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วธีิวเิคราะห์ประสิทธิภาพการยบัยัÊงอนุมูลอสิระ 
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ก.1 วเิคราะห์ปริมาณสารฟีนอลกิทัÊงหมด (Total phenolic)  

ดดัแปลงวิธีจาก Singleton และ Rossi (1965) 

สารเคม ี

1) เตรียม 7.5% sodium carbonate โดยชั Éง Na2CO3 7.5 กรัม แลว้ละลายในนํÊ ากลั Éนใส่ลงใน volumetric 

flask ขนาด 100 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

2) เตรียม 10% Folin-Ciocalteu phenol reagent เตรียมโดยใส่ Folin-ciocalteu phenol reagent ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร ลงใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมนํÊ ากลั Éน เขยา่ใหผ้สมเป็นเนืÊอเดียวกนัและ

ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

3) เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (C7H6O5) เตรียมโดยละลายสารมาตรฐานแกลลิกจาํนวน 0, 

0.002, 0.004, 0.006, 0.008 และ 0.010 กรัม ละลายในนํÊ ากลั Éน ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ย

volumetric flaskได ้working solution ทีÉความเขม้ขน้ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 

นาํมาวิเคราะห์หาปริมาณโพลีฟีนอล (polyphenol) 

วธิีการ 

ดูดตวัอย่างสารสกดัปริมาตร 6.6 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมนํÊ ากลั Éน 993.4 ไมโครลิตร 

ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครืÉอง vortex mixture และสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกใส่ลงในหลอดทดลอง 

เติม 10% Folin-Ciocalteu phenol reagent 5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กัน ตัÊ งทิÊงไว ้8 นาที เติม 7.5% 

sodium carbonate 4 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ตัÊ งทิÊงไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาในทีÉมืดเป็นเวลา 30 นาที โดย 

blank ใชน้ํÊ ากลั Éนแทนตวัอย่าง นาํสารละลายทีÉสกดัไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเครืÉองสเปคโตร

โฟโตมิเตอร์ทีÉความยาวคลืÉน 765 นาโนเมตร นําค่าทีÉค ํานวณได้หาปริมาณสารฟีนอลิกโดย

เปรียบเทียบผลกับกราฟของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (gallic acid) ความเขม้ขน้ 0-100 

มิลลิกรัมต่อลิตร ดงัรูปทีÉ ก.1 

 

 
รูปทีÉ ก.1 กราฟมาตรฐาน gallic acid ความเขม้ขน้ร้อยละ 0-100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ก.2 ประสิทธิภาพการยบัยัÊงอนุมูลอสิระ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) 

ดดัแปลงวิธีจาก Bois (1958) 

สารเคม ี

สารละลาย 0.1 มิลลิโมลาร์ DPPH•เตรียมโดยชั Éง DPPH• (Mw=394.32) 0.0394 กรัม ละลายใน

เอธานอลร้อยละ95 และปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตรทีÉห่อดว้ย aluminum 

foil จากนัÊนเขยา่ให ้DPPH• ละลายโดยใชเ้ครืÉองอลัตราโซนิค 

วธิีการ 

ดูดตัวอย่างสารสกดัความเขม้ขน้ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมนํÊ ากลั Éน 990

ไมโครลิตร เติมสารละลาย 0.1 มิลลิโมลาร์ DPPH• 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตัÊงทิÊงไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยา

ในทีÉมืดเป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 517 นาโนเมตร คาํนวณค่าการตา้น

อนุมลูอิสระเป็น % DPPH• scavenging effect 

 

ก.3 ประสิทธิภาพการยับยัÊงอนุมูลอิสระ 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) 

(ABTS•+)  

ดดัแปลงวิธีจาก Re และคณะ (1999) 

สารเคม ี

1) สารละลาย 7 มิลลิโมลาร์ ABTS•+เตรียมโดยชั Éง ABTS•+ 0.192 กรัม ละลายในนํÊ ากลั Éน และปรับ

ปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร  

2) สารละลาย 2.45 มิลลิโมลาร์ โพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต (potassium persulfate, K2S2O8) เตรียมโดย

ชั Éง K2S2O8 0.033 กรัม ละลายในนํÊ ากลั Éนและปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

วธิีการ 

ผสมสารละลาย 7 มิลลิโมลาร์ ABTS•+ กบัสารละลาย 2.45 มิลลิโมลาร์ K2S2O8 อตัราส่วน 2:1 บ่มไว้

ในทีÉมืดเป็นเวลา 12-16 ชั Éวโมง และเจือจางดว้ยเอทานอลร้อยละ 95 จนสามารถวดัค่าการดูดกลืนแสง

ไดใ้นช่วง 0.670-0.730 จากนัÊนดูดตวัอยา่งสารสกดัความเขม้ขน้ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด

ทดลอง เติมนํÊ ากลั Éน 995 ไมโครลิตร เติมสารละลาย ABTS•+ เจือจาง 4 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ตัÊ งทิÊง

ไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาในทีÉมืดเป็นเวลา 6 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 734 นาโนเมตร 

คาํนวณค่าการตา้นอนุมลูอิสระเป็น %ABTS•+ scavenging effect 


