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บทความวิจัย

การประเมินคุณสมบัตกิารต้านอนุมูลอิสระและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
จากสารสกัดเปลือกส้มโอในการยับยัง้เชือ้จุลินทรีย์ทางเคร่ืองส�ำอาง

EVALUATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES
AND BIOACTIVE COMPOUND FROM POMELO (Citrus grandis (L.) Osbeck) 

PEEL IN ANTIMICROBIAL FOR COSMETIC PRODUCTS  
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บทคัดย่อ

	 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดเปลือกส้มโอ 

พันธุ์ขาวน�้ำผึ้ง โดยเปรียบเทียบปัจจัยด้านความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล (80, 90 และ 95 

%,v/v) และอุณหภูมิการสกัด (60 และ 80 °C) ท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการต้านออกซิเดชันและ

ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพแล้วจึงน�ำไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ของ 

สารสกัดส�ำหรับประสิทธิภาพการต้านออกซิเดชันทดสอบด้วยวิธี DPPH assay และ FRAP assay 

ตรวจสอบปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณฟีนอกลิกรวม ผลการทดลองพบว่าความเข้มข้น

ของตัวท�ำละลายและอุณหภูมิในการสกัดมีผลต่อประสิทธิภาพการต้านออกซิเดชันและปริมาณ 

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยสภาวะที่เหมาะสมที่สุด คือ ความเข้นข้นเอทานอล 90 %,v/v  

และอุณหภูมิในการสกัด 80 °C เนื่องจากได้สารสกัดท่ีมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด  
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(ค่า EC
50 
= 2.53 mg EC

50
/g crude extract  และ FRAP value = 8.78 mg TE/g crude extract)  

และได้ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสูง (ฟลาโวนอยด์รวม = 8.84 mg CE/g crude extract  

และปริมาณฟีนอกลิกรวม = 6.89 mg GAE/g crude extract) เมื่อน�ำสารสกัดดังกล่าวมาทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ทางเครื่องส�ำอางโดยวิธี Agar well diffusion พบว่าสามารถ

ยับยั้งเชื้อ Aspergillus niger ดีสุดรองลงมา คือ Staphylococcus aureus, Candida albicans, 

Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia coli มีโซนการยับยั้งเท่ากับ 23,12.33±0.58, 

11.33±0.58, 9±1.00 และ 7.67±0.58 ตามล�ำดับ ดังน้ันสารสกัดจากเปลือกส้มโอจึงมีศักยภาพ 

ในการน�ำมาประยุกต์ใช้เป็นสารกันเสียจากธรรมชาติได้

ค�ำส�ำคัญ: การต้านอนุมูลอิสระ สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เปลือกส้มโอ การยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์

ABSTRACT

	 The objectives of this study were to evaluate the optimum condition for  

extraction of pomelo peel “Kao Nam Pueng” by varied two factors including ethanol  

concentration (80, 90 and 95%,v/v) and macerated temperature (60 and 80 °C), on  

antioxidant activities and bioactive compounds contents.Then, the antimicrobial activity 

of crude extract obtained from the optimum condition was evaluated DPPH assay,  

FRAP assay, total flavonoid content and total phenolic content, the results showed that 

ethanol concentration and macerated temperature affecting antioxidant activities and 

bioactive compounds efficacy, by optimum condition were 90%,v/v of ethanol  

concentration and 80 °C of macerated temperature due to highest antioxidant activities 

(EC50 value = 2.53 mg EC50/g crude extract and FRAP value = 8.78 mg TE/g  

crude extract) and highest bioactive compounds (total flavonoid content = 8.84 mg CE/g 

crude extract and total phenolic content = 6.89 mg GAE/g crude extract). Evaluated  

antimicrobial activity for cosmetic product by agar well diffusion method, found that  

highest inhibit Aspergillus niger followed were Staphylococcus aureus, Candida albicans, 

Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli inhibition zone were 23, 12.33±0.58, 

11.33±0.58, 9±1.00 and 7.67±0.58 mm respectively. Therefore, pomelo peel extract has 

the potential to be applied as a natural preservative.

Keywords: Antioxidant activities, Bioactive compounds, Pomelo peel, Antimicrobial  

activity
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บทน�ำ

	 การปนเปื้อนของจุลินทรีย์ในเครื่องส�ำอางสามารถเกิดขึ้นได้ 2 ทาง ได้แก่ ระหว่าง 

ขั้นตอนการผลิต และระหว่างการใช้เครื่องส�ำอาง เชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในเครื่องส�ำอางอาจเป็น

เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค เชื้อจุลินทรีย์ฉวยโอกาส รวมทั้งเชื้อจุลินทรีย์ไม่ก่อโรค ซึ่งการเจริญของจุลินทรีย์

ที่ปนเปื้อนในเครื่องส�ำอางสามารถท�ำให้เกิดการเปล่ียนคุณลักษณะทางเคมี และลักษณะทาง

กายภาพของผลติภณัฑ์ได้ ส่งผลให้เกดิการสญูเสยีคณุลกัษณะของเครือ่งส�ำอาง นอกจากนีย้งัท�ำให้

ผู้บริโภคมีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อจุลินทรีย์ทางเครื่องส�ำอางท่ีพบได้บ่อย ได้แก่ Staphylococcus 

aureus, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli และ Aspergillus 

niger ดังนั้นการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์จึงเป็นปัญหาหนึ่งที่มีความส�ำคัญมากในอุตสาหกรรม 

เครื่องส�ำอาง การใช้สารกันเสียจึงเป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ได้  

โดยการใช้สารสกัดจากธรรมชาติซึ่งเป็นอีกหน่ึงทางเลือกเพื่อเพิ่มความปลอดภัยให้กับผู้บริโภค  

ได้มีรายงานการวิจัยหลายฉบับที่ได้ศึกษาสารสกัดจากเปลือกส้มโอว่ามีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อจุลินทรีย์บางชนิด เช่นงานวิจัยของ Suklampoo et al. (2012) ได้ศึกษากิจกรรม

ต้านจลิุนทรีย์ของสารสกดัหยาบจากเปลอืกส้มโอพนัธุข์าวใหญ่ และพนัธุท์องดพีบว่ามปีระสทิธภิาพ

ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคทั้ง 6 ชนิด คือ Bacillus cereus TISTR 5040, Bacillus subtilis 

TISTR 6633, Listeria monocytogenes DMST 17256, Staphylococcus aureus TISTR 118, 

Escherichia coli ATCC 25922 และ Salmonella Typhimurium DMST 0562 ด้วยวิธี Disk  

diffusion ในปี 2013 ได้ศึกษาการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์จากสารสกัดจากเปลือกส้มโอด้วยวิธี Agar 

disc diffusion พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ ได้แก่ Staphylococcus aureus 

MTCC 3160, Salmonella Typhi MTCC 3215 และ Escherichia coli MTCC 40 และมีค่า 

ความเข้มข้นต�่ำสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ (Minimum inhibitory concentration, MIC)  

อยู่ระหว่าง 12.5-200 mg/ml ตามล�ำดับ (Arumugam et al., 2013) จะเห็นได้ว่าสารสกัดจาก 

เปลือกส้มโอสามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ได้เนื่องจากเปลือกส้มโอยังพบองค์ประกอบของสาร 

ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ได้แก่ แคโรทีนอยด์ วิตามินอี ฟลาโวนอยด์ ไลโมนอยด์ องค์ประกอบของ 

ฟีนอลิก ลิกนิน ไฟเบอร์ เพกทิน และน�้ำมันหอมระเหย (Chen et al., 2016) มีหน้าที่เป็นสาร 

ต้านอนุมูลอิสระที่ส�ำคัญโดยพบสารประกอบฟีนอล เช่น ปริมาณฟีนอลิก ปริมาณฟลาโวนอยด์อยู่

เป็นจ�ำนวนมากซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Turapra et al. (2016) ได้วิเคราะห์ปริมาณสาร 

ออกฤทธ์ิทางชีวภาพของส้มโอ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ สายพันธุ์ทับทิมสยาม สายพันธุ์ทองดี และ 

สายพันธุ์ขาวน�้ำผึ้ง พบว่าเปลือกนอกสุด (Flavedo) จากส้มโอท้ัง3 สายพันธุ์ มีปริมาณฟีนอลิกสูง

โดยมีค่าเท่ากับ 14.20±0.38, 12.74±0.24 และ 10.20±0.20 mg/g extract ตามล�ำดับ และใน 

ปีเดียวกัน Fidrianny et al. (2016) ได้ศึกษาเปลือกส้มโอโดยใช้ตัวท�ำละลายเอทานอล เฮกเซน  

และเอทลิอะซเิตทในการสกดัเปลอืกส้มโอเพือ่หาปรมิาณฟลาโวนอยด์ พบว่าการสกดัด้วยตวัละลาย 



72 วารสารวิจยัราชภฏัพระนคร สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ปีท่ี 15 ฉบบัท่ี 1 (มกราคม - มิถนุายน 2563)

เอทิลอะซิเตทให้ปริมาณฟลาโวนอยด์มากที่สุดรองลงมาคือเฮกเซน และเอทานอล มีค่าเท่ากับ  

5.69, 3.31 และ 1.17 g Quercetin/100 g ตามล�ำดับ องค์ประกอบของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ในเปลือกส้มโอเหล่านี้เมื่อน�ำมาทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสามารถยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน 

โดยการศึกษาสารสกัดจากเปลือกและเนื้อของผลส้มโอเพื่อดูฤทธิ์การต้านออกซิเดชันด้วยวิธี  

FRAP assay และวัดปริมาณการยับยั้งการออกซิเดชันโดยวิธี Trolox equivalent antioxidant  

capacity เพื่อหาค่า TEAC values พบว่าเปลือกของส้มโอให้ค่า FRAP และ TEAC values สูงกว่า

ส่วนเนือ้ โดยในส่วนเปลอืกมค่ีาเท่ากบั 1.01±0.08 mM Fe2+/100 g of fresh weight และ 1.49±0.02 

mM Fe2+/100 g of fresh weight (Toh et al., 2013) เช่นเดยีวกบังานวจิยัของ Pichaiyongvongdee  

et al. (2014) ได้ศึกษาเปลือกส้มโอส่วนของเปลือกนอก (Flavedo) ท้ัง 7 สายพันธุ์ โดยได้วิเคราะห์

ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay และ FRAP assay พบว่าสายพันธุ ์ทองดีให้ฤทธิ ์

ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด รองลงมาคือสายพันธุ ์ท่าข่อย และสายพันธุ ์ขาวน�้ำผ้ึงซึ่งมีค่า DPPH  

ร้อยละ 70.14±2.48, 61.28±2.43 และ 56.42±6.05 ตามล�ำดับ ส่วนค่า FRAP สายพันธุ์ขาวน�้ำผึ้ง

ให้ค่า FRAP สูงกว่าสายพันธุ์ท่าข่อยซึ่งมีค่าเท่ากับ 1227.13±15.95, 1107.40±8.650 และ 

1098.07±9.180 mg TE/100 ml ตามล�ำดับ 

	 งานวิจัยนี้เล็งเห็นประโยชน์จากเปลือกส้มโอถือได้ว่าเป็นการลดวัสดุทางการเกษตรและ

ของเหลือใช้ทางการเกษตรโดยท�ำการศึกษาสารสกัดจากเปลือกส้มโอที่ระดับความเข้มข้นของ

สารละลายเอทานอล และอุณหภูมิการสกัดที่แตกต่างกันทดสอบการยับยั้งอนุมูลอิสระ และ

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์เพื่อใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาเป็นสาร 

กันเสียจากธรรมชาติทางเครื่องส�ำอางในการทดแทนสารกันเสียสังเคราะห์ได้

วิธีการ

	 1.	 การเตรียมผงเปลือกส้มโอเพ่ือใช้ในการสกัดเปลือกส้มโอ

	 	 เปลือกส้มโอที่ใช้ในการศึกษาคือ สายพันธุ์ขาวน�้ำผึ้ง จากจังหวัดนครปฐมมีน�้ำหนัก

เปลือกส้มโอ 20 กิโลกรัมปอกเปลือกและล้างท�ำความสะอาดเปลือกของส้มโอ (Flavedo) ซึ่งจะมี 

สีเหลืองปนเขียว จากนั้นใช้มีดตัดส่วนชั้นที่เป็นฟองน�้ำสีขาว (Albedo) ออก และหั่นเปลือกส้มโอ

เป็นชิ้นเล็ก ๆ ท�ำให้แห้งด้วยตู้อบลมร้อน (ยี่ห้อ Memmert ประเทศเยอรมัน) ท่ีอุณหภูมิ 60±2 °C 

จนกว่าจะแห้ง จากนั้นน�ำมาบดด้วยเครื่องบดแบบละเอียด (ยี่ห้อ Ausa, ประเทศไต้หวัน)  

ผงเปลือกส้มโอที่ได้ใส่ในถุงอลูมิเนียมฟอยล์แบบซิบล็อค เก็บไว้ในโถดูดความชื้นที่อุณหภูมิห้อง 

(25±2 °C) (Zarina & Tan, 2013) เพ่ือน�ำวัตถุดิบใช้ในการวิเคราะห์ขั้นตอนถัดไป

	 2.	 การสกัดเปลือกส้มโอส�ำหรับวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

	 	 ดัดแปลงตามวิธีของ Suklampoo et al. (2012) และ Toh et al. (2013) ดังน้ี  

น�ำผงเปลือกส้มโอ 50 g ผสมกับสารละลายเอทานอล (บริษัท เอสเอ็นพีเยนเนอรัล เทรดดิ้ง จ�ำกัด 
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ประเทศไทย) ปริมาตร 500 ml ที่ความเข้มข้นของเอทานอล : น�้ำ  ระดับต่าง ๆ ได้แก่ 95 : 5  

(0.95 : 0.05), 90 : 10 (0.9 : 0.1) และ 80 : 20 (0.8 : 0.2) บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 1,000 ml 

ปิดปากขวดด้วยอะลมูเินยีมฟอยล์ จากนัน้น�ำไปแช่ในอ่างควบคมุอณุหภูมแิบบเขย่าท่ีระดบัอณุหภูมิ

แตกต่างกัน ได้แก่ 60 และ 80 °C ใช้เวลาในการสกัด 2 ชั่วโมงจากนั้นน�ำตัวอย่างมากรองด้วย

กระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman No.1) น�ำสารสกัดที่ได้ไประเหยตัวท�ำละลายออกด้วยเครื่อง  

Rotary Vacuum   Evaporator (ยี่ห้อ BUCHI รุ่น R-205/V ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) ที่อุณหภูมิ  

50±2 °C สุดท้ายเก็บสารสกัดที่ได้ใส่ในขวดสีชาท่ีมีฝาปิดสนิท และเก็บท่ีอุณหภูมิ -15 °C จนกว่า

จะท�ำการวิเคราะห์

	 3.	 ศกึษาองค์ประกอบฤทธิท์างชวีภาพ และการต้านออกซิเดชนัของสารสกดัจาก

เปลือกส้มโอ

	 	 3.1	 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay

	 	 	 	 การทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging  

assay ดัดแปลงตามวิธีของ Ratanasiriwat et al. (2017) และ Turapra et al. (2016) โดยเตรียม

สารละลาย DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) ความเข้มข้น 2 mM โดยชั่ง DPPH 0.0078 g 

ละลายในเมทานอล 100 ml ท�ำการทดสอบโดยเตรียมสารตัวอย่างและสารละลายมาตรฐาน 

วิตามินซีความเข้มข้นในช่วง 0.023-3 mg/ml ปิเปตสารตัวอย่างหรือสารละลายมาตรฐานวิตามินซี

แต่ละความเข้มข้นโดยผสมสารละลายตัวอย่างปริมาตร 75 µl กับสารละลาย DPPH ปริมาตร  

150 µl ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ในที่มืด 30 นาที น�ำตัวอย่างไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

515 นาโนเมตรด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ (Microplate reader) (ยี่ห้อ biochrom, รุ่น EZ read 

2000 ประเทศสหรัฐอเมริกา) บันทึกค่าการดูดกลืนแสง และน�ำค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ไปค�ำนวณ

หาเปอร์เซ็นต์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้จากสมการ

	 	 	 	 % DPPH radical scavenging activity = (A
control

 - A
sample

) x 100

	 	 	 	 	 	 	                                       A
control

	 	 	 	 เมื่อ	 A
control

	 =	 ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาควบคุม (ประกอบด้วยสาร 

	 	 	 	 	 	 	 ทั้งหมดยกเว้นตัวอย่างการทดสอบ)

	 	 	 	 	 A
sample

 	=	 ค่าการดูดกลืนแสงจากปฏิกิริยาของสารตัวอย่างทดสอบ

				  

	 	 	 	 จากนั้นค�ำนวณหาค่าการก�ำจัดอนุมูลอิสระได้ 50% (Half maximal effective  

concentration, EC50) โดยใช้โปรแกรม Pad Prism Graph Pad Software ประเทศสหรัฐอเมริกา)
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	 	 3.2	 การทดสอบความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการให้อิเล็กตรอนด้วยวิธ ี

FRAP assay

	 	 	 	 การทดสอบด้วยวิธี FRAP (Ferric reducing antioxidant power) assay  

เป็นวิธีที่อ้างอิงมาจากดัดแปลงตามวิธีของ Ratanasiriwat et al. (2017) และ Turapra et al. (2016) 

โดยเตรียมสารละลาย Ferric chloride solution โดยผสมสารละลาย Acetate buffer pH 3.6  

ปริมาตร 2.5 ml กับ Ferric chloride solution ปริมาตร 1.25 ml และสารละลาย TPTZ (2,4,6-Tris 

(2-pyridyl)-1,3,5-triazine) ปริมาตร 1.25 ml ให้เข้ากันในอัตราส่วน 10:1:1 ในปริมาตร 3 ml  

ก่อนใช้น�ำไปอุ่นที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 30 นาที ในอ่างน�้ำควบคุมอุณหภูมิ เตรียมสารละลาย

มาตรฐาน Trolox ให้มคีวามเข้มข้น 0.019–2.5 mg/ml ท�ำการทดสอบโดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน 

Trolox แต่ละความเข้มข้นหรือสารสกัดปริมาตร 50 µl กับสารละลาย FRAP reagent ปริมาตร  

150 µl ใส่ใน 96-well plate และตั้งทิ้งไว้ในที่มืดท่ีอุณหภูมิห้องนาน 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสง

ด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตรวิเคราะห์หาความสามารถในการ 

ต้านอนุมูลอิสระโดยใช้ Trolox เป็นกราฟมาตรฐานและแสดงผลในหน่วย mg Trolox Equivalent 

(TE)/g crude extract

	 	 3.3	 ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม

	 	 	 	 การวัดปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total flavonoid content) ของสารสกัด 

เปลือกส้มโอโดยวิธี Aluminium chloride colorimetry ตามวิธีของ Zhishen et al. (1999) การวัด

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท�ำได้โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานคาเทชินที่ความเข้มข้น 

ในช่วง 0.0008–0.1 mg/ml เตรียมสารสกัดที่ความเข้มข้น 10 mg/ml ปิเปต AlCl
3
 ปริมาตร 100 µl 

จากนั้นเติมสารสกัดที่ปริมาตร 100 µl ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นวัดค่า 

การดูดกลืนแสงด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร น�ำค่าการดูดกลืนแสง 

ที่ได้จากสารสกัดจากเปลือกส้มโอมาเปรียบเทียบกราฟมาตรฐาน   คาเทชิน (Catechin Equivalent, 

CE) และค�ำนวณปรมิาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม แสดงผลในหน่วย mg Catechin Equivalent 

(CE)/g crude extract

	 	 3.4	 ปริมาณฟีนอลิกรวม

	 	 	 	 การวัดปริมาณฟีนอลิกรวม (Total phenolic content) ของสารสกัดเปลือกส้ม

โอโดยวิธี Folin-Ciocalteaucolorimetry ดัดแปลงตามวิธีของ Ratanasiriwat et al. (2017) และ 

Turapra et al. (2016) การวดัปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมท�ำได้โดยเตรยีมสารละลายมาตรฐาน 

Gallic acid ที่ความเข้มข้นในช่วง 0.016–1.00 mg/ml และเตรียมสารสกัดเปลือกส้มโอความ 

เข้มข้น 10 mg/ml ปิเปตสารละลายมาตรฐาน Gallic acid แต่ละความเข้มข้นหรือสารสกัด 

จากเปลือกส้มโอปริมาตร 100 µl เติมในสารละลาย Folin-ciocalteu ปริมาตร 100 µl ลงใน 

หลอดทดลอง แล้วบ่มในที่มืดทิ้งไว้ 6 นาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตร้อยละ 7.5  
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น�้ำหนักต่อปริมาตรปริมาตร 1,000 µl หลังจากน้ันปิเปตลงใน 96 Well plate บ่มในท่ีมืดไว้  

90 นาทีที่อุณหภูมิห้องน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ที่ความยาวคลื่น 

765 นาโนเมตรน�ำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากสารสกัดจากเปลือกส้มโอมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน

ของ Gallic acid (Gallic Acid Equivalent, GAE) แล้วน�ำมาค�ำนวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

แสดงผลในหน่วย mg GAE /g crude extract

	 4.	 การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์

	 	 การเพาะเลี้ยง Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas  

aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922 

และ Aspergillus niger ATCC 16404 โดยเชื้อแบคทีเรียให้เลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว Mueller  

Hinton Broth (MHB) และบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส�ำหรับเชื้อยีสต์และรา 

ให้เล้ียงเชื้อในอาหารเหลว Sabouraud Dextrose Broth (SDB) บ่มที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา  

48 ชั่วโมงส�ำหรับเชื้อ Candida albicans และ 7 วัน ส�ำหรับเชื้อ Aspergillus niger จากน้ันน�ำไป

วัดความขุ่นด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรให้มีค่า absorbance อยู่

ที่ 0.3 (จ�ำนวนเซลล์ 108 CFU/ml)

	 5.	 การประเมินฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดเปลือกส้มโอด้วยวิธี Agar 

well diffusion

	 	 ดัดแปลงจากวิธีของ Ahmed & Beg (2001) โดยน�ำเชื้อแบคทีเรียมาเล้ียงในอาหาร 

Mueller Hinton Broth (MHB) ส่วนเชื้อยีสต์และราเลี้ยงในอาหาร Sabouraud dextrose broth 

(SDB) น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันปรับค่าความขุ่นของเชื้อให้เท่ากับ 

McFarland No. 0.5 แล้วท�ำการเจือจาง 10 เท่าเพื่อให้มีจ�ำนวนจุลินทรีย์เท่ากับ 1.5x107 CFU/ml 

จากนั้นใช้ไม้พันส�ำลี (Cotton swab) ที่ฆ่าเชื้อแล้วจุ่มลงไปในสารละลายของเชื้อที่เตรียมไว้ กดและ

บิดไม้พันส�ำลีกับข้างหลอด แล้วกระจายเชื้อให้ท่ัวผิวหน้าของอาหารเล้ียงเชื้อด้วยวิธี Three  

dimension swab ทิ้งไว้ประมาณ 3-5 นาที โดยเชื้อแบคทีเรียใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton 

Agar (MHA) ยีสต์และราเลี้ยงในอาหาร Sabouraud dextrose Agar (SDA) จากน้ันท�ำการ 

เจาะอาหารเล้ียงเชื้อด้วย Steriled cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 mm เตรียมสารสกัด 

จากเปลือกส้มโอความเข้มข้นที่ 200-600 mg/ml ด้วยน�้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อและ DMSO  

ความเข้มข้น 1% ปิเปตสารสกัดลงไปในหลุมท่ีเจาะเอาไว้ ปริมาตร 40 µl ต่อหลุม ใช้ตัวท�ำละลาย

ที่ไม่ใส่สารสกัดเป็น Negative control และใช้ Phenoxyethanol ความเข้มข้น 0.5 mg/ml  

เป็น Positive control จากนั้นน�ำจานอาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง แล้วน�ำไปวัด

บริเวณการยับยั้ง (Inhibition zone) แต่ละการทดลองท�ำซ�้ำ 3 ครั้งและน�ำค่าท่ีได้มาหาค่าเฉลี่ยและ

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน



76 วารสารวิจยัราชภฏัพระนคร สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ปีท่ี 15 ฉบบัท่ี 1 (มกราคม - มิถนุายน 2563)

	 6.	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 	 การวิเคราะห์ทางสถิติ (Statistical analysis) ในการทดลองท�ำการทดลองซ�้ำ 

ตัวอย่างละ 3 ครั้ง (n = 3) แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) วิเคราะห์

ความแปรปรวน (analysis of variance; ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ย 

โดยใช้ Duncan’s new multiple range test ที่ระดับความความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส�ำคัญ 

(p≤0.05)

ผลการทดลองและวิจารณ์

	 1.	 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณ 

ฟีนอลกิรวมของสารสกดัจากเปลอืกส้มโอพนัธุข์าวน�ำ้ผ้ึงทีร่ะดบัความเข้มข้นของสารละลาย

เอทานอลและอุณหภูมิในการสกัดแตกต่างกัน

	 	 จากการศึกษาเบื้องต้นพบว่าปัจจัยส�ำคัญที่มีผลต่อลักษณะเฉพาะทางชีวภาพ 

และทางกายภาพ คือ ความเข้มข้นของตัวท�ำละลายและอุณหภูมิการสกัด จากน้ันศึกษาสภาวะ 

การสกัดเปลือกส้มโอที่เหมาะสม โดยตัวแปรต้น คือ ระดับความเข้มข้นของตัวท�ำละลายเอทานอล 

อยู่ในช่วงร้อยละ 80, 90 และ 95 %,v/v   อุณหภูมิการสกัดอยู่ในช่วง 60 และ 80 °C และ 

ตัวแปรตาม คือ สมบัติการต้านออกซิเดชัน ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณฟีนอลิกรวม 

เมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH ซึ่งแสดงผลเป็นความเข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งอนุมูล

อิสระได้ 50% (Half maximal effective concentration;EC
50
) (ภาพที่ 1) ผลการทดลองพบว่า 

ความเข้มข้นของสารละลายเอทานอลและอุณหภูมิการสกัดส่งผลโดยตรงต่อค่า EC
50
 โดย 

ช่วงอุณหภูมิการสกัดช่วง 60 °C มีค่า EC
50
 ระหว่าง 2.15 – 3.84 mg EC

50
/g crude extract  

เม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนเป็น 80 °C มีค่าระหว่าง 2.53 – 4.15 mg EC
50
/g crude extract แสดงว่า 

ความเข้มข้นของสารละลายเอทานอลและอณุหภมูกิารสกดัมผีลต่อค่า EC
50
อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ

(p≤0.05) ซึง่ปรมิาณสารสกดัเปลอืกส้มโอทีค่วามเข้มข้นของสารละลายเอทานอล 80 %,v/v อณุหภูมิ

การสกัด 60 °C มีฤทธ์ิการต้านออกซิเดชันที่สูงรองลงมาคือความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล 

95 %,v/v อุณหภูมิการสกัด 60 °C และความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล 90 %,v/v อุณหภูมิ

การสกัด 80 °C เมื่อพิจารณาจากภาพที่ 1 จะเห็นว่าค่า EC
50
 มีความแตกต่างกันซึ่งสอดคล้องกับ

งานวิจัยของ Liu et al. (2012) ได้ศึกษาอุณหภูมิการให้ความร้อนกับเปลือกตระกูลส้มโดยการ 

อบแห้งพบว่าเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะท�ำให้ความเข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50% (EC
50
) 

ลดลงเนื่องจากความร้อนส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์ของพืชซึ่งอาจเป็นสาเหตุให ้

ความสามารถของการต้านอนุมูลอิสระมีค่าลดลง นอกจากนี้อุณหภูมิที่สูงขึ้นจะเพิ่มความสามารถ

ในการละลายของตัวท�ำละลายและเพ่ิมประสิทธิภาพในการสกัดเช่นกัน น่ันหมายความว่าค่า EC
50 

ที่ต�่ำจะบ่งบอกถึงค่าการต้านอนุมูลอิสระที่สูงข้ึน (Tananuwong & Tewaruth, 2010)
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	 ส�ำหรับคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันด้วยวิธี FRAP (ภาพที่ 2) ค่า FRAP value ของ 

สารสกัดที่อุณหภูมิ 60 °C อยู่ระหว่าง 4.58 – 4.90 mg TE/g crude extract ซึ่งมีค่าท่ีไม่แตกต่าง

กัน แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิอยู่ที่ 80 °C จะให้ค่า FRAP value เพิ่มขึ้นอยู่ระหว่าง 5.19 – 8.78 mg TE/g 

crude extract ตามล�ำดบั แสดงให้เหน็ว่าอณุหภมูกิารสกดัมผีลต่อค่า FRAP value อย่างมนัียส�ำคญั

ทางสถิติ (p≤0.05) โดยสารที่สกัดด้วยความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล 90 %,v/v อุณหภูมิ  

80 °C มีค่า FRAP value สูงที่สุดเท่ากับ 8.78±1.14 TE/g crude extract งานวิจัยของ Liu et al. 

(2012) ได้รายงานว่าเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้นส่งผลให้คุณสมบัติการต้านออกซิเดชันท่ีสูงอาจเป็นไปได้ 

ว่าความร้อนท�ำให้เกิดองค์ประกอบของสารใหม่หรือส่งเสริมให้สารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีอยู่ส่งผลต่อ

ปริมาณการต้านอนุมูลอิสระสูงข้ึน (Sharma et at., 2015) 

ภาพที่ 1 ฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน (ค่า EC50) ท่ีระดับความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล

และอุณหภูมิในการสกัดต่าง ๆ ในสารสกัดจากเปลือกส้มโอ

หมายเหตุ:	 ข้อมูลแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย (Mean)± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD)  
	 ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ  (n = 3) โดยตัวอักษรa-c มีความแตกต่างกันในคอลัมน์ คือ แตกต่างอย่าง 
	 มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p≤0.05)
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	 การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมจากภาพที่ 3 พบว่าความเข้มข้นของสารละลาย

เอทานอล 90 %,v/v และอุณหภูมิในการสกัดท่ี 80 °C มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงสุดท่ี  

8.84±0.52 mg CE/g crude extract แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล 

และอุณหภูมิการสกัดมีผลต่อปริมาณฟลาโวนอยด์รวมอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p≤0.05)  

เช่นเดียวกับความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล 80 และ 95 %,v/v ที่อุณหภูมิการสกัด 80 °C  

ให้ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงกว่าอุณหภูมิการสกัด 60 °C เป็นไปได้ว่าอุณหภูมิความร้อนส่งผล 

ต่อปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ซึ่งงานวิจัยของ Ho & Lin (2008) ได้รายงานว่าปริมาณฟลาโวนอยด์

เพิ่มขึ้นเมื่ออุณหภูมิความร้อนเพิ่มขึ้นจึงท�ำให้อธิบายได้ว่าองค์ประกอบฟลาโวนอยด์ส่วนใหญ่เป็น

องค์ประกอบพอลิฟีนอลขนาดใหญ่เมื่อโดนความร้อนจะท�ำให้ผนังเซลล์ของพืชถูกท�ำลายจึงท�ำให้

ปริมาณฟลาโวนอยด์ลดลงแต่เมื่ออุณหภูมิเริ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ  จะท�ำให้องค์ประกอบของฟลาโวนอยด์

ที่ยึดติดกันด้วยพันธะเอสเทอร์และพันธะไกลโคไซต์จะถูกตัดออกท�ำให้เกิดเป็นโมเลกุลอิสระส่งผล

ให้ปริมาณฟลาโวนอยด์ค่อย ๆ เพ่ิมข้ึนเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น (Liu et al., 2012; Xu et al., 2007)  

ภาพที่ 2 คุณสมบัติการต้านออกซิเดชัน (ค่า FRAP value) ท่ีระดับความเข้มข้น

ของสารละลายเอทานอลและอุณหภูมิในการสกัดต่าง ๆ ในสารสกัดจากเปลือกส้มโอ

หมายเหตุ:	 ข้อมูลแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย (Mean)± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD)  
	 ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ  (n = 3) โดยตัวอักษรa-c มีความแตกต่างกันในคอลัมน์ คือ แตกต่างอย่าง 
	 มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p≤0.05)
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	 การวเิคราะห์ปรมิาณฟีนอลกิรวม (ภาพที ่4) พบว่าความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล

และอุณหภูมิในการสกัดที่แตกต่างกันส่งผลโดยตรงกับปริมาณฟีนอลิกรวม อย่างมีนัยส�ำคัญ 

ทางสถิติ (p≤0.05) โดยปริมาณฟีนอลิกสูงสุดจะอยู่ท่ีสภาวะการสกัดด้วยเอทานอล 80 %,v/v 

อุณหภูมิ 60 °C รองลงมา คือ ความเข้มข้น 90 %,v/v  อุณหภูมิ 80 °C โดยมีปริมาณฟีนอลิกรวม

เท่ากับ 6.99±0.05 และ 6.89±0.03 mg GAE/g crude extract ตามล�ำดับ เมื่อพิจารณาผลการ

ทดลองจะเห็นว่าความเข้มข้นของสารละลายเอทานอลและอุณหภูมิในการสกัดมีค่าท่ีแตกต่างกัน 

เนื่องจากสารสกัดที่ใช้ในการวิเคราะห์ท�ำการสกัดด้วยเอทานอลและน�้ำเป็นตัวท�ำละลายเมื่อเพิ่ม

อุณหภูมิสูงขึ้นท�ำให้ปริมาณฟีนอลิกรวมเพิ่มขึ้นโดยที่อัตราส่วนขึ้นอยู่กับชนิดของพืช ซึ่งปริมาณ 

ฟีนอลิกส่วนใหญ่จะมีปริมาณเพ่ิมข้ึนหลังการให้ความร้อน เน่ืองจากความร้อนไปท�ำลายผนังเซลล์ 

ของพืช (Lou et al., 2014) ท�ำให้เกิดการสลายตัวของโมเลกุลอิสระที่อยู่ในองค์ประกอบของ 

พอลีฟีนอลท�ำให้พันธะเอสเทอร์และพันธะไกลโคไซต์ถูกตัดออกจนเกิดเป็นส่วนของโมเลกุลอิสระ 

ส่งผลให้ปริมาณฟีนอลิกสูงขึ้น (Xu et al., 2007) นอกจากน้ีผลการทดลองน้ีได้ใช้วิธีวิเคราะห ์

แบบ Folin-Ciocalteaucolorimetry ซึ่งวิธีการนี้สาร Folin ที่ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิก 

ภาพที่ 3 ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมท่ีระดับความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล

และอุณหภูมิในการสกัดต่าง ๆ ในสารสกัดจากเปลือกส้มโอ

หมายเหตุ:  	 ข้อมูลแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย (Mean) ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD)  
	 ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ  (n=3) โดยตัวอักษรa-e มีความแตกต่างกันในคอลัมน์ คือ แตกต่างอย่างม ี
	 นัยส�ำคัญทางสถิติ (p≤0.05)
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อาจเป็นตัวการที่รบกวนองค์ประกอบของฟีนอลิกท่ีมีอยู่ในเปลือกส้มโอท�ำให้ปริมาณฟีนอลิกรวม 

มีค่าที่สูงขึ้น เนื่องจากในตัวอย่างเปลือกส้มโอประกอบด้วยวงแหวนเบนซินซึ่งหมู่ไฮดรอกซี (OH) 

และวงแหวนหมู่เอมีนท�ำให้สาร Folin ท�ำปฏิกิริยากับองค์ประกอบเหล่านั้นจึงส่งผลต่อปริมาณ 

ฟีนอลิก (Prior et al., 2005) 

ภาพที่ 4 ปริมาณฟีนอลิกรวมที่ระดับความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล

และอุณหภูมิในการสกัดต่าง ๆ ในสารสกัดจากเปลือกส้มโอ

หมายเหตุ:	 ข้อมูลแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย (Mean) ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD)  
	 ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ  (n = 3) โดยตัวอักษรa-d มีความแตกต่างกันในคอลัมน์ คือ แตกต่างอย่าง 
	 มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p≤0.05)

	 จากผลการทดลองข้างต้น ได้วิเคราะห์ฤทธิต้์านออกซเิดชนั คณุสมบตักิารต้านออกซเิดชนั 

ปริมาณ ฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณฟีนอลิกรวมโดยพิจารณาจากระดับความเข้มข้นของ

สารละลายเอทานอลซึ่งตัวอย่างเปลือกส้มโอท่ีสกัดด้วยตัวท�ำละลายเอทานอลท่ีระดับความ 

เข้มข้นต่าง ๆ ส่งผลต่อปริมาณสารส�ำคัญเนื่องจากองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นสารประกอบ 

กลุ่มฟีนอลมีโครงสร้างหลักประกอบด้วยวงแอโรแมติกแทนท่ีด้วยหมู่ไฮดรอกซี ส่วนมากเป็นสาร 

ที่มีขั้วจึงท�ำให้ละลายได้ดีในตัวท�ำละลายที่มีข้ัวเช่นกัน ส่งผลให้สารส�ำคัญที่อยู่ในเปลือกส้มโอ 

ถูกปลดปล่อยออกมา (Pietta, 2000) นอกจากน้ีอุณหภูมิการสกัดยังส่งผลต่อค่า EC
50
 ค่า FRAP 

value ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และฟีนอลกิรวมเช่นกนัดงันัน้ความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล 
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และอุณหภูมิในการสกดัตวัอย่างสารสกดัจากเปลอืกส้มโออยูใ่นช่วงความเข้มข้น 90 %,v/v อณุหภมูิ

การสกัด 80 °C เป็นช่วงที่ให้ปริมาณสารส�ำคัญท่ีสูงรวมท้ังพิจารณาควบคู่กับค่าการวิเคราะห์ 

ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน คุณสมบัติการต้านออกซิเดชัน ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ปริมาณฟีนอลิกรวม

เป็นการน�ำมาใช้ในการวิเคราะห์ ในข้ันตอนถัดไป

	 2.	 การทดสอบประสทิธภิาพของสารสกดัจากเปลอืกส้มโอพนัธุข์าวน�ำ้ผึง้ในการ

ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี Agar well diffusion

	 	 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากเปลือกส้มโอพันธุ์ขาวน�้ำผ้ึงในการยับยั้ง

เชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี Agar well diffusion ได้แก่ สารสกัดท่ีสกัดท่ีความเข้มข้นของสารละลาย 

อาทานอล 90 %,v/v   อุณหภูมิการสกัด 80 °C มาท�ำการทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของ 

เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค 5 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas  

aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922 

และ Aspergillus niger ATCC 16404 โดยใช้ระดับความเข้มข้นของสารสกัดหยาบเท่ากับ 200 - 

600 mg/ml แสดงดังตารางที่ 1
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	 จากผลการทดลองพบว่าสารสกดัจากเปลือกส้มโอพนัธุข์าวน�ำ้ผ้ึงท่ีสกดัด้วยตวัท�ำละลาย

เอทานอล 90 %,v/v อุณหภูมิ 80 °C ที่ระดับความเข้มข้น 600 mg/ml สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อ A. niger ได้ดีที่สุดรองลงมาเป็น S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa และ E. coli  

ตามล�ำดับ มีโซนการยับยั้ง (Inhibition zone) เท่ากับ 23, 12.33±0.58, 11.33±0.58, 9±1.00  

และ 7.67±0.58 mm ตามล�ำดับ แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากเปลือกส้มโอท่ีสกัดด้วยตัวท�ำละลาย 

เอทานอล 90 %,v/v อณุหภมู ิ80 °C มผีลต่อการยบัยัง้เชือ้จลุนิทรย์ีก่อโรคทัง้ 5 ชนดิอย่างมนียัส�ำคญั

ทางสถิติ (p≤0.05) และแสดงค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราได้ดีที่สุดซึ่งสอดคล้องกับ 

งานวิจัยของ Singh & Navneet (2017) ได้ศึกษาสารสกัดจากเปลือกส้มโอด้วยตัวท�ำละลาย 

เอทานอลเพื่อดูโซนยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ (Inhibition zone) พบว่าการสกัดด้วยตัว 

ท�ำละลายเอทานอลสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli, S. Typhimurium, S. aureus, 

ตารางที่ 1	บริเวณการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคทั้ง 5 ชนิด ของสารสกัดจาก 

	 เปลือกส้มโอพันธุ์ขาวน�้ำผึ้ง

เส้นผ่าศูนย์กลางของการยับยั้งการเจริญของเช้ือ (Inhibition zone)

(Mean ± SD; mm)

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบจากเปลือกส้มโอ (mg/ml)

Positive

Control 600 550 500 450 400 350 300 250 200

เชื้อที่ใช้

ทดสอบ

แบคทีเรีย

แกรมบวก

S. aureus

แบคทีเรีย

แกรมลบ

P. aeruginosa

E. coli

ยีสต์

C. albicans

รา

A. niger

19a

25a

27a

33.67±0.58a

29.67±0.58a

12.33±0.58b

9±1.00b

7.67±0.58b

11.33±0.58b

23b

12bc

9b

7.33±0.58b

9.67±0.58cd

20c

11.33±0.58de

8c

6.33±0.58c

10c

22±1.73b

1067±0.58de

7.33±0.58cd

-

9.67±0.58cd

19c

10ef

7d

-

9cd

19c

10ef

7.67±1.15cd

-

8.67±1.15d

19c

9.67±0.58f

-

-

8.67±1.15d

17d

8.67±0.58g

-

-

-

15e

7.17±0.29h

-

-

-

14.3±0.58e

หมายเหตุ:	 6 mm คือ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ Cork borer
              	 - หมายถึง  ไม่มีโซนการยับย้ังเช้ือจุลินทรีย์
	 ข้อมูลแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย (Mean) ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD)  
	 ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ  (n = 3) โดยตัวอักษรa-h มีความแตกต่างกันในแถว คือ แตกต่างอย่าง 
	 มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p≤0.05)
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S. pyogenes, E. feacalis, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. Typhi, Proteus spp. และ  

M. catarrhalis ตามล�ำดับ เนื่องจากในเปลือกส้มโอมีองค์ประกอบส�ำคัญของสาร DL-limonene  

ที่อยู่ในรูปของน�้ำมันหอมระเหย เป็นไปได้ว่ามีสารต้านเชื้อจุลินทรีย์ที่ปลอดภัยรวมถึงสารต้าน 

อนุมูลอิสระเพื่อเพ่ิมอายุการเก็บรักษาสินค้าและอาหารท�ำให้สามารถยับยั้งสารอะฟาทอกซิน 

จากเชื้อราได้ (Singh & Navneet, 2017) สมมติฐานกลไกการยับยั้งจุลินทรีย์อาจเกิดจากสารสกัด

จากเปลือกส้มโอไปท�ำลายเยื่อหุ้มเซลล์หรือเซลล์เมมเบรนของจุลินทรีย์ท�ำให้สารสกัดสามารถ 

ผ่านเซลล์เมมเบรนของจุลินทรีย์เข้าไปท�ำลายดีเอนเอของเชื้อจุลินทรีย์เหล่านั้นจึงเป็นสาเหตุ 

ท�ำให้เชื้อจุลินทรีย์หยุดการเจริญเติบโต ดังนั้นความเข้มข้นของตัวท�ำละลายและอุณหภูมิการสกัด

มีผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยสภาวะการสกัดที่เหมาะสมที่สุด คือ ความเข้มข้นเอทานอล  

90 %,v/v และอุณหภูมิการสกัด 80 °C ส่งผลให้สารสกัดจากเปลือกส้มโอที่ได้มีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งเชื้อราได้ดีที่สุด รองลงมา คือ เชื้อแบคทีเรียแกรมบวก เชื้อยีสต์ และเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 

ตามล�ำดับ

 

สรุป

	 จากการศึกษาองค์ประกอบของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้าน

อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay และ FRAP assay พบว่าความเข้มข้นของเอทานอลและอุณหภูมิ

ในการสกัดส่งผลต่อประสิทธิภาพการต้านออกซิเดชันเมื่อวิเคราะห์ด้วยค่า DPPH assay และ  

FRAP assay ซึ่งแสดงค่าเป็น EC50 และ FRAP value ตามล�ำดับ นอกจากน้ียังมีผลต่อปริมาณ 

ฟีนอลิกรวมและปริมาณฟลาโวนอยด์รวมจึงท�ำให้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสกัดเปลือกส้มโอ 

คือ ความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล 90 %,v/v และอุณหภูมิในการสกัด 80 °C เน่ืองจาก 

เป็นสภาวะท่ีสารสกัดมีคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันดีท่ีสุด มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และ 

ปริมาณฟีนอลิกรวมสูง นอกจากนี้ยังมีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเชื้อ A. niger ได้ดีท่ีสุด 

รองลงมา คือ S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa และ E. coli ตามล�ำดับ จึงมีศักยภาพ 

ในการน�ำมาประยุกต์ใช้เป็นสารกันเสียจากธรรมชาติได้
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