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Abstract 
This research investigated the biological properties of different parts of Pomelo (Citrus 

maxima (Burm.f.) Merr.) extract involving antioxidant activity, total phenolic content, and wound 

healing activity. The extraction process employed the maceration in hexane and methanol, utilizing 

various parts of pomelo, namely flavedo (FL), albedo (AL), segmented membrane (SM), and  

juice sac (JS). The results indicated that the methanolic extract of JS demonstrated antioxidant 

activity with an IC
50
 of 1.021 ± 0.031 mg/mL by DPPH scavenging method, while methanolic 

extract of AL exhibited an IC
50
 of 0.126 ± 0.004 mg/mL by ABTS scavenging method. The 

highest total phenolic content was determined in methanolic extract of SM with the value of 3.196 

± 0.022 mg GAE g-1 dry material. Moreover, the cytotoxicity assay conducted on HaCaT cells 

using MTT revealed that extract from both hexane and methanol did not exhibit cytotoxicity at 

concentrations of 0.5 and 1 μg/mL respectively. Interestingly, at non-toxic dose, hexane and 

methanolic extracts of AL and methanolic extract of FL showed a significant reduction in wound 

area compared with control (p < 0.05). In conclusion, extracts from C. maxima (Burm.f.) Merr. 

exhibit both antioxidant and wound-healing activity. This study revealed significant promises for 
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advancing research and development in wound healing products for patients dealing with  

chronic wound issues. Furthermore, it explores an alternative utilization of agricultural waste, 

presenting potential avenues for its application.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก 
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บทคััดย่่อ
งานวิจัยน้ีได้ศึกษาสมบัติการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของส้มโอพันธ์ุ

ขาวใหญ่ ได้แก่ การต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก และสมบัติการสมานแผล 

สารสกดัจากส้มโอพนัธ์ุขาวใหญ่เตรยีมจากเปลอืกช้ันนอก เปลอืกชัน้กลาง เย่ือหุม้เน้ือ และเน้ือผล ด้วย

การแช่ในเฮกเซน และเมทานอล การต้านอนุมูลอิสระที่ดีที่สุด พบในชั้นเมทานอลในเนื้อผล มีค่า IC
50 

ต่ออนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 1.021 ± 0.031 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่ค่าการต้านอนุมูลอิสระ 

ABTS พบในส่วนของเปลือกชั้นกลางในชั้นเมทานอล มีค่า IC
50
 เท่ากับ 0.126 ± 0.004 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร สารประกอบฟีนอลิกมีปริมาณรวมสูงสุดในชั้นเมทานอลในส่วนเยื่อหุ้มเนื้อผล มีค่าเทียบเท่า 

3.196 ± 0.022 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมน้ำ�หนักแห้งของสารสกัด ผลการทดสอบความ

เป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT ด้วยวิธี MTT ที่ความเข้มข้นของสารสกัดที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้ สารสกัด

จากเปลือกชั้นนอก เปลือกชั้นกลาง และเนื้อผล ในเฮกเซนและเมทานอล ไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์

ทดสอบที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่ง ที่ความเข้มข้นที่

ไม่เป็นพิษต่อเซลล์น้ี สารสกัดจากเปลือกช้ันนอกในเมทานอล และสารสกัดจากเปลือกช้ันกลางใน 

เมทานอลและเฮกเซน สามารถลดพืน้ท่ีรอยแผลใหเ้ลก็ลงได้อย่างมีนัยสำ�คญทางสถติิเม่ือเทียบกบัตัวแปร

ควบคุม (p < 0.05) สรุปได้ว่า สารสกัดจากส้มโอมีทั้งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์การสมานแผล การ

ศึกษาครั้งนี้จึงเป็นประโยชน์ต่อการวิจัย และการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพื่อการสมานแผล สำ�หรับผู้ป่วยที่มี

ปัญหาเรื่องบาดแผลเรื้อรัง รวมท้ังเป็นการนำ�ของเหลือท้ิงทางการเกษตรมาใช้ให้เกิดประโยชน์อีกทาง

หนึ่งด้วย
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บทนำำ�		
ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ (Khao-Yai Pomelo) 

จััดอยู่่� ในกลุ่่�มไม้้ยืืนต้้นขนาดเล็็กถึึงขนาดกลาง  

กิ่่�งอ่่อนเป็น็เหลี่่�ยมมีขีน ใบประกอบ มีีใบย่อ่ยใบเดียีว 

รููปไข่่ถึึงวงรีี ปลายใบแหลมมน โคนใบกลมหรืือ 

กึ่่�งรููปหััวใจ ขอบใบเกืือบเรีียบถึึงหยัักมน ดอกช่่อ

กระจะกึ่่�งเชิงิหลั่่�น อาจพบว่า่มีดีอกย่อ่ย หรือื ดอกเดี่่�ยว 

ถึึงหลายดอก ออกดอกที่่�ซอกใบ กลีีบดอกสีีขาว  

มีีเกสรตััวผู้้� 20-25 อััน ผลส้้มโอมีีความคล้้ายผลส้้ม 

มีลีักัษณะทรงแป้้น ส่ว่นที่่�กว้้างที่่�สุดุอยู่่�บริิเวณกลางผล 

บริิเวณขั้้�วผลจะแบน สีีเปลืือกเขีียวแกมเหลืือง 

ความมัันของผิิวปานกลาง มีีต่่อมน้ำำ��มัันเด่่นชััด 

เปลืือกหนาประมาณ 2.5 เซนติิเมตร เนื้้�อผลมีีสีี 

ขาวอมเหลืือง มีีความฉ่ำำ��น้ำำ��ปานกลาง (Fig. 1) ส้้มโอ 

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่จััดอยู่่� ในวงศ์์ “Rutaceae” มีีชื่่�อ

วิทิยาศาสตร์์ คือื Citrus maxima (Burm.f.) Merr.  

เป็็นพืืชตระกููลส้้มขนาดใหญ่่ มีีรสเปรี้้�ยวอมหวาน(1)

เป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�ได้้รัับความนิิยมในการบริิโภค พบได้้ 

ในทุุกภููมิิภาคของประเทศไทย แต่่นิิยมปลููกแถบ

จัังหวััดสมุุทรสงคราม โดยถืือเป็็นพืืชเศรษฐกิิจ

สำำ�คััญในภููมิิภาค มีีรายงานการศึึกษาการออกฤทธิ์์�

ทางชีีวภาพของสารสกััดหยาบจากเปลืือกส้้มโอ 

ได้้แก่่ ความสามารถในการต้้านอนุุมููลอิิสระและช่่วย

ชะลอการเกิิดปฏิิกิิริิยาออกซิิเดชััน ซึ่่�งเป็็นสาเหตุุ

สำำ�คัญัของการเกิิดโรคในมนุษุย์ ์มีกีารใช้ป้ระโยชน์จ์าก

ส่ว่นของเนื้้�อผลที่่�มีเีส้น้ใยอาหารสููง เพื่่�อนำำ�ไปสกัดัเป็น็

เซลลููโลสบริิสุุทธิ์์� และเส้้นใยนาโนเซลลููโลสที่่�มีีความ

เสถียีรทนความร้อ้นได้ด้ีี(2) ส่ว่นประกอบของไฟเบอร์์

ที่่�พบในเปลืือกส้้มโอยัังสามารถช่วยป้้องกัันโรคอ้้วน 

และลดระดับัไขมัันที่่�ผิดิปกติิในเลืือดจากการศึกึษาใน

หนููทดลอง(3) รายงานการศึึกษาส้้มโอสายพัันธุ์์�ต่างๆ 

โดยการเปรีียบเทีียบปริิมาณรวมของสารประกอบใน

กลุ่่�มฟีีนอล และความสามารถในการต้้านอนุุมููลอิิสระ

ด้้วยวิิธีี DPPH scavenging ระหว่่างส้้มโอพัันธุ์์� 

ขาวใหญ่่ ทองดีี ขาวแตงกวา ขาวน้ำำ��ผึ้้�ง ท่่าข่่อย และ

ทับัทิิมสยาม พบว่่าส้ม้โอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่มีทีั้้�งปริิมาณรวม

ของสารประกอบฟีีนอลิิก และการต้้านอนุุมููลอิิสระ

ด้้วยวิิธีี DPPH scavenging สููงกว่่าสายพัันธุ์์�อื่่�นๆ(4) 

นอกจากนี้้�ยังมีีรายงานการศึึกษาเกี่่�ยวกัับสารสกััด 

จากเปลืือกส้้มโอ ที่่�เตรีียมด้้วยวิิธีีแช่่ในตััวทำำ�ละลาย

อิินทรีีย์์ พบว่่ามีีสมบััติิช่่วยสมานแผลในหนููทดลองที่่�

มีีภาวะแผลเรื้้�อรัังจากการเป็็นเบาหวานด้้วย(5) 

การปลููกส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่เพื่่�อจำำ�หน่่าย  

ผู้้�บริิโภคส่่วนใหญ่่จะใช้้เฉพาะส่่วนของเนื้้�อผลเป็็นหลักั 

โดยมีีส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอที่่�ไม่่ได้้ใช้้ประโยชน์์และ

ถููกทิ้้�งเป็็นของเสีียทางการเกษตร จึึงเป็็นที่่�มาของ 

วััตถุุประสงค์์ในการวิิจััยครั้้�งนี้้� คืือ การทดสอบสมบััติิ

การต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี DPPH scavenging 

และการหาปริิมาณรวมสารออกฤทธิ์์�สำำ�คัญัที่่�พบในพืืช 

คืือ สารประกอบฟีีนอลิิก โดยการศึึกษาเปรีียบเทีียบ 

ระหว่่างส่่วนเนื้้�อผล ซึ่่�งเป็็นส่่วนที่่�นำำ�ไปบริิ โภค 

กัับส่่วนที่่�เหลืือทิ้้�งเป็็นขยะทางการเกษตร ได้้แก่่  

ส่่วนเปลืือกชั้้�นนอก เปลืือกชั้้�นกลาง และเยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ 

รวมทั้้�งการศึึกษาสารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอ 

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่เกี่่�ยวกัับสมบััติิการช่่วยสมานแผล 

(wound healing) ในเซลล์์ผิิวหนัังมนุุษย์์ HaCaT 

โดยกลุ่่�มผู้้�วิจัิัยมีคีวามหวังัว่า่ ข้อ้มูลูผลการวิจัิัยจากการ

ศึึกษาครั้้�งนี้้� จะได้้มีีการนำำ�ไปต่่อยอด และพััฒนาเป็็น

ผลิติภััณฑ์ส์ำำ�หรับัต้า้นอนุมุูลูอิสิระ รวมทั้้�งผลิติภััณฑ์ท์ี่่�

ใช้้สำำ�หรัับการสมานแผล โดยเฉพาะในกลุ่่�มผู้้�ป่่วยที่่�มีี 

ปััญหาเรื่่�องการเกิิดบาดแผลเรื้้�อรััง อีีกทั้้�งยัังเป็็น 

ช่อ่งทางการนำำ�ของเหลือืทิ้้�งทางการเกษตรมาใช้้ให้เ้กิดิ

ประโยชน์์อีีกทางหนึ่่�ง



ปานทิพย์ รัตนศิลป์กัลชาญ และคณะ9152

วััสดุุและวิิธีีการ
1. การเตรียมสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของส้มโอ

พันธุ์ขาวใหญ่ 

ใช้้ตััวอย่่างส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่อายุุ 8 เดืือน 

จากพื้้�นที่่�สวนส้้มโอ จัังหวััดสมุุทรสงคราม (พิิกััด

อ้า้งอิิงแหล่่งเพาะปลููก 13.4268760, 99.9518210) 

ซึ่่�งมีีข้้อมููลขึ้้�นทะเบีียนสายพัันธุ์์� (geographical 

indication, GI)(6) นำำ�มาล้้างด้้วยน้ำำ��ให้้สะอาด เช็็ด

เปลืือกด้้านนอกด้้วยเอทานอลเข้้มข้้นร้้อยละ 70 

จากนั้้�นแยกส่่วนประกอบ ได้้แก่่ เปลืือกชั้้�นนอก 

(flavedo, FL) เปลืือกชั้้�นกลาง (albedo, AL) เยื่่�อ

หุ้้�มเนื้้�อ (segmented membrane, SM) และ เนื้้�อผล 

(juice sac, JS) (Fig. 1) ชั่่�งและบัันทึึกน้ำำ��หนัักสด 

แล้้วนำำ�ไปอบแห้้งที่่�อุุณหภููมิิ 60 องศาเซลเซีียส 

ใช้้ เวลา 48 ชั่่� ว โมง (ลัักษณะทางกายภาพ 

เปรีียบเทีียบระหว่่างตััวอย่่างสดกัับตััวอย่่างอบแห้้ง 

ของส่่วนประกอบต่่าง ๆ แสดงใน Fig. 2) ตััวอย่่าง

ที่่�แห้้งและผ่่านการอบแล้้วนำำ�มาชั่่� งและบัันทึึก

น้ำำ��หนัักแห้้งอีีกครั้้�ง เพื่่�อควบคุุมสััดส่่วนระหว่่าง 

น้ำำ��หนัักตััวอย่่างแห้้ง (กรััม) ต่่อปริิมาตรของ 

ตัวัทำำ�ละลาย (มิลิลิิลิิตร) โดยใช้ส้ัดัส่ว่น 1:8 ในการสกัดั 

ส่่วนประกอบของส้้มโอพันัธุ์์�ขาวใหญ่่แต่่ละส่่วนในเฮกเซน 

ด้ว้ยวิธิีแีช่่ในตัวัทำำ�ละลาย (maceration) เป็น็เวลา 48 

ชั่่�วโมง จากนั้้�นนำำ�ไปสกััดเพิ่่�มเติิมด้้วยวิิธีี sonication 

ใช้เ้วลาอีกี 30 นาทีี ด้ว้ยเครื่่�อง Sonicator (Bandelin 

Sonorex Digitec, Germany) แยกสารสกััดออก

จากกากที่่�ไม่่ละลายโดยการกรองผ่่านกระดาษกรอง 

Whatman no. 1 ทำำ�ซ้ำำ��อีกีครั้้�งโดยเปลี่่�ยนตัวัทำำ�ละลาย 

จากเฮกเซนเป็็นเมทานอล จากนั้้�นนำำ�สารสกััด 

ทั้้�งในชั้้�นตััวทำำ�ละลายเฮกเซนและชั้้�นเมทานอล 

ไประเหยตััวทำำ�ละลายส่่วนเกิินออก โดยใช้้วิิธีีระเหย

แห้้งภายใต้้ความดััน (evaporation) ด้้วยเครื่่�อง 

Rotary Evaporator (BUCHI Vacuum Controller 

V-850, Rotavapor R-210, Switzerland)  

จากนั้้�นนำำ�สารสกัดัที่่�แห้ง้ไปชั่่�งและบันัทึกึน้ำำ��หนักัด้ว้ย

เครื่่�องชั่่�งสี่่�ตำำ�แหน่ง่ เพื่่�อใช้้ในการคำำ�นวณความเข้ม้ข้น้

ที่่�แน่่นอน แล้้วแบ่่งเก็็บในขวดสีีชาที่่�อุุณหภููมิิ -20 

องศาเซลเซีียสเพื่่�อรอทำำ�การทดสอบในขั้้�นตอนต่่อไป 

สำำ�หรัับการทดสอบความสามารถในการต้้านอนุุมููล

อิิสระและสมบััติิการสมานแผล จะนำำ�สารสกััดส้้มโอ

ที่่�สกััดด้้วยเฮกเซนและเมทานอลไปละลายในตััวทำำ� 

ละลายเฮกเซน หรืือเมทานอลตามลำำ�ดับั และคำำ�นวณ

ความเข้้มข้้นที่่�แน่่นอนก่่อนนำำ�ไปทดสอบ 
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2. การทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 

DPPH และ ABTS scavenging assay	

การทดสอบความสามารถในการต้้ าน

อนุุมููลอิิสระชนิิด DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) ใช้้หลัักการ absorption 

spectrophotometry วััดการลดลงของอนุุมููลอิิสระที่่�

มีีค่่าการดููดกลืืนแสงสููงสุุด (λ
max

) ที่่�ความยาวคลื่่�น  

515 นาโนเมต ร(7) ในปฏิิกิิริิยาที่่�มีีปริิมาตรสุุดท้้าย

เท่่ากัับ 1 มิิลลิิลิิตร โดยมีีความเข้้มข้้นสุุดท้้ายของ

สารละลาย ซึ่่�งประกอบด้้วย DPPH 0.1 มิิลลิิโมลาร์์ 

(ละลายในเมทานอลเข้้มข้้นร้้อยละ 95) ผสมกัับ

สารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ 

ได้้แก่่ เปลืือกชั้้�นนอก เปลืือกชั้้�นกลาง เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ 

และเนื้้�อผล ที่่�ความเข้้มข้้นต่่าง ๆ ทำำ�การทดลอง 

เปรีียบเทีียบกัับสารละลายมาตรฐาน BHT (butylated 

hydroxytoluene) กรดแอสคอร์์บิิก และ Trolox 

(6 hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

carboxylic acid) บ่่มปฏิิกิิริิยาที่่�อุุณหภููมิิห้้อง ในที่่�

ไม่่มีีแสงรบกวนเป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง นำำ�ไปวััดค่่าการ

ดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 515 นาโนเมตร แล้้ว

คำำ�นวณค่่าร้อ้ยละการต้้านอนุมุูลูอิสิระ (% inhibition) 

ดัังสมการที่่� 1

การทดสอบความสามารถในการต้้ าน

อนุุมููลอิิสระชนิิด ABTS (2,2’-azino-bis- 

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) acid) ใช้้

หลัักการ absorption spectrophotometry โดยให้้

อนุุมููลอิิสระ ABTS อยู่่�ในรููป “cation radical” 

(ABTS•+) เตรีียมโดยชั่่�งน้ำำ��หนััก และคำำ�นวณค่่า 

ความเข้้มข้้นของ ABTS ให้้เท่่ากัับ 10 มิิลลิิโมลาร์์ 

ละลายในน้ำำ��กลั่่�น นำำ�ไปผสมกับัสารละลายโพแทสเซียีม 

เปอร์ซ์ัลัเฟตเข้ม้ข้น้ 2.45 มิลิลิิโมลาร์์ในสัดัส่ว่น 1:0.5 

(โดยปริิมาตร) บ่่มทิ้้�งไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส

ในที่่�ไม่่มีีแสง ประมาณ 18-24 ชั่่�วโมง จากนั้้�น 

จึึงนำำ�สารละลายผสมดัังกล่่าว ไปหาความเข้้มข้้นของ 

ABTS•+ ที่่�แน่่นอน ด้้วยการใช้้ค่่า extinction 

coefficient ที่่� 734 นาโนเมตร(8) การวััดค่่าการ

ต้้านอนุุมููลอิิสระ ABTS•+ ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ 

ทำำ�ในปฏิิกิิริิยาที่่�มีีปริิมาตรสุุดท้้ายเท่่ากัับ 1 มิิลลิิลิิตร 

มีีความเข้้มข้้นสุุดท้้ายของสารละลาย ABTS•+  

เท่่ากัับ 0.066 มิิลลิิโมลาร์์ ผสมกัับสารสกััดจากส่่วน

ต่่าง ๆ  ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ได้้แก่่ เปลืือกชั้้�นนอก 

เปลืือกชั้้�นกลาง เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ และเนื้้�อผล ที่่�ความเข้้มข้้น 

ต่่าง ๆ ทำำ�การทดลองเปรีียบเทีียบกัับสารละลาย

มาตรฐาน BHT, กรดแอสคอร์์บิิก และ Trolox  

โดยบ่่มปฏิิกิิริิยาที่่�อุุณหภููมิิห้้อง ในที่่�ไม่่มีีแสงรบกวน 

เป็็นเวลา 10 นาทีี แล้้วนำำ�ไปวััดค่่าการดููดกลืืนแสง

ที่่�ความยาวคลื่่�น 734 นาโนเมตร คำำ�นวณค่่าร้้อยละ

การต้้านอนุุมููลอิิสระดัังสมการที่่� 1

สมการที่่� 1	ร้ ้อยละการต้้านอนุุมููลอิิสระ (% inhibition) = {(Abs 
cont.

 - Abs 
react.

) / Abs 
cont.

} ×100

กำำ�หนดให้้ Abs 
cont. 

และ Abs 
react.

 คืือ  

ค่่าการดููดกลืืนแสงของอนุุมููลอิิสระ DPPH (λ
max

  

515 นาโนเมตร) หรืือ อนุุมููลอิิสระ ABTS•+ (λ
max

  

734 นาโนเมตร) ที่่�ผสมกับัสารต้้านอนุมุูลูอิสิระมาตรฐาน 

(BHT, กรดแอสคอร์์บิิก หรืือ Trolox) หรืือ  

สารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ที่่�ใช้้

ในการทดสอบครั้้�งนี้้� 

การคำำ�นวณหาค่่าความเข้้มข้้นของสารสกััด

จากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ที่่�ให้้ผลการ

ต้้านอนุุมููลอิิสระที่่�ร้้อยละ 50 (half maximum 

inhibitory concentration, IC
50
) ต่่ออนุุมููลอิิสระ

แต่่ละชนิิด ใช้้วิิธีีเขีียนกราฟเส้้นตรงแสดงความ

สััมพัันธ์์ระหว่่างค่่าความเข้้มข้้นของสารทดสอบที่่�ใช้้ 

(X-axis) ต่อ่ค่า่ร้อ้ยละการต้า้นอนุมุูลูอิสิระ (Y-axis) 
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ใช้้ความสััมพัันธ์์เชิิงเส้้นตรง โดย m คืือค่่าความชััน 

(slope) ของกราฟเส้้นตรง ซึ่่�งแสดงในสมการที่่� 2 

(สมการเส้้นตรง) แล้้วจึึงคำำ�นวณหาค่่า IC
50
 ต่่อไป

สมการที่่� 2	 Y = mX + C

3. การหาปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก

การวัดัปริมิาณรวมของสารประกอบฟีนีอลิกิ 

ดััดแปลงวิิธีีการที่่�อ้้างอิิงจาก Ainsworth EA และ 

Gillespie KM, พ.ศ. 2550(9) โดยใช้้หลัักการวััด

การดููดกลืืนแสงของสารประกอบเชิิงซ้้อนระหว่่างสาร

วิิเคราะห์์ ที่่�มีีโครงสร้้างจััดอยู่่� ในกลุ่่�มสารประกอบ 

ฟีนีอลิกิ กับัสารละลาย Folin-Ciocalteu ซึ่่�งดูดูกลืนื 

คลื่่�นแสงสููงสุุดที่่�ความยาวคลื่่�น 765 นาโนเมตร  

การวิิเคราะห์์หาปริิมาณรวมของสารประกอบฟีีนอลิิก 

ใช้้วิิธีีสร้้างกราฟมาตรฐานโดยใช้้กรดแกลลิิกเป็็น

สารมาตรฐาน ปฏิิกิิริิยาการทดสอบประกอบด้้วย 

สารวิิเคราะห์์ 100 ไมโครลิิตร สารละลาย Folin-Ciocalteu 

reagent 10 ไมโครลิิตร บ่่มสารละลายผสมดัังกล่่าว

ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง ในที่่�ไม่่มีีแสง เป็็นเวลา 5 นาทีี  

แล้ว้เติมิสารละลายโซเดียีมคาร์บ์อเนตเข้ม้ข้้น 1 โมลาร์์ 

ปริมิาตร 500 ไมโครลิิตร  ขั้้�นตอนสุดุท้า้ยเติมิเมทานอล 

เข้้มข้้นร้้อยละ 95 เพื่่�อปรัับปริิมาตรสุุดท้้ายให้้ได้้

เท่่ากัับ 1 มิิลลิิลิิตร บ่่มปฏิิกิิริิยาในที่่�มืืดเป็็นเวลา  

2 ชั่่�วโมง จากนั้้�นนำำ�ไปวััดค่่าการดููดกลืืนแสง ด้ว้ยเครื่่�อง 

สเปกโตรโฟโตมิิเตอร์์ที่่�ความยาวคลื่่�น 765 นาโนเมตร 

ทำำ�การทดลองซ้ำำ�� 3 ครั้้�ง นำำ�ค่า่ที่่�ได้ม้าคำำ�นวณในหน่่วย

มิิลลิิกรััมสมมููลกรดแกลลิิกต่่อน้ำำ��หนัักแห้้ง 1 กรััม 

ของสารสกััดตััวอย่่าง

4. การทดสอบความเปน็พษิต่อเซลลด้์วยวธีิ MTT 

ทดสอบความเป็น็พิษิต่อ่เซลล์ด์้ว้ยวิธิี ีMTT 

อ้้างอิิงวิิธีีทดสอบของ Stockert JC และคณะ,  

พ.ศ. 2555(10) โดยใช้้หลัักการวััดจำำ�นวนเซลล์์ที่่�ยััง

มีีชีีวิิตอยู่่�ด้้วยเอนไซม์์ออกซิิโดรีีดัักเทส ซึ่่�งทำำ�งานได้้

เฉพาะในเซลล์ท์ี่่�มีชีีวีิติ ออกซิิโดรีดีักัเทสจะเร่ง่ปฏิิกิริิยิา 

การเปลี่่�ยน MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 

5-diphenyltetrazolium bromide) ไปเป็็นผลึึก

ฟอร์์มาซาน (MTT formazan crystal) ที่่�มีีสีีม่่วง 

โดยมีีปริิมาณแปรผัันตามจำำ�นวนเซลล์์ที่่�มีีชีีวิิต  

วิธิีกีารทดสอบทำำ�โดยเพาะเลี้้�ยงเซลล์ ์HaCaT จำำ�นวน 

5,000 เซลล์์ต่อ่หนึ่่�งหลุมุ ในจานเพาะเลี้้�ยงไมโครเพลท 

ชนิิด 96 หลุุม เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง แล้้วจึึงนำำ�ไป 

ทดสอบกัับสารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอ 

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�เตรีียมไว้้ โดยใช้้ตััวแปรควบคุุม 

(control) คืือ อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�เติิมเฮกเซน และ

เมทานอล เข้้มข้้นร้้อยละ 1 เพื่่�อให้้แน่่ใจว่่าเซลล์์ที่่�

ตาย (cell cytotoxicity) ไม่่ได้้เกิิดจากผลของการ

เติิมเฮกเซน และเมทานอล นอกจากนี้้�ยัังมีีปััญหา

ของสารสกััดที่่�ได้้จากชั้้�นตััวทำำ�ละลายเฮกเซน และ

เมทานอล ซึ่่�งละลายได้้น้้อยมากในตััวทำำ�ละลายน้ำำ�� 

และ DMSO (dimethyl sulfoxide) จึึงต้้องใช้้วิิธีี

ละลายสารสกััดด้้วยตััวทำำ�ละลายที่่�ใช้้ในขั้้�นตอนการ

สกััดสาร เพื่่�อให้้สารสกััดละลายได้้ดีีที่่�สุุดก่่อนที่่�จะนำำ�

ไปทดสอบต่่อไป นำำ�เซลล์์ไปเลี้้�ยงในตู้้�ควบคุุมอุณุหภููมิิ 

ที่่� 37 องศาเซลเซีียส ในบรรยากาศที่่�มีีคาร์์บอน- 

ไดออกไซด์์ร้้อยละ 5 บ่่มทิ้้�งไว้้เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง จากนั้้�น 

เติิมสารละลาย MTT ความเข้้มข้้น 5 มิิลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ปริิมาตร 10 ไมโครลิิตร เพื่่�อให้้ 

MTT เปลี่่�ยนเป็็นผลึึกฟอร์์มาซานที่่�มีีสีีม่่วง นำำ�ผลึึก 

ฟอร์์มาซานที่่�เกิิดขึ้้�น มาละลายในตััวทำำ�ละลาย DMSO 

ปริิมาตร 200 ไมโครลิิตร แล้้ววััดค่่าการดููดกลืืนแสง

ของสารละลายที่่�ความยาวคลื่่�น 540 นาโมเมตร ด้้วย

เครื่่�อง microplate reader ค่่าการดููดกลืืนแสงจะ

แปรผัันตรงกัับจำำ�นวนเซลล์์ที่่�มีีชีีวิิต ทำำ�การทดลอง

ซ้ำำ�� 3 ครั้้�ง นำำ�ค่่าที่่�ได้้มาประเมิินเพื่่�อเลืือกใช้้ค่่าความ
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เข้้มข้้นของสารสกััด โดยใช้้ช่่วงความเข้้มข้้นที่่�เซลล์์มีี

ชีวีิติรอดเกิินกว่่าร้อ้ยละ 90 สำำ�หรับัการทดสอบสมบััติิ

การสมานแผล 

5. การทดสอบความสามารถการสมานแผลใน

เซลล์ผิวหนัง HaCaT

ทดสอบสมบััติิก ารสมานแผลด้้วย วิิธีี  

in vitro กัับเซลล์์ผิิวหนััง (human keratinocyte) 

ชนิดิ HaCaT ด้ว้ยวิิธีี “scratch assay”(11) ใช้้หลักัการ

สร้า้งรอยขีดีข่ว่นบนผิวิเซลล์ท์ี่่�เพาะเลี้้�ยงบนจานเลี้้�ยง

เซลล์ ์ให้เ้กิดิพื้้�นที่่�ปลอดเซลล์เ์พื่่�อวัดัค่า่ความสามารถ

ในการสมานรอยแผลที่่�แยกออกจากกััน โดยสัังเกต

จากการเพิ่่�มของทั้้�งจำำ�นวนเซลล์์ และการเคลื่่�อนที่่�

ของเซลล์์ ด้ว้ยการบันัทึกึภาพนิ่่�งด้ว้ยกล้อ้งจุลุทรรศน์์

หััวกลัับ (inverted microscope) ตามขั้้�นตอนโดย

ย่่อดัังนี้้� นำำ�เซลล์์ HaCaT จำำ�นวน 2×105 เซลล์์  

ต่่อปริมิาตร 2 มิลิลิลิิติร ไปบ่ม่ในจานเพาะเลี้้�ยงขนาด 

35x10 มิิลลิิเมตร เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง ในตู้้�ควบคุุม

อุุณหภููมิิที่่� 37 องศาเซลเซีียส ในบรรยากาศที่่�มีีความ

เข้้มข้้นคาร์์บอนไดออกไซด์์ร้้อยละ 5 จากนั้้�นสร้้าง 

รอยแผลโดยการขููดด้้วย sterile pipette tip ขนาด 200 

ไมโครลิิตร แล้้วล้้างเซลล์์ที่่�หลุุดออกด้้วยสารละลาย 

PBS (phosphate buffer saline) พีีเอช 7.4 เติิม

อาหารเลี้้�ยงเซลล์ท์ี่่�มีสีารสกัดัจากส่ว่นต่า่ง ๆ  ของส้ม้โอ

พันัธุ์์�ขาวใหญ่ ่เลือืกใช้ช้่ว่งความเข้ม้ข้น้ที่่�ไม่เ่ป็น็พิษิต่อ่

เซลล์์ (อ้้างอิิงผลการทดสอบจาก MTT assay) โดย

มีตีัวัแปรควบคุุมในการทดลองนี้้� คือื อาหารเลี้้�ยงเซลล์์ 

ที่่�มีเีฮกเซน หรืือเมทานอล เข้้มข้้นร้้อยละ 1 เนื่่�องจากสาร

สกััดส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�ได้้จากการสกััดด้้วยเฮกเซน 

และเมทานอล ละลายได้น้้อ้ยมากในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ 

จึึงต้้องละลายในตััวทำำ�ละลายเฮกเซนและเมทานอล 

ก่่อน แล้้วจึึงเจืือจางให้้มีคีวามเข้้มข้้นของตััวทำำ�ละลาย

ทั้้�งสองไม่่เกิินร้้อยละ 1 ซึ่่�งไม่่เป็็นพิิษต่่อเซลล์์   

จากนั้้�นนำำ�เซลล์์ HaCaT ในภาวะต่่าง ๆ ไปบ่่มในตู้้�

เลี้้�ยงเซลล์์เป็น็เวลา 24 และ 48 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบเวลา

แล้้วจึึงวััดหาค่่าพื้้�นที่่�รอยแผลภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์

หััวกลัับ (รุ่่�น CKX31, OLYMPUS, Japan) และ

ถ่่ายภาพโดยใช้้กล้้อง (Zeiss, Germany) คำำ�นวณ

หาพื้้�นที่่�รอยแผลโดยใช้้โปรแกรมสำำ�เร็็จรููป Zen 3.6 

(Blue Edition) วััดพื้้�นที่่�เริ่่�มต้้นการทดสอบในวัันที่่�

ทำำ�ให้้เกิิดเป็็นรอยแผล (day 0) และคำำ�นวณเทีียบให้้ 

เป็็นร้้อยละ 100 ติิดตามการเปลี่่�ยนแปลงของพื้้�นที่่�

รอยแผลในวัันที่่� 1 และวัันที่่� 2 เปรีียบเทีียบระหว่่าง

สภาวะควบคุุมกัับสภาวะที่่�ใส่่สารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ 

ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�ความเข้้มข้้นต่่าง ๆ ทำำ�การ

ทดลองซ้ำำ�� 3 ครั้้�ง นำำ�ค่่าที่่�ได้้มาวิิเคราะห์์ค่่าทางสถิิติิ 

6. สถิติที่ใช้ในการวิจัย

การวิิเคราะห์์ค่่าความแตกต่่างอย่่างมีีนััย

สำำ�คััญทางสถิิติิ ใช้้วิิธีีการ One-way ANOVA; 

p < 0.05, (SPSS Statistics version 15)

ผลการวิิจััย
1. สมบัติการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS 

ของสารสกัดจากส้มโอพันธุ์ขาวใหญ่  

การประเมิินความสามารถในการต้้านอนุุมููล

อิสิระ DPPH และ ABTS แสดงด้ว้ยค่่าความเข้้มข้น้ 

ของสารทดสอบที่่�มีีผลยัับยั้้�งจนทำำ�ให้้ปริิมาณอนุุมููล

อิิสระลดลงครึ่่�งหนึ่่�ง นั่่�นคืือค่่า “IC
50
” สารสกััดใน

ชั้้�นเมทานอลที่่�สามารถต้านอนุุมููลอิิสระ DPPH ได้้

ดีีที่่�สุุด คืือ สารสกััดจากส่่วนเนื้้�อผล (JS) โดยมีีค่่า 

IC
50 

เท่่ากัับ 1.021 ± 0.031 มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  

ซึ่่�งมีีค่่าใกล้้เคีียงที่่�สุุดกัับค่่า IC
50
 ของสารต้้านอนุุมููล

อิิสระมาตรฐาน BHT (0.011 ± 0.001 มิิลลิิกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร) สำำ�หรัับความสามารถในการต้้านอนุุมููล

อิิสระชนิิด ABTS ที่่�ดีีที่่�สุุดก็็พบในสารสกััดจากชั้้�น
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เมทานอลเช่่นกััน แต่่พบในส่่วนของเปลืือกชั้้�นนอก 

(AL) โดยมีีค่่า IC
50
 เท่่ากัับ 0.126 ± 0.004  

มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ซึ่่�งใกล้้เคีียงที่่�สุุดกัับค่่า IC
50
 

ของสารต้้านอนุุมููลอิิสระมาตรฐานกรดแอสคอร์์บิิก 

(0.012 ± 0.002 มิลิลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร) ทั้้�งนี้้�ค่า่ IC
50
  

เมื่่�อเทีียบระหว่่างสารสกััดส่่วนอื่่�น ๆ ในตััวทำำ�ละลาย 

เมทานอลด้้วยกััน พบว่่าส่่วนประกอบต่่าง ๆ ของ

ส้้มโอมีีฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระแตกต่่างกัันอย่่าง

มีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) (Table 2)  

ผลการทดสอบการต้้านอนุุมููลอิิสระของสารสกััดจาก

ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ในชั้้�นเฮกเซน พบว่่ามีีปััญหา 

การละลายสารสกััดในระบบตััวทำำ�ละลาย (เมทานอล) 

ที่่�ใช้้ทดสอบการต้้านอนุุมูลูอิิสระ DPPH และ ABTS 

โดยมีีการแยกชั้้�นของสารสกััด จึึงทำำ�ให้้ ไม่่สามารถ 

วััดค่่าการต้้านอนุุมููลอิิสระได้้ 

2. ปริิมาณรวมของสารประกอบฟีีนอลิิกในสาร

สกััดจากส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่	

จากผลการทดลอง พบว่่า ค่่าการต้้าน

อนุุมููลอิิสระ DPPH และ ABTS ของสารสกััดจาก 

ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ไม่่สอดคล้้องกัับปริิมาณรวมของ

สารประกอบฟีนีอลิกิ (Table 2) โดยสารสกัดัจากส้ม้โอ

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่ในชั้้�นเมทานอลที่่�มีีปริิมาณรวมของสาร

ประกอบฟีนีอลิกิมากที่่�สุดุ คือื ส่ว่นเยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ (SM) 

มีีปริิมาณเทีียบเท่่า 3.196 ± 0.022 มิิลลิิกรััมสมมููล

ของกรดแกลลิิกต่่อน้ำำ��หนัักแห้้ง 1 กรััม รองลงมาคืือ

ส่ว่นเปลืือกนอก (FL) และเปลืือกชั้้�นกลาง (AL) ซึ่่�ง

พบปริิมาณเทีียบเท่่า 2.947 ± 0.063 และ 1.720 ± 

0.021 มิลิลิิกรััมสมมููลของกรดแกลลิิกต่่อน้ำำ��หนัักแห้้ง 

1 กรัมั ตามลำำ�ดับั ส่ว่นที่่�มีปีริมิาณสารประกอบฟีนีอลิกิ 

รวมน้้อยที่่�สุุดคืือส่่วนเนื้้�อผล (JS) ซึ่่�งมีปีริิมาณเทียีบเท่่า 

0.083 ± 0.001 มิิลลิิกรััมสมมููลของกรดแกลลิิก 

ต่่อน้ำำ��หนัักแห้้ง 1 กรััม ทั้้�งนี้้�ปริิมาณรวมของสาร 

ประกอบฟีีนอลิกิของแต่่ละส่่วนของส้้มโอในชั้้�นเมทานอล 

ที่่� ได้้จากการวิิเคราะห์์มีีค่่าแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััย 

สำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) (Table 2) และปริิมาณ

รวมของสารประกอบฟีีนอลิิกสามารถหาได้้เฉพาะใน

สารสกััดจากชั้้�นเมทานอล เนื่่�องจากสารสกััดในชั้้�น

เฮกเซนมีีปััญหาเรื่่�องการละลาย พบว่่ามีีการแยกชั้้�น 

และบางส่่วนตกตะกอนไม่่เป็็นเนื้้�อเดีียวกัันกัับระบบ

ตััวทำำ�ละลายที่่�ใช้้ในสารละลาย Folin-Ciocalteu 

จึึงไม่่สามารถทดสอบหาปริิมาณรวมของสารประกอบ 

ฟีีนอลิิกจากสารสกััดในชั้้�นเฮกเซนได้้

Table 1	Summary of fresh and dry weight pertaining to distinct components - flavedo (FL), albedo (AL),  

	 segmented membrane (SM) and juice sac (JS), derived from Khao-Yai pomelo.

Pomelo part Fresh Weight (g) Dry Weight (g) % Dry Weight

Flavedo (FL) 834 271 32.51

Albedo (AL) 781 280 35.84

Segmented membrane (SM) 631 250 39.62

Juice sac (JS) 1,314 202 15.38
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Table 2	The assessment of antioxidant properties and total phenolic contents extracted through  

	 hexane and methanol from each segment of Khao-Yai pomelo. 

Khao-Yai pomelo segments
IC

50
 (mg/mL)

Total phenolic contents 

(mg GAE g-1 DM)

DPPH ABTS 

Hexane extracts

Flavedo (FL)

Albedo (AL)

Segmented membrane (SM)

Juice sac (JS)

ND

ND

ND

ND

1.149 + 0.062

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Methanol extracts

Flavedo (FL)

Albedo (AL)

Segmented membrane (SM)

Juice sac (JS)

1.279 + 0.048 a

2.550 + 0.076 a

1.988 + 0.056 a

1.021 + 0.031 a

0.206 + 0.007 b

0.126 + 0.004 b

0.174 + 0.008 b

0.544 + 0.009 b

2.947 + 0.063 c

1.720 + 0.021 c

3.196 + 0.022 c

0.083 + 0.001 c

Standard antioxidant agent

BHT 0.011 + 0.001 0.006 + 0.0001

Ascorbic acid 0.005 + 0.0001 0.012 + 0.002

BHT 0.004 + 0.0001 0.005 + 0.0001
Data is presented as mean + standard deviation with triplicated values.
Total phenolic content is expressed as mg of Gallic acid equivalent (GAE) g-1 dry material (DM).
a IC

50
 in DPPH scavenging assay in methanolic extracts shows a significant difference at p < 0.05.

b IC
50

 in ABTS scavenging assay in methanolic extracts shows a significant difference at p < 0.05.
c Total phenolic contents in methanolic extracts shows a significant difference at p < 0.05.
ND is not determined due to the limitation of solubility in methanol.
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3. ค่่าความเป็็นพิิษของสารสกััดจากส้้มโอพัันธุ์์�

ขาวใหญ่่

การทดสอบค่่าความเป็็นพิิษของสารสกัดัจาก

ส่ว่นต่า่ง ๆ  ของส้ม้โอพันัธุ์์�ขาวใหญ่ท่ี่่�มีตี่อ่เซลล์ผ์ิวิหนังั

มนุษุย์์ชนิดิ HaCaT โดยการทดลองใช้้ตัวัแปรควบคุุม

คือืเฮกเซน และเมทานอล เข้ม้ข้น้ร้อ้ยละ 1 ในอาหาร

เลี้้�ยงเซลล์์ ผลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของ

สารสกััดในระยะเวลา 24 ชั่่�วโมง เมื่่�อพิิจารณาโดยใช้้

เกณฑ์์อัตัราการอยู่่�รอดของเซลล์จ์ากความเป็็นพิิษของ 

สารสกััดที่่�ต้้องมากกว่่าร้้อยละ 90 ขึ้้�นไป (อ้้างอิิงผล 

การทดลองใน Table 3) พบว่่าสารสกััดจากชั้้�น 

ตััวทำำ�ละลายเฮกเซนจากส่่วนต่่าง ๆ (เปลืือกชั้้�นนอก 

เปลืือกชั้้�นกลาง เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ และเนื้้�อผล) มีคี่า่ร้อ้ยละ 

การรอดของเซลล์์ (% survival) ที่่�มีีค่่ามากกว่่า 

ร้้อยละ 90 อยู่่�ในช่่วงความเข้้มข้้น 0.04-1.71 ไมโครกรัมั 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ในขณะที่่�สารสกััดจากชั้้�นตััวทำำ�ละลาย

เมทานอลมีีค่่าร้้อยละการรอดของเซลล์์ที่่�มากกว่่า 

ร้อ้ยละ 90 ที่่�แตกต่า่งกันัในแต่่ละส่่วน คือื ในส่่วนของ 

เปลืือกชั้้�นนอก (FL) อยู่่�ที่่�ความเข้้มข้้น 0.64-2.50 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร แต่่ ในส่่วนที่่�เหลืือ ได้้แก่่ 

เปลือืกชั้้�นกลาง (AL) เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ (SM) และเนื้้�อผล 

(JS) มีีค่่าอยู่่� ในช่่วงความเข้้มข้้น 0.69-25.53 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร สำำ�หรัับการทดลองที่่�เกี่่�ยวกัับ 

“สมบััติิการสมานแผลของเซลล์์ HaCaT โดย 

สารสกัดัจากส้ม้โอพันัธุ์์�ขาวใหญ่”่ ก็็ได้้ใช้เ้กณฑ์ส์มบัตัิิ

การละลายของสารสกััดในชั้้�นตัวัทำำ�ละลายเฮกเซน และ 

เมทานอลในอาหารที่่�ใช้เ้ลี้้�ยงเซลล์เ์ป็็นเกณฑ์์ที่่�ใช้เ้ลือืก

ค่่าความเข้้มข้้นในการทดสอบต่่อไป   

Table 3	Cytotoxicity of pomelo extract compartments on human keratinocytes (HaCaT).

Khao-Yai pomelo segments
MTT assay

μg/mL %survival (>95%)

Hexane extracts

Flavedo (FL)

Albedo (AL)

Segmented membrane (SM)

Juice sac (JS)

0.10 – 1.52

0.11 – 1.71

0.10 – 1.60

0.04 – 0.61

106.2 – 96.2

107.3 – 95.7

102.9 – 110.1

110.9 – 104.6

Methanol extracts

Flavedo (FL)

Albedo (AL)

Segmented membrane (SM)

Juice sac (JS)

0.64 – 10.19

0.96 – 15.30

0.69 – 10.97

1.60 – 25.53

95.9 – 5.1

98.0 – 89.1

114.8 – 123.1

117.2 – 117.4
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4. สมบัติการสมานแผลของเซลล์ HaCaT ด้วย 

สารสกัดจากส้มโอพันธุ์ขาวใหญ่ 

การทดสอบสมบััติิการสมานแผลของเซลล์์

ผิิวหนัังมนุุษย์์ชนิิด HaCaT ได้้ ใช้้เกณฑ์์เลืือก

ความเข้้มข้้นของสารสกััดโดยพิิจารณาปััจจััย 2 ข้้อ  

ข้อ้แรกคือือัตัราการอยู่่�รอดของเซลล์์จากความเป็็นพิษิ

ของสารสกัดัต้อ้งมากกว่า่ร้อ้ยละ 90 ขึ้้�นไป (อ้า้งอิงิจาก 

ผลการวิจัิัยค่า่ความเป็น็พิษิจากสารสกัดั) และข้อ้ที่่�สอง 

คือื ความเข้้มข้้นที่่�มากที่่�สุุดของสารสกััดจากส้้มโอ 

พัันธุ์์� ขาวใหญ่่ที่่�ละลายได้้ ในอาหารเลี้้� ยงเซลล์์ 

สำำ�หรัับการทดสอบสมบััติิการสมานแผลของเซลล์์ 

HaCaT จะเปรีียบเทีียบระหว่่างวัันที่่�เริ่่�มการทดลอง 

(day 0 - ยังัไม่่ใส่่สารสกัดั) กับัวันัที่่� 2 ที่่�ได้้รับัสารสกัดั 

(day 2) จากการทดลอง พบว่่าสารสกัดัในชั้้�นตัวัทำำ�ละลาย 

เฮกเซนจากเปลือืกชั้้�นกลาง (AL) มีช่ี่วงความเข้้มข้้น 

ที่่�เหมาะสมคือื 0.06-0.50 ไมโครกรััมต่อ่มิลิลิลิิติร โดย

มีีค่่าความเข้้มข้้นที่่�ดีีที่่�สุุดในการออกฤทธิ์์�สมานแผลที่่� 

0.25 ไมโครกรััมต่อ่มิิลลิิลิติร (Fig. 3A) สารสกััดในชั้้�น 

ตัวัทำำ�ละลายเมทานอลจากเปลืือกชั้้�นนอก (FL) มีชี่ว่ง

ความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสม คืือ 0.13-1.00 ไมโครกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร โดยมีีค่่าความเข้้มข้้นที่่�ดีีที่่�สุุดในการ 

ออกฤทธิ์์�สมานแผลที่่� 0.50 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร 

(Fig. 3B) และสารสกััดในชั้้�นตััวทำำ�ละลายเมทานอลจาก 

เปลืือกชั้้�นกลาง (AL) มีีช่่วงความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสม 

คืือ 0.13-1.00 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร โดยมีี 

ค่่าความเข้้มข้้นที่่�ดีีที่่�สุุดในการออกฤทธิ์์�สมานแผล

ที่่� 0.13 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร (Fig. 3C) ในการ

ทดสอบสมบััติิการสมานแผลของเซลล์์ผิิวหนัังมนุุษย์์

ชนิิด HaCaT พบว่่าสารสกััดจากส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่

ในส่่วนที่่�กล่า่วมาแล้ว้ข้า้งต้น้ สามารถลดพื้้�นที่่�รอยแผล 

ให้้เล็็กลงได้้อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิเมื่่�อเทีียบกัับ

ตััวแปรควบคุุม (เมทานอล และเฮกเซน เข้้มข้้น 

ร้้อยละ 1) (p < 0.05, one-way ANOVA, 

SPSSv.15) 
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วิิจารณ์์และสรุุป
ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�ได้้นำำ�มาศึึกษาในครั้้�งนี้้� 

ได้้จากพื้้�นที่่�สวนส้้มโอ จัังหวััดสมุุทรสงคราม โดย 

มีีข้้อมููลลัักษณะทางสััณฐานวิิทยาของพัันธุ์์�พืืช ได้้แก่่ 

ลัักษณะต้้น ใบ ดอก และผล ดัังแสดงใน Fig. 1 

สำำ�หรับัอ้้างอิิงการเลือืกชนิดิและสายพันัธุ์์� หรือืลักัษณะ

ภายนอกเพื่่�อการศึึกษาครั้้�งนี้้� การศึึกษาสมบััติิทาง

ชีีวภาพของสารสกััดจากส่่วนประกอบต่่าง ๆ ของ

ตัวัอย่า่งส้ม้โอเตรียีมด้ว้ยวิธิีแีช่ต่ัวัอย่า่งในตัวัทำำ�ละลาย 

(maceration) คืือ เฮกเซนและเมทานอล โดยมีี

วัตัถุปุระสงค์เ์พื่่�อสกัดัสารที่่�มีคีวามมีขีั้้�วต่า่งกันัออกมา

ตรวจสอบสมบัตัิกิารต้า้นอนุมุูลูอิสิระ และปริมิาณรวม

ของสารประกอบฟีีนอลิิกในส่่วนประกอบต่่าง ๆ ของ 

ผลส้้มโอ ผลการทดสอบพบว่่าส่่วนของเนื้้�อผลมีนี้ำำ��หนักั 

แห้้งน้้อยที่่�สุุดเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับส่่วนอื่่�น (Table 1) 

อาจเป็็นเพราะเนื้้�อผลมีีน้ำำ��เป็็นองค์์ประกอบหลััก 

ซึ่่�งมากกว่่าส่่วนอื่่�น และด้้วยการใช้้ระยะเวลาที่่�เท่่ากััน 

ในการอบแห้้งทำำ�ให้ส้่ว่นอื่่�น ๆ  ของส้ม้โอพันัธุ์์�ขาวใหญ่่ 

มีีสััดส่่วนของน้ำำ��หนัักแห้้งมากกว่่า จึึงมีีความ

เป็็นไปได้้ที่่�สารออกฤทธิ์์�สำำ�คัญในกลุ่่�มโพลีีฟีีนอล  

ฟลาโวนอยด์์ และคาโรทีีนอยด์์ น่่าจะพบได้้ในส่่วนที่่�

ไม่่ละลายน้ำำ�� และละลายได้้ดีีในไขมััน(12) ดัังนั้้�นส่่วน

ของเปลืือกชั้้�นนอก (FL) เปลืือกชั้้�นกลาง (AL) 

และเยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ (SM) จึึงน่่าจะเป็็นส่่วนที่่�น่่าสนใจใน

แง่ก่ารสะสมของสารออกฤทธิ์์�สำำ�คัญในกลุ่่�มที่่�ได้้กล่า่ว 

มาข้้างต้้น และผลการทดลองพบว่่าการสกัดัด้้วยเมทานอล 

ให้ร้้อ้ยละน้ำำ��หนักัแห้ง้ของสารสกััดสูงูกว่า่การสกััดด้ว้ย

เฮกเซน (Table 1) นอกจากนี้้�ยัังพบว่่าสารสกััด 

จากส่่วนต่่าง ๆ ของผลที่่�สกััดด้้วยเฮกเซน เมื่่�อนำำ�ไป

ทดสอบฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี DPPH และ 

ABTS scavenging เกิิดปััญหาการแยกชั้้�นระหว่่าง

ตัวัอย่า่งสารสกัดัและระบบตัวัทำำ�ละลายเมทานอลที่่�ใช้้

ในการทดสอบ ทำำ�ให้้ไม่่สามารถตรวจวััดฤทธิ์์�การต้้าน

อนุุมููลอิิสระในส่่วนที่่�สกััดด้้วยเฮกเซนได้้ การวิิจััยใน

ครั้้�งนี้้�จึงได้เ้ปรีียบเทีียบฤทธิ์์�การต้้านอนุมุูลูอิิสระในสาร 

สกัดัจากส่่วนต่่าง ๆ  ของส้้มโอเฉพาะที่่�สกัดัด้้วยเมทานอล 

เท่่านั้้�น ผลการทดสอบพบว่่า ส่่วนของผลส้้มโอที่่�มีี

ฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี DPPH scavenging  

ได้ด้ีทีี่่�สุดุคืือส่่วนเนื้้�อผล (JS) ลำำ�ดับัถััดมา ได้แ้ก่่ เปลืือก 

ชั้้�นนอก (FL) เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ (SM) และเปลืือกชั้้�นกลาง 

(AL) ตามลำำ�ดัับ (Table 2) สอดคล้้องกัับผลการ

ทดลองของ Sukkhaphet K และ Kraiklang R, 

พ.ศ. 2557(13) ที่่�ได้้ศึึกษาการต้้านอนุุมููลอิิสระใน 

ส้ม้โอสายพันัธุ์์�ต่าง ๆ  และพบว่า่ส่ว่นของเนื้้�อผล มีฤีทธิ์์�

ต้้านอนุุมููลอิิสระได้้ดีีที่่�สุุด ทั้้�งนี้้�ผลการทดสอบมีีความ

แตกต่่างจากรายงานของ Pichaiyongvongdee S 

และคณะ, พ.ศ. 2557(14) ที่่�พบว่่าเปลืือกชั้้�นกลาง

มีีฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระที่่�ดีีที่่�สุุด ด้้วยวิิธีี DPPH 

scavenging สำำ�หรัับการทดสอบหาปริิมาณฟีีนอลิิก 

รวมในส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่พบว่่า มีีมากที่่�สุุดในเยื่่�อหุ้้�ม

เนื้้�อ (Table 2) ซึ่่�งแตกต่่างจากรายงานของ Chang 

SQ และ Azrina A, พ.ศ. 2560(15) ที่่�พบว่่าเปลืือก

ชั้้�นกลาง (AL) มีปีริิมาณรวมของสารประกอบฟีนีอลิกิ 

มากที่่�สุุด ดัังนั้้�นจะเห็็นได้้ว่่าความแตกต่่างระหว่่าง

ปริิมาณรวมของสารประกอบฟีีนอลิิก ในส่่วนต่่าง ๆ 

ของผลส้้มโอ อาจเป็็นผลจากหลายปััจจััย เช่่น  

สายพัันธุ์์�ของส้้มโอ ช่่วงเวลาเก็็บเกี่่�ยว ลัักษณะของ

ภูมูิปิระเทศ ตลอดจนพื้้�นที่่�เพาะปลููก รวมทั้้�งยังัขึ้้�นกับั

วิธิีกีารสกััดและตััวทำำ�ละลายที่่�ใช้ ้สำำ�หรับัการวิิจัยัครั้้�งนี้้�

ใช้ว้ิธีิีอบแห้ง้ที่่� 60 องศาเซลเซียีสเป็น็เวลา 48 ชั่่�วโมง 

แล้้วจึึงบ่่มในตััวทำำ�ละลายเฮกเซนและเมทานอล 

และช่่วยเพิ่่�มประสิิทธิิภาพการสกััดด้้วยการใช้้วิิธีี 

sonication ส่่วน Chang SQ และ Azrina A, 

พ.ศ. 2560(15) เลืือกใช้้วิิธีีทำำ�แห้้งแบบแช่่แข็็ง 

(freeze dry) และนำำ�ผงที่่�ได้้มาสกััดในเมทานอล  

3 ชั่่�วโมง ที่่�อุุณหภููมิิ 30 องศาเซลเซีียส แล้้วจึึง 
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กรองสารสกััดออกมาทดสอบ อย่่างไรก็็ตาม ทั้้�งสอง

การทดลองพบว่่าปริมิาณสารประกอบฟีีนอลิกิรวมไม่่มีี

ความสอดคล้้องกัับฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระ(15) ทั้้�งนี้้�

อาจเป็็นเพราะสารประกอบในกลุ่่�มฟีีนอลิิกซึ่่�งเป็็น

สารพฤกษเคมีี (phytochemical) ที่่�พบในพืืชนั้้�น 

นอกจากมีีฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระแล้้วยัังอาจมีีฤทธิ์์�ทาง

ชีีวภาพอื่่�น ๆ อีีก เช่่น การต้้านการเจริิญเติิบโตของ

เซลล์์มะเร็็ง (in vitro experiment) ความสามารถ

ในการต้้านการอัักเสบ การลดน้ำำ��ตาล และไขมััน 

ในเลืือด(16) 

สมบััติิการสมานแผลของสารสกััดส้้มโอ

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�พบในการศึึกษาครั้้�งนี้้� เมื่่�อทดสอบ

ด้้วยวิิธีี scratch assay โดยใช้้เซลล์์ผิิวหนัังมนุุษย์์

ชนิิด HaCaT พบว่่า สารสกััดที่่�มีีสมบััติิที่่�ดีีในการ

ช่่วยสมานแผลควรต้้องมีีผลต่่อการอยู่่�รอดของเซลล์์

ที่่�ต้้องมากกว่่าร้้อยละ 90 ขึ้้�นไป ซึ่่�งเป็็นข้้อมููลที่่�ได้้

จากการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ด้้วยวิิธีี MTT 

และยังัควรต้้องมีีสมบััติลิะลายได้้ดีีในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์

ด้้วย แต่่สารสกััดส้้มโอที่่�ได้้ในการวิิจััยครั้้�งนี้้�ละลายใน

อาหารเลี้้�ยงเซลล์์โดยตรงได้้ไม่่ดีีต้้องใช้้ตััวทำำ�ละลาย

ช่่วย จึึงทำำ�ให้้เกิิดข้้อจำำ�กััดจากความเป็็นพิิษของตััว

ทำำ�ละลายที่่�มีตี่อ่เซลล์์ ซึ่่�งต้อ้งเจืือจางลงให้้เหลืือเพีียง 

ร้้อยละ 1 ทำำ�ให้้การทดสอบฤทธิ์์�การสมานแผล 

โดยใช้้เซลล์์ HaCaT ต้้องใช้้ปริิมาณสารสกััดระดัับ

ไมโครกรััมซึ่่�งต่่างจากการทดสอบฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููล

อิิสระซึ่่�งไม่่ได้้ทดสอบต่่อเซลล์์จึึงใช้้ปริิมาณสารสกััด

ได้้ในระดับัมิลิลิกิรัมั จากผลการวิจิัยัครั้้�งนี้้�พบสารสกัดั

ที่่�มีสีมบัตัิลิะลายน้ำำ��ได้ด้ีแีละมีคีวามเป็น็พิษิต่อ่เซลล์ต์่ำำ�� 

ในสารสกััดในชั้้�นตััวทำำ�ละลายเฮกเซนจากเปลืือก 

ชั้้�นกลาง (AL) และสารสกัดัในชั้้�นตัวัทำำ�ละลายเมทานอล 

จากเปลืือกชั้้�นนอก (FL) และเปลืือกชั้้�นกลาง 

(AL) (Fig. 3) โดยสามารถลดพื้้�นที่่�แผลลงได้้อย่่าง

มีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ เมื่่�อเทีียบกัับตััวแปรควบคุุม 

สอดคล้้องกัับรายงานของ Ahmad AA และคณะ, 

พ.ศ. 2561(5) ที่่�ทดสอบการสมานแผลในหนููที่่�มีภีาวะ

เป็็นโรคเบาหวาน โดยใช้้สารสกััดจากเปลืือกส้้มโอ 

(pomelo peel extract; PPE) ซึ่่�งพบว่่าสามารถ

สมานแผลในหนููที่่�เป็็นเบาหวาน เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�ม

ควบคุมุหนูทูี่่�เป็น็เบาหวานและกลุ่่�มควบคุมุหนูทูี่่�ไม่่ได้้ 

เป็็นเบาหวาน สอดคล้้องกัับงานวิิจััยในครั้้�งนี้้�ที่่�มีี 

ส่ว่นประกอบของส้้มโอ คือื เปลืือกชั้้�นนอก (FL) และ 

เปลือืกชั้้�นกลาง (AL) ซึ่่�งมีคีวามสามารถในการสมาน

แผลได้้ดีี ดัังนั้้�นสารสกััดจากส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่จึึงมีี

ฤทธิ์์�ต้า้นอนุุมูลูอิสิระและฤทธิ์์�ในการสมานแผล ทั้้�งใน 

ส่ว่นเนื้้�อและเปลือืก(5) นอกจากนี้้�ยังมีรีายงานเกี่่�ยวกับั 

การศึึกษาสมบััติิการสมานแผลที่่�ทดสอบในเซลล์์

ผิวิหนังัมนุษุย์ช์นิดิ HaCaT ของสารสกัดัที่่�ได้้จากส่ว่น

ของเปลืือกและเนื้้�อผลของ grapefruit (Citrus × 

aurantium f. aurantium) ที่่�มีีสมบััติิในการสมาน

แผลสอดคล้้องกัับผลการวิิจััยที่่�ได้้จากการศึึกษาใน 

ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่เช่่นกััน(17) 

ความแตกต่่างระหว่่างสมบััติิทางชีีวภาพ 

ในแต่่ละส่่วนของส้้มโอพันัธุ์์�ขาวใหญ่่ อาจมีีสาเหตุุมาจาก

ส่่วนประกอบสำำ�คัญัในสารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ  ของส้้มโอ 

มีีองค์์ประกอบของสารออกฤทธิ์์�ที่่�มีีโครงสร้้าง และมีี

สมบััติิทางชีีวภาพที่่�แตกต่่างกัันด้้วย ทั้้�งนี้้�อาจกล่่าว

ได้้เบื้้�องต้้นจากการวิิจััยครั้้�งนี้้�ว่าความสามารถในการ

ต้้านอนุุมููลอิิสระของสารสกััด อาจไม่่มีีความสััมพัันธ์์

กัับสมบััติิการสมานแผลในแต่่ละส่่วนประกอบของ

ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ และการที่่�พบว่่าส่่วนใดของส้้มโอ 

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่มีีสมบััติิ ใดนั้้�นเป็็นขั้้�นตอนเบื้้�องต้้น  

งานวิจิัยัที่่�ควรดำำ�เนินิต่่อไปคือืการศึกึษาว่่าสารออกฤทธิ์์� 

นั้้�นคืือสารใด โดยแยกส่่วนประกอบที่่�อยู่่�ในสารสกััด

จากส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ซึ่่�งเป็็นความท้้าทาย ที่่�จะ 

นำำ�ไปสู่่�การสร้า้งองค์ค์วามรู้้�ที่่�สำำ�คัญัในทางเภสัชัศาสตร์์ 

และทางการแพทย์์ในอนาคตต่่อไปได้้ 
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