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อนุมูลอสิระและสารต้านอนุมูลอสิระ

อนุมูลอิสระ (free radical) เปนอะตอมหรือ
กลุ ม ของอะตอม ท่ี มีหนึ่ งหรื อมากกว าหนึ่ ง
อิเล็กตรอนท่ีไมมีคู (unpaired electron) มีความ
ไมเสถียร (unstable) วองไวมาก (reactive)  
ปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในรางกาย ซ่ึง
เปนสาเหตุของการเกิดโรคตางๆ ของมนุษย 
ปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันท่ี
เปนสาเหตุหลักของการเสื่อมคุณภาพในอาหาร [1]  

อนุมูลอิสระทําใหเกิดกระบวนการทางเคมีซ่ึง
เรียกวาออกซิเดชัน (oxidation) เปนปรากฏการณ
ท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติ เม่ือโมเลกุลของออกซิเจน
ทําปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนๆ เกิดข้ึนในสิ่งมีชีวิต 
เชน พืช สัตวและมนุษย รวมถึงสิ่งไมมีชีวิต เชน 
การเกิดสนิมของเหล็ก ในดานสิ่งแวดลอม อนุมูล
อิสระและออกซิเดชันมีบทบาทสําคัญมาก ทําให
วัสดุโลหะและอโลหะหลายชนิดไมสามารถคง
สภาพถาวร มีความเสื่อม ผุกรอน และหักราวอยาง
ชาๆ ทําใหเครื่องอุปโภคและสิ่งกอสรางตางๆ 
เปลี่ยนแปลงและเสื่อมสลายไปในท่ีสุด นอกจากนี้
อนุมูลอิสระอาจมีผลกระทบทําใหเกิดมลภาวะทาง
อากาศและทางน้ําไดดีอีกดวย [1] 

ดานโภชนาการ อนุมูลอิสระและออกซิเดชัน
ทําใหน้ํามันเหม็นหืน  ไขมันประเภทไมอ่ิมตัว เชน 

น้ํามันพืชจะมีความไวตออนุมูลอิสระ ออกซิเดชัน
ทําใหเสียโครงสรางของน้ํามันพืชเปลี่ยนเปนแอลดี-
ไฮดและกรดไขมันขนาดสั้น ซ่ึงมีกลิ่นเหม็นและรส
เปรี้ยว โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือน้ํามันท่ีไมอ่ิมตัวถูก
ความรอนสูง อาหารทอด อาหารประเภทปงหรือ
ยางจนเกรยีมจัด จะเกิดอนุมูลอิสระในปริมาณเพ่ิม
มากข้ึน หากบริโภคอาหารท่ีมีน้ํามันใช ซํ้าจะมี
ผลเสียตอสุขภาพ [1, 2] 

สารตานอนุมูลอิสระ (antioxidants) คือสาร
ท่ีทําลายอนุมูลอิสระ แบงเปน 2 ประเภทใหญๆ 
คือ เอนไซมและไมใชเอนไซม โดยลักษณะสําคัญ
ของส ารต านอนุ มู ล อิ ส ร ะ  คื อ  ส ามา รถ ให
อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระหรือสารท่ีไวตอการ
เกิดปฏิกิริยากับออกซิเจน ตัวสารตานอนุมูลอิสระ
จะมีอิเล็กตรอนอิสระอยู จําเปนตองมีสารอ่ืนมา
ชวยใหเกิดการสรางสารตานอนุมูลอิสระ ตัวแรกท่ี
เกิดข้ึนอยางตอเนื่อง พบในรางกายสิ่ ง มีชีวิต 
โดยท่ัวไปสารตานอนุมูลอิสระมีหลายชนิดท้ังท่ีเปน
โมเลกุลขนาดเล็กหรือเอนไซม นอกจากนี้ยังมีสาร
ในธรรมชาติท่ีทําหนาท่ีเปนสารตานอนุมูลอิสระได 
เชน ฟลาโวนอยด กรดไฟติค และโพลีฟนอล   
เปนตน [1-3] 

มะหาด

มะหาด (Artocarpus lakoocha Roxb.) 
เปนไมตนขนาดใหญไมผลัดใบ แกนไมรสรอน มี
สรรพคุณขับพยาธิตัวตืด แกลม แกทองอืดเฟอ แก
กษัย แกเสนเอ็นพิการ และเม่ือนําไปตมเค่ียวกับ
น้ําจนเกิดฟอง ชอนฟองท่ีไดรวมกันทําใหแหง จะ
ไดผงสีขาวนวลจับกันเปนกอน เม่ือนําไปยางไฟให
เหลือง เรียกวา “ผงปวกหาด” มีรสรอนเมา นํามา
ชงกับน้ําเย็นรับประทาน เปนยาขับพยาธิตัวตืด
และพยาธิไสเดือน หรือใชละลายน้ําทาแกผื่นคัน 
ในบัญชียาสามัญประจําบานแผนโบราณ พ.ศ. 

2556 ไดจัดมะหาด เขากลุมยาถายพยาธิตัวกลม 
(ตัวยาตรง ใชสวนเนื้อไม ) พบปรากฏการใช
ประโยชนยาถายพยาธิและยาแกซางตานขโมย 
นอกจากนี้ ยังปรากฏการใชประโยชนในพระคัมภีร
ช ว ด า ร  พร ะ คั มภี ร ป ฐ มจิ น ด า  พร ะ คั มภี ร
มหาโชตรัต และพระคัมภีรมุจฉาปกขันทิกา 

มะหาด จัดอยูในสกุล Artocarpus วงศ 
Moraceae ในประเทศไทยพบ 14 ชนิด หลาย
ชนิดเปนไมผลท่ีนิยมรับประทาน ไดแก ขนุน (A. 
heterophyllus Lam.) จําปาดะ (A. integer 
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(Thunb.) Merr.) และสาเก (A. altilis 
(Parkinson) Fosberg) และจัดเปนสมุนไพร ไดแก 
มะหาด (A. lakoocha Roxb.) สารสําคัญท่ีพบใน
เปลือกของมะหาด คือ สารกลุม triterpenoids 
ไดแก cycloartenol และ cycloartenone และ
พบสารกลุม stilbenes และ flavonoids จาก

สวนรากของมะหาด นอกจากนี้ พบวาสารสกัดจาก
แกนมะหาดมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส (anit-tyrosinase) 
ฤทธิ์ยับยั้งการเกิดกระบวนการไกลเคชั่น (anti-
glycation) และฤทธิ์ตานความเสื่อมของเซลล 
(anti-aging activities) [4] 

การทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี  DPPH radical scavenging assay

ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระสามารถแบงวิธีการ
วิเคราะหออกเปน 2 ประเภท คือ การวิเคราะห
ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพและการ
วิเคราะหฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ ใน
แตละประเภทจะมีหลายวิธีดวยกัน ซ่ึงแตละวิธีมี
ความจําเพาะแตกตางกัน โดยปกติมักใชหลายวิธี
รวมกันในการตรวจสอบและสรุปผล โดยในท่ีนี้จะ
แสดงวิธีการวิเคราะหฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระดวย
วิธีการทําลายอนุมูลอิสระท่ีเสถียร 2,2 diphemyl 
-1-picrylhydrazyl (DPPH) โดยใชวิธี  DPPH 
radical scavenging assay เปนวิธีการทดสอบ
ฤ ท ธิ์ ต า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ เ บื้ อ ง ต น  โ ด ย ดู ถึ ง
ความสามารถในการจับอนุมูล DPPH• ซ่ึงเปน
อนุมูลอิสระท่ีเสถียร ถาสารสกัดสามารถจับกับ
อนุมูล DPPH• ไดสีของสารละลาย DPPH จะ
เปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลือง ซ่ึงสามารถวัดการ
เปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
157 นาโนเมตร โดยใชเครื่องวัดการดูดกลืนแสง
ของสาร (Spectrophotometer) [5-7] 

ขอดีของการวิเคราะหดวยวิธีนี้ คือ มีข้ันตอน
และวีการวิเคราะหงายไมซับซอน ใชเครื่องมือ
พ้ืนฐาน นิยมใชเปนวิธีเบื้องตนในการทดสอบฤทธิ์
การตานอนุมูลอิสระของสารตานอนุมูลอิสระจาก
ธรรมชาติ ยกเวนสารกลุมแคโรทีนอยดท่ีมีการ
ดูดกลืนแสงในชวงเดียวกัน  

ขอดอยของวิธีนี้คืออนุมูล DPPH• มีความคง
ตัวไมไวตอปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลอิสระท่ีเกิดใน
เซลลหรือรางกาย ดังนั้นวิธีนี้จึงไมสามารถแยกแยะ
จัดอันดับอนุ มูล ท่ี มีความไวสูง ได  นอกจากนี้
โครงสรางทางเคมีของ DPPH• ท่ีแสดงจะเห็นวา
อิเล็กตรอนเดี่ยวของอนุมูลอิสระถูกบดบังดวยวง
เบนซีน 3 วง และหมูไนโตร ทําใหสารตานอุมูลท่ีมี
ฤทธิ์แรงแตมีขนาดใหญบางสารไมสามารถเขาทํา
ปฏิกิริยาขจัดอนุมูลหรือเกิดปฏิกิริยาชากวาความ
เปนจริง  ท้ังท่ีสารตานอนุมูลนั้นมีฤทธิ์ดีในการขจัด
อนุมูลเปอรออกซี นอกจากนี้สารรีดิวซสามารถทํา
ใหส ีDPPH• จางลงไดอีกดวย [5-7] 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 หลักการทดสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH [7] 
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การวิเคราะหฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของ
สารสกัดจากใบมะหาด ดวยวิธี DPPH radical 
scavenging assay ในครั้งนี้ดัดแปลงจากวิธีของ 
Dasgupta and De (2004) [8] มีข้ันตอนการ
วิเคราะหดังตอไปนี้  

 
1. การเตรียมสารสกัดจากใบมะหาด 

การเตรียมสารสกัดจากใบมะหาด เริ่มตนจาก
การนําใบมะหาดมาลางน้ําสะอาด หั่นใหเปนชิ้น
เล็กๆ แลวนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
จนแหงสนิทโดยใช เวลาประมาณ 18 ชั่วโมง 
จากนั้นนําใบมะหาดแหงไปบดใหละเอียด แลวรอน
ผานตะแกรงขนาด 50 mesh (297 µm) จากนั้น

ทําการสกัดดวยเอทานอล รอยละ 95 โดยชั่งใบผง
มะหาดแหง 250 กรัม สกัดดวยเอทานอล รอยละ 
95 ปริมาตร 1 ลิตร เวลา 24 ชั่วโมง แลวกรอง
ดวยกระดาษกรอง และนําของเหลวท่ีกรองได 
(Filtrate) ไประเหยตัวทําละลายออก โดยใชเครื่อง
กลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary Evaporator) 
นําสารสกัดหยาบท่ีไดไปอบในตูอบลมรอน ท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนแหงสนิท แลวบด
สารสกัดและนํามารอนผานตะแกรงขนาด 80 
mesh (177 µm) ไดสารสกัดหยาบดังแสดงใน 
ภาพท่ี 2 แลวนํามาเก็บในภาชนะปดสนิทปองกัน
แสง ท่ีอุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 2 การเตรียมสารสกัดจากใบมะหาด 

 

ใบมะหาด อบแหง บดและรอนผานตะแกรง 

สกัดดวยเอทานอล กรอง ระเหยตัวทําละลาย 

สารสกัดหยาบจากใบมะหาด 
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2. การทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของสาร
สกัดจากใบมะหาด 

1) เตรียมสารละลาย  2,2 diphemyl-1-
picrylhydrazyl radical ( DPPH)  ความเขมขน 
0.2 มิลลิโมล โดยการชั่ง DPPH 0.04  g /ml  
Ethanol  ปรับปริมาตรใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 
แลวนําไปผสมดวยเครื่อง Vortex ปดดวยฟอยล
หรือเก็บในขวดทึบแสง เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3 การเตรียมสารละลาย DPPH 

 
2) เตรียมสารละลายตัวอยาง โดยละลายสาร

สกัดหยาบดวยเอทานอลดวยอัตราสวน 1:25 
(w/v) โดยชั่งสารสกัดหยาบจากใบมะหาด 1.00 
กรัม.ละลายดวยเอทานอล 25 มิลลิลิตร เก็บใน
ขวดทึบแสง 

3) ทดสอบตัวอยางสารสกัดโดยดูดสารสกัด
อยางละ 0.1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองอยางละ 3 
หลอด จากนั้นปเปตสารละลาย DPPH ท่ีเตรียมไว
ใสหลอดท่ีใสสารสกัดตัวอยางไปแลวหลอดละ 2.9 
มิลลิลิตร เพ่ือใหทําปฏิกิริยากัน แลวทําการเขยา   
ท้ิงไวในท่ีมืดเปนเวลา 30 นาที  

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4 การทดสอบสารสกัด 

 

 
 

ภาพท่ี 5  เปรียบเทียบสารละลาย DPPH และ
สารละลาย DPPH ท่ีเติมสารสกัด
จากใบมะหาด 

 
4) จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
 

 
 

ภาพท่ี 6 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 
 
5) คํานวณหาประสิทธิภาพฤทธิ์การตาน

อนุมูลอิสระในตัวอยางท่ีนํามาทดสอบ จากสูตร 
ดังนี้ 

 

𝐀𝐀𝐀𝐀(%)  =  
𝐀𝐀𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃 –  𝐀𝐀𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒

𝐀𝐀𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃
 × 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏 

 
เม่ือ  AA คือ ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ 
 ADPPH คือ ค าการดูดกลืนแสงของ

สารละลาย DPPH ท่ีไมมีตัวอยาง 
ASample คือ คาการดูดกลืนแสงของ

สารตัวอยาง 

 
 
 
 

   

สาร DPPH และเอทนาอล 
ละลาย DPPH ในเอทานอล 

ปรับปรมิาตรและเก็บในขวดทึบแสง 

สารตัวอยาง 0.1 มล. สารละลาย DPPH 2.9 มล. ทําปฏิกิริยา 30 นาที 
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