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ตารางที่   1.   ปริมาณสารสกัดหยาบ (% yield) ของการสกัดผักเชียงดา       7 
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ตารางที่ 14.    ระดับน้ําตาลในเลือดกอนและหลังไดรับสารทดสอบแตละชนิด ณ เวลาตางๆ  49 
ตารางที่ 15.    ผลการตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด  Polymeric proanthocyanidins   52 
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ตารางที่ 17.   ผลการตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารกสัดจากเปลือกเมล็ดมะขามดวยวิธี    61 
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                      อุณหภูมิตางๆ 
ตารางที่ 20.    ผลของสภาวะความเปนกรดเบสตอคุณสมบัติของสารสกัดผักพื้นบาน    71 
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                       ใหความหวาน 
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ตารางที่ 33.    คุณสมบัติชาผักเชียงดารสธรรมชาติพาสเจอไรสพรอมดื่ม      86 
                      ในระหวางเกบ็รักษา 
ตารางที่ 34.    คุณสมบัติชาผักเชียงดารสน้ําผ้ึงมะนาวพาสเจอไรสพรอมดื่ม      87 
                      ในระหวางเกบ็รักษา 
ตารางที่  35.   คาเฉลี่ยการเพิม่ขึ้นของน้ําหนักตัวหนใูนกลุมกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ   92 
                      การกรอกผลิตภัณฑเครื่องดืม่สารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา  
                      สูตรธรรมชาติ (GY-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F2) 
ตารางที่ 36.    ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมที่ไดรับการกรอกน้าํกลั่น   93 
ตารางที่ 37.   ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมที่ไดรับการกรอกผลิตภัณฑ    93 
                      เครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา สูตรธรรมชาติ (GY-F1) ขนาด  
                        15,000 มก./กก. 
ตารางที่ 38.   ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมที่ไดรับการกรอกผลิตภัณฑ  94 
                      เครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา สูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F2) ขนาด  
                        15,000 มก./กก. 
ตารางที่ 39.   คาเฉลี่ยการเพิม่ขึ้นของน้ําหนักตัวหนใูนกลุมกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ  96 
                     การกรอกผลิตภัณฑเครื่องดืม่สารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน  
                     สูตรธรรมชาติ (SAE-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (SAE-F2) 
ตารางที่ 40.  ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมที่ไดรับการกรอกน้าํกลั่น  97 
ตารางที่ 41.  ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมที่ไดรับการกรอกผลิตภัณฑ  97 
                     เครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน สูตรธรรมชาติ (ASE-F1)  
                       ขนาด 15,000 มก./กก. 
ตารางที่ 42.  ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมที่ไดรับการกรอก   98 
                     ผลิตภัณฑเครือ่งดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน สูตรธรรมชาติ 
                     (ASE-F2) ขนาด 15,000 มก./กก. 
ตารางที่ 43.  คา IC50 ของผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา              101 
                     สูตรธรรมชาติ (GY-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F1) ในการทดสอบ 
                     ความเปนพษิตอ HepG2  ดวยวิธี MTT    
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ตารางที่ 44.    คา IC50 ของผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน  102 
                      สูตรธรรมชาติ  (SAE-F1), สูตรน้ําผ้ึงมะนาว (SAE-F2) และ 
                      สูตรสารสกัดเขมขน (SAE-Ex) ในการทดสอบความเปนพิษตอ HepG2  
                      ดวยวิธี MTT    
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ABSTRACT 
  
  
 This project was carried out during 2007-2009 by the Pharmaceutical and 
Natural Products Department (PNPD) and Food Technology Department with the aim 
to develop the healthy food & drink derived from Thai indigenous vegetables and 
fruits. The research activities involved preparation of crude extraction of selected 
plants, identification of their phytochemical contents, particularly anti-oxidant 
compounds, determination of antioxidant activities using various in vivo and in vitro 
pharmacological methods such as total phenolic content assay, DPPH assay, 
photochemiluminescence (PCL) assay, anti-hemolytic assay and comet assay (anti-
oxidative DNA damage). Results obtained from these assays exhibited potent 
antioxidant property of “Pak Chiang Da” (Gynema inodorum Dence) and “Pak Wan” 
(Sauropus androgynus Merr.). Moreover, crude extracts of these two plants possessed 
anti hyperglycemic effect on alloxan-induced diabetic rats. Regarding these practical 
results, five healthy drinks were developed from Pak Chiang Da and Pak Wan. The 
stability test of these products was conducted as well as their safety tests evaluated in 
cells and animals followed by the consumer satisfactory test. To maintain their anti-
oxidant property, product containers were specifically designed by Thai Packaging 
Centre of TISTR. These new “Ready-to-Drink” beverages were readily marketed after 
technology transfer. 
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วิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑอาหารเพื่อสุขภาพจากสารตานอนุมูลอิสระจาก 
ผักพื้นบาน  ผลไม และวัสดุเหลอืจากอตุสาหกรรมแปรรูปผลไม 

 
ประไพภัทร คลังทรัพย, วิมลศรี พรรธนประเทศ, ภูษิตา วรรณิสสร, อุบล ฤกษอํ่า,  
กฤติยา ทิสยากร, วิภาพร พฒันเวช, อมรรัตน ขยนัการนาว,ี สรียา เรืองพัฒนพงศ,  
เตือนตา เสมาทอง, พงศธร หลิมศิริวงษ, วิเชียร เขยนอก, ประไพศรี ไมสนธิ,์ 

สุพจน ประทีบถิ่นทอง, ศรีศักดิ์ ตรังวชัรกุล  และ วัลลภา อรุณไพโรจน 
 
 

บทคัดยอ 
 
 
 สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว .) โดยความรวมมือวิจัยของ
ฝายเภสัชและผลิตภัณฑธรรมชาติ  (ฝภผ.) และ  ฝายเทคโนโลยีอาหาร  (ฝทอ .)  ไดดําเนิน
โครงการวิจัยนี้ โดยมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาผลิตภัณฑอาหารเพื่อสุขภาพจากผักพื้นบานและผลไม
ไทยอยางครบวงจร.  เริ่มตั้งแตกระบวนการสกัดและตรวจควบคุมคุณภาพองคประกอบทางเคมี, 
โดยเนนกลุมสารที่มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ. ทําการตรวจพิสูจนตานอนุมูลอิสระดวย
วิธีการทดสอบตางๆ ทางเภสัชวิทยาทั้งในหลอดทดลองและในสัตวทดลอง เชน DPPH assay  
(ปฏิกิริยาตานออกซิเดชัน), photochemiluminescence assay (การกําจัดอนุมูลอิสระของออกซิเจน
ชนิดซูเปอรออกไซด), anti-hemolytic assay (ปฏิกิริยาตานออกซิเดชันจากการแตกตัวของเซลลเม็ด
เลือดแดง) และ comet assay (การตานฤทธิ์ทําลาย DNA จากอนุมูลอิสระออกซิเจน). ขอมูลจากผล
การทดสอบเหลานี้แสดงใหเห็นวา ผักเชียงดาและผักหวานบานมีศักยภาพสูงในการตานอนุมูล
อิสระ, นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่สัมพันธกับภาวการณเกิดเบาหวานดวย.  ดังนั้น วว.         
จึงไดพัฒนาเปนผลิตภัณฑอาหารเพื่อสุขภาพในรูปของเครื่องดื่มผักพื้นบานจากผักเชียงดาและ
ผักหวาน ซ่ึงมีทั้งหมด 5 ผลิตภัณฑ,  โดยผานการทดสอบความคงตัวของผลิตภัณฑ,  การประเมิน
ความปลอดภัยในระดับเซลลและในสัตวทดลอง  และผานการทดสอบประเมินความพึงพอใจของ
ผูบริโภคดวย.  ผลิตภัณฑยังไดรับการออกแบบโดยศูนยการบรรจุหีบหอไทยใหมีลักษณะจําเพาะ 
เพื่อรักษาความคงตัวของสารตานอนุมูลอิสระในผลิตภัณฑ.  กระบวนการวิจัยผลิตภัณฑเครื่องดื่ม
ผักพื้นบานดําเนินการเสร็จสมบูรณอยางครบวงจรและพรอมสําหรับการผลิตจําหนายภายหลังการ
ถายทอดเทคโนโลยี. 
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1.  บทนํา 
 

 ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation reaction) เปนกระบวนการทางชวีเคมีตามปกตใินเซลล
ของทุกอวัยวะทั่วรางกาย และมีบทบาทสําคัญในกระบวนการเผาผลาญตางๆ ในรางกายของ
ส่ิงมีชีวิต. กระบวนการดังกลาวจะกอใหเกิดของเสียที่เรยีกวา “อนุมูลอิสระ (Free radical)” ซ่ึงเปน
โมเลกุลที่ไมอยูตัว เนือ่งจากมีประจลุบซึ่งเกิดจากการสูญเสียอิเล็กตรอนวงนอกของออกซิเจน 
(Reactive Oxygen Species, ROS) เชน อนุมูลซุปเปอรออกไซด (O2

•), อนุมูลไฮดรอกซีแรดดคิัล 
(•OH), อนุมูลไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2

•), อนุมูลเปอรออกซีแรดดิคัล) ROO• (ซ่ึงอนุมูล
อิสระเหลานี้จะพยายามแยงชิงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอ่ืนๆ เพื่อใหตัวเองเสถียร). โมเลกุลที่ถูกแยง
อิเล็กตรอนไปก็จะกลายเปนอนุมูลอิสระตัวใหมที่ไมเสถียร และวองไวตอการแยงชิงอิเล็กตรอน
ตอไปเรื่อยๆ จึงเกิดปฏิกิริยาตอเนื่องเปนลูกโซ,  ปรากฏการณนี้ทําใหเกิดอนุมูลอิสระขึ้นมากมายใน
เซลลทั่วรางกาย. 

 
อนุมูลอิสระกอใหเกดิทั้งประโยชนและโทษ. ในดานทีม่ปีระโยชน ไดแก ทําใหเกิด

พลังงาน การกําจัดสิ่งแปลกปลอมโดยเม็ดเลือดขาว, การเจริญเติบโตของเซลล, การสงสัญญาณ
ระหวางเซลล การสรางสารชีวโมเลกุลตางๆ เปนตน.   ในสวนทีก่อใหเกิดโทษ คือ อนุมูลอิสระจะ
ไปเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกบัไขมันที่ผนังเซลล, ตลอดจนสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกบั
โปรตีน,  เอนไซม,  คารโบไฮเดรต และ DNA, มีผลทําใหผนังเซลลถูกทําลายและทาํใหโครงสราง
ของโปรตีนและ DNA เกดิการเปลี่ยนแปลง เปนสาเหตุใหเกิดความเสื่อมชรา (Aging) ของเซลล  
และโรคสําคัญหลายชนิด เชน หัวใจ, เสนเลือดอุดตัน, ตอกระจก, เบาหวาน, ความจําเสื่อม และ 
มะเร็ง ซ่ึงเปนโรครายแรงและในปจจุบนัยังไมมหีนทางรักษา. นอกจากอนุมูลอิสระจะเกิดไดเอง
เปนปกตภิายในรางกายแลว,ในปจจุบนัมีปจจัยที่เอื้ออํานวยใหเกิดอนุมลูอิสระไดมากขึ้นโดยเฉพาะ
อยางยิ่งจากสภาวะแวดลอม เชน ควันบหุร่ี, มลพิษในอากาศ, กัมมันตภาพรังส,ี การรับประทาน
อาหารที่มีกรดไขมันไมอ่ิมตวัสูง, พยาธิสภาพบางชนดิ เชน การอักเสบ, การขาดเลือดไปเลี้ยง
อวัยวะนั้นๆ.  

 
ปกติรางกายของมนุษยจะมกีระบวนการปองกันอันตรายจากอนุมูลอิสระ คือ มีระบบตาน

ปฎิกิริยาการเตมิออกซิเจน (anti-oxidation) หรือระบบแอนตีออกซิแดนท (anti-oxidant) ซ่ึงไดจาก 
2 ทาง คือ จากที่รางกายสรางขึ้นเอง  ซ่ึง  แบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ คือ  กลุมที่เปนเอนไซม เชน 
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione, peroxidase (GPX), glutathione, 
reductase (GR), glutathione S-transferase (GST) และกลุมที่ไมใชเอนไซม เชน glutathione, lipoic 
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acid, ceruloplasmin, albumin, transferrin, haptoglobin, hemopexin , uric acid, bilirubin, cysteine  
อยางไรก็ดีสารตานอนุมูลอิสระที่รางกายสามารถสรางขึ้นมีปริมาณจาํกัด จึงไมเพียงพอสําหรับ
ปองกันอนุมูลอิสระซ่ึงเกิดขึน้อยางมหาศาลตอวัน, รวมทั้งที่รางกายไดรับจากภายนอก. เพื่อลดผล
เสียหายทีเ่กิดจากการทําลาย โดยอนุมูลอิสระที่เกิดเปนประจําและมเีกือบตลอดชวงชีวิตคน จึงมี
ความจําเปนทีร่างกายตองไดสารตานอนุมูลอิสระจากอาหารที่รับประทานเพิ่มเติม. ตัวอยางสารตาน
อนมุูลอิสระที่พบในอาหารและไมจัดเปนเอนไซม เชน tocopherols, carotenoids, ascorbic acid, 
steroids, ubiquinones, thiols, inosine, taurine, pyruvate, gallic acid, flavonoids, trolox, BHT. และ 

BHA  สารตานอนุมูลอิสระเหลานี้มีกลไกในการลดและทําลายอนุมูลอิสระดวยวิธีตางๆ  เชน โดย
การจับกับอนมุูลอิสระ,  ลดการเกิดปฏิกิริยา ณ จุดตั้งตน,  ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ  หรือกระตุน
ใหรางกายผลิตเอ็นไซมตานอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้น  เปนตน. 
 

การใชสารตานอนุมูลอิสระ  เชน วิตามิน A,  วิตามิน E,  วิตามิน C,  เปนวิธีหนึ่งที่ใช          
ชะลอหรือลดความรุนแรงของอันตรายที่เกิดจากอนุมูลอิสระ ซ่ึงเปนตัวทําลายสุขภาพของมนุษย.   
สารตานอนุมูลอิสระเหลานี้สามารถหาไดจากแหลงธรรมชาติ  เชน พืช,  ผัก,  ผลไม,   เนื้อสัตว.  
ดังนั้นความตื่นตัวของประชาชนในการเลือกบริโภคผลิตภัณฑเสริมอาหารจากสารสกัดธรรมชาติ
กําลังไดรับความสนใจอยางแพรหลายในตลาดโลก.  ประเทศไทยมีการนําเขาผลิตภัณฑเสริมอาหาร
จากตางประเทศคิดเปนมูลคากวา   2-   3  พันลานบาทตอป .  โดยเปนทราบกันดีวาผลิตภัณฑเสริม
อาหารประเภทนี้มีประโยชนตอรางกายและสะดวกตอการบริโภค.    ผลิตภัณฑเสริมอาหารและ
อาหารเพื่อสุขภาพที่ไดรับความนิยมสูงสุด คือ ผลิตภัณฑที่มีสารตานอนุมูลอิสระ (anti-oxidant). 
ปจจุบันจึงมีการจําหนายผลิตภัณฑที่มีสารตานอนุมูลอิสระในหลายรูปแบบ เชน วิตามินสังเคราะห,  
อาหารเสริม,  เครื่องดื่ม,  เปนตน.   

  
ประเทศไทยมีความหลายหลากทางพันธุพืชสูงมากประเทศหนึ่งในโลก  ดวยปริมาณพืช

ที่มีมากกวา 15,000 ชนิด.  คนไทยในอดีตรูจักใชประโยชนจากพืชทั้งผักและผลไมที่มีอยูแลวทั่วไป
รอบถ่ินที่อยูอาศัย โดยเฉพาะการนํามาใชกินเปนอาหารและยารักษาโรค.  เนื่องจากผักพื้นบานและ
ผลไมไทยมีสีสรรคและรสชาติตางๆ กัน  ซ่ึงสีตางๆ บงบอกถึงสารสําคัญที่มีอยูตางชนิดกัน  เชน     
สีแดง-เหลืองของ beta- carotene ในแครอต  และรสชาติตางๆ เหลานี้ลวนเปนสรรพคุณทางยา
ทั้งสิ้น.  ทั้งหมดนี้เปนความรูที่สืบเนื่องกันมาและถายทอดสูคนรุนหลังและกลายเปน “ภูมิปญญา
ทองถิ่น”  และในปจจุบันกระทรวงสาธารณสุขไดรณรงคใหคนไทยรับประทานผักพื้นบาน  ซ่ึงมี
คุณประโยชนตอรางกายหลายอยาง.  
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วัตถุประสงคของการวิจัยในโครงการนี้ เพื่อสงเสริมการใชประโยชนจากทรัพยากรพืชผัก
สมุนไพรไทย ซ่ึงเนนวัตถุดิบที่เปนพืชผักที่หาไดงายในชีวิตประจําวัน.    โดยมุงเนนศึกษาสารตาน
อนุมูลอิสระจากผักพื้นบาน 2 ชนิด คือ ผักเชียงดา Gymnema inodorum Dence. ซ่ึงเปนผักพื้นบาน
ทางภาคเหนือ  และผักหวานบาน Sauropus androgynus Merr. ซ่ึงปลูกไดทั่วไป  แตมีมากทางภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ.  นอกจากนี้ ยังทําการศึกษาสารตานอนุมูลอิสระจากแหลงวัตถุดิบอื่นอีก เชน  
ผลไมตามฤดูกาลที่ตองการเพิ่มมูลคาและแกปญหาผลผลิตลนตลาด,  เชน ผลขององุนที่เหลือ
ตกคางจากการคั้นน้ําไปทําไวน  และวัตถุดิบจากวัสดุหรือผลิตผลเหลือใชจากภาคอุตสาหกรรม
ผลไม  ไดแก เมล็ดมะขามจากโรงงานผลิตเครื่องแกง เปนตน. 
 

พืช-ผักวัตถุดิบที่สนใจดังกลาว  จะผานกระบวนการวิจัยและพัฒนา โดยการทดสอบทาง
วิทยาศาสตรที่เร่ิมตั้งแตวิธีการสกัดและตรวจควบคุมสารพืชที่สําคัญ (phytonutrients), โดยเฉพาะ
กลุมที่มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ   ซ่ึงทําการพิสูจนฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระทั้งใน
หลอดทดลอง (in vitro) และในสัตวทดลอง (in vivo) ดวยวิธีการศึกษาทางเภสัชวิทยาที่ยอมรับใน
ระดับนานาชาติ.     มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาเปนผลิตภัณฑอาหารที่สามารถพิสูจนคุณสมบัติทาง
วิทยาศาสตรการแพทยไดวา มีสรรพคุณตางๆ ที่เปนประโยชนตอการเสริมสรางสุขภาพรางกาย ใน
แนวทางของการปองกันโรคตางๆ โดยเฉพาะที่เกิดจากอนุมูลอิสระดังกลาวขางตน,  โดยพัฒนาเปน
ผลิตภัณฑอาหารจากสารตานอนุมูลอิสระในรูปแบบที่ผูบริโภคยอมรับ  และผานการทดสอบเรื่อง
ความปลอดภัยตามมาตรฐานการวิจัยระดับสากล,   รวมถึงมีการออกแบบบรรจุภัณฑเพื่อรักษา
คุณภาพของสารตานอนุมูลอิสระในผลิตภัณฑดวย.   
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2.  การพัฒนาวิธีสกัดและเตรียมสารสกัดหยาบ : 
ผักพ้ืนบาน (ผักเชียงดาและผกัหวานบาน), ผลไม (เมล็ดองุน)  

และวัสดุเหลือจากอุตสาหกรรมแปรรูปผลไม (เปลือกเมลด็มะขาม) 
 
2.1  การเตรียมสารสกัดหยาบของผกัเชียงดา Gynema inodorum Dence 
 2.1.1  ทําการสกัดผักเชียงดาดวยน้ํา โดยแบงผักเชยีงดา ออกเปน 2 สวน คือ   
 สวนท่ีเปนยอดออน (ความยาววดัยอดประมาณ 3 นิว้จากปลายยอด)  
 น้ําหนักสดของวัตถุดิบคือ 1.7 กิโลกรัม,  ตัดใหเปนชิ้นเล็กๆ  ใสลงในเครื่องปนขนาดเล็ก, 
โดยเติมน้ํากลั่นปริมาตร 6 ลิตร  ปนใหเขากันจนละเอียด,  แลวนําไปกรองผานผาขาวบางเพื่อแยก
สวนที่เปนกากผักออก  ไดน้ําสีเขียวเขมสด,  บรรจุลงในภาชนะปลอดเชื้อและเก็บไวที่อุณหภูมิ               
-20 องศาเซลเซียส  เพื่อไปผานกระบวนการระเหยแหงดวยเครื่อง  freeze dryer  ไดสารสกัดหยาบสี
เขียวปริมาณ 73.21 กรัม,   คิดเปน % yield = 1.22  เก็บใสภาชนะสีทึบปองกันแสง  ที่อุณหภูมิ              
-20 องศาเซลเซียส  เพื่อนําไปวิเคราะหสารสําคัญ และตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระตอไป. 
 
 2.1.2   สวนท่ีเปนยอดแเก (ความยาวประมาณ 1 ฟุต วัดจากปลายยอด)    
 นํามาลางทําความสะอาดและเลือกสวนที่เหี่ยวทิ้งไป. น้ําหนักสดเริ่มตนของวัตถุดิบ คือ 1.7 
กิโลกรัม ตัดใหเปนชิ้นเล็กๆ ดวยมีดกอนนําใสลงในเครื่องปนขนาดเล็ก, โดยเติมน้ํากลั่นปริมาตร  
6 ลิตร,  ปนใหเขากันจนละเอียด,  แลวนําไปกรองผานผาขาวบาง เพื่อแยกสวนที่เปนกากผักออก,  
ไดน้ําสีเขียวเขมสด,  บรรจุลงในภาชนะปลอดเชื้อและเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส.  เพื่อไป
ผานกระบวนการระเหยแหงดวยเครื่อง  freeze dryer ไดสารสกัดหยาบสีเขียวปริมาณ 60 กรัม,    คิด
เปน % yield = 1.00.  เก็บใสภาชนะสีทึบปองกันแสง ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส,  เพื่อนําไป
วิเคราะหสารสําคัญ และตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระตอไป. 

  
ลักษณะผักเชียงดาใบแกและยอดออน แสดงดังรูปที่ 1. 
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 ผลการสกัด 
 การคํานวณขอมูล % yield ของสารสกัดจากผักเชียวดาและผักหวานบาน : 
  1.  ผักเชียงดา (ยอดออน) จากน้ําหนักสด 1.7 กก.  สกัดโดยการปนรวมกับน้ําไดปริมาตร
รวม 6 ลิตร  นําไปทําใหแหงที่อุณหภูมิต่ําดวยเครื่อง  freeze dryer ไดน้ําหนักสารแหง 73.21 กรัม 
ดังนั้นคิดเปน  % yield = 4.31 (ตอน้ําหนักสด). 
 2.  ผักเชียงดา (ยอดแก) จากน้ําหนักสด 2 กก.  สกัดโดยการปนรวมกับน้ําไดปริมาตรรวม  
6 ลิตร  นําไปทําใหแหงที่อุณหภูมิต่ําดวยเครื่อง  freeze dryer ไดน้ําหนักสารแหง 60 กรัม.  ดังนั้น 
คิดเปน  % yield = 3.0 (ตอน้ําหนักสด). 
 

ตารางที่  1.  ปริมาณสารสกัดหยาบ (% yield) ของการสกัดผักเชียงดา Gynema inodorum Dence 
 

ผักพื้นบาน สวนของผัก วิธีสกัด ปริมาณสารสกัดหยาบที่
ได (% yield) 
ตอน้ําหนักสด 

ยอดออน 
 

สกัดดวยน้ํา และระเหยแหงดวย
freeze dryer 

4.31 ผักเชียงดา 
Gynema inodorum Dence 

ยอดแก 
 

สกัดดวยน้ํา และระเหยแหงดวย
freeze dryer 

3.00 
 

 
 

 
 
               รูปท่ี 1.  ผักเชียงดา Gynema inodorum Dence แสดงใบแก (ซาย) และยอดออน (ขวา). 
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2.2 การเตรียมสารสกัดหยาบของผักหวานบาน Sauropus androgynus Merr.  
       (Sweet leaves) 

ใชเฉพาะสวนที่เปนยอดออนผักหวานบาน (รูปที่ 2) ที่ส่ังซื้อจากแหลงปลูกในจังหวัด
อางทอง มาลางทําความสะอาด แบงเปน 2 สวน.  สวนแรก (ผักสด 4 กิโลกรัม) ทําการสกัดสด
เชนเดียวกับผักเชียงดา  และระเหยน้ําออกดวยเครื่อง freeze dryer.  สวนที่สอง (ผักสด 19 กิโลกรัม) 
นําไปอบที่อุณหภูมิ 50°ซ.  นาน 20 ช่ัวโมง และบดเปนผงแหง (ได 2 กิโลกรัม).  จากนั้นนําไปสกัด
ดวยตัวทําละลาย  2  ชนิด  คือ น้ําและเอทิลแอลกอฮอล ที่ความเขมขนรอยละ 50 และ 100,            
ดังรายละเอียดตอไปนี้ : 

2.2.1   การสกัดผักหวานบานดวยน้ํา  
เริ่มตนจากยอดออนของผักหวานบาน  น้ําหนักสด 4.5 กิโลกรัม,  ตัดเปนชิ้นเล็กๆดวยมีด  

และนําไปสกัดดวยน้ําในเครื่องปนขนาดเล็ก  ใชน้ํากลั่นปริมาตร 12 ลิตร,  แลวนําไปกรองผานผา
ขาวบางเพื่อแยกสวนที่เปนกากออกไดน้ําสีเขียวเขมสด.  นําไปผานกระบวนการระเหยแหงดวย
เครื่อง  freeze dryer,  เก็บใสภาชนะสีทึบปองกันแสง, เก็บแชไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  เพื่อ
ตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระตอไป. 

 
2.2.2 การสกัดผักหวานบานดวยเอทิลแอลกอฮอล   

นํ ายอดผักหวานสดหนัก  1 9  กิ โลก รัม   ไปอบแห งในตู อบควบคุมอุณหภูมิที่                           
50 องศาเซลเซียส กระทั่งแหงและนําไปเขาเครื่องบดเปนผงละเอียด 2 กิโลกรัม แบงสกัดดวย
เอทิลแอลกอฮอล เปน  2 สวน คือที่ระดับความเขมขนรอยละ  50  และ 95.   ช่ังผักหวานอบแหง 
900 กรัม  หมักดวยเอทิลแอลกอฮอล ปริมาตร 40 ลิตร  ที่ความเขมขนของเอทิลแอลกอฮอล รอยละ 
50 และ 95.  นําไปกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน  เพื่อแยกผงกากของผักหวานออกไป  
ไดสารละลายที่ผานการกรองที่เปนของเหลวใสสีเขียวสด,   นําไปผานกระบวนการระเหยแหงดวย
เครื่อง  freeze dryer.   

 
 ผลการสกัด 
 การคํานวณขอมูล % yield  ของสารสกัดจากผักหวานบาน  
 1.    ผักหวานบาน (ยอดออน)  สกัดสดดวยน้ํา 
  จากน้ําหนักสด 4.5 กก.  สกัดโดยการปนรวมกับน้ําไดปริมาตรรวม 10 ลิตร  นําไปทํา
ใหแหงที่อุณหภูมิต่ําดวยเครื่อง  freeze dryer  ไดน้ําหนักสารแหง 195.57 กรัม  ดังนั้นคิดเปน  % 
yield = 4.30 (ตอน้ําหนักสด). 
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 2.  ผักหวานบาน (ยอดออน) สกัดแหงสกัดดวยแอลกอฮอล  ใชผักหวานบานสด 19 กก. 
อบแหงที่ อุณหภูมิ 50οซ.  แลวบดเปนผงละเอียดได  2 กก. 
 3.  นําผงผักหวานแหง 900 กรัม  (คิดเปนน้ําหนักสด 8.55 กก .) มาสกัดดวย 95% 
แอลกอฮอล ปริมาตรรวม 40 ลิตร  ไดน้ําหนักสารสกัด 145.45 กรัม ดังนั้นคิดเปน % yield = 17.48 
(ตอน้ําหนักสด). 
 4.  นําผงผักหวานแหง 900 กรัม  (คิดเปนน้ําหนักสด 8.55 กก .) มาสกัดดวย 50% 
แอลกอฮอล ปริมาตรรวม 40 ลิตร  ไดน้ําหนักสารสกัด 167.52 กรัม ดังนั้นคิดเปน  % yield = 19.59 
(ตอน้ําหนักสด). 

 

ตารางที่ 2. ปริมาณสารสกัดหยาบ (% yield) ของการสกดัผักหวานบาน Sauropus androgynus Merr. 
 

ปริมาณสารสกัดหยาบที่ได (% yield) ผักพื้นบาน วิธีการสกัด 
ตอน้ําหนักสด ตอน้ําหนักแหง 

ผักสดสกัดดวยน้ํา และ  freeze dryer 4.30 - 
50% เอทานอล 17.48 16.16 
90% เอทานอล 19.59 18.61 

ผักหวานบาน 
Sauropus androgynus Merr. 

   
 
 

 
 

รูปท่ี 2.  ยอดผกัหวานบาน (sweet leaves) Sauropus androgynus Merr. 
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2.3  การเตรียมสารสกัดหยาบของเมล็ดองุน 
 นําสวนของกากเมล็ดองุนแหง (dried whole grape seeds)  และกากเยื่อหุมเมล็ดแหง              
(dried grape skins) ขององุนพันธุ Vitis vinifera cv. Ribier (หรือ Pok Dum) จากโรงงานทําน้ําผลไม 
จังหวัดนครปฐม (รูปที่ 3)  มาแยกโดยการกรองผานตะแกรงขนาด (1 ซม. × 1  ซม., 0.5 ซม. ×              
0.5 ซม.,  0.2 ซม. × 0.2 ซม.) และใชลมเปา เพื่อแยกเฉพาะสวนของเมล็ดและเยื่อหุมเมล็ด. จากกาก
เมล็ดองุนแหงเริ่มตนหนัก 1374.1 กรัม  ไดเปนสวนเนื้อเมล็ดองุนแหง 777.1 กรัม และเปนสวน
ของขั้วและกานองุนแหง 528.2 กรัม, ตามลําดับ, เก็บทั้งหมดไวที่อุณหภูมิหอง. จากนั้นชั่งเนื้อเมล็ด
องุนแหงมา 30 กรัม ลางใหสะอาดดวยน้ําและนําไปสกัดดวยเอทานอล/น้ํา (40:60 , v/v) ดวย
สัดสวนของวัตถุดิบตอตัวทําละลาย  1:10 (w/v) ที่อุณหภูมิ 70°ซ.  เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง  โดยไม
มีการเขยา.  กรองผานตะแกรงขนาด 0.5 ซม. × 0.5 ซม. และลางผานกากเมล็ดองุนดวยตัวทําละลาย
ที่ใชสกัดอีก 1 คร้ัง.  จากนั้นนําสวนที่กรองผาน (extracted solution) และสวนที่ลางรวมกัน                 
ไประเหยแหงดวยเครื่อง rotary evaporator เพื่อระเหยตัวทําละลายออกภายใตระบบความดันที่
อุณหภูมิ 60-65 °ซ.  กากของของเหลวที่ไดนําไประเหยแหงดวยความเย็นต่ํา (freeze-dried) ไดสาร
สกัดหยาบเมล็ดองุนหนัก 3.8 กรัม  เรียกสารสกัดหยาบนี้วา  grape seed extracts หรือ Oligomeric 
proauthocyanidins (OPCs),  เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 °ซ.  เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ. 
  
 

 
 

รูปท่ี 3. องุนแดงพนัธุ Vitis vinifera cv. Ribier (หรือ Pok Dum) จ. นครปฐม. 
 
 



 11

2.4  การเตรียมสารสกัดหยาบของเปลือกเมล็ดมะขาม 
 นําเปลือกเมล็ดมะขามที่เปนวัสดุเหลือใช (รูปที่ 4) จากอุตสาหรรมผลิตแปงจากเมล็ด
มะขามที่ไดรับอนุเคราะหจากโรงงาน GMI (Thailand) ที่อยูเลขที่ 733/705-6  ถนนพหลโยธิน  
อําเภอลําลูกกา จังหวัดปทุมธานี   และนํามาเตรียมเปนสารสกัดหยาบ ดังขั้นตอนตอไปนี้ : 

 1.  บดเปลือกเมล็ดมะขามใหละเอียด. 
 2.  เติม Petroleum ether ใหทวมและเขยา  และทิ้งไวขามคืน.  ทําเชนนี้อีกครั้ง  และกรอง
แยกสารละลายที่ไดนํามาระเหยแหงดวยเครื่องเก็บแยกสวนไว. 
 3.  ตากกากที่ผานการสกัดดวย Petroleum ether แลวใหแหง,  จากนั้นจงึนํามาเติมดวยเอทานอล 
95%  จนทวม  และหมกัทิ้งไว 48 ช่ัวโมง จงึกรองแยกสารละลาย.   
 4.  จากนั้นเติมเอทานอลใหทวมอีกครั้งและเขยา   และทิ้งไว 3 ช่ัวโมง  จึงกรองแยก
สารละลาย. 
 5.  นําสารละลายที่ไดในขอ 3  และขอ 4  มารวมกัน และทําใหแหง. 
 6.  ตากกากที่ผานการสกัดดวยเอทานอลแลว  เติมดวยแอซีโตนความเขมขนรอยละ 70     
จนทวม  และทิ้งไว 48 ช่ัวโมง  จึงกรองแยกสารละลาย และนํามาทําใหแหง. 
 
 

                     

 
 

รูปท่ี 4.  เปลือกเมล็ดมะขาม. 
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2.5  ผลการสกัด 
จากวัตถุดิบและวิธีการสกัดดังกลาวขางตน  ไดสารสกัดหยาบจากผักพื้นบาน 2 ชนิด คือ         

สารสกัดหยาบผักเชียงดาดวยน้ํา  (รูปที่ 5) และสกัดหยาบผักหวานบานดวยเอทานอลความเขมขน
รอยละ 50 (รูปที่ 6) ,  และไดสารสกัด (OPCs) จากเมล็ดองุนไทยดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 
60  (รูปที่ 7) และสารสกัดหยาบจากเปลือกเมล็ดมะขามดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 95              
(รูปที่ 6). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

              รูปท่ี 5.  สารสกัดหยาบจากผักเชยีงดา. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

              รูปท่ี 6. สารสกัดหยาบผักหวานบาน. 



 13

 
 

 
 

                                   รูปท่ี 7.  สารสกัด OPCs  จากเมล็ดองุนไทย. 
 
 

 
 
                              รูปท่ี 8. สารสกัดหยาบจากเปลือกเมล็ดมะขาม. 
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3.  การตรวจควบคุมคณุภาพของสารสกัดหยาบผักเชียงดา-ผักหวานบาน,  
สารสกัด OPCs จากเมล็ดองุน และ สารสกัดหยาบเปลือกเมล็ดมะขาม 

ดวยเทคนิค TLC และ HPLC  
  

3.1 การตรวจควบคุมคุณภาพของสารสกัดหยาบผักเชียงดา-ผักหวานบาน และสาร สกัด 
       เปลือกเมล็ดมะขาม ดวยเทคนิค TLC 
 เทคนิคโครมาโทกราฟ (Chromatography) เปนเทคนิคทางเคมีที่ใชแยกสารผสมออกจาก
กัน โดยอาศัยความสัมพันธระหวางสารกับเฟสคงที่ (stationary phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile 
phase). เฟสคงที่อาจเปนของแข็งหรือของเหลว, ถาเปนของแข็งการแยกจะเปนแบบดูดซับ 
(adsorption), ถาเปนของเหลวการแยกสารจะเปนแบบแบงละลาย (partition). เฟสเคลื่อนที่อาจจะ
เปนของเหลวหรือแกส ทําหนาที่พาสารแตละชนิดในสารผสมใหเคลื่อนที่ดวยอัตราเร็วแตกตางกัน, 
จึงทําใหสารแยกออกจากกันได. Thin Layer Chromatography (TLC)  เปนโครมาโทกราฟแบบดูด
ซับ Solid-liquid chromatography. ของผสมที่ถูกแยกจะถูกดูดซับโดยเฟสคงที่ที่เปนของแข็ง, เฟส
คงที่ที่นิยมใชคือ silica gel (SiO2.XH2O) และ alumina (Al2O3). ในขณะเดียวกันเฟสเคลื่อนที่ซ่ึงเปน
ของเหลวจะพาสารใหเคลื่อนที่ไป เนื่องจากสารที่มีโครงสรางตางกัน จึงไดรับแรงดึงและ
แรงผลักดันตางกันดวย.  ดังนั้นสารแตละชนิดจึงเคลื่อนที่ในอัตราที่แตกตางกัน. สารที่ถูกดูดซับได
ดีกวาจะเคลื่อนที่ไดชากวาสารที่ถูกดูดซับนอย จึงทําใหเกิดการแยกของสารขึ้นเปนแถบๆ เรียกวา 
Chromatogram.  
  
 นําสารสกัดหยาบของผักเชียงดา, ผักหวานบาน และเปลือกเมล็ดมะขาม ที่สกัดไดดัง
อธิบายไวในบทที่ 2 มาตรวจควบคุมคุณภาพทางเคมี  โดยการตรวจวิเคราะหสารตานอนุมูลอิสระ
กลุม phenolics  และ flavonoid compounds  โดยใชเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) 
และนําเสนอผลดวย TLC chromatograph  ดังรายละเอียดตอไปนี้ : 
   
 3.1.1  วัสดุ-อุปกรณ และสารเคมี 
 วัสดุ-อุปกรณ 

• เครื่องระเหยแหงภายใตการลดความดัน (Rotary evaporator) บริษัท Buchi ประเทศ
สวิตเซอรแลนด. 

• เครื่องชั่งละเอียด รุน AG 204 บริษัท Mettler Toledo ประเทศสวิตเซอรแลนด. 
• Erlenmeyer  flask  ขนาด 100, 250, 2000 และ 5000 มิลลิลิตร. 
• Ultrasonic bath บริษัท Astrason จํากดั ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
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• TLC developing chamber. 
• UV viewing cabinet  จํากัด บริษัท Alltect จํากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
• TLC Aluminium sheet-Silica gel60 F254 บริษัท Merck จํากัด ประเทศเยอรมนี 
• PTFE Syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร, บริษัท Chrom Tech จํากัด, Inc ประเทศ

สหรัฐอเมริกา. 
• กระดาษกรอง.  

 
 สารเคมี  

• 95% Ethanol, Commercial grade ,บริษัท องคการสุรามหาชน จํากดั. 
• Ethanol, AR grade, บริษัท Merck จํากัด ประเทศเยอรมนี. 
• Ethyl  aceteta, AR grade,  บริษัท Lab Scan  จํากัด ประเทศไทย. 
• Methanol, MeOH,  HPLC grade, บริษัท Lab Scan จํากัด ประเทศไทย. 
• Methanol, MeOH,  AR grade, บริษทั Lab Scan จํากัด ประเทศไทย. 
• Formic  acid, AR grade,  บริษัท Lab scan ประเทศไทย. 
• Acetic acid , AR grade บริษัท Merck จํากัด ประเทศเยอรมนี. 
• Cone HCl, บริษัท Merck จํากัด ประเทศเยอรมนี. 
• Cone H2SO4 , บริษัท Merck จํากัด ประเทศเยอรมน.ี 
• Rutin hydrate 95% HPLC, บริษัท Sigma Aldrich จํากดั ประเทศเยอรมนี. 
• Gallic acid, AR grade, บริษัท Fluka จํากัด ประเทศสเปน. 
• 2-aminoethyl diphenylborinate (NP),  บริษัท Sigma Aldrich จํากัด 

                     ประเทศเยอรมนี. 
• Polyethylene  glycol  (4000), บริษัท  BHD จํากัด Laboratory Reagent ประเทศอังกฤษ. 
• 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical, บริษัท Sigma Aldrich จํากดั ประเทศเยอรมน.ี 
• FeCl3 บริษัท SIGMA Aldrich จํากัด ประเทศเยอรมนี   
• Folin-Ciocalteus Phenol reagent, บริษัท Merck จํากัด ประเทศเยอรมนี. 
• Sodium carbonate anhydrous, บริษัท Ajax Finechem จํากัด ประเทศนวิซีแลนด. 
• Bismuth nitrate, บริษัท  Fluka จํากัด ประเทศเยอรมน.ี 
• Potassium iodide, บริษัท Sigma จํากัด  ประเทศเยอรมน.ี 
• Aluminium tricloride. 



 16

• Sodium nitrite. 
• Magnesium ribbon, บริษัท  BHD Laboratory Supplies  จํากัด ประเทศอังกฤษ. 
• น้ํากลั่น. 

 
 
 

 3.1.2 วิธีการทดลอง 
3.1.2.1 การทดสอบวิเคราะหหากลุมสารโดยวิธีการทางเคมี  (Preliminary 

phytochemical analysis) 
  เตรียมสารตัวอยาง นําสารสกัดหยาบ ผักเขียว, ผักหวานบาน และเปลือกเมล็ด
มะขาม 200 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร กรองดวย PTFE Syringe filter ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร. 
 
 

กลุมสาร วิธีการตรวจและตัวชี้วัด 
แทนนิน (tannin) 
 

-  นําสารละลายที่ได 2 มิลลิลิตร เติมดวยสารละลาย FeCl32 มิลลิลิตร. ถามี 
องคประกอบเปนสารกลุมนี้จะไดตะกอนที่มีสีน้ําเงิน-ดํา  (blue-black 
precipitate). 

ฟโนลิก (phenolics) -  นําสารละลายที่ได 2 มิลลิลิตร เติมดวยสารละลาย FeCl3 2 มิลลิลิตร.  
    ถามีองคประกอบเปนสารกลุมนี้จะไดสารละลายที่มีสีน้ําเงิน-เขียว   
   (blue-green color). 

อัลคาลอยด (alkaloid) -  นําสารละลายที่ได 2 มิลลิลิตร เติม 1 % HCl 5 หยด เขยา, จากนั้นเติม
สารละลาย Dragendorff reagent จํานวน 10 หยด. ถามีองคประกอบเปน
สารกลุมนี้จะไดตะกอนที่มีสีสม  (orange precipitate). 

Cardiac glycoside -  นําสารละลายที่ได 2 มิลลิลิตร เติม กรดแอซีติก 1 มิลลิลิตร   เขยาเติมดวย
สารละลาย FeCl3 1  มิลลิลิตร และ กรดซัลฟวริกเขมขน  1 หยด.                   
ถามีองคประกอบเปนสารกลุมนี้ ลารละลายที่ไดจะมีสีเขียว-น้ําเงิน  
(green-blue color). 

ฟลาโวนอยด (flavonoid) 
 

- นําสารสกัด 200 มิลลิกรัม ละลายในสารละลายเอทานอล 10 มิลลิลิตร 
กรองดวย PTFE Syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร, นําสารละลาย          
ที่ได 2 มิลลิลิตร นําแผนลวดโลหะแมกนีเซียมขนาด 0.5 เซนติเมตร           
ใสลงในสารละลายตัวอยาง. จากนั้นคอยๆ เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  
2 หยด.  ถามีองคประกอบเปนสารกลุมนี้จะเห็นฟองฟูและลารละลายที่ได
มีสีแดง-ชมพู (pink-tomato red color). 
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 3.1.3  วิธีการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีโดยวิธี  TLC 
• ช่ังสารสกัดหยาบของผักเชียงดา, ผักหวานบาน และเปลือกเมล็ดมะขามอยางละ 50 

มิลลิกรัม, ละลายเอทานอล 0.5 มิลลิลิตร เขยาจนละลายหมด, เติมเอทิลแอซีเตต 0.5 มิลลิลิตร               
เขยาเพื่อพารติชัน, นําสวนของชั้นเอทิลแอซีเทตมา spot ลงบนแผน TLC (Aluminum sheet-Silica 
gel60 F254). 

• เตรียม  mobile  phase  โดยใชสารละลายผสมบดเอทิลแอซีเทต : กรดฟอรมิก : กรด 
แอซีติก : น้ํา  (Ethyl acetate Formic  acid :  Acetic  acid  : Water) อัตราสวน100 :11:11:26  (v/v), 
ใสลงในภาชนะบรรจุอะลูมิเนียม (Tank), เขยาใหเขากัน, ทิ้งไว  30  นาที.  

• ใสแผน  TLC  วางลงใน Tank  ที่มี mobile   phase ปดฝาใหสนิท, ปลอยให mobile  
phase  เคลื่อนที่ไปถึง solvent front (8 เซนติเมตร), จึงนําแผน TLC ออกจาก Tank.  ใชไดรเยอรเปา
แผน TLC ใหแหง. 

• นําไปสองดูภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254  และที่ 366 นาโนเมตร จากนั้น         
นําแผน TLC ที่ไดฉีดพนดวย  spray reagent   NP/PEG  และ  DPPH, ใชไดรเปาใหแหงและให
ความรอนจนเห็นแถบสีเกิดขึ้น. จากนั้นนําไปดูภายใตแสง  UV ที่ 254  และที่  366 นาโนเมตร,            
อีกครั้ง. 
 
 การเตรียมสารละลาย  Spray  reagents  (NP/PEG และ DPPH) 

• เตรียม Natural  product / polyethylene  glycol  reagent   (NP/PEG), โดยช่ังสาร              
2-aminoethyl diphenylborinate (NP) จํานวน 1 กรัม, ละลายในสารละลายเมทานอล, โดยปรับ
ปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร.   ช่ังสาร Polyethylene  glycol-4000 จํานวน 5 กรัม, ละลายใน
สารละลายเอทานอล  แลวปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร.   

• เตรียม 0.1% ของ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), โดยช่ังสาร2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl  0.1 กรัม  ละลายใน absolute EtOH  ปริมาณ  100  มิลลิลิตร. 

 
 3.1.4   การวิเคราะห Total  Phenolic Compounds โดยวิธี Folin-Ciocalteus  

3.1.4.1  การเตรียมสารตัวอยาง 
 ช่ังสารสกัดหยาบผักผักเชียงดาและผักหวานบานจากสวนตางๆ และสารสกัด

เปลือกเมล็ดมะขาม จํานวน 20 มิลลิกรัม  ละลายดวย 99.99 % เอทานอล, ปรับปริมาตรใหครบ               
10 มิลลิลิตร, จะไดสารละลายตัวอยางเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับใชในการวิเคราะห.   
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  3.1.4.2   การเตรียมสารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 
 ใชโซเดียมคารบอเนต 20 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 100 มลิลิลิตร. 
 

3.1.4.3   การเตรียมสารมาตรฐาน Gallic acid 
•  ช่ังสารมาตรฐาน Gallic acid 0.20 กรัม โดยละลายดวย 99.99 % เอทานอล,     

ปรับปริมาตรใหครบ 20 มิลลิลิตร, ไดสารละลายมาตรฐานเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร. 
•  ใชปเปตตดูดสารละลายมาตรฐานในขอ 3.1.4.1 จํานวน 20, 40, 60, 80 และ 

100 ไมโครลิตร, ปรับปริมาตรใหครบ 10 มิลลิลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานเขมขน 0.02, 0.04, 
0.06, 0.08 และ 0.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ตามลําดับ.  
 

3.1.4.4 การวิเคราะหหา Total phenolic content ในสารตัวอยาง และ Standard curve  
 สารละลายมาตรฐาน 
• นําสารละลายมาตรฐาน Gallic acid แตละความเขมขน จากขอ 3.1.4.3  

ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาดใหญ, เติม Milli Q-water ปริมาณ 4,200 
ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน. 

• เติม Folin-Ciocalteus phenol reagent 250 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน ประมาณ 
1 นาที. 

• เติม 20% โซเดียมคารบอเนต  จํานวน 500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน, เก็บใน
ที่มืดนาน 1 ช่ัวโมง แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร.         
 
       สารละลายตัวอยาง 

• ใชปเปตตดูดสารละลายตัวอยาง จากขอ 3.1.4.1  ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ใสใน
หลอดทดลอง ขนาดใหญ, เติม Milli Q-water ปริมาณ 4,200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน.  

• เติม Folin-Ciocalteus phenol reagent ปริมาณ 250 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน 
ประมาณ 1 นาที. 

• เติม  20% โซเดียมคารบอเนต  จํานวน 500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน,  เก็บใน
ที่มืดนาน 1 ช่ัวโมง แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร.   
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สารละลาย  blank  
• ใชปเปตตดูดสาร Milli Q-water ปริมาณ 8,500 ไมโครลิตรใสหลอดทดลอง

ขนาดใหญ เติม Folin-Ciocalteus  phenol reagent ปริมาณ 500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน ประมาณ 
1 นาที 

• เติม 20% โซเดียมคารบอเนต ปริมาณ 1,000 ไมโครลิตร เขยา, เก็บในที่มืด              
1 ช่ัวโมง, นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร. 

 
 3.1.4.5   การคํานวณ Total phenolic 
  นําคาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน Gallic acid ที่ความเขมขนตางๆ มาสราง
กราฟมาตรฐาน (calibration curve) ระหวางคาการดูดกลืนแสงกับคาความเขมขนของสารมาตรฐาน 
Gallic acid จะไดสมการเสนตรง.   จากคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยาง นํามาคํานวณในสมการ
เสนตรงที่ได, จะไดปริมาณของ Total  phenolic compound ที่มีในสารตัวอยางแตละชนิด.   
 
 3.1.5   การวิเคราะห Total  flavonoids  
 3.1.5.1   การเตรียมสารตัวอยาง 

• ช่ังสารสกัดหยาบผักหวาน, ผักเชียงดา จากสวนตางๆ และสารสกัดเปลือก
เมล็ดมะขาม จํานวน 25 มิลลิกรัม ละลายดวย 80 % เอทานอล ปรับปริมาตรใหครบ 5 มิลลิลิตร,         
จะไดสารละลายตัวอยางเขมขน 5  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, สําหรับใชในการวิเคราะห. 

• การเตรียมสารละลายโซเดียมไนไทรต (NaNO2) 
       ช่ังสารโซเดียมไนไทรต  5  กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร. 

• การเตรียมสารละลายอะลูมิเนียมไตรคลอไรด (AlCl3) 
       ช่ังสารอะลูมิเนียมไตรคลอไรด 10 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร. 
 

 3.5.1.2   การเตรียมสารมาตรฐาน  rutin 
• ช่ังสารมาตรฐาน rutin จํานวน 0.20 กรัม โดยละลายดวย 99.99 % เอทานอล,   

ปรับปริมาตรใหครบ 20 มิลลิลิตร, ไดสารละลายมาตรฐานเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร. 
• ใชปเปตตดูดสารละลายมาตรฐาน จํานวน 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครลิตร 

ปรับปริมาตร ใหครบ 10 มิลลิลิตร, จะไดสารละลายมาตรฐานเขมขน 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 
0.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ตามลําดับ.  
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3.5.1.3   การวิเคราะหหา Total  Flavonoids ในสารตัวอยาง และ Standard curve  
  สารละลายมาตรฐานและสารตัวอยาง 

• นําสารละลายมาตรฐาน rutin แตละความเขมขน  และสารสกัด จากขอ 3.5.1.1  
และ 3.5.1.2  ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร,  เติม Milli Q-water 
ปริมาณ 4 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน.  

• ที่เวลา 0 นาที เติม 5 % NaNO2  ปริมาณ 0.3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน. 
• ที่เวลา 5 นาที เติม 5 % AlCl3  ปริมาณ 0.3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน.  
• ที่เวลา 6 นาที เติม 1 M NaOH  ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนครบ            

10 มิลลิลิตร. 
• คาการดูดกลืนแสงที่ 510 นาโนเมตร (ทําซ้ํา 3 คร้ัง). 
 

3.5.1.4   สารละลาย  blank  
• นําสารละลายมาตรฐาน rutin แตละความเขมขน  และสารสกัด จากขอ 3.5.1.2 

และ  3.5.1.1 ปริมาณ  1 มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร, เติม Milli Q-water 
ปริมาณ 4  มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน. 

• ที่เวลา 0 นาที เติม 5 % NaNO2  ปริมาณ 0.3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน. 
• ที่เวลา 6 นาที เติม 1 M NaOH  ปริมาณ 2 มิลลิลิตร, ปรับปริมาตรจนครบ            

10 มิลลิลิตร. 
• วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 510 นาโนเมตร.   

 
 3.5.1.5   การคํานวณ 
  นําคาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน rutin  ที่ความเขมขนตาง ๆ มาสรางกราฟ
มาตรฐาน (calibration curve) ระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของสารมาตรฐาน rutin 
จะไดสมการเสนตรง.  จากคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยางนํามาคํานวณในสมการเสนตรงที่ได 
จะไดปริมาณของ Total  flavonoids compound ที่มีในสารตัวอยางแตละชนิด.   
 
 3.1.6   ผลการทดลองและวิจารณ 
 3.1.6.1  ผลการทดสอบวิเคราะหหากลุมสารโดยวธีิการทางเคมี  (Preliminary 
phytochemical analysis) 

 จากตัวอยางสารสกัดหยาบของวัตถุดิบ 3 ประเภท คือ ผักเชียงดา, ผักหวานบาน 
และเปลือกเมล็ดมะขาม พบวา มี phytochemicals คือ ฟลาโวนอยด (flavonoids) และฟโนลิก 
(phenolics) ในสารสกัดทั้ง 3 กลุม  ในปริมาณที่แตกตางกัน,  แตไมพบสารกลุมอัลคาลอยด 
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(alkaloid) และ cardiac glycoside ในสารสกัดหยาบทุกกลุม.   เปนที่นาสนใจวา ในสารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดมะขามมีปริมาณแทนนิน (tannin) สูง,  ในขณะที่สารสกัดของผักเชียงดาและ 
ผักหวานบาน ตรวจไมพบ tannin ดังสรุปแสดงในตารางที่ 3  และผลการวิเคราะหสาร 
phytochemical ดวยเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) ของสารสกัดผักเชียงดา, 
ผักหวานบาน และ สารสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม  แสดงในรูปที่ 9, 10  และ 11 ตามลําดับ. 
 
ตารางที่ 3.  ผลการตรวจสาร phytochemicals แสดงในตัวอยางสารสกัดหยาบของ 
                    เปลือกเมล็ดมะขาม, ผักเชียงดา และผักหวานบาน 
 

ตัวอยางสารสกัด 
ผักหวาน ผักเชียงดา กลุมสาร เปลือก

เมล็ด 
มะขาม 

SAE-50 
(I) 

SAE-50 
(II) 

GYJ/ 
49 

GYJ/ 
50 

GYJ/ 
51 

GYJ/ 
75 

แทนนิน (Tannin) ++++ - - - - - - 
อัลคาลอยด (alkaloid) - - - - - - - 
Cardiac glycoside - - - - - - - 
ฟลาโวนอยด (flavonoid) ++ + +++ +++ ++ +++ +++ 
ฟโนลิก (phenolics) +++ + ++ ++ + ++ +++ 

 
เครื่องหมาย + , ++, +++  หมายถึง ระดับความเขมของสีและปริมาณตะกอนที่ไดจากสารตัวอยางทําปฏิกิริยากับ   
                                                        reagent mใชทดสอบ 

 
 3.1.6.2   ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีโดยวิธี  TLC 

 จากผลการวิเคราะหดวยเทคนิค TLC หากลุมสาร phytochemical  พบวา ในสาร
สกัดทั้งสามชนิด ไดแก ผักเชียงดา (GYJ, 4 fractions), ผักหวานบาน (SAE, 2 fractions) และเปลือก
เมล็ดมะขาม ประกอบดวยสารในกลุมฟลาโวนอยด และมี phenolic compound เปนองคประกอบ. 
นอกจากนี้ ในเปลือกเมล็ดมะขามยังมีสารในกลุมแทนนินดวย.  เมื่อนําสารสกัดที่ไดมา spot ลงบน
แผน TLC เทียบกับสารมาตรฐาน rutin และ chloroginic acid โดยใชเคลื่อนที่เปน Ethyl  acetate : 
formic  acid :  acetic  acid  : water   อัตราสวน 100:11:11:26  (v/v)   จากนั้นสเปรยดวยสารละลาย   
NP/PEG ไดผลดังรูปที่ 9-11,    และเมื่อนําแผน TLC ที่ไดมาสเปรยดวยสารละลาย  DPPH เพื่อ
ตรวจสอบวาสารที่มีคา Rf  ใดที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ.  
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                (A)                                             (B)                                                (C) 
                  (A)                                             (B)                                              (C) 

รูปท่ี 9.  TLC chromatogram ของสารสกดัผักเชียงดาเทียบกับสารมาตรฐาน rutin  (R) 
                       A) สเปรยดวย NP/PEG,   B) ดูภายใต UV ท่ี 366 นาโนเมตร  C) สเปรยดวยสารละลาย   
                       DPPH โดยใชเคล่ือนท่ีกับ Ethyl  acetate : Formic  acid :  Acetic  acid  : Water   
                       อัตราสวน 100:11:11:26  (v/v).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                    (A)                                             (B)                                              (C) 

 
รูปท่ี 10.  TLC chromatogram ของสารสกัดผักหวานบาน เทียบกับสารมาตรฐาน rutin  (R) 

                   A) สเปรยดวย NP/PEG, B) ดูภายใต UV ท่ี 366 นาโนเมตร  C) สเปรยดวย 
                   สารละลาย  DPPH โดยใชโมบายเฟส  Ethyl  acetate : Formic  acid :  Acetic  acid  : 
                   Water อัตราสวน 100:11:11:26  (v/v).   
 
 

49       50      51     E75   Ru  49     50     51      E75   Ru     49    50     51  E75   Ru

Sae I Sae II Ru
Sae I Sae II RuSae I Sae II Ru
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                      (A)                                              (B)                                                (C) 
       รูปท่ี 11.  TLC chromatogram ของสารสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม (Tm) เทียบกับสารมาตรฐาน   
                       chlorogenic acid (Ch)  และ rutin  (R) , A) สเปรยดวย NP/PEG,  B) ดูภายใต UV  

                       ท่ี 366 นาโนเมตร,  C)  สเปรยดวยสารละลาย  DPPH โดยใชเคล่ือนท่ีกับ  Ethyl   
                        acetate : Formic  acid :  Acetic  acid  : Water   อัตราสวน100:11:11:26  (v/v). 

 
เมื่อนําแผน TLC ของสารสกัด สารมาตรฐาน  rutin และ chlorogenic acid  มาสเปรยดวย 

NP/PEG  สารมาตรฐาน Rutin จะปรากฏขึ้นในตําแหนง Rf ที่ 0.36 ซ่ึงจะเห็นเปนสีสม และเมื่อ           
ดูภายใตแสง UV ที่ 366 นาโนเมตร จะเหน็เรืองแสงมีสีออกเหลืองสม ในขณะที ่ สารมาตรฐาน 
chloroginic acid จะปรากฏขึ้นที่ตําแหนง Rf = 0.46 และเห็นเปนสีออกเขียวเหลือง, และเมื่อดูภายใต 
UV ที่ 366 นาโนเมตร จะเห็นเปนสีเขยีว-น้ําเงิน.  จากรูป TLC ของสารสกัดที่ไดทั้งสามจะเหน็วา
ในสารสกัดผักหวานและผักเชียงดา จะมีสาร rutin, สําหรับเปลือกเมล็ดมะขามจะพบ rutin และ 
chloroginic acid  เปนองคประกอบ ซ่ึงสารทั้งสองชนิดมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ. 
 
 3.1.6.3   ผลการวิเคราะหปริมาณ Total  phenolic compounds 

 เมื่อนําคาการดูดกลืนแสงของสารสกัดผักเชียงดา, ผักหวานบาน และเปลือกเมล็ด
มะขามไปหาปริมาณ Total phenolic compounds โดยใชวิธี  Folin-Ciocalteus  และใช  Gallic acid  
เปนสารมาตรฐาน ไดผลดังตารางที่ 4. 
 
 
 

Ch       Tm       Ru       Ch       Tm      RuCh Tm Ru
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ตารางที่ 4.  ผลการวิเคราะหปริมาณ  Total phenolic compounds ในตัวอยางสารสกัดหยาบของ  
                   เปลือกเมล็ดมะขาม, ผักเชียงดา และ ผักหวานบาน 
 

ตัวอยางสารสกัด Total phenolic compounds 
(มิลลิกรัม/1กรัม สารสกัดหยาบ) 

เปลือกเมล็ดมะขาม 822.75 
ผักหวานบาน  

 SAE-50(I) 34.17 
 SAE-50(II) 158.67 

ผักเชียงดา  
 GYJ/49 82.22 
 GYJ/50 158.24 
 GYJ/51 75.07 
 GYJ/75 168.30 

 
 3.1.6.4   ผลการวิเคราะหปริมาณ Total flavonoid compounds 

 เมื่อนําคาการดดูกลืนแสงของสารสกัดผักเชียงดา, ผักหวาน และเปลือกเมล็ด
มะขามไปหาปริมาณ Total flavonoids compounds โดยใช   rutin   เปนสารมาตรฐาน ไดผลดัง
ตารางที่ 5. 

 
ตารางที่ 5.  ผลการวิเคราะหปริมาณ  Total phenolic compounds ในตัวอยางสารสกัดหยาบของ 
                    เปลือกเมล็ดมะขาม, ผักเชียงดา และ ผักหวานบาน 
 

ตัวอยางสารสกัด Total flavonoid compounds 
(มิลลิกรัม/1กรัม สารสกัดหยาบ) 

ผักหวานบาน  
               SAE-50(I) 393.43 
               SAE-50(II) 313.83 

ผักเชียงดา  
              GYJ/49 315.14 
              GYJ/50 252.74 
              GYJ/51  261.74 
              GYJ/75 291.68 

 



 25

3.2  การตรวจควบคุมคุณภาพของสารสกัด OPCs จากเมล็ดองุน ดวยเทคนิค HPLC 
 High performance liquid chromatography (HPLC) เปนเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลว
สมรรถนะสูงแยกสารเคมีภายใตความดันของเหลว ใชในการวิเคราะหสารเชิงคุณภาพ (qualitative 
analysis) และปริมาณ (quantitative analysis) ที่นิยมใชมาก,  เชน ในการวิเคราะหทางอาหาร, ยา,  
ยาฆาแมลง, ทางดานการแพทย, สมุนไพร และทางดานสิ่งแวดลอม เปนตน, สามารถตรวจวิเคราะห
ปริมาณต่ําๆไดในระดับไมโครกรัม (µg) ถึงพิโคกรัม (pg) เมื่อเลือกใชเครื่องตรวจวัดที่เหมาะสม.  
 
 HPLC  เปนเทคนิคแยกสารผสมแบบใชเครื่องสูบแรงดันสูง (high pressure pump) สูบตัว
ทําละลายซึ่งทําหนาที่เปนเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) พาสารตัวอยางที่ถูกฉีดเขาทางชองฉีดสาร 
(injector) ผานอนุภาคที่เปนเฟสอยูกับที่ (stationary phase) ซ่ึงบรรจุอยูในคอลัมน (column). สาร
ผสมตัวอยางจะเคลื่อนที่ผานคอลัมนและถูกแยกออกมา ผานเขาสูเครื่องตรวจวัด (detector) ในเวลา
ที่ตางกัน สัญญาณที่วัดไดจะอยูในรูปสัญญาณไฟฟาตามเวลาและปริมาณของสารแตละตัว                     
ที่ตรวจวัดได. จากนั้นสัญญาณจะถูกสงไปยังเครื่องบันทึกสัญญาณ เพื่อแสดงผลออกมาเปนโครมา
โทแกรม (chromatogram). 
 
 ในการทดสอบนี้ไดใช HPLC เพื่อตรวจควบคุมคุณภาพทางเคมี ของสารสกัดเมล็ดองุน 
grape seed extracts หรือ OPCs ที่เตรียมดวยวิธีการที่อธิบายไวในหัวขอ 2.3 ในบทที่ 2,  โดยการ
ตรวจหาปริมาณสารสําคัญหลักที่มีอยูในสารสกัดหยาบ โดยใชเทคนิค HPLC  เพื่อหาปริมาณของ 
(+)-catechin,   (-)-epicatechin, และ proanthocyanidins (oligomers and polymers). สูตรโครงสราง
ทางเคมีในสารสกัดเมล็ดออน ดังแสดงในรูปที่ 12. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 12.  สูตรโครงสรางทางเคมีของ Polymeric Proanthocyanidins (OPCs)  
                            ในสารสกัดเมล็ดองุน. 
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3.2.1  การเตรียมสารมาตรฐาน 
 สารเคมีมาตรฐาน 3 ชนิด คือ (+)-Catechin และ (-)-epicatechin ส่ังซื้อจากบริษัท 
Sigma-Aldricประเทศสหรัฐอเมริกา  และ purified proanthocyanidins (olygomers and polymers) 
ไดรับอภินันทนาการจากบริษัทผูจําหนายในประเทศญี่ปุน. 
 
 3.2.2  การทํา proanthocyanidins (olygomers and polymers) ใหบริสุทธ์ิ 
  เตรียมสารมาตรฐานของ polymeric proanthocyanidins ประยุกตตามวิธีที่อธิบายโดย  Peng 
et al. (2001) โดยใช commercial grape seeds extract ซ่ึงเปนสารสกัดจากเมล็ดองุนที่วางจําหนายอยู
แลว (จากประเทศญี่ปุน), มีปริมาณของสารกลุม proanthocyanidins (olygomers and polymers) 
81%  และปริมาณฟลาวานอยดรวม (total flavanol) 90%  มาทําใหบริสุทธิ์โดยการแยกดวย 
Sephadex LH20 gel column (บริษัท Pharmacia Biotech AB, Uppsala, ประเทศ Sweden), โดยใช 
Silica gel 60H เปนตัวดูดซับและใช methanol/water (60:40, v/v)  เปนตัวชะ,  ใช column ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 2.1 ซม. × ความสูง 20 ซม. ทําการปรับปริมาตรสมดุลของ column ดวย 
methanol/water (60:40, v/v) กอนใสตัวอยางที่เปนสารสกัดเมล็ดองุนที่ตองการทําใหบริสุทธิ์ลงไป 
300 กรัม,  ภายหลังการชะดวย methanol/water (60:40, v/v)  สามารถรวม fractions ได 5 fractions 
ปริมาตร 350 มล. โดยใช flow rate ที่ 1.1-1.4 มล./นาที.  นํามาแยกบริสุทธิ์ตอเพื่อแยกสารกลุม 
flavan-3-ol monomers ที่มีโมเลกุลขนาดเล็กและสารอนุภาคขนาดเล็กที่ปนเปอนอยูออก.  สําหรับ
การแยกสารในกลุม proanthocyanidins (olygomers and polymers) จะใชการชะ column ดวย 
acetone/water (60:40, v/v; around 100 มล.), โดย fraction ของ acetone ที่ไดนําไปปรับใหมีความ
เขมขนขึ้น โดยการลดความดันลงที่อุณหภูมิ 60°ซ. เพื่อระเหย acetone ออกไป. จากนั้น นําสาร
เขมขนที่ไดไปผานขั้นตอนการระเหิดแหง ดวยเครื่อง Lyophilizer  ไดผงบริสุทธิ์ของสารสกัดเมล็ด
องุน  (proanthocyanidins) เรียกวา purified OPCs หนัก 180 มิลลิกรัม. 
 
 3.2.3  การวิเคราะหปริมาณ Catechin, Epicatechin Polymeric และ Proanthocyanidins ในสาร
สกัดเมล็ดองุนดวยเทคนิค HPLC  

ใชเทคนิค HPLC โดยดัดแปลงจากวิธีที่อธิบายโดย Weber et al. (2007) ดวยเครื่อง Waters 
HPLC/UV system (บริษัท Waters, Milford, MA, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่มีองคประกอบที่สําคัญ
คือ 717 plus Autosampler, 600E Multisolvent system, 996 Diode array detector และ Apollo C18 
column ที่มีความสูง 250 มิลลิเมตร และขนาดเสนผาศูนยกลาง 4.6 มิลลิเมตร. 

 
3.2.3.1   การเตรียมการแยกโดยวิธีทางโครมาโทกราฟ (chromotography separations) 
 ดําเนินการโดยใชเฟสเคลื่อนที่ที่มีอัตราสวนคงที่ตลอด โดยเฟสเคลื่อนที่ A คือ 

กรดฟอสฟอริก 0.3% ในน้ํา และเฟสเคลื่อนที่ B คือแอซิโตไนไทรล (acetonitrile).  กระบวนการ 
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ชะลางสารตัวอยางออกมาเริ่มตนโดยการใชเฟสเคลื่อนที่ B อัตราสวน 10-15% ภายในเวลา 45นาที, 
ตามดวยเฟสเคลื่อนที่ B อัตราสวน 15-60% ภายในเวลา 15 นาที, แลวคงที่อยูเปนเวลา 20 นาที. 
จากนั้น ลดอัตราสวนเฟสเคลื่อนที่ B เปน 60-10% ภายในเวลา 1 นาที, ตามดวยการปรับสมดุลของ
คอลัมนโดยใชเฟสเคลื่อนที่ B อัตราสวน 10% เปนเวลา 20 นาที, ใชอัตราเร็วของเฟสเคลื่อนที่เปน 
0.7 มิลลิลิตรตอนาที. ตรวจวัดการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 278 นาโนเมตรโดย
ใชระบบ Millennium 2010 manager system (Waters, Milford, MA) ตลอดชวงเวลา 80 นาทีของ
กระบวนการแยก, กําหนดอุณหภูมิของคอลัมนเทากับอุณหภูมิหอง, โดยใชปริมาณของการฉีด
เทากับ 20 ไมโครลิตร. 

 
 3.2.3.2  การสรางกราฟมาตรฐานสําหรับ (+)-catechin, (-)-epicatechin และ polymeric 
proanthocyanidins 
 สารกลุม proanthocyanidins (olygomers และ polymers) ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์
โดยกระบวนการโครมาโทกราฟโดยใช LH20 ถูกนํามาทําการวิเคราะหโดยวิธี HPLC ที่ความ
เขมขน 1, 2, 3, 4  และ 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร. ทําการวิเคราะหซํ้า 3 คร้ังในแตละความเขมขน โดย
ใชสภาวะที่ระบุในขั้นตอนการวิเคราะหปริมาณโดยวิธี HPLC, เพื่อใหไดกราฟมาตรฐาน 5 จุด.          
ทําการวิเคราะหโดยวิธีเดียวกันสําหรับสาร (+)-catechin และ (-)-epicatechin ที่ความเขมขน 0.1, 
0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวา ไดกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสาร
มาตรฐาน (+)-catechin, (-)-epicatechin และ proanthocyanidins (olygomers และ polymers) กับ
พื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหโดย HPLC ที่มีปริมาตรการฉีด 20 ไมโครลิตร ที่มีคา
ความสัมพันธเชิงเสนตรงที่สูง. 
 
 3.2.3.3  การวิเคราะหปริมาณของ (+)-catechin, (-)-epicatechin และ polymeric 
proanthocyanidins 
 การวิเคราะหและจําแนกสารโดย HPLC ทําไดโดยการเปรียบเทียบเวลาที่สาร
เคลื่อนที่ผานคอลัมน (retention time) และหาปริมาณโดยใชกราฟมาตรฐานของพื้นที่ใตกราฟของ
สารมาตรฐาน.  
 

3.2.4 ผลการวิเคราะห HPLC   
ผลจากวิเคราะหดวย HPLC พบวาปริมาณของสารสําคัญหลักในสารสกัดเมล็ดองุนหรือ 

OPCs คือ catechin, epicatechin และ proanthocyanidins (oligomers and polymers) เปนรอยละ 1.8, 
1.2 และ 67.6, ตามลําดับ, ดังแสดงในรูปที่ 13. 
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รูปท่ี 13.   Chromatogram ของสาร Polymeric proanthocyanidins (OPCs) 
                                  ในตัวอยางเมล็ดองุนไทย สายพนัธุ vitis vinifera cv. Ribier (Pok Dum). 
 
 
 
 



 
 
 

 
ตารางที่ 6. ผลของความเขมขนของเอทานอลตอการสกัดสารสําคญัในกลุม Polymeric proanthocyanidins 
                     จากเมล็ดองุนสายพันธุ Vitis vinifera cv. Ribier (Pok Dum) 

 
Catechin  Epicatechin  PAs1 Intact or 

dried 
Ethanol 

(%) mg/g2 (%)3  mg/g2 (%)3  mg/g2 (%)3 
100 3.1±1.1 50.0  2.7±0.6 62.8  34.2±2.6 69.2 
80 5.0±1.4 80.7  4.0±1.3 93.0  44.4±4.0 89.9 
60 6.2±1.9 100.0  4.3±0.6 100.0  49.4±3.5 100.0 
40 2.9±0.3 46.8  2.2±0.2 51.2  35.1±3.2 71.1 
20 1.9±0.3 30.7  1.2±0.2 27.9  24.3±3.5 49.2 

intact 

0 1.6±0.2  25.8  1.0±0.1  23.3  9.9±1.9  20.0 
100 nd4 -  nd4 -   1.0±0.1 2.4 
80 0.9±0.2 26.5  0.7±0.3 29.2  13.9±2.0 34.0 
60 1.3±0.2 38.2  1.0±0.1 41.7  29.9±2.8 73.1 
40 3.4±0.6 100.0  2.4±0.3 100.0  40.9±1.8 100.0 
20 2.3±0.3 67.7  1.6±0.2 66.7  27.9±3.2 68.2 

dried 

0 1.4±0.2 41.2  1.0±0.2 41.7   9.4±0.8 23.0 
 
1 Polymeric proanthocyanidins. 
2 Figures (mg/g) in the table mean the flavan-3-ols (mg/g of seeds) eluted in the solvent at 60ºC for 6hr. 
  Averages ± S.D. of three replicates (n=5). 3Percentages on maximum elution, 4not detected. 
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   ตารางที่ 7.  ผลของอุณหภูมิตอการสกดัสารสําคัญในกลุม  Polymeric proanthocyanidins จากเมล็ดองุนสายพันธุ  
                     Vitis vinifera cv. Ribier (Pok Dum) 

 
Catechin  Epicatechin  PAsa Temperature 

(°C) mg/gb (%)c  mg/gb (%)c  mg/gb (%)c 
80 8.3±1.1 224  5.5±0.7 189  47.6±3.0 144 
70 5.1±1.6 138  3.9±0.3 134  43.4±2.0 131 
60 3.7±1.4 100  2.9±0.7 100  32.9±1.9 100 
50 2.1±0.7  56  1.8±0.4  62  21.3±2.3  64 
40 1.9±0.2  51  1.7±0.2  58  20.9±2.8  63 

RTd (28°C) 1.7±0.4   46  1.1±0.2   37  12.4±1.8   37 
 

aPolymeric proanthocyanidins. bFigures in the row mean the averages (five replicates) ± S.D. of the flavan-3-ols (mg/g of seeds)  
eluted in the solvent at various temperatures for 1h. cPercentages on elution at 60°C. droom temperature. 
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4.  การตรวจสอบฤทธิต์านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากผักเชียงดา,  
ผักหวานบาน, เมล็ดองุน และ เปลือกเมล็ดมะขาม 

 
4.1 การตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของผักเชียงดาและผักหวานบาน 
 4.1.1  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกโดย วิธี Folin-Ciocalteu 
 สารประกอบฟนอลิกหรือสารกลุมฟนอลเปนสารประกอบที่ประกอบดวยกลุม hydroxyl 
group (-OH) จับกับกลุมของ aromatic hydrocarbon group. ตัวอยางพื้นฐานคือ Phenol (C6H5OH).  
สารประกอบฟนอลิกมีอยูหลากหลายชนิดตามโครงสรางทางเคมี และสารประกอบฟนอลิกสวน
ใหญที่พบในพืชจะมีฤทธิ์เปนสารตานอนุมูลอิสระ ตัวอยางเชน gallic acid, capsaisin, polyphenol, 
ellagic acid, flavonoid, catechin. การทดสอบหาสารประกอบฟนอลิกดวยวิธี Folin-Ciocalteu เปน
วิธีการพื้นฐานที่นิยมใช  แตไมสามารถบอกถึงชนิดของสารประกอบไดชัดเจน, เปนเพียงวิธีการที่
ใชในการคัดแยกพืชเพื่อทดสอบปริมาณของฟนอลิกรวม (total phenolic) โดยใชสารมาตรฐานคือ 
gallic acid เปนตัวเปรียบเทียบ  และใชวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐานตามที่อธิบายโดย Elizabeth          
et  al., (2007) ดังนี้ : 
 4.1.1.1  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกในสารสกัดหยาบผักเชียงดา (GY) 

 ทําการวิ เคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกของตัวอยางสารสกัดจาก
ผักหวานบานจํานวน 2 ตัวอยางที่ไดจากการสกัดดังที่อธิบายไวในบทที่ 2,  ไดแก   สารสกัดผัก 
เชียงดาออนดวยน้ํา เรียกวา GY-Y และสารสกัดผักเชียงดาแกดวยน้ํา เรียกวา GY-H, ดวยวิธี                     
Folin-Ciocalteu ตามขั้นตอน ดังนี้ : 

 
• เตรียมสารมาตรฐาน (GAE) ที่ความเขมขน 1.5, 1.0, 0.1, 0.05 และ 0.01  มก./มล. 
• เตรียมตัวอยางสารสกัดผักเชียงดา (GY-Y และ GY-H), ที่ความเขมขน                

5.0 3.0, , 1.0  และ 0.5 มก./มล. 
• ใสสารตัวอยางและสารมาตรฐานในแตละความเขมขน 50   ไมโครลิตร ใน

หลอดทดลอง 5   มล. 
• เติมสาร Folin-Ciocalteu ปริมาณ 250  ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน หลังจากนั้น

เติม Na2CO3 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ปรับปริมาณใหถึง 5 มล. ดวย deionize water. 
• ตั้งไวในที่มืด ประมาณ 1  ช่ัวโมง. 
• นําสารละลายมาวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความ

ยาวคลื่น 760  นาโนเมตร. 
• คํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลิกในหนวยของ gallic acid equivqlent 

(GAEs)/ g  Sample. 
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 ผลการวิเคราะห 
ผลการแสดงในตารางที่ 8  พบวาสารสกัดหยาบของผักเชียงดาออนที่สกัดดวยน้ํา (GY-Y)  

มีปริมาณฟนอลิกรวม  = 8.60 ± 0.004 GAEs/100g of extract  และของผักเชียงดาแก (GY-H) = 
8.32 ± 0.016 GAEs/100g of extract,  หมายถึงใน 100   กรัม ของสารสกัด GY-Y มีปริมาณฟนอลิก
เทียบเทากับสารมาตรฐาน gallic acid 8.60 กรัม,  ในขณะที่ใน 100 กรัม ของสารสกัด GY-H มี
ปริมาณฟนอลิกเทียบเทากับสารมาตรฐาน gallic acid 8.32 กรัม.  แสดงวาผักเชียงดาออนมีปริมาณ
สารฟนอลิกสูงกวาผักเชียงดาแกเล็กนอย. 
 
ตารางที่ 8.  ปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมในสารสกัดผักเชียงดา   
 

ตัวอยางสารสกัดจากผักพื้นบาน ปริมาณสารประกอบฟนอลิก (Total phenolic content) (g) 
(GAEs/100g of extract) 

ผักเชียงดาออน (GY-Y) 8.60 ± 0.004 

ผักเชียงดาแก (GY-H) 8.32 ± 0.016 

 
 
 4.1.1.2  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกในสารสกัดหยาบผักหวานบาน (SAE) 
 
 ทําการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกของตัวอยางสารสกัดจากผักหวานบาน
จํานวน 3 ตัวอยาง ที่ไดจากการสกัดดังที่อธิบายไวในบทที่ 2,   ไดแก   สารสกัดผักหวานบานดวย
น้ํา (เรียกวา SAE-W), สารสกัดผักหวานบานดวยเอทานอลเขมขน 50% (เรียกวา SAE-E50) และ
สารสกัดผักหวานบานบานดวยเอทานอลเขมขน 95 (เรียกวา SAE-E95),  ดวยวิธี Folin-Ciocalteu 
ตามขั้นตอน ดังนี้ : 
     
 วิธีการวิเคราะห 

• เตรียมสารมาตรฐาน (GAE) ที่ความเขมขน 1.5, 1.0, 0.1, 0.05 และ 0.01  มก./มล. 
• เตรียมตัวอยางสารสกัดผักหวานบาน (SAE-W, SAE-E50 และ SAE-E95) ที่ความ

เขมขน 5.0, 3.0, 1.0  และ 0.5 มก./มล. 
• ใสสารตัวอยางและสารมาตรฐานในแตละความเขมขน 50   ไมโครลิตร ในหลอด

ทดลอง มล. 
• เติมสาร Folin-Ciocalteu ปริมาณ 250   ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน หลังจากนั้นเติม 

Na2CO3 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร. 
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• ผสมใหเขากัน ปรับปริมาณใหถึง 5 มล.  ดวย deionized water. 
• ตั้งไวในที่มืด ประมาณ 1  ช่ัวโมง. 
• นําสารละลายมาวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น

760  นาโนเมตร. 
• คํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลิกในหนวยของ gallic acid equivqlent (GAEs)/ g 

sample. 
 

4.4.1.3   ผลการวิเคราะห 
 ปริมาณฟนอลิก (total phenolic content)ในตัวอยางสารสกัดผักหวานบานมีคา
แตกตางกัน,  โดยพบวา ผักหวานบานที่สกัดดวยน้ํา (SAE-W)  มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกต่ํา
ที่สุดเมื่อเทียบกับตัวอยางสารสกัดน้ําจากผักหวานบานที่สกัดดวยเอทานอลทั้ง 2 ตัวอยาง.  ผล ดัง
แสดงในตารางที่ 9.  โดย ตัวอยางสารสกัดผักหวานบานดวย 50% เอทานอล (SAE-E50) และสาร
สกัดผักหวานบานดวย 95% เอทานอล (SAE-E95) ที่น้ําหนัก 100 กรัม  มีปริมาณ total phenolic 
เทากัน คือ  4.90  กรัม  (4.90 ± 0.002 GAEs/100g extract).   ในขณะที่ตัวอยางผักหวานบานที่สกัด
ดวยน้ํา (SAE-W) หนัก 100 กรัม  มีปริมาณ total phenolic 3.44   กรัม  (3.44 ± 0.001GAEs/100g 
extract).    
  
ตารางที่ 9.  ปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมในตัวอยางสารสกัดผักหวานบาน   
 

 
ตัวอยางสารสกัดจากผักพื้นบาน 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิก  
(Total phenolic content) (g) 

(GAEs/ 100g extract) 
ผักหวานบานสด (WH) 3.44 ± 0.001 
ผักหวานบานสกัดดวยเอทานอล  เขมขน 50%  
(SAE-E50) 

4.90 ± 0.002 

ผักหวานบานสกัดดวยเอทานอล  เขมขน 95%  
(SAE-E95) 

4.90 ± 0.002 
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4.2  การตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดผักหวานบานและผักเชียงดา 
4.2.1   การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในผักหวานบาน และผกัเชียงดา โดยใชวิธี DPPH radical 

scavenging assay   
 4.2.1.1  วิธีการ 

1.   การเตรียมสารสกัดหยาบ 95 %  เอทานอลจากผักหวานบาน (SAE-E95) 
• ช่ังผงแหง หนัก 900 มิลลิกรัม ผักหวานบาน นํามาหมักดวย 95  %                

เอทานอล นาน 1  วัน, ไขสวนของสารละลายที่ไดออกมา แลวเติม 95   %   เอทานอลใสเขาไปใหม, 
ทําซ้ําเชนเดียวกันจนกระทั่งไดสารละลายครั้งสุดทายใสไมมีสี. 

• รวมสารสกัดที่กรองไดทั้งหมดไประเหยแหงภายใตการลดความดันที่
อุณหภูมิ 45  องศาเซลเซียส  ดวยเครื่องระเหยสารภายใตสุญญากาศ. 

 
 2.   การเตรียมสารสกัดหยาบ 50%  เอทานอลจากผักหวานบาน (SAE-E50) 

• ช่ังผักหวานบานแหง หนัก 2 กิโลกรัม  นํามาหมักดวย 50   %  เอทานอล 
ปริมาตร 40 ลิตร นาน 1  วัน, ไขสวนของสารละลายที่ไดออกมา แลวเติม 50   %  เอทานอลใสเขาไป
ใหม,  ทําซ้ําเชนเดียวกันจนกระทั่งไดสารละลายครั้งสุดทายใสไมมีสี. 

• รวมสารสกัดที่กรองไดทั้งหมดไประเหยแหงภายใตการลดความดันที่
อุณหภูมิ 45  องศาเซลเซียส ดวยเครื่องระเหยสารภายใตสุญญากาศ. 

• นําสารสกัดที่ไดซ่ึงยังมีน้ําหลงเหลืออยู  ไปทําแหงดวยเครื่องระเหยแหง
ดวยระบบความเย็น. 

 
3.    การเตรียมสารสกัดท่ีสกัดดวยน้ําจากผักหวานบาน  

• ช่ังผักหวานบาน  และผักเชียงดาสดมารปนหรือบดใหละเอียดดวย  
blender. 

• ช่ัง 1.7 กิโลกรัม ผักเชียงดาสด เติมน้ํากลั่นปริมาตร 6 ลิตร และมาปนหรือ
บดใหละเอียดดวย blender.  รวมสารสกัดที่ไดทั้งหมดนําไปกรอง และไประเหยแหงดวยเครื่อง
ระเหยแหงดวยความเย็น.  

 
4.   การเตรียมสารละลายตัวอยางของผักเชียงดาและผักหวานบาน 

• ละลายสารสกัดหยาบจากผักหวานบานและผักเชียงดา ทีไ่ดจากขอ 1  และ 
2  0.05  กรัม ดวย  99.99% เอทานอล (ปริมาตร 8 มล.) เขยา 30 นาทีเพื่อชวยในการละลาย และปรับ
ปริมาตรเปน 10  มิลลิลิตร จะได stock สารตัวอยางที่มีความเขมขน 5,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร.  

• จากนั้นนํามาเจือจางโดยการเติม 99.99   % เอทานอล ใหไดความเขมขน
ตางๆ 5   ความเขมขน ซ่ึงเมื่อเติมสารละลายตัวอยางดังกลาว 100 ไมโครลิตร ลงในจานหลายหลุม 
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และเติมสารละลาย DPPH 100 ไมโครลิตร จะไดปริมาตรสุดทายเปน 200 ไมโครลิตร และมีความ
เขมขนสุดทายของสารละลายตัวอยางเปน 40, 80,160, 240 และ 320  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร. 
 
 5.  การเตรียมสารละลายของสารมาตรฐาน 

• นําสารมาตรฐาน Trolox, Rutin และวิตามินซี (ชนิดละ 0.040 กรัม) ดวย 
99.99% เอทานอล (10 มล.) ผสมใหเขากนัดีดวยเครื่องเขยา 30 นาที จะได stock สารมาตรฐานที่มี
ความเขมขน 5000  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร. 

• จากนั้นนํามาเจือจางดวย  99.99% เอทานอลใหไดความเขมขนตางๆ               
0.5, 1.0,  5.0  5.0 และ 10 ไมโครกรัม/มล. 

 
6.  การเตรียมสารละลายอนุมูลอิสระ DPPH  เพื่อใชทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระของสารสกัดผักหวานบานและผักเชยีงดา 

• ละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical, 0.0237 กรัม) ดวย 
99.9% เอทานอล (10 มล.) จะได stock solution เขมขน 6×10-3 โมลาร เมื่อนํามาใชใหเจือจาง 100-
fold dilution (เปน 6×10-5 โมลาร).  
 
  7. การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

     นําสารละลายตัวอยางความเขมขนตางๆ มาทดสอบความสามารถในการจับ
กับอนุมูลอิสระ DPPH เทียบกับสารละลายมาตรฐาน Vitamin C, Rutin และ Trolox ตามวิธีที่คิด
ดัดแปลงจาก Tewtrakul (1998) ดังนี้ 

• ผสมสารละลายลงในจานหลายหลุม A, B และ C (ทํา 3 ซํ้า) ไดแก : 
  A (test sample) :   สารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐานใน 

99.99% เอทานอล 100 ไมโครลิตร และสารละลาย DPPH 6×10-5 โมลาร ใน 99.99% เอทานอล 
100 ไมโครลิตร. 

  B (blank of A) : สารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐานใน 99.99% 
เอทานอล 100 ไมโครลิตร และ 99.99% เอทานอล 100 ไมโครลิตร. 
  C (control) : สารละลาย DPPH 6×10-5 โมลาร ใน 99.99% เอทานอล 
100 ไมโครลิตร และ 99.99 % เอทานอล 100 ไมโครลิตร. 

• นําจานหลายหลุมวางลงบนถาดของเครื่องวัดการดูดกลืนแสงในจานหลุม 
(microplate reader). 
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• ผสมสารทดสอบในแตละหลุมใหเขากันดี. 
• บมที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที ในที่มืด. 
• จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร. 

 
  8.   การคํานวณหาคารอยละของการตานออกซิเดชันของ DPPH assay 
 คํานวณหาคารอยละของการจับกับอนุมูลอิสระ DPPH โดยใชสูตร 
  % Scavenging = [C – (A-B) ] /C × 100 
 โดย A, B และ C เปนคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ของ 
test sample, blank of sample และ control ตามลําดับ. 
 

 9.   การคาํนวณหาคา IC50 จากกราฟ 
 การหาคา IC50  (คาความเขมขนที่สามารถจับกับอนุมูลอิสระ DPPH ได
คร่ึงหนึ่ง) ใชโปรแกรม Excel สรางกราฟเสนตรงระหวางคา log10 ของความเขมขนของสารตัวอยาง 
(แกน X) กับ %Scavenging (แกนY) คํานวณ โดยแทนคา y = 50 ลงในสมการกราฟเสนตรง จะได
คา x และ antilog x จะเปนคา IC50. 
  
 4.2.1.2  ผลการทดลองและวิจารณ 

 จากการทดสอบฤทธิ์ตานปฏิกิริยาออกซิเดชันดวยวิธีทดสอบความสามารถในการ
จับกับอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging assay) ที่มีความเสถียรและดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 517    นาโนเมตร โดยสารทดสอบใหโปรตอนไปจับกับอนุมูลอิสระ DPPH ไดเปน
สาร DPPH-H ทําใหคาการดูดกลืนแสงของ DPPH ลดลง ดังสมการ : 

 
   DPPH• + AH    →  DPPH-H+ A•   
 

จากการทดสอบเมื่อสรางกราฟเสนตรงระหวางคา log10 ของความเขมขนของสาร
สกัด ) (แกน x) และกับ %Scavenging (แกนY) คํานวณ โดยแทนคา y = 50 ลงในสมการกราฟ
เสนตรง จะไดคา x และ antilog x ไดเปนคา IC50 ของสารมาตรฐาน และ สารสกัดตัวอยาง ไดผลดัง
ตารางที่ 10 และ ตารางที่ 11, ตามลําดับ.  
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ตารางที่ 10.   ผลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH assay ในสารมาตรฐาน 
 

% Scavenging  (ppm) ความเขมขน 
(ppm) Log Conc. 

Vitamin C Trolox Rutin 
0.5 -0.3010  27.01 21.49 16.55 
1 0 37.01 29.77 28.05 
2 0.3010 59.54 46.21 66.44 
5 0.6990 88.74 84.37 88.97 
10 1 95.06 84.83 93.45 

สมการเสนตรง (y = mx+b) 57.153X+42.052 55.497X+34.476 64.934X+36.628 
R2 0.9747 0.9411 0.9401 

IC50 (ppm) 1.3774 1.9043 1.6067 
 
 
 
 
 



 
  ตารางที่ 11.   ผลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี  DPPH assay ในสารตัวอยางของสารสกัดจากผักเชียงดาและผักหวานบาน 
 

% Scavenging (ppm) 
ความเขมขน 

(ppm) Log Conc. ผักเชียงดาออน 
สกัดดวยน้ํา 

ผักเชียงดาแก 
สกัดดวยน้ํา 

ผักหวานบาน 
สกัดดวย 50 % 
เอทานอล  

ผักหวานบาน 
สกัดดวย 95 % 
เอทานอล 

ผักหวานบาน 
สกัดดวยน้ํา 

ผักหวานบาน 
สกัดดวยน้ํา 

40 1.6021 29.63 35.19 32.94 31.70 27.27 29.91 

80 1.9031 41.50 43.36 43.35 39.76 37.81 37.02 

160 2.2041 60.46 57.30 64.56 54.79 52.17 50.20 

240 2.3802 74.4 69.17 78.79 68.74 62.19 73.52 

320 2.5052 84.75 79.63 90.91 82.46 76.15 81.29 

สมการเสนตรง (y = mx+b) 61.384X-1.919 48.59X-46.029 64.662X-74.905 54.808X-60.643 51.1723X-58.4787 58.378X-69.311 

R2 0.9812 0.9616 0.9719 0.9421 0.9628 0.9138 

IC50 (ppm) 96.8655 94.6917 85.4398 104.4090 125.1087 110.6029 

 เฉลี่ย  =  117.856  

*  เก็บสารสกัดที่ 4 °ซ. ประมาณ 2 สัปดาห กอน Freeze dry   (สีเขียวเขมของสารสกัดจางลงเปนสีเขียวออกน้ําตาล) ** ทําการ  freeze dry  ทันที 

38 
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4.3  การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดผักเชียงดา และ ผักหวานบาน 
       โดยวิธี Photochemiluminescence (PCL) ดวยเครื่อง Photochem® 

  
หลักการพื้นฐานของเครื่อง Photochem® คือ วัดปฏิกิริยาจากการเรืองแสง 

(chemiluminescence) ของสารตัวอยางที่ใชในระบบ  โดยหลักการสําคัญของ PCL  คือ ใชสารเคมี 
Luminol  ซ่ึงมีคุณสมบัติเปน photosensitizer compound เปนตัวสรางอนุมูลอิสระ ชนิด superoxide 
anion radical (O2

•) ขึ้น,โดยผานการกระตุนจากแสงอัลตราไวโอเลต (UV irradiation) ที่มี
แหลงกําเนิดอยูแลวภายในเครื่อง  Photochem®  ซ่ึงมีอัตราการเกิดมากกวาสถานะปกติถึง 100 เทา. 
อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจะทําปฏิกิริยากับ  Detector substance และในระหวางการเกิดปฏิกิริยาจะมีการ
ปลอย  Photon ในรูปของ  chemiluminescence ซ่ึงจะถูกตรวจจับสัญญาณและวัดไดโดย 
Photomultiplier tube (PMT).  หากสารมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ  (antioxidant)  จะเกิด
การยับยั้งจํานวนอนุมูลอิสระ ( O2

• ) ที่เกิดขึ้น.    ทั้งนี้ในการประเมินผล ระบบจะทําการตรวจวัด
จากปริมาณอนุมูลอิสระที่หลงเหลืออยู และแปรคาเปนประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมูลอิสระ 
(antioxidant activity, AA) โดยแสดงคาเปนประสิทธิภาพเทียบเทาความเขมขนของสารตานอนุมูล
อิสระมาตรฐาน เชน วิตามินซี (ascorbic acid) และวิตามินอี (Trolox) ในหนวยระดับนาโนโมลาร 
(nanomole ; nmole). 

 
4.3.1  วิธีการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวย Photochem® 

  การทดสอบนี้เปนการทดสอบเพื่อประเมินคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระโดยมี
ความสามารถในการจับอนุมูลอิสระชนิด superoxide anion radical   (O2

•) ของตัวอยางสารสกัด
หยาบของผักเชียงดาและผักหวานบาน ดวยวิธีการสกัดตามที่อธิบายในบทที่ 2.  ประเมินผลเทียบ
กับสารมาตรฐานในหนวยของ  trolox equivalent ใชสําหรับสารที่ละลายในไขมัน : lipid soluble 
compound) และ Vit.  C equivalent ใชสําหรับสารที่ละลายในน้ํา (water soluble compound)  โดย
ศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากผักเชียงดาและผักหวานบาน 5  ตัวอยางคือ : 

• สารสกัดผักเชียงดาสวนออนดวยน้ํา (GYH).  
• สารสกัดผักเชียงดาสวนแกดวยน้ํา (GOH). 
• สารสกัดผักหวานบานดวยน้ํา (WH) .  
• สารสกัดผักหวานบานดวย 50 %เอทานอล (WE50).  
• สารสกัดผักหวานบานดวย 95 %เอทานอล (WE95).  
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4.3.1.1 การตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ชนิด superoxide anion radical   (O2
•) ท่ีเปนสาร

ตานอนุมูลอิสระในกลุมสารประกอบที่ละลายน้ําได (water soluble compound) 
 โดยใชน้ํายาตรวจสําเร็จรูป (ACW antioxidant reagent kit, Analytik Jena, 

ประเทศเยอรมนี ประกอบดวย สารละลาย R1 - ตัวทําละลายตัวอยาง (ACW-Diluent), สารละลาย 
R2 - บัฟเฟอรทําปฏิกิริยา (Reaction buffer), สารละลาย R3 - สารไวแสง (Photo sensitizer and 
detection reagent) และ สารละลาย R4 - สารมาตรฐานคือ ascorbic acid. 
 1.   การเตรียมสารละลายสําหรับการทดสอบดวยเคร่ือง Photochem® 

 ในชุด ACW kit เปนสารละลายที่สําหรับสารละลาย R3 กอนใชปลอยให
ละลายจากสภาพแข็ง (frozen) ใหเปนของเหลวและเติมสารละลาย R2 ปริมาณ 750 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน.  สารละลายจากการผสมนี้ใชสําหรับการทดสอบได 40 คร้ัง.  เตรียมสารละลาย R4 
โดยเติมสารละลาย R1 ปริมาณ 490 ไมโครลิตร และเติม 95-97% H2SO4 ปริมาณ 10 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน. ลดความเขมขนของสารละลาย R4 ในอัตราสวน 1:100 ดวยสารละลาย R1. 
สารละลาย R4 ที่พรอมใชงานจะมีความเขมขน 1 นาโนโมลาร  ของ ascorbic acid. 
 

2.   การเตรียมตัวอยางทดสอบ 
 ละลายตัวอยางทดสอบ คือ สารสกัดหยาบผักเชียงดาและผักหวานบาน ดวย

สารละลาย R1 และปรับความเขมขนใหอยูในชวงของ calibration curve เพื่อที่จะสามารถคํานวณคา
ตานตออนุมูลอิสระในหนวย equivalent of ascorbic acid.  
 
ตารางที่ 12.  ปริมาณของสารละลายที่ใชในการทําปฏิกิริยา (ACW) ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ  
                     (ตอคร้ังตอตัวอยาง)  
 

ปริมาตรของ Reagent (µl) Reagent 
1  2  3  4  

ปริมาตรของSample 
(µl) 

Blank 
Calibration 
Measurement 

1500 
1500-X 
1500-Y 

1000 
1000 
1000 

25 
25 
25 

0 
X 
0 

0 
0 
Y 
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3.   การวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารกลุมสารประกอบที่ละลายน้ําไดดวย 
ACW system 

 อนุมูลอิสระ (superoxide anion radicals)   จะถูกสรางใหเกิดขึ้นในระบบโดย
การกระตุน (irradiation) สารไวแสง (photosensitizer) เพื่อใหเกิดการเรืองแสง อนุมูลอิสระ
บางสวนจะถูกกําจัดโดยสารตัวอยางที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ. อนุมูลสวนที่เหลือจะถูกวัดโดยตัว
จับสัญญาณ, ทําใหเกิดการเรืองแสง, สงสัญญาณเขาสูระบบ และคํานวณเปนความสามารถในการ
ตานอนุมูลอิสระเทียบกับ ascorbic acid. 
 

  การวัดสัญญาณที่เกิดขึ้นจากสารเรืองแสงนั้นจะดําเนินการอยูในชวง 1-3 นาที 
ในการวัด ACW ชวงของ lag phase เปนชวงที่ไมเกิดสัญญาณเปนชวงที่อนุมูลอิสระเริ่มถูกจับ
โดยสารตานอนุมูลอิสระในตัวอยาง. เมื่อสารตานอนุมูลอิสระที่อยูในตัวอยางตัวอยางเริ่มหมด
ความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ อนุมูลอิสระที่เหลือจะทําใหสัญญาณสูงขึ้นจนถึงมากที่สุด. 
ชวงระยะเวลาของ lag phase ที่เพิ่มขึ้นแสดงถึงปริมาณของสารตานอนุมูลอิสระในตัวอยาง 
แสดงผลเปนหนวย ascorbic acid equivalent. 

 
 4.   การวัดฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของสารกลุมสารประกอบที่ละลายในไขมันได 
Lipid soluble compounds ดวย ACL system 

 ใช reagent kit ชนิด ACL : Antioxidant Capacity Lipid soluble compound 
(Analytik Jena, ประเทศเยอรมนี)  และทําการเตรียมสารละลายเพื่อใชงานเชนเดียวกันกับวิธีการ
ตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระโดยใช ACW ดังที่อธิบายในหวขอ 3 ขางตน.  ยกเวนการเปลี่ยนสาร
มาตรฐานที่ใชจาก ascorbic acid (vitamin C) มาเปน Trolox (vitamine E)  และผลความสามารถใน
การตานอนุมูลอิสระ (inhibition) ของตัวอยางจะถูกเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน และแสดงผลเปน
หนวย  Trolox® equivalent. ทําการวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของตัวอยางสารสกัดหยาบของผักเชียง
ดาและผักหวานบาน ในลักษณะเดียวกับที่ปฎิบัติสําหรับการใช ACW system ที่อธิบายขางตน. 

 
4.3.2  ผลการทดสอบ 

4.3.2.1  การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสําคัญในกลุมท่ีเปนสารมีขั้ว (polar 
compounds) ของสารสกัดหยาบผักเชียงดา และ ผักหวานบาน 
 พบวา ตัวอยางสารสกัดที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุดใกลเคียงกัน คือ  สารสกัด
น้ําผักเชียงดาสวนออน (GYH) และสารสกัดน้ําผักหวานบาน (WH). ตัวอยางที่มีฤทธิ์รองลงมาคือ 
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สารสกัดน้ําผักเชียงดาสวนแก (GOH)  และสารสกัดผักหวานบานดวยเอทานอลทั้งที่เขมขน 50 % 
(WE50) และที่ 95%  (WE95) มีฤทธิ์ใกลเคียงกัน  และเปนฤทธิ์ที่ต่ํากวาตัวอยางอื่น.  แสดงวา สาร
ตานอนุมูลอิสระที่ออกฤทธิ์เปนกลุมสารที่มีขั้วและสามารถละลายไดในน้ํา (water phase) เมื่อ
ตรวจวัดดวยเครื่อง Photochem® ในระบบ water phase (antioxidant capacity of water soluble ; 
ACW). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

รูปท่ี 14.   ผลการตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระชนิด superoxide anion (O•
2) 

                                     ดวยวิธี Photochemiluminescence ในสภาวะการละลายดวยน้าํ 
                                     (water phase : WCL). 
 

จากผลที่แสดงในรูปที่ 14 ขางตน  พบวาทุกตัวอยางมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในลักษณะ 
dose-dependent manner.  โดยตัวอยางของผักเชียงดาที่สกัดดวยน้ํา พบวา สวนที่ออน (GYH) มี
ฤทธิ์ดีกวาสวนแก (GOH)  สําหรับผักหวานบาน (GH) ตัวอยางที่มีฤทธิ์สูงสุดคือตัวอยางที่สกัดดวย
น้ํา (WH) ซ่ึงมีฤทธิ์ใกลเคียงกับตัวอยางของผักเชียงดาออน (GYH) ในขณะที่ตัวอยางผักหวานบาน
ที่สกัดดวยเอทานอลทั้งที่ 50%(WE50) และ 95% (WE95) มีฤทธิ์ไมแตกตางกันมากนัก  และเปน
ฤทธิ์ที่ต่ํากวาตัวอยางอื่นๆ. 

 
4.3.2.2 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสําคัญในกลุมท่ีไมมีขั้ว (non-polar  

compounds) ของสารสกัดหยาบผักเชียงดาและผักหวานบาน 
   พบวาตัวอยางที่มีฤทธิ์สูงที่สุด คือ สารสกัด 50 %  เอทานอลผักหวานบาน 

(WE50).  ตัวอยางที่มีฤทธิ์รองลงมาคือ สารสกัดน้ําผักหวานบานดวยน้ํา (WH), สวนสารสกัดน้ําผัก
เชียงดาสวนออน (GYH) และสารสกัดน้ําผักเชียงดาสวนแก (GOH) มีฤทธิ์ใกลเคียงกัน  และอยูใน
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ระดับเดียวกันกับสารสกัด 95 %  เอทานอลของผักหวานบาน (WE95).  ขอมูลที่ไดแสดงวาฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระของตัวอยางผักหวานบานเปนสารที่อยูในกลุมทั้งที่เปนสารมีขั้วและไมมีขั้ว  เมื่อ
ตรวจวัดดวยเครื่อง Photochem® ในระบบ lipid phase (antioxidant capacity of lipid soluble ; 
ACL) (รูปที่ 15). 
 

 
รูปท่ี 15.  ผลการตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระชนิด superoxide anion (O•

2)  ดวยวิธี  
                              Photochemiluminescence. 
 
 ในสภาวะการละลายดวยเอทานอล (Lipid phase : ACL) พบวา สารสกัดผักทั้ง            
5  ตัวอยาง  มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในลักษณะ dose-dependent.  สําหรับผักเชียงดาพบวาสวนออน 
(GYH) มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงกวาสวนแก (GOH) สําหรับผักหวานบาน  พบวา ตัวอยางที่สกัด
ดวย 50% ethanol  (WE50) มีฤทธิ์สูงที่สุด, รองลงมา คือ ผักหวานบานที่สกัดดวยน้ํา (WH)  และ
ผักหวานบานที่สกัดดวย 95% ethanol (WE95).  
 
4.4    การทดสอบฤทธิ์ตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation reaction) ของสารสกัด
หยาบผักเชียงดาและผักหวานบาน ดวยวิธี Anti-hemolytic assay 
 วัตถุประสงคของการทดสอบนี้เพื่อประเมินคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระ โดย
ความสามารถในการปองกันการเกิดปฏิกริยาออกซิเดชัน ตอผนังเซลลเม็ดเลือดแดง. โดยใชสารเคมี
มาตรฐาน คือ  2,2-Azo-bis-2-methylpropionamidine (AAPH)  เปนตัวเหนี่ยวนําใหเกิดอนุมูลอิสระ 
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ในปฏิกิริยาออกซิเดชัน และทําการวัดความเสียหายของผนังเซลลเม็ดเลือดแดง จากปริมาณความ
เขมขนของฮีโมโกลบิน (hemoglobin) ที่หล่ังออกมาจากเซลลเม็ดเลือดแดงเนื่องจากผนังเซลลที่ถูก
ทําลาย,  ดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร.  โดยทําการศึกษาในสาร
สกัดหยาบจากผักเชียงดาและผักหวานบาน  คือ 

o สารสกัดผักเชียงดาสวนออนดวยน้ํา (COH)  
o สารสกัดผักหวานบานดวยน้ํา (WH)  
o สารสกัดผักหวานบานดวย 50% เอทานอล (WE-50). 

 
 

4.4.1 วิธีการทดสอบ 
โดยความรวมมือกับภาควิชาเภสัชวิทยา คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยนเรศวร ไดทําการ

ทดสอบฤทธิ์ตานการเกาะกลุมของเกล็ดเลือดของตัวอยางสารสกัดหยาบผักเชียงดาสวนออนดวยน้ํา 
(COH), สารสกัดผักหวานบานดวยน้ํา (WH) และสารสกัดหยาบผักหวานบานสกัดดวยเอทานอล 
50%  (WE).  เริ่มจากการเตรียมเกล็ดเลือดโดยใชเลือดจากอาสาสมัคร 2 คน เก็บใสในหลอดที่มีสาร
ตานการแข็งตัวของเลือด (3.2% sodium citrated, 9:1 v/v) นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 160g นาน 10 
นาที, ใชปเปตตดูดของเหลวสวนบน (supernatant -1) เรียกวา platelet-rich plasma (PRP) ซ่ึงเปน
สวนที่มีเกล็ดเลือดเปนองคประกอบ.  เลือดที่เหลือในหลอดนําไปปนซ้ําที่ความเร็วสูง 4000g เวลา 
10 นาที  และใชปเปตตดูดเก็บของเหลวสวนบน คร้ังที่ 2 (supernatant - 2) ซ่ึงเปนสวนของน้ําเลือด
หรือ plasma ที่ไมมีเกล็ดเลือดแลว  เรียกสวนนี้วา platelet-poor-plasma (PPP)  เพื่อใชเปน              
ตัวควบคุมลบ (negative control).  

นํา PRP และ PPP  มาทดสอบกับตัวอยางสารสกัดผักหวานบาน (WE) เพื่อศึกษาฤทธิ์ตาน
การเกาะกลุมของเกล็ดเลือด ที่ระยะเวลา 30 นาที และ 3 ช่ัวโมงภายหลังการเก็บเลือด  โดยใชเครื่อง 
Aggro-Meter 430 (Coulter Electrics, UK).  ใชปเปตตดูดสาร PRP ปริมาณ 0.45 มล. PRP ใสใน
หลอด microcentrifuge,  นําไป incubate ที่ 37°ซ.  นาน 10 นาที,  เติม CaCl2  0.2  มิลลิโมลาร ลงไป
และเขยาหลอดกอนนําไป incubate ที่ 37°ซ.  ตออีกเปนเวลานาน 1 นาที.  จากนั้นในแตละหลอด
เติมตัวอยางสารสกัดทั้ง 3 ตัวอยาง  5 ไมโครลิตร ที่เตรียมโดยละลายใน 50% DMSO : NSS ลงไป
ใหไดระดับความเขมขนสุดทายในหลอดตางๆ เปน 0.003,0.01, 0.03, 0.05, 0.1  มก./มล., รวมกับ
สารเคมีที่กระตุนการเกาะกลุมของเกล็ดเลือด คือ adenosine diphosphate (ADP) ใหไดความเขมขน
สุดทายในแตละหลอดเปน 0.1 มิลลิโมลาร,  ปลอยไวนาน 5 นาทีแลวทําการวัดผล,  โดยคํานวณ
เปนเปอรเซ็นตการยับยั้งการเกาะกลุมของเกล็ดเลือด (% inhibition of platelet aggregation).   
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IC50 of Antihemolysis activity
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4.4.2 ผลการทดสอบ   
 ผลการทดลองนําเสนอในคาของ  50% inhibition concentration (IC50) พบวา คา IC50 ของ
สารสกัดผักเชียงดาสวนออนดวยน้ํา (COH) และสารสกัดผักหวานบานดวยน้ํา (WH) มีคาใกลเคียง
กันคือ 44.50 ± 1.34 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 47.17 ± 0.86 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร, ตามลําดับ. 
สวนสารสกัดผักหวานบานดวย 50% เอทานอล (WE-50) มีคา IC50 เทากับ 101.33 ± 0.95 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร. สารมาตรฐานทั้ง 2 ตัวที่ใชเปนตัวเปรียบเทียบบวกใหผลในการยับยั้งการ
แตกตัวของเม็ดเลือดแดงใกลเคียงกัน คือ trolox ซ่ึงมีคา  IC50 เทากับ 2.17 ± 0.54 และ vitamin C มี
คา  IC50 เทากับ 2.09 ± 1.36 พบวา ซ่ึงมีฤทธิ์สูงกวาของสารสกัดหยาบของผักเชียงดาและ
ผักหวานบาน เมื่อเทียบเฉพาะสารสกัดหยาบของผักพื้นบานทั้ง 3 ตัวอยางนี้  สามารถเรียงลําดับ
ฤทธิ์ยับยั้งการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงไดดังนี้ COH ≈ WH > WE-50  (รูปที่ 16). 

 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  หมายเหตุ  :  คาเฉลี่ยผลจากการทดสอบ 2 ครั้งที่ไมขึ้นตอกัน 
                             

รูปท่ี 16.  ผลการตรวจวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Anti-hemolysis assay ไดคา  50%   
                        Inhibition concentration (IC 50) ของสารสกัดน้ําผักเชยีงดาสวนออน (COH) และ 
                       สารสกัดผักหวานบานดวยน้ํา (WH) มีคาใกลเคียงกัน  และมีฤทธิ์สูงกวาของสารสกดั 
                       ผักหวานบานดวย 50% เอทานอล  (WE-50)  โดยใช Trolox และ vitamin C เปน 
                       สารมาตรฐานเปรียบเทียบ. 
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4.5   การศึกษาฤทธิ์ลดระดับน้ําในเลือดของสารสกัดผักเชียงดาและผักหวานในหนูขาว
ท่ีถูกเหนี่ยวนําใหระดับน้ําตาลในเลือดสูงดวย Alloxan 
4.5.1  วิธีการทดสอบ 
 4.5.1.1   สัตวทดลอง 

  ใชหนูขาวเพศผู พันธุ Wistar น้ําหนักเริ่มตนประมาณ 250-300 กรัม  จาก
สํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล  วิทยาเขตศาลายา  จังหวัดนครปฐม. นําหนูทดลอง
มาเลี้ยงในหองปฏิบัติการกอนการทดสอบนาน 1 สัปดาห เพื่อใหหนูปรับตัวคุนเคยกับ
สภาพแวดลอม ซ่ึงมีอุณหภูมิระหวาง 24±10°ซ.   ใหไดรับน้ําดื่มและอาหารตามปกติ. 
 
 4.5.1.2   การกระตุนภาวะเบาหวานในสัตวทดลอง   

 เหนี่ยวนําใหหนูขาวมีระดับน้ําตาลสูงดวยการฉีด Alloxan (Sigma Chemical, 
ประเทศเยอรมนี) ที่เตรียมโดยละลายใน 0.9% normal saline solution (NSS, บริษัท General 
Hospital Products Publics  Co., Ltd.  ประเทศไทย)  ใหมีความเขมขน 5 % (w/v) และฉีดเขาหนู
ทดลองทางชองทอง (intraperitoneal injection, IP) ในขนาด 140 มิลลิกรัม/กิโลกรัม น้ําหนักตัว. 
หนูที่มีระดับน้ําตาลในเลือดเกิน 120 มิลลิกรัม/เดซิลิตร  ถือวาเปนหนูที่มีภาวะเบาหวาน (diabetic 
rats). 

 
4.5.1.3   การทดสอบฤทธิ์ลดน้ําตาล   
  ประกอบดวยขั้นตอนดังนี้ : 

 วันกอนทําการทดสอบ 1 วัน งดใหอาหารหนูเปนเวลา 18  ช่ัวโมง.  ในวันทีท่าํ
การทดสอบ ตรวจระดับน้ําตาลในเลือดของหนูภายหลังการกระตุนใหเกิดภาวะเบาหวานดังอธิบาย
ในหัวขอ 4.5.1.2, โดยใชการเจาะเลือดที่หางและตรวจดวยชุดตรวจ Blood Glucose Monitoring 
Abbott Diabetes Care Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา.  เลือกหนูที่มีระดับน้ําตาลในเลือดระหวาง 130-
500 มิลลิกรัม/เดซิลิตร มาใชในการทดสอบฤทธิ์ลดน้ําตาลของสารสกัดหยาบผักเชียงดาและ
ผักหวานบาน,  โดยแบงกลุมหนูทดลองที่มีภาวะเบาหวานออกเปน 8 กลุม ดังตารางที่ 13. 
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ตารางที่ 13.   การแบงกลุมหนูทดลองในการทดสอบฤทธิ์ลดน้ําตาลของสารสกัดผักเชียงดาและ 
                     สารสกัดผักหวานบาน 

 
กลุม ตัวอยางทดสอบ / ขนาด (มก./กก.) 

1 ควบคุม (กรอกน้ํากลั่น) 
2 ควบคุมบวก  ยา Gibenclamide  - ขนาด 5 มก./กก.  
3 สารทดสอบ ไดรับสารสกัดผกัเชียงดาดวยน้าํ - ขนาด 50 มก./กก. 
4 สารทดสอบ ไดรับสารสกัดผกัเชียงดาดวยน้าํ - ขนาด 100 มก./กก. 
5 สารทดสอบ ไดรับสารสกัดผกัหวานบานดวย 50% เอทานอล - ขนาด 50 มก./กก. 
6 สารทดสอบ ไดรับสารสกัดผกัหวานบานดวย 50% เอทานอล  - ขนาด 100 มก./กก. 
7 สารทดสอบ ไดรับสารสกัดผสมของผักเชียงดา  และ  ผักหวานบาน (อัตราสวน 1: 1)  

ขนาด 50 มก./กก.  
8 สารทดสอบ ไดรับสารสกัดผสมของผักเชียงดา  และ  ผักหวานบาน (อัตราสวน 1: 1)  

ขนาด 100 มก./กก. 
 
ปอนตัวอยางทดสอบ คือ สารสกัดหยาบผักเชียงดาและผักหวานบานแกหนูทดลองในแต

ละกลุมตามกําหนดขางตน.  จากนั้นตรวจระดับน้ําตาลในเลือดในชั่วโมงที่ 2, 4, 24, 48 และในวันที่ 
5 หลังจากไดรับการปอน โดยกอนปอนตัวอยางทดสอบจะตรวจระดับน้ําตาลในเลือดของหนูทุกตัว
ภายหลังการอดอาหารหนูขามคืนนาน 18 ช่ัวโมง.  ภายหลังการปอนตัวอยางทดสอบทั้งหมดไป
แลว 5 วัน ทําการเก็บเลือดและตับออนเพื่อสงตรวจทางพยาธิวิทยาตอไป. 

 
4.5.2   ผลการทดสอบฤทธิ์ลดน้ําตาลของผักเชียงดาและผักหวานบาน 

การศึกษาฤทธิ์ลดระดับน้ําในเลือดของสารสกัดผักเชียงดาและผักหวานในที่ถูกเหนี่ยวนํา
ใหระดับน้ําตาลในเลือดสูงดวย Alloxan พบวา  สารสกัดทั้ง 2 ชนิด มีผลเปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาล
ในเลือดของหนูที่มีระดับน้ําตาลในเลือดสูงอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ.  เมื่อนําสารสกัดผักเชียงดา
และผักหวานมาผสมกัน ไมมีผลตอระดับน้ําตาลในเลือดและเมื่อปอนสารทดสอบครบ 5 วัน พบวา 
มีผลเปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาลในเลือดของหนูที่มีระดับน้ําตาลในเลือดสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม. ขณะที่หนูกลุมที่ไดรับ Gibenclamide 5 mg/kg bw ซ่ึงเปนสาร
มาตรฐาน มีผลเปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาลในเลือด ในชั่วโมงที่ 2, 4 และ 48 ช่ัวโมงและยังมีผล
เปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาลเมื่อไดรับติดตอกันนาน 5 วัน, ดังแสดงในตารางที่ 14  และ รูปที่ 17. 
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4.5.3   สรุปผลการทดสอบ 
 การเหนี่ยวนําหนูขาวใหเกิดภาวะระดับน้ําตาลในเลือดสูงโดยใชสาร Alloxan ซ่ึงจะออก
ฤทธิ์ทําลายโดยตรงที่ beta-cell ในตับออนที่ผลิตอินซูลิน ดังนั้นจึงทําใหหนูขาวเกิดภาวะขาด
อินซูลินที่ไปควบคุมระดับน้ําตาลในเลือด สงผลใหหนูมีระดับน้ําตาลในเลือดสูงขึ้น.  ในการ
ทดลองครั้งนี้ไดทําการทดสอบฤทธิ์การลดระดับน้ําตาลในเลือดของสารสกัดผักเชียงดาและสาร
สกัดผักหวาน ซ่ึงสารสกัดทั้งสองชนิดใหผลที่คลายกัน คือ สามารถลดระดับน้ําตาลในชวง               
4 ช่ัวโมงแรก หลังจากนั้นไมสามารถลดระดับน้ําตาลได. แตเมื่อใหสารสกัดทั้งสองชนิดอยาง
ตอเนื่อง 5 วัน จะสามารถลดระดับน้ําตาลได ในขณะที่เมื่อนําสารสกัดทั้งสองชนิดมาผสมกัน 
พบวา ไมสามารถลดระดับไดเลยแมจะปอนอยางตอเนื่อง.  
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ตารางที่ 14.   ระดับน้ําตาลในเลือดกอนและหลังไดรับสารทดสอบแตละชนิด ณ เวลาตางๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ร 
 
ะ

 ระดับน้ําตาลในเลือด แสดงเปน คาเฉลี่ย (mean)     *เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p<0.05) 

% การเปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาลในเลือด (มก./เดซิลิตร)  
กลุม 

 
จํานวน

(ตัว) หลังไดรับสาร
ทดสอบ 2 ชม. 

หลังไดรับสาร
ทดสอบ 4 ชม. 

หลังไดรับสาร
ทดสอบ 24 ชม. 

หลังไดรับสาร
ทดสอบ 48 ชม. 

วันที่ 5หลังไดรับ
สารทดสอบ 

1. กลุมควบคุม   (น้ํากลั่น) 5 11.45 -1.02 -0.49 3.70 -17.75 

2. กลุมควบคุมบวก 
    (Gibenclamide 5 มก./กก.) 5 30.11* 46.74* 20.92 35.92* 52.19* 

3. กลุมผักเชียงดาสกัดน้ํา  
           50 มก./กก. 5 27.09 31.93 7.91 16.69 25.44* 

4. กลุมผักเชียงดาสกัดน้ํา 
            100 มก./กก. 5 20.59 35.41 -1.65 19.15 27.19* 

5. กลุมผักหวานสกัดเอทานอล  
            50 มก./กก. 5 17.20 25.91 -56.49 -17.74 27.19* 

6. กลุมผักหวานสกัดเอทานอล 
            100 มก./กก. 5 27.60 32.07 14.34 21.69 31.57* 

7. กลุมผักเชียงดาผสมผักหวาน 
    สกัดเอทานอล 50 มก./กก. 5 18.45 20.28 -31.06 -13.13 1.02 

8. กลุมผักเชียงดาผสมผักหวาน 
   สกัดเอทานอล 100 มก./กก. 

5 19.87 35.92 -3.43 -5.30 8.18 
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รูปที่ 17.  ระดับน้ําตาลในเลือดกอนและหลังไดรับสารทดสอบแตละชนิด ณ เวลาตางๆ. 
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4.2  การตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด OPCs จากเมล็ดองุนไทย 
4.2.1  ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระชนิด superoxide anion (O2

•) ดวยวิธี Photochemiluminescence  
อนุมูลอิสระ superoxide (O2

•) เปนอนุภาคที่มีขั้วเปนลบ สามารถเกิดขึ้นไดเองใน
กระบวนการ metabolism ของทุกเซลลภายในรางกาย หรือในปฏิกิริยาที่มีการใช oxygen เชน ใน
กระบวนการขนสง อิเล็กตรอน (respiratory chain) ในกระบวนการหายใจ, การกําจัดเชื้อโรคของ
เซลลเม็ดเลือดขาว (phagocytes)  และเมื่อ superoxide รวมตัวกับน้ําที่มีอยูในเซลลรางกายจะ
กอใหเกิดเปนโมเลกุลของ อนุมูลอิสระอีกตัวคือ hydrogen peroxide (H2O2

•) ดังปฏิกิริยานี้ : 
 
                           2 O2

• + 2 H2O → O2 + H2O2
• + 2 OH• 

 
และเมื่อรางกายมีปริมาณของอนุมูลอิสระ H2O2

• ที่มากเกินกวารางกายจะกําจัดออกไดเอง 
ก็จะกอใหเกิดความเสียหายตอชีวโมเลกุลตางๆ โดยเฉพาะตอสารพันธุกรรม (DNA). 

ทําการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ OPCs ที่สกัดจากเมล็ดองุน (ดังอธิบายไวใน   
บทที่ 2)  โดยเนนศึกษาประสิทธิภาพตอการกําจัดอนุมูลอิสระ (free radical) ของออกซิเจนหรือที่
เรียกวา oxidative reactive oxygen species (ROS) ชนิด superoxide anion (O2

•) และเปรียบเทียบกับ
สารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) มาตรฐานที่อยูในกลุม phenolic compound  คือ gallic acid  และ 
ellagic acid. 

  
 4.2.2  การเตรียมตัวอยาง 

• ช่ังสารตัวอยาง OPCs  ลักษณะเปนเกล็ดแหงสีน้ําตาลมวง  และเตรียมเปนสารละลาย
หรือ stock solution ที่ความเขมขน 10 มก./มล.  ใน absolute methanol (reagent R1) เก็บในตูแชแข็ง
ที่อุณหภูมิ -20°ซ.   

• ในวันที่ทําการทดสอบ  นํา stock solution  ของ OPCs ละลายที่อุณหภูมิหอง  และปน
ผสมใหเปนเนื้อเดียว และนําไปเขาเครื่อง sonicator ตออีก 15 นาที เพื่อชวยใหสารสกัดละลายได
หมด. 
  
 4.2.3   วิธีการทดสอบ 

• นําสารละลายตัวอยางเจือจางดวย R1 ที่ความเขมขนในชวงของกราฟมาตรฐาน std 
curve โดยใช Trolox standard curve  (OPC=0.01mg/ml, TM=0.05mg/ml). 
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• ดูดสารละลายมา 10, 20, 30 ไมโครลิตร  ผสมกับ PCL reagent Reagent (R2+luminal + 
สารตัวอยาง) และทดสอบดวยวิธี PCL  โดยฤทธิ์ของการจับอนุมูลอิสระเปรียบเทยีบเปนคา Trolox 
equivalent (nmol). 

  
4.2.4 ผลการทดสอบและวิจารณ 

 สารสกัด  Polymeric Proanthocyanidins (OPCs) จากกากเมล็ดองุนไทย พนัธุ Vitis vinifera 
cv. Ribier (Pok Dum)  ที่สกัดโดยใช ethanol  : water (40:60%), ตรวจวดัฤทธิ์ตานอนมุูลอิสระชนิด 
superoxide anion (O2

•) ดวยวิธี Photochemiluminescence  โดยเครือ่ง Photochem® ดวยระบบ 
ACL (Anti-oxidative Capacity of Lipid Soluble Compound) เปรียบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระ 
(anti-oxidant) มาตรฐานในกลุม phenolic compound 2 ตัว  คือ gallic และ ellagic พบวาสารสกัด 
OPCs มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (anti-oxidant acticity) ในลักษณะ dose-response  คือเมื่อวัดที่ระดับ
ความเขมขน 0.01, 0.02 และ 0.03 mg/ml มีคา antioxidant capacity (AC) เปน 20.72745, 41.13445 
และ 61.54145 nmole (trolox equivalent)  ตารางที่ 15 และ รูปที่ 18. 

ในขณะที่สารมาตรฐานคือ gallic acid และ ellagic acid ที่ใชเปนสารควบคุมบวก  ที่ระดับ
ความเขมขน 0.01, 0.02 และ 0.03 มก./มล. มีคา antioxidant capacity (AC) เทากับ 71.8263, 
143.4853 และ 215.1443 nmole (trolox equivalent)  และ  882.5522, 1764.852 และ 2647.152 nmole 
(trolox equivalent)  ซ่ึงมีฤทธิ์สูงกวา สารสกัดหยาบ OPCs  จากเมล็ดองุนไทย,   ทั้งนี้อาจขึ้นอยูกับ
ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐานทั้ง 2 ตัวดังกลาวที่เปนสารเดี่ยวเกิดจากการสังเคราะหทางเคมี.   

 
ตารางที่ 15.  ผลการตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด  Polymeric proanthocyanidins  
                     (OPCs) ดวยวิธี Photochemiluminescence  

 
ความเขมขน 
 (มก./มล.) 

Antioxidant capacity in lipid phase 
(Trolox eqv. : nmol) 

 *OPC Gallic Ellagic 
0.01 20.72745 71.8263 882.5522 
0.02 41.13445 143.4853 1764.852 
0.03 61.54145 215.1443 2647.152 
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รูปท่ี 18.  ผลการตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยเคร่ือง Photochem® โดยวิธี 
                                  Antioxidant capacity of lipid soluble compound (ACL) ของสารสกัด OPCs  
                                 จากองุนไทย  พบวา OPCs มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระชนิด superoxide anion. 

 
4.2.1  การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระตอการทําลายดีเอ็นเอของสารสกัด Oligomeric  

proanthocyanidins (OPCs) ดวยวิธี  Comet assay 
หลักการของวิธีทดสอบดวยเทคนิค comet assay หรือ single cell gel electrophoresis 

(SCGE) คือ การตรวจวัดการทําลายตอสารพันธุกรรมหรือ DNA ในนิวเคลียสในระดับเซลลเดี่ยวๆ.  
ความเสียหายหรือการทําลายตอ DNA ที่เกิดขึ้นจากสารทดสอบ (สารเคมีหรือยา) ที่มีคุณสมบัติเปน 
genotoxin ไดแก  สารกอกลายพันธุ (mutagen) และสารกอมะเร็ง (carcinogen). ความเสียหายตอ 
DNA จากสารที่มีคุณสมบัติดังกลาว  กอใหเกิดชิ้นสวนของ DNA ซ่ึงสามารถประเมินผลไดดวย
เทคนิคการแยก DNA ดวยกระแสไฟฟา คือ gel electrophoresis ดวยการตรึงเซลล (ที่เกิด DNA 
damage)ไวบนแผนสไลดแกว,  สลายเยื่อหุมนิวเคลียสของเซลลดวยสารละลายที่มีสภาะความเปน
ดางสูงเทากับ 13 เพื่อ ใหโครงสรางของ DNA ที่ปกติจะเปน double stranded DNA เกิดการคลาย
เกลียวเปน single-stranded DNA. เมื่อเขาสูขั้นตอน gel electrophoresis จะแยกชิ้นสวนที่แตกหัก
ของ DNA (DNA fragmentation) ออกมาตามขนาดของความรุนแรงตอ DNA ที่เกิดขึ้น.  เมื่อนําไป
ยอมดวยสี DNA-staining dye เชน Ethidium bromide และสองตรวจภายใตกลองจุลทรรศนชนิด
ฟลูออเรสเซนต  จะเห็นการเคลื่อนที่ของ DNA ที่ผิกปกติและเคลื่อนออกจากนิวเคลียสของเซลล  
เกิดเปนลักษณะคลายดาวหาง หรือ comet cells  ซ่ึงเปนขอบงบอกถึงความเสียหายหรือเกิดการ
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ทําลายตอ DNA  ในเซลลนั้น.  โดยเซลลที่มี DNA ปกติ (undamaged DNA) จะไมปรากฏลักษณะ
ดังกลาว.  

 
วัตถุประสงคของการใช comet assay ในการทดสอบครั้งนี้เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ตานการ

ทําลายตอ DNA (anti-oxidative DNA damage activity) ของสาร OPCs ที่สกัดไดจากเมล็ดองุน  
โดยใชเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยที่เหนี่ยวนําใหเกิดการทําลาย DNA ดวย hydrogen peroxide (H2O2) 
ซ่ึงเปนสารที่มีคุณสมบัติเปน genotoxin  และอนุมูลอิสระ (free radical) ที่สามารถทําอันตรายตอ 
DNA สูงมากเมื่อเทียบกับอนุมูลอิสระตัวอ่ืนๆ.   หากสาร OPCs จากเม็ดองุนสามารถยับยั้งหรือลด
การทําลาย DNA จาก H2O2 ได  แสดงวา OPCs มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ (anti-oxidant). 
 
 4.2.1.1   วิธีการทดสอบ 
  1.   การเตรียมเซลล TK6 สําหรับการทดสอบ 
   นําเซลล TK6  ซ่ึงเปนเม็ดเลือดขาวมนุษยชนิด human lymphoblastoid cells 
(ATCC CRL 8015) เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด RPMI-1640 ที่เติมซีรัมมาที่เปน  heat inactivated 
(ที่ 56º ซ., 30 นาที)  ใหมีความเขมขนสุดทายรอยละ   10  โดยมีปริมาตรสุทธิประมาณ 10 มิลลิลิตร. 
ปลอยใหเซลลเจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 37°ซ.   เปนเวลา 15-18 ช่ัวโมง ในตู  incubator ที่มี 5% CO2.  
เมื่อเซลลเจริญเติบโตและมีความเขมขนราว  106 เซลล/มล.  จึงปนเหวี่ยงเซลลเพื่อเอาอาหารเลี้ยงเกา
ออกที่ 1,200 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที และใหเซลลแขวนลอยในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 
ที่เติมซีรัมมารอยละ 10.  จากนั้น นับเซลลเพื่อหาอัตราการรอดชีวิตและเตรียมเซลลใหไดความ
เขมขน 2 x 105 เซลล/มล. 
 
  2.   การเตรียมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

 เตรียมสารละลาย H2O2 ที่ใชเปนตัวเหนี่ยวนําการทําลายดีเอ็นเอ ที่ความ
เขมขน 50 ไมโครโมล จาก stock ความเขมขน 10 โมล (M) โดยการเจือจางดวยอาหารเลี้ยง RPMI 
ไมใสซีรัม,  เก็บสารละลายในกลองใสน้ําแข็ง (เตรียมสดกอนใชทดสอบ).   
 

3.   การเตรียมสารละลาย Oligomeric proanthocyanidins (OPCs) 
 เตรียม OPCs stock ใหมีความเขมขน 3000 ไมโครกรัม/มล. โดยละลายดวย 

น้ํากลั่น จากนั้นผสมใหเขากันดวยเครื่อง sonicator  แลวกรองสารละลายดวยกระดาษกรอง 0.2 
ไมครอน,  จึงบรรจุใสหลอดทดลองขนาดเล็ก เก็บที่ตูแช -25º ซ.  เจือจางสารละลาย OPCs จาก 
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stock ใหมีความเขมขนเปน 1500, 750, 300  ไมโครกรัม/มล.  ดวยอาหารเลี้ยงเซลล RPMI เติมซีรัม 
รอยละ 10. 
 4.   การทดสอบเซลลดวยสาร Oligomeric proanthocyanidins (OPCs) 

  ปเปตตดูดเซลลแขวนลอยจากขอ 1  ลงในจานเพาะเลี้ยง (6-wel plate) ที่
ปลอดเชื้อ หลุมละ 2.0 มล. จากนั้นเติมสารละลาย OPCs หลุมละ 1000 ไมโครลิตร จากความเขมขน 
3000, 1500, 750, 300 ไมโครกรัม/มล.  เพื่อใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1000, 500, 250, 100 
ไมโครกรัม/มล. ตามลําดับ. สําหรับกลุมควบคุมบวกและลบเติมเฉพาะอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-
1640 จากนั้นนําสารละลายทุกหลุมไปบมที่ตู  incubator 37ºซ., 5% CO2  ระยะเวลา 18 ช่ัวโมง.  

 
 5.  การทดสอบดวยอนุมูลอิสระชนิด H2O2 

 นําเซลล TK6 ไปปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนที่ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา  
3 นาที ในหลอดทดสอบขนาดเล็กเพื่อเอาสารทดสอบออก แลวกระจายเซลลใหแขวนลอยดวย
อาหารที่ผสมสารละลาย H2O2 จากขอ 2 ดวยความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครโมล จํานวน 1 มล. 
สําหรับกลุมควบคุมลบใสอาหารเลี้ยงเซลล RPMI ไมใสซีรัมเทานั้น.  บมสารละลายกับเซลล TK6 
ในกลองใสน้ําแข็ง ที่ปราศจากแสง เปนเวลา 5 นาที. จากนั้นปนเซลลใหตกตะกอนที่ 3000 รอบตอ
นาที นาน 3 นาที เพื่อเอาสารละลาย H2O2 ออก และปนลางเซลลดวย สารละลาย HBSS (1 มล.) ที่
แชเย็น 4°ซ.  อยางนอย 2 คร้ัง แลวกระจายเซลล TK6 ดวยอาหารเลี้ยง RPMI ไมใสซีรัมปริมาตร 
150 – 200 ไมโครลิตร. 
   
  6. การวิเคราะหการแตกหักของดีเอ็นเอ ดวยวิธี comet assay 

• การเคลือบเซลลลงบนแผนสไลด (cell coating) 
 ใชปเปตตดูดเซลลแขวนลอยจากขั้นตอนที่ 5  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ผสมกับ 75 ไมโครลิตร ของ low melting point (LMP) agarose ที่เตรียมใหมีความเขมขนรอยละ 0.5 
ในสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ที่อุณหภูมิ 37°ซ.   แลวปลอยลงบนแผนสไลดแกว
ที่เคลือบดวย normal melting point (NMP) agarose ที่มีความเขมขนรอยละ 0.75 เตรียมใน PBS  ปด
ทับดวยแผนแกวปดสไลด (cover slip)   และวางไวบนถาดน้ําแข็ง ผิวหนาเรียบที่อุณหภูมิ 4 °ซ. 
ประมาณ 5 นาทีเพื่อให agarose แข็งตัว จากนั้นเคลือบเซลล-เจลทับอีกครั้งดวย 0.5% LMP agarose 
ปริมาตร 95 ไมโครลิตร ปดทับดวยแผนแกวปดสไลด (cover slip) และทิ้งใหเจลแข็งตัว.  บนถาด
น้ําแข็งขางตน (ประมาณ 20 นาที). 
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• การแยกสาย DNA คูใหเปนสาย DNA เดี่ยว (DNA unwinding) 
จากขั้นตอนการเคลือบเซลลขางตน  คอยๆ เล่ือน cover slip ออกจาก

สไลด  แลวนําแผนสไลดที่มีเซลลฝงอยูกับ agarose ไปวางลงในอางที่มีสารละลาย lysing solution 
(ประกอบดวย 2.5 M NaCl, 100 mM Na4EDTA, 10 mM Triszabase, 1% Triton-100, 10% DMSO 
ปรับคา pH = 10 ) เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ.  นาน 2 ช่ัวโมง  เพื่อใหเกิดการคลายเกลียวของสายคู DNA.  

 
• การเคล่ือนท่ีของ DNA บนเจลดวยกระแสไฟฟา (DNA migration) 

นํา DNA ที่อยูบนแผนสไลดจากขั้นตอน DNA UNUINDING มาแยกดวย
กระแสไฟดวยเทคนิคที่เรียกวา gel elctrophoresis  ซ่ึงบรรจุสารละลายบัฟเฟอร (buffer solution) ที่
มีสวนประกอบของ 300 mM NaOH และ  1 mM Na2EDTA และมีความเปนดางสูง (pH มากวา 13) 
ที่ระดับความตางศักย 25 โวลต (volt) และกระแสไฟฟา 300  มิลลิแอมป  (mA)   ที่อุณหภูมิ 4 °ซ.  
นาน 20 นาที. 

• การปรับสภาพ DNA ในสภาวะเปนกลาง  (DNA neutralisation) 
นําแผนสไลดจากขั้นตอน DNA migration แชลงในอางที่มีสารละลายที่

เปนกลาง (neutralising solution) ประกอบดวย 0.4 M Trizma base (pH 7.5) เพื่อปรับให DNA กลับ
สูสภาพปกติ.  โดยแช DNA ไวในอาง neutralising solution คร้ังละ 5 นาที  ทําซ้ํา 3 คร้ัง และเปลี่ยน 
neutralising solution ใหมทุกครั้งและควบคุมอุณหภูมิไวที่ 4 °ซ.   ตลอดขั้นตอน. 

 
• ยอมสี DNA (DNA staining)   

ยอม DNA ที่อยูบนแผนสไลดดวยสารละลาย ethidium bromide (EtBr, 
เขมขน  20 ไมโครกรัม/มล.)  โดยวางสไลดไวในถาดพลาสติก  ใชไมโครปเปตต 100 ไมโครลิตร              
ดูดสารละลาย EtBr ปริมาตร 35 ไมโครลิตร ปลอยลงใหทั่วบนแผนสไลด, ปดทับทันทีดวยแผน
กระจกปดสไลด (cover slip),  นําสไลดลงในกลองที่มีฝาปดและคลุมทับดวยถุงพลาสติกสีดํา  เพื่อ
ปองกัน DNA ทําปฏิกิริยากับแสง. 

   
• วิเคราะหผลเสียหายตอ DNA ในเซลล (comet cell analysis) 

 ภายหลังจากยอม DNA ดวย EtBr แลว นํา DNA บนสไลดไปสองตรวจ
ดวยกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนต (fluorescence microscopy) ที่มีกลอง CCD (charged 
couple device)  ตอกับระบบคอมพิวเตอรเพื่อเขาโปรแกรมวิเคราะหผลการทําลาย DNA  จาก              
อนุมูลอิสระไฮโดรเจนเปอรออกไซด   (H2O2).  โดย  DNA  ที่ถูกทําลายจากอนุมูลอิสระ H2O2          
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จะเคลื่อนตัวออกไปจากนิวเคลียสดวยกระแสไฟฟาในขั้นตอน gel electrophoresis เกิดเปน
ปรากฏการณคลายดาวหาง หรือ  comet ซ่ึงประกอบดวย 2 สวน  คือสวนหัว (comet head) คือ DNA 
ปกติที่อยูในนิวเคลียสของเซลล  และสวนหาง (comet tail) คือ DNA ที่ถูกทําลายหรือ DNA ที่
ผิดปกติ.  ปริมาณ DNA ในสวนหัวและสวนหางของ comet cells จะถูกวิเคราะหเปนตัวเลข และ
แสดงผลบนตารางดวยคอมพิวเตอร. ทําการวิเคราะหผลจาก comet cells ที่เกิดขึ้นในการทดลองแต
ละกลุม โดยตรวจ comet cells จํานวน 50 cells จากแตละสไลด (เตรียมอยางนอย 2 สไลด ตอกลุม
ทดสอบ). 
 
 4.2.1.2   ผลการทดสอบและวิจารณ 

  ดวยโปรแกรมวิเคราะหผล Comet Assay III software พบวา สารสกัด OPCs จาก
เมล็ดองุนไทย ที่ความเขมขน  100, 250, 500 และ 1,000 ไมโครกรัม/มล. แสดงฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระใน TK 6 เซลล โดยสามารถลดการทําลายตอ DNA ที่เหนี่ยวนําใหเกิดดวยอนมุูลอิสระ H2O2 
ได ในลักษณะ dose-response protective effect. โดยเซลล TK6 ในกลุมควบคุม (control cells) จะ
ปรากฏเฉพาะ DNA ปกติที่อยูในสวนหวั. แตเนื่องจากในขั้นตอนตามวิธีของ comet assay เซลลจะ
สัมผัสกับสารละลายตางๆ หลายชนิด.  ดังนั้น DNA ปกติบางสวนจะสามารถเกดิเปน comet cells 
ได.  ทั้งนี้การเปรียบเทียบผลจะการคํานวณปริมาณ DNA ในสวนหวั เรียกวา comet head ซ่ึงเปน 
undamged DNA ของ comet cells ในทกุกลุมทดลอง  และคํานวณปริมาณ DNA ในสวนหางหรือ 
comet tail ที่เปน damaged DNA ในลักษณะ DNA fragmentation และคาเฉลี่ยความยาวของสวน
หาง หรือ Tail length (TL =  ระยะทางที ่damaged DNA เคลื่อนที่ออกจากนวิเคลียส).  โดยสัดสวน
ของ damaged DNA ใน comet tail สัมพันธกับความยาวของ comet tail จะใหคาพารามิเตอรที่
เรียกวา Tail moment.   

 
ในการประเมินผลของ comet assay จะพิจารณาจากคาของ Tail length (TL) และ 

Tail moment (TM).  หากคา TL หรือ TM ของ comet cells ในกลุมทดสอบ  มีคามากกวาคาเดียวกัน
ในกลุมควบคุม (non-comet cells) ตั้งแต 2 เทาขึ้นไป  ถือวาใหผลบวก (positive result) คือสาร
ทดสอบนั้นมีคุณสมบัติเปนสารพิษตอ DNA หรือ genotoxin.  ในทางกลับกัน หากสารใดสามารถ
ลดหรือยับยั้งการเกิด comet cells ได  ถือวาสารนั้นมีฤทธิ์ anti-genotoxin หรือ anti-oxidative DNA 
damage ซ่ึงเปนคุณสมบัติหนึ่งของสารตานอนุมูลอิสระ (anti-oxidant). 
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จากผลการทดสอบที่แสดงในตารางที่ 16 อนุมูลอิสระ H2O2 กอใหเกิดการทําลาย 
DNA ใน TK6 cells (รูปที่ 19) ปรากฏเปน Comet cells อยางชัดเจน, มีคาเฉลี่ย TL = 132.523 
ไมครอน  และคาเฉลี่ย TM  = 19.735 % ซ่ึงสูงกวาคา TL และ TM ของเซลลกลุมควบคุม (TL = 
60.125µm, TM = 2.355% ) มากกวา 2 เทา.  เมื่อทดสอบรวมกับสารสกัด OPCs พบวา มีฤทธิ์ยับยั้ง
การทําลาย DNA จาก H2O2 ใน TK6 cells ได.  โดยประเมินผลจากการลดลงของคา TL และ TM 
เมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับเฉพาะ H2O2  อยางเดียว  ดังตัวเลขที่แสดงในตารางที่ 16. จากแนวโนม             
ผลการทดลองนี้  สามารถคํานวณคาดัชนีการยับยั้งการทําลาย DNA เปน % DNA damage 
inhibition. จากคา TM (ปริมาณ DNA intensity x distance of DNA migrationในสวนหางของ 
comet cells)  พบวา สารสกัด OPCS จากเมล็องุนไทยที่ความเขมขน  100, 250, 500 และ 1,000 
ไมโครกรัม/มล. มีฤทธิ์ยับยั้งการทําลาย DNA ได 18.67%, 36.37%, 30.59% และ 60.08%, 
ตามลําดับ.    
 
 
ตารางที่ 16.  การยับยัง้การแตกหักของ DNA จากการเหนี่ยวนําดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
                     (H2O2

•)  ของสาร  OPCs  ท่ีความเขมขนตางๆ กัน 
 

DNA damage parameter  
Treatment / Dose 

 Tail length (TL) 
(µm) 

Tail moment 
(TM) 
(%) 

% DNA damage inhibition 
% cell viability 

Control 60.125 2.355 88.07 88.43 
H2O2 เขมขน 50 ไมโครกรัม/มล. 132.523 19.735 - 91.80 
H2O2 + OPC เขมขน 100 ไมโครกรัม/มล. 109.220 16.050 18.67 89.55 
H2O2+ OPC เขมขน 250 ไมโครกรัม/มล. 113.800 12.558 36.37 90.97 
H2O2+ OPC เขมขน 500 ไมโครกรัม/มล. 115.880 13.698 30.59 83.24 
H2O2+ OPC เขมขน 1000ไมโครกรัม/มล. 102.543 7.878 60.08 80.21 
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รูปท่ี 19.   DNA comet image ท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระ H2O2  ของ human lymphoblastoids TK6  
                cells ในการทดสอบฤทธิ์ตานอนมูุลอิสระของสารสกัด OPCs จากเมล็ดองุนไทย   
                A : กลุมTK6 cells ในกลุมควบคุม (non-comet cells), B : กลุม TK6 cells ท่ีไดรับ 
                อนุมูลอิสระ H2O2 (comet cells), C, D : กลุม TK6 cells  ท่ีไดรับผลิตภัณฑ  H2O2  
                รวมกับ OPCs.  
 
4.3  การตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม 

ทําการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดเอทานอล ความเขมขนรอยละ 95 ของ
เปลือกเมล็ดมะขาม ดังอธิบายไวในหัวขอ  2.4  ของบทที่ 2. โดยเนนศึกษาประสิทธิภาพตอการ
กําจัดอนุมูลอิสระของออกซิเจนหรือที่เรียกวา oxidative reactive oxygen species (ROS) ชนิด 
superoxide anion (O2

•) และเปรียบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) มาตรฐานที่อยูใน
กลุม phenolic compound  คือ gallic acid.  และ ellagic acid  หลักการของการทดสอบเชนเดียวกัน
กับของการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด OPCs จากเมล็ดองุน ตามที่อธิบายใน
หัวขอ 4.2.1.   
    
   

A
 

B
 

C
 

D
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4.3.1 การเตรียมตัวอยาง 
• ช่ังตัวอยางสารสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม  และเตรียมเปนสารละลายหรือ stock solution 

ที่ความเขมขน 10 มก./มล.  ใน absolute methanol (reagent R1) เก็บในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -20°ซ.   
• ในวนัที่ทําการทดสอบ  นํา stock solution  ของ OPCs กระทั่งละลายที่อุณหภูมิหอง  

และปนผสมใหเปนเนื้อเดยีวดวย vortex  ประมาณ 10 นาที และนําไปเขาเครื่อง sonicator ตออีก          
15 นาที  เพื่อชวยใหสารสกัดละลายไดหมด. 

 
4.3.2 วิธีการทดสอบ 

• นําสารละลายตัวอยางเจือจางดวย R1 ที่ความเขมขนในชวงของ standard curve โดยใช 
trolox เปน standard antioxidant  (TM = 0.05 มก./มล.). 

• ดูดสารละลายมา 10, 20, 30 ไมโครลิตร ผสมกับ PCL reagent (R2+luminal + สาร
ตัวอยาง)   และทดสอบดวยวิธี  PCL  โดยฤทธิ์ของการจับอนุมูลอิสระเปรียบเทียบเปนคา  trolox 
equivalent หนวยเปน นาโนโมล (nmol). 

 
 4.3.3  ผลการทดสอบและวิจารณ 

ตัวอยางสารสกัดจากเปลือกเมล็ดมะขาม ที่สกัดโดยใชเอทานอลความเขมขนรอยละ 95 
เมื่อตรวจวัดดวยเครื่อง Photochem® ดวยระบบ ACL (Anti-oxidative Capacity of Lipid soluble 
compound) เปรียบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระ (anti-oxidant) มาตรฐานในกลุม phenolic 
compound 2 ตัว  คือ gallic และ ellagic พบวา สารสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม (TM) มีฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระ (anti-oxidant acticity) ในลักษณะ dose-response  คือ เมื่อวัดที่ระดับความเขมขน 0.01, 0.02 
และ 0.03 มก./มล. มีคา antioxidant capacity (AC) เปน 15.788, 30.872 และ 45.956 nmole (trolox 
equivalent) ตามลําดับ, ดังแสดงในตารางที่ 17.   

 
อยางไรก็ดี ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม จะต่ํากวา gallic acid 

ประมาณ  5 เทา และต่ํากวา ellagic acid  ประมาณ 50 เทา (รูปที่ 20).โดยฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่
แตกตางกันมากนี้อาจเนื่องมาจาก ตัวอยางของเปลือกเมล็ดมะขามอยูในรูปสารสกัดหยาบซึ่ง
ประกอบดวยสารตางๆ หลายชนิด.  จากขอมูลการตรวจควบคุมคุณภาพทางเคมีของสารสกัดหยาบ
ที่อธิบายในหวขอ 3.1 ของบทที่ 3 พบวา สาร phytochemical ที่พบมากในสารสกัดหยาบจากเปลือก
เมล็ดมะขามคือ สาร tannin ซ่ึงเปนสารที่ไมมีฤทธิ์เดนทางดานตานอนุมูลอิสระ.   แมจะตรวจพบ
สารกลุมตานอนุมูลอิสระประเภท flavanoids และ phenolics แตก็มีปริมาณนอย  จึงไมแสดงฤทธิ์
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ตานอนุมูลอิสระที่ชัดเจนเหมือนสารเดี่ยวที่ไดจาการสังเคราะหทางเคมีคือ  gallic และ ellagic ที่
นํามาใชเปน positive anti-oxidant ในการตรวจวัดครั้งนี้ 

 
ตารางที่ 17.  ผลการตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดมะขามดวยวิธี  
                     Photochemiluminescence  
 

Antioxidant capacity in lipid phase 
(trolox. eqv. : nmol)  

 
ระดับความเขมขนของ 

ตัวอยางทดสอบ 
 (มก./มล.) 

สารสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม   Gallic 
acid 

Ellagic 
acid 

0.01 15.788 71.8263 882.5522 

0.02 30.872 143.4853 1764.852 

0.03 45.956 215.1443 2647.152 
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     รูปท่ี 20.   ผลการตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยเคร่ือง Photochem® โดยวิธี  antioxidant 
                     capacity of lipid soluble compound (ACL) ของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม 
                     ดวยเอทานอล 95% (TM) เทียบกับ gallic acid และ ellagic acid. 
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5.  การพัฒนาผลิตภัณฑและ/หรือเคร่ืองดื่มเสริมสุขภาพดวย 
สารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดาและผกัหวานบาน 

 
จากผลการศึกษาจากการตรวจวิเคราะหปริมาณสารตานอนุมูลอิสระ (สารประกอบกลุม             

ฟนอลิก) โดยวิธี Folin-Ciocalteu  และการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH และ                   
วิธี photochemiluminescence (PCL) ตามที่อธิบายไวในบทที่ 4  โครงการไดพิจารณาคัดเลือก              
ผักเชียงดาและผักหวานบาน เพื่อนํามาทําการพัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตผลิตภัณฑเครื่องดื่ม
เสริมสุขภาพดวยสารตานอนุมูลอิสระ  ดังขั้นตอนและรายละเอียดตอไปนี้ : 

 

5.1  ศึกษาคุณสมบัติของสารสกัดผักเชียงดาและผักหวานบาน 
 ศึกษาคุณสมบัติการละลายน้ํา   (% water solubility)  ของสารสกัดจากผักพื้นบานทั้ง          
สอง ชนิด ไดแก สารสกัดน้ําผักเชียงดา  และสารสกัดน้ําผักหวานบาน, แปรปริมาณสารสกัดระดับ
ตางๆ  (0.01, 0.03 และ 0.05%)  และที่อุณหภูมิตางๆ 3  ระดับ  25-30Oซ.,  40-50Oซ. และ  80-90Oซ.  

5.1.1  ศึกษาผลของสภาวะความเปนกรดเบส แปรปจจัย 3   ระดับ  (pH 3, pH 5 และ pH 7) ตอ
คุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ําผักหวานบาน ,    สารสกัด  50% เอทานอล
ผักหวานบาน และสารสกัดน้ําผักเชียงดา.  

5.1.2  ศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการฆาเชื้อแบบพาสเจอไรสสําหรับกระบวนการแปร
รูปอาหารตอคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ําผักหวานบาน,  สารสกัด 50% เอทานอล
ผักหวานบาน และสารสกัดน้ําผักเชียงดา.  

 
5.2  พัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตเครื่องดื่มเสริมสุขภาพดวยสารตานอนุมูลอิสระ
จากผักเชียงดาและผักหวานบาน 
 5.2.1   พัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตผลิตภัณฑชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 

5.2.1.1 พัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตชาผักหวานบานพรอมดืม่. 
5.2.1.2 วิเคราะหและทดสอบคุณภาพของผลิตภัณฑที่ได โดยนํามาวิเคราะหคุณสมบัติทาง

กายภาพ,  เคมี  และจุลชีววิทยา. 
5.2.1.3 ทําการทดสอบทางประสาทสัมผัสกับผูบริโภคจํานวน 50  ตัวอยาง. 
5.2.1.4 ศึกษาอายกุารเก็บของผลิตภัณฑเบื้องตน. 
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5.2.2 พัฒนาสตูรและกระบวนการผลิตผลิตภณัฑชาผักเชียงดาพาสเจอไรสพรอมดื่ม 
5.2.2.1 พัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตชาผักเชียงดาพรอมดื่ม. 
5.2.2.2 วิเคราะหและทดสอบคุณภาพของผลิตภัณฑที่ได โดยนํามาวิเคราะหคุณสมบัติทาง

กายภาพ, เคม,ี และจุลชีววิทยา. 
5.2.2.3 ทําการทดสอบทางประสาทสัมผัสกับผูบริโภคจํานวน 50  ตัวอยาง. 
5.2.2.4 ศึกษาอายกุารเก็บของผลิตภัณฑเบื้องตน. 
 

5.3 ทดลองตลาดผลิตภัณฑเครื่องดื่มเสริมสุขภาพดวยสารตานอนุมูลอิสระ  
 ทดลองตลาดผลิตภัณฑเครื่องดื่มชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม และชาผักเชียงดา
พรอมดื่ม  จํานวน 2     สูตรไดแก รสธรรมชาติและรสน้ําผ้ึงมะนาว กับผูบริโภคทั่วไป จํานวน 200 
ตัวอยาง.   
 
5.4  วัสดุและอุปกรณ 
 5.4.1  วัตถุดิบ  ไดแก ผักหวานบานและผักเชียงดา (ใชใบสด). 

5.4.2  สารสกัด (crude extract) ไดแก สารสกัดน้ําผักเชียงดา,    สารสกัดน้ําผักหวานบาน และสาร
สกัด 50% เอทานอลผักหวานบาน. 

5.4.3   สารปรุงแตงกลิ่นรส ไดแก : 
1.  น้ําตาลทราย. 
2.  สารใหความหวานซูคราโลส  (Sucralose). 
3.  น้ําผ้ึง. 
4.  กรดซิตริก  (Citric acid  : food grade). 
5.  ผงมะนาว  (Spray dry – lemon powder : food grade). 

5.4.4  เครื่องมือตรวจสอบคุณภาพดานตางๆ 
 1.  เครื่องวัดสี (Minolta  Chroma  Meter) รุน CR-310,  Konica-Minolta Corporation, 
Osaka,  ญ่ีปุน. 

2.   เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส (pH Meter) รุน S20-K  Mettler-Toledo Gmb   
H, สวิตเซอรแลนด. 

3.   เครื่องวัดปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําไดหมด (Hand Refractometer) รุน N-1E                  
(0-32%) Atago Company Limited,  ญ่ีปุน. 
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5.5  วิธีการ 
 5.5.1  ศึกษาคุณสมบัติของสารสกัดผักเชียงดาและ ผักหวานบาน 

5.5.1.1  ศึกษาคุณสมบตัิการละลายน้าํ (% water solubility) ของสารสกัดจากผักพื้นบานทั้ง
2  ชนิด ไดแก สารสกัดน้ําผักเชียงดา (สกดัดวยน้ํา) และ สารสกัดน้ําผักหวานบาน (สกัดดวยน้ําและ
เอทานอลความเขมขน 50%). 

 
 1.  แปรปจจัยระดับปริมาณ % สารสกัดผัก มีขั้นตอนดังนี้  : 

 
 

สารสกัดผัก (ผักเชียงดาและผักหวานบาน) 
 

เตรียมสารละลาย ( 0.01 %, 0.03% และ  0.05%)  บันทึกน้ําหนกัเริ่มตน 
 

ละลายในน้ําทีอุ่ณหภูมิหอง 25-30 Oซ.) 
 

กวนผสมดวยเครื่องกวนผสม  (stirrer) 10 นาที 
 

เขาเครื่องปนเหวีย่งแยกตะกอน  (centrifuge)  
6,000  รอบตอนาที นาน 10 นาที 

 
แยกสวนใสออก 

นําตะกอนที่ไดไปอบแหงทีอุ่ณหภูมิ 105Oซ. นาน 3  ช่ัวโมง 
 

ช่ังน้ําหนกัตะกอน  บันทึกน้าํหนัก 
คํานวณ % การละลาย 

 
 วิเคราะหคาความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of Variance ; ANOVA),         

หาคาเฉลี่ยและเปรียบเทียบวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉล่ียตามวิธี New  Duncan Multiple 
Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95. 
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  2. แปรปจจัยอุณหภูมิในการละลาย   มีขั้นตอน ดังนี้  
  

สารสกัดผัก (ผักเชียงดาและผักหวานบาน) 
 

เตรียมสารละลาย 0.05 % ,บันทึกน้ําหนักเริ่มตน 
 

ละลายในน้ําทีอุ่ณหภูมิตางๆ  
(25-30oซ., 40-50oซ. และ 80-90oซ.) 

 
กวนผสมดวยเครื่องกวนผสม (stirrer) 10 นาที 

 
Centrifuge 6000 rpm นาน 10 นาที 

 
แยกสวนใสออก 

นําตะกอนที่ไดไปอบแหงทีอุ่ณหภูมิ 105Oซ. นาน 3  ช่ัวโมง 
 

ช่ังน้ําหนกัตะกอน , บันทึกน้ําหนกั 
คํานวณ % การละลาย 

  
วิเคราะหคาความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of  Variance ; ANOVA), หาคาเฉลี่ยและ

เปรียบเทียบวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉลี่ยตามวิธี New  Duncan Multiple Range Test 
(DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95. 

 
  3.   ทําการตรวจวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Photochemiluminescence (PCL)  
ของสารละลายสารสกัดผักพื้นบานที่ระดับความเขมขนตางๆ  (0.01, 0.03 และ 0.05 %)   
 

  วิเคราะหคาความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of Variance ; ANOVA),         
หาคาเฉลี่ยและเปรียบเทียบวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉลี่ยตามวิธี New  Duncan Multiple 
Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95. 
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  5.5.1.2  ศึกษาผลของสภาวะความเปนกรดเบส  แปรปจจัย 3  ระดับ  (pH 3, pH 5 และ pH 
7) ตอคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ําผักหวานบาน    ,สารสกัด 50% เอทานอล 
ผักหวานบาน และสารสกัดน้ําผักเชียงดา  มีขั้นตอนดังนี้ : 
 

เตรียมสารละลายสารสกัดผักพื้นบาน 0.01% 
 

ปรับความเปนกรดดาง  (pH 3, pH 5 และ pH 7) 
ดวยกรดซิตริก   (Citric acid 10% w /v) 

 
วัดคาตางๆ ไดแก คาสี (L, a, b)  และ 

ตรวจวดัฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Photochemiluminescence (PCL)  
 

 วิเคราะหคาความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of Variance ; ANOVA),               
หาคาเฉล่ียและเปรียบเทียบวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉลี่ยตามวิธี New Duncan Multiple 
Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95. 

 

 5.5.1.3   ศึกษาผลของอุณหภมิูและเวลาท่ีใชในการฆาเชื้อแบบพาสเจอไรสสําหรับ
กระบวนการแปรรูปอาหารตอคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ําผักหวานบาน ,              
สารสกัด 50% เอทานอลผักหวานบาน และสารสกัดน้ําผกัเชียงดา  มีขั้นตอนดังนี ้: 

 

เตรียมสารละลายสารสกัดผักพื้นบาน 0.01% 
 

แปรปจจยัอุณหภูมแิละเวลาที่ใชฆาเชื้อแบบพาสเจอไรส 
ระดับตางๆ  7 ระดับ ดังนี ้: 

(อุณหภูมิหอง , 65Oซ. - 15  นาที  ,70 Oซ. - 15  นาที  ,75 Oซ. - 15  นาที , 
 80 Oซ. -1 นาที   ,85 Oซ. –  1  นาที  และ 90Oซ. – 1  นาที) 

 
วัดคาตางๆ ไดแก คาสี (L, a, b)  และ 

ตรวจวดัฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Photochemiluminescence (PCL)  
 

  วิเคราะหคาความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of Variance ; ANOVA),              
หาคาเฉลี่ยและเปรียบเทียบวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉลี่ยตามวิธี New  Duncan Multiple 
Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95. 
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 5.5.2   พัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตเครื่องดื่มเสริมสุขภาพดวยสารตานอนุมูลอิสระ 
 5.5.2.1   พัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตผลิตภัณฑชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 

 1.   พัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตชาผักหวานบานพรอมดื่ม 
 กระบวนการผลิตใบชาผักหวานบานแหง มีดังนี ้: 

ใบผักหวานบาน 
 

ลางทําความสะอาด หัน่ตามขวางเปนชิ้นประมาณ 1  ซม. 
 

นึ่งดวยไอน้ํานาน 3- 5  นาที 
 

นวดในกระทะดวยไฟออน นานประมาณ 1  ช่ัวโมง 
 

ทิ้งใหเย็นที่อุณหภมูิหอง 
เก็บในภาชนะบรรจุที่ปดสนิท  (ถุงพลาสติก PE ชนิดหนา) 

เก็บนาน 2-3 เดือน 
 

ไดใบชาผักหวานบานแหง 
(มีกล่ินและรสชาติที่ดี) 

 
 ปรับสูตรเครื่องดื่มชาผักหวานบานพรอมดืม่  โดยแปรปจจัยสารปรุงแตงกลิ่นรส 

ไดแก น้ําตาล ,น้ําผ้ึง  กรดซิตริก และ ผงมะนาวในสัดสวนตางๆ. 
 

  2.   แปรปจจยัชนดิของสารใหความหวาน ไดแก น้ําตาลและซูคราโลส.   
                     ทําการทดสอบทางประสาทสัมผัสกับผูบริโภคจํานวน 30   ตัวอยาง. 
 วิธีการทดสอบ : การใหคะแนนความชอบแบบ Hedonic scale 9 
       1  = ไมชอบมากที่สุด 2   =  ไมชอบมาก 3   =  ไมชอบปานกลาง 
                                  4  =  ไมชอบเล็กนอย  5   =  เฉยๆ                   6  =  ชอบเล็กนอย 

                                  7  =  ชอบปานกลาง  8  =  ชอบมาก  9  =  ชอบมากที่สุด 
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วิเคราะหคาความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA), หาคาเฉลี่ยและ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยตามวิธี New Duncan Multiple Range test (DMRT). 
 วิเคราะหและทดสอบคุณภาพของผลิตภัณฑที่ได โดยนํามาวิเคราะหคุณสมบตัทิาง
กายภาพ, เคมี, และจุลชีววิทยา  ไดแก ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําทั้งหมด (TSS : Brix), ความเปน
กรดเบส   (pH), คาสี (L, a, b)  และตรวจวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Photochemiluminescence 
(PCL). 
 วิเคราะหคาความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of Variance ; ANOVA), หา
คาเฉลี่ยและเปรียบเทียบวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉลี่ยตามวิธี New  Duncan Multiple 
Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95. 
     
 5.5.2.2  พัฒนาสูตรและกระบวนการผลติผลิตภณัฑชาผกัเชียงดาพาสเจอรไรซพรอมดื่ม 

 1.   พัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตชาผักเชียงดาพรอมดื่ม  
 กระบวนการผลิตใบชาผักเชยีงดาแหง มีดังนี้ : 
 

ใบผักเชียงดาสด 
 

ลางทําความสะอาด หัน่ตามขวางเปนชิ้นประมาณ 1  ซม. 
 

นึ่งดวยไอน้ํานาน 5-10 นาที 
 

นวดในกระทะดวยไฟออน นานประมาณ 1-2 ช่ัวโมง 
 

ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
เก็บในภาชนะบรรจุที่ปดสนิท  (ถุงพลาสติก PE ชนิดหนา) 

เก็บนาน  2-3  เดือน 
 

ไดใบชาผักเชยีงดาแหง 
 (มีกล่ินและรสชาติที่ดี) 

 
ทําการปรับสูตรเครื่องดื่มชาผักเชียงดาพรอมดื่ม โดยแปรปจจัยสารปรุงแตงกลิ่น

รส ไดแก น้ําตาล ,น้ําผ้ึง  กรดซิตริก และผงมะนาว, ในสัดสวนตางๆ 
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2.  แปรปจจยัชนิดของสารใหความหวาน ไดแก น้ําตาล และซูคราโลส ทําการ
ทดสอบทางประสาทสัมผัสกับผูบริโภคจํานวน 50  ตวัอยาง. 

  วิธีการทดสอบ :  การใหคะแนนความชอบแบบ Hedonic scale 9 : 
 1   = ไมชอบมากที่สุด 2    =  ไมชอบมาก 3    =  ไมชอบปานกลาง 
                                  4   =  ไมชอบเล็กนอย 5    =  เฉย ๆ                     6  =  ชอบเล็กนอย 
 7   =  ชอบปานกลาง                 8  =  ชอบมาก    9  =  ชอบมากที่สุด 

  วิเคราะหคาความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA), หาคาเฉลี่ย
และเปรียบเทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยตามวิธี New Duncan Multiple Range test (DMRT). 

 3.  วิเคราะหจลุและทดสอบคุณภาพของผลิตภัณฑทีไ่ด โดยนํามาวิเคราะหคณุสมบัติ 
ทางกายภาพเคมีและจุลินทรยี  ไดแก ปริมาณของแข็งทีล่ะลายน้ําทั้งหมด (TSS : Brix), ความเปนกรด
ดาง (pH), คาสี  (L, a, b) และตรวจวัดฤทธิต์านอนุมูลอิสระดวยวิธี Photochemiluminescence (PCL) 

 วิเคราะหคาความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of Variance ; ANOVA), หา
คาเฉลี่ยและเปรียบเทียบวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉลี่ยตามวิธี New  Duncan Multiple 
Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95. 
 

   5.5.2.3   ศึกษาอายุการเก็บของผลติภณัฑเบื้องตน 
 1.   ศึกษาอายุการเก็บเครื่องดื่มชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม    

  นําเครื่องดื่มชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม แบบบรรจุขวดพลาสติก 
(PE) ขนาด 80   ลบ.ซม.  จํานวน 2     รสชาติ ไดแก รสธรรมชาติและรสน้ําผ้ึงมะนาว,  เก็บที่อุณหภูมิ 
5Oซ. และอุณหภูมิ 25Oซ.   วิเคราะหและทดสอบคุณภาพของผลิตภัณฑที่เก็บทุก 2  สัปดาห โดย
ตรวจคุณสมบัติทางกายภาพ,  เคมี และจุลชีววิทยา   ไดแก ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําทั้งหมด          
(TSS : Brix),  ความเปนกรดเบส   (pH), คาสี  (L, a, b)   ,ปริมาณเชื้อจุลินทรียและตรวจวัดฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระดวยวิธี  Photochemiluminescence (PCL), วิเคราะหคาความแปรปรวนของขอมูล 
(Analysis of Variance ; ANOVA), หาคาเฉลี่ยและเปรียบเทียบวิเคราะหคาความแตกตางของ
คาเฉลี่ยตามวิธี New  Duncan Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95. 

 2.   ศึกษาอายุการเก็บเครื่องดื่มชาผักเชียงดาพาสเจอรไรสพรอมดื่ม    
 นําเครื่องดื่มชาผักเชียงดาพาสเจอไรสพรอมดื่ม แบบบรรจุขวดพลาสตกิ (PE) 
ขนาด 80   ลบ./ซม.  จํานวน 2   รสชาติ ไดแก รสธรรมชาติและรสน้ําผ้ึงมะนาว,  เกบ็ที่อุณหภมูิ        
5Oซ.  อุณหภูม ิ25Oซ.   วิเคราะหและทดสอบคุณภาพของผลิตภัณฑที่เกบ็ทุก 2   สัปดาห   โดยตรวจ 
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คุณสมบัติทางกายภาพ  เคมี และจุลชีววิทยา  ไดแก ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําทั้งหมด (TSS : 
Brix), ความเปนกรดเบส   (pH), คาสี   (L, a, b)   ,ปริมาณเชื้อจุลินทรียและตรวจวัดฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระดวยวิธี Photochemiluminescence (PCL) วิเคราะหคาความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of 
Variance ; ANOVA), หาคาเฉลี่ยและเปรียบเทียบวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉลี่ยตามวิธี New  
Duncan Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95. 
 
5.6  ผลการทดลองและวิจารณ 
 5.6.1  ศึกษาคุณสมบัติของสารสกัดผักเชียงดาและผักหวานบาน 
 5.6.1.1 ศึกษาคุณสมบตัิการละลายน้าํ (% water solubility)  ของสารสกัดจากผักพื้นบาน 
ทั้ง 2  ชนิด ไดแก สารสกัดน้าํผักเชียงดาและสารสกัดน้ําผักหวานบาน. 
 จากผลการทดลอง คาเปอรเซ็นตการละลายน้ํา (% water solubility) ของสารสกัด
น้ําผักหวานบานและผักเชียงดา  แสดงในตารางที่  18.  และตารางที่ 19,   ตามลําดับ. พบวา สารสกัด
ผักพื้นบานทั้ง 2   ชนิด สามารถละลายน้ําได  (ในระดับความเขมขนของสารละลาย 0.1-0.5 %)               
ที่อุณหภูมิหอง. สารสกัดจากผักเชียงดาดวยน้ํา สามารถละลายน้ําไดดีที่สุดในทุกระดับอุณหภูมิ  
คุณสมบัติการละลายของสารมีคาสูงถึง  90-95% โดยประมาณ. แตสําหรับสารสกัดจากผักหวานบานดวยน้ํา พบวา
สารสกัดละลายไดเพียงบางสวน คือ สามารถละลายไดรอยละ  70-80%. 
 
ตารางที่ 18.   เปอรเซ็นตการละลายน้ํา  (% water solubility) ของสารสกัดผักพื้นบาน 
                      ท่ีอุณหภูมิหอง 
 

ชนิดสารสกัด ปริมาณสารสกัด % Water  solubility 
สารสกัดผักหวานบาน 0.1 

0.2 
0.3 

83.98ns 

80.65ns 

83.91ns 
สารสกัดผักเชียงดา 0.1 

0.2 
0.3 

95.71a 

92.74b 

91.63b 
หมายเหตุ  : 1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                    2)  คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง 
                         สถิติ  (P ≤ 0.05). 
                    3)  ns คือ ไมมีความแตกตาง (P ≤ 0.05). 
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ตารางที่ 19.     เปอรเซ็นตการละลายน้ํา  (% water solubility) ของสารสกัดผักพื้นบานที่อุณหภูมิตางๆ 
 

ชนิดสารสกัด อุณหภูมิ % Water  solubility 
สารสกัดผักหวานบาน Room Temp. (25-30Oซ.) 

Temp 40-50Oซ. 
       Temp 80-90Oซ. 

84.79a 
80.61a 

71.07b 
สารสกัดผักเชียงดา Room Temp. (25-30Oซ.) 

Temp 40-50Oซ. 
Temp 80-90Oซ. 

92.97ns 
90.43ns 

84.01ns 
หมายเหตุ  :  1) คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                     2) คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
                         ทางสถิติ  (P ≤ 0.05). 
                    3 ) ns คือ ไมมีความแตกตาง  (P ≤ 0.05). 
  

จากผลการทดลองที่แสดงดังตารางที่ 19         พบวา  เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นสารสกัดผักหวานบาน
ละลายน้ําไดนอยลง นั่นคือสารสกัดผักหวานบานจะละลายน้ําไดดีที่สุดที่อุณหภูมิหองนั่นเอง.
สําหรับสารสกัดผักเชียงดา พบวา สารสกัดสามารถละลายน้ําไดดีใกลเคียงกันที่ระดับอุณหภูมิ
ตางๆ.   

5.6.1.2  ศึกษาผลของสภาวะความเปนกรดเบส แปรปจจัย 3  ระดับ (pH 3, pH 5 และ pH 7) 
ตอคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ําผักหวานบาน, สารสกัด 50% เอทานอล
ผักหวานบาน และสารสกัดน้ําผักเชียงดา. 
 

ตารางที่ 20.   ผลของสภาวะความเปนกรดเบสตอคุณสมบัติของสารสกัดผักพื้นบาน 
 

คาสี ชนิดสารสกัด pH TSS (OBrix) 
L a b 

สารสกัดน้ํา
ผักหวานบาน 

7.0 
5.0 
3.0 

0.0 
0.0 
0.0 

63.36ns 

63.15ns 

63.06ns 

-0.13b 

0.45a 

0.78a 

6.50a 

5.96b 

5.40b 

สารสกัด 50% 
 เอทานอลผักหวานบาน 

7.0 
5.0 
3.0 

0.0 
0.0 
0.0 

63.73ns 

63.61ns 

63.87ns 

2.18ns 

2.26ns 

2.26ns 

4.40ns 

4.00ns 

3.79ns 

สารสกัดน้ําผักเชียงดา 7.0 
5.0 
3.0 

0.0 
0.0 
0.0 

97.88ns 

98.39ns 

97.77ns 

2.81b 

4.47ab 

6.21a 

-0.21ns 

-3.30ns 

-4.26ns 

หมายเหตุ  : 1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                    2)  คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
                         ทางสถิติ  (P ≤ 0.05). 
                   3 ) ns คือ ไมมีความแตกตาง  (P ≤ 0.05). 
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จากขอมูลแสดงในตารางที่ 20. ขางตน   พบวาความเปนกรดเบส  (pH 3-7) ของสารละลาย
ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคา TSS (OBrix) และสําหรับคาสี   (L, a, b)  ของสารสกัดผักพื้นบานทั้ง          
3  ชนิด พบวา มีการเปลี่ยนแปลงในสวนคาสีแดง (a ) เพียงเล็กนอยเทานั้น. 
 รูปที่ 21 และ 22 แสดงผลของสภาวะความเปนกรดเบสแปรปจจัย 3   ระดับ (pH 3, pH 5 
และ  pH  7)     ตอคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากผักหวานบานดวยเอทานอล         
50% และสารสกัดจากผักเชียงดาดวยน้ํา ตามลําดับ. 
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รูปท่ี 21.  ผลของ pH ตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด   50 % เอทานอผักหวานบาน 
                  (SAE-E50). 
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รูปท่ี 22.  ผลของ pH ตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ําผักเชียงดา  (CD). 
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จากผลการทดลองกรณีสารสกัดผักหวานบานดวยเอทานอล  50% พบวา  pH  ระดับตางๆ 
ไมมีผลตอคา antioxidant  capacity  อยางมีนัยสําคัญ. แตสําหรับสารสกัดน้ําผักเชยีงดาพบวาชวง 
pH 3 ที่เปนสภาวะกรดสูงจะทําใหคา antioxidant capacity มีระดบัสูงสุดและคา antioxidant  
capacity จะลดลงในลักษณะเปนปฏิภาคผกผันกับคา  pH  ที่เพิ่มขึ้น  เชนจาก  pH 5  เปน pH 7 ที่
แสดงคา antioxidant  capacity ต่ํากวาที ่pH 5 ประมาณ 30-40 % (รูปที่ 22). 
 

 5.6.1.3  ศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการฆาเชื้อแบบพาสเจอไรสสําหรับ
กระบวนการแปรรูปอาหารตอคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ําผักหวานบาน  ,              
สารสกัด 50 % เอทานอลผักหวานบาน และสารสกัดน้ําผักเชียงดา    

   ตารางที่ 21  แสดงผลอุณหภูมิตอคุณสมบัติของสารสกัดผักพื้นบานทั้ง 3 วิธี. 
 

ตารางที่ 21.   ผลของอุณหภมิูตอคุณสมบตัิของสารสกัดผักพื้นบาน 
 

คาสี ชนิดสารสกัด อุณหภูมิ / เวลา 
Oซ./นาที 

pH TSS (OBrix) 
L a b 

สารสกัดน้ํา
ผักหวานบาน 

25/15  
65/15  
70/15  
75/15  
80/1  
85/1  
90/1  

7.03ns 

7.07ns 
7.05ns 
7.04ns 

7.05ns 

7.03ns 

7.06ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

62.94ns 

62.57ns 

62.55ns 

62.85ns 

62.61ns 

62.64ns 

62.55ns 

1.06ns 

0.86ns 

0.95ns 

1.11ns 

0.46ns 

0.82ns 

0.72ns 

4.49ns 

5.47ns 

5.74ns 

4.91ns 

6.32ns 

5.15ns 

5.32ns 

สารสกัด 50% 
 เอทานอลผักหวานบาน 

25/15  
65/15  
70/15  
75/15  
80/1  
85/1  
90/1  

6.37a 

6.51b 
6.65b 
6.66b 

6.56ab 

6.64b 

6.61ab 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

64.40ns 

64.17ns 

64.32ns 

64.14ns 

63.97ns 

64.23ns 

64.12ns 

2.05a 

2.02a 

1.96ab 

1.83ab 

1.77b 

1.86ab 

1.84ab 

3.76ns 

4.34ns 

3.84ns 

3.74ns 

4.07ns 

3.67ns 

3.63ns 

สารสกัดน้ําผักเชียงดา 25/15  
65/15  
70/15  
75/15 
80/1  
85/1  
90/1  

6.93c 

7.09a 

7.12a 

7.10a 

7.02b 

7.01b 

7.00b 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

0ns 

60.50a 

62.65b 

62.58b 

62.57b 

62.46b 

62.49b 

62.45b 

-3.93a 

-2.88b 

-2.80b 

-2.69b 

-3.30ab 

-3.30ab 

-3.34ab 

14.63a 

12.37b 

12.12b 

12.05b 

13.12b 

13.06b 

13.14b 

หมายเหตุ  : 1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                    2) คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
                        ทางสถิติ  (P ≤ 0.05). 
                   3 ) ns คือ ไมมีความแตกตาง   (P ≤ 0.05). 
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Antioxidant capacity of water phase
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จากตารางแสดงผลคุณสมบัติดานกายภาพและเคมี  พบวา อุณหภูมิในการฆาเชื้อ                    
พาสเจอไรสแบบ  HTST  (80-90 Oซ., 1-2  นาที)  และแบบ  LTLT (65-75 Oซ., 15 นาที) มีผลทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงคา TSS (OBrix) , pH และคาสี (L , a, b)  ของสารสกัดผักพื้นบานทั้ง 3   ชนิด 
เพียงเล็กนอยเทานั้น. รูปที่ 23 และ 24 แสดงผลของอุณหภูมิตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด
ผักหวานและผักเชียงดา. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 23.   ผลของอุณหภูมิตอฤทธิ์ตานอนมูุลอิสระของสารสกัดผักหวานดวย 50 % เอทานอล. 

 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
            

รูปท่ี 24.  ผลของอุณหภูมิตอฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ําผักเชยีงดา. 
 

 จากผลการทดลองพบวา สารสกัด 50%  เอทานอลผักหวานบานนั้น การใหความรอนเพื่อ             
ฆาเชื้อแบบ  HTST  (80-90 Oซ., 1-2  นาที)  และการใหความรอนแบบ  LTLT (65-75 Oซ., 15 นาที) 
ใหผลไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  โดยคา antioxidant  capacity   จะลดลงจากสภาวะเริ่มตนที่
ไมไดผานความรอนเพียงเล็กนอย ประมาณ  10-20%.  สําหรับกรณีสารสกัดน้ําผักเชียงดา พบวา 
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การฆาเชื้อแบบ  LTLT (65-75 Oซ., 15 นาที)    มีผลทําใหคา antioxidant  capacity  ลดลงมากกวา 
การฆาเชื้อแบบ  HTST  (80-90 Oซ., 1-2  นาที) อยางมีนัยสําคัญ.  โดยพบวา การฆาเชื้อแบบ  HTST   
ทําใหคา antioxidant  capacity    ลดลงประมาณ 20-30 %,  สวนการฆาเชื้อแบบ  LTLT   มีผลลดลง
มากถึงกวา  50 %  เมื่อเทียบกับสภาวะเริ่มตนที่ไมไดผานความรอน. 
 

5.6.2  วิจัยและพัฒนาสตูรและกระบวนการผลิตเครื่องดืม่เสริมสุขภาพดวยสารตานอนุมูลอิสระ 
   5.6.2.1   พัฒนาสูตรและกระบวนการผลิตผลิตภัณฑชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 

 1. เคร่ืองดื่มชาผกัหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 
 สวนประกอบ   
 1.   ชาผักหวานบานแหง    

2.   น้ําผ้ึง       
3.  น้ําตาลทรายขาว 
4.   กรดซิตริก 
5.   ผงมะนาว 
6.   น้ําสะอาด    
7.   สารสกัดผักหวานบาน  
 

 กรรมวิธีการผลิต 
1. ตมน้ําสะอาดใหเดือด (อุณหภมูิ 90-100 Oซ.) เติมใบชาแหงลงไป ตมใบชา 

นาน 3-5 นาที. 
2. จากนั้นกรองแยกกากใบชาออก เติมน้ําผ้ึง,  น้ําตาลทราย   ,กรดซิตริก,  ผง

มะนาว และสารสกัด 50%  เอทานอลผักหวานบาน ผสมใหละลายเขากัน,  ตั้งไฟใหความรอน              
80-90Oซ.  นาน 1-2 นาที. 

3. กรองแยกเศษตะกอนตางๆ  อีกครั้ง  เพื่อใหไดน้ําชาที่ใส,  บรรจุน้ําชาที่
ได  (ขณะรอน) ลงในภาชนะบรรจุขวดพลาสติก     PE  (สะอาดและแหง) ที่เตรียมไว, ปดฝาขวดให
สนิท,  จากนั้น ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหองและเก็บในตูเย็น. 

 
 2.   การปรับสูตรเครื่องดื่มชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 
  ไดทําการปรับสูตรเครื่องดื่มชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม และทําการ
ทดสอบทางประสาทสัมผัสกับผูบริโภค ดงัแสดงในตารางที่ 22 และ 23. 
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ตารางที่ 22.  สวนประกอบของเครื่องดื่มชาผักหวานบานภายหลงัการปรับสูตร 
 

สวนประกอบ (รอยละ) สูตรที่ 
ชาแหง น้ําผ้ึง น้ําตาล กรดซิตริก ผงมะนาว น้ําสะอาด สารสกัด 

1 1-3  2-5 5-8 0.1-0.5 0.1-0.5 90. 0.05-0.1 
2 1-3 2-5 3-5 - - 90 0.05-0.1 
3 1-3 2-5 5-8 0.2-0.5 - 90  0.05-0.1 

 
ทําการทดสอบทางประสาทสัมผัสกับผูบริโภคจํานวน 50  ตัวอยาง 
วิธีการทดสอบ : การใหคะแนนความชอบแบบ Hedonic scale 9 

 1  = ไมชอบมากที่สุด 2    =  ไมชอบมาก    3 =  ไมชอบปานกลาง 
             4  =  ไมชอบเล็กนอย 5    =  เฉย ๆ                         6 =  ชอบเล็กนอย 
             7  =  ชอบปานกลาง 8    =  ชอบมาก                    9 =  ชอบมากที่สุด 
 

ตารางที่ 23.   ผลการทดสอบการยอมรับทางประสาทสมัผัสชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดืม่ 
 

คะแนนความชอบดานตางๆ สูตรที่ 
ลักษณะปรากฏ สี กล่ิน รสชาติ ความชอบรวม 

1 
2 
3 
 

6.40b 

7.10a 

6.47ab 

6.83 ns 

7.10ns 

6.67ns 

6.47ns 

6.30ns 

6.00ns 

6.23ns 

6.70ห 

6.17ns 

6.43ab 

6.83a 

6.10b 

หมายเหตุ  :  1) คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                     2) คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
                         ทางสถิติ  (P ≤ 0.05). 
                    3 ) ns คือ ไมมีความแตกตาง  (P ≤ 0.05). 

 
จากผลการทดลองขางตน พบวา สูตรที่ 1 (น้ําตาล 5-8%, น้ําผ้ึง 2-5%, กรดซิตริก 0.1-0.5%, 

ผงมะนาว 0.1-0.5%, และสารสกัด 0.1-0.5%, และสูตรที่ 2 น้ําตาล 3-5%, น้ําผ้ึง 2-5%                         
และสารสกัด 0.1-0.5%) ไดรับคะแนนความชอบรวมสูงสุด อยูในระดับคะแนนที่ชอบเล็กนอยถึง         
ปานกลาง.  ดงันั้นจึงพจิารณาเลือกสูตรที่ 1 (รสน้ําผ้ึงมะนาว)  และสูตรที่ 2 (รสธรรมชาติ) เพื่อใช
ในการทดลองตอไป.   

จากการตรวจสอบคุณสมบัติกายภาพและเคมีของชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม  
ไดแสดงผลไวในตารางที่ 24. 
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ตารางที่  24.   คุณสมบัติกายภาพและเคมีของชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 
 

คาสี สูตรที่ TSS  
(องศาบริกซ) 

pH 
L a b 

 1. รสน้ําผึ้งมะนาว 
 2. รสธรรมชาติ 

10.8 
6.0 

3.37 
5.89 

80.26 
75.94 

8.65 
9.85 

42.80 
45.05 

 

หมายเหตุ  :   คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย 
 

 จากตารางที่  24  ลักษณะของผลิตภัณฑชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม   พบวารส
น้ําผ้ึงมะนาว มีความหวานประมาณ 11   องศาบริกซ  มี pH  3.37  ใสมีสีน้ําตาลออน  และสําหรับ           
รสธรรมชาติ พบวา มีความหวานประมาณ 6  องศาบริกซ,  มี pH  5.89,  เปนของเหลวใส,                      
มีสีน้ําตาลออนเชนกัน.  ทั้ง 2 รส มีลักษณะใกลเคียงกับผลิตภัณฑชาเขียวพรอมดื่มที่มีขายทั่วไปใน
ทองตลาด. 
 

3.   แปรปจจัยชนิดของสารใหความหวาน   
 ทั้งนี้เพื่อตองการใหผลิตภัณฑมีแคลอรีต่ํา     โดยสารใหความหวานที่เลือกใช
แทนน้ําตาล คือ ซูคราโลส (sucralose )   (มีความหวานมากกวาน้ําตาลทราย 600  เทา แตมีแคลอรี
เทากับศูนย) .  
 แปรปจจัยชนิดและปริมาณสารใหความหวาน  ดังนี้ : 

• รสน้ําผ้ึงมะนาว สูตรที่ 1  สารใหความหวานคือน้ําตาลทรายขาว รอยละ 5-8.   
                                        สูตรที่ 2  สารใหความหวาน คอื ซูคราโลส  รอยละ 0.01-0.02. 

•  รสธรรมชาติ     สูตรที่ 1   สารใหความหวานคือน้ําตาลทรายขาว  รอยละ 3-5.  
                 สูตรที่ 2   สารใหความหวาน คือ ซูคราโลส  รอยละ 0.005-0.008. 
   จากการทดสอบทางประสาทสัมผัส แสดงผลไวในตารางที่ 25 และ 26. 
 

ตารางที่  25.    การยอมรับทางประสาทสัมผัสชาผักหวานบานรสน้ําผึ้งมะนาวปรับสารใหความหวาน 
 

คะแนนความชอบดานตางๆ สูตรที่ 
ลักษณะปรากฏ สี กล่ิน รสชาติ ความชอบรวม 

1 
2 

7.21ns 

7.34ns 
7.10 ns 
7.04 ns 

6.54 ns 
6.67 ns 

6.83 ns 
6.96 ns 

6.94 ns 
6.75 ns 

 
หมายเหตุ  :  1)   คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                     2)  คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง     
                          สถิติ  (P ≤ 0.05). 
                    3)   ns คือ ไมมีความแตกตาง  (P ≤ 0.05). 
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 ตารางที่  26.   การยอมรับทางประสาทสัมผัสชาผักหวานบานรสธรรมชาติ ปรับสารใหความหวาน 
 

คะแนนความชอบดานตางๆ สูตรที่ 
ลักษณะปรากฏ สี กล่ิน รสชาติ ความชอบรวม 

1 
2 

7.03ns 

6.98ns 
6.80 ns 
6.86 ns 

6.93 ns 
6.87 ns 

7.33 ns 
7.46 ns 

7.24 ns 
7.52 ns 

หมายเหตุ  :  1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                     2) คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง 
                         สถิติ  (P ≤ 0.05). 
                    3)  ns คือ ไมมีความแตกตาง  (P ≤ 0.05). 
 

 จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสที่แสดงดังตารางที่ 25  และ  26    พบวา ผลิตภัณฑ
เครื่องดื่มชาผักหวานพรอมดื่มที่ใชสารใหความหวานซูคราโลสแทนน้ําตาล ทั้ง 2    รสชาติ (รสชาติ
ธรรมชาติและรสน้ําผ้ึงมะนาว) ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ,   นั่นคือ ผูทดสอบยอมรับสาร           
ซูคราโลสไดเชนเดียวกับน้ําตาลทราย. 
 

 5.6.2.2  พัฒนาสูตรและกระบวนการผลติผลิตภณัฑชาผกัเชียงดาพาสเจอไรสพรอมดื่ม 
1. เคร่ืองดื่มชาผกัหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 

  สวนประกอบ 1.  ชาผักเชียงดาบานแหง    
2.  น้ําผ้ึง       
3.  น้ําตาลทรายขาว 
4.   กรดซิตริก 
5.   ผงมะนาว 
6.  น้ําสะอาด    
7.   สารสกัดผักเชียงดา  

 กรรมวิธีการผลิต 
 1.  ตมน้ําสะอาดใหเดือด  (อุณหภูมิ 90-100Oซ.)  เติมใบชาแหงลงไป ตมใบชา
นาน 3-5  นาที.   
 2.  จากนั้นกรองแยกกากใบชาออก เติมน้ําผ้ึง,  น้ําตาลทราย,  กรดซิตริก,           
ผงมะนาว  และสารสกัดน้ําผักเชียงดา,      ผสมใหละลายเขากัน,  ตั้งไฟใหความรอน 80-90Oซ. นาน
1-2 นาที.  
 3.  กรองแยกเศษตะกอนตางๆ อีกครั้ง  เพื่อใหไดน้ําชาทีใ่ส,  บรรจุน้ําชาที่ได
(ขณะรอน) ลงในภาชนะบรรจุขวดพลาสตกิ   PE  (สะอาดและแหง)  ทีเ่ตรียมไว, ปดฝาขวดใหสนทิ,  
จากนั้น ทิ้งใหเย็นที่อุณหภมูหิองและเก็บในตูเยน็. 
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 2.  การปรับสตูรเครื่องดื่มชาผักเชียงดาพาสเจอไรสพรอมดื่ม 
 

สวนประกอบ  (%) สูตรที่ 
ชาแหง น้ําผ้ึง น้ําตาล กรดซิตริก ผงมะนาว น้ําสะอาด สารสกัด 

1 1-3  2-5 5-8 0.1-0.5 0.1-0.5 90. 0.05-0.1 
2 1-3 2-5 3-5 - - 90 0.05-0.1 
3 1-3 2-5 5-8 0.2-0.5 - 90  0.05-0.1 

 
ทําการทดสอบทางประสาทสัมผัสกับผูบริโภคจํานวน 50  ตัวอยาง. 
วิธีการทดสอบ :  การใหคะแนนความชอบแบบ Hedonic scale 9 
  1  = ไมชอบมากที่สุด 2  =  ไมชอบมาก  3  =  ไมชอบปานกลาง 
  4  =  ไมชอบเล็กนอย 5  =  เฉยๆ                   6  =  ชอบเล็กนอย 
  7  =  ชอบปานกลาง 8  =  ชอบมาก  9  =  ชอบมากที่สุด 
 
ตารางที่ 27.  ผลการทดสอบการยอมรับทางประสาทสมัผัสชาผักเชียงดาพาสเจอไรสพรอมดื่ม 
 

คะแนนความชอบดานตางๆ สูตรที่ 
ลักษณะปรากฏ สี กล่ิน รสชาติ ความชอบรวม 

1 
2 
3 
 

6.63ns 

6.70ns 

6.53ns 

6.80 ns 
6.76 ns 
6.67 ns 

6.00 ns 
6.10 ns 
5.83 ns 

6.57a 

6.53ฟ 

6.00b 

6.53a 

6.26ab 

6.12b 

หมายเหตุ  :  1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                     2) คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง 
                         สถิติ  (P ≤ 0.05). 
                    3)  ns คือ ไมมีความแตกตาง  (P ≤ 0.05). 

 
จากผลการทดลองดังตารางที่ 27.   พบวา สูตรที่ 1 (น้ําตาล 5-8% , น้ําผ้ึง 2-5%, กรดซิตริก 

0.1-0.5%, ผงมะนาว 0.1-0.5% และสารสกัด  0.1-0.5%)  และสูตรที่ 2 (น้ําตาล 3-5%, น้ําผ้ึง 2-5% 
และสารสกัด 0.05-0.1 %) ไดรับคะแนนความชอบรวมสูงสุด อยูในระดับคะแนนที่ชอบเล็กนอยถึง          
ปานกลาง.  ดังนั้นจึงพิจารณาเลือกสูตรที่ 1 (รสน้ําผ้ึงมะนาว)    และสูตรที่ 2 (รสธรรมชาติ)  เพื่อใช
ในการทดลองตอไป.  
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ตารางที่ 28.    คุณสมบัติกายภาพและเคมีของชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 
 

คาสี สูตรที่ TSS 
(องศาบริกซ) 

pH 
L a b 

1. รสน้ําผึ้งมะนาว 
 
 2. รสธรรมชาติ 

11.0 
 

6.5 

3.16 
 

5.89 

77.35 
 

80.20 
 

11.20 
 

13.78 

42.81 
 

55.10 

 
หมายเหตุ  :   คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย 
 
 ตารางที่ 28  แสดงลักษณะของผลิตภัณฑชาผักเชียงดาพาสเจอไรสพรอมดื่ม พบวา                    
รสน้ําผ้ึงมะนาว มีความหวานประมาณ 11   องศาบริกซ,  pH  3.16,  ใส มีสีน้ําตาลออน.  สําหรับ          
รสธรรมชาติ พบวา มีความหวาน 6.5   องศาบริกซ,  pH  5.89,  ใส มีสีน้ําตาลออนเชนกัน, ซ่ึงมี
ลักษณะใกลเคียงกับผลิตภัณฑชาเขียวพรอมดื่มที่มีขายทั่วไปในทองตลาด. 
 

 3.   แปรปจจัยชนิดของสารใหความหวาน   
 ทั้งนี้เพื่อตองการใหผลิตภัณฑมีแคลอรีต่ํา     โดยสารใหความหวานที่เลือกใช
แทนน้ําตาล คือ ซูคราโลส    ) มีความหวานมากกวาน้ําตาลทราย 600     เทา  แตมีแคลอรีเทากับศูนย) 
แปรปจจัยชนิดและปริมาณสารใหความหวาน  ดังนี้ : 

• รสน้ําผึง้มะนาว    
 สูตรที่ 1    สารใหความหวาน คือ น้ําตาลทรายขาว  รอยละ 5-8. 
 สูตรที่ 2    สารใหความหวาน คือ ซูคราโลส   รอยละ 0.01-0.02.  

• รสธรรมชาติ         
 สูตรที่ 1    สารใหความหวาน คือ น้ําตาลทรายขาว   รอยละ 3-5. 
 สูตรที่ 2    สารใหความหวาน คือ ซูคราโลส   รอยละ 0.005-0.008.  
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ตารางที่ 29.   ผลการทดสอบการยอมรับทางประสาทสัมผัสชาผักเชียงดารสน้ําผึ้งมะนาวพรอมดื่ม  
                     (ปรับสารใหความหวาน) 
 

คะแนนความชอบดานตางๆ สูตรที่ 
ลักษณะปรากฏ สี กล่ิน รสชาติ ความชอบรวม 

1 
2 

6.23ns 

6.33 ns 
6.13 ns 
6.43 ns 

6.05a 

5.67b 
5.91b 

6.43a 
6.15 ns 
6.62 ns 

หมายเหตุ  : 1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                    2)  คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง        
                         สถิติ (P ≤ 0.05). 
                    3)  ns คือ ไมมีความแตกตาง (P ≤ 0.05). 
 
ตารางที่ 30.   ผลการทดสอบการยอมรับทางประสาทสัมผัสชาผักเชียงดารสธรรมชาติพรอมดื่ม  
                     (ปรับสารใหความหวาน) 
 

คะแนนความชอบดานตางๆ สูตรที่ 
ลักษณะปรากฏ สี กล่ิน รสชาติ ความชอบรวม 

1 
2 
 

6.42ns 

6.05ns 
6.57 ns 
6.52 ns 

5.95 ns 
5.95 ns 

5.95ns 
5.81 ns 

6.00 ns 
6.20 ns 

หมายเหตุ  : 1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                    2)  คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
                         ทางสถิติ  (P ≤ 0.05). 
                   3 )  ns  คือ ไมมีความแตกตาง (P ≤ 0.05). 
  

จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสที่แสดงดังตารางที่ 29     และตารางที่ 30  พบวา 
ผลิตภัณฑชาผักเชียงดาพรอมดื่มที่ใชสารใหความหวานซูคราโลสแทนน้ําตาล ทั้ง 2   รสชาติ  
(รสชาติธรรมชาติและรสน้ําผ้ึงมะนาว)  ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ,     นั่นคือผูทดสอบ
ยอมรับสารซูคราโลสไดเชนเดียวกับน้ําตาลทราย. 

  
5.6.2.3  การตรวจฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของตนแบบผลิตภัณฑชาพรอมดื่ม 

  จากตัวอยางตนแบบผลิตภณัฑชาพรอมดืม่ ไดนํามาตรวจควบคุมคณุภาพ (quality 
control) โดยทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในผลิตภณัฑ โดยใชเครื่อง Photochem ®  ดวยวิธี 
Chemiluminesence assay, พบวา ในระบบที่เปน lipid phase (สําหรับสารกลุมที่ไมละลายน้ํา            



 82

0

2

4
6

8

10

12

14
16

tr
ol

ox
 e
qv

. (
nm

ol
)

WT CT

Antioxidant capacity of lipid phase in tea 
samples

1%

2%

3%

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

4

Vi
t.C

 e
qv

. (
nm

ol
)

WT CT

Antioxidant capacity of  water phase in tea sample

1%
2%
3%

เทียบกับสารมาตรฐานคือ Trolox) พบวา ชาผักหวานบาน มีฤทธิ์สูงกวาชาผักเชยีงดา ในทกุระดับ
ความเขมขน คือ 1%, 2% และ 3%. แตในระบบที่เปน water phase (สําหรับสารกลุมที่ละลายน้ํา  
เทียบกับสารมาตรฐานคือ Vitamin C) พบวา ชาผักหวานบานมีฤทธิ์ใกลเคียงกับชาผักเชียงดา ทั้งใน 
3 ระดับความเขมขน (1%, 2% และ 3%) แสดงวา สารออกฤทธิ์สวนหนึ่งของผักหวานบานอยูใน
กลุม  lipid soluble ในขณะทีส่ารออกฤทธิ์หลักของผักเชยีงดาอยูในกลุมของ water soluble. 
  

จากรูปที่ 25.        พบวา ชาผักหวาน (WT)  มีฤทธิ์สูงกวาชาผักเชียงดา (CT) ทั้งในตัวอยางชา
ที่ 1%, 2% และ 3%  แสดงวา สารออกฤทธิ์สวนหนึ่งของผักหวานบานอยูในกลุม lipid soluble 
compounds    และรูปที่ 26        พบวา ชาผักหวาน (WT) มีฤทธิ์ใกลเคียงกับชาผักเชียงดา (CT) ทั้งใน
ตัวอยางชาที่ 1%, 2% และ 3%    เปนการยืนยันผลวา สารออกฤทธิ์หลักของทั้งผักเชียงดาและ
ผักหวานบานอยูในกลุมของที่ละลายน้ําได (แตสูตรชาที่เตรียมมีผลตอการเพิ่มฤทธ์ิของ
ผักหวานบานอยางมาก). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 25.    การทดสอบคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระ ใน lipid phase. 
 
 
 
 
  
 
 
                   
                    

                    รูปท่ี 26.   การทดสอบคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระ ใน water phase. 
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5.6.2.4  ศึกษาอายุการเก็บของผลติภณัฑเบื้องตน 
 1.   อายุการเก็บเคร่ืองดื่มชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม   

 จากผลการศึกษาอายุการเก็บเครื่องดื่มชาผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 
แบบบรรจุขวดพลาสติก (PE) ขนาด 80   ลบ.ซม.  จํานวน 2     รสชาติ ไดแก รสธรรมชาติและ              
รสน้ําผ้ึงมะนาว,    พบวา เครื่องดื่มชาผักหวานบานรสธรรมชาติเก็บไดนาน  6   สัปดาห    และรส
น้ําผ้ึงมะนาวเก็บไดนาน 8    สัปดาหที่อุณหภูมิ 5Oซ. และอุณหภูมิหอง   25 Oซ.    ในระยะเวลาการ
เก็บดังกลาว ลักษณะทางกายภาพไมเปลี่ยนแปลงมากนัก คาที่เปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญ คือ                
ความเปนกรด (acidity).  นั่นคือเมื่อเกิดการเสื่อมเสีย ระดับปริมาณจุลินทรียสูงมากกวามาตรฐาน
กําหนด,   คาความเปนกรดจะลดต่ําลงมาก.   สําหรับการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ พบวา ตลอด
อายุการเก็บดังกลาว  สารตานอนุมูลอิสระยังคงออกฤทธิ์ไดดี และมีปริมาณเพิ่มขึ้นมากกวาชวง
สัปดาหแรกของการเก็บอยางมีนัยสําคัญ.   ทั้งนี้อาจเนื่องจากเมื่อเก็บนานขึ้น สารสกัดผักหวานบาน
ที่เติมเกิดการละลายมากยิ่งขึ้น ทําใหออกฤทธิ์ไดดีขึ้นนั่นเอง ผลดังสรุปในตาราง 31 และ ตาราง 32. 

 
 2.   ศึกษาอายุการเก็บเคร่ืองดื่มชาผักเชียงดาพาสเจอไรสพรอมดื่ม 

 สําหรับเครื่องดื่มชาผักเชียงดาจากผลการทดลอง พบวา รสธรรมชาติเก็บได
นาน  4    สัปดาห    ที่อุณหภูมิหอง สวนชารสน้ําผ้ึงมะนาวเก็บไดนาน 6   สัปดาหที่อุณหภูมิ  5Oซ.  
และที่อุณหภูมิหอง   25Oซ. ในระยะเวลาการเก็บดังกลาว  ลักษณะทางกายภาพไมเปลี่ยนแปลง              
มากนัก.  คาที่เปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญ คือ ความเปนกรด นั่นคือ เมื่อเกิดการเสื่อมเสีย ,ระดับ
ปริมาณจุลินทรียสูงมากกวามาตรฐานกําหนด,   คาความเปนกรดจะลดต่ําลงมาก.   สําหรับการ
ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ พบวา ตลอดอายุการเก็บดังกลาวขางตน  สารตานอนุมูลอิสระยังคง
ออกฤทธิ์ไดดี และมีปริมาณเพิ่มขึ้นมากกวาชวงสัปดาหแรกของการเก็บอยางมีนัยสําคัญ.   ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากเมื่อเก็บนานขึ้น สารสกัดผักเชียงดาที่เติมเกิดการละลายมากยิ่งขึ้น ทําใหออกฤทธ์ิไดดีขึ้น
เชนเดียวกัน  ผลดังสรุปในตารางที่ 33 -34.   
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ตารางที่ 31.   คุณสมบัตชิาผกัหวานบานรสธรรมชาติพาสเจอไรสพรอมดื่ม ในระหวางเก็บรักษา 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
หมายเหตุ   :  1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 

                                             2) คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ  (P ≤ 0.05). 
                                            3)  ns คือ ไมมีความแตกตาง (P ≤ 0.05).  

 
 

Week อุณหภูมิ 
(Oซ.) 

TSS pH L a b % Acidity Anti activity 
(vit C equ.: u mole) 

TPC 
(PCA) 

5  1.87 5.80 51.89 +2.19 +22.90 0.032 215.14 3.0 * 101 0 
25   1.87 5.80 51.89 +2.19 +22.90 0.032 215.14 3.0 * 101 
5  1.80 6.10 48.86 +3.14 +23.44 0.032 - 0 2 

25   1.70 5.64 49.09 +2.82 +23.74 0.032 - 0 
5  2.10 5.77 52.32 +1.82 +21.25 0.032 - 0 4 

25   2.00 5.46 52.63 +1.31 +21.69 0.032 - 9.0 * 104 

5  2.10 6.10 51.34 +2.28 +21.17 0.032 - 0 6 
25   1.90 5.45 52.65 +1.19 +22.04 0.032 - 4.0 * 106 

5  2.00 6.13 50.86 +2.36 +21.47 0.006 513.85 1.0 * 105 8 
25   - - - - - - 508.79  
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 ตารางที่ 32.   คุณสมบัติชาผักหวานบานรสน้ําผึ้งมะนาวพาสเจอไรสพรอมดื่มในระหวางเก็บรักษา 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ   :   1)   คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
                                         2)   คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลีย่ที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P ≤ 0.05). 
                                        3)   ns คือ ไมมีความแตกตาง (P ≤ 0.05). 
 
 

Week อุณหภูมิ 
(Oซ.) 

TSS pH L a b %Acidity Anti activity 
(vit C equ.: u mole) 

TPC 
(PCA) 

5  1.96 3.16 52.56 +1.81 +22.27 0.128 252.19 5 * 101 0 
25   1.96 3.16 52.56 +1.81 +22.27 0.128 252.19 5 * 101 
5  2.00 3.18 57.87 +0.38 +22.49 0.128 - 1 * 102 2 
25   1.90 3.18 56.80 +1.28 +25.01 0.128 - 0 
5  2.20 3.12 55.46 +0.71 +20.22 0.128 - 0 4 
25   2.17 3.08 53.88 +1.64 +20.56 0.128 - 0 
5  2.20 3.02 54.52 +1.02 +20.14 0.128 - 0 6 
25   2.00 3.04 54.07 +1.57 +20.97 0.128 - 0 
5  2.10 3.08 55.51 +0.79 +20.55 0.064 688.92 3.7 * 105 8 
25   2.20 3.07 56.39 -1.61 +21.90 0.096 632.24 1.09 * 106 
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 ตารางที่ 33.   คุณสมบัติชาผักเชียงดารสธรรมชาติพาสเจอไรสพรอมดื่ม ในระหวางเก็บรักษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  หมายเหตุ  : 1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 

                    2) คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05). 
                   3)  ns คือ ไมมีความแตกตาง (P ≤ 0.05). 

 
 

Week อุณหภูมิ 
( Oซ.) 

TSS pH L a b %Acidity Anti activity 
(vit C equ.: 

 u mole) 

TPC 
(PCA) 

5  1.60 6.92 44.02 +6.60 +21.25 0.032 133.53 1.0 * 101 0 
25  1.60 6.92 44.02 +6.60 +21.25 0.032 133.53 1.0 * 101 
5  2.10 6.73 47.61 +4.80 +23.53 0.032 - 0 2 
25  1.90 5.47 46.74 +4.59 +23.20 0.032 - 0 
5  2.00 6.47 46.72 +5.29 +23.42 0.032 - 1.0 * 103 4 
25  1.90 5.33 46.11 +4.75 +22.82 0.032 - 3.8 * 106 
5  2.10 6.79 46.80 +5.31 +24.92 0.032 183.38 9.6 * 105 6 
25  - - - - - - 236.85  
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 ตารางที่ 34.   คุณสมบัติชาผักเชียงดารสน้ําผึ้งมะนาวพาสเจอไรสพรอมดื่ม ในระหวางเก็บรักษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ  : 1)  คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย. 
 2)  คาที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษกํากับแสดงความแตกตางในแนวตั้งของคาเฉลี่ยที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P ≤ 0.05). 
 3)  ns คือ ไมมีความแตกตาง (P ≤ 0.05). 

 

Week อุณหภูมิ 
( Oซ.) 

TSS pH L a b %Acidity Anti activity 
(vit C equ.: u mole) 

TPC 
(PCA) 

5  1.76 3.36 41.00 +8.36 +19.23 0.128 110.79 1.6 * 101 0 
25  1.76 3.36 41.00 +8.36 +19.23 0.128 110.79 1.6 * 101 
5  2.20 3.27 46.25 +6.26 +20.86 0.128 - 0 2 
25  2.10 3.26 45.10 +6.44 +19.90 0.128 - 0 
5  2.10 3.19 45.35 +6.52 +20.97 0.128 - 1.3 * 103 4 
25  2.10 3.23 46.04 +6.56 +21.58 0.128 - 0 
5  2.20 3.27 45.58 +6.40 +21.20 0.096 181.58 6.0 * 105 6 
25  2.20 3.27 47.72 +6.61 +24.00 0.096 162.45 3.6 * 105 
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สรุปผล 
 
 จากการทดสอบสารสกัดผักพื้นบานที่สกัดได 3   ชนิด ไดแก สารสกัดน้ําผักหวานบาน,            
สารสกัด 50% เอทานอลผักหวานบาน และสารสกัดน้ําผักเชียงดา  จากผลการทดลอง พบวา                  
สารสกัด 50% เอทานอลผักหวานบาน และสารสกัดน้ําผักเชียงดา   สามารถละลายน้ําไดที่
อุณหภูมิหอง (ที่ระดับความเขมขน 0.5  –   1 %)  และที่สภาวะ pH ต่ํา (ความปนกรดสูง   (สารจะออก
ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดดียิ่งขึ้น.   สวนการพาสเจอไรสโดยการใชความรอนสูง 80-90 Oซ., 1   นาที 
จะมีผลให antioxidant activity ลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น.  
  
  ผลิตภัณฑ เครื่องดื่มเสริมสุขภาพดวยสารตานอนุมูลอิสระ  ไดแก  เครื่องดื่มสกัด
ผักหวานบานพาสเจอไรสพรอมดื่ม 2   รสชาติ  คือ  รสธรรมชาติ  (ประกอบดวย ชาแหง 1-3%, 
น้ําตาล 3-5%, น้ําผ้ึง 2-5% และสารสกัด 50% เอทานอลผักหวานบาน   0.05-0.1%),  (รสน้ําผ้ึง
มะนาว) ประกอบดวย ชาแหง 1-3%,  น้ําตาล  5-8%, น้ําผ้ึง 2-5%,  กรดซิตริก 0.1-0.5%,  ผงมะนาว 
0.1-0.5% และสารสกัดน้ําผักเชียงดา  0.05-0.1%) และเครื่องดื่มสกัดผักเชียงดาพาสเจอไรส             
พรอมดื่ม  2   รสชาติ  คือ  รสธรรมชาติ (ประกอบดวย ชาแหง 1-3%, น้ําตาล 3-5%, น้ําผ้ึง 2-5% 
และสารสกัด 0.05-0.1% รสน้ําผ้ึงมะนาว  (ประกอบดวย ชาแหง 1-3%, น้ําตาล 5-8%,  น้ําผ้ึง 2-5%, 
กรดซิตริก  0.1-0.5%, ผงมะนาว 0.1-0.5% และสารสกัด 0.05-0.1%) เชนเดียวกัน  ผลิตภัณฑมีอายุ
การเก็บประมาณ 6   สัปดาหที่อุณหภูมิหอง,   ผลิตภัณฑมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระสูง  เมื่อเทียบ
กับผลิตภัณฑลักษณะเดียวกัน (ชาพรอมดื่ม) ที่มีจําหนายในทองตลาดทั่วไป.    
 

ขอเสนอแนะ 
  
 เมื่อพิจารณาผลการศึกษาอายุการเก็บ พบวา ผลิตภัณฑเครื่องดื่มทั้ง 2   ชนิด มีอายุการเก็บ
คอนขางสั้น คือ 6-8   สัปดาหเทานั้น,  การเสื่อมเสียที่เกิดขึ้นพิจารณาไดจากเกณฑของปริมาณ
เชื้อจุ ลินทรียที่ สู งมากเกินค ามาตรฐานกํ าหนด .     ดังนั้นปจจัย สําคัญของการเสื่ อมเสีย                           
อาจเนื่องมาจากสุขาภิบาลของกระบวนการผลิต,  การปนเปอนในระหวางการผลิต และขอจํากัด
ของเครื่องมืออุปกรณที่ใชฆาเชื้อ.   ถาไดมีการทดลองผลิตในเชิงพาณิชยที่มีการฆาเชื้อและบรรจุใน
ระบบปดแลว  คาดวาผลิตภัณฑนาจะมีอายุการเก็บไดนานมากกวา 6   เดือน (24 สัปดาห)  ที่
อุณหภูมิหอง,  โดยที่สารตานอนุมูลอิสระในผลิตภัณฑยังคงออกฤทธิ์ไดดี. 
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6.  การประเมินความปลอดภัยของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มผักเชียงดา 
และผักหวานบาน 

 
6.1  การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันโดยการกิน 

6.1.1 การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันโดยการกินของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มผักเชียงดา 
6.1.1.1   วัสดุ สารเคมี  และอุปกรณ 

 1.  ตัวอยางทดสอบ คือ ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา 
สูตรธรรมชาติ (GY-F1) และ สูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F2). 

2. สัตวทดลอง : หนูขาวพันธุ  Wistar   ซ้ือจากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา จังหวัดนครปฐม, แบงสัตวทดลองเปน 2 กลุม คือกลุมควบคมุ
และกลุมทดสอบ. แตละกลุมประกอบดวยหนเูพศผูและเพศเมีย เพศละ 5 ตัว. น้ําหนกัตัวเร่ิมตนของ
หนูที่ใชในการทดสอบสําหรับหนูเพศผูอยูระหวาง 251-279 กรัม, สําหรับหนูเพศเมียอยูระหวาง  
182-220 กรัม.   

3.  อาหารสัตว บริษัทโภคภัณฑอาหารสัตว ประเทศไทย จํากัด. 
4.  น้ําดื่มเปนน้ํากรอง. 
5.  น้ํากลั่น. 
6.  เครื่องชั่ง OHAUS รุน E 02140, สวิตเซอรแลนด. 
7.  กรรไกรผาตัด, สําลี, แอลกอฮอล. 
8.  กระบอกฉีดยาขนาด 1-5 มิลลิลิตร.  
9.  หลอดเหล็กกลาไมเปนสนิม (stomach tube) สําหรับปอนอาหารสัตวทดลอง. 

 
6.1.2  วิธีการ 

 ดําเนินการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันทางปาก ตามวิธีการทดสอบความเปนพิษ
เฉียบพลันทางปาก : Acute Oral Toxicity – Fixed Dose Method (Limit test); วิธีทดสอบหมายเลข 
420 ของ OECD Guidelines for Testing of Chemicals (2001).  กอนทําการทดสอบนําหนูมาเลี้ยงใน
หองปฏิบัติการ นาน 1 สัปดาห เพื่อใหหนูปรับตัวคุนเคยกับสิ่งแวดลอมในหองปฏิบัติการ ซ่ึงมี
อุณหภูมิอยูในชวง 24 ± 1 องศาเซลเซียส.  จัดกลุมหนูโดยใชวิธีการสุมตัวอยางแบบงาย  เปนกลุม
ควบคุมและกลุมทดลอง (กรอกตัวอยางทดสอบ) และทําสัญลักษณประจําตัวโดยการแตมเบอรที่
หาง, งดใหอาหารหนู 16 ช่ัวโมงขามคืนกอนปอนตัวอยางทดสอบ, แตใหน้ําดื่มตามปกติ.  
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หนูในกลุมทดลองไดรับการปอนผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา 
สูตรธรรมชาติ (GY-F1) และ สูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F2)  ขนาด 15,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม น้ําหนัก
ตัว (มก./กก.).  สวนหนูในกลุมควบคุมไดรับการกรอกน้ํากลั่น ในปริมาตรเทียบเทากับปริมาตรของ
ตัวอยางทดสอบที่กรอกใหกับหนูในกลุมทดลอง.  ภายหลังปอนตัวอยางทดสอบและน้ํากลั่น งดให
อาหารหนูแกหนูทั้งสองกลุมนาน 4 ช่ัวโมงเพื่อใหเกิดการดูดซึมของสารทดสอบ (ผลิตภัณฑ GY-
F1 และ GY-F2) ที่ปอนเขาสูทางเดินอาหารหนูทดลอง.  เมื่อครบเวลาใหอาหารและน้ําดื่มตามปกติ 
สังเกตและบันทึกอาการผิดปกติของหนูหลังปอนตัวอยางทดสอบที่เวลา 1/2, 1 และ 3 ช่ัวโมง. 
จากนั้น สังเกตอยางนอยวันละครั้งทุกวันติดตอกันเปนเวลานาน 14 วัน ช่ังน้ําหนักหนูแตละตัวใน
วันที่ 1, 8 และ 15 (วันสิ้นสุดการทดลอง).   
 
 กอนการทดสอบ หนูทุกตัวจะถูกเก็บตัวอยางเลือดจากเสนเลือดดําที่หางสําหรับตรวจทาง
ชีวเคมีเลือด (blood chemistry)  เพื่อประเมินความเปนพิษตอการทํางานของอวัยวะภายในที่สําคัญ  
คือ ความผิดปกติของตับจากการตรวจระดับของเอนไซม aspartate aminotransferase (AST or 
SGOT),      alanine aminotransferase (ALT or SGPT),  ความผิดปกติของไตจากการตรวจระดับ
ของเอนไซมcreatinine และความผิดปกติของตับออนจากการตรวจระดับของ glucose  และตรวจ
ภายหลังการกรอก ผลิตภัณฑ GY-F1 และ GY-F2 โดยทําการเก็บเลือดหนูเพื่อตรวจติดตามคา 
blood chemistry ดังกลาวเปนระยะๆ ที่เวลา 24, 48, 72 ช่ัวโมง  และครั้งสุดทายในวันที่  15 ซ่ึงเปน
ระยะเวลาสิ้นสุดการทดสอบ. 
 
   หากมีหนูที่แสดงอาการผิดปกติอยางรุนแรง  หรือหนูที่มีชีวิตรอดจนถึงวันสิ้นสุดการ
ทดลองครบ  14 วันจะถูกทําใหเสียชีวิตอยางสงบโดยการใหสูดกาซคารบอนไดออกไซด เพื่อ
ตรวจสอบดูความผิดปกติของอวัยวะภายใน (gross pathology). เปรียบเทียบน้ําหนักตัวหนูระหวาง
กลุมทดลองและกลุมควบคุม, โดยการวิเคราะหขอมูลทางสถิติดวยวิธี Student’s t-Test ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 % เพื่อดูผลของตัวอยางทดสอบตออัตราการเจริญเติบโตของหนู. 
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 6.1.1.3   ผลการทดสอบ 
 1.  ผลตอการเจริญเติบโต (การเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัว) 

 รูปที่ 27 และ 28 แสดงอัตราการเพิ่มขึ้นของน้าํหนักตวัหนูขาวเพศผูและเพศเมีย, 
ตามลําดับ. สวนคาเฉลี่ยเพิ่มขึ้นของน้ําหนกัตัวหนู แสดงในตารางที่ 35. 
 

 
 

รูปท่ี 27.   อัตราการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตวัหนูขาวเพศผูในกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ 
                         ท่ีเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา สตูรธรรมชาติ (GY-F1) และ 
                         สูตรน้ําผึ้งมะนาว (GY-F2) ขนาด 15,000  มก./กก. น้ําหนักตัว. 
 

 
รูปท่ี 28.  อัตราการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัวหนูขาวเพศเมีย ในกลุมควบคุมและกลุมทดสอบที่ 

                      เคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา  สูตรธรรมชาติ  (GY-F1)  และ 
                      สูตรน้ําผึ้งมะนาว (GY-F2) ขนาด 15,000 มก./กก. น้ําหนักตัว. 
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ตารางที่  35.  คาเฉล่ียการเพิม่ขึ้นของน้ําหนักตัวหนูในกลุมกลุมควบคุมและกลุมท่ีไดรับการกรอก 
                      ผลิตภณัฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา สูตรธรรมชาติ (GY-F1)  
                      และสูตรน้ําผึง้มะนาว (GY-F2) 
 

*คาเฉลี่ยของน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้น (กรัม) เพศ ตัวอยางทดสอบ / ขนาด 
วันที่ 8 วันที่ 15 

น้ํากลั่นปริมาตรเทียบเทาในกลุมทดลอง 46.20 ± 4.57 63.00 ± 5.95 

ผลิตภัณฑ “GY-F1” 15,000 มก./กก. 53.60 ± 3.04 77.60 ± 3.90 ผู 

ผลิตภัณฑ “GY-F2” 15,000 มก./กก. 60.00 ± 2.78 81.00 ± 3.53 

น้ํากลั่นปริมาตรเทียบเทาในกลุมทดลอง 24.60 ± 0.75 41.00 ± 1.38 

ผลิตภัณฑ “GY-F1” 15,000 มก./กก. 29.40 ± 2.90 46.80 ± 2.87 เมีย 

ผลิตภัณฑ “GY-F2” 15,000 มก./กก. 27.00 ± 2.30 37.80 ± 2.39 
 
*น้ําหนักหนูที่เพิ่มขึ้น Mean ± SEM 

 
 2.   ผลตอคาพารามิเตอรทางชีวเคมีของเลือด (blood chemistry) 

   การตรวจทางชีวเคมีของเลือดทําใหทราบความผิดปกติของอวัยวะตางๆ ได 
ภายหลังจากปอนผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา สูตรธรรมชาติ (GY-F1) 
และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F2) ที่ขนาด 15,000 มก./กก. และทําการตรวจวัดคาชีวเคมีตางๆ ของ
เลือดระหวางการทดสอบทั้งหมด 5 คร้ัง ดังนี้ กอนวันปอนตัวอยางทดสอบ, วันที่ 1, 2, 3 และ 15 
หลังปอนตัวอยางทดสอบ.  ผลการตรวจวัดคาชีวเคมีของเลือดในหนูขาวเพศผูและเพศเมียทุกกลุม 
แสดงในตารางที่ 36, 37, และ 38. 
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ตารางที่ 36.  ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมท่ีไดรับการกรอกน้ํากลั่น 
 

วันที่เจาะเลือด เพศ GOT GPT Creatinine Glucose 
ผู 87.02 ± 8.11 24.54 ± 1.47 0.5 ± 0.00 152.8 ± 2.01  กอนปอน

ตัวอยาง เมีย 81.56 ± 3.18 21.46 ± 1.91 0.5 ± 0.00 143.4 ± 3.21 
ผู 80.26 ± 2.85 *19.04 ± 1.32 0.5 ± 0.00 147.2 ± 3.51 1 
เมีย 77.12 ± 4.89 18.04 ± 2.17 0.5 ± 0.00 138.6 ± 9.21 
ผู 73.02 ± 2.36 *19.08 ± 0.93 0.5 ± 0.00 *140 ± 3.07 2 
เมีย 68.12 ± 9.38 *13.40 ± 1.47 0.5 ± 0.00 141.8 ± 7.61 
ผู 87.36 ± 3.31 21.28 ± 1.26 0.5 ± 0.00 159 ± 3.96 3 
เมีย 80.54 ± 4.87 21.00 ± 0.88 0.5 ± 0.00 142.8 ± 3.43 
ผู 62.46 ± 13.78 *18.98 ± 2.12 0.5 ± 0.00 *138.2 ± 5.50 15 
เมีย 83.58 ± 4.01 20.82 ± 3.14 0.5 ± 0.00 136.4 ± 6.69 

* แตกตางจาก Before (กอนปอนตัวอยางทดสอบ) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%. 
 
 
ตารางที่ 37. ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมท่ีไดรับการกรอกผลิตภัณฑ  
                    เคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา สูตรธรรมชาติ (GY-F1) ขนาด 15,000 มก./กก. 
 
วันที่เจาะเลือด เพศ GOT GPT Creatinine Glucose 

ผู 97.94 ± 8.12 22.24 ± 1.84 0.5 ± 0.00 146.6 ± 7.33 กอนปอน
ตัวอยาง เมีย 104.04 ± 3.97 23.96 ± 1.70 0.5 ± 0.00 141.8 ± 4.18 

ผู *75.16 ± 6.59 22.30 ± 2.28 0.5 ± 0.00 146.8 ± 6.59 1 
เมีย *90.98 ± 4.14 23.20 ± 2.59 0.5 ± 0.00 134.8 ± 4.91 
ผู *70.34 ± 6.87 *15.58 ± 1.70 0.5 ± 0.00 142.6 ± 6.20 2 
เมีย *77.24 ± 5.55 *16.76 ± 1.98 0.5 ± 0.00 *128.6 ± 3.29 
ผู 86.42 ± 2.71 23.88 ± 1.53 0.5 ± 0.00 *128.4 ± 3.36 3 
เมีย 93.44 ± 7.79 23.02 ± 1.16 0.5 ± 0.00 143.6 ± 1.16 
ผู 102.72 ± 11.18 *27.24 ± 4.65 0.5 ± 0.00 141.8 ± 12.22 15 
เมีย 95.72 ± 4.76 *19.90 ± 0.76 0.5 ± 0.00 140.6 ± 3.41 

* แตกตางจาก Before (กอนปอนตัวอยางทดสอบ) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%. 
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ตารางที่ 38.  ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมท่ีไดรับการกรอกผลิตภัณฑ 
                     เคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา สูตรน้ําผึง้มะนาว (GY-F2) ขนาด  
                       15,000 มก./กก. 

 
วันที่เจาะเลือด เพศ GOT GPT Creatinine Glucose 

ผู 95.18 ± 3.83 23.98 ± 1.13 0.5 ± 0.00 141.0 ± 1.26  กอนปอนสาร เมีย 102.42 ± 13.29 21.54 ± 1.62 0.54 ± 0.04 128.0 ± 6.24 
ผู 83.02 ± 7.86 24.64 ± 1.01 0.5 ± 0.00 127.6 ± 6.16 

1 เมีย 93.04 ± 4.52 20.48 ± 1.94 0.5 ± 0.00 130.0 ± 8.70 
ผู *70.88 ± 4.80 *19.74 ± 0.96 0.5 ± 0.00 *121.6 ± 6.96 2 เมีย 77.94 ± 2.96 18.16 ± 1.06 0.5 ± 0.00 129.6 ± 2.50 
ผู 89.88 ± 12.64 28.10 ± 5.48 0.5 ± 0.00 *127.6 ± 5.54 3 เมีย 87.42 ± 4.13 26.72 ± 1.42 0.5 ± 0.00 119.8 ± 3.49 
ผู 94.74 ± 4.24 26.26 ± 1.89 0.5 ± 0.00 *122.3 ± 6.90 15 
เมีย 106.58 ± 10.14 26.92 ± 1.18 0.5 ± 0.00 *107.7 ± 3.00 

 
  * แตกตางจาก Before (กอนปอนตัวอยางทดสอบ) อยางมีนัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น 95%. 
 

  6.1.1.4  สรุปผลการทดสอบ 
• ผลิตภัณฑ เครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา  สูตร

ธรรมชาติ (GY-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F2) ขนาด 15,000 มก./กก. ไมกอใหเกิดการตาย
หรืออาการผิดปกติใดๆ แกหนูทดลอง เมื่อสังเกตผลตอเนื่อง 14 วัน. 

• ขอมูลการเจริญเติบโตของหนูทั้งเพศผูและเพศเมียทีไ่ดรับผลิตภัณฑ
เครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชยีงดา   สูตรธรรมชาติ  (GY-F1)    และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว           
(GY-F2) มีอัตราการเจริญเตบิโตเชนเดยีวกันกับหนูในกลุมควบคุม (รูปที่ 27, รูปที่ 28, และตารางที่ 35). 

• ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือด เกี่ยวกับความผิดปกติของการ
ทํางานของตับ  โดยดูจากระดับเอนไซม aspartate aminotransferase (AST หรือ SGOT),  alanine 
aminotransferase (ALT หรือ SGPT) ไมพบวามีการเปลี่ยนแปลงของระดับเอนไซมที่สูงเกินไปกวา
ในหนูปกติอยางมีนัยสําคัญ.  เมื่อติดตามผลทั้งกอนการทดสอบ  ในระหวางการทดสอบ และ
ภายหลังการทดสอบ  ครบ 14 วัน พบวาผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา 
สูตรธรรมชาติ (GY-F1) (ตารางที่ 37) และ สูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F2) (ตารางที่ 38)  ไมกอความเปน
พิษตอตับ  รวมทั้งไมพบความผิดปกติของการทํางานของไตและตับออน, โดยพิจารณาจากคาของ
ระดับของเอนไซม creatinine  และระดับน้ําตาลกลูโคส ที่ไมมีความแตกตางในทางที่สูงไปกวา
คาพารามิเตอรดังกลาวของหนูในกลุมควบคุม (ตารางที่ 35) ทั้งเพศผูและเพศเมีย. 
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• ผลการชันสูตรซาก (gross pathology) เมื่อส้ินสุดการทดสอบ ตรวจ
ไมพบความผิดปกติของอวัยวะภายในของหนูทุกตัว ทั้งในกลุมควบคุมและกลุมทดลองที่ไดรับ 
ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดาทั้ง 2 สูตร.  

• สรุปไดวา ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา                  
สูตรธรรมชาติ  (GY-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F2) มีคาเปนพิษเฉียบพลันทางการกิน                    
ที่เรียกวา lethal dose (LD50) ในหนูขาวพันธุ  Wistar มากกวา 15,000 มก./กก.  
 

 6.1.2  การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันโดยการกินของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูล
อิสระจากผักหวานบาน 

ดําเนินการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันทางปาก   ของผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตาน
อนุมูลอิสระจากผักหวานบานสูตรธรรมชาติ (SAE-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (SAE-F2) ตามวิธีการ
ทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันทางปาก : Acute Oral Toxicity – Fixed Dose Method (Limit test); 
วิธีทดสอบหมายเลข 420 ของ OECD Guidelines for Testing of Chemicals (2001)  ในลักษณะ
เดียวกันกับการทดสอบของของผลิตภํณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา ที่อธิบายไว
ในหวขอ 6.1.1.  

 
 6.1.2.1   ผลการทดสอบ 

 1.  ผลตอการเจริญเติบโต (วัดจากการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัว) 
                     รูปที่ 29 และ 30 แสดงอัตราการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัวหนูขาวเพศผูและเพศ

เมีย, ตามลําดับ.  สวนคาเฉลี่ยการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัวแสดงในตารางที่ 3 และผลการตรวจทาง
ชีวเคมีของเลือดหนูแสดงในตารางที่ 40, 41 และ 42. 
 

 
รูปท่ี 29.  อัตราการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัวหนูขาวเพศผูในกลุมควบคุมและ 

                                กลุมท่ีไดรับผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน  
                                สูตรธรรมชาติ  (SAE-F1) และสูตรน้ําผึง้มะนาว (SAE-F2). 
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รูปท่ี 30.  อัตราการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัวหนูขาวเพศเมีย ในกลุมควบคุมและกลุมท่ีไดรับ 

                 ผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน. 
 
ตารางที่ 39.  คาเฉล่ียการเพิ่มขึ้นของน้ําหนกัตัวหนูในกลุมกลุมควบคุมและกลุมท่ีไดรับการกรอก 
                     ผลิตภณัฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน สูตรธรรมชาติ (SAE-F1)  
                     และสูตรน้ําผึง้มะนาว (SAE-F2) 
 

*คาเฉลี่ยของน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้น (กรัม) 
เพศ ตัวอยางทดสอบ / ขนาด 

วันที่ 8 วันที่ 15 
น้ํากลั่นปริมาตรเทียบเทาในกลุมทดลอง 46.20 ± 4.57 63.00 ± 5.95 
ผลิตภัณฑ  “SAE -F1”15,000 มก./กก. 58.20 ± 3.10 70.00 ± 2.40 ผู 
ผลิตภัณฑ “SAE -F2” 15,000 มก./กก. 46.20 ± 0.80 64.80 ± 1.85 
น้ํากลั่นปริมาตรเทียบเทาในกลุมทดลอง 24.60 ± 0.75 41.00 ± 1.38 
ผลิตภัณฑ “SAE -F1” 15,000 มก./กก. 30.20 ± 3.85 40.80 ± 4.87 เมีย 
ผลิตภัณฑ “SAE -F2” 15,000 มก./กก. 29.20 ± 1.88 41.40 ± 1.50 

 

*น้ําหนักหนูที่เพิ่มขึ้น Mean ± SEM 
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ตารางที่ 40. ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมท่ีไดรับการกรอกน้ํากลั่น 
 
วันที่เจาะเลือด เพศ GOT GPT Creatinine Glucose 

ผู 87.02 ± 8.11 24.54 ± 1.47 0.5 ± 0.00 152.8 ± 2.01  กอนปอนสาร 
เมีย 81.56 ± 3.18 21.46 ± 1.91 0.5 ± 0.00 143.4 ± 3.21 
ผู 80.26 ± 2.85 *19.04 ± 1.32 0.5 ± 0.00 147.2 ± 3.51 1 
เมีย 77.12 ± 4.89 18.04 ± 2.17 0.5 ± 0.00 138.6 ± 9.21 
ผู 73.02 ± 2.36 *19.08 ± 0.93 0.5 ± 0.00 *140 ± 3.07 2 
เมีย 68.12 ± 9.38 *13.40 ± 1.47 0.5 ± 0.00 141.8 ± 7.61 
ผู 87.36 ± 3.31 21.28 ± 1.26 0.5 ± 0.00 159 ± 3.96 3 
เมีย 80.54 ± 4.87 21.00 ± 0.88 0.5 ± 0.00 142.8 ± 3.43 
ผู 62.46 ± 13.78 *18.98 ± 2.12 0.5 ± 0.00 *138.2 ± 5.50 15 
เมีย 83.58 ± 4.01 20.82 ± 3.14 0.5 ± 0.00 136.4 ± 6.69 

 
 
ตารางที่ 41.  ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมท่ีไดรับการกรอกผลิตภัณฑ 
                      เคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน สูตรธรรมชาติ (ASE-F1)  
                       ขนาด 15,000 มก./กก. 
 
วันที่เจาะเลือด เพศ GOT GPT Creatinine Glucose 

ผู 97.26 ± 3.00 23.66 ± 2.90 0.5 ± 0.00 121.4 ± 6.33  กอนปอนสาร 
เมีย 111.50 ± 11.66 24.62 ± 2.46 0.54 ± 0.04 121.28 ± 11.21 
ผู 90.18 ± 4.06 *17.22 ± 1.14 0.5 ± 0.00 127.80 ± 2.74 1 
เมีย 98.54 ± 4.18 *18.42 ± 1.97 0.5 ± 0.00 131.2 ± 3.96 
ผู *85.24 ± 5.31 *16.44 ± 1.40 0.5 ± 0.00 123.4 ± 3.07 2 
เมีย *82.98 ± 5.54 28.18 ± 4.71 0.5 ± 0.00 152.0 ± 5.72 
ผู *84.54 ± 3.76 25.94 ± 3.45 0.52 ± 0.02 128.2 ± 2.83 3 
เมีย *84.56 ± 6.28 24.00 ± 2.70 0.5 ± 0.00 132.8 ± 1.77 
ผู 133.30 ± 20.27 34.26 ± 6.33 0.5 ± 0.00 107.22 ± 8.00 

15 
เมีย 114.00 ± 3.41 31.30 ± 3.06 0.5 ± 0.00 116.2 ± 2.85 

  
  * แตกตางจาก Before อยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางที่ 42.  ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือดหนูในกลุมควบคุมท่ีไดรับการกรอกผลิตภัณฑ 
                      เคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน สูตรธรรมชาติ (ASE-F2)  
                       ขนาด 15,000 มก./กก. 
 
วันที่เจาะเลือด เพศ GOT GPT CREA GLU 

ผู 115.32 ± 9.19 29.52 ± 1.70 0.54 ± 0.04 144.28 ± 24.96  กอนปอนสาร 
เมีย 107.86 ± 16.59 28.40 ± 2.40 0.54 ± 0.04 135.20 ± 24.64 
ผู *84.70 ± 3.28 27.22 ± 4.18 0.5 ± 0.00 140.40 ± 7.26 1 
เมีย 87.00 ± 6.57 26.26 ± 3.66 0.5 ± 0.00 140.2 ± 9.87 
ผู *88.08 ± 3.72 *20.80 ± 2.02 0.5 ± 0.00 132.2 ± 2.22 2 
เมีย 89.66 ± 6.29 *18.44 ± 1.69 0.54 ± 0.04 127.6 ± 4.90 
ผู *90.14 ± 4.75 28.16 ± 3.67 0.5 ± 0.00 128.0 ± 4.45 

3 
เมีย 98.08 ± 4.83 29.76 ± 3.19 0.5 ± 0.00 119.6 ± 3.96 
ผู 109.46 ± 5.19 *40.40 ± 1.56 0.5 ± 0.00 100.00 ± 4.53 15 
เมีย 106.82 ± 4.62 31.42 ± 4.36 0.5 ± 0.00 101.96 ± 4.75 

   
* แตกตางจาก Before  อยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
 

6.1.2.2   สรุปผลการทดสอบและวิจารณ 
• ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน สูตรธรรมชาติ 

(SAE-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (SAE -F2) ขนาด 15,000  มก./กก. ไมกอใหเกิดการตายหรืออาการ
ผิดปกติใดๆแกหนูทดลอง เมื่อสังเกตผลตอเนื่อง 14 วัน. 

• ขอมูลการเจริญเติบโตของหนูทั้งเพศผูและเพศเมียที่ไดรับผลิตภัณฑเครื่องดื่ม
สารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน สูตรธรรมชาติ (SAE-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (SAE -F2) 
มีอัตราการเจริญเติบโตเชนเดียวกันกับหนูในกลุมควบคุม (รูปที่ 29, รูปที่ 30 และ ตารางที่ 39). 

• ผลการตรวจทางชีวเคมีของเลือด เกี่ยวกับความผิดปกติของการทํางานของตับ  
โดยดูจากระดับเอนไซม aspartate aminotransferase (AST หรือ SGOT),  alanine aminotransferase 
(ALT หรือ SGPT) ไมพบวามีการเปลี่ยนแปลงของระดับเอนไซมที่สูงเกินไปกวาในหนูปกติ           
อยางมีนัยสําคัญ  เมื่อติดตามผลทั้งกอนการทดสอบ,  ในระหวางการทดสอบ และภายหลังการ
ทดสอบ ครบ 14 วัน. แสดงวาผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน สูตร
ธรรมชาติ (SAE-F1) (ตารางที่ 41)   และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (SAE -F2)  (ตารางที่ 42)  ไมกอความเปน
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พิษตอตับ,  รวมทั้งไมพบความผิดปกติของการทํางานของไตและตับออน โดยพิจารณาจากคาของ
ระดับของเอนไซม creatinine  และระดับน้ําตาลกลูโคสที่ไมมีความแตกตางในทางที่สูงไปกวา
คาพารามิเตอรดังกลาวของหนูในกลุมควบคุม (ตารางที่ 39)   ทั้งเพศผูและเพศเมีย. 

• ผลการชันสูตรซาก (gross pathology) เมื่อส้ินสุดการทดสอบ ตรวจไมพบ
ความผิดปกติของอวัยวะภายในของหนูทุกตัวทั้งในกลุมควบคุมและกลุมทดลองที่ไดรับ ผลิตภัณฑ
เครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดาทั้ง 2 สูตร.  

• สรุปไดวา ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน สูตร
ธรรมชาติ (SAE-F1) และ สูตรน้ําผ้ึงมะนาว (SAE-F2) มีคาเปนพิษเฉียบพลันทางการกิน ที่เรียกวา 
lethal dose (LD50) ในหนูขาวพันธุ Wistar มากกวา 15,000 มก./กก.  
 

6.1.3   การทดสอบความเปนพิษตอเซลล  (Cytotoxicity test) ของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตาน
อนุมูลอิสระจากผักเชียงดาและผักหวานบานดวยวิธี  MTT 
 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลวัตถุประสงค เพื่อประเมินความปลอดภัยของผลิตภัณฑ
เครื่องดื่มผักเชียงดาและผักหวานบานตอเซลลในระบบทางเดินอาหาร โดยศึกษากับเซลลตับชนิด 
HepG2 cell line ใชวิธีการทดสอบ MTT  ซ่ึงเปนการตรวจสอบการมีชีวิตและการแบงตัวของเซลล.  
พิจารณาผลทดลองจากการใชเอนไซม succinate dehydrogenase จาก mitochondria ในการยอย
สลายสาร tetrazodium salt MTT [3-(4,5) dimethylthiozol-2-yl-)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 
ที่มีสีเหลือง ไดเปนสาร formazan ซ่ึงมีสีฟา และผลจากการดูดกลืนของแสงโดยใช automatic plate 
reader  สังเกตการณเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดขึ้น.  เซลลที่มีชีวิตและเจริญเติบโตจะสามารถยอย
สลายสาร tetrazodium salt MTT ไดอยางมีประสิทธิภาพ.  ในทางตรงกันขาม เซลลที่เกิดความเปน
พิษหรือเซลลที่ตายจะไมสามารถยอยสลายสารนี้ได   วิธีทดสอบดังกลาวประยุกตจากวิธีทดสอบ
ดั้งเดิมที่ระบุไวใน BS-EN30993-5 และ ISO10993-5. 

 
6.1.3.1   การเตรียมตัวอยางผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มผักเชียงดาและผักหวานบาน 

กอนการทดสอบความเปนพิษตอเซลล HepG2 ทําการเตรียมตัวอยางของ
ผลิตภัณฑเครื่องดื่มจากผักเชียงดา 2 ผลิตภัณฑคือ สูตรธรรมชาติ (GY-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว 
(GY-F2)  และผักหวานบาน 3 ผลิตภัณฑคือ สูตรธรรมชาติ (SAE-F1), สูตรน้ําผ้ึงมะนาว (SAE -F2) 
และ สูตรสารสกัดเขมขน  (SAE-Ex).  ตัวอยางทั้ง 5 ผลิตภัณฑเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °ซ.  และปองกัน
จากแสงตลอดระยะเวลาที่ใชในการทดสอบ. 
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 6.1.3.2   การทดสอบความเปนพิษกับเซลล HepG2 
  1.   การเตรียมตัวอยางทดสอบแบบปลอดเชื้อ 

 เตรียมตัวอยางทดสอบโดยนําผลิตภัณฑเครื่องดื่มทั้ง 5 ผลิตภัณฑที่กลาวใน
ขอ 6.13.1  คือ GY-F1, GY-F2, SAE-F1, SAE-F1 และ SAE-Ex มากรองผานกระดาษกรองขนาด 
0.2 ไมครอน.  จากนั้น ทําการเจือจางใหได 8 ระดับความเขมขน (ปริมาตรตอปริมาตร; v/v) คือ 50, 
25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78 และ 0.39% ดวยวิธี 2-fold serial dilution และทุกขั้นตอนเปน
ระบบปลอดเชื้อ. 

 2.   การเลี้ยงเซลล HepG2 เพื่อการทดสอบ 
 นําเซลล HepG2 cell line (human liver hepatocarcinoman) ATCC HB-8065 

มาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Minimal  Essential Medium (MEM). กอนใชทําการเติม fetal 
bovine serum (FBS) ใหมีความเขมขนสุดทายรอยละ 10 และเติมองคประกอบอื่นๆ ไดแก 0.1mM 
MEM non-essential amino acid, 1.0 mM sodium pyruvate, 2 mM L-glutamine และ 100 unit/ml 
penicillin and streptomycin. นําเซลลเล้ียงในภาชนะเลี้ยงเซลล (tissue culture flasks) ในตูบมเลี้ยง
เซลลชนิดที่มีกาซคารบอนไดออกไซด (5% CO2- incubator) ที่อุณหภูมิ 37 °ซ.  การปฏิบัติงานทุก
ขั้นตอนของการเลี้ยงเซลลเปนระบบปลอดเชื้อ. 

 3.   การทดสอบความเปนพิษตอเซลล HepG2 ดวยวิธี MTT  
 เล้ียงเซลล HepG2 ในถาดหลุมชนิด 96-well plate  โดยมีความเขมขนของ

เซลลที่ 5000 cells/well  นําไปบมเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ.  ใน 5% CO2- incubator นาน 48 ช่ัวโมง.  
จากนั้น นําตัวอยางสารทดสอบของผลิตภัณฑเครื่องดื่มผักเชียงดาและผักหวานบานที่ระดับความ
เขมขนตางๆ ตามที่อธิบายในขอ 1  ใสลงไปผสมกับ เซลล HepG2 ในแตละ well  และนําเซลลไป
เล้ียงตออีก 24 ช่ัวโมง.  เมื่อครบกําหนดเวลาใช  autopipette ดูดสารทดสอบออก  ใสอาหารเลี้ยง
เซลล (MEM) ลงไป และนําเซลลกลับไปเลี้ยงตออีก 24 ช่ัวโมง. 

 เตรียมสารละลาย MTT  ใน phosphate buffer saline (PBS) ที่ระดับความ
เขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และใช autopipette ดูดสารละลาย MMT ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  
ลงในแตละ well ที่มีเซลล HepG2 อยู,  ปลอยใหเกิดปฏิกิริยาโดยการนําเซลล HepG2 ไปเลี้ยงตออีก 
4 ช่ัวโมง ตามสภาวะการเลี้ยงที่อธิบายขางตน.  จากนั้น ดูด MMT และ MEM medium ออกจาก
เซลล  นําสาร formazan ที่เกิดขึ้นจากเซลลไปละลายใน dimethlysulfoxide (DMSO) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร และ Sorrensen’s glycine buffer (pH 10.5) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร. ผสมใหเขากันดี
โดยใช autopipette ดูดขึ้น-ลงในแตละ well  และดูดสารละลายทั้งหมดลงใน microplate reader 
(Molecular Devices) เพื่อวัดการดูดกลืนของแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร.  ผลที่ไดแสดงใน



 101

คาของ optical density (OD)  โดยแตละตัวอยางทดสอบจะทําการตรวจวัดคา OD จํานวน 4 wells  
เพื่อนํามาคํานวณคาเฉลี่ย (mean).  การประเมินผลขอมูลจะใชโปรแกรม SoftMax Program ที่
ออกแบบมากับเครื่อง microplate reader ซ่ึงจะสราง calibration curve จากแตละตัวอยางทดสอบที่มี 
8 ระดับความเขมขน คือ 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78 และ 0.39%  โดยแตละความเขมขน
จะเตรียมไว 4 wells  เพื่อใหเครื่องคํานวณจากคาเฉลี่ยของ OD จากแตละ well และแสดงผล
อัตโนมัติในรูปของคา IC50 (% ของจํานวนเซลลที่ตายตอจํานวนเซลลที่ใชทดสอบ)ของแตละ
ตัวอยางทดสอบ  โดยเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ เซลล HepG2 ปกติ (untreated cells). 

 เกณฑการพิจารณาผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลล HepG2 ดวยวิธี MTT   
พิจารณาไดจากคา IC50 ที่ไดจากแตละความเขมขนของแตละตัวอยางทดสอบ.  หากมีคา IC50 

มากกวารอยละ 50 ถือวาตัวอยางทดสอบนั้นไมกอใหเกิดความเปนพิษ (non-toxic) ตอเซลล,  แต
หากคา IC50 ที่ไดนอยกวาหรือเทากับรอยละ  50  พรอมตัวอยางทดสอบนั้นมีความเปนพิษตอเซลล.  

 

6.1.3.3  ผลการทดสอบ 
 

ตารางที่ 43.  คา IC50 ของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดาสูตรธรรมชาติ  
                    (GY-F1) และสูตรน้ําผึ้งมะนาว (GY-F1) ในการทดสอบความเปนพิษตอ HepG2  
                    ดวยวิธี MTT    

 

ตัวอยางทดสอบ ระดับความเขมขน 
(% v/v) 

% Cell survival non-toxic 
(mean ±SD) 

IC50  
(% v/v)  

50 102 มากกวา 50% 
25 90 มากกวา 50% 

12.5 89 มากกวา 50% 
6.25 88 มากกวา 50% 

3.125 89 มากกวา 50% 
1.56 93 มากกวา 50% 
0.78 99 มากกวา 50% 

 
ผลิตภัณฑ 

เครื่องดื่มผักเชียงดาสูตร
ธรรมชาติ 
(GY-F1) 

0.39 95 มากกวา 50% 
50 102 มากกวา 50% 
25 103 มากกวา 50% 

12.5 104 มากกวา 50% 
6.25 105 มากกวา 50% 

3.125 106 มากกวา 50% 
1.56 105 มากกวา 50% 
0.78 105 มากกวา 50% 
0.39 105 มากกวา 50% 

 
ผลิตภัณฑ 

เครื่องดื่มผักเชียงดาสูตร
น้ําผึ้งมะนาว 

(GY-F2) 

50 96 มากกวา 50% 
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ตารางที่ 44.   คา IC50 ของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบานสูตรธรรมชาติ  
                     (SAE-F1), สูตรน้ําผึง้มะนาว (SAE-F2) และสูตรสารสกัดเขมขน (SAE-Ex) ใน 
                     การทดสอบความเปนพิษตอ HepG2 ดวยวิธี MTT    

 

ตัวอยางทดสอบ ระดับความเขมขน 
(% v/v) 

% Cell survival non-toxic 
(mean ±SD) 

IC50  
(% v/v)  

50 104 มากกวา 50% 
25 106 ” 

12.5 105 ” 
6.25 103 ” 

3.125 101 ” 
1.56 101 ” 
0.78 100 ” 

 
ผลิตภัณฑเครื่องดื่ม

ผักหวานบาน 
สูตรธรรมชาติ 

(SAE-F1) 

0.39 104 ” 
50 101 มากกวา 50% 
25 101 ” 

12.5 94 ” 
6.25 95 ” 

3.125 95 ” 
1.56 101 ” 
0.78 97 ” 

 
ผลิตภัณฑเครื่องดื่ม

ผักหวานบาน 
สูตรน้ําผึ้งมะนาว 

(SAE-F2) 

0.39 104 ” 
50 110 มากกวา 50% 
25 108 ” 

12.5 103 ” 
6.25 101 ” 

3.125 104 ” 
1.56 104 ” 
0.78 100 ” 

ผลิตภัณฑเครื่องดื่ม
ผักหวานบาน 

สูตรสารสกัดเขมขน 

(SAE-Ex) 

0.39 97 ” 
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รูปท่ี 31.   อัตรารอดชีวิต (survival) ของเซลล HepG2 ในการทดสอบความเปนพิษตอเซลล 

             ดวยวิธี MTT   ของผลติภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา 
                      สูตรธรรมชาต ิ(GY-F1) และสูตรน้ําผึ้งมะนาว (GY-F1).  
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รูปท่ี 32.  อัตรารอดชีวิต (survival) ของเซลล HepG2 ในการทดสอบความเปนพิษตอเซลลดวยวิธี 
                MTT ของผลิตภณัฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบานสตูรธรรมชาต ิ 
                (SAE-F1), สูตรน้าํผึ้งมะนาว (SAE-F1) และสูตรสารสกัดเขมขน (SAE-Ex). 
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 6.1.3.4   สรุปผลการทดสอบและวิจารณ 
 จากผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลลตับ HepG2 ดวยวิธี MTT  ของผลิตภัณฑ

เครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระ 5 ผลิตภัณฑ  คือ ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจาก              
ผักเชียงดา 2  ผลิตภัณฑ  ไดแก สูตรธรรมชาติ (GY-F1) และสูตรน้ําผ้ึงมะนาว (GY-F1) และ
ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน 3 ผลิตภัณฑ  ไดแก สูตรธรรมชาติ 
(SAE-F1), สูตรน้ําผ้ึงมะนาว (SAE-F1) และสูตรสารสกัดเขมขน (SAE-Ex) ที่ระดับความเขมขน
ของผลิตภัณฑรอยละ 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78 และ 0.39  ไมกอใหเกิดความเปนพิษ 
(non-toxic) ตอเซลลตับ HepG2.   
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           7.  การทดลองตลาดและประเมินความพึงพอใจของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่ม 
สารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดาและผกัหวานบาน 

 
 สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) ทําการสํารวจความพึง
พอใจของผูบริโภคเกี่ยวกับผลิตภัณฑ เครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดาและ
ผักหวานบานโดยทําการสํารวจดวยแบบสอบถาม ในพื้นที่เขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล กับ
ผูตอบแบบสอบถาม จํานวน 200 คน ปรากฏผลการสํารวจ ดังนี้ 
 

สวนที่ 1 : รายละเอียดของผูตอบแบบสอบถาม 
 1.   ดานเพศ 
 ผลการสํารวจในสวนที่ 1 แสดงถึงขอมูลสวนตัวของผูตอบแบบสอบถาม ซ่ึงจาก          
รูปที่ 33 พบวา ผูตอบแบบสอบถามทั้งหมดจํานวน 200 คน แบงเปนเพศชาย 88 คน คิดเปนรอยละ 
44  และเพศหญิง 112 คน คิดเปนรอยละ 56.  
 

เพศของผูตอบแบบสอบถาม

88 คน
44%112 คน

56%

ชาย
หญิง

 
 

รูปท่ี 33.  รอยละของผูตอบแบบสอบถามแบงตามเพศ. 
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2. ดานอายุ 
 จากรูปที่ 34 แสดงขอมูลของผูตอบแบบสอบถามเมื่อแบงตามกลุมอายุ ซ่ึงพบวา ผูตอบ
แบบสอบถามมีอายุ 26-35 ป มีจํานวน 61 คน หรือคิดเปนรอยละ 30.5, อันดับที่ 2 คือ ผูตอบ
แบบสอบถามที่มีอายุ 45 ป ขึ้นไป มีจํานวน 50 คน คิดเปนรอยละ 25, อันดับที่ 3 คือ ผูตอบ
แบบสอบถามที่มีอายุ 15-25 ป มีจํานวน 48 คน คิดเปนรอยละ 24 และผูตอบแบบสอบถามที่มีอายุ 
36-45 ป มีจํานวน 41 คน หรือคิดเปนรอยละ 20.5. 
 
 

อายุของผูตอบแบบสอบถาม

48 คน, 24%

61 คน,30.5%41 คน, 20.5%

50 คน, 25%

15-25 ป 26-35 ป 36-45 ป 45 ป ขึ้นไป
 

 
รูปท่ี 34.  รอยละของผูตอบแบบสอบถามแบงตามอาย.ุ 
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3. ดานอาชีพ 
 จากรูปที่ 35 แสดงขอมูลของผูตอบแบบสอบถามเมื่อแบงตามกลุมอาชีพ ซ่ึงพบวา 
ผูตอบแบบสอบถามสวนใหญเปนพนักงานบริษัทเอกชน มีจํานวน 92 คน หรือคิดเปนรอยละ 46, 
รองลงมา คือ กลุมที่ประกอบธุรกิจสวนตัว  มีจํานวน 47 คน หรือคิดเปนรอยละ 23.5, รับราชการ/
รัฐวิสาหกิจ จํานวน 19 คน หรือคิดเปนรอยละ 9.5, เปนแมบานและนักเรียน/นักศึกษา กลุมตัวอยาง
ละ 16 คน หรือคิดเปนรอยละ 8 และรอยละ 5 (10 คน) อยูในกลุมอื่นๆ ไดแก อาชีพคาขายหรือ
รับจางอิสระ.    
 
 

อาชีพของผูตอบแบบสอบถาม

47 คน
23.5%

19 คน, 9.5% 92 คน, 46%

16 คน, 8%10 คน, 5%16 คน, 8%

นักเรยีน/นักศึกษา พนักงานเอกชน รบัราชการ/รฐัวสิาหกิจ
ธุรกิจสวนตวั แมบาน อ่ืนๆ (รบัจาง/ลูกจาง)

 
 

รูปท่ี 35.  รอยละของผูตอบแบบสอบถามแบงตามอาชพี. 
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 4.   ดานการศึกษา 
 จากรูปที่ 36 แสดงขอมูลของผูตอบแบบสอบถามแบงตามระดับการศึกษาของผูตอบ
แบบสอบถาม ซ่ึงพบวา ผูตอบแบบสอบถามสวนใหญมีการศึกษาอยูในระดับปริญญาตรี ถึงรอยละ 
41.5 (83 คน), รองลงมา คือ กลุมที่มีการศึกษาอยูในระดับปวช./ปวส. คิดเปนรอยละ 19 (38 คน) 
และกลุมที่มีการศึกษาอยูในระดับมัธยมศึกษา คิดเปนรอยละ 18.5 (37 คน). นอกจากนี้ กลุมที่มี
การศึกษาในระดับปริญญาโท คิดเปนรอยละ 11.5 (23 คน), กลุมที่มีการศึกษาต่ํากวาระดับ
มัธยมศึกษา คิดเปนรอยละ 9 (18 คน) และอีกรอยละ 0.5 (1คน) มีการศึกษาอยูในระดับปริญญาเอก. 
 
 

การศึกษาของผูตอบแบบสอบถาม

18 คน, 9% 1 คน, 0.5%

37 คน, 18.5%
23 คน, 11.5%

83คน, 41.5%38 คน, 19%

ต่ํากวามัธยมศึกษา มัธยมศึกษา ปวช./ปวส.
ปรญิญาตรี ปรญิญาโท ปรญิญาเอก

 

รูปท่ี 36.  รอยละของผูตอบแบบสอบถามแบงตามระดับการศึกษา. 
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5.    ดานรายได 

 จากรูปที่ 37. แสดงขอมูลของผูตอบแบบสอบถามแบงตามระดับรายไดของผูตอบ
แบบสอบถาม ซ่ึงพบวา ผูตอบแบบสอบถามสวนใหญมีรายไดอยูในชวง 10,000-15,000 บาท               
คิดเปนรอยละ 38.5 (77 คน), รองลงมา คือ กลุมที่มีรายไดอยูในชวงต่ํากวา 10,000 บาท คิดเปน          
รอยละ 26  (52 คน),  กลุมที่มีรายไดอยูในชวง 15,001-20,000 บาท คิดเปนรอยละ 14  (28 คน), 
กลุมที่มีรายไดอยูในชวง 20,001-25,000 บาท คิดเปนรอยละ 11.5  (23 คน) และกลุมที่มีรายได
มากกวา 25,000 บาท คิดเปนรอยละ 10  (20 คน). 
 
 

รายไดของผูตอบแบบสอบถาม

77 คน, 38.5%

28 คน, 14%23 คน, 11.5%

20 คน
10%

52 คน, 26%

ต่ํากวา 10,000 บาท 10,000-15,000 บาท 15,001-20,000 บาท
20,001-25,000 บาท มากกวา 25,000 บาท

 
 

รูปท่ี 37.  รอยละของผูตอบแบบสอบถามแบงตามระดับรายได. 
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สวนที่ 2 :  ความพึงพอใจของผูตอบแบบสอบถามตอผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตาน 
                  อนุมูลอิสระจากผักเชียงดาและผักหวานบาน 
 

2.1  ผลการทดสอบความพึงพอใจท่ีผูตอบแบบสอบถามมีตอผลิตภัณฑเครื่องดื่ม 
      สารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา-รสธรรมชาติ (GY-F1)  
 

  

 
 
รูปท่ี 38.  ตัวอยางรปูแบบผลติภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา-รสธรรมชาต ิ

                   (GY-F1) ท่ีใชสาํรวจความพึงพอใจ. 
 

2.1.1   ความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเคร่ืองดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารสธรรมชาติ
ในชวง กอนดื่ม 
 ผลความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเครื่องดื่มจากผักเชียงดารสธรรมชาติในชวง
กอนดื่ม พบวา ผูตอบแบบสอบถามใหความพึงพอใจตอผลิตภัณฑอยูในระดับชอบปานกลางทั้งใน
ดานสี, กล่ิน และการยอมรับโดยรวม, โดยใหคะแนนเฉลี่ย เทากับ 3.12  3.07  และ  3.12, คะแนน 
ตามลําดับ.  
 ขอเสนอแนะ 

-  ผลิตภัณฑมีสีออนเกินไป, ไมชวนดื่ม และเสนอใหพัฒนาผลิตภัณฑใหมีสีเขียวออนแบบ
ธรรมชาติ.  

- เสนอแนะใหปรับปรุงในดานกลิ่น เนื่องจากผลิตภัณฑมีกล่ินฉุนเกินไป ควรเพิ่มกลิ่น
หอมแบบกลิ่นชาใหเขมขน. 
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2.1.2 ความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเคร่ืองดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารสธรรมชาติ 
ในชวงหลังดื่ม 
 ผลความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเครื่องดื่มจากผักเชียงดารสธรรมชาติในชวง
หลังดื่ม พบวา ผูตอบแบบสอบถามใหความพึงพอใจตอผลิตภัณฑอยูในระดับชอบปานกลาง
เชนเดียวกัน.  โดยใหคะแนนเฉลี่ยในดานกลิ่น, รสชาติ, การยอมรับในความขม และการยอมรับใน
ผลิตภัณฑโดยรวม, เทากับ 3.17,  3.08,  3.20  และ 3.11 คะแนน, ตามลําดับ.  

 ขอเสนอแนะ 
- ผลิตภัณฑมีรสชาติจืดเกินไป และบางสวนรูสึกไดถึงรสขมเฝอนเล็กนอย, จึงเสนอแนะให

เพิ่มความเขมขนหรือเพิ่มความหวานอีกเล็กนอย ซ่ึงนาจะชวยเพิ่มความกลมกลอมของผลิตภัณฑได.  
-  ผลิตภัณฑมีกล่ินฉุนเกินไป เสนอแนะใหปรับปรุงดานกลิ่น ใหมีกล่ินหอมกวานี้.  

 
 2.1.3  การตัดสินใจซื้อ 
 หากเครื่องดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารสธรรมชาติที่นํามาทดสอบในครั้งนี้ออกวางจําหนาย 
ผูตอบแบบสอบถามสวนใหญมีความสนใจซื้อ คิดเปนรอยละ 62.0   
 เหตุผลท่ีจะตัดสินใจซื้อ 
 -  ความถูกใจในดานรสชาติของผลิตภัณฑ.  
 -  สรรพคุณของผลิตภัณฑที่มีผลตอสุขภาพที่ไดรับการรับรองจากสถาบันที่นาเชื่อถือ.  
 -  ราคาที่เหมาะสม.  
 สวนผูที่ตัดสินใจไมซ้ือคิดเปนรอยละ 32.5 โดยใหเหตุผลวา ไมถูกใจในรสชาติของ
ผลิตภัณฑ, ไมสนใจในสรรพคุณของผลิตภัณฑที่มีผลตอสุขภาพรางกาย. นอกจากนี้ มีผูที่ยังไม
แนใจในการตัดสินใจซื้อ เพียงรอยละ 5.5, ซ่ึงใหเหตุผลวา อาจเนื่องจากไมรูจักผลิตภัณฑดีพอ          
จึงไมทราบสรรพคุณของสินคา และยังไมชอบในรสชาติของผลิตภัณฑ, หรืออาจเนื่องจากไมชอบ
ดื่มชา และตองการการรับรองจาก อย. กอนเพื่อประกอบการตัดสินใจ. 
  
 2.1.4   ความเหมาะสมดานราคาขาย 

ผลการสอบถามในดานราคาขาย หากมีการจําหนายเครื่องดื่มสารสกัดจากผักเชียงดา          
รสธรรมชาติในราคา 20 บาท ตอปริมาณ 200-250 กรัม  ผูตอบแบบสอบถามสวนใหญใหความคิด
เห็นวา ราคาดังกลาวมีความเหมาะสม คิดเปนรอยละ 50.5, ใกลเคียงกับกลุมผูตอบแบบสอบถาม 
รอยละ 49.5 (99 คน) ซ่ึงคิดเห็นวา ราคาดังกลาวไมเหมาะสม (แพงเกินไป). มีขอเสนอแนะให
จําหนายผลิตภัณฑดังกลาวในราคา 10-18 บาท, โดยมีจํานวนถึง 56 คน เสนอใหขาย 15 บาท, 
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จํานวน 22 คน เสนอใหขาย 10 บาท,  จํานวน 16 คน เสนอใหขาย 12-14 บาท  และจํานวน 5 คน 
เสนอใหขาย 17-18 บาท,  แตไมมีผูใดเห็นวาราคาดังกลาวถูกเกินไป.  
 

2.2  ผลการทดสอบความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอผลิตภัณฑเครื่องดื่ม 
      สารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา-รสน้ําผึ้งมะนาว (GY-F2)  
 

 
 
รูปท่ี 39.  ตัวอยางรปูแบบผลติภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา-รสน้ําผึง้มะนาว   
               (GY-F2) ท่ีใชสํารวจความพึงพอใจ. 
 

2.2.1   ความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเคร่ืองดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารสน้ําผึ้งมะนาว
ในชวงกอนดื่ม 
 ความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเครื่องดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารสน้ําผ้ึงมะนาว
ในชวงกอนดื่ม พบวา ผูตอบแบบสอบถามใหความพึงพอใจตอผลิตภัณฑอยูในระดับชอบปาน
กลางเชนเดียวกับความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเครื่องดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารส
ธรรมชาติ,  โดยใหคะแนนเฉลี่ยในดานสี, กล่ิน และการยอมรับโดยรวม, เทากับ 3.14,  3.06  และ 
3.16 คะแนน, ตามลําดับ.  
 ขอเสนอแนะ 

- ใหพัฒนาผลิตภัณฑใหมีสีเขียวออนแบบธรรมชาติหรือเพิ่มความเขมสีใหดูชวนดื่มกวานี้.     
- ใหปรับปรุงในดานกลิ่นเนื่องจากผลิตภัณฑมีกล่ินฉุนเกินไป บางสวนพบวามีกล่ินคาว 

จึงเสนอแนะใหเพิ่มกลิ่นหอมธรรมชาติใหเขมขนขึ้น.   
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2.2.2   ความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเคร่ืองดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารสน้ําผึ้งมะนาว
ในชวงหลังดื่ม 

 ผูตอบแบบสอบถามใหความพึงพอใจตอผลิตภัณฑอยูในระดับชอบปานกลาง โดยมีระดับ
คะแนนใกลเคยีงกับกอนดื่ม กลาวคือ คะแนนความพึงพอใจในดานกลิ่น, รสชาติ, การยอมรับใน
ความขม และการยอมรับในผลิตภัณฑโดยรวม, เทากับ 3.13,  3.10, 3.22 และ  3.25 คะแนน, 
ตามลําดับ.  

 
 ขอเสนอแนะ 

- ผลิตภัณฑมีรสชาติจืดเกินไป.  
- ผลิตภัณฑขาดความกลมกลอม จึงเสนอแนะใหเพิ่มความเขมขน/เพิ่มความหวาน/ความ

เปรี้ยวอีกเล็กนอย.  
  
 2.2.3   การตัดสินใจซื้อ 
 ผูตอบแบบสอบถามมีความสนใจซื้อผลิตภัณฑดังกลาว คิดเปนรอยละ 61.0.  
 เหตุผลท่ีจะตัดสินใจซื้อ 

- ความพอใจในรสชาติของผลิตภัณฑ.  
- สรรพคุณของผลิตภัณฑที่มีผลตอสุขภาพที่ไดรับการรับรองจากสถาบันที่นาเชื่อถือ.  
- ราคาที่เหมาะสม. 

 สวนกลุมผูตอบแบบสอบถามที่ตัดสินใจไมซ้ือผลิตภัณฑมีรอยละ 35.5, โดยใหเหตุผลวา 
ไมถูกใจในรสชาติของผลิตภัณฑ, ราคาของผลิตภัณฑแพงเกินไป, และการไมสนใจในสรรพคุณ
ของผลิตภัณฑที่มีผลตอสุขภาพรางกาย.  อีกรอยละ 3.5 ยังไมแนใจในการตัดสินใจ, โดยใหเหตุผล
วา อาจเนื่องจากไมชอบดื่มชา/ไมชอบรสน้ําผ้ึงมะนาว. นอกจากนี้ บางสวนยังไมทราบสรรพคุณ
ของผลิตภัณฑ จึงยังไมสามารถตัดสินใจได. 
  

2.2.4.   ความเหมาะสมดานราคาขาย 
หากมีการจําหนายเครื่องดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารสน้ําผ้ึงมะนาวที่นํามาทดสอบในครั้งนี ้

ในราคา 20 บาท ตอปริมาณ 200-250 กรัม พบวา ผูตอบแบบสอบถามคิดวาราคาขายดังกลาวมีความ
เหมาะสมเพียงรอยละ 46.0 (92 คน). แตมีผูตอบแบบสอบถามถึง 108 คน หรือคิดเปนรอยละ 54 ให
ความเห็นวาราคาดังกลาวไมเหมาะสม (แพงเกินไป) และไดเสนอแนะใหจําหนายในราคา               
10-18 บาท.  
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2.3  ผลการทดสอบความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอผลิตภัณฑเครื่องดื่ม 
      สารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน (SAE)   
 

 
 

รูปท่ี 40.  รูปแบบผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน-รสธรรมชาติ  
                        (SAE-F1) ท่ีใชสํารวจความพึงพอใจ. 
 

2.3.1  ความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจาก
ผักหวานบาน ในชวง กอนดื่ม 
 ความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเครื่องดื่มสารสกัดจากผักหวานบานในชวงกอน
ดื่ม  พบวา  ผูตอบแบบสอบถามใหความพึงพอใจตอผลิตภัณฑอยูในระดับชอบปานกลาง
เชนเดียวกับความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเครื่องดื่มจากผักเชียงดา, แตมีระดับคะแนนต่ํา
กวา, โดยใหคะแนนเฉลี่ยในดานสี, กล่ิน และการยอมรับโดยรวม เทากับ 2.92,  2.97  และ  2.94, 
คะแนน ตามลําดับ. 
  
 ขอเสนอแนะ 

- เสนอใหพัฒนาผลิตภัณฑดวยการปรับปรุงดานสี โดยเสนอใหเพิ่มความเขมสี. 
- ใหปรับปรุงในดานกลิ่นเนื่องจากผลิตภัณฑมีกล่ินฉุนเกินไป ควรเพิ่มกลิ่นหอมแบบกลิ่น

ชาใหเขมขนขึ้น.  
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2.3.2 ความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระจาก
ผักหวานบานในชวงหลังดื่ม 
 ความพึงพอใจที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเครื่องดื่มสารสกัดจากผักหวานบานในชวงหลัง
ดื่ม พบวา ผูตอบแบบสอบถามใหความพึงพอใจตอผลิตภัณฑอยูในระดับชอบปานกลาง. โดย                
มีคะแนนความพึงพอใจใกลเคียงกับกอนดื่ม ทั้งนี้ไดรับคะแนนเฉลี่ยในดานกลิ่น, รสชาติ,                 
การยอมรับในความขม และการยอมรับในผลิตภัณฑโดยรวม เทากับ 3.02,  2.91,  3.19 และ  3.01 
คะแนน, ตามลําดับ.  
 ขอเสนอแนะ 

- ผลิตภัณฑมีรสชาติเปรี้ยวเกินไป ควรมีการเพิ่มความหวานอีกเล็กนอย ผลิตภัณฑจึงจะมี
ความกลมกลอม.  

 

 2.3.3  การตัดสินใจซื้อ 
 ผลการสอบถามเกี่ยวกับการตัดสินใจซื้อของผูตอบแบบสอบถามที่มีตอเครื่องดื่มสารสกัด
จากผักหวานบาน  พบวา  หากผลิตภัณฑที่นํามาทดสอบในครั้งนี้ออกวางจําหนาย  ผูตอบ
แบบสอบถามมีความสนใจซื้อผลิตภัณฑดังกลาว คิดเปนรอยละ 50.5.  
 เหตุผลท่ีจะตัดสินใจซื้อ 

- ถูกใจในดานรสชาติของผลิตภัณฑ.  
- ตัดสินใจเลือกซื้อเพราะสรรพคุณของผลิตภัณฑที่มีผลตอสุขภาพที่ไดรับการรับรองจาก

สถาบันที่นาเชื่อถือ.  
 สวนกลุมผูตอบแบบสอบถามที่ตัดสินใจไมซ้ือผลิตภัณฑมีรอยละ 42.0, โดยใหเหตุผลวา 
ไมถูกใจในรสชาติของผลิตภัณฑ, ราคาของผลิตภัณฑแพง. 
  

2.3.4   ความเหมาะสมดานราคาขาย 
ผลการสอบถามเกี่ยวกับราคาขายที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอเครื่องดื่มสารสกัดจาก

ผักหวานบาน พบวา หากมีการจําหนายผลิตภัณฑที่นํามาทดสอบในครั้งนี้ ในราคา 20 บาท ตอ
ปริมาณ 200-250 กรัม พบวา ผูตอบแบบสอบถามคิดวาราคาขายดังกลาวมีความเหมาะสมเพียง          
รอยละ 47.0 (94 คน) แตมีผูตอบแบบสอบถามถึง 106 คน หรือคิดเปนรอยละ 53 ใหความเห็นวา
ราคาดังกลาวไมเหมาะสม (แพงเกินไป) และไดเสนอแนะใหจําหนายในราคา 10-18 บาท, โดย
ผูตอบแบบสอบถามสวนใหญ (จํานวน 62 คน) เสนอใหขาย 15 บาท,  จํานวน 21 คน เสนอใหขาย 
10 บาท,  จํานวน 12 คน เสนอใหขาย 12 บาท, จํานวน 3 คน เสนอใหขาย 13-14 บาท และ 8 คน 
เสนอใหขาย 17-18 บาท.  อยางไรก็ตาม ไมมีผูตอบแบบสอบถามคนใดเห็นวาราคาที่นําเสนอ             
ถูกเกินไป.  
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สวนที่ 3   เปรียบเทียบความพึงพอใจดานตางๆ ในผลิตภัณฑท่ีผูตอบแบบสอบถามมีตอ 
                ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา (GY) และผักหวานบาน  
                (SAE) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 41.  ผลิตภัณฑเคร่ืองดืม่จากสารตานอนุมูลอิสระในผักพื้นบาน (เรียงลําดับจากซายไปขวา) :  

                 GY-F1 = เคร่ืองดื่มผักเชียงดา สตูรธรรมชาติ, GY-F2 = เคร่ืองดื่มผักเชยีงดา  
                 สูตรน้ําผึง้มะนาว, SAE-E50 = เคร่ืองดื่มผักหวานบาน สตูรสารสกัด, SAE-F1 เคร่ืองดื่ม 
                 ผักหวานบาน สตูรธรรมชาติ, SAE-F2 = เคร่ืองดื่มผักหวานบาน สตูรน้ําผึ้งมะนาว. 
 

จากการเปรียบเทียบระดับความพึงพอใจในคุณลักษณะดานตางๆ ของผลิตภัณฑเครื่องดื่ม
สารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา (GY) รสธรรมชาติ, รสน้ําผ้ึงมะนาว และและเครื่องดื่มสารตาน
อนุมูลอิสระจากผักหวานบาน (SAE) ที่ผูตอบแบบสอบถามมีตอผลิตภัณฑดังกลาวทั้งกอนและหลัง
ดื่ม โดยการประเมินเปรียบเทียบผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิด ในคุณลักษณะดานสี, กล่ิน, รสชาติ,                
การยอมรับในความขม และการยอมรับในผลิตภัณฑโดยรวม พบวา ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตาน
อนุมูลอิสระจากผักเชียงดา ทั้งรสธรรมชาติและรสน้ําผ้ึงมะนาว  และผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตาน
อนุมูลอิสระจากผักหวานบาน ผูตอบแบบสอบถามใหความพึงพอใจผลิตภัณฑทั้ง 3 ตัวอยาง        
ไมแตกตางกัน ในดานกลิ่นและการยอมรับโดยรวมกอนทดสอบโดยการดื่ม และหลังการดื่มใน
ดานกลิ่น, รสชาติ และการยอมรับในความขม. แตในดานสีกอนดื่มและการยอมรับในผลิตภัณฑ
โดยรวมหลังดื่มผูตอบแบบสอบถามใหความพึงพอใจผลิตภัณฑแตกตางกันเล็กนอย, โดยให
คะแนนความพึงพอใจตอผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบานนอยที่สุด. 
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อยางไรก็ตาม ทั้ง 3 ผลิตภัณฑ ไดรับคะแนนความพึงพอใจอยูในระดับชอบปานกลาง
เชนเดียวกัน และมีคาคะแนนใกลเคียงกันทั้งกอนและหลังดื่ม.  

 
สวนที่ 4     การเปรียบเทียบความพึงพอใจดานการยอมรับในผลิตภัณฑโดยรวมที่ผูตอบ
แบบสอบถามมีตอผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา (GY) และ 
ผักหวานบาน (SAE) ในชวงการทดสอบที่แตกตางกัน (กอนดื่มกับหลังดื่ม) 
 ทําการเปรียบเทียบระดับความพึงพอใจในดานการยอมรับในผลิตภัณฑโดยรวมที่ผูตอบ
แบบสอบถามมีตอผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดา (GY) และ ผลิตภัณฑ
เครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน (SAE) โดยการประเมินเปรียบเทียบในชวงกอนดื่ม
กับชวงหลังดื่ม, ในคุณลักษณะดานสี, กล่ิน, รสชาติ, การยอมรับในความขม และประเมินเปนการ
ยอมรับในผลิตภัณฑโดยรวม, พบวา ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดาและ
ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักหวานบาน  ผูตอบแบบสอบถามใหความพึงพอใจ
ทั้ง 2 ชวงการทดสอบ ไมแตกตางกัน, โดยผูตอบแบบสอบถามใหคะแนนความพึงพอใจอยูใน
ระดับชอบปานกลาง และมีคาคะแนนใกลเคียงกันทั้งกอนและหลังดื่ม.  
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8.  การพัฒนาบรรจุภัณฑตนแบบ : ผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระ
จากผักเชียงดา และผกัหวานบาน 

 
8.1  การพัฒนาบรรจุภัณฑตนแบบ  
 แนวคิดในการพัฒนาบรรจุภัณฑตนแบบสําหรับเครื่องดื่มผสมสารสกัดมีสารตานอนุมูล
อิสระที่เลือกใชสําหรับการบรรจุคร้ังนี้ ประกอบดวยการพิจารณาดังนี้ : 

8.1.1  รูปลักษณและขนาดของผลิตภัณฑ 
• ความตองการของกลุมผูบริโภคเครื่องดื่มที่มีผลตอการดูแลรักษาสุขภาพ. 
• ความสะดวกสบาย.  
• สามารถบริโภคครั้งเดียวหมด.  
 
จึงเลือกบรรจุภัณฑที่มีความจุนอยกวา 200 มิลลิลิตร ซ่ึงเปนขนาดที่ไมมีปริมาณมาก

จนเกินไป และวัสดุบรรจุภัณฑเปนแกว เนื่องจากความใสของแกวเปนจุดเดน. 
 

8.1.2 การแสดงตัวสนิคา 
ในดานการแสดงตัวสินคา  ไดเลือกใชขวดแกว  ดวยเหตุผลดังนี้ : 
• ทําใหผูบริโภคสามารถมองเห็นสินคาที่บรรจุภายใน.  
• ความแวววาวของแกวทําใหสินคามีคณุคา.  
• เนื้อแกวทําจากแกวสีเขียวเพื่อปองกันการกระตุนปฏิกิริยาจากแสง/รังสียูวี,  ชวยลดการ

เสื่อมสภาพของสารตานอนุมูลอิสระ ซ่ึงเปนตนเหตุของการเปลี่ยนสีของเครื่องดื่ม.  
• นําไปผานกระบวนการฆาเชื้อดวยความรอนหลังการปดผนึก เนื่องจากแกวมีความ

ทนทานตออุณหภูมิไดสูงเปนเวลานาน.  
• ในแงการขนสง ขวดแกวมีสมบัติดานความตานแรงกด สามารถรับแรงกดทับขณะเรียง

ซอนไดสูงเชนเดียวกับบรรจุภัณฑโลหะและสูงกวาบรรจุภัณฑพลาสติก. 
 

8.1.3   ตนแบบผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มผักพื้นบาน 
 ฉลากตนแบบที่พัฒนาขึ้นสําหรับสินคา ไดแนวคิดผสมผสานระหวางรูปลักษณของ

วัตถุดิบและสมบัติของสารสกัดในแงของการสงเสริมสุขภาพใหแกผูบริโภค, กราฟกบนบรรจุ
ภัณฑจึงมีลักษณะดังนี้ : 
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• รูปภาพลายเสนของใบไมที่ส่ือถึงที่มาของวัตถุดิบ.  
• ในเครื่องดื่มสูตรที่มีน้ําผ้ึงและมะนาวผสมอยู จะมีภาพกราฟกรูปรวงผึ้งและผลมะนาว

เปนองคประกอบเพื่อแยกความแตกตาง.  
• ใชลายเสนสรางเปนกรอบคลายรูปหัวใจในบริเวณกลางภาพเพื่อส่ือถึงความหวงใยใน

สุขภาพ ซ่ึงสมบัติของสารตานอนุมูลอิสระที่มีในเครื่องดื่มมีสวนในการดูแลสุขภาพ.  
• โทนสีของฉลากเปนสีเขียวเพื่อส่ือความเปนธรรมชาติและสอดคลองกับสีของบรรจุภัณฑ.  

 

 
 

รูปท่ี 42.   ตัวอยางตนแบบผลิตภณัฑเคร่ืองดื่มจากผักเชียงดา –สูตรธรรมชาติ (ซาย) 
                            และสูตรน้ําผึ้งมะนาว (ขวา). 
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8.1.4 ขอมูลโภชนาการของผลิตภัณฑ 
 ผลิตภัณฑเครื่องดื่มสารตานอนุมูลอิสระจากผักเชียงดาและจากผักหวานแตละตัว  จะมี

ฉลากติดอยูบนผลิตภัณฑโดยประกอบดวยขอมูลโภชนาการของผลิตภัณฑนั้นๆ  เพื่อใหผูบริโภค
ไดทราบขอมูลที่เปนประโยชนตอสุขภาพ  ซ่ึงเปนไปตามขอกําหนดของฉลากผลิตภัณฑประเภท
เครื่องดื่มของสํานักงานอาหารและยา (อย.)  กระทรวงสาธารณสุข โดยมีรายละเอียดขอมูลทาง
โภชนาการที่สงวิเคราะหโดยสถาบันวิจัยโภชนาการ  มหาวิทยาลัยมหิดล  ของแตละผลิตภัณฑดัง
แสดงในตารางที่ 45 – ตารางที่ 49  ตอไปนี้. 

 
 
 
 

รูปท่ี 43.  ตัวอยางตนแบบผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มจากผักหวานบาน – สูตรธรรมชาติ (ซาย),  
                  สูตรน้ําผึง้มะนาว (กลาง) และสตูรสารสกัดเขมขน (ขวา). 
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ตารางที่ 45.  คณุคาทางโภชนาการของผลิตภัณฑเคร่ืองดืม่ผักเชียงดา – รสธรรมชาต ิ 
 

 ตอ 100 มิลลิลิตร 
(101.7 กรัม) 

ตอหนวยบริโภค 
(200 มิลลิลิตร) 

% ปริมาณท่ี
แนะนําตอวัน 

พลังงาน (กิโลแคลอรี) 8 15  
     พลังงานจากไขมัน (กิโลแคลอรี) - 0  
ไขมันทั้งหมด (กรัม) - 0 0 
     ไขมันอิ่มตัว (กรัม) - 0 0 
คอเลสเตอรอล (มิลลิกรัม) - 0 0 
โปรตีน (กรัม) - 0  
คารโบไฮเดรต (รวมใยอาหาร) (กรัม) 2.0 4 1 
     ใยอาหาร (กรัม) - 0 0 
     น้ําตาล (กรัม) 2.6 5  
โซเดียม (มิลลิกรัม) 4 10 0 
วิตามินเอ (ไมโครกรัม) - (-) 0 
วิตามิน บี1 (มิลลิกรัม) 0.01 (0.02) 0 
วิตามิน บี2 (มิลลิกรัม) - (-) 0 
แคลเซียม (มิลลิกรัม) - (-) 0 
เหล็ก (มิลลิกรัม) 0.04 (0.08) 0 
เถา (กรัม) 0.04   
ความชื้น (กรัม) 99.7   
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ตารางที่ 46.  คณุคาทางโภชนาการของผลิตภัณฑเคร่ืองดืม่ผักเชียงดา - รสน้ําผึง้มะนาว 
 

 ตอ 100 มิลลิลิตร 
(102.2 กรัม) 

ตอหนวยบริโภค 
(200 มิลลิลิตร) 

% ปริมาณท่ี 
แนะนําตอวัน 

พลังงาน (กิโลแคลอรี) 9 20  
     พลังงานจากไขมัน (กิโลแคลอรี) - 0  
ไขมันทั้งหมด (กรัม) - 0 0 
     ไขมันอิ่มตัว (กรัม) - 0 0 
คอเลสเตอรอล (มิลลิกรัม) - 0 0 
โปรตีน (กรัม) - 0  
คารโบไฮเดรต (รวมใยอาหาร) (กรัม) 2.3 5 2 
     ใยอาหาร (กรัม) - 0 0 
     น้ําตาล (กรัม) 2.6 5  
โซเดียม (มิลลิกรัม) 2.2 0 0 
วิตามินเอ (ไมโครกรัม) - (-) 0 
วิตามิน บี1 (มิลลิกรัม) 0.01 (0.02) 0 
วิตามิน บี2 (มิลลิกรัม) - (-) 0 
แคลเซียม (มิลลิกรัม) - (-) 0 
เหล็ก (มิลลิกรัม) 0.1 (0.2) 0 
เถา (กรัม) 0.1   
ความชื้น (กรัม) 99.8   
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ตารางที่ 47.  คณุคาทางโภชนาการของผลิตภัณฑเคร่ืองดืม่ผักหวานบาน - รสธรรมชาต ิ

 
 ตอ 100 มิลลิลิตร 

(101.4 กรัม) 
ตอหนวยบริโภค 
(200 มิลลิลิตร) 

% ปริมาณท่ี 
แนะนําตอวัน 

พลังงาน (กิโลแคลอรี) 8 15  
     พลังงานจากไขมัน (กิโลแคลอรี) - 0  
ไขมันทั้งหมด (กรัม) - 0 0 
     ไขมันอิ่มตัว (กรัม) - 0 0 
คอเลสเตอรอล (มิลลิกรัม) - 0 0 
โปรตีน (กรัม) - 0  
คารโบไฮเดรต (รวมใยอาหาร) (กรัม) 1.9 4 1 
     ใยอาหาร (กรัม) 0.1 0 0 
     น้ําตาล (กรัม) 2.4 5  
โซเดียม (มิลลิกรัม) 2.9 5 0 
วิตามินเอ (ไมโครกรัม) - (-) 0 
วิตามิน บี1 (มิลลิกรัม) 0.01 (0.02) 0 
วิตามิน บี2 (มิลลิกรัม) 0.01 (0.02) 0 
แคลเซียม (มิลลิกรัม) - (-) 0 
เหล็ก (มิลลิกรัม) 0.1 (0.2) 0 
เถา (กรัม) 0.1   
ความชื้น (กรัม) 99.4   
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ตารางที่ 48.  คณุคาทางโภชนาการของผลิตภัณฑเคร่ืองดืม่ผักหวานบาน - รสน้ําผึง้มะนาว 
 

 ตอ 100 มิลลิลิตร 
(101.7 กรัม) 

ตอหนวยบริโภค 
(200 มิลลิลิตร) 

% ปริมาณท่ี 
แนะนําตอวัน 

พลังงาน (กิโลแคลอรี) 8 15  
     พลังงานจากไขมัน (กิโลแคลอรี) - 0  
ไขมันทั้งหมด (กรัม) - 0 0 
     ไขมันอิ่มตัว (กรัม) - 0 0 
คอเลสเตอรอล (มิลลิกรัม) - 0 0 
โปรตีน (กรัม) - 0  
คารโบไฮเดรต (รวมใยอาหาร) (กรัม) 2.0 4 1 
     ใยอาหาร (กรัม) - 0 0 
     น้ําตาล (กรัม) 2.2 4  
โซเดียม (มิลลิกรัม) 2.6 5 0 
วิตามินเอ (ไมโครกรัม) - (-) 0 
วิตามิน บี1 (มิลลิกรัม) 0.01 (0.02) 0 
วิตามิน บี2 (มิลลิกรัม) 0.01 (0.02) 0 
แคลเซียม (มิลลิกรัม) - (-) 0 
เหล็ก (มิลลิกรัม) 0.02 (0.04) 0 
เถา (กรัม) 0.1   
ความชื้น (กรัม) 99.6   
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ตารางที่ 49.   คุณคาทางโภชนาการของผลติภัณฑเคร่ืองดื่มผักหวานบาน - รสผสมสารสกัด 

 
 ตอ 100 มิลลิลิตร 

(101.4 กรัม) 
ตอหนวยบริโภค 
(200 มิลลิลิตร) 

% ปริมาณท่ี 
แนะนําตอวัน 

พลังงาน (กิโลแคลอรี) 8 15  
     พลังงานจากไขมัน (กิโลแคลอรี) - 0  
ไขมันทั้งหมด (กรัม) - 0 0 
     ไขมันอิ่มตัว (กรัม) - 0 0 
คอเลสเตอรอล (มิลลิกรัม) - 0 0 
โปรตีน (กรัม) - 0  
คารโบไฮเดรต (รวมใยอาหาร) (กรัม) 2.1 4 1 
     ใยอาหาร (กรัม) - 0 0 
     น้ําตาล (กรัม) 2.4 5  
โซเดียม (มิลลิกรัม) 3.5 5 0 
วิตามินเอ (ไมโครกรัม) - (-) 0 
วิตามิน บี1 (มิลลิกรัม) 0.01 (0.02) 0 
วิตามิน บี2 (มิลลิกรัม) 0.01 (0.02) 0 
แคลเซียม (มิลลิกรัม) 1 (2) 0 
เหล็ก (มิลลิกรัม) 0.02 (0.04) 0 
เถา (กรัม) 0.1   
ความชื้น (กรัม) 99.2   
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9.  วิจารณและสรุปผลการวิจัยโครงการ  
 

 โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงคหลักในการพัฒนาผลิตภัณฑอาหารและ/หรือเครื่องดื่มเพื่อ
สุขภาพจากสารตานอนุมูลอิสระ จากวัตถุดิบที่มีอยูในประเทศ  คือผักพื้นบานไทย 2 ชนิด คือ ผัก
เชียงดา (Gymnema inodorum Dence.)  และผักหวานบาน (Sauropus androgynus Merr.)   
ผลการวิจัยครั้งนี้เปนหลักฐานทางวิทยาศาสตร ที่สามารถพิสูจนสรรพคุณทางเภสัชวิทยาโดยเนน
ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ดวยเทคนิคการทดสอบที่ยอมรับในงานวิจัยระดับสากล  
และยังไดทําการศึกษาฤทธิ์ลดระดับน้ําตาล,  ในภาวะเบาหวานหรือจากการที่รางกายมีระดับน้ําตาล
ในเลือดสูงเกินไป  ซ่ึงมีความสัมพันธกับอนุมูลอิสระ  เนื่องจากอนุมูลอิสระเกิดขึ้นจากสภาวะ
เครียด (oxidative stress)ในเซลล  และไปรบกวนการทํางานของฮอรโมนอินซูลินที่ทําหนาที่สําคัญ
ในการควบคุมระดับน้ําตาล,  อีกทั้งยังเปนสาเหตุของความเสี่ยงตอการเกิดโรคเรื้อรังอื่นๆ ตามมา 
เชน  ความดันโลหิตสูง,  ไขมันอุดตันในเสนเลือด  และโรคหัวใจ  เปนตน.  นอกจากนี้ ขั้นตอน
งานวิจัยยังครอบคลุมถึงการการตรวจสอบความเปนพิษของผักพื้นบานทั้ง 2 ชนิดดังกลาว  เพื่อให
ผูบริโภคเกิดความมั่นใจในการบริโภคผลิตภัณฑที่มีประโยชนตอสุขภาพและมีความปลอดภัย.  

ผลจากการดําเนินงานที่แลวเสร็จในระยะเวลาโครงการวิจัยปงบประมาณ 2550-2552  
กอใหเกิดองคความรูเกี่ยวกับสารตานอนุมูลอิสระธรรมชาติของผักเชียงดา และผักหวานบาน สรุป
ดังนี้ : 
 1.   กรรมวิธีของการสกัดผักเชียงดาและผักหวานบานมีผลตอปริมาณสารตานอนุมูลอิสระ 
(total phenolic content)  

 ผลการวิจัยเบื้องตนพบวา ตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารตานอนุมูลอิสระจาก
ผักเชียงดา  คือ น้ํา  เนื่องจากเปนสารที่มีคุณสมบัติเปนสารที่มีขั้ว. เมื่อวิจัยเพิ่มเติมในโครงการนี้ได
เลือกสวนที่เปนยอดออนและแกของผักเชียงดา เพื่อเปรียบเทียบผลในสวนที่แตกตางกันของพืชที่
สกัดดวยน้ําและระเหยแหงดวยเครื่องทําแหงเยือกแข็ง พบวา ปริมาณสารตานอนุมูลอิสระที่เปน
สารประกอบฟนอลิกรวม (total phenolic) ในตัวอยางสารสกัดดวยน้ําของผักเชียงดายอดออนและ
ยอดแก มีคาสารประกอบฟนอลิกรวมที่ใกลเคียงกัน คือ 8.60 ± 0.004 และ 8.32 ± 0.016 (GAEs/ 
100g extract), ตามลําดับ.  นั่นคือสารสกัด 100 กรัมของผักเชียงดามีปริมาณฟนอลิกเทียบเทากับ
สารตานอนุมูลอิสระมาตรฐานคือ gallic acid  ปริมาณ 8.60 กรัม.  สําหรับผักหวานบานที่เลือก
เฉพาะสวนที่นํามาบริโภคคือยอดออน ทําการสกัดดวยตัวทําละลาย 3 ชนิด คือ น้ํา,  เอทานอล
เขมขน 50 เปอรเซ็นต และ 95 เปอรเซ็นต  พบวา มีความแตกตางกันของปริมาณสารประกอบ               
ฟนอลิกรวม เมื่อสกัดดวยตัวทําละลายที่ตางกัน คือ  น้ํา (3.44 ± 0.001 GAEs/100g extract)    
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ผักหวานสกัดดวย เอทานอล 50 เปอรเซ็นต  (4.90 ± 0.002 GAEs/ 100g extract)  และผักหวานสกัด
ดวยเอทานอล 95  เปอรเซ็นต (3.55 ± 0.003 GAEs/ 100g extract).  แมวาในตัวอยางสารสกัดจะมี
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกที่มาก-นอยแตกตางกัน  แตมิไดบงบอกถึงคุณสมบัติในการตอตาน
อนุมูลอิสระ,  จึงจําเปนตองทําการพิสูจนฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ, ดวยวิธีการทดสอบอื่นๆ อีก.   
 

2.  ผักเชียงดาและผักหวานบานมีฤทธิ์ตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน (DPPH radical 
scavenging activity) 
  DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)  เปนสารเคมีที่มีความเสถียรและดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร และมีคุณสมบัติเปนอนุมูลอิสระได.  จากการทดสอบฤทธิ์ตาน
ปฏิกิริยาออกซิเดชันดวยวิธี DPPH radical scavenging assay เพื่อตรวจสอบความสามารถในการ
ตานออกซิเดชันหรือการกําจัดอนุมูลอิสระ  โดยประเมินผลจากปริมาณของ DPPH ที่ลดลงดวยการ
วัดการดูดกลืนแสงดวยสเปกโทรโฟโตมิเตอร และแสดงผลสุดทายในรูปของคา IC50 ซ่ึงเปนคาของ
ความเขมขนของสารมาตรฐานและ/หรือสารสกัดตัวอยาง  ที่สามารถกําจัด DPPH ลดลงไดรอยละ 
50 ผลของการทดสอบดวยวิธีนี้พบวา สารสกัดตางๆ ของผักเชียงดาและผักหวานบานมีฤทธิ์ตาน
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน,  โดยผักเชียงดาออน- สกัดดวยน้ํามีคา IC50 =  96.86 ppm ซ่ึงใกลเคียงกับสาร
สกัดผักเชียงดาแก – สกัดดวยน้ํา  ที่มีคา IC50 =  94.69 ppm,  สําหรับสารสกัดของผักหวานบาน  
พบวา คา IC50 ของตัวอยางที่สกัดดวยเอทานอล 50 เปอรเซ็นต  มีคา  85.44 ppm,  มีฤทธิ์ตาน
ออกซิเดชันดีกวาผักหวานบานที่สกัดดวยน้ํา (IC50= 125.11 ppm)  และดวยเอทานอล 95 เปอรเซ็นต  
(IC50=  104.41 ppm).   
 

 จากคา IC50 ที่ไดบงบอกไดวา  สารสกัดผักหวานบานดวยเอทานอล 50 เปอรเซ็นต              
มีฤทธิ์ตานปฏิกิริยาออกซิเดชันดีที่สุด,  รองลงมา คือ สารสกัดดวยน้ําของผักเชียงดาออนและ สาร
สกัดดวยน้ําของผักเชียงดาแกที่มีฤทธิ์ใกลเคียงกันมาก,  สวนสารสกัดผักหวานดวยน้ําและ ดวย             
เอทานอล 50 เปอรเซ็นต มีฤทธิ์ต่ําที่สุด.  อยางไรก็ตาม สารสกัดของทั้งผักเชียงดาและผักหวานบาน
ทั้ง 5 ตัวอยางนี้  มีฤทธิ์ตานออกซิเดชันต่ํากวาสารตานอนุมูลอิสระมาตรฐานที่ใชเปรียบเทียบคือ 
วิตามินซี, trolox (วิตามินอี) และ rutin  ที่มีคา  IC50 =  1.374 , 1.904 และ 1.607 ppm,  ตามลําดับ.  
สารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิดนี้เปนสารเคมีที่สังเคราะหขึ้น,  มีความบริสุทธิ์ และสามารถออกฤทธิ์ได
แมนยํา  ในขณะที่สารตานอนุมูลอิสระธรรมชาติในสารสกัดผักเชียงดาและผักหวานบาน  อยูในรูป
สารผสมของสารหลายตัว  ซ่ึงแตละตัวอาจมีปริมาณนอยมากและอาจเสริมฤทธิ์ตานออกซิเดชัน
หรือยับยั้งก็ได  จึงอาจเปนสาเหตุที่สารสกัดมีฤทธิ์นอยกวาสารเคมีสังเคราะห. 
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 3.   ผักเชียงดาและผักหวานบานมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระออกซิเจนชนิดซูเปอรออกไซด 
(O•

2 scavenging activity) 
 ซูเปอรออกไซด (O2

•) เปนอนุมูลอิสระที่มีความเปนพิษตอเซลลและเกิดไดตลอดเวลา
ในเซลลรางกาย,  โดยเฉพาะจากการที่เซลลรางกาย คือ เม็ดเลือดขาวทําหนาที่ในการกําจัดเชื้อโรค. 
ในการวิจัยโครงการนี้  ทําการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูล O2

• ของสารสกัดผักเชียงดาและ
ผักหวานบาน โดยใชเทคนิค Photochemiluminescence (PCL) ซ่ึงสามารถวัดปฏิกิริยาจากการเรือง
แสง (chemiluminescence) ของสารตัวอยางที่ใชในระบบดวยเครื่อง Photochem®.  การทํางาน
ของระบบจะใชสารเคมีคือ  luminol  ซ่ึงมีคุณสมบัติเรืองแสงไดเมื่อผานการกระตุน (photosensitizer 
compound)  เปนตัวสรางอนุมูลอิสระ O2

• ขึ้นโดยผานการกระตุนจากแสงอัลตราไวโอเลตที่มี
แหลงกําเนิดอยูแลวภายในเครื่อง  Photochem®  ซ่ึงจะมีอัตราการเกิดมากกวาสถานะปกติถึง            
100 เทา.  อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจะทําปฏิกิริยากับ  detector substance และในระหวางการ
เกิดปฏิกิริยาจะมีการปลอยโฟตอน   (photon)  และเกิดการเรืองแสงขึ้น  ซ่ึงจะถูกตรวจจับสัญญาณ
และวัดไดโดยเครื่อง Photochem®.   หากตัวอยางที่นํามาทดสอบมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูล
อิสระ  จะทําใหเกิดการยับยั้งจํานวนอนุมูลอิสระ (O2

•) ที่เกิดขึ้น.    ทั้งนี้ในการประเมินผลระบบจะ
ทําการตรวจวัดจากปริมาณอนุมูลอิสระที่หลงเหลืออยู และแปรคาเปนประสิทธิภาพในการยับยั้ง
อนุมูลอิสระ (antioxidant activity, AA) โดยแสดงคาเปนประสิทธิภาพเทียบเทาความเขมขนของ
สารตานอนุมูลอิสระมาตรฐาน เชน วิตามินซี (ascorbic acid) และวิตามินอี (หรือ trolox) ในหนวย
ระดับนาโนโมล (nanomole ; nmole).   

 

 ผลการตรวจสอบดวยวิธีนี้  พบวา สารสกัดของผักเชียงดาและผักหวานบานทุก
ตัวอยาง  มีคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระ โดยมีความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระ O2

• 
ไดและเปนไปในลักษณะที่เพิ่มขึ้นตามขนาดหรือ dose-dependent response   โดยพบวา ตัวอยางที่มี
ฤทธิ์สูงที่สุด คือ ผักหวานบานที่สกัดดวยเอทานอล 50 เปอรเซ็นต  และตัวอยางที่มีฤทธิ์รองลงมา
คือ สารสกัดของผักหวานบานดวยน้ํา.   สวนสารสกัดดวยน้ําของผักเชียงดาสวนออนและสารสกัด
น้ําผักเชียงดาสวนแก มีฤทธิ์ใกลเคียงกัน  และอยูในระดับเดียวกันกับสารสกัดของผักหวานบาน
ดวยเอทานอล  95 เปอรเซ็นต.  
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4.   ผักเชียงดาและผักหวานบานมีฤทธิ์ตานตานอนุมูลอิสระที่สามารถปองกันการแตกตัว
ของเม็ดเลือดแดงมนุษย  (anti-hemolytic activity) 

 ความสามารถในการปองกนัการเกิดปฏิกริยาออกซิเดชัน (oxidation reaction) ตอผนงั
เซลลเม็ดเลือดแดง  เปนคุณสมบัติประการหนึ่งของสารตานอนุมูลอิสระ  เมื่อทําการตรวจสอบกับ
สารสกัดผักเชียงดาและผักหวานบาน  โดยใชสารเคมีมาตรฐาน คือ 2,2-Azo-bis-2-methylpropio 

 namidine (AAPH) เปนตัวเหนี่ยวนําใหเกิดอนุมูลอิสระในปฏิกิริยา และทําการวัด
ความเสียหายของผนังเซลลเม็ดเลือดแดง จากปริมาณความเขมขนของฮีโมโกลบินที่หล่ังออกมา
จากเซลลเม็ดเลือดแดงเนื่องจากผนังเซลลที่ถูกทําลายดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาว
คล่ืน 540 นาโนเมตร  โดยทําการศึกษาในสารสกัดจากผักเชียงดาและผักหวานบาน.   ผลการ
ทดสอบ พบวา คา IC50 ของสารสกัดน้ําผักเชียงดาสวนออน และสารสกัดน้ําผักหวานบาน มีคา
ใกลเคียงกันคือ 44.50 ± 1.34 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 47.17 ± 0.86 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ, สวนสารสกัด 50%เอทานอลผักหวานบาน มีคา IC50 เทากับ 101.33 ± 0.95 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร.   สารมาตรฐานทั้ง 2 ตัวที่ใชเปนตัวเปรียบเทียบบวกใหผลในการยับยั้งการแตกตัวของ
เม็ดเลือดแดงใกลเคียงกัน คือ วิตามินอี ซ่ึงมีคา  IC50 เทากับ 2.17 ± 0.54 และวิตามินซีมีคา  IC50 
เทากับ 2.09 ± 1.36 ซ่ึงมีฤทธิ์สูงกวาของสารสกัดของผักเชียงดาและผักหวานบาน  ซ่ึงเปนสารสกัด
หยาบที่มีสารหลายตัวรวมกันอยูและยากตอการแยกเปนสารบริสุทธิ์เดี่ยวๆ (pure compound).  
ดังนั้นจึงไมสามารถเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์กับสารมาตรฐานได. เมื่อเทียบเฉพาะ
สารสกัดผักพื้นบาน  พบวาผักเชียงดาและผักหวานบานที่สกัดดวยน้ํา   มีฤทธิ์ยับยั้งการแตกตัวของ
เม็ดเลือดแดงไดดีกวาผักที่สกัดดวยเอทานอล. 

 
 5.   ผักหวานบานมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจากคุณสมบัติตานการเกาะกลุมของเกล็ดเลือด 
(anti-platelet aggregation activity)  

  จากผลการตรวจสอบคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธีตางๆ ขางตน  ได
ขอมูลที่ยืนยันฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดผักเชียงดา  ซ่ึงใชน้ํา เปนตัวทําละลายใน
กระบวนการสกัด.  สําหรับผักหวานบานไดนํามาศึกษาตอ โดยตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจาก
คุณสมบัติตานการเกาะกลุมของเกล็ดเลือด ซ่ึงพบปญหาในการละลายของตัวอยางสารสกัดของ
ผักหวานบานดวยน้ําและเอทานอล   95 เปอรเซ็นต.   ดังนั้นจึงทําการตรวจสอบฤทธิ์เฉพาะ
ผักหวานบานที่สกัดดวย 50% เอทานอล  โดยใชเลือดจากอาสาสมัคร  ประเมินผลโดยใชเครื่อง 
Aggro-Meter 430   และคํานวณเปนเปอรเซ็นตการยับยั้งการเกาะกลุมของเกล็ดเลือด (% inhibition 
of platelet aggregation).  ผลการทดสอบสรุปไดวาสารสกัดผักหวานบานดวยเอทานอล 50 
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เปอรเซ็นต  มีฤทธิ์ตานการเกาะกลุมของเกล็ดเลือดไดดี  โดยผลเปนแบบ dose-dependent  คือที่
ความเขมขน 0.003, 0.01, 0.03, 0.05, 0.1  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร, มีคาเปอรเซ็นตการยับยั้ง                          
(% inhibition).  การเกาะกลุมของเกล็ดเลือดเพิ่มขึ้นตามขนาดเปน 14.6, 28.45, 43.85, 60.05 และ 
70.65, ตามลําดับ.  

 
 6.   ผักเชียงดาและผักหวานบานมีฤทธิ์ลดน้ําตาลในเลือด (hypoglycemic activity) 

 จากคุณสมบัติของสารตานอนุมูลอิสระที่ชวยปกปองไมใหเซลลเสียหายดวยการ
ปองกันการเกิดภาวะเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซ่ึงทําใหโรคหลายอยางลุกลามเร็วขึ้นรวมทั้ง
เบาหวานหรือภาวะที่มีน้ําตาลในกระแสเลือดสูงดวย,  โดยภาวะเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันที่
กอใหเกิดอนุมูลอิสระและไปขัดขวางการทํางานของเอนไซมที่ทําใหรางกายใชฮอรโมนอินซูลินได
นอยลง  จึงไมสามารถควบคุมระดับน้ําตาลได.   ดังนั้นนอกจากการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
แลว  การศึกษาครั้งนี้ยังไดทําการทดสอบฤทธิ์ลดระดับน้ําตาลของสารสกัดน้ําของผักเชียงดา          
สวนออน (GYJ)  และสารสกัดผักหวานบานดวยเอทานอล 50 เปอรเซ็นต (SAE-50)  และผสมทั้ง
สองชนิดดวยกัน (GYJ-SAE),  โดยใชหนูขาวเพศผู  สายพันธุ Wistar เปนตัวทดลองในการทดลอง
คร้ังนี้ตองการที่จะติดตามระดับน้ําตาลในเลือดนาน 14 วัน จึงใชการเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะระดับ
น้ําตาลในเลือดสูง โดยการฉีด alloxan  โดยหนูที่มีระดับน้ําตาลสูงกวา 120 มิลลิกรัม จะถือวาเปน
หนูเบาหวาน เพื่อนํามาใชในการทดสอบ.  

 
 ผลการทดสอบชี้ ใหเห็นวา สารสกัดผักเชียงดาสวนออน (GYJ)  และสารสกัด

ผักหวานบานดวยเอทานอล 50 เปอรเซ็นต  (SAE-50) มีฤทธิ์ลดระดับน้ําตาลในเลือดไดโดยออก
ฤทธิ์ไดเร็วคลายกับกลไกของยา Gibenclamide ที่ใชรักษาผูปวยเบาหวาน,  โดยเห็นผลชัดเจนที่
ระยะเวลา 2 ช่ัวโมง.  สารสกัดผักเชียงดา (GYJ)  ขนาด 50 มก./กก. และสารสกัดผักหวานบาน 
(SAE-50)  ขนาด 100 มก./กก.  มีฤทธิ์ลดน้ําตาลในเลือดไดรอยละ 27.08 ± 6.87 และ 27.59 ± 
12.06,    ตามลําดับ,  ซ่ึงมีฤทธิ์ใกลเคียงกับยา Gibenclamide  (30.11 ± 5.18%)  และแสดงฤทธิ์ลด
น้ําตาลไดมากขึ้นเมื่อตรวจผลที่ระยะเวลา 4 ช่ัวโมง.  ผลของกลุมที่ไดรับสารผสมของผักเชียงดา
และผักเชียงดา (GYJ-SAE) พบวา ไมมีฤทธิ์เสริมกันและออกฤทธิ์ลดระดับน้ําตาลไดต่ํากวาที่เปน
ผักเดี่ยว. 

 
 
 



 131

7.   การพัฒนาสูตรและเตรียมตัวอยางตนแบบผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสารตานอนุมูลอิสระ
ของผักเชียงดาและผักหวานบาน 
 ขอมูลจากผลการทดสอบตางๆ สนับสนุนฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของผักเชียงดา และ
ผักหวานบาน.   ดังนั้น จึงมีการพัฒนาเปนผลิตภัณฑอาหารในรูปของเครื่องดื่มสุขภาพจากสารตาน
อนุมูลอิสระในผักพื้นบาน  ชนิดบรรจุขวด ได 5 ผลิตภัณฑ,  คือ : 

 (1)  เครื่องดื่มเพื่อสุขภาพผักเชียงดา - สูตรธรรมดา (GY-F1),  
 (2)  เครื่องดื่มเพื่อสุขภาพผักเชียงดา - สูตรผสมน้ําผ้ึง-มะนาว  (GY-F2), 
 (3)  เครื่องดื่มเพื่อสุขภาพผักหวานบาน - สูตรธรรมดา (SAE-F1), 
 (4)  เครื่องดื่มเพื่อสุขภาพผักหวานบาน - สูตรผสมน้ําผ้ึง-มะนาว  (SAE-F2), 
 (5)  เครื่องดื่มเพื่อสุขภาพผักหวานบาน - สูตรสารสกัดเขมขน  (SAE-E50). 

   

  ผลิตภัณฑทั้ง 5 ผลิตภัณฑ ไดผานการดําเนินการตอๆ ดังนี้ : 
• การศึกษาความคงตัว โดยทดลองเก็บที่อุณหภูมิตางกนั คือที่ 5, 25 และ  

34 องศาเซลเซียส, 
• การ ควบคุมคุณภาพทางกายภาพ (สี, กล่ิน, การตกตะกอน) ;   ทางชีวภาพ 

(ตรวจวัดฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ โดยวิธี Chemiluminescence )  และตรวจการปนเปอนเชื้อจุลินทรีย
กอโรค คือ Aerobic bacteria, Enterobacter, Yeast/mold, E. coli, Samonella spp., Clostridium spp., 

• การประเมินความปลอดภัยของผลิตภัณฑ (ความเปนพิษเฉียบพลันโดยการกินใน
สัตวทดลอง),  

• การทดสอบความเปนพิษตอเซลลทางเดินอาหาร (เซลลตับ ดวยวิธี MMT assay),  
• การประเมินความพึงพอใจของผูบริโภค. 

 
 

  นอกจากวัตถุดิบที่เปนผักพื้นบาน คือ ผักเชียงดาและผักหวานบานแลว   โครงการนี้ยัง
ไดทําการศึกษาลูทางการใชประโยชนจากสวนที่เหลือจากอุตสาหกรรมแปรรูปผลไม  โดยเฉพาะ
ผลไมตามฤดูกาลที่ตองการเพิ่มมูลคาและแกปญหาผลผลิตลนตลาด  โดยทําการศึกษาสารตาน
อนุมูลอิสระจากแหลงวัตถุดิบอื่น คือ ผลขององุนไทย  (Vitis vinifera cv. Riber) ที่เปนซากวัตถุดิบ
ที่เหลือตกคางจากการคั้นน้ําองุนเพื่อทําไวน,  โดยนํามาแยกสวนของเมล็ดและทําการสกัด
สารสําคัญ คือ  oligomeric proanthocyanidins หรือ OPCs ซ่ึงตรวจยืนยันสูตรโครงสรางดวยเทคนิค 
NMR (nuclear magnetic resonance) ดังแสดงขางลาง.    
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สูตรโครงสรางทางเคมีของ Polymeric Proanthocyanidins (OPCs) 
ในสารสกัดเมล็ดองุนแดงพนัธุ Vitis vinifera cv. Riber (Pok Dum) ของไทย 

 
 

อนุมูลอิสระซูเปอรออกไซด (O2
•) เปนอนุภาคที่มีขั้วเปนลบ สามารถเกิดขึ้นไดเองใน

กระบวนการเมแทบอลิซึมของทุกเซลลภายในรางกาย หรือในปฏิกิริยาที่มีการใชออกซิเจน เชน ใน
กระบวนการขนสงอิเล็กตรอน (respiratory chain) ในกระบวนการหายใจ,  และการกําจัดเชื้อโรค
ของเซลลเม็ดเลือดขาว (phagocytes).  เมื่อซูเปอรออกไซดรวมตัวกับน้ําที่มีอยูในเซลลรางกายจะ
กอใหเกิดเปนโมเลกุลของ อนุมูลอิสระของไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2

•), ดังปฏิกิริยานี้ : 
 
                          2 O2

• + 2 H2O → O2 + H2O2
• + 2 OH• 

 
เมื่อรางกายมีปริมาณของอนุมูลอิสระ H2O2

• ที่มากเกินกวารางกายจะกําจัดออกไดเอง 
จะกอใหเกิดความเสียหายตอชีวโมเลกุลตางๆ, โดยเฉพาะตอสารพันธุกรรม (DNA)  ที่กอใหเกิด
ผลรายตอสุขภาพที่ตามมาคือ ความแกชรา (aging), โรคมะเร็ง,  โรคสมองเสื่อมอัลไซเมอร  และ
โรคเรื้อรังตางๆ.    
 

 ดังนั้น  การตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ OPCs จึงเนนในการตรวจพิสูจนฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระของไฮโดรเจนเปอรออกไซดและซูเปอรออกไซด, โดยใชเทคนิค Comet assay 
เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ตานการทําลายตอ DNA (anti-oxidative DNA damage activity) ของสาร OPCs 
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ในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย (TK6, human lymphoblastoid cells)  ที่เหนี่ยวนําใหเกิดการทําลาย 
DNA ดวยอนุมูลอิสระไฮโดเจนเปอรออกไซด. หากสาร OPCs สามารถยับยั้งหรือลดการทําลาย 
DNA จากไฮโดเจนเปอรออกไซดอนุมูลอิสระได,  แสดงวา OPCs มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูล
อิสระ.   ผลของ Comet assay พบวา สาร OPCs มีฤทธิ์ยับยั้งการทําลาย DNA จาก H2O2

•  ใน TK6 
cells ได,  โดยสามารถคํานวณคาดัชนีการยับยั้งการทําลาย DNA เปน % DNA damage inhibition  
ซ่ึงสารสกัด OPCs จากเมล็องุนไทยที่ความเขมขน  100, 250, 500 และ 1,000  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
มีฤทธิ์ยับยั้งการทําลาย DNA จากอนุมูลอิสระ H2O2

• ได รอยละ 18.67, 36.37, 30.59 และ 60.08, 
ตามลําดับ.    

 
ในขณะที่ผลการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ O2

• ของ OPCs โดยวิธี 
Photochemiluminescence  ดวยเครื่อง Photochem®   ซ่ึงการทํางานของระบบจะใชสาร luminol 
เปนตัวสรางอนุมูลอิสระ O2

• ซ่ึงไดมากกวาภาวะปกติถึง 100 เทา.  เมื่อตรวจวัดดวยระบบ ACL 
(Anti-oxidative Capacity of Lipid Soluble Compound) และเปรียบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระ
มาตรฐานในกลุม phenolic compound 2 ตัว  คือ gallic และ ellagic  พบวาสารสกัด OPCs มีฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระในลักษณะ dose-response  คือ เมื่อวัดที่ระดับความเขมขน 0.01, 0.02 และ 0.03 
มก./มล. มีคา antioxidant capacity (AC) เปน 20.72745, 41.13445 และ 61.54145 นาโนโมล (trolox 
equivalent).  ผลการทดสอบจาก Comet assay และ Photochem® ช้ึใหเห็นวา สาร OPCs จากเมล็ด
องุนไทยมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระชนิดไฮโดรเจนเปอรออกไซด และอนุมูลอิสระซูปเปอรออกไซด.    

 

อยางไรก็ดี  เนื่องจากความจํากัดของงบประมาณที่ไดรับในแตละป  และระยะเวลาวิจัย 
ของโครงการที่ส้ินสุดภายใน 3 ป.  ดังนั้นสําหรับสาร OPCs จึงยังไมมกีารพัฒนาเปนผลิตภัณฑ  แต
องคความรูที่ไดจากการวิจยัเกี่ยวกับสาร OPCs คร้ังนี้  สามารถนําไปวจิัยตอยอดในชุดโครงการวิจยั
อ่ืนๆ ของ วว. เชน ชุดโครงการเภสัชโภชนาภัณฑ (nutraceuticals) หรือ ชุดโครงการวจิัยและพัฒนา
เวชสําอาง (cosmeceuticals) ได.   อนึ่งผลการวิจัยฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ OPCs ในการวิจยันี้  
ไดรับการนําเสนอผลงานในการประชุมวชิาการในระดบัชาติ 2 เรื่อง และระดับนานาชาตใิน
ตางประเทศ 5 เรื่อง  ดังรายละเอียดผลงานแสดงในภาคผนวก. 
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ภาคผนวก ก 

แบบสํารวจความพึงพอใจเครื่องดื่มสารสกัดจากผักเชียงดาและผักหวานบาน 
 

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) จัดทําแบบสํารวจชุดนี้ขึ้นเพื่อศึกษา
ความพึงพอใจเกี่ยวกับเครื่องดื่มจากผักเชียงดา เพื่อใชเปนขอมูลประกอบในการวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑ
เครื่องดื่มจากผักเชียงดาที่ตรงกับความตองการของผูบริโภค จึงใครขอความรวมมือจากทานในการตอบ
แบบสอบถาม ซึ่งขอมูลที่ไดรับจะไมมีการนําไปเปดเผยเปนรายองคกรแตจะนําไปวิเคราะหในภาพรวม ในการนี้
ทางสถาบันฯ ขอขอบคุณในความรวมมือของทานมา ณ โอกาสนี้ 

 
 
สวนที่1  รายละเอียดของผูตอบแบบสอบถาม 
1.  เพศ                                                
       (1) ชาย    (2)  หญิง             
                                                         
2. อายุ  (1)  15-25 ป   (2)   26-35 ป                             
  (3)  36-45 ป   (4)   45 ปขึ้นไป 
 

3.   อาชีพ  (1)   นักเรียน/นักศึกษา     (2)    พนักงานเอกชน                                               
(3)   รับราชการ/รัฐวิสาหกิจ      (4)      ธุรกิจสวนตัว 
(5)   แมบาน           (6)   อื่น ๆ (โปรดระบุ)…………………. 
 

4   การศึกษา (1)   ตํ่ากวามัธยมศึกษา  (2)    มัธยมศึกษา          (3)   ปวช./ปวส                        
  (4)   ปริญญาตรี     (5)    ปริญญาโท          (6)   ปริญญาเอก 
 
 
5.  รายได  (1)   ตํ่ากวา    10,000 บาท  (2)  10,000 - 15,000  บาท                            
  (3)   15,000 - 20,000 บาท  (4)  20,000 - 25,000  บาท 

(5)   มากกวา  25,000 บาท 
 
 

    ลําดับที่ 

ภาคผนวก  
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สวนที่ 2 การทดสอบความพึงพอใจตอเครื่องดื่มสารสกัดจากผักเชียงดาและผักหวานบาน 
กรุณากาเครื่องหมาย  ลงบนชองที่ทานมีความคิดเห็นตอขอนั้นๆกอนและหลังทดลองเครื่องดื่ม 
(ระดับคะแนน 5= ชอบมากที่สุด,4=ชอบมาก,3=ชอบปานกลาง,2=ชอบนอย,1=ชอบนอยที่สุด) 
 
2.1 เคร่ืองดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารสธรรมชาติ 
 2.1.1 ความคิดเห็นกอนรับประทาน 
 

ความชอบตอผลิตภัณฑ ชอบมาก
ที่สุด 

ชอบมาก ชอบปานกลาง ชอบนอย ชอบนอยที่สุด 

สี 5 4 3 2 1 
กลิ่น 5 4 3 2 1 
การยอมรับโดยรวม 5 4 3 2 1 
 
ขอเสนอแนะเพิ่มเติม(กอนรับประทาน) 
...................................................................................................................................................................................
................................................................................................................................................................................... 
 
 2.1.2  ความคิดเห็นหลังรับประทาน 

ความชอบตอผลิตภัณฑ ชอบมากที่สุด ชอบมาก ชอบปานกลาง ชอบนอย ชอบนอยที่สุด 
กลิ่น 5 4 3 2 1 

รสชาติ 5 4 3 2 1 

การยอมรับในความขม 5 4 3 2 1 

ความยอมรับในผลิตภัณฑ
โดยรวม 

5 4 3 2 1 

ขอเสนอแนะเพิ่มเติม(หลังรับประทาน) 
...................................................................................................................................................................................
................................................................................................................................................................................... 

 
 2.1.3 หากมีเคร่ืองดื่มจากผักเชียงดาชนิดนี้วางจําหนายทานจะเลือกซื้อ หรือไม 

 1. ซื้อ เพราะ   (.....)   รสชาติถูกใจ 
 (.....)   ราคาเหมาะสม 
 (.....)   สรรพคุณตอสุขภาพที่ไดรับรองจากสถาบันที่นาเชื่อถือ 

  2. ไมซื้อ เพราะ (.....) ไมถูกใจรสชาติ 
    (.....)  ราคาแพงเกินไป 
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    (.....)   ไมสนใจในสรรพคุณตอรางกาย 
  3. ไมแนใจ  เพราะ............................................................. 

2.1.4 หากเครื่องดื่มจากผักเชียงดาชนิดนี้จําหนายในราคา 20 บาทในปริมาณ 200-250 กรัม  ทานคิดวา
เหมาะสมหรือไม 
   เหมาะสม 

    ไมเหมาะสม   แพงเกินไป  ราคาที่เหมาะสมควรจะเปน ..................  บาท/ขวด 
     ถูกเกินไป     ราคาที่เหมาะสมควรจะเปน ..................  บาท/ขวด 
 
 
2.2 เคร่ืองดื่มสารสกัดจากผักเชียงดารสน้ําผ้ึงมะนาว 
 2.2.1  ความคิดเห็นกอนรับประทาน 
 

ความชอบตอผลิตภัณฑ ชอบมาก
ที่สุด 

ชอบมาก ชอบปานกลาง ชอบนอย ชอบนอยที่สุด 

สี 5 4 3 2 1 
กลิ่น 5 4 3 2 1 
การยอมรับโดยรวม 5 4 3 2 1 
 
 
ขอเสนอแนะเพิ่มเติม(กอนรับประทาน) 
...................................................................................................................................................................................
................................................................................................................................................................................... 
 
 2.2.2 ความคิดเห็นหลังรับประทาน 
 

ความชอบตอผลิตภัณฑ ชอบมากที่สุด ชอบมาก ชอบปานกลาง ชอบนอย ชอบนอยที่สุด 
กลิ่น 5 4 3 2 1 

รสชาติ 5 4 3 2 1 

การยอมรับในความขม 5 4 3 2 1 

ความยอมรับในผลิตภัณฑ
โดยรวม 

5 4 3 2 1 

 
ขอเสนอแนะเพิ่มเติม(หลังรับประทาน) 
...................................................................................................................................................................................
................................................................................................................................................................................... 
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 2.2.3 หากมีเคร่ืองดื่มจากผักเชียงดาชนิดนี้วางจําหนายทานจะเลือกซื้อ หรือไม 

 1. ซื้อ เพราะ   (.....)   รสชาติถูกใจ 
 (.....)   ราคาเหมาะสม 
 (.....)   สรรพคุณตอสุขภาพที่ไดรับรองจากสถาบันที่นาเชื่อถือ 

  2. ไมซื้อ เพราะ (.....) ไมถูกใจรสชาติ 
    (.....)  ราคาแพงเกินไป 
    (.....)   ไมสนใจในสรรพคุณตอรางกาย 
  3. ไมแนใจ  เพราะ............................................................. 
 

2.2.4 หากเครื่องดื่มจากผักเชียงดาชนิดนี้จําหนายในราคา 20 บาทในปริมาณ 200-250 กรัม ทานคิดวา
เหมาะสมหรือไม 
   เหมาะสม 
    ไมเหมาะสม   แพงเกินไป  ราคาที่เหมาะสมควรจะเปน ..................  บาท/ขวด 
     ถูกเกินไป     ราคาที่เหมาะสมควรจะเปน ..................  บาท/ขวด 
 

2.3 เคร่ืองดื่มสารสกัดจากผักหวานบาน 
 2.3.1 ความคิดเห็นกอนรับประทาน 
 

ความชอบตอผลิตภัณฑ ชอบมาก
ที่สุด 

ชอบมาก ชอบปานกลาง ชอบนอย ชอบนอยที่สุด 

สี 5 4 3 2 1 
กลิ่น 5 4 3 2 1 
การยอมรับโดยรวม 5 4 3 2 1 
 

ขอเสนอแนะเพิ่มเติม(กอนรับประทาน) 
...................................................................................................................................................................................
................................................................................................................................................................................... 
 
 2.3.2  ความคิดเห็นหลังรับประทาน 
 

ความชอบตอผลิตภัณฑ ชอบมาก
ที่สุด 

ชอบมาก ชอบ 
ปานกลาง 

ชอบนอย ชอบ 
นอยที่สุด 

กลิ่น 5 4 3 2 1 
รสชาติ 5 4 3 2 1 
การยอมรับในความขม 5 4 3 2 1 
ความยอมรับในผลิตภัณฑโดยรวม 5 4 3 2 1 

 
 
ขอเสนอแนะเพิ่มเติม(หลังรับประทาน) 
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...................................................................................................................................................................................

................................................................................................................................................................................... 
 2.3.3 หากมีเคร่ืองดื่มจากผักเชียงดาชนิดนี้วางจําหนายทานจะเลือกซื้อ หรือไม 

1. ซื้อ เพราะ   (.....)   รสชาติถูกใจ 
(.....)   ราคาเหมาะสม 
(.....)   สรรพคุณตอสุขภาพที่ไดรับรองจากสถาบันที่นาเชื่อถือ 

 2. ไมซื้อ เพราะ (.....) ไมถูกใจรสชาติ 
   (.....)  ราคาแพงเกินไป 
   (.....)   ไมสนใจในสรรพคุณตอรางกาย 
 3. ไมแนใจ  เพราะ............................................................. 

2.3.4.หากเครื่องดื่มจากผักเชียงดาชนิดนี้จําหนายในราคา 20 บาทในปริมาณ 200-250 กรัม  ทานคิดวา
เหมาะสมหรือไม 
  เหมาะสม 

   ไมเหมาะสม    แพงเกินไป  ราคาที่เหมาะสมควรจะเปน ..................  บาท/ขวด 
     ถูกเกินไป     ราคาที่เหมาะสมควรจะเปน ..................  บาท/ขวด 
 
 

 
ขอขอบคุณในที่สละเวลาในการตอบแบบสอบถาม 
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ภาคผนวก ข 
การแสดงผลงานวิจัยโครงการในการประชุมวิชาการ 

 
1.  เสนอผลงานวิจัยในการประชุมวิชาการระดับชาติ 

1.1 Ratsada Prapasawat, Prapaipat Klungsupya, Yohji Ezure, Anawat Suwanagul, 
Namthip Theangtrong, Lakana Himakhoun and Vullapa Arunpairojana. ANTI-
MUTAGENIC ACTIVITY OF OLIGOMERIC PROANTHOCYANIDINES 
(OPCS) ISOLATED FROM THAI RED GRAPE SEEDS BY 
MICRONUCLEUS ASSAY. Thai J.Phar.Sci 32 (Suppl.) 2008 (p.81) 
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1.2 R. Praphasawat, P. Klungsupya, Sarunya Laovitthayanggoon, Yohji Ezure, Anawat 
Suwanagul, Lakana himakhoun and Vullapa Arunpairojana. ANTI-
MUTAGENICITY ACTIVITY OF NATURAL OPCs EXTRACTED FROM 
THAI RED GRAPES IN MMC-TREATED TK6 CELLS BY 
MICRONUCLEUS ASSAY. การประชุมวิชาการวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ประเทศไทย(วทท 35)  ครั้งที่ 35 จัดขึ้นโดย กระทรวงวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  ณ 
โรงแรมเดอะบีชรีสอรท ท่ีจังหวัดชลบุรี ระหวางวันที่ 15-17  ตุลาคม 2552   
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2.  การประชุมวิชาการระดับนานาชาติ (จัดในประเทศ) 
2.1 Klungsupya, P, Phantanaprates, W., Muangman, T, Theangtrong, N,  Trangvacharakul, 

S. and Arunpairojana, V. (2008). RESEARCH AND DEVELOPMENT OF NEW 
READY-TO-DRINK “CHIANG-DA” BEVERAGE FROM GYMNEMA 
INODORUM DENCE. The 2nd International Trade Exhibition and Conference for 
Biotechnology : International of Life Sciences 2008, Bangkok, Thailand ; November 
25-27, 2008. (Poster presentation) 
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2.2 Klungsupya, P, Muangman, T, Theangtrong, N, Phatvej, W, Khayungarnnawee, A, 
Thisayakorn, K, Rerk-Am, U, Sematong, T, Trangvacharakul, S and Arunpairojana, V. 
(2009). ANTIOXIDANT AND ANTIHYPERGLYCEMIC ACTIVITIES OF 
GYMNEMA INODORUM DENCE. The 8th Joint Seminar “Innovative Research in 
Natural Products for Sustainable Development”; NRCT-JSPS Core University Program 
on Natural Medicine in Pharmaceutical Sciences. January 3 – 4, 2009 Bangkok, 
Thailand. (Poster presentation) 
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2.3 Muangman, T, Theangtrong, N, Klungsupya, P, Phatvej, W, Khayungarnnawee, A, 
Thisayakorn, K, Sematong, T, Trangvacharakul S, and Arunpairojana, V. (2009). 
ANTI-HYPERGLYCEMIC ACTIVITY OF SAUPORUS ANDROGYNUS 
LEAVES EXTRACT ON ALLOXAN-INDUCED DIABETIC RATS. The 8th Joint 
Seminar “Innovative Research in Natural Products for Sustainable Development”; 
NRCT-JSPS Core University Program on Natural Medicine in Pharmaceutical 
Sciences. January 3 – 4, 2009 Bangkok, Thailand. (Poster presentation) 
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3.  การประชุมวิชาการระดับนานาชาติ (จัดในตางประเทศ) 
 

3.1 Klungsupya, P, Muangman, T., and Chongviriyaphan, N. (2007). PROTECTIVE 
ACTIVITY OF GYMNEMA INODORUM DENCE ON H2O2-INDUCED DNA 
DAMAGE IN TK6 HUMAN LYMPHOBLASTOID CELLS BY COMET ASSAY. 
VII International Comet Assay Workshop. June 24-27, 2007.  University of Ulster, 
Coleraine, Northern Ireland. (Poster presentation) 
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3.2 Klungsupya  P, Praphasawat R, Muangman T, Ezure Y, Suwanagul A, Himakhoun 

L and  Arunpairojana V. ANTI-OXIDATIVE DNA DAMAGE ACTIVITY OF 
NATURAL OPCs ISOLATED FROM THAI RED GRAPE SEEDS IN H2O2-
TREATED TK6 CELLS BY COMET ASSAY.  8th International Comet Assay 
Workshop (ICAW). 27-30 August 2009, Perugia, Italy. (Poster presentation) 
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3.3 R Praphasawat, P Klungsupya,  T Muangman, Y Ezure, A Suwanagul, L Himakhoun and 
V Arunpairojana. ANTI-GENOTOXICITY OF NATURAL OPCs NEWLY 
EXTRACTED FROM THAI RED GRAPE SEEDS BY COMET ASSAY AND 
MICRONUCLEUS TEST IN TK6 CELLS.  10thINTERNATIONAL CONFERENCE 
ON ENVIRONMENTAL MUTAGEN (ICEM). 20-25 August 2009, Florence, Italy. 
(Poster presentation) 
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3.4 P Klungsupya, R Praphasawat, S Laovitthayangoon, Y Ezure, A Suwanagul, L 
Himakhoun and V Arunpairojana. ANTI-MUTAGENICITY OF NATURAL OPCs 
NEWLY EXTRACTED FROM THAI RED GRAPE SEEDS BY COMET ASSAY 
AND MICRONUCLEUS TEST IN TK6 CELLS. 10thINTERNATIONAL 
CONFERENCE ON ENVIRONMENTAL MUTAGEN (ICEM). 20-25 August 2009, 
Florence, Italy  (Poster presentation) 
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3.5 R Praphasawat, P Klungsupya, S Laovitthayanggoon, Y Ezure,A Suwanagul, L Himakhoun  
And V Arunpairojana. ANTI-MUTAGENICITY ACTIVITY OF NATURAL OPCs 
EXTRACTED FROM THAI RED GRAPES IN MMC-TREATED TK6 CELLS BY 
MICRONUCLEUS ASSAY. The 5th International Congress of Asian Society of 
Toxicology. Taipei, Taiwan. Sep. 10-13, 2009. (Poster presentation) 

 
 

 




