
Analysis of Fatty Acid Composition, Antioxidant Activity and Cytotoxicity against AGS Human Gastric Adenocarcinoma Cells 
of Watermelon Seed Oil  
Petchsomrit A. et al. 
_______________________________________________________________________________________________ 
 

  49  

IJPS 
Vol. 17 No. 3 July – September  2021 

 

                                                                                                              

                                                                                                           Research Article 
 

การวิเคราะหป์ริมาณกรดไขมนั ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ และความเป็นพิษ 
ต่อเซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหาร AGS ของน ้ามนัเมลด็แตงโม 

 

อาภา เพชรสมัฤทธ์ิ1, ซาฟียะห์ สะอะ2, กลุธิดา อมัพานนท์1, ธนพร สวิุนัย3, แวววลี โชคแสวงการ3,4* 
 

1 ภาควชิาเทคโนโลยเีภสชักรรม คณะเภสชัศาสตร ์มหาวทิยาลยับรูพา จงัหวดัชลบุร ี20131 
2 ฝ่ายโภชนาการและสุขภาพ สถาบนัคน้ควา้และพฒันาผลติภณัฑอ์าหาร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์เขตจตุจกัร กรุงเทพฯ 10900 

3 ภาควชิาชวีเคม ีคณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยับรูพา จงัหวดัชลบุร ี20131 
4 ศนูยค์วามเป็นเลศิดา้นนวตักรรมทางเคม ีคณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยับรูพา จงัหวดัชลบุร ี20131 

 

*ติดต่อผูนิ้พนธ:์ แวววล ีโชคแสวงการ อเีมล: waeowalee@go.buu.ac.th โทรศพัท:์ +66-38-103-058 
 

บทคดัย่อ 
 

การวิเคราะหป์ริมาณกรดไขมนั ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ และความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหาร AGS  
ของน ้ามนัเมลด็แตงโม 
อาภา เพชรสมัฤทธิ1์, ซาฟียะห์ สะอะ2, กุลธดิา  อมัพานนท์1, ธนพร สุวนิยั3, แวววล ีโชคแสวงการ3,4* 
ว. เภสชัศาสตรอ์สีาน 2564; 17(3) : 49-58 
รบับทความ : 4 กุมภาพนัธ ์2564   แก้ไขบทความ: 31 มนีาคม 2564   ตอบรบั: 20 เมษายน 2564 

 
แตงโมสายพนัธุก์นิรเีป็นผลไมท้ีไ่ดร้บัความนิยมมากในประเทศไทย เน่ืองจากความรูส้กึสดชื่นหลงัไดบ้รโิภค เมลด็แตงโมสาย

พนัธุน้ี์ไมส่ามารถรบัประทานไดแ้ละจดัเป็นวสัดุเหลอืใชจ้ากอุตสาหกรรมแปรรูปแตงโม อย่างไรกต็ามเมลด็แตงโมอุดมไปดว้ยน ้ามนัทีม่ ี
ประโยชน์สงูและยงัไมม่รีายงานการศกึษาความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็กระเพาะอาหาร วิธีด าเนินการวิจยั: ศกึษาวธิทีีเ่หมาะสมส าหรบั
สกดัน ้ามนัจากเมลด็แตงโม วเิคราะหช์นิดของกรดไขมนัดว้ยวธิแีก๊สโครมาโทกราฟี ศกึษาฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระโดยวเิคราะหค์วามสามารถ
ในการก าจดัอนุมลู 2-2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และอนุมลู 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS•+) 
และศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร  (AGS cells) ด้วยวิธี 3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) assay ผลการวิจยั: จากการศกึษาพบว่ารอ้ยละปรมิาณน ้ามนัทีส่กดัไดจ้ากน ้ามนัเมลด็แตงโมมคี่าสงูสดุเมือ่สกดัดว้ยตวั
ท าละลายเฮกเซน การวิเคราะห์ชนิดกรดไขมนัแสดงให้เห็นว่ามกีรดไขมนั 8 ชนิด ได้แก่ myristic acid, palmitic acid, stearic acid, 
arachidic acid, palmitoleic acid, oleic acid, linoleic acid และ linolenic acid โดย linoleic acid เป็นกรดไขมนัทีม่ปีรมิาณสงูทีส่ดุทีพ่บใน
น ้ามนัเมลด็แตงโม คดิเป็น 11.23 ± 0.59% ของน ้าหนกัเมลด็แตงโมแหง้ น ้ามนัทีส่กดัจากเมลด็แตงโมมฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระ DPPH โดย
มคี่า half maximal inhibitory concentration (IC50) เท่ากบั 3.11 ± 1.49 mg/mL ส่วนฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ ABTS•+ มคี่า IC50 มากกว่า 
500 mg/mL นอกจากน้ี น ้ ามนัที่สกัดจากเมล็ดแตงโมมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร  AGS โดยมีค่า IC50 453.7 ± 
5.70 µg/mL หลงัจากทดสอบเป็นเวลา 24 hr สรปุผลการวิจยั: น ้ามนัจากเมลด็แตงโมสายพนัธุ์กนิรมี ี linoleic acid ปรมิาณมาก มฤีทธิ ์
ตา้นอนุมลูอสิระและมคีวามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหาร AGS  ผลการศกึษาน้ีเป็นการศกึษาคณุสมบตัเิบือ้งตน้ของน ้ามนัเมลด็
แตงโม เพือ่การศกึษาเพิม่เตมิในอนาคตใหส้ามารถเพิม่มลูคา่ทางเศรษฐกจิของเมลด็แตงโมได ้
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Watermelon, Kinnaree variety, is a popular fruit in Thailand due to the feeling of freshness after consuming. The Kinnaree 
watermelon seeds are inedible parts and considered as waste from watermelon processing industry. However, the watermelon 
seeds are rich in beneficial oil. And the effects of watermelon seed oil on cytotoxicity against gastric cancer cells have not been 
reported. Methods: The watermelon seed oil extraction methods was optimized. Fatty acid composition was evaluated by gas 
chromatography. Antioxidant activities were determined by 2-2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2’-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS•+) radical scavenging activities. And cytotoxicity against gastric cancer cells (AGS 
cells) was investigated by 3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Results: The results showed 
that the highest percent yield of watermelon seed oil was obtained using hexane extraction. The analysis of fatty acid composition 
showed eight types of fatty acids: myristic acid, palmitic acid, stearic acid, arachidic acid, palmitoleic acid, oleic acid, linoleic 
acid, and linolenic acid. Linoleic acid was the most abundant fatty acid in watermelon seed oil, accounting for 11.23 ± 0.59 
%(w/w) of dried seed weight. The watermelon seed oil contained DPPH radical scavenging activity with the half maximal inhibitory 

concentration (IC50) value of 3.11 ± 1.49 mg/mL; while the IC50 against ABTS•+ was higher than 500 mg/mL. Moreover, the 
watermelon seed oil showed cytotoxicity against AGS cells with the IC50 value of 453.7 ± 5.70 µg/mL after 24 hr of treatment. 
Conclusion: Kinnaree watermelon seed oil had high linoleic acid content, antioxidant capacity, and the ability to inhibit AGS 
cells proliferation. However, this study was a preliminary study on the properties of the watermelon seed oil, which might help 
improving economic value of the watermelon seed in the future. 
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บทน า 
แต ง โ ม  (Citrullus lanatus) เ ป็ นพืช เ ศ รษฐกิจที่      

ส าคญัอย่างหน่ึงของประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2563 มรีายงาน           
การเพาะปลูกแตงโมเ น้ือบนพื้นที่  77450.95 ไร่  คิด เ ป็น    
ผลผลิตทัง้หมด 158,623,618.52 kg (Agricultural Production 
Information System, Department of Agricultural Extension 
Ministry of Agricultural and Cooperatives, 2021) แตงโมเป็น
ผลไม้ที่ได้รบัความนิยมในกลุ่มผู้บริโภค เน่ืองจากมรีสหวาน 
เน้ือฉ ่าน ้า ชว่ยดบักระหาย และใหพ้ลงังานต ่า นอกจากนี้ยงัอุดม
ไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระจ าพวกไลโคปีนและเบตาแคโรทีน 
(Adetutu et al., 2015) จ ากความ นิยมในการบริโภคและ
อุตสาหกรรมการแปรรูปเน้ือแตงโม ส่งผลให้มเีมล็ดแตงโมที่
เหลือทิ้งเป็นจ านวนมาก จากการศึกษาพบว่าเมล็ดแตงโมมี
น ้ามนัเป็นองคป์ระกอบสงูถงึรอ้ยละ 10-35 ของน ้าหนกัแหง้ ซึง่
ในแตงโมต่างสายพนัธุ์จะมปีรมิาณน ้ามนัทีแ่ตกต่างกนั (Mahla 
et al., 2018) 

น ้ามนัทีส่กดัจากเมลด็แตงโมมทีัง้กรดไขมนัอิม่ตวัและ
กรดไขมนัไม่อิ่มตัวซึ่งเป็นแหล่งสารอาหารที่มีประโยชน์ต่อ
สุขภาพ ปรมิาณของสารส าคญัในน ้ามนัเมลด็แตงโมขึ้นอยู่กบั
วธิกีารสกดัน ้ามนั โดยกรดไขมนัทีพ่บปรมิาณสงูทีสุ่ดจากน ้ามนั
เมลด็แตงโมทกุ ๆ สายพนัธุค์อื linoleic acid สว่นกรดไขมนักลุม่
ที่พบในปริมาณมากและแตกต่างกันในแต่ละสายพนัธุ์ ได้แก่ 
palmitic acid, stearic acid, oleic acid แ ล ะ  linolenic acid 
นอกจากน้ี ยงัอุดมไปด้วยวิตามินอี วิตามินเอ ไรโบฟลาวิน 
สารประกอบฟีนอลกิ และสารประกอบฟลาโวนอยด์หลากชนิด 
(Ouassor et al., 2020; Petchsomrit et al., 2020; Ziyada and 
Elhussien, 2008) 

มรีายงานเกี่ยวกบัฤทธิท์างชวีภาพที่หลากหลายของ
น ้ามนัเมล็ดแตงโม ได้แก่ ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ ฤทธิต์้านการ
อักเสบ ฤทธิย์บัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย เป็นต้น (Atolani     
et al., 2012; Bello et al., 2016; Jorge et al., 2015; Madhavi 
et al., 2012; Thongtha et al., 2017) นอกจากน้ี ยังมีรายงาน
วจิยัระบุว่าสารสกดัจากใบแตงโมและน ้าแตงโมมคีวามเป็นพษิ
ต่อเซลล์มะเรง็ปากมดลูกและมะเรง็เต้านม (Sueakham et al., 
2018; Rahmat et al., 2002) แต่ยงัไม่มกีารรายงานฤทธิค์วาม
เป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็จากน ้ามนัเมลด็แตงโม โดยเฉพาะมะเรง็
กระเพาะอาหารซึ่งเป็นปัญหาสุขภาพทีส่ าคญัในหลายประเทศ 
พบได้มากในประเทศแถบเอเชยี ในปี 2017 มจี านวนรวมของ
อุบตักิารณ์การเกดิโรคและเสยีชวีติเพิม่ขึน้ทัว่โลก แมว้่าจะเป็น
โรคมะเร็งที่พบบ่อยเป็นอันดบั 7 แต่กลบัเป็นสาเหตุการตาย
อนัดบั 3 รองจากมะเรง็ปอดและมะเรง็ล าไสใ้หญ่ (Fitzmaurice 
et al., 2018) 

งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อศึกษาเปรยีบเทยีบชนิด
ของตวัท าละลายที่มขี ัว้แตกต่างกนั ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโร
มเีทน และคลอโรฟอรม์ และระยะเวลาในการสกดัทีม่ตี่อปรมิาณ
น ้ามนัเมลด็แตงโมสายพนัธุ์กินรเีน่ืองจากเป็นสายพนัธุ์ที่ได้รบั
ความนิยมในการบริโภคและแปรรูปผลิตภัณฑ์ และศึกษา
วเิคราะหช์นิดของกรดไขมนั รวมทัง้ฤทธิท์างชวีภาพของน ้ามนั
เมล็ดแตงโม ได้แก่ ฤทธิค์วามเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโดยใช้
เซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารชนิด AGS เป็นโมเดลในการศกึษา 
และฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ เพือ่เป็นขอ้มลูพืน้ฐานในการเพิม่มลูค่า
เมลด็แตงโมทีเ่หลอืทิง้จากการบรโิภค 
 

วิธีด าเนินการวิจยั 
1. สารเคมี 

 ส า ร ม า ต ร ฐ า น  fatty acid methyl ester (FAME) 
(TraceCERT®, Cat. Number: CRM18918) และ α-tocopherol 
(CAS Number: 10191-41-0), 2-2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH), 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 
acid) (ABTS) และ  boron trifluoride ซื้ อ จ ากบริษัท  Sigma-
Aldrich (Saint-Louis, MO, USA) เฮปเทน, เมธานอล, เฮกเซน, 
ไดคลอโรมีเทน , คลอโรฟอร์ม , dimethyl sulfoxide (DMSO), 
sodium hydroxide และ sodium chloride ซื้อจากบรษิทั Merck 
(Darmstadt, Germany). 

2. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรบัสกดัน ้ามนั
เมลด็แตงโม 

เมลด็แตงโมสายพนัธุก์นิรจีากณิชชาฟารม์ จ.ชลบรุ ีถกู
น ามาตากแห้งเป็นระยะเวลา 7 วัน แล้วน าเข้าตู้อบลมร้อน 
(Memmert® CTC256, Buchenbach, Germany) ทีอุ่ณหภมู ิ  60 

oC เพื่อไล่ความชื้นเป็นระยะเวลา 24 hr ก่อนทีจ่ะน าเขา้เครื่อง
ปัน่บดเพือ่เพิม่พืน้ทีผ่วิ จากนัน้เมลด็แตงโมถูกน าไปศกึษาวธิทีี่
เหมาะสมส าหรับการสกัดน ้ ามัน โดยเปรียบเทียบ ร้อยละ
ปรมิาณน ้ามนัทีส่กดัไดจ้ากตวัท าละลาย 3 ชนิด ไดแ้ก่ เฮกเซน  
ไดคลอโรมเีทน และคลอโรฟอร์ม ทีอ่ตัราส่วนเมลด็แตงโม 5 g 
ต่อตวัท าละลาย 10 mL จากนัน้น าไปบ่มที่อุณหภูมหิ้อง เป็น
ระยะเวลา 2, 6, 12, 24 และ 48 hr เมื่อครบตามระยะเวลาที่
ก าหนด ตวัอยา่งทัง้หมดถกูน าไประเหยในสภาวะสญุญากาศ จน
ได้น ้ าหนักคงที่ โดยร้อยละปริมาณน ้ ามันที่สกัดได้สามารถ
ค านวณไดจ้ากสมการที ่1 

 

ร้อยละปริมาณน ้ ามันที่สกัดได้ = (น ้ าหนักของน ้ ามันเมล็ด
แตงโม/ น ้าหนกัแหง้ของเมลด็แตงโม) x 100        สมการที ่1 
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3. การวิเคราะห์ชนิดกรดไขมันในน ้ามันเมล็ด
แตงโมด้วยแกส๊โครมาโทกราฟี 

น ้ามนัที่สกดัได้จากเมลด็แตงโมปริมาตร 100 µL ถูก
น ามาท าปฏกิริยิาเอสเทอรฟิิเคชนั โดยผสมกบัสารละลาย 0.5 M 
methanolic NaOH ปรมิาตร 800 µL บ่มที่อุณหภูม ิ80 oC เป็น
เวลา 7 min แล้วตัง้ทิ้งไว้ให้อุณหภูมลิดต ่าลงเป็นอุณหภูมหิอ้ง 
จากนัน้เตมิ methanolic boron trifluoride ปรมิาตร 900 µL และ
บ่มที่อุณหภูมิ 80 oC เป็นเวลา 2 min จากนัน้เติม heptane 
ปริมาตร 400 µL ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปต้มในน ้ าเดือด      
เป็นเวลา 1 min และเติม saturated sodium chloride ปรมิาตร 
1500 µL ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ตัง้ทิง้ไวจ้นสารละลายแยกชัน้ โดย
ชัน้บนจะเป็นชัน้เฮปเทนทีม่ ีFAME (Yurchenko et al., 2016) 

FAME จากน ้ ามันเมล็ดแตงโมถูกวิเคราะห์ทัง้ เชิง
คุณภาพและเชิงปริมาณด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี โดย
เปรยีบเทยีบกบัสารละลายมาตรฐาน fatty acid methyl ester 14 
ชนิด ได้แก่  caprylic acid (C8:0), capric acid (C10:0), lauric 
acid (C12:0), myristic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0), 
palmitoleic acid (C16:1), stearic acid (C18:0), oleic acid 
(C18:1), linoleic acid (C18:2), arachidic acid (C20:0), 
linolenic acid (C18:3), behenic acid (C22:0), erucic acid 
(C22:1), and lignoceric acid (C24:0) (Sigma Aldrich, Saint-
Louis, MO, USA) ทีค่วามเขม้ขน้ของสารมาตรฐานผสมอยา่งละ
เท่ากบั 1, 10, 20, 40, 60 และ 100 mg/mL สารละลายตวัอย่าง
หรือสารละลายมาตรฐาน ปริมาตร 1 µL ถูกแยกด้วยคอลมัน์ 
HP-FFAP (30 m × 0.25 mm i.d. × 0.25 µm) ทีต่่ออยูก่บัเครือ่ง 
Agilent HP 6890 Gas chromatograph (Agilent Technologies, 
Palo Alto, CA) โดยใช ้splitless injection mode ทีอุ่ณหภูมขิอง  
injector เท่ากบั 200 C แก๊สตวัพาทีใ่ชค้อืฮเีลยีม อุณหภูมขิอง 
oven เริม่ต้นที่ 150 oC จากนัน้เพิม่อุณหภูมใินอตัรา 4 oC ต่อ 
min เป็นระยะเวลา 17.5 min จากนัน้ใหอุ้ณหภูมคิงที ่ที ่220 oC 
เป็นเวลา 20 min สารทีอ่อกจากคอลมัน์ถูกตรวจวดัดว้ย flame 
ionization detector (FID) ขอ้มูลที่ได้จากการทดลองถูกบนัทึก
ผลเป็นโครมาโทแกรมด้วยโปรแกรม Agilent ChemStation 
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA) 

4. การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ 
4.1 DPPH radical scavenging assay 
ฤทธิ ต์้ านอ นุมูลอิส ร ะผ่ านกลไกการ ให้อะตอม

ไฮโดรเจนถูกตรวจสอบโดยใชส้ารละลาย DPPH โดยดดัแปลง
จากวธิขีอง Molyneux (2004) น ้ามนัเมลด็แตงโมทีค่วามเขม้ขน้ 
2, 4, 6, 8 และ 10 mg/mL ปรมิาตร 50 µL ในสารละลายเฮกเซน 

ถูกน าไปผสมกับสารละลาย  0.2 mM DPPH ในเมธานอล 
ปริมาตร 100 µL แล้วบ่มในที่มดืที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 30 
min จากนัน้วดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 517 nm ดว้ย
เ ค รื่ อ ง  VersaMax microplate reader (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, USA) ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
สามารถค านวณได้จากสมการที่ 2 โดย α- tocopherol ถูกใช้
เป็นตวัควบคมุเชงิบวก 

 

% inhibition = (AControl – ASample)/ (AControl) x 100     สมการที ่2 
 

เมือ่ Acontrol หมายถงึค่าการดดูกลนืแสงของสารละลาย 
DPPH และเมธานอล และ Asample หมายถึงค่าการดูดกลนืแสง
ของสารละลาย DPPH ทีผ่สมกบัสารละลายตวัอยา่ง 

4.2 ABTS radical cation decolorization assay 
ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระผ่านกลไกการให้อิเล็กตรอนถูก

ตรวจสอบโดยใชส้ารละลาย ABTS โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Re 
et al., 1999. อนุมลู ABTS•+ ถกูเตรยีมโดยปฏกิริยิาออกซเิดชนั
ระหว่างสารละลาย ABTS ความเขม้ขน้ 7 mM และสารละลาย 
K2S2O8 ความเข้มข้น 2.45 mM เป็นระยะเวลา 16 hr จากนัน้
เจอืจางสารละลาย ABTS•+ 20 เท่า ดว้ยเอธานอล หลงัจากนัน้ 
ตัวอย่างน ้ ามนัเมล็ดแตงโมที่ความเข้มข้น 12.5, 25, 50,100  
และ 500 mg/mL ในสารละลายไดคลอโรมเีทน ปรมิาตร 10 µL 
ถูกน าไปผสมกับสารละลาย ABTS•+ ที่ผ่านการเจือจางแล้ว 
ปริมาตร 1000 µL บ่มในที่มดืที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 6 min 
แล้ ว วัด ค่ า ก า ร ดู ด ก ลืน แ ส งที่ ค ว า มย า วค ลื่ น  734 nm                
ดว้ยเครื่อง VersaMax microplate reader (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, USA) ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
สามารถค านวณได้จากสมการที่ 3 โดย α- tocopherol ถูกใช้
เป็นตวัควบคมุเชงิบวก 

 

% inhibition = (AControl – ASample)/ (AControl) x 100     สมการที ่3 
 

เมือ่ Acontrol หมายถงึค่าการดดูกลนืแสงของสารละลาย 
ABTS•+ และสารละลายไดคลอโรมเีทน และ Asample หมายถงึคา่
การดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS•+ ที่ผสมกบัสารละลาย
ตวัอยา่ง 

5.  การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง
กระเพาะอาหาร 

การเตรยีมเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหาร (AGS 
cells (passages 63), American Type Culture Collection CRL-
1739™, Manassas, VA, USA) ใน T-75 flask ดว้ยอาหารเลีย้ง
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เซลล์ คือ DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) โดย
ในอาหารเลีย้งเซลลจ์ะเสรมิดว้ย 10 % fetal bovine serum และ 
1 % Penicillin-Streptomycin (Gibco, Gibthai, Thailand) บม่ใน
ตู้ เ พ า ะ เ ลี้ ย ง เซลล์ที่ อุณหภู มิ  37 oC ความ เข้มข้นขอ ง
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 % โดยท าการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์
ทกุ ๆ 2-3 วนั จนกระทัง่มปีรมิาณของเซลลป์ระมาณ 80 % ของ
พืน้ทีใ่นขวดเลี้ยงเซลล์ จากนัน้ท าการแยกเซลล์โดยใชเ้อนไซม์ 
ทรปิซิน-อีดทีีเอ (Trypsin EDTA) ที่ความเขม้ขน้ 0.25 % แล้ว
ท าการนับจ านวนเซลล์และน าไปใส่ลงในหลุมเลี้ยงเซลล์ ก่อน
น าไปทดสอบกบัตวัอยา่งต่อไป 

6. การทดสอบฤทธ์ิของน ้ ามันเมล็ดแตงโมต่อ
ความเป็นพิษของเซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหาร  

ทดสอบโดยใช้วิธี 3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) ซึ่งเป็นวิธีวดัการเปลี่ยน 
แปลงกระบวนการเมตาบอลซิึมของเซลล์ การทดสอบเริม่โดย
เลีย้งเซลล ์AGS จ านวน 2 × 104 cells/100 µL ใน 96-well plate 
ท าการเลี้ยงภายใต้อุณหภูมิ 37 ๐C และ 5% CO2 เป็นเวลา     
24 hr จากนัน้เตรยีมตวัอย่างน ้ามนัเมลด็แตงโมในตวัท าละลาย
DMSO และเจอืจางดว้ยอาหารเลีย้งเซลลเ์พือ่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้
ต่าง ๆ (25-750 µg/mL) โดยทุกตวัอย่างมคีวามเขม้ขน้สุดท้าย
ของ DMSO อยู่ที่ร้อยละ 0.1 ซึ่งเป็นความเขม้ขน้ที่ไม่เป็นพษิ
ต่อเซลล์ เติมตัวอย่าง 100 µL ลงไปในเซลล์และบ่มในตู้

เพาะเลีย้งเซลลเ์ป็นเวลา 24 hr หลงัจากนัน้น าตวัอย่างออกจาก
เซลลเ์พาะเลีย้ง แลว้เตมิ MTT ความเขม้ขน้ 5 mg/mL ปรมิาตร 
10 µL ลงในแต่ละหลุมเลี้ยงเซลล์ และน าไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยง
เซลล์ อุณหภูมิ 37 ๐C และ 5% CO2 เป็นเวลา 4 hr แล้วจึง
ละลายผลกึฟอร์มาซานดว้ย DMSO 100 µL หาค่าการดูดกลนื
แสงที่ความยาวคลื่น 570 nm ด้วยเครื่อง microplate readers 
(Infinite M200 PRO Tecan, Mannedorf, Switzerland) น า ค่ า
การดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่ าง  ๆ มา
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ชุดที่เลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์
อยา่งเดยีว) แลว้ค านวณหา % cell viability ไดจ้ากสมการที ่4 

 
% cell viability = (ASample) / (AControl) x 100        สมการที ่4 
 

เมือ่ Asample หมายถงึคา่การดดูกลนืแสงของชดุทดสอบ 
และ Acontrol หมายถงึคา่การดดูกลนืแสงของชดุควบคมุ 

7. การวิเคราะหข้์อมลูทางสถิติ 
 ข้อมูลที่ได้จากการทดลอง 3 ชุดการทดลองที่เป็น 
อิสระต่อกนั ถูกวเิคราะห์ด้วยวธิ ีone-way analysis of variance 
(ANOVA) และ Tukey’s post-tests โดยใช้โปรแกรม Minitab 18 
(Minitab Inc., State College, PA, USA) ค่าระดับนัยส าคัญถูก
ก าหนดที ่P < 0.05

 

 
 
รปูท่ี 1 ผลของชนิดตวัท าละลายและระยะเวลาในการสกดัทีม่ตี่อรอ้ยละปรมิาณน ้ามนัทีส่กดัได ้(% yield) คา่ทีแ่สดงในกราฟเป็นคา่เฉลีย่ ± 
คา่เบีย่งเบนมาตรฐาน (n=3) และตวัอกัษร (a-f) ทีแ่ตกต่างกนัแสดงถงึชดุขอ้มลูทีม่คีา่แตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ(P< 0.05) 
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ผลการวิจยัและอภิปรายผลการวิจยั 
1. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรบัสกดัน ้ามนั

เมลด็แตงโม 
จากการศกึษาชนิดของตวัท าละลายทีเ่หมาะสมส าหรบั

สกัดน ้ ามันเมล็ดแตงโมสายพันธุ์กินรี พบว่า  เฮกเซนมี
ประสิทธิภาพในการสกัดที่สูงกว่า  ไดคลอโรมีเทน และ
คลอโรฟอร์ม ตามล าดบั (รูปที่ 1) และระยะเวลาในการสกดัที่
เพิม่มากขึ้น ส่งผลให้ปริมาณน ้ามนัที่สกดัได้เพิม่มากขึ้นด้วย 
โดยการสกดัดว้ยตวัท าละลายเฮกเซนเป็นระยะเวลา 24 hr ให ้
รอ้ยละปรมิาณน ้ามนัทีส่กดัไดส้งูทีส่ดุ (13.88 ± 1.52%) อยา่งไร
กต็าม รอ้ยละปรมิาณน ้ามนัทีส่กดัไดเ้พิม่มากขึน้อาจไม่ได้เป็น
ตวัชีว้ดัโดยตรงถงึปรมิาณกรดไขมนัทีเ่ป็นองค์ประกอบ ผลการ
ทดลองน้ีมคีวามสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Mahla et al. (2018) 
ซึง่รายงานเกีย่วกบัการใชเ้ฮกเซนส าหรบัสกดัน ้ามนัเมลด็แตงโม
สายพนัธุ์ต่าง ๆ โดยใช้อุณหภูมแิละความดนัสูง โดยสายพนัธุ์
ของแตงโมส่งผลต่อรอ้ยละปรมิาณน ้ามนัทีส่กดัไดท้ีแ่ตกต่างกนั 
ซึง่มคีา่อยูใ่นชว่ง 10.0 ถงึ 31.0% 

 
 

2. การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดไขมนัท่ีเป็น
องคป์ระกอบของน ้ามนัเมลด็แตงโม 

กรดไขมันในน ้ ามันเมล็ดแตงโม ถูกวิเคราะห์ด้วย
เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี ที่มีเครื่องตรวจวัดเป็น flame 
ionization detector โดยกรดไขมนัถูกเปลีย่นใหอ้ยู่ในรปู FAME 
ก่อนที่จะน าไปท าการวเิคราะห์ทัง้เชงิคุณภาพและเชงิปรมิาณ 
โดยใชส้ารมาตรฐานเป็น FAME ของกรดไขมนั 14 ชนิด ผลการ
ทดลองแสดงใหเ้หน็ว่า ค่า retention time ของสารมาตรฐาน มี
ล าดบัจากน้อยไปมาก ดงัน้ี  caprylic acid (C8:0), capric acid 
(C10:0), lauric acid (C12:0), myristic acid (C14:0), palmitic 
acid (C16:0), palmitoleic acid (C16:1), stearic acid (C18:0), 
oleic acid (C18:1), linoleic acid (C18:2), arachidic acid 
(C20:0), linolenic acid (C18:3), behenic acid (C22:0), erucic 
acid (C22:1) และ lignoceric acid (C24:0) (ตารางที ่1) ส าหรบั
ในตวัอย่างน ้ามนัเมลด็แตงโม พบกรดไขมนัอิ่มตวั 4 ชนิด ทีม่ ี
จ านวนคาร์บอนตัง้แต่ 14-20 อะตอม ได้แก่  myristic acid, 
palmitic acid, stearic acid and arachidic acid และกรดไขมนั
ไมอ่ิม่ตวั 4 ชนิด ทีม่จี านวนคารบ์อนตัง้แต่ 16-18 อะตอม ไดแ้ก่ 
palmitoleic acid, oleic acid, linoleic acid แ ล ะ  linolenic acid 
(ตารางที ่1)

 
ตารางท่ี 1 คา่ retention time ของสารมาตรฐาน FAME 14 ชนิด และ FAME ทีไ่ดจ้ากปฏกิริยิาเอสเทอรฟิิเคชนัของน ้ามนัเมลด็แตงโม 
 

สารมาตรฐาน FAME Retention time ของสารมาตรฐาน FAME Retention time ของ FAME ท่ีได้จากปฏิกิริยา 
เอสเทอริฟิเคชนัของน ้ามนัเมลด็แตงโม 

caprylic acid (C8:0) 1.497 - 
capric acid (C10:0) 2.186 - 
lauric acid (C12:0) 3.548 - 
myristic acid (C14:0) 5.849 5.855 
palmitic acid (C16:0) 9.049 9.123 
palmitoleic acid (C16:1) 9.547 9.551 
stearic acid (C18:0) 12.779 12.848 
oleic acid (C18:1) 13.192 13.323 
linoleic acid (C18:2) 14.129 14.393 
arachidic acid (C20:0) 15.438 15.456 
linolenic acid (C18:3) 16.673 16.675 
behenic acid (C22:0) 21.138 - 
erucic acid (C22:1) 21.777 - 
lignoceric acid (C24:0) 28.254 - 
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รปูท่ี 2 (A) ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ DPPH (B) ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ ABTS ของน ้ามนัเมลด็แตงโมทีค่วามเขม้ขน้ต่าง ๆ  
%inhibition ทีแ่สดงในกราฟเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่เบีย่งเบนมาตรฐาน (n=3) และตวัอกัษร (a, b, c) ทีแ่ตกต่างกนั 

แสดงถงึชดุขอ้มลูทีม่คีา่แตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ(P< 0.05) 
 

ตารางท่ี 2 ชนิดและปรมิาณกรดไขมนัทีม่ใีนน ้ามนัเมลด็แตงโม
ทีส่กดัดว้ยเฮกเซน 
 

ชนิดกรดไขมนั ปริมาณกรดไขมนั 
(ร้อยละโดยน ้าหนักของกรดไขมนั

ในเมลด็แตงโมแห้ง) 
Myristic acid 0.002   0.004 
Palmitic acid 0.914  0.973 

Palmitoleic acid 0.918  0.011 
Stearic acid 0.918  0.443 
Oleic acid 2.685  1.275 

Linoleic acid 11.23  0.589 
Arachidic acid 0.034  0.030 
Linolenic acid 0.023  0.019 

 
ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณ FAME มาตรฐานแต่ละ

ชนิดที่ความเขม้ข้น 1, 10, 20, 40, 60 และ 100 mg/mL ถูกใช้
ในการสรา้งกราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของ FAME กบั
พืน้ทีใ่ตก้ราฟ ซึง่กราฟมาตรฐานของ FAME ทุกชนิดทีน่ ามาใช้
ในการทดลองมคีา่ R2 > 0.97 เมือ่พจิารณาปรมิาณกรดไขมนัใน
รูปร้อยละโดยน ้าหนักของกรดไขมนัต่อเมลด็แตงโมแหง้ตัง้ต้น 
พบว่า linoleic acid มปีรมิาณสูงที่สุด โดยคดิเป็นรอ้ยละ 11.23 
 0.589 ของน ้าหนักเมล็ดแตงโมแห้ง และรองลงมาคือ oleic 
acid, stearic acid, palmitoleic acid, palmitic acid, arachidic 

acid, linolenic acid, myristic acid ตามล าดบั ซึ่งมีปริมาณอยู่
ในช่วงรอ้ยละ 0.002   0.004 ถงึ 2.685  1.275 ของน ้าหนกั
เมลด็แตงโมแหง้ (ตารางที ่2) ผลการทดลองมคีวามสอดคล้อง
กบัรายงานวิจยัของ Petchsomrit et al. (2020) ซึ่งรายงานถึง
ชนิดของกรดไขมนัทีพ่บในเปลอืกและเมลด็แตงโมสายพนัธุก์นิรี 
และยงัสอดคลอ้งกบัรายงานวจิยัของ Biswas et al. (2017) ซึ่ง
รายงานว่าปรมิาณกรดไขมนัทีพ่บมากทีสุ่ดในเมลด็แตงโมสาย
พนัธุอ์ื่น ๆ คอื linoleic acid และ oleic acid ตามล าดบั 

3. ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระของน ้ามนัเมลด็แตงโม 
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของน ้ามนัเมลด็

แตงโม ถูกตรวจสอบด้วย  DPPH radical scavenging assay 
และ ABTS radical cation decolorization assay เพื่อวเิคราะห์
ความสามารถในการใหอ้ะตอมไฮโดรเจน และความสามารถใน
การใหอ้เิลก็ตรอนกบัอนุมลูอสิระ ตามล าดบั พบว่า น ้ามนัเมลด็
แตงโมความเข้มข้น 10 mg/mL มีความสามารถในการยบัยัง้
อนุมูล DPPH ได้ 93.68 ± 6.7% ใกล้เคียงกับ α- tocopherol 
ความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL ซึง่เป็นตวัควบคมุเชงิบวก (รปูที ่2(A)) 
นอกจากน้ียงัพบว่าฤทธิต์้านอนุมูลอิสระแปรผนัตรงกบัความ
เขม้ขน้ของน ้ามนัเมลด็แตงโม โดยมคี่า half maximal inhibitory 
concentration (IC50) ต่ ออ นุมูล  DPPH เท่ า กับ  3.11 ± 1.49 
mg/mL ซึ่งสอดคล้องกับค่า IC50 ของน ้ ามันเมล็ดแตงโมที่มี
รายงานในงานวจิยัก่อนหน้า โดยมคี่า IC50 ที่อยู่ระหว่าง 0.31 
mg/mL แล ะ  7.07 mg/mL (Atolani et al., 2012; Jorge et al., 
2015) ทัง้น้ี อาจเน่ืองมาจากสายพนัธุข์องแตงโมและวธิกีารสกดั
น ้ามนัเมลด็แตงโมที่แตกต่างกนั นอกจากน้ี ผลการทดลองยงั



การวเิคราะหป์รมิาณกรดไขมนั ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ และความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหาร AGS ของน ้ามนัเมลด็แตงโม  
อาภา เพชรสมัฤทธิ ์และคณะ 
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ว. เภสชัศาสตรอ์สีาน 
ปีที ่17 ฉบบัที ่3  ก.ค. – ก.ย. 2564 

แสดงให้เห็นว่าน ้ามนัเมล็ดแตงโมมคีวามสามารถในการต้าน
อนุมลู ABTS•+ ทีน้่อยกว่าอนุมลู DPPH โดยมคี่า IC50 มากกวา่ 
500 mg/mL รปูที ่2(B) แสดงใหเ้หน็วา่น ้ามนัเมลด็แตงโมทีค่วาม
เขม้ขน้ระหว่าง 12.5 และ 500 mg/mL มคีวามความสามารถใน
การต้านอนุมลู ABTS•+ อยู่ระหว่าง 2.28 ± 1.1% และ 20.91 ± 
2.65% ซึ่งมคี่าน้อยกว่า α- tocopherol ความเขม้ขน้ 1 mg/mL 
ทีใ่ชเ้ป็นตวัควบคุมเชงิบวก ผลการทดลองจากทัง้สองวธิแีสดง
ให้เห็นแนวโน้มว่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ
น ้ามนัเมลด็แตงโมน่าจะมาจากกลไกการให้อะตอมไฮโดรเจน
มากกวา่กลไกการใหอ้เิลก็ตรอนกบัอนุมลูอสิระ 

4. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็กระเพาะ
อาหาร (AGS cells) ของน ้ามนัเมล็ดแตงโมด้วยวิธี MTT 
assay 

วธิ ีMTT อาศยัหลกัการวดัการท างานของเอนไซม์ไมโท
คอนเดรีย ดีไฮโดรจีเนส (mitochondrial dehydrogenase) ใน
เซลลท์ีม่ชีวีติโดยการเปลีย่นสาร MTT ซึง่มสีเีหลอืงใหก้ลายเป็น
ผลกึฟอรม์าซาน (formazan) ทีม่สีมีว่ง จากผลการทดสอบฤทธิ ์
ความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารด้วยน ้ามนัเมล็ด
แตงโมความเขม้ขน้ 25 ถงึ 750 µg/mL ดงัแสดงในรปูที ่3 ความ
เป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารของน ้ามนัเมลด็แตงโมที่
ความเขม้ขน้ 25 - 750 µg/mL หลงัสมัผสัเป็นเวลา 24 hr พบว่า
น ้ามนัเมลด็แตงโมความเขม้ขน้ตัง้แต่ 25 ถงึ 125 µg/mL ส่งผล
ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต (cell viability) ของเซลล์มะเร็ง
กระเพาะอาหารมคี่ามากกว่า 80 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งหมายถงึน ้ามนั
เมล็ดแตงโมความเข้มข้นดังกล่าวไม่มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร แต่เมื่อทดสอบด้วยน ้ามนัเมล็ด

แตงโมความเขม้ขน้สูง 250, 500 และ 750 µg/mL เซลล์มะเรง็
กระเพาะอาหารมเีปอร์เซ็นต์ของการรอดชวีติเท่ากบั 64.47 ± 
0.49, 46.10 ± 1.57 และ 28.09 ± 5.36 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
การทีเ่ซลล์มกีารรอดชวีติลดลงต ่ากว่า 80 เปอร์เซน็ต์ แสดงว่า
น ้ามนัเมลด็แตงโมมคีวามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหาร 
โดยความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารจะเพิม่ขึ้นเมื่อ
เพิม่ความเขม้ขน้ของน ้ามนัเมลด็แตงโมซึ่งมกีรดไขมนั linoleic 
acid เป็นองค์ประกอบหลกั ผลการทดลองน้ีมคีวามสอดคล้อง
กบัผลการศกึษาของ Kwon et al. (2008) ทีร่ายงานวา่ความเป็น
พษิต่อเซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารเพิม่ขึน้เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้
ของ linoleic acid นอกจากน้ียังวิเคราะห์หาค่าระดับความ
เข้มข้นของน ้ ามันเมล็ดแตงโมที่ท าให้เซลล์ตาย 50% (IC50) 
เท่ากับ 453.7 ± 5.70 µg/mL สอดคล้องกับผลการศึกษาสาร
สกัดน ้ า มันจาก เทียนด า  (Nigella sativa seed methanolic 
extract) ซึ่ งมีปริมาณของ  linoleic acid สู ง  ( ร้อยละ  9.41) 
เช่นเดยีวกนักบัน ้ามนัเมลด็แตงโม โดยสารสกดัน ้ามนัจากเทยีน
ด ามคีา่ IC50 เทา่กบั 480 µg/mL หลงัจากทดสอบกบัเซลลม์ะเรง็
กระเพาะอาหาร (AGS) เป็นเวลา 24 hr (Czajkowska et al., 
2017) และ Choi et al. (2014) อธิบายกลไกความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเรง็ว่า linoleic acid ชกัน าใหเ้ซลล์ตายแบบ apoptosis 
โดยท าใหเ้กดิความผดิปกตขิองไมโทคอนเดรยี รวมทัง้ยบัยัง้การ
สังเคราะห์พรอสตาแกลนดิน อี 2 (PGE2) และลดระดับการ
แสดงออกของเอนไซม์ไซโคลออกซีจิเนส -2 เอ็มอาร์เอ็นเอ 
(COX -2 mRNA) อกีดว้ย นอกจากนี้ linoleic acid อาจชกัน าให้
เซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารตายผ่าน Fas/Fas ligand pathway 
(Kwon et al., 2008)

 

 
รปูท่ี 3 ความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหารของน ้ามนัเมลด็แตงโมทีค่วามเขม้ขน้ 25 - 750 µg/mL หลงัสมัผสัเป็นเวลา 24 hr 

% cell viability ทีแ่สดงในกราฟเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่เบีย่งเบนมาตรฐาน (n=3) และตวัอกัษร (a, b, c, d) ทีแ่ตกต่างกนั 
แสดงถงึชดุขอ้มลูทีม่คีา่แตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ(P< 0.05) 
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สรปุผลการวิจยั 
เมลด็แตงโมสามารถน ามาสกดัน ้ามนัได้โดยใช้ตวัท า

ละลายเฮกเซน สกดัเป็นเวลา 24 hr เพื่อให้ได้ปริมาณน ้ามนั
สูงสุด โดย linoleic เป็นกรดไขมนัที่พบมากที่สุด นอกจากน้ี
น ้ามนัเมลด็แตงโมยงัมคีวามสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ 
DPPH (IC50 เท่ากบั 3.11 ± 1.49 mg/mL) ซึ่งมปีระสทิธภิาพที่
สูงกว่าความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ (IC50 
มากกว่า 500 mg/mL) แสดงใหเ้หน็ว่าความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระของน ้ามนัเมล็ดแตงโมน่าจะมาจากกลไกการให้
อะตอมไฮโดรเจน รวมทัง้มฤีทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็ง
กระเพาะอาหารที่ความเข้มข้นตัง้แต่  250 µg/mL ขึ้นไป          
ผลการศึกษาน้ีจึงเป็นข้อมูลพื้นฐานในการสกดัและวิเคราะห์
คุณสมบตัิของสารสกดัจากส่วนเหลอืทิ้งในการบรโิภค ซึ่งอาจ
น าไปแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์เพื่อเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจของ
เมลด็แตงโมไดต้่อไปในอนาคต 
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