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ABSTRACT 

This research evaluated the biological potential of crude extracts from different 

parts of Santol (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) including young leaves, old 

leaves, branch, and bark for cosmetic applications. Plant samples were extracted using 

95% ethanol, 50% ethanol, and acetone. Extracts were analyzed for Total Phenolic 

Content (TPC), Total Flavonoid Content (TFC), antioxidant activity (DPPH, ABTS assays), 

and tyrosinase inhibitory activity. Results revealed that solvent type and plant part 

significantly (p < 0.05) influenced chemical composition and biological activities. The 

50% ethanol young leaf extract showed the highest potential, possessing high TPC 

(41.71 mg GAE/g) and the strongest antioxidant activity against DPPH radicals (IC50=78.55 

µg/mL) and ABTS radicals (IC50=76.91 µg/mL). It was also the only group with significant 

tyrosinase inhibitory activity (IC50=355.62 µg/mL).  

This extract was therefore developed as the main active ingredient at a 

concentration of 1.60% (w/w) in two prototype cosmetic formulations: Formula 1 

(Liquid serum) and Formula 2 (Gel-cream). Accelerated stability test results revealed 

that both formulations had a skin-appropriate pH and no phase separation but were 

slight darkening. In conclusion, the 50% ethanol extract of young Santol leaves has 

high potential, and Formula 2 demonstrated good stability, making it a suitable 

guideline for the future development of anti-aging and whitening cosmetic products. 

Keywords: Sandoricum koetjape, Santol, Antioxidant Activity, Tyrosinase Inhibition, 

Product Stability 
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บทที่ 1 

บทนำ (INTRODUCTION) 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหาวิจัย 

 กระท้อน (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) เป็นไม้ผลยืนต้นในวงศ์ Meliaceae ที่
พบทั่วไปในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ รวมถึงประเทศไทย ซึ่งมีการปลูกแพร่หลายในหลาย
จังหวัด โดยเฉพาะภาคกลางและภาคเหนือ ผลกระท้อนมีรสเปรี้ยวอมหวานและสามารถบริโภคได้ทั้ง
ผลสดและผลแปรรูป เช่น ผลไม้ดอง แยม หรือน้ำผลไม้  (Bailly, 2022) กระท้อนนอกจากเป็นพืช
เศรษฐกิจพื้นบ้านแล้วยังมีการใช้ประโยชน์ทางสมุนไพรพื้นบ้านมาอย่างยาวนาน ใบใช้ต้มน้ำอาบเพ่ือ
ขับเหงื่อและลดไข้ เปลือกต้นใช้รักษาโรคผิวหนังและแก้ท้องเสีย รากใช้เป็นยาขับลมและยาธาตุ ซึ่ง
สะท้อนให้เห็นว่ากระท้อนมีคุณค่าท้ังทางเศรษฐกิจและทางการแพทย์แผนไทย (Wijaya, 2022) 
 ในช่วงทศวรรษที่ผ่านมา มีรายงานการศึกษาพบว่า กระท้อนประกอบด้วยสารออกฤทธิ์ 
ทางชีวภาพหลายชนิด เช่น koetjapic acid, sentulic acid, sandoripins, tannins, flavonoids, 
phenolic compounds, katonic acid, และ bryonolic acid (Armaghan et al., 2024; Bumi et 
al., 2019; Jafari et al., 2014; Saadah et al., 2023) สารเหล่านี้มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ
และต้านการอักเสบ ซึ่งเป็นคุณสมบัติสำคัญของสารที่ใช้ในผลิตภัณฑ์บำรุงผิวและชะลอวัย  (Bailly, 
2022; Hamzah et al., 2020) ปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ (free radical) เกิดขึ้นได้จากหลายสาเหตุ เช่น 
รังสี UV มลภาวะ หรือกระบวนการเมตาบอลิซึมภายในร่างกาย การมีอนุมูลอิสระมากเกินไปจะทำให้
เกิดความเสียหายต่อเซลล์ผิว ทำให้ผิวหมองคล้ำ แห้งกร้าน และเกิดริ้วรอยก่อนวัย  (Halliwell & 
Gutteridge, 2015; Valko et al., 2007) ดังนั ้น สารต้านอนุมูลอิสระจึงมีบทบาทสำคัญในการ

ปกป้องผิวและคงความอ่อนเยาว์ (Kamiński et al., 2022) 
 อีกกลไกหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับความงามของผิว คือ การสร้างเม็ดสีผิว (melanogenesis) ซึ่ง
ควบคุมโดยเอนไซม ์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) เอนไซม์นี้เร่งปฏิกิริยาในการเปลี่ยน L-tyrosine ไปเป็น 
L-DOPA และต่อมาเป็น dopaquinone ซึ่งเป็นสารตั้งต้นของเมลานิน (Chang, 2012; Zolghadri 
et al., 2019) การทำงานมากเกินไปของเอนไซม์นี้ส่งผลให้เกิดฝ้า กระ จุดด่างดำ และภาวะผิวหมอง
คล้ำ การค้นหาสารธรรมชาติที่สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ จึงเป็นแนวทางสำคัญในการพัฒนา
ผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางกลุ่มไวท์เทนนิ่ง (Cui et al., 2018; Masuda et al., 2005) 



2 

 มีรายงานวิจัยจำนวนมากที่ศึกษาพืชสมุนไพรและผลไม้เขตร้อน เช่น หม่อน (Morus alba), 
ชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra), ชาเขียว (Camellia sinensis), และ มะขามป้อม (Phyllanthus 
emblica) พบว่ามีฤทธิ ์ยับยั ้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและมีสารในกลุ ่มฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ที ่มี
ประสิทธิภาพสูง (Rachkeeree et al., 2020; Shin et al., 2022) อย่างไรก็ตาม สำหรับ กระท้อน
ไทย แม้จะมีรายงานฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเบื้องต้น (Hamzah et al., 2024) แต่ยังขาดการศึกษาอย่าง
เป็นระบบที่เปรียบเทียบ “ส่วนของพืช × ตัวทำละลาย” ต่อฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งด้านการต้านอนุมูล
อิสระและการยับยั้งไทโรซิเนส รวมทั้งยังไม่เคยมีการเชื่อมโยงข้อมูลระหว่างปริมาณสารออกฤทธิ์ 
(TPC, TFC) กับค่าฤทธิ์ทางชีวภาพ (IC50 ของ DPPH, ABTS และ Tyrosinase) 
 การศึกษาครั้งนี้จึงมีความสำคัญในการสร้างองค์ความรู้ใหม่เกี่ยวกับศักยภาพของสารสกัด
จากกระท้อนไทย เพื ่อเป็นแนวทางในการพัฒนาเป็น  สารออกฤทธิ ์ธรรมชาติ (Natural Active 
Ingredient) ที่ใช้ในเครื่องสำอาง (Lim & Kwon, 2023) ซึ่งจะช่วยเพิ่มมูลค่าให้กับพืชพื้นบ้านไทย
และส่งเสริมการใช้ทรัพยากรในประเทศอย่างยั่งยืน (Nhani et al., 2024) 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 1.2.1 เพื ่อศึกษาสารสำคัญทางชีวภาพที่ได้จาก เปลือกลำต้น ใบ และยอดกิ ่งก้านของ
กระท้อน (Sandoricum koetjape) ซึ่งมีฤทธิ์ในการ ต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
โดยใช้ตัวทำละลายต่างชนิดเพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัด 
 1.2.2 เพื ่อประเมินปริมาณสารสำคัญทางชีวภาพ ได้แก่ ปริมาณฟีนอลิกรวม (Total 
Phenolic Content; TPC) และฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoid Content; TFC) ของสารสกัด
จากส่วนต่าง ๆ ของกระท้อน 
 1.2.3 เพื่อประเมิน ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant Activity) ของสารสกัดกระท้อนโดย
ใช้วิธี DPPH และ ABTS radical scavenging assays และคำนวณค่า IC50 
 1.2.4 เพ่ือประเมิน ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase Inhibition Activity) ของสาร
สกัดจากส่วนต่าง ๆ ของกระท้อน โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 
 1.2.5 เพื่อพัฒนาตำรับผลิตภัณฑ์ต้นแบบเครื่องสำอาง (Prototype Cosmetic Formulation) 
ที่มีส่วนผสมของสารสกัดกระท้อน พร้อมประเมินลักษณะทางกายภาพและความคงตัวของผลิตภัณฑ์ 
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1.3 ความสำคัญของการวิจัย 

 เป็นการสร้างองค์ความรู้ใหม่เกี่ยวกับศักยภาพของกระท้อนไทยในการต้านอนุมูลอิสระและ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ซึ่งยังไม่มีการศึกษาอย่างเป็นระบบมาก่อน โดยผลที่ได้จะช่วยอธิบาย
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารฟีนอลิก/ฟลาโวนอยด์กับประสิทธิภาพทางชีวภาพ รวมทั้งเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานสำหรับการศึกษากลไกทางชีวเคมีของสารออกฤทธิ์ในกระท้อน และผลการวิจัยสามารถนำไป
ต่อยอดในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางจากธรรมชาติ เช่น เซรั่มบำรุงผิว ครีมไวท์เทนนิ่ง หรือ
โลชันลดเลือนจุดด่างดำ ซึ่งจะช่วยเพิ่มมูลค่าให้กับผลผลิตทางการเกษตรของไทยโดยเฉพาะส่วนที่มัก
ถูกทิ้ง เช่น ใบและกิ่งของกระท้อน อีกท้ังยังเป็นแนวทางในการใช้ทรัพยากรท้องถิ่นอย่างยั่งยืนและลด
การนำเข้าสารไวท์เทนนิ่งจากต่างประเทศ 

1.4 สมมติฐานของการวิจัย 

 1.4.1 สารสกัดที่ได้จากตัวทำละลายต่างกันมีปริมาณสารสำคัญต่างกัน 
 1.4.2 สารสกัดจากกระท้อนมีฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระและยับยั ้งเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยมี
ความสัมพันธ์เชิงบวกกับปริมาณสารสำคัญ 

1.5 ขอบเขตของการวิจัย 

 1.5.1 ตัวอย่างพืช: เปลือกลำต้น ใบ และยอดกิ ่งก้านของกระท้อนสายพันธุ ์ปุยฝ ้าย 
(Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) ที่เก็บจากพ้ืนที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
 1.5.2 ตัวทำละลาย: 95 % เอทานอล 50 % เอทานอล และ อะซีโตน 
 1.5.3 การวิเคราะห์: ทดสอบ TPC TFC DPPH ABTS และ Tyrosinase Inhibition Assay 
 1.5.4 การพัฒนาสูตรตำรับเซรั่มและครีมท่ีมีส่วนผสมของสารสกัดกระท้อนและทดสอบความ
คงตัว 
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1.6 ผลที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.6.1 ได้รับข้อมูลเชิงเปรียบเทียบของศักยภาพสารสกัดกระท้อนแต่ละส่วนต่อฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 1.6.2 ระบุส ่วนของพืชและตัวทำละลายที ่ ให ้ผลดีที ่ส ุด (Optimal extract–solvent 
combination) 
 1.6.3 ได้ต้นแบบผลิตภัณฑ์เซรั่มบำรุงผิวจากสารสกัดกระท้อนที่มีคุณสมบัติ Whitening และ 
Anti-aging 

1.7 นิยามศัพท์เฉพาะ 

 1.7.1 สารสกัดกระท้อน (Santol extract) หมายถึง สารที่ได้จากการสกัดส่วนต่าง ๆ ของพืช
กระท้อนด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ 
 1.7.2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) หมายถึง ความสามารถของสารในการ
กำจัดอนุมูลอิสระในระบบทดสอบ DPPH และ ABTS 
 1.7.3 เอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) หมายถึง เอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ L-
tyrosine และ L-DOPA ให้เป็น dopaquinone 
 1.7.4 IC50 หมายถึง ค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาได้ 50 % ของค่า
ควบคุม 
 1.7.5 TPC หมายถึง ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมสาร
สกัด) 
 1.7.6 TFC หมายถึง ปริมาณสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (มิลลิกรัมเควอซิทินต่อกรัมสาร
สกัด) 
 1.7.8 DPPH / ABTS assay หมายถึง วิธีการทดสอบความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระ 
 1.7.9 Tyrosinase inhibition assay หมายถึง การทดสอบความสามารถของสารในการ
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
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บทที่ 2 

การทบทวนวรรณกรรม (LITERATURE REVIEW) 

2.1 ที่มาและลักษณะทั่วไปของกระท้อน (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) 

 กระท้อน (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) เป็นไม้ผลขนาดใหญ่ในวงศ์ Meliaceae 
วงศ์เดียวกับมะฮอกกานี (mahogany) และสะเดา (Azadirachta indica) มีถิ ่นกำเนิดในภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยเฉพาะประเทศไทย ลาว กัมพูชา เวียดนาม และฟิลิปปินส์ (Bailly, 
2022; Wijaya, 2022) พืชชนิดนี้สามารถปรับตัวได้ดีในภูมิอากาศร้อนชื้นและดินร่วนปนทรายที่มีการ
ระบายน้ำดี ลำต้นกระท้อนสูง 15–30 เมตร เปลือกสีน้ำตาลเทา ผิวค่อนข้างหยาบ ใบประกอบแบบ
ขนนกปลายคู่ มีใบย่อย 3–7 ใบ รูปรี ปลายแหลม ใบแก่เปลี่ยนสีเป็นแดงก่อนร่วง ดอกกระท้อนขนาด
เล็ก สีเหลืองอมเขียว ออกเป็นช่อกระจุกตามปลายกิ่ง ผลมีลักษณะกลมแป้น ผิวมีขนละเอียดคล้าย
กำมะหยี่ สีเหลืองถึงเหลืองอมส้มเมื่อสุก ภายในมีเนื้อสีขาวนุ่มรสหวานอมเปรี้ยว และมีเมล็ด 3–5 
เมล็ด (Wijaya, 2022) 
 ประเทศไทยจัดว่าเป็นหนึ่งในประเทศที่มีกระท้อนพันธุ์พื้นเมืองหลากหลาย เช่น พันธุ์ทบัทิม 
พันธุ์ปุยฝ้าย พันธุ์นิ่มนวล พันธุ์เทพศิริ พันธุ์ปุยไหม และพันธุ์อีล่า ซึ่งแตกต่างกันในลักษณะผลและ
รสชาติ โดยพันธุ์ทับทิมถือเป็นพันธุ์พื้นเมืองที่ให้ผลใหญ่ รสหวานอมเปรี้ยว และมีการปลูกแพร่หลาย
ในภาคกลางของประเทศไทย เช่น จังหวัดนนทบุรี ราชบุรี และสุพรรณบุรี ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่นิยมใน
การศึกษาวิจัยด้านชีวเคมีและสมุนไพรในปัจจุบัน 
 นอกจากใช้เป็นผลไม้รับประทาน กระท้อนยังเป็นพืชเศรษฐกิจที่สำคัญ เนื่องจากสามารถนำ
ทุกส่วนของพืชมาประยุกต์ใช้ ทั้งผล ใบ เปลือก และกิ่ง ซึ่งมีรายงานว่ามีองค์ประกอบของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิด เช่น โพลีฟีนอล (polyphenols), ฟลาโวนอยด์ (flavonoids), ลิโมนอยด์ 
(limonoids), และไตรเทอร์พีนอยด์ (triterpenoids) (Bailly, 2022; Bumi et al., 2019; Saadah 
et al., 2023) สารเหล่านี้เกี่ยวข้องโดยตรงกับคุณสมบัติด้าน การต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
และ การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (anti-tyrosinase) ซึ่งเป็นกลไกสำคัญในการพัฒนาเครื่องสำอาง
ประเภทไวท์เทนนิ่ง (Hamzah et al., 2020; Zolghadri et al., 2019) 
 งานวิจัยหลายฉบับได้ระบุว่ากระท้อนมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพกระจายอยู่ในทุกส่วนของพืช 
แต่มีความแตกต่างกันทั้งในชนิดและปริมาณของสารสำคัญ (Bailly, 2022) ในการศึกษาครั้งนี้ ผู้วิจัย
จึงเลือกนำ เปลือกลำต้น, ใบ (ทั้งใบอ่อนและใบแก่), และยอดกิ่งก้าน ของกระท้อนมาทำการสกัด เพ่ือ
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เปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส เนื่องจากแต่ละ
ส่วนมีองค์ประกอบทางเคมีที่แตกต่างกัน กล่าวคือ ใบอ่อน (Young leaves) ซึ่งมีเนื้อเยื่ออ่อน จะมี
การสังเคราะห์สารทุติยภูมิสูงเพ่ือป้องกันแมลงศัตรูพืช เช่น polyphenols และ flavonoids (Coley 
et al., 1985; Starkevič et al., 2020; Zhang et al., 2018); ใบแก่ (Mature leaves) ที่มีโครงสร้าง
แข็งขึ้น ยังคงมีสารในกลุ่ม flavonoids และ proanthocyanidins ที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Bailly, 
2022); ยอดกิ่งก้าน (Branchlets) มีองค์ประกอบของสารในกลุ่ม triterpenoids และ limonoids 
(Bumi et al., 2019); และ เปลือกลำต้น (Stem bark) ซึ่งเป็นส่วนที่พบสารในกลุ่ม oleanane-type 
triterpenoids สำคัญ เช่น Koetjapic acid ซึ ่งมีประสิทธิภาพสูงในการต้านมะเร็งและฤทธิ ์ทาง
ชีวภาพอ่ืน ๆ (Armaghan et al., 2024; Jafari et al., 2014) 
 การเลือกใช้ ทั้งใบอ่อน ใบแก่ ยอดก่ิงก้าน และเปลือกลำต้น จึงเป็นแนวทางท่ีครอบคลุมมาก
ที่สุดในการประเมินศักยภาพของสารสกัดจากกระท้อน เนื่องจากแต่ละส่วนอาจมีสัดส่วนของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพต่างชนิดกัน ซึ่งส่งผลต่อประสิทธิภาพของการต้านอนุมูลอิสระและการยับยั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนสที่แตกต่างกัน งานของ Wijaya (2022) และ Hamzah et al. (2024) ยังเสนอว่า ปริมาณ
สารโพลีฟีนอลและฟลาโวนอยด์ในใบกระท้อนมีความสัมพันธ์โดยตรงกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ โดยใบอ่อนให้ค่าความสัมพันธ์เชิงบวก (r = 0.87) ระหว่างปริมาณสารฟีนอลิกกับ
ค่า %inhibition ในการทดสอบ DPPH และ ABTS ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในพืชชนิดอื่นที่พบว่า
ใบอ่อนมักมีการสะสมของสารฟีนอลิกสูงกว่าใบแก่ (Starkevič et al., 2020; Zhang et al., 2018) 
 ดังนั้น ส่วนของพืชที่นำมาใช้ในการศึกษาครั้งนี้จึงมีเหตุผลทางวิทยาศาสตร์รองรับ ทั้งในเชิง
องค์ประกอบทางเคมีและผลทางชีวภาพ โดยมุ่งเน้นการเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัดแต่ละส่วน
ภายใต้ตัวทำละลายที่แตกต่างกัน (95% ethanol, 50% ethanol และ acetone) ซึ่งสอดคล้องกับ
หลักการที่ว่าความมีขั้วของตัวทำละลายมีผลอย่างนัยสำคัญต่อปริมาณสารสกัดและฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ (Do et al., 2014; ธนัชสัณห์ พูนไพบูลย์พิพัฒน์, 2562) เพื่อระบุส่วนพืชและวิธีการสกัดที่ให้
สารออกฤทธิ์สูงสุดสำหรับการนำไปใช้พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เครื่องสำอาง 

2.2 การใช้ประโยชน์และสรรพคุณทางสมุนไพรของกระท้อน 

 พืชกระท้อนมีการใช้ประโยชน์มาอย่างยาวนานทั้งในอาหารและยาพื้นบ้านของไทยและ
ประเทศเพื่อนบ้าน ในตำรายาไทย ระบุว่า ใบกระท้อนใช้ต้มอาบแก้ไข้และขับเหงื่อ เปลือกต้นต้มน้ำ
ดื่มแก้ท้องเสียและบิด รากใช้เป็นยาขับลมและบำรุงธาตุ และผลสุกใช้รับประทานเพ่ือช่วยย่อยอาหาร
และลดไขมัน (Wijaya, 2022; Bailly, 2022) 
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 Bailly (2022) รายงานว่า ผลและใบกระท้อนมีสาร polyphenols และวิตามินซีสูง ซึ่งช่วย
ยับยั้งอนุมูลอิสระและชะลอความเสื่อมของเซลล์ นอกจากนี้ ใบกระท้อนยังมี quercetin, luteolin, 
และ proanthocyanidins ซึ่งเป็น flavonoids สำคัญที่มีฤทธิ์ลดการอักเสบ (anti-inflammatory) 
และช่วยควบคุมกระบวนการสร้างเม็ดสีผิว (melanogenesis) อีกด้วย (Hamzah et al., 2024) ส่วน 
เปลือกต้นและกิ่งก้าน มีสารในกลุ่ม triterpenes โดยเฉพาะ Koetjapic acid (KA) ซึ่งมีรายงานว่า
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งและเหนี่ยวนำให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็ง (apoptosis) ได้
อย่างมีประสิทธิภาพ (Armaghan et al., 2024; Jafari et al., 2014) และยังพบสารกลุ่ม Limonoids 
และ Sentulic acid ซึ่งมีฤทธิ์ต้านการอักเสบและต้านอนุมูลอิสระได้ดี (Bumi et al., 2019) 
 การศึกษาล่าสุดในปี 2024 พบว่า สารสกัดจากใบกระท้อนมีกลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนส (Tyrosinase inhibition) ได้อย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งสัมพันธ์กับปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในพืช 
(Hamzah et al., 2024) สะท้อนให้เห็นถึงคุณสมบัติในการเป็นพืชสมุนไพรที่มีศักยภาพสูงในการ
พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เวชสำอางเพ่ือผิวขาวและชะลอวัยอย่างยั่งยืน (Nhani et al., 2024) 

2.3 สารสำคัญทางชีวภาพในกระท้อน (Phytochemical Constituents) 

 กระท้อนจัดเป็นพืชที่มีองค์ประกอบทางเคมีหลากหลาย โดยมีสารออกฤทธิ์กว่า 30 ชนิดจาก
ท ุ กส ่ วนของพ ื ช  ซ ึ ่ ง ร วมถ ึ งกล ุ ่ ม  triterpenoids, limonoids, flavonoids, phenolic acids, 
monoterpenoids และ alkaloids (Wijaya, 2022; Bailly, 2022) โดยในส่วนของเมล็ดกระท้อน 
พบสารกลุ ่ม Limonoids ที ่สำคัญ (เช ่น koetjapin และ sandoricin derivatives) ซึ ่งจ ัดเป็น 
triterpenoids ที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบและมีศักยภาพทางยา (Bumi et al., 2019) สำหรับเปลือกลำ
ต้นและกิ่ง พบสารสำคัญกลุ่ม oleanane-type triterpenes โดยเฉพาะ Koetjapic acid, Sentulic 
acid และ Bryonolic acid ซึ่งมีรายงานฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านมะเร็ง และยับยั้งเอนไซม์ไทโรซเิน
สได้ดี (Armaghan et al., 2024; Jafari et al., 2014) 
 ขณะที่ใบกระท้อน พบสารในกลุ่ม polyphenol และ flavonoid ปริมาณสูง รวมถึงสารกลุ่ม 
triterpenoids ซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้อย่างมีนัยสำคัญ (Bailly, 
2022; Hamzah et al., 2020; Hamzah et al., 2024) จากองค์ประกอบเหล่านี ้แสดงให้เห็นว่า  
“ใบอ่อนกระท้อน” เป็นส่วนที่มีศักยภาพสูงสุดในการนำไปใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องสำอาง เนื่องจากมี
การสะสมของสารโพลีฟีนอลเพื่อป้องกันตัวเองตามธรรมชาติสูงกว่าและมีความปลอดภัย (Starkevič 
et al., 2020; Zhang et al., 2018) 
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2.4 กลไกการเกิดอนุมูลอิสระและหลักการต้านอนุมูลอิสระ (Mechanism of Free 
Radicals and Antioxidant Principles) 

 กระบวนการเกิดอนุมูลอิสระ (Free radicals) เป็นปรากฏการณ์ทางชีวเคมีที่เกิดขึ้นได้ตาม
ธรรมชาติในร่างกายของสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะในระหว่างกระบวนการเผาผลาญพลังงานในไมโทคอนเดรีย 
กระบวนการอักเสบ ( Inflammation) การได้รับรังสีอัลตราไวโอเลต (UV radiation) รวมถึงการ

สัมผัสมลภาวะ เช่น ควันบุหรี่และโลหะหนัก (Halliwell & Gutteridge, 2015; Kamiński et al., 
2022) 
 อนุมูลอิสระ คือ อะตอมหรือโมเลกุลที ่มีอิเล็กตรอนไม่คู ่กัน ทำให้มีความไวต่อการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและสามารถเข้าทำปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลในเซลล์ เช่น โปรตีน ลิพิด และ
กรดนิวคลีอิก ส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อโครงสร้างเซลล์และการทำงานของอวัยวะต่าง ๆ ซึ่งภาวะ
ดังกล่าวเรียกว่า ภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) (Valko et al., 2007) 
 2.4.1 การเกิดอนุมูลอิสระในร่างกาย  
 อนุมูลอิสระที่สำคัญในระบบชีวภาพสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มหลัก ได้แก่ Reactive 
Oxygen Species (ROS) หรืออนุมูลอิสระของออกซิเจน เช่น superoxide anion (O2

-) hydroxyl 
radical (-OH) และ hydrogen peroxide (H2O2) และกล ุ ่ม Reactive Nitrogen Species (RNS) 
หรืออนุมูลอิสระของไนโตรเจน เช่น nitric oxide (NO) และ peroxynitrite (ONOO-) (Halliwell & 
Gutteridge, 2015; Valko et al., 2007) โดย ROS และ RNS เหล่านี้เกิดขึ้นได้จากหลายแหล่งใน
ร่างกาย ทั ้งจากกระบวนการภายใน เช่น การหายใจระดับเซลล์ในไมโทคอนเดรีย (Electron 
Transport Chain) การทำงานของเอนไซม์ NADPH oxidase และ xanthine oxidase (Hamzah 
et al., 2020) การกระตุ้นเม็ดเลือดขาวในภาวะอักเสบ ตลอดจนการได้รับปัจจัยภายนอกอย่างรังสี 

UV หรือมลพิษ (Kamiński et al., 2022) เมื ่อร่างกายมีปริมาณ ROS มากเกินไปจนไม่สามารถ
ควบคุมได้ จะทำให้เกิดความเสียหายต่อโมเลกุลชีวภาพที่สำคัญ ก่อให้เกิดการออกซิไดซ์ของลิ พิด 
(Lipid peroxidation) ซึ่งทำให้เยื่อหุ้มเซลล์สูญเสียความยืดหยุ่น การออกซิไดซ์โปรตีนจนสูญเสียการ
ทำงานของเอนไซม์ และการทำลาย DNA ซึ่งอาจนำไปสู่การกลายพันธุ์ และเป็นปัจจัยเสี่ยงของมะเร็ง
และความชรา (Armaghan et al., 2024; Halliwell & Gutteridge, 2015) 
 2.4.2 กลไกการต้านอนุมูลอิสระในร่างกาย 
 ร่างกายมีระบบป้องกันอนุมูลอิสระตามธรรมชาติ (Endogenous antioxidant defense 
system) ซึ ่งประกอบด้วยกลไกหลักสองส่วนคือเอนไซม์และสารที ่ไม่ใช่เอนไซม์  (Halliwell & 
Gutteridge, 2015) ในส่วนของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ (Enzymatic antioxidants) ประกอบด้วย
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เอนไซม์สำคัญ เช่น Superoxide dismutase (SOD) ซึ่งทำหน้าที่เปลี่ยน O2
- เป็น H2O2, เอนไซม์ 

Catalase (CAT) ที่เปลี ่ยน H2O2 ให้กลายเป็นน้ำและออกซิเจน และ Glutathione peroxidase 
(GPx) ที่ช่วยยับยั้งการเกิด lipid peroxidation ขณะที่ส่วนของสารต้านอนุมูลอิสระที่ไม่ใช่เอนไซม์ 
(Non-enzymatic antioxidants) นั้น ได้แก่สารโมเลกุลเล็ก เช่น วิตามินซี (Ascorbic acid), วิตามินอี 
(Tocopherol), กลูตาไธโอน (GSH) รวมถึงสารกลุ่มโพลีฟีนอลที่ได้จากพืช เช่น flavonoids และ 
phenolic acids (Shahidi & Ambigaipalan, 2015; Valko et al., 2007) อย่างไรก็ตาม หากการ
บริโภคอาหารที่มีสารต้านอนุมูลอิสระไม่เพียงพอ หรือร่างกายมีการสัมผัสกับอนุมูลอิสระภายนอก
อย่างต่อเนื่อง ระบบป้องกันภายในร่างกายอาจเสื่อมถอยหรือทำงานไม่เพียงพอ จึงมีความจำเป็นต้อง
เสริมสารต้านอนุมูลอิสระจากภายนอก โดยเฉพาะสารจากธรรมชาติที่มีความปลอดภัยสูง เช่น สาร
สกัดจากพืชสมุนไพร (Anantachoke et al., 2016; Rapa et al., 2023) 
 2.4.3 หลักการทำงานของสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ 
 สารต้านอนุม ูลอิสระจากพืช (Natural antioxidants) ซึ ่งม ักอย ู ่ ในกลุ ่มของฟีนอลิก 
(Phenolics), ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids), และไตรเทอร์พีนอยด์ (Triterpenoids) สามารถยับยั้ง
ปฏิกิร ิยาออกซิเดชันได้หลายรูปแบบ  (Shahidi & Ambigaipalan, 2015; Wijaya, 2022) กลไก
สำคัญประการแรกคือการให้อิเล็กตรอน (Electron donation) โดยสารเหล่านี ้สามารถบริจาค
อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมให้อนุมูลอิสระ ทำให้พวกมันเสถียรและไม่สามารถทำปฏิกิริยาลูกโซ่
ต่อไปได้ ตัวอย่างเช่น Quercetin และ Catechin ซึ่งพบในใบกระท้อน มีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) หลาย
ตำแหน่งที่สามารถให้อิเล็กตรอนได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Bailly, 2022) กลไกที่สองคือการคีเลต
ไอออนโลหะ (Metal chelation) เนื่องจากโลหะหนัก เช่น Fe2+ และ CU2+ สามารถเร่งปฏิกิริยา 
Fenton ที่ทำให้เกิด •OH ซึ่งมีฤทธิ์ออกซิไดซ์สูง สารฟีนอลิกจึงเข้าไปจับกับโลหะเหล่านี้เพ่ือหยุดการ
เกิดอนุมูลอิสระ (Halliwell & Gutteridge, 2015) นอกจากนี้ สารสกัดบางชนิดยังมีกลไกยับยั้ง
เอนไซม์ที่สร้างอนุมูลอิสระโดยตรง เช่น การยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ NADPH oxidase และ 
xanthine oxidase ซึ่งเป็นต้นกำเนิดของ ROS (Hamzah et al., 2020) ประการสุดท้าย สารโพลีฟีนอล
บางชนิด เช่น Kaempferol และ Quercetin ยังสามารถกระตุ ้นระบบป้องกันภายในเซลล์ โดย
กระตุ้นการแสดงออกของยีน Nrf2, HO-1 และ SOD ซึ่งเป็นกลไกหลักของระบบต้านอนุมูลอิสระ
ภายในร่างกาย (Anantachoke et al., 2016) 
 2.4.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในงานวิจัย 
 ในระดับห้องปฏิบัติการ การประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดพืชมักใช้วิธีการ
ทดสอบที่อาศัยกลไกการให้อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนเป็นหลัก วิธีที่ได้รับความนิยม ได้แก่ DPPH 
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging assay ซึ่งเป็นการวัดความสามารถของสาร
ในการลดอนุมูลอิสระ DPPH• ที่มีสีม่วงเข้มให้กลายเป็น DPPH-H ที่ไม่มีสี โดยวัดค่าการลดลงของค่า
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การดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร (Gulcin & Alwasel, 2023) และวิธี ABTS (2,2′-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) radical cation assay ซึ่งใช้วัดความสามารถของสารใน
การยับยั้งอนุมูล ABTS•+ ที่เกิดจากการออกซิไดซ์ของ ABTS ด้วยโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต โดยวัดค่า
การดูดกลืนแสงที ่ 734 นาโนเมตร (Re et al., 1999) ซึ ่งผลการทดสอบมักรายงานเป็นค่า % 
inhibition หรือค่า IC50 ที่ยิ ่งต่ำยิ่งแสดงถึงศักยภาพที่สูงกว่า (Gite et al., 2015; Munteanu & 
Apetrei, 2021)  นอกจากน ี ้ ย ั งม ี ว ิ ธ ี  FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) ท ี ่ ใช ้ วั ด
ความสามารถโดยรวมของสารในการรีดิวซ์ Fe3+ ไปเป็น Fe2+ เพื่อแสดงถึงความสามารถในการให้
อิเล็กตรอนของสารต้านอนุมูลอิสระ (Munteanu & Apetrei, 2021) ทั้งนี้ ในงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับ
พืชและกระท้อน พบว่าชนิดและความเข้มข้นของตัวทำละลายมีผลอย่างนัยสำคัญต่อการสกัด
สารสำคัญ โดยสารสกัดจากใบที่ใช้ตัวทำละลายเอทานอลความเข้มข้นปานกลาง (เช่น 50 -60%)  
มักให้ค่าการยับยั้ง DPPH และ ABTS สูงสุด ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ที่
ละลายออกมาได้ดีในสภาวะดังกล่าว (Do et al., 2014; ธนัชสัณห์ พูนไพบูลย์พิพัฒน์, 2562; Wijaya, 
2022) 
 2.4.5 บทสรุปเชิงกลไก 
 จากกลไกทั้งหมดข้างต้นสามารถสรุปได้ว่า สารต้านอนุมูลอิสระจากกระท้อน ทำงานผ่าน
กระบวนการบริจาคอิเล็กตรอนและการคีเลตไอออนโลหะ ซึ่งช่วยยับยั้งการเกิด ROS และลดความ
เสียหายของเซลล์ผิวหนัง นอกจากนี้ สารโพลีฟีนอลในกระท้อนยังช่วยยับยั้งการอักเสบและชะลอการ
เสื่อมของผิวจากรังสี UV จึงมีศักยภาพสูงในการนำไปใช้ในผลิตภัณฑ์เวชสำอางที่มีคุณสมบัติ Anti-
aging และ Whitening โดยเฉพาะในกลุ่มผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติที่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค 

2.5 กลไกการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Mechanism of Tyrosinase Inhibition) 

 เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็น copper-containing oxidase ที่มีบทบาทสำคัญในกระบวนการสร้าง
เม็ดสีผิว (Melanogenesis) ในสิ่งมีชีวิต ทั้งในมนุษย์ สัตว์ และพืช (Zolghadri et al., 2019) เอนไซม์
ชนิดนี้ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ L-tyrosine ไปเป็น L-DOPA (3,4 dihydroxyphenylalanine) 
และต่อมาเปลี่ยน L-DOPA ไปเป็น DOPAquinone, ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการเกิดเมลานิน (melanin) 
ชนิดต่าง ๆ เช่น eumelanin และ pheomelanin (Chang, 2012; Zolghadri et al., 2019) เมื่อ
เอนไซม์ไทโรซิเนสทำงานมากเกินไป หรือถูกกระตุ้นจากรังสี UV, ฮอร์โมน, หรือการอักเสบ จะทำให้

เกิดการสร้างเม็ดสีผิวมากผิดปกติ นำไปสู่ปัญหาความหมองคล้ำ ฝ้า กระ และจุดด่างดำ (Kamiński 
et al., 2022; Shin et al., 2022) ดังนั้น การยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสจึงเป็นกลไก
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หลักของสารไวท์เทนนิ่งในเครื่องสำอางสมัยใหม่ ซึ่งมุ่งลดการสร้างเมลานินโดยไม่ทำลายเซลล์เมลาโน
ไซต์ (melanocyte) โดยตรง (Cui et al., 2018; Masuda et al., 2005) 
 2.5.1 โครงสร้างและการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นโปรตีนที ่มีโลหะทองแดง (Cu2+) อยู ่ 2 อะตอมในศูนย์กลางเร่ง
ปฏิกิริยา (catalytic active site) โดยไอออนทองแดงแต่ละอะตอมถูกจับยึดด้วยกรดอะมิโนฮิสติดีน 
(His) หกตำแหน่ง (Zolghadri et al., 2019) โครงสร้างนี ้ช ่วยให้เอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิร ิยา
ออกซิเดชันได้ในสองขั้นตอนหลัก ได้แก่ Monophenolase activity ซึ่งเป็นการเปลี่ยน L-tyrosine 
ให้เป็น L-DOPA และ Diphenolase activity ซึ่งเป็นการเปลี่ยน L-DOPA ต่อไปเป็น DOPAquinone 
หลังจากนั้น DOPAquinone จะเกิดปฏิกิริยา auto-oxidation และ polymerization ต่อเนื่องจน
เกิดเป็นเมลานิน (Chang, 2012; Zolghadri et al., 2019) 
 2.5.2 กลไกการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสามารถเกิดขึ้นได้หลายรูปแบบ โดยทั่วไปแบ่งได้เป็น 4 กลไก
หลัก (Zolghadri et al., 2019) ได้แก่ Competitive inhibition ซึ ่งสารยับยั ้งมีโครงสร้างคล้าย  
L-tyrosine หรือ L-DOPA เข้าแข่งขันจับกับ active site โดยตรง เช่น สาร arbutin และ kojic acid; 
Non-competitive inhibition ซึ่งสารยับยั้งจับกับบริเวณอื่นของเอนไซม์ (allosteric site) ทำให้
โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์เปลี่ยนไป เช่น สาร glabridin; Mixed inhibition ซึ่งสารยับยั้งสามารถ
จับได้ทั้งที่ active site และ allosteric site; และ Chelation of Cu2+ ซึ่งสารบางชนิดมีหมู่ฟังก์ชัน
ที่สามารถจับ (Chelate) ไอออนทองแดงในศูนย์กลางของเอนไซม์ ทำให้สูญเสียความสามารถในการ
เร่งปฏิกิริยา เช่น กรดฟีนอลิกและ flavonoids (Chang, 2012; Hamzah et al., 2024)  
 โดยเฉพาะอย่างยิ ่งกลไกการคีเลตไอออน Cu2+ นี้ถือเป็นกลไกสำคัญของสารยับยั้งจาก
ธรรมชาติ เนื่องจากมีความเสถียร ไม่ทำลายโครงสร้างโปรตีน และให้ผลยับยั้งแบบ reversible (Cui 
et al., 2018; Zolghadri et al., 2019) 
 2.5.3 ตัวอย่างสารยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสจากธรรมชาติ 
 มีการค้นพบสารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากพืชหลายชนิด ซึ่งมักอยู่ในกลุ่ม phenolic และ 
flavonoid (Chang, 2012; Zolghadri et al., 2019) ตัวอย่างเช่น Kojic acid จาก Aspergillus 
oryzae ซึ ่งเป็นสารที ่น ิยมใช้มากที ่ส ุดแต่มีข ้อจำกัดเร ื ่องความระคายเคืองผิว ; Arbutin จาก 
Arctostaphylos uva-ursi ที่มีความปลอดภัยสูงและให้ผลยับยั้งในระดับปานกลาง ; Glabridin จาก
ชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra) ที่ให้ผลยับยั้งได้ใกล้เคียงกับ kojic acid แต่มีความเสถียรมากกว่า; 
และ Oxyresveratrol จากปอสา (Broussonetia papyrifera) และมัลเบอร์ร ี ่ (Morus alba) ซึ่ง
สามารถยับยั้งได้ดี (Zolghadri et al., 2019) สารเหล่านี้แสดงให้เห็นว่าสารโพลีฟีนอลที่มีหมู่ไฮดรอกซิล 
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(-OH) จำนวนมากสามารถบริจาคอิเล็กตรอนและจับกับศูนย์กลางโลหะของเอนไซม์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ซึ่งเป็นกลไกท่ีคล้ายคลึงกับสารออกฤทธิ์ที่พบในกระท้อน (Bailly, 2022) 
 2.5.4 กลไกการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดกระท้อน 
 จากผลการศึกษาทางเคมี กระท้อนมีสารในกลุ ่ม triterpenoids เช่น Koetjapic acid, 
Sentulic acid, และ Bryonolic acid รวมถึงสารกลุ่ม flavonoids เช่น Quercetin และ Luteolin 
ซึ่งมีศักยภาพในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสทั้งแบบ competitive และ chelating (Bailly, 2022; 
Hamzah et al., 2024) 
 Koetjapic acid ซึ ่งเป็น oleanane-type triterpenoid มีโครงสร้างที ่ประกอบด้วยหมู่  
คาร์บอกซิล (–COOH) และหมู่ไฮดรอกซิล (–OH) ที่สามารถจับกับ Cu2+ ในศูนย์กลางของเอนไซม์ได้ 
การจำลองโครงสร้างด้วยวิธี in silico แสดงให้เห็นว่าการจับระหว่าง Koetjapic acid กับกรดอะมิโน 
His263 และ His296 ของเอนไซม์ ส่งผลให้พลังงานยึดเหนี่ยวลดลง (Binding affinity) ซึ่งบ่งชี้ถึง
ความเสถียรของการยับยั้ง (Armaghan et al., 2024; Hamzah et al., 2024) 
 นอกจากนี ้ สาร Quercetin และ Luteolin ในใบกระท้อนมีหมู ่ –OH หลายตำแหน่งที่
สามารถบริจาคอิเล็กตรอน ลดการเกิด o-quinone และชะลอการเปลี ่ยน DOPAquinone เป็น 
melanin ได ้ซึ่งกลไกนี้ไม่เพียงลดการสร้างเม็ดสีผิว แต่ยังช่วยปกป้องเซลล์ผิวจาก oxidative stress 

ที่เกิดจากรังสี UV อีกด้วย (Bailly, 2022; Kamiński et al., 2022) 
 การทดสอบระดับ in vitro ของ Hamzah et al. (2024) พบว่า สารสกัดจากก่ิงของกระท้อน
ให้ % ยับยั้ง tyrosinase ประมาณ 42 – 45 % ที่ 1 มก./มล. ซึ่งจัดอยู่ในระดับ “ปานกลาง” แต่เมื่อ
พิจารณาร่วมกับผลการจำลอง in silico พบว่า ศักยภาพของสาร Koetjapic acid สูงกว่าสาร
มาตรฐาน kojic acid ในเชิงการจับยึดกับเอนไซม์ แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการใช้สารนี้เป็น
สารออกฤทธิ์ทางเครื่องสำอางในอนาคต (Armaghan et al., 2024; Hamzah et al., 2024) 
 2.5.5 ความเชื่อมโยงระหว่างการต้านอนุมูลอิสระและการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 กระบวนการสร้างเมลานินและการเกิดอนุมูลอิสระมีความสัมพันธ์กันโดยตรง เนื่องจาก
เอนไซม์ไทโรซิเนสใช้ O2 เป็นตัวรับอิเล็กตรอน และกระบวนการนี้สามารถสร้าง ROS ได้ในระหว่าง

ปฏิกิริยาเคมี (Kamiński et al., 2022; Zolghadri et al., 2019) ดังนั้น สารที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูล
อิสระมักยับยั้งการสร้างเม็ดสีไปพร้อมกัน เพราะสามารถลดปริมาณ ROS (Scavenging activity) 
และยับยั้งการทำงานของ tyrosinase ในเวลาเดียวกัน (Chang, 2012; Shin et al., 2022) การที่
สารสกัดกระท้อนมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง (โดยเฉพาะใบอ่อนและเปลือกต้น) จึงช่วยเสริมฤทธิ์ในการ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ส่งผลให้เกิดการลดลงของเม็ดสีผิวและปกป้องผิวจากการเกิดออกซิเดชัน ซึ่ง
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เป็นหลักการสำคัญในการพัฒนาเครื ่องสำอางกลุ ่ม whitening และ anti-aging (Bailly, 2022; 
Hamzah et al., 2024; Nhani et al., 2024) 

2.6 พืชอื่นที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและการเปรียบเทียบ (Other Plant Extracts 
with Tyrosinase Inhibitory Activity and Comparative Analysis) 

 การค้นหาสารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากพืชสมุนไพรธรรมชาติได้รับความสนใจอย่าง
แพร่หลายในอุตสาหกรรมเครื ่องสำอางและเภสัชกรรม เนื ่องจากสารสังเคราะห์บางชนิด เช่น 
hydroquinone และ kojic acid มีประสิทธิภาพสูงแต่ก่อให้เกิดผลข้างเคียง เช่น การระคายเคือง
และภาวะผิวไวต่อแสง (Zolghadri et al., 2019) ในปัจจุบันจึงมีแนวโน้มมุ่งเน้นการใช้สารจากพืชที่มี
ความปลอดภัยสูง มีฤทธิ์ยับยั้งแบบอ่อนถึงปานกลางแต่ให้ผลยั่งยืนและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนัง 
(Chang, 2012; Cui et al., 2018) 
 งานวิจัยจำนวนมากได้รายงานถึงฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของพืชหลายชนิด ทั้งจาก
ผล ใบ เปลือก และราก โดยมีสารออกฤทธิ ์หลักในกลุ ่ม ฟีนอลิก (phenolics), ฟลาโวนอยด์ 
(flavonoids) และ ไตรเทอร์พีนอยด์ (triterpenoids) ซึ่งมีโครงสร้างเคมีที่สามารถจับกับไอออน
ทองแดงใน active site ของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ (Hamzah et al., 2024; Zolghadri et al., 2019) 
 ตัวอย่างพืชที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสูง 
 ในบรรดาพืชที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสูง หม่อน (Morus alba L.) ถือเป็นตัวอย่าง
สำคัญ โดยมีสาร oxyresveratrol, mulberroside A และ kuwanon G ผ่านกลไกการยับยั้งแบบ
แข่งขัน (Competitive inhibition) และการคีเลตไอออน Cu2+ (Zolghadri et al., 2019) ในทำนอง
เดียวกัน ชาเขียว (Camellia sinensis) อุดมไปด้วย EGCG และ catechin ที่มีค่า IC50 ประมาณ 45–
60 µg/mL โดยใช้กลไกการบริจาคอิเล็กตรอนและคีเลต Cu2+ ซึ่งมีการศึกษาพบว่าสารสกัดชาเขียวมี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งการสร้างเม็ดสีได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Shin et al., 2022) ชะเอมเทศ 
(Glycyrrhiza glabra)  เป็นอีกหนึ่งพืชที่นิยมใช้ โดยมีสาร glabridin และ isoliquiritigenin ซึ่งมีค่า 
IC50 ประมาณ 78 µg/mL และออกฤทธิ์ผ่านกลไก Non-competitive inhibition ที่มีความเสถียรสูง 
(Zolghadri et al., 2019) นอกจากนี้ ยังมีพืชชนิดอื่นที่มีศักยภาพ เช่น มะขามป้อม (Phyllanthus 
emblica) ซึ่งใช้ ascorbyl glucoside และ ellagic acid ในการลด DOPAquinone ผ่านฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ (Anantachoke et al., 2016; Chang, 2012);ว่านหางจระเข้ (Aloe vera) ที่มีสาร 
aloesin ซึ่งยับยั้งเอนไซม์แบบ competitive (Zolghadri et al., 2019);และ ใบบัวบก (Centella 
asiatica) ที่มีสาร asiaticoside และ madecassoside ซึ่งแม้จะให้ผลยับยั้งในระดับปานกลาง แต่มี
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คุณสมบัติเด่นด้านการฟื้นฟูเซลล์ผิวและลดรอยดำหลังการอักเสบ (ดวงกมล เลียวกิตติกุล และคณะ, 
2553) 

2.7 แนวโน้มการใช้สารสกัดจากธรรมชาติในเครื ่องสำอาง (Trends in the Use of 
Natural Extracts in Cosmetics) 

 ในช ่วงทศวรรษที ่ผ ่านมา อุตสาหกรรมเคร ื ่องสำอางทั ่วโลกได ้เปล ี ่ยนทิศทางจาก 
“เครื่องสำอางสังเคราะห์” ไปสู่ “เครื่องสำอางจากธรรมชาติ” (Natural-based cosmetics) อย่าง
ต่อเนื่อง สืบเนื่องจากความตระหนักด้านสุขภาพของผู้บริโภค ผลข้างเคียงจากสารเคมีสังเคราะห์ และ
กระแสรักษ์สิ ่งแวดล้อม (eco-consciousness) ซึ ่งสอดคล้องกับแนวคิด “Green Beauty” และ 
“Clean Cosmetics” (Lim & Kwon, 2023; Nhani et al., 2024) 
 2.7.1 แนวโน้มระดับโลกของเครื่องสำอางธรรมชาติ 
 ข้อมูลจากรายงานของ Grand View Research 2024 ระบุว ่า ตลาดเครื ่องสำอางจาก
ธรรมชาติทั่วโลกมีมูลค่ามากกว่า 44.5 พันล้านเหรียญสหรัฐในปี 2023 และคาดว่าจะเติบโตเฉลี่ยปีละ 
6.1% จนถึงปี 2030 โดยผลิตภัณฑ์ที่เติบโตสูงสุดคือกลุ่ม ผลิตภัณฑ์ดูแลผิวหน้า (Facial skincare), 
ผลิตภัณฑ์กันแดด (Sun protection), และผลิตภัณฑ์ไวท์เทนนิ ่ง (Whitening & Brightening 
products) การเติบโตนี้ได้รับแรงสนับสนุนจาก 3 ปัจจัยหลัก ได้แก่ (1) ความต้องการสารสกัดจาก
ธรรมชาติ (Bioactive ingredients) เช่น flavonoids และ phenolics ที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ
และชะลอวัย (Shahidi & Ambigaipalan, 2015; Shin et al., 2022); (2) เทคโนโลยีการสกัด
สมัยใหม่ (Green Extraction) เช ่น Ultrasound-assisted extraction (UAE) และ Microwave-
assisted extraction (MAE) ที่ช่วยให้ได้สารสกัดบริสุทธิ์ ลดการใช้สารเคมีอันตราย และเป็นมิตรต่อ
ส ิ ่ งแวดล ้อม (Biswas et al., 2023 ; Cannavacciuolo et al., 2024) ; และ (3) ความย ั ่ งยืน 
(Sustainability) การนำเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร (Agro-industrial biowastes) มาแปรรูป
เป็นสารออกฤทธิ์มูลค่าสูง ซึ่งสอดคล้องกับมาตรฐานโลกด้านสิ่งแวดล้อม (Mateo et al., 2025; 
Nhani et al., 2024) 
 2.7.2 แนวโน้มในอุตสาหกรรมเครื่องสำอางของประเทศไทย 
 ในประเทศไทย อุตสาหกรรมเครื่องสำอางถือเป็นหนึ่งในกลุ่มเศรษฐกิจสร้างสรรค์ท่ีเติบโตเร็ว 
โดยเฉพาะในหมวด “Cosmeceuticals” หรือ “เครื่องสำอางกึ่งเวชภัณฑ์” กระแสหลักของตลาด
ไทยคือการมุ่งเน้น การใช้สมุนไพรพื้นบ้านไทย และการพัฒนาผลิตภัณฑ์จากพืชท้องถิ่น (Local 
bioresources) ซึ่งมีรายงานการศึกษาพบว่าผลไม้และสมุนไพรไทยหลายชนิดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
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สูงและมีศักยภาพในการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เพื่อสุขภาพและความงาม (Anantachoke et al., 
2016) การสร้างเอกลักษณ์โดยใช้วัตถุดิบท้องถิ่นร่วมกับเทคโนโลยีสกัดมาตรฐานสากล เช่น การใช้พืช
อย่าง "กระท้อน" ถือเป็นตัวอย่างของการนำภูมิปัญญาท้องถิ่นมาต่อยอดในเชิงพาณิชย์ (Wijaya, 
2022) 
 2.7.3 ความนิยมของผู้บริโภคต่อสารสกัดจากธรรมชาติ 
 ผู้บริโภครุ่นใหม่ โดยเฉพาะกลุ่มอายุ 20–40 ปี ให้ความสำคัญกับผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนผสม 
“ธรรมชาติแท้” มากขึ ้น และคำนึงถึงความยั ่งยืน (sustainability) ของวัตถุดิบ (Lim & Kwon, 
2023) โดยแนวโน้มหลักที่พบ ได้แก่ แนวคิด Clean Beauty การหลีกเลี่ยงสารเคมีสังเคราะห์ที่อาจ
ระคายเค ือง) , Vegan & Cruelty-Free (ไม ่ม ีส ่วนประกอบจากส ัตว ์และไม ่ทดลองในส ัตว ์ ) , 
Functional Naturals (มุ่งเน้นสารสกัดที่มีฤทธิ์เฉพาะทาง เช่น สารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสเพื่อผิว
ขาว (Zolghadri et al., 2019)), และ การสนับสนุนวัตถุดิบที่มีกระบวนการผลิตที่ยั่งยืนและมีการใช้
นาโนเทคโนโลยีเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของสารสกัดจากพืช (Nhani et al., 2024)  
 2.7.4 ความเชื่อมโยงของแนวโน้มดังกล่าวกับการใช้ “สารสกัดกระท้อน” 
 จากแนวโน้มข้างต้น “กระท้อน” (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) จัดอยู่ในกลุ่ม
พืชพื้นถิ่นที่มีศักยภาพสูงในเชิงการพัฒนาเครื่องสำอางธรรมชาติ เนื่องจากมีสารออกฤทธิ์หลายกลุ่ม 
เช่น Koetjapic acid, Quercetin, Luteolin และ Bryonolic acid ที่ให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, ยับยั้ง
ไทโรซิเนส, ต้านอักเสบ และปกป้องเซลล์ผิว (Armaghan et al., 2024; Bailly, 2022; Hamzah et 
al., 2024) นอกจากนี้ กระท้อนยังเป็นพืชที่สามารถปลูกได้ทั่วทุกภาคของประเทศไทย ทำให้มีความ
พร้อมด้านวัตถุดิบ และสอดคล้องกับแนวคิดการนำวัสดุเหลือทิ้ง (เช่น ใบและเปลือก) มาใช้ให้เกิด
ประโยชน์สูงสุด (Mateo et al., 2025) การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดกระท้อนในงานวิจัยนี้จึงเป็นการ
ตอบสนองต่อแนวโน้มโลกแห่ง “Green & Sustainable Cosmetics” อย่างแท้จริง เพราะนอกจาก
จะเพ่ิมมูลค่าให้กับผลไม้ไทยแล้ว ยังส่งเสริมเศรษฐกิจหมุนเวียนในอุตสาหกรรมสมุนไพรไทยอีกด้วย 

2.8 สรุปสาระสำคัญจากการทบทวนวรรณกรรม 

 จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่า พืชกระท้อน (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) 
เป็นพืชเขตร้อนในวงศ์ Meliaceae ที่มีศักยภาพสูงทางด้านชีวภาพและเศรษฐกิจ เนื่องจากทุกส่วน
ของพืชสามารถนำมาใช้ประโยชน์ได้ ทั้งในด้านอาหาร สมุนไพร และอุตสาหกรรมเครื่องสำอาง 
กระท้อนมีองค์ประกอบของสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพหลายชนิด โดยเฉพาะในกลุ ่ม  ฟีนอลิก 
(phenolics) และ ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ซึ่งเป็นสารที่มีบทบาทสำคัญในการต้านอนุมูลอิสระ 
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(antioxidant) และยับยั ้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (anti-tyrosinase) ที ่เกี ่ยวข้องกับ
กระบวนการสร้างเม็ดสีผิว (Bailly, 2022; Wijaya, 2022) 
 ส่วนต่าง ๆ ของกระท้อนมีองค์ประกอบของสารสำคัญแตกต่างกัน โดย ใบอ่อนและเปลือกลำ
ต้น เป็นส่วนที ่พบสารในกลุ ่ม โพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ และไตรเทอร์พีนอยด์ มากที ่ส ุด เช่น 
Koetjapic acid, Bryonolic acid, Quercetin, และ Proanthocyanidin ซึ่งเป็นสารที่มีรายงานว่ามี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบสูง (Armaghan et al., 2024; Bumi et al., 2019; Jafari 
et al., 2014) งานของ Hamzah et al. (2024) ยังระบุเพิ่มเติมว่าสารสกัดจากกิ่งและใบกระท้อน
สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ในระดับปานกลาง ซึ่งสอดคล้องกับผลการจำลองแบบ in silico ที่
แสดงให้เห็นว่า สาร Koetjapic acid สามารถจับกับบริเวณ active site ของเอนไซม์ได้อย่างมั่นคง 
 เมื่อเปรียบเทียบกับพืชชนิดอื่นที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส เช่น หม่อน (Morus alba), 
ชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra), และชาเขียว (Camellia sinensis) พบว่ากระท้อนให้ค่าการยับยั้ง
ที่แม้จะไม่สูงที่สุด แต่มีข้อได้เปรียบในด้านความปลอดภัย ความอ่อนโยนต่อผิว และแหล่งวัตถุดิบที่หา
ได้ในประเทศ จึงมีศักยภาพในการพัฒนาเป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมเครื่องสำอางธรรมชาติของไทย 
(Shin et al., 2022; Zolghadri et al., 2019) 
 ในเชิงกลไก สารในกลุ ่มโพลีฟีนอลจากกระท้อนทำหน้าที ่เป็น สารบริจาคอิเล็กตรอน 
(electron donor) ช่วยลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน และยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง
กับการสร้างเม็ดสีผิว เช่น ไทโรซิเนส (Bailly, 2022; Chang, 2012) นอกจากนี้ สารฟลาโวนอยด์บาง
ชนิดยังสามารถคีเลตไอออนทองแดง (Cu2+) ที่ศูนย์กลางของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ ส่งผลให้การเร่ง
ปฏิกิริยาลดลง ซึ่งเป็นกลไกเดียวกับสารไวท์เทนนิ่งเชิงพาณิชย์ เช่น Kojic acid และ Arbutin แต่
ปลอดภัยกว่าต่อผิวหนัง (Zolghadri et al., 2019) 
 ผลจากการรวบรวมวรรณกรรมในช่วงปี 2015–2024 สะท้อนให้เห็นแนวโน้มการใช้ “สาร
สกัดจากธรรมชาติ (Natural Extracts)” เป็นองค์ประกอบหลักในเครื่องสำอางที่เน้นความปลอดภัย
และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะในผลิตภัณฑ์กลุ่ม whitening, anti-aging, และ antioxidant 
skincare ภายใต้แนวคิด “Green Cosmetics” และ “Clean Beauty” ที่ผู้บริโภคให้ความสำคัญกับ
ความยั่งยืนของวัตถุดิบ (Lim & Kwon, 2023; Nhani et al., 2024) 
 ในบริบทของประเทศไทย กระท้อนถือเป็นพืชท้องถิ่นที่มีศักยภาพสูงในการพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์เชิงพาณิชย์ เนื่องจากมีแหล่งปลูกกระจายอยู่ทั่วประเทศ วัตถุดิบราคาถูก และมีสารสำคัญ
ที่ให้ผลทางชีวภาพจริง โดยเฉพาะสารในใบอ่อนที่ให้ค่าการต้านอนุมูลอิสระสูง และมีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสใกล้เคียงสารมาตรฐานในเชิงเครื่องสำอาง (Hamzah et al., 2020; 
Wijaya, 2022) ดังนั้น งานวิจัยที่ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสาร
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สกัดกระท้อน จึงมีความสำคัญทั้งในด้านการสร้างองค์ความรู้ใหม่ทางวิทยาศาสตร์ และในด้านการ
เพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจของพืชสมุนไพรไทย 
 สรุปได้ว่า การศึกษาครั้งนี้จะเป็นการเชื่อมโยงองค์ความรู้จากวรรณกรรมที่มีอยู่เกี่ยวกับ
คุณสมบัติทางชีวภาพของพืชกระท้อน เข้ากับการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องสำอาง ผ่านการ
ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ (in vitro) และการพัฒนาตำรับต้นแบบผลิตภัณฑ์ ซึ่ง
สามารถต่อยอดสู่งานวิจัยระดับอุตสาหกรรมในอนาคตได้อย่างเป็นรูปธรรม ทั้งนี้ยังเป็นแนวทางใน
การใช้ทรัพยากรธรรมชาติของไทยให้เกิดคุณค่าสูงสุด ภายใต้แนวคิดการพัฒนาอย่างยั ่งยืน 
(Sustainable Innovation in Thai Herbal Cosmetics) (Mateo et al., 2025) 
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บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย (MATERIALS AND METHODS) 

3.1 วัสดุและสารเคมี (Plant Materials and Chemicals) 

 การศึกษาวิจัยครั้งนี้ใช้พืชสมุนไพร “กระท้อน” (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) 

สายพันธุ์ปุยฝ้าย ซึ่งเป็นไม้ผลในวงศ์ Meliaceae ที่ปลูกแพร่หลายในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 

โดยเฉพาะประเทศไทย ตัวอย่างพืชที่ใช้ในการศึกษานี้เก็บจากต้นกระท้อนอายุประมาณ 10 ปี ปลูก

ในพื้นที่กรุงเทพมหานคร ซึ่งมีลักษณะภูมิอากาศแบบร้อนชื้นเขตร้อน (Tropical Savanna Climate) 

อุณหภูมิเฉลี่ยรายวัน 30 ± 2 °C มีความชื้นสัมพัทธ์เฉลี่ย 65–75 % ตลอดฤดูเก็บเกี่ยว เพื่อให้ได้

ตัวอย่างที่มีคุณภาพสูงและคงความเป็นธรรมชาติของสารออกฤทธิ์ ตัวอย่างทุกชิ้นเก็บในช่วงเดือน

พฤษภาคม ถึง มิถุนายน ซึ่งเป็นฤดูผลิดอกและใบใหม่ โดยเลือกเก็บจากต้นที่แข็งแรง ปราศจากโรค

และแมลง ไม่มีการใช้สารเคมีป้องกันศัตรูพืชล่วงหน้า อย่างน้อย 30 วัน ก่อนการเก็บตัวอย่าง 

 3.1.1 ตัวอย่างพืชท่ีใช้ในการศึกษา 

แบ่งออกเป็น 4 ส่วนหลักดังแสดงในภาพท่ี 3.1 ได้แก่  

 
         ก.                              ข.                           ค.                              ง. 

ภาพท่ี 3.1 ส่วนต่าง ๆ ของต้นกระท้อนท่ีใช้ในงานวิจัย ได้แก่ ก. ใบอ่อน ข. ใบแก่ ค. ก่ิง ง. เปลือกลําต้น 

  1. ใบอ่อน (Young leaves): คัดเลือกจากสีใบเขียวอ่อนสด แผ่นบาง และนิ่ม สามารถ

ม้วนได้ง่าย โดยมักอยู่บริเวณยอดก่ิงใหม่ 

  2. ใบแก่ (Mature leaves): คัดเลือกจากใบท่ีมีสีเขียวเข้ม เน้ือใบหนาและแข็ง เส้นกลาง

ใบชัดเจน เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณสารออกฤทธ์ิระหว่างระยะการเจริญของใบ 
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  3. ยอดกิ่งก้าน (Twigs): ตัดจากกิ่งที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางไม่เกิน 1 นิ้ว และมีเปลือกเรียบ 

ไม่แห้งแตก 

  4. เปลือกลําต้น (Bark): ปอกจากส่วนลําต้นระดับกลาง หนา 0.5–1.0 เซนติเมตร สีเทา

น้ําตาล ไม่ปนเน้ือเย่ือไม้ 

 หลังการเก็บ ตัวอย่างทุกส่วนถูกนํามาล้างทําความสะอาดด้วยน้ําสะอาด ตามด้วยน้ํากล่ันเพ่ือ

กําจัดสิ่งสกปรก จากนั้นนําไปตากลมให้สะเด็ดนํ้าประมาณ 15 นาที ก่อนอบในตู้อบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 

50 ± 2 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จนแห้งสนิท แล้วนํามาบดด้วยเครื่องบดไฟฟ้าให้ละเอียดจนได้ผง

สมํ่าเสมอ ผ่านตะแกรงเบอร์ 20–40 mesh เพื่อให้ได้ขนาดอนุภาคใกล้เคียงกัน ก่อนนําไปใช้ในการ

สกัด  

 3.1.2 ตัวทําละลายและสารเคมี (Solvents and Reagents) 

 ตัวทําละลายที่ใช้ในการสกัดสารประกอบจากกระท้อนมี 3 ชนิด โดยทั้งหมดเป็นเกรด

ว ิ เคราะห ์ (AR grade) ได ้แก ่ 95% Ethanol (v/v) (Merck Germany), 50% Ethanol (v/v) ซ่ึง

เตรียมโดยการเจือจางเอทานอล 95% ด้วยนํ ้ากลั ่นในอัตราส่วน 1:1 และ Acetone (Merck 

Germany) 

 สารเคมีและรีเอเจนต์ที่ใช้ในการทดสอบคุณสมบัติของสารสกัดทั้งหมดเป็นสารเคมีเกรด

วิเคราะห์ (Analytical grade) ประกอบด้วยสารมาตรฐาน (Standards) 5 ชนิด ได้แก่ Gallic acid 

(Sigma-Aldrich Co., USA) ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐานในการหาปริมาณฟีนอลิกรวม (TPC), Quercetin 

(Sigma-Aldrich Co., USA) ใช้เป็นสารมาตรฐานในการหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (TFC), Ascorbic 

acid (Sigma-Aldrich Co., USA) ใช้เป็นสารควบคุมบวก (positive control) ในการทดสอบ DPPH 

radical scavenging activity, Trolox (Sigma-Aldrich Co., USA) ใช ้ เป ็นสารมาตรฐานในการ

ทดสอบ ABTS radical scavenging activity และ Kojic acid (Sigma-Aldrich Co., USA) ใช้เป็น

สารควบคุมบวกในการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ Tyrosinase 

 สําหรับรีเอเจนต์อื ่น (Reagents and Solutions) ที ่ใช้ในการวิเคราะห์ ได้แก่ Folin–

Ciocalteu reagent (Merck KGaA, Germany), Sodium carbonate (Ajax Finechem Pty Ltd.), 

Sodium nitrite (Sigma-Aldrich Co., USA), Aluminium chloride (Carlo Erba Reagents, Italy), 

Sodium hydroxide (เตร ียมจากสารเกรดว ิ เคราะห ์ของ Merck, Germany), DPPH (Sigma-

Aldrich), ABTS (Sigma-Aldrich), Potassium persulfate (Merck KGaA), Phosphate buffer 

(0.1 mM, pH 6.8; เตรียมจาก K2HPO4 และ KH2PO4, Merck, Germany), L-DOPA (TCI, Japan) 

ตลอดจน Dragendorff’s reagent, Ferric chloride (1%), Acetic anhydride และ Sulfuric acid 

(Merck KGaA, Germany) 
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3.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ (Instruments and Apparatus) 

 งานวิจัยนี้ใช้เครื่องมือและอุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการที่ได้มาตรฐาน เพื่อให้ผลการทดลองมี

ความถูกต้องและสามารถทําซ้ําได้ โดยเคร่ืองมือแบ่งตามลักษณะการใช้งานดังน้ี 

 เครื ่องมือที ่ใช้ในการเตรียมตัวอย่างพืช ประกอบด้วย เตาอบลมร้อน (Hot Air Oven, 

Memmert Model UFE 400, Germany), เครื่องบดสมุนไพร (Grinder, Tefal, France), ตะแกรง

ร่อน (Sieve) ขนาด 20–40 mesh (Endecotts Ltd., UK) และเครื่องชั่งนํ้าหนักดิจิทัล (Analytical 

Balance, Sartorius Entris II Model BCE224I-1S, Germany) 

 เครื่องมือสําหรับกระบวนการสกัด (Extraction Equipment) ประกอบด้วย เครื่องสกัดด้วย

คล ื ่น เส ียงอ ัลตราโซน ิก  (Ultrasonic Bath, Crest Ultrasonics, USA) ส ําหร ับกระบวนการ 

Ultrasound-Assisted Extraction (UAE), เคร ื ่องผสมแบบหม ุนวน  (Vortex Mixer, Scientific 

Industries, USA), เครื ่องระเหยสารด้วยระบบสุญญากาศ (Rotary Evaporator, Eyela, Japan), 

กระดาษกรอง (Filter Paper, Whatman No.1, UK) และภาชนะบรรจุ (Amber Glass Bottle, 

Schott DURAN, Germany) 

 เครื่องมือสําหรับการวิเคราะห์เชิงเคมีและชีวภาพ (Analytical Equipment) ได้แก่ ไมโคร

เพลตชน ิด  96 หล ุม  (96-well Microplate, Corning Inc., USA), เคร ื ่ องอ ่ านไมโครเพลต 

(Microplate Reader, BioTek Synergy H1, USA) และเคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH Meter, 

Mettler Toledo, Switzerland) 

 เครื่องมือที่ใช้ในการขึ้นสูตรและทดสอบความคงตัว (Formulation and Stability Testing) 

ประกอบด้วย เครื่องกวนผสม (Overhead Stirrer หรือ Homogenizer, IKA, Germany), เครื่องวัด

ส ี (Colorimeter, Konica Minolta CR-400, Japan) และตู ้ทดสอบอุณหภูม ิ (Incubator หรือ 

Stability Chamber, Memmert HPP110, Germany) 

3.3 การสกัดด้วยคลื่นเสียง (Ultrasound-assisted Extraction; UAE) 

 การสกัดด้วยคลื ่นเสียง (Ultrasound-Assisted Extraction; UAE) เป็นเทคนิคการสกัด

สมัยใหม่ที่ใช้พลังงานจากคลื่นอัลตราโซนิกในการเร่งการถ่ายเทมวล (mass transfer) ระหว่างตัวทํา

ละลายและเซลล์ของพืช ซึ่งช่วยให้การแตกตัวของผนังเซลล์เป็นไปอย่างรวดเร็วและสามารถดึงสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกมาได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม เช่น การต้มสกัด

หรือการแช่สกัด วิธีนี้ยังช่วยลดเวลาในการสกัด ปริมาณตัวทําละลาย และอุณหภูมิของกระบวนการ 
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จึงเหมาะสมกับการสกัดสารที่ไวต่อความร้อน เช่น กลุ่มโพลีฟีนอลและฟลาโวนอยด์ (Hajji Nabih et 

al., 2023) 

 3.3.1 การเตรียมและสกัดสารจากตัวอย่างพืช 

กระบวนการสกัดในงานวิจัยนี้ ดัดแปลงมาจากวิธีของ Hajji Nabih et al. (2023)โดยเริ่มต้นนําผง

ตัวอย่างพืชที่ผ่านการอบแห้งและบดละเอียด (3.1.1) ในแต่ละส่วน ได้แก่ ใบอ่อน ใบแก่ เปลือกลําต้น 

และยอดกิ่งก้าน มาชั่งนํ้าหนักส่วนละ 6 กรัม จากนั้นเติมตัวทําละลายหนึ่งในสามชนิด (เอทานอล 

95%, เอทานอล 50% หรือ อะซีโตน) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ทําการสกัดโดยใช้เครื่องอัลตราโซนิก

บาธ (Ultrasonic Bath) ที่ควบคุมอุณหภูมิไม่เกิน 60 °C เป็นเวลา 15 นาที จํานวน 2 รอบ (cycles) 

โดยหลังจากครบการสกัดรอบแรก จะมีการนําสารละลายมาผสมแบบหมุนวน (vortex) เป็นเวลา 1 

นาที เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการกระจายตัวของอนุภาคก่อนเริ่มรอบที่สอง เมื่อสิ้นสุดกระบวนการสกัด 

สารละลายที่ได้จะถูกนําไปกรองผ่านกระดาษกรองเพื ่อแยกส่วนกากพืชออกจากของเหลวสกัด 

(filtrate) 

 3.3.2 การระเหยตัวทําละลายและการเก็บสารสกัด 

 ของเหลวสกัดที่ได้จากแต่ละตัวทําละลายจะถูกนําไป ระเหยตัวทําละลายออกด้วยเครื่อง

ระเหยแบบสุญญากาศ (Rotary Evaporator) ที่อุณหภูมิไม่เกิน 50 องศาเซลเซียส จนได้สารสกัด

เข้มข้น (crude extract) จากนั้นนําไปอบให้แห้งสนิทในตู้อบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เพื่อให้

แน่ใจว่าไม่มีตัวทําละลายตกค้าง สารสกัดแต่ละตัวถูกเก็บในขวดแก้วสีชา ปิดฝาแน่น และติดฉลาก

ระบุส่วนของพืชและชนิดของตัวทําละลาย ก่อนนําไปเก็บรักษาในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เพื่อป้องกันการเสื่อมสลายของสารสําคัญ เช่น สารโพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ และแทนนิน ซึ่งไวต่อแสง

และความร้อน 

 3.3.3 การคํานวณเปอร์เซ็นต์ผลได้ของสารสกัด (%Yield) 

 ปริมาณผลได้ของสารสกัดแต่ละตัวคํานวณเป็นร้อยละ (% Yield) โดยอาศัยนํ้าหนักของสาร

สกัดแห้งท่ีได้หลังการระเหยเม่ือเทียบกับน้ําหนักผงตัวอย่างท่ีใช้ในการสกัด ตามสมการท่ี (1) 

%Yield=
W1

W2
×100       (1) 

  โดยท่ี 

  W1 = น้ําหนักของสารสกัดแห้งท่ีได้ (กรัม) 

  W2 = น้ําหนักผงตัวอย่างพืชท่ีใช้สกัด (กรัม) 

 ผลที่ได้จากการคํานวณเปอร์เซ็นต์ผลได้ของสารสกัดใช้เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัว

ทําละลายแต่ละชนิดในการดึงสารออกฤทธ์ิจากส่วนต่าง ๆ ของพืชกระท้อน 
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3.4 การตรวจสารพฤกษเคมีเบื้องต้น (Phytochemical Screening) 

 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื ้องต้น (Phytochemical Screening) มีวัตถุประสงค์เพ่ือ

ยืนยันการมีอยู่ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) ในสารสกัดหยาบจากส่วน

ต่าง ๆ ของกระท้อน (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) ได้แก่ ใบอ่อน ใบแก่ เปลือกลําต้น 

และยอดกิ่งก้าน สารในกลุ่มนี้มีรายงานว่ามีบทบาทสําคัญในการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ต้าน

อนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ และยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส (Bailly, 2022) 

 ในการทดสอบครั ้งนี ้ใช้ว ิธ ีตรวจเชิงคุณภาพ (qualitative chemical tests) โดยอาศัย

ปฏิกิริยาเคมีที่ทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสี (colorimetric reaction) หรือตะกอนเฉพาะ ซ่ึง

สามารถบ่งบอกการมีอยู ่ของสารกลุ ่มหลัก ได้แก่ ฟลาโวนอยด์ (flavonoids), เทอร์ปีนอยด์ 

(terpenoids), สเตอรอยด์ (steroids), อัลคาลอยด์ (alkaloids), และสารประกอบฟีนอลิก–แทนนิน 

(phenolic compounds and tannins) สําหรับการเตรียมสารตัวอย่าง จะนําสารสกัดหยาบ (crude 

extract) มาละลายในตัวทําละลายที่สอดคล้องกับชนิดของการสกัด กล่าวคือ สารสกัดที่ได้จาก 95% 

เอทานอล และ อะซีโตน จะถูกละลายในเอทานอล 95% ในขณะที่สารสกัดที่ได้จาก 50% เอทานอล 

จะถูกละลายในเอทานอล 50% จากนั้นจึงนําสารละลายตัวอย่าง (extract solution) ที่เตรียมได้ 1 

หยด ไปใช้สําหรับการทดสอบแต่ละกลุ่มสาร 

 การทดสอบเชิงคุณภาพ (qualitative chemical tests) ทั้ง 5 รายการนี้ ดําเนินการตามวิธี

มาตรฐานที ่รายงานไว้ในงานวิจัยของ Kancherla et al. (2019), Sharma et al. (2020) และ 

Hamzah et al. (2020) 

 3.4.1 การตรวจสอบสารกลุ ่มฟลาโวนอยด์ (Flavonoids Test) (Hamzah et al., 

2020) 

 สารฟลาโวนอยด์เมื ่อทําปฏิกิริยากับด่างอ่อน เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) จะให้

สารละลายสีเหลือง และเมื่อเติมกรดอ่อน เช่น กรดไฮโดรคลอริก (HCl) สีจะหายไปหรือเปลี่ยนเป็น

จางลง ทําโดยผสมสารสกัด 1 หยดกับเอทานอล 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2N 

จํานวน 2–3 หยด สังเกตการเปลี่ยนสี จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริกเจือจาง (dilute HCl) 1 หยด 

หากสารละลายเปล่ียนเป็นสีเหลืองแล้วจางลงหลังเติมกรด แสดงว่ามีสารในกลุ่ม Flavonoids 

 3.4.2 การตรวจสอบสารกลุ ่มเทอร์ป ีนอยด์ (Terpenoids Test) (Sharma et al., 

2020) 

 สารเทอร์ปีนอยด์จะทําปฏิกิริยากับกรดซัลฟิวริกเข้มข้น (H2SO4) ในคลอโรฟอร์ม ให้สีแดง

หรือนํ้าตาลอันเป็นลักษณะเฉพาะของสารกลุ่มนี้ ทําโดยผสมสารสกัด 1 หยดกับคลอโรฟอร์ม 2 
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มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 3 หยด สังเกตการเปลี่ยนสีที่บริเวณรอยต่อระหว่างชั้นของสาร 

หากเกิดสีแดงหรือน้ําตาล แสดงว่ามีสารในกลุ่ม Terpenoids 

 3.4.3 การตรวจสอบสารกลุ่มสเตอรอยด์ (Steroids Test) (Hamzah et al., 2020) 

 สารสเตอรอยด์ให้ปฏิกิริยา Liebermann–Burchard reaction กับกรดแอนไฮไดรด์และ

กรดซัลฟิวริกเข้มข้น ทําให้เกิดสีเขียวหรือน้ําเงินอันเป็นลักษณะเฉพาะของวงแหวนสเตอรอยด์ ทําโดย

ผสมสารสกัด 1 หยดกับคลอโรฟอร์ม 2 มิลลิลิตร เติมกรดอะซิติกแอนไฮไดรด์ (Anhydrous acetic 

acid) 10 หยด ตามด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 2–3 หยด หากของเหลวเปลี่ยนเป็นสีเขียวหรือนํ้าเงิน 

แสดงว่ามีสารในกลุ่ม Steroids 

 3.4.4 การตรวจสอบสารกลุ่มอัลคาลอยด์ (Alkaloids Test) (Kancherla et al., 2019) 

 สารอัลคาลอยด์เป็นสารประกอบที่มีไนโตรเจนในโครงสร้างโมเลกุล ซึ่งสามารถเกิดตะกอนสี

ส้มแดงเมื่อทําปฏิกิริยากับสารละลาย Dragendorff’s reagent ทําโดยผสมสารสกัด 1 หยดกับเอทา

นอล 2 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Dragendorff’s reagent จํานวน 3 หยด หากเกิดตะกอนหรือสีส้ม

แดง แสดงว่ามีสารในกลุ่ม Alkaloids 

 3.4.5 การตรวจสอบสารกลุ ่มฟีนอลิกและแทนนิน (Phenolic Compounds and 

Tannins Test) (Kancherla et al., 2019) 

 สารฟีนอลิกและแทนนินสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารละลายเฟอริกคลอไรด์ 

(FeCl3) ให้สารละลายสีเขียวดําหรือน้ําเงินเข้ม ทําโดยผสมสารสกัด 1 หยดกับน้ํากล่ันร้อน 2 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายเฟอริกคลอไรด์ 5% จํานวน 5 หยด หากเกิดสีเขียวดําหรือนํ้าเงินเข้ม แสดงว่ามีสารใน

กลุ่ม Phenolics หรือ Tannins 

 ผลการตรวจสอบบันทึกในรูปแบบตาราง โดยใช้สัญลักษณ์ “(+)” แสดงว่าพบสารในกลุ่ม 

นั้น ๆ และ “(–)” แสดงว่าไม่พบ โดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงของสีหรือตะกอนเป็นเกณฑ์ในการ

พิจารณา ผลที่ได้ช่วยระบุชนิดของสารพฤกษเคมีหลักในสารสกัดแต่ละชนิด ซึ่งเป็นข้อมูลพื้นฐาน

สําคัญที่สามารถเชื่อมโยงกับฤทธิ์ทางชีวภาพที่ทดสอบในขั้นตอนต่อไป เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ

การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส 

3.5 การหาปริมาณฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content; TPC) 

 การหาปริมาณฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content; TPC) เป็นการวัดปริมาณสารใน

กลุ ่มโพลีฟีนอลทั ้งหมดในสารสกัดจากพืช โดยใช้หลักการของ Folin–Ciocalteu colorimetric 

method ซึ่งอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดชัน–รีดักชันระหว่างสารประกอบฟีนอลิกกับสารละลาย Folin–
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Ciocalteu reagent ให้เกิดสารประกอบสีนํ้าเงินเข้มที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุดในช่วงความยาวคล่ืน 

750–765 นาโนเมตร (Singleton et al., 1999) ความเข้มของสีที่เกิดขึ้นแปรผันตรงกับปริมาณของ

สารฟีนอลิกในตัวอย่าง ในงานวิจัยนี้ ใช้ กรดแกลลิก (Gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน (standard 

compound) และแสดงผลเป็นหน่วย มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลต่อกรัมสารสกัด (mg GAE/g 

extract) 

 ดําเนินการทดลองตามวิธีของ Ladeska et al. (2022) โดยเริ่มต้นปิเปตสารละลายตัวอย่าง

หรือสารมาตรฐาน ปริมาตร 20 µL ลงในหลุมของ 96-well microplate (ทําการทดสอบอย่างน้อย 

3 ซํ้า) จากนั้นเติม Folin–Ciocalteu reagent (เจือจาง 1:10) ปริมาตร 100 µL ลงในแต่ละหลุม 

เขย่าเบา ๆ ให้เข้ากัน และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 4 นาที ต่อมา เติมสารละลาย

โซเดียมคาร์บอเนต (7.5% Na2CO3) ปริมาตร 80 µL ลงไป เขย่าผสมอีกครั ้ง และนําไปบ่ม 

(incubate) ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเป็นสีนํ้าเงินเข้ม 

จากนั้นจึงนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 750 นาโน

เมตร 

 ในการคํานวณผลจะสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของกรดแกลลิกกับความ

เข้มข้น (0–250 µg/mL) เพ่ือหาสมการเชิงเส้นในรูป 

y=ax+b 

  โดยท่ี 

• y = ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 

• x = ค่าความเข้มข้นของกรดแกลลิก (µg/mL) 

  จากนั ้นนําค่าความเข้มข้นของกรดแกลลิกสมมูล (C, µg GAE/mL) ที ่ได้จากกราฟ

มาตรฐานไปคํานวณหาปริมาณฟีนอลิกรวม (TPC) ตามสมการ 

TPC(mg GAE/g extract) =
(C×D×Vt)

(Vs×W×1000)
 

  โดยท่ี 

• C = ความเข้มข้นของกรดแกลลิกสมมูล (µg/mL) จากกราฟมาตรฐาน โดยคํานวณ

จากสมการดังน้ี C (µg/mL)= !
		ysample- b

a
" 

  โดยท่ี ysample = ค่า Absorbance ของตัวอย่างสารสกัด 

• D = ค่าการเจือจางของสารตัวอย่าง (dilution factor) 
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• Vt = ปริมาตรรวมของสารละลายตัวอย่างท่ีใช้ในการวิเคราะห์ (mL) 

• Vs = ปริมาตรของสารละลายท่ีนํามาทดสอบ (mL) 

• W = น้ําหนักของสารสกัดแห้งท่ีใช้ในการเตรียมตัวอย่าง (g) 

• ค่าท่ีหาร 1000 ใช้สําหรับแปลง µg เป็น mg 

 ผลการวิเคราะห์ทั้งหมดจะแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) จาก

การทดสอบ 3 ซํ้า โดยค่าที่ได้แสดงเป็นหน่วย mg GAE/g extract ซึ่งบ่งชี้ถึงปริมาณรวมของสารใน

กลุ่มโพลีฟีนอลในสารสกัดแต่ละชนิด ค่าท่ีสูงแสดงถึงปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมากข้ึน ข้อมูลจาก

การวิเคราะห์นี้ใช้เปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดของตัวทําละลายแต่ละชนิด (95 % Ethanol, 50 

% Ethanol และ Acetone) เพื ่อระบุว่าส่วนใดของพืชกระท้อนให้ปริมาณฟีนอลิกสูงสุดและ

เหมาะสมสําหรับการพัฒนาเป็นส่วนผสมในตํารับเคร่ืองสําอาง 

3.6 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoid Content; TFC) 

 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoid Content; TFC) มีวัตถุประสงค์เพ่ือ

ประเมินปริมาณสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) ซึ่งเป็นสารพฤกษเคมีที่มีบทบาทสําคัญในการ

ต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเม็ดสีผิว เช่น Tyrosinase (Bailly, 2022) 

โดยใช้หลักการของ Aluminium chloride colorimetric method ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานในการวัด

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมในสารสกัดพืช หลักการของการทดสอบคือ สารประกอบฟลาโวนอยด์จะ

เก ิดปฏิก ิร ิยาก ับ Aluminium chloride (AlCl₃) ในสภาวะที ่ เป ็นกลางถ ึงด ่างอ ่อน เก ิดเป็น

สารประกอบเชิงซ้อน (flavonoid–Al³⁺ complex) ซ่ึงให้สีเหลืองอ่อนถึงเหลืองเข้ม ความเข้มของสีท่ี

เกิดขึ้นแปรผันตรงกับปริมาณของฟลาโวนอยด์ในสารสกัด โดยใช้ Quercetin เป็นสารมาตรฐานใน

การเปรียบเทียบผล 

 ดําเนินการทดลองตามวิธีของ Ladeska et al. (2022) โดยเริ่มต้นเปตสารละลายตัวอย่าง

หรือสารมาตรฐาน ปริมาตร 20 µL ลงในแต่ละหลุมของไมโครเพลท จากนั ้น เติมสารละลาย 

Aluminium chloride 10% ปริมาตร 20 µL และสารละลาย Potassium acetate 1 M ปริมาตร 

20 µL ตามลําดับ ต่อมาจึงเติมนํ ้ากลั ่นปราศจากไอออน (deionized water) 160 µL เพื ่อปรับ

ปริมาตรรวมในแต่ละหลุมให้เป็น 220 µL ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากันโดยใช้เครื่อง vortex และ

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาทีเพื่อให้ปฏิกิริยาเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ สุดท้าย นําไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง microplate reader 
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 ในการคํานวณผลจะสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของ 

Quercetin (0–250 µg/mL) เพ่ือหาสมการเชิงเส้นในรูป 

y=ax+b 

  โดยท่ี 

• y = ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 

• x = ค่าความเข้มข้นของ Quercetin (µg/mL) 

  จากนั ้นนําค่าความเข้มข้นของ Quercetin สมมูล (C, µg GE/mL) ที ่ได้จากกราฟ

มาตรฐานไปคํานวณหาปริมาณฟีนอลิกรวม (TFC) ตามสมการ 

TFC(mg GAE/g extract) =
(C×D×Vt)

(Vs×W×1000)
 

  โดยท่ี 

• C = ความเข้มข้นของ Quercetin สมมูล (µg/mL) จากกราฟมาตรฐานโดยคํานวณ

จากสมการดังน้ี C (µg/mL)= !
		ysample- b

a
" 

  โดยท่ี ysample = ค่า Absorbance ของตัวอย่างสารสกัด 

• D = ค่าการเจือจางของสารตัวอย่าง (dilution factor) 

• Vt = ปริมาตรรวมของสารละลายตัวอย่างท่ีใช้ในการวิเคราะห์ (mL) 

• Vs = ปริมาตรของสารละลายท่ีนํามาทดสอบ (mL) 

• W = น้ําหนักของสารสกัดแห้งท่ีใช้ในการเตรียมตัวอย่าง (g) 

• ค่าท่ีหาร 1000 ใช้สําหรับแปลง µg เป็น mg 

 ผลการวิเคราะห์ทั้งหมดจะแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) จาก

การทดสอบซํ้า 3 ครั้ง โดยค่าที่ได้แสดงเป็นหน่วย mg QE/g extract (มิลลิกรัมเคอร์ซิตินสมมูลต่อ

กรัมของสารสกัดแห้ง) ค่าที่สูงบ่งบอกถึงปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดที่มาก ซึ่งสัมพันธ์โดยตรง

กับศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสในข้ันตอนการวิเคราะห์ต่อไป 

3.7 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH Radical Scavenging Assay 

 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay ใช้หลักการวัด

ความสามารถของสารสกัดในการบริจาคอิเล็กตรอนหรืออะตอมของไฮโดรเจนให้กับอนุมูลอิสระ 2,2-
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diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH-) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่มีสีม่วงเข้ม เมื่อสารต้านอนุมูลอิสระทํา

ปฏิกิริยากับ DPPH- จะเปล่ียนเป็นสารท่ีมีรูปแบบรีดิวซ์ (DPPH-H) ท่ีมีสีจางลงจากม่วงเข้มเป็นเหลือง 

ทําให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลง (Ghadigaonkar et al., 2021) การลดลงของค่าการดูดกลืนแสงน้ี

สามารถใช้วัดศักยภาพการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างได้ 

 ในการทดลองนี ้ เริ ่มต้นด้วยการเตรียมสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid 

standard) โดยเตร ียมสารละลายเข ้มข ้น (stock solution) ที ่ 1 mg/mL (10 mg ในนํ ้ากล่ัน

ปราศจากไอออน 10 mL) จากนั้นนํามาเจือจางเพื่อให้ได้ความเข้มข้น 0, 50, 100, 150, 200 และ 

250 µg/mL สําหรับใช้สร้างกราฟมาตรฐาน ในส่วนของสารละลาย DPPH (0.147 mM) เตรียมโดย

ละลายผง DPPH 5.79 mg ในเอทานอล 100 mL (หรือ 2.895 mg ใน 50 mL) โดยต้องเก็บในขวดสี

ชาและปิดฝามิดชิดเพื่อป้องกันแสงเนื่องจากสารมีความไวต่อแสงและออกซิเจน สําหรับการเตรียม

สารละลายตัวอย่าง ช่ังสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของกระท้อน (ใบอ่อน ใบแก่ เปลือกลําต้น และยอดก่ิง

ก้าน) ปริมาณ 1 mg แล้วละลายในตัวทําละลายที ่ใช้สกัด (95% Ethanol, 50% Ethanol หรือ 

Acetone) ปริมาตร 1 mL เพื่อให้ได้ความเข้มข้นเริ่มต้น 1 mg/mL ก่อนนําไปเจือจางต่อเพื่อให้ได้

ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ท่ีใช้ในการทดสอบ 

 ดําเนินการทดลองตามวิธีของ Ghadigaonkar et al., 2021 โดยเริ ่มต้นด้วยการปิเปต

สารละลายตัวอย่างหรือสารมาตรฐาน ปริมาตร 20 µL ลงในหลุมของ 96-well microplate จากน้ัน

เติมสารละลาย DPPH (0.147 mM) ปริมาตร 180 µL ลงในแต่ละหลุม ผสมสารให้เข้ากันโดยใช้ 

vortex เบา ๆ และนําไปบ่ม (incubate) ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาทีเพื่อให้ปฏิกิริยา

เกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ เมื่อครบกําหนดเวลา จึงนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโน

เมตร ด้วยเครื ่อง microplate reader โดยในการทดลองนี ้ได้ใช้เอทานอลเป็น blank และกรด

แอสคอร์บิกเป็น positive control ทั้งนี้ การทดสอบทั้งหมดได้ทําซํ้า 3 ครั้ง (triplicate) เพื่อความ

ถูกต้องของผลลัพธ์ 

 ในการคํานวณผลจะคํานวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging 

activity) ตามสมการ 

Inhibition(%)=(1-
ASample

AControl

)×100 

  โดยท่ี 

• AControl = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ท่ีไม่มีสารสกัด (Blank) 

• ASample = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ท่ีมีสารสกัด 
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 จากนั้นพล็อตกราฟระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของสารสกัด เพื่อคํานวณหา

ค่าความเข้มข้นท่ีทําให้เกิดการยับย้ัง 50 % (IC50) ซ่ึงใช้เป็นตัวช้ีวัดศักยภาพในการยับย้ังเอนไซม์ 

 ผลการวิเคราะห์จะแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) จากการ

ทดลองซํ้า 3 ครั้ง โดยเปรียบเทียบค่าระหว่างตัวทําละลายต่าง ๆ (95% Ethanol, 50% Ethanol, 

Acetone) และส่วนต่าง ๆ ของพืช (ใบอ่อน ใบแก่ เปลือก ยอดกิ่งก้าน) สารสกัดที่มีค่า %Inhibition 

สูง และค่า IC50 ต่ํา แสดงถึงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า 

3.8 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS Radical Scavenging Assay 

 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS radical scavenging assay ดําเนินการตาม

วิธีของ Leakaya et al. (2018) โดยใช้หลักการวัดความสามารถของสารสกัดในการกําจัดอนุมูลอิสระ

ชนิด ABTS•⁺ (2,2′-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical cation) ซ่ึงเป็น

อนุมูลอิสระท่ีมีสีเขียวอมฟ้าเข้ม เม่ือทําปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระจะทําให้สีจางลง 

 การเตรียมสารละลายเริ่มต้นด้วยการเตรียมสารละลาย ABTS (7.4 mM) โดยชั่งสาร ABTS 

0.202 g ละลายในนํ้ากลั่นปราศจากไอออน (DI water) 50 mL และเตรียมสารละลายโพแทสเซียม

เปอร์ซัลเฟต (Potassium persulfate, 2.6 mM) โดยชั่งสาร K2S2O8 0.035 g ละลายใน DI water 

50 mL จากนั้น ผสมสารละลายทั้งสองชนิดในอัตราส่วน 1:1 เพื่อสร้างอนุมูลอิสระ ABTS•⁺ (radical 

cation solution) โดยตั้งทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12–16 ชั่วโมง ก่อนการใช้งาน ให้นํา

สารละลาย ABTS•⁺ นี้มาเจือจางด้วยเมทานอลจนกระทั่งวัดค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ได้

ประมาณ 1.100±0.020 ที่ 734 nm สําหรับสารมาตรฐาน Trolox เตรียมสารละลายเข้มข้น (stock 

solution) 1 mg/mL (10 mg ในเอทานอล 10 mL) แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 0–250 µg/mL 

เพื่อใช้สร้างกราฟมาตรฐาน ในส่วนของสารละลายตัวอย่าง เตรียมโดยชั่งสารสกัดจากกระท้อน (ใบ

อ่อน ใบแก่ เปลือก ยอดกิ่งก้าน) 1 mg ละลายในตัวทําละลายที่เหมาะสม (95% Ethanol, 50% 

Ethanol หรือ Acetone) 1 mL เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 1 mg/mL 

 การทดลองเริ่มต้นโดยปิเปตสารละลายตัวอย่างหรือสารมาตรฐาน Trolox ปริมาตร 10 µL 

ลงในหลุมของ 96-well microplate จากนั้นเติมสารละลาย ABTS•⁺ ที่เตรียมไว้ 200 µL ลงในแต่

ละหลุม ผสมให้เข้ากันโดยการเขย่าเบา ๆ และตั้งทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 นาที เม่ือ

ครบกําหนดเวลา นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader ที่ 734 นาโนเมตร โดย

ใช้เอทานอลเป็น blank และ Trolox เป็นสารควบคุมบวก (positive control) การทดสอบทั้งหมด

ดําเนินการซ้ํา 3 คร้ัง (triplicate) เพ่ือความแม่นยําของข้อมูล 
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 ในการคํานวณผลจะคํานวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ (ABTS radical scavenging 

activity) ตามสมการ 

Inhibition(%)=(1-
ASample

AControl

)×100 

 โดยท่ี 

• AControl = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS•⁺ ท่ีไม่มีสารสกัด (Blank) 

• ASample = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS•⁺ ท่ีมีสารสกัด 
 จากนั้นพล็อตกราฟระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของสารสกัด เพื่อคํานวณหา

ค่าความเข้มข้นท่ีทําให้เกิดการยับย้ัง 50 % (IC50) ซ่ึงใช้เป็นตัวช้ีวัดศักยภาพในการยับย้ังเอนไซม์ 

 ผลการวิเคราะห์จะแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) จากการ

ทดลองซํ้า 3 ครั้ง โดยเปรียบเทียบค่าระหว่างตัวทําละลายต่าง ๆ (95% Ethanol, 50% Ethanol, 

Acetone) และส่วนต่าง ๆ ของพืช (ใบอ่อน ใบแก่ เปลือก ยอดกิ่งก้าน) สารสกัดที่มีค่า %Inhibition 

สูง และค่า IC50 ต่ํา แสดงถึงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า 

3.9 การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase Inhibition Assay) 

 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase inhibition assay) ดําเนินการ

ตามวิธีของ Cui et al. (2018) มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินศักยภาพของสารสกัดจากกระท้อนในการ

ลดการเกิดเม็ดสีเมลานิน ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างเม็ดสีผิว (melanogenesis) โดยเอนไซม์

ไทโรซ ิ เนสเป ็น เอนไซม ์ส ํ าค ัญท ี ่ เ ร ่ งปฏ ิก ิ ร ิ ยาออกซ ิ เดช ันของ  L-tyrosine และ  L-3,4-

dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) ให้เป็น dopaquinone และสารอนุพันธ์ต่อมา จนนําไปสู่การ

เกิดเมลานิน 

 สําหรับการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส เริ่มต้นด้วยการเตรียมสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ (Phosphate buffer, 0.1 M, pH 6.8) ซึ่งใช้เป็นบัฟเฟอร์ในปฏิกิริยาและใช้เป็นสารควบคุม

ลบ (Negative control) สารละลายซับสเตรท (Substrate solution) เตรียมโดยละลาย L-DOPA 

ในบัฟเฟอร์ให้ได้ความเข้มข้น 10 mM และเตรียมเอนไซม์ Mushroom tyrosinase ให้มีความเข้มข้น 

250 U/mL ในบัฟเฟอร์เช่นกัน สําหรับสารควบคุมบวก (Positive control) ใช้สารละลายกรดโคจิก 

(Kojic acid) โดยเตรียมเป็นสารละลายเข้มข้น (Stock solution) ที่ 1 mg/mL แล้วนํามาเจือจางต่อ

เพื่อให้ได้ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ใช้ในการทดสอบ ในส่วนของสารละลายตัวอย่าง (Sample 
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solution) เตรียมโดยนําสารสกัดหยาบจากกระท้อนมาละลายในตัวทําละลายที่สอดคล้องกับการสกัด 

(เช่น 95% Ethanol, 50% Ethanol หรือ Acetone) เพื่อให้ได้สารละลายเข้มข้น (Stock solution) 

ท่ี 1 mg/mL ก่อนนําไปเจือจางต่อเพ่ือให้ได้ระดับความเข้มข้นท่ีต้องการทดสอบ 

 เริ ่มการทดลองโดยปิเปตสารละลาย L-DOPA ปริมาตร 40 µL ลงในหลุมของ 96-well 

microplate ตามด้วย phosphate buffer (0.1 M, pH 6.8) ปริมาตร 80 µL และสารสกัดตัวอย่าง

หรือสารมาตรฐาน kojic acid ปริมาตร 40 µL จากน้ันจึงเติมเอนไซม์ mushroom tyrosinase (250 

U/mL) ปริมาตร 40 µL เพื่อเริ่มปฏิกิริยา ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากันโดยการเขย่าเบา ๆ และ

นําไปบ่ม (incubate) ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 10 นาทีเพื ่อให้เอนไซม์ทําปฏิกิริยา เมื ่อครบ

กําหนดเวลา นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 475 นาโน

เมตร โดยการทดสอบท้ังหมดดําเนินการซ้ํา 3 คร้ัง (triplicate) เพ่ือความถูกต้องของผลลัพธ์ 

 ในการคํานวณผลจะคํานวณเปอร์เซ็นต์การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสตามสมการ 

Inhibition(%)=(1-
ASample

AControl

)×100 

  โดยท่ี 

• AControl = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีไม่มีสารสกัด (Blank) 

• ASample = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีมีสารสกัด 

 จากนั้นพล็อตกราฟระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของสารสกัด เพื่อคํานวณหา

ค่าความเข้มข้นท่ีทําให้เกิดการยับย้ัง 50 % (IC50) ซ่ึงใช้เป็นตัวช้ีวัดศักยภาพในการยับย้ังเอนไซม์ 

 ผลการวิเคราะห์จะรายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) จากการ

ทดลองซํ้า 3 ครั้งหน่วยการแสดงผลคือ เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง (%) และ ค่าความเข้มข้น IC50 (µg/mL) 

สารสกัดท่ีมีค่า % inhibition สูงและค่า IC50 ต่ํา แสดงถึงศักยภาพสูงในการยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส 

3.10 การวิเคราะห์สถิติ (Statistics Analysis) 

 ข้อมูลท่ีได้จากการทดลองท้ังหมด ได้แก่ ปริมาณสารฟีนอลิกท้ังหมด (TPC), ปริมาณสารฟลา

โวนอยด์ทั้งหมด (TFC), ค่า IC50 จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH และ ABTS) และค่า 

IC50 จากการทดสอบการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส จะถูกนําเสนอในรูปแบบ ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (Mean ± SD) โดยทําการทดลองซํ้าจํานวน 3 ครั้งการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติทั้งหมดจะ

ดําเนินการโดยใช้โปรแกรม SPSS ร่วมกับ python โดยกําหนดระดับนัยสําคัญทางสถิติที่ p < 0.05 
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ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวน ข้อมูลจะถูกตรวจสอบข้อกําหนดเบื้องต้นทางสถิติ (Statistical 

Assumptions) 2 ประการ คือ การแจกแจงปกติของข้อมูล (Normality) โดยใช้การทดสอบ 

Shapiro-Wilk test และ ความเป็นเอกพันธ์ของความแปรปรวน (Homogeneity of Variance) โดย

ใช้การทดสอบ Levene's test เนื ่องจากการศึกษานี ้มีปัจจัยที ่สนใจ 2 ปัจจัย (Two-Factorial 

Design) ได้แก่ ปัจจัยที่ 1 คือ ชนิดของส่วนพืช (เช่น ใบอ่อน, ใบแก่, เปลือก, กิ่ง) และ ปัจจัยที่ 2 คือ 

ชนิดของตัวทําละลาย (เช่น 95% ethanol, 50% ethanol, acetone) จึงใช้การวิเคราะห์ความ

แปรปรวนแบบสองทาง (Two-Way ANOVA) เพื่อตรวจสอบผลกระทบหลัก (Main effects) ของแต่

ละปัจจัย และผลกระทบร่วม (Interaction effect) ระหว่างปัจจัยทั้งสองต่อค่าการตอบสนอง ใน

กรณีที ่พบความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) จะทําการเปรียบเทียบพหุคูณ 

(Multiple Comparisons) เพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียรายคู่ต่อด้วยวิธี Tukey’s Honestly Significant 

Difference (HSD) post-hoc test เพ่ือระบุว่าค่าเฉล่ียของกลุ่มใดบ้างท่ีแตกต่างกัน 

3.11 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ (Correlation Analysis) 

 เพื่อศึกษาความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (Linear relationship) ระหว่างตัวแปรเชิงปริมาณ 2 ตัว 

(เช่น ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ TPC และค่า IC50 ของ ABTS) จึงใช้การวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธ์ิ

สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (Pearson's correlation coefficient, r)การทดสอบนี้ใช้ในกรณีที่ข้อมูลของ

ตัวแปรทั้งสองมีการแจกแจงแบบปกติ (จากการทดสอบ Shapiro-Wilk test) โดยจะรายงานค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เพื่ออธิบายทิศทาง (บวกหรือลบ) และความแรงของความสัมพันธ์ และใช้

ค่า p-value เพ่ือทดสอบนัยสําคัญทางสถิติ โดยกําหนดระดับนัยสําคัญท่ี p < 0.05 

3.12 การวิเคราะห์การจัดอันดับศักยภาพของสารสกัด (Composite Ranking 

Analysis) 

ในการประเมินศักยภาพทางชีวภาพของสารสกัดจากพืช (Plant extract) การพิจารณาผลจากการ

ทดสอบเพียงด้านเดียวอาจนําไปสู่ข้อสรุปที่คลาดเคลื่อน ตัวอย่างเช่น สารสกัดที่มี TPC สูง อาจมีฤทธ์ิ

ยับยั้งเอนไซม์ Tyrosinase ที่ตํ่า ดังนั้น เพื่อให้ได้ข้อสรุปที่เป็นองค์รวม (Holistic evaluation) และ

สามารถระบุ "สารสกัดที่มีศักยภาพสูงสุด" (Most potent extract) ได้อย่างน่าเชื่อถือ จึงจําเป็นต้อง

มีการวิเคราะห์ที่สามารถบูรณาการผลลัพธ์จากหลายตัวแปรพร้อมกัน (Hall et al., 2022) อย่างไรก็

ตาม การรวมผลลัพธ์โดยตรงไม่สามารถกระทําได้ เนื่องจากความแตกต่างสองประการ ประการแรก
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คือ หน่วยที ่แตกต่างก ัน (Different Units) เช ่น TPC (mg GAE/g), TFC (mg QE/g) และ IC50 

(µg/mL) และประการที่สองคือ ทิศทางของประสิทธิภาพที่แตกต่างกัน (Different Directions of 

Efficacy) กล่าวคือ TPC (ค่าย่ิงสูงย่ิงดี) ในขณะท่ี IC50 (ค่าย่ิงต่ําย่ิงดี)การศึกษาน้ีจึงประยุกต์ใช้แนวคิด 

Composite Ranking Analysis โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อสร้าง "คะแนนรวม" (Composite Score) ท่ี

เป็นหนึ่งเดียว สําหรับสารสกัดแต่ละชนิด โดยอ้างอิงแนวคิดการสร้างดัชนีรวม (Composite Index) 

และการจัดอันดับคุณภาพ (Quality Ranking) (Ćirović et al., 2019; Gite et al., 2015) และใช้ 

การแปลงค่ามาตรฐาน Z-score (Z-score Standardization) เป็นเครื่องมือทางสถิติหลักในการปรับ

สเกลข้อมูล (Andrade, 2021) เพื่อขจัดปัญหาความแตกต่างของหน่วยและสเกล การวิเคราะห์นี้จะ

รวมผลการทดสอบท้ัง 4 รายการ ได้แก่ TPC, TFC, DPPH และ ABTS เพ่ือจัดลําดับศักยภาพของสาร

สกัดจากกระท้อน (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) อย่างเป็นระบบ 

 กระบวนการคํานวณ Composite Score แบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอนหลัก ขั้นตอนแรกคือ การ

แปลงทิศทางข้อมูล (Data Transformation) เพื่อปรับทิศทางของข้อมูลดิบทั้ง 4 ตัวแปรให้มีทิศทาง

เดียวกันคือ "ค่ายิ่งสูง = ประสิทธิภาพยิ่งดี" โดยในกลุ่มที่ 1 (TPC และ TFC) ซึ่งเป็นค่าที่ยิ่งสูงยิ่งดีอยู่

แล้ว จะใช้ค่าเดิมไม่ต้องแปลงค่า ส่วนกลุ่มที่ 2 (DPPH IC50, ABTS IC50, และ Tyrosinase IC50) ซ่ึง

เป็นค่าที่ยิ่งตํ่ายิ่งดี จะถูกแปลงเป็นค่าศักยภาพ (Potency value) โดยใช้ค่าส่วนกลับ (Reciprocal) 

คือ 1/IC50 ขั้นตอนที่สองคือ การแปลงค่าให้อยู ่ในรูปมาตรฐาน (Standardization via Z-score)  

หลังจากข้อมูลท้ัง 4 ตัวแปรมีทิศทางเดียวกันแล้ว (TPC, TFC, 1/IC50_DPPH, 1/IC50_ABTS) ข้อมูลเหล่าน้ี

จะถูกนํามาแปลงเป็นค่ามาตรฐาน Z-score เพื่อขจัดหน่วย (Unitless) และปรับให้ข้อมูลทั้งหมดอยู่

บนสเกลมาตรฐานเดียวกัน (Andrade, 2021) โดย Z-score จะคํานวณแยกกันในแต่ละการทดสอบ 

โดยใช้สูตร: 

 z =
(x-μ)

σ
 

 โดยที่ z คือ ค่ามาตรฐาน Z-score ของตัวอย่างนั้น, x คือ ค่าจริงของตัวอย่าง (ที่ผ่านการ

แปลงค่าในขั้นตอนที่ 1 แล้ว), µ คือ ค่าเฉลี่ย (Mean) ของตัวอย่างทั้งหมดในการทดสอบนั้น, และ σ 

คือ ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation) ของตัวอย่างท้ังหมดในการทดสอบน้ัน 

 ขั้นตอนที่สามคือ การคํานวณคะแนนรวม (Composite Score Aggregation) ค่า Z-score 

ทั้ง 5 ค่าของสารสกัดแต่ละชนิด จะถูกนํามาหาค่าเฉลี่ย (Average) เพื่อคํานวณเป็นคะแนนรวม

สุดท้าย โดยให้ความสําคัญ (Weighting) กับทุกการทดสอบเท่ากัน (Andrade, 2021; Gite et al., 

2015) ตามสมการ 
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Composite Score= 
ZTPC+ZTFC+ZDPPH+ZABTS

n
 

 โดยท่ี n คือจํานวนการทดสอบท้ังหมด (ในท่ีน้ีคือ 4) 

 ในการแปลผลคะแนน Composite Score จะมีจุดอ้างอิง (Benchmark) คือ "คะแนน 0 

(ศูนย์)" ซ่ึงหมายถึง "ค่าเฉล่ีย" ของประสิทธิภาพโดยรวมของสารสกัดท้ังหมดท่ีใช้ในการศึกษาน้ี ดังน้ัน 

หากสารสกัดใดมี Composite Score > 0 (ค่าเป็นบวก) หมายความว่าสารสกัดนั้นมีประสิทธิภาพ

โดยรวมสูงกว่าค่าเฉล่ียของกลุ่ม (ย่ิงมีค่าเป็นบวกสูง แสดงว่าเป็นสารสกัดท่ีมีศักยภาพโดดเด่น) ในทาง

กลับกัน หากมี Composite Score < 0 (ค่าเป็นลบ) หมายความว่ามีประสิทธิภาพโดยรวมตํ่ากว่า

ค่าเฉลี ่ย และหากมี Composite Score ~ 0 หมายความว่ามีประสิทธิภาพโดยรวมใกล้เคียงกับ

ค่าเฉลี่ยของกลุ่มจากนั้น จึงทําการ จัดอันดับ (Ranking) โดยนําค่า Composite Score ที่คํานวณได้

ของสารสกัดแต่ละชนิด มาจัดเรียงลําดับจากค่าสูงสุด (บวกมากที่สุด) ไปยังค่าตํ่าสุด (ลบมากที่สุด) 

(Gite et al., 2015) เพื ่อระบุว่าสารสกัดจากส่วนใดและตัวทําละลายใด มีศักยภาพทางชีวภาพ

โดยรวมดีที่สุด สารสกัดที่มีค่า Composite Score สูงที่สุด (Rank 1) จะถูกพิจารณาเป็น สารสกัด

หลัก (Active Extract) หรือ "Most Potent Extract" เพ่ือนําไปต่อยอดในการศึกษาเชิงลึกต่อไป 

3.13 การพัฒนาตํารับและการทดสอบความคงตัว (Formulation and Stability 

Testing) 

 คัดเลือกสารสกัดที่มีศักยภาพสูงที่สุดเพื่อนําไปพัฒนาเครื่องสําอางต้นแบบ 2 สูตร ได้แก่ 

เซร ั ่มใสเน ื ้อเจล (water-gel serum) และเจลคร ีมชน ิด O/W (brightening gel-cream) เ พ่ือ

เปรียบเทียบความเหมาะสมด้านเน้ือสัมผัสและความคงตัวของตํารับ 

 3.13.1 การเตรียมตํารับผลิตภัณฑ์ 

 Prototype 1 (Water-Gel Serum): เตร ี ยมส ่ วนของน ํ ้ า  (water phase) โดยละลาย 

Disodium EDTA, Glycerin, 1,3-Propanediol และ  Panthenol ใน  DI Water จากน ั ้นค ่อย  ๆ 

โปรย Carbomer 980 (หรือ Xanthan gum) ลงไป กวนจนกระทั่งพองตัวสมํ่าเสมอเป็นเนื้อเจลใส 

ทําการปรับค่า pH (neutralize) ด้วย NaOH 10% จนได้ความหนืดที่ต้องการ จากนั้นจึงเติมสารสกัด

กระท้อน 1.60% และสารกันเสีย (Phenoxyethanol (and) Ethylhexylglycerin) กวนผสมให้เข้า

กันเป็นเน้ือเดียว 

 Prototype 2 (Brightening Gel-Cream): เตรียมตํารับด้วยวิธี O/W emulsification โดย

แบ่งส่วนผสมออกเป็น 2 ส่วน ได้แก่ (A) ส่วนของนํ้า (Water phase) และ (B) ส่วนของนํ้ามัน (Oil 
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phase) (A) ส่วนของนํ้า: ผสม DI Water, Disodium EDTA, Glycerin และ 1,3-Propanediol เข้า

ด้วยกัน ให้ความร้อนจนมีอุณหภูมิประมาณ 75-80 °C (B) ส่วนของนํ ้ามัน: ผสม C12-15 Alkyl 

Benzoate, Caprylic/Capric Triglyceride, Glyceryl Stearate Citrate, Polysorbate-60 และ 

Cetearyl Alcohol (สารสร้างเนื้อและอิมัลซิไฟเออร์) เข้าด้วยกัน ให้ความร้อนจนละลายเป็นเน้ือ

เดียวที่อุณหภูมิประมาณ 75-80 °C จากนั้น ค่อยๆ เทส่วน (B) ลงในส่วน (A) ขณะปั่นกวนด้วยเครื่อง

กวนผสม (Homogenizer) ที่ความเร็วสูงเพื่อให้เกิดอิมัลชัน (emulsification) ปั่นกวนต่อจนเนื้อครีม

เข้ากันดี แล้วเปลี่ยนเป็นเครื่องกวนผสมแบบใบพัด (Overhead Stirrer) กวนต่อจนกระทั่งอุณหภูมิ

ลดลงตํ่ากว่า 40 °C จึงเติมสารสกัดกระท้อน 1.60% และสารกันเสีย กวนให้เข้ากัน และปรับค่า pH 

สุดท้ายด้วย NaOH (ถ้าจําเป็น) 

ตารางท่ี 3.1 Prototype 1 — Serum (Water-Gel Serum) 

สวนประกอบ %w/w หนาท่ี 

DI Water q.s. to 100 ตัวทําละลาย 

Disodium EDTA 0.10 Chelator 

Glycerin 3.00 Humectant 

1,3-Propanediol 5.00 Co-solvent/Humectant 

Panthenol 1.00 Soothing/Moisturizer 

Carbomer 980 0.30 Thickener/ Gel former 

Santol extract 1.60 Active 

Phenoxyethanol  (and) 

Ethylhexylglycerin 

1.00 Preservative 

NaOH 10% q.s. pH adjustor/ Neutralizer 

ตารางท่ี 3.2 Prototype 2 — Brightening Gel-Cream (O/W Emulsion) 

สวนประกอบ %w/w หนาท่ี 

DI Water q.s. to 100 ตัวทําละลาย 

Disodium EDTA 0.05 Chelator 

Glycerin 3.00 Humectant 

1,3-Propanediol 5.00 Co-solvent/Humectant 

C12-15 Alkyl Benzoate 5.00 Light emollient 

Caprylic/Capric Triglyceride 4.00 Emollient 
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ตารางท่ี 3.2 (ต่อ) 

สวนประกอบ %w/w หนาท่ี 

Glyceryl Stearate Citrate 3.00 O/W emulsifier 

Polysorbate-60 1.00 co-emulsifier 

Cetearyl Alcohol 2.00 Thickener/Stabilizer 

Santol extract 1.60 Active 

Phenoxyethanol  (and) 

Ethylhexylglycerin 

1.00 Preservative 

NaOH 10% q.s. pH adjustor 

 3.13.2 วิธีทดสอบความคงตัว (Stability Testing Procedure) 

 การทดสอบความคงตัวของผลิตภัณฑ์ จากงานวิจัยของ ดวงกมล เลียวกิตติกุล และคณะ 

(2553) และกนกวรรณ ฉัตรเงิน (2567) ดําเนินการโดยการทดสอบสภาวะเร่งแบบสลับร้อนเย็น 

(Heating–Cooling Cycle) จํานวน 6 รอบ โดย 1 รอบการทดสอบ ประกอบด้วยการเก็บตัวอย่างไว้

ที่อุณหภูมิ 45 ± 2 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สลับกับการเก็บที่อุณหภูมิ 4 ± 2 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

(รวม 48 ชั่วโมงต่อรอบ) หลังจากสิ้นสุดการทดสอบในแต่ละรอบ ตัวอย่างผลิตภัณฑ์จะถูกนํามา

ประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ ได้แก่ การสังเกตลักษณะภายนอก, การวัดค่าสี (ด้วยเครื่องวัดสี), 

การวัดค่า pH, และการประเมินความหนืด (โดยการให้คะแนน) 

 3.13.3 วิธีประเมินลักษณะผลิตภัณฑ์ (Evaluation Parameters) 

 การประเมินลักษณะผลิตภัณฑ์ประกอบด้วย 4 ด้านหลัก ได้แก่  

  1. ลักษณะภายนอก โดยการสังเกตการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ เช่น การแยกชั้น การ

ตกตะกอน ความใส เน้ือสัมผัส และกล่ิน เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์ในวันเร่ิมต้น  

  2. การวัดค่าสี ด้วยเครื่อง Colorimeter ในระบบ CIE Lab* โดยทําการทดสอบซํ้าอย่าง

น้อย 3 ครั ้งต่อตัวอย่าง และรายงานผลเป็นค่าความแตกต่างของสี (ΔE) ซึ ่งจะถือว่าไม่มีการ

เปล่ียนแปลงอย่างมีนัยสําคัญเม่ือค่า ΔE < 1.0  

  3. การวัดค่า pH ด้วยเครื่อง pH meter ที่ผ่านการสอบเทียบก่อนใช้งาน โดยมีเกณฑ์

ยอมรับของผลิตภัณฑ์อยู่ในช่วง 5.5–6.5  

  4. การประเมินความหนืด (Viscosity scoring) ซึ่งประเมินโดยผู้ประเมินจํานวน 3 คน 

ทําการให้คะแนนความหนืดต้ังแต่ 1 ถึง 5 (1 = เหลวมาก, 5 = หนืดมาก) และรายงานผลเป็นค่าเฉล่ีย 
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3.13.4 ต้ังตํารับท่ีมีส่วนประกอบของสารสกัดกระท้อน 

 เตรียมตํารับที่มีส่วนประกอบของสารสกัดกระท้อนลงในสูตรเครื่องสําอางต้นแบบ 2 สูตร 

ได้แก่ เซรั่มใสเนื้อเจล (water-gel serum) และ เจลครีมชนิด O/W (brightening gel-cream) และ

นําไปทดสอบความคงตัวละประเมินลักษณะผลิตภัณฑ์ ตามข้อ 3.13.2 และ 3.13.3 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย (RESULT AND DISCUSSION) 

4.1 ร้อยละผลผลิตของสารสกัด (%Yield) 

ตารางท่ี 4.1  ร้อยละผลผลิตของสารสกัด (%Yield) ของสารสกัดหยาบจากส่วนต่าง ๆ ของกระท้อน
ที่สกัดด้วยตัวทำละลายต่างชนิดกัน 

ส่วนของพืช ตัวทำละลาย %Yield 

ใบอ่อน 
ใบอ่อน 
ใบอ่อน 

95%Ethanol 
50%Ethanol 

Acetone 

15.17±0.84cB 

24.67±1.17bA 

4.44±0.92efC 

ใบแก่ 
ใบแก่ 
ใบแก่ 

95%Ethanol 
50%Ethanol 

Acetone 

17.89±1.34cB 

29.22±1.68aA 

5.78±0.25eC 

กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 

95%Ethanol 
50%Ethanol 

Acetone 

2.61±0.35fgB 

5.167±0.00efA 

0.89±0.10gC 

เปลือก 
เปลือก 
เปลือก 

95%Ethanol 
50%Ethanol 

Acetone 

3.28±0.09fB 

3.94±0.19aefA 

2.55±0.25fgC 

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) ตัวอักษรพิมพ์เล็ก (a, b, 
c...) ที่ต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) ระหว่างกลุ่มตัวอย่าง
ทั้งหมด ในขณะที่ ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ (A, B, C...) ที่แตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ของตัวทำละลายภายในส่วนสกัดเดียวกัน 

 จากการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Two-Way ANOVA) พบปฏิกิริยาสัมพันธ์ (Interaction) 
ระหว่างปัจจัยส่วนสกัดและตัวทำละลาย อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังนั้นจึงทำการวิเคราะห์อิทธิพล
ของตัวทำละลาย (Simple Main Effect) ภายในแต่ละส่วนสกัดแยกจากกัน ดังแสดงในตารางที่  4.1 
ผลการวิเคราะห์ชี้ให้เห็นว่า สารสกัดจากใบแก่ที่สกัดด้วย 50% Ethanol ให้ร้อยละผลผลิตของสาร
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สกัดสูงที่สุด (29.22 ± 1.68%) ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) จากตัวทำละลายอื่นทั้งหมด 
รองลงมาคือ สารสกัดจาก ใบอ่อน ที่สกัดด้วย 50% Ethanol เช่นกัน (24.67 ± 1.17%) เมื่อพิจารณา
การเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด 12 กลุ่ม (อักษรพิมพ์เล็ก a, b, c...) 
พบว่า สารสกัดจากใบแก่ด้วย 50% Ethanol ให้ร้อยละผลผลิตของสารสกัดสูงที่สุดอย่างมีนัยสำคัญ 
(กลุ่ม a) รองลงมาคือสารสกัดจากใบอ่อนด้วย 50% Ethanol (กลุ่ม b) ในขณะที่กลุ่มสารสกัดจากกิ่ง
ก้านและเปลือกด้วย Acetone ให้ผลได้ต่ำที่สุด (กลุ่ม g) ซึ่งแสดงให้เห็นลำดับประสิทธิภาพของการ
สกัดอย่างชัดเจนตั้งแต่ส่วนของใบท่ีสกัดด้วย 50% Ethanol ลงไปจนถึงส่วนแข็งท่ีสกัดด้วย Acetone 
เมื่อพิจารณาอิทธิพลของตัวทำละลายในภาพรวม พบว่า เอทานอล 50% (50% Ethanol) เป็นตัวทำ
ละลายที่ให้ค่าร้อยละผลผลิตของสารสกัดสูงที่สุดอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในทุกส่วนของ
พืช เมื่อเปรียบเทียบกับ 95% Ethanol และ Acetone  
 ผลลัพธ์นี้สอดคล้องเป็นอย่างดีกับงานวิจัยจำนวนมาก ที่ยืนยันว่าการใช้เอทานอลผสมน้ำ 
(Aqueous ethanol) ในช่วงความเข้มข้นปานกลางมักให้ร้อยละผลผลิตของสารสกัดหยาบสูงกว่าเอ
ทานอลความเข้มข้นสูง โดยมีรายงานในพืชหลายชนิด เช่น การสกัดใบแก้ว (Murraya paniculata) 
ที่พบว่า 50% Ethanol ให้ร้อยละผลผลิตของสารสกัดสูงที่สุด (ธนัชสัณห์ พูนไพบูลย์พิพัฒน์ , 2562) 
การสกัดเมล็ดลิ้นจี่ ที่ให้ร้อยละผลผลิตของสารสกัดสูงสุดในช่วง 41-53% Ethanol (Sai-Ut et al., 
2023) ซึ่งอธิบายได้ว่า ตัวทำละลายผสมระหว่างเอทานอลและน้ำ (polar-mixed solvent) มีช่วง
ความมีขั้ว (polarity) ที่เหมาะสม สามารถสกัดสารประกอบได้หลากหลาย ทั้งสารที่มีขั้วสูง (ละลาย
ในน้ำ) และสารที่มีขั้วปานกลาง (ละลายในเอทานอล) ออกมาจากเนื้อเยื่อพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
(Biswas et al., 2023; Do et al., 2014) 
 ในทางตรงกันข้าม ผลการวิเคราะห์ Tukey’s HSD ยังชี้ชัดว่า สารสกัดที่ใช้ Acetone เป็น
ตัวทำละลาย ให้ค่าร้อยละผลผลิตของสารสกัดต่ำที่สุดอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในทุก
ส่วนของพืช โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน กิ ่งก้าน (0.89 ± 0.10%) และ เปลือก (2.55 ± 0.25%) ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานการสกัดเปลือกสน (Pinus pinaster) ที่พบว่าตัวทำละลายที่มีขั้วต่ำกว่ามักให้
ร ้อยละผลผลิตน้อยกว่าตัวทำละลายผสมน้ำ (Vieito et al., 2018) สำหรับการสกัดด้วย 95% 
Ethanol ให้ผลได้ในระดับปานกลาง ซึ่งผลการทดสอบยืนยันว่ายังคงให้ค่าร้อยละผลผลิตของสารสกัด
สูงกว่า Acetone อย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) ในทุกกลุ่มตัวอย่าง เมื่อเปรียบเทียบระหว่างส่วนของ
พืช พบว่า ส่วนใบ (ท้ังใบอ่อนและใบแก่) ให้ผลได้ของสารสกัดสูงกว่าส่วนของกิ่งก้านและเปลือกอย่าง
ชัดเจนในทุกตัวทำละลายที่ใช้ 
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4.2 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น (Phytochemical Screening) 

ตารางท่ี 4.2  ผลการตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น (Phytochemical Screening) ในสารสกัด
จากส่วนต่าง ๆ ของกระท้อนด้วยตัวทำละลายต่างชนิดกัน 

ส่วนของ
พืช 

ตัวทำละลาย 
Flavonoids 

Test 
Terpenoid 

Test 
Steroids 

Test 
Alkaloids 

Test 
Phenolic and 
Tannins Test 

ใบอ่อน 
ใบอ่อน 
ใบอ่อน 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

+ 
+ 
+ 

- 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 

- 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

ใบแก ่
ใบแก ่
ใบแก ่

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

+ 
+ 
+ 

+ 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 

- 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

เปลือก 
เปลือก 
เปลือก 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

หมายเหตุ  ข้อมูลแสดงสัญลักษณ์ “(+)” แสดงว่าพบสารในกลุ่มนั้น ๆ และ “(–)” แสดงว่าไม่พบสาร 
โดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงของสีหรือตะกอนเป็นเกณฑ์ในการพิจารณา 

 ผลการตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น (Phytochemical Screening) เพื่อจำแนกกลุ่ม
สารประกอบทุติยภูมิ 5 ชนิด ในสารสกัดกระท้อนทั้ง 12 ตัวอย่าง สรุปผลดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดย
ใช้ว ิธ ีการทดสอบปฏิกิร ิยาการเกิดสีและการตกตะกอนตามมาตรฐาน (Dauda et al., 2020; 
Sembiring et al., 2017)จากการทดสอบ พบว่าสารสกัดทั้ง 12 ชนิด ให้ผลบวก (Positive, +) ต่อ
การทดสอบสาร 3 กลุ่มอย่างชัดเจน ได้แก่ กลุ่มฟีนอลิกและแทนนิน (Phenolic and Tannins) ซึ่ง
ทุกตัวอย่างเกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นชั้นสีน้ำเงินเข้มหรือสีน้ำเงินเขียว; กลุ่มสเตียรอยด์ (Steroids) ซึ่ง
ทุกตัวอย่างให้ผลบวกโดยการเกิดตะกอนขาวขุ่น (White cloudy precipitate); และ กลุ่มฟลาโว
นอยด์ (Flavonoids) ซึ่งส่วนใหญ่ให้ผลบวกโดยการเปลี่ยนเป็นสีส้มอิฐขุ่นเล็กน้อย หรือเกิดตะกอน  
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สีส้ม ซึ่งสอดคล้องกับรายงานก่อนหน้าที่ระบุว่ากระท้อนเป็นพืชที่อุดมไปด้วยสารกลุ่มโพลีฟีนอล
และฟลาโวนอยด์ในทุกส่วนของพืช (Bailly, 2022; Hamzah et al., 2024; Wijaya, 2022) 
 สำหรับกลุ ่มสารที ่ให้ผลแตกต่างกัน พบว่า กลุ ่มอัลคาลอยด์ (Alkaloids) ให้ผลบวก 
(สังเกตเห็นเป็นสีเหลือง) ในสารสกัดจาก กิ่งก้าน และ เปลือก ทุกชนิด รวมถึงในสารสกัดจาก ใบอ่อน 
และ ใบแก่ ที่ใช้ตัวทำละลาย 50% Ethanol แต่ให้ผลลบ (Negative, -) หรือไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง
ในสารสกัดจากใบที่ใช้ 95% Ethanol และ Acetone ซึ่งสอดคล้องกับหลักการที่ว่าอัลคาลอยด์มัก
ละลายได้ดีในแอลกอฮอล์ที่ผสมน้ำ (Do et al., 2014) 
 ในส่วนของ กลุ่มเทอร์พีนอยด์ (Terpenoids) ให้ผลบวก (Positive, +) ในสารสกัดจาก กิ่ง
ก้าน ทุกชนิด (เกิดสีน้ำตาลเข้มขึ้น) และในสารสกัดจากใบอ่อนและใบแก่ที่ใช้ Acetone (เกิดสีเขียว
อ่อน) รวมถึงใบแก่ที่ใช้ 95% Ethanol (เปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นใส) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการพบ
สารกลุ่ม Limonoids และ Triterpenoids ในส่วนต่าง ๆ ของกระท้อน (Bumi et al., 2019) แต่
ตรวจไม่พบ (Negative, -) ในสารสกัดจาก เปลือก ทุกชนิด และในสารสกัดจากใบอ่อนและใบแก่ที่ใช้ 
50% Ethanol 
 โดยสรุป สารสกัดจากกระท้อนทุกส่วนมีสารประกอบกลุ่มฟีนอลิก , สเตียรอยด์ และฟลาโว
นอยด์ เป็นองค์ประกอบร่วมกัน ในขณะที่การตรวจพบอัลคาลอยด์และเทอร์พีนอยด์จะขึ้นอยู่กับส่วน
ของพืชและชนิดของตัวทำละลายที่ใช้ในการสกัด ซึ่งยืนยันได้ว่าความมีข้ัวของตัวทำละลาย (Solvent 
polarity) มีผลอย่างนัยสำคัญต่อการสกัดแยกกลุ่มสารพฤกษเคมีที่แตกต่างกัน (Do et al., 2014; 
Vieito et al., 2018) 

4.3 ปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมด (Total Phenolic Content; TPC) 

 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (TPC) ในสารสกัดหยาบจากส่วนต่าง ๆ ของกระท้อน 4 
ส่วน (ใบอ่อน, ใบแก่, เปลือกลำต้น, ยอดกิ่งก้าน) ที่สกัดด้วยตัวทำละลาย 3 ชนิด (95%  Ethanol, 
50% Ethanol, Acetone) ได้ถูกนำมาวิเคราะห์และแสดงผลในหน่วย มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อ
กรัมสารสกัด (mg GAE/g extract) (ดังแสดงในตารางที่ 4.3) 
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ตารางท่ี 4.3  ค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (mg GAE/g extract) และ ปริมาณฟลาโว
นอยด์ (mg QE/g extract) ของสารสกัดจากใบอ่อน ใบแก่ กิ ่งก้าน และเปลือก
กระท้อนในตัวทำละลายต่าง  

ส่วนของพืช ตัวทำละลาย 
TPC 

(mg QAE/g 
extract) 

TFC 
(mg QE/g extract) 

ใบอ่อน 
ใบอ่อน 
ใบอ่อน 

95%Ethanol 

50%Ethanol 

Acetone 

43.80±4.12aA 
41.71±7.16abA 
7.57±1.12deB 

11.40±0.85fB 
3.01±0.25gC 

47.28±4.20bA 
ใบแก่ 
ใบแก่ 
ใบแก่ 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

21.71±0.89cB 
37.22±3.30abA 
16.49±1.41cdB 

20.01±0.31eB 

3.28±0.36gC 

39.22±2.53cA 
กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

32.26±6.46bA 
36.17±4.11abA 
15.57±2.63cdB 

30.06±3.19dB 

3.39±0.71gC 

40.98±3.50bcA 
เปลือก 
เปลือก 
เปลือก 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

6.03±1.56eB 
17.40±3.06cdA 
1.52±0.72eB 

44.38±1.35bB 

7.66±1.11fgC 

57.09±2.79aA 

หมายเหตุ  ข้อมูลแสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) ตัวอักษรพิมพ์เล็ก (a, b, 
c...) ที่ต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) ระหว่างกลุ่มตัวอย่าง
ทั้งหมด ในขณะที่ ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ (A, B, C...) ที่แตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ของตัวทำละลายภายในส่วนสกัดเดียวกัน 

 จากการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Two-Way ANOVA) พบปฏิกิริยาสัมพันธ์ (Interaction) 
ระหว่างปัจจัยส่วนสกัดและตัวทำละลาย อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังนั้นจึงทำการวิเคราะห์อิทธิพล
ของตัวทำละลาย (Simple Main Effect) ภายในแต่ละส่วนสกัดแยกจากกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
พบว่า สารสกัดใบอ่อนในตัวทำละลาย 95% Ethanol (43.80 mg GAE/g) ให้ปริมาณ TPC สูงที่สุด 
(กลุ่ม a) การที่ใบอ่อนมีปริมาณ TPC สูงนั้นสอดคล้องกับงานวิจัยจำนวนมากที่ชี้ว่าพืชอายุน้อยมัก
สังเคราะห์สารเมตาโบไลต์ทุติยภูมิ (Secondary Metabolites) เช่น สารประกอบฟีนอลิก ในปริมาณ
ที ่เข้มข้น เพื ่อใช้เป็นเกราะป้องกันทางเคมี (Chemical Defense) ชดเชยความเปราะบางทาง
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กายภาพ (Coley et al., 1985; Starkevič et al., 2020) และป้องกันอันตรายจากรังสียูวี (Zhang 
et al., 2018) 
 อย่างไรก็ตาม ค่านี ้ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ (p > 0.05) จากกลุ ่มที ่สกัดด้วย 50% 
Ethanol ในส่วนของใบอ่อน, ใบแก่ และก่ิงก้าน (กลุ่ม ab) แสดงให้เห็นว่าตัวทำละลายเอทานอล (ทั้ง 
95% และ 50%) มีประสิทธิภาพสูงในการสกัดสารกลุ่มฟีนอลิกออกจากส่วนใบและกิ่ง  ซึ่งสอดคล้อง
กับผลการวิเคราะห์อิทธิพลของตัวทำละลายภายในแต่ละส่วนสกัด (อักษรพิมพ์ใหญ่ A, B) ที่พบว่า ใน
ส่วนของใบอ่อนและกิ่งก้าน การใช้เอทานอลทั้งสองความเข้มข้นให้ผลดีที่สุดและไม่แตกต่างกัน (กลุ่ม 
A) ในขณะที่ในส่วนของใบแก่ การใช้ 50% Ethanol ให้ผลดีที่สุดอย่างชัดเจน (กลุ่ม A) สูงกว่า 95% 
Ethanol (กลุ่ม B) ผลลัพธ์นี้ยืนยันว่า50%Ethanol (Aqueous Ethanol) มีประสิทธิภาพสูงในการ
สกัด TPC (Do et al., 2014; ธนัชสัณห์ พูนไพบูลย์พิพัฒน์, 2562) เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกมี
ความหลากหลายทางขั้ว (Polarity) สูง การใช้ตัวทำละลายผสมระหว่างน้ำและเอทานอล (Aqueous 
mixture) จะช่วยให้สามารถสกัดสารฟีนอลิกได้ครอบคลุมสเปกตรัมที ่กว้างกว่า (Biswas et al., 
2023; Vieito et al., 2018) คือ ดึงได้ทั้งส่วนที่ชอบน้ำ (Hydrophilic) และส่วนที่ชอบแอลกอฮอล์ 
(Less polar) 
 ปฏิกิริยาสัมพันธ์ที่น่าสนใจคือ ในขณะที่ 50% Ethanol ให้ผลดีในส่วนใบอ่อน ใบแก่และกิ่ง 
(กลุ่ม ab) แต่กลับให้ผลต่ำในส่วนเปลือก (กลุ่ม cd) ในทางกลับกัน Acetone และ 95% Ethanol 
ให้ผลต่ำอย่างชัดเจนในส่วนเปลือก (กลุ่ม e) ซึ่งส่งผลให้สารสกัดเปลือกในตัวทำละลาย Acetone 
(1.52 mg GAE/g) มีปริมาณ TPC ต่ำที่สุดอย่างมีนัยสำคัญ ปรากฏการณ์ที่เปลือกสกัดได้ค่า TPC ต่ำ
มากนี้ สามารถอธิบายได้ด้วย "ผลกระทบจากเมทริกซ์ของพืช" (Plant Matrix Effect) (Khoddami 
et al., 2013) เปล ือกไม ้  (Bark) มีโครงสร ้างทางกายภาพที ่ซ ับซ ้อนและหนาแน ่น (Dense 
Lignocellulosic Matrix) ซึ่งประกอบด้วยลิกนินและเซลลูโลส โครงสร้างแข็งแรงนี้ทำหน้าที่เป็น 
"เกราะป้องกัน" ขัดขวางไม่ให้ตัวทำละลายแทรกซึมเข้าไปในเซลล์เพื่อละลายสารฟีนอลิกออกมาได้ 
(Grzybek et al., 2021; Mateo et al., 2025) นอกจากนี้ สารฟีนอลิกอาจสร้างพันธะเชิงซ้อน 
(Complexes) กับคาร์โบไฮเดรตในผนังเซลล์ ทำให้ยิ่งสกัดออกได้ยาก (Khoddami et al., 2013) 

4.4 ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (Total Flavonoid Content; TFC) 

 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของกระท้อน 
(Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) โดยใช ้ว ิธี Aluminum chloride colorimetric assay 
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แสดงผลเป็นหน่วย มิลลิกรัมเควอซิตินเทียบเท่าต่อกรัมสารสกัด (mg QE/g extract) (ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.3) 
 ผลการวิเคราะห์ TFC (ตารางที่ 4.3) ให้ผลลัพธ์ที่ตรงกันข้ามกับ TPC อย่างสิ้นเชิง สารสกัด
เปลือกในตัวทำละลาย Acetone (57.09 mg QE/g) ให้ปริมาณ TFC สูงที่สุดอย่างมีนัยสำคัญ (กลุ่ม 
a) รองลงมาคือกลุ่มที่สกัดด้วย Acetone และ 95% Ethanol จากส่วนอื่น ๆ ผลลัพธ์นี้สอดคล้อง
อย่างยิ่งกับงานวิจัยทางพฤกษเคมีที่ระบุว่า เปลือกกระท้อน (Sandoricum koetjape) อุดมไปด้วย
สารประกอบกลุ่ม Flavonoid Aglycones (ฟลาโวนอยด์ที่ไม่มีโมเลกุลน้ำตาลเกาะ) ซึ่งมีสภาพขั้วต่ำ 
(Armaghan et al., 2024; Bailly, 2022) Acetone ซึ่งเป็นตัวทำละลายที่มีขั้วปานกลาง (Medium 
polarity) จึงมีความสามารถสูงในการละลายสารกลุ่มนี้โดยเฉพาะ ซึ่งแตกต่างจากตัวทำละลายที่มีน้ำ
เป็นองค์ประกอบหลัก (Do et al., 2014) ปฏิกิริยาสัมพันธ์ที่เกิดขึ้นนั้นชัดเจนมาก และแสดงให้เห็น
ถึง "ความจำเพาะของตัวทำละลาย" (Solvent Selectivity) ซึ่งได้รับการยืนยันจากการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพตัวทำละลายภายในแต่ละส่วนสกัด (อักษรพิมพ์ใหญ่ A, B, C) ที่พบรูปแบบความสัมพันธ์
เหมือนกันในทุกส่วนของพืช (ใบอ่อน , ใบแก่, เปลือก, และกิ่งก้าน) กล่าวคือ Acetone เป็นตัวทำ
ละลายที่สกัด TFC ได้ดีที่สุด (กลุ่ม A) รองลงมาคือ 95% Ethanol (กลุ่ม B) ในขณะที่ 50% Ethanol 
ให้ปริมาณ TFC ต่ำที่สุด (กลุ่ม C) อย่างมีนัยสำคัญ แสดงว่าตัวทำละลาย 50% Ethanol ซึ่งให้ค่า 
TPC สูงในส่วนใบ กลับให้ค่า TFC ต่ำที่สุดอย่างมีนัยสำคัญในทุกส่วนของพืช (กลุ่ม g และ fg) ในทาง
กลับกัน Acetone ซึ่งให้ค่า TPC ต่ำที่สุด กลับให้ค่า TFC สูงที่สุด 
 ผลลัพธ์นี้ชี้ให้เห็นว่า สารประกอบฟลาโวนอยด์ส่วนใหญ่ในกระท้อนอาจเป็นสารที่มีขั้วปาน
กลางถึงต่ำ (medium-low polarity) ซึ่งละลายได้ดีใน Acetone มากกว่าตัวทำละลายที่มีน้ำผสม
อย่าง 50% Ethanol (Do et al., 2014; Vieito et al., 2018) 
 ส่วนค่า TPC ที่สูงของ 50% Ethanol (ทั้งๆ ที ่มี TFC ต่ำ) สามารถอภิปรายได้ว่า 50% 
Ethanol (ซึ่งมีข้ัวสูง) มีประสิทธิภาพสูงในการสกัดสารกลุ่ม Non-flavonoid phenolics (เช่น กรดฟี
นอลิก หรือ แทนนินที่ละลายน้ำได้) ออกมาได้ในปริมาณมาก และเนื่องจากวิธี Folin-Ciocalteu ที่ใช้
วัด TPC นั้นเป็นวิธีที่ "ไม่มีความจำเพาะ" (Non-specific) จึงทำปฏิกิริยากับสารรีดิวซ์และสารฟีนอล 
ทุกชนิด รวมกัน ทำให้ค่า TPC สูง (Khoddami et al., 2013; Sari et al., 2023) แต่เมื่อนำมาวัด 
TFC ซึ่งมีความจำเพาะต่อโครงสร้างฟลาโวนอยด์มากกว่า ค่าท่ีได้จึงต่ำมากนั่นเอง 
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4.5 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (DPPH Radical Scavenging Activity) 

 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของกระท้อน (Sandoricum 
koetjape (Burm.f.) Merr.) ดำเน ินการโดยใช ้ว ิธี  DPPH radical scavenging assay ซ ึ ่ งอาศัย
หลักการบริจาคอะตอมไฮโดรเจนจากสารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างไปยังสาร DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) ที่มีสีม่วงเข้ม ให้เปลี่ยนเป็นสีเหลืองเมื่อถูกรีดิวซ์ จากนั้นวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 517 nm แล้วนำไปคำนวณหาค่า IC50 (Median Inhibitory Concentration) 
ตารางท่ี 4.4  ค่า IC50 (µg/mL) ของฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระท้อน  (Sandoricum 

koetjape (Burm.f.) Merr.) ด้วยวิธี DPPH และ ABTS 

ส่วนของพืช ตัวทำละลาย 
DPPH 

IC50 (µg/mL) 
ABTS 

IC50 (µg/mL) 

สารมาตรฐาน DI Water Ascorbic: 67.64±5.01 Trolox: 67.56±6.15 
ใบอ่อน 
ใบอ่อน 
ใบอ่อน 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

98.93±3.84aA 
78.55±4.48aA 

302.82±26.28abcB 

147.56±17.22abA 
76.91±1.61aA 
689.42±86.63deB 

ใบแก่ 
ใบแก่ 
ใบแก่ 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

203.34±6.69abA 

145.03±11.81abA 

624.89±70.79dB 

205.83±29.81bA 
151.86±2.67abA 
640.49±48.58dB 

กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

189.58±4.94abA 

170.73±7.53abA 

542.49±64.86cdB 

161.12±3.94abA 
171.59±9.69abA 
648.47±20.82dB 

เปลือก 
เปลือก 
เปลือก 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

1032.62±225.01eB 

379.85±38.09bcA 

3856.13±354.55fC 

778.99±58.86eB 

312.21±7.52cA 

ไม่เกิดการยับยั้งC 

หมายเหตุ  ข้อมูลแสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) ตัวอักษรพิมพ์เล็ก (a, b, 
c...) ที่ต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) ระหว่างกลุ่มตัวอย่าง
ทั้งหมด ในขณะที่ ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ (A, B, C...) ที่แตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ของตัวทำละลายภายในส่วนสกัดเดียวกัน 
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 จากการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Two-Way ANOVA) พบปฏิกิริยาสัมพันธ์ (Interaction) 
ระหว่างปัจจัยส่วนสกัดและตัวทำละลาย อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังนั้นจึงทำการวิเคราะห์อิทธิพล
ของตัวทำละลาย (Simple Main Effect) ภายในแต่ละส่วนสกัดแยกจากกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
พบว่าสารสกัดใบอ่อนใน 50% Ethanol (IC50 = 78.55 µg/mL) และ ใบอ่อนใน 95% Ethanol 
(IC50 = 98.93 µg/mL) แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุด (กลุ่ม a) และไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญ (p > 0.05) ฤทธิ์ที่ดีรองลงมาพบในกลุ่มสารสกัดจากใบแก่และกิ่งก้านที่สกัดด้วยเอทานอล 
(กลุ่ม ab) เมื่อพิจารณาอิทธิพลของตัวทำละลายภายในแต่ละส่วนสกัด (อักษรพิมพ์ใหญ่ A, B, C) พบ
รูปแบบที่สอดคล้องกันอย่างชัดเจนในส่วนของใบอ่อนและกิ่งก้าน โดยการใช้เอทานอล (ท้ัง 95% และ 
50%) ให้ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระที่ดีที่สุด (กลุ่ม A) ในขณะที่อะซีโตนให้ผลด้อยกว่าอย่าง
มีนัยสำคัญ (กลุ่ม B) การที่ใบอ่อนแสดงฤทธิ์สูงสุดนี้ สอดคล้องโดยตรงกับผล TPC (ตารางที่ 4.2) 
และยืนยันแนวคิดที่ว่า ใบอ่อนซึ่งกำลังเจริญเติบโตจะสังเคราะห์สารประกอบฟีนอลิก (Secondary 
metabolites) ในปริมาณเข้มข้นเพื ่อใช้ป้องกันตนเองจากความเครียดสิ ่งแวดล้อมและรังสี UV 
(Starkevič et al., 2020; Zhang et al., 2018) ซึ่งปริมาณ TPC ที่สูงนี้เองส่งผลโดยตรงต่อฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระที่สูงตามไปด้วย (Do et al., 2014; Ghadigaonkar et al., 2021) ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ลดลงอย่างชัดเจน (ค่า IC50 สูงขึ้น) ในกลุ่มท่ีสกัดด้วย Acetone และกลุ่มสารสกัดจากเปลือกท้ังหมด 
โดยสารสกัดเปลือกใน Acetone (IC50 = 3856.13 µg/mL) มีฤทธิ์ต่ำที่สุดอย่างมีนัยสำคัญ (กลุ่ม f) 
และแม้แต่ในส่วนของเปลือกเอง ผลการเปรียบเทียบภายใน (อักษรพิมพ์ใหญ่) ก็ยังยืนยันว่า 50% 
Ethanol เป็นตัวทำละลายที่ดีที่สุด (กลุ่ม A) ในขณะที่อะซีโตนให้ผลแย่ที่สุด (กลุ่ม C) แม้ว่าอะซีโตน
จะสกัด TFC ได้มากที่สุดในส่วนนี้ก็ตาม 
 ผลลัพธ์นี้มีความสอดคล้องอย่างยิ่งกับผล TPC (ตารางที ่4.3) และยืนยันสิ่งที่งานวิจัยจำนวน
มากค้นพบ คือ ความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมีนัยสำคัญยิ ่งยวด (Strong positive correlation) 
ระหว่างปริมาณสารฟีนอลิกทั ้งหมด (TPC) และความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระ DPPH 
(Ghadigaonkar et al., 2021; Shahidi & Ambigaipalan, 2015) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง งานวิจัยในพืช
กระท้อน (Sandoricum koetjape) ก็เคยรายงานความสัมพันธ์ที่แข็งแกร่งนี้เช่นกัน (Hamzah et 
al., 2020; Wijaya, 2022) 
 ข้อค้นพบนี้ชี้ชัดว่า สารกลุ่มฟีนอลิก (ที่ละลายดีในเอทานอล) เป็นสารหลักที่ออกฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH มากกว่าสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (ที่ละลายดีในอะซีโตน) สมมติฐานนี้สนับสนุนการ
อภิปรายก่อนหน้านี้ที่ว่า สารสกัด 50% Ethanol (ซึ่งให้ TPC สูง/DPPH ดี) น่าจะอุดมไปด้วยสาร
กลุ ่ม "Non-flavonoid phenolics" ที ่ม ีข ั ้วส ูง เช ่น กรดฟีนอลิก (Phenolic acids) (Shahidi & 
Ambigaipalan, 2015) หรือ แทนนินที่ละลายน้ำได้ (Hydrolysable tannins) (Khoddami et al., 
2013) ซึ่งสารทั้งสองกลุ่มนี้เป็นที่ทราบกันดีว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที่ทรงพลังมาก ในขณะที่
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สารสกัด Acetone แม้จะมี TFC (Flavonoid aglycones) สูง แต่กลับมีฤทธิ์ DPPH ที่ต่ำกว่าอย่าง
ชัดเจน 

4.6 ฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS (ABTS Radical Cation Decolorization 
Assay) 

 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของกระท้อน (Sandoricum 
koetjape (Burm.f.) Merr.) ด้วยวิธี ABTS radical cation decolorization assay อาศัยหลักการที่

อนุมูลประจุบวก ABTS⁺ ซึ่งมีสีเขียวอมฟ้า จะถูกรีดิวซ์โดยสารต้านอนุมูลอิสระให้กลายเป็นสารไม่มีสี 
วัดค่าการลดลงของการดูดกลืนแสงที่ 734 nm แล้วคำนวณเป็นค่า IC50 (µg/mL) ซึ่งหมายถึง “ความ

เข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งอนุมูล ABTS⁺ ได้ 50 %” โดยค่า IC50 ที่ต่ำ แสดงถึงฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระที่แรงกว่า 
 จากผลการทดลอง (ตารางที่ 4.4) พบว่า ผลการทดสอบ ABTS สอดคล้องกับผล DPPH 
อย่างสมบูรณ์ โดยสารสกัดใบอ่อนใน50%Ethanol (IC50 = 76.91 µg/mL) ยังคงแสดงฤทธิ์ดีที่สุด 
(กลุ่ม a) ตามมาด้วยกลุ่มสารสกัดจากใบและกิ่งด้วย 50% และ 95%  Ethanol (กลุ่ม ab และ b) 
ในขณะที่กลุ่ม Acetone และกลุ่มเปลือกแสดงฤทธิ์ต่ำกว่าอย่างชัดเจน ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบ
ภายในแต่ละส่วนสกัด (อักษรพิมพ์ใหญ่ A, B, C) ยิ่งช่วยยืนยันประสิทธิภาพของตัวทำละลายเอทา
นอลได้อย่างชัดเจน โดยพบว่าในส่วนของใบอ่อน ใบแก่ และกิ่งก้าน การใช้ตัวทำละลายเอทานอล 
(ทั้ง 50% และ 95%) ให้ประสิทธิภาพในการกำจัดอนุมูลอิสระ ABTS ได้ดีที่สุด (กลุ่ม A) โดยไม่มี
ความแตกต่างกัน ในขณะที่อะซีโตนให้ผลด้อยกว่าอย่างมีนัยสำคัญ (กลุ่ม B) นอกจากนี้ ในส่วนของ
เปลือกท่ีมักสกัดสารออกฤทธิ์ได้ยาก ตัวทำละลาย 50% Ethanol ยังคงแสดงศักยภาพสูงสุด (กลุ่ม A) 
ที่เหนือกว่า 95% Ethanol (กลุ่ม B) และ Acetone (กลุ่ม C) ตามลำดับ การที่ผลการทดสอบทั้งสอง 
(DPPH และ ABTS) สอดคล้องกันนั้นเป็นเรื่องที่สมเหตุสมผลอย่างยิ่ง แม้ว่าอนุมูลอิสระทั้งสองชนิด
จะมีความแตกต่างกัน (DPPH• และ ABTS•+) แต่กลไกหลักที่สารฟีนอลิกใช้ในการกำจัดอนุมูลอิสระ
ทั ้งสองชนิดนี ้คือกลไกเดียวกัน คือการบริจาคอิเล็กตรอน (Electron Transfer) หรือไฮโดรเจน 
(Hydrogen Atom Transfer) (Munteanu & Apetrei, 2021) การที่ผลลัพธ์สอดคล้องกันจึงช่วยเพ่ิม
ความน่าเชื่อถือของการทดลองอย่างมาก 
 นอกจากนี้ การที่ทั้งสองการทดสอบให้ผลไปในทิศทางเดียวกัน และมีความสัมพันธ์เชิงบวก 
(positive correlation) กับผล TPC (ตารางที่ 4.3) ช่วยยืนยันสมมติฐานที่ว่า สารกลุ่มฟีนอลิกเป็น
สารออกฤทธิ์หลัก ซึ่งสอดคล้องกับองค์ความรู้หลักในปัจจุบันที่ว่า สารประกอบฟีนอลิกคือกลุ่ม
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สารสำคัญที่รับผิดชอบต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในพืชส่วนใหญ่ (Shahidi & Ambigaipalan, 2015) 
และมักมีความสัมพันธ์เชิงบวกที่สูงมากกับผลการทดสอบทั้ง ABTS และ DPPH (Ghadigaonkar et 
al., 2021; Hamzah et al., 2020) 
 ข้อค้นพบนี้ยังช่วยเพิ่มความน่าเชื่อถือจากการอภิปรายก่อนหน้านี้ที่ว่า สารฟีนอลิกกลุ่มที่มี
ขั้วสูง (High-polarity phenolics) ที่ละลายใน 50% Ethanol (เช่น กรดฟีนอลิก หรือ แทนนิน) คือ 
สารสำคัญในการออกฤทธิ ์ (Biswas et al., 2023; Khoddami et al., 2013) ในขณะที่สารกลุ่ม 
ฟลาโวนอยด์ (TFC) ที่สกัดได้ด้วย Acetone นั้น แม้จะมีปริมาณมาก แต่ก็มีศักยภาพในการต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH/ABTS ที่ต่ำกว่าอย่างชัดเจน ซึ่งเป็นผลจากความจำเพาะของตัวทำละลายและ
โครงสร้างของสารต้านอนุมูลอิสระแต่ละกลุ่ม (Do et al., 2014) 

4.7 ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase Inhibitory Activity) 

 การทดสอบฤทธ ิ ์ย ับย ั ้ ง เอนไซม ์ ไทโรซ ิ เนสดำเน ินการโดยใช ้ระบบปฏ ิก ิร ิยา  L-
DOPA/Tyrosinase assay ซึ่งอาศัยหลักการที่สารสกัดสามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 
L-DOPA ภายใต้เอนไซม์ไทโรซิเนส ทำให้การเกิดสีลดลง โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่  475 nm และ
คำนวณเป็นค่า IC50 (µg/mL) ซึ่งหมายถึง “ความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโร
ซิเนสได้ 50%” โดยทั่วไป ค่า IC50 ที่ต่ำ แสดงถึงฤทธิ์ยับยั้งที่แรงกว่า 
ตารางท่ี 4.5  ค่า IC50 ของฤทธิ ์ย ับยั ้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดกระท้อน (Sandoricum 

koetjape (Burm.f.) Merr.) 

ส่วนของพืช ตัวทำละลาย Tyrosinase inhibition IC50 (µg/mL) 
Kojic acid Phosphate Buffer 42.78±6.27 
ใบอ่อน 
ใบอ่อน 
ใบอ่อน 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

ไม่เกิดการยับยั้งB 

355.06±13.83aA 
ไม่เกิดการยับยั้งB 

ใบแก่ 
ใบแก่ 
ใบแก่ 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

ไม่เกิดการยับยั้งB 

642.94±42.37cA 

ไม่เกิดการยับยั้งB 

กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 
กิ่งก้าน 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

ไม่เกิดการยับยั้งB 

522.62±19.10bA 

ไม่เกิดการยับยั้งB 
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ตารางท่ี 4.7  (ต่อ) 

ส่วนของพืช ตัวทำละลาย Tyrosinase inhibition IC50 (µg/mL) 

เปลือก 
เปลือก 
เปลือก 

95%Ethanol 
50%Ethanol 
Acetone 

ไม่เกิดการยับยั้งA 

ไม่เกิดการยับยั้งA 

ไม่เกิดการยับยั้งA 

หมายเหตุ  ข้อมูลแสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) “ไม่เกิดการยับยั้ง” หมายถึง 
ค่า IC50 สูงกว่าเพดานความเข้มข้นที่ทดสอบ (>3,000 µg/mL) ซึ่งไม่สามารถวัดได้ภายใน
ช่วงการทดสอบ ตัวอักษรพิมพ์เล็ก (a, b, c...) ที่ต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมี
นัยสำคัญ (p < 0.05) ระหว่างกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด ในขณะที่ ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ (A, B, 
C...) ที่แตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ของตัวทำ
ละลายภายในส่วนสกัดเดียวกัน 

 จากการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Two-Way ANOVA) พบปฏิกิริยาสัมพันธ์ (Interaction) 
ระหว่างปัจจัยส่วนสกัดและตัวทำละลาย อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังนั้นจึงทำการวิเคราะห์อิทธิพล
ของตัวทำละลาย (Simple Main Effect) ภายในแต่ละส่วนสกัดแยกจากกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.5 
แสดงให้เห็นถึงปฏิกิริยาสัมพันธ์ที่ชัดเจนและน่าสนใจอย่างยิ่ง พบว่า มีเพียง 3 กลุ่มตัวอย่างเท่านั้นที่
แสดงฤทธิ์ยับยั้งได้ และท้ัง 3 กลุ่มนั้นคือกลุ่มท่ีสกัดด้วย 50% Ethanol ผลลัพธ์นี้ชี้ชัดเจนว่า สารออก
ฤทธิ์ (Inhibitor) จะต้องเป็นสารประกอบที่มีขั ้วสูงมาก (Highly polar) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย
จำนวนมากที่ระบุว่า สารยับยั ้งไทโรซิเนสที ่มีศักยภาพสูง (Potent inhibitors) มักเป็นสารกลุ่ม 
ฟีนอลิกท่ีมีข้ัวสูง เช่น กรดฟีนอลิก (Phenolic acids) อย่าง Gallic acid หรือกลุ่มแทนนิน (Tannins) 
ซึ่งสารกลุ่มนี้เป็นที่ทราบกันดีว่าละลายได้ดีในตัวทำละลายที่มีน้ำผสม (Aqueous solvents) อย่าง 
50% Ethanol (Khoddami et al., 2013; Zolghadri et al., 2019) 
 สารสกัดใบอ่อนใน 50% Ethanol (IC50 = 355.06 µg/mL) แสดงฤทธิ์ยับยั้งได้ดีที่สุด (กลุ่ม 
a) ตามมาด้วย สารสกัดกิ่งใน 50% Etanol (กลุ่ม b) และ สารสกัดใบแก่ใน 50% Etanol (กลุ่ม c) 
มื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวทำละลายภายในแต่ละส่วนสกัด (อักษร
พิมพ์ใหญ่ A, B) ยิ่งตอกย้ำความสำคัญของ 50% Ethanol อย่างชัดเจน โดยในส่วนของใบอ่อน ใบแก่ 
และกิ่งก้าน 50% Ethanol เป็นเพียงตัวทำละลายเดียวที่ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม A (มีฤทธิ์ดีที่สุด) ในขณะที่ 
95% Ethanol และ Acetone ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม B และไม่แสดงฤทธิ์ยับยั้งเลย สำหรับส่วนเปลือก 
(Bark) นั้น ไม่พบความแตกต่างระหว่างตัวทำละลาย (กลุ่ม A ทั้งหมด) เนื่องจากไม่สามารถสกัดสาร
ออกฤทธิ์ออกมาได้เลยไม่ว่าจะใช้ตัวทำละลายใด ข้อค้นพบนี้มีความสำคัญอย่างยิ่ง เพราะเป็นการ
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ย ืนย ันว ่ า  สารสก ัด 50%  Ethanol (โดยเฉพาะจากใบอ ่อน) เป ็นสารสก ัดม ัลต ิฟ ั งก ์ชัน 
(Multifunctional extract) ที่แสดงฤทธิ์ดีที่สุดในทุกการทดสอบ: มี TPC สูงที่สุด (ตารางที่ 4.3), มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH/ABTS) สูงที่สุด (ตารางที่ 4.4) และยับยั้งไทโรซิเนสได้ดีที่สุด (ตารางที่ 
4.5) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่พบความสัมพันธ์เชิงบวกที่แข็งแกร่งระหว่าง TPC, ฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ และฤทธิ์ยับยั้งไทโรซิเนส ในสารสกัดขั้วสูง (Hamzah et al., 2020; Shin et al., 2022) 
 ที่สำคัญ การค้นพบนี้สนับสนุนอย่างสมบูรณ์แบบด้วยหลักฐานทางพฤกษเคมี เนื่องจากมี
งานวิจัยที่วิเคราะห์องค์ประกอบในใบกระท้อน (Sandoricum koetjape leaf) และยืนยันการพบ
สารกลุ่ม "Phenolic acids" หลากหลายชนิด (Saadah et al., 2023) ซึ่งสารกลุ่มนี้ถูกรายงานอย่าง
กว้างขวางว่ามีฤทธิ ์ยับยั ้งไทโรซิเนสที ่ทรงพลังผ่านกลไกการจับกับไอออนทองแดง ( Copper 
chelation) (Zolghadri et al., 2019) 
 ในทางกลับกัน สารสกัดอีก 9 กลุ่มที่เหลือ (รวมถึงทุกกลุ่มที่สกัดด้วย 95%  Ethanol และ 
Acetone) ไม่แสดงฤทธิ์ยับยั้ง และถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน (กลุ่ม d) การที่ 95% Ethanol และ 
Acetone (ซึ ่งมีขั ้วต่ำกว่า) ไม่แสดงฤทธิ ์การยับยั ้งอธิบายได้ด้วยความสามารถในการละลาย 
(Solubility) ที่ต่ำมากของสารขั้วสูง (เช่น Gallic acid) ในตัวทำละลายเหล่านี้ (Do et al., 2014) 
และยังเป็นข้อพิสูจน์ที่ชัดเจนที่สุดว่า สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (TFC) ที่ Acetone สกัดออกมาได้ดีนั้น 
(ตารางที ่4.3) เป็นสารคนละกลุ่มกันอย่างสิ้นเชิงกับสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งไทโรซิเนส 
 ผลลัพธ์นี้จึงชี้ชัดว่า สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) ที่มีคุณสมบัติยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสในกระท้อนนั้น มีความจำเพาะอย่างสูงกับตัวทำละลาย 50% Ethanol และไม่ถูก
สกัดออกมาด้วย 95% Ethanol หรือ Acetone เลย 

4.8 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการทดสอบ (Correlation Analysis) 

 เพ่ือทำความเข้าใจความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารออกฤทธิ์ในสารสกัดกระท้อนกับฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ ได้มีการคำนวณค่าความสัมพันธ์เชิงสหสัมพันธ์เพียร์สัน (Pearson correlation coefficient; 
r) ระหว่างค่าเฉลี่ยของการทดสอบแต่ละประเภท ได้แก่ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (TPC), 
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (TFC), ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH และ ABTS) และฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase inhibitory activity) ตารางที่ 4.6 แสดงค่าสหสัมพันธ์ระหว่างการ
ทดสอบต่าง ๆ โดยพบว่ามีความสัมพันธ์ในระดับสูงทั้งในทิศทางบวกและลบ ซึ่งช่วยอธิบายบทบาท
ของสารออกฤทธิ์แต่ละกลุ่มต่อฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากกระท้อนได้อย่างชัดเจน 



50 

ตารางท่ี 4.6  ค่าสหสัมพันธ์ (r) ระหว่างการทดสอบต่าง ๆ ของสารสกัดกระท้อน(Sandoricum 
koetjape (Burm.f.) Merr.) 

ตัวแปร TPC TFC DPPH ABTS Tyrosinase 

TPC 1     
TFC -0.821** 1    
DPPH -0.615** 0.637** 1   
ABTS -0.867** 0.868** 0.825** 1  
Tyrosinase -0.819* 0.758* 0.763* 0.809* 1 

หมายเหตุ TPC = ปร ิมาณสารประกอบฟีนอล ิกท ั ้ งหมด (Total Phenolic Content), TFC = 
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoid Content), DPPH = ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH, ABTS = ฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS, Tyrosinase = ฤทธิ ์ยับยั ้งเอนไซม์ไทโร
ซิเนส * แสดงความสัมพันธ์อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที ่ระดับ p < 0.05 (2tailed) ** 
แสดงความสัมพันธ์อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ p < 0.01 (2tailed) 

 จากผลการวิเคราะห์สหสัมพันธ์พบว่า ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่วัดด้วยวิธี DPPH และ ABTS มี
ความสัมพันธ์เชิงบวกในระดับสูง (r = 0.825) สะท้อนให้เห็นว่าการทดสอบทั้งสองวิธีให้ผลสอดคล้อง
กัน เนื่องจากทั้งสองวิธีอาศัยกลไกหลักร่วมกันคือ การถ่ายโอนอิเล็กตรอน (Electron Transfer) หรือ
การถ่ายโอนอะตอมไฮโดรเจน (Hydrogen Atom Transfer) เพื่อรีดิวซ์อนุมูลอิสระ (Munteanu & 
Apetrei, 2021) ดังนั้นสารสกัดที่มีความสามารถในการลดอนุมูล DPPH จึงมักมีความสามารถในการ

ลดอนุมูล ABTS⁺ ได้ดีเช่นเดียวกัน 
 ในส่วนของความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมด (TPC) กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ 
พบความสัมพันธ์เชิงลบในระดับสูง (r อยู่ในช่วง –0.615 ถึง –0.867) ซึ่งเป็นไปตามสมมติฐานที่ว่า ค่า
ความเข้มข้นที่ยับยั้งได้ร้อยละ 50 (IC50 ) ที่ต่ำ จะสัมพันธ์กับปริมาณสารออกฤทธิ์ที่สูง กล่าวคือ เมื่อ
ปริมาณสารฟีนอลิกเพิ่มขึ้น IC50 ของ DPPH และ ABTS จะลดลง ซึ่งสอดคล้องอย่างยิ่งกับงานวิจัย
จำนวนมากที่รายงานค่าสหสัมพันธ์เชิงลบที่แข็งแกร่งมากระหว่าง TPC และค่า IC50 ของการต้าน
อนุมูลอิสระ (Ghadigaonkar et al., 2021; Hamzah et al., 2020) ผลการทดลองนี้บ่งชี้ว่า กลุ่ม
สารโพลีฟีนอล โดยเฉพาะสารกลุ ่มกรดฟีนอลิก เช่น กรดแกลลิก (Gallic acid) และคาเทชิน 
(Catechin) (ซึ่งเป็นสารขั้วสูงที่ละลายได้ดีในเอทานอล 50%) เป็นองค์ประกอบสำคัญที่มีบทบาท
หลักในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระท้อน (Bailly, 2022; Saadah et al., 2023) 
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 ในทางตรงกันข้าม พบว่าปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (TFC) มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ
ค่า IC50 ของ ABTS (r = 0.868) และ DPPH (r = 0.637) ซึ่งหมายความว่าเมื่อปริมาณฟลาโวนอยด์
รวมเพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพการยับยั้งกลับลดลง (ค่า IC50 สูงขึ้น) แม้ผลลัพธ์นี้จะดูขัดแย้งกับทฤษฎี
ทั่วไป แต่สอดคล้องกับผลการทดลองในหัวข้อ 4.4 และ 4.6 ที่พบว่าสารสกัดที่มีค่า TFC สูงสุด (สาร
สกัดชั้นอะซีโตน) กลับมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่ำที่สุด ปรากฏการณ์นี้ชี้ให้เห็นว่า ฟลาโวนอยด์ในพืช
ชนิดนี้อาจไม่ใช่สารออกฤทธิ์หลัก แต่สารที่มีบทบาทสำคัญคือกลุ่มสารฟีนอลิกที่ไม่ใช่ฟลาโวนอยด์ 
(Non-flavonoid phenolics) และมีความขั้วสูง ซึ่งสารกลุ่มนี้ (อาทิ Gallic acid และ Tannins) มี
โครงสร้างโมเลกุลที่เหมาะสมในการทำหน้าที่เป็นผู้ให้อะตอมไฮโดรเจน (H-donor) ที่มีประสิทธิภาพ
สูงกว่า (Khoddami et al., 2013; Shahidi & Ambigaipalan, 2015) นอกจากนี้ ยังอาจเกิดจาก
ความแตกต่างของชนิดฟลาโวนอยด์ที่สกัดได้ด้วยอะซีโตน ซึ่งอาจเป็นกลุ่มที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่ำ
กว่ากลุ่มที่สกัดได้ด้วยเอทานอล (Do et al., 2014) 
 นอกจากนี้ ยังพบความสัมพันธ์ในระดับสูงระหว่างค่า IC50 ของการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
กับค่า IC50ของการต้านอนุมูลอิสระ (r = 0.763–0.809) แสดงให้เห็นว่าสารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระสูง มักจะมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงด้วยเช่นกัน ซึ่งสนับสนุนแนวคิดเรื่อง "คุณสมบัติพหุ
หน้าที่" (Multifunctional properties) ของสารสกัด (Shin et al., 2022) ความสัมพันธ์นี้บ่งชี้ว่าสาร
ออกฤทธิ์ในทั้งสามการทดสอบน่าจะเป็นสารในกลุ่มเดียวกัน คือสารฟีนอลิกขั้วสูง โดยมีกลไกความ
เป็นไปได้คือ ความสามารถในการเป็น "ตัวคีเลตทองแดง" (Copper chelator) ของสารกลุ่มนี้ ซึ่ง
ส่งผลยับยั้งทั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันและการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Hamzah et al., 2024; 
Zolghadri et al., 2019) ข้อสรุปนี้ยังได้รับการสนับสนุนจากงานวิจัยที่ยืนยันการพบ Phenolic 
acids หลายชนิดในกระท้อน (Sandoricum koetjape) (Saadah et al., 2023) ซึ่งตอกย้ำว่าสาร
กลุ่มฟีนอลิกข้ัวสูงที่ละลายในเอทานอล 50% คือสารออกฤทธิ์หลักในการศึกษาครั้งนี้ 

4.9 การจัดอันดับศักยภาพของสารสกัด (Composite Ranking Analysis) 

 เพ่ือประเมินศักยภาพโดยรวมของสารสกัดจากกระท้อน (Sandoricum koetjape (Burm.f.) 
Merr.) ในแต่ละส่วนของพืชและตัวทำละลาย ได้ทำการคำนวณคะแนนรวม (Composite Score) 
จากผลการทดสอบทั้งหมด ได้แก่ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (TPC), ปริมาณสารฟลาโว
นอยด์ทั้งหมด (TFC), ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH และ ABTS) และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
โดยให้ค่าน้ำหนักของแต่ละการทดสอบเท่ากัน และใช้แบบจำลอง  Penalized Model เพื่อปรับลด
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คะแนนของตัวอย่างที่มีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) สูงเกินไป เพ่ือให้ได้ผลลัพธ์ที่สะท้อนศักยภาพของ
สารสกัดอย่างแท้จริง 
ตารางท่ี 4.7  การจัดอันดับศักยภาพของสารสกัดจากกระท้อน (Composite Ranking; Penalized 

Model) 

ลำดับ ส่วนของพืช ตัวทำละลาย คะแนนรวม (Composite Score) 

1 ใบอ่อน 50%Ethanol 0.698 
2 ใบอ่อน 95%Ethanol 0.652 
3 กิ่งก้าน 95%Ethanol 0.519 
4 ใบแก่ 50%Ethanol 0.331 
5 กิ่งก้าน 50%Ethanol 0.248 
6 ใบแก่ 95%Ethanol 0.129 
7 ใบอ่อน Acetone -0.115 
8 กิ่งก้าน Acetone -0.181 
9 ใบแก่ Acetone -0.219 
10 เปลือก 50%Ethanol -0.348 
11 เปลือก 95%Ethanol -0.499 
12 เปลือก Acetone -1.215 

หมายเหตุ  คะแนนรวม (Composite Score) คำนวณจากการรวมค่าคะแนนมาตรฐาน (Z-score) 
ของตัวแปร 4 รายการ โดยค่า IC50 (DPPH, ABTS) ถูกแปลงเป็นค่าส่วนกลับ (1/IC50) 
ก่อนการคำนวณเพื่อให้ทิศทางข้อมูลเป็น "ค่ายิ่งสูงยิ่งดี" เช่นเดียวกับปริมาณสาร (TPC, 
TFC) คะแนนรวมที่สูงกว่า 0 แสดงถึงประสิทธิภาพที่สูงกว่าค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่าง 

 จากผลการวิเคราะห์ในตารางที่ 4.7 พบว่า สารสกัดจาก ใบอ่อนที่ใช้ตัวทำละลายเอทานอล 
50% มีคะแนนรวมสูงที่สุด (Composite Score = 0.698) (การใช้วิธีวิเคราะห์ทางสถิติแบบหลายตัว
แปร (Multivariate analysis) หรือการจัดอันดับคะแนนรวมเช่นนี้ ถือเป็นวิธีมาตรฐานที่น่าเชื่อถือใน
การคัดเลือกสภาวะการสกัดที ่ดีที ่สุด (Optimal condition) จากตัวแปรที่ซับซ้อน (Gite et al., 
2015; Hall et al., 2022) ผลลัพธ์นี้แสดงถึงศักยภาพโดยรวมที่โดดเด่นที่สุดทั้งในด้านปริมาณสาร
ออกฤทธิ ์และฤทธิ ์ทางชีวภาพ โดยมีแนวโน้มสอดคล้องกับผลการทดสอบในทุกหัวข้อก่อนหน้า 
กล่าวคือ มีค่า TPC สูงที่สุด, มีค่า IC50 ของ DPPH และ ABTS ต่ำที่สุด และมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโร
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ซิเนสที่ดีที่สุดในกลุ่มสารสกัดทั้งหมด รองลงมาคือ สารสกัดจากใบอ่อนและกิ่งก้านที่ใช้เอทานอล 
95% (Composite Score = 0.652 และ 0.519 ตามลำดับ)  
 ศักยภาพที่โดดเด่นของสารสกัดใบอ่อน 50% เอทานอล เป็นผลมาจากปัจจัยสำคัญ 2 
ประการร่วมกัน ประการแรกคือปัจจัยด้านส่วนของพืช ผลการทดลองยืนยันทฤษฎีการป้องกันตัวของ
พืช (Optimal Defense Hypothesis) ที่ระบุว่าพืชจะสังเคราะห์และสะสมสารเมตาโบไลต์ทุติยภูมิ 
(Secondary metabolites) ในปริมาณเข้มข้นบริเวณเนื้อเยื่อที่กำลังเจริญเติบโตเพ่ือป้องกันอันตราย
จากสิ่งแวดล้อม เช่น รังสียูวี (Photoprotection) ซึ่งเป็นปรากฏการณ์ที่พบในพืชหลายชนิด เช่น 
มะเขือเทศและไม้ป่าเขตร้อน (Starkevič et al., 2020; Zhang et al., 2018) ที่ใบอ่อนจะมีฤทธิ์สูง
กว่าใบแก่ ประการที่สองคือปัจจัยด้านตัวทำละลาย การที่ "50% เอทานอล" (Aqueous Ethanol) 
ให้ประสิทธิภาพสูงกว่าตัวทำละลายอื่น ยืนยันว่าระบบตัวทำละลายผสมระหว่างน้ำและเอทานอล
สามารถสกัดสารประกอบฟีนอลิกได้กว้างขวาง (Broad spectrum) และมีประสิทธิภาพดีกว่าการใช้
ตัวทำละลายบริสุทธิ์ (Biswas et al., 2023; Do et al., 2014) 
 ในทางตรงกันข้าม สารสกัดที่ใช้ อะซีโตน (Acetone) ทั้งในใบอ่อน ใบแก่ และก่ิงก้าน กลับมี
คะแนนติดลบทั้งหมด แสดงถึงศักยภาพโดยรวมที่ต่ำ สอดคล้องกับผลการทดสอบก่อนหน้านี้ที่พบว่า 
แม้จะมีปริมาณฟลาโวนอยด์ (TFC) สูง แต่กลับมีฤทธิ์ทางชีวภาพต่ำ ข้อค้นพบนี้ยืนยันอย่างชัดเจนว่า 
TFC ไม่ใช่ตัวขับเคลื่อนหลัก (Main driver) ของฤทธิ์ทางชีวภาพในงานวิจัยนี้ ซึ่งสอดคล้องกับรายงาน
ที่พบว่าสารสกัดที่มี TFC สูงอาจไม่ได้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงเสมอไปหากองค์ประกอบนั้นไม่ใช่สาร
ออกฤทธิ ์หลัก (Do et al., 2014) จึงสรุปได้ว ่า TPC เป็นตัวทำนายฤทธิ ์ท ี ่ม ีความแม่นยำกว่า 
(Ghadigaonkar et al., 2021) นอกจากนี้ สารสกัดจาก เปลือก โดยเฉพาะที่สกัดด้วยอะซีโตน  
มีคะแนนต่ำที่สุด (–1.215) สะท้อนว่าส่วนเปลือกอาจมีองค์ประกอบของสารโพลีฟีนอลที่สกัดได้ยาก
กว่า หรือมีสารที่ไม่เกี่ยวข้องกับการออกฤทธิ์ปะปนอยู่มากเมื่อใช้ตัวทำละลายที่มีขั้วต่ำ  (Mateo et 
al., 2025; Vieito et al., 2018) 
 เมื่อพิจารณาภาพรวมของคะแนนพบว่า สารสกัดจากส่วนใบของกระท้อนมีแนวโน้มให้
ศักยภาพสูงกว่าส่วนอื่นอย่างชัดเจน โดยเฉพาะใบอ่อนซึ่งมีการสังเคราะห์และสะสมสารป้องกันอนุมูล
อิสระสูงกว่าใบแก่ตามธรรมชาติของกระบวนการป้องกันตนเองของพืชต่อความเครียดจากแสงและ
สิ่งแวดล้อม (photoprotective mechanism) การที่ใบอ่อนมีฤทธิ์สูงกว่าใบแก่นี้เป็นปรากฏการณ์ที่
พบได้บ่อย โดยมีรายงานในพืชหลายชนิดที่ยืนยันว่าพืชจะผลิตสารฟีนอลิกเข้มข้นเพ่ือป้องกันเนื้อเยื่อ
ที่กำลังเจริญเติบโต (Starkevič et al., 2020; Zhang et al., 2018) ส่วนกิ่งก้านมีศักยภาพรองลงมา
เนื่องจากอาจมีองค์ประกอบของสารฟีนอลิกในระดับปานกลาง ขณะที่ส่วนเปลือกแม้จะเป็นแหล่งของ
สารโพลีฟีนอลในพืชหลายชนิด แต่ในกระท้อนพบว่ามีการสกัดได้ยากและให้ฤทธิ์ต่ำ 
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4.10 สรุปผลการทดลองภาพรวม (Overall Summary and Discussion) 

 การศึกษาครั ้งนี ้มีวัตถุประสงค์เพื ่อประเมินศักยภาพของสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของ
กระท้อน (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) ได้แก่ ใบอ่อน ใบแก่ กิ่งก้าน และเปลือก โดย
ใช ้ต ัวทำละลาย 3 ชน ิด ค ือ  50% Ethanol, 95% Ethanol และ Acetone ในการสก ัด เ พ่ือ
เปร ียบเท ียบปร ิมาณสารออกฤทธ ิ ์  (Total Phenolic Content; TPC และ Total Flavonoid 
Content; TFC) รวมถึงฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH, ABTS) และฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase Inhibition) และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของข้อมูลโดยใช้สถิติการ
สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (Pearson correlation) ผลการทดลองสามารถสรุปได้ดังนี้ 
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (TPC) พบว่า สารสกัดที่มีค่า TPC สูง
ที ่ส ุดคือ ใบอ่อน 95% EtOH (43.80 mg GAE/g) รองลงมาคือ ใบอ่อน 50% EtOH (41.71 mg 
GAE/g) และ ใบแก่–กิ่งก้าน 50% EtOH (36–37 mg GAE/g) ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มที่ไม่แตกต่างกันทาง
สถิติ (p > 0.05) สะท้อนว่าทั้งชนิดของส่วนพืชและตัวทำละลายมีอิทธิพลต่อปริมาณฟีนอลิก โดย
เฉพาะตัวทำละลายที่มีข้ัวปานกลาง (50% EtOH) ซึ่งสามารถละลายสารกลุ่มโพลีฟีนอลได้ดีที่สุด 
 ในทางกลับกัน ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (TFC) มีแนวโน้มตรงข้ามกับ TPC กล่าวคือ 
สารสกัดที่ให้ค่า TFC สูงที่สุด คือ เปลือก (Acetone; 57.09 mg QE/g) ซึ่งมีฤทธิ์ทางชีวภาพต่ำมาก 
ขณะที่สารสกัดจากใบอ่อน 50% EtOH ซึ่งมีฤทธิ์สูงสุดกลับมี TFC ต่ำที่สุด (3.01 mg QE/g) แสดงให้
เห็นว่าปริมาณฟลาโวนอยด์รวมไม่ได้เป็นตัวบ่งชี ้หลักของศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระของ
กระท้อน ซึ่งสอดคล้องกับผลสหสัมพันธ์ในหัวข้อ 4.8 ที่พบความสัมพันธ์เชิงบวก (r > 0.8) ระหว่างค่า 
TFC กับค่า IC50 ของ DPPH และ ABTS หมายถึง ยิ่งมี TFC สูง ฤทธิ์ยิ่งต่ำ 
 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ ABTS ให้ผลในทิศทางเดียวกันอย่าง
ชัดเจน โดยสารสกัดที่มีค่า IC50 ต่ำที่สุด (แสดงถึงฤทธิ์สูงสุด) คือ ใบอ่อน 50% Ethanol โดยมีค่า 
IC50 ของ DPPH เท่ากับ 78.55 µg/mL และของ ABTS เท่ากับ 76.91 µg/mL ขณะที่สารสกัด ใบ
อ่อน 95% Ethanol และ ใบแก่ 50% Ethanol มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระรองลงมา (อยู่ในกลุ่มสถิติ A 
ของการทดสอบ ABTS) ส่วนสารสกัดจาก กิ่งก้าน 95% Ethanol และ กิ่งก้าน 50% Ethanol ให้ค่า 
IC50 สูงกว่าเล็กน้อย แสดงถึงฤทธิ์ที ่อ่อนลงตามลำดับ ในขณะที่สารสกัดจาก  เปลือก โดยเฉพาะ 
เปลือก Acetone มีค่า IC50 สูงมาก (ABTS > 1000 µg/mL) บ่งชี้ถึงฤทธิ์ต่ำที่สุด แนวโน้มดังกล่าว
สอดคล้องกับค่าปริมาณ TPC ที ่ส ูงของสารสกัดกลุ ่มใบและกิ ่ง ยืนยันว่า สารโพลีฟีนอลเป็น
องค์ประกอบสำคัญท่ีมีบทบาทหลักต่อการต้านอนุมูลอิสระของกระท้อน 
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 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ Tyrosinase พบว่า สารสกัดจากใบอ่อน 50% EtOH มีค่า 
IC50 ต่ำที่สุด (355.06 µg/mL) ในขณะที่สารสกัดอ่ืนส่วนใหญ่ไม่เกิดการยับยั้งภายในช่วงความเข้มข้น
ที่ทดสอบได้ แสดงให้เห็นว่าการใช้ตัวทำละลายที่มีขั้วปานกลางเหมาะสมต่อการสกัดสารต้านเอนไซม์
มากที่สุด แม้ว่าค่าความแปรปรวน (SD) ของบางตัวอย่างจะค่อนข้างกว้าง แต่แนวโน้มโดยรวมยัง
ชัดเจนว่ากลุ่ม 50% EtOH ให้ฤทธิ์สูงสุดอย่างมีนัยสำคัญ 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการทดสอบ (หัวข้อ 4.8) ยืนยันผลแนวโน้มดังกล่าว โดย
พบความสัมพันธ์เชิงลบสูงระหว่างค่า TPC กับค่า IC50 ของ DPPH (r = –0.615), ABTS (r = –0.867) 
และ Tyrosinase (r = –0.819) ซึ่งหมายความว่ายิ่งมีปริมาณสารฟีนอลิกสูง ฤทธิ์ทางชีวภาพยิ่งสูง 
(ค่า IC50 ยิ่งต่ำ) ในขณะที่ค่า TFC มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ IC50 ของทุกการทดสอบ (r = 0.637–
0.868) ยืนยันว่าฟลาโวนอยด์รวมไม่ใช่ตัวแปรหลักท่ีกำหนดฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัด 
 ผลการจัดอันดับศักยภาพแบบรวม (Composite Ranking; 4.9) ชี้ชัดว่า ใบอ่อน 50% EtOH 
มีคะแนนรวมสูงสุด (0.698) รองลงมาคือใบอ่อน 95% EtOH (0.652) และกิ ่งก้าน 95% EtOH 
(0.519) ซึ่งสะท้อนถึงศักยภาพโดยรวมที่โดดเด่นทั้งในด้านองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพ 
ในขณะที่กลุ่มเปลือกโดยเฉพาะเปลือก Acetone มีคะแนนต่ำที่สุด (–1.215) สอดคล้องกับผลการ
ทดสอบทุกหัวข้อ 

4.11 ผลการทดสอบตำรับและความคงตัวของผลิตภัณฑ์ (Formulation and 
Stability Testing) 

 สารสกัดใบอ่อนกระท้อนด้วยเอทานอล 50% (Santol extract (50% EtOH)) ถูกนำมาใช้
เป็นสารออกฤทธิ์หลักในความเข้มข้น 1.60% (w/w) ในทั้งสองตำรับ โดยมีขั้นตอนการเตรียมเป็นไป
ตามวิธีดำเนินการวิจัยหัวข้อ 3.13.1 
 การพัฒนาตำรับเซรั่มในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์ใช้สารสกัดกระท้อน ใบอ่อน 
50% เอทานอล (Young Leaf 50% EtOH extract) ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์หลักที่แสดงฤทธิ์ต้านอนมุูล
อิสระและยับยั้งเอนไซม์ tyrosinase ได้ดีที่สุด (จากผลการทดลองใน หัวข้อ 4.1–4.9) เข้าสู่รูปแบบ
เครื่องสำอางต้นแบบ ประเภท เซรั่ม สำหรับผิวกระจ่างใสและชะลอวัย โดยออกแบบตำรับ 2 สูตร 
ได้แก่ สูตรที่ 1: Serum (เนื้อเหลว) และ สูตรที่ 2: Gel-cream (เนื้อก่ึงครีมเจล) ทั้งสองสูตรมีสี กลิ่น 
และ pH อยู่ในช่วงที่เหมาะสมต่อผิว (pH ≈ 5.5–6.5) โดย สูตร 1 มีเนื้อสัมผัสบางเบา ซึมเร็ว เหมาะ
ใช้ก่อนครีม ขณะที่ สูตร 2 ให้ความชุ่มชื้นมากกว่า เคลือบผิวได้ดี เหมาะใช้เป็นผลิตภัณฑ์ขั้นสุดท้าย 
ซึ่งถือว่ามีลักษณะทางกายภาพที่อยู่ในเกณฑ์มาตรฐานของเครื่องสำอางบำรุงผิว 
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 4.11.1 การทดสอบความคงตัวของตำรับ (Stability Testing) 
 ทำการทดสอบความคงตัวด้วยวิธี Accelerated Stability Test แบบ 6 cycle โดยเก็บ
ผลิตภัณฑ์ในอุณหภูมิ 4 °C และ 45 °C สลับกันทุก 24 ชั่วโมง ครบ 6 รอบ (รวม 12 วัน) และประเมิน
การเปลี่ยนแปลงของ สี, ความเป็นกรด-ด่าง, ความหนืด และ การตกตะกอน/แยกชั้น 
ตารางท่ี 4.8 ผลการทดสอบความคงตัวของตำรับ (6 Cycle) 

พารามิเตอร ์ สูตร 1 Serum สูตร 2 Gel-cream 

 เริ่มต้น หลัง6 cycle เริ่มต้น หลัง6 cycle 

รูปภาพ 

    
สี (L*a*b*) 56, 0.26, 2.23 58.28, 1.16, 0.4 

dL*= 2.28 
da*= 0.90 
db*= -1.84 
dE*ab*= 3.08 

95.38, -0.01, 0.28 91 .41 ,  -0 .27 ,  -
0.61 
dL*= -3.97 
da*= -0.25 
db*= -0.90 
dE*ab*= 4.08 

pH 6.33 6.10 7.00 5.43 

ความหนืด 2 1 4 4 

การแยกช ั ้น /
ตกตะกอน 

ไม่เกิดการแยกชั้น
และไม่ตกตะกอน 

ไม่เกิดการแยกชั้น
และไม่ตกตะกอน 

ไม่เกิดการแยกชั้น
และไม่ตกตะกอน 

ไม่เกิดการแยกชั้น
และไม่ตกตะกอน 

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงผลการทดสอบความคงตัวด้วยวิธีสภาวะเร่ง (Heating-Cooling Cycle) 
จำนวน 6 รอบ (1 รอบประกอบด้วย 45°C 24 ชม. สลับกับ 4°C 24 ชม.) dE*ab คือ ค่า
ความแตกต่างของสีรวม (Total Color Difference) เมื่อเปรียบเทียบกับวันเริ่มต้น ความ
หนืด แสดงเป็นระดับคะแนน 1-5 โดย: 1 = เหลวมากเหมือนน้ำ, 2 = เหลวหนืดเล็กน้อย, 
3 = เนื้อครีมปานกลาง, 4 = เนื้อครีมข้น, 5 = เนื้อครีมแข็งตัว การแยกชั้น: สังเกตด้วยตา
เปล่า (Visual observation) 
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ตารางท่ี 4.9 ผลการทดสอบความคงตัวของตำรับแบบมีสารสกัด (6 Cycle) 

พารามิเตอร์ สูตร 1 Serum สูตร 2 Gel-cream 

 เริ่มต้น หลัง6 cycle เริ่มต้น หลัง6 cycle 
รูปภาพ 

    
สี (L*a*b*) 53.07, 1.4, 7.77 

 
48.8, 6.63, 13.48 
dL*= -4.27 
da*= 5.23 
db*= 5.72 
dE*ab*= 8.85 

92.7, 0.51, 5.36 
 

85.95, 2.96, 9.69 
dL*= -6.75 
da*= 2.46 
db*= 4.33 
dE*ab*= 8.39 

pH 6.33 6.08 6.20 5.80 
ความหนืด 2 1 4 4 
การแยกชั ้น/
ตกตะกอน 

ไม่เกิดการแยกชั้น
และไม่ตกตะกอน 

ไม่เกิดการแยกชั้น
และไม่ตกตะกอน 

ไม่เกิดการแยกชั้น
และไม่ตกตะกอน 

ไม่เกิดการแยกชั้น
และไม่ตกตะกอน 

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงผลการทดสอบความคงตัวด้วยวิธีสภาวะเร่ง (Heating-Cooling Cycle) 
จำนวน 6 รอบ (1 รอบประกอบด้วย 45°C 24 ชม. สลับกับ 4°C 24 ชม.) dE*ab คือ ค่า
ความแตกต่างของสีรวม (Total Color Difference) เมื่อเปรียบเทียบกับวันเริ่มต้น ความ
หนืด แสดงเป็นระดับคะแนน 1-5 โดย: 1 = เหลวมากเหมือนน้ำ, 2 = เหลวหนืดเล็กน้อย, 
3 = เนื้อครีมปานกลาง, 4 = เนื้อครีมข้น, 5 = เนื้อครีมแข็งตัว การแยกชั้น: สังเกตด้วยตา
เปล่า (Visual observation) 

 ผลการทดสอบความคงตัวของตำรับทั้งสองสูตรภายใต้สภาวะเร่ง (Accelerated Stability 
Test, 6 cycle) (กนกวรรณ ฉัตรเง ิน , 2567; ดวงกมล เล ียวกิตต ิก ุล  และคณะ , 2553) พบว่า 
ผลิตภัณฑ์มีลักษณะกายภาพพ้ืนฐานที่แตกต่างกัน โดย สูตรที่ 1 (Serum) มีเนื้อสัมผัสบางเบา โปร่งใส 
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และไหลได้ดี ขณะที่ สูตรที่ 2 (Gel-cream) มีลักษณะกึ่งครีมเจล มีความหนืดและให้ความชุ่มชื้นสูง
กว่าเมื่อพิจารณาตำรับฐาน (Base formulation) (ตารางที่ 4.8) พบว่า สูตรที่ 1 (Serum) มีความคง
ตัวทางเคมีดี โดยค่า pH ลดลงเพียงเล็กน้อย (จาก 6.33 เป็น 6.10) ในทางตรงกันข้าม ตำรับฐานของ 
สูตรที่ 2 (Gel-cream) แสดงให้เห็นถึงความไม่คงตัวอย่างชัดเจน โดยค่า pH ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ

จาก 7.00 เหลือ 5.43 (ΔpH = -1.57) ซึ่งอยู่นอกเกณฑ์มาตรฐานที่ยอมรับได้ (±1.0) ภาวะดังกล่าว
อาจบ่งชี้ถึงการเสื่อมสภาพของสารเพ่ิมความหนืดหรือการแตกตัวของอิมัลซิไฟเออร์ภายใต้สภาวะเร่ง
อย่างไรก็ตาม เมื่อเติมสารสกัดกระท้อนใบอ่อน 50% เอทานอล ลงในตำรับ (ตารางที่ 4. 9)  พบว่า
ตำรับทั้งสองสูตรมีเสถียรภาพทางเคมีดีขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน สูตรที่ 2 (Gel-cream) ซึ่งค่า pH 

เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อย (จาก 6.20 เหลือ 5.80; ΔpH = -0.40) และอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้  ผล
การทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดกระท้อนอาจมีบทบาทในการช่วยรักษาสมดุลความเป็นกรด–ด่าง
ของตำรับ (Buffering capacity) โดยกลุ่มสารฟีนอลิก (Phenolic compounds) ซึ่งมีสมบัติเป็นกรด
อ่อน อาจทำหน้าที่เป็นสารบัฟเฟอร์ หรือช่วยป้องกันการสลายตัวของโครงสร้างเจล ทำให้สูตรที่มีสาร
สก ัดม ี เสถ ียรภาพทางเคม ีส ูงกว ่าตำร ับฐาน  (Shahidi & Ambigaipalan, 2015) ในด ้านการ
เปลี่ยนแปลงของสี พบว่าทั้งสองสูตรที่มีสารสกัด (Serum และ Gel-cream) มีค่าความแตกต่างของสี 

(ΔE) สูง (ประมาณ 8–9) โดยสีของผลิตภัณฑ์เข้มขึ้นหลังการทดสอบ  ซึ่งคาดว่าเป็นผลโดยตรงจาก
กระบวนการออกซิเดชันของสารฟีนอลิก (Phenolic oxidation) เมื่อสัมผัสกับออกซิเจนและอุณหภูมิ
สูง (Khoddami et al., 2013; Shahidi & Ambigaipalan, 2015) แม้การเปลี่ยนแปลงนี้จะไม่ส่งผล
ต่อความคงตัวของโครงสร้างตำรับ แต่จำเป็นต้องมีการศึกษาความคงตัวด้านประสิทธิภาพ (Efficacy 
stability) เพ่ิมเติม เพ่ือยืนยันว่าสารออกฤทธิ์ยังคงมีประสิทธิภาพหลังเกิดการเปลี่ยนแปลงของสี  
 ด้านความคงตัวทางกายภาพ (ความหนืด) ซึ่งประเมินโดยการให้คะแนน (1=เหลวมาก , 5=
หนืดมาก) พบว่า ที่สภาวะเริ่มต้น (ตารางที่ 4.9) สูตรที่ 1 (Serum) และ สูตรที่ 2 (Gel-cream) มี
ความหนืดแตกต่างกันตามลักษณะของตำรับอย่างชัดเจน (เช่น คะแนนเริ่มต้นประมาณ 2 และ 4 
ตามลำดับ) หลังผ่านสภาวะเร่ง พบว่า สูตรที่ 1 (Serum) มีแนวโน้มความหนืดลดลงเล็กน้อย (เช่น 
จากคะแนน 2 ลดเหลือ 1) ซึ่งอาจเกิดจากการสลายพันธะของพอลิเมอร์เมื่อสัมผัสอุณหภูมิสูงเป็น
เวลานาน ในขณะที่ สูตรที่ 2 (Gel-cream) สามารถรักษาค่าความหนืดได้คงที่ใกล้เคียงเดิม (เช่น 
คะแนน 4 คงที่ที่ 4) แสดงถึงเสถียรภาพทางโครงสร้างที่ดีกว่า นอกจากนี้ ไม่พบการแยกชั้นหรือการ
ตกตะกอน (Phase separation) ในตำรับที่มีสารสกัดทั้งสองสูตร ในตำรับที่มีสารสกัดทั้งสองสูตร ซึ่ง
เป็นเกณฑ์สำคัญในการยอมรับความคงตัวของผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางสมุนไพร (ดวงกมล เลียวกิตติกุล 
และคณะ, 2553) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ (CONCLUSION AND RECOMMENDATION) 

5.1 สรุปผลการวิจัย (Conclusion) 

การศึกษาครั ้งนี ้มีวัตถุประสงค์เพื ่อประเมินศักยภาพของสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของ
กระท้อน (Sandoricum koetjape (Burm.f.) Merr.) ได้แก่ ใบอ่อน ใบแก่ เปลือก และกิ่งก้าน โดย
ใช้ต ัวทำละลาย 3 ชนิด (50% เอทานอล , 95% เอทานอล และอะซิโทน) เพื ่อเปรียบเทียบ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ , การยับยั ้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และหาความสัมพันธ์ของ
องค์ประกอบทางเคมีต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ พร้อมทั้งพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต้นแบบเพื่อความกระจ่างใส
และชะลอวัย 

ผลการวิจัยสรุปได้ว่า สารสกัดจากใบอ่อนที่สกัดด้วย 50% เอทานอล (Young Leaf 50% 
EtOH extract) เป็นตัวอย่างที่มีศักยภาพทางชีวภาพสูงที่สุด โดยแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (ผ่านการ
ทดสอบ DPPH และ ABTS) และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีที่สุด ศักยภาพที่โดดเด่นนี้เป็นผลมา
จาก ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (TPC) ซึ่งตรวจพบในปริมาณสูงในสารสกัดกลุ่ม 50% เอ
ทานอล ในทางตรงกันข้าม ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (TFC) ไม่แสดงความสัมพันธ์กับฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่วัดได้ โดยสารสกัดที่มี TFC สูง (เช่น เปลือกอะซิโตน) กลับมีฤทธิ์ต่ำ จึงชี้ชัดว่าสารกลุ่มฟี
นอลิกที่มีขั้ว (Polar phenolics) เป็นองค์ประกอบหลักที่รับผิดชอบต่อฤทธิ์ดังกล่าว การวิเคราะห์
ทางสถิติสนับสนุนข้อสรุปนี้อย่างชัดเจน การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ (Correlation Analysis) ยืนยัน
ว่า TPC มีความสัมพันธ์เชิงลบในระดับสูงมากกับค่า IC50 ของทุกการทดสอบ (ยิ่งมีฟีนอลิกมาก ฤทธิ์
ยิ่งสูง) ในขณะที่ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสมีความสัมพันธ์เชิงบวกต่อกันใน
ระดับสูงมาก ซึ่งสะท้อนว่ามาจากสารออกฤทธิ์กลุ ่มเดียวกัน นอกจากนี้ การจัดอันดับศักยภาพ 
(Composite Ranking Analysis) ยังยืนยันว่า ใบอ่อน 50% EtOH มีคะแนนรวมสูงสุดอย่างโดดเด่น 
ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ต้นแบบ พบว่าสารสกัดใบอ่อน 50% เอทานอล สามารถนำไปพัฒนาเป็นสูตร 
Gel-cream ที่มีความคงตัวดี โดยไม่พบการแยกชั้นหรือตกตะกอนหลังการทดสอบสภาวะเร่ง ผลลัพธ์
ที่สำคัญคือ สารสกัดกระท้อนไม่เพียงแต่ไม่ทำให้ตำรับเสื่อมสภาพ แต่กลับมีบทบาทช่วย เสริมความ
คงตัวทางเคมี (Chemical stability) ให้กับตำรับฐานได้อย่างมีนัยสำคัญ โดยช่วยรักษาค่า pH ให้อยู่
ในเกณฑ์มาตรฐานได้ดีกว่าตำรับฐานที่ไม่มีสารสกัด กล่าวโดยสรุป งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นอย่างชัดเจน
ว่า ใบอ่อนของกระท้อนที่สกัดด้วย 50% เอทานอล เป็นแหล่งของสารออกฤทธิ์ธรรมชาติที่มีศักยภาพ
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สูง ทั้งในด้านการต้านอนุมูลอิสระ การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และการเสริมเสถียรภาพของระบบ
สูตรเครื่องสำอาง 

5.2 ข้อเสนอแนะ (Recommendation) 

จากการศึกษาวิจัยในครั ้งนี ้ ผู ้ว ิจัยมีข้อเสนอแนะเพื ่อการต่อยอดองค์ความรู ้และการ
ประยุกต์ใช้ในอนาคต ดังนี้ 

5.2.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีเชิงลึก 
ควรมีการวิเคราะห์สารประกอบเชิงล ึก (Advanced Phytochemical Profiling) ด้วย

เทคนิคที ่ม ีความละเอียดสูง เช ่น LC-MS/MS หรือ NMR เพื ่อระบุและพิส ูจน์เอกลักษณ์ของ
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์อ่ืน ๆ ที่มีบทบาทสำคัญต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ แต่ไม่ได้ถูกตรวจวัด
ในการวิเคราะห์ด้วย HPLC ในการศึกษานี ้

5.2.2 การศึกษาประสิทธิภาพในแบบจำลองระดับเซลล์ 
ควรมีการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับเซลล์ ( In vitro cellular models) เพื่อยืนยัน

ประสิทธิภาพของสารสกัด ได้แก่ การทดสอบการยับยั ้งการสร้างเมลานินในเซลล์เมลาโนไซต์ 
(Melanogenesis assay)  และ การทดสอบฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ผิวหนัง (Cellular ROS 
inhibition assay) 

5.2.3 การประเมินความปลอดภัยของสารสกัด 
เพ่ือรองรับการพัฒนาผลิตภัณฑ์ในเชิงพาณิชย์ ควรดำเนินการทดสอบความปลอดภัยของสาร

สกัดเพิ่มเติมอย่างเป็นระบบ ได้แก่ การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity test), การ
ทดสอบการระคายเคืองผิว (Skin irritation test)  และการทดสอบการแพ้ในอาสาสมัคร (Human 
patch test) 

5.2.4 การศึกษาความคงตัวด้านประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ 

เนื ่องจากผลการทดสอบพบการเปลี ่ยนแปลงของสีในตำรับอย่างชัดเจน (ΔE 8–9) ซึ่ง
สันนิษฐานว่าเกิดจากกระบวนการออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลิก (Phenolic oxidation) จึงมี
ความจำเป็นอย่างยิ่งที่ต้องศึกษา ความคงตัวด้านประสิทธิภาพ (Efficacy stability) เพื่อประเมินว่า
การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพดังกล่าว ส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ (เช่น ฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ) เมื่อเวลาผ่านไปหรือไม่ 
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5.2.5 การต่อยอดเชิงพาณิชย์และการตลาด 
ผลการวิจัยนี้สามารถนำไปต่อยอดพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เครื่องสำรางบำรุงผิวได้หลากหลาย

รูปแบบ (เช่น Brightening serum, Anti-aging cream) โดยเฉพาะสูตร Gel-cream ที่แสดงความ
คงตัวดีเยี ่ยม ซึ่งควรพัฒนาในระดับอุตสาหกรรมต่อไป พร้อมทั้งศึกษา การยอมรับของผู้บริโภค 
(Consumer perception test) เพ่ือประเมินศักยภาพทางการตลาด 

5.2.6 การส่งเสริมเศรษฐกิจชุมชนและความยั่งยืน 
การใช้วัตถุดิบจาก “กระท้อน” ซึ่งเป็นพืชพื้นถิ่นของไทย สามารถต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์

สมุนไพรท้องถิ่นที่มีมูลค่าเพิ่มสูง สอดคล้องกับโมเดล เพื่อส่งเสริมเศรษฐกิจชุมชนและสร้างความ
ยั่งยืนให้กับอุตสาหกรรมความงามของไทย 
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