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บทคดัย่อ: การศกึษาในการทดลองครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษากจิกรรมการต้านอนมุลูอสิระของน�้ำมนัหอมระเหยจาก 
ใบฝรั่ง (Psidium guajava Linn.) โดยใช้วิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhdrazyl) การประเมินความสามารถในการจับ
โลหะไอออน และความสามารถในการรีดิวซ์ พบว่าน�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่งมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 
โดยวธิ ีDPPH มค่ีาความเข้มข้นของน�ำ้มนัหอมระเหยจากใบฝรัง่ทีท่�ำให้อนมุลูอสิระลดลงครึง่หนึง่ของปรมิาณอนมุลูอสิระ
ทั้งหมด หรือค่า IC

50
 เท่ากับ 44,864.21 mg/L เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 2 ชนิด คือ วิตามินซี และ butylated  

hydroxytoluene (BHT) มค่ีา IC
50

 เท่ากบั 3.16 และ 21.82 mg/L ตามล�ำดบั การประเมนิความสามารถในการจบัโลหะไอออน
พบว่าน�ำ้มนัหอมระเหยจากใบฝรัง่ มค่ีา IC

50
 เท่ากบั 2,110.76 mg/L ขณะทีส่ารมาตรฐาน คอื ethylenedinitrilotetraacetic  

acid (EDTA) มีค่า IC
50

 เท่ากับ 18.32 mg/L และการวิเคราะห์หาความสามารถในการรีดิวซ์  พบว่าฤทธิ์ในการท�ำให้เกิด
ปฏิกิริยารีดักชั่นของน�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่งมีค่าเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของน�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่งที่เพิ่มขึ้น
ค�ำส�ำคญั: ใบฝรัง่, น�ำ้มนัหอมระเหย, กจิกรรมการต้านอนมุลูอสิระ, ความสามารถในการก�ำจดัโลหะไอออน, ความสามารถ
ในการรีดิวซ์

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluating antioxidant activities of essential oil of guava leaf (Psidium 
guajava Linn.) by using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhdrazyl) free radical-scavenging activity, metal chelating 
activity and reducing power activity. The antioxidant activities shown that essential oil of guava leaf has the DPPH 
free radical-scavenging activity with the half maximal inhibitory concentration (IC50) value was 44,864.21 mg/L 
compared with IC50 values of standard vitamin C and butylated hydroxytoluene (BHT) were 3.16 and 21.82 mg/L, 
repectively. In addition, the guava leaf essential oil has metal chelating activity with IC50 value was 2,110.76 mg/L, 
while ethylenedinitrilotetraacetic acid (EDTA) as standard has IC50 value was 18.32 mg/L. Moreover, reducing power 
ability of essential oil of guava leaf increased concentration-dependently.
Keywords: guava leaf, essential oil, antioxidant activity, metal ion chelator, reducing power
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บทน�ำ

	 ฝรัง่ (Psidium guajava Linn.) เป็นพชืทีน่ยิมปลกู

โดยทั่วไปเพื่อรับประทานผลสด แต่ส่วนของใบฝรั่ง

ประกอบด้วยสารหลกัส�ำคญั คอื เคอร์ซตีนิ (quercetin) 

และพบสารแทนนิน (tannins) เป็นองค์ประกอบด้วย 

(Begum et al., 2004) มีฤทธิ์ในด้านการยับยั้งการ

เจริญของเชื้อจุลินทรีย์ (Caceres et al., 1993; Arima 

and Danno, 2002) และฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 

(Gordon, 1996; Wei et al., 2012) สารต้านอนุมูล

อิสระ มีอีกชื่อว่า Antioxidant ซึ่งเป็นสารปริมาณน้อย

ที่สามารถป้องกันหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น	

ของอนุมูลอิสระได้ (Halliwell, 2009) สารเหล่านี้มี

กลไกในการต้านอนุมูลอิสระหลายแบบ เช่น ดักจับ 

(scavenge) อนุมูลอิสระโดยตรง, ยับยั้งการสร้าง

อนมุลูอสิระหรอืเข้าจบั (chelate) กบัโลหะเพือ่ป้องกนั

การสร้างอนุมูลอิสระ (Sies et al, 1992) วิธีการตรวจ

วัดชนิดและความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูล	

อสิระจงึเป็นสิง่สาํคญัเนือ่งจากวธิกีารตรวจวดัทีด่แีละ

เหมาะสมจะทําให้ไดข้อมูลที่ถูกต้องเที่ยงตรง และ

แม่นยํา (บุหรัน, 2556) สารต้านอนุมูลอิสระมีมากใน

พืชผักและผลไม้บางชนิด จึงได้มีการสนับสนุนให้รับ

ประทานสิง่เหล่านีเ้พิม่มากขึน้ เนือ่งจากสารต้านอนมุลู

อิสระ มีบทบาทที่ส�ำคัญในการป้องกันการเกิดโรคภัย 

และชะลอการเสือ่มสภาพของร่างกาย ซึง่นกัวจิยัจงึได้

ทดสอบหาสารจากธรรมชาตทิีม่ฤีทธิใ์นการต้านอนมุลู

อิสระแทนการใช้สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ในรูป

ของสารสกัดหยาบและสารบริสุทธิ์จากพืช รวมถึง

น�ำ้มนัหอมระเหย ซึง่เป็นสารทีไ่ด้จากธรรมชาตจิงึได้มี

การน�ำมาทดสอบการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ น�้ำมัน

หอมระเหยจากพชืได้ถกูน�ำมาใช้ประโยชน์หลายๆ ด้าน 

เช่น ใช้เป็นสารกันบูดในผลิตอาหาร โดยการควบคุม

ปฏิกิริยาออกซิเดชั่น จากการเติมสารต้านอนุมูลอิสระ

ลงไปสามารถยับยั้งสารตั้งต้นที่ท�ำให้คุณภาพของ

อาหารเสือ่มสภาพ (Gramza et al., 2006) องค์ประกอบ

หลกัของน�ำ้มนัหอมระเหยมกัเป็นสารประกอบฟีนอลคิ

จึงมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ น�้ำมัน

หอมระเหยจากพืชหลายชนิดได้รับความสนใจและมี

การค้นคว้าอย่างมากเกีย่วกบัคณุสมบตักิารต้านอนมุลู

อิสระ (Zhu et al., 2002; Sokmen  et al., 2004; Li et 

al., 2010) ดงันัน้การศกึษาในครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์ เพือ่

ศกึษาความสามารถในการต้านอนมุลูอสิระของน�ำ้มนั

หอมระเหยจากใบฝรั่งโดยวิธีการวัดความสามารถใน

การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยวิธี DPPH, ความ

สามารถของสารในการแย่งจับกับโลหะไอออน Fe2+ 

และความสามารถในการรีดิวซ์ของสารต้านอนุมูล

อิสระด้วยวิธี Reducing power

วิธีการทดลอง

น�้ำมันหอมระเหยและสารเคมี

	 น�้ำมันหอมระเหย ได้แก่ น�้ำมันหอมระเหยจากใบ

ฝรั่งที่ใช้ในการศึกษาซื้อจากบริษัทอุตสาหกรรมเครื่อง

หอมไทย-จีน จ�ำกัด สารเคมี ได้แก่ 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH), FeSO
4
.7H

2
O (Ferrous 

Sulphate), 3-(2-Pyridyl)-5, 6-diphenyl-1,2,4- 

t r iaz ine-4,4-disul fonic acid sodium sal t  

(Ferrozine), NaH
2
PO

4
 (Sodium diihydrogen  

phosphate anhydrous), Na
2
HPO

4
 (di-Sodium  

hydrogen orthophosphate), K
3
Fe(CN)

6
 (Potassium 

ferricynide ), Trichloroacetate acid, Iron (III)  

chloride (FeCl
3
), butylated hydroxytoluene (BHT), 

ethylenedinitrilotetraacetic acid (EDTA), Ascorbic 

acid, เอทานอล และน�้ำกลั่น

ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของน�้ำมันหอมระเหย

จากใบฝรั่ง โดยวิธี DPPH

	 วัดความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

(DPPH free radical-scavenging activity) เจือจาง

น�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่งที่ระดับความเข้มข้น 

10,000, 20,000, 30,000, 40,000 และ 50,000 

มลิลกิรมัต่อลติร ละลายในเอทานอล จากนัน้เตมิน�้ำมนั

หอมระเหยจากใบฝรัง่ทีเ่ตรยีมไว้ในแต่ละความเข้มข้น

ใส่ลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเติม
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สารละลาย DPPH ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันทันทีแล้วบ่มในที่

มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จึงน�ำสารละลาย

ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 517 นาโน

เมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท�ำการทดสอบ

อย่างละ 3 ซ�้ำ บนัทกึค่าการดดูกลนืแสง และน�ำค่าดดู

กลนืแสงทีไ่ด้ไปค�ำนวณหาเปอร์เซน็ต์ความสามารถใน

การต้านอนมุลูอสิระ DPPH โดยใช้วติามนิซ ีและ BHT 

เป็นสารละลายมาตรฐาน

ทดสอบความสามารถในการแย่งจบักบั Fe2+ ของ

น�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่ง (Metal chelating 

activity assay) 

	 เตรยีมน�ำ้มนัหอมระเหยจากใบฝรัง่ทีค่วามเข้มข้น 

500, 1,000, 2,500, 5,000, 7,500 และ 10,000 

มลิลกิรมัต่อลติร ละลายในเอทานอล จากนัน้เตมิน�้ำมนั

หอมระเหยจากใบฝรัง่ทีเ่ตรยีมไว้ในแต่ละความเข้มข้น

ใส่ลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ 

เอทานอล ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSo
4
) ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและเติมสารละ

ลายเฟอโรซนีความเข้มข้น 5 มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 100 

ไมโครลิตร ผสมส่วนผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้จงึน�ำสารละลายไปวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ด้วย

เครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร์ ท�ำการทดสอบตวัอย่างละ 

3 ซ�้ำ บนัทกึค่าการดดูกลนืแสง และน�ำค่าดดูกลนืแสง

ทีไ่ด้ไปค�ำนวณหาเปอร์เซน็ต์ความสามารถในการแย่ง

จบักบัโลหะไอออน Fe2+ โดยใช้ EDTA เป็นสารละลาย

มาตรฐาน

ทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ของสารต้าน

อนุมูลอิสระด้วยวิธี Reducing power

	   เตรียมน�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่งที่ความเข้ม

ข้น 500, 1,000, 2,500, 5,000, 7,500 และ 10,000 

มลิลกิรมัต่อลติร ละลายในเอทานอล จากนัน้เตมิน�้ำมนั

หอมระเหยจากใบฝรัง่ทีเ่ตรยีมไว้ในแต่ละความเข้มข้น

ใส่ลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 6.6 ความเข้มข้น 200 มลิลโิมลาร์ 

ป ริ ม า ต ร  2 . 5  มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล ะ โ พ แ ท ส เ ซี ย ม 

เฟอริคไซยาไนด์ (K
3
Fe(CN)

6
) ความเข ้มข้น 1 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เติมกรดไตรคลอโร

อะเซติค ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2.5 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน�ำไปหมุนเหวี่ยง 3000 

รอบที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูด

สารละลายใส ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลอง

ผสมกับน�้ำกลั่น ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และเฟอริค  

คลอไรด์ (FeCl
3
) ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซน็ต์ ปรมิาตร 

0.5 มลิลลิติร ผสมให้เข้ากนัแล้วน�ำสารละลายไปบ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร ด้วย

เครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร์ ท�ำการทดสอบตวัอย่างละ 

3 ซ�้ำ บันทึกค่าการดูดกลืนแสง โดยใช้วิตามินซีเป็น

สารละลายมาตรฐาน

ผลและวิจารณ์

	 การวัดความสามารถการต้านอนุมูลอิสระของ

น�้ ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่ ง โดยใช ้วิธี  DPPH 

(2,2-diphenyl-1-picrylhdrazyl) เป็นวธิเีบือ้งต้นทีน่ยิม

ใช้ในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลของสารต้านออกซิเดชั่น

จากธรรมชาติ และเป็นการทดสอบความสามารถของ

สารทดสอบในการก�ำจัดอนุมูล DPPH โดยวิธีให้

ไฮโดรเจนอะตอมในหลอดทดลอง (Hou et al., 2001) 

ผลการทดสอบความสามารถในก�ำจดัอนมุลูอสิระของ

น�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่ง โดยวิธี DPPH   เปรียบ

เทยีบกบัสารต้านอนมุลูอสิระ 2 ชนดิ คอื วติามนิซ ีและ 

BHT พบว่าประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ โดย

วิธี  DPPH ของน�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่ง มีค่า IC
50
 

เท่ากบั 44,864.21 มลิลกิรมัต่อลติร ส่วน วติามนิซ ีและ 

BHT มีค่า IC
50
 เท่ากับ 3.16 และ 21.82 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร ตามล�ำดับ (Table 1) ส่วนความสามารถในการ	

คีเลตไอออนของโลหะเป็นการทดสอบความสามารถ
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ของสารทดสอบในการแย่งจับกับโลหะไอออน Fe2+ 

เป็นอีกกลไกหนึ่งในการต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจาก

โลหะไอออนเป็นตวัการส�ำคญัในการเร่งปฏกิริยิา ท�ำให้

เกิดสารอนุมูลอิสระต่างๆ มากมายหลายชนิด โดย

เฉพาะโลหะไอออน Fe2+ จะท�ำปฏกิริยิาออกซเิดชนักบั

ออกซิเจนในอากาศ เกิดเป็นสารอนุมูล superoxide 

anion radical (O
2
-) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระตัวเริ่มต้นที่

ท�ำให้เกดิอนมุลูอสิระตวัอืน่ๆ ต่อไป (Rice-Evans et al., 

1995) ผลการทดสอบความสามารถในการแย่งจับกับ

โลหะซึ่งเป็นการทดสอบความสามารถของน�ำ้มันหอม

ระเหยจากใบฝรัง่ในการคเีลท หรอืการแย่งจบักบัโลหะ

ไอออน Fe2+ เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน EDTA พบ

ว่า เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของน�ำ้มันหอมระเหยจากใบ

ฝรั่งมีผลท�ำให้ความสามารถในการแย่งจับโลหะ

ไอออน Fe2+เพิ่มขึ้น โดยมีค่า IC
50
 เท่ากับ 2,110.76 

มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วน EDTA มีค่า IC
50
 เท่ากับ 18.32 

มิลลิกรัมต่อลิตร (Figure 1) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Viuda-Manuel et al. (2010) แสดงให้เห็นความ

สามารถของน�้ำมันหอมระเหยจากพืช 5 ชนิด ได้แก่ 

กานพลู(Syzygium aromaticum) ออริกาโน (Origanum 

vulgare) โรสแมรี่ (Rosmarinus officinalis) ไทม์ 

(Thymus vulgaris) และเสจ (Salvia officinalis) ใน

การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และความสามารถ

ในการแย่งจับกับโลหะไอออน Fe2+ เพิ่มขึ้นตามความ	

เข้มข้นที่เพิ่มขึ้น  และผลการทดสอบความสามารถใน

การรีดิวซ์หรือความสามารถในการให้อิเล็กตรอนของ

น�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่ง พบว่า ความสามารถใน

การให้อเิลก็ตรอนของน�ำ้มนัหอมระเหยจากใบฝรัง่มค่ีา

เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของน�ำ้มันหอมระเหยจากใบ

ฝรั่งที่เพิ่มขึ้น (Figure 2) น�้ำมันหอมระเหยจากใบฝรั่ง

มีคุณสมบัติเป็นตัวให้อิเล็กตรอนสามารถท�ำให้อนุมูล

อิสระเปลี่ยนเป็นอนุมูลที่เสถียร จึงส่งผลให้หยุด	

ปฎิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระได้ โดยศึกษากลไกการ

เกดิปฎกิริยิารดีกัชัน่ของ Fe3+(CN)
6
 ไปเป็น Fe2+(CN)

6
 

(Dehpour et al., 2009) แสดงว่าน�ำ้มนัหอมระเหยจาก

ใบฝรั่งมีกลไกการต้านอนุมูลอิสระ โดยอาจจะลดการ

เกดิปฏกิริยิา lipid peroxidation และลดการเกดิอนมุลู

อสิระ เนือ่งจากธาตเุหลก็ทีอ่ยูใ่นรปูเฟอร์รสั (Fe2+) เป็น

ตัวการส�ำคัญในการเร่งปฏิกิริยา lipid peroxidation 
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หอมระเหยจากใบฝรั่ง โดยการวิเคราะห์เชิงปริมาณ

ด้วยวิธีการก�ำจัดอนุมูลอิสระ DPPH, การแย่งจับกับ

โลหะไอออน Fe2+ และการรีดิวซ์ของน�้ำมันหอมระเหย

จากใบฝรัง่นัน้ แสดงให้เหน็ว่าน�้ำมนัหอมระเหยจากใบ

ฝรั่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้

สรุป 

จากการศึกษาฤทธิ � การต้านอนุมลูอิสระของนํ �ามันหอมระเหยจากใบฝรั�ง โดยการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยวิธีการ

กําจดัอนมุลูอิสระ DPPH, การแย่งจบักับโลหะไอออน Fe2+ และการรีดิวซ์ของนํ �ามันหอมระเหยจากใบฝรั�งนั �น แสดงให้เห็นว่า

นํ �ามนัหอมระเหยจากใบฝรั�งมีฤทธิ � ต้านอนมุลูอิสระได้ 
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Ascorbic acid          3.16 0.01 

BHT        21.82 0.18 
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Figure 1 Results of metal chelating activity of essential oil from guava leaf and standard (EDTA).  
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Figure 2 Reducing power of essential oil from guava leaf and standard (Ascorbic acid). 
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