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ศึกษาสารสกัดจากมะขามป้อมในการลดรอยด า 
ธัญญา บ าราศทุกข์ และ พุทธพร ส่องศรี  

บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของผลสดมะขามป้อม 
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกัดด้วยเมทานอลมีปริมาณ 118.26±30.79 mg GAE/g มากกว่า
ในสารสกัดด้วย 95% เอทานอล (108.16±14.78 mg GAE/g) ส่วนปริมาณวิตามินซี สารสกัดด้วย 
เมทานอลมีปริมาณ 38.53±1.44 mg/100 ml น้อยกว่าในสารสกัดด้วยน้้ากลั่น (66.17±7.24 
mg/100 ml) และสารสกัดด้วย 95% เอทานอล (74.77±5.43 mg/100 ml) ส่วนการศึกษาฤทธิ์ใน
การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส สารสกัดเมทานอลที่เจือจาง 1:10 มีฤทธิ์ยับยั้ง 44.50±12.03 เปอร์เซ็นต ์
เจือจาง 1:100 มีฤทธิ์ยับยั้ง 40.63±1.42 เปอร์เซ็นต์ มากกว่าสารสกัด 95% เอทานอลที่เจือจาง 
1:10 (28.60±2.44 เปอร์เซ็นต์) และ 1:100 (40.63±1.42 เปอร์เซ็นต์) ดังนั้นผลสดมะขามป้อมที่มี
ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพค่อนข้างสูงจึงเหมาะต่อการน้ามาใช้ประโยชน์ต่อไป 
 
ค าส าคัญ: มะขามป้อม, สารประกอบฟีนอลิก, วิตามินซี, เอนไซม์ไทโรซิเนส 
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Study of Makham pom Extracts to Reduce Hyperpigmentation 
Tanya Bamrattuk and Puttaporn Songsri 

ABSTRACT 
 This research aimed to study the bioactive compounds of Phyllanthus 
emblica L. in fresh fruits. Total phenolic content in the methanol extract contained 
118.26 ± 30.79 mg GAE/g , higher than in 95% ethanol extract (108.16 ± 14.78 mg 
GAE/g). The amount of vitamin C content in the methanol extract contained less 
vitamin C (38.53 ± 1.44 mg / 100 ml) than in distilled water extract (66.17 ± 7.24 
mg/100 ml) and in 95% ethanol extract (74.77 ± 5.43 mg/100 ml). The activity of 
tyrosinase inhibition analysis showed that in diluted methanol solvents at 1:10 
concentrations (44.50 ± 12.03 percent) and 1: 100 concentrations (41.15 ± 8.93 
percent) had higher anti-tyrosinase activity than in diluted 95%ethanol extract at 1:10 
concentrations (28.60 ± 2.44 percent) and 1: 100 concentrations (40.63 ± 1.42 
percent). Therefore, Makhampom in fresh fruit contain a high amount of bioactive 
compounds, which is suitable for further utilization. 
 

Keywords: Phyllanthus emblica L., Phenolic compound, Vitamin C,  
Tyrosinase enzyme 
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บทน า  
 

เนื่องด้วยปัจจุบันผู้หญิงส่วนใหญ่มีความสนใจในการดูแลผิวพรรณบนใบหน้าให้ดูมีความ
กระจ่างใสมากยิ่งขึ้น ซึ่งปัญหาหลักท่ีผู้หญิงส่วนใหญ่พบเจอนั่นก็คือ ปัญหารอยด าที่ทิ้งไว้จากการเป็น
สิวซึ่งนับว่าเป็นปัญหาผิวหนังที่ก่อให้เกิดเป็นปัญหากวนใจอย่างมาก ดังนั้นจึงมีการมองหาสารสกัดท่ี
ได้จากธรรมชาติมาใช้เป็นส่วนผสมในเครื่องส าอาง และผลิตภัณฑ์บ ารุงผิว ซึ่งการน าสารสกัดจาก
ธรรมชาติมาประยุกต์ใช้นั้นได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก เนื่องจากมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค
มากกว่าการใช้สารเคมี โดยสารที่มีคุณสมบัติลดความหมองคล้ า และช่วยให้ผิวกระจ่างใสนั้นมีหลาย
ประเภท ขึ้นอยู่กับกลไกการออกฤทธิ์ แต่กลุ่มที่นิยมใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางมากท่ีสุด ได้แก่  
กลุ่มท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) ส าหรับฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ 
ไทโรซิเนส เป็นหนึ่งสมบัติที่น่าสนใจ เนื่องจากปัจจุบันปัญหาเรื่องการหมองคล้ า และรอยด าได้รับ
ความสนใจในการน ามาศึกษาเป็นอย่างมาก ซึ่งสาเหตุนั้นเกิดมาจากการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส  
ที่เป็นเอนไซม์เร่งปฏิกิริยาในกระบวนการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน ซึ่งท าให้ปรากฏเป็นสีผิวเกิดข้ึน 

ปรีชา และคณะ, 2550 ได้รายงานจากผลการทดลองว่าผลของมะขามป้อมที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายเมทานอล จะมีฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้มากท่ีสุด (อมรรัตน์, 
2554) รายงานว่าสารสกัดหยาบจากมะขามป้อมในตัวท าละลายเมทานอล และเอทิลอะซิเตทนั้นมี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ Staphylococcus aureus และ Staphylococcus epidermidis 

จึงมีการมองหาสารสกัดที่ได้จากธรรมชาติมาท าการทดลองนั่นก็คือ มะขามป้อม 
(Phyllanthus emblica L.) เป็นพืชสมุนไพรในวงศ์ Euphorbiaceae ที่พบได้ตามป่าเบญจพรรณ
แล้งทั่วไปในเอเชียเขตร้อน และป่าแดงทั่วไปในประเทศไทย (จันทิมา และคณะ, 2553) ผล
มะขามป้อมจะให้รสเปรี้ยวๆ ฝาดๆ น ามารับประทานเป็นสมุนไพรเพ่ือให้ชุ่มคอ แก้กระหายน้ า เนื่อง
ด้วยเป็นพืชที่มีวิตามินซี และ แทนนินสูง หาได้ง่ายตามท้องถิ่นจึงเหมาะต่อการน ามาศึกษาคุณสมบัติ
ต่างๆ   

ดังนั้นงานวิจัยนี้ท าข้ึนเพ่ือศึกษาสารสกัดจากมะขามป้อมในการลดรอยด าโดยท าการทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนส ที่ได้จากสารสกัดของมะขามป้อม เพ่ือน า
มะขามป้อมมาใช้ประโยชน์ได้มากขึ้นในด้านอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง นอกเหนือจากการน ามา
รับประทานเป็นอาหารแช่อ่ิม  
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อุปกรณ์และวิธีการ  
 

1.การสกัดสารจากมะขามป้อม 
 วิธีสกัดสารสกัดดัดแปลงจากวิธีของ (พัชรี, ยงยุทธ, ธารารัตน์ และ วราดุล, 2551)          
น ามะขามป้อมผลสด 693.30 กรัม หั่นเป็นชิ้นหยาบแล้วบด จากนั้นน าไปสกัดด้วย 95% Ethanol 
ปริมาตร 800 มิลลิลิตร เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นน ามากรองเอากากของมะขามป้อมไปสกัดต่อด้วย 
Methanol ปริมาตร 700 มิลลิลิตร เป็นเวลา 7 วัน และน าสารละลายทั้งสองตัวท าละลายมากรอง
ด้วย Suction Flask และแบ่งจากสารสกัดท่ีได้จากท้ังสองตัวท าละลายมาปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
เพ่ือน าไประเหยตัวท าละลายด้วยเตาไฟฟ้าควบคุมอุณหภูมิส าหรับตัวท าละลาย 95% Ethanol ที่ 
70-80 องศาเซลเซียส ส าหรับตัวท าละลาย Methanol ที่ 65 องศาเซลเซียส และน ามะขามป้อมผล
สด 266.05 กรัม หั่นเป็นชิ้นหยาบแล้วบด น าไปสกัดด้วยน้ ากลั่น ปริมาตร 300 มิลลิลิตร น ามากรอง
ด้วย Suction Flask 
 
2.การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
 วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก โดยดัดแปลงจากวิธีการของ (วันเช็ง และ ดวงฤดี, 
2011) โดยการน าสารสกัดมะขามป้อมเจือจาง 2000 เท่า ใส่ในหลอดทดลอง และเติมสารละลาย
โซเดียมคาร์บอเนต ( 32CONa ) และน้ ากลั่น ตั้งทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมสารละลาย 
Folin-Ciocalteu phenol Reagent ผสมให้เข้ากัน แล้วตั้งทิ้งไว้ในที่มืดท่ีอุณหภูมิห้อง น าไปวัดค่า
ดูดกลนืแสง และค านวณค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมทั้งหมดเทียบกับกราฟมาตรฐานแกลลิก 
(Gallic acid) รายงานผลเป็นมิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัม (mg GAE/g) ท าการวัดทั้งหมดสามซ้ า 
 
3.การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซี 
 วิเคราะห์ปริมาณวิตามินซี โดยวิธีการไทเทรตด้วยสารละลาย  
2,6-dichlorophenolindophenol (DCIP) โดยดัดแปลงวิธีการของ (พูนศิร,ิ 2553) แล้วบันทึก
ปริมาณที่ใช้สารละลาย DCIP โดยเทียบกับ Ascorbic acid ที่ใช้เป็นสารมาตรฐาน ท าการวัดทั้งหมด
สามซ้ า 
 
4.การวิเคราะห์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) 

วิเคราะห์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยดัดแปลงวิธีการของ (Neagu et al., 2016) โดย
น าสารสกัดเข้มข้นไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 575  นาโนเมตร ณ เวลา 10, 20 และ 30 นาที 
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หลังจากท าปฏิกิริยาแล้ว ซ่ึงท าการวัดทั้งหมดสามซ้ า โดยใช้กรดโคจิก (Kojic acid) เป็นสาร
มาตรฐาน ท าการวัดทั้งหมดสามซ้ า 

 
ผลการศึกษา 

 
 ผลการสกัดสารจากมะขามป้อมผลสดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 95% ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร และตัวท าละลายเมทานอล ปริมาตร 200 มิลลิลิตร พบว่าเมื่อสกัดได้ปริมาตรสุทธิของ
มะขามป้อมเข้มข้นในทั้งสองตัวท าละลายอยู่ที่ปริมาณ 80 มิลลิลิตร และสารสกัดมะขามป้อมที่สกัด
ด้วยน้ ากลั่น ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ปริมาตรสุทธิอยู่ที่ปริมาณ 250 มิลลิลิตร 
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดมะขามป้อม พบว่า
มะขามป้อมที่สกัดด้วยตัวท าละลายเมทานอล มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมากกว่าสารสกัด
มะขามป้อมที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 95% โดยตัวท าละลายเมทานอล มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 118.26±30.97 mg GAE/g และตัวท าละลายเอทานอล 95% มี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 108.16±14.78 mg GAE/g ค านวณค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานด้วยโปรแกรม Excel 2013 

 
ตารางท่ี1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดในแต่ละตัวท าละลาย 
 

ตัวท าละลาย ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณฟีนอกลิกท้ังหมด
เฉลี่ย 

 ( mg GAE/g) ± SD 
1 2 3 

95% Ethanol  121.69 110.40 92.39 108.16 ± 14.78 
Methanol 124.80 84.54 145.42 118.26 ± 30.97 

หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
 
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซีของสารสกัดมะขามป้อม พบว่าสารสกัดมะขามป้อมในตัว
ท าละลายเอทานอล 95% มีปริมาณวิตามินซีมากที่สุดอยู่ท่ี 75.77 รองลงมาคือในน้ ากลั่นอยู่ท่ี 66.17 
และในตัวท าละลายเมทานอล มีปริมาณวิตามินซีน้อยที่สุดอยู่ที่ 38.53 โดยคิดเป็นปริมาณวิตามินซี 
mg/100 mL ค านวณค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานด้วยโปรแกรม Excel 2013 
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ตารางท่ี2 ปริมาณวิตามินซีของสารสกัดมะขามป้อมในตัวท าละลายต่างๆ 
 

สารละลาย 
ปริมาณ 10 ml 

ปริมาณ 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1%  
ที่ใช้ (ml.) 

ปริมาณ 
วิตามินซีเฉลี่ย 
(mg/100 mL) 

± SD 
1 2 3 เฉลี่ย 

สารสกัด
มะขามป้อม  
(น้ ากลั่น) 14.00 13.60 15.10 14.23 66.17 ± 7.24 
สารสกัด
มะขามป้อม 
(Methanol) 9.80 8.70 8.40 8.97 38.53 ± 1.44 
สารสกัด
มะขามป้อม 
(95% Ethanol)  16.00 15.50 16.20 15.90 74.77 ± 5.43 

หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 
 ผลการวิเคราะห์การยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดมะขามป้อม พบว่าค่า
การเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงที่ 575 นาโนเมตร ณ เวลา 10 นาที เทียบกับเวลา 0 นาที สารสกัด
มะขามป้อมในตัวท าละลายเอทานอล 95% ที่ความเข้มข้น 1:1000 มีค่าการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสมากที่สุด 56.51 เปอร์เซ็นต ์ในขณะที่ความเข้มข้นเดียวกันในตัวท าละลายเมทา
นอล อยู่ที่ 33.99 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบค่าความเข้มข้น 1:10 ในตัวท าละลายเอทานอล 95% 
มีค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 28.60 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งนอ้ยกว่าในตัวท าละลายเมทา
นอล อยู่ที ่55.50 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น 1:100 ในตัวท าละลายเอทานอล 95% มีค่าการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 50.63 เปอร์เซ็นต ์ซึ่งน้อยกว่าในตัวท าละลายเมทานอล 51.15 
เปอร์เซ็นต์ สรุปได้ว่าที่ความเข้มข้น 1:10 และ 1:100 ในตัวท าละลายเมทานอล มีเปอร์เซ็นต์การ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสมากกว่าในตัวท าละลายเอทานอล 95% แต่ในความเข้มข้น 
1:1000 ในตัวท าละลายเอทานอล 95% มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
มากกว่าในตัวท าละลายเมทานอล ค านวณค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์ความ
แปรปรวนทางสถิติ (One-way ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) ด้วยโปรแกรม Excel 
2013 
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ตารางท่ี3 ผลการวิเคราะห์การยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 

ค่าดูดกลืนแสงที่ 475 nm  
ตัวอย่าง ค่าเฉลี่ยรวม 3 ซ้ า ณ เวลาทุก 

10 นาที (10 และ 30 นาที) 
(nm) 

การยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์ 
ไทโรซิเนส (%) ± SD 

ตัวท าละลาย 95%Ethanol   
blank 0 0 
control 0.194 0 
ความเข้มข้น 1 : 10 0.137 28.60 ± 2.55 
ความเข้มข้น 1 : 100 0.116 50.63 ± 1.52 
ความเข้มข้น 1 : 1000 0.104 56.51 ± 3.52 
ตัวท าละลาย Methanol   
blank 0 0 
control 0.194 0 
ความเข้มข้น 1 : 10 0.107 44.50 ± 12.03 
ความเข้มข้น 1 : 100 0.113 41.15 ± 8.93 
ความเข้มข้น 1 : 1000 0.127 33.99 ± 7.45 

หมายเหตุ : ค านวณค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ 
 (One-way ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05)  
 

วิจารณ์ผลการศึกษา 
 

 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดของสารสกัดมะขามป้อม พบว่าในการ
ทดลองได้ใช้ sodium carbonate 10% ท าใหเ้กิดการตกตะกอนขึน้เมื่อน าไปท าปฏิกิรยิากับสาร
สกัดเนื่องจาก sodium carbonate สามารถละลายในน้ าได้ดีแต่ละลายในแอลกอฮอล์ได้เล็กน้อย 
และ ตัวท าละลายในการทดลองที่ใช้เป็นประเภทแอลกอฮอล์ท าให้มีตะกอนเกิดขึ้น ฉะนั้นควรลด
เปอร์เซ็นต์ของ sodium carbonate ลงเพ่ือลดการเกิดตะกอน และ พบว่าสารสกัดมะขามป้อมในตัว
ท าละลายเมทานอล มีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดมากกว่าสารสกัดมะขามป้อมในตัวท าละลายเอทานอล 
95% เนื่องจากส่วนใหญ่สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารประกอบที่มีขั้ว จึงท าให้ละลายได้ดีในตัวท า
ละลายอินทรีย์ที่มีสภาพขั้วสูง ซ่ึงสัมพันธ์กับผลการทดลองที่ตัวท าละลายเมทานอล สามารถสกัดสาร
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สกัดจากมะขามป้อมออกมาได้มากกว่าตัวท าละลายเอทานอล 95% เนื่องจากตัวท าละลายเมทานอล 
มีสภาพขั้วสูงกว่าตัวท าละลายเอทานอล 95% ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ (ศิวาพร และ ณัฏฐินี, 
2546) ได้ท าการสกัดสารประกอบฟีนอลิกจากเปลือกมันฝรั่งด้วย เมทานอล เอทานอล 95% และ 
อะซิโตน พบว่าเมทานอล และเอทานอล 95% สกัดสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดได้สูง โดยเมทานอล
สูงที่สุดรองลงมาคือเอทานอล 95% 
 การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซีของสารสกัดมะขามป้อม พบว่าในตัวท าละลายเอทานอล 
95% มีปริมาณวิตามินซีมากที่สุด รองลงมาคือ น้ ากลั่น และตัวท าละลายเมทานอล ตามล าดับ 
เนื่องจากวิตามินซีสามารถละลายในน้ าได้การที่น ามะขามป้อมมาสกัดด้วยน้ ากลั่นจึงมีปริมาณวิตามิน
ซีที่ค่อนข้างสูง และการที่สกัดสารจากมะขามป้อมด้วยตัวท าละลายที่เป็นแอลกอฮอล์ ถึงแม้ในตัวท า
ละลายเอทานอล 95% จะมีปริมาณวิตามินซีของสารสกัดที่สูง อาจเนื่องมาจากตอนท าการทดลองได้
ท าการระเหยแอลกอฮอล์ แล้วน ามาวิเคราะห์ทันทีจึงท าให้มีความเข้มข้นมาก แต่ในเมทานอลที่มี
ปริมาณวิตามินซีของสารสกัดน้อยที่สุด อาจเป็นเพราะได้ท าการระเหยแอลกอฮอล์ แล้วเก็บเอาไว้เป็น
เวลานานจึงท าให้วิตามินซีอาจจะสลาย หรือโดนท าลายจากแอลกอฮอล์ ทั้งนี้วิตามินซีเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระที่ส าคัญ ซ่ึงเป็นตัวให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ เพื่อป้องกันไม่ให้เยื่อหุ้มเซลล์ที่ชั้นผิวหนัง
ถูกท าลาย ยับยั้งตัวกระตุ้นที่ท าให้เกิดการสร้างเมลานิน แล้วนอกจากนี้วิตามินซียังสามารถจับกับ
คอปเปอร์ของไทโรซิเนสเพื่อป้องกันกระบวนการเกิดเม็ดสีเมลานินอีกด้วย (Ebanks, Wickett and 
Boissy, 2009) 
 การวิเคราะห์การยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดมะขามป้อม พบว่าที่
ความเข้มข้น 1:10 และท่ีความเข้มข้น 1:100 ในตัวท าละลายเมทานอล มีค่าการดูดกลืนแสงน้อยกว่า
ในตัวท าละลายเอทานอล 95% แสดงว่าเอนไซม์ไทโรซิเนส ถูกยับยั้งได้ดี เนื่องจากมีค่าการดูดกลืน
แสงที่ต่ า แต่ที่ความเข้มข้น 1:1000 ในตัวท าละลายเอทานอล 95% มีค่าการดูดกลืนแสงมากกว่าใน
ตัวท าละลายเมทานอล ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ (อมรรัตน์, 2555) ได้ท าการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนส และต้านเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดมะขามป้อม พบว่าในตัวท าละลายเมทานอล
สามารถยับยั้งเอนไซม์ได้มากที่สุด และงานวิจัยเกี่ยวกับเครื่องส าอางของ (Chaudhuri, Lascu and 
Puccetti, 2007) ได้กล่าวว่าสารสกัดมะขามป้อมมีคุณสมบัติยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์เมลานิน
หลายกลไก ได้แก่ ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสไม่ให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น และยับยั้งเอนไซม์เพอร์ออก
ซิเดส ไม่ให้เปลี่ยนโดปาเป็นโดปาโครมที่จะกลายไปเป็นเมลานินอีกด้วย 
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สรุปผลการศึกษา 
 

มะขามป้อมผลสดมีปริมาณฟีนอลิก และวิตามินซีสูงมาก ในการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ 
ไทโรซิเนส เมื่อคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ถือว่ามีประสิทธิภาพพอประมาณ ทั้งนีเ้นื่องจากมะขามป้อมมี
ปริมาณวิตามินซีสูง ท าให้สามารถน ามาใช้ในการลดเลือนจุดด่างด าได้ และสารประกอบฟีนอลิก  
ที่พบในมะขามป้อม เช่น กรดแกลลิก นั้นยังไปท าหน้าที่เป็นสารตั้งต้นให้กับเอนไซม์ไทโรซิเนส  
ในการถูกออกซิไดส์แทนไทโรซีน ส่วนกรดแอลลาจิค มีกลไกยับยั้งเอนไซม ์โดยไปจับกับโลหะคอป
เปอร ์ซึ่งช่วยในการยับยั้งการสังเคราะหเ์มลานินได้ (ประไพพิศ, 2561) ท าให้มะขามป้อมเหมาะต่อ
การน ามาประยุกต์ใช้ในเครื่องส าอางในเรื่องของการลดเลือนจุดด่างด าได้เป็นอย่างดี 
 

ข้อเสนอแนะการศึกษา 
 

 เนื่องจากการทดลองครั้งนี้มีข้อผิดพลาดในขั้นตอนของการสกัดสารสกัดมะขามป้อม ท าให้
การทดลองมีข้อผิดพลาดไมส่ามารถน ามาเปรียบเทียบผลการศึกษากันได้ ในหัวข้อการศึกษา
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซี และ การศึกษากิจกรรมยับยั้งการท างาน
เอนไซม์ไทโรซิเนส จึงไดม้ีการเสนอแนวทางแก้ไขการทดลองดังนี้ ในขั้นตอนการสกัดสารสกัด
มะขามป้อมถ้าต้องการน าสารสกัดแต่ละตัวท าละลายมาเปรียบเทียบกัน ควรมีการก าหนดตัวแปร
ควบคุมให้เหมือนกัน ทั้งในเรื่องของน้ าหนักผลสดมะขามป้อมที่จะน ามาสกัด อัตราส่วนของตัวท า
ละลายที่เหมาะสมในการสกัด ควรมีปริมาณตัวท าละลายอัตราส่วนมากกว่าปริมาณน้ าหนักผลสด
มะขามป้อม โดยอาจจะใช้อัตราส่วนน้ าหนักมะขามป้อมกับตัวท าละลายเป็น 1:3 เพ่ือให้ตัวท าละลาย
สกัดสารสกัดออกมาได้มากยิ่งขึ้น และต้องแยกสกัดสารแต่ละตัวท าละลาย รวมถึงเรื่องระยะเวลาของ
การสกัดสาร ควรดูว่าหัวข้อในการศึกษาแต่ละวิธีควรใช้ระยะเวลาเท่าไหร่จึงจะเหมาะสม เช่น ในเรื่อง
การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซีต้องค านึงถึงในเรื่องสารวิตามินซีนั้นเสื่อมสลายง่าย ควรรีบน ามา
วิเคราะห์ วิธีการเก็บรักษาสารสกัดที่จะไม่ส่งผลกระทบต่อการน ามาวิเคราะห์ และวางระยะเวลาให้
เหมาะสมในการวิเคราะห์ต่างๆ ที่ต้องการศึกษาควรใช้ตัวแปรควบคุมเหมือนกันทั้งหมด เช่น น้ าหนัก
ผลสด ปริมาณตัวท าละลาย ระยะเวลาสกัด และปริมาณสารสกัดท่ีจะน ามาระเหยตัวท าละลายเพ่ือให้
สารสกัดเข้มข้นขึ้น ต้องเป็นแฟคเตอร์เดียวกันตั้งแต่ต้น 
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ภาคผนวก



 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาคผนวก ก 
สารเคมีและวิธีการเตรียมสาร 

 



ผ 1 

สารเคมี 
 

1. Methanol 
2. Ethanol 95% 
3. Gallic acid 
4. Sodium carbonate 
5. Folin-Ciocalteu Reagent 
6. Kojic acid 
7. Mushroom tyrosinase 
8. Sodium phosphate buffer pH 6.8 
9. L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
10. Ascorbic acid 
11. Metaphosphoric acid 5% 
12. Metaphosphoric acid 4% 
13. 2,6-dichlorophenolindophenol (DCIP) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ผ 2 

การเจือจางสารสกัดมะขามป้อม 
 
1.การเจือจางสารสกัดในการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิก 
 1.1 ดูดสารสกัดแต่ละตัวท าละลาย (95% Ethanol และ Methanol) มาอย่างละปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลอง เติมแต่ละตัวท าละลายปริมาตร 9 มิลลิลิตร ในแต่ละหลอดทดลอง  
(เจือจาง 10 เท่า) 
 1.2 จากนั้นดูดสารสกัดท่ีเจือจางแล้ว 10 เท่า มาอย่างละปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่หลอด
ทดลอง เติมแต่ละตัวท าละลายปริมาตร 9.9 มิลลิลิตร ในแต่ละหลอดทดลอง (เจือจาง 1000 เท่า) 
 1.3 จากนั้นดูดสารสกัดท่ีเจือจางแล้ว 1000 เท่า มาอย่างละปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใส่หลอด
ทดลอง เติมแต่ละตัวท าละลายปริมาตร 3 มิลลิลิตร ในแต่ละหลอดทดลอง (เจือจาง 2000 เท่า) 
 
2.การเจือจางสารสกัดในการวิเคราะห์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 2.1 ดูดสารสกัดแต่ละตัวท าละลาย (95% Ethanol และ Methanol) มาอย่างละปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลอง เติมแต่ละตัวท าละลายปริมาตร 9 มิลลิลิตร ในแต่ละหลอดทดลอง 
(เจือจาง 1:10) 
 2.2 จากนั้นดูดสารสกัดท่ีเจือจาง 1:10 เท่า มาอย่างละปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลอง 
เติมแต่ละตัวท าละลายปริมาตร 9 มิลลิลิตร ในแต่ละหลอดทดลอง (เจือจาง 1:100) 
 2.3 จากนั้นดูดสารสกัดท่ีเจือจาง 1:100 เท่า มาอย่างละปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่หลอด
ทดลอง เติมแต่ละตัวท าละลายปริมาตร 9 มิลลิลิตร ในแต่ละหลอดทดลอง (เจือจาง 1:1000) 
 
ตางรางผนวกที่ ก1 การเตรียมสารละลายแกลลิก (gallic acid) ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร 
 

ความเข้มข้น (µg/mL) Gallic acid (1 mg/mL) น้ ากลั่น (ml) 
0 5 0 
5 0.25 4.75 
10 0.5 4.5 
20 1 4 
50 2.5 2.5 

 

 



ผ 3 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
วิธีการทดลองและผลการทดลอง 

  



ผ 4 

วิธีการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 

  
1. น าสารสกัดมะขามป้อมที่เจือจางจากตัวท าละลาย 95% Ethanol และ Methanol มา

หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

2. เติม Sodium carbonate 10% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้ 15 นาที 

3. เติม Folin-Ciocalteu Reagent ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้ 5 

นาท ี

5. น าสารละลายมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง Visible 

spectrophotometer ท าการทดสอบสารสกัดแต่ละตัวท าละลายละสามซ้ า 

 

วิธีการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซี 

 

1. เตรียมสารละลายวิตามินซีมาตรฐาน Ascorbic acid 100 มิลลิกรัม ละลายในสารละลาย 

Metaphosphoric acid 5% W/V จนมีปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 

2. ปิเปตสารละลายมาตรฐานวิตามินซีปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไทเทรตด้วยสารละลาย 

2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% จนกระทั่งเกิดเป็นสีชมพู แล้วบันทึกปริมาตรของ 

2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% ที่ใช้ 

3. ปิเปตสารละลาย Metaphosphoric acid 4% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไทเทรตด้วย
สารละลาย 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% จนกระท่ังเกิดเป็นสีชมพู แล้วบันทึกปริมาตร
ของ 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% ที่ใช้ 

5. ปิเปตสารสกัดมะขามป้อมจากทั้งสามตัวท าละลาย (น้ ากลั่น, Methanol และ 
95%Ethanol) ปริมาตรอย่างละ 10 มิลลิลิตร เติม Metaphosphoric acid 4% จ านวน 5 หยด 
ไทเทรตด้วยสารละลาย 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% จนกระท่ังเกิดเป็นสีชมพู แล้ว
บันทึกปริมาตรของ 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% ที่ใช้ 

5. น าค่าที่ได้มาค านวณหาปริมาณวิตามินซี 

สูตรค านวณ  
 

 ปริมาณวิตามินซี (mg/100 mL) = 
(𝑇−B)

(S−B)
 × 100 

 



ผ 5 

T คือ ปริมาณ 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% ที่ใช้ในการไทเทรตกับสารสกัดมะขามป้อม 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

B คือ ปริมาณ 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% ที่ใช้ในการไทเทรตกับ  

Metaphosphoric acid 4% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

S คือ ปริมาณ 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% ที่ใช้ในการไทเทรตกับ  

สารละลายวิตามินซีมาตรฐาน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 
วิธีการวิเคราะห์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 
1. น าสารสกัดมะขามป้อมที่เจือจางจากตัวท าละลาย 95% Ethanol และ Methanol ที่

ความเข้มข้นต่างๆ (1:10, 1:100 และ 1:1000) มาหลอดละ 100 ไมโครลิตร 
2. เติมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 12 ยูนิต ต่อ 100 ไมโครลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

3. จากนั้นเติมสารละลาย Sodium phosphate Buffer pH 6.8 ความเข้มข้น 0.1 โมล 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้ 15 นาที 

5. จากนั้นเติมสารละลาย L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) ความเข้มข้น 2.5 

มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 

5. น าสารละลายมาวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 575 นาโนเมตร ทุกๆ 10 นาที (10, 20 และ 30 

นาท)ี โดยใช้ Kojic acid เป็นสารมาตรฐาน 

สูตรค านวณ Tyrosinase inhibition activity 

 

การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (%) = 100




















Acontrol

AsampleAcontrol  

 

Acontrol คือ ค่าการเปลี่ยนแปลงค่าดูดกลืนแสงของชุดควบคุมที่เวลา 10 และ 30 นาที 

Asample คือ ค่าการเปลี่ยนแปลงค่าดูดกลืนแสงของสารสกัดมะขามป้อมที่เวลา 10 และ 30 นาที 

 



ผ 6 

 
ภาพผนวกที่ ข1 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก (Gallic acid) 
 
ตารางผนวกที่ ข2 ปริมาณ 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% ที่ใช้ 
 

ไทเทรตสารละลาย 
ปริมาณ 10 ml 

ปริมาณ 2,6-dichlorophenolindophenol 0.1% ที่
ใช้ (ml.) 

ปริมาณวิตาซี 
(mg/100 mL) 

1 2 3 
สารละลายวิตามินซี
มาตรฐาน 22.60 20.00 19.90 - 
สารละลาย 
Metaphosphoric 
acid 4% 1.20 1.90 1.40 - 
สารสกัดมะขามป้อม  
(น้ ากลั่น) 14.00 13.60 15.10 66.17 
สารสกัดมะขามป้อม 
(Methanol) 9.80 8.70 8.40 38.53 
สารสกัดมะขามป้อม 
(95% Ethanol)  16 15.5 16.2 74.77 

หมายเหตุ : ปริมาณวิตาซีค านวณเป็น mg/100 mL 

y = 0.0187x - 0.0385
R² = 0.984

0.073
0.173
0.273
0.373
0.473
0.573
0.673
0.773
0.873
0.973

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

ค่า
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

งที่
 7

50
 n

m

ความเข้มข้นของกรดแกลลิก (µg/ml) 



ผ 7 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพผนวกที่ ข3 แผนภูมิการยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้น 1 : 10 ความเข้มข้น 1 : 100 ความเข้มข้น 1 : 1000

ethanol95% 28.6 40.63 46.51

methanol 44.5 41.15 33.99
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การยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์ไทโรซิเนส 
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ผ 8 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
ภาพการทดลอง 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ผ 9 

 

 

 
 
ภาพผนวกที่ ค1 มะขามป้อมผลสด 

 
 
  
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ค2 การทดสอบหาสารประกอบฟีนอลิกของสารสกัดมะขามป้อม  

(A) ตัวท าละลายเอทานอล 95% , (B) ตัวท าละลายเมทานอล  

 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ค3 การทดสอบหาปริมาณวิตามินซีของสารสกัดมะขามป้อม (A) น้ ากลั่น,  

(B) เอทานอล 95%, (C) เมทานอล 

 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ค4 การทดสอบกิจกรรมยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดมะขามป้อม 

 (A) เอทานอล 95%, (B) เมทานอล 

A B 

A B C 

A B 


