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บทคดัย่อ 

การศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากใบและผลของผลไมส้ดและอบแหง้ ท่ีสกดัดว้ย 95 % เอทานอล จาํนวน 24 

ตวัอยา่ง เม่ือนาํไปทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH และวธีิ FCR โดยใชว้ิตามินซีเป็นสารเปรียบเทียบ พบวา่

สารสกดัจากจากใบและผลของผลไมส้ดและอบแหง้ท่ีมีฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระท่ีดีท่ีสุดคือ เปลือกทบัทิมสดและใบ

ทบัทิมแหง้ โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 1.81 ppm และ 2.40 ppm ตามลาํดบั  ส่วนวติามินซีมีค่า IC50 เท่ากบั 1.57 ppm 

สาํหรับการวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดดว้ยใช ้ Folin-Ciocalteu reaction (FCR) พบวา่ สารสกดั

จากใบและผลของผลไมส้ดและอบแหง้ท่ีมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมากท่ีสุดคือ เปลือกทบัทิมสด และใบทบัทิม

แหง้ มีค่าเท่ากบั 8.11 mg GAE/g extract และ 6.60 mg GAE/g extract ตามลาํดบั เม่ือศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเน

สดว้ยวธีิ Modified dopachrome พบวา่สารสกดัจากเปลือกทบัทิมสดนั้น มีฤทธ์ิยบัย ั้ งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีท่ีสุด 

มีค่า IC50 เท่ากบั 0.02 ppt  ซ่ึงเป็นค่าท่ีต ํ่ากวา่วิตามินซีคือ 0.06 ppt งานวจิยัน้ีจึงนาํเปลือกทบัทิมสดไปผลิตครีมบาํรุง

ผวิ และนาํไปทดสอบการระคายเคืองและความชุ่มช้ืนต่อผิวหนงัในอาสาสมคัร 22 คน พบวา่ไม่มีอาการระคายเคืองต่อ

ผวิหนงั โดยครีมบาํรุงผิวท่ีผสมสารสกดัจากเปลือกทบัทิมสด 3% เพ่ิมความชุ่มช้ืนผิวไดดี้ท่ีสุด มีค่าความชุ่มช้ืนอยู่

ในช่วง 27.5 ± 0.0 ถึง 74.3 ± 0.3 %  ส่วนครีมท่ีไม่ไดผ้สมสารสกดัจากเปลือกทบัทิมสดมีค่าความชุ่มช้ืนอยูใ่นช่วง 23.7 

± 0.0  ถึง  60.0 ± 0.2 % 

 

คาํสําคญั: ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ  วิธีดีพีพีเอช  ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด (เอฟ ซี อาร์)  ฤทธ์ิยบัยัง้เอน็ไซม์ไทโรซิเนส  
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Abstract 

The antioxidant activity of 95% ethanol extract of fresh and dried leaves and fruits from 24 samples were 

determined using free radical scavenging method (DPPH method) and Folin-Ciocalteu reaction (FCR assay) in 

comparison with vitamin C. We found that crude ethanol extracts of fresh pomegranate peel showed the highest 

antioxidant activity with DPPH at IC50 1.81 ppm and dry pomegranate leaves showed the highest antioxidant 

activity with DPPH at IC50 2.40 ppm. While vitamin C that was used as the control, showed IC50 at 1.57 ppm. The 

total phenolic content using FCR assay for crude ethanol extracts of fresh pomegranate peel showed the highest total 

phenolic content at 8.11 mg GAE/g extract and dry pomegranate leaves showed the highest total phenolic content at 

6.60 mg GAE/g extract. Tyrosinase inhibition activity for all of sample, which had the highest antioxidant activity, 

showed that pomegranate peel had higher activity than control with IC50 at 0.02 ppt while vitamin C had IC50 0.06 

ppt. Pomegranate peel was selected for nourishing cream production. The skin irritation testing showed that the 

nourishing skin cream did not cause any skin erythematic or edema of the inner arm. The moisture content study of 

nourishing cream production using Digital Moisture Monitor for skin showed that the mixture of pomegranate peel 

extract with nourishing cream had higher moisture content than pure nourishing cream. The mixture of pomegranate 

peel extract with nourishing cream showed moisture content in range of 27.5 ± 0.0  to 74.3 ± 0.3 %, while pure 

nourishing cream had moisture content in range of 23.7 ± 0.0 to 60.0 ± 0.2 %. 

 

Keywords: Antioxidant activity, DPPH method, Total phenolic compounds (FCR), Tyrosinase inhibition activity  

 

1. บทนํา 

คนส่วนมากตอ้งการมีผิวพรรณท่ีสดใส อ่อน

เยาว ์ไร้ร้ิวรอย แต่ดว้ยสภาพของร่างกายท่ีร่วงโรยตาม

กาลเวลาเป็นส่ิงท่ีหลีกเล่ียงไดย้าก อย่างไรก็ตามถา้มี

วธีิการท่ีจะช่วยชะลอการเปล่ียนแปลงความเส่ือมโทรม

นั้ นได้ นับว่าเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจยิ่งนัก ปัญหาเก่ียวกับ

ผิวพรรณมีหลายอย่าง แต่ท่ีพบได้บ่อยคือ การเกิดร้ิว

รอย จุดด่างดาํ ความหมองคลํ้า และกระ บริเวณผวิหนงั

โดยเฉพาะอยา่งยิ่งท่ีผิวหนา้ เน่ืองจากอายท่ีุเพ่ิมข้ึนแลว้

ยงัเกิดไดจ้ากหลายสาเหตุ เช่น แสงแดด มลภาวะ การ

ทํางาน ห น้ าจ อ ค อ ม พิ ว เต อ ร์ เป็ น เวล าน าน  แ ล ะ

ความเครียด เป็นตน้ (โอภา วชัระคุปต,์ 2549)  ส่ิงต่างๆ 

เหล่าน้ีเป็นตวักระตุน้ให้เกิดการเปล่ียนแปลงได ้ดงันั้น

การพฒันาผลิตภณัฑ์จากสารธรรมชาติจึงไดรั้บความ

นิยมเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว (Chantree, 2015) สารสกัด

จากธรรมชาติจะมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและมีฤทธ์ิ

ยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ท่ีส่งผลให้การสร้างเมลานิน

ในผิวหนังลดลงและทําให้ผิวพรรณกระจ่างใสข้ึน

กว่าเดิม  (บุ ป ผาช าติ , 2549 และ Tachakittirungrod, 

2007)  

อนุมูลอิสระก่อให้เกิดอันตรายต่อร่างกาย 

นาํไปสู่โรคบางโรคหรือทาํให้เซลลผ์ิดปกติ โรคท่ีเกิด

จากร่างกายท่ีมีปริมาณอนุมูลอิสระสะสมอยูใ่นปริมาณ

มาก เช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหัวใจ และโรค

เก่ียวกบัระดบัภูมิคุม้กนัทาํงานผิดปกติ เป็นตน้ ภาวะ

ต่างๆ เหล่าน้ีสามารถควบคุมได้โดยอาศัย สารต้าน

อนุมูลอิสระ ท่ีทาํหน้าท่ีป้องกันการเกิดกระบวนการ

สําคัญท่ีทําให้เกิดอนุมูลอิสระ โดยช่วยยบัย ั้งอนุมูล
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อิ ส ร ะ ไ ม่ ใ ห้ ทํ า ล า ย เซ ล ล์   (Halliwell, 1999 and 

Zuidhoff, 2001) 

ในงานวิจัยน้ี ผูว้ิจัยมีความสนใจท่ีจะศึกษา

ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซม์

ไทโรซิเนส จากใบและผลของผลไมไ้ทยชนิดต่างๆ ทั้ง

จากสดและอบแห้ง เน่ืองจากประเทศไทยเป็นเมืองเขต

ร้อนท่ีมีผลไมเ้ป็นจาํนวนมาก เม่ือถึงหน้าฤดูกาลของ

ผลไม ้ผลไมจ้ะออกมาลน้ตลาด ทาํให้ราคาผลไมต้กตํ่า

และเม่ือจาํหน่ายไม่หมดก็จะทาํให้ผลไมเ้น่า รวมทั้งมี

ส่วนของเปลือกผลไมบ้างชนิด ท่ีกลายเป็นขยะปริมาณ

มาก หากงานวิจยัน้ีสามารถศึกษาฤทธ์ิการตา้นอนุมูล

อิสระ และฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ของ

ผลไมส้ดและผลไมแ้ห้งได ้จะสามารถนาํผลไมไ้ปแปร

รูป เป็ น ผ ลิ ต ภัณ ฑ์ อ่ื น ๆ  ได้  เช่ น  ก ารพัฒ น าเป็ น

ส่วนประกอบสําคญัของเคร่ืองประทินผิว ( ผลิตภณัฑ์

เสริมความงามในธุรกิจสปา เพ่ือลดการนําเขา้สินค้า

จากต่างประเทศ และยงัเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้ผลไมไ้ทย

และส่วนท่ีไม่ไดน้าํไปรับประทานไดอี้กดว้ย 

 

2. วตัถุประสงค์ 

1. เพ่ือศึกษาความแตกต่างของฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระของใบและผลของผลไม้ชนิดต่างๆ ทั้ ง

ผลไมส้ดและผลไมอ้บแหง้ดว้ยวธีิ DPPH และวธีิ FCR   

2. เพ่ือศึกษาความแตกต่างของฤทธ์ิยบัย ั้ ง

เอนไซม์โรซิเนส ของของใบและผลของผลไม้ชนิด

ต่างๆ ทั้งผลไมส้ดและผลไมอ้บแหง้ 

3. เพ่ือนาํผลไมท่ี้ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และ

ฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส ท่ีดีท่ีสุดมาผลิตเป็นครีม

บาํรุงผวิ 

4. เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานให้ผู ้ท่ีสนใจใน

ผลไม้นําไปศึกษาวิจัยต่อยอด และเพ่ิมมูลค่าให้กับ

ผลไมไ้ทย 

 

3. วธีิดาํเนินการวจิัย 

ตัวอย่างผลไม้ซ้ื อจากตลาดรังสิต ตําบล

ประชาธิปัตย ์อาํเภอธัญบุรี จงัหวดัปทุมธานี ในเดือน 

มกราคม พ.ศ. 2558 ผลไมท่ี้ซ้ือมา 7 ชนิดคือ แอปเป้ิล

แดง แอปเป้ิลฟูจิ แอปเป้ิลเขียว แกว้มงักรขาว ทบัทิม 

ฝร่ังแป้น และฝร่ังข้ีนก ส่วนท่ีใชท้าํการทดลองไดแ้ก่ 

เน้ือแอปเป้ิลแดง เปลือกแอปเป้ิลแดง เน้ือแอปเป้ิลฟูจิ 

เปลือกแอปเป้ิลฟูจิ เน้ือแอปเป้ิลเขียว เปลือกแอปเป้ิล

เขียว เน้ือแกว้มงักรขาว เปลือกแกว้มงักรขาว เปลือก

ทบัทิม ใบทบัทิม ใบฝร่ังแป้น และใบฝร่ังข้ีนก  

3.1 อุปกรณ์ 

1. UV-Visible Spectroscopy (Shimadzu) 

2. Rotary evaporator (BUCHI Thailand Ltd.) 

3. Micropipette, Test tube, Volumetric flask  

4. เคร่ืองชัง่ 2 ตาํแหน่ง และ 4 ตาํแหน่ง  

3.2 สารเคมี 

1.  95%  Ethanol ( Lab Grade, RCl lab-scan 

Ltd.) 

2. Methanol (AR grade, RCl lab-scan Ltd.) 

3.  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl ( DPPH) 

(Fluka) 

4.  L-Ascorbic acid ( Vitamin C)  ( L-( + ) -

Ascorbic Acid) (J.T. Baker) 

5. Tyrosinase from mushroom (Sigma) 

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

(Sigma)  

7.  Disodium hydrogen phosphate dehydrate 

(Unilab) 

8.   Sodium dihydrogen phosphate hydrate 

(Merck) 

9.  Folin-ciocalteu’s reagent 

10. Gallic acid และ Sodium carbonate 
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3.3 การเตรียมสารสกดัหยาบจากใบและผลของผลไม้

สดและอบแหง้ 

นาํใบและผลของผลไมม้าลา้งทาํความสะอาด

และหั่นให้มีขนาดเล็ก  จดบนัทึกนํ้ าหนัก และแช่ดว้ย 

เอทานอล (ให้มีปริมาตรเป็น 3 เท่าของสารตวัอย่าง) 3 

คร้ัง คร้ังละ 3 วนั  กรองแลว้นําไประเหยแห้งโดยใช้

เคร่ือง rotary evaporator บันทึกนํ้ าหนักของสารสกัด

จากใบและผลของผลไมส้ดท่ีสกดัได ้ ส่วนใบและผล

ของผลไมอ้บแหง้นั้น ทาํเช่นเดียวกบัจากใบและผลของ

ผลไมส้ดแต่ก่อนการแช่ดว้ยเอทานอล จะนาํไปอบแห้ง

ท่ีอุณหภูมิ 40 ºC ก่อน 

3.4 การหาความยาวคล่ืนท่ี DPPH สามารถดูดกลืนแสง

ไดดี้ท่ีสุด (λmax) และการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ

ดว้ยวธีิ DPPH 

1. นําสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.10 

mM มาวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยใชเ้คร่ือง UV-Visible 

Spectroscopy ท่ีความยาวคล่ืน 400 – 800 nm เพ่ือหาค่า

ความยาวคล่ืนท่ีสารละลาย DPPH สามารถดูดกลืนแสง

ไดดี้ท่ีสุด (λmax) 

2. เตรียมสารละลาย DPPH ท่ีความเข้มข้น 

0.10 mM ใ น  methanol โ ด ย ชั่ ง  DPPH ม า  0.0390 g 

ละลายดว้ย methanol และปรับปริมาตรเป็น 100 mL 

3. เตรียมสารละลายตัวอย่างทั้ งหมด และ

วติามินซี ท่ีความเขม้ขน้ 1000 ppm (stock solution) 

4. เตรียมสารละลายตัวอย่างทั้ งหมด และ

วิตามินซีจาก stock solution ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 

1  10  50  100 และ 500 ppm ใน methanol  

5. ปิเปตสารละลายแต่ละความเขม้ขน้ จากขอ้ 

3 ใส่ ห ลอดทดลองหลอดละ 1.60 mL โดยทําการ

ทดลอง 3 ซํ้ า 

6. ปิเปตสารละลาย DPPH 2.40 mL เติมลงใน

หลอดทดลองในขอ้ 4 เขยา่ให้เขา้กนั แลว้ตั้งท้ิงไวใ้นท่ี

มืด 30 นาที 

7. เม่ือครบ 30 นาที นาํสารละลายมาวดัค่าการ

ดูดกลืนแสง ด้วยเคร่ือง UV-VIS spectrophotometer ท่ี

ความยาวคล่ืน 516 nm แล้วนําไปคาํนวณเปอร์เซ็นต์

การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ (% inhibition) ดงัสมการ 

%inhibition =
( A control - A sample)

A control
×100 

โดย Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่ง 

       Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน 

8. สร้างกราฟความสัมพันธ์ ระหว่างความ

เข้ม ข้น ต่ างๆ  ข อ งส ารส กัด กับ  %  inhibition แ ล ะ

คาํนวณหา ค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสามารถยบัย ั้ง

อนุมูลอิสระ (DPPH) ได ้50% (IC50) 

3.5 การหาความยาวคล่ืนของสารประกอบฟีนอลิกท่ี

ส าม ารถ ดู ด ก ลื น แ ส งได้ดี ท่ี สุ ด  (λmax) แล ะ  ก าร

วเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอกลิกทั้งหมด ดว้ย

วธีิ FCR 

1.  ผ ส ม ส าร ล ะล าย  Gallic acid (GA) ท่ี มี

ความเข้มข้น 10 µg/mL กับ Folin-Ciocalteu’s reagent 

ปริมาตร 1.5 mL ท้ิงไว ้5 นาที แลว้เติม 20% Na2CO3 

ปริมาตร 4 mL ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ให้เป็น 10 mL 

ท้ิงไว ้30 นาที และนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสง โดยใช้

เคร่ือง UV-Visible Spectroscopy  

2. เตรียมสารละลายมาตรฐาน GA ท่ีความ

เข้ ม ข้ น  1 mg/mL ( stock solution)  ชั่ ง  GA 0.10 g 

ละลายและปรับปริมาตรด้วยนํ้ ากลัน่ให้เป็น 100 mL 

ในขวดปรับปริมาตร 

3. เจือจางสารละลายมาตรฐาน GA จาก stock 

solution ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 0.1  0.4  0.7   1   3   5 และ 

7 µg/mL แลว้เติม FCR ปริมาตร 1.5 ml ท้ิงไว ้5 นาที 
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4. เติม  20%  Na2CO3 ป ริม าตร 4 mL เข ย่า

สารละลายให้เขา้กนั ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ให้เป็น 

10 mL ท้ิงไว ้30 นาที (ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า) แลว้นาํไป

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 758 nm 

5. สร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหว่าง ค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีได้ กับความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐาน GA (standard curve) ซ่ึงจะไดค้วามสัมพนัธ์

เป็นเส้นตรง จากนั้ นหาสมการเส้นตรงของกราฟ

มาตรฐาน เพ่ือนาํไปใช้ในการคาํนวณหาปริมาณของ

สารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมด จากตัวอย่างสารสกัด

ผลไมท่ี้นาํไปวเิคราะห์ 

6. เตรียมสารละลายตัวอย่าง โดยชั่งสาร

ตวัอยา่ง 0.1250 g ละลาย และปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่

ใหเ้ป็น 25 mL ในขวดวดัปริมาตร 

 7. ปิเปตสารละลายจากขอ้ 1 มา 0.2 mL เติม 

FCR ปริมาตร 1.5 mL ท้ิงไว ้5 นาที 

8. เติม  20%  Na2CO3  ป ริมาตร 4 mL เขย่า

สารละลายให้เขา้กนั ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ให้เป็น 

10 mL ในขวดวดัปริมาตร ท้ิงไว้ท่ี อุณหภูมิห้อง 30 

นาที (ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า) แลว้นาํไปวดัค่าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 758 nm 

9. นําค่าการดูดกลืนแสงท่ีได ้ไปคาํนวณหา

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมด โดยใช้สมการ

เส้นตรงจากกราฟมาตรฐานของสารละลาย GA 

3.6 การหาความยาวคล่ืนของ Tyrosinase ท่ีสามารถ

ดูดกลืนแสงไดดี้ท่ีสุด (λmax) และ การศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้ง

เอนไซมไ์ทโรซิเนส 

1. นําสารละลาย Tyrosinase ความเข้มข้น 

314.8 unit/mL มาวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้เคร่ือง 

UV-VIS spectroscopy ท่ีความยาวคล่ืน 400-800 nm 

2. เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ 0.02 M Sodium 

Phosphate Buffer (pH 6.8)  โ ด ย ชั่ ง  Na2HPO4.2H2O 

1.76 g และ NaH2PO4.H2O 0.69 g ละลายด้วยนํ้ ากลัน่

และปรับปริมาตรเป็น 1000.00 mL โดยปรับค่า pH ให้

ได ้6.8 

3. เตรียมสารละลาย เอนไซม์ไทโรซิเนส 

(314.8 unit/mL) โดยชั่งเอนไซม์ไทโรซิเนสมา 10 mg 

และปรับปริมาตรดว้ย 0.02 M ของ Sodium Phosphate 

Buffer (pH 6.8) ใหมี้ปริมาตรเป็น 250.00 mL  

4. เตรียมสารละลายตัวอย่างทั้ งหมด และ

วติามินซีใหมี้ความเขม้ขน้ 0.01 0.05 0.1 0.5 และ 1 mg/ 

mLใน methanol  

5. เตรียมสารละลาย L-DOPA 0.34 mMโดย

ชั่ ง  L-DOPA (L-3, 4-dihydroxyphenylalanine) 16 mg 

ละลายดว้ย 250.00 ml ของ 0.02 M Sodium Phosphate 

Buffer (pH 6.8) 

 6. นําสารละลายตัวอย่าง ท่ี มีความเข้มข้น

ต่างๆ กนั มาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม์

ไท โรซิ เน ส  โดยใช้ Dopachrome method เที ยบ กับ

สารละลายมาตรฐานวิตามินซี ดังน้ี เติมสารละลาย 

control (ส าร ล ะ ล าย เอ น ไซ ม์ ไท โ ร ซิ เน ส  500 µL  

Sodium Phosphate Buffer 0.02 M (pH 6.8)  1500 µL 

แ ล ะ  Methanol 500 µL)  แ ล ะ  sample (ส าร ล ะ ล า ย

เอนไซมไ์ทโรซิเนส 500 µL  Sodium Phosphate Buffer 

0.02 M (pH 6.8) 1500 µL และสารละลายตวัอยา่งหรือ

สารละลายมาตรฐาน 500  µL) แยกกนัลงในขวดปรับ

ปริมาตรขนาด 5.00 mL เขยา่ให้สารละลายผสมกนั บ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 25 °C นาน 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 

L-DOPA 500 µL ลงในแต่ละขวด ปรับปริมาตรด้วย 

methanol เขย่า และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 495 nm (absorbance, A495) จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 

25 °C ต่ออีก  2 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงอีกคร้ัง

ท่ีความยาวคล่ืนเดิม (ทาํซํ้ า 3 คร้ัง)  

7. คาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการทาํงาน

ของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (%inhibition) ดงัสมการ 
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% inhibition = 
(Acontrol- Asample)

Acontrol

×100 

8. สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความ

เขม้ขน้ต่างๆของสารสกดักบั% inhibition เพ่ือคาํนวณ

ค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสามารถยบัย ั้งเอนไซม์

ไทโรซิเนสได ้50% (IC50)  

3.7 การเตรียมผลิตภัณฑ์ครีมบํารุงผิวจากสารสกัด

เปลือกทบัทิม 

วธีิการเตรียมครีมบาํรุงผวิ 

1. นาํส่วนประกอบต่างๆ ท่ีตอ้งการสาํหรับใช้

ในการผลิตครีมบาํรุงผิวค่อยๆ เติมทีละนอ้ย แลว้ค่อยๆ 

คนจนผสมเป็นเน้ือเดียวกนั  

2. สําหรับงานวิจยัน้ี เตรียมครีมบาํรุงผิวท่ีใช้

ในการทดสอบทั้งหมด 3 สูตรคือ A  B และ C ดงัน้ี 

A คือ   ครีมบาํรุงผิวท่ีไม่มีสารสกดัจากเปลือกทบัทิม 

(control) 

B คือ ครีมบาํรุงผวิท่ีมีสารสกดัจากเปลือกทบัทิม 1% 

C คือ ครีมบาํรุงผวิท่ีมีสารสกดัจากเปลือกทบัทิม 3% 

3. เม่ือเติมสารต่างๆ ครบทั้ งหมดแล้ว กวน

ครีมให้เข้ากัน จะได้ครีมบํารุงผิวผสมสารสกัดจาก

เปลือกทบัทิมสด บรรจุลงบรรจุภณัฑ ์

3.8 การทดสอบการะคายเคืองและค่าความชุ่มช้ืนต่อ

ผิวหนังของอาสาสมคัรท่ีใชค้รีมบาํรุงผิวจากสารสกดั

ของเปลือกทบัทิม 

การท ด ส อ บ ก ารระค ายเคื อ งผิ วห นั งใน

อาสาสมคัร จาํนวน 22 คน โดยให้อาสาสมคัรทาครีม

บาํรุงผิวลงบริเวณท้องแขนหลงัอาบนํ้ า วนัละ 2 คร้ัง 

เชา้–เยน็ เป็นประจาํทุกวนั ติดต่อกนัเป็นเวลา 1 เดือน

ประเมินการระคายเคืองและความชุ่มช้ืนของผิว โดย

สังเกตอาการแดง (erythema) ของผิว และตรวจวัด 

ความความชุ่มช้ืนผิว ดว้ยเคร่ืองวดัสภาพความชุ่มช้ืน

ประเมินผลการทดสอบและสรุปผล ความชุ่มช้ืนผิว 

ดว้ยเคร่ืองวดัทดสอบและสรุปผล 

4. ผลการวจิัย 

4.1 ความยาวคล่ืนท่ี DPPH สามารถดูดกลืนแสงได้ดี

ท่ีสุดและฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากใบและผลของผลไม้

ท่ีนาํมาศึกษา ดว้ยวธีิ DPPH 

1. นําสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.10 

mM มาวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยใชเ้คร่ือง UV-Visible 

spectrophotometer พบว่ามีค่าการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุด 

(λmax)  เท่ากบั 516 nm  

2. การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสาร

สกัดจากใบและผลของผลไม้สดและอบแห้งท่ีนํามา

ศึกษาโดยการสกดัดว้ยเอทานอลเปรียบเทียบกบัวติามิน

ซี ทาํการทดสอบดว้ยวิธี DPPH ซ่ึงค่าดูดกลืนแสงท่ีดี

ท่ีสุดท่ีความยาวคล่ืน 516 nm และคาํนวณหา ความ

เข้มข้นของสารสกัด ท่ีสามารถยบัย ั้งการเกิดอนุมูล

อิสระ (DPPH) ได ้50% (IC50) ไดผ้ลแสดงดงัตารางท่ี 1 

จากตาราง 1 แสดงให้เห็นว่าใบและผลของ

ผลไมส้ดและอบแหง้ท่ีทาํการศึกษาฤทธ์ิการตา้นอนุมูล

อิสระดว้ย DPPH โดยใชว้ิตามินซีเป็นสารเปรียบเทียบ

ท่ีมีค่า IC50 เท่ากบั 1.57 ppm พบวา่ในผลไมท่ี้มีค่า IC50 

มากกว่าสารเปรียบเทียบแต่น้อยกว่า 10 ppm ได้แก่ 

เปลือกทบัทิม ใบทบัทิม ใบฝร่ังแป้น และใบฝร่ังข้ีนก

ในผลไมท้ั้งสดและอบแหง้มีค่า IC50 อยูใ่นช่วง 1.81 ถึง 

2.72 และ 2.40 ถึง 3.57 ppm ตามลาํดบั ส่วนใบและผล

ของผลไมส้ดและอบแห้งท่ีมีค่า IC50 มากกว่า 10 ppm 

แต่น้อยกว่า 50 ppm ได้แก่ เปลือกแอปเป้ิลแดงสด 

เปลือกแอปเป้ิลฟูจิสด เปลือกแอปเป้ิลเขียวสด มีค่า 

IC50 อยู่ในช่วง 12.73 ถึง 27.66 ppm และใบและผล

ของผลไมส้ดและอบแห้งท่ีมีค่า IC50 มากกว่า 50 ppm 

แต่น้อยกว่า 100 ppm คือเปลือกแอปเป้ิลแดงอบแห้ง 

ซ่ึงมีค่า IC50 เท่ากบั 57.08 ppm 
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ตารางที่  1 ผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี 

DPPH จากใบและผลของผลไมส้ดและอบแหง้ 

ลาํดบั ผลไม้ 
IC50 

  (ppm) 

สด อบแห้ง 

1 เน้ือแอปเปิลแดง 457.27 >500 

2 เปลือกแอปเปิลแดง 12.73 57.08 

3 เน้ือแอปเปิลฟูจิ >500 >500 

4 เปลือกแอปเปิลฟูจิ 23.82 440.53 

5 เน้ือแอปเปิลเขียว 486.92 >500 

6 เปลือกแอปเปิลเขียว 27.66 243.93 

7 เน้ือแกว้มงักรขาว >500 >500 

8 เปลือกแกว้มงักรขาว >500 >500 

9 เปลือกทบัทิม 1.81 2.69 

10 ใบทบัทิม 1.94 2.40 

11 ใบฝร่ังแป้น 2.54 3.57 

12 ใบฝร่ังข้ีนก 2.72 3.15 

สารเปรียบเทยีบ 

วติามินซี 1.57 

 

นอกจากน้ีในตารางท่ี 3 นั้นยงัพบว่าส่วนใบ

และผลของผลไม้สดและอบแห้งท่ีมีค่า IC50 มากกว่า 

100 ppm แต่น้อยกว่า 500 ppm เน้ือแอปเป้ิลแดงสด 

เปลือกแอปเป้ิลฟูจิแห้ง เน้ือแอปเปิลเขียวสด เปลือก

แอปเปิลเขียวอบแห้ง มีค่า IC50 อยู่ในช่วง 243.93 ถึง 

486.92 ppm ขณะท่ีใบและผลของผลไมส้ดและอบแห้ง

ท่ีมีค่า IC50 มากกว่า 500 ppm ไดแ้ก่ เน้ือแอปเปิลแดง

อบแหง้ เน้ือแอปเปิลฟูจิทั้งสดและอบแหง้ เน้ือแอปเปิล

เขียวอบแห้ง เน้ือแก้วมังกรขาวทั้ งสดและอบแห้ง 

เปลือกแกว้มงักรทั้งสดและอบแห้ง ในการศึกษาฤทธ์ิ

การตา้นอนุมูลอิสระจากใบและผลของผลไมส้ดและ

อ บ แ ห้ ง นั้ น  แ ส ด ง ใ ห้ เห็ น ว่ าใ น ผ ล ไ ม้ ส ด มี ค่ า

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีดีกว่าในผลไม้

อบแหง้ 

 

4.2 ความยาวคล่ืนของสารประกอบฟีนอลิกท่ีสามารถ

ดู ด ก ลื น แ ส งได้ ดี ท่ี สุ ด ก าร วิ เค ร าะ ห์ ห าป ริ ม าณ

สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดดว้ยวธีิ FCR 

1. นําสารละลาย Gallic acid ท่ีความเข้มข้น 

10 µg/mL ปริมาตร 0.1 ml กับ FCR ปริมาตร 1.5 mL 

ท้ิงไว ้5 นาที จากนั้นเติม 20% Na2CO3  ปริมาตร 4 mL 

แลว้ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ให้เป็น 10 mL ในขวดวดั

ปริมาตร ท้ิงไว ้30 นาที จากนั้นนาํมาวดัค่าการดูดกลืน

แ ส ง  โ ด ย ใ ช้ เค ร่ื อ ง  UV-Visible spectrophotometer 

พบวา่มีค่าการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุดเท่ากบั 758 nm  

2.  จากกราฟของสารละลายมาตรฐาน GA ท่ี

ความเข้มข้น 0.10, 0.40, 0.70,  1.00, 3.00, 5.00 และ 

7.00 µg/mL แล้วเติม FCR ปริมาตร 1.5 mL ท้ิงไว้ 5 

นาทีจากนั้นเติม 20% Na2CO3  ปริมาตร 4 mL เขยา่ให้

เขา้กนั ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ให้เป็น 10 mL ในขวด

วดัปริมาตร ท้ิงไวเ้ป็นเวลา 30 นาที นําไปวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 758 nm เม่ือนําค่าการ

ดูดกลืนแสงกับค่าความเขม้ขน้ของสาร GA มาสร้าง

กราฟเส้นตรง จะไดก้ราฟมาตรฐานดงัรูปท่ี 1 

รูปที ่1 กราฟของสารละลายมาตรฐาน Gallic acid 

3. การวิเคราะห์หาปริมาณของ สารประกอบ    

ฟีนอลิกทั้งหมด โดยวิธี FCR ซ่ึงในการทดลองใช ้GA 

เป็นสารละลายมาตรฐาน โดยวิธีน้ีจะนาํสารตวัอยา่งทาํ

ปฏิกิริยากับ FCR และ 20% Na2CO3 โดยสารละลาย 

y = 0.1418x

R² = 0.9974
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FCR ซ่ึงมีสีเหลือง เม่ือทาํปฏิกิริยากับสารตา้นอนุมูล

อิสระจะเปล่ียนเป็นสารละลายสีนํ้ าเงิน นําค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารสกดัตวัอยา่ง ไปคาํนวณหาปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิก โดยการใชก้ราฟของสารละลาย

มาตรฐาน Gallic acid ไดผ้ลดงัตารางท่ี 2 

ตารางที่2 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ทั้งหมด โดยใชว้ธีิ FCR 

หมายเหตุ   * เจือจางสาร 5 เท่า   ** เจืองจาง 10 เท่า  

จากตารางท่ี 2 พบว่าในสารสกดัจากใบและ

ผลของผลไมส้ดท่ีมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมาก

ท่ีสุด คือ เปลือกทบัทิม รองลงมาคือ ใบทบัทิม ใบฝร่ัง

ข้ีนก ใบฝร่ังแป้น เปลือกแอปเปิลแดง เปลือกแอปเป้ิล

ฟูจิ เปลือกแกว้มงักรขาว เปลือกแอปเป้ิลเขียว เน้ือแอป

เป้ิลแดง เน้ือแกว้มงักรขาว เน้ือแอปเป้ิลเขียว และเน้ือ

แอปเป้ิลฟูจิ ตามลาํดบั ส่วนในสารสกดัจากใบและผล

ของผลไมอ้บแห้ง สารสกดัท่ีมีปริมาณสารประกอบฟี

นอลิกมากท่ีสุด คือ ใบทับทิม รองลงมาคือ เปลือก

ทับทิม ใบฝร่ังข้ีนก ใบฝร่ังแป้น เปลือกแอปเป้ิลแดง 

เปลือกแอปเป้ิลเขียว  เปลือกแก้วมังกรขาว   เปลือก

แอปเป้ิลฟูจิ    เน้ือแอปเป้ิลแดง  เน้ือแกว้มงักรขาว เน้ือ

แอปเป้ิลเขียว และเน้ือแอปเป้ิลฟูจิ ตามลาํดบั จากการ

วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งโดยวิธี 

FCR ในสารสกัดจากผลไม้สดและผลไม้อบแห้งนั้ น

ยืนยนัไดว้่า สารสกดัผลไมส้ด มีปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอกลิกทั้งหมดมากกวา่สารสกดัจากผลไมอ้บแหง้ 

4.3 ความยาวคล่ืนท่ี Tyrosinase สามารถดูดกลืนแสงได้

ดีท่ีสุด และ การวิเคราะห์ฤทธ์ิยบัย ั้ งเอนไซม์ไทโร

ซิเนสของสารสกัดจากใบและผลของผลไม้สดและ

ผลไมอ้บแหง้ 

1.  เม่ือนาํสารละลาย Tyrosinase ความเขม้ขน้ 

314.8 unit/ml มาวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้เคร่ือง  

UV-Visible spectrophotometer พบว่ามีค่าการดูดกลืน

แสงสูงท่ีสุด (λmax) เท่ากบั 495 nm  

2.  การศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

ของสารสกดัจากผลไมส้ด และผลไมอ้บแหง้ เม่ือนาํแต่

ละตวัอย่างไปทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

ดว้ยวิธี Modified Dopachrome เปรียบเทียบกบัวิตามิน

ซี และคาํนวณหาความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสามารถ

ยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได ้50% (IC50) ไดผ้ลแสดง 

ดงัตารางท่ี 3 

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซท์ไทโรซิเนสของ

ผลไมส้ด และผลไมแ้หง้ 

ลาํดบั ผลไม้ 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 

(mg GAE/g extract) 

สด อบแห้ง 

1 เน้ือแอปเป้ิลแดง 0.25 0.21 

2 เปลือกแอปเป้ิลแดง 1.04 0.47 

3 เน้ือแอปเป้ิลฟูจิ 0.14 0.08 

4 เปลือกแอปเป้ิลฟูจิ 0.73 0.29 

5 เน้ือแอปเป้ิลเขียว 0.18 0.17 

6 เปลือกแอปเป้ิลเขียว 0.43 0.38 

7 เน้ือแกว้มงักรขาว 0.21 0.19 

8 เปลือกแกว้มงักรขาว 0.46 0.30 

9 เปลือกทบัทิม 8.11** 4.33* 

10 ใบทบัทิม 6.65* 6.60* 

11 ใบฝร่ังแป้น 3.95* 2.71* 

12 ใบฝร่ังข้ีนก 4.20* 2.92* 

สารเปรียบเทยีบ 

วติามินซี 8.97** 

ลาํดบั ผลไม้ 
IC50 

สด อบแห้ง 

1 เปลือกทบัทิม 0.02 0.09 

2 ใบทบัทิม 0.07 0.09 

3 ใบฝร่ังแป้น 0.07 0.12 

4 ใบฝร่ังข้ีนก 0.09 0.09 

สารเปรียบเทยีบ 

วติามินซี 0.06 
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จากตารางท่ี  3 แสดงให้ เห็นว่าฤทธ์ิย ับย ั้ ง

เอนไซม์ไทโรซิเนส ของสารสกดัจากผลไมท้ั้งสดและ

อบแห้ง 8 ตวัอยา่ง พบวา่สารสกดัจากเปลือกทบัทิมสด

มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเอนไซมดี์ท่ีสุด โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 

0.02  ppt เม่ือเทียบกบัสารละลายมาตรฐานวิตามินซี ซ่ึง

มีฤทธ์ิการยบัย ั้งท่ีน้อยกว่าวิตามินซีมีค่า IC50 เท่ากับ 

0.06 ppt 

4.4 การทดสอบความชุ่มช้ืนต่อผิวหนงัของอาสาสมคัร

ท่ีไดใ้ชค้รีมบาํรุงผวิจากสารสกดัจากเปลือกทบัทิม 

ท ด ส อ บ ค วาม ชุ่ ม ช้ื น ข อ งผิ วด้วย เค ร่ือ ง

ตรวจวดัความชุ่มช้ืนผิว (digital moisture monitor for 

skin) ทั้ งหมด 4 จุด คือบริเวณท่ีไม่ไดท้าครีม ครีมไม่

ผสมสารสกดัจากเปลือกทบัทิม ครีมผสมสารสกดัจาก

เปลือกทับทิม 1% และครีมผสมสารสกัดจากเปลือก

ทบัทิม 3% โดยอาสาสมคัรตอ้งทาบริเวณทอ้งแขนเป็น

ประจาํเชา้-เยน็ เป็นเวลา 1 เดือน พบว่าครีมบาํรุงผิวท่ี

ผสมสารสกัดจากเปลือกทับทิมสด3 % สามารถเพ่ิม

ความชุ่มช้ืนให้กับผิวได้ดีท่ีสุด มีค่าความชุ่มช้ืนอยู่

ในช่วง 27.5 ± 0.0 ถึง 43.5 ± 0.0 % ส่วนครีมท่ีไม่ได้

ผสมสารสกัดจากเปลือกทับทิมมีค่าความชุ่มช้ืนอยู่

ในช่วง 23.7 ± 0.0 ถึง 32.2 ± 0.0 %  และไม่พบการ

ระคายเคืองของผวิหนงัอาสาสมคัร 

 

5. การอภิปรายผล 

เม่ือนําส ารส กัดจากผลไม้ส ดและผลไม้

อบแห้งทั้งหมด 24 ตวัอยา่งไปทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูล

อิสระด้วยวิธี DPPH  การหาปริมาณสารประกอบฟี

นอลิกทั้ งหมดโดยวิธี FCR และทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ ง

เอนไซมไ์ทโรซิเนสดว้ยวิธี Dopachrome method ซ่ึงใช้

วิตามินซีเป็นสารเปรียบเทียบ พบว่าผลไม้สด และ

ผลไมอ้บแห้งท่ีให้ผลต่อการทดสอบทั้งหมดไดดี้ท่ีสุด

คือ สารสกดัจากเปลือกทบัทิมสด จึงนาํสารสกดัน้ีมา

ผลิตครีมบาํรุงผวิ เม่ือนาํไปทดสอบการระคายเคืองและ

ทดสอบความชุ่มช้ืนต่อผิวหนังในอาสาสมคัร 22 คน 

พบวา่ไม่มีอาการระคายเคืองหรืออาการแดงต่อผิวหนงั 

ผลการทดสอบความชุ่มช้ืนพบวา่ ครีมท่ีมีการผสมสาร

สกดัจากเปลือกทบัทิม 3% จะสามารถเพ่ิมความชุ่มช้ืน

กบัผิวไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่าความชุ่มช้ืนอยูใ่นช่วง 27.5 ± 

0.0 ถึง 43.5 ± 0.0 % ส่วนครีมท่ีไม่ไดผ้สมสารสกดัจาก

เปลือกทบัทิมมีค่าความชุ่มช้ืนอยูใ่นช่วง 23.7 ±  0.0 ถึง 

32.2 ± 0.0 % ดงันั้นสารสกดัจากเปลือกทบัทิมสดจึงมี

ศกัยภาพท่ีจะนาํมาพฒันาเป็นส่วนผสมในเคร่ืองสาํอาง

ได ้

 

6. บทสรุป 

เปลือกทบัทิมสดมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและ

ฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส ควรมีการศึกษาฤทธ์ิและ

องคป์ระกอบทางเคมีให้กวา้งขวาง เพ่ือนาํไปพฒันา ใช้

ในอุตสาหกรรมด้านสุขภาพ และความสวยงาม การ

ผลิตครีมผวิขาวและลดรอยเห่ียวยน่ ต่อไปในอนาคต  
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