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บทคัดย่อ 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และวิเคราะห์หาปริมาณ            ฟีนอลิ
กรวมของส่วนสกัดหยาบรากผักหวานป่าที่ได้จากการสกัดรากผักหวานแห้งน ้าหนัก 400 กรัม ด้วย 85% 
เอทานอล ทิ้งไว้ 1 คืน จากนั้นจึงกรองสารละลาย น าสารลายละลายที่ได้จากการกรองไประเหยตัวท า
ละลายโดยใช้เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนจะได้สารสกัดหยาบครั้งที่ 1 น าส่วนกากจากการกรองไป
แช่ 85% เอทานอล และท าซ ้าขั้นตอนอีก 2 ครั้ง จะได้สารสกัดหยาบน ้าหนักรวม 10.5 กรัม ส่วนสกัด
หยาบถูกน ามาวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และ ABTS และวิเคราะห์หาปริมาณสารฟีนอ
ลิกรวมโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric assay ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสาร
สกัดรากผักหวานป่าโดยวิธี DPPH มีค่า IC50 เท่ากับ 2904.55 พีพีเอ็ม ขณะที่สารละลายมาตรฐานกรด
แอสคอร์บิกแสดงค่า IC50 เท่ากับ 1.30 พีพีเอ็ม ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS มีค่า TEAC เท่ากับ 
1.04 มิลลิโมลาร์ ปริมาณฟีนอลิกรวมต่อกรัมของน ้าหนักแห้ง โดยวิธี Folin–Ciocalteu colorimetric 
assay มีค่าเท่ากับ 0.56 mg GAE/gDW  
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ABSTRACT 

  

 This research aimed to study the antioxidant activities and total phenolic 

contents in Melientha suavis Pierre root extract. 400 g of dried twigs of M. suavis Pierre 

was ground into powder and was extracted with 85% ethanol. After leaving for 1 day, the 

extract was filtered and solvents were evaporated off under reduced pressure to give the 

crude extract. The process was repeated twice to give 10.5 g of the crude extract. 

Antioxidant activities were evaluated with 2 ,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  and 2 ,2-

Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt (ABTS)assays. Total 

phenolic content was determined using Folin-ciocalteu colorimetric assay. The crude 

extract showed antioxidant activity with IC50 value of 2904.55 ppm in DPPH assay while 

the standard ascorbic acid showed an IC50 of 1.30 ppm. In ABTS assay, the TEAC of the 

crude extract was 1.04 mM. Total phenolic content of the crude extract was 0 . 5 6  mg 

GAE/gW. 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

 
% = เปอร์เซ็นต์ 
ppm = มิลลิกรัมต่อลิตร 
DPPH = 2,2-dipheny-1-picrylhdrazyl 
ABTS = 2,2-azion-bis-3-ehtylbenzothiazoline-6-sul-phonic acid 
IC50 = 50% inhibitory concentration 
TEAC = Trolox Equivalent Antioxidant capacity 
SD = Standard deviation  
GAE = Gallic acid equivalent 
FCR = Folin-Ciocalteu reagent 
mM = มิลลิโมลาร์ 
Abs = Absorbance 
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บทที่ 1 

 

บทน า 
 

1.1  ที่มาและความส าคัญของการวิจัย 

 อนุมูลอิสระ สามารถเกิดได้จากหลายปัจจัย เช่น เกิดจากการเผาผลาญพลังงานตามธรรมชาติที่
เกิดขึ้นภายในร่างกาย หรือ เกิดจากปัจจัยจากภายนอก ได้แก่ มลพิษในอากาศโอโซน ไนตรัสออกไซด์ 
ไนโตรเจนไดออกไซด์ ฝุ่น ควันบุหรี่ อาหารที่มีกรดไขมันไม่อิ่มตัว แสงแดด ความร้อน รังสีแกมม่า เป็น
ส่วนหนึ่งในการท างานของระบบภายในร่างกาย แต่หากว่าเมื่อร่างกายของคนเรามีอนุมูลอิสระที่มีความ
เข้มสูงเกินกว่าที่ร่างกายจะรับได้ อนุมูลอิสระที่มีปริมาณสูงนั้นจะเข้าไปท าลายเซลล์ เมื่อร่างกายไม่
สามารถผลิตสารต้านอนุมูลอิสระภายในร่างกาย ส่งผลให้เซลล์เกิดความเสียหายและเป็นภาวะการท าให้
เกิดโรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคแก่ก่อนวัย โรคต้อกระจก และโรคอื่น ๆ เช่น 
อนุมูลอิสระจะท าลายผนังหลอดเลือดแดง และเมื่อมีไขมันไปสะสมอยู่ในบริเวณหลอดเลือดแดงที ่ถูก
ท าลาย จะท าให้เกิดโรคหัวใจและหลอดเลือดในที่สุด แต่ถ้าเราได้รับสารต้านอนุมูลอิสระเพียงพอ สารต้าน
อนุมูลอิสระจะเข้าไปป้องกันหรือแย่งที่จับกับอนุมูลอิสระ และน าอนุมูลอิสระเหล่านั้น ไปทิ้งนอกเซลล์ ท า
ให้เซลล์ไม่ถูกท าลาย (Ames et. al., 1993) 
 การท าลายอนุมูลอิสระหรือการควบคุมปริมาณของอนุมูลอิสระ จึงมีความจ าเป็นต่อมนุษย์ ซึ่ง
เป็นอีกแนวทางหนึ่งในการป้องกันโรคร้ายต่าง ๆ ที่จะเกิดขึ้นได้ โดยปกติคนเรามีสารต้านอนุมูลอิสระ
ตั้งแต่ก าเนิด เมื่อถึงในช่วงวัยเด็กและวัยรุ่นนั้น ร่างกายของคนเราสามารถก าจัดอนุมูลอิสระได้ดี แต่เมื่อ
คนเราได้เข้าสู่ในสภาวะของวัยท างาน การใส่ใจและการดูแลร่างกายของคนเราจะลดน้อยลงเรื่อย ๆ เมื่อ
คนเรามีอายุที่เพิ่มมากขึ้น ร่างกายอ่อนแอ มีความเครียด ร่างกายที่สามารถผลิตภูมิคุ้มกันเองได้ ก็จะไม่
สามารถผลิตสารต้านอนุมูลอิสระเพ่ือต่อสู่ได้ 
 ปัจจุบันการวิจัยเกี่ยวกับการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระในผลไม้และพืช มีมากขึ้นตามล าดับ 
เนื่องจากมีการค้นพบว่า สารต้านอนุมูลอิสระส่วนมากจะอยู่ในกลุ่มสารประกอบฟีนอลิก ซึ่งพบมากใน พืช 
ผัก และผลไม้ จึงเป็นอีกทางเลือดหนึ่งในการศึกษาและพัฒนาการใช้ประโยชน์สารต้านอนุมูลอิสระ 

ผักหวาน เป็นพืชวงศ์ Opiliaceae มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Melientha suavis Pierre. เป็นพืช
ที่มีถ่ินก าเนิดอยู่ในประเทศไทย ลาว เวียดนาม และกัมพูชา โดยมีชื่อเรียกที่แตกต่างกันไปในแต่ละท้องถิ่น 
เป็นพืชชนิดหนึ่งที่นิยมน ามารับประทานในแบบผักปกติและในแบบสมุนไพรเพื่อรักษาโรคต่าง ๆ ผักหวาน
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ป่ามีสรรพคุณหลากหลายชนิด เช่น มีโปรตีน วิตามินสูง ช่วยลดอาการเลือดออกตามไรฟัน และช่วยให้
ระบบขับถ่ายท างานได้ดี แก้ร้อนในกระหายน ้า และท าให้รู้สึกชุ่มขึ้น ใบและราก สามารถน ามาต าเพ่ือ
รักษาแผลได้ ช่วยให้แผลหายเร็วขึ้น เมื่อผักหวานมีคุณประโยชน์มากมายเหล่านี้ จึงมีความเป็นไปได้ว่า 
น่าจะมีองค์ประกอบทางเคมีที่ส าคัญในผักหวานที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพได้ (สงบ, 
2554) 

การศึกษาในครั้งนี้ ผู้วิจัยมีความสนใจในการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และหาปริมาณฟีนอ
ลิกรวมของส่วนสกัดหยาบรากผักหวานป่า เพื่อให้ได้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ และใช้เป็นข้อมูลพื้นฐาน
ทางด้านเภสัชวิทยา  
 

1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 1.2.1  เพื่อศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของส่วนสกัดหยาบรากผักหวานป่า โดยใช้วิธี DPPH  
 1.2.2  เพื่อศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของส่วนสกัดหยาบรากผักหวานป่า โดยใช้วิธี ABTS 
 1.2.3  เพื่อศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอสิกรวมของส่วนสกัดหยาบรากผักหวานป่า ด้วยวิธี 
Folin-Ciocalteu colorimetric assay 
 

1.3  สมมุติฐานของงานวิจัย 

 1.3.1 หากส่วนสกัดหยาบรากผักหวานมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระอยู่จริง เมื่อน ามาท าการ
ทดสอบด้วยวิธี DPPH จะเกิดการฟอกจางสีจากสีม่วงของสารละลาย DPPH* radical เปลี่ยนเปลี่ยนเป็น
สีเหลืองใส และสามารถตรวจสอบปริมาณโดยการใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตเมตรีได้ 
 1.3.2  หากสารสกัดรากผักหวานป่ามีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระอยู่จริง เมื่อน ามาท าการทดสอบ
ด้วยวิธี ABTS จะเกิดการฟอกจางสีจากสีน ้าเงินของสารละลาย ABTS** radical จางลง และสามารถ
ตรวจสอบปริมาณโดยการใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตเมตรีได้ 
 1.3.3 หากสารสกัดรากผักหวานป่ามีสารกลุ่มฟีนอลิกอยู่จริง เมื่อน ามาท าการทดสอบด้วยวิธี 
Folin-Ciocalteu colorimetric assay สีของสารละลายจะมีสีเหลืองเข้มจากสารประกอบเชิงซ้อน
ระหว่างสารกลุ่มฟีนอลกับรีเอเจนต์ และสามารถตรวจสอบปริมาณโดยการใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตร
โฟโตเมตรีได้ 
 

1.4  ขอบเขตการศึกษาของงานวิจัย 

 1.4.1  ขอบเขตด้านระยะเวลาการศึกษา 
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  1)  เริ่มต้นศึกษา เมื่อวันที่ 15 เดือน พฤษภาคม 2562 
  2)  สิ้นสุดการศึกษา เมื่อวันที่ 23 เดือน ธันวาคม 2562 
 1.4.2  ขอบเขตด้านเนื้อหา 
  1)  ตัวอย่างพืชที่ใช้ในการวิจัยคือ ผักหวานป่า 
   ชื่อวิทยาศาสตร์ : Melientha suavis Pierre. 
   ชื่อวงศ์  : Opiliaceae 
  2)  ศึกษาฤทธิ์การด้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
  3)  ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 

4)  ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอสิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric   
     assay 

 1.4.3  ขอบเขตด้านพ้ืนที่ 
  1)  เก็บตัวอย่างผักหวานป่าจากเขตพ้นที่อ าเภอเชียงม่วน จังหวัดพะเยา  
                        ประเทศไทย 
  2)  ห้องปฏิบัติการเคมี SC1307 คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา 
 

1.5  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับของงานวิจัย 

  1)  ท าให้ทราบฤทธิ ์การต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ของสารสกัดราก
ผักหวานป่าที่สกัดด้วยตัวท าละลาย 85%เอทานอล  
  2)  เพ่ือส่งเสริมให้ผักหวานป่าเป็นแหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ 
  3)  สามารถน างานวิจัยนี ้ไปเป็นแนวทางการพัฒนาสารสกัดผักหวานป่า เพื ่อใช้
ประโยชน์ทางด้านการแพทย์ และใช้ส่งเสริมทางด้านสุขภาพได้ 
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บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 ผักหวานป่า 

ผักหวานป่าเป็นพืชในวงศ์ Opiliaceae มีชื่อทางพฤกษศาสตร์ว่า Melientha suavis Pierre มี
ถิ่นก าเนิดอยู่ในแถบประเทศเอเชียอาคเนย์ ในประเทศไทยพบทั่วทุกภาค ในท้องที่ภาคเหนือที่ จังหวัด
เชียงใหม่ เชียงราย ล าพูน ล าปาง ตาก ภาคอิสานที่จังหวัดอุดรธานี นครพนม สกลนคร นครราชสีมา ภาค
กลางที่จังหวัดกาญจนบุรี สระบุรี ภาคใต้ที่จังหวัด สุราษฎร์ธานี กระบี่ (สงบ, 2554) 

  

2.1.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 เป็นไม้พุ่มยืนต้นขนาดกลาง มีล าดับต้นสูงประมาณ 5-10 เมตร หรือโตเต็มที่อาจสูงได้มาก
ถึง 15 เมตร แต่ที่พบทั่วไปในแปลงปลูกจะเป็นไม้พุ่มขนาดเล็ก เพราะมีการตัดยอด และตัดแต่งก่ิง โดยล า
ต้นเป็นไม้เนื้อแข็ง ล าต้นแตกกิ่งมาก เปลือกล าต้นมีสีน ้าตาลอมเทา ผิวล าต้นขรุขระ 
ใบ เป็นใบเดี่ยว (simple leaf) ออกเรียงสลับกัน ใบอ่อนรูปร่าง แคบรี ปลายใบแหลม สีเขียวอมเหลือง 
และเปลี่ยนเป็นสีเขียวเข้มเมื่ออายุ มากขึ้น ใบแก่เต็มที่รูปรีกว้างถึงรูปไข่หรือไข่กลับ สีเขียวเข้ม เนื้อใบ
กรอบ ขอบใบเรียบ ปลายใบมน หรือเว้าบุ๋มมีติ่งหนาม บางครั้งพบปลายใบแหลม ฐานใบสอบเรียว ขนาด
ใบกว้าง 2.5-5 เซนติเมตร ยาวประมาณ 6-12 เซนติเมตร ก้านใบสั้น ขนาดยาวประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 
ดอก ผักหวานป่ามีการออกดอกแยกต้น (dioecious) เป็นต้นเพศผู้และต้นเพศเมีย ลักษณะช่อดอกเป็น
แบบช่อแยกแขนง (panicle) คล้ายช่อดอกมะม่วงหรือล าไย ยาวประมาณ 7-12 เซนติเมตร ดอกเป็นดอก
เดี่ยวหรือเป็นกลุ่ม มีประมาณ 3-5 ดอก ดอกเพศเมียออกเป็นช่อดอกจ านวนมากรวมเป็นกระจุกตามล า
ต้นและก่ิง ดอกเพศผู้เป็นช่อเดี่ยว หรือมี 2-3 ช่อในกระจุกเดียวกัน เกิดตามปลายกิ่งปะปนกับยอดอ่อนที่
แตกใหม่มาพร้อมๆ กันช่อดอกใช้เป็นอาหาร เกษตรกรสามารถเก็บขายได้ในราคาเดี ยวกับยอดอ่อน
ผักหวานป่าออกดอกประมาณเดือนธันวาคม-มีนาคม 
ผล ผักหวานป่าออกผลเป็นช่อตามล าต้นเหมือนผลของมะไฟหรือลางสาด เป็นผลเดี่ยว (Simple fruit) 
แบบ Drup ภายในมีเมล็ดเดียว ผลอ่อนมีสีเขียว เมื่อแก่จะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง ถึงเหลืองอมส้ม ผลมีขนาด
ประมาณ 1.5-2.5 เซนติเมตร ผลแก่ประมาณเดือนเมษายน-พฤษภาคม  (ณัฏฐากรและบัณฑิต, 2554) 
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 2.1.2  การใช้ประโยชน์ 

 ในหลายจังหวัดในภาคเหนือ นิยมน าส่วนต่าง ๆ ของผักหวานป่ามาประกอบอาหาร ยอด
อ่อนของผักหวานป่ามีรสหวานมัน น าประกอบอาหารในหลายอย่าง เช่น แกงผักหวานป่า แกงเลียง แกง
จืด ผัด นึ่ง เป็นต้น ดอกและผลอ่อนของผักหวานป่ามีรสหวานมันเช่นเดียวกับยอดอ่อน จึงเป็นที่นิยม
น ามาท าท าเป็นแกงหรือนึ่ง กินกับน ้าพริก เป็นต้น 

ผักหวานป่าเป็นพืชสมุนไพรที่สามารถใช้ส่วนต่างๆ มาท ายาหรือประกอบเป็นยารักษาโรคที่มี
สรรพคุณในด้านต่าง ๆ เช่น ใบและราก ใช้รักษาแผล ปวดในข้อ ปวดหัว ปวดท้อง ราก ใช้เป็นยาเย็น 
ถอนพิษ แก้ร้อนในกระหายน ้า แก้พิษไข้ น ้าดีพิการ ยาง ใช้กวาดคอเด็ก แก้ลิ้นเป็นฝ้าขาว 

   
 
 
2558 
 
 
 
                                                   

รูปที่ 1 ลักษณะต้นผักหวานป่า (ก) และดอกผักหวานป่า (ข) 

 

2.2 การเตรียมพืช 

การเตรียมพืช ประกอบด้วยการคัดเลือก ศึกษาข้อมูล การเก็บตัวอย่างพืช การเก็บส่วนต่าง ๆ 
ของพืช และการเตรียมตัวอย่างพืชให้มีขนาดที่เล็กลงเพื่อสามารถใช้ในการศึกษาวิจัย 

2.2.1  การคัดเลือกพืช 

 1. คัดเลือกพืชที่เป็นพืชกลุ่มสมุนไพร ซึ่งสามารถหาและรับประทานได้ง่ายตามท้องถิ่น และ
ยังสามารถใช้เป็นยาสมุนไพรซึ่งใช้เป็นยาแผนโบราณได ้

 2.  คัดเลือกพืชที่อยู่ในวงศ์เดียวกันหรือในวงศ์ที่ใกล้เคียงกันกับพืชที่มีการศึกษาว่ามีฤทธิ์
การตา้นอนุมูลอิสระ 

2.2.2 การเก็บพืช 

 1. พืชที่จะน ามาสกัดนั้น ต้องมีการศึกษาเอกลักษณ์ของพืชให้ถูกต้อง เนื่องจากมีพืช
หลากหลายชนิดมีความคล้ายคลึงกัน 

(ก) (ข) 
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 2.  การเลือกเก็บพืชที่สมบูรณ์ เก็บตามฤดูกาลของพืช เพ่ือผลการวิเคราะห์ที่แม่นย า 
 3.  เก็บพืชในตัวอย่างที่มีปริมาณมากพอ เพื่อเป็นพืชตัวอย่าง (Original sample) 
 4.  การจดบันทึกในส่วนที่เกี่ยวข้อง วัน เวลา ที่เก็บพืช ปริมาณของพืช เป็นต้น 

  5. ต้องน าตัวอย่างมาท าให้แห้ง และต้องใช้อุณหภูมิที่เหมาะสม เพ่ือประสิทธิภาพในการ
ออกฤทธิ์ และป้องกันการเสื่อมคุณภาพของพืชได้ 
 

 2.2.3  การเตรียมพืชก่อนการสกัด 

  1.  การเตรียมพืชแบบแห้ง คือ การน าพืชสดนั้น น ามาท าให้แห้งด้วยวิธีที่รวดเร็วละใช้
อุณหภูมิที่ต ่า เพื่อเป็นการรักษาคุณภาพของพืช เนื่องจากการท าให้พืชแห้งโดยใช้อุณหภูมิสูงนั้นอาจจะท า
ให้สารที่ส าคัญเกิดการเปลี่ยนแปลงไป 
  2.  ในการท าให้พืชแห้งนั้น โดยทั่วไป ใบ และดอกของพืชนั้น จะท าให้แห้งที่อุณหภูมิ 20-
40 องศาเซลเซียส และใช้เวลาในการอบอย่างต ่า 24 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดความชื้นออกจากพืช 
  3.  พืชที่แห้งควรเก็บไว้ในที่แห้ง หรือถุงซิปล็อค เพ่ือป้องกันความชื้นที่จะเกิดข้ึนภายในตัว
พืช และควรหลีกเลี่ยงการเก็บพืชทิ้งไว้เป็นเวลานาน 
 

2.3  การสกัดสารส าคัญออกจากพืช 

 การสกัดสารส าคัญที่เป็นองค์ประกอบในตัวอย่างพืชมีหลายวิธี แต่ละวิธีก็จะมีวิธีสกัดที่แตกต่าง
ออกกันไป และมีข้อดีและข้อเสียที่แตกต่างกันไป 

 1. การหมัก (Maceration) 

  เป็นวิธีการสกัดโดยน าสมุนไพรหมักกับตัวท าละลาย ในภาชนะท่ีปิด ทิ้งไว้ 3-7 วัน เขย่า
หรือคนปอยๆ แล้วกรองเอาสารสกัดไปใช้ ถ้าต้องการน าสารออกจากพืชอาจต้องสกัดหลายครั้ง 
  ข้อดี คือสารไม่ถูกความร้อน แต่เป็นวิธีที่สิ้นเปลืองตัวท าละลายมาก และมักไม่ใช้น ้าเป็นตัว
ท าละลายเนื่องจากจะท าให้บูด 

 2.  การสกัด (Soxhlet Extraction) 

  เป็นวิธีการสกัดแบบต่อเนื่องโดยใช้ตัวท าละลายซึ่งมีจุดเดือดต ่า  ใช้ความร้อนท าให้ตัวท า
ละลายในขวดก้นกลมระเหยขึ้นไป แล้วกลั่นตัวลงมา จนถึงจุดหนึ่งก็จะไหลกลับลงไปในขวดก้นกลมใหม่ 
โดยใช้วิธีกาลักน ้า แล้วกลั่นตัวขึ้นไปใหม่จนสกัดได้หมด 
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2.4  อนุมูลอิสระ 

 อนุมูลอิสระ คือ อะตอมหรือโมเลกุล ที่มีอิเล็กตรอนไม่ครบคู่ (Unpaired electron) อย่างน้อย 
1 ตัว โคจรรอบวงนอกสุด อนุมูลอิสระเกิดขึ้นได้เมื่อพันธะระหว่างอะตอมแตกออก ท าให้อนุมูลอิสระไม่
เสถียรและไวต่อการเกิดปฏิกิริยาอย่างรวดเร็ว จึงท าปฏิกิริยากับโมเลกุลที่อยู่รอบ ๆ โดยดึงหรือให้
อิเล็กตรอนจากโมเลกุลข้างเคียงเพื่อให้ตัวมันเสถียร โมเลกุลข้างเคียงที่สูญเสียหรือรับอิเล็กตรอน จะ
กลายเป็นอนุมูลอิสระตัวใหม่ที่ไม่เสถียรและเข้าท าปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนต่อไปเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (Chain 
reaction) ตัวอย่างอนุมูลอิสระที่พบได้ท่ัวไปแสดงดังตารางที่ 1     (Cornelli, 2009) 
 

 2.4.1 แหล่งท่ีมาของอนุมูลอิสระ 

  แหล่งก าเนิดอนุมูลอิสระเกิดจากหลายปัจจัย เช่น ปัจจัยภายในร่างกาย โดยที่ร่างกายเผา
ผลาญน ้าตาลเพื่อใช้เป็นพลังงานในร่างกาย การปล่อยเอนไซม์มาเพื่อย่อยอาหารหรือการออกก าลังกาย 
และอีกปัจจัยเกิดจากปัจจัยภายนอก เช่น การสัมผัสรังสีต่าง ๆ เช่น รังสียูวี ร ังสีเอกซเรย์ คลื่น
แม่เหล็กไฟฟ้าพลังงานสูง การสูดดมควันบุหรี่ มลพิษจากสิ่งแวดล้อม เช่น โลหะหนัก การรับประทาน
อาหารที่ปิ้งหรืออย่างจนไหม้เกรียม สารเคมีจากอุตสาหกรรมก๊าซโอโซนที่ถูกน ามาใช้ทางอุตสาหกรรม
และเครื่องใช้ในบ้าน ยารักษาโรคบางชนิด ย่าฆ่าแมลง ฯลฯ 
 
 
 
 

 2.4.2  อนุมูลอิสระและสารที่เกี่ยวข้อง 

 
ตารางท่ี 1 อนุมูลอิสระและสารที่เกี่ยวข้อง 

Reactive oxygen species 

Free radicals Formula Non-radicals Formula 
Oxygen radical O•

2 Singlet oxygen 1O2
• 

Superoxide radical O2
• - Hydrogen peroxide H2O2 

Hydroxyl radical OH• Ozone O3 
Hydroperoxyl radical HO2

- Organic peroxide ROOH 
Peroxyl radical RO2

-   
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Alkoxyl radical RO-   
Carbonate radical CO3

-   

Reactive chlorine species 

Chlorine radical Cl• Hypochloric acid HOCl 
  Nitryl chloride NO2Cl 
  Chlorine gas Cl2 

Reactive nitrogen species 

Nitric oxide radical NO• Nitric oxide HNO2 
Nitrogen dioxide radical NO2

• Peroxynitrite ONOO 
  Peroxynitrous acid ONOOH 
  Nitryl chloride NOOCl 

 
 
 
 
 
 
 

 2.4.3 อนุมูลอิสระและการเกิดโรค 

  อนุมูลอิสระ มีผลต่อการเสื่อมสภาพของเซลล์และการเกิดโรคเรื้อรัง ต่าง ๆ นอกจากนั้นยัง
พบความสัมพันธ์ ระหว่างการมีอายุยืนกับระดับของสารต้านอนุมูลอิสระต่าง ๆ ในเนื้อเยื่อเช่น วิตามินอี 
คาโรทีนอยด์ กรดยูริค 
 

 2.4.4  การป้องกันอนุมูลอิสระ 

  การลดปริมาณอนุมูลอิสระเพื่อไม่ให้ร่างกายมีมากเกินไป สามารถท าได้หลายอย่าง เช่น 
การหลีกเลี่ยงการเผชิญแสงแดด ตลอดจนสิ่งแวดล้อมที่เป็นมลพิษ เช่น ฝุ่น ควัน สารเคมี ยาฆ่าแมลง ไม่
สูบบุหรี่และดมควันบุหรี่จากผู ้อื ่น เลี ่ยงอาหารที ่ปรุงโดยการปิ ้ง ย่าง หรือเผาจนไหม้เกรียม เลือก
รับประทานอาหารที่อุดมไปด้วยสารด้านอนุมูลอิสระ เป็นต้น 
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2.5 สารต้านอนุมูลอิสระ 

 สารต้านอนุมูลอิสระ คือ สารประกอบที ่สามารถป้องกันหรือชะลอการเกิดกระบวนการ
ออกซิเดชันกระบวนการออกซิเดชันมีได้หลายรูปแบบ เช่น กระบวนการออกซิเดชันที ่ท าให้เหล็ก
กลายเป็นสนิท ท าให้แอปเปิ ้ลเปลี ่ยนเป็นสีน ้าตาลหรือท าให้น ้ามันพืชเหม็นหืน หรือกระบวนการ
ออกซิเดชันที่เกิดในร่างกาย เช่น การย่อยสลายโปรตีนและไขมันจากอาหารที่กินเข้าไป มลพิษทางอากาศ 
การหายใจ ควันบุหรี่ รังสียูวี ล้วนท าให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้น ในร่างกายของเราซึ่งสร้างความเสียหายต่อ
ร่างกายได้ ในความเป็นจริงไม่มีสารประกอบสารใดสารหนึ่งสามารถป้องกันการเกิดออกซิเดชันได้ทั้งหมด 
แต่ละกลไกอาจต้องใช้สารต้านอนุมูลอิสระที่แตกต่างกันในการหยุดกระบวนการออกซิเดชัน ในอีกทาง
หนึ่ง กระบวนการออกซิเดชันเป็นกระบวนการที่ส าคัญต่อร่างกาย เช่น เราใช้ออกซิเจนจากอากาศที่
หายใจเข้าไปเผาผลาญอาหารที่ร่างกายได้รับให้เป็นพลังงานส าหรับการท างานของเซลล์ต่าง ๆ แต่ก็ท าให้
เกิดอนุมูลอิสระเป็นผลพลอยได้ อนุมูลอิสระต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นจะท าปฏิกิริยากับโมเลกุลที่ส าคัญในร่างกาย 
เช่น ไขมัน โปรตีนดีเอ็นเอ ท าให้เกิดความเสียหายต่อโมเลกุลดังกล่าว ตัวอย่างเช่น เมื่ออนุมูลอิสระท า
ปฏิกิร ิยากับแอลดีแอล (LDL : Low-density lipoprotein) ซ่ึงเป็นคอเลสเตอรอลตัวเลวท าให้เกิด
ออกซิไดซ์แอลดีแอล (oxidized LDL) ซึ่งมีหลักฐานยืนยันว่า ออกซิไดซ์แอลดีแอลเป็นสาเหตุของการเกิด
ภาวะหลอดเลือดแดงแข็งท าให้เกิดการอุดดันของหลอดเลือดและเป็นสาเหตุท าให้เกิดโรคหัวใจ 
 

 2.5.1  บทบาทของสารต้านอนุมูลอิสระ 

  สารต้านอนุมูลอิสระสามารถลดความเสี่ยงต่อโรคหลายโรคโดยเฉพาะโรคเรื้อรังที่สัมพันธ์
กับอาหาร เช่น โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคหัวใจ โรคสมอง  (เช่น อัลไซเมอร์) เป็นต้น รวมทั้งช่วยชะลอ
กระบวนการบางขั้นตอนที่ท าให้เกิดความแก่โดยปกติร่างกายสามารถก าจัดอนุมูลอิสระก่อนที่มันจะท า
อันตราย แต่ถ้ามีการสร้างอนุมูลอิสระเร็วหรือมากเกินกว่าร่างกายจะก าจัดทัน อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจะ
สร้างความเสียหายต่อเซลล์และเนื้อเยื่อได้ ซึ ่งส่งผลกระทบต่อสุขภาพ สารต้านอนุมูลอิสระลดความ
เสียหายที่เกิดจากอนุมูลอิสระได้ 2 ทาง  คือ 
  1.  ลดการสร้างอนุมูลอิสระในร่างกาย 
  2.  ลดอันตรายที่เกิดจากอนุมูลอิสระ 
  ถึงแม้ว่าสารต้านอนุมูลอิสระไม่สามารถแก้ไขความเสียหายที่เกิดขึ้นแล้ว แต่สามารถชะลอ
ให้ความเสียหาย เกิดช้าลงได้โดยเฉพาะโรคเรื้อรังซึ่งเป็นผลลัพธ์สะสมที่เกิดจากเซลล์และเนื้อเยื่อใน
ร่างกายถูกท าอันตรายและเสียหายเป็นปี ๆ (โดยมากเป็นเวลาหลายสิบปี) เห็นได้จากการรวบรวมความ
ชุดของโรคว่าโรคไม่ติดต่อเรื้อรัง เป็นมากในผู้ใหญ่วัยกลางคนหรือผู้สูงอายุ ดังนั้นบุคคลทุกเพศทุกวัยจึง
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ควรได้รับสารด้านอนุมูลอิสระให้พอเพียงต่อความต้องการในแต่ละวัน เพื่อให้เกิดความสมดุลในร่างกาย
ระหว่างสารต้านอนุมูลอิสระ และอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น 

 2.5.2  แหล่งท่ีมาของสารต้านอนุมูลอิสระ 

  สารต้านอนุมูลอิสระ แบ่งได้ 2 ชนิด ได้แก่ 
  1.  สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ 
  สารประกอบฟรนอลิก (phenolic) สังเคราะห์ 5 ได้แก่ propyl gallate, 2-butylated 
hydroxyanisole, 3-butylate hydrxyanisole, BHT (butylated hydroxytoluene) และ  tertiary 
butythydroquinone เป ็นสารต้านอนุม ูลอิสระที ่น ิยมใช ้ในอุตสาหกรรมอาหารเพื ่อย ับย ั ้งการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให้อาหารมีกลิ่น สี  และรสชาติที่เปลี่ยนแปลง สาร
สังเคราะห์เหล่านี้มีประสิทธิภาพและความคงตัวสูงกว่าสารต้านออกซิเดชันจากธรรมชาติทั่วไป แต่มี
ข้อจ ากัดของการใช้เนื่องจากปัญหาด้านความปลอดภัยในการบริโภค (Pokomy, 2001)  
 
 
 
 
 
  ตารางท่ี 2 สารต้านอนุมูลอิสระท่ีสามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 

Antioxidant compound Perceived health benefit 
𝛽-Carotene, lutein Antimutagenic Protective against breast cancer 
Bromophenol 𝛼-Glucosidase inhibition 
Carraggeenan, oligosaccharide Anti-tumor 
Fucoidan Anti-HIV Ameliorales hyperoxaluria 

Anticancer Protection against 
Neurodegenerative disorder 

Fucophlorethols Chemoperventive effects 
Fucoxanthin Antiangiogenic Protective effects against 

Retinol deficiency 
Galactan sulfate Anti-viral 
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Phlorotannins Anti-inflammatory Bactericide lnhibits H2O2 
mediated DNA damage Hypertension 
Photochemopreventive effects 

Polyphenols Vascular chemoprotection Antiproliferation 

Antimicrobial 𝛼-Glucosidase inhibition 
  
Phycoerythrin Amelioraton of diabetic complications 
Porphyran, shinorine Delays aging process 

 
 2.  สารต้านอนุมูลอิสระที่มาจากธรรมชาติ 
  สารกลุ่มนี้ได้รับความสนใจและมีการค้นคว้าอย่างมากในปัจจุบันเนื่องจากความเชื่อมั่นว่ามี
ความปลอดภัยในการบริโภคมากกว่าสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ สารต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้ พบได้ทั้ง
ในจุลชีพ สัตว์ และพืช ซึ่งมีท้ังที่เป็นวิตามิน เช่น วิตามินซี วิตามินอี เบต้าแคโรทีน และสารที่ไม่ให้คุณค่า
ทางโภชนาการ (non-nutrient) ซึ ่งมีโครงสร้างเป็นสารประกอบฟีนอลิกโดยเฉพาะกลุ ่มโพลีฟีนอล 
(polyphenols) เช่น แซนโธน (xanthone) และ  ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) 
 
ตารางท่ี 3 สารต้านอนุมูลอิสระท่ีมาจากธรรมชาติ 

 
ชนิดของพืช ชนิดของสารต้านออกซิเดชัน 

ชาเขียว อีพิแกลโลแคทีชินแกลเลต อีพิแกลโลแคทีชิน และ 
อิพิแคทีชินแกลแลต 

กานพลู ข่า ตะไคร้ ยูจีนอล 
วานิลลา วานิลลิน 
ขิง จินเจอรอล (gingerol) 
พริก แคปไซชิน (capsaicin) 
งา เซซามอล เซซามอลไดเมอร์ เซซาโมลินอล และ เซ

ซามินนอล 
ถั่วเหลือง เจเนสทีน ไอโซฟลาโวน (isoflavone) 
ผักและผลไม้ที่มีสีเหลือง สีแดง หรือสีเข้ม  แคโรทีนอยด์ 
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บางชนิด 
ชา เอสเทอร์ของกรดแกลลิกา 
ผักและผลไม้ที่มีสีม่วงและสีแดงบางชนิด เช่น 
องุ่น มะเขือม่วง ลูกหว้า หนามแดง 

แอนโทไซยานิน 

ชา เอสเทอร์ของกรดแกลลิกา 
ผลไม ้ วิตามินซี 

 
 

2.6  การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 

 2.6.1  การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH 

 DPPH assay หร ื อ  2 ,2 -Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay 
เป ็นว ิธ ีการว ิเคราะห ์ความสามารถในการต ้านออกซิเดช ัน ซ ึ ่งใช ้ร ี เอเจนต์ ค ือ 2,2-phenyl-1- 
picrylhydrazyl เป็นแรดิคัลที่เสถียรในตัวท าละลายเมทานอล เอทานอล และน ้า สารละลายนี้มีสีม่วง
ดูดกลืนแสงในช่วงวิสิเบิลความยาวคลื่น 515-517 นาโนเมตร  (Brand-Williams และ Cuvelier, 1995) 
 วิธี DPPH ท าได้โดยเตรียมสารละลาย DPPH (ซึ่งสามารถเตรียมได้โดยละลายในเมทานอล) ผสม
กับสารตัวอย่างหลังตั้งทิ้งไว้เพ่ือให้ปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี -วิสิ
เบิล ช่วงความยาวคลื่น 515-517 นาโนเมตร ซึ่งจะรายงานผลการทดลองเป็นค่า IC50 ซึ่งหมายถึงปริมาณ
สารต้านอนุมูลอิสระที่ท าให้ความเข้มข้นของ DPPH เหลือ 50% เพ่ือหาค่า IC50 โดยค านวณ % inhibiton 
DPPH ตามสมการดังนี้ 
 
   % inhibition = [(Acontrol - Asample) / Acontrol] x 100 
 
 ข้อดีของวิธี DPPH คือ เป็นวิธีที่ง่าย และเป็นวิธีพื้นฐานในการวิเคราะห์ที่ให้ความถูกต้องและ
รวดเร็ว ส่วนข้อเสีย คือ DPPH มีความคงตัวไม่ไวต่อปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลที่เกิดในเซลล์ร่างกาย 
 

 2.6.2  การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS 

 ABTS•+ radical cation decolorization assay ใช้เป็นวิธีการวัดความสามารถในการฟอกสี
อนุมูลอิสระ ABTS•+ (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical) เป็นสาร
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สังเคราะห์ที่มีสีเขียวปนน ้าเงิน วิธีการเตรียมท าได้โดยการละลาย ABTS•+ ammonium ในน ้าและเดิม 
Potassium sulfate ตั้งสารละลายผสมที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12-16 ชั่วโมงจนได้สารละลายซึ่งมีสีน ้า
เงิน-เขียว จากนั้นท าการเจือจางด้วยเอทานอล จนได้ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660, 734 และสูงสุด 
820 นาโนเมตร แต่จะนิยมใช้วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734    นาโนเมตร อ่านค่าการดูดกลืน
แสง ณ จุดเวลาต่าง ๆ การท าปฏิกิริยาระหว่าง ABTS•+ ลดลง หรือสีจางลง (Re, et. al., 1999) 
 
   ABTS•+ + AH (antioxidant)             ABTS (สีจางลง) + A+ 

 

 เมื่อตั้งทิ้งไว้เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาจึงสามารถหาความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างได้
จากการค านวณสีที่จางลงของการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ ซึ่งวิธีการค านวณและการเทียบกับมาตรฐาน
โทรลอกซ์ท าเช่นเดียวกับวิธี DPPH 
 ข้อดีของวิธีการนี้คือ ABTS ละลายได้ดีในน ้าและตัวท าละลายอินทรีย์ จึงท าปฏิกิริยาได้อย่าง
รวดเร็วและท าปฏิกิริยาได้ดีในช่วง pH กว้าง 
 ข้อเสียคือ ABTS ไม่เป็นสารธรรมชาติที่พบในร่างกายหรือในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตและต้องมีการท า
ปฏิกิริยากับสารอื่นก่อนถึงจะเกิดเป็นอนุมูลอิสระ  
 
 2.6.3  การว ิ เคราะห ์ปร ิมาณสารประกอบฟ ีนอล ิกรวมด ้วยว ิธ ี  Folin-Ciocalteu 
colorimetric assay 
 เป็นการวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric assay 
วิธีนี้อาศัยหลักการ คือ สารประกอบฟีนอลิกท าปฏิกิริยากับรีเอเจนต์ Folin-Ciocalteu ซึ่งจะประกอบไป
ด้วย phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagent สารดังกล่าวนั้นจะถูกรีดิวซ์โดย phenolic 
hydroxyl groups จะเกิดเป็นสารประกอบ Tungsten และ Molybdenum blue ซึ่งจะให้สีน ้าเงินและ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 751 นาโนเมตร โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสารมาตรฐาน  (Skerget, et. al., 
2005)  
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บทที่ 3 
 

วิธีการด าเนินการวิจัย 
 

3.1  เครื่องมือ สารเคมี และอุปกรณ์ 

 3.1.1  เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 

  1.  เครื่องกลั่นสาร 
  2.  เครื่องกวนสารละลาย 
  3.  ตู้อบลมร้อน 
  4.  เครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 
  5. เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน 

 3.1.2  อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

  1.  ปีกเกอร์  ขนาด 25, 50 และ 100 มิลลิลิตร 
  2.  หลอดทดลอง ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร 
  3.  กระบอกตวง ขนาด 100 มิลลิลิตร 
  4.  ขวดรูปชมพู่  ขนาด 2,000 มิลลิลิตร 
  5.  ขวดก้นกลม  ขนาด 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร  
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6.  ไมโครปิเปต ขนาด 10-100, 100-1,000 และ 1,000 – 10,000 ไมโครลิตร 
  7.  ขวดปรับปริมาตร ขนาด 5, 10, 25, 50 และ 100 มิลลิลิตร 
  8.  ไมโครปิเปตทิป ขนาด 100, 1,000 และ 10,000 ไมโครลิตร  
  9.  เซลล์บรรจุตัวอย่าง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
  10. หลอดหยด 
  11.  กรวยกรอง 
  12.  แท่งแก้วคนสาร 
  13.  อลูมิเนียมฟอยส์ 
  14.  พาราฟิล์ม 
  15.  ขวดสีชา 
  16.  ช้อนตักสาร 

 3.1.3  สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

  1.  Methanol, CH3OH (AR grade, Merck KGaA, Germany ) 
  2.  Ethanol, CH3CH2OH (AR grade, Merck KGaA, Germany) 
  3.  L-Ascorbic acid, C6H8O6 (AR grade, Chem-supply Pty Ltd, Australis) 
  4.  DPPH (2,2-diphynyl-1-picrylhydrazyl, C18H12N5O6) Sigma-Aldrich, USA 
  5.  Folin-Ciocalteu reagent (AR grade, Sigma-Aldrich, Germany) 
  6.  Gallic acid, C7H6O5 (ACS reagent, Sigma-Aldrich, Spain) 
  7.  Hexane, C6H14 
  8.  Potassium sulfate, K2S2O8 (AR, Ajax, Australia)  
  9. ABTS 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) AR,  

grade, Sigma-Aldrich, America 
  10.  Ethyl acelate, C4H2O2 
  11.  Trolox, C14H18O4 (AR grade, Sigma-Aldrich, America) 
  12.  น ้าปราศจากไอออน (Deionized water, H2O) 
 

3.2  วัตถุดิบ 

สถานที่เก็บตัวอย่าง อ าเภอเชียงม่วน จังหวัดพะเยา เก็บตัวอย่างเดือนเมษายน 2562 
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3.3  การเตรียมตัวอย่างผักหวานป่า 

 น ารากผักหวานป่ามาสับเป็นชิ้นเล็ก ๆ น าไปผึ่งลมให้แห้ง แล้วน าไปบดให้ละเอียด  

3.4  การสกัดผักหวานป่า 

 น าผักหวานที่บดละเอียด 400 กรัม น ามาสกัดเย็นโดยใช้ตัวท าละลาย 85% เอทานอลที่ ในขวด
รูปชมพู่ขนาด 1 ลิตร ปิดสนิทด้วยอลูมิเนียมฟอยด์ เพื่อป้องกันการระเหยของตัวท าละลาย ทิ้ งไว้ที่
อุณหภูมิปกติเป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมง กรองเอาสารละลายผ่านกระดาษกรอง น าสารละลายที่ได้จาก
การกรองไประเหยตัวท าละลายออก ด้วยเครื่องระเหยสารแบบลดความดัน (Rotary Evaporator) ส่วนที่
เหลือคือสารสกัดหยาบครั้งที่ 1 น ากากที่เหลือจากการกรองไปสกัดซ ้าตามขั้นตอนเดิมอีก 2 ครั้ง น าส่วน
สกัดหยาบทั้งสามครั้งมารวมกันได้สารสกัดหยาบของรากผักหวานป่า  
 

3.5  การเตรียมสารละลาย (Stock Solution) ที่ใช้ในการทดสอบ DPPH 

 3.5.1  การเตรียมสารละลาย DPPH• radical 

 การเตรียมสารละลาย DPPH• radical ให้มีความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ โดยท าการชั ่งสาร 
DPPH• radical 0.0039 กรัม น ามาละลายด้วยเมทานอล และปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 
มิลลิลิตร 
 

 3.5.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (L-Ascorbic acid) 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก ให้มีความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร (Stock 
Solution) โดยท าการชั่งสารแอสคอร์บิก จ านวน 0.0100 กรัม น ามาละลายด้วยเมทานอล และปรับ
ปริมาตรด้วยเมทานอลในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร 
 จากนั้นท าการเจือจางความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก ให้มีความเข้มข้น 
2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320 และ 640 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานกรด
แอสคอร์บิกที่เตรียมไว้ (Stock Solution) มา 0.0125, 0.0250, 0.0500, 0.1000, 0.2000, 0.4000, 
0.8000, 1.6000 และ 3.2000 มิลลิลิตร และท าการปรับปริมาตรให้เป็น 5 มิลลิลิตรในขวดวัดปริมาตร
ด้วยเมทานอล 
 

3.5.3  การเตรียมสารละลายจากส่วนสกัดหยาบ 

 เตรียมสารละลายจากส่วนสกัดหยาบรากผักหวานป่า ให้มีความเข้มข้น 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(Stock Solution) โดยท าการชั่งสารสกัดรากผักหวานป่า 0.0750 กรัม น ามาละลายด้วย   เมทานอลและ
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ปรับปริมาตรด้วยเมทานอลในขวดวัดประมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร จากนั้นท าการเจือจางความเข้มข้น
ของสารละลายสารสกัดรากผักหวานป่า ให้มีความเข้มข้น 20, 40, 80, 160, 1,000, 2,000 และ 3,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร โดยปิเปตสารละลายส่วนสกัดหยาบรากผักหวานป่าที่เตรียมไว้ (Stock Solution) มา 
0.0333, 0.0667, 0.1333, 0.2667, 0.5333, 1.0677, 1.6667, 3.3333 และ 5.0000 มิลลิลิตร และท า
การปรับปรุงปริมาตรให้เป็น 5 มิลลิลิตรในขวดวัดปริมาตรด้วยเมทานอล 
 

3.6  การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

 3.6.1  วิธีการหาค่าความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด (λMAX) ของวิธี DPPH 

  1.  เปิดเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที เพื่อเป็นการอุ่น
เครื่องก่อนการใช้งาน 
  2.  ปิเปตสารละลายเมทานนอลลงในคิวเวต ลงในช่องบรรจุเซลล์สาระลายทั้งสองเซลล์
เพ่ือท า Baseline correction 
  3.  ปิเปตสารละลายดีพีพีเอช ที่มีความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตรและ
เติมเมทานอล ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที 
  4. น าเซลล์บรรจุสารละลายด้านนอกออกและน าสารละลาย (ข้อ 3) ลงในคิวเวตแล้วใส่
ช่องบรรจุเซลล์ 
  5.  สแกนหาความยาวคลื่นที่ช่วงความยาวคลื่น 400-800 นาโนเมตร ด้วยเครื่องยวูี-วิสิ
เบิล สเปกโทรโฟโตมิเตรร์ ท าการวิเคราะห์ซ ้าทั้งหมด 3 ครั้ง และค านวณหาค่าเฉลี่ย 
 

 3.6.2  วิธีสร้างกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (L-Ascorbic acid)  

  1.  เตรียมสารละลายดีพีพีเอช ให้มีความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ โดยท าการชั่ง  DPPH• 
น ้าหนัก 0.0039 กรัม น ามาละลายด้วยเมทานอล และปรับปริมาตรด้วยเมทานอลในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 50 มิลลิลิตร 
  2.  ชั ่งสารแอสคอร์บิก น ้าหนัก 0.100 กรัม น ามาละลายด้วยเมทานอล และปรับ
ปริมาตรด้วยเมทานอลในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร จะได้สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกที่
มีความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร   
  3.  ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก ที่มีความเข้มขน 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ปริมาตร 0.0125, 0.0250, 0.0500, 0.1000, 0.2000, 0.4000, 0.8000, 1.6000 และ 3.2000 มิลลิเมตร 
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ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จะได้สารละลายมาตรฐานกรด
แอสคอร์บิกที่มีความเข้มข้น 2.50, 5.00, 10, 20, 40, 80, 160, 320 และ 640 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ 
  4.  ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ความเข้มข้นละ 0.5 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลาย DPPH ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมและเขย่าให้เข้ากัน
และตั้งในที่มืด ณ อุณหภูมิห้อง เป็น 10 นาที  

 5.  ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง ยูวี -วิสิ
เบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ โดยใช้เมทานอลเป็น Blank 

 6.  การวิเคราะห์สารตัวอย่างหรือสารละลายมาตรฐานในแต่ละความเข้มข้น จะ
วิเคราะห์ซ ้าทั้งหมด 3 ครั้ง โดยแต่ละครั้งเว้นระยะเวลาห่างกัน 1 นาท ี

 7.  น าข้อมูลไปสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง ค่าร้อยละการยับยั ้งอนุมูล อิสระ 
DPPH และความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก จากนั้นค านวณหาค่าสมการ
เส้นตรง 

 8.  บันทึกผลค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการวัด แล้วน าค่าเฉลี่ยไปค านวณร้อยละการอับ
ยั้ง IC50      

 

 3.6.3  วิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของส่วนสกัดหยาบ 

  รากผักหวานป่า 

 1.  ปิเปตส่วนสกัดหยาบกิ ่งผักหวานป่าที ่ความเข้มข้นต่าง ๆ ความเข้มข้นละ 0.5 
มิลลิลิตร   ที่เตรียมได้จาก ข้อ 3.5.3 ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลาย DPPH ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมและเขย่าให้เข้ากันและตั้งในที่มืด ณ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที 

 2.  บันทึกผลค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการวัด แล้วน าค่าเฉลี่ยไปค านวณร้อยละการ
ยับยั้ง IC50 

 3.  ข้อมูลไปสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ  DPPH 
และความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดผักหวานป่า จากนั้นค านวณหาค่าสมการเส้นตรง 

 4.  เปรียบเทียบค่า IC50  ของสารสกัดผักหวานป่าและสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 
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3.7  การเตรียมสารละลายที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี   

      ABTS 

 3.7.1  การเตรียมสารละลาย ABTS•+ reagent 

  1.  เตรียมสารละลาย ABTS ให้มีความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ โดยท าการชั่งสาร ABTS 
น ้าหนัก 0.0392 กรัม น ามาละลายด้วยน ้ากลั่นปราศจากไอออน และปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 10 มิลลิลิตร 
  2.  เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟตให้มีความเข้มข้น 2.45 มิลลิโม-ลาร์ โดย
ท าการชั่งสารโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต น ้าหนัก 0.170 กรัม น ามาละลายด้วยน ้ากลั่นปราศจากไอออน 
และปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร 
  3.  น าสารละลาย ABTS ที่มีความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ จากข้อ 1 ปริมาตร 8 มิลลิลติร 
ผสมกับสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟตที่มีความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ลง
ในขวดสีชา ปิดปากขวดให้สนิทและพันด้วยพาราฟิล์ม น าไปเก็บไว้ไม่ให้โดนแสงโดยใช้แผ่นอลูมิเนียม
ฟอยส์หุ้มไว้ ให้สารทั้งสองท าปฏิกิริยากัน ณ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เพื่อให้ได้สารละลายสี
เข้มข้นที่มี ABTS•+ radical cations ก่อนการวิเคราะห์ทุกครั้งจะน าสารละลาย ABTS•+ radical cations 
ไปท าการเจือจางด้วยเอทานอล เพื่อให้ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.70.02 โดยจะปิเปตสารละลาย
จ านวน 2 มิลลิลิตร และน ามาปรับด้วยเอทานอลในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร  
 

 3.7.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐานโทลอกซ์ 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานโทลอกซ์ ให้มีความเข้มข้น 60 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยท าการชั่งสารโทร
ลอกซ์ น ้าหนัก 1.5 มิลลิกรัม น ามาละลายด้วยเอทานอล และปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 
มิลลิลิตร 
 จากนั้นท าการเจือจางสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ความเข้มข้น 60 มิลลิกรัมต่อลิตรให้มีความ
เข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานโทรลอกช์ที่
เตรียมไว้ มา 0.00, 0.8333, 1.6667, 2.50, 3.0000, 4.1667 และ 5.00 มิลลิลิตร และท าการปรับ
ปริมาตรให้เป็น 5 มิลลิลิตรในขวดวัดปริมาตรด้วยเอทานอล 
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 3.7.3  การเตรียมสารละลายสารสกัดรากผักหวานป่า 

 เตรียมสารละลายสารสกัดรากผักหวานป่า ให้มีความเข้มข้น 1,000 มิลลิลิตร โดยท าการชั่งสาร
สกัดหยาบกิ่งผักหวานป่า น ้าหนัก 5 มิลลิกรัม น ามาละลายด้วยเอทานอล  คนสารละลายอย่างต่อเนื่อง
โดยใช้เครื่องกวนสารละลาย และ ปรับปริมาตรด้วยเอทานอลในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร 
 

 3.7.4 วิธีการหาค่าความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด (λMAX) ของวิธี ABTS 

  1.  เปิดเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที เพื่อเป็นการอุ่น
เครื่องก่อนการใช้งาน 
  2.  ปิเปตสารละลายเอทานอลลงในคิวเวต ลงในช่องบรรจุเซลล์สารระลายทั้งสองเซลล์
เพ่ือท า Baseline correction 
  3.  ปิเปตสารละลาย ABTS•+ ที่มีท่ีเตรียมในข้อ 3.7.1 ปริมาตร 2.70 มิลลิลิตร หลังจาก
เติมเอทานอล ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ผสมและเขย่าให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ในที่มืด ณ 
อุณหภูมิเป็นเวลา 5 นาที 
  4.  น าเซลล์บรรจุสารละลายด้านนอกออกและน าสารละลาย ในข้อ 3 ลงใน   คิวเวต
แล้วใส่ช่องบรรจุเซลล์ 
  5.  สแกนหาความยาวคลื่นที่ช่วงความยาวคลื่น 400-800 นาโนเมตร ด้วยเครื่องยูวี-วิสิ
เบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ท าการวิเคราะห์ซ ้าทั้งหมด 3 ครั้ง และค านวณหาค่าเฉลี่ย 
 

 3.7.5  วิธีการสร้างกราฟมาตรฐานโทรลอกซ์  

  1.  เตรียมสารละลาย จาก (ข้อ 3.7.1) ปิเปตสารละลาย ABTS•+ จ านวน 2 มิลลิลิตร 
ละลายด้วยเอทานอล และปรับปริมาตรด้วยเอทานอลในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เก็บไว้ไม่ให้
โดยแสงโดยใช้แผ่นอะลูมิเนียมฟอยส์หุ้มไว้ 
  2.  ชั ่งสารโทรลอกซ์ จ านวน 1.5 มิลลิกรัม น ามาละลายด้วยเอทานอล และปรับ
ปริมาตรด้วยเอทานอลในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร จะได้สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ ที่มี
ความเข้มข้น 60 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  3.  ปิเปตสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ ที่มีความเข้มข้น 60 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 
0.00, 0.8333, 1.6667, 2.50, 3.333, 4.1667 และ 5.00 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 5 
มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยเอทานอล จะได้สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ ที่มีความเข้มข้น 0 , 10, 
20, 30, 40, 50 และ 60  มิลลิกรัมต่อลิตตามล าดับ 
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  4.  ปิเปตสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ ที ่ความเข้มข้นต่าง ๆ ความเข้มข้น 0.3 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลายดีพีพีเอช ปริมาตร 2.70 มิลลิลิตร ผสมและเขย่าให้
เข้ากันและตั้งในที่มืด  ณ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 นาที 
  5.  ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 751 นาโนเมตร ด้วยเครื่องยูวี -     วิสิ
เบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ โดยใช้เอทานอลเป็น Blank  
  6.  การวิเคราะห์สารตัวอย่างหรือสารละลายมาตรฐานในแต่ละความเข้มข้น จะ
วิเคราะห์ซ ้าทั้งหมด 3 ครั้ง โดยแต่ละครั้งเว้นระยะเวลาห่างกัน 1 นาที 
  7.  ค านวณหาค่าร ้อยละการยับยั ้งอนุมูลอิสระ (% inhibition ABTS•+) ของสาร
มาตรฐานโทรลอกซ์ 
  8.  น าข้อมูลไปสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง ค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระเอบีที
เอส และความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ จากนั้นค านวณหาค่าสมการเส้นตรง 
 

 3.7.6  วิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบรากผักหวานป่า   

  1.  เตรียมสารละลายของสารสกัดหยาบรากผักหวานป่าที ่มีความเข้มข้น 1 ,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เตรียมได้จาก ข้อ 3.7.3 
  2.  ปิเปตสารละลายของสารสกัดหยาบกิ่งผักหวานป่า ปริมาตร 0.30 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลอง หลังจากนั้นเติมสารละลาย ABTS•+ ปริมาตร 2.70 มิลลิลิตร 
  3.  เขย่าให้เข้ากันและตั้งในที่มืด ณ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 นาที 
  4.  ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 751 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง ยูวี-วิสิเบิล 
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ โดยใช้เอทานอลเป็น Blank 
  5.  การวิเคราะห์สารตัวอย่างหรือสารละลายมาตรฐานในแต่ละความเข้มข้น จะ
วิเคราะห์ซ ้าทั้งหมด 3 ครั้ง โดยแต่ละครั้งเว้นระยะห่างกัน 1 นาที 
  6.  ค านวณหาค่าร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ (% lnhibition ABTS•+) ของสารสกัดที่
สกัดด้วยเอทานอลความเข้มข้น 85% สารมาตรฐานโทรลอกซ์และสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 
  7.  เปรียบเทียบค่าที ่ได้กับกราฟมาตรฐานของโทลอกซ์ แสดงค่า TEAC (Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity) ที่มีหน่วยเป็นมิลลิโมลาร์ ปริมาณของสารละลายมาตรฐาน     โทร
ลอกซ์ที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระเทียบเท่ากับ 1 หน่วยของน ้าหนักตัวอย่าง 
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3.8 การเตรียมสารละลายที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก รวมด้วยวิธี Folin-

Ciocalteu colorimetric assay 

 3.8.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก  

 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกให้มีความเข้มข้น 1 ,000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยท าการชั่ง
สารกรดแกลลิก น ้าหนัก 0.0102 กรัม ละลายด้วยเมทานอลและปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 
มิลลิลิตร 
 จากนั้นท าการเจือจางความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ให้มีความเข้มข้น    0 , 
20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่เตรียมไว้มา 0.00, 
0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มิลลิลิตร และท าการปรับปริมาตรให้เป็น 5 มิลลิลิตรในขวดวัด
ปริมาตรด้วยเมทานอล 

 3.8.2  การเตรียมสารสกัดหยาบรากผักหวานป่า 

 เตรียมสารละลายของส่วนสกัดหยาบรากผักหวานป่าให้มีความเข้มข้น 1,000 มิลลิเมตร โดยท า
การชั่งสารสกัดรากผักหวานป่า จ านวน 0.0050 กรัม น ามาละลายด้วยเมทานอล คนสารละลายอย่าง
ต่อเนื่องโดยใช้เครื่องกวนสารละลายและปรับปริมาตรด้วย เมทานอลในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร 

 3.8.3  การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 7.5% (w/v) 

 เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตให้มีความเข้มข้น 7.5% (w/v) โดยท าการชั่งสารโซเดียม
คาร์บอเนต น ้าหนัก 1.8788 กรัม น ามาละลายด้วยน ้ากลั่นปราศจากไอออน คนสารละลายอย่างต่อเนื่อง
โดยใช้เครื่องกวนสารละลาย และปรับปริมาตรด้วยน ้ากลั่นปราศจากไอออนในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 
มิลลิลิตร 
 

 3.8.4  การเตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent ความเข้มข้น 10% (v/v) 

 เตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent ให้มีความเข้มข้น 10% (v/v) ท าได้โดยการน า 
Folin-Ciocaltelu reagent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น ามาละลายด้วยน ้ากลั่นปราศจากไอออน และปรับ
ปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร 
 

 3.8.5  วิธีการหาค่าความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด (λMAX) ของวิธี Folin-

Ciocalteu colorimetric assay   

  1.  เปิดเครื่องยูวี – วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที เพื่อเป็นการ
อุ่นเครื่องก่อนการใช้งาน 
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  2.  ปิเปตสารละลายเมทานอลลงในคิวเวต ลงในช่องบรรจุเซลล์สารระลายทั้งสองเซลล์
เพ่ือท า Baseline correction 
  3.  ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ที ่มีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมและเขย่า
ให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร 
ผสมและเขย่าให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ในที่มืด ณ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 45 นาที 
  4.  น าเซลล์บรรจุสารละลายด้านนอกออกและน าสารละลาย (ข้อ 3) ลงในคิวเวตแล้วใส่
ช่องบรรจุเซลล์ 
  5.  สแกนหาความยาวคลื่นที่ช่วงความยาวคลื่น 400-800 นาโนเมตร ด้วยเครื่องยวูี-วิสิ
เบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ท าการวิเคราะห์ซ ้าทั้งหมด 3 ครั้ง และค านวณหาค่าเฉลี่ย 
 

 3.8.6  วิธีสร้างกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานกรดแกลลิก  

  1.  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ให้มีความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร
จากนั้นท าการเจือจางด้วยเมทานอลให้มีความเข้มข้น 0, 20, 40, 60, 80, และ 100 มิลลิกรัม ต่อลิตร 
โดยปิเปตความเข้มข้น 0.20 มิลลิลิตร โดยแยกหลอดทดลองแต่ละหลอด 
  2.  น าทุกหลอดจาก (ข้อ 1) เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent ที่มีความ
เข้มข้น 10% (v/v) จ านวน 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้ 5 นาที 
  3.  เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ที่มีความเข้มข้น 7.5% (w/v)  ปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 50 นาที 
  4.  วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 751 นาโนเมตร ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล 
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ โดยใช้เมทานอลเป็น Blank 
  5.  น าข้อมูลไปสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง ค่าการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นต่าง 
ๆ ของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก จากนั้นค านวณหาค่าสมการเส้นตรง 
  

3.8.7  วิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของส่วนสกัดหยาบผักหวานป่า 

  1.  น าสารละลายสารสกัดหยาบกิ่งผักหวานป่าที่มีความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ที่เตรียมได้จาก ข้อ 3.7.2 ปริมาตร 0.20 มิลลิลิต ปิเปตลงในหลอดทดลอง 
  2.  เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent ที่มีความเข้มข้น 10% (v/v) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมและเขย่าให้เข้ากันตั้งท้ิงไว้ 5 นาที 
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  3.  ปิเปตสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ที่มีความเข้มข้น 7.5% (w/v) ปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร ผสมและเขย่าให้เข้ากันตั้งท้ิงไว้ในที่มืด ณ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 50 นาที 
  4.  วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทร
โฟโตมิเตอร์ โดยใช้เมทานนอลเป็น Blank 
  5. การวิเคราะห์สารตัวอย่างหรือสารละลายมาตรฐานในแต่ละความเข้มข้นจะวิเคราะห์
ซ ้าทั้งหมด 3 ครั้ง โดยแต่ละครั้งเว้นระยะเวลาห่างกัน 1 นาที 
  6.  น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไปวัดหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม โดยเปรียบเทียบ
ค่าท่ีได้กับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิกท่ีท าในวันเดียวกัน 
  7.  รายงานผลในรูปค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมที่มีหน่วยเป็นมิลลิกรัมของกรด
แกลลิกต่อกรัมน ้าหนักแห้ง 
 

 
 
 
 
 

 

บทที่ 4 

 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

4.1  การสกัดรากผักหวานป่า 

น ารากผักหวานที่บดละเอียด 400 กรัม น ามาสกัดด้วยตัวท าละลายเมทานอล ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 1 ลิตร ปิดสนิทด้วยอลูมิเนียมฟอยด์ เพื่อป้องกันการระเหยของตัวท าละลาย ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิปกติ
เป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมง กรองเอาสารละลายผ่านกระดาษกรอง น าสารละลายที่ได้จากการกรองไป
ระเหยตัวท าละลายออก ด้วยเครื่องระเหยสารแบบลดความดัน (Rotary Evaporator) ส่วนที่เหลือคือสาร
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สกัดหยาบครั้งที่ 1 น ากากที่เหลือจากการกรองไปสกัดซ ้าตามขั้นตอนเดิมอีก 2 ครั้ง น าส่วนสกัดหยาบทั้ง
สามครั้งมารวมกนัไดส้ารสกัดหยาบรากผักหวานป่า 10.5 กรัม  
  

4.2  ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH 

 การทดสอบฤทธิ์การต้านนอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH ท าได้โดยน าสารตัวอย่างความเข้มข้นต่าง ๆ 
กัน ท าปฏิกิริยาสารละลาย DPPH ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที จึงน าสารตัวอย่างไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ในการทดลองครั้งนี้ใช้กรดแอสคอร์บิกเป็นสารมาตรฐานเพ่ือ
เปรียบเทียบฤทธิ์การด้านอนุมูลอิสระ ค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกและสารสกัด
หยาบรากผักหวานป่า หลังท าปฏิกิริยากับสารละลาย DPPH และค่าร้อยละการยับยั้งสารละลาย DPPH 
แสดงดังตารางที ่1 และ 2  

เมื ่อน าค่าร ้อยละการยับยั ้งสารละลาย DPPH (% inhibition) กับความเข้มข้นของกรด
แอสคอบิกไปพล๊อตกราฟจะได้กราฟดังภาพที ่1 จากกราฟเม่ือที่ความเข้มข้นของกรดแอสคอบิกตั้งแต่ 40 
ppm ค่าการยั้บยั้งจะเริ่มคงที่คือมากกว่าร้อยละ 96 ดังนั้นจึงน าค่าความสัมพันธ์ในช่วงความเข้มข้นที่ต ่า
กว่า 40 ppm มาพลอตกราฟ ดังรูปที่ 2 จากกราฟที่ได้เป็นเส้นตรงมีสมการ คือ y = 2.0419x +47.34 
ดังนั้นค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกที่สามารถยับยั้งได้ครึ่งหนึ่ง (IC50) เท่ากับ 
1.30 ppm 
 

ตารางท่ี 4 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของกรดแอสคอบิกท าปฎิกิริยากับสารละลาย DPPH  

ความเข้มข้นของ 
กรดแอสคอบิก (ppm) 

ค่าการดูดกลืนแสง SD % Inhibition  
DPPH ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 

2.5 1.09 0.996 1.00 1.023 0.0531 52.9655 
5 0.93 0.942 0.943 0.928 0.0072 57.3333 
10 0.705 0.723 0.714 0.714 0.0090 67.1724 
20 0.262 0.232 0.259 0.251 0.0016 88.4598 
40 0.077 0.069 0.076 0.074 0.0043 96.5977 
80 0.061 0.055 0.068 0.061 0.0065 97.1954 
160 0.063 0.059 0.066 0.063 0.0035 97.1034 
320 0.065 0.07 0.065 0.066 0.0029 96.9655 
640 0.06 0.056 0.065 0.06 0.0045 97.2414 
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control 2.175 - - -   
 

ตารางท่ี 5 ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดรากผักหวานป่าท าปฎิกิริยากับสารละลาย DPPH  

ความเข้มข้น                    
(ppm) 

ค่าการดูดกลืนแสง  

±SD 

% Inhibition  

DPPH ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2  ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 
20 1.192 1.186 1.245 1.208 0.0325 30.2330 
40 1.196 1.199 1.213 1.203 0.0091 30.5219 
80 1.161 1.187 1.217 1.188 0.0280 31.3499 
160 1.162 1.176 1.206 1.181 0.0225 31.7543 
320 1.139 1.155 1.185 1.160 0.0234 33.0060 
840 1.102 1.112 1.121 1.112 0.0095 35.7789 
1000 1.059 1.07 1.092 1.074 0.0168 37.9742 
2000 0.953 0.947 0.975 0.958 0.0147 44.6370 
3000 0.836 0.856 0.89 0.861 0.0273 50.2792 

Control 1.666 1.735 1.792 1.731 0.063  
 



27 

 

 

รูปที่ 2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกรดแอสคอบิกกับร้อยละการยังยั้งอนุมูลอิสระ 
DPPH 

 

 

รูปที่ 3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกรดแอสคอบิกกับร้อยละการยังยั้ง                  
อนุมูลอิสระ DPPH ในช่วงความเข้มข้นต ่า  
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เมื่อน าค่าร้อยละการยับยั้งสารละลาย DPPH (% inhibition) กับความเข้มข้นของสารสกัด
หยาบรากผักหวานป่าไปพล๊อตกราฟจะได้กราฟดังภาพที่ 3 จากกราฟเมื ่อที ่ความเข้มข้นของกรด
แอสคอบิกตั้งแต่ 160 ppm ค่าการยั้บยั้งจะเริ่มคงที่คือมากกว่าร้อยละ 30 จึงน าค่าความสัมพันธ์ในช่วง
ความเข้มข้นที่ต ่ากว่า 160 ppm มาพลอตกราฟ ดังภาพที่ 4 จากกราฟท่ีได้เป็นเส้นตรงมีสมการ คือ y = 
0.0062x + 31.992 ดังนั้นค่าความเข้มข้นของความเข้มข้นของสารสกัดหยาบรากผักหวานป่าที่สามารถ
ยับยั้งได้ครึ่งหนึ่ง (IC50) เท่ากับ 2904.51 ppm  
 

 

รูปที่ 4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดหยาบกับร้อยละการยังยั้ง       อนุมูล
อิสระ DPPH 
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รูปที่ 5 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายส่วนสกัดหยาบรากผักหวานป่ากับ

ร้อยละการยังยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ในช่วงความเข้มข้นต ่า 

 

4.3  ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์การด้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS 
 

การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี ABTS  ของสารสกัดรากผักหวานป่า ความ
เข้มข้น 1,000 พีพีเอ็ม โดยใช้สารโทรลอกซ์เป็นสารมาตรฐานและจะรายงานฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
ABTS ของสารสกัดรากผักหวานป่าในรูปของ Trolox equivalent antioxidant capacity หรือ TEAC 
ผลการทดลองการยั้บยั้งอนุมูลอิสระของสารละลายโทรลอกซ์ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงดังตารางที่ 3 
เมื ่อน าค่าความเข้มข้นกับร้อยละการยั้บยั ้งสร้างกราฟจะได้กราฟเส้นตรง  ที ่มี สมการเส้นตรง y = 
1.1204x + 31.075 และค่า R2 = 0.9756  

ผลการทดลองเมื่อใช้สารสกัดหยาบรากผักหวานป่าที่ความเข้มข้น 1000 ppm พบว่ามีร้อยละ
การยั้บยั้งเท่ากับ 14.71 และเมื่อน าค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย (ตารางที่ 4) ไปค านวณเพื่อหาค่า TEAC 
พบว่า มีค่าเท่ากับ 1.036 mM เท่านั้น  
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ตารางท่ี 6 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโทรลอกซ์ท าปฎิกิริยากับสารละลาย ABTS 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

รูปที่ 6 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายโทรลอกซ์กับร้อยละการยังยั้งอนุมูล

อิสระ ABTS 
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% Inhibition ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2  ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 

0 0.512 0.472 0.441 0.4750 39.7208 
10 0.434 0.392 0.361 0.3957 49.7885 

20 0.359 0.307 0.263 0.3097 60.7022 

30 0.272 0.21 0.194 0.2253 71.4044 
40 0.299 0.192 0.179 0.2233 71.6582 

50 0.135 0.053 0.024 0.0707 91.0321 

60 0.003 0 0 0.0010 99.8731 
control 0.688     
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ตารางท่ี 7 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโทรลอกซ์ท าปฎิกิริยากับสารละลาย ABTS 

 

 

4.4 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวมโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric assay 

          การวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัดหยาบรากผักหวานป่า โดยวิธี Folin-Ciocalteu 
ซึ่งใช้กรดแกลลิกเป็นสารมาตรฐาน น าไปวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 751 นาโนเมตร 
ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ จะได้ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงน าไปพล๊อตกราฟเพ่ือค านวณหา
ปริมาณฟีนอลิกรวม ค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดแกลลิก และสารสกัดหยาบรากผักหวานป่า
ท าปฏิก ิร ิยากับสารละลาย Folin-Ciocalteu แสดงดังตาราง 5 และ 6 ตามล าด ับ กราฟแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแกลลิกเมื่อท าปฏิกิริยากับสารละลาย Folin-
Ciocalteu กับค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยรวมแสดงดังภาพที ่6  

จากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิกความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแกล
ลิกหลังท าปฏิกิริยากับสารละลาย Folin – Ciocalteu กับค่าการดูดกลืนแสง จะได้สมการเส้นตรง y = 
0.0104x + 0.01779 มีค่า R2 เท่ากับ 0.9973 แสดงดังภาพ 6 เมื่อน าค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยรวมของ
สารสกัดหยาบรากผักหวานป่า คือ 0.14 แทนในค่า y ในสมการเส้นตรงจะได้ค่า x ซึ่งเป็นปริมาณฟีนอลิ
กรวมเท่ากับ 11.47 ppm เมื่อค านวณหาปริมาณฟีนอลิกรวมในหน่วย มิลลิกรัมต่อ 1 กรัมน ้าหนักของ
สารสกัดจะได้เท่ากับ 0.56 mg GAE/gW  

 
 
 
 
ตารางท่ี 8 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 751 nm ของสารละลายกรดแกลลิกความเข้มข้นต่าง ๆ เมื่อท าปฏิกิริยา
กับ Folin – Ciocalteu reagent  

ความเข้มข้น 
mg/L 

ค่าการดูดกลืนแสง 

±SD 
% 

Inhibition ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2  ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 
1000 0.573 0.555 0.547 0.558 0.0133 14.7149 

control 0.674 0.658 0.632 0.654 -  
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ความเข้มข้น 
(ppm) 

ค่าการดูดกลืนแสง SD 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย  
0 0.038 0.06 0.033 0.044  

20 0.288 0.257 0.114 0.220  

40 0.435 0.422 0.389 0.415  
60 0.607 0.631 0.622 0.620  

80 0.798 0.941 0.818 0.852  

100 1.113 1.063 1.068 1.081  
 

 

  

รูปที่ 7 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของกรดแกลลิกหลังท าปฏิกิริยากับสารละลาย 
Folin–Ciocalteu      

 

 
ตารางท่ี 9 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 751 nm ของสารละลายสารสกัดหยาบรากผักหวานป่า 

               ความเข้มข้นต่าง ๆ เมื่อท าปฏิกิริยากับ Folin – Ciocalteu reagent  
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ความเข้มข้น 
(mg/L) 

ค่าการดูดกลืนแสง  Total phenolic 
content (mg GAE/gW) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2  ครั้งที่ 3 เฉลี่ย ±SD 

1000 0.12 0.11 0.13 0.14 0.036 0.56 
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บทที่ 5 

 

สรุปผลการด าเนินการวิจัย 
 

5.1 สรุปผลฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระและปริมาณฟีนอลิกรวม 

 จากการน าสารสกัดรากผักหวานป่าที่สกัดด้วยตัวท าละลาย 85% เอทานอล น ามาวิเคราะหฤ์ทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระ และปริมาณฟีนอสิกรวม พบว่า การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH 
แสดงผลค่า IC50 ดังนี้ สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก เท่ากับ 1.30 ppm สารสกัดรากผักหวานป่า 
เท่ากับ 2904.57 ppm โดยพิจารณาจากค่า IC50 ที่มีค่าน้อยจะมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูง พบว่า เมื่อ
เปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน กรดแอสคอร์บิกมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระที่สูง
กว่าฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดรากผักหวานป่าเกือบสามพันเท่า 
 จากการวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS แสดงผลค่า TEAC ซึ่งค านวณจาก
สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานโทรลอกซ์ดังนี้ สารสกัดผักหวานป่าที่สกัดด้วยตัวท าละลาย 85%เอ
ทานอลเข้มข้น  เท่ากับ 1.036 มิลลิโมลาร์ โดยพิจารณาจากค่า TEAC ที่มีค่ามากจะมีฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระที่สูงดังนั้นสารฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดรากผักหวานป่าที่ต ่ามาก 
 จากการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมโดยวิธี Folin – Ciocalteu ซึ่งแสดงผลค่าปริมาณ     ฟีนอ
ลิกรวม (mg) ต่อ 1 กรัมน ้าหนักแห้ง ซึ่งค านวณจากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก สาร
สกัดผักหวานป่าที่สกัดด้วยตัวท าละลาย 85%  เอทานนอล เท่ากับ 0.56 mg GAE/gW พิจารณาจากค่า
ปริมาณฟีนอลิกรวมที่มีค่าต ่ามาก สารสกัดรากผักหวานป่าจึงมีปริมาณฟีนอลิกรวมในปริมาณที่ต ่า จึง
ส่งผลให้มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระที่ต ่า 
 

5.2  ข้อเสนอแนะ 

 5.2.1  ควรมีการศึกษาวิธีการหาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระที่หลากหลายวิธี เพื่อเป็นการยืนยัน
ผลการวิจัย 
 5.2.2  ควรท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ และน าสารบริสุทธิ์ที่ได้มาวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูล

อิสระ หรือวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีที่มีความสัมพันธ์กับการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เพื่อให้มี

ประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน 
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ภาคผนวก  
ตัวอย่างการค านวณ 

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

จาก 

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

ตัวอย่างการค านวณ  

เตรียมสารละลายจากสารสกัดรากผักหวานป่า ให้มีความเข้มข้น 3,000 พีพีเอ็ม  แล้วปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอลให้มีปริมาตร 25 มิลลิลิตร  

แสดงว่า  

เมทานอล 1,000 มิลลิลิตร มีสารสกัดรากผักหวานป่า 3,000 มิลลิกรัม  

ถ้า    เมทานอล 25 มิลลิลิตร จะมีสารสกัดรากผักหวานป่า เท่ากับ  

=     
(25 ml)(3,000 mg)

1,000 ml
 

=     
75,000 ml.mg

1,000 ml
 

=     75 mg 

=     75 x 10-3 g 

=     0.075 g 

ดังนั้น 

การเตรียมสารละลายจากสารสกัดรากผักหวานป่า ให้มีความเข้มข้น 3,000 พีพีเอ็ม  

           จะต้องชั่งสารสกัดจากเนื้อของผลผักหวานป่า 0.075 กรัม แล้วปรับปริมาตรด้วย          เม

ทานอลให้มีปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
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2. การค านวณหาน ้าหนักสาร (g) จากหน่วยมิลลิโมลาร์ (mM) 

จากสูตร  

n   =   
g

Mw
   =   

cv

1000
 

เมื่อ  

n     คือ     จ านวนโมลของตัวละลาย 

C     คือ     ความเข้มข้น หน่วย โมล/ลิตร 

V     คือ     ปริมาตรของสารละลาย หน่วย มิลลิลิตร 

Mw  คือ     มวลโมเลกุลของตัวท าละลาย หน่วย กรัม/โมล 

g     คือ     มวลของสาร หน่วย กรัม 

ตัวอย่างการค านวณ  

            เตรียมสารละลาย ABTS ให้มีความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ แล้วปรับปริมาตรด้วย 

น ้า DI ให้มีปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร (มวลโมเลกุล เท่ากับ 514.62 กรัม/โมล) 

วิธีท า 

g     =     
(C)(V)(Mw)

1,000
 

       =     
(7×10-3mol)(10ml)(514.62 g/mol)

1,000 ml
 

     =   0.0360 g 

 

ดังนั้น  

            การเตรียมสารละลาย ABTS ให้มีความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ จะต้องชั่งสาร ABTS มา 0.0360 

กรัม แล้วปรับปริมาตรด้วยน ้า DI ให้มีปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร 
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3.  การเจือจางสารละลายจากสารละลายที่ได้เตรียมไว้ 

จากสูตร 

             C1V1   =   C2V2 

เมื่อ  

      C1    คือ     ความเข้มข้นสารละลายก่อนเจือจาง 

      C2    คือ     ความเข้มข้นสารละลายหลังเจือจาง 

      V1    คือ     ปริมาตรสารละลายก่อนเจือจาง 

      V2    คือ     ปริมาตรสารละลายหลังเจือจาง 

 

ตัวอย่างการค านวณ 

          สารละลายสารสกัดจากเนื้อของผลผักหวานป่า ความเข้มข้น 3,000 พีพีเอ็ม เจือจางสารละลาย

ให้มีความเข้มข้น 300 พีพีเอ็ม แล้วปรับปริมาตรด้วยเมทานอลให้มีปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

จากสูตร  

C1V1                   =     C2V2 

(3,000 ppm)(V1)   =     (300 ppm)(5 mL) 

V1                      =     
(300 ppm)(5 mL)

(3,000 ppm)
 

         V1                       =     0.5 mL 

ดังนั้น 

          การเจือจางสารละลายจากสารสกัดจากเนื้อของผลผักหวานป่า ความเข้มข้น 3,000 พีพีเอ็ม ให้มี

ความเข้มข้น 300 พีพีเอ็ม จะต้องปิเปตสารละลายมา 0.5 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยเมทานอลให้มี

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
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4.  การค านวณค่า %Inhibition 

จากสูตร  

               %Inhibition      =     
(A control-A sample) 

A control
 × 100   

 

เมื่อ         

              A control คือ    ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้จากสารละลาย DPPH radical และตัวท าละลายที่

ใช้ 

              A sample คือ    ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้จากสารละลายตัวอย่างที่ท าปฏิกิริยา 

                                กบัสารละลาย DPPH radical 

ตัวอย่างการค านวณ 

              การค านวณ % Inhibition ของสารละลายมาตรฐานวิตามินซี ความเข้มข้น 10 พีพีเอ็มจากค่า

ดูดกลืนแสง      

                     เมื่อ    A control     =     2.175 

                              A sample     =     0.705 

 

จากสูตร  

                       % Inhibition      =     
(A control-A sample)

A control 
 × 100 

                                            =     
(2.175-0.705)

2.175
 × 100 

                                            =     67.59 เปอร์เซ็น 

ดังนั้น  

        %Inhibition ของสารละลายมาตรฐานวิตามินซี ความเข้มข้น 10 พีพีเอ็ม เท่ากับ  

67.59 เปอร์เซ็นต์ 
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5. การค านวณหาค่า IC50, TEAC และปริมาณฟีนอลิกรวม  

5.1 การค านวณหาค่า IC50 (50% of inhibitory concentration) 

    1.1     การค านวณของมาตรฐานวิตามินซี 

           จากสมการ y        =         2.0419x + 47.34  

               แทน      y        =         50    ในสมการ  

                           50      =         2.0419x + 47.34 

                           x        =         
(50-47.34)

2.0419
 

         จะได้ค่า IC50            =         1.30 ppm 

     

    1.2     การค านวณของสารสกัดรากผักหวานป่า 

           จากสมการ      y    =          0.0062x + 31.992 

               แทน          y     =     50 ในสมการ  

                              50    =      0.0062x + 31.992 

                                x   =      
(50 - 31.992)

0.0062
 

จะได้ค่า IC50            =      2904.55 ppm 

 

5.2  การค านวณหา TEAC  

    2.1     การค านวณของสารสกัดรากผักหวานป่า 

    ขั้นตอนที่ 1 ค านวณหาค่า %Inhibition 

              จากค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 1  
              เมื่อ        A control  =     0.674 
                          A sample  =     0.573 

                     %Inhibition  =     
(0.674 - 0.573)

0.674
 × 100 

                                     =     14.98 เปอร์เซ็นต์ 
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              จากค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 2  
              เมื่อ        A control  =     0.658 
                           A sample  =     0.555 

                      %Inhibition  =     
(0.658-0.555)

0.658
 × 100 

                                      =    15.65  เปอร์เซ็นต์ 
              จากค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 3  
              เมื่อ        A control     =     0.632 
                           A sample    =     0.547 

                      %Inhibition    =     
(0.632 − 0.547)

0.632
 × 100 

                                        =   13.45 เปอร์เซ็นต์ 
    ดังนั้น  
     ค่า %Inhibition เฉลี่ย เท่ากับ 14.69 เปอร์เซ็นต์ 

 

    ขัน้ตอนที่ 2  ค านวณหาน ้าหนักสารสกัด (มิลลิกรัม) จากปริมาณสารละลายที่น ามาทดสอบ   

      0.0050 มิลลิลิตร ของสารสกัดรากผักหวานป่า ความเข้มข้น 1,000 พีพีเอ็ม 

    

 แสดงว่า  

                 เอทานอล 1,000 มิลลิลิตร มีสารสกัดจากรากผักหวานป่า 1,000 มิลลิกรัม 

         ถ้า     เอทานอล 0.0050 มิลลิลิตร จะมีสารสกัดจากเนื้อของผลผักหวานป่า เท่ากับ 

                  =     
(0.0050 mL)(1,000mg)

1,000 mL
 

                  =     0.0050 mg 

    ดังนั้น 

           ปริมาณสารละลายที่น ามาทดสอบ 0.0050 มิลลิลิตร จะมีสารสกัดรากผักหวานป่า เท่ากับ 

0.0050 มิลลิกรัม 
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ขั้นตอนที่ 3   ค านวณหาค่า % Inhibition ต่อ น ้าหนักสารสกัด 1 มิลลิกรัมของสาร 

   สกัดรากผักหวานป่า  

จาก          ขั้นตอนที่ 1 %Inhibition เท่ากับ 14.69 เปอร์เซ็นต์  

               ขั้นตอนที่ 2 สารสกัดรากผักหวานป่าเท่ากับ 0.0050 มิลลิกรัม  

แสดงว่า  

 สารสกัดรากผักหวานป่าเท่ากับ 0.0050 มิลลิกรัม 0.0050 มิลลิลิตร 

 มี %Inhibition  เท่ากับ  14.69 เปอร์เซ็นต์  

 ถ้า สารสกัดรากผักหวานป่า  1 มิลลิลิตร จะมี %Inhibition เท่ากับ 

                  =     
(1 mL) × (14.69 %)

0.0050 mL
 

                   =    2938 % 

    ดังนั้น  

         ค่า % Inhibition ต่อน ้าหนักสารสกัด 1 มิลลิลิตร ของสารสกัดรากผักหวานป่า เท่ากับ 2938 

เปอร์เซ็นต์ 

 

ขั้นตอนที่ 4 ค านวณหาค่า TEAC 

          จากกราฟมาตรฐานัโทลอกซ์ แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นสารมาตรฐานโท 

    ลอกซ์ กับร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลี่ย 

                             y     =     1.1204x + 31.075 

    จากนั้น 

            น าค่า %Inhibition ต่อ น ้าหนักสารสกัด 1  มิลมิลิตรของสารสกัดรากผักหวานป่า แทนในค่า y 

ในสมการเพ่ือค านวณหาค่า x ซึ่งเป็นค่า TEAC ใน หน่วย ppm  

   จากสมการ              y     =     1.1204x + 31.075 

   แทนค่า y ด้วย  2938  

                            2938     =     1.1204x + 31.075                         

                              y            =     
(2938-31.075)

1.1204
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                                            =     2594.54   ppm 

   จากนั้น  

          น าค่า 2594.54 พีพีเอ็ม เปลี่ยนเป็นหน่วย มิลลิโมลาร์ 

   เมื่อ 

          มวลโมเลกุลโทลอกซ์     =     250.290 กรัม/โมล 

   ขั้นตอนที่ 1 เปลี่ยนหน่วย พีพีเอ็ม หรือมิลลิกรัม/ลิตร ให้เป็นหน่วย กรัม/ลิตร 

                   
2594.54 mg/L

1,000
  =     0.2594 g/L 

   ขั้นตอนที่ 2 เปลี่ยนหน่วย กรัม/ลิตร ให้เป็นหน่วย โมล  

                   
0.2594 g/L

250.29 g/mol
    =     1.036 x 10-3 mol/L 

                                                หรือ 1.036 x 10-3 M  

   ดังนั้น ค่า TEAC ของสารสกัดรากผักหวานป่า เท่ากับ 1.036 มิลลิโมลาร์  

 

5.3 การค านวณหาปริมาณฟีนอลิกรวม 

การค านวณของสารสกัดรากผักหวานป่า  

จากขั้นตอนการทดลองหาปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัดรากผักหวานป่า  

ขั้นตอนการทดลอง                            ปริมาณ 

การหาปริมาณฟีนอลิกรวม 

น ้าหนักแห้งผักหวานป่า                        0.40  กิโลกรัม 

น ้าหนักสารสกัดเนื้อของผลผักหวานป่า    10.50 กรัม 

น ้าหนักสารสกัดท่ีใช้ทดสอบ                  0.0050  กรัม 

ปริมาตรในขวดปรับปริมาตร                25.0000  มิลลิลิตร 

ปริมาณสารละลายที่น ามาทดสอบ          0.2000  มิลลิลิตร 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย                       0.14  
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       จากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิกแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแกล

ลิกกับค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยรวม จะได้สมการเส้นตรง  

                  y     =     0.0104x + 0.0179 

 

จากนั้น 

       น าค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยของสารสกัดรากผักหวานป่าแทนในค่า y ในสมการเพ่ือค านวณหาค่า x 

ซึ่งเป็นปริมาณฟีนอลิกรวมในหน่วย พีพีเอ็ม 

         จากสมการ             y     =     0.0104x + 0.0179 

                  แทน             y     =      0.14   ในสมการ 

                            0.14      =     0.0104x + 0.0179  

                                    x      =      
(0.14 - 0.0179)

0.0104
 

                                            =     11.47 ppm 

น าค่า 11.47 พีพีเอ็ม เทียบเป็นหน่วย มิลลิกรัม  

แสดงว่า เมทานอล 1,000 มิลลิลิตร มีปริมาณฟีนอลิกรวม 11.47 มิลลิกรัม 

ถ้า      เมทานอล 0.2000 มิลลิลิตร จะมีปริมาณฟีนอลิกรวม เท่ากับ 

                                             =     
(0.2000 mL)(11.47 mg)

1,000
 

                                             =     0.023 mg 

ดังนั้น   เมทานอล 0.2000 มิลลิลิตร มีปริมาณฟีนอลิกรวม 0.023 มิลลิกรัม  

ถ้า       เมทานอล 25 มิลลิลิตร จะมีปริมาณฟีนอลิกรวม เท่ากับ 

                                           =     
(25 mL)(0.023 mg)

0.2000 mL
 

                                           =     2.87 mg 

แสดงว่า น ้าหนักสารสกัดท่ีใช้ทดสอบ 0.0050 กรัม มีปริมาณฟีนอลิกรวม 0.0028 กรัม  

ถ้า      น ้าหนักสารสกัดทั้งหมด  1 กรัม จะมีปริมาณฟีนอลิกรวม เท่ากับ 

                                           =     
(1 g)(0.0028 g)

0.0050 g
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                                           =     0.56 g 

ดังนั้น สารสกัดรากผักหวานป่า 1 กรัม จะมีปริมาณฟีนอลิกรวม เท่ากับ 0.56 mg GAE/g W 
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