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ABSTRACT 

This study aimed to compare the antioxidant and tyrosinase inhibitory 
activities of green tea extract (GTE) and black tea extract (BTE). The DPPH radical 
scavenging assay and the tyrosinase inhibition assay were employed to evaluate 
antioxidant capacity and melanogenesis inhibition, respectively. The tea extracts 
were standardized to contain not less than 25% EGCG for GTE and theaflavin for BTE. 
Each extract was tested at elevent different concentrations (1.000–0.001 mg/mL), and 
the percentage of inhibition was calculated based on triplicate measurements. 
Statistical analyses were conducted using Two-way ANOVA and One-way ANOVA 
followed by multiple comparisons. The results indicated that BTE exhibited slightly 
higher average antioxidant activity than GTE (74.47% vs. 71.97%). However, GTE 
demonstrated stronger antioxidant effects at higher concentrations, while BTE was 
more effective at lower concentrations. Regarding tyrosinase inhibition, BTE showed 
significantly higher inhibitory activity than GTE across all concentrations (65.74% vs. 
38.29%). These findings are consistent with previous studies and support the 
potential use of tea extracts as natural ingredients in whitening and anti-aging 
cosmetic formulations. 

Keywords: Green Tea Extract, Black Tea Extract, Antioxidant, Tyrosinase Inhibitor, EGCG, 
Theaflavin 
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหาวิจัย 

ชา (Camelia sinensis) เป็นพืชที่นำมาใช้เป็นเครื่องดื่มที่มีการบริโภคมากที่สุดรองจาก      
น้ำดื่มและยังคงมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง ชายังเป็นเครื่องดื่มที่ดีต่อสุขภาพเนื่องจากมีสารต้าน
อนุมูลอิสระกลุ่มโพลีฟีนอล (Stodt & Engelhardt, 2013) โดยสารออกฤทธิ์สำคัญคือ คาเทชิน 
(Catechin) และทรีฟลาวิน (Theaflavin, TF) 

ประเภทของชาจะขึ้นอยู่กับกระบวนการแปรรูปใบชา โดยชาแบ่งออกเป็นสามประเภทหลัก 
ได้แก่ ชาเขียวจะไม่มีกระบวนการหมัก ผลิตโดยการทำใบให้แห้งและนึ่งใบสดเพ่ือหยุดการทำงานของ
โพลีฟีนอลออกซิเดสทำให้ไม่เกิดออกซิเดชั่น ชาอู่หลงเป็นชากึ่งหมักโดยใบชาสดจะผ่านขั้นตอนการ
หมักบางส่วนก่อนทำให้แห้ง ชาดำและชาแดง (ผู่เอ๋อ) จะผ่านการหมักหลังการเก็บเกี่ยวก่อนการ
อบแห้งและนึ่ง โดยชาดำจะเกิดการออกซิเดชั่นโดยใช้เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในการเร่งปฏิกิริยา
ในขณะที่ชาแดงใช้จุลินทรีย์ (McKay & Blumberg, 2002)  
  มีการศึกษาและวิจัยถึงคุณประโยชน์จากชาต่อสุขภาพร่างกายในหลายด้าน สามารถช่วยลด
และป้องกันโรคได้ เช่น ลดความเสี่ยงโรคหัวใจและหลอดเลือด ลดระดับ LDL cholesterol ปรับ
สมดุลไขมันในเลือด ช่วยควบคุมน้ำหนัก เพ่ิมอัตราการเผาผลาญพลังงาน ช่วยสลายไขมัน ลดการ
อักเสบในระดับเซลล์ และช่วยป้องกันโรคเรื้อรัง (Cabrera et al., 2006) สารสำคัญที่พบในชาเขียว
ส่วนมากแล้วจะพบสารในกลุ่มคาเทชินโดยจะมี (−)-epigallocatechin gallate (EGCG) ที่พบมาก
ที่สุดในธรรมชาติ (Graham, 1992) ในปริมาณสูงถึง 7-13% ในขณะที่สารตัวอ่ืนๆ ที่จัดอยู่ในกลุ่มคา
เทชินได้แก่ (−)-epicatechin gallate (ECG) จะพบเพียง 3-6% (−)-epigallocatechin (EGC) พบ
ได้เพียง 3-6% และ (−)-epicatechin (EC) พบเพียง 1-3% นอกจากนี้ยังพบสารอ่ืนๆ อีกในชาเขียว 
และสารสำคัญที่พบในชาดำจะพบสารทรีฟลาวินและทรีซินิซินเป็นหลักในปริมาณสูง (Liu et al., 
2021) 
 จากกระแสนิยมในการบริโภคชา สารสกัดจากชาถูกนำมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารเพ่ิมมากขึ้น 
เพ่ือเพ่ิมคุณประโยชน์ด้านสุขภาพให้กับผู้บริโภคในผลิตภัณฑ์เสริมอาหารและอาหารเพ่ือสุขภาพ 
(Younes et al., 2018) จึงมีการนำเข้าสารสกัดจากชาและชาเป็นส่วนใหญ่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งจาก
ประเทศจีน ซึ่งเป็นที่ตั้งของสวนชาครึ่งหนึ่งของโลก  



2 

 เป็นที่ทราบกันอย่างแพร่หลายถึงสรรพคุณของชาในการต้านอนุมูลอิสระ จึงมีงานวิจัยที่
ศึกษาเกี่ยวกับองค์ประกอบของสารที่พบในชาและเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์การ
ต้านจุลชีพของชาเขียวและชาดำโดยวิธี infusion (Bancirova., 2010) พบว่าชาทั้งสองชนิดในสภาวะ
สดมีค่าเฉลี่ยของฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ TEAC ที่เท่ากัน และยังพบงานวิจัยเพ่ือเปรียบเทียบฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระของ Theaflavins (TFs) ในชาดำ กับ Catechins ในชาเขียว โดยใช้การออกซิเดชัน 
LDL ที่กระตุ้นด้วยทองแดงเป็นโมเดลการทดลอง (Leung et all., 2001) พบว่า Theaflavins  
ในชาดำมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระไม่แพ้ catechins ในชาเขียว อย่างไรก็ตามยังพบงานวิจัยเปรียบเทียบ
โปรไฟล์สารโพลีฟีนอล และ ความสามารถต้านอนุมูลอิสระ ในเครื่องดื่มยอดนิยม 3 ประเภท คือ 
กาแฟ ชา (ชาเขียวและชาดำ) และไวน์แดง โดยเปรียบเทียบในปริมาณที่ดื่มจริง (serving size) 
(Pintać et al., 2022) พบว่า ชาเขียว (200 มิลลิลิตร) มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชั่นสูงสุด เมื่อเทียบกับ  
ชาดำ กาแฟ (ตุรกี, ชงสด, กาแฟสำเร็จรูป) และไวน์แดง อีกทั้งยังพบงานวิจัยศึกษาผลกระทบของ
สารสกัดน้ำจากชาดำ ชาเขียว และชาขาว (Camellia sinensis water extracts; CSWEs) ต่อการ
ส ร้ า ง เม ล านิ น และ เอน ไซม์ ไท โรซิ เน ส ใน เซล ล์  melan-A (immortalized melanocytes)  
โดยเปรียบเทียบกับสารควบคุมเช่น arbutin และ EGCG (Young Chul Kim et al., 2015) พบว่า
สารสกัดชาดำแสดงฤทธิ์ต้านเมลานินและไทโรซิเนสดีกว่า arbutin และบางกรณีสูงกว่า EGCG  
(ชาเขียว) ในปัจจุบันนอกจากใบชาที่ใช้ชงดื่มยังมีผลิตภัณฑ์ในกลุ่มสารสกัดจากชา ผู้วิจัยจึงสนใจ
ทำการศึกษาโดยการนำสารสกัดจากชาเขียวและสารสกัดชาดำมาศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระ และการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสในหลอดทดลอง เพื่อให้ทราบถึงความสามารถและความ
แตกต่างของฤทธิ์ระหว่างสารสกัดท้ังสองชนิดในแต่ละระดับความเข้มข้น 

1.2 ความสำคัญของการวิจัย 

 ใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงเบื้องต้นในการเปรียบเทียบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ในการ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส ระหว่างสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำเพ่ือเป็นแนวทางในการวิจัยต่อใน
มนุษย์หรือนำข้อมูลไปใช้ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ทั้งในกลุ่มผลิตภัณฑ์เสริมอาหารและเครื่องสำอาง 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 เพ่ือเปรียบเทียบฤทธิ์ระหว่างสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำในการต้านอนุมูลอิสระและ
การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส  
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1.4 สมมติฐานของการวิจัย 

1.4.1 ประเภทของสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำมีผลต่อฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระและ
การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส            

1.4.2 ระดับความเข้มข้นของสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำมีผลต่อฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระและการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส            

1.4.3 ประเภทและระดับความเข้มข้นของสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำมีผลต่อฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระและการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส 

1.5 กรอบแนวคิดการวิจัย 

 
หมายเหตุ 11 ระดับความเข้มข้นดังต่อไปนี้ 1.000, 0.500, 0.250, 0.125, 0.062, 0.031, 0.015, 

0.008, 0.004, 0.002 และ 0.001 mg/ml 
ภาพที่ 1.1 กรอบแนวคิดในการวิจัย  
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1.6 ขอบเขตของการวิจัย 

 การศึกษาครั้งนี้เป็นการวิจัยเชิงทดลองในห้องปฏิบัติการ เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระ และการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสระหว่างสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำที่มี
จำหน่ายในท้องตลาด และมีการควบคุมปริมาณสารสำคัญ EGCG มากกว่า 25% ในสารสกัดชาเขียว
และในสารสกัดชาดำมีการควบคุมปริมาณสารสำคัญ TF มากกว่า 25% (แนบเอกสาร Certificate of 
Analysis ในภาคผนวก) 

1.7 นิยามศัพท์เฉพาะ 

 สารสกัดชาเขียว (Green Tea Extract) ได้จากการนำใบชาที่ยังไม่ผ่านการหมักมาผ่าน
กระบวนการในการสกัดโดยใช้ตัวทำละลาย (เช่น น้ำ , เอทานอล) เพ่ือสกัดสารออกฤทธิ์ให้ได้
สารสำคัญที่มีอยู่ในใบชาเขียว 
 สารสกัดชาดำ (Black Tea Extract) ได้จากการนำใบชาที่ผ่านกระบวนการหมักทำให้มีระดับ
ของปฏิกิริยาออกซิเดชันเกิดข้ึนแล้วจึงนำใบชามาสกัดอีกครั้งโดยใช้ตัวทำละลาย (เช่น น้ำ, เอทานอล) 
เพ่ือสกัดสารออกฤทธิ์เพื่อให้ได้สารสำคัญที่มีอยู่ในใบชาดำ 
 DPPH Assay เป็นวิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ โดยใช้ 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่เสถียร หากสารที่ทดสอบสามารถจับกับ อนุมูล DPPH• 
ไดสีของสารละลาย DPPH จะเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลือง ซึ่งสามารถวัดการเปลี่ยนแปลงคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร โดยใชเครื่องวัดการดูดกลืนแสง  
 Tyrosinase Inhibitory Assay เป็นการทดสอบทางชีวภาพเพ่ือวัดความสามารถของสาร
ตัวอย่างในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส แบ่งเป็น 2 วิธีคือ วิธิีทดสอบในหลอดทดลอง 
(In vitro test) และในสัตว์ทดลอง ( In vivo test) โดยเอนไซม์ไทโรซิ เนสเป็นเอนไซม์หลักใน
กระบวนการสร้างเมลานิน (Melanogenesis) ซึ่งเก่ียวข้องกับการหมองคล้ำของสีผิว  
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บทที่ 2 

การทบทวนวรรณกรรม 

การวิจัยนี้มีงานวิจัยที่เกี่ยวข้องและสัมพันธ์กันกับเรื่องที่วิจัย ดังรายละเอียดในแต่ละหัวข้อ
ดังนี้ 

1. ทฤษฎีสูงอายุที่เก่ียวข้องกับอนุมูลอิสระ 
2. ชาเขียว ชาดำ และ สารสกัดจากชาเขียว สารสกัดจากชาดำ 
3. การตรวจสอบประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ 
4. สารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสและการตรวจสอบการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส 
5. งานวิจัยเปรียบเทียบประสิทธิภาพสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำ 

2.1 ทฤษฎีสูงอายุที่เกี่ยวข้องกับอนุมูลอิสระ 

 ทฤษฎีอนุมูลอิสระตามสมมติฐานในช่วงทศวรรษที่  50 โดย Denham Harman (Harman, 
1956) เสนอว่า การเพ่ิมการผลิตและการสะสมของอนุมูลอิสระตามอายุที่เพ่ิมขึ้นส่งผลให้เกิดความ
เสียหายต่อสารชีวโมเลกุลพ้ืนฐานได้แก่  กรดนิวคลี อิก ไขมันและโปรตีน  ความเสียหายต่อ
องค์ประกอบของเซลล์หรือส่วนประกอบระหว่างเซลล์มีส่วนทำให้การทำงานทางสรีรวิทยาบกพร่อง
ซึ่งเกี่ยวข้องกับการชราภาพ ฮาร์มานเองได้ข้อสรุปในเวลาต่อมาว่าไมโตคอนเดรียเป็นแหล่งที่มาและ
เป็นเป้าหมายของอนุมูลอิสระ ซึ่งนำไปสู่ “ทฤษฎีไมโตคอนเดรียของการชราภาพ” (Harman, 1972) 

โดยอนุมูลอิสระสามารถแบ่งตามชนิดของปฏิกิริยาที่ตั้งชื่อตามอะตอมที่ทำปฏิกิริยาได้แก่ 
ออกซิเจน ไนโตรเจน หรือกำมะถัน อนุมูลอิสระชนิดออกซิเจน (Reactive Oxygen Species, ROS) 
ที่เกิดปฏิกิริยาส่วนใหญ่ เกิดขึ้นจากกระบวนการหายใจในไมโตคอนเดรีย เพ่ือใช้ในการผลิตพลังงาน
ภายในเซลล์ ROS ที่เกิดขึ้นหากร่างกายไม่สามารถกำจัดได้หมดจะเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่น 
(Oxidative Stress) เกิดความไม่สมดุลระหว่างอนุมูลอิสระกับระบบต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งอนุมูลอิสระ 
ROS จะทำลายส่วนต่าง ๆ ภายในเซลล์ก่อให้เกิดการอักเสบและโรคต่าง ๆ รวมถึงความชรา โดยปกติ
ร่างกายจะมีกลไกการกำจัดของเสียหรือสารที่ร่างกายไม่ตองการ รวมทั้งซอมแซมสวนที่ถูกทําลายอยู่
ตลอดเวลา แต่เชื่อว่าการสะสมของอนุมูลอิสระเกิดขึ้นรวดเร็วกวาการซอมแซม ดังนั้นหากร่างกาย
ได้รับสารที่มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ จะมีสวนชวยยับยั้งการทํางานหรือการสรางอนุมูล
อิสระให้เกิดข้ึนน้อยลงได้ 
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2.2 ชาเขียว ชาดำ และสารสกัดจากชาเขียว สารสกัดจากชาดำ 

ชาเขียว (Green Tea) เป็นชาที่ไม่ผ่านกระบวนการหมัก แต่ใช้ความร้อนในการหยุดยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ polyphenol oxidase เพ่ือป้องกันการเกิดออกซิเดชัน โดยการนึ่ง (Steaming) 
พบมากในชาเขียวญี่ปุ่น เช่น Sencha Matcha และการคั่ว (Pan-firing/Roasting) พบมากใน 
ชาเขียวจีน เช่น Longjing (Dragon Well) โดยใช้วิธีให้ความร้อนเพ่ือหยุดการทำงานของเอนไซม์  
ในใบชา ทำให้คงปริมาณสารโพลีฟีนอลกลุ่ม catechins ไว้ได้สูง เช่น EGCG, EGC, ECG และ EC 
(Zhao et al., 201; Cabrera et al., 2006) ชาเขียวมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงจากกลไกการกำจัด
อนุมูลอิสระ และยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของไขมัน (McKay & Blumberg, 2002) นอกจากนี้ 
catechins โดยเฉพาะ EGCG ยังสามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสซึ่งมีบทบาทในการสร้างเม็ดสี  
เมลานิน (Kubo et al., 2000) 

ชาดำ (Black Tea) ชาดำเป็นชาที่ผ่านกระบวนการหมักเต็มที่  ทำให้สาร catechins 
เปลี่ยนไปเป็น theaflavins และ thearubigins ซึ่งเป็นสารฟีนอลที่มีสีเข้ม (Zhao et al., 2019)
ถึงแม้ปริมาณ catechins จะลดลง แต่ theaflavins ยังคงแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและสามารถ
ยับยั้งไทโรซีเนสได้ในระดับหนึ่ง (Cabrera et al., 2006) 
ตารางที ่2.1 เปรียบเทียบลักษณะชาเขียวและชาดำ 

ลักษณะ ชาเขียว ชาดำ 
กระบวนการผลิต ไม่หมัก (Non-fermented) หมักเต็มที่ (Fully fermented) 
สารโพลีฟีนอลหลัก Catechins (EGCG, EGC, ECG, EC) Theaflavins, Thearubigins 
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สูง ปานกลาง 
ฤทธิ์ยับยั้งไทโรซีเนส สูง (EGCG) ปานกลาง (Theaflavins) 
สีและรสชาติ สีอ่อน กลิ่นสดชื่น รสฝาดเล็กน้อย สีเข้ม กลิ่นหอม รสเข้ม 

ความแตกต่างระหว่างชาและสารสกัดจากชา โดยชา (Tea) หมายถึงผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการ
นำใบชาแห้ง (Camellia sinensis) มาชงกับน้ำร้อนเพ่ือบริโภคในรูปแบบเครื่องดื่ม โดยมีการละลาย
ของสารออกฤทธิ์บางส่วนลงในน้ำชง เช่น catechins, theaflavins, caffeine และกรดอะมิโนบาง
ชนิด (Cabrera et al., 2006) ในทางตรงกันข้าม สารสกัดจากชา (Tea extract) เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากการนำใบชามาผ่านกระบวนการสกัด โดยใช้น้ำร้อน เอทานอล หรือสารละลายอ่ืน ๆ เพ่ือให้ได้
สารออกฤทธิ์เข้มข้น เช่น EGCG หรือ theaflavins และสามารถนำไปใช้ในผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 
เครื่องสำอาง หรือยาได้โดยตรง (McKay & Blumberg, 2002) ข้อแตกต่างสำคัญคือ สารสกัดจากชา
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มีความสามารถในการควบคุมปริมาณสารสำคัญได้แม่นยำกว่า และมักมีความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์
สูงกว่าชงใบชาธรรมดา (Zhao et al., 2019) ตัวอย่างเช่น การชงชาเขียวในบ้านทั่วไปอาจได้ EGCG 
ประมาณ 20–50 mg ต่อถ้วย ในขณะที่ผลิตภัณฑ์สารสกัดชาเขียวในรูปแบบแคปซูลอาจให้ EGCG 
ถึง 200–300 mg ต่อแคปซูล (Zhao et al., 2019) ดังนั้น สารสกัดจากชาจึงเหมาะสมกับการ
นำไปใช้ในงานวิจัยทางชีวภาพหรือการพัฒนาผลิตภัณฑ์เชิงพาณิชย์ที่ต้องการควบคุมปริมาณสารออก
ฤทธิ์ให้คงที่ ในขณะที่การบริโภคชาในรูปเครื่องดื่มมีประโยชน์ในแง่ของการบริโภคประจำวันและ
สุขภาพโดยรวม (Cabrera et al., 2006; McKay & Blumberg, 2002) 

2.3 การตรวจสอบประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ 

 อนุมูลอิสระ (Free Radicals) เป็นโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนที่ไม่จับคู่ ซึ่งสามารถทำปฏิกิริยา
เคมีที่เป็นอันตรายกับเซลล์ในร่างกาย และเป็นหนึ่งในปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคเรื้อรังหลาย
ชนิด เช่น โรคหัวใจ มะเร็ง และโรคอัลไซเมอร์ ด้วยเหตุนี้ การค้นหาและพัฒนาแหล่งของสารต้าน
อนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพจึงเป็นประเด็นสำคัญทางวิทยาศาสตร์และการแพทย์ 
 การตรวจสอบประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระในงานวิจัยสามารถทำได้หลายวิธีดังนี้ 

2.3.1 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) assay เป็นวิธีที่นิยมใช้กันมาก 
เนื่องจากความง่ายและรวดเร็ว วัดความสามารถของสารตัวอย่างในการให้ไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอน
ไปจับกับอนุมูล DPPH• ซึ่งมีสีม่วงเข้ม เมื่อถูกลดรูปจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองซีด วัดค่าการดูดกลืนแสง 
(Absorbance) ที่ความยาวคลื่น 520 nm การลดลงของค่าการดูดกลืนแสงจึงสามารถใช้ประเมิน
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารนั้นได้ (Rankovic et all., 2012) 

2.3.2 ABTS (2,2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) assay ใ ช้

อนุมูลอิสระชนิด ABTS⁺• ซึ่งมีสี เขียว-ฟ้า เมื่อเติมสารตัวอย่างที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระลงไป  

สารเหล่านี้จะทำปฏิกิริยารีดิวซ์ ABTS⁺• ทำให้ความเข้มของสีลดลง วัดการลดลงของสีโดยวัด 
Absorbance ที่ 734 nm สามารถใช้ได้กับสารที่ละลายน้ำหรือไขมัน และไวต่อสารต้านอนุมูลอิสระ
หลายชนิดมากกว่า DPPH (Re et al., 1999) 

2.3.3 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) วัดความสามารถของสารในการ

เปลี่ยน Fe³⁺-TPTZ (Ferric–2,4,6-tripyridyl-s-triazine) ให้เป็น Fe²⁺ ที่มีสีฟ้า วัด Absorbance 
ที่ 593 nm เป็นวิธีที่ง่าย แต่ทำได้เฉพาะกับสารที่มีฤทธิ์รีดิวซ์ (reducing capacity) เท่านั้น (Benzie 
& Strain, 1996) 
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2.3.4 ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) วัดความสามารถของสารต้าน
อนุมูลอิสระในการป้องกันการเกิดอนุมูล peroxyl ที่ทำลายสาร fluorescein โดยใช้ AAPH (2,2'-
azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride) เป็นตัวกระตุ้น วัด Fluorescence ลดลงเมื่อเวลา
ผ่านไป assay เป็นเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพในการวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารชีวภาพในเชิง 
kinetic สามารถใช้เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารต้านอนุมูลอิสระได้แม่นยำและครอบคลุม แต่มี
ข้อจำกัดในแง่ของเวลาในการทดสอบและเครื่องมือที่ใช้ (Ou et al., 2001) 

2.3.5 Hydroxyl Radical Scavenging Assay ใช้ระบบปฏิกิริยา Fenton ที่สร้างอนุมูลไฮ
ดรอกซิล Hydroxyl radical (•OH) เป็นหนึ่งในอนุมูลอิสระที่มีความว่องไวสูงและเป็นอันตรายต่อ
เซลล์มากท่ีสุด โดยสามารถทำลาย DNA, โปรตีน และไขมันในร่างกายได้ ซึ่งจะทำลายสารตั้งต้น เช่น 
deoxyribose หรือ salicylic acid ผลิตภัณฑ์จากการทำลาย deoxyribose จะทำปฏิกิริยากับ 
thiobarbituric acid (TBA) เมื่อให้ความร้อนในกรด จะเกิดสารสีชมพูที่วัดค่าดูดกลืนแสงได้ที่ 532 
nm สารต้านอนุมูลอิสระจะเข้าไปยับยั้งปฏิกิริยานี้ ส่งผลให้สีลดลง ค่าวัด Absorbance ต่ำลง แสดง
ถึงฤทธิ์กำจัดอนุมูลไฮดรอกซิล (Halliwell et al., 1987) 

2.4 สารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสและการตรวจสอบการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส 

 เอนไซม์ไทโรซีเนส (Tyrosinase) เป็นเอนไซม์ที่มีทองแดงเป็นองค์ประกอบ ซึ่งมีบทบาท
สำคัญในการสร้างเมลานิน (melanin) โดยเร่งปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันของแอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) 
ให้กลายเป็นแอล-โดปา (L-DOPA) และออกซิเดชันของแอล-โดปาไปเป็นโดปาควิโนน ซึ่งเป็นสารตั้ง
ต้นในการสร้างเม็ดสีผิวในมนุษย์ (Solano et al., 2006) การทำงานที่มากเกินไปของเอนไซม์นี้
สัมพันธ์กับภาวะผิวหนังคล้ำผิดปกติ เช่น ฝ้า กระ และจุดด่างดำ สารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสจึงได้รับ
ความสนใจอย่างมากในอุตสาหกรรมเครื่องสำอาง และการแพทย์ โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์บำรุงผิวที่มี
ฤทธิ์ลดจุดด่างดำ ปรับสีผิวให้สม่ำเสมอ ตลอดจนมีการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เพ่ือป้องกัน
การเปลี่ยนสีของผลไม้และผักจากปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซีเนส 

2.4.1 สารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสสามารถจำแนกได้ตามกลไกการยับยั้ง ได้แก่ 
2.4.1.1 Competitive inhibitors สารยับยั้งชนิดนี้จะแข่งขันกับซับสเตรต (เช่น L-

tyrosine หรือ L-DOPA) เพ่ือจับกับตำแหน่งออกฤทธิ์ของเอนไซม์ ทำให้เอนไซม์ไม่สามารถเร่ง
ปฏิกิริยาได้ ตัวอย่างเช่น Kojic acid, Arbutin (Kim & Uyama, 2005) 
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2.4.1.2 Non-competitive inhibitors สารจะจับกับตำแหน่งอ่ืนของเอนไซม์ที่ไม่ใช่
ตำแหน่งออกฤทธิ์ ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเอนไซม์ ส่งผลให้เอนไซม์ไม่สามารถ
ทำงานได้แม้มีซับสเตรตอยู่ ตัวอย่างเช่น Glabridin (Chang, 2009) 

2.4.1.3 Mixed-type inhibitors เป็นการยับยั้งแบบผสมระหว่าง competitive และ 
non-competitive โดยสารยับยั้งสามารถจับกับทั้งเอนไซม์เปล่า และเอนไซม์-ซับสเตรตคอมเพล็กซ์ 
ทำให้ลดกิจกรรมของเอนไซม์อย่างมีประสิทธิภาพ ตัวอย่างเช่น สารฟลาโวนอยด์จากพืชบางชนิด 
(Seo et al., 2003) 

2.4.1.4 Uncompetitive Inhibition เป็นกลไกท่ีสารยับยั้งจะจับกับเอนไซม์ เฉพาะเมื่อ
เอนไซม์ได้จับกับซับสเตรตแล้วเท่านั้น ทำให้เกิดเอนไซม์-ซับสเตรต-อินฮิบิเตอร์ คอมเพล็กซ์ กลไกนี้
มักพบได้น้อยในกรณีของการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส (Khatib et al., 2007)  
 ตัวอย่างสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ งไทโรซิ เนส สารธรรมชาติ  ได้แก่  Kojic acid, Arbutin, 
Glabridin และ Resveratrol พืชสมุนไพรไทย ได้แก่ มะขามป้อม  ใบฝรั่ง มังคุด และขมิ้นชัน  
สารสังเคราะห ์ได้แก่ Hydroquinone และ อนุพันธ์ของ Ascorbic acid 

2.4.2 การทดสอบการยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส สามารถแบ่งได้ดังนี้ 
2.4.2.1 Spectrophotometric Assay วัดการดูดกลืนแสงของ dopachrome ที่เกิด

จากปฏิกิริยาของ tyrosinase กับ L-DOPA หรือ L-tyrosine ที่ความยาวคลื่น 475–492 nm เป็นวิธี
ที่ง่ายและรวดเร็ว ใช้เครื่องมือพ้ืนฐานทั่วไป (microplate reader) เหมาะกับการคัดกรองสารจำนวน
มาก มีข้อจำกัดหากตัวอย่างมีสีจะทำให้ความแม่นยำลดลง (Seo et al., 2003) 

2.4.2.2 Melanin Formation Assay วัดปริมาณเมลานินที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาไทโร
ซีเนส โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 nm หรือใช้วิธีสกัดเมลานินและชั่งน้ำหนัก วิธีนี้สะท้อน
กระบวนการสร้างเมลานินจริง และเหมาะสำหรับการทดสอบผลิตภัณฑ์สำเร็จรูป แต่ใช้เวลานาน และ
ค่าความแม่นยำต่ำกว่าวิธีอ่ืน (Chang, 2009) 

2.4.2.3 Kinetic Inhibition Assay ศึกษาพารามิเตอร์ทางเอนไซม์ เช่น Km, Vmax 
เพ่ือจำแนกกลไกการยับยั้ง เป็นวิธีวิเคราะห์กลไกการยับยั้งได้ละเอียด และใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการ
พัฒนาเภสัชภัณฑ์ แต่มีขั้นตอนซับซ้อน และต้องใช้ความรู้ด้านเอนไซม์จลนศาสตร์  (Seo et al., 
2003) 

2.4.2.4 Cell-based Tyrosinase Assay ใช้เซลล์ที่แสดงออก tyrosinase เช่น B16 
melanoma cells วัดผลของสารยับยั้งต่อการสร้างเมลานินจริงในเซลล์ เป็นวิธีที่สะท้อนผลในระบบ
ชีวภาพ และสามารถประเมินความปลอดภัยร่วมได้ แต่ต้องใช้เทคนิคการเลี้ยงเซลล์ซึ่งมีต้นทุนและ
เวลาในการทำสูง (Chang, 2009) 
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2.5 งานวิจัยเปรียบเทียบประสิทธิภาพสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำ 

 มีงานวิจัยของ Zhong et al. (2019) ศึกษาเปรียบเทียบปริมาณสารที่พบในชาเขียวและ 
ชาดำ ซึ่งมีวิธีวิจัยโดยการนำใบชาทั้ง 2 ประเภทมาทำการ Infusion จากนั้นจึงนำมาหาปริมาณของ
สารสำคัญ โดยพบว่า ชาเขียวจะมีปริมาณของ EGCG มากที่สุด 48.48 ± 9.16 mg/g แต่ไม่พบ 
Theaflavin และชาดำจะพบปริมาณทั้ง TFs และ EGCG ในปริมาณ 0.70 ± 0.08 mg/g และ 2.15 
± 0.15 mg/g ตามลำดับ และพบว่าชาเขียวมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสรที่ดีกว่าชาดำจากการทดสอบด้วยวิธี 
Ferric-Reducing Antioxidant Power (FRAP) และ Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 
(TEAC) และยังพบงานวิจัยของ Pintać, et al. (2022) ที่ให้ผลเช่นเดียวกัน 
 ในงานวิจัยของ Leung et al. (2001) พบว่า Theaflavin ที่พบในชาดำมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ในระดับที่ใกล้เคียงกับสารคาเทชินในชาเขียว โดยเฉพาะในแง่ของการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของไลโปโปรตีนชนิดความหนาแน่นต่ำ (LDL) ที่ถูกเหนี่ยวนำด้วยไอออนทองแดง (Cu²⁺) 
 สำหรับการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสมีงานวิจัยที่ศึกษาโดยวิธีสกัดใบชา รายงานว่า  สารสกัด
จากชาดำจะมีประสิทธิภาพยังยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ดีกว่าสารสกัดจากชาขาวและชาเขียว (Young 
et al., 2015) 
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บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 

รูปแบบการวิจัยเชิงทดลองในห้องปฏิบัติการ กลุ่มตัวอย่างสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำ
จากผู้ผลิต และมีการควบคุมปริมาณสารสำคัญ EGCG และ TF มากกว่า 25%  

3.1 สารเคมี 

3.1.1 Green tea extract 25% EGCG, BAOJI OASIER NUTRI-TECH CO., LTD (China) 
3.1.2 Tea extract TF25, YAIZU SUISANKAGAKU INDUSTRY CO., LTD. (Japan) 
3.1.3 Methanol analytical grade 
3.1.4 Distilled water (น้ำกลั่น) 
3.1.5 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
3.1.6 Ascorbic acid 
3.1.7 Kojic acid 
3.1.8 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
3.1.9 Phosphate buffer (pH 6.8) 
3.1.10 Tyrosinase from mushroom (Sigma T3824)  
3.1.11 L-tyrosine 

3.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

3.2.1 Spectrophotometer (AMR-100 Microplate Reader, ALLSHENG) 
3.2.2 เครื่องชั่ง 4 ตําแหน่ง (JB 3002รุ่นG/FACT) 
3.2.3 เครื่องชั่ง 2 ตําแหน่ง (METTLER TOLEDO รุ่น: MS3002TS) 
3.2.4 Auto pipette (Biohit PLC.) 
3.2.5 Multichannel pipette 
3.2.6 ถุงมือปลอดเชื้อ 
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3.2.7 บิกเกอร์ 
3.2.8 Volumetric flask 
3.2.9 กระบอกตวง 
3.2.10 Micropipette tip 
3.2.11 Votex mixer (Scientific Industries GENE2 รุ่น G560E) 
3.2.12 Microwell plate (96-Well Plate) 
3.2.13 ขวดแก้ว 
3.2.14 แผ่นอลูมิเนียมฟอยล์  
3.2.15 Eppendorf tube 1.5 ml 

3.3 วิธีดำเนินงานวิจัย 

3.3.1 การเตรียมสารละลายจากสารสกัดชาเขียว และสารสกัดชาดำ 
 เตรียมสารละลายตัวอย่างที่ต้องการศึกษา และ สารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid และ 
Kojic acid เข้มข้น 1 mg/mL โดยชั่งสารจำนวน 3 mg ใส่ลงใน Eppendorf tube เติมน้ำกลั่น 3 
ml โดยใช้ Micropipette เขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่อง Votex mixer 

3.3.2 การเจือจางสารละลายตัวอย่างลงใน 96-Well Plate 
3.3.2.1 เตรียมแผ่น 96-well plate เติมน้ำกลั่นปริมาตร 50 µL ลงในหลุมที่ 2 ถึง 11 
3.3.2.2 เติมสารละลายตัวอย่าง และ สารละลายมาตรฐานที่เตรียมไว้แล้วที่ความเข้มข้น 

1 mg/mL ปริมาตร 100 µL ใส่ลงในหลุมที่ 1 ของแผ่น 96-well plate 
3.3.2.3 ทำการเจือจางแบบ 2 เท่า โดยดูดสารละลายจากหลุมก่อนหน้า 50 µL ผสมกับ 

ตัวทำละลายน้ำกลั่นในหลุมถัดไป 50 µL แล้วผสมให้เข้ากัน โดยการดูด-ปล่อย (pipette up-down) 
5–10 ครั้ง ในแต่ละข้ัน จนได้สารละลายทั้งหมด 11 ระดับความเข้มข้น 
ตารางที ่3.1 ขั้นตอนการเจือจางในแต่ละระดับความเข้มข้น 

หลุมที่ ขั้นตอนการเจือจาง ความเข้มข้น (mg/mL) 

1 เติม stock 100 µL 1.000 
2 ดูดจากหลุม 1 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.500 

3 ดูดจากหลุม 2 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.250 

4 ดูดจากหลุม 3 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.125 

5 ดูดจากหลุม 4 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.062 
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ตารางที ่3.1 (ต่อ) 

หลุมที่ ขั้นตอนการเจือจาง ความเข้มข้น (mg/mL) 

6 ดูดจากหลุม 5 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.031 

7 ดูดจากหลุม 6 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.016 

8 ดูดจากหลุม 7 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.008 

9 ดูดจากหลุม 8 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.004 

10 ดูดจากหลุม 9 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.002 

11 ดูดจากหลุม 10 → 50 µL + 50 µL ตัวทำละลาย 0.001 

ในหลุมที่ 11 หลังจากผสมให้เข้ากันดีแล้ว จากนั้นดูดทิ้ง 50 µL เพ่ือปรับปริมาตรให้เป็น 50 
µL ให้เท่ากันทุกหลุมเพ่ือเตรียมทดสอบต่อไป 

 
ภาพที่ 3.1 วิธีการเจือจางสารละลายตัวอย่าง 

3.3.3 การเตรียมสารละลาย 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH) 
 เตรียมความเข้มข้นของ DPPH ที่ 0.05 g/l โดยชั่ง DPPH 0.5 mg ใส่ลงใน volumetric 
flask เติม methanol analytical grade เขย่าให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรให้ได้ 10 ml 

3.3.4 การเตรียมเอนไซม์ Tyrosinase 
 เตรียมเอนไซม์ Tyrosinase ที่ ได้จากเห็ด (mushroom tyrosinase) ความเข้มข้น 250 
units/ml โดยชั่ งผง Tyrosinase 0.50 mg ละลายใน  phosphate buffer pH 6.8 เติมจนได้
ปริมาตร 2 ml เขย่าจนละลายหมด เก็บในสภาวะเย็น หลีกเลี่ยงแสงและความร้อน 
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3.3.5 การเตรียมสารตั้งต้น L-Tyrosine 
 เตรียมสารละลาย L-tyrosine ความเข้มข้น 5 mM โดยชั่ง L-tyrosine 4.53 mg ละลายใน 
phosphate buffer pH 6.8 จนได้ปริมาตร 5 ml เขย่าหรือคนให้ละลายจนหมด  

3.3.6 การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl 
Scavenging Capacity (DPPH) 
 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีของ (Rankovic et all., 2012) โดยนําสารละลายที่
เตรียมไว้ใน 96-Well Plate ในแต่ละระดับความเข้มข้นที่เจือจางแล้วจำนวน 50 ไมโครลิตร มาเติม
สารละลาย DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) 100 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม ผสมให้
เข้ากันอย่างรวดเร็วจากนั้นตั้งไว้ในที่มืดอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยาการต้าน
อนุมูลอิสระ สีของสารละลายจะเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองหรือสีจะซีดจางลง โดยเปรียบเทียบกับ
สารต้านอนุมูลอิสระที่ใช้เป็นสารมาตรฐานคือ Ascorbic acid จากนั้นนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร โดยเครื่อง Microplate Reader นําค่าที่ได้มาคํานวณค่าร้อยละของ
การยั้บยั้ง (% Inhibition) ซึ่งเป็นตัวชี้บ่งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ทําการทดลอง 
3 ครั้ง สูตรการคํานวณหา % Inhibition  

 % Inhibition = [(A0 − A1)/A0] × 100 
เมื่อ A1 = A sample absorbance ที่วัดได้ของสารสกัดตัวอย่าง 
 A0 = A control absorbance ที่วัดได้จากสารมาตราฐาน Ascorbic acid  
3.3.7 การทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 การยับยั้งไทโรซิเนสดำเนินการโดยใช้ไมโครเพลท 96 หลุม ดัดแปลงตามวิธีของ Larik et al. 
(2017) โดยใช้ 10% DMSO ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.8) เป็นตัวทำละลายในการเตรียมสารละลาย
ตัวอย่างและสารละลายมาตรฐาน หลังจากเตรียมสารละลายและทำการเจือจางเพ่ือให้ได้ระดับความ
เข้มข้นต่าง ๆ สารละลายตัวอย่าง 50 ไมโครลิตรในบัฟเฟอร์ถูกใส่ในจาน 96 หลุม จากนั้นเติมเอนไซม์
ไทโรซิเนสที่ได้จากเห็ดจำนวน 50 ไมโครลิตร (250 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร) แล้วนำส่วนผสมไปบ่มที่
อุณหภูมิ ห้ อง และคลุมด้ วยอลูมิ เนี ยมฟอยล์ เป็ น เวลา 10 นาที  จากนั้ น เติมแอล -ไทโรซี น 
จำนวน 50 ไมโครลิตร (2.5 มิลลิโมลาร์) แล้วจึงบ่มเพ่ิมที่อุณหภูมิห้อง และคลุมด้วยอลูมิเนียมฟอยล์
อีก 20 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง Microplate Reader นําค่าที่ได้มา
คํานวณค่าร้อยละของการยั้บยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (% Inhibition) ใช้ Kojic acid เป็นสารมาตรฐาน 
เปอร์เซ็นต์ของการยับยั้งไทโรซิเนสคำนวณจากสูตรต่อไปนี้  

 % Tyrosinase Inhibition = [(A0 − A1)/A0] × 100 
เมื่อ A1 = A sample absorbance ที่วัดได้ของสารสกัดตัวอย่าง 
     A0 = A control absorbance ที่วัดได้จากสารมาตราฐาน Kojic acid 
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3.4 สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

 รายงานผลการทดลองเป็นค่าเฉลี่ยร้อยละของการยับยั้ง จากข้อมูลผลการทดลองซํ้า 3 ครั้ง 
ในแต่ละระดับความเข้มข้น และวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างร้อยละค่าเฉลี่ยการยับยั้งระหว่างสาร
สกัดชาเขียว และสารสกัดชาดำ ด้วยวิธีการวิเคราะห์สถิติ Independent sample T-Test ที่ความ
เชื่อมันร้อยละ 95 (P<0.05)  
 วิเคราะห์เปรียบเทียบอิทธิพลร่วมระหว่างประเภทของสารสกัดและระดับความเข้มข้นด้วย
วิธีการวิเคราะห์สถิติ Two way ANOVA ที่ความเชื่อมันร้อยละ 95 (P<0.05)  
 วิเคราะห์เปรียบเทียบพหุคูณ (multiple comparisons) คู่ระดับความเข้มข้นที่แตกต่าง 
ด้วยวิธีการวิเคราะห์สถิติ One way ANOVA ที่ความเชื่อมันร้อยละ 95 (P<0.05)  
 ใช้โปรแกรม IBM® SPSS® Statistics version 24 ในการวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
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บทที่ 4 

 ผลงานวิจัย  

4.1 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) 
radical scavenging assay โดยการสังเกตความสามารถในการดักจับ DPPH เทียบกับสารต้าน
อนุมูลอิสระมาตราฐาน Ascorbic acid พบว่า สารสกัดชาเขียวมีค่าเฉลี่ยร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ 
DPPH (% inhibition) เท่ากับ 71.97 และ สารสกัดชาดำมีค่าเท่ากับ 74.47 เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
ร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดชาเขียว และ สารสกัดชาดำในแต่ละระดับความเข้มข้น 
พบว่าที่ระดับความเข้มข้น 1.000, 0.250, 0.008, 0.004, 0.002 และ 0.001 mg/ml มีค่า p-value 
≤ 0.05 แสดงว่าที่ระดับความเข้มข้นข้างต้นสารสกัดทั้งสองประเภทมีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระที่
แตกต่างกัน ดังตารางที่ 4.1 
ตารางท่ี 4.1 การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยการยับยั้งอนุมูลอิสระ (% Inhibition) ของสารสกัดชาเขียว

และสารสกัดชาดำแต่ละระดับความเข้มข้น 

ระดับความ
เข้มขน้ 

การยับยั้งอนมุูลอิสระ (% Inhibition) 
สารสกัดชาเขยีว สารสกัดชาดำ  

จำนวน  S.D. จำนวน  S.D. p-value 
1.000 mg/ml 3 98.02 0.93 3 90.48 1.21 0.001 
0.500 mg/ml 3 95.17 4.88 3 90.09 0.77 0.149 
0.250 mg/ml 3 92.07 0.77 3 89.12 0.44 0.005 
0.125 mg/ml 3 89.10 0.21 3 88.53 1.21 0.475 
0.062 mg/ml 3 86.62 3.88 3 88.14 0.89 0.543 
0.031 mg/ml 3 85.01 2.48 3 84.16 1.1 0.617 
0.016 mg/ml 3 82.90 1.97 3 83.38 2.54 0.808 
0.008 mg/ml 3 71.00 4.29 3 82.51 2.54 0.016 
0.004 mg/ml 3 47.21 3.55 3 63.46 1.1 0.002 
0.002 mg/ml 3 22.30 4.02 3 37.42 0.73 0.003 
0.001 mg/ml 3 6.69 1.12 3 21.86 4.01 0.003 

รวม 33 71.97  33 74.47   

หมายเหตุ p-value ≤ 0.05 
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 จากการวิเคราะห์ผลของประเภทสารสกัดชา และระดับความเข้มข้น ต่อค่าเฉลี่ยในการยับยั้ง
อนุมูลอิสระพบว่า ประเภทสารสกัดชา มีผลต่อค่าเฉลี่ยในการยับยั้งอนุมูลอิสระอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ p-value < 0.001 ระดับความเข้มข้น มีผลต่อค่าเฉลี่ยในการยับยั้งอนุมูลอิสระอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ p-value < 0.001 และพบว่า ประเภทสารสกัดชา และระดับความเข้มข้น มีผลต่อค่าเฉลี่ย
ในการยับยั้งอนุมูลอิสระอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p-value < 0.001 ดังตารางที่ 4.2 
ตารางท่ี 4.2 ประเภทสารสกัดขา และระดับความเข้มข้น กับค่าเฉลี่ยในการยับยั้งอนุมูลอิสระ 

แหล่งที่มา dj SS MS F p-value 

ประเภทสารสกัดชา 1 102.73 102.73 15.05 0.001 
ระดับความเข้มข้น 10 39713.98 3971.40 581.94 0.001 
ประเภทสารสกัดชา * ระดับความเข้มข้น 10 977.01 97.70 14.32 0.001 

หมายเหตุ p-value ≤ 0.05 

 จากการเปรียบเทียบความแตกต่างรายคู่ของระดับความเข้มข้นต่อค่าเฉลี่ยการยับยั้งอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดจำแนกด้วยวิธี Scheffe พบความแตกต่างกันอย่างน้อย 1 คู่ ของระดับความเข้มข้นต่อ
ค่าเฉลี่ยการยับยั้งอนุมูลอิสระ ดังตารางที่ 4.3 
ตารางท่ี 4.3 การเปรียบเทียบคู่ของระดับความเข้มข้นที่ให้ค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระที่แตกต่าง 

ความเข้มข้น 
(mg/ml) 

สารสกัดชาดำ 

1.000 0.500 0.250 0.125 0.062 0.031 0.016 0.008 0.004 0.002 0.001 1.000 

สา
รส

กัด
ชา

เข
ียว

 

1.000        * * * *  
0.500        * * * *  
0.250         * * *  
0.125         * * *  
0.062         * * *  
0.031         * * *  
0.016         * * *  
0.008 * *       * * *  
0.004 * * * * * * * *  * *  
0.002 * * * * * * * * *  *  
0.001 * * * * * * * * * *   

หมายเหตุ *คือคู่ของระดับความเข้มข้นที่มีค่าเฉลี่ยการยับยั้งอนุมูลอิสระที่แตกต่าง p-value ≤ 0.05  

 จากความสัมพันธ์ระหว่างประเภทสารสกัดชา และระดับความเข้มข้นที่มีผลต่อค่าการยับยั้ง
อนุมูลอิสระ พบว่า ที่ระดับความเข้มข้น 1.000, 0.500 และ 0.250 mg/ml สารสกัดชาเขียวมีค่าการ
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ยับยั้งอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกัดชาดำ และที่ระดับความเข้มข้น 0.125, 0.062, 0.031 และ 0.016 
mg/ml พบว่า สารสกัดชาเขียวมีค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระใกล้เคียงกับสารสกัดชาดำ แต่ที่ระดับความ
เข้มข้น 0.008, 0.004, 0.002 และ 0.001 mg/ml พบว่าสารสกัดชาดำมีค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระสูง
กว่าสารสกัดชาเขียว 

4.2 การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส 

 การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส พบว่า สารสกัดชาเขียวมีค่าเฉลี่ยร้อยละการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซีเนส (% inhibition) เท่ากับ 38.29 ซึ่งต่ำกว่าสารสกัดชาดำที่มีค่าเท่ากับ 65.74  
เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสของสารสกัดชาเขียว และ สารสกัดชาดำ
ในแต่ละระดับความเข้มข้น พบว่าค่า p-value ≤ 0.05 แสดงว่าสารสกัดทั้งสองประเภทมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสที่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ ดังตารางที่ 4.4 
ตารางท่ี 4.4 การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส (% Inhibition) ของสารสกัด 

ชาเขียว และสารสกัดชาดำแต่ละระดับความเข้มข้น 

ระดับความ
เข้มขน้ 

การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซีเนส (% Inhibition) 
สารสกัดชาเขียว สารสกัดชาดำ  

จำนวน  S.D. จำนวน  S.D. p-value 
1.000 mg/ml 3 75.67 3.68 3 99.78 0.37 0.001 
0.500 mg/ml 3 72.90 0.83 3 98.63 0.66 0.001 
0.250 mg/ml 3 70.56 0.15 3 97.41 1.29 0.001 
0.125 mg/ml 3 65.89 3.99 3 94.10 3.32 0.001 
0.062 mg/ml 3 54.37 1.43 3 89.07 2.21 0.001 
0.031 mg/ml 3 43.38 4.74 3 82.39 1.43 0.003 
0.016 mg/ml 3 24.42 2.06 3 70.31 2.50 0.001 
0.008 mg/ml 3 9.35 2.81 3 47.59 6.19 0.003 
0.004 mg/ml 3 4.68 1.13 3 20.56 1.76 0.001 
0.002 mg/ml 3 0.00 0.00 3 13.87 0.82 0.001 
0.001 mg/ml 3 0.00 0.00 3 9.42 0.57 0.001 

รวม 33 38.29  33 65.74   

หมายเหตุ p-value ≤ 0.05 
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 จากการวิเคราะห์ผลของประเภทสารสกัดชา และระดับความเข้มข้น ต่อค่าเฉลี่ยในการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซีเนสพบว่า ประเภทสารสกัดชา มีผลต่อค่าเฉลี่ยในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ p-value < 0.001 ระดับความเข้มข้น มีผลต่อค่าเฉลี่ยในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p-value < 0.001 และพบว่า ประเภทสารสกัดชา และระดับความเข้มข้น 
มีผลต่อค่าเฉลี่ยในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p-value < 0.001 ดังตาราง
ที่ 4.5 
ตารางท่ี 4.5 ประเภทสารสกัดขา และระดับความเข้มข้น กับค่าเฉลี่ยในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส 

แหล่งที่มา dj SS MS F p-value 
ประเภทสารสกัดชา 1 12431.70 1243.17 1997.39 0.001 
ระดับความเข้มข้น 10 66745.17 6674.52 1072.39 0.001 
ประเภทสารสกัดชา * ระดับความเข้มข้น 10 1951.55 195.16 31.36 0.001 

หมายเหตุ p-value ≤ 0.05 

 จากการเปรียบเทียบความแตกต่างรายคู่ของระดับความเข้มข้นต่อค่าเฉลี่ยการยับยั้งเอนไซม์
ไทโรซีเนสของสารสกัดจำแนกด้วยวิธี Scheffe พบความแตกต่างกันอย่างน้อย 1 คู่ ของระดับความ
เข้มข้นต่อค่าเฉลี่ยการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส ดังตารางที่ 4.6 
ตารางท่ี 4.6 การเปรียบเทียบคู่ของระดับความเข้มข้นที่ให้ค่าเฉลี่ยการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส 

ที่แตกต่าง 
ความเข้มข้น 
(mg/ml) 

สารสกัดชาดำ 
1.000 0.500 0.250 0.125 0.062 0.031 0.016 0.008 0.004 0.002 0.001 1.000 

สา
รส

กัด
ชา

เข
ียว

 

1.000        * * * * 1.000 
0.500        * * * * 0.500 
0.250        * * * * 0.250 
0.125        * * * * 0.125 
0.062        * * * * 0.062 
0.031         * * * 0.031 
0.016            * 0.016  
0.008  * * * * *       0.008  
0.004  * * * * * *      0.004  
0.002  * * * * * *      0.002  
0.001 * * * * * * *     0.001 

หมายเหตุ *คือคู่ของระดับความเข้มข้นที่มีค่าเฉลี่ยการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสที่แตกต่าง p-value ≤ 0.05  

 จากความสัมพันธ์ระหว่างประเภทสารสกัดชา และระดับความเข้มข้นที่มีผลต่อค่าการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซีเนส พบว่า ที่ทุกระดับความเข้มข้น สารสกัดชาดำมีค่าเฉลี่ยการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส 
สูงกว่าสารสกัดชาเขียว 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH (% inhibition) ระหว่างสารสกัด
ชาเขียวและสารสกัดชาดำพบว่า สารสกัดชาดำมีค่าเฉลี่ยการยับยั้งอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกัดชาเขียว
เล็กน้อย 74.47% เทียบกับ 71.97% เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระระหว่าง 
สารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำในระดับความเข้มข้นที่เท่ากัน พบว่า ค่าเฉลี่ยการยับยั้งอนุมูลอิสระ
ระหว่างสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำในแต่ละระดับความเข้มข้นที่  1.000, 0.250, 0.008, 
0.004, 0.002 และ 0.001 mg/ml มีความต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p ≤ 0.05) โดยสารสกัดชาเขียว 
มีฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกัดชาดำในระดับความเข้มข้นสูง 1.000 และ 0.250 mg/ml 
แต่ในระดับความเข้มข้นต่ำลงมา 0.008 – 0.002 mg/ml พบว่าสารสกัดชาดำมีฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ
สูงกว่าสารสกัดชาเขียว 

อย่างไรก็ตามฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระระหว่างสารสกัดชาเขียวและสารสกัดชาดำในงานวิจัยนี้  
แตกต่างจากแนวโน้มที่รายงานไว้ในเอกสารอ้างอิงหลายฉบับ ซึ่งมีรายงานว่าชาเขียวมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
สูงกว่าชาดำ เช่น งานวิจัยของ Cabrera et al. (2006) ที่เน้นคุณสมบัติของ EGCG ซึ่งมีอยู่มากใน 
ชาเขียวและมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า TF ที่พบในชาดำ อีกทั้งยังพบงานวิจัยของ Pintać et al. 
(2022) ที่รายงานว่า ชาเขียวจากการ infusion มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าชาดำ แต่พบ
งานวิจัยของ Leung et al. (2001) และ Zhong et al. (2019) ที่พบว่า ชาเขียวและชาดำจากวิธี 
infusion มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระที่ใกล้เคียงกัน และจากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า
ทั้งชนิดของสารสกัดและระดับความเข้มข้นมีอิทธิพลร่วมกันต่อประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ  
โดยชาเขียวและชาดำแสดงประสิทธิภาพที่แตกต่างกันขึ้นอยู่กับระดับความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ  

จากการศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนส พบอิทธิพลร่วมระหว่างประเภท
ของสารสกัดและระดับความเข้มข้น มีผลต่อค่าเฉลี่ยการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสอย่างมีนัยสำคัญ  
(p ≤ 0.05) และพบว่า ค่าเฉลี่ยการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดชาดำมีค่าสูงกว่าสารสกัด 
ชาเขียว 65.74% เทียบกับ 38.29% เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสในแต่ละระดับ
ความเข้มข้น พบว่า สารสกัดชาดำมีค่าเฉลี่ยการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซีเนสสูงกว่าสารสกัดชาเขียว 
อย่างมีนัยสำคัญ (p ≤ 0.05) ในทุกระดับความเข้มข้นที่เท่ากัน 

ผลการทดลองการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในครั้งนี้ยังสอดคล้องกับผลงานวิจัยของ Young 
Chul Kim et al. (2015) ที่พบว่า TF ในชาดำสามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีกว่า EGCG  
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ในชาเขียว และยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Graham (1992) ที่ชี้ว่าความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ 
มีผลโดยตรงต่อระดับกิจกรรมทางชีวภาพ 

จากข้อมูลทั้งหมดนี้สามารถสรุปได้ว่า แม้ผลการทดลองบางส่วนจะไม่สอดคล้องกับงานวิจัย 
ที่ผ่านมา แต่ก็สามารถอธิบายได้ด้วยองค์ประกอบของสารสกัดที่ใช้  ความเข้มข้น และวิธีการเตรียม
ตัวอย่างที่อาจแตกต่างกัน สามารถศึกษาวิจัยเพ่ิมเติมเพ่ือเปรียบเทียบในเรื่องความเสถียร การดูดซึม 
และการตอบสนองของผู้ใช้งานผลิตภัณฑ์สำเร็จรูป  งานวิจัยนี้ยังสนับสนุนการใช้สารสกัดจาก
ธรรมชาติแทนสารเคมี โดยเฉพาะในกลุ่ม Whitening และ Anti-aging เพ่ือช่วยลดการเกิดริ้วรอย
และยับยั้งการเกิดเม็ดสีผิวอันเป็นสาเหตุของความหมองคล้ำ การศึกษาวิจัยนี้จึงเป็นประโยชน์ต่อการ
นำข้อมูลไปใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐาน เพ่ือศึกษาวิจัยพัฒนาผลิตภัณฑ์ที่มีประสิทธิภาพ สามารถเลือกใช้
ปริมาณสารสกัดตามระดับความเข้มข้นที่ให้ประสิทธิภาพสูงสุด ทั้งในด้านเครื่องสำอางและผลิตภัณฑ์
เสริมอาหารตามคุณสมบัติที่โดดเด่นของสารสกัดแต่ละประเภท 
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2558 – ปัจจุบัน ผู้จัดการธุรกิจ 
บริษัท วีเอส อินกรีเดียนส์ จำกัด 
กรุงเทพมหานคร 
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