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บทคัดยอ 
อนุมูลอิสระหมายถึงสารที่มีอิเล็กตรอนโดดเด่ียวในอะตอมหรือโมเลกุล เปนสาเหตุใหเกิดโรคตาง ๆ 

มากมาย ไดแก โรคชรา โรคมะเร็ง โรคหัวใจขาดเลือด โรคความจําเสื่อม โรคขออักเสบ โรคภูมิแพ โรคความดัน
โลหิต โรคเหงือก โรคเก่ียวกับสายตา เกิดความผิดปกติของปอด และระบบประสาท เปนตน ธรรมชาติหรือ
รางกายของสิ่งมีชีวิตจึงมีการสรางสารตานอนุมูลอิสระขึ้นมาเพ่ือทําหนาที่ในการตานอนุมูลอิสระ ซึ่งกลไกในการ
ตานอนุมูลอิสระมีหลายรูปแบบ เชน การดักจับอนุมูลอิสระ การยับยั้งการทํางานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน 
การจับกับโลหะที่สามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน การหยุดปฏิกิริยาการสรางอนุมูลอิสระ การเสริมฤทธิ์ และการ
ยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ ซึ่งสารตานอนุมูลอิสระมีทั้งจากธรรมชาติและจากการ
สังเคราะห ทั้งน้ีการวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพและปริมาณมีหลายวิธีดวยกัน แตละวิธีมีความ 
จําเพาะแตกตางกัน ปกติมักใชหลายวิธีรวมกันในการตรวจสอบและสรุปผลทั้งน้ีเพ่ือใหผลการทดสอบมีความ
ถูกตองและแมนยํา วิธีการวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพที่นิยม ไดแก การทําใหเกิดสีโครมาโตกราฟ
แบบช้ันบาง และเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง สวนวิธีการวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเชิง
ปริมาณที่นิยม ไดแก การตรวจวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธีการทําลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช การฟอกสีอนุมูล
อิสระเอบีทีเอส และการวิเคราะหความสามารถในการรีดิวซเฟอรริกของสารตานอนุมูลอิสระ วิธีที่ไดนําเสนอใน
บทความน้ีถือไดวาเปนวิธีที่งาย สะดวก รวดเร็ว และสามารถนําไปประยุกตใชกับตัวอยางไดหลายชนิด 
  

คําสําคัญ : อนุมูลอิสระ, สารตานอนุมูลอิสระ, การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 
 



วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี                                                                                      ปท่ี 21 ฉบับท่ี 3 กรกฎาคม - กันยายน 2556 

 276

Abstract 
Free radicals are atoms or molecules with unpaired electrons. Many diseases are caused by free radicals, 

for instance, aging, cancer, coronary heart disease, Alzheimer’s disease, arthritis, allergies, high blood pressure, 
gum disease, eye problems, lung abnormality and nervous system abnormality.  Normally free radical formation 
is controlled naturally by various beneficial compounds known as antioxidants. There are many mechanisms 
related to antioxidant activity, such as radical scavenging, singlet oxygen quenching, metal chelation, free 
radical chain breaking, synergism and enzyme inhibition. Antioxidants can be classified into natural and 
synthetic groups. Moreover, several analytical methods have been used for qualitative and quantitative 
determination of antioxidants, and each has its own specificity. Accuracy and precision of analysis is generally 
confirmed by various methods. The qualitative methods for determination of antioxidants include colorimetric 
assay, thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). The quantitative 
methods for antioxidant determination include diphenyl-picryhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay, ABTS 
radical cation decolorization assay and ferric ion reducing antioxidant power assay. The proposed method is a 
simple, convenient and rapid that can be applied to various types of samples. 
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1. บทนํา 

มนุษยเราใหความสนใจและเอาใจใสเก่ียวกับ
เรื่องสุขภาพกันมากขึ้น ทั้งน้ีเน่ืองจากการรับประทาน
อาหารของมนุษยเราในปจจุบันพบวามีความเสี่ยงตอ
โรคตาง  ๆ  มากมาย  เชน  การรับประทานอาหาร
ประเภทเน้ือสัตวเปนประจําจะมีความเสี่ยงตอการเปน
โรคหัวใจ หลอดเลือดแข็งตัว และมะเร็ง ขณะที่ผู
รับประทานอาหารประเภทพืชผักและผลไมเปน
ประจํามีความเสี่ยงนอยกวา โดยพืชผักและผลไมมี
วิตามินและเกลือแรที่มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูล
อิสระ (antioxidant) ไดแก เบตาคาโรทีน วิตามินซี  
วิตามินอี ทองแดง สังกะสี และแมงกานีส  เปนตน 
ในขณะที่เน้ือสัตวมีของเสียที่เกิดจากขบวนการเผา
ผลาญอาหารท่ีเรียกวา “อนุมูลอิสระ” (free radical) 
เปนจํานวนมาก โดยอนุมูลอิสระเปนสารที่เกิดจาก

กระบวนการเผาผลาญอาหารในรางกาย รวมถึงจาก
มลพิษตาง  ๆ  เชน  โอโซน  โลหะหนัก  ควันบุหรี่ 
อนุมูลอิสระเหลาน้ีจะทําลายโครงสราง และหนาที่
ของผนังเซลล กอใหเกิดความผิดปกติตาง ๆ เชน โรค
ชรา (แกกอนวัย) โรคหลอดเลือดและหัวใจขาดเลือด 
ผนังหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis) โรคเสื่อม
ของระบบตาง ๆ ในรางกาย รวมถึงการกลายพันธุ 
(mutation) ของเซลล ซึ่งอาจพัฒนาไปเปนเซลลมะเร็ง
ได รางกายของเราจึงมีกลไกในการควบคุมสารน้ีและ
ผลผลิตของสารอนุมูลอิสระเพ่ือไมใหลุกลาม รางกาย
จะมีกลไกในการกําจัดอนุมูลอิสระโดยใชสาร 2 ชนิด 
ไดแก เอนไซมและสารที่ไมใชเอนไซม ซึ่งเอนไซม
ในรางกายเราที่ใชในการกําจัดอนุมูลอิสระมีอยูอยาง
จํากัด เราจึงตองรับประทานสารกําจัดอนุมูลอิสระ
พวกท่ีไมใชเอนไซม สารดังกลาว ไดแก สารตาน



ปท่ี 21 ฉบับท่ี 3 กรกฎาคม - กันยายน 2556                                                                                      วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  

 277 

อนุมูลอิสระ หรือมีอีกช่ือวา “Antioxidant” สารตาน
อนุมูลอิสระมีมากในพืชผักและผลไมบางชนิด จึงได
มีการสนับสนุนใหรับประทานสิ่งเหลาน้ีเพ่ิมมากขึ้น 
ดังน้ันการศึกษาเพ่ือหาสารที่สงเสริมสุขภาพจึงไดรับ
ความสนใจอยางแพรหลาย  โดยเฉพาะงานวิจัย
เก่ียวกับสารตานอนุมูลอิสระในพืชผักและผลไมทั้งที่
รับประทานกันอยูทั่วไปและประจําทองถ่ิน วิธีการ
ตรวจวัดชนิดและความสามารถในการเปนสารตาน
อนุมูลอิสระจึงเปนสิ่งสําคัญเน่ืองจากวิธีการตรวจวัด
ที่ดีและเหมาะสมจะทําใหไดขอมูลที่ถูกตอง เที่ยงตรง 
และแมนยํา บทความวิชาการน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ
นําเสนอวิธีการวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่เปนที่
นิยม เพ่ือนําไปสูการสงเสริม การอนุรักษ การรูคุณคา
และประโยชนของพืชผักและผลไมที่มีสารตานอนุมูล
อิสระอีกทางหน่ึง 
 

2. อนุมูลอิสระ (free radicals) 
อนุมูลอิสระ (free radicals) หมายถึง สารที่มี

อิเล็กตรอนโดดเด่ียว (unpaired electrons) ในอะตอม
หรือโมเลกุล พบไดทุกแหงทั้งในสิ่งแวดลอม ใน
สิ่ ง มี ชี วิ ต  แล ะ ใน เ ซลล  โ ด ย เ ฉพ า ะอ ย า ง ยิ่ ง
กระบวนการผลิตพลังงานภายในเซลล  หรือจาก
กระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) โดยมีการ
เคล่ือนยายอิเล็กตรอนออกจากโมเลกุลของออกซิเจน
ทําใหอิ เ ล็กตรอนในโมเลกุลออกซิเจนไมสมดุล
กลายเปนอนุมูลอิสระและวองไวในการเขาทํ า
ปฏิกิริยามาก และสามารถดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุล
อื่นมาแทนที่อิเล็กตรอนที่ขาดหายไปเพ่ือใหตัวเองเกิด
ความสมดุลหรือเสถียร ซึ่งปฏิกิริยาน้ีจะเกิดขึ้นอยาง
ตอเน่ืองเปนปฏิกิริยาลูกโซ  และเกิดข้ึนในเซลล
ตลอดเวลา (ดังสมการ 1 และ 2) 

R•       + O2                ROO•           (สมการ 1) 

ROO• + RH               ROOH + R• (สมการ 2) 
อนุมูลอิสระที่สําคัญที่สุดที่เกิดในเซลลที่ใช

ออกซิเจน ไดแก oxygen radical, อนุพันธของ oxygen 
radical (เชน superoxide radical และ hydroxyl 
radical), hydrogen peroxide, transition metals (โลหะ
ทรานซิชัน), carbonate radical (CO3

•-), nitrate radical 
(NO3

•), methyl radical (CH3
•), superoxide radical 

(O2
•), peroxyl radical (ROO•), reactive oxygen 

species (ROS) เปนตน [1] นอกจากน้ีอนุมูลอิสระ
สามารถทําลายชีวโมเลกุลทุกประเภท ทั้งในเซลลและ
สวนประกอบของเซลลสิ่งมีชีวิต เชน ลิพิด (lipid) 
โปรตีน (protein) เอนไซม (enzyme) ดีเอ็นเอ (DNA) 
อารเอ็นเอ (RNA) คารโบไฮเดรต (carbohydrate) 
เซลลเมมเบรน (cell membrane) คอลลาเจน 
(collagen) ไมโตคอนเดรีย (mitocondria) และเน้ือเยื่อ
เก่ียวพัน (connective tissues) ซึ่งเปนสาเหตุใหเซลล
ตาย การเกิดการกลายพันธุของดีเอ็นเอในเซลล และ
ก อ ให เ กิ ด โ รคต า ง  ๆ  ได แ ก  โ รคชร า  (aging) 
โรคมะเร็ง (cancer) โรคหัวใจขาดเลือด (coronary 
heart disease) โรคความจําเสื่อม (Alzheimer’s 
disease) โรคขออักเสบ (arthritis) โรคภูมิแพ 
(allergies) โรคความดันโลหิต โรคเหงือก โรค
เก่ียวกับสายตา ความผิดปกติของปอดและระบบ
ประสาท โรคเกี่ยวกับทางเดินหายใจ โรคเกี่ยวกับ
ความผิดปกติของผิวหนัง  และโรคลําไสอักเสบ     
เปนตน  [2] อนุมูลอิสระนอกจากจะเกิดภายใน
สิ่งมีชีวิตแลวอนุมูลอิสระสามารถเกิดจากภายนอก
สิ่งมีชีวิตหรือในสิ่งแวดลอม ไดแก การไดรับเช้ือโรค 
เชน การติดเช้ือโรคไวรัสหรือเช้ือแบคทีเรีย โรค
เก่ียวกับภูมิคุมกัน (immune diseases) เชน ขออักเสบ 
รูมาตอยด เปนตน จากรังสี เชน รังสีอัลตราไวโอเลต 
รังสีเอ็กซ รังสีแกมมา จากมลภาวะ เชน ควันบุหรี่ 
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แกสจากทอไอเสีย เชน ไนตรัสออกไซด ไนโตรเจน
ไดออกไซด เขมาจากเครื่องยนต ฝุนจากกระบวนการ
ประกอบอาหาร  เชน  การย าง เ น้ือสัตวที่มีสวน 
ประกอบของไขมันสูง การนํานํ้ามันที่ใชทอดอาหารที่
มีอุณหภูมิสูง ๆ กลับมาใชอีก การทําใหเกิดอาหาร
ประเภทเกรียม ไหม หรือเกิดจากการปงยาง จากยา
บางชนิด เชน โดโซรูบิซิน (doxorubicin) เพนนิซิลลา
มิน (penicillamine) พาราเซตามอล (paracetamol) [3] 
 

3. สารตานอนุมูลอิสระ (antioxidants) 
สารตานอนุมูลอิสระถือวามีความสําคัญตอ

กระบวนการออกซิไดซอนุมูลอิสระ หรือสามารถ
ยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยในสิ่งมีชีวิตจะมีระบบ
การปองกันการทําลายเซลลและเน้ือเยื่อจากอนุมูล
อิสระ ประกอบดวยสารตานอนุมูลอิสระมากมาย
หลายชนิดที่ทําหนาที่แตกตางกันไป ซึ่งมีทั้งที่เปน
เอนไซมและไมเปนเอนไซม สารประกอบท่ีละลายใน
นํ้าและสารประกอบท่ีละลายในไขมัน โดยสารตาน
อนุมูลอิสระเหลาน้ีมีกลไกการทํางานตานอนุมูล
อิสระดวยกันหลายแบบ  เชน  ดักจับอนุมูลอิสระ 
(radical scavenging) การยับยั้งการทํางานของ
ออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน (singlet oxygen 
quenching) จับกับโลหะที่สามารถเรงปฏิกิริยา
ออกซิเดชันได (metal chelation) หยุดปฏิกิริยาการ
สรางอนุมูลอิสระ (chain-breaking) เสริมฤทธิ์ 
(synergism) และยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
(enzyme inhibition) ที่เรงปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ      
เปนตน  ตัวอยางแสดงการดักจับอนุมูลอิสระดัง
สมการ 3 และ 4 [4] 

R•    + AH               RH + A•        (สมการ 3) 
RO• + AH               ROH + A•       (สมการ 4)  
โดย  R•  และ  RO•  คือ อนุมูลอิสระ  และ AH  

คือ สารตานอนุมูลอิสระ 
แหลงที่มาของสารตานอนุมูลอิสระมี  2 

แหล ง  ไดแก  สารต านอนุมูลอิสระสั ง เคราะห 
(synthetic antioxidants) และสารตานอนุมูลอิสระจาก
ธรรมชาติ (natural antioxidants) ซึ่งสารตานอนุมูล
อิสระสังเคราะหเกิดจากการกระบวนการสังเคราะห
ทางเคมี โดยเปนสารประกอบฟนอลิก ไดแก propyl 
gallate, 2-butylated hydroxyanisole, 3-butylate 
hydroxyanisole, BHT (butylated hydroxytoluene) 
และ tertiary butylhydroquinone สารสังเคราะห
ดังกลาวนิยมนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือยับยั้ง
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เปนสาเหตุที่
ทําใหอาหารมีกล่ิน สี และรสชาติเปล่ียนแปลงไป 
สารสังเคราะหน้ีมีสภาพคงตัวกวาสารตานอนุมูล
อิสระจากธรรมชาติแตมีขอจํ า กัดในด านความ
ปลอดภัยในการบริโภค [5] ขณะที่สารตานอนุมูล
อิสระจากธรรมชาติสามารถพบไดในสิ่งมีชีวิตทั้งพืช
และสัตว ซึ่งเปนไดทั้งเอนไซม วิตามินและสารอ่ืน ๆ 
ตัวอยางของสารตานอนุมูลอิสระที่เปนวิตามิน เชน  
vitamin C (เปนสารตานอนุมูลอิสระที่ไซโตพลาซึม)  
vitamin E (เปนสารตานอนุมูลอิสระที่เมมเบรน) และ 
glutathione (เปนสารตานอนุมูลอิสระที่ปองกัน
อันตรายจากอนุมู ลอิสระที่ ไซโตพลาซึมและ          
เมมเบรน) สวนสารตานอนุมูลอิสระที่เปนเอนไซม 
ไดแก glutathione peroxidase (GPX), glutathione 
reductase และ glutathione transferase ซึ่งทําหนาที่ทํา
ใหโมเลกุลของไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2)  เปน
ออกซิเจนและนํ้า สวนเอนไซม superoxid dismutase 
(SOD) สามารถเปล่ียน O2

•- เปน H2O2  สารตานอนุ- 
มูลอิสระอื่น ๆ ไดแก carotenoids และ ubiquinones 
เปนสารตานอนุมูลอิสระสามารถปองกันอนุมูลอิสระ
ออกซิเจนทั้งภายในเซลลและภายนอกเซลล [6]  
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ในภาวะปกติรางกายของคนเราจะมีการ
ปองกันการสะสมสารอนุมูลอิสระโดยการสราง
เอนไซมตานอนุมูลอิสระขึ้นมาควบคุมปริมาณสาร
อนุมูลอิสระใหอยูในภาวะที่สมดุล และอีกสวนได
จากสารตานอนุมูลอิสระที่รางกายรับประทานเขาไป
จําพวกวิตามิน  เบตาแคโรทีน  และแคโรทีนอยด 
รวมทั้งสารประกอบโพลีฟนอล ซึ่งสารดังกลาวได
จากพืชผักและผลไม [4] ตัวอยางอาหารท่ีมีเบตาแคโร
ทีนสูง ไดแก ผักใบเขียว เชน ตําลึง และผักบุง  อาหาร
ที่มีสีเหลือง เชน แครอท มะละกอสุก มะมวงสุก 
มะเขือเทศ ฟกทอง อาหารท่ีมีวิตามินซี (vitamin C 
หรือ ascorbic acid) สูง ไดแก พืช ผักสีเขียว และ
ผลไมรสเปรี้ยว เชน ตําลึง ผักบุง พริกหยวก ฝรั่ง 
มะขามปอม สม มะนาว สับปะรด (วิตามินซีจาก
พืชผักดังกลาวมีฤทธิ์ตอตานอนุมูลอิสระที่แรงมาก
และละลายนํ้าไดดี) วิตามินอี (vitamin E หรือ 
tocopherol) ละลายไดดีในนํ้ามัน โดยวิตามินอีมีใน
นํ้ามันจากเมล็ดพืชชนิดตาง ๆ เชน รําละเอียดในพวก
ธัญพืชที่ไมขัดขาว ขาวโพด ขาวกลอง ถ่ัวแดง ถ่ัว
เหลือง ผักกาดหอม เมล็ดทานตะวัน งา นํ้ามันรํา [6] 
 

4 .  ก า ร วิ เ ค ร า ะห ฤท ธ์ิ ต า นอนุ มู ล อิ ส ร ะ 
(antioxidant activity determination) 

วิธีการวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสมารถ
แบงออกเปน 2 ประเภท คือ การวิเคราะหฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระเชิงคุณภาพ และการวิเคราะหฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระเชิงปริมาณ ในแตละประเภทจะมีหลาย
วิธีดวยกัน ซึ่งแตละวิธีมีความจําเพาะแตกตางกัน โดย
ปกติมักใชหลายวิธีรวมกันในการตรวจสอบและ
สรุปผล  

4.1 วิธีการวิเคราะหฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระเชิง
คุณภาพ 

การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเชิง
คุณภาพเปนการทดสอบเพ่ือหาชนิดของสารตาน
อนุมูลอิสระที่มีอยูในตัวอยาง โดยอาศัยหลักการ   
ตาง ๆ เชน การทําใหเกิดสี การทําใหเกิดตะกอน 
ความสามารถของการละลายในตัวทําละลาย และการ
ถูกดูดซับโดยตัวดูดซับ วิธีการวิเคราะหฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระที่นิยม ไดแก การตรวจวัดสารโพลีฟนอล
ชนิดตาง ๆ (เชน Shinoda test และ Pew test) โครมา
โตกราฟแบบช้ันบาง (thin layer chromatography, 
TLC) และการตรวจหาสารตานอนุมูลอิสระชนิด   
ตาง ๆ โดยใชเครื่อง high performance liquid 
chromatography (HPLC)  

4.1.1 การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
ของสารโพลีฟนอลชนิดตาง ๆ โดยการทําใหเกิดสี 
(colorimetric assay) เปนวิธีการนําสารเคมีชนิดตาง ๆ 
มาทําปฏิกิริยากับสารตัวอยาง  และดูสีที่ เ กิดขึ้น
หลังจากการเกิดปฏิกิริยา [7] ตัวอยางของวิธีน้ี ไดแก  

(1) วิธี Shinoda test เปนการทดสอบ
ปฏิกิริยากับไซยานิดินส (cyanidins reaction) โดยการ
ทําปฏิกิริยาของสารตัวอยางกับผงแมกนีเซียมหรือวง
แหวนแมกนีเซียม (magnesium ribbon) กรดไฮโดร
คลอริกเขมขน  และออกทิลแอลกอฮอล  (octyl 
alcohol) ซึ่งจะเกิดการแยกช้ัน ถาเกิดสีแดงแสดงวามี
สารจําพวกฟลาโวนอล (flavonol) ฟลาวาโนน 
(flavanone) ฟลาวาโนนอล (flavanonol) หรือแซน
โทน (xanthone) หรือถาเกิดสีแดงแสดงวามีสาร
จําพวกฟลาโวน (flavones) ชาลโคน (chalcone) หรือ
ออโรน (ourone) 

(2) วิธี Pew test หรือการทดสอบ
ของพิว เปนการทําปฏิกิริยาระหวางสารตัวอยางกับผง
สังกะสี (zinc dust) และกรดไฮโดรคลอริก ถาเกิดสี
แดงเขมภายใน 2-5 นาที แสดงวามีสารฟลาวาโนนอล 
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(flavanonol) และฟลาโวนอล-3-ไกลโคไซด 
(flavonol-3-glycoside) แตถาเปนสีจาง ๆ แสดงวามี
สารฟลาวาโนน (flavanone) และฟลาโวนอล 
(flavonol) 

 วิธีการ ท้ังสองมีขอดี  คือ  ทําได
หลายตัวอยางพรอมกัน ขั้นตอนไมยุงยาก ไมซับซอน 
และใชตนทุนตํ่าในการวิเคราะหสารตัวอยาง แตมี
ขอเสีย คือ มีความไว (sensitivity) และความแมนยํา 
(precision) ตํ่า และเหมาะสมสําหรับวิเคราะหสาร
ตัวอยางที่บริสุทธิ์ เพราะสารหลาย ๆ ชนิดอยูดวยกัน
สีที่ เกิดขึ้นสามารถรบกวนกันได วิธีการดังกลาว
ขางตนได ถูกนํามาวิ เคราะหหาสารโพลีฟนอล 
ตัวอยาง เชน เกสรตัวผูของบัวหลวง [8] และยานาง 
[9] พบวามีสารฟลาโวนอยด (flavonoids) ที่มีฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระ 

4.1.2 การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
ของสารโพลีฟนอลดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบช้ัน
บาง (thin layer chromatography, TLC) เปนเทคนิคที่
ใชในการแยกสารและวิเคราะหสารโพลีฟนอลในเชิง
คุณภาพ (qualitative analysis) โดยอาศัยหลักการ
เคล่ือนที่ของสารดวยตัวทําละลายหรือตัวพา (mobile 
phase) กับการถูกดูดซับโดยตัวดูดซับ (adsorbent 
หรือ stationary phase) ซึ่งอัตราการเคล่ือนที่ของสาร
ตัวอยางบนตัวดูดซับขึ้นอยูกับความสามารถในการ
ละลายของสารตัวอยางกับตัวทําละลาย และความ 
สามารถในการดูดซับของตัวดูดซับที่มีตอสารตัวอยาง
ในแตละชนิด สารตัวอยางที่แตกตางกันจะถูกละลาย
และถูดดูดซับไดไมเทากัน โดยสารที่ละลายในตัวทํา
ละลายไดดีและถูกดูดซับนอยจะเคล่ือนที่เร็ว คา Rf 
เขาใกล 1.0 (Rf = ระยะทางที่สารตัวอยางเคล่ือนที่/
ระยะทางท่ีตัวทําละลายเคล่ือนที่) สวนสารท่ีละลาย
ในตัวทําละลายไดนอยและถูกดูดซับไดดีจะเคล่ือนที่

ชา คา Rf จะเขาใกล 0 ซึ่งตัวดูดซับที่นิยมใช คือ ซิลิกา
เจล และตัวทําละลายหรือตัวพาที่นํามาใชในการแยก
สารมีหลายชนิด ทั้งน้ีอาจมีการใชตัวทําละลายเพียง
ชนิดเดียวหรือหลายชนิดผสมกันเพ่ือใหเกิดการแยกที่
ดีที่สุด ตัวอยางของตัวทําละลาย เชน นํ้า เอทานอล   
เมทานอล เอทิลอะซิเทต กรดฟอรมิก คลอโรฟอรม 
สารตัวอยางบางชนิดสามารถแยกโดยใช TLC แลว
สามารถมองเห็นสีไดดวยตาเปลา ไดแก แอนโทไซยา
นิน (anthocyanin) ชาลโคน (chalcone) และออโรน 
(ourone) แตบางชนิดตองนําแผน TLC ไปทําปฏิกิริยา
ตอกับไอของแอมโมเนีย หรือสองดวยแสงอัลตรา   
ไวโอเลต (UV) หรือฉีดพนดวยสารตาง ๆ เชน 
สารละลายโฟลิน สารละลายวานิลลินในกรดซัลฟูริก 
สารละลายวานิลลินในกรดไฮโดรคลอริก สารละลาย
โพแทสเซียมไอโอเดต  สารละลายกิบบส  (Gibbs 
reagent) และสารละลาย DPPH ขอดีของวิธีน้ี คือ ใช
สารตัวอยางในปริมาณนอย วิเคราะหสารหลายชนิด
ไดพรอมกัน ใชเวลาในการวิเคราะหสั้น ขั้นตอนไม
ยุงยากซับซอน ใชตนทุนตํ่าในการวิเคราะหตัวอยาง 
สามารถแยกองคประกอบตาง ๆ ในสารตัวอยางไดทั้ง
ที่มีสีและไมมีสี แตมีขอเสีย คือ มีความไวและความ
แมนยํา ตํ่า  และในกรณีที่องคประกอบตาง  ๆ  ใน
ตัวอยางมีคา Rf ใกลเคียงกันมาก จะไมสามารถแยก
องคประกอบตาง ๆ เหลาน้ันออกจากกันได หรือแยก
ไดแตไมบริสุทธิ์ ซึ่งตัวอยางของการวิเคราะหสาร   
โพลีฟนอลพบในยานาง [9] และผักชาเลือด [10] โดย
การใชสารละลาย DPPH ฉีดพนบนแผนโครมาโต 
กราฟแบบช้ันบางแสดงดังรูปที่ 1 (ก)  

4.1.3. การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
ชนิดตาง ๆ โดยใชเครื่อง high performance liquid 
chromatography (HPLC) ใชหลักการคลายกับเทคนิค
ของ  TLC  โดยเครื่อง  HPLC  มีสวนของปมมาชวยให 
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(ก) (ข) 

 

รูปท่ี 1 (ก) แผนโครมาโตกราฟแบบช้ันบาง (TLC) ฉีดพนดวยสารละลาย DPPH  
(ข) โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐาน catechin, gallic acid  และ rutin โดยการใชเครื่อง HPLC 

 
ตัวทําละลายหรือเฟสเคล่ือนที่ (mobile phase) และตัว
ดูดซับหรือเฟสอยูกับที่ (stationary phase) บรรจุเปน
ทรงกลมเ ล็ก  ๆ  หรือ เรี ยกว าคอลัมน  ( column) 
โดยสารตัวอยางแตละชนิดจะเคล่ือนที่ผานคอลัมน 
หรือ stationary phase ไดแตกตางกัน คอลัมนตาง
ชนิดกันแยกสารไดแตกตางกัน ซึ่งสารที่ถูกดูดซับได
นอยจะเคล่ือนที่ผานคอลัมนออกมากอน สวนสารที่
ถูกดูดซับไดดีจะเคล่ือนที่ผานคอลัมนออกมาทีหลัง 
องคประกอบอีกสวนที่สําคัญ คือ สวนตรวจวัด
สัญญาณ (detector) มีหนาที่ตรวจวัดสัญญาณของสาร
ตัวอยางที่แยกออกมาแตละชนิด  ซึ่ งสัญญาณท่ี
ตรวจวัดจะมีลักษณะเปนพีค (peak) เรียกวาโครมาโต
แกรม (chromatogram) โดยสวนตรวจวัดสัญญาณ
สามารถตรวจวัดดวย UV,  fluorescence, IR เปนตน 
ซึ่งแตละชนิดจะมีความจําเพาะเจาะจงกับสารแตกตาง
กัน การแยกสารตานอนุมูลอิสระโดยใชเครื่อง HPLC 
สามารถตรวจหาสารไดทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณใน

เวลาเดียวกัน อีกทั้งสามารถหาสารหลายชนิดไป
พรอม  ๆ  กัน  ทั้ ง น้ีต องมีสารมาตรฐานในการ
เปรียบเทียบโดยสารชนิดเดียวกันจะมีพีคออกมาใน
ระยะเวลา (retention time) เดียวกันเสมอ ขอดีของวิธี
น้ี คือ สามารถวิเคราะหไดทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ 
วิเคราะหสารหลายชนิดไดพรอมกัน และวิเคราะห
สารไดในปริมาณตํ่า ๆ แตมีขอเสีย คือ มีคาใชจายสูง 
เน่ืองจากเครื่อง HPLC มีราคาคอนขางแพง และ 
mobile phase ตองใชประเภท HPLC grade ตัวอยาง
ในการวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ  (catechin, 
gallic acid และ rutin) โดยใชเครื่อง HPLC ในพืชผัก 
แสดงดังรูปที่ 1 (ข) [6] 

4.2 วิธีการวิเคราะหฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระเชิง
ปริมาณ 

การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเชิง
ปริมาณเปนการวิเคราะหเพ่ือหาปริมาณของสารตาน
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อนุมูลอิสระในตัวอยางประเภทตาง  ๆ  วิธีที่ นิยม 
ไดแก การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธีการ
ทําลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) วิธีการฟอกสี
อนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) และการวิเคราะห
ความสามารถในการรีดิวซเฟอรริกของสารตานอนุมูล
อิสระ (FRAP assay) ซึ่งวิธีการดังกลาวขางตนจะมี
การสรางอนุมูลอิสระที่ทราบความเขมขนที่แนนอน 
และวิเคราะหความสามารถในการยับยั้งหรือกําจัด
อนุมูลอิสระของสารตัวอยางที่สนใจ โดยวัดปริมาณ
อนุมูลอิสระที่ลดลงหรือที่เหลือจากคาการดูดกลืน
แสง สารอนุมูลอิสระที่นิยมใช เชน ABTS•+ และ 
DPPH• การคํานวณหาปริมาณสารตานอนุมูลอิสระ
หาไดจากอัตราสวนของการลดลงของคาการดูดกลืน
แสงของสารตัวอยางกับสารมาตรฐาน (เชน trolox, 
vitamin C และ ferrous sulfate) หนวยของการ
วิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเชิงปริมาณแสดงได 2 
แบบ คือ (1) แบบปริมาณความเขมขนของสารตาน
อนุมูลอิสระที่มีในตัวอยาง ซึ่งคาตัวเลขสูงก็แสดงวามี
ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูง และ (2) แบบปริมาณความ
เขมขนของสารตัวอยางที่ทําใหสารอนุมูลอิสระลดลง 
50 % (IC50, 50 % of inhibitory concentration)โดยคา
ตัวเลขตํ่าแสดงวามีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูง ทั้งสอง
แบบสามารถแสดงหนวยไดหลากหลาย  ไดแก  
μM/mg, mM/mg, μM/mL, mM/mL เปนตน 

4.2.1 การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
ดวยวิธีการทําลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (diphenyl-
picryhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay) 
เปนการทดสอบดวยวิธีทาง เคมีโดยใชสาร ท่ีมี
คุณสมบัติเปนอนุมูลอิสระในที่น้ีก็คืออนุมูลอิสระ     
ดีพีพีเอช (DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) 
ซึ่งเปนสารสังเคราะหที่อยูในรูปอนุมูลอิสระที่คงตัว
และมีสีมวงสามารถดูดกลืนแสงไดสูงสุดโดยใช

เครื่องสเปกโตโฟโตรมิเตอร (spectrophotometer) ที่
ความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร เมื่อ DPPH• ทํา
ปฏิกิริยากับสารตานอนุมูลอิสระที่ละลายดวยเอทา
นอล (สารท่ีใหอิเล็กตรอน) จะทําใหสีมวงจางลง ๆ 
จนเปนสีเหลือง (ดังสมการ 5) ซึ่งกอนนํามาวัดคาการ
ดูดกลืนแสงตองต้ังทิ้งไวที่มืดเปนเวลา 30 นาที 
เพ่ือใหเกิดปฏิกิริยา ทําใหสามารถหาการเปนสารตาน
อนุมูลอิสระของสารตัวอยางไดจากการคํานวณสีที่
จางลงของการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH สูตรคํานวณ
ไดจากการนําคาการดูดกลืนแสงที่ลดลงจากการใส
ตัวอยางเทียบกับคาการดูดกลืนแสงต้ังตน (กอนใส
สารตัวอยาง) ดังน้ี  

DPPH• + AH                DPPH-H + A•    (สมการ 5) 
DPPH radical scavenging (%) = [(A0-As)/A0] x 100 

โดย A0 = คาการดูดกลืนแสงต้ังตน และ 
As = คาการดูดกลืนแสงหลังจากเติมสารตัวอยาง 

สารมาตรฐานที่ใชในการเทียบฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระ คือ โทรล็อกซ (trolox, 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchlorman-2-carboxylic acid) 
แสดงคาเปน TEAC (trolox equivalent antioxidant 
capacity) มีหนวยเปน mM/mg หรือ μM/mg ขอดีของ
วิธีน้ี คือ งาย สะดวก และรวดเร็ว [11] สวนขอเสีย คือ 
DPPH• คอนขางเสถียรไมไวตอปฏิกิริยาเหมือน
อนุมูลอิสระที่ เกิดขึ้นในรางกายจริง จึงทําใหเกิด 
ปฏิกิริยาไดชา ทําใหคาการวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระที่วัดไดนอยกวาความเปนจริง และตองวัดใน
ปฏิกิริยาที่เปนแอลกอฮอล ซึ่งจะทําใหโปรตีนตก 
ตะกอนจึงไมสามารถวิเคราะหในตัวอยางที่เปนเลือด
ได  [12] อีกทั้งสารปนเปอนและโลหะจะรบกวน 
(interfere) ซึ่งสามารถเปนตัวรีดิวซแลวทําใหสีของ
อนุมูลอิสระ DPPH จางลงไดเชนกัน [13] ไดมีการนํา
วิธีการน้ีไปใช ตัวอยาง เชน การศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูล
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อิสระในกระถิน ต้ิว และกระโดนบก พบวาสารสกัด
ทั้งสามใหสารสกัดที่มีความสามารถในการเปนสาร
ตานอนุมูลอิสระไดดี [14] ขณะท่ีสารสกัดเมทานอล
จากใบของชุมเห็ดเทศมีฤทธิ์ตานออกซิเดชันที่แรง
กวาดอกและฝก [15] เชนเดียวกับใบของมะตูมมีฤทธิ์
ยับยั้งอนุมูลอิสระ (IC50) มากกวาผลและราก [16] 

4.2.2 การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
ดวยการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS radical 
cation decolorization assay) เปนวิธีการวัดความ 
สามารถในการฟอกสี อ นุมู ลอิ สระ เอ บีที เ อส 
(ABTS•+,2,2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) radical) เปนสารสังเคราะหที่มีสีเขียว
ปนนํ้าเงินสามารถดูดกลืนแสงไดสูงสุดที่ความยาว
คล่ืน 734 นาโนเมตร เน่ืองจากสีของ ABTS•+ ปกติ
จะมีคาการดูดกลืนแสงสูง  จึงตองทําการเจือจาง 
ABTS•+ ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร จากน้ันนํา ABTS•+ 
ทําปฏิกิริยากับสารตัวอยางที่ละลายดวยเอทานอลเจือ
จางซึ่งจะทําใหสีจางลง (ดังสมการ 6) และต้ังทิ้งไว
เพ่ือใหเกิดปฏิกิริยา จึงสามารถหาความเปนสารตาน
อนุมูลอิสระของสารตัวอยางไดจากการคํานวณสีที่
จางลงของการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ ซึ่งวิธีการ
คํานวณและการเทียบกับสารมาตรฐาน trolox กระทํา
เชนเดียวกับวิธี DPPH ขอดีของวิธีการน้ี คือ ABTS•+ 
ละลายได ดีในนํ้าและตัวทําละลายอินทรียจึงทํา
ปฏิกิริยาไดอยางรวดเร็ว และทําปฏิกิริยาไดดีในชวง 
pH กวาง [11,17] สวนขอเสีย คือ ABTS•+ ไมเปนสาร
ธรรมชาติที่พบในรางกายหรือในเซลลของสิ่งมีชีวิต 
และตองมีการทําปฏิกิริยากับสารอื่นกอนถึงจะเกิด
เปนอนุมูลอิสระ  ตัวอยางที่ไดมีการนําวิธี น้ีมาใช 
ไดแก การตรวจพบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของโหระพา 
[18] การตรวจพบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระสวนของเมล็ด
มะมวง (Mangifera  indica L.) มากกวาใบออน ใบแก  

และเปลือกของผลดิบ และพบวาสวนสกัดจากใบผัก
ชาเลือด (Ceasalpinia  mimosoides  Lamk.) มีฤทธิ์
ตอตานอนุมูลอิสระมากกวาสวนของยอดออน ใบ 
ดอก และลําตน [19] อีกทั้งไดมีการตรวจพบตาน
อนุมูลอิสระสารสกัดจากโดไมรูลม ผักคราดหัวแหวน 
หญาตดหมา เหียง [20] กะทกรก ทองพันช่ัง ผักหวาน
ปา เพกา และมะระขี้นก [6] 
ABTS•+ + AH (antioxidant)     ABTS (สีจางลง) + A• 

(สมการ 6) 
4.2.3 การวิเคราะหความสามารถในการ

รีดิวซเฟอรริกของสารตานอนุมูลอิสระ (ferric ion 
reducing antioxidant power (FRAP) assay) วิธีการน้ี
อาศัยหลักการของสารตานอนุมูลอิสระสามารถถายเท
อิ เ ล็กตรอนให กับสารประกอบเชิงซอน  [Fe(III) 
(TPTZ)2]

3+ ทําใหเกิดการเปล่ียนรูปเปน [Fe(II) 
(TPTZ)2]

2+ ( ดังสมการ  7)  ซึ่ ง  [Fe(II)(TPTZ)2]
2+ มี

ความสามารถในการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 593 
นาโนเมตร ปริมาณของ [Fe(II)(TPTZ)2]

2+ ที่เกิดขึ้น
สามารถประมาณความสามารถในการเปนสารตาน
อนุมูลอิสระไดในรูป FRAP value เทียบกับกราฟ
มาตรฐานของเฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)  ซึ่งขั้นตอน
โดยละเอียดของวิธีการ น้ี  ไดแก  การทําให เ กิด
สารประกอบเชิงซอน [Fe(III)(TPTZ)2]

3+ ประกอบ 
ดวย นําสารละลาย TPTZ (2,4,6-tri (2-pyridyl)-s-
triazine) ที่ละลายดวยกรดไฮโดรคลอริกเจือจางมาทํา
ปฏิกิริยากับสารละลายอะซิเทตบัฟเฟอร และสาร 
ละลายเฟอริกไตรคลอไรดเฮกซะไฮเดรต จากน้ันทํา
การรีดิวซเฟอรริกโดยการเติมสารละลายมาตรฐาน
เฟอรรัสซัลเฟตหรือสารตัวอยาง (สารตานอนุมูล
อิสระ) และต้ังทิ้งไวในที่มืด วิธีการน้ีเปนวิธีที่งาย ใช
เวลานอย ไมแพง และสามารถทําซ้ําแลวใหผลเหมือน 
เดิม [12] แตขอเสีย คือ ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเปนปฏิกิริยา
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เคมีที่ไมเก่ียวของกับสภาวะรางกาย และสารละลายท่ี
ใชอางอิงตองใช นํ้าปราศจากไอออน  (deionized 
water) ตัวอยางงานวิจัยที่ใชวิธีการดังกลาว เชน การ
ตรวจพบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจากสารสกัดเอทิลอะซิ
เทตและบิวทานอลของใบฝรั่ง [21] สารสกัดรังกะแท
ในประเทศจีนที่สกัดดวยตัวทําละลายชนิดตาง ๆ [22] 
และสารสกัดเมทานอลและเอทิลอะซิเทตในพืชวงศ 
Lamiaceae และวงศ Apiaceae จํานวน 7 ชนิด จาก
ประเทศอิหราน [23] 
[Fe(III)(TPTZ)2]

3+                            [Fe(II)(TPTZ)2]
2+  

(สมการ 7) 

5. สรุป  

อนุมูลอิสระหมายถึงอะตอมหรือโมเลกุลที่มี
อิ เ ล็กตรอนเด่ียวทําใหมีความวองไวในการเกิด 
ปฏิกิริยาเคมี เปนสาเหตุใหเกิดความผิดปกติทั้งภายใน
รางกายของสิ่งมีชีวิตและเกิดมลพิษตอสิ่งแวดลอม ซึ่ง
รางกายของสิ่งมีชีวิตมีระบบตานอนุมูลอิสระ ไดแก 
การดักจับอนุมูลอิสระ  การยับยั้งการทํางานของ 
singlet oxygen การจับกับโลหะที่สามารถเรงปฏิกิริยา
ออกซิเดชันได การหยุดปฏิกิริยาการสรางอนุมูลอิสระ 
การเสริมฤทธิ์ หรือการยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่
เรงปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ แตสารตานอนุมูลอิสระใน
รางกายมีอยูอยางจํากัด จึงตองอาศัยสารตานอนุมูล
อิสระจากภายนอกไมวาจะเปนสารจากธรรมชาติหรือ
จากการสังเคราะหเพ่ือใชในการปองกันหรือลดการ
เกิดอนุมูลอิสระ ปจจุบันไดมีการศึกษาเก่ียวกับการ
วิเคราะหฤทธิ์ต านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพและ
ปริมาณอยางกวางขวาง วิธีการวิเคราะหฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระเชิงคุณภาพที่นิยม ไดแก การตรวจวัดสาร
โพลีฟนอลชนิดตาง  ๆ  โดยการทําใหเกิดสี  (เชน 
Shinoda test และ Pew test) โครมาโตกราฟแบบช้ัน
บาง (TLC) และการตรวจหาสารตานอนุมูลอิสระ

ชนิดตาง ๆ โดยใชเครื่อง HPLC ซึ่งวิธี Shinoda test, 
Pew test และ TLC เปนวิธีที่ทําไดหลายสารตัวอยาง
พรอม ๆ กัน ขั้นตอนไมยุงยาก ใชตนทุนตํ่าในการ
วิเคราะหสารตัวอยาง แตมีขอเสีย คือ sensitivity และ 
precision ตํ่า  เหมาะสําหรับวิเคราะหสารบริสุทธิ์ 
ขณะที่เครื่อง HPLC สามารถใชวิเคราะหไดทั้งเชิง
คุณภาพและปริมาณสารหลายชนิดไดพรอมกัน และ
วิเคราะหสารไดในปริมาณตํ่า ๆ แตมีคาใชจายสูง 
สวนวิธีการวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ
ที่นิยม ไดแก DPPH radical scavenging assay, ABTS 
radical cation decolorization assay และ FRAP assay 
ทั้งสามวิธีน้ีเปนวิธีที่งาย สะดวก และรวดเร็ว แตมี
ขอเสีย คือ DPPH radical scavenging assay ไม
สามารถวิเคราะหในตัวอยางที่ เปนเลือดได  และ 
FRAP assay สารละลายที่ใชอางอิงตองใชนํ้า
ปราศจากไอออน  ในแตละวิธี ดังกลาวขางตนมี
ความจํ า เพาะแตกต างกันจึงตอง เ ลือกใช วิธี ให
เหมาะสมกับคุณลักษณะของตัวอยางที่นํามาวิเคราะห 
ทั้งน้ีเพ่ือใหผลการทดสอบมีความวองไว ถูกตอง 
เที่ยงตรง และแมนยํา ซึ่งวิธีที่ไดนําเสนอในบทความ
น้ีสามารถนําไปประยุกตกับตัวอยางไดหลายชนิด 
เชน สารสกัดจากพืช สารสังเคราะห ยา ผลิตภัณฑ
ธรรมชาติ  สิ่ งสงตรวจจากมนุษยและสัตว  และ
ตัวอยางอื่น ๆ 
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