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ฤทธ์ิการต้านออกซิเดชันในหลอดทดลองของน า้ส้มจาก (Nipa palm vinegar) 
อุดมรัตน์ วฒันสิทธ์ิ, สุภาภรณ์ ยิม้เทีย่ง และวยิดา กวานเหียน 
1 สาขาวชิาอนามยัส่ิงแวดลอ้มและเทคโนโลย ีส านกัวชิาสาธารณสุขศาสตร์ มหาวทิยาลยัวลยัลกัษณ์ 
2 สาขาวชิาอาชีวอนามยัและความปลอดภยั ส านกัวชิาสาธารณสุขศาสตร์ มหาวทิยาลยัวลยัลกัษณ์ 
3 สาขาวชิาเทคนิคการแพทย ์ส านกัวชิาสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยัวลยัลกัษณ์ 
 

บทคัดย่อ 
 

น ้ าส้มจาก (Nipa palm vinegar) เป็นผลิตภณัฑ์ชุมชนท่ีน ามาใช้เป็นอาหารและทางการแพทยพ์ื้นบา้น
อย่างแพร่หลายในอ าเภอปากพนงั จงัหวดันครศรีธรรมราช การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาฤทธ์ิการตา้น
อนุมูลอิสระของน ้ าส้มจาก โดยทดสอบการยบัย ั้ ง 2,2-azinobis(3-ethylbenzo thiozoline)-6-sulfornic acids 
(ABTS) radical,  nitric oxide,  2,2–diphenyl–1–picrylhydrazyl (DPPH) radical,  hydroxyl radical,  lipid 
peroxidation และทดสอบการเกิด metal ion chelation ผลการศึกษาพบว่าการยบัย ั้ง ABTS radical และ DPPH 
radical สัมพนัธ์กับระดับความเข้มข้นของน ้ าส้มจาก (r = 0.973 และ 0.407 ตามล าดับ) การยบัย ั้ง hydroxyl 
radical และ lipid peroxidation สูงสุดท่ีระดบัความเขม้ขน้ของน ้ าส้มจาก 12.5% (v/v) แลว้ลดลงตามระดบัความ
เขม้ขน้ของน ้ าส้มจากท่ีเพิ่มข้ึน อยา่งไรก็ตามน ้ าส้มจากไม่สามารถยบัย ั้ง nitric oxide และไม่สามารถเป็น metal 
chelator ได ้ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นวา่น ้ าส้มจากมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระบางชนิดในหลอดทดลองได ้
เป็นขอ้มูลประโยชน์ต่อสุขภาพเบ้ืองตน้ของน ้าส้มจาก การศึกษาชนิดและปริมาณสารออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
ในน ้ าส้มจากเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจในการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อเป็นขอ้มูลสนบัสนุนในการส่งเสริมการบริโภคน ้ าส้ม
จากต่อไป 
ค าส าคัญ: การตา้นอนุมูลอิสระ ความเครียดออกซิเดชนั น ้าส้มจาก (Nipa palm vinegar) 
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Abstract 
 

Nipa palm vinegar (NPV) is a local product which is widely consumed in habitual diet and 

used in traditional medicine in Pak Phanang District, Nakhon Si Thammarat Province. This study 

aimed to investigate antioxidant activities of the NPV. Determination of antioxidant activities were 

assessed by inhibition of 2,2-azinobis(3-ethylbenzo thiozoline)-6-sulfornic acids (ABTS) radical, 

nitric oxide, 2,2–diphenyl–1–picrylhydrazyl (DPPH) radical, hydroxyl radical, and lipid 

peroxidation formation as well as metal ion chelating activity. The inhibition of ABTS and DPPH 

radicals were concentration-dependent (r = 0.973 and 0.407, respectively) . Besides, 12.5% (v/v) 

NPV caused the highest inhibition of hydroxyl radical and lipid peroxidation. However, the 

inhibitory effect was then declined when concentrations of NPV were increased. Inhibition of 

nitric oxide and metal chelating activity were not observed. NPV inhibits some types of free 

radicals which support health benefit of NPV. Further study to identify content of active 

compounds exerting antioxidant effects in NPV is interesting to generate a supportive data to 

promote NPV consumption.  
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บทน า 
ต้นจาก (Nypa Fruticans Wurmb) เป็นพืช

ตระกูลปาล์มชนิดหน่ึง เจริญเติบโตได้ดีในระบบ
นิเวศลุ่มน ้ า ปากพนัง เน่ืองจากมีสภาพเป็นดิน
เหนียว มีอินทรียวตัถุสูง มีน ้ าท่วมขงั ตน้จากชอบ
แสงแดดจดั สามารถเจริญเติบโตไดเ้องในธรรมชาติ
ทั้งในน ้ าจืดและน ้ ากร่อย มกัข้ึนเป็นดงในบริเวณป่า
ชายเลน สามารถแพร่ขยายพันธ์ุได้ง่าย1 ต้นจาก
จัดเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีบทบาทส าคัญต่อวิถีการ
ประกอบอาชีพของคนลุ่มน ้ าปากพนัง ชาวบ้าน
ต า บลขนาบนาก  อ า เ ภอป ากพนั ง  จัง ห วัด
นครศ รีธรรมราชได้สะสมภู มิ ปัญญาในการ
ประกอบอาชีพจากต้นจากมาอย่างยาวนานโดย
พบวา่ตน้จากสามารถใชป้ระโยชน์ไดเ้กือบทุกส่วน 
โดยเฉพาะอยา่งยิ่งน ้ าหวานจากสามารถน าไปหมกั
เพื่อผลิตเป็น “น ้ าส้มจาก” หรือ Nipa palm vinegar 
(NPV) ซ่ึงจดัเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมีช่ือเสียงของอ าเภอ
ปากพนงั และถูกน ามาใชใ้นการปรุงอาหารใหมี้รส
เปร้ียว เช่น ใส่ในแกงส้ม หรือตม้ส้ม หรือใชใ้นการ
ท าย  าต่าง ๆ โดยเติมลงในอาหารคร้ังละประมาณ 3-
5 mL หากผลิตได้มากก็มีการจ าหน่ายให้แก่เพื่อน
บา้นหรือเป็นของฝากจากปากพนงั นอกจากนั้นยงัมี
การใช้น ้ าส้มหมกัในทางการแพทย์พื้นบ้าน โดย
ชาวบา้นมีความเช่ือในสรรพคุณของน ้ าส้มจากว่า
สามารถลดอาการไอ แกโ้รคความดนั และเบาหวาน 
อย่างไรก็ตามยงัไม่มีขอ้มูลทางวิทยาศาสตร์ยืนยนั
แน่ชัดเก่ียวกบัฤทธ์ิของน ้ าส้มจากในประเทศไทย 
รายงานการวิจยัฉบบัหน่ึงจากประเทศมาเลเซียซ่ึงมี
การปลูกตน้จากและน าน ้ าส้มจากมาใช้ เพื่อเป็นยา

พื้นบา้นในการรักษาโรคเบาหวาน แสดงให้เห็นว่า
กรดแอซิติกในน ้ าส้มจาก มีฤทธ์ิในการลดระดับ
น ้ าตาลในเลือดของหนูทดลองท่ีถูกชักน าให้เป็น
เบาหวาน นอกจากน้ียงัมีฤทธ์ิตา้นสารอนุมูลอิสระ
จากสารประกอบกลุ่มฟีโนลิกส์2  

สารอนุมูลอิสระ เป็นธาตุหรือสารประกอบ
ซ่ึงมีประจุรวมเป็นบวกหรือลบหรือเป็นศูนยแ์ละมี
อิเล็กตรอนเด่ียวหรืออิเล็กตรอนท่ีขาดคู่อยู่ในวง
โคจร สารอนุมูลอิสระท่ีส าคญัท่ีมกัเก่ียวขอ้งกบัการ
เ กิดโรคต่าง  ๆ  โดยมากมัก เ ป็นก ลุ่ม  oxygen-
containing free radicals เ ช่ น   hydroxyl radical, 
superoxide anion radical, hydrogen peroxide, 
oxygen singlet และ nitric oxide radical เป็นตน้ ซ่ึง
สารเหล่าน้ีจะมีความไวสูง ท าให้เกิดความเสียหาย
ต่อองค์ประกอบของส่ิงมีชีวิต เช่น การท าลาย
โครงสร้างดีเอ็นเอ การเปล่ียนสภาพโปรตีน ไขมนั 
คาร์โบไฮเดรต การสร้างพันธะโคเวเลนต์กับ
โปรตีนหรือเอนไซมท์ าให้ไม่สามารถท างานได ้ท า
ให้เพิ่มอตัราเส่ียงของการเกิดโรคหลายชนิด เช่น 
โรคหลอดเลือดตีบและแข็งตวั โรคมะเร็งบางชนิด 
โรคความจ า เ ส่ือม โรคไขข้ออัก เสบ รวมถึง
โรคเบาหวานด้วย3 สารประกอบกลุ่มฟีโนลิกส์ซ่ึง
พบในน ้ าส้มจากสามารถยบัย ั้งสารอนุมูลอิสระใน
หลอดทดลอง2 และมีรายงานว่าสารกลุ่มน้ีสามารถ
ป้องกนัการเกิดความเสียหายจากสารอนุมูลอิสระ 
(oxidative damage) โดยพบวา่สามารถลดระดบัของ 
malondialdehyde (MDA) ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพ 
(biomarker) ของการ เ กิด  lipid peroxidation ใน
สัตว์ทดลองได้4 จากข้อมูลทั้ งหมดข้างต้นท าให้



วารสารพิษวิทยาไทย 2561 ; 33(2) : 47-62 49

In vitro Antioxidant Activities of Nipa Palm Vinegar 
 
Udomratana Vattanasit1*, Supabhorn Yimthiang2  and Wiyada Kwanhian3 
 
1 Department of Environmental Health and Technology, School of Public Health, Walailak University 
2 Department of Occupational Health and Safety, School of Public Health, Walailak University 
3 Department of Medical Technology, School of Allied Health Sciences, Walailak University 
 

Abstract 
 

Nipa palm vinegar (NPV) is a local product which is widely consumed in habitual diet and 

used in traditional medicine in Pak Phanang District, Nakhon Si Thammarat Province. This study 

aimed to investigate antioxidant activities of the NPV. Determination of antioxidant activities were 

assessed by inhibition of 2,2-azinobis(3-ethylbenzo thiozoline)-6-sulfornic acids (ABTS) radical, 

nitric oxide, 2,2–diphenyl–1–picrylhydrazyl (DPPH) radical, hydroxyl radical, and lipid 

peroxidation formation as well as metal ion chelating activity. The inhibition of ABTS and DPPH 

radicals were concentration-dependent (r = 0.973 and 0.407, respectively) . Besides, 12.5% (v/v) 

NPV caused the highest inhibition of hydroxyl radical and lipid peroxidation. However, the 

inhibitory effect was then declined when concentrations of NPV were increased. Inhibition of 

nitric oxide and metal chelating activity were not observed. NPV inhibits some types of free 

radicals which support health benefit of NPV. Further study to identify content of active 

compounds exerting antioxidant effects in NPV is interesting to generate a supportive data to 

promote NPV consumption.  

 

Key words: Antioxidant activity, Oxidative stress, Nipa palm vinegar 

 

* Corresponding Author 
Dr.Udomratana Vattanasit 

Department of Environmental Health and Technology, School of Public Health, Walailak University, 

Nakhon Si Thammarat 80161 

E-mail: ohenhwu@gmail.com 

 

 

บทน า 
ต้นจาก (Nypa Fruticans Wurmb) เป็นพืช

ตระกูลปาล์มชนิดหน่ึง เจริญเติบโตได้ดีในระบบ
นิเวศลุ่มน ้ า ปากพนัง เน่ืองจากมีสภาพเป็นดิน
เหนียว มีอินทรียวตัถุสูง มีน ้ าท่วมขงั ตน้จากชอบ
แสงแดดจดั สามารถเจริญเติบโตไดเ้องในธรรมชาติ
ทั้งในน ้ าจืดและน ้ ากร่อย มกัข้ึนเป็นดงในบริเวณป่า
ชายเลน สามารถแพร่ขยายพันธ์ุได้ง่าย1 ต้นจาก
จัดเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีบทบาทส าคัญต่อวิถีการ
ประกอบอาชีพของคนลุ่มน ้ าปากพนัง ชาวบ้าน
ต า บลขนาบนาก  อ า เ ภอป ากพนั ง  จัง ห วัด
นครศ รีธรรมราชได้สะสมภู มิ ปัญญาในการ
ประกอบอาชีพจากต้นจากมาอย่างยาวนานโดย
พบวา่ตน้จากสามารถใชป้ระโยชน์ไดเ้กือบทุกส่วน 
โดยเฉพาะอยา่งยิ่งน ้ าหวานจากสามารถน าไปหมกั
เพื่อผลิตเป็น “น ้ าส้มจาก” หรือ Nipa palm vinegar 
(NPV) ซ่ึงจดัเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมีช่ือเสียงของอ าเภอ
ปากพนงั และถูกน ามาใชใ้นการปรุงอาหารใหมี้รส
เปร้ียว เช่น ใส่ในแกงส้ม หรือตม้ส้ม หรือใชใ้นการ
ท าย  าต่าง ๆ โดยเติมลงในอาหารคร้ังละประมาณ 3-
5 mL หากผลิตได้มากก็มีการจ าหน่ายให้แก่เพื่อน
บา้นหรือเป็นของฝากจากปากพนงั นอกจากนั้นยงัมี
การใช้น ้ าส้มหมกัในทางการแพทย์พื้นบ้าน โดย
ชาวบา้นมีความเช่ือในสรรพคุณของน ้ าส้มจากว่า
สามารถลดอาการไอ แกโ้รคความดนั และเบาหวาน 
อย่างไรก็ตามยงัไม่มีขอ้มูลทางวิทยาศาสตร์ยืนยนั
แน่ชัดเก่ียวกบัฤทธ์ิของน ้ าส้มจากในประเทศไทย 
รายงานการวิจยัฉบบัหน่ึงจากประเทศมาเลเซียซ่ึงมี
การปลูกตน้จากและน าน ้ าส้มจากมาใช้ เพื่อเป็นยา

พื้นบา้นในการรักษาโรคเบาหวาน แสดงให้เห็นว่า
กรดแอซิติกในน ้ าส้มจาก มีฤทธ์ิในการลดระดับ
น ้ าตาลในเลือดของหนูทดลองท่ีถูกชักน าให้เป็น
เบาหวาน นอกจากน้ียงัมีฤทธ์ิตา้นสารอนุมูลอิสระ
จากสารประกอบกลุ่มฟีโนลิกส์2  

สารอนุมูลอิสระ เป็นธาตุหรือสารประกอบ
ซ่ึงมีประจุรวมเป็นบวกหรือลบหรือเป็นศูนยแ์ละมี
อิเล็กตรอนเด่ียวหรืออิเล็กตรอนท่ีขาดคู่อยู่ในวง
โคจร สารอนุมูลอิสระท่ีส าคญัท่ีมกัเก่ียวขอ้งกบัการ
เ กิดโรคต่าง  ๆ  โดยมากมัก เ ป็นก ลุ่ม  oxygen-
containing free radicals เ ช่ น   hydroxyl radical, 
superoxide anion radical, hydrogen peroxide, 
oxygen singlet และ nitric oxide radical เป็นตน้ ซ่ึง
สารเหล่าน้ีจะมีความไวสูง ท าให้เกิดความเสียหาย
ต่อองค์ประกอบของส่ิงมีชีวิต เช่น การท าลาย
โครงสร้างดีเอ็นเอ การเปล่ียนสภาพโปรตีน ไขมนั 
คาร์โบไฮเดรต การสร้างพันธะโคเวเลนต์กับ
โปรตีนหรือเอนไซมท์ าให้ไม่สามารถท างานได ้ท า
ให้เพิ่มอตัราเส่ียงของการเกิดโรคหลายชนิด เช่น 
โรคหลอดเลือดตีบและแข็งตวั โรคมะเร็งบางชนิด 
โรคความจ า เ ส่ือม โรคไขข้ออัก เสบ รวมถึง
โรคเบาหวานด้วย3 สารประกอบกลุ่มฟีโนลิกส์ซ่ึง
พบในน ้ าส้มจากสามารถยบัย ั้งสารอนุมูลอิสระใน
หลอดทดลอง2 และมีรายงานว่าสารกลุ่มน้ีสามารถ
ป้องกนัการเกิดความเสียหายจากสารอนุมูลอิสระ 
(oxidative damage) โดยพบวา่สามารถลดระดบัของ 
malondialdehyde (MDA) ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพ 
(biomarker) ของการ เ กิด  lipid peroxidation ใน
สัตว์ทดลองได้4 จากข้อมูลทั้ งหมดข้างต้นท าให้
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ผูว้ิจยัสนใจศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของน ้ าส้ม
จาก ซ่ึงเป็นผลผลิตของพืชทอ้งถ่ินในชุมชนขนาบ
นาก อ าเภอปากพนัง จงัหวดันครศรีธรรมราช ท่ีมี
การน ามาใช้รักษาโรคจากภูมิปัญญาชาวบา้นโดย
น ามาท าการทดลองทางห้องปฏิบติัการ เพื่อน าผล
การศึกษาท่ีไดไ้ปเป็นขอ้มูลทางวิทยาศาสตร์ในการ
สนับสนุนคุณประโยชน์ของน ้ าส้มจากในทาง
สุขภาพซ่ึงอาจน าไปเพิ่มมูลค่าของผลิตภณัฑชุ์มชน 

 
วธีิการศึกษา 
ตัวอย่างน า้ส้มจาก 

เก็บตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีผลิตในชุมชน
ต า บลขนาบนาก  อ า เ ภอป ากพนั ง  จัง ห วัด
นครศรีธรรมราช จากแหล่งผลิตหลัก 3 หมู่บ้าน 
หมู่บ้านละ  3 ตัวอย่าง  จ านวนรวม  9 ตัวอย่าง 
ตวัอย่างน ้ าส้มถูกแบ่งออกเป็นส่วน ๆ ส่วนละ 1.5 
mLในการเก็บรักษาเพื่อน าไปใช้ส าหรับแต่ละการ
ทดลอง โดยเก็บรักษาตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ -20oC ก่อน
ท าการวิเคราะห์น าตวัอย่างมาตั้งในตูเ้ย็นอุณหภูมิ 
4oC จนตวัอยา่งละลาย แต่ละการทดสอบใชต้วัอย่าง
น ้ าส้มจากท่ีความเข้มข้น 12.5, 25, 50 และ 100% 
(v/v) โดย เ จือจางน ้ า ส้มจากในน ้ ากลั่น  แต่ละ
ตวัอยา่งท าการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า 
 
การทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระ 
อุปกรณ์และสารเคมี 

การวดัการดูดกลืนแสงโดยเคร่ือง UV/Vis   
microplate spectrophotometer รุ่น Multiskan GO 
(Thermo Scientific) สารเคมีท่ีใชใ้นการทดสอบ

ไดแ้ก่ 2,2-azinobis(3-ethylbenzo thiozoline)-6-
sulfornic acids (ABTS) และ ascorbic acid เป็น
ผลิตภณัฑช์นิด ultrapure grade และanalytical grade 
ตามล าดบั ของบริษทั Bio Basic Inc. (Canada) 
ethanol และ 30% hydrogen peroxide เป็นผลิตภณัฑ์
ชนิด analytical grade ของบริษทั Merck (Germany) 
phosphate buffered saline (PBS) และ acetic acid 
เป็นผลิตภณัฑช์นิด analytical grade ของบริษทั 
Amresco (USA) และ QRëC (New Zealand) 
ตามล าดบั สารเคมีอ่ืนๆ เป็นผลิตภณัฑช์นิด 
analytical grade ของบริษทั Sigma-Aldrich (USA)  
 
ABTS radical scavenging activity  

การประเมินฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระใน
ตวัอย่างใช้วิธีการทดสอบของ Re และคณะ5 โดยมี
หลกัการคือการวดัการลดลงของการดูดกลืนแสง
ของ ABTS  radical cation เ ม่ือมีสารต้านอนุมูล
อิสระ การทดสอบท าได้โดยการน าสารละลาย 
ABTS 7 mM และ สารละลาย potassium persulfate 
2.45 mM มาท าปฏิกิริยาในท่ีมืดเป็นเวลา  12-16 
ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง  หลังจากนั้ นเจือจางด้วย 
ethanol (1:89 v/v) ท่ีอุณหภูมิ 30oC จากนั้นปิเปตต์
สารละลาย ABTS ท่ีเจือจางแลว้ดงักล่าวมา 180 µL 
ใส่หลอดทดลอง  เ ติมน ้ าส้มจากท่ีเ จือจางด้วย 
ethanol 20 µL ความเขม้ขน้ 12.5, 25, 50 และ 100% 
(v/v) หรือสารมาตรฐาน Trolox 6 ความเข้มข้น 
(3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.50 และ 125.0 µg/mL) 
ท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาน าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 734 nm 

ท่ี อุณหภูมิ 30 oC ท าการทดสอบ 3 ซ ้ าในแต่ละ
ตวัอยา่ง แสดงฤทธ์ิการตา้นออกซิเดชนัดว้ยค่า IC50 
ซ่ึงหมายถึงความเข้มข้นของสารท่ีสามารถยบัย ั้ง
อนุมูลอิสระได้ 50% รายงานผลด้วยค่า  Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) ซ่ึ ง
ค านวณจากค่า IC50 ของสารมาตรฐาน Trolox หาร
ดว้ยค่า IC50 ของตวัอยา่งน ้าส้มจาก และแสดงค่าการ
ยบัย ั้งสารอนุมูลอิสระ (% inhibition) โดยค านวณ
จากการลดลงของค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่าง
น ้ าส้มจากเทียบกบัหลอดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้ าส้ม
จาก  

% inhibition = 100 x (A0 – As)/A0 
เม่ือ A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลอด

ควบคุม และ As คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
 
Nitric oxide scavenging assay  

การทดสอบน้ีดดัแปลงจากวิธีของ Garratt 
และคณะ6 ท าโดยเตรียมสารละลาย sodium nitro-
prusside (SNP) ความเขม้ขน้ 100 mM ในสารละลาย 
PBS ท าการทดลองโดยปิเปตตส์ารละลาย SNP 100 
mM ดงักล่าว ปริมาตร 200 µL และสารละลาย PBS 
1,800 µL ลงในหลอดทดลองแลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 25oC เป็นเวลา 180 นาที เพื่อสังเคราะห์ 
nitric oxide เม่ือครบเวลาเติมตวัอยา่งน ้าส้ม จาก
ความเขม้ขน้ 12.5, 25, 50 และ 100% (v/v) หรือ 
gallic acid (positive control) ความเขม้ขน้ 2 mM 
ปริมาตร 1 mL ลงไป จากนั้นเติม Griess reagent ซ่ึง
เตรียมจาก 1% sulfanilamide และ 0.1% 
naphthyletylenediamine dihydrochloride (NED) ใน 

2% phosphoric acid (H3PO4) ลงในหลอดทดลองใน
อตัราส่วน 1:1 ก่อนน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25oC ในท่ี
มืดเป็นเวลา 10 นาที เม่ือครบเวลาน าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm ท าการ
ทดสอบ 3 ซ ้ าในแต่ละตวัอยา่ง หลอดท่ีน ้าส้มจาก
แสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมากจะแสดงค่า nitric 
oxide ในหลอดทดลองนอ้ยกวา่เม่ือเทียบกบัหลอด
ท่ีไม่มีน ้าส้มจาก แสดง ผลค่าการยบัย ั้งสารอนุมูล
อิสระ (% inhibition) โดยค านวณจากการลดลงของ
ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งน ้าส้มจาก เทียบกบั
หลอดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก 
 
Free radical scavenging activity (DPPH Method)  

การทดสอบน้ีใชว้ธีิ DPPH โดย Brand-
Williams และคณะ7 เตรียมสารละลาย 2,2–
diphenyl–1–picrylhydrazyl (DPPH) ความเขม้ขน้ 
100 mM ใน methanol แลว้ปิเปตตล์งใน 96 well 
plate หลุมละ 200 µL แลว้จึงเติมตวัอยา่งน ้าส้มจาก
ความเขม้ขน้ 12.5, 25, 50 และ 100% (v/v) ท่ีเตรียม
ไวห้รือสารมาตรฐาน Trolox 6 ความเขม้ขน้ (3.91, 
7.81, 15.63, 31.25, 62.50 และ 125.0 µg/mL) 
ปริมาตร  50 µL แลว้จึงตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็น
เวลา 20 นาที เม่ือครบเวลาน าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 515 nm ท าการทดสอบ 
3 ซ ้ าในแต่ละตวัอยา่ง โดยแสดงฤทธ์ิการตา้น
ออกซิเดชนัดว้ยค่า IC50 ซ่ึงหมายถึงความเขม้ขน้
ของสารท่ีสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระได ้ 50% 
รายงานผลดว้ยค่า TEAC ซ่ึงค านวณจากค่า IC50 ของ
สารมาตรฐาน Trolox หารดว้ยค่า IC50 ของตวัอยา่ง
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จาก ซ่ึงเป็นผลผลิตของพืชทอ้งถ่ินในชุมชนขนาบ
นาก อ าเภอปากพนัง จงัหวดันครศรีธรรมราช ท่ีมี
การน ามาใช้รักษาโรคจากภูมิปัญญาชาวบ้านโดย
น ามาท าการทดลองทางห้องปฏิบติัการ เพื่อน าผล
การศึกษาท่ีไดไ้ปเป็นขอ้มูลทางวิทยาศาสตร์ในการ
สนับสนุนคุณประโยชน์ของน ้ าส้มจากในทาง
สุขภาพซ่ึงอาจน าไปเพิ่มมูลค่าของผลิตภณัฑชุ์มชน 

 
วธีิการศึกษา 
ตัวอย่างน า้ส้มจาก 

เก็บตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีผลิตในชุมชน
ต า บลขนาบนาก  อ า เ ภอป ากพนั ง  จัง ห วัด
นครศรีธรรมราช จากแหล่งผลิตหลัก 3 หมู่บ้าน 
หมู่บ้านละ  3 ตัวอย่าง  จ านวนรวม  9 ตัวอย่าง 
ตวัอย่างน ้ าส้มถูกแบ่งออกเป็นส่วน ๆ ส่วนละ 1.5 
mLในการเก็บรักษาเพื่อน าไปใช้ส าหรับแต่ละการ
ทดลอง โดยเก็บรักษาตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ -20oC ก่อน
ท าการวิเคราะห์น าตวัอย่างมาตั้งในตูเ้ย็นอุณหภูมิ 
4oC จนตวัอยา่งละลาย แต่ละการทดสอบใชต้วัอย่าง
น ้ าส้มจากท่ีความเข้มข้น 12.5, 25, 50 และ 100% 
(v/v) โดย เ จือจางน ้ า ส้มจากในน ้ ากลั่น  แต่ละ
ตวัอยา่งท าการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า 
 
การทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระ 
อุปกรณ์และสารเคมี 

การวดัการดูดกลืนแสงโดยเคร่ือง UV/Vis   
microplate spectrophotometer รุ่น Multiskan GO 
(Thermo Scientific) สารเคมีท่ีใชใ้นการทดสอบ

ไดแ้ก่ 2,2-azinobis(3-ethylbenzo thiozoline)-6-
sulfornic acids (ABTS) และ ascorbic acid เป็น
ผลิตภณัฑช์นิด ultrapure grade และanalytical grade 
ตามล าดบั ของบริษทั Bio Basic Inc. (Canada) 
ethanol และ 30% hydrogen peroxide เป็นผลิตภณัฑ์
ชนิด analytical grade ของบริษทั Merck (Germany) 
phosphate buffered saline (PBS) และ acetic acid 
เป็นผลิตภณัฑช์นิด analytical grade ของบริษทั 
Amresco (USA) และ QRëC (New Zealand) 
ตามล าดบั สารเคมีอ่ืนๆ เป็นผลิตภณัฑช์นิด 
analytical grade ของบริษทั Sigma-Aldrich (USA)  
 
ABTS radical scavenging activity  

การประเมินฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระใน
ตวัอย่างใช้วิธีการทดสอบของ Re และคณะ5 โดยมี
หลกัการคือการวดัการลดลงของการดูดกลืนแสง
ของ ABTS  radical cation เ ม่ือมีสารต้านอนุมูล
อิสระ การทดสอบท าได้โดยการน าสารละลาย 
ABTS 7 mM และ สารละลาย potassium persulfate 
2.45 mM มาท าปฏิกิริยาในท่ีมืดเป็นเวลา  12-16 
ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง  หลังจากนั้ นเจือจางด้วย 
ethanol (1:89 v/v) ท่ีอุณหภูมิ 30oC จากนั้นปิเปตต์
สารละลาย ABTS ท่ีเจือจางแลว้ดงักล่าวมา 180 µL 
ใส่หลอดทดลอง  เ ติมน ้ าส้มจากท่ีเ จือจางด้วย 
ethanol 20 µL ความเขม้ขน้ 12.5, 25, 50 และ 100% 
(v/v) หรือสารมาตรฐาน Trolox 6 ความเข้มข้น 
(3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.50 และ 125.0 µg/mL) 
ท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาน าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 734 nm 

ท่ี อุณหภูมิ 30 oC ท าการทดสอบ 3 ซ ้ าในแต่ละ
ตวัอยา่ง แสดงฤทธ์ิการตา้นออกซิเดชนัดว้ยค่า IC50 
ซ่ึงหมายถึงความเข้มข้นของสารท่ีสามารถยบัย ั้ง
อนุมูลอิสระได้ 50% รายงานผลด้วยค่า  Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) ซ่ึ ง
ค านวณจากค่า IC50 ของสารมาตรฐาน Trolox หาร
ดว้ยค่า IC50 ของตวัอยา่งน ้าส้มจาก และแสดงค่าการ
ยบัย ั้งสารอนุมูลอิสระ (% inhibition) โดยค านวณ
จากการลดลงของค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่าง
น ้ าส้มจากเทียบกบัหลอดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้ าส้ม
จาก  

% inhibition = 100 x (A0 – As)/A0 
เม่ือ A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลอด

ควบคุม และ As คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
 
Nitric oxide scavenging assay  

การทดสอบน้ีดดัแปลงจากวิธีของ Garratt 
และคณะ6 ท าโดยเตรียมสารละลาย sodium nitro-
prusside (SNP) ความเขม้ขน้ 100 mM ในสารละลาย 
PBS ท าการทดลองโดยปิเปตตส์ารละลาย SNP 100 
mM ดงักล่าว ปริมาตร 200 µL และสารละลาย PBS 
1,800 µL ลงในหลอดทดลองแลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 25oC เป็นเวลา 180 นาที เพื่อสังเคราะห์ 
nitric oxide เม่ือครบเวลาเติมตวัอยา่งน ้าส้ม จาก
ความเขม้ขน้ 12.5, 25, 50 และ 100% (v/v) หรือ 
gallic acid (positive control) ความเขม้ขน้ 2 mM 
ปริมาตร 1 mL ลงไป จากนั้นเติม Griess reagent ซ่ึง
เตรียมจาก 1% sulfanilamide และ 0.1% 
naphthyletylenediamine dihydrochloride (NED) ใน 

2% phosphoric acid (H3PO4) ลงในหลอดทดลองใน
อตัราส่วน 1:1 ก่อนน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25oC ในท่ี
มืดเป็นเวลา 10 นาที เม่ือครบเวลาน าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm ท าการ
ทดสอบ 3 ซ ้ าในแต่ละตวัอยา่ง หลอดท่ีน ้าส้มจาก
แสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมากจะแสดงค่า nitric 
oxide ในหลอดทดลองนอ้ยกวา่เม่ือเทียบกบัหลอด
ท่ีไม่มีน ้าส้มจาก แสดง ผลค่าการยบัย ั้งสารอนุมูล
อิสระ (% inhibition) โดยค านวณจากการลดลงของ
ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งน ้าส้มจาก เทียบกบั
หลอดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก 
 
Free radical scavenging activity (DPPH Method)  

การทดสอบน้ีใชว้ธีิ DPPH โดย Brand-
Williams และคณะ7 เตรียมสารละลาย 2,2–
diphenyl–1–picrylhydrazyl (DPPH) ความเขม้ขน้ 
100 mM ใน methanol แลว้ปิเปตตล์งใน 96 well 
plate หลุมละ 200 µL แลว้จึงเติมตวัอยา่งน ้าส้มจาก
ความเขม้ขน้ 12.5, 25, 50 และ 100% (v/v) ท่ีเตรียม
ไวห้รือสารมาตรฐาน Trolox 6 ความเขม้ขน้ (3.91, 
7.81, 15.63, 31.25, 62.50 และ 125.0 µg/mL) 
ปริมาตร  50 µL แลว้จึงตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็น
เวลา 20 นาที เม่ือครบเวลาน าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 515 nm ท าการทดสอบ 
3 ซ ้ าในแต่ละตวัอยา่ง โดยแสดงฤทธ์ิการตา้น
ออกซิเดชนัดว้ยค่า IC50 ซ่ึงหมายถึงความเขม้ขน้
ของสารท่ีสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระได ้ 50% 
รายงานผลดว้ยค่า TEAC ซ่ึงค านวณจากค่า IC50 ของ
สารมาตรฐาน Trolox หารดว้ยค่า IC50 ของตวัอยา่ง



วารสารพิษวิทยาไทย 2561 ; 33(2) : 47-62 52

น ้าส้มจาก และแสดงค่าการยบัย ั้งสารอนุมูลอิสระ 
(% inhibition) โดยค านวณจากการลดลงของค่าการ
ดูดกลืนแสงของตวัอยา่งน ้าส้มจากเทียบกบัหลอด
ควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก  

 
Hydroxyl radical scavenging assay  

การทดสอบอาศยัการสังเคราะห์สารอนุมูล
อิสระชนิด hydroxyl radical ด้วยสาร deoxyribose, 
ferric chloride, ascorbic acid แ ล ะ  hydrogen 
peroxide ซ่ึงสามารถถูกท าลายได้ด้วยสารต้าน
อนุมูลอิสระท่ีอาจมีอยู่ในตวัอย่างท่ีน ามาทดสอบ 
การทดสอบดัดแปลงจากวิธีของ Halliwell และ
คณะ8 ท าโดยปิเปตตส์ารละลาย deoxyribose 28 mM 
ในสารละลาย potassium dihydrogen-phosphate 20 
mM ป ริม า ต ร  100 µL,  200 µM ferric chloride 
ปริมาตร 100 µL และ 10 mM hydrogen peroxide
ปริมาตร 100 µL ลงในหลอดทดลองแล้วปิเปตต์
ตัวอย่างน ้ าส้มจากความเข้มข้น 12.5, 25, 50 และ 
100% (v/v) ท่ีเตรียมไว ้หรือสาร quercetin (positive 
control) ความเขม้ขน้ 300 µM ปริมาตร 500 µL  ลง
ในหลอดทดลอง ตั้งทิ้งไว ้1 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิห้อง 
หลงัจากนั้นเติมสารละลาย 1% thiobarbituric acid 
(TBA) และ 2.8% trichloro-acetic acid (TCA) อยา่ง
ละ 1 mL ลงในหลอดทดลองแล้วน าไปให้ความ
ร้อนในอ่างน ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 80oC นาน 20 นาที จะ
ไดส้ารสีชมพู เม่ือครบเวลาน าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 532 nm ท าการทดสอบ 
3 ซ ้ าในแต่ละตัวอย่าง แสดงผลค่าการยบัย ั้งสาร
อนุมูลอิสระ (% inhibition) โดยค านวณจากการ

ลดลงของค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งน ้ าส้มจาก
เทียบกบัหลอดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก 
  
Metal ion chelating activity  

การวิเคราะห์ metal ion chelating activity 
ของน ้ าส้มจาก ดดัแปลงจากวิธีการของ Dinis และ
คณะ9 ท าไดโ้ดยเติมตวัอยา่งน ้ าส้มจากความเขม้ขน้ 
12.5, 25, 50 และ  100% (v/v) หรือสารมาตรฐาน 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 4 ความ
เข้มข้น  (31.25, 62.50, 125.0 และ  250.0 µg/mL) 
ปริมาตร 800 µL ลงในสารละลาย 2 mM ferrous 
chloride 100 µL ปฏิกิริยาเร่ิมโดยการเติม 5 mM 
ferrozine ปริมาตร 400 µL หลังจากนั้นตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที เม่ือครบเวลาน าไป
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 562 
nm ท าการทดสอบ 3 ซ ้ าในแต่ละตวัอยา่งโดยใช้น ้ า
กลัน่เป็น Blank แสดงผลค่าการยบัย ั้งการเกิดอนุมูล
อิสระ (% inhibition) โดยค านวณจากการลดลงของ
ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่างน ้ าส้มจากเทียบกบั
หลอดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก  
 
Inhibition of lipid peroxidation  

การวิ เคราะ ห์ น้ีดัดแปลงจากวิ ธี  thio-
barbituric acid-reactive species (TBARS) assay10  
เพื่อวดัการเกิด lipid peroxide ท่ีเกิดข้ึนโดยใช้ egg-
york homogenates เป็น lipid-rich media หลักการ
วิเคราะห์คือ malondialdehyde ซ่ึงเป็น secondary 
product ท่ี เ กิ ด จ า กป ฏิ กิ ริ ย า ออก ซิ เ ดชัน ของ 
polyunsaturated fatty acid ท า ป ฏิ กิ ริ ย ากับสอง

โมเลกุลของ TBA ท าใหเ้กิด chromogen สีแดงชมพู
ซ่ึงวดัการดูดกลืนแสงได้ท่ีความยาวคล่ืน 532 nm 
การวิเคราะห์น้ีท าไดโ้ดยน าตวัอยา่งน ้ าส้มจากความ
เข้มข้น 12.5, 25, 50 และ 100% (v/v) ปริมาตร 2.5 
µL และ egg-york homogenates 125 µL (10% โดย
ปริมาตรในน ้ ากลั่น)  ผสมกันในหลอดทดลอง 
ห ลั ง จ า ก นั้ น เ ติ ม  0.07 M ferrous sulfate 
heptahydrate ปริมาตร 12.5 µL ลงในหลอดทดลอง
และบ่มไว้เ ป็นเวลา 30 นาที  เพื่อให้ เ กิด lipid 
peroxidation หลังจากนั้ น  เ ติม  20%  acetic acid 
187.5 µL (ป รั บ  pH เ ป็ น  3.5 ด้ ว ย  sodium 
hydroxide), 0.8% TBA (w/v เตรียมในสารละลาย 
1.1%  sodium dodecyl sulphate) 375 µL และ  20% 
TCA 125 µL แล้วผสมให้เขา้กนัด้วยเคร่ือง vortex 
ก่อนน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60oC เป็นเวลา 60 นาที 
หลงัจากนั้นท าให้เยน็ลงโดยแช่ในน ้ าแข็ง ก่อนเติม 
1-butanol 625 µL ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด 
และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
10 นาที เม่ือครบเวลาน าส่วนใสด้านบน (organic 
solvent) ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความ
ยาวคล่ืน 532 nm ท าการทดสอบ 3 ซ ้ าในแต่ละ
ตวัอยา่ง แสดงผลค่าการยบัย ั้ง lipid peroxidation (% 
inhibition) โดยค านวณจากการลดลงของค่าการ
ดูดกลืนแสงของตวัอย่างน ้ าส้มจากเทียบกบัหลอด
ควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก  
 

 

การวเิคราะห์ข้อมูล 
ผลจากทุกการทดลองของน ้ าส้มจากท่ีได้

ท าการทดลอง  9 ตัวอย่าง  ตัวอย่างละสามซ ้ า  
แสดงผลในรูป ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
(SD) และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียของ
น ้ าส้มจาก 4 ระดับความเข้มขน้โดยการวิเคราะห์
ความแปรปรวนแบบจ าแนกทางเดียว One-Way 
ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง
ก ลุ่ ม ด้ ว ย  Post-Hoc LSD Test แ ล ะ วิ เ ค ร า ะ ห์
ค ว า ม สั ม พัน ธ์ โ ด ย ใ ช้  Pearson’s Correlation 
Coefficient ก าหนดค่าของระดับความเช่ือมั่นไว้
เท่ากบั 95% 

 
ผลการศึกษา 
ABTS radical scavenging activity assay 

ตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีน ามาทดสอบยบัย ั้ง 
ABTS Radical ไดม้ากข้ึนตามความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึน 
ดังแสดงในรูปท่ี 1 โดยร้อยละการย ับย ั้ ง ABTS 
Radical และความเขม้ขน้ของตวัอย่างน ้ าส้มจากมี
ความสัมพนัธ์กนั อย่างมีนัยส าคญั (r = 0.973, p < 
0.001) นอกจากน้ีน ้ าส้มจากแต่ละความเข้มข้น
สามารถยบัย ั้ง ABTS Radical ท่ีแตกต่างจาก Control 
และแตกต่างจากระดับความเข้มข้นอ่ืนๆ อย่างมี
นัยส าคญั (p < 0.001) เม่ือค านวณค่า IC50 และ ค่า 
TEAC ของตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีทดสอบพบว่ามี
ค่าเฉล่ียเท่ากบั 428.97 ± 48.89 µL/mL และ 0.10 ± 
0.01 mg/mL ตามล าดบั
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น ้าส้มจาก และแสดงค่าการยบัย ั้งสารอนุมูลอิสระ 
(% inhibition) โดยค านวณจากการลดลงของค่าการ
ดูดกลืนแสงของตวัอยา่งน ้าส้มจากเทียบกบัหลอด
ควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก  

 
Hydroxyl radical scavenging assay  

การทดสอบอาศยัการสังเคราะห์สารอนุมูล
อิสระชนิด hydroxyl radical ด้วยสาร deoxyribose, 
ferric chloride, ascorbic acid แ ล ะ  hydrogen 
peroxide ซ่ึงสามารถถูกท าลายได้ด้วยสารต้าน
อนุมูลอิสระท่ีอาจมีอยู่ในตวัอย่างท่ีน ามาทดสอบ 
การทดสอบดัดแปลงจากวิธีของ Halliwell และ
คณะ8 ท าโดยปิเปตตส์ารละลาย deoxyribose 28 mM 
ในสารละลาย potassium dihydrogen-phosphate 20 
mM ป ริม า ต ร  100 µL,  200 µM ferric chloride 
ปริมาตร 100 µL และ 10 mM hydrogen peroxide
ปริมาตร 100 µL ลงในหลอดทดลองแล้วปิเปตต์
ตัวอย่างน ้ าส้มจากความเข้มข้น 12.5, 25, 50 และ 
100% (v/v) ท่ีเตรียมไว ้หรือสาร quercetin (positive 
control) ความเขม้ขน้ 300 µM ปริมาตร 500 µL  ลง
ในหลอดทดลอง ตั้งทิ้งไว ้1 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิห้อง 
หลงัจากนั้นเติมสารละลาย 1% thiobarbituric acid 
(TBA) และ 2.8% trichloro-acetic acid (TCA) อยา่ง
ละ 1 mL ลงในหลอดทดลองแล้วน าไปให้ความ
ร้อนในอ่างน ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 80oC นาน 20 นาที จะ
ไดส้ารสีชมพู เม่ือครบเวลาน าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 532 nm ท าการทดสอบ 
3 ซ ้ าในแต่ละตัวอย่าง แสดงผลค่าการยบัย ั้งสาร
อนุมูลอิสระ (% inhibition) โดยค านวณจากการ

ลดลงของค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งน ้ าส้มจาก
เทียบกบัหลอดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก 
  
Metal ion chelating activity  

การวิเคราะห์ metal ion chelating activity 
ของน ้ าส้มจาก ดดัแปลงจากวิธีการของ Dinis และ
คณะ9 ท าไดโ้ดยเติมตวัอยา่งน ้ าส้มจากความเขม้ขน้ 
12.5, 25, 50 และ  100% (v/v) หรือสารมาตรฐาน 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 4 ความ
เข้มข้น  (31.25, 62.50, 125.0 และ  250.0 µg/mL) 
ปริมาตร 800 µL ลงในสารละลาย 2 mM ferrous 
chloride 100 µL ปฏิกิริยาเร่ิมโดยการเติม 5 mM 
ferrozine ปริมาตร 400 µL หลังจากนั้นตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที เม่ือครบเวลาน าไป
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 562 
nm ท าการทดสอบ 3 ซ ้ าในแต่ละตวัอยา่งโดยใช้น ้ า
กลัน่เป็น Blank แสดงผลค่าการยบัย ั้งการเกิดอนุมูล
อิสระ (% inhibition) โดยค านวณจากการลดลงของ
ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่างน ้ าส้มจากเทียบกบั
หลอดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก  
 
Inhibition of lipid peroxidation  

การวิ เคราะ ห์ น้ีดัดแปลงจากวิ ธี  thio-
barbituric acid-reactive species (TBARS) assay10  
เพื่อวดัการเกิด lipid peroxide ท่ีเกิดข้ึนโดยใช้ egg-
york homogenates เป็น lipid-rich media หลักการ
วิเคราะห์คือ malondialdehyde ซ่ึงเป็น secondary 
product ท่ี เ กิ ด จ า กป ฏิ กิ ริ ย า ออก ซิ เ ดชัน ของ 
polyunsaturated fatty acid ท า ป ฏิ กิ ริ ย ากับสอง

โมเลกุลของ TBA ท าใหเ้กิด chromogen สีแดงชมพู
ซ่ึงวดัการดูดกลืนแสงได้ท่ีความยาวคล่ืน 532 nm 
การวิเคราะห์น้ีท าไดโ้ดยน าตวัอยา่งน ้ าส้มจากความ
เข้มข้น 12.5, 25, 50 และ 100% (v/v) ปริมาตร 2.5 
µL และ egg-york homogenates 125 µL (10% โดย
ปริมาตรในน ้ ากลั่น)  ผสมกันในหลอดทดลอง 
ห ลั ง จ า ก นั้ น เ ติ ม  0.07 M ferrous sulfate 
heptahydrate ปริมาตร 12.5 µL ลงในหลอดทดลอง
และบ่มไว้เ ป็นเวลา 30 นาที  เพื่อให้ เ กิด lipid 
peroxidation หลังจากนั้ น  เ ติม  20%  acetic acid 
187.5 µL (ป รั บ  pH เ ป็ น  3.5 ด้ ว ย  sodium 
hydroxide), 0.8% TBA (w/v เตรียมในสารละลาย 
1.1%  sodium dodecyl sulphate) 375 µL และ  20% 
TCA 125 µL แล้วผสมให้เขา้กนัด้วยเคร่ือง vortex 
ก่อนน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60oC เป็นเวลา 60 นาที 
หลงัจากนั้นท าให้เยน็ลงโดยแช่ในน ้ าแข็ง ก่อนเติม 
1-butanol 625 µL ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด 
และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
10 นาที เม่ือครบเวลาน าส่วนใสด้านบน (organic 
solvent) ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความ
ยาวคล่ืน 532 nm ท าการทดสอบ 3 ซ ้ าในแต่ละ
ตวัอยา่ง แสดงผลค่าการยบัย ั้ง lipid peroxidation (% 
inhibition) โดยค านวณจากการลดลงของค่าการ
ดูดกลืนแสงของตวัอย่างน ้ าส้มจากเทียบกบัหลอด
ควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมน ้าส้มจาก  
 

 

การวเิคราะห์ข้อมูล 
ผลจากทุกการทดลองของน ้ าส้มจากท่ีได้

ท าการทดลอง  9 ตัวอย่าง  ตัวอย่างละสามซ ้ า  
แสดงผลในรูป ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
(SD) และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียของ
น ้ าส้มจาก 4 ระดับความเข้มขน้โดยการวิเคราะห์
ความแปรปรวนแบบจ าแนกทางเดียว One-Way 
ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง
ก ลุ่ ม ด้ ว ย  Post-Hoc LSD Test แ ล ะ วิ เ ค ร า ะ ห์
ค ว า ม สั ม พัน ธ์ โ ด ย ใ ช้  Pearson’s Correlation 
Coefficient ก าหนดค่าของระดับความเช่ือมั่นไว้
เท่ากบั 95% 

 
ผลการศึกษา 
ABTS radical scavenging activity assay 

ตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีน ามาทดสอบยบัย ั้ง 
ABTS Radical ไดม้ากข้ึนตามความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึน 
ดังแสดงในรูปท่ี 1 โดยร้อยละการย ับย ั้ ง ABTS 
Radical และความเขม้ขน้ของตวัอย่างน ้ าส้มจากมี
ความสัมพนัธ์กนั อย่างมีนัยส าคญั (r = 0.973, p < 
0.001) นอกจากน้ีน ้ าส้มจากแต่ละความเข้มข้น
สามารถยบัย ั้ง ABTS Radical ท่ีแตกต่างจาก Control 
และแตกต่างจากระดับความเข้มข้นอ่ืนๆ อย่างมี
นัยส าคญั (p < 0.001) เม่ือค านวณค่า IC50 และ ค่า 
TEAC ของตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีทดสอบพบว่ามี
ค่าเฉล่ียเท่ากบั 428.97 ± 48.89 µL/mL และ 0.10 ± 
0.01 mg/mL ตามล าดบั
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Nitric oxide scavenging assay 
ตวัอยา่งน ้ าส้มจากทุกระดบัความเขม้ขน้ไม่

สามารถยบัย ั้ง Nitric Oxide ไดอ้ย่างมีนยัส าคญัเม่ือ
เทียบกับ  Control และระดับของการย ับย ั้ งไม่ มี
ความสัมพัน ธ์กับระดับความ เข้มข้นอย่า ง มี
นยัส าคญัเช่นกนั ในขณะท่ี 2 mM gallic acid ซ่ึงใช้
เป็น positive control สามารถยบัย ั้งการเกิด nitric 
oxide ได ้51%  

 
DPPH radical scavenging assay 

ตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีระดับความเข้มข้น 
12.5% แล ะ  25-100% ย ับ ย ั้ ง  DPPH radical ไ ด้
แตกต่างจาก control อย่างมีนัยส าคัญท่ี p < 0.05 
และ 0.001 ตามล าดบั ค่าเฉล่ียของร้อยละการยบัย ั้ง
เพิ่มข้ึนตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนดงัแสดงใน
รูปท่ี 2 โดยร้อยละการย ับย ั้ ง  DPPH radical และ
ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งน ้ าส้มจากมีความสัมพนัธ์

กันอย่าง มีนัยส าคัญท่ี  p < 0.05 (r = 0.407) ทั้ ง น้ี
น ้ า ส้มจาก  100% ท่ีน ามาทดสอบยับย ั้ ง  DPPH 
radical ไดเ้ฉล่ียเพียง 8.75%  
 
Hydroxyl radical scavenging assay 

ตวัอย่างน ้ าส้มจากทุกระดับความเข้มข้น
สามารถยบัย ั้ง hydroxyl radical แตกต่างจาก control 
อย่างมีนัยส าคญั (p < 0.001) นอกจากน้ีน ้ าส้มจาก
ทั้ง 4 ระดบัความเขม้ขน้ก็ให้ค่าการยบัย ั้ง hydroxyl 
radical ท่ีแตกต่างอย่าง มีนัยส าคัญ  (p < 0.001: 
ANOVA) เช่นกนั โดยระดบัของการยบัย ั้งท่ีระดบั
ความเข้มข้น 25% ต่างกับ 50% และระดับความ
เขม้ขน้ท่ี 50% ต่างกบั 100% ท่ีระดบันยัส าคญั p < 
0.05 และ  0.001 ตามล าดับ  อย่า งไรก็ต ามผล
การศึกษา พบแนวโน้มของการยบัย ั้ งลดลงตาม
ระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มสูงข้ึนดงัแสดงในรูปท่ี 3.    

   

 
รูปที ่1. การเพิ่มข้ึนของร้อยละการยบัย ั้ง ABTS radical ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนของน ้าส้มจาก 

(โดย a แสดงความแตกต่างของการยบัย ั้ง ABTS radical ของตวัอยา่งน ้ าส้มจากเทียบกบัหลอดควบคุมท่ี p < 0.001) 
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รูปที ่2 การเพิ่มข้ึนของร้อยละการยบัย ั้ง DPPH radical ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนของน ้าส้มจาก 
(โดย a และ b แสดงความแตกต่างของการยบัย ั้ง DPPH radical ของตวัอยา่งน ้าส้มจากเทียบกบัหลอดควบคุมท่ี p < 0.001 และ 0.05 ตามล าดบั) 

 

 

 
 

ภาพที ่3 แนวโนม้การยบัย ั้ง Hydroxyl radical ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนของน ้าส้มจาก 
(โดย a แสดงความแตกต่างของการยบัย ั้ง Hdroxyl radical ของตวัอยา่งน ้าส้มจากเทียบกบัหลอดควบคุมท่ี p < 0.001) 
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Nitric oxide scavenging assay 
ตวัอยา่งน ้ าส้มจากทุกระดบัความเขม้ขน้ไม่

สามารถยบัย ั้ง Nitric Oxide ไดอ้ย่างมีนยัส าคญัเม่ือ
เทียบกับ  Control และระดับของการย ับย ั้ งไม่ มี
ความสัมพัน ธ์กับระดับความ เข้มข้นอย่า ง มี
นยัส าคญัเช่นกนั ในขณะท่ี 2 mM gallic acid ซ่ึงใช้
เป็น positive control สามารถยบัย ั้งการเกิด nitric 
oxide ได ้51%  

 
DPPH radical scavenging assay 

ตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีระดับความเข้มข้น 
12.5% แล ะ  25-100% ย ับ ย ั้ ง  DPPH radical ไ ด้
แตกต่างจาก control อย่างมีนัยส าคัญท่ี p < 0.05 
และ 0.001 ตามล าดบั ค่าเฉล่ียของร้อยละการยบัย ั้ง
เพิ่มข้ึนตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนดงัแสดงใน
รูปท่ี 2 โดยร้อยละการย ับย ั้ ง  DPPH radical และ
ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งน ้ าส้มจากมีความสัมพนัธ์

กันอย่าง มีนัยส าคัญท่ี  p < 0.05 (r = 0.407) ทั้ ง น้ี
น ้ า ส้มจาก  100% ท่ีน ามาทดสอบยับย ั้ ง  DPPH 
radical ไดเ้ฉล่ียเพียง 8.75%  
 
Hydroxyl radical scavenging assay 

ตวัอย่างน ้ าส้มจากทุกระดับความเข้มข้น
สามารถยบัย ั้ง hydroxyl radical แตกต่างจาก control 
อย่างมีนัยส าคญั (p < 0.001) นอกจากน้ีน ้ าส้มจาก
ทั้ง 4 ระดบัความเขม้ขน้ก็ให้ค่าการยบัย ั้ง hydroxyl 
radical ท่ีแตกต่างอย่าง มีนัยส าคัญ  (p < 0.001: 
ANOVA) เช่นกนั โดยระดบัของการยบัย ั้งท่ีระดบั
ความเข้มข้น 25% ต่างกับ 50% และระดับความ
เขม้ขน้ท่ี 50% ต่างกบั 100% ท่ีระดบันยัส าคญั p < 
0.05 และ  0.001 ตามล าดับ  อย่า งไรก็ต ามผล
การศึกษา พบแนวโน้มของการยบัย ั้ งลดลงตาม
ระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มสูงข้ึนดงัแสดงในรูปท่ี 3.    

   

 
รูปที ่1. การเพิ่มข้ึนของร้อยละการยบัย ั้ง ABTS radical ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนของน ้าส้มจาก 

(โดย a แสดงความแตกต่างของการยบัย ั้ง ABTS radical ของตวัอยา่งน ้ าส้มจากเทียบกบัหลอดควบคุมท่ี p < 0.001) 
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รูปที ่2 การเพิ่มข้ึนของร้อยละการยบัย ั้ง DPPH radical ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนของน ้าส้มจาก 
(โดย a และ b แสดงความแตกต่างของการยบัย ั้ง DPPH radical ของตวัอยา่งน ้าส้มจากเทียบกบัหลอดควบคุมท่ี p < 0.001 และ 0.05 ตามล าดบั) 

 

 

 
 

ภาพที ่3 แนวโนม้การยบัย ั้ง Hydroxyl radical ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนของน ้าส้มจาก 
(โดย a แสดงความแตกต่างของการยบัย ั้ง Hdroxyl radical ของตวัอยา่งน ้าส้มจากเทียบกบัหลอดควบคุมท่ี p < 0.001) 
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Metal ion chelating activity 
ตวัอย่างน ้ าส้มจากไม่สามารถเกิดปฏิกิริยา 

chelation กบั ferrous ได้ จากการทดสอบพบว่าค่า
การดูดกลืนแสงของตัวอย่างน ้ าส้มจากมากกว่า
หลอดควบคุมในทุกระดับความเข้มข้นอย่างมี
นัยส าคญัท่ี p < 0.001 จึงท าให้ได้ร้อยละการยบัย ั้ง
การเกิดอนุมูลอิสระโดยการเกิด chelation มีค่าเป็น
ลบ ดังแสดงในรูปท่ี  4ก  จากการทดสอบสาร
มาตรฐาน EDTA ท่ีระดบัความเข้มข้น 31.3 – 250 
µg/mL เพื่อการค านวณ EDTA Equivalent พบว่า
สามารถเกิด  chelation ได้เพิ่มตามระดับความ
เขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนในช่วง 10.06 – 82.56% ดงัแสดงใน
รูปท่ี 4ข 

 

Inhibition of lipid peroxidation 
ตวัอย่างน ้ าส้มจากทุกระดับความเข้มข้น

สามารถยบัย ั้งการเกิด lipid peroxidation ไดแ้ตกต่าง
จาก control อยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.001) นอกจากน้ี
น ้ าส้มจากทั้ง 4 ระดบัความเขม้ขน้ก็ให้ค่าการยบัย ั้ง 
lipid peroxidation ท่ีแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (p < 
0.001) เช่นกัน โดยระดับของการยบัย ั้ ง ท่ีระดับ
ความเขม้ขน้ท่ี 12.5% ต่างกบัท่ี 50% และ 100% ท่ี
ระดับนัยส าคัญ p < 0.01 และ 0.001 ตามล าดับ 
อย่างไรก็ตามพบว่าแนวโน้มของการยบัย ั้งลดลง
ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มสูงข้ึน  ดงัแสดงในรูป
ท่ี 5  

 

 
 

 
รูปที ่4ก การลดลงของร้อยละการเกิด metal ion chelation ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนของน ้าส้มจาก 

(โดย a แสดงความแตกต่างของการเกิด metal ion chelation ของตวัอยา่งน ้ าส้มจากเทียบกบัหลอดควบคุมท่ี p < 0.001) 
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Metal ion chelating activity 
ตวัอย่างน ้ าส้มจากไม่สามารถเกิดปฏิกิริยา 

chelation กบั ferrous ได้ จากการทดสอบพบว่าค่า
การดูดกลืนแสงของตัวอย่างน ้ าส้มจากมากกว่า
หลอดควบคุมในทุกระดับความเข้มข้นอย่างมี
นัยส าคญัท่ี p < 0.001 จึงท าให้ได้ร้อยละการยบัย ั้ง
การเกิดอนุมูลอิสระโดยการเกิด chelation มีค่าเป็น
ลบ ดังแสดงในรูปท่ี  4ก  จากการทดสอบสาร
มาตรฐาน EDTA ท่ีระดบัความเข้มข้น 31.3 – 250 
µg/mL เพื่อการค านวณ EDTA Equivalent พบว่า
สามารถเกิด  chelation ได้เพิ่มตามระดับความ
เขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนในช่วง 10.06 – 82.56% ดงัแสดงใน
รูปท่ี 4ข 

 

Inhibition of lipid peroxidation 
ตวัอย่างน ้ าส้มจากทุกระดับความเข้มข้น

สามารถยบัย ั้งการเกิด lipid peroxidation ไดแ้ตกต่าง
จาก control อยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.001) นอกจากน้ี
น ้ าส้มจากทั้ง 4 ระดบัความเขม้ขน้ก็ให้ค่าการยบัย ั้ง 
lipid peroxidation ท่ีแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (p < 
0.001) เช่นกัน โดยระดับของการยบัย ั้ ง ท่ีระดับ
ความเขม้ขน้ท่ี 12.5% ต่างกบัท่ี 50% และ 100% ท่ี
ระดับนัยส าคัญ p < 0.01 และ 0.001 ตามล าดับ 
อย่างไรก็ตามพบว่าแนวโน้มของการยบัย ั้งลดลง
ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มสูงข้ึน  ดงัแสดงในรูป
ท่ี 5  
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วจิารณ์ผลการศึกษา 
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ข้ึนอยูต่ลอดเวลา ท าให้เกิดความเสียหายต่อเน้ือเยือ่
และสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ ในร่างกายได ้แมว้า่กลไก
ภายในร่างกายมีระบบตา้นอนุมูลอิสระต่างๆ เช่น
เอนไซม ์ superoxide dismutase, catalase และ 
glutathione peroxidase หรือสารตา้นอนุมูลอิสระ
จากอาหารชนิดต่างๆ เช่น ascorbic acid, α-
tocopheral และ -carotene11   อยา่งไรก็ตามการเกิด
สารอนุมูลอิสระท่ีมากเกินประสิทธิภาพการท างาน
ของกลไกร่างกายท่ีจะสามารถจดัการได ้ ท าใหเ้กิด
ภาวะเครียดออกซิเดชนั (oxidative stress) ซ่ึงเป็น
สาเหตุท่ีส าคญัอยา่งหน่ึง ของการเกิดโรคไม่ติดต่อ
เร้ือรังต่าง ๆ เช่น โรคเบาหวาน โรคหลอดเลือด
หวัใจ และโรคมะเร็ง เป็นตน้ ดงันั้นการไดรั้บสารท่ี
มีฤทธ์ิต่อตา้นอนุมูลอิสระ เป็นส่วนหน่ึงท่ีจะช่วย
ป้องกนัการเกิดโรค ท่ีเกิดจากสารอนุมูลอิสระ
เหล่าน้ีได ้ ไม่วา่จะเป็นการไดรั้บจากอาหารเสริม
ต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์หรือสารสกดัจาก
ผลิตภณัฑธ์รรมชาติ และจากการบริโภคอาหารท่ีมี
สารตา้นอนุมูลอิสระอยูโ่ดยธรรมชาติซ่ึงก าลงัไดรั้บ
ความสนใจเพิ่มมากข้ึนเร่ือย ๆ ในปัจจุบนั 

น ้ าส้มจากมีการบริโภคภายในครัวเรือน
และจ าหน่ายเป็นผลิตภณัฑ์ในทอ้งถ่ิน ชุมชนขนาบ
นาก อ าเภอปากพนัง จงัหวดันครศรีธรรมราชมา
เป็นเวลานาน  การแปรรูปน ้ าหวานจากไปเป็น
ผลิตภณัฑน์ ้าส้มจากน้ีเป็นการถนอมอาหารประเภท
หน่ึง และส่วนหน่ึงมาจากความเช่ือท่ีว่าน ้ าส้มจาก
สามารถรักษาอาการของโรคต่าง ๆ เช่น โรคความ

ดัน และโรคเบาหวานได้ตามความเช่ือในทาง
การแพทย์พื้นบ้าน  นอกจากน้ีจากการทบทวน
วรรณกรรมพบว่าสารสกัดน ้ าส้มจากท่ีผลิตใน
ประเทศมาเลเซียมีฤทธ์ิในการตา้นสารอนุมูลอิสระ
ซ่ึงสัมพนัธ์กับสารประกอบกลุ่มฟีโนลิกส์ (phe- 
nolic compounds) ท่ี มีอยู่ ในน ้ า ส้มจาก 2 ผลจาก
การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าน ้ าส้มจากท่ีผลิตใน
ต าบลขนาบนากสามารถย ับย ั้ งการเกิด  ABTS 
radical ได้ โดยร้อยละการยบัย ั้งเพิ่มข้ึนตามระดับ
ความเข้มข้นท่ีมากข้ึน ระดับการยบัย ั้งของน ้ าส้ม
จาก 100% มีค่ า สูง สุดโดยย ับย ั้ งได้  92.68% ค่ า 
TEAC ของตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีท าการทดสอบมี
ค่าเฉล่ียเท่ากบั 0.10 ± 0.01 mg/mL ในขณะท่ีเม่ือท า
การทดสอบการยบัย ั้ง DPPH radical พบวา่ยบัย ั้งได้
เช่นกนัแต่มีอตัราการเพิ่มข้ึนของร้อยละการยบัย ั้ง
น้อยกว่า ABTS radical  ความแตกต่างระหว่างการ
ยบัย ั้ง ABTS และ DPPH radicals อาจเน่ืองมาจาก
การทดสอบการยบัย ั้ง ABTS radical เหมาะกบัการ
ทดสอบสารในสภาวะกรด7 และสารกลุ่ม phenolic 
compounds มากกว่า 12 และเ ม่ือท าการทดสอบ
ตัวอย่า งน ้ า ส้มจากด้วย  nitric oxide scavenging 
assay พบว่าน ้ าส้มจากในทุกระดบัความเขม้ขน้ไม่
สามารถยบัย ั้ง nitric oxide ได้อย่างมีนัยส าคญัทาง
สถิติ  

เม่ือเปรียบเทียบผลการศึกษาขา้งตน้กบัผล
การศึกษาฤทธ์ิการตา้นออกซิเดชนัของน ้าส้มจากใน
ประเทศมาเลเซียซ่ึงมีการทดสอบการยบัย ั้ง ABTS 
และ  DPPH radicals เ ช่นกัน  พบว่า  น ้ า ส้มจาก
สามารถยบัย ั้ง ABTS และ DPPH radicals ได้มาก

ข้ึนตามความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนสอดคลอ้งการศึกษา
น ้ าส้มจากในประเทศมาเลเซียซ่ึงใช้ช่วงความ
เข้มข้นท่ีต ่ากว่าการศึกษาน้ี คือ 0.25-4.0 mg/mL 
และ 0.8-25 mg/mL ตามล าดับ และการศึกษา
เปรียบเทียบฤทธ์ิของน ้ าส้มจากและสารสกัดจาก
น ้ าส้มจาก (สารสกดั ethyl acetate และสารสกดัน ้า) 
ในการยบัย ั้ ง ABTS radical พบว่าสารสกัด ethyl 
acetate ซ่ึงมีปริมาณของสารประกอบกลุ่ม phenolic  
และ flavonoid สูงสุดนั้นมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ งมาก
ท่ีสุด รองลงมาคือน ้ าส้มจากท่ีไม่ไดส้กดั และสาร
สกดัน ้า (aqueous extract) โดยมีค่าเฉล่ีย IC50 เท่ากบั 
2.77, 7.78 และ 17.12 mg/mL ตามล าดบั2 ในขณะท่ี
น ้ าส้มจากในการศึกษาน้ีซ่ึงไม่ได้ผ่านการสกดั มี
ค่าเฉล่ีย IC50 เท่ากับ 428.97 µL/mL อย่างไรก็ตาม
เ ม่ือ เป รียบ เ ทียบการย ับย ั้ ง  DPPH radical ของ
ตวัอย่างน ้ าส้มจากในการศึกษาน้ีพบค่าเฉล่ียการ
ยบัย ั้ง DPPH radical สูงสุดเพียง 8.75%  ในขณะท่ี
การศึกษาน ้ าส้มจากในประเทศมาเลเซียพบว่า
ตวัอย่างน ้ าส้มจากท่ีไม่ผ่านการสกดัความเข้มขน้
สูงสุดท่ีใช้คือ 25 mg/mL สามารถย ับย ั้ ง  DPPH 
radical ไดถึ้ง 70 – 80%  

ในการทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระ นั้น
สามารถแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ ตาม 
mode of action ไดแ้ก่ hydrogen atom transfer 
(HAT) based assay ท่ีใชว้ดัความสามารถของ 
antioxidant ในการท าลายอนุมูลอิสระ ซ่ึงมกั
หมายถึง peroxyl radicals เช่น ABTS radical 
scavenging  assay และอีกกลุ่มหน่ึงคือ single 
electron transfer (SET) based assay ซ่ึงสารตา้น

อนุมูลอิสระท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งจะท าปฏิกิริยากบัสาร
ท่ีมีสีซ่ึงเป็น oxidizing agent ความสามารถในการ
เกิด reduction ของ oxidant สามารถสังเกตไดจ้ากสี
ของสารละลายท่ีเปล่ียนแปลง เช่น DPPH free 
radical scavenging assay เป็นตน้13  ความแตกต่าง
ของผลการทดสอบดว้ยวธีิ ABTS radical 
scavenging  assay และ DPPH free radical 
scavenging assay อาจเป็นผลจากความแตกต่างของ
กลไกการตา้นอนุมูลอิสระขา้งตน้ และองคป์ระกอบ
ท่ีมีอยูใ่นน ้าส้มจาก ในแต่ละพื้นท่ีก็อาจแตกต่างกนั 
ซ่ึงอาจเป็นสาเหตุหน่ึงของความแตกต่างของผล
การศึกษาท่ีพบในการศึกษาน้ีและในประเทศ
มาเลเซีย อยา่งไรก็ตามควรมีการศึกษาองคป์ระกอบ
ในน ้าส้มจากเพิ่มเติม เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลท่ีสามารถ
เช่ือมโยงกนัไดม้ากข้ึน ในส่วนของผลทดสอบการ
ยบัย ั้ง nitric oxide ของตวัอยา่งน ้าส้มจาก แสดงให้
เห็นวา่น ้าส้มจากไมส่ามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระชนิด
น้ีได ้ อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีขอ้มูลเพื่อเปรียบเทียบ
ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง nitric oxide ของน ้าส้มจากใน
การศึกษาอ่ืน ๆ  ทั้งน้ี nitric oxide เป็นสารอนุมูล
อิสระชนิดหน่ึง ท่ีท  าหนา้ท่ียบัย ั้ง chain reactions ใน
การเกิด lipid peroxidation ไดโ้ดยการก าจดั lipid 
peroxyl radicals ในทางกลบักนัหากมี superoxide 
อยูด่ว้ย จะท าใหเ้กิด peroxynitrite ซ่ึงท าใหเ้กิด lipid 
peroxidation ไดเ้ช่นกนั14 นอกจากน้ียงัท าใหเ้กิด
ความเสียหายต่อดีเอ็นเอทั้งจาก nitrosative 
deamination of DNA bases และ ปฏิกิริยา oxidation 
ของ bases และน ้าตาล ในโมเลกุลดีเอน็เอ15  



วารสารพิษวิทยาไทย 2561 ; 33(2) : 47-62 59

วจิารณ์ผลการศึกษา 
ร่างกายของมนุษยมี์สารอนุมูลอิสระเกิด

ข้ึนอยูต่ลอดเวลา ท าให้เกิดความเสียหายต่อเน้ือเยือ่
และสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ ในร่างกายได ้แมว้า่กลไก
ภายในร่างกายมีระบบตา้นอนุมูลอิสระต่างๆ เช่น
เอนไซม ์ superoxide dismutase, catalase และ 
glutathione peroxidase หรือสารตา้นอนุมูลอิสระ
จากอาหารชนิดต่างๆ เช่น ascorbic acid, α-
tocopheral และ -carotene11   อยา่งไรก็ตามการเกิด
สารอนุมูลอิสระท่ีมากเกินประสิทธิภาพการท างาน
ของกลไกร่างกายท่ีจะสามารถจดัการได ้ ท าใหเ้กิด
ภาวะเครียดออกซิเดชนั (oxidative stress) ซ่ึงเป็น
สาเหตุท่ีส าคญัอยา่งหน่ึง ของการเกิดโรคไม่ติดต่อ
เร้ือรังต่าง ๆ เช่น โรคเบาหวาน โรคหลอดเลือด
หวัใจ และโรคมะเร็ง เป็นตน้ ดงันั้นการไดรั้บสารท่ี
มีฤทธ์ิต่อตา้นอนุมูลอิสระ เป็นส่วนหน่ึงท่ีจะช่วย
ป้องกนัการเกิดโรค ท่ีเกิดจากสารอนุมูลอิสระ
เหล่าน้ีได ้ ไม่วา่จะเป็นการไดรั้บจากอาหารเสริม
ต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์หรือสารสกดัจาก
ผลิตภณัฑธ์รรมชาติ และจากการบริโภคอาหารท่ีมี
สารตา้นอนุมูลอิสระอยูโ่ดยธรรมชาติซ่ึงก าลงัไดรั้บ
ความสนใจเพิ่มมากข้ึนเร่ือย ๆ ในปัจจุบนั 

น ้ าส้มจากมีการบริโภคภายในครัวเรือน
และจ าหน่ายเป็นผลิตภณัฑ์ในทอ้งถ่ิน ชุมชนขนาบ
นาก อ าเภอปากพนัง จงัหวดันครศรีธรรมราชมา
เป็นเวลานาน  การแปรรูปน ้ าหวานจากไปเป็น
ผลิตภณัฑน์ ้าส้มจากน้ีเป็นการถนอมอาหารประเภท
หน่ึง และส่วนหน่ึงมาจากความเช่ือท่ีว่าน ้ าส้มจาก
สามารถรักษาอาการของโรคต่าง ๆ เช่น โรคความ

ดัน และโรคเบาหวานได้ตามความเช่ือในทาง
การแพทย์พื้นบ้าน  นอกจากน้ีจากการทบทวน
วรรณกรรมพบว่าสารสกัดน ้ าส้มจากท่ีผลิตใน
ประเทศมาเลเซียมีฤทธ์ิในการตา้นสารอนุมูลอิสระ
ซ่ึงสัมพนัธ์กับสารประกอบกลุ่มฟีโนลิกส์ (phe- 
nolic compounds) ท่ี มีอยู่ ในน ้ า ส้มจาก 2 ผลจาก
การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าน ้ าส้มจากท่ีผลิตใน
ต าบลขนาบนากสามารถย ับย ั้ งการเกิด  ABTS 
radical ได้ โดยร้อยละการยบัย ั้งเพิ่มข้ึนตามระดับ
ความเข้มข้นท่ีมากข้ึน ระดับการยบัย ั้งของน ้ าส้ม
จาก 100% มีค่ า สูง สุดโดยย ับย ั้ งได้  92.68% ค่ า 
TEAC ของตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีท าการทดสอบมี
ค่าเฉล่ียเท่ากบั 0.10 ± 0.01 mg/mL ในขณะท่ีเม่ือท า
การทดสอบการยบัย ั้ง DPPH radical พบวา่ยบัย ั้งได้
เช่นกนัแต่มีอตัราการเพิ่มข้ึนของร้อยละการยบัย ั้ง
น้อยกว่า ABTS radical  ความแตกต่างระหว่างการ
ยบัย ั้ง ABTS และ DPPH radicals อาจเน่ืองมาจาก
การทดสอบการยบัย ั้ง ABTS radical เหมาะกบัการ
ทดสอบสารในสภาวะกรด7 และสารกลุ่ม phenolic 
compounds มากกว่า 12 และเ ม่ือท าการทดสอบ
ตัวอย่า งน ้ า ส้มจากด้วย  nitric oxide scavenging 
assay พบว่าน ้ าส้มจากในทุกระดบัความเขม้ขน้ไม่
สามารถยบัย ั้ง nitric oxide ได้อย่างมีนัยส าคญัทาง
สถิติ  

เม่ือเปรียบเทียบผลการศึกษาขา้งตน้กบัผล
การศึกษาฤทธ์ิการตา้นออกซิเดชนัของน ้าส้มจากใน
ประเทศมาเลเซียซ่ึงมีการทดสอบการยบัย ั้ง ABTS 
และ  DPPH radicals เ ช่นกัน  พบว่า  น ้ า ส้มจาก
สามารถยบัย ั้ง ABTS และ DPPH radicals ได้มาก

ข้ึนตามความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนสอดคลอ้งการศึกษา
น ้ าส้มจากในประเทศมาเลเซียซ่ึงใช้ช่วงความ
เข้มข้นท่ีต ่ากว่าการศึกษาน้ี คือ 0.25-4.0 mg/mL 
และ 0.8-25 mg/mL ตามล าดับ และการศึกษา
เปรียบเทียบฤทธ์ิของน ้ าส้มจากและสารสกัดจาก
น ้ าส้มจาก (สารสกดั ethyl acetate และสารสกดัน ้า) 
ในการยบัย ั้ ง ABTS radical พบว่าสารสกัด ethyl 
acetate ซ่ึงมีปริมาณของสารประกอบกลุ่ม phenolic  
และ flavonoid สูงสุดนั้นมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ งมาก
ท่ีสุด รองลงมาคือน ้ าส้มจากท่ีไม่ไดส้กดั และสาร
สกดัน ้า (aqueous extract) โดยมีค่าเฉล่ีย IC50 เท่ากบั 
2.77, 7.78 และ 17.12 mg/mL ตามล าดบั2 ในขณะท่ี
น ้ าส้มจากในการศึกษาน้ีซ่ึงไม่ได้ผ่านการสกดั มี
ค่าเฉล่ีย IC50 เท่ากับ 428.97 µL/mL อย่างไรก็ตาม
เ ม่ือ เป รียบ เ ทียบการย ับย ั้ ง  DPPH radical ของ
ตวัอย่างน ้ าส้มจากในการศึกษาน้ีพบค่าเฉล่ียการ
ยบัย ั้ง DPPH radical สูงสุดเพียง 8.75%  ในขณะท่ี
การศึกษาน ้ าส้มจากในประเทศมาเลเซียพบว่า
ตวัอย่างน ้ าส้มจากท่ีไม่ผ่านการสกดัความเข้มขน้
สูงสุดท่ีใช้คือ 25 mg/mL สามารถย ับย ั้ ง  DPPH 
radical ไดถึ้ง 70 – 80%  

ในการทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระ นั้น
สามารถแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ ตาม 
mode of action ไดแ้ก่ hydrogen atom transfer 
(HAT) based assay ท่ีใชว้ดัความสามารถของ 
antioxidant ในการท าลายอนุมูลอิสระ ซ่ึงมกั
หมายถึง peroxyl radicals เช่น ABTS radical 
scavenging  assay และอีกกลุ่มหน่ึงคือ single 
electron transfer (SET) based assay ซ่ึงสารตา้น

อนุมูลอิสระท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งจะท าปฏิกิริยากบัสาร
ท่ีมีสีซ่ึงเป็น oxidizing agent ความสามารถในการ
เกิด reduction ของ oxidant สามารถสังเกตไดจ้ากสี
ของสารละลายท่ีเปล่ียนแปลง เช่น DPPH free 
radical scavenging assay เป็นตน้13  ความแตกต่าง
ของผลการทดสอบดว้ยวธีิ ABTS radical 
scavenging  assay และ DPPH free radical 
scavenging assay อาจเป็นผลจากความแตกต่างของ
กลไกการตา้นอนุมูลอิสระขา้งตน้ และองคป์ระกอบ
ท่ีมีอยูใ่นน ้าส้มจาก ในแต่ละพื้นท่ีก็อาจแตกต่างกนั 
ซ่ึงอาจเป็นสาเหตุหน่ึงของความแตกต่างของผล
การศึกษาท่ีพบในการศึกษาน้ีและในประเทศ
มาเลเซีย อยา่งไรก็ตามควรมีการศึกษาองคป์ระกอบ
ในน ้าส้มจากเพิ่มเติม เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลท่ีสามารถ
เช่ือมโยงกนัไดม้ากข้ึน ในส่วนของผลทดสอบการ
ยบัย ั้ง nitric oxide ของตวัอยา่งน ้าส้มจาก แสดงให้
เห็นวา่น ้าส้มจากไมส่ามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระชนิด
น้ีได ้ อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีขอ้มูลเพื่อเปรียบเทียบ
ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง nitric oxide ของน ้าส้มจากใน
การศึกษาอ่ืน ๆ  ทั้งน้ี nitric oxide เป็นสารอนุมูล
อิสระชนิดหน่ึง ท่ีท  าหนา้ท่ียบัย ั้ง chain reactions ใน
การเกิด lipid peroxidation ไดโ้ดยการก าจดั lipid 
peroxyl radicals ในทางกลบักนัหากมี superoxide 
อยูด่ว้ย จะท าใหเ้กิด peroxynitrite ซ่ึงท าใหเ้กิด lipid 
peroxidation ไดเ้ช่นกนั14 นอกจากน้ียงัท าใหเ้กิด
ความเสียหายต่อดีเอ็นเอทั้งจาก nitrosative 
deamination of DNA bases และ ปฏิกิริยา oxidation 
ของ bases และน ้าตาล ในโมเลกุลดีเอน็เอ15  
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Hydroxyl radicals เ ป็นสารอนุมูล อิสระ
ชนิดหน่ึงท่ีมีส่วนส าคัญในการเกิด peroxidation 
ของ lipid และ สารชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ ในร่างกาย และ
เป็นตัวบ่ ง ช้ี ท่ีส าคัญของการเ กิดภาวะ เค รียด
ออกซิเดชันในร่างกาย16 ในการทดสอบการยบัย ั้ง 
hydroxyl radicals ของตวัอย่างน ้ าส้มจาก hydroxyl 
radicals ท่ีถูกท าให้เกิดข้ึนในปฏิกิริยาจะไปท าลาย 
deoxyribose ออกเป็นช้ินเล็กๆ (fragment) เกิดเป็น 
malondialdehyde (MDA) ซ่ึงมีสีชมพูเม่ือให้ความ
ร้อนในสารละลาย TBA ผลการศึกษาพบวา่การเติม
น ้ าส้มจากลงไปในปฏิกิริยาท าให้ความเขม้ของสี
ลดลงเม่ือเทียบกบัหลอดทดลองท่ีไม่ได้เติมน ้ าส้ม
จาก แสดงให้เห็นว่าน ้ าส้มจากมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 
hydroxyl radicals อย่างไรก็ตามร้อยละการยบัย ั้ง 
hydroxyl radicals ลดลงอย่างมีนัยส าคัญท่ีความ
เขม้ขน้ของน ้าส้มจาก 25% ข้ึนไป  ซ่ึงพบวา่รูปแบบ
ของการยบัย ั้ง hydroxyl radicals น้ีคลา้ยคลึงกบัผล
การทดสอบการยบัย ั้ งการเกิด lipid peroxidation 
ของตวัอย่างน ้ าส้มจาก การลดลงของร้อยละการ
ยบัย ั้ง hydroxyl radicals ท่ีความเข้มข้นสูง  ๆ อาจ
เกิดจากการเพิ่มข้ึนของระดบัความเขม้ขน้ของกรด 
acetic acid ซ่ึงแมว้า่น ้ าส้มจากในความเขม้ขน้สูงจะ
มีสารส าคญัมากข้ึนท่ีช่วยลดระดับของ hydroxyl 
radicals แต่ความเข้มข้นของ acetic acid ท่ีเพิ่มข้ึน
ตามไปด้วยอาจมีผลต่อการลดลงระดับการยบัย ั้ง 
hydroxyl radicals อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานการ
วิจยัท่ียืนยนัความเก่ียวขอ้งน้ี และการบริโภคน ้ าส้ม
จากโดยทั่วไปนิยมเติมลงในอาหารชนิดต่าง ๆ 
ไม่ได้มีการบริโภคโดยตรง ดังนั้ นผลของ acetic 

acid ท่ีความเขม้ขน้สูงจึงไม่น่าจะมีผลต่อ hydroxyl 
radical scavenging activity ของน ้าส้มจาก  

สารบางชนิด อาจเป็นสารตา้นการเกิด
ออกซิเดชนัไดโ้ดยกลไกการจบักบัโลหะทรานซิชนั 
หรือเรียกวา่การเกิดคีเลชนั (chelation) เน่ืองจาก
โลหะดงักล่าว เช่นเหล็ก (Fe2+) ก่อใหเ้กิดอนุมูล
อิสระโดยปฏิกิริยาท่ีเรียกวา่ Fenton reaction ดงันั้น
เม่ือท าให้โลหะเหล่านั้นถูกจบัไวจึ้งไม่สามารถ
เกิดปฏิกิริยาดงักล่าวและลดการเกิดอนุมูลอิสระได ้
ผลการศึกษาในงานวจิยัน้ี แสดงใหเ้ห็นวา่สารใน
น ้าส้มจากไม่สามารถท าใหเ้กิด chelation กบัโลหะ
ได ้ ในขณะท่ีการใชส้ารมาตรฐาน EDTA ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 31.3 – 250 µg/mL พบวา่สามารถเกิด 
chelation ไดเ้พิ่มตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึน
ในช่วง 10.06 – 82.56%  ซ่ึงบ่งบอกวา่วธีิการ
ทดสอบน้ีใชป้ระเมินความสามารถในการจบัโลหะ
ได ้ ทั้งน้ีการท่ีการทดลองกบัตวัอยา่งน ้าส้มจากเกิด 
chelation ไดน้อ้ยกวา่ control ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากค่า 
pH ท่ีลดลงอนัเน่ืองมาจากกรดแอซีติกในน ้าส้มจาก 
ทั้งน้ี pH เป็นปัจจยัส าคญัอยา่งหน่ึงท่ีมีอิทธิพลต่อ
การเกิดและความเสถียรของคีเลตท่ีเกิดข้ึน โดย 
chelating agent ส่วนใหญ่จะไม่เสถียรท่ี pH ต ่า17 
 
สรุปผลการศึกษา 

ตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีผลิตในชุมชนต าบล
ขนาบนาก อ าเภอปากพนงั จงัหวดันครศรีธรรมราช 
สามารถยบัย ั้งการเกิด ABTS radical (TEAC เท่ากบั 
0.10 ± 0.01 mg/mL) และ  DPPH radical ได้โดย
ค่าเฉล่ียการยบัย ั้งเพิ่มข้ึนตามระดับความเข้มข้น 

และสามารถย ับย ั้ ง  hydroxyl radical และ  lipid 
peroxidation ได้สู ง สุด  (48.09 และ  40.83% ตาม 
ล าดบั) ท่ีความเขม้ขน้น ้ าส้มจาก 12.5% และค่าการ
ยบัย ั้งลดลงเม่ือความเข้มข้นสูงข้ึน ในขณะท่ีไม่
สามารถยบัย ั้งการเกิด nitric oxide และไม่สามารถ
เป็น metal chelator ได้ ผลการศึกษาในงานวิจัยน้ี
แสดงให้เห็นฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระบางชนิด
ได้ ซ่ึงจะเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการศึกษาชนิดของ
สารส าคัญในน ้ าส้มจากเพื่อ เป็นหลักฐานทาง
วิชาการท่ีชดัเจนมากข้ึนในการส่งเสริมการบริโภค
เป็นอาหารท่ีมีคุณประโยชน์ในการดูแลสุขภาพซ่ึง
หาได้ง่ายในท้องถ่ิน ราคาไม่แพง และเพิ่มมูลค่า
ของน ้ าส้มจากซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ชุมชนของจงัหวดั
นครศรีธรรมราชต่อไป 
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Hydroxyl radicals เ ป็นสารอนุมูล อิสระ
ชนิดหน่ึงท่ีมีส่วนส าคัญในการเกิด peroxidation 
ของ lipid และ สารชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ ในร่างกาย และ
เป็นตัวบ่ ง ช้ี ท่ีส าคัญของการเ กิดภาวะ เค รียด
ออกซิเดชันในร่างกาย16 ในการทดสอบการยบัย ั้ง 
hydroxyl radicals ของตวัอย่างน ้ าส้มจาก hydroxyl 
radicals ท่ีถูกท าให้เกิดข้ึนในปฏิกิริยาจะไปท าลาย 
deoxyribose ออกเป็นช้ินเล็กๆ (fragment) เกิดเป็น 
malondialdehyde (MDA) ซ่ึงมีสีชมพูเม่ือให้ความ
ร้อนในสารละลาย TBA ผลการศึกษาพบวา่การเติม
น ้ าส้มจากลงไปในปฏิกิริยาท าให้ความเขม้ของสี
ลดลงเม่ือเทียบกบัหลอดทดลองท่ีไม่ได้เติมน ้ าส้ม
จาก แสดงให้เห็นว่าน ้ าส้มจากมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 
hydroxyl radicals อย่างไรก็ตามร้อยละการยบัย ั้ง 
hydroxyl radicals ลดลงอย่างมีนัยส าคัญท่ีความ
เขม้ขน้ของน ้าส้มจาก 25% ข้ึนไป  ซ่ึงพบวา่รูปแบบ
ของการยบัย ั้ง hydroxyl radicals น้ีคลา้ยคลึงกบัผล
การทดสอบการยบัย ั้ งการเกิด lipid peroxidation 
ของตวัอย่างน ้ าส้มจาก การลดลงของร้อยละการ
ยบัย ั้ง hydroxyl radicals ท่ีความเข้มข้นสูง  ๆ อาจ
เกิดจากการเพิ่มข้ึนของระดบัความเขม้ขน้ของกรด 
acetic acid ซ่ึงแมว้า่น ้ าส้มจากในความเขม้ขน้สูงจะ
มีสารส าคญัมากข้ึนท่ีช่วยลดระดับของ hydroxyl 
radicals แต่ความเข้มข้นของ acetic acid ท่ีเพิ่มข้ึน
ตามไปด้วยอาจมีผลต่อการลดลงระดับการยบัย ั้ง 
hydroxyl radicals อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานการ
วิจยัท่ียืนยนัความเก่ียวขอ้งน้ี และการบริโภคน ้ าส้ม
จากโดยทั่วไปนิยมเติมลงในอาหารชนิดต่าง ๆ 
ไม่ได้มีการบริโภคโดยตรง ดังนั้ นผลของ acetic 

acid ท่ีความเขม้ขน้สูงจึงไม่น่าจะมีผลต่อ hydroxyl 
radical scavenging activity ของน ้าส้มจาก  

สารบางชนิด อาจเป็นสารตา้นการเกิด
ออกซิเดชนัไดโ้ดยกลไกการจบักบัโลหะทรานซิชนั 
หรือเรียกวา่การเกิดคีเลชนั (chelation) เน่ืองจาก
โลหะดงักล่าว เช่นเหล็ก (Fe2+) ก่อใหเ้กิดอนุมูล
อิสระโดยปฏิกิริยาท่ีเรียกวา่ Fenton reaction ดงันั้น
เม่ือท าให้โลหะเหล่านั้นถูกจบัไวจึ้งไม่สามารถ
เกิดปฏิกิริยาดงักล่าวและลดการเกิดอนุมูลอิสระได ้
ผลการศึกษาในงานวจิยัน้ี แสดงใหเ้ห็นวา่สารใน
น ้าส้มจากไม่สามารถท าใหเ้กิด chelation กบัโลหะ
ได ้ ในขณะท่ีการใชส้ารมาตรฐาน EDTA ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 31.3 – 250 µg/mL พบวา่สามารถเกิด 
chelation ไดเ้พิ่มตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึน
ในช่วง 10.06 – 82.56%  ซ่ึงบ่งบอกวา่วธีิการ
ทดสอบน้ีใชป้ระเมินความสามารถในการจบัโลหะ
ได ้ ทั้งน้ีการท่ีการทดลองกบัตวัอยา่งน ้าส้มจากเกิด 
chelation ไดน้อ้ยกวา่ control ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากค่า 
pH ท่ีลดลงอนัเน่ืองมาจากกรดแอซีติกในน ้าส้มจาก 
ทั้งน้ี pH เป็นปัจจยัส าคญัอยา่งหน่ึงท่ีมีอิทธิพลต่อ
การเกิดและความเสถียรของคีเลตท่ีเกิดข้ึน โดย 
chelating agent ส่วนใหญ่จะไม่เสถียรท่ี pH ต ่า17 
 
สรุปผลการศึกษา 

ตัวอย่างน ้ าส้มจากท่ีผลิตในชุมชนต าบล
ขนาบนาก อ าเภอปากพนงั จงัหวดันครศรีธรรมราช 
สามารถยบัย ั้งการเกิด ABTS radical (TEAC เท่ากบั 
0.10 ± 0.01 mg/mL) และ  DPPH radical ได้โดย
ค่าเฉล่ียการยบัย ั้งเพิ่มข้ึนตามระดับความเข้มข้น 

และสามารถย ับย ั้ ง  hydroxyl radical และ  lipid 
peroxidation ได้สู ง สุด  (48.09 และ  40.83% ตาม 
ล าดบั) ท่ีความเขม้ขน้น ้ าส้มจาก 12.5% และค่าการ
ยบัย ั้งลดลงเม่ือความเข้มข้นสูงข้ึน ในขณะท่ีไม่
สามารถยบัย ั้งการเกิด nitric oxide และไม่สามารถ
เป็น metal chelator ได้ ผลการศึกษาในงานวิจัยน้ี
แสดงให้เห็นฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระบางชนิด
ได้ ซ่ึงจะเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการศึกษาชนิดของ
สารส าคัญในน ้ าส้มจากเพื่อ เป็นหลักฐานทาง
วิชาการท่ีชดัเจนมากข้ึนในการส่งเสริมการบริโภค
เป็นอาหารท่ีมีคุณประโยชน์ในการดูแลสุขภาพซ่ึง
หาได้ง่ายในท้องถ่ิน ราคาไม่แพง และเพิ่มมูลค่า
ของน ้ าส้มจากซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ชุมชนของจงัหวดั
นครศรีธรรมราชต่อไป 
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ความเสียหายของเซลลจ์ากภาวะเครียดออกซิเดชัน่สัมพนัธ์กบัการเกิดโรคระบบประสาทเส่ือม การวิจยั
สารตา้นอนุมูลอิสระจากอาหารจึงไดรั้บความสนใจมากข้ึน จากการศึกษาเก่ียวกบัปริมาณและฤทธ์ิของสารตา้น
อนุมูลอิสระในผลไมส้ด 21 ชนิดท่ีเป็นท่ีนิยมรับประทานในประเทศไทยพบว่ามะขามหวานมีสารโพลีฟีนอลรวม 
(total polyphenol) และค่าฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระวดัโดยวิธี ORAC assay สูงสุด ส่วนกลว้ยไข่มีสารเฟอรูลิก แอซิด 
(ferulic acid) และ สารแคโรทีนอยด ์(carotenoids) ในปริมาณสูง การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือทดสอบผลของ
สารสกดัจากมะขามหวาน กลว้ยไข่ และสารส าคญัในมะขามหวานและกลว้ยไข่คือ fisetin และ ferulic acid ต่อการ
เกิดพิษจากสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2)ในเซลลป์ระสาทมนุษย ์SH-SY5Y ผลการศึกษาพบวา่ H2O2 ท่ีความ
เขม้ขน้ต ่าไม่มีผลต่อการสร้างอนุมลูอิสระของออกซิเจน (ROS) ในเซลลแ์ละเปอร์เซ็นตเ์ซลลมี์ชีวิต การใหส้ารสกดั
มะขามหวานและกลว้ยไข่ร่วมดว้ยเพ่ิมระดบั ROS ในเซลลสู์งข้ึน ในขณะท่ีสาร fisetin และ ferulic acid มีผลลด
ระดบั ROS ในเซลลอ์ย่างชดัเจน อย่างไรก็ตามทั้งสารสกดัจากผลไมแ้ละสารส าคญัไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์เซลลท่ี์
รอดชีวิตเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์ไดรั้บ H2O2 เพียงอย่างเดียว H2O2 ท่ีความเขม้ขน้สูงท าให้ระดบั ROS ในเซลล์
สูงข้ึนและเปอร์เซ็นตเ์ซลลร์อดชีวิตต ่าลงต่างจากเซลลค์วบคุมอย่างมีนยัส าคญั สารสกดัมะขามหวานและกลว้ยไข่
ลดปริมาณ ROS ภายในเซลลด์ว้ยประสิทธิภาพท่ีต ่ากว่าสารส าคญัทั้ง fisetin และ ferulic acid อย่างไรก็ตามสาร
สกดัมะขามหวานและกลว้ยไข่เพ่ิมเปอร์เซ็นตเ์ซลลร์อดชีวิตในเซลลท่ี์ได ้H2O2 ท่ีความเขม้ขน้สูงไดใ้กลเ้คียงกบั
สารส าคญั fisetin และ ferulic acid  ผลการวิจยัช้ีว่าการลดจ านวนการตายของเซลล์โดยสารพฤกษเคมีในสารสกดั
จากผลไมส่้วนหน่ึงมาจากฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ อย่างไรก็ตามฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนนอกเหนือจากการตา้นอนุมูล
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