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มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ปีท่ีพิมพ์ 2564 

  
บทคัดย่อ 

  
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจคัดกรองปริมาณสารพฤกษเคมีทั้งหมด  ได้แก่ ฟีนอลิก 

(TPC) ฟลาโวนอยด์ (TFC) ซาโปนิน (TSC) คอนเดนส์แทนนิน (CDT) และโพรแอนโทไซยานิดิน (TPAC) 
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากกากองุ่นป่า (Ampelocissus martinii Planch.) ที่ผ่านการหมัก
ไวน์ ผลการทดลอง พบว่า ปริมาณสารพฤกษเคมีสูงสุดพบในสารสกัดจากกากไวน์ที่ได้จากผลองุ่นอ่อนและ
ปริมาณคอนเดนส์แทนนินมีปริมาณสูงสุด อย่างไรก็ตาม ตรวจพบปริมาณโพรแอนโทไซยานิดิน ฟีนอลิกและ
ซาโปนินสูงเช่นกัน เมื่อท าการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารพฤกษเคมีด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC) ผลการทดลอง พบว่า gallic acid, quercetin, resveratrol และ epicatechin เป็น
สารหลักที่ตรวจพบในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อนและสุก ในขณะที่ในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ 
จะมี  caffeic acid แทน epicatechin เมื่อตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบด้วยวิธีดักจับ
อนุมูล DPPH และ ABTS พบว่า สารสกัดทั้งหมดมีค่า IC50 ต่ า ซึ่งแสดงให้เห็นว่า สารสกัดที่ตรวจสอบมี
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูง ในทางตรงกันข้าม สารสกัดทุกตัวอย่างมีค่าต่ าเมื่อทดสอบด้วยวิธี 
FRAP อย่างไรก็ตาม สารสกัดให้ค่าสูงเมื่อทดสอบด้วยวิธี CUPRAC โดยมีค่าสูงกว่าเมื่อทดสอบด้วยวิธี FRAP 
ประมาณ 120 เท่า สารพฤกษเคมีที่พบในสารสกัดมีค่าสหสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกัน   ผล
การทดลองที่ได้นี้แสดงให้เห็นว่ากากองุ่นป่าที่ผ่านการหมักไวน์เป็นแหล่งส าคัญของสารพฤกษเคมีที่มีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระที่ดี 

 

ค าส าคัญ : กากไวน์องุ่นป่า, สารพฤกษเคมี, ไวน์, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, สหสัมพันธ์ 
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ABSTRACT 

  
The objective of this work was to screen the total phytochemicals; phenolic 

(TPC), flavonoid (TFC), saponin (TSC), condensed tannin (CDT) and proanthocyanidin (TPAC) 
contents and antioxidant activity of wild grape (Ampelocissus martinii Planch.) pomace 
extracts derived from wine production. The results found that the highest contents of 
phytochemicals were found in the immature extract and the CDT has the highest content. 
However, the TPAC, TPC and TSC also found in high contents. Types and contents of 
phytochemicals in the extracts were analyzed by high performance liquid chromatography 
(HPLC). The results indicated that gallic acid, quercetin, resveratrol and epicatechin are the 
main phenolic compounds in the immature and ripe of wild grape wine pomaces, while 
caffeic acid was another substance found in mature of wild grape wine pomace instead 
the epicatechin. The antioxidant activity of the extracts investigated by DPPH and ABTS 
radicals scavenging assays indicated that all extracts have low values of IC50, which 
revealed the highest antioxidant capacity. Contrast all extracts showed low reducing power 
potential by FRAP assay. However, they have high reducing power on CUPRAC assay which 
was higher potential than FRAP over 120 folds. The phytochemicals showed a different 
correlations to the antioxidant activity. This work indicated that the wild grape pomace 
from wine production is a good source of bioactive phytochemicals with high potential of 
antioxidant activity. 

 
Keyword : Wild grape pomace, phytochemicals, wine, antioxidant activity, correlation 

 

 

  



 

 

  ฉ 

กิตติกรรมประก าศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์เล่มนี้ส าเร็จสมบูรณ์ได้ด้วยดีเพราะได้รับความกรุณาชี้แนะและช่วยเหลือ  อย่างดี
ยิ่งจาก รองศาสตราจารย์ ดร. ประสงค์ สีหานาม อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ผู้ให้ค าแนะน าในการท า
วิจัย ตลอดจนตรวจแก้ไขในการเขียนวิทยานิพนธ์จนส าเร็จลุล่วง 

ขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. คมศร ลมไธสง ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. เสนีย์ เครือ
เนตร และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. สิริพิศ พิศชวนชม ผู้ทรงคุณวุฒิสอบวิทยานิพนธ์ ที่ให้ค าแนะน า
วิธีการท าวิจัยตั้งแต่เริ่มต้นจนส าเร็จสมบูรณ์ 

ขอขอบพระคุณเจ้าหน้าที่ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ที่อ านวย
ความสะดวกในการเบิกอุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการทดลอง 

ขอขอบคุณนายพงศธร โมธรรม ที่ช่วยแนะน าวิธีการสกัดสาร การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระและการจัดการข้อมูลที่ได้จากผลการทดลอง 

ขอขอบพระคุณบิดามารดา ที่อบรมเลี้ยงดูจนเติบใหญ่และสนับสนุนการศึกษา ขอบคุณ
ครอบครัวที่ให้ความอบอุ่น ให้ก าลังใจ และคอยเคียงข้างตลอดมา คุณค่าและประโยชน์อันพึงมีจาก
วิทยานิพนธ์นี้ ผู้วิจัยขอน้อมบูชาพระคุณบิดามารดาและบูรพาจารย์ทุกท่านที่ได้อบรมสั่งสอนวิชาความรู้ 
และให้ความเมตตาแก่ผู้วิจัยมาโดยตลอด คุณความดีของทุกท่านจะยังคงอยู่ในใจด้วยความรักและเคารพ
ตลอดไป รวมทั้งครอบครัวผู้อยู่เบื้องหลังและสนับสนุนก าลังใจมาโดยตลอด 

  
  

เกียรติศักดิ์  รัตนคุณศาสน์ 
 

 

 



 

 

 ช 
 

สารบัญ 

 หน้า 
บทคัดย่อภาษาไทย ............................................................................................................................. ง 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ....................................................................................................................... จ 

กิตติกรรมประกาศ............................................................................................................................. ฉ 

สารบัญ .............................................................................................................................................. ช 

สารบัญตาราง ................................................................................................................................... ญ 

สารบัญรูปภาพ .................................................................................................................................. ฏ 

บทที่ 1 บทน า ................................................................................................................................... 1 

1.1 หลักการและเหตุผล ............................................................................................................... 1 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย ....................................................................................................... 3 

1.3 ผลที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย ............................................................................................ 3 

1.4 ขอบเขตของงานวิจัย ............................................................................................................. 3 

1.5 นิยามศัพท์เฉพาะ ................................................................................................................... 4 

1.6 สถานที่ด าเนินการวิจัย ........................................................................................................... 4 

บทที่ 2  เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง .................................................................................................. 5 

2.1 ความหมายของอนุมูลอิสระ ................................................................................................... 5 

2.2 การเกิดอนุมูลอิสระ ............................................................................................................... 6 

2.3 บทบาทของอนุมูลอิสระต่อร่างกาย ........................................................................................ 6 

2.4 โรคเสื่อม ................................................................................................................................ 7 

2.5 สารต้านอนุมูลอิสระ .............................................................................................................. 9 

2.6 สารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติ ............................................................................................... 9 

2.7 สารพฤกษเคมี ...................................................................................................................... 12 

  



 

 

  ซ 

2.8 สารพฤกษเคมีในองุ่นและฤทธิ์ทางชีวภาพ ........................................................................... 14 

2.9 การตรวจสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ...................................................................................... 16 

2.10 องุ่นป่า ...................................................................................................................... 20 

2.11 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับปริมาณสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพในกากไวน์ ............ 21 

บทที่ 3 วิธีการทดลอง ..................................................................................................................... 23 

3.1 วัตถุดิบในการทดลอง........................................................................................................... 23 

3.2 การเตรียมสารสกัดจากกากไวน์ ........................................................................................... 23 

3.3 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม .................................................................... 23 

3.4 การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ................................................................................. 23 

3.5 การวิเคราะห์ปริมาณซาโปนินรวม ....................................................................................... 24 

3.6 การวิเคราะห์ปริมาณโพรแอนโธไซยานิดินส์รวม .................................................................. 24 

3.7 การตรวจสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ............................................................................... 24 

3.8 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ ...................................................... 26 

3.9 การวิเคราะห์ทางสถิติ .......................................................................................................... 26 

บทที่ 4 ผลการทดลอง ..................................................................................................................... 27 

4.1 ร้อยละในการสกัด................................................................................................................ 27 

4.2 ปริมาณสารพฤกษเคมี ......................................................................................................... 27 

4.3 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารพฤกษเคมี ....................................................................... 29 

4.4 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ............................................................................................................ 36 

4.5 ค่าสหสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารพฤกษเคมีกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ................................... 38 

บทที่ 5 สรุปผลการทดลอง .............................................................................................................. 41 

บรรณานุกรม ................................................................................................................................... 42 

ภาคผนวก ก การค านวณปริมาณสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ....................................... 60 

ภาคผนวก ข ข้อมูลผลการทดลองหาปริมาณสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ..................... 64 

 



 

 

  ฌ 

ประวัติผู้เขียน .................................................................................................................................. 75 

 



 

 

 ญ 
 

สารบัญตาราง 

 หน้า 
ตารางที่ 1 ฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ของสารพฤกษเคมี ............................................................... 13 

ตารางที่ 2 ร้อยละการได้กลับคืนของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า ................................................... 27 

ตารางที่ 3 ปริมาณสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า .................................................... 29 

ตารางที่ 4 ชนิดและปริมาณสารพฤกษเคมีของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า .................................... 36 

ตารางที่ 5 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า .................................................... 38 

ตารางที่ 6 สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ระหว่างสารพฤษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ............................ 40 

ตารางที่ 7 ตัวอย่างค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า ........................................... 62 

ตารางที่ 8 การทดลองศึกษาน้ าหนักของสารสกัดหยาบ ด้วยวิธีการสกัด ......................................... 65 

ตารางที่ 9 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร เพื่อทดสอบหาปริมาณฟินอลิกรวม 
(TPC) .............................................................................................................................................. 66 

ตารางที่ 10 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร เพื่อทดสอบหาปริมาณฟลาโวนอยด์
รวม (TFC) ....................................................................................................................................... 67 

ตารางที่ 11 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร เพื่อทดสอบหาปริมาณซาโปนินรวม 
(TSC) .............................................................................................................................................. 68 

ตารางที่ 12 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร เพื่อทดสอบหาปริมาณคอนเดนส์
แทนนินรวม (CDT) .......................................................................................................................... 69 

ตารางที่ 13 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร เพื่อทดสอบหาปริมาณโพรแอนโธไซ
ยานิดินส์รวม (TPAC) ...................................................................................................................... 70 

ตารางที่ 14 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm เพ่ือทดสอบหาปริมาณร้อยละของ
ความสามารถในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า .................. 71 

ตารางที่ 15 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 nm เพ่ือทดสอบหาปริมาณร้อยละของ
ความสามารถในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระ ABTH ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า .................. 72 

  



 

 

  ฎ 

ตารางที่ 16 ฤทธิ์การรีดิวซ์โลหะของสารสกัดตรวจสอบด้วยวิธี ferric reducing antioxidant 
power (FRAP) ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า ............................................................................ 73 

ตารางที่ 17 ฤทธิ์การรีดิวซ์โลหะของสารสกัดตรวจสอบด้วยวิธี cupric reducing antioxidant 
capacity (CUPRAC) ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า ................................................................... 74 

 



 

 

 ฏ 
 

สารบัญรูปภาพ 

 หน้า 
รูปที่ 1 การเหนี่ยวน าด้วยสภาวะออกซิเดชันและการอักเสบที่น าไปสู่สภาวะเครียดออกซิเดชันที่
สัมพันธ์กับ โรคเสื่อม ......................................................................................................................... 8 

รูปที่ 2 สมมติฐานเพ่ืออธิบายความสัมพันธ์ระหว่างสภาวะเครียดออกซิเดชันและการตายหรือการ
หยุดท างานของเซลล์ ......................................................................................................................... 8 

รูปที่ 3 โครงสร้างเคมีของสารต้านอนุมูลอิสระบางชนิด: (a) ascorbic acid, (b) 8-carotene, ...... 11 

รูปที่ 4 โครงสร้างเคมีของสารประกอบฟีนอลิกบางชนิด: catechin (a), caffeic acid (b), 
chlorogenic acid (c), ouercetin (d), gallic acid (e), kaempferol (f) .................................... 13 

รูปที่ 5 โครงสร้างเคมีของ ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) 17 

รูปที่ 6 โครงสร้างเคมีของอนุมูล DPPH ........................................................................................... 18 

รูปที่ 7 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ FRAP......................................................................................... 18 

รูปที่ 8 แสดงโครงสร้าง CUPRAC reagent ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ ............................. 19 

รูปที่ 9 ผลขององุ่นป่าระยะการเจริญเติบโตต่างกัน คือ อ่อน (1), แก่ (2), และสุก (3)..................... 20 

รูปที่ 10 HPLC chromatograms (ความยาวคลื่น 280 nm, 306 nm, 320 nm และ 360 nm) 
ของสารมาตรฐาน: (1) gallic acid, (2) catechin, (3) caffeic acid, (4) epicatechin, (5) p-
coumaric acid, (6) ferulic acid, (7) rutin, (8) myricetin, (9) resveratol, และ (10) quercetin
 ........................................................................................................................................................ 32 

รูปที่ 11 HPLC chromatograms ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อน ........................................ 33 

รูปที่ 12 HPLC chromatograms ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ .......................................... 34 

รูปที่ 13 HPLC chromatograms ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุก .......................................... 35 

รูปที่ 14 กราฟมาตรฐานของ Gallic acid  ส าหรับตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกรวม .......................... 61 

รูปที่ 15 กราฟมาตรฐานของ Gallic acid  ค านวณ % inhibition ................................................. 63 

  



 

 

 1 
 

บทที่ 1 
บทน า 

1.1 หลักการและเหตุผล 

อนุมูลอิสระจะส่งผลต่อเชลล์ในร่างกายให้อยู่ในสภาวะเครียด (oxidative stress) ซึ่งถือเป็น
สาเหตุส าคัญที่ท าให้เชลล์บาดเจ็บ และน าไปสู่ความผิดปกติของร่างกายและโรคที่เรียกว่า โรคเสื่อม 
เช่น โรคมะเร็ง โรคหัวใจ ระบบภูมิคุ้มกันบกพร่อง และความชรา (Al-Shoaibi et al., 2012; 
Perumalla and Hettiarachchy, 2011; Poudel et al., 2008) การอักเสบเรื้อรัง ภูมิคุ้มกันเสื่อม 
เบาหวาน ความดัน ต้อกระจก ข้อต่ออักเสบ มาลาเรีย สะเก็ดเงิน และสมองเสื่อม (Tsao and Deng, 
2004) สภาวะความเครียดยังก่อให้เกิดไม่สมดุลและมีผลกระทบต่อสารชีวโมเลกุลโดยเฉพาะดีเอ็นเอ
และโปรตีนและก่อให้เกิดโรคกับสารทั้งสองชนิด (Shahab et al., 2012) ปัจจุบัน ค้นพบสารที่ช่วย
ป้องกันอันตรายจากอนุมูลอิสระที่เรียกว่า สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ซึ่งเป็นสารที่ท าหน้าที่
ให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระโดยที่โครงสร้างยังคงเสถียร สารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบทั้งใน
ธรรมชาติและสังเคราะห์ อย่างไรก็ตาม สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติได้รับการยอมรับมากกว่า
ในปัจจุบัน (Suhaj, 2006) ในช่วง 10 ปี ที่ผ่านมานักวิจัยได้ให้ความสนใจในการตรวจสอบและวิจัย
ฤทธิ์ของสารกลุ่มพฤกษเคมีธรรมชาติมากข้ึน สารกลุ่มนี้มีรายงานว่าสามารถพบได้ทั้งที่เป็นสารในทาง
โภชนาการและสารอ่ืนที่ไม่น ามาบริโภค และมีผลในการควบคุมหรือป้องกันโรคเสื่อมของร่างกาย 
(Renuka Devi and Arumughan, 2007) 

สารพฤกษเคมี คือ สารออกฤทธิ์ในพืชชนิดต่างๆ และมีผลต่อการประยุกต์ใช้ในทางเภสัช
กรรม แหล่งที่พบสารต้านอนุมูลอิสระในธรรมชาติที่ส าคัญ คือ พืช โดยเฉพาะผัก ผลไม้และสมุนไพร 
จากอดีตที่ผ่านมา การใช้สมุนไพรส าหรับรักษาโรคพบว่ามีกระจายทั่วโลกและยังคงมีต่อเนื่อง
จนกระทั่งปัจจุบัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศกลุ่มก าลังพัฒนา (Zheng and Storz, 2000) เหตุที่
พืชเป็นแหล่งส าคัญของสารต้านอนุมูลอิสระ เป็นเพราะพืชจะมีการสร้างสารกลุ่มที่ไม่เกี่ยวข้องกับการ
ด ารงชีวิต หรือ secondary metabolites เช่น ฟีนอล (phenols), ฟลาโวนอยด์ (flavonoids), 
ควินิน (quinines), แทนนิน (tannins), อัลกาลอยด์ (alkaloids), ซาโปนินส์ (saponins) และสเต
อรอล (sterols) (Alghazeer et al., 2012) เพ่ือท าหน้าที่เฉพาะ เช่น การต่อต้านการรุกรานจากศัตรู
หรือพรางตัวจากศัตรู ในอดีต มนุษย์รู้จักประโยชน์ของพืชนอกจากเป็นอาหาร คือ น ามาใช้บ าบัดโรค
ที่เรียกว่าสมุนไพร (Desai, 2010) ต่อมามีการพัฒนายาจ านวนมากซึ่งสกัดได้จากพืชและพบว่ามีผลดี
ในการรักษาโรค มีราคาถูกและก่อให้เกิดอาการข้างเคียงน้อย (Bennett et al., 2011) ในปัจจุบัน 
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สารสกัดจากพืชถูกน ามาใช้ในวงการเภสัชกรรมแล้วจ านวนมาก (Mengulluoglu and Soylu, 2012; 
Verrier et al., 2008) 

องุ่น (Grapes) ประกอบด้วยสารพฤกษเคมี (phytochemicals) ที่มีคุณค่าต่อสุขภาพจ านวน
มาก (Pezzuto, 2008) โดยพบว่าสารกลุ่มส าคัญ ได้แก่ ฟีนอลิก เช่น monomeric flavanols, 
catechin, epicatechin, dimeric, trimeric, polymeric procyanidins, phenolic acids (gallic 
acid) หรือ anthocyanins (Yilmaz and Toledo, 2004) สารที่พบในองุ่นเหล่านี้มีฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระสูงเมื่อเทียบกับสารกลุ่มเดียวกันที่มาจากแหล่งอ่ืน นอกจากนี้ ยังพบว่า สารที่พบในองุ่น
สามารถป้องกันโรคมะเร็งและโรคหัวใจได้ดี (Bianchini and Vainio, 2003) มีการศึกษาส่วนต่างๆ 
ขององุ่นและพบว่าในแต่ละส่วนขององุ่นจะมีปริมาณสารออกฤทธิ์และชนิดของสารแตกต่างกันไป แต่
ส่วนใหญ่มีโครงสร้างแบบฟีนอลที่ต่อกันหลายวง สารสกัดจากองุ่นมีฤทธิ์ในการต่อต้านเชื้อแบคทีเรีย
ก่อโรค (Samappito and Butkhup, 2010) ต่อต้านการกลายพันธุ์ (antimutagenic), ต่อต้านการ
ก่อมะเร็ง (antineoplastic) ลดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันความหนาแน่นต่ า (reduce low 
density lipoprotein (LDL) oxidation) และ ลดการอักเสบ (allergic inflamemation) สารกลุ่ม
โปรไซยานิดิน (procyanidins) ในเมล็ดองุ่นมีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ (anti-inflammatory), 
ป้องกันข้อต่ออักเสบ (antiarthritic), ป้องกันการแพ้ (antiallergic), ป้องกันมะเร็ง (anti-cancer), 
ป้องกันโรคหัวใจ (prevents heart disease) ป้องกันผิวหนังเหี่ยวย่น ยับยั้งการบวมจากสารกระตุ้น 
ช่วยเพ่ิมความแข็งแรงของผนังหลอดเลือดฝอยและช่วยในการมองเห็น (Small and Kim, 2011) 
ผลิตภัณฑ์จากองุ่นที่ส าคัญอย่างหนึ่ง คือ ไวน์ มีนักวิจัยได้น ากากองุ่นที่เหลือจากการผลิตไวน์มาสกัด
สารพฤกษเคมีและตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัด พบว่า สารสกัดจากกากไวน์องุ่น
ประกอบด้วยสารพฤกษเคมีหลายชนิดและยังมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลายอีกด้วย (Bekhit et al., 
2019; Lingua et al., 2016; Peixoto et al., 2018) 

องุ่นป่ า (wild grape; Ampelocissus martinii Planch.) พบได้ทั่ วไปในประเทศไทย 
เวียดนาม กัมพูชา ลาว มาเลเซีย บอร์เนียวและฟิลิปปินส์ ในอดีตชาวบ้านในพ้ืนที่ห่างไกลตัวเมืองใช้
เป็นสมุนไพร ส าหรับรักษาโรคฝีและอาการบวมจากการอักเสบ อย่างไรก็ตาม การศึกษาเกี่ยวกับ
สารพฤกษเคมีในองุ่นป่า ยังมีรายงานน้อยมากโดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศไทย ทั้งที่ล าต้น ใบ สีและ
ขั้นการเจริญของผลองุ่นป่ามีลักษณะคล้ายองุ่นที่ปลูกเพ่ือการค้า จึงอาจเป็นไปได้ว่า สารพฤกษเคมีที่
ประกอบอยู่ในผลองุ่นป่าอาจมีชนิดและปริมาณคล้ายกับองุ่นซึ่งเป็นผลไม้ที่มีการศึกษาสารพฤกษเคมี
และฤทธิ์ทางชีวภาพอย่างแพร่หลาย 

Ampelocissus อยู่ในจีนัส VITACEAE ซึ่งประกอบด้วยสมาชิกมากกว่า 90 สปีชีส์ พบได้
ทั่วไปใน เขตร้อนแถบแอฟริกา เอเชีย อเมริกากลาง บริเวณชายทะเล สารพฤกษเคมีในพืชกลุ่มนี้ 
ได้แก่ tannins, gallotannins, flavanols และสารประกอบฟีนอลิกอ่ืนๆ ซึ่งสารเหล่านี้ มีฤทธิ์ทาง
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ชีวภาพที่ดี เช่น มีสมบัติในการป้องกันโรคเสื่อมที่เกิดจากอนุมูลอิสระ ยับยั้งการเจริญและเหนี่ยวน า
การตายของเซลล์มะเร็งหลายชนิด ยับยั้งและฆ่าเชื้อจุลินทรีย์หรือช่วยชะลอความแก่ชรา ดังนั้น จึง
ได้รับความสนใจใน การศึกษาเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ โดยเฉพาะการศึกษาและตรวจสอบแหล่งของสารพฤกษ
เคมี เพ่ือที่จะสกัดเอาสารเหล่านั้นมาประยุกต์ใช้เสริมสุขภาพที่ดีแก่ร่างกายและพัฒนาเป็น
ส่วนประกอบในด้านเภสัชกรรม 

องุ่นป่า เป็นพืชที่เกิดเองตามธรรมชาติ มีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมท่ีรุนแรงและออกผล
เป็นฤดูกาล ดังนั้น องค์ประกอบของสารพฤกษเคมีอาจมีความแตกต่างกันในแต่ละส่วนของล าต้นและ
ผล เช่นเดียวกับที่เคยมีรายงานมาก่อนในการศึกษาพืชชนิดอ่ืน การศึกษาเกี่ยวกับกากองุ่นป่าที่ผ่าน
การหมักไวน์ยังไม่มีรายงานมาก่อนจึงเป็นเรื่องที่น่าสนใจที่จะท าการศึกษาสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของกากองุ่นป่าที่ผ่านการหมักไวน์เพื่อเพ่ิมมูลค่าของวัสดุเศษเหลือได้ 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  

1) เพ่ือตรวจสอบปริมาณสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากกากขององุ่นป่า (Ampelocissus 
martinii Planch.) ที่ผ่านการหมักไวน์ 

2) เพ่ือตรวจสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า  
3) เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของสารสกัดกากไวน์

องุ่นป่า 

1.3 ผลที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย 

1) ได้ปริมาณสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากกากขององุ่นป่า (Ampelocissus martinii 
Planch.) ที่ผ่านการหมักไวน์ 

2) ได้ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า  
3) ได้ความสัมพันธ์ระหว่างสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของสารสกัดกากไวน์องุ่น

ป่า 

1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 

น าผลองุ่นป่าที่มีระยะการเจริญเติบโตแตกต่างกัน ได้แก่ อ่อน แก่และสุก มาหมักไวน์เป็น
ระยะเวลา 1 สัปดาห์ จากนั้น แยกไวน์และกากองุ่นป่า แล้วน ากากองุ่นป่ามาท าการสกัดด้วยตัวท า
ละลายเอทานอล น าสารสกัดไปตรวจสอบสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและหา
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
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1.5 นิยามศัพท์เฉพาะ 

กากไวน์ ส่วนของของแข็งที่บีบแยกออกจากของเหลวในกระบวนการหมักไวน์ 

1.6 สถานที่ด าเนินการวิจัย 

ภาควิชาเคมี (SC1-406) คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
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บทที่ 2  
เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ความหมายของอนุมูลอิสระ 

อนุมูลอิสระ (free radical) คือ โมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนวงนอกสุดไม่ครบคู่ (Gilbert, 2000) 
ซึ่งส่งผลให้ไม่มีความเสถียร ตัวอย่างอนุมูลอิสระท่ีมีรายงาน ได้แก่ superoxide, hydroxyl, peroxyl 

(RO2
) alkoxyl (RO), and hydroperoxyl (HO2

), nitric oxide, nitrogen dioxide (NO2), 
hydrogen peroxide, hypochlorous acid (HOCl), hypobromous acid (HOBr), and 
peroxynitrite (ONOO-) (Evans and Halliwell, 2001) ปัจจุบันอนุมูลอิสระสามารถจ าแนกได้เป็น 
6 กลุ่มใหญ่ๆ  (Denev et al., 2012) ดังนี้ 

 Superoxides 

Superoxides (O2
) เป็นอนุมูลประจุลบที่เกิดในร่างกายโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันอัตโนมัติ

ของสารชีวโมเลกุล เช่น กลีเซอรอลดีไฮด์ FMNH2, FADH2 อะดรีนาลีน โดปามีน โดยเอนไซม์ 
NADPH oxidases ใน เซลล์ ตั บ  ห รื อ เอน ไซม์ อ่ื น ๆ  เช่ น  xanthine oxidase และ xanthine 

dehydrogenase ซึ่งรีดิวซ์ O2 ไปเป็น O2
- และ dopamine กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนในไมโต

คอนเดรียและฮีโมโกลบิน เป็นแหล่งเกิด O2
- ของร่างกาย 

 Hydrogen peroxides 

Hydrogen peroxides (H2O2) มักเกิดในร่างกายในหลายเนื้อเยื่อของร่างกาย โดยเฉพาะไม

โตคอนเดรีย โดยทั่วไป H2O2 เกิดโดยเอนไซม์ monoamine oxidases และเปลี่ยนรูปของ O2
- 

 Hydroxyl radicals 

Hydroxyl radicals (OH) มักเกิดผ่านปฏิกิริยาเฟนตัน (Fenton reactions) ปฏิกิริยานี้เร่ง 
โดยการเปลี่ยนแปลงไอออนของโลหะโดยเฉพาะ Fe3+ การเหนี่ยวน า H2O2 ด้วยแสง UV การท า

ปฏิกิริยาของกรด hypochlorous ด้วย O2
- 
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 Peroxyl และ alkoxyl radicals 

Peroxyl radicals (HO2
) และ alkoxyl radicals (RCO2

) ซึ่งเป็นตัวออกซิไดซ์ที่ดี อนุมูล
ดังกล่าวนี้เกิดจากการสลายตัวของสาร peroxides หรือผ่านปฏิกิริยา carbon-centered radicals 

ที่มี O2
 

 Singlet oxygen 

Singlet oxygen (1O2) เกิดจากปฏิกิริยาเร่งของแสง ส่งผลเสียต่อการเกิดความเสียหายต่อ 
ผิวหนังและตา 

 Peroxynitrites 

Peroxynitrites (ONOO-) เกิดจากปฏิกิริยาระหว่างอนุมูลอิสระ superoxide กับ NO โดย 
การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ nitric oxide synthetase 

2.2 การเกิดอนุมูลอิสระ 

ในร่างกายที่ต้องการออกซิเจนในการด ารงชีวิตมักจะมีการผลิตอนุมูลอิสระกลุ่ม ROS, RNS 
และ reactive chlorine species (Fridovich, 1999) นอกจากนี้  ยังพบกลุ่ม NOS ซึ่ งต้องการ
อ อ ก ซิ เจ น เช่ น กั น  ร ว ม ทั้ ง  tetrahydrobiopterin, nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate (NADPH), calmodulin, flavin adenine dinucleotide (oxidized; FAD), flavin 
mononucleotide (FMN), และ heme สารที่มีสมบัติรีดิวซ์ต่างๆ สามารถก่อให้เกิดอนุมูลได้เช่นกัน 
เช่น NADPH, NADH, FADH2 ในไมโทคอนเดรีย หรือแม้แต่ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารต่างๆ เช่น 
dopamine, epinephrine และ norepinephrine, flavins และ hemoglobin ที่มีโลหะทรานซิชัน 
รวมทั้งการใช้ออกซิเจนของ Cytochrome P-450 เป็นต้น (Fridovich, 1999; Wu et al., 2002) 

2.3 บทบาทของอนุมูลอิสระต่อร่างกาย 

อนุมูลอิสระก่อให้เกิดความเสียหาต่อเซลล์และเนื้อเยื่อของร่างกาย โดยเฉพาะ ROS ที่ถือว่ามี
ผลร้ายแรงในการเปลี่ยนแปลงระบบร่างกายของสิ่งมีชีวิต เนื่องจาก ROS เกี่ยวข้องกับระบบการ
ท างานของร่างกายที่ใช้ออกซิเจนในกระบวนการการหายใจ (Zhen et al., 2013) เมื่อมีปริมาณ ROS 
มากขึ้นจะสามารถท าลายเซลล์และสร้างความเสียให้แก่สารชีวโมเลกุลต่างๆ เช่น DNA โปรตีนและ
ไขมัน (Borg and Schaich, 1984; Kohen and Nyska, 2002) ในลักษณะของปฏิกิริยาลูกโซ่และ
ส่งผลให้เกิดภาวะอย่างหนึ่งในร่างกาย เรียกว่า “สภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress)” 
(McCord, 2000; ROCK et al., 1996; Zheng and Storz, 2000) อนุมูลอิสระมีบทบาทต่อการ
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เหนี่ยวน าของตัวน าส่งสัญญาณ การลอกแบบของยีน การควบคุมหน้าที่ของเอนไซม์ guarylate 
cyclase (Lander, 1997; Zheng and Storz, 2000) ผลต่อพัฒนาการของเซลล์ การเกาะตัวและ
การสร้างระบบเลือด ระบบหมุนเวียนโลหิตของร่างกายและระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายโดยไนตริกอ
อกไซด์ NOX (Fridovich, 1999) แม้ว่าอนุมูลอิสระจะมีความส าคัญต่อระบบต่างๆในร่างกาย แต่หาก
มีการผลิตมากเกินไป อาจส่งผลเสียต่อเซลล์ได้ (Fridovich, 1999; McCord, 2000) ยกตัวอย่างเช่น 
ROS ที่เกิดจากการเหนี่ยวน าของรังสีมีผลต่อสมบัติทางกายภาพ เคมีและการเสริมภูมิคุ้มกันของ
เอนไซม์ SOD ซึ่งมีผลต่อการอักเสบของเซลล์อีกต่อหนึ่ง อนุมูลอิสระส่งผลต่อการท าลายเซลล์ของ
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและเป็นตัวกลางน าไปสู่การเกิดโรคเรื้อรังหลายชนิด แต่อีกทางหนึ่ง อนุมูลอิสระที่
เกิดขึ้นนี้มีบทบาทส าคัญในการท าลายเชื้อโรคด้วยการกระตุ้นการท างานของเซลล์เม็ดเลือดขาวและ
เซลล์เม็ดเลือดแดง (McCord, 2000) จึงกล่าวได้ว่า อนุมูลอิสระมีบทบาททั้งดีและไม่ดีต่อร่างกาย 

2.4 โรคเสื่อม 

อนุมูลอิสระ ไม่ว่าจะเป็น reactive oxygen-species (ROS), reactive nitrogen species 
(RNS), carbon-centered radicals, and sulfur-centered radicals (Ohinata et al., 2000) 
ล้วนก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์และเนื้อเยื่อของร่างกาย โดยเฉพาะ ROS ที่ถือว่ามีผลร้ายแรงใน
การเปลี่ยนแปลงระบบร่างกายของสิ่งมีชีวิต เนื่องจาก ROS เกี่ยวข้องกับระบบการท างานของร่างกาย
ที่ใช้ออกซิเจนในกระบวนการการหายใจ (Zhen et al., 2013) เมื่อมีปริมาณ ROS มากขึ้นจะ
สามารถท าลายเซลล์และสร้างความเสียให้แก่สารชีวโมเลกุลต่างๆ เช่น DNA โปรตีนและไขมัน 
(Kohen and Nyska, 2002) ในลักษณะของปฏิกิริยาลูกโซ่และส่งผลให้เกิดภาวะอย่างหนึ่งในร่างกาย 
เรียกว่า “สภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress)” (McCord, 2000; ROCK et al., 1996) 
สภาวะนี้ได้รับการศึกษาและยืนยันแล้วว่า ท าให้เกิดโรคเสื่อม (degenerative disease) หลายชนิด
และปัจจุบันถือเป็นปัญหาที่ส าคัญของผู้คนทั่วโลก (Sailaja et al., 2011) นอกจากนี้ยังส่งผลให้
อวัยวะต่างๆในร่างกายท างานผิดปกติ ไม่ว่าจะเป็นระบบประสาท การไหลเวียนโลหิต ระบบภูมิคุ้มกัน 
(DeMartino and Slaughter, 1999; Shringarpure et al., 2001) โรคมะเร็ ง เบาหวาน ไขข้อ
อักเสบ โรคหัวใจ (Dalle Donne et al., 2006; Wu et al., 2002) ดังแสดงในรูปที่ 1 และรูปที ่2 
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รูปที่ 1 การเหนี่ยวน าด้วยสภาวะออกซิเดชันและการอักเสบที่น าไปสู่สภาวะเครียดออกซิเดชันที่

สัมพันธ์กับ โรคเสื่อมดัดแปลงจาก(Saeidnia and Abdollahi, 2013) 

 
รูปที่ 2 สมมติฐานเพ่ืออธิบายความสัมพันธ์ระหว่างสภาวะเครียดออกซิเดชันและการตายหรือการ

หยุดท างานของเซลล์ดัดแปลงจาก(Saeidnia and Abdollahi, 2013)  
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2.5 สารต้านอนุมูลอิสระ 

นักวิจัยได้คิดค้นเพ่ือหาสารที่สามารถต้านฤทธิ์อันตรายจากอนุมูลอิสระ ซึ่งมีชื่อว่า สารต้าน
อนุมูลอิสระ (antioxidant) ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระ สามารถยับยั้งอันตรายของอนุมูลอิสระได้โดยการ
หยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ (Chattopadhyay and Chattopadyay, 2008) สารต้านอนุมูล
อิสระมีทั้งที่เป็นเอนไซม์และไม่ใช่เอนไซม์ ซึ่งมีกลไกในการยับยั้งแตกต่างกัน เช่น การดักจับ (radical 
scavenging) การเปลี่ยนสถานะ (singlet oxygen quenching) การจับโลหะตัวก่อปฏิกิริยา (metal 
chelation) การสลายลูกโซ่ (chain breaking) การยับยั้งเอนไซม์ตัวเร่ง (enzyme inhibition) หรือ
หลายอย่างรวมกัน (synergism) (Singal et al., 1988) โดยทั่วไป สารต้านอนุมูลอิสระสามารถแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ มาจากธรรมชาติและได้จากการสังเคราะห์ ซึ่งสารที่ได้จากการสังเคราะห์ 
เช่น BHA, BHT นิยมใช้ในอุตสาหกรรมหลายชนิดและมีฤทธิ์สูง อย่างไรก็ตาม สารสังเคราะห์มักมี
ผลข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์ต่อสุขภาพ (Yanishlieva and Marinova, 2001) ส่วนสารต้านอนุมูล
อิสระที่ได้จากธรรมชาติ เช่น Vitamin C, vitamin E, flavonoid, anthocyanin, carotenoids lay 
ubiquinones, glutathione. gluta-thione peroxidase (GPX), glutathione reductase, 
glutathione transferase las superoxide dismutase (SOD) (เปลี่ยน O2 เป็น H2O2) (Takci et 
al., 2013) 

2.6 สารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติ 

สารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ ดังรายละเอียด 

 สารต้านอนุมูลอิสระที่เป็นเอนไซม์ 

ในร่างกายคนประกอบด้วยเอนไซม์หลายชนิดที่ท าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น 
superoxide dismutases, glutathione peroxidases และ Catalase เนื่องจากสามารถปกป้อง
อวัยวะหรือ สารชีวโมเลกุลจากอนุมูลอิสระเอนไซม์ superoxide dismutases ท าหน้าที่เปลี่ยน 
superoxide anions ให้ เป็น hydrogen peroxide โดยเอนไซม์ประกอบด้วยเอนไซม์ย่อย คือ 
catalase ที่ท าหน้าที่ เปลี่ยน hydrogen peroxide ให้ เป็นน้ าและออกซิ เจน ขณะที่ เอนไซม์ 
glutathione peroxidases จะท าหน้าที่ให้อิเล็กตรอน 2 ตัว เพ่ือยับยั้ง peroxides ซึ่งเป็นสารตั้งต้น
ของปฏิกิริยา Fenton reaction (Rahman, 2007) 

 สารต้านอนุมูลอิสระที่ไม่ใช่เอนไซม์ 

สารต้านอนุมูลอิสระกลุ่มนี้ ส่วนใหญ่เป็นวิตามินและสารพฤกษเคมี ดังรายละเอียดต่อไปนี้ 
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Vitamin C และ vitamin E ช่วยบ ารุงสุขภาพและป้องกันโรคหลายชนิด Vitamin C เป็น 
สารต้านอนุมูลอิสระที่ละลายน้ าได้และเป็นสารที่ท าหน้าที่ป้องกันอนุมูลอิสระในเลือดและพลาสมา 
Vitamin E ประกอบด้วยโครงสร้างที่ ใหญ่กว่าวิตามินซี มีโครงสร้างที่คล้ายคลึงกัน 4 รูปแบบ 
โครงสร้างที่พบมากที่สุด คือ tocopherol ซึ่งจัดเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ละลายในลิพิด (Carocho 
and Ferreira, 2013; Niki et al., 2018) 

Vitamin K เป็นอีกหนึ่งสารที่ละลายในลิพิด ท าหน้าที่เปลี่ยนกลูตาเมตให้เป็น carboxyglu-
tamates ในโปรตีนชนิดต่างๆ มีหลายโครงรูป แต่โครงรูปที่ถือว่ามีความส าคัญและท าหน้าที่ต้าน
อนุมูลอิสระดีที่สุด คือ 1,4-naphthoquinone (Carocho and Ferreira, 2013) 

Carotenoids คือ กลุ่มสารสีที่สังเคราะห์ในพืชและจุลินทรีย์ โครงสร้างของแคโรทีนอยด์
ประกอบด้วยโครงสร้างพันธะคู่ภายในซึ่งแสดงบทบาทส าคัญในการต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจากท าให้
เกิดการเควนชิง (quenching) ของ singlet oxygen และท าให้แคโรทีนอยด์ถูกกระตุ้น แล้วส่งต่อ
ให้กับอนุมูลอิสระตัวอื่นๆ ได้ต่อไป (Carocho and Ferreira, 2013) 

Coenzyme Q10 มีความส าคัญในเมทาบอลิซึมของเซลล์และลูกโซ่หายใจ ท าหน้าที่ป้องกัน 
การเกิดอนุมูลเพอรอกซี่เช่นเดียวกับวิตามินอี (Turunen et al., 2004) 

Uric acid คือ ผลิตภัณฑ์สุดท้ายในเมแทบอลิซึมเพียวรีนนิวคลีโอไทด์ ในร่างกายมนุษย์ช่วย
ป้องกันไม่ให้ฮีโมโกลบินท าปฏิกิริยากับ peroxides นอกจากนี้ ยังช่วยป้องกันการแตกของเม็ดเลือด
แดงและจับกิน singlet oxygen และอนุมูล hydroxyl อย่างมีประสิทธิภาพ (Burjanivova et al., 
2006) 

Glutathione คือ tripeptide ที่อยู่ภายในเซลล์ ช่วยปกป้องเซลล์จากอนุมูลอิสระ โดยการ
ให้อิเล็กตรอนหรืออะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระ นอกจากนี้ ยังเป็นตัวการส าคัญในการสร้างสาร
ต้านอนุมูลอิสระตัวอื่น เช่น ascorbate (Carocho and Ferreira, 2013) 

Minerals ส่วนใหญ่พบในปริมาณเล็กน้อย ท าหน้าที่ส าคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึม 
ตัวอย่างแร่ธาตุที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น selenium, Copper, manganese และ zinc แม้ว่าแร่
ธาตุต่างๆ ที่กล่าวมาจะไม่ได้ออกฤทธิ์โดยตรงต่ออนุมูลอิสระ แต่มีความส าคัญต่อการท างานของ
เอนไซม์ที่ต่อต้านอนุมูลอิสระ เช่น metalloenzymes, glutathione peroxidase และ thiored- 
oxinreductase (Tabassum et al., 2010) 

Flavonoids คือ กลุ่มของสารเคมีที่ประกอบด้วยโครงคาร์บอน 15 อะตอม ประกอบด้วยวง
เบนซิน 2 วง ที่จับกับสายคาร์บอน 3 ต าแหน่ง คือ C6-C3-C6 ซึ่งโครงคาร์บอนนี้ ท าให้เกิดความ
หลากหลายของโครงสร้างเคมี ซึ่งแบ่งเป็นหลายกลุ่ม เช่น flavones, flavonols, flavanones, 
flavononols, flavanes, flavanols, anthocyanidins, anthocyanins, chalcones แ ล ะ 
dihydro-chalcones ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของฟลาโวนอยด์เกี่ยวข้องกับหมู่ phenolic hydroxyl ที่
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จับในวงเบนซินและท าหน้าที่ เป็นตัวรีดิวซ์ (reducing agents), hydrogen donators, singlet 
oxygen quenchers, superoxide radical scavengers และ metal chelators ตัวอย่างฟลาโว
นอยด์ที่ส าคัญ ได้แก่ catechin, catechin gallate, quercetin and kaempferol (Procházková 
et al., 2011) 

Phenolic acids โดยทั่วไปแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ benzoic acids และ cinnamic 
acids ซึ่งพบมากในรูป hydroxybenzoic และ hydroxycinnamic acids และพบทั้งในรูปที่เป็น
อิสระและรูปที่ติดกับโมเลกุลอ่ืน ท าหน้าที่เป็น chelators และตัวดักจับอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะ 
hydroxyl และ peroxyl radicals, superoxide anions และ peroxynitrites ในบรรดากรดฟีนอ
ลิก gallic acid ถือว่ามีความส าคัญที่สุดเนื่องจากเป็นสารตั้งต้นของแทนนินส์ที่ถูกสลายทั้งหมดและ
ยังเป็นส่วนประกอบในแทนนินส์โครงสร้างแข็ง (Baderschneider and Winterhalter, 2001) 

ในบรรดาสารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติ สารประกอบจากพืชถือเป็นแหล่งที่มีมากที่สุด ซึ่ง
สารต้านอนุมูลอิสระที่มาจากพืช เรียกว่า สารพฤกษเคมี (phytochemicals) เช่น vitamin, B-
carotene, carotenoid และ polyphenol (Kim et al., 2006) รูปที่ 3 แสดงโครงสร้างสารต้าน
อนุมูลอิสระบางชนิดที่มาจากธรรมชาติ                   

OHO

HO OH

OH
OH
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         (a)      (b) 
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(c)     (d) 

รูปที่ 3 โครงสร้างเคมีของสารต้านอนุมูลอิสระบางชนิด: (a) ascorbic acid, (b) 8-carotene,  
(c) flavonoid และ (d) anthocyanin 
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2.7 สารพฤกษเคมี 

สารพฤกษเคมี คือ สารเคมีที่สร้างโดยพืชซึ่งมีคุณสมบัติในการป้องกันโรคเสื่อมที่เกิดจาก
อนุมูลอิสระได้ เป็นสารที่ไม่จ าเป็นในการเจริญเติบโตของพืชแต่จ าเป็นในกระบวนการป้องกันอันตราย
ต่อพืช สารกลุ่มนี้ที่ส าคัญ คือ สารประกอบพอลีฟีนอล เช่น ฟลาโวนอยด์ หรือ คาเทชิน  (Decker, 
1995; Fang et al., 2002) มีรายงานที่กล่าวถึงฤทธิ์ของสารกลุ่มนี้ต่ออนุมูลอิสระ เช่น เพ่ิมความ
ทนทานของเม็ดเลือดแดงต่อ สภาวะเครียดออกซิเดชัน (Fang, 1998) ยับยั้งการดัดแปลงไลโพโปรตีน
ความหนาแน่นต่ า (Cousin et al., 2001) ลดความเข้มข้นซีรัมในคลอเรสเตอรอลและเพ่ิมความ
เข้มข้นของไลโพโปรตีนความหนาแน่นสูง ยับยั้งการเจริญและเหนี่ยวน าการตายของเซลล์มะเร็งหลาย
ชนิด (Fang, 1998; Yang et al., 1998) 

สารต้านออกซิเดชันกลุ่มวิตามิน เช่น vitamins C และ E ช่วยปกป้องอนุมูล ROS ได้แต่ฤทธิ์
อาจสู้สารประกอบที่พบในพืชไม่ได้  (Bors et al., 1990) ทั้งนี้เนื่องมาจากโครงสร้างทางเคมีของ
สารพฤกษเคมีประกอบด้วยวงเบนซินที่ท าให้อิเล็กตรอนสามารถเคลื่อนที่ได้ดีท าให้เมื่อจับกับอนุมูล
อิสระแล้วยังมีความเสถียรและไม่เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ ลักษณะกลไกเช่นนี้ เรียกว่า การดักจับหรือการ
จับกินอนุมูล อิสระ (Steinmetz and Potter, 1991; Stich and Rosin, 1984) นอกจากนี้ สิ่ งที่
น่าสนใจอย่างมากของสารพอลิฟีนอล คือ ฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็ง (Huang et al., 1992) ซึ่งท า
ให้มีการศึกษาสารพฤกษเคมีอย่างกว้างขวาง สารพฤกษเคมีแบ่งออกเป็นหลายประเภทตามลักษณะ
โครงสร้างทางเคมีและจ านวนคาร์บอนท่ีเป็นองค์ประกอบได้ดังนี้ 

สารประกอบฟีนิลิก ถือเป็นสารพฤกษเคมีกลุ่มใหญ่ที่สุดที่มีในพืช สามารถแบ่งออกเป็น 3 
ชนิดด้วยกัน คือ ฟลาโวนอยด์ กรดฟีนอลิกและพอลิฟีนอล ซึ่งในบรรดาสารทั้ง 3 กลุ่มท่ีกล่าวมา ฟลา
โวนอยด์ถือเป็นสารกลุ่มใหญ่ที่สุดและยังเป็นสารประกอบที่มีการศึกษาอย่างแพร่หลายที่สุด (Ozdal 
et al., 2013) ส่วนกรดฟีนอลิกที่พบมาก คือ hydroxybenzoic และ hydroxyl-cinnamic acids 
ส่วนพอลิฟีนอลที่พบมากท่ีสุด คือ แทนนินส์ (tannins) 

ฟลาโวนอยด์เป็นสารธรรมชาติที่ได้รับความสนใจศึกษาฤทธิ์ที่จะน ามาใช้ในการรักษาโรค
เสื่อม ฟลาโวนอยด์ปรากฏในหลายรูปแบบ เช่น aglycones, glucosides และอนุพันธ์ของหมู่เมธิล 
(methylated derivatives) ปัจจุบัน มีการค้นพบฟลาโวนอยด์มากกว่า 5,000 ชนิด ซึ่งประมาณ 
650 คือ ฟลาโวน (favones) และประมาณกว่า 1,030 คือ flavonoids (Pretorius et al., 2003) 
รูปที่ 4 แสดงโครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกบางชนิด 
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รูปที่ 4 โครงสร้างเคมีของสารประกอบฟีนอลิกบางชนิด: catechin (a), caffeic acid (b), 
chlorogenic acid (c), ouercetin (d), gallic acid (e), kaempferol (f)  

 (Ozdal et al., 2013) 

จากรายงานที่ผ่านมา สารพฤกษเคมีสามารถป้องกันโรคได้หลายชนิดด้วยกลไกการออกฤทธิ์
ที่แตกต่าง กันดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 ฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ของสารพฤกษเคมี(Kumar et al., 2008; Patel and 
Wunderlich, 2010) 

สารพฤกษเคมี ฤทธิ์ กลไกการออกฤทธิ์ 

Alkaloids ต้านไวรัส จับกับผนังเซลล์และ DNA 
Coumarins ต้านไวรัส จับกับ DNA 
Flavonoid ต้านจุลินทรีย์ จับกับผนังเซลล์ 
 แก้ท้องร่วง ยับยั้งการปล่อยสาร autocoids และ 

prostaglandins ยับยั้งการขับถ่ายของเหลว 
Glycosides  แก้ท้องร่วง ย้ายน้ าผ่านผนังเซลล์ ยับยั้งผนังล าไส้ไม่ให้ปล่อย

สารสื่อ  
Polyphenols and 
Tannins 

ต้านจุลินทรีย์ 
แก้ท้องร่วง 
แก้พยาธิ 

ประสาท actylcholine 
ยับยั้งการปล่อยสาร autocoids และ 
prostaglandins ยับยั้งการขับถ่ายน้ า 

Quinones ต้านจุลินทรีย์ ยับยั้งเอนไซม์ และจับกับผนัง DNA 
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สารพฤกษเคมี ฤทธิ์ กลไกการออกฤทธิ์ 

Saponins แก้ท้องร่วง จับกับผนังเซลล์ ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 

Steroids แก้พยาธิ  
แก้ท้องร่วง 

ยับยั้งการปลดปล่อยอีสตามีน 
เพ่ิมการส่งผ่านผนัง 

Terpenoids ต้านจุลินทรีย์ เพ่ิมการดูดกลับโซเดียมและน้ าของล าไส้เล็ก 

Tannins 

 

ต้านจุลินทรีย์ 

 

ยับยั้งการปล่อยสาร autocoids และ
prostaglandins ยับยั้งการขับถ่ายของเหลว 

 

ปัจจุบัน การศึกษาเกี่ยวกับสารพฤกษเคมีได้รับความสนใจมากและมีการวิจัยเพ่ิมขึ้นมาก 
(Mejia et al., 2009) พบว่า คาเทชิน จากใบชาช่วยป้องกันเยื่อหุ้มประสาทจากอนุมูลอิสระที่
เหนี่ยวน าจากโลหะได้ (Suraphad et al., 2017) ตรวจสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันและต้านไขมันจาก
ส้มโอ (Citrus grandis L. Osbeck) ในประเทศไทย ซึ่งพบว่า สารสกัดจากส้มโอช่วยต้านไขมันได้และ
ยังมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันได้ดีด้วย 

ตลอดระยะที่ผ่านมา มีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชที่หลากหลาย 
(Floegel et al., 2011) ซึ่งวิธีที่ง่าย สะดวกและนิยมมากวิธีหนึ่ง คือ เทคนิคทางสเปกโทรสโกปี เช่น 
DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay (Abu Bakar et al., 2009; Kim et al., 2003; Ma 
and Vosseller, 2013; Nguyen et al., 2015; Nour et al., 2013; Sati et al., 2013; Thaipong 
et al., 2006) นอกจากนี้ ยังมีวิธีอ่ืนที่ได้รับความนิยมเช่นกัน เช่น trolox equivalent antioxidant 
capacity assay (TEAC), hydroxyl radical scavenging activity (HRSA), superoxide radical 
scavenging activity (SRSA) (Mäkynen et al., 2013) แ ล ะ  cupric reducing antioxidant 

capacity assay (CUPRAC) (Bektaşoǧlu et al., 2006) 

2.8 สารพฤกษเคมีในองุ่นและฤทธิ์ทางชีวภาพ  

จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมา มีพืชหลากหลายชนิดที่ระบุว่าประกอบด้วยสารพฤกษเคมี
จ านวนมากและมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดี โดยเฉพาะพืชสมุนไพร ผักและผลไม้ ซึ่งพืชเหล่านี้ พบว่า
ประกอบด้วย สารประกอบฟีนอลิกที่หลากหลายและมีผลในการท าลายหรือป้องกันอนุมูลอิสระที่ดี 
(Cousin et al., 2001; Fang, 1998; Fang et al., 2002; Pyo et al., 2004) 

องุ่น (Grapes) เป็นผลไม้ที่ได้รับความสนใจและมีรายงานการศึกษาสารพฤกษเคมีมากชนิด
หนึ่ง ปัจจุบันมีรายงานการศึกษาที่กล่าวไว้ว่า องุ่นประกอบด้วยสารพฤกษเคมีในปริมาณมากและเป็น
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แหล่งของสารพฤกษเคมีที่ดีและมีฤทธิ์ทางชีวภาพสูง โดยเฉพาะฤทธิ์การต้านออกซิเดชันสารพฤกษ
เคมีที่พบในองุ่น ได้แก่ anthocyanins, resveratrol (Pezzuto, 2008), anthocyanins (Yang et 
al., 2009), สารประกอบ ฟีนอลิก เช่น catechin, epicatechin gallate, procyanidin B1, rutin, 
gallic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, pelargonidin-3-glucoside, cyanidin-3-
glucoside, cyaniding-3,5diglucoside and dolphin- idin-3-glucoside (Lima et al., 2014) 
เป็นต้น และมีรายงานการวิจัยยืนยัน แล้วว่า สารพฤกษเคมี ที่พบในองุ่นมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดี ดั ง
รายละเอียดต่อไปนี้ 

 Antioxidant activity 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารประกอบชีวภาพจากองุ่นมีการศึกษาจ านวนมาก ได้แก่ การดัก
จับอนุมูลอิสระ ยับยั้งปฏิกิริยา lipid oxidation, reducing power และความสามารถในการจับ
โลหะ (metal chelating) (Meyer and Schulz, 1997; Tsuchiya et al., 1996) สารสกัดจากส่วน
ต่างๆ ขององุ่น ไม่ว่าจะเป็นน้ าคั้นสด ไวน์ ใบ กิ่ง ล าต้น ล้วนมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน สารส าคัญที่
เกี่ยวกับฤทธิ์ดังกล่าวนี้  คือ สารประกอบพอลิฟีนอล ซึ่งขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น สายพันธุ์ 
ส่วนประกอบของดิน สภาพอากาศ ภูมิศาสตร์และการเพาะปลูก (Bruno and Sparapano, 2007) 

 Antimicrobial activity 

สารสกัดจากองุ่นมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียได้ดีทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (Jayaprakasha et 
al., 2003) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง สารสกัดจากเมล็ดองุ่นที่มีรายงานว่ามีประสิทธิภาพสูงกว่าสารสกัดจาก
ส่วนอื่นๆขององุ่น (Ychas and Aroutounian, 2009) 

 Cardioprotective action 

น้ าสกัดจากองุ่นช่วยลดอาการ hypercholesterolemic-induced platelet aggregation 
ในกระต่ายได้ (Shanmueanayagam et al., 2007) นอกจากนี้  มีรายงานเกี่ยวกับสาร antho-
cyanins จากผิวองุ่นและไวน์องุ่น สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ phosphodiesterase-5 ซึ่ง
ช่วยลดอาการเสียงของโรคหัวใจจากสภาวะ vasorelaxation (Dell’Agli et al., 2005; Ychas and 
Aroutounian, 2009) สารสกัดจากองุ่นช่ วยลดปริมาณ plasma cholesterol (Auger et al., 
2004) แ ล ะ เ พ่ิ ม ป ริ ม า ณ  high density lipoprotein (HDL) แ ต่ ล ด ป ริ ม า ณ  low density 
lipoprotein (LDL) (Castilla et al., 2006) 
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 Anticancer activities 

มีรายงานการวิจัยจ านวนมากที่ศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดองุ่น (Jung et al., 
2006) พบว่าน้ าองุ่นสามารถยับยั้งการก่อมะเร็งจากความเสียหายของ DNA ในหนูได้ (Singletary et 
al., 2003) พบว่า สารสกัดจากองุ่นสามารถยับยั้งการสังเคราะห์ DNA ในเซลล์มะเร็งเต้านม มีการ
ค้นพบสารสกัดจากผิวองุ่นซึ่งสามารถควบคุมการตายของเซลล์ คือ hosphatidylinositol 3-kinase-
Akt และ mitogen-activated protein kinase Survival path-ways โดยสารสกัดจากองุ่นจะไปลด
ระดับการลอกแบบของยีน Akt และเพ่ิมการสลาย proteosome (Hudson et al., 2007) 

 Antiaging activity 

มีหลักฐานยืนยันแน่ชัดว่าสารสกัดจากองุ่นน่าจะช่วยลดความแก่ชราอันเนื่องมาจากการสั่ง
การของระบบประสาทได้ (Joseph et al., 2005) การรับประทานสารสกัดจากเมล็ดองุ่นช่วยลดการ
ถูกท าลายของ DNA ที่จะน าไปสู่ความชราได้ นอกจากนี้ นักวิจัยยังกล่าวว่า สารสกัดจากองุ่นช่วย
ต่อต้านปฏิกิริยา lipid peroxidation ในระบบประสาทส่วนกลางของหนูแก่ได้ (Balu et al., 2006) 

 Anti-glycation activity 

Protein glycation เกิดจากปฏิกิริยาระหว่างกลูโคสและหมู่อะมิโนของโปรตีน ท าให้เกิดหมู่
ที่แตกต่างกันในโครงสร้างโปรตีน ซึ่งรู้จักในชื่อ advanced glycation end-products (AGEs) 
(Singh and Rajamani, 2001) มีรายงานแน่ชัดแล้วว่า protein glycation ท าให้เกิดโรคหลายชนิด 
เช่น เบาหวาน หลอดเลือดอุดตัน ไตวายและสมองเสื่อม สารสกัดจากผิวองุ่นเป็นสารต้านออกซิเดชัน
ซึ่งสามารถกดการสังเคราะห์ AGEs ได ้(Fiori et al., 2014; Jariyapamornkoon et al., 2013)  

2.9 การตรวจสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 

ตลอดเวลาที่ผ่านมามีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่หลากหลาย ซึ่งวิธีที่
ท าได้ง่ายและสะดวก คือ วิธีทางสเปกโทรสโกปี เช่น DPPH assay, ABTS assay, ORAC assay และ 
FRAP assay (Baker, 2009; Kim et al., 2003; Thaipong et al., 2006) นอกจากนี้ ยังมีวิธีอ่ืนที่
ได้ รับความนิยมอีก เช่น  trolox equivalent antioxidant capacity assay (TEAC), hydroxyl 
radical scavenging activity (HRSA), superoxide radical scavenging activity (SRSA) 
(Mäkynen et al., 2013) แ ล ะ  cupric reducing antioxidant capacity assay (CUPRAC) 

(Bektaşoǧlu et al., 2006) โดยรายละเอียดมี ดังนี้ 
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+antioxidant 

 วิธีดักจับอนุมูลอิสระ ABTS  

วิธีดักจับอนุมูล อิสระ ABTS นี้ เป็นวิธีวัดทางอ้อมโดยใช้สาร  2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) หรือ ABTS มีสูตรโมเลกุล C18H18N4O6S4 (ดังรูปที่ 5) 
มาท าให้เป็นอนุมูลอิสระโดยการถูกออกซิไดซ์ด้วยโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต ให้กลายเป็น ABTS+• ซึ่ง

เป็นอนุมูลที่มีสีฟ้า-เขียว มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (max) ที ่660, 734 และ 820 nm แต่จะนิยมวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 nm (Re et al., 1999) และสามารถน าไปค านวณเป็น % inhibition 

ผลการวิเคราะห์จะค านวณเป็นค่าที่สัมพันธ์กับสารต้านออกซิเดชันมาตรฐาน  Trolox 
จึงมีชื่อว่า Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) 

ข้อดีของวิธีนี้ คือ ท าได้ง่าย และอนุมูล ABTS+• จะท าปฏิกิริยาอย่างรวดเร็วกับสารต้าน 
ออกซิเดชัน นอกจากนี้ อนุมูล ABTS+• ละลายได้ทั้งในน้ าและตัวท าละลายอินทรีย์ จึงท าให้ศึกษาได้
ทั้งในสารที่ละลายในน้ าและละลายในไขมัน ส่วนข้อเสียของวิธีนี้ คือ ABTS ไม่ใช่สารตามธรรมชาติ 
   ABTS+•       ABTS 

                              max734 nm      colourless 
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รูปที่ 5 โครงสร้างเคมีของ ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) 

           (Zulueta et al., 2009) 

 วิธีดักจับอนุมูลอิสระ DPPH  
อนุมูล  DPPH• (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) (ดังรูปที่  6 ) เป็นอนุมูล

ไนโตรเจนที่คงตัว มีสีม่วง อยู่ในรูปอนุมูลอิสระอยู่แล้ว โดยไม่ต้องผ่านการเตรียมให้เป็นอนุมูลอิสระ
เหมือนกับกรณีอนุมูล ABTS+• การวิเคราะห์เป็นการวัดความสามารถของสารสกัดในการก าจัดอนุมูล
อิ ส ร ะ  โด ย วิ ธี ให้ ไฮ โด ร เจ น อ ะต อ ม  ก ารวั ด ท า โด ย ใช้ เค รื่ อ งวั ด ค่ า ก า รดู ด ก ลื น แ ส ง 
(spectrophotometer) วัดการลดลงของสี เมื่อเติมสารต้านออกซิเดชันลงไป โดยวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร (Ii et al., 2001) 
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รูปที่ 6 โครงสร้างเคมีของอนุมูล DPPH 

อนุมูลอิสระ DPPH ใช้ ในการทดสอบความสามารถในการท าลายอนุมูล อิสระ 
(scavenging activity) ของสารสกัดมีสีม่วงในเมทานอลและเมื่อได้รับ H จะเปลี่ยนเป็นสารละลายสี
เหลือง (Blois, 1958) ตามสมการดังนี้  

  DPPH•   +   RH    DPPH-H   +   R• 
  สีม่วง  ตัวอย่างทดสอบ   สีเหลือง 

 ค่าท่ีวัดได้จะแสดงความสามารถในการต้านออกซิเดชันออกมาเป็นค่า % inhibition  
  ข้อดีของวิธีนี้ คือ ท าได้ง่าย นิยมใช้เป็นวิธีเบื้องต้นในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลของสาร

ต้านออกซิเดชันจากธรรมชาติ 
ข้อเสียของวิธีนี้ คือ อนุมูล DPPH• มีความคงตัวไม่ว่องไวต่อการท าปฏิกิริยาเหมือน

อนุมูลที่เกิดในเซลล์หรือร่างกาย ดังนั้นวิธีนี้จึงไม่สามารถแยกแยะหรือจัดอันดับอนุมูลที่มีความไวสูงได้ 

 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  FRAP (ferric ion 
reducing antioxidant power) 

การวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริก (ferric ion reducing antioxidant 
power (FRAP)) ของสารต้านอนุมูลอิสระโดยวิธีนี้ อาศัยหลักการถ่ายเทอิเล็กตรอนของสารต้าน
อนุมูลอิสระให้กับสารประกอบเชิงซ้อน [Fe(III) (TPTZ)2]3+ ท าให้เกิดการเปลี่ยนรูปเป็น [Fe(II) 
(TPTZ)2]2+ ดังแสดงในรูปที่ 7 

 
 
 

 
 

รูปที่ 7 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ FRAP  (Benzie & Szeto, 1999)  
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ซึ่งสารในรูป [Fe(II)(TPTZ)2]2+ สามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร 
ปริมาณของ [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ที่เกิดขึ้นสามารถประมาณความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระได้ในรูป FRAP value เทียบกับกราฟมาตรฐานของเฟอร์รัสซัลเฟต (FeSO4) ซึ่งขั้นตอนโดย
ละเอียดของวิธีนี้ ได้แก่ การท าให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อน [Fe(III)(TPTZ)2]3+ ที่ประกอบด้วยการน า
สารละลาย TPTZ (2,4,6-tri (2-pyridyl)-striazine) ที่ละลายด้วยกรดไฮโดรคลอริกเจือจางมาท า
ปฏิกิริยากับสารละลายอะซิเตตบัพเฟอร์และสารละลายเฟอริกไตรคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต จากนั้นท า
การรีดิวซ์เฟอร์ริกโดยการเติมสารละลายมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟตหรือสารตัวอย่าง (สารต้านอนุมูล
อิสระ) และตั้งทิ้งไว้ในที่มืด วิธีนี้เป็นวิธีที่ง่าย ใช้เวลาน้อย ราคาถูก และสามารถท าซ้ าแล้วให้ผล
เหมือนเดิม แต่ข้อเสีย คือ ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเป็นปฏิกิริยาเคมีที่ไม่เกี่ยวข้องกับสภาวะของร่างกายและ
สารละลายที่ใช้อ้างอิงต้องใช้น้ าปราศจากไอออน (deionized water) (Pulido et al., 2000)  

 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  CUPRAC (cupric 
reducing antioxidant capacity)  

วิธีการนี้อาศัยหลักการของสารต้านอนุมูลอิสระสามารถถ่ายเทอิเล็กตรอนให้กับ 
สารประกอบเชิงซ้อน [Cu(II)(Nc)2]2+ ท าให้เกิดการเปลี่ยนรูปเป็น [Cu(I)(Nc)2]+ ดังสมการ 

Cu(Nc)2+ + Ar(OH)n    nCu(Nc)2+ + Ar(=O)n + nH+  
สีฟ้า      สีเหลืองส้ม      
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 สีฟ้า สีเหลืองส้ม 

 รูปที่ 8 แสดงโครงสร้าง CUPRAC reagent ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ  

ซึ่ง [Cu(I)(Nc)2]+ มีความสามารถในการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
ปริมาณของ [Cu(I)(Nc)2]+ ที่เกิดขึ้นสามารถประมาณความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้
ซึ่งขั้นตอนโดยละเอียดของวิธีการนี้  ได้แก่ การท าให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อน [Cu(II)(Nc)2]2+ 
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ประกอบด้วยน าสารละลาย CuCl2 มาท าปฏิกิริยากับสารละลาย ammonium acetate และ 
สารละลาย neocuproene จากนั้นท าการรีดิวซ์คอปเปอร์โดยการเติมสารต้านอนุมูลอิสระ ปฏิกิริยา
นี้เกิดได้สมบูรณ์ภายใน 30 นาที (Apak et al., 2013) 

2.10 องุ่นป่า 

องุ่นป่ า (wild grape; Ampelocissus martini Planch.) พบได้ทั่ ว ไปในประเทศไทย 
เวียดนาม กัมพูชา ลาว มาเลเซีย บอร์เนียวและฟิลิปปินส์ (Wen et al., 2013) มีชื่อวิทยาศาสตร์ 
ดังนี้  Kingdom: Plantae, Division: Magnoliophyta, Class: Magnoliopsida, Order: Theales, 
Family: Vitaceae, Genus: Ampelocissus, Species: martinii 

เป็นสมุนไพรพ้ืนบ้านมาช้านาน ล าต้นและผลขององุ่นป่ามีลักษณะคล้ายองุ่นที่ปลูกเพ่ือ
การค้า นอกจากนี้ สีและขั้นการเจริญของผลยังมีลักษณะคล้ายกันอีกด้วย (รูปที่ 9) จึงอาจเป็นไปได้
ว่าสารพฤกษเคมีที่ประกอบอยู่ในผลองุ่นป่าอาจมีความคล้ายกับองุ่นซึ่งเป็นผลไม้ที่มีการศึกษา
สารพฤกษเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตาม การศึกษาเกี่ยวกับสารพฤกษเคมีใน
องุ่นป่ายังมีน้อยมากโดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศไทย  

 

     
(1)                                        (2)                           (3) 

รูปที่ 9 ผลขององุ่นป่าระยะการเจริญเติบโตต่างกัน คือ อ่อน (1), แก่ (2), และสุก (3) 
 

Ampelocissus อยู่ในจีนัส VITACEAE ซึ่งประกอบด้วยสมาชิกมากกว่า 90 สปีชีส์ พบได้
ทั่วไปในเขตร้อนแถบแอฟริกา เอเชีย อเมริกากลาง ชายทะเล การศึกษาพืชกลุ่มนี้  เริ่มจาก A. 
latifolia, เนื่องจากมีชื่อพ้องกับ Vitislatifolia ในประเทศอินเดีย (Chen and Manchester, 2007) 
พืชในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่เป็นพืชสมุนไพรหรือไม้ยืนต้นและมีดอกช่อมักเป็นเถาและเลื้อยตามต้นไม้ ผลมี
ลักษณะคล้ายลูกองุ่น ประกอบด้วย 1-4 เมล็ด มีโครโมโซมแบบ diploid จ านวน 40 (2n=40) 
ตัวอย่างพืช ได้แก่ Anusrugosa L., Ambrosia artemisiifolia L., Scutellariabarbata D. Don, 
Tabernaem-ontana divaricate, Larreadivaricate, Prunus Africana และ Uapacakirkiana 
เป็นต้น สารพฤกษเคมีในพืชกลุ่มนี้ ได้แก่ tannins, gallotannins, flavanols (Muchuweti et al., 
2006) สารสกัดจาก Prunusafricana และ Warburgiougandensis ใช้รักษาโรคหอบหืด (Karani 
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et al., 2013), สารประกอบฟีนอลิกส าหรับยับยั้งการเจริญของเซลล์จาก Larreadivaricata (Cav.) 
(Palacio et al., 2012) และแคโรทีนอยด์จาก Scutellariabarbato D. Don (Liu et al., 2014) 

2.11 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับปริมาณสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพในกากไวน์ 

  (Muñoz-Bernal et al., 2021) รายงานการวิจัยของประชาชนที่บริโภคไวน์แดงและอาหาร
แถบเมดิเตอเรเนียนจะมีอัตราเสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจต่ า ทั้งนี้เกิดจากสารกลุ่มพอลิฟีนอลในไวน์แดง 
นอกจากนี้กากไวน์ก็ถือเป็นแหล่งของสารประกอบฟีนอลที่ดีอีกเช่นกัน สารประกอบฟีนอลช่วย
ป้องกันการเกาะกันของเกล็ดเลือดส่งผลต่อการเกิดโรคหัวใจดังกล่าว สารประกอบฟีนอลในไวน์แดง
และกากไวน์ยังช่วยป้องกันไม่ให้เกิดอนุมูลออกซิเจนรวมทั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของลิพิดโดยเฉพาะ
ลิพิดที่มีความหนาแน่นต่ า ยิ่งกว่านั้นสารประกอบฟีนอลบางตัว เช่น เรสเวอราทรอล ยังช่วยส่งเสริม
การสร้างเอนไซม์ที่เร่งการผลิตไนตริกออกไซม์และ vasorelaxation โดยสรุปแล้ว สารกลุ่มพอลิฟี
นอลในไวน์แดงและกากไวน์ท างานร่วมกันในการป้องกันการเกิดโรคหัวใจ  

(Jiménez-Martínez et al., 2019) ศึกษาผลของสารฟีนอลต่อคุณภาพไวน์ พบว่าสารบาง
ตัว เช่น แทนนินส์ เกี่ยวข้องกับรสฝาดของไวน์หรือแอนโทไซยานินส์จะท าให้สีและคุณภาพของไวน์
เปลี่ยนแปลง ดังนั้นการทดสอบปริมาณแทนนินส์อาจช่วยลดความฝาดของผลิตภัณฑ์ไวน์ได้ 
การศึกษาครั้งนี้ใช้กากองุ่นที่ใช้ผลิตไวน์แดงมาทดสอบ ผลการทดลอง พบว่าปริมาณของเปลือกองุ่น
และระยะเวลาการหมักจะส่งผลต่อรสชาติและสีของไวน์ อย่างไรก็ตามคุณภาพของไวน์ยังขึ้นกับความ
แตกต่างของพันธุ์องุ่นด้วยเนื่องจากประกอบด้วยแทนนินส์และแอนโทไซยานินส์ปริมาณต่างกัน 
ผลการวิจัยชี้ให้เห็นว่า กากไวน์ถือเป็นตัวอย่างที่น่าสนใจในการน ามาใช้ผลิตไวน์ซ้ าที่มีคุณภาพสูง 

(Bekhit et al., 2019) ศึกษาผลของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดรวมทั้งกากไวน์ที่มาจาก
ส่วนที่แตกต่างกันต่อรูปแบบของสารประกอบฟีนอลและฤทธิ์ต้านเชื้อไข้หวัดใหญ่ของสารสกัด โดย
พบว่าตัวท าละลายมีผลต่อปริมาณฟีนอลที่ได้ สารสกัดจากกากไวน์มีฤทธิ์ต้านไวรัสไข้หวั ดใหญ่ได้
ดีกว่าสารสกัดอ่ืน อย่างไรก็ตาม ฤทธิ์ต้านไวรัสไข้หวัดใหญ่ไม่เก่ียวข้องกับปริมาณสารฟีนอลิก 

(Peixoto et al., 2018) ท าการตรวจสอบรูปแบบสารประกอบฟีนอลในสารสกัดจากกาก
ไวน์และความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ความเป็นพิษต่อเซลล์และฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสาร
สกัด ผลการทดลอง พบว่ากากไวน์ส่วนเมล็ดจะมีปริมาณสารประกอบฟีนอลสูงที่สุด รวมทั้งฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่ตรวจสอบด้วย กากของผิวองุ่นจะมีสารแอนโทไซยานินส์ กรดคูมาริกและเฮกโซไซด์สูงที่สุด 
ผลการทดลองยังชี้ให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารฟีนอลกับฤทธิ์ทางชีวภาพ ดังนั้น กาก
ไวน์จึงเป็นแหล่งของสารประกอบฟีนอลที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียและฤทธิ์ยับยั้ง
เซลล์อีกด้วย สามารถน าไปใช้ในโรงงานอาหาร เภสัชกรรมและเครื่องส าอางได้ 
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(Lingua et al., 2016) ท าการตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่เกี่ยวกับองุ่นแดง 3 สายพันธุ์
ที่น ามาผลิตไวน์ในประเทศอาเจนตินา ซึ่งพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารฟี
นอลที่เป็นองค์ประกอบ ปริมาณพอลิฟีนอลทั้งในองุ่น ไวน์และกากไวน์ สามารถฟ้ืนชีพของยีสต์จาก
สภาวะเครียดได้ โดยสารฟีนอลในตัวอย่างจะช่วยเหนี่ยวน าเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในการยับยั้งอนุมูล
อิสระที่อยู่ในเซลล์ยีสต์ ในองุ่นจะมีปริมาณสารฟีนอลมากกว่าในไวน์และกากไวน์ ดังนั้น ปริมาณ
สารฟีนอลขึ้นกับตัวอย่างที่น ามาทดสอบและสายพันธุ์ขององุ่นด้วย 

(Cheng et al., 2012) ศึกษาผลของตัวท าละลายต่อความหลากหลายของสารประกอบฟี
นอลในกากไวน์ รวมทั้งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านจุลชีพของสารสกัดดังกล่าว ผลการทดลอง
ชี้ให้ เห็นว่า ตัวท าละลายที่แตกต่างกันส่งผลต่อรูปแบบของสารประกอบฟีนอลที่แตกต่างกัน 
นอกจากนี้ กากขององุ่นสายพันธุ์ต่างกันจะมีฤทธิ์ต้านจุลชีพที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม สารสกัดที่มี
ฤทธิ์ต้านจุลชีพสูงจะมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่ าหรือปานกลาง 
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บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

3.1 วัตถุดิบในการทดลอง 

ผลองุ่นป่า (Ampelocissus martini Planch.) เก็บจากป่าบริเวณต าบลห้วยหินลาด อ าเภอ 
สุวรรณภูมิ จังหวัดร้อยเอ็ด ในช่วงปลายเดือนมิถุนายน ถึง ปลายเดือนกันยายน พ.ศ. 2563 น ามาผึ่ง
แดดก่อนน าไปอบให้แห้ง แบ่งระยะขององุ่นป่าเป็น 3 ระยะการเจริญเติบโต คือ ผลอ่อน ผลแก่ ผล
สุก โดยพิจารณาจากสีของผลองุ่นป่า ซ่ึงผลอ่อนสีเขียว ผลแก่สีชมพู ผลสุกสีม่วงด า 

3.2 การเตรียมสารสกัดจากกากไวน์ 

น ากากองุ่นป่าในแต่ละระยะการเจริญเติบโตที่ผ่านการหมักไวน์เป็นเวลา 2 สัปดาห์มาอบให้
แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แล้วน ามาบดให้มีขนาดเล็ก จากนั้นน าไปสกัดโดยใช้เอทานอลเป็น
ตัวท าละลายด้วยวิธีการรีฟลั๊ก (reflux) เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ท าการสกัดซ้ า 3 ครั้ง แล้วน าสาร
สกัดมากรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 หลังจากนั้นน าสารสกัดที่ได้จากการกรองไประเหยเอทานอล 
ออกด้วยเครื่อง rotary evaporator จะได้สารสกัดหยาบเอทานอล น าสารสกัดหยาบที่ได้เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนที่จะน าไปวิเคราะห์ต่อไป 

3.3 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 

วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (Total phenolic content) โดยวิธี Folin-
Clocalteu โดยน าตัวอย่างของสารสกัดมา 0.2 มิลลิลิตร ใส่ลงไปในหลอดทดลอง หลังจากนั้นเติม 
สารละลาย Folin-Clocalteau 1 มิลลิลิตรและเติมโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 7.5 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร เขย่าแล้วตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร์ (GENESYSTM10, USA) ผลการ
ทดลองที่ได้น ามาค านวณหาปริมาณฟีนอลิกรวมจากกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกและแสดงผลใน
หน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมน้ าหนักแห้ง (mg GAE/g DW) 

3.4 การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม 

วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม (Total flavonoid content) โดยวิธี 
aluminium chloride Colorimetric ตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีการของ (Abu Bakar et al. (2009) 
โดยน าตัวอย่างของสารสกัดมา 0.2 มิลลิลิตร ใส่ลงไปในหลอดทดลอง หลังจากนั้นเติมสารละลาย 5% 
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NaNO2
- 0.2 มิลลิลิตร และ 10% AlCI3 ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร เขย่าแล้วตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที 

หลังจากนั้นเติม 0.1 M NaOH ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรให้ได้เท่ากับ 2.5 มิลลิลิตร 
ด้วยน้ ากลั่น แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปคโตโฟโต
มิเตอร์ (GENESYSTM10, USA) ผลการทดลองที่ได้น ามาค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมจาก
กราฟมาตรฐานของ catechin และ แสดงผลในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ catechin ต่อกรัมน้ าหนัก
แห้ง (mg CE/g DW) 

3.5 การวิเคราะห์ปริมาณซาโปนินรวม 

การวิเคราะห์หาซาโปนินรวม (Total saponin content) ตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีการของ 
Hiai, Oura and Nakajima (1976) โดยเริ่มจากการน าตัวอย่างของสารสกัดมา 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลง
ไปในหลอดทดลอง หลังจากนั้นเติมสารละลาย 8% vanillin 0.5 มิลลิลิตร และ H2SO4 เข้มข้น 72% 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปบ่มใน Waterbath ที่ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที และตั้งไว้ให้
เย็น แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์ 
(GENESYSTM10, USA) ผลการทดลองที่ได้น ามาค านวณหาปริมาณซาโปนินจากกราฟมาตรฐานของ 
aescin แสดงผลในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ aescin ต่อกรัมน้ าหนักแห้ง (mg AES/g DW) 

3.6 การวิเคราะห์ปริมาณโพรแอนโธไซยานิดินส์รวม 

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณโพรแอนโทไซยานิดินใช้วิธี vanillin-HCl method ตามวิธีการ
ของ (Bordiga et al., 2011) โดยผสมสารสกัด 0.25 มิลลิลิตร กับสารละลาย vanillin ความเข้มข้น
ร้อยละ 4 ที่ละลายในเอทานอล น ามาผสมกับ hydrochloric acid ความเข้มข้นร้อยละ 37 (อัตรา 
1:1, v/v) จ านวน 0.75 มิลลิลิตร ผสมสารให้เข้ากันดี หลังจากนั้นบ่มใน water bath อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที วัดค่า absorbance ด้วยเครื่อง UV spectrophotometer ที่
ความยาวเคลื่อน 500 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณของสารโพรแอนโทไซยานิดิน จากกราฟ
มาตรฐาน ของ catechin แสดงผลในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ catechin ต่อกรัมน้ าหนักแห้ง (mg 
CE/g DW) 

3.7 การตรวจสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

3.7.1 ฤทธิ์การดักจับอนุมูลอิสระ 

ฤทธิ์การดักจับอนุมูล อิสระของสารสกัดหยาบตรวจสอบด้วยวิธี  2,2’-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) โดยการประยุกต์วิธีของ Thaipong et al. (2006) ขั้นตอนโดยย่อ มีดังนี้ 
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น าสารสกัดหยาบปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย 0.1 mM DPPH ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร 
จากนั้น บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นา
โนเมตร ด้วยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer แล้วน าไปหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งดังสมการที่ 1 

Inhibition (%) = (AS-AC/ AC) x100 …………….(1) 

โดย  AS คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัด 
AC คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารควบคุม 
การทดลองใช้ BHA ที่ละลายด้วยเมทานอลเป็นสารควบคุม ฤทธิ์การดักจับอนุมูล 

DPPH แสดงด้วย ค่า IC50 ในการทดลองแต่ละครั้ง ท าการวัดจ านวน 3 ครั้ง 

3.7.2 ฤทธิ์การรีดิวซ์โลหะ 

ฤทธิ์การรีดิวซ์โลหะของสารสกัดตรวจสอบด้วยวิธี ferric reducing antioxidant power 
(FRAP) ด้วยการประยุกต์ตามวิธีการของ Zhang et al. (2013) ขั้นตอนโดยย่อ มีดังนี้ น าสารสกัด
หยาบ 100 ไมโครลิตร ผสมกับ 3 มิลลิลิตร สารละลาย FRAB ที่ประกอบด้วยสารละลาย 10 mM 
TPTZ, 300 mM acetate buffer pH 3.6, 20 mM ferric chloride in 40 mM HCl (อัตราส่วน 
1:10:1) น าสารละลายทั้งหมดมาผสมกับน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 300 ไมโครลิตร จากนั้น 
ปล่อยให้ท าปฏิกิริยาที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที น าสารละลายไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer ฤทธิ์การ
รีดิวซ์เหล็กของสารสกัดแสดงด้วยค่า ปริมาณมิลลิกรัมโทรลอกซ์ต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง (mg TE/g 
DW) 

3.7.3 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระประจุบวก 

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระประจุบวกของสารสกัดตรวจสอบด้วยวิธี 2,2’ -azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline sulphonate) (ABTS) ด้วยการประยุกต์วิธีการของ Zuleata et al. (2009) 
ขั้นตอนโดยย่อ มีดังนี้ เตรียม stock solution โดยการผสมระหว่าง 7 mM ABTS และ 2.45 mM 
potassium persulphate (K2S2O8) จากนั้ น เต รี ยม  working solution โด ยการ เติ ม  K2S2O8 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย ABTS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วน าสารละลายทั้งสอง
ผสมกันที่ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 16 ชั่วโมงในที่มืด น าสารสกัดหยาบ 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลายผสมที่เตรียมไว้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที น าสารละลายไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-Vis 
spectrophotometer ฤทธิ์การต้านอนุมูล ABTS แสดงด้วยค่า IC50 
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3.7.4 ฤทธิ์รีดิวซ์โลหะทองแดง 

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโลหะทองแดงของสารสกัดตรวจสอบด้วยวิธี Cupric reducing 
antioxidant capacity (CUPRAC) ด้วยการประยุกต์ตามวิธีการของ Apak et al. (2004) ขั้นตอน
โดยย่อ มีดั งนี้  เตรียมสารละลายผสมระหว่าง CuCl2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นี โอคู โปรอิน 
(neocuproin) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แอมโมเนียมอะซิ เตต (NH4CH3COO-) pH 7 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร และสารสกัด ปริมาตร 1.1 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
น าสารละลายไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-Vis 
spectrophotometer ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดแสดงด้วยค่าปริมาณมิลลิกรัมโทรลอกซ์
ต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง (mg TE/g DW) 

3.8 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ 

 ท าการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ของสารสกัดด้วยด้วยเครื่อง RP-
HPLC (Shimadzu LC-20AC pumps (Shimadzu Co., Kyoto, Japan), SPD-M20A โ ด ย ใ ช้ 
diode array เป็นตัวตรวจวัด และคอลัมน์ Inetsil ODS-3, C18 (4.6 mm x 250 mm, i.d. 5 µm) 
สภาวะการชะคอลัมน์ดัดแปลงตามวิธีของ (Butsart and Siriamornpun, 2010) เฟสเคลื่อนที่
ประกอบด้วย 1.2% acitic acid ในน้ าปราศจากไอออน (pH 2.7) (solvent A) และ acetonitrile 
(sovent B) ปรับอัตราการไหลที่ 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที ท าการชะด้วยระบบเกรเดียนท์ (gradient 
elution) ปรับอุณหภูมิคลอลัมน์เป็น 38 องศาเซลเซียส และฉีดสารสกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดย
วัดสเปคตรัมการดูดกลืนแสงในช่วง 200-600 นาโนเมตร ท าการแยกสารประกอบในสารสกัดโดย
เปรียบเทียบเวลาที่ปรากฏสเปคตรัมกับสารมาตรฐานแต่ละชนิด (external standard method) 
และค านวณหาปริมาณจากการเทียบกับสมการเส้นตรงของสารมาตรฐาน 

3.9 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ปริมาณสารพฤกษเคมีและค่าการต้านออกซิเดชันของสารสกัดแสดงด้วยค่าร้อยละ ± ค่า
เบี่ยงเบน มาตรฐาน ส่วนความสัมพันธ์ (correlation) ระหว่างปริมาณสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชัน วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม SPSS Software for Windows (version 19) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 ร้อยละในการสกัด 

การเลือกตัวท าละลายในการสกัดสารส าคัญจากพืชมีความส าคัญต่อการศึกษาวิจัย เพราะ
เกี่ยวข้องกับปริมาณและชนิดของสารประกอบที่ได้ ซึ่งตัวท าละลายอินทรีย์ที่นิยมใช้ในการสกัดมาก 
คื อ  เม ท าน อลและ เอท าน อล  (Martin-Puzon and Rivera, 2015; Mazandarani M, 2012; 
Onivogui et al., 2015; Zhang et al., 2018) ในการทดลองนี้ ได้ท าการสกัดสารจากกากไวน์องุ่น
ป่า โดยใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลาย ตามวิธีของ Spigno and Faverind (2007) และ Aradio et 
al. (2015) เนื่องจากเอทานอลเป็นตัวท าละลายอินทรีย์ที่สามารถละลายสารพฤกษเคมีในกลุ่ม สเตีย
รอยด์ เทอร์นอยด์ อัลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ พอลิฟีนอลและแทนนินได้ดี (Suárez-Ruiz et al. 
(2012) สารพฤกษเคมีส่วนใหญ่ที่เป็นโมเลกุลที่มีขั้วสามารถละลายได้ดีในตัวท าละลายที่มีขั้ว ส่วน
โมเลกุลที่ไม่มีขั้วสามารถละลายในตัวท าละลายที่ไม่มีตัวเป็นไปตามกฎ like dissolves like rule 
(Reichardt and Welton, 2011) ในการทดลองครั้งนี้ ใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลายและร้อยละการ
ได้กลับคืนของสารสกัดแสดงดังตารางที่ 2 จากตาราง พบว่า กากไวน์องุ่นป่าแก่มีร้อยละการได้
กลับคืนสูงที่สุด รองลงมา คือ กากไวน์องุ่นป่าสุกและกากไวน์องุ่นป่าอ่อน ตามล าดับ 

ตารางที่ 2 ร้อยละการได้กลับคืนของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า 

ตัวอย่าง ร้อยละการได้กลับคืน 
กากไวน์องุ่นอ่อน 6.497a ± 0.470 
กากไวน์องุ่นแก่ 13.752c ± 0.552 
กากไวน์องุ่นสุก 9.612b ± 0.422 

* ตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในคอลัมน์เดียวกันที่ระดับความเชื่อมั่นร้อย
ละ 95 (p < 0.05) 

4.2 ปริมาณสารพฤกษเคมี 

ปริมาณฟีนอลิก (TPC) ฟลาโวนอยด์ (TFC) ซาโปนิน (TSC) คอนเดนส์แทนนิน (CDT) และ
โพรแอนโทไซยานิดินส์รวม (TPAC) ที่วัดได้จากสารสกัดกากไวน์องุ่นป่าของแต่ละช่วงการเจริญเติบโต 
คือ อ่อน แก่และสุก ให้ผลการทดลองที่แตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่  3 จากตาราง พบว่า 
ปริมาณฟีนอลิกรวม มีปริมาณมากที่สุดในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อน คือ 105.444 ± 0.347 
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mg GAE/g DW รองลงมา คือ สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุก (66.500 ± 0.667 mg GAE/g DW) 
และพบปริมาณฟีนอลิกต่ าที่สุดในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ (46.500 ± 0.882 mg GAE/g DW) 
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม พบปริมาณสูงสุดในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อน (22.323 ± 1.400 mg 
CE/g DW) รองลงมา คือ สารสกัดกากไวน์องุ่นป่าแก่ (20.000 ± 0.606 mg CE/g DW) และสารสกัด
กากไวน์องุ่นป่าสุก (18.081 ± 0.350 mg CE/g DW) ตามล าดับ ปริมาณซาโปนินรวมของสารสกัด
กากไวน์องุ่นป่าอ่อน พบปริมาณสูงสุด (77.143 ± 3.780 mg AES/g DW) รองลงมา คือ สารสกัด
กากไวน์องุ่นป่าแก่ (51.048 ± 1.574 mg AES/g DW) และสุก (23.571 ± 0.714 mg AES/g DW) 
ตามล าดับ ปริมาณคอนเดนส์แทนนินรวมพบมากที่สุดในสารสกัดกากไวน์องุ่นป่าอ่อน (334.222 ± 
12.673 mg CE/g DW) รองลงมา คือ สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ (237.333 ± 1.333 mg CE/g 
DW) และสุก (224.889 ± 3.355 mg CE/g DW) ตามล าดับ ส่วนปริมาณโพรแอนโทไซยานิดินส์รวม 
พบมากที่สุดในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อน (120.800 ± 1.622 mg CE/g DW) รองลงมา คือ 
สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุก (56.889 ± 1.540 mg CE/g DW) และต่ าที่สุดในสารสกัดจากกาก
ไวน์องุ่นป่าแก่ (31.067 ± 2.095 mg CE/g DW)  

จากตารางจะเห็นว่า ในสารสกัดจกกากไวน์องุ่นอ่อนจะมีปริมาณสารพฤกษเคมีที่ท าการ
ตรวจสอบสูงที่สุดทุกชนิด ส่วนในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่จะมีปริมาณฟลาโวนอยด์และซาโป
นินส์รวมสูงกว่าในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุก ในขณะที่สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุกจะมี
ปริมาณของฟีนอลิกและโพรแอนโทไซยานิดินส์รวมสูงกว่าในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ แสดงให้
เห็นว่า ในผลอ่อนขององุ่นป่าอุดมไปด้วยสารพฤกษเคมี ซึ่งคาดว่าเกี่ยวข้องกับบทบาทในการปกป้อง
ผลขององุ่นป่า รวมทั้งมีการสะสมสารเพ่ือน าไปใช้ในเมตาบอไลต์ของผลเพ่ือให้เกิดการเจริญเติบโตใน
ระยะต่อไปจึงมีการสะสมมาก ส่วนในผลองุ่นป่าแก่ซึ่งพบปริมาณฟลาโวนอยด์และซาโปนินส์รวมสูง
ปานกลางเมื่อเทียบกับผลสุก คาดว่าเป็นเพราะสีของผลแก่ซึ่งมีสีแดงและรสชาติของผลจะเริ่มลด
ความเปรี้ยวไปเป็นรสหวานมากขึ้น ส่วนในผลสุกจะมีปริมาณของฟีนอลิกและโพรแอนโทไซยานิดินส์
รวมสูง เนื่องมาจากสีขององุ่นป่าซึ่งจะมีสีม่วงด าหรือน้ าเงินเข้ม ซึ่งองค์ประกอบของผลที่มีสีดังกล่าว
มักจะตรวจพบว่าเป็นฟีนอลิกและโพรแอนโทไซยานิดินส์สูง เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการศึกษาใน
องุ่นปลูก พบว่า ปริมาณสารพฤกษเคมีที่ตรวจสอบครั้งนี้ มีค่าอยู่ในช่วงที่มีรายงานการศึกษามาก่อน 
ตัวอย่างเช่น รายงานวิจัยของ Dani et al. (2010) ที่พบว่า สารสกัดจากใบองุ่น (Vitis lubrusca var. 
Bordo) มีปริมาณฟีนอลิกรวมอยู่ระหว่าง 19.0 ± 0.05 - 20.2 ±1.80 mg GAE และปริมาณฟลาโว
นอยด์รวม ระหว่าง 4.4 ± 0.4 - 8.95 ± 0.5 ug rutin (Farhadi et al., 2016) ตรวจหาปริมาณ
แอนโธไซยานิน ในสารสกัด ใบองุ่นสายพันธุ์  Hosseini พบว่า มีค่ า 220.81 mg/g DW เมื่ อ
เปรียบเทียบกับรายงานการศึกษาในองุ่นสายพันธุ์ V. Vinifera ของ Sahpazidou (Sahpazidou et 
al., 2014), Anastasiadi (Anastasiadi et al., 2010), Anastasiadi (Anastasiadi et al., 2012) 
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และ (Sahpazidou et al., 2014) พบว่าปริมาณฟีนอลิกรวมอยู่ในช่วงระหว่าง 318 - 415 mg 
GAE/g DW ซึ่ งสอดคล้องกับงานวิจัยของ (Domínguez-Perles et al., 2014) ที่ท าการศึกษา
สารพฤกษเคมีในล าต้นองุ่น (Vitis vinifera L.) สายพันธ์ Portuguese พบว่า มีปริมาณฟลาโวนอยด์
และแอนโธไซยานินรวม ระหว่าง 38.01 - 71.49 mg CE/g DW และ 0.43 - 1.62 mg/g DW 
ตามล าดับและรายงานการตรวจสอบสารพฤกษเคมีจากก้านองุ่น ที่พบปริมาณฟีนอลิกรวม 1.32-1.98 
g GAE/100 g DW (Pujol et al., 2013) 

เมื่อเทียบกับรายงานดังที่กล่าวมา ปริมาณสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่ามี
ปริมาณสูงเช่นเดียวกับสารสกัดจากส่วนต่างๆ ขององุ่นปลูก แม้ว่าปริมาณจะมีความแตกต่างกันบ้าง 
ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากหลายปัจจัยที่ส่งผลต่อปริมาณสารพฤกษเคมีได้ เช่น สภาพภูมิอากาศ ภูมิ
ประเทศ สายพันธุ์พืช ฤดูกาล ระยะการเจริญเติบโต ระบบชลประทาน รวมทั้ง เทคนิคและเครื่องมือ
ในการตรวจวิเคราะห์ (Antoniolli et al., 2015; Gil et al., 2012) 

 

ตารางที่ 3 ปริมาณสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า 
กากไวน์ 
องุ่นป่า 

TPC TFC TSC CDT TPAC 
(mg GAE/g DW) (mg QE/g DW) (mg AES/g DW) (mg CE/g DW) (mg CE/g DW) 

อ่อน 105.444c±0.347 22.323c±1.400 77.143c±3.780 334.222b±12.673 120.800c±1.622 

แก่ 46.500a±0.882 20.000b±0.606 51.048b±1.574 237.333a±1.333 31.067a±2.095 

สุก 66.500b±0.667 18.081a±0.350 23.571a±0.714 224.889a±3.355 56.889b±1.540 

* ตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในคอลัมน์เดียวกันที่ระดับความเชื่อมั่นร้อย
ละ 95 (p < 0.05) 

4.3 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารพฤกษเคมี 

ท าการวิเคราะห์ปริมาณสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากกากไวน์ด้วยเครื่อง RP-HPLC 
เนื่องจากเป็นหนึ่งในวิธีการที่ใช้อย่างแพร่หลายในการระบุและตรวจสอบปริมาณสารพฤกษเคมีในพืช
และผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ (Mendoza et al., 2020; Nag et al., 2019) ปริมาณและชนิดของฟี
นอลิกและฟลาโวนอยด์จ าแนกโดยเปรียบเทียบต าแหน่ง retention time กับสารมาตรฐานและ
ค านวณโดยใช้กราฟมาตรฐานภายนอก โดยสารมาตรฐาน gallic acid, catechin และ epicatechin 
ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 280 nm, caffeic acid, p-coumaric acid และ ferulic acid ตรวจวัดที่
ความยาวคลื่น 320 nm, resveratrol ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 306 nm สุดท้าย rutin, myricetin 
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และ quercetin ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 360 nm (รูปที่ 9) ผล HPLC chromatograms ของสาร
สกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแสดงดังรูปที่ 10 - 13 และผลของปริมาณสารพฤกษเคมีสรุปดังตารางที่ 4  
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อนมีปริมาณสารรวมสูงที่สุด (8.616 
mg/g Dw) รองลงมาคือสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่และสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุก ตามล าดับ เมื่อ
พิจารณาชนิดของสารพฤกษเคมีที่พบมากในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า พบว่า มีความแตกต่างกัน
เล็กน้อย ดังรายละเอียดต่อไปนี้  
 สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อน พบปริมาณ quercetin สูงที่สุด (3.528 mg/g DW) 
ในขณะที่ในองุ่นป่าแก่และสุก พบในปริมาณพอ ๆ กัน รองลงมา คือ resveratrol (1.874 mg/g DW) 
สารนี้พบมากที่สุดในองุ่นอ่อนและค่อย ๆ ลดลงตามระยะการเจริญเติบโตของผล สารที่พบมากอีก
ชนิดหนึ่ง คือ gallic acid (1.427 mg/g DW) สารชนิดนี้ พบปริมาณใกล้เคียงกับองุ่นป่าสุกแต่น้อย
กว่าที่พบในองุ่นป่าแก่ สารอีกชนิดหนึ่งที่พบในปริมาณสูงในกากไวน์องุ่นป่าอ่อน คือ epicatechin 
(1.065 mg/g DW) สารนี้เป็นฟลาโวนอยด์ที่มีปริมาณค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับฟลาโวนอยด์อ่ืน 
เช่น catechin, rutin และ myricetin  

สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ พบปริมาณ gallic acid สูงที่สุด (3.262 mg/g DW) ในขณะ
ที่ในองุ่นป่าแก่และสุก พบในปริมาณพอๆ กัน รองลงมา คือ quercetin (1.923 mg/g DW) สารนี้พบ
ในปริมาณใกล้เคียงกับองุ่นสุก สารที่พบมากอีกชนิดหนึ่ง คือ resveratrol (0.651 mg/g DW) สาร
ชนิดนี้ พบปริมาณใกล้เคียงกับองุ่นป่าสุกแต่น้อยกว่าที่พบในองุ่นป่าอ่อนมาก สารอีกชนิดหนึ่งที่พบใน
ปริมาณสูงในกากไวน์องุ่นป่าแก่ คือ caffeic acid (0.288 mg/g DW) ปริมาณของสารนี้พบใกล้เคียง
กับองุ่นป่าอ่อน แต่ตรวจไม่พบในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุก 

สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุก พบปริมาณ quercetin สูงที่สุด (1.900 mg/g DW) ซึ่งมี
ปริมาณใกล้เคียงกับองุ่นป่าแก่ รองลงมา คือ gallic acid (1.445 mg/g DW) สารนี้พบในปริมาณ
ใกล้เคียงกับองุ่นอ่อน แต่ต่ ากว่าในองุ่นป่าแก่ สารที่พบมากอีกชนิดหนึ่ง คือ resveratrol (0.651 
mg/g DW) สารชนิดนี้ พบปริมาณใกล้เคียงกับองุ่นป่าแก่แต่น้อยกว่าที่พบในองุ่นป่าอ่อนมาก สารอีก
ชนิดหนึ่งที่พบในปริมาณสูงในกากไวน์องุ่นป่าสุก คือ epicatechin (0.455 mg/g DW) ปริมาณของ
สารนี้ประมาณครึ่งหนึ่งที่พบในองุ่นป่าอ่อน แต่สูงกว่าที่พบในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ 

ทั้ง epicatechin และ catechin เป็นสารประกอบฟีนอลิกเชิงเดี่ยวของโพรแอนโทไซยานิ
ดินส์ ซึ่งสารทั้งสองมักพบเป็นส่วนใหญ่ในเมล็ด (Perumalla and Hettiarachchy, 2011) อย่างไรก็
ตาม ยังสามารถตรวจพบสารในกลุ่ม flavonol เช่น myricetin และ rutin ซึ่งพบในกากไวน์องุ่นป่า
อ่อนสูงที่สุดและปริมาณค่อย ๆ ลดลงเมื่อระยะการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน สิ่งที่น่าสนใจอย่างหนึ่ง คือ ใน
กากไวน์องุ่นป่า ตรวจพบ quercetin ในปริมาณสูงในทุกตัวอย่าง แม้ในรายงานการวิจัยก่อนหน้านี้ 
จะระบุว่า quercetin ซึ่งเป็นหนึ่งในสาร flavonol จะมีปริมาณค่อนข้างต่ าหรือตรวจไม่พบในพืช
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กลุ่มองุ่นก็ตาม (Burin et al., 2014) ผลจากตารางที่ 4 ชี้ให้เห็นว่า ฟลาโวนอยด์เป็นสาระส าคัญใน
กากไวน์องุ่นป่า และถือเป็นสารประกอบฟีนอลิกที่ส าคัญในพืช ผลที่ ได้นี้สอดคล้องกับรายงานการ
วิจัยที่เคยกล่าวไว้ก่อนนี้ (Burin et al., 2014; Liu et al., 2012) สารฟีนอลิกที่พบมากตัวหนึ่งซึ่งมี
รายงานวิจัยเคยระบุว่าพบปริมาณเล็กน้อย และพบในบางส่วนของผล เช่น ที่บริเวณผิวเท่านั้น คือ 
resveratrol แต่ผลการทดลองที่ตรวจพบในครั้งนี้ ค่อนข้างขัดแย้งกับที่เคยมีรายงานไว้  (Pastrana-
Bonilla et al., 2003; Yilmaz and Toledo, 2004) เนื่องจาก resveratrol ตรวจพบทั้ง 3 ตัวอย่าง
ในปริมาณค่อนข้างสูงโดยเฉพาะในกากไวน์องุ่นป่าอ่อน ซึ่งผลที่ได้นี้ อาจเนื่องมาจากผิวของผลองุ่นป่า
มีการสะสมของสารชนิดนี้มาก สารในกลุ่มกรดฟีนอลิกที่ตรวจพบในปริมาณสูงอีกชนิดหนึ่ง คือ gallic 
acid นอกจากนี้ ยังตรวจพบ p-coumaric acid ในกากไวน์องุ่นป่าสุก และ ferulic acid ในกากไวน์
องุ่นป่าอ่อนอีกด้วย ซึ่งสารทั้งสองมีส่วนส าคัญในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดอีกด้วย 
ปริมาณและชนิดของสารพฤกษเคมีขึ้นอยู่กับหลายปัจจัยที่ส่งผลให้ปริมาณที่ตรวจพบแตกต่างกัน 
ปัจจัยเหล่านั้น ได้แก่ สายพันธุ์พืช สภาพภูมิประเทศ ความชื้นหรือความแห้งแล้ง การสัมผัสโรค 
ความช านาญของเกษตรกร เป็นต้น (Bruno and Sparapano, 2007; Thonpho et al., 2019)  
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รูปที่ 10 HPLC chromatograms (ความยาวคลื่น 280 nm, 306 nm, 320 nm และ 360 nm) 
ของสารมาตรฐาน: (1) gallic acid, (2) catechin, (3) caffeic acid, (4) epicatechin, (5) p-

coumaric acid, (6) ferulic acid, (7) rutin, (8) myricetin, (9) resveratol, และ (10) quercetin  
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รูปที่ 11 HPLC chromatograms ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อน 
 
 
 



 

 

  34 

 
 

รูปที่ 12 HPLC chromatograms ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ 
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รูปที่ 13 HPLC chromatograms ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุก 
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ตารางที่ 4 ชนิดและปริมาณสารพฤกษเคมีของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า 

สารพฤกษเคมี 
สารสกัดจากกากไวน์ 

องุ่นป่าอ่อน 
(mg/g DW) 

องุ่นป่าแก่ 
(mg/g DW) 

องุ่นป่าสุก 
(mg/g DW) 

Gallic acid 1.427a ± 0.002 3.262b ± 0.002 1.445a ± 0.002 
Caffeic acid 0.283b ± 0.000 0.288c ± 0.000 ND 
p-Coumaric acid 0.069a ± 0.002 0.095b ± 0.001 0.123c ± 0.000 
Ferulic acid 0.307b ± 0.100 0.172a ± 0.007 0.172a ± 0.005 
Resveratrol 1.874b ± 0.783 0.651a ± 0.018 0.531a ± 0.009 
Catechin 0.008a ± 0.007 0.058a ± 0.009 0.033a ± 0.042 
Epicatechin 1.065c ± 0.027 0.088a ± 0.005 0.455b ± 0.015 
Quercetin 3.528a ± 0.135 1.923a ± 0.015 1.900a ± 0.002 
Rutin 0.034a ± 0.041 0.052a ± 0.045 0.058a ± 0.002 
Myricetin 

Total 
0.021a ± 0.019 
8.616 ± 1.116 

0.012a ± 0.004 
6.601 ± 0.106 

0.006a ± 0.001 
4.723 ± 0.078 

ND=Non-detected 
* ตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในแถวเดียวกันที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 
95 (p < 0.05) 

4.4 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วยวิธีดักจับอนุมูล DPPH และ ABTS และ
ฤทธิ์รีดิวซ์โลหะด้วยวิธี FRAP และ CUPDAC ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 5 พบว่า สารสกัดจาก
กากไวน์องุ่นป่าในระยะเวลาการเจริญเติบโตที่แตกต่างกันให้ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยฤทธิ์การดักจับอนุมูล DPPH และ ABTS จะแสดงเป็นค่า 
IC50 ซึ่งหมายถึง ความเข้มข้นของสารที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (Spatafora et al., 
2013) กล่าวคือ ถ้าค่าที่ทดสอบต่ าจะแสดงถึงฤทธิ์การดักจับอนุมูลอิสระมาก แต่ถ้าค่าที่ได้สูงแสดงถึง
ฤทธิ์การดักจับอนุมูลอิสระที่ต่ า จากตาราง พบว่า ฤทธิ์การดักจับอนุมูล DPPH และ ABTS จะ
แปรผกผันกับความเข้มข้นของสารที่ทดสอบ โดยค่า IC50 ของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อนมีค่าต่ า
ที่สุด รองลงมา คือ สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุกและแก่ ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าสารสกัดกาก
ไวน์องุ่นป่าอ่อนมีฤทธิ์ดักจับอนุมล DPPH และ ABTS ดีที่สุด โดยสารสกัดทั้ง 3 มีความจ าเพาะต่อ
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อนุมูล ABTS มากกว่าอนุมูล DPPH เนื่องจากมีค่า IC50 ต่ ากว่ามาก ผลการทดลองสอดคล้องกับ
รายงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ระบุว่า สารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สามารถดักจับอนุมูล DPPH และ ABTS 
ได้ดี (Pantidos et al., 2014; Upadhya et al., 2015) แสดงว่า ปริมาณสูงฟีนอลิกส่งผลต่อการ
ก าจัดอนุมูลอิสระสูง เนื่องจากสารในกลุ่มฟีนอลลิกมีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติกต่อกับหมู่ไฮดร
อกซิล (-OH) โดยกลไกการต้านอนุมูลอิสระ คือ เมื่อสารประกอบฟีนอลิกถูกอนุมูลอิสระดึง
อิเล็กตรอนออกไป โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกที่มีความหนาแน่นของอิเล็กตรอนสูง สามารถ
เกิดการเคลื่อนย้ายไปทั่วโครงสร้างได้และท าให้โครงสร้างเกิดความเสถียร (Rib ereau-Gayon and 
Pascal, 2006)  

การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสามารถตรวจด้วยวิธีรีดิวซ์โลหะไอรอน 
(FRAP) และคอบเปอร์ (CUPRAC) ได้อีกด้วย โดยวิธี FRAP เป็นการวัดความสามารถในการรีดิวซ์
สารประกอบเชิงซ้อนของเหล็ก Fe(I) เป็น Fe(II) ส่วนวิธี CUPRAC เป็นการวัดความสามารถในการ
รีดิวซ์ Cu(II) เป็น Cu(I) ซึ่งทั้ง 2 วิธี เป็นกลไกในการส่งผ่านอิเล็กตรอนจากสารสกัดที่มีสารพฤกษเคมี
ไปรีดิวซ์สารอื่น (Amari et al., 2014; Selasi et al., 2015) โดยไอออนของโลหะจะท าหน้าที่เป็นตัว
เหนี่ยวน าให้เกิดอนุมูลอิสระด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชันและสารพฤกษเคมีจะไปยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิ เดชันของโลหะนั้น  (Pinelo et al., 2005) ผลการทดลองที่แสดงในตารางที่  5 พบว่า 
ประสิทธิภาพการยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อนมีค่าสูงที่สุด 
รองลงมา คือ สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุกและสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ เมื่อเปรียบเทียบ
ระหว่างวิธี FRAP และ CUPRAC พบว่า สารสกัดจะให้ค่าที่ตรวจด้วยวิธี CUPRAC สูงกว่า ทั้งนี้อาจ
เกิดจากวิธีการวิเคราะห์ที่แตกต่างกัน เนื่องจากวิธี CUPRAC เป็นการวิเคราะห์หาความสามารถใน
การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ใช้ช่วงพีเอชที่พบภายในเซลล์ (physiological pH) ต่างจากวิธี FRAP 
ที่ใช้ช่วงพีเอชเป็นกรด (Apak et al., 2007) อีกทั้งวิธี CUPRAC สามารถเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์ภายใน
เวลาที่ท าการทดลอง ในขณะที่วิธี FRAP สามารถเกิดปฏิกิริยาได้เพ่ิมขึ้นเมื่อตั้งทิ้งไว้ ดังนั้น การวัด
ตามเวลาที่ก าหนดอาจไม่ใช่ค่าที่ เกิดจากปฏิกิริยาสมบูรณ์ และวิธี FRAP สามารถเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของสารต้านอนุมูลอิสระได้กับสารจ าพวกน้ าตาลและกรดซิตริกที่มีอยู่ทั่วไปในพืชซึ่งต่าง
จากวิธี CUPRAC ที่ไม่สามารถเกิดขึ้นได้ 
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ตารางที่ 5 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า 

สารสกัดจาก
กากไวน์ 

DPPH       ABTS FRAP CUPRAC 

(IC50 mg/mL) (IC50 mg/mL) (µM Fe2+/g DW) (mg TE/g DW) 

องุ่นป่าอ่อน 0.179a ± 0.005 0.011a ± 0.000 2.165c ± 0.010 350.926c ± 11.578 

องุ่นป่าแก่ 0.282b ± 0.018 0.018c ± 0.000 1.048a ± 0.017 115.370a ± 3.902 

องุ่นป่าสุก 0.189a ± 0.005 0.016b ± 0.001 1.349b ± 0.043 220.741b ± 3.699 

* ตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในคอลัมน์เดียวกันที่ระดับความเชื่อม่ันร้อย
ละ 95 (p < 0.05) 

4.5 ค่าสหสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารพฤกษเคมีกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 ค่าสหสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ
จากกากไวน์องุ่นป่าแสดงด้วยค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) ซึ่งโดยทั่วไปค่า r จะมีค่าตั้งแต่ -1 ถึง 1 
ถ้าค่า r เป็นลบ (-) แสดงว่า ตัวแปรที่ศึกษามีความสัมพันธ์ตรงกันข้าม หากเข้าใกล้ 0 แสดงว่าตัวแปร
มีความสัมพันธ์น้อย หรือถ้าเป็น 0 แสดงว่าตัวแปรไม่มีความสัมพันธ์กันเลย แต่ถ้าหากเป็นบวก (+) 
แสดงว่าตัวแปรมีความสัมพันธ์ในทิศทางเดียวกัน ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 6 
 จากตารางแสดงว่าปริมาณฟีนอลิกรวมมีค่าสหสัมพันธ์สูงต่อวิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระทุกวิธีทดสอบ ดังนี้ ฤทธิ์การดักจับอนุมูล DPPH (r = -0.799 หรือ 79.9 %) ABTS (r = -0.991
หรือ 99.1%) ฤทธิ์รีดิวซ์โลหะไอรอน (FRAP) (r = 0.996 หรือ 99.6%) และ ฤทธิ์รีดิวซ์โลหะคอป
เปอร์ (CUPRAC) (r = 0.991 หรือ 99.1%) จากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์จะเห็นว่าฟีนอลิกมี
ความจ าเพาะต่ออนุมูลประจุบวก (ABTS) และรีดิวซ์โลหะได้ดีกว่าอนุมูลที่เป็นกลางอย่าง DPPH ฟี
นอลิกมีความสัมพันธ์กับฟลาโวนอยด์และซาโปนินส์ค่อนข้างสูง แต่มีความสัมพันธ์กับโพรแอนโธไซยา
นิดินส์และคอนเดนส์แทนนินสูง  
 ในขณะที่ฟลาโวนอยด์รวมมีความสัมพันธ์กับฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกันไปในแต่
ละวิธีทดสอบ โดยฟลาโวนอยด์รวมมีค่าสหสัมพันธ์กับฤทธิ์การดักจับอนุมูล DPPH ต่ า (r = -0.148
หรือ 14.8%) แต่มีความสัมพันธ์กับวิธี ABTS ค่อนข้างสูง (r = -0.676 หรือ 67.6%) รวมทั้งฤทธิ์รีดิวซ์
โลหะไอรอน (FRAP) (r = 0.691 หรือ 69.1%) ส่วนฤทธิ์รีดิวซ์โลหะคอปเปอร์ (CUPRAC) อยู่ใน
ระดับปานกลาง (r = 0.553 หรือ 55.3%) ฟลาโวนอยด์รวมมีความสัมพันธ์กับซาโปนินส์และคอน
เดนส์แทนนินสูง แต่มีความสัมพันธ์กับโพรแอนโธไซยานิดินส์และฟีนอลิกในระดับปานกลางสูง  
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 ปริมาณซาโปนินส์รวมมีค่าสหสัมพันธ์กับวิธีทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระคล้ายกับฟลาโว
นอยด์รวม คือ มีค่าสหสัมพันธ์กับฤทธิ์การดักจับอนุมูล DPPH ต่ ามาก (r = -0.080 หรือ 8.0%) แต่มี
ความสัมพันธ์กับวิธี ABTS ค่อนข้างสูง (r = -0.660 หรือ 66.0%) รวมทั้งฤทธิ์รีดิวซ์โลหะไอรอน 
(FRAP) (r = 0.691 หรือ 69.1%) ส่วนฤทธิ์รีดิวซ์โลหะคอปเปอร์ (CUPRAC) อยู่ในระดับปานกลาง   
(r = 0.532 หรือ 53.2%) ซาโปนินส์รวมมีความสัมพันธ์กับฟลาโวนอยด์ ฟีนอลิกและคอนเดนส์แทน
นิน สูง แต่มีความสัมพันธ์กับโพรแอนโธไซยานิดินส์ในระดับค่อนข้างสูง 
 ปริมาณคอนเดนส์แทนนินรวมมีค่าสหสัมพันธ์ปานกลางกับวิธีดักจับอนุมูล DPPH (r = -
0.480 หรือ 48.0%) แต่มีค่าสหสัมพันธ์ระดับสูงกับวิธี ABTS (r = -0.913 หรือ 91.3%) ฤทธิ์รีดิวซ์
โลหะไอรอน (FRAP) (r = 0.925 หรือ 92.5%) และฤทธิ์รีดิวซ์โลหะคอปเปอร์ (CUPRAC) (r = 0.833 
หรือ 83.3%) คอนเดนส์แทนนินรวมมีความสัมพันธ์ระดับสูงกับฟีนอลิกและโพรแอนโธไซยานิดินส์สูง
แต่มีความสัมพันธ์ในระดับค่อนข้างสูงกับซาโปนินส์และฟลาโวนอยด์ 
 ปริมาณโพรแอนโธไซยานิดินส์รวมมีค่าสหสัมพันธ์สูงกับทุกวิธีที่ทดสอบ ดังนี้ ฤทธิ์การดัก
จับอนุมูล DPPH (r = -0.761 หรือ 76.1%), ABTS (r = -0.992 หรือ 99.2%) ฤทธิ์รีดิวซ์โลหะไอรอน 
(FRAP) (r = 0.997 หรือ 99.7%) และฤทธิ์รีดิวซ์ โลหะคอปเปอร์ (CUPRAC) (r = 0.982 หรือ 
98.2%) โพรแอนโธไซยานิดินส์รวมมีความสัมพันธ์ระดับสูงกับฟีนอลิกและคอนเดนส์แทนนินสูง แต่มี
ความสัมพันธ์ในระดับค่อนข้างสูงกับซาโปนินส์และฟลาโวนอยด์ 
 ผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าสารพฤกษเคมีทั้ง  5 ชนิด ออกฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน
แตกต่างกันโดยสารที่มีฤทธิ์ดักจับอนุมูลอิสระที่มีประจุเป็นกลาง DPPH ได้สูง คือ ฟีนอลิกรวมและ
โพรแอนโธไซยานิดินส์รวม ส่วนสารอ่ืนมีฤทธิ์ค่อนข้างต่ า แต่สารทั้ง 5 ชนิดมีฤทธิ์ดักจับอนุมูลอิสระ
ประจุบวก ABTS ได้ในระดับค่อนข้างสูงถึงสูง สารทุกชนิดที่ตรวจสอบมีฤทธิ์รีดิวซ์โลหะไอรอนและ
ทองแดงในระดับปานกลาง ค่อนข้างสูง และสูงเป็นส่วนใหญ่ ข้อมูลนี้แสดงให้เห็นค่าสหสัมพันธ์กันใน
เชิงบวกระหว่างสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ ที่พบว่า 
สารกลุ่มพอลิฟีนอลสามารถดักจับอนุมูลอิสระได้เพราะมีโครงสร้างเคมีที่ประกอบด้วยหมู่ฟีนอลซึ่งมี
สมบัติเป็นนิวคลีโอไฟล์ (nucleophile) ที่ดี (Lopes et al., 1999) เมื่อปริมาณสารพฤกษเคมีมากจะ
ท าให้มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้นด้วย อีกทั้งเมื่อให้อิเล็กตรอนแล้วสารพอลิฟีนอลจะรวมตัว
กันเกิดเป็นพอลิฟีนอลใหม่ ที่มีความเสถียรยิ่งขึ้น  (Barizah and Bakar, 2011; Feng et al., 2014; 
Zhishen et al., 1999) อย่างไรก็ตาม สารพอลิฟีนอลบางชนิดที่ตรวจพบในสารสกัดอาจออกฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระมากแม้จะมีปริมาณน้อยเพราะลักษณะโครงสร้างของสารซึ่งเป็นสาเหตุท าให้เกิด
ความสัมพันธ์ไม่เป็นเส้นตรงระหว่างปริมาณฟีนอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระก็เป็นได้ (Barros et al., 
2014; Hyun et al., 2016) 
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ตารางที่ 6 สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ระหว่างสารพฤษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

Factors TPC TFC TSC CDT 
TPRA

C DPPH ABTS FRAP CUPRAC 
TPC 1 .636 .635 .894** .997** -.799** -.991** .996** .991** 
TFC  1 .907** .889** .665 -.148 -.676* .691* .553 
TSC   1 .899** .676* -.080 -.660 .691* .532 
CDT    1 .916** -.480 -.913** .925** .833** 

TPRAC     1 -.761* -.992** .997** .982** 

DPPH      1 .776* -.751* -.864** 
ABTS       1 -.992** -.980** 
FRAP        1 .977** 

CUPRAC         1 
**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า (Ampelocissus martinii Planch.) เป็นแหล่งของสารพฤกษ
เคมีที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง สามารถสรุปผลการทดลองได้ ดังนี้ 

1. เมื่อใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลายในการสกัดสาร กากไวน์องุ่นป่าแก่มีร้อยละการได้
กลับคืนสูงที่สุด รองลงมา คือ กากไวน์องุ่นป่าสุกและกากไวน์องุ่นป่าอ่อน ตามล าดับ 

2. สารพฤกษเคมีที่ตรวจสอบมีปริมาณแตกต่างกันในแต่ละช่วงการเจริญเติบโตของผล โดย
ปริมาณสารพฤกษเคมีรวมทุกชนิด พบมากที่สุดในสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อน 

3. ผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารพฤกษเคมีด้วย HPLC พบสารหลักท่ีส าคัญทั้ง 10 
ชนิด โดยสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อนและสุกมี quercetin ปริมาณสูงที่สุด ในขณะที่สารสกัด
จากกากไวน์องุ่นป่าแก่ มี gallic acid ปริมาณสูงที่สุด 

4. สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าในระยะเวลาการเจริญเติบโตที่แตกต่างกันให้ฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อนมี
ฤทธิ์สูงที่สุด รองลงมา คือ สารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าสุกและสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าแก่ 
ตามล าดับ 

5. สารพฤกษเคมีที่ท าการตรวจสอบทุกชนิดมีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ดักจับอนุมูลอิสระ ABTS 
ฤทธิ์รีดิวซ์โลหะไอรอนและคอบเปอร์ในระดับค่อนข้างสูงถึงสูง ส่วนฤทธิ์ดักจับอนุมูลอิสระ DPPH 
ความสัมพันธ์ระดับสูงกับฟีนอลิกและโพรแอนโทไซยานิดินส์รวม  

6. กากไวน์องุ่นป่าเป็นแหล่งของสารพฤกษเคมีที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่อาจน าไป
ประยุกต์ใช้ในด้านอาหาร โภชนาการ เภสัชกรรมและทางการแพทย์ต่อไป 
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การค านวณหาปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อน  

น าสารสกัดหยาบจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อนมาชั่ง 0.025 g ละลายด้วยเอทานอล 50 mL จะ
ได้ความเข้มข้น 0.5 mg/mL 
   ดังนั้น  stock ความเข้มข้น 0.5 mg/mL ปริมาตร 50 mL 
ตัวอย่างที่มีความเข้มข้น 0.5 mg/mL เพ่ือวิเคราะห์หา TPC  และวัด Absorbance = 0.284 

- Dilution factor = (0.5 mg/mL) /(0.5 mg/mL) = 1 
- ค่า absorbance น าไปแทนค่า y จากสมการของกราฟมาตรฐาน เพื่อหาค่า x 
จากสมการ     y = 0.012x 
   X = 0.632/0.012 
   X = 52.667 (mg GAE/L) 
น าไปแทนค่าจากสมการ : 

 (mg GAE/L) Dilution factor total volume of extract (mL)
Content (mg GAE/g) = 

Sample weight(g) 1000

X  



 
 

=
52.667 (mg GAE/L)X1X50(mL)

0.025 (g)X1000
 

 

TPC ของตัวอย่าง = 105.334 mg GAE/g extract 

 
รูปที่ 14 กราฟมาตรฐานของ Gallic acid  ส าหรับตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกรวม 

 

y = 0.012x
R² = 0.998
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หมายเหตุ : การค านวณหาปริมาณฟีนอลิกรวม (TPC) คอนเดนส์แทนนินรวม (CDT) โพรแอนโทรไซยา
นิดินส์ (TPAC) ซาโปรนินส์ (TSC) สามารถค านวณได้เช่นเดียวกับวิธีข้างต้น เพียงแต่ใช้กราฟมาตรฐาน
ของ Gallic acid quercetin catechin และ aesin ตามล าดับ เพ่ือการเปรียบเทียบ 

การค านวณหาค่า IC50 

ตัวอย่าง  การหาค่า IC50  ของตัวอย่างสารสกัดหยาบจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อนที่วิเคราะห์ DPPH 
1) น าตัวอย่างสารสกัดหยาบจากกากไวน์องุ่นป่าอ่อนที่ความเข้มข้นต่างๆ ไปวิเคราะห์ 

DPPH แล้ววัด absorbance (A1, A2, A3 คือ จ านวนซ้ า) แล้วหาค่าเฉลี่ย ได้ดังตารางที่ 7 

ตารางที่ 7 ตัวอย่างค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากกากไวน์องุ่นป่า 

mg/ml A1 A2 A3 average 

0.01 1.824 1.854 1.886 1.847 
0.20 1.208 1.252 1.260 1.232 

0.30 0.792 0.788 0.794 0.791 
0.40 0.518 0.474 0.476 0.496 

0.50 0.000 0.000 0.000 0.000 

2) ค านวณหา % inhibition จากสูตร 

DPPH (%) = [(Acontrol - Asample)/ Acontrol]  100 
Acontrol = หลอดที่ไม่ใส่ตัวอย่าง (ใช้เมทานอลแทน) 
Asample = หลอดที่มีตัวอย่างด้วย 
ได้ค่าดังตาราง แล้วน าไป plot กราฟ  
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รูปที่ 15 กราฟมาตรฐานของ Gallic acid  ค านวณ % inhibition 

3) จะได้สมการ  y = 148.59x + 23.413   แล้วแทนค่า y ด้วย 50 เพ่ือหาค่า IC50 
50 = 148.59x + 23.413 

   X  =  0.179 mg/mL หรือ 109 µg/mL  = IC50 

y = 148.59x + 23.413
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ภาคผนวก ข 
ข้อมูลผลการทดลองหาปริมาณสารพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
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ชื่อ นายเกียรติศักดิ์ รัตนคุณศาสน์ 
วันเกิด 19 สิงหาคม พ.ศ.2528 
สถานที่เกิด จ.กรุงเทพมหานคร 
สถานที่อยู่ปัจจุบัน 139/40  ถนนถีนานนท์ ต.ตลาด อ.เมืองมหาสารคาม จ.มหาสารคาม 
ต าแหน่งหน้าที่การงาน ข้าราชการครู 
สถานที่ท างานปัจจุบัน โรงเรียนเหล่ายาววิทยาคาร อ.บรบือ จ.มหาสารคาม 
ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2551 ปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขา เคมี คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยมหาสารคาม  
พ.ศ. 2564 ปริญญาโท วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขา เคมีศึกษา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม   
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