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การใชประโยชนสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากผลมะนาวเทศ 

สุชานันท เหมอืนใจนึก ชัยวัฒน วามวรรัตน และ พุทธพร สองศร ี

บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้เพื่อศึกษาและวิเคราะหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและประเมินศักยภาพการนํา

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไปใชประโยชนจากผลมะนาวเทศซึ่งเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการสูง

และมีสารประกอบที่มีคุณสมบัติในการสงเสริมสุขภาพไดอยางหลากหลาย มะนาวเทศเปนแหลงของ

สารตานอนุมูลอิสระ เชน ฟลาโวนอยดและสารประกอบฟนอลิก ซึ่งมีฤทธ์ิในการตานการอักเสบ, การ

ฆาเชื้อโรค, และการปรับสมดุลของระบบภูมิคุมกันในรางกาย นอกจากนี้ยังพบวาผลมะนาวเทศ

สามารถชวยลดความเสี่ยงของการเกิดโรคเรื้อรังตางๆ เชน โรคหัวใจและหลอดเลือด, โรคเบาหวาน, 

และโรคมะเร็งบางชนิด โดยสารเหลานี้ชวยในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระและการอักเสบในระดับ

เซลลิธี Folin-Ciocalteu ไดยืนยันถึงการมีอยูของสารประกอบฟนอลิกในผลมะนาวเทศ ขณะที่การ

ทดสอบ DPPH ยืนยันถึงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ นอกจากน้ีมีการระบุถึงการมีอยูของฟลาโวนอยด และ

พบวาผลมะนาวเทศไมสามารถยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสไดหรือยับยั้งไดระดับนอยมาก ผลการศึกษา

เหลาน้ีไมเพียงแตชวยเพิ่มความเขาใจเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวภาพของมะนาวเทศ แตยังสงเสริมการ

ใชทรัพยากรธรรมชาติที่มีอยูใหเกิดประโยชนสูงสุดในการพัฒนาผลิตภัณฑที่เกี่ยวของกับสุขภาพอยาง

ยั่งยืน นอกจากนี้ยังเปดโอกาสใหเกิดการวิจัยเพิ่มเติมในดานการใชมะนาวเทศเปนวัตถุดิบหลักในการ

พัฒนาผลิตภัณฑสุขภาพใหมๆ ที่มีประสิทธิภาพสูง 
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ABSTRACT 

This study aims to investigate and analyze the bioactive compounds and 

assess the potential of utilizing these compounds from Thai lime, a fruit renowned for 

its high nutritional value and rich in bioactive compounds with diverse health-

promoting properties. Thai lime is a significant source of antioxidants, such as 

flavonoids and phenolic compounds, which exhibit anti-inflammatory, antimicrobial, 

and immune-regulating effects. Moreover, it has been shown that Thai lime can help 

mitigate the risk of chronic diseases, including cardiovascular diseases, diabetes, and 

certain cancers, by inhibiting the formation of free radicals and controlling 

inflammation at the cellular level. The Folin-Ciocalteu method confirmed the 

presence of phenolic compounds in Thai lime, while the DPPH assay validated its 

antioxidant activity. Additionally, flavonoids were identified, although Thai lime was 

found to have minimal or no inhibitory effect on tyrosinase activity. These findings not 

only contribute to a deeper understanding of the biological properties of Thai lime but 

also encourage the sustainable use of natural resources in the development of health-

related products. Furthermore, they open avenues for future research into utilizing 

Thai lime as a key ingredient in the creation of new, highly effective health products. 
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บทนํา 

 

มะนาวเทศ (Triphasia trifolia) มีชื่อสามัญวา Lime berry เปนไมพุมในวงศ Rutaceae 

(Santos et al., 2008) ที่มีการนําเขามาปลูกเมืองไทย มีถิ่นกําเนิดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต มะนาว

เทศออกดอกตลอดป ผลเปนสีแดงสด ขนาดเล็ก มีรสเปรี้ยวอมหวาน นิยมนํามารับประทานผล ทั้งที่

เปนผลดิบและผลสุก ซึ่งผลสุกสีแดงเนื้อดานในฉํ่านํ้า (Sittularak et al., 1998) นอกจากนี้ยังนิยม

นํามาปรุงอาหารหรือนํามาแปรรูป เชน นําไปดอง ทําเปนแยม ทําเปนผลไมกวน หรือเปนสวนผสมใน

เครื่องด่ืม (Kim and Uyama, 2005) รวมถึงมีการใชประโยชนผลมะนาวเทศในวงการแพทยแผนไทย

และการแพทยพื้นบาน (Jung et al., 2005) โดยมีสรรพคุณบรรเทาอาการไอ แกเจ็บคอ ชวยขับ

เสมหะ  

 

ผลมะนาวเทศ ม ีสารประกอบฟนอล ิก (Phenolic compounds) และฟลาโวนอยด 

(Flavonoids) ที่เปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสําคัญ (Ameer et al., 1996) และยังมีโพลีฟนอลที่

สามารถยับยั้งการออกซิเดชันของ LDLลดความเสี่ยงของการสะสมของคราบไขมันในหลอดเลือด

(Manach et al., 2003)  โดยเฉพาะสารที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ เชน กรดฟนอลิกและสารประกอบ

น้ํามันหอมระเหย (Kawaii et al., 1999) 

 

 ปจจุบันจึงมีการนําผลมะนาวเทศมาสกัดเปนน้ํามันหอมระเหย สามารถพัฒนาเปนผลิตภัณฑ

ในอุตสาหกรรมตางๆ (Khan, 2007) เชน ผลิตภัณฑเสริมอาหารที่ตานอนุมูลอิสระ เครื่องสําอางที่

ชวยปกปองผิว ซึ่งสารสกัดจากผลมะนาวเทศ (Chang, 2009) โดยใชเอทานอลมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ

ของสารในนํ้ามันหอมระเหย จากผลมะนาวเทศยังชวยลดความเสียหายของเซลลที่เกิดจากปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน (Rice-Evans et al.,1997)  

 

 ในชวงที่โควิด-19 แพรกระจายไปทั่วโลก พบวาสมุนไพรในวงศมะนาวเทศ มีคุณสมบัติใน

การตานและฟนฟูรางกายจากการติดเชื ้อโควิด-19 (Herdiana et al., 2024) รวมถึงมีสรรพคุณ

บรรเทาอาการไอ แกเจ็บคอ (González-Molina et al., 2010) ทําใหคนจํานวนมากตื่นตัว และหัน

มาสนใจพืชในวงศมะนาวเทศ จึงเห็นความสําคัญของมะนาวเทศ อีกทั้งยังสามารถใชทรัพยากรที่มอียู

ใหเกิดประโยชนสูงสุด (Dai and Mumper, 2010) จากที่ไดกลาวมาขางตนเปนสาเหตุที่ทําใหสนใจที่

จะทําการศีกษามีวัตถุประสงคที่จะศึกษาและวิเคราะหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สกัดจากผลมะนาว

เทศและประเมินศักยภาพการนําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไปใชในอุตสาหกรรม สมุนไพร และเภสัช

กรรม 
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อุปกรณและวิธกีาร  

 

1.การเตรียมตัวอยางผลมะนาวเทศ 

นําผลมะนาวเทศหั่นใหเปนชิ้นขนาดเล็ก ชั่งนํ้าหนักผลสดกอนเขาตูอบลมรอน นํ้าหนักได 142.92 

กรัม จากนั้นนําไปอบในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส (เปนอุณหภูมิที่สูงที่สุดที่ยังมีสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหลืออยูมาก แตปองกันการเกิดเชื้อราได) เปนเวลา 48  ชั่วโมง จากนั้นนําผล

มะนาวเทศมาช่ังน้ําหนักแหงได 35.45 กรัม (ความช้ืนหายไป 75.19%) การคํานวณความช้ืนที่หายไป

เปน % ในการอบลมรอน   
นํ้าหนักสด−นํ้าหนักแหง

นํ้าหนักสด
 x 100 

 

2.การเตรียมสารสกัดจากผลมะนาวเทศ 

นําตัวอยางผลมะนาวเทศแหงที่ 35.45 กรัม นําไปสกัดดวยตัวทําละลาย 95% Ethanol 300 

มิลลิลิตร ใสในขวด Duran เปนเวลา 1 สัปดาห เก็บไวในที่มืดที่อุณหภูมิหอง เริ่มกรองสารสกัดดวย

ผาขาวบางใสบีกเกอรเพื่อแยกกากที่มีขนาดใหญ และกรองสารสกัดโดยใชกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 1 แยกกากทิ้ง จากนั้นนําสารสกัดจากผลมะนาวเทศที่ไดมาบรรจุใสในขวด Duran ขนาด 500 

ml เพ่ือไปใชวิเคราะหขั้นตอนถัดไป 

 

3. การทดสอบปริมาณสารประกอบฟนอลิก 

 การหาปริมาณฟนอลิกในสารสกัดจากผลมะนาวเทศ โดยวิธี Folin-Ciocateu ดัดแปลงวิธีบางสวน

จาก Singleton et al.(1996) เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ในนํ้ากลั่นความเขมขนตางๆ 

(0,20,40,60,80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร) จากนั้นใชปเปตดูดสารละลายที่เจือจางแลวใสหลอด

ทดลองปริมาตรหลอดละ 1 มิลลิลิตร เตรียมสารสกัดตัวอยางเจือจาง 95% Ethanol 1:10 และ

1:100 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย 10% Folin-Ciocalteu Reagent หลอดละ 1 

มิลลิลิตร เติมสารละลาย 7% Sodium Carbonate (Na2CO3) หลอดละ 4 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 10 

มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง ผสมใหเขากัน ต้ังไวในที่มืด เปนเวลา 20 นาที จากน้ันวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง Spectrophotometer คํานวณปริมาณฟนอลิกทั้งหมด 
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4.การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ DPPH 

การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) โดยดัดแปลง

จากวิธีการของ Andrica et al. (2016) เตรียมสารมาตรฐาน Butylated hydroxytoluene (BHT) 

ในเอทานอล ความเขมขนตางๆ (0,20,40,60,80 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จากนั้นใชปเปต

ดูดสารละลายที่เจือจางแลวใสหลอดทดลองปริมาตรหลอดละ 1 มิลลิลิตร และเตรียมสารสกัด

ตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารสกัดตัวอยางเจือจางดวยนํ้า 1:10 และ 1:100 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เตรียมเอทานอล 3 มิลลิลิตรทุกหลอด จากนั้นเติมสารละลาย DPPH ในเอทานอล เขมขน 

1 mmol/L ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรทุกหลอด ผสมใหเขากัน เก็บไวในที่มืด 20 นาที จากนั้นวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer จากนั้นเปรียบเทยีบ

ฤทธ ิ ์ต านอน ุม ูลอ ิสระก ับสารละลายมาตรฐาน Butylated hydroxytoluene (BHT) โดยใช  

%Radical scavenging 

 

5.การทดสอบปริมาณฟลาโวนอยด 

การทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดรวมใชวิธี Aluminium chloride ดัดแปลงวิธีบางสวนจาก ภานุมาศ 

(2563) เตรียมสารมาตรฐานเควอซิทิน ความเขมขนตางๆ (0,40,80 และ120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

จากนั ้นเตรียมสารสกัดจากมะนาวเทศที่ละลายดวยตัวทําละลาย 95% Ethanol ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ละลายดวยตัวทําละลาย 95% Ethanol ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เติม 1 โมลาร Potassium 

acetate 100 µl จากน้ันเติม 10% Aluminium choride 100 µl และเติมน้ํากลั่น 3 ml เขยาใหเขา

กันดวยเครื่องเขยาสาร ต้ังทิ้งไวที่มืด ณ อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาทีนําสารละลายที่ไดไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตร 

 

6.การวิเคราะหการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 

การวิเคราะหการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสโดยดัดแปลงวิธีการของ (Neagu et al., 2016)โดยเติม

สารละลายเอนไซม 12 ยูนิตตอ 100 ไมโครลติร ปรมิาตร 500 ไมโครลติร จากนัน้เตมิสารสกดัที่

ความเขม้ขน้ต่างๆกัน ปริมาตร 100 ไมโครลติร ตามดวยเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความ

เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 

นาที จากน้ันเติมสารละลาย L-3,4-dihydroxyphenylalanine ( L-DOPA) ความเขมขน 2.5 มิลลิโม

ลาร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 475 นาโนเมตร โดยทําการวัดคาการดูดกลืน

แสงตามเวลาที่ 0,8,14 และ 21 นาที หลังเกิดปฏิกิริยาซึ่งทําสามซํ้าโดยใช 10 มิลลิโมลาร Ascorbic 

acid เปนสารมาตรฐาน 
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7. การวิเคราะหขอมูล 

การทดลองทั้งหมดดําเนินการ 3 ซํ้าและวิเคราะหขอมูลโดยการใชการทดสอบ ANOVA ขอมูลแสดง

เปนคาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน(SD) คาเฉลี่ยถูกแยกโดยการใชการทดสอบหลายชวง และ

พิจารณาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p ≤ 0.05 

 

       

ผลการศึกษา 

 

 ผลการทดสอบปริมาณสารประกอบฟนอลิกของสารสกัดจากผลมะนาวเทศดวยวิธี Folin-

ciocalteu พบวาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดเทียบกับกราฟสารมาตรฐานของกรดแกลลิก สารสกัดจาก

ผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:10 และสารสกัดจากผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:100 มีสารประกอบฟนอลิก

เปนองคประกอบและมีปริมาณฟนอลิกโดยรวม สูงสุดเทากับ 0.072 mg GAE/gDW และ 0.020 mg 

GAE/gDW ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากผลมะนาวเทศ 1:10 มีปริมาณฟนอลิกทั้งหมดเฉลีย่ 

0.058 ± 0.016 mg GAE/gDW  

 

 
ภาพที่ 1 กราฟมาตรฐานของแกลลิก 
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ตารางที่ 1 ผลการหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกของสารสกัดผลมะนาวเทศ 

 

                             ปริมาณฟนอลิกทั้งหมด             ปริมาณฟนอลิกทั้งหมดเฉลี่ย 

ตัวอยาง                1                2               3          (mg GAE/g DW) ± SD 

  1:10                  0.064        0.072        0.038                   0.058 ± 0.016 

  1:100                0.020        0.011        0.020                   0.017 ± 0.005 

 

 

  ผลการทดสอบฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดผลมะนาวเทศโดยใช % DPPH 

scavenging activity พบวา สารสกัดจากผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:10 และสารสกัดจากผลมะนาว

เทศที่เจือจาง 1:100 มีฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระสูงสุด 30.58% และ 3.23% ตามลําดับ แสดงใหเห็น

วาสารสกัดจากผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:10 มีฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด มีเปอรเซ็นตฤทธิ์การ

ตานอนุมูลอิสระเฉลี่ยเทากับ 28.63 ± 2.07 

 

 
ภาพที่ 2 กราฟมาตรฐานของ Butylated hydroxytoluene (BHT) 
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ตารางที่ 2 ผลการหา %ฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดผลมะนาวเทศเทียบเทากราฟมาตรฐาน 

BHT ทีค่วามเขมขน 0,20,40,60,80,100 และ120 ไมโครกรัมตอมิลลลิติร 

 

                                   %Radical scavenging             ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระเฉลี่ย 

       ตัวอยาง               1              2              3                            ± SD 

        1: 10                 26.07       29.23      30.58                  28.63 ± 2.07 

        1:100                0.76         0.98         3.23                    1.66 ± 1.23 

 

 

 ผลการทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดของสารสกัดผลมะนาวเทศ พบวาสารสกัดจากผลมะนาว

เทศที่เจือจาง 1:10 และ 1:100 มีปริมาณฟลาโวนอยดเปนองคประกอบสูงสุดอยูที่ 1:10 เทากับ 

0.232 mg QE/gDW และมีปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมดเฉลี่ย 0.223 ± 0.009 mg QE/gDW 

 

 
ภาพที่ 3 กราฟมาตรฐานของ Quercetin 
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ตารางที่ 3 ผลการทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดของสารสกัดมะนาวเทศ 

 

                          ปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมด             ปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมดเฉลี่ย 

ตัวอยาง                 1               2               3                (mg QE/gDW) ± SD 

   1:10                 0.224        0.212         0.232                  0.223 ± 0.009 

  1:100                0.045        0.042         0.037                   0.041 ± 0.004 

 

 

 ผลการวิเคราะหหาสารยับยั ้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารสกัดมะนาวเทศพบวา การ

เปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงที่ 475 นาโนเมตร ณ เวลา 21 นาทีเทียบกับเวลา 0 นาที สารสกัด

มะนาวเทศมีคายับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสมากที่สุดที่อัตราการเจือจาง 1:10 ผลการ

ทดสอบสารสกัดผลมะนาวเทศมีความสามารถในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสเฉลี่ย  

1.651 ± 0.564 แสดงวาผลมะนาวเทศสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสได 

 

ตารางที่ 4 ผลประสิทธิภาพการยับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนส 

 

คาดูดกลนืแสงที่ 475 nm 

                                        คาเฉลีย่รวม 3 ซ้ํา ณ เวลาทุก       การยับยั้งกิจกรรมเอนไซม     

       ตัวอยาง                             0 และ 21 นาที (nm)              ไทโรซิเนส (%) ± SD 

        Blank                                       0                                      0 

       Control                                  0.545                                   0 

        1:10                                      0.536                          1.651 ± 0.564 

        1:100                                    0.542                           0.550 ± 0.546 
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วิจารณผลการศึกษา 

 

 จากผลการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกของผลมะนาวเทศ พบวามีสารประกอบฟ

นอลิกเปนองคประกอบ และมีปร ิมาณฟนอลิกทั ้งหมดเฉลี ่ย 0.058 ± 0.016 mg GAE/gDW 

สอดคลองกับการศึกษาของ (Dugo and Mondello, 2002) ที่ี่รายงานวาผลไมในวงศสมมีการ

กระจายตัวของสารฟนอลิกหลากหลายชนิดในสวนของผลและเน้ือผล นอกจากน้ีการประเมินฤทธ์ิการ

ตานอนุมูลอิสระของผลมะนาวเทศ ดวยวิธี DPPH แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากผลมะนาวเทศที่เจือ

จาง 1:10 มีฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด คิดเปนเปอรเซ็นตฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระเฉลี่ยเทากับ 

28.63 ± 2.07 เมื่อเทียบกับการเจือจางแบบ 1:100 สอดคลองกับวิจัยของ (Benzie and Strain, 

1996) ที ่ชี ้ว าสารออกฤทธิ ์ตานอนุมูลอิสระในสารสกัดพืชมักลดลงเมื ่อมีการเจือจางมากขึ้น 

ขณะเดียวกันการวิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยดพบวาสารสกัดผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:10 มี

ปร ิมาณฟลาโวนอยดโดยรวมสูงส ุดอยู ที่ 0.232 mg QE/gDW และเฉลี ่ย 0.223 ± 0.009 mg 

QE/gDW ซึ่งมากกวาการเจือจางแบบ 1:100 อยางชัดเจน แสดงใหเห็นวาปริมาณสารสําคัญเหลาน้ี

สัมพันธกับความเขมขนของสารสกัดดวยเชนกัน และเมื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส พบวา

คาการยับยั้งของสารสกัดมะนาวเทศ ทั้งอัตราสวน 1:10 และ 1:100 อยูในระดับต่ํา คา 1.651% และ 

0.550% ตามลําดับ หากเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานอยางกรดแอสคอรบิกที่ยับยั้งไดถึง 50% จึง

อาจกลาวไดวาสารสกัดจากมะนาวเทศไมเหมาะที่จะนําไปพัฒนาดานการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส

สําหรับเครื่องสําอาง เพื่อลดรอยดํา แตมีศักยภาพในแงการเปนแหลงสารตานอนุมูลอิสระและสารฟ

นอลิก ซึ่งสามารถตอยอดในงานวิจัยและการพัฒนาผลิตภัณฑเพื่อสุขภาพหรือผลิตภัณฑเสริมอาหาร

ไดตอไป 

 

 

สรุปผลการศึกษา 

 

 จากการทดลองนี้สามารถสรุปไดวา ผลมะนาวเทศเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่

นาสนใจ เนื่องจากประกอบดวยสารฟนอลิกและฟลาโวนอยด ซึ ่งมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอยางมี

นัยสําคัญ ชี้ใหเห็นถึงศักยภาพในการนําไปตอยอดเปนผลิตภัณฑเพื่อสงเสริมสุขภาพหรือผลิตภัณฑ

เสริมอาหารไดอยางหลากหลาย อยางไรก็ตาม ในสวนของการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสกลับพบวามี

ประสิทธิภาพคอนขางตํ่า จึงอาจไมเหมาะสําหรับการพัฒนาผลิตภัณฑในดานลดเลือนเม็ดสีผิวหรือ

ความงามโดยตรง 
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อยางไรก็ดี ขอมูลที่ไดจากงานวิจัยครั้งนี้นับเปนกาวสําคัญในการทําความเขาใจคุณสมบัติทางชีวภาพ

ของผลมะนาวเทศ และเอ้ือใหเกิดแนวทางใหมๆ ในการนําทรัพยากรชีวภาพชาติมาใชประโยชนอยาง

ยั่งยืน เชน การเพิ่มมูลคาเปนวัตถุดิบหลักสําหรับนวัตกรรมอาหารเพื่อสุขภาพหรือผลิตภัณฑเวช

สําอางสูตรใหม พรอมทั้งยังเปดโอกาสใหนักวิจัยคนอื่นๆ ไดศึกษาเชิงลึก หรือประยุกตใชรวมกับ

เทคโนโลยีสมัยใหม เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพและมูลคาของสารสกัดจากมะนาวเทศไดในอนาคต 

 

กิตติกรรมประกาศ 

 

 ผู ว ิจ ัยขอขอบคุณหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตรชีวภาพ ภาควิชา

วิทยาศาสตรและนวัตกรรมชีวภาพ และ ฝายกิจการนิสิต คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ที่ใหความสนับสนุนทุนการทําวิจัย  

 ขอขอบคุณอาจารยพุทธพร สองศรี และอาจารยชัยวัฒน วามวรรัตน อาจารยที่ปรึกษา

โครงงานทางวิทยาศาสตรที่ใหคําปรึกษาในครั้งน้ี และขอขอบคุณเจาหนาที่สาขาวิชาชีวเคมีผูที่คอยให

ความชวยเหลือในดานอุปกรณและสารเคมีทําใหการศึกษาครั้งน้ีสําเร็จไปไดดวยดี 
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ภาคผนวก ก 

สารเคมีและการเตรียมสาร 

 



ผ 1 

สารเคมี 

 

1. 95% Ethanol 

2. 7% Sodium Carbonate (Na2CO3) 

3. 10% Folin-Ciocalteu 

4. Gillic acid 

5. Butylated hydroxytoluene (BHT) 

6. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

7. Quercetin 

8. 10% Aluminium chloride  

9. Potassium acetate 

10. Tyrosinase 

11. L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 

12. 0.1M Phosphate buffer pH 6.8 

13. Ascorbic acid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ผ 2 

ตารางผนวกที ่ก1 การเตรียมสารมาตรฐาน Gallic acid ความเขมขนตางๆ 

        ความเขมขน (mg/L)                Gallic acid (100mg/L)               นํ้ากลั่น 

                   0                                0 ml                         10 ml 

                  20                               2 ml                          8 ml 

       40                               4 ml                          6 ml 

                  60                               6 ml                          4 ml 

                  80                               8 ml                          2 ml 

                 100                             10 ml                          0 ml 

 

           ตารางผนวกที่ ก2 การเตรียมสารมาตรฐาน butylated hydroxytoluene (BHT) 

                                   ความเขมขนตางๆ 

    ความเขมขน (µg/L)                       BHT (100 µg/L)                      Ethanol 

                   0                                0 ml                         10 ml 

                  20                               2 ml                          8 ml 

                  40                               4 ml                          6 ml 

                  60                               6 ml                          4 ml 

                  80                               8 ml                          2 ml 

                 100                             10 ml                          0 ml 

 

 

 ตารางผนวกที ่ก3 การเตรียมสารมาตรฐาน Quercetin ความเขมขนตางๆ   

    ความเขมขน (µg/L)                       (200 µg/mL)                         Ethanol 

                   0                               0 ml                         10 ml 

                  40                              2 ml                          8 ml 

                  80                              4 ml                          6 ml 

                 120                             6 ml                          4 ml 

                 200                            10 ml                          0 ml 



ผ 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

วิธีการทดลองและผลการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ผ 4 

วิธีวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด 

โดยวิธี Folin-Ciocalteu Colorimetric Method 

1. นําสารสกัดผลมะนาวเทศที่ละลายดวยเอทานอลที่อัตราการเจือจางตางๆ ปริมาตร 1 

ml ใสในหลอดทดลอง  

2. เติม 10% Folin-Ciocalteu ปริมาตร 1 ml  

3. เติมสารละลาย 7% Sodium carbonate ปริมาตร 4 ml 

4. เติม Gallic acid  ปริมาตร 1 ml 

5. เติมน้ํากลั่น 10 ml เขยาผสมสารใหเขากันดวยเครื่อง Vortex Mixer 

6. จากนั้นตั้งทิ้งไวในที่มืดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที พอครบแลวนําไปวัดคาดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 760 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยทําการทดสอบ

ตัวอยางอยางละ 3 ครั้ง 

 

        วิธกีารทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

โดยวิธี DPPH scavenging assay  

1. นําสารสกัดผลมะนาวเทศที่ละลายดวยเอทานอลที่อัตราการเจือจางตางๆ ปริมาตร 1 

ml ใสในหลอดทดลอง  

2. เติมเอทานอลตัวอยางละ 3 ml 

3. เติม2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ความเขมขน 1 mmol/L ในเอทานอล 

ปริมาตร 0.5 ml เขยาผสมสารใหเขากันดวยเครื่อง Vortex Mixer 

4. จากนั้นตั้งทิ้งไวในที่มืดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที พอครบแลวนําไปวัดคาดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 517 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยทําการทดสอบ

ตัวอยางอยางละ 3 ครั้ง 

สูตรคํานวณเปอรเซ็นตของการตานอนุมูลอิสระ 

        โดยใช %Radical scavenging คํานวณดังน้ี 

        % Radical scavenging = [(Acontrol – Asample) / Acontrol ] x 100 

           

         Acontrol คือ คาการดูดกลืนแสงของ DPPH 

        Asample คือ คาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยาง 

 

 

 



ผ 5 

วิธีวิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยด 

1. นําสารสกัดผลมะนาวเทศที่ละลายดวยเอทานอลที่อัตราการเจือจางตางๆ ปริมาตร 500      

µl ใสในหลอดทดลอง  

2. เติมเอทานอลตัวอยางอยางละ 1.5 ml 

3. เติม Potassium acetate 100 µl 

4. เติม Aluminium choride 100 µl 

5. เติมน้ํากลั่น 3 ml เขยาผสมสารใหเขากันดวยเครื่อง Vortex Mixer 

6. จากนั้นตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที พอครบแลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 415 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยทําการทดสอบตัวอยาง

อยางละ 3 ครั้ง 

 

วิธีวิเคราะหการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 

1. นําสารสกัดมะนาวเทศที่เจือจางจากตัวทําละลาย 95% Ethanol ที่ความเขมขน 1:10 และ 

1:100 มาหลอดละ 100 ไมโครลิตร 

2. เติมสารละลายเอนไซมไทโรซิเนส 12 ยูนิตตอ 100 µl ปริมาตร 500 µl 

3. จากน้ันเติมสารสกัดที่ความเขมขนตางๆกัน ปริมาตร 100 µl 

4. ดวยเติมสารละลาย 0.1M Phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 4 ml เขยาผสมสารใหเขา

กันดวยเครื่อง Vortex Mixer ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที 

5. จากนั้นเติมสารละลาย L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) ปริมาตร 200 µl วัด

คาการดูดกลืนแสงที่ 475 nm โดยทําการวัดวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 0, 8, 14, และ21 นาที 

สูตรคํานวณ Tyrosinase inhibition activity 

การทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเอนไซมไทโรซิเนส 

คํานวณ การยับย้ังเอนไซมไทโรซิเนส (%) = [(Acontrol - Aascorbic)] / Acontrol x 100 

  

 เมื่อ Acontrol คือ คาการเปลี่ยนแปลงคาดูดกลืนแสงของชุดควบคุมที่เวลา 0 และ  

21 นาที 

 เมื่อ Aascorbic คือ คาการเปลี่ยนแปลงคาดูดกลืนแสงของสารสกัดผลมะเขือเทศ ที่

เวลา 0 และ 21 นาที 

 

 

 



ผ 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ข1 กราฟมาตรฐานความเขมขน Gallic มีคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโน

เมตร จากปฏิกิริยา Folin-Ciocalteu colorimetric วิเคราะหปริมาณฟนอลิกรวม 

 

 

 
ภาพผนวกที่ ข2 กราฟมาตรฐานความเขมขน Butylated hydroxytoluene (BHT) มีคาดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร  

 

 

 

 

 

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 20 40 60 80 100 120

%
 ก

าร
ต้า

น
อนุ

มู
ลอ

สิร
ะ

ความเข้มข้นของ BHT( µg/ml)

BHT Standard

y = 0.0021x + 0.0023
R² = 0.9331

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0 20 40 60 80 100 120

Ab
so

rb
an

ce

conc. (mg/L)

gallic standard



ผ 7 

ภาพผนวกที่ ข3 กราฟมาตรฐานความเขมขน Quercertin มีคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นา

โนเมตร วิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยด 
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ผ 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 

ภาพการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ผ 9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

ภาพผนวกที่ ค1 การเตรียมผลมะนาวเทศที่แชเย็น -20 องศาเซลเซียส (A), หั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ (B), 

กรองนํ้ามะนาวเทศออก (C), นํามะนาวเทศใสในถาดที่หอฟอยลนําไปเขาตูอบลมรอน (D), ผลมะนาว

เทศที่แหง (E) 
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ผ 10 

 

ภาพผนวกที่ ค2 การเตรียมสารสกัดดวย 95% Ethanol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค3 สารละลายมาตรฐานแกลลิก 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค4 ผลการทดสอบปริมาณสารประกอบฟนอลิกของสารสกัดตัวอยางที่เจือจางความ

เขมขนที่อัตราสวน 1:10 และ 1:100 

กรองแยกกากทิ้ง สารสกัดจากผลมะนาวเทศ 



ผ 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค5 สารละลายมาตรฐาน Butylated hydroxytoluene (BHT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค6 ผลการทดสอบฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:10 

(หลอดที่ 13, 15, 17) และสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:100 (หลอดที่ 14, 16, 18) 

 



ผ 12 

 

  

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค7 สารละลายมาตรฐาน Quercetin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค8 ผลการทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดของสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:10  

(หลอดที่ 12, 14, 16) และสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:100 (หลอดที่ 13, 15, 17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค9 ผลการทดสอบการยับย้ังของเอนไซมไทโรซิเนสสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:10 

(หลอดที่ 10, 11, 12) และสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:100 (หลอดที่ 13, 14, 15) 


