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บทคัดย่อ: ความเคม็สามารถกระตุ้นให้เกิดการสะสมสารพฤกษเคมีในพืชได้ ด้วยเหตนีุจ้งึได้ท�ำการศกึษาการ
เปลีย่นแปลงฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระภายใต้สภาวะความเคม็จากเกลอืสนิเธาว์ซึง่เป็นเกลอืชนิดหลกัของดนิเคม็
ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือโดยมีพืชทดสอบคือมะนาวโห ่(Carissa carandas L.) เลอืกใช้สว่นใบซึง่เป็นชิน้สว่นท่ี
มีตลอดทัง้ปีและมีสรรพคณุท่ีเป็นประโยชน์ทางการแพทย์ ท�ำการประเมินท่ี 6 ความเข้มข้นของเกลอืสนิเธาว์ คือ 0, 
25, 50, 75, 100 และ 125 mM ท่ี 4 ระยะพฒันาการของใบ คือใบออ่น ใบเพสลาด ใบเจริญเตม็ท่ี และใบแก่ ผลการ
ศกึษาพบวา่ ต้นมะนาวโหส่ามารถทนความเคม็ได้ถงึระดบัความเข้มข้นท่ี 50 mM โดยความเข้มข้นของเกลอื
สนิเธาว์ท่ี 25 mM เป็นระดบัท่ีสง่เสริมให้มีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระได้มากท่ีสดุ โดยระยะพฒันาการของใบสง่ผล
ตอ่ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระของใบ ใบออ่นเป็นใบท่ีมีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ DPPH มากท่ีสดุ ใบเพสลาด
และใบเจริญเตม็ท่ีเป็นใบท่ีมีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ FRAP มากท่ีสดุ และใบแก่เป็นใบท่ีมีความสามารถใน
การต้านอนมุลูอิสสระแบบ ABTS มากท่ีสดุ โดยพบวา่ใบแก่ท่ีได้รับเกลอืสนิเธาว์ความเข้มข้น 25 mM เป็นใบท่ีมี
ฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระมากท่ีสดุ ซึง่ผลการศกึษานีส้ามารถใช้เป็นแนวทางในการหาวิธีการกระตุ้นให้เกิดการ
สะสมสารส�ำคญัในใบมะนาวโหเ่พ่ือให้มีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาท่ีเป็นประโยชน์ตอ่สขุภาพเพ่ิมมากขึน้
ค�ำหลัก: ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ FRAP, ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ ABTS, ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ 
DPPH, Carissa carandas, ระยะพฒันาการของใบ

ABSTRACT: Salinity can stimulate the accumulation of phytochemistry in plants. For this reason, the an-
tioxidant activity has been studied under saline conditions caused by the Rock of Salt, which is the main salt 
of saline soil in the northeast in Karandas (Carissa carandas L.) leaf, which is an all-year-round component 
and has medical benefits. The different concentrations of rock salt (0, 25, 50, 75, 100 and 125 mM) at 4 
development stages of the leaf (leaflet, early mature, mature and late mature leaf) were examined. The study 
showed that the Karandas plant could endure salinity to the concentration level of 50 mM. The concentration 
of rock salt at 25 mM was the level that can promotes the most antioxidant activities. The development stag-
es of the leaves affect the antioxidant activity of the leaves. The leaflet has the highest DPPH antioxidant 
activity. The early mature and mature leaf has the most FRAP antioxidant activity and the late mature leaves 
has the most ABTS antioxidant activity. The result indicated that late mature leaf with the concentration of 
rock salt at 25 mM had the highest antioxidant activity. The results from this study can be used as a guideline 
to finding ways for stimulate the accumulation of major compounds in the Karandas leaf for providing the 
healthiest pharmacological effects.
Keywords: FRAP antioxidant activity, ABTS antioxidant activity, DPPH antioxidant activity, Carissa caran-
das, leaf development



	 แก่นเกษตร 48 ฉบบัท่ี 5: 980-989 (2563)./doi:10.14456/kaj.2020.89.981

บทน�ำ 

มะนาวโห ่ (Carissa carandas L.) เป็นผลไม้
โบราณพืน้เมืองชนิดหนึ่งท่ีสามารถเก็บเก่ียวผลได้
ตลอดทัง้ปี แตมี่มากชว่งเดือนพฤษภาคม-กรกฎาคม 
เป็นพืชท่ีมีความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งสูง มี
ลกัษณะเป็นพุม่สงูประมาณ 2-3 เมตร ล�ำต้นมีสี
น�ำ้ตาลเข้ม มีหนามแหลม และมีน�ำ้ยางสขีาว ใบเป็น
ใบเด่ียว รูปรีเกือบกลม ปลายใบเว้าเลก็น้อย โคนใบมน
เว้าเข้าหาก้านใบ หลงัใบและท้องใบเรียบ ใบออ่นมีสี
แดง ก้านใบสัน้ ดอกออกเป็นชอ่ออกตามซอกใบใกล้
ปลายยอด กลบีดอกมีสขีาว โคนดอกสชีมพอูมแดง ผล
เป็นรูปทรงกลมรี ผิวเรียบ ผลออ่นสขีาว ผลแก่เป็น
สชีมพูจนเป็นสีแดงเข้มจนเกือบด�ำ (องค์การสวน
พฤกษศาสตร์, 2556; Kumar et al., 2013) ผลไม้ชนิดนี ้
ได้รับความสนใจมากขึน้ เน่ืองจากสสีนัของใบและผล
ท่ีมีความสวยงามและการท่ีมีหนามแหลมคม ท�ำให้ใช้
เป็นแนวรัว้ตามธรรมชาตไิด้เป็นอยา่งดี (Sharma and 
Banyal, 2010) นอกจากนีม้ะนาวโหมี่ฤทธ์ิทางยา
สามารถน�ำไปใช้รักษาโรคหรือรับประทานควบคูก่บัยา
แผนปัจจุบันได้เป็นอย่างดี และยงัมีรายงานยืนยนั
วา่การบริโภคมะนาวโห่ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษตอ่
เซลล์ร่างกาย (Sudjaroen and Suwannahong, 2017) 
มะนาวโหมี่สรรพคณุในการดแูลปรับสมดลุร่างกาย คือ 
มีสารต้านอนมุลูอิสระสงู ปอ้งกนัมะเร็ง ชะลอการแก่
ก่อนวยั ชว่ยบ�ำรุงโลหิต ขยายหลอดเลอืด ปอ้งกนัโรค
หวัใจ รักษาโรคปอด และถงุลมโป่งพองได้ (ประกอบ, 
2556) ผลจากการท่ีมีสรรพคณุทางยาพืน้บ้านจ�ำนวน
มากจงึได้มีการศกึษาฤทธ์ิทางเภสชัของมะนาวโห ่ โดย
พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิในการต้าน
เซลล์มะเร็ง ฤทธ์ิในการต้านอาการอกัเสบ อาการปวด 
และอาการไข้ ฤทธ์ิในการต้านอาการชกั ฤทธ์ิในการ
บ�ำรุงหวัใจ ฤทธ์ิในการต้านเชือ้จลุนิทรีย์ ฤทธ์ิในการ
ต้านเบาหวาน และฤทธ์ิปกป้องความเป็นพิษตอ่ตบั 
(สกลุกานต์, 2559)

ผลมะนาวโห่จดัเป็นแหล่งของแอนโทไซยานิน 
(anthocyanin) ท่ีส�ำคญั เน่ืองจากเม่ือผลเร่ิมสกุจะมี
การพฒันาสจีากสเีข้มมากจนถงึด�ำ (สกลุกานต์ และ
คณะ, 2556) ราก เปลอืกล�ำต้น เนือ้ไม้ ใบ ผล เมลด็ น�ำ้
ยาง และยอดอ่อนของมะนาวโห่สามารถน�ำไปใช้
ประโยชน์ได้ แตใ่บเป็นชิน้สว่นท่ีมีตลอดทัง้ปี และมี
สรรพคณุทางการแพทย์ คือ มีฤทธ์ิในการต้านเซลล์

มะเร็งรังไข ่ชนิด Caov-3 ได้เป็นอยา่งดี (Sulaiman et 
al., n.d.; Philippine Medicinal Plants, 2012; Kumar 
et al., 2013) มีฤทธ์ิต้านอาการอกัเสบจากการบวมท่ี
อุ้งเท้าของหนไูด้สงูถงึ 72.10% และสามารถลดอาการ
ไข้ได้อยา่งมีนยัส�ำคญั นานถงึ 4 ชัว่โมงหลงัจากให้สาร
สกดั (Hati et al., 2014) มีฤทธ์ิปกปอ้งตบั โดยสามารถ
ยบัยัง้การท�ำลายเซลล์ตบัได้ (Bhati et al., 2014) มี
ฤทธ์ิในการต้านการเจริญของเชือ้จุลินทรีย์ คือ 
Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus และ Escherichia coli 
(Verma and Chaudhary, 2011; Agarwal et al., 
2012) และมีเม่ือใบมะนาวโหมี่ระยะพฒันาการเพ่ิมขึน้ 
ท�ำให้ปริมาณสารพฤกษเคมีเพ่ิมขึน้ด้วย ดงันัน้จงึ
ควรพิจารณาระยะใบเพ่ือสามารถใช้ประโยชน์จากใบ
มะนาวโหไ่ด้อยา่งสงูสดุ (ภานวุฒัน์ และคณะ, 2560) 
และยงัพบวา่เม่ือระดบัความเคม็เพ่ิมขึน้ ความสงูต้น 
ปริมาตรทรงพุม่ ปริมาณคลอโรฟิลล์ a และ b ในใบ 
อตัราส่วนของคลอโรฟิลล์ a ต่อ b อตัราส่วนของ
แคโรทีนอยด์ตอ่คลอโรฟิลล์ ปริมาณน�ำ้ตาลและโปรตีน 
จ�ำนวนดอกและผลตอ่ต้น น�ำ้หนกัผลตอ่ต้น และขนาด
ผลลดลงอย่างมีนัยส�ำคัญ ในขณะท่ีปริมาณแคโรที
นอยด์และฟีนอลกิ เพ่ิมขึน้อยา่งมีนยัส�ำคญั (Tayyab et 
al., 2016) เหน็ได้วา่มะนาวโหเ่ป็นพืชท่ีมีศกัยภาพใน
การทนเคม็เน่ืองจากสามารถทนเคม็ได้ถงึ 10 dS/m ซึง่
เป็นระดบัเคม็มาก (สมุาล,ี 2555) 

มะนาวโหเ่ป็นพืชท่ีมีสรรพคณุทางการแพทย์ มี
ศกัยภาพในการปลูกได้ในพืน้ท่ีท่ีมีความเคม็ และ
ความเคม็สามารถกระตุ้นในเกิดการสะสมปริมาณสาร
พฤกษเคมีบางชนิดในมะนาวโหไ่ด้ (Tayyab et al., 
2016) ด้วยเหตนีุจ้งึได้ท�ำการศกึษาการเปลีย่นแปลง
ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระภายใต้สภาวะความเคม็จาก
เกลอืสนิเธาว์ซึง่เป็นเกลอืชนิดหลกัของดนิเคม็ในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ท่ีเป็นพืน้ท่ีท่ีมีปัญหาดนิเคม็มาก
ท่ีสดุ คือ 17.8 ล้านไร่ และยงัมีพืน้ท่ีมีการแพร่เกลอือีก 
19.4 ล้านไร่ (อรุณี, 2547) โดยท�ำการศกึษาในใบ
มะนาวโห ่ซึง่เป็นชิน้สว่นท่ีมีตลอดทัง้ปี ผลท่ีได้จากการ
ศกึษานีส้ามารถใช้เป็นแนวทางในการหาวิธีการกระ
ตุ้นให้เกิดการสะสมสารพฤกษเคมีในใบมะนาวโหเ่พ่ือ
ให้มีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาท่ีเป็นประโยชน์ต่อสขุภาพ
มากท่ีสดุ
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วธีิการศกึษา

1. การเตรียมต้นมะนาวโห่
ย้ายปลกูต้นมะนาวโห ่ อาย ุ 2 ปี พนัธุ์สชีมพท่ีู

เพาะเมล็ดจากต้นเดียวกันเ พ่ือควบคุมให้เป็น
พนัธกุรรมเดียวกนั เน่ืองจากมะนาวโหเ่ป็นพืชผสมตวั
เองท่ีมีการผสมเกสรก่อนดอกบานท�ำให้มีความเป็น
พนัธุ์แท้สงู และด้วยเป็นพืชท่ีมียางจงึนิยมขยายพนัธุ์
ด้วยการเพาะเมลด็ มีพนัธกุรรมเดียวกนั โดยเลอืกต้นท่ี
มีขนาดต้นใกล้เคียงกนัลงในกระถางพลาสติกขนาด 
17 นิว้ ท่ีใสด่นิปลกูไว้ ชัง่น�ำ้หนกัให้เทา่กนัท่ี 35 
กิโลกรัมตอ่กระถาง จากนัน้น�ำกระถางไปวางบนถาด
รองกระถางแล้ววางในโรงเรือนท่ีมงุหลงัคาพลาสติก 
โดยวางให้มีระยะหา่งระหวา่งต้น 1 เมตร และระยะหา่ง
ระหวา่งแถว 0.75 เมตร 

2. การให้ความเคม็กับต้นมะนาวโห่
หลงัจากย้ายปลกูต้นมะนาวโหท่ี่อาย ุ2 ปี นาน 6 

เดือน ท�ำการตดัแตง่ก่ิงเพ่ือเตรียมให้ความเคม็ หลงั
จากนัน้ 1 เดือน คือ เดือนมกราคม 2562 ท�ำการให้
ความเคม็ โดยการชัง่เกลอืสนิเธาว์น�ำ้หนกั 0, 51.14, 
102.28, 153.42, 204.56 และ 255.70 กรัม ละลายใน
น�ำ้กลัน่ปริมาตร 1 ลติร ลงในกระถางมะนาวโหท่ี่มีการ
งดการให้น�ำ้ 3 วนั ตามคา่ความจสุนามของดนิใน
กระถางจะได้ความเคม็ตามสิง่ทดลอง คือ 0, 25, 50, 
75, 100 และ 125 mM ตามล�ำดบั ซึง่เม่ือให้สารละลาย
เกลอืสนิเธาว์ลงในดนิแล้ววดัคา่การน�ำไฟฟา้ได้ 0.26, 
0.88, 2.02, 2.25, 2.94 และ 3.32 dS/m ตามล�ำดบั

3. การวางแผนการทดลอง
วางแผนการทดลองแบบ 6×4 factorial in com-

pletely randomized design จ�ำนวน 4 ซ�ำ้ๆ ละ 2 ต้น 
มี 2 ปัจจยั คือ ระดบัความเคม็ 6 ระดบั ได้แก่ 0, 25, 50, 
75, 100 และ 125 mM และระยะพฒันาการของใบ 4 
ระยะ คือ ระยะใบออ่น (ใบคูท่ี่ 1-3 ท่ีอาย ุ20 วนัหลงัตดั
แตง่) ระยะใบเพสลาด (ใบคูท่ี่ 5 ท่ีอาย ุ45 วนัหลงัตดั
แตง่) ระยะใบเจริญเตม็ท่ี (ใบคูท่ี่ 7 ท่ีอาย ุ55 วนัหลงั
ตดัแตง่) และระยะใบแก่ (ใบคูท่ี่ 11 ท่ีอาย ุ68 วนัหลงั
ตดัแตง่)

4. การดแูลรักษาภายหลังให้ความเคม็
ดแูลต้นหลงัย้ายปลกูโดยการให้น�ำ้ประปา ท่ีมีคา่ 

pH 7.75 และ EC 0.653 ds/m ซึง่เป็นนํา้เพ่ือการ
ชลประทานท่ีมีคณุภาพดีตามมาตรฐานขององค์การ
อาหารและเกษตรแหง่สหประชาชาต ิ(อรุณี, 2547) ใน
อตัรา 2 ลติร/กระถาง โดยเป็นปริมาณท่ีน�ำ้ซมึถงึก้น
กระถางไมล้่นออกจากกระถาง ทกุ 3 วนั และมีการ
พรวนดนิพร้อมก�ำจดัวชัพืช โรคและแมลงตามความ
เหมาะสม

5. การเตรียมตวัอย่างเพื่อการวเิคราะห์
น�ำตวัอยา่งใบสดมาล้างท�ำความสะอาด ผึง่ลม

ให้แห้ง หัน่เป็นชิน้เลก็ๆ ใสใ่นโกร่งบด เตมิไนโตรเจน
เหลว บดให้ละเอียด แล้วเก็บในถงุซปิแชตู่้ท�ำความเยน็
ท่ีมีอณุหภมิู -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอวิเคราะห์ตอ่ไป 

6. การสกัดตวัอย่าง 
สกดัตวัอย่างใบมะนาวโห่ตามวิธีการของจิราภ

รณ์และมณัฑนา (2559) โดยน�ำใบท่ีบดละเอียด 2 กรัม 
เตมิสารละลายเอทานอล ร้อยละ 99.9 ปริมาตร 10 
มิลลลิติร เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภมิูท่ี
ความเร็วรอบ 155 รอบตอ่นาที ท่ี 25 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ชัว่โมง กรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 1 น�ำ
สารละลายไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ่
นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนัน้เทสว่นท่ี
ใส เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอวิเคราะห์ตอ่ไป

7. การวเิคราะห์ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระ
1) วิธีดกัจบัอนมุลูอิสระ 2,2-diphenyl-1-picryl-

hydrazyl (DPPH) ประยกุต์ตามวิธีของจิราภรณ์ และ
มณัฑนา (2559) 

2) วิธีดกัจบัอนมุลูอิสระ 2,2’-azino-bis(3-ethyl-
benzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) ประยกุต์
ตามวิธีของ Kriengsak et al. (2006)

3) การวดัความสามารถในการรีดิวช์เหลก็ของ
สารต้านอนมุลูอิสระ (Ferric reducing antioxidant 
power: FRAP) ประยกุต์วิธีของจิราภรณ์ และมณัฑนา 
(2559)
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8. การวเิคราะห์ข้อมูล 
วิเคราะห์คา่ความแปรปรวนของลกัษณะฤทธ์ิการ

ต้านอนมุลูอิสระตามแผนการทดลอง และเปรียบเทียบ
คา่เฉลีย่ในลกัษณะท่ีมีความแตกตา่งทางสถิตด้ิวยวิธี 
least significant difference (LSD) ท่ีระดบัความเช่ือ
มัน่ p≤0.05

ผลการศกึษา

จากการประเมินผลของเกลือสนิเธาว์ท่ีมีตอ่การ
เจริญเตบิโตของใบมะนาวโห ่ พบวา่ ต้นมะนาวโห่
สามารถทนความเข้มข้นของเกลอืสนิเธาว์ได้สงูท่ีสดุท่ี 
50 mM สว่นท่ีระดบัความเข้มข้น 75-125 mM ต้น
มะนาวโหไ่มส่ามารถรอดชีวิตได้ ดงันัน้จงึท�ำการ
ประเมินฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระท่ีเป็นผลจากเกลือ
สนิเธาว์ท่ี 3 ระดบั คือ 0, 25 และ 50 mM เทา่นัน้ ดงัผล
การศกึษาดงันี ้

1. ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระแบบ ABTS 
การให้เกลอืสนิเธาว์ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งกนัมี

ผลท�ำให้ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ ABTS แตกตา่ง
กนัทางสถิตอิยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิง (p≤0.01) โดยเม่ือมี
ระดบัความเคม็เพ่ิมขึน้เป็น 25 mM ท�ำให้ใบมีฤทธ์ิการ
ต้านอนมุลูอิสระแบบ ABTS เพ่ิมขึน้สงูท่ีสดุ สามารถ
ยบัยัง้ได้ร้อยละ 34.21 (Table 1) และพบวา่ระยะ
พัฒนาการของใบท่ีต่างกันมีผลท�ำให้ฤทธ์ิการต้าน
อนมุลูอิสระแบบ ABTS แตกตา่งกนัทางสถิตอิยา่งมีนยั
ส�ำคญัย่ิง (p≤0.01) โดยเม่ือใบมีพฒันาการเพ่ิมมากขึน้ 
ท�ำให้มีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระเพ่ิมขึน้มากตามไปด้วย 
จึงท�ำให้ในใบแก่เป็นใบท่ีมีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระ
แบบ ABTS มากท่ีสดุ สามารถยบัยัง้ได้ร้อยละ 36.21 
(Table 1) และพบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของ
เกลอืและระยะพฒันาการของใบ โดยใบแก่ท่ีได้รับเกลอื
สนิเธาว์ความเข้มข้น 25 mM เป็นใบท่ีมีฤทธ์ิการต้าน
อนมุลูอิสระแบบ ABTS มากท่ีสดุ สามารถยบัยัง้ได้ร้อย
ละ 61.17 สว่นใบออ่นท่ีได้รับเกลอืสนิเธาว์ท่ีความเข้ม
ข้น 25 mM เป็นใบท่ีมีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ 
ABTS น้อยท่ีสดุ สามารถยบัยัง้ได้ร้อยละ 9.61 (Table 
1)

Table 1	 Effect of three rock salt concentrations with four leaf developmental stage on ABTS antioxidant 
activity (inhibition percentage)

Leaf Developmental Stage
Rock Salt Concentration (mM) Mean of Leaf  

Developmental Stage0 25 50

Leaflet 20.57 def 9.61 f 20.74 def 16.97 c

Early Mature Leaves 25.15 b-e 35.47 b 25.02 b-e 28.55 b

Mature Leaves 32.37 bc 30.59 bcd 24.05 cde 29.00 b

Late Mature Leaves 32.47 bc 61.17 a 15.00 ef 36.21 a

Mean of Rock Salt Concentration 27.64 b 34.21 a 21.20 c    

F-Test: 	 NaCl **

	 Stage **

	 NaCl*Stage **

CV (%) 28.40              

**: significant at p≤0.01.
Mean with the same letter(s)of each factor and treatment combination was not significant different at 
p≤0.05, when comparing means with LSD method
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2. ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระแบบ DPPH
การให้เกลอืสนิเธาว์ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งกนัมี

ผลท�ำให้ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ DPPH แตกตา่ง
กนัทางสถิตอิยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิง (p≤0.01) โดยความ
เคม็ท่ี 25 mM เป็นระดบัท่ีท�ำให้มีความสามารถในการ
ต้านอนมุลูแบบ DPPH มากท่ีสดุ สามารถยบัยัง้ได้ร้อย
ละ 38.84 (Table 2) เม่ือใบมีระยะพฒันาการเปลีย่น
ไปจากระยะใบอ่อนไปเป็นระยะใบเพสลาด พบวา่
ระยะพฒันาการของใบท่ีต่างกนัมีผลท�ำให้ฤทธ์ิการ
ต้านอนมุลูอิสระแบบ DPPH แตกตา่งกนัทางสถิติ
อยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิง (p≤0.05) โดยใบออ่นเป็นใบท่ีมี
ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระแบบ DPPH มากท่ีสดุ 
สามารถยบัยัง้ได้ร้อยละ 32.35 แตเ่ม่ือใบมีพฒันาการ

จากระยะใบเพสลาดไปเป็นระยะใบแก่ พบวา่มีฤทธ์ิ
การต้านอนมุลูอิสระ DPPH ไมแ่ตกตา่งกนั (Table 2) 
เม่ือพิจารณาปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของเกลอื
และระยะพฒันาการของใบ พบวา่ความเข้มข้นของ
เกลอืมีผลตอ่ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระ DPPH ในใบ
มะนาวโหท่ัง้ 4 ระยะ โดยในใบออ่นท่ีไมไ่ด้รับเกลอื
สนิเธาว์ มีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ DPPH มาก
ท่ีสดุ สามารถยบัยัง้ได้ร้อยละ 53.66 แตไ่มแ่ตกตา่ง
ทางสถิตกิบัใบแก่ท่ีได้รับเกลอืสนิเธาว์ความเข้มข้น 25 
mM สว่นใบแก่ท่ีมีการให้เกลอืสนิเธาว์ความเข้มข้น 50 
mM มีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ DPPH น้อยท่ีสดุ 
สามารถยบัยัง้ได้ร้อยละ 9.27 (Table 2) 

Table 2	 Effect of three rock salt concentrations with four leaf developmental stage on DPPH antioxi-
dant activity (inhibition percentage)

Leaf Developmental Stage
Rock Salt Concentration (mM) Mean of Leaf  

Developmental Stage0 25 50

Leaflet 53.66 a 32.58 bc 10.82 f 32.35 a

Early Mature Leaves 25.75 cd 35.21 bc 15.20 ef 25.39 b

Mature Leaves 21.56 de 35.94 b 21.39 de 26.30 b

Late Mature Leaves 31.23 bcd 51.63 a 9.27 f 30.71 ab

Mean of Rock Salt Concentration 33.05 b 38.84 a 14.17 c    

F-Test: 	 NaCl **

	 Stage *

	 NaCl*Stage **

CV (%) 24.01              

* and **: significant at p≤0.05 and p≤0.01, respectively.
Mean with the same letter(s)of each factor and treatment combination was not significant different at 
p≤0.05, when comparing means with LSD method
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3. ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระ FRAP
การให้เกลือสินเธาว์ในความเข้มข้นท่ีต่างกัน 

ท�ำให้ใบมีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ FRAP ลดลง
ทางสถิตอิยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิง (p≤0.01) (Table 3) และ
พบวา่ระยะพฒันาการของใบท่ีตา่งกนัมีผลท�ำให้ฤทธ์ิ
การต้านอนมุลูอิสระ FRAP แตกตา่งกนั โดยใบ
เพสลาดและใบเจริญเตม็ท่ีเป็นระยะพฒันาการของใบ
ท่ีมีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ FRAP มากท่ีสดุ ท่ี 
0.81 มิลลโิมลล์ของ Fe(II) ตอ่ตวัอยา่ง 1 กรัม (Table 
3) และพบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของเกลอื
และระยะพัฒนาการของใบอย่างมีนัยส�ำคัญย่ิง 
(p≤0.01) โดยในใบแก่ท่ีมีการให้เกลอืสนิเธาว์ความ
เข้มข้น 25 mM มีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ FRAP 
มากท่ีสดุ ท่ี 0.91 มิลลโิมล์ของ Fe(II) ตอ่ตวัอยา่ง 1 
กรัม แตไ่มแ่ตกตา่งกนักบัใบเพสลาด และใบเจริญเตม็
ท่ีท่ีมีการให้เกลอืสนิเธาว์ความเข้มข้น 25 mM และใน
ใบเพสลาด ใบเจริญเตม็ท่ีและใบแก่ท่ีไมไ่ด้รับเกลอื
สนิเธาว์ ในขณะท่ีใบแก่ท่ีได้รับเกลอืสนิเธาว์ความเข้ม
ข้น 50 mM มีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระ FRAP น้อย
ท่ีสดุ ท่ี 0.41 มิลลโิมล์ของ Fe(II) ตอ่ตวัอยา่ง 1 กรัม 
(Table 3)

วจิารณ์ผล

ในการศกึษาครัง้นีท้�ำการศกึษาความสามารถใน
การต้านอนมุลูอิสระ 3 วิธีการ คือ แบบ DPPH แบบ 
FRAP และแบบ ABTS โดยทัง้ 3 วิธีการนีใ้ช้หลกัการใน
การวิเคราะห์แตกตา่งกนัไป โดยวิธีการแบบ DPPH 
การวิเคราะห์เป็นการวดัความสามารถในการรีดิวซ์
อนมุลู DPPH+ ซึง่เป็นอนมุลูไนโตรเจนท่ีคงตวั การ
วิเคราะห์โดยใช้ ABTS เป็นวิธีขจดั ABTSo+ เปรียบ
เทียบกบั Trolox เปน้การวดัความสามารถในการขขดั
อนมุลู ABTSo+ ท่ีมีความคงตวั วิธีการนีจ้ะถกูออกซิ
ไดส์โดยอนุมูลเปอร์ออกซี เกิดเป็นเกิดเป็นอนมุลูท่ีมี
ประจบุวก ABTSo+ และมีส ี ดงันัน้เม่ือเตมิสารต้าน
อนมุลูอิสระลงไปจะท�ำให้มีสลีดลง สว่นการวิเคราะห์
แบบ FRAP วิธีนีเ้ป็นการหาคา่ความสามารถในการ
ต้านการออกซเิดชนั (total antioxidant capacity) 
โดยตรง วิธีการนีใ้ช้สารปรักอบเชิงซ้อนของเหลก็ Fe3+-

TPTZ (ferric tripyridyl triazine) เป็นสารทดสอบ 
อะตอมเหล็กในสารนีจ้ะถูกริดิวซ์โดยสารต้าน
ออกซเิดชนั ได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อนของ Fe2+-
TPTZ จะเหน็ได้วา่ทัง้ 3 วิธีการใช้หลกัการในการสร้าง
สารประกอบระหว่างอนุมลูอิสระกับสารต้านอนุมลู
อิสระท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งใบพืชท่ีท�ำการศกึษา จากการท่ี
ร่างกายและเซลล์มีอนมุลูอิสระเกิดขึน้ได้หลายชนิด 
(โอภา, 2549) ท�ำให้ในการศกึษาครัง้นี ้จงึเลอืกวิธีการ
วิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระถงึ 3 วิธี
เพ่ือประเมินความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระท่ี
หลากหลาย 

ผลของความเข้มข้นของเกลือต่อการ
เปล่ียนแปลงฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระในใบมะนาว
โห่

อนมุลูอิสระเป็นสาเหตทุ�ำให้เกิดโรคตา่งๆ เชน่ 
โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคหวัใจ รวมทัง้โรคอลัไซเมอร์ 
(วชิราภรณ์ และคณะ, 2556) การวดัฤทธ์ิการต้าน
อนมุลูอิสระมีหลายวิธีการ โดยมีความแตกตา่งกนัตาม
อนมุลูอิสระท่ีน�ำมาใช้ในการทดสอบ ปัจจบุนัมีการ
ศกึษากิจกรรมของสารต้านอนมุลูอิสระในผกัและผล
ไม้มากมายหลายชนิด (เจนจิรา และประสงค์, 2554) 
การศกึษาในครัง้นี ้พบวา่ เม่ือต้นมะนาวโหไ่ด้รับความ
เคม็ถงึระดบั 25 mM ใบมะนาวโหมี่ฤทธ์ิการต้านอนมุลู
อิสระเพ่ิมมากขึน้อย่างมีนัยส�ำคญั แตเ่ม่ือมีการให้
ความเคม็เพ่ิมมากขึน้ถงึความเข้มข้น 50 mM ความ
สามารถดงักลา่วกลบัมีปริมาณลดลงเชน่เดียวกบัการ
สะสมปริมาณสารพฤกษเคมี ซึง่โดยปกตแิล้ว เม่ือพืช
เครียดจะชกัน�ำให้เกิดการสร้างสารอนุมูลอิสระ เชน่ 
superoxide radicals (O

2
-), hydrogen peroxide 

(H
2
O

2
) และ hydroxyl radicals (OH ) ซึง่จะท�ำลาย

สว่นตา่งๆ ของเซลล์ เชน่ โปรตีน กรดนิวคลอิีก ไขมนั
บริเวณตา่งๆ เชน่ เย่ือหุ้มเซลล์ (สมุาล,ี 2555) และ
ความเครียดท่ีเกิดขึน้นีท้�ำให้กระตุ้ นการสร้างสาร
พฤกษเคมีตา่งๆ ท่ีมีฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระท่ีพืช
สร้างขึน้มานีไ้ด้ สารพฤกษเคมีดงักลา่วนีย้งัสามารถ
ชว่ยลดความเสยีหายเน่ืองจากภาวะการถกูออกซไิดซ์ 
(oxidative damage) ท่ีเกิดขึน้เน่ืองจากการสร้าง ROS 
(Reactive oxygen species) ภายใต้สภาวะเครียด
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จากความเคม็ (อธิภทัร, 2556) จงึอาจสง่ผลให้มีฤทธ์ิ
การต้านอนุมูลอิสระได้มากขึน้ตามไปด้วย ลกัษณะ
เชน่นีพ้บได้ในการศกึษาในต้นออ่นของเรพซีดส์ (Falci-
nelli et al., 2017) และต้นออ่นของบคัวีท (Lim et al., 

2012) ท่ีพบเชน่เดียวกนัวา่เม่ือมีการให้ความเคม็สงูขึน้
ในระดบัหนึง่ มีการกระตุ้นในมีฤทธ์ิการต้านอนมุลู
อิสระเพ่ิมมากขึน้ แตเ่ม่ือมีการให้ความเคม็เพ่ิมมาก
เกินไปกลบัสง่ผลให้ความสามารถดงักลา่วกลบัลดลง

Table 3	 Effect of three rock salt concentrations with four leaf developmental stage on FRAP antioxidant 
activity (mM Fe(II) per gram)

Leaf Developmental Stage
Rock Salt Concentration (mM) Mean of Leaf  

Developmental Stage0 25 50

Leaflet 0.68 b 0.44 c 0.62 b 0.58 c

Early Mature Leaves 0.87 a 0.88 a 0.67 b 0.81 a

Mature Leaves 0.87 a 0.89 a 0.67 b 0.81 a

Late Mature Leaves 0.88 a 0.91 a 0.41 c 0.73 b

Mean of Rock Salt Concentration 0.82 a 0.78 a 0.59 b    

F-Test: 	 NaCl **

	 Stage **

	 NaCl*Stage **

CV (%) 11.76              

**: significant at p≤0.01.
Mean with the same letter(s)of each factor and treatment combination was not significant different at 
p≤0.05, when comparing means with LSD method

ผลของระยะพฒันาการต่อการเปล่ียนแปลง
ลักษณะฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระในใบมะนาวโห่

การศกึษาในครัง้นี ้ พบวา่ระยะพฒันาการของใบ
ท่ีตา่งกนัทัง้ 4 ระยะ ท�ำให้ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระเม่ือ
ทดสอบด้วยวิธี ABTS DPPH และ FRAP แตกตา่งกนั
อยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิง โดยในใบแก่เป็นใบท่ีมีฤทธ์ิการ
ต้านอนมุลูอิสระแบบ ABTS และ DPPH สงูท่ีสดุ และ
เม่ือระยะพฒันาการจากใบออ่น จนมาถงึใบเจริญเตม็
ท่ี ใบมะนาวโหมี่การเก็บสะสมสารต้านอนมุลูอิสระใน
รูปของ FRAP สงูท่ีสดุ การท่ีใบเจริญเตม็ท่ีเป็นระยะท่ีมี
ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระแบบ FRAP มากท่ีสดุ อาจมา
จากการท่ีใบในระยะนีเ้ป็นระยะท่ีมีสารพฤกษเคมี
สะสมอยูใ่นปริมาณมากพอสมควร ซึง่สารพฤกษเคมี
เหลา่นีมี้ฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระ จงึมีฤทธ์ิการต้าน
อนมุลูอิสระแบบ FRAP ได้มากกวา่ใบในระยะอ่ืนๆ อีก

ทัง้ในระยะใบเจริญเต็มท่ียงัเป็นระยะท่ีใบมีสารทตุิย
ภมิูมากอีกระยะหนึง่เชน่กนั ซึง่สารเหลา่นีเ้ป็นสารท่ีได้
จากกระบวนการชีวสงัเคราะห์ เพ่ือสร้างสารชนิดตา่งๆ 
ท่ีจ�ำเป็นส�ำหรับการด�ำรงชีวิตของพืช ได้แก่ สารพวก
อลัคาลอยด์ ฟีนอลกิ อะซีโทจีนิน และเทอร์พีนอยด์ 
(ประไพรัตน์, 2555) ลกัษณะเชน่นีส้อดคล้องกบัการ
ศึกษาระยะพัฒนาการของใบข้าวต่อฤทธ์ิการต้าน
อนมุลูอิสระ พบวา่ มีสารต้านอนมุลูอิสระแบบ DPPH 
สงูท่ีสดุท่ีร้อยละ 4.16 (Krasaetep et al., 2011) แตข่ดั
แย้งการศกึษาของนิภาพร และคณะ (2557) ฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระ โดยวิธี DPPH ของใบออ่นมีคา่มากกวา่ใบ
แก่ ท่ีมีความขดัแย้งกนัเชน่นี ้เน่ืองจากพืชแตล่ะชนิด มี
การสร้างสารส�ำคญัตา่งๆ แตกตา่งกนัออกไปในแตล่ะ
ระยะ ขึน้ท่ีปัจจยัหลายอยา่ง ได้แก่ พนัธกุรรม พืน้ท่ีการ
เจริญเตบิโต และชนิดของพืช 
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โดยเม่ือพิจารณาปฏิสมัพนัธ์ระหว่างความเข้ม
ข้นของเกลือและระยะพัฒนาการของใบต่อการ
เปลีย่นแปลงฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระในใบมะนาวโห่
พบวา่ เป็นไปในทิศเดียวกบัปัจจยัหลกัทัง้ 2 ปัจจยั คือ 
เม่ือมีการให้สารละลายเกลือความเข้มข้นของเกลือ
เพ่ิมขึน้ถงึระดบั 25 mM ในระยะใบแก่ ท�ำให้มีความ
สามารถในการต้านอนมุลูอิสระมากท่ีสดุ ซึง่ผลการ
ศกึษานีส้ามารถใช้เป็นแนวทางในการหาวิธีการกระ
ตุ้นให้เกิดการสะสมสารส�ำคญัในใบมะนาวโหเ่พ่ือให้มี
ฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาท่ีเป็นประโยชน์ต่อสขุภาพมาก
ท่ีสดุ

สรุป

ผลจากการศกึษานีส้ามารถสรุปได้วา่ ความเข้ม
ข้นของเกลอืสนิเธาว์ท่ี 25 mM เป็นระดบัท่ีสง่เสริมให้
ใบแก่มีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระได้มากท่ีสดุ ทัง้ความ
สามารถในการต้านอนมุลูอิสสระแบบ DPPH แบบ 
FRAP และแบบ ABTS 
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