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3.1 อุปกรณ์  
 1.  Spectronic20+ 
 2.  cuvette, pathlength 1 cm 
 3. ตูอ้บ  
 4.  burette 50 mL 
 5.  pipette 0.1, 5 และ 10 mL 
 6.  โกร่งบดยา 
 7.  beaker 25, 100 และ 250 mL 
 8.  Whatman no. 1 
 9.  Microfibre filter glass (Whatman no. 1822 090) 
 10.  dropper and bubble 
 11.  parafilm 
 12.  stirrer and magnetic bar 
 13.  graduate cylinder 50 และ 250 mL 
 14.  stirring rod 
 15.  volumetric flask 25, 50, 100 และ 250 mL 
 16.  glass funnel 
 17.  base and stand 
 18.  watch glass 
 19.  wash bottle 
 20.  digital balance 
 21.  ส าลี 
 
3.2 สารเคมี 
 1.  DPPH (2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl radical, assay 90%) จาก Sigma Chemical Co.)  
 2.  Methanol (เกรดอุตสาหกรรมน ามากลัน่ท่ี 66 – 67 oC ก่อนน าไปใช)้ 
 3.  น ้ากลัน่ 
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 4.  Folin – Ciocalteu reagent (Fluka Chemical) 
 5.  Sodium carbonate (Na2CO3) (Reidel – dettaën and Polskie Odczynnki Chemiczne 
S.A.) 
 6.  gallic acid (Fluka Chemical) 
 7.  ascorbic acid (vitamin C) (Reidel – dettaën and Polskie Odczynnki Chemiczne S.A.) 
 
3.3 สารตัวอย่าง 
 1.  ใบหูกวาง (เก็บในช่วงเดือน มค-กพ)  
 2.  ใบตนัหยง  
 3.  ใบปอบิด  
 4.  ใบส้มกุง้ขน 
 5.  ใบหวา้ 
 ขอ้ 2-5 ไดจ้ากสวนสมุนไพรสิรีรุกขชาติ มหาวทิยาลยัมหิดล (ศาลายา) 
 
3.4 การเตรียมสารสกดั 
 น าใบพืชสารตวัอยา่งสดมาบดดว้ยโกร่งใหล้ะเอียด ชัง่สารตวัอยา่ง 1.00 g เติม 80%, 
MeOH (aqueous) 20 mL น าของผสมไปคนดว้ยเคร่ืองคน (stirrer) ท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 20 - 30 
นาที น ามากรองผา่นกระดาษกรอง (Whatman no.1001 110) ลา้งตะกอนดว้ย 80%, MeOH ปรับ
ปริมาตรเป็น 25 mL จะไดค้วามเขม้ขน้ประมาณ 40,000 g / mL น าไปเตรียมเป็น stock solution 
เท่ากบั 400 g / mL  (ดดัแปลงจาก Han et al., 2004 and Georgé S, 2005) 
 
3.5 การเตรียมสารลาย 1,000 M, DPPH  
 ชัง่ DPPH (MW = 394.32, assay = 90%) 0.0111 g น ามาละลายใน 80%, MeOH 
(aqueous) ปรับปริมาตรเป็น 25 mL ใชเ้ป็น stock solution ก่อนใชใ้หเ้จือจางสารละลายลงไปอีก 5 
เท่าจะได ้200 M, DPPH ค่าการดูดกลืนแสงมีค่าประมาณ 1.0 ท่ี 515 nm  
 
3.6 การสร้างกราฟระหว่างค่าการดูดกลนืแสง (Absorbance) และความยาวคลืน่ (wavelength) 
ระหว่าง 370-900 nm ของสารละลาย DPPH 
 3.6.1 การเตรียมสารละลาย 200 M, DPPH 
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  1. ชัง่เกล็ด DPPH (ของแขง็สีม่วง) 0.0111 g (90% assay, Sigma Aldrich) น ามาละลาย
ใน 80% MeOH 5-10 mL  ท าการปรับปริมาตรใหเ้ป็น 25 mL ดว้ย 80% MeOH จะไดส้ารละลาย 
1,013 M, DPPH  
  2.  pipette สารละลายในขอ้ 1 จ านวน 2.5 mL ลงใน volumetric flask ท าการเจือจาง
ดว้น 80% MeOH จนครบ 25 mL จะไดส้ารละลาย  200  M, DPPH 
 3.6.2 การวดัค่าการดูดกลนืแสง (Abs) 
  1. เปิดเคร่ือง Spectronic 20+ อุ่นเคร่ือง 20 นาที 
  2. หมุนตั้งความยาวคล่ืนของ Spectronic 20+ เร่ิมตน้ท่ี 370 nm  
  3. ปรับ 0 %T 
  4. บรรจุ 80% MeOH (ใชเ้ป็น blank) ประมาณ 4 mL ลงใน cuvette และท าการ set 
100% T  
  5. pipette 202.6 M, DPPH 4 mL ลงใน cuvette วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 370 nm ได้
เท่ากบั 0.52  
  6. เปล่ียนความยาวคล่ืนจาก 370 nm เป็น 375-900 nm ท าการทดลองซ ้ าตามขอ้ 3 - 5 
  7. น าข้อมูล (ตารางท่ี 3) ไปเขียนกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (Abs) และ
             (wavelength) (ดูภาพท่ี 9) 
 
3.7 การทดสอบสารต้านอนุมูลอสิระกบัสารละลาย DPPH 
 3.7.1 การท า calibration curve ของ ascorbic acid กบัสารละลาย DPPH 
  ชัง่ ascorbic acid 0.0253 g น ามาละลายดว้ย 80% MeOH เจือจางใหไ้ดป้ริมาตร 25 mL 
จะได ้ stock solution  1,000 g / mL  น าไปเจือจางเพื่อเตรียมความเขม้ขน้ 2.0, 2.4, 2.8, 3.2 และ 
3.6 g / mL ตามล าดบั  
  ปิเปต 200 M, DPPH 2.0 mL ลงใน cuvette ตามดว้ย 2.0 mL, 80% MeOH น าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 515 nm บนัทึกค่าท่ีได ้(Ac) 
  ปิเปตความเขม้ขน้ 2.0 g / mL จ  านวน 2.0 mL ผสมกบั 200 M, DPPH จ านวน 2 
mL ทั้งหมด 3 ชุด ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (25-28 oC) นาน 30 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีลดลง
ท่ี 515 nm ค านวณหาค่าเฉล่ียค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดท้ั้ง 3 คร้ัง (A30) เปล่ียนจากความเขม้ขน้ 2.0 
g / mL เป็น 2.4, 2.8, 3.2 และ 3.6 g / mL ตามล าดบั น าขอ้มูลไปค านวณหา %RS (Radical 
Scavenging, สมการ 46) เขียนกราฟระหวา่ง %RS กบั total concentration of sample (g / mL) หา
ค่า EC50 จากสมการเส้นตรงของกราฟท่ีได ้(EC50 = 1.96 g / mL, ภาพท่ี 10) 



 37 

(total concentration of sample เป็นค่าความเขม้สุดทา้ยของ sample ท่ีอยูใ่น cuvette หลงัจากผสม
กบั reagent ต่าง ๆ แลว้) 
 

 
% Radical Scavenging =

A
c
 - A

30
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c

x 100
(%RS)    …(46) 

  Ac = ค่าการดูดกลืนแสงสารละลาย DPPH ก่อนท าปฏิกิริยา 
  A30 = ค่าการดูดกลืนแสงสารละลาย DPPH หลงัท าปฏิกิริยาเม่ือเวลาผา่นไป 30 นาที 
 
 3.7.2 การทดสอบสารสกดักับสารละลาย DPPH 

  ปิเปต 200 M, 2.0 mL และ 80% MeOH(aqueous) จ านวน 2.0 mL ลงใน cuvette 
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 515 nm บนัทึกเป็นค่า Ac (control) 
  น าสารตวัอยา่งท่ีเจือจางไดค้วามเขม้ขน้เหมาะสม เช่น สารสกดัจากใบตนัหยงให้
เตรียม stock solution เท่ากบั 400 g / mL น าไปเตรียมเป็นความเขม้ขน้ 20, 24, 28, 32  และ 36 
g / mL ตามล าดบั ปิเปตสารสกดัความเขม้ขน้ 20 g / mL จ  านวน  2.0 mL ลงใน cuvette 
(จ านวน 3 ชุด) ไขสารละลาย 200 M, DPPH ท่ีอยูใ่นบิวเรตจ านวน 2.0 mLลงไป (ใช ้80   e   
เ    blank) เขยา่ใหส้ารละลายรวมเป็นเน้ือเดียวกนั ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (25-27 oC) นาน 30 นาที 
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง Spectronic 20+ ท่ีความยาวคล่ืน 515 nm น าค่าการดูดกลืน
แสงท่ีไดม้าหาค่าเฉล่ีย (A30) น าไปค านวณหา %RS เขียนกราฟระวา่ง %RS กบั total concentration 
of sample (g / mL) ค านวณหา EC50 (Efficacy Concentration 50%) (ภาพท่ี 12) เปล่ียนสารสกดั
จากใบตนัหยงเป็นใบมะขามเทศ ใบหวา้ ใบหูกวาง และใบปอบิดตามล าดบั 
 
3.8 การหา % solid content 
 ชัง่ใบสดตนัหยง 1.1372 g (   ส   กา้นใบออกไป) น าไปอบในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 80 – 90 
oC นานประมาณ 6 ชม. จนกระทัง่น ้าหนกัแหง้คงท่ี ชัง่น ้ าหนกัอีกคร้ัง ค านวณหา % solid content 
จาก 

%solid content dry weight (g)
fresh weight (g)

x 100=

 
 
เปล่ียนจากใบตนัหยงเป็นพืชชนิดอ่ืน ๆ ตามล าดบั 
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3.9 การหาปริมาณหมู่ฟีนอล 
 3.9.1 การท า calibration curve ของ gallic acid 
  ชัง่ gallic acid, 0.2501 g ละลายดว้ยน ้ากลัน่และปรับปริมาตรเป็น 25 mL จะได ้ความ
เขม้ขน้ 5,000 g / mL น าไปเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 5.0 g / mL เพื่อใชเ้ป็น stock solution 
น าไปเตรียมความเขม้ขน้ 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0g / mL ตามล าดบั 
  ปิเปตสารละลายความเขม้ขน้ 1.0 g / mL จำนวน 1.0 mL ลงใน cuvette ตามดว้ย 
Folin – Ciocalteu reagent, น ้ากลัน่ และ 7.5%(w/v) Na2CO3 จ านวน 0.2, 1.2, 1.8 และ 2.0 mL 
ตามล าดบั จ  านวน 3 ชุด ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (25-28 oC) นาน 1 ชม. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง 
(Abs) ท่ี 765 nm (ใชน้ ้ากลัน่เป็น blank) ค านวณหาค่าเฉล่ียค่าการดูดกลืนแสง เปล่ียนจากความ
เขม้ขน้ 1.0 g / mL เป็น 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 g / mL ตามล าดบั น าค่าท่ีไดไ้ปเขียนกราฟระวา่ง
ค่าการดูดกลืนแสง (Abs) กบั total concentration of sample (g / mL) (ภาพท่ี 16) 
 
 3.9.2 การหาหมู่ฟีนอลในสารตัวอย่าง 

  ปิเปตสารสกดัใบตนัหยง (200 g / mL) 2.0 mL ลงในหลอดทดลองตามดว้ย Folin – 
Ciocalteu reagent , น ้ากลัน่ และ 7.5 % Na2CO3 อยา่งละ 0.4, 3.6 และ 4.0 mL ตามล าดบั ทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้งนาน 1 ชม. จะเกิดตะกอนสีขาวข้ึน ใหใ้ชส้ าลีพนัปลาย dropper ดูดส่วนใสของ
สารละลายถ่ายลงใน cuvette ประมาณ 4.0 mL หรือกรองดว้ย Micro fibre filter glass (Whatman 
cat. no. 1822 090) น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 765 nm น าค่าท่ีไดไ้ปค านวณหาค่า GAE จาก
สมการเส้นตรงของ calibration curve เปล่ียนจากสารสกดัเน้ือใบตนัหยงเป็นสารตวัอยา่งอ่ืน ๆ 
 


