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กติตกิรรมประกาศ 

 งานวจิยัฉบบันีÊ เป็นการศึกษาการสกดั และการทดสอบฤทธิÍ ทางชีวภาพของสารสกดัสมุนไพร 

ฮว่านง็อก โดยทําการศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและความสามารถในการต้านการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียเพืÉอเป็นแนวทางในการทีÉจะนาํไปรักษาโรคต่างๆ  หรือทาํการต่อยอดผลิตยารักษา

โรค 

 การวิจัยครัÊ งนีÊ เล่มนีÊ สําเร็จลุล่วงด้วยดี เนืÉ องจากทางมหาวิทยาลัยราชภัฏบุ รีรัมย์ และคณ ะ

วิทยาศาสตร์  ทีÉใหค้วามอนุเคราะห์ทัÊงทางดา้นเครืÉองมือ อุปกรณ์การทดลอง สถานทีÉทาํการทดลอง สารเคมี

รวมทัÊ งเอกสารต่างๆ ทีÉใช้ในงานวิจัย จนทําให้รายงานวิจยันีÊ สําเร็จลุล่วงไปด้วยดี ขอบคุณนางสาวเพ็ญ 

พรหมวงค,์ นางสาวดุจเดือน ชีวาจร และนางสาวพิกุลทอง สินสุพรรณ์เพียง ทีÉไดเ้สียสละเวลาอนัมีค่ามาช่วย

ทาํงานวิจยัตัÊงแต่แรกจนจบ 

 ขอขอบพระคุณบิดา - มารดาทีÉช่วยเป็นกาํลงัใจใหต่้อสู้จนงานวิจยัไดป้ระสบผลสาํเร็จดว้ย 

 

คณะผูวิ้จยั 



 

บทคัดย่อ 

 การวจิยัในครัÊ งนีÊมีจุดมุ่งหมายเพืÉอทาํการศึกษาการสกดั และวิธีการทดสอบฤทธิÍ ทางชีวภาพของสาร

สกดัจากสมุนไพรฮว่านง็อกโดยการนาํพืชสมุนไพรแห้งหนกั 588.39 g แช่ในตวัทาํละลายอินทรียไ์ดแ้ก่ 

Hexane, Dichloromethane, Ethyl acetate, Ethanol และ Methanol ปริมาตร 600 ml ต่อครัÊ งซึÉ งแช่จาํนวน 3 

ครัÊ ง (ระยะเวลา 3, 2 และ 2 วนั) แลว้ทาํการลดปริมาตรดว้ยเครืÉอง Rotary evaporator  จะไดส้ารสกดัทีÉมี

นํÊ าหนัก 29.12, 60.01, 90.14, 100.03 และ 42.36 g ตามลําดับ นําสารสกัดแต่ละตัวมาทําการทดสอบ

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH method, FRAP method และทดสอบความสามารถใน

การต้านเชืÊอแบคทีเรียชนิด E.Coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.และ Citrobacter พบว่าสารสกัด

หยาบจากใบฮว่านง็อกโดยตวัทาํละลาย Hexane, Dichloromethane, Ethyl acetate, Ethanol และMethanol 

มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ซึÉ งมีค่า IC50 เท่ากับ 12520.00, 1468.46, 768.66, 656.27 

และ 917.07 ppm ตามลาํดบั ในขณะเดียวกนั การทดสอบความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP 

method พบว่าสารสกัดหยาบทีÉมีความสามารถในการรีดีวซ์มากทีÉสุดคือ Crud Dichloromethane สามารถ

รีดิวซ์ได ้Fe2+ ปริมาณ0.228±0.007, 0.471±0.005, 0.947±0.007 mM และรองลงมาเป็น Ethyl acetate ซึÉ งมี

ปริมาณ Fe2+ เท่ากับ 0.158±0.007, 0.509±0.005, 0.936±0.005 และ Methanol ซึÉ งมีปริมาณ Fe2+ เท่ากับ 

0.061±0.012, 0.419±0.007, 0.776±0.007 รองลงมาอีกจะเป็นสารสกัดหยาบ  Crude Ethanol ซึÉ งมีปริมาณ 

Fe2+ เท่ากับ 0.064±0.005, 0.109±0.002, 0.250±0.007 และสุดท้ายจะเป็น Crude Hexane มีปริมาณ Fe2+ 

เท่ากับ   0.130±0.007, 0.185±0.005, 0.248±0.007 ทีÉ ความเข้มข้น ทีÉ ความเข้มข้น ŚŝŘ, 500, 1000 ppm 

ตามลาํดบั ส่วนผลของการทดสอบความสามารถในการตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียพบว่า E.Coli ไม่

มีสารสกัดใดทีÉสามารถต้านได้ และสารสกัดหยาบ Dichloromethane และ Methanol สามารถต้านการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย Klebsiella spp, Etherobacter spp. และCitrobacter  ไดดี้  แต่สารสกดัหยาบจาก 

Ethanol สามารถตา้นการเจริญเติบของแบคทีเรียไดดี้เฉพาะ Klebsiella spp., Citrobacter เท่านัÊน ในขณะทีÉ

สารสกดัหยาบ Hexane, Ethyl acetate ไม่มีความสามารถในการตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดใด

เลย 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

This project deals with extraction and biological evaluation of Pseuderatherum platiferum. The 

solvent that used for extraction were hexane, dichloromethane, ethyl acetate, ethanol and methanol by 

taking the dry Pseuderatherum platiferum  588.39 g ferment with the organic solvent three times for 3, 2 

and 2 day respectivity . Crude extracts of Pseuderatherum Platiferum were analyzed for antioxidant and 

antimicrobacterial activity. The DPPH and FRAP assays were used for determining all Pseuderatherum 

Platiferum extract’s antioxidant activity. Total antioxidant activity of Pseuderatherum Platiferum extract 

by which DPPH assay has IC50 656.270 ppm of ethanol extract. It was the best antioxidant. The other 

extracts like ethyl acetate, methanol, dichloromethane, hexane extract‘s IC50 768.660, 917.070, 1468.460 

and 12520.000 ppm, respectively. For total antioxidant activity of Pseuderatherum Platiferum extract by 

FRAP assays get the highest ferrous concentration were 0.228±0.007, 0.471±0.005, 0.947±0.007 mM at 

2 5 0 , 500, 1000 ppm of ethyl acetate extract. The some of bacterias like E.Coli, Klebsiella spp, 

Enterobacter spp and Citrobacter were uses for determining all Pseuderatherum Platiferum extract agains 

microbacterals. All Pseuderatherum Platiferum extract weren’t inhibit of E.coli but dichloromethane 

extract and methanol extract could inhibit Klebsiella spp, Etherobacter spp and Citrobacter whereas 

hexane and ethyl acetate extract couldn’t inhibit any bacteria in the ranges of concentration uses.  
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บททีÉ 1 

บทนํา 

 

1.1 ทีÉมาและความสําคัญ 

ในปัจจุบนัประเทศทัÉวโลกไดส้ร้างเทคโนโลยีทีÉทนัสมยัเพืÉอเป็นเครืÉองอาํนวยความสะดวก

ของประชากรแต่ละประเทศทัÊงดา้นการติดต่อสืÉอสาร  การคมนาคม การเกษตร  การศึกษา  และการ

รักษาทางการแพทย ์ แต่ในขณะเดียวกนัโรคภยัไขเ้จ็บก็เกิดขึÊนมาทาํร้ายคน และสัตวอ์ยูเ่รืÉอยๆ เช่น

โรคมะเร็งในปีทีÉ ŚŝŜš มีผูป่้วยโรคมะเร็งจาํนวน Ś,219 ราย (Hospital-Based Cancer Registry,2549) 

โรคไขห้วดันก โรคเอดส์ โรคซาร์ นอกจากนีÊแลว้ก็ยงัมีโรคอีกมากมายทีÉเนืÉองมาจากสารอนุมูลอิสระ 

เช่นโรคทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการเสืÉอม ความบกพร่องของเซลลป์ระสาท ระบบสืÉอประสาทในสมอง และ

สภาวะขาดเลือดของอวยัวะทีÉสาํคญัต่อการดาํรงชีวติ เช่น หวัใจและสมอง ทีÉสาํคญัอนุมูลอิสระมาทาํ

ร้ายสารชีวโมเลกุลทีÉสําคัญในร่างกายทีÉไวต่อการถูกออกซิไดซ์ ทําให้คุณสมบติัและการทํางาน

เปลีÉยนไป เกิดการบกพร่อง หรือถูกทาํลาย อนัเป็นตน้เหตุของการเกิดโรคชนิดต่างๆนีÊ  (โอภา วชัระ

คุปต์, 2549) ในขณะเดียวกนัพวกแบคทีเรียก็ไดส้ร้างความเดือดร้อนให้เกิดโรคอีกมากมาย เช่นโรค

อุจจาระร่วง (Diarrheal diseases) โรคติดเชืÊอของระบบทางเดินปัสสาวะ ไส้ติÉงอกัเสบ เยืÉอบุช่องทอ้ง

อกัเสบ แผลติดเชืÊอ โลหิตติดเชืÊอ ซึÉ งเนืÉองมาจากแบคทีเรียกลุ่ม E.Coli  (วิไลลกัษณ์ ศรีสุระ) ทาํให้

สร้างความเสียหายอย่างมากทัÊงดา้นสังคม  ดา้นเศรษฐกิจและดา้นสุขภาพอนามยั เป็นสาเหตุจูงใจให้

นกัวิทยาศาสตร์ทุกดา้นพยายามศึกษาคน้ควา้หาความรู้หรือแกปั้ญหานีÊอยา่งเคร่งครัด เช่นในปี 2550 

ได้มีการค้นพบสารสกัดทีÉมีความสามารถในการต้านอนุมูล DPPH จากเปลือกตน้วงศ์อบเชยมีค่า 

EC50 สูงกวา่ BHT ซึÉ งเป็นสารแอนติออกซิแดนตที์Éยอมรับกนัและเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน 

(Pannee Denrungruang, 2550) 

 ดงันัÊนคณะผูวิ้จยัจึงให้ความสนใจในการศึกษาฤทธิÍ ทางชีวภาพของสารสกดัจากสมุนไพร 

คือใบฮว่านง็อก (Pseuderatherum Platiferum) ทีÉชาวบ้านได้นํามาใช้ในการรักษาโรคเบาหวาน 

โรคมะเร็งชนิดต่างๆ โรคตบัอกัเสบ โรคความดนัโลหิต โรคเลือดออกในลาํไส้ ไขห้วดั ลดอาการ

ปวดประจาํเดือน (ไอเดีย อดุลยานุภาพ, 2550) โดยการนาํใบฮว่านง็อกมาทาํการสกัดโดยใช้ตวัทาํ

ละลายชนิดต่างๆ แลว้ทาํการทดสอบความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระและทาํการทดสอบการฆ่า

เชืÊอแบคทีเรียทีÉก่อใหเ้กิดโรคบางชนิด 
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1.2 วตัถุประสงค์ของการวจิัย 

             1.2.1 ทาํการสกดัสารจากใบฮวา่นง็อกโดยการหมกักบัตวัทาํละลายชนิดต่างๆ 

             1.2.2 ศึกษาความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากใบฮวา่นง็อกทีÉสกดัจากตวัทาํ

  ละลายต่างๆโดยวิธี DPPH method และ FRAP method 

  1.2.3 ศึกษาความสามารถในการตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดต่างๆ 

 1.2.4 เพืÉอเป็นแนวทางในการวิจยัครัÊ งต่อไป 

1.3 ขอบเขตของการวจิัย 

 1.3.1 ทาํการสกดัใบฮว่านงอ็กโดยใชต้วัทาํละลาย Hexane, Dichloromethane, Ethyl acetate, 

   Ethanol และ Methanol 

 1.3.2 ทดสอบความสามารถการต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) โดยวิธี DPPH method, 

   FRAP methodและ Superoxide dismutase assay 

 1.3.3 ทดสอบการต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Klebsiella spp., Etherobacter spp., 

Citrobacter และ E.Coli 

1.4 ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับ 

 1.4.1ไดส้ารสกดัทีÉมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ 

 1.4.2 จะไดส้ารสกดัทีÉมีความสามารถในการตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทีÉทาํใหเ้กิด

   โรคบางชนิด 

       1.4.3ไดแ้นวทางในการศึกษาวิจยัครัÊ งต่อไป 

 



บททีÉ 2 

เอกสารและงานวจิยัทีÉเกีÉยวข้อง 

2.1 บทนํา  

สมุนไพรฮว่านงอ็ก (Hoan Ngoc) เป็นพชืพืÊนเมืองของประเทศเวยีดนามมีผูน้าํเขา้มาใชใ้น

ประเทศไทยเป็นกลุ่มทหารผ่านศึกสมยัสงครามเวียดนามเรียกอีกอยา่งหนึÉงวา่ วา่นลิง หรือ พญา

วานร 

ชืÉอทางวิทยาศาสตร์: Pseuderatherum Platiferum 

Family: Acanthaceae 

สรรพคุณของต้นสมุนไพร  

- รกัษาคนสูงอายุ ปวดเมืÉอยตามร่างกาย ทาํงานหนกั เกิดประสาทหลอน 

- รกัษาไขห้วดั ความดนัโลหิตสูง ทอ้งไส้ไม่ปกติ 

- รกัษาบาดแผล เคลด็ขดัยอก กระดูกหกั 

- รกัษาอาการทางเดินอาหารไม่ปกติ 

- รกัษาอาการโรคกระเพาะอาหาร โรคเลือดออกในลาํไส้ กระเพาะปัสสาวะอกัเสบ 

- รกัษาอาการคอพอก ตบัอกัเสบ 

- รกัษาอาการไตอกัเสบ ปัสสาวะเป็นเลือด ปัสสาวะขุ่นขน้ 

- รกัษาโรคตาทุกชนิด เช่น ตาแดง ตาตอ้ ตาหอ้เลือด 

- รกัษาอาการมดลูกหยอ่นของหญิงคลอดบุตรใหม่ ใหผ้ลดี ช่วยใหม้ดลูกเขา้อู่ 

- รกัษาโรคความดนัโลหิตสูง ความดนัโลหิตตํÉา โรคประสาทอ่อนๆ 

- สามารถใชก้บัสตัวไ์ด ้จากเอกสารระบุวา่ใชก้บัไก่ชนหลงัจากชนไก่แลว้ตอ้งการใหไ้ก่

ฟืÊ นจากอาการบาดเจ็บ ใหไ้ก่กินใบของตน้สมุนไพร จะฟืÊ นตวัไดเ้ร็ว (สรรพคุณและ

ขนาดการใชใ้บวา่นลิง (พญาวานร, ฮวา่นง็อก). Online. http://blog.sanook.com 

/Default.aspx?alias =medplant.) 
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รายละเอียดในการใช้รักษาแต่ละโรค 

- โรคกระเพาะอาหารเป็นแผล รับประทานครัÊ งละไม่เกิน 7 ใบ วนัละ 2 ครัÊ ง รับประทาน

ติดต่อกนัไปจนครบ 50 ใบ 

- โรคเลือดออกในลาํไส้ รับประทานใบสด 713 ใบ หรือคัÊนเอานํÊา วนัละ 2 เวลา 

- โรคเกีÉยวกบัลาํไสใ้หญ่ เป็นบิด รับประทานครัÊ งละไม่เกิน 7 ใบ วนัละ 2 ครัÊ ง 

รับประทานติดต่อกนัไปประมาณ 100 ใบ 

- โรคตบัอกัเสบ คอพอก รับประทานครัÊ งละ 7 ใบ วนัละ 3 ครัÊ ง รับประทานติดต่อกนัไป

จนครบ 150 ใบ 

- โรคไตอกัเสบ ปวดเป็นประจาํ รับประทานครัÊ งละ 34 ใบ วนัละ 3 ครัÊ ง รับประทานไป

จนครบ 30 ใบ 

- อาการทอ้งไสไ้ม่ปกติ รับประทาน 714 ใบ 2 ครัÊ ง ถึงจะหาย 

- ปวดเมืÉอยตามร่างกาย รับประทาน 714ใบ 2 ครัÊ ง ถึงจะหาย 

- อาการปัสสาวะแสบ ปัสสาวะเป็นเลือด รับประทาน 1,421 ใบ โดยการคัÊนเอานํÊาขน้ๆ

รับประทาน 

- โรคตาแดง รับประทาน 7 ใบ และบด 3 ใบ ปิดทีÉตาเวลานอน 1 คืน จะหาย 

- โรคความดนัโลหิตสูง จะลดทนัทีเมืÉอรับประทาน 5 – 9 ใบ 

- แกโ้รคเบาหวาน ผูช้ายรับประทาน วนัละ 7 ใบ ผูห้ญิงรับประทานวนัละ 9 ใบ ภายใน 

90 วนั จะหาย 

- ใชก้บัสัตว ์เช่น ไก่เหงา เป็นอหิวาต ์หรือ นิวคาสเซิÉล ใหไ้ก่กิน 23 ใบ ไก่ชนหลงัจาก

การชนแลว้ใหกิ้น 23 ใบ 

- สตรีหลงัคลอด รับประทานวนัละ 1 ใบ ทุกวนั จะทาํใหฟื้Ê นตวัไดเ้ร็ว 

 

2.2 พืชสมุนไพร 

สมนุไพรเป็นทรัพยากรธรรมชาติทีÉมีประวติัควบคู่กบัชีวติของมวลมนุษยม์ายาวนาน โดยใช้

สมนุไพรในการบาํบดัรักษาโรคมาแต่โบราณกาลดว้ยการลองผิดลองถกู หากพืชสมุนไพรชนิดใดให้

ประโยชนด์า้นการรักษาโรค ก็จะจดจาํถ่ายทอดสืบต่อกนัไปทาํใหเ้กิดเป็นยากลางบา้น (folklore 

medicine) ใชก้นัในชุมชนเล็กๆ หรือเป็นยาแผนโบราณ (traditional medicine) ใชก้นัในชุมชน

ใหญ่ๆ เมืÉอพูดถึงสมุนไพรในความรู้สึกของคนทัÉวๆ ไป มกัจะนึกถึงเฉพาะยาทีÉไดจ้ากพืชเท่านัÊน แต่

จริงๆแลว้สมุนไพรหมายถึงยาจากพืช สตัว ์แร่ธาตุ และจุลินทรีย ์แต่ปัจจุบนัยาทีÉไดจ้ากสตัวแ์ละแร่
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ธาตุยงัไม่เป็นทีÉแพร่หลายในประเทศไทย เช่น ยาจากคางคก ซึÉ งพบในต่อมใตต้ามีสีขาวจะ

เปลีÉยนเป็นสีนํÊาตาลดาํเมืÉอทาํใหแ้หง้ มีบิวฟาโทลิน (bufatolin) และ บิวโฟลิน (bufolin) เป็น

สารสาํคญัใชเ้ป็นยาบาํรุงหัวใจ แกป้วด แกไ้อ แกค้นั ฯลฯ ส่วนอืÉนๆ ของสัตวห์รือสตัวท์ัÊงตวัทีÉ

นาํมาใชเ้ป็นยา ไดแ้ก่ เขากวางอ่อน ดีงู ดีหมี ตุ๊กแก ไส้เดือน เป็นตน้ สาํหรับแร่ทีÉใชเ้ป็นยาบ่อยๆ 

ไดแ้ก่ เกลือแกง นํÊ าปูนใส เป็นตน้ ในปัจจุบนัสารสกดัจากสมุนไพรไดจ้ากพืชเป็นส่วนใหญ่ และ

สารสกดัทีÉยอมรับในเภสชัตาํหรับกล็ว้นแต่ไดม้าจากพชื ส่วนสารทีÉไดจ้ากสตัวแ์ละจุลินทรียก์็จะใช้

เทคนิคจาํเพาะทีÉแตกต่างออกไป    

ในประเทศไทยเป็นประเทศหนึÉงทีÉมีป่าเขตร้อน (tropical forest) ทีÉมีความหลากหลายของ

ทรัพยากรทางชีวภาพ (biological diversity resources) นัÉนคือ มีความหลายหลายของพนัธ์ุพืช

สมนุไพร พนัธุ์สัตว ์ และแร่ธาตุ จึงมีการใชย้าสมุนไพรในการรักษาโรคภยัไขเ้จบ็ต่างๆ กนัอยา่ง

กวา้งขวางในทุกครัวเรือนมาเป็นเวลาชา้นาน เนืÉองจากมีสมุนไพรเป็นจาํนวนมากทีÉสามารถนาํมาใช้

รกัษาโรคได ้ และบางชนิดประชาชนก็มีความคุน้เคยในการนาํมารักษาโรคดว้ยตวัเอง ความนิยมใน

การใชส้มุนไพรไดล้ดนอ้ยลงอยา่งมากในช่วงทีÉอุตสาหกรรมผลิตยาเคมีสงัเคราะห์แผนปัจจุบนัได้

เจริญรุดหนา้อยา่งรวดเร็ว จนกระทัÊงประชาชนผูบ้ริโภคไดต้ระหนกัถึงอนัตรายจากฤทธิÍ ขา้งเคียง

และความเป็นพิษของยาเคมีสังเคราะห์กนัมากขึÊน ทาํใหส้มุนไพรเป็นทีÉสนใจและมีความสาํคญั

ยิÉงขึÊนอีกครัÊ งหนึÉง   

การพฒันาพืชสมุนไพรเพืÉอใชเ้ป็นยาจะเป็นกลวิธีหนึÉงทีÉช่วยแกปั้ญหาเศรษฐกิจของประเทศ

ไดส่้วนหนึÉง กล่าวคือ เมืÉอสมุนไพรบางชนิดไดรั้บการพฒันาเป็นยาแลว้ ประชาชนนิยมใช้อยา่ง

แพร่หลาย ก็จะทาํใหส้มุนไพรชนิดนัÊนเป็นพืชเศรษฐกิจไดแ้ละสามารถลดการนาํเขา้บางส่วน 

นอกจากนัÊนการนาํสมุนไพรมาใชเ้ป็นยายงัสอดคลอ้งกบันโยบายของรัฐบาลในเรืÉองการให้

ประชาชนมีความสามารถในการพึÉงตนเองไดใ้นทางสาธารณสุขอีกดว้ย 

ความสําคัญของยาจากพืชสมุนไพร 

ปัจจุบนัทัÉวโลกให้ความสนใจกบัพืชสมุนไพรเป็นอยา่งมากทัÊงดา้นอุตสาหกรรมยา อาหาร

และ เครืÉองสาํอางเนืÉองจากเริÉมประจกัษถึ์งอนัตรายจากฤทธิÍ ขา้งเคีย และความเป็นพิษของสิÉง

สังเคราะห์หรือยาแผนปัจจุบนักนัมากขึÊน ประกอบกบัการวิจยัคน้ควา้ยาตวัใหม่ๆ จากพืชสมุนไพร
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ต่างๆ เช่น อนุพนัธ์อาเทมิซินิน (artemisinin derivatives) ไดแ้ก่ อาทาซูเนต (artesunate) และอาเทมี

เทอร์ (artemether) เป็นสารพวกแลกโทน (lactone) จากตน้ซิงเฮา (Arteisia annua L.) ในวงศค์อมโพ

สิเต (Compositae) ใชเ้ป็นยาตา้นมาลาเรียทีÉออกฤทธิÍ รวดเร็วและมีความเป็นพิษตํÉา โดยออกฤทธิÍ ฆา่

เชืÊอพลาสโมเดียม (Plasmodium) ในระยะทีÉอยู่ในเมด็เลือดไดม้ากกวา่ร้อยละ 95 และจะหมดไปจาก

กระแสเลือดภายใน 24 ชัÉวโมงหลงัใหย้า หรือสารในกลุ่มไพรีทริน (pyrethrin) ทีÉสกดัไดจ้ากดอก

ไพรีทรัม (Pyrethrum cinerarifilium Trev.) ในวงศค์อมโพซิเต ใชเ้ป็นยาฆ่าแมลงทัÊงประเภทเคีÊยว

และดูด รวมทัÊงแมลงรบกวนภายในบา้น เช่น มด ยงุ แมลงวนั ไพรีทรินจะสลายตวัไดง่้าย ทาํใหไ้ม่มี

ปัญหาพาตกคา้งเหมือนยาฆ่าแมลงแบบสังเคราะหแ์ละมีความเป็นพิษต่อสัตวเ์ลีÊยงลูกดว้ยนม  ส่วน 

plaunotol  เป็นสารจาํพวกไดเทอร์พีนแอลกอฮอล ์ (diterpene alcohol) แยกไดจ้ากใบเป้านอ้ย 

(Croton sublylatus Kurz.) ในวงศย์ฟูอร์เบียซีอี (Euphorbiaceae) ใชรั้กษาแผลในกระเพาะอาหารและ

ลาํไส ้ มีฤทธิÍ ขา้งคียงนอ้ยกว่ายาสังเคราะห์ทีÉมีอยูใ่นปัจจุบนั เป็นตน้ ทาํใหส้มุนไพรเป็นแหล่งสาํคญั

ของสารประกอบเคมีจาํนวนมหาศาลทีÉมีประโยชนท์ัÊงทางการแพทยแ์ละอุตสาหกรรม แมว้า่ปัจจุบนั

จะยงัคงมีการสังเคราะห์สารเคมีขึÊนมาเพืÉอใชเ้ป็นยาจาํนวนมาก แต่ตวัยาสาํคญัๆ หลายชนิดยงัคงได้

จากการสกดัจากพืชสมุนไพร เช่น จิงโกไลด ์ บี (Ginkgolide B.) เป็นสารจากใบแปะก๊วย (Ginkgo 

biloba L.) ในวงศจิ์งโกซีอี (Ginkgoceae) ซึÉ งนิยมใชก้นัมากในวงการแพทยท์ัÉวโลก ช่วยป้องกนัและ

รกัษาความสมบูรณ์ของผนงัเส้นเลือดฝอย ปรบัระดบัหมุนเวียนของเลือดและต่อตา้นการอกัเสบ การ

บวม จึงใชใ้นผูป่้วยทีÉเลือดไปเลีÊยงสมองไม่พอ ผนงัเส้นเลือดแดงทาํงานไม่ปกติ ป้องกนัการเกิด

อมัพาต ใชก้บัโรคทีÉเกีÉยวกบัความชรา เช่น วิงเวยีน ปวดศีรษะ หูอืÊอ และใชป้รับอารมณ์ผูสู้งอาย ุ

วงการแพทยปั์จจุบนัตอ้งอาศยัผลิตภณัฑย์าจากธรรมชาติ เพืÉอเป็นแหล่งผลิตยาในการบาํบดัรักษา

โรคประมาณร้อยละ 40 ของตาํรับยา รวมทัÊงยาสามญัประจาํบา้นลว้นมาจากธรรมชาติ นอกจากนีÊ

สมนุไพรในรูปอาหารเสริมสุขภาพ (health foods) หรือยาชง (teas) ประเภทต่างๆ ทีÉมาจากธรรมชาติ

ก็เป็นทีÉนิยมกนัมากในตลาดทางเอเชียตะวนัออก อเมริกา และยโุรป ปัจจุบนัประเทศไทยมีการตืÉนตวั

ในเรืÉองอาหารเสริมสุขภาพเป็นอนัมาก เช่น โสม (Panax ginseng C.A. Meyer) เชืÉอวา่จะทาํให้

สุขภาพแข็งแรง กระชุ่มกระชวย มีกาํลงัวงัชา และช่วยใหร่้างกายแขง็แรง มีกาํลงัวงัชา และช่วยให้

ร่างกายปรับตวัเขากบัสภาวะต่างๆ ไดดี้ หรือ เลซิทิน (lecithin) ซึÉ งพบมากในถัÉวเหลือง (Glycine max 

Merr.) และไข่แดง มีคุณสมบติัช่วยบาํรุงผิวพรรณใหนุ่้มนวลสดใส ปราศจากริÊวรอย ช่วยละลาย
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ไขมนัในกระแสเลือด ป้องกนัการรวมตวัของคอเลสเทอรอลเป็นกอ้น  ไม่เกิดเป็นตะกอนจบัตวัแข็ง 

ป้องกนัโรคหวัใจ นอกจากนีÊสารสาํคญัในเลซิทีน คือ ฟอสฟาติดิวโคลีน(phosphatidyl chloline) เมืÉอ

เขา้สู่สมองจะเปลีÉยนเป็นอะเซทิลโคลีน (acetylcholine) ซึÉ งทาํหนา้ทีÉเป็นสารสืÉอประสาท การ

รับประทานเลซิทินซึÉ งมีฟอสฟาติดิวโคลีนสูง จะมีผลใหอ้ะเซทิลโคลีนเพิÉมขึÊน เป็นการส่งเสริม

บทบาทการทาํงานของสมองในดา้นการเรียนรู้และความจาํ มีการใชเ้ลซิทินในการบาํบดัและป้องกนั

โรคความจาํเสืÉอมในผูสู้งอายุดว้ย 

นอกจากนีÊการใชอ้งคป์ระกอบทางเคมีทีÉมีอยูใ่นพืชสมุนไพรเป็นตน้แบบ (model) ในการ

สงัเคราะห์ยาดว้ยกรรมวิธีทางเคมี เช่น ยาชาเฉพาะทีÉ (local anesthetic) มีสูตรพืÊนฐานของโคเคน 

(cocaine) ซึÉ งพบในใบโคคา (Erythroxylum coca Lamarck) วงศอี์ริโทซิลลาซีอี (Erythroxylaceae) 

เป็นตน้ ยาแผนปัจจุบนัส่วนหนึÉงไดจ้ากการใชเ้ชืÊอจุลินทรียเ์ปลีÉยนแปลงสูตรเคมีของผลิตภณัฑ์

ธรรมชาติใหก้ลายเป็นยา (partial synthesis) เช่น สเตียรอยดฮ์อร์โมน (steroid hormone) ทีÉใชก้นั

อยา่งกวา้งขวางในปัจจุบนัจะใชไ้ดออสจีนิน (diosgenin) จากพชืตระกูลไดออสโคเรีย (Dioscorea 

spp.) เป็นสารตัÊงตน้ผสมกบัจุลินทรีย ์ (microbial transformation) เพืÉอทาํการสังเคราะห์โปรเจสเตอ

โรน (progesterone) เพืÉอใชใ้นยาคุมกาํเนิด  

ปัจจุบันเครืÉ องสําอางส่วนใหญ่มีพืชสมุนไพรเป็นองค์ประกอบแทบทัÊ งสิÊน เช่น กรด

แอลฟาไฮดรอกซี (-Hydroxy acids, AHA) ซึÉ งเป็นสารสกดัจากผลไมน้านาชนิดจะช่วยเร่งการหลุด

ลอกของเซลล์ชัÊนบนสุดทีÉ เสืÉอม รวมทัÊงรอยเหีÉยวย่นตืÊนๆ พร้อมทัÊงเสริมสร้างเซลล์ใหม่ให้เขา้มา

แทนทีÉ จึงทาํใหผิ้วพรรณสดใสแลดูเนียน นิยมใชม้ากในผลิตภณัฑ์ชะลอความแก่และ เครืÉองสาํอาง

บาํรุงผิว นอกจากนัÊนยงัมีการใชก้รดบีตาไฮดรอกซี (-Hydroxy acids) ซึÉ งละลายในไขมนัไดดี้กว่า

กรดแอลฟาไฮดรอกซีในเครืÉองสาํอางดว้ย หรือสารอโลอีน (aloin) จากใบวา่นหางจระเข ้(Aloe vera 

L.)  สามารถดูดรังสีอลัตราไวโอเลตไดร้้อยละ 20-30 จึงนาํมาผสมในครีมป้องกนัแดด 

2.3 เชืÊอแบคทีเรีย 

2.3.1  E. Coli 

ลักษณะการเจริญเติบโตและปฎิกริิยาทางชีวเคมี 
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E. Coli เจริญไดดี้บนอาหารเลีÊยงเชืÊอชนิดธรรมดา เมืÉอเลีÊยงบนอาหารชนิดทีÉแสดงความ

แตกต่างของเชืÊอ เช่น MacConkey agar โคโลนีมีขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 2-3 มิลลิเมตร และมีสีชมพู

แดง เนืÉองจากหมกัย่อยแลคโตสได ้(lactose fermenter) กรดทีÉเกิดจากการหมกัยอ่ยนํÊาตาลจะทาํใหสี้

ของอินดิเกเตอร์ในอาหารเปลีÉยนไปจากเดิม เชืÊอบางสายพนัธุ์ไม่สามารถย่อยนํÊาตาลแลคโตสได ้

(non-lactose fermenter) ซึÉ งใหล้กัษณะโคโลนีทีÉไม่มีสี บางสายพนัธ์ุใหผ้ลการหมกัชา้ซึÉ งอาจนานถึง 

7 วนั (late lactose fermenter) 

คุณลกัษณะทีÉสาํคญัของการวินิจฉยั E. coli ไดแ้ก่ การทดสอบ IMViC ใหผ้ล ++ - - คือ 

Indole และ Metyl Red ใหผ้ลบวก ส่วน Voges Proskauer และ Citrate ใหผ้ลลบ ส่วนใหญ่เคลืÉอนทีÉ

ได ้

คุณสมบัตขิองแอนตเิจน 

แอนติเจนของ E. coli มีหลายชนิดคือ 

1. แอนติเจน O มี 162 ชนิด อยูใ่นชัÊนผนงัเซลล ์ทนต่อความร้อนทีÉ 121 0C ไดดี้ 

2. แอนติเจน K มี 100 ชนิดซึÉ งอาจเป็น L, A หรือ B แอนติเจนนีÊ เป็นส่วนหนึÉงของแคปซูลทีÉ

หุม้ตวัแบคทีเรียและคลุมแอนติเจน O ทาํใหเ้ชืÊอไม่เกาะกลุ่มกนัในแอนติซีรัม O ยกเวน้ต่อเมืÉอทาํลาย

แอนติเจน K เสียก่อนโดยการตม้ทีÉ 100 0C นาน 2.5 ชม. หรือทีÉ 121 ºC นาน 2 ชัÉวโมง 

3. แอนติเจน H มี 52 ชนิด เป็นส่วนของแฟลกเจลลาของแบคทีเรีย จะถูกทาํลายเมืÉอนาํไป

ตม้ทีÉ 100ºC  

แอนติเจน O, K และ H มีคุณสมบตัิทางกายภาพและภูมิคุม้กนัวทิยาต่างกนั และการแยก 

serotype ของเชืÊอขึÊนอยูก่บัชนิดของแอนติเจนเหล่านีÊ  

 

 การทําให้เกิดโรคและพยาธิสภาพ 

E. coli มีอยูท่ ัÉวไปในดิน นํÊา และลาํไสข้องคนและสัตวโ์ดยไม่ทาํใหเ้กิดโรค มีบาง serotype 

ทาํใหเ้กิดโรคในคน คือ 

1. โรคอุจจาระร่วง (Diarrheal diseases) E. coli บาง serotype ทาํให้เกิดโรคอุจจาระร่วงพบ

มากในเดก็อายุตํÉากวา่ 2 ขวบ (Infantile Diarrhea) และพบในผูใ้หญ่ทีÉเดินทางไปต่างถิÉน แลว้เกิดเป็น

โรคอุจจาระร่วงทีÉเรียกวา่ traveler diarrhea เชืÊอทีÉเป็นสาเหตุของโรคอุจจาระร่วงมี 3 กลุ่มคือ 

1.1 กลุ่ม Enterotoxigenic แบคทีเรียมีสารพิษพวกเอกโซทอกซินซึÉ งอาจเป็นชนิดทีÉ

ไม่ทนต่อความร้อน หรือชนิดทีÉทนต่อความร้อน สารพิษชนิดทีÉไม่ทนต่อความร้อนมีคุณสมบติัคลา้ย

เอนเทอโรทอกซินของ Vibrio cholerae โดยจะกระตุน้เอนไซม์ adenyl cyclase ใน Epithelial cell ใน

ลาํไส้ทาํให้เกิดมีอาการคลัÉงของ cyclic adenosine monophosbphate (cAMP) ยงัส่งผลให้มีการหลัÉง
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ของฟลูอิดเขา้ไปในลูเมนของลาํไส้ ส่วนกลไกการออกฤทธิÍ ของสารพิษชนิดทนต่อความร้อนยงัไม่

ทราบ เชืÊอทีÉสร้างสารพิษได ้ได้แก่ serotype 06 08025 027 078 0148 และ 0159 แต่การทีÉคนเกิดมี

อุจจาระร่วงนัÊนไม่ไดขึ้Êนอยู่กับการมีเอนเทอโรทอกซินเท่านัÊน ยงัขึÊนอยู่กับปัจจยัอืÉนๆอีก รวมทัÊง

ความสามารถของเชืÊอโรคในการทีÉจะดาํรงตวัเองอยู่ทีÉ  Epithelial Cell ในลาํไส้เล็ก การตรวจสอบ 

enterotoxigenic E. Coli ทาํได้หลายวิธีได้แก่ Rabbit ileal loop test และวิธี tissue culture assay เป็น

ตน้ 

1.2 กลุ่ม Enteroinvasive 

แบคทีเรียจะทาํลาย Epithelial cell ของลาํไส้ทาํใหล้าํไสเ้กิดเป็นแผล ผูป่้วยมีอาการ

คลา้ยกบัโรคบิดทีÉเกิดจากเชืÊอShigella ไดแ้ก่ serotypes 028 0112 0115 01240136 0143 0144 0147 

และ 0152 พวกนีÊ ใชว้ิธี Sereny test 

1.3 กลุ่ม Enteropathogenic 

กลไกในการก่อให้เกิดโรคในคนยงัไม่ทราบแน่ชดั เชืÊอกลุ่มนีÊ ไดแ้ก่ serotypes 026 

055 086 0111 0114 0119 0125 0126 0127 0128 และ 0142 ตรวจหาได้ทางวิธีซีโรโลยีดูการเกาะ

กลุ่มของเชืÊอในแอนติเซรัมจาํเพาะ serotype ทีÉก่อใหเ้กิดโรคในคนอาจตรวจพบไดใ้นอุจจาระของคน

ปกติ ผูที้Éป่วยเป็นโรคอาจมีอาการไขห้รือไม่มีอาการไข ้อุจจาระเป็นนํÊ า ต่อมาอาจมีมูกปน ร่างกาย

อ่อนเพลียเพราะเสียนํÊา และอิเลค็โตรไลทม์าก อาจถึงกบัช็อคและตายได ้

2. โรคติดเชืÊอของระบบทางเดินปัสสาวะ มกัมีสาเหตุมาจากเชืÊอทีÉอาศยัอยูใ่นลาํไสผู้ป่้วย 

3. โรคติดเชืÊออืÉนๆ เช่น ไสติ้Éงอกัเสบ เยืÉอบุช่องทอ้งอกัเสบ แผลติดเชืÊอ โลหิตติดเชืÊอ เป็นตน้ 

2.3.2. Enterobacter 

เป็น gram negative bacilli ทีÉพบไดบ่้อยทีÉสุดในสิÉงส่งตรวจของผูป่้วย และส่วนใหญ่เป็น 

Normal flora ของทางเดินอาหาร และเจริญเติบโตไดง่้าย ทัÊงในสภาวะทีÉมี หรือไม่มีออกซิเจน  

ลกัษณะทัÉวไป 

-  เป็น Gram negative bacilli ทีÉไม่สรา้งสปอร์ 

-  มีทัÊงพวกทีÉสามารถเคลืÉอนทีÉได ้และไม่ได ้พวกทีÉเคลืÉอนทีÉไดส่้วนใหญ่จะใช ้Peritrichous            

flagella (flagella ทีÉอยู่รอบๆเซลลใ์นการเคลืÉอนทีÉ) 

-  Ferment กลูโคสใหก้รดและแก๊ส หรือใหก้รดเพียงอยา่งเดียว 
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-  Reduce ไนเตรต ใหเ้ป็น ไนไตรดไ์ด ้

-  Oxidase test ใหผ้ล Negative 

ความสําคัญทางการแพทย์ 

       แบคทีเรียใน family นีÊ ส่วนใหญอ่ยู่ในลาํไส้ของคนและสัตวโ์ดยไม่ก่อใหเ้กิดโรค

จึงเรียกวา่ entericbacteria เชืÊอบางตวัเป็นเชืÊอก่อโรคเช่น Shigella, Salmonella, Yersinia pestis บาง

ตวักเ็ป็น Normalflora ทีÉอาจเป็นเชืÊอฉวยโอกาสไดท้าํใหเ้กิดโรคได ้(opportunistic pathogent) เช่น 

E.coli, Klebsiella pneumonia และ Proteus mirabilis  

การเจริญบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ 

1. Enrichment media เช่น blood agar และ Chocolate agar  เชืÊอEnterobacteriaceae สามารถ

เจริญไดดี้มกัจะใหโ้คโลนีขนาดใหญ่ บางชนิด เช่น Klebseilla spp. ใหโ้คโลนีมนัเยิÊมเพราะสามารถ

สร้าง Capsule ได ้บางชนิดสามารถสลายเมด็เลือดแดงบน blood agar ได ้ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร

เลีÊยงเชืÊอเหล่านีÊ ไม่สามารถจาํแนกแบคทีเรียใน family Enterobacteriaceae นีÊได ้

2. Selective media การเจริญบนอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉมีเกลือของกรดนํÊาดีและสีอะนีลีน ซึÉ งทาํ

หนา้ทีÉยบัย ัÊงการเจริญของเชืÊอแกรม positive เช่น MacConkey agar สามารถช่วยแยกแบคทีเรียกลุ่มนีÊ

ออกเป็น 2 กลุ่มไดแ้ก่   

          2.1 Lactose fermenter แบคทีเรียกลุ่มนีÊสามารถ ferment lactose ไดท้าํใหเ้กิดกรด 

lactic acid ซึÉ งเปลีÉยนสีของ indicater ทาํให้โคโลนีมีสีแดงหรือสีชมพ ูLactose fermenter ไดแ้ก่ 

E.coli, Klebseilla และ Enterobacter เป็นตน้   

          2.2 Non lactose fermenter แบคทีเรียกลุ่มนีÊ ใหโ้คโลนีทีÉไม่มีสี ไดแ้ก่ Shigella, 

Salmonella, Edwardsiella และ Proteus  

     นอกจากนัÊนยงัมีแบคทีเรียอีกกลุ่มหนึÉงทีÉสามารถ ferment lactose ไดแ้ต่ชา้ ( delayed 

fermenter) คือภายใน 3-7 วนั ไดแ้ก่ Citrobacter, Arizona 
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Biochemical test 

การวินิจฉยัแยกเชืÊอในกลุ่มนีÊอาศยัการทดสอบ Biochemical test ทีÉสาํคญัดงัตารางทีÉ 2.1 

ตารางทีÉ 2.1 แสดงวิธีการทดสอบ Biochemical test ในการวินิจฉยัแยกเชืÊอในกลุ่ม 

Enterobacter 

TSI   Oxidase test 

 Indole production   Citrate utilization 

 Motile    Urease test 

 Lysine deaminase   Lysine decarboxylase 

 Ornitine decarboxylase   Methyl red 

 Voges Proskauer    

     ในหอ้งปฏิบติัการบางแห่งอาจไม่จาํเป็นตอ้งรายงานผล identification เชืÊอบางตวัใน family นีÊ ถึง

ระดบั species อาจจะใช ้biocemical test ทีÉสาํคญัๆ เช่น TSI,Oxidase test, Indole production, Citrate 

utilization, Motile,Urease test, Lysine deaminase และ Lysine- decarboxylase ก็สามารถวินิจฉยัแยก

เชืÊอได ้

2.4 อนุมูลอสิระ (Free Radical) 

 อนุมูลอิสระ เป็นอะตอมหรือโมเลกุลทีÉมีอิเลก็ตรอนเดีÉยวอยูใ่นออร์บิทลัวงนอกสุดทีÉมีระดบั

พลงังานสูง คาํจาํกดัความนีÊหมายรวมถึงอะตอมของไฮโดรเจนและอิออนของโลหะทรานซิชนัส่วน

ใหญ่ นอกจากนีÊ ยงัร่วมถึงโมเลกุลของออกซิเจนซึÉ งนับว่าเป็นอนุมูลเพราะมีอิเล็กตรอนจาํนวน 2 

อิเลก็ตรอนแต่ละอิเลก็ตรอนแยกกนัอยูเ่ป็นอิเล็กตรอนเดีÉยวในแต่ละออร์บิทลั ทัÊงนีÊการสปินหรือการ

หมุนรอบตวัของอิเล็กตรอนทัÊงสองจะสปินแบบคู่ขนานในทิศทางเดียวกนั อนุมูลอิสระทัÊงทีÉอยู่ใน

สภาวะเป็นกลางทางไฟฟ้า และอนุมูลอยูใ่นสภาวะทีÉมีประจุไฟฟ้า โดยมีทัÊงประจุบวกและประจุลบ 

สัญลกัษณ์เคมีของอนุมูลอิสระ คืออิเล็กตรอนเดีÉยวของอนุมูลอิสระแสดงดว้ยจุดในตาํแหน่งขา้งบน
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ของสัญลักษณ์ เคมี เช่น อนุมูล A. โดยเฉพาะอนุมูลอิสระทีÉ มีนํÊ าหนักโลเลกุลตํÉ า จะไวต่อการ

เกิดปฏิกิริยามากกว่าอนุมูอิสระทีÉมีนํÊ าหนักโมเลกุลสูง เนืÉองจากอิเล็กตรอนเดีÉยวไม่เสถียรและ

พยายามจับคู่กับอิเล็กตรอนเดีÉยวอืÉน ดัÊงนัÊนอนุมูลอิสระจึงมีสมบัติเฉพาะ คือมีความไวต่อการ

เกิดปฏิกิริยาต่อโมเลกุลอืÉนๆ อย่างไรก็ตามยงัมีอนุมูลอิสระบางชนิดทีÉมีความเสถียร ไม่ไวต่อการ

เกิดปฏิกิริยา สามารถอยูใ่นสภาพอนุมูลอิสระไดน้าน อนุมูลอิสระทีÉมีความเสถียรมีน้อยชนิดมาก 

เช่น อนุมูลอิสระทีÉมีความสําคัญในทางชีวภาพ ได้แก่ อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (O2
-•) 

อนุมูลไฮโดรอกซี (HO•) อนุมูลอลัคอกซี (RO•) และอนุมูลซุปเปอร์ไฮดรอกซี (HO•
2) อนุมูลอิสระ

เหล่านีÊจดัเป็นอนุมูลอิสระทีÉมีความไวในการเกิดปฏิกิริยาสูงมาก และขณะทีÉไนตริกออกไซด์ (NO) 

หรือ อนุมูลไนตริกออกไซด์ (ON•) อนุมูลวิตามินอี และอนุมูลวิตามินซีมีความไวรองลงมา  การเกิด

อนุมูลอิสระมีหลายกลไกทีÉแตกต่างกนัดงันีÊ  

ก. การแตกพนัธะโควาเลนทแ์บบโฮโมไลซิส 

A : B  A• + B• 

ข. การเพิÉมอิเลคตรอนหนึÉงตวัใหแ้ก่อะตอมทีÉเป็นกลางทางไฟฟ้า 

A + e-   A-• 

ค. การสูญเสียอิเลคตรอนหนึÉงตวัจากอะตอมทีÉเป็นกลาง 

A A+• + e- 

2.5  ชนดิและการเรียกชืÉออนุมูลอิสระและสารทีÉเกีÉยวข้อง 

 อนุมูลอิสระ หรืออนุมูล เป็นศพัทที์Éใชคู่้กนั เหตุทีÉมีการตดัคาํวา่ อิสระ ออกเนืÉองจากคุณสมบติั

ทีÉไวต่อปฏิกิริยาทาํใหอ้นุมูลไม่คงตวัอยู่ในสภาพอิสระได ้ส่วนการทีÉยงัใชค้าํวา่อิสระเนืÉองจาก

ตอ้งการเนน้ถึงเหตุของความไวต่อปฏิกิริยา ซึÉ งผลมาจากสภาวะความเป็นอิเลก็ตรอนเดีÉยวเป็นอิสระ

ไม่มีคู่ นอกจากนีÊการวิจยัพบวา่มีสารหลายชนิดทีÉไม่อยูใ่นสภาพอนุมูลแต่มีความเกีÉยวขอ้งกบัอนุมูล 

และมีความไวต่อปฏิกิริยาสูงดงัแสดงในตารางทีÉ 2.1 สารเหล่านีÊมีทัÊงสารทีÉใหก้าํเนิดสารอนุมูลอิสระ 

เนืÉองจากมีความคงตวัตํÉาและสลายตวัไดง่้าย เช่น โอโซน หรือเป็นสารทีÉทาํปฏิกิริยากบัสารอืÉนเกิด

เป็นอนุมูล เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์รวมถึงสารทีÉเป็นผลผลิตของอนุมูลทีÉอนัตรายสูง ไดแ้ก่ 

เปอร์ออกซีไนไตรท ์ซึÉงเรียกโดยร่วมวา่สารไวต่อปฏิกิริยา (reactive species, RS) 
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 อนุมูลอิสระและสารทีÉเกีÉยวขอ้งทางชีววทิยา สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่มใหญ่ คือกลุ่มทีÉมี

ออกซิเจนเป็นองคป์ระกอบสาํคญั (Reactive oxygen species, ROS) กลุ่มทีÉมีไนโตรเจนเป็น

องคป์ระกอบสาํคญั (Reactive nitrogen species, RNS) และกลุ่มทีÉมีคลอรีนเป็นองคป์ระกอบสาํคญั 

(Reactive chlorine species, RCS) สารบางชนิดสามารถจดัอยูไ่ด ้Ś กลุ่ม เช่น เปอร์ออกซีไนไตรท ์

 ตารางทีÉ 2.2 : แสดงชนิดของอนุมูลอิสระและสารทีÉเกีÉยวขอ้ง 

อนุมูลอิสระ สารทีÉเกีÉยวขอ้ง 

Reactive Oxygen Species  (ROS) 

- Superoxide anion, O2
-• 

- Hydroxyl, HO• 

- Hydroperoxyl, HO2
• 

-  Peroxyl, RO2
•  

- Alkoxyl, RO• 

- Carbonate,CO3
-• 

-  Carbon dioxide 

Reactive nitrogen species (RNS) 

- Nitric oxide, NO• 

- Nitrogen Dioxide, NO2
•,  NO2

•- 

             

Reactive chlorine species (RCS) 

- Aromatic chlorine, Cl 

 

H2O2, Ozone O3 

Hydrobromous acid, HOBr 

Hypochlorous acid, HOCl 

Signlet oxygen 

Organic peroxides 

Peroxynitrite, ONOO- 

Peroxylnitrous acid, ONOOH 

 

 

 

2.6. สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

 การตา้นอนุมูลอิสระทีÉเป็นอนัตรายต่อร่างกายของคนเราเหล่านีÊสามารถกาํจดัไปไดด้ว้ยสาร

บางชนิดทีÉเรียกวา่ สารต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidant) โดยสารตา้นอนุมูลอิสระไปจบักบัอนุมูล

อิสระทีÉเป็นตวัปัญหา แลว้เกิดอนุมูลอิสระตวัใหม่ทีÉเสถียรกว่า ส่งผลใหห้ยุดวงจรการเกิดอนุมูล

อิสระตวัใหม่ๆขึÊนมาอีกเพราะมนัจะรวมกนัเองกลายเป็นโมเลกุลทีÉเสถียร แสดงวงจรการทาํงานของ

สารตา้นอนุมูลอิสระดงัภาพทีÉ 2.1 
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รูปทีÉ 2.1 แสดงกลไกการทาํงานของอนุมูลอิสระ 

 สามารถเขียนสมการแสดงการยบัย ัÊงการเกิดอนุมูลอิสระไดด้งันีÊ  

   • •HOO +AntH HOOH+Ant  

   •- - •
2O +AntH HOO +Anti  

   • •ROO +AntiH ROOH+Anti  

   •- • •
2O +AntH HOO +Ant  

ร่างกายคนมีกลไกการกาํจดัอนุมูลอิสระได ้2 วิธี 

1. เอนไซม ์(enzyme) ต่างๆในร่างกาย เช่น Superoxide dismultase (SOD), Superoxide 

reductase (SORs), Catalase (CatFe(II)H2O2 complex และ CatFe(III)H2O2 complex), Thioredoxin 

reductase (Trx), Glutathione peroxidase เป็นตน้ โดยเอนไซมเ์หล่านีÊจะไปจบักบัอนุมูลอิสระ เช่น 

Superoxide หรือ Nitric oxide เป็นการตดัวงจรการสร้างอนุมูลอิสระในร่างกายได ้อยา่งไรก็ตาม

เอนไซมต์่างๆทีÉมีอยู่ในร่างกายนัÊนมีปริมาณจาํกดั ฉะนัÊนจาํเป็นอยา่งยิÉงทีÉจะตอ้งอาศยัสารตา้นอนุมูล

อิสระจากแหล่งภายนอกร่างกายเพืÉอรักษาระบบสมดุลต่างๆในร่างกายใหด้าํเนินต่อไปไดอ้ยา่งปกติ 

 2. อาหารหรือยาทีÉรับประทานเขา้ไป เราสามารถทีÉจะเลือกรับประทานอาหารหรือยาทีÉมีสาร

ตา้นอนุมูลอิสระ เช่น 
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a. วิตามินอี (Vitamin E) เป็นสารทีÉละลายไดดี้ในนํÊามนัจึงพบมากในนํÊามนัพืช

ต่างๆ 

O

OH

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3CH3

CH3

 

Vitamin E (α-Tocopherol) 

รูปทีÉ 2.2 แสดงโครงสร้างของวิตามินอี 

b. วิตามินซี (Vitamin C) มีมากในพืช ผกัสีเขียวและผลไมร้สเปรีÊ ยว เช่น ตาํลึง 

ผกับุง้ พริกหยวก ส้ม มะนาว สับปะรด 

O

OH OH

O

OH

OH

 

รูปทีÉ 2.3 แสดงโครงสร้างของวิตามีนซี 

c.  เบตาคาโรทีน (β-Carotene) รวมทัÊงวติามินเอ (ระบบการทาํงานของร่างกาย

สามารถเปลีÉยน β-Carotene เป็น Vitamin A) มีมากในผกัผลไมที้Éมีสีเหลืองสม้ เช่น มะละกอสุก 

มะม่วงสุก มะเขือเทศ ฟักทอง แครอท และผกัใบเขียว เช่น ตาํลึง ผกับุง้ บรอคเคอรี 

OH

CH3

CH3CH3
CH3 CH3

 

Vitamin A 

รูปทีÉ 2.4 แสดงลกัษณะโครงสร้างของวิตามินเอ 
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d. อนุพนัธ์ของฟลาโวนอยด ์(Flovonoid derivatives) พบมาในพืชจาํพวกชา กาแฟ 

โดยเฉพาะในชาเขียว และเมลด็กาแฟสด 

O

O

OH

OH

OH

OH

Luteolin  

O

O

OH

OH

OH

OH

O

O

OH

OH

OH

(-)-Epigallocatechin-3-gallate  

รูปทีÉ 2.5 แสดงโครงสร้างของอนุพนัธ์ของฟลาโวนอยด ์

2.7 การศึกษาความสามารถการต้านอนุมูลอิสระร่วม (Total Antioxidant Capacity, TAC) 

 เนืÉองจากร่างกายและเซลลมี์อนุมูลอิสระเกิดขึÊนไดห้ลายชนิด จึงมีระบบควบคุมป้องกนัไม่ให้

มีอนุมูลอิสระทีÉเกินสมดุลทีÉทาํใหเ้กิดอนัตราย ระบบควบคุมป้องกนัประกอบดว้ย  

  ก). สารตา้นอนุมูลอิสระ  ซึÉ งมีทัÊงโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น อลับูมิน เฟอร์ริติน และโมเลกุล

ขนาดเลก็ เช่น วิตามีนซี และยริูก เป็นตน้ 

  ข). เอนไซมข์จดัอนุมูลอิสระมีหลายชนิดดว้ยกนั  

 การใชด้ชันีจากการหาความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระเดีÉยวๆ หรือวดัปริมาณการเกิดสาร

ชีวโมเลกลุทีÉถูกสารอนุมูลอิสระทาํใหเ้สียหายเป็นดชันีวดัสภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุลวา่มีมาก

นอ้ยเพียงใดนัÊน อาจไม่เป็นค่าทีÉสะทอ้นถึงภาพรวมของภาวะออกซิเดชันของร่างกายหรือสาร

ตวัอยา่ง ดงันัÊนจึงมีการหาความสามารถรวมในการตา้นอนุมูลอิสระ ซึÉงเป็นการรวมองคป์ระกอบ

ทัÊงหมดของสภาวะรีด็อกซ์ และใชเ้ป็นดชันีชีÊ วดัสภาวะออกซิเดชนัของรางกายโดยตรงดว้ยการ

ตรวจวดัจากเลือด พลาสมาและของเหลวทีÉไดจ้ากร่างกาย ในการวเิคราะห์มีหลกัการสาํคญั Ś วิธีการ

คือ 
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1. การวิเคราะห์จากการส่งผ่านอะตอมไฮโดรเจน (hydrogen atom transfer, HAT) เช่น วธีิ 

ORAC และวิธี TRAP 

2. การวิเคราะห์จากการส่งผ่านอิเลก็ตรอนเดีÉยว (electron transfer, ET หรือ SET) เช่นวธีิ 

FRAP และวิธี TEAC เป็นตน้ 

วิธีวิเคราะห์โดยใชห้ลกัการ HAT จะวดัความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระในเลือดหรือ

พลาสมาในการขจดัอนุมูลอิสระโดยการใหอ้ะตอมไฮโดรเจน 

• - •+X +AH X +AH  

  วิธีนีÊ จะหาพลังงานทีÉทําให้พันธะของอะตอมไฮโดรเจนแตกออก (Bond dissociation 

energy, BSE) สารทีÉ มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระจะมีค่า BDE ประมาตร -10 กิโล

แคลอรี/โมล และมีค่าความต่างศักย์ของการแตกตัว (ionization potential, IP) ตํÉากว่า – 36 กิโล

แคลอรี/โมล ในการหาดัชนี TAC เป็นการวัดความสามารถในการแข่งขันกันในเชิงจลนศาสตร์ 

ปฏิกิริยา HAT จะไม่ขึÊนกบัตวัทาํละลายและค่า pH แต่หากมีสารรีดิวซ์หรือโลหะอยูด่ว้ยจะทาํใหก้าร

วเิคราะห์ดว้ยวธีิ HAT ซบัซอ้นและส่งผลใหค้่าจากการวิเคราะห์สูงกวา่ความเป็นจริง 

 ในการวิเคราะห์โดยใช้หลักการ SET หรือ ET เป็นการหาความสามารถในการส่งผ่าน

อิเลก็ตรอนไปรีดิวซ์สารอืÉน ได้แก่ โลหะและอนุมูลอิสระ สารตา้นอนุมูลอิสระจะขจดัอนุมูลโดย

กลไก HAT และ SET ซึÉ งให้ผลผลิตทีÉเหมือนกนัในขัÊนสุดทา้ย แมว่้าจะมีกลไกทางจลนศาสตร์และ

เกิดสารข้างเคียงทีÉแตกต่างกัน เมืÉอรวมสมการทีÉ  (1)-(3) ในกลไก SET จะให้ผลเช่นเดียวกันกับ

สมการของกลไก HAT ดงัแสดง 

  AHXAHX            (1) 

  OHAAH 3
OH2            (2) 

OHXHOHX 23        (3) 

M(II)AHAHM(III)   (4) 

 ในการวิเคราะห์จะเกิดกลไกทัÊ งสองคือ HAT และ ET ควบคู่กันไปเสมอ วิธี  SET จะ

เปรียบเทียบความสามารถในการทาํใหโ้ปรตอนหลุดออกจากโมเลกุล และการแตกออกเป็นไอออน 
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ปฏิกิริยา SET จะลดลงเมืÉอค่า pH เพิÉมขึÊน แสดงถึงความสามารถทีÉจะใหอิ้เลก็ตรอนในการทีÉโปรตอน

หลุดออก สารตา้นออกซิเดชนัทีÉเกิดกลไก SET จะมีค่า ∆ IP มากกวา่ -45 กิโลแคลอรี/โมล ปฏิกิริยา 

ET จะชา้และใชเ้วลานานกว่าปฏิกิริยาจะสิÊนสุด ดงันัÊนการคาํนวณค่า TAC จะหาปริมาณของสารทีÉ

เกิดขึÊ นเมืÉอเติมสารต้านอนุมูลอิสระลงไปว่าจะมีปริมาณลดลงร้อยละเท่าใด หากมากกว่าจะ

คาํนวณหาค่าทางจลนศาสตร์ วิธี SET ซึÉ งจะไวต่อวิตามินซีและกรดยูริก สารปนเปืÊ อนและโลหะจะ

รบกวนวิธี SET ทาํให้การวิเคราะห์มีความแปรปรวนสูง ตารางทีÉ  2.2 แสดงวิธีต่างๆทีÉใช้ในการ

วิเคราะห์ความสามารถรวมของการตา้นอนุมูลอิสระ วิธีวิเคราะห์แบบนีÊแบ่งเป็นการวดัโดยตรงและ

วดัโดยออ้ม 

 ตารางทีÉ 2.3: แสดงวิธีวิเคราะห์การหาความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระ 

การวิเคราะห์หาความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระ วธีิการวิเคราะห์ 

Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) 

Photochemiluminescence assay 

TEAC I (ABTS•+/ metmyoglobin) 

TEAC II (ABTS•+ with manganese dioxide Mn2O) 

TEAC III (ABTS•+ with potassium persulfate) 

Diphenyl-1-picrylhydrazly assay (DPPH) 

Total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) 

The ferric reducing ability of plasma assay (FRAP) 

วิธีวดัโดยออ้ม HAT 

วิธีวดัโดยออ้ม HAT 

วิธีวดัโดยออ้ม SET 

วิธีวดัโดยออ้ม SET 

วิธีวดัโดยออ้ม SET 

วิธีวดัโดยออ้ม SET 

วิธีวดัโดยออ้ม HAT 

วิธีวดัโดยออ้ม SET 

 

วิธีวิเคราะห์หาค่า TAC โดยออ้ม เป็นการวดัความสามารถในการยบัย ัÊงหรือการขจดัอนุมูล

อิสระทีÉทาํใหเ้กิดขึÊน ถือวา่เป็นวิธีวิเคราะห์โดยออ้ม ไดแ้ก่วิธี TRAP,  ORAC และวิธี TEAC เริÉมดว้ย

การทาํใหอ้นุมูลอิสระเกิดขึÊน และนํÊาเลือด หรือพลาสมาเติมลงไป จากนัÊนจึงวดัความสามารถในการ

ยบัย ัÊงอนุมูลอิสระ  

วิธี  TRAP วิ ธี นีÊ จะ ใช้ส าร ป ร ะ ก อ บ เอ โ ซ  ABTS ABTP ห รื อ  AAPH, 2,2-azobis (2-

amidopropane) ซึÉ งสลายตวัใหอ้นุมูลเปอร์ออกซี ซึÉ งหาปริมาณไดจ้ากการทีÉอนุมูลอิสระทีÉเกิดขึÊนไป

ทาํปฏิกิริยาออซิเดชนักบัสาร ABTS เกิดอนุมูลทีÉมีสี ABTS•+   มีค่า max  ทีÉ ŞŞŘ, 734 และ ŠŚŘ ซึÉงการ

วดัค่า TAC ทาํโดยดูดความสามารถของเลือด พลาสมา ในการตา้นอนุมูลอิสระเมืÉอนาํเลือดไปผสม
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จะทาํให้เกิดสีของ ABTS•+ ชา้ลงหรือนอ้ยลง ทาํใหมี้สีจางลงซึÉ งสามารถวดัปริมาณได ้การวเิคราะห์

ทาํไดท้ัÊงการวดัระยะเวลาทีÉทาํให้เกิดสีของ ABTS•+ หลงัการเติมเลือดหรือพลาสมา หรือวดัปริมาณ

ของ ABTS•+ ทีÉ เกิดขึÊ นจากค่าการดูดกลืนแสงในเวลาทีÉกําหนด วิธีการวดัโดยการกําหนดเวลา 

ถึงแมว้่าจะสะดวกและไดค่้าถูกตอ้งแม่นยาํดีแต่เนืÉองจากมีปัจจยัอืÉนๆ เช่น ระยะเวลาทีÉใชใ้ห้เกิดสี 

และอตัราการเกิดออกซิเดชนั เขา้มามีบทบาททาํใหก้ารแปลผลซบัซอ้น ดงันัÊนจึงมีการพฒันาวิธีโดย

การวดัพืÊนทีÉใต้เส้นกราฟ (AUC) ซึÉ งจะให้ค่าทีÉถูกต้องแต่ยุ่งยากไม่สะดวกและต้องใชเ้วลาในการ

วิเคราะห์ วิธี TRAP มีการพฒันาต่อมาโดยการใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท์าํปฏิกิริยากระตุน้เมทไม

โอโกลบินเกิดอนุมูลเฟอร์ริลไมโอโกลบิน ทําปฏิกิริยากับ ABTS เกิดเป็นอนุมูล ABTS•+ ทีÉ มีสี 

ดังนัÊนเมืÉอเติมเลือดหรือสารทีÉต้องการวิเคราะห์ลงไปในสารผสมทีÉใช้ทดสอบ เลือดหรือสารทีÉมี

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระจะยบัยัÊงปฏิกิริยาทาํให้มีสีจางลง วิธีนีÊ อาจวดัค่าการดูดกลืน

แสงของ ABTS•+ ทีÉ max = 734 nm วดัในเวลาทีÉกาํหนดในจุดเดียว หรือวดัอตัราความเร็วในการเกิด 

ABTS•+ โดยบนัทึกค่าการดูกลืนแสงหลงัจากเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ หรือระบุเวลาทีÉใช้ก่อน

เกิดปฏิกิริยา (lag time) หรือค่าระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาโดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานโทร

ร็อก 

 วิธี ORAC เป็นการวิเคราะห์โดยออ้มอีกวิธีหนึÉ งทีÉวดัความสามารถของสารทดสอบหรือ

เลือดในการยบัย ัÊงอนุมูลเปอร์ออกซีไม่ใหท้าํปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยหยดุปฏิกิริยาลูกโซ่ดว้ยกลไก 

HAT การวิเคราะห์จะวดัแสงฟลูออเรสเซนส์ โดยอนุมูลเปอร์ออกซีจะทาํปฏิกิริยาเปลีÉยนสารทีÉให้

แสงฟลูออเรสเซนส์เป็นสารทีÉไม่ให้แสงฟลูออเรสเซนส์ ดังนัÊนเมืÉอเติมเลือดหรือสารตา้นอนุมูล

อิสระลงไปจะขจดัอนุมูลเปอร์ออกซีซึÉงทาํใหมี้แสงฟลูออเรสเซนส์เพิÉมขึÊนตามปริมาณและความแรง

ของสารทีÉทดสอบทีÉเติมลงไป 

 วิธีนีÊ จะใช ้ b- phycoerythrin(b- PE) แทน ABTS•+  โดย β-PE  มีคุณสมบตัิใหแ้สงฟลูออ

เรสเซนส์ทีÉ ŝŞŝ nm เมืÉอถูกกระตุน้ดว้ยแสงหรือรังสีทีÉมีความยาวคลืÉนเท่ากบั ŝŜŘnm β-PE  จะถูก

ทาํลายดว้ยอนุมูลอิสระทาํใหคุ้ณสมบตัิในการใหแ้สงฟลูออเรสเซนส์เสียไป ดงันัÊนเมืÉอผสมสารแอ

โซ  AAPH ซึÉ งสลายตวัใหอ้นุมูลเปอร์ออกซี (ROO•) จะทาํใหเ้กิดแสงฟลูออเรสเซนส์ของ β-PE  

ลดลงดงัสมการ 2 ดงันัÊนการเติมซีรัÉมหรือสารตา้นอนุมูลอิสระลงไปในสารละลายทดสอบจะยบัยัÊง

การสูญเสียแสงฟลูออเรสเซนส์ของ β-PE  ดงัสมการทีÉ 3 และ 4 
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•

2R-N=N-R N +2ROO                                                              (1) 

              
•ROO +β-PE ROOH+oxidized-β-PE                                    (2) 

              
• •ROO +antioxidant ROOH+A                                              (3) 

               
• •ROO +A AOOA                                                                    (4) 

 ในเริÉมแรกใช้โปรตีนเบตา้ไฟโคอีริทติน (β-PE ) เป็นสารทีÉใหแ้สงฟลูออเรสเซนส์ซึÉ งต่อมา

ไม่เป็นทีÉนิยม เนืÉองจาก β-PE มีความแปรปรวนสูงในการเกิดปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ และแสง

ฟลูออเรสเซนส์จะลดลงเมืÉอถูกแสง นอกจากนีÊสารตา้นอนุมูลอิสระกลุ่มฟีนอลโดยเฉพาะโปรแอน

โทไซยานิดินจะจับกับโปรตีน  β-PE  ทาํให้ค่า ORAC มีค่าตํÉากว่าความเป็นจริง ปัจจุบันนิยมใช้

ฟลูออเรสซีน หรือ ไดคลอโรฟลูออเรสซีน ซึÉ งมีความคงตัวและไม่ว่องไวต่อปฏิกิยาจนเกินไป ใน

การวิเคราะห์จะติดตามปฏิกิริยาเป็นเวลาประมาณ 30 นาที เพืÉอใหไ้ดค่้า ORAC ทีÉถูกตอ้งสมบูรณ์จะ

วดัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยทาํการคาํนวณพืÊนทีÉใตเ้ส้นกราฟ AUC ของการลดลง

ของแสง เมืÉอเติมเลือดหรือสารตา้นอนุมูลอิสระลงไปในสารละลายทดสอบ จะทาํให้การลดลงของ

แสงเกิดชา้กวา่และนอ้ยกว่า  

 เพืÉอกาํจดัความแปรปรวนของสารเคมี เครืÉองมือและผูวิ้เคราะห์หาค่า ORAC จะคาํนวณเป็น

ค่าทีÉสมมูลกบัสารมาตรฐาน Trolox equivalent (TE) มีหน่วยเป็นไมโครโมลเทียบเท่ากบัโทรร็อกต่อ

ตวัอยา่งทดสอบหนึÉงลิตรหรือหนึÉงกรัม (µM ของ TE/L หรือ µM ของ TE/g)  

 วิธี FRAP เป็นวิธีเป็นการวิเคราะห์หาค่า TAC โดยตรง มีหลกัการว่าสารตา้นอนุมูลอิสระ

ในร่างกายทําหน้าทีÉ โดยการให้อิ เล็กตรอนจึงเป็นสารรีดิวซ์  ดันนัÊ นจึงกล่าวได้ว่า TAC เป็น

ความสามารถในการรีดิวซ์ วิธีนีÊ ใช้สารประกอบเชิงซ้อนของเหล็ก Fe3+-TPTZ (Ferric tripyridyl 

triazine) เป็นสารทดสอบ อะตอมเหล็กนีÊ จะถูกรีดิวซ์โดยเลือดหรือสารต้านอนุมูลอิสระ ได้เป็น

สารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กเฟอร์รัส Fe3+-TPTZ ซึÉ งมีสีนํÊ าเงินดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน ŝšś 

nm  
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รูปทีÉ 2.6: แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาในการรีดิว Fe(III) ใหเ้ป็น Fe(II) 

วิธี FRAP จะวดัค่าต่างศกัยข์องการรีดอกซ์ทีÉค่าต ํÉากว่า Ř.ş โวลต ์ซึÉ งมีค่าความต่างศกัยข์อง

สมการรีดอกซ์ของ Fe3+-TPTZ ดงันัÊนวิธี FRAP สามารถใช้วดัรีดอกซ์ของเซลล์และเนืÊอเยืÉอแต่วิธี 

FRAP ไม่สามารถวดัความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระโดยการใหอ้ะตอมไฮโดรเจน (HAT) เพราะ

จะใหค่้าตํÉากว่าความเป็นจริง 

 เนืÉองจากความต่างศกัยรี์ดอกซ์ของ Fe3+-TPTZ มีค่าใกลเ้คียงกบัค่าของ ABTS•+ ซึÉ งใชใ้นวิธี

วเิคราะห์ TEAC ดงันัÊนสารตา้นออกซิเดชนัจาํพวกเดียวกนัทีÉมีโครงสรา้งทีÉคลา้ยกนัจะทาํปฏิกิริยาได้

ทัÊงวิธีวิเคราะห์แบบ TEAC และวิธี FRAP แมว้่าทัÊงสองวิธีมีการแตกต่างกนัในเรืÉองค่า pH โดยวิธี 

TEAC จะวิเคราะห์โดยทาํปฏิกิริยาในสภาวะเป็นกลางและวิธี FRAP จะทาํปฏิกิริยาทีÉ pH 3.6 เพืÉอให้

เหล็กละลายได ้เนืÉองจากการเกิดปฏิกิริยาทีÉสภาวะเป็นกรดจะลดค่าความต่างศกัยใ์นการแตกตวัเป็น

ไอออน ทาํใหแ้รงส่งผ่านอิเลก็ตรอนและเพิÉมค่าต่างศกัยรี์ดอกซ์ ดงันัÊนแมว้า่ค่าทีÉไดท้ัÊงสองวิธีจะมีค่า

ในทิศทางเดียวกนั แต่ค่าจากวิธี FRAP ตํÉากว่าวิธี TEAC เสมอ และค่าทีÉไดจ้ากวิธี FRAP ส่วนใหญ่

จะไมส่มัพนัธ์กบัค่าทีÉหาไดจ้ากวิธีอืÉน 

 ถึงแม้ว่าความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กมีความสัมพันธ์กับการขจดัอนุมูลโดยการให้

อะตอมไฮโดรเจนไม่มาก แต่มีอนุมูลทีÉถูกออกซิไดซ์หรือถูกรีดิวซ์ให้เป็นไอออนเป็นการหยุด

ปฏิกิริยาลูกโซ่ ดงันัÊนการวดัความสามารถในการรีดิวซ์โดยวิธี FRAP ซึÉ งแสดงถึงสภาวะรีดิวซ์ของ

พลาสมา เนืÉองจากวิธี FRAP เป็นวิธีวิเคราะห์โดยหลกัการ SET เท่านัÊน ดงันัÊนการนาํผลการวิเคราะห์

โดยวิธีอืÉนๆมาประกอบ จะทาํใหไ้ดค่้าการประเมินผลทีÉมีความถูกตอ้งดีขึÊน 
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 วิธี DPPH• เป็นอนุมูลไนโตรเจนทีÉคงตวั มีสีม่วงในรูปอนุมูลอยูแ่ลว้โดยไมต่อ้งทาํปฏิกิริยา

เพืÉอใหเ้กิดอนุมูลเหมือนวิธีอืÉนๆ การวิเคราะห์เป็นการวดัความสามารถในการรีดิวซ์ การวดัทาํได้

โดยใชเ้ครืÉองมือ EPR หรือเครืÉองสเปคโตรวดัการลดลงของสี เมืÉอเติมสารตา้นอนุมูลอิสระลงไป 

โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 517 nm  

N

N  

NO2

NO2

O2N

H  
N

N

NO2

NO2

O2N

 

รูปทีÉ 2.7: แสดงกลไกการตา้นอนุมูล DPPH 

 ต่อมามีการพฒันาใช ้DPPH ในการหาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ เรียกวา่ 

Antiradical Efficiency (AE) โดยคาํนวณจากสมการ 

5050

1
ECTECAE   

 EC50 = ความเขม้ขน้ของสารทดสอบทีÉสามารถลดปริมาณ DPPH• เริÉมตน้ลงได ้50 % 

 TEC50= เวลาทีÉใชใ้นการลดปริมาณอนุมูลได ้EC50 

 ขอ้ดีของวิธีนีÊ คือง่าย ใชเ้ครืÉอมือสามญัทีÉมีทัÉวไป นิยมใชเ้ป็นวิธีเบืÊองตน้ในการทดสอบฤทธิÍ

ตา้นอนุมูลอิสระของสารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ ยกเวน้สารกลุ่มแคโรตินอยดที์Éมีค่าการ

ดูดกลืนแสงในขณะเดียวกนั ขอ้ดอ้ยของวิธีนีÊ คือ อนุมูลนีÊ มีความคงตวั ไม่ไวต่อปฏิกิริยาต่ออนุมูลทีÉ

เกิดขึÊนในร่างกาย ดงันัÊนวิธีนีÊ จึงไม่สามารถแยกแยะจดัอนัดบัอนุมูลทีÉมีความไวสูง นอกจากนีÊ

โครงสร้างเคมีของ DPPH• ทีÉแสดงใหเ้ห็นวา่อิเลก็ตรอนเดีÉยวของอนุมูลอิสระถูกบดบงัโดยอนุมูล

ของเบนซีน 3 วงค ์และหมู่ไนโตรเจน ทาํใหส้ารตา้นอนุมูลอิสระทีÉมีฤทธิÍ แรงแต่มีขนาดใหญ่บาง

สารไม่สามารถเขา้ทาํปฏิกิริยาขจดัสารอนุมูลอิสระหรือเกิดปฏิกิริยาชา้กวา่ความเป็นจริงทัÊงๆทีÉสาร
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ตา้นอนุมูลอิสระมีฤทธิÍ ดีในการขจดัอนุมูลเปอร์ออกซี นอกจากนีÊสารรีดิวซ์สามารถทาํใหสี้ DPPH• 

จางลงไดอี้กดว้ย 

 

2.8.  งานวจิัยทีÉเกีÉยวข้อง 

 Lopez และคณะไดแ้สดงใหเ้ห็นถึงสมบติัทางชีวภาพของ lipophilic O-napthoquinone ซึÉ ง

เป็น quinine ทีÉไดจ้ากผลิตภณัฑท์างธรรมชาติมีฤทธิÍ เป็นยารักษาโรคต่างๆ เช่น antibacterial, 

antifungal, trypanocidal และ cytotoxic effects โดยสมาชิกทีÉสาํคญัของสารในกลุ่มนีÊ คือ -

lapachone (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphtho [1,2b] pyran-5,6-dione) มีฤทธิÍ ในการยบัย ัÊง

เซลลม์ะเร็งหลายชนิด เช่น Yoshida and walker sarcoma, epidermoid laryngeal carcinoma, 

melanoma, promyelocytic-leukemia, prostate, breast, ovary, colon, hepatoma และ lung cancer 

cells 

 Azmi et al. ไดแ้สดงใหเ้ห็นว่า resveratrol (3,4’,5-trihydroxy stilbene) ซึÉ งเป็นสารพวก 

polyphenol ทีÉไดจ้ากพืชต่างๆ เช่น mulberries, grapes และ red wine มีสมบติัทาง chemopreventive 

properties, anti-inflammatory, anti-platelet, anti-mutagenic effects และยงัมีสมบติัเป็น agonist 

สาํหรับ estrogen receptor นอกจากนีÊยงัป้องกนัโรคหวัใจ (cardiovascular protective properties) และ

ป้องกนัพืชไม่ใหเ้กิดโรคจากเชืÊอรา ขดัขวาง DNA polymerase และ ribonucleotide reductase, ยบัย ัÊง 

LDL oxidation ต่อตา้นการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งทัÊง ś ระยะคือ tumor initiator, promotion 

และ progression ดงันัÊน resveratrol สามารถชกันาํให้เกิด apoptosis ในผูป่้วยโรคมะเร็งได ้ นกัวจิยั

กลุ่มเดียวกนันีÊยงัไดศึ้กษาสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระของสารกลุ่ม polyphenol ทีÉไดจ้ากพืช เช่น 

flavonoids, tannins และ curcumins พบว่ามนัสามารถชกันาํใหเ้กิด oxidative DNA damage แมว้า่จะ

ใชเ้พียงลาํพงั หรือในรูป metal compounds เช่น Cu(II) สมบติัหลายประการของสารเหล่านีÊ  เช่น 

เกาะกบั DNA และการทาํลาย (degradation) คลา้ยคลึงกบัสารตา้นมะเร็งอืÉนๆ เช่น bleomycin, 

adriamycin และ Ŝ’-(9-acridinylamino) methanesulphone-m-anisidine (mAMSA) โดย polyphenolic 

resveratrol สามารถทาํใหส้าย DNA แตกเมืÉอมี Cu ไอออนอยู่ดว้ย 

 DiSilvestra et al. ศึกษาผลการตา้นอนุมูลอิสระของ soy isoflavone อาจจะช่วยป้องกนัการ

เกิดซํÊาของมะเร็งเตา้นมได ้แต่ isoflavone ทีÉออกฤทธิÍ คลา้ย estrogen อาจจะเพิÉมความเสีÉยงต่อการเกิด

มะเร็งเตา้นม การออกฤทธิÍ เช่นนีÊของ isoflavone เป็นผลมาจากเอนไซม ์ Ś ชนิดทีÉมี copper อยูคื่อ 

superoxide dismutase 1 (SOD 1; ทาํหนา้ทีÉตา้นอนุมูลอิสระจึงป้องกนัโรคมะเร็งเตา้นมได)้ และ 
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ceruloplasmin (เพิÉมการผลิต estrogen เมืÉอมีมากจึงเสีÉยงต่อการเกิดมะเร็งเตา้นม) จากการศึกษาทาง

ระบาดวิทยาของสตรีเอเชียถึงความสัมพนัธ์ระหว่างการเกิดมะเร็งเตา้นมและอาหารทีÉมีถ ัÉว พบวา่

ผูห้ญิงเซีÉยงไฮที้Éมี isoflavone จากปัสสาวะปริมาณทีÉนอ้ยในสตรีทีÉเป็นมะเร็งเตา้นม เมืÉอเทียบกบักลุ่ม

ควบคุม แสดงวา่สตรีทีÉบริโภคถัÉวปริมาณนอ้ยมีโอกาสเกิดโรคมะเร็ง 

 Al-Haiza et al. ใช ้coumarins เป็นกลุ่มของสารอินทรียที์Éสาํคญัในการใชป้ระโยชน ์เช่น ฆา่

เชืÊอแบคทีเรีย (bactericides), ฆ่าเชืÊอรา (fungicides), ตา้นการอกัเสบ (anti-inflammatory), 

anticoagulant และ anticancer agents สมบติัทางเภสชัวิทยาเหล่านีÊทาํใหน้กัวจิยัสนใจทีÉจะสงัเคราะห์

อนุพนัธ์ใหม่ๆ ทีÉมีมากยิÉงขึÊนไปอีก โดยมีลกัษณะทีÉแตกต่างกนัทีÉวง heterocyclic ทีÉเชืÉอมต่ออยูก่บั 

coumarin (coumarin moiety) 

 Kostova et al. ทาํการสังเคราะห์สารประกอบของ Lanthanum (III) กบั bis-coumarins ศึกษา

สมบติัทางเคมีฟิสิกส์ดว้ยเทคนิค EA, IR, 1H-และ 13C-NMR และ mass-spectral data ตามลาํดบั โดย

สเปกตรัมของสารประกอบเหล่านีÊ เทียบกบัลิแกนดอิ์สระ พบวา่ La(III) ทาํปฏิกิริยากบัลิแกนดที์É

ตาํแหน่ง deprotonated hydroxyl ทัÊง Ś หมู่ สาํหรับ cytotoxicity ใชเ้ทคนิค MTT assay กบั HL-60, 

BV-173 และ SKW-3 cell lines ผลทีÉไดค้าดวา่สารประกอบเหล่านีÊ เป็นตวัทาํใหเ้กิดการตายของเซลล ์

(trigger programmed cell death หรือ apoptosis)  

 Lewis et al. ไดศึ้กษาอนุพนัธ์ของคูมาริน (coumarin) dicumarol (3,3’-Methylene bis[4-

hydroxycoumarin] เป็นผลิตภณัฑที์Éไดจ้าก sweet clover (Melilotus alba) ใชเ้ป็นยา anticoagulant 

นอกจากนีÊสารคูมาริน และอนุพนัธ์ยงัใชเ้ป็นยาตา้นมะเร็ง โดยเฉพาะตา้นการเจริญเติบโตของเซลล์

ในระยะ malignant cell lines (in vitro) นอกจากนีÊยงัไดท้ดสอบทางคลินิก (clinical trials) พบวา่ 

สามารถออกฤทธิÍ ตา้น prostate cancer, malignant melanoma และ metastatic renal cell carcinoma 

ไดด้ว้ย 

  

 



 

บททีÉ  ś 

สารเคมี  อปุกรณ์  และวธีิการทดลอง 

 

3.1  เครืÉองมือและอุปกรณ์ 

a. Rotary evaporator,Buchi Rotovapor R-124 

b. UV spectrophotometer, Parmacia Biotech 

c.  Autoclave. Hirayama, Scientific promotion Co.,LTD. 

d. Lamina air flow, Jafelab 

e. Hot air oven. Memmert, Scientific promotion Co., LTD. 

f. Incubater, Scientific promotion Co., LTD 

g. Dricycler, Boekel Philadelphia, PA 

 

3.2 สารเคมี 

a. ตวัทาํละลาย (Mobile phase) ชนิดต่าง ๆ 

- Hexane (C6H4) 

     - Dichloromethane (CH2 Cl2) 

              - Ethyl acetate 

  - Ethanol (C2 H5 OH) 

    - Methanol (CH3 OH) 

   - นํÊากลัÉน 

b. Ethanol (C2 H5 OH) 

c. conc. H2 SO4 

d. Acetic acid (CH3COOH), AR., Schalau 

e. DPPH (2, 2-Diphenyl-1-picry-hydrazyl), SIMA 

f. BHA (3-tert-butyl-4-hydroxyanisol), AR,  Fluka 

g. Ascorbic acid R.G., Reag.ACS, Reag.ISO, Reag.Ph.Eur 

h. Iron (III) chloride. FeCl3.6H2O,  CARLO ERBA 

i. 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine , Fluka 

j. Hydrochloric acid, Chemikit Limited partnership 
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k.  Iron (II) sulphate,AR,  Ajax Finechem 

l. Dimethyl sulfoxide. Sigma-Aldrich Laborchemikakien GmbH. 

m. Brain Heart Infusion agar. HiMedia Laboratories.Limited, Mumbai (Bombay) -400 

086, India 

 

3.3 วธีิการทดลอง 

 3.3.1 การเตรียมพืชตัวอย่างสําหรับทาํการสกัด 

              1.1  เก็บพืชตวัอยา่ง  โดยเก็บเอาส่วนใบ  แลว้ทาํการหัÉน (Cutting)  

               1.2  ทาํการตากลม  การตากลมพืชสมุนไพรนัÊนเพืÉอรักษาคุณภาพของสมุนไพรใหดี้

ทีÉสุดก่อนทาํการสกดั  ป้องกนัการบูดเสียของจุลินทรีย ์ และยบัยัÊงการทาํงานของเอนไซมที์Éอยู่

ในพชืสด  หรืออบทีÉอุณหภูมิตํÉา 

               1.3 นาํพืชสมุนไพรทีÉไดม้าทาํการยอ่ย  ดว้ยเครืÉองบด (Comminution or 

pulverizayion) เพืÉอใหก้ารสกดัสารทีÉสาํคญัจากพืชไดผ้ลดีเพืÉอใหพื้ÊนทีÉสมัผสัระหวา่งสมุนไพร

และตวัทาํละลายไดเ้หมาะสมและสกดัไดอ้งคป์ระกอบทีÉสาํคญัทีÉสุด 

 

 3.3.2 วธีิการสกัดพืชตัวอย่าง  

     1. ชัÉงนํÊาหนกัพืชสมุนไพรฮว่านง็อกหนกั ŝŠŠ.śš g 

     2. นาํสมุนไพรฮวา่นง็อกใส่ในถุงผา้ทีÉสะอาด  มดัปากถุงผา้ใหแ้น่น 

            ś. ใส่ถุงผา้ทีÉมีสมุนไพรวา่นฮวา่นงอ็ก  ลงในโถแกว้  แลว้ทาํการสกดัดว้ยตวั 

ทาํละลายต่าง ๆ ดงันีÊ  

      -  แช่ดว้ย Hexane (C6H4) pure ปริมาตร ŞŘŘŘ ml ต่อครัÊ ง เป็นเวลาประมาณ ś, 2, 2 

วนั/ครัÊ ง และ กรองสารละลายแลว้นาํสารละลายทีÉกรองได ้ไปทาํการระเหยตวัทาํละลายออก ดว้ย

เครืÉองRotary evaporator แลว้เก็บสารตวัอย่างไวท้าํการวิเคราะห์ต่อไป 

      -  แช่ดว้ย  Dichloromethane (CH2 Cl2) pure ปริมาตร ŞŘŘŘ ml ต่อครัÊ ง เป็นเวลา

ประมาณ ś, 2 และ 2 วนั /ครัÊ ง กรองสารละลายแลว้นาํสารละลายทีÉกรองได ้ไปทาํการระเหยตวัทาํ

ละลายออก ดว้ยเครืÉอง Rotary evaporator แลว้เก็บสารตวัอยา่งไวท้าํการวเิคราะห์ต่อไป 

     - แช่ดว้ย  Ethyl acetate pure ปริมาตร 6,000 ml เป็นเวลาประมาณ ś, 2 และ 2 วนั/

ครัÊ ง กรองสารละลายแลว้นาํสารละลายทีÉกรองได ้ไปทาํการระเหยตวัทาํละลายออก ดว้ยเครืÉอง 

Rotary evaporator แลว้เก็บสารตวัอยา่งไวท้าํการวิเคราะห์ต่อไป 
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      - แช่ดว้ย  Ethanol (C2 H5 OH) pure ปริมาตร ŞŘŘŘ ml ต่อครัÊ ง เป็นเวลาประมาณ 3, 

2 และ2 วนั/ครัÊ ง กรองสารละลายแลว้นาํสารละลายทีÉกรองไดไ้ปทาํการระเหยตวัทาํละลายออกดว้ย

เครืÉอง Rotary evaporator แลว้เก็บสารตวัอยา่งไวท้าํการวิเคราะห์ต่อไป 

       -  แช่ดว้ย  Methanol (CH3 OH) pure ปริมาตร ŞŘŘŘ ml ต่อครัÊ ง เป็นเวลาประมาณ 

3, 2, และ 2 วนั/ครัÊ ง กรองสารละลายแลว้นาํสารละลายทีÉกรองได ้ไปทาํการระเหยตวัทาํละลายออก 

ดว้ยเครืÉอง Rotary evaporator แลว้เก็บสารตวัอยา่งไวท้าํการวิเคราะห์ต่อไป 

 

 3.3.3 การวดัค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารสกดั 

           เตรียมสารละลายของสารสกดัเขม้ขน้ řŘŘ ppm โดยการชัÉงสารสกดัมา Śŝ mg ละลาย

ด้วยตวัทาํละลายแลว้ปรับปริมาตรเป็น Śŝ ml จะไดส้ารละลายทีÉมีความเขม้ขน้ ř,000 ppm แลว้ทาํ

การปิเปตมา ř ml ใส่ในขวดวดัปริมาตรขนาด řŘ ml แลว้ปรับปริมาตรให้ถึงขีดจะไดส้ารละลายทีÉมี

ความเขม้ข้น řŘŘ ppm จากนัÊนนาํสารละลายแต่ละตวัไปทาํการ Scan หาค่าความยาวคลืÉน  max  

ของสารสกดัแต่ละตวั 

        3.3.4 การทดสอบฤทธิÍการต้านอนุมูลอิสระ โดยวธีิ DPPH method 

        3.3.4.1 เตรียมสารละลายในแต่ละส่วนทีÉสกดัได ้คือ 

     1)  สกดัไดจ้าก Hexane (C6H4) pure 

     2) สกดัไดจ้าก Dichloromethane (CH2 Cl2) pure 

            3) สกดัไดจ้าก Ethyl acetate pure   

            4) สกดัไดจ้าก Ethanol (C2 H5 OH) pure 

     5) สกดัไดจ้าก Methanol (CH3 OH) pure 

     6) BHT (2,6-Ditert-butyl-p cresol) 

     7) Ascorbic acid 

แลว้นาํสารสกดัทีÉตอ้งการทดสอบ มาเตรียมเป็นความเขม้ขน้ 1000, 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 

ppm ตามลาํดบั 

 3.3.4.2 เตรียมสารละลาย Mathanolic DPPH radical 0.2  mM โดยการชัÉงสาร DPPH 

หนกั 4 mg ดว้ย Methanol แลว้ปรับปริมาตรเป็น ŝŘ ml 

 3.3.4.3 ปิเปต  0.5 ml ของสารละลายตวัอยา่งในแต่ละความเขม้ขน้  ใส่ลงในขวด  ś ใบ 

เพืÉอทาํการทดสอบ  ś  ครัÊ ง  แลว้หาค่าเฉลีÉย 

 3.3.4.4 ปิเปต Ř.ř ml ของ methanolic DPPH radical ในขวดต่าง ๆในขอ้ ś 

 3.3.4.5 เขยา่ใหส้ารละลายเขา้กนั ตัÊงทิÊงไวใ้นทีÉมืดประมาณ śŘ นาที 
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 3.3.4.6 นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ทีÉความยาวคลืÉน   517 nm ดว้ยเครืÉอง UV 

spectrophotometer 

 3.3.4.7 วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย standard DPPH radical (0.5 ml solvent ทีÉ

ใชใ้นสารละลายส่วนสกดัรวมกบั ř ml ของ 0.2 มิลลิโมล mathanolic DPPH radical) 

 3.3.4.8 คาํนวณค่า % Radical scavenging จากสมการ ดงันีÊ  

% Radical scavenging   = control Sample

Control

A - A

A
x100 

 3.3.4.9 หาค่า IC50 จากความสัมพนัธ์ของกราฟทีÉได ้

 

   3.3.5 การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยวธีิ Ferric reducing antioxidant 

power assay (FRAP) 

    3.3.5.ř การเตรียมสารละลายเพืÉอทดสอบความสามารถในการต้านอนุมลูอิสระโดยวิธี 

Ferric reducing /antioxidant power assay (FRAP) 

      1) Acetate Buffer (300   mM, pH 3.6) : โดยการชัÉง 3.1  g Sodium 

acetate.3H2O, glacial acetate acid 16 ml ละลายในนํÊากลัÉนแลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 L ผสมใหเ้ขา้กนั

และนาํเอาไปเก็บไวที้Éอุณหภูมิ 4  oC 

  2) Dilute HCl 40 mM : 3.33 mL conc. HCl (12 M), นํÊากลัÉน 1 L ผสมใหเ้ขา้กนั

แลว้เก็บไวที้Éอุณหภูมิหอ้ง 

 3) TPTZ (2,4,6-tri[2-pyridyl]-s-triazine) 10 ml : 0.031 g TPTZ ละลายใน 40 

mM ของ HCl ละลายใน water bath ทีÉอุณหภูมิ 50 o C (เตรียมใหม่ทุกครัÊ ง) 

 4) Ferric chloride (20 mM) : 0.054 g FeCl2.6H2O ละลายโดยนํÊากลัÉน 10 mL 

(เตรียมใหม่ทุกครัÊ ง) 

  5)  การเตรียมสารละลาย FRAP reagent : โดยการนาํเอาสารละลาย acetate 

buffer, TPTZ และ ferric chloride ในปริมาตร 100, 10 และ 10 mL ตามลาํดบัแลว้บ่มทีÉอุณหภูมิ śş 

ºC เป็นเวลา ř ชัÉวโมงก่อนนาํมาใช ้ 
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 3.3.5.2   วธีิการวเิคราะห์ความสามารถการต้านอนุมูลอิสระโดยวธีิ Ferric reducing 

/antioxidant power assay (FRAP) 

 1)  ทาํการปิเปตสารตวัอยา่งทีÉมีความเขม้ขน้ต่างๆปริมาตร řŝŘ µL ใส่ในขวด

สีชาขนาด ŝ mL แลว้เติมสารละลาย FRAP ปริมาตร ś mL เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้นาํไปบ่มทีÉอุณหภูมิ śş 

ºC เป็นเวลา Ş นาที 

 2) นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน ŝšś nm 

 3) นาํค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน ŝšś nm ไปเทียบกบักราฟมาตรฐานทีÉ

สร้างจากความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ Iron (II) sulfate solution กบัค่าการดูดกลืนแสงของ

มนั  

     3.3.5.3 การสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลาย Ferrous sulphate 

        ทาํการเตรียมสารละลาย Ferrous sulphate ทีÉมีความเขม้ขน้ ř mM โดยการนาํ

สาร FeSO4.7H2O จาํนวน Ř.Ś78 g ละลายดว้ยนํÊากลัÉน řŘ mL แลว้ทาํการเจือจางสารละลาย (dilution) 

เพืÉอสร้างกราฟ Standard ดงัตารางทีÉ 3.1 

 

ตารางทีÉ 3.1 แสดงการเจือจางสารละลายในการทาํกราฟมาตรฐาน 

 

Standard concentration 

(µM) 

Ferrous sulphate  

(mL) 
Distilled water 

100 1 9 

200 2 8 

400 4 6 

600 6 4 

800 8 2 

1000 10 0 

 

  นาํสารละลาย Ferrous sulphate แต่ละความเขม้ขน้ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความ

ยาวคลืÉน ŝšś nm แลว้นาํค่าการดูดกลืนแสงทีÉไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐานเทียบกบัความเขม้ขน้ 
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   3.3.6   วธีิการทดสอบการฆ่าเชืÊอแบคทีเรีย 

           3.3.6.1 การเตรียมอาหารเลีÊยงเชืÊอแบคทีเรีย    

   การเตรียมอาหารทีÉจะทําการทดสอบความสามารถต้านการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียโดยใช้อาหารสําเร็จรูป Brain Heart Infusion agar สามารถเตรียมได้โดยการชัÉงอาหาร

สําเร็จรูป 50 g ละลายในนํÊากลัÉน 1,000 mL แลว้นาํไปตม้จนเดือด จากนัÊนเทในลงขวดรูปชมพู่แลว้

ทาํการฆา่เชืÊอโดยใชเ้ครืÉอง autoclave ทีÉอุณหภูมิ 121ºC เป็นเวลา 15 นาที ทิÊงไวข้า้มคืน 

  หลงัจากนัÊนนาํอาหารทีÉแข็งตวัมาละลายแลว้เทใส่จานเลีÊยงเชืÊอทีÉผา่นการฆา่เชืÊอแลว้ 

(ตอ้งทาํในเครืÉอง Lamina air flow เพืÉอป้องกนัการปนเปืÊ อนเชืÊอทีÉอยู่ในอากาศ) 

 

  3.3.6.2 การเตรียมสารสกัดเพืÉอนําไปทดสอบความสามารถต้านการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย 

         ในการทดสอบความสามารถตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโดยนาํสาร

สกดัแต่ละตวัมาเตรียมเป็นความเขม้ขน้ Ś,000, 1,000 และ 500 ppm โดยชัÉงสารตวัอยา่งมา 20 mg 

แลว้ปรับปริมาตรเป็น řŘ mL จะไดส้ารละลายทีÉมีความเขม้ขน้ Ś,000 ppm ปิเปตออกมา ŝ mL ใส่ใน

ขวดวดัปริมาตรขนาด řŘ mL แลว้ปรับปริมาตร จะไดส้ารทีÉมีความเขม้ขน้ ř,000 ppm จากนัÊนปิเปต

ออกมา ŝ mLใส่ในขวดวดัปริมาตรขนาด řŘ mLปรับปริมาตรจะไดส้ารละลายทีÉมีความเขม้ขน้ ŝŘŘ 

ppm 

 

  3.3.6.3 วธีิการทดสอบความสามารถต้านการเจริญเตบิโตของแบคทีเรีย  

  1) นาํอาหาร Brain Heart Infusion agar ทีÉเตรียมไวใ้นขอ้ 3.3.6.1 ทีÉอยูใ่นจาน

เลีÊยงเชืÊอแบคทีเรียปิเปตนํÊาทีÉไดผ้่านการฆ่าเชืÊอแลว้ Ř.řmL วางบนอาหาร นาํเอาเชืÊอแบคทีเรีย 1 loop 

ใส่ในนํÊาแลว้เขีÉยเชืÊอใหเ้ตม็จาน 

  2) นาํเอา Paper disc ทีÉใส่สารตวัอย่างแต่ละตวัมาวางบนจานเลีÊยงเชืÊอ 

 3) นาํไปบ่มทีÉอณุหภูมิ śş ºC เป็นเวลา ŜŠ ชัÉวโมง วดั Clear Zone  

  

 

 

 

 

 



บททีÉ Ŝ 

ผลการทดลองและอภปิราย 

 

4.1  นํÊาหนักของสารสกัดทีÉได้จากการสกัดในแต่ละตัวทําละลาย 

 หลงัจากนาํเอาสารตวัอย่างใบฮว่านง็อกทีÉมีนํÊ าหนกั 588.36 g แช่ในตวัทาํละลายชนิดต่างๆ

เป็นเวลา 3, 2 และ2 วนั ต่อหนึÉ งตัวทําละลายแล้วนําไปทําการลดปริมาตรโดยใช้เครืÉ อง Rotary 

evaporator   แลว้เก็บไวใ้นบีกเกอร์ทีÉทราบนํÊ าหนัก  ปล่อยให้สารสกดัแห้ง แลว้นําบีกเกอร์ทีÉมีสาร

สกดับรรจุอยู่ไปชัÉงนํÊาหนกัจะทาํใหเ้ราทราบนํÊาหนกัของสารสกดัทีÉไดจ้ากแต่ละตวัทาํละลายซึÉงมีค่า

ดงัตารางทีÉ 4.1 

 

ตารางทีÉ Ŝ.ř แสดงนํÊาหนกัสารสกดัทีÉไดจ้ากการสกดัโดยตวัทาํละลายชนิดต่างๆ 

ตวัทาํละลายทีÉใชใ้นการ

สกดั 

นํÊาหนกัของสารสกดั 

(g) 

สารสกดัหยาบ

(%) 

Hexane 29.12 4.95 

Dichloromethane 60.01 10.20 

Ethyl acetate 90.14 15.32 

Ethanol 100.03 17.01 

Methanol 42.36 9.20 

 

4.2 ผลของการศึกษาหาความยาวคลืÉนทีÉสามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุด 

 จากการศึกษาหาความยาวคลืÉนทีÉสามารถดูดกลืนแสงไดสู้งสุดของสารสกดัทีÉไดจ้ากการ

สกดัโดยตวัทาํละลายชนิดต่างๆไดผ้ลดงัตารางทีÉ Ŝ.Ś 
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ตารางทีÉ Ŝ.Ś แสดงผลของการศึกษาหาความยาวคลืÉนของสารสกดั 

ตวัทาํละลายทีÉใชใ้นการสกดั  max (nm) 

Hexane 410 

Dichloromethane 373 

Ethyl acetate 320 

Ethanol 315 

Methanol 335 

 

จากตารางพบวา่สารสกดัแต่ละชนิดมี Wavelength ทีÉแตกต่างกนัและแตกต่างจาก max ของ

สารละลาย DPPH ซึÉงมีคา Wavelength เท่ากบั ŝřş nm ดงันัÊนสารทีÉสกดัจึงสามารถนาํไปทาํการ

วิเคราะห์หาค่าการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH ได ้

 

4.3 ผลการศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดแต่ละชนิด 

ผลการทดสอบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากใบฮวา่นงอ็ก โดยวิธี 

DPPH แสดงผลการทดลองเป็นเปอร์เซ็นตก์ารจบัอนุมูลอิสระ (% Scavenging effect)  เป็นผลมาจาก

การทาํปฏิกิริยาระหวา่งสารละลาย DPPH กบัสารสกดัหยาบ โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉ  max 517 

nm ซึÉ งเป็นค่า Wavelength ทีÉสารละลาย DPPH สามารถดูดกลืนแสงไดสู้งสุด ดงันัÊนค่าการดูดกลืน

แสงของสารละลาย DPPH  เปลีÉยนไปแสดงวา่ สารมีสมบติัเป็นสารแอนติออกซิแดนตเ์ขา้ทาํ

ปฏิกิริยากบัสารละลาย DPPH โดยทีÉ DPPH free radical ไดรั้บอิเลก็ตรอนหรืออนุมูลอิสระ

ไฮโดรเจน จากสารสกดัใบฮวา่นง็อกทาํใหเ้กิดการเสถียร  แลว้เปลีÉยนไปไม่เป็นอะตอมอิสระต่อไป

ซึÉ งสามารถสงัเกตไดจ้ากค่าการดูดกลืนแสงทีÉ  max 517 nm จะลดลงแลว้นาํมาคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์

การดูดกลืนแสงทีÉเปลีÉยนไปซึÉงมีค่าเท่ากบัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระจะไดผ้ลการทดลอง

ดงัตารางทีÉ Ŝ.ś 

 

 

 

 

 



 33

ตารางทีÉ Ŝ.ś ผลการศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัแต่ละชนิด 

 

ชนิดของสารสกดั 
ความเข้มข้น 

(ppm) 

Radical Scavenging activity (%) 

ครัÊงทีÉ ř ครัÊงทีÉ Ś ครัÊงทีÉ ś x ± SD 95% CL for µ 

 Crude  

Hexane 

1000.00 

500.00 

250.00 

125.00 

62.50 

31.25 

4.650 

2.250 

  0.940 

0.870 

0.080 

  0.000 

4.630 

2.250 

0.930 

0.880 

0.050 

0.000 

4.670 

2.210 

0.950 

0.870 

0.090 

0.000 

4.650±0.020 

2.250±0.040 

0.940±0.010 

0.870±0.010 

0.070±0.020 

0.000±0.000 

4.650±0.050 

2.250±0.100 

0.940±0.020 

0.870±0.020 

0.070±0.050 

0.000±0.000 

Crude Dichloromethane 

1000.00 

500.00 

250.00 

125.00 

62.50 

31.25 

32.520 

11.480 

3.250 

0.000 

0.000 

0.000 

32.510 

11.500 

3.200 

0.000 

0.000 

0.000 

32.530 

11.480 

3.300 

0.000 

0.000 

0.000 

32.520±0.010 

11.480±0.020 

3.250±0.050 

0.000±0.000 

0.000±0.000 

0.000±0.000 

32.520±0.020 

11.480±0.124 

3.250±0.124 

0.000±0.000 

0.000±0.000 

0.000±0.000 

Crude  

Ethyl acetate 

1000.00 

500.00 

250.00 

125.00 

62.50 

31.25 

63.880 

34.880 

17.000 

8.430 

4.060 

2.680 

63.880 

34.900 

17.200 

8.430 

4.1000 

2.620 

63.880 

34.880 

16.800 

8.450 

4.060 

2.740 

63.880±0.020 

34.880±0.020 

17.000±0.200 

8.430±0.020 

4.060±0.040 

2.680±0.060 

63.880±0.050 

34.880±0.050 

17.000±0.497 

8.430±0.050 

4.060±0.099 

2.680±0.149 

Crude 

 Ethanol 

1000.00 

500.00 

250.00 

125.00 

62.50 

31.25 

77.080 

36.770 

18.620 

9.600 

5.230 

2.620 

77.080 

36.770 

18.640 

10.200 

5.200 

2.580 

77.040 

36.800 

18.620 

9.600 

5.260 

2.660 

77.080±0.040 

36.770±0.030 

18.650±0.030 

9.600±0.060 

5.230±0.030 

2.620±0.040 

77.080±0.099 

36.770±0.075 

18.650±0.075 

9.600±0.149 

5.230±0.075 

2.620±0.099 

Crude 

 Methanol 

1000.00 

500.00 

250.00 

125.00 

62.50 

31.25 

56.560 

23.800 

10.600 

5.190 

2.100 

0.940 

56.620 

23.770 

10.560 

5.140 

2.090 

0.910 

56.560 

23.810 

10.620 

5.200 

2.060 

0.970 

56.560±0.060 

23.800±0.00 

10.600±0.030 

5.190±0.050 

2.100±0.050 

0.940±0.030 

56.560±0.149 

23.800±0.075 

10.600±0.075 

5.190±0.124 

2.100±0.124 

0.940±0.075 

BHT 

1000.00 

500.00 

250.00 

125.00 

62.50 

94.612 

82.211 

55.761 

27.810 

14.431 

94.619 

82.218 

55.767 

27.809 

14.435 

94.612 

82.211 

55.761 

27.801 

14.425 

94.614±0.004 

82.213±0.004 

55.763±0.003 

27.816±0.005 

14.432±0.005 

94.614±0.010 

82.213±0.010 

55.763±0.007 

27.816±0.012 

14.432±0.012 

Ascorbic acid 

1000.00 

500.00 

250.00 

125.00 

96.69 

85.679 

37.751 

8.818 

96.695 

85.683 

37.754 

8.825 

96.685 

85.678 

37.655 

8.817 

96.685±0.005 

85.678±0.003 

37.655±0.056 

8.817±0.004 

96.685±0.012 

85.678±0.007 

37.655±0.139 

8.817±0.010 
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 จากตารางทีÉ 4.3 พบวา่ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัแต่ละตวัจะแปร

ผนัตรง กบัความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งนัÊนๆ และเมืÉอเรานาํค่าความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระ

สร้างกราฟเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้จะไดก้ราฟเป็นเสน้ตรง ดงันีÊ  

 

 

รูปทีÉ 4.1 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง % Radical Scaving กบัความเขม้ขน้ของ Crude Hexane 

 

 

 
รูปทีÉ 4.2 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง % Radical Scaving กบัความเขม้ขน้ของ Crude chloromethane 



 35

 

รูปทีÉ 4.3  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง % Radical Scaving กบัความเขม้ขน้ของ Crude Ethaylacetate 

 

 

 

 

รูปทีÉ 4.4 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง % Radical Scaving กบัความเขม้ขน้ของ Crude Ethanol 
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ภาพทีÉ 4.5 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง % Radical Scaving กบัความเขม้ขน้ของ Crude Methanol 

 

จากรูปทีÉ 4.1 นาํมาคาํนวณหาค่า IC50 ซึÉ งเป็นความเขม้ขน้ของสารตวัอย่างทีÉมีความสามารถ

ในการกาํจดัอนุมูลอิสระ DPPH• ลดลงได ้50%ไดผ้ลดงัแสดงในตารางทีÉ 4.4 

 

             ตารางทีÉ 4.4 แสดงค่า IC50 ของสารตวัอยา่งในการตา้นอนุมูลอิสระ 

  

สารตวัอย่าง IC50 (Inhibitory Concentration 50%) ppm 

Crude Hexane 12520.000 

Crude Dichloromethane 1468.460 

Crude Ethyl acetate 768.660 

Crude Ethanol 656.270 

Crude Methanol 917.070 

BHT 22.310 

Ascorbic acid 16.012 

  

 เมืÉอนาํค่า IC50 (Inhibitory Concentration50%) ของสารตวัอยา่งมาสรา้งกราฟเปรียบเทียบกบั

สารอนุมูลอิสระมาตรฐานคือ Ascorbic acid และ BHT จะไดผ้ลดงัแสดงในรูปทีÉ 4.6 
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  4.4   ผลของการคาํนวณหาค่า IC50   

                                                                                      

 

รูปทีÉ 4.6 แสดงการเปรียบเทียบค่า IC50 (Inhibitory Concentration 50%) ของสารตวัอย่างกบัอนุมูล

อิสระมาตรฐาน 

 

4.5. ผลการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยวธีิ FRAP 

 หลงัจากนาํสารละลาย Iron (II) sulphate ทีÉมีความเขม้ขน้ต่างๆไปวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉ

ความยาวคลืÉน 593 nm จะไดค้่าการดูดกลืนแสงดงัตารางทีÉ 4.5 

 

ตารางทีÉ 4.5 แสดงค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ของสารมาตรฐาน Fe2+ ทีÉความยาวคลืÉน 593 nm 

 

Standard concentration( mM ) ค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 593 nm 

0.0 

0.1 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

0.000 

0.060 

0.111 

0.202 

0.311 

0.403 

0.503 
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รูปทีÉ 4.7 กราฟมาตรฐานสาํหรับวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวธีิ FRAP 

จากการศึกษาค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตวัอยา่ง  จะเห็นว่าค่าการดูดกลืนแสงทีÉได้

อยูใ่นช่วงของกราฟมาตรฐาน  และคาํนวณหาค่าความเขม้ขน้ของ Fe2+ ทีÉเกิดขึÊนไดผ้ลดงัแสดงตาราง

ทีÉ 4.6 
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ตารางทีÉ 4.6 แสดงปริมาตรของ Fe2+ ทีÉไดจ้ากการรีดิวซ ์Fe3+ โดยสารตวัอยา่งในการ

วิเคราะห์หาความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP 

สารสกัด 
ความเข้มข้น

(mM) 

ความเข้มข้นของ Fe2+ (mM) 

ครัÊงทีÉ 1 ครัÊงทีÉ 2 ครัÊงทีÉ 3 x ± SD 95% CL for µ 

 Crude Hexane 

250 

500 

1000 

0.126 

0.183 

0.245 

0.132 

0.185 

0.251 

0.132 

0.186 

0.247 

0.130±0.003 

0.185±0.002 

0.248±0.003 

0.130±0.007 

0.185±0.005 

0.248±0.007 

Crude 

Dichloromethane 

250 

500 

1000 

0.225 

0.469 

0.944 

0.231 

0.473 

0.949 

0.227 

0.470 

0.948 

0.228±0.003 

0.471±0.002 

0.947±0.003 

0.228±0.007 

0.471±0.005 

0.947±0.007 

Crude  

Ethyl acetate 

250 

500 

1000 

0.161 

0.512 

0.936 

0.155 

0.508 

0.938 

0.157 

0.508 

0.934 

0.158±0.003 

0.509±0.002 

0.936±0.002 

0.158±0.007 

0.509±0.005 

0.936±0.005 

Crude  Ethanol 

250 

500 

1000 

0.062 

0.108 

0.247 

0.066 

0.110 

0.249 

0.064 

0.11 

0.253 

0.064±0.002 

0.109±0.001 

0.250±0.003 

0.064±0.005 

0.109±0.002 

0.250±0.007 

 Crude  Methanol 

250 

500 

1000 

0.062 

0.422 

0.777 

0.056 

0.416 

0.773 

0.066 

0.418 

0.779 

0.061±0.005 

0.419±0.003 

0.776±0.003 

0.061±0.012 

0.419±0.007 

0.776±0.007 
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4.6 ผลการต้านแบคทเีรีย 

 หลงัจากการนาํสารสกดัมาเตรียมเป็นความเขม้ขน้ต่างๆ และทดสอบฆา่แบคทีเรียทัÊง Ŝ ชนิด 

ซึÉ งไดแ้ก่  E.coli,  Klebsiella,  spp Enterobacter spp และCitrobacter  เป็นเวลา ŜŠ ชัÉวโมงจะได ้

Clear Zone ดงัตารางทีÉ Ŝ.ş 

 

 ตารางทีÉ Ŝ.ş แสดงความสามารถของการตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจากสารสกดั

หยาบฮวา่นง็อก 

 

สารสกัด ความเข้มข้น 
Clear zone (cm) 

E.coli Klebsiella spp Enterobacter spp Citrobacter 

Crude Hexane 

control 

2000 

1000 

500 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Crude 

Dichloromethane 

control 

2000 

1000 

500 

- 

- 

- 

- 

0.7 

0.9 

1.0 

0.7 

0.6 

0.8 

0.7 

0.7 

0.6 

0.7 

0.7 

1.0 

Crude Ethyl 

acetate 

control 

2000 

1000 

500 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Crude Ethanol 

control 

2000 

1000 

500 

- 

- 

- 

- 

 0.6 

1.0 

0.7 

  0.7 

- 

- 

- 

- 

0.7 

0.9 

0.8 

0.7 

Crude Methanol 

control 

2000 

1000 

500 

- 

- 

- 

- 

0.6 

0.8 

0.7 

0.7 

0.6 

0.9 

0.8 

0.8 

0.7 

0.9 

0.9 

0.9 
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 4.7 ภาพการต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

 

 

 

ภาพทีÉ 6.3 แสดงความสามารถของ Crude ethanol ในการตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย

ชนิด Klebsiella spp. ทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ 

 

 

 

ภาพทีÉ 6.4 แสดงความสามารถของ Crude Methanol ในการตา้นการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย ชนิด Klebsiella spp. ทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ 



บททีÉ 5 

สรุปและวิจารณ์ผล 

5.1.สรุปผลการทดลอง 

 การวิจยัครัÊ งนีÊ เป็นการนําพืชสมุนไพรฮว่านง็อก (Pseuderatherum Platiferum) มาทําการสกดัเอา

สารสาํคญั โดยตวัทาํละลายอินทรียช์นิดต่างๆไดแ้ก่ Hexane, Dichloromethane, Ethyl acetate, Ethanol และ 

Methanol เพืÉอศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี Ferric reducing /antioxidant power assay (FRAP) 

และ DPPH method นอกจากนีÊ ยงัทดสอบความสามารถในการต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิด 

E.coli, Klebsiella spp., Entherobacter spp. และ Citrobacter โดยการนําเชืÊ อแบค ทีเรียมาจากภาค วิชา

วทิยาศาสตร์สิÉงแวดลอ้ม มหาวทิยาลยัราชภฏับุรีรัมย ์

 การสกัดสารทีÉสําคัญจากสมุนไพรฮว่านง็อกโดยตัวทาํละลาย Hexane, Dichloromethane, Ethyl 

acetate, Ethanol และ Methanol จะได้สารสกัดหยาบทีÉมีนํÊ าหนัก 29.12, 60.01, 90.14, 100.03 และ 42.36 g 

ตามลาํดบั จากสมุนไพรทีÉมีนํÊ าหนกัแห้ง 588.36 g คิดเป็นเปอร์เซ็นต์จะได้ 4.95, 10.20, 15.32, 17.01 และ 

9.20 g ตามลาํดบั และนาํสารสกดัทีÉแหง้ไปศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธิÍ ทางชีวภาพ 

 การศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบแต่ละตัวโดยวิธี DPPH method (2, 2-

Diphenyl-1-picry-hydrazyl) พบว่าสารสกดัทีÉไดจ้าก Ethanol มีความสามารถในการกาํจดัอนุมูล DPPH• ไดดี้

ทีÉสุดซึÉงมีค่า เปอร์เซนต ์Radical Scavenging activities  เท่ากบั 77.080±0.040, 36.770±0.030, 18.650±0.030, 

9.600±0.060, 5.230±0.030 และ 2.620±0.040 ทีÉความเขม้ขน้ 1000, 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 ppm เมืÉอ

นาํไปคาํนวณหาค่า IC50 เท่ากบั 656.270 ppm และรองลงมาคือ Ethyl acetate, Methanol และ Hexane ซึÉ งมี

ค่า IC50 เท่ากับ 768.660, 917.070, 1468.460 และ 12520.000 ppm และจากการศึกษาความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระของสาร Ascorbic acid และสาร BHT ซึÉ งเป็นสารอนุมูลอิสระมาตรฐานพบว่ามีค่า IC50 

เท่ากบั 16.012, 22.310 ppm ตามลาํดบั 

การศึกษาความสามารถการต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี Ferric reducing /antioxidant power assay 

(FRAP) พบว่าสารทีÉ มีความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+ ให้เป็น Fe2+ ได้ดีจากมากไปหาน้อยคือ ř) Crude 

Dichloromethane สามารถรีดิวซ์ได ้Fe2+ ปริมาณ 0.228±0.007, 0.471±0.005 และ 0.947±0.007 mM    

2) Crude Ethyl acetate ซึÉ งมีปริมาณ  Fe2+ เท่ากับ  0.158±0.007, 0.509±0.005 และ 0.936±0.005 3) Crude 

Methanol ซึÉ งมีปริมาณ Fe2+ เท่ากับ 0.061±0.012, 0.419±0.007 และ 0.776±0.007   4) Crude Ethanol ซึÉ งมี
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ปริมาณ Fe2+ เท่ากับ 0.064±0.005, 0.109±0.002 และ 0.250±0.007 และ 5) Crude Hexane มีปริมาณ  Fe2+ 

เท่ากบั 0.130±0.007, 0.185±0.005 และ 0.248±0.007 ทีÉความเขม้ขน้ 250, 500 และ 1,000 ppm ตามลาํดบั 

 ส่วนผลของการทดสอบความสามารถในการตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย พบวา่ไม่มีสารสกดั

หยาบใดทีÉมีความสามารถในการตา้นการเจริญเติบโตของ E.Coli, สารสกัดหยาบ Dichloromethane และ 

Methanol สามารถต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Klebsiella spp., Etherobacter spp. และCitrobacter 

ไดดี้ แต่สารสกดัหยาบจาก Ethanol สามารถตา้นการเจริญเติบของแบคทีเรียไดดี้เฉพาะ Klebsiella spp. และ 

Citrobacter ในขณะทีÉ  สารสกัดหยาบ Hexane และ Ethyl acetate ไม่มีค วามสามารถในการต้านการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียทัÊง 4 ชนิดไดเ้ลย 

 ดงันัÊนสารสกัดหยาบจากใบฮว่านง็อกโดยตัวทาํละลายอินทรียทุ์กชนิด ไดแ้สดงฤทธิÍ ในการตา้น

อนุมูลอิสระ DPPH• และมีความสามารถในรีดิวซ์ Fe3+ ให้เป็น Fe2+ ไดดี้ โดยเฉพาะอย่างยิÉงสารสกดัหยาบ

จากใบฮว่านง็อกโดยตัวทาํละลาย Ethanol มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีมากกว่าสารสกัด

หยาบดว้ยตวัทาํละลายชนิดอืÉนๆ และมีค่า IC50 ไม่แตกต่างกนัมากเมืÉอเทียบกบัสาร BHT และ Ascorbic acid 

ทีÉเป็นยอมรับกนัว่าเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน นอกจากนีÊยงัมีความสามารถในตา้นการเจริญเติบของ

แบคทีเรีย Klevsiella spp. และ Citrobacter อีกดว้ย เพราะฉะนัÊนสารสกดัจากใบฮว่านง็อกโดยตวัทาํละลาย 

Ethanol สามารถนาํไปใชง้านในดา้นการแพทย ์หรือทาํการวิเคราะห์โครงสร้างแลว้ทาํการพฒันาโครงสร้าง

เพืÉอเพิÉมฤทธิÍ ทางชีวภาพใหดี้กวา่เดิมอีกต่อไป 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. การวิเคราะห์ความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระควรใชอุ้ปกรณ์ทีÉสะอาดมาก ไม่ให้มีสิÉงปนเปืÊ อน

โดยเฉพาะอยา่งยิÉงสารทีÉเป็นโลหะ เช่น Fe, Cu, Zn  เป็นตน้ เพราะวา่สารตา้นอนุมูลอิสระทีÉดีมี

ความสามารถในการรีดิวซสู์ง จะทาํปฏิกิริยากบัโลหะนีÊจนหมดความสามารถในการรีดิวซ์ก่อนทีÉจะ

ทาํปฏิกิริยากบัอนุมูลทีÉเราตอ้งการทดสอบ ทาํใหค่้าทีÉไดจ้ากการทดสอบนอ้ยกวา่ค่าจริง 

2. ควรทาํการทดสอบหลายวธีิเนืÉองจากวา่สารตา้นอนุมูลอิสระแต่ละตวัจะมีความสามารถในการกาํจดั

อนุมูลอิสระไดไ้ม่เท่ากนั 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 
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ภาคผนวก 

 

1. การคาํนวณหา IC50 (Inhibitory Concentration 50%) 

การคาํนวณหาค่า IC50โดยนาํค่าความชนัของกราฟระหวา่งความเขม้ขน้กบัสารตวัอยา่ง

นัÊนๆ เช่น สารสกดัจากใบฮว่านง็อกโดยตวัทาํละลาย Hexane 

 

รูปทีÉ 1 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้กบัความสามารถในการตา้นอนุมูล

อิสระ 

จากรูปทีÉ 1  แสดงใหเ้ห็นว่ากราฟมีความชนั 0.076 0.1236y x   สามารถนาํไป

คาํนวณหาค่า IC50 ดงัสมการต่อไปนีÊ  

 

y=0.076x+0.1236

50=0.076x+0.1236

50-0.1236
x= =656.270

0.076

 

                                        

ดงันัÊนค่า IC50ของสารสกดัฮวา่นง็อกมีค่าเท่ากบั 656.270 

 

y = 0.0762x + 0.1236
R² = 0.9989
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2. การคาํนวณหาค่าเฉลีÉย 

N

i
1 2 Ni

X
X +X +...+ X

X = =
N N


 

  Xi = ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระในการวดัครัÊ งทีÉ i ( i = 1,2,3,…) 

  X1 = 4.650 

  X2 = 4.630 

  X3 = 4.670 

4.650 + 4.630+ 4.670
X = 4.650

3
  

ดงัค่าเฉลีÉยของความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระคือ X = 4.650  

3. การคาํนวณหาค่าเบีÉยงเบนมาตรฐาน(Standard Deviation, S) 

ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐาน (S) ของการวดัแต่ชุด 

 

2
i(X -X)

S =
N-1

  

 

เมืÉอ        Xi = ค่าการตา้นอนุมูลอิสระแต่ละครัÊ ง 

 S = ค่าการเบีÉยงเบนมาตรฐาน 

X1 = 4.650 

  X2 = 4.630 

  X3 = 4.670 

  4.650X   

ดงันัÊน 
2 2 2(4.650 - 4.650) + (4.630 - 4.650) + (4.670 - 4.650)

S = 0.020
N-1

  
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4. การหาช่วงความเชืÉอมัÉน 

tS
= X ±

N
  

เมืÉอ  t = ระดบัขัÊนเสรี 

0.020 4.30
= 4.650 4.650 0.050

3
 

    

ดงันัÊนค่าระดบัความเชืÉอมัÉน 95% เท่ากบั 4.650  0.050 

ตารางทีÉ 6.1 ค่า t ทีÉมีลิมิตความเชืÉอมัÉนต่างๆ 

ระดบัขัÊน

ความเสรี   

(N-1) 

ค่า t สาํหรับลิมิตความเชืÉอมัÉน (%) 

50 80 90 95 99 99.8 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

12 

15 

20 

30 

60 

  

1.00 

0.82 

0.76 

0.74 

0.73 

0.72 

0.71 

0.71 

0.70 

0.70 

0.70 

0.69 

0.69 

0.68 

0.68 

0.67 

3.08 

1.89 

1.64 

1.53 

1.48 

1.44 

1.42 

1.40 

1.38 

1.37 

1.36 

1.34 

1.32 

1.31 

1.30 

1.29 

6.31 

2.92 

2.35 

2.13 

2.02 

1.94 

1.90 

1.86 

1.83 

1.81 

1.78 

1.75 

1.72 

1.70 

1.67 

1.64 

12.70 

4.30 

3.18 

2.78 

2.57 

2.45 

2.36 

2.31 

2.26 

2.23 

2.18 

2.13 

2.09 

2.04 

2.00 

1.96 

63.70 

9.92 

5.84 

4.60 

4.03 

3.71 

3.50 

3.36 

3.25 

3.17 

3.06 

2.95 

2.84 

2.75 

2.66 

2.58 

318.00 

22.30 

10.20 

7.17 

5.89 

5.21 

4.78 

4.50 

4.30 

4.14 

3.93 

3.73 

3.55 

3.38 

3.23 

3.09 
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ต้นฮว่านงอ็ก 

สมุนไพรฮว่านงอ็ก (Hoan Ngoc) เรียกอีกอยา่งหนึÉงว่า วา่นลิง, พญาวานร เป็นพืชพืÊนเมือง

ของประเทศเวียดนาม ผูที้Éนาํเขา้มาปลูกในประเทศไทยเป็นกลุ่มทหารผา่นศึกสมยัสงครามเวียดนาม  

ชืÉอทางวิทยาศาสตร์: Pseuderatherum Platiferum 

Family: Acanthaceae 

 

 

 

ภาพทีÉ 2 แสดงลกัษณะของตน้ฮวา่นง็อก 
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ภาพการต้านการเจริญเตบิโตของแบคทเีรีย 

 

 

 

ภาพทีÉ 6.3 แสดงความสามารถของ Crude ethanol ในการตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย

ชนิด Klebsiella spp. ทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ 

 

 

 

ภาพทีÉ 6.4 แสดงความสามารถของ Crude Methanol ในการตา้นการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียชนิด Klebsiella spp. ทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ 

 



50 

 

เอกสารอ้างอิง 

ปิยนุช ทองผาสุก. ผลของรังสีแกรมมาต่อฤทธิÍ ตา้นอนุมูลอสิระและสารเคอร์คูมินอยดใ์นขมิÊนชนั. 

ในการประชุมวิชาการวทิยาศาสตร์และเทศโนโลยนีิวเคลียร์ครัÊงทีÉ 10: 16-17 สิงหาคม 2550. 

กรุงเทพฯ 

นาถธิดา วีระปรียากูร. 2550. การทดสอบความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระ (DPPH). 

มหาวิทยาลยัขอนแก่น: คณะเภสชัศาสตร์.  

พรรณี เด่นรุ่งเรืÉอง. 2550.กรุงเทพฯ: ฤทธิÍ การการตา้นอนุมูลอิสระของเปลือกตน้วงศอ์บเชย. ใน

รายงานผลงานวจิัย ประจําปี 2550. สาํนกังานวิจยัการจดัการป่าไมแ้ละผลิตผลป่าไม ้ 

รตันา อินทรานุปกรณ์. 2547. การตรวดสอบและการสกัดแยกสารสําคัญจากสมุนไพร. กรุงเทพฯ: 

สาํนกัพิมพจุ์ฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 

วิไลลกัษณ์ ศรีสุระ.(2551): Online. จุลินทรียที์ÉเกีÉยวขอ้งกบัอาหาร. คน้จาก

http://www.halalthailand.com/healthy/subindex.php?page=content&category=&subcatego

ry=&id=60 

สรรพคุณและขนาดการใชใ้บวา่นลิง (พญาวานร,  ฮวา่นง็อก). (2551) Online. คน้จาก

http://blog.sanook.com/Default.aspx?alias=medplant.  

โอภา วชัระคุปต.์2549. สารต้านอนุมูลอิสระ. กรุงเทพฯ : พ.ีเอส.พริÊนท,์ 2549. 

Alexander V. Maksimenko. 2005. Experimental Antioxidant Biotherapy for Protection of the 

Vascular Wall by Modified Forms of Superoxide Dismutase and Catalase. Current 

Pharmaceutical Design, 11: 2007-2016. 

Connor, A.M., Luby, J.J., Tong, C.B.S., 2002. Variability in antioxidant activity in blueberry and 

correlations among different antioxidant activity assays. Journal of the American 

Society for HorticulturalScience. 127: 238–244. 

Kriengsak Thaipong, Unaroj Boonprakob.2006. Comparison of ABTS, DPPH, and ORAC assays 

for estimating antioxidant activity from guava fruit extracts. Journal of Food 

composition and analysis, 19: 669-675. 



51 

 

Luximon-Ramma, A., Bahorun, T., Crozier, A., 2003. Antioxidant actions and phenolic and 

vitamin C contents of common Mauritian exotic fruits. Journal of the Science of Food 

and Agriculture, 83: 496–502. 

Miean, K.H., Mohamed, S., 2001. Flavonoid (myricetin, quercetin, kaempferol, luteolin, and 

apigenin)  content of edible tropical plants. Journal of Agricultural and Food 

Chemistry 49: 3106–3112. 

Nilesh Kumar Sharma, Sreela Dey, Ramasare Prasad(2007).In vitro antioxidant potential 

evaluation of Euphorbia hirta L. Pharmacology online, 1:91-98.  

Om Prakash Tiwari, Yamine B. Tripathi .2007.Antioxidant properties of different fraction of Viten 

negundo Linn. Food Chemistry, 100: 1170-1176. 

Talcott, S.T., Howard, L.R., 1999. Phenolic autoxidation is responsible for color degradation in 

processed carrot puree. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 47: 2109–2115. 

Temple, N.J., 2000. Antioxidants and disease: more questions than answers. Nutrition Research, 

20:449–459. 

 

 

 

 


