
3.  ผลการทดลองและวิจารณ

3.1  สมบัติการดูดกลืนแสงของสารสกัด
        เมื่อนํ าสารสกัดแตละชนิดมาละลายในเมธานอลใหมีความเขมขนเทากับ 1 mg/ml
พบวาสารละลายที่เตรียมไดมีลักษณะใสและไมมีสีที่มองเห็นไดดวยตาเปลา ยกเวน สาร
สกัดจากชะพลู ใบบัว ใบมะกรูด และผิวมะกรูด ซึ่งมีสีนวล และเมื่อนํ าสารละลายเหลานี้
มาวัดคาการดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 200 ถึง 800 นาโนเมตรโดยมี
เมธานอลเปน blank พบวา มีสารสกัดอยู  7 ชนิดซึ่งดูดกลืนแสงสูงสุดในชวง
ความยาวคลื่นแสงเหนือมวง (200-400 นาโนเมตร) [รูปที่ 5(ก)-(จ)] แสดงวา สารสกัด
เหลานี้ประกอบดวยสารที่มีสมบัติดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่นดังกลาวอยูเปนสวน
ใหญ สวนสารสกัดจากวานกีบแรด ปบฝรั่ง และหญาพันงูเขียวนั้น ถึงแมไมมีการดูด
กลืนแสงในชวง 200–400 นาโนเมตร ปรากฏเปนพีค (peak) ชัดเจน แตเมื่อพิจารณาจาก
รูปแบบการดูดกลืนแสง (absorption spectrum) ของสารสกัดเหลานี้แลว [รปูที่ 5(ค) และ 
5(ง)] ดูเหมือนวามีการดูดกลืนแสงในชวงดังกลาวดวย
       นอกจากคลื่นแสงเหนือมวงแลว สารสกัดสวนมากยังดูดกลืนแสงสีแดงโดยเฉพาะที่
ความยาวคลื่นประมาณ 663-664 นาโนเมตร อีกดวย ซึ่งนาจะเปนผลของคลอโรฟลล 
(chlorophyll) ที่ยังคงปะปนอยูในสารสกัดเหลานั้นนั่นเอง เนื่องจากรงควัตถุนี้สามารถ
ดูดกลืนแสงไดดีในชวง 650–700 นาโนเมตร (Goodwin, 1988) อยางไรก็ตาม การที่สาร
สกัดทั้งหมดไมดูดกลืนความยาวคลื่นแสงตาง ๆ ที่ใชในการทดสอบ ซึ่งไดแก การ
ทดสอบความสามารถจับ Fe2+ ที่ 485 นาโนเมตร  การดักจับอนุมูล DPPH• ที่ 518 นาโน
เมตร  การดักจับอนุมูล OH• การยับยั้งกระบวนการออกซิเดชันของไขมัน การยับยั้งดี
เอ็นเอ ถูกทํ าลายที่ 532 นาโนเมตร การยับยั้งเม็ดเลือดแดงแตกที่ 540 นาโนเมตร  การดัก
จับอนุมูล O2

•- ที่ 560 นาโนเมตร และการหาปริมาณ polyphenols ของสารสกัดที่ 760 นา
โนเมตร ยอมแสดงวา สารสกัดทุกชนิดที่นํ ามาศึกษาจะไมสงผลรบกวนการทดสอบ
เหลานี้
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 Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
 ชะพลู              217.0               3.09600                628.0                       2.3676E-2
                         355.0               1.22780                587.0                       2.5162E-2
                         664.0               6.7957E-2            354.0                       1.21450

Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
ใบบัว              356.0                1.34930                629.0                      6.0999E-2
                       365.0                1.28660                584.0                      6.5635E-2
                       372.0                1.28380                526.0                      0.12088

รปูท่ี 5(ก) รูปแบบการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากชะพลู และใบบัว
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Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
เกสรบัว           256.0              1.44890                 656.0                       1.6766E-3
                        355.0              0.70906                 582.0                       4.3812E-3
                        319.0              0.68062                 329.0                       0.67691

Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
กกบัว              272.0                1.14400                656.0                      9.4700E-4
                       584.0                 9.7952E-3            653.0                      5.6849E-3
                       592.0                 9.5129E-3            595.0                      8.3408E-3

รปูท่ี 5(ข) รูปแบบการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากเกสรบัว และกกบัว
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Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
ผักเบี้ยใหญ     271.0               1.67790                 627.0                      1.1405E-2
                       663.0               4.0508E-2              583.0                      1.1409E-2
                       533.0               2.3205E-2              526.0                      2.2696E-2

Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
วานกีบแรด      659.0               8.4286E-3            657.0                       7.4997E-3
                         ***                  ***                      ***                           ***
                         ***                  ***                      ***                           ***

รปูท่ี 5(ค) รูปแบบการดูดกลืนแสงของสารสกัดผักเบี้ยใหญ และวานกีบแรด
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Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
ปบฝรั่ง            664.0               5.6697E-2             577.0                      1.4178E-2
                        534.0               2.6770E-2             621.0                      1.7399E-2
                        607.0               1.9938E-2             525.0                      2.5427E-2

Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
หญาพันงูเขียว   664.0             6.2347E-2             625.0                      2.2633E-2
                           ***                ***                       586.0                       2.3238E-2
                           ***                ***                       ***                          ***

รปูท่ี 5(ง) รูปแบบการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากปบฝรั่ง และหญาพันงูเขียว
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Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
ใบมะกรูด        355.0               1.32860                581.0                       1.2176E-2
                        363.0               1.22410                628.0                       1.5387E-2
                        664.0               6.6030E-2            524.0                       2.3274E-2

Name            Peaks(nm)         Abs(AU)              Valleys(nm)            Abs(nm)
ผิวมะกรูด        356.0              1.32400                 582.0                       5.9061E-3
                        364.0              1.23760                 578.0                       6.3248E-3
                        663.0              4.8490E-2             627.0                       9.4709E-3

รูปท่ี 5(จ)  รูปแบบการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากใบมะกรูด และผิวมะกรูด
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3.2  ปรมิาณ polyphenols ในสารสกัด
        Polyphenols จัดเปนสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ่งพบไดในพืชทั่วไป 
สํ าหรับในพืชสมุนไพรนั้น ปริมาณและตํ าแหนงที่พบสารกลุมนี้มักแตกตางกันไปตาม
ชนิดของพืช (Duh and Yen, 1997) ในปจจุบัน เปนที่ทราบกันดีวา polyphenols อยางเชน
ฟลาโวนอยด และ แซนโธน ชนิดตาง ๆ ที่มีตนกํ าเนิดจากพืชพรรณธรรมชาตินานับชนิด
นั้น สามารถดักจับอนุมูลอิสระไดเพราะมีโครงสรางเคมีที่ประกอบดวยหมู phenolic ซึ่ง
มีสมบัติเปนนิวคลีโอไฟล (nucleophile) ที่ดี จํ านวนหลายหมู (Lopes et al., 1999) ดังนั้น 
สารสกัดจากพืชที่พบมีสารประกอบเหลานี้อยูมากจึงมักออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดดี 
(Cai et al., 2004) จากผลการหาปริมาณ polyphenols ในสารสกัดทั้ง 10 ชนิด (ตารางที่ 
2) โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน catechin (รูปที่ 6) ซึ่งเปนสาร polyphenol จากพืชที่
ประกอบดวยหมู phenolic  จํ านวน 2 หมู (Rice-Evans et al., 1996)  พบวาในแตละ
มลิลิกรัมของสารสกัดเหลานี้มีปริมาณ polyphenols ซึ่งเทียบเปน catechin แลว แตกตาง
กัน จากการที่หมู phenolic มสีมบัติดูดกลืนแสงสูงสุดในชวงเหนือมวง (Morrison and 
Boyd, 1975) ดังนั้น ความสามารถดูดกลืนแสงเหนือมวงของสารสกัดจึงยอมมีความ
สัมพันธกับปริมาณของสารประกอบ polyphenols ชนิดตาง ๆ ที่มีอยูในสารสกัด นั่นเอง 
ผลจากการทดลองนี้ ปรากฏวา สารสกัดจากใบบัวซึ่งดูดกลืนแสงเหนือมวงไดดีทั้งที่
ความยาวคลื่น 356, 365 และ 372 นาโนเมตร นั้น [รูปที่ 5(ก)] มปีริมาณ polyphenols 
มากที่สุด เมื่อเทียบกับสารสกัดทั้งหมด รองลงมาไดแก วานกีบแรด ใบมะกรูด  ผิว
มะกรูด  ชะพลู หญาพันงูเขียว เกสรบัว ผักเบี้ยใหญ และปบฝรั่ง ตามลํ าดับ สวนที่มี
ปริมาณ polyphenols นอยที่สุดคือ กกบัว ซึ่งดูดกลืนแสงเหนือมวงที่ 272 นาโนเมตร เทา
นัน้ สํ าหรับสารสกัด 3 ชนิดไดแก วานกีบแรด ปบฝรั่ง และหญาพันงูเขียว ซึ่งไมมีพีค
ของการดูดกลืนแสงปรากฏในชวงเหนือมวงเลย [รปูที่ 5(ค) และ 5(ง)] แตจากการที่พบ
วาสารสกัดเหลานี้มี polyphenols อยูดวยนั้น ชวยยืนยันความสามารถดูดกลืนแสงเหนือ
มวงของสารสกัดทั้ง 3 ชนิดตามที่ไดเคยกลาวไวในหัวขอ 3.1 ไดเปนอยางดี
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      รปูท่ี 6 กราฟมาตรฐานของ catechin ท่ีใชหาปริมาณ polyphenols ในสารสกัด

      ตารางที่ 2 ปริมาณ polyphenols ในสารสกัดแตละชนิด

สารสกัด ปริมาณ polyphenols (µmole catechin)/mg สารสกัด
ชะพลู 6.41 ± 0.14
ใบบัว                                 15.98 ± 0.16
เกสรบัว 5.28 ± 0.26
กกบัว 0.23 ± 0.14

ผักเบี้ยใหญ 4.34 ± 0.16
วานกีบแรด 9.31 ± 0.40
ปบฝรั่ง 1.01 ± 0.38

หญาพันงูเขียว 5.97 ± 0.14
ใบมะกรูด 8.19 ± 0.40
ผิวมะกรูด 6.58 ± 0.14

  [หมายเหตุ ผลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ( x ± S.D.) จากการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง]
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3.3  ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด
        3.3.1  ฤทธิ์ตานอนุมูล DPPH•

       การทดสอบความสามารถดักจับอนุมูล DPPH• ในสารละลาย ตามที่ระบุใน
หัวขอ 2.3.1 เปนวิธีการที่นิยมใชกันทั่วไปสํ าหรับตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ
สารสกัดในเบื้องตน (Zhu et al., 2002) ซึง่อาศัยหลักการคือ เมื่ออนุมูล DPPH• ในสาร
ละลายสีมวงเขมไดรับอิเล็คตรอนหรือ H• จากสารทดสอบ จะกลายเปนสารประกอบ 
DPPH ที่เสถียรข้ึนและไมมีสีมวงเขมเหมือนกับ DPPH•  ทํ าใหตรวจวัดความสามารถ
ของสารสกัดได จากคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH• ที่ลดลง ดังกลาว (Bran-
Williams et al., 1995) ในการทดสอบสารสกัดทั้ง 10 ชนิด ผลปรากฏวา สารสกัดสวน
ใหญสามารถดักจับอนุมูล DPPH• ไดโดยมีคามีคา IC50 ไมเกิน 1 mg/ml  ในขณะที่สาร
สกัดจากผิวมะกรูด กกบัว และปบฝรั่ง ที่มีคา IC50 สงูถงึ 1.62, 5.56 และ 5.98 mg/ml 
ตามลํ าดับ (รูปที่ 7 และ8) สํ าหรับสารสกัดที่แสดงฤทธิ์ตานอนุมูล DPPH• ไดดีที่สุดได
แกสารสกัดจากใบบัว โดยมีคา IC50 เทากับ 0.09 mg/ml ซึ่งจัดเปนฤทธิ์ที่ดี เมื่อเทียบกับ
สารออกฤทธิ์มาตรฐานคือ BHT ที่มีคา IC50 เทากับ 0.03 mg/ml และเมื่อเปรียบเทียบผล
การทดลองดังกลาว (รูปที่ 8) กับผลการหาปริมาณ polyphenols ในตารางที่ 2 จะเห็นได
วา ลํ าดับความสามารถดักจับอนุมูล DPPH• กับลํ าดับของปริมาณ polyphenols ในสาร
สกัดมีความใกลเคียงกันเปนสวนใหญ ซึ่งแสดงวา ระดับของการออกฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระนาจะขึ้นกับปริมาณ polyphenols ในสารสกัดนั้น ๆ เปนสํ าคัญ อยางไรก็ตาม ความ
สามารถใหอิเล็คตรอน ของ polyphenols มิไดอยูภายใตอิทธิพลของจํ านวนหมู phenolic 
อยางเดียวเทานั้น แตอาจขึ้นกับตํ าแหนงของหมู hydroxyl ที่เปนสวนประกอบโครงสราง
ดังกลาวดวย เนื่องจากมีหลักฐานวา หมู ortho-dihydroxyl บนวงแหวนบี (B-ring) ของฟ
ลาโวนอยด สามารถใหอิเล็คตรอนไดดีกวาหมู hydroxyl ที่ตํ าแหนงอื่น ๆ บนโมเลกุล
เดียวกัน (Morel et al., 1998)  
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ท่ีความเขมขนตาง ๆ กัน
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 รูปท่ี 8 เปรียบเทียบคา IC50 ในการดักจับอนุมูล DPPH• ของสารสกัดแตละชนิด
            [หมายเหตุ ผลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ( x ± S.D.) จากการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง]
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         3.3.2  ฤทธิ์ตานอนุมูลไฮดรอกซิล (OH•)
        เมื่อนํ าสารสกัดแตละชนิดมาทดสอบความสามารถดักจับอนุมูล OH• ตามที่

ระบุในหัวขอ 2.2 ซึ่งอาศัยหลักการคือ เมื่อนํ้ าตาล deoxyribose ถูกทํ าลายโดยปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของอนุมูล OH• ที่เกิดจากปฏิกิริยา Fenton จะมีสารประกอบอัลดีไฮด 
(aldehydes) เกิดขึ้นซึ่งตรวจวัดไดในรูปสารประกอบเชิงซอนสีชมพูของ TBARS 
(thiobarbituric acid reactive substances) ดังนั้นจึงสามารถนํ าวิธีดังกลาวมาใชตรวจสอบ
ฤทธิ์ของสารสกัดไดโดยดูจากคาการดูดกลืนแสงสีชมพูที่ลดลงนั่นเอง (Lee et al., 2002) 
พบวาสารสกัดทั้งหมดที่นํ ามาทดสอบในครั้งนี้มีฤทธิ์ตานอนุมูล OH• เนื่องจากสามารถ
ยับยั้งการแตกสลายของ deoxyribose ได (รูปที่ 9) และมีคา IC50 ตาง ๆตามที่แสดงในรูป
ที่ 10 โดยสารสกัดจากใบมะกรูดมีฤทธิ์สูงสุด รองลงมาไดแก ผิวมะกรูด ซึ่งทั้งคูออก
ฤทธิ์ตานอนุมูล OH• แรงกวาสารมาตรฐานคือ tannin ที่มีคา IC50 เทากับ 3.25 mg/ml
(สารสกัดใบมะกรูด และผิวมะกรูด มีคา IC50 เปน 1.55 และ 1.64 mg/ml ตามลํ าดับ)
สวนสารสกัดซึ่งแสดงฤทธิ์นอยที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดทั้งหมดไดแก สารสกัดจาก 
กกบัวซึ่งเปนสารสกัดที่ดักจับอนุมูล DPPH• ไดไมดี (รูปที่ 8)
                    เมื่อพิจารณาลํ าดับความสามารถดักจับอนุมูล OH• เปรียบเทียบกับอนุมูล 
DPPH• ในรูปที่ 10 แลวพบวาถึงแมสารสกัดสวนใหญดักจับอนุมูล OH• ไดไมดีเทา
อนุมูล DPPH• แตก็มีสารสกัดอยู 3 ชนิดคือ สารสกัดใบมะกรูด ผิวมะกรูด และปบฝรั่ง 
ซึ่งกลับดักจับอนุมูล OH• ไดดีกวา DPPH• ทั้งนี้ ในการตานอนุมูล OH• ซึ่งจัดเปนอนุมูล
ที่เขาทํ าปฏิกิริยากับองคประกอบของสิ่งมีชีวิตไดวองไวที่สุดนั้น (Racchi et al., 2002) 
นอกจากการกํ าจัดโดยให อิเล็คตรอนแกอนุมูลโดยตรงแลว การเขาจับกับ Fe2+ หรือ 
Cu2+ ก็นับเปนอีกกลไกหนึ่งที่ใชยับยั้งการเกิดอนุมูล OH• จากปฏิกิริยาที่มีอิออนของ
โลหะทรานซิชันทั้งสองชนิดเปนตัวเหนี่ยวนํ า โดยเฉพาะสารประกอบ polyphenols ที่มี
หมู ortho-dihydroxyl อยูในโมเลกุล สามารถจับกับอิออนเหลานี้แลวเกิดเปนสาร
ประกอบเชิงซอนไดดี (Sanchez-Moreno et al., 2000) ดังนั้นสมบัติตานอนุมูล OH• ของ
สารสกัดจากพืชทั้ง 3 ชนิดดังกลาวนาจะเกิดจากความสามารถจับ Fe2+ ขององคประกอบ
ในสารสกัดแลวยังผลใหปริมาณอนุมูล OH• ลดลงมากกวาวิธีการดักจับโดยตรง
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รปูท่ี 9  ความสามารถดักจับอนุมูล OH• (%scavenging) ของสารสกัดแตละชนิด
ท่ีความเขมขนตาง ๆ กัน
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  รปูท่ี 10 เปรียบเทียบคา IC50 ในการดักจับอนุมูล OH•ของสารสกัดแตละชนิด
              [หมายเหตุ ผลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ( x ± S.D.) จากการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง]

         3.3.3  ฤทธิ์ตานอนุมูลซูเปอรออกไซด (O2
•-)
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        เมื่อนํ าสารสกัดแตละชนิดมาทดสอบความสามารถดักจับอนุมูล O2
•-

 โดย
เลียนแบบวิธีการตรวจวัดแอคตีวิตีของ superoxide dismutase ซึ่งเปนเอนไซมที่มีความ
สามารถสูงในการกํ าจัดอนุมูล O2

•- โดยทํ าหนาที่เรงการเปลี่ยน O2
•- เปน H2O2ใน

ปฏิกิริยา dismutation (Fridovich, 1997) วิธกีารทดสอบที่ใชมีหลักการคือ เมื่อ riboflavin 
ถูกกระตุนดวยแสงจะสามารถรับอิเล็คตรอนจาก methionine แลวเปลี่ยนโครงสรางเปน 
semiquinone ซึ่งจะใหอิเล็คตรอนตอไปยังออกซิเจน (O2) เปลี่ยนเปน O2

•- แลวไปรีดิวซ 
(reduce) NBT ที่มีสีเหลืองเปลี่ยนเปนสาร formazan ที่มีสีมวงในที่สุด วัดความสามารถ
ของสารสกัดในการดักจับอนุมูล O2

•- ไดจากการยับยั้งการเปลี่ยนสีของ NBT ดังกลาว 
(Beyer and Fridovich, 1987)  จากการทดลองพบวาสารสกัดทั้งหมดมีฤทธิ์ตานอนุมูล
O2

•- เนื่องจากสามารถยับยั้งการเปลี่ยนสีของ NBT ได (รูปที่ 11) แตมีคา IC50 คอนขางสูง 
ดังแสดงในรูปที่ 12 โดยสารสกัดที่แสดงฤทธิ์ตานอนุมูล O2

•-  ไดดีที่สุดคือ สารสกัดใบ
บัวนั้น มีคา IC50 สูงถึง 3.70 mg/ml ดอยกวาสารออกฤทธิ์มาตรฐานคือ trolox ประมาณ 7 
เทา (มีคา IC50 เพียง 0.55 mg/ml เทานั้น ) ในขณะที่ กกบัว กับปบฝรั่ง มีฤทธิ์ในระดับที่
ตํ่ าสุด เมื่อนํ าผลการทดลองดังกลาวมาเปรียบเทียบกับความสามารถดักจับ DPPH• ของ
สารสกัด (รูปที่ 7) พบวามีความสอดคลองกัน ซึ่งสะทอนถึงความสามารถให    อิเล็คต
รอนของสารประกอบ polyphenols ตาง ๆ ในสารสกัดเหลานี้ไดเปนอยางดี อยางไรก็
ตาม ขีดความสามารถดักจับอนุมูล O2

•- ของ polyphenols ยังอาจขึ้นกับโครงสรางสารนั้น 
ๆ อีกดวย เนื่องจากเคยมีผูรายงานวา catechin และอนุพันธตาง ๆ ของ catechin ซึ่ง
ประกอบดวยวงแหวนบีตา (�-ring) ที่มีหมูไฮดรอกซิล จํ านวน 3 หมู (3,4,5-trihydroxyl 
groups) เกาะติดอยู สามารถใหอิเล็คตรอนกับ อนุมูลชนิดนี้ไดดีกวาวงแหวนที่มีเพียง 2 
หมู (3,4-dihydroxyl groups) (Unno et al., 2000)
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 รูปท่ี 11 ความสามารถดักจับอนุมูล O2
•- (%scavenging) ของสารสกัดแตละชนิด

  ท่ีความเขมขนตาง ๆ กัน
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รูปท่ี 12 เปรียบเทียบคา IC50 ในการดักจับอนุมูล O2
•- ของสารสกัดแตละชนิด

             [หมายเหตุ ผลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย (x ± S.D.) จากการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง]
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3.4  ความสามารถจับ Fe2+ ของสารสกัด
       เมื่อนํ าสารสกัดแตละชนิดมาทดสอบความสามารถในการจับ Fe2+ตามวิธีที่ระบุไว
ในหัวขอ 2.4  โดยการใช TMM ซึ่งเมื่อเขาทํ าปฏิกิริยากับเหล็กอิสระ (Fe2+) ในสาร
ละลาย จะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนสีชมพู  ดังนั้นเมื่อเหล็กเหลานี้ถูกจับหมดไม
เหลือไปทํ าปฏิกิริยากับ TMM สีชมพูของสารละลายดังกลาวยอมจางหายไป ทํ าใหตรวจ
สอบความสามารถจับเหล็กในรูป Fe2+ ของสารสกัดไดจากคาการดูดกลืนแสงของสาร
ละลายสีชมพูที่ลดลงนั่นเอง (Yang et al., 2000)  จากการทดลองพบวาสารสกัดทั้งหมด
สามารถจับ Fe2+ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 3 สารสกัดใบบัวสามารถจับ Fe2+ อิสระที่มีอยู
ในสารละลายผสมไดมากที่สุด โดยที่ความเขมขน 2 mg/ml สามารถจับเหล็กไดเกือบ
หมด ซึ่งดีกวา EDTA และ citric acid ที่ความเขมขน 0.2 M ซึ่งสามารถจับ Fe2+ ได
ประมาณ 31 และ 97 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับใกลเคียงกับที่ Ratanamahasakul (2000) เคย
รายงานไว รองลงมาคือ สารสกัดจากวานกีบแรด ในขณะที่สารสกัดอื่น ๆ แสดงความ
สามารถพอ ๆ กัน ยกเวน สารสกัดผักเบี้ยใหญซึ่งจับเหล็กไดนอยมาก จึงเปนเหตุผล
สํ าคัญอยางหนึ่งที่ทํ าใหสารสกัดชนิดนี้กํ าจัดอนุมูล OH• ไดไมดีนัก และเมื่อเปรียบเทียบ
ความสามารถใหอิเล็คตรอนกับอนุมูลอิสระคือ DPPH• (รปูที่ 8) กับผลการทดลองนี้แลว
จะเห็นไดวา ฤทธิ์ตานอนุมูล OH• ของสารสกัดเหลานี้ สวนหนึ่งมาจากการกํ าจัด Fe2+ ที่
เปนตัวเริ่มตนของปฏิกิริยา Fenton นั่นเอง แตทั้งนี้สารสกัดแตละชนิดอาจอาศัยกลไกดัง
กลาวมากนอยไมเทากันขึ้นกับปริมาณและโครงสรางของ polyphenols ในสารสกัดนั้น 
ๆ นั่นเอง (Rice-Evans et al., 1996)
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        ตารางที่ 3 ความสามารถจับ Fe2+ (% chelation) ของสารสกัดแตละชนิด

สารสกัด                             % chelation
          ความเขมขน    0.5 mg/ml  1 mg/ml  2 mg/ml
ชะพลู   9.30 ± 0.59 12.0 ± 0.26 20.0 ± 1.69
ใบบัว   10.8 ± 0.25 61.1 ± 1.01 99.6 ± 0.19
เกสรบัว   3.25 ± 0.10 7.06 ± 0.51 18.0 ± 1.56
กกบัว   3.86 ± 0.44 10.9 ± 0.61 20.1 ± 0.70
ผักเบี้ยใหญ   5.21 ± 0.44 8.63 ± 0.10 11.2 ± 0.35
วานกีบแรด   4.31 ± 1.70 29.6 ± 1.78 71.2 ± 0.51
ปบฝรั่ง   9.30 ± 2.04 15.6 ± 0.79 18.5 ± 1.95
หญาพันงูเขียว   16.8 ± 0.68 28.8 ± 0.79 38.0 ± 3.75
ใบมะกรูด   6.89 ± 1.05 10.9 ± 0.68 23.7 ± 1.35
ผิวมะกรูด   10.1 ± 1.02 16.8 ± 0.34 33.1 ± 1.21
EDTA (0.2 M) 31.4 ± 0.19  
citric acid (0.2 M) 96.9 ± 0.26  

        [หมายเหตุ ผลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ( x ± S.D.) จากการทดลอง 3 ครั้ง]
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3.5  ความสามารถปกปองชีวโมเลกุลจากอนุมูลอิสระ
        3.5.1  ความสามารถยับยั้งเม็ดเลือดแดงแตก  

       เมื่อนํ าตัวอยางเม็ดเลือดแดงมาทํ าปฏิกิริยากับ AAPH ในสารละลายที่
อุณหภูมิ 37�ซ AAPH จะแตกตัวเพราะความรอน (thermolysis) ใหอนุมูล peroxyl ซึ่ง
จะเข าทํ าลายเยื่อหุ มเซลลเม็ดเลือดแดงโดยเหนี่ยวนํ าใหเกิดลูกโซของปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน (autooxidation chain) ของไขมันที่เยื่อหุมเซลลดังกลาว (Yen and Wu, 
1999)  ตรวจวัดความสามารถของสารสกัดแตละชนิดในการยับยั้งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได
จากคาดูดกลืนแสงของฮีโมโกลบินที่ลดลงเมื่อเทียบกับสารละลายเม็ดเลือดแดงใน
สภาวะที่ไมมีสารยับยั้งปฏิกิริยาใด ๆ อยูเลย จากการทดลองพบวาสารสกัดทั้งหมด
สามารถยับยั้งเม็ดเลือดแดงแตกไดผลดังแสดงในตารางที่ 4 โดยที่ความเขมขน 250 µ
g/ml สารสกัดจากใบบัวยับยั้งไดสูงสุด แตก็ยังดอยกวาสารตานออกซิเดชันมาตรฐานคือ 
ascorbic acid ณ ความเขมขนเดียวกัน รองลงมาไดแก ใบมะกรูด ผิวมะกรูด หญาพันงู
เขยีว ชะพลู ปบฝรั่ง ผักเบี้ยใหญ เกสรบัว วานกีบแรด กกบัว เรียงลํ าดับตามความ
สามารถตาน DPPH• นั่นเอง (รูปที่ 8) และเมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 500 µg/ml สารสกัด
สวนใหญยังคงมีเปอรเซ็นตการยับยั้งใกลเคียงกับของเดิม ซึ่งนั่นแสดงถึงความสามารถ
สูงสุดของสารสกัดเหลานี้ ยกเวน สารสกัดจากผักเบี้ยใหญ ใบมะกรูด ผิวมะกรูด และ
ชะพลู ซึ่งสามารถยับยั้งเม็ดเลือดแดงแตกเพิ่มขึ้นจนเกือบสมบูรณ  (98.87, 98.14, 97.94 
และ 97.41 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ) และดีกวา ascorbic acid ที่ความเขมขนเดียวกัน (96.47 
เปอรเซ็นต) ทั้งนี้ผลการทดลองขางตนยอมแสดงวา การปกปองเม็ดเลือดแดงจากอนุมูล
อิสระมาจากความสามารถดักจับอนุมูลอิสระโดยตรงของสารสกัดเหลานี้ เปนสํ าคัญ
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                 ตารางที่ 4 ความสามารถยับยั้งเม็ดเลือดแดงแตก
          (% inhibition of hemolysis) ของสารสกัดแตละชนิด

สารสกัด      % inhibition of hemolysis
        ความเขมขน    250 µg/ml 500 µg/ml
ชะพลู   80.08 ± 0.30 97.41 ± 0.07
ใบบัว   93.82 ± 0.13 98.87 ± 0.07
เกสรบัว   64.60 ± 1.02 67.14 ± 0.43
กกบัว   52.50 ± 0.27 57.17 ± 0.65
ผักเบี้ยใหญ   67.35 ± 0.49 81.21 ± 0.25
วานกีบแรด   56.08 ± 0.55 63.80 ± 0.69
ปบฝรั่ง   69.77 ± 2.03 78.84 ± 0.25
หญาพันงูเขียว   85.57 ± 0.12 93.77 ± 0.26
ใบมะกรูด   90.02 ± 0.85 98.14 ± 0.19
ผิวมะกรูด   87.47 ± 0.73 98.06 ± 0.13
ascorbic acid   94.03 ± 0.30 96.47 ± 0.61

    [หมายเหตุ ผลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ( x ± S.D.) จากการทดลอง 3 ครั้ง]

         3.5.2  ความสามารถยับยั้งการทํ าลาย DNA
       จากการนํ าสารสกัดมาทดสอบความสามารถยับยั้งการทํ าลาย DNA ตามวิธีที่

ระบุในขอ 5.2 โดย bleomycin ซึ่งมีสรรพคุณเปนทั้งยาตานจุลชีพและยาตานมะเร็ง
(Umezawa et al., 1996) สามารถจับกับ Fe2+ เกิดเปนสารเชิงซอนแลวเขาทํ าลาย DNA 
ไดในสภาวะที่มีออกซิเจน ทํ าใหมี base propanals เกิดขึ้นซึ่งสามารถวัดปริมาณไดในรูป
ของ TBARS (Guterridge et al., 1981) พบวาสารสกัดทั้งหมดที่ความเขมขน 100 และ 
200 µg/ml  มีผลตอ DNA นอยมากเมื่อเทียบกับ ascorbic acid ซึ่งที่ความเขมขนตํ่ า ๆ 
อยางเชนในกรณีนี้ ทํ าหนาที่สงเสริมการทํ าลาย DNA เนื่องจากสมบัติเสริมฤทธิ์



52

ออกซิเดชัน (Lee et al., 1999; Yen et al., 1999) อยางไรก็ตามจากผลการทดลองในตา
รางที่ 5 มีขอนาสังเกตคือทุกชุดการทดลองมีคาการดูดกลืนแสงที่ 532 นาโนเมตร สูงกวา
ชุดควบคุม ซึ่งแสดงวามี DNA บางสวนถูกทํ าลายในสภาวะที่มีสารสกัดและเพิ่มขึ้นตาม
ความเขมขนของสารสกัด ดังเชนที่เคยมีรายงานในสารสกัดจากขิง (ginger extract)
(Arouma et al., 1997) ยกเวน สารสกัดจากผักเบี้ยใหญ กลับมีแนวโนมลดลง เชนเดียว
กับ BHT นอกจากนี้ในชุดทดสอบที่ใชสารสกัดจากใบบัวซึ่งจับ Fe2+ ไดดีที่สุด (ตารางที่ 
3) กลับมี DNA ถกูทํ าลายมากกวาสารสกัดอื่น ๆ อยางชัดเจน

       ตารางที่ 5 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร ของสารสกัด
แตละชนิดในการทดสอบความสามารถยับยั้งการทํ าลาย DNA

สารสกัด คาการดูดกลืนแสงที่ 532 นาโนเมตร
         ความเขมขน 100 µg/ml 200 µg/ml
ชุดควบคุม 0.006 ± 0.001 0.006 ± 0.001
ชะพลู 0.039 ± 0.001 0.079 ± 0.003
ใบบัว 0.064 ± 0.002 0.123 ± 0.003
เกสรบัว 0.018 ± 0.001 0.023 ± 0.001
กกบัว 0.016 ± 0.001 0.021 ± 0.001
ผักเบี้ยใหญ 0.087 ± 0.002 0.031 ± 0.001
วานกีบแรด 0.031 ± 0.001 0.059 ± 0.001
บีบฝรั่ง 0.019 ± 0.001 0.029 ± 0.001
หญาพันงูเขียว 0.033 ± 0.001 0.061 ± 0.001
ใบมะกรูด 0.037 ± 0.001 0.066 ± 0.001
ผิวมะกรูด 0.022 ± 0.001 0.030 ± 0.002
BHT 0.066 ± 0.002 0.013 ± 0.001
ascorbic acid 0.631 ± 0.002 1.231 ± 0.002

  
[หมายเหตุ ผลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ( x ± S.D.) จากการทดลอง 3 ครั้ง]
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          3.5.3  ความสามารถยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน
        จากการทดลองวัดความสามารถยับยั้งออกซิเดชันของไขมันที่ระบุในหัว 

ขอ 5.3 โดยนํ าสารสกัดแตละชนิดที่ความเขมขน  250 และ 500 µg/ml มาทดสอบฤทธิ์
ตานออกซิเดชันของไขมันจากสมองหนู ซึ่งเกิดจากอนุมูลอิสระเขาทํ าปฏิกิริยาดึงอิเล็คต
รอนจากไฮโดรเจนในพันธะคูของกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) เปลี่ยน
ใหเปนอนุพันธไฮโดรเปอรออกไซด (hydroperoxide) และจะสลายตัวตอไปไดจากการ
เรงของ Fe2+ เกิดเปนสารประกอบอัลดีไฮด ที่สํ าคัญคือ malondialdehyde (MDA) ซึ่ง
ตรวจวัดไดในรูปสารประกอบเชิงซอนสีชมพูเมื่อทํ าปฏิกิริยากับ TBA จากการทดลอง
พบวา สารสกัดสวนใหญสามารถยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันไดใกลเคียงกันใน
ทั้งสองความเขมขนที่เลือกมาทดสอบ ยกเวน สารสกัดจากผักเบี้ยใหญ ใบมะกรูด และ 
ผิวมะกรูดซึ่งออกฤทธิ์เพิ่มขึ้นตามความเขมขน ดังแสดงในตารางที่ 6 และสารสกัดวาน
กีบแรดที่ความเขมขน  500 µg/ml ยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันไดดีที่สุดคือ 77.58 
เปอรเซ็นต ใกลเคียงกับ BHT ที่ความเขมขนเดียวกัน (79.36 เปอรเซ็นต) ในขณะที่สาร
สกัดจากปบฝรั่งกับผิวมะกรูดยับยั้งไดนอยที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดอื่น ๆ ผลการ
ทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาความสามารถในการยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน ของสาร
สกัดจากพืชเหลานี้ข้ึนกับปริมาณสารประกอบ phenolic ที่มีอยูในสารสกัดเปนหลัก 
สํ าหรับกลไกออกฤทธิ์ของสารกลุมนี้ที่มาจากพืช พบวา สวนใหญเปนแบบ chain 
breaking คือ กํ าจัดอนุมูล peroxyl ทีท่ํ าใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันได โดยการ
ใหไฮโดรเจนอะตอมแลวทํ าใหอนุมูลเสถียรข้ึน (Shi et al., 2001)
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                     ตารางที่ 6 ความสามารถยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน
                         (% inhibition of lipid peroxidation) ของสารสกัดแตละชนิด

สารสกัด % inhibition of peroxidation
        ความเขมขน 250 µg/ml 500 µg/ml
ชะพลู 69.29 ± 0.33 72.80 ± 0.32
ใบบัว 74.32 ± 0.39 75.46 ± 0.14
เกสรบัว 70.73 ± 0.41 76.16 ± 0.38
กกบัว 64.76 ± 0.45 75.08 ± 0.51
ผักเบี้ยใหญ 49.19 ± 0.60 70.64 ± 0.19
วานกีบแรด 74.58 ± 0.26 77.58 ± 0.14
บีบฝรั่ง 27.20 ± 0.14 32.36 ± 0.13
หญาพันงูเขียว 69.08 ± 0.27 70.30 ± 0.26
ใบมะกรูด 45.26 ± 0.41 70.18 ± 0.46
ผิวมะกรูด 26.06 ± 0.15 45.30 ± 0.27
BHT 77.96 ± 0.08 79.36 ± 0.19

            [หมายเหตุ ผลที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ( x ± S.D.) จากการทดลอง 3 ครั้ง]
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         3.5.4  การปองกันการเกิดออกซิเดชันของฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง
       การเกิด Heinz bodies ในเม็ดเลือดแดงเปนผลจากโมเลกุลฮีโมโกลบินที่ถูก

ออกซิไดส (oxidized hemoglobin) จับตัวกันเปนรางแห (cross-link) (รปูที่ 13) แลวตก
ตะกอนเปนกอนติดอยูที่ผนังดานใน (inner membrane surface) เม็ดเลือดแดง (Reinhart 
et al., 1986) ซึ่งสามารถตรวจพบไดโดยการยอมเม็ดเลือดแดงดวยสี crystal violet  เมื่อ
ทดลองนํ าสารสกัดมาทดสอบประสิทธิภาพยับยั้งออกซิเดชันของฮีโมโกลบินในเม็ด
เลือดแดง โดยการใช APH เปนสารแตกตัวใหอนุมูลอิสระแลวสังเกต Heinz bodies ใน
เม็ดเลือดแดงเหลานี้ พบวา สารสกัดทั้งหมดที่ความเขมขน 0.5, 1.0, 5 และ 10 mg/ml ไม
สามารถปองกันการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนดังกลาวได เนื่องจากเมื่อตรวจดูดวย
กลองจุลทรรศนพบ Heinz bodies (ดังแสดงในรูปที่ 14) ในเม็ดเลือดแดงทั้งหมด ทั้งนี้
อาจเปนเพราะสารออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในสารสกัดเหลานี้ไมสามารถผานเยื่อหุม
เซลลเม็ดเลือดแดงซึ่งมีสมบัติยอมใหสารบางชนิดเทานั้นผานเขาออกสะดวก (semi-
permeable) (May, 1999) จึงไมอาจเขาไปยับยั้งการทํ างานของอนุมูล APH• ภายในเซลล
ไดดีนั่นเอง

รูปที่ 13 ลักษณะการจับตัวกันของฮีโมโกลบินที่ถูกออกซิไดส
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รปูที่ 14 เปรียบเทียบลักษณะเม็ดเลือดแดงที่มี Heinz bodies อยูภายใน (A) กับ
                      เม็ดเลือดแดงปกติ (B) เมื่อยอมดวยสี crystal violet

(A) (B)


