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โด ยวิ ธี DPPH  ABTS แ ละ FRAP ป ริม าณฟี นอลิ กรว มถูก ตรว จสอ บ โด ยเ ท คนิค ท าง สเป กโ ท รสโ ค

ป ี โ ด ย ใ ช้  Folin-ciocalteu ส า ร ส กั ด ห ย า บ แ ส ด ง ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ด้ ว ย ค่ า  IC50 เ ท ่ า กั บ 6 9 . 7 0 

mg/L เ มื่ อ ท ด ส อ บ โ ด ย วิ ธี  DPPH  ค่ า  TEAC เ ท ่ า กั บ 5 . 0 1 2 8 mM แ ล ะ ค่ า  FRAP เ ท ่ า กั บ  2 . 3 3 3 1 

mg Fe/g DW เมื่อทดสอบ ด้วยวิธ ี ABTS แล ะ FRAP ตามล าดับ  ป ริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัด

หยาบมีคา่เท ่ากับ 0.8201 mg GAE/g DW 
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Abstract 

 This research aims to study the antioxidant activites and total phenolic content from 

Helianthus tuberosus L. rhizome extract. The material was extracted with ethyl acetate. This 

extract was evaluated with DPPH, ABTS and FRAP assays. Total phenolic content was 

determined using a spectrophotometric technique, base on Folin-ciocalteu reagent. The crude 

extract showed antioxidant activity with IC50 value of 69.70 mg/L in DPPH assay, TEAC and 

FRAP values of 5.0128 mM and 2.3331 mg Fe/g DW in ABTS and FRAP assays, respectivety. 

Total phenolic content of this crude extract was 0.8201 mg GAE/g DW. 
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อักษรย่อ 

 

DPPH  =  2,2 -diphenyl-1 -picrylhydrazyl  

ABTS  =  2,2 -azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6 -sul-phonic acid  

BHA  =  Butylated hydroxyanisole  

GAE  =  Gallic acid equivalent  

TEAC  =  Trolox Equivalent Antioxidant capacity  

IC50    =  50%  Inhibitory concentration  

ppm  =  มิลลกิรัมต่อลิต ร  

SD  =  Standard deviation  

nm  =  นาโนเ มตร   

ml  =  มิลลลิิตร  

mM  =  มิลลโิมลาร์ 
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บทท่ี 1 

 

บทน า 

 

1.1 ที่มาและความส าคัญของงานวิจัย 

 อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  (Free radical) คื อ  ไ อ อ อ น ห รื อ อ ะ ต อ ม โ ม เ ล กุ ล ซ ึ่ ง มี อิ เ ล็ ก ต ร อ น คู่ โ ด ด เ ดี่ ย ว

อนุ มู ลอิ ส ระ อ าจ มี ป ร ะ จุ เ ป ็ นบ ว ก ล บ ห รื อเ ป ็ นศู น ย์  โ ดย อิ เล็ ก ตร อ นคู่ โ ดด เ ดี่ย ว เห ล่ านี้ ท  าใ ห้ อนุ มู ล

อิ ส ร ะ ว่ อ ง ไ ว ต่ อ ก า ร เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า สู ง  ซ ึ่ ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ ป ็ น พิ ษ ต่ อ ร่ า ง ก า ย ค ล้ า ย ค ลึ ง กั บ ก า ร ท  า

ป ฏิกิรยิาขอ งออกซ ิเจ นกับ เหล็ก  ส่งผลใหเ้ หล็กขึ้นสนมิ  รวมถึงก ารที่น้ ามันถู กเ ก็บ ไว ้น านๆ แล้ว มี

ก ลิ่ น เ ห ม็ น หื น  ซ ึ่ ง ก็ เ ป ็ น ผ ล จ า ก ก า ร ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า ข อ ง น้ า มั น กั บ อ อ ก ซ ิ เ จ น ก่ อ ใ ห้ เ กิ ด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ

เ ช่ น กั น  น อ ก จ า ก นี้ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ยั ง มี บ ท บ า ท ส า คั ญ ใ น เ ม ท า บ อ ลิ ซ ึ ม ท ี่ เ ป ็ น ตั ว ก ล า ง ข อ ง

สารป ระกอบ ท างชีวภาพหลายชนิด [1] 

 อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ กิ ด ขึ้ น จ า ก ป ฏิ กิ ริ ย า ภ า ย ใ น ร่ า ง ก า ย โ ด ย เ ฉ พ า ะ อ ย่ า ง ยิ่ ง  เ มื่ อ มี ธ า ตุ เ ห ล็ ก  

ท อ งแ ดง  แ มง กา นีส  โ คบ อล ต์ โ ค ร เมี ยม  นิ เก ิ ล มัก เก ิ ดเ ป ็น ป ฏิ กิ ริย าลู กโ ซ ่ โด ยร่ าง กา ยจ ะมี ระ บ บ

ก า จั ด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  แ ต่ ห า ก ร่ า ง ก า ย ไ ด้ รั บ ส า ร อ นุ มู ล อิ ส ร ะ จ า ก ภ า ย น อ ก  เ ช่ น  ไ ด้ รั บ จ า ก อ า ห า ร  

บ างชนิด จ ากขบ วนก า รปร ะกอบ อาหาร เช่ น ก ารย่า งเนื้อ สัตว์ที่ มีไขมั นสูง  การ น าน้ ามันท ี่ใ ช้ทอ ด

อา หารท ี่ อุ ณห ภูมิส ูง ๆ  ก ลับ ม าใ ช้ หรือ จาก สิ่ ง แว ดล้ อม  เช่ น แ สง อา ท ิต ย์ ซ ึ่ง มีรั ง สีอั ลต รา ไ วโ อเ ล ต 

ก า ร แ ผ่ รั ง สี  รั ง สี เ อ ก ซ ์  ห รื อ จ า ก ม ล พิ ษ  เ ช่ น  ค วั น บ ุ ห รี่  ก๊ า ซ ค า ร์ บ อ น ม อ น อ ก ไ ซ ด ์ ห า ก ไ ด้ รั บ ม า ก

เ กิ น ไ ป  ห รื อ ใ น ภ า ว ะ ท ี่ ร่ า ง ก า ย ส า ม า ร ถ ก า จั ด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ไ ด้ ล ด ล ง ก็ จ ะ ท  า ใ ห้ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ มี ม า ก

เก ินไป  จงึเป็นส าเหตุของโรคต่างๆ ได ้ [2] 

 อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ ม า ก เ กิ น ไ ป จ ะ เ ป ็ น อั น ต ร า ย ต่ อ ไ ข มั น  โ ป ร ตี น  ห น่ ว ย พั น ธุ ก ร ร ม  แ ล ะ

ค า ร์ โ บ ไ ฮ เ ด ร ต  ซ ึ่ ง จ ะ ท  า ใ ห้ เ พิ่ ม อั ต ร า ก า ร เ สี่ ย ง ต่ อ ก า ร เ ป ็ น โ ร ค ห ล า ย ช นิ ด  โ ร ค ท ี่ ส า คั ญ แ ล ะ มี

ก า ร ศึ ก ษ า กั น ม า ก  ไ ด้ แ ก่  โ ร ค ห ล อ ด เ ลื อ ด ตี บ แ ล ะ แ ข็ ง ตั ว  โ ร ค ม ะ เ ร็ ง บ า ง ช นิ ด  โ ร ค อั ล ไ ซ เ ม อ ร์     

โรค ไขข้ออัก เสบ  โรคแก่ก่อนวัย  เป็นต้น 

 อ นุ มู ล อิ ส ร ะ มี อ ยู่ ห ล า ย ช นิ ด  ท ุ ก ค รั้ ง ท ี่ ร่ า ง ก า ย เ ผ า ผ ล า ญ ส า ร อ า ห า ร ใ ห้ เ ป ็ น พ ลั ง ง า น

อ อ ก ซ ิ เ จ น จ ะ ถู ก เ ป ลี่ ย น ใ ห้ เ ป ็ น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ มี ชื่ อ ว่ า  ซ ู เ ป อ ร์ อ อ ก ไ ซ ด์  ( Superoxide) ซ ึ่ ง เ ป ็ น

อั น ต ร า ย  ร่ า ง ก า ย จึ ง ต้ อ ง มี ก ล ไ ก ใ น ก า ร ป ้ อ ง กั น  แ ล ะ ก า จั ด ซ ู เ ป อ ร์ อ อ ก ไ ซ ด์  เ ช่ น  วิ ต า มิ น เ อ   

วิ ต า มิ น ซ ี  แ ล ะ วิ ต า มิ น อี  ท ี่ ร่ า ง ก า ย ไ ด้ รั บ จ า ก อ า ห า ร  น อ ก จ า ก นั้ น  ร่ า ง ก า ย ยั ง มี เ อ น ไ ซ ม์  ท ี่ ช่ ว ย

เ ป ลี่ ย น ซ ู เ ป อ ร์ อ อ ก ไ ซ ด์ ท ี่ เ ป ็ น อั น ต ร า ย นี้  ใ ห้ ก ล า ย เ ป ็ น น้ า แ ล ะ อ อ ก ซ ิ เ จ น  ก า ร ท ี่ เ อ น ไ ซ ม์ เ ห ล่ า นี้     
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จ ะ ท  า ง า น ไ ด้ อ ย่ า ง มี ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ  จ ะ ต้ อ ง มี ส า ร อ า ห า ร ท ี่ จ า เ ป ็ น  อั น ไ ด้ แ ก่  ก ลู ต้ า ไ ธ โ อ น  วิ ต า มิ น บ ี  

2 สังกะส ี และซ ีลเีนียม 

 ดั ง นั้ น ก า ร ท  า ล า ย ห รื อ ค ว บ คุ ม ป ริ ม า ณ ข อ ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ดั ง ก ล่ า ว  อ า จ ช่ ว ย ใ น ก า ร ป ้ อ ง กั น

ก า ร เ กิ ด โ ร ค ต่ า ง ๆ ไ ด้  ส า ร ท ี่ น า ม า ใ ช้ ใ น ก า ร ต่ อ ต้ า น ห รื อ ยั บ ยั้ ง ก า ร เ กิ ด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  เ รี ย ก ว่ า       

ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  (Antioxidant)  ห รื อ อ า จ เ รี ย ก ว่ า  ส า ร ก า จั ด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  คื อ ส า ร ท ี่ ส า ม า ร ถ

ยับ ยั้ง ห รอืชะล อการเกิ ดป ฏิกิริย าออกซ ิ เดชัน (Oxidation) ซ ึ่งเป ็น สาเหตุ ของการ เ กิด อนุ มูล อสิร ะ     

(Free radical)  โ ด ยป ก ติ แ ล้ว ร่ า ง กา ย มี ก า รผ ล ิ ต ส าร ต้ า น อนุ มู ล อิ สร ะ ม า ตั้ งแ ต่ เ กิ ด ส า ร ต้า น อ นุ มู ล

อิส ร ะ จึ งมีบ ท บ าท ท ี่ จ ะ ช่ว ย ป ้ อ งกั น เ ซ ล ล ์ จ า ก กา ร ถู ก ท  า ร า ย  แ ล ะ ป ้ อง กั น ก าร เ กิ ด โร ค ต่ า งๆ  ดั ง นั้ น 

จึ ง ค ว ร เ ลื อ ก รั บ ป ร ะ ท า น อ า ห า ร จ า ก ธ ร ร ม ช า ติ  ท ี่ อุ ด ม ไ ป ด ้ ว ย ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  แ ล ะ อ า จ

รั บ ป ร ะ ท า น อ า ห า ร เ ส ริ ม ท ี่ มี ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ อ ย่ า ง ถู ก ห ลั ก เ พื่ อ เ ป ็ น ก า ร ป ้ อ ง กั น ก า ร เ กิ ด โ ร ค

ต่างๆ  ในอนาคต [3] 

 ใ น ป ั จ จุ บ ั น มี ก า ร ศึ ก ษ า เ กี่ ย ว กั บ ส า ร ต้ น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ อ ย่ า ง แ พ ร่ ห ล า ย  ซ ึ่ ง ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล

อิ ส ร ะ มั ก พ บ ม า ก ใ น พื ช ผั ก แ ล ะ ผ ล ไ ม้ บ า ง ช นิ ด  จึ ง ไ ด้ มี ก า ร ส นั บ ส นุ น ใ ห้ เ ป ็ น ท า ง เ ลื อ ก ห นึ่ ง ใ น ก า ร

ดูแลสุขภ าพ ดัง นั้นการ ศกึษ าเ พื่อหาส ารที่ส่ง เสริมสุข ภาพ โ ดยเ ฉพ าะงาน วิจัยที่เ กี่ยว กับ ส ารตา้ น

อนุ มู ล อิ ส ร ะ ใ นพื ช ผั ก จึ ง มี ค วา ม ส า คั ญ อ ย่ าง ม า ก ใ น ก า ร ช่ว ย ป ้ อ ง กั น ป ั จจั ย เ สี่ ย ง ท ี่ จ ะท  า ใ ห้ เ กิ ด โ ร ค

ต่างๆ 

 ป ั จ จุ บ ั น ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ ข้ า ม า มี บ ท บ า ท ส า คั ญ ต่ อ อุ ต ส า ห ก ร ร ม อ า ห า ร โ ด ย ก า ร

ป ร ะยุ กต์ ใ ช้ส าร ต้ าน อนุ มู ลริ สร ะ  ซึ่ งเ ป ็น อี กท าง เ ลือ กห นึ่ งใ นก า รเ พิ่ม คุณ ค่ าแ ละ มู ลค่ าข อ ง อ าห า ร

ให้เก ิด ป ร ะโย ชน์ตอ่ ผูบ้ ริโภค และผูผ้ลิ ตอาหาร ตังนัน้ผู้วจิั ยจึงมีคว ามสนใจท ี่ จะท  าการ ศกึษ าเพื่ อ

วิจั ยห าแ ห ล่ง ขอ ง สา ร ต้ า นอ นุมู ล อิส ระ  วิ เ คร าะ ห์ ฤท ธิ์ต้ า นอ นุมู ล อิส ระ  แ ล ะ ว ิ เค ร าะ หป์ ริ มา ณข อ ง

ส า ร ป ร ะ ก อ บ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม ข อ ง ส า ร ส กั ด กิ่ ง ป ิ้ ง ข า ว ใ น ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ต่ า ง ช นิ ด กั น  เ พื่ อ น า ม า ใ ช้ เ ป ็ น

สา ร ท ี่ มีฤ ท ธิ์ ใ น ก า ร ต้า น อ นุมู ล อิ ส ระ  ร วม ถึ ง กา ร น า ไป ใ ช้ ป ร ะ โ ย ชน์ ท า งด้ า น สุข ภ า พ  ต ล อ ดจ น ก า ร

พัฒนารูป แบบ ของ ผลติภัณฑ์ [4] 

 แ ก่ น ต ะ วั น เ ป ็ น พื ช ว ง ศ์ ท า น ต ะ วั น  ( ว ง ศ์  Asterales)  มี ชื่ อ ท า ง วิ ท ย า ศ า ส ต ร์ ว่ า  Helianthus 

tuberosus L. ซ ึ่ ง พื ช ใ น ว ง ศ์ ท า น ต ะ วั น นี้  มี ลั ก ษ ณ ะ เ ป ็ น พื ช ล้ ม ลุ ก  มี ด อ ก เ ป ็ น สี เ ห ลื อ ง ค ล้ า ย    

ด อ ก บ ั ว ต อ ง  ส่ ว น หั ว อ ยู่ ใ ต้ ดิ น  มี ลั ก ษ ณ ะ ค ล้ า ย ขิ ง แ ล ะ ข่ า  ก า ร เ จ ริ ญ เ ติ บ โ ต ข อ ง แ ก่ น ต ะ วั น มี ส อ ง

ช่ ว ง  ช่ ว ง แ ร ก นั บ ตั้ ง แ ต่ ป ลู ก จ น ถึ ง อ อ ก ด อ ก ค รั้ ง แ ร ก  แ ก่ น ต ะ วั น จ ะ ส ะ ส ม อ า ห า ร ใ น ใ บ แ ล ะ ล า ต้ น 

ช่ว งที่ สอ ง หลั งจ า กด อก แ รก บ า น จน ถึง ร ะย ะเ ก็ บ เ กี่ย ว  ใ บ จ ะ หลุ ดร่ ว ง อา ห าร สะ ส มที่ ใบ ส่ งไ ป ท ี่ หั ว  

ซ ึ่ง แ ก่ น ต ะ วั น ก็ เ ป ็ น ห นึ่ งใ น ตั ว ช่ ว ย ค ว บ คุ ม น้ า ห นัก ตั ว ไ ด้ เ ป ็ น อ ย่ า ง ดี [5] แ ต่ ยัง ไ ม่ มี ก า ร น า แ ก่ น ต ะ วั น

ม า ศึ ก ษ า เ พื่ อ ท ด ส อ บ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  จึ ง มี ก า ร ศึ ก ษ า พื ช ช นิ ด นี้ โ ด ย พื ช จ า พ ว ก นี้ เ ป ็ น อี ก ห นึ่ ง
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แ น ว ท า ง ท ี่ จ ะ น า ม า ใ ช้ ใ น ก า ร ดู แ ล  บ  า รุ ง รั ก ษ า  ป ้ อ ง กั น สุ ข ภ า พ ข อ ง ร่ า ง ก า ย ซ ึ่ ง มี ค ว า ม เ ป ็ น ไ ป ไ ด้ ว่ า

จะมีองค์ประกอบ ท างเคมีที่ส าคัญท ี่เป็นสารตา้นอนุมูลอสิร ะ 

 ก า ร ศึ ก ษ า ค รั้ ง นี้ ผู้ วิ จั ย มี ค ว า ม ส น ใ จ ท ี่ จ ะ ศึ ก ษ า ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  แ ล ะ ห า ป ริ ม า ณ      

ฟีน อ ลิก ร วม ข อง ส าร ส กัด หั วแ ก่ นต ะ วัน ท ี่ สก ั ด โด ย ใช้  70 เป อ ร์เ ซ ็ นต์ เ อท า นอ ล  เ พื่ อน า มา เ ป ็น ส า ร

อ อ ก ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ซ ึ่ ง ใ ช้ เ ป ็ น ข้ อ มู ล พื้ น ฐ า น ใ น ก า ร พั ฒ น า ท า ง เ ภ สั ช วิ ท ย า  ย า  แ ล ะ

ผลติภัณฑ์เพื่อสขุภาพใ นอนาคต 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

       1.2.1 เ พื่ อ ศึ ก ษ า ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ มี อ ยู่ ใ น ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  โ ด ย วิ ธี  DPPH ซ ึ่ ง ท  า

การตรวจวดั โด ยเ ท คนิ ค ยูวี -ว ิส เิบ ิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเตอร์ 

       1.2.2 เ พื่ อ ศึ ก ษ า ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ มี อ ยู่ ใ น ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  โ ด ย ใ ช้ วิ ธี  ABTS ซ ึ่ ง

ท  าการตรวจวดั โด ยเ ท คนิ ค ยูวี -ว ิส เิบ ิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเตอร์ 

       1.2.3 เ พื่ อ ศึ ก ษ า ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ มี อ ยู่ ใ น ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  โ ด ย วิ ธี  FRAP ซ ึ่ ง ท  า

การตรวจวดั โด ยเ ท คนิ ค ยูวี -ว ิส เิบ ิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเตอร์         

1.2.4 เพื่ อศึ ก ษ า ป ริม า ณฟี นอ ลิ กร ว มข อ งส า รส กัด หั วแ ก่ นต ะ วัน  โ ด ยใ ช้ วิธี  Folin-Ciocalteu ซ ึ่ง ท  า

การตรวจวัตโดยเ ท คนิคยูวี -วิสิเบิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเตอร์ 
 

1.3 สมมติฐานของงานวิจัย 

1.3.1 ถ้ า ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น มี ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ อ ยู่ จ ริ ง  เ มื่ อ น า ม า ท ด ส อ บ ด้ ว ย วิ ธี  

DPPH จะเ กิด ก า รฟ อ ก จาง สี จาก สี ม่ว ง ข อง ส า รล ะ ลา ย  DPPH radical เ ป ลี่ ยน เ ป ็ นสี เ ห ลือ ง ใ ส โ ด ย

ใช้วธิีก ารตรวจวัดด้วยเท คนิค ยูวี -วิสิเบิล สเป กโ ตรโฟโ ตเมตรีได้  

1.3.2 ถ้ า ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น มี ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ อ ยู่ จ ริ ง  เ มื่ อ น า ม า ท ด ส อ บ ด้ ว ย วิ ธี  

ABTS จ ะ เ กิ ด ก า ร ฟ อ ก จ า ง สี จ า ก สี น้ า เ งิ น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย  ABTS radical จ า ง ล ง  โ ด ย ใ ช้ ว ิ ธี ก า ร 

ตรวจวดั ด ้วยเ ท คนิ ค ยูวี -วิลิเบิล สเป กโ ตรโฟโ ตเมตรีได้ 

1.3.3 ถ้ า ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น มี ส า ร ฟี น อ ลิ ก อ ยู่ จ ริ ง เ มื่ อ น า ม า ท ด ส อ บ ด้ ว ย วิ ธี  Folin- 

cocolteu จ ะ ต้ อ ง เ กิ ด ส า ร ป ร ะ ก อ บ เ ชิ ง ช้ อ น สี น้ า เ งิ น ซ ึ่ ง ส า ม า ร ถ ห า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ไ ด้  โ ด ย ใ ช้  

วิธีการตรวจวัดด้วยเท คนิ ค ยูวี -วิสิเบิล สเป กโ ตรโ ฟ โตเ มตร ี 

1.3.4 ถ้ า ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น มี ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ อ ยู่ จ ริ ง  เ มื่ อ น า ม า ท ด ส อ บ ด้ ว ย วิ ธี  

FRAP จ ะ ต้ อ ง เ กิ ด ส า ร ป ร ะ ก อ บ เ ชิ ง ช้ อ น สี น้ า เ งิ น ซ ึ่ ง ส า ม า ร ถ ห า ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ไ ด้  โ ด ย ใ ช้  

วิธีการตรวจวัดด้วยเท คนิ ค ยูวี -วิสิเบิล สเป กโ ตรโ ฟ โตเ มตร ี
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1.4 ขอบเขตการศึกษาของงานวิจัย 

1.4.1  ขอบเขตด้านระยะเวลาการศึกษา 

           1. เริ่มตน้ศกึษ า เมื่อวันที่ 1 เดือน มกราคม 2562 

           2. สิน้สุดก ารศกึษ า เมื่อวันที่ 5 เดือน เมษ ายน  2562 

1.4.2  ขอบเขตด้านเน้ือหา 

           1. ตัวท  าละลายท ีใ่ช้ในการสกั ด  เอท านอล 70 เป อร์เซ็นต์ 

           2. ศกึษ าฤท ธิ์ต้านอนุมูลอสิระของสารสกัด หัวแก่นตะวัน  โด ยใ ช้วธิี DPPH 

3. ศกึษ าฤท ธิ์ต้านอนุมูลอสิระของสารสกัด หัวแก่นตะวัน  โด ยใ ช้วธิี ABTS 

4. ศกึษ าฤท ธิ์ต้านอนุมูลอสิระของสารสกัด หัวแก่นตะวัน  โด ยใ ช้วธิี FRAP  

5. ศึ ก ษ า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  โ ด ย ใ ช้ วิ ธี  Folin-

Ciocalteu 

 1.4.3 ขอบเขตด้านพื้นที่ 

           1. เก ็บ ตัวอย่างหัวแก่นตะวัน ในพ ืน้ที่จังหวัดพะเย า ป ระเท ศไท ย 

           2. หอ้งปฏิบัติการเคมี SC2315 คณะวทิ ยาศาสตร์ มหาวิทย าลัยพ ะเย า 

           3. หอ้งปฏิบัติการเคมี SC2310 คณะวทิ ยาศาสตร์ มหาวิทย าลัยพ ะเย า 

           4. หอ้งปฏิบัติการวทิ ยาศาสตร์การแพทย ์ มหาวิทย าลัยพ ะเย า 
 

1.5 ผลที่คาดว่าจะได้รับ 

1.5.1 ท  าให้ทราบว่าสารสกัด หัวแก่นตะวัน  มีปริมาณฟีนอลิกมากน้อยเ พียงใด 

1.5.2 ส า ม า ร ถ น า ง า น วิ จั ย นี้ ไ ป เ ป ็ น แ น ว ท า ง ป ร ะ ยุ ก ต์ ใ ช้ ใ น ด้ า น เ ค มี  ชี ว เ ค มี  เ ภ สั ช ก ร ร ม 

และท างการแพท ย์ 
 

1.6 แนวทางในการน าไปใช้ประโยชน์ 

1.6.1 เ พื่ อ ส่ ง เ ส ริ ม ใ ห้ หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  เ ป ็ น แ ห ล่ ง ข อ ง ส า ร ต า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ จ า ก ธ ร ร ม ช า ติ ท ี่

สามารถใ ช้เป็นสารตา้นอนุมูลอสิระได ้ 

1.6.2 ส า ม า ร ถ น า ง า น วิ จั ย นี้ ไ ป เ ป ็ น แ น ว ท า ง พั ฒ น า ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  ใ น ท า ง

ก า ร แ พ ท ย์ แ ล ะ เ ภ สั ช ก ร ร ม  น า ไ ป เ ป ็ น ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ พื่ อ เ ป ็ น ป ร ะ โ ย ช น์ ใ น ก า ร เ ส ริ ม ส ร้ า ง

สุขภาพ และการบ าบัดหรือป้องกันโรค เรือ้รังต่อไป 
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บทท่ี 2 

 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 

2.1 หัวแก่นตะวัน[6] [7] [8] 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 หัวแก่นตะวัน 

ท ี่มา : https://puechkaset.com/แก่นต ะวัน 

1. ชื่อวิทยาศาสตร์ 

Helianthus tuberosus L.  

2. ชื่อวงศ์ 

ASTERACEAE หรอื COMPOSITAE 

3. ชื่อพื้นเมือง 

แก่นตะวัน  แหว้บ ัวตอ ง มั น ท านตะวัน 

4. ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 แ ก่ น ต ะ วั น จั ด อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม  Asteraceae เ ป ็ น พื ช ป ร ะ เ ภ ท ล้ ม ลุ ก  มี อ า ยุ สั้ น ป ร ะ ม า ณ 

120-180 วั น  มี ล า ต้ น เ ห นื อ ดิ น ลั ก ษ ณ ะ ก ล ม  เ ป ลื อ ก ล า ต้ น มี สี ม่ ว ง เ ข้ ม  มี ข น ย า ว แ ข็ ง 

ขนาดล าตน้ประมาณ  1-3 เซ นติเมตร สูงป ระมาณ 1.5-2 เมตร ส่วนล าต้นใต้ดนิเรียก ว่ า 

หั ว  เ ป ็ น ล า ต้ น ส ะ ส ม อ า ห า ร  หั ว มี ลั ก ษ ณ ะ แ บ ่ ง เ ป ็ น แ ง่ ง ย า ว  แ ล ะ เ ป ็ น ต ะ ป ุ่ ม ต ะ ป  ่ า เ ป ็ น แ น ว

ย า ว ต า ม ค ว า ม ย า ว ข อ ง หั ว  เ ป ลื อ ก บ า ง สี น้ า ต า ล อ่ อ น  เ นื้ อ ใ น สี ข า ว ก ร อ บ  ข น า ด หั ว

ป ร ะ ม า ณ  2-6 เ ซ น ติ เ ม ต ร  ย า ว ไ ด้ ถึ ง  6-20 เ ซ น ติ เ ม ต ร  ส่ ว น ร า ก เ ป ็ น ร า ก แ ข น ง ท ี่ แ ต ก

อ อ ก บ ริ เ ว ณ โ ค น ต้ น   ใ บ เ ป ็ น ใ บ เ ดี่ ย ว เ รี ย ง ต ร ง ข้ า ม ส ลั บ ฉ า ก กั น  แ ต่ ล ะ ใ บ จ ะ มี ก้ า น ใ บ ย า ว 



6 

 

2-4 เ ซ น ติ เ ม ต ร  ก ว้ า ง ป ร ะ ม า ณ  6-8 เ ซ น ติ เ ม ต ร  ย า ว ป ร ะ ม า ณ  10-15 เ ซ น ติ เ ม ต ร  ฐ า น

ใบ รูป ส อบ แค บ   ป ล า ยใ บ เ รี ยว แห ล ม  แผ่ น ใบ เรี ย บ  เนื้ อ ใบ บ า ง  ข อบ ใ บ เ ป ็น ฟั นเ ลื่อ ย  แ ผ่น

ใบ ท ั้ ง ด้ า น บ น แ ล ะด้ า น ล่ า ง มี ข น สั้ นแ ข็ ง ป ก ค ลุ ม  แ ผ่นใ บ มี เ ส้ น แ ข น ง ใบ  6-9 เ ส้ น  ด อ ก เ ป ็ น

ช่ อ  มี ก้ า น ช่ อ ด อ ก ห ลั ก ย า ว ป ร ะ ม า ณ  30-50 เ ซ น ติ เ ม ต ร  จ า ก นั้ น แ ต ก ก้ า น ด อ ก ย่ อ ย อ อ ก 

แต่ ละ ดอ กมี ขน าด  6-8 เ ซ น ติเ ม ตร ลัก ษ ณ ะเ ป ็น ท ร งก ลม แบ น  อ อก ดอ กเ ป ็น ช่อ  ด อก มี สี

เ ห ลื อ ง ค ล้ า ย กั บ ด อ ก ท า น ต ะ วั น ห รื อ บ ั ว ต อ ง แ ต่ เ ล็ ก ก ว่ า  ส่ ว น ผ ล แ ก่ น ต ะ วั น มั ก เ รี ย ก เ ป ็ น

เ ม ล็ ด  มี ลั ก ษ ณ ะ มี รู ป ลิ่ ม ค ล้ า ย เ ม ล็ ด ด า ว เ รื อ ง  ป ล า ย เ รี ย ว ย า ว  เ ป ลื อ ก ผ ล มี สั น  4 สั น  สี

น้ า ต า ล อ่ อ น  มี ล า ย สี น้ า ต า ล  แ ล ะ มี ข น สั้ น แ น่ น ป ก ค ลุ ม  ข น า ด ผ ล ก ว้ า ง ป ร ะ ม า ณ  2-3 

มิลลเิมตร ยาวประมาณ 5-8 มิลลเิมตร ด้านในเ ป ็นเนือ้เมล็ด 1 เมล็ด 

5. การกระจายพันธุ์ 

 แ ก่ น ต ะ วั น  เ ป ็ น พื ช ต ร ะ กู ล เ ดี ย ว กั น กั บ ท า น ต ะ วั น  มี ถิ่ น ก า เ นิ ด ใ น ท วี ป อ เ ม ริ ก า

เห นื อ  แ ล ะเ ป ็ น พื ช ท ้ อ งถิ่ น ข อ ง แ คน า ด า  ป ั จ จุบั น พ บ ป ลู กท ั่ ว ไ ป ใ น ส หรั ฐ อ เ ม ริ กา  แ ค น า ด า 

ฝร่ังเศส รัสเซ ีย จีน แอฟริกากล าง และออสเตรเล ีย รวมถึงประเทศไ ท ย 

6. การใช้ประโยชน์ 

- หั ว แ ก่ น ต ะ วั น จั ด เ ป ็ น อ า ห า ร ท ี่ ดี แ ล ะ มี ป ร ะ โ ย ช น์ อ ย่ า ง ม า ก เ นื่ อ ง จ า ก ใ น หั ว ข อ ง แ ก่ น

ต ะ วั น นั้ น อุ ด ม ไ ป ด้ ว ย วิ ต า มิ น แ ล ะ แ ร่ ธ า ตุ ต่ า ง ๆ  ม า ก ม า ย  ซ ึ่ ง มี ป ร ะ โ ย ช น์ ต่ อ ร่ า ง ก า ย 

เชน่ มีวติามินบ ีรวม แคลเซ ียม ธาตุเหล็กท ี่สูง เป ็นต้น 

- หั ว ใ ช้ รั บ ป ร ะ ท า น ส ด ๆ  เ ป ็ น ผั ก  ซ ึ่ ง หั ว ส ด จ ะ มี ร ส ช า ติ ค ล้ า ย ๆ  กั บ แ ห้ ว  ห รื อ น า ม า

ป ร ะ ก อ บ อ า ห า ร ท ั้ ง ค า ว แ ล ะ ห ว า น  ท  า เ ป ็ น ข น ม  ใ ช้ ต้ ม รั บ ป ร ะ ท า น  ห รื อ น า ไ ป ผั ด ห รื อ

ใ ช้ ย า ก็ ไ ด้  น อ ก จ า ก นี้ ยั ง ส า ม า ร ถ น า ม า ใ ช้ แ ท น มั น ฝ รั่ ง ไ ด้  เ พ ร า ะ มี เ นื้ อ สั ม ผั ส

เชน่เดียวก ัน เพียงแต่วา่มีรสหวานกว ่า จงึเห มาะส าหรับใ ส่ในสลัดผักต่าง ๆ 

- หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ส า ม า ร ถ น า ม า ท  า เ ป ็ น ผ ง  คื อ เ อ า หั ว ม า ตั ด เ ป ็ น ชิ้ น เ ล็ ก ๆ  น า ม า ต า ก แ ด ด      

ให้แห้งแล้ วอบ  เมื่อ อบ เสร็จ ก็น ามาป ่น เป ็นผงเ ล็ก ๆ ซ ึ่งผ งดังกล่าว สามารถ น าไป ผส ม  

กั บ แ ป ้ ง ต่ า ง ๆ  เ ป ็ น ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ ไ ด้  เ ช่ น  ข น ม ป ั ง  ข า ไ ก่  คุ ก กี้  เ ป ็ น ต้ น  จ ะ ช่ ว ย ท  า ใ ห้ มี

รสชาติที่ดีและมีกลิ่นหอม และคงปริมาณของอนินูลินไว้ 

- มีกา รน า หัว แก่น ตะ วันม าสก ั ดเ อาส าร อินนู ลิน ใช้ ผสม ใน ผลติ ภัณฑ์ นม ผงเ ด็ก  โด ยจ ะ

มีสารอินนูลินผสมอยู่ด้วยราว 1-2 เป อร์เซ็นต์ 
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- หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ใ ช้ เ ป ็ น วั ต ถุ ดิ บ ใ น ก า ร แ ป ร รู ป เ ป ็ น สุ ร า แ ล ะ เ อ ท า น อ ล ไ ด้  ซ ึ่ ง ใ น ป ร ะ เ ท ศ

เ ย อ ร มั น  รั ฐ บ า เ ดิ น - เ ว อ ร์ ท เ ท ม แ บ ร์ ก  จ ะ มี ก า ร ใ ช้ หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ใ น ก า ร ผ ลิ ต สุ ร า

มากก ว่า 90 เป อร์เซ็นต์ ซ ึ่งสุราชนิดนี้ก็คือ Topi หรอื Rossler 

- ล าตน้แก่นตะวันสามารถน าไป หมักท  าเป ็นเอท านอลได ้ 

- หัว ใ ช้ เ ป ็น อ า ห าร เ ส ริ ม ใน สั ต ว์ เลี้ ย ง  เ พร า ะ มี ผล ต่ อ ก า รเ จ ริ ญ เติ บ โ ต  ท  า ใ ห้ สั ตว์ เ ลี้ ย ง มี

สุ ข ภ า พ แ ข็ ง แ ร ง  ช่ ว ย ล ด จุ ลิ น ท รี ย์ ท ี่ เ ป ็ น โ ท ษ ใ น ร ะ บ บ ท า ง เ ดิ น อ า ห า ร  ช่ ว ย ล ด ก ลิ่ น

เ ห ม็ น ข อ ง มู ล สั ต ว์  ช่ ว ย เ ส ริ ม ส ร้ า ง ภู มิ คุ้ ม กั น ใ ห้ สั ต ว์ เ ลี้ ย ง  ช่ ว ย ล ด ก า ร ใ ช้ ย า ป ฏิ ชี ว น ะ 

จงึมกีารน ามาใช้เป็นสมุนไ พรของสัตว์เลีย้ง 

- ในเ ชิ งอุต สาห กรร ม มี การ ใช้หั วแก่ นตะ วันม าเป ็ นวัต ถุด ิบ ในก ารส กัด เ ป ็นน้ าตา ลอิน นู

ลิ น  (Inulin) เ พ ร า ะ ส า ม า ร ถ พ บ ไ ด้ ใ น พื ช ช นิ ด นี้ ม า ก ถึ ง  16-39 เ ป อ ร์ เ ซ ็ น ต์ แ ล ะ ยั ง มี

ก า ร ใ ช้  อิ น นู ลิ น เ พื่ อ ผ ลิ ต เ ป ็ น น้ า ต า ล เ ชื่ อ ม รุ ก โ ต ส เ ข้ ม ข้ น  ห รื อ ส า ร ใ ห้ ค ว า ม ห ว า น ใ น

อุตสาหกรรมอาหาร 

- แก่นตะวันเป ็นพืชท ี่ให้ พลังงานสูง หัวสด 1 ตัน สามารถใ ช้ผลิตเ ป ็นเอท านอลบ ริสุทธ ์  

99.5 เ ป อ ร์ เ ซ ็ น ต์ ไ ด้ ม า ก ถึ ง  100 ลิ ต ร  ส า ม า ร ถ ใ ช้ เ ป ็ น พ ลั ง ง า น ท ด แ ท น ด้ ว ย ก า ร

น าไป ใช้ผสมกับ น้ ามันเบ นซ ิน ใช้ผลิตแก๊สโ ซ ฮอล์ได ้ 

- แก่ นต ะวั นเ ป ็น พืชเ ศ ร ษ ฐ กิจ ท ี่ ก าลั งไ ด้รั บ ค ว าม นิย ม เพ รา ะส าม า รถ น า ไป แป รรู ป เ ป ็ น

ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ ไ ด้ ห ล า ก ห ล า ย ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ แ ก่ น ต ะ วั น เ ช่ น  แ ก่ น ต ะ วั น แ บ บ บ ร ร จุ ถุ ง  แ ก่ น

ต ะ วั น บ ด ผ ง  แ ก่ น ต ะ วั น อ บ แ ห้ ง  ช า แ ก่ น ต ะ วั น  ว่ า น แ ก่ น ต ะ วั น แ ค ป ซ ู ล  ส บ ู่ แ ก่ น ต ะ วั น 

เป ็นต้น 

- แก่น ตะ วัน มีด อก ท ี่ส วยง าม  จึ งมีก า รเ พา ะป ลู กไ ว้เ ป ็น ไม้ ป ร ะดั บ  ป ลูก เป ็ นพื ชเ พื่อ กา ร

ท ่องเท ี่ยว  เพื่อเป ็นที่พัก ผอ่นหย่อนใจได้ 
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7. ส่วนต่างๆของแก่นตะวัน 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 ต้นแก่นตะวัน  

ท ี่มา : https://medthai.com/แก่นตะวัน 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3 รากแก่นตะวัน  

ท ี่มา : https://medthai.com/แก่นตะวัน 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 ใบแก่นตะวัน  

ท ี่มา : https://medthai.com/แก่นตะวัน 

 

 

 

https://medthai.com/แก่นตะวัน
https://medthai.com/แก่นตะวัน
https://medthai.com/แก่นตะวัน
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ภาพท่ี 5 ดอกแก่นตะวัน  

ท ี่มา : https://medthai.com/แก่นตะวัน 
 

2.2 การเตรยีมพืชสมุนไพร[9]   

 2.2.1  การคัดเลือกพืชสมุนไพร   

  1)  คุณสมบัติเบ ือ้งตน้   

   คั ด เ ลื อ ก ส มุ น ไ พ ร ท ี่ ส า ม า ร ถ กิ น เ ป ็ น อ า ห า ร  ห รื อ มี ส ร ร พ คุ ณ เ ป ็ น ย า กิ น พื้ น บ ้ า น

หรอื ยาแ ผน โบ ร าณ  (Folk medicine, herbal remedies)  ซึ่ง ถือ ว่าเ ป ็น กล ุ่ม พืชส มุน ไพ ร ท ี่ค่ อนข้ าง มี

ความปลอดภัยใ นระดับ หนึ่ง   

  2 )  คุณสมบัติเฉ พาะ   

   คั ด เ ลื อ ก พื ช ใ น ว ง ศ์  (Family)  เ ดี ย ว กั น ห รื อ ว ง ศ์ ท ี่ ใ ก ล้ เ คี ย ง กั น กั บ พื ช ท ี่ มี ร า ย ง า น

ว่ามีฤทธ ิ์ตา้นอนุมูลอสิระ   

 2.2.2  ประเภทพืช   

  1)  พชืสด (Fresh plant material)    

     โ ด ย ม า ก ใ ช้ ใ น ย า แ ผ น โ บ ร า ณ  แ ต่ ง ก ลิ่ น อ า ห า ร  แ ล ะ ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ น้ า ห อ ม  ใ ช้

ตัว อย่ าง พืชส ด เพื่ อรั กษ าคุ ณส มบั ติที่ ส า คัญ  เ ช่ น ไท ม์ส ด (Thyme)  มีฤ ท ธิ์ล ดก าร บ ีบ ตัว ขอ งล าไ ส้  

แ ต่ ห า ก ตั ว อ ย่ า ง ข อ ง พื ช แ ห้ ง จ ะ มี ผ ล ท  า ใ ห้ ฤ ท ธิ์ ท า ง เ ภ สั ช วิ ท ย า นี้ ห ม ด ไ ป  โ ด ย ท ั่ ว ไ ป ก า ร ส กั ด จ ะ

ไ ด้ ผ ล ดี เ มื่ อ ส า ม า ร ถ ส กั ด ส า ร จ า ก พื ช ส ด  โ ด ย ก า ร น า พื ช ส ด ท ี่ เ ก็ บ ม า ต้ ม กั บ แ อ ล ก อ ฮ อ ล์  เ พื่ อ ฆ่ า

เอมไ ซ ม์ก่อนการสกัด  เพื่อป้องกันไ ม่ใหเ้ก ิดการเปลี่ยนแป ลงของสารเคมีตา่งๆ ภายใ นพืช   

  2 )  พชืแหง้ (Dried plant material)   

     ส่ว น ให ญ่ พืชป ระ เ ภท นี้ จะไ ด้ม า จาก ร้าน สมุ น ไพ ร  แ ต่ หาก ต้อ ง เก ็ บ พืชส ดม า ท  า

ให้แห้ง เอง จ าเป ็ นต้อง ใช้วธิีท ี่ เหมา ะสม วิธีกา รท าตัว อย่าง พืชให้ แหง้มีหลายวิ ธีขึน้อ ยู่กับ ช นิดขอ ง

พืชแล ะสา รส า คัญใ น พืช โด ย เฉ พา ะพืชท ี่ใช้ เป ็นวั ตถุดิ บ ใน การส กัด น้ ามัน หอมร ะเห ย (Volatile oil, 

https://medthai.com/แก่นตะวัน
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Essential oil) จ ะ ต้ อ ง ร ะ วั ง ม า ก  เ พ ร า ะ ท ี่ อุ ณ ห ภู มิ สู ง ป ริ ม า ณ น้ า มั น ห อ ม ร ะ เ ห ย จ ะ ล ด ล ง 

 2.2.3 การท าสมุนไพรให้แห้ง   

  วิ ธี ก า ร ท  า ใ ห้ แ ห้ ง ส า ม า ร ถ ค ง คุ ณ ภ า พ ข อ ง ส มุ น ไ พ ร ไ ว้ ค ว ร ท  า ใ ห้ แ ห้ ง ด้ ว ย วิ ธี ท ี่ เ ร็ ว

แ ล ะ ใ ช้ อุ ณ ห ภู มิ ต่ า  เ พ ร า ะ อุ ณ ห ภู มิ ท ี่ สู ง อ า จ ท  า ใ ห้ ส า ร ะ ส า คั ญ ส ล า ย ห รื อ เ ป ลี่ ย น แ ป ล ง ไ ป  ก า ร ท  า

สมุนไพ รให้แห้งอาจท าได้โดย    

  1)  การท  าให้แห้งในอากาศ (Air drying)   

     เชน่ ท  าให้แห้งในท ี่รม่ (Shade drying)  หรอืตากแห้ง (Sun drying)    

  2 )  การท  าให้แห้งโด ยค วามร้อนจากแหล่งพลังง านอื่น (Artificial heat)    

     เช่ น  พ ลั ง ง า น ไ ฟ ฟ้ า  โ ด ย ก า ร เ ข้ า ตู้ อ บ ท ี่ ส า ม า ร ถ ค ว บ คุ ม อุ ณ ห ภู มิ แ ล ะ อ า ก า ศ ท ี่

ผ่ า น เ ข้ า อ อ ก ไ ด้ ดี ก ว่ า  เ นื่ อ ง จ า ก ท ี่ ส า ม า ร ถ ค ว บ คุ ม อุ ณ ห ภู มิ ไ ด้ แ น่ น อ น  แ ต่ ถ้ า ห า ก อุ ณ ห ภู มิ สู ง

เก ินไป อาจท าให้เสียฤท ธิ์ท างชีวภาพ   

 2.2.4 การแตกย่อยเน้ือเยื่อ   

  เ ป ็ น ก า ร ท  า ใ ห้ ตั ว อ ย่ า ง พื ช มี ข น า ด เ ล็ ก ล ง  เ พื่ อ ใ ห้ ตั ว ส กั ด  เ ช่ น  ตั ว ท  า ล ะ ล า ย  ห รื อ

ไ อ น้ า แ ท ร ก ซ ึ ม ผ่ า น เ ซ ล ล์ พื ช ไ ด้ ท ั่ ว ถึ ง  ส า ม า ร ถ ส กั ด ส า ร ะ ส า คั ญ จ า ก พื ช ไ ด้ ผ ล ดี  วิ ธี ก า ร แ ต ก ย่ อ ย

เนือ้เย ื่อ     3 วิธี ได้แก่   

  1) การย่อยด้วยเ ครื่องมอื (Mechanical disintegration)    

     เ ป ็ น วิ ธี ก า ร ท  า ใ ห้ ตั ว อ ย่ า ง พื ช มี ข น า ด เ ล็ ก ล ง โ ด ย อ า ศั ย เ ค รื่ อ ง มื อ ท ี่ เ ห ม า ะ ส ม 

เชน่ การบดด ้วยครก  การหั่นดว้ยมีด การปั นด้วยเ ครื่องป ั น ฯลฯ    

  2) การย่อยด้วยเ อนไซ ม์ (Enzymatic disintegration)     

      เป ็นวิธีย่อยเ นื้อเยื่อโดย ใช้เอนไซ ม์ชนิดตา่งๆ เชน่ เอนไซ ม์ ส าหรับย ่อย Pectin 

และ Ellulose เป ็นต้น   

  3) การย่อยด้วยก ารเคมี (Chemical disintegration)    

     เ ป ็ น วิ ธี ย่ อ ย เ นื้ อ เ ยื่ อ โ ด ย ใ ช้ ส า ร เ ค มี  เ ช่ น  Dimethyl formide, Cholic, 

Deoxycholic acid, Sodium dodecyl sulfate และ Phenol ฯลฯ  เพื่อให้เซลล ์แตก   
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2.3 การสกัดสาระส าคัญจากพืช   

 การส กัด สา ระส าคัญจ ากพ ื ชอาจ ท  าไ ด้หลาย วิธี ขึน้กับ ป ัจจั ยหลา ยป ร ะการ  เช่ น ชนิ ดขอ ง

สาร ท ี่สกั ด คุณส มบัติ ขอ งสา รใน กา รทน ต่อค วา มรอ้ น ชนิด ของ ตัว ท  าล ะลา ยท ี่ ใช้ ฯลฯ  แ ต่ละว ิธี ก็

มี ข้ อ ดี แ ล ะ ข้ อ จ า กั ด แ ต ก ต่ า ง กั น ไ ป  วิ ธี ก า ร ส กั ด ส า ร ะ ส า คั ญ จ า ก พื ช แ บ ่ ง อ อ ก เ ป ็ น  5 วิ ธี  ไ ด้ แ ก่  

  2.3.1 การสกั ดด้วยตัวท  าละลาย (Solvent extraction)    

  2.3.2 การสกัดด ้วยเค รื่องมอื (Mechanical extraction)    

  2.3.3 การสกัดด ้วยก ารกลั่น (Distillation)      

  2.3.4 การสกัดด ้วยก ารดูดซ ับ  (Resorption)    

  2.3.5 การสกัดด ้วยก ารบีบ  (Expression)     

 ในท ี่นี้จะอ ธิบ ายเ พีย ง 1 ว ิธีก า ร ที่นยิมน ามาใช้ใน การสกัด เพื่อการศึก ษ าวิจัยพื ชสมุนไพ ร 

คือ การสกัดด ้วยตัวท  าละลาย (Solvent extraction)   

 2.3.1 การสกัดด้วยตัวท าละลาย (Solvent extraction)   

  เ ป ็ น ก า ร ส กั ด ส า ร ะ ส า คั ญ จ า ก พื ช ด้ ว ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ท ี่ เ ห ม า ะ ส ม  ค ว า ม ส า ม า ร ถ

ข อ ง ส า ร ส กั ด กั บ อั ต ร า ก า ร ซ ึ ม ผ่ า น  (Rate of diffusion)  ข อ ง ส่ ว น ท ี่ ล ะ ล า ย ไ ด้ ผ่ า น ช้ั น สั ม ผั ส ข อ ง

ข อ ง เ ห ล ว  ท ี่ ท  า ห น้ า ท ี่ เ ป ็ น ตั ว ส กั ด  (Solvent)  กั บ ส า ร ตั้ ง ต้ น ท ี่ น า ม า ส กั ด  โ ด ย ขั้ น ต อ น ใ น ก า ร ส กั ด

อาจผ่านกระบวนก ารตา่งๆ ดังนี้   

  1) การหมัก (Maceration)    

     เ ป ็ น ก า ร ห มั ก ส มุ น ไ พ ร กั บ ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ใ น ภ า ช น ะ ท ี่ ป ิ ด  เ ช่ น  ข ว ด ป า ก ก ว้ า ง       

ข ว ด รู ป ช ม พู่  โ ถ แ ก้ ว  แ ล ะ ถั ง พ ล า ส ติ ก  ฯ ล ฯ  ภ า ย ใ น ร ะ ย ะ เ ว ล า ท ี่ ก า ห น ด  ( ป ร ะ ม า ณ  2-7 วั น ) โ ด ย

ใ น ร ะ ห ว่ า ง ก า ร ห มั ก ต้ อ ง ห มั่ น เ ข ย่ า ห รื อ ค น บ ่ อ ย ๆ  เ พื่ อ ใ ห้ ตั ว อ ย่ า ง พื ช สั ม ผั ส กั บ ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ม า ก

ท ี่ สุ ด  เ มื่ อ ค ร บ ก า ห น ด เ ว ล า จึ ง ค่ อ ย ๆ  ริ น ส า ร ส กั ด อ อ ก แ ล ะ พ ย า ย า ม บ ี บ เ อ า ส า ร ล ะ ล า ย อ อ ก จ า ก

ก า ก  (Marc)  ใ ห้ ม า ก ท ี่ สุ ด  ท  า ซ ้ า ห ล า ย ๆ ค รั้ ง  จ น ก ร ะ ท ั่ ง ก า ร ส กั ด ส ม บ ู ร ณ์  จ า ก นั้ น ร ว ม ส า ร ส กั ด ท ี่

เก ็บ ได ้ ท ั้งหม ดน าไป กรอง  (Filtration)  เ พื่อแย กเ อา กากสมุ นไพ ร ออกไ ป  การ สก ัดด้ว ยวิธ ีนี้ มีขอ้ดี ท ี่

สารไม่ถูก ความรอ้น แตเ่ป ็นวิธีที่สิ้นเป ลืองตัวท  าละลายมาก   

  2) การท าสารสกัด ให้เข้มขน้ (Concentrated extraction)    

     ห ลั ง จ า ก ส กั ด ส า ร จ า ก พื ช ด้ ว ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ท ี่ เ ห ม า ะ ส ม แ ล้ ว  ส า ร ส กั ด ท ี่ ไ ด้ มั ก

เ จื อ จ า ง แ ล ะ มี ป ริ ม า ต ร ม า ก  ก า ร แ ย ก ส่ ว น ห รื อ ก า ร ศึ ก ษ า ต่ อ ไ ป ท  า ไ ด้ ไ ม่ ส ะ ด ว ก  แ ล ะ ไ ม่ มี

ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ จึ ง จ า เ ป ็ น ต้ อ ง แ ย ก ตั ว ท  า ล ะ ล า ย อ อ ก ไ ป เ พื่ อ ใ ห้ ไ ด้ ส า ร ส กั ด ท ี่ เ ข้ ม ข้ น  ( Concentrated 
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extraction)  แ ล ะ ป ร า ศ จ า ก ตั ว ท  า ล ะ ล า ย  โ ด ย ก า ร ร ะ เ ห ย ด้ ว ย ก า ร ก ลั่ น ใ น สุ ญ ญ า ก า ศ  ( Distillation 

in vacuum)  เ ป ็ น วิ ธี ก า ร ร ะ เ ห ย แ ห้ ง โ ด ย ก ลั่ น ตั ว ท  า ล ะ ล า ย อ อ ก ท ี่ อุ ณ ห ภู มิ ต่ า  แ ล ะ ล ด ค ว า ม ดั น ล ง

จ น เ กื อ บ เ ป ็ น สุ ญ ญ า ก า ศ  ก า ร ก ลั่ น โ ด ย วิ ธี นี้ ต้ อ ง อ า ศั ย ก า ร ท  า ง า น ข อ ง เ ค รื่ อ ง มื อ ห ลั ก  3 ช นิ ด 

ป ระกอบ กัน ได ้แก่  

   1. เครื่องระเหยสุญ ญากาศแบบ หมุน (Rotary evaporation)    

   2. เครื่องท าน้ าหล่อเย็น (Cool ace)    

   3. เ ค รื่ อ ง ดู ด อ า ก า ศ เ พื่ อ ท  า สุ ญ ญ า ก า ศ  ( Vacuum pump, aspirator)  

  

     ใ น ส่ ว น ข อ ง เ ค รื่ อ ง  Rotary evaporation ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  3 ส่ ว น ส า คั ญ  คื อ  ข ว ด

ก ลั่ น  (Distillation flask)  เ ป ็ น ภ า ช น ะ ท ี่ บ ร ร จุ ส า ร ส กั ด ท ี่ ต้ อ ง ก า ร ท  า ใ ห้ เ ข้ ม ข้ น  ห ล อ ด ค ว บ แ น่ น 

(Condenser)  เ ป ็ น แ ห ล่ ง ท  า ค ว า ม เ ย็ น เ พื่ อ ใ ห้ ไ อ ร ะ เ ห ย ข อ ง ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ก ลั่ น ตั ว เ ป ็ น ข อ ง เ ห ล ว แ ล ะ

ข ว ด รั บ ตั ว ท  า ล ะ ล า ย  (Receiving flask)  ใ น ก า ร ท  า ง า น ข ว ด ก ลั่ น ท ี่ บ ร ร จุ ส า ร ส กั ด จ ะ แ ช่ อ ยู่ ใ น ห ม้ อ

อั ง ไ อ น้ า แ ล ะ ห มุ น อ ยู่ ต ล อ ด เ ว ล า เ พื่ อ ใ ห้ ค ว า ม ร้ อ น ก ร ะ จ า ย ไ ด้ อ ย่ า ง ท ั่ ว ถึ ง แ ล ะ ส ม่ า เ ส ม อ  เ มื่ อ

ส า ร ล ะ ล า ย ใ น ข ว ด ก ลั่ น เ ดื อ ด  ( อุ ณ ห ภู มิ ป ร ะ ม า ณ  100-120 °C)  จ ะ ร ะ เ ห ย เ ป ็ น ไ อ ผ่ า น ไ ป ยั ง ห ล อ ด

ควบ แน่ นแลว้ กล ั่นตัว เป ็นข องเหล วลงสู่ ขวดรับ ตัวท  า ละลาย  ท าก ารกลั่น ไป เรื่ อยๆ  จ นกระ ท ั่งสา ร

ส กั ด เ กื อ บ แ ห้ ง  เ ท ใ ส่ ข ว ด สี ช า น า ไ ป ร ะ เ ห ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ท ี่ อ า จ ต ก ค้ า ง อ อ ก ใ ห้ ห ม ด บ น เ ค รื่ อ ง ท  า

ความรอ้น (Hot plate)  โดย ใช้ระดับ ความรอ้นต่ า จากนั้นทิ้งไว้ให้เย็นท ี่อุณหภูมหิอ้ง   

     เครื่อ งมอื ท ี่ใช้ ในก ารท า สาร สก ัด ให้เ ข้มข้น ท ี่ดตี้ องมีระบ บ การ ท  าสุ ญญ า กาศ ท ี่

ดี  ร ะ ห ว่ า ง ข ว ด ก ลั่ น  แ ล ะ ห ล อ ด ค ว บ แ น่ น สั้ น  แ ล ะ มี ร ะ บ บ ท  า ค ว า ม เ ย็ น ข อ ง ห ล อ ด ค ว บ แ น่ น ท ี่ ดี 

  3) การแช่แข็ง (Freezing)    

     กา รแ ช่แ ข็ งท าใ ห้ สา รส กัด ก ลา ยเ ป ็ นข อง แข็ ง  ห าก เ ป ็น สา รที่ ส กัด ด้ว ย น้ าหรื อ มี

น้ าป นม าด้วย หลังจา กแชแ่ ข็งแล้ว จะน า ไป ก าจั ดน้ าอ อกด ้วย เครื่อ ง Lyophilized แตห่ ากเ ป ็ นตัวท  า

ละ ล า ย อื่ น เ ฉ พ า ะ ตั ว ท  า ล ะ ล า ย เท ่ า นั้ น ท ี่ เ ป ็ น ข อ ง แ ข็ ง ท ี่ ส า ม า ร ถ แย ก อ อ ก จ า ก ก า ร ส กั ด โ ด ย ก า ร ป ั น

เหวี่ยง (Centrifugation)    
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2.4 อนุมูลอิสระ [9]
   

 อนุมู ลอิส ระ คือ  อะตอม หรือส า รปร ะก อบ ท ี่ มีอเิ ล็ก ตรอ นเดี่ ยว อยู่ใ นออ บ ิทั ลวง นอก สุด ท ี่

มีระ ดับ พ ลังง าน สูง ค าจ ากั ดคว ามนี้ รว มถึง อะต อม ของ ไฮ โ ดร เจน และ ไอ ออน ของ โล หะท ราน ซ ิชั น 

น อ ก จ า ก นี้ ยั ง ร ว ม ถึ ง โ ม เ ล กุ ล ข อ ง อ อ ก สิ เ จ น ซ ึ่ ง รั บ ว่ า เ ป ็ น อ นุ มู ล เ พ ร า ะ มี อิ เ ล็ ก ต ร อ น จ า น ว น  2 

อิเล็กตร อน แต่ ละอิเล็ กตรอน จะแยก กันอย ู่เ ป ็นอิเล็ กตรอน เดี่ยว ใ นแตล่อ อบ ิทัล อนุมูลอิ สระมีทั้ ง

ท ี่ อ ยู่ ใ น ส ภ า ว ะ เ ป ็ น ก ล า ง ท า ง ไ ฟ ฟ้ า  แ ล ะ อ นุ มู ล ใ น ส ภ า ว ะ ท ี่ มี ป ร ะ จุ ไ ฟ ฟ้ า  โ ด ย มี ท ั้ ง ป ร ะ จุ บ ว ก แ ล ะ

ป ร ะจุ ล บ  สั ญลั กษ ณ์ ท า ง เค มีข อ งอ นุ มูล  ห รื ออ นุ มูล อิส ร ะคื อ อิเ ล็ก ต รอ น เดี่ ยว ข อง อ นุมู ลซ ึ่ ง แส ด ง

ด้ ว ย จุ ด ใ น ต า แ ห น่ ง ข้ า ง บ น ข อ ง สั ญ ลั ก ษ ณ์ ท า ง เ ค มี  เ ช่ น  อ นุ มู ล  A• อ นุ มู ล  A• - แ ล ะ อ นุ มู ล  A•+ 

โด ย เฉ พ าะ อ นุมู ล ท ี่ มีม ว ลโ ม เล กุ ล ต่ า  จะไ วต่ อ ก าร เ กิด ป ฏิกิ ริ ยา ม า กก ว่ าอ นุ มูล ท ี่ มี มว ล โม เ ลก ุ ล สู ง 

เนื่องจากอิเล็ก ตรอนเดี่ยวจะไม่เสถ ียรและพย ายามจับ คู่กับ อิเล็กตรอนเด ี่ยวอื่น   

 ดังนัน้ อนุมูลอิสระจงึมี คุณสมบ ัติเฉพาะ คอื มีความไวส ูงในก ารเ กิดป ฏิกิรยิากับ โมเ ลก ุ ล

อื่ น ๆ  อ ย่ า ง ไ ร ก็ ต า ม ยั ง ค ง มี อ นุ มู ล อิ ส ร ะ บ า ง ช นิ ด ท ี่ มี ค ว า ม เ ส ถี ย ร  ไ ม่ ไ ว ใ น ก า ร เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า 

ส า ม า ร ถ ค ง อ ยู่ ใ น ส ภ า พ อ นุ มู ล ไ ด้ น า น  อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ มี ค ว า ม เ ส ถี ย ร มี จ า น ว น น้ อ ย ช นิ ด ม า ก 

ตัว อ ย่า ง  อ นุ มูล อิ สร ะ ท ี่ มีค ว าม ส าคั ญ ท า ง ชี ว ภ า พ ไ ด้แ ก่  อ นุ มูล ซ ุ ป เ ป อ ร์อ อ กไ ซ ด์ (O2
• - )  อ นุมู ล ไ ฮ

ด ร อ ก ซ ี  ( OH• )  อ นุ มู ล เ ป อ ร์ ไ ฮ ด ร อ ก ซ ี่ ( H2O• )  อ นุ มู ล อิ ร ะ เ ห ล่ า นี้ จั ด เ ป ็ น อ นุ มู ล ท ี่ ไ ว ใ น ก า ร

เก ิดปฏิกิรยิาสูงมาก  

 2.4.1 แหล่งท่ีมาของอนุมูลอิสระ [10]   

  ในสิ่งมชีี วิตทุก ช นิดที่ใชอ้ อกซ ิเจ นในก าร ด ารงชี พ จะมีอ นุมูลอิส ระของอ อกซ ิเจ น

เ กิ ด ขึ้ น อ ยู่ ต ล อ ด เ ว ล า  ก า ร เ กิ ด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ ห ล่ า นี้ มี ส า เ ห ตุ ม า จ า ก ป ั จ จั ย ท ั้ ง ภ า ย ใ น แ ล ะ ภ า ย น อ ก

ร่างกายดังนี้   

  1) ป ัจจัยภายใ นรา่งกาย   

     ในร่าง กายขอ งสิ่งมชีี วิตจะมี ป ฏิกิรยิ ามากม าย ท ี่เ กี่ยว ข้อ งกับ ท ั้ ง การสร้ างแล ะ

การส ลาย โมเ ล กุล ข อง ส ารที่เ รียก ว่าก ระบ ว นกา รเม ท าบ อ ลิซึม  ซ ึ่ง ถือเป ็ นสา เหตุ หลักอ ย่าง หนึ่ง ท ี่

ท  าให้เก ิดอนุมูลอสิระ ตัวอย่าง ป ฏิกิรยิาที่ ท  าให้เก ิดอนุมูลอสิระได ้แก่  

    ป ฏิ กิ ริ ย า อ อ ก ซ ิ เ ด ชั น ท ี่ เ กิ ด ขึ้ น เ อ ง  (Auto oxidation) เ ช่ น  ก า ร เ กิ ด อ อ ก ซ ิ เ ด ชั น

ของไขมัน ซ ึ่งแบ่งออกเป ็น 3 ระยะ คือ 

     1 .  ร ะ ย ะ เ ห นี่ ย ว น า เ ริ่ ม ต้ น  (Initiation) เ ป ็ น ร ะ ย ะ ท ี่ ก ร ด ไ ข มั น แ ต ก ตั ว เ ป ็ น อ นุ มู ล

อิสระโด ยมีแสง หรอือุณหภูมิเป็นตัวเ ร่งป ฏิกิรยิา  
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     2 .  ร ะ ย ะ เ พิ่ ม จ า น ว น  (Propagation) เ ป ็ น ร ะ ย ะ ท ี่ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ

อ อ ก ซ ิ เ จ น เ กิ ด เ ป ็ น อ นุ มู ล เ ป อ ร์ อ อ ก ซ ี  (Peroxy radical) แ ล้ ว ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า ต่ อ กั บ ก ร ด ไ ข มั น เ กิ ด เ ป ็ น

ไ ฮ โ ด ร เ ป อ ร์ อ อ ก ไ ซ ด์  (Hydro peroxide) แ ล ะ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ซ ึ่ ง ถ้ า มี แ ส ง แ ล ะ ค ว า ม ร้ อ น เ ป ็ น ตั ว เ ร่ ง ก็

จ ะ เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า ต่ อ ท  า ใ ห้ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ พิ่ ม ขึ้ น  แ ล้ ว อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ เ กิ ด ขึ้ น ก็ ส า ม า ร ถ ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ

ออก ซ ิเจนใหมไ่ด ้ตอ่เนื่องไป เรื่อยๆ  

     3. ร ะ ย ะ สิ้ น สุ ด  (Termination) เ ป ็ น ร ะ ย ะ ท ี่ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ เ กิ ด ขึ้ น ร ว ม ตั ว กั น

กล ายเ ป ็นโมเล กุล ท ี่ เสถ ียร  

     ป ฏิ กิ ริ ย า อ อ ก ซ ิ เ ด ชั น ท ี่ มี เ อ็ น ไ ซ ม์ เ ป ็ น ตั ว เ ร่ ง ก า ร ท  า ง า น ข อ ง เ อ็ น ไ ซ ม์ ส า คั ญ  2  

ชนิดทีม่ีผลก ระตุ้นการสร้างอนุมูลอสิร ะ ภ ายใ นรา่งก ายไ ด้แก่    

     1 .  เ อ็ น ไ ซ ม์ แ ซ น ธี น อ อ ก ซ ิ เ ด ส  ( Xanthine oxidase : XO) ท  า ห น้ า ท ี่ ส า คั ญ ใ น

กร ะ บ ว น ก า ร ส ล า ย เ บ ส พิ ว รี น  (Purine) โ ด ย เ ร่ ง ป ฏิ กิ ริ ย า ก า ร เ ป ลี่ ย น ไ ฮ โ พ แ ซ น ธี น  (Hypoxanthine) 

เป ็นแ ซ นธี น (Xanthine) และ แซน ธีน เป ็น กรด ยูริก (Uric acid) พร้ อมๆ  กับ เคล ื่ อนย้ ายอิ เล็ก ตรอ น

ให้ออกซ ิเจนเกิดเป ็นอนุมูล ซ ูเป อร์ออกไซ ด์ (O2
• -)  

     2. เ อ็ น ไ ซ ม์ ไ ล โ พ อ อ ก ซ ี จี เ น ส  ( Lipoxygenase: LOX) ท  า ห น้ า ท ี่ เ ร่ ง ป ฏิ กิ ริ ย า

ออกซ ิเ ดชันขอ งกรดไ ขมันไม่ อิ่มตัว สูง (Polyunsaturated fatty acid) ภ ายใ นโ มเลก ุล ของเอ็ นไซ ม์ นี้

มี เ ห ล็ ก  (Fe2+) เ ป ็ น ส่ ว น ป ร ะ ก อ บ อ ยู่ ท  า ห น้ า ท ี่ ดึ ง อ ะ ต อ ม ไ ฮ โ ด ร เ จ น จ า ก ก ร ด ไ ข มั น แ ล ะ เ ติ ม

อ อ ก ซ ิ เ จ น ใ ห้ กั บ ก ร ด ไ ข มั น  เ กิ ด เ ป ็ น ไ ฮ โ ด ร เ พ อ ร อ ก ไ ซ ด์  ซ ึ่ ง จ ะ ส ล า ย ตั ว เ ป ็ น อ นุ มู ล ข อ ง ก ร ด ไ ข มั น 

     กระ บ วน การ ก าจั ดสิ่ งแป ลก ป ลอม ของ เม็ ดเลื อดข าว ในขั้ นต อนก ารท า ลา ยสิ่ ง

แ ป ล ก ป ล อ ม  โ ด ย เ ฉ พ า ะ เ ชื้อ โ ร ค ท ี่ ถู ก ก ลื น กิ น เ ข้ า ม า ภ า ย ใ น ร่ า ง ก า ย  เ ซ ล ล์ เ ม็ ด เ ลื อ ด ข า ว จ ะ มี ก า ร

ดึ ง โ ม เ ล กุ ล อ อ ก ซ ิ เ จ น  (O2) ม า ใ ช้ เ ป ็ น จ า น ว น ม า ก เ พื่ อ ผ ลิ ต เ ป ็ น อ นุ มู ล ซ ู เ ป อ ร์ อ อ ก ไ ซ ด์  (  O2
•-) โ ด ย

ก า ร ท  า ง า น ข อ ง เ อ็ น ไ ซ ม์  NADPH อ อ ก ซ ิ เ ด ส  (NADPH oxidase) ท ี่ อ ยู่ บ น เ ยื่ อ บ ุ ช้ั น น อ ก  ( Outer 

membrane) ของเม็ดเลือดขาว  

     โ ล ห ะ ท ร า น สิ ชั น  (Transition metal) โ ล ห ะ ท ร า น สิ ชั น  2  ช นิ ด คื อ  เ ห ล็ ก  (Fe2 + )  

แ ล ะ  ท อ ง แ ด ง  (Cu2 + )  ท ี่ มี อ ยู่ ท ั่ ว ไ ป ใ น ร่ า ง ก า ย  ส า ม า ร ถ เ ร่ ง ก า ร ส ร้ า ง อ นุ มู ล ไ ฮ ด ร อ ก ซ ิ ล จ า ก

ซ ูป เป อร์-ออ กไ ซ ด์ แล ะไ ฮโ ดร เจ นเ ป อ ร์อ อก ไซ ด์ (Hydrogen peroxide, H2O2)  ใน ป ฏิ กิริ ยา  Fenton 

(Fenton’s reaction)  
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  2) ป ัจจัยภายนอก ร่างกาย   

     ย า รั ก ษ า โ ร ค  ย า บ า ง ช นิ ด ท ี่ รั บ ป ร ะ ท า น เ ข้ า ไ ป ใ น ร่ า ง ก า ย ส า ม า ร ถ ก่ อ ใ ห้ เ กิ ด

อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ไ ด้  โ ด ย เ ฉ พ า ะ อ ย่ า ง ยิ่ ง ย า ใ น ก ลุ่ ม ต้ า น จุ ล ชี พ แ ล ะ ต้ า น ม ะ เ ร็ ง  เ ช่ น  บ ลี โ อ ไ ม ซ ิ น  

(Bleomycin)      แ อ น ท ร า ไ ซ ค ลิ น ส์  (Antracyclines) แ ล ะ เ ม โ ธ ท รี เ ส ต  (Methotrexate) เ นื่ อ ง จ า ก มี

ฤท ธิ์เส ริมป ฏิกิรยิา     ออกซ ิเดชัน (Prooxidation)    

     รั ง สี  ก า ร ใ ช้ รั ง สี รั ก ษ า โ ร ค  เ ช่ น  รั ง สี เ อ ก ซ ์  (Xray), รั ง สี แ ก ม ม า  (γ-ray) อ า จ

เ ป ็ น ส า เ ห ตุ ท  า ใ ห้ เ กิ ด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ขึ้ น ใ น ร่ า ง ก า ย  จ า ก ก า ร ถ่ า ย ท อ ด พ ลั ง ง า น ใ ห้ กั บ น้ า  ซ ึ่ ง เ ป ็ น

ส่ ว น ป ร ะ ก อ บ ข อ ง เ ซ ล ล์  แ ล้ ว ก่ อ ใ ห้ เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า ขั้ น ต่ อ ไ ป  (secondary reaction) กั บ อ อ ก ซ ิ เ จ น ท ี่

ละลายอย ู่ในเซ ลล์ นั้น ได ้อนุมูลอิสระเก ิดขึ้น   

     ค วั น บ ุ ห รี่  ใ น ค วั น บ ุ ห รี่ มี ส่ ว น ป ร ะ ก อ บ ข อ ง ไ น ต ริ ก อ อ ก ไ ซ ด์  (NO) ไ น โ ต ร เ จ น-

อ อ ก ไ ซ ด์  (NO2) แ ล ะ เ พ อ ร อ ก ซ ี ไ น ไ ต ร ท ์  (ONOO-) ร ว ม ท ั้ ง ส า ร ม ล พิ ษ ไ ด้ แ ก่  ซ ั ล เ ฟ อ ร์ ไ ด อ อ ก ไ ซ ด์  

(SO2) แ ล ะ ค า ร์ บ อ น เ ต ร ต ะ ค ล อ ไ ร ด์  (CCl4) ซ ึ่ ง จ ะ ถู ก ก า จั ด อ อ ก จ า ก ร่ า ง ก า ย โ ด ย ก า ร ท  า ง า น ข อ ง

เ อ็ น ไ ซ ม์     ไ ซ โ ท โ ค ร ม  P-450  ไ ฮ ด ร อ ก ซ ี เ จ ส  (Cytochrome P-450 hydroxylase) ท ี่ มี อ ยู่ ม า ก ใ น

เ ซ ล ล์ ตั บ แ ล ะ พ บ ไ ด้ บ ้ า ง ใ น เ ซ ล ล์ ป อ ด  แ ล ะ ล า ไ ส้ เ ล็ ก  ท  า ใ ห้ เ ป ็ น ส า เ ห ตุ ข อ ง ก า ร ส ร้ า ง อ นุ มู ล ซ ู เ ป อ ร์

ออกไ ซ ด์ภายใ นเซ ลล์ดังกล่าว  
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 2.4.2 อนุมูลอิสระและสารท่ีเกี่ยวข้อง  

ตาราง 1 อนุมูลอิสระและสารท่ีเกี่ยวข้อง 

Reactive oxygen species 

Free radicals Formula Non-radicals Formula 

Oxygen radical O2
• Singlet oxygen 1O2* 

Superoxide radical O2
•- Hydrogen peroxide H2O2 

Hydroxyl radical OH• Ozone O3 

Hydroperoxyl radical HO2
• Organic peroxide ROOH 

Peroxyl radica RO2
•
   

Alkoxyl radical RO•   

Carbonate radical CO3
•-   

Reactive chlorine species 

Chlorine radical Cl• Hypochloric acid HOCl 

  Nitryl chloride NO2Cl 

  Chlorine gas Cl2 

Reactive nitrogen species 

Nitric oxide radical NO• Nitric oxide HNO2 

Nitrogen dioxide 

radical 

NO2
• Peroxynitrite ONOO- 

  Peroxynitrous acid ONOOH 

  Nitryl chloride NOOCl 
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 2.4.3 อนุมูลอิสระกับการเกิดโรค  

  กา รส ร้าง อนุ มูล อิ สร ะห รื อก าร ก ระ ตุ้น ใ หเ้ กิด กา ร สร้ าง อ นุมู ลอิ ส ระ ท ั้ง จ าก อนุ มู ล

อิ ส ร ะ แ ล ะ ส า ร ท ี่ ไ ม ใ ช่ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  (Non-radicals) ข อ ง  ROS แ ล ะ  RS ส่ ง ผ ล ใ ห้ เ กิ ด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ

จ า น ว น  ม า ก ซ ึ่ ง ไ ม ส ม ดุ ล กั บ ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  (Antioxidants) ท ี่ ถู ก ส ร้ า ง ขึ้ น ใ น ก า ร ก า จั ด ท  า ใ ห้

เก ิ ดภ าว ะท ี่ เรี ยก ว่ า Oxidative stress ซ ึ่ง เป ็ นส าเ หตุ ข อง โร ค ต่ าง ๆ  ไ ด แก โร คม ะเ ร็ ง โร คหั วใ จข า ด

เ ลื อ ด           โ ร ค ค ว า ม จ า เ สื่ อ ม  โ ร ค ท ี่ เ กิ ด จ า ก ค ว า ม ผิด ป ก ติ ข อ ง ร ะ บ บ ป ร ะ ส า ท  โ ร ค ภู มิ แ พ โ ร ค

ความ ผดิป กติเก ี่ยวก ับ สายตา รวมถึงการแก ชรา เป ็นต้น  
 

2.5 สารต้านอนุมูลอิสระ [11]  

 สา ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  คื อ ส า ร ป ริ ม า ณ น้ อ ย ท ี่ ส า ม า ร ถ ป ้ อ ง กั น ห รื อ ช ะ ล อ ก า ร เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า

ออ ก ซ ิ เ ด ชั น ข อ ง อ นุ มู ล อิ สร ะ ไ ด้ ส า ร เ ห ล่ า นี้ มี ก ล ไก ใ น ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ระ ห ล า ย แ บ บ  เ ช่ น  ดั ก จั บ  

(Scavenge) อนมุูลอิสระโด ยตรง ยับย ั้งการสรา้ง อนุมูลอิสระหรอืเข้าจับ (Chelate) กับ โล หะ เพื่ อ

ป ้ อ ง กั น ก า ร ส ร้ า ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ ป ็ น ส า ร ป ร ะ ก อ บ ท ี่ ท น ต่ อ ก า ร เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า

อ อ ก ซ ิ เ ด ชั น ใ น เ ซ ล ล์ โ ด ย ท ั่ ว ไ ป ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ส า ม า ร ถ พ บ ไ ด้ ใ น ธ ร ร ม ช า ติ จ า ก ส า ร ห ล า ย

ช นิ ด  เ ช่ น  ส า ร ป ร ะ ก อ บ ฟี น อ ล ลิ ค  (Phenolic compounds) ส า ร ป ร ะ ก อ บ ไ น โ ต ร เ จ น  ( Nitrogen 

compounds)  แ ล ะ แ ค โ ร ท ี น อ ย ด์  (Catotinoid) บ ท บ า ท ส า คั ญ ข อ ง ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ คื อ ป ้ อ ง กั น

ก า ร เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า อ อ ก ซ ิ เ ด ชั น ใ น ร่ า ง ก า ย  ซ ึ่ ง เ ป ็ น ส า เ ห ตุ ข อ ง ก า ร เ กิ ด โ ร ค ต่ า ง ๆ ข อ ง ม นุ ษ ย์  ป ้ อ ง กั น

การเกิ ดป ฏิกิ ริยาออ กซ ิเด ชันขอ งไขมัน ท ี่เป็น สาเหตุ หลักข อง กา รเสื่อม คุณภา พใ นอา หาร ป ัจจุบ ั น

อ ง ค์ ก ร ท ี่ เ กี่ ย ว ข้ อ ง  ใ น อุ ต ส า ห ก ร ร ม อ า ห า ร แ ล ะ ย า ไ ด้ พ ย า ย า ม พั ฒ น า ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ ม า

จากธ รรมชาติ เชน่ สาหร่ายท ะเล แ บ คท ีเรยี เชื้อรา และพืชช้ันสูง   

 อ ย่ า ง ไ ร ก็ ต า ม  ใ น ภ า ว ะ ป ก ติ ร่ า ง ก า ย ข อ ง ค น เ ร า จ ะ มี ก า ร ป ้ อ ง กั น ก า ร ส ะ ส ม ส า ร อ นุ มู ล

อิ ส ร ะ   อ ยู่ แ ล้ ว ซ ึ่ ง แ บ ่ ง อ อ ก เ ป ็ น ส อ ง ส่ ว น  คื อ  ส่ ว น แ ร ก เ กิ ด จ า ก ร่ า ง ก า ย ส ร้ า ง เ อ น ไ ซ ม์ ต้ า น อ นุ มู ล

อิ ส ร ะ ขึ้ น ม า ค ว บ คุ ม ป ริ ม า ณ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ใ ห้ อ ยู่ ใ น ภ า ว ะ ท ี่ ส ม ดุ ล   แ ล ะ ส่ ว น ท ี่ ส อ ง คื อ ก ลุ่ ม ข อ ง ส า ร

ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ ม า จ า ก วิ ต า มิ น เ อ  ซ ี  อี  ห รื อ  เ บ ต้ า แ ค โ ร ท ี น  (β-carotenoid) ร ว ม ท ั้ ง

ส า ร ป ร ะ ก อ บ โ พ ลี ฟี น อ ล           ซ ึ่ ง เ ป ็ น พ ฤ ษ เ ค มี ท ี่ ส า ม า ร ถ พ บ ไ ด้ ใ น พื ช ผั ก แ ล ะ ผ ล ไ ม้  เ พื่ อ เ ข้ า ไ ป

ช่ว ย เส ริ มส ร้ าง ร ะบ บ กา ร ต่อ ต้ าน ป ฏิกิ ริ ยา อ อก ซ ิ เด ชั นใ น ร่าง กา ย ให้ มี ป ร ะ สิท ธิ ภาพ ใน ก าร ท  าล า ย

อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ไ ด้ ดี ยิ่ ง ขึ้ น  ตั ว อ ย่ า ง    ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ พ บ ใ น ร่ า ง ก า ย  เ ช่ น  เ อ น ไ ซ ม์ ค ะ ต ะ เ ล ส 

(Catalase) กล ูตาไธ โอนเ พอรอ กซ ิเดส (Glutathione peroxidase) และซ ุป เป อร์ออกไซ ด์ดิสมิวเท ส 
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( Superoxide dismutase) ส า ร ป ร ะ ก อ บ โ ป ร ตี น บ า ง อ ย่ า ง  เ ช่ น  อั ล บ ู มิ น  ( Albumin) บ ิ ลิ รู บ ิ น 

( Bilirubin) เ ซ อ รู โ ล พ ล า ส มิ น  ( Ceruloplasmin) ก ลู ต า ไ ธ โ อ น  ( Glutathione) ท ร า น ส เ ฟ อ ริ น 

(Transferrin) ยู บ ิ ค วิ น อ ล  (Ubiquinol) แ ล ะ ยู เ ร ต  (Urate) เ ป ็ น ต้ น  ส า ร เ ห ล่ า นี้ มี ห น้ า ท ี่ ค อ ย ค ว บ คุ ม

อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ต่ า ง ๆ  ใ ห้ อ ยู่ ใ น ร ะ ดั บ พ อ เ ห ม า ะ  แ ต่ ถ้ า เ มื่ อ ใ ด ท ี่ มี อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ กิ ด ขึ้ น ใ น ป ริ ม า ณ ม า ก

เ กิ น ก ว่ า ท ี่ ร ะ บ บ ป ้ อ ง กั น จ ะ ยั บ ยั้ ง ไ ด้ ห ม ด  จ ะ ท  า ใ ห้ เ กิ ด ส ภ า ว ะ ท ี่ เ รี ย ก ว่ า  “Oxidative stress” ขึ้ น 

ภ า ย ใ ต้ ส ภ า ว ะ ดั ง ก ล่ า ว อ นุ มู ล อิ ส ร ะ จ ะ ท  า อั น ต ร า ย ต่ อ อ วั ย ว ะ แ ล ะ เ นื้ อ เ ยื่ อ ต่ า ง  ๆ  ข อ ง ร า ง ก่ า ย  ซ ึ่ ง

ถ้าสะสมมากๆ  อาจน าไป สู่ความผดิป กติหลายอย ่าง  

 2.5.1 แหล่งท่ีมาของสารต้านอนุมูลอิสระ  

  ป ั จ จุ บ ั น ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ โ ด ย เ ฉ พ า ะ อ ย่ า ง ยิ่ ง ท ี่ ไ ด้ ม า จ า ก พื ช ผั ก  เ ค รื่ อ ง เ ท ศ 

อ งุ่ น  แ ล ะ ส มุ น ไ พ ร  ไ ด้ รั บ ค ว า ม ส น ใ จ แ ล ะ ศึ ก ษ า กั น อ ย่ า ง ก ว้ า ง ข ว า ง  เ นื่ อ ง จ า ก ก ร ะ แ ส เ รื่ อ ง ค ว า ม

ป ล อ ด ภั ย ข อ ง ส า ร ส กั ด จ า ก ธ ร ร ม ช า ติ  ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ แ บ ่ ง ต า ม แ ห ล่ ง ท ี่ ม า ไ ด้  2  ช นิ ด ไ ด้ แ ก่ 

  1 .  ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ สั ง เ ค ร า ะ ห์  (Synthetic antioxidants) ส า ร ป ร ะ ก อ บ ฟี น อ

ลิก  สังเคราะห ์ 5 ชนิดได้แก่   

   1. Propyl gallate    

   2. 2-butylated hydroxyanisole  

   3. 3-butylate hydroxyanisole   

   4. BHT (butylated hydroxytoluene)   

   5. Tertiary butylhydroquinone   

  เ ป ็ น ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ นิ ย ม ใ ช้ ใ น อุ ต ส า ห ก ร ร ม อ า ห า ร  เ พื่ อ ยั บ ยั้ ง ก า ร

เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า อ อ ก ซ ิ เ ด ชั น ข อ ง ไ ข มั น อั น เ ป ็ น ส า เ ห ตุ ใ ห้ อ า ห า ร มี ก ลิ่ น  สี  แ ล ะ ร ส ช า ติ ท ี่ เ ป ลี่ ย น ไ ป          

ส า ร สั ง เ ค ร า ะ ห์ เ ห ล่ า นี้ มี ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ แ ล ะ ค ว า ม ค ง ตั ว สู ง ก ว่ า ส า ร ส กั ด จ า ก ธ ร ร ม ช า ติ  แ ต่ มี

ข้อจ ากัด ของการใช้เนื่องจากป ั ญหาด้านคว ามปลอด ภัยในก ารบริโ ภค  

  2 .  ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ จ า ก ธ ร ร ม ช า ติ  (Natural antioxidants) ส า ร ก ลุ่ ม นี้ ไ ด้ รั บ

ค ว า ม ส น ใ จ แ ล ะ มี ก า ร ค้ น ค ว้ า อ ย่ า ง ม า ก ใ น ป ั จ จุ บ ั น  เ นื่ อ ง จ า ก ค ว า ม เ ชื่ อ มั่ น ว่ า มี ค ว า ม ป ล อ ด ภั ย ใ น

ก า ร บ ริ โ ภ ค ม า ก ก ว่ า ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ สั ง เ ค ร า ะ ห์  ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ ห ล่ า นี้ พ บ ไ ด้ ท ั้ ง ใ น จุ ล

ชี พ  สั ต ว์  แ ล ะ พื ช  ซ ึ่ ง มี ท ั้ ง ท ี่ เ ป ็ น วิ ต า มิ น  เ ช่ น  วิ ต า มิ น ซ ี  วิ ต า มิ น อี  เ บ ต้ า แ ค โ ร ท ี น  แ ล ะ ส า ร ท ี่ ไ ม่ ใ ห้

คุณค่ าท า งโภ ชนา กา ร (Nonnutrient) ซ ึ่งมี โค ร งส ร้าง เป ็น สาร ป ร ะกอ บ ฟี น อลิก  โ ดยเ ฉพ า ะกล ุ่ มโ พ

ลีฟีนอล (Polyphenols) เชน่ แซนโ ธน (Xanthone) และฟลาโวนอย ด์ (Flavonoids) ซ ึ่งป ระกอบ ด้วย
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ห มู่ ไ ฮ ด ร อ ก ซ ิ ล ท ี่ เ ก า ะ บ น ว ง เ บ น ซ ี น  ( Aromatic hydroxyl) ตั้ ง แ ต่  2  ห มู่ ขึ้ น ไ ป  ห มู่ ฟั ง ก์ ช่ั น  

(Functional group) เ ห ล่ า นี้ มี บ ท บ า ท ส า คั ญ ใ น ก า ร ดั ก จั บ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ไ ม่ ใ ห้ ไ ป ก ร ะ ตุ้ น  ห รื อ

ก่ อ ใ ห้ เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า อ อ ก ซ ิ เ ด ชั น ไ ด้  โ ด ย ก า ร ใ ห้ อ นุ มู ล  H• แ ก่ อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ ห ล่ า นั้ น  น อ ก จ า ก นี้

ส า ร ป ร ะ ก อ บ โ พ ลี ฟี น อ ล  ท ี่ มี โ ค ร ง ส ร้ า ง ข อ ง  Ortho-dihydroxyl phenol อ ยู่ ใ น โ ม เ ล กุ ล ยั ง ส า ม า ร ถ

ยั บ ยั้ ง ก า ร เ กิ ด อ นุ มู ล  OH• ใ น ป ฏิ กิ ริ ย า ท ี่ มี อ นุ มู ล โ ล ห ะ ท ร า น ซ ิ ชั น  คื อ  Fe2 +  แ ล ะ  Cu2 +  เ ป ็ น ตั ว

เหนี่ยวน าได้โดย การเข้าจับ  กับ โล หะ ดังกล่าว  เ กิดเป ็นสารป ระกอบ เชงิ ซ ้อน สารป ระกอบ กล ุ่มโ พ

ลี ฟี น อ ล  ซ ึ่ ง พ บ ใ น พื ช พ ร ร ณ ธ ร ร ม ช า ติ น า น า ช นิ ด  ส า ม า ร ถ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ไ ด้ ดี ท ั้ ง ใ น

หอ้งปฏิบัติการ (In vitro) และในสิ่งมชีีวติ  
 

2.6 วิธีการวเิคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และปริมาณฟีนอลิกรวม [12]  

 2.6.1  การวเิคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH  

  กา ร ท ด ส อบ ด้ ว ย วิ ธี ท า ง เ ค มี โด ย ใ ช้ ส า รที่ มี คุ ณ ส มบั ติ เ ป ็ น อ นุมู ล อิ ส ร ะก็ คื อ อ นุ มู ล

อิ ส ร ะ ดี พี พี เ อ ช  (DPPH• , 2,2-diphynyl-picryhydrazyl  radical) ซ ึ่ ง เ ป ็ น ส า ร สั ง เ ค ร า ะ ห์ ท ี่ อ ยู่ ใ น รู ป

อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ ค ง ตั ว แ ล ะ มี สี ม่ ว ง ส า ม า ร ถ ดู ด ก ลื น แ ส ง ไ ด้ สู ง สุ ด โ ด ย ใ ช้ เ ค รื่ อ ง ส เ ป ก โ ต โ ฟ โ ต มิ เ ต อ ร์  

(Spectrophotometer) ท ี่ ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  5 1 5 - 5 1 7  น า โ น เ ม ต ร  เ มื่ อ  DPPH•  ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ ส า ร

ต้าน อ นุมู ล อิ สร ะ ท ี่ ละ ล า ย ด้ว ย เ อท า น อล  ( สา ร ท ี่ ใ หอ้ิ เ ล็ กต ร อ น)  จ ะท  า ใ ห้ สีม่ ว ง จาง ล ง ๆ  จน เ ป ็ น สี

เ ห ลื อ ง  ซ ึ่ ง ก่ อ น น า ม า วั ด ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง จ ะ ต้ อ ง ท ิ้ ง ไ ว้ ใ น ท ี่ มื ด เ ป ็ น เ ว ล า  3 0  น า ท ี เ พื่ อ ใ ห้

เก ิ ด ป ฏิ กิ ริย า  ท า ให้ ส าม า รถ ห า กา ร เป ็ น สา ร ต้าน อนุ มู ลอิ ส ระ ข อ งส า รตั ว อย่ า งไ ด้ จาก กา ร ค า น ว ณ

สีที่จางลงของการยับ ยั้ งอนุมูลอสิระ DPPH  
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ภาพที่ 6 แสดงการเกิดปฏิกิรยิาของ DPPH radical หลังจากการเติมสารต้านอนุมูล

อิสระโดยวิธี DPPH 

  1 )  สูตรค า นวณของก ารทด สอบ ฤท ธิ์ต้านอนุมูลอสิร ะโ ดยว ิธี DPPH ค่าท ี่วัดได้จะ

แสดงควา มสา มารถใ นส าร ต้านอนุ มูลอิสร ะออกมาในค่ า %inhibition ตามสมก าร ดังนี้ 

  โด ย AControl  =  ค่าการดูดกล ืน แสงต้ั งตน้ 

   ASample  =  ค่าการดูดกล ืน แสงหลั งจ ากเ ติมสารตัวอย่ าง 

   %inhibition =  [(AControl- ASample ) / AControl] x 100 

  2)  ข้ อ ดี แ ล ะ ข้ อ ด้ อ ย ข อ ง ก า ร ท ด ส อ บ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ะ โ ด ย วิ ธี  DPPH 

      1. ข้ อ ดี ข อ ง วิ ธี  DPPH คื อ  ง่ า ย  ใ ช้ เ ค รื่ อ ง มื อ ส า มั ญ ท ี่ มี ท ั่ ว ไ ป  นิ ย ม ใ ช้ เ ป ็ น วิ ธี

เบ ื้อง ต้น ใ นก าร ท ดส อบ ฤท ธิ์ ต้านอ นุ มูล อิส ระ ข อง สา ร ต้านอ นุมู ล อิส ระ จ าก ธร รม ช าติ  ย ก เว้ นก ลุ่ ม   

แคโรตินอยด์ที่มีการดูดก ลืนแสงในย ่านเดียวก ัน  

     2 .  ข้ อ ด้ อ ย ข อ ง วิ ธี  DPPH คื อ  อ นุ มู ล  DPPH• มี ค ว า ม ค ง ตั ว ไ ม่ ไ ว ต่ อ ก า ร ท  า

ป ฏิ กิ ริ ย า เ ห มื อ น อ นุ มู ล ท ี่ เ กิ ด ใ น เ ซ ล ล์ ร่ า ง ก า ย  จึ ง ท  า ใ ห้ เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า ไ ด้ ช้ า  ท  า ใ ห้ ค่ า ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์

ฤ ท ธิ์          ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ท ี่ วั ด ไ ด้ น้ อ ย ก ว่ า ค ว า ม เ ป ็ น จ ริ ง  แ ล ะ ต้ อ ง วั ด ใ น ป ฏิ กิ ริ ย า ท ี่ เ ป ็ น

แ อ ล ก อ ฮ อ ล์  ซ ึ่ ง ท  า ใ ห้ โ ป ร ตี น ต ก ต ะ ก อ น จึ ง ไ ม่ ส า ม า ร ถ วิ เ ค ร า ะ ห์ ใ น ตั ว อ ย่ า ง ท ี่ เ ป ็ น เ ลื อ ด ไ ด้  อี ก ท ั้ ง

ส า ร ป น เ ป ื้ อ น แ ล ะ โ ล ห ะ     จ ะ ร บ ก ว น  (interfere) ซ ึ่ ง ส า ม า ร ถ เ ป ็ น ตั ว รี ดิ ว ซ ์ แ ล้ ว ท  า ใ ห้ สี ข อ ง อ นุ มู ล

อิสระ DPPH จางลงได้เช่นกัน  

 2.6.2  การวเิคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS  

          ก า ร ท ด ส อ บ วั ด ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ฟ อ ก จ า ง สี อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ อ บ ี ท ี เ อ ส  ( ABTS•+ , 

2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radicals) เ ป ็ น ส า ร สั ง เ ค ร า ะ ห์ ท ี่ มี สี

เขียว         ป นน้ าเ งนิสา มารถ ดูดก ลื นแสง ได ้สูงสุ ดท ี่คว ามยา วคลื่น  734 นาโน เมตร  โดย ป รับค ่ า

การ ดูด กล ืน แส งเริ่ มต้ น ABTS•+  ให้ เป ็ น 0.7 ± 0 .2 เนื่ องจ าก  ABTS•+ ป ก ติจ ะมี ค่าก า ร ดูดก ลืน แส ง
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สูง จงึตอ้ง ท  าการเจื องจาง ABTS•+ ด้ วยฟ อสเฟ ตบัฟ เฟอร์  จากนั้นน า  ABTS•+ ท  าป ฏิกิ ริยากับ สา ร

ตัว อ ย่ า ง ท ี่ ล ะ ล า ย ด้ ว ย เ อ ท า น อ ล เ จื อ จ า ง ซ ึ่ ง จ ะ ท  า ใ ห้ สี จ า ง ล ง  แ ล ะ ตั้ ง ท ิ้ ง ไ ว้ เ พื่ อ ใ ห้ เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า  จึ ง

ส า ม า ร ถ ห า ฤ ท ธิ์    ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ข อ ง ส า ร ตั ว อ ย่ า ง ไ ด้ จ า ก ก า ร ค า น ว ณ สี ท ี่ จ า ง ล ง ข อ ง ก า ร

ยั บ ยั้ ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ABTS•+ นั่ น คื อ  %inhibition ต า ม ส ม ก า ร  ผ ล ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ จ ะ ค า น ว น เ ป ็ น ค่ า ท ี่

สั ม พั น ธ์ กั บ ส า ร ต้ า น อ อ ก ซ ิ เ ด ชั น ม า ต ร ฐ า น  Trolox  จึ ง มี ชื่ อ ว่ า  Trolox Equivalent Antioxidant 

Capacity (TEAC)  

 

 

 

ภาพที่ 7  โครงสร้างทางเคมีของ ABTS  

[2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)] 
 

  1)  สูตรค านวณ ของกา รทด สอบ ฤท ธิ์ต้านอนุมูลอสิร ะโด ยวิธ ี ABTS  

     สูตรค านวนได ้ จากก าร น า ค่าการดูดกล ืน แสงที่ลดลง จ ากก ารใส่สาร ตัวอย่า ง

เท ียบ กับ ค่าการดูดกล ืนแสง ตั้งต้น ดั งนี้ 

  โด ย AControl  =  ค่าการดูดกล ืน แสงต้ั งตน้ 

   ASample  =  ค่าการดูดกล ืน แสงหลั งจ ากเ ติมสารตัวอย่ าง 

   %inhibition =  [(AControl- ASample ) / AControl] x 100 

  2)  ขอ้ดีและข้อดอ้ยของการทดส อบ ฤท ธิ์ต้านอนุมูลอสิะโดยว ิธี ABTS  

      1. ข้ อ ดี  ข อ ง วิ ธี  ABTS คื อ  ABTS•+ ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า ร ว ด เ ร็ ว กั บ ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล

อิสร ะ ABTS•+ ล ะล ายไ ด้ดีทั้ งใน น้ าแ ละส าร ท  าล ะลา ยอิน ท รีย์  จึง ท  าใ หศ้ึ กษ า ได ้ทั้ งใน สาร ท ี่ละล า ย

น้ าและไขมัน สามารถท  าป ฏิกิรยิาได้ดีในชว่ง pH ท ี่กว้าง  

      2. ข้ อ ด้ อ ย  ข อ ง วิ ธี  ABTS คื อ  ABTS•+ ไ ม่ เ ป ็ น ส า ร ธ ร ร ม ช า ติ ท ี่ พ บ ใ น ร่ า ง ก า ร

ห รื อ ใ น เ ซ ล ล์ ข อ ง สิ่ ง มี ชี วิ ต แ ล ะ ต้ อ ง มี ก า ร ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ ส า ร อื่ น ก่ อ น ถึ ง จ ะ เ กิ ด เ ป ็ น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ

  

 2.6.3  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมโดยวิธี Folin-Ciocaltaeu
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  การวัดป ริมาณสารป ระกอบ ฟีนลิกรวมท ั้งหมดโดย วิธี Folin-Ciocaltaeu method 

อ า ศั ย ห ลั ก ก า ร  คื อ  ส า ร ป ร ะ ก อ บ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ รี เ อ เ จ น ข อ ง  Folin-Ciocaltaeu ซ ึ่ ง

ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  Phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents ส า ร ดั ง ก ล่ า ว จ ะ ถู ก รี ดิ ว ซ ์ โ ด ย 

Phenolic hydroxyl groups ข อ ง ส า ร ป ร ะ ก อ บ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม เ กิ ด เ ป ็ น  Tungsten แ ล ะ  Molybdenum 

blue ซ ึ่ ง ใ ห้ สี น้ า เ งิ น แ ล ะ ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ มี ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  7 6 0  น า โ น เ ม ต ร  โ ด ย ใ ช้ ก ร ด แ ก ล ลิ ก เ ป ็ น

สารมาตรฐาน  

 2.6.4  การวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารต้านอนุมูลอิสระ

โดยวิธี FRAP  

  วิ ธี ก า ร ท ด ส อ บ นี้ อ า ศั ย ห ลั ก ก า ร ข อ ง ส า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ส า ม า ร ถ ถ่ า ย เ ท

อิ เ ล็ ก ต ร อ น ใ ห้ กั บ ส า ร ป ร ะ ก อ บ เ ชิ ง ซ ้ อ น  [Fe(III)(TPTZ)2]3+ ท  า ใ ห้ เ กิ ด ก า ร เ ป ลี่ ย น รู ป เ ป ็ น 

[Fe(II)(TPTZ)2]2+ ซ ึ่ ง มี ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ มี ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  5 9 3  น า โ น เ ม ต ร 

ป ริ ม า ณ ข อ ง  [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ท ี่ เ กิ ด ขึ้ น ส า ม า ร ถ ป ร ะ ม า ณ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร เ ป ็ น ส า ร ต้ า น

อ นุ มู ล อิ ส ะ ไ ด้ ใ น รู ป  FRAP value เ ท ี ย บ กั บ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ต  (FeSO4) ซ ึ่ ง ขั้ น ต อ น

โ ด ย ล ะ เ อี ย ด ข อ ง วิ ธี ก า ร นี้  ไ ด้ แ ก่  ก า ร ท  า ใ ห้ เ กิ ด ส า ร ป ร ะ ก อ บ เ ชิ ง ซ ้ อ น  [Fe(III)(TPTZ)2]3+  

ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  น า ส า ร ล ะ ล า ย  TPTZ (2,4,6-tri (2-pyridyl)-s-triazine) ท ี่ ล ะ ล า ย ด้ ว ย ก ร ด ไ ฮ โ ด ร

คลอ ริก เจื อจ าง มาท  าป ฏิกิ ริย ากั บ สา รล ะล าย อะ ซ ิเท ตบั ฟฟ เฟ อร์  แล ะส าร ละ ลา ยเ ฟ อริ กไ ตร คล อ

ไ ร ด์ เ ฮ ก ซ ะ ไ ฮ เ ด ร ต  จ า ก นั้ น ท  า ก า ร รี ดิ ว ซ ์ เ ฟ อ ร์ ริ ก โ ด ย ก า ร เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์

รัส ซ ั ล เฟ ต ห รื อส า ร ตั วอ ย่ า ง  ( ส า ร ต้าน อ นุ มูล อิ ส ร ะ)  แ ล ะตั้ ง ท ิ้ ง ไว ้ ใ น    ท ี่ มื ด  3 0  น าท ี ก่ อ น น า ไ ป วั ด

ค่าการดูดกล ืนแสง 
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ภาพที่ 8 Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

ท ี่มา : https://www.emaze.com/@AWZFOZC 
 

2.7 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง [13] [14]  

 ป ี 2559 สุ ร พ ง ศ์  รั ตน ะ  แ ล ะ บ ั น ลือ  สั ง ข์ ท อ ง  ไ ด้ ศึ ก ษ า ฤ ท ธิ์ต้ า น อ นุ มู ล อิ สร ะ แ ล ะ ป ริ ม า ณ

ส า ร ฟี น อ ลิ ก ท ั้ ง ห ม ด ข อ ง ส า ร ส กั ด เ ม ท า น อ ล จ า ก ด อ ก ไ ม้ ห อ ม ห้ า ช นิ ด  มี วั ต ถุ ป ร ะ ส ง ค์ เ พื่ อ ห า ฤ ท ธิ์

ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  แ ล ะ ป ริ ม า ณ ส า ร ฟี น อ ลิ ก ข อ ง ส า ร ส กั ด เ ม ท า น อ ล ข อ ง ก ลี บ ด อ ก ข อ ง ด อ ก ไ ม้ ห อ ม

ห้ า ช นิ ด คื อ  ด า ห ล า  ( Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith) พิ กุ ล  ( Mimusops elengi L.) แ ก้ ว 

(Murraya paniculate (L.) Jack) บ ัวหลวง (Nelumbo nucifera Gaerth) และกุหลาบ (Rosa sp.) หา

ป ริ ม า ณ        ฟี น อ ลิ ก ด้ ว ย  Folin-Ciocalteau method แ ล ะ ท ด ส อ บ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ด้ ว ย 

DPPH แ ล ะ  ABTS method จ า ก ผ ล ก า ร วิ จั ย พ บ ว่ า  ส า ร ส กั ด ท ี่ ใ ห้ ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ม า ก ท ี่ สุ ด ไ ด้ แ ก่  

กุ ห ล า บ  เ มื่ อ เ ป รี ย บ เ ท ี ย บ กั บ ส า ร ส กั ด อื่ น  (p<0.05)  แ ล ะ มี ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ม า ก ท ี่ สุ ด  โ ด ย มี

ค่ า  EC50 ใ น ก า ร ท ด ส อ บ ด้ ว ย วิ ธี  DPPH แ ล ะ  ABTS เ ท ่ า กั บ  1 2 . 2 6  ±  0 . 8 0  แ ล ะ  8 . 9 3  ±  1 . 1 0 

µg/mL ต า ม ล า ดั บ  แ ต ก ต่ า ง กั บ พื ช อื่ น  (p<0.05)  แ ต่ ไ ม่ แ ต ก ต่ า ง กั บ  Ascorbic acid (p>0.05) แ ล ะ

เ มื่ อ ท ด ส อ บ ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ด้ ว ย  Pearson Correlation พ บ ว่ า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก มี ค ว า ม สั ม พั น ธ์ กั บ

ก า ร อ อ ก ฤ ท ธิ์    ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  DPPH แ ล ะ  ABTS อ ย่ า ง มี นั ย ส า คั ญ ท า ง ส ถิ ติ  (r = 0.899 แ ล ะ 

0.943) ตามล าดับ  

 ป ี  2558 ป ิ ย นุ ช  เ จ ริ ญ ผ ล  แ ล ะ  ก า ญ จ น า  ว ง ศ์ ก ร ะ จ่ า ง  ไ ด้ ศึ ก ษ า ร ะ บ บ ตั ว ท  า ล ะ ล า ย              

ท ี่ เ ห ม า ะ ส ม ต่ อ ก า ร ส กั ด  เ พื่ อ วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก  ฟ ล า โ ว น อ ย ด์  แ ล ะ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล

อิ ส ร ะ ข อ ง ใ บ ด า ว เ รื อ ง ส ด ซ ึ่ ง ยั ง ไ ม่ เ ค ย มี ร า ย ง า น  โ ด ย ใ ช้ ร ะ บ บ ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ท ี่ แ ต ก ต่ า ง กั น ท ั้ ง ห ม ด 

12  ร ะบ บ  พบ ว่า ตัว ท  า ละ ลา ยด้ วย ระ บ บ  1 0% EtOH/EtOAc ได ้ ป ริ มา ณส าร สก ั ดม าก ท ี่สุ ดคื อ ร้อ ย

https://www.emaze.com/@AWZFOZC
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ล ะ  5 4  ซ ึ่ ง สู ง ก ว่ า ร ะ บ บ อื่ น เ ป ็ น  1 3  เ ท ่ า  แ ล ะ ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก  ฟ ล า โ ว น อ ย ด์  แ ล ะ

ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ใ ช้ วิ ธี  Folin-Ciocalteau Colorimatric assay, วิ ธี  Aluminium chloride 

colorimetric assay แล ะ วิ ธี  DPPH assay ต าม ล า ดั บ  ผ ลก า ร ท ด ล อ งพ บ ว่ า ร ะ บ บ  6 0 % H2O/EtOH 

มีป ริม า ณฟี นอ ลิ ก ( 56 .1 mg GAE/g crude extract, 1 0% )  ร ะบ บ  5 0 % H2O/EtOH มี ฟ ลา โว น อย ด์  

( 8 . 5 2 mg QGE /g crude extract, 1 7 % )  ม า ก ท ี่ สุ ด  แ ล ะ  4 0 % H2O/EtOH แ ส ด ง ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล

อิ ส ร ะ ท ี่ ดี ท ี่ สุ ด  (IC5 0  =  1 2 . 4 4 ± 0 . 0 1 ppm) ดั ง นั้ น ร ะ บ บ ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ท ี่ เ ห ม า ะ ส ม ท ี่ สุ ด  มี  2  ร ะ บ บ  

คื อ  1 0 % EtOH:EtOAc (ไ ด้ ป ริ ม า ณ ส า ร ส กั ด ม า ก ท ี่ สุ ด )  แ ล ะ ร ะ บ บ  4 0 - 6 0 % H2O/EtOH (แ ส ด ง ค่ า

ป ริมาณฟินอลิก ฟลาโวนอย ด์ และฤท ธิ์ต้านอนุมูลอสิระท ี่ดที ี่สุด) (Gallic acid คือ 5.80 ppm) 
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บทท่ี 3 

 

วธิีด าเนินการวจิัย 

 

3.1 สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

3.1.1 เ มท านอล (Methanol, CH3OH) (AR grade. Merck KGaA, Germany) 

3.1.2 เอท านอ ล (Ethanal, CH3CH2OH) (AR grade. Merck KGaA, Germany) 

3.1.3 2,2-ไ ด ฟีนิล -1-พิกริลไฮ ดร าซ ิล (DPPH, C18H12N5O6)  (Sigma-Aldrich, USA) 

3.1.4 วิตามินซ ี (L-Ascorbic acid, C6H8O6,  ASSAY  99.0-10 0.5%)  (AR  grade, 

Chem-supply Pty Ltd, Australia) 

3.1.5 บ ิวทิลเลต ไฮ ดรอกซ ีแอ นโิ ซ ล (BHA, 2 -tert-butyl-4-methoxyphenol, C11H16O2, 

ASSAY≥98.5%)  (Sigma-Aldrich, USA) 

3.1.6 2,2 -อะซ ิโน -บ ิส ( 3 -เอท ท ิลเบ นโซ โทโซ ลีน -6 -ซ ัลโ ฟ นิค แอสิค) (ABTS, 

C18H24N6O6S4, Mw = 548.68, ASSAY˃98.0%) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.1.7 โฟ ลิน-เ ซ ยีค ัล ธ ู (Folin-Ciocalteu) (AR grade, Merck KGaA, Germany) 

3.1.8 โซ เดียมคารบ์ อเนต (Sodium Carbonate, Na2CO3, ASSAY 99.8%) (AR grade, 

Ajax Finechem, Australia) 

3.1.9 กรดแก ลลิก (Gallic acid, C7H6O5, ASSAY>98.0%) (Sigma-Aldrich, Fluka, 

Spain) 

3.1.10 เฮก เซ น (Hexane, C6H14 )  (Commercial grade) 

3.1.11 เอท ิลอะซ ีเต ท  (Ethy Acetate, C4H8O2) (Commercial grade) 

3.1.12 เอท านอล (Ethanol, C2H5OH) (Commercial grade) 

3.1.13 น้ ากล ั่น 

3.1.14 โซ เดียมอะซิเตท  (CH3COONa) 

3.1.15 ไฮ โด รคลอริก (HCl) 

3.1.16 ท ีพีทีแซ ด 2,4,6 -Tri(2 -pyridyl)-s-triazine , TPTZ 

3.1.17 เฟอริกไ ตรคลอไ รด์เฮก ซ ะไฮ เดรต (FeCl3.6H2O) 

3.1.18 ได คลอโ รมเีท น (Dichorometane, CH2Cl2)  (Commercial grade) 
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3.2 วัสดุอุปกรณ์ 

3.1.1 บ ีกเ กอร์ ขนาด 25 50 100 แล ะ 500 มิลลลิิตร 

3.1.2 หลอดทด ลอง  ขนาด 16 x 150 มิลลลิิตร 

3.1.3 กระบอก ตวง ขนาด 100 มิลลลิิต ร 

3.1.4 ขวดรูป ชมพู่ ขนาด 2,000 มิลลลิิตร 

3.1.5 ขวดก ้นกลม ขนาด 250 500 และ  1,000 มิลลลิิตร 

3.1.6 ไมโ ครป ิเป ต ขนาด 10-100 100-1.000  

และ 1,000-10,000 ไมโ ครลิตร 

3.1.7 ขวดป รับป ริมาตร ขนาด 5 10 25 50 และ 100 มิลลลิิตร 

3.1.8 ไมโ ครป ิเป ต ท ิป  ขนาด 1 00 1,00 0 และ  10,000 ไมโค รลิ ตร 

3.1.9 เซ ลล์บรรจุสารตัวอย่ าง ขนาด  1.5 มิลลลิิ ตร 

3.1.10 กรวย กรอง  

3.1.11 แท่งแก้วคนสา ร  

3.1.12 อะลูมิเนยีมฟอย ล์  

3.1.13 พาราฟิล์ ม  

3.1.14 ขวดสีชาเก ็บ สา ร  

3.1.15 ผา้ข าวบ าง  

3.1.16 โหลแก้วแชส่ าร  

3.1.17 ตะแกรงว าง หลอดทด ลอง  

3.1.18 ช้อนตักสา ร  

3.2.19 ถุงมอืยาง  

3.2.20 ซ ิลกิ้าเจล หรอืส ารดูดคว าม ชื้น  

3.2.21 โถ แก้วดูดคว ามชืน้  

3.2.22 หลอดหยอด  
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3.3 เคร่ืองมือ 

3.3.1 เครื่องยูวี-วิสิเบิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเตอร์ (UV-Vis spectrophotometer) 

3.3.2 เครื่องช่ัง น้ าห นักดิจิตอล  ทศนิยม 4  ต า แหน่ ง 

3.3.3 เครื่องท าแห้ งแบ บ เย ือกแข็ง  (Freeze-dryer) 

3.3.4 เครื่องระเหยสุญ ญ ากา ศแบ บ หมุน (Rotary Evaporator) 

3.3.5 ตู้อบลมร้อน (Hot Air Over) 
 

3.4 แผนการด าเนินการวิจัย  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ฃ 

 

 

 

 

การเตรียมหัว แก่นตะวั น 

การสกัดด ้วยวิธีก ารแ ช่ 

(Maceration) 

วิเคราะหเ์ ชิงป ริม า ณ 

ของสาร ต้านอ นุมูลอิสร ะ 

วิเคราะหป์ ริ มาณ 

สารป ระกอบ ฟีนอลิก 

การทดส อบ ฤท ธิ์ต้านอนุมูล อิสระ 

โด ยวิธ ี DPPH ABTS 

และ FRAP 

ใช้วธิี Folin-Ciocalteu 
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3.5 วัตถุดบิ  

 3.5.1 หัว แก่นตะวัน  
 

3.6 การเตรยีมตัวอย่างหัวแก่นตะวัน  

 3.6.1 น า หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  ม า สั บ ใ ห้ เ ป ็ น ชิ้ น เ ล็ ก ๆ  แ ล ะ สั บ ใ ห้ บ า ง เ ล็ ก น้ อ ย  จ า ก นั้ น จึ ง น า ไ ป

ผึ่งลมจนแห้ง และเก ็บ ใส ่ถุงพลาสตกิมัดป ากถ ุงปิดใ หส้นิท  

 

3.7 การสกัดสารสกัดหัวแก่นตะวันด้วยตัวท าละลาย  

 3.7.1 การสกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 70%  

  น า หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ผึ่ ง ล ม จ น แ ห้ ง ม า ช่ั ง น้ า ห นั ก  2  กิ โ ล ก รั ม บ ร ร จุ ล ง ใ น ห่ อ ผ้ า ข า ว

บ าง แล ะน ามา ท  า กา รสกั ดเ ย็น โด ย ตัว ท  า ละล าย เอ ท าน อล  70% ในโ หล แก้ วท ี่ปิ ดส นิท เพื่อ ป ้อ งกั น

ก า ร ร ะ เ ห ย ข อ ง ตั ว ท  า ล ะ ล า ย  เ ป ็ น เ ว ล า อ ย่ า ง น้ อ ย  2 4  ช่ั ว โ ม ง  ซ ึ่ ง จ ะ ท  า ซ ้ า อี ก   2  ค รั้ ง  จ า ก นั้ น น า

ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ ส กั ด ไ ด้ ม า ก ร อ ง ผ่ า น ส า ลี  แ ล้ ว น า ส า ร ล ะ ล า ย ม า ท  า ก า ร ร ะ เ ห ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ด้ ว ย

เค รื่ อง ร ะเ ห ยส า ร แบ บ ลด ค วา ม ดั น เ พื่อ ใ หไ้ ด้ ส าร ส กัด เ อท า นอ ล  70% จาก หัว แ ก่ นต ะ วัน  จาก นั้ น

น า ช้ั น ส า ร ส กั ด เ อ ท า น อ ล  7 0% ม า ท  า ก า ร แ ย ก ด้ ว ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ิ เ ต ท ใ น ก ร ว ย แ ย ก ส า ร 

จ น ไ ด้ ช้ั น ส กั ด เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ิ เ ต ท  แ ล้ ว น า ส า ร ล ะ ล า ย ม า ท  า ก า ร ร ะ เ ห ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง ร ะ เ ห ย

สารแบบ ลดคว ามดัน เพื่อให้ได้ชัน้สารสก ัดหยาบหัวแก่นตะวัน  
 

3.8 การวเิคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH  

 3.8.1 เตรยีมสารละลาย DPPH radical  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย  DPPH radical ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  0 . 2  มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  โ ด ย ช่ั ง ส า ร 

DPPH radical ม า  0 . 0 0 3 9  ก รั ม  ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย เ ม ท า น อ ล ใ ห้ มี ป ริ ม า ต ร  5 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร 

 3.8.2 การวเิคราะห์หาความยาวคลื่นของการทดสอบปฏิกิรยิา  

  1)  ป ิเ ป ต สา รล ะล าย  DPPH radical ( ข้อ  3 .8 .1 )  1. 00 00  มิล ิลิ ตร  ใ ส่ใ นเ ซ ล ล์บ รร จุ

ตั ว อ ย่ า ง  น า ไ ป วิ เ ค ร า ะ ห์ ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง สู ง สุ ด ใ น ช่ ว ง ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  4 0 0  – 6 0 0  น า โ น เ ม ต ร 

ด้วยเ ครื่องยูวี -วิสิเบิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเตอร์ โด ยใ ช้เมทานอลเป ็นเบ สไ ลน์  

  

  2)  ใ ห้ ท  า ก า ร ท ด ล อ ง ต า ม  ข้ อ  1  ซ ้ า  3  ค รั้ ง  บ ั น ท ึ ก ผ ล ค่ า ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น ท ี่ ไ ด้ จ า ก

การทดล อง เพื่อน าไป ใช้ในการทดสอบ ป ฏิกิรยิา  
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 3.8.3 การวเิคราะห์หาเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิริยา  

  1 )  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย วิ ต า มิ น ซ ี ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1 0  พี พี เ อ็ ม  โ ด ย ช่ั ง วิ ต า มิ น ซ ี ม า 

0.0001 กรัม ปรับ ป ริมาตรด้วยเมท านอลให้มปี ริมาณ 10 มิลลลิิตร  

  2 )  ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย  DPPH radical ( ข้ อ  3 . 8 . 1 )  1 . 0 0 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ ส่ ใ น ห ล อ ด

ท ดล อง จาก นั้ นเ ติม สา รล ะล าย วิต ามิน ซ ี ( ข้ อ 1)  0 .5 00 0 มิล ลิลิ ตร เข ย่า ให้ เข้ ากั น แล้ วตั้ งทิ้ งไ ว้ใ น

ท ี่มดือุณหภูมิห้องเป ็นเวลา 0 10 20 30 40 50 และ 60 นาท ี   

  3)  น าไ ป วิ เค ร าะ หค์่ าก าร ดู ดก ลืน แส ง (Absorbance) ข อง แต่ ละ ช่ว ง เว ลา  ที่ คว า ม

ยา ว ค ลื่ น  5 1 7  น า โน เ ม ต ร  ด้ ว ย เ ค รื่ อง ยู วี - วิ สิเ บ ิ ล  ส เ ป ก โ ท ร โ ฟโ ต มิ เ ต อ ร์ ซ ้ า  3  ค รั้ ง  โ ด ยใ ช้ เ ม ท า-

น อ ล เ ป ็ น  blank บ ั น ท ึ ก ผ ล ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ ไ ด้ จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง  ไ ด้ ก ร า ฟ ร ะ ห ว่ า ง ค่ า           

การดูดกล ืนแสงเฉลี่ยก ับ เวล า   

 3.8.4 เตรยีมสารละลายมาตรฐานวิตามินซี (Ascorbic acid)  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น วิ ต า มิ น ซ ี  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1,0 0 0  พี พี เ อ็ ม  (Stock 

solution)  โ ด ย ช่ั ง วิ ต า มิ น ซ ี  0 . 0 1 0 0  ก รั ม  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย เ ม ท า น อ ล ใ ห้ มี ป ริ ม า ต ร  1 0 

มิ ล ลิ ลิ ต ร  จ า ก นั้ น เ จื อ จ า ง ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ ไ ด้ เ ต รี ย ม ไ ว้ จ า ก  (Stock solution)  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  2 . 5 5 

10 20 40 80 160 320 แ ล ะ  640 พี พี เ อ็ ม  โ ด ย ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น วิ ต า มิ น ซ ี  1 0 0 0  

พีพี เ อ็ ม  (Stock solution)  ม า  0. 0 1 2 5 0 . 0 2 5 0 0 .0 5 0 0 0.1000 0.2000 0.4000 0.8000 1.6000 

และ 3.2 000 มิลลลิิตร ป รับป ริมาตรด้วยเมท านอลให้เป ็น 5 มลิิลิตร 

3.8.5 เตรยีมสารละลายมาตรฐานบิวทลิเลต ไฮดรอกซีแอนโิซล (BHA)  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น บ ี เ อ ช เ อ ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1 ,000 พี พี เ อ็ ม  (Stock 

solution)  โ ด ย ช่ั ง บ ี เ อ ช เ อ ม า  0 . 0 1 0 2  ก รั ม  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย เ ม ท า น อ ล ใ ห้ มี ป ริ ม า ต ร  1 0 

มิล ลิลิ ตร  จ าก นั้ นเ จอื จางส า รล ะล าย ท ี่ไ ด้เ ต รีย มไ ว้จ าก  (Stock solution)  ใ หม้ี คว าม เ ข้ม ข้น   2 . 5 5 

10 20 40 80 160 320 แล ะ 640 พีพี เอ็ ม โด ยป ิ เป ตส าร ละ ลา ยม าต รฐ าน บ ีเ อช เอ  1 00 0 พีพี เอ็ ม 

(Stock solution)  ม า  0 . 0 1 2 5 0 . 0 2 5 0  0 . 0 5 0 0 0.1000 0.2000 0.4000 0.8000 1.6000 แ ล ะ 

3.2 000 มิลลลิิตร ป รับป ริมาตรด้วยเมท านอลให้เป ็น 5 มลิิลิตร 

 3.8.6 เตรียมสารละลายจากสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตท 

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย จ า ก ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1,000 พี พี เ อ็ ม 

(Stock solution)  โ ด ย ช่ั ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  0.0250 ก รั ม  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย เ ม ท า น อ ล ใ ห้
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มีปริมาตร  25 มิลลิ ลิตร จาก นั้นเจอืจ างสารละ ลายที่ไ ด้ เตรียมไว ้ จาก (Stock solution)  ให้มคีวา ม

เ ข้ ม ข้ น  5 10 20 4 0 80 160 320 640 แ ล ะ  1,000 พี พี เ อ็ ม  โ ด ย ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย จ า ก  ( Stock 

solution)  ม า  0 . 0 250 0.0500 0.1000 0.2000 0.4000 0.8000 1.6000 3.2000 5.0000 

มิลลลิิตร แล้วปรับ ป ริมาตรให้เป็น 5 มลิลิลิตรด้วยเ มทานอล   

 3.8.7 วิธีการวเิคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH  

  1) ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย  DPPH radical (ข้ อ  3 .8. 1) 1.0000 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ ส่ ใ น เ ซ ล ล์

บ ร ร จุ ตั ว อ ย่ า ง  1  เ ซ ล ล์  น า ไ ป วิ เ ค ร า ะ ห์ ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง  (Absorbance) ท ี่ ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  5 1 7 

นาโ นเ มต ร ด้ว ยเ ครื่อ งยู วี - วิสิ เบ ิ ล สเป กโ ตโ ฟโ ตมิ เต อร์ โด ยใ ช้เ มท าน อลเ ป ็น  blank ท  าซ ้ า 3 ครั้ ง 

(Control) 

  2)  ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น วิ ต า มิ น ซ ี  ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  2 . 5  พี พี เ อ็ ม  ( ข้ อ  3 . 8. 4 )  

0 . 5 0 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ ส่ ใ น ห ล อ ก ท ด ล อ ง จ า ก นั้ น เ ติ ม  DPPH radical (ข้ อ  3 .8. 1) 1.0000 มิ ล ลิ ลิ ต ร 

เขย ่าให้เข้ากัน แล้วตัง้ทิ้งไว ้ที่อุณหภูมิห้องในท ี่มดืเป ็นเวลา 30 นาท ี  

  3 )  น า ไ ป วิ เ ค ร า ะ ห์ ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง  (Absorbance) ท ี่ ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  5 1 7  

นาโนเ มตร ด้วยเ ครื่องยูวี -วิสิเบิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเมอร์ โด ยใ ช้เมทานอลเป ็น blank  

  4)  ส า ห รั บ ส า ร ล ะ ล า ย แ ต่ ล ะ ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น วิ ต า มิ น ซ ี  

บ ี เ อ ช เ อ  แ ล ะ ส า ร ส กั ด แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ิ เ ต ท  ใ ห้ ท  า ก า ร ท ด ล อ ง ต า ม ข้ อ  2  – 3  ซ ้ า  3 

ค รั้ ง /  1  ชุ ด  (ส า ร ม า ต ร ฐ า น ใ ห้ วิ เ ค ร า ะ ห์ ใ น วั น เ ดี ย ว กั น) บ ั น ท ึ ก ผ ล ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ ไ ด้ จ า ก ก า ร

ท ด ล อ ง  แ ล้ ว น า ค่ า เ ฉ ลี่ ย ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ไ ป ค า น ว ณ ห า ค่ า ร้ อ ย ล ะ ก า ร ยั บ ยั้ ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ 

(%Inhibition)  เพื่อน าไป พล๊อตกราฟหาค่า IC50 ต่อไป  (ใ หท้  าการทดล องซ้ า 3 ชุด) 
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3.9 การวเิคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS   

 3.9.1 เตรยีมสารละลาย ABTS solution  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย  ABTS ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  7 มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  โ ด ย ช่ั ง ส า ร  ABTS ม า 

0.0392 กรัม ป รับป ริมาตรด้วยน้ ากล ั่นให้มปี ริมาตรเป ็น 10 มิลลลิิตร  

 3.9.2  เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (Potassium persulphate) 

  เต รีย มส า รล ะล า ยโ พแ ท สเ ซ ีย ม เป อร์ ซ ั ลเ ฟต  ใ ห้ มีค วา ม เข้ มขั น  2.45 มิล ลิ โม ลา ร์  

โ ด ย ช่ั ง ส า ร โ พ แ ท ส เ ซ ี ย ม เ ป อ ร์ ซ ั ล เ ฟ ต  ม า  0.0170 ก รั ม  ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย น้ า ก ลั่ น ใ ห้ มี ป ริ ม า ต ร 

เป ็น 25 มิลลลิิตร  

 3.9.3 การเตรยีม ABTS.+ stock solution  

  ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย  ABTS solution ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  7 มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  ( ข้ อ  3.9.1)            

8 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ผ ส ม กั บ ส า ร ล ะ ล า ย โ พ แ ท ส เ ซ ี ย ม เ ป อ ร์ ซ ั ล เ ฟ ต ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  2.45 มิ ล ลิ โ ม ล า ร์             

12 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ( ข้ อ  3.9.2) ใ ส่ ใ น ข ว ด สี ช า  เ ข ย่ า ใ ห้ เ ข้ า กั น  เ ก็ บ ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ ไ ด้ ไ ว้ ใ น ท ี่ มื ด เ ป ็ น เ ว ล า     

16-18 ช่ั ว โ ม ง  เ พื่ อ ใ ห้ ป ฏิ กิ ริ ย า เ กิ ด ไ ด้ อ ย่ า ง ส ม บ ู ร ณ์  (ABTS.+ Stock solution 1) แ ล ะ ส า ร อ นุ มู ล

อสิร ะนีส้ าม ารถ เก ็บ ไว ้ ได ้น าน  ปร ะมา ณ 2-3 วัน  ใ นที่มื ดท ี่อุ ณห ภูม ิ4 °C โ ด ยก ่ อนน าม าท ด สอ บ

เ จื อ จ า ง ส า ร จ า ก  ( ABTS.+ stock solution 1)  โ ด ย ง า น วิ จั ย นี้ ใ ช้ ส า ร ล ะ ล า ย ผ ส ม  2 มิ ล ลิ ลิ ต ร        

แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย เ อ ท า น อ ล ใ ห้ มี ป ริ ม า ต ร เ ป ็ น  100 มิ ล ลิ ลิ ต ร  (ABTS.+ Stock solution 2) ใ ห้ มี

ค่าการดูดกล ืนแสงอยู่ที่ 0.7±0.2  

 3.9.4 การวเิคราะห์หาความยาวคลื่นของการทดสอบปฏิกิรยิา  

  1) ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย  ABTS.+ stock solution  2 (ข้ อ  3.9.3) 1.0000 มิ ล ลิ ลิ ต ร     

ใส ่ในเ ซ ลล์บร รจุสาร ตัวอย่า ง 1 เซ ลล์ น า ไป วิเ คราะห์ ค่าการ ดูดก ลืน แสงสูง สุดชว่ง ความย าวคลื่ น 

500 -800 น า โ น เ ม ต ร  ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง ยู วี - วิ สิ เ บ ิ ล  ส เ ป ก โ ท ร โ ฟ โ ต มิ เ ต อ ร์  โ ด ย ใ ช้ น้ า ก ลั่ น เ ป ็ น เ บ ส ไ ล น์ 

  2) ใ ห้ ท  า ก า ร ท ด ล อ ง ต า ม  ข้ อ  1 ซ ้ า  3 ค รั้ ง  บ ั น ท ึ ก ผ ล ค่ า ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น ท ี่ ไ ด้ จ า ก

การทดล อง เพื่อน าไป ใช้ในการทดสอบ ป ฏิกิรยิา  

 3.9.5  การวเิคราะห์หาเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิรยิา  

  1) เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย โ ท ล อ ก ซ ์  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  20 พี พี เ อ็ ม  โ ด ย ช่ั ง โ ท ล อ ก ซ ์ ม า 

0.0002 กรัม แล้วปรับ ป ริมาตรด้วยเอท านอลให้มปี ริมาตร 10 มิลลลิิตร  

  2) ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย  ABTS.+ stock solution 2 (ข้ อ  3.9.3) 2.7000 มิ ล ลิ ลิ ต ร     

ใส ่ในหลอด ท ดลองจาก นั้นเตมิสาร ละลายโ ท ลอก ช์ ( ข้อ  1) 0.3000 มิลลลิิตร  เขย่าให้เ ข้ากัน แล้ ว
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ตั้งท ิง้ไว้ที่อุณหภูมิห้องในท ี่มดืท ี่ เวล า 0 5 10 15 20 25 และ 30 นาท ี  

  3) น า ไป วิเ ค รา ะห์ ค่า ก าร ดูด กล ื น แส ง (Absorbance) ขอ งแ ต่ล ะ ช่ว งเ วล า  ที่ คว า ม

ยา ว คลื่ น  752 น า โ นเ ม ต ร ด้ วย เ ค รื่อ ง ยู วี - วิ สิ เบ ิ ล  สเ ป กโ ท ร โฟ โ ต มิเ ต อ ร์ ซ ้ า 3 ค รั้ง  โ ดย ใ ช้ เอ ท า-

น อ ล เ ป ็ น  Blank บ ั น ท ึ ก ผ ล ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ ไ ด้ จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง  พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ ร ะ ห ว่ า ง ค่ า     

การดูดกล ืนแสงเฉลี่ยก ับ เวล า  

 3.9.6 เตรยีมสารละลายมาตรฐานโทลอกซ์ (Trolox)  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น โ ท ล อ ก ซ ์  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  60 พ ี พี เ อ็ ม  (Stock 

solution) โ ด ย ช่ั ง โ ท ล อ ก ซ ์ ม า  0.0015 ก รั ม  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย เ อ ท า น อ ล ใ ห้ มี ป ริ ม า ต ร  25 

มิ ล ลิ ลิ ต ร  จ า ก นั้ น เ จื อ จ า ง ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ ไ ด้ เ ต รี ย ม ไ ว้ จ า ก  ( Stock solution) ใ ห้ มี ค ว า ม  O 10 20 3O 

40 50 แ ล ะ  60 พี พี เอ็ ม  โ ดย ป ิ เ ป ต ส า รล ะ ล า ยจ า ก  (Stock solution) ม า  0.0000 0.8333 1.6667 

2.5000 3.3333 4.1667 แ ล ะ  5.0000 มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ใ ห้ เ ป ็ น  5 มิ ล ลิ ลิ ต ร ด้ ว ย        

เอท านอล  

 3.9.7  เตรยีมสารละลายวิตามินชี (Ascorbic acid)  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย วิ ต า มิ น ซ ี  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ขั น  100 พี พี เ อ็ ม  โ ด ย ช่ั ง วิ ต า มิ น ซ ี ม า 

0.0010 กรัม แลว้ป รับป ริมาตรด้วยเอท านอลให้มปี ริมาตร 10 มิลลลิิตร  

 3.9.8  เตรยีมสารละลายบิวทิลเลต ไฮดรอกซีแอนโิซล (BHA)  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย บ ี เ อ ช เ อ  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  100 พี พี เ อ็ ม  โ ด ย ช่ั ง บ ี เ อ ช เ อ ม า 

0.0010 กรัม แลว้ป รับป ริมาตรด้วยเอท านอลให้มปี ริมาตร 10 มิลลลิิตร  

 3.9.9  เตรียมสารละลายจากสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตท 

  เต รีย มส า รล ะล า ยจ าก ส า ร สก ั ด หัว แก่ น ตะ วัน  ใ ห้ มีค วา ม เข้ มข้ น  80 พีพี เ อ็ม  โ ด ย

ช่ั ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  0.0008 ก รั ม  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย เ อ ท า น อ ล ใ ห้ มี ป ริ ม า ต ร  10 

มิลลลิิตร  
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 3.9.10  วิธีการวเิคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS  

  1) ป ิเป ตสารละลาย ABTS.+ stock solution 2 (ข้อ 3.9.3) 1.0000 มิลลลิิตร ใส ่ใ น

เ ซ ล ล ์ บ ร ร จุ ส า ร ตั ว อ ย่ า ง  1 เ ซ ล ล์  น า ไ ป วิ เ ค ร า ะ ห์ ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง  (Absorbance) ท ี่ ค ว า ม ย า ว

ค ลื่ น  752 น า โ น เ ม ต ร  ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง ยู วี - วิ สิ เ บ ิ ล  ส เ ป ก โ ท ร โ ฟ โ ต มิ เ ต อ ร์  โ ด ย ใ ช้ เ อ ท า น อ ล เ ป ็ น  Blank 

ท  าซ ้ า 3 ครั้ง (Control) ให้มคี่าการดูดกล ืนแสงอยู่ที่ 0.7±0.2  

  2) ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น โ ท ล อ ก ซ ์ ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  0 พี พี เ อ็ ม  ( ข้ อ  3.9.6) 0.3 

มิลลลิิตร ใส ่ในหลอดท ดลองจากนั้นเติม ABTS.+ stock solution 2 (ข้อ 3.9.3) 2.7 มิลลลิิตร เขย ่า

ให้เ ขา้กัน แล้วตัง้ทิ้งไว ้ที่อุณหภูมิห้องในท ี่มดืเป ็นเวลา 10 นาท ี  

  3) น าไป วิเคร าะหค์่ าการ ดูดก ลื นแส ง (Absorbance) ท ี่ ความ ยาวค ลื่น 752 นาโ น

เมตร ด ว้ยเ ครื่องยูวี -ว สิ เิบ ิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเตอร์ โด ยใ ช้เอทานอลเป ็น Blank  

  4) ส า ห รั บ ส า ร ล ะล า ย แ ต่ล ะ ค วา ม เ ข้ มข้ น ข อ งส า ร ล ะล า ย มา ต ร ฐ าน โ ท ล อก ซ ์ แ ล ะ

สารสก ั ด หัวแก่ นตะวัน ท ี่ สก ัด ด้ วยเ อท ิ ลอะซิเ ตท คว ามเข้ม ข้น 80 พี พีเอ็ม และสา รละลา ยวิตามิ น

ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ  ค ว า ม เ ข้ ม ขั น  100 พี พี เ อ็ ม  ใ ห้ ท  า ก า ร ท ด ล อ ง ต า ม ข้ อ  2-3 ซ ้ า  3 ค รั้ ง /  1 ชุ ด  ( ส า ร

ม า ต ร ฐ า น แ ล ะ ส า ร ตั ว อ ย่ า ง ใ ห้ ท ด ส อ บ ใ น วั น เ ดี ย ว กั น )  บ ั น ท ึ ก ผ ล ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ ไ ด้ จ า ก ก า ร

ท ด ล อ ง  แ ล้ ว น า ค่ า เ ฉ ลี่ ย ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ไ ป ค า น ว ณ ห า ค่ า ร้ อ ย ล ะ ก า ร ยั บ ยั้ ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ           

(% Inhibition)  น า ไ ป พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ เ พื่ อ ค า น ว ณ ห า ค่ า  TEAC ต่ อ ไ ป  ( ใ ห้ ท  า ก า ร ท ด ล อ ง ซ ้ า  3 ชุ ด ) 
 

3.10 วิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Ferric reducing antioxidant power 

(FRAP) 

 3.10.1 การเตรยีมสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์  

  ช่ั ง โ ซ เ ดี ย ม อ ะ ซ ิ เ ต ท  (CH3COONa.3H2O) 2 . 3  ก รั ม  ล ะ ล า ย ใ น ส า ร ล ะ ล า ย ก ร ด 

อ ะ ซ ิ ติ ก  (C2H4O2)  ป ริ ม า ต ร  5 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย น้ า ก ลั่ น ใ ห้ เ ป ็ น  1 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  เ ก็ บ ท ี่

อุณหภูมิห้อง  

 3.10.2 การเตรยีมสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์  

  การ เต รียม สา รละ ลา ยก รดไ ฮโ ดรค ลอ ริก ควา มเ ข้มข้ น 12  โม ลา ร์ ป ริม าตร  0.3 3 

มิ ล ลิ ลิ ต ร  ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย น้ า ก ลั่ น ใ ห้ เ ป ็ น  1 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  คิ ด เ ป ็ น ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  4 0  มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  

เก ็บ ท ี่อุณหภูมหิอ้ง  
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 3.10.3  การเตรียมสารละลายทีพีทีแซด (2,4,6-tri(2-pyridyi)-s-triazine; 

TPTZ)  

 ช่ั ง ส า ร ท ี พี ท ี แ ซ ต จ า น ว น  0 . 0 3 1 0  ก รั ม  ล ะ ล า ย ด้ ว ย ส า ร ล ะ ล า ย ก ร ด ไ ฮ ร โ ด ร ค ล อ ริ ก  (HCl) 

เ จื อ จ า ง  ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  4 0  มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  แ ล ะ ป รั บ ป ริ ม า ต ร ใ ห้ เ ป ็ น  1 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร ด้ ว ย น้ า ก ลั่ น น า ไ ป

ละลายใ นอ่างควบ คุมอุณหภูมิ ท ี่อุณหภูม ิ 50 องศาเซ ลเซ ียส  

 3.10.4  การเตรยีมสารละลายเฟอริกไตรคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (Ferric chloride) 

  ช่ัง เ ฟ อ ริก ไ ต ร ค ลอ ไ ร ด์ เฮ ก ซ ะ ไ ฮเ ด ร ต  (FeCl3 . 6H2O) จ า น วน  0 . 05 4  ก รั ม ล ะ ล า ย

ด้วยน้ ากล ั่น 10 มิลลลิิตร 

 3.10.5 การเตรยีมสารละลายเอฟอาร์เอพี (FRAP)  

  ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย อ ะ ซ ิ เ ต ท บ ั ฟ เ ฟ อ ร์ ป ริ ม า ต ร  2 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  ม า ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ

ส า ร ล ะ ล า ย ท ี พี ท ี แ ซ ด ป ริ ม า ต ร  2  มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย เ ฟ อ ริ ก ไ ต ร ค ล อ ไ ร ด์ เ ฮ ก ซ ะ ไ ฮ เ ด ร ต

ป ริมาตร 2  มลิลิลิตร ตั้งท ิง้ไว้ในท ี่มดืเพ ื่อท าการวิเคราะหต์่อไป    

 3.10.6  การเตรยีมสารละลายมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟต (Ferrous sulfate)  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ต  ท  า ไ ด้ โ ด ย ช่ั ง เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ต ม า 

0 . 0 3 0 0  ก รั ม  น า ม า ล ะ ล า ย ด้ ว ย น้ า ป ร า ศ จ า ก ไ อ อ อ น แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ใ ห้ เ ป ็ น  1 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ น

ข ว ด วั ด ป ริ ม า ต ร  คิ ด เ ป ็ น ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1  มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  จ า ก นั้ น เ จื อ จ า ง ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ เ ต รี ย ม ไ ว้ เ ฟ อ ร์

รั ส ซ ั ล เ ฟ ต  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  0  2 5  5 0  1 0 0  2 0 0  แ ล ะ  4 0 0  โ ด ย ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย ม า  0 . 0 0 0 0  0 .

00 4 2  0 . 0 0 8 3  0 . 0 1 6 7  0 . 0 3 3 3  แ ล ะ  0 . 0 6 6 7 มิ ล ลิ ลิ ต ร ป รั บ ป ริ ม า ต ร ใ ห้ เ ป ็ น  5  มิ ล ลิ ลิ ต ร ด้ ว ย น้ า

กล ั่น  

 3.10.7  เตรียมสารละลายจากสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตท 

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย จ า ก ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  8 0  ppm โ ด ย ช่ั ง

ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  0 . 0 0 0 8  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ใ ห้ เ ป ็ น  1 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร ด้ ว ย น้ า ก ลั่ น 

 3.10.8  วิ ธี ก า รวิ เ ค ร าะห์ ฤทธิ์ ต้ านอ นุมู ลอิ ส ร ะด้ วย วิ ธี  Ferric reducing 

antioxidant power (FRAP)  

  1 .  ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ส  0 . 1  มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล ะ เ จื อ จ า ง ด้ ว ย น้ า ก ลั่ น

ป ร า ศ จ า ก ไ อ อ อ น  0 . 9  มิ ล ลิ ลิ ต ร  ค ว า ม เ ข้ ม ขั น สุ ด ท ้ า ย เ ป ็ น  0  2 5  5 0  1 0 0  2 0 0  แ ล ะ  4 0 0  

มิลลกิรัมต่อลติร  

  2 .  ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ส ค ว า ม เ ข้ ม ขั น ต่ า ง ๆ  ป ริ ม า ต ร  0 . 1  มิ ล ลิ ลิ ต ร 

เติมลงในสารละลายเอฟอารเ์อพีป ริมาตร 0.9 มิลลลิิตร  
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  3 .  ผ ส ม ใ ห้ เ ข้ า กั น แ ล้ ว ตั้ ง ท ิ้ ง ไ ว้ ใ น ท ี่ มื ด  3 0  น า ท ี  น า ม า วั ด ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่

ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  5 9 6  น า โ น เ ม ต ร  โ ด ย ใ ช้ น้ า ป ร า ศ จ า ก ไ อ อ อ น เ ป ็ น  Blank ท  า ก า ร ท ด ล อ ง ซ ้ า  3  ค รั้ ง 

  4 .  ส ร้ า ง ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ส  แ ส ด ง ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง 

ค ่าการดูดกล ืนแสงกับ ความเข้มข้นของเฟอร์รัสซ ัลเฟ ส  

  5 .  ป ิ เ ป ต ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ต่ า ง ๆ  ป ริ ม า ต ร  0 . 2  

มิล ลิ ลิ ต ร  เ ติ ม ล ง ใน ส า ร ล ะล า ย เ อ ฟ อา ร์ เ อ พี ป ริ ม า ต ร  0. 8  มิ ลลิ ลิ ต ร  ตั้ งไ ว้ ใ น ท ี่ มดื  3 0  นา ท ี  น า ม า

วัดค่าการดูดก ลืนแสงที่ความยาวคลื่น 596 นาโนเมตร  

  6 .  เ ป รี ย บ เ ท ี ย บ ห า ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ โ ด ย ก า ร น า ไ ป เ ท ี ย บ กั บ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น       

เฟอร์รัสซ ัลเฟ ต  

 

3.11  การวเิคราะห์หาปริมาณฟีนอลกิรวมโดยวิธี Folin-Ciocalteu  

 3.11.1  เตรยีมสารละลายโฟลิน-เซียคัลธู (Folin-Ciocalteu) 10% v/v  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย โ ฟ ลิ น - เ ซ ี ย คั ล ธู  โ ด ย ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย โ ฟ ลิ น - เ ซ ี ย คั ล ธู ม า 

5.0000 มิลลลิิตร แล้วปรับ ป ริมาตรด้วยน้ ากล ั่นให้มปี ริมาตร 50 มิลลลิิตร  

 3.11.2  เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate) 7.5% w/v 

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ดี ย ม ค า ร์ บ อ เ น ต ม า  3 . 7 5 7 5  ก รั ม  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย

น้ ากล ั่นให้มปี ริมาตร 50 มิลลลิิตร  

 3.11.3 การวเิคราะห์หาความยาวคลื่นของการทดสอบปฏิกิรยิา   

  1)  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย ก ร ด แ ก ล ลิ ก  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  2 0  พี พี เ อ็ ม  โ ด ย ช่ั ง ก ร ด 

แกลลิกมา 0.0002  กรัม แล้วปรับ ป ริมาตรด้วยเมท ท านอลให้มปี ริมาตร 10 มิลลมิิตร   

  2) ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย โ ฟ ลิ น - เ ซ ี ย คั ลธ ู  (ข้ อ  3 .10. 1) 1.0000 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ ส่ ใ น ห ล อ ด

ท ด ลอ ง จาก นั้น เ ติม ส าร ล ะล า ยก รด แ กล ลิ ก (ข้ อ1) 0.2000 มิ ล ลิลิ ต ร เ ขย่ าใ ห้ เข้ า กัน  แล้ ว ตั้ง ท ิ้ งไ ว้  

4 น าท ี  จา กนั้ นเ ติมส าร ละ ลาย โซ เดี ยมค าร์ บ อ เนต  (ข้ อ 3.10.2) 0.4000 มิ ลลิ ลิตร  เ ขย่ าให้ เข้ ากั น

แ ล้ ว ตั้ ง ท ิ้ ง ไ ว้ ท ี่ อุ ณ ห ภู มิ ห้ อ ง ใ น ท ี่ มื ด ท ี่ เ ว ล า  5 0 - 6 0  น า ท ี  จ า ก นั้ น ใ ส่ ใ น เ ซ ล ล์ บ ร ร จุ ส า ร ตั ว อ ย่ า ง  1 

เซ ลล์  น าไ ป วิ เ คร าะ หค์่ าก า รดู ดก ลืน แส งสู ง ช่ว งค วา มย า วค ลื่น  5 00 -8 0 0 นา โน เม ต ร ด้ว ยเ ครื่ อ ง

ยูวี -วิสิเบิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเตอ ร์ โด ยใ ช้เมทานอลเป ็นเบ สไ ลน์  

  3) ใ ห้ ท  า ก า ร ท ด ล อ ง ต า ม  ข้ อ  2  ซ ้ า  3  ค รั้ ง  บ ั น ท ึ ก ผ ล ค่ า ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น ท ี่ ไ ด้ จ า ก

การทดล องเพื่อน าไป ใช้ในการทดสอบ ป ฏิกิรยิา  
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 3.11.4 การวเิคราะห์หาเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิรยิา  

  1) ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย โ ฟ ลิ น - ซ ี ย คั ล ธู  ข้ อ  3 . 5 . 1  1 . 0 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ ส่ ใ น ห ล อ ด

ท ด ล อ ง จ า ก นั้ น เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย ก ร ด แ ก ล ลิ ก  ข้ อ 1  จ า ก  3 . 9 . 3  0 . 2 0 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร เ ข ย่ า ใ ห้ เ ข้ า กั น 

แ ล้ ว ตั้ ง ท ิ้ ง ไ ว้  4  น า ท ี  จ า ก นั้ น เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ดี ย ม ค า ร์ บ อ เ น ต  ข้ อ  3 . 9 . 2  0 . 4 0 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร 

เ ข ย่ า ใ ห้ เ ข้ า กั น  แ ล้ ว ตั้ ง ท ิ้ ง ไ ว้ ท ี่ อุ ณ ห ภู มิ ห้ อ ง ใ น ท ี่ มื ด ท ี่ เ ว ล า  0 10 20 30 40 50 แ ล ะ  6 0  น า ท ี   

 2) น า ไ ป วิ เ คร า ะ ห์ ค่ า ก า รดู ด ก ลื น แ ส ง  (Absorbane) ข อ ง แ ต่ ล ะ ช่ว ง เ ว ล า  ท ี่ คว า ม ย า ว ค ลื่ น 

769 นาโนเ มตร ด้วยเ ครื่องยูวี -วิสิเบิล สเป กโ ท รโตมิเตอร์ ซ ้ า 3 ครั้ง โด ยใ ช้เมทานอลเป ็น Blank 

บ ั น ท ึ ก ผ ล ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ ไ ด้ จ า ก า ร ท ด ล อ ง  พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ ร ะ ห ว่ า ง ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง เ ฉ ลี่ ย

กับ เวล า  

        3.11.5 เตรยีมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก(Gallic acid)  

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ก ร ด แ ก ล ลิ ก  ใ ห้ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1 ,000 พี พี เ อ็ ม 

(Stock Solution) โ ด ย ช่ั ง ก ร ด แ ก ล ลิ ก ม า  0 . 0 1 0 2  ก รั ม  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย เ ม ท ท า น อ ล ใ ห้ มี

ป ริ ม า ต ร  1 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  จ า ก นั้ น เ จื อ จ า ง ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ ไ ด้ เ ต รี ย ม ไ ว้ จ า ก  (Stock Soiution) ใ ห้ มี ค ว า ม

เ ข้ ม ข้ น  0 20 40 60 80 แ ล ะ  1 0 0  พี พี เ อ็ ม  โ ด ย ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย จ า ก  (Stock Solution)             

ม า  0 . 0 0 0 0 0.1000 0.2000 0.3000 0.4000 แ ล ะ  0 . 5 0 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร ป รั บ ป ริ ม า ต ร ใ ห้ เ ป ็ น       

5 มลิลิลิตร ด้วยเ มทท านอล  

 3.11.6 เตรียมสารละลายจากสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตท 

  เต รีย ม สา รล ะ ลา ยจ า กส าร ส กัด หัว แ ก่น ตะ วั น ให้ มี คว าม เ ข้ม ข้น  80 พีพี เอ็ ม  โ ด ย

ช่ั ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  0 . 0 0 08 ก รั ม  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย เ ม ท า น อ ล ใ ห้ มี ป ริ ม า ต ร  1 0  

มิลลลิิตร  

 3.11.7 วิธีการทดสอบหาปริมาณฟีนอลิกรวม  

  1) ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย โ ฟ ลิ น - เ ซ ี ย คั ล ธู  ข้ อ  3 . 9 . 1  1 . 0 0 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ ส่ ใ น ห ล อ ด

ท ด ล อ ง จ า ก นั้ น ตั้ ง ท ิ้ ง ไ ว้ ท ี่ อุ ณ ห ภู มิ ห้ อ ง ใ น ท ี่ มื ด เ ป ็ น เ ว ล า  4  น า ท ี จ า ก นั้ น เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ดี ย ม

ค า ร์ บ อ เ น ต  ข้ อ  3 . 9 . 2  0 . 4 0 0 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  เ ข ย่ า ใ ห้ เ ข้ า กั น แ ล้ ว ตั้ ง ท ิ้ ง ไ ว้ ท ี่ อุ ณ ห ภู มิ ห้ อ ง ใ น ท ี่ มื ด เ ป ็ น

เวล าอีก 5 0 นาท ี  

  2) น า ไ ป วั ด ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง(Absorbance)ท ี่ ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  7 6 9  น า โ น เ ม ต ร

ด้วยเ ครื่องยูวี -วิสิเบิล สเป กโ ท รโฟ โตมิเตอร์ โด ยใ ช้เมทท านอลเป ็น Blank  

  3) ส า ห รั บ ส า ร ล ะ ล า ย แ ต่ ล ะ ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ก ร ด แ ก ล ลิ ก
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แล ะส าร สก ั ดหั วแ ก่น ตะ วัน จาก เ อ ท ิล อะ ซ ิเ ตท  ค วา มเ ข้ม ข้ น  80 พี พีเ อ็ม  ใ หท้  าก าร ท ด ลอ งต าม ข้ อ 

1 - 2  ซ ้ า 3  ค รั้ง / 1 ชุ ด (ส าร มา ต รฐ า นแ ละ ส าร ตั วอ ย่ าง ให้ ท ดส อ บ ใ นวั น เดี ย วก ั น) บ ั นทึ ก ผล ค่ าก า ร

ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ ไ ด้ จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง  แ ล้ ว น า ค่ า เ ฉ ลี่ ย ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ไ ป พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ เ พื่ อ ค า น ว ณ

ป ริมาณฟีนอลิกรวมต่อไป  (ให้ท าการทดลองซ ้ า 3 ชุด)  
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3.12 ข้อแนะน า  

 1) ก่ อ น ช่ั ง ส า ร ท ด ส อ บ  ค ว ร ต ร ว จ เ ช็ ค เ ค รื่ อ ง ช่ั ง ส า ร ใ ห้ มี ค ว า ม เ ท ี่ ย ง ต ร ง  โ ด ย ต ร ว จ จ า ก

ฟองอากาศที่เครื่องช่ังสารให้ฟองอากา ศอยู่ภ ายใ นวงกลมท ุกค รั้งก่อน ใช้ งาน  

 2)  ก า ร ช่ั ง น้ า ห นั ก ส า ร ท ด ส อ บ  ค ว ร ใ ช้ เ ค รื่ อ ง ช่ั ง ส า ร เ ค รื่ อ ง เ ดิ ม ใ น ก า ร ช่ั ง น้ า ห นั ก ส า ร

ท ดสอบ  

 3) การ ช่ัง น้ าห นัก สาร ท ด สอ บ ท ี่เ ก็บ อยู่ใ นที่ อุ ณ หภูมิ ต่ า  (ตู้ เย ็ น) ก่อ นน าสา ร ท ด สอ บ ม าใ ช้

ควรตั้งท ิง้ไว้ให้สารทด สอบ อยู่ในอุณหภูมหิอ้งก่อนจงึค่อยช่ังน้ าหนักสา รทด สอบ  

 4) หลังใชส้ารท ดสอบ ควรป ิดฝาบ รรจุภัณฑใ์ห้สนิท  

 5)  กา รวิ เค รา ะ หค์่ าก ารดู ดก ลืน แสง ให้ วิเ คร า ะห์ ตัว อย่ างที่ คว าม เข้ม ขัน ต่ า ไป ห า ตั วอ ย่า ง

ท ี่มคีวามเข้มข้นสูง โด ยไ ม่ต้องท  า ความสะอาดเซ ลล์บรรจุสารตัวอย่างด ว้ยท  าล ะลาย  

 6)   ส า หรั บ ก าร ท ด สอ บ ส าร ท ี่มีค ว าม ไว ต่อ แส ง  ให้ คว บ คุ มป ริม าณ แส งใ นห้ อง ป ฏิ บ ัติ กา ร

ให้ได ้มากท ี่สุด เพื่อค วบ คุมป ัจจัยก ารเก ิดอนุมูลอสิระจาก แสงภายใ นหอ้ง  

 7) ก า ร เ ข ย่ า ส า ร ท ด ส อ บ  ใ ห้ นั บ จ า น ว น ค รั้ ง ใ น ก า ร เ ข ย่ า  โ ด ย มี อั ต ร า เ ร็ ว แ ล ะ จ า น ว น ค รั้ ง ท ี่

เท ่ากันเ สมอ  

 8) ก า ร ป ิ เ ป ต ส า ร ท ด ส อ บ ด้ ว ย ไ ม โ ค ร ป ิ เ ป ต  โ ด ย ใ ห้ ไ ม โ ค ร ป ิ เ ป ต ท ิ ป สั ม ผั ส กั บ ข้ า ง ห ล อ ด

ท ดลอ งทุ ก ค รั้งเส มอ เ พื่อป้อ งกันส ารใน หลอด ท ดล องกร ะเด็น ขึน้สัม ผัสไม โค รปิ เป ตทิ ป อาจ ท  าใ ห้

เ กิ ด ก า ร เ จื อ ป น ข อ ง ส า ร ไ ด้  แ ล ะ ป ้ อ ง กั น ก า ร เ กิ ด  ป ฏิ กิ ริ ย า รุ น แ ร ง จ า ก ป ฏิ กิ ริ ย า ข อ ง ส า ร ท ด ส อ บ ท ี่

อาจกระเด ็นออกมาได้  

 9) ก า ร ท  า ค ว า ม ส ะ อ า ด อุ ป ก ร ณ์ เ ค รื่ อ ง แ ก้ ว  ห ลั ง จ า ก ท  า ค ว า ม ส ะ อ า ด แ ล้ ว ใ ห้ ล้ า ง ด้ ว ย น้ า  

RO ห รื อ  DI เ พื่ อ ค ว บ คุ ม ตั ว ร บ ก ว น จ า ก า ร ส า ร ช นิ ด อื่ น ท ี่ อ า จ ต ก ด า ง อ ยู่  เ ช่ น  น้ า ย า ล้ า ง จ า น  ฯ ล ฯ  

 10) ก า ร ท  า ค ว า ม ส ะ อ า ด เ ซ ล ล ์ บ ร ร จุ ส า ร ตั ว อ ย่ า ง ใ น ก า ร ท ด ส อ บ บ ้ า ง ป ฏิ กิ ริ ย า อ า จ ท  า ใ ห้

เก ิดคร าบ  ฝ้า ที่เ ซ ล ล บ์ รรจุส ารตัว อย่าง ได ้ โ ดยแ ช่ ด้วยก รดไน ตรกิ  1 เป อ ร์เซ็น ต์ จน ออกแ ล้วล้าง

ออก ด้วยน้ าสะอาด 
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     บทท่ี 4   

 

   ผลการวจิัยและการอภิปรายผล  

 

4.1 ผลการสกัดหัวแก่นตะวันในตัวท าละลายเอทลิอะซีเตท        

 ง า น วิ จั ย ค รั้ ง นี้ ไ ด้ ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ด้ ว ย วิ ธี ก า ร แ ช่  ( Maceration) ซ ึ่ ง ใ ช้ ตั ว ท  า ล ะ ล า ย

อิ น ท รี ย์  (Organic solvents) ก็ คื อ  เ อ ท า น อ ล  7 0 %  โ ด ย น า หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ม า สั บ ใ ห้ เ ป ็ น ชิ้ น เ ล็ ก  ๆ    

แล้ว น า ไป ผึ่ งล มจน แห้ง จ าก นั้นจึ งน า มา ท  า การ สก ั ดเย ็ นด้ วยตั วท  าละ ลา ยเ อ ท า นอล  7 0% เมื่ อไ ด้

ส า ร ล ะ ล า ย ส กั ด แ ล้ ว จึ ง น า ไ ป ร ะ เ ห ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย อ อ ก ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง ร ะ เ ห ย ส า ร แ บ บ ล ด ค ว า ม ดั น จ ะ

ไ ด้ ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  น า ม า ท  า ก า ร ส กั ด แ ย ก อี ก ค รั้ ง ด้ ว ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท น า ส า ร

ส กั ด เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท ม า ท  า ก า ร ร ะ เ ห ย ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง ร ะ เ ห ย ส า ร แ บ บ ล ด ค ว า ม ดั น เ พื่ อ ใ ห้ ไ ด้ ส า ร ส กั ด หั ว

แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  จ า ก นั้ น ท  า ก า ร ช่ั ง แ ล ะ บ ั น ท ึ ก น้ า ห นั ก ท ี่ แ น่ น อ น ข อ ง ส า ร ส กั ด

หัวแก่นตะวันเมื่อเทียบ กับ น้ าหนักพืชแหง้ 

ตาราง 2 แสดงผลน้ าหนักของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิอะซีเตท 

ตัวท  าละล ายท ี่ใช้

ในก ารสกัด 

น้ าหนักแ หง้หัว แก่นต ะวัน 

( กิโ ลก รัม) 

น้ าหนักส ารสกัด หย าบ

หัวแก่นตะวั นที่สก ัดด้วย

เอท ิลอะซ ีเตท ( กรัม) 

Yield (%  w/w) 

เอท ิลอะซ ีเตท 1.0000 6.2 000 0.62 
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 4.2 ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH   

 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  ท ี่ ส กั ด เ ย็ น โ ด ย ใ ช้ ตั ว ท  า

ล ะ ล า ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  ท ด ส อ บ ฤ ท ธิ์ ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ โ ด ย วิ ธี  DPPH ซ ึ่ ง ใ ช้ วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ 

เ ป ็ น ส า ร ม า ต ร ฐ า น เ พื่ อ เ ป รี ย บ เ ท ี ย บ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  น า ไ ป วิ เ ค ร า ะ ห์ ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่

ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  5 1 7  น า โ น เ ม ต ร  ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง ยู วี - วิ สิ เ บ ิ ล ส เ ป ก โ ท ร โ ฟ โ ต มิ เ ต อ ร์  จ ะ ไ ด้ ค่ า เ ฉ ลี่ ย ก า ร

ดู ด ก ลื น แ ส ง ไ ป ค า น ว น ห า ค่ า ร้ อ ย ล ะ ก า ร ยั บ ยั้ ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ( % Inhibition)  เ พื่ อ น า ไ ป พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ

หาค่า IC50   

 ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ข อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ  แ ล ะ ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่

สก ัด ด้ว ยเ อท ิ ลอ ะซ ี เตท  ท าป ฏิกิ ริย ากั บ สา รล ะล าย  DPPH• แ สด งดัง ตา รา ง 3 - 5 7-9 แ ละ 11-13 

ตามล าดับ  

 ค่า ร้อ ยล ะก าร ยับ ยั้ง อ นุมู ลอิ สร ะ ( %Inhibition)  ข อง สา รม าต รฐ าน วิต า มิน ซ ี บ ีเ อช เอ  แ ล ะ

ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  ท ี่ ค า น ว ณ จ า ก ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง เ ฉ ลี่ ย ท ั้ ง  

3 ชุด แสดงดังตาราง 6 10 และ 14 ตามล าดับ  

 ก ร า ฟ แ ส ด ง ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  แ ล ะ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น  ข อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น

วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ  แ ล ะ ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  กั บ ร้ อ ย ล ะ ก า ร ยั บ ยั้ ง

อนุมูลอิสระเฉ ลี่ย แสดงดังภาพ 9-10 11-12 และ 13-14 ตามล าดับ  

 ค่ า ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ท ี่ ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ป ฏิ กิ ริ ย า ไ ด้ ค รึ่ ง ห นึ่ ง  ( IC50)  ข อ ง ม า ต ร ฐ า น

วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ  ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1 ,000 พี พี เ อ็ ม  แ ล ะ ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย 

เอท ิลอ ะซ ีเต ท  คว ามเข้ มข้น 80 พีพี เอ็ม ในก า รทด ส อบ ฤท ธิ์ต้านอ นุมูลอิ สระโ ดยว ิธี  DPPH แสด ง

ดังตาราง 15 
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ตารางที่ 3 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานวิตามินซี ท าปฏิกิรยิากับ 

  สารละลาย DPPH• (ชุด 1) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 1 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 1.6561 1.6559 1.6568 1.6563 0.0005 

2.5 1.2054 1.2058 1.2060 1.2057 0.0003 

5 1.1828 1.1834 1.1822 1.1828 0.0006 

10 1.0444 1.0448 1.0444 1.0445 0.0002 

20 0.7272 0.7267 0.7266 0.7268 0.0003 

40 0.0586 0.0585 0.0596 0.0589 0.0006 

80 0.0479 0.0477 0.0473 0.0476 0.0003 

160 0.0503 0.0506 0.0507 0.0505 0.0002 

320 0.0476 0.0485 0.0480 0.0480 0.0005 

640 0.0462 0.0469 0.0461 0.0464 0.0004 

 

ตารางที่ 4 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานวิตามินซี ท าปฏิกิรยิากับ 

  สารละลาย DPPH• (ชุด 2) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 2 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 1.6657 1.6656 1.6653 1.6655 0.0002 

2.5 1.2021 1.2022 1.2026 1.2023 0.0003 

5 1.1892 1.1892 1.1897 1.1894 0.0003 

10 1.0445 1.0442 1.0447 1.0445 0.0003 

20 0.7261 0.7276 0.7271 0.7269 0.0008 

40 0.0605 0.0604 0.0600 0.0603 0.0003 

80 0.0564 0.0575 0.0567 0.0568 0.0006 

160 0.0473 0.0470 0.0475 0.0473 0.0002 

320 0.0503 0.0506 0.0501 0.0503 0.0003 

640 0.0484 0.0474 0.0477 0.0478 0.0005 
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ตารางที่ 5 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานวิตามินซี ท าปฏิกิรยิากับ 

  สารละลาย DPPH• (ชุด 3) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 3 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 1.6674 1.666 1 1.6676 1.6670 0.0008 

2.5 1.2061 1.2060 1.2062 1.2061 0.0001 

5 1.1948 1.1950 1.1951 1.1949 0.0002 

10 1.0456 1.0461 1.0467 1.0461 0.0006 

20 0.7203 0.7209 0.7203 0.7205 0.0004 

40 0.0607 0.0606 0.0604 0.0606 0.0001 

80 0.0500 0.0494 0.0507 0.0500 0.0006 

160 0.0506 0.0501 0.0507 0.0505 0.0003 

320 0.0514 0.0514 0.0500 0.0509 0.0008 

640 0.0501 0.0495 0.0490 0.0495 0.0006 

 

ตารางที่ 6 แสดงค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานวิตามินซีที่ 

  ค านวณจากค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยทั้ง 3 ชุด 

ความเข้มข้น 

(ppm) 
%Inhibition 1 %Inhibition 2 %Inhibition 3 

%Inhibition  

เฉ ลี่ย 
±SD 

2.5 27.2042 27.8125 27.6515 27.5560 0.3152 

5 28.5888 28.5890 28.3183 28.4987 0.1562 

10 36.9378 37.2891 37.2466 37.1578 0.1918 

20 56.1201 56.3554 56.7806 56.4187 0.3348 

40 96.4469 96.3825 96.3677 96.3990 0.0421 

80 97.1261 96.5876 96.9996 96.9044 0.2816 

160 96.9500 97.1630 96.9736 97.0289 0.1168 

320 97.1010 96.9799 96.9466 97.0092 0.0812 

640 97.2016 97.1300 97.0296 97.1204 0.0864 
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ภาพท่ี 9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานวิตามินซี 

กับร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลีย่ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานวิตามินซี 

กับร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลีย่ 
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ตารางที่ 7 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานบีเอชเอ ท าปฏิกิรยิากับ 

  สารละลาย DPPH• (ชุด 1) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 1 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 1.9679 1.966 5 1.9682 1.9675 0.0009 

2.5 1.2472 1.2475 1.2483 1.2477 0.0006 

5 1.1367 1.1367 1.1362 1.1365 0.0003 

10 0.9313 0.9319 0.9318 0.9316 0.0003 

20 0.5406 0.5407 0.5409 0.5407 0.0002 

40 0.2545 0.2547 0.2547 0.2546 0.0001 

80 0.0750 0.0755 0.0755 0.0753 0.0003 

160 0.0587 0.0584 0.0589 0.0587 0.0003 

320 0.0565 0.0568 0.0565 0.0566 0.0002 

640 0.0565 0.0577 0.0571 0.0571 0.0006 

 

ตารางที่ 8 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานบีเอชเอ ท าปฏิกิรยิากับ 

  สารละลาย DPPH• (ชุด 2) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 2 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 1.9681 1.9687 1.9691 1.9686 0.0005 

2.5 1.2429 1.2427 1.2427 1.2428 0.0001 

5 1.1370 1.1374 1.1378 1.1374 0.0004 

10 0.9346 0.9341 0.9352 0.9346 0.0006 

20 0.5423 0.5422 0.5429 0.5424 0.0004 

40 0.2594 0.2597 0.2596 0.2595 0.0001 

80 0.0776 0.0773 0.0774 0.0774 0.0002 

160 0.0503 0.0505 0.0505 0.0504 0.0001 

320 0.0595 0.0594 0.0582 0.0590 0.0007 

640 0.0523 0.0528 0.0523 0.0524 0.0003 
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ตารางที่ 9 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานบีเอชเอ ท าปฏิกิรยิากับ 

  สารละลาย DPPH• (ชุด 3) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 3 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 1.9676 1.9678 1.9677 1.9677 0.0001 

2.5 1.2415 1.2413 1.2414 1.2414 0.0001 

5 1.1315 1.1316 1.1319 1.1316 0.0002 

10 0.9346 0.9348 0.9349 0.9348 0.0002 

20 0.5476 0.5478 0.5476 0.5476 0.0001 

40 0.2643 0.2644 0.2645 0.2644 0.0001 

80 0.0784 0.0784 0.0778 0.0782 0.0003 

160 0.0639 0.0644 0.0640 0.0641 0.0003 

320 0.0649 0.0643 0.0643 0.0645 0.0004 

640 0.0605 0.0615 0.0623 0.0614 0.0009 

 

ตารางที่ 10 แสดงค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานบีเอชเอที่ 

  ค านวณจากค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยทั้ง 3 ชุด 

ความเข้มข้น 

(ppm) 
%Inhibition 1 %Inhibition 2 %Inhibition 3 

%Inhibition  

เฉ ลี่ย 
±SD 

2.5 36.5862 36.8714 36.9128 36.7901 0.1778 

5 42.2363 42.2246 42.4895 42.3168 0.1497 

10 52.6497 52.5238 52.4953 52.5563 0.0822 

20 72.5167 72.4457 72.1697 72.3774 0.1833 

40 87.0597 86.8164 86.5638 86.8133 0.2480 

80 96.1711 96.0691 96.0267 96.0890 0.0742 

160 97.0182 97.4381 96.7441 97.0668 0.3496 

320 97.1249 97.0013 96.7229 96.9497 0.2059 

640 97.0987 97.3374 96.8796 97.1052 0.2289 
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ภาพท่ี 11 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานบีเอชเอ 

กับร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลีย่ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 12 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานบีเอชเอ 

กับร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลีย่ 
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ตารางที่ 11 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตท ท าปฏิกิรยิากับสารละลาย DPPH• (ชุด 1) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 1 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 1.8953 1.8955 1.8957 1.8955 0.0002 

5 1.2576 1.2579 1.2575 1.2577 0.0002 

10 1.2499 1.2495 1.2492 1.2495 0.0004 

20 1.1714 1.1718 1.1720 1.1717 0.0003 

40 1.0980 1.0982 1.0989 1.0984 0.0005 

80 0.8952 0.8954 0.8955 0.8954 0.0002 

160 0.4453 0.4454 0.4450 0.4452 0.0002 

320 0.0933 0.0932 0.0935 0.0933 0.0002 

640 0.0805 0.0807 0.0811 0.0808 0.0003 

1000 0.0783 0.0789 0.0784 0.0785 0.0003 

 

ตารางที่ 12 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตทท าปฏิกิรยิากับสารละลาย DPPH• (ชุด 2) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 2 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 1.8945 1.8948 1.8946 1.8946 0.0002 

5 1.2583 1.2585 1.2587 1.2585 0.0002 

10 1.2493 1.2490 1.2496 1.2493 0.0003 

20 1.1710 1.1715 1.1713 1.1713 0.0003 

40 1.0863 1.0865 1.0864 1.0864 0.0001 

80 0.8944 0.8948 0.8942 0.8945 0.0003 

160 0.4512 0.4510 0.4518 0.4513 0.0004 

320 0.0920 0.0923 0.0922 0.0922 0.0002 

640 0.0804 0.0805 0.0809 0.0806 0.0003 

1000 0.0778 0.0771 0.0775 0.0775 0.0004 
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ตารางที่ 13 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตท ท าปฏิกิรยิากับสารละลาย DPPH• (ชุด 3) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 3 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 1.8843 1.8849 1.8847 1.8846 0.0003 

5 1.2507 1.2509 1.2511 1.2509 0.0002 

10 1.2414 1.2415 1.2418 1.2416 0.0002 

20 1.1528 1.1526 1.1525 1.1526 0.0002 

40 1.0845 1.0843 1.0844 1.0844 0.0001 

80 0.8965 0.8963 0.8966 0.8965 0.0002 

160 0.4697 0.4699 0.4686 0.4694 0.0007 

320 0.0907 0.0913 0.0911 0.0910 0.0003 

640 0.0784 0.0788 0.0789 0.0787 0.0003 

1000 0.0789 0.0798 0.0781 0.0789 0.0009 

 

ตารางที่ 14 แสดงค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่ 

  สกัดด้วยเอทลิอะซีเตท ที่ค านวณจากค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยทั้ง 3 ชุด 

ความเข้มข้น 

(ppm) 
%Inhibition 1 %Inhibition 2 %Inhibition 3 

%Inhibition  

เฉ ลี่ย 
±SD 

5 33.6569 33.5744 33.6252 33.6188 0.0416 

10 34.0859 34.0600 34.1204 34.0888 0.0303 

20 38.1899 38.1787 38.8394 38.4027 0.3782 

40 42.0601 42.6581 42.4599 42.3927 0.3046 

80 52.7685 52.7886 52.4320 52.6631 0.2004 

160 76.5135 76.1779 75.0929 75.9281 0.7425 

320 95.0766 95.1353 95.1696 95.1272 0.0471 

640 95.7395 95.7458 95.8240 95.7698 0.0471 

1000 95.8573 95.9112 95.8117 95.8600 0.0498 
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ภาพท่ี 13 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดหัวแก่นตะวัน 

ที่สกัดด้วยเอทลิอะซิเตท กับร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลีย่ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 14 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดหัวแก่นตะวัน 

ที่สกัดด้วยเอทลิอะซิเตท กับร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลีย่ 
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y = 0.259x + 31.948

R² =  0.998 5
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 จ า ก ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ  แ ล ะ ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย 

เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  แ ส ด ง ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  กั บ ร้ อ ย ล ะ ก า ร ยั บ ยั้ ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  

( %Inhibition)  จ ะ ไ ด้ ส ม ก า ร เ ส้ น ต ร ง  y = mx + c แ ส ด ง ดั ง ภ า พ  10 12 แ ล ะ  14 ต า ม ล า ดั บ  จ า ก นั้ น

น า ค่ า  5 0  แ ท น ใ น ค่ า  y ใ น ส ม ก า ร เ พื่ อ ค า น ว ณ ห า ค่ า  x ซ ึ่ ง เ ป ็ น ค่ า ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ท ี่ ส า ม า ร ถ

ยั บ ยั้ ง ป ฏิ กิ ริ ย า ไ ด้ ค รึ่ ง ห นึ่ ง  ( 5 0 %  of inhibitiory concentration, IC50)  ใ น ห น่ ว ย  ppm ข อ ง แ ต่ ล ะ

สารละลายท ี่ใชใ้นก ารทด สอบ  แสดงดังตาราง 15 

ตาราง 15 แสดงค่าความเข้มข้นของสารท่ีสามารถยับยั้งปฏิกิริยาได้ครึ่งหน่ึง (IC50) 

  ของมาตรฐานวิตามินซี บีเอชเอ ความเข้มข้น 1,000 พีพีเอ็ม และสาร

  สกัดหัว แก่นตะวันท่ีสกัดด้วยเอทิลอะซีเตท ความเข้มข้น 80 พีพีเอ็ม 

  ในการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH 

สารตัวอย่างท่ีใช้ในการทดสอบ 

ความเข้มข้นของสารที่สามารถ

ยับยั้งปฏิกิริยาได้ครึ่งหน่ึง (IC50) 

(ppm) 

1. มาต รฐานวิ ตามิ นซ ี 16.38 

2 . มาตรฐ านบีเอชเอ 8.88 

3. สารสกัด หัวแก่นต ะวันท ี่ สก ัดด้วยเ อท ิลอะซ ีเตท 69.70 
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4.3 ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS 

 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด เ ย็ น โ ด ย ใ ช้  

ตัวท  าล ะลาย เอท ิล อะซ ีเ ตท แล ะสาร ละลาย วิตามินซ ี บ ี เอชเ อ วเิ คราะห์ฤท ธิ์ต้ านอนุ มูลอิส ระโด ย

วิ ธี  ABTS ซ ึ่ ง ใ ช้ โ ท ล อ ก ซ ์ เ ป ็ น ส า ร ม า ต ร ฐ า น  น า ไ ป วิ เ ค ร า ะ ห์ ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น 

753 น าโนเ ม ตร ด้ว ยเ ครื่อ งยูวี -วิ สิเบ ิล สเป กโ ท รโฟ โ ตมเิตอ ร์จะได ้ ค่าเฉ ลี่ ยก ารดู ดก ลืนแ สงน าไ ป

ค า น ว ณ ห า ค่ า ร้ อ ย ล ะ ก า ร ยั บ ยั้ ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ( % Inhibition)  น า ไ ป พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ เ พื่ อ ค า น ว ณ ห า 

ค่า TEAC  

 ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ข อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น โ ท ล อ ก ซ ์  แ ล ะ ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย

เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ  ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ ส า ร ล ะ ล า ย  ABTS• +  แ ส ด ง ดั ง

ตาราง 16 -18 19-21 22-24 และ 2 5 -2 9 ตามล าดับ  

 ค่ า ร้ อ ย ล ะ ก า ร ยั บ ยั้ ง อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ข อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น โ ท ล อ ก ซ ์  แ ล ะ ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น

ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ  ท ี่ ค า น ว ณ จ า ก ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง

เฉ ลี่ยท ั้ง 3 ชุด แสดงดังตาราง 2 8  

 ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น โ ท ล อ ก ซ ์  แ ส ด ง ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น 

โท ลอก ซ ์ กับ ร้อยละการยับ ยั้งอนุมูลอสิระเฉ ลี่ย แสดงดังภาพ 15  

 ค่า  TEAC ข อ งส าร ส กัด หัว แ ก่น ต ะวั นที่ ส กัด ด้ว ย เอ ท ิ ลอ ะซ ี เ ตท  ค ว าม เ ข้ม ข้น  80   พี พีเ อ็ ม 

แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ  ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1 0 0  พี พี เ อ็ ม  ใ น ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ต้ า น  

อนุมูลอิสระโ ดยว ิธี ABTS แสดงดังตาราง 2 9  
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ตาราง 16 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานโทลอกซ์ ท าปฏิกิรยิากับ  

  ABTS•+ (ชุด 1) 

 

ตาราง 17 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานโทลอกซ์ ท าปฏิกิรยิากับ  

  ABTS•+ (ชุด 2) 

 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 1 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 0.6831 0.6833 0.6838 0.6834 0.0004 

0 0.5773 0.5775 0.5775 0.5774 0.0001 

10 0.4715 0.4717 0.4716 0.4716 0.0001 

20 0.3515 0.3514 0.3517 0.3515 0.0002 

30 0.2331 0.2334 0.2337 0.2334 0.0003 

40 0.1174 0.1175 0.1163 0.1170 0.0007 

50 0.0055 0.0062 0.0062 0.0060 0.0004 

60 0.0029 0.0040 0.0029 0.0032 0.0007 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 2 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 0.6860 0.6866 0.6862 0.6863 0.0003 

0 0.5785 0.5787 0.5784 0.5785 0.0002 

10 0.4733 0.4736 0.4733 0.4734 0.0002 

20 0.3515 0.3520 0.3515 0.3516 0.0003 

30 0.2248 0.2253 0.2254 0.2251 0.0003 

40 0.1185 0.1180 0.1183 0.1183 0.0003 

50 0.0057 0.0060 0.0062 0.0059 0.0003 

60 0.0048 0.0057 0.0052 0.0052 0.0005 
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ตาราง 18 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานโทลอกซ์ ท าปฏิกิรยิากับ  

  ABTS•+ (ชุด 3) 

 

 

ภาพท่ี 15 กราฟมาตรฐานโทลอกซ์ แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น 

ของสารมาตรฐานโทลอกซ์ กับร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลีย่ 

 

y = 1.6939x + 14.844

R² =  0.9992
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ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 3 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

Control 0.6892 0.6897 0.6897 0.6895 0.0003 

0 0.5806 0.5812 0.5813 0.5810 0.0004 

10 0.4846 0.4844 0.4846 0.4845 0.0001 

20 0.3652 0.3648 0.3646 0.3649 0.0003 

30 0.2250 0.2249 0.2254 0.2251 0.0002 

40 0.1184 0.1177 0.1182 0.1181 0.0004 

50 0.0062 0.0056 0.0059 0.0059 0.0003 

60 0.0067 0.0070 0.0068 0.0068 0.0002 
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ตาราง 19 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตทท าปฏิกิรยิากับ ABTS•+ (ชุด 1) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 1 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

80 0.3325 0.3320 0.3323 0.3323 0.0003 

 

 

ตาราง 20 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตทท าปฏิกิรยิากับ ABTS•+ (ชุด 2) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 2 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

80 0.3376 0.3372 0.3380 0.3376 0.0004 

 

 

ตาราง 21 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตทท าปฏิกิรยิากับ ABTS•+ (ชุด 3) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 3 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

80 0.3319 0.3313 0.3317 0.3316 0.0003 
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ตาราง 22 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายวิตามินซี ท าปฏิกิรยิากับ ABTS•+  

  (ชุด 1) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 1 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

100 0.0032 0.0035 0.0032 0.0033 0.0002 

 

 

ตาราง 23 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายวิตามินซี ท าปฏิกิรยิากับ ABTS•+  

  (ชุด 2) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 2 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

100 0.0041 0.0038 0.0034 0.0038 0.0004 

 

 

ตาราง 24 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายวิตามินซี ท าปฏิกิรยิากับ ABTS•+  

  (ชุด 3) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 3 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

100 0.0040 0.0040 0.0045 0.0041 0.0003 
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ตาราง 25 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายบีเอชเอ ท าปฏิกิรยิากับ ABTS•+  

  (ชุด 1) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 1 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

100 0.0036 0.0034 0.0037 0.0036 0.0002 

 

 

ตาราง 26 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายบีเอชเอ ท าปฏิกิรยิากับ ABTS•+  

  (ชุด 2) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 2 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี ่3 

100 0.0033 0.0038 0.0034 0.0035 0.0002 

 

 

ตาราง 27 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายบีเอชเอ ท าปฏิกิรยิากับ ABTS•+  

  (ชุด 3) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 3 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

100 0.0033 0.0034 0.0034 0.0034 0.0001 
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ตาราง 28 แสดงค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานโทลอกซ์ และสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิอะซีเตท สารละลาย 

  วิตามินซี และสารละลายบีเอชเอ ที่ค านวณจากค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยทั้ง 3 ชุด 

ความเข้มข้น  (ppm) 
ค่าการดูดกล ืน แสง 

%Inhibition 1 %Inhibition 2 %Inhibition 3 
%Inhibition  

เฉ ลี่ย 
±SD 

เฉ ลี่ย 1 เฉ ลี่ย 2 เฉ ลี่ย 3 

Control 0.6834 0.6863 0.6895 - - - - - 

0 0.5774 0.5785 0.5810 15.5058 15.7074 15.7336 15.6489 0.1247 

10 0.4716 0.4734 0.4845 30.9994 31.0263 29.7293 30.5850 0.7412 

20 0.3515 0.3516 0.3649 48.5636 48.7639 47.0848 48.1374 0.9171 

30 0.2334 0.2251 0.2251 65.8472 67.1985 67.3556 66.8004 0.8292 

40 0.1170 0.1183 0.1181 82.8773 82.7699 82.8789 82.8420 0.0625 

50 0.0060 0.0059 0.0059 99.1269 99.1379 99.1467 99.1372 0.0099 

60 0.0032 0.0052 0.0068 99.5269 99.2423 99.0138 99.2610 0.2571 

เอท ิลอะซ ีเตท 80 0.3323 0.3376 0.3316 51.3755 50.8087 51.9023 51.3622 0.5470 

วิตามินซ ี 1 00 0.0033 0.0038 0.0041 99.5220 99.4512 99.4005 99.4579 0.0610 

บ ีเอชเอ 100 0.0036 0.0035 0.0034 99.4805 99.4924 99.5141 99.4957 0.0170 
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 จ า ก ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น โ ท ล อ ก ซ ์  ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น  

โ ท ล อ ก ซ ์  กั บ ร้ อ ย ล ะ ก า ร ยั บ ยั้ ง อ นุ มู ล อิ ร ะ เ ฉ ลี่ ย  จ ะ ไ ด้ ส ม ก า ร เ ส้ น ต ร ง  y = mx + c แ ส ด ง ดั ง ภ า พ 

15 จาก นั้ นน าค่า ร้อ ยล ะกา รยั บ ยั้ งอนุ มูล อิส ระเ ฉล ี่ ย ต่อน้ าห นัก สาร สก ั ดหั วแก่ นต ะวั นที่ส กัด ด้ว ย

เอ ท ิ ล อ ะซ ี เ ต ท  แ ล ะ ส า รล ะ ล า ยวิ ต า มิ น ซ ี บ ี เ อ ชเ อ  แ ท น ใ น ค่ า  y ใ น ส ม กา ร เ พื่ อ ค า น ว ณ หาค ่ า  x ซ ึ่ ง

เป ็นค่า TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) ในหน่วยมิลลิโมลาร์ แสดงดังตาราง 2 9 

ตาราง 29 แสดงผลค่า TEAC ของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิอะซีเตท 

  ความเข้มข้น 80 พีพีเอ็ม และสารละลายวิตามินซี บีเอชเอ ความเข้มข้น 

  100 พีพีเอ็ม ในการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS 

สารตัวอย่างท่ีใช้ในการทดสอบ ค่า TEAC (mM) 

1.วิตามินซ ี 7.7842 

2 .บีเอชเอ 7.7866 

3.สารสก ัดหัว แก่นตะวั นที่สก ัดด้วยเ อท ิลอะซ ีเตท 5.0128 
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4.4 ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP 

 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  ท ี่ ท  า ก า ร ส กั ด เ ย็ น โ ด ย ใ ช้

ตัวท  า ละล ายใ น การ สก ัด คือ เอท ิ ลอะซี เตท  ซึ่งน ามา วิเคร าะห์ ฤท ธิ์ ต้านอ นุมูล อิสระโ ดย วิธี FRAP 

ซ ึ่ง ใ ช้ เฟ อ ร์ รั สซ ั ล เ ฟ ตเ ป ็ น ส าร ม า ตร ฐ า น  น า ไ ป วิเ ค ร า ะห์ ค่ า ก าร ดู ด กล ื น แ ส งที่ ค ว า มย า ว ค ลื่น  5 9 6 

น า โ น เ ม ต ร  ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง ยู วี - วิ สิ เ บ ิ ล  ส เ ป ก โ ท ร โ ฟ โ ต มิ เ ต อ ร์  จ ะ ไ ด้ ค่ า เ ฉ ลี่ ย ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง  น า ไ ป

พล๊อตกราฟเพื่อค านวนหาป ริมาณเฟอร์รัสซ ัลเฟ ต  

 ค่า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ข อ ง ส า ร ละ ล า ย ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เฟ ต แ ล ะ ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น

ท ี่สกัดด้ว ยเ อท ิล อะซ ีเตท  ท าปฏิ กิริยากับ สารละ ลายเอ ฟอารเ์อ พี (FRAP)  แสดงดัง ตาราง  30-3 2  

และ 33 -35 ตามล าดับ  

 ค่า ก า ร ดู ดก ลื น แ ส ง เฉ ลี่ ย ร ว ม ขอ ง ส า ร ละ ล า ย ม า ตร ฐ า น เ ฟ อร์ รั ส ซ ั ล เฟ ต  แ ล ะ สา ร ส กั ด หั ว

แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  ท ี่ ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ ส า ร ล ะ ล า ย เ อ ฟ อ า ร์ เ อ พี  ( FRAP)  แ ส ด ง ดั ง

ตาราง 36  

 ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ต  แ ส ด ง ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร

มาตรฐานเฟอร์รัสซ ัลเฟ ต กับ ค่าการดูดกล ืนแสงเฉลี่ยรวม แสดงดังภาพ 16  

 ค่า ผ ล ก า ร ค า น ว ณ ค่ า  FRAP values ข อ ง ส า ร ส กั ด หัว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท

ความเข้มข้น 80 พีพีเอ็ม โดยใ ช้วธิี FRAP assay แสดงดังตาราง 37 
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ตาราง 30 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟต ท าปฏิกิรยิา

  สารละลายเอฟอาร์เอพี (FRAP) ทีพทีแีซต (TPTZ) (ชุด 1) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 1 
±SD 

1 2 3 

0 0.1081 0.1076 0.1091 0.1079 0.0008 

2 5 0.1845 0.1853 0.1840 0.1849 0.0007 

50 0.3231 0.3228 0.3232 0.3230 0.0002 

100 0.4718 0.4720 0.4722 0.4719 0.0002 

2 00 1.0522 1.0523 1.0520 1.0523 0.0002 

400 2.0648 2.0649 2.0654 2.0648 0.0003 

 

ตาราง 31 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟต ท าปฏิกิรยิา

  สารละลายเอฟอาร์เอพี (FRAP) ทีพทีแีซต (TPTZ) (ชุด 2) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 2 
±SD 

1 2 3 

0 0.1075 0.1077 0.1076 0.1076 0.0001 

2 5 0.1889 0.1899 0.1894 0.1894 0.0005 

50 0.3190 0.3189 0.3186 0.3188 0.0002 

100 0.5854 0.5847 0.5845 0.5849 0.0005 

2 00 1.0523 1.0517 1.0531 1.0524 0.0007 

400 2.0626 2.0613 2.0615 2.0618 0.0007 
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ตาราง 32 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟต ท าปฏิกิรยิา

  สารละลายเอฟอาร์เอพี (FRAP) ทีพทีแีซต (TPTZ) (ชุด 3) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 3 
±SD 

1 2 3 

0 0.1081 0.1082 0.1080 0.1081 0.0001 

2 5 0.1885 0.1880 0.1883 0.1883 0.0003 

50 0.3256 0.3272 0.3270 0.3266 0.0009 

100 0.5940 0.5924 0.5937 0.5934 0.0009 

2 00 1.0525 1.0536 1.0525 1.0529 0.0006 

400 2.0681 2.0651 2.0691 2.0674 0.0021 
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ตาราง 33 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตท  ท าปฏิกิรยิากับสารละลายเอฟอาร์เอพี (FRAP) (ชุด 1) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 1 
±SD 

1 2 3 

80 1.5348 1.5375 1.5219 1.5314 0.0083 

 

ตาราง 34 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตท  ท าปฏิกิรยิากับสารละลายเอฟอาร์เอพี (FRAP) (ชุด 2) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 2 
±SD 

1 2 3 

80 1.5989 1.5913 1.5961 1.5954 0.0038 

 

ตาราง 35 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตท  ท าปฏิกิรยิากับสารละลายเอฟอาร์เอพี (FRAP) (ชุด 3) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 3 
±SD 

1 2 3 

80 1.5314 1.5219 1.5235 1.5256 0.0051 
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ตาราง 36 แสดงค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยรวมของสารมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟต และสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิอะซีเตทท า

   ปฏิกิรยิากับสารละลายเอฟอาร์เอพี (FRAP)  

ความเข้มข้น  (ppm) 
ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ยรวม 
±SD 

เฉ ลี่ย 1 เฉ ลี่ย 2 เฉ ลี่ย 3 

0 0.1079 0.1076 0.1081 0.1079 0.0003 

2 5 0.1849 0.1894 0.1883 0.1875 0.0023 

50 0.3230 0.3188 0.3266 0.3228 0.0039 

100 0.4719 0.5849 0.5934 0.5500 0.0678 

2 00 1.0523 1.0524 1.0529 1.0525 0.0003 

400 2.0648 2.0618 2.0674 2.0647 0.0028 

เอท ิลอะซ ีเตท 80 1.5314 1.5954 1.5256 1.5508 0.0388 
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ภาพท่ี 16 กราฟมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟต แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น 

ของสารมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟต กับค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยรวม  

y = 0.0049x + 0.0757

R² =  0.9993
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 จ า ก ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ต  ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร

ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ต  กั บ ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง เ ฉ ลี่ ย ร ว ม  โ ด ย ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น ท ี่ ใ ช้ คื อ  5 9 6  

น า โ น เ ม ต ร  แ ล ะ ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ต  0  25 50 100 200 แ ล ะ  4 0 0  

พี พี เ อ็ ม  แ ล้ ว น า ข้ อ มู ล ท ี่ ค า น ว ณ ไ ด้ ไ ป ส ร้ า ง ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ต  แ ส ด ง ดั ง ภ า พ  17  

ซ ึ่งจะมีสมการเส้นตรงคือ y = mx + c   

 จ า ก นั้ น น า ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง เ ฉ ลี่ ย ร ว ม ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย 

เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  แ ท น ใ น ค่ า  y ใ น ส ม ก า ร  เ พื่ อ ค า น ว ณ ห า ค่ า  x ซ ึ่ ง เ ป ็ น  FRAP values ใ น ห น่ ว ย  

พี พี เ อ็ ม  แ ล้ ว น า ค่ า ท ี่ ไ ด้ ไ ป ค า น ว ณ ห า ค่ า  FRAP values ใ น ห น่ ว ย มิ ล ลิ ก รั ม  ต่ อ  1  ก รั ม น้ า ห นั ก แ ห้ ง

ของสารสกัด  แสดงดังตาราง 45 

ตาราง 37 แสดงผลการค านวณค่า FRAP values ของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัด

  ด้วยเอทลิอะซีเตทความเข้มข้น 80 พีพีเอ็ม โดยใช้วธิี FRAP assay 

สารละลายที่ใช้ในการทดสอบ 
FRAP 

values 

FRAP values  

ต่อ 1 กรัมน้ าหนักแห้ง 

(mg Fe/g Dw) 

สารสก ัดหัวแก่น ตะวันท ี่สกั ดด้วยเ อท ิลอะซ ีเตท 301.0408 2.3331 
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4.5 ผลการวิเคราะห์หาปรมิาณฟีนอลิกรวมโดยวิธี Folin-Ciocateu 

 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด เ ย็ น โ ด ย ใ ช้ ตั ว ท  า

ละ ล า ย เ อท ิ ล อ ะ ซ ี เต ท  วิ เ คร า ะ ห์ ห าป ริ ม า ณ ฟีน อ ลิ ก ร วม โ ด ย วิ ธี Folin-Ciocateu ซ ึ่ ง ใ ช้ กร ด แ ก ล ลิ ก

เ ป ็ น ส า ร ม า ต ร ฐ า น  น า ไ ป วิ เ ค ร า ะ ห์ ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท ี่ ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  7 6 9  น า โ น เ ม ต ร  ด้ ว ย

เ ค รื่ อ ง ยู วี - วิ สิ เ บ ิ ล  ส เ ป ก โ ท ร โ ฟ โ ต มิ เ ต อ ร์  จ ะ ไ ด้ ค่ า เ ฉ ลี่ ย ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง น า ไ ป พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ เ พื่ อ

ค านวณหาป ริมาณฟีนอลิกรวม  

 ค่ากา รดูด กล ืน แสง ของ สาร มาต รฐา นกร ดแกล ลิก และ สาร สก ัด หัวแ ก่นต ะวัน ท ี่สกั ดด้ว ย

เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ ส า ร ล ะ ล า ย  Folin-Ciocateu แ ส ด ง ดั ง ต า ร า ง  3 8 - 4 0  แ ล ะ 41-43 

ตามล าดับ  

 ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง เ ฉ ลี่ ย ร ว ม ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ก ร ด แ ก ล ลิ ก  แ ล ะ ส า ร ส กั ด  

หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  ท  า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ ส า ร ล ะ ล า ย  Folin-Ciocateu แ ส ด ง ดั ง

ตาราง 44  

 กร าฟ มา ตร ฐา นก รด แก ลลิ ก แส ดง คว าม สัม พัน ธ์ร ะห ว่า งค วา มเ ข้ม ข้น ขอ งส าร มา ตร ฐา น

กรดแก ลลิก กับ ค่าการดูดกล ืนแสงเฉลี่ยรวม  แสดงดังภาพ 17  

 ค่าป ริ มาณฟี นอลิก รวมข องสา รสกัด หัวแก่ นตะวั นที่สก ั ดด้วย เอท ิล อะซ ีเ ตท ค วามเ ข้มข้ น 

80 พีพีเอ็ม ในก ารวิเคราะหห์าป ริมาณฟีนอลิกรวมโ ดยว ิธี Folin-Ciocateu แสดงดังตาราง 45 

  



67 

 

ตารางที่ 38 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดแกลลิก ท าปฏิกิรยิากับ

  สารละลาย Folin-Ciocalteu (ชุด 1) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 1 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

0 0.0652 0.0651 0.0661 0.0655 0.0006 

20 0.2640 0.2670 0.2690 0.2667 0.0025 

40 0.4693 0.4695 0.4691 0.4693 0.0002 

60 0.6874 0.6877 0.6873 0.6875 0.0002 

80 0.9006 0.9010 0.9009 0.9008 0.0002 

100 1.0769 1.0770 1.0771 1.0770 0.0001 

 

ตารางที่ 39 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดแกลลิก ท าปฏิกิรยิากับ

  สารละลาย Folin-Ciocalteu (ชุด 2) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 2 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

0 0.0655 0.0659 0.0658 0.0657 0.0002 

20 0.2871 0.2872 0.2872 0.2872 0.0001 

40 0.4753 0.4752 0.4751 0.4752 0.0001 

60 0.6764 0.6762 0.6761 0.6762 0.0002 

80 0.9018 0.9016 0.9022 0.9019 0.0003 

100 1.0879 1.088 1.0881 1.0880 0.0001 
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ตารางที่ 40 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดแกลลิก ท าปฏิกิรยิากับ

  สารละลาย Folin-Ciocalteu (ชุด 3) 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 3 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

0 0.0657 0.0655 0.0654 0.0655 0.0002 

20 0.2421 0.2419 0.242 0.2420 0.0001 

40 0.4513 0.4515 0.4512 0.4513 0.0002 

60 0.6924 0.6926 0.6925 0.6925 0.0001 

80 0.9102 0.9115 0.912 0.9112 0.0009 

100 1.0649 1.065 1.0652 1.0650 0.0002 
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ตาราง 41 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตทท าปฏิกิรยิากับสารละลาย Folin-Ciocalteu (ชุด 1) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 1 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

80 0.1727 0.1725 0.1728 0.1727 0.0002 

 

 

ตาราง 42 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตทท าปฏิกิรยิากับสารละลาย Folin-Ciocalteu (ชุด 2) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 2 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

80 0.1606 0.1607 0.1607 0.1607 0.0001 

 

 

ตาราง 43 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วย 

  เอทลิอะซีเตทท าปฏิกิรยิากับสารละลาย Folin-Ciocalteu (ชุด 3) 

ความเข้มข้น  

(ppm) 

ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน

แสงเฉลี่ย 3 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

80 0.1832 0.1834 0.1837 0.1834 0.0003 
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ตาราง 44 แสดงค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยรวมของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก และสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิอะซีเตท  

  ท าปฏิกิรยิากับสารละลาย Folin-Ciocalteu 

ความเข้มข้น  (ppm) 
ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ยรวม 
±SD 

เฉ ลี่ย 1 เฉ ลี่ย 2 เฉ ลี่ย3 

0 0.0655 0.0657 0.0655 0.0656 0.0001 

2 0 0.2667 0.2872 0.2420 0.2653 0.0226 

40 0.4693 0.4752 0.4513 0.4653 0.0124 

6 0 0.6875 0.6762 0.6925 0.6854 0.0083 

80 0.9008 0.9019 0.9112 0.9046 0.0057 

100 1.0770 1.0880 1.0650 1.0767 0.0115 

เอท ิลอะซ ีเตท 80 0.1727 0.1607 0.1834 0.1723 0.0114 

 

  

70 
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ภาพท่ี 17 กราฟมาตรฐานกรดแกลลิก แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น 

ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก กับค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยรวม 
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 จ า ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ก ร ด แ ก ล ลิ ก  ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น  

กรดแก ลลิก กั บ ค่าการดูดกล ื นแสงเฉ ลี่ยร วม จะได ้สมก ารเส้นตรง y = mx + c แ สดงดังภาพ 16 

จาก นั้น น า ค่า กา รดู ดก ลื นแ สง เฉ ลี่ย รว มขอ งส าร สก ั ดหั วแ ก่นต ะวั นที่ สก ั ดด้ วย เอท ิ ลอ ะซ ี เต ท  แท น

ใ น ค่ า  y ใ น ส ม ก า ร เ พื่ อ ค า น ว ณ ห า ค่ า  x ซ ึ่ ง เ ป ็ น ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม ใ น ห น่ ว ย  พี พี เ อ็ ม  แ ล้ ว น า ค่ า

ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก รว ม ใ น ห น่ ว ย  พี พีเ อ็ ม  ท ี่ ไ ด้ ไ ป ค า น ว ณ ห า ป ริ ม า ณฟี น อ ลิ ก ร ว ม ใ นห น่ ว ย  มิ ล ลิ ก รั ม 

ต่อ 1 กรัมน้ าหนักแหง้ของสารสก ัดดังตาร าง 37 

ตาราง 45 แสดงผลค่าปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัดหัวแก่นตะวันท่ีสกัดด้วย

  เอทิลอะซีเตทความเข้มข้น 80 พีพีเอ็ม ในการวิเคราะห์หา  

  ปริมาณฟีนอลิกรวม โดยวิธี Folin-Ciocalteu 

สารละลาย 

ที่ใช้ในการทดสอบ 

ปริมาณฟีนอลิกรวม  

(ppm) 

ปริมาณฟีนอลิกรวม 

ต่อ 1 กรัมน้ าหนักแห้ง  

(mg GAE/g DW) 

สารสก ัดหัวแก่น ตะวันท ี่สกั ด

ด้วยเ อท ิลอะซ ีเตท 
10.5825 0.8201 
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4.5 อภิปรายผล 

 จ า ก ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ โ ด ย ใ ช้ วิ ธี  DPPH จ า ก ค่ า ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ท ี่

ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ป ฏิ กิ ริ ย า ไ ด้ ค รึ่ ง ห นึ่ ง  (IC50)  ข อ ง ม า ต ร ฐ า น วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ  ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1,000  

พี พี เ อ็ ม  แ ล ะ ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  8 0  พี พี เ อ็ ม  โ ด ย

ค า น ว ณ ค่ า ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ส า ร ท ี่ ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ป ฏิ กิ ริ ย า ไ ด้ ค รึ่ ง ห นึ่ ง  ( IC50)  จ า ก ส ม ก า ร เ ส้ น ต ร ง 

y = mx + c ดั ง นี้   ม า ต ร ฐ า น วิ ต า มิ น ซ ี เ ท ่ า กั บ  1 6 . 3 8  ( y = 2.0246x + 32.03 ; R2 = 0.9997) 

ส า ร ส กั ด เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  6 9 . 7 0  ( y = 0.259x + 31.948 ; R2 = 0.9985) โ ด ย พิ จ า ร ณ า

จาก ค่ าค ว าม เข้ ม ข้น ขอ ง สา รที่ ส าม าร ถ ยับ ยั้ง ป ฏิกิ ริย าไ ด้ ครึ่ งห นึ่ ง (IC50)  ท ี่มีค ่าน้ อย จะมี ฤท ธิ์ต้ า น

อนุมูล อิสระสูง พ บ ว่าเ มื่อเป รียบเ ท ียบ ฤ ท ธิ์ต้านอนุมู ลอิสร ะของ สารม าตรฐ าน ม าตรฐ านบีเ อชเ อ

มี ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ สู ง ก ว่ า ม า ต ร ฐ า น วิ ต า มิ น ซ ี  เ นื่ อ ง จ า ก ม า ต ร ฐ า น บ ี เ อ ช เ อ มี โ ค ร ง ส ร้ า ง ข อ ง

สารท ี่ สามา รถใ หอ้นุมู ลไ ฮ โด รเ จนไ ด้ง่าย เมื่อ ท  าป ฏิ กิริย ากับ อ นุมูล อิสระจึงท าให้ล ดอัต รากา รเก ิ ด

ออกซ ิเดชันได ้มากก ว่ามาตรฐานวิตามินซ ี  และรองลงมา คือ สารสก ัดเอท ิลอะซ ีเตท  

 จ า ก ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ โ ด ย ใ ช้ วิ ธี  ABTS จ า ก ค่ า  TEAC ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว

แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  8 0  พี พี เ อ็ ม  แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย วิ ต า มิ น ซ ี  บ ี เ อ ช เ อ 

ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1 0 0  พี พี เ อ็ ม  โ ด ย ค า น ว ณ ค่ า  TEAC จ า ก ส ม ก า ร เ ส้ น ต ร ง  y = 1.6939x + 14.844 ; 

R2 = 0.9992 ข อ ง ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น โ ท ล อ ก ซ ์  ดั ง นี้  ส า ร ส กั ด เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  5 . 0 1 2 8  

มิลลิ โมล าร์ ว ิตา มินซ ี  เท่ ากับ  7. 784 2  มิล ลิโ มลา ร์ แ ละบี เอช เอ เท ่าก ับ  7.786 6  มลิ ลิโม ลาร์  โด ย

พิจ า ร ณ า จ า ก ค่ า  TEAC ท ี่ มี ค่ า ม า ก จ ะ มี ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มูล อิ ส ร ะ สู ง  พ บ ว่ า  บ ี เ อ ช เ อ มี ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล

อิสระสูงกว่าวติามินซ ี รองลงมาคือ สารสก ัดเอท ิลอะซ ีเตท  

 จ า ก ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  โ ด ย วิ ธี  FRAP assay 

ซ ึ่ ง ใ ช้ เ ฟ อ ร์ รั ส ซ ั ล เ ฟ ต  เ ป ็ น ส า ร ม า ต ร ฐ า น  โ ด ย ก า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ด้ ว ย วิ ธี ส กั ด เ ย็ น โ ด ย ใ ช้ ตั ว ท  า

ล ะ ล า ย คื อ  เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  ท ี่ มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  8 0  พี พี เ อ็ ม  โ ด ย มี ก า ร ค า น ว ณ ห า ค่ า  FRAP values 

จ า ก ส ม ก า ร เ ส้ น ต ร ง   y = 0.0049x + 0.0757 ; R2 = 0.9993 ข อ ง ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ซ ั ล เ ฟ ต  ดั ง นี้  

ค่ า  FRAP values ท ี่ ไ ด้ จ า ก ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  3 0 1 . 0 4 0 8  

พี พี เ อ็ ม  จ า ก นั้ น จึ ง ค า น ว ณ ห า ค่ า  FRAP values ใ น ห น่ ว ย มิ ล ลิ ก รั ม  ต่ อ  1  ก รั ม น้ า ห นั ก แ ห้ ง  ดั ง นี้  

ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  2 . 3 3 3 1  mg GAE/g DW ซ ึ่ ง เ ป ็ น ค่ า

ความสามารถใ นการรดีิวซ ์ของสารสก ัดหัวแก่นตะวันท ี่สกัดด้วย เอท ิลอ ะซ ีเตท 



74 

 

 จ า ก ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม โ ด ย วิ ธี  Folin-Ciocateu จ า ก ค่ า ป ริ ม า ณ 

ฟี น อ ลิ ก ร ว ม ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  8 0  พี พี เ อ็ ม  โ ด ย

ค า น ว ณ ค่ า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม  จ า ก ส ม ก า ร เ ส้ น ต ร ง  y = 0.0103x + 0.0633 ; R2  = 0.999 

ขอ ง ก ร า ฟม า ต ร ฐ าน ก ร ด แ กล ลิ ก  ดั งนี้  ส า ร สก ั ด เ อ ท ิ ล อะ ซ ี เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  1 0 . 5 8 2 5  พี พี เ อ็ม  แ ล้ ว น า

ค่ า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม ใ น ห น่ ว ย  พี พี เ อ็ ม  ท ี่ ไ ด้ ไ ป ค า น ว ณ ห า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม ใ น ห น่ ว ย

มิ ล ลิ ก รั ม  ต่ อ  1  ก รั ม น้ า ห นั ก แ ห้ ง  ดั ง นี้  ส า ร ส กั ด เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  0 . 8 2 0 1  mg GAE/g DW 

  

 ซ ึ่ ง ผ ล จ า ก ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ โ ด ย ใ ช้ วิ ธี  DPPH ABTS FRAP assay 

และป ริมาณฟี นอลิกรวมโด ยวิธ ี Folin-Ciocateu พบ ว่า สารสก ัดหัวแ ก่นตะวันท ี่สกั ดด้วยเ อท ิลอ ะ

ซ ีเตท  แสด งฤท ธิ์ การต้ านอนุ มูลอิส ระได ้ น้อย และมี ป ริมา ณฟีนอ ลิกน้อ ย ซ ึ่ง สอดค ล้องกั บ ท ฤษ ฏี

ท ี่ว่ าส าร สก ั ดท ี่ มีป ริม าณ ฟีน อลิ กน้ อย จะมีฤ ท ธิ์ กา ร ต้านอ นุมู ลอิ สร ะน้ อย  เ นื่อ งจ าก  ตั วท  าล ะล า ย

เอ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  เ ป ็ นตั ว ท  า ล ะ ล า ย อิ น ท รีย์ ท ี่ มี ขั้ ว ต่ า  จ ะ ส่ ง ผล ใ ห้ ก า ร ส กั ด อ ง ค์ ป ร ะ ก อ บ ท า ง เ ค มี ข อ ง

ส า ร ส กั ด ข อ ง ก ลุ่ ม ส า ร ท ี่ มี ขั้ ว ต่ า อ อ ก ม า ด้ ว ย  จึ ง ท  า ใ ห้ ไ ด้ ก ลุ่ ม ส า ร จ า พ ว ก ส า ร ป ร ะ ก อ บ ฟี น อ ลิ ก

น้อย จึ งสรุป ได ้วา่ การเ ลือกใช้ ตัวท  า ละลาย ท ี่มขีั้ว ต่ ามีผล ต่อกา รวิเคร าะหค์่ าฤท ธิ์ก ารตา้ นอนุมู ล

อิสร ะ แ ละป ริม าณฟี นอลิ กรว ม เพร าะก ลุ่มส าร ฟีนอ ลิกเ ป ็นส าร กล ุ่ม ท ี่ส าค ัญซ ึ่ งมีค ุณส มบัติ ต้าน

ป ฏิกิรยิาออกซ ิเดชันได ้ 

  



75 

 

บทท่ี 5 

 

สรุปผลการด าเนนิวิจัย 

 

5.1 สรุปผลฤทธิ์การต้านอนุมูลอสิระ และปริมาณฟีนอลิกรวม  

 จ า ก ก า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ด้ ว ย วิ ธี ก า ร แ ช่  ( Macerration)  ใ น ตั ว ท  า ล ะ ล า ย อิ น ท รี ย์  

(Organic solvent)  นั่ นคือ  เอท านอ ล 70 % แ ละน ามาท  ากา รแยก ช้ันใ หเ้ป ็ นช้ัน เอท ิ ลอะซี เตท  แล้ ว

น า ม า วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า ฤ ท ธิ์ ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  แ ล ะ ห า ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม  พ บ ว่ า  ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์

ฤท ธิ์ การ ต้านอนุ มูล อิสร ะโ ดยว ิ ธี DPPH แ สด งผล ค่า IC50 ดังนี้  ม าตร ฐาน วิต ามิน ซ ี เท ่าก ับ  16 .3 8 

พี พี เ อ็ ม  ม า ต ร ฐ า น บ ี เ อ ช เ อ  เ ท ่ า กั บ  8 . 8 8  พี พี เ อ็ ม  แ ล ะ ส า ร ส กั ด เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  6 9 . 7 0  

พี พี เ อ็ ม  โ ด ย พิ จ า ร ณ า จ า ก ค่ า  IC50 ท ี่ มี ค่ า น้ อ ย จ ะ มี ฤ ท ธิ์ ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ สู ง  พ บ ว่ า เ มื่ อ

เ ป รี ย บ เ ท ี ย บ ส า ร ล ะ ล า ย  ส า ร ม า ต ร ฐ า น บ ี เ อ ช เ อ จ ะ มี ฤ ท ธิ์ ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ สู ง ท ี่ สุ ด  ร อ ง ล ง ม า

คือ มาตรฐานวิตามินซ ี และสารสก ัดเอท ิลอะซ ีเตท ตามล าดับ  

 จ า ก นั้ น วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ โ ด ย วิ ธี  ABTS แ ส ด ง ผ ล ค่ า  TEAC ซ ึ่ ง ค า น ว ณ จ า ก

สม ก า รเ ส้ น ต รง ข อ ง กร า ฟ ม าต ร ฐ า นโ ท ล อ กซ ์  แ ส ดง ดั ง นี ้ ส า ร สก ั ด เ อ ท ิล อ ะ ซ ี เต ท  เ ท ่าก ั บ  5. 0 1 2 8 

มิล ลิ โม ล า ร์ ว ิ ต ามิ น ซ ี  เ ท ่ า กับ  7 .7 8 4 2  มิ ล ลิโ ม ล าร์  แ ละ บ ี เ อช เ อ เท ่ า กั บ  7 . 78 6 6  มิล ลิ โม ล า ร์ โ ด ย

พิ จ า ร ณ า จ า ก ค่ า  TEAC ท ี่ มี ค่ า ม า ก จ ะ มี ฤ ท ธิ์ ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ สู ง  พ บ ว่ า เ มื่ อ เ ป รี ย บ เ ท ี ย บ

ส า ร ล ะ ล า ย  บ ี เ อ ช เ อ มี ฤ ท ธิ์ ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ สู ง ท ี่ สุ ด  ร อ ง ล ง ม า คื อ  วิ ต า มิ น ซ ี  แ ล ะ ส า ร ส กั ด

เอท ิลอะซ ีเตท ตามล าดับ  

 จ า ก นั้ น วิ เ ค ร า ะ ห์ ฤ ท ธิ์ ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  โ ด ย วิ ธี  FRAP assay 

ค่ า  FRAP values ท ี่ ไ ด้ จ า ก ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  3 0 1 . 0 4 0 8  

พี พี เ อ็ ม  จ า ก นั้ น ค า น ว ณ ห า ค่ า  FRAP value ใ น ห น่ ว ย มิ ล ลิ ก รั ม  ต่ อ  1  ก รั ม น้ า ห นั ก แ ห้ ง ข อ ง ส า ร

สก ัดหยาบ เท ่ากับ  2.3331  mg GAE/g DW  

 จ า ก นั้ น วิ เ ค ร า ะ ห์ ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ร ว ม โ ด ย วิ ธี  Folin-Ciocateu ซ ึ่ ง แ ส ด ง ผ ล ค่ า ป ริ ม า ณ 

ฟีน อลิ ก รว ม (mg)  ต่อ  1 กรั ม น้ าหนั ก แห้งข อ งส าร ส กัด หย า บ  ซ ึ่ง ค าน วณ จ าก สม ก าร เส้ น ตร งข อ ง

ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ก ร ด แ ก ล ลิ ก  ดั ง นี้  ส า ร ส กั ด เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ี เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  0 . 8 2 0 1  mg GAE/g DW  
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

 1 . ใ น ก า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ค ว ร จ ะ ท  า ก า ร ส กั ด ด้ ว ย ตั ว ท  า ล ะ ล า ย ท ี่ ค ว า ม มี ขั้ ว

ต่างกันเพ ื่อน ามาเป รียบเ ท ียบ ฤท ธิ์ก ารตา้นอนุมูลอสิระและการห าป ริม าณฟีนอลิกรวม  

 2 . ใ น ก า ร ส กั ด ส า ร ค ว ร ท  า ก า ร แ ย ก ส า ร ใ ห้ บ ริ สุ ท ธิ์ อ อ ก ม า  แ ล้ ว น า ส า ร ท ี่ ไ ด้ ไ ป

วิ เ ค ร า ะ ห์ เ พื่ อ เ พิ่ ม ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ใ ห้ ม า ก ขึ้ น  แ ล ะ ผ ล ท ี่ ไ ด้ มี ค ว า ม ถู ก ต้ อ ง  แ ล ะ แ ม่ น ย า ม า ก ขึ้ น 

 3. คว รท าก า รศึ กษ าวิ ธี กา รส กั ดอื่ น ๆ ท ี่ ไม่ ใช่ ตั วท  าล ะล า ยท ี่ มีค ว าม เป ็ นพิ ษ  แ ละ ไ ด้

สารสก ัดท ี่มปี ระสิทธ ิภาพเหมาะแก่การวเิคราะหฤ์ท ธิ์ก ารต้ านอนุ มูลอิสร ะ 
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ภาคผนวก ก 

 

การวิเคราะห์หาเวลาที่เหมาะสมท่ีใช้ในการทดสอบปฏิกิริยา 

1. ผลการวิเคราะห์หาเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิรยิาวิธี DPPH  

 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า เ ว ล า ท ี่ เ ห ม า ะ ส ม ท ี่ ใ ช้ ใ น ก า ร ท ด ส อ บ ป ฏิ กิ ริ ย า  แ ต่ ล ะ ช่ ว ง ข อ ง เ ว ล า ตั้ ง แ ต่

เ ว ล า ท ี่  0 10 20 30 40 50 แ ล ะ  6 0  น า ท ี  พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ ร ะ ห ว่ า ง ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง เ ฉ ลี่ ย กั บ เ ว ล า 

จุดต่ าสุดของกราฟคือต าแหน่งของเวล าท ี่เหมาะสมขอ งปฏิกิรยิา  
 

ตาราง ก1 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละช่วงเวลาทีได้จากการวิเคราะห์หาเวลา

  ที่เหมาะสมในการทดสอบปฏิกิรยิาวิธี DPPH 

เวล า (นาที) 
ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

0 0.8795 0.8872 0.8733 0.8800 0.0070 

1 0 0.7908 0.8304 0.8459 0.8224 0.0284 

2 0 0.8356 0.8222 0.8117 0.8232 0.0120 

30 0.8159 0.8027 0.8021 0.8069 0.0078 

40 0.8266 0.8393 0.8312 0.8324 0.0064 

50 0.822 0.8128 0.8013 0.8120 0.0104 

6 0 0.8016 0.7898 0.7783 0.7899 0.0117 
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ภาพที่ ก1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเวลา กับค่าการดูดกลืนแสงจากการวิเคราะห์ 

 หาเวลาที่เหมาะสมในการทดสอบปฏิกิรยิาวิธี DPPH 
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2. ผลการวิเคราะห์หาเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิรยิา ABTS  

 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า เ ว ล า ท ี่ เ ห ม า ะ ส ม ท ี่ ใ ช้ ใ น ก า ร ท ด ส อ บ ป ฏิ กิ ริ ย า  แ ต่ ล ะ ช่ ว ง ข อ ง เ ว ล า ตั้ ง แ ต่

เ ว ล า ท ี่  0 5 10 15 20 25 แ ล ะ  3 0  น า ท ี  พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ ร ะ ห ว่ า ง ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง เ ฉ ลี่ ย กั บ เ ว ล า 

จุดต่ าสุดของกราฟคือต าแหน่งของเวล าท ี่เหมาะสมขอ งปฏิกิรยิา  
 

ตาราง ก2 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละช่วงเวลาที่ได้จากการวิเคราะห์เวลาที่

  เหมาะสมในการทดสอบปฏิกิรยิาวิธี ABTS 

เวล า (นาที) 
ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

0 0.2121 0.2197 0.2074 0.2131 0.0062 

5 0.1963 0.1982 0.2014 0.1986 0.0026 

1 0 0.1894 0.1973 0.1977 0.1948 0.0047 

1 5 0.2067 0.2087 0.2006 0.2053 0.0042 

2 0 0.1992 0.2037 0.2043 0.2024 0.0028 

2 5 0.2323 0.2421 0.2232 0.2325 0.0095 

30 0.2164 0.2286 0.2269 0.2240 0.0066 
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ภาพที่ ก2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเวลากับค่าการดูดกลืนแสง 

จากการวิเคราะห์หาเวลาที่เหมาะสมในการทดสอบปฏิกิรยิาวิธี ABTS 
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3. ผลการวิเคราะห์หาเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิริยาวิธี Folin-Ciocate 

 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า เ ว ล า ท ี่ เ ห ม า ะ ส ม ท ี่ ใ ช้ ใ น ก า ร ท ด ส อ บ ป ฏิ กิ ริ ย า  แ ต่ ล ะ ช่ ว ง ข อ ง เ ว ล า ตั้ ง แ ต่

เ ว ล า ท ี่  0 10 20 30 40 50 แ ล ะ  6 0  น า ท ี  พ ล๊ อ ต ก ร า ฟ ร ะ ห ว่ า ง ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง เ ฉ ลี่ ย กั บ เ ว ล า 

จุดสูงสุดของกราฟคือต าแหน่งของเวลาที่เหม าะ สมของปฏิกิรยิ า  
 

ตาราง ก3 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละช่วงเวลาท่ีได้จากการวิเคราะห์หาเวลา

  ที่เหมาะสมในการทดสอบปฏิกิรยิา Folin-Ciocateu 

เวล า (นาที) 
ค่าการดูดกล ืน แสง ค่าการดูดกล ืน แสง

เฉ ลี่ย 
±SD 

ครั้งท ี่ 1 ครั้งท ี่ 2 ครั้งท ี่ 3 

0 0.1355 0.1445 0.1497 0.1432 0.0072 

1 0 0.1667 0.1731 0.1712 0.1703 0.0033 

2 0 0.1850 0.1859 0.1893 0.1867 0.0023 

30 0.1994 0.2096 0.2092 0.2061 0.0058 

40 0.2045 0.2117 0.2123 0.2095 0.0043 

50 0.2290 0.2334 0.2349 0.2324 0.0031 

6 0 0.2214 0.2209 0.2157 0.2193 0.0031 
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ภาพท่ี ก3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเวลา กับค่าการดูดกลืนแสง 

จากการวิเคราะห์หาเวลาที่เหมาะสมวิธี Folin-Ciocateu 
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ภาคผนวก ข 

 

ตัวอย่างการค านวณ 

 

1. การค านวณหาน้ าหนักสาร (g) จากหน่วยพีพีเอ็ม (Part per million) 

จาก 

 หนว่ย พีพีเอ็ม (ppm)  เทียบเท่ากับ หนว่ย มิลลิกรัม/ลิตร  (mg/L) 

ตัวอย่างการค านวณ 

 จงเตรียมส ารล ะลายจ ากส า รสกัด หัวแก่นต ะวัน ให้มีคว ามเข้มขน้  1,000 พีพีเอ็ม แ ล้ว

ป รับป ริมาตรด้วยเมท าน อล ให้มปี ริมาตร  25 มิลลลิิตร 

 แสดงวา่ 

  เมท านอล 1,000 มิลลลิิตร มีสารสกัด หัว แก่นตะวั น 1,000 มิลลกิรัม 

 ถ้า เมท านอล 25 มิลลลิิตร จะมีสารสก ัดหัว แก่นตะวั นเท ่าก ับ 

= (25 ml)(1,000 mg)
1,000 ml  

= 25 mg
1,000  

= 0.0250 g 

ดังนัน้ 

 การเตรียมส ารละล ายจ ากส ารสกัด หัวแก่น ตะวัน  ให้มีค วามเข้มขน้  1,000 พีพีเอ็ม 

จะต้อ งช่ังส ารสกัด หัวแก่นต ะวัน 0.02 5 0 กรัม  แล้วปรับ ป ริมาตรด้วยเมท านอลให้มี ป ริมาตร 2 5  

มิลลลิิตร 
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2. การค านวณหาน้ าหนักสาร (g) จากหน่วยมิลลิโมล (mM) 

จากสูตร 

n = 
g

Mw 
 = 

CV

1,000
 

เมื่อ 

 n คือ จ านวนโมลข องตัวล ะลาย 

 C คือ ความเข้มข้น  หน่วย  โมล/ลิตร 

 V คือ ป ริมาตรขอ งสา รละล าย ห น่วย มลิลิลิตร 

 Mw คือ มวลโ มเลก ุลชองตัวล ะล าย หนว่ย ก รัม/โมล 

 g คือ มวลของส าร ห น่วย กรัม 

ตัวอย่างการค านวณ 

 จงเตรียมส ารล ะลาย ABTS ให้มคีวามเข้ม ข้น 7  มิลลโิม ลาร์ แ ล้วปรับ ป ริมาตรด้วย น้ า

กล ั่นให้มปี ริมาต รเป ็น 10 มิ ลลิลิตร (มวลโ มเลก ุล เท ่ากั บ  548.68 กรัม/โมล) 

 วิธีท  า 

g = 
(C)(V)(Mw)

1,000
 

= (7x10-3 mol/L)(10 ml)(548.68 g/mol)

1,000 ml/L
 

= 0.0384 g 

ดังน้ัน 

 การเตรียมส ารละล าย ABTS ให้มคีวามเข้ มข้น 7 มิลลโิ มลาร์ จะต้ องช่ั งสา ร ABTS มา 

0.038 4 กรัม ( ต้องคิดเป อร์เซ็นต์ ASSAY ตามบรร จุภัณ ฑก์่อนจงึจ ะถูก ต้อง)  แล้วปรับ ป ริมาตร

ด้วยน้ ากล ั่นให้มปี ริม าตรเป ็ น 10 มิลลลิิตร 
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3. การค านวณหาน้ าหนักสารท่ีแท้จริง (g) จากค่าเปอร์เซ็น ASSAY ตามบรรจุภัณฑ์ 

จาก  

 ผลการค านวณข้อ  2 จะได ้น้ าหนักของ สาร  ABTS มา 0. 0384 กรั ม 

เมื่อ 

 น้ าหนักขอ งสา ร ABTS ตาม บ รรจุภัณฑ์ มีคา่  ASSAY ≥ 98.0 เป อร์เซ็นต์ (น้ าหนักข อง

สาร ABTS ค่าเป อร์เซ็นต์ ASSAY ไม่เต็ม 100 เป อร์เซ็นต์) 

ตัวอย่างการค านวณ 

 แสดงวา่ 

  ค่า ASSAY 98.0 เป อร์เซ็นต์ มีน้ าหนักของ สาร  ABTS 0.0384 กรัม 

 ถ้า ค่า ASSAY 100 เป อร์เซ็นต์ จะมีน้ าหนักขอ งสา ร ABTS เท ่ากับ 

= 
(100 %)(0.0384 g)

98.0 %
 

= 0.0392 g 

ดังน้ัน 

 การเตรียมส ารละล าย ABTS ให้มคีวามเข้ มข้น 7 มิลลโิ มลาร์ จะต้ องช่ั งสา ร ABTS มา 

0.0392 กรัม จึ งจะถูก ต้อ ง 
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4. การเจอืจางสารละลายจากสารละลายที่ได้เตรยีมไว้ 

จากสูตร 

 C1V1 = C2V2 

เมื่อ 

 C1 คือ ความเข้มข้นส ารล ะลายก่อ นเจอืจาง 

 C2 คือ ความเข้มข้นส ารล ะลาย หลั งเจอืจ าง 

 V1 คือ ป ริมาตรส ารล ะลายก่อนเจื อจาง 

 V2 คือ ป ริมาตรส ารล ะลายหลั งเจือจาง 

ตัวอย่างการค านวณ 

 จากส าร ละล ายสารสกัด หัว แก่นตะวัน  ความเข้ มข้น 1,000 พีพีเอ็ม เจอื จางสารล ะ ลาย

ให้มคีวามเข้ม ข้น 64 0 พีพเี อ็ม แล้วปรับ ป ริม าตรด้วยเ มทานอลให้มปี ริ มาตร  5 มิลลลิิตร 

 จากสูตร 

   C1V1 = C2V2 

( 1,000 ppm) (V1)  = (640 ppm) (5 ml) 

V1 = 
(640 ppm)(5 ml)

(1,000 ppm)
 

V1 = 3.20 ml 

 

ดังน้ัน  

 ก า ร เ จื อ จ า ง ส า ร ล ะ ล า ย ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น  ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1,000 พี พี เ อ็ ม  ใ ห้ มี ค ว า ม

เ ข้ ม ข้ น  6 4 0  พี พี เ อ็ ม  จ ะ ต้ อ ง ป ิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย ม า  3 . 2 0  มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล้ ว ป รั บ ป ริ ม า ต ร ด้ ว ย 

เมท านอลให้มปี ริมาตร 5 มิลลลิิตร 
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5. การค านวณค่า %Inhibition 

จากสูตร 

%Inhibition = (Acontrol-Asample)

Acontrol
 X 100 

เมื่อ 

 Acontrol คือ ค่าการดูดกล ืน แสงที่วัดได ้จ ากส ารล ะลาย  DPPH radical และ 

   ตัวท  าละล ายท ี่ใช้ 

 Asample คือ ค่าดูดก ลืนแส งที่ วัดไ ด้จากส ารละล ายตัวอย ่ างที่ท าปฏิกิ ริยากับ 

   สารละล าย DPPH radical 

ตัวอย่างการค านวณ 

 การค านวณ  %Inhibition ของสารล ะลาย มาตรฐ านวิต า มินซ ี ความเข้ มข้น 5 พีพีเอ็ ม

จากค ่าก ารดูดก ลืนแส ง 

 เมื่อ Acontrol = 1.6563 

  Asample = 1.1828 

 จากส ูตร 

  %Inhibition = (Acontrol-Asample)

Acontrol
 X 100 

= 
(1.6563-1.1828)

1.6563
 X 100 

=   2 8.5888 เปอร์เซ ็นต์  

ดังน้ัน  

 %Inhibition ของส ารละล าย วิตามินซ ี คว ามเข้มข้ น 5 พีพีเอ็ม เท่ากับ  28.5888 

เป อร์เซ็นต์ 
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6. การค านวณหาค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

จากสูตร 

 S.D. = √
Σ(x-x̅)2

N-1
 

เมื่อ 

 S.D. คือ ค่าส่วนเบ ี่ยงเบนมาต รฐาน 

 X  คือ ค่าเฉ ลี่ยของแต่ล ะชุ ดข้อมูล 

 N คือ จ านวนข้ อมูลทั้งห มด 

  คือ ผลรวม 

 X คือ ข้อมูล 

ตัวอย่างการค านวณ 

 ค่าร้อยละก ารยับ ยั้งอนุมูล อิ สระของ มาต รฐานวิ ตามิ นซ ี 

 เมื่อ X  = 27.5560 

  X = 27.2042, 27.8125, 27.6515  

  N = 3 

= √
(27.2042−27.5560)2+(27.8125−27.5560)2+(27.6515−27.5560)2

3−1
 

= √
(0.3518)2+(−0.2564)2+(−0.0954)2

2
 

= 0.3152 

ดังน้ัน 

 ค่าเบ ี่ยงเบนมาตรฐ านขอ งค่ าร้อยละก ารยับ ยั้งอนุมูล อิส ระของส ารม าตรฐ านวิต ามิ นซ ี 

เท ่ากับ 0.3152 
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ภาคผนวก ค 

 

การค านวณหาค่า IC50, TEAC และปริมาณฟีนอลิกรวม 

 

1. การค านวณหาค่า IC50 (50% of inhibitory concentration) 

1.1 การค านวณของมาตรฐานวิตามินซี 

 จากส มกา ร Y = 1.9506x + 18.044 

 แทน  Y = 50 ในสมก าร 

   50 = 1.9560x + 18.044 

X = (50-18.044)

1.9506
 

 จะได ้ค่า IC50  =  16.38 ppm 

 

1.2 การค านวณของมาตรฐานบีเอชเอ 

 จากส มกา ร Y = 2.0246x + 32.03 

 แทน  Y = 50 ในสมก าร 

   50 = 2.0246x + 32.03 

X  = (50-32.03)

2.0246
 

  จะได ้ค่า IC50   =  8.88ppm 
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1.3 การค านวณของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิอะซิเตท 

 จากส มกา ร Y = 0.259x + 31.948 

 แทน  Y = 50 ในสมก าร 

   50 = 0.259x + 31.948 

X       = 
(50-31.948)

0.259
 

 จะได ้ค่า IC50  =      69.6988 ppm 
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2. การค านวณหา TEAC 

2.1 การค านวณของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิอะซิเตท 

ขั้นตอนที่ 1 ค านวณหาค่า %Inhibition 

 จากค ่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ย 1  

 เมื่อ Acontrol = 0.6834 

  Asample =  0.3323 

%Inhibition = 
(0.6834-0.3323)

0.6834
 x 100 

   = 51.3755 เปอร์เซ ็นต์ 

 จากค ่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ย 2 

 เมื่อ Acontrol = 0.6863 

  Asample =  0.3376 

%Inhibition = 
(0.6863-0.3376)

0.6863
 x 100 

   = 50.8087 เป อร์เซ็นต์ 

 จากค ่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ย 3 

 เมื่อ Acontrol = 0.6895 

  Asample =  0.3316 

  

 %Inhibition = 
(0.6895-0.3316)

0.6895
 x 100 

   = 51.9023 เป อร์เซ็นต์ 
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 หา %Inhibition เฉ ลี่ย 

%Inhibition = 
(51.3755+50.8087+51.9023)

3
 

   =  51.362 2  เปอร์เซ ็นต์ 

 ดังนัน้ 

  ค่า %Inhibition เฉ ลี่ย เท ่ากับ  51.362 2  เปอร์เซ ็นต์ 

 

ขั้นตอนที่ 2 ค านวณหาน้ าหนักสารสกัด (มิลลิลิตร) จากปรมิาณสารละลายที่น ามา

  ทดสอบ 0.3000 มิลลิลิตร ของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิ- 

  อะซิเตท ความเข้มข้น 80 พีพีเอ็ม 

 แสดงวา่ 

  เอท านอล 1000 มิลลลิิตร มีสารสกัด หัว แก่นตะวั น 8 0  มลิลิกรัม 

 ถ้า เอท านอล 0.30 00  มลิลิกรั ม จะ มีสารสก ัดหัวแก่นต ะวั น เท่ากับ 

= 
(0.3000 ml)(80 mg)

1,000 ml
 

    = 0.024 mg 

 ดังนัน้ 

  ป ริมาณส ารละล ายท ี่น ามา ท ดสอบ  0.30 00  มลิลิลิต ร จะมีส ารสกัด หัว แก่น

ตะวันท ี่สกัดด้วย เอท ิลอะซ ิเ ตท เท ่ากับ  0. 02 4 มิลลกิรัม 
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ขั้นตอนที่ 3 ค านวณหาค่า %Inhibition ต่อน้ าหนักสารสกัด 1 มิลลิกรัม ของสารสกัด

  หัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิอะซิเตท 

 จาก  ขั้นตอนท ี่ 1 %Inhibition เท ่ากับ  51.362 2  เปอร์เซ ็นต์ 

  ขั้นตอนท ี่ 2 สารสก ัดเอท ิล อะซ ิเตท เท ่ากับ  0. 02 4 มิล ลิกรัม  

 แสดงวา่ 

  สารสก ัดเอท ิลอะซ ิเตท 0.0 2 4 มิลลกิรัม มี %Inhibition 51.3622 

 ถ้า สารสก ัดเอท ิลอะซ ิเตท 1 มิ ลลิกรัม จ ะมี %Inhibition เทา่กับ  

= 
(1 mg)(51.3622 %)

0.024 mg
 

= 2,140.0917 % 

 ดังนัน้ 

  ค่า %Inhibition ต่อน้ า หนักส ารสกัด  1 มิลลกิรัมขอ งสาร สก ัดหัวแก่นตะวั นที่

สก ัดด้วยเ อท ิลอะซ ิเตท เท ่ากับ  2,140.0917 เป อร์เซ็นต์ 

ขั้นตอนที่ 4 ค านวณหาค่า TEAC 

  จากก ราฟม าตรฐ านโท ลอก ซ ์ แสดงควา มสัมพันธ์ร ะหว่ างควา มเข้มขน้ข องส าร

 มาตรฐ านโท ลอก ซ ์ กับ ร้อยละการยับ ยั้งอนุ มูลอิสร ะเฉ ลี่ย 

    Y = 1.6939x + 14.844  

 จากนั้น  

  น า ค่ า  %Inhibition ต่ อ น้ า ห นั ก ส า ร ส กั ด  1 มิ ล ลิ ก รั ม ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่

ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ิ เ ต ท  แ ท น ใ น ค่ า  Y ใ น ส ม ก า ร เ พื่ อ ค า น ว ณ ห า ค่ า  X ซ ึ่ ง เ ป ็ น ค่ า  TEAC ใ น ห น่ ว ย 

ppm 
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 จากส มกา ร Y  = 1.6939x + 14.844 

 แทน  Y  =  2,140.0917 ในสมก าร 

   2,140.0917 = 1.6939x + 14.844 

X  = 
(2,140.0917-14.844)

1.7147
 

     =  1,254.6477 ppm 

 จากน้ัน  

  น าค่า  1,254.6477 พีพีเอ็ม เปลี่ยนเ ป ็นหนว่ย มิลลิโมล ลาร์ 

 เมื่อ มวลโ มเลก ุลโ ท ลอก ซ ์  = 250.29 กรัม/โมล 

 ขั้นตอนท ี่ 1 เป ลี่ยนหนว่ย พี พีเอ็ม หรอื มิลลกิรัม/ลิต ร ใ หเ้ป ็นหนว่ย ก รัม/ลิ ตร 

1,254.6477 mg/L

1,000
 = 1.2546 g/L 

 ขั้นตอนท ี่ 2 เป ลี่ยนหนว่ย ก รัม/ลติร ใ หเ้ป ็นหนว่ย โ มล 

1.2546 g/L

250.29 g/mol
 = 5.0128 x 10-3 mol/L 

      หรอื 5.0128 x 10-3 M 

 ขั้นตอนท ี่ 3 เป ลี่ยนหนว่ย โ มล ใหเ้ป ็น มิลลิโมล าร์ 

  (5.0128 x 10-3 M) (1000) = 5.0128 mM 

ดังน้ัน  

 ค่ า  TEAC ข อ ง ส า ร ส กั ด หั ว แ ก่ น ต ะ วั น ท ี่ ส กั ด ด้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ซ ิ เ ต ท  เ ท ่ า กั บ  5 . 0 1 2 8  

มิลลโิมลาร ์
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2.2 การค านวณของวิตามินซี 

ขั้นตอนที่ 1 ค านวณหาค่า %Inhibition 

 จากค ่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ย 1  

 เมื่อ Acontrol = 0.6834 

  Asample =  0.0033 

%Inhibition  = 
(0.6834-0.0033)

0.6834
 x 100 

   =  99.52 2 0 เปอร์เซ ็นต์ 

 จากค ่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ย 2 

 เมื่อ Acontrol = 0.6863 

  Asample =  0.0038 

%Inhibition  = 
(0.6863-0.0038)

0.6863
 x 100 

   = 99.4512  เปอร์เซ ็นต์ 

 จากค ่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ย 3 

 เมื่อ Acontrol = 0.6895 

  Asample =  0.0041 

%Inhibition  = 
(0.6895-0.0041)

0.6895
 x 100 

   =  99.4005 เป อร์เซ็นต์ 
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 หา %Inhibition เฉ ลี่ย 

%Inhibition  = 
(99.5220+99.4512+99.4005)

3
 

   = 99.4579 เปอร์เซ ็นต์ 

 ดังนัน้ 

  ค่า %Inhibition เฉ ลี่ย เท ่ากับ  99.4579 เป อร์เซ็นต์ 

ขั้นตอนที่ 2 ค านวณหาน้ าหนักวิตามินซี (มิลลิกรัม) จากปรมิาณสารละลายที่น ามา

  ทดสอบ 0.3000 มิลลิลิตร ของวติามินซี ความเข้มข้น 100 พีพีเอ็ม 

 แสดงวา่ 

  เอท านอล 1000 มิลลลิิตร มีวติามินซ ี 1 0 0 มลิลิกรั ม 

 ถ้า เอท านอล 0.30 00  มลิลิกรั ม จะ มีวติา มินซ ี เท ่ากับ 

= 
(0.3000 ml)(100 mg)

1,000 ml
 

= 0.0300 mg 

 ดังนัน้ 

  ป ริมาณส ารละล ายท ี่น ามา ท ดสอบ  0.30 00  มลิลิลิต ร จะมีวติ ามินซ ีเท่ากับ  

0.03 00  มลิลิกรัม 

ขั้นตอนที่ 3 ค านวณหาค่า %Inhibition ต่อน้ าหนัก 1 มิลลิกรัม ของวิตามินซี 

 จาก  ขั้นตอนท ี่ 1 %Inhibition เท ่ากับ  99.4579 เป อร์เซ็นต์ 

  ขั้นตอนท ี่ 2 วิตามินซ ี เท ่ากั บ  0.03 00  มลิลิกรัม 

แสดงวา่ 

  วิตามินซ ี 0.03 0 0 มลิลิกรั ม  ม ี%Inhibition 99.4579 

 ถ้า วิตามินซ ี 1 มิลลกิรัม จะมี %Inhibition เท ่ากับ  
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= 
(1 mg)(99.4579 %)

0.0300 mg
 

= 3,315.263 % 

 ดังน้ัน 

  ค่า %Inhibition ต่อน้ า หนัก 1 มิลลกิรัมขอ งวิตา มินซ ี เท ่ากับ  3,315.263 

เป อร์เซ็นต์ 

ขั้นตอนที่ 4 ค านวณหาค่า TEAC 

  จากก ราฟม าตรฐ านโท ลอก ซ ์ แสดงควา มสัมพันธ์ร ะหว่ างควา มเข้มขน้ข องส าร

 มาตรฐ านโท ลอก ซ ์ กับ ร้อยละการยับ ยั้งอนุ มูลอิสร ะเฉ ลี่ย 

    Y = 1.6939x + 14.844 

 จากน้ัน 

  น าค่า  %Inhibition ต่อน้ าห นั กส ารสกัด  1 มิลลกิรัมขอ งวิ ตามินซ ี แ ท นในค่า Y 

ในสมก าร  เพื่อค านวณห าค่ า X ซ ึ่งเป ็นค่า TEAC ในหน่ว ย ppm 

 จากส มกา ร  Y = 1.6939x + 14.844 

 แทน   Y =  3,315.263 ในสมก าร 

   3,315.263 = 1.6939x +14.844 

x        = 
(3,315.263-14.844)

1.6939
 

= 1,948.25 ppm 

 

 จากน้ัน  

  น าค่า  1,948.25  พีพีเอ็ม เ ป ลี่ยนเป ็นหนว่ย มิลลิโมลล าร์ 

 เมื่อ 

  มวลโ มเลก ุลโ ท ลอก ซ ์ = 250.29 กรัม/โมล 
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 ขั้นตอนท ี่ 1 เป ลี่ยนหนว่ย พี พีเอ็ม หรอื มิลลกิรัม/ลิต ร ใ หเ้ป ็นหนว่ย ก รัม/ลิ ตร 

1,948.25  mg/L

1,000
 =   1.9483 g/L 

 ขั้นตอนท ี่ 2 เป ลี่ยนหนว่ย ก รัม/ลติร ใ หเ้ป ็นหนว่ย โ มล 

1.9483  g/L

250.29 g/mol
 =      7.7842 x 10-3 mol/L 

      หรอื 7.7842 x 10-3 M 

 ขั้นตอนท ี่ 3 เป ลี่ยนหนว่ย โ มล ใหเ้ป ็น มิลลิโมล าร์ 

   (7.7842 x 10-3 M) (1,000) = 7.7842 mM 

ดังนัน้ 

 ค่า TEAC วิตามินซ ี เท ่ ากับ  7.7842  มิลลโิมล าร์ 
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2.3 การค านวณของบีเอชเอ 

ขั้นตอนที่ 1 ค านวณหาค่า %Inhibition 

 จากค ่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ย 1  

 เมื่อ Acontrol = 0.6834 

  Asample =  0.0036 

%Inhibition = 
(0.6834-0.0036)

0.6834
 

x 100 

= 99.4805 เป อร์เซ็นต์  

 จากค ่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ย 2 

 เมื่อ Acontrol = 0.6863 

  Asample =  0.0035 

%Inhibition = 
(0.6863-0.0035)

0.6863
 

x 100 

= 99.492 4 เป อร์เซ็นต์  

 จากค ่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ย 3 

 เมื่อ Acontrol = 0.6895 

  Asample =  0.0034 

%Inhibition = 
(0.6863-0.0035)

0.6863
 

x 100 

= 99.5141 เป อร์เซ็นต์  

หา %Inhibition เฉ ลี่ย 

%Inhibition = 
(99.4805+99.4924+99.5141)

3
 

   = 99.4957 เปอร์เซ ็นต์ 

ดังนัน้ 

  ค่า %Inhibition เฉ ลี่ย เท ่ากับ  99.4957 เป อร์เซ็นต์ 



104 

 

ขั้นตอนที่ 2 ค านวณหาน้ าหนักบีเอชเอ (มิลลิกรัม) จากปรมิาณสารละลายที่น ามา

  ทดสอบ 0.3000 มิลลิลิตร ของบีเอชเอ ความเข้มข้น 100 พีพีเอ็ม 

 แสดงวา่ 

  เอท านอล 1000 มิลลลิิตร มีบีเอชเอ 10 0 มิลลกิรัม 

 ถ้า เอท านอล 0.30 00  มลิลิกรั ม จะ มีบีเอชเอ เท ่ ากับ 

        = 
(0.0300 ml)(100 mg)

1,000 ml
 

= 0.0300 mg 

 ดังนัน้ 

  ป ริมาณส ารละล ายท ี่น ามา ท ดสอบ  0.30 0 มิลลลิิตร จ ะมีบีเอชเอ เท ่ ากับ  

0.03 00  มิลลกิรัม 

ขั้นตอนที่ 3 ค านวณหาค่า %Inhibition ต่อน้ าหนัก 1 มิลลิกรัม ของบีเอชเอ 

 จาก  ขั้นตอนท ี่ 1 %Inhibition เท ่ากับ  99.4957 เป อร์เซ็นต์ 

  ขั้นตอนท ี่ 2 บ ีเอชเอ เท ่ากับ  0. 030 0 มลิลิกรั ม 

 แสดงวา่ 

  บ ีเอชเอ 0. 030 0 มิลลกิรัม มี %Inhibition 99.4957 

 ถ้า บ ีเอชเอ 1 มิลลกิรัม จ ะมี %Inhibition เท ่ากับ 0.0300 มิลลกิรัม 

        = 
(1 mg)(99.4957 %)

0.0300 mg
 

= 3,316.53% 

 ดังนัน้ 

  ค่า %Inhibition ต่อน้ า หนัก 1 มิลลกิรัมขอ งบีเอชเอ เท่า กับ  3,316.53 

เป อร์เซ็นต์ 
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ขั้นตอนที่ 4 ค านวณหาค่า TEAC 

  จากก ราฟม าตรฐ านโท ลอก ซ ์ แสดงควา มสัมพันธ์ร ะหว่ างควา มเข้มขน้ข องส าร

 มาตรฐ านโท ลอก ซ ์ กับ ร้อยละการยับ ยั้งอนุ มูลอิสร ะเฉ ลี่ย 

   Y = 1.6939x +14.844 

 จากน้ัน 

  น าค่า  %Inhibition ต่อน้ าห นั ก 1 มิลลกิรัมขอ งบีเอชเอ แ ท นในค่า Y ในสมก าร

เพื่อ ค านวณห าค่า  X ซ ึ่งเป ็นค่า TEAC ในหน่วย ppm 

 จากส มกา ร  Y = 1.6939x +14.844 

 แทน   Y =  3,316.53 ในสมก าร 

   3,316.53 = 1.6939x +14.844 

x        = 
(3,316.53-14.844)

1.6939
 

= 1,948.85 ppm 

 จากน้ัน  

  น าค่า  1,948.85 พีพีเอ็ม เป ลี่ยนเป ็นหนว่ย มิลลิโมลล า ร์ 

 เมื่อ 

  มวลโ มเลก ุลโ ท ลอก ซ ์ = 250.29 กรัม/โมล 

 ขั้นตอนท ี่ 1 เป ลี่ยนหนว่ย พี พีเอ็ม หรอื มิลลกิรัม/ลิต ร ใ หเ้ป ็นหนว่ย ก รัม/ลิ ตร 

1,948.85 mg/L

1,000
 = 1.9489 g/L 

 ขั้นตอนท ี่ 2 เป ลี่ยนหนว่ย ก รัม/ลติร ใ หเ้ป ็นหนว่ย โ มล 

1.9489 mg/L

1,000
 = 7.7866 x 10-3 mol/L 

     หรอื 7.7866 x 10-3 M 
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 ขั้นตอนท ี่ 3 เป ลี่ยนหนว่ย โ มล ให้เป ็น มิลลิโมล าร์ 

 (7.7866 x 10-3 M) (1,000) = 7.7866 mM 

ดังนัน้ 

 ค่า TEAC บ ีเอชเอ เท ่ากับ 7.7866 มิลลโิมลาร์ 
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3. การค านวณหาปรมิาณฟีนอลิกรวม 

 3.1 การค านวณของสารสกัดหัวแก่นตะวันที่สกัดด้วยเอทลิอะซิเตท 

ตาราง ค1 จากขั้นตอนการทดลองหาปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัดหัวแก่นตะวัน

  ที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทลิอะซิเตท 

ขั้นตอนการทดล อ ง 

การหาป ริ มาณฟี นอลิกรวม 
ป ริมาตร 

1. น้ าหนักแห้ งหัวแก่นต ะวัน 1 กิโ ลก รัม 

2. น้ าหนักส ารสกัด หัว แก่น ตะวัน 6.2  กรัม 

3. น้ าหนักสาร สก ัดท ี่ใชท้ ดสอบ 0.0 008  กรัม 

4. ป ริมาตรในขวดป รับป ริม าตร 10 มิลลลิิ ตร 

5. ป ริมาณสารล ะล ายท ี่น ามาทดสอบ 0.200 0 มิลลลิิตร 

6. ค่ากา รดูดก ลืนแส ง 0.1723 

( ให้คิดค านวณย้อนกล ับ จาก วิธีท  าสุดท ้ายไ ป หาวิธีท  าแ รก) 

ตัวอย่างการค านวณ 

 จากก ราฟม าตรฐ านกรด แกลลิก แสดงคว ามสัมพันธ์ร ะ หว่างคว ามเข้มข้ นของส าร

มาตรฐ านกรดแก ลลิก กับ ค่ าการดูดกล ืน แสงเฉลี่ยรวม จะได ้สมกา รเส้นตรง 

   Y = 0.0103x + 0.0633 

จากนั้น 

 น าค่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ยรว มของส ารสกัด หัว แก่นตะว ันที่สก ัดด้วยเ อท ิลอะซ ิเตท 

แทนค่าใน Y ในสมก ารเพื่อ ค านวณห า X ซ ึ่งป ริมาณฟี นอลิกรวมในหน่วย ppm 

 จากส มกา ร  Y = 0.0103x + 0.0633 

 แทน   Y = 0.1723 

   0.1723  = 0.0103x + 0.0633 
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x        = 
(0.1723-0.0633)

0.0103
 

=   10.5825 ppm 

 น าค่า  10.582 5  พีพเีอ็ม เท ี ยบ เป ็นหนว่ย มิลลิกรัม 

แสดงวา่ 

 เมท านอล 1000 มิลลลิิตร มีปริมาณฟีน อลิกรวม 1 0.5 82 5 มลิลิกรัม 

ถ้า เมท านอล 0.20 00 มิลลลิิต ร จะ มีปริมา ณฟีนอลิกรวม  เท ่ากับ 

= 
(0.2000 ml)(10.5825 mg)

1,000 ml
 

= 0.0021 mg 

ดังนัน้ 

 เมท านอล 0.20 00 มิลลลิิต ร มีปริม าณฟีนอลิกรวม  0. 002 1 มลิลิกรั ม 

ถ้า เมท านอล 10 มิลลลิิตร จะมีป ริมาณฟีน อลิกรวม เท ่ากั บ 

= 
(10ml)(0.0021 mg)

0.2000 ml
 

= 
(0.1058 mg)

1,000 
 

    =   0.0001 g 

แสดงวา่ 

 น้ าหนักส ารสกัด ท ี่ใชท้ ดสอ บ  0.0 008  กรัม มีปริมา ณฟี นอลิกรวม 0.0 001  กรัม 

ถ้า น้ าหนักส ารสกัด ท ั้งห มด 6. 2  กรัม จะ มีปริม าณฟีนอลิก รวม เท่ากับ 

= 
(6.2 g)(0.0001 g)

0.0008 g
 

= 0.8201 g 
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แสดงวา่ 

 น้ าหนักแ หง้หัว แก่นต ะวัน 1,000 กรัม มปี ริม าณฟีนอลิก รวม 0. 82 01 กรัม 

ถ้า น้ าหนักแ หง้หัว แก่นต ะวัน 1 กรัม จะมีปริม าณฟีนอลิกร วม เท่ากับ 

= 
(1 g)(0.8201g)

1,000 g
 

= (0.8201 g) (1,000) 

    =   0.8201 mg 

ดังนัน้ 

 สารสก ัดหัวแก่น ตะวันท ี่สกั ดด้วยเ อท ิลอะซ ิเตท ต่อ น้ า หนักแหง้ หัวแก่นต ะวัน 1  กรั ม จะ

มีปริมาณฟีน อลิกรวม เท ่ากั บ  0.8201 mg GAE/gdw 
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4. การค านวณหาปรมิาณของฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเอทลิอะซีเตท 

ตาราง ค2 แสดงขั้นตอนการทดลองหาปริมาณของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร

  สกัดหัว แก่นตะวันท่ีสกัดด้วยตัวท าละลายเอทลิอะซีเตท 

สารสก ัดหัวแก่น ตะวัน ป ริมาตร 

1. น้ า หนักแห้ งหัวแก่นต ะวัน 1 กิโลก รัม 

2 . น้ าหนักส ารสกัด หัว แก่น ตะวัน 6.2  กรัม 

3. น้ า หนักสาร สก ัดท ี่ใชท้ ดสอบ 0.0 008  กรัม 

4. ป ริมา ตรในขวดป รับป ริม าตร 10 มิลลติ ร 

5. ปริมาต รสา รละล ายท ี่น ามาทดสอบ 0.200 0 มิลลลิิตร 

6. ค่ากา รดูกล ืนแสง 1.5508 

 

ตัวอย่างการค านวณ 

 จากก ราฟม าตรฐ านเฟอร์ รั สซ ัลเฟ ต แสดงคว ามสัมพัน ธ์ระหว่า งความเ ข้มข้นขอ งส าร

มาตรฐ านเฟอร์รัสซ ัลเฟ ต  กับ ค่าการดูดกล ืนแส งเฉลี่ยร วม จะได ้ส มการเส้น ตรง 

  y = 0.0049x + 0.0757 

จากนั้น 

 น าค่าก ารดูดก ลืนแส งเฉลี่ยรว มของส ารสกัด หัว แก่นตะว ันที่สก ัดด้วยเ อท ิลอะซ ีเตท 

แทนค่าใน y ในสมก ารเพื่อค านวณห าค่า  x ซ ึ่งเป ็นปริมาณเฟอร์รัสซ ัลเฟ ต ใน หนว่ ย ppm 

จากส มกา ร y = 0.0049x + 0.0757 

  y =  1.5508 ในสมก าร 

 1.5508  = 0.0049x + 0.0757 

x        = 
(1.5508-0.0757)

0.0049
 

= 301.0408 mg/L 
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ค านวณเท ียบ กับ  เฟอร์รัสซัลเ ฟต 

แสดงวา่ 

 ความเข้มข้น ของส ารละ ลาย ตัวอย่าง 80 mg/L ในขว ดป รับป ริมาตร 1 0 ml 

 ป รับป ริมาตรด้วยน้ ากล ั่น ปิ เป ตสารละล ายตัวอย ่าง 0.20 ml 

 สารละล าย 1,000 ml จะมี ป ริมาณเฟอร์รัสซ ัลเฟ ต  เท่า กับ  301.04 08 mg 

ถ้า สารละล ายตัวอย ่ าง 0.20  ml มีปริมาณเฟอ ร์รัสซ ัลเฟ ต เท่ากับ  

        = 
(301.0408 mg)(0.20 ml)

1,000 ml
 

= 0.0602 mg 

 จากส าร ละล ายท ี่ปิเป ต 0.2 0 ml มีปริมาณเฟอร์ รัสซ ัลเฟ ต เท่ากับ 0. 0602 mg 

 ถ้าสารล ะลายตัว อย่าง  10  ml จะมีปริม าณเฟอร์ รัสซ ัลเฟ ต เท่ากับ 

= 
(10 ml)(0.0602 mg)

0.20 ml
 

= 3.0104 mg 

 

คิดปริมาณเฟอร์รั สซ ัลเฟ ต ต่อน้ าห นักสารสกัด หยาบ 

 ช่ังสา รตัวอย่า ง 0.0 00 8 กรั ม มีปริม าณเฟอร์รัสซ ัลเฟ ต  3.01 04 มิ ลลิกรัม 

ถ้า น้ าหนักส ารสกัด ท ั้งห มด 6. 2 000  กรัม จะมีปริ มาณเฟ อร์รัสซ ัลเฟ ต เท่ากับ 

        = 
(3.0104 mg)(6.2000 g)

0.0008 g
 

= 2,333.066 mg 

แสดงวา่ 

 น้ าหนักแ หง้หัว แก่นต ะวัน 1,000 กรัม มปี ริม าณเฟอร์รั สซ ัลเฟ ต 2,333.066 มิลลกิรัม 

ถ้า น้ าหนักแ หง้หัว แก่นต ะวัน 1 กรัม จะมีปริม าณเฟอร์รัสซ ั ลเฟ ต เท่ากับ 

        = 
(1 g)(2,333.066 mg)

1,000 g
 

= 2.3331 mg 
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ดังนัน้ 

 สารสก ัดหัวแก่น ตะวันท ี่สกั ดด้วยเ อท ิลอะซ ีเตท ต่อ น้ า หนักแหง้ หัวแก่นต ะวัน 1  กรั ม จะ

มีคา่ FRAP values เท ่ากับ  2.3331  มลิลิกรัม 
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ประวัติผู้ศกึษาวจิัย 

 

 

 

 

 

 

 

ชื่อ-สกุล  นางส าวชุติมา  มัชฌเ วท ย์ 

วันเดือนปีเกิด  22 พฤ ศจกิาย น  2539 

ประวัติการศึกษา  

   พ . ศ .  2554 ร ะ ดั บ ช้ั น มั ธ ย ม ศึ ก ษ า ต อ น ต้ น โ ร ง เ รี ย น ศ รี ย า นุ ส ร ณ์   

  ต าบ ล วัดใ หม ่ อ าเภอเมือง จังหวัดจันทบ ุรี 

   พ . ศ .  2557 ร ะ ดั บ ช้ั น มั ธ ย ม ศึ ก ษ า ต อ น ป ล า ย โ ร ง เ รี ย น ศ รี ย า นุ ส ร ณ์   

  ต าบ ล วัดใ หม ่ อ าเภอเมือง จังหวัดจันทบ ุรี  

ที่อยู่ปัจจุบัน  3 9 / 1 0  ห มู่  6  ต า บ ล ท ั บ ไ ท ร  อ า เ ภ อ โ ป ่ ง น้ า ร้ อ น  จั ง ห วั ด จั น ท บ ุ รี 

  รหัสไป รษณีย์ 2 2 140 

เบอร์ติดต่อ  061-3736842 

อีเมล์   chutima_mew1 9 9 6@hotmail.com 
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ประวัติผู้ศกึษาวจิัย 

 

 

 

 

 

ชื่อ-สกุล  นางส าว นิโลบ ล ทีสุ่ม 

วันเดือนปีเกิด  1 มีนาค ม 2540 

ประวัติการศึกษา  

   พ.ศ . 2554 ร ะดับ ช้ันมั ธย ม ศกึ ษ าต อนต้ นโร งเรี ยน เท ศ บ าล บ ้าน ป าก ท า ง   

  ต าบ ล ป ากท าง อ าเภอเมือง จังหวัดพิจติร 

   พ . ศ .  2557 ร ะ ดั บ ช้ั น มั ธ ย ม ศึ ก ษ า ต อ น ป ล า ย โ ร ง เ รี ย น เ ท ศ บ า ล            

  บ ้านปากท าง ต าบ ลป ากท าง อ าเภอเมือง จังหวัดพิจติร  

ที่อยู่ปัจจุบัน  72/ 1  ห มู่  5 ต า บ ล ไ ผ่ ข ว า ง  อ า เ ภ อ เ มื อ ง  จั ง ห วั ด พิ จิ ต ร  ร หั ส ไ ป ร ษ ณี ย์  

  66000 

เบอร์ติดต่อ  083-6240494 

อีเมล์   NuFarSkyKy6829@gmail.com 

 

 

 

 


