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การใชประโยชนสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากผลมะนาวเทศ 

สุชานันท เหมอืนใจนึก ชัยวัฒน วามวรรัตน และ พุทธพร สองศร ี

บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้เพื่อศึกษาและวิเคราะหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและประเมินศักยภาพการนํา

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไปใชประโยชนจากผลมะนาวเทศซึ่งเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการสูง

และมีสารประกอบที่มีคุณสมบัติในการสงเสริมสุขภาพไดอยางหลากหลาย มะนาวเทศเปนแหลงของ

สารตานอนุมูลอิสระ เชน ฟลาโวนอยดและสารประกอบฟนอลิก ซึ่งมีฤทธ์ิในการตานการอักเสบ, การ

ฆาเชื้อโรค, และการปรับสมดุลของระบบภูมิคุมกันในรางกาย นอกจากนี้ยังพบวาผลมะนาวเทศ

สามารถชวยลดความเสี่ยงของการเกิดโรคเรื้อรังตางๆ เชน โรคหัวใจและหลอดเลือด, โรคเบาหวาน, 

และโรคมะเร็งบางชนิด โดยสารเหลานี้ชวยในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระและการอักเสบในระดับ

เซลลิธี Folin-Ciocalteu ไดยืนยันถึงการมีอยูของสารประกอบฟนอลิกในผลมะนาวเทศ ขณะที่การ

ทดสอบ DPPH ยืนยันถึงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ นอกจากน้ีมีการระบุถึงการมีอยูของฟลาโวนอยด และ

พบวาผลมะนาวเทศไมสามารถยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสไดหรือยับยั้งไดระดับนอยมาก ผลการศึกษา

เหลาน้ีไมเพียงแตชวยเพิ่มความเขาใจเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวภาพของมะนาวเทศ แตยังสงเสริมการ

ใชทรัพยากรธรรมชาติที่มีอยูใหเกิดประโยชนสูงสุดในการพัฒนาผลิตภัณฑที่เกี่ยวของกับสุขภาพอยาง

ยั่งยืน นอกจากนี้ยังเปดโอกาสใหเกิดการวิจัยเพิ่มเติมในดานการใชมะนาวเทศเปนวัตถุดิบหลักในการ

พัฒนาผลิตภัณฑสุขภาพใหมๆ ที่มีประสิทธิภาพสูง 

 

คําสําคัญ: สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ, มะนาวเทศ, ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ, ฟนอลิก 
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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. 

 

Keywords: bioactive compounds, lime berry, antioxidant properties, phenolic  
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บทนํา 

 

มะนาวเทศ (Triphasia trifolia) มีชื่อสามัญวา Lime berry เปนไมพุมในวงศ Rutaceae 

(Santos et al., 2008) ที่มีการนําเขามาปลูกเมืองไทย มีถิ่นกําเนิดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต มะนาว

เทศออกดอกตลอดป ผลเปนสีแดงสด ขนาดเล็ก มีรสเปรี้ยวอมหวาน นิยมนํามารับประทานผล ทั้งที่

เปนผลดิบและผลสุก ซึ่งผลสุกสีแดงเนื้อดานในฉํ่านํ้า (Sittularak et al., 1998) นอกจากนี้ยังนิยม

นํามาปรุงอาหารหรือนํามาแปรรูป เชน นําไปดอง ทําเปนแยม ทําเปนผลไมกวน หรือเปนสวนผสมใน

เครื่องด่ืม (Kim and Uyama, 2005) รวมถึงมีการใชประโยชนผลมะนาวเทศในวงการแพทยแผนไทย

และการแพทยพื้นบาน (Jung et al., 2005) โดยมีสรรพคุณบรรเทาอาการไอ แกเจ็บคอ ชวยขับ

เสมหะ  

 

ผลมะนาวเทศ ม ีสารประกอบฟนอล ิก (Phenolic compounds) และฟลาโวนอยด 

(Flavonoids) ที่เปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสําคัญ (Ameer et al., 1996) และยังมีโพลีฟนอลที่

สามารถยับยั้งการออกซิเดชันของ LDLลดความเสี่ยงของการสะสมของคราบไขมันในหลอดเลือด

(Manach et al., 2003)  โดยเฉพาะสารที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ เชน กรดฟนอลิกและสารประกอบ

น้ํามันหอมระเหย (Kawaii et al., 1999) 

 

 ปจจุบันจึงมีการนําผลมะนาวเทศมาสกัดเปนน้ํามันหอมระเหย สามารถพัฒนาเปนผลิตภัณฑ

ในอุตสาหกรรมตางๆ (Khan, 2007) เชน ผลิตภัณฑเสริมอาหารที่ตานอนุมูลอิสระ เครื่องสําอางที่

ชวยปกปองผิว ซึ่งสารสกัดจากผลมะนาวเทศ (Chang, 2009) โดยใชเอทานอลมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ

ของสารในนํ้ามันหอมระเหย จากผลมะนาวเทศยังชวยลดความเสียหายของเซลลที่เกิดจากปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน (Rice-Evans et al.,1997)  

 

 ในชวงที่โควิด-19 แพรกระจายไปทั่วโลก พบวาสมุนไพรในวงศมะนาวเทศ มีคุณสมบัติใน

การตานและฟนฟูรางกายจากการติดเชื ้อโควิด-19 (Herdiana et al., 2024) รวมถึงมีสรรพคุณ

บรรเทาอาการไอ แกเจ็บคอ (González-Molina et al., 2010) ทําใหคนจํานวนมากตื่นตัว และหัน

มาสนใจพืชในวงศมะนาวเทศ จึงเห็นความสําคัญของมะนาวเทศ อีกทั้งยังสามารถใชทรัพยากรที่มอียู

ใหเกิดประโยชนสูงสุด (Dai and Mumper, 2010) จากที่ไดกลาวมาขางตนเปนสาเหตุที่ทําใหสนใจที่

จะทําการศีกษามีวัตถุประสงคที่จะศึกษาและวิเคราะหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สกัดจากผลมะนาว

เทศและประเมินศักยภาพการนําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไปใชในอุตสาหกรรม สมุนไพร และเภสัช

กรรม 
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อุปกรณและวิธกีาร  

 

1.การเตรียมตัวอยางผลมะนาวเทศ 

นําผลมะนาวเทศหั่นใหเปนชิ้นขนาดเล็ก ชั่งนํ้าหนักผลสดกอนเขาตูอบลมรอน นํ้าหนักได 142.92 

กรัม จากนั้นนําไปอบในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส (เปนอุณหภูมิที่สูงที่สุดที่ยังมีสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหลืออยูมาก แตปองกันการเกิดเชื้อราได) เปนเวลา 48  ชั่วโมง จากนั้นนําผล

มะนาวเทศมาช่ังน้ําหนักแหงได 35.45 กรัม (ความช้ืนหายไป 75.19%) การคํานวณความช้ืนที่หายไป

เปน % ในการอบลมรอน   
นํ้าหนักสด−นํ้าหนักแหง

นํ้าหนักสด
 x 100 

 

2.การเตรียมสารสกัดจากผลมะนาวเทศ 

นําตัวอยางผลมะนาวเทศแหงที่ 35.45 กรัม นําไปสกัดดวยตัวทําละลาย 95% Ethanol 300 

มิลลิลิตร ใสในขวด Duran เปนเวลา 1 สัปดาห เก็บไวในที่มืดที่อุณหภูมิหอง เริ่มกรองสารสกัดดวย

ผาขาวบางใสบีกเกอรเพื่อแยกกากที่มีขนาดใหญ และกรองสารสกัดโดยใชกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 1 แยกกากทิ้ง จากนั้นนําสารสกัดจากผลมะนาวเทศที่ไดมาบรรจุใสในขวด Duran ขนาด 500 

ml เพ่ือไปใชวิเคราะหขั้นตอนถัดไป 

 

3. การทดสอบปริมาณสารประกอบฟนอลิก 

 การหาปริมาณฟนอลิกในสารสกัดจากผลมะนาวเทศ โดยวิธี Folin-Ciocateu ดัดแปลงวิธีบางสวน

จาก Singleton et al.(1996) เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ในนํ้ากลั่นความเขมขนตางๆ 

(0,20,40,60,80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร) จากนั้นใชปเปตดูดสารละลายที่เจือจางแลวใสหลอด

ทดลองปริมาตรหลอดละ 1 มิลลิลิตร เตรียมสารสกัดตัวอยางเจือจาง 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 ลงในตัวอยาง ผสมใหเขากัน ต้ังไวในที่มืด เปนเวลา 20 นาที จากน้ันวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง Spectrophotometer คํานวณปริมาณฟนอลิกทั้งหมด 
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4.การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ DPPH 

การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) โดยดัดแปลง

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

ในเอทานอล ความเขมขนตางๆ (0,20,40,60,80 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จากนั้นใชปเปต

ดูดสารละลายที่เจือจางแลวใสหลอดทดลองปริมาตรหลอดละ 1 มิลลิลิตร และเตรียมสารสกัด

ตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารสกัดตัวอยางเจือจางดวยนํ้า 1:10 และ 1:100 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เตรียมเอทานอล 3 มิลลิลิตรทุกหลอด จากนั้นเติมสารละลาย DPPH ในเอทานอล เขมขน 

1 mmol/L ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรทุกหลอด ผสมใหเขากัน เก็บไวในที่มืด 20 นาที จากนั้นวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer จากนั้นเปรียบเทยีบ

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

%Radical scavenging 

 

5.การทดสอบปริมาณฟลาโวนอยด 

การทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดรวมใชวิธี Aluminium chloride ดัดแปลงวิธีบางสวนจาก ภานุมาศ 

(2563) เตรียมสารมาตรฐานเควอซิทิน ความเขมขนตางๆ (0,40,80 และ120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

จากนั ้นเตรียมสารสกัดจากมะนาวเทศที่ละลายดวยตัวทําละลาย 95% Ethanol ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ละลายดวยตัวทําละลาย 95% Ethanol ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เติม 1 โมลาร Potassium 

acetate 100 µl จากน้ันเติม 10% Aluminium choride 100 µl และเติมน้ํากลั่น 3 ml เขยาใหเขา

กันดวยเครื่องเขยาสาร ต้ังทิ้งไวที่มืด ณ อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาทีนําสารละลายที่ไดไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตร 

 

6.การวิเคราะหการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 

การวิเคราะหการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสโดยดัดแปลงวิธีการของ (Neagu et al., 2016)โดยเติม

สารละลายเอนไซม 12 ยูนิตตอ 100 ไมโครลติร ปรมิาตร 500 ไมโครลติร จากนัน้เตมิสารสกดัที่

ความเขม้ขน้ต่างๆกัน ปริมาตร 100 ไมโครลติร ตามดวยเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความ

เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 

นาที จากน้ันเติมสารละลาย L-3,4-dihydroxyphenylalanine ( L-DOPA) ความเขมขน 2.5 มิลลิโม

ลาร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 475 นาโนเมตร โดยทําการวัดคาการดูดกลืน

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

acid เปนสารมาตรฐาน 
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7. การวิเคราะหขอมูล 

การทดลองทั้งหมดดําเนินการ 3 ซํ้าและวิเคราะหขอมูลโดยการใชการทดสอบ ANOVA ขอมูลแสดง

เปนคาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน(SD) คาเฉลี่ยถูกแยกโดยการใชการทดสอบหลายชวง และ

พิจารณาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p ≤ 0.05 

 

       

ผลการศึกษา 

 

 ผลการทดสอบปริมาณสารประกอบฟนอลิกของสารสกัดจากผลมะนาวเทศดวยวิธี Folin-

ciocalteu พบวาปริมาณฟนอลิกทั้งหมดเทียบกับกราฟสารมาตรฐานของกรดแกลลิก สารสกัดจาก

ผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:10 และสารสกัดจากผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:100 มีสารประกอบฟนอลิก

เปนองคประกอบและมีปริมาณฟนอลิกโดยรวม สูงสุดเทากับ 0.072 mg GAE/gDW และ 0.020 mg 

GAE/gDW ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากผลมะนาวเทศ 1:10 มีปริมาณฟนอลิกทั้งหมดเฉลีย่ 

0.058 ± 0.016 mg GAE/gDW  

 

 
ภาพที่ 1 กราฟมาตรฐานของแกลลิก 
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ตารางที่ 1 ผลการหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกของสารสกัดผลมะนาวเทศ 

 

                             ปริมาณฟนอลิกทั้งหมด             ปริมาณฟนอลิกทั้งหมดเฉลี่ย 

ตัวอยาง                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 

 

 

  ผลการทดสอบฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดผลมะนาวเทศโดยใช % DPPH 

scavenging activity พบวา สารสกัดจากผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:10 และสารสกัดจากผลมะนาว

เทศที่เจือจาง 1:100 มีฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระสูงสุด 30.58% และ 3.23% ตามลําดับ แสดงใหเห็น

วาสารสกัดจากผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:10 มีฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด มีเปอรเซ็นตฤทธิ์การ

ตานอนุมูลอิสระเฉลี่ยเทากับ 28.63 ± 2.07 

 

 
ภาพที่ 2 กราฟมาตรฐานของ Butylated hydroxytoluene (BHT) 
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ตารางที่ 2 ผลการหา %ฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดผลมะนาวเทศเทียบเทากราฟมาตรฐาน 

BHT ทีค่วามเขมขน 0,20,40,60,80,100 และ120 ไมโครกรัมตอมิลลลิติร 

 

                                   %Radical scavenging             ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระเฉลี่ย 

       ตัวอยาง               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 

 

 

 ผลการทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดของสารสกัดผลมะนาวเทศ พบวาสารสกัดจากผลมะนาว

เทศที่เจือจาง 1:10 และ 1:100 มีปริมาณฟลาโวนอยดเปนองคประกอบสูงสุดอยูที่ 1:10 เทากับ 

0.232 mg QE/gDW และมีปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมดเฉลี่ย 0.223 ± 0.009 mg QE/gDW 

 

 
ภาพที่ 3 กราฟมาตรฐานของ Quercetin 
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ตารางที่ 3 ผลการทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดของสารสกัดมะนาวเทศ 

 

                          ปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมด             ปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมดเฉลี่ย 

ตัวอยาง                 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 

 

 

 ผลการวิเคราะหหาสารยับยั ้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารสกัดมะนาวเทศพบวา การ

เปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงที่ 475 นาโนเมตร ณ เวลา 21 นาทีเทียบกับเวลา 0 นาที สารสกัด

มะนาวเทศมีคายับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสมากที่สุดที่อัตราการเจือจาง 1:10 ผลการ

ทดสอบสารสกัดผลมะนาวเทศมีความสามารถในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสเฉลี่ย  

1.651 ± 0.564 แสดงวาผลมะนาวเทศสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสได 

 

ตารางที่ 4 ผลประสิทธิภาพการยับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนส 

 

คาดูดกลนืแสงที่ 475 nm 

                                        คาเฉลีย่รวม 3 ซ้ํา ณ เวลาทุก       การยับยั้งกิจกรรมเอนไซม     

       ตัวอยาง                             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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วิจารณผลการศึกษา 

 

 จากผลการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกของผลมะนาวเทศ พบวามีสารประกอบฟ

นอลิกเปนองคประกอบ และมีปร ิมาณฟนอลิกทั ้งหมดเฉลี ่ย 0.058 ± 0.016 mg GAE/gDW 

สอดคลองกับการศึกษาของ (Dugo and Mondello, 2002) ที่ี่รายงานวาผลไมในวงศสมมีการ

กระจายตัวของสารฟนอลิกหลากหลายชนิดในสวนของผลและเน้ือผล นอกจากน้ีการประเมินฤทธ์ิการ

ตานอนุมูลอิสระของผลมะนาวเทศ ดวยวิธี DPPH แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากผลมะนาวเทศที่เจือ

จาง 1:10 มีฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด คิดเปนเปอรเซ็นตฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระเฉลี่ยเทากับ 

28.63 ± 2.07 เมื่อเทียบกับการเจือจางแบบ 1:100 สอดคลองกับวิจัยของ (Benzie and Strain, 

1996) ที ่ชี ้ว าสารออกฤทธิ ์ตานอนุมูลอิสระในสารสกัดพืชมักลดลงเมื ่อมีการเจือจางมากขึ้น 

ขณะเดียวกันการวิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยดพบวาสารสกัดผลมะนาวเทศที่เจือจาง 1:10 มี

ปร ิมาณฟลาโวนอยดโดยรวมสูงส ุดอยู ที่ 0.232 mg QE/gDW และเฉลี ่ย 0.223 ± 0.009 mg 

QE/gDW ซึ่งมากกวาการเจือจางแบบ 1:100 อยางชัดเจน แสดงใหเห็นวาปริมาณสารสําคัญเหลาน้ี

สัมพันธกับความเขมขนของสารสกัดดวยเชนกัน และเมื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส พบวา

คาการยับยั้งของสารสกัดมะนาวเทศ ทั้งอัตราสวน 1:10 และ 1:100 อยูในระดับต่ํา คา 1.651% และ 

0.550% ตามลําดับ หากเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานอยางกรดแอสคอรบิกที่ยับยั้งไดถึง 50% จึง

อาจกลาวไดวาสารสกัดจากมะนาวเทศไมเหมาะที่จะนําไปพัฒนาดานการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส

สําหรับเครื่องสําอาง เพื่อลดรอยดํา แตมีศักยภาพในแงการเปนแหลงสารตานอนุมูลอิสระและสารฟ

นอลิก ซึ่งสามารถตอยอดในงานวิจัยและการพัฒนาผลิตภัณฑเพื่อสุขภาพหรือผลิตภัณฑเสริมอาหาร

ไดตอไป 

 

 

สรุปผลการศึกษา 

 

 จากการทดลองนี้สามารถสรุปไดวา ผลมะนาวเทศเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่

นาสนใจ เนื่องจากประกอบดวยสารฟนอลิกและฟลาโวนอยด ซึ ่งมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอยางมี

นัยสําคัญ ชี้ใหเห็นถึงศักยภาพในการนําไปตอยอดเปนผลิตภัณฑเพื่อสงเสริมสุขภาพหรือผลิตภัณฑ

เสริมอาหารไดอยางหลากหลาย อยางไรก็ตาม ในสวนของการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสกลับพบวามี

ประสิทธิภาพคอนขางตํ่า จึงอาจไมเหมาะสําหรับการพัฒนาผลิตภัณฑในดานลดเลือนเม็ดสีผิวหรือ

ความงามโดยตรง 
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อยางไรก็ดี ขอมูลที่ไดจากงานวิจัยครั้งนี้นับเปนกาวสําคัญในการทําความเขาใจคุณสมบัติทางชีวภาพ

ของผลมะนาวเทศ และเอ้ือใหเกิดแนวทางใหมๆ ในการนําทรัพยากรชีวภาพชาติมาใชประโยชนอยาง

ยั่งยืน เชน การเพิ่มมูลคาเปนวัตถุดิบหลักสําหรับนวัตกรรมอาหารเพื่อสุขภาพหรือผลิตภัณฑเวช

สําอางสูตรใหม พรอมทั้งยังเปดโอกาสใหนักวิจัยคนอื่นๆ ไดศึกษาเชิงลึก หรือประยุกตใชรวมกับ

เทคโนโลยีสมัยใหม เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพและมูลคาของสารสกัดจากมะนาวเทศไดในอนาคต 

 

กิตติกรรมประกาศ 

 

 ผู ว ิจ ัยขอขอบคุณหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตรชีวภาพ ภาควิชา

วิทยาศาสตรและนวัตกรรมชีวภาพ และ ฝายกิจการนิสิต คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ที่ใหความสนับสนุนทุนการทําวิจัย  

 ขอขอบคุณอาจารยพุทธพร สองศรี และอาจารยชัยวัฒน วามวรรัตน อาจารยที่ปรึกษา

โครงงานทางวิทยาศาสตรที่ใหคําปรึกษาในครั้งน้ี และขอขอบคุณเจาหนาที่สาขาวิชาชีวเคมีผูที่คอยให

ความชวยเหลือในดานอุปกรณและสารเคมีทําใหการศึกษาครั้งน้ีสําเร็จไปไดดวยดี 
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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 ความเขมขนตางๆ 

        ความเขมขน (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) 

                                   ความเขมขนตางๆ 

    ความเขมขน (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 ความเขมขนตางๆ   

    ความเขมขน (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 

วิธีวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด 

โดยวิธี Folin-Ciocalteu Colorimetric Method 

1. นําสารสกัดผลมะนาวเทศที่ละลายดวยเอทานอลที่อัตราการเจือจางตางๆ ปริมาตร 1 

ml ใสในหลอดทดลอง  

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 เขยาผสมสารใหเขากันดวยเครื่อง Vortex Mixer 

6. จากนั้นตั้งทิ้งไวในที่มืดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที พอครบแลวนําไปวัดคาดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 760 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยทําการทดสอบ

ตัวอยางอยางละ 3 ครั้ง 

 

        วิธกีารทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

โดยวิธี DPPH scavenging assay  

1. นําสารสกัดผลมะนาวเทศที่ละลายดวยเอทานอลที่อัตราการเจือจางตางๆ ปริมาตร 1 

ml ใสในหลอดทดลอง  

2. เติมเอทานอลตัวอยางละ 3 ml 

3. เติม2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ความเขมขน 1 mmol/L ในเอทานอล 

ปริมาตร 0.5 ml เขยาผสมสารใหเขากันดวยเครื่อง Vortex Mixer 

4. จากนั้นตั้งทิ้งไวในที่มืดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที พอครบแลวนําไปวัดคาดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 517 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยทําการทดสอบ

ตัวอยางอยางละ 3 ครั้ง 

สูตรคํานวณเปอรเซ็นตของการตานอนุมูลอิสระ 

        โดยใช %Radical scavenging คํานวณดังน้ี 

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

           

         Acontrol คือ คาการดูดกลืนแสงของ DPPH 

        Asample คือ คาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยาง 

 

 

 



ผ 5 

วิธีวิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยด 

1. นําสารสกัดผลมะนาวเทศที่ละลายดวยเอทานอลที่อัตราการเจือจางตางๆ ปริมาตร 500      

µl ใสในหลอดทดลอง  

2. เติมเอทานอลตัวอยางอยางละ 1.5 ml 

3. เติม Potassium acetate 100 µl 

4. เติม Aluminium choride 100 µl 

5. เติมน้ํากลั่น 3 ml เขยาผสมสารใหเขากันดวยเครื่อง Vortex Mixer 

6. จากนั้นตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที พอครบแลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 415 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยทําการทดสอบตัวอยาง

อยางละ 3 ครั้ง 

 

วิธีวิเคราะหการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 

1. นําสารสกัดมะนาวเทศที่เจือจางจากตัวทําละลาย 95% Ethanol ที่ความเขมขน 1:10 และ 

1:100 มาหลอดละ 100 ไมโครลิตร 

2. เติมสารละลายเอนไซมไทโรซิเนส 12 ยูนิตตอ 100 µl ปริมาตร 500 µl 

3. จากน้ันเติมสารสกัดที่ความเขมขนตางๆกัน ปริมาตร 100 µl 

4. ดวยเติมสารละลาย 0.1M Phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 4 ml เขยาผสมสารใหเขา

กันดวยเครื่อง Vortex Mixer ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที 

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

คาการดูดกลืนแสงที่ 475 nm โดยทําการวัดวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 0, 8, 14, และ21 นาที 

สูตรคํานวณ Tyrosinase inhibition activity 

การทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเอนไซมไทโรซิเนส 

คํานวณ การยับย้ังเอนไซมไทโรซิเนส (%) = [(Acontrol - Aascorbic)] / Acontrol x 100 

  

 เมื่อ Acontrol คือ คาการเปลี่ยนแปลงคาดูดกลืนแสงของชุดควบคุมที่เวลา 0 และ  

21 นาที 

 เมื่อ Aascorbic คือ คาการเปลี่ยนแปลงคาดูดกลืนแสงของสารสกัดผลมะเขือเทศ ที่

เวลา 0 และ 21 นาที 

 

 

 



ผ 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ข1 กราฟมาตรฐานความเขมขน Gallic มีคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโน

เมตร จากปฏิกิริยา Folin-Ciocalteu colorimetric วิเคราะหปริมาณฟนอลิกรวม 

 

 

 
ภาพผนวกที่ ข2 กราฟมาตรฐานความเขมขน Butylated hydroxytoluene (BHT) มีคาดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร  
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ผ 7 

ภาพผนวกที่ ข3 กราฟมาตรฐานความเขมขน Quercertin มีคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นา

โนเมตร วิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยด 
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ผ 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 

ภาพการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ผ 9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

ภาพผนวกที่ ค1 การเตรียมผลมะนาวเทศที่แชเย็น -20 องศาเซลเซียส (A), หั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ (B), 

กรองนํ้ามะนาวเทศออก (C), นํามะนาวเทศใสในถาดที่หอฟอยลนําไปเขาตูอบลมรอน (D), ผลมะนาว

เทศที่แหง (E) 
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ผ 10 

 

ภาพผนวกที่ ค2 การเตรียมสารสกัดดวย 95% Ethanol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค3 สารละลายมาตรฐานแกลลิก 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค4 ผลการทดสอบปริมาณสารประกอบฟนอลิกของสารสกัดตัวอยางที่เจือจางความ

เขมขนที่อัตราสวน 1:10 และ 1:100 

กรองแยกกากทิ้ง สารสกัดจากผลมะนาวเทศ 



ผ 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค5 สารละลายมาตรฐาน Butylated hydroxytoluene (BHT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค6 ผลการทดสอบฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:10 

(หลอดที่ 13, 15, 17) และสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:100 (หลอดที่ 14, 16, 18) 

 



ผ 12 

 

  

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค7 สารละลายมาตรฐาน Quercetin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค8 ผลการทดสอบปริมาณฟลาโวนอยดของสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:10  

(หลอดที่ 12, 14, 16) และสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:100 (หลอดที่ 13, 15, 17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค9 ผลการทดสอบการยับย้ังของเอนไซมไทโรซิเนสสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:10 

(หลอดที่ 10, 11, 12) และสารสกัดตัวอยางที่เจือจาง 1:100 (หลอดที่ 13, 14, 15) 


