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พฤกษเคมแีละกจิกรรมยบัยัง้เอนไซม์แซนทนีออกซเิดสของสารสกดัจาก 

ผลมะม่วงหาวมะนาวโห่

นิภัทร เปี่ยมอรุณ1* นันทพร มูลรังษี1 อาภาพร บุญมี1 สุนิษา สุวรรณเจริญ1

ธีรพิชญ์ เกษมสุข1 และ จรูญ จักร์มุณี2

1 คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏร�าไพพรรณี
2 คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
1 เลขที่ 41 หมู่ 5 ต�าบลท่าช้าง อ�าเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี 22000
2 เลขที่ 239 ถนนห้วยแก้ว ต�าบลสุเทพ อ�าเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม่ 50200

รับบทความ 25 พฤศจิกายน 2561 แก้ไขบทความ 12 กรกฎาคม 2562 ตอบรับบทความ 19 สิงหาคม 2562

บทคัดย่อ
 ภูมิปัญญาของไทยน�าผลมะม่วงหาวมะนาวโห่มาใช้เป็นยาสมุนไพรพื้นบ้านที่มีสรรพคุณหลากหลาย แต่

ยังไม่มีผลการวิจัยเชิงเคมีที่ประจักษ์ว่าผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ของไทยมีฤทธิ์รักษาโรคเกาต์ได้ งานวิจัยนี้จึงน�าสาร

สกดัผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ในระยะผลห่ามและสกุมาศกึษาพฤกษเคมแีละฤทธิก์ารยบัยัง้เอนไซม์แซนทนีออกซเิดส 

ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งของโรคเกาต์ จากการตรวจสอบพฤกษเคมีเบื้องต้นของสารสกัดหยาบเอทานอลพบว่าผลห่ามมี

พฤกษเคมี คือ สารประกอบฟีนอลิก แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ เทอร์พีนอยด์ ซาโปนิน และน�้าตาลดีออกซี 

ส่วนในระยะผลสกุให้ผลใกล้เคียงกันแต่ไม่พบซาโปนนิ ผลการทดสอบสารสกดัหยาบผลมะม่วงหาวมะนาวโห่สามารถ

ยับยั้งเอนไซม์ แซนทีนออกซิเดสได้ โดยพบว่าสารสกัดเอทานอลให้ค่าร้อยละการยับยั้งที่สูงกว่าสารสกัดน�้า และ

ในสารสกัดหยาบ เอทานอลระยะผลห่ามมีฤทธิ์การยับยั้งที่สูงกว่าระยะผลสุกเล็กน้อย โดยมีค่า IC
50
 เท่ากับ 2.40 ± 

0.05 และ 2.87 ± 0.37 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ ระยะการสุกที่ให้พฤกษเคมีต่างกันอาจมีความสัมพันธ์กับ

ฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดส ดังน้ันการเลือกช่วงการเก็บรวมถึงการแยกสารสกัดให้บริสุทธ์ิจะช่วยใน

การพัฒนาเป็นยาสมุนไพรรักษาโรคเกาต์ในอนาคตได้
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*ผู้นิพนธ์ประสานงาน โทร: +66856637913, ไปรษณีย์อิเล็กทรอนิกส์: nipat.p@rbru.ac.th



107RMUTP Research Journal, Vol. 13, No. 2, July-December 2019

http://journal.rmutp.ac.th/

Phytochemical and Xanthine Oxidase Inhibitory Activity of 

Carissa carandas L. Fruit Extract 

Nipat Peamaroon1* Nuntaporn Moonrungsee1 Apaporn Boonmee1 

Sunisa Suwancharoen1 Teerapich Kasemsuk1 and Jaroon Jakmunee2

1 Faculty of Science and Technology, Rambhai Barni Rajabhat University
2 Faculty of Science, Chiang Mai University
1 41 Moo 5, Tachang Sub-district, Muang District, Chanthaburi, Thailand, 22000
2 239, HuayKaew Road, Suthep Sub-district, Muang District, Chiang Mai, Thailand, 50200

Received 25 November 2018; Revised 12 July 2019 ; Accepted 19 August 2019

Abstract
  The Thai wisdom knows the benefits of Carissa carandas L. to be used as a traditional 

herbal medicine. However, there was no scientific evidence to show that Carissa carandas L.

of Thailand can treat gout or not. In this research, the Carissa carandas L. fruit extract in semi-

ripening and ripe stage were studied for the phytochemical and inhibitory activity of xanthine 

oxidase, one of the causes of gout. The result of phytochemical indicated that the crude extract 

from semi-ripening stage fruit contained many substances; phenolic compounds, alkaloids, 

flavonoids, terpenoids, saponins and deoxy sugars. While the ripe stage fruit contained the similar 

substances excepted saponins. The extract solution of Carissa carandas L. showed the xanthine 

oxidase inhibitory activity, as the ethanolic extract solution gave the higher activity than water 

extract solution. The crude extracts of semi-ripening stage fruit presented the higher activity than 

the ripe stage one with the IC
50
 values of 2.40 ± 0.05 and 2.87 ± 0.37 mg/mL, respectively.

The result of ripening stage with different phytochemical may be related to inhibition of xanthine 

oxidase activity. Therefore, the selecting of sampling period and purification of extract may be 

a choice for using as medicine for gout.

Keywords : Xanthine Oxidase; Carissa carandas L.; Uric Acid; Gout

* Corresponding Author. Tel.: +66856637913, E-mail Address: nipat.p@rbru.ac.th



108 วารสารวิชาการและวิจัย มทร.พระนคร ปีที่ 13 ฉบับที่ 2 กรกฎาคม-ธันวาคม 2562

1. บทน�า
 มะม่วงหาวมะนาวโห่มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ คือ

Carissa carandas L. อยูใ่นวงศ์ Apocynaceae มชีือ่

สามัญคือ Karandas, Caranda, Christ’s thorn และ

มชีือ่เรยีกอืน่ ๆ  เช่น หนามขีแ้ฮด (เชยีงใหม่) หนามแดง 

(กรุงเทพฯ) มะนาวไม่รู้โห่ (ภาคกลาง) และมะนาวโห่ 

(ภาคใต้) เป็นต้น [1] มะม่วงหาวมะนาวโห่เป็นพืช

ท้องถ่ินที่มีต�ารายาไทยพื้นบ้านระบุว่าสามารถรักษา

โรคได้หลายชนิด โดยมีการรายงานการพบสารส�าคัญ

ในส่วนต่าง ๆ  ของมะม่วงหาวมะนาวโห่ เช่น ผลมะม่วง

หาวมะนาวโห่ในระยะผลดิบ กึ่งสุก และสุก ตรวจพบ

วิตามินซี สารประกอบฟีนอลิก แอนโทไซยานิน รวม

ถึงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระในปริมาณที่ต่างกัน [2], 

[3] นอกจากนี้ยังพบว่าในส่วนผลและราก มีฤทธิ์การ

ต้านการอักเสบ ลดอาการปวด [4], [5] ในส่วนของ

ใบช่วยลดไขมัน [6] ช่วยรักษาโรคมะเร็ง [7], [8] และ

มีรายงานว่าผลห่ามของมะม่วงหาวมะนาวโห่ช่วยลด

ระดับน�้าตาลในเลือดได้ [9] เป็นต้น 

 โรคเกาต์ (Gout) เกิดจากการท่ีภาวะกรดยูริก

(Uric Acid) ในร ่างกายสูงกว ่าปกติท�าให ้ เ กิด

การตกตะกอนของผลึกเกลือโมโนโซเดียมยูเรต 

(Monosodium Urate) โดยจะตกตะกอนบริเวณข้อ 

และรอบ ๆ ข้อ จนท�าให้เกิดการอักเสบ ซ่ึงเป็นการ

อักเสบของข้อชนิดเฉียบพลันท่ีพบได้บ่อยในมนุษย์ 

ความผิดปกติดังกล่าวเกิดจากการท�างานของเอนไซม์ 

แซนทีนออกซิเดส (Xanthine Oxidase) ที่สูงเกินกว่า

ปกติและอีกสาเหตุเกิดจากการรับประทานอาหารที่มี 

สารพิวรีน (Purine) สูง ซึ่งพบมากในยอดอ่อนของผัก 

เครื่องในสัตว์และถั่วต่าง ๆ [10] การรักษาโรคเกาต์ที่

ได้ผลคือการใช้ยาอัลโลพิวรินอล (Allopurinol) ซึ่งจัด

เป็นยาในกลุ่มที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดส 

(Xanthine Oxidase Inhibitory) ท�าให้ลดการสร้าง

กรดยูริกในร่างกายได้ แต่ไม่สามารถรักษาให้หายขาด

ได้ อย่างไรกต็ามพบว่ายาดงักล่าวมผีลข้างเคยีงคอื เกดิ

ความผิดปกตขิองระบบทางเดนิอาหาร เป็นผ่ืนทีผิ่วหนัง 

ท�าให้ไตท�างานผิดปกติ และเป็นพิษต่อไตโดยเฉพาะ

ผู้สูงอายเุนือ่งจากการท�างานของไตลดลงตามวยั ท�าให้

ความสามารถในการขับยาและของเสียออกมาทาง

ปัสสาวะน้อยลง [11] จากผลข้างเคียงดังกล่าว ทั่วโลก

จึงหันมาให้ความสนใจพืชสมุนไพรในการป้องกันและ

รักษาโรคเกาต์มากขึ้น เนื่องจากพืชสมุนไพรมีความ

ปลอดภัยมากกว่าการใช้ยาสังเคราะห์ และสมุนไพร

ยังเป็นที่น่าสนใจของคนรักสุขภาพด้วยสรรพคุณและ

โภชนาการสูง [12]–[14] ในปัจจุบันคนหันมานิยม

รับประทานผลมะม่วงหาวมะนาวโห่โดยหวังผลในการ

รักษาอาการปวดตามข้อหรืออาการป่วยจากโรคเกาต์ 

แต่อย่างไรก็ตามมีเอกสารวิชาการที่ระบุว่ามะม่วงหาว

มะนาวโห่สามารถยบัยัง้เอนไซม์แซนทนีออกซเิดสทีเ่ป็น

สาเหตุของโรคเกาต์น้อยมาก

 งานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะน�าส่วนผลสดของมะม่วง

หาวมะนาวโห่ในระยะห่ามและสุกมาท�าการสกัดด้วย

น�้าและเอทานอลเพื่อศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ 

แซนทีนออกซิเดสและใช้อัลโลพิวรินอลเป็นตัวควบคุม

เชิงบวก ซึ่งข้อมูลจากงานวิจัยนี้จะสามารถน�าไปเป็น

แนวทางในการพัฒนายาสมุนไพรในการช่วยรักษาโรค

เกาต์จากมะม่วงหาวมะนาวโห่และยงัเป็นการเพิม่มลูค่า

ให้กับผลผลิตทางการเกษตรได้

2. ระเบียบวิธีวิจัย
2.1 การเก็บและเตรียมตัวอย่าง
2.1.1 การเก็บตัวอย่าง

 สุ่มเกบ็ตวัอย่างผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ จากต้น

ที่มีอายุมากกว่า 10 ปี จากพื้นที่ในต�าบลท่าช้าง 

อ�าเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี ช่วงเดือนตุลาคมถึงเดือน

ธนัวาคม โดยเกบ็ผลของมะม่วงหาวมะนาวโห่แยกเป็น

สองลักษณะคือ ผลห่ามที่มีสีชมพูถึงแดง และผลสุกที่

มีสีม่วงเข้มถึงด�า มาท�าการสกัดและทดสอบการยับยั้ง

เอนไซม์แซนทีนออกซิเดส
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2.1.2 การเตรียมตัวอย่าง

 น�าผลมะม่วงหาวมะนาวโห่มาล้างให้สะอาด

ผึ่งลม หั่นแยกเมล็ดออก และสับเป็นชิ้นเล็ก ๆ ในการ

สกดัด้วยน�า้ท�าโดยการช่ังผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ทีสั่บ

แล้วให้ได้น�้าหนัก 50 กรัม แล้วน�ามาปั่นกับน�้า 100 

มลิลลิติร จากนัน้กรองแยกส่วนกากกับสารละลายออก

จากกนัด้วยผ้าขาวบาง และกรองซ�า้ด้วยกระดาษกรอง

เบอร์ 5 ส่วนการสกดัด้วยตวัท�าละลายเอทานอล ท�าโดย

ชัง่น�า้หนักตวัอย่าง 50 กรัม ใส่ในขวดรปูชมพู่ขนาด 250 

มิลลิลิตร แล้วท�าการสกัดด้วยวิธีการหมักแช่ โดยเติม

เอทานอลร้อยละ 95 ลงไป 100 มิลลิลิตร แล้วปิดขวด

รูปชมพูใ่ห้สนทิ ตัง้ทิง้ไว้นาน 3 วนั ในทีม่ดื จากนัน้กรอง

แยกส่วนกากกับสารละลายของมะม่วงหาวมะนาวโห่

ออกจากกันด้วยผ้าขาวบาง และกรองซ�า้ด้วยกระดาษ

กรองเบอร์ 5 ท�าการแบ่งบางส่วนของสารสกัดท้ัง 2 

ชนิดน�าไปทดสอบการยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดส 

และสารสกัดท่ีเหลือน�าไประเหยตัวท�าละลายออกโดย

เครื่องระเหยสุญญากาศเพื่อให้ได้สารสกัดหยาบ

2.2 สารเคมีและการเตรียมสารละลาย
2.2.1 การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์  

 ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ pH 7.5

 ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Disodium 

Hydrogen Phosphate, Na
2
HPO

4
, Analytical 

Reagent Grade, La Jota, Spain) หนัก 2.36 กรัม

และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมอนอไฮเดรต 

(Sodium Dihydrogen Phosphate Monohydrate, 

NaH
2
PO

4
.H

2
O, Analytical Reagent Grade, Ajax 

Finechem, Australia) หนัก 1.15 กรัม ละลายด้วย

น�า้กลัน่ให้ได้ปรมิาตรประมาณ 500 มลิลลิติร แล้วปรบั 

pH ให้ได้ 7.5

2.2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานแซนทีนความ

 เข้มข้น 0.15 มิลลิโมลาร์

 เตรยีมสารละลายแซนทนีเข้มข้น 15 มลิลโิมลาร์

โดยช่ังแซนทนี (Xanthine, C
5
H

4
N

4
O

2
, Sigma-Aldrich, 

China) หนกั 0.0570 กรมั ละลายด้วย NaOH เข้มข้น 

1 โมลาร์ เล็กน้อย แล้วปรับปริมาตรด้วยสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ให้ได้ปริมาตร 25.00 มิลลิลิตร จาก

นั้นน�ามาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 0.15 มิลลิโมลาร์ 

ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์

2.2.3 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานอลัโลพวิรนิอล

 ความเข้มข้น 0.68 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

 ชั่งอัลโลพิวรินอล (Allopurinol, C
5
H

4
N

4
O, 

Laboratory Reagent Grade, USA) หนัก 0.0340 

กรัม ละลายด้วย NaOH เข้มข้น 1 โมลาร์ เล็กน้อย 

แล้วปรับปริมาตรด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ให้

ได้ปริมาตร 50.00 มิลลิลิตร

2.2.4 การเตรียมสารละลายเอนไซม์แซนทีนออกซิ-

 เดสความเข้มข้น 0.1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร

 เตรียมสารละลายเอนไซม์แซนทีนออกซิเดส 

ความเข้มข้น 1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร โดยท�าการละลาย

เอนไซม์แซนทนีออกซเิดส (Xanthine Oxidase, 5 ยนูติ 

Sigma-Aldrich, USA) ด้วยสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์เย็นปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากน้ันเจือจางให้

ได้ความเข้มข้น 0.1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ด้วยสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เย็น

2.3 การตรวจสอบพฤกษเคมีเบื้องต้น 

 ได้ท�าการตรวจสอบพฤกษเคมีเบื้องต้น 8 ชนิด 

ตามเอกสารอ้างอิง [15]-[17] โดยมีขั้นตอนการ

ทดลอง ดังนี้ 

2.3.1 การตรวจสอบฟีนอลิก

 ชั่งสารสกัดหยาบ 0.04 กรัม เติมน�้ากล่ัน 5 

มิลลิลิตร น�าไปอุ่น แล้วเติมสารละลายเฟอริกคลอไรด์

เข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร 2-3 หยด ลงไปใน

ของเหลว หากปรากฏสีเขียวปนด�า เขียวปนน�้าตาล 
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ม่วงด�าปนน�้าตาล หรือน�้าเงินปนด�า แสดงว่าพบสาร

ประกอบฟีนอลิก

2.3.2 การตรวจสอบแอลคาลอยด์

 ชั่งสารสกัดหยาบ 0.02 กรัม ละลายด้วยสาร

ละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น ร้อยละ 2 โดยปริมาตร 5 

มิลลิลิตร น�าไปอุ่นประมาณ 2-3 นาที แล้วน�าไปหยด

น�้ายาดราเจนดอร์ฟ (Dragendorff’s Reagent) หาก

ปรากฏตะกอนสีส้มแดงแสดงว่าพบแอลคาลอยด์

2.3.3 การตรวจสอบฟลาโวนอยด์

 ชั่งสารสกัดหยาบ 0.02 กรัม สกัดสีของสารสกัด

ออกด้วยไดเอทิลอีเทอร์ครั้งละ 5 มิลลิลิตร จ�านวน 3 

ครั้ง ละลายสารสกัดส่วนที่เหลือด้วยสารละลายเอทา-

นอลเข้มข้นร้อยละ 50 โดยปริมาตร 3 มลิลลิติร ใส่ลวด

แมกนีเซียมชิ้นเล็ก ๆ  ลงไป 2-3 ชิ้น น�าไปต้ม และหยด

กรดไฮโดรคลอรกิเข้มข้น หากได้สารละลายสเีหลอืง ส้ม 

หรือแดง แสดงว่าพบฟลาโวนอยด์

2.3.4 การตรวจสอบแอนทราควิโนน

 ชั่งสารสกัดหยาบ 0.02 กรัม เติมสารละลาย

กรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร 10 

มลิลลิติร น�าไปอุน่ 5 นาท ีแล้วปล่อยให้สารละลายเยน็

ลงที่อุณหภูมิห้อง สกัดด้วยไดคลอโรมีเทน ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร เติมสารละลายแอมโมเนียเข้มข้นร้อยละ 10 

โดยปริมาตร 2-3 หยด หากเกิดสีชมพูถึงแดงในชั้นด่าง

แสดงว่าพบแอนทราควิโนน

2.3.5 การตรวจสอบเทอร์พีนอยด์

 ชั่งสารสกัดหยาบ 0.02 กรัม สกัดสีของสารสกัด

ออกด้วยไดเอทิลอีเทอร์ครั้งละ 5 มิลลิลิตร จ�านวน 3 

ครั้ง เติมไดคลอโรมีเทน 2 มิลลิลิตร เขย่า และค่อย ๆ 

เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น หากเกิดสีน�า้ตาลแดงระหว่าง

รอยต่อของสารละลายแสดงว่าพบเทอร์พีนอยด์

2.3.6 การตรวจสอบซาโปนิน

 ชั่งสารสกัดหยาบ 0.02 กรัม เติมน�้ากล่ัน 5 

มิลลิลิตร น�าไปต้มให้เดือด แล้วน�ามาเติมน�า้กลั่น 2-3 

มลิลลิติร เขย่าอย่างแรง หากมฟีองเกดิขึน้นาน 30 นาที 

แสดงว่าพบซาโปนิน

2.3.7 การตรวจสอบคาร์ดิแอกไกลโคไซด์

 ชั่งสารสกัด 0.02 กรัม สกัดสีออกด้วยไดเอทิล-

อีเทอร์ ครั้งละ 5 มิลลิลิตร จ�านวน 3 ครั้ง ละลายสาร

สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 80 ปรมิาตร 3 มลิลลิติร ท�าการ

ทดสอบส่วนสเตียรอยด์ด้วยการทดสอบลีเบอร์แมน 

(Liebermann Test) โดยการเติมกรดแกลเชียลอะซิตกิ 

3 หยด และกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 3 หยด ถ้าปรากฏ

สี น�า้เงิน หรือน�้าเงินเขียว แสดงว่าพบสเตียรอยด์ส่วน

การทดสอบส่วนน�า้ตาลดอีอกซ ีใช้การทดสอบเคลเลอร์-

คิเลียนิ (Keller-Kiliani Test) ซ่ึงประกอบด้วยกรด

อะซิติก 1 มิลลิลิตร และสารละลายเฟอริกคลอไรด์

เข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร ประมาณ 1-2 หยด 

ผสมให้เข้ากันเอยีงหลอดทดลอง ค่อย ๆ  หยดกรดซลัฟิว

ริกเข้มข้น 1 มิลลิลิตร ลงไปตามผนังด้านในของหลอด

ทดลองให้เกดิการแยกชัน้ หากปรากฏวงแหวนสีน�า้ตาล

แดงบริเวณรอยต่อระหว่างสารสกัดกับกรดซัลฟิวริก 

แสดงว่าพบน�า้ตาลดีออกซี

2.3.8 การตรวจสอบอิริดอยด์ไกลโคไซด์

 ชั่งสารสกัด 0.02 กรัม เติมกรดอะซีติก 5 

มิลลิลิตร เติมสารละลายคอปเปอร์ (II) ซัลเฟตร้อยละ 

2 โดยปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมกรดไฮโดรคลอริก

เข้มข้น 0.5 มิลลิลิตร ถ้าสารละลายกลายเป็นสีน�า้เงิน 

หรือสีน�้าตาล แสดงว่าพบอิริดอยด์ไกลโคไซด์

2.4 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แซนทีน-

 ออกซิเดสด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทร

 โฟโต-มิเตอร์
 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิ- 
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เดสในสารสกัดจากผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ ท�าโดยวิธี

ที่ปรับมาจากเอกสารอ้างอิง [12] ขั้นตอนการทดสอบ

ท�าโดยผสมสารสกัดตัวอย่างช่วงความเข้มข้น 6.3-50 

มลิลกิรัมต่อมิลลิลติร ปรมิาตร 100 ไมโครลติร (ละลาย

ด้วยไดเมทิลซัลฟอกไซด์) 0.15 มิลลิโมลาร์ แซนทีน 

300 ไมโครลิตร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.05 โม

ลาร์ (pH 7.5) 550 ไมโครลิตร และเติม 0.1 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร ของเอนไซม์แซนทีนออกซิเดส 50 ไมโครลิตร 

จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของตัวอย่างสารสกัดในช่วง 

0.63 - 5.0 มิลลิกรัมตอ่มลิลลิิตร จากนั้นน�าสารละลาย

ที่ผสมแล้วไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-

วสิเิบลิ สเปกโทรโฟโตมเิตอร์ (UV-Visible Spectropho-

tometer, G10S, China) ที่ความยาวคลื่น 295 นาโน-

เมตร บันทึกผลที่เวลาเริ่มต้นปฏิกิริยา และที่เวลาผ่าน

ไป 5 นาที ในการทดลองน้ีใช้สารละลายมาตรฐาน

อัลโลพิวรินอลเป็นตัวควบคุมเชิงบวกช่วงความเข้มข้น

สุดท้าย 0.2-6.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

 ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้น�าไปท�าการค�านวณ

หาค่าร้อยละของการยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดส 

(%Inhibition) มีสูตรการค�านวณดังสมการที่ (1)

control sample

control

( A A )
%Inhibition 100

A
∆ −∆

= ×
∆

      (1)

โดยที่

ΔA
control

 = ผลต ่างของการดูดกลืนแสงของตัว

  ควบคุมที่เวลาเริ่มต้นถึงเวลาที่ 5 นาที

ΔA
sample 

= ผลต่างของการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง

  ที่เวลาเริ่มต้นถึงเวลาที่ 5 นาที

 จากนั้นน�าค่า %Inhibition ไปหาค่า IC
50
 (ค่า

ความเข้มข้นทีย่บัยัง้เอนไซม์แซนทนีออกซเิดสได้ร้อยละ 

50) โดยท�าการทดลองทั้งหมด 3 ซ�้า 

3. ผลการศึกษาและอภิปรายผล
 ผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ได้ถูกแบ่งออกเป็น 2 

ระยะ คือระยะผลห่ามและระยะผลสุก โดยที่ผลห่าม

จะมีสีชมพูถึงแดง ส่วนผลสุกจะมีสีม่วงเข้มถึงด�า ผล

ห่ามมีขนาดเฉลี่ย 2.24 เซนติเมตร และผลสุกมีขนาด

เฉล่ีย 2.14 เซนตเิมตร ดงัแสดงในรปูที ่1 โดยผลมะม่วง

หาวมะนาวโห่ในระยะผลห่ามและสุกได้ถูกน�ามาสกัด

ด้วยน�้าและเอทานอล ในส่วนของสารสกัดเอทานอล

ถูกน�าไประเหยตัวท�าละลายออกจนได้สารสกัดหยาบ 

ลักษณะของสารสกัดหยาบเอทานอล น�้าหนักและ

ร้อยละผลผลิต แสดงดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 น�้าหนักและร้อยละผลผลิตของสารสกัด

 หยาบที่สกัดด้วยตัวท�าละลายเอทานอล

สารสกัดหยาบ ลักษณะสารสกัด

หยาบ

น�้าหนัก 

(กรัม)

ร้อยละ

ผลผลิต

ผลห่าม ของเหลวหนืด

สีชมพูถึงแดง
1.40 4.15

ผลสุก ของเหลวหนืดสี

ม่วงเข้มถึงด�า
2.35 7.23

รูปที่ 1 ตัวอย่างผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ ก) ผลห่าม  

ข) ผลสุก
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3.1 ผลการตรวจสอบพฤกษเคมีเบื้องต้น
 การตรวจสอบพฤกษเคมีเบ้ืองต้นของสารสกัด

หยาบเอทานอลจากผลห่ามและผลสุกของมะม่วงหาว

มะนาวโห่ 8 ชนิด ได้แก่ สารประกอบฟีนอลิก แอลคา-

ลอยด์ ฟลาโวนอยด์ แอนทราควิโนน เทอร์พีนอยด์ 

ซาโปนิน คาร์ดิแอกไกลโคไซด์ และอิริดอยด์ไกลโคไซด์ 

ได้ผลแสดงดังตารางที่ 2 พบว่าทั้งผลห่ามและผลสุกให้

พฤกษเคมีที่คล้ายกัน ตรวจพบสารประกอบฟีนอลิก 

แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ เทอร์พีนอยด์ และน�า้ตาล

ดี-ออกซี ส่วนซาโปนินพบในผลห่ามแต่ไม่พบในผลสุก 

ซึง่จากงานวจิยัทีผ่่านมาได้มรีายงานเก่ียวกบัพฤกษเคมี

เบื้องต้นในส่วนผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ท่ีสกัดด้วย

เอทา-นอลหรือตัวท�าละลายอื่น ๆ ไม่มากนัก โดยส่วน

ใหญ่ได้รายงานเป็นค่าปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดในรูป

มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมของสารสกัดซึ่ง

ให้ผลแตกต่างกันออกไปตามลักษณะของตัวอย่างที่

น�ามาทดสอบและวิธีหรือตัวท�าละลายท่ีใช้ในการสกัด 

[2], [18], [19]

3.2 ผลการหาค่าร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ 

 แซนทีนออกซิเดสของสารมาตรฐาน

 อัลโลพิวริ-นอล
 อัลโลพิวรินอลเป็นยาในกลุ ่มที่มีฤทธิ์ยับยั้ง

เอนไซม์แซนทนีออกซเิดส โดยยบัยัง้ขัน้ตอนการเปลีย่น

สารไฮโปแซนทนีเป็นแซนทนี และจากแซนทนีเป็นกรด

ยูริกในขั้นตอนสุดท้ายของกระบวนการเมทาบอลิซึม

ของสารพิวรีนในร่างกายมนุษย์ ในการทดลองนี้จึงใช้

สารมาตรฐานอัลโลพิวรินอลเป็นตัวควบคุมส�าหรับ

การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดส

ของผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ ได้ผลแสดงดังรูปที่ 2 พบ

ว่าร้อยละการยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดสเพิ่มขึ้น 

เมื่อความเข้มข้นของสารมาตรฐานอัลโลพิวรินอลเพ่ิม

ขึ้น โดยมีค่า IC
50
 เท่ากับ 0.79 ± 0.05 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร

ตารางที่ 2 พฤกษเคมีเบ้ืองต้นของสารสกัดหยาบ 

 เอทานอลจากผลมะม่วงหาวมะนาวโห่

พฤกษเคมี
สารสกัดหยาบ

ผลห่าม ผลสุก

สารประกอบฟีนอลิก + +

แอลคาลอยด์ + +

ฟลาโวนอยด์ + +

แอนทราควิโนน - -

เทอร์พีนอยด์ + +

ซาโปนิน + -

คาร์ดิแอกไกลโคไซด์

- สเตียรอยด์

- น�า้ตาลดีออกซี

-

+

-

+

อิริดอยด์ไกลโคไซด์ - -

หมายเหตุ เครื่องหมาย + หมายถึง ตรวจพบ

เครื่องหมาย – หมายถึง ตรวจไม่พบ

3.3 ผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิการยับยั้งเอนไซม์ 

 แซนทีนออกซิเดสของสารสกัดน�้าและ 

 เอทานอลจากผลมะม่วงหาวมะนาวโห่
 จากการน�าสารสกัดน�้าและเอทานอลของผล

มะม่วงหาวมะนาวโห่ในระยะผลห่ามและผลสุกที่ยังไม่

ได้ท�าการระเหยแห้งมาวิเคราะห์ค่าร้อยละการยับยั้ง

เอนไซม์แซนทีนออกซิเดส พบว่าค่าร้อยละการยับยั้ง

ของสารสกัดมะม่วงหาวมะนาวโห่ในผลห่ามและผลสกุ

ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ผลแสดง

ดังตารางที่ 3 โดยพบว่าในสารสกัดน�้าของผลสุกมีฤทธิ์

การยบัยัง้เอนไซม์แซนทนีออกซิเดสใกล้เคียงกบัผลห่าม 

ส่วนในกรณสีารสกดัเอทานอลผลสุกมฤีทธิใ์นการยบัยัง้

น้อยกว่าผลห่าม และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างตัวท�า

ละลายน�า้กับเอทานอล สารสกัดเอทานอลให้ฤทธิ์การ

ยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดสมากกว่าสกัดน�้าทั้งใน

ผลห่ามและผลสุก
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ตารางที่ 3 ร้อยละการยบัยัง้เอนไซม์แซนทนีออกซเิดส 

 ของสารสกัดมะม่วงหาวมะนาวโห่ด้วยตัว

 ท�าละลายน�้าและเอทานอล

ตัวท�าละลาย

ร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ 

แซนทีนออกซิเดส (ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยง

เบนมาตรฐาน)

ผลห่าม ผลสุก

น�า้ 11.36 ± 0.01 12.03 ± 2.45

เอทานอล 62.43 ± 4.78 54.23 ± 2.77

 จากผลการทดลองท่ีได้อาจมาจากสภาพข้ัว

ของตัวท�าละลายท้ัง 2 ชนิดต่างกัน น�้าจะมีขั้วสูงกว่า

เอทา-นอลจึงสกัดสารท่ีมีขั้วสูงกว่าออกมา ส่วนสารที่

ถูกสกัดออกมาในตัวท�าละลายเอทานอลจะเป็นกลุ่มที่

มีขั้วต�่ากว่าน�้า ซึ่งอาจกล่าวได้ว่าสารที่ถูกสกัดออกมา

ในสภาพขั้วใกล้เคียงกับเอทานอลให้ฤทธ์ิในการยับยั้ง

เอนไซม์ แซนทีนออกซิเดสได้ดีกว่าสารท่ีถูกสกัดออก

มาในน�้า และจากผลดังกล่าวจึงได้ท�าการหาค่าร้อยละ

การยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดสท่ีความเข้มข้น 

6.25-50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของสารสกัดเอทานอล

จากผลห่ามและผลสุก (รูปที่ 3) ซึ่งหาค่าการยับยั้งที่

ร้อยละ 50 หรือ IC
50
 ได้เท่ากับ 40.9 ± 2.5 และ 49.0 

± 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ

 จากรปูที ่3 พบว่าทีท่กุความเข้มข้นของผลสกุจะ

ให้ค่าร้อยละการยบัยัง้น้อยกว่าผลห่าม อาจกล่าวได้ว่า

มสีารออกฤทธิบ์างส่วนหายไปเมือ่มะม่วงหาวมะนาวโห่

เข้าสู ่ระยะสุก จึงท�าให้ในผลสุกที่มีฤทธิ์การยับยั้ง

เอนไซม์แซนทนีออกซิเดสลดลง และเมือ่พจิารณาความ

สัมพันธ์ระหว่างพฤกษเคมีและร้อยละการยับยั้งของ

เอนไซม์ในกรณีสารฟีนอลิกที่พบได้ในผลห่ามและสุก 

ได้มรีายงานวจิยัทีศ่กึษาระยะการสกุต่อปรมิาณ ฟีนอลกิ

ทั้งหมด และปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด พบว่าผล

ในระยะสุกที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 40 มีปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกมากกว่าในระยะผลห่ามและดิบ

ที่สกัดด้วยตัวท�าละลายเดียวกัน ซึ่งเมื่อดูผลการยับยั้ง

เอนไซม์ในรูปที่ 3 จะเห็นว่าร้อยละการยับยั้งกลับ

ลดลงในผลระยะสุก จึงเป็นไปได้ว่าสารกลุ่มฟีนอลิก

อาจไม่ใช่สารกลุ่มหลักที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แซนทีน

ออกซิ-เดสในสารสกัดหยาบมะม่วงหาวมะนาวโห่ [2] 

ดังน้ันสารที่มีความส�าคัญต่อการยับยั้งเอนไซม์อาจจะ

เป็นสารกลุ่มอืน่ เช่น ซาโปนนิ เนือ่งจากผลการตรวจสอบ 

พฤกษเคมีเบื้องต้นพบซาโปนินแค่ในผลห่ามแต่ไม่

พบในผลสุกซึ่งมีงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้ท�าการแยก

สารประกอบกลุ่มซาโปนินออกมาได้ 4 ชนิด จากราก

ของพชื Ilex pubescens ทีพ่บในประเทศจนี โดยทัง้ 4 

ชนดิ สามารถยบัยัง้เอนไซม์แซนทนีออกซเิดสได้ด ี[20] 

รูปที่ 2 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการยับยั้ง

เอนไซม์แซนทีนออกซิเดสและความเข้มข้น

ของสารมาตรฐานอัลโลพิวรินอล

รูปที่ 3 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการยับยั้ง

เอนไซม์แซนทีนออกซิเดสและความเข้มข้น

ของสารสกัดเอทานอลของผลมะม่วงหาวมะนาวโห่
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อย่างไรก็ตามข้อมูลดังที่กล่าวมาเป็นเพียงข้อมูลเบื้อง

ต้น สารส�าคัญที่ยับยั้งเอนไซม์อาจจะเป็นสารกลุ่มอื่น

ซึ่งต้องท�าการศึกษาให้ละเอียดลงไป

3.4 ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ 

 แซนทีนออกซิเดสของสารสกัดหยาบ

 เอทานอลจากผลมะม่วงหาวมะนาวโห่
 การทดสอบฤทธ์ิยบัย้ังเอนไซม์แซนทนีออกซ-ิเดส

ของสารสกัดหยาบเอทานอลพบว่าร้อยละการยับยั้ง

เอนไซม์แซนทีนออกซิเดสที่ได้ในผลห่ามและผลสุกให้

ผลใกล้เคียงกัน โดยในผลห่ามจะให้ร้อยละการยับยั้ง

มากกว่าเล็กน้อยในเกือบทุกความเข้มข้นของสารสกัด

หยาบ แสดงผลดังรูปที่ 4 ซึ่งเมื่อน�ามาหาค่า IC
50
 ได้

ผลเท่ากับ 2.4 ± 0.05 และ 2.87 ± 0.37 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามล�าดับ

 เมือ่น�าค่า IC
50
 ของสารสกดัหยาบของผลมะม่วง

หาวมะนาวโห่มาเปรยีบเทยีบกบัค่า IC
50
 ของอัลโลพวิร-ิ

นอล (จากหัวข้อที่ 3.2) พบว่าตัวอย่างสารสกัดหยาบมี

ฤทธิ์การยับยั้งน้อยกว่าประมาณ 3,000 เท่า เนื่องจาก

สารสกัดหยาบประกอบไปด้วยสารต่าง ๆ ที่อาจมีทั้ง

สารทีย่บัยัง้และไม่ยบัยัง้เอนไซม์แซนทนีออกซิเดส และ

เมือ่เปรียบเทยีบค่า IC
50 

ของพืชชนดิอืน่ ๆ  กบัผลมะม่วง

หาวมะนาวโห่ (ตารางที่ 4) จะเห็นว่าพืชแต่ละชนิดให้

ประสิทธิภาพการยับยั้งแตกต่างกันออกไปและให้ผลที่

ดีกว่ามะม่วงหาวมะนาวโห่ เช่น ส่วนหัวของหญ้า

แห้วหมู (CyperusrotundusL.) ที่สกัดด้วยเอทานอล

ให้ค่า IC
50
 อยูท่ี ่0.0451 มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร และส่วน

ใบของมะละกอ (Carica papaya) ทีส่กดัด้วยน�า้ ให้ค่า 

IC
50
อยู่ที่ 0.00433 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นต้น และ

เมือ่เปรยีบเทยีบผลทีไ่ด้กบัพชืในวงศ์เดยีวกนั เช่น ราก

ของ Carissa opaca ใบและต้น Nerium oleander 

L. (ยี่โถ) ให้ค่า IC
50 

อยู่ที่ 0.156 และ 0.218 มิลลิกรัม

ต่อมลิลลิติร ซึง่ให้ค่าการยบัยัง้ทีด่กีว่าประมาณ 10 เท่า

 อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองต่าง ๆ ที่ได้มา

นั้นมาจากการทดสอบด้วยสภาวะการทดลอง ตัวท�า

ละลายและวิธีการสกัดต่างกัน ดังนั้นถึงแม้มะม่วงหาว

มะนาวโห่จะมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์แซน- 

ทนีออกซเิดสน้อยกว่าพชือืน่ ๆ  และน้อยกว่าอลัโลพวิร-ิ

นอล แต่ยังถือว่ามีความน่าสนใจในการศึกษาต่อไป

เนื่องจากข้อมูลเกี่ยวกับการยับยั้งเอนไซม์แซนทีน

ออกซ-ิเดสของผลมะม่วงหาวมะนาวโห่ยงัมรีายงานอยู่

น้อยมากจึงอาจต้องท�าการศึกษาต่อโดยท�าการแยก

สารสกัดที่ได้ด้วยตัวท�าละลายต่าง ๆ แล้วท�าให้ได้สาร

บรสิทุธิเ์พือ่หาเฉพาะสารส�าคัญทีม่คีวามสามารถในการ

ยับย้ังเอนไซม์แซนทีนออกซิเดสมากท่ีสุดส�าหรับการ

พัฒนาผลมะม่วงหาวมะนาวโห่เป็นยาสมุนไพรรักษา

โรคเกาต์ที่มีประสิทธิภาพสูง

4. สรุป
 พฤกษเคมีของสารสกัดหยาบเอทานอลจากผล

มะม่วงหาวมะนาวโห่ในระยะผลห่ามที่ตรวจพบ คือ

สารประกอบฟีนอลิก แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ เทอร์

พีนอยด์ ซาโปนิน และน�้าตาลดีออกซี ส่วนในระยะผล

สกุพบองค์ประกอบใกล้เคยีงกนัแต่ไม่พบซาโปนิน ฤทธิ์

การยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดส พบว่าสารสกัด

เอทานอลให้ค่าร้อยละการยับยั้งที่สูงกว่าสารสกัดน�้า 

และเม่ือเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์แซนทีน-

รูปที่ 4 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการยับยั้ง

เอนไซม์แซนทีนออกซิเดสและความเข้มข้นของสาร

สกัดหยาบเอทานอลจากผลมะม่วงหาวมะนาวโห่
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ออกซิเดสของสารสกัดหยาบเอทานอลจากผลมะม่วง

หาวมะนาวโห่ในระยะห่ามและสุกพบว่าผลห่ามให้ผล

การยับยั้งที่สูงกว่าผลสุกเล็กน้อยแต่เม่ือเปรียบเทียบ

กับอัลโลพิวรินอลยังมีฤทธิ์ต�่ากว่ามาก อย่างไรก็ตาม

ผลจากงานวิจัยน้ีได้ช่วยยืนยันให้เห็นว่าสารสกัดจาก

ผลมะม่วงหาวมะนาวโห่สามารถยบัยัง้เอนไซม์แซนทนี-

ออกซิเดสซ่ึงเป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิดกรดยูริกที่

ท�าให้เกิดโรคเกาต์ได้ การท�าให้สารสกัดหยาบมีความ

บรสิทุธิส์งูขึน้โดยแยกสารทีไ่ม่มฤีทธิก์ารยบัยัง้ออก อาจ

จะช่วยให้ฤทธิใ์นการยบัยัง้สูงขึน้ได้ซึง่จะเป็นประโยชน์

ส�าหรบัการพฒันามะม่วงหาวมะนาวโห่เป็นยาสมนุไพร

หรือผลิตภัณฑ์อาหารเสริมส�าหรับการรักษาโรคเกาต์

ในอนาคตได้

ตารางที่ 4 การยับยั้งเอนไซม์แซนทีนออกซิเดสของสารสกัดจากตัวอย่างพืชชนิดอื่น ๆ

พืช วงศ์ ส่วนที่ใช้ ตัวท�าละลาย IC
50
 (มก./มล.) อ้างอิง

Carica papaya Caricaceae ใบ น�้า 0.00433 [14]

Cyperusrotundus L. Cyperaceae หัว เอทานอล 0.0451 [21]

Allium cepa L. Amaryllidaceae หัว เมทานอล 0.013 [22]

Arctium minus Asteraceae เมล็ด เอทานอล 0.117 [23]

Broussonetiapapyrifera Moraceae ราก เอทานอล 0.0134 [24]

Ulmuscampestris Ulmaceae เปลือก เอทานอล 0.285 [25]

Rhaponticumacaule (L) DC Compositae ดอก น�้า 0.0022 [26]

Aster glehni Compositae ใบ เอทานอล 0.646 [27]

Nerium oleander L. Apocynaceae ใบและล�าต้น เมทานอล 0.218 [28]

Plumeria rubra L. Apocynaceae ดอก เมทานอล 0.0239 [29]

Carissa opaca Apocynaceae ราก เมทานอล 0.156 [30]

Carissa carandas L. Apocynaceae ผลดิบ

ผลสุก

เอทานอล 2.40
2.87

This 

work

5. กิตติกรรมประกาศ
 งานวิจัยนี้ ได้รับทุนสนับสนุนงบประมาณจาก

กองทุนวิจัย มหาวิทยาลัยราชภัฏร�าไพพรรณี ประจ�า

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2561 ผู้วิจัยขอขอบคุณภาควิชา

เคมี คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย

ราชภัฏร�าไพพรรณี ที่อนุเคราะห์เครื่องมือและสถานที่

ในการท�างานวิจัยครั้งนี้ จนเสร็จสมบูรณ์
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