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บทคดัย่อ 

 

การศกึษานีว้ิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในผลไม้ 12 ชนิด ด้วยวิธี N,N-dimethyl-p-phenylenediamine 
(DMPD) ซึง่ใช้หลกัการท าลายสขีองอนมุลูอิสระโดยไฮโดรเจนอะตอมที่มาจากสารต้านอนมุลูอิสระ โดยมีการวิเคราะห์
ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิและวิตามินซเีพ่ือหาความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของผลไม้ รวมถึงมกีาร
ใช้ข้อมลูปริมาณวิตามินอีและเบต้าแคโรทีนจากกรมอนามยัในการศกึษาความสมัพนัธ์ด้วย ผลการศกึษาพบวา่ฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระจากวิธี DMPD มีความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงกบัปริมาณฟีนอลกิและวิตามินซีอยา่งมีนยัส าคญั (r = 0.868 - 
0.882, p-value = 0.000) แตม่คีวามสมัพนัธ์กบัวิตามินอีและเบต้าแคโรทีนอยา่งไมม่ีนยัส าคญั (r = 0.165, p-value = 
0.608 และ r = -0.337, p-value = 0.284 ตามล าดบั) แสดงวา่วิธีนีใ้ช้ได้กบัสารต้านอนมุลูอิสระกลุม่ที่รับ-ให้อิเลก็ตรอน
เทา่นัน้  

ค าส าคัญ: ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ  ฟีนอลกิในผลไม้  วิตามินซี  วิตามินอี  เบต้าแคโรทีน   

Abstract 

 

This study analyzed antioxidant capacities of 12 fruits using N,N-dimethyl-p-phenylenediamine (DMPD) 
assay. The assay is based on decolorization of free radicals by hydrogen atoms donated from the antioxidant. 
Phonolic contents and vitamin C were analyzed to explore the correlations with the antioxidant capacities. 
Vitamin E and beta-carotene (data obtained from Department of Heath) were also included for the 
correlations. It was found that significant correlations were from phenolic contents and vitamin C (r = 0.868 - 
0.882, p-value = 0.000), but not from vitamin E and beta-carotene (r = 0.165, p-value = 0.608 and r = -0.337, 
p-value = 0.284, respectively). It is implied that the decolorimetric assay is suitable only with the electron-
reducing antioxidants.  
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บทน า 
 อนุมูลอิสระหมายถึงอะตอมหรือโมเลกุลใดๆก็ตามที่มีจ านวนอิเล็กตรอนไม่ครบคู่ ท าให้อะตอมหรือโมเลกุลนัน้            
ไมอ่ยูใ่นสภาวะที่เสถียร จ าเป็นต้องดึงอิเลก็ตรอนมาจากโมเลกลุอื่นหรือถ่ายเทอิเลก็ตรอนที่ขาดคูอ่อกไปเพื่อท าให้ตวัเอง
เสถียร แต่จะไปท าให้อิเล็กตรอนในโมเลกุลอื่นขาดคู่หรือมีอิเล็กตรอนเกินมาเช่นเดียวกัน การเกิดอนุมูลอิสระจึงเกิด
ตอ่เนื่องไปเร่ือยๆเสมือนเป็นปฏิกิริยาลกูโซ ่(Wikipedia, 2013)  
 อนุมูลอิสระกลุ่มที่ไวต่อการท าปฏิกิริยาเป็นอย่างมากคือกลุ่มที่มีออกซิเจนเป็นองค์ประกอบ เช่น ไฮดรอกซิล 

(OH) เปอรอกซิล (ROO) อลัคอกซิล (RO) ซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (O2
-) สามารถท าอนัตรายเซลล์เนือ้เยื่อปกติ

ของสิ่งมีชีวิต เช่น ท าลายกรดนิวคลีอิกใน DNA ก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์และพฒันาเป็นเซลล์มะเร็ง หรืออาจท าลายเยื่อ
หุ้มเซลล์จนท าให้เซลล์แตกและสารประกอบภายในเซลล์ร่ัวไหลออกมา หรือท าลายเอนไซม์ต่างๆจนการท างานแปรปรวน
เกิดเป็นอนัตรายหรืออาการเจ็บป่วยขึน้มา อนมุลูอิสระสามารถเกิดขึน้ได้ตลอดเวลาระหวา่งกระบวนการเผาผลาญภายใน
ร่างกาย หรือเป็นไปได้วา่ร่างกายจงใจสร้างขึน้มาเพื่อก าจดัจุลนิทรีย์ โดยสิ่งแวดล้อมที่เป็นมลพิษ เช่น ควนับหุร่ี ไอระเหย
ของสารอินทรีย์ สารฆา่แมลง ไอเสยีของรถยนต์ ก็ช่วยก่อให้เกิดอนมุลูอิสระด้วยเช่นกนั (Machlin & Bendich, 1987) 

ผลกระทบของอนุมูลอิสระต่อปัญหาสุขภาพก าลังเป็นที่กังวลของประชาชนโดยทั่วไป น ามาสู่กระแส                    
การรับประทานอาหารที่อดุมไปด้วยสารต้านอนมุลูอิสระกนัมากขึน้ ซึง่สารประกอบฟีนอลกิ วิตามินเอ วิตามินซี วิตามินอี 
และเบต้าแคโรทีนท่ีมีอยูใ่นผกัผลไม้ก็เป็นสว่นหนึ่งที่ร่างกายใช้ในการก าจดัอนมุลูอิสระด้วยการให้อิเล็กตรอนโดยที่ตวัมนั
เองไม่กลายเป็นอนุมูลอิสระไปด้วย (Wikipedia, 2014) โดยวิตามินซีสามารถท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระในกลุ่มของ
ซุปเปอร์ออกไซด์ ไฮดรอกซิล และออกซิเจนอะตอมเดี่ยว (1O2) รวมถึงช่วยกระตุ้นการท างานของวิตามินอี (Machlin & 

Bendich, 1987) วิตามินอีเป็นได้ทัง้ -tocopherol และ -tocopherol (Corral-Aguayo et al., 2008) ละลายในไขมนั
ได้ดี สามารถท าปฏิกิริยาโดยตรงกับอนุมูลอิสระในกลุ่มของเปอรอกซิล ไฮดรอกซิล ซุ ปเปอร์ออกไซด์ และออกซิเจน
อะตอมเดี่ยว โดยทั่วไปวิตามินอีจะอยู่ในเซลล์เมมเบรน ท าหน้าที่เป็นตัวรับอิเล็กตรอนจากอนุมูลอิสระเปอรอกซิล                   
ในปฏิกิริยา lipid peroxidation (Machlin & Bendich, 1987) มีส่วนช่วยลดไขมันความหนาแน่นต ่าหรือ low density 
lipoprotein (LDL) ด้วยการไปรับอิเล็กตรอนอิสระจากกรดไขมนั ขณะที่เบต้าแคโรทีนสามารถเปลี่ยนออกซิเจนอะตอม
เดี่ยวที่ว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาให้ไปอยู่ในรูปของ triplet oxygen (3O2) ซึ่งไวต่อการเกิดปฏิกิริยาน้อยกว่า สามารถ
ป้องกันมะเร็งจากการได้รับรังสีอลัตราไวโอเล็ตและช่วยขัดขวางปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมัน LDL ด้วยเช่นกัน 
รวมถึงช่วยเพิ่มไขมนัความหนาแนน่สงู (high density lipoprotein: HDL) อีกด้วย  (Hercberg et al., 1998)  

การวเิคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของผกัผลไม้กระท าได้หลายวิธี แตท่ี่นิยมในปัจจบุนัคือวิธี decolorimetric 
assay ที่ใช้หลกัการสร้างอนมุลูอิสระท่ีให้สขีึน้มา สารต้านอนมุลูอสิระจะเป็นตวัรับอิเลก็ตรอนหรือให้ไฮโดรเจนอะตอมกบั
อนมุลูอิสระ ท าให้อนมุลูอิสระมีอเิลก็ตรอนทีค่รบคู ่ความเข้มของสจีึงลดลงและแปรผนัตรงกบัปริมาณสารต้านอนมุลูอิสระ
ที่มีอยูใ่นผกัผลไม้นัน้ วิธีทีใ่ช้กนัโดยทัว่ไปได้แก่ ABTS (2,2’-azinobiz-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ริเร่ิม
โดย Miller et al. ในปี 1993 วิธีนีม้ีข้อเสยีอยูท่ีค่า่การดดูกลนืแสงสงูสดุนัน้มีหลายช่วง คือ 415, 645, 734 และ 815 นาโน
เมตร รวมถึงจะต้องวดัจดุยตุิของการท าลายส ี(time of the measure) ภายในเวลา 4-6 นาที เทา่นัน้ ซึง่ภายในชว่งเวลา
ดงักลา่วยงัสามารถเกิดความคลาดเคลือ่นของจดุยตุิได้อีก (Prior et al., 2005) ตอ่มาจงึมีการคิดค้นวิธี DMPD (N,N-
dimethyl-p-phenylenediamine) โดย Fogliano et al. ในปี 1999 ซึง่จดุยตุิของการท าลายสมีีความคงที่ (stable end 
point) มากกวา่วธีิ ABTS โดยไมจ่ าเป็นต้องรีบวดัจดุยตุิภายใน 4-6 นาที แตข้่อเสยีจะอยูท่ีค่วามไวของปฏิกิริยา 
(sensitivity) และความสามารถในการให้ผลซ า้ๆ (reproducibility) จะลดลงเมื่อใช้กบัสารต้านอนมุลูอิสระกลุม่ที่ไมช่อบ
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น า้เช่น α-tocopherol หรือ BHT (Fogliano et al, 1999) นอกจากนีย้งัมวีิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl                
ซึง่เป็นอนมุลูอิสระของไนโตรเจนอินทรีย์ซึง่มีลกัษณะของการเกิดปฏิกิริยาที่แตกตา่งไปจากอนมุลูอิสระเปอรอกซิล ดงันัน้
สารต้านอนมุลูอิสระท่ีท าปฏิกิริยาได้อยา่งวอ่งไวกบัอนมุลูอิสระเปอรอกซิลจึงอาจไมท่ าปฏิกิริยากบั DPPH หรืออาจท า
ปฏิกิริยาที่ช้ามาก รวมถึงอตัราของการเกิดปฏิกิริยาไมไ่ด้แปรผนัเป็นเส้นตรงตามความเข้มข้นของสารต้านอนมุลูอิสระ           
ที่มี จึงท าให้การรายงานผลฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระผิดพลาดไปจากความเป็นจริงได้ (Huang et al., 2005) ในการศกึษานี ้          
จึงเลอืกวิธี DMPD เป็นตวัแทนของวิธีในกลุม่ของ decolorimetric assay  

อย่างไรก็ตาม วิธีในกลุ่มของ  decolorimetric assay ไม่ได้ศึกษาถึงความสามารถในการท าลายโซ่พันธะ            
ในกระบวนการ lipid autoxidation ซึ่งเป็นกระบวนการส าคญัในการเกิดอนมุลูอิสระ จึงเป็นเพียงเสมือนการไตเตรทของ
ปฏิกิริยารีดอกซ์ในหลอดทดลองที่ศึกษาความสามารถในการลดอิเล็กตรอนที่ไม่ครบคู่ ( reducing capacity) เท่านัน้               
โดยไม่มีการแข่งขนัการท าปฏิกิริยาดงัที่ปรากฏในความเป็นจริงภายในร่างกาย รวมถึงไม่มีอนมุลูอิสระของออกซิเจนมา
เก่ียวข้องด้วย (Huang et al., 2005) ท าให้เกิดเป็นค าถามว่าวิธี decolorimetric assay เหมาะสมในการหาฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอิสระมากน้อยเพียงใดซึ่งเป็นที่มาของการศึกษานี  ้โดยหากวิธี decolorimetric assay มีความเหมาะสมในการ
วิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระในผลไม้แล้ว ความสมัพนัธ์เชิงบวก (positive correlation) ระหวา่งฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระจาก
วิธี decolorimetric assay กับสารต้านอนุมูลอิสระในผลไม้ทุกชนิดทัง้จากสารประกอบฟีนอลิก วิตามินซี วิตามินอี 
และเบต้าแคโรทีน ควรจะต้องเกิดขึน้อยา่งชดัเจนและใกล้เคียงกนั โดยการศกึษานีใ้ช้ DMPD ทีว่ดัความสามารถในการท า
ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไอออนบวกเอมีน (amine cation) อนัเปรียบเทียบได้กบัการวดัความสามารถในการท าปฏิกิริยา
รีดักชันของอนุมูลอิสระอัลคอกซิลและเปอรอกซิล (Asghar et al., 2007) ศึกษากับผลไม้ที่หาได้ง่ายในประเทศไทย               
12 ชนิด โดยข้อมูลของปริมาณเบต้าแคโรทีนและวิตามินอีน ามาจากรายงานของส านกัโภชนาการ กรมอนามยั (2549)                  
ผลการศึกษาที่ได้น่าจะช่วยสร้างความกระจ่างในเร่ืองความครอบคลมุและข้อจ ากัดของวิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุูล
อิสระในผกัผลไม้ด้วยวิธี decolorimetric assay ได้มากยิ่งขึน้ 

วัสดุอุปกรณ์และวธีิการวิจัย 

การเตรียมอนุมูลอิสระ 
การเตรียมอนุมูลอิสระกระท าตามวิธีของ Fogliano et al.(1999) โดยใช้สารละลาย DMPD (N,N-dimethyl-p-

phenylenediamine) ความเข้มข้น 100 มิลลโิมลาร์ น ามา 1 มิลลลิิตร เติมลงในอะซิเตทบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

จ านวน 100 มิลลิลิตร ที่มี pH 5.25 จากนัน้เติมเฟอริกคลอไรด์  (FeCl36H2O) ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ จ านวน               

0.2 มิลลิลิตร เพื่อก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ DMPD+ ที่มีสีชมพูม่วง น า DMPD+  1 มิลลิลิตรไปวัดค่าการดูดกลืนแสง                
ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 505 นาโนเมตร โดยใช้อะซิเตทบฟัเฟอร์เป็นสารอ้างอิง ค่าการดดูกลืน
แสงที่วดัได้ก าหนดให้เป็นคา่ A0 

การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระด้วย Trolox 

ก า ร ศึ ก ษ า ก ร ะ ท า ต า ม วิ ธี ข อ ง  Fogliano et al. (1999) โด ย ล ะ ล า ย  Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) 100 มิลลิกรัมในเมทานอล 100 มิลลิลิตร เจือจางให้มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 
0.03 ถึง 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น าสารละลาย Trolox แต่ละความเข้มข้นมา 50 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองที่มี

สารละลายอนุมูลอิสระ DMPD+ อยู่ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 10 นาที น าไปวดัการดูดกลืนแสงที่ความยาว
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คลื่น 505 นาโนเมตร โดยใช้อะซิเตทบฟัเฟอร์เป็นสารอ้างอิง ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ก าหนดเป็นค่า Af จากนัน้ค านวณ
ความสามารถในการยบัยัง้อนมุลูอิสระของ Trolox ในรูปของร้อยละ หรือ % inhibition จาก 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 = (1 −
𝐴𝑓

𝐴0
) × 100 

ค่าที่ได้น ามาสร้างกราฟระหว่าง % inhibition กบัความเข้มข้นของ Trolox เพื่อหาค่า IC50% หรือความเข้มข้นของ Trolox  
ที่ใช้ในการยบัยัง้อนมุลูอิสระ 50%  

การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของผลไม้ 

การศึกษานีใ้ช้ผลไม้ทัง้หมด 12 ชนิด ได้แก่ มะมว่งเขียวเสวยสกุ มะม่วงน า้ดอกไม้สกุ ขนนุหนงั ฝร่ังกลมสาลี ่ฝร่ัง
ไร้เมล็ด มะละกอฮอลแลนด์ กล้วยไข่ แก้วมงักร (เนือ้ขาว) มะขามเทศ มะเขือเทศราชินี สบัปะรดภเูก็ต และแอปเปิลแดง         
ที่ซือ้จากตลาดโดยทัว่ไป น ามาสกดัโดยดดัแปลงจากวิธีของ Scalfi et al. (2000) หลงัจากล้างท าความสะอาดและปอก
เปลือกผลไม้แล้ว (ยกเว้นมะเขือเทศ ฝร่ัง และแอปเปิลที่ไม่ได้ปอกเปลือก) น ามาป่ันด้วยเคร่ืองป่ันผลไม้เป็นเวลา 2 นาที 
โดยไม่มีการเติมตวัท าละลายหรือน า้ จากนัน้ชัง่ตวัอย่างมา 100 กรัม น าไปเหวี่ยงด้วยเคร่ืองเหวี่ยง (centrifuge) 4000 
รอบ/นาที นาน 5 นาที น ามากรองเพื่อแยกส่วนใสออกเก็บไว้ สว่นที่เป็นตะกอนน ามาเติมน า้กลัน่ปราศจากไอออน 100 
มิลลลิิตร แล้วน าไปเหวี่ยงอีกครัง้ น าสว่นใสที่ได้ไปผสมกบัสว่นใสในครัง้แรก สว่นทีไ่มล่ะลายน า้ น ามาเติมเมทานอล 100 
มิลลลิติร และเหวี่ยงซ า้ที่ความเร็วรอบเดิมอีก 5 นาที  

น า้ผลไม้ที่สกัดได้มีความเข้มข้น 100 กรัมน า้หนกัเปียก/100 มิลลิลิตร น ามาเจือจางให้มีความเข้มข้นต่างๆกัน         
ด้วยน า้กลัน่ปราศจากไอออน แล้วน าน า้ผลไม้แต่ละความเข้มข้นมา 50 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองที่มีสารละลาย

อนุมูลอิสระ DMPD+ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันนาน 10 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 505 นาโนเมตร 
บนัทึกเป็นค่า Af และค านวณเป็น % inhibition จากนัน้สร้างกราฟระหวา่งความเข้มข้นของน า้ผลไม้ที่ใช้กบั % inhibition 
และหาความเข้มข้นของน า้ผลไม้ที่ก่อให้เกิดการยับยัง้อนุมูลอิสระ 50% ค านวณเป็นค่า TEAC (Trolox Equivalent 
Antioxidant Capacity) ด้ วยการน าค่ า  IC50% ของ Trolox (mg Trolox/mL) หารด้ วย  IC50% ของน า้ผลไม้  (g wet 
sample/mL) จะได้เป็น mg Trolox/g wet sample  

การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทัง้หมดในผลไม้ 

การวิเคราะห์กระท าตามวิธีของ Waterhouse (2002) โดยน าน า้ผลไม้ที่สกัดได้ตามวิธีข้างต้นมา 1 มิลลิลิตร             
ใส่ในขวดปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมน า้กลัน่ปราศจากไอออน 70 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Folin-ciocalteu’s phenol 
reagent (1.24 กรัม/ลูกบาศก์เซนติเมตร) ที่เจือจางด้วยน า้กลั่น 10 เท่าจ านวน 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 1-8 นาที              
(ในการศึกษานีเ้ขย่านาน 5 นาที) เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (2.358 โมล/ลิตร) 15 มิลลิลิตร และเติมน า้กลัน่
ปราศจากไอออนจนถึงขีดปริมาตร ทิง้ไว้ 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765            
นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิค  โดยน ากรดแกลลิคความเข้มข้น 50, 100, 250, 500 และ 750 
มิลลิกรัม/ลิตร มาอย่างละ 1 มิลลิลิตรใส่ในขวดปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมน า้กลัน่และสารละลายต่างๆในลกัษณะ
เดียวกับที่กล่าวไปแล้ว น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 765 นาโนเมตร  และสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน ปริมาณของ
สารประกอบฟีนอลิกในผลไม้จะรายงานเป็นค่าเทียบเท่ากบักรดแกลลิค หรือ Gallic acid equivalents (GAE) ในหน่วย
มิลลกิรัม/ลติร ทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ 
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การวิเคราะห์ปริมาณวิตามนิซใีนผลไม้ 

การวิเคราะห์กระท าตามคู่มือปฏิบัติการของภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั (2556) เร่ิมจากน าผลไม้ 100 กรัม ป่ันรวมกับสารละลาย 3% Metaphosphoric acid–acetic acid 100 
มิลลิลิตร ด้วยเคร่ืองป่ันน า้ผลไม้ 1 นาที หยุดเคร่ืองแล้วเติม 3% Metaphosphoric acid–acetic acid อีก 50 มิลลิลิตร 
ป่ันต่ออีก 1 นาที น าตวัอย่างมากรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 จากนัน้น าน า้ผลไม้มา 1 มิลลิลิตรเติมลงใน
สารละลาย 2,6-dichlorophenolindophenol หรือ dye solution 9 มิลลิลติร น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
520 นาโนเมตรทนัที (ภายใน 13-17 วินาที) ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้น าไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแอสคอร์บิค 
โดยน ากรดแอสคอร์บิคความเข้มข้นต่างๆกัน (5, 10, 20, 30 และ 40 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) มา 1 มิลลิลิตร ใสล่งใน dye 
solution 9 มิลลิลิตร แล้วน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตรทนัที  ปริมาณวิตามินซีในผลไม้จะเทียบเท่ากับ
ความเข้มข้นของกรดแอสคอร์บิคในหนว่ยของไมโครกรัม/มิลลลิติร ทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระของผลไม้ทัง้ 12 ชนิดในรูปของ IC50% จาก 3 ซ า้ (จดัซือ้ในวนั-เวลาที่ตา่งกนั) แสดงผลเป็น
ค่าเฉลี่ยได้ดงัภาพที่ 1 โดยน าเสนอ IC50% เฉพาะสว่นที่ละลายน า้ ซึ่งสบัปะรดภเูก็ตและแอปเปิลแดงนัน้ใช้ความเข้มข้น
ของผลไม้ที่สงูกวา่ผลไม้ชนิดอื่น จึงแยกไปน าเสนอในรูป ข) เมื่อน า IC50% ของ Trolox มาเปรียบเทียบ สามารถน าเสนอผล
ในรูปของ TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) ส าหรับสว่นที่ละลายน า้ในภาพ ค) และสว่นที่ไม่ละลายน า้
ในภาพ ง) โดยแสดงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการศึกษา 3 ซ า้ไว้ด้วย โดยผลการศึกษาเป็นไปในทิศทางเดียวกนั แม้ว่า
ล าดับของฝร่ังไร้เมล็ดในส่วนที่ไม่ละลายน า้จะต่างไปจากส่วนที่ละลายน า้ก็ตาม  ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของผลไม้               
12 ชนิดในสว่นที่ละลายน า้ เรียงตามล าดบัจากค่า TEAC (มิลลิกรัม Trolox/กรัมผลไม้) จากมากไปหาน้อย คือ มะขาม
เทศ (0.789) > ฝร่ังไร้เมลด็ (0.619) > ฝร่ังกลมสาลี ่(0.562) > มะละกอฮอลแลนด์ (0.187) > มะเขือเทศราชินี (0.184) > 
กล้วยไข ่(0.154) > แก้วมงักร (0.118) > มะมว่งน า้ดอกไม้สกุ (0.089) > มะมว่งเขียวเสวยสกุ (0.06) > ขนนุหนงั (0.055) 
> สบัปะรดภเูก็ต (0.013) > แอปเปิลแดง (0.003)  

ทัง้นี ้วิธี DMPD ใช้การสร้างอนุมูลอิสระ DMPD+ (สีชมพูม่วง) ขึน้มา (หรือ X ในสมการที่ 1) สารต้านอนุมูล

อิสระ (AH) ในผลไม้จะให้ไฮโดรเจนอะตอม (H) เพื่อไปรวมกบัอิเลก็ตรอนเดี่ยวใน DMPD+ ให้กลายเป็น DMPD+ (ไมม่ีส)ี 
ดงัสมการท่ี 1 (Prior et al., 2005) 

 

X + AH → XH + A   (สมการท่ี 1) 
 

ดงันัน้ผลไม้ยิ่งมีสารต้านอนมุูลอิสระมากและให้ไฮโดรเจนอะตอมมาก ยิ่งท าลายสีที่เกิดจากอนุมลูอิสระได้มาก
ตามไปด้วย เทียบเทา่ได้กบัปฏิกิริยารีดกัชนัของอนมุลูอิสระอลัคอกซลิและเปอรอกซลิ โดย Fogliano et al. (1999) ระบวุา่
วิธีนีเ้หมาะกบัสารต้านอนมุลูอิสระกลุม่ที่ชอบน า้ (hydrophilic) เทา่นัน้ ความไวในการเกิดปฏิกิริยา (sensitivity) จะลดลง

อย่างมากหากสารต้านอนมุลูอิสระนัน้เป็นกลุม่ที่ไม่ชอบน า้ เช่น -tocopherol หรือ butylated hydroxytoluene (BHT) 
รวมถึงการใช้เมทานอลเป็นตวัท าละลายสาร DMPD จะมีผลตอ่การวิเคราะห์ด้วยเช่นกนั ซึง่ในการศกึษานีช้ดัเจนวา่เมื่อใช้
น า้เป็นตวัท าละลาย ค่า TEAC ของฝร่ังในภาพที่ 1 ค) นัน้สงูกว่าค่า TEAC เมื่อใช้เอทานอลเป็นตวัสกดัมาก (ภาพที่ 1 ง) 
นอกจากนี ้กรดออร์แกนิคโดยเฉพาะอย่างยิ่งกรดซิตริกอาจรบกวนการท าปฏิกิริยาของ DMPD ได้ สารสกัดที่มีกรด            
ออร์แกนิคสงูต้องระมดัระวงัเร่ืองความถกูต้อง (accuracy) ในการวิเคราะห์ด้วย (Sánchez-Moreno, 2002)  
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 เมื่อวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิที่ละลายน า้โดยใช้ Folin-Ciocalteu reagent และรายงานผลเป็น Gallic 
acid equivalent (mg/L) (ภาพที่ 2 ก) พบว่าล าดบัของผลไม้ที่มีปริมาณฟีนอลิกมากไปหาน้อยยงัคงใกล้เคียงกบัล าดบั
ของ TEAC คือ มะขามเทศ (736) > ฝร่ังสาลี ่(355) > ฝร่ังไร้เมลด็ (318) > มะละกอฮอลแลนด์ (255) > มะเขือเทศราชินี 
(229) > สบัปะรดภเูก็ต (207) > กล้วยไข่ (186) > มะมว่งเขียวเสวยสกุ (169) > แอปเปิลแดง (153) > มะมว่งน า้ดอกไม้
สกุ (111) > แก้วมงักร (76) > ขนนุหนงั (54) โดยสบัปะรดภเูก็ตกบัแอปเปิลแดงท่ีให้ฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระ (TEAC) 
เป็นสองอนัดบัสดุท้าย กลบัมีปริมาณฟีนอลกิที่สงูกวา่ผลไม้อื่นๆอีกหลายชนิด เป็นไปได้วา่ซลัเฟอร์และน า้ตาลในสบัปะรด
จะมีส่วนท าให้ค่าฟีนอลิกสูงเกินจริง เนื่องจากซลัเฟอร์ไดออกไซด์และน า้ตาลจะแทรกแซงวิธีการวิเคราะห์ที่ใช้Folin-
Ciocalteu reagent (Waterhouse, 2002) ขณะที่ล าดับของฝร่ังนัน้สอดคล้องกับการศึกษาของ Corral-Aguayo et al. 
(2008) ที่ศึกษาผลไม้ในประเทศเม็กซิโก 8 ชนิดและพบว่าฝร่ังเนือ้แดง (cv. Sardina) ให้ปริมาณฟีนอลกิสงูสดุคือ 231.7 
มิลลิกรัม/100 กรัมผลไม้ (ใช้ 80% อะซิโตนในการสกดั) รวมถึงการศึกษาของ Lim et al. (2007) ที่พบว่าฝร่ังทัง้ที่มีและ          
ไม่มีเมล็ดมีปริมาณฟีนอลิกสงูสดุ 138-179 มิลลิกรัม/100 กรัม ขณะที่แก้วมงักรมีปริมาณฟินอลิกต ่าสดุ (21 มิลลิกรัม/
100 กรัม)  
 การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลกิด้วย Folin-Ciocalteu reagent ใช้หลกัการแตกตวัฟีนอลกิเป็นโปรตอนและไอออนลบ
ของ phenolate ซึ่งไอออนลบจะไปรีดิวซ์ Folin-Ciocalteu reagent ได้เป็นสารละลายสีน า้เงิน การวิเคราะห์ปริมาณ           
ฟีนอลกิจึงเป็นการวดัความสามารถของการรีดิวซ์ในลกัษณะเดียวกบัการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ TEAC การศึกษา
ส่วนใหญ่จึงพบความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระกับปริมาณฟีนอลิก (Huang et al., 2005)               
ซึง่ในการศกึษานีพ้บความสมัพนัธ์เชิงเส้นอยา่งมีนยัส าคญั (r = 0.868, p-value = 0.000) ดงัแสดงในภาพที่ 3 ก โดยคา่ r 
หมายถึงการมีความสมัพนัธ์กนัในเชิงเส้นตรงซึง่จะมีนยัส าคญัหรือไม ่ขึน้อยูก่บัคา่ N หรือจ านวนตวัอยา่ง (ในท่ีนี ้N = 12) 
โดยต้องพิจารณาจากค่า p-value ประกอบด้วย ซึง่ในการศึกษานีใ้ช้ระดบัความเช่ือมัน่ที่ 95% ดงันัน้ p-value ที่น้อยกว่า 
0.05 จะแสดงว่าตวัแปรทัง้สองมีความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงอย่างมีนยัส าคญัและมีค่าระดบัของความเป็นเส้นตรงเท่ากับ          
ค่า r ที่แสดง อย่างไรก็ตาม สารชนิดอื่นที่ไม่ใช่ฟีนอลิก เช่น น า้ตาล aromatic amines กรดแอสคอร์บิค กรดออร์แกนิค 
และอื่นๆอีกมาก สามารถรีดิวซ์ Folin-Ciocalteu reagent ได้สีน า้เงินเช่นเดียวกัน ท าให้การรายงานผลนัน้สูงเกินจริง            
และการวดัสีด้วยวิธีนีไ้ม่เก่ียวข้องกับโครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกแต่อย่างใด (Huang et al., 2005) นอกจากนี ้           
ในกลุ่มของสารประกอบฟีนอลิกซึ่งอาจแบ่งเป็น  5 กลุ่มย่อย คือ flavonols, anthocyanins, hydroxycinnamayes, 
flavanones, flavan-3-ols และ oligomeric procyanidins พบว่ากลุ่มของ flavanones มีความสามารถในการให้
ไฮโดรเจนอะตอมได้น้อยกวา่กลุม่ของ anthocyanins และ flavonols มาก ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของผกัผลไม้ในกลุม่นีจ้ึง
ถูกวิเคราะห์ว่ามีน้อยกว่าอีกสองกลุ่มโดยไม่สมัพันธ์กับปริมาณฟีนอลิกที่ปรากฏอยู่จริง (Proteggente et al., 2002) 
รวมถึงการศึกษาของ Lim et al. (2007) ที่พบว่าลางสาดให้ปริมาณฟีนอลิกสงูเป็นอนัดบัสาม (100 มิลลิกรัม/100 กรัม) 
รองจากฝร่ังและมะเฟือง แต่ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระจากการใช้ DPPH และรายงานผลเป็น ascorbic acid equivalent 
antioxidant capacity กลบัมีเพียง 14.6 มิลลิกรัม/100 กรัมหรือเป็นอนัดบั 10 จากทัง้หมด 11 อนัดบั ขณะท่ีฝร่ังมีฤทธ์ิ
ต้านอนุมูลอิสระเป็นอันดับ 1 เช่นเดิม (176 -218 มิลลิกรัม/100 กรัม) โดยผู้ วิจัยให้เหตุผลว่าสารประกอบฟีนอลิก            
ในลางสาด เช่น eugenol และอนพุนัธุ์ของมนัสามารถเกิดปฏิกิริยาย้อนกลบัได้ (reversible) สง่ผลให้พบฤทธ์ิต้านอนมุลู
อิสระน้อย รวมถึงอาจมีสาเหตมุาจากอตัราการเกิดปฏิกิริยากบั DPPH เกิดขึน้ช้า แสดงให้เห็นวา่ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระจาก
การวิเคราะห์ด้วยวิธี decolorimetric assay ไมส่ามารถสะท้อนความเป็นจริงได้เสมอไป 
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ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซีในรูปของกรดแอสคอร์บิค พบว่า ล าดบัของผลไม้ที่มีวิตามินซีมากไปหาน้อย
ในหน่วยของมิลลิกรัม/ลิตร ต่อผลไม้ 100 กรัม คือ ฝร่ังกลมสาลี่ (158) > ฝร่ังไร้เมล็ด (149) > มะขามเทศ (97) > 
มะละกอฮอลแลนด์ (61) > มะเขือเทศราชินี (37) > มะม่วงเขียวเสวยสกุ (22) > มะม่วงน า้ดอกไม้สกุ (15) > ขนุนหนงั 
(14) > สบัปะรดภเูก็ต (12) > กล้วยไข่ (11.5) > แก้วมงักร (6.3) > แอปเปิลแดง (3) สอดคล้องกบัการศึกษาของ Corral-
Aguayo et al. (2008) ที่พบวา่ฝร่ังเนือ้แดงให้ปริมาณวิตามินซีสงูสดุเช่นกนั (222 มิลลกิรัม/100 กรัมผลไม้) แม้วา่วิธีของ
การสกัดผลไม้จะต่างกัน รวมถึงการศึกษาของ Lim et al. (2007) ที่พบวิตามินซีสงูสดุในฝร่ังทัง้ที่มีและไม่มีเมล็ด (132-
144 มิลลกิรัม/100 กรัมผลไม้) รองลงมาได้แก่ มะละกอ และส้ม โดยฝร่ังและมะละกอเป็นเพียงผลไม้สองชนิดที่มีวิตามินซี
สงูกว่าส้ม ขณะที่กล้วย ลางสาด และชมพู่ให้วิตามินซีน้อยสุดในการศึกษาดงักล่าว  ซึ่งความสมัพันธ์เชิงเส้นตรงของ
วิตามินซีกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระจากคา่ TEAC ในการศกึษานี ้พบวา่มีนยัส าคญั (r = 0.882, p-value = 0.000) ดงัแสดง
ในภาพที่ 3 ข 

เมื่อพิจารณาผลไม้ในกลุม่ที่มีวิตามินอีวิเคราะห์โดยส านกัโภชนาการ กรมอนามยั (2549) พบวา่ผลไม้ที่มีวิตามินอี
มากไปหาน้อย ในหน่วยของมิลลิกรัม/100 กรัม ได้แก่ ขนุนหนัง (2.4) > มะขามเทศ (2.3) > มะเขือเทศราชินี (1.3) > 
มะม่วงเขียวเสวยสกุ (1.2) > มะม่วงน า้ดอกไม้สกุ (1.1) > กล้วยไข่ (0.5) > แก้วมงักร (0.35) > แอปเปิลแดง (0.33) > 
ฝร่ังสาลี ่(0.3) > มะละกอ (0.215) > ฝร่ังไร้เมลด็ (0.21) โดยสบัปะรดภเูก็ตไมม่ีวิตามินอีเลย เห็นได้ชดัว่า ฤทธ์ิต้านอนมุลู

อิสระจากค่า TEAC ไม่สมัพันธ์กับปริมาณวิตามินอี (ภาพที่ 2 ค และ 3 ค) ซึ่งวิตามินอี (-tocopherol) เป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระหลกัที่ละลายในไขมัน ท าหน้าที่ยับยัง้อนุมูลอิสระที่เกิดจากปฏิกิริยา lipid peroxidation แต่เนื่องจากวิธี
วิเคราะห์แบบ decolorimetric assay วิเคราะห์ได้เฉพาะกลุม่วิตามินที่ละลายน า้และมีศกัยภาพในการรีดิวซ์อนมุลูอิสระ
เทา่นัน้ ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระจาก TEAC กบัวิตามินอีในผลไม้จึงไม่ปรากฏความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงกนั 

ล าดับสุดท้ายเป็นการวิเคราะห์ปริมาณเบต้าแคโรทีนในผลไม้โดยส านักโภชนาการ กรมอนามัย พบว่า ผลไม้         
ที่มีเบต้าแคโรทีนสงูไปหาต ่า ในหนว่ยของไมโครกรัม/100 กรัม ได้แก่ มะมว่งน า้ดอกไม้สกุ (879) > มะเขือเทศราชินี (639) 
> มะละกอ (482) > กล้วยไข่ (271) > มะม่วงเขียวเสวยสกุ (160) > สบัปะรดภูเก็ต (150) > ขนุนหนงั (77) > แอปเปิล
แดง (36) > ฝร่ังกลมสาลี่ (21) โดยที่มะขามเทศ ฝร่ังไร้เมล็ด และแก้วมงักรไม่พบเบต้าแคโรทีน สอดคล้องกับ Corral-
Aguayo et al. (2008) ที่รายงานวา่มะมว่ง “Ataulfo” เป็นผลไม้ที่ให้เบต้าแคโรทีนสงูสดุ (1200 ไมโครกรัม/100 กรัมผลไม้) 
ขณะที่ลกูแพร์ ฝร่ัง และสตรอเบอรีมีแคโรทีนอยด์ต ่าที่สดุ โดยในแง่ของความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ
ในการศึกษานี ้พบว่าผลไม้ที่มีเบต้าแคโรทีนสงูไม่ได้มีฤทธ์ิในการต้านอนุมลูอิสระสงูไปด้วย ดงัแสดงในภาพที่ 2 ง) และ           
3 ง) (r = -0.337, p-value = 0.284) เนื่องจากแคโรตินอยด์ไม่ได้เป็นตัวก าจัดอนุมูลอิสระเปอรอกซิลที่ดีหากเทียบกับ
สารประกอบฟินอลิก แต่จะเป็นตัวก าจัดออกซิเจนอะตอมเดี่ยวที่ดีมากซึ่งสารประกอบฟินอลิกไม่สามารถกระท าได้                   
(Prior et al., 2005)  

ทัง้นี ้สารต้านอนมุลูอิสระในสิ่งมีชีวิตไม่ได้มีเฉพาะในสารประกอบฟีนอลิกหรือในวิตามินต่างๆเท่านัน้ แต่ยงัมีใน
เอนไซม์ชนิดต่างๆเช่น superoxide dismutase, glutathione peroxidase, catalase หรือในโมเลกุลขนาดใหญ่เช่น 
albumin, ceruloplasmin, ferritin และโปรตีนอื่นๆ หรือมีในฮอร์โมนเช่น estrogen, angiotensin, melatonin และอื่นๆ       
ในขณะเดียวกนั การท าปฏิกิริยาเพื่อต้านอนมุลูอิสระก็เกิดได้หลากหลายลกัษณะ ไม่จ าเป็นต้องเป็นการก าจดัอิเลก็ตรอน
ด้วยการรีดิวซ์ (Prior et al., 2005) ดงันัน้ ในปี 2553 Department of Agriculture ของสหรัฐอเมริกา (USDA) จึงได้ยกเลกิ
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของอาหารท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay ออกจาก
ฐานข้อมลูห้องปฏิบตัิการทางอาหาร ด้วยเหตุผลท่ีว่าฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระจากการวิเคราะห์ดงักลา่วรวมถึงการรายงาน
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ปริมาณโพลฟีีนอลในอาหาร ไมส่ามารถบง่บอกถึงผลกระทบกบัสขุภาพมนษุย์หรือไมส่ามารถอธิบายถึงกลไกเมตาโบลซิึม
ที่เกิดขึน้ภายในร่างกายมนุษย์อย่างถ่องแท้ได้ รวมถึงกลไกที่ไม่ได้เก่ียวข้องกับสารต้านอนุมูลอิสระก็อาจมีบทบาท             
ในการป้องกนัหรือการท าลายสขุภาพ ดงันัน้การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในหลอดทดลอง (in vitro) จึงไม่อาจน ามา
คาดการณ์ถึงผลกระทบที่เกิดขึน้จริงในร่างกาย (in vivo) ซึ่งนอกจาก ORAC assay แล้ว วิธีการวิเคราะห์อื่นๆเช่น ferric 
ion reducing antioxidant power (FRAP) assay และ TEAC assay ซึง่มีพืน้ฐานมาจากการใช้อนมุลูอิสระที่ตา่งกนัหรือ
ใช้ตวัออกซิแดนท์ในการสร้างอนุมูลอิสระท่ีต่างกัน ส่งผลให้การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้ตวัเลขที่ต่างกันจนไม่
สามารถน ามาเปรียบเทียบกนัอีกด้วย (USDA, 2012) 

2 สรุปผลการวิจัย 
วิธี decolorimetric assay สามารถวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระได้เฉพาะกลุ่มที่มีความสามารถในการรับ-ให้

อิเลก็ตรอนหรือให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนมุลูอิสระในกลุม่เปอรอกซิลเทา่นัน้ ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในกลุม่ท่ีละลายในไขมนั 
เช่น วิตามินอี หรือกลุม่ท่ีมีฤทธ์ิในการก าจดัออกซิเจนอะตอมเดี่ยว เช่น เบต้าแคโรทีน ไม่สามารถท าการวิเคราะห์ได้ด้วย
วิธีนี ้การน าเสนอล าดบัของฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในผลไม้ที่วิเคราะห์ด้วยวิธี decolorimetric assay จึงต้องพิจารณาถึง
ข้อจ ากดัของวิธี มิฉะนัน้จะสร้างความเข้าใจที่ผิดพลาดและคลาดเคลือ่นให้แก่ผู้บริโภคได้ 
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ภาพที ่1  ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของผลไม้ในรูปของ IC50% และ TEAC 
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หมายเหต ุข้อมลูวติามินอีและเบต้าแคโรทีน มาจากส านกัโภชนาการ กรมอนามยั (2549) 

ภาพที ่2  การเปรียบเทียบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระกบัปริมาณฟีนอลกิ วิตามินซี วติามินอี และเบต้าแคโรทีนในผลไม้  
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ภาพที ่3  ความสมัพนัธ์เชิงเส้นระหวา่งฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในรูปของ TEAC กบัปริมาณฟีนอลกิ วติามินซี วิตามินอี 

และเบต้าแคโรทีนในผลไม้  
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