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บทคัดย่อ
สตาร์แอปเปิ้ล (Chrysophyllum cainito L.) หรือต้นน�้านม เป็นไม้ยืนต้นที่ผลกินได้ มีสรรพคุณ 

ทางยาหลายประการ เช่น ต้านเบาหวานและต้านการอักเสบ สารออกฤทธ์ิที่ส�าคัญในสตาร์แอปเปิ้ลเป็นสาร
ประเภทฟลาโวนอยด์ ซ่ึงมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านออกซิเดชัน ต้านมะเร็ง และต้านการอักเสบ งานวิจัยนี้
มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบเอทานอลและส่วนย่อย (CCF1-CCF4) จากผล
ดิบสตาร์แอปเปิ้ลเพื่อประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอาง ซ่ึงผลการทดสอบพบว่า สารสกัดหยาบมีปริมาณ 
ฟีนอลิกรวม เท่ากับ 0.34±0.01 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร ซึ่งด้อยกว่าส่วนย่อย  
CCF4 (0.41±0.01 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร) เล็กน้อย ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น  
5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนย่อย CCF4 แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีที่สุด (0.3±0.00 มิลลิกรัมสมมูล 
ของกรดแอสคอร์บิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร) และยังสามารถรีดิวซ์เฟอริกได้ดีที่สุด (FRAP value 1.01±0.03 
มลิลกิรมัสมมลูของกรดแอสคอร์บกิต่อสารสกดั 1 มลิลลิิตร) ส่วนย่อย CCF4 สามารถยบัยัง้ไทโรซเินสได้ 51.82%  
และที่ความเข้มข้นในถาดหลุม 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนย่อย CCF4 แสดงฤทธิ์ยับยั้งคอลลาจิเนสได้ 
37.45% และมีฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งเซลล์ 15.06%  ผลการศึกษาบ่งชี้ว่าส่วนย่อย CCF4 มีสารออกฤทธิ์ที่ดีเป็น
องค์ประกอบ เหมาะที่จะน�าไปพัฒนาเพื่อน�าไปใช้เป็นส่วนผสมในเครื่องส�าอาง 

คําสําคัญ: สตาร์แอปเปิ้ล ต้านออกซิเดชัน ต้านไทโรซิเนส ต้านคอลลาจิเนส

*ผู้ประสานงานหลัก (Corresponding Author) 
E-mail: parichat@tsu.ac.th

24

วารสารวิชาการซายน์เทค มรภ.ภูเก็ต ปีที่ 6 ฉบับที่ 1 พ.ศ. 2565                               PKRU SciTech Journal 6(1) 2022

ฟีนอลิกรวม ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ฤทธิ์ต้านไทโรซิเนส ฤทธิ์ต้านคอลลาจิเนส
และฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งเซลล์ของสารสกัดผลดิบสตาร์แอปเปิ้ล



Abstract
Star apple (Chrysophyllum cainito L.), or Namnom in Thai, is a tropical edible plant.  

It has been reported to possess various beneficial medicinal properties such as antidiabetic and 
anti-inflammatory. The main active ingredients in star apple are flavonoids which have biological 
activity in antioxidation, anticancer, and anti-inflammatory. The objective of this research was 
to evaluate the biological activity of crude ethanol extract and their fractions (CCF1-CCF4) from 
the green fruit of star apple for application in cosmetic products. The results showed that the 
total phenolic content of the crude extract was 0.34±0.01 mg GAE/mL extract, which was slightly 
less than that of fraction CCF4 (0.41±0.01 mg GAE/mL extract). At an initial concentration of  
5 mg/mL, fraction CCF4 displayed the greatest scavenging activity against DPPH radical (0.31±0.00 
mg AAE/mL extract) and also the best reducing ferric iron (FRAP value 1.01±0.03 mg AAE/mL 
extract). Fraction CCF4 inhibited tyrosinase by 51.82% and at a final concentration of 50 µg/mL, 
fraction CCF4 inhibited 37.45% collagenase inhibition and stimulated the cell proliferation with 
15.06%. The results of the study indicated that fraction CCF4 contains good active ingredients. 
It is suitable for development for being used as an ingredient in cosmetics. 

Keywords: chrysophyllum cainito, antioxidant, anti-tyrosinase, anti-collagenase
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บทนํา 
ปัจจบุนัผูบ้รโิภคให้ความสนใจผลติภัณฑ์เคร่ืองส�าอางทีมี่สารช่วยป้องกนัแสงแดด ท�าให้ผวิกระจ่างใส  

ลดเลือนริ้วรอย และชะลอวัย เพื่อช่วยให้ผิวพรรณดูดีตามวัยหรือดูอ่อนกว่าวัย แต่สารออกฤทธิ์ท่ีมีใน 
เครื่องส�าอางบางชนิดส่งผลเสียต่อสุขภาพในระยะยาว ท�าให้ผู้ผลิตน�าสารสกัดจากธรรมชาติมาใช้ในผลิตภัณฑ์
เครื่องส�าอางมากขึ้น เนื่องจากเป็นที่สนใจและต้องการของผู้บริโภค 

สารออกฤทธิ์จากธรรมชาติที่มีศักยภาพในการลดเรือนริ้วรอย ลดการเกิดผิวหมองคล�้า และชะลอวัย  
มกัจะเป็นสารประเภทฟีนอลกิ เช่น สารกลุม่ฟลาโวนอยด์ เป็นต้น ซึง่สารประเภทนีม้ฤีทธิใ์นการต้านออกซเิดชนั
ที่ดี และยับยั้งการท�างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสซ่ึงเป็นเอนไซม์ส�าคัญที่กระตุ้นการสร้างเม็ดสี ท�าให้ผิว 
หมองคล�้า สารกลุ่มนี้สามารถจับกับโลหะในโครงสร้างของเมทาโลเอนไซม์ (metalloenzyme) ที่บริเวณเร่ง  
(active site) ได้ ท�าให้ลดการสร้างเม็ดสีจากการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ทั้งน้ีโครงสร้างของฟลาโวนอยด ์
บางชนดิมหีมูแ่อลฟา-คโีต (  -keto) หรอื 3-ไฮดรอกซี (3-hydroxy) ซึง่มโีครงสร้างคล้ายกบัหมู่ไดไฮดรอกซฟีีนลิ
ของ 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA) จะท�าให้สามารถจับคอปเปอร์ได้ [1] และยับยั้งการท�างาน
ของเอนไซม์คอลลาจิเนสได้ในระดับหนึ่ง หากร่างกายมีปริมาณคอลลาจิเนสมากจะกระตุ้นการท�าลายเส้นใย 
คอลลาเจนท�าให้ปริมาณคอลลาเจนลดลง ส่งผลให้เซลล์ผิวหนังเส่ือมสภาพ เป็นที่มาของการเกิดริ้วรอยหรือ 
การแก่ก่อนวัย [2] ซึ่งสารประเภทนี้มักจะไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

ต้นสตาร์แอปเปิ้ล หรือ ต้นน�้านม พืชพื้นเมืองของไทย เวียดนาม และกัมพูชา นิยมรับประทานเป็น
ขนมหวาน มสีรรพคณุในการป้องกนัโรคเบาหวาน และต้านการอกัเสบ เปลอืกต้นน�ามาต้มเป็นยาบ�ารงุ ยาชกู�าลงั  
และยาแก้ไอ จากการสืบค้นข้อมูลพบว่าสารสกัดเมทานอลผลสดสตาร์แอปเปิ้ลจากประเทศสหรัฐอเมริกา 
แสดงสมบตัต้ิานอนมุลูอสิระในระดบัด ี(IC

50
 22 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) และพบสารประกอบฟีนอลกิทีแ่สดงฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระในระดับดี จ�านวน 9 สาร ซึ่งโครงสร้างล้วนมีหมู่ไฮดรอกซิลบนวงเบนซีนที่ต�าแหน่ง 1,2- หรือ 
ortho [3] มรีายงานเพ่ิมเตมิว่าเปลอืกผลสตาร์แอปเป้ิลในประเทศเมก็ซโิกเป็นแหล่งของสารต้านออกซเิดชนัทีม่ี
ประสทิธภิาพสงู สามารถน�าไปใช้ในอตุสาหกรรมอาหารและเภสชักรรมได้ [4] แต่ยงัไม่มีการรายงานเกีย่วกบัฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส เอนไซม์คอลลาจิเนส และฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งเซลล์ของสตาร์แอปเปิ้ลในประเทศไทย  
ผู้วิจัยจึงสนใจน�าผลสตาร์แอปเปิ้ลท่ีปลูกในประเทศไทยมาศึกษาปริมาณฟีนอลิกรวม ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน  
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและเอนไซม์คอลลาจิเนส และฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งเซลล์ของสารสกัดหยาบและ 
ส่วนย่อยจากผลดิบ เพื่อประเมินศักยภาพในการน�าไปใช้เป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอาง

วัตถุประสงค์
เพื่อเป็นข้อมูลในการประเมินศักยภาพของสารสกัดผลดิบสตาร์แอปเปิ้ลต่อการน�าไปใช้เป็นส่วนผสม

ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอาง 

วิธีดําเนินการวิจัย
พืชตัวอย่าง
ผลดบิสตาร์แอปเป้ิล (Chrysophyllum cainito L.) เกบ็จากอ�าเภอจฬุาภรณ์ จงัหวดันครศรธีรรมราช 

เมื่อช่วงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2563 ยืนยันช่ือท้องถิ่นโดยปราชญ์ชาวบ้านใน อ�าเภอจุฬาภรณ์ และ 
ยืนยันชื่อวิทยาศาสตร์โดย ดร. ปวีณา แก้วอุบล นักพฤกษศาสตร์จากสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  
มหาวิทยาลัยทักษิณ
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การเตรียมสารสกัดหยาบและส่วนย่อย
หัน่ผลดบิสตาร์แอปเป้ิลเป็นชิน้ขนาดเลก็ และน�าไปอบทีอ่ณุหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส จนมนี�า้หนกัคงที่ 

น�าพืชตัวอย่างแห้ง น�้าหนัก 202.01 กรัม มาสกัดด้วยเอทานอลที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน กรองและระเหย
ตัวท�าละลายออกด้วยเครื่องระเหยแบบลดความดัน (rotary evaporator) น�าสารสกัดหยาบ (CCF) น�้าหนัก
ประมาณ 25 กรัม มาแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบรวดเร็ว (quick column chromatography) 
โดยใช้ซิลิกาเจล 60H เป็นเฟสคงที่ (stationary phase) และใช้ตัวท�าละลายผสมระหว่างไดคลอโรมีเทนและ 
เอทานอลเป็นเฟสเคลื่อนท่ี (mobile phase) วิเคราะห์ส่วนแยกย่อย (fraction) ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟ ี
แผ่นบาง (thin layer chromatography) และรวมส่วนแยกย่อยที่คล้ายกันเข้าด้วยกัน ได้เป็นส่วนย่อยจ�านวน 
4 ส่วน (CCF1 - CCF4) น�าสารสกัดหยาบและส่วนย่อยที่ได้ไปท�าแห้งด้วยการแช่เยือกแข็ง (freeze dry) เก็บ
สารสกัดหยาบและส่วนย่อยไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ

การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม
การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม ดัดแปลงมาจากวิธีของ Vichit & Saewan [5] โดยน�าสารตัวอย่าง

ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ผสมกับน�้า DI (น�้าปราศจากไอออน) ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร และ Folin-ciocalteu reagent ปริมาตร 25 ไมโครลิตร วางไว้ 5 นาที และเติม 7% Na

2
CO

3 

ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ผสมเข้าด้วยกัน ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60 นาที และน�าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader (UVM 340, Biochrom) ค�านวณ 
ปริมาณฟีนอลิกรวมจากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก โดยรายงานค่าในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อ
สารสกัด 1 มิลลิลิตร

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH assay)
การทดสอบความสามารถในการดกัจบัหรอืต้านอนมุลูอสิระ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

ดัดแปลงมาจากวิธีของ Vichit & Saewan [5] โดยน�าสารตัวอย่างความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร มาผสมกับสารละลาย 0.1 มิลลิโมลาร์ DPPH ปริมาตร 195 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน และวาง
ในที่มืด 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง และน�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader ค�านวณความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH จากกราฟมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 
โดยรายงานค่าในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร

การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริก (FRAP assay)
การทดสอบความสามารถในการรดีวิซ์เฟอรกิ ดดัแปลงมาจากวธิขีอง Vichit & Saewan [5] โดยน�าสาร

ตัวอย่างความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาผสมกับ 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
(pH 7.2) และ สารละลาย 1% K

3
[Fe(CN)

6
] ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และวางไว้ 60 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เติม

สารละลาย 10% CCl
3
CO

2
H ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และ น�้า DI ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืน

แสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร (A1) ด้วยเครื่อง microplate reader จากนั้นเติม 0.1% 
เฟอริกคลอไรด์ (FeCl

3
) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 700 

นาโนเมตร (A2) ค�านวณหาค่าการดูดกลืนแสงของ Fe2+ จากสูตร
ค่าการดูดกลืนแสงของ Fe2+ = (A2–A1)

sample
 – (A2–A1)

control

เมื่อ  (A2–A1)
sample

 คือ ผลต่างค่าการดดูกลืนแสงของสารละลายหลงัและก่อนเติมเฟอรกิคลอไรด์ (มสีารตัวอย่าง) 
 (A2–A1)

control
 คอื ผลต่างค่าการดดูกลนืแสงของสารละลายหลงัและก่อนเติมเฟอรกิคลอไรด์ (ไม่มสีารตวัอย่าง)

ค�านวณหาค่าความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริกโดยใช้กราฟมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก และรายงาน
ค่าในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร เลือกสารตัวอย่างที่แสดงฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันในระดับดี คือ CCF3 และ CCF4 มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและเอนไซม์คอลลาจิเนส 
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และฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งเซลล์
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ดัดแปลงมาจากวิธีของ Nurrochmad และคณะ [6] โดย

เตรียมสารละลายตัวอย่างความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในเอทานอล น�าสารละลายตัวอย่างปริมาตร 
20 ไมโครลิตร มาผสมกับสารละลายผสมของ 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.8) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
และ 1 มิลลิโมลาร์ L-DOPA ปริมาตร 40 ไมโครลิตร อุ่นในอ่างน�้าควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติม 200 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ของเอนไซม์ไทโรซิเนส (ที่ละลายใน 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ (pH 6.8) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และอุ่นในอ่างน�้าควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate 
reader โดยใช้กรดโคจิกเป็นสารมาตรฐาน ค�านวณหาร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส จากสูตร

ร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส = [(A
control

 – A
sample

)/A
control

] ×100
เมื่อ A

control
 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในถาดหลุมควบคุม (ไม่มีสารตัวอย่าง) 

และ A
sample

 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในถาดหลุมที่มีสารตัวอย่าง
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจิเนส
การทดสอบฤทธิใ์นการยบัยัง้การท�างานของเอนไซม์คอลลาจเินส ดดัแปลงมาจากวธิขีอง Nurrochmad 

และคณะ [6] โดยใช้ MMP-1 colorimetric drug discovery kit โดยเตรียมสารละลายตัวอย่างความเข้มข้น  
0.1-1.0 มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร เตมิสารละลาย 153 มลิลยินูติต่อไมโครลติร MMP-1 (matrix metalloproteinase-1) 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และสารละลาย 1.3 ไมโครโมลาร์ N-isobutyl-N-(4-methoxyphenylsulfonyl) 
glycylhydroxamine acid ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในสารตัวอย่าง และน�าไปอุ่นในอ่างน�้าควบคุมอุณหภูมิ 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เพื่อให้ตัวยับยั้งและเอนไซม์ท�าปฏิกิริยากัน จากนั้นเติม  
100 ไมโครโมลาร์ ของซับสเตรท ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงไปในปฏิกิริยาข้างต้น และน�าไปวัดค่าการดูดกลืน 
แสงที่ความยาวคล่ืน 412 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader ค�านวณหาร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ 
คอลลาจิเนส จากสูตร

ร้อยละการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจิเนส = [(A
control

 – A
sample

)/A
control

] ×100
เมื่อ A

control 
คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในถาดหลุมควบคุม (ไม่มีสารตัวอย่าง) 

และ A
sample

 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในถาดหลุมที่มีสารตัวอย่าง
การทดสอบฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งเซลล์
การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการแบ่งเซลล์ ดัดแปลงมาจากวิธีของ Vichit & Saewan [7] โดยน�าเซลล์

ผิวหนังมนุษย์ (human dermal fibroblast cell) มาเลี้ยงในอาหาร DMEM (dulbecco’s modified eagle 
medium) ที่มี 10 % FBS (fetal bovine serum) และเสริมด้วย 1% เพนิซิลิน-สเตรปโตมัยซิน จากนั้นน�า
เซลล์ไปใส่ในถาดหลุมที่ความเข้มข้น 2000 เซลล์ต่อหลุม และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะ
ที่มี 5% CO

2 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

น�าสารสกัดความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide)  
มาเจือจางด้วย DMEM (โดยไม่มี FBS) ให้มีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น�าสารละลายไปกรองและ 
ฆ่าเชื้อผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร และเตรียมสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 25, 50, 75 และ 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เติมสารตัวอย่างลงไปในเซลล์ที่เตรียมไว้ และน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ในตูบ่้มทีม่ ี5% CO

2 
ก�าจดัอาหารเลีย้งเชือ้ และเตมิสารละลาย 0.1 มลิลิกรมัต่อมลิลิลิตร MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และน�าไป 
บ่ม 4 ชั่วโมง และเมื่อครบเวลา เติมไดเมทิลซัลฟอกไซด์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และน�าไปบ่มต่ออีก 30 นาที  
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วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader ค�านวณ
หาค่าร้อยละของการแบ่งเซลล์ ตามสมการ

ร้อยละการแบ่งเซลล์ = [(A
sample

 – A
control

)/A
control

] ×100
เมื่อ A

control
 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในถาดหลุมควบคุม (ไม่มีสารตัวอย่าง) 

และ A
sample 

คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในถาดหลุมที่มีสารตัวอย่าง
การวิเคราะห์ทางสถิติ
การทดลองทุกรูปแบบจะท�า 3 ซ�้า และน�าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS รุ่น 

11.5 ส�าหรับ Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) วิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวด้วยโปรแกรม 
ANOVA และรายงานผลการทดลองด้วยค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

ผลการวิจัย
น�าผลดิบสตาร์แอปเปิ้ลแห้งน�้าหนัก 202.01 กรัม มาสกัดด้วยเอทานอลได้สารสกัดหยาบ (CCF)  

น�้าหนัก 30.40 กรัม คิดเป็นร้อยละ 15.05 โดยน�้าหนัก เมื่อน�ามาแยกให้เป็นส่วนย่อยด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี 
แบบรวดเร็ว ได้ส่วนย่อยจ�านวน 4 ส่วน (CCF1-CCF4) ซึ่งสารองค์ประกอบส่วนใหญ่ที่มีในส่วนผลดิบสตาร์
แอปเปิ้ลเป็นสารประกอบที่มีข้ัวปานกลางและขั้วสูง โดยส่วนย่อย CCF1 และ CCF2 มีน�้าหนักค่อนข้างน้อย  
สารส่วนใหญ่จะอยู่ในส่วนย่อย CCF3 และ CCF4 ซึ่งถูกชะออกมากับ 20% และ 30% เอทานอลในไดคลอโร
มีเทน ตามล�าดับ

ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม
การวเิคราะห์ปรมิาณฟีนอลกิรวม โดยน�าสารตวัอย่างมาผสมกบั Folin-ciocalteu reagent ปฏกิริยิา

ที่เกิดขึ้นคือสารประกอบฟีนอลิกจะไปรีดิวซ์รีเอเจนต์ เกิดเป็นสารละลายสีน�้าเงินซ่ึงมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด
ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ค�านวณปริมาณฟีนอลิกรวมจากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก y = 2.4113x + 
0.0214 (R2 = 0.9993) และรายงานปริมาณฟีนอลิกรวมในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อสารสกัด  
1 มลิลลิติร ซึง่ผลการวเิคราะห์พบว่าสารสกดัหยาบมปีรมิาณฟีนอลกิรวมเท่ากบั 0.34±0.01 มลิลกิรมัสมมลูของ
กรดแกลลิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร และในส่วนย่อย CCF1-CCF4 จะมีปริมาณฟีนอลิกรวมเพิ่มขึ้นตามสภาพขั้ว
ของเฟสเคลื่อนที่ (0.04±0.02, 0.08±0.01, 0.33±0.02 และ 0.41±0.01 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อสาร
สกัด 1 มิลลิลิตร ตามล�าดับ) โดยส่วนย่อย CCF4 ซึ่งชะออกมาด้วย 30% เอทานอลในไดคลอโรมีเทน มีปริมาณ 
ฟีนอลิกรวมมากที่สุด ซึ่งปริมาณฟีนอลิกรวมของส่วนย่อย CCF4 นี้มีค่ามากกว่าในสารสกัดหยาบเพียงเล็กน้อย

ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH
การทดสอบประสิทธิภาพในการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดหยาบและส่วนย่อยที่ความ 

เข้มข้นเริ่มต้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยพิจารณาจากการลดลงของปริมาณอนุมูลอิสระ DPPH ซึ่งเป็น
สารละลายสีม่วง และดูดกลืนแสงได้ดีท่ีความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ถ้าในตัวอย่างมีสารองค์ประกอบที่ให้ 
อนุมูลอิสระไฮโดรเจนได้ดี จะท�าให้สารละลายมีสีม่วงจางลงหรือกลายเป็นสีเหลือง โดยเทียบกับกราฟ 
มาตรฐานกรดแอสคอร์บิก และค�านวณจากสมการ y = 254.3x + 5.509 (R2 = 0.9971) รายงานผลในหน่วย
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร (mg AAE/mL extract) ผลการทดสอบพบว่าสาร
สกัดหยาบแสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้เพียง 0.15±0.01 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อสาร
สกัด 1 มิลลิลิตร ซึ่งด้อยกว่าส่วนย่อยที่มีขั้วสูงประมาณ 2 เท่า โดยส่วนย่อย CCF4 แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ได้ดีที่สุด ที่ระดับ 0.31±0.00 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร และใกล้เคียง
กับ CCF3 ซึ่งยับย้ังอนุมูลอิสระ DPPH ท่ีระดับ 0.30±0.01 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อสารสกัด  
1 มิลลิลิตร ดังภาพที่ 1
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ภาพที่ 1 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH และความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริกของสารตัวอย่าง

ผลการทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริก
การทดสอบประสิทธิภาพในการรีดิวซ์เฟอริกของสารสกัดหยาบและส่วนย่อย ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 

5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยอาศัยปฏิกิริยารีดอกซ์และติดตามการเปลี่ยนแปลงสีของสารประกอบเชิงซ้อนเหล็ก 
โดยเมื่อสารประกอบเชิงซ้อน Fe3+ ได้รับอิเล็กตรอนจากสารต้านอนุมูลอิสระจะเปลี่ยนไปอยู่ในรูปสารประกอบ
เชงิซ้อน Fe2+ ทีม่สีนี�า้เงนิ โดยวเิคราะห์ความสามารถในการรดีวิซ์เฟอรกิด้วยการเปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐาน
กรดแอสคอร์บิก และค�านวณจากสมการ y = 2.0978x-0.0195 (R2 = 0.9987) และรายงานผลเป็นค่า FRAP 
value ในหน่วยมลิลกิรมัสมมลูของกรดแอสคอร์บกิต่อสารสกดั 1 มลิลลิติร ผลการทดลองพบว่าค่า FRAP value 
ของสารสกัดหยาบมีค่าเท่ากับ 0.50±0.02 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร และ 
ส่วนย่อย CCF1-CCF4 แสดงความสามารถในการรดีวิซ์เฟอรกิ ด้วยค่า FRAP value ในช่วง 0.04-1.01 มลิลกิรมั
สมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร โดยส่วนย่อย CCF4 แสดงความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริก 
ได้ดีที่สุด ล�าดับรองคือ CCF3 ด้วยค่า FRAP value เท่ากับ 1.01±0.03 และ 0.98±0.03 มิลลิกรัมสมมูล
ของกรดแอสคอร์บิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร ในขณะที่ CCF1 และ CCF2 มีความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริก 
ต�่ามาก ดังภาพที่ 1 

ผลจากการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH และ FRAP พบว่าสารสกัดหยาบแสดงฤทธิ์ใน
ระดับค่อนข้างต�่า ในขณะที่ส่วนย่อย CCF3 และ CCF4 ฤทธิ์ต้านอออกซิเดชันในระดับที่น่าสนใจ สอดคล้องกับ
ปริมาณฟีนอลิกรวมที่มีในส่วนย่อย จึงเลือกส่วนย่อยทั้งสองนี้ไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์   ไทโรซิเนส เอนไซม์
คอลลาจิเนส และฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งเซลล์ ต่อไป

ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท�างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี Dopachrome โดยใช้ L-DOPA 

เป็นสารตั้งต้น ซึ่งเอนไซม์ไทโรซิเนสจะเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยน L-DOPA ไปเป็น L-Dopaquinone ซึ่ง
จะเปลี่ยนไปเป็น Dopachrome ด้วยกระบวนการออกซิเดชันเกิดเป็นสารละลายสีส้มแดง มีค่าการดูดกลืน
แสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร ซึ่งศักยภาพในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของส่วนย่อย CCF3 
และ CCF4 มีค่อนข้างต�่า โดยที่ความเข้มข้นของสารตัวอย่างในถาดหลุม 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงฤทธิ์ได้ 
ใกล้เคียงกัน คิดเป็นร้อยละ 50.30±1.85 และ 51.82±1.38 ตามล�าดับ ดังภาพที่ 2 ซ่ึงมีศักยภาพด้อยกว่า 
กรดโคจิก (ความเข้มข้นในถาดหลุม 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีร้อยละการยับยั้ง 64.37±2.63) ซึ่งจากร้อยละ
ของการยับยั้งเอนไซม์ของส่วนย่อย บ่งชี้ว่าส่วนย่อย CCF3 และ CCF4 มีสารออกฤทธิ์ที่มีศักยภาพในการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นองค์ประกอบค่อนข้างน้อย 
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ภาพที่ 2 ร้อยละการยบัยัง้ไทโรซเินส (ความเข้มข้นในถาดหลมุ 5 มลิลิกรมัต่อมลิลลิติร) ยบัยัง้คอลลาจเินส และ 
 การกระตุ้นการแบ่งเซลล์ (ความเข้มข้นในถาดหลุม 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ของส่วนย่อย CCF3  
 และ CCF4 

ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจิเนส
ผลการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจิเนสของส่วนย่อย CCF3 และ CCF4 โดยวิเคราะห์การลดลง

หรือการถูกยับยั้งของ MMP-1 ซึ่งเป็นเอนไซม์หลักที่ส�าคัญในการตอบสนองต่อการถูกท�าลายของคอลลาเจนที่
ผิวหนัง ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร ผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้นใน 
ถาดหลุมของสารตัวอย่าง 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนย่อย CCF3 และ CCF4 แสดงศักยภาพในการยับยั้ง
เอนไซม์คอลลาจิเนสได้ไม่ดีนัก คิดเป็นร้อยละ 29.71±2.40 และ 37.45±0.83 ตามล�าดับ ดังภาพที่ 2

ผลการทดสอบฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งเซลล์
การทดสอบฤทธิก์ระตุน้การแบ่งเซลล์ใช้ MTT assay ในการวเิคราะห์การเกิดปฏกิริยิารีดกัชนัของเกลือ 

tetrazolium (สเีหลอืง) ซึง่มีอยูใ่นเซลล์ทีม่ชีวิีตซึง่จะเปล่ียนเป็นผลกึ formazan (สีม่วง) โดยผลึกดงักล่าวละลาย
ได้ในรีเอเจนต์ที่ใช้ ปริมาณสีม่วงที่เพิ่มขึ้นจะหมายถึงปริมาณของเซลล์มีชีวิตเพิ่มขึ้นด้วย การทดสอบศักยภาพ 
ของส่วนย่อย CCF3 และ CCF4 ต่อกระบวนการแบ่งเซลล์ผิวหนงั พบว่าทีค่วามเข้มข้นในถาดหลุม 50 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตร สารสกัดมีศักยภาพในการกระตุ้นการแบ่งเซลล์ คิดเป็นร้อยละ 12.41±1.90 และ 15.06±1.71  
ตามล�าดับ ดังภาพที่ 2 จากผลการทดลองพบว่าส่วนย่อยที่มีขั้วสูงกว่าจะมีศักยภาพในการกระตุ้นกระบวนการ
แบ่งเซลล์ที่ดีกว่า ซึ่งความเข้มข้นที่เหมาะสมคือ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และจากข้อมูลภาพที่ 3 จะเห็นได้
ว่าที่ความเข้มข้นต�่ากว่าหรือสูงกว่า 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เซลล์มีการแบ่งตัวน้อยลง

 

ภาพที่ 3 ร้อยละการแบ่งเซลล์ของส่วนย่อย CCF3 และ CCF4 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ
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อภิปรายผลการวิจัย 
ผลจากการวจิยั สารสกดัหยาบผลดิบสตาร์แอปเป้ิลมปีรมิาณฟีนอลิกรวมเท่ากบั 0.34±0.01 มลิลกิรมั

สมมูลของกรดแกลลิกต่อสารสกัด 1 มิลลิลิตร (เท่ากับ 68±2.0 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก ต่อสารสกัด  
1 กรัม) และมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในระดับค่อนข้างต�า่ (ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 0.15±0.01 มิลลิกรัมสมมูล 
ของกรดแอสคอร์บกิต่อสารสกดั 1 มลิลลิติร คดิเป็นร้อยละ 43.37±1.54 และมคีวามสามารถในการรดีวิซ์เฟอรกิ 
0.50±0.02 มลิลกิรมัสมมลูของกรดแอสคอร์บกิต่อสารสกดั 1 มลิลิลิตร ซึง่แตกต่างจากการรายงานโดย Kubola 
และคณะ ที่น�าผลดิบสตาร์แอปเปิ้ลแห้งน�้าหนัก 1 กรัม มาสกัดด้วย 80% เมทานอล 10 มิลลิลิตร เป็นเวลา  
2 ชัว่โมง เมือ่น�าสารสกดัทีไ่ด้ปรมิาตร 0.1 มลิลลิติร มาวเิคราะห์ พบว่ามปีรมิาณฟีนอลกิรวม เท่ากบั 17.88±3.70 
มลิลกิรมัสมมลูของกรดแกลลกิต่อ 1 กรมั มฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ DPPH (ยบัยัง้ร้อยละ 94.40±0.78) และ FRAP 
(36.98±0.09 มิลลิโมลของ FeSO

4
 ต่อ 1 กรัม) [8] ซึ่งตัวเลขที่มีความแตกต่างกัน เนื่องจากใช้วิธีการทดสอบที่ 

แตกต่างกัน และตัวอย่างต่างกัน (พื้นท่ีเพาะปลูกและอายุพืชต่างกัน) ท�าให้ปริมาณฟีนอลิกและฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันต่างกัน โดยศักยภาพของสารสกัดหยาบและส่วนย่อยผลดิบสตาร์แอปเปิ้ลในการดักจับอนุมูลอิสระ 
DPPH และการรีดิวซ์เฟอริกมีความสอดคล้องกับปริมาณฟีนอลิกรวม นั่นคือน่าจะมีสารต้านออกซิเดชันเป็น 
องค์ประกอบอยู่ในส่วนย่อย CCF3 และ CCF4 โดย CCF4 มีความโดดเด่นที่สุด น่าจะมีสารกลุ่มฟีนอลิกที่มีหมู่
ไฮดรอกซิลอยู่ในต�าแหน่งออร์โธหรือต�าแหน่งพาราเป็นองค์ประกอบ

สารองค์ประกอบในส่วนย่อย CCF4 เป็นสารฟีนอลิกที่มีสภาพขั้วค่อนข้างสูง การยับยั้งเอนไซม ์
ไทโรซิเนสของสารองค์ประกอบในส่วนย่อยน้ีน่าจะเป็นผลจากหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ของสารประกอบฟีนอลิก 
เกิดพันธะไฮโดรเจนกับบริเวณเร่ง หรือบริเวณใกล้เคียงกับบริเวณเร่งของเอนไซม์ ส่งผลให้การท�างานของ
เอนไซม์มีประสิทธิภาพลดลง ซ่ึงสอดคล้องกับสมบัติการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจิเนส สารประกอบฟีนอลิกจะม ี
ผลให้เอนไซม์มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างส่งผลให้เอนไซม์ไม่สามารถท�างานได้ [9] และยังพบว่าสารในกลุ่ม 
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ส่วนใหญ่มีสมบัติในการเป็นตัวจับ (chelators) ที่สามารถจับกับ Zn2+ บริเวณเร่งของ 
เอนไซม์ ส่งผลให้เอนไซม์ไม่สามารถท�างานได้อย่างปกติ [10] นอกจากนี้ ที่ความเข้มข้นในถาดหลุม  
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร CCF4 ยังสามารถกระตุ้นการแบ่งเซลล์ผิวหนังได้ในระดับหนึ่ง ซึ่งสารองค์ประกอบ 
ในส่วนย่อยนี้มีสมบัติที่เหมาะแก่การน�าไปพัฒนาเพื่อประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอางโดยต้องผ่าน
กระบวนการแยกเอาสารออกฤทธิ์มาใช้

สรุปผลการวิจัย
การสกัดผลดิบสตาร์แอปเปิ้ลแห้งน�้าหนัก 202.01 กรัม ด้วยเอทานอล ได้สารสกัดหยาบน�้าหนัก  

30.40 กรมั (ร้อยละ 15.05) น�าไปแยกด้วยเทคนคิโครมาโทรกราฟีแบบรวดเรว็ ได้ส่วนย่อย 4 ส่วน (CCF1-CCF4) 
สารสกดัหยาบมปีรมิาณฟีนอลกิรวมและฤทธ์ิต้านออกซเิดชนัในระดบัค่อนข้างต�า่ ในขณะทีส่่วนย่อย CCF3-CCF4 
มีปริมาณฟีนอลิกสูงกว่า และมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH และ FRAP ในระดับดีกว่า เมื่อน�าไปทดสอบ
ฤทธิย์บัยัง้เอนไซม์ไทโรซเินสและคอลลาจเินส พบว่าส่วนย่อย CCF3 และ CCF4 แสดงฤทธิย์บัยัง้เอนไซม์ทัง้สอง
ชนดิได้ในระดบัทีย่งัไม่ดมีากนกั โดยส่วนย่อย CCF4 แสดงฤทธิไ์ด้ดทีีส่ดุในทกุการทดสอบ และยงักระตุน้การแบ่ง
เซลล์ผิวหนังได้ดีที่สุดอีกด้วย ส่วนย่อย CCF4 ควรผ่านกระบวนการแยกเอาสารออกฤทธิ์ก่อนที่จะน�าไปพัฒนา
และประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอาง

กิตติกรรมประกาศ 
งานวจิยันีไ้ด้รบัทนุสนบัสนนุจากส�านกังานสภานโยบายการอดุมศกึษา วทิยาศาสตร์ วจิยัและนวตักรรม
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