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ABSTRACT 

 

The aims of this study are to investigate the influence of certain factors on 

antioxidant activity and anticancer activity of Psidium guajava leaf extract and 

enhance solubility, stability of the extract using nanotechonology. The 

physicochemical property, antioxidant and anticancer properties of the extract loaded 

nanoparticles were also evaluated. 

First of all, the effects of blanching and drying (pretreatment) of leaf sample 

prior to extract, extraction method, and the leaf age were investigated. Results 

indicated that extract of P. guajava young leaf obtained from treating the leaves with 

blanching followed by ice water cooling (BCD), dried at 50 
o
C before ultrasonic 

extraction using ethyl alcohol as extracting solvent (YGEt) gave attractive antioxidant 

activity based on ferric chelating and hydroxyl scavenging mechanisms with  
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IC50 values of 9.5±0.7 and 10.1±1.6 µg/mL, respectively. The extract showed 

intracellular ROS scavenging of 163.6±19.5 µM quercetin equivalent/g extract. 

More interestingly, YGEt showed inhibitory activity against prostate DU145 

and leukemic Molt4 cancer cells with IC50 value of 37.4±2.4 and 81.8±2.0 µg/mL 

respectively. Additionally, it possessed total phenolic content as gallic acid equivalent 

(GAE) and flavonoid content as quercetin equivalent (QE) of 162.9±6 and 190.8±4.1 

mg/g extract, respectively. The HPLC analysis indicated that YGEt composed of 

gallic acid, ellagic acid, and quercetin in the amount of 3.67±0.12, 13.82±0.34, and 

26.12±0.98 mg/g extract, respectivery. Interestingly, this extract showed no toxicity to 

PBMCs normal cells. Unfortunately, YGEt showed very low solubility in PBS 

(4.10±0.09 μg QE/mL), leading to drawback for use in clinical application. 

In this study, nano delivery system based on chitosan ionotropic method and 

mPEG-b-p(HPMAm-Lac2) polymeric micelles were prepared to deliver quercetin 

(QT), a bioactive compound of P. guajava leaf extract due to their biodegradable and 

biocompatible properties. It was found that QT was successfully entrapped in both 

nano delivery systems. However, nano delivery system based on mPEG-b-

p(HPMAm-Lac2) micelles showed higher enhancement of QT solubility and 

entrapment efficiency. It was found that, the entrapment efficiency (%EE) of QT 

loaded mPEG-b-p(HPMAm-Lac2) micelles was 33.3±0.4 % . The solubility of QT 

loaded mPEG-b-p(HPMAm-Lac2) micelles in PBS was found to be 350 µg/mL, about 

35 times higher than QT intact. Size analysis indicated that the average particle size of 

these nanoparticles was 92±4 nm with PDI of 0.23. QT loaded mPEG-b-p(HPMAm-

Lac2) micelles showed significantly higher ROS scavenging than native QT over a 
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period of 72 h. The IC50 value of QT loaded mPEG-b-p(HPMAm-Lac2) micelles was 

46.9±2.8 μg/mL whereas free QT exhibited higher IC50 value of 63.8±3.3μg/mL. 

Entrapment of crude extract like YGEt into mPEG-b-p(HPMAm-Lac2) 

micelles showed the maximum of a loading efficiency of 64.9±6.1 %. It was found 

that the solubility in PBS of YGEt loaded micelles (YGEtPM) was 247.3±4.1 μg 

flavonoid QT /mL, approximately 60 times higher than QT intact. YGEtPM exhibited 

smaller particle size of 115 nm with PDI of 0.25. YGEtPM showed intracellular ROS 

scavenging with IC50 of 66.3±2.8 µg/mL. This activity was slightly lower than that of 

the intact YGEt. These results might be due to the shortly time of investigation (30 

min). However, after treat DU145 cancer cell with YGEtPM for 48 h, the finding 

indicated that YGEtPM inhibited the growth of DU145 prostate cell lines with IC50 

values of 26.9±3.6 μg/mL, which significant higher activity than YGEt intact (IC50 

value of 37.4±2.4 μg/mL). Interestingly, YGEtPM did not show any cytotoxicity on 

PBMCs normal cells. It could be concluded that YGEtPM should be a promising 

agent to inhibit intracellular ROS radicals and preventing prostate DU145 disease. 
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บทคัดย่อ 

การศึกษาวิจยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อ ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อความสามารถในการยบัย ั้ง

อนุมูลอิสระและยบัย ั้งเซลล์มะเร็งของสารสกดัจากใบฝร่ัง  และเพิ่มสมบติัการละลายและความคง

ตวัของสารสกดัท่ีน่าสนใจจากใบฝร่ังโดยใชน้าโนเทคโนโลย ีและท าการประเมินคุณสมบติัทางเคมี

กายภาพและความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระและเซลลม์ะเร็งของสารสกดัท่ีกกัเก็บในอนุภาค

นาโน 

ล าดบัแรก ผลของการเตรียมใบฝร่ังดว้ยการลวก การให้ความร้อนก่อนการสกดั วิธีการ

สกดั และความแก่อ่อนของใบฝร่ัง ไดถู้กน ามาศึกษา ผลการทดลองไดแ้สดงให้เห็นว่า ผงแห้งของ

ใบอ่อนฝร่ังท่ีไดจ้ากการลวกแลว้ท าให้เยน็ดว้ยน ้ าแข็ง อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สกดั

โดยใชแ้รงสั่นสะเทือนจากคล่ืนความถ่ีต ่า และใชเ้อทิลแอลกอฮอล์เป็นตวัท าละลาย ให้ค่าการยบัย ั้ง

อนุมูลอิสระท่ีน่าสนใจ กล่าวคือ สารสกดัดงักล่าวสามารถให้อิเลคตรอนแก่เหล็กท่ีมีประจุสองบวก 

และจบัอนุมูลอิสระไฮดรอกซี ลดลงร้อยละหา้สิบ เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของสารดงักล่าว 9.5±0.7 และ 

10.1±1.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั นอกจากนั้น สารสกดัดงักล่าว ยงัสามารถยบัย ั้งอนุมูล

อิสระประเภทออกซิเจนท่ีสามารถเกิดข้ึนในเซลล์ เทียบเท่ากบัความสามารถของสารเคอร์ซิติน ท่ี

ความเขม้ขน้ 163.6±19.5 ไมโครโมลต่อสารสกดั 1 กรัม 
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ท่ีน่าสนใจมากไปกว่านั้ น  สารสกัดดังกล่าว ย ังแสดงความสามารถในการย ับย ั้ ง 

เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก ชนิด DU145 และเซลล์มะเร็งต่อมน ้ าเหลืองชนิด Molt 4 โดยท่ีความ

เข้มข้น 37.4±2.4 และ 81.8±2.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยบัย ั้งเซลล์มะเร็งดังกล่าว

ตามล าดบัไดร้้อยละ 50 และยงัพบอีกว่า สารสกดัดงักล่าว 1 กรัม มีปริมาณเทียบเท่า กรดแกลลิก 

และ เคอร์ซิติน 169.6±6 และ 190.8±4.1 มิลลิกรัม ตามล าดบั การวิเคราะห์องค์ประกอบดว้ยโคร

มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง พบว่าสารสกดัดงักล่าว 1 กรัม มีปริมาณ กรดแกลลิก กรด

แอลลาจิค และ เคอร์ซิติน เท่ากบั 3.67±0.12, 13.82±0.34 และ 26.12±0.98 มิลลิกรัม ตามล าดบั สาร

สกดัดงักล่าวไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ เม่ือท าการทดสอบดว้ยเซลล์ปรกติของเม็ดเลือด

ขาวชนิดนิวเคลียสเด่ียว แต่กระนั้นก็ตาม สารสกดัดงักล่าวให้ค่าการละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ 

พีเอช 7.4 ในปริมาณเทียบเท่า สารเคอร์ซิติน เพียงแค่ 4.10±0.09 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงท าให้

เป็นอุปสรรคต่อการน าไปประยกุตใ์ชท้างดา้นคลินิก 

ในการศึกษาคร้ังน้ี ระบบน าส่งนาโน บนพื้นฐานของวิธี ไอโอโนโทรปิก ไคโตซาน และ 
mPEG-b-p(HPMAm-Lac2) ไมเซลล์ ถูกน ามาเป็นตน้แบบส าหรับน าส่งสารสกดัท่ีน่าสนใจจากใบ
ฝร่ัง เน่ืองจาก สองวิธีดงักล่าวใชโ้พลีเมอร์ท่ีไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ และสามารถเขา้กนัไดดี้กบั
เซลล์  เคอร์ซิตินซ่ึงเป็นสารประกอบหลกัท่ีพบในสารสกดัใบฝร่ังถูกใชเ้ป็นสารประกอบตน้แบบ
ในการประเมินระบบน าส่งนาโนของทั้งสองวิธี ผลการทดลอง พบว่า ระบบน าส่งนาโน ทั้งสอง
สามารถกกัเก็บเคอร์ซิตินได ้แต่พบว่าระบบ mPEG-b-p(HPMAm-Lac2) ไมเซลล์ สามารถเพิ่มค่า
การละลายของเคอร์ซิติน และมีประสิทธิภาพในการบรรจุเคอร์ซิติน ไดม้ากกวา่ นอกจากนั้นระบบ 
ไมเซลล์ ยงัสามารถผลิตอนุภาคนาโนให้มีขนาดเพียง 100 นาโนเมตร ซ่ึงมีขนาดเล็กพอท่ีจะน าส่ง
เขา้สู่เซลลโ์ดยผา่นกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเซลล์ไดโ้ดยไม่ถูกก าจดั พบวา่ระบบน้ี 
สามารถกกัเก็บ เคอร์ซิตินไดถึ้งร้อยละ 33.4±0.4 และพบวา่ เคอร์ซิตินท่ีถูกกกัเก็บในระบบไมเซลล์
น้ีสามารถละลายในบฟัเฟอร์ พีเอช 7.4 โดยประมาณ เท่ากบั 350 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึง
สามารถเพิ่มค่าการละลายไดถึ้ง 34.5 เท่า เม่ือเทียบกบั สารเคอร์ซิตินในรูปแบบปกติ พบวา่ เคอร์ซิ
ตินท่ีกกัเก็บในไมเซลล์มีอนุภาคเฉล่ีย เท่ากบั 92±4 นาโนเมตร และมีค่าการกระจายตวัของอนุภาค 
เท่ากบั 0.23 เม่ือทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระประเภทออกซิเจน ท่ีอยู่ในเซลล ์
พบวา่ อนุภาคไมเซลลข์องเคอร์ซิติน แสดงศกัยภาพในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระดงักล่าว ไดดี้กวา่ เคอร์
ซิตินในรูปแบบปกติ ตลอดจนเสร็จส้ินการทดลองท่ี 72 ชัว่โมง และเม่ือทดสอบความสามารถยบัย ั้ง
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด DU 145 พบวา่ อนุภาคไมเซลล์ของเคอร์ซิติน ให้ค่าการยบัย ั้งเซลล์
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ดงักล่าวลดลงร้อยละ 50 โดยใชค้วามเขม้ขน้ เท่ากบั 46.9±2.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ี 
เคอร์ซิตินในรูปแบบปกติ ตอ้งใชค้วามเขม้ขน้ท่ีมากกวา่ คือ 63.8±3.3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ในการกกัเก็บสารสกดัหยาบใบฝร่ัง พบวา่ mPEG-b-p(HPMAm-Lac2 ไมเซลล์ สามารถ

กกัเก็บสารสกดัหยาบใบฝร่ังไดสู้งสุดถึงร้อยละ 64.9±6.1 และสามารถละลายในบฟัเฟอร์ พีเอช 7.4 

ไดเ้ท่ากบั 247.27±4.1 ไมโครกรัมของเคอร์ซิตินต่อมิลลิลิตร (60 เท่า ของสกดัหยาบใบฝร่ัง ใน

รูปแบบปกติ) พบวา่อนุภาคไมเซลล์ของสารสกดัใบฝร่ังมีขนาดเท่ากบั 115±6 นาโนเมตร และมีค่า

การกระจายตวัของอนุภาค เท่ากบั 0.25 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ

ประเภทออกซิเจนท่ีเกิดข้ึนในเซลล์ และความสามารถในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด 

D145 พบวา่ ไมเซลล์ของสารสกดัดงักล่าว สามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระขา้งตน้ ลดลงร้อยละ 50 เม่ือ

ใชค้วามเขม้ขน้ เท่ากบั 66.3±2.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ท่ีสูงกวา่ เม่ือเทียบกบั

สารสกดัในรูปแบบปกติ ผลท่ีไดเ้ช่นน้ีเน่ืองจาก เวลาในการทดลองอาจจะสั้นเกินไป (30 นาที) ท า

ให้ไม่สามารถประเมินศกัยภาพท่ีแทจ้ริงของสารสกดัในรูปแบบไมเซลล์ในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ

ดงักล่าว อยา่งไรก็ตามเม่ือดูผลของการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก โดยใชเ้วลาศึกษา 48 ชัว่โมง 

พบวา่ ไมเซลลข์องสารสกดัดงักล่าวสามารถยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งต่อมลูกหมาก ชนิด DU145 ลดลงร้อย

ละ 50 โดยใชค้วามเขม้ขน้ เท่ากบั 26.9±3.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะท่ีสารสกดัดงักล่าวใน

รูปแบบปกติ ตอ้งใช้ความเขม้ขน้ท่ีมากกวา่ คือ 37.4±2.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีน่าสนใจ สาร

สกดัท่ีถูกกกัเก็บใน mPEG-b-p(HPMAm-Lac2) ไมเซลล์ ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ เม่ือ

ทดสอบด้วย เซลล์ PBMCs โดยสรุปอาจกล่าวได้ว่า สารสกัดใบฝร่ังท่ีถูกกักเก็บใน mPEG-b-

p(HPMAm-Lac2) ไมเซลล์ เป็นทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนในเซลล ์

และใชป้้องกนัการเกิดเซลลม์ะเร็งต่อมลูกหมากชนิด DU 145 
 


