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อนุมูลอสิระและสารต้านอนุมูลอสิระ

อนุมูลอิสระ (free radical) เปนอะตอมหรือ
กลุ ม ของอะตอม ท่ี มีหนึ่ งหรื อมากกว าหนึ่ ง
อิเล็กตรอนท่ีไมมีคู (unpaired electron) มีความ
ไมเสถียร (unstable) วองไวมาก (reactive)  
ปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในรางกาย ซ่ึง
เปนสาเหตุของการเกิดโรคตางๆ ของมนุษย 
ปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันท่ี
เปนสาเหตุหลักของการเสื่อมคุณภาพในอาหาร [1]  

อนุมูลอิสระทําใหเกิดกระบวนการทางเคมีซ่ึง
เรียกวาออกซิเดชัน (oxidation) เปนปรากฏการณ
ท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติ เม่ือโมเลกุลของออกซิเจน
ทําปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนๆ เกิดข้ึนในสิ่งมีชีวิต 
เชน พืช สัตวและมนุษย รวมถึงสิ่งไมมีชีวิต เชน 
การเกิดสนิมของเหล็ก ในดานสิ่งแวดลอม อนุมูล
อิสระและออกซิเดชันมีบทบาทสําคัญมาก ทําให
วัสดุโลหะและอโลหะหลายชนิดไมสามารถคง
สภาพถาวร มีความเสื่อม ผุกรอน และหักราวอยาง
ชาๆ ทําใหเครื่องอุปโภคและสิ่งกอสรางตางๆ 
เปลี่ยนแปลงและเสื่อมสลายไปในท่ีสุด นอกจากนี้
อนุมูลอิสระอาจมีผลกระทบทําใหเกิดมลภาวะทาง
อากาศและทางน้ําไดดีอีกดวย [1] 

ดานโภชนาการ อนุมูลอิสระและออกซิเดชัน
ทําใหน้ํามันเหม็นหืน  ไขมันประเภทไมอ่ิมตัว เชน 

น้ํามันพืชจะมีความไวตออนุมูลอิสระ ออกซิเดชัน
ทําใหเสียโครงสรางของน้ํามันพืชเปลี่ยนเปนแอลดี-
ไฮดและกรดไขมันขนาดสั้น ซ่ึงมีกลิ่นเหม็นและรส
เปรี้ยว โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือน้ํามันท่ีไมอ่ิมตัวถูก
ความรอนสูง อาหารทอด อาหารประเภทปงหรือ
ยางจนเกรยีมจัด จะเกิดอนุมูลอิสระในปริมาณเพ่ิม
มากข้ึน หากบริโภคอาหารท่ีมีน้ํามันใช ซํ้าจะมี
ผลเสียตอสุขภาพ [1, 2] 

สารตานอนุมูลอิสระ (antioxidants) คือสาร
ท่ีทําลายอนุมูลอิสระ แบงเปน 2 ประเภทใหญๆ 
คือ เอนไซมและไมใชเอนไซม โดยลักษณะสําคัญ
ของส ารต านอนุ มู ล อิ ส ร ะ  คื อ  ส ามา รถ ให
อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระหรือสารท่ีไวตอการ
เกิดปฏิกิริยากับออกซิเจน ตัวสารตานอนุมูลอิสระ
จะมีอิเล็กตรอนอิสระอยู จําเปนตองมีสารอ่ืนมา
ชวยใหเกิดการสรางสารตานอนุมูลอิสระ ตัวแรกท่ี
เกิดข้ึนอยางตอเนื่อง พบในรางกายสิ่ ง มีชีวิต 
โดยท่ัวไปสารตานอนุมูลอิสระมีหลายชนิดท้ังท่ีเปน
โมเลกุลขนาดเล็กหรือเอนไซม นอกจากนี้ยังมีสาร
ในธรรมชาติท่ีทําหนาท่ีเปนสารตานอนุมูลอิสระได 
เชน ฟลาโวนอยด กรดไฟติค และโพลีฟนอล   
เปนตน [1-3] 

มะหาด

มะหาด (Artocarpus lakoocha Roxb.) 
เปนไมตนขนาดใหญไมผลัดใบ แกนไมรสรอน มี
สรรพคุณขับพยาธิตัวตืด แกลม แกทองอืดเฟอ แก
กษัย แกเสนเอ็นพิการ และเม่ือนําไปตมเค่ียวกับ
น้ําจนเกิดฟอง ชอนฟองท่ีไดรวมกันทําใหแหง จะ
ไดผงสีขาวนวลจับกันเปนกอน เม่ือนําไปยางไฟให
เหลือง เรียกวา “ผงปวกหาด” มีรสรอนเมา นํามา
ชงกับน้ําเย็นรับประทาน เปนยาขับพยาธิตัวตืด
และพยาธิไสเดือน หรือใชละลายน้ําทาแกผื่นคัน 
ในบัญชียาสามัญประจําบานแผนโบราณ พ.ศ. 

2556 ไดจัดมะหาด เขากลุมยาถายพยาธิตัวกลม 
(ตัวยาตรง ใชสวนเนื้อไม ) พบปรากฏการใช
ประโยชนยาถายพยาธิและยาแกซางตานขโมย 
นอกจากนี้ ยังปรากฏการใชประโยชนในพระคัมภีร
ช ว ด า ร  พร ะ คั มภี ร ป ฐ มจิ น ด า  พร ะ คั มภี ร
มหาโชตรัต และพระคัมภีรมุจฉาปกขันทิกา 

มะหาด จัดอยูในสกุล Artocarpus วงศ 
Moraceae ในประเทศไทยพบ 14 ชนิด หลาย
ชนิดเปนไมผลท่ีนิยมรับประทาน ไดแก ขนุน (A. 
heterophyllus Lam.) จําปาดะ (A. integer 
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(Thunb.) Merr.) และสาเก (A. altilis 
(Parkinson) Fosberg) และจัดเปนสมุนไพร ไดแก 
มะหาด (A. lakoocha Roxb.) สารสําคัญท่ีพบใน
เปลือกของมะหาด คือ สารกลุม triterpenoids 
ไดแก cycloartenol และ cycloartenone และ
พบสารกลุม stilbenes และ flavonoids จาก

สวนรากของมะหาด นอกจากนี้ พบวาสารสกัดจาก
แกนมะหาดมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส (anit-tyrosinase) 
ฤทธิ์ยับยั้งการเกิดกระบวนการไกลเคชั่น (anti-
glycation) และฤทธิ์ตานความเสื่อมของเซลล 
(anti-aging activities) [4] 

การทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี  DPPH radical scavenging assay

ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระสามารถแบงวิธีการ
วิเคราะหออกเปน 2 ประเภท คือ การวิเคราะห
ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพและการ
วิเคราะหฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ ใน
แตละประเภทจะมีหลายวิธีดวยกัน ซ่ึงแตละวิธีมี
ความจําเพาะแตกตางกัน โดยปกติมักใชหลายวิธี
รวมกันในการตรวจสอบและสรุปผล โดยในท่ีนี้จะ
แสดงวิธีการวิเคราะหฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระดวย
วิธีการทําลายอนุมูลอิสระท่ีเสถียร 2,2 diphemyl 
-1-picrylhydrazyl (DPPH) โดยใชวิธี  DPPH 
radical scavenging assay เปนวิธีการทดสอบ
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• ซ่ึงเปน
อนุมูลอิสระท่ีเสถียร ถาสารสกัดสามารถจับกับ
อนุมูล DPPH• ไดสีของสารละลาย DPPH จะ
เปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลือง ซ่ึงสามารถวัดการ
เปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
157 นาโนเมตร โดยใชเครื่องวัดการดูดกลืนแสง
ของสาร (Spectrophotometer) [5-7] 

ขอดีของการวิเคราะหดวยวิธีนี้ คือ มีข้ันตอน
และวีการวิเคราะหงายไมซับซอน ใชเครื่องมือ
พ้ืนฐาน นิยมใชเปนวิธีเบื้องตนในการทดสอบฤทธิ์
การตานอนุมูลอิสระของสารตานอนุมูลอิสระจาก
ธรรมชาติ ยกเวนสารกลุมแคโรทีนอยดท่ีมีการ
ดูดกลืนแสงในชวงเดียวกัน  

ขอดอยของวิธีนี้คืออนุมูล DPPH• มีความคง
ตัวไมไวตอปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลอิสระท่ีเกิดใน
เซลลหรือรางกาย ดังนั้นวิธีนี้จึงไมสามารถแยกแยะ
จัดอันดับอนุ มูล ท่ี มีความไวสูง ได  นอกจากนี้
โครงสรางทางเคมีของ DPPH• ท่ีแสดงจะเห็นวา
อิเล็กตรอนเดี่ยวของอนุมูลอิสระถูกบดบังดวยวง
เบนซีน 3 วง และหมูไนโตร ทําใหสารตานอุมูลท่ีมี
ฤทธิ์แรงแตมีขนาดใหญบางสารไมสามารถเขาทํา
ปฏิกิริยาขจัดอนุมูลหรือเกิดปฏิกิริยาชากวาความ
เปนจริง  ท้ังท่ีสารตานอนุมูลนั้นมีฤทธิ์ดีในการขจัด
อนุมูลเปอรออกซี นอกจากนี้สารรีดิวซสามารถทํา
ใหส ีDPPH• จางลงไดอีกดวย [5-7] 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 หลักการทดสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH [7] 
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การวิเคราะหฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของ
สารสกัดจากใบมะหาด ดวยวิธี DPPH radical 
scavenging assay ในครั้งนี้ดัดแปลงจากวิธีของ 
Dasgupta and De (2004) [8] มีข้ันตอนการ
วิเคราะหดังตอไปนี้  

 
1. การเตรียมสารสกัดจากใบมะหาด 

การเตรียมสารสกัดจากใบมะหาด เริ่มตนจาก
การนําใบมะหาดมาลางน้ําสะอาด หั่นใหเปนชิ้น
เล็กๆ แลวนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
จนแหงสนิทโดยใช เวลาประมาณ 18 ชั่วโมง 
จากนั้นนําใบมะหาดแหงไปบดใหละเอียด แลวรอน
ผานตะแกรงขนาด 50 mesh (297 µm) จากนั้น

ทําการสกัดดวยเอทานอล รอยละ 95 โดยชั่งใบผง
มะหาดแหง 250 กรัม สกัดดวยเอทานอล รอยละ 
95 ปริมาตร 1 ลิตร เวลา 24 ชั่วโมง แลวกรอง
ดวยกระดาษกรอง และนําของเหลวท่ีกรองได 
(Filtrate) ไประเหยตัวทําละลายออก โดยใชเครื่อง
กลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary Evaporator) 
นําสารสกัดหยาบท่ีไดไปอบในตูอบลมรอน ท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนแหงสนิท แลวบด
สารสกัดและนํามารอนผานตะแกรงขนาด 80 
mesh (177 µm) ไดสารสกัดหยาบดังแสดงใน 
ภาพท่ี 2 แลวนํามาเก็บในภาชนะปดสนิทปองกัน
แสง ท่ีอุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 2 การเตรียมสารสกัดจากใบมะหาด 

 

ใบมะหาด อบแหง บดและรอนผานตะแกรง 

สกัดดวยเอทานอล กรอง ระเหยตัวทําละลาย 

สารสกัดหยาบจากใบมะหาด 
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2. การทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของสาร
สกัดจากใบมะหาด 

1) เตรียมสารละลาย  2,2 diphemyl-1-
picrylhydrazyl radical ( DPPH)  ความเขมขน 
0.2 มิลลิโมล โดยการชั่ง DPPH 0.04  g /ml  
Ethanol  ปรับปริมาตรใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 
แลวนําไปผสมดวยเครื่อง Vortex ปดดวยฟอยล
หรือเก็บในขวดทึบแสง เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3 การเตรียมสารละลาย DPPH 

 
2) เตรียมสารละลายตัวอยาง โดยละลายสาร

สกัดหยาบดวยเอทานอลดวยอัตราสวน 1:25 
(w/v) โดยชั่งสารสกัดหยาบจากใบมะหาด 1.00 
กรัม.ละลายดวยเอทานอล 25 มิลลิลิตร เก็บใน
ขวดทึบแสง 

3) ทดสอบตัวอยางสารสกัดโดยดูดสารสกัด
อยางละ 0.1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองอยางละ 3 
หลอด จากนั้นปเปตสารละลาย DPPH ท่ีเตรียมไว
ใสหลอดท่ีใสสารสกัดตัวอยางไปแลวหลอดละ 2.9 
มิลลิลิตร เพ่ือใหทําปฏิกิริยากัน แลวทําการเขยา   
ท้ิงไวในท่ีมืดเปนเวลา 30 นาที  

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4 การทดสอบสารสกัด 

 

 
 

ภาพท่ี 5  เปรียบเทียบสารละลาย DPPH และ
สารละลาย DPPH ท่ีเติมสารสกัด
จากใบมะหาด 

 
4) จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
 

 
 

ภาพท่ี 6 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 
 
5) คํานวณหาประสิทธิภาพฤทธิ์การตาน

อนุมูลอิสระในตัวอยางท่ีนํามาทดสอบ จากสูตร 
ดังนี้ 

 

𝐀𝐀𝐀𝐀(%)  =  
𝐀𝐀𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃 –  𝐀𝐀𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒𝐒

𝐀𝐀𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃
 × 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏 

 
เม่ือ  AA คือ ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ 
 ADPPH คือ ค าการดูดกลืนแสงของ

สารละลาย DPPH ท่ีไมมีตัวอยาง 
ASample คือ คาการดูดกลืนแสงของ

สารตัวอยาง 

 
 
 
 

   

สาร DPPH และเอทนาอล 
ละลาย DPPH ในเอทานอล 

ปรับปรมิาตรและเก็บในขวดทึบแสง 

สารตัวอยาง 0.1 มล. สารละลาย DPPH 2.9 มล. ทําปฏิกิริยา 30 นาที 



การทดสอบฤทธ์ิการตานอนุมลูอิสระของสารสกัดจากใบมะหาดดวยวิธี DPPH radical scavenging assay 
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