็มบริโอ (embryo) ของมะขามป้อม 
โดยพบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลจากเปลือกเมล็ด และเอ็มบริโอของมะขามป้อมมีฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระ โดยมีค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (50% Inhibitory 
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concentration; IC50) เท่ากับ 18.91±0.43 และ 22.13±1.06 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อ
เปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระกับสารมาตรฐานโทรล็อกซ์ ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 18.91±0.54 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลจากเปลือกเมล็ด และเอ็มบริโอของมะขามป้อม
มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระได้ดีเทียบเท่ากับสารมาตรฐานโทรล็อกซ์  

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเมล็ดของ
มะขามป้อมเพ่ิมเติม โดยแยกสกัดสารจากเปลือกเมล็ด และเอ็มบริโอของมะขามป้อม และศึกษาฤทธิ์
ทางชีวภาพ ได้แก่ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์การปกป้อง
เซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน และฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย เพ่ือที่จะ
สามารถน าเมล็ดของมะขามป้อมไปใช้ในด้านต่างๆ ให้เกิดประโยชน์มากที่สุด เช่น ผลิตภัณฑ์ชะลอ
ความแก่และลดเลือนริ้วรอย หรือผลิตภัณฑ์ลดรอยและจุดด่างด าจากสิว เป็นต้น นอกจากนี้ยังเป็น
การเพ่ิมมูลค่าให้แก่เมล็ดของมะขามป้อมเพ่ือให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุดอีกด้วย  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อม ได้แก่ 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะ
เครียดออกซิเดชัน และฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 

 
1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเมล็ดมะขามป้อมที่แยกเปลือกเมล็ดออกจากเอ็มบริโอ 
โดยน าสารสกัดหยาบเมทานอลจากเปลือกเมล็ด และเอ็มบริโอของมะขามป้อมซึ่งได้รับความ
อนุเคราะห์มาจาก ผศ.ดร.สุพัตรา โพธิ์เอ่ียม มาสกัดต่อด้วยวิธี liquid-liquid extraction (partition) 
โดยใช้ตัวท าละลาย 4 ชนิด คือ เฮกเซน (hexane) เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) บิวทานอล 
(butanol) และน้ า (water) และน าสารสกัดในตัวท าละลายชั้นต่างๆ ที่ได้มาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ
ต่างๆ ได้แก่ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดด้วยวิธี Folin-ciocalteu ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) วิธี 2,2′-Azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-
6-sulphonic acid (ABTS) และวิธี 2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate (DPPH) จากนั้น
เลือกสารสกัดในชั้นตัวท าละลายที่มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระดีที่สุดมาศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จาก
สภาวะความเครียดออกซิเดชันในระดับหลอดทดลอง ( in vitro) ซึ่งจะเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดสภาวะ-
เครียดออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide; H2O2) และ
วิเคราะห์ผลด้วยวิธี 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
โดยจะทดสอบในเซลล์ 2 ชนิด ได้แก่ เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 (mouse fibroblast 
cell line;  L929) และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 (murine macrophage cell 
line; RAW 264.7)  ส าหรับการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียจะทดสอบกับ
เชื้อแบคทีเรีย 6 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus aureus DMST 5040, 
Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 แ ล ะ 
Staphylococcus aureus TISTR 1466 ด้ ว ย วิ ธี  paper disc diffusion ส่ ว นก า รศึ กษ า ฤ ท ธิ์           
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ท าให้เกิดสิว Propionibacterium acnes DMST 
14916 ศึกษาด้วยวิธี agar well diffusion จากนั้นเลือกสารสกัดที่มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก-
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ทั้งหมด ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน และฤทธิ์การ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียดีที่สุดมาท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโท- 
กราฟี แล้วน าสารสกัดส่วนย่อยมาตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพอีกครั้ง  
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

ทราบถึงฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย และความสามารถของสารสกัดจากเมล็ดของ
มะขามป้อมในการปกป้องเซลล์จากสภาวะความเครียดออกซิเดชัน เพ่ือน าสารสกัดหรือองค์ประกอบ
ของสารสกัดไปในการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ทางยา และเครื่องส าอางต่อไป 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
  
2.1 มะขามป้อม  

มะขามป้อม มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Phyllanthus emblica หรือ Emblica officinalis จัดอยู่ใน
วงศ์ Euphorbiaceae มีชื่อสามัญว่า Emblic myraboian, Malacca tree และ Indian gooseberry 
ซึ่งประเทศไทยมักจะเรียกชื่อของมะขามป้อมแตกต่างกัน เช่น กันโดด (จันทบุรี) ก าทวด (ราชบุรี) มั่ง
ลู่ และสันยาส่า (แม่ฮ่องสอน) (สุภาภรณ์, 2548) 

มะขามป้อมพบได้ทั่วไปในป่าเขตร้อนของทวีปเอเชียตอนใต้และตะวันออกเฉียงใต้ (Morton, 
1960) โดยมะขามป้อมเป็นไม้ยืนต้น มีความสูงประมาณ 10-12 เมตร ใบเป็นใบเดี่ยว ออกเรียงสลับ
ในแนวระนาบเดียวกัน กว้างประมาณ 1-5 มิลลิเมตร และยาวประมาณ 4-5 มิลลิเมตร ปลายใบเป็น
ติ่งแหลม โคนใบมนหรือเว้าเข้า ขอบและแผ่นใบเรียบ (รูปที่ 2.1ก) กิ่งก้านแข็งและเหนียว (รูปที่ 2.1
ข) เปลือกล าต้นมีสีเทาอมน้ าตาล แตกเป็นร่องตามยาว (รูปที่ 2.1ค) ผลเป็นรูปทรงกลม ขนาด 1.3-2 
เซนติเมตร ผิวเรียบ มีสีเขียวอมเหลือง (รูปที่ 2.1ง) ดอกออกเป็นช่อกระจุกเล็กๆ สีเหลืองอ่อนออก
เขียว กลีบดอกมี 5-6 กลีบ มีเกสรเพศสั้นๆ 3-5 อัน ก้านดอกสั้น (รูปที่ 2.1จ) เมล็ดมีลักษณะเป็นรูป
วงรี เปลือกหุ้มเมล็ดแข็ง (รูปที่ 2.1ฉ) (มูลนิธิแผนไทยพัฒนา, 2549)   

มะขามป้อม เป็นสมุนไพรที่มีการใช้กันมายาวนาน และมีประโยชน์หลากหลายด้าน ทั้งใน
อุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องส าอาง ซึ่งมีต าราสมุนไพรรายงานถึงสรรพคุณจากส่วนต่างๆ ของ
มะขามป้อมที่น ามาใช้ในการรักษาโรคต่างๆ เช่น แก้เยื่อบุตาอักเสบ โรคหนองใน ผิวหนังติดเชื้อ 
(กาญจนา และคณะ, 2544; ศรีสุดา และคณะ, 2559) โดยรากน ามาต้มกินเป็นยาลดไข้ และฟอก
เลือด ผลใช้ได้ทั้งสดและแห้ง เป็นยาสมานแผล ลดไข้ บ ารุงหัวใจ แก้ไอ ละลายเสมหะ แก้หวัด แก้เจ็บ
คอ ขับปัสสาวะ และเพ่ิมระบบภูมิคุ้มกัน กิ่งสามารถใช้เป็นยาสมานแผล และรักษาแผลในช่องปาก 
รวมทั้งโรคผิวหนังได้ ( Iamsaard et al., 2014) ส่วนเปลือกใช้เป็นยาสมานแผลเช่นเดียวกับกิ่ง     
ส่วนใบมักน าไปต้มเพ่ือใช้เป็นยาลดไข้ ดอกมีกลิ่นหอมคล้ายกลิ่นมะนาว ใช้เป็นยาระบาย  

นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าน้ าผลสดของมะขามป้อมมีปริมาณวิตามินซีสูง (อุดมลักษณ์ และคณะ, 
2553) ซึ่งมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ และยังสามารถลดสาเหตุของการเกิดโรคต่างๆ ได้ เช่น โรค
ตับแข็ง โรคอัลไซเมอร์ โรคหลอดเลือดแข็งตัว และโรคเบาหวานได้ (Verma and Gupta, 2004; 
Namiesnik et al., 2013) และพบว่า สารสกัดจากมะขามป้อมมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีเทียบเท่า
กับสารมาตรฐานทางการค้า (วันดี, 2543) จากการศึกษาสารส าคัญในมะขามป้อมพบว่า มะขามป้อม
เป็นแหล่งของสารโพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ แทนนิน และสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆ ซึ่งสารเหล่านี้
มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระส่งผลให้อาจจะลดสภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล์ (She et 
al., 2013)  
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รูปที่ 2.1 ลักษณะของใบ (ก) กิ่ง (ข) ล าต้น (ค) ผล (ง) ดอก (จ) และเมล็ด (ฉ) ของมะขามป้อม 
(ท่ีมา: ดัดแปลงจาก https://innovareacademics.in/journals/index.php/ijas/article/view/) 

 
2.2 การศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ  

อนุมูลอิสระ (free radical) คือ อิเล็กตรอนเดี่ยวของอนุมูลซึ่งจะแสดงด้วยจุดในต าแหน่งข้างบน
ของสัญลักษณ์ทางเคมี เช่น อนุมูลไฮดรอกซิล (OH•) โดยเฉพาะอนุมูลที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ าจะไวต่อ
การเกิดปฏิกิริยามากกว่าที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง เนื่องจากอิเล็กตรอนเดี่ยวในออร์บิทัลวงนอกสุดจะไม่
เสถียร และพยายามจะจับคู่กับอิเล็กตรอนเดี่ยวอ่ืนๆ (เนตรนภา และเฉลิม, 2557) ดังนั้นอนุมูลอิสระ
จึงมีคุณสมบัติเฉพาะไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมีที่มีผลต่อการท าลายโมเลกุลอ่ืนๆ ต่อเนื่องไปเป็น
ปฏิกิริยาลูกโซ่ และสามารถคงอยู่ในสภาพอนุมูลได้นาน มีการบัญญัติศัพท์ขึ้นใหม่ให้ครอบคลุมทั้ง
อนุมูลอิสระและสารดังกล่าวว่าสารความไวสูง (reactive species) ในสิ่งมีชีวิตเกิดจากกระบวนการ
เผาผลาญของเซลล์โดยการใช้ออกซิเจนเป็นตัวเร่งเรียกว่าปฏิกิริยาออกซิเดชัน ตัวอย่างอนุมูลอิสระที่
มีความส าคัญในทางชีวภาพ ได้แก่ อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (O•2) และ OH• เป็นอนุมูลที่พบ
ในเซลล์มากกว่าอนุมูลอ่ืนๆ ส่วนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) อนุมูลเหล่านี้มีบทบาทในปฏิกิริยารี-
ดอกซ์ที่เกิดขึ้นในเซลล์เป็นอย่างมากและมีความเป็นพิษสูง ถ้ามีปริมาณมากในเซลล์จะเป็นอันตรายได้
โดยมีผลท าลายดีเอ็นเอ เยื่อหุ้มเซลล์ และเซลล์อื่นๆ ในระยะสั้นอนุมูลอิสระเหล่านี้มีผลต่อการอักเสบ
และการท าลายเนื้อเยื่อ ในระยะยาวอาจมีผลต่อความเสื่อมหรือการแก่ชราของเซลล์ ส่วนอนุมูลอิสระ
ภายนอกได้รับจากแสงแดด ได้แก่ รังสี UV มลพิษในอากาศ และสารเคมีในอาหาร เป็นต้น (โอภา 
และคณะ, 2550) 

สารต้านอนุมูลอิสระเป็นค าศัพท์ที่แปลมาจากค าว่า antiradical ปัจจุบันค าศัพท์นี้ได้ถูกบัญญัติ
ใหม่เป็นสารก าจัดอนุมูลอิสระ (โอภา และคณะ, 2549) เพ่ือให้ถูกต้องตามการท างานอาจใช้ค าว่าสาร
แอนตี้ออกซิแดนซ์ (antioxidant) หรือสารต้านอนุมูลอิสระที่มีความสามารถในการท าปฏิกิริยากับ
อนุมูลอิสระโดยตรง เพ่ือยับยั้งอนุมูลอิสระให้หมดไป โดยสารต้านอนุมูลอิสระ แบ่งได้เป็น 2 ประเภท

ก ค 
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ตามแหล่งที่มา ได้แก่ สารต้านอนุมูลอิสระแบบธรรมชาติ (natural antioxidant) พบในผักและผลไม้ 
ได้แก่ สารประกอบฟีนอลิก สารประกอบฟลาโวนอยด์ และสารต้านอนุมูลอิสระแบบสังเคราะห์ 
(synthesis antioxidant) เช่น tert-butyl-hydroxyltoluene (BHT), tert-butyl-4-hydroxyanisol 
(BHA) และ tert-butylhydroquinone (TBHQ) เป็นต้น (โอภา และคณะ, 2550) 

 ดังนั้นจึงมีวิธีการทดสอบหาสารที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ โดยการวิเคราะห์
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ เป็นการวิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่าง ซึ่งวิธีที่
นิยม ได้แก่ การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2,2-Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) 
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระวิธี 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) 
และการวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารต้านอนุมูลอิสระ Ferric reducing 
antioxidant power (FRAP) ซึ่งวิธีการดังกล่าวจะมีการสร้างอนุมูลอิสระที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน 
และวิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้งหรือก าจัดอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างที่สนใจโดยวัดปริมาณ
อนุมูลอิสระที่ลดลงจากค่าการดูดกลืนแสง ซึ่งวัดจากเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ โดยมีวิธีการและ
หลักการวิเคราะห์ดังนี้ 

2.2.1 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS  
ABTS เป็นวิธีการวัดความสามารถในการฟอกสีอนุมูลอิสระ ABTS•+ เป็นสารสังเคราะห์ที่

มีสีเขียวปนน้ าเงินสามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร เนื่องจากสีของ 
ABTS•+ ปกติจะมีค่าการดูดกลืนแสงสูง จึงต้องท าการเจือจาง ABTS•+ ด้วยน้ า จากนั้นน า ABTS•+ ท า
ปฏิกิริยากับสารตัวอย่างที่ละลายน้ า ซึ่งจะท าให้สีจางลงและตั้งทิ้งไว้ เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยาจึงสามารถ
หาความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างได้ ข้อดีของวิธีการนี้คือ ABTS•+ ละลายได้ดีในน้ า 
และตัวท าละลายอินทรีย์ จึงท าปฏิกิริยาได้อย่างรวดเร็ว และท าปฏิกิริยาได้ดีในช่วง  pH กว้าง (พยุง
ศักดิ์ และสุรศักดิ์, 2555)  

2.2.2 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
DPPH เป็นการทดสอบโดยใช้สารที่มีคุณสมบัติเป็นอนุมูลอิสระ DPPH ซึ่งเป็นสาร

สังเคราะห์ที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระที่คงตัว และมีสีม่วงสามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดโดยใช้เครื่องสเปก
โตรโฟโตรมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 515-517 นาโนเมตร เมื่อ DPPH ท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างที่
ละลายด้วยแอลกอฮอล์ จะท าให้สารตัวอย่างจะเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนจากสีม่วงกลายเป็นเป็นสีเหลือง 
ซึ่งก่อนน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงต้องบ่มที่มืด เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยาท าให้สามารถ
หาการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างได้ (บุหรัน, 2556) 

2.2.3 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP  
วิธีการนี้อาศัยหลักของสารต้านอนุมูลอิสระสามารถให้อิเล็กตรอนกับสารประกอบ

เชิงซ้อน [Fe(III)-(TPTZ)2]3+ ท าให้เกิดการเปลี่ยนรูปเป็น [Fe(II)-TPTZ)2]2+ ซึ่ง [Fe(II)-(TPTZ)2]2+ มี
ความสามารถในการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร ดังนั้นปริมาณของ [Fe(II)-
(TPTZ)2]2+ ที่เกิดขึ้นสามารถแปรผลออกมาเป็นความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในรูป FRAP 
value ซึ่งสารประกอบเชิงซ้อน [Fe(III)-(TPTZ)2]3+ ซึ่งมีส่วนผสมจากการน าสารละลาย TPTZ 
(2,4,6-tri (2-pyridyl)-striazine) ในกรดไฮโดรคลอริกมาท าปฏิกิริยากับสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์
และสารละลายเฟอริกไตรคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต จากนั้นท าการรีดิวซ์เฟอร์ริกโดยการเติมสารตัวอย่าง 
และบ่มที่มืด ซึ่งวิธีการนี้ เป็นวิธีที่ง่าย ประหยัดเวลา และสามารถซ้ าแล้วให้ผลเหมือนเดิม     
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(ปรียนันท์, 2549) โดยรายงานวิจัยที่เกี่ยวกับฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบฟี-
นอลิกท้ังหมดของสารสกัดจากเมล็ดมะขามป้อม มีดังนี้ 
 Nadheesha et al. (2007) ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของเมล็ด (seed) และผล (fruit) 
มะขามป้อม โดยสกัดด้วยตัวท าละลาย 5 ชนิด ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเอ-
ทานอล และน้ า จากนั้นศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี peroxide value liver shark พบว่า 
สารสกัดจากเมล็ดในตัวท าละลายชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท เอทานอล และน้ า มีฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระ peroxide values เท่ากับ 331.37, 424.78, 499.56, 497.19 และ 528.24 
milliequivalents/kilogram (meq/kg) เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระระหว่างผลกับ
เมล็ดพบว่า สารสกัดจากเมล็ดมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าผล นอกจากนี้ยังพบว่า  เมล็ดของ
มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงเทียบเท่ากับสารมาตรฐาน 
butylated hydroxyl toluene (BHT)  
 Sharma et al.  (2009) ศึกษาฤทธิ์ การต้ านอนุมูล อิสระของสารสกัดจากใบบวบ 
(Trichosanthes dioica) ฝักมะรุม (Moringa oleifera) เมล็ดมะขามป้อม (Emblica officinalis) 
และรากของบันยัน (Ficus bengalensis) สกัดด้วยวิธี Soxhlet extraction โดยใช้น้ าเป็นตัวท า
ละลาย ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระกับสาร
มาตรฐานเฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) พบว่า สารสกัดหยาบชั้นน้ าจากใบบวบ ฝักมะรุม เมล็ดมะขามป้อม 
และรากของบันยันมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ เท่ากับ 65.00±1.53, 51.00±2.08, 85.00±5.00 และ 
23.00±1.73 มิลลิกรัมเฟอรัสซัลเฟตต่อกรัมสารสกัด ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดทั้ง 4 ชนิดพบว่า สารสกัดหยาบชั้นน้ าของเมล็ดมะขามป้อมมีฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระดีที่สุด รองลงมา คือ ใบบวบ ตามด้วยฝักมะรุม และรากของบันยันมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
น้อยที่สุด  
 Mishra and Mahanta (2014) ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของผงแห้งจากผล (fruit) เปลือก
เมล็ด (seed coat) และเมล็ด (seed) ของมะขามป้อม ท าการอบแห้งและบดให้เป็นผงแห้ง จากนั้น
วิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เมื่อใช้ผงแห้งปริมาณ 1 มิลลิกรัมพบว่า ผง
แห้งจากผลของมะขามป้อมมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH สูงที่สุด เท่ากับ 1.88±0.0 รองลงมาคือ ผง
แห้งจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 1.85±0.2 
และผงแห้งจากเมล็ดของมะขามป้อมมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH น้อยที่สุด เท่ากับ 
0.74±0.1 ตามล าดับ  
 Nambiar et al. (2015) ซึ่งศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดจากผล (whole fruit) เนื้อผล (pulp) และเมล็ด (seed) ของมะขามป้อม 
(Emblica officinalis) ท าการด้วยวิธีการหมัก (maceration) โดยใช้เมทานอลเป็นตัวท าละลาย จะ
ได้สารสกัดหยาบ 3 ชนิด ได้แก่ สารสกัดหยาบเมทานอลของผล เนื้อผล และเมล็ดของมะขามป้อม 
จากนั้นวัดปริมาณฟีนอลิทั้งหมดด้วยวิธี Folin-ciocalteu พบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลจากเนื้อผล
ของมะขามป้อมมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด เท่ากับ 10.24±0.01 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสาร
สกัด รองลงมาคือ สารสกัดหยาบเมทานอลจากเมล็ดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เท่ากับ 
6.50±0.10 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด และผลของมะขามป้อมมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดน้อยที่สุด เท่ากับ 6.00±0.01 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด และเมื่อศึกษาฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลจากเนื้อผลของมะขามป้อมมีฤทธิ์การต้าน
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อนุมูลอิสระ DPPH สูงที่สุด ซึ่งมีค่า IC50 ต่ าที่สุดเท่ากับ 6.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ 
สารสกัดหยาบเมทานอลจากผลของมะขามป้อม มีค่า IC50 เท่ากับ 11.20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ
เมล็ดของมะขามป้อม มีค่า IC50 เท่ากับ 13.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 Mishra et al. (2015) ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกเมล็ด (seed 
coat) ของมะขามป้อม โดยสกัดสารจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมด้วยวิธีการหมักด้วยเอทานอล 
99 เปอร์เซ็นต์ และสกัดต่อด้วยวิธี liquid-liquid extraction ด้วยตัวท าละลายทั้งหมด 3 ชนิด คือ 
เอทิลอะซิเตท บิวทานอล และน้ า ทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เมื่อใช้สารสกัด
ปริมาณ 1 มิลลิกรัมพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดมะขามป้อมในตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์ดี
ที่สุด ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 61.07±1.63 รองลงมาคือ สารสกัดจากเปลือกเมล็ด
มะขามป้อมในตัวท าละลายบิวทานอล มีเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 12.99±2.25 
เปอร์เซ็นต์ และน้ า มีเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระน้อยที่สุด เท่ากับ 0.098±0.98 เปอร์เซ็นต์ และ
ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดด้วย 2 วิธี  ได้แก่ วิธี  Folin-ciocalteu และ High 
performance liquid chromatrography (HPLC) โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสารมาตรฐาน เมื่อทดสอบ
ด้วยวิธี Folin-ciocalteu พบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายเอทิลอะซิ
เตทมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด เท่ากับ 853.65±1.71 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสาร
สกัด รองลงมาคือ สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายบิวทานอล มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เท่ากับ 411.50±2.11 และน้ ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด
น้อยที่สุด เท่ากับ 104.61±2.20 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด และเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 
พบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายบิวทานอล มีปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกทั้งหมดสูงที่สุด ซึ่งมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เท่ากับ 156.34±0.91 มิลลิกรัมแกล
ลิกต่อกรัมสารสกัด รองลงมาคือ สารสกัดจากเปลือกเมล็ดมะขามป้อมในตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 
มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เท่ากับ 64.80±0.81 และน้ ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมด เท่ากับ 7.34±1.04 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด  
 Mondal et al. (2017) ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากผล (fruit) เปลือก
เมล็ด (seed coat) และเมล็ด (seed) ของมะขามป้อมซึ่งสกัดด้วยวิธีการหมักด้วยตัวเอทานอล 70 
เปอร์เซ็นต์ จากนั้นทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่า ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ของสารสกัดหยาบเอทานอลจากเมล็ดมะขามป้อมมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระดีที่สุดด้วยค่า 
IC50 เท่ากับ 65 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ สารสกัดหยาบเอทานอลจากเปลือกเมล็ดของ
มะขามป้อมมีค่า IC50 เท่ากับ 98 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารสกัดหยาบเอทานอลจากผลของ
มะขามป้อม มีค่า IC50 เท่ากับ 144 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
 ธนกฤต และคณะ (2559) ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นของสารสกัดหยาบเมทานอลจาก
เปลือกเมล็ด (seed coat) และเอ็มบริโอ (embryo) ของมะขามป้อม ซึ่งสกัดสารด้วยวิธีการหมักด้วย
เมทานอล จากนั้นวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เมื่อเปรียบเทียบค่าความเข้มข้นที่
สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) พบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลจากเปลือกเมล็ด
ของมะขามป้อมมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH (IC50 เท่ากับ 18.91±0.43 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ดีกว่าเอ็มบริโอของมะขามป้อม (IC50 เท่ากับ 22.13±1.06 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบ
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระกับสารมาตรฐานโทรล็อกซ์ (IC50 เท่ากับ 18.91±0.54 ไมโครกรัมต่อ

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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9 

 

 

 

มิลลิลิตร) พบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมมีฤทธิ์การ
ต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่ากับสารมาตรฐานโทรล็อกซ์ 
 
2.3 การศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน  

สภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) เป็นภาวะที่ร่างกายมีการใช้ออกซิเจน หรือ
ไนโตรเจนมากกว่าปกติ เป็นสาเหตุให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้น ซึ่งอนุมูลอิสระมี 2 ชนิด คือ  อนุมูลอิสระ
ของออกซิเจน เรียกว่า reactive oxygen species (ROS) และอนุมูลอิสระที่มีไนโตรเจนเป็น
องค์ประกอบ เรียกว่า reactive nitrogen species (RNS) โดยอนุมูลอิสระเหล่านี้จะไปท าลายสาร 
ชีวโมเลกุลต่างๆ ที่อยู่ในร่างกายแล้วชักน าให้เกิดพยาธิสภาพต่างๆ ขึ้น เช่น การชราภาพและการแตก
สลายของเซลล์ซึ่งเป็นสาเหตุท าให้การเกิดโรคต่างๆ ตามมา เช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดและหัวใจ 
โรคข้อเข่าเสื่อม โรคเบาหวาน และโรคอัลไซเมอร์ เป็นต้น  

ในปัจจุบันพบว่า อนุมูลอิสระเหล่านี้สามารถถูกท าลายได้ด้วยสารบางอย่างภายในร่างกาย หรือ
ได้รับจากสารอาหารที่เรียกว่า สารต้านอนุมูลอิสระ ด้วยเหตุนี้การเรียนรู้เกี่ยวสารอาหารที่เกี่ยวข้อง
กับอนุมูลอิสระอาจจะเป็นปัจจัยส าคัญในการเพ่ิมหรือลดสภาวะเครียดออกซิเดชันในร่างกายได้ ดังนั้น
การควบคุมสมดุลภาวะโภชนาการในร่างกายจึงอาจเป็นแนวทางหนึ่งในการลดหรือป้องกันสาเหตุที่
น าไปสู่โรค (อธิป, 2557)  

วิธีที่นิยมใช้ในการศึกษาสภาวะเครียดออกซิเดชันเบื้องต้น คือ วิธีการวัดการมีชีวิตรอดของเซลล์
ด้วยกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์  มีหลักการ คือ  การรีดักชันของสี เททระโซเลียม 
(tetrazolium dye reduction) ซึ่งสีที่นิยมใช้ทดสอบ คือ 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) เป็นสารสีเหลืองละลายน้ าได้ และถูกรีดิวซ์โดยการท างาน
ของเอนไซม์ซักซิเนส ดีไฮโดรจีเนส (succinate dehydrogenase) ในไมโทคอนเดรียของเซลล์ที่มี
ชีวิตได้เป็นผลึกฟอร์มาซาน (formazan) (รูปที่ 2.2) ที่มีสีม่วงไม่ละลายน้ าและติดอยู่ภายในเซลล์ 
ปริมาณผลึกฟอร์มาซานถูกวิเคราะห์โดยการดูดกลืนแสงหลังจากที่ละลายด้วยตัวท าละลายได้เป็น
สารละลายฟอร์มาซานที่มีสีน้ าเงินม่วง ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายฟอร์มาซานจะขึ้นอยู่กับ 
ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต เซลล์แต่ละชนิดจะมีการตอบสนองต่อวิธี MTT ได้แตกต่างกัน นอกจากนี้วิธี 
MTT ยังถูกน าไปใช้ในการทดสอบการเพ่ิมจ านวนเซลล์อีกด้วย ข้อดีของการทดสอบความมีชีวิตรอด
ของเซลล์โดยวิธี MTT คือ สามารถวิเคราะห์สารทดสอบได้ครั้งละหลายตัวอย่างในคราวเดียวกัน ใน
ปัจจุบันมีเกลือเททระโซเลียมที่นิยมใช้อีกตัวหนึ่งคือ 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-
2H-tetrazolium-5-Carboxanilide (XTT) ให้ฟอร์มาซานที่ละลายน้ าได้ แต่มีราคาสูงกว่า MTT 
(กล่าวขวัญ, 2556)  

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2 การเปลี่ยนเททระโซเลียมเป็นผลึกฟอร์มาซาน 
(ท่ีมา: https://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay) 
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โดยปกติตามธรรมชาติอนุมูลไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นผลพลอยได้ที่ได้จากกระบวนการเผา-
ผลาญออกซิเจนภายในร่างกาย (Jamshidzadeh and Mehrabadi, 2010; Adetutu et al., 2011) 
ซึ่งอนุมูลไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เหล่านี้จะแพร่ผ่านเข้าทางเยื่อหุ้มเซลล์อย่างรวดเร็วท าให้
เกิดปฏิกิริยา hydroxyl radical มีฤทธิ์ในการท าลายสารชีวโมเลกุลต่างๆ เช่น ดีเอ็นเอ โปรตีน และ
ไขมัน (Heo et al., 2008) ซึ่งในปัจจุบันการศึกษาส่วนใหญ่มักใช้สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
เป็นตัวเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชัน ดังเช่นงานวิจัยของ Tian et al. (2015) ศึกษา
ฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของสารสกัดจากรากโกโบ (Arctium lappa) ซึ่ง
ท าการสกัดด้วยวิธีการคลื่นเสียง (sonication) ซึ่งใช้เอทานอล : น้ า ในอัตราส่วน 55 : 45 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นตัวท าละลาย จากนั้นท าการศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล์
ประสาทของมนุษย์ชนิด SH-SY5Y (human neuroblastoma SH-SY5Y cell line) วัดเปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT เมื่อท าการเหนี่ยวน าให้เซลล์ประสาทของมนุษย์ชนิด SH-SY5Y 
เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์
พบว่า เซลล์ประสาทของมนุษย์ชนิด SH-SY5Y มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 62.01±3.50 
เปอร์เซ็นต์ และจากการบ่มเซลล์ระหว่างสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 200 ไม-
โครโมลาร์ กับสารสกัดหยาบเอทานอลของรากโกโบ ที่ความเข้มข้น 20, 40, และ 80 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร พบว่า เซลล์ประสาทของมนุษย์ชนิด SH-SY5Y มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้นเท่ากับ 
68.11±2.16, 76.35±1.51 และ 85.17±2.52 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

Zhou et al. (2016) ศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของสารรูทิน
(rutin) ซึ่ งศึกษาเซลล์ เลนส์ตาของมนุษย์ชนิด HLE (human lens epithelial cell:  HLE) วัด
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT เมื่อเหนี่ยวน าให้เซลล์เลนส์ตาของมนุษย์ชนิด HLE เกิด
สภาวะเครียดออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 100, 200, 400 และ 
800 ไมโครโมลาร์ บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมงพบว่า เซลล์เลนส์ตาของมนุษย์ชนิด HLE มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตของเซลล์ เท่ากับ 62.5, 55.4, 37.7 และ 22.4 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเมื่อท าการบ่ม
เซลล์ร่วมกันระหว่างสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ กับสารรูทิน 
ความเข้มข้น 25 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่า เซลล์เลนส์ตาของมนุษย์ชนิด HLE มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์เพ่ิมข้ึน เท่ากับ 67.3±5.4 และ 84.9±4.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

Luo et al.  (2018) ศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์ปอดของมนุษย์ชนิด MRC-5 (medical 
research council cell strain 5; MRC-5) จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของสารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตทจากใบผักกาด (Raphanus sativus) โดยเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดสภาวะเครียด
ออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 6 
ชั่วโมง ส่งผลให้เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 64.13±2.12 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อบ่มเซลล์
ระหว่างสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กับสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 (เนื่องจากมีฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด) ด้วยความเข้มข้น 12.5, 25 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่บ่มด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ 
พบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 ความเข้มข้น 12.5, 25 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ช่วยส่งเสริมให้เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดเพ่ิมมากขึ้น มีค่าเท่ากับ 72.84±2.19, 77.49±1.89 
และ 82.31±2.22 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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https://en.wikipedia.org/wiki/Medical_Research_Council_(United_Kingdom)
https://en.wikipedia.org/wiki/Medical_Research_Council_(United_Kingdom)


11 

 

 

 

 รายงานการวิจัยเกี่ยวกับการศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของ
สารสกัดจากเมล็ดมะขามป้อมนั้นยังไม่พบว่ามีการรายงาน มีเพียงการรายงานเกี่ยวกับการศึกษาฤทธิ์
การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของสารสกัดจากผล (fruit) ของมะขามป้อม        
ดังเช่นรายงานของ Wongpradabchai et al.  (2013) ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดน้ าของผลสด
มะขามป้อมซึ่งอาจปกป้องการตายของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดชนิด EA.hy926 (human umbilical 
vein endothelial cells; EA.hy926) จากการเหนี่ยวน าด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ใช้
น้ าของผลสดและระเหยน้ าออกด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง เมื่อชักน าเซลล์ให้เกิดสภาวะ
เครียดออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 100-10,000 ไมโครโมลาร์ 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง และวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดด้วยวิธี MTT พบว่า เซลล์ที่เหนี่ยวน าด้วย
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ ส่งผลให้เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตเท่ากับ 50.65±0.94 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัดน้ าของผลสดมะขามป้อม
ระหว่างความเข้มข้น 0.1, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมงพบว่า สารสกัดน้ าของผล
สดมะขามป้อมมีประสิทธิภาพช่วยให้เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น จากเดิมประมาณ 50 
เปอร์เซ็นต์ เป็น 55, 58, 60, 65, 70, 75, 80, 85 และ 85 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
 Rugina et al. (2015) สกัดสารแอนโทรไซยานิน (anthocyanin) ซึ่งเป็นสารจ าพวกโพลีฟี
นอลจาก Aronia melanocarpa ศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์ตับอ่อนของหนูชนิด βTC3 (murine 
insulinoma βTC3 cell line) จากสภาวะเครียดออกซิเดชันจากการเหนี่ยวน าด้วยสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยพบว่า เมื่อเหนี่ยวน าด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 
70 ไมโครโมลาร์พบว่า เซลล์ตับอ่อนของหนูชนิด βTC3 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเป็น 45 เปอร์เซ็นต์ 
และเมื่อท าการบ่มสารแอนโทรไซยานินที่ความเข้มข้น 1, 5 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรร่วมกับ
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์พบว่า เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้นจาก 45 เปอร์เซ็นต์ 
เป็น 70, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

Shokoohinia et al. (2017) ได้สกัดสารเควอซิทิน (quercetin) ซึ่งเป็นสารประเภทฟลาโว-
นอยด์จาก Echinophora cinerea มาศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์เนื้อเยื่อหมวกไตของหนูชนิด PC12 
(rat adrenal medulla; PC12) จากสภาวะเครียดออกซิเดชันจากการเหนี่ยวน าด้วยสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยพบว่า เมื่อเหนี่ยวน าด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 
118 ไมโครโมลาร์พบว่า เซลล์เนื้อเยื่อหมวกไตของหนูชนิด PC12 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 
45.94 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการบ่มสารเควอซิทินที่ความเข้มข้น 3, 6, 12 และ 25 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ร่วมกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์พบว่า เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้นจาก
เดิม 45.94 เปอร์เซ็นต์ เป็น 50.12±3.52, 60.38±4.08, 70.12±3.58 และ 75.21±3.64 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ  

Chansriniyom et al. (2018) ศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์เยื่อบุผิวมนุษย์ชนิด ECV304 
(human endothelial cell; ECV304) จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของสารสกัดหยาบเอทานอล
จากผล (fruit) ของมะขามป้อมพบว่า เมื่อเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันด้วย
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที เซลล์มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 80 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียด
ออกซิเดชันด้วยการผสมระหว่างสารสกัดหยาบเอทานอลของผลมะขามป้อมความเข้มข้น 20 และ 50 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ และ
วิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT พบว่า เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
ประมาณ 85 และ 90 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
 
2.4 ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย  

วิธี paper disc diffusion เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อจุลินทรีย์อย่างแพร่หลายมากที่สุด เนื่องจากมีความสะดวก ประหยัด และใช้เวลาน้อยกว่าวิธีอ่ืนๆ  
โดยสามารถสังเกตการปนเปื้อนของเชื้ออ่ืนได้ง่าย วิธีนี้เป็นการทดสอบในเชิงคุณภาพ สามารถบอก
ผลได้ว่าเชื้อมีความไวต่อสารที่ใช้ในการทดสอบหรือไม่ และวิธีนี้ท าให้ไม่ทราบค่าความเข้มข้นต่ าที่สุด
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ (minimal inhibitory concentration; MIC) ได้ ซึ่งไม่เหมาะสม
กับการทดสอบเชื้อจุลินทรีย์ที่มีการเจริญเติบโตช้า โดยมีหลักการคือ การใช้สารสกัดจากสมุนไพร 
หรือสารต้านจุลชีพหยดลงบนแผ่นดิสก์ (paper disc) จากนั้นจะอาศัยหลักการแพร่ของสารออกจาก
กระดาษกรองเป็นลักษณะรูปกลมในทุกทิศทางบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้กวาด (spread) หรือป้าย 
(swab) เชื้อในปริมาณและจ านวนที่เหมาะสม หลังจากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงให้เชื้อเจริญเติบโต และ
ตรวจผลโดยการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใส ( inhibition zone) ที่ เกิดขึ้นรอบๆ 
แผ่นกระดาษ ค่าที่ได้จะมีหน่วยเป็นมิลลิเมตร วิธีการนี้โดยทั่วไปมักทดสอบกับสารสกัดจากพืช
สมุนไพร หรือสารต้านจุลชีพเพียง 1 ความเข้มข้นเท่านั้น และเป็นการตรวจสอบฤทธิ์การยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียเบื้องต้น (ประสาทพร คณะ, 2551) 

การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเมล็ดมะขามป้อม มี
ดังนี้ จากงานวิจัยของ Priya et al. (2012) ที่ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย
ของสารสกัดจากเมล็ด (seed) ของมะขามป้อม ซึ่งสกัดสารด้วยวิธีการหมักด้วยเมทานอล จากนั้น
ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตต่อเชื้อ Streptococcus aureus ด้วยวิธี agar well diffusion 
โดยใช้สารสกัดหยาบเมทานอลที่ความเข้มข้น 50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และบ่ม
เป็นเวลา 24 ชั่วโมงพบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลของเมล็ดมะขามที่ความเข้มข้น 50, 100 , 150 
และ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร มีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ซึ่งวัด
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 12.5, 15.0, 18.5 และ 21.0 มิลลิเมตร ตามล าดับ นอกจากนี้
แล้วสารสกัดหยาบเมทานอลของเมล็ดมะขามที่ความเข้มข้น 50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ยังมีผลต่อเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เช่น Escherichia coli (เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส
เท่ากับ 12, 17, 18 และ 19 มิลลิเมตร ตามล าดับ), Pseudomonas aureginosa (เส้นผ่านศูนย์กลาง
บริเวณวงใสเท่ากับ 14, 15, 16 และ 17 มิลลิเมตร ตามล าดับ), Klebsiella pneumonia (เส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 13.5, 16.0, 17.0 และ 19.0 มิลลิเมตร ตามล าดับ) และ Enterococcus 
sp. (เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 11, 16, 18 และ 20 มิลลิเมตร ตามล าดับ) ได ้ 

Anbuselvi and Jha (2015) ซึ่งศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสาร
สกัดของเมล็ด (seed) มะขามป้อม ซึ่งสกัดด้วยตัวท าละลายที่แตกต่างกันทั้งหมด 4 ชนิด ได้แก่    
เบนซีน เมทานอล เอทิลอะซิเตท และคลอโรฟอร์ม โดยทดสอบฤทธิ์การต้านเชื้อแบคทีเรียใช้วิธี 
paper disc diffusion เมื่อใช้สารสกัดจากเมล็ดมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นต่างๆ ที่ความเข้มข้น 
200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่า สารสกัดจากเมล็ดมะขามป้อมในตัวท าละลายทุกชั้นมีฤทธิ์การยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ทั้งหมด โดยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสของตัวท า

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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ละลายชั้นเบนซีน เมทานอล เอทิลอะซิเตท และคลอโรฟอร์ม เท่ากับ 3.2, 17.0, 7.0 และ 7.0 
มิลลิเมตร ตามล าดับ และยังพบว่าสารสกัดจากเมล็ดมะขามป้อมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อรา เช่น Aspergillus niger, Aspergillus fumigates และ Candida tropicalis ซึ่งก่อโรคใน
มนุษย์และสัตว์ได้อีกด้วย  

Dinesh et al. (2017) ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเมล็ด (seed) ของ
มะขามป้อม (Phyllanthus emblica) ที่สกัดสารด้วยตัวท าละลายปิโตรเลียมอีเทอร์ จากนั้นสกัดต่อ
ด้วยตัวท าละลายเมทานอลโดยใช้วิธี  immersion ท าการเคลือบ (capped) ด้วย Palladium 
nanoparticle (PdNs) ใช้วิธี convention ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดของมะขามป้อมต่อการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 4 สายพันธุ์ ได้แก่ Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, S. 
aureus และ Proteus mirabilis ด้วยวิธี agar well diffusion โดยใช้ความเข้มข้น 50, 75 และ 100 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่า เมล็ดมะขามป้อมที่ไม่ได้เคลือบ PdNs มีฤทธิ์การยับยั้งการเจริฐเติบโตต่อ
เชื้อ P. aeruginosa (วัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ  11.6±0.70, 12.3±1.13 และ 
13.4±0.97 มิลลิเมตร ตามล าดับ) เชื้อ B. subtilis  (วัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 
10.4±1.35, 12.5±0.41 และ 14.9±1.46 มิลลิเมตร ตามล าดับ), S. aureus  (วัดเส้นผ่านศูนย์กลาง
บริเวณวงใสเท่ากับ 12.4±1.40, 13.5±0.96 และ 14.2±1.10 มิลลิเมตร ตามล าดับ) และ P. 
mirabilis (วัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 11.2±1.10, 11.6±0.90 และ 12.1±0.91
มิลลิเมตร ตามล าดับ) และวิธี Minimal Inhibitory Concentration (MIC) เมล็ดมะขามป้อมที่ไม่ได้
เคลือบ PdNs มีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ P. aeruginosa, B. subtilis, S. aureus และ P. mirabilis มี MIC 
เท่ากับ 47±5, 29±7, 33±8 และ 49±7 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ส่วนเมล็ดของมะขามป้อม
ที่เคลือบ PdNs มีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ P. aeruginosa, B. subtilis, S. aureus และ P. mirabilis มีค่า 
MIC เท่ากับ 43±2, 27±1, 35±1 และ 51±3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 

นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเมล็ดพืชซึ่งอยู่ในสกุลเดียวกัน
กับมะขามป้อม และสารสกัดจากเมล็ดของพืชชนิดอ่ืน เช่น การศึกษาของ Mathur et al. (2012) 
ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากพืชลูกใต้ใบ (Phyllanthus 
niruri) น าใบ เมล็ด ล าต้น และรากของลูกใต้ใบมาท าการสกัดด้วยสารละลายเมทานอล จากนั้น
ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี agar well diffusion ต่อเชื้อ
แบคที เรียทั้ งหมด 5 สายพันธุ์  ได้แก่  Enterobacter cloacae, S.  aureus, P.  aeruginosa, 
Escherichia coli และ Streptococcus viridians พบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลของเมล็ดลูกใต้ใบ
มีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย E. cloacae, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli 
และ S. viridians ซึ่งวัดค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 10±0.62, 16±1.01, 14±0.87, 
12±0.61 และ 13±0.83 มิลลิเมตร ตามล าดับ และงานวิจัยของ Shanmugapriya et al. (2011) 
ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย E. coli, B. subtilis และ S. aureus ของสาร
สกัดจากเมล็ดละมุด ท าการสกัดสารด้วยวิธี liquid-liquid extraction ด้วยตัวท าละลายทั้งหมด 4 
ชนิด ได้แก่ เอทานอล อะซิโตน เอทิลอะซิเตท และน้ า จากนั้นทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี agar well diffusion พบว่า มีเพียงสารสกัดจากเมล็ดละมุดในตัวท าละลาย
ชั้นเอทิลอะซิเตทที่มีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย E. coli และ B. subtilis ซึ่งวัด
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 14 และ 14 มิลลิเมตร ตามล าดับ 
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งานวิจัยที่ผ่านมายังไม่พบการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดมะขามป้อมในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว P. acnes มีเพียงการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวของสารสกัด
จากเมล็ดของพืชชนิดอ่ืน เช่น งานวิจัยของ Chaudhary et al. (2013) ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes ของสารสกัดจากเมล็ดฝิ่น (Papaver somniferum) ซึ่ง
สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล เอทานอล 50 เปอร์เซ็นต์ และน้ า และศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes ด้วยวิธี  agar well diffusion โดยใช้สารสกัดความเข้มข้น 
2.5 มิลลิกรัมต่อหลุมพบว่า สารสกัดหยาบจากเมล็ดฝิ่นในตัวท าละลายเอทานอล เอทานอล 50 
เปอร์เซ็นต์ และน้ ามีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย P. acnes ด้วยค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศูนย์กลาง
บริเวณวงใสเท่ากับ 14±1.80, 13±1.70 และ 13±1.04 มิลลิเมตร ตามล าดับ  

 Tseng et al. (2014) ศึกษาฤทธิ์การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว P. acnes 
ของสารสกัดจากเมล็ดล าไย (Dimocarpus longan) ซึ่งสกัดด้วยตัวท าละลายทั้งหมด 3 ชนิด ได้แก่ 
เอทิลอะซิเตท บิวทานอล และน้ า จากนั้นน าสารสกัดในตัวท าละลายชั้นต่างๆ โดยใช้ความเข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อดิสก์ มาศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี disc diffusion 
พบว่า มีเพียงสารสกัดจากเมล็ดของล าไยในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes ซึ่งวัดค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 13 มิลลิเมตร 
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บทท่ี 3  
วิธีการด าเนินงานวิจัย  

  
3.1 วัสดุและอุปกรณ์ 

3.1.1 กระดาษกรองสารวอทแมนเบอร์ 1 (Whatman No. 1 filter paper)  
3.1.2 กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope) 
3.1.3 กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ (Inverted microscope) 
3.1.4 เข็มเขี่ยเชื้อ (Needle) 
3.1.5 คิวเวตพลาสติก (Plastic cuvettes) 
3.1.6 เครื่องกวนสารละลายพร้อมให้ความร้อน (Hot plate magnetic stirrer)  
3.1.7 เครื่องแก้ว (Glassware) 
3.1.8 เครื่องชั่งน้ าหนัก 4 ต าแหน่ง (Balance)  
3.1.9 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
3.1.10 เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (Spin down) 
3.1.11 เครื่องเป่าลมร้อน (Air blower)  
3.1.12 เครื่องระเหยแบบสุญญากาศ (Rotary evaporator)  
3.1.13 เครื่องอบลมร้อน (Hot air oven) 
3.1.14 เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Microplate reader) 
3.1.15 คอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column chromatography) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 

เซนติเมตร สูง 60 เซนติเมตร  
3.1.16 จานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri dishes)   
3.1.17 จานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม (96-well plates) 
3.1.18 ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol lamp) 
3.1.19 ตู้เย็น (Refrigerator) 
3.1.20 ตู้บ่ม (Incubator) 
3.1.21 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar air flow) 
3.1.22 โถดูดความชื้น (Desiccator) 
3.1.23 ทิป (Tip) 
3.1.24 แท่งแม่เหล็กกวนสาร (Magnetic bar) 
3.1.25 ปั๊มสุญญากาศ (Vacuum pump) 
3.1.26 ไมโครเวฟ (Microwave) 
3.1.27 ไม้พันส าลี (Cotton buds) 
3.1.28 เวอร์เนียคาริเปอร์ (Digital vernier caliper) 
3.1.29 หลอดปั่นเหวี่ยง (Centrifuge tube) ขนาด 1.5, 15 และ 50 มิลลิลิตร 
3.1.30 ห่วงเขี่ยเชื้อ (Loop) 
3.1.31 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
3.1.32 ฮีมาไซโตมิเตอร์ (Heamacytometer) 
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3.1.33 TLC Aluminium Sheet 20×20 cm  
3.1.34 TLC tank 
3.1.35 UV box 

 
3.2 สารเคมี  

3.2.1 สารเคมีในการสกัดและแยกสารให้บริสุทธิ์  
     3.2.1.1 Acetic acid  
     3.2.1.2 p-Anisaldehyde 
         3.2.1.3 n-Butanol 
      3.2.1.4 Distillated Water 
  3.2.1.5 Ethanol 
  3.2.1.6 Ethyl acetate 
  3.2.1.7 Hexane  
  3.2.1.8 Methanol  
  3.2.1.9 Sea sand  
  3.2.1.10 Silica gel 
  3.2.1.11 Sodium sulfate anhydrous  
  3.2.1.12 Sulfuric acid  
  3.2.1.13 Sodium chloride   

3.2.2 สารเคมีในการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด  
 3.2.2.1 Distillated Water 

  3.2.2.2 Folin-ciocalteu reagent  
  3.2.2.3 Gallic acid  
  3.2.2.4 Methanol 
  3.2.2.5 Sodium carbonate 

3.2.3 สารเคมีในการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
 3.2.3.1 2, 2′-Azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) 

      3.2.3.2 2, 2’-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
      3.2.3.3 2,4,6-Tri-(2-pyridyl)-striazine (TPTZ) 
      3.2.3.4 Acetic acid  
      3.2.3.5 Ascorbic acid  
      3.2.3.6 Distillated Water 
      3.2.3.7 Hydrochloric acide 
      3.2.3.8 Ferric chloride hexahydrate 
      3.2.3.9 Trolox  
      3.2.3.10 Methanol 
   3.2.3.11 Potassium persulfate 
  3.2.3.12 Sodium acetate trihydrate  
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3.2.4 สารเคมีในการศึกษาฤทธิ์ในการปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน 
      3.2.4.1 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide  
          (MTT) 
      3.2.4.2 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
     3.2.4.3 Ethanol  
      3.2.4.4 Fetal bovine serum (FBS) 
      3.2.4.5 Gentamycin  
      3.2.4.6 Hydrogen peroxide 30% 
      3.2.4.7 Phosphate buffer saline (PBS) 
      3.2.4.8 Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI 1640) 
      3.2.4.9 Sodium bicarbonate 
      3.2.4.10 Sterilized water 
      3.2.4.11 Trypan blue solution 0.4% 
  3.2.4.12 Trysin-EDTA 0.25% 

3.2.5 สารเคมีในการศึกษาฤทธิ์การยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 
    3.2.5.1 Agar 

3.2.5.2 Brain heart infusion (BHI)  
3.2.5.3 Clindramycin 
3.2.5.4 Distillated Water 

      3.2.5.5 DMSO 
3.2.5.6 Gentamycin 

  3.2.5.7 Methanol  
      3.2.5.8 Mueller Hinton agar (MHA) 
      3.2.5.9 Normal saline solution  
      3.2.5.10 Nutrient agar (NA) 
  3.2.5.11 Sheep’s blood  

 
3.3 เซลล์ที่ใช้ในงานวิจัย 

เซลล์ที่ใช้ในการศึกษาทั้งหมด มีจ านวนเซลล์ 2 ชนิด ดังนี้ 
3.3.1 เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 (mouse fibroblast cell line) ได้รับความ

อนุเคราะห์จากศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณ-
ทหารลาดกระบัง  

3.3.2 เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 (mouse macrophage cell line) ได้รับ
ความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.นพ.อมรพันธุ์ เสรีมาศพันธุ์ ห้องปฏิบัติการนาโนชีวเวชศาสตร์ ภาควิชา
กายวิภาคศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 
 
 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



18 

 

 

 

3.4 เช้ือแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัย  
เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัยนี้ใช้ทั้งหมด 6 สายพันธุ์ ซึ่ง 5 สายพันธุ์ ได้รับความอนุเคราะห์

จาก รศ.ดร.จิตติ ท่าไว อาจารย์ประจ าภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระ-
จอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ดังนี้ 

3.4.1 Bacillus subtilis ATCC 6633  
3.4.2 Bacillus cereus DMST 5040 
3.4.3 Micrococcus luteus ATCC 9341 
3.4.4 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
3.4.5 Staphylococcus aureus TISTR 1466 

และเชื้อแบคทีเรียอีก 1 สายพันธุ์ คือ เชื้อแบคทีเรีย Propionibacterium acnes DMST 14916 
ได้รับความอนุเคราะห์จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์การแพทย์ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง
สาธารณสุข 

 
3.5 วิธีการทดลอง 

 3.5.1 การสกัดสาร 
  การสกัดสารจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมใช้วิธี liquid-liquid 

extraction (partition) ดัดแปลงจากวิธีของ Beedeessee et al. (2012) โดยน าสารสกัดหยาบเม-
ทานอลที่สกัดได้จากเปลือกเมล็ด (seed coat) และเอ็มบริโอ (embryo) ของมะขามป้อม ซึ่งได้รับ
ความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.สุพัตรา โพธิ์เอ่ียม มาท าการชั่งน้ าหนักและละลายด้วยน้ ากลั่น กวนจน
ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เติมตัวท าละลายเฮกเซนลงไปในอัตราส่วน 1 : 1 โดยปริมาตร ผสมให้เข้ากัน 
จากนั้นเทใส่กรวยแยก ตั้งทิ้งไว้จนกว่าสารละลายจะแยกออกเป็น 2 ชั้น โดยชั้นบน คือ สารสกัดชั้น
ตัวท าละลาย ชั้นล่าง คือ สารสกัดชั้นน้ า น าสารสกัดชั้นน้ าสกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซนซ้ าอีก 2 ครั้ง 
แล้วสกัดต่อด้วยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท และบิวทานอล ตามล าดับ ซึ่งแผนผังสรุปการสกัดวิธี 
Liquid-liquid extraction แสดงดังรูปที่ 3.1 (ท าการสกัดซ้ าเช่นเดียวกับตัวท าละลายชั้นเฮกเซน) จะ
ได้สารสกัดในตัวท าละลายชั้นต่างๆ ทั้งหมด 4 ชั้น จากนั้นน าสารสกัดแต่ละชั้นที่ได้ ยกเว้นสารสกัด
ชั้นน้ ามาท าการดึงน้ าออกโดยการเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์อ่ิมตัว ในอัตราส่วน 1 : 1 โดย
ปริมาตร จากนั้นไขสารสกัดชั้นตัวท าละลายดังกล่าวใส่ในขวดดูแรน เติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส
ประมาณ 3-5 กรัมต่อลิตร เพ่ือดึงน้ าที่อาจหลงเหลืออยู่ในสารสกัดชั้นตัวท าละลายออกอีกครั้งแล้ว
กรองด้วยกระดาษวอทแมนเบอร์ 1 ทันที น าสารสกัดชั้นตัวท าละลายที่ได้ไปท าการระเหยตัวท า
ละลายออกด้วยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ ส่วนสารสกัดชั้นน้ า (ชั้นสุดท้าย) จะน ามาท าแห้งแบบ
แช่เยือกแข็ง จากนั้นน าสารสกัดชั้นตัวท าละลายต่างๆ ที่แห้งแล้วมาชั่งน้ าหนักแห้ง และบันทึกผลการ
ทดลอง  
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สารสกัดหยาบเมทานอล 

ละลายด้วยน ้ากลั่น 

สารสกัดหยาบเมทานอลในน ้ากลั่น 
สกัดด้วยเฮกเซน 

สารสกัดชั นเฮกเซน สารสกัดชั นน ้า 

สกัดด้วยเอทิลอะซเิตท 

สารสกัดชั นเอทิลอะซิเตท สารสกัดชั นน ้า 

สารสกัดชั นบิวทานอล สารสกัดชั นน ้า 

สกัดด้วยบิวทานอล 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.1 แผนภูมิแสดงขั้นตอนการสกัดสารจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมด้วยวิธี 

Liquid-liquid extraction 
 
3.5.2 การแยกสารสกัดให้บริสุทธิ์ 

3.5.2.1 การหาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมด้วยวิธีทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
 การหาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
(Thin layer chromatography: TLC) เพ่ือน าไปใช้ในการแยกสารให้บริสุทธิ์และรวมสารสกัด
ส่วนย่อย (fraction) ที่ได้จากการสกัดด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี ซึ่งดัดแปลงจาก Meyer et al. 
(2007) โดยตัดแผ่น TLC ให้มีขนาด 2×5 เซนติเมตร ขีดเส้นจากปลายขอบบน (front line) ให้มี
ความยาวเท่ากับ 0.2 เซนติเมตร และขอบล่าง (base line) ให้มีความยาวเท่ากับ 0.5 เซนติเมตร ด้วย
ดินสอเพ่ือหาระยะทางที่ตัวท าละลายเคลื่อนที่ จากนั้นหยด (spot) สารที่ต้องการทดสอบลงบนแผ่น 
TLC บริเวณ base line ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ทดสอบหาอัตราส่วนของระบบตัวท าละลายที่
อัตราส่วนต่างๆ โดยเริ่มจากใช้ตัวท าละลายที่มีขั้วต่างกัน 2 ชนิด ในอัตราส่วน 50 : 50 เปอร์เซ็นต์ 
แล้วจึงลดหรือเพ่ิมของอัตราส่วนของตัวท าละลายชนิดต่างๆ ซึ่งข้ึนอยู่กับสารที่ spot ลงบนแผ่น TLC 
เช่น หากต้องแยกสารสกัดชั้นเอทิลอะซิเตท อาจเริ่มจากการใช้ตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทกับเมทา -
นอลในอัตราส่วน 50 : 50 เปอร์เซ็นต ์จากนั้นเพิ่มความมีข้ัวของสารขึ้นเรื่อยๆ จนได้อัตราส่วนที่ท าให้
สารเกิดการแยกเป็นจุดชัดเจน เตรียม TLC Tank โดยเทตัวท าละลายลงไป ปิดฝา TLC Tank ให้สนิท
เพ่ือให้ระบบตัวท าละลายอ่ิมตัว เมื่อระบบตัวท าละลายอิ่มตัวแล้วจุ่มแผ่น TLC ที่ spot สารที่ต้องการ
ทดสอบลงใน TLC Tank ตั้งทิ้งไว้จนกระทั่งตัวท าละลายเคลื่อนที่มาถึง front line ที่ก าหนดไว้ น า

ชั นบน ชั นล่าง 

ชั นบน ชั นล่าง 

ชั นบน ชั นล่าง 
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แผ่น TLC ออกจาก TLC Tank และตรวจสอบแถบสีของสารด้วยการส่องภายใต้รังสี UV ที่ความยาว
คลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร 

ผลการทดลองที่เกิดขึ้นตรวจสอบได้จากการน าแผ่น TLC มาส่องภายใต้รังสี 
UV ที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร จากนั้นบันทึกผลการเรืองแสง UV แล้วน าแผ่น TLC 
มาสเปรย์ด้วยสารละลาย  anisaldehyde reagent ปล่อยให้แห้ง และให้ความร้อนที่ อุณหภูมิ
ประมาณ 110 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เกิดแถบสีขึ้น ถ้าสามารถแยกเห็นเป็นจุดอย่างชัดเจน แสดงว่า
อัตราส่วนของระบบตัวท าละลายนั้นเป็นระบบที่เหมาะสม เมื่อได้ระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมแล้ว
สามารถน าระบบตัวท าละลายนี้ไปใช้ในการแยกสารที่ต้องการทดสอบให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โคร
มาโทกราฟีต่อไป 

3.5.2.2 การแยกสารสกัดให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
การแยกสารสกัดให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีดัดแปลงมาจากวิธี

ของ Smyth et al. (2012) เตรียมคอลัมน์แก้วโดยบรรจุแบบเปียก (wet packing) โดยตั้งคอลัมน์
แก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร สูง 60 เซนติเมตร ให้ตรง ใส่ส าลีลงในคอลัมน์แก้วที่ปลาย
ด้านล่างสุดของคอลัมน์ เติมสารละลายเอทิลอะซิเตทลงในคอลัมน์แก้วประมาณ 1 ใน 3 ส่วนของ
คอมลัมน์ และเตรียมซิลิกาเจล (silica gel) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 40-63 ไมโครเมตร ประมาณ 
300 กรัม ใส่ลงในบีกเกอร์ เติมตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทให้ท่วมใช้แท่งแก้วคนให้เข้ากัน ลักษณะของ
ซิลิกาเจลที่เตรียมได้จะมีลักษณะข้นเหลว (slurry) เทซิลิกาเจลที่เตรียมได้ลงในคอลัมน์แก้วพร้อมกับ
ไขตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทออกจากคอลัมน์ และใช้อุปกรณ์ที่มีลักษณะอ่อนนุ่มเคาะด้านข้างของ
คอลัมน์แก้วเบาๆ เพ่ือช่วยให้ซิลิกาเจลแน่นขึ้นและลดปัญหาการเกิดฟองอากาศ จากนั้นใช้แท่งแก้ว
เกลี่ยบริเวณผิวหน้าซิลิกาเจลให้ผิวหน้าเรียบ เติมทราย (sea sand) ลงในคอลัมน์ เพ่ือป้องกันผิวหน้า
ของซิลิกาเจล 

เตรียมสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิ-
เตท ส าหรับบรรจุลงคอลัมน์แก้ว โดยชั่งสารสกัดประมาณ 10 กรัม ใส่ลงในบีกเกอร์ เติมสารละลาย 
เมทานอลจนสารสกัดละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเติมซิลิกาเจล ประมาณ 30 กรัม ผสมกับสาร
สกัดให้มีลักษณะเป็น slurry และใช้เครื่องเป่าลมร้อนเป่าด้านข้างของบีกเกอร์จนตัวท าละลายเมทา-
นอลระเหยออกจนหมดจะได้เป็นผงของสารสกัดที่เคลือบอยู่บนผิวของซิลิกาเจล ท าการแยกสารสกัด
ให้บริสุทธิ์ด้วยการบรรจุสารสกัดที่เตรียมไว้ลงในคอลัมน์แก้ว (ด้านบนของทราย) จากนั้นเติมตัวท า
ละลายเอทิลอะซิเตทลงในคอลัมน์ และเพ่ิมความมีขั้วของตัวท าละลายด้วยเมทานอลครั้งละ 5 
เปอร์เซ็นต์จนถึงเมทานอล 100 เปอร์เซ็นต ์เก็บสารสกัดส่วนย่อยที่ออกจากคอลัมน์ด้วยหลอดทดลอง
แก้ว ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  

การตรวจสอบสารสกัดที่เก็บจากคอลัมน์ด้วยวิธี TLC โดยน าสารสกัดแต่ละ
หลอดที่เก็บได้มา spot ลงบนแผ่น TLC โดยใช้ระบบตัวท าละลายในอัตราส่วนที่หาได้ในข้อ 3.5.2.1 
มาใช้ในการรวมสารสกัดส่วนย่อย ตรวจสอบแถบสารด้วยการส่องภายใต้รังสี UV ที่ความยาวคลื่น 
254 และ 366 นาโนเมตร บันทึกผลการเรืองแสง UV แล้วน าแผ่น TLC มาสเปรย์ด้วย anisaldehyde 
reagent ปล่อยให้แห้ง และให้ความร้อนที่อุณหภูมิ ประมาณ 110 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เกิดแถบสี
ขึ้น บันทึกผลการเกิดแถบสีที่ปรากฎขึ้นบนแผ่น TLC โดยรวมสารที่มีลักษณะแถบสีเหมือนกันเป็น
สารสกัดส่วนย่อย (fraction) เดียวกัน น าสารสกัดส่วนย่อยที่รวมได้มาระเหยตัวท าละลายออกด้วย
เครื่องระเหยแบบสุญญากาศ จากนั้นท าการชั่งน้ าหนักแห้งและบันทึกผล 
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3.5.3 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ 
3.5.3.1 การศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด  

การวิ เคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดด้วยวิธี  Folin-
ciocalteu ซ่ึงดัดแปลงตามวิธีการของ Quy et al. (2014) โดยละลายสารสกัดด้วยน้ ากลั่นให้มีความ
เข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย Folin-ciocalteu 
reagent ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ลงในจานขนาด 96 หลุม ให้เข้ากัน 
บ่มที่มืดและอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ความเข้มข้น 7.5 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่มืดและอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที วัด
ค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ใช้กรดแกลลิกเป็นสารมาตรฐาน โดยใช้ความ
เข้มข้น 25, 50, 75, 100, 125 และ 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดจะเทียบจากกราฟมาตรฐานแกลลิก แสดงผลในหน่วยของมิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมของสาร
สกัด (milligrams gallic acid equivalents/g extract; mgGAE/g extract) 

3.5.3.2 การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ  
3.5.3.2.1 วิธี ABTS  

การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ดัดแปลงจากวิธี
ของ Saeed et al. (2012) เตรียมสารละลาย ABTS•+ reagent โดยผสมสารละลาย ABTS ความ
เข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ กับสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ ใน
อัตราส่วน 1 : 1 โดยปริมาตร บ่มที่มืดและอุณหภูมิห้อง เมื่อต้องการใช้งานน าสารละลาย ABTS•+ 
reagent เจือจางด้วยน้ ากลั่น และน าไปวัดค่าการดูดกลื่นแสง 734 นาโนเมตร ให้มีค่าการดูดกลื่นแสง
เท่ากับ 0.70±0.02 ผสมสารสกัดที่ละลายด้วยน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับความเข้มข้น 25, 
50, 75, 100, 125 และ 150  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับสารละลาย ABTS•+ 
reagent ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ลงในจานขนาด 96 หลุม บ่มที่มืดและอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา      
6 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ใช้กรดแอสคอบิกเป็นสารมาตรฐาน ใช้
ความเข้มข้น 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูล
อิสระโดยใช้สมการ 3.1 และค านวณค่าการต้านอนุมูลอิสระที่สามารถยับยั้งได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (50% 
inhibitory concentration; IC50) ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5.0  
 

% ABTS scavenging activity = (Ac-As)/Ac ×100 
 
Ac คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม (น้ ากลั่น+ABTS•+ reagent) 
As คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง (สารตัวอย่าง+ABTS•+ reagent) 
 

3.5.3.2.2 วิธี DPPH  
การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ดัดแปลงจาก

วิธีของ Armania et al. (2013) เตรียม DPPH ละลายด้วยเมทานอลให้มีความเข้มข้น 0.1 มิลลิโม-
ลาร์ เตรียมสารสกัดด้วยการละลายเมทานอลให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับความเข้มข้น 25, 50, 
75, 100, 125 และ 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นผสมสารสกัด ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับ
สารละลาย DPPH ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ลงในจานขนาด 96 หลุม บ่มที่อุณหภูมิห้องและมืด เป็น

(3.1) 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้
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เวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ใช้โทรล๊อกซ์เป็นสารมาตรฐาน 
โดยใช้ความเข้มข้น 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
อนุมูลอิสระโดยใช้สมการ 3.2 และค านวณค่า IC50 ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5.0  

 
% DPPH scavenging activity = (Ac-As)/Ac ×100 

 
Ac คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม (เมทานอล+DPPH) 
As คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง (สารตัวอย่าง+DPPH) 

 
3.5.3.2.3 วิธี FRAP 

การศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ดัดแปลงตาม
วิธีการของ Saeed et al. (2012) เตรียมสารละลาย FRAP reagent โดยผสมสารละลายอะซิเตท
บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 300 มิลลิโมลาร์: สารละลาย TPTZ ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์: สารละลาย
เฟอร์ริกคลอไรด์ ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ในอัตราส่วน 10 : 1 : 1 โดยปริมาตร เตรียมสารสกัด
โดยละลายด้วยน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นผสมสาร
สกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับสารละลาย FRAP reagent ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ลงในจานขนาด 
96 หลุม บ่มที่มืดและอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโน
เมตร ใช้กรดแอสคอบิกเป็นสารมาตรฐาน โดยใช้ความเข้มข้น 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยเปรียบเทียบความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ จากกราฟมาตรฐานกรด
แอสคอบิกจะแสดงผลในหน่วยมิลลิกรัมกรดแอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด (milligrams ascorbic acid 
equivalent/g extract; mgAAE/g extract)   

3.5.3.3 การศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน 
การศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันจะวิเคราะห์ด้วย

วิธี 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ดัดแปลงจากวิธี
ของ Zagmutt et al. (2016) เริ่มจากเก็บเกี่ยวเซลล์จากฟลาสก์เพาะเลี้ยงด้วยวิธีการดังนี้ เซลล์ ไฟ- 
โบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 ซึ่งใช้วิธี Trypsinization ส่วนเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW-
264.7 ใช้วิธีการลอกเซลล์โดยใช้ไม้ rubber policeman จากนั้นนับเซลล์ด้วยวิธีการย้อมสีทริปแพ-
ลนบลู (trypan blue) ความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ หยอดสารละลายเซลล์ลงในฮีมาไซโตมิเตอร์ 
จากนั้นส่องดูการติดสีของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และค านวณจ านวนเซลล์เริ่มต้น โดยเซลล์ไฟ-
โบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 จ านวน 1.8×105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด 
RAW 264.7 จ านวน 2.5×105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ท าการเจือจางเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 
1640 ที่เสริมด้วย fetal bovine serum (FBS) 5 เปอร์เซ็นต์ ปลูกเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์
ขนาด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร น าเซลล์ไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ 5  เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง   

เตรียมสารสกัดโดยเตรียม stock ของสารสกัดให้มีความเข้มข้น 20 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยละลายสารสกัดประมาณ 2000 มิลลิกรัม ด้วยสารละลาย DMSO ปริมาตร 1 
มิลลิลิตรจนเป็นเนื้อเดียวกันก่อน ปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร ด้วย PBS กรองสารสกัด stock 
ด้วยเมมเบรนที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นเก็บไว้เป็น stock สารสกัด เมื่อต้องการน าสาร

(3.2) 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
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https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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(3.3) 

สกัดมาใช้ในการศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน ให้ท าการเจือจางสารสกัด 
stock ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 ที่เสริมด้วย FBS 5 เปอร์เซ็นต์ ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ซึ่งท าการทดลองหาความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ไม่มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์ ซึ่งใช้ความเข้มข้นของสารสกัดในช่วง 50-500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลปรากฏว่า ความ
เข้มข้นในช่วงดังกล่าวมีความเป็นพิษต่อเซลล์ ส่งผลให้เซลล์เกิดการตาย ดังนั้นจึงท าการลดความ
เข้มข้นลงมาครึ่งหนึ่งเหลือเพียง 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งความเข้มข้นนี้เป็นความเข้นข้นที่ไม่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใช้สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 
250 ไมโครโมลาร์ (ซึ่งได้จากการหาสภาวะความเข้มข้นที่เหมาะสมที่เหนี่ยวท าให้เซลล์เกิดการตาย
ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์) เป็นชุดควบคุมเชิงบวก ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใช้สารสกัดความเข้มข้น 25 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นชุดควบคุมเชิงลบ และใช้สารมาตรฐานกรดแอสคอบิกความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นชุดควบคุมมาตรฐาน (ซึ่งความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกใช้
ตามวิธีของ Safaeian et al., 2016) ในการเตรียมชุดควบคุมมาตรฐานและชุดควบคุมเชิงบวก เตรียม
เช่นเดียวกับการเตรียมสารสกัด คือ เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์  RPMI 1640 ที่เสริมด้วย FBS 5 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแสดงสภาวะการทดลองดังตารางที่ 3.1  

เมื่อปลูกเซลล์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย FBS 5 
เปอร์เซ็นต์ เพ่ือใช้เป็นชุดควบคุม เติมสารสกัดความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นชุดควบคุม
เชิงลบ และเติมสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นชุด
มาตรฐาน หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา เติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ หลุมละ 50 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 
ชั่วโมง และเติมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบ
เวลาดูดสารละลายในแต่ละหลุมออก แล้วเติมสารละลาย DMSO : เอทานอล (1 : 1 โดยปริมาตร) 
เพ่ือละลายผลึกฟอร์มาซาน และน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่องอ่าน
ปฏิกิริยาบนไมโครเพลท และน าค่าการดูดกลืนแสงมาค านวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์      
(% Cell viability) จากสมการ 3.3 

 
% Cell viability = (A/B)×100  
 

โดยที่ A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมทดสอบ (เซลล์ที่ เพาะเลี้ยงอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 
1640 ที่เสริมด้วย FBS 5 เปอร์เซ็นต ์และมีส่วนผสมของสารตัวอย่าง) 

B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุม (เซลล์ที่ เพาะเลี้ยงอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 
1640 ที่เสริมด้วย FBS 5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่มีส่วนผสมของสารตัวอย่าง)  

หมายเหตุ: ค่า A และ B จะต้องลบค่าการดูดกลืนแสงของ blank ออกก่อน โดยที่ blank ของ A  คือ 
อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย FBS 5 เปอร์เซ็นต์ และมีส่วนผสมของสาร
ตัวอย่าง และ blank ของ B คือ อาหารเลี้ยงเซลล์  RPMI 1640 ที่เสริมด้วย FBS 5 
เปอร์เซ็นต์ จากนั้นจึงน าไปค านวณในสมการ 3.3 
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ตารางที่ 3.1 แสดงแผนการทดลองที่ใช้ในการศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียด   
  ออกซิเดชัน 

หมายเหตุ: 1 คือ ชุดมาตรฐานท่ีประกอบด้วยเซลล์เพาะเลี้ยงอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 ที่เสริมด้วย   
                     FBS  5 เปอร์เซ็นต์โดยไม่มีส่วนผสมของสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  

2 คือ ชุดมาตรฐานท่ีประกอบด้วยเซลล์เพาะเลี้ยงอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 ที่เสริมด้วย  
        FBS  5 เปอร์เซ็นต์โดยมีส่วนผสมของสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  
√ คือ เซลล์ที่เพาะเลี้ยงอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 ที่เสริมด้วย FBS  5 เปอร์เซ็นต์ และมี 
       ส่วนผสมของสารที่ต้องการทดสอบ  
 - คือ เซลล์ที่เพาะเลี้ยงอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 ที่เสริมด้วย FBS  5 เปอร์เซ็นต์ และไม่

มีส่วนผสมของสารที่ต้องการทดสอบ  
 

3.5.3.4 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 
เชื้อแบคทีเรียที่น ามาทดสอบมีทั้งหมด 6 สายพันธุ์ คือ Bacillus subtilis 

ATCC 6633, Bacillus aureus DMST 5040, Micrococcus luteus ATCC 9341, 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus TISTR 1466 แ ล ะ 
Propionibacterium acnes DMST 14916   

ส าหรับเชื้อ B. subtilis ATCC 6633, B. aureus DMST 5040, M. luteus 
ATCC 9341, S. epidermidis ATCC 12228 และ S. aureus TISTR 1466 น ามา streak บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Nutrients agar (NA) และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบมา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA อีกครั้ง 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง เพ่ือเพ่ิมจ านวนเชื้อแบคทีเรียให้มาก
ขึ้น หลังจากนั้นเขี่ยเชื้อแบคทีเรียมาเจือจางด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.85 
เปอร์เซ็นต์ ปรับความขุ่นให้เท่ากับ McFarland 0.5 หรือวัดความขุ่นด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์
ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร โดยท าการเจือจางให้ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.08-0.13 ส่วน
เชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว P. acnes DMST 14916 จะ streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Brain 
heart infusion (BHI) agar ที่เสริมด้วยเลือดของแกะ (Sheep’s blood) ปราศจากเชื้อ 8 เปอร์เซ็นต์ 
และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ
แบคทีเรีย P. acnes DMST 14916 มา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด BHI agar ที่เสริมด้วยเลือด
แกะปราศจากเชื้อ 8 เปอร์เซ็นต์ อีกครั้ง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
เพ่ือเพ่ิมจ านวนเชื้อแบคทีเรียให้มากข้ึน หลังจากนั้นเขี่ยเชื้อแบคทีเรียมาเจือจางด้วยอาหารเหลวชนิด 
BHI ปรับความขุ่นให้เท่ากับ McFarland 2.0 หรือวัดความขุ่นด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความ
ยาวคลื่น 625 นาโนเมตร โดยท าการเจือจางให้ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.4-0.5  (CLSI, 2012) 

สภาวะ 
การทดลอง 

ชุด
ควบคุม 

ชุด
ควบคุม
เชิงลบ 

ชุดควบคุม
มาตรฐาน1 

ชุด
ควบคุม
เชิงบวก 

การ
ทดลอง 

ชุดควบคุม
มาตรฐาน2 

เซลล์ √ √ √ √ √ √ 
H2O2 - - - √ √ √ 

สารสกัด - √ - - √ - 
กรดแอสคอบิก - - √ - - √ 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



25 

 

 

 

การเตรียมสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท า
ละลายชั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท บิวทานอล และน้ า โดยละลายสารสกัดด้วยตัวท าละลาย DMSO : 
น้ า (1 : 1 โดยปริมาตร) เจือจางสารสกัดให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1,000 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 
จากนั้นหยอดสารสกัดที่เตรียมไว้ลงบนแผ่นดิสก์ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 6.00 มิลลิเมตร 
(ปราศจากเชื้อ) ในการทดลองใช้  DMSO : น้ า (1 : 1 โดยปริมาตร) เป็นตัวควบคุมเชิงลบ (negative 
control) และใช้ยาปฏิชีวนะ gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ เป็นตัวควบคุมเชิง
บวก (positive control) จากนั้นปล่อยทิ้งให้แห้งในตู้ปลอดเชื้อ 

การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดยกเว้น  
P. acnes DMST 14916  ด้วยวิธี paper disc diffusion ดัดแปลงจากวิธีของ Meerungrueang et 
al. (2014)  โดยใช้ไม้พันส าลีที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วจุ่มในสารละลายแบคทีเรียที่เตรียมไว้แล้วป้ายเชื้อ 
(swab) ให้ทั่วบนผิวอาหารแข็ง MHA โดยให้เชื้อแบคทีเรียกระจายสม่ าเสมอ ตั้งทิ้งไว้ให้ผิวหน้าของ
อาหารเลี้ยงเชื้อแห้ง จากนั้นน าแผ่นดิสก์ท่ีหยอดสารแล้ววางลงบนผิวหน้าของอาหารที่มีเชื้อที่ต้องการ
ทดสอบ โดยให้สารสกัดท่ีต้องการทดสอบ ตัวควบคุมเชิงบวก และตัวควบคุมเชิงลบอยู่ในจานเดียวกัน 
ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผลโดย
วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น บันทึกผลการทดลองโดยมี
หน่วยเป็นมิลลิเมตร 

ส่วนการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิด
สิว P. acnes DMST 14916 ใช้วิธี agar well diffusion ดัดแปลงจากวิธีของพัชวรรณ (2558) โดย
ใช้ไม้พันส าลีที่ปราศจากเชื้อจุ่มลงในสารละลายเชื้อ บิดให้แห้งพอหมาด ท าการป้ายเชื้อให้ทั่วผิวหน้า
ของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง BHI ที่เสริมด้วยเลือดแกะปราศจากเชื้อ 8 เปอร์เซ็นต์ ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 3-5 
นาที เพ่ือให้ผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อแห้ง จากนั้นใช้ cork borer เจาะรูอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือให้เกิดหลุม 
(well) ซึ่งเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 6 มิลลิเมตร ส าหรับหยอดสารสกัด จากนั้นหยอดสารสกัด 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในหลุม ส าหรับเชื้อแบคทีเรีย P. acnes DMST 14916 ใช้ยาปฏิชีวนะ 
clindamycin ความเข้มข้น 1.25 ไมโครกรัมต่อหลุม เป็นตัวควบคุมเชิงบวก และบ่มในสภาวะไร้
อากาศ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจผลโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของบริเวณวงใสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลองโดยมีหน่วยเป็นมิลลิเมตร 

3.5.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
ผลการทดลองทั้งหมดน ามาวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูล (Analysis of 

variance: ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan's multiple range 
test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistic 23 
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บทท่ี 4  

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล  
  
4.1 ผลการสกัดสารจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อม  

การสกัดสารจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมด้วยวิธี liquid-liquid extraction 
(partition) โดยชั่งน้ าหนักแห้งของสารสกัดหยาบเมทานอลจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของ
มะขามป้อม ปริมาณ 108.21 และ 26.21 กรัม ตามล าดับ จากนั้นสกัดต่อด้วยตัวท าละลาย 4 ชนิด 
คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท บิวทานอล และน้ า น าสารสกัดที่ได้ในแต่ละชั้นไประเหยตัวท าละลายออก
ด้วยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ ยกเว้นชั้นน้ าซึ่งระเหยน้ าออกด้วยวิธีการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 
ได้สารสกัดในตัวท าละลายชั้นต่างๆ จ านวน 8 สารสกัด เมื่อน าสารสกัดที่ได้มาท าการชั่งน้ าหนักแห้ง 
และพิจารณาจากตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดสารพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมใน
ตัวท าละลายชั้นน้ ามีน้ าหนักแห้งมากที่สุด เท่ากับ 25.94 กรัม และตัวท าละลายชั้นเฮกเซนมีน้ าหนัก
แห้งน้อยที่สุด เท่ากับ 10.44 กรัม เช่นเดียวกันกับสารสกัดจากเอ็มบริโอของมะขามป้อมโดยพบว่า 
สารสกัดสารสกัดจากเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นน้ ามีน้ าหนักแห้งมากที่สุด เท่ากับ 
6.56 กรัม และตัวท าละลายชั้นเฮกเซนมีน้ าหนักแห้งน้อยที่สุด เท่ากับ 1.85 กรัม แสดงน้ าหนักแห้ง
ของสารสกัดดังตารางที่ 4.1 จากนั้นน าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัว
ท าละลายชั้นต่างๆ ที่ได้ไปศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพต่อไป   
 
ตารางท่ี 4.1 ชื่อตัวอย่าง ชื่อย่อ และน้ าหนักแห้งของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของ  
                มะขามป้อม 

 * หมายเหตุ: ช่ือย่อสารสกัด Sc คือเปลือกเมล็ด Eb คือเอ็มบริโอมะขามป้อม ตัวอักษรตัวท่ีสามคือตัวท าละลาย   
                 ประกอบด้วย H คือเฮกเซน E คือเอทิลอะซิเตท B คือบิวทานอล และ W คือน้ า  
 

  
 
 
 

สารสกัดจากเปลือกเมล็ดและ 
เอ็มบริโอของมะขามป้อม 

ชื่อย่อสารสกัด* น้ าหนักแห้ง (กรัม) 

เปลือกเมล็ดชั้นเฮกเซน ScH 10.44 
เปลือกเมล็ดชั้นเอทิลอะซิเตท ScE 20.05 
เปลือกเมล็ดชั้นบิวทานอล ScB 24.08 
เปลือกเมล็ดชั้นน้ า ScW 25.94 
เอ็มบริโอชั้นเฮกเซน EbH 1.85 
เอ็มบริโอชั้นเอทิลอะซิเตท EbE 4.63 
เอ็มบริโอชั้นบิวทานอล EbB 2.55 
เอ็มบริโอชั้นน้ า EbW 6.56 
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4.2 ผลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของ
มะขามป้อม  
 4.2.1 ผลการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 

 ผลการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและ
เอ็มบริโอของมะขามป้อมทั้งหมด 8 ชนิด ด้วยวิธี Folin-ciocalteu โดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานกรดแกลลิก (y=0.0085x, R2=0.9959; ค่า R2 คือ ค่า Regression equation ถ้าค่า R2 เข้า
ใกล้ 1 แสดงว่ากราฟมาตรฐานที่ได้มีความแม่นย าสูง) แสดงกราฟดังรูปภาคผนวก ก-1 ซึ่งค่าที่ได้
แสดงออกมาในหน่วยมิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด (mgGAE/g extract) โดยแสดงวิธีการค านวณ
ดังภาคผนวกที่ ก-1 จากการทดลองพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดอยู่ในช่วง 64.52 ถึง 439.09 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด 
เมื่อพิจารณาตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดสารพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท า
ละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 439.09±5.49 
มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด รองลงมาคือ ชั้นบิวทานอล มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
260.77±5.45 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด ส่วนชั้นน้ า และชั้นเฮกเซนมีปริมาณสารประกอบฟี-
นอลิกท้ังหมด 130.70±5.58 และ 126.41±2.60 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด ตามล าดับ และตัว
ท าละลายที่ใช้ในการสกัดสารจากเอ็มบริโอของมะขามป้อมพบว่า สารที่สกัดจากตัวท าละลายชั้น
เอทิลอะซิเตทมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด มีค่าเท่ากับ 399.40±4.39 มิลลิกรัมแกล-
ลิกต่อกรัมสารสกัด รองลงมา คือ ชั้นบิวทานอล มีค่าเท่ากับ 198.60±3.28 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัม
สารสกัด ส่วนชั้นเฮกเซน และชั้นน้ า มีค่าเท่ากับ 83.00±4.50 และ 64.52±3.44 มิลลิกรัมแกลลิกต่อ
กรัมสารสกัด ตามล าดับ  

เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสารสกัดจากเปลือกเมล็ดกับเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัว
ท าละลายที่ใช้ในการสกัดชนิดเดียวกันพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดมากกว่าเอ็มบริโอของมะขามป้อม และเมื่อเปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิตด้วยวิธี 
DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์พบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของ
มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นต่างๆ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงข้อมูลดัง
ตารางที่ 4.2 จากผลการทดลองการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมพบว่า สารสกัดในตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด เมื่อเทียบกับตัวท าละลายน้ า บิวทานอล และเฮกเซน เนื่องจาก
สารกลุ่มฟีนอลิกสามารถสกัดออกมาได้ดีในตัวท าละลายเอทิละซิเตท (Liu et al., 2012; Mishra et 
al., 2015; Abu et al., 2017; Kaur, 2017) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Mishra et al. (2015) 
ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดจากสารสกัดเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมซ่ึงสกัดด้วยตัวท า
ละลายทั้งหมด 3 ชนิด คือ เอทิลอะซิเตท บิวทานอล และน้ า เมื่อวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด
ด้วยวิธี Folin-ciocalteu พบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิล- 
อะซิเตทมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด มีค่าเท่ากับ 853.65±1.71 มิลลิกรัมแกลลิกต่อ
กรัมสารสกัด และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดในตัวท าละลาย
ชั้นต่างๆ ในงานการศึกษาครั้งนี้กับสารสกัดหยาบเมทานอลจากงานวิจัยอ่ืน เช่น Nambiar et al. 
(2015) วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดหยาบเมทานอลจากเมล็ด
มะขามป้อมด้วยวิธี Folin-ciocalteu พบว่า มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เท่ากับ 6.5 
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มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด และงานวิจัยของ Mondal et al.  (2017) ศึกษาปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเมล็ดของมะขามป้อมโดยสกัดด้วยตัว
ท าละลายเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์พบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเมล็ดของมะขามป้อมมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เท่ากับ 39.51 และ 36.00 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด 
ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในงานวิจัยครั้งนี้มี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงกว่างานวิจัยที่ผ่านมา    
 
ตารางที่ 4.2 แสดงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของ  

มะขามป้อม 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษ a-g ที่แตกต่างกันแสดงค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเฉลี่ยจากการ
วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี Duncan's multiple range test (DMRT) อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความ 
เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  

 
4.2.2 ผลการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

ผลการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของ
มะขามป้อมด้วยวิธี ABTS, DPPH และ FRAP ซึ่งในการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 
ใช้ความเข้มข้นของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมอยู่ในช่วงระหว่าง 0-150 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงดังรูปที่ 4.1 เมื่อค านวณค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้ง
อนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (50% Inhibitory concentration; IC50) ซึ่งใช้หลักการวิเคราะห์ดังนี้ 
ถ้าสารสกัดหรือสารตัวอย่างมีค่า IC50 ต่ า แสดงว่ามีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระดีพบว่า สารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS ดีที่สุด 
ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 31.53±0.36 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ ชั้นบิวทานอล มีค่า IC50 เท่ากับ 
41.82±0.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนชั้นน้ า มีค่า IC50 เท่ากับ 78.74±1.83 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และชั้นเฮกเซนมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS ต่ าที่สุด มีค่า IC50 134.71±4.61 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และสารสกัดจากเอ็มบริโอของมะขามป้อมพบว่า สารสกัดจากเอ็มบริโอของมะขามป้อมใน
ตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 
37.15±0.36 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ ชั้นบิวทานอล มีค่า IC50 เท่ากับ 67.06±0.92 

สารสกัดจาก
มะขามป้อม 

ตัวท าละลาย ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
(มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด)± 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
เปลือกเมล็ด เฮกเซน 126.41e±2.60 
 เอทิลอะซิเตท 439.09a±5.49 
 บิวทานอล 260.77c±5.45 
 น้ า 130.70e±5.58 
เอ็มบริโอ เฮกเซน 83.00f±4.50 
 เอทิลอะซิเตท 399.40b±4.39 
 บิวทานอล 198.60d±3.28 
 น้ า 64.52g±3.44 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



29 

 

 

 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนชั้นเฮกเซน และชั้นน้ ามีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS ต่ าที่สุด ซึ่งมีค่า 
IC50 มากกว่า 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเทียบค่า IC50 สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อม
ในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทกับสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกพบว่า มีค่า IC50 ต่ ากว่าสารมาตรฐาน
กรดแอสคอบิก (IC50 เท่ากับ 34.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) (แสดงตัวอย่างการค านวณในภาคผนวกที่ 
ก-2) เมื่อเปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์
พบว่า ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ แสดงดังตารางที่ 4.3  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 4.1 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS กับความเข้มข้น 

ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อม (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
 
ส าหรับการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ใช้ความเข้มข้นของสารสกัดซึ่ง

อยู่ในช่วงเดียวกับวิธี ABTS แสดงดังรูปที่ 4.2 ซ่ึงเมื่อพิจารณาค่า IC50 ของสารสกัดในตัวท าละลายชั้น
ต่างๆ พบว่า ตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีที่สุด รองลงมาคือ บิว-
ทานอล น้ า และเฮกเซน โดยสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้น
เอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH สูงที่สุด ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 31.98±0.32 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ ชั้นบิวทานอล มีค่า IC50 เท่ากับ 51.15±0.58 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วน
ชั้นน้ า มีค่า IC50 เท่ากับ 77.14±0.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และชั้นเฮกเซนมีฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระ DPPH ต่ าที่สุด มีค่า IC50  มากกว่า 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารสกัดจากเอ็มบริโอของ
มะขามป้อมพบว่า สารสกัดจากเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การ
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 37.52±1.15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมา คือ 
ชั้นบิวทานอล มีค่า IC50 เท่ากับ 68.94±1.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนชั้นเฮกเซน และชั้นน้ ามีฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ต่ าที่สุด ซ่ึงมีค่า IC50 มากกว่า 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเทียบฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายเอทิลอะซิ-
เตทกับสารมาตรฐานโทรล๊อกซ์ (แสดงตัวอย่างการค านวณในภาคผนวกที่ ก-3) พบว่า สารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีกว่า
สารมาตรฐานโทรล็อกซ์ โดยสารมาตรฐานโทรล็อกซ์มีค่า IC50 เท่ากับ 63.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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เมื่อเปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์พบว่า 
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมมีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญ แสดงดังตารางที่ 4.3  เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสาร
สกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในการศึกษาครั้งนี้กบัสารสกัดหยาบเมทานอลจาก
เมล็ดของมะขามป้อมในงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของเมล็ดมะขามป้อมด้วย
วิธี DPPH ซึ่งใช้สารสกัดหยาบเมทานอลช่วงความเข้มข้น 10-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่า สาร
สกัดหยาบเมทานอลจากเมล็ดของมะขามป้อม มีค่า IC50 เท่ากับ 85.92 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีค่า
มากกว่าค่า IC50 ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท (IC50 

เท่ากับ 31.98±0.32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) (Dinesh et al., 2016) และการศึกษาของ Mondal et 
al. (2017) ซ่ึงศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเอทานอลจากเปลือกเมล็ด และเมล็ด
ของมะขามป้อม เมื่อทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่า สารสกัดหยาบเอทานอล
จากเมล็ดของมะขามป้อมมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 65 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และสารสกัดหยาบเอทานอลจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมด้วยค่า IC50 เท่ากับ 98 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้น
เอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH สูงกว่างานวิจัยที่ผ่านมา นอกจากนี้ยังมีรายงานถึง
เปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของผงแห้งจากเปลือกเมล็ดและเมล็ดของมะขามป้อมพบว่า 
ผงแห้งปริมาณ 1 มิลลิกรัม มีเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูอิสระ DPPH เท่ากับ 1.85±0.2 และ 0.74±0.1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Mishra and Mahanta, 2014) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Mishra et al. 
(2015) ซึ่งใช้สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อม โดยสกัดด้วยตัวท าละลาย 3 ชนิด คือ เอทิล- 
อะซิเตท บิวทานอล และน้ า สารสกัดปริมาณ 1 มิลลิกรัม พบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของ
มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท บิวทานอล และน้ า มีเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมู ลอิสระ 
DPPH เทา่กับ 61.07±1.63, 12.99±2.25 และ 0.098±0.98 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH กับความเข้มข้น

ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อม (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
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ตารางท่ี 4.3 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อม 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษ a-f ที่แตกต่างกันแสดงฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระจากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี 
DMRT อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
*  ใช้กรดแอสคอบิกเป็นสารมาตรฐาน และ #  ใช้โทรล๊อกซ์เป็นสารมาตรฐาน 

 
ส าหรับการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP จะวิเคราะห์ผลออกมาเป็น

ความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ เป็น Fe2+-TPTZ ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอ
ของมะขามป้อมในตัวท าละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตท บิวทานอล และน้ า ซึ่งจากการทดลองหาความ
เข้มข้นของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นต่างๆ พบว่า 
ความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ใช้ในการหาความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ เป็น Fe2+-TPTZ อยู่ที่
ความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เทียบกับกราฟของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก (y=
0.0152x, R2=0.9940) แสดงดังรูปภาคผนวกที่ ก-4 แสดงในหน่วยมิลลิกรัมแอสคอบิกต่อกรัมสาร
สกัด (mgAAE/g extract) แสดงวิธีการค านวณในภาคผนวกที่ ก-4 เมื่อเปรียบเทียบตัวท าละลายที่ใช้
ในการสกัดสารพบว่า ตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมีความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ สูงที่สุด 
รองลงมาคือ บิวทานอล น้ า และเฮกเซน โดยสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท า
ละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีค่าความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ สูงที่สุด เท่ากับ 751.92±5.22 
มิลลิกรัมแอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด รองลงมาคือ ชั้นบิวทานอลมีค่าเท่ากับ 525.87±5.93 มิลลิกรัม
แอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด ส่วนชั้นน้ ามีค่าเท่ากับ 114.59±3.19 มิลลิกรัมแอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด 
และชั้นเฮกเซนมีค่าความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ น้อยที่สุด เท่ากับ 83.86±1.90 มิลลิกรัม
แอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด และสารสกัดจากเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิ-
เตทมีค่าความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ สูงที่สุด เท่ากับ 688.16±6.69 มิลลิกรัมแอสคอบิกต่อ
กรัมสารสกัด รองลงมาคือ ชั้นบิวทานอลมีค่าเท่ากับ 305.82±5.13 มิลลิกรัมแอสคอบิกต่อกรัมสาร
สกัด ส่วนชั้นน้ ามีค่าเท่ากับ 305.82±5.13 มิลลิกรัมแอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด และชั้นเฮกเซนมีค่า
ความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ น้อยที่สุด เท่ากับ 86.45±3.59 มิลลิกรัมแอสคอบิกต่อกรัม
สารสกัด และเมื่อเปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอร์เซ็นต์พบว่า สารสกัดเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นต่างๆ มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงดังรูปที่ 4.3 ซึ่งมีการรายงานวิจัยเกี่ยวกับค่าความสามารถ

สารสกัดจาก
มะขามป้อม 

ตัวท าละลาย IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)±SD 

ABTS DPPH 
เปลือกเมล็ด เฮกเซน 134.71f±4.61 >150 
 เอทิลอะซิเตท 31.53a±0.36 31.98a±0.32 
 บิวทานอล 41.82c±0.39 51.15c±0.58 
 น้ า 78.74e±1.83 77.14e±0.69 
เอ็มบริโอ เฮกเซน >150 >150 
 เอทิลอะซิเตท 37.15b±0.36 37.52b±1.15 
 บิวทานอล 67.06d±0.92 68.94d±1.21 
 น้ า >150 >150 
สารมาตรฐาน 34.35* 63.69# 
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ในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ ของสารสกัดหยาบเมทานอลจากเมล็ดของมะขามป้อม โดย Sharma et al. 
(2009) ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยการวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ ของ
สารสกัดหยาบชั้นน้ าของเมล็ดมะขามป้อม ซึ่งสกัดด้วยวิธี Soxhlet extraction โดยใช้น้ าเป็นตัวท า
ละลายพบว่า สารสกัดหยาบชั้นน้ าของเมล็ดมะขามป้อมมีค่าความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ 
เท่ากับ 85±5.00 มิลลิกรัมเฟอรัสซัลเฟตต่อกรัมสารสกัด เนื่องจากค่าความสามารถในการรีดิวซ์ 
Fe3+-TPTZ ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นต่างๆ 
การศึกษาครั้งนี้ใช้สารมาตรฐานแตกต่างกัน ดังนั้นจึงไม่สามารถเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ ได ้

 

รูปที่ 4.3 กราฟแสดงความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ เป็น Fe2+-TPTZ ของสารสกัดจาก  
 เปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อม  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษ a-g ที่แตกต่างกันแสดงถึงฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระซึ่งได้จากการวิ- 
               เคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี DMRT แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95  
               เปอร์เซ็นต์  

 
เมื่อเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระทั้ง 3 วิธี (ABTS, DPPH และ FRAP) พบว่า สารสกัดจาก

เปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด และ
จากการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดกับฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระพบว่า มีความสัมพันธ์
กัน โดยสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด และยังมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดด้วยเช่นกัน แสดงให้
เห็นว่า ตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมีประสิทธิภาพในการสกัดสารต้านอนุมูลอิสระได้อย่างมี
ประสิทธิภาพดีกว่าตัวท าละลายทั้ง 3 ชนิด คือ น้ า บิวทานอล และเฮกเซน โดย Cai et al. (2004); 
Wong et al. (2006) และสุภกร และคณะ (2558) ได้รายงานว่าสารส าคัญที่มีฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระได้ดี ส่วนใหญ่มักจะเป็นสารประกอบจ าพวกฟีนอลและฟลาโวนอยด์ เช่น กรดฟีนอลิก 
(phenolic acids) และแทนนิน (tannins) เป็นต้น ซ่ึงสารส าคัญเหล่านี้มักจะสกัดได้จากตัวท าละลาย
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เอทิลอะซิเตท ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท า
ละลายชั้นเอทิลอะซิเตทไปศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน และน ามาแยก
สารให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีต่อไป 

 
4.2.3 ผลการศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน 

การศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน ซึ่งในงานวิจัยนี้เลือกสาร
สกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมาศึกษาเนื่องจากมีฤทธิ์การ
ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด โดยเซลล์ที่ใช้ในการศึกษามีทั้งหมด 2 ชนิด ได้แก่ เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนู
ชนิด L929 และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 จากนั้นวัดเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ
เซลล์ด้วยวิธี MTT  

4.2.3.1 การหาความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่เหมาะสม 
การศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันซึ่งเหนี่ยวน าให้

เซลล์เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยความเข้มข้นที่ใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้ ได้แก่ 250, 300, 350 และ 400 ไมโครโมลาร์ จากการทดลองเหนี่ยวน าเซลล์เกิด
สภาวะเครียดออกซิเดชัน เป็นเวลา 20 ชั่วโมง และวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี 
MTT พบว่า สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250, 300, 350 และ 400 ไมโครโม-
ลาร์ สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 
63.46±5.55, 60.16±2.00, 53.19±8.89 และ 50.41±5.90 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วนเซลล์แมคโคร
ฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มี เปอร์ เซ็นต์การรอดชีวิต เท่ากับ 73.70±3.12, 65.15±1.03, 
59.76±1.78 และ 56.88±3.65 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ไฟโบร- 
บลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์แมคโครฟาจของหนู RAW 264.7 แสดงดังกราฟรูปที่ 4.4  

เมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้กับงานวิจัยที่ผ่านมา เช่น การศึกษาของ Wongpradabchai et al. (2013) ใช้
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 100-10,000 ไมโครโมลาร์ เหนี่ยวน าให้เซลล์เยื่อบุ-
หลอดเลือดชนิด EA.hy926 เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันพบว่า เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดชนิด 
EA.hy926 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงจาก 100 เป็น 10 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นความเข้มข้นที่
เหมาะสมคือ สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ ซึ่งมีผลท าให้เซลล์
เยื่อบุหลอดเลือดชนิด EA.hy926 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมคี่าใกล้เคียงกับ Zhou 
et al. (2016) ที่เหนี่ยวน าให้เซลล์เลนส์ตาของมนุษย์ชนิด HLE เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันด้วย
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 100-800 ไมโครโมลาร์พบว่า เซลล์เลนส์ตาของ
มนุษย์ชนิด HLE มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงจาก 62.5 เป็น 22.4 เปอร์เซ็นต์ ฉะนั้นจึงเลือกใช้
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ ซึ่งท าให้เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตเท่ากับ 55.40 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ Tian et al. (2015) เหนี่ยวน าให้เซลล์ประสาทของ
มนุษย์ชนิด SH-SY5Y เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความ
เข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 62.01±3.50 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกับ Luo 
et al. (2018) เหนี่ยวน าให้เซลล์ปอดของมนุษย์ชนิด MRC-5 เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันด้วย
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 
64.13±2.12 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่า การศึกษาส่วนใหญ่มักจะใช้สารละลายไฮโดรเจนเปอร์
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ออกไซด์ในการเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชัน  ซึ่งความเข้นข้นที่ท าให้เซลล์มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตใกล้เคียงกับ 50 เปอร์เซ็นต์ อยู่ในช่วง 200-300 ไมโครโมลาร์ ทั้งนี้เปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตจะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับลักษณะและชนิดของเซลล์ ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือก
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 250  ไมโครโมลาร์ โดยเป็นความเข้มข้นที่เหนี่ยวน า
ให้เซลล์ทั้ง 2 ชนิด คือ เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด 
RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตใกล้เคียงกับ 50 เปอร์เซ็นต ์มาใช้ในการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัด
ในการปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4 กราฟแสดงเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์
แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 ซึ่งเปรียบเทียบเซลล์ชุดควบคุม (Control)    กับ
เซลล์ที่บ่มร่วมกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ที่ความเข้มข้น 250    , 300        
    , 350     และ 400     ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 20 ชั่วโมง และวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT  

 
4.2.3.2 การศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน 

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้น
เอทิลอะซิเตทในการปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน โดยท าการทดลองหาความเข้มข้นของ
สารสกัดที่เหมาะสมซึ่งต้องไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยท าการทดลองความเข้มข้นของสารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทในช่วงระหว่าง 50-500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผล
ปรากฏว่า ความเข้มข้นในช่วงดังกล่าวมีความเป็นพิษต่อเซลล์ส่งผลให้เซลล์เกิดการตาย โดยมี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเหลือเพียง 20-50 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นจึงท าการลดความเข้มข้นของสารสกัดลง
มาครึ่งหนึ่งเหลือเพียง 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งความเข้มข้นนี้เป็นความเข้มข้นที่ไม่มีความเป็น
พิษต่อเซลล์ ซึ่งเซลล์ต้องมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตใกล้เคียงกับเซลล์ชุดควบคุม (Control) คือ มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตไม่ต่ ากว่า 85 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดสภาวะเครียด
ออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ ซ่ึงเป็นความ
เข้มข้นเหมาะสมซึ่งเหนี่ยวน าให้เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตใกล้เคียงกับ 50 เปอร์เซ็นต์  และวัด
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT  
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เมื่อเหนี่ยวน าให้เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 เกิดสภาวะเครียด
ออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ (ชุดควบคุมเชิง
บวก) เป็นเวลา 20 ชั่วโมงพบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
เท่ากับ 63.50±0.33 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกันระหว่างสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของ
มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทที่ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ (สภาวะการทดลอง) เป็นเวลา 20 ชั่วโมง
พบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 77.81±8.96 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ชุดควบคุมเชิงบวกกับสภาวะการทดลอง
พบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น  ประมาณ 18 
เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกันระหว่างสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ (ชุด
ควบคุมมาตรฐาน) เป็นเวลา 20 ชั่วโมงพบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตเท่ากับ 78.41±5.47 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์สภาวะการ
ทดลองกับชุดควบคุมมาตรฐานพบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
ไม่แตกต่างกับชุดควบคุมมาตรฐาน แสดงดังรูปที่ 4.5 

เมื่อเหนี่ยวน าให้เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 เกิดสภาวะเครียด
ออกซิเดชันด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ (ชุดควบคุมเชิง
บวก) เป็นเวลา 20 ชั่วโมงพบว่า เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิตเท่ากับ 58.72±0.67 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกันระหว่างสารสกัดจากเปลือกเมล็ด
ของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทที่ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับ
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ (สภาวะการทดลอง) เป็นเวลา 
20 ชั่วโมงพบว่า เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 
63.58±3.40 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ชุดควบคุมเชิงบวกกับ
สภาวะการทดลองพบว่า เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น 
ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกันระหว่างสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโคร-
โมลาร์ (ชุดควบคุมมาตรฐาน) พบว่า เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตเท่ากับ 46.54±2.88 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์สภาวะการ
ทดลองกับชุดควบคุมมาตรฐานพบว่า เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตมากกว่าชุดควบคุมมาตรฐาน แสดงให้เห็นว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัว
ท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทสามารถปกป้องเซลล์จากสภาวะความเครียดออกซิเดชันได้ แสดงดังกราฟ
รูปที่ 4.5  

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะความเครียดออกซิเดชันของ
สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทกับสารสกัดจากผลของ
มะขามป้อม โดย Wongpradabchai et al. (2013) ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากน้ าของผลสด
มะขามป้อมซึ่งอาจปกป้องการตายของเซลล์ เยื่อบุหลอดเลือดชนิด EA.hy926 จากสภาวะเครียด
ออกซิเดชันด้วยการเหนี่ยวน าจากสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกัน
ระหว่างสารสกัดจากน้ าของผลสดมะขามป้อมที่ความเข้มข้น 0.1-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับ

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้
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สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์พบว่า สารสกัดน้ าของผลสด
มะขามป้อมมีประสิทธิภาพช่วยให้เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดชนิด EA.hy926 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
เพ่ิมขึ้นประมาณ 35 เปอร์เซ็นต์ และงานวิจัยของ Chansriniyom et al. (2018) ศึกษาฤทธิ์ของสาร
สกัดหยาบเอทานอลจากผลของมะขามป้อมในการปกป้องเซลล์เยื่อบุผิวมนุษย์ชนิด ECV304 จาก
สภาวะเครียดออกซิเดชัน เมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกันระหว่างสารสกัดหยาบเอทานอลจากผลของ
มะขามป้อม ความเข้มข้น 20 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์พบว่า เซลล์เยื่อบุผิวมนุษย์ชนิด ECV304 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
เพ่ิมข้ึนประมาณ 10 เปอร์เซ็นต ์จากงานวิจัยที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่า สารสกัดจากผลของมะขามป้อม
มีฤทธิ์ช่วยปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันได้ โดยสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อม
ในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทช่วยให้เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตมากกว่าสารสกัดหยาบเอทา-
นอลจากผลของมะขามป้อม แต่น้อยกว่าสารสกัดจากน้ าของผลสดมะขามป้อม อาจมาจากน้ าของผล
สดมะขามป้อมมีปริมาณวิตามินซีสูง โดยน้ าสดของผลของมะขามป้อมปริมาตร 100 มิลลิลิตร มีกรด
แอสคอบิกประมาณ 1 กรัม และยังมีเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระประมาณ 40-70 เปอร์เซ็นต์ 
(Scartezzini et al., 2006) ส่งผลให้ลดสภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล์ได้สูง จึงท าให้เซลล์มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตมากกว่าสารสกัดในการศึกษาครั้งนี้  นอกจากนี้สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของ
มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทยังช่วยส่งเสริมให้เซลล์ทั้ง 2 ชนิด คือ เซลล์ไฟโบรบลาสต์
ของหนูชนิด L929 และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น
ประมาณ 18 และ 5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ทั้งนี้การศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะ
เครียดออกซิเดชันครั้งนี้เป็นเพียงการศึกษาเบื้องต้นเท่านั้น ซึ่งควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมด้วยวิธีอ่ืนๆ 
เช่น การศึกษาการแตกหักของดีเอ็นเอด้วยวิธี Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP 
nick end labeling (TUNEL) การศึกษาการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ด้วยการตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์จากการย้อมสี Annexin V/ PI binding หรือการตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงระดับยีนด้วยวิธี Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
เป็นต้น เพ่ือยืนยันประสิทธิภาพของสารสกัดเกี่ยวกับการปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874105006057#!
https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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รูปที่ 4.5 กราฟแสดงเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์

แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 ซึ่งเปรียบเทียบเซลล์ชุดควบคุม (Control)    กับ
เซลล์ที่บ่มร่วมกับสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิ-
เตท (ScE) ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร    สารมาตรฐานกรดแอสคอบิก (ACB) 
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร    สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความ
เข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์    สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 250 ไมโคร-
โมลาร์กับสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทที่ความ
เข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร    สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 250 
ไมโครโมลาร์กับสารมาตรฐานกรดแอคอบิก ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร            
    เป็นเวลา 20 ชั่วโมง และวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT 

 
4.2.4 ผลการศึกษาฤทธิ์การยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 

การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกเมล็ด
และเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นต่างๆ ต่อเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 6 สายพันธุ์ ได้แก่ B. 
subtilis ATCC 6633, B.  cereus DMST 5040, M.  luteus ATCC 9341, S.  epidermidis ATCC 
12228, S. aureus TISTR 1466 และ P. acnes DMST 14916 โดยเชื้อแบคทีเรีย 5 สายพันธุ์ ยกเว้น
เชื้อ P. acnes DMST 14916 ทดสอบด้วยวิธี paper disc diffusion ซึ่งใช้สารสกัดความเข้มข้น 
1000 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และใช้ยาปฏิชีวนะ gentamycin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ เป็น
ตัวควบคุมเชิงบวก และใช้สารละลาย DMSO : น้ า (1 : 1 โดยปริมาตร) เป็นตัวควบคุมเชิงลบพบว่า 
สารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายทุกชั้นมีฤทธิ์การยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียได้ โดยสารสกัดในตัวท าละลายชั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และบิวทา
นอล มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียมากกว่าชั้นน้ า โดยเฉพาะสารสกัด
จากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียดีที่สุด โดยสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ATCC 6633, B. 
cereus DMST 5040, M.  luteus ATCC 9341, S.  epidermidis ATCC 12228 และ  S.  aureus 
TISTR 1466 ซึ่ งมีค่า เส้นผ่านศูนย์กลางของบริ เวณวงใสเท่ากับ 15.27±0.56, 14.76±1.92, 
16.80±2.21, 15.51±2.17 และ 16.57±1.59 มิลลิเมตร ตามล าดับ โดยแสดงค่าเฉลี่ยของเส้นผ่าน

 

H2O2 250 µM        

H2O2 250 µM+ScE 25 µg/ml        

 H2O2 250 µM+ACB 100 µg/ml        

ACB 100 µg/ml        

ScE 25 µg/ml        

Control        

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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ศูนย์กลางบริเวณวงใสดังตารางที่ 4.4 โดยแสดงตัวอย่างการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย
ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมต่อเชื้อ B. subtilis ATCC 6633 ใช้สาร
สกัดความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อดิสก์ ในรูปที่ 4.6ก และ ข และเมื่อเปรียบเทียบค่าความ
แตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์พบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ด
และเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นต่างๆ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารสกัดในการศึกษาครั้งนี้กับงานวิจัยของ Priya et al. (2012) ที่
ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดหยาบเมทานอลที่สกัดจากเมล็ด
ของมะขามป้อม โดยใช้ความเข้มข้น 50-200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลที่
สกัดจากเมล็ดของมะขามป้อมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ด้วย
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสอยู่ในช่วง 12.50-21.00 มิลลิเมตร ซึ่งมีเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส
มากกว่าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในการศึกษาครั้งนี้ที่มีต่อเชื้อ S. 
aureus (เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสอยู่ในช่วง 7.17-16.30 มิลลิเมตร) และการศึกษาของ Dinesh 
et al. (2017) ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดหยาบเมทานอล
จากเมล็ดของมะขามป้อม โดยใช้ความเข้มข้น 50-100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่า สารสกัดหยาบเม-
ทานอลจากเมล็ดของมะขามป้อมมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย  B. subtilis (10.4-
14.9 มิลลิเมตร) และ S. aureus (12.4-14.2 มิลลิเมตร) ซึ่งมีเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสมากกว่า
สารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมในการศึกษาครั้งนี้ที่มีต่อเชื้อ B. subtilis (เส้น
ผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสอยู่ในช่วง 6.74-15.27 มิลลิเมตร) และ S. aureus (เส้นผ่านศูนย์กลาง
บริเวณวงใสอยู่ในช่วง 7.17-16.30 มิลลิเมตร)  ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นที่ใช้งานวิจัยและ
การศึกษาครั้งนี้พบว่า ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอในตัว
ท าละลายชั้นต่างๆ ที่ความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อดิสก์ (เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสอยู่ในช่วง 
6.34-16.30 มิลลิเมตร) มีเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสน้อยกว่าสารสกัดหยาบของเมทานอล อาจ
เนื่องมาจากการสกัดสารด้วยตัวท าละลายเมทานอลจะได้สารทั้งหมด ซึ่งเป็นการรวมตัวกันของสารทั้ง
ที่ไม่มีขั้วและมีขั้ว เมื่อท าการแยกตามขั้วโดยใช้ตัวท าละลายต่างชนิดกันอาจจะท าให้สารบางชนิดมี
ประสิทธิภาพในการท างานลดต่ าลง กล่าวคือ สารบางชนิดเมื่ออยู่ร่วมกันอาจจะมีประสิทธิภาพการ
ท างานไปในลักษณะทิศทางเดียวกัน (มีฤทธิ์หรือประสิทธิภาพส่งเสริมกัน) ท าให้ฤทธิ์การยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียสูง แต่เมื่อท าการแยกตามขั้วของสารอาจะท าให้ประสิทธิภาพของสาร
ลดลง (Kuete et al., 2011; Njeru et al., 2015) ด้วยเหตุนี้สารสกัดในการศึกษาครั้งนี้จึงมีฤทธิ์การ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียน้อยกว่าสารสกัดหยาบเมทานอลในงานวิจัยก่อนหน้านี้  

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของตัวท าละลายในการสกัดสาร 
ในการศึกษาครั้งนี้พบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียดีที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับ Anbuselvi and 
Jha (2015) ซึ่งศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของสารสกัดจากเมล็ดของมะขามป้อมต่อเชื้อ S. 
aureus ท าการสกัดสารด้วยตัวท าละลาย 4 ชนิด คือ เบนซีน เมทานอล เอทิลอะซิเตท และ
คลอโรฟอร์ม เมื่อทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียพบว่า สารสกัดจากเมล็ด
ของมะขามป้อมในตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. aureus ดี
ที่สุด ด้วยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 17.0 มิลลิเมตร จะเห็นได้ว่าตัวท าละลายชั้นเอทิลอะ
ซิเตทมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ S. aureus เช่นเดียวกับการศึกษาครั้งนี้ อาจจะเป็นไปได้ว่าตัว
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ท าละลายเอทิลอะซิเตทสามารถสกัดสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรีย (Tajkarimi et al., 2010) แต่อย่างไรก็ตามสารสกัดจากเมล็ดของมะขามป้อมใน
งานวิจัยที่ผ่านมาก็ยังมีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตต่อเชื้อ S. aureus น้อยกว่าสารสกัดของ
การศึกษาครั้งนี ้

นอกจากนี้แล้วเมื่อน าฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมเปรียบเทียบกับสารสกัดของพืชในสกุลเดียวกันกับมะขาม
ขามป้อมพบว่า สารสกัดของพืชในสกุลเดียวกันกับมะขามป้อม เช่น ลูกใต้ใบ มีฤทธิ์ยับยังการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนได้ (Mathur et al., 2012) และเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัด
จากเมล็ดของพืชชนิดอ่ืนพบว่า สารสกัดจากเมล็ดของพืชชนิดอ่ืนมีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรียน้อยกว่าสารสกัดในงานวิจัยนี้ ยกตัวอย่างเช่น ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย E. coli, B. 
subtilis และ S. aureus ของสารสกัดจากเมล็ดละมุด (Shanmugapriya et al., 2011) มีเพียงสาร
สกัดจากเมล็ดละมุดในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย E. coli และ B. 
subtilis  

ส าหรับการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือก
เมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมต่อเชื้อที่ก่อให้เกิดสิว P. acnes DMST 14916 ทดสอบด้วยวิธี 
agar well diffusion ใช้ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อหลุม และใช้ยาปฏิชีวนะ clindamycin 
ความเข้มข้น 1.25 ไมโครกรัมต่อหลุม เป็นตัวควบคุมเชิงบวก และใช้สารละลาย DMSO : น้ า (1 : 1 
โดยปริมาตร) เป็นตัวควบคุมเชิงลบพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมใน
ตัวท าละลายทุกชั้นมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes DMST 14916 โดยสาร
สกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นบิวทานอลมีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes DMST 14916 ดีที่สุด ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูน์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 
27.77±0.64 มิลลิเมตร รองลงมาคือ ชั้นเอทิลอะซิเตท มีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูน์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 
25.96±0.59 มิลลิเมตร ส่วนชั้นน้ ามีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูน์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 18.41±0.80 
มิลลิเมตร และเฮกเซนมีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูน์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 14.01±0.83 มิลลิเมตร และสาร
สกัดจากเอ็มบริโอของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอซิเตทมีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อ P. acnes DMST 14916 ดีที่สุด มีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส เท่ากับ 25.09±0.53 
มิลลิเมตร รองลงมาคือ ชั้นบิวทานอล มีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส เท่ากับ 21.00±0.84 
มิลลิเมตร ส่วนชั้นเฮกเซน มีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส เท่ากับ 9.93±0.45 มิลลิเมตร 
และชั้นน้ า มีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส เท่ากับ 9.63±0.91 มิลลิเมตร โดยแสดงลักษณะ
ของบริเวณวงใสของการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและ
เอ็มบริโอของมะขามป้อมต่อเชื้อ P. acnes DMST 14916 ใช้สารสกัดความเข้มข้น 500 ไมโครกรัม
ต่อหลุมในรูปที่ 4.7 โดยที่ ก และ ค คือ สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อม ส่วน ข และ ง คือ 
สารสกัดจากเอ็มบริโอของมะขามป้อม และเมื่อเปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์พบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมใน
ตัวท าละลายชั้นต่างๆ  มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงค่าเฉลี่ยของเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณวงใสดังตารางที่ 4.4 ซึ่งมีความสอดคล้องกับการทดลองก่อนหน้านี้ทีพ่บว่า เมล็ดฝิ่น
มีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes โดยใช้สารสกัดความเข้มข้น 2.5 
มิลลิกรัมต่อหลุมพบว่า สารสกัดหยาบจากเมล็ดฝิ่นในตัวท าละลายเอทานอล เอทานอลความเข้มข้น 
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50 เปอร์เซ็นต์ และน้ า มีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes วัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริ เวณวงใส ได้ เท่ ากับ 14±1.80, 13±1.70 และ  13±1.04 มิลลิ เมตร ตามล าดับ 
(Chaudhary et al., 2013) เช่นเดียวกับสารสกัดจากเมล็ดล าไยในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes ซึ่งวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสได้เท่ากับ 
13 มิลลิเมตร (Tseng et al., 2014) จากการเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว P. acnes ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมกับ
งานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมมีฤทธิ์การยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes มากกว่าสารสกัดจากเมล็ดพืชชนิดอื่น เนื่องจากในงานวิจัยนี้
ใช้สารสกัดความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อหลุม ก็สามารถท าให้เกิดบริเวณวงใสซึ่งยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. acnes มากกว่างานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ใช้สารสกัดความเข้มข้นถึง 2 
มิลลิกรัมต่อหลุม  
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ตารางท่ี 4.4 แสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสในการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อม 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษ a-e ที่แตกต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสจากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี DMRT อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ และ
ค่าเฉลี่ยในคอลัมน์เดียวกันมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
- คือ ไม่มีบริเวณวงใสเกิดขึ้น  
# ใช้ยาปฏิชีวนะเจนตรามัยซิน (Gentamycin) ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์   
*  ใช้ยาปฏิชีวนะคลินดามัยซิน (clindamycin) ความเข้มข้น 1.25 ไมโครกรัมต่อหลุม   

สารสกัด ตัวท าละลายในชั้นต่างๆ ค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส (มิลลิเมตร)±SD 
B. subtilis 
ATCC 6633 

B. cereus 
DMST 5040 

M. luteus 
ATCC 9341 

S.  epidermidis 
ATCC 12228 

S. aureus 
TISTR 1466 

P. acnes 
DMST 14916 

เปลือกเมล็ด เฮกเซน 7.83b±0.57 10.01c±1.66 8.76c±0.95 9.53c±0.53 11.25b±1.98  14.01e±0.83 
เอทิลอะซิเตท 15.27a±0.56 14.76a±1.92  16.57a±1.59  16.80a±2.21 15.51a±2.17 25.96b±0.59 

 บิวทานอล 12.47a±1.02  12.35b±1.22 13.5b9±1.05 14.25b±2.50  16.30a±2.40  27.77a±0.64 
 น้ า 7.22b±0.65  6.62d±0.35 7.04d±0.14  - 9.15c±0.80 18.41d±0.80 
เอ็มบริโอ เฮกเซน 6.77b±0.41 9.23b±1.05 7.34d±0.32  8.26c±0.83 7.17d±1.15 9.93f±0.45 

เอทิลอะซิเตท 14.22a±1.12 14.61a±1.00  16.19a±1.46  16.34a±2.62  16.25a±1.56  25.09b±0.53 
บิวทานอล 13.91a±1.39 11.73b±0.74 13.63b±0.89 13.42b±0.78 15.48a±0.79  21.00c±0.84 
น้ า 6.74b±0.33  6.76d±0.22  6.35d±0.22 - 10.95b±0.36  9.63a ±0.91 

ยาปฏิชีวนะ 23.53±0.54# 29.08±1.99# 23.16±1.24# 30.01±0.83# 29.47±0.93# 23.31±0.59* 
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รูปที่ 4.6 แสดงผลตัวอย่างการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกเมล็ด 
(ก) และเอ็มบริโอ (ข) ของมะขามป้อมต่อเชื้อ B. subtilis ATCC 6633 ใช้สารสกัดความ
เข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อดิสก์ : หมายเลข 1 คือสารสกัดในตัวท าละลายชั้นเฮกเซน 2 
คือ ชั้นเอทิลอะซิเตท 3 คือ ชั้นบิวทานอล 4 คือ ชั้นน้ า N คือ negative control และ P 
คือ positive control 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7 แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกเมล็ด (ก และ 

ค) และเอ็มบริโอ (ข และ ง) ของมะขามป้อมต่อเชื้อ P. acnes DMST 14916 ใช้สารสกัด
ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อหลุม : หมายเลข 1 คือสารสกัดในตัวท าละลายชั้นเฮกเซน 
2 คือ ชั้นเอทิลอะซิเตท 3 คือ ชั้นบิวทานอล 4 คือ ชั้นน้ า N คือ negative control และ P 
คือ positive control  
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4.3 ผลการแยกสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมด้วย
วิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
จากการทดสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์การ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมใน
ตัวท าละลายชั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท บิวทานอล และน้ าพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของ
มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระ และฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียดีที่สุด อีกท้ังยังมีฤทธิ์ในการปกป้อง
เซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันได้ ดังนั้นจึงน าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท า
ละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมาท าการหาระบบตัวท าละลาย (solvent system) ที่เหมาะสมด้วยวิธีทินเล-
เยอร์โครมาโทกราฟี (Thin layer chromatography: TLC) เพ่ือน าสารสกัดดังกล่าวไปใช้ในการแยก
สารให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) ต่อไป 

4.3.1 ผลการหาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อม
ในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท 
จากการหาระบบตัวท าละลายที่ เหมาะสม โดยน าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของ

มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทซึ่งมีขั้วปานกลางจนถึงขั้วสูง ซึ่งตัวท าละลายที่เหมาะสม
ควรเป็นตัวท าละลายที่มีขั้วปานกลางถึงขั้วสูง ได้แก่ สารละลายเอทิลอะซิเตท และเมทานอล การหา
ระบบตัวท าละลายนั้นจะเริ่มจากอัตราส่วนที่แตกต่างกัน โดยเริ่มต้นด้วยตัวท าละลายที่แตกต่างกัน 2 
ชนิด คือ เอทิลอะซิเตท : เมทานอล ในอัตราส่วน 50 : 50 เปอร์เซ็นต ์จากนั้นจึงค่อยเพ่ิมขั้วของตัวท า
ละลายด้วยเมทานอลครั้งละ 5 เปอร์เซ็นต์ เช่น เอทิลอะซิเตท : เมทานอล ในอัตราส่วน 45 : 55 
เปอร์เซ็นต์ หรือลดความมีขั้วของตัวท าละลายด้วยเอทิลอะซิเตทครั้งละ 5 เปอร์เซ็นต์ เช่น เอทิลอะซิ-
เตท : เมทานอล ในอัตราส่วน 55 : 45 เปอร์เซ็นต์ จนได้อัตราส่วนของระบบตัวท าละลายที่ท าให้แถบ
สารเกิดการแยกกันอย่างชัดเจน น าแผ่น TLC ที่ spot สารเรียบร้อยแล้วมาจุ่มลงในระบบตัวท า
ละลายที่เตรียมไว้ใน TLC tank เมื่อสารเคลื่อนที่ขึ้นมาถึง front line ของแผ่น TLC ให้น าแผ่น TLC 
มาท าการตรวจสอบด้วยการส่องภายใต้แสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร หากเกิด
การเรืองแสงของสารขึ้น โดยหากเกิดการเรืองแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร เป็นจุดสีด า
หรือม่วงด า แสดงว่าสารนั้นเป็นสารที่มีพันธะคู่ (double bond) (นลินภัสร์ และคณะ, 2554) แต่ไม่
สามารถระบุชนิดของสารได้ นอกจากนี้ถ้าสเปรย์ด้วยสารละลาย anisaldehyde reagent และให้
ความร้อน การปรากฏของแถบสารจะชัดเจนขึ้น ถ้าแถบสารที่ปรากฏบนแผ่น TLC แยกเป็นจุดชัดเจน 
แสดงว่า อัตราส่วนนั้นเป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมที่จะน ามาใช้เป็นระบบตัวท าละลายในการแยกสารให้
บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีต่อไปได ้  

จากการหาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมใน
ตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท คือ การลดความมีขั้วของระบบตัวท าละลายด้วยการเพ่ิมเอทิลอะซิเตท
ครั้งละ 5 เปอร์เซ็นต์ จนท าให้สารเกิดการแยกเป็นแถบชัดเจน ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้ระบบตัวท า
ละลายที่เหมาะสม คือ เอทิลอะซิเตท : เมทานอล ในอัตราส่วน 80 : 20 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงแสดงลักษณะ
สารที่ปรากฏบนแผ่น TLC ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท 
เมื่อส่องด้วยแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 รูปที่ 4.8ก และ 366 รูปที่ 4.8ข นาโนเมตร และเมื่อ
สเปรย์ด้วยสารละลาย anisaldehyde reagent รูปที่ 4.8ค  
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รูปที่ 4.8 ลักษณะของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทที่

ปรากฏบนแผ่น TLC โดยจุ่มลงในระบบตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท : เมทานอล ใน
อัตราส่วน 80 : 20 เปอร์เซ็นต์ และส่องด้วยแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 (ก) และ 366 
(ข) นาโนเมตร และเมื่อสเปรย์ด้วยสารละลาย anisaldehyde reagent (ค)   

   
จากรูปที่ 4.8 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้น

เอทิลอะซิเตท เมื่อน ามาแยกด้วยวิธี TLC โดยใช้ระบบตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท : เมทานอล ใน
อัตราส่วน 80 : 20 เปอร์เซ็นต์ เมื่อส่องด้วยแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตรพบว่า สาร
ปรากฏเป็นแถบยาวสีม่วงเข้ม 1 จุดใหญ่ และ 2 จุดเล็ก ในขณะที่เมื่อส่องด้วยแสง UV ที่ความยาว
คลื่น 366 นาโนเมตรพบว่า สารเกิดการเรืองแสงสีฟ้า 2 จุดเล็ก และเมื่อสเปรย์ด้วยสารละลาย 
anisaldehyde  reagent พบว่า การปรากฏของสารจะมีลักษณะเป็นแถบยาวสีน้ าตาล 1 จุดใหญ่ สี
เขียวปนน้ าตาล 1 จุดเล็ก และสีเขียวอ่อน 2 จุดเล็ก จากลักษณะของสารที่ปรากฏบนแผ่น TLC ที่
สเปรย์ด้วยสารละลาย anisaldehyde reagent สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท า
ละลายชั้นเอทิลอะซิเตทให้ผลบวกซึ่งมีสีน้ าตาล และสีเขียว อาจกล่าวได้ว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ด
ของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิ เตทมีสารส าคัญในกลุ่ม ฟีนอลิก (phenolic 
compounds) ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) สเตียรอยด์ (steroids) และเทอร์ปีนอยด์ (terpenoids) 
(ปราณ ีและวาสนา, 2549; ปนัดดา, 2552) โดยสารกลุ่มนี้ส่วนใหญ่เป็นสารที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ เช่น ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรีย เป็นต้น  
 

4.3.2 ผลการแยกสารให้บริสุทธิ์ดว้ยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
เมื่อได้อัตราส่วนของระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมแล้ว คือ เอทิลอะซิเตท : เมทานอล 

น าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมาท าการแยกให้บริสุทธิ์
ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี เริ่มจากบรรจุคอลัมน์ด้วยซิลิกาเจล โดยผสมซิลิกาเจลด้วยตัวท าละลาย
เอทิลอะซิเตท 100 เปอร์เซ็นต์จนมีลักษณะเป็น slurry ก่อนเพ่ือลดการเกิดปัญหาการเกิดฟองอากาศ 
และการรอยแตกภายในคอลัมน์แก้ว จากนั้นเริ่มใช้ตัวท าละลายเมทานอลซึ่งผสมกับเอทิลอะซิเตทชะ
สารออกจากคอลัมน์ โดยเพิ่มความเป็นขั้วของตัวท าละลายด้วยเมทานอลครั้งละ 5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้
ตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท : เมทานอล ในอัตราส่วน 95 : 5 ปริมาตร 400 มิลลิลิตร (เอทิลอะซิเตท 

 

ก ข ค 
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ปริมาตร 380 มิลลิลิตรผสมกับเมทานอล ปริมาตร 20 มิลลิลิตร) ชะสารออกจากคอลัมน์ในรอบแรก 
เมื่อสารละลายภายในคอลัมน์ใกล้หมด เปลี่ยนระบบตัวท าละลายเป็นเอทิลอะซิเตท : เมทานอล ใน
อัตราส่วน 90 : 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 400 มิลลิลิตร (เอทิลอะซิเตท ปริมาตร 360 มิลลิลิตรผสม
กับเมทานอล ปริมาตร 40 มิลลิลิตร) จากนั้นเพ่ิมความเป็นขั้วด้วยเมทานอลไปเรื่อยๆ จนถึงระบบ
ของตัวท าละลายใช้เมทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเก็บสารที่ชะออกจากคอลัมน์ใส่ในหลอดทดลอง 
และบันทึกระบบตัวท าละลายที่ใช้ในการแยกสาร น ามาตรวจสอบสารด้วยวิธี TLC โดยท าการรวมสาร
ที่ปรากฏบนแผ่น TLC (โดยใช้อัตราส่วนในระบบตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท : เมทานอล ในอัตราส่วน 
80 : 20 เปอร์เซ็นต์ตามข้อที่ 4.3.1) ที่เหมือนกันไว้ด้วยกัน น าสารสกัดส่วนย่อย (fraction) ที่ได้ไป
ระเหยตัวท าละลายออก และจดบันทึกน้ าหนักแห้งที่ได้ แสดงดังตารางที่ 4.5  

เมื่อน าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมาท า
การแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีจะได้สารออกมาเป็นสารสกัดส่วนย่อย โดย
เรียกว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate fraction; EF) ทั้งหมด 9 สารสกัดส่วนย่อย 
เมื่อน าสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ได้มาท าการชั่งน้ าหนักแห้งพบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิ-
เตทที่ 3 (EF3) มีน้ าหนักแห้งมากที่สุด มีปริมาณเท่ากับ 3.90 กรัม ส่วนสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิ-
เตทที่ 1 (EF1) มีน้ าหนักแห้งน้อยที่สุด เท่ากับ 0.06 กรัม แสดงดังตารางที่ 4.5 จากนั้นน าสารสกัด
ส่วนย่อย EF ทั้งหมดยกเว้นสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 1 เนื่องการตรวจสอบสารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตทที่ 1 ด้วยวิธี TLC พบว่า ไม่มีแถบของสารปรากฏบนขึ้นบนแผ่น TLC และสารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 1 ที่แยกได้มีน้ าหนักแห้งน้อยมาก ซึ่งไม่เพียงพอต่อการศึกษาฤทธิ์ทาง
ชีวภาพต่างๆ ดังนั้นจึงไม่น าสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 1 มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยเหลือ
เพียงสารสกัดส่วนย่อย 8 ส่วนย่อย คือ สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2-9 (EF2-EF9) มาศึกษา
ฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์การ
ปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน และฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียต่อไป  

 
ตารางท่ี 4.5 แสดงระบบตัวท าละลาย จ านวน และน้ าหนักแห้งของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่

แยกได้จากสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท
ด้วยวิธีคอลัมน์ โครมาโทกราฟี  

สารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตท 

หลอดที่ 
 

ระบบตัวท าละลาย* 
 

น้ าหนักแห้ง 
(กรัม) 

EF1 1-31 ตั้งแต ่E100% : M0% ถึง E95% : M5% 0.06 
EF2 32-50 ตั้งแต ่E90% : M10% ถึง E80% : M20% 0.95 
EF3 51-80 ตั้งแต ่E75% : M25% ถึง E70% : M30% 3.90 
EF4 81-90 ตั้งแต ่E65% : M35% ถึง E60% : M40% 0.62 
EF5 91-180 ตั้งแต ่E55% : M45% ถึง E50% : M45% 1.25 
EF6 181-210 ตั้งแต ่E45% : M55% ถึง E40% : M60% 0.30 
EF7 211-250 ตั้งแต ่E35% : M65% ถึง E30% : M70% 0.34 
EF8 251-290 ตั้งแต ่E25% : M75% ถึง E20% : M80% 0.46 
EF9 291-710 ตั้งแต ่E15% : M85% ถึง E0% : M100% 0.27 

หมายเหตุ : *ระบบตัวท าละลาย ก าหนดให้ E คือ เอทิลอะซิเตท และ M คือ เมทานอล 
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4.4 ผลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท 
4.4.1 ผลการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 

ผลการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท
ทั้งหมด 8 ส่วนย่อย ซึ่งเปรียบเทียบกับกราฟสารมาตรฐานกรดแกลลิก โดยใช้สมการ y=0.0085x, 
R2=0.9959 (แสดงรูปและวิธีการค านวณในภาคผนวก ก-1) พบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดอยู่ในช่วง 273.76 ถึง 546.17 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด 
โดยสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 (EF2) มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด ซึ่งมีค่า
เท่ากับ 546.17±7.38 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด ส่วนสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 9 
(EF9) มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดน้อยที่สุด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 273.76±6.90 มิลลิกรัมแกลลิก
ต่อกรัมสารสกัด และเมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญด้วยวิธี DMRT ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์พบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ แสดงข้อมูลดังตารางที่ 4.6  

เมื่อเปรียบเทียบแนวโน้มปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตท (EF) กับสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท 
(ScE) พบว่า ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท (273.76 ถึง 
546.17 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมสารสกัด) มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดมากกว่าสารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท (439.09±5.49 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัม
สารสกัด) โดยปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมีแนวโน้มลดลงตามระบบของตัวท าละลายที่ชะ
สารออกจากคอลัมน์ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดอาจจะเป็นสารระดับขั้ว
ปานกลาง ซึ่งอาจจะอยู่ระหว่างสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 1-2 (EF1-EF2) ซึ่งจากงานวิจัยของ 
Liu et al. (2008) ศึกษาปริมาณสารส าคัญของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิ เตทจากผลของ
มะขามป้อมซึ่งแยกให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี และน าสารสกัดส่วนย่อยที่ได้มาวิเคราะห์
หาสารส าคัญด้วยวิธี HPLC พบว่า สารส าคัญของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทเป็นสารส าคัญชนิด
เจรานิน (geranin) เคอร์ซิติน (quercetin) และคอริลาจิน (corilagin) และงานวิจัยของ Mishra and 
Mahanta (2014) ได้น าสารสกัดจากเปลือกเมล็ด และเมล็ดของมะขามป้อมมาศึกษาหาสารส าคัญ
พบว่า สารส าคัญของเปลือกเมล็ด และเมล็ดของมะขามป้อมส่วนใหญ่จะเป็นสารประกอบฟีนอกลิก 
เช่น กรดแกลลิก (gallic acid) นอกจากนี้ Mishra et al. (2015) น าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของ
มะขามป้อมซึ่งสกัดจากตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมาท าการแยกให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโท- 
กราฟี และน าสารสกัดส่วนย่อยมาวิเคราะห์หาสารส าคัญพบว่า สารส าคัญส่วนใหญ่ของสารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทนั้นจะมีขั้วระดับปานกลาง ซึ่งอาจเป็นสารประกอบจ าพวกโพลีฟีนอล เช่น กรด
แกลลิก คาทิชิน (catechin) กรดคาเฟอิก (caffeic acid) เคอร์ซิติน กรดคูมาริก (p-coumaric acid) 
กรดวานิลิก (vanillic acid) และคลอโรจินิก (chlorogenic acid) ซึ่งสารส าคัญเหล่านี้มีคุณสมบัติใน
การต่อต้านสารอนุมูลอิสระ  
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ตารางท่ี 4.6 แสดงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท 
สารสกัดส่วนย่อย 

เอทิลอะซิเตท 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

(มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด)±SD 
EF2 546.17a±7.38 
EF3 443.63b±8.69 
EF4 421.15c±3.77 
EF5 377.10e±5.38 
EF6 398.93d±3.93 
EF7 425.93c±3.86 
EF8 322.63f±5.89 
EF9 273.76g±6.90 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษ a-g ที่แตกต่างกันแสดงค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเฉลี่ยจากการ
วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี DMRT อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  

 
4.4.2 ผลการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ  

ผลการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตททั้งหมด 8 สาร
สกัดส่วนย่อยด้วยวิธี ABTS, DPPH และ FRAP ซึ่งการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 
จากการทดลองหาความเข้มข้นของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทพบว่า ช่วงระดับความเข้มข้นที่
เหมาะสมในการหาเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS อยู่ในช่วงระหว่าง 0-50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร แสดงดังรูปที่ 4.9 เมื่อค านวณค่า IC50 พบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทมีค่า IC50 อยู่
ในช่วงระหว่าง 8.90 ถึง 39.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 มีฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระ ABTS ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 8.90±0.47 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทท่ี 9 มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS น้อยที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 39.35±4.08 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเมื่อเปรียบเทียบค่า IC50 ของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 กับสาร
มาตรฐานกรดแอสคอบิก (IC50 เท่ากับ 34.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) พบว่า สารส่วนย่อยเอทิลอะซิ-
เตทที่ 2 มีค่า IC50 น้อยกว่าสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก ประมาณ 4 เท่า แสดงให้เห็นว่า สารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระดีกว่าสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก แสดงข้อมูล
ดังตารางที่ 4.7  

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS ระหว่างสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของ
มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท (IC50 เท่ากับ 31.53±0.36 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) กับ
สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท ถ้าพิจารณาผลการทดลองพบว่า โดยรวมสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิ-
เตท (IC50 อยู่ในช่วงระหว่าง 8.90 ถึง 35.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
ABTS ดีกว่าสารสกัดจากปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท จากการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS อาจจะอยู่ระหว่างสารขั้วปานกลาง กล่าวคือ อาจจะ
อยู่ในสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 1 และ 2 ซ่ึงใช้ท าการชะด้วยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท : เม-
ทานอล ในอัตราส่วน 100 : 0 ถึง 80 : 20 เปอร์เซ็นต์ โดยทั่วไปแล้วสารที่ชะออกจากคอลัมน์ด้วย
อัตราส่วนนี้มักจะมีขั้วปานกลาง ซึ่งสารขั้วปานกลางที่มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระอาจจะเป็นสาร
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ประเภทฟลาโวนอยด์  แอนโทไซยานิน (anthocyanin) เทอร์ปีนอยด์ และโพลีฟีนอล (Cowan, 
1999; Yu et al., 2009; Dehkharghanian et al., 2010; Widyawati et al. 2015)  

 

 
รูปที่ 4.9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS กับความเข้มข้น 

ของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
 

ส่วนการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทด้วยวิธี DPPH 
จากการทดลองหาความเข้มข้นของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทพบว่า ช่วงความเข้มข้นที่เหมาะสม
ในการหาเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH อยู่ในช่วงระหว่าง 0-150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
แสดงดังรูปที่ 4.10 เมื่อค านวณหาค่า IC50 พบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 มีฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH สูงที่สุด ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 49.34±0.93 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อพิจารณาค่า 
IC50 เทียบกับสารมาตรฐานโทรล๊อกซ์พบว่า มีค่า IC50 น้อยกว่าสารมาตรฐานโทรล๊อกซ์ (IC50 เท่ากับ 
63.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ดังนั้นสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
ดีกว่าสารมาตรฐานโทรล๊อกซ์ถึง 1.3 เท่า ส่วนสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่มีฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระ DPPH น้อยที่สุด โดยมีค่า IC50 สูงที่สุด ซึ่งมีค่ามากกว่า 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คือ สาร
สกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 9 แสดงข้อมูลดังตารางที่ 4.7 เมื่อเปรียบเทียบค่า IC50 ระหว่างสารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทกับสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท
พบว่า ค่า IC50 เพ่ิมขึ้นจากเดิม คือ 31.98±0.32 เป็น 49.34±0.93 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อาจ
เนื่องจากวิธี DPPH มีข้อจ ากัด คือ มีความคงตัวและไม่ไวต่อปฏิกิริยาต่อสารที่มีฤทธิ์แรงและโครงสร้าง
ขนาดใหญ่ ดังนั้นวิธีนี้จึงไม่สามารถวัดความไวในการจับกันของสารต้านอนุมูลอิสระได้ (โอภา และ
คณะ, 2550) แสดงให้เห็นว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่แยกได้จากวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี
อาจจะเป็นสารประกอบโพลีฟีนอลที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ค่อนข้างแรงและโครงสร้างขนาดใหญ่
ส่งผลให้อนุมูล DPPH เข้าไปท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างได้ช้าจึงท าให้ค่า IC50 มีการเปลี่ยนแปลงไป
จากเดิม  
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รูปที่ 4.10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH กับความเข้มข้น 
ของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  

 
ตารางท่ี 4.7 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษ a-e ที่แตกต่างกันแสดงฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระจากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี 
DMRT อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  
* ใช้กรดแอสคอบิกเป็นสารมาตรฐาน และ # ใช้โทรล๊อกซ์เป็นสารมาตรฐาน 
 

 
 
 
 
 

สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)±SD 
ABTS DPPH 

EF2 8.90a±0.47 49.34a±0.93 
EF3 23.82b±1.89 65.75b±6.01 
EF4 24.03b±0.36 84.75c±1.78 
EF5 29.67bc±4.75 107.36d±2.63 
EF6 28.68c±0.73  106.93d±4.78  
EF7 26.22c±0.93 107.27d±1.09 
EF8 30.07c±0.89 124.56e±7.11 
EF9 39.35d±4.08 >150 
สารมาตรฐาน 34.35* 63.69# 
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ส าหรับการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP จากการทดลองหาความเข้มข้น
ของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทระหว่าง 0-250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่า ความเข้มข้นที่
เหมาะสมที่ใช้ในการหาความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ เป็น Fe2+-TPTZ ของสารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท คือ 62.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเทียบกับกราฟของสารมาตรฐานกรด
แอสคอบิก (y=0.0152x, R2=0.9940) แสดงรูปและวิธีการค านวณในภาคผนวกที่ ก-4 ซึ่งแสดงใน
หน่วยมิลลิกรัมแอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด (mgAAE/g extract) พบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิ-
เตทที่ 2 มีความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ สูงที่สุด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 205.33±9.09 มิลลิกรัม
แอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด ในขณะที่สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 9 มีความสามารถในการรีดิวซ์ 
Fe3+-TPTZ ต่ าที่สุด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 78.96±7.69 มิลลิกรัมแอสคอบิกต่อกรัมสารสกัด แสดงดังรูปที่ 
4.11  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.11 กราฟแสดงความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ เป็น Fe2+-TPTZ ของสารสกัดส่วนย่อย

เอทิลอะซิเตท  
หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษ a-d ที่แตกต่างกันแสดงถึงฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระซึ่งได้จากการ 

 วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี DMRT แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95  
 เปอร์เซ็นต์  

 
เมื่อพิจารณาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระทั้ง 3 วิธีพบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 

มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระทั้ง 3 อนุมูล (ABTS, DPPH และFRAP) ดีที่สุด และเมื่อหาความสัมพันธ์
ระหว่างปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดกับฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระพบว่า มีความสอดคล้องกัน 
กล่าวคือ สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด ดังนั้นจึง
ส่งผลให้มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงเช่นกัน เมื่อสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 มีฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระสูงที่สุด ดังนั้นจึงเลือกสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 มาท าการศึกษาฤทธิ์การ
ปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันต่อไป 
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4.4.3 ผลการศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน 
การศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของสารสกัดส่วนย่อย

เอทิลอะซิเตท และวัดเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT ในงานวิจัยนี้เลือกสารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 เนื่องจากมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดมาใช้ในการศึกษา โดยศึกษา
เซลล์ทั้งหมด 2 ชนิด ได้แก่ เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด 
RAW 264.7 จากการศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของสารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท ใช้ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ดังนั้นในการศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของสารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตทที่ 2 จึงเลือกใช้ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของ
สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทและสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้น
เอทิลอะซิเตทในการปกปอ้งเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน  

เมื่อเหนี่ยวน าให้เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันด้วย
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ (ชุดควบคุมเชิงบวก) เป็นเวลา 
20 ชั่วโมงพบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 62.75±1.32 
เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกันระหว่างสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 ที่ความเข้มข้น 
25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ 
(สภาวะการทดลอง) เป็นเวลา 20 ชั่วโมงพบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตเท่ากับ 100.24±3.84 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ชุด
ควบคุมเชิงบวกกับสภาวะการทดลองพบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตเพ่ิมขึ้นประมาณ 38 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกันระหว่างสารมาตรฐานกรด
แอสคอบิกที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความ
เข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ (ชุดควบคุมมาตรฐาน) เป็นเวลา 20 ชั่วโมงพบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของ
หนชูนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 101.69±6.45 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตของเซลล์สภาวะการทดลองกับชุดควบคุมมาตรฐานพบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนู
ชนิด L929 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเทียบเท่าชุดควบคุมมาตรฐาน แสดงดังรูปที่ 4.12 

เมื่อเหนี่ยวน าให้เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชัน
ด้วยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ (ชุดควบคุมเชิงบวก) เป็น
เวลา 20 ชั่วโมงพบว่า เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 
66.64±3.07 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกันระหว่างสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 
ที่ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 
ไมโครโมลาร์ (สภาวะการทดลอง) เป็นเวลา 20 ชั่วโมงพบว่า เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW- 
264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 74.19±1.81 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิตของเซลล์ชุดควบคุมเชิงบวกกับสภาวะการทดลองพบว่า เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW-
264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น ประมาณ 8 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการบ่มเซลล์ร่วมกัน
ระหว่างสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์ (ชุดควบคุมมาตรฐาน) เป็นเวลา 20 ชั่วโมง
พบว่า เซลล์ แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 64.61±8.10 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์สภาวะการทดลองกับชุดควบคุมมาตรฐาน

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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พบว่า เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตมากกว่าชุดควบคุม
มาตรฐาน แสดงดังรูปที่ 4.12 

จากการศึกษาฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันของสารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตทที่ 2 แสดงให้เห็นว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 มีประสิทธิภาพในการปกป้อง
เซลล์ทั้งสองชนิดจากสภาวะเครียดออกซิเดชันได้ โดยทั้งเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และ
เซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้นประมาณ 38 และ 8 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมใน
ตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทกับสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 พบว่า สารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตทที่ 2 มีฤทธิ์ช่วยส่งเสริมให้เซลล์ทั้งสองชนิดมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตมากกว่าสารสกัด
จากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท  

จากการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระทั้ง 3 วิธี (ABTS, DPPH และ FRAP) พบว่า สาร
สกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 อาจจะเป็นสารที่มีขั้วระดับขั้วปานกลาง ดังนั้นสารกลุ่มนี้มีแนวโน้ม
เป็นสารประเภทฟลาโวนอยด์ แอนโทไซยานิน เทอร์ปีนอยด์ และโพลีฟีนอล ซึ่งจากงานวิจัยเกี่ยวกับ
สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ หรือโพลีฟีนอลที่ช่วยปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันได้ เช่น สาร
เควอซิทินโดยเป็นสารประเภทฟลาโวนอยด์จาก  Echinophora cinerea มาศึกษาฤทธิ์การปกป้อง
เซลล์เนื้อเยื่อหมวกไตของหนูชนิด PC12 จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน โดยเมื่อบ่มสารเควอซิทินที่
ความเข้มข้น 3-25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์พบว่า เซลล์
เนื้อเยื่อหมวกไตของหนูชนิด PC12 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้นจาก 45.94 เปอร์เซ็นต์ เป็น 50-
75 เปอร์เซ็นต์ (Shokoohinia et al., 2017) และสารแอนโทรไซยานินซึ่งเป็นสารจ าพวกโพลีฟีนอล
จาก Aronia melanocarpa ที่สามารถปกป้องเซลล์ตับอ่อนของหนูชนิด βTC3 จากสภาวะเครียด
ออกซิเดชัน เมื่อท าการบ่มสารแอนโทรไซยานินที่ความเข้มข้น 1-10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับ
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์พบว่า เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้นจาก 45 เปอร์เซ็นต์ 
เป็น 70-100 เปอร์เซ็นต์ (Rugina et al., 2015) เช่นเดียวกับสารสกัดส่วนย่อยเอทิละอะซิเตทที่ 2 ที่
ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ช่วยส่งเสริมและมีประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน
ได้ ซึ่งท าให้เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW264.7 มี
เปอรเ์ซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมข้ึนประมาณ 38 และ 8 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  
  

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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รูปที่ 4.12 กราฟแสดงเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์

แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 ซึ่งเปรียบเทียบเซลล์หลุมควบคุม (Control)        
     กับเซลล์ที่บ่มร่วมกับสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 (EF2) ความเข้มข้น 25 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร    สารมาตรฐานกรดแอสคอบิก (ACB) ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร    สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 250 ไมโคร-
โมลาร์    สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์กับสารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร    สารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์กับสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก 
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร    เป็นเวลา 20 ชั่วโมง และวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT 

 
4.4.4 ผลการศึกษาฤทธิ์การยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 

การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดส่วนย่อย      
เอทิลอะซิเตทต่อเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 6 สายพันธุ์ ได้แก่ B. subtilis ATCC 6633, B. cereus DMST 
5040, M.  luteus ATCC 9341, S.  epidermidis ATCC 12228, S.  aureus TISTR 1466 และ P. 
acnes DMST 14916 โดยเชื้อแบคทีเรีย 5 สายพันธุ์ ยกเว้นเชื้อ P. acnes DMST 14916 ทดสอบ
ด้วยวิธี paper disc diffusion ใช้สารสกัดความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และใช้ยาปฏิชีวนะ
gentamycin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ เป็นตัวควบคุมเชิงบวก และใช้สารละลาย DMSO : 
น้ า (1 : 1 โดยปริมาตร) เป็นตัวควบคุมเชิงลบพบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตททุกสารสกัด
ส่วนย่อยมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 สายพันธุ์ โดยพบว่า สารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 3 (EF3) มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตต่อเชื้อ M. luteus ATCC 9341, 
S. epidermidis ATCC 12228 และ S. aureus TISTR 1466 ได้ดีที่สุด ซึ่งวัดเส้นผ่านศูนย์กลาง
บริเวณวงใสเท่ากับ 16.05±1.15, 8.52±1.24 และ 12.79±0.67 มิลลิเมตร ตามล าดับ  

ในขณะที่สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที ่4 (EF4) มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตต่อ
เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ATCC 6633 และ B. cereus DMST 5040 ได้ดีที่สุด ซึ่งวัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณวงใสเท่ากับ 12.30±0.90 และ 13.89±0.71 มิลลิเมตร ตามล าดับ แสดงดังตารางที่ 
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H2O2 250 µM+EF2 25 µg/ml        

H2O2 250 µM+ACB 100 µg/ml        

EF2 25 µg/ml        

Control        

ACB 100 µg/ml        
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4.8 โดยแสดงตัวอย่างการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท
ต่อเชื้อ B. subtilis ATCC 6633 ใช้สารสกัดความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อดิสกใ์นรูปที่ 4.13  

จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าแนวโน้มของฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรียอยู่ระหว่างสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 3 ถึง 5 (EF3-EF5) ซึ่งถ้าพิจารณาระบบตัวท า
ละลายที่ชะสารออกจากคอลัมน์แล้วพบว่า เป็นระบบตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท : เมทานอล ใน
อัตราส่วน 75 : 25 ถึง 50 : 50 เปอร์เซ็นต์ มีแนวโน้มเป็นสารที่มีขั้วค่อนข้างสูง เช่น น้ าตาล (sugar) 
กรดอะมิโน (amino acid) ไกลโคไซด์ (glycoside compounds) และอัลคาลอยด์  (alkaloid) 
(Houghton and Raman, 1998) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Jasim et al. (2015) ที่สกัดสารอัลคา-
ลอยด์จากใบของมะแว้งนก (Solanum nigrum) จากนั้นวิเคราะห์หาสารส าคัญด้วยวิธี  gas 
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) และศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรีย S. aureus พบว่า สารอัลคาลอยด์สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย S. 
aureus ได้ ซึ่งวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสได้เท่ากับ 6.90±0.61 มิลลิเมตร (ดิสก์มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเท่ากับ 5 มิลลิเมตร) เช่นเดียวกันกับรายงานวิจัยของ Tseng et al. (2014) ได้กล่าวว่าสาร
สกัดจากเมล็ดล าไยที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียส่วนใหญ่จะเป็นสาร bioactive compound เช่น 
เอทิลแกลเลท กรดแกลลิก กรดแอลลาจิก และกรดคลอริลาจิน เป็นต้น  

ส าหรับการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตทต่อเชื้อที่ก่อให้เกิดสิว P. acnes DMST 14916 ทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion 
ใช้ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อหลุม ใช้ยาปฏิชีวนะ clindamycin ความเข้มข้น 1.25 ไมโครกรัม
ต่อหลุม เป็นตัวควบคุมเชิงบวก และใช้สารละลาย DMSO : น้ า (1 : 1 โดยปริมาตร) เป็นตัวควบคุม
เชิงลบพบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ P. acnes 
DMST 14916 ได้ทุกสารสกัดส่วนย่อย โดยเฉพาะสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 4 มีฤทธิ์การ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ P. acnes DMST 14916 ได้ดีที่สุด ซึ่งวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวง
ใสได้เท่ากับ 26.41±1.99 มิลลิเมตร ซึ่งแสดงค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสดังตารางที่ 
4.8 แสดงลักษณะของบริเวณวงใสของการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทต่อเชื้อ P. acnes DMST 14916 ใช้สารสกัดความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อ
หลุมในรูปที่ 4.14 และจากผลการทดลองพบว่า ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ P. acnes 
DMST 14916 เพ่ิมขึ้นจากสารส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2-4 (EF2-EF4) ซึ่งส่วนใหญ่อาจจะมาจาก
สารส าคัญที่มีความเป็นขั้วระดับปานกลาง โดยสารที่มีขั้วปานกลางถึงขั้วสูงนั้นอาจจะมีน้ าหนักและ
มวลโมเลกุลทีต่่ า ท าให้สารมีการแพร่กระจายตัวของได้ดี (Yu et al., 2009) ดังนั้นอาจมีผลท าให้ฤทธิ์
การยับยั้งการเจริญเติบโตต่อเชื้อ P. acnes DMST 14916 ได้ดี  
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ตารางท่ี 4.8 แสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสในการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท 
สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท ค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส (มิลลิเมตร)±SD 
 B. subtilis 

ATCC 6633 
B. cereus  
DMST 5040 

M. luteus  
ATCC 9341  

S. epidermidis 
ATCC 12228 

S. aureus  
TISTR 1466 

P. acnes 
DMST 14916 

EF2 7.52d±0.45 7.42h±0.44 16.07a±0.58 6.56c±0.26 9.42e±0.25 7.47f±0.72 
EF3 12.27a±0.44 12.10bc±0.90 16.05a±1.15 8.52a±1.24 12.79a±0.67 21.55cd±0.43 
EF4 12.30a±0.90 13.89a±0.71 15.17ab±1.00 8.06 ab±0.21 12.09a±0.33 26.41a±1.99 
EF5 11.57a±1.14 12.83ab±0.89 14.92c±0.36 7.44bc±0.85 11.01b±0.54 23.15bc±1.06 
EF6 10.26b±0.32 11.19cd±1.44 12.16d±0.34 6.59c±0.38 10.73bc±0.84 23.21bc±0.94 
EF7 7.90d±0.46 10.27de±0.86 9.81e±0.37 6.54c±0.22 9.73de±0.73 24.62ab±2.24 
EF8 8.62cd±1.30 9.58ef±0.57 12.69d±0.57 6.88c±0.37 9.16e±0.61 20.79c±0.73 
EF9 9.25bc±0.90 8.55gh±1.30 12.14d±0.69 6.82c±0.42 9.31e±1.19 18.05e±0.79 
ยาปฏิชีวนะ 24.79±0.50# 27.95±1.26# 29.52±1.64# 27.91±0.66# 24.85±1.20# 26.23±1.66* 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษ a-h ที่แตกต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสจากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี DMRT อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ และ
ค่าเฉลี่ยในคอลัมน์เดียวกันมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
# ใช้ยาปฏิชีวนะเจนตรามัยซิน ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์  
* ใช้ยาปฏิชีวนะคลินดามัยซิน ความเข้มข้น 1.25 ไมโครกรัมต่อหลุม   
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รูปที่ 4.13 แสดงผลตัวอย่างการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดส่วนย่อย

เอทิลอะซิเตทต่อเชื้อ B. subtilis ATCC 6633 โดยใช้ความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อ
ดิสก์ : ตัวอักษร A แทนสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทท่ี 2 (EF2), B คือ EF3, C คือ EF4, 
D คือ EF5, E คือ EF6, F คือ EF7, G คือ EF8, H คือ EF9, N คือ negative control และ 
P คือ positive control  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.14 แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตท

ต่อเชื้อ P. acnes DMST 14916 โดยใช้สารสกัดความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อหลุม : 
ตัวอักษร A คือสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 (EF2), B คือ EF3, C คือ EF4, D คือ 
EF5, E คือ EF6, F คือ EF7, G คือ EF8, H คือ EF9, N คือ negative control และ P 
คือ positive control  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย  

น าสารสกัดหยาบเมทานอลจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อมมาสกัดด้วยวิธี liquid-
liquid extraction โดยใช้ตัวท าละลาย 4 ชนิด คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท บิวทานอล และน้ า เมื่อ
น ามาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดพบว่า สารสกัดจากเปลือก
เมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมากที่สุด 
เมื่อศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระทั้ง 3 วิธี คือ ABTS, DPPH และ FRAP พบว่า สารสกัดจากเปลือก
เมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดทั้ง 3 วิธี และ
ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทในการ
ปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท า
ละลายชั้นเอทิลอะซิเตทที่ระดับความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการปกป้อง
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 จากสภาวะ
เครียดออกซิเดชันจากการเหนี่ยวน าจากสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ระดับความเข้มข้น 250 
ไมโครโมลาร์ได้ โดยทั้งเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด 
RAW 264.7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น ประมาณ 18 และ 5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ นอกจากนี้
สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทยังมีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญ เติบ โตของเชื้ อแบคที เ รีย  ได้ แก่  B.  subtilis ATCC 6633, B.  cereus DMST 5040, S. 
epidermidis ATCC 12228, S. aureus TISTR 1466 และ M. luteus ATCC 9341 ได้ ในขณะที่
สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นบิวทานอลมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อ P. acnes DMST 14916 ได้ดีที่สุด จากการทดลองพบว่า สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของ
มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตทมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระ ฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน และฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อแบคทีเรียดีที่สุด ดังนั้นจึงน าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมในตัวท าละลายชั้น
เอทิลอะซิเตทมาท าการแยกให้บริสุทธิ์วิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี สามารถแยกเป็นสารสกัดส่วนย่อย
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate fraction; EF) ได้ทั้งหมด 9 สารสกัดส่วนย่อย เมื่อน าสารสกัด
ส่วนย่อยเอทิลอะซิเตททั้งหมด ยกเว้นสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 1 (EF1) มาศึกษาฤทธิ์ทาง
ชีวภาพอีกครั้งพบว่า สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 2 (EF2) มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระทั้ง 3 วิธี คือ ABTS, DPPH และ FRAP ดีที่สุด และยังมีประสิทธิภาพใน
การช่วยปกป้องเซลล์เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนูชนิด L929 และเซลล์แมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 
264.7 จากสภาวะเครียดออกซิเดชันได้ ในขณะที่สารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 3 (EF3) มีฤทธิ์
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย M. luteus ATCC 9341, S. epidermidis ATCC 12228 
และ S. aureus TISTR 1466 ดีที่สุด ส่วนสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทที่ 4 (EF4) มีฤทธิ์การยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ATCC 6633, B. cereus DMST 5040 และ P. acnes 
DMST 14916 ดีที่สุด จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า EF2 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด และยังมีฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันได้ ส่วน 
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EF4 มีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียดีที่สุด ดังนั้นจึงมีความสนใจที่จะน า EF2 และ 
EF4 ไปศึกษาองค์ประกอบของสารส าคัญ และพัฒนาต่อไปเป็นผลิตภัณฑ์ทางยา เช่น ผลิตภัณฑ์ยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของการเกิดสิว หรือผลิตภัณฑ์อาหารเสริมช่วยในชะลอความชราภาพ เป็น
ต้น 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ  

งานวิจัยฉบับนี้เป็นเพียงการทดสอบเบื้องต้นในระดับห้องปฏิบัติการซึ่งศึกษาเกี่ยวกับการหาสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชัน 
และฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียเท่านั้น ซึ่งจากการทดลองพบว่า สารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดมะขามป้อมมีฤทธิ์ดังกล่าวทั้งหมดดีที่สุด หากจะน าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของ
มะขามป้อมในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท หรือสารสกัดส่วนย่อยเอทิลอะซิเตทไปต่อยอด ควร
ศึกษาเกี่ยวกับการหาองค์ประกอบทางเคมีและสูตรโครงสร้างของสารส าคัญที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ หรือ
หากจะพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ทางยาควรศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ เพ่ิมเติม เช่น ฤทธิ์การต้านการ
อักเสบ ฤทธิ์การระคายเคืองต่อผิวหนัง หรือฤทธิ์การสมานแผล เป็นต้น 
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ความเข้มข้นสารมาตรฐานกรดแกลลิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

การค านวณเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดและเอ็มบริโอของมะขามป้อม 
1. การค านวณเกี่ยวกับปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด  

การสร้างกราฟมาตรฐานกรดแกลลิกจากค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร 
ของสารมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังตารางภาคผนวกที่ 1 ที่วิเคราะห์ด้วยวิธี Folin-
ciocalteu ได้กราฟมาตรฐานกรดแกลลิกดังรูปภาคผนวกท่ี 1   
 
ตารางภาคผนวกที่ 1 สารมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความเข้มข้นต่างๆ และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมด   

ความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแกลลิก 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสง 
ทีค่วามยาวคลื่น 765 นาโนเมตร±SD 

25 0.24±0.00 
50 0.46±0.01 
75 0.66±0.01 
100 0.86±0.01 
125 1.05±0.01 
150 1.26±0.02 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐานกรดแกลลิกส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ทั้งหมด 
 
 จากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก (รูปภาคผนวกท่ี 1) ได้สมการสารมาตรฐานดังนี้  

y = 0.0085x 
โดย y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร  
     x คือ ความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
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ตัวอย่างการค านวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด  
 สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อม ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น ามา
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดด้วยวิธี Folin-ciocalteu วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.552  
 หาค่า x จากสมการ                             x = y/0.0085 
 จากแทนค่า y ในสมการ                        x = 0.552/0.0085 
                                                      x = 64.94 µgGAE/ml 
 น าค่า x ที่ได้หารด้วยความเข้มข้นของสารสกัดที่น ามาทดสอบซึ่งในตัวอย่างนี้ใช้สารสกัด
ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าที่ได้จะอยู่ในหน่วย µgGAE/g extract จากนั้นคูณด้วย 
1000 เพ่ือเปลี่ยนหน่วยให้เป็น 129.38 mgGAE/g extract  
 ดังนั้นสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากับ 
129.88 mgGAE/g extract ท าเช่นนี้ในแต่ละซ้ า แล้วน าค่ามาค านวณค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน และสารสกัดตัวอย่างอ่ืนๆ ก็ค านวณเช่นเดียวกัน 
 

2. การค านวณฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 
การสร้างกราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิกจากค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโน-

เมตรของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังตารางภาคผนวกที่ 2 ที่วิเคราะหด์้วยวิธี 
ABTS ได้กราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิก แสดงดังรูปภาคผนวกท่ี 2   

 
ตารางภาคผนวกที่ 2 สารมาตรฐานกรดแอสคอบิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ และเปอร์เซ็นต์ฤทธิ์การต้าน 

                            อนุมูลอิสระ ABTS  
ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 

กรดแอสคอบิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ 

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS±SD 
10 14.68±0.55 
20 29.65±0.83 
30 42.17±0.90 
40 58.54±1.27 
50 73.18±0.80 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้
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รูปภาคผนวกที่ 2 กราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิกส าหรับการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS 
 
จากกราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิก (รูปภาคผนวกท่ี 2) ได้สมการสารมาตรฐานดังนี้  

y = 1.4555x 
โดย y คือ เปอร์เซ็นต์ฤทธิ์การต้านอุมูลอิสระ ABTS  
      x คือ ความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
 
ตัวอย่างการค านวณฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS 
 สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมความเข้มข้น 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น ามา
วิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ค านวณเปอร์เซ็นต์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS 
เฉลี่ยเท่ากับ 41.26  
 เมื่อค านวณหาค่า IC50 ของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ได้จากสมการของสารมาตรฐาน
กรดแอสคอบิก โดยแทนค่า y เท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์  
 แทนค่า y ในสมการ                        x = 50/1.4555 
                                                 x = 34.35 µg/ml 
 ค่า IC50 ของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ได้จากการค านวณเท่ากับ 34.35 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส่วนค่า IC50 ของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ได้จากโปรแกรม GraphPad Prism 5.0 
เท่ากับ 34.94 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า มีค่าไม่แตกต่างกันมาก ซึ่งในบทที่ 4 ได้รายงานค่า IC50 

ของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกซึ่งค านวณได้จากโปรแกรม GraphPad Prism 5.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 1.4555x
R² = 0.9987

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

80.00

0 10 20 30 40 50 60

เป
อร์

เซ
็นต

์ฤท
ธิ์ก

าร
ต้า

นอ
นุม

ูลอ
ิสร

ะ 
AB

TS

ความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้
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3. การค านวณฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
การสร้างกราฟมาตรฐานโทรล็อกซ์จากค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 

ของสารมาตรฐานโทรล็อกซ์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังตารางภาคผนวกท่ี 3 ที่วิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH ได้
กราฟมาตรฐานโทรล็อกซ์ ดังรูปภาคผนวกท่ี 3  
 
ตารางภาคผนวกที่ 3 สารมาตรฐานโทรล็อกซ์ที่ความเข้มข้นต่างๆ และเปอร์เซ็นต์ฤทธิ์การต้านอนุมูล

อิสระ DPPH  
ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 

โทรล็อกซ์ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ฤทธิ์ 

การต้านอนุมูลอิสระ DPPH±SD 
10 6.96±0.78 
20 16.22±1.13 
30 23.87±1.00 
40 32.77±0.88 
50 40.37±0.85 
60 48.40±0.97 
70 52.12±0.98 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 3 กราฟมาตรฐานโทรล็อกซ์ส าหรับการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
 
 จากกราฟมาตรฐานโทรล็อกซ์ (รูปภาคผนวกท่ี ก-3) ได้สมการสารมาตรฐานดังนี้  

y = 0.7851x 
โดย y คือ เปอร์เซ็นต์ฤทธิ์การต้านอุมูลอิสระ DPPH 
      x คือ ความเข้มข้นของสารมาตรฐานโทรล็อกซ์ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
 
 
 

y = 0.7851x
R² = 0.9917
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ความเข้มข้นของสารมาตรฐานโทรล็อกซ์ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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ตัวอย่างการค านวณฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
 สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมความเข้มข้น 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น ามา
วิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และค านวณเปอร์เซ็นต์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH เฉลี่ยเท่ากับ 15.93 
 เมื่อค านวณหาค่า IC50 ของสารมาตรฐานโทรล็อกซ์ที่ได้จากสมการของสารมาตรฐานดังกล่าว 
โดยแทนค่า y เท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์  
 แทนค่า y ในสมการ                    x = 50/0.7851 
                                             x = 63.69 µg/ml 
 ค่า IC50 ของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ได้จากการค านวณเท่ากับ 63.69 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส่วนค่า IC50 ของสารมาตรฐานกรดอสคอบิกที่ได้จากโปรแกรม GraphPad Prism 5.0 
เท่ากับ 63.30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า มีค่าไม่แตกต่างกันมาก ซึ่งในบทที่ 4 ได้รายงานค่า IC50 

ของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกซึ่งค านวณได้จากโปรแกรม GraphPad Prism 5.0 
 

4. การค านวณฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP  
การสร้างกราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิกจากค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโน-

เมตร ของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังตารางภาคผนวกที่ 4 ที่วิเคราะห์ด้วย
วิธี FRAP ได้กราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิกดังรูปภาคผนวกที่ 4   
 
ตารางภาคผนวกที่ 4 สารมาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ความเข้มข้นต่างๆ และค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร ส าหรับการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระ FARP  

ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
กรดแอสคอบิก (ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงท่ี 
ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร±SD 

20 0.34±0.01 
40 0.65±0.02 
60 0.91±0.02 
80 1.23±0.03 
100 1.48±0.04 

 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้
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รูปภาคผนวกที่ 4 กราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิกส าหรับการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ FRAP 
 
 จากกราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิก (รูปภาคผนวกท่ี 4) ได้สมการสารมาตรฐานดังนี้  

y = 0.0152x 
โดย y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร  
      x คือ ความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 
ตัวอย่างการค านวณฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ FRAP  
 สารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น ามา
วิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ตามวิธี FRAP วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโน-
เมตร ได้เท่ากับ 0.745 

หาค่า x จากสมการ                             x = y/0.0152 
 จากแทนค่า y ในสมการ                        x = 0.745/0.0152 
                                                               x = 49.01 µgAAE/ml 
 น าค่า x ที่ได้หารด้วยความเข้มข้นของสารสกัดที่น ามาทดสอบซึ่งในตัวอย่างนี้ใช้สารสกัด
ความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าที่ได้จะอยู่ในหน่วย µgAAE/g extract จากนั้นคูณด้วย 
1000 เพ่ือเปลี่ยนหน่วยให้เป็น mgAAE/g extract  
 ดังนั้นสารสกัดจากเปลือกเมล็ดของมะขามป้อมมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 196.04 
mgAAE/g extract ท าเช่นนี้ในแต่ละซ้ า แล้วน าค่ามาค านวณค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
และสารสกัดตัวอย่างอ่ืนๆ ก็ค านวณเช่นเดียวกัน 
  
 
 
 
 

y = 0.0152x
R² = 0.994

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

1.40

1.60

0 20 40 60 80 100 120

ค่า
กา

รด
ูดก

ลืน
คล

ื่นแ
สง

ที่ 
59

3 
นา

โน
เม

ตร

ความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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Abstract The research evaluated the bioactivities of seed coat and embryo extracts from Indian 

gooseberry (Phyllanthus emblica Linn). The crude methanolic extract was further successively 

extracted with hexane, ethyl acetate, n-butanol and water by liquid-liquid partitioning method. 

The total phenolic content (TPC) in each solvent-extracted fraction was determined by Folin-

Ciocateu method. The ethyl acetate seed coat extract possessed the highest TPC with values of 

439.09±5.49 milligrams gallic acid equivalent (mgGAE)/g extract. The antioxidant activity of 

each extract was examined using ferric-reducing antioxidant power (FRAP) and 2, 2′-azinobis-

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS
•+

) assay. The ethyl acetate seed coat extract 

revealed 50% inhibitory concentration (IC50 value) at a concentration of 31.53±0.36 

microgram/milliliter (µg/ml) and ferric-reducing antioxidant power with 751.92±5.22 

milligrams ascorbic acid equivalent (mgAAE)/g extract. The antibacterial activity of each 

extract was performed using disc diffusion method. The ethyl acetate seed coat extract 

demonstrated the greatest bacterial inhibition against Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus 

cereus DMST 5040, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus TISTR 

1466, and Micrococcus luteus ATCC 9341. These results suggested that the seed coat extracted 

with ethyl acetate could be served as a natural source of the bioactive compounds and used in 

the preparations of products such as drugs, anti-aging supplements, and cosmetics.  

 

Keywords: Bioactivity, Indian gooseberry, Phyllanthus emblica, Seed coat and Embryo 

 

Introduction 

 

Phyllanthus emblica Linn., commonly found in Indian gooseberry or 

makham pom in Thailand, belongs to the family Euphorbiaceae. The Indian 

gooseberry is widely grown in South-East Asia, especially in tropical forests 

(Dinesh et al., 2016). The fruits are generally used in herbal medicine as fever 

reducer, wound healing promoter, cough and sore throat reliever, and immune 

system inducer. It has been known that this fruit contains a high level of 
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vitamin C, an effective antioxidant. (Verma and Gupta, 2004; Namiesnik et al., 

2013). In addition, the fruit, leaves, bark, and branch were sources of many 

bioactive compounds, including polyphenols, flavonoids, gallic acid, ellagic 

acid, and other bioactive compounds, which were found to inhibit the 

oxidation most efficiently (Kumar et al., 2014; Patel et al., 2016). Furthermore, 

the plant materials were scientifically reported for its anticancer, antitumor, 

antibacterial and anti-inflammatory activities (Ngamkitidechakul et al., 2010), 

and found to decrease dangerous diseases such as diabetes, coronary heart 

disease and rheumatoid (Baliga and Dsouza, 2011). However, there have been 

only a few reports on the bioactivities of Indian gooseberry seed coat and 

embryo extracts. Hence, the aims of this research were to investigate the total 

phenolic content, antioxidant and antibacterial activities of Indian gooseberry 

seed coat and embryo extracts. In addition, the total phenolic content in the 

extracts was qunrified. The results obtained from this preliminary study would 

be beneficial to the developments of novel medical products. 

 

Materials and methods  
 

Preparation of extracts from Indian gooseberry 

 

Fresh Indian gooseberries were collected from Phrae province, Thailand. 

The whole fruits were dried, and fleshy parts were then grated. The seeds were 

dried at 40°C, which the seed coat were physically detached from the embryo. 

The dried seeds were ground and soaked three times with methanol by 

maceration at room temperature. After 7 days, the methanolic extract was 

filtered through a filter paper (Whatman No. 1), and the solution was 

subsequently concentrated using a rotary evaporator. The crude methanolic 

seed coat and embryo extract was dissolved with sterilized water and 

partitioned successively with hexane, ethyl acetate, n-butanol and water 

(Beedessee et al., 2012). Each of partitions was evaporated using a rotary 

evaporator and then stored in a desiccator until used.  

 

Determination of total phenolic content  

 

The total phenolic content (TPC) was determined by Folin–Ciocalteu 

method with some modifications (Quy et al., 2014). Twenty five microliter (μl) 

of each extract sample at a concentration of 500 microgram/milliliter (µg/ml) 

was mixed with 125 μl of 10% Folin–Ciocalteu reagent solution in a well of a 

96-well plate and incubated for 5 min. To each solution, 100 μl of 7.5% 

Na2CO3 solution was then added immediately, and the whole solutions were 

incubated for 60 min in the dark. The absorbances of the solutions were finally เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 
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measured at 765 nm. Gallic acid was used as standard compound, and total 

phenolic content was expressed as mgGAE (milligrams gallic acid 

equivalent)/g extract.  

 

Antioxidant assays 

 

Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) assay  

The FRAP assay was prepared followed by Saeed et al. (2012) with some 

modifications. Twenty μl of each sample extract (250 µg/ml) was mixed with 

180 µl of freshly prepared FRAP-TPTZ solution, and the whole solution was 

then incubated in the dark at room temperature for 6 min. The absorbances of 

the solutions were measured at 593 nm. The standard curve was constructed 

using ascorbic acid (0-100 μg/ml), and the reducing antioxidant power activity 

was expressed as mgAAE (milligrams ascorbic acid equivalent)/g extract. 

 

ABTS
•+

 scavenging activity assay 
 
 2,2′-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS

•+
) 

scavenging activity assay was performed according to Saeed et al. (2012). 

ABTS
•+

 scavenging activity was measured by mixing 20 μl of each extract (0-

150 μg/ml) with 180 μl of ABTS
•+

 solution, and the solution was incubated for 

6 min. The absorbances of the solutions were subsequently measured at 734 nm. 
The ABTS

•+
scavenging activity was calculated using the following equation: 

 

The ABTS
•+

scavenging activity (%) = [(absorbance of the control–

 absorbance of the sample) / (absorbance of the control)]×100 

 

The data were presented as mean of triplicate. The concentration required 

for 50% inhibition of ABTS
•+

 (IC50 value) was determined graphically.  

 

Assessment of antibacterial activity 

 

 Microorganisms, i.e., Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus 

DMST 5040, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus 

aureus TISTR 1466, and Micrococcus luteus ATCC 9341, were obtained from 

the Deparment of Biology, King Mongkut’s Institute of Technology 

Ladkrabang (KMITL), Thailand. The antibacterial activities of the extracts 

were performed by the disc diffusion method (Meerungrueang et al., 2014). 

The extract solutions (1,000 µg/disc) were loaded on sterilized filter paper discs 

of 6 mm in diameter and dried for 10 min. The discs were placed on the surface 

of the previous inoculated Mueller-Hinton agar (MHA) and incubated for 24 h 
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at 37°C. DMSO: deionized water (1:1 v/v) and gentamycin (10 µg/disc) were 

used as a negative control and a positive control, respectively. The clear zones 

of bacterial inhibition around the discs were to be observed.  

 

Statistical analysis 

 

The data were expressed as means±standard deviations (SD) of 

measurements from three independent replicates (n=3). The data were 

statistically analyzed by a statistical package program version 20.0 (SPSS 20.0) 

using Duncan’s multiple range test (DMRT); p<0.05 was considered as 

statistically signifcant. 

 

Results  

 

Total phenolic content 
 

The total phenolic contents of the seed coat and embryo extracts were 

estimated using gallic acid (0-150 μg/ml) as a standard compound. A linear 

calibration curve of gallic acid showed y=0.0085x, where x is the explanatory 

variable, y is the depentdent variable and the slope of the line is 0.0085 with R
2
 

value of 0.99 (the square of the correlation coefficient is R). The Indian 

gooseberry extracts were found to have various total phenolic contents, ranging 

from 64.52 to 439.09 mgGAE/g extract. As revealed in Table 1, the ethyl 

acetate extract prepared from the seed coat had the highest total phenolic 

content, with an average value of 439.09±5.49 mgGAE/g extract. The lowest 

content was observed in the hexane extract prepared from the embryo, with an 

average value of 83.00±4.50 mgGAE/g extract.  
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Antioxidant activities  

 

Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) 

The ferric-reducing antioxidant power assay was used to determine the 

antioxidant activities of the extracts, which were calculated using the standard 

curve of ascorbic acid (y=0.0152x, R
2
=0.99). It was found that the seed coat 

and embryo extracts from Indian gooseberry had the FRAP activities, ranging 

from 83 to 751 and 86 to 688 mgAAE/g extract, respectively. The ethyl acetate 

extract prepared from the seed coat possessed the highest FRAP activity that 

was 751.92±5.22 mgAAE/g extract, as revealed in Table 1.  

 

ABTS
•+

 scavenging activity  

The ABTS
•+

 scavenging activities of the extracts (0-150 µg/ml) are 

expressed as IC50 value at which the ABTS
•+

 scavenging activities of the seed 

coat and embryo extracts were found in the ranges of 31-134 and 37-67 µg/ml, 

respectively.  The ethyl acetect extract prepared from the seed coat exhibited 

the highest ABTS
•+

 scavenging activity with IC50 value at 31.53±0.36 µg/ml 

(Table 1 and Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. The ABTS
•+

 scavenging activity of the partitioning extracts from    

 Indian gooseberry seed coat and embryo.  

 

Antibacterial activity 

 

The clear zones of bacterial inhibition of eigth extracts prepared in 

different solvents are presented in Table 2. All the extraction has overall 
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potential antibacterial activity. Apparently, the ethyl acetact extract prepared 

from the seed coat exhibited the greatest antibacterial activity against all 

bacteria tested,i.e., Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus DMST 5040, 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus TISTR 1466, 

and Micrococcus luteus ATCC 9341, with the clear zone diameters of 

15.27±0.56, 14.76±1.92, 16.80±2.21, 15.51±2.17, and 16.57±1.59 mm, 

respectively. 

 

Table 1. Total phenolic contents, ferric-reducing antioxidant power and 50% 

inhibited concentration of ABTS+scavening activities of seed coat  and embryo 

extracts from Indian gooseberry 

*
The data are expressed as means±standard deviation (SD), three replicates (n=3). 

#
IC50 value was the inhibited concentration scavenged by 50%. 

 The letters a-g within the same column indicate the statistical significances at p<0.05.  

 

Table 2. The clear zones of bacterial inhibition of the extracts prepared from 

the seed coat and embryo of Indian gooseberry. 
Indian 

gooseberry 

The clear zone diameters observed around test discs (mm)±SD* 

B. subtilis B. cereus M. luteus S. epidermis S. aureus 

Seed coat-Hexane 7.83±0.57
b
 10.01±1.66

 c
 8.76±0.95

c
 9.53±0.53

c
 11.25±1.98

 
b
 

Seed coat-EtOAc 15.27±0.56
 a
 14.76±1.92

 a
 16.57±1.59

 a
 16.80±2.21

a
 15.51±2.17

 a
 

Seed coat-BuOH 12.47±1.02
 a
 12.35±1.22

 b
 13.59±1.05

 b
 14.25±2.50

 b
 16.30±2.40

 a
 

Seed coat-Aqueous 7.22±0.65
 b
 6.62±0.35

 d
 7.04±0.14

 d
 NA 9.15±0.80

 c
 

Embryo-Hexane 6.77±0.41
b
 9.23±1.05

 b
 7.34±0.32

 d
 8.26±0.83

c
 7.17±1.15

d
 

Embryo-EtOAc 14.22±1.12
 a
 14.61±1.00

 a
 16.19±1.46

 a
 16.34±2.62

 a
 16.25±1.56

 a
 

Embryo-BuOH 13.91±1.39
 a
 11.73±0.74

 b
 13.63±0.89

 b
 13.42±0.78

 b
 15.48±0.79

 a
 

Embryo-Aqueous 6.74±0.33
 b
 6.76±0.22

 d
 6.35±0.22

 d
 NA 10.95±0.36

 b
 

Gentamycin  

(10 µg/disc) 
23.53±0.54 29.08±1.99 23.16±1.24 30.01±0.83 29.47±0.93 

*Each value was presented as mean±standard deviation (SD), three replicates (n= 3). 

 The letters a-d within the same column indicate the statistical significances at p<0.05.  

 NA represented no the clear zone inhibition 

Indian gooseberry 

TPC 

(mgGAE/g 

extract)
*
 

FRAP 

(mgAAE/g 

extract)
*
 

IC50 value (µg/ml)
*# 

ABTS
•+

  

scavenging activity 

Seed coat-Hexane 126.41±2.60
e
 83.86±1.90

g
 134.71±4.61 

Seed coat-EtOAc 439.09±5.49
a
 751.92±5.22

a
 31.53±0.36 

Seed coat-BuOH 260.77±5.45
c
 525.87±5.93

c
 41.82±0.39 

Seed coat-Aqueous 130.70±5.58
e
 114.59±3.19

e
 78.74±1.83 

Embryo-Hexane 83.00±4.50
f
 86.45±3.59

g
 >150 

Embryo-EtOAc 399.40±4.39
b
 688.16±6.69

b
 37.15±0.36 

Embryo-BuOH 198.60±3.28
d
 305.82±5.13

d
 67.06±0.92 

Embryo-Aqueous 64.52±3.44
g
 97.44±1.59

f
 >150 
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Discussion 
 

The obtained results were in good accordance with the findings reported 

by Mishra and Mahanta (2014) that was the extracts from the seed coat of 

Indian gooseberry possessed high total phenolic contents. In addition, the ethyl 

acetate extract prepared from the seed coat had the highest total phenolic 

content, similar to the result disclosed in the literature (Mishra et al., 2015). 

The antioxidant activity of Indian gooseberry was previously researched by 

Nadheesha et al. (2007); it was reported that its seed had a higher antioxidant 

activity its fruit. The polyphenolic compounds present in the seed were likely 

contributed to the high antioxidant activity.  

From these obtained results, the relationship between the total phenolic 

content and antioxidant activity of the seed coat and embryo extracts were 

determined, to confirm that the polyphenolic compounds were really attributed 

to the antioxidant activity found in Indian gooseberry, as reported previously 

(Cai et al., 2004; Wong et al., 2005). In addition, the major compound of the 

seed coat might contain polyphenols compounds, such as catechin acid, caffeic 

acid, chlorogenic acid, p-coumaric acid, gallic acid, quercetin acid, and vanillic 

acid (Mishra et al., 2015).  

Antimicrobial activity of the extracts from seed coat and embryo of 

Indian gooseberry, was measured against selected bacteria, including bacterial 

food poisoning and an intestinal pathogen. It was previously reported that the 

extract from the Indian gooseberry seed possessed the the antimicrobial activity 

against S. aureus and B. cereus (Dabur et al., 2007; Priya et al., 2012). 

In this study, the total phenolic content, antioxidant activity, and 

antibacterial property of the seed coat and embryo of Indian gooseberry were 

investigated. The bioactivities of the extracts prepared from the seed coat were 

found to be higher than those of the extracts prepared from the embryo. 

Furthermore, among all the solvents used, the ethyl acetate extract from the 

seed coat was found to be the most potent. Further studies on the identification 

of polyphenolic compounds present in the extracts are to be conducted to 

confirm the functionality present in Indian gooseberry. 
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