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การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเชื้อเห็ดเผาะ
The Study of Antioxidant Activity of Crude Extracts from Astraeus hygrometricus (Pers) Morgan
ในปัจจุบันมีคนเป็นจำนวนมากที่ให้ความสนใจและเห็นถึงความสำคัญของสารต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจากอนุมูลอิสระเป็นสาเหตุที่ส่งผลทำให้ร่างกายเกิดภาวะผิดปกติ ทำให้เกิดโรคต่างๆ ได้แก่ โรคมะเร็ง โรคหัวใจ ภาวะข้อต่ออักเสบ ต้อกระจก และการเสื่อมของอวัยวะต่างๆ โดยอนุมูลอิสระจะทำลายเนื้อเยื่อเซลล์ เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ DNA จึงเป็นสาเหตุของการเพิ่มความเสี่ยงของการมีเซลล์มะเร็งและทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีที่จะนำไปสู่กระบวนการเกิดโรคมะเร็งได้ นอกจากนี้อนุมูลอิสระยังเป็นตัวการสำคัญทำให้เกิดความเสื่อมของร่างกาย เนื่องจากอนุมูลอิสระจะไปรวมตัวกับโมเลกุลอื่นๆ เช่น ควันบุหรี่ รังสียูวี เป็นต้น ก่อให้เกิดรอยฝ้า กระ และจุดด่างดำ เป็นสาเหตุทำให้แก่ก่อนวัย ดังนั้น สารต้านอนุมูลอิสระจึงได้รับความนิยมและมีความจำเป็นอย่างยิ่งต่อร่างกาย    ปัจจุบันมีการใช้สารต้านอนุมูลอิสระที่ไม่ได้มาจากธรรมชาติ ซึ่งสารเหล่านั้นมีผลข้างเคียงต่อร่างกายและมีราคาแพง การหันมาใช้สารหรือผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจึงได้รับความนิยม ไม่ว่าจะเป็นผักหรือผลไม้ต่างๆ ที่อุดมไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระมากมาย อาทิ วิตามินอี วิตามินเอ แคโรทีนอยด์ ซีลิเนียม เป็นต้น เนื่องจากไม่มีผลข้างเคียงและสามารถหาได้ง่ายกว่า นอกจากนี้ยังประหยัดค่าใช้จ่ายอีกด้วย
การใช้เชื้อจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย เชื้อรา หรือเชื้อเห็ด มาเป็นสารต้านอนุมูลอิสระจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ เพราะไม่เป็นพิษต่อร่างกาย มีงานวิจัยหลายๆ ชิ้นได้ทำการศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระจากเห็ดชนิดต่างๆ ซึ่งในปัจจุบันยังไม่เป็นที่แพร่หลายและยังไม่มีการศึกษาที่แน่ชัด การนำเห็ดมาทำการศึกษาหาสารต้านอนุมูลอิสระจึงมีความน่าสนใจและควรที่จะนำมาพัฒนาเพื่อเป็นข้อมูลในการศึกษาขั้นสูงต่อไป

วัตถุประสงค์
1. เพื่อทำการสกัดเชื้อเห็ดด้วยตัวทำละลาย
2. เพื่อทดสอบหาสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเชื้อเห็ดเผาะ
3. เพื่อวิเคราะห์และแยกกลุ่มสารของสารสกัดโดยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแผ่นเคลือบ
และแบบคอลัมน์โครมาโทกราฟี
การตรวจเอกสาร

1.  สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant)







1.1 อนุมูลอิสระ


     อนุมูลอิสระ (Free radical) คือ โมเลกุลหรืออนุภาคที่มีอิเล็กตรอนไม่มีคู่อยู่เป็นองค์ประกอบ เนื่องจากรับหรือขาดอิเล็กตรอนไปหนึ่งตัว ทำให้โมเลกุลไม่เสถียร มีความว่องไวต่อปฏิกิริยา (วราภรณ์, 2551)

      อนุมูลอิสระเกิดได้ 2 ทาง ได้แก่ อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในร่างกาย คือ เกิดจากกระบวนการเผาผลาญพลังงานของร่างกาย เช่น การเผาผลาญอาหารเพื่อสร้างพลังงาน (Metabolism) ที่เกิดขึ้นในเซลล์ และอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายนอกร่างกาย คือ เกิดจากสิ่งแวดล้อมที่เป็นพิษหรือเกิดมลภาวะ เช่น มลพิษในอากาศ ฝุ่น ควันบุหรี่ แสงแดด รังสีต่างๆ และกระบวนการประกอบอาหาร เช่น การย่างเนื้อสัตว์ที่มีส่วนประกอบของไขมันสูง เป็นต้น ในระบบสิ่งมีชีวิตโดยส่วนใหญ่จะพบว่าอนุมูลอิสระเกิดขึ้นจากออกซิเจนที่มีความว่องไวมากที่เรียกว่า Reactive Oxygen Species (ROS) เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) อนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์ (O2•¯) อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (•OH) เป็นต้น ซึ่งอนุมูลอิสระดังกล่าวจะเป็นอันตรายต่อระบบต่างๆ ของร่างกาย ดังนี้ (ศรีวัฒนา, 2548)
      1.1.1 อนุมูลอิสระกับระบบหลอดเลือดและหัวใจ
               การสะสมของสารต่างๆ  และการที่หลอดเลือดถูกทำลายจากอนุมูลอิสระไม่ได้เกิดขึ้นเฉพาะในผู้สูงอายุ  หรือคนที่มีปัญหาทางพันธุกรรมเกี่ยวกับไขมันและโคเลสเตอรอลเท่านั้น  แต่สามารถเกิดขึ้นได้กับผู้ที่เริ่มเป็นผู้ใหญ่ สารต้านอนุมูลอิสระเพียงลำพังไม่สามารถที่จะทำงานเดี่ยวๆได้  ต้องมีทั้งการออกกำลังกาย  การควบคุมความเครียด  การรับสารอาหารในปริมาณที่เหมาะสม  การผ่อนคลายอารมณ์ด้วยเสียงเพลงและงานศิลป์  การหัวเราะ การเข้าสังคมและการบริโภคอาหารเสริมที่มีสารต้านอนุมูลอิสระรวมเข้าไปด้วย
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ภาพที่ 1  เห็ดเผาะ
ที่มา: วิลันดา (2553)
Mahfuz et al. (2007) ทำการสกัดเห็ด 7 ชนิด ได้แก่ Agaricus bisporus, Polyporus squamosus, Pleurotus ostreatus, Lepista nuda, Russula delica, Boletus badius และ Verpa conica ด้วยตัวทำละลายเมทานอล เพื่อทดสอบสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี reducing power, free radical scavenging, superoxide anion radical scavenging, total antioxidation activity และ metal chelating activity ซึ่งมี Buthylated hydroxyanisole (BHA), Butylated hydroxytoluene (BHT) และ tocopherol เป็นสารมาตรฐาน ผลการยับยั้ง peroxidation ของสารสกัดที่ความเข้มข้น  100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของสารสกัด Russula delica ให้ผลดีที่สุด คือ 99.7% และสารสกัดจากเห็ดทั้ง 7 ชนิด ให้ผลดีกว่าสารมาตรฐาน ส่วนวิธี reducing power สารสกัดจาก Russula delica และ Verpa conica  ออกฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระดีที่สุด วิธี DPPH สารสกัดจาก Lepista nuda ให้ผลดีที่สุด
อุปกรณ์และวิธีการ
อุปกรณ์
1. เครื่อง UV-VIS spectrophotometer (Genesys 5, USA)

2. เครื่องระเหยแบบหมุน (Rotary Evaporator) Buchi, R-210, Switzerland
3. หลอด UV (UV lamp) consort, E2101, Belgium

4. กรวยแยก
5. แผ่น TLC ขนาด 20 x 20 เซนติเมตร (Silica gel F254, Merck)
6. เครื่องแก้วพื้นฐาน
สารเคมี
1. เอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate, CH3COOCH2CH3) (AR, LAB-SCAN, Thailand)

2. เมทานอล (Methanol, CH3OH) (Gradient grade, Merck)

3. คลอโรฟอร์ม (Chloroform, CHCI3) (AR, LAB-SCAN, Thailand)

4. 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl hydrate (DPPH, C18H12N5O6)
5. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Sodium dihydrogen phosphate, NaH2PO4)

6. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Disodium hydrogen phosphate, Na2HPO4)
7. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (Sodium sulphate anhydrous, Na2SO4 anh.)

8. โซเดียมคาร์บอเนตแอนไฮดรัส (Sodium carbonate anhydrous, Na2CO3 anh.)
9. Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)
10. Silica gel

11. เชื้อเห็ดเผาะ
สถานที่และระยะเวลาในการทดลอง

สถานที่

ห้องปฏิบัติการเคมี โครงการจัดตั้งสายวิชาเคมี คณะศิลปศาสตร์และวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม
ระยะเวลาในการทดลอง

การทดลองเริ่มตั้งแต่ 19 ตุลาคม 2553 – เมษายน 2554

ผลและวิจารณ์
1. การสกัดสารออกฤทธิ์จากเชื้อเห็ดเผาะ
หลังจากย้ายชิ้นเชื้อเห็ดเผาะลงเลี้ยงในอาหารพีดีบี ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร จะพบว่าสีของสารละลายเริ่มต้นเป็นสีเหลืองอ่อนใส เมื่อบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 – 60 วัน สีของสารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลเข้มจนถึงดำ 
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ภาพที่ 2 เชื้อเห็ดเผาะที่ทำการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 – 60 วัน
หลังจากแยกเส้นใยเห็ดและของเหลวออกจากกัน จะได้ของเหลวสีน้ำตาลเข้มเกือบดำ สกัดส่วนที่เป็นของเหลวด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท ในอัตราส่วน 1 : 1 โดยวิธี liqiud – liquid extraction พบว่า สารที่สกัดได้จะมีลักษณะเป็นของสารละลายสีเหลืองใสอยู่ชั้นบน เมื่อนำไประเหยตัวทำละลายออก สารที่ได้มีลักษณะเป็นของแข็งสีน้ำตาลเข้ม น้ำหนักของสารสกัดหยาบและสีของสารละลายจากสารสกัดหยาบแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 น้ำหนักและสีของสารสกัดจากเชื้อเห็ดเผาะด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท
	ไอโซเลท
	น้ำหนักสารสกัดหยาบ        (กรัมต่อลิตร)
	สีของสารละลาย

	CM
	0.2817
	เหลืองอมส้ม

	CMF
	0.1155
	เหลืองอมส้ม

	SK31
	0.2070
	น้ำตาลเข้ม

	JC032
	0.3367
	น้ำตาลแดง

	MJ141
	0.2218
	เหลืองใส

	MR2
	0.1615
	เหลืองใส

	PPV
	0.1908
	น้ำตาลเข้ม

	KC1/132
	0.5218
	น้ำตาลแดง



จากตารางที่ 1 หลังจากทำการสกัดสารออกฤทธิ์จากเชื้อเห็ดเผาะทั้ง 8 ไอโซเลทด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท พบว่า สารสกัดจากไอโซเลท KC1/132  ได้ปริมาณของสารสกัดหยาบมากที่สุดเท่ากับ 0.5218 กรัมต่อลิตร และสารสกัดจากไอโซเลท CMF ได้ปริมาณของสารสกัดหยาบน้อยที่สุดเท่ากับ 0.1155 กรัมต่อลิตร เมื่อเทียบกับทุกไอโซเลท และจากการสกัดจะได้สารสกัดหยาบสีน้ำตาลเข้ม แต่เมื่อนำมาละลายด้วยตัวทำละลายเมทานอล สารสกัดหยาบในแต่ละไอโซเลทจะให้สีของสารละลายที่แตกต่างกัน
2. การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH

Z• (DPPH radical) + AH (donor molecular) 

          ZH + A • (radical product)


จากการศึกษาการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยการนำสารสกัดหยาบจากเชื้อเห็ดเผาะที่สกัดด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิเตทมาระเหยตัวทำละลายชนิดนั้นๆ ออกและละลายด้วยเมทานอลและเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 1,000 ppm และ 10,000 ppm และทดสอบโดยวิธี DPPH โดยใช้ Trolox เป็นสารละลายมาตรฐาน นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
สรุปและข้อเสนอแนะ
สรุป
1. จากการ ใช้เวลาในการบ่มเชื้อเห็ดเผาะทั้ง 8 ไอโซเลท ประมาณ 30 – 60 วัน จะได้สารที่มีลักษณะเป็นสารละลายสีน้ำตาลเข้มเกือบดำ หลังจากสกัดโดยวิธี liqiud – liquid extraction ด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิเตทจะได้สารละลายสีเหลืองใสที่อยู่ชั้นบน ทำการระเหยตัวทำละลายออกจะได้สารสกัดที่เป็นของแข็งสีน้ำตาลเข้ม ไอโซเลทที่ได้ปริมาณสารสกัดสูงที่สุด คือ SK31 เท่ากับ 0.5218 กรัมต่อลิตร และไอโซเลทที่ได้ปริมาณสารสกัดน้อยที่สุด คือ CMF ได้สารสกัดเพียง 0.1155 กรัมต่อลิตร
2. จากการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ที่ความเข้มข้น 1000 ppm นำไปคำนวณเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH พบว่า สารสกัดจาก SK31, JC032 และ PPV มีค่าเปอร์เซ็นต์สูงที่สุด คือ 19.60, 16.39 และ 13.77 % ตามลำดับ ที่ความเข้มข้น 10000 ppm สารที่สามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีที่สุด คือ JC032 ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงถึง 82.71%  และสารสกัดจาก MR2 สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ได้เพียง 11.47 % 
3. จากการทดสอบการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Reducing power ที่ความเข้มข้น 1000 ppm พบว่า สารสกัดจาก JC032 มีค่าเปอร์เซ็นต์การเป็นสารรีดิวซ์สูงที่สุด คือ 46.92 % และสารสกัดจาก MR2 มีค่าเปอร์เซ็นต์ต่ำที่สุด คือ 12.47 %
ข้อเสนอแนะ
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ภาคผนวก
การเตรียมสารละลาย
1. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์ pH 6.6 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร

เตรียมจาก ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) มวลโมเลกุลเท่ากับ 141.96 กรัมต่อโมล และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) มวลโมเลกุลเท่ากับ 120 กรัมต่อโมล ค่า pKa2ของ H2PO4- เท่ากับ 6.8


การคำนวณ จากสูตร 
pH
=
pKa2 + log [HPO42-]








      [H2PO4-]





6.6
= 
6.8 + log [HPO42-]
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-0.2
=
log [HPO42-]
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0.63
=
 [HPO42-]
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[HPO42-]
=
0.63 [H2PO4-]


… (1)



[HPO42-] + [H2PO4-]
=
200 x 10-3 M


0.63 [H2PO4-] + [H2PO4-] 
=
200 x 10-3 M



1.63 [H2PO4-]

= 
200 x 10-3 M




[H2PO4-]
= 
0.12  M

ความเข้มข้นของ H2PO4-


=
0.12  M

และความเข้มข้นของ HPO42-

=
0.20  M – 0.12 M






=
0.08 M

จำนวนโมลของ NaH2PO4

=
0.12 M x 100 mL







        1000






=
0.012  mol

จาก 1 โมลของ NaH2PO4 เท่ากับ 120.00 กรัม 
ถ้า 0.012 โมล จะเท่ากับ

0.012 โมล x 120.00 กรัม 
= 
1.44  กรัม
ต้องชั่ง NaH2PO4 เท่ากับ 1.44 กรัม
จำนวนโมลของ Na2HPO4 

=
0.08 M x 100 mL







        1000






=
8 x 10-3 mol

จาก 1 โมลของ Na2HPO4 เท่ากับ 142.00 กรัม 
ถ้า 8 x 10-3 โมล จะเท่ากับ

0.012 โมล x 142.00 กรัม 
= 
1.136  กรัม
ต้องชั่ง Na2HPO4 เท่ากับ 1.136 กรัม

ในการเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ต้องชั่ง NaH2PO4  1.44  กรัม และ Na2HPO4 1.136 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร ละลายด้วยน้ำกลั่นเล็กน้อย นำไปวัดค่า pH ด้วยเครื่อง pH meter ปรับค่า pH ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 1 โมลาร์ ให้มีค่า pH เท่ากับ 6.6 และปรับปริมาตรสารละลายด้วยน้ำกลั่นให้ได้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร






=
10  mg

ประวัติ
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