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งานวิจัยนีมี้วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีพีพีเอชและฤทธ์ิต้าน

เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกัดจากใบมะตูมสามช่วงการเจริญเติบโต  (ยอด ใบ
อ่อน  และใบโตเต็มท่ี) และสารสกัดจากผลมะตูมสามลักษณะ (มะตูมนิ่ม มะตูมไข่ และมะตูม
บ้าน) และศกึษาระดบัการแสดงออกของยีนลิโมนีนซินเทสซึ่งคาดว่าจะเก่ียวข้องกับสารออกฤทธ์ิ
ในใบมะตูมด้วยวิธี semiquantitative polymerase chain reaction นอกจากนีท้ าการวิเคราะห์
ปริมาณสารมาร์มีโลซินในผลมะตมูโดยวิเคราะห์เทียบกบัสารมาตรฐานโดยใช้ high performance 
thin layer chromatography (HPTLC) ผลการศึกษาในใบ พบ acyclic monoterpenes ในยอด 
ไม่พบในใบอ่อนและใบโตเต็มท่ี แต่จะพบ sesquiterpenes แทน สารสกัดจากยอดมีฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระดีท่ีสดุ (IC50 = 417.32 µg/ml) ในขณะท่ีสารสกดัจากใบโตเต็มท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะ
เซทิลโคลีนเอสเตอเรสดีท่ีสุด (IC50= 475.39 µg/ml) ซึ่งมีฤทธ์ิเป็น 1/4 เท่าของสารกาลันตามีน
และระดบัการแสดงออกของยีนลิโมนีนซินเทสเพิ่มขึน้เม่ือใบเจริญขึน้  การศึกษาในผลพบว่า ผล
มะตูมไข่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีท่ีสุด (IC50 = 377.74 µg/ml)  ปริมาณสารมาร์มีโลซินและฤทธ์ิ
ต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสไม่สมัพนัธ์กัน กล่าวคือผลมะตมูนิ่มมีปริมาณสารมาร์มีโล
ซินมากท่ีสุด (1.01 mg/100 mg of spray dried) ในขณะท่ีผลมะตูมบ้านมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะ
เซทิลโคลีนเอสเตอเรสดีท่ีสุด (IC50= 124.71 µg/ml) ดังนัน้ใบมะตูมและผลมะตูมน่าจะน ามา
ศึกษาเพิ่มเติมเพ่ือพัฒนาไปเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพ เช่น เคร่ืองด่ืมเพ่ือสุขภาพ หรือผลิตภัณฑ์
สมนุไพรส าหรับป้องกนัหรือชะลอการเกิดภาวะสมองเส่ือม 
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The study investigated the activities against DPPH radical and 

acetylcholinesterase (AchE) using colorimetric method in leaf at various ages (shoots, 
young leaves and mature leaves) and various types of fruit (matoomnim, matomkhai and 
matoomban) of Aegle marmelos (known as matoom, Family Rutaceae). The terpenoid 
profile as well as the expression level of limonene synthase gene (lim) in the leaves were 
determined. Finally, marmelosin content was estimated in the fruits using high 
performance thin layer chromatography. The results demonstrated that 
acyclic monoterpenes were found only in shoots, whereas sesquiterpenes were found 
when the leaves developed. Among the leaves, the shoots (IC50=417.32 µg/ml) exhibited 
the highest radical scavenging activity, whereas the mature leaves (IC50=475.39 µg/ml) 
exhibited the highest activity against AchE. The expression level of lim increased during 
shoots developed to mature leaves. Among the fruits, matoomkhai (IC50=377.74 µg/ml) 
exhibited the highest radical scavenging activity, whereas matoomban 
(IC50=124.71 µg/ml) exhibited the highest activity against AchE. In addition, marmelosin 
content was highest in matoomnim. The A. marmelos leaves and fruits are regarded as 
a potential food supplement to delay or prevent AD. 

 
Keyword : Aegle marmelos radical scavenging acetylcholinesterase inhibitor limonene 
synthase gene 
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บทที่ 1 
บทน า 

1. ความเป็นมาความส าคัญของปัญหาการวิจัย 
 ในปัจจบุนัประเทศไทยมีแนวโน้มมีผู้สงูอายซุึง่มีความเส่ียงจากการเป็นโรคอลัไซเมอร์เพิ่ม
สงูขึน้ โดยเฉพาะผู้สงูอายท่ีุมีอายมุากกวา่ 60 ปี พบว่าเป็นโรคอลัไซเมอร์อยูป่ระมาณร้อยละ 11.1 
ผู้สูงอายุท่ีมีอายุมากกว่า 80 ปี พบว่ามีความเส่ียงของโรคเพิ่มสูงขึน้ถึงร้อยละ 41.1 และจ านวน
ประชากรท่ีมากขึน้ มีช่วงชีวิตท่ียาวขึน้ ท าให้จ านวนผู้ ป่วยสงูอายท่ีุเป็นโรคอลัไซเมอร์มีแนวโน้มท่ี
สูงขึน้ ในปี พ.ศ. 2548 มีการส ารวจจ านวนผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคอัลไซเมอร์มีประมาณ 229,000 ราย 
และคาดการณ์ว่าจะมีจ านวนผู้ ป่วยเพิ่มสูงขึน้เป็น 450,000 รายในปี พ.ศ. 2568 (โครงการการ
ประเมินเทคโนโลยีและนโยบายด้านสุขภาพ, 2554) นอกจากนีใ้นสหรัฐอเมริการายงานผู้ ป่วย    
อลัไซเมอร์เพิ่มจ านวนสงูขึน้ ในปัจจบุนัพบว่ามีผู้ ป่วยจ านวน 4 ล้านราย และในปี พ.ศ. 2568 จะมี
ผู้ ป่วยถึง 10 ล้านราย รวมไปถึงมีการประมาณการค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลเป็นมูลค่าถึง 
38,000 ดอลลา่สหรัฐ ตอ่ผู้ ป่วย 1 รายในการรักษา 1 ปี (Sloane et al., 2002) 
 ปัจจบุนัมีแนวทางการรักษาโรคอลัไซเมอร์แบง่ออกเป็น การใช้ยาและไม่ใช้ยา ซึ่งเป็นการ
รักษาท่ีควบคู่กันไป การรักษาด้วยยาเป็นการรักษาเพียงการชะลออาการสมองเส่ือม และพบว่า
การรักษาด้วยยากาลันตามีน (galantamine) เป็นทางเลือกท่ีคุ้ มค่าจากการประเมินต้นทุน 
อรรถประโยชน์ของยาในกลุ่ ม  acetylcholine esterase inhibitors (โครงการการประ เมิ น
เทคโนโลยีและนโยบายด้านสขุภาพ, 2556) อย่างไรก็ตาม ยาไม่ได้รักษาโรคให้หายขาด เน่ืองจาก
มีกลไกการออกฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสเพียงอย่างเดียว แต่ด้วยพยาธิ
สรีรวิทยาของการเกิดโรคอัลไซเมอร์เกิดจากหลายปัจจัยร่วมกัน เช่น cholinergic hypothesis, 
oxidative stress, amyloid cascade hypothesis เป็น ต้น  (Guimarães, Serafini, & Quintans-
Júnior, 2014; Kulshreshtha & Piplani, 2016; Awanish Kumar & Kumar, 2018; A. Kumar, 
Singh, & Ekavali, 2015; Mohamed, Shakeri, & Rao, 2016) รวมทัง้ผลของยายังท าให้ เกิด
อาการไม่พึงประสงค์อีกด้วย นอกจากนีย้งัมีรายงานการป้องกันหรือชะลอการเกิดโรคอลัไซเมอร์
โดยใช้สมุนไพรหลายชนิด เช่น แปะก๊วย บวับก พรมมิ เป็นต้น ซึ่งมีความสามารถลดการท าลาย
สารส่ือประสาทอะเซทิลโคลีนในสมอง (Akhondzadeh & Abbasi, 2006; Singhal, Bangar, & 
Naithani, 2012)  
 มะตูม (Aegle marmelos, Family Rutaceae) เป็นพืชสมุนไพรอีกชนิดหนึ่ ง ท่ีผู้ วิจัย
ประเมินวา่มีศกัยภาพในการชะลอการเกิดโรคอลัไซเมอร์ ด้วยเหตผุลดงันี ้ 
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1. จากการศึกษาใน Caenorhabditis elegans พบว่าสารสกัดจากผลมะตูมสามารถ
ยับยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตีนอะไมลอยด์ เบต้า และป้องกันการเกิด  oxidative stress ได้ ซึ่ง
กระบวนการดงักล่าวเก่ียวข้องกับ amyloid cascade hypothesis (วรพรรณ สิทธิถาวร, รุ่งเพชร 
แก้วเกษ, & อมรทศัน์  สดใส, 2559) 

2. ใบมะตูมประกอบด้วยสารกลุ่ม โมโนเทอร์ปีนหลายชนิด เช่น limonene ocimene 
pinene เป็นต้น มีการศกึษาแสดงให้เห็นว่า สารกลุ่มดงักล่าวมีคณุสมบตัิทางเภสชัจลนศาสตร์ท่ีดี 
คือ มีโมเลกุลขนาดเล็ก โมเลกุลมีความชอบไขมัน จึงคาดว่าจะสามารถเข้าเซล ล์ของระบบ
ประสาทได้ดี  (Guimarães et al., 2014; Herman & Herman, 2015) โดยเข้าจับกับบริเวณ 
hydrophobic pocket ของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส (Dos Santos, Gomes, Pinto, 
Camara, & Paes, 2018) อาจสง่ผลตอ่การเกิดความบกพร่องในการท างานของเอนไซม์ดงักล่าว  

3. พบสารมาร์มีโลซินในผลมะตมู ซึ่งสารชนิดนีมี้อีกช่ือหนึ่งว่า imperatorin ช่วยป้องกัน
การสูญเสียความจ าในหนูท่ีถูกกระตุ้นโดย scopolamine เพ่ือท าให้ความจ าบกพร่องจากการลด
ปริมาณ  acetylcholine ในสมอง และป้องกันการเกิด oxidative stress (Budzynska et al., 
2015) สารชนิดนีย้งัสามารถผ่าน blood-brain barrier ได้ดี ดงันัน้จึงสามารถออกฤทธ์ิในสมองได้ 
และมีรายงานว่ามีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส (Dhankhar, Ruhil, Balhara, 
Dhankhar, & Chhillar, 2011; Nirupama, Padmasri, Ramesh, & Vasanthi, 2012; Tun & 
Kang, 2017) 

อะเซทิลโคลีนเป็นสารส่ือประสาทในสมอง มีหน้าท่ีเก่ียวกับความจ า ความคิด และ
พฤติกรรมต่างๆ ท่ีเก่ียวข้องการด าเนินชีวิต การสร้างสารส่ือประสาทอะเซทิลโคลีนท่ีลดลง ท าให้
เกิดความผิดปกติของระบบประสาทได้ เช่น การเกิดโรคสมองเส่ือม หรือโรคอัลไซเมอร์ ซึ่ง
กระบวนการเกิดโรคอัลไซเมอร์ เกิดได้หลายกลไกร่วมกัน กล่าวคือ การสะสมของโปรตีนอะไม
ลอยด์ เบต้า จ านวนมากในบริเวณ synapse ของเซลล์ประสาทในสมอง ส่งผลท าให้เกิด 
oxidative stress  และเกิดการท าลายเซลล์ประสาท ท าให้การผลิตสารส่ือประสาทอะเซทิลโคลีน
ลดลง (Kulshreshtha & Piplani, 2016; Awanish Kumar & Kumar, 2018; A. Kumar et al., 
2015; Mohamed et al., 2016) การยบัยัง้การท าลายของสารส่ือประสาทอะเซทิลโคลีนโดยยบัยัง้
การท างานของเอนไซม์ อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส และยับยัง้การเกิด oxidative stress สามารถ
ชะลอการเกิดโรคอัลไซเมอร์ได้ ดังนัน้ผู้ วิจัยจึงสนใจศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้าน
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสในใบและผลมะตมู ซึ่งการประเมินฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ประเมิน
จากความสามารถในการจับกับอนุมูลอิสระของ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และ
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การประเมินฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส ประเมินจากความสามารถในการยบัยัง้
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส นอกจากนีย้งัสนใจศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน limonene 
synthase ซึ่ ง เป็ น ยีนหลัก ในการสัง เคราะ ห์  cyclic monoterpenes ใน ใบมะตูม ช่ วงการ
เจริญเติบโตต่างๆ เพ่ือเป็นแนวทางในการประยุกต์เทคโนโลยีชีวภาพมาใช้ในการผลิตสารส าคญั
ในมะตมู 

2. วัตถุประสงค์การวิจัย 
 1. เพ่ือประเมินฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัจากใบมะตมูบ้าน 3 ชว่งการเจริญเติบโต 
(ยอด ใบอ่อนและใบโตเต็มท่ี) และสารสกดัจากผลมะตมูนิ่ม ผลมะตมูไข่ และผลมะตมูบ้าน โดย
วดัการต้านอนมุลูอิสระท่ีเกิดจากดีพีพีเอช  
 2. เพ่ือประเมินฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกดัจากใบมะตมูบ้าน  
3 ช่วงการเจริญเติบโต (ยอด ใบอ่อนและใบโตเต็มท่ี) และสารสกัดจากผลมะตมูนิ่ม ผลมะตมูไข ่
และผลมะตมูบ้าน  
 3. เพ่ือประเมินระดับการแสดงออกของยีน limonene synthase (lim) ในใบมะตูมบ้าน    
3 ช่วงการเจริญเติบโต (ยอด ใบอ่อน และใบโตเต็มท่ี) โดยเทคนิค semiquantitative polymerase 
chain reaction  
 4. เพ่ือศกึษาทางพฤกษเคมี (TLC, GC) และวิเคราะห์ปริมาณสารมาร์มีโลซินด้วยเทคนิค 
high performance thin layer chromatography  

3. สมมตฐิานวิจัย 
1. ชนิดสารกลุม่เทอร์ปีนอยด์สมัพนัธ์กบัชว่งการเจริญเติบโตของใบมะตมูบ้าน 
2. ช่วงการเจริญเติบโตของใบมะตมูบ้าน (ยอด ใบอ่อน ใบโตเต็มท่ี) สมัพนัธ์กับฤทธ์ิต้าน

อนมุลูอิสระและฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส 

3. ชว่งการเจริญเติบโตของใบมะตมูบ้านสมัพนัธ์กบัระดบัการแสดงออกของยีน limonene 
synthase 

4. ลกัษณะของผลมะตมู (มะตมูนิ่ม มะตมูไข ่มะตมูบ้าน) มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและฤทธ์ิ
ต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสแตกตา่งกนั 

5. ปริมาณสารมาร์มีโลซินมีความสมัพนัธ์กบัฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส 
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4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
งานวิจยันีเ้ป็นประโยชน์ตอ่นกัวิจยัและผู้สนใจ โดยผลการศกึษาแสดงให้เห็นถึงระดบัการ

แสดงออกของยีน lim ในใบมะตมูบ้าน 3 ช่วงการเจริญเติบโต (ยอด ใบอ่อน และใบโตเต็มท่ี) ฤทธ์ิ
ในการต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิในการต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสในสารสกัดจากผล
มะตมู 3 ลกัษณะ (มะตมูนิ่ม มะตมูไข่ และมะตมูบ้าน) และใบมะตูมบ้าน 3 ช่วงการเจริญเติบโต 
น าไปสู่การประยกุต์ใช้เทคโนโลยีชีวภาพในการผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระและมีฤทธ์ิ
ในการต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสตอ่ไป 

5. ขอบเขตของงานวิจัย 
งานวิจัยนีเ้ป็นงานวิจัยเชิงทดลองที่มุ่งเน้นการศึกษาดังนี ้

1. การประเมินเบือ้งต้นในฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอ
เรสของสารกลุม่เทอร์ปีนอยด์ (limonene ocimene pinene) และสารสกดัจากใบมะตมูบ้าน 3 ชว่ง
การเจริญเติบโต (ยอด ใบอ่อน และใบโตเต็มท่ี ) โดยเทคนิค high performance thin layer 
chromatography  

2. การประเมินเบือ้งต้นในฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอ
เรสของสารมาร์มีโลซิน (marmelosin) สารเออีจีลีน (aegeline) และสารสกัดจากผลมะตูม 3 
ลกัษณะ (ผลมะตมูนิ่ม ผลมะตมูไข่ และผลมะตมูบ้าน) โดยเทคนิค high performance thin layer 
chromatography  

3. ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบมะตูมบ้าน 3 ช่วงการเจริญเติบโต (ยอด ใบ
ออ่นและใบโตเตม็ท่ี) และสารสกดัจากผลมะตมูนิ่ม ผลมะตมูไข ่และผลมะตมูบ้าน โดยเทคนิค UV 
spectrophotometry (microplate reader)  

4. ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารลิโมนีน สารสกดัจากใบมะตมูบ้าน 3 
ช่วงการเจริญเติบโต (ยอด ใบอ่อนและใบโตเต็มท่ี) สารมาร์มีโลซิน สารสกัดจากผลมะตมูนิ่ม ผล
มะตมูไข ่และผลมะตมูบ้าน โดยเทคนิค UV spectrophotometry (microplate reader) 

5. ระดับการแสดงออกของยีน limonene synthase (lim) ในใบมะตูมบ้าน 3 ช่วงการ
เจริญเติบโต (ยอด ใบอ่อน และใบโตเต็มท่ี) โดยเทคนิค semiquantitative polymerase chain 
reaction  

6. วิเคราะห์ปริมาณสารมาร์มีโลซินในผลมะตูมทัง้สามลักษณะ โดยเทคนิค high 
performance thin layer chromatography  
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7. วิ เคราะห์องค์ประกอบของสารกลุ่ม เทอร์ปีนอยด์ในใบมะตูมบ้านโดยใช้ Gas 
chromatography โดยการจ้างวิเคราะห์ 

6. กรอบแนวคิด 

 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิด 

7. นิยามศัพท์เฉพาะ  
1. ยอด หมายถึง ใบท่ีมีสีน า้ตาลแดง อยูบ่ริเวณล าดบัท่ี 1-3 จากยอดใบ  
2. ใบออ่น หมายถึง ใบท่ีมีสีเขียวปานกลาง อยูบ่ริเวณล าดบัท่ี 4-6 จากยอดใบ  
3. ใบโตเตม็ท่ี หมายถึง ใบท่ีมีสีเขียวเข้ม อยูบ่ริเวณล าดบัท่ี 7-8 จากยอดใบ  
4. มะตมูนิ่ม หมายถึงผลมะตมูท่ีมีลกัษณะผลรูปไขท่ี่คอ่นข้างรียาว เปลือกผลนิ่ม  
5. มะตูมไข่ หมายถึงผลมะตูมท่ีมีลักษณะผลรูปไข่ กลมกว่ามะตูมบ้าน มีขนาดเล็ก 

เปลือกผลบาง  
6. มะตมูบ้าน หมายถึงผลมะตมูท่ีมีลกัษณะผลรูปไขท่ี่คอ่นข้างรียาว เปลือกผลแข็ง  

8. นิยามเชิงปฏิบัตกิาร 
1. ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ หมายถึงผลการค านวณจากสมการ  

%Inhibition = (Absorbance of control – Absorbance of sample) x 100/Absorbance of 
control  
IC50 = (50-c)/m โดยค านวณจากสมการเส้นตรง y = mx+c (m=ความชนั c=จดุตดัแกน y) 

2. ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส หมายถึงผลการค านวณจากสมการ 
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%Inhibition = (Absorbance of control – Absorbance of sample) x 100 /Absorbance of 
control  
IC50 =(50-c)/m โดยค านวณจากสมการเส้นตรง y = mx+c (m=ความชนั c=จดุตดัแกน y) 
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บทที่ 2 
การทบทวนวรรณกรรม 

 ในการศึกษาวิจัยครัง้นี ้ผู้ วิจัยได้ศึกษางานวิจัยและเอกสารท่ีเก่ียวข้อง และได้น าเสนอ
หวัข้อการทบทวนวรรณกรรม ดงัตอ่ไปนี ้
 1. ลกัษณะทัว่ไปของมะตมู 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 
องค์ประกอบทางเคมีและองค์ประกอบของน า้มนัหอมระเหยในมะตมู 
ฤทธ์ิทางเภสชัวิทยา 

 2. การเกิดโรคอลัไซเมอร์ 
 3. การต้านอนมุลูอิสระ 
 4. การต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส 
 5. หลกัการวิเคราะห์ด้วย GC 
 6. หลกัการวิเคราะห์ด้วย HPTLC 
 7. กระบวนการชีวสงัเคราะห์น า้มนัหอมระเหยในพืช 
 8. การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนด้วย semiquantitative polymerase chain 
reaction 

1. ลักษณะท่ัวไปของมะตูม 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

มะตมู (Aegle marmelos, วงศ์ Rutaceae) เป็นไม้พืน้เมืองท่ีส าคญัชนิดหนึ่งของประเทศ
ไทย พบได้ในประเทศตา่งๆ เช่น อินเดีย อินโดนีเซีย  มะตูมเป็นพืชท่ีเป็นแหล่งอาหารและ  มีกลิ่น
หอมเฉพาะตวั มีน า้มนัหอมระเหยอยู่ในส่วนของใบและผลเป็นหลกั ล าต้นสูงประมาณ 18 เมตร 
เปลือกล าต้นสีเทาเรียบมีร่องตืน้ เนือ้ไม้แข็ง มีสีขาวแกมเหลือง ใบประกอบแบบขนนก ใบย่อยรูป
ไข่ ผลมีเปลือกแข็งเรียบ มีเมล็ดจ านวนมาก (Pati & Muthukumar, 2013) มะตมูท่ีพบในประเทศ
ไทย มี 3 ลักษณะ คือ มะตูมนิ่ม (ภาพประกอบ 3) มีลักษณะคล้ายมะตูมบ้าน แต่เปลือกผล
ค่อนข้างนิ่ม มะตมูนิ่มไม่ได้ใช้เป็นอาหาร แต่ใช้ในยาแผนไทยหลายต ารับ และเป็นองค์ประกอบ
ส าคญัในต ารับยาอายวุฒันะ มะตมูอีกลกัษณะหนึ่ง เรียกว่ามะตมูไข่ มีผลรูปไข่ (ภาพประกอบ 2-
3) แต่กลมกว่ามะตูมบ้าน มีขนาดเล็ก เปลือกผลบาง และลักษณะสุดท้าย คือ มะตมูทั่วไปหรือ
มะตมูบ้าน (ภาพประกอบ 2-3) มีผลรูปไขท่ี่คอ่นข้างรียาว มีเปลือกแข็งมาก มะตมูลกัษณะนีห้าได้ 
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ง่าย และผลอ่อนน ามาใช้เป็นอาหาร เช่น ท าน า้มะตูม มะตูมเช่ือม (ดวงจันทร์ เกรียงสุวรรณ, 
2546) 

 

ภาพประกอบ 2 แสดงผลมะตมูบ้าน (A) ผลมะตมูไข่ (B) 

 

ภาพประกอบ 3 แสดงผลมะตมูนิ่มแห้ง (A) ผลมะตมูไขแ่ห้ง (B) ผลมะตมูบ้านแห้ง (C) 

องค์ประกอบทางเคมีและองค์ประกอบของน า้มันหอมระเหยในมะตูม 
 มีหลายการศึกษาท่ีพบสารส าคญัมีอยู่ในส่วนของผล ใบ เปลือก ราก และดอกของมะตมู 
เป็นสารจ าพวก alkaloids  coumarins  terpenoids  เป็นต้น (ตาราง 1) (Choudhary, Saxena, 
Kumar, Kumar, & Pratap, 2017; Verma, Padalia, & Chauhan, 2014) องค์ประกอบของน า้มัน
หอมระเหยส่วนใหญ่เป็นกลุ่มโมโนเทอร์ปีน ซึ่งพบมากในใบ เช่น limonene พบร้อยละ 31-90.3 

β-ocimene พบร้อยละ 0.7-7.9 α-pinene พบน้อยกว่าร้อยละ 0.05 ถึงร้อยละ 7.5 เป็นต้น 
(Verma et al., 2014) เป็นสารท่ีมีมวลโมเลกุลต ่า โมเลกุลมีความชอบไขมนั (lipophilic) มีความ
เป็นพิษต ่า มีสมบตัทิางเภสชัจลนศาสตร์ท่ีดี (Wojtunik-Kulesza et al., 2017) 
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ตาราง 1 แสดงองค์ประกอบทางเคมีท่ีส าคญัในใบและผลมะตมู  

กลุม่สาร ชนิดสาร สว่นของพืชท่ีพบ 

แอลคาลอยด์ aegeline ใบและผล 
marmelide ใบและผล 

dictamine ผล 
คมูาริน 

 
 

เทอร์ปีนอยด์ 
 

marmelosin ผล 

marmasin ผล 
psoralin 
limonene  
ocimene  
pinene 

β-phellandrene 

β-ocimene 
germacrene B 

β-elemene 
caryophyllene 

γ-elemene 

    α-humulene 
   germacrene D 

  β-farnesene 
allo-aromadenedrene 

γ-cuprenene  
  carvone 

α-muuolene      

 α-terpieol 
 p-cymene              

ผล 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
ใบ 
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ท่ี ม า : ดัดแปลงจาก  (Choudhary et al., 2017 ; Manandhar, Paudel, Sharma, & 
Karki, 2018; Mohamed et al., 2016; Verma et al., 2014) 

 Limonene (ภาพประกอบ 4) มีสูตรโมเลกุล C10H16 โดยมีน า้หนกัโมเลกุลเท่ากับ 136.23 
g/mol มีสมบัติทางเคมีกายภาพ เป็นของเหลว ไม่มีสี มีกลิ่นเลมอน ระเหยง่าย ไม่ละลายน า้ 
ละลายได้ในแอลกฮอลล์ มีจดุวาบไฟ (flash point) เทา่กบั 35 องศาเซลเซียส จดุเดือดเทา่กบั 176 
องศาเซลเซียส (National Center for Biotechnology Information, 2004) 
 

 

ภาพประกอบ 4 แสดงสตูรโครงสร้าง limonene 

ท่ีมา: (National Center for Biotechnology Information, 2004) 

 Marmelosin (ภาพประกอบ 5) หรือ imperatorin มีสูตรโมเลกุล C16H14O4 โดยมีน า้หนัก
โมเลกุลเท่ากับ 270.28 g/mol มีสมบตัิทางเคมีกายภาพ เป็นของแข็ง ละลายน า้ได้น้อย ละลาย   
ได้ ดี ในแอลกฮอลล์  มี จุดหลอม เหลวเท่ ากับ  102 องศาเซล เซียส  (National Center for 
Biotechnology Information, 2005) 

 

ภาพประกอบ 5 แสดงสตูรโครงสร้างสารมาร์มีโลซิน 

ท่ีมา: (National Center for Biotechnology Information, 2005) 
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 Aegeline (ภาพประกอบ 6) มีสูตรโมเลกุล C18H19NO3 โดยมีน า้หนักโมเลกุลเท่ากับ 
297.3 g/mol มีสมบัติทางเคมีกายภาพ  เป็นของแข็ง (National Center for Biotechnology 
Information, 2007) 

 
 

ภาพประกอบ 6 แสดงสตูรโครงสร้างสารเออีจีลีน 

ท่ีมา: (National Center for Biotechnology Information, 2007) 

ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา 
 มีหลายการศึกษาพบว่า มะตูมมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา เช่น เพิ่มระดบัอินซูลิน ลดระดับ
ไขมนั ต้านอนมุลูอิสระ ต้านจลุชีพ ต้านภาวะสมองเส่ือม (ตาราง 2) เป็นต้น นอกจากนีย้งัมีการน า
ผลมะตูมใช้ในชีวิตประจ าวัน  เช่น ท าเป็นน า้มะตูม พุดดิง้มะตูม และยังน ามาใช้รักษาภาวะ
ท้องเสียเรือ้รัง โรคบิด และโรคกระเพาะอาหาร ส่วนใบมะตมูยงัช่วยรักษาแท้งคุกคามในผู้หญิง  
(Choudhary et al., 2017; Manandhar et al., 2018; Pati & Muthukumar, 2013) 

ตาราง 2 แสดงฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของมะตมู   

สว่นของมะตมู ฤทธ์ิทางเภสชัวิทยา 
ล าต้นและเปลือก เพิ่มระดบัอินซูลิน 

เมล็ด ต้านเบาหวานและลดระดบัไขมนั 
ใบ ต้านอนมุลูอิสระ ต้านจลุชีพ ต้านภาวะสมองเส่ือม 

 ต้านภาวะซมึเศร้า ต้านภาวะวิตกกงัวล 
ต้านการอกัเสบ 

ผล ต้านแบคทีเรีย ต้านปรสิต ต้านอนมุลูอิสระ 

ท่ีม า: ดัดแปลงจาก  (Choudhary et al., 2017 ; Manandhar et al., 2018 ; Pati & 
Muthukumar, 2013) 
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2. การเกิดโรคอัลไซเมอร์ 
 การเกิดอัลไซเมอร์ เกิดได้จากหลายปัจจัย ได้แก่ oxidative stress, neuronal death, 
synaptic loss, TAU protein แ ล ะ  amyloid beta (Kulshreshtha & Piplani, 2016; Awanish 
Kumar & Kumar, 2018; A. Kumar et al., 2015; Mohamed et al., 2016) พยาธิสรีรวิทยาของ
การเกิดโรคอลัไซเมอร์ เร่ิมต้นจากเซลล์ประสาท ผลิต amyloid beta สะสมจ านวนมากท่ีบริเวณ 
synapse หรือระบบการก าจัด amyloid beta บกพร่อง เม่ือ amyloid beta เกิดการสะสมจ านวน
มาก เป็นผลท าให้เกิด oxidative stress เกิดการอักเสบของเซลล์ประสาท ท าให้เซลล์ประสาท
ท างานผิดปกติหรือถกูท าลาย สง่ผลท าให้มีการสร้างสารส่ือประสาทอะเซทิลโคลีนลดลง ท าให้การ
ท างานระบบประสาทในส่วนความจ า ความคิด และพฤติกรรมบกพร่อง น าไปสู่การเกิดโรค        
อลัไซเมอร์ ดงัภาพประกอบ 7 (Roberson & Mucke, 2006) ซึ่งการรักษาโรคอลัไซเมอร์ในปัจจบุนั
จะใช้ยาเพ่ือช่วยชะลอการด าเนินของโรค โดยยาหลักท่ีใช้คือ ยาในกลุ่ม centrally acting 
cholinesterase inhibitors (ChEIs) เพ่ือเพิ่มระดับ acetylcholine ในสมอง ร่วมกับการดูแลให้
ผู้ ป่วยได้รับสารอาหารครบถ้วน เพ่ือป้องกนัโรคแทรกซ้อนอ่ืน ๆด้วย นอกจากนีมี้การน าผลิตภณัฑ์
เสริมอาหารเข้ามาช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการท างานของสมอง ป้องกันการเส่ือมของระบบ        
การเรียนรู้ เช่น แปะก๊วย บัวบก พรมมิ  ผ่านกลไกลดการท าลายสารส่ือประสาทในสมอง 
(Akhondzadeh & Abbasi, 2006; Singhal, Bangar, & Naithani, 2012) 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

ภาพประกอบ 7 แสดงพยาธิสรีรวิทยาของการเกิดโรคอลัไซเมอร์  

ท่ีมา: (Roberson & Mucke, 2006) 
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3. การต้านอนุมูลอิสระ 
อนุมูลอิสระ 
 อนุมูลอิสระคือโมเลกุลหรืออะตอมของสารท่ีมีอิเล็กตรอนเด่ียว อย่างน้อย 1 ตวัท่ีโคจร
รอบนอกสดุ ท าให้มีความเสถียรต ่าและไวตอ่ปฏิกิริยา และท าปฏิกิริยากบัโมเลกลุใกล้เคียง ท าให้
เกิดการเสียอิเล็กตรอนและเกิดเป็นอนมุลูอิสระตวัใหม่ ในร่างกายจะมีการขนถ่ายอิเล็กตรอนเพ่ือ
เผาผลาญสารอาหารให้เกิดเป็นพลงังานโดยใช้ออกซิเจนในไมโตคอนเดรีย อิเล็กตรอนท่ีเกิดขึน้จะ
จบัออกซิเจนรอบๆ เกิดเป็นอนุมูลของออกซิเจนท่ีไวต่อปฎิกิริยา (Nimse & Pal, 2015) เช่น กลุ่ม
อนมุลูอิสระ Reactive oxygen species (ROS) Reactive nitrogen species (RNS) เป็นต้น 
 
ปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ 
 อนมุูลอิสระดงักล่าวจะท าปฏิกิริยากับชีวโมเลกลุของสารอ่ืนท่ีอยู่รอบๆ ของสารนัน้โดยท่ี
โมเลกลุใกล้เคียง จะเกิดการเสียอิเล็กตรอนและเกิดเป็นอนมุลูอิสระตวัใหม ่เกิดเป็นปฏิกิริยาลกูโซ ่
(Nimse & Pal, 2015) ซึ่งการเกิดอนุมูลอิสระจ านวนมากในร่างกายมีผลท าให้เกิดโรคต่างๆ เช่น 
โรคอลัไซเมอร์ 
วิธีการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
 กลไกการเกิดปฏิกิริยาการต้านอนมุูลอิสระ แบ่งออกเป็น 2 กลไกหลกัๆ ได้แก่ hydrogen 
atom transfer (HAT) และ electron transfer (ET) ซึ่งแต่ละวิธีการทดสอบฤทธ์ิ มีข้อดี ข้อจ ากัด
แตกตา่งกนั ดงัตาราง 3 (A.V.Badarinath et al., 2010; Shalaby, 2013) 
 1. กลไก HAT คือ การส่งผ่านโปรตอนให้กับสารอนุมูลอิสระ ซึ่งสารอนุมูลอิสระจะดึง
โปรตอนของสารต้านอนมุลูอิสระ ท าให้สารอนมุลูอิสระมีความเสถียรมากขึน้ และเกิดอนมุลูอิสระ
ของสารต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธีท่ีผ่านกลไก HAT นี ้ส่วนใหญ่ใช้วัดความสามารถของสารต้าน
อนุมูลอิสระในเลือดหรือพลาสมา ท าให้เกิดการเรืองแสง fluorescence ของสารทดสอบ เช่น วิธี 
oxygen radical antioxidant capacity (ORAC), total radical trapping antioxidant parameter 
(TRAP) เป็นต้น 
 2. กลไก ET คือ การส่งผ่านอิเล็กตรอนให้กับสารอนมุูลอิสระ โดยสารต้านอนมุูลอิสระให้
อิเล็กตรอนแก่สารอนุมลูอิสระ ท าให้เกิดอนุมลูอิสระของสารต้านอนมุูลอิสระ โดยกลไกนีเ้ป็นการ
วดัความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระของสารทดสอบ ท าให้สีของสารละลายเปล่ียนแปลง เช่น 
วิ ธี  ferric reducing antioxidant power (FRAB) 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 
radical scavenging เป็นต้น 
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ตาราง 3 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยา ข้อดีและข้อจ ากดัของแตล่ะวิธีการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลู
อิสระ  

วิธีการ
ทดสอบ 

กลไกการ
เกิดปฏิกิริยา 

ข้อดี ข้อจ ากดั 

ORAC HAT วดัสารต้านอนมุลูอิสระในเลือด ใช้ fluorometer 
TRAP HAT วดัสารต้านอนมุลูอิสระในเลือด ซบัซ้อน ใช้เวลานาน 
FRAB ET เป็นวิธีท่ีง่าย ใช้เวลาสัน้ ไมส่ามารถวดัสารต้านอนมุลู

อิสระท่ีมีกลุม่ SH  
DPPH ET เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ ง่าย ใช้เวลาสัน้

ในการศกึษาสารสกดัจากพืช สามารถ
หา potency ได้ และไมจ่ าเป็นต้องแยก

สารก่อนท าการทดสอบ 

ไมส่ามารถวดัสารต้านอนมุลู
อิสระในเลือดได้ 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก (Shalaby, 2013) 

หลักการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH scavenging assay  
 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) เป็นอนุมูลอิสระของไนโตรเจน ซึ่งมีความคงตวั
มาก สามารถละลายได้ในเมทานอล หรือเอทานอล ให้เป็นสารละลายสีม่วง การทดสอบฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอิสระโดยการท่ี DPPH ท าปฏิกิริยากับสารทดสอบท่ีสามารถให้อิเล็กตรอนได้ ท าให้เกิด
สารประกอบเชิงซ้อนสีม่วงจางลง หรือเกิดเป็นสารละลายสีเหลือง สามารถวดัความสามารถการ
ต้านอนุมูลอิสระของสารทดสอบโดยพิจารณาจากค่าการดดูกลืนแสงท่ีลดลง เม่ือวดัท่ีความยาว
คล่ืน 517 nm โดยเทคนิค UV spectrophotometry (Shalaby, 2013) 
 
งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH scavenging assay ของสาร
กลุ่มโมโนเทอร์ปีนและการศึกษาในมะตูม 

มีการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่าการสกัดใบมะตูมด้วยท าละลายท่ีแตกต่างกัน ท าให้มีฤทธ์ิ
ต้านอนมุลูอิสระท่ีแตกตา่งกนั ซึ่งผลการศกึษาพบวา่ การสกดัด้วยตวัท าละลาย ethyl acetate ท า
ให้มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระมากกว่าตัวท าละลายอ่ืนๆ โดยสารสกัดด้วย ethyl acetate มีค่า IC50    
= 3.84 µg/ml ตามด้วย สารสกัดด้วยน า้ มีค่า IC50 = 7.17 µg/ml สารสกัดด้วยเมทานอล มีค่า 
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IC50= 15.73 µg/ml สารสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม มีค่า IC50 = 15.93 µg/ml และสารสกัดด้วย
ปิโตรเลียมอีเทอร์ มีคา่ IC50 = 58.9 µg/ml (Asaduzzaman et al., 2014)  
 นอกจากนีมี้การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสาร limonene เปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐาน trolox พบว่า ค่า % inhibition ของ สารมาตรฐาน trolox ประมาณ 45% และ ค่า       
% inhibition ของสาร limonene ประมาณ 20% ท่ีความเข้มข้น 100 µM (Shah & Mehta, 2018) 
และโครงสร้างของโมโนเทอร์ปีนท่ีแตกต่างกัน มีผลท าให้มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีแตกต่างกัน ซึ่ง
ผลการศึกษาพบว่าโครงสร้างโมโนเทอร์ปีนท่ีมีพันธะเด่ียวสลับพันธะคู่  (conjugated double 
bond) ท าให้มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีดี (Wojtunik, Ciesla, & Waksmundzka-Hajnos, 2014) 
และกลไกการต้านอนุมูลอิสระของโมโนเทอร์ปีน พบว่าโมโนเทอร์ปีนให้อิเล็กตรอนแก่ DPPH 
ส่งผลให้ DPPH เสถียรและหยุดปลดปล่อยอนุมูลอิสระ ส่วนโมโนเทอร์ปีนจะเกิดการเรโซแนนซ์
เพ่ือให้โมเลกลุเสถียร ดงัภาพประกอบ 8 (Wojtunik et al., 2014)  

 

 

ภาพประกอบ 8 แสดงปฏิกิริยาการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยวิธี DPPH  

ท่ีมา: (Wojtunik et al., 2014) 

4. การต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส 
หลักการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรสโดยวิธี Marston  
 ปฏิกิริยาการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส เร่ิมต้นจาก naphthyl 
acetate ซึ่งเป็นสารตัง้ต้น ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส ได้ผลิตภัณฑ์คือ      
α-naphthol จากนัน้ใช้สารละลาย fast blue salt B เข้าท าปฏิกิริยา ท าให้เกิดสารประกอบ
เชิ ง ซ้ อ น  azo dye ซึ่ ง เ ป็ น ส า รล ะล าย สี ม่ ว ง  (ภ าพ ป ระก อบ  9) (Marston, Kissling, & 
Hostettmann, 2002) ซึ่งสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสจะเกิดการเปล่ียนเป็น
สารสีขาวบนแผน่ TLC ท่ีให้สีมว่ง 
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ภาพประกอบ 9 แสดงปฏิกิริยาการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสโดยวิธี 
Marston  

ท่ีมา: (Marston et al., 2002) 

หลักการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรสโดยวิธีของ Ellman 
 ป ฏิ กิ ริยาการทดสอบฤท ธ์ิ ต้าน เอนไซม์อะเซ ทิล โค ลีน เอส เตอเรส  เร่ิม ต้นจาก 
acetylthiocholine ซึ่ งเป็นสารตัง้ต้น  ท าปฏิกิ ริยากับเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส ได้
ผลิตภัณฑ์คือ thiocholine จากนัน้ใช้สารละลาย 5, 5'-dithiobis-2-nitrobenzoic (DNTB) เข้าท า
ปฏิกิริยา ท าให้เกิดสาร 5-thio-2 nitro-benzoic acid ซึ่งเป็นสารละลายสีเหลือง (ภาพประกอบ 
10) สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้โดยใช้เทคนิค UV spectrophotometry หากสารท่ีน ามา
ทดสอบมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน thio-2-nitro-
benzoic acid ลดลง ท าให้สารละลายสีเหลืองจางลง (Ali-shtayeh, Jamous, Abuzaitoun, & 
Qasem, 2014) 

 

ภาพประกอบ 10 แสดงปฏิกิริยาการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสโดยวิธี 
Ellman  

Acetylthiocholine 
Thiocholine 

 5,5´-dithiobis 
(2-nitrobenzoic acid) 

(DTNB) 

5-thio-2-nitro-benzoic acid 
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ท่ีมา: (Ali-shtayeh et al., 2014) 

 
งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรสในมะตูมและสารส าคัญ
ท่ีพบในมะตูม  
 มีการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการสกดัสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสใน
ใบมะตมูด้วยตวัท าละลายต่างๆ มีผลต่อการยบัยัง้เอนไซม์ท่ีแตกต่างกัน ซึ่งพบว่าสารสกัดด้วย 
ethyl acetate ความเข้มข้นตัง้แต่ 50-200 µg/ml โดยมีฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์อะเซทิลโคลีน
เอสเตอเรสตัง้แต่ 23.68 – 47.58 % ซึ่งมากกว่าสารสกัดอ่ืนๆ เช่น สารสกัดด้วยน า้ มีฤทธ์ิตัง้แต ่
17.71 – 40.13 % สารสกัด ด้วยเมทานอล  มี ฤท ธ์ิตั ง้แต่  16.20 – 35.78 %  สารสกัด ด้วย
คลอโรฟอร์ม มีฤทธ์ิตัง้แต ่13.48 – 29.87 % และสารสกดัด้วยปิโตรเลียมอีเทอร์ มีฤทธ์ิตัง้แต ่8.75 
– 20.37 % อย่างไรก็ตามยังมีฤทธ์ิน้อยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับฤทธ์ิของ donepezil ซึ่งเป็นสาร
มาตรฐานควบคมุผลบวก (positive control) มีฤทธ์ิตัง้แต ่92.76 – 98.58 %  
 เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส มีต าแหน่งออกฤทธ์ิ (active site) 2 ส่วน คือ esteratic 
site และ anionic site อะเซทิลโคลีนจะจับกับต าแหน่งออกฤทธ์ิโดย quaternary amine จะจับท่ี 
anionic site และ หมู่  carbonyl จะจับ ท่ีกรดอะมิ โน  serine  ท่ี  esteratic site มี รายงานว่า
สารพฤกษเคมีท่ีพบในพืช ออกฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส โดยจับท่ีต าแหน่ง      
ออกฤทธ์ิ ดังนี ้แอลคาลอยด์จับท่ี esteratic site  และ ส่วนปลายของ anionic site (peripheral 
anionic site , PAS) เน่ืองจากแอลคาลอยด์ เช่น กาลันตามีนสามารถจับได้อย่างจ าเพาะกับทัง้
สองส่วนจึงจัดว่าเป็นตัวยับยัง้แบบแข่งขัน (competitive inhibitor) ของเอนไซม์ซึ่งจะแย่ง          
สารส่ือประสาทอะเซทิลโคลีนจบักบัเอนไซม์ท่ีต าแหน่งออกฤทธ์ิ ในขณะท่ีสารประกอบโพลีฟีนอล
จบัท่ี anionic site และคมูารินจบัท่ีกรดอะมิโน serine ท่ี esteratic site และท่ี PAS ซ่ีงการจบักับ
เอนไซม์ไม่จ าเพาะเท่าแอลคาลอยด์ จึงไม่จัดว่าเป็น competitive inhibitor ส่วนเทอร์ปีนจับท่ี 
hydrophobic pocket (HP) ซึ่งไม่ใช่ active site ของเอนไซม์ แต่สามารถรบกวนการท างานใน
สว่น anionic site ของเอนไซม์ (Dos Santos et al., 2018) ดงัภาพประกอบ 11 
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ภาพประกอบ 11 แสดงกลไกการต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารกลุม่ตา่งๆ  

ท่ีมา: (Dos Santos et al., 2018) 

มีการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่า limonene และโมโนเทอร์ปีนอ่ืนๆ มีฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ 
อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส (Aazza, Lyoussi, & Miguel, 2011) แตกต่างกัน โดยท่ี limonene มี
ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสน้อยกว่าสารมาตรฐานน า้มนัหอมระเหยอ่ืนๆ และสาร
สกดัจากสมนุไพรอ่ืนๆ บางชนิด เชน่ T. vulgaris, C. semperirens เป็นต้น (ตาราง 4) และตาราง 
5 แสดงให้เห็นว่า ocimene มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์มากกวา่สารมาตรฐานน า้มนัหอมระเหยอ่ืนๆ เช่น 
α-pinene, α-phellandrene, menthone เป็นต้น อย่างไรก็ตามมีฤทธ์ิน้อยกว่าสารมาตรฐานกา
ลนัตามีน ซึง่เป็นสารควบคมุผลบวก (positive control) (Wojtunik-Kulesza et al., 2017) 

ตาราง 4 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของ limonene 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก (Aazza et al., 2011) 

พืชหรือสารมาตรฐาน AChE Inhibitory activity IC50 (mg/ml) 
T. vulgaris 0.2169±0.0115 

C. semperirens 0.2837±0.0115 
limonene 0.5863±0.0115 

thymol 0.2124±0.0115 
carvacrol 0.0917±0.0115 
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ตาราง 5 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของโมโนเทอร์ปีน 

Compounds AChE Inhibitory activity (%) ± SD 3.5 mM 
galantamine (0.1 mM) 46.62±1.91 

α-pinene 11.30±0.48 

α-phellandrene 8.04±0.27 
menthone 43.49±1.76 
ocimene 62.50±2.66 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก (Wojtunik-Kulesza et al., 2017) 

นอกจากนีมี้การศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารมาร์มีโลซิน ซ่ีงเป็น coumarin ท่ีพบมากใน
มะตูม โดยผลการศึกษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส พบว่ามีค่า % inhibition ท่ี
ความเข้มข้น 50 µM เท่ากับ 10.2 ±1.8 โดยมีสารมาตรฐาน galantamine hydrobromide เป็น
สารควบคุมผลบวก (positive control) ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 1.5 ± 0.5 และ % inhibition ท่ีความ
เข้มข้น 50 µM เท่ากับ 95.4 ±0.2 (Granica et al., 2013) นอกจากนีมี้การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระและฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสในพืชอ่ืนๆ เช่น Satureja thymbra ซึ่งเป็นพืช
วงศ์ Lamiaceae  โดยศึกษาส่วนของใบท่ีสกัดด้วยเมทานอล พบว่า ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย 
DPPH มีค่า IC50 เท่ากับ 39.1 ± 0.45 µg/ml และฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส IC50 
เท่ากับ 928 ± 3.4 µg/ml (Öztürk, 2012) Cordia gilletii ซึ่งเป็นพืชวงศ์ Boraginaceae โดยน า
ใบมากลั่น ด้วยไอน า้จนได้น า้มันหอมระเหย 23 ชนิด เช่น  phytol (20.4%), palmitic acid 
(15.2%), (E)-2-hexenal (9.6%), nonaocsane (9.2%) เป็นต้น และมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย 
DPPH มีค่า IC50 เท่ากับ 75 ± 0.8 µg/ml และฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส IC50 
เท่ากับ 105.6 ± 2.8 µg/ml  (Bonesi et al., 2011) Toona ciliate ซึ่งเป็นพืชวงศ์ Meliaceae โดย
ศึกษาส่วนของใบและเปลือกท่ีสกัดด้วยเอทานอล พบว่า ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH มีค่า 
IC50 เท่ากับ 4.7 ± 0.35 µg/ml (ใบ) IC50 เท่ากับ 16.87 ± 0.19 µg/ml (เปลือก) และฤทธ์ิต้าน
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส IC50 เท่ากับ 77.49 ± 2.70 µg/ml (ใบ)  IC50 เท่ากับ 41.80 ± 
2.98 µg/ml (เปลือก) (Samaradivakara, Samarasekera, Handunnetti, & Weerasena, 2016)  
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5. หลักการวิเคราะห์ด้วย GC 
 การวิเคราะห์ปริมาณสาร เร่ิมต้นจากก๊าซ ซึ่งเป็นเฟสเคล่ือนท่ีและสารถกูฉีดเข้าสู่คอลมัน์ 
ซึง่ท าให้อยู่ในสภาพเป็นไอ สารจะเคล่ือนท่ีออกจากคอลมัน์โดยก๊าซเฉ่ือยซึ่งไม่ท าปฏิกิริยากบัสาร
ทดสอบ  เช่น ไนโตรเจน ฮีเลียม เป็นต้น โดยอตัราเร็วการเคล่ือนท่ีของสาร ขึน้อยู่กบัการละลายใน
เฟสอยู่กับท่ี หรือสัมประสิทธ์ิการกระจายของสาร เทคนิคนีส้ามารถน ามาประยุกต์ใช้ในงาน
วิเคราะห์เชิงคณุภาพ และเชิงปริมาณ การวิเคราะห์เชิงคณุภาพ ใช้การเปรียบเทียบคา่ retention 
time ของสารท่ีสนใจกับสารมาตรฐานท่ีทราบค่า retention time ในสภาวะการทดสอบเดียวกัน 
ท าให้พิสูจน์เอกลักษณ์ของสารทดสอบเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานได้ ส่วนการวิเคราะห์เชิง
ปริมาณ เป็นการวิเคราะห์ปริมาณสารทดสอบ เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน โดยวดัจากวัดค่า
ความสูงของพีค หรือวัดพืน้ท่ีทัง้หมดของพีค เช่น สร้างกราฟมาตรฐาน ระหว่างพืน้ท่ีใต้พีคกับ
ความเข้มข้นตา่งๆ ท่ีแนน่อนของสารมาตรฐาน และน าพืน้ท่ีใต้พีคสารทดสอบ มาค านวณหาความ
เข้มข้นของสารจากกราฟมาตรฐาน ประโยชน์การใช้ FID detector คือใช้วิเคราะห์สารประกอบ
อินทรีย์ทกุชนิดท่ีเกิดการแตกตวั (ionization) (Eiceman, Hill, & Davani, 1994) 

6. หลักการวิเคราะห์ด้วย HPTLC 
 การวิเคราะห์สารโดยใช้ HPTLC เป็นเทคนิคท่ีพัฒนาเคร่ืองมือจาก TLC โดยอาศยัการ
เคล่ือนท่ีของสารบนชัน้ของตวัดดูซบัซึ่งมีอนภุาคขนาดเล็ก 3-5 µm ท าให้ประสิทธิภาพในการแยก
สารดีขึน้ และใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ มีความเท่ียงในการวิเคราะห์ซ า้ (reproducibility) การ
ประยุกต์ใช้ในงานวิเคราะห์เชิงคุณภาพ และเชิงปริมาณ การวิเคราะห์เชิงคุณภาพ โดยการ
เปรียบเทียบคา่ retention factor ของสารทดสอบกบัสารมาตรฐานท่ีทราบคา่ retention factor ใน
สภาวะการทดสอบเดียวกัน ท าให้พิสูจน์เอกลักษณ์ของสารทดสอบได้โดยเปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐาน สว่นการวิเคราะห์เชิงปริมาณ เป็นการวิเคราะห์ปริมาณสารทดสอบ เปรียบเทียบกบัสาร
มาตรฐาน โดยวดัจากวดัพืน้ท่ีใต้พีคแตล่ะบริเวณซึ่งจะเป็นสดัส่วนความเข้มข้นและปริมาณสารท่ี
มีในบริเวณนัน้ (Jain, Parashar, Nema, & Narsinghani, 2014) 

7. กระบวนการชีวสังเคราะห์น า้มันหอมระเหยในพืช 
 กระบวนการชีวสังเคราะห์โมโนเทอร์ปีนเกิดจากการรวมกันระหว่าง isopentenyl 
diphosphate (IPP) และ dimethylallyl diphosphate (DMAPP) เกิดเป็นผลิตภัณฑ์คือ geranyl 
diphosphate ซึ่งเป็น จดุเร่ิมต้นของสารประกอบโมโนเทอร์ปีนหลายชนิด การเกิดโมโนเทอร์ปีนมี
โครงสร้างเป็นวง (cyclic monoterpene) เกิดจากการท างานของ monoterpene synthase 
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ควบคุม ให้ เกิด โครงส ร้างท่ี เป็นวงผ่าน  terpinyl cation  เอนไซม์  monoterpene synthase 
โดยเฉพาะ limonene synthase (EC4.2.3.16) เป็นเอนไซม์ท่ีควบคมุการสร้างสาร limonene ซึ่ง
เป็นสารท่ีจะเปล่ียนเป็น cyclic monoterpene อีกหลายชนิด เช่น  isopiperitenol, carveol, 
carvone (Bohlmann, Meyer-Gauen, & Croteau, 1998) (ภาพประกอบ 12) รายงานการศึกษา
ระดบัการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการชีวสงัเคราะห์โมโนเทอร์ปีนในใบมะตมูด้วย
วิธี RNA sequencing พบวา่มี RNA ท่ีแสดงออกในใบมะตมูโดยแสดงเป็นรหสัของเอนไซม์ท่ีแสดง
ด้วยสีฟ้า ส่วน RNA ท่ีไม่พบว่าแสดงออกในใบมะตูมจะแสดงโดยไม่มีสี (Kaushik & Kumar, 
2018) ยังไม่มีการศึกษากระบวนการชีวสังเคราะห์เซสควิเทอร์ปีน (sesquiterpene) ในมะตูม 
กระบวนการสงัเคราะห์เซสควิเทอร์ปีนในพืชเกิดจากการเติม IPP เข้าไปใน geranyl diphosphate 
ได้เป็น farnesyl diphosphate ซึ่งสามารถเกิดสารท่ีมีโครงสร้างเป็นวง เช่น germacrene C และ 
alpha humulene เป็นต้น (ภาพประกอบ 13) (Bohlmann et al., 1998) 
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ภาพประกอบ 12 แสดงกระบวนการชีวสงัเคราะห์ของสารกลุม่โมโนเทอร์ปีน 

(GDP= geranyl diphosphate, LDP= linalyl diphosphate) 

ท่ีมา:(Bohlmann et al., 1998) 

 

ภาพประกอบ 13 แสดงกระบวนการชีวสงัเคราะห์ของสารกลุม่เซสควิเทอร์ปีน 

(FDP= farnesyl diphosphate) 

ท่ีมา: (Bohlmann et al., 1998) 
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8. การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนด้วย PCR 
 การศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน เร่ิมต้นด้วยการสกัด mRNA จากพืช โดยหลกัการ
ท าให้เซลล์แตก ซึ่งจะท าให้มี mRNA และองค์ประกอบอ่ืนๆ เช่น DNA  โปรตีน จากนัน้แยกเอา
เฉพาะ mRNA ออก โดยการก าจัดองค์ประกอบอ่ืนๆ วิเคราะห์คุณภาพและปริมาณ mRNA  
สังเคราะห์ cDNA โดยการเปล่ียนจาก mRNA เป็นโมเลกุล DNA สายคู่ จากนัน้เพิ่มปริมาณ 
cDNA ด้วยเทคนิค PCR โดยส่วนประกอบท่ีส าคญัในการสงัเคราะห์ DNA ได้แก่ ดีเอ็นเอแม่แบบ 
โอลิโกนิวคลีโอไทด์ ไพรเมอร์ ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส และบฟัเฟอร์ท่ี
เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ องค์ประกอบดงักล่าวจะผสมกันในหลอดทดลอง โดยอาศยั
ปฏิกิริยาท่ีต่อเน่ืองจ านวน 15-25 รอบ อย่างไรก็ตามจ านวนรอบท่ีเหมาะสมสามารถค านวณจาก
ในชว่ง log phase ของ PCR (Arya et al., 2005) และแตล่ะรอบประกอบด้วยขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้
 1. ขัน้ตอน denaturation ซึ่งท าให้ DNA สายคู่ แยกเป็นสายเด่ียว โดยใช้ความร้อนท่ี
อณุหภมูิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส 
 2. ขัน้ตอน annealing โดยลดอณุหภูมิลงมาท่ีประมาณ 45-60 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ไพร
เมอร์เข้าจบักบั DNA ต้นแบบตรงต าแหนง่เบสคูส่ม  
 3. ขัน้ตอน extension เป็นขัน้ตอนเพิ่มความยาวของสาย DNA จากการตอ่ล าดบันิวคลีโอ
ไทด์เข้ากบัไพรเมอร์โดยอาศยัเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส โดยใช้อณุหภมูิ 70-75 องศาเซลเซียส  
 การแสดงออกเอนไซม์ limonene synthase มีผลต่อการสร้างโมโนเทอร์ปีนและการสร้าง
น า้มนัหอมระเหยสว่นตา่งๆของพืชแตกตา่งกนั หากเอนไซม์มีการแสดงออกมาก ท าให้มีผลตอ่การ
สร้างลิโมนีนและน า้มนัหอมระเหยมากขึน้ ในทางตรงกันข้าม หากมีการยบัยัง้การแสดงออกของ
เอนไซม์ ท าให้การสร้างน า้มันหอมระเหยลดลง รวมไปถึงการสร้างลิโมนีนลดลงด้วย  (Tsuro & 
Asada, 2013) นอกจากนีมี้การศึกษาช่วงการเจริญเติบโตของพืชมีผลต่อการแสดงออกของ
เอนไซม์ limonene synthase โดยพบว่า ในพืช Satsuma mandarin มีการแสดงออกของเอนไซม์
ในช่วงแรกของเจริญเติบโตของพืชในส่วนของเปลือกผล (Shimada, Endo, Fujii, & Omura, 
2005) 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. รูปแบบการวิจัย 
 การวิจัยแบบเชิงทดลอง โดยศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิล
โคลีนเอสเตอเรสของใบมะตูมสามช่วงการเจริญเติบโต (ยอด, ใบอ่อน และใบโตเต็มท่ี) และ       
ผลมะตมูสามลกัษณะ (มะตมูนิ่ม, มะตมูไข่ และมะตมูบ้าน) ท าการประเมินฤทธ์ิเบือ้งต้นด้วยวิธี 
Thin layer chromatography (TLC)-direct bioautography กล่าวคือท าการวิเคราะห์บนแผ่น 
high performance thin layer chromatography (HPTLC) โดยฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระใช้อนุมูล
อิสระ DPPH และฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสใช้เอนไซม์จาก electric eel และ
ศึกษาตามวิธีของ Marston ส าหรับการศึกษาเพ่ือประเมินค่าความเข้มข้นท่ีมีฤทธ์ิใช้วิธี UV 
spectrophotometry (microplate reader) โดยประเมินค่าความเข้มข้นของสารท่ีสามารถยับยัง้
อนุมูลอิสระท่ีเกิดจาก DPPH ได้ร้อยละ 50 และประเมินค่าความเข้มข้นของสารท่ีสามารถต้าน
ฤทธ์ิเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสจาก electric eel ได้ร้อยละ 50 ตามวิธีของ Ellman และ
ศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน limonene synthase ซึ่งคาดว่าจะเก่ียวข้องกับสารออกฤทธ์ิใน
ใบมะตูม ด้ วยวิ ธี  semiquantitative polymerase chain reaction (PCR) นอกจากนี ท้ าการ
วิเคราะห์ปริมาณสารมาร์มีโลซินในผลมะตมูโดยวิเคราะห์เทียบกับสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน โดย
ใช้ HPTLC ส่วนการวิเคราะห์องค์ประกอบในใบมะตูมด้วย gas chromatography ใช้วิธีส่ง
วิเคราะห์ท่ีศนูย์เคร่ืองมือมหาวิทยาลยัรังสิต 

2. วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 
2.1 วัสดุ อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิ

ต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรส การวิเคราะห์ปริมาณสารมาร์มีโลซิน และการ
วิเคราะห์องค์ประกอบในใบ 
วัสดุและอุปกรณ์ 
 Analytical Balance (Sartorius CPA225D, Germany) 
 Eppendorf tube (Eppendorf, Germany) 
 Freezer (Intercool, Thailand) 
 Glassware class A 

Gas Chromatography with FID (Perkin Elmer, USA) 
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Gas Chromatography with MS (Agilent Technologies, USA) 
 HPTLC with densitometer (CAMAG, Switzerland) 
 HPTLC Silica gel 60G F254 (Merck, Germany) 
 Micropipette (Mettler Toledo, USA) 
 Microplate reader (BioTek, USA) 
 Refrigerator (Panasonic, Japan) 
 Spray dry (Buchi mini spray dryer B-290, Germany) 
 UV/Vis Biophotometer (Eppendorf Biophotometer Plus, England) 
สารมาตรฐานและสารเคมีอ่ืน ๆ 

 (+)-α-Pinene (Sigma-Aldrich, USA) 
 (R)-(+)-Limonene  (Sigma-Aldrich, USA) 
 1-Naphthyl acetate (Sigma-Aldrich, USA) 
 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (Merck, Germany) 
 5,5´-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (Sigma-Aldrich, USA) 
 Acetylthiocholine iodide (ATCI) (Sigma-Aldrich, USA) 
 AChE (type VI-S) from the electric gel Electrophorus electricus (Sigma-Aldrich, 
USA) 
 Aegelin (Shanghai Huirui Chemical Technology, China) 
 Anisaldehyde (Sigma-Aldrich, USA) 
 Bovine Serum Albumin lyophilized powder (Sigma-Aldrich, USA) 
 Chloroform AR grade (CARLO ERBA, France) 
 Disodium hydrogen phosphate (CARLO ERBA, France) 
 Ethanol AR grade (CARLO ERBA, France) 
 Fast Blue B Salt Dye content (Sigma-Aldrich, USA) 
 Galantamine hydrobromide (Sigma-Aldrich, USA) 
 Glacial acetic acid AR grade (CARLO ERBA, France) 
 Hexane AR grade (CARLO ERBA, France) 
 Marmelosin (AKTIN, China) 
 Methanol AR grade (CARLO ERBA, France) 
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 Ocimene mixture of isomers (Sigma-Aldrich, USA) 
 Quercetin (Sigma-Aldrich, USA) 
 Sodium dihydrogen phosphate (CARLO ERBA, France) 
 Sulfuric acid (CARLO ERBA, France) 
 Toluene AR grade (CARLO ERBA, France) 

2.2 วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน 
วัสดุและอุปกรณ์ 
 Agarose gel electrophoresis apparatus (MUPID-exU, Japan) 
 Autoclave (Tomy SX300, Japan) 
 Biophotometer plus (Eppendorf, Germany) 
 ImageQuant™ LAS 4000 (GE Health care, Sweden) 
 Microcentrifuge tube (Eppendorf, Germany) 
 Micropipette (Socorex, Switzerland) 
 Mortar and pestle  
 PCR thermal cycler (Biometra, England) 
 Refrigerated centrifuge (Hettich universal 32R refrigeration centrifuge model 
1610-01, Germany) 
Primer 18sRNA   
 18 S: sense 5´ CCT-TCG-GGA-TCG-GAG-TAA-TG-3´ 
 18 S: antisense 5´ AGC-CCC-CAA-CCT-TCG-TCC-TT-3´ 
Primer lims  
 LimS1: 5´-CCT-GGT-TCT-CCA-GAG-GTT-TTC-AA-3´ 
 LimA1: 5´-GGT-GCT-TCA-AAG-CAT-AAT-TGA-TG-3´ 
สารเคมี 
 100 bp DNA ladder marker (Invitrogen®, USA)  
 100 bp DNA Ladder RTU (GeneDireX, USA) 
 10x Solution UltraPureTM TAE Buffer (Invitrogen, USA)  
 AccuStartTM II GelTrack PCR SuperMix (2X) (Quanta biosciences, USA) 
 Agarose (Invitrogen®, USA) 
 Ultra PURETM distill water (Invitrogen®, USA) 
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 GelStar®nucleic acid gel stain (Lonza®, USA)  
 Liquid nitrogen (Linde industrial gas) 
 Loading buffer (Takara®, Japan)  
 Onestep RT-PCR kit (Qiagen®, Germany) 
 Primer (Operon®, Germany) 
 qScriptTM XLT cDNA Supermix (Quanta biosciences)  
 RNAeasy® mini kit (QIAGEN Gmbtt, Germany) 
 Taq PCR core kit 250 unit (Qiagen®, Germany)  
 Trizol (Invitrogen, USA) 

3. พืชที่ใช้ในการศึกษา 
พืชที่ใช้ในการศึกษา 
 ใบมะตูม Aegle marmelos (ยอด ใบอ่อน และใบโตเต็มท่ี) (ภาพประกอบ 14) เก็บวนัท่ี 
18 พฤษภาคม พ.ศ. 2562 จากคณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินวิโรฒ อ.องครักษ์ จงัหวดั 
นครนายก  

ยอด หมายถึง ใบท่ีมีสีน า้ตาลแดง อยูบ่ริเวณล าดบัท่ี 1-3 จากยอดใบ  
ใบอ่อน หมายถึง ใบท่ีมีสีเขียวปานกลาง อยูบ่ริเวณล าดบัท่ี 4-6 จากยอดใบ 
ใบโตเตม็ท่ี หมายถึง ใบท่ีมีสีเขียวเข้ม อยูบ่ริเวณล าดบัท่ี 7-8 จากยอดใบยอด  

 

 
 

ภาพประกอบ 14 แสดงสว่นประกอบของใบมะตมู 
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ผลมะตมู (ภาพประกอบ 15-16) 
 ผลมะตมูนิ่ม และผลมะตมูบ้าน ซือ้จากวนเกษตร อ.สนามชยัเขต จงัหวดั ฉะเชิงเทรา เม่ือ
เดือนมกราคม พ.ศ. 2562 
 ผลมะตมูไข ่จาก บริษัทเรืองไทยเภสชั จงัหวดั บรีุรัมย์ เม่ือเดือนมกราคม พ.ศ. 2562 

 

 

ภาพประกอบ 15 แสดงผลมะตมูไข ่(A) ผลมะตมูบ้าน (B) 

 

ภาพประกอบ 16 แสดงผลมะตมูนิ่มแห้ง (A) มะตมูไขแ่ห้ง (B) มะตมูบ้านแห้ง (C) 

4. การเตรียมสารสกัด 
สารสกัดจากใบมะตูม 
 อบใบสดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 12 ชัว่โมง แล้วบดด้วยเคร่ืองบดไฟฟ้า สกัด
ด้วยเฮกเซน และสกัดด้วยเมทานอล (อตัราส่วน สมุนไพร 1 g ในเฮกเซนหรือเมทานอล ปริมาตร 
10 ml) เขย่าด้วย rotary shaker นาน 12  ชัว่โมง แล้วระเหยตวัท าละลายโดยไม่ใช้ความร้อน เก็บ
สารสกดัไว้ในอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และป้องกนัแสง 
 
 



  30 

สารสกัดจากผลมะตูม 
 ล้างผลมะตูมให้สะอาดและหั่นเป็นชิน้ อบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แล้วบด
เป็นผง ต้มผงสมุนไพร (300 g ในน า้ปริมาตร 2 L) ให้เดือดประมาณ 5 นาที รอให้เย็น แล้วกรอง
ด้วยผ้าขาวบาง น าไปท าให้แห้งโดยวิธีฉีดพน่ลมร้อนด้วย spray dry โดยมีสภาวะในการท าให้แห้ง
คือ อุณหภูมิขาเข้า (inlet temperature) เท่ากับ 155 องศาเซลเซียส อุณหภูมิขาออก (outlet 
temperature) เท่ากับ 122 องศาเซลเซียส Feed rate เท่ากับ 5 มิลลิลิตรต่อนาที Spray flow 
เทา่กบั 473 ลิตรตอ่ชัว่โมง Air flow rate เทา่กบั 35 ลกูบาศก์เมตรตอ่ชัว่โมง  

5. ขัน้ตอนการวิจัย 
5.1 การเตรียมสารละลายส าหรับการศึกษาองค์ประกอบใบเบือ้งต้น  

การเตรียมสารละลายสารสกัด 
 สารละลายตวัอย่างใบมะตมู จากสารสกัดด้วยเฮกเซน ละลายด้วยเมทานอล ให้มีความ
เข้มข้น 1 mg/ml 
 สารละลายตวัอย่างผลมะตมู 3 ลกัษณะ จากการท าให้เป็นผงแห้ง (spray dried) ละลาย
ด้วยเมทานอลให้มีความเข้มข้น 1 mg/ml 
การเตรียมสารมาตรฐานและน า้ยาพ่น 
 สารละลาย  quercetin ความ เข้ม ข้น  1 mg/ml: ชั่ ง  quercetin 5 mg ละลายใน 
methanol ปริมาตร 1 ml และปิเปตสารละลายดงักล่าวมา ปริมาตร 200 µl ผสมกับ methanol 
ปริมาตร 800 µl  
 สารละลาย limonene: ปิเปต limonene ปริมาตร 50 µl ผสมกับ ethanol ปริมาตร 150 
µl 
 สารละลาย ocimene: ปิเปต ocimene ปริมาตร 50 µl ผสมกบั ethanol ปริมาตร 150 µl 
 สารละลาย pinene: ปิเปต pinene ปริมาตร 50 µl ผสมกบั ethanol ปริมาตร 150 µl 
 สารละลาย mamelosin ความเข้มข้น 1 mg/ml: ชั่ง  mamelosin 5 mg ละลายใน 
methanol ปริมาตร 1 ml และปิเปตสารละลายดงักล่าวมา ปริมาตร 200 µl ผสมกับ methanol 
ปริมาตร 800 µl 
 สารละลาย aegelin ความเข้มข้น 0.5 mg/ml: ชัง่ aegelin 5 mg ละลายใน Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 ml และปิเปตสารละลายดังกล่าวมา ปริมาตร 200 µl ผสมกับ 
DMSO ปริมาตร 800 µl ปิเปต aegelin ปริมาตร 20 µl ผสมกบั DMSO ปริมาตร 20 µl 
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 ส า ร ล ะ ล า ย  galantamine hydrobromide 10 mg/ml: ล ะ ล า ย  galantamine 
hydrobromide 2 mg ใน water type I ปริมาตร 200 µl  
 สารละลาย anisaldehyde-sulfuric acid: ปิเปต anisaldehyde ปริมาตร 500 µl  ตวง 
glacial acetic acid ปริมาตร 10 ml methanol ปริมาตร 85 ml และ sulfuric acid ปริมาตร 5 ml 
ตามล าดบั และเขยา่ช้าๆ  
การเตรียมสารละลายส าหรับทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  
 Mobile phase ส าหรับการวิเคราะห์โมโนเทอร์ปีนในใบมะตูม  (hexane: ethyl 
acetate, 9:1): ตวง hexane ปริมาตร 180 ml ผสมกบั ethyl acetate ปริมาตร 20 ml 
 Mobile phase ส าหรับการวิเคราะห์สารสกัดท่ีได้จากผลมะตูม (toluene: ethyl 
acetate: methanol: glacial acetic acid, 40:10:1.25:1): ตวง toluene ป ริมาตร 120 ml ethyl 
acetate ปริมาตร 30 ml methanol ปริมาตร 3.75 ml และ glacial acetic acid ปริมาตร 3 ml 
ผสมให้เข้ากนั 
 สารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.25 mM: ชั่ง DPPH 0.01 g ละลายใน methanol 
ปริมาตร 100 ml  
การเตรียมสารละลายส าหรับทดสอบฤทธ์ิต้านอะเซทลิโคลีนเอสเทอเรส 
 สารละลาย  0.05 M tris-HCl pH 7.8: ชั่ ง  Tris 3.0285 g ละลาย ใน  water type I 
ปริมาตร 300 ml ปรับ pH ให้เป็น 7.8 ด้วย 37% HCl และปรับปริมาตรให้ครบ 500 ml ด้วย water 
type I 
 ส า รล ะล าย  0.05 M tris-HCl pH 7.8 ที่ มี  BSA 1%: ชั่ ง  BSA 0.3 g ล ะล าย ใน
สารละลาย 0.05 M Tris-HCl pH 7.8 ปริมาตร 300 ml 
 สารละลายเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส ความเข้มข้น 6.66 U/ml: ละลาย
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส 2000 U ในสารละลาย 0.05 M Tris-HCl pH 7.8 ท่ีมี BSA 1% 
ปริมาตร 300 ml 
 สารละลาย naphthyl acetate: ชัง่ naphthyl acetate 0.5 g ละลายใน ปริมาตร ethanol 
200 ml 
 สารละลาย fast blue salt: ชัง่ fast blue salt 2 g ละลายใน water type I ปริมาตร 800 
ml 
 สารละลายผสม naphthyl acetate และ fast blue salt: ตวงสารละลาย fast blue salt 
ปริมาตร 40 ml ผสมกบั naphthyl acetate ปริมาตร 160 ml 
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5.2 การเตรียมสารละลายส าหรับการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยเทคนิค UV 
spectrophotometry (microplate reader)  
 สารละลายตัวอย่างใบมะตูม: ชั่งสารสกัดใบจากเฮกเซน  0.02 g  ละลายด้วย 
methanol ปริมาตร 1 ml และ sonicate 15 นาที เจือจางด้วย methanol เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 
1.95 15.63 125 และ 1000 µg/ml (ยอด) ความเข้มข้น 15.63 125 1000 และ 8000 µg/ml (ใบ
ออ่น) ความเข้มข้น 125 1000 8000 และ 20000 µg/ml (ใบโตเตม็ท่ี) 
 สารละลายตัวอย่างผลมะตูม 3 ลักษณะ: ชั่งสารสกัดผลจากการท าให้แห้ง 0.02 g  
ละลายด้วย water type I ปริมาตร 1 ml และ sonicate 15 นาที เจือจางด้วย water type I เพ่ือให้
ได้ความเข้มข้น 62.5 125 250 และ 500 µg/ml (มะตมูนิ่มและไข่) ส าหรับมะตมูบ้าน ความเข้มข้น 
125 250 500 และ 750 µg/ml 
 สารมาตรฐาน  quercetin: ชั่ ง  quercetin 10 mg ละลายด้วย  Dimethyl sulfoxide 
(DMSO) ปริมาตร 20 ml และเจือจางด้วย DMSO เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 3.125 6.25 12.5 25 
และ 50 µg/ml 
 สารละลาย  DPPH ความเข้ม ข้น  0.1 mM: ชั่ ง  DPPH 0.00414 g  ละลายด้วย 
methanol ปริมาตร 100 ml  

5.3 การเตรียมสารละลายส าหรับการศึกษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีน
เอสเตอเรส โดยเทคนิค UV spectrophotometry (microplate reader) 
 สารละลายตัวอย่างใบมะตูม: ชั่งสารสกัดใบจากเมทานอล 0.02 g ละลายด้วย 
methanol ปริมาตร 1 ml และ sonicate 15 นาที เจือจางด้วย 0.05 M tris-HCl pH 7.8 เพ่ือให้ได้
ความเข้มข้น 9.77 39.06 625 และ 750 µg/ml และชัง่สารสกดัใบจากเฮกเซน 0.02 g ละลายด้วย 
methanol ปริมาตร 1 ml และ sonicate 15 นาที เจือจางด้วย 0.05 M tris-HCl pH 7.8 เพ่ือให้ได้
ความเข้มข้น 39.06 78.125 156.25 312.5 625 และ 1250 µg/ml 
 สารละลายตัวอย่างผลมะตูม: ชัง่สารสกัดผลจากการท าให้แห้ง 100 mg  ละลายด้วย 
methanol ปริมาตร 1 ml จากนัน้ sonicate 15 นาที เจือจางด้วย 0.05 M tris-HCl pH 7.8 เพ่ือให้
ได้ความเข้มข้น 9.77 19.53 39.06 78.13 และ 156.25 µg/ml 
 สารมาตรฐาน galantamine hydrobromide: ละลาย galantamine hydrobromide  2 
mg ด้วย water type I ปริมาตร 1 ml และเจือจางด้วย 0.05 M tris-HCl pH 7.8 เพ่ือให้ได้ความ
เข้มข้น 1.95 3.91 7.81 15.63 31.13  62.5 125 และ 250 µg/ml  
 สารละลาย limonene: ปิ เปต limonene และเจือจางด้วย 0.05 M tris-HCl pH 7.8 
เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 312.5 1250 1800 และ 3600 µg/ml 
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 สารละลาย ocimene: ปิเปต ocimene และเจือจางด้วย 0.05 M tris-HCl pH 7.8 เพ่ือให้
ได้ความเข้มข้น 156.5 312.5 625 และ 1250 µg/ml 
 สารละลาย mamelosin: ปิเปตสารมาตรฐาน mamelosin และเจือจางด้วย 0.05 M tris-
HCl pH 7.8 เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 39.06 78.13 156.50 312.50 625 และ 1250 µg/ml 
 สารละลายเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส ความเข้มข้น 0.27 U/ml: ปิเปต
สารละลายเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส 6.66 U/ml ปริมาตร 810 µl เจือจางด้วยสารละลาย 
0.05 M Tris-HCl pH 7.8 ปริมาตร 19.19 ml 
 สารละลาย acetylthiocholine iodide (ACTI) ความเข้มข้น 75 mM: ชัง่ ACTI 0.2168 
g  ละลายด้วย water type I ปริมาตร 10 ml  
 สารละลาย dithiobisnitrobenzoic acid (DNTB) ความเข้มข้น 10 mM: ชั่ง DNTB 
0.039635 g ละลายด้วย sodium phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 10 ml  
 สารละลาย 1 M sodium dihydrogen phosphate: ชั่ง NaH2PO4 13.8 g ละลายด้วย 
water type I ปริมาตร 80 ml และปรับปริมาตรด้วย water type I ให้ครบ 100 ml 
 สารละลาย 1 M disodium hydrogen phosphate: ชั่ง Na2HPO4 14.2 g ละลายด้วย 
water type I ปริมาตร 80 ml และปรับปริมาตรด้วย water type I ให้ครบ 100 ml 
 สารละลาย 1 M sodium phosphate buffer pH 7.0: ปิเปต 1 M sodium dihydrogen 
phosphate ปริมาตร 5.77 ml และปิเปต 1 M disodium hydrogen phosphate ปริมาตร 4.23 ml 
และปรับปริมาตรด้วย water type I ให้ครบ 100 ml  
 สารละลาย 1 M sodium phosphate buffer pH 8.0: ปิเปต 1 M sodium dihydrogen 
phosphate ปริมาตร 0.68 ml และ ปิเปต 1 M disodium hydrogen phosphate ปริมาตร 9.32 
ml และปรับปริมาตรด้วย water type I ให้ครบ 100 ml  

5.4 การวิเคราะห์องค์ประกอบของสารกลุ่มเทอร์ปีนในใบมะตูมบ้าน 
การวิเคราะห์บนแผ่น HPTLC  

1. ฉีดสารละลายมาตรฐาน limonene, pinene และ ocimene ปริมาตร 5 µl 
สารละลายใบมะตมู ปริมาตร 10 µl ลงบนแผน่ HPTLC silica gel 60G F254 โดยใช้เคร่ือง 
automatic TLC sampler  

2. ท าการ develop ด้วย automatic developing chamber โดยใช้ mobile 
phase คือ hexane: ethyl acetate (9:1) 

3. พน่ด้วยสารละลาย anisaldehyde-sulfuric acid 
4. บนัทกึผลเป็นรูปภาพโดยใช้เคร่ือง HPTLC visualizer  
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การวิเคราะห์ปริมาณ limonene และองค์ประกอบของสารกลุ่มเทอร์ปีนในใบ
มะตูมบ้าน โดยเทคนิค Gas Chromatography (GC) (วิเคราะห์โดยศูนย์เคร่ืองมือ 
มหาวิทยาลัยรังสิต) 

1. สกดั limonene ตามวิธีของ Hara et al., 1999 โดยใช้ใบมะตมูบ้าน 1 กรัม 
สกดัด้วยเฮกเซน 10 มิลลิลิตร หมกัไว้ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วนั 

2. แบง่มา 1 มิลลิลิตร ระเหยตวัท าละลายให้แห้ง ปรับปริมาตรด้วยเมทานอลให้
เป็น 0.5 มิลลิลิตร แล้วน าไปวิเคราะห์ปริมาณ limonene ด้วย gas chromatography โดย
เปรียบเทียบปริมาณกบักราฟมาตรฐานของ limonene 

3. สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณ limonene เป็นดงันี ้
GC with Flame Ionization Detector  
Column: PE-WAX ยาว 60 m เส้นผา่ศนูย์กลางภายใน (inner diameter, i.d.) 

0.32 mm หนา 0.25 µm  
Carrier Gas: Helium อตัราการไหล (flow rate) 2 ml/min  
Injection temperature: 190°C  
Oven temperature: 90 °C 4 min, increase to 220 °C (rate 10°C /min) hold 

3 min  
Detector temperature: 220 °C  
Injection volume: 1 µl Spilt ratio: 1:20 

  4. สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์องค์ประกอบในใบมะตมูบ้าน ดงันี ้
GC EI/CI MSD with Triple-Axis Detector  
Column: Mega 5 MS (ยาว 30 m เส้นผา่ศนูย์กลางภายใน (inner diameter, 

i.d.) 0.25 mm หนา 0.25 µm  
Inlet: 190°C Oven: 60°C for 4 min, 10°C/min to 220 and hold 3 min  
Aux heaters: 230°C   
Carrier gas: Helium อตัราการไหล (flow rate) 1.0 ml/min, constant flow 
Average velocity: 36.623 cm/sec. Split: 1:20  
Scan: 50-700 amu, scans/sec. = 2.28  
MS Source: 230°C 
MS Quadrupole: 150°C EI: 70 eV 
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5.5 การวิเคราะห์ปริมาณสารมาร์มีโลซินในสารสกัดผลมะตูม 
  1. เตรียมสารละลายมาตรฐานมาร์มีโลซิน 1 mg/ml ในเมทานอล 
  2. เตรียมสารละลายตวัอย่าง โดยละลายผงแห้งของผลมะตมู 100 mg ด้วยเมทา
นอล 1 ml จากนัน้ sonicate นาน 15 นาที 
  3. ฉีดสารลายมาตรฐานมาร์มีโลซิน 1 mg/ml ปริมาตร 2 4 8 16 และ 32 µl 
ตามล าดบั บนแผ่น HPTLC silica gel 60G F254 เพ่ือให้ได้สารมาตรฐาน ปริมาณ 2 4 8 16 และ 
32 µg โดยใช้เคร่ือง automatic TLC sampler  
  4. ฉีดสารละลายตัวอย่างผลมะตูม ปริมาตร 20 µl บนแผ่น HPTLC silica gel 
60G F254 โดยใช้เคร่ือง automatic TLC sampler  
  5. ท า ก า ร  develop ด้ วย  automatic developing chamber โด ย ใช้  mobile 
phase คื อ  toluene: ethyl acetate: glacial acetic acid (7:3:0.1) ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  25°C±20°C 
จนกระทัง่สารเคล่ือนท่ีไปได้ 8.5 cm 

6. เป่าแผน่ HPTLC silica gel ให้แห้ง และวิเคราะห์ผลโดยใช้เคร่ือง HPTLC 
densitometer โดยใช้ absorbance reflectance mode: 310 nm  

7. สร้าง calibration curve แสดงความสมัพนัธ์ของพืน้ท่ีใต้กราฟ (peak area) 
และปริมาณสารมาร์มีโลซิน และค านวณปริมาณสารมาร์มีโลซิน ในสารละลายผลโดยใช้ 
calibration curve นี ้

5.6 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอ
เรส โดยเทคนิค HPTLC 

การเตรียมสารสกัดใบมะตูมส าหรับการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระบนแผ่น 
HPTLC ดังนี ้

1. ฉีดสารละลายมาตรฐาน limonene pinene และ ocimene ปริมาตร 5 µl 
สารละลายใบมะตมูบ้าน ปริมาตร 10 µl ลงบนแผน่ HPTLC silica gel 60G F254 โดยใช้เคร่ือง 
automatic TLC sampler  

2. ท าการ develop ด้วย automatic developing chamber โดยใช้ mobile 
phase คือ hexane: ethyl acetate (9:1) 

3. บนัทกึผลเป็นรูปภาพโดยใช้เคร่ือง HPTLC visualizer  
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การเตรียมสารสกัดผลมะตูม ส าหรับการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิ
โคลีนเอสเตอเรส บนแผ่น HPTLC ดังนี ้

1. ฉีดสารละลายมาตรฐานกาลนัตามีน ปริมาตร 2 µl สารละลายผลมะตมู 
ปริมาตร 10 µl สารละลายมาตรฐาน aegelin และสารละลายมาตรฐาน mamelosin ปริมาตร 2 
µl ลงในแผน่ HTLC silica gel 60G F254 โดยใช้เคร่ือง automatic TLC sampler   

2. ท าการ develop ด้วย automatic developing chamber โดยใช้ mobile 
phase คือ toluene: ethyl acetate: methanol: glacial acetic acid (40:10:1.25:1) 

3. บนัทกึผลเป็นรูปภาพโดยใช้เคร่ือง HPTLC visualizer  
การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH ดังนี ้

1. จุม่แผน่ HPTLC silica gel ท่ีเตรียมไว้ในสารละลาย DPPH ในเมทานอล 
ความเข้มข้น 0.25 mM โดยใช้เวลาน้อยท่ีสดุ 

2. บนัทกึผลเป็นรูปภาพโดยใช้เคร่ือง HPTLC visualizer 
3. ผลบวก บนแผ่น HPTLC โดยเปล่ียนสีของ DPPH จากสีมว่งเป็นแถบสีเหลือง

จนถึงสีขาว  
การทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรส ดังนี ้

1. จุม่แผน่ HPTLC silica gel ท่ีเตรียมไว้ ลงในสารละลายเอนไซม์อะเซทิลโคลีน
เอสเตอเรส ความเข้มข้น 6.66 U/ml ในสารละลาย 0.05 M Tris-HCl pH 7.8 ท่ีมี BSA 1% โดยใช้
เวลาน้อยท่ีสดุ 

2. เป่าแผน่ HPTLC silica gel ให้แห้ง  
3. บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 

4. เป่าแผน่ HPTLC silica gel ให้แห้ง  
5. จุม่แผน่ HPTLC silica gel ลงในสารละลายผสม naphthyl acetate และ fast 

blue salt นาน 3 นาที 
6. เป่าแผน่ HPTLC silica gel ให้แห้ง  
7. บนัทกึผลเป็นรูปภาพโดยใช้เคร่ือง HPTLC visualizer 
8. ผลบวก บนแผ่น HPTLC โดยการเปล่ียนสีของของแถบเป็นสีขาว  

5.7 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH โดยเทคนิค UV 
spectrophotometry (microplate reader) 
 โดยทดสอบซ า้ 3 ครัง้ วิเคราะห์ผลการทดสอบโดยใช้สถิติ one way ANOVA ในโปรแกรม SPSS 
version 21 และรายงานเป็นคา่เฉล่ีย (สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (RSD)) 
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  1. หยอดสารละลายสารมาตรฐาน quercetin สารสกดัใบมะตมูบ้านด้วยเฮกเซน
และสารสกดัผลมะตมูด้วยน า้ ปริมาตร 20 µl ลงใน 96 well plate  
  2. หยอดสารละลาย 0.1 mM DPPH ปริมาตร 75 µl ปิดด้วย aluminum foil เขย่า
เบาๆ โดยใช้ shaker อณุหภมูิห้อง 30 นาที 
  3. วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 517 nm 

5.8 การทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรส โดยเทคนิค UV 
spectrophotometry (microplate reader)  
โดยทดสอบซ า้ 3 ครัง้ วิเคราะห์ผลการทดสอบโดยใช้สถิติ one way ANOVA ในโปรแกรม SPSS 
version 21 และรายงานเป็นคา่เฉล่ีย (สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (RSD)) 
  1. หยอดสารละลายสารมาตรฐานกาลันตามีน สารสกัดใบมะตูมบ้านด้วย         
เมทานอล สารสกัดผลมะตมูด้วยน า้ สารละลาย limonene สารละลาย ocimene และสารละลาย
สารมาร์มีโลซิน ปริมาตร 20 µl ลงใน 96 well plate  
  2. หยอดสารละลายเอนไซม์อะเซทิลโคลีน ความเข้มข้น 0.27 U/ml ปริมาตร 20 
µl ปิดด้วย aluminum foil เขยา่เบาๆ โดยใช้ shaker ท่ีอณุหภมูิห้อง 30 นาที 
  3. หยอดสารละลาย sodium phosphate pH 8.0 ปริมาตร 150 µl ลงใน 96 well 
plate ปิดด้วย aluminum foil เขยา่เบาๆ โดยใช้ shaker ท่ีอณุหภมูิห้อง 10 นาที 
  4. หยอดสารละลาย 10 mM DNTB ปริมาตร 50 µl ปิดด้วย aluminum foil เขย่า
เบาๆ โดยใช้ shaker ท่ีอณุหภมูิห้อง 10 นาที 
  5. หยอดสารละลาย 75 mM ACTI ปริมาตร 20 µl ปิดด้วย aluminum foil เขย่า
เบาๆ โดยใช้ shaker ท่ีอณุหภมูิห้อง 30 นาที 
  6. วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 412 nm 

5.9 การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน 
การเตรียม agarose gel electrophoresis เพื่อวิเคราะห์คุณภาพ RNA หรือการ

แสดงออกของยีน 
1. ละลาย agarose ด้วย 1x Solution UltraPureTM TAE Buffer ให้ได้ความ

เข้มข้น 1% (ส าหรับวิเคราะห์ RNA) และ 1.5% (ส าหรับวิเคราะห์การแสดงออกของยีน) 
2. ให้ความร้อนจนสารละลายเดือด   
3. รอให้เย็นลง และเทลงชดุอปุกรณ์ส าหรับ electrophoresis  

ขัน้ตอนการสกัด RNA จากใบมะตูม โดยใช้ RNeasy Mini kit ดังนี ้
1. บดใบมะตมูให้เป็นผงละเอียดโดยใช้ไนโตรเจนเหลว 
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2. ใสผ่งของใบมะตมูลงในโกร่งและเตมิ trizol ปริมาตร 1 ml  
3. ปิเปตของผสมใสล่งใน centrifuge tube ขนาด 15 ml  
4. ป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที 

5. ดดูเอาเฉพาะสารละลายใสด้านบน (supernatant) ใสใ่น eppendorf tube 

6. เตมิ chloroform ปริมาตร 200 µl 
7. ป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที 

8. ดดูเอาเฉพาะสารละลายด้านบน (supernatant) ใสใ่น eppendorf tube 

9. เตมิ 70% ethanol ปริมาตร 200 µl ลงในสารละลายท่ีได้ ผสมให้เข้ากนัเบาๆ 

10. ดดูสารละลายท่ีได้ลงใน eppendorf tube ใหม ่และป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 
13000 รอบตอ่นาที นาน 15 วินาที 

11. เตมิ buffer RW1 ปริมาตร 700 µl ลงใน RNeasy spin column 
12. ป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว มากกวา่หรือเท่ากบั 10,000 รอบตอ่นาที นาน 15

วินาที  
13. ทิง้ของเหลวสว่นท่ีอยูน่อกคอลมั 

14. ท าซ า้ข้อ 11. ถึง 13. จ านวน 2 รอบ 

15. ใส ่RNeasy spin column ใน eppendorf tube อนัใหม ่ 
16. เตมิ RNAse-free water ปริมาตร 50 µl ลงใน spin column 

17. ป่ันเหว่ียงด้วยความเร็วมากกวา่หรือเท่ากบั 10,000 รอบตอ่นาที เพ่ือ elute 
RNA  

18. วิเคราะห์คณุภาพ RNA ด้วย agarose gel electrophoresis และวิเคราะห์
ปริมาณด้วยเคร่ือง Biophotometer plus 

สังเคราะห์ cDNA โดยใช้ qScriptTM XLT cDNA SuperMix ดังนี ้
1. ปิเปต qScriptTM XLT cDNA SuperMix (5X) ปริมาตร 4 µL จ านวน 3 

หลอด 
2. เตมิ RNA template ปริมาตร 1.5 µl (ยอด) 5 µl (ใบอ่อน) และ 1.5 µl (ใบโต

เตม็ท่ี) (RNA ในแตล่ะตวัอย่างมีปริมาณไมเ่ทา่กนั เพ่ือปรับให้ปริมาณ RNA ในแตล่ะตวัอยา่งมี
ปริมาณใกล้เคียงกนั จงึใช้ RNA ในปริมาตรท่ีตา่งกนั) 

3. เตมิ RNase/DNase-free water จนครบ 20 µL  
4. ผสมกนัเบาๆโดยใช้เคร่ือง vortex  
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5. ป่ันเหว่ียง และเก็บส่วนลา่ง 
6.บม่ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ ดงันี ้ 

6.1 อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  
6.2 อณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
6.3 อณุหภมูิ 85 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
6.4 เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

วิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนโดยใช้ AccustartTM II GelTrackTM PCR 
SuperMix (2X) (ตาราง 6) 

1. ปิเปต AccuStart II GelTrack PCR SuperMix (2X) ปริมาตร 12.5 µL  
2. ปิเปต Forward primer ความเข้มข้น 100 µM ปริมาตร 1 µL 
3. ปิเปต Reverse primer ความเข้มข้น 100 µM ปริมาตร 1 µL 
4. ปิเปต DNA Template ปริมาตร 5-10 µL 
5. เตมิ Nuclease-free water จนครบ 25 µL 
6. ตัง้คา่โปรแกรมการท า PCR เป็นดงันี ้ 

6.1 initial denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
6.2 denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
6.3 annealing ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
6.4 extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
6.5 final extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  

7. ท าซ า้ ข้อ 6 จ านวน 25-35 รอบ เพ่ือหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมท่ีสามารถแยก
ความแตกตา่งของความสว่างของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนแผน่อะกาโรส 

8. เม่ือได้จ านวนรอบท่ีเหมาะสม จงึท า PCR อีกครัง้เพ่ือเปรียบเทียบความสวา่ง
ของแถบดีเอ็นเอของยีนท่ีสนใจเทียบกบั housekeeping gene (ใช้ 18S ribosomal RNA gene 
เป็น housekeeping gene)  

9. วิเคราะห์ความสวา่งของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนแผ่นอะกาโรสโดยเคร่ือง 
ImageQuant™ LAS 4000 (GE Health care, Sweden) 
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ตาราง 6 แสดงสว่นประกอบตา่งๆท่ีใช้ในการศกึษาแสดงออกของยีน 

สว่นประกอบ ปริมาตร (µl) ยอด ยอด ใบอ่อน ใบอ่อน ใบโต 
เตม็ท่ี 

ใบโต
เตม็ท่ี 

AccuStart II 
GelTrack PCR 
SuperMix(2X) 

12.5 / / / / / / 

18S 0.5F 1 / - / - / - 
18S 0.5R 1 / - / - / - 

LimS1 1 - / - / - / 
LimA1 1 - / - / - / 

cDNA (1:10) 1 / / / / / / 
Nuclease-free 

water 
9.5 / / / / / / 
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บทที่ 4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

1. ผลการศึกษาในใบ 
1.1 ผลการวิเคราะห์สารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ด้วย high-performance thin-layer 

chromatography (HPTLC) 
 การทดลองนีเ้ป็นการวิเคราะห์เบือ้งต้น เพ่ือประเมินวา่ในสารสกดัของใบมะตมูทัง้สามชว่ง
การเจริญเติบโต ท่ีสกดัด้วยเฮกเซน มีสารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์เป็นองค์ประกอบหรือไม่ โดยใช้ระบบ
ตัวท าลาย (mobile phase) คือ hexane: ethyl acetate (9:1) โดยสารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์จะให้สี
ม่วงเม่ือย้อมด้วยสารละลาย anisaldehyde-sulfuric sulfuic acid  ผลการศึกษาจากการตรวจวดั
ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm (ภาพประกอบ 17 A, lane: A-C)  พบว่าในยอด มีแถบสีเข้มหลาย
ต าแหน่ง ซึ่งคาดว่าน่าจะมีองค์ประกอบของสารท่ีสามารถดดูกลืนแสง UV ท่ี 254 nm มากกว่าใบ
อ่อนและใบโตเต็มท่ี ส่วนแถบสารมาตรฐาน (limonene, pinene และ ocimene) (ภาพประกอบ 
17 A, lane: D-F) พบแถบสารสีเข้ม หลายต าแหน่ง ทัง้สามสารมาตรฐาน อาจเกิดจากความไม่
บริสทุธ์ิของสารมาตรฐาน ความไม่คงตวัของสารระหวา่งการเตรียมสารจนถึงขัน้ตอนการวิเคราะห์
บนแผ่น HPTLC รวมทัง้เทคนิคการเตรียมสารด้วย ส่วนการตรวจวัดท่ีความยาวคล่ืน 366 nm 
(ภาพประกอบ 17 B, lane: A-C) พบว่าในยอด ปรากฏแถบเรืองแสงสีท่ีแตกตา่งกนัและมีต าแหน่ง
ท่ีแตกต่างจากผลการตรวจวัดท่ีความยาวคล่ืน  254 nm ส่วนแถบสารมาตรฐาน (limonene, 
pinene และ ocimene) (ภาพประกอบ 17 B, lane: D-F) พบแถบเรืองแสงสีท่ีแตกต่างกันใน 
limonene และ pinene หลายต าแหน่ง แต่ไม่พบใน ocimene เม่ือน าแผ่น HPTLC มาพ่นด้วย
สารละลาย anisaldehyde-sulfuric acid จะเห็นว่าสารสกัดจากใบมะตูมทั ง้สามช่วงการ
เจริญเติบโต อาจจะมีสารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ท่ีเหมือนกันเป็นองค์ประกอบ เน่ืองจากให้สีม่วง
เช่นเดียวกับ limonene pinene และ ocimene (ภาพประกอบ 18) แตย่งัสรุปไม่ได้ว่ามีสารเหล่านี ้
เป็นองค์ประกอบในใบ เน่ืองจากระยะทางท่ีสารในสารสกัดเคล่ือนท่ี (Rf) อาจไม่มีต าแหน่งท่ีตรง
กบัสารมาตรฐาน (limonene ocimene และ pinene)   
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ภาพประกอบ 17 โครมาโตแกรมแสดงสารกลุม่เทอร์ปีนอยด์ในสารสกดัใบ (A: UV 254 และ B: 
366 ตามล าดบั) 

ยอด (A) ใบออ่น (B) ใบโตเตม็ท่ี(C) limonene (D) pinene (E) และ ocimene (F) 

 

ภาพประกอบ 18 โครมาโตแกรมแสดงสารกลุม่เทอร์ปีนอยด์ในสารสกดัใบ 

ยอด (A) ใบออ่น (B) ใบโตเตม็ท่ี(C) limonene (D) pinene (E) และ ocimene (F) 
1.2 ผลการวิเคราะห์สารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ด้วย gas chromatography (GC) 

 องค์ประกอบท่ีพบเฉพาะในยอด ได้แก่ trans-β-ocimene, β-ocimene ซึง่เป็น acyclic 

monoterpene และ (+)-β-selinene ซึ่งเป็น sesquiterpene เม่ือใบเจริญเป็นใบอ่อนและใบโต
เต็มท่ี ไม่พบ acyclic monoterpene แต่พบ cyclic monoterpene แทน องค์ประกอบท่ีพบเฉพาะ

ในใบอ่อน ได้แก่ (-)-β-elemene, (+)-δ-cadinene และ β-cis caryophyllene องค์ประกอบท่ีพบ

เฉพาะในใบโตเต็มท่ี ได้แก่  α-copaene,  aromadenedrene, selina-3,7(11)-diene และ γ-
muuolene และองค์ประกอบท่ีพบในใบทัง้สามช่วงการเจริญเติบโต ได้แก่  caryophyllene, 
humulene, d-germacrene และ bicyclogermacrene (ตาราง 7) 

A B 
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ตาราง 7 แสดงองค์ประกอบท่ีพบในใบสามชว่งการเจริญเตบิโต 

 
 

Retention 
time (min) 

Quality สารท่ีพบ โครงสร้าง ช่วงการเจริญเติบโต 
 ยอด ใบ

ออ่น 
ใบโตเตม็ที ่

8.931 95 Trans-β-ocimene 
 

/   

9.143 98 β-ocimene                                
 

/   
 

14.503 98 α-Copaene 
 

  / 

14.671 91 (-)-β-Elemene 
 

 /  

15.169 99 Caryophyllene 
 

/ / / 

15.382 90 β-cis 
Caryophyllene  

 /  

15.645 97 Humulene 
 

/ / / 
 

15.989 98 D-germacrene 

 

/ / / 
 

16.099 95 (+)-β-selinene 
 

/   

16.107 97 Aromadenedrene 

 

  / 
 

16.143 93 Bicyclogermacrene 

 

/ / / 
 

16.158 95 (+)-δ-cadinene 

 

 /  
 

16.480 91 Selina-3,7(11)-
diene  

  / 

17.190 98 γ-Muuolene 
 

 
 

 / 
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1.3 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH โดยเทคนิค HPTLC 
 ผลการทดสอบในสารสกัดใบสามช่วงการเจริญเติบโต โดยผลบวกคือการเปล่ียนสีของ 
DPPH จากสีม่วงเป็นสีเหลืองจนถึงสีขาว ในยอดเห็นแถบท่ี  DPPH เปล่ียนเป็นสีขาวหลาย
ต าแหน่ง ในใบอ่อนเห็นแถบสีขาว และใบโตเต็มท่ี เห็นแถบท่ี DPPH เปล่ียนเป็นสีขาวจางๆ 
นอกจากนีเ้ห็นแถบสีขาวในสารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ (limonene: Rf = 0.18 , pinene: Rf = 0.45 และ 
ocimene:Rf = 0.80) ด้วย (ภาพประกอบ 19) แสดงให้เห็นว่าในสารสกดัใบมีองค์ประกอบของสาร
ท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ และสารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ (limonene pinene และ ocimene) มีฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระ อยา่งไรก็ตาม ยงัสรุปไมไ่ด้วา่มีสารเหลา่นีเ้ป็นองค์ประกอบในใบ 
 

 

ภาพประกอบ 19 โครมาโตแกรมแสดงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัใบมะตมู 

ยอด (A) ใบออ่น (B) ใบโตเตม็ท่ี (C) limonene (D) pinene (E) และ ocimene (F) 
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ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH โดยเทคนิค UV spectrophotometry 
(microplate reader) 
 ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบด้วยเฮกเซนสามช่วงการเจริญเติบโต
โดยใช้  quercetin เป็นสารมาตรฐาน พบว่าฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของใบทัง้สามช่วงการ
เจริญเติบโตมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P value = 0.000) สารมาตรฐาน 
quercetin มีค่า IC50 เท่ากับ 8.88 µg/ml (RSD 6.95%) (ตาราง 10) ยอด มีค่า IC50 เท่ากับ 0.42 
mg/ml (RSD 3.55%)  ใบอ่อน มีคา่ IC50 เท่ากบั 4.18 mg/ml (RSD 3.81%)  และใบโตเต็มท่ี มีคา่ 
IC50 เทา่กบั 11.20 mg/ml (RSD 6.71%) (ตาราง 8) 

ตาราง 8 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของใบมะตมูสามชว่งการเจริญเตบิโต 

 

1.4 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรส  
ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรส โดยเทคนิค HPTLC 
 ผลการทดสอบในสารสกัดใบด้วยเฮกเซนสามช่วงการเจริญเติบโต โดยใช้สารมาตรฐาน 
กาลนัตามีน เป็นสารมาตรฐานควบคุมผลบวก (positive control) โดยผลบวก คือ การเปล่ียนสี
ของแถบเป็นสีขาว พบว่าสารมาตรฐานกาลนัตามีน ไม่เคล่ือนท่ีในระบบ mobile phase นีท้ าให้
เห็นผลบวกท่ี baseline  และพบแถบสีเข้มในสารสกัดใบทัง้สามช่วงการเจริญเติบโต แต่ไม่พบ
ผลบวก นอกจากนีส้ารในกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ (limonene pinene และ ocimene) ไม่พบผลบวก
เช่นกัน (ภาพประกอบ 20) อย่างไรก็ตามเป็นการวิเคราะห์เบือ้งต้น อาจมีความไวต ่าในการ
ตรวจวัดสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสน้อย เห็นได้จากสารมาตรฐาน            
กาลนัตามีน ยงัให้เห็นผลบวกเป็นแถบสีขาวไม่ชดัเจน นอกจากนีค้วามเข้มข้นของสารทดสอบและ 
detector อาจมีผลตอ่การตรวจไม่พบสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสน้อย ดงันัน้

ชว่งการ
เจริญเตบิโต 

IC50 (mg/ml) 
(%RSD) N=3 

ANOVA test 
(between group) 

Post Hoc test 
(within group) 

ยอด 0.42 (3.55) P value =0.000 เทียบใบอ่อน P value =0.000 
ใบอ่อน 4.18 (3.81) เทียบใบโตเตม็ท่ี  P value =0.000 
ใบโตเตม็ท่ี 
quercetin 

11.20 (6.71) 
8.88  µg/ml 
(6.95) 

เทียบยอด  P value =0.000 
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จึงสรุปไม่ได้ว่าสารสกัดใบด้วยเฮกเซนมีองค์ประกอบของสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีน
เอสเตอเรสหรือไม่ ต้องใช้วิธีการทดสอบอ่ืนเพิ่มเติม โดยการศกึษานีท้ดสอบเพิ่มโดยใช้เทคนิค UV 
spectrophotometry (microplate reader)   
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 20 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกดัใบด้วยเฮกเซน 

สารมาตรฐานกาลันตามีน (A) ยอด (B) ใบอ่อน (C) ใบโตเต็มท่ี (D) limonene (E) pinene (F) 
และ ocimene (G) 

ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรส โดยเทคนิค UV 
spectrophotometry (microplate reader)  

ผลการศกึษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกดัใบด้วยเฮกเซนของใบ
สามช่วงการเจริญเติบโต โดยใช้สารมาตรฐานกาลันตามีน เป็นสารควบคุมผลบวก (positive 
control) พบว่า ค่า  % inhibition อยู่ ระหว่าง 0.74-7.41% และค่าไม่ เพิ่ มตามความเข้มข้น 
นอกจากนี ้พบว่าการใช้ความเข้มข้นท่ีมากกว่า 1.25 mg/ml ท าให้เกิดสารละลายขุ่น ไม่สามารถ
ทดสอบได้และหาค่า IC50 ได้ (ตาราง 9) และผลการศึกษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีน    
เอสเตอเรสของสารสกัดใบด้วยเมทานอลของใบสามช่วงการเจริญเติบโต  พบว่าฤทธ์ิต้าน
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของยอดต่างจากใบโตเต็มท่ีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยสาร
มาตรฐานกาลนัตามีน มีค่า IC50 เท่ากบั 0.11 mg/ml (RSD 1.63%)  ยอด มีค่า IC50 เท่ากับ 0.53 
mg/ml (RSD 2.51%)  ใบอ่อน มีค่า IC50 เท่ากับ 0.50 mg/ml (RSD 2.93%) และใบโตเต็มท่ี IC50 
เท่ากับ 0.48 µg/ml (RSD 5.52%) (ตาราง 10) และค่า %inhibition ของ สาร limonene และ 
ocimene เพิ่มขึน้ตามความเข้มข้น (ตาราง 11-12) อย่างไรก็ตาม สารละลาย limonene ความ
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เข้มข้นท่ีมากกว่า 3.6 mg/ml  และ สารละลาย ocimene ความเข้มข้นท่ีมากกว่า 1.25 mg/ml ท า
ให้เกิดสารละลายขุน่ ไมส่ามารถทดสอบฤทธ์ิและหาคา่ IC50 ได้  

ตาราง 9 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของใบด้วยเฮกเซน 

 
ตาราง 10 ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกดัใบด้วยเมทานอลสามชว่งการ
เจริญเตบิโต 

 

 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

%Inhibition 
(ยอด) (%RSD) 

(N=3) 

%Inhibition 
(ใบอ่อน) (%RSD) 

(N=3) 

%Inhibition 
(ใบโตเตม็ท่ี) (%RSD) 

(N=3) 
39.06 
78.13 
156.25 
312.50 

625 
1250 

4.15 (0.84) 
6.02 (0.52) 
6.98 (0.50) 
4.95 (0.75) 
-4.30 (2.64) 
-38.98 (2.95) 

2.72 (6.20) 
3.17 (3.30) 
5.15 (0.45) 
0.74 (0.55) 
-3.68 (4.77) 
-53.82 (0.98) 

6.50 (4.99) 
5.80 (0.69) 
7.41 (0.61) 
3.71 (2.73) 
-1.02 (4.66) 
-44.04 (0.34) 

ชว่งการ
เจริญเตบิโต 

IC50 (mg/ml) 
(%RSD) N=3 

ANOVA test 
(Between group) 

Post Hoc test 
(within group) 

ยอด 0.53 (2.51) P value =0.02 เทียบใบอ่อน P value =0.091 
ใบอ่อน 0.50 (2.93) เทียบใบโตเตม็ท่ี  P value 

=0.091 
ใบโตเตม็ท่ี 
สารมาตรฐาน     
กาลนัตามีน 

0.48 (5.52) 
0.11 (1.63) 

เทียบยอด  P value =0.007 
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ตาราง 11 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของ limonene 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

average %Inhibition 
(µg/ml) (%RSD) N=3 

312.5 
1250 
1800 
3600 

3.15 (1.58) 
6.06 (2.30) 
9.46 (2.75) 
25.25 (3.19) 

3.10 (1.72) 
6.98 (2.71) 
10.47 (2.61) 
27.37 (3.26) 

2.53 (1.62) 
5.72 (2.46) 
8.95 (2.17) 
22.80 (2.70) 

2.93 (11.77) 
6.25 (10.42) 
9.63 (8.04) 
25.14 (9.10) 

ตาราง 12 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของ ocimene 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

average %Inhibition 
(µg/ml) (%RSD) N=3 

156.5 
312.5 
625 
1250 

5.64 (1.53) 
6.88 (2.17) 
7.22 (5.67) 
13.08 (4.91) 

5.43 (1.38) 
7.89 (0.31) 
8.61 (2.15) 
12.23 (6.95) 

5.25 (1.54) 
6.43 (3.78) 
8.46 (3.09) 
10.28 (8.39) 

5.44 (3.59) 
7.07 (10.58) 
8.10 (9.42) 

11.86 (12.10) 

 
1.5 ผลการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในใบมะตูมบ้านโดยวิธี 

semiquantitative polymerase chain reaction (semiquantitative PCR) 
 การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน limonene synthase ซึ่งเป็นยีนท่ีพืชใช้ในการ
สงัเคราะห์ cyclic monoterpene เร่ิมจากการสกดั RNA จากใบมะตมูบ้านในช่วงการเจริญเติบโต
ต่าง ๆ ซึ่งผลการสกัดจะได้ RNA ของยีนทุกชนิดท่ีแสดงออกในช่วงเวลานัน้ ๆ จากนัน้ใช้ดีเอ็นเอ
ไพรเมอร์ (DNA primer) ท่ีจ าเพาะกับยีนท่ีสนใจ ในการศึกษานี ้คือ ยีน limonene synthase มา
ท าปฏิกิริยา PCR ผลของปฏิกิริยาโดยใช้ดีเอ็นเอไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะ จะเป็นการเพิ่มปริมาณยีน 
limonene synthase เท่านัน้ ในการศึกษานีเ้ป็นการเปรียบเทียบปริมาณ RNA ของยีน limonene 
synthase ในใบมะตูมแต่ละช่วงการเจริญเติบโต ซึ่งถ้ามีปริมาณ RNA อยู่มาก จะได้ผลของ
ปฏิกิริยา PCR ซึ่งแสดงเป็นแถบสว่าง ท่ีสว่างมาก ในขณะท่ีถ้ามีปริมาณ RNA อยู่น้อย จะได้ผล
ของปฏิกิริยา PCR ซึ่งแสดงเป็นแถบสว่าง ท่ีสว่างน้อย การวดัความสว่างของแถบดีเอ็นเอ จะท า
การวดัเปรียบเทียบกบัยีนท่ีแสดงออกตลอดเวลา (housekeeping gene) ซึ่งในการศกึษานีใ้ช้ 18s 
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ribosomal RNA (18s RNA) gene  อนึ่ง ในการท าปฏิกิริยา PCR จะต้องท าการสังเคราะห์ 
complementary DNA (cDNA) จาก RNA ก่อน และใช้ cDNA เป็นแม่แบบในการท า PCR การ
วิเคราะห์คุณภาพ โดยวิเคราะห์จากค่าการดูดกลืนแสง อตัราส่วนค่าการดูดกลืนแสงท่ี 260 nm 
ตอ่ 280 nm ต้องมีคา่อยูร่ะหว่าง 1.8-2.1 จะแสดงวา่ RNA ไม่มีโปรตีนปนเปือ้นหรือมีน้อยมาก จะ
เห็นว่า RNA ท่ีสกัดได้จากยอดและใบโตเต็มท่ีไม่มีโปรตีนปนเปื้อน แต่ RNA ท่ีได้จากใบอ่อน
คอ่นข้างมีโปรตีนปนมาในระหว่างกระบวนการสกดั ปริมาณ RNA ค านวณจากคา่การดดูกลืนของ
แสงท่ี 260 nm โดยค่าการดดูกลืนของแสงท่ี 260 nm มีคา่เท่ากบั 1 จะมีคา่เทียบเท่ากับ RNA 40 
µg/ml (ต า รา ง  13-14)  ก า รวิ เค ราะ ห์ คุณ ภ าพ  RNA ด้ วย  agarose gel electrophoresis 
(ภาพประกอบ 21) แสดงให้เห็นว่า RNA ท่ีได้จากยอด มีปริมาณมาก และมีคณุภาพดี สงัเกตได้
จากเห็นแถบสว่างชัดและไม่มีแถบเป็นปื้น (smear) RNA จากใบอ่อนมีคุณภาพดีเช่นกัน แต่มี
ปริมาณน้อย และ RNA จากใบโตเต็มท่ีมีปริมาณมาก แตมี่ RNA ท่ีเสียสภาพ (degrade) อยู่ด้วย
โดยแสดงแถบท่ีเป็นปืน้ (smear) นอกจากนีไ้ด้ท าการวิเคราะห์ว่า RNA ท่ีสกดัได้ไม่มี DNA ปนอยู่
ด้วย โดยการน า RNA มาเป็นแม่แบบในการท า PCR โดยใช้ ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกับยีน limonene 
synthase พบวา่ไมมี่แถบสวา่งเกิดขึน้ แสดงว่า RNA ท่ีสกดัได้ไมมี่ DNA ปนอยูด้่วย  ในการศกึษา
ระดับการแสดงออกของยีนจะต้องหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสม ท่ีปรากฏแถบสว่างในช่วง log 
phase ของ PCR พบว่าช่วงท่ีเหมาะสม คือการท า PCR จ านวน 33 รอบ ดงันัน้ การวิเคราะห์การ
แสดงออกของยีน จะวิเคราะห์ท่ีผลของ PCR ในรอบท่ี 33   

 

ภาพประกอบ 21 แสดงผลการวิเคราะห์คณุภาพของ RNA 

เคร่ืองหมายน า้หนักโมเลกุล (molecular weight marker) (A) ยอด (B) ใบอ่อน (C) และใบโต
เตม็ท่ี (D) 
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ตาราง 13 แสดงอตัราสว่นคา่การดดูกลืนของแสง 260 nm ตอ่ 280 nm ของ RNA ท่ีสกดัได้จากใบ
สามชว่งการเจริญเติบโต 

ชว่งการ
เจริญเตบิโต 

คา่การดดูกลืนแสง 
260 nm 

คา่การดดูกลืน
แสง 280 nm 

อตัราสว่นคา่การดดูกลืนแสง 
260 nm ตอ่ 280 nm 

ยอด 0.810 0.420 1.93 
ใบอ่อน 0.269 0.165 1.63 

ใบโตเตม็ท่ี 0.863 0.443 1.95 

ตาราง 14 แสดงผลการวิเคราะห์ปริมาณ RNA  

ชว่งการ
เจริญเตบิโต 

คา่ดดูกลืนแสง (OD) ท่ีวดัได้ ปริมาณ RNA ท่ีค านวณได้ (µg) 

ยอด 0.810 160 
ใบอ่อน 0.269 53.8 

ใบโตเตม็ท่ี 0.863 172.6 

 ระดบัการแสดงออกของยีนในใบทัง้สามชว่งการเจริญเติบโต จากการท า PCR จ านวน 33 
รอบ แสดงในภาพประกอบ 22  จากการวดัความสว่างของแถบ DNA ด้วย Image QuantTM LAS 
4000 mini และค านวณความสว่างของแถบ DNA ของยีน limonene synthase เทียบกับความ
สว่างของแถบ DNA ของ housekeeping gene พบว่า ระดับการแสดงออกของยีน limonene 
synthase เพิ่มขึน้เม่ือใบเจริญเตบิโตขึน้ (ภาพประกอบ 22) (ตาราง 15) และพบวา่ระดบัการแสดง
ของยีน limonene synthase ต ่ากวา่ระดบัการแสดงของ housekeeping gene 

 

ภาพประกอบ 22 ระดบัการแสดงออกของยีน limonene synthase และ housekeeping gene 

ยอด (A และ B) ใบออ่น (C และ D) ใบโตเตม็ท่ี (E และ F)  
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ตาราง 15 ระดบัการแสดงออกของยีนเทียบกบั housekeeping gene ในใบมะตมู 

 

ภาพประกอบ 23 ระดบัการแสดงออกของยีนในใบทัง้สามชว่งการเจริญเติบโต 

2. ผลการศึกษาในผล  
2.1 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH โดยเทคนิค HPTLC 
 ผลการทดสอบสารท่ีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดผลมะตูมสามลักษณะ โดยใช้ 
quercetin เป็นสารมาตรฐานควบคมุผลบวก (positive control) โดยผลบวกคือการเปล่ียนสีของ 
DPPH จากสีม่วงเป็นสีเหลืองจนถึงสีขาว พบผลบวกในสารมาตรฐาน quercetin และสารสกดัผล
ทัง้สามลักษณะ แสดงว่าในผลมีองค์ประกอบของสารท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ นอกจากนีส้าร
มาตรฐานมาร์มีโลซิน  ให้ผลบวก (สีขาวจาง) ด้วย แต่ให้ผลลบในสารมาตรฐานเออีจีลีน  
(ภาพประกอบ 24) 
 
 

ชว่งการเจริญเติบโต ระดบัการแสดงออกของยีนเทียบกบั housekeeping gene 

ยอด 0.41 
ใบอ่อน 0.47 

ใบโตเตม็ท่ี 0.53 
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ภาพประกอบ 24 โครมาโตแกรมแสดงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัผลมะตมู 

สารมาตรฐาน quercetin (A) สารสกัดผลมะตูมนิ่ม (B) สารสกัดผลมะตูมไข่ (C) สารสกัดผล
มะตมูบ้าน (D) สารมาตรฐานเออีจีลีน (E) และ สารมาตรฐานมาร์มีโลซิน (F)  
ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH โดยเทคนิค UV spectrophotometry 
(microplate reader) 
 ผลการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัผลมะตมูสามลกัษณะโดยใช้สารมาตรฐาน 
quercetin เป็นสารควบคุมผลบวก (positive control) พบว่าพบว่าฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของผล
มะตูมสามลักษณะแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P value = 0.001) สารมาตรฐาน 
quercetin มีค่า IC50 เท่ากับ 8.88 µg/ml (RSD 6.95%) ผลมะตูมนิ่ม  มีค่า IC50 เท่ากับ 0.40 
mg/ml (RSD 9.10%) ผลมะตูมไข่ มีค่า IC50 เท่ากับ 0.38 mg/ml (RSD 7.99%) และผลมะตูม
บ้าน มีคา่ IC50 เทา่กบั  0.55 mg/ml (RSD 4.91%) (ตาราง 16)  
 
ตาราง 16 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของผลมะตมูสามลกัษณะ 

 

ผลมะตมู IC50 (mg/ml) 
(%RSD) N=3 

ANOVA test 
(Between group) 

Post Hoc test 
(within group) 

น่ิม 0.40 (9.10) P value =0.001 เทียบไข ่P value =0.456 
ไข ่ 0.38 (7.99) เทียบบ้าน  P value =0.001 
บ้าน 

quercetin 
0.55 (4.91) 
8.88 (6.95) 

เทียบนิ่ม  P value =0.001 
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2.2 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรส  
ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรส โดยเทคนิค HPTLC 
 ผลการทดสอบในสารสกัดผลสามลักษณะ โดยใช้สารมาตรฐานกาลันตามีน เป็นสาร
ควบคุมผลบวก (positive control) โดยผลบวก คือ การเปล่ียนสีของแถบเป็นสีขาว พบว่าสาร
มาตรฐานกาลนัตามีน เห็นผลบวกเป็นแถบสีขาวจางๆ และพบแถบสีขาวในสารสกัดผลทัง้สาม
ลกัษณะ รวมทัง้สารมาตรฐานเออีจีลีน และสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน ด้วย (ภาพประกอบ 25) 

 

 
 

ภาพประกอบ 25 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกดัผลมะตมู 

สารมาตรฐานกาลันตามีน (A) สารสกัดผลมะตูมนิ่ม (B) สารสกัดผลมะตูมไข่ (C) สารสกัดผล
มะตมูบ้าน (D) สารมาตรฐานเออีจีลีน (E) และ สารมาตรฐานมาร์มีโลซิน (F) 

ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทลิโคลีนเอสเตอเรส โดยเทคนิค UV 
spectrophotometry (microplate reader)  

ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกัดผลสาม
ลกัษณะ โดยใช้สารมาตรฐานกาลนัตามีน เป็นสารควบคมุผลบวก (positive control) พบว่าฤทธ์ิ
ต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของผลทัง้สามลกัษณะไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P value = 0.125) สารมาตรฐานกาลนัตามีน มีค่า IC50 เท่ากับ 0.11 mg/ml (RSD 1.63%) 
มะตูมนิ่ม มีค่า IC50 เท่ากับ 0.13 mg/ml (RSD 3.09%) มะตูมไข่ มีค่า IC50 เท่ากับ 0.14 mg/ml 
(RSD 3.29%)  และมะตมูบ้าน IC50 เท่ากับ 0.12 mg/ml (RSD 3.93%) (ตาราง 17)นอกจากนีย้ัง
ทดสอบกับสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน  พบว่า มีค่า IC50 เท่ากับ 917.97 µg/ml (RSD 8.91%) 
(ตาราง 19) 
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ตาราง 17 ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของผลมะตมูสามลกัษณะ 

 
2.3 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารมาร์มีโลซินในสารสกัดผล 

 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากผลมะตูมทัง้สามลักษณะเม่ือตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 
366 nm (ภาพประกอบ 26 A, lane a-c)  พบวา่ในผลมะตมูทัง้สามลกัษณะมีแถบเรืองแสงตรงกนั
หลายต าแหน่ง ซึ่งคาดว่าน่าจะมีองค์ประกอบของสารท่ีสามารถดูดกลืนแสง UV ท่ี 366 nm ท่ี
เหมือนกัน และเม่ือตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 254 nm (ภาพประกอบ 26 B, lane a-c)   พบว่าผล
มะตูมทัง้สามชนิดมีแถบเข้มท่ีตรงกันหลายต าแหน่ง ซึ่งแสดงว่าผลมะตูมทัง้สามลักษณะมี
องค์ประกอบทางเคมีคล้ายกันมาก และพบว่าสารสกัดผลทัง้สามลักษณะมีแถบเรืองแสงใน
ต าแหน่งตรงกันกับสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน (Rf = 6.5) (ภาพประกอบ 26) แสดงว่าผลมะตูมทัง้
สามลกัษณะมีสารมาร์มีโลซินเป็นองค์ประกอบ และผลโครมาโตแกรมของสารสกดัผลสามชนิดมี
คา่ดดูกลืนแสงสงูสดุ ท่ี 310 nm (ภาพประกอบ 27) พบว่าสารมาร์มีโลซินในมะตมูทัง้สามลกัษณะ
มีค่า R f  ตรงกับสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน และไม่ซ้อนทับกับสารอ่ืน เม่ือวิเคราะห์ปริมาณสาร   
มาร์มีโลซินในผลมะตูมโดยใช้กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน (ตาราง 18 และ
ภาพประกอบ 27) พบว่าสารสกัดผลมะตูมนิ่มมีปริมาณสารมาร์มีโลซินมากท่ีสุด (1012.11 
µg/100 mg of spray dried extract) ตามด้วยมะตูมบ้าน (985.04 µg) และมะตูมไข่ (651 µg) 
(ตาราง 19) และพบว่าปริมาณสารมาร์มีโลซินในสารสกัดผลไม่สัมพันธ์กับฤทธ์ิต้านเอนไซม์  
อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส (ภาพประกอบ 28) 

ผลมะตมู/ 
สารมาตรฐาน 

IC50 (mg/ml) 
(%RSD) N=3 

ANOVA test 
(Between group) 

Post Hoc test 
(within group) 

น่ิม 0.13 (3.09) P value =0.125 เทียบไข ่P value =1.000 
ไข ่ 0.14 (3.29) เทียบบ้าน  P value =0.078 
บ้าน 
สารมาตรฐาน 
กาลนัตามีน 
สารมาตรฐาน
มาร์มีโลซิน 

0.12 (3.93) 
0.11 (1.63) 
0.92 (8.91) 

เทียบนิ่ม  P value =0.078 
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ภาพประกอบ 26 โครมาโตแกรมของผลมะตมูทัง้สามลกัษณะ  

มะตมูนิ่ม (a) มะตมูไข ่(b) มะตมูบ้าน (c) และสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน (d)  
(UV 366 nm (A) and UV 254 nm (B)) 

 

ภาพประกอบ 27 โครมาโตแกรมแสดงสารสกดัผลมะตมูนิ่ม มะตมูไขแ่ละมะตมูบ้าน เม่ือสแกน
ด้วยความยาวคล่ืน 310 nm 

มะตมูนิ่ม (A) มะตมูไข ่(B) มะตมูบ้าน (C) และสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน (D)  

A 

B 

C 

D 
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ตาราง 18  แสดงพืน้ท่ีใต้กราฟของสารมาตรฐานมาร์มีโลซินแตล่ะความเข้มข้น 

ปริมาณสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน (µg) พืน้ท่ีใต้กราฟ (peak area) 
2 8601.7 
4 9836.3 
8 12096.5 
16 17558.1 
32 27017.1 

 
 

 

ภาพประกอบ 28 แสดงกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน  

ตาราง 19 ปริมาณสารมาร์มีโลซินในสารสกดัผลมะตมู 

 
 

ผลมะตมู 

พืน้ท่ีใต้กราฟ 
(Peak area) 

ปริมาณสารมาร์มีโลซิน (µg) 

In 20 µL In 1000 µL 
In 100 mg of 
spray dried 
extract 

น่ิม 19863.24 20.24226756 1012.113378 1012.113378 

ไข ่ 15404.7 13.02001834 651.0009168 651.0009168 

บ้าน 19529 19.70084266 985.0421328 985.0421328 
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ภาพประกอบ 29 ความสมัพนัธ์ของปริมาณมาร์มีโลซินและคา่ IC50 ของฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิล
โคลีนเอสเตอเรสของสารสกดัผลมะตมู 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

1. สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล 
1.1 การศึกษาในใบ 

 สารสกดัจากใบมะตมูด้วยเฮกเซนทัง้สามช่วงการเจริญเตบิโตมีสารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ท่ีพบ
เห มื อ น กั น  ไ ด้ แ ก่  caryophyllene, humulene, d-germacrene แ ล ะ  bicyclogermacrene  

องค์ป ระกอบ ท่ีพบ เฉพ าะในยอด  ได้ แก่  trans-β-ocimene, β-ocimene ซึ่ ง เป็ น  acyclic 

monoterpene และ (+)-β-selinene ซึ่งเป็น sesquiterpene เม่ือใบเจริญเป็นใบอ่อนและใบโต
เต็มท่ี ไม่พบ acyclic monoterpene แต่พบ sesquiterpene องค์ประกอบท่ีพบเฉพาะในใบอ่อน 

ได้แก่ (-)-β-elemene, (+)-δ-cadinene และ β-cis caryophyllene องค์ประกอบท่ีพบเฉพาะใน

ใบโต เต็ม ท่ี  ได้แก่  α-copaene, aromadenedrene, selina-3,7(11)-diene และ γ-muuolene 
นอกจากนีก้ารศึกษานีต้รวจไม่พบ limonene, ocimene และ pinene ซึ่งคาดว่าน่าจะมีอยู่ในใบ
มะตมูดงัการศกึษาท่ีได้ทบทวนวรรณกรรมมา (Verma et al., 2014) อธิบายได้จากมีวิธีการเตรียม
สารสกัดท่ีแตกต่างกัน โดยจากการทบทวนวรรณกรรมองค์ประกอบท่ีพบในใบมะตมูได้จากการ
สกัดน า้มนัหอมระเหยโดยการกลัน่ แต่ในการศึกษาครัง้นีไ้ด้วิเคราะห์องค์ประกอบในสารสกัดท่ี
สกดัด้วยเฮกเซน ประกอบกบัในขัน้ตอนการระเหยเฮกเซนด้วยวิธี free evaporation อาจส่งผลให้
สญูเสียโมโนเทอร์ปีนบางชนิดได้ 
 ผลการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัจากใบด้วยเฮกเซน พบวา่การทดสอบฤทธ์ิ
บนแผ่น high performance thin layer chromatography (HPTLC) แสดงผลสอดคล้องกับการ
ทดสอบด้วยเทคนิค UV spectrophotometry กล่าวคือยอดมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีท่ีสุด (IC50= 
417.32 µg/ml, RSD = 3.55%) ตามด้วยใบอ่อน (IC50 = 4.18 mg/ml, RSD = 3.81%)  และใบโต
เต็มท่ี (IC50 = 11.20 mg/ml, RSD = 6.71%) โดยท่ี quercetin ซึ่งเป็นสารมาตรฐาน (IC50 = 8.88 
µg/ml, RSD = 6.95%) จากการสืบค้นข้อมูลมีรายงานว่าโครงสร้างท่ีมีพันธะเด่ียวสลับพันธะคู ่
(conjugated double bond) ท าให้มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีดี (Wojtunik et al., 2014) ดงันัน้ การ

ท่ียอดมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีกว่าใบช่วงการเจริญเติบโตอ่ืน อาจเน่ืองจากในยอดมี trans-β-

ocimene, β-ocimene ในขณะท่ีในใบช่วงการเจริญเติบโตอ่ืนมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็น 
sesquiterpene ท่ีมีโครงสร้างไม่ได้มีลกัษณะเป็นพนัธะเด่ียวสลบักับพนัธะคู่ งานวิจยันีไ้ด้ศึกษา
องค์ประกอบของสารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ในใบ แต่ไม่ได้วิเคราะห์ปริมาณ และไม่ได้ศึกษา

องค์ประกอบของสารกลุ่มอ่ืน จึงไม่สามารถระบุได้แน่ชดัว่า trans-β-ocimene และ β-ocimene 
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เป็นองค์ประกอบส าคญัในการแสดงฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ เม่ือเปรียบเทียบผลการศกึษาครัง้นีก้ับ
รายงานฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระตอ่ DPPH จากใบมะตมู (Asaduzzaman et al., 2014) (Choi et al., 
2002) ซึ่งรายงานว่าใบมะตูม (ไม่ระบุช่วงการเจริญเติบโต) เม่ือท าการสกัดด้วย methanol และ
แยกส่วนด้วยตวัท าละลาย ได้แก่ petroleum ether fraction, chloroform fraction, ethyl acetate 
fraction และ aqueous fraction พบว่ามีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยแสดงคา่ IC50 ในช่วง 3.84-58.9 
µg/ml ค่าท่ีมีรายงานไว้แตกต่างจากการศึกษาครัง้นี ้อาจเน่ืองจาก ความเข้มข้นของสาร DPPH 
ตวัท าละลายท่ีใช้ละลายสาร DPPH ตัวท าละลายท่ีใช้ในการสกัด รวมถึงสายพันธุ์ของพืชและ
วิธีการสกดัสารในพืชแตกตา่งกนั (Pyrzynska & Pekal, 2013) 
 ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกัดจากใบด้วยเฮกเซน
โดยก ารท ดส อบ ฤท ธ์ิบ น แผ่ น  HPTLC ไม่ พ บผ ลบ วก  ก ารท ดสอบ ด้ วย เท คนิ ค  UV 
spectrophotometry พบว่าสารทดสอบท่ีความเข้มข้นในช่วง 39.06-1250 µg/ml แสดงค่า 
%inhibition อยู่ระหวา่ง 0.74-7.41% และคา่ไม่เพิ่มตามความเข้มข้น และพบว่าสารทดสอบความ
เข้มข้นท่ีมากกว่า 1.25 mg/ml ท าให้ระบบทดสอบขุ่นแม้ว่าได้เติมสารลดแรงตึงผิว ดงันัน้จึงไม่
สามารถหาคา่ IC50 ได้ จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่าเทอร์ปีนอยด์ท่ีพบมากในใบมะตมูได้แก่ 
limonene และ ocimene (Verma et al., 2014) และมี รายงานว่า โม โน เทอ ร์ปีน มีฤท ธ์ิ ต้าน
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส (Aazza et al., 2011) การศกึษานีจ้ึงทดสอบฤทธ์ิของ limonene 
และ ocimene และพบว่า %inhibition เพิ่มขึน้ตามความเข้มข้น โดย limonene ท่ีความเข้มข้น 
0.31-3.60 mg/ml แสดงค่า % inhibition ตัง้แต่  2.93- 25.14% และ ocimene ท่ีความเข้มข้น 
0.16-1.25 mg/ml แสดง %inhibition ตัง้แต่ 5.44 -11.86% เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารละลาย 
limonene มากกว่า 3.6 mg/ml และเพิ่มความเข้มข้นของสารละลาย ocimene มากกว่า 1.25 
mg/ml ท าให้ระบบทดสอบขุน่แม้วา่ได้เตมิสารลดแรงตงึผิว ดงันัน้จงึไมส่ามารถหาคา่ IC50 ได้  
 ผลการศกึษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกดัจากใบด้วยเมทานอล 
โดยเทคนิค UV spectrophotometry กลา่วคือ ใบโตเตม็ท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอ
เรสดีท่ีสุด (IC50= 475.39 µg/ml, RSD = 5.52%) ตามด้วยใบอ่อน (IC50 = 504.93 µg/ml, RSD 
= 2.93%)  และยอด (IC50 = 531.96 µg/ml, RSD = 2.51%) โดยท่ีกาลันตามีน  ซึ่งเป็นสาร
มาตรฐาน (IC50 = 114.61 µg/ml, RSD = 1.63%) เม่ือเปรียบเทียบค่า IC50 ของสารมาตรฐาน   
กาลันตามีนกับสารสกัดใบ พบว่า สารมาตรฐานกาลันตามีน มีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีน
เอสเตอเรสเป็น 4 เท่าของสารสกัดจากใบทัง้สามช่วงการเจริญเติบโต อย่างไรก็ตามไม่สามารถ
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อธิบายได้ว่าองค์ประกอบใดในยอดท่ีแตกตา่งจากใบช่วงการเจริญเติบโตอ่ืนและส่งผลให้มีฤทธ์ิดี
ท่ีสดุ เน่ืองจากไมไ่ด้วิเคราะห์องค์ประกอบของสารในสารสกดัใบด้วยเมทานอล 
 การศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน limonene synthase พบว่า มีระดบัการแสดงออก
เพิ่มขึน้เม่ือใบเจริญขึน้ ยีนนีท้ าหน้าท่ีควบคมุการสร้างสาร limonene ซึ่งเป็นสารท่ีจะเปล่ียนเป็น 
cyclic monoterpene (Bohlmann, Meyer-Gauen, & Croteau, 1998) เน่ืองจากยีนนีค้วบคมุการ
สังเคราะห์ cyclic monoterpene หลายชนิด และมีข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลยีน 
(National Center for Biotechnology Information, 2013) มากพอท่ีจะท าให้สามารถออกแบบ 
DNA primer มาท าการศึกษาระดบัการแสดงออกของยีนด้วย PCR ได้ ประกอบกับมีรายงานว่า
สารเทอร์ปีนอยด์ท่ีพบมากในใบมะตูมได้แก่ limonene และ ocimene (Verma et al., 2014) 
งานวิจัยนีจ้ึงศึกษาระดับการแสดงออกของยีน limonene synthase แต่ไม่ได้ศึกษาระดับการ
แสดงออกของยีน ocimene synthase เน่ืองจากข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลยีนมีน้อย 
ท าให้ไมส่ามารถน าข้อมลูมาใช้ออกแบบ DNA primer ได้ 
 ผลการศึกษาองค์ประกอบของสารกลุ่มเทอร์ปีน พบว่าในยอดพบ acyclic monoterpene 

ได้แก่  trans-β-ocimene และ β-ocimene ซึ่งไม่พบในใบท่ีเจริญ เติบโต และยีน limonene 
synthase แสดงออกเพิ่มขึน้เม่ือใบเจริญเติบโต เป็นไปได้ว่าเม่ือใบโตขึน้ geranyl diphosphate 
(GDP) ซึ่งเป็นสารตัง้ต้นของโมโนเทอร์ปีนจะถกูเปล่ียนเป็น cyclic monoterpene ได้ดี แต่ในยอด 
geranyl diphosphate จะถูกดึง phosphate ออกจากโมเลกุลด้วยเอนไซม์ ocimene synthase 
ซ่ี ง เ ป็ น เอ น ไ ซ ม์ ใ น ก ลุ่ ม   geranyl-diphosphate diphosphate-lyase (Swiss Institute of 
Bioinformatics, 2020) จากการสืบค้นข้อมูลยงัไม่พบการศึกษาเก่ียวกับระดบัการแสดงออกของ
ยีนในมะตมู พบเพียงการท า RNA sequencing (Kaushik & Kumar, 2018) ซึ่งเป็นการตรวจสอบ
เบือ้งต้นวา่จะสามารถพบ RNA ชนิดใดได้บ้างในมะตมู 
 จากการศกึษาในใบแสดงให้เห็นว่า ยอดมีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระและใบโตเต็มท่ีมีฤทธ์ิต้าน
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสดีกว่าใบอ่อน จึงเป็นสว่นท่ีน่าสนใจท่ีจะน ามาศกึษาเพิ่มเติม เช่น 
วิเคราะห์ปริมาณขององค์ประกอบส าคญัท่ีพบในยอดท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระดีและในใบโตเตม็ท่ี
ซึ่งฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสดี เพ่ือน ามาใช้พัฒนาเป็นสมุนไพรหรือผลิตภัณฑ์
ส าหรับป้องกนัหรือชะลอการเกิดอลัไซเมอร์ นอกจากนีผ้ลการศกึษาระดบัการแสดงออกของยีนได้
ให้ข้อมลูเบือ้งต้นเก่ียวกับระดบัการแสดงออกของยีนส าหรับการสงัเคราะห์สารกลุ่มเทอร์ ปีนและ
ความสมัพนัธ์กบัสารท่ีพบในใบมะตมู ในยอด geranyl diphosphate จะถกูเปล่ียนเป็น limonene 
หรือ ocimene ขึน้กับความสามารถของเอนไซม์ทัง้สองชนิดนีใ้นการดึงสารตัง้ต้นมาใช้ ซึ่งหาก
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ต้องการให้ยอดสะสม limonene มากอาจใช้วิธีเทคโนโลยีชีวภาพช่วยเพิ่มการท างานของยีน 
limonene synthase ในยอด 
 1.2 การศึกษาในผล 
 ผลการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระของสารสกดัผลมะตมูบนแผ่น HPTLC พบวา่ผลมะตมู
ทัง้สามลกัษณะแสดงผลบวก โดยแสดงแถบท่ีเปล่ียนจากสีม่วงของสารละลาย DPPH เป็นสีขาว 
การทดสอบด้วยเทคนิค UV spectrophotometry แสดงให้เห็นว่าผลมะตูมไข่มีฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระดี ท่ีสุด (IC50 = 377.74 µg/ml, RSD = 7.99%) ตามด้วยผลมะตูมนิ่ม  (IC50 =  397.81 
µg/ml, RSD = 9.10%)  และผลมะตมูบ้าน (IC50 = 546.02, RSD = 4.91%) โดยท่ี quercetin ซึ่ง
เป็นสารมาตรฐาน (IC50 = 8.88 µg/ml, RSD = 6.95%) ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของผลมะตูมจาก
การศึกษานีไ้ม่ดีเท่าค่าท่ีมีรายงานไว้จากการศึกษาในประเทศอินเดีย (Vardhini, Sivaraj, 
Arumugam, Himanshu Ranjan, &, 2018) ซึ่งพบว่าสารสกัดผลท่ีสกัดด้วยน า้มีค่า IC50 = 
183.58 µg/ml มีรายงานว่าความแตกต่างของสายพนัธุ์พืช สภาวะการทดสอบด้วย DPPH (เช่น 
ความเข้มข้นของสารละลาย DPPH ระยะเวลาการท าปฏิกิริยา) มีผลต่อค่า IC50 (Pyrzynska & 
Pekal, 2013) โดยการศึกษาในประเทศอินเดีย  (Vardhini, Sivaraj, Arumugam, Himanshu 
Ranjan, &, 2018) ซึ่งมีข้อแตกต่างจากการศึกษานีคื้อ ลกัษณะหรือชนิดของผลท่ีใช้ทดสอบฤทธ์ิ 
อาจมีสารส าคญัหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้ดี ท าให้คา่ IC50 แตกตา่งจากการศกึษานี ้
 ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกัดจากผลบนแผ่น 
HPTLC พบวา่ผลมะตมูทัง้สามลกัษณะแสดงผลบวก โดยแสดงแถบสีขาว การทดสอบด้วยเทคนิค 
UV spectrophotometry แสดงให้เห็นวา่ผลมะตมูบ้านมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส
ดีท่ีสุด (IC50 = 124.71 µg/ml, RSD = 3.93% ) ตามด้วยผลมะตูมนิ่ม  (IC50 = 133.20 µg/ml, 
RSD = 3.09%) และผลมะตูมไข่ (IC50 = 136.45 µg/ml, RSD = 3.29%) โดยท่ีสารมาตรฐาน    
กาลนัตามีน ซึ่งเป็นสารควบคมุผลบวก (positive control) (IC50 =114.61 µg/ml, RSD=1.63%) 
เม่ือเปรียบเทียบค่า IC50 ของสารมาตรฐานกาลันตามีนกับสารสกัดผล พบว่าสารมาตรฐาน       
กาลนัตามีน มีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสเป็น 1.2 เท่าของสารสกัดจากผลทัง้สาม
ลกัษณะ และผลการทดสอบฤทธ์ิของสารละลายมาร์มีโลซิน มีคา่ IC50 = 917.97 µg/ml และ RSD 
= 8.91% 
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณมาร์มีโลซิน จากสารสกัดมะตูมในผง spray dried 100 mg 
พบว่า ผลมะตมูนิ่มมีปริมาณมาร์มีโลซินมากท่ีสดุ  (1021.11 µg) คิดเป็น 1.6 เท่าของผลมะตมูไข ่
ตามด้วยผลมะตูมบ้าน (985.04 µg) คิดเป็น 1.5 เท่าของผลมะตูมไข่ และผลมะตูมไข่ (651.00 
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µg) และมีการศกึษาพบวา่ปริมาณของมาร์มีโลซินในสารสกดัผลมะตมูด้วยเมทานอลเท่ากบั  270 
µg/100 mg ของผลมะตมูแห้ง (Shailajan, Menon, & Hande, 2011) นอกจากนีป้ริมาณของสาร
มาร์มีโลซินในสารสกัดผลมะตูมด้วย Soxhlet เท่ากับ 500-650 µg/100 mg ของผลมะตูมแห้ง 
(Prashant B. Shinde & Laddha, 2014) แสดงให้ เห็นว่าวิ ธีการสกัด มีผลต่อป ริมาณ สาร         
มาร์มีโลซิน ในการศึกษานีท้ าการ scatter plot เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ของฤทธ์ิต้านเอนไซม์ 
อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส และปริมาณสารมาพบวา่ไมมี่ความสมัพนัธ์กนั นอกจากนีก้ารศกึษานีย้งั
ทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน พบว่ามีฤทธ์ิต้าน
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสดีท่ีสดุ (IC50 = 917.97 µg/ml, RSD = 8.91% ) และมีรายงานว่า 
สารมาร์มี โลซิน ท่ีสกัดจากพืชอ่ืน ๆ เช่น  Angelica dahurica, (Kim et al., 2002)  Angelica 
archangelica, Geranium sylvaticum (Sigurdsson & Gudbjarnason, 2007) เป็นสารส าคัญท่ี
ออกฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส แตใ่นผลมะตมูอาจกลา่วได้วา่สารมาร์มีโลซิน ไมใ่ช่
สารออกฤทธ์ิหลัก มีรายงานว่าในผลมะตูมมีสารหลายชนิด เช่น สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ 
ส า รป ระกอบ ฟี น อล  (phenolic compounds) (Rajan, Gokila, Jency, Brindha, & Sujatha, 
2011; Tagad, Sahoo, & Annapure, 2018)  สาร furanocoumarins เช่น สารมาร์มีโลซิน (G. 
Nirupama, G. Padmasri, R. Ramesh, & M. Vasanthi, 2012) และสารกลุ่มแอลคาลอยด์ เป็น
องค์ประกอบ  การศึกษาของ Santos และคณะ (Dos Santos et al., 2018) รายงานว่า
สารประกอบเหล่านีส้ามารถเข้าจบักบับริเวณเร่งของเอนไซม์ และยบัยัง้การท างานของเอนไซม์อะ
เซทิลโคลีนเอสเตอเรสได้ โดยสารกลุ่มแอลคาลอยด์ซึง่มีประจบุวก เข้าจบับริเวณ anionic ในขณะ
ท่ีสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ สารประกอบฟีนอล และสาร furanocoumarins เข้าจบับริเวณ peripheral 
anionic site ของเอนไซม์ และมีรายงานว่าสารกลุ่ม furocoumarin เช่น สารมาร์มีโลซิน, psoralen 
และ bergapten พบในผลมะตมู (P. B. Shinde & Laddha, 2015) ซึ่งสาร psoralen สกัดจากพืช 
Psoralea corylifolia (Somani et al., 2015) และสาร bergapten สกัดจากพื ช  Heracleum 
crenatifolium Boiss (Orhan, Tosun, & sener, 2008) มีรายงานว่ามีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิล
โคลีนเอสเตอเรส ดงันัน้ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส อาจเกิดจากการท างานร่วมกัน
ของสารเหลา่นี ้ 
 นอกจากนีผ้ลการศกึษายงัแสดงให้เห็นว่าฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระไม่สอดคล้องกบัฤทธ์ิต้าน
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส โดยฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระจะเรียงล าดบัจากมะตมูท่ีมีฤทธ์ิดีท่ีสุด
ถึงน้อยท่ีสดุคือ มะตมูไข่ มะตมูนิ่ม และมะตมูบ้านตามล าดบั ในขณะท่ีการเรียงล าดบัจากมะตมูท่ี
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มีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสดีท่ีสดุถึงน้อยท่ีสดุคือ มะตมูบ้าน มะตมูนิ่ม และมะตมู
ไข ่ตามล าดบั 
 จากการศกึษา แสดงให้เห็นว่าสารสกดัผลมะตมูมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอ
เรสดีมาก โดยมะตูมบ้านมีฤทธ์ิดีท่ีสุด และน่าจะน ามาพัฒนาไปเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพ เช่น 
เคร่ืองด่ืมเพ่ือสุขภาพ โดยควรศึกษาองค์ประกอบท่ีส าคัญท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีน
เอสเตอเรสในผลมะตูมเพิ่มเติม เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้เป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพ หรือผลิตภัณฑ์
สมนุไพรส าหรับป้องกนัหรือชะลอการเกิดอลัไซเมอร์ 
ข้อสรุปจากงานวิจยันีพ้บวา่  
 1. สารสกดัใบมะตมูบ้านด้วยเฮกเซน สว่นยอด มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระดีท่ีสดุ  
 2. สารสกดัใบมะตมูบ้านด้วยเมทานอล ส่วนใบโตเต็มท่ี มีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีน
เอสเตอเรสดีท่ีสดุ โดยมีฤทธ์ิเป็น 1/4 เทา่ของสารมาตรฐานกาลนัตามีน 
 3. ระดับการแสดงออกเพิ่มขึน้เม่ือใบเจริญขึน้ และการสังเคราะห์สารกลุ่มเทอร์ปีนไม่
สมัพนัธ์กบัสารท่ีพบในใบมะตมู  
 4. สารสกดัผลมะตมูไขด้่วยน า้ มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระดีท่ีสดุ  
 5. สารสกดัผลมะตมูบ้านด้วยน า้ มีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสดีท่ีสดุ โดยมี
ฤทธ์ิเป็น 0.8 เทา่ของสารมาตรฐานกาลนัตามีน 
 6. สารสกัดผลมะตูมนิ่มด้วยน า้ มีปริมาณสารมาร์มีโลซินมากท่ีสุด และพบว่าฤทธ์ิต้าน
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส และปริมาณสารมาร์มีโลซิน ไมส่มัพนัธ์กนั 
 7.สารสกดัผลมะตมูบ้านด้วยน า้ และสารสกดัใบมะตมูบ้านด้วยเมทานอล ส่วนใบโตเตม็ท่ี
มีองค์ประกอบของสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสท่ีดี และน่าจะน ามาพฒันาไป
เป็นผลิตภณัฑ์สขุภาพส าหรับป้องกนัหรือชะลอการเกิดอลัไซเมอร์ 

2. ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ท่ีพบในใบ และศกึษาองค์ประกอบของสาร
กลุ่มอ่ืนๆ เพ่ือหาความสมัพนัธ์ของปริมาณขององค์ประกอบท่ีพบในใบและผลกบัฤทธ์ิต้านอนมุูล
อิสระและฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส  
 2. ควรวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของสารในสารสกดัเมทานอลของใบช่วงการเจริญเติบโต
ต่างๆ เพ่ือหาความสัมพันธ์ของชนิดและปริมาณองค์ประกอบท่ีพบในใบในช่วงการเจริญเติบโต
ตา่งๆกบัฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส  
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ตาราง 20 แสดงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน quercetin (positive control) 

ตาราง 21 แสดงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของใบมะตมู (ยอด)  

 

ตาราง 22 แสดงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของใบมะตมู (ใบอ่อน)  

ความเข้มข้น (µg/ml) %Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
(%RSD) N=3 

3.125 33.89 (1.93) 38.41 (0.46) 36.52 (1.26) 8.88 (6.95) 
6.25 46.78 (2.81) 45.87 (1.04) 44.00 (1.94) 
12.5 56.52 (1.03) 54.78 (2.15) 53.74 (1.72) 
25 65.99 (2.61) 65.48 (1.41) 63.83 (0.83) 
50 66.48 (0.95) 71.64 (0.99) 69.57 (2.62) 

ความเข้มข้น(µg/ml) %Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50(mg/ml) 
N=3 

1.95 27.08 (1.51) 26.45 (3.71) 22.98 (0.37) 0.42 (3.55) 
15.63 27.78 (2.12) 34.55 (0.76) 32.40 (3.39) 
125 34.26 (1.61) 37.85 (3.32) 39.67 (1.26) 
1000 79.63 (2.20) 77.85 (7.86) 79.67 (2.44) 

ความเข้มข้น(mg/ml) %Inhibition  
(%RSD) 

%Inhibition  
(%RSD) 

%Inhibition  
(%RSD) 

IC50 (mg/ml) 
N=3 

0.156 10.25 (0.96) 16.20 (2.13) 14.88 (1.47) 4.18  
(3.81) 0.125 11.74 (0.00) 18.35 (1.40) 17.69 (2.09) 

1 24.46 (0.76) 32.23 (1.69) 32.89 (3.41) 
8 81.65 (4.68) 79.17 (4.76) 79.83 (2.84) 
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ตาราง 23 แสดงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของใบมะตมู (ใบโตเตม็ท่ี) 

 

ตาราง 24 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารมาตรฐานกาลนัตามีน 
(positive control) 

ความเข้มข้น (µg/ml) %Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
(%RSD) N=3 

1.95 7.15 (1.87) 10.63 (0.48) 8.95 (1.38) 114.61 (1.63) 
3.91 12.27 (1.22) 17.32 (2.78) 13.74 (1.88) 
7.81 16.80 (1.57) 24.13 (2.80) 19.41 (1.57) 
15.63 25.60 (1.28) 31.35 (0.31) 28.96 (1.39) 
31.13 36.47 (0.81) 39.18 (1.24) 37.13 (1.71) 
62.50 45.50 (1.31) 46.01 (1.56) 46.45 (1.05)  
125.00 52.49 (0.00) 50.98 (4.59) 51.36 (1.97)  
250.00 57.15 (0.65) 55.65 (2.52) 55.76 (1.15)  

 

 

 

 

ความเข้มข้น(mg/ml) %Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (mg/ml) 
N=3 

0.125 14.38 (2.97) 11.24 (3.11) 14.71 (1.54) 11.20 
(6.71) 1 16.86 (0.34) 14.38 (2.97) 15.87 (1.48) 

8 45.12 (1.04) 47.27 (4.83) 37.85 (3.32) 
20 78.02 (9.39) 79.50 (3.70) 73.88 (4.78) 
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ตาราง 25  แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารสกดัใบด้วยเมทานอล (ยอด) 

ความเข้มข้น (µg/ml) %Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
(%RSD) N=3 

9.77 
39.06 
625 
750 

8.69 (2.03) 
12.45 (1.32) 
55.28 (8.13) 
67.00 (2.34) 

7.86 (3.40) 
12.09 (0.42) 
55.23 (7.18) 
72.10 (1.81) 

9.61 (7.04) 
11.55 (3.13) 
58.14 (0.86) 
64.87 (0.72) 

531.96 (2.51) 

ตาราง 26 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสกดัใบด้วยเมทานอล (ใบอ่อน) 

ความเข้มข้น (µg/ml) %Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
(%RSD) N=3 

9.77 
39.06 
625 
750 

4.13 (4.60) 
9.52 (2.80) 
63.48 (0.75) 
66.01 (0.69) 

11.19 (6.97) 
14.22 (1.34) 
65.07 (5.44) 
64.21 (2.25) 

8.24 (7.45) 
8.73 (2.55) 
63.00 (1.04) 
72.13 (0.78) 

504.93 (2.93) 

 

ตาราง 27 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสกดัใบด้วยเมทานอล (ใบโตเตม็ท่ี) 

ความเข้มข้น (µg/ml) %Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
(%RSD) N=3 

9.77 
39.06 
625 
750 

1.46 (4.15) 
4.68 (1.52) 
67.19 (0.83) 
69.27 (0.76) 

6.76 (6.90) 
10.09 (1.35) 
70.89 (8.55) 
70.19 (5.05) 

4.90 (3.72) 
8.76 (1.42) 
72.97 (0.84) 
74.99 (0.75) 

475.39 (5.52) 
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ตาราง 28 แสดงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของผลมะตมูน่ิม  

ตาราง 29 แสดงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของผลมะตมูไข ่ 

 

ตาราง 30 แสดงฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของผลมะตมูบ้าน  

 

 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

%Inhibition  
(%RSD) 

%Inhibition  
(%RSD) 

 %Inhibition  
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
N=3 

62.5 9.04 (1.44) 7.65 (1.49)  13.04 (3.30) 397.81 (9.10) 
125 14.96 (1.62) 18.96 (0.37)  21.39 (2.99) 
250 32.00 (1.60) 41.39 (1.03)  30.09 (2.99) 
500 55.83 (3.80) 60.17 (2.00)  68.35 (1.90) 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

%Inhibition  
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
N=3 

62.5 10.96 (0.90) 17.39 (0.36) 15.13 (3.03) 377.74 (7.99) 
125 21.57 (2.69) 22.78 (0.00) 25.04 (1.75) 
250 39.48 (1.72) 30.43 (1.15) 41.39 (1.03) 
500 62.61 (2.90) 60.52 (3.89) 66.09 (0.00) 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

%Inhibition  
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
N=3 

125 15.30 (1.42) 13.39 (0.60) 24.87 (3.03) 546.02 
(4.91) 250 27.83 (1.10) 22.96 (1.03) 28.17 (1.11) 

500 49.04 (1.18) 48.52 (1.55) 46.96 (1.50) 
750 63.13 (2.95) 62.43 (2.78)  68.35 (0.95) 
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ตาราง 31 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของผลมะตมูน่ิม 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
(%RSD) N=3 

9.77 
19.53 
39.06 
78.13 
156.50 

3.31 (1.68) 
7.54 (1.74) 
17.39 (1.26) 
30.86 (3.23) 
55.35 (4.34) 

4.74 (2.44) 
8.89 (3.15) 
14.78 (2.42) 
24.26 (3.37) 
61.82 (3.41) 

13.62 (2.52) 
13.45 (1.82) 
15.80 (1.55) 
32.20 (1.42) 
59.85 (2.10) 

133.20 (3.09) 

ตาราง 32 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของผลมะตมูไข่ 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
(%RSD) N=3 

9.77 5.85 (0.73) 15.85 (3.65) 7.52 (3.84) 136.45 (3.29) 
19.53 8.80 (2.06) 13.26 (2.64) 12.60 (3.23) 
39.06 12.02 (3.28) 17.73 (4.76) 17.19 (4.04) 
78.13 27.10 (0.98) 31.69 (0.59) 30.31 (0.26) 
156.50 56.04 (13.42) 58.55 (3.25) 57.65 (2.68) 

ตาราง 33 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของผลมะตมูบ้าน 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
(%RSD) N=3 

9.77 
19.53 
39.06 
78.13 
156.50 

7.58 (0.80) 
10.32 (1.83) 
16.68 (0.86) 
36.61 (2.16) 
63.17 (8.74) 

6.54 (3.14) 
12.80 (3.07) 
17.15 (2.72) 
33.66 (2.59) 
61.82 (3.41) 

8.12 (1.67) 
9.85 (1.27) 
17.03 (1.41) 
34.47 (1.69) 
58.40 (7.64) 

124.71 (3.93) 
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ตาราง 34 แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสของสารมาตรฐานมาร์มีโลซิน  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้น  
(µg/ml) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

%Inhibition 
(%RSD) 

IC50 (µg/ml) 
(%RSD) N=3 

39.06 4.65 (2.46) 5.56 (2.52) 5.15 (2.44) 917.97 (8.91) 
78.13 7.55 (2.09) 9.36 (2.05) 8.32 (1.96)  
156.50 10.52 (3.11) 14.26 (2.04) 12.40 (2.50)  
312.50 20.74 (1.65) 25.77 (1.79) 23.27 (1.79)  
625 37.42 (2.79) 47.14 (3.68) 42.64 (2.98)  
1250 60.02 (0.91) 67.90 (1.36) 60.42 (1.14)  
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