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Executive summary 

โรคมะเร็งเปนโรคที่กอใหเกิดปญหาสุขภาพ สูญเสียคาใชจายในการรักษาเปนจํานวนมาก 

เนื่องจากเปนโรคที่รุนแรง รักษาใหหายขาดไดยาก จากสถิติขอมูลพบวาคนไทยปวยและเสียชีวิตดวยโรคนี้

เปนอันดับหนึ่งของประเทศ และมีแนวโนมวาจะทวีความรุนแรงมากข้ึน นโยบายของรัฐบาลที่ตองการลด

ภาระการรักษาพยาบาล เชน การปรับเปล่ียนบทบาทของสถานีอนามัยเปนโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพ 

โดยมีวัตถุประสงคเพื่อลดภาระคาใชจายในการรักษาพยาบาลดวยวิธีปองกันโรค ในกระบวนการปองกัน

โรคที่ประหยัดที่สุด คือ การบริโภคอาหารใหเหมาะสม เพื่อประโยชนตอสุขภาพ สับปะรดเปนพืชเศรษฐกิจ

ที่นิยมปลูกในภาคเหนือโดยเฉพาะจังหวัดเชียงรายและลําปาง พันธุที่นิยมปลูกคือพันธุนางแลและ

ปตตาเวียถึงแมจะมีงานวิจัยหลายเร่ืองที่ระบุฤทธิ์ของสับปะรดในการตานอนุมูลอิสระและศึกษา

องคประกอบทางพฤกษเคมีในสับปะรด แตยังขาดขอมูลบางสวนเกี่ยวกับศักยภาพการตานมะเร็งรวมทั้ง

รายละเอียดของกลไกที่เกี่ยวของ 

 การวิจัยคร้ังนี้จึงไดศึกษาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของสารสกัดสับปะรดทั้งสองสายพันธุคือพันธุนาง

แลและพันธุปตตาเวีย  ผลของสารสกัดสับปะรดตอการทํางานของเอนไซม ไซโตโครมพี450 

CYP2E1,CYP1A และ CYP2D6ที่ใชในกระบวนการแปรสภาพสารเคมีใหเปนสารกอมะเร็งโดยใชไม

โครโซมจากตับศพเปนแหลงเอนไซม รวมทั้งศึกษาผลของสารสกัดสับปะรดตอเซลลมะเร็ง เพื่อเปนการ

เช่ือมโยงองคความรูดานวิทยาศาสตรการแพทยไปสูการสงเสริมสุขภาพ ทําใหสามารถลดและปองกันการ

เกิดโรคมะเร็งจากการใชผลไมไทย   

งานวิจัยนี้ไดทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสับปะรดทั้งสองสายพันธุในการกําจัดอนุมูลDPPH, 

superoxide anion และ hydrogen peroxide ในหลอดทดลอง รวมทั้งทดสอบผลตอการทํางานของ

เอนไซม CYP2E1,  CYP1A และCYP2D6 โดยใช p-nitrophenol, phenacetin และ codeine เปน

สับสเตรต และศึกษากลไกการยับยั้งเอนไซมโดยใชความสัมพันธ Cornish-Bowden และ Dixon 

นอกจากนี้ยังศึกษา ผลตอเซลลมะเร็งตับชนิด Hep G2 และ สารที่เปนองคประกอบหลักในสารสกัด

สับปะรดดวย 

ผลการวิจัยพบวาสับปะรดพันธุปตตาเวียมีรอยละของผลผลิตสูงกวาพันธุนางแล (รอยละ 10.3 

เทียบกับรอยละ 5.7) รวมทั้งพบวามี ปริมาณรวมฟนอลิก สูงกวาสับปะรดพันธุนางแลดวย โดยพบ 25.0 

มิลลิกรัมที่เทียบเทากับกรดแกลิก เมื่อเทียบกับพันธุนางแลที่พบ 11.7 มิลลิกรัมที่เทียบเทากับกรดแกลิก 
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สวนปริมาณรวมฟลาโวนอยดสับปะรดพันธุปตตาเวียก็มีปริมาณที่สูงกวา คือ พบ  2.9 มิลลิกรัมที่เทียบเทา

กับเคอรเซตินเมื่อเทียบกับพันธุนางแลที่พบ พบ 1.7 มิลลิกรัมที่เทียบเทากับเคอรเซติน  สําหรับสารสําคัญที่

พบในสารสกัดของสับปะรดทั้งสองสายพันธุ ไดแก กรดแกลิก  รูตินและอิพิแกลโลคาเตชิน โดยปริมาณของ

สารสําคัญทั้งสามชนิดที่พบใน สับปะรดพันธุปตตาเวียสูงกวาในพันธุนางแล โดยพบกรดแกลิก 860.0 

ไมโครกรัมตอ 1 กรัมสารสกัด  สําหรับรูตินและอิพิแกลโลคาเตชิน พบ 220.1 และ 5.5 ไมโครกรัมตอ 1 กรัม

สารสกัดตามลําดับ  สวนปริมาณของสารสําคัญในพันธุนางแลพบ กรดแกลิก ปริมาณ 627.5 ไมโครกรัม

ตอ 1 กรัมสารสกัด สําหรับรูตินและอิพิแกลโลคาเตชินพบ 163.5 และ 2.1 ไมโครกรัมตอ 1 กรัมสารสกัด 

ตามลําดับ 

ผลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ พบวาในการวิเคราะหสวนใหญสารสกัดสับปะรดพันธุ

ปตตาเวียมีความแรงในการกําจัดอนุมูลอิสระสูงกวาพันธุนางแลโดยพิจารณาจากคาความเขมขนที่

สามารถกําจัดอนุมูลไดรอยละ 50 (IC50) ของสารสกัดสับปะรดโดยพันธุปตตาเวียมีคาในการกําจัดอนุมูล 

DPPH,  Superoxide และ Hydrogen peroxide มีคา 65.18, 2.48 และ 106.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ เมื่อเทียบกับคา IC50 ของสารสกัดสับปะรดพันธุนางแลซ่ึงมีคา 116.65,  5.15 และ 109.10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ  

 ในการศึกษาฤทธิ์และกลไกการยับยั้ง CYP โดยใชตับศพ จํานวน 9 ราย เปนแหลงเอนไซม พบวา

สารสกัดสับปะรดพันธุปตตาเวียและพันธุนางแลยับยั้งการทํางานของ CYP1A2 โดยกลไกแบบแขงขัน โดย

มีคา IC50  เทากับ 266.87 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 274.98 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ สวนการ

ยับยั้งการทํางานของCYP2E1 ของสารสกัดสับปะรดพันธุปตตาเวียและพันธุนางแลนั้น มีกลไกแบบไม

แขงขัน (noncompetitive) โดยมีคา IC50 เทากับ152.41 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ 177.13 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตรตามลําดับ สําหรับการยับยั้งการทํางานของ CYP2D6 มีกลไกแบบไมแขงขัน (uncompetitive)

โดยมีคา IC50 ของพันธุนางแลและพันธุปตตาเวียเทากับ 132.46 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ 445.04 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ  

 ผลของสารสกัดสับปะรดทั้งสองสายพันธุ ตอเซลลมะเร็ง Hep-G2 โดยใชวิธี วิเคราะห MTT  พบวา 

สารสกัดสับปะรดทั้งสองสายพันธุ มีความแรงในการทําลายเซลลมะเร็งโดยมีคา IC50 ของสารสกัดสับปะรด

พันธุปตตาเวียและพันธุนางแลเทากับ  22.40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ 24.28 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ 
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 ผลการวิจยันี้แสดงใหเห็นวาสารสกัดสับปะรดทั้งสองสายพนัธุ มีศักยภาพในการปองกนัการเกดิ

มะเร็งทั้งสามข้ันตอนคือข้ันเร่ิมตน ข้ันสงเสริม และข้ันตอนการเพิ่มจาํนวน โดยผานการยับยัง้การทํางาน

ของเอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการแปรสภาพใหเกิดสารกอมะเร็ง กลไกตานอนมุูลอิสระ และฤทธิ์ใน

การทาํลายเซลลมะเร็งดวย ซึ่งควรตองมกีารศึกษาตอไปเพื่อหาหลักฐานสนับสนุนการใชสารสกดัสับปะรด

ในการปองกนัการเกิดมะเร็ง  

  

 

 

 



บทคดัยอ่ 

 การวิจัยนีมี้วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและหากลุ่มสารสําคัญของสารสกัด

สบัปะรดสายพนัธุ์นางแลและปัตตาเวีย ผลของสารสกัดสบัปะรดต่อการทํางานของเอนไซม์ไซโตโครมพี

450 (CYP) ได้แก่ CYP1A2, CYP2E1และCYP2D6โดยใช้ไมโครโซมจากตบัศพและหากลไกท่ีเก่ียวข้อง

รวมทัง้ศกึษาความเป็นพิษตอ่ เซลล์มะเร็งของสารสกดัสบัปะรด  

ผลการวิจยัพบว่าสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียมีร้อยละของผลผลิตสูงกว่าพนัธุ์นางแล (ร้อยละ 10.3 

เทียบกบัร้อยละ 5.7) รวมทัง้มี ปริมาณรวมฟินอลิกและปริมาณรวมฟลาโวนอยด์สงูกว่าสบัปะรดพนัธุ์นาง

แลด้วย สําหรับสารสําคญัท่ีพบในสารสกดัของสบัปะรดทัง้สองสายพนัธุ์ ได้แก่ กรดแกลิก  รูตินและอิพิ

แกลโลคาเตชิน โดยปริมาณของสารสําคญัทัง้สามชนิดท่ีพบใน สบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียสงูกว่าในพนัธุ์นาง

แล  ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ พบว่าในการวิเคราะห์สว่นใหญ่สารสกดัสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียมี

ความแรงในการกําจัดอนุมูลอิสระสูงกว่าพนัธุ์นางแลโดยพิจารณาจากค่าความเข้มข้นท่ีสามารถกําจัด

อนุมลูได้ร้อยละ 50 (IC50) ของสารสกดัสบัปะรดโดยพนัธุ์ปัตตาเวียมีค่าในการกําจดัอนุมลู DPPH,  

Superoxide และ Hydrogen peroxide เท่ากบั 65.18, 2.48 และ 106.75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามลําดบั เม่ือเทียบกบัค่า IC50 ของสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์นางแลซึง่มีค่าเท่ากบั 116.65,  5.15 และ 

109.10 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติรตามลําดบั  

 ในการศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัสบัปะรดต่อการทํางานของCYP และกลไกท่ีเก่ียวข้อง พบว่าสาร

สกดัสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียและพนัธุ์นางแลยบัยัง้การทํางานของ CYP1A2, CYP2E1 และCYP2D6 โดยมี

ความแรงท่ีใกล้เคียงกนัในการยบัยัง้การทํางานของ CYP1A2 และ CYP2E1 โดยมีคา่ IC50  เท่ากบั 266.87 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และ 274.98 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรตามลําดบั สําหรับ CYP1A2และ  มีค่า IC50 

ของพนัธุ์ปัตตาเวียและพนัธุ์นางแล เท่ากบั152.41 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ 177.13 ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิติรตามลําดบัสําหรับ CYP2E1  สว่นผลตอ่การทํางานของ CYP2D6 นัน้พบว่าสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์

นางแล มีความแรงมากกว่าพนัธุ์ปัตตาเวีย โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 132.46 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ 

445.04 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติรตามลําดบั สว่นกลไกของสารสกดัสบัปะรดในการยบัยัง้CYP พบวา่แตกตา่ง

กันโดยการยับยัง้ CYP1A2 มีกลไกแบบแข่งขัน แต่การยับยัง้ CYP2E1ใช้กลไกแบบไม่แข่งขัน 

(noncompetitive) และสําหรับ CYP2D6ใช้กลไกแบบไมแ่ขง่ขนั (uncompetitive) 
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 ผลของสารสกดัสบัปะรดตอ่เซลล์มะเร็ง Hep G2 ทดสอบโดยใช้วิธี วิเคราะห์ MTT  พบว่า สาร

สกดัสบัปะรดทัง้สองสายพนัธุ์ มีความแรงในการทําลายเซลล์มะเร็งโดยมีค่า IC50 ของสารสกดัสบัปะรด

พนัธุ์ปัตตาเวียและพนัธุ์นางแลเท่ากบั  22.40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ 24.28 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามลําดบั 

 ผลการวิจยันีแ้สดงให้เห็นวา่สารสกดัสบัปะรดทัง้สองสายพนัธุ์มีศกัยภาพในการป้องกนัการเกิด

มะเร็ง ทัง้สามขัน้ตอนคือขัน้เร่ิมต้น ขัน้สง่เสริม และขัน้การเพิ่มจํานวน โดยผา่นการยบัยัง้การทํางานของ

เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการแปรสภาพให้เกิดสารก่อมะเร็ง กลไกต้านอนมุลูอิสระ และฤทธ์ิในการ

ทําลายเซลล์มะเร็งด้วย ซึง่ควรต้องมีการศกึษาตอ่ไปเพ่ือหาหลกัฐานสนบัสนนุการใช้สารสกดัสบัปะรดใน

การป้องกนัการเกิดมะเร็ง  
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Abstract 

 The objectives of this study were to compare antioxidant activity and  the polyphenolic contents as well 

as effects of  two types of pineapple extracts,  Pattavia (Sriracha) and  Nanglae, on CYP1A2, CYP2E1 and 

CYP2D6 activity using human liver microsomes  and mechanisms involved.  Cytotoxicity of  pineapple extracts 

toward HepG2 cells was also evaluated.   The results of this study show that Pattavia gained higher yield and 

higher total phenolic and flavonoid content compared to those of  Nanglae (10.3 %  vs 5.7% yield). By HPLC 

analysis,  polyphenols containing in pineapple extracts both Pattavia and Nanglae were gallic acid, 

epigallocatechin and rutin. The content of these three compounds found in Pattavia was higher than those of  

Nanglae . Pattavia tend to be a  more potent antioxidant than Nanglae according to IC50 derived from DPPH 

assay, superoxide radical and hydrogen peroxide scavenging assay. IC50 value of  Pattavia were 65.18 μg/ml, 

2.48 μg/ml and 106.75 μg/ml compared to those of Nanglae (116.65 μg/ml, 5.15 μg/ml and 109.10 μg/ml) in 

DPPH , superoxide and hydrogen peroxide assay, respectively. 

 Both Pattavia and Nanglae extracts inhibited  CYP1A2-, CYP2E1- and  CYP2D6-mediated  

metabolisms . Pattavia and  Nanglae exhibited similar extent of  inhibition on CYP1A2 activity ( IC50 values of 

266.87 μg/ml and 274.98 μg/ml, respectively),  and on CYP2E1 activity with IC50 values of  152.41 μg/ml and 

177.13 μg/ml, respectively, whereas Nanglae was more potent than Pattavia   in inhibition of CYP2D6-mediated  

metabolism  with IC50 values of 132.46 μg/ml and  445.04 μg/ml, respectively. Type of inhibition of pineapple 

extracts on the  CYP-mediate metabolisms studied varied with competitive type for  CYP1A2, noncompetitive 

type for  CYP2E1 and uncompetitive type for CYP2D6.  

 Effect of  pineapple extracts on cancer cell, Hep G2, was investigated using MTT assay. Both Pattavia 

and Nanglae extracts showed cytotoxic effect with IC50 value of    22.40 μg/ml and 24.28 μg/ml, , respectively. 

 The results of this study show that pineapple extracts, Pattavia and Nanglae, have  chemopreventive 

potential in initiation, promotion and proliferation stage of carcinogenesis via inhibitory effects on 

bioactivation-related CYPs,  antioxidant activity as well as cytotoxicity. Further studies need to be carried out to 

provide support for the use of pineapple extracts in chemoprevention. 

 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเป็นมาหลักการและเหตุผล 
ปัจจุบนัมีการใช้สารเคมีทัง้ในภาคอุตสาหกรรมและเกษตรกรรมเพิ่มขึน้อย่างมากซึ่งส่งผล

ตอ่เน่ืองทําให้เกิดสารพิษตกค้างในระบบนิเวศ สารเคมีเหล่านีม้กัสลายตวัช้าในธรรมชาติ จึงเป็นเหตุ

ให้เกิดการสะสมในสิง่แวดล้อมและบางสว่นกระจายเป็นมลพิษและถ่ายทอดเข้าสูว่งจรอาหารหรือห่วง

โซอ่าหารส่งผลกระทบตอ่สขุภาพของผู้บริโภคโดยเฉพาะอย่างยิ่งสารเคมีท่ีสะสมในเนือ้เย่ือไขมนัและ

ตบั สารเคมีเหลา่นีเ้ป็นเหตใุห้เกิดโรคภยัไข้เจ็บโดย เหน่ียวนําให้เกิดอนมุลูอิสระอนัก่อให้เกิดโรคตา่งๆ 

เช่น มะเร็ง เบาหวาน โรคหวัใจ เป็นต้น   (Loeb และ Harris, 2008) 

ปกตแิล้วร่างกายมนษุย์มีวิถีของการเปล่ียนแปลงสารพษิในร่างกาย 3 ขัน้ตอนคือ ขัน้ตอนท่ี 1 

เป็นขัน้ตอนท่ีเปล่ียนสารพิษให้มีสมบตัลิะลายนํา้ได้ดีขึน้โดยใช้เอนไซม์ไซโตโครมพี 450 เป็นสว่นมาก 

ขัน้ตอนท่ี 2 เป็นขัน้ตอนท่ีทําให้สารพิษหรือสารเคมีหมดฤทธ์ิโดยอาศยัสารประเภทคาร์โบไฮเดรต 

ไขมนัหรือโปรตีนจบักบัสารพิษและในขัน้ตอนท่ี 3 เป็นการพาสารเคมีท่ีผา่นกระบวนการแปรสภาพ

จากขัน้ตอนท่ี 1 และ 2 ออกจากเซลล์โดยใช้โปรตีนท่ีเป็นตวัพาช่วยขบัออก (Klaassen, 2001) 

การยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ไซโตโครมพี 450 (CYP450) ท่ีสามารถเปล่ียนสารเคมีท่ี

ร่างกายได้รับเข้าไปให้กลายเป็นสารพิษได้และการเพิ่มกระบวนการทํางานของเอนไซม์ในเฟสท่ี 2 ท่ี

ช่วยทําลายพิษของสารในร่างกายเป็นกลไกหนึ่งท่ีช่วยลดภาวะเส่ียงตอ่การเจ็บป่วยท่ีมีสาเหตมุาจาก

สารเคมีซึง่จะทําให้การทํางานของเซลล์ผิดปกตจินเป็นสาเหตขุองการเกิดโรคในท่ีสดุ (Iyanagi, 2007) 

อบุตัิการณ์การเกิดโรคมะเร็งในประเทศไทยมีเพิ่มมากขึน้จากสถิติข้อมลูในปี พ.ศ. 2544-

2547 ซึง่เก็บโดยสถาบนัมะเร็งแห่งชาติ ท่ีทําการสํารวจจากประชากร 9 จงัหวดัทัว่ประเทศ พบว่าใน

เพศชาย มะเร็งท่ีพบมากท่ีสดุคือ มะเร็งตบั พบในอตัราสงูถึง 38.6 ตอ่แสนประชากรและอยู่ในลําดบัท่ี

สองของมะเร็งในเพศหญิงรองจากมะเร็งปากมดลกู   ดงันัน้โรคมะเร็งจึงจดัเป็นปัญหาสขุภาพท่ีสําคญั

ของของประชากรไทย สาเหตสุ่วนใหญ่ของการเกิดมะเร็งนัน้ร้อยละ 90 มีสาเหตมุาจากสารเคมีใน

สิ่งแวดล้อม โดยทัว่ไปแล้วสารเคมีท่ีก่อให้เกิดมะเร็งไม่มีฤทธ์ิเพียงพอท่ีจะกระตุ้นให้เซลล์เกิดความ

ผิดปกต ิสารเคมีนัน้จําเป็นต้องได้รับการกระตุ้นหรือเปล่ียนสภาพให้มีฤทธ์ิก่อมะเร็งโดยใช้เอนไซม์ท่ีอยู่

ภายในเซลล์เฉพาะอย่างยิ่งเอนไซม์ไซโตโครมพี 450 ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีมีหน้าท่ีแปรสภาพสารเคมีตา่งๆ 

ด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชนัเป็นหลกั ไซโตโครมพี 450 มีอยู่ด้วยกันหลายชนิด ชนิดท่ีพบมากและมี

บทบาทเก่ียวข้องกบักระบวนการเกิดมะเร็งคือ CYP2E1 CYP2D6 และ CYP1Aโดยมีบทบาทสําคญั

ในการกระตุ้นให้เกิดสารก่อมะเร็งจาก ตวัทําละลายท่ีใช้ในอุตสาหกรรม สารเคมีจําพวกอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอน แอลกอฮอล์ และยารักษาโรคบางชนิด ในความเป็นจริงแล้วมนุษย์ไม่สามารถ
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ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีอดุมสมบรูณ์ไปด้วยทรัพยากรธรรมชาต ิ ด้านอาหาร โดยเฉพาะ

ผลไม้ ในบรรดาผลไม้ไทย สบัปะรด จดัเป็นผลไม้ท่ีมีประโยชน์และคณุคา่สงู เป็นท่ีนิยมบริโภคและ

ปลกูได้ทัว่ไป อีกทัง้ยงัมีสรรพคณุใช้ในการป้องกนั รักษาโรค เน่ืองจากพฤกษเคมีท่ีเป็นองค์ประกอบ

สําคญัในพืชผลไม้นัน้มีรายงานผลการวิจยัจํานวนมากท่ีบง่ชีว้า่มีสารสาํคญัตา่งๆ ในกลุม่ของ โพลีฟี

นอล แทนนิน แอนโทไซยานิน อลัคาลอยด์ ซึง่จดัเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาในการลดและป้องกนั

การเกิดโรค แตย่งัขาดข้อมลูสนบัสนนุทางวิทยาศาสตร์และองค์ความรู้ในด้านการผสมผสานโดยการ

นํามาใช้เพ่ือยบัยัง้ ป้องกนั และกําจดัสารเคมีท่ีสง่ผลตอ่ภาวะสขุภาพแบบองค์รวมซึง่จดัเป็นนวตักรรม

การสรรหาและเลือกใช้ทรัพยากรของประเทศท่ีมีสรรพคณุดีมีประโยชน์เพ่ือให้เกิดมลูคา่        

การวิจยัครัง้นีจ้งึได้ศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัสบัปะรด ศกึษาผลของสารสกดั

สบัปะรดตอ่การยบัยัง้เอนไซม์ CYP2D6, CYP2E1 และ CYP1A ท่ีใช้ในกระบวนการแปรสภาพ

สารเคมีให้เกิดพิษมากขึน้โดยใช้ไมโครโซมจากตบัศพเป็นแหลง่เอนไซม์ เป็นการเช่ือมโยงองค์ความรู้

ด้านวทิยาศาสตร์การแพทย์เพ่ือสง่เสริมสขุภาพ ลดภาระคา่ใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลด้วยวิธี

ป้องกนัการเกิดโรคจากการใช้ผลไม้ไทยซึง่จะสง่ผลตอ่คณุภาพชีวิตของประชาชนโดยรวมด้วย   
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บทที่ 2 
 

ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 
 

สบัปะรด (Ananas comosus (L.) Merr.) เป็นไม้ผลในวงศ์บรอมมีเลียซิอี ้(Family 

Bromeliaceae) มีถ่ินกําเนิดในทวีปอเมริกาใต้ เม่ือพิจารณาแบง่สบัปะรดเพ่ือการค้าทัว่โลกพบว่ามีอยู ่

5 กลุม่ใหญ่ๆ ได้แก่ กลุม่ Cayenne กลุม่ Queen กลุม่ Spanish กลุม่  Abacaxis และกลุม่ Maipure 

พนัธุ์สบัปะรดท่ีปลกูในประเทศไทยเม่ือแบ่งแยกออกแล้วพบว่ามีอยู่เพียง 5 พนัธุ์ คือ พนัธุ์ปัตตาเวีย 

พนัธุ์อินทรชิตหรืออินทรชิตแดง พนัธุ์ขาว พนัธุ์ภเูก็ตหรือพนัธุ์สวี พนัธุ์นางแลหรือพนัธุ์นํา้ผึง้  โดยบาง

พนัธุ์มีช่ือเรียกแตกต่างกนัออกไปแล้วแต่ท้องถ่ินซึง่ทําให้เกิดความเข้าใจสบัสนอยู่มาก สบัปะรดพนัธุ์

ปัตตาเวียและพนัธุ์นางแลจดัอยู่ในกลุม่ Cayenne พนัธุ์ปัตตาเวียเป็นพนัธุ์ท่ีปลกูมากในปัจจบุนั แถบ

จงัหวดัภาคตะวนัตก เช่น ประจวบคีรีขนัธ์ เพชรบุรี และแถบ ภาคตะวนัออก เช่น ชลบุรี ระยอง โดย

เรียกในนามของสบัปะรดปราณบุรี และสบัปะรดศรีราชา ซึ่งสบัปะรดท่ีปลกูในสองแหล่งนีมี้การผลิต

และบริโภคผลสดมากเป็นอนัดบัหนึ่งของประเทศและ มีรสชาติเป็นท่ีช่ืนชอบของผู้บริโภคเพราะมีรส

หวานฉ่ํา สําหรับจงัหวดัลําปางก็เป็นอีกแหลง่หนึ่งท่ีมีการปลกูสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียมากและมีอตัรา

การปลกูท่ีขยายตวัมากขึน้เน่ืองจากมีอตุสาหกรรมผลไม้กระป๋องเข้ามาดําเนินกิจการ สําหรับสบัปะรด

พนัธุ์นางแลหรือนํา้ผึง้เป็นพนัธุ์ย่อย (sub-variety) ของพนัธุ์ปัตตาเวีย กล่าวกนัว่ามีผู้ นํามาปลกูใน

บริเวณ ตําบลนางแล อําเภอเมือง จงัหวดัเชียงราย และขยายพนัธุ์เพิ่มเนือ้ท่ีการปลกูมากขึน้เน่ืองจาก

มีรสชาตดีิเป็นท่ีนิยมของตลาด (จารุพนัธ์ ทองแถม,2526, จินดารัฐ วีระวฒุิ, 2541) 

เนือ้ในผลสบัปะรดมีเอนไซม์โบรมีเลน (bromelain) ซึง่มีฤทธ์ิย่อยโปรตีนได้เป็นอย่างดี ทัง้ใน

ภาวะเป็นกรดและด่าง มีคณุสมบตัิเหมาะสมในการช่วยย่อยในกระเพาะซึง่เป็นกรด และในลําไส้เล็ก

ซึ่งเป็นด่าง จึงช่วยกระตุ้นระบบการย่อยอาหารและทําความสะอาดลําไส้ สารนีย้งัช่วยให้แผลผ่าตดั

ทุเลาเร็วขึน้ รวมทัง้ลดอาการอักเสบ แผลบวมหรืออาการบาดเจ็บ รวมทัง้มีการทดลองใช้บรรเทา

อาการอกัเสบจากริดสีดวงทวาร อาการเก่ียวกับเส้นเลือดดํา โรคกระดูก และข้ออกัเสบ รูมาตอยด์ 

เก๊าท์ และอาการปวดประจําเดือน มีรายงานวิจยัท่ีพบด้วยว่า ด้วยฤทธ์ิย่อยโปรตีนอย่างเป็นธรรมชาติ

ของโบรมีเลนทําให้เม่ือโบรมีเลนดดูซมึเข้ากระแสเลือด อาจช่วยลดการเกาะกนัเป็นลิ่มเลือดของเกล็ด

เลือดในหลอดเลือดแดง ซึ่งจะมีส่วนช่วยลดความเสี่ยงจากโรคหวัใจและหลอดเลือดได้อีกหลายชนิด 

ในปัจจุบนัได้มีการสกัดเอนไซม์โบรมีเลนจากสบัปะรดไปใช้ในอุตสาหกรรม เคร่ืองสําอาง ยาและ

อาหารเสริม แตย่งัมีข้อควรระวงัการเกิดอนัตรกิริยา กบัการใช้ยาบางชนิด เช่น ผู้ ท่ีใช้ยาต้านการแข็งตวั

ของเลือด โปรมิเลนมีคณุสมบตัิเหมือนเอนไซม์จากธรรมชาติทัว่ไป คือ ไม่ทนความร้อน ดงันัน้การกิน

สบัปะรดสดจึงได้รับประโยชน์มากกว่า โดยเฉพาะเส้นใยอาหารในสบัปะรดยังมีคุณสมบตัิช่วยลด
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ในการเกิดมะเร็ง กลไกหนึ่งท่ีเก่ียวข้องคือการเกิดความเป็นพิษโดยปฏิกิริยาของออกซิเจนท่ี

เรียกว่า oxidative stress สามารถนําไปสูก่ารทําลายเซลล์และเนือ้เย่ือของสิ่งมีชีวิตได้ กลไกการเกิด

ความเป็นพิษเกิดจากการสร้างอนมุลูอิสระ (free radical) ท่ีมีความไวสงูในการเข้าทําปฏิกิริยาสง่ผล

ให้มีการทําลายเซลล์และเนือ้เย่ือตามมา  

อนมุลูอิสระ หมายถึงโมเลกลุใดๆ ท่ีมีความคงตวัระดบัหนึง่ และมีอิเลคตรอนเด่ียว (unpaired 

electron) ท่ี orbital นอกสดุ จากการท่ีมีอิเลคตรอนเด่ียวทําให้สารกลุม่นีมี้ความไว (reactivity) ในการ

เข้าทําปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืน เน่ืองจากการท่ีอิเลคตรอนเด่ียวของอนุมูลอิสระพยายามจับคู่

กับอิเลคตรอนจากโมเลกุลอ่ืนเพ่ือเพิ่มความคงตวัของตวัเอง แต่ในขณะเดียวกันโมเลกุลท่ีสูญเสีย

อิเลคตรอนก็จะเกิดอิเลคตรอนอิสระและกลายเป็นอนมุลูอิสระต่อไปได้ ดงันัน้การท่ีโมเลกลุใดจะเกิด

เป็นอนมุลูอิสระหรือไมข่ึน้อยูก่บัปฏิกิริยาทางเคมีท่ีมีการรับหรือการสญูเสียอิเลคตรอน 

X               e_   +  X −            (สญูเสียอิเลคตรอน) 

 Y  +  e_                Y −                    (รับอิเลคตรอน) 

   

 การเกิดอนมุลูอิสระอาจเกิดได้จากแตกหกั (hemolytic fission) ของพนัธะโควาเลนท์ท่ีทําให้มี

การแบง่อิเลค็ตรอนให้แก่แตล่ะอะตอมของโมเลกลุนัน้ๆ การเกิด hemolytic fission ต้องอาศยัพลงังาน

เพ่ือแยกพนัธะโควาเลนท์ ซึง่อาจเป็นพลงังานท่ีได้จากความร้อน คล่ืนแมเ่หลก็ไฟฟ้าหรืออ่ืนๆ  

 อนุมลูอิสระสามารถถกูสร้างขึน้ในร่างกายได้ระหว่างกระบวนการ oxidative metabolism 

และกระบวนการสร้างพลงังานของร่างกายท่ีมีการถ่ายเทอิเล็คตรอนให้แก่ตวัรับอิเลคตรอนต่างๆ  

นอกจากนีก้ารสร้างอนมุลูอิสระยงัเกิดได้จากสารภายนอกร่างกาย (xenobiotics) ท่ีเข้าสู่ร่างกายและ

เหน่ียวนําให้เกิดการสร้างอนมุลูอิสระ  

 Oxygen-centered radical หรือท่ีเรียกว่า Reactive Oxygen Species (ROS) เม่ือพิจารณา

ถึงความไวของออกซเิจนในรูปแบบตา่งๆ จดัเป็นอนมุลูอิสระท่ีมีผู้ศกึษาถึงความเป็นพิษ ความสมัพนัธ์

กบัการเกิดโรค บทบาทในกระบวนการสง่สญัญาณภายในเซลล์ อนมุลูอิสระกลุม่นีไ้ด้แก่ superoxide 

radical (O2
−), hydroxyl radical (HO ) และ singlet oxygen (1O2)  

 Superoxide radical (O2
−) เกิดจากการท่ีโมเลกลุของออกซิเจนในสภาวะ ground-state ได้

รับอิเล็คตรอนอิสระโดยการเติมอิเล็คตรอนอิสระท่ี π* antibonding orbital ทําให้เกิดเป็นอิเล็คตรอน
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 O2 + e_                     O2
−  

  

 Hydroxyl radical (HO ) เป็นอนมุลูอิสระท่ีมีความไวมากท่ีสดุ ทําให้เกิดอนัตรายตอ่เซลล์

และส่วนประกอบต่างๆ ของเซลล์มากท่ีสดุ ปฏิกิริยาของการสร้าง HO    คือ Fenton reaction เม่ือ 

Iron (II) salts ทําปฏิกิริยากบั hydrogen peroxide 

 Fe2+  +  H2O2                Fe3+  +  HO   +  OH-  

ยงัอาจถกูรีดวิซ์ได้โดย O2
−   ให้เป็น Fe2+  และทําให้เกิดปฏิกิริยาตอ่เน่ือง Fe3+ 

 Fe2+  +  O2
−                   Fe2+ +  O2   

 Fe2+   +  Fe2+                     Fe3+  +  OH- 
 Sulfur- Centered Radicals   
Thiyl radicals (RS ) จดัเป็น  sulfur-centered radicals ท่ีมีความไวโดยสามารถรวมตวักบัโมเลกลุ

ออกซเิจน  (RS +  O2              RSO2 )  นอกจากนี ้ thiyl radical  ยงัสามารถออกซิไดซ์  NADPH 

ได้  NAD  (RS +  NADPH              RS-  +NAD  + H+ ) และสามารถทําให้เกิดการสร้างอนมุลูอิสระ

ตวัอ่ืนๆ ได้ เช่น  HO , O2
−  การสร้าง   thiyl radical  ยงัพบว่ามีสว่นเก่ียวข้องกบัการเกิดพิษจาก

สารประกอบ  disulphide บางชนิด เช่น  sporidesmin  และ  diphenyl  disulphide 
 Carbon-Centered Radicals 
Carbon-centered radicals ถกูสร้างได้ในระบบของสิ่งมีชีวิต เช่น ระหว่างกระบวนการเมตาบอลิซมึ

ของ carbon tetrachloride (CCl4) โดย liver microsomes ได้ trichloromethyl radical 

CYP 

   CCl4                                CCl3 + Cl- 

Carbon-centered radical  มกัทําปฏิกิริยากบั O2  อย่างรวดเร็วได้ peroxyl radical ( O2) โดยการ

ถ่ายเทอิเลค็ตรอนให้กบัออกซเิจน 

CCl3 +  O2                O2  + CCl3  

(trichloromethylperoxyl radical) 

นอกจากอนมุลูอิสระท่ีได้กลา่วมาแล้ว ยงัมีอนมุลูอิสระอีกหลายประเภท  อย่างเช่น nitrogen-

centered radicals  (R2 NO), reducing radicals (CO2
- ), oxidizing radical (LOO )  

 การทําลายเซลล์และเนือ้เย่ือท่ีเกิดจากอนุมลูอิสระเร่ิมต้นจากการทําลายส่วนประกอบของ

เซลล์สง่ผลให้เซลล์เสียสภาพโครงสร้าง การทํางาน จนอาจนําไปสู่การเสียสภาพอย่างถาวรของเซลล์ 

ได้แก่ ไขมนั โปรตีน ดีเอ็นเอ   
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ร่างกายมีระบบป้องกันตวัเองท่ีสําคญัท่ีสามารถช่วยลดความรุนแรงของความเป็นพิษจาก

อนุมลูอิสระ จากระบบของสารต้านออกซิเดชนั (antioxidant) การจะเกิดภาวะ oxidative stress 

หรือไมน่ัน้ขึน้อยูก่บัความสมดลุย์ระหวา่งอนมุลูอิสระกบัปริมาณสารต้านออกซเิดชนั  

 สารต้านออกซิเดชนั เป็นสารใดๆ ท่ีสิ่งมีชีวิตใช้เพ่ือป้องกนัตนเองจากความเป็นพิษท่ีเกิดจาก

อนมุลูอิสระ ฤทธ์ิป้องกนัดงักลา่วอาจเกิดได้ทัง้จากความสามารถของสารต้านออกซิเดชนัในการยบัยัง้

การสร้างอนุมลูอิสระ หรือการจบักบัอนมุลูอิสระ (radical scavenging) ทําให้อนมุลูอิสระสญูเสีย

ความไวในการเข้าทําปฏิกิริยาโดยกลไกการทํางานท่ีแตกตา่งกนั เช่น  

- สาร หรือเอนไซม์ ท่ีลดปริมาณอนุมูลอิสระโดยการกําจัดอนุมูลอิสระ เช่น superoxide 

dismutase, catalase, peroxidases, thio-specific antioxidants  

- โปรตีนท่ีลดปริมาณ pro-oxidants ท่ีเป็นตวัเร่งการสร้างอนุมลูอิสระ เช่น ion binding 

proteins จบักบั free ions และลดปริมาณ free ions ในการเร่งการสร้างอนมุลูอิสระ 

โปรตีนป้องกนั biomolecules จากการทําลายเซลล์โดยอนมุลูอิสระ - 

- โมเลกุลขนาดเล็ก (low-molecular-mass) ท่ีมีส่วนทัง้ทางตรงและทางอ้อมในการลด

ปริมาณอนมุลูอิสระโดยการกําจดัอนมุลูอิสระ เช่น glutathione, α-tocopherol, ascorbic acid ซึง่ได้

จากสารอาหาร 

Ascorbic acid  หรือ ascorbate  ทําหน้าท่ีเป็นสารต้านออกซิเดชนัโดยการให้อิเลคตรอน 1 

ตวัแก่อนมุลูอิสระใดๆ และตวัมนัเองถกูเปล่ียนจาก ascorbic acid  เป็น semidehydroascorbate 

(SDA) หรือ ascorbyl radical  ซึง่ถกูออกซิไดซ์ตอ่ได้ dehydroascorbate (DHA) เน่ืองจาก ascorbyl 

radical  เป็นอนุมลูอิสระท่ีมีความคงตวัสงูไม่สามารถทําปฏิกิริยาต่อได้   การทําปฏิกิริยาระหว่าง

อนมุลูอิสระใดๆ กบั ascorbate จงึถือเป็นการหยดุยัง้ปฏิกิริยาตอ่เน่ืองก่อนท่ีอนมุลูอิสระนัน้จะทําลาย  

macromolecules  ตา่งๆ ภายในเซลล์  แต ่ascorbic acid  ก็สามารถเป็น pro-oxidant (เพิ่มการสร้าง

อนมุลูอิสระ) ได้เช่นกนั  โดยคณุสมบตัิท่ีเป็น  reducing agent  ทําให้เกิด reduction ของ ferric ion 

(Fe3+) ได้เป็น ferrous ion (Fe2+) และเกิดการสร้าง hydroxyl radical มากขึน้ได้ โดยผ่าน fenton 

reaction 

Fe3+  + ascorbate                  Fe2+ + ascorbate  

Fe2+ + H2 O2             Fe3+  + HO   + OH-   

Tocopherol หรือ vitamin E  สารในธรรมชาตท่ีิเป็นสารต้านออกซเิดชนัท่ีละลายในไขมนัได้ดี  

สามารถกําจดัอนมุลูอิสระโดยการเข้าทําปฏิกิริยาโดยตรงได้โดยเฉพาะ  peroxy radical  หรือ lipid 

peroxyl  radical (LOO )  

การป้องกนัการเกิดมะเร็ง อาจเกิดโดยกลไกการต้านอนมุลูอิสระ รวมถึงการยบัยัง้

กระบวนการเมแทบอลซิมึโดยเอนไซม์ไซโตโครมพี 450   
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สําหรับการต้านอนมุลูอิสระของสบัปะรดนัน้  มีการศกึษาของ Leong และ Shui (2002) โดย

ใช้สบัปะรดท่ีจําหน่ายในตลาดประเทศสงิคโปร์โดย พบวา่ มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ DPPH, ABTs ใน

หลอดทดลอง  เช่นเดียวกบั Alothman และคณะ (2009) ท่ีรายงานผลการศกึษาวา่สารฟลาโวนอยด์ท่ี

พบในสบัปะรด กล้วยและฝร่ังในประเทศมาเลเซียมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ DPPH โดยพบวา่ฤทธ์ิต้าน

อนมุลูอิสระขึน้อยูก่บัปริมาณสารฟลาโวนอยด์ท่ีพบในผลไม้แตล่ะชนิด ในการสกดัสบัปะรดด้วยตวัทํา

ละลายตา่งๆ ได้แก่  นํา้, เมทานอล, เอทานอล และ อะซโิตน พบวา่การสกดัด้วย 70% เอทานอล จะได้

ปริมาณรวมของสารฟลาโวนอยด์สงูท่ีสดุและ สามารถยบัยัง้อนมุลู DPPH ได้ถึงร้อยละ 87.5  สําหรับ 

Hossain และ Rahman (2011) พบวา่สารสกดัสบัปะรดจากตวัทําละลายเมทานอล มีปริมาณรวมฟี

นอลกิ และสารฟลาโวนอยด์ สงูท่ีสดุ และสามารถยบัยัง้อนมุลู DPPH ได้สงูท่ีสดุด้วยเม่ือเทียบกบัการ

สกดัด้วยนํา้และethyl acetate  

สําหรับการป้องกนัการเกิดมะเร็ง  โดยกลไกการยบัยัง้กระบวนการเมแทบอลซิมึโดยเอนไซม์

ไซโตโครมพี 450 นัน้ มีการศกึษาของ Breinholt และคณะ (2002) พบวา่สารฟลาโวนอยด์ สามารถ

ยบัยัง้เอนไซม์ไซโตโครมพี 450 ชนิด 1A2 และ 2D6 ใน microsomes จากเซลล์ตบัมนษุย์และหน ู 

ตอ่มา Moon และคณะ (2006) ศกึษาพบวา่สารฟลาโวนอยด์ซึง่พบได้ในผลไม้ ผกั เคร่ืองด่ืมท่ีทําจาก

พืช ได้แก่ ชา ไวน์แดง ผลติภณัฑ์อาหารเสริมจากสมนุไพร และ ถัว่เหลือง สามารถยบัยัง้ ไซโตโครมพี 

450 ชนิด 1A1, 1A2, 2E1 และ 3A4 ได้ นอกจากนี ้ Foster และคณะ (2003) พบวา่ เคร่ืองเทศ 

สมนุไพร ชาดํา และผลติภณัฑ์จากถัว่เหลืองสามารถยบัยัง้ไซโตโครมพี 450 ชนิด CYP 3A4, 2C9, 

2C19 และ 2D6 ได้ด้วย  สําหรับ สบัปะรด Hidaka และคณะ (2008) พบวา่   สามารถยบัยัง้เอนไซม์

ไซโตโครมพี 450 ชนิด 2C9 ท่ีทําการศกึษาใน microsomes จากเซลล์ตบัมนษุย์ได้  จากการศกึษา

ของ Vasilis และคณะ (2010) ได้รวบรวมและสรุปรายงานผลการศกึษาวา่สารฟลาโวนอยด์ท่ีสามารถ

ยบัยัง้การทํางานของไซโตโครมพี 450 ชนิด CYP 1 family จะป้องกนัการเกิดมะเร็งโดยยบัยัง้

กระบวนการสร้างสารก่อมะเร็ง (carcinogenic product formation) ซึง่จะสง่ผลให้เกิดการยบัยัง้

กระบวนการก่อมะเร็งในขัน้ตอนเร่ิมต้น (initiation) 

 



บทที่ 3 
 

ระเบียบวธีิดาํเนินงานวจิยั 
 
อุปกรณ์และสารเคมี 
 อุปกรณ์ 

1. UV-VIS Spectrophotometer 

2. เคร่ืองวดัความเป็นกรดเบส (pH meter) 

3. ไมโครปิเปต 

4. ปิเปตเอด 

5. เคร่ืองป่ันเหว่ียง (centrifuge) 

6. เคร่ืองเขยา่สาร (vortex) 

7. Freezer -70 °C 

8. Homogenizer 

9. เคร่ืองชัง่ 2 และ 4 ตําแหนง่ 

10. Water bath 

11. Rotary evaporator 

12. Magnetic stirrer and hot plate 

13. HPLC 

14. ตู้อบ memmert western Germany 

15. กระดาษกรอง cellulose acetate 

16. บีกเกอร์ขนาด 50, 100,500 และ 1,000 มิลลลิติร 

17. ตู้อบฆา่เชือ้ (Hot air oven) 

18. ปิเปต ขนาด 5 และ 10 มิลลลิติร 

19. ปากคีบ forceps 

20. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

21. แท่งแก้วคนสาร 
22. หม้อนึง่ฆา่เชือ้ (autoclave) 

23. 25 และ 75 cm3 T-culture flask  

24. Microculture plate ขนาด 96 และ 6 หลมุ  

25. กล้องจลุทรรศน์ชนิดธรรมดา (Light microscope) 
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26. กล้องจลุทรรศน์ชนิดกลบัหวั (inverted microscope) 

27. Multimode detector 

28. Pasture pipette 

29. Haemocytometer 
สารเคมี 

1. Ethanol 95 %  

2. Folin-Ciocalteu reagent 

3. Methanol 

4. Aluminium chloride 

5. Potassium acetate 

6. Sucrose 

7. Trolox 

8. 2,4,6-tris (1-pyridyl)-5-triazine [T PTZ] 

9. Hydrochloric acid 

10. Ferric chloride 

11. Ferrous sulfate 

12. Acetate buffer 

13. Dimethylsulfoxide (DMSO) 

14. Hydrogen peroxide 

15. Tris-HCL buffer 

16. Nitroblue tetrasodium (NBT) 

17. NADH 

18. p-nitrophenol 

19. 4-nitrocatechol 

20. Sodium hydroxide 

21. Trichloroacetic acid 

22. Glycerol 

23. Ethylenediamine tetraacitic acid (EDTA) 

24. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

25. NADPH 

26. Glucose-6-phosphate dehydrogenase 
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27. Glucose-6-phosphate salt 

28. MgCl2 

29. Potassium chloride 

30. K2HPO4 

31. Phenacetin 

32. Paracetamol 

33. Codeine 

34. Morphine 

35. Gallic acid 

36. Quercetin 

37. PMS 

38. Sodium phosphate 

39. Sodium dihydrogen phosphate 

40. Naphthylethylenediamine dihydrochloride 

41. Sodium nitroprusside 

42. Sulfanilic acid 

43. Dulbecco’s Modified Eagel Medium (D-MEM)  

44. Mycoplasma-Free FCS (Fetal calf Serum)  

45. Penicillin/Streptomycin mixture (Stock) 10,000 Units/ml 

46. Fungizone (Amphoteracin B) 250 ug/ml 

47. N-2-Hydroxythylpiperazine-N-2-ethanesulphonic acid (HEPES)  

48. Sodium bicarbonate (NaHCO3) 

49. Trypsinizing solution 0.25%(w/v) trypsin/ Versine or Trpson in TD-EDTA buffer  

50. Sodium carbonate (Na2CO3) 

51. Sodium hydroxide (NaOH) 

52. Sodium chloride (NaCl) 

53. Potassium chloride (KCl) 

54. Sodium phosphate (Na2HPO4) 

55. Tris-hydroxymethyl-aminomethane 

56. Mercaptoethanol 

57. Tryphan blue  
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วิธีการดาํเนินงานวิจัย  
 

1. การเตรียมสารสกัดสับปะรด 
 นําสบัปะรดสายพนัธุ์นางแล(Ananas comosus (L)Merr) ท่ีซือ้มาจากตําบลนางแล อ.เมือง จ,

เชียงรายและสายพนัธุ์ปัตตาเวีย( Ananas comosus (L) Merr) ท่ีซือ้มาจากตลาดเมืองใหม ่อ,เมือง 

 จ.เชียงใหม ่ ล้างให้สะอาด ปอกเปลือกออก แยกเนือ้และแกนสบัปะรด จากนัน้ชัง่นํา้หนกัสด จํานวน 400 

กรัม ตดัเป็นชิน้ ป่ันให้ละเอียด แล้วสกดัด้วย 70% Ethanol จากนัน้นําชัน้สารละลายสว่นใสมาระเหยให้แห้ง

ภายใต้ความดนัต่ําและนําสารสกดัสว่นท่ีเหลือไปทําให้แห้งด้วยเคร่ืองระเหิดแห้ง (Lyophilizer) ชัง่นํา้หนกั

สารสกดัท่ีได้และเก็บไว้ท่ี ตู้ เย็น -20 องศาเซลเซียส 

 
2. การศึกษาหากลุ่มสารสาํคัญในสารสกัดสับปะรด 
  2.1 หาปริมาณรวมของ ฟีนอลิกในสารสกัดด้วย Folin reagent (McDonald และคณะ, 2001) 

 เตรียมสารละลาย Folin reagent เข้มข้น 10% โดยละลายในนํา้กลัน่ ผสมกบัสารสกดัสบัปะรด 

จากนัน้เติม 1M sodium carbonate ผสมให้เข้ากนัตัง้ทิง้ไว้ 15 นาที จากนัน้นําไปวดัการดดูกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตรโดยใช้ gallic acid เป็นสารมาตรฐาน 

  2.2 หาปริมาณรวมของ ฟลาโวนอยด์ด้วยอะลูมิเนียมคลอไรด์(Chang และคณะ, 2002)  

 เตรียมสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ เข้มข้น 10% โดยละลายในนํา้กลัน่ ผสมกับสารสกัด

สบัปะรด จากนัน้เตมิ 1M potassium acetate ผสมให้เข้ากนัตัง้ทิง้ไว้ 30 นาที จากนัน้นําไปวดัการดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตรโดยใช้ quercetinเป็นสารมาตรฐาน 
 

3. การศึกษาฤทธ์ิกาํจัดอนุมูลอสิระ 
 3.1 ฤทธ์ิกาํจดัอนุมูล DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 

การทดสอบฤทธ์ิกําจดัอนมุลู DPPH ซึง่ประยกุต์จากวิธีของ Banerjee และคณะ (2005) โดยนํา

สารสกดัมาละลายในเมธานอลให้ได้ความเข้มข้นตา่งๆ จากนัน้นํามา 0.2 มิลลลิติรผสมกบั 0.1มิลลลิติร 

0.16 mM DPPH จากนัน้ปรับปริมาตรให้เป็น 3 มิลลลิติรด้วยเมธานอลจากนัน้นําไปวดัการดดูกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตรโดยใช้ Troloxเป็นสารมาตรฐาน  

 

 3.2 ฤทธ์ิกาํจดัอนุมูล superoxide  

การทดสอบฤทธ์ิกําจดัอนมุลูsuperoxide ประยกุต์วิธีของ Chen และคณะ (2007)โดยอนมุลู

superoxide ถกูสร้างขึน้ในสารละลาย 3 มิลลลิติร Tris-Hcl buffer 16 mM pH8 ประกอบด้วย 1 มิลลลิติร 



 3.3 ฤทธ์ิกาํจดั hydrogen peroxide  

ฤทธ์ิการกําจดั hydrogen peroxide ประยกุต์ใช้วิธีของ Sharma และคณะ (2010) โดยนําสาร

สกดัสบัปะรดมาละลายใน DMSO ปิเปตสารละลายมา 200 ไมโครลติร เตมิลงในสารละลายไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ปริมาตร 2.8 มิลลลิติร บม่ทิง้ท่ีอณุหภมูห้ิองไว้เป็นเวลา 10 นาที แล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร จากนัน้คํานวณการยบัยัง้การเกิด hydrogen peroxide 

 
การศึกษาหาชนิดของสารสาํคัญในสารสกัดสับปะรด 4. 

 การหาปริมาณสารสําคญัในสารสกดัสบัปะรดด้วย HPLC  

 4.1 การเตรียมสารสกัดเพื่อหาสารกลุ่มฟีนอลิก 

 นําสารสกดัสบัปะรดมาละลายด้วยนํา้กลัน่แล้วหยดกรดเกลือเข้มข้นลงไป 3-4 หยดจากนัน้นําไป

ต้มเป็นเวลา 20 นาทีทิง้ไว้ให้เย็น จากนัน้นํามาแยกสารสําคญัด้วย C-18 solid phase extraction (SPE) 

SPE ถกูชะด้วย ethyl acetate, methanol, milliQ water และสารละลายสบัปะรด ตามลําดบั เก็บสว่นท่ีถกู

ดดูซบัด้วย methanol ระเหยให้แห้งจากนัน้นํามาละลายด้วย methanol เพ่ือตรวจวิเคราะห์สารสําคญัด้วย

เคร่ือง HPLC ตอ่ไป 

 4.2. การตรวจสารสาํคัญกลุ่มฟินอลิกด้วย HPLC  

สภาวะเคร่ือง โดยใช้ ODS C18คอลมัน์ (ขนาด 4 x 250 มิลลเิมตร อนภุาคขนาด 5 ไมครอน) 

ตรวจวดัด้วยเคร่ืองตรวจวดัชนิด Photodiode Array Detector (DAD) สารละลายตวัพาประกอบด้วย นํา้ 

70 สว่น 0.4% acetic acid 20 สว่น methanol 5 สว่น และ acetonitrile 5 สว่น อตัราการไหล 0.7 

มิลลลิติรตอ่นาที 

4.3 การเตรียมตวัอย่างเพื่อหาสารสาํคัญในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 

ชัง่ผงสารสกดัสบัปะรด 1 กรัมจากนัน้เตมินํา้กลัน่ 15 มลิลลิติร คนให้ผงสารสกดัสบัปะรดละลาย

จากนัน้นํามาสกดัด้วย ethyl acetate 3 ครัง้ครัง้ละ 15 มิลลลิติร นําสว่น ethyl acetate มารวมกนัระเหย

ให้แห้งจากนัน้ละลายกลบัด้วย methanol เพ่ือนําไปวิเคราะห์ตอ่ไป 

การตรวจสารสาํคัญกลุ่มฟลาโวนอยด์ด้วย HPLC 4.4 

สภาวะเคร่ือง โดยใช้ ODS C18คอลมัน์ (ขนาด 4 x 250 มิลลเิมตร อนภุาคขนาด 5 ไมครอน) 

ตรวจวดัด้วยเคร่ืองตรวจวดัชนิด Photodiode Array Detector (DAD) สารละลายตวัพาประกอบด้วย นํา้ 

45 สว่น methanol 40 สว่น และ acetonitrile 15 สว่น อตัราการไหล 0.7 มิลลลิติรตอ่นาที 

 

18 
 



 4.5 การวิเคราะห์หาสารสาํคัญด้วยเคร่ือง GC-MS 

นําสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลและปัตตาเวียท่ีได้จากการเตรียมด้วย SPE ดงัข้อ 4.1 ไป

ตรวจวิเคราะห์หาสารสําคญัด้วย GC-MS  
 

5. การเตรียมไมโครโซม 
 5.1 การเตรียมไมโครโซม โดยใช้วิธีของ Jaikang และคณะ (2011)  

 ขัน้ตอน 

1.นําตบัศพท่ีแช่แข็งไว้มาทําให้ออ่นตวัลงโดยวางบนนํา้แข็งนาน 30-40 นาที แล้วตดัให้

เป็นชิน้เลก็ๆ ด้วยกรรไกร และแช่ไว้ใน 0.05 โมลาร์Tris buffer 4 0C pH 7.4 (สารละลาย

ประกอบด้วย 1 มิลลโิมลEDTA , 0.25 โมลาร์sucrose และ 0.15 โมลาร์KCI) ในอตัราสว่น 1 : 3 

ระหวา่งตบัและสารละลาย (นํา้หนกั : ปริมาตร)  

2.บดตบัด้วยเคร่ืองบดแล้วนําไปตกตะกอนสว่นของเซลล์ท่ีไมต้่องการออกท่ีความเร็ว 

9,000 g  ท่ี4 0C นาน 30 นาที  

3.นําเอาของเหลวใสสว่นบนไปป่ันอีกครัง้ใน ultracentrifuge ท่ีความเร็ว 105,000 g ท่ี   

4 0C นาน 30 นาที  

4.เก็บ microsomal pellets ใน 0.5 M Tris buffer pH 7.4 ท่ีผสมไว้ด้วย 1 mM EDTA, 

0.25 sucrose และ 20% glycerol ท่ีอณุหภมูิ -70 0C ก่อนการวดัระดบัโปรตีนและฤทธ์ิของ 

enzymes 

 5.2 การวัดระดบัโปรตนีในไมโครโซม 

เจือจางโปรตีนในไมโครโซมโดยใช้ phosphate buffer pH 7.4 และวดัปริมาณโปรตีนโดยใช้ BCA 

protein assay reagent kit 

 ขัน้ตอน 

1. เตรียมสารมาตรฐานโปรตีน โดยละลายสารมาตรฐานด้วยอลับมูินให้มีความเข้มข้น 

0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 และ 1.2 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 

2.เตมิสว่นผสมของสารละลายระหวา่ง BCA ในดา่งท่ีผสมด้วย sodium carbonate, 

sodium bicarbonate และ sodium tartarteกบั CuSO4หรือ reagent A และ B จาก reagent kit 

ด้วยอตัราสว่น 50:1 (A:B) 

3.เตมิ reagent ลงในหลอด สารมาตรฐานโปรตีน หลอดละ 2 มิลลลิติรบม่ท่ีอณุหภมูิ 

370C นาน 30 นาที แล้วอา่นสีมว่งของ BCA-Cu+ protein complex ด้วย spectrophotometer ท่ี

ความยาวคล่ืนแสง 562 นาโนเมตร โดยใช้นํา้เป็นตวัเปรียบเทียบ 
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4. เจือจางโปรตีนในไมโครโซมด้วยนํา้และนําไปวดัหาระดบั protein เทียบกบักราฟ

โปรตีนมาตรฐาน 

 
การวัดผลของสารสกัดสับปะรดต่อการทาํงานของเอนไซม์ cytochrome p450 (CYP) 6. 

 6.1  การวัดผลของสารสกัดสับปะรดต่อการทาํงานของเอนไซม์CYP2E1 

 เตรียม reaction mixture ซึง่ประกอบด้วย phosphate buffer (0.1 M, pH 6.8), p-nitrophenol

เข้มข้น 100 มิลลโิมล สารสกดัสบัปะรด (50-1000 ug/ml)ไมโครโซมท่ีมี 0.5 มก.โปรตีน นําไปบม่ท่ี 37๐C 

นาน 2 นาที จากนัน้เตมิ NADPH (100 มลิลโิมลใน phosphate buffer pH 6.8) ทิง้ไว้ 10 นาที จากนัน้เตมิ 

trichloroacetic acid เข้มข้น 0.5 M เพ่ือหยดุปฏิกิริยา จากนัน้นําไปป่ันแยกโปรตีนด้วยความเร็ว 2500g 

นาน 15 นาที นําของเหลวใสสว่นบนมา 1 มิลลลิติร เตมิ NaOHเข้มข้น 10 N จากนัน้นําไปวดัการดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 511 นาโนเมตร ผลท่ีได้แสดงในหนว่ยไมโครโมล/มิลลลิติร/นาที 

 

การวัดผลของสารสกัดสับปะรดต่อการทาํงานของเอนไซม์CYP1A2   6.2 

 เตรียม reaction mixture ซึง่ประกอบด้วย phosphate buffer (100 mM, pH 7.4), 0.1 mM 

EDTA, 0.4 mM MgCl2 , NADPH-generating system (20 mM NADPH, 2mM glucose-6-phosphate, 

1 IU/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase), phenacetin (100 uM), สารสกดัสบัปะรด (25-1000 

ug/ml) ไมโครโซมท่ีมี 0.1 มก.โปรตีน นําไปบม่ท่ี 37๐C นาน 60 นาที จากนัน้เตมิ cold methanol 200 ul

และ 50 ul ของ phenacetinนําไปป่ันแยกโปรตีนด้วยความเร็ว 13,000g นาน 5 นาที นําสว่นใสสว่นบนมา 

1 มิลลลิติรจากนัน้นําไปวดัปริมาณ paracetamol ด้วย HPLC ผลท่ีได้แสดงในหนว่ยไมโครโมล/มิลลลิติร/

นาที 

สภาวะเคร่ือง HPLC ใช้ ODS C18คอลมัน์(ขนาด 4 x 250 มิลลเิมตร อนภุาคขนาด 5ไมครอน) 

ตรวจวดัด้วยเคร่ืองตรวจวดัชนิด Photodiode Array Detector (DAD) สารละลายตวัพาประกอบด้วย นํา้ 

55 สว่นmethanol 20 สว่น acetonitrile 20 สว่น และtetrahydrofuran 5 สว่น อตัราการไหล 0.7 มิลลลิติร

ตอ่นาที 

  6.3 การวัดผลของสารสกัดสับปะรดต่อการทาํงานของ เอนไซม์CYP2D6  

 เตรียม reaction mixture ซึง่ประกอบด้วย phosphate buffer (100 mM, pH 7.4), 0.1 mM 

EDTA, 0.4 mM MgCl2 , NADPH-generating system (20 mM NADPH, 2mM glucose-6-phosphate, 

1 IU/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase), codeine (100 uM), สารสกดัสบัปะรด (50-1500 

ug/ml) ไมโครโซมท่ีมี 0.1 มก.โปรตีน นําไปบม่ท่ี 37๐C นาน 60 นาที จากนัน้เตมิ cold methanol 200 ul

และ 50 ulของ phenacetinนําไปป่ันแยกโปรตีนด้วยความเร็ว 13,000g นาน 5 นาที นําสว่นใสสว่นบนมา 

1 มิลลลิติรจากนัน้นําไปวดัปริมาณ morphine ด้วย HPLC ผลท่ีได้แสดงในหนว่ยไมโครโมล/มิลลลิติร/นาที 
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สภาวะเคร่ือง HPLC ใช้ ODS C18คอลมัน์ (ขนาด 4 x 250 มิลลเิมตร อนภุาคขนาด 5 ไมครอน) 

ตรวจวดัด้วยเคร่ืองตรวจวดัชนิด Photodiode Array Detector (DAD) สารละลายตวัพาประกอบด้วย 

methanol 20 สว่น acetonitrile 7สว่น และ25 mM KH2PO4 (pH 3.5) 73 สว่น อตัราการไหล 0.7 มิลลลิติร

ตอ่นาที 

 
7. การเตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ สารเคมีและนํา้ยาต่างๆ 

7.1 การเตรียม D-MEM medium 
วิธีการเตรียม 

1.เทผง D-MEM จากซองใสภ่าชนะขนาด 1 ลติรท่ีมี deionized distilled water อยู ่

ประมาณ 800 มิลลลิติร คนให้เข้ากนั 

ชัง่ HEPES ปริมาณ 3.57 กรัม เตมิลงไปคนให้เข้ากนั 2. 

ชัง่ NaHCO3ปริมาณ 3.7 กรัม เตมิลงไปคนให้เข้ากนั 3. 

4. เตมิ mercaptoethanol จาก stock ลงไป 1 มิลลลิติรคนให้เข้ากนัแล้วปรับปริมาตรให้

ครบ 1  ลติร 

5. นําสารละลายไปกรองด้วย Suction filter ท่ีปราศจากเชือ้แล้ว โดยใช้กระดาษกรอง

ขนาด 0.2 ไมครอนจากนัน้แบง่อาหารใสข่วดปริมาตร 500 มิลลลิติรเก็บในตู้ เยน็ 4 องศาเซลเซียส 
 

7.2 การเตรียม Complete medium   
วิธีการเตรียม 

1.นํา D-MEM incomplete medium มา 88 มิลลลิติร ใสใ่นขวดปริมาตร 100 มิลลติร 

2. เตมิ Pen/Strep 1ml จาก stock(10,000 unit/ml) ลงไปในขวดและเตมิ fungizone 1 

มิลลลิติรผสมให้เข้ากนั 

3. ดดู FCS ใสล่งไปปริมาตร 10 มิลลลิติร 

4.ใช้ pasture pipette  ดดูmedium ท่ีเตรียมไว้ ปริมาตร 1 มิลลลิติรใสล่งใน 24 well 

plate นําไปบม่ในตู้อบคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เพ่ือตรวจสอบวา่ medium ปราศจากเชือ้ 

 
7.3 การเตรียม TD-EDTA buffer pH 7.4  

วิธีการเตรียม สําหรับ 500 มิลลลิติร  

1M Tris-Base    12.5  ml 

1 M NaCl    73.5 ml 

100 mM KCl     25.0 ml 
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  352 mM Na2HPO4      1.0   ml 

  100 mM EDTA      0.5  ml 

  Deionized distilled water   25.0  ml 

       ปรับ pH ให้ได้ 7.4 ด้วย 1 N HCl เตมิ deionized distilled water ให้ครบ 500ml นําไปกรอง   

ด้วยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอนเก็บไว้ในขวด 500  มิลลลิติรท่ี 4  องศาเซลเซยีส 

 
7.4 การเตรียม phosphate buffer saline (PBS) 
วิธีการเตรียม 

1.  ชัง่ KH2PO4 0.24 กรัม Na2HPO4 1.44 กรัม, NaCl 8 กรัม และ KCl0.2 กรัม  

2. นํามาละลายในนํา้กลัน่ 800 มิลลลิติร ปรับ pH ให้เป็น 7.4  แล้วปรับปริมาตรให้เป็น1 

      ลติร 

3.นํามาใสใ่นขวดแล้วทําการนึง่ฆา่เชือ้ เก็บท่ีอณุหภมูห้ิอง 

 
7.5 การเพาะเลีย้งเซลล์ Hep G2 

สภาวะที่ใช้ในการเลีย้งเซลล์ 7.5.1 
เลีย้งเซลล์ภายใต้อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความชืน้ 95% ในบรรยากาศท่ีมี 5% CO2

ทําการ subculture เซลล์ทกุๆ 2 วนั ในทกุขัน้ตอนของการทดลองจะต้องเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะ

ท่ีไมมี่เชือ้โรคปะปนอยู ่เซลล์ท่ีเกาะอยูบ่นผิวพลาสตกิก่อนนํามาทดลองจะต้องทําให้หลดุจากผิว

พลาสตกิโดยใช้สารละลาย trypsin 0.25 % 
7.5.2. การเลีย้งเซลล์ Hep G2 cell line 
1.เม่ือเซลล์เจริญเตบิโต 80-100% confluentให้ใช้ Pasture-pipette ท่ีอบฆา่เชือ้แล้วดดู

เอาอาหารเก่าออกให้หมด 

2.  เตมิ 0.25% trypsin ใน TD-EDTAเพ่ือเซลล์ให้หลดุออกจากกนัทิง้ไว้ 1-2 นาที 

3.ดดูสารละลาย trypsin ออกให้หมดจากนัน้เตมิ TD-EDTA ประมาณ 2 มิลลลิติรดดู

กลบัไปกลบัมาให้เซลล์หลดุออกให้หมด 

4.  แบง่เซลล์ใสใ่นจานทดลองอนัใหมโ่ดยนําเซลล์จากข้อ 3 ใสล่งในอาหารเลีย้งเชือ้นําไป

บม่ในตู้อบคาร์บอนไดออกไซด์ 
7.5.3 การเตรียมเซลล์เพื่อใช้ในการทดลอง 
1.  เม่ือเซลล์เจริญเตบิโตเตม็ท่ีให้เก็บเซลล์ลงในหลอดป่ันเหว่ียงนําไปป่ันด้วยความเร็ว 

3,000 rpm นาน 5 นาที 
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2.  ดดูสว่นใสทิง้ เตมิ   complete medium ใหมล่งไปอีกผสมให้เข้ากนัจากนัน้แบง่เซลล์

มานบัด้วย haemocytometer 

 
7.5.4  การทดสอบความเป็นพษิของสารทดสอบต่อเซลล์เพาะเลีย้ง 

1.นําเซลล์ HepG2 ออกจาก culture T-flask ท่ีมีการเจริญของเซลล์ 70-80%confluent 

ใสใ่นหลอดทดลองนําไปป่ันท่ีความเร็ว 3,000rpm นาน 5 นาทีดดูสว่นใสทิง้เตมิ complete 

medium ใหมล่งไปใช้  pasture pipette ดดูเบาๆให้เข้ากนั นําไปวดัปริมาณเซลล์ 

2.ทําการเตรียมเซลล์ให้มีความเข้มข้น 106cell/ ml นําไปดดูใส ่96 well plate หลมุละ 

100ul จํานวน 3 หลมุ 

3.เก็บเซลล์ท่ี 37 องศาเซลเซียสในตู้บม่เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

4.เตมิสารท่ีมีความเข้มข้นตา่งๆกนัในช่วง 0.625 -100ug/ml บม่ตอ่อีก 48 ชัว่โมง 

5.เม่ือครบเวลาดดูเอาอาหารเลีย้งเชือ้ออก 100ul 

6.เตมิ สารละลาย MTT dye solution 15 ul/well และทําการบม่เซลล์ตอ่ท่ี 37 องศา

เซลเซียส 3 ชัว่โมง 

7.เม่ือครบเวลาให้คว่ํา 96 well plate เพ่ือทิง้สารละลายออกให้หมด 

8.เตมิ DMSO หลมุละ 100ul จากนัน้อา่นคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570nm และใช้

คา่ความยาวคล่ืน 630nm เป็นตวัอ้างอิง 

9.ทําการคํานวณ % survival โดยเทียบกบัหลมุควบคมุ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
  
4.1 ผลการศึกษาการเตรียมสารสกัดสับปะรด 

ปริมาณของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแล(Ananas comosus (L) Merr.)และสายพนัธุ์

ปัตตาเวีย (Ananas comosus (L) Merr.) ด้วย 70% Ethanol แสดงในตารางท่ี 1โดย สบัปะรดสาย

พนัธุ์ปัตตาเวียให้นํา้หนกัและร้อยละของผลผลิตสงูกว่าสบัปะรดสายพนัธุ์นางแล เม่ือเทียบนํา้หนกัสด

ท่ีเท่ากนั 
 

ตารางที่ 1 แสดงร้อยละของผลผลิตสารสกัดสับปะรด 

ร้อยละของผลผลติ สบัปะรด นํา้หนกัสด (กรัม) นํา้หนกัผงของสารสกดั 

(กรัม) (%yield) 

สายพนัธุ์นางแล 400 22.89 5.72 

สายพนัธุ์ปัตตาเวีย 400 41.34 10.34 

 
4.2 ผลการศึกษาหากลุ่มสารสาํคัญในสารสกัดสับปะรด 

-ปริมาณรวมของฟีนอลิกในสารสกัดสับปะรด 
ปริมาณรวมของฟีนอลกิในสารสกดัสบัปะรดท่ีหาด้วยสารละลาย Folin reagent แสดงดงั

ตารางท่ี 2จากผลทดสอบพบว่าสบัปะรดสายพันธุ์ ปัตตาเวียมีปริมาณรวมของฟีนอลิกสูงกว่า

สบัปะรดสายพนัธุ์นางแล เม่ือเทียบนํา้หนกัสดท่ีเท่ากนั 
 

ตารางที่ 2 แสดงปริมาณรวมของฟีนอลิกในสารสกัดสับปะรด 

สบัปะรด ปริมาณรวมของฟีนอลกิ(มก.ท่ีเทียบเทา่กบั gallic acid/ 

นํา้หนกัสด 100 กรัม) 

สายพนัธุ์นางแล 11.72 ±  0.15 

สายพนัธุ์ปัตตาเวีย 25.01 ±  0.46 

คา่ท่ีแสดงเป็น คา่เฉลี่ย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) 

 
- ปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์ในสารสกัดสับปะรด 

ปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์ในสารสกดัสบัปะรดท่ีหาด้วยการใช้อะลมูิเนียมคลอไรด์ผล

การศกึษาแสดงดงัตารางท่ี 3 การทดสอบพบวา่สบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียมีปริมาณรวมของฟลา

โวนอยด์สงูกวา่สบัปะรดสายพนัธุ์นางแล เม่ือเทียบนํา้หนกัสดท่ีเท่ากนั 
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ตารางที่ 3 แสดงปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์ในสารสกัดสับปะรด 

สบัปะรด ปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์ (มก. ท่ีเทียบเท่ากบั 

quercetin/ นํา้หนกัสด 100 กรัม) 

สายพนัธุ์นางแล 1.68 ± 0.11 

สายพนัธุ์ปัตตาเวีย 2.97 ± 0.04 

คา่ท่ีแสดงเป็น คา่เฉลี่ย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) 

 
ผลการศึกษาฤทธ์ิกาํจัดอนุมูลอสิระ 4.3 

 4.3.1ฤทธ์ิกาํจัดอนุมูล DPPH 
 คา่ร้อยละของการยบัยัง้อนมุลู DPPH ของสารสกดัจากสบัปะรด แสดงในตารางท่ี 4 และรูปท่ี 

1 จากการทดลองพบว่าประสิทธิภาพการกําจดัอนมุลู DPPH นัน้ขึน้อยู่กบัความเข้มข้นของสารสกดั

สบัปะรดโดยเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารสกดัสบัปะรด ประสทิธิภาพในการกําจดัอนมุลูDPPHจะเพิ่ม

มากขึน้ สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียยบัยัง้อนมุลู DPPH ได้สงูสดุร้อยละ 95.12 ท่ีความเข้มข้น 

400 μg/ml เม่ือเพิ่มความเข้มข้นขึน้ไปอีก ประสิทธิภาพการกําจดัอนมุลูจะเปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อย

สําหรับสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลยบัยัง้อนมุลูDPPH ได้สงูสดุร้อยละ 92.67 ท่ีความเข้มข้น 

600 μg/ml เม่ือหาคา่ความเข้มข้นท่ีสามารถการกําจดัอนมุลู DPPH ได้ร้อยละ 50 (IC50) ของสารสกดั

สบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียและสบัปะรดสายพนัธุ์นางแล พบว่ามีคา่เท่ากบั 65.18 μg/ml (0.63 mg

ของนํา้หนกัสด/ml) และ 116.65 μg/ml (2.04 mg ของนํา้หนกัสด/ml) ตามลําดบั 
 

ตารางที่ 4แสดงร้อยละของการกาํจัดอนุมูลDPPHของสารสกัดสับปะรด 
 

ความเข้มข้นของสารสกดั 

(μg/ml) 

ร้อยละของการกําจดัอนมุลูDPPH 

สายพนัธุ์นางแล สายพนัธุ์ปัตตาเวีย 

6.25 3.25 ± 0.10 6.09 ± 0.60 

12.5 7.19 ± 0.29 11.93 ± 0.59 

25 13.50 ± 0.53 22.40 ± 0.58 

50 24.08 ± 0.53 37.16 ± 0.91 

100 40.06 ± 0.47 61.05 ± 0.94 

200 65.81 ± 1.31 90.06 ± 0.89 

400 85.84 ± 1.80 95.12 ± 0.22 

600 92.67 ± 2.15 95.04 ± 0.50 

คา่ท่ีแสดงเป็น คา่เฉลี่ย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) 
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รูปที่ 1 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารสกดัสบัปะรดและความสามารถใน 

การกําจดัอนมุลู DPPH 

 

ฤทธ์ิกาํจัดอนุมูล superoxide  4.3.2 
 ร้อยละของการกําจดัอนมุลู superoxide แสดงในตารางท่ี 5 และรูปท่ี 2 จากการศกึษาพบว่า

ฤทธ์ิการกําจดัอนมุลูsuperoxideขึน้อยู่กบัความเข้มข้นของสารสกดัสบัปะรด โดยถ้าเพิ่มความเข้มข้น

ของสารสกดัสบัปะรดประสิทธิภาพในการกําจดัอนมุลูsuperoxideก็จะสงูขึน้ด้วย ในช่วงความเข้มข้น 

0.39 - 6.25μg/ml พบวา่สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียมีฤทธ์ิในการยบัยัง้อนมุลู superoxideสงู

กว่าสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแล แต่เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารสกดัให้สงูขึน้พบว่า ฤทธ์ิการ

ยบัยัง้อนมุลู superoxide ใกล้เคียงกนั โดยฤทธ์ิการยบัยัง้สงูสดุเกิดท่ีความเข้มข้น 50 μg/ml  

 เม่ือหาค่าความเข้มข้นท่ีสามารถกําจดัอนุมลู superoxide ได้ร้อยละ 50(IC50) ของสารสกัด

สบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียและสบัปะรดสายพนัธุ์นางแล พบว่ามีคา่เท่ากบั 2.48 μg/ml (24.00 μg 

ของนํา้หนกัสด/ml) และ 5.15 μg/ml (90.00 μg ของนํา้หนกัสด/ml)ตามลําดบั 
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ตารางที่ 5 แสดงร้อยละการกาํจัดอนุมูล superoxideของสารสกัดสับปะรด 
 

ความเข้มข้นของสารสกดั 

(μg/ml) 

ร้อยละของการกําจดัอนมุลู superoxide 

สายพนัธุ์นางแล สายพนัธุ์ปัตตาเวีย 

0.39 3.93 ± 1.18 13.77 ± 1.87 

0.78 8.59 ± 0.65 21.84 ± 0.78 

1.56 16.46 ± 0.93 42.75 ± 1.09 

3.13 27.74 ± 1.56 51.76 ± 0.65 

6.25 46.48 ± 0.95 68.22 ± 1.47 

12.5 88.61 ± 0.72 86.96 ± 0.54 

25 92.55 ± 0.54 93.48 ± 0.00 

50 95.34 ± 0.82 97.00 ± 0.18 

คา่ท่ีแสดงเป็น คา่เฉลี่ย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) 

 

 
 
 
รูปที่ 2 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารสกดัสบัปะรดและความสามารถใน  

การกําจดัอนมุลู superoxide 
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ฤทธ์ิกาํจัด hydrogen peroxide 4.3.3 

ร้อยละของการกําจดั hydrogen peroxideแสดงในตารางท่ี 6 และรูปท่ี 3 สารสกดัสบัปะรด

ทัง้สองสายพนัธุ์มีฤทธ์ิในการกําจดั hydrogen peroxide ท่ีใกล้เคียงกนั ท่ีความเข้มข้นในช่วง 12.5-

400μg/mlคา่ความเข้มข้นท่ีสามารถการกําจดั hydrogen peroxideได้ร้อยละ 50(IC50) ของสารสกดั

สบัปะรดสายพนัธุ์ ปัตตาเวียและ สบัปะรดสายพนัธุ์นางแล มีคา่เท่ากบั 106.75 μg/ml (1.03 mg ของ

นํา้หนกัสด/ml) และ109.10 μg/ml (1.91 mg ของนํา้หนกัสด/ml) ตามลําดบั 

 
ตารางที่ 6 แสดงร้อยละการกาํจัด hydrogen peroxideของสารสกัดสับปะรด 
 

ความเข้มข้นของสารสกดั 

(μg/ml) 

ร้อยละการกําจดั hydrogen peroxide 

สายพนัธุ์นางแล สายพนัธุ์ปัตตาเวีย 

12.5 0.57± 0.16 0.21 ± 0.05 

25 5.71± 0.44 6.01 ± 0.18 

50 16.46 ± 0.33 16.78 ± 0.23 

100 38.76 ± 0.20 37.45± 0.16 

200 82.37± 0.18 85.96 ± 0.46 

400 99.19± 0.39 98.53 ± 0.24 

คา่ท่ีแสดงเป็น คา่เฉลี่ย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) 

 
 

รูปที่ 3 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารสกดัสบัปะรดและความสามารถใน 

การกําจดั hydrogen peroxide 

28 
 



4.4 ผลการศึกษาหาชนิดของสารสาํคัญในสารสกัดสับปะรดด้วยเทคนิค HPLC 
การตรวจหาปริมาณสารสําคญักลุม่ฟินอลิกและฟลาโวนอยด์โดยใช้gallic acid, caffeic acid, 

catechin, (-)-epicatechin, epigallocatechin, rutin, quercetinและ pyrogallolเป็นสารมาตรฐาน 

ผลการศกึษาพบวา่ 

สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลพบสารกลุม่ฟินอลิกชนิดgallic acid ในปริมาณ 627.5 μg/1g 

ของสารสกดั แต่ไม่พบcaffeic acid ส่วนสารกลุ่มฟลาโวนอยด์พบepigallocatechin และ rutin ใน

ปริมาณ 2.05 และ 163.5μg/1 g ของสารสกดั ตามลําดบัแต่ไม่พบcatechin, (-)-epicatechin, 

quercetinและpyrogallolโครมาโทแกรมแสดงดงัรูปท่ี 4 

สารสกัดสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียพบสารกลุ่มฟินอลิกชนิดgallic acidในปริมาณ 860 

μg/1 g ของสารสกดั แตไ่มพ่บcaffeic acid สว่นสารกลุม่ฟลาโวนอยด์พบepigallocatechinและ rutin

ในปริมาณ5.5 และ 220.1μg/1 g ของสารสกดั ตามลําดบั แต่ไม่พบcatechin, (-)-epicatechin, 

quercetinและpyrogallolโครมาโทแกรมแสดงดงัรูปท่ี 5 
 

รูปที่ 4 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของสารสําคญักลุม่ฟินอลกิและกลุม่ฟลาโวนอยด์ในสารสกดัสบัปะรด 

สายพนัธุ์นางแลท่ีตรวจวิเคราะห์ด้วย HPLC 
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รูปที่ 5 โครมาโทรแกรมแสดงชนิดของสารสําคญักลุม่ฟินอลกิและฟลาโวนอยด์ในสารสกดัสบัปะรด

สายพนัธุ์ปัตตาเวียท่ีตรวจวิเคราะห์ด้วย HPLC 
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รูปที่ 7 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน caffeic acid  
 

 

 รูปที่ 8โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน epigallocatechin 
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รูปที่ 9 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน catechin  
 

 

รูปที่ 10 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน epicatechin  
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รูปที่ 11 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน Rutin 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 12 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน Quercetin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 13 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน Pyrogallol 
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ผลการวิเคราะห์หาสารสาํคัญด้วยเคร่ือง GC-MS 
เม่ือนําสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลและปัตตาเวียไปตรวจวิเคราะห์หาสารสําคญัด้วย GC-

MSโครมาโทแกรมแสดงดงัรูปท่ี 14 และ 16 ตามลําดบัและชนิดของสารสําคญัแสดงดงัตารางท่ี7และ 

8ตามลําดบั 

 
 

รูปที่ 14 โครมาโทแกรม GC-MS ของสบัปะรดสายพนัธุ์นางแล 
 

ตารางที่ 7 สารสําคญัท่ีได้จากการวิเคราะห์ สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลด้วยเทคนิค GC-MS 
 

Retention time (นาที) ช่ือสาร 

4.009 Methyl levulinate 

5.859 Butanedioic acid 

7.365 5-Hydroxymethylfurfural 

8.200 5-Nonylthiophene-2-carboxylic acid 

9.571 E-8-methyl-9-tetradecan-1-ol acetate 

10.444 α-D-Glucopyranoside 

10.644 Citric acid 

11.158 D-Maltose 

12.208 α-Methyl-l-sorboside 

12.842 β-d-Methyl-mannofuranoside 

13.097 β-d-Methyl-mannofuranoside 
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5- Hydroxymethyl furfural                           5- nonylthiophene-2carboxylic acid 
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E-8-Methyl-9-tetradecen-1-ol acetate β-d-Methyl-mannofuranoside  
 

 

รูปที่ 15 โครงสร้างสารสําคญัท่ีได้จากการวิเคราะห์ สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลด้วย GC-MS 
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D-Maltose   α-Methyl-l-sorboside 
 

 

รูปที่ 15(ตอ่)โครงสร้างสารสําคญัท่ีได้จากการวิเคราะห์ สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลด้วย  

GC-MS  
 

 

 

 

 



 

 

 
 

รูปที่ 16 โครมาโทแกรม GC-MS ของสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวีย 
 

ตารางที่8 สารสําคญัท่ีได้จากการวิเคราะห์สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียด้วยเทคนิค GC-MS 
 

Retention time (นาที) ช่ือสาร 

4.024 Pentanoic acid 

5.876 Dimethyl malate 

6.356 Methyl-6- oxoheptanoate 

7.384 5- Hydroxymethylfurfural 

7.788 6-Acetyl-β-d-mannose 

8.314 6-Acetyl-β-d-mannose 

9.541 N-carboxyhydrazide 

10.480 α-D-Glucopyranoside 

11.152 α-D-Glucopyranoside 

12.245 α-Methyl-l-sorboside 

12.840 β-d-Glucopyranose 
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Methyl-6- oxoheptanoate 5- Hydroxymethylfurfural 
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6-Acetyl-β-d-mannose                                        6-Acetyl-β-d-mannose 

  

รูปที่ 17 โครงสร้างสารสําคญัท่ีได้จากการวิเคราะห์ สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียด้วย  

GC-MS 

 

 



 

 

39 
 

N

NH NH2O

O

o

O

OHOH O H

HO

HO

O

O

O

HO

HO

HO

OH

OH

OH

OH

O O

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N-carboxyhydrazide    α-D-Glucopyranoside 
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α-Methyl-l-sorbosideβ-d-Glucopyranose 

 

 

รูปที่ 17(ตอ่) โครงสร้างสารสําคญัท่ีได้จากการวิเคราะห์ สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวีย  

ด้วย GC-MS 

 

 

 

 

 
 
 



4.5 การเตรียมไมโครโซมของมนุษย์ 
ได้เตรียมไมโครโซมจากตบัศพชายไทยจํานวน 9 คน ท่ีสว่นใหญ่เสียชีวิตด้วยอบุตัิเหตเุพ่ือใช้

ทดสอบฤทธ์ิของเอนไซม์ไซโตโครมพี450 แล้วรายละเอียดของตวัอยา่งจากตบัศพท่ีใช้เตรียมไมโครโซม

แสดงดงัตารางท่ี 9 

 

ตารางที่ 9 รายละเอียดของตวัอยา่งตบัจากศพ 

เพศ รหสั อาย ุ( ปี ) สาเหตกุารตาย 

120810 31 ชาย อบุตัเิหต ุ

120042 22 ชาย อบุตัเิหต ุ

120043 42 ชาย ยิงกนัตาย 

120049 30 ชาย อบุตัเิหต ุ

120048 45 ชาย อบุตัเิหต ุ

120054 23 ชาย อบุตัเิหต ุ

120059 42 ชาย อบุตัเิหต ุ

120065 24 ชาย อบุตัเิหต ุ

120068 25 ชาย อบุตัเิหต ุ

 
ผลการศกึษาฤทธ์ิและกลไกการยบัยัง้ไซโตโครมพี450 (CYP) 4.6 

ผลของสารสกดัสบัปะรดตอ่ฤทธ์ิของเอนไซม์ CYP2E1  4.6.1 
 

 
 

รูปที่ 18 คา่ร้อยละของการยบัยัง้ฤทธ์ิของเอนไซม์CYP2E1 ของสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์นางแลและพนัธุ์

ปัตตาเวีย โดยใช้ p-nitrophenol ความเข้มข้น 0.3mM 
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 ♦ 1.2mM 

  0.6mM 

▲ 0.3 mM 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 19Cornish-Bowden plot และDixon plotผลของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียตอ่ฤทธ์ิ

ของเอนไซม์CYP2E1 

 
 
 
 
 
 

♦ 1.2 mM  
  0.6 mM  

▲  0.3 mM  
 
 
 
 
รูปที่ 20Cornish-Bowden plot และDixon plotผลของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลตอ่ฤทธ์ิของ

เอนไซม์CYP 2E1 
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สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียและนางแลเม่ือนํามาทดสอบฤทธ์ิต่อเอนไซม์ CYP2E1 

พบว่าความเข้มข้นของสารสกัดท่ีสามารถยับยัง้เอนไซม์ได้ท่ีร้อยละ 50 (IC50) มีค่าเท่ากับ

152.41μg/ml (1.47mg ของนํา้หนกัสด/ml) และ177.13μg/ml (3.10 mg ของนํา้หนกัสด/ml) 

ตามลําดบั ผลแสดงในรูปท่ี 18 

เม่ือพิจารณากลไกการยับยัง้ฤทธ์ิของเอนไซม์CYP2E1 ของสารสกัดสับปะรดสายพันธุ์

ปัตตาเวียและนางแล โดยใช้ความสมัพนัธ์ Cornish-Bowden วาดกราฟระหว่างความเข้มข้นของสาร

ตัง้ต้น(S)/อตัราเร็วของปฏิกิริยา (V) กบั ความเข้มข้นสารสกดัสบัปะรด( 50,100,250 500 μg/ml)และ

ความสมัพนัธ์ Dixon จากวาดกราฟระหวา่ง1/V และความเข้มข้นสารสกดัสบัปะรดโดยใช้ความเข้มข้น

ของสารตัง้ต้นp-nitrophenolตัง้แต่ 0.3mM ถึง 1.2 mM พบว่าสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวีย

และสายพนัธุ์นางแลยบัยัง้ฤทธ์ิของเอนไซม์ CYP2E1 แบบไม่แข่งขนั(Non-competitive inhibition)ผล

แสดงในรูปท่ี 19 และ 20 
 

ผลของสารสกดัสบัปะรดตอ่ฤทธ์ิของเอนไซม์ CYP1A2 4.6.2 
 

 

 
 
 

รูปที่ 21คา่ร้อยละของการยบัยัง้ฤทธ์ิของเอนไซม์CYP1A2 ของสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์นางแลและพนัธุ์

ปัตตาเวีย โดยใช้ phenacetin ความเข้มข้น 0.1mM 
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♦  0.1   mM 

 0.05 mM 

▲  0.01 mM 

♦  0.1   mM 

  0.05 mM 

▲  0.01 mM 

รูปที่ 22Cornish-Bowden plotและ   Dixon plotผลของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียตอ่ฤทธ์ิ

ของเอนไซม์CYP1A2  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

♦ 0.1   mM 

 0.05 mM 

▲  0.01 mM 

  

รูปที่ 23Cornish-Bowden plot และ Dixon plotผลของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลตอ่ฤทธ์ิของ

เอนไซม์CYP1A2  

รูปที่ 23Cornish-Bowden plot และ Dixon plotผลของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลตอ่ฤทธ์ิของ

เอนไซม์CYP1A2  
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สารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียและนางแล เม่ือนํามาทดสอบฤทธ์ิต่อเอนไซม์CYP1A2 

พบว่าความเข้มข้นของสารสกดัท่ีสามารถยบัยัง้เอนไซม์ได้ท่ีร้อยละ 50 (IC50) มีค่าเท่ากบั 266.87 

μg/ml (2.58mg ของนํา้หนกัสด/ml) และ 274.98 μg/ml (4.81 mgของนํา้หนกัสด/ml) ตามลําดบั ผล

แสดงในรูปท่ี 2 

เม่ือพิจารณากลไกการยับยัง้ฤทธ์ิต่อเอนไซม์CYP1A2ของสารสกัดสับปะรดสายพันธุ์

ปัตตาเวียและนางแลในความเข้มข้น (25, 50,100,200, 400 μg/ml) โดยใช้ความสมัพนัธ์Cornish-

Bowden และความสมัพนัธ์ Dixon โดยใช้ความเข้มข้นของ phenacetinระหว่าง 0.01 ถึง 0.1mM

พบว่าสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียและนางแลยบัยัง้ฤทธ์ิต่อเอนไซม์CYP1A2 แบบแข่งขนั 

(Competitive inhibition)ผลแสดงในรูปท่ี 22และ 23 

 

ผลของสารสกดัสบัปะรดตอ่ฤทธ์ิของเอนไซม์CYP2D6 4.6.3 
 

 
 
 
 

รูปที่ 24 ค่าร้อยละของการยบัยัง้ฤทธ์ิของเอนไซม์CYP2D6 ของสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์นางแลและ

พนัธุ์ปัตตาเวีย โดยใช้codeine ความเข้มข้น 0.1 mM 
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รูปที่25 Cornish-Bowden plotและ Dixon plotผลของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียตอ่ฤทธ์ิ

ของเอนไซม์CYP2D6  
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รูปที่ 26 Cornish-Bowden plot และ Dixon plotผลของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลตอ่ฤทธ์ิของ

เอนไซม์CYP2D6  

45 
 



 
สารสกัดสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลและปัตตาเวียเม่ือนํามาทดสอบฤทธ์ิต่อเอนไซม์CYP2D6 

พบว่าความเข้มข้นของสารสกดัท่ีสามารถยบัยัง้เอนไซม์ได้ท่ีร้อยละ 50 (IC50) มีค่าเท่ากบั 132.46 

μg/ml (1.28mg ของนํา้หนกัสด/ml) และ 445.04 μg/ml (7.78mg ของนํา้หนกัสด/ml) ตามลําดบั ผล

แสดงในรูปท่ี24 

เม่ือพิจารณากลไกการยับยัง้ฤทธ์ิต่อเอนไซม์CYP2D6ของสารสกัดสับปะรดสายพันธุ์

ปัตตาเวียและนางแลในความเข้มข้น (50,100,200, 400 μg/ml) โดยใช้ความสมัพนัธ์ Cornish-

Bowden และ Dixon โดยใช้ความเข้มข้นของcodeineระหว่าง0.1 ถึง0.5mM พบว่า สารสกดัสบัปะรด

สายพนัธุ์นางแลและปัตตาเวียยบัยัง้เอนไซม์CYP2D6 แบบไม่แข่งขนั (Uncompetitive inhibition) ผล

แสดงในรูปท่ี 25และ26 
 
4.7 ผลการทดสอบความเป็นพษิของสารสกัดสับปะรดต่อเซลล์มะเร็งตบั HepG2 
 ในการศกึษานีไ้ด้นําเซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 มาทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การแบง่เซลล์ของ

สารสกัดสบัปะรด พบว่าค่าความสามารถในการยบัยัง้การแบ่งเซลล์ของสารสกัดท่ีร้อยละ 50(IC50) 

ของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียและนางแล มีคา่ 22.40 และ 24.28μg/ml (0.22 และ 0.42 

mg ของนํา้หนกัสด/ml) ตามลําดบั สารสกดัสบัปะรดทัง้สองสายพนัธุ์มีความเป็นพิษตอ่เซลล์สงูสดุ

ร้อยละ 98 ท่ีความเข้มข้น 125 μg/ml ดงัแสดงในรูปท่ี 27 
 

 

 
 

รูปที่27 ความเป็นพิษของสารสกดัสบัปะรดตอ่เซลล์มะเร็งHepG2 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
  

 การวิจยัครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์หลกัเพ่ือศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไซโต

โครมพี450 ชนิด 2E1, 2D6 และ 1A ของสารสกดัสบัปะรดสายพนัธ์ุปัตตาเวียและสายพนัธ์ุนางแล 

รวมทัง้หากลุม่สารสําคญั และศกึษาความเป็นพิษตอ่เซลมะเร็งด้วย ทัง้นีเ้น่ืองจากการยบัยัง้เอนไซม์ไซ

โตโครมพี450 ท่ีเก่ียวข้องกบัการแปรสภาพสารให้กลายเป็นสารก่อมะเร็ง จะมีผลยบัยัง้การก่อมะเร็ง

ในขัน้เร่ิมต้น (initiation) สว่น การต้านอนมุลูอิสระจะมีผลยบัยัง้การก่อมะเร็งในขัน้สง่เสริม 

(promotion) สําหรับการเกิดพษิตอ่เซลมะเร็งจะมีผลตอ่เซลมะเร็งในขัน้ตอนการเพิ่มจํานวน 

(proliferation) (Gerhauser et al. 2003) 

 ในการศกึษานีพ้บวา่สารสกดัสบัปะรดทัง้สองสายพนัธ์ุประกอบด้วยสารสําคญักลุม่โพลีฟีนอล

โดยสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลมีปริมาณรวมของฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์น้อยกวา่สายพนัธุ์

ปัตตาเวีย ปริมาณรวมของฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์ท่ีได้จากสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวีย มีคา่เท่ากบั 

25.01 มิลลกิรัมท่ีเทียบเท่ากบัgallic acid/ นํา้หนกัสบัปะรดสด 100 กรัมและ 2.97 มิลลกิรัมท่ี

เทียบเท่ากบัquercetin/ นํา้หนกัสบัปะรดสด 100 กรัม  ตามลําดบั สว่นปริมาณรวมของฟีนอลกิและฟ

ลาโวนอยด์ท่ีได้จากสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลในภาคเหนือของประเทศไทย มีคา่เทา่กบั 11.72 

มิลลกิรัมท่ีเทียบเทา่กบัgallic acid/ นํา้หนกัสบัปะรดสด 100 กรัมและ 1.68 มิลลกิรัมท่ีเทียบเท่ากบั

quercetin/ นํา้หนกัสบัปะรดสด 100 กรัม  ตามลําดบั     เม่ือเทียบปริมาณสารกลุม่โพลีฟีนอลกบั

สบัปะรดจากประเทศอ่ืน จากการศกึษาของ Alothmanและคณะ (2009)พบปริมาณรวมของฟีนอลกิ

ในสารสกดัสบัปะรดของประเทศมาเลเซียท่ีสกดัด้วยเอธานอล 70% ได้ 54.7 มิลลกิรัมท่ีเทียบเทา่กบั

gallic acid/ นํา้หนกัสบัปะรดสด 100 กรัม สว่นปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์ได้ 4.14 มิลลกิรัมท่ี

เทียบเท่ากบัcatechin/ นํา้หนกัสบัปะรดสด 100 กรัม ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากความแตกตา่งของลกัษณะภมูิ

ประเทศ ภมูอิากาศ รวมถึงปริมาณแร่ธาตใุนดนิท่ีอาจสง่ผลตอ่ปริมาณสารสําคญัได้แตเ่ม่ือเทียบกบั

งานวิจยัของ Chatuphonprasertและ Jarukamjorn(2012)ท่ีรายงานปริมาณรวมของฟีนอลกิและฟลา

โวนอยด์ของนํา้สบัปะรดสายพนัธุ์ศรีราชา(ปัตตาเวีย)เทา่กบั  2.53มลิลกิรัมท่ีเทียบเท่ากบัgallic acid/ 

นํา้หนกัผงสบัปะรดแห้ง1กรัมและ 0.55มิลลกิรัมท่ีเทียบเท่ากบัquercetin/ นํา้หนกัสบัปะรดแห้ง1กรัม

เม่ือเทียบกบัการศกึษานีท่ี้ได้นํา้หนกัผงสบัปะรดแห้ง1กรัมจาก นํา้หนกัสบัปะรดสด10 กรัมจะเห็นวา่

ปริมาณรวมของฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์ของสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวีย (ศรีราชา)มีคา่ใกล้เคียงกนั 

 เม่ือวิเคราะห์หาสารสําคญัในสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์นางแล และ พนัธุ์ปัตตาเวียโดยใช้ HPLC 

พบสารสําคญั สามชนิด คือ gallic acid   rutinและ epigallocatechinโดยสารสําคญัทัง้สามชนิดพบ
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 เม่ือนําสารสกดัสบัปะรดท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย GC-MS พบสารท่ีให้กลิน่เช่น methyl levulinate

และกลุม่นํา้ตาลเป็นสว่นใหญ่ ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Umano และคณะ(1992) ท่ีพบสารหอม

ระเหย127 ชนิดในสบัปะรดซึง่ประกอบด้วย ethyl acetate  และ butane-2,3-diol diacetate  เป็น

สว่นใหญ่  

 ในการศึกษาฤทธ์ิกําจดัอนุมลูอิสระได้ใช้วิธีวิเคราะห์ สามวิธี วิธีแรกเป็นการวิเคราะห์อนุมลู

DPPH ซึง่เป็นอนมุลูเป็นท่ีมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ เน่ืองจาก DPPH มีความเสถียร สะดวกตอ่การ

ตรวจวดัและแปลผลการทดสอบได้ง่าย โดยDPPHจะเปล่ียนจากสารสีม่วงเป็นสีเหลืองเม่ือถูกรีดิวซ์

โดยอนุมูล DPPHมีค่าการดูดกลืนแสงสงูสุดท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตรถ้าค่าการดดูกลืนแสง

น้อยลงแสดงว่าสารท่ีนํามาทดสอบมีฤทธ์ิกําจดัอนุมลูอิสระหรือให้อิเล็กตรอนแก่อนุมลูอิสระได้มาก  

(Su et al., 2008) จากผลการวิจยัพบว่าประสิทธิภาพการกําจดัอนมุลู DPPH ขึน้อยู่กบัความเข้มข้น

ของสารสกดัสบัปะรดเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารสกดัประสิทธิภาพในการกําจดัอนมุลูจะสงูขึน้ด้วย

สารสกดัสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียมีฤทธ์ิกําจดัอนมุลู DPPH ได้สงูสดุร้อยละ 95.1 ท่ีความเข้มข้น 400 

μg/ml สําหรับสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลกําจดัอนมุลูDPPH ได้สงูสดุร้อยละ 92.7 ท่ีความ

เข้มข้น 600 μg/mlเม่ือพิจารณาคา่ความเข้มข้นท่ีสามารถการกําจดัอนมุลู DPPH ได้ร้อยละ 50 (IC50) 

ของสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียมีคา่ 77.5 μg/ml สว่นIC50ของสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์นางแลมีคา่ 

142.5 μg/mlซึง่สอดคล้องกบัปริมาณสารออกฤทธ์ิกลุ่มโพลีฟีนอลในสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียท่ีมี

ปริมาณมากกว่าสบัปะรดสายพนัธุ์นางแล จึงมีผลทําให้ประสิทธิภาพการกําจดัอนุมลู DPPH ของ

สบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียสงูกว่าสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลผลการศึกษานีส้อดคล้องกับการศึกษา

ของKhan และคณะ(2012)ท่ีพบว่าฤทธ์ิในการกําจดัอนมุลู DPPH มีความสมัพนัธ์มากกบัปริมาณรวม

ของฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์ (R2= 0.9762 และ 0.8843 ตามลําดบั) 

 วิธีท่ีสองในการวดัฤทธ์ิกําจดัอนุมูลอิสระในการศึกษานีใ้ช้วิธีวิเคราะห์อนุมูลsuperoxideซึ่ง

superoxide เป็นอนมุลูท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์ ก่อให้เกิดhydroperoxy, hydroxyl, hydrogenperoxide 

หรือ nitric oxideจากปฏิกิริยาลกูโซโ่ดยทําปฏิกิริยากบัสารตา่งๆภายในเซลล์ ความเป็นพิษของอนมุลู

superoxideนัน้เกิดจากการท่ีอนุมลูเองหรืออนุมลูอ่ืนๆ ทําลายสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์เช่น ลิพิด 

โปรตีนและดีเอ็นเอ การยบัยัง้การเกิดอนมุลูsuperoxide นัน้จะช่วยป้องกนัอนัตรายจากอนมุลูอิสระได้ 

(Ley et al., 1982)จากการศกึษานีพ้บว่าฤทธ์ิการกําจดัอนมุลูsuperoxide ขึน้อยู่กบัความเข้มข้นของ

สารสกดัสบัปะรดในช่วงความเข้มข้น 0.39 - 6.25μg/ml พบว่าสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียมีฤทธ์ิ

ยบัยัง้อนุมูลสงูกว่าสารสกัดสบัปะรดพนัธุ์นางแล  เม่ือเปรียบเทียบค่าความเข้มข้นท่ีสามารถกําจัด

อนมุลูsuperoxide ได้ร้อยละ 50 (IC50) ของสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียมีคา่ 4.54 μg/ml สว่นสาร
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 สําหรับวิธีท่ีสามท่ีใช้ วดัฤทธ์ิกําจดัอนุมลูอิสระของสารสกดัสบัปะรดคือ การกําจดัไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ซึง่เป็นพิษต่อเซลโดยเปล่ียนเป็นอนมุลูไฮดรอกซิลแล้วไปจบักบัชีวโมเลกลุทําให้เนือ้เย่ือ

ถกูทําลายและเซลล์ตายจากการวิจยันีพ้บว่าประสิทธิภาพการกําจดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ขึน้อยู่กบั

ความเข้มข้นของสารสกดัสบัปะรด เช่นเดียวกบัการกําจดัอนุมลู superoxide และ DPPHสารสกัด

สบัปะรดทัง้สองสายพนัธุ์มีฤทธ์ิการกําจัดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีใกล้เคียงกัน เม่ือทดสอบโดยใช้

ความเข้มข้นในช่วง 12.5 -400μg/mlคา่ความเข้มข้นท่ีสามารถกําจดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้ร้อยละ 

50 (IC50) ของสารสกดัสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียและพนัธุ์นางแลมีคา่เท่ากบั 123.03และ126.02 μg/ml

ตามลําดบัข้อมูลท่ีได้อาจบ่งชีว้่าปริมาณสารกลุ่มโพลีฟีนอลในสารสกัดสบัปะรดทัง้สองสายพนัธ์มี

ความสมัพนัธ์ในระดบัน้อยกับประสิทธิภาพของการกําจัดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ซึ่งสอดคล้องกับ

การศกึษาของKhan และคณะ (2012)ท่ีพบวา่ฤทธ์ิในการกําจดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีความสมัพนัธ์

น้อยมากกบัปริมาณรวมของฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์ (R2= 0.1223 และ 0.1056 ตามลําดบั) 

 ไซโตโครมพี 450 (CYP)เป็นเอนไซม์ท่ีมีบทบาทสําคัญในการแปรสภาพยาและสาร

แปลกปลอมต่างๆโดยเฉพาะการกระตุ้นให้เกิดสารก่อมะเร็งซึง่มีฤทธ์ิในการเข้าจบัสารพนัธุกรรมหรือ

สารชีวโมเลกลุต่างๆภายในเซลล์ทําให้เกิดการก่อกลายพนัธุ์จนเกิดเป็นเซลมะเร็งในท่ีสดุไซโตโครมพี 

450 ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดสารก่อมะเร็งได้แก่ CYP 2E1, CYP1A2 และ CYP2D6 การยบัยัง้ฤทธ์ิของ

เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างสารก่อมะเร็งจะมีผลป้องกนัการก่อมะเร็งในขัน้เร่ิมต้น (initiation) ใน

การวิจยัครัง้นีใ้ช้ไมโครโซมท่ีเตรียมจากตบัศพมนษุย์เป็นแหลง่ของเอนไซม์และหากลไกของการยบัยัง้

โดยใช้ Dixon และ Cornish-Bowden plot  

จากการศกึษาพบวา่สารสกดัสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียและนางแลสามารถยบัยัง้การทํางานของ

เอนไซม์ CYP2E1 ได้โดยขึน้กบัความเข้มข้นของสารสกดัท่ีใช้ (dose-dependent)โดยคํานวณคา่ IC50

ได้ 152.41μg/ml และ 177.13μg/ml โดยกลไกในการยบัยัง้นัน้เป็นแบบไมแ่ขง่ขนั (noncompetitive) 

คือ เม่ือ เพิม่ความเข้มข้นของสารตัง้ต้น (substrate) ขึน้จะไมมี่ผลให้การยบัยัง้ลดลง เน่ืองจาก ตวั

ยบัยัง้และสารตัง้ต้น จบัคนละตําแหน่งบนเอนไซม์ (Coleman,2005) การยบัยัง้ลกัษณะนีจ้ะมีผลตอ่

อตัราเร็วสงูสดุของการเกิดปฏิกิริยา(Vmax) โดยไมเ่ก่ียวข้องกบัความเข้มข้นของสารตัง้ต้นท่ีทําให้

ปฏิกิริยามีความเร็วเป็นคร่ึงหนึง่ของอตัราเร็วสงูสดุ (Km) กลไกการออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ CYP 2E1 
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 สําหรับ เอนไซม์ CYP1A2 นัน้พบว่าสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์ปัตตาเวียและสายพนัธุ์นางแล 

มีผลยบัยัง้การทํางานของ เอนไซม์ CYP1A2 โดยมีค่า IC50 ท่ีใกล้เคียงกนัมีคา่266.87 μg/ml และ 

274.98 μg/mlตามลําดบั และมีกลไกในการยบัยัง้เป็นแบบแข่งขนั(competitive) คือเม่ือเพิ่มความ

เข้มข้นของสารตัง้ต้นขึน้จะมีผลให้การยบัยัง้ลดลงได้ เน่ืองจาก ตวัยบัยัง้และสารตัง้ต้น จบัท่ีตําแหน่ง

เดียวกนับนเอนไซม์ (Coleman,2005) การยบัยัง้ลกัษณะนีจ้ะไม่มีผลต่อVmaxแต่จะมีผลต่อ Kmมี

รายงานว่า ฟลาโวนอยด์ ตวัอย่างเช่น chrysin, galanginและ quercetinเป็นตวัยบัยัง้ CYP1A2 ท่ีมี

ความแรง  (Androutsopoulos et al,2010) นอกจากนีย้งัมีรายงานว่า naringinและ naringeninท่ีพบ

ใน นํา้เกรพฟรุต มีฤทธ์ิยบัยัง้ CYP1A2 ในอาสาสมคัรสขุภาพดี ( Fuhr et al,  1993)    มีรายงานว่า

epigallocatechinมีฤทธ์ิยบัยัง้ CYP1A2 (Wenget al. 2012)  ดงันัน้ epigallocatechin ท่ีพบในสาร

สกดัสบัปะรดทัง้สองสายพนัธุ์อาจเก่ียวข้องกบัการยบัยัง้ CYP1A2 ในการศกึษานี ้
 

 ส่วน เอนไซม์ CYP2D6 นัน้พบว่าสารสกดัสบัปะรดสายพนัธุ์นางแลมีค่า IC50 ในการยบัยัง้ 

CYP2D6 ท่ีน้อย กว่าสายพนัธุ์ปัตตาเวีย ประมาณ 3เท่า132.46 μg/ml และ 445.04 μg/mlตามลําดบั 

และกลไกในการยบัยัง้เป็นแบบไม่แข่งขนั(uncompetitive) คือ ตวัยบัยัง้จะเข้าไปจบักบั เอนไซม์ท่ีจบั

อยู่กับสารตัง้ ต้นแล้ว  โดยท่ีตัวยับยัง้จะไม่สามารถเข้าไปยับยัง้ เอนไซม์ ท่ีอยู่ เ ป็นอิสระได้  

(Coleman,2005) การยบัยัง้ลกัษณะนีจ้ะมีผลต่อทัง้Vmax และ Kmด้วยมีรายงานว่า tangeretinซึง่

เป็นฟลาโวนอยด์ท่ีพบในผลไม้ตระกูลส้มมีฤทธ์ิยบัยัง้ CYP3A4 ในไมโครโซมตบัของมนุษย์ แบบ

uncompetitive( Obermeier et al. 1995) 

 ในงานวิจยันีไ้ด้แสดงข้อมลูเก่ียวกบักลไกการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ไซโตโครมพี 450  

แตย่งัขาดข้อมลูท่ีชดัเจนเก่ียวกบัชนิดของสารออกฤทธ์ิท่ีมีประสิทธิภาพยบัยัง้การทํางานไซโตโครม พี

450 ซึง่จําเป็นต้องทําการศกึษาตอ่ไปทัง้ในหลอดทดลอง สตัว์ทดลองและอาสาสมคัรตอ่ไปเพ่ือท่ีจะได้

องค์ความรู้และนําไปสูก่ารพฒันาเพ่ือให้ได้ผลติภณัฑ์ป้องกนัมะเร็งตอ่ไป 

 ในการวิจยันีไ้ด้ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตบั Hep-G2เพ่ือประเมินผลของสารสกดั

สบัปะรดต่อเซลล์มะเร็งซึง่จะเช่ือมโยงผลไปยงัขัน้ตอนการเพิ่มจํานวน (proliferation)ของเซลล์มะเร็ง

จากการศกึษาของ Sun และคณะ (2002)  ได้ทดสอบ ความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็ง Hep-G2ของสาร
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 จากผลการศึกษาทัง้หมดสรุปได้ว่า สารสกัดสับปะรดทัง้พันธุ์ ปัตตาเวียและพันธุ์นางแลมี

ศักยภาพในการต้านมะเร็งโดยมีผลต่อขัน้ตอนการเกิดมะเร็งทัง้สามขัน้ตอน คือ ในขัน้เร่ิมต้น 

(initiation) โดยมีผลยบัยัง้ฤทธ์ิของเอนไซม์ไซโตโครมพี 450 ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดสารก่อมะเร็งได้แก่ 

CYP 2E1, CYP1A2 และ CYP2D6สว่นผลตอ่ การเกิดมะเร็งในขัน้สง่เสริม (promotion)นัน้เกิดจาก

ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ สําหรับในขัน้ตอนสดุท้ายของการเกิดมะเร็งคือขัน้เพิ่มจํานวน (proliferation)นัน้ 

พบว่าสารสกดัสบัปะรดมีพิษต่อเซลมะเร็งด้วยจากฤทธ์ิทัง้หมดข้างต้นอาจสรุปได้ว่าสารสกดัสบัปะรด

พนัธุ์ปัตตาเวีย น่าจะมีความแรงในการออกฤทธ์ิต้านมะเร็งได้ดีกวา่สารสกดัสบัปะรดพนัธุ์นางแล 
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Abstract 

Pineapple, Ananus comosus  (L) Merr ,is a known tropical fruit that is gained popularity worldwide because 

of its palatability and nutritious value. In Thailand, there are various types of pineapple grown but only two 

types, Pattavia (Sriracha) and  Nanglae were chosen for this study. The objectives of this study were to 

compare the polyphenolic contents and antioxidant activity as well as inhibitory effects of both types of 

pineapple extracts on CYP1A2, CYP2E1 and CYP2D6 activity using human liver microsomes  and types of 

inhibition were also investigated.  Pattavia gained higher yield and higher total phenolic and flavonoid 

content compared to those of  Nanglae. By HPLC analysis,  polyphenols containing in pineapple extracts 

both Pattavia and Nanglae were gallic acid, epigallocatechin and rutin. The content of these three compounds 
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found in Pattavia was higher than those in Nanglae. Pattavia was a more potent antioxidant than Nanglae 

according to IC50 derived from DPPH assay and superoxide radical scavenging assay. Both Pattavia and 

Nanglae inhibited  CYP1A2-, CYP2E1- and  CYP2D6-mediated  metabolisms by which Pattavia and  

Nanglae exhibited similar extent of inhibition on CYP1A2  and CYP2E1, whereas Nanglae was more potent 

in inhibition of CYP2D6-mediated  metabolism. Type of inhibition of pineapple extracts on the  CYP-

mediate metabolisms studied varied with competitive type for  CYP1A2, noncompetitive type for  CYP2E1 

and uncompetitive type for CYP2D6. The results of this study show that pineapple extracts, Pattavia and 

Nanglae, exhibit inhibitory effects on bioactivation-related CYPs as well as antioxidant activity that may 

contribute to chemopreventive potential in initiation and promotion stage of carcinogenesis. Further studies 

need to be carried out to provide support for the potential of pineapple extracts in chemoprevention. 

Keywords  pineapple   Pattavia   Nanglae   antioxidant    CYP inhibitor    cancer chemopreventive agent 

Introduction 

 Chemoprevention of cancer is an alternative way to promote health in populations. Numerous 

methods have been proposed to prevent cancer, since cancer is a multistage process taking years to develope 

a tumor cell from a normal cell. Phases of tumor formation are initiation, promotion and proliferation. 

Blocking of initiation process can be achieved by inhibition of cytochrome P450 enzyme (CYP), whereas 

prevention of promotion phase can be performed by anti-oxidative mechanism and anti-inflammatory 

activity. Proliferation of tumor cells can be blocked by induction of apoptosis (Gerhauser et al, 2003). 

 Fruits intake has been recognized as a way to decrease  incidence of  various chronic diseases 

including cancer and coronary heart disease, which may be at least in part due to their antioxidant activity 

(Eberhardt et al. 2000; Ganesan et al, 2011). Additionally, substances contain in fruits, for example, 

mangosteen exerted inhibitory effect on CYP enzymes (Chatuphonprasert and Jarukamjorn, 2012). From 

evidence provided, fruits contribute in cancer chemoprevention at least in two phases, initiation and 

promotion. 

 Pineapple, Ananus comosus  (L) Merr ,is a known tropical fruit that is gained popularity worldwide 

because of its palatability and nutritious value. There are various vitamins including vitamin A, B and C and 

several minerals, for examples, iron, calcium and phosphorus containing in pineapple (Gardner et al, 2000). 
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In Thailand, there are different types of pineapple grown such as Pattavia (Sriracha), Nanglae, Phuket, 

Phulae, Indharachit and White . Pattavia type is mostly grown in the eastern part of the country, whereas 

Nanglae type is grown in the Northern part mostly in Chiang Rai province.   

 There are some reports regarding antioxidant activity of pineapple which was grown in other 

countries such as Malaysia and Brazil. Alothman et al. (2009) reported that honey pineapple  extracted with 

70% ethanol yielding highest total phenolic content as well as total flavonoid content compared to other 

solvents. Additionally, honey pineapple  possessed antioxidant capacity by using FRAP and DPPH assay. 

Hossain and Rahman (2011) reported that pineapple exerted antioxidant capacity by using DPPH assay, 

phosphomolypdenum method and β-carotene-linoleate model system. Extract obtained from  pulp and peel 

of  pineapple showed antioxidant capacity measured by DPPH assay and superoxide anion radical 

scavenging activity ( Oliveira et al, 2009). In addition, there are some  reports regarding inhibitory effect of 

pineapple extract on CYP activity. Hidaka et al. (2008) reported that pineapple juice exhibited potent 

inhibitory effect on CYP2C9 activity using human liver microsome. Murine CYP1A, CYP2E and CYP3A 

activity were also inhibited by pineapple juice in a dose-dependent manner (Chatuphonprasert and 

Jarukamjorn, 2012). To date, no report regarding effect of pineapple extract on CYP2D6 activity is available. 

 The objectives of this study were to compare the polyphenolic contents and antioxidant activity of 

two types of pineapple, Pattavia and Nanglae. Inhibitory effects of both type of pineapple extracts on 

CYP1A2, CYP2E1 and CYP2D6 activity using human liver microsomes  and types of inhibition were also 

investigated.  

Materials and methods 

Chemicals and apparatus 

 Folin-Ciocalteu reagent, gallic acid, quercetin, p-nitrophenol, 4-nitrocatechol, 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl,(DPPH), nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), nitrobluetetrazolium(NBT), 

phenazinemethosulfate (PMS) were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Codeine, phenacetin 

and morphine were obtained from Toxicology section, Regional Medical Science Center 10 (Chiang Mai). 

Paracetamol, potassium ferricyanide, ferrous chloride, ferric chloride, methanol and trichloroacetic acid  
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(TCA) were obtained from E. Merck (Darmstadt. Germany). All other chemicals and solvents are of 

analytical grade. 

Sample collection and extraction 

 Pineapple (Pattavia and Nanglae) were purchased from local markets in Chiang Mai, Thailand and 

were washed with sterile water and peeled. Then, pulp of pineapple were weighed and cut into small pieces 

before  homogenized. Pineapple paste was then extracted with 70% ethanol at room temperature following 

method of Alothman et al. (2009) . The extract was then filtered and centrifuged ( Ultracentrifuge  Beckman 

Optima L 100xp , USA) at 4750 g for 15 min. The supernatant was decanted and evaporated at 50 degree 

celcius  using a rotary evaporator (Buchi, Rotavapor R-114, , Switzerland) Then, the extract was collected 

and and kept in container protected from light and  in freezer at temperature -20 degree celcius until use. 

Determination of total phenolic content 

 Total phenolic content (TPC) in pineapple extract was measured by using Folin-Ciocalteu reagent 

as described by McDonald et al. (2001).  0.5 ml of diluted extract solution was mixed with 5 ml of Folin-

Ciocalteu’s reagent. The reagent was pre-diluted, 10 times, with distilled water. Then 0.5 ml of 1 M sodium 

carbonate was added and mixed. The mixture was allowed to stand for 15 min at room temperature and the 

absorbance was measured at 765 nm using UV-Visible spectrophotometer (Shimadzu, UV-2450, Japan). A 

calibration curve was prepared using a standard solution of gallic acid.  The total phenolic content was 

expressed as gallic acid equivalent (mg GAE/100g fresh weight of extract).     

Determination of total flavonoid contents 

 Total flavonoid contents(TFC) of ethanolic extract was determined in accordance with aluminum 

chloride which was described by Chang (2002). 1.5 ml of diluted extract in methanol was separately mixed 

with 1.5 ml of 95%methanol, 0.1 ml of 10% aluminum chloride, 0.1 of 1 M potassium acetate as well as 2.8 

ml of distilled water. After standing for 30 min at room temperature and the absorbance was measured at 415 

nm with UV-Visible spectrophotometer (Shimadzu, UV-2450, Japan). The standard curve was prepared by 

using various concentrations of quercetin in methanol and expressed as quercetin equivalent (mg QE/100g 

fresh weight of extract). 
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Superoxide radical scavenging assay 

 Superoxide anion scavenging activity of pineapple extract was evaluated following  method of 

Gulcin, (2006).  Superoxide radicals were generated in PMS-NADH system by oxidation of NADH and 

assayed by reduction of NBT.  The superoxide radicals were generated in 3 ml of Tris-HCl buffer (16mM, 

pH 8.0) containing 1 ml of NBT (50µM) solution, 1 ml NADH (78 µM) solution and various concentrations 

of pineapple extract were added. The reaction was started by adding 1 ml of PMS solution (10 µM) to the 

mixture and the reaction mixture was incubated at 25 °C for 15 min and absorbance was measured at 560 

nm.  The percentage of inhibition of superoxide anion generation was calculated. 

DPPH  radical scavenging assay 

 Stable DPPH was used for determination of free radical scavenging activity of pineapple extract 

following the  method of Banerjee et al. (2005).  Aqueous dilution of CAF and its analogues was added to 3 

ml of 0.004% methanol solution of DPPH.  Absorbance at 517 nm was determined after 30 min, and the 

percentage of inhibition was calculated. 

Preparation of  human microsomes 

 Human liver samples (n=9) were mostly obtained from donors who died from accident. In 

accordance with Thai law, the Ethical Committee for Human Research, Faculty of Medicine, Chiang Mai 

University, gave prior approval to the Department of Forensic Medicine (Research ID: 1098/ Study Code: 

FOR-12-1098-Ex). A pooled  microsomes were prepared by different centrifugation using a previously 

described method (Jaikang et al., 2011).The microsome pellets were kept in Tris buffer pH 7.4 and stored at -

70 °C until use. Protein contents were determined by bicinchonic acid (BCA) protein assay kit using bovine 

serum albumin as a standard. 

Determination of Human CYP1A2 activity 

 Phenacetin O-deethylation was used to assess CYP1A2 activity.  Incubation mixture of 1 ml 

contained 0.1 mg microsomal protein, 100 mM potassium phosphate pH 7.4, 0.1mM EDTA, 0.4 mM MgCl2, 

NADPH generating system (0.5 mM NADP+, 20 mM NADPH, 2 mM glucose-6-phosphate, 1 IU/ml glucose 

-6-phosphate dehydrogenase), phenacetin (0.1 mM) and pineapple extract (25-1000 µg/ml). Reaction was 
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stopped after 60 min by the addition of 200 µl cooled methanol and 50 µl of caffeine 100 µg/ ml was added 

as an internal standard. The mixtures were centrifuged at 13,000 RPM for 5 min and the supernatant was 

filtered and injected into the analytical high performance liquid chromatography (HPLC). HPLC systems 

consisted of an Agilent 1100 Series high- performance liquid chromatography, Agilent 1100 series diode- 

array detector, HPLC pumps, autosampler, column oven, and diode- array. The system was monitored and 

controlled by the HP chem. station computer program (Agilent). Wavelength used for the identification of 

the compounds with the diode array detector was at 253 nm. Acetaminophen was separated by water C18 

column (250×4 mm, 5 µm), column oven was set up at 25°C.  Mobile phase consisted of water: methanol: 

acetronitrile: tetrahydrofuran (55:20:20: 5), with flow rate 0.7 ml/ min and the injection volume was 5 µl. 

The CYP1A2 activity was calculated in µmol acetaminophen formed / min /mg protein. 

Determination of Human CYP2E1 activity 

 p-Nitrophenol  hydroxylation was carried out to assess CYP2E1 activity based on the method of 

Kusirinsin (2009). The reaction mixture contained 0.5 mg microsomal protein in phosphate buffer pH 7.4, p-

nitrophenol 0.3  mM and ethanolic extract of pineapple  in various concentrations. The reaction was initiated 

by the addition of NADPH solution containg 0.5 mM NADP+, 20 mM NADPH, 2 mM glucose-6-phosphate 

and 1 IU/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase. After 1 hour, the reaction was terminated by the addition 

of trichloroacetic acid(0.6 M; 0.5 ml). The precipitated protein was then removed by centrifugation (1500g, 

10 min) and 0.1 ml 10 M sodium hydroxide was added to the supernatant. The yellow color was developed 

and then absorbance  was measured at 546 nm. The CYP2E1 activity was calculated in µmol 4-nitrocatechol/ 

min /mg protein. 

Determination of Human CYP2D6 activity 

 CYP2D6 activity was determined by using metabolism of codeine to morphine. Incubation mixture 

of 1 ml contained 0.1 mg microsomal protein, 100 mM potassium phosphate pH 7.4, 0.1 mM EDTA, 0.4 

mM MgCl2, NADPH generating system(0.5 mM NADP+, 20 mM NADPH, 2 mM glucose-6-phosphate, 1 

IU/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase), codeine and ethanolic extract  of pineapple in various 

concentrations. Reaction was stopped after 60 min by the addition of 200 µl cooled methanol. The mixtures 

were then centrifuged at 13,000 RPM for 5 min and the supernatant was injected into the analytical high 
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performance liquid chromatography (HPLC). HPLC system consisted of an Agilent 1100 Series diode array 

detector wavelength at 214 nm. Codeine and morphine were separated by ODS C18 column (250×4 mm, 5 

µm), column oven was set up at 25°C. Isocratic elution was employed with mobile phase consisting of 

methanol : acetronitrile : 25 mM phosphate buffer, pH 7.4 (20 : 7 : 73), with flow rate 0.7 ml/ min and  the  

injection volume was 5 µl. The activity of CYP2D6 was calculated in µmol/ min /mg protein. 

Kinetic studies in human liver microsomes 

 Three different concentrations of substrates, phenacetin (0.01, 0.05, 0.1 mM), p-nitrophenol ( 0.03, 

0.06, 1.2 mM)  and codeine (0.1, 0.25, 0.5 mM),  and at least four different concentrations of pineapple 

extracts were used in kinetic studies in human liver microsomes.  The reactions were carried out as described 

earlier. The data obtained were analyzed according to the method of Dixon (1953) by which 1/V was plotted 

against the concentration of the each pineapple extract [I] , where V  is the rate of metabolite formation. The 

Cornish-Bowden plot was illustrated using S/V versus [I] where S is the substrate concentration. The results 

of the inhibition study were analyzed by Cornish-Bowden and Dixon plots to determine type of inhibition.  

Identification of polyphenols containing in pineapple extracts using HPLC analysis 

 The polyphenols from ethanolic pineapple extract was purified by solid phase extraction (SPE) and 

isolated with HPLC(Hewlett Packard, HP1100, USA). The ethanolic extract was dissolved with distilled 

water, 1-2 drop of HCl concentration were added, and heated fot 20 minutes. C18 Cartridge column was 

rinsed with 3 ml of ethyl acetate and methanol, and 10 ml of milli Q water, followed by the deposition of 

extract sample solution, 10 ml. Solvent was allowed to dry under reduced pressure, and polyphenols 

remained in the column were eluted with 1 ml methanol before analysis. The standard compounds, such as 

gallic acid, caffeic acid, epigallocatechin and catechin were dissolved in methanol.  

 The polyphenolic compound was analyzed using an HPLC-DAD unit and ODS C18 column (250×4 

mm, 5 µm), column oven was set up at 25°C. Isocratic elution was employed with mobile phase consisting 

of methanol : acetronitrile : water (40 : 15 : 45), with flow rate 0.7 ml/ min and  the  injection volume was 5 

µl.    

 



8 

 

Statistical analysis 

Data was expressed as mean ± S.D of three values and analysed by one way ANOVA followed by Duncan. 

P values of less than 0.05 were considered statistically significant. 

Results 

Total phenolic and total flavonoid contents of pineapple extracts 

Comparison has been made between two types of pineapples grown in Thailand, Pattavia and Nanglae,  in 

terms of percentage of yield, total phenolic (TPC) and total flavonoid contents (TFC). By using 70% ethanol 

for extraction , Pattavia gained higher (10.34%) yield compared to that of  Nanglae (5.72%). Both of TPC 

and TFC of  Pattavia were higher than those of Nanglae as shown in Table. 1. 

 Identification of polyphenols containing in pineapple extracts 

By HPLC analysis,  polyphenol containing in pineapple extracts both Pattavia and Nanglae were gallic acid, 

epigallocatechin and rutin as shown in Figure 1. Compared to Nanglae extracts, Pattavia contained higher 

contents of all three polyphenol substances (860 µg,  5.5 µg and  220.1 µg/ 1 g extract  vs  627.5 µg , 2.05 µg 

and 163.5 µg/1 g extract   for gallic acid, epigallocatechin and rutin, respectively) 

 Scavenging activity of pineapple extracts toward DPPH radical and superoxide radical 

 DPPH as well as  superoxide scavenging activities of Pattavia and Nanglae were compared as 

shown in Figure 2. Pattavia possessed lower 50% inhibitory concentration (IC50) value of  65.18 µg/ml and 

2.48 µg/ml compared to those of Nanglae (116.65 µg/ml and 5.15 µg/ml) in DPPH assay and superoxide 

assay, respectively. 

 Inhibition of  pineapple extracts on CYP1A2, CYP2E1 and CYP2D6 activities 

 Pattavia and Nanglae extracts exhibited inhibitory effects on CYP1A2-mediated phenacetin O-

deethylation dose-dependently at concentrations ranged from 25 -1,000 µg/ml.  IC50 values of Pattavia and 

Nanglae extracts were similar (266.87 µg/ml and 274.98 µg/ml, respectively, Figure 3) .  From Cornish-

Bowden and Dixon plots (Figure 4), type of inhibition of Pattavia and Nanglae extracts on CYP1A2 activity 

can be considered as competitive. 
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 Inhibition on CYP 2E1-mediated p-nitrophenol hydroxylation was shown by Pattavia and Nanglae 

extracts at concentrations ranged from 50 -1,000 µg/ml with IC50 values of  152.41 µg/ml and 177.13 µg/ml, 

respectively (Figure 5).  In contrast to inhibitory effect on CYP1A2 activity,  type of inhibition of Pattavia 

and Nanglae extracts on CYP 2E1 activity can be considered as noncompetitive (Figure. 6 ).   

 CYP 2D6-mediated codeine O-demethylation was dose-dependently inhibited with both Pattavia 

and Nanglae extracts at concentrations ranged from 50 -1,500 µg/ml. IC50 values of Pattavia and Nanglae 

extracts were quite different (445.04 µg/ml and  132.46 µg/ml, respectively, Figure. 7). Type of inhibition of 

Pattavia and Nanglae extracts on CYP2D6 activity was found to be uncompetitive (Figure 8 ). 

Discussions and Conclusion 

 In this study , comparison has been made between two types of pineapple grown in Thailand, 

Pattavia and Nanglae in terms of  inhibitory effects on bioactivation-related CYPs and mechanism involved 

that may attribute to the potential of pineapple extract as chemopreventive agent in initiation stage of 

carcinogenesis. Antioxidant activity and polyphenolic content as well as polyphenolic compounds containing 

in the extracts were explored that may attribute to the potential of the extract in promotion stage.  

  Pattavia contained higher contents of polyphenols compared to Nanglae.  TPC  as well as TFC of 

Pattavia extract found in this study  were consistent with previous report of  Chatuphonprasert and  

Jarukamjorn (2012) but was lower than those of Alothman et al. (2009) reported. This might be due to 

variation in location of orchard, climate including minerals containing in soil. According to HPLC analysis, 

there were three compounds, gallic acid, epigallocatechin and rutin containing in both types of pineapple 

extracts in which those compounds found in higher content in Pattavia compared to Nanglae. 

  Antioxidant activity of pineapple extracts was investigated using DPPH assay and superoxide 

anion radical scavenging assay. DPPH assay is an indirect method widely used to assess radical scavenging 

activity of compound. (Su et al., 2008).  Absorbance is reduced when  DPPH exposed to an antioxidant.  

Both Pattavia and  Nanglae extracts showed  antioxidant activity in a dose-dependent fashion with IC50 

values of  77.5 µg/ml  and 142.5 µg/ml, respectively. Since Pattavia extract contained higher TPC and TFC 

compared to Nanglae, therefore it is more potent than Nanglae in scavenging activity toward DPPH radical. 
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Khan et al. (2012) reported that there is a strong correlation between TPC and TFC  and DPPH radical 

scavenging activity. 

 Regarding to superoxide anion radical scavenging assay , in which xanthine and  xanthine oxidase 

were used to form superoxide anion radical, both Pattavia and  Nanglae extracts exhibited scavenging 

activity in a dose-dependent fashion with IC50 values of 4.54 µg/ml  and 6.24 µg/ml, respectively. Compared 

to DPPH assay, Pattavia showed less discrepancy in antioxidant activity with  Nanglae in term of IC50 

values. This may be attributed to a moderate correlation between TPC and TFC  and superoxide radical 

scavenging activity (Khan et al. , 2012).  

 Inhibitory effects of both types of pineapple extracts, Pattavia and Nanglae, were investigated on 

activity of CYP1A2, CYP2E1 and CYP2D6 enzymes that contribute to bioactivation process, leading to 

formation of reactive intermediates or carcinogens ( Coleman, 2005, Antolino-Lobo et al, 2010). 

  Pattavia and Nanglae extracts inhibited CYP1A2-mediated phenacetin O-deethylation in human 

microsomes dose-dependently with IC50 values of  266.87 µg/ml and 274.98 µg/ml, respectively. The type of 

inhibition was found to be competitive according to Cornish-Bowden and Dixon plots. Androutsopoulos et 

al.(2010) reported that several flavonoids e.g., chrysin, galangin and quercetin are potent CYP1A2 

inhibitors. There was a report of Weng et al. (2012) regarding  inhibitory effect of  epigallocatechin on 

CYP1A2 enzyme. Therefore, epigallocatechin found in extracts of Pattavia and Nanglae may contribute to 

CYP1A2 inhibition. 

 CYP2E1-mediated p-Nitrophenol  hydroxylation was inhibited by Pattavia and Nanglae extracts in 

concentration-dependent manner with IC50 values of  152.41 µg/ml and 177.13 µg/ml, respectively. The type 

of inhibition involved was noncompetitive which is consistent with the report of  Pekthong and Sermsapasuk 

(2009). Chatuphonprasert and Jarukamjorn (2012) reported that pineapple juice (Pattavia or Sriraja type) 

inhibited CYP1A1, 1A2, 2E1 and 3A11-mediated metabolism in murine liver microsomes. Inhibition of 

pineapple extracts on CYP2E1-mediated p-nitrophenol  hydroxylation may not related to epigallocatechin 

found in the extracts, since Weng et al. (2012) reported that epigallocatechin did not inhibit CYP2E1 activity 

in rat liver microsomes. 
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 Regarding to CYP2D6-mediated codeine o-demethylation, Pattavia and Nanglae extracts inhibited 

the metabolism dose-dependently with IC50 values of  445.04 µg/ml and 132.46 µg/ml, respectively. The 

type of inhibition was found to be uncompetitive. The results of this study show that pineapple extracts, 

Pattavia and Nanglae, exhibit inhibitory effects on bioactivation-related CYPs as well as antioxidant activity 

that may contribute to prevention of initiation and promotion stage of carcinogenesis. Further studies need to 

be carried out to provide support for the  potential of pineapple extracts in chemoprevention. 
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Table 1. Ethanolic extraction yields, total phenolic contents and total flavonoid contents of 

pineapple extracts, Pattavia and Nanglae type 

Type of 

pineapple 

Extraction yields (%) Total phenolic contents 

(mg GAE/100 g fresh weight) 

Total flavonoid contents 

(mg quercetin/100 g fresh weight) 

Pattavia 10.34 25.01 +  0.46 2.97 + 0.04 

Nanglae 5.72 11.72 +  0.15 1.68 + 0.11 

Value are mean ( n= 3) ± SD 

Legend  

Figure 1.  Chromatograms of polyphenols containing in Pattavia and Nanglae extracts by HPLC analysis 

Figure 2 .  DPPH and superoxide radical scavenging  activities of pineapple extracts 

Figure 3. Inhibitory effects of Pattavia and Nanglae extracts on CYP1A2-mediated metabolism in human 

 liver microsomes 

Figure  4.  The Cornish-Bowden and Dixon plots of the effect of Pattavia and Nanglae extracts on CYP1A2-

 mediated metabolism in human liver microsomes 

Figure 5. Inhibitory effects of Pattavia and Nanglae extracts on CYP2E1-mediated metabolism in human 

 liver microsomes 

Figure  6. The Cornish-Bowden and Dixon plots of the effect of Pattavia and Nanglae extracts on  CYP2E1-

 mediated metabolism in human liver microsomes 

Figure 7. Inhibitory effects of Pattavia and Nanglae extracts on CYP2D6-mediated metabolism in human 

 liver microsomes 

Figure. 8. The Cornish-Bowden and Dixon plots of the effect of Pattavia and Nanglae extracts on CYP2D6-

 mediated metabolism in human liver microsomes 
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กิจกรรมที่เก่ียวข้องกับการนําผลจากโครงการไปใช้ประโยชน์ 

โครงการนีเ้ป็นการศกึษาฤทธ์ิของสบัปะรดตอ่การป้องกนัมะเร็งเม่ือโครงการวิจยันีเ้สร็จสิน้

ประโยชน์ท่ีอาจจะได้จากการนําผลจากการศกึษาจากโครงการนีไ้ปใช้คือ 

1. ได้ข้อมลูและปริมาณสารออกฤทธ์ิท่ีเป็นองค์ประกอบในสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียและพนัธุ์นางแล 

ข้อมลูนีอ้าจนําไปอ้างอิงถึงปริมาณสารสําคญัและสรรพคณุของสบัปะรดในผลิตภณัฑ์แปรรูปจาก

ชมุชนเพ่ือเพิ่มมลูคา่ของผลติภณัฑ์ซึง่จะทําให้รายได้ของเกษตรกรเพิ่มสงูขึน้ได้ 

2. ทําการเผยแพร่ข้อมลูเก่ียวกบัฤทธ์ิของสบัปะรดเพ่ือให้ประชาชนได้ทราบถึงศกัยภาพของสบัปะรด

ในการช่วยป้องกนัมะเร็งและกําจดัอนุมลูอิสระได้ โดยอาจนําเสนอผ่านการบริการวิชาการ  การ

สมัมนาทางวิชาการ  การเผยแพร่เป็นบทความทางวิชาการ เป็นต้น 

3. ให้ข้อมลูแก่ประชาชนเพ่ือเฝ้าระวงัการเกิดอนัตรกิริยาของสบัปะรดกบัยาแผนปัจจบุนัในผู้ ท่ีใช้ยาท่ี

แปรสภาพโดยเอนไซม์ท่ีสบัปะรดมีผลยบัยัง้ เพ่ือเล่ียงการเกิดอาการไม่พึงประสงค์หรือความเป็น

พิษจากยา โดยอาจจะนําไปเผยแพร่เป็นบทความวิชาการ หรือในวารสารตา่งๆ 

 



 

ตารางเปรียบเทยีบวัตถุประสงค์ กิจกรรมที่วางแผนไว้และกิจกรรมที่ดาํเนินการมาและผลได้รับ

ตลอดโครงการ 

วตัถปุระสงค์ กิจกรรมท่ีวางแผนไว้และได้ดําเนินการ ผลท่ีได้รับตลอดโครงการ 

1. เพ่ือศกึษากลุม่ 

สารสําคญัจาก 

สบัปะรด 

 

1.1 คดัเลือกสบัปะรด 

1.2. สกดัสบัปะรดด้วยสารละลายอินทรีย์ 

1.3 วิเคราะห์หาปริมาณรวมฟลาโวนอยด์ 

และปริมาณ total phenolic ด้วย  

spectrophotometer 

1.4 วิเคราะห์สารสําคญัด้วยเคร่ือง HPLC และ  

      GC-MS 

 

ได้คดัเลือกพนัธุ์สบัปะรดท่ีปลกูในภาคเหนือคือสายพนัธุ์

ปัตตาเวียจากจงัหวดัลําปางและนางแลจากเชียงรายจาก

งานวิจยัพบวา่ สบัปะรดทัง้สองสายพนัธุ์นัน้มีสารกลุม่โพลีฟี

นอลเป็นองค์ประกอบ ได้แก่ gallic acid, epigallocatechin 

และ rutin  ในสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียมีปริมาณ 860.0, 5.5 

และ 220.1ug/1g ของสารสกดั และในสบัปะรดพนัธุ์นางแล

มีปริมาณ 627.5, 2.05 และ 163.5μg/1g ของสารสกดัซึง่

สารดงักลา่วนีมี้บทบาทสําคญัในการต้านมะเร็งและใช้

เสริมสร้างสขุภาพให้แข็งแรงได้ 

2. เพ่ือศกึษาฤทธ์ิ 

ต้านอนมุลูอิสระ 

จากสบัปะรด 

สายพนัธุ์ภาคเหนือ 

 

2.1 ทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 

ของสารสกดัสบัปะรด โดยใช้ อนมุลู DPPH,  

Hydrogen peroxide, superoxide anion 

 

 

เม่ือทดสอบการกําจดัอนมุลูอิสระDPPH,  

superoxide anion, hydrogen peroxide ในหลอด 

ทดลองพบวา่สบัปะรดทัง้สองสายพนัธุ์มี 

ประสทิธิภาพในการกําจดัอนมุลูอิสระได้ 

อยา่งมีประสทิธิภาพโดยคา่ IC 50ของการกําจดั 

อนมุลูของพนัธุ์ปัตตาเวียและนางแล ในสว่นของ DPPH 

เทา่กบั 65.18 และ 116.65 μg/ml, superoxide  

anionเทา่กบั 2.48 และ 5.15 μg/mlและสําหรับ hydrogen 

peroxide เทา่กบั 106.75และ 109.10μg/ml ตามลําดบั 

3. เพ่ือศกึษาฤทธ์ิ และ 

กลไกการยบัยัง้1A 

CYP 2E1และ2D6  

ในหลอดทดลอง 

3.1 ศกึษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์ CYP1A2 

CYP 2E1 และCYP2D6  

เม่ือนําสารสกดัสบัปะรดมาทดสอบฤทธ์ิและจลนศาสตร์ของ

เอนไซม์ท่ีมีหน้าท่ีแปรสภาพสารก่อมะเร็งได้แก่ CYP 

2E1,CYP 1A2 และCYP2D6 พบวา่สารสกดัสบัปะรดพนัธุ์

ปัตตาเวียและนางแลนัน้มีฤทธ์ิยบัยัง้ CYP1A  แบบแข่งขนั 

(competitive)ยบัยัง้เอนไซม์ CYP 2E1 แบบไมแ่ข่งขนั 

(noncompetitive) และยบัยัง้CYP2D6 แบบไมแ่ข่งขนั

(uncompetitive) 



4. เพ่ือศกึษาความ 

เป็นพิษของสารสกดั 

สบัปะรดตอ่เซลล์ 

มะเร็ง 

 

4.1 ทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ 

มะเร็งด้วยวิธี MTT assay 

สารสกดัสบัปะรดนัน้มีสารกลุม่ฟีนอลลกิและฟลาโวนอยด์

เป็นองค์ประกอบท่ีสําคญัและยงัมีความเป็นพิษตอ่

เซลล์มะเร็งตบัชนิด Hep G2 ด้วยวิธี MTT assay พบวา่สาร

สกดัสบัปะรดทัง้สองสามารถทําลายเซลล์มะเร็งได้ เม่ือ

คํานวณหาคา่ IC50ของสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียและนางแลมี

คา่ 22.40 และ 24.28μg/m lตามลําดบั     
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