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1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของกำรวจัิย 
 

อนุมูลอิสระคือ อะตอม โมเลกุล หรือสำรประกอบท่ีมีอิเล็คตรอนไม่ครบคู่ ท  ำให้มีควำม
วอ่งไวในกำรเกิดปฏิกิริยำออกซิเดชนั เม่ือเกิดอนุมูลอิสระในร่ำงกำยจะท ำให้เซลล์ต่ำงๆ ถูกท ำลำย
ท ำให้เกิดควำมเสียหำยต่อเซลล์อนัเป็นท่ีมำของโรคต่ำงๆ มำกมำยไดแ้ก่ โรคแก่ก่อนวยั โรคหวัใจ  
และโรคมะเร็ง เป็นตน้ สำรตำ้นอนุมูลอิสระจึงเป็นอีกหน่ึงทำงเลือกท่ีไดรั้บควำมสนใจจำกนกัวิจยั 
(Mittler, 2002) โดยในพืช ผกัและผลไมห้ลำย ๆ ชนิดโดยเฉพำะสมุนไพรในประเทศไทยก็มกัจะ
อุดมไปดว้ยสำรตำ้นอนุมูลอิสระเช่น โพลีฟีนอล วติำมินเอ วติำมินอี และวติำมินซี เป็นตน้ 

 กำรประเมินควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระจะเป็นแนวทำงในกำรคิดคน้หำตวัยำ
ใหม่ ๆ (Drug discovery) ในกำรรักษำโรค นอกจำกน้ีกำรตรวจหำปริมำณสำรตำ้นอนุมูลอิสระใน
ร่ำงกำยไม่วำ่จะเป็นในตวัอยำ่งเลือด (Blood samples) ซีรัม (Serum) หรือน ้ ำปัสสำวะ (Urine) ยงัเป็น
พำรำมิเตอร์ท่ีใชใ้นกำรเฝ้ำระวงัภำวะ Oxidative stress หรือกำรท่ีร่ำงกำยมีอนุมูลอิสระท่ีมำกเกินไป
จนเป็นสำเหตุของกำรเกิดโรคต่ำง ๆ   ซ่ึงกำรประเมินควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระใน
ตวัอยำ่งประเภทต่ำง ๆ สำมำรถท ำไดห้ลำยวธีิเช่น กำรวเิครำะห์หำปริมำณสำรชนิดใดชนิดหน่ึงหรือ
กลุ่มใดกลุ่มหน่ึง ท่ีพบวำ่มีคุณสมบติัในกำรตำ้นอนุมูลอิสระ เช่น วิตำมินซี หรือสำรประกอบฟีนอ
ลิก (Zulueta, Esteve, Frasquet, & Frigola, 2007) แต่ในควำมเป็นจริงสำรตำ้นอนุมูลอิสระใน
ตวัอย่ำงหน่ึงๆ มกัจะประกอบไปดว้ยสำรตำ้นอนุมูลอิสระหลำย ๆ ชนิดผสมกนัอยู่ ซ่ึงรวมถึงสำร
ตำ้นอนุมูลอิสระท่ีทรำบวำ่เป็นสำรชนิดใดแน่นอน และสำรท่ีมีฤทธ์ิในกำรตำ้นอนุมูลอิสระแต่ยงัไม่
ทรำบโครงสร้ำงของสำรจนระบุไดว้ำ่คือสำรใด นอกจำกน้ีบำงชนิดอำจส่งผลเสริมหรือหกัลำ้งฤทธ์ิ
ในกำรตำ้นอนุมูลอิสระกนัได ้ดงันั้นกำรท่ีจะประเมินควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยกำร
วดัและแยกวิเครำะห์ว่ำมีสำรชนิดใดบำ้งจึงเป็นกำรยำกและไม่จ  ำเป็น ควำมสำมำรถในกำรตำ้น
อนุมูลอิสระโดยรวม (Total antioxidant capacity, TAC) จะเป็นกำรวดัควำมสำมำรถโดยรวมของ
ตวัอยำ่งในกำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยไม่สนใจวำ่มีสำรตำ้นอนุมูลอิสระชนิดใดและปริมำณเท่ำใดผสม
อยู่ในตวัอย่ำง แต่จะวดัเป็นควำมสำมำรถของตวัอย่ำงในกำรท่ีจะดักจบักับอนุมูลอิสระ ซ่ึงกำร
ประเมินค่ำ TAC น้ีเป็นเทคนิคท่ีไดรั้บควำมนิยมเพรำะสำมำรถแสดงประสิทธิภำพกำรตำ้นอนุมูล
อิสระของตวัอยำ่งท่ีใกลเ้คียงควำมเป็นจริงมำกกวำ่ (Wang, Cao, & Prior, 1996) 

กำรวเิครำะห์ค่ำ TAC โดยทัว่ไปจะมีกำรสร้ำงอนุมูลอิสระท่ีทรำบควำมเขม้ขน้ท่ีแน่นอน  
และวเิครำะห์ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งหรือขจดัอนุมูลอิสระของสำรตวัอยำ่งท่ีสนใจวดั โดยวดั
ปริมำณอนุมูลอิสระท่ีลดลงหรือท่ีเหลือก็ได ้ สำรท่ีนิยมใชเ้ป็นตวัก ำเนิดอนุมูลอิสระมกัจะใช้
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สำรประกอบกลุ่มเอโซ เช่น 2,2-Azobis 2-Amidopropane (ABTS)  ท ำใหเ้กิดอนุมูล ABTS ใน
กำรวเิครำะห์จะวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีลดลง ขอ้ดีของวธีิน้ีคือท ำไดง่้ำย กำรวเิครำะห์ท ำไดท้ั้งในน ้ำ
และตวัท ำละลำยอินทรีย ์ แต่ ABTS ไม่เป็นสำรตำมธรรมชำติท่ีก่อใหเ้กิดอนุมูลอิสระในร่ำงกำย 
และตอ้งมีกำรท ำปฏิกิริยำกบัสำรอ่ืนก่อนถึงจะเกิดเป็นอนุมูล ABTS  ซ่ึงท ำใหก้ำรวเิครำะห์มี
ควำมยุง่ยำกมำกยิง่ข้ึน สำรอีกตวัท่ีนิยมใชเ้ช่นกนัคือ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) กำร
วเิครำะห์ก็จะท ำในท ำนองเดียวกบักำรวเิครำะห์ ABTS แต่อนุมูล DPPH  ไม่ไวต่อปฏิกิริยำ
เหมือนอนุมูลท่ีเกิดในร่ำงกำยจริง ๆ  ท ำใหเ้กิดปฏิกิริยำไดช้ำ้  ท ำใหก้ำรประเมินควำมสำมำรถใน
กำรตำ้นอนุมูลอิสระไดน้อ้ยกวำ่ควำมเป็นจริง (วชัระคุปต,์ 2550)  ถึงแมว้ำ่เทคนิคทั้งสองจะท ำได้
ง่ำยแต่วำ่ปัญหำท่ีส ำคญัอีกประกำรคือสีของตวัอยำ่งอำจจะรบกวนกำรวิเครำะห์ไดโ้ดยเฉพำะสีม่วง
ของ DPPH ซ่ึงเป็นสีของตวัอยำ่งท่ีมีควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระสูงไดแ้ก่ องุ่นและไวน์
ชนิดต่ำงๆ  

ในงำนวจิยัน้ีจึงมุ่งเนน้พฒันำชุดสอบควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระอยำ่งง่ำยข้ึน โดย
กำรต่อยอดจำกงำนวจิยัเดิมซ่ึงศึกษำปฏิกิริยำของอิมิพลำมีนเป็นชุดทดสอบควำมสำมำรถในกำรตำ้น
อนุมูลอิสระ ซ่ึงยงัไม่มีผลิตในประเทศไทย และเพื่อทดแทนชุดทดสอบท่ีน ำเขำ้จำกต่ำงประเทศซ่ึงมี
รำคำแพง โดยมีวตัถุประสงคห์ลกัอยู ่ 2 แนวทำงดว้ยกนัคือ 1. ใชท้ดสอบควำมสำมำรถในกำรตำ้น
อนุมูลอิสระท่ีไดจ้ำกผลิตภณัฑท์ำงธรรมชำติซ่ึงจะมีตวัอยำ่ง (Samples) ในจ ำนวนท่ีมำก แต่มี
ปริมำณจ ำกดัท่ีแต่ละส่วนแยก (Fraction) โดยเฉพำะสำรสกดับริสุทธ์ิซ่ึงมีปริมำณนอ้ยมำก ดงันั้นวธีิ
ท่ีน ำมำวเิครำะห์ควรจะมีควำมสำมำรถในกำรวเิครำะห์ท่ีรวดเร็ว สะดวก มีควำมไวในกำรวเิครำะห์
เพื่อตอบสนองขอ้จ ำกดัดงักล่ำว 2. เพื่อน ำไปทดสอบสภำวะ Oxidative stress จำกตวัอยำ่งเลือด 
(Blood samples) ซีรัม (Serum) หรือน ้ำปัสสำวะ (Urine) โดยงำนวิจยัช้ินน้ีมุ่งพฒันำต่อยอดจำก
งำนวจิยัเดิมซ่ึงไดท้  ำกำรคิดคน้ปฏิกิริยำใหม่โดยใชส้ำรประกอบซ่ึงมีช่ือวำ่ “อิมิพลำมีน” ซ่ึงง่ำยต่อ
กำรท ำใหเ้ป็นอนุมูล สีของอนุมูลอิมิพลำมีนเป็นสีฟ้ำ ซ่ึงเป็นสีท่ีไม่ค่อยพบในตวัอยำ่งจึงไม่รบกวน
กำรวเิครำะห์ นอกจำกน้ีอิมิพลำมีนยงัไม่เป็นอนัตรำยต่อผูว้ิจยั ส่ิงแวดลอ้มและรำคำไม่แพง  
สำมำรถทดสอบควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระของสำรตวัอยำ่งไดอ้ยำ่งหลำกหลำยเช่น 
ตวัอยำ่งน ้ำผลไม ้เคร่ืองด่ืม สำรสกดัจำกสมุนไพร ตวัอยำ่งเลือด ซีรัม น ้ำปัสสำวะ  ซ่ึงเม่ือพฒันำเป็น
ชุดทดสอบแลว้จะส่งผลต่อกำรวเิครำะห์คือวธีิทดสอบง่ำย ไม่ตอ้งใชผู้ท่ี้ช ำนำญ ใหผ้ลน่ำเช่ือถือ
สะดวกและรวดเร็ว 
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1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 
 

 1.2.1 เพื่อต่อยอดงำนวิจยัเดิมท่ีคิดคน้ปฏิกิริยำใหม่ ท่ีใชใ้นกำรตรวจสอบควำมสำมำรถใน
กำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยรวมท่ียงัไม่เคยมีใครท ำมำก่อน(จำกกำรสืบคน้จำกฐำนขอ้มูล Sciencedirect 
และ Scorpus ณ วนัท่ี 15 กนัยำยน พ.ศ.2553) มำท ำเป็นชุดทดสอบควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูล
อิสระ 
          1.2.2. พฒันำชุดทดสอบควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระ ใหมี้ควำมสำมำรถในกำร
วเิครำะห์ไดแ้ม่นย  ำ สะดวก รวดเร็ว และมีค่ำใชจ่้ำยต่อกำรวเิครำะห์ไม่สูง 

 
1.3   ขอบเขตของกำรวจัิย 
 

1.3.1 พฒันำชุดทดสอบควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยใช้อิมิพลำมีนเป็นตวั
ก ำเนิดอนุมูลอิสระเพื่อน ำไปพฒันำตรวจสอบควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยรวม 

 
1.4   กรอบแนวควำมคิดของกำรวจัิย 
 

ทฤษฎี 
 กำรวดัควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยรวมโดยกำรวดักำรเปล่ียนสี สำมำรถท ำ

ไดโ้ดยใช้สำรท่ีสำมำรถเกิดเป็นอนุมูลอิสระไดแ้ลว้ให้สี หลงัจำกนั้นเมื่อสำรดงักล่ำวท ำปฏิกิริยำ
กบัสำรที่มีฤทธ์ิในกำรตำ้นอนุมูลอิสระ สำรตำ้นอนุมูลอิสระดงักล่ำวจะไปจบักบัอนุมูลอิสระ
แลว้ท ำให้ปริมำณของอนุมูลลดลงซ่ึงสำมำรถตรวจวดัไดโ้ดยกำรติดตำมสีท่ีลดลงจำกกำรหำยไป
ของอนุมูลอิสระดงักล่ำว โดยท ำกำรเปรียบเทียบกบัสำรมำตรฐำนที่มีฤทธ์ิในกำรตำ้นอนุมูล
อิสระไดแ้ก่ Trolox, Ascorbic acid และ Gallic acid เป็นตน้ 

 วิธีกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยกำรวดักำรเปล่ียนสีเป็นวิธีท่ีง่ำย 
และมีแนวโน้มท่ีจะสำมำรถพฒันำเป็นชุดทดสอบได ้โดยเม่ือสำรตำ้นอนุมูลอิสระท ำปฏิกิริยำกบั
อนุมูลอิมิพลำมีนแลว้ท ำให้สีของอิมีพลำมีนเปล่ียนแปลงไปหรือจำงลง เม่ือน ำไปเปรียบเทียบกบั
แถบสีท่ีไดจ้ำกสำรมำตรฐำนก็จะสำมำรถบอกควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระของตวัอย่ำง
ได ้ซ่ึงกำรพฒันำเป็นชุดทดสอบน้ีมีขอ้ดีคือ กำรวิเครำะห์ท ำไดง้่ำย ไม่ตอ้งอำศยัผูที้่มีควำม
ช ำนำญ  สะดวก และรวดเร็ว 
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   สมมุติฐำน 
    อิมิพลำมีนเป็นสำรที่เมื่อละลำยน ้ ำและเติมออกซิไดส์ซิงเอเจนต์แลว้จะเกิดเป็นอนุมูล

อิสระซ่ึงมีสีฟ้ำ เมื่อเติมสำรตำ้นอนุมูลอิสระจะท ำให้ปริมำณของอนุมูลอิสระซ่ึงมีสีฟ้ำลดลง 
ดงันั้นอิมิพลำมีนจึงน่ำจะมีแนวโน้มท ำมำใช้ในกำรวดัควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระ 
แทนสำรที ่ใช ้ในกำรก ำ เนิดอนุม ูลอ ิสระที ่ใช ้ก นัอยู ่ดั้ง เด ิม  และพฒันำ เ ป็นชุดทดสอบ
ควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระได้     

กรอบแนวควำมคิดของงำนวิจัย 
           ตัวแปรอิสระ                                                                      ตัวแปรตำม 
 
 
 
 
 

 
 

 

2. เทคนิคกำรท ำชุดทดสอบ 
 

1. สภำวะของปฏิกิริยำอิมิพลำมีนและ
ตัวอย่ำงในกำรท ำเป็นชุดทดสอบ 

 

ชุดทดสอบควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล
อิสระซ่ึงมีคุณสมบัติดังนี้ 

- แม่นย ำ 
- สะดวก 
- รวดเร็ว 
- ประหยัด 
- วิเครำะห์ตัวอย่ำงได้หลำกหลำย 

 
 
 


