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บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาพฤกษทางเคมีเบื้องต้น ปริมาณฟีนอลิกรวม ปริมาณแทนนินรวม 
ฟลาโวนอยด์รวม ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง โดยน าใบมา
ท าการสกัดด้วยเอทานอล ท าการวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวม แทนนินรวม ฟลาโวนอยด์รวม ฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดหยาบด้วยวิธี DPPH radical scavenging และฤทธิ์ยับยั้ งเอนไซม์ไทโรซิ เนสด้วยวิธี  
Dopachrome method จากการศึกษาพบว่า สารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝรั่งพบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น 
ได้แก่ ฟลาโวนอยด์ คูมาริน ซาโปนิน แทนนิน และ โฟลบาแทนนิน สารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝรั่งมี
ปริมาณฟีนอลิกรวม ปริมาณแทนนินรวม และ ปริมาณฟลาโวนอยด์ เท่ากับ 138.89±0.04 mg GAE/g, 
157.56±0.02 mg TAE/g และ 145.29±0.05 mg QE/g ตามล าดับ ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical 
scavenging พบว่าสารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝรั่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 
10.09±0.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี Dopachrome method พบว่ามี
สารสกัดมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 10.09±0.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
ค าส าคัญ:  ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซเินส  ใบฝรั่ง 
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ANTIOXIDATION ACTIVITY AND TYROSINASE INHIBITION ACTIVITY FROM CRUDE EXTRACTS 
OF PSIDIUM GUAJAVA L. 

 

Napattaorn Buachoon1*  
 

Abstract 
The aim of present study is to screen the phytochemical, total phenolic content, total 

tannin content, total flavonoid content antioxidant activity and tyrosinase inhibition activity of 
guava leaves (Psidium guajava L.). The guava leaves were extraction by ethanol. The crude 
extracts from guava leaves were analized total phenolic content, total tannin content, total 
flavonoid content, antioxidant activity using DPPH radical scavenging method and tyrosinase 
inhibition activity using dopachrome method. In this study, the phytochemical screening of 
guava leaves extracts were flavonoids, coumarns, saponins, tannins and phlobatannins. The 
extracts showed the highest total phenolic content and total flavonoid content which was of 
about 138.89±0.04 mg GAE/g, 157.56±0.02 mg TAE/g 45.29±0.05 mg QE/g, respectively. The 
antioxidant activity using DPPH radical scavenging method extracts of guava leaves showed the 
highest antioxidant activity with EC50 values of 12.11±0.08 mg/mL. Tyrosinase inhibition activity 
using dopachrome method extracts showed tyrosinase inhibition activity with EC50 values of 
10.09±0.04 mg/mL. 
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บทน า 
อนุมูลอิสระ (Free radicle) เป็นโมเลกุลหรืออะตอมที่ไม่เสถียรเนื่องจากขาดอิเลคตรอน ซึ่งโดยปกติ

ในร่างกายของเรามีโมเลกุลหรืออะตอมที่มีอิเลคตรอนอยู่เป็นจ านวนคู่ ในกรณีที่ร่างกายมีการสูญเสีย  
อิเลคตรอนจากการถูกอนุมูลอิสระแย่งจับ จะท าให้โมเลกุลของเซลล์ในร่างกายไม่เสถียร ขาดความสมดุล  
ซึ่งส่งผลท าให้เซลล์ร่างกายเสียหายได้ แหล่งของอนุมูลอิสระ ได้แก่ มลพิษในอากาศ โอโซน ไนตรัสออกไซด์ 
ไนโตรเจนไดออกไซด์ ฝุ่น ควันบุหรี่ อาหารที่มีกรดไขมันไม่อิ่มตัว แสงแดด ความร้อน รังสีแกมม่า และแหล่ง
ภายใน ได้แก่อนุมูลอิสระที่ร่างกายสร้างขึ้น ตัวอย่างของอนุมูลอิสระ ได้แก่ อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ (Pisoschi & 
Negulesc, 2011) เมื่ออนุมูลอิสระเข้าไปสู่ในร่างกายจะเข้าไปท าลายเซลล์ หากร่างกายไม่สามารถผลิตหรือ
ได้รับสารต้านอนุมูลอิสระเพียงพอที่จะไปยับยั้งหรือไปจับอนุมูลอิสระได้ภายในเซลล์ของร่างกาย ผลคือท าให้
เซลล์เกิดความเสียหายและน าไปสู่การเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง หัวใจและหลอดเ ลือด แก่ก่อนวัย  
ต้อกระจก และโรคอื่นๆ เช่น อนุมูลอิสระไปท าลายผนังหลอดเลือดแดง และเมื่อมีไขมันไปสะสมอยู่ในบริเวณ
หลอดเลือดแดงท่ีถูกท าลาย จะท าให้เกิดโรคหัวใจและหลอดเลือดในที่สุด หากได้รับสารต้านอนุมูลอิสระเพียงพอ 
(Ramadan et al., 2003; ณพัฐอร บัวฉุน และเยาวนารถ งามนนท์, 2561) สารต้านอนุมูลอิสระเข้าไปป้องกัน
หรือแย่งที่จับกับอนุมูลอิสระ และน าอนุมูลอิสระเหล่านั้นไปทิ้งนอกเซลล์ ท าให้เซลล์ไม่ถูกท าลาย ร่างกายจึงมี
กลไกท่ีจะก าจัดสารอนุมูลอิสระได้ 2 วิธี คือ การใช้เอนไซม์ที่ร่างกายสร้างขึ้นเพื่อจับกับอนุมูลอิสระ เช่น เอนไซม์ 
superoxide dismutase (SOD) เอนไซม์ Catalase glutathione peroxidase แต่ร่างกายมักสร้างไม่เพียงพอ 
เซลล์จึงเกิดการบาดเจ็บขึ้น และเมื่อคนเรามีอายุมากข้ึน การสร้างสารต้านอนุมูลอิสระจะลดลง ในขณะที่อัตรา
การเกิดอนุมูลอิสระยังเท่าเดิม ผลที่ตามมาคือ ท าให้เกิดโรคต่างๆมากมาย และการได้รับสารต้านอนุมูลอิสระ
จากอาหาร เช่น วิตามิน อี เบ้ตาแคโรทีน แอนโทไซยานิดิน (Anthrocyanidin) สารประกอบโฟลีฟีนอลต่าง ๆ 
เช่น แทนนิน แคทซิชิน เป็นต้น (Liyana-Pathirana et al., 2006) 

เอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) หรือ Monophenol oxidase, Monophenol monooxygenase, 
Phenolase และ Cresolase, (Anonymous, 2006) เป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation) ของ
สารประกอบฟีนอล (Phenolic compound) โดยทั่วไปเอนไซม์ ไทโรซิเนสจะพบใน เนื้อสัตว์ และพืช ถูก
สังเคราะห์ขึ้นใน Rough endoplasmic reticulum ภายในโครงสร้างของเอนไซม์มีทองแดง (Cu) ซึ่งมีหน้าที่
ท างานร่วมกับออกซิเจนเพื่อเร่งให้ปฏิกิริยาเกิดได้เร็วข้ึน เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งในกระบวนการ
สร้างเม็ดสี (Melanogenesis) ซึ่งกระบวนการนี้ท าให้ผิวหนังมีสีหมองคล้ าลง โดยเอนไซม์ชนิดนี้จะเร่งปฏิกิริยา
ในขั้นเริ่มต้นของกระบวนการคือเร่งปฏิกิริยาของ L-Tyrosine และ 3, 4-Dihydroxy-L-phenylalanine         
(L-DOPA) ให้เป็น DOPAquinone (Ebanks et al., 2009) ดังนั้นการป้องกันไม่ให้เกิดการสร้างเมลานินได้วิธี
หนึ่งคือ การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นเอนไซม์ที่ประกอบด้วยโลหะ Cu สอง
อะตอมโดยแต่ละอะตอมของ Cu จะมีสามต าแหน่งจับกับอะตอม N ของ Histidine ในสายโซ่ของ amino acids 
และอีกสองต าแหน่งจับกับอะตอม O ของน้ า (H2O) ต าแหน่ง Active site ของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยโลหะ Cu 
จะใช้ต าแหน่งที่ว่างอยู่อีกหนึ่งต าแหน่งไปจับกับ L-Dopa ซึ่งเป็น Substrate ของเอนไซม์ชนิดนี้เพื่อย่อยสลาย
และเกิดเป็นเมลานินในที่สุด ดังนั้นหากมีสารที่สามารถจับกับโลหะ Cu ได้ดีกว่า L-Dopa ก็จะท าให้โลหะ Cu 
ของเอนไซม์ไทโรซิเนสไม่สามารถไปจับกับ L-Dopa หรือจับได้ไม่ดีก็จะท าให้ไม่สามารถเกิดการย่อยสลายได้และ
ท าให้เกิดการสร้างเมลานินได้ลดลง (Ramsden & Riley, 2014) 

ฝรั่ง ช่ือวิทยาศาสตร์ Psidium guajava L. จัดอยู่ในวงศ์ชมพู่ (Myryaceae) เป็นผลไม้ที่นิยมน ามา
รับประทานสด ๆ ก็ได้แก่ฝรั่งกิมจู ฝรั่งเวียดนาม ฝรั่งแป้นสีทอง ฝรั่งไร้เมล็ด ฝรั่งกลมสาลี่ เป็นต้น  เป็นผลไม้ที่
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อุดมไปด้วยวิตามินและแร่ธาตุหลายชนิด ฝรั่งเป็นผลไม้เพื่อสุขภาพท่ีเหมาะมากส าหรับผู้ที่ต้องการลดความอ้วน 
ลดน้ าหนัก หรือผู้ที่ก าลังควบคุมน้ าหนัก เนื่องจากอุดมไปด้วยกากใยอาหาร ช่วยปรับระดับการใช้อินซูลินของ
ร่างกายให้เหมาะสม และกากใยยังช่วยล้างพิษโดยรวมได้อีกด้วย จึงส่งผลท าให้ผิวพรรณดูเปล่งปลั่งสดใส เป็น
ผลไม้ที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูงโดยเฉพาะวิตามินซีนอกจากนี้ Jime nez-Escrig et al., (2001) พบว่า เปลือก
และเนื้อมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง และจากการวิจัยของ Okonogi et al.  
(2007) ได้ท าการศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระจากสมุนไพรไทยจ านวน 25 ชนิด เช่น ใบฝรั่ง ใบสะระแหน่ เปลือก
ผลทับทิม ใบทับทิม และใบรางจืด พบว่าสารสกัดแยกส่วนจากใบฝรั่งมีสาร Quercetin ที่มีฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน
มากที่สุด และไม่มีความเป็นพิษต่อ เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (Peripheral blood mononuclear cells, PBMC) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าสารสกัดใบฝรั่ง มีฤทธ์ิต้านแบคทีเรียหลายชนิด อาจด้วยเหตุนี้เองจึงท าให้ใช้แก้อาการ
ท้องเสียได้ และใบฝรั่งยังหาได้ง่าย เนื่องจากพบทั่วไปทางภาคเหนือและภาคกลางของประเทศ เก็บได้ตลอด
ฤดูกาล นอกจากนี้ยังพบว่า ใบฝรั่งแป้น และใบฝรั่งขี้นก มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(ปรานอม ขาวเมฆ และวิลาวัลย์ จันทนู, 2559) 

จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะน าใบฝรั่งมาท าการสกัดเพื่อหาพฤกษเคมีเบื้องต้น 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ปริมาณสารประกอบแทนนินรวม ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม              
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง เพื่อน าไปเป็นฐานข้อมูลทาง
วิทยาศาสตร์ในการสนับสนุนฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง 
เป็นการเพิ่มคุณค่าให้กับพืชสมุนไพรไทยและเป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาข้ันสูงต่อไป 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาชนิดของพฤกษเคมีเบื้องต้นของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง  
2. เพื่อศึกษาปริมาณสารฟีนอลิกรวม ปริมาณสารประกอบแทนนินรวม และปริมาณสารประกอบ  

ฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง  
3. เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง  
4. เพื่อศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การเตรียมสารสกัดหยาบ 
  ใช้ใบฝรั่งพันธุ์แป้นสีทอง โดยเลือกใบอ่อนนับจากยอดลงมา เลือกใบท่ีดี มีสีเขียวอ่อน เก็บจากสวน

ในจังหวัดปทุมธานี ที่ไม่มีการใช้ยาฆ่าแมลง น ามาอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 
และปั่นให้เป็นผง ช่ังน้ าหนักแห้งเทียบกับน้ าหนักสดตั้งต้น และน าผงใบฝรั่งแห้งจ านวน 400 กรัม มาสกัดด้วยตัว
ท าละลาย 95% เอทานอล  600 มิลลิลิตร โดยวิธีการแช่หมัก (Maceration) ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน 
หลังจากครบก าหนดท าการกรองสารละลาย โดยใช้การกรองด้วยสูญญากาศ โดยท าการสกัดเพียงครั้งเดียว น า
สารละลายที่กรองได้ไประเหยด้วยเครื่องระเหยสารแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ (Rotary evaporator) ช่ัง
น้ าหนักสารสกัดหยาบแต่ละตัวอย่างที่ได้ เก็บรักษาสารสกัดในภาชนะปิดทึบแสงที่อุณหภูมิห้อง จนกว่าจะใช้
ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
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2. การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบือ้งต้น  
การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้นของสารสกัดหยาบใบฝรั่งโดยแบ่งการทดสอบสารทุติยภูมิ 

(Secondary metabolites) ออกเป็น 9 กลุ่ม ได้แก่ ฟลาโวนอยด์ แอนทราควิโนน คูมาริน ซาโปนิน แทนนิน 
โฟลบาแทนนิน เทอร์ปีนอยด์ สเตียรอยด์ และคาร์ดิแอคไกลโคไซด์ โดยอาศัยปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอน 
(Ayoola et al., 2008; Koleva et al., 2002) แต่ละการทดสอบท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง ดังนี้ 

2.1 การตรวจสอบฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 
ช่ังสารสกัด 0.2 กรัม ละลายด้วย 50% เอทานอล เขย่ากรองส่วนที่ไม่ละลายออกน าของเหลว

ที่ได้จากการกรอง ใส่ลวดแมกนีเซียมช้ินเล็กๆ ลงไป และหยดกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เขย่าแล้วน าไปอุ่นบน
เครื่องอังน้ า 5 นาที ถ้าสารละลายเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้มแสดงว่าพบฟลาโวนอยด์ 

2.2 การตรวจสอบแอนทราควิโนน (Anthaquinones) 
 ช่ังสารสกัด 0.2 กรัม เติมสารละลาย 10% H2SO4 เขย่าน าไปอุ่นบนเครื่องอังน้ า 5 นาที กรอง
ส่วนที่ไม่ละลายออก แล้วปล่อยให้สารละลายเย็นลงที่อุณหภูมิห้อง น าของเหลวที่ได้จากการกรองไปเติม
สารละลายแอมโมเนีย (10% NH3) เขย่า ถ้าปรากฏสารละลายเป็นสีชมพูแดงเกิดขึ้นแสดงว่าพบแอนทราควิโนน 

2.3 การตรวจสอบคูมาริน (Coumarins) 
ช่ังสารสกัด 0.2 กรัม ละลายด้วย 50 %เอทานอล เขย่า กรองส่วนที่ไม่ละลายออก                 

น าของเหลวท่ีได้จากการกรอง เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (6 M NaOH) เขย่า ถ้าสารละลายเปลี่ยนเป็น
สีเหลืองเข้มแสดงว่าพบคูมาริน 

2.4 การตรวจสอบซาโปนิน (Saponins) 
 ช่ังสารสกัด  0.2 กรัม เติมน้ ากลั่น น าไปอุ่นบนเครื่อง อังน้ า 5 นาที เขย่าอย่างแรง ถ้าปรากฏ
ฟองถาวรเกิดขึ้นในหลอดทดลองแสดงว่าพบซาโปนิน 

2.5 การตรวจสอบแทนนิน (Tannins) 
 ช่ังสารสกัด 0.2 กรัม เติมน้ ากลั่นปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร น าไปอุ่นบนเครื่องอังน้ า 5 นาที กรอง
สว่นที่ไม่ละลายออก น าของเหลวที่ได้จากการกรองเติมสารละลายเฟอริคคลอไรด์ (1% FeCl3) จ านวน 5 หยด 
เขย่า ถ้าปรากฏสารละลายสีเขียวด าหรือน้ าเงินด าแสดงว่าพบแทนนิน 

2.6 การตรวจสอบโฟลบาแทนนิน (Phlobatannins) 
 ช่ังสารสกัด 0.2 กรัม เติมน้ ากลั่น น าไปอุ่นบนเครื่องอังน้ า 5 นาที กรองส่วนที่ไม่ละลายออก                   
น าของเหลวท่ีได้จากการกรองเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (10% HCl) เขย่า แล้วน าไปอุ่นบนเครื่องอังน้ า 5 
นาที ถ้าปรากฏสารละลายเป็นสีเขียวด าหรือน้ าเงินด าแสดงว่าพบโฟลบาแทนนิน 

2.7 การตรวจสอบเทอร์ปีนอยด์ (Terpenoids) 
 ช่ังสารสกัด 0.2 กรัม ละลายด้วยคลอโรฟอร์ม เขย่า กรองส่วนที่ไม่ละลายออก น าของเหลวที่
ได้จากการกรอง ค่อยๆ เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นลงไป ถ้าปรากฏวงแหวนสีน้ าตาลตรงรอยต่อระหว่างช้ันของสาร
สกัดกับกรดซัลฟิวริกแสดงว่าพบเทอร์ปีนอยด์ 

2.8 การตรวจสอบสเตียรอยด์ (Steroids) 
 ช่ังสารสกัด 0.2 กรัม ละลายด้วยคลอโรฟอร์มเขย่ากรองส่วนท่ีไม่ละลายออกน าของเหลวท่ีได้
จากการกรอง เติมกรดแกลเซียลแอซีติกเขย่าแล้วเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น ถ้าปรากฏสารละลายเป็นสีน้ าเงินหรือ
น้ าเงินเขียวแสดงว่าพบสเตียร์รอยด์  
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2.9 การตรวจสอบคาร์ดิแอคไกลโคไซด์ (Cardiac glycosides) 
 ช่ังสารสกัด 0.2 กรัม ละลายด้วยคลอโรฟอร์ม เขย่า กรองส่วนท่ีไม่ละลายออกน าของเหลวท่ีได้
จากการกรอง เติมสารละลายเฟอริกคลอไรด์ (1% FeCl3) เขย่า เติม กรดแกลเซียลแอซีติก เขย่าและค่อยๆ เติม
กรดซัลฟิวริกเข้มข้น ลงไป ถ้าปรากฏวงแหวนสีน้ าตาลตรงรอยต่อระหว่างช้ันของสารสกัดกับกรดซัลฟิวริกแสดง
ว่าพบคาร์ดิแอคไกลโคไซด์ 

3. การหาปริมาณฟีนอลิกรวม (ดัดแปลงวิธีจาก Tsai et al., 2005) 
  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ให้มีความเข้มข้นเป็น 0 , 20, 40, 60 และ 80 ppm 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เติมน้ าปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย Folin-ciocalteu ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันดีและเติมโซเดียมคาร์บอเนต (7% Na2CO3) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ในที่มืด 90 
นาที วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร วาดกราฟเพื่อหาสมการเส้นตรง ท าการทดสอบ
เช่นเดียวกันกับสารสกัดเพื่อหาปริมาณฟีนอลิกในสารสกัดจากกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกและน าเสนอใน
หน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมน้ าหนักสารสกัดแห้ง (mg GAE/g extract) โดยแต่ละตัวอย่างท า
การทดลอง 3 ซ้ า 

4. การหาปริมาณแทนนินรวม (ดัดแปลงวิธีจาก Tsai et al., 2005) 
  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกให้มีความเข้มข้นเป็น 0 , 20, 40, 60 และ 80 ppm 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เติมน้ าปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย Folin-ciocalteu ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันดีและเติมโซเดียมคาร์บอเนต (7% Na2CO3) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ในที่มืด 90 
นาที วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร วาดกราฟเพื่อหาสมการเส้นตรง ท าการทดสอบ
เช่นเดียวกันกับสารสกัดเพื่อหาปริมาณแทนนินในสารสกัดจากกราฟมาตรฐานของกรดแทนนิกและน าเสนอใน
หน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแทนนิกต่อกรัมน้ าหนักสารสกัดแห้ง (mg TAE/g extract) โดยแต่ละตัวอย่างท า
การทดลอง 3 ซ้ า 

5. การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total flavonoids content) (ดัดแปลงวิธีจาก Prommuak, et 
al., 2008) 
  การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม ด้วยวิธี Aluminium trichloride colorimetric โดย
ใช้เคอร์ซิตินเป็นสารมาตรฐาน เมื่อท าการผสมสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน ให้มีความเข้มข้นเป็น 0, 20, 40, 
60 และ 80 ppm ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับสารละลายอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ (1% AlCl3) ปริมาตร 1.8 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโน
เมตร วาดกราฟเพื่อหาสมการเส้นตรง ท าการทดสอบเช่นกันกับสารสกัดเพื่อหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมจาก
กราฟมาตรฐานเคอร์ซิตินและน าเสนอค่าปริมาณฟลาโวนอยด์รวมรวมในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อ
น้ าหนักสารสกัดแห้ง (mg QE/g extract) 

6. การหาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (ดัดแปลงวิธีจาก Prommuak et al., 2008) 
  เตรียมสารละลายสารมาตรฐาน BHT, BHA หรือสารสกัดหยาบใบฝรั่งที่มีความเข้มข้น 500, 250, 
125, 62.5, และ 31.25 µg/mL ปิเปตสารละลายมาตรฐานหรือสารสกัดที่มีความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เติมสารละลาย DPPH  6x10-5 โมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตรเขย่าให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้ในท่ีมืดที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาทีวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร โดยแต่ละตัวอย่างท าการทดลอง 3 ซ้ า ค านวณหา 
% Radical scavenging จากสูตร 
 % Radical scavenging = [(Ac – As)/Ac] ×100 
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 โดย Ac คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้ของสารละลาย DPPH  
       As คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้ของสารตัวอย่างผสมกับ DPPH 
 ค่าที่ได้มาค านวณหาค่า Effective concentration (EC50) หรือค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่ท า
ให้สารอนุมูลอิสระลดลง 50% จากกราฟระหว่างความเข้มข้นของสารตัวอย่างกับ % Radical scavenging 

7. การศึกษาฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส  
เตรียมสารละลายตัวอย่างและวิตามินซีให้มีความเข้มข้น 0.01, 0.05, 0.10, 0.5 และ 1 mg/mLใน 

Methanol น าสารละลายตัวอย่างที่มีความเข้มข้นต่างๆ มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส
โดยใช้ Dopachrome method เทียบกับสารละลายมาตรฐานวิตามินซี  ดังนี้ เติมสารละลาย  Control 
(สารละลาย เอ็น ไซม์ ไทโรซิ เนส  500 µL Sodium phosphate buffer 0.02 M (pH 6.8) 1500 µL และ 
Methanol 500 µL) และ sample (สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 500 µL Sodium phosphate buffer     
0.02 M (pH 6.8) 1500 µL และสารละลายตัวอย่างหรือสารละลายมาตรฐาน 500 µL) แยกกันลงในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 5.00 mL เขย่าให้สารละลายผสมกัน บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นเติม
สารละลาย L-DOPA 500µL ลงในแต่ละขวด ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่า และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาว คลื่น 495 nm (Absorbance, A495) จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ต่ออีก 2 นาที แล้ววัด
ค่าการดูดกลืนแสงอีกครั้ง ที่ความยาวคลื่นเดิม (ท าซ้ า 3 ครั้ง) น าค่าที่ได้มาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (% Inhibition) ดังสมการ  
 % Inhibition= (Acontrol- Asample)/ Acontrol ×100 
 สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารสกัดกับ % Inhibition เพื่อค านวณค่า
ความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ 50% (EC50) 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 ผลการวิจัย 
   1. ผลการสกัดสารจากใบฝร่ัง 

 ผลการสกัดสารจากสารสกัดหยาบใบฝรั่ง โดยวิธีการหมักด้วยเอทานอล พบว่า สารสกัดหยาบ           
เอทานอลของใบฝรั่งที่ได้มีลักษณะสีเขียวเข้มหนืด เมื่อน ามาหาร้อยละของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง (% Yield) 
พบว่าสารสกัดที่ได้จากการสกัดมีน้ าหนักคิดเป็นร้อยละสารสกัดหยาบต่อน้ าหนักพืชแห้ง เท่ากับ 23.68 

 
  2. การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น 

 การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้นของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง โดยแบ่งการทดสอบออกเป็น 9 กลุ่ม 
ได้แก่ ฟลาโวนอยด์  แอนทราควิโนน คูมาริน ซาโปนิน แทนนิน โฟลบาแทนนิน เทอร์ปีนอยด์ สเตียรอยด์ และ
คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ อาศัยปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอน พบว่าสารพฤกษเคมีของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง           
มี 5 ชนิด คือ  ฟลาโวนอยด์ คูมาริน ซาโปนิน โฟลบาแทนนิน และแทนนิน ผลการทดลอง ดังตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องล าต้นของสารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝรั่ง 
 

หมายเหตุ    -  หมายถึง  ทดสอบไม่พบสาร      + หมายถึง  ทดสอบพบสาร 
 

3. ผลการหาปริมาณฟีนอลิกรวม แทนนินรวม และฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบของ      
ใบฝร่ัง 

เมื่อน าสารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝรั่งมาท าการหาปริมาณฟีนอลิกรวม แทนนินรวม และ             
ฟลาโวนอยด์รวม จะพบว่า สารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝรั่งจะมีปริมาณฟีนอลิกรวม แทนนินรวม และ             
ฟลาโวนอยด์รวม เท่ากับ 138.89±0.04 mg GAE/g, 157.56±0.02 mg TAE/g และ 145.29±0.05 mg QE/g 
ตามล าดับ ผลการทดลอง ดังตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2 ปริมาณฟีนอลิกรวม แทนนินรวม และฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง  
 

สารส าคัญ สารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝร่ัง 
ปริมาณฟีนอลิกรวม (mg GAE/g extract) 138.89±0.04 
ปริมาณแทนนินรวม (mg TAE/g extract) 157.56±0.02 
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (mg QE/g extract) 145.29±0.05 

 
4.  ผลการหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH   
 ผลการทดลองฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง แสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบใบฝรั่ง 

มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 12.11±0.08 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน 
BHA และ BHT สารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝรั่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีกว่าสารมาตรฐาน ผลแสดงดัง             
ตารางที่ 3  

  
  

สารพฤกษเคมีเบื้องต้น สารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝร่ัง 
ฟลาโวนอยด ์ + 
แอนทราควิโนน - 
คูมาริน + 
ซาโปนิน + 
แทนนิน + 
โฟลบาแทนนิน + 
เทอร์ปีนอยด ์ - 
สเตียรอยด ์ - 
คาร์ดิแอคไกลโคไซด ์ - 
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ตารางที่ 3  ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบฝรั่ง 
 

 
5.  ผลการหาฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส   
 ผลการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง โดยน าสารสกัดไปทดสอบฤทธิ์

ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ด้วยวิธี Modified dopachrome เปรียบเทียบกับวิตามินซี และค านวณหาความเข้มข้น
ของสารสกัดที่สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ 50% (EC50) พบว่า สารสกัดหยาบใบฝรั่งสามารถยับยั้ง
เอนไซม์ได้ โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 10.09±0.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ได้ผลแสดงดังตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง  
 

 
 อภิปรายผล 
 จากการศึกษาการหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดหยาบใบฝรั่ง          
โดยวิธีการหมัก ท าการตรวจหาพฤกษทางเคมีเบื้องต้นพบสารรวม 5 กลุ่มคือ ฟลาโวนอยด์ คูมาริน ซาโปนิน 
แทนนิน และ โฟลบาแทนนิน ซึ่งสารกลุ่มดังกล่าวเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (Venkatesh & Dorai, 2015) 
และณพัฐอร บัวฉุน (2558) เมื่อท าการวิเคราะห์หาปริมาณฟินอลิกรวม ปริมาณแทนนินรวม และปริมาณ       
ฟลาโวนอยด์รวม พบว่าสารสกัดหยาบเอทานอลของใบฝรั่งมีปริมาณสารดังกล่าวเท่ากับ 138.89±0.04 mg 
GAE/g, 157.56±0.02 mg TAE/g และ 145.29±0.05 mg QE/g ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Duduku et al. (2013) ที่ท าการสกัดใบฝรั่งโดยใช้ตัวท าละลายคือเมทานอล และพบว่าสารสกัดใบฝรั่งมี
ปริมาณฟีนอลิกเท่ากับ 43.18 mg GAE/10 g และงานวิจัยของ ณิชาภัทร และคณะ (2558) ที่พบว่า ผลฝรั่งพันธุ ์           
แป้นสีทองมีสารประกอบฟีนอลิกสูงอยู่ในช่วง 136.8-157.7 มิลลิกรัม/100 กรัม ซึ่งผลจากการศึกษาจะเห็นได้ว่า
สารประกอบฟีนอลและฟลาโวนอยด์พบได้ในส่วนของใบ ทั้งนี้เนื่องจากในพืชใบจ าเป็นต้องมีการสะสม
สารประกอบโพลิฟีนอลในปริมาณมาก เพื่อท่ีจะใช้ในการป้องกันและก าจัดอนุมูลอิสระที่เกิดมาจากความเข้มแสง
ที่พืชได้รับ (Chua, 2016) 

   การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูล DPPH  พบว่า ฤทธิ์การต้านอนุมูล DPPH ของสารสกัดแปรผันตรง
กับความเข้มข้นของสารที่ทดสอบ ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระมักแสดงด้วยค่า EC50 คือความเข้มข้นของตัวอย่าง
พืชที่ส่งผลให้ความเข้มข้นของอนุมูลอิสระ (DPPH) ลดลงครึ่งหนึ่งค่า EC50 ที่ต่ าจึงแสดงถึงฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระที่สูง โดยสารสกัดหยาบใบฝรั่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงโดยมีค่า EC50 เท่ากับ 12.11±0.08  มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร สอดคล้องกับงานวิจัยของ Fernandes et al. (2014) ที่ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลิสระในสารสกัด

สาร EC50  (มิลลิกรัมต่อมลิลลิิตร) 
BHT 16.21±0.01 
BHA 15.24±0.05 

สารสกัดหยาบใบฝรั่ง 12.11±0.08 

สารสกัด EC50  (มิลลิกรัมต่อมลิลลิิตร) 
วิตามินซ ี 13.21±0.02 
สารสกัดหยาบใบฝรั่ง  10.09±0.04 
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ใบฝรั่งพบว่า มีฤทธิ์ยับยั้งอยู่ในช่วง 7.96 ถึง 8.11 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร งานวิจัยของณิชาภัทร ฟองเทพ และ
คณะ (2558) พบว่าฝรั่งพันธุ์แป้นสีทองมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ในช่วง 9.6-11.3 ไมโครโมล/กรัม และสอดคล้อง
กับงานวิจัยของ   ปรานอม ขาวเมฆ และวิลาวัลย์ จันทนู (2559) ที่ท าการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วย 
DPPH โดยใช้วิตามินซีเป็นสารเปรียบเทียบพบว่า ใบฝรั่งแป้นมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยมีค่า EC50 เท่ากับ 3.57 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ ใบฝรั่งขี้นกมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดย มีค่า EC50 เท่ากับ 3.15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

ในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบใบฝรั่ง ด้วยวิธี Dopachrome method 
เปรียบเทียบกับวิตามินซี พบว่า สารสกัดหยาบใบฝรั่งสามารถยับยั้งเอนไซม์ได้ โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 
10.09±0.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสอดคล้องกับงานวิจัยของปรานอม ขาวเมฆ และวิลาวัลย์ จันทนู (2559) 
ที่ท าการศึกษาฤทธิ์ยับยั้ งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกั ดจากใบฝรั่ งด้วยวิธี  Modified dopachrome 
เปรียบเทียบกับวิตามินซี พบว่า ใบฝรั่งแป้นมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยมีค่า EC50 เท่ากับ 0.12 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร และ ใบฝรั่งขี้นกมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสโดย มีค่า EC50 เท่ากับ 0.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ความสามารถในการยังยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสอาจเนื่องมาจากสารประกอบฟีนอลที่พบในตัวอย่างของพืช เช่น
Kojic acid, Kaempferol และ Quercetin จัดเป็นสารที่ยับยั้งเอนไซม์ไทรโรซิเนส (Kim & Uyama, 2005; 
Solano et al., 2006)  
 
สรุป  
 จากการศึกษาการหาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดหยาบใบฝรั่ง พบสารรวม 
5 กลุ่มคือ ฟลาโวนอยด์ คูมาริน ซาโปนิน แทนนิน และ โฟลบาแทนนิน มีปริมาณฟินอลิกรวม 138.89±0.04 
mg GAE/g ปริมาณแทนนินรวม 157.56±0.02 mg TAE/g  และปริมาณฟลาโวนอยด์รวม 145.29±0.05 mg 
QE/g มีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระสูงโดยมีค่า EC50 เท่ากับ 12.11±0.08  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แลมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนสได้โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 10.09±0.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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