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บทที ่1 

บทน ำ 

 

1.1 ควำมเปน็มำและควำมส ำคัญ 

          ปัจจุบันควำมสัมพันธ์ระหว่ำงสำรต้ำนอนุมูลอิสระ (Antioxidant) และกำรป้องกันโรคได้มีกำร

ศึกษำวิจัย โดยมีกำรรำยงำนว่ำ อนุมูลอิสระเป็นตัวที่มีบทบำทส ำคัญท่ีท ำให้เกิดโรคที่ส่งผลต่อสุขภำพ

ร่ำงกำยของมนุษย์โดยเป็นสำเหตุของโรคที่รุนแรงหลำยชนิด เช่น  มะเร็ง (Cancer) โรคหลอดเลือด 

และหัวใจ (Cardiovascular disease) และโรคเบำหวำน (Diabetes) เพรำะอนุมูลอิสระจะท ำให้เซลล์

เสื่อมสภำพ (โอภำ วัชระคุปต์ และคณะ, 2549) แต่อนุมูลอิสระสำมำรถเกิดได้จำกในระหว่ำงกำรท ำ

หน้ำที่ของร่ำงกำยปกติและได้รับจำกสภำพแวดล้อมภำยนอกร่ำงกำย (Oxygen radical) สัมพันธ์กับกำร

ท ำงำนของเซลล์และควำมเสียหำยจำกขบวนกำรเผำผลำญสำรอำหำร ที่มีกำรศึกษำจริงจังทำงระบำท

วิทยำและในหลอดทดลอง (in vitro) พบว่ำอำหำรประกอบไปด้วย สำรพฤกษเคมี (Phytochemicals) ที่

มีสำรต้ำนอนุมูลอิสระ ซึ่งมีผลในกำรป้องกันอย่ำงมีประสิทธิภำพต่อโรคชนิดต่ำง ๆ ดังได้กล่ำวข้ำงต้น 

(Senevirathne, et al.,2006) 

           อนุมูลอิสระ (Free radical) คืออะตอมหรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนไม่เป็นคู่หรือไม่มีคู่อยู่ในวง

อิเล็กตรอนวงนอกสุด เนื่องจำกกำรมีอิเล็กตรอนที่โดดเดี่ยว (Unpaired electron) อยู่ในวงโคจรของ

โมเลกุลท ำให้ไม่เสถียร ท ำให้อนุมูลอิสระเป็นสำรที่มีควำมไวในกำรเข้ำท ำปฏิกิริยำทำงเคมีกับสำรอื่นได้สูง

มำก โดยอนุมูลอิสระจะไปแย่งจับหรือดึงเอำอิเล็กตรอนจำกโมเลกุลหรืออะตอมของสำรที่อยู่ข้ำงเคียง

เพ่ือให้ตัวมันเสถียร โมเลกุลที่อยู่ข้ำงเคียงท่ีสูญเสียหรือรับอิเล็กตรอนจะกลำยเป็นอนุมูลอิสระชนิดใหม่ 

ซึ่งอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นมำใหม่นี้จะไปท ำปฏิกิริยำกับกับสำรโมเลกุลอื่นต่อไป (นฤมล เบญจปัก และคณะ, 

2551) 

           สำรต้ำนอนุมูลอิสระ (Antioxidant) คือสำรที่ท ำหน้ำที่ยับยั้งหรือต่อต้ำนปฏิกิริยำออกซิเดชัน

หรือสำรที่สำมำรถขจัดอนุมูลอิสระออกจำกร่ำงกำย ในร่ำงกำยมีกำรป้องกันสภำวะกำรสะสมของสำร

อนุมูลอิสระอยู่ 2 ส่วนด้วยกัน คือ ส่วนแรกนั้นเกิดจำกกำรที่ร่ำงกำยมีกำรสร้ำงเอนไซม์หรือกลไก เช่น 

เอนไซม์ต้ำนอนุมูลอิสระ (Antioxidant enzymes) ขึ้นมำควบคุมอนุมูลอิสระให้อยู่ในปริมำณที่สมดุล 

ทั้งนี้ เพรำะอนุมูลอิสระเหล่ำนี้มีหน้ำที่ช่วยท ำลำยสิ่งแปลกปลอม ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อร่ำงกำยเช่นกัน  
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แต่เมื่อใดที่ร่ำงกำยได้รับสำรพิษจำกภำยนอกมำก เช่น กำรสูบบุหรี่ สัมผัสกับแสงแดดจ้ำ หรือเลือก

รับประทำนอำหำรที่มีน้ ำมัน อำหำรปิ้ง ย่ำง เผำไหม้เกรียม ฯลฯ จะส่งผลให้ระบบที่ควบคุมสำรพิษใน

ร่ำงกำยท ำงำนได้น้อยลง สำรอนุมูลอิสระจะมีกำรสะสมตัวมำกขึ้นจนกลำยเป็นสำรพิษท่ีคอยท ำร้ำย

ร่ำงกำยในทันที ดังนั้น กลไกกำรควบคุมสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกร่ำงกำยอย่ำงเดียวจึงไม่เพียงพอ มีควำม

จ ำเป็นต้องพ่ึงพำในส่วนที่สองนั่น คือ กลุ่มของสำรต้ำนอนุมูลอิสระที่ได้มำจำกอำหำร เช่น วิตำมินเอ 

(Vitamin A) วิตำมินซี (Vitamin C) วิตำมินอี (Vitamin E) บีตำ-แคโรทีน ที่มีในอำหำร รวมทั้งกลุ่ม 

พอลิฟีนอล (Polyphenols) ฟลำโวนอยด ์(Flavonoids) ที่พบมำกอยู่ในพืช ผักและผลไม้ เพื่อเข้ำไปช่วย

เสริมสร้ำงระบบต้ำนออกซิเดชัน (Antioxidant) ในร่ำงกำยให้มีประสิทธิภำพในกำรท ำลำยอนุมูลอิสระได้

ดียิ่งขึ้น (ศวรรณี เหลืองสุนทรชัย, 2540) 

          แม้ว่ำจะมีรำยงำนกำรวิจัยเกี่ยวกับ พฤกษำเคมี หรือสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกพืช ผัก สมุนไพร

หรือ ผลไม้ มำกมำยหลำยชนิดแล้วก็ตำม (ภูวนำถ นนทรีย์, 2539) แต่กำรศึกษำหำปริมำณสำรต้นอนุมูล

อิสระจำกมะม่วงป่ำยังมีน้อย อีกท้ังมะม่วงป่ำก็ยังมีสรรพคุณทำงยำมำกมำยทั้ง บ ำรุงก ำลัง เป็นยำระบำย

อ่อน ๆ ขับปัสสำวะ แก้ท่องร่วง แก้โรคหลอดลม ยำงจำกผล และต้น ใช้ผสมน้ ำส้ม หรือน้ ำมันทำแก้คัน

โรคผิวหนัง (เดชำ ศิริภัทร,2535) ดังนั้นในงำนวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษำหำปริมำณสำรต้ำนอนุมูล

อิสระจำกเนื้อมะม่วงป่ำสุกด้วย DPPH assay เทียบกับ ABTS assay 

1.2 วตัถปุระสงค์ 

      เพ่ือวิเครำะห์หำปริมำณของสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกสำรสกัดเนื้อผลมะม่วงป่ำสุกด้วย DPPH assay 

เทียบกับ ABTS assay      

1.3 ขอบเขตกำรวจิยั 

     1.3.1 ตัวอย่ำงมะม่วงป่ำสุกได้จำกอุทยำนสัตว์ป่ำอุบลรำชธำนี (สวนสัตว์) ถูกน ำมำขูดเอำส่วนเนื้อ

ของมะม่วง จำกนั้นน ำตัวอย่ำงของมะม่วงที่ได้เก็บไว้ในถุงซิบที่อุณหภูมิ - 4˚C 

     1.3.2 วิเครำะห์หำปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกเนื้อของผลมะม่วงป่ำสุกด้วย DPPH assay เทียบ

กับ ABTS assay ที่สกัดด้วยตัวท ำละลำยที่เป็นน้ ำ 70% เอทำนอล และเมทำนอล ด้วยวิธี 

Spectrophometry 
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1.4 ผลทีค่ำดวำ่จะไดร้บั 

     1.4.1 ทรำบปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกเนื้อของผลมะม่วงป่ำสุกที่สกัดได้ด้วยตัวท ำละลำยที่เป็น

น้ ำ 70% เอทำนอล และเมทำนอล 

     1.4.2 เป็นกำรเพ่ิมข้อมูลของสำรต้ำนอนุมูลอิสระที่ได้จำกสำรสกัดเนื้อของผลมะม่วงป่ำสุก 

     1.4.3 สำมำรถตีพิมพ์ในวำรสำรระดับชำติได้ 
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บทที ่2 

เอกสำรและงำนวจิัยที่เกี่ยวขอ้ง 

2.1 อนุมลูอสิระ 

        อนุมูลอิสระ (Free radicals) หมำยถึง สำรที่มอิีเล็กตรอนโดดเดี่ยว (Unpaired electrons)  

ในอะตอม หรือโมเลกุลพบไดทุกแห่งทั้งในสิ่งแวดล้อมในสิ่งมีชีวิต และในเซลล์โดยเฉพำะอย่ำงยิ่ง 

กระบวนกำรผลิตพลังงำนภำยในเซลล์ หรือจำกกระบวนกำรเมแทบอลิซึม (Metabolism) โดยมีกำร

เคลื่อนย้ำยอิเล็กตรอนออกจำกโมเลกุลของออกซิเจน ท ำให้อิเล็กตรอนในโมเลกุลออกซิเจนไมสมดุล 

กลำยเป็นนุมูลอิสระ และ ว่องไวในกำรเข้ำท ำปฏิกิริยำมำกและสำมำรถดึงอิเล็กตรอนจำกโมเลกุลอ่ืน 

มำแทนที่อิเล็กตรอนที่ขำดหำยไปเพ่ือให้ตัวเองเกิดควำมสมดุลหรือเสถียร ซึ่งปฏิกิริยำนี้จะเกิดขึ้นอย่ำง 

ต่อเนื่องเป็นปฏิกิริยำลูกโซ และเกิดขึ้นในเซลล์ ตลอดเวลำ (ดังสมกำร 1 และ 2)  

                                    R• + O2 → ROO•                                         (1)  

                                  ROO• + RH → ROOH + R•                              (2) 

อนุมูลอิสระที่ส ำคัญที่สุดที่เกิดในเซลล์ทีใ่ช้ ออกซิเจน ไดแก Oxygen radical, อนุพันธ์ของ Oxygen 

radical เช่น (Superoxide radical และ Hydroxyl radical), Hydrogen peroxide, Transition 

metals, Carbonate radical (CO3 •- ), Nitrate radical (NO3 • ), Methyl radical (CH3 • ), 

Superoxide radical (O2 • ), Peroxyl radical (ROO• ), Reactive oxygen species (ROS) เป็นต้น

(Halliwell, B., 2542) นอกจำกนี้อนุมูลอิสระ สำมำรถท ำลำยชีวโมเลกุลทุกประเภท   ทั้งในเซลล์และ  

ส่วนประกอบของเซลล์สิ่งมีชีวิต เช่น ลิพิด (Lipid) โปรตีน (Protein) เอนไซม์ (Enzyme) ดีเอ็นเอ (DNA)  

อำรเอ็นเอ (RNA) คำร์โบไฮเดรต (Carbohydrate) เซลล์เมมเบรน (Cell membrane) คอลลำเจน 

(Collagen) ไมโตคอนเดรีย (Mitochondria) และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Connective tissues) ซึ่งเป็นสำเหตุ

ให้เซลล์ตำย กำรเกิดกำรกลำยพันธุ์ของดีเอ็นเอในเซลล์ และก่อให้เกิดโรคต่ำง ๆ ได้แก่ โรคชรำ (Aging) 

โรคหัวใจขำดเลือด (Coronary heart disease) โรคควำมจ ำเสื่อม (Alzheimer’s disease)  

โรคข้ออักเสบ (Arthritis) โรคภูมิแพ (Allergies) โรคมะเร็ง (Cancer) โรคควำมดันโลหิต โรคเหงือก  

โรคเก่ียวกบัสำยตำ ควำมผิดปกติของปอดและระบบประสำท โรคเก่ียวกับทำงเดินหำยใจ โรคเก่ียวกับ

ควำมผิดปกติของผิวหนัง และโรคล ำไสอักเสบ เป็นต้น (Moon, J. K., & Shibamoto, T. 2552) 
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 อนุมูลอิสระนอกจำกจะเกิดภำยในสิ่งมีชีวิตแลว อนุมูลอิสระสำมำรถเกิดจำกภำยนอกสิ่งมีชีวิตหรือจำก

สิ่งแวดล้อม ได้แก่ กำรได้รับเชื้อโรค เช่น กำรติดเชื้อโรคไวรัส หรือ เชื้อแบคทีเรีย โรคเกี่ยวกับภูมิคุ้มกัน 

(Immune diseases) จำกรังสี เช่น รังสีอัลตร้ำไวโอเลต รังสีเอ็กซ์ รังสีแกมมำ จำกมลภำวะ เช่น ควัน

บุหรี่ แกส๊จำกท่อไอเสีย ไนตรัสออกไซด์ ไนโตรเจนไดออกไซด์ เขม่ำจำกเครื่องยนต์  ฝุ่นจำกกระบวนกำร

ประกอบอำหำร เช่น กำรย่ำงเนื้อสัตว์ที่มีสว่นประกอบของไขมันสูง กำรน ำน้ ำมันที่ใช้ทอดอำหำรที่มี

อุณหภูมิสูง ๆ กลับมำใช้อีก กำรท ำให้เกิดอำหำรประเภทเกรียมไหม ้หรือเกิดจำกกำรปิ้งย่ำง หรือจำกยำ

บำงชนิดเช่น โดโซรูบิซิน (Doxorubicin) เพนนิซิลลำมิน (penicillamine) พำรำเซตำมอล 

(Paracetamol) (ไมตรี สุทธจิตต, 2555) 

2.2 สำรตำ้นอนุมลูอสิระ  

         สำรต้ำนอนุมูลอิสระถือว่ำมีควำมส ำคัญต่อกระบวนกำรออกซิไดซ์อนุมูลอิสระ หรือสำมำรถยับยั้ง

ปฏิกิริยำออกซิเดชัน โดยในสิ่งมีชีวิตจะมีระบบ กำรป้องกันกำรท ำลำยเซลล์และเนื้อเยื่อจำกอนุมูลอิสระ 

ประกอบด้วยสำรต้ำนอนุมูลอิสระมำกมำยหลำยชนิดที่ท ำหน้ำที่แตกต่ำงกันไป ซึ่งมีทั้งท่ีเป็นเอนไซม์ 

และไม่เป็นเอมไซม ์สำรประกอบที่ละลำยในน้ ำ และสำรประกอบที่ละลำยในไขมัน โดยสำร 

ต้ำนอนุมูลอิสระเหล่ำนี้มีกลไกกำรท ำงำนนของสำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยกันหลำยแบบ เช่น ดักจับ 

อนุมูลอิสระ (Radical scavenging) กำรยับยั้งกำรท ำงำนของออกซิเจนที่ขำดอิเล็กตรอน (Singlet 

oxygen quenching) จับกับโลหะที่สำมำรถเร่งปฏิกิริยำออกซิเดชันได (Metal chelation)  

หยุดปฏิกิริยำกำรสร้ำงอนุมูลอิสระ (Chain-breaking) เสริมฤทธิ์ (Synergism) และยับยั้งกำรท ำงำนของ

เอนไซม ์(Enzyme inhibition) ทีเ่รง่ปฏิกริิยำอนุมูลอิสระ เป็นต้น ตัวอย่ำงแสดงกำรดักจับอนุมูลอิสระ 

ดังสมกำร 3 และ 4 (เจนจิรำ จิรัมย และคณะ, 2554) 

                                     R• + AH → RH + A•                                              (3)  

                                     RO• + AH → ROH + A•                                          (4) 

โดย R• และ RO• คืออนุมูลอิสระ และ AH คือ สำรต้ำนอนุมูลอิสระ แหล่งที่มำของสำรต้ำนอนุมูลอิสระ 

มี 2 แหล่ง ไดแก สำรต้ำนอนุมูลอิสระสังเครำะห ์(Synthetic antioxidants) และสำรต้ำนอนุมูลอิสระ

จำกธรรมชำติ (Natural antioxidants) ซึ่งสำรต้ำนอนุมูลอิสระสังเครำะห์เกิดจำกกระบวนกำรสังเครำะห์

ทำงเคม ีโดยเป็นสำรประกอบฟีนอลิก ได้แก่ Propyl gallate, 2-butylated  
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hydroxyanisole, 3-butylate hydroxyanisole, BHT (butylated hydroxytoluene) และ  

Tertiary- butylhydroquinone สำรสังเครำะห ดังกล่ำวนิยมน ำมำใช้ในอุตสำหกรรมอำหำรเพื่อยับยั้ง 

กำรเกิดปฏิกิริยำออกซิเดชันของไขมันที่เป็นสำเหตุที่ท ำให้อำหำรมีกลิ่น สี และรสชำติเปลี่ยนแปลงไป 

สำรสังเครำะหนี้มีสภำพคงตัวกว่ำสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกธรรมชำติ แตม่ีข้อจ ำกัดในด้ำนควำมปลอดภัย

ในกำรบริโภค ขณะที่สำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกธรรมชำติสำมำรถพบไดในสิ่งมีชีวิตทั้งพืช และสัตว์ซ่ึงเป็นได้

ทั้งเอนไซม์ วิตำมินและสำรอ่ืน ๆ ตัวอย่ำงของสำรต้ำนอนุมูลอิสระท่ีเป็นวิตำมิน เช่น Vitamin C  

(เป็นสำรต้ำนนุมูลอิสระที่ไซโตพลำซึม) Vitamin E (เป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระที่เมมเบรน) และ 

Glutathione (เป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระที่ป้องกัน อันตรำยจำกอนุมูลอิสระที่ไซโตพลำซึมและ เมมเบรน) 

ส่วนสำรต้ำนอนุมูลอิสระที่เป็นเอนไซม์ ได้แก่ Glutathione peroxidase (GPX), Glutathione 

reductase และ Glutathione transferase ซึ่งท ำหน้ำที่ท ำให้โมเลกุลของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ 

(H2 O2 ) เป็น ออกซิเจนและน้ ำ ส่วนเอนไซม์ Superoxid dismutase (SOD) สำมำรถเปลี่ยน O2
•- เป็น 

H2 O2 สำรต้ำนอนุมูลอิสระอ่ืน ๆ ได้แก่ Carotenoids และ Ubiquinones เป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระ

สำมำรถป้องกันอนุมูลอิสระ ออกซิเจนทั้งภำยในเซลล์และภำยนอกเซลล์ (บุหรัน พันธุสวรรค, และคณะ, 

2553) ประโยนช์ของสำรต้ำนอนุมูลอิสระ ได้แก่ ชะลอกระบวนกำรแก่ชรำ ช่วยให้ร่ำงกำยขับสำรพิษที่ก่อ

มะเร็ง ช่วยลดควำมเสี่ยงของกำรเกิดโรคมะเร็งทุกชนิด ช่วยป้องกันโรคปอดเรื้อรัง หอบหืด หลอดลม

อักเสบ ถุงลมโป่งพอง ยับยั้งกำรเจริญเติบโตจำกเนื้องอกต่ำง ๆ ในร่ำงกำย ช่วยลดระดับคลอเลสเตรอล

ในเลือด ช่วยป้องกันและลดควำมเสี่ยงของโรคหัวใจ ช่วยบรรเทำอำกำรของโรคอัลไซเมอร์ได้ ช่วยป้องกัน

โรคศูนย์กลำงจอประสำทตำเสีย และช่วยป้องกันโรคเส้นเลือดโรหิตในสมองตีบ (Dasgupta, N., & De, 

B. 2550)  สำรต้ำนอนุมูลอิสระสำมำรถแบ่งได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ๆตำมแหล่งที่มำ ได้แก่ ประเภทแรก

คือ สำรต้ำนอนุมูลอิสระที่ร่ำงกำยสร้ำงขึ้นเองได้เองโดยร่ำงกำยมนุษย์ซึ่งก็คือเอนไซม์บำงชนิด ซึ่งเป็นสำร

ต้ำนอนุมูลอิสระ ได้แก่ ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (Superoxide dismutase,SOD) คะตำเลส 

(Catalase) กลตูำไทโอนเปอร์ออกซิเดส (Glutathione peroxidase, GPX) นอกจำกนี้ยังมีสำรต้ำน

อนุมูลอิสระอีกบำงตัวที่พบในร่ำงกำยซึ่งไม่ใช่เอนไซม์ ได้แก่ กลูตำไทโอน (Glutathione) กรดไลโปอิก 

(Lipoic acid) เป็นต้น แต่ปัญหำคือร่ำงกำยเรำได้รับสำรพิษมำกเกินไป ในปัจจุบันท ำไห้สำรต้ำนอนุมูล

อิสระที่ร่ำงกำยผลิตขึ้นได้เองไม่เพียงพอ ร่ำงกำยจะได้รับสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกภำยนอกท่ีได้มำจำก

อำหำรโดยเฉพำะอำหำรที่ได้จำกผัก ผลไม้ ซึ่งผลกำรศึกษำทำงคลินิก และระบำดวิทยำระบุว่ำ คนที่นิยม

บริโภค ผักสด ผลไม้ จะมีควำมเสี่ยงในกำรเกิดโรคน้อยกว่ำผู้ที่ไม่นิยมบริโภคผักผลไม้ แหล่งอำหำรที่
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ส ำคัญของสำรต้ำนอนุมูลอิสระพบในสำรอำหำรและแร่ธำตุต่ำง ๆ ที่สมบัติเป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระ เช่น 

วิตำมินชี วิตำมินอี วิตำมินเอ ซิลิเนียม สังกะสี แคโรทีนอยด์ ที่มีกำรศึกษำค่อนข้ำงมำกคือ สำรพฤกษำ

เคมี (Phytochemicals) สำรเหล่ำนี้พบได้ทั่วไปในพืช โดยมำกพืชสังเครำะห์ขึ้นมำเพ่ือจุดประสงค์

บำงอย่ำง เช่น ป้องกันตัวเองจำกเชื้อโรคและแมลง ให้สีสันแก่พืช ในกำรรับประทำนอำหำรที่มีสำรต้ำน

อนุมูลอิสระเหล่ำนี้จะช่วยให้ระบบแอนติออกซิแดนซ์ของร่ำงกำยท ำงำนได้อย่ำงมีประสิทธิภำพมำกขึ้น 

(ศรีวัฒนำ ทรงจิตสมบูรณ์, 2548) และ ประเภทที่สองคือ สำรต้ำนอนุมูลอิสระสังเครำะห์ สำรต้ำนอนุมูล

อิสระสังเครำะห์ สำรต้ำนอนุมูลอิสระท่ีมีกำรพัฒนำสังเครำะห์ขึ้นส่วนใหญ่แล้วจะถูกออกแบบให้มีโมเลกุล

ขนำดเล็ก และใช้โครงสร้ำงของสำรต้ำนอนุมูลอิสระที่มีอยู่ในธรรมชำติและสมุนไพรมำดัดแปลงให้มี

คุณสมบัติทำงเคมี และมีฤทธิ์ที่ดีข้ึน เช่น  

            1) บีเอชเอ (Butylated hydroxyl anisole, BHA) มีสูตรโครงสร้ำงดังภำพที่ 2.2 เป็นวัตถุเจือ

ปนอำหำร (Food additive) ที่เป็น Phenolic compound ใช้เป็นสำรต้ำนออกซิเดชัน (Antioxidant) 

ป้องกันกำรเหม็นหืน (Rancidity) ของไขมัน และน้ ำมัน จำกปฏิกิริยำกำรออกซิเดชันของลิพิด (Lipid 

oxidation)  

                 

 

 

 

 

                                 

ภำพที่ 2.1 สูตรโครงสร้ำงของ Butylated Hydroxyl Anisole, BHA 

ทีมำ http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1577/butylated-      

hydroxyanisole-bha ค้นเมื่อ 29 กรกฏำคม   2558 

        

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1577/butylated-%20%20%20%20%20hydroxyanisole-bha
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1577/butylated-%20%20%20%20%20hydroxyanisole-bha
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             2) บีเอชที (Butylated hydroxyl toluene, BHT) มีสูตรโครงสร้ำงดังภำพที่ 2.3 เป็นวัตถุกัน

หืนชนิดหนึ่งที่นิยมใช้เช่นเดียวกับบีเอชเอแต่มีประสิทธิภำพดีกว่ำเล็กน้อย บีเอชทีเป็นสำรประกอบที่เป็น

ผลึกสีขำวหรือสีเหลืองอ่อน ไม่ละลำยน้ ำและ Propane-1, 2-diol แต่ละลำยในแอลกอฮอล์ และให้

กลิ่นฟีนอล (Phenol) เช่นเดียวกัน มักนิยมใช้ผสมกับวัตถุกันหืนชนิดอื่น เพื่อเสริมให้มีประสิทธิภำพที่ขึ้น

นิยมใช้ในอำหำรประเภทไขมันสัตว์ น้ ำมันพืช ผลิตภัณฑ์นม ผลิตภัณฑ์ขนมอบ ผลิตภัณฑ์เนื้อ  

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 2.2 สูตรโครงสร้ำงของ Butylated hydroxyltoluene, BHT   

ที่มำ  http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1576/butylated-   

hydroxytoluene- bht ค้นมื่อวันที่ 29 กรกฏำคม   2558 

 

             3) ทีบีเอชคิว (Tert-butyl hydroxyl quinone, TBHQ) มีสูตรโครงสร้ำงดังภำพที่ 2.4 เป็น

วัตถุเจือปนอำหำร (Food additive) มี E-number คือ E319 เป็น Phenolic compound ใช้เพื่อเป็น

สำรกันหืน (Antioxidant) ป้องกันกำรเหม็นหืน (Rancidity) ที่เกิดจำกปฏิกิริยำกำรออกซิเดชันของลิพิด 

(Lipid oxidation) ละลำยน้ ำได้เล็กน้อย ละลำยได้ปำนกลำงในไขมัน ใช้กับอำหำรทอด และไขมัน น้ ำมัน

พืชน้ ำมันส ำหรับทอด (frying) อำหำร 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1576/butylated-%20%20hydroxytoluene-%20bht
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1576/butylated-%20%20hydroxytoluene-%20bht
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ภำพที่ 2.3 สูตรโครงสร้ำงของ tert-butylhydroxyquinone, TBHQ 

ที่มำ http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2123/tertiary-      

butyl-hydro-quinone-tbhq ค้นเมื่อ 29 กรกฏำคม   2558 

               

            4) 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) มีสูตรโครงสร้ำง

ดังภำพที่ 2.5 เป็นอนุพันธ์ของวิตำมินอีท่ีดัดแปลงโครงสร้ำงโดยกำรเปลี่ยนสำรอัลเคนเป็นหมู่คำบอกซิลิก 

ท ำไห้สำมำรถละลำยได้ดีในน้ ำ และเนื่องจำกละลำยน้ ำได้ดีจึงออกฤทธิ์ได้ดีกว่ำวิตำมินอี ซึ่งวิตำมินอีจะใช้

เวลำนำนเป็นชั่วโมงหรือเป็นวัน 

 

ภำพที่ 2.4 สูตรโครงสร้ำงของ 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic     

acid (Trolox) ที่มำ  http://en.wikipedia.org/wiki/ Trolox 

ค้นเมื่อ 29 กรกฏำคม   2558 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2123/tertiary-%20%20%20%20%20butyl-hydro-quinone-tbhq
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2123/tertiary-%20%20%20%20%20butyl-hydro-quinone-tbhq
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2.3 มะมว่งป่ำ 

           ชื่อวิทยำศำสตร์ Mangifera pentandra Kurz. เป็นพืชในสกุลมะม่วง วงศ์ Anacardiaceae  

ชื่อพ้ืนเมือง มะม่วงพรวน มะม่วงเทพรส เป็นไม้ยืนต้น ใบเหนียวคล้ำยหนัง เห็นเส้นใบชัดเจนทั้งสองด้ำน 

ใบแห้งสีออกแดง ผลสดคล้ำยมะม่วงลูกเล็ก สีเขียวอมเหลือง ดอกช่อ ดอกย่อยสีขำวอมเหลืองหรือขำว

ครีม เนื้อผลนุ่ม ฉ่ ำน้ ำ สีส้ม รสหวำนพบกำรแพร่กระจำยในมำเลเซีย สิงคโปร์ และภำคใต้ของไทย เมื่อสุก 

เนื้อเหลวเป็นน้ ำ รับประทำนโดยกำรเจำะผลดูด ผลดิบกินกับน้ ำปลำหวำน ชื่อพ้ืนเมือง  มะม่วงป่ำ 

มะม่วงพรวน มะม่วงเทพรส ล ำต้นตั้งตรง สูงตั้งแต่ 5–24 เมตร พุ่มกว้ำง 5–35 เมตร สีของล ำต้นเมื่ออ่อน

จะมีสีน้ ำตำลปนเขียว เมื่อแก่จะเป็นสีเทำ แตกเป็นสะเก็ด ใบเป็นใบประกอบแบบขนนก ใบอ่อนสีน้ ำตำล

ปนแดงเขียว ใบแก่เขียวแก่ กว้ำง 3.5–9 เซนติเมตร ยำว 12–38 เซนติเมตรกำรเรียงตัวเรียงสลับ  ดอกสี

ขำว หรือ เหลืองอ่อน กลีบเลี้ยงแยก 4-5 กลีบ มีกลิ่นหอม ผลมีเนื้อเม่ือดิบจะมีสีเขียวผลแก่จะมีสีเหลือง 

รสชำติแต่ละพันธุ์จะแตกต่ำง เปรี้ยว หวำนมัน กรอบ เมล็ด มีลักษณะแบน สีขำวหรือเหลือง กำรกระจำย

พันธุ์ พบทั่วทุกภำคกำรขยำยพันธุ์ ขยำยพันธุ์โดยใช้เมล็ดทำบกิ่ง กำรติดต่อ ต่อกิ่ง หรือ กำรเปลี่ยนยอด

(กนก ชวนำนนท์, [ม.ป.ป.]. ) 

           ผลมะม่วงแก่ดิบจะให้พลังงำนต่อร่ำงกำย ซึ่งประกอบด้วย เส้นใย แคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก 

เบต้ำ – แคโรทีน วิตำมินบีหนึ่ง วิตำมินบีสอง ไนอำซิน วิตำมินซี เป็นต้น ผลดิบและผลสุกสำมำรถแปรรูป

เป็น มะม่วงกวน มะม่วงดอง มะม่วงแช่อ่ิม มะม่วงเค็ม น้ ำมะม่วง แยม ฯลฯ และผลดิบสำมำรถน ำมำใช้

ปรุงอำหำรได้ เช่น แกงส้ม (คนปักษ์ใต้นิยมแกงกัน) น้ ำพริก (น้ ำพริกมะม่วง) ใช้รับประทำนคู่กับผัก

เหนำะ เช่น แตงกวำ ผักกูดลวก สะตอ อื่นๆ อีกมำกมำย ควำมเชื่อ มะม่วงเป็นต้นไม้มงคลชนิดหนึ่งที่มีมำ

แต่ครั้งพุทธกำล คนโบรำณเชื่อว่ำหำกน ำมำปลูกไว้ในบริเวณบ้ำนทำงทิศใต้ (ทักษิณ) จะท ำให้เจ้ำของบ้ำน

และผู้อยู่อำศัยมีควำมร่ ำรวยยิ่งขึ้น (วีณำ เชิดบุญชำติ, 2545) ส ำหรับกำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรต้ำน

อนุมูลอิสระรวมทั้งกำรหำปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกเนื้อผลมะม่วงป่ำสุก ยังไม่มีรำยงำนไว้ว่ำมี

กำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระและปริมำณของสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกเนื้อผลสุกของ

มะม่วงป่ำ  
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                 ภำพที่ 2.5 ลักษณะทำงกำยภำพของมะม่วงป่ำ (ก) ต้นมะม่วงป่ำ  (ข) ผลมะม่วงป่ำดิบ  

                 (ค) ผลมะม่วงป่ำสุก ที่มำ:http://www.baanmaha.com/community/threads/47162      

                 ค้นเมื่อวันที่ 29 กรกฏำคม   2558 

 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

http://www.baanmaha.com/community/threads/47162
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2.4 ปฏกิริยิำทีใ่ช้ในกำรศึกษำหำปรมิำณสำรต้ำนอนมุลูอสิระ 

     2.4.1) DPPH assay 

             DPPH radical มีสีม่วง เมื่อเติมสำรต้ำนอนุมูลอิสระลงไปท ำให้สีม่วงนั้นจำงลง เนื่องมำจำก

สำรต้ำนอนุมูลอิสระไปให้อิเล็กตรอนกับอนุมูล DPPH ซึ่งจะติดตำมกำรเกิดปฏิกิริยำที่ค่ำควำมยำวคลื่น 

517 นำโนเมตร 

 

                ภำพที่ 2.6 กำรเกิดปฏิกิริยำของ DPPH assay 

                ที่มำ https://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img= 

                PMC3730368_BMRI2013-251754.sch.001&req=4 ค้นเมื่อ 2 สิงหำคม 2558 

 

 

 

 

 

 

 

DPPH (VIOLET) DPPH: H (COLOUR LESS) 

ANTIOXIDATION 

https://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20PMC3730368_BMRI2013-251754.sch.001&req=4
https://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20PMC3730368_BMRI2013-251754.sch.001&req=4
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      2.4.2)  ABTS assay 

               ABTS radical มีสีเขียว เมื่อเติมสำรต้ำนอนุมูลอิสระลงไปท ำให้สีเขียวนั้นจำงลง เนื่องมำจำก

สำรต้ำนอนุมูลอิสระไปให้อิเล็กตรอนกับอนุมูล ABTS ซึ่งจะติดตำมกำรเกิดปฏิกิริยำที่ค่ำควำมยำวคลื่น 

734 นำโนเมตร 

 

               ภำพที่ 2.7 กำรเกิดปฏิกิริยำ ABTS assay 

               ที่มำ http://www.omicsonline.org/open-access/technical-evaluation-of-       

               antioxidant-activity-2161-0444.1000517.php?aid=28118 ค้นเมื่อ 2 สิงหำคม 2558 

 

2.5 งำนวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 

                 จำกกำรศึกษำงำนวิจัยที่เกี่ยวข้องกับกำรหำสำรต้ำนอนุมูลอิสระเพ่ือเปรียบเทียบกับตัวท ำ

ละลำยที่ใช้ในกำรทดลอง พบงำนวิจัยที่เกี่ยวข้องดังนี้ (ดวงพร ภู่ผะกำ 2558) ได้ท ำกำรวิจัยเกี่ยวกับกำร

ประเมินปริมำณสำรพฤกษเคมีบำงประกำร ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ และปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิกของมะม่วง

พ้ืนเมืองจังหวัดฉะเชิงเทรำ จำกกำรทดลองพบว่ำ มะม่วงจัดเป็นพืชสมุนไพรพื้นบ้ำนที่มีสรรพคุณทำงยำ 

นิยมใช้ในกำรแพทย์ทำงเลือกกันอย่ำงแพร่หลำย ดังนั้นงำนวิจัยนี้ศึกษำองค์ประกอบทำงเคมี ฤทธิ์กำร

ต้ำนอนุมูลอิสระ ปริมำณเบต้ำแคโรทีนและไลโคปีน รวมทั้งปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิก ในมะม่วงดิบและสุก

จะทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และ FRAP จำกผลกำรทดลอง พบว่ำ ปริมำณฟีนอลิก

ทั้งหมดของมะม่วง 3 สำยพันธุ์มีค่ำระหว่ำง 2.78-4.12 mg gallic acid/100 g FW และมีค่ำแตกต่ำง

ABTS+• 

Free-Racical Cation 

http://www.omicsonline.org/open-access/technical-evaluation-of-%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20antioxidant-activity-2161-0444.1000517.php?aid=28118
http://www.omicsonline.org/open-access/technical-evaluation-of-%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20antioxidant-activity-2161-0444.1000517.php?aid=28118
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เพียงเล็กน้อยระหว่ำงสำยพันธุ์โดยพบว่ำมะม่วงน้ ำดอกไม้มีปริมำณฟีนอลิกทั้งหมดมำกที่สุด แต่พบฤทธิ์

กำรต้ำนอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และ FRAP มำกเป็นอันดับ 2 รองจำกมะม่วงพันธุ์มหำชนก 

ขณะเดียวกัน ปำนทิพย์ บุญส่ง และวัลภำ เนตรดวงตำ ไดศ้ึกษำองค์ประกอบสำรพฤกษเคมีและ

ควำมสำมำรถในกำรก ำจัดอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี DPPH จำกใบมะม่วง ใบฝรั่ง และใบสับปะรด ที่สกัดด้วย

ตัวท ำละลำย 3 ชนิดคือ เอทำนอล อะซิโตน และปิโตรเลียมอีเทอร์พบว่ำ ใบสับปะรดที่สกัดด้วย  

เอทำนอล และอะซิโตนให้จ ำนวนสำรพฤกษเคมีได้มำกท่ีสุด ส่วนสำรสกัดจำกใบฝรั่งและสำรสกัดจำกใบ

มะม่วงให้จ ำนวนสำรพฤกษเคมีที่น้อยรองลงมำตำมล ำดับ ส่วนควำมสำมำรถในกำรก ำจัดอนุมูลอิสระของ

สำรสกัดจำกใบสับปะรดที่สกัด ด้วยเอทำนอลให้ปริมำณร้อยละกำรก ำจัดอนุมูลอิสระสูงที่สุดเท่ำกับ 

75.25 แต่สำรสกัดจำกใบมะม่วงที่สกัดด้วย อะซิโตนให้ปริมำณร้อยละกำรก ำจัดอนุมูลอิสระน้อยที่สุด

เท่ำกับ 21.78  ในปี พ.ศ. 2554 ปฏิวิทย์ ลอยพิมำย และคณะ ได้ศึกษำเพ่ือเปรียบเทียบฤทธิ์กำร 

ต้ำนอนมูุลอิสระ และปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกรวมของเปลือกผลไม้เหลือทิ้ง 10 ชนิด ผลทดลอง

พบว่ำสำรประกอบฟีนอลิกรวม พบว่ำเปลือกมะม่วงดิบและมะม่วงสุก มีฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระโดยวิธี 

DPPH (IC50 เท่ำกับ 2.32 และ 2.31 g/ ml ตำมล ำดับ) และควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระรวม 

(เทียบกับกรดแอสคอบิก และแกลลิก) สูงสุดในท ำนองเดียวกัน เมื่อท ำกำรศึกษำสำรประกอบ 

ฟีนอลิกรวม พบว่ำเปลือกมะม่วงดิบมีสำรประกอบฟีนอลิกรวมสูงสุด เท่ำกับ 72.8 mg GAE/ กรัมน้ ำหนัก

แห้ง ดังนั้นเปลือกมะม่วงดิบจึงเป็นแหล่งที่ดีของสำรต้ำนอนุมูลอิสระและสำรประกอบฟีนอลิก และในปี 

พ.ศ.2553 ศิริธร ศิริอมรพรรณ และคณะไดท้ ำกำรศึกษำมะม่วง 3 สำยพันธุ์ พบว่ำจำกกำรทดสอบ

กิจกรรมกำรต้ำนอนุมูลอิสระ พบว่ำมีควำมสำมำรถใกล้เคียงกัน  คือมีค่ำ FRAP  มีค่ำอยู่ในช่วง  

0.65-0.86 mg(g/eq) ของ FeSO4 /g น้ ำหนักแห้ง  DPPH มีค่ำอยู่ในช่วง 82% ในมะม่วงน้ ำดอกไม้ ถึง 

89% ในมะม่วงเขียวเสวย และมะม่วงแก้วมีค่ำ IC50 (1.29 mg/g) น้อยที่สุด  

            โดยสรุปกำรวิจัยนี้ สำมำรถสรุปได้ว่ำผลไม้ไทย เป็นผลไม้ท่ีประกอบด้วยสำรออกฤทธิ์ทำง

ชีวภำพที่ส ำคัญต่อร่ำงกำย และมีคุณสมบัติกำรต้ำนอนุมูลอิสระเป็นอย่ำงดี 
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บทที ่3 

วิธดี ำเนนิกำรวจิยั 

 

3.1 อุปกรณแ์ละสำรเคม ี(lnstruments and Chemical) 

         อุปกรณ์ (lnstruments) 

         1) กระดำษฟอยล์ (Aluminium foild) 

         2) กระบอกตวง (Cylinder) 

         3) โกร่งบดสำร (Mortar) 

         4) กรวยกรอง (Filtering funnel) 

         5) กรวยแยกขนำด (Separating funnel) 

         6) ขวดน้ ำกลั่น ( ่Plastic wash bottle) 

         7) ขวดสีชำ (Amber glass) 

         8) ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) 

         9) ขวดวัดปริมำตร (Volumetric flask) 

       10) เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต ำแหน่ง (Digital scale) 

       11) เครื่อง centrifuge  

       12) เครื่อง Rotary evaporator (รุ่น RVCHT)  

       13) เครื่อง Spectrophotometer  

       14) ที่วำงหลอดทดลอง (Test tube rack) 

       15) แท่งแก้วคนสำร (Stirring rod)  

       16) บีกเกอร์ (Beaker) 

       17) บิวเรต (Burette) 

       18) ปิเปต (Pipette) 

       19) มีด (Knife) 

       20) ลูกยำงส ำหรับดูดสำรเคมี (Pipettes bulb) 
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         สำรเคมี (Chemicals) 

        1) 2,2-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-suphonic acid)  (ABTS)   

        2) Butylated hydroxytoluene  (BHT)  

        3) 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  (DPPH) 

        4) Double Distilled water (DDW) 

        5) Ethanol (CH3CH2OH) 

        6) Methanol (CH3OH) 

        7) Potassium sulfate (K2SO4) 

3.2 วธิกีำรวจิยั 

         3.2.1 กำรเตรยีมตวัอยำ่งมะมว่งปำ่                 

                 3.2.1.1) เก็บตัวอย่ำงผลมะม่วงป่ำสุกจำกอุทยำนสัตว์ป่ำอุบลรำชธำนี (สวนสัตว์) จังหวัด

อุบลรำชธำนี ใส่ถุงซิบ ปิดปำกถุงให้สนิทจำกนั้นน ำมำเก็บไว้ในตู้แช่แข็งเพ่ือวิเครำะห์ต่อไป 

                 3.2.1.2) น ำผลมะม่วงป่ำสุกมำล้ำงด้วยน้ ำให้สะอำด แล้วทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 

                 3.2.1.3) น ำมำขูดเอำส่วนเนื้อของผลมะม่วงป่ำ และเก็บใส่ถุงปิดปำกให้สนิทเก็บไว้ที่ 

อุณหภูมิ -4˚C 

         3.2.2 กำรเตรยีมสำรสกดัจำกเนื้อผลมะมว่งปำ่สุก 

               3.2.2.1 ตัวอย่ำงเนื้อผลมะม่วงป่ำสุกที่ถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -4˚C น ำมำวำงไว้ที่อุณหภูมิห้อง

แล้วแบ่งชั่งมำ 5.0 g จำกนั้นบดให้ละเอียดในโกร่งบดสำร แล้วน ำสำรลงไปใน Centrifuge tube ขนำด 

50 ml 

                3.2.2.2 เติมน้ ำ 10 ml จำกนั้นเขย่ำประมำณ 1 นำที และท้ิงไว้เป็นเวลำ 

ประมำณ 30 นำท ี 

                3.2.2.3 น ำไปเขย่ำอีกประมำณ 5 นำที เพ่ือเป็นกำรเพ่ิมประสิทธิภำพในกำรสกัด  

                3.2.2.4 น ำส่วนผสมนี้ไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 2,500 rpm นำน 20 นำที 

กรองเอำเฉพำะตัวอย่ำงส่วนใสโดยใช้กรวย จะได้สำรสกัดน้ ำ   

                3.2.2.5 จำกนั้นน ำสำรสกัดน้ ำไประเหยให้แห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญำกำศ (Rotary 

evaporator) ที่อุณหภูมิ 40 ˚C จนสำรสกัดในขวดก้นกลมเหลือน้อยประมำณ 2 ml   
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                3.2.2.6 กลั้วสำรสกัดจำกขวดก้นกลมด้วยน้ ำ และดูดออกมำใส่ ขวดวัดปริมำตร  

ขนำด 5 ml ปรับปริมำตรเป็น 5 ml ด้วยน้ ำ และเก็บในขวดสีชำปิดสนิทที ่อุณหภูมิ - 20˚C เพ่ือรอ

วิเครำะห์ต่อไป  

                3.2.2.7 ท ำกำรสกัดตำมข้อ 3.2.2.1 ถึง 3.2.2.6 โดยเปลี่ยนตัวท ำละลำยเป็น  

70% เอทำนอล และ เมทำนอล แทนตัวท ำละลำยจำกน้ ำ ตำมล ำดับ 

         3.2.3  กำรวเิครำะหห์ำปรมิำณสำรต้ำนอนมุลูอสิระจำกผลเนื้อมะมว่งปำ่สุก  

                3.2.3.1 กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของ Trolox เพ่ือเทียบกับ DPPH assay 

                         1) เตรียมสำรละลำยมำตรฐำน Trolox (Stock solution) ควำมเข้มข้น 1,000 

µg/ml โดยชั่ง Trolox 0.01 g แล้วปรับปริมำตรเป็น 10 ml ด้วยเมทำนอล ในขวดวัดปริมำตร  

                         2) ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำน Trolox (Stock solution) มำ 0.25 0.5 1.0 และ 1.5 

ml และปรับปริมำตรเป็น 5 ml ด้วยเมทำนอล ซึ่งจะได้ควำมเข้มข้นเป็น 50 100 200 และ 300 µg/ml 

ตำมล ำดับ  

                         3) ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำน Trolox แต่ละควำมเข้มข้นจ ำนวน 0.2 ml แล้วเติม

สำรละลำย DPPH ที่มีควำมเข้มข้น 0.0001 mM เตรียมในเมทำนอล ปริมำตร 3 ml เขย่ำแล้วตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องในที่มืดนำน 30 นำท ี

                         4) น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 517 nm โดยเครื่อง 

Spectrophotometer                          

                         5) สร้ำงกรำฟมำตรฐำนระหว่ำงควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำน Trolox กับค่ำ

กำรดูดกลืนแสง โดยให้แกน x เป็นค่ำควำมเข้มข้นของ Trolox และแกน y เป็นค่ำกำรดูดกลืนแสง น ำค่ำ

กำรดูดกลืนแสงของสำรสกัดตัวอย่ำงมำเทียบกับกรำฟมำตรฐำน ซึ่งค่ำที่ได้แสดงเป็น µg Trolox 

quivalent (TE)/g fresh sample  

               3.2.3.2 กำรวิเครำะหห์ำปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกผลเนื้อมะม่วงป่ำสุกด้วย DPPH 

assay 

                          ทดสอบด้วยสำรละลำย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) น ำไปทดสอบ

หำค่ำกำรดูดกลืนแสงและรำยงำนผลเป็นเปอร์เซ็นต์กำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วย DPPH assay โดยมีขั้นตอน

ดังนี้ 

                           1) ปิเปตสำรละลำย DPPH ที่มีควำมเข้มข้น 0.0001 mM (เตรียมในเมทำนอล) 



18 
 

ปริมำตร 3 ml กับสำรสกัดตัวอย่ำงด้วยน้ ำปริมำตร 0.2 ml เขย่ำแล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่มืดนำน 

30 นำที 

                           2) น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 517 nm  

โดยเครื่อง Sperctrophotometer 

                           3) ท ำกำรทดลองซ้ ำจำกข้อ 1 ถึง 2 แต่เปลี่ยนสำรสกัดตัวอย่ำงด้วยน้ ำ เป็น 70% 

เอทำนอล และเมทำนอล ตำมล ำดับ  

               3.2.3.2 กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของ Trolox เพ่ือเทียบกับ ABTS assay 

                          1) เตรียมสำรลละลำยมำตรฐำน Trolox ควำมเข้มข้น 1,000 µg/ml โดยชั่ง 

Trolox 0.01 g แล้วปรับปริมำตรเป็น 10 ml ด้วยเมทำนอล ในขวดวัดปริมำตรเก็บไว้เป็น Stock 

solution 

                          2) ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำน Trolox จำก1,000 µg/ml (Stock solution) มำ 

0.05  0.5  1.0  1.5  2.0 และ 2.5 ml และปรับปริมำตรเป็น 5 ml ด้วยเมทำนอล ซึ่งจะได้ควำมเข้มข้น

เป็น 1  10  20  30  40  และ 50 µg/ml ตำมล ำดับ จะได้สำรละลำยมำตรฐำน Trolox ที่ใช้ในกำรสร้ำง

กรำฟมำตรฐำน 

                          3) ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำน Trolox แต่ละควำมเข้มข้นจ ำนวน 0.1 ml แล้วเติม

สำรละลำย ABTS ที่มีควำมเข้มข้น 0.0001 mM ในเมทำนอล ปริมำตร 0.1 ml เขย่ำแล้วตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องในที่มืดนำน 30 นำท ี

                          4) น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 743 nm  

โดยเครื่อง Sperctrophotometer 

                          5) สร้ำงกรำฟมำตรฐำนระหว่ำงควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำน Trolox กับ

ค่ำกำรดูดกลืนแสง โดยให้แกน x เป็นค่ำควำมเข้มข้นของ Trolox และแกน y เป็นค่ำกำรดูดกลืนแสง น ำ

ค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรสกัดตัวอย่ำงมำเทียบกับกรำฟมำตรฐำน ซึ่งค่ำที่ได้แสดงเป็น µg Trolox 

quivalent (TE)/g fresh sample                 

               3.2.3.3 กำรวิเครำะหป์ริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกผลเนื้อมะม่วงป่ำสุกด้วย ABTS assay 

                       กำรเกิดปฏิกิริยำจำกกำรลดลงของสีของ ABTS radical ซึ่งมีสีเขียว หลังเติมสำรสกัด

ตัวอย่ำงที่ควำมยำวคลื่น 734 nm โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

                        1) ผสมสำรละลำย 7 mM ABTS กับ 2.45 mM KSO4  



19 
 

แล้วทิ้งไว้ในที่มืดนำน 12-16 ชั่งโมง จะได้ Stock solution 

                         2) ปิเปต Stock solution มำเจือจำงด้วย เมทำนอล จนได้ค่ำ A734 ประมำณ 

0.70±0.05 

                         3) ผสมสำรสกัดตัวอย่ำงจำกน้ ำ 0.1 ml กับสำรละลำย ABTS radical ที่เจือจำงแล้ว

ปริมำตร 0.1 ml เขย่ำแล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่มืดนำน 30 นำที 

                         4) น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 734 nm โดยเครื่อง 

Sperctrophotometer 

                         5) ท ำกำรทดลองซ้ ำจำกข้อ 1 ถึง 4 แต่เปลี่ยนสำรสกัดตัวอย่ำงด้วยน้ ำ เป็น  

70% เอทำนอล และเมทำนอล ตำมล ำดับ  

                3.2.3.4 กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ  

                         ในกำรทดสอบจะท ำกับกำรสกัดตัวอย่ำงละ 3 ซ้ ำ กำรวิเครำะห์หำค่ำกำรต้ำนอนุมูล

อิสระด้วย DPPH assay และ ABTS assay วิเครำะห์ทำงสถิติโดยใช้โปรแกรม Microsoft Excel ช่วยใน

กำรค ำนวณค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรต้ำนอนุมูลอิสระ และค่ำควำมคลำดเคลื่อน 
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บทที4่ 

ผลกำรวจิัย 

4.1 ผลกำรวเิครำะหห์ำปรมิำณสำรตำ้นอนุมลูอสิระดว้ย DPPH assay (radical-scavenging activity) 
         DPPH assay เป็นวิธทีี่นิยมกันอย่ำงมำกในกำรวิเครำะห์ฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระในธรรมชำติ ซึ่ง
เป็นวิธีที่ง่ำย และมีควำมไวในกำรเกิดปฏิกิริยำสูง ในกำรวิเครำะห์จะวิเครำะห์จำกสีของสำรละลำย DPPH 
radical ที่จำงลงเนื่องจำกสำรต้ำนอนุมูลอิสระในกำรสกัดมะม่วงป่ำสุกได้ให้อิเล็กตรอนกับอนุมูล DPPH 
ท ำให้อนุมูลลดลง ซึ่งจะวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงของสีม่วงที่ควำมยำวคลื่น 517 nm ซึ่งได้ผลกำรทดลองดัง
ภำพที่ 4.1 ดังนี้ 

 

 

            ภำพที ่4.1 เปอร์เซ็นต์ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล DPPH ของสำรสกัดมะม่วงป่ำสุก 

            ที่สกัดด้วยน้ ำ  70% เอทำนอล  และเมทำนอล 

 

            %Radical-scavenging activity  ของมะม่วงป่ำสุก จะค ำนวณตำม Braca และคณะ จำกภำพ

ที่ 4.1 สำรสกัดจำกเนื้อผลมะม่วงป่ำสุกที่มีควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล DPPH เรียงล ำดับจำกสูงที่สุด

ไปหำน้อยที่สุด คือ น้ ำ  70% เอทำนอล และเมทำนอล ตำมล ำดับ  
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     (ข)            

 

           ภำพที่ 4.2 ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล DPPH ของมะม่วงป่ำสุก (ก) กรำฟมำตรฐำน Trolox  

           (ข) ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล DPPH ของมะม่วงป่ำสุกเมื่อเทียบกับสำรมำตรฐำน  Trolox        

           ที่สกัดด้วยน้ ำ  70% เอทำนอล และเมทำนอล 

 

 

y = -0.0014x + 1.0298
R² = 0.9501

0

100

200

300

400

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

A 51
7

Trolox (µg /ml)

646.589

366.933

9.657
0

200
400
600
800

น้ ำ 70% เอำนอล เมทำนอล

µg
 tr

ol
ox

 e
qu

iva
le

nt
/g

 fr
es

h 
sa

m
pl

e

Solvent

DPPH

(ก) 



22 
 

ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล DPPH ของสำรสกัดมะม่วงป่ำสุกเมื่อเทียบกับสำรมำตรฐำน 

Trolox จำกภำพที่ 4.2  (ก) (y= -0.004x + 1.0298  R2= 0.9501) โดยมะม่วงป่ำสุกที่มี Trolox 

equivalent (TE) สูงสุดคือ ตัวอย่ำงที่สกัดด้วยน้ ำ (646.589 µg TE/g fresh sample) รองลงมำคือ 

ตัวอย่ำงที่สกัดด้วย 70% เอทำนอล  ส่วนมะม่วงป่ำสุกที่มี TE ต่ ำสุดคือตัวอย่ำงทีส่กัดด้วยเมทำนอล 

(9.657 µg TE/g fresh sample) จำกภำพที่ 4.2 (ค) 

4.2 ผลกำรวเิครำะหห์ำปรมิำณสำรตำ้นอนุมลูอสิระดว้ยวธิ ีABTS assay (Radical-scavenging 

activity) 

               ABTS radical เป็นอนุมูลอิสระที่มีสีเขียว ซึ่งเป็นสำรที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูล

อิสระจำกสำรสกัดท่ีมีวิธีกำรในกำรทดสอบที่ง่ำยอีกวิธีหนึ่ง 

      ค่ำเปอร์เซ็นต์ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล ABTS ทีใกล้เคียงกันมำกนี้อำจจะเกิด

เนื่องมำจำก อนุมูล ABTS มีควำมไวในกำรเข้ำท ำปฏิกิริยำมำก หรืออำจเกิดจำกวิธีในกำรทดสอบท่ีต้อง

เจือจำงสำรละลำยของ อนุมูล ABTS ให้มีค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ 734 nm มีค่ำประมำณ 0.7 ก่อนจึงน ำมำ

ทดสอบ จึงท ำให้ค่ำท่ีได้ไม่แตกต่ำงกัน ซึ่งได้ผลกำรทดลองดังภำพที่ 4.3 ดังนี้ 

 

          ภำพที่ 4.3 เปอร์เซ็นต์ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล ABTS ของสำรสกัดมะม่วงป่ำสุก  

          ที่สกัดด้วยน้ ำ  70% เอทำนอล  และเมทำนอล 

 

95.49

9.283

82.62

0

50

100

150

น้ ำ 70% เอทำนอล เมทำนอล

%
AB

TS
 ra

di
ca

l-s
ca

ve
ng

in 
ac

tiv
ity

solvent

ABTS



23 
 

จำกภำพที่ 4.3 สำรสกัดจำกมะม่วงป่ำสุกที่ใช้ solvent แต่ละชนิดที่น ำมำวิจัย มีควำมสำมำรถในกำรต้ำน

อนุมูล ABTS แตกต่ำงกันคือ มะม่วงป่ำสุกที่มี %Radical-scavenging สูงที่สุดคือ มะม่วงป่ำสุกที่สกัด

ด้วยน้ ำ รองลงมำคือ เมทำนอล และ 70% เอทำนอล ตำมล ำดับ 

    (ก)           

                     
    (ข) 

  
          ภำพที ่4.4  ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล ABTS ของมะม่วงป่ำสุก (ก) กรำฟมำตรฐำน Trolox 

          (ข) ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล ABTS ของมะม่วงป่ำสุกเมื่อเทียบกับสำรมำตรฐำน Trolox  

          ที่สกัดด้วยน้ ำ 70% เอทำนอล และเมทำนอล 

y = -0.0094x + 1.2693
R² = 0.9935
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ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล ABTS ของสำรสกัดเนื้อผลมะม่วงป่ำสุกเมื่อเทียบกับสำร

มำตรฐำน Trolox ภำพที่ 4.4  (ก)  (y= -0.0094x + 1.2693 R2=0.9935) โดยมะม่วงป่ำสุกที่มี Trolox 

equivalent (TE) สูงสุดคือ ตัวอย่ำงที่สกัดด้วยน้ ำ (131.62 µg TE/g fresh sample) รองลงมำคือ 

ตัวอย่ำงสกัดด้วยเมทำนอล ส่วนมะม่วงป่ำที่มี TE ต่ ำสุดคือตัวอย่ำงที่สกัดด้วย 70% เอทำนอล  (65.11 

µg TE/g fresh sample) ภำพที่ 4.6 (ค) 
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บทที ่5 

สรปุผลกำรวจิัย 

 

         เนื้อของผลมะม่วงป่ำสุกถูกขูดออกมำเพ่ือศึกษำหำปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระโดยเปรียบเทรียบ

จำกกำรใช้ตัวท ำละลำยในกำรสกัด 3 ชนิดคือ น้ ำ 70% เอทำนอล และเมทำนอล โดยวิเครำะหด์้วย 

DPPH assay และ ABTS assay จำกผลกำรศึกษำพบว่ำ ตัวท ำละลำยที่เป็นน้ ำ มีปริมำณสำรต้ำนอนุมูล

อิสระสูงที่สุดคือ 90.16% รองลงมำคือตัวท ำละลำยที่เป็น 70% เอทำนอล มีปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระ

เท่ำกับ 52.60% และตัวท ำละลำยที่เป็นเมทำนอลมีปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระน้อยที่สุด เท่ำกับ 4.64 

% ตำมล ำดับ เมื่อศึกษำด้วย DPPH assay นอกจำกนี้ในกำรวิเครำะห์ด้วย ABTS assay นั้นสำรสกัด

ตัวอย่ำงที่ได้จำกตัวท ำละลำยที่เป็นน้ ำจะมีปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระสูงที่สุดคือ  95.49% รองลงมำคือ 

ท ำละลำยที่เป็นเมทำนอลมีปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระเท่ำกับ 82.62% และตัวท ำละลำยที่เป็น  

70% เอทำนอล มีปริมำณสำรต้ำนอนุมูลอิสระน้อยที่สุด เท่ำกับ 9.28% ตำมล ำดับ  

 


