
บทที ่3 

ระเบียบวธีิดําเนินการวจิัย 

 

3.1 กลุ่มตัวอย่างทีใ่ช้ในการวิจัย 

 ดอกง้ิวและใบง้ิวท่ีใชใ้นการวจิยัคร้ังน้ี  เป็นง้ิวท่ีข้ึนเองตามธรรมชาติ  ท่ีอาํเภอเลาขวญั  

จงัหวดักาญจนบุรี  โดยเก็บดอกในเดือนธนัวาคม – กุมภาพนัธ์      ส่วนใบเก็บในเดือน เมษายน -  

พฤษภาคม  

3.2 สถานที่ทาํการวจัิย 

 1. สาขาวชิาเคมี  คณะวทิยาศาสตร์  มหาวทิยาลยัราชภฏัจนัทรเกษม กรุงเทพมหานคร 

 2. สาขาวชิาเคมี  คณะวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี มหาวิทยาลยัราชภฏัภูเก็ต  จงัหวดัภูเก็ต 

  

3.3 สารเคมีและอุปกรณ์เคร่ืองมือ 

3.3.1   สารเคมี 

 ethylacetate    hexane 

 chloroform    acetone 

 ethanol      methanol 

 DMSO  for  NMR   dichloromethane 

 sodiumsulfate  anhydrous  H2SO4  conc. 

 NaOH     petroleum  ether 

 boric acid    HCl 

 bromocresol  green   methylene blue 

 DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)        methyl red 

 BHA(3-tert-butyl-4-hydroxyanisole) K2SO4   

 CuSO4.5H2O    ceric sulfate 

 diethylether    aceticanhydride 

silica  gel  0.04  - 0.06 mm  for flash chromatography   

 silica  gel  0.06 -  0.2 mm  for column chromatography 

 silica  gel  for preparative thin layer  chromatography 

3.3.2  อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

 1. ตูอ้บไฟฟ้า memmert 

 2. เคร่ือง Precisa  รุ่น XT 220 A- FR 
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 3. โถดูดความช้ืน  (desiccators) 

 4.  Rotary  Evaporator  รุ่น  Strike  202  

 5.  เคร่ือง Spectronic Genesys  5  ของ Milton Roy 

 6.  เตาเผา  (Muffle  furnance) 

 7.  เคร่ืองหาเยื่อใยหยาบ   Velp  Scientifica 

 8.  เคร่ือง  Buchi  Rotavapor  R- 114 

 9.  เคร่ือง Electromantle Me  ใชย้อ่ยไขมนั 

 10. Hot  plate 

 11. เคร่ืองเขยา่ 

 12. เคร่ือง Transsonic 460 ของ Elma 

 13. เคร่ือง NMR ท่ีมหาวทิยาลยัราชภฏัภูเก็ต 

 14. Volumetric  flask ขนาดต่าง ๆ  

 15. เคร่ืองชุดหาโปรตีน 

 16. Beaker  ขนาดต่าง ๆ  

 17. ขวด Conical  flask ขนาดต่างๆ  

 18. คอลมัน์ขนาดต่าง ๆ ใชแ้ยกสาร 

 19. ขวดเก็บสารท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์ 

 20. ขวด Evaporator  ขนาดต่าง ๆ  

 21. Burette และ Pipette  ขนาดต่าง ๆ  

 22. เคร่ืองแกว้พื้นฐาน 

 23. TLC  Plate  20x 20 cm silica  gel  60 F 

 24. กระดาษกรอง 

 25. can  

 26. thimble 

3.4 รูปแบบการวจัิย 

- เก็บตวัอยา่งดอกง้ิวและใบง้ิวใหเ้พียงพอต่อการทดลอง  ตากแดด / ผึ่งลมใหแ้หง้  

บดเป็นช้ินเล็ก ๆ  

- วเิคราะห์คุณค่าทางโภชนาการ 

- วเิคระห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

- วเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี 

- วเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ 
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            3.5 วธีิดําเนินการวจัิย 

  3.5.1 สารตัวอย่าง  

   -  ศึกษาแหล่งของตน้ง้ิวท่ีจงัหวดักาญจนบุรี 

   -  พิสูจน์เอกลกัษณ์ของตน้ง้ิวจากสาํนกังานหอพรรณไม ้

-  เก็บตวัอยา่งดอกง้ิวและใบง้ิว  มาตากแดดหรือผึ่งลมให้แหง้ บดใหเ้ป็น  

ผงหยาบ ๆ  

 3.5.2  วเิคราะห์คุณค่าทางโภชนาการของดอกงิว้และใบงิว้ 

  3.5.2.1 การวเิคระห์หาปริมาณความช้ืน  

อุปกรณ์ 

1. ภาชนะอะลูมิเนียมสาํหรับหาความช้ืน 

2. ตูอ้บไฟฟ้า (electric oven) 

3. โถดูดความช้ืน (desiccator) 

4. เคร่ืองชัง่ 

 

วธีิทดลอง(ดัดแปลงจากA.O.A.C.1999) 

 1.   อบภาชนะสําหรับหาความช้ืนในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2-3 

ชัว่โมง นาํออกจากตูใ้ส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน หลงัจากนั้นชัง่หานํ้าหนกั  

 2. กระทาํเช่นขอ้ 1 ซํ้ าจนไดผ้ลต่างของนํ้าหนกัท่ีชัง่ทั้งสองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 

มิลลิกรัม 

 3.   ชัง่ตวัอยา่งใหไ้ดน้ํ้าหนกัท่ีแน่นอนอยา่งละเอียด ประมาณ 1-2 กรัม ใส่ลงในภาชนะหา

ความช้ืน ซ่ึงทราบนํ้าหนกัแลว้ 

 4.   นาํไปอบในตูไ้ฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชัว่โมง  

 5.   นาํออกจากตูอ้บใส่ในโถดูดความช้ืน หลงัจากนั้นชัง่หานํ้าหนกั 

 6.   อบซํ้ าอีกคร้ังๆละประมาณ 30 นาที และกระทาํเช่นเดิมจนไดผ้ลต่างของนํ้าหนกัท่ีชัง่

ทั้งสองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

 7.   คาํนวณหาปริมาณความช้ืน จากสูตร 

 

           ผลต่างของนํ้าหนกัตวัอยา่งก่อนและหลงัอบ   

        นํ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้ 

 

 

 

ปริมาณความช้ืนคิดเป็นร้อยละโดยนํ้าหนกั         =                  X 100  
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  3.5.2.2 การวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีน 

สารเคมี และอุปกรณ์ 

1.   อุปกรณ์ยอ่ยโปรตีน ประกอบดว้ยเตาเผา และเคร่ืองดกัจบัไอกรด (scrubber) 

2.   อุปกรณ์กลัน่โปรตีน 

3. ขวดรูปชมพู่  (Erlenmeyer flask) ขนาด 125 มิลลิลิตร และขวดปรับปริมาตร 

(Volumetric flask)  ขนาด 100 มิลลิลิตร 

4.   ปิเปต (แบบกระเปาะ) ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 

5.   บิวเรตต ์ขนาด 50 มิลลิลิตร 

6.    ลูกแกว้ (glass bead) 

7.   เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 

8.  สารผสมระหวา่ง (CuSO4.5H2O) และ (K2SO4) อตัราส่วน 1 : 10 

9.   กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 

10.   โซเดียมไฮดรอกไซด ์เขม้ขน้ร้อยละ 60 

11.   กรดบอริกเขม้ขน้ร้อยละ 4 

12.   กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 0.02 N 

13.   อินดิเคเตอร์ เป็นสารผสมระหวา่ง เมทิลเรด เมทิลีนบลู และโบรโมครีซอลกรีน 

 

วธีิการทดลอง(ดัดแปลงจาก  A.O.A.C.1999) 

          ขั้นตอนการยอ่ย 

1.   ชัง่ตวัอย่างให้ไดน้ํ้ าหนกัแน่นอนประมาณ 0.5-1 กรัม ใส่ในหลอดยอ่ยโปรตีนและทาํ

แบลงค ์

2.   ใส่สารผสม CuSO4.5H2O และ K2SO4 5 กรัม 

3.   เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ ประมาณ 20 มิลลิลิตร   

4.   วางหลอดย่อยในเตายอ่ยแลว้ประกอบสายยางระหวา่งฝาครอบ ขวดใส่ด่างและเคร่ือง

จบัไอกรดใหเ้รียบร้อย 

5.   เปิดสวิทซ์เคร่ืองจบัไอกรดและเตาย่อย แลว้ตั้งอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เวลา 30 

นาที จากนั้นปรับเพิ่มอุณหภูมิเป็น 350 องศาเซลเซียส ยอ่ยต่ออีก 60 นาที จนไดส้ารละลายใส  

6.   ปล่อยทิ้งใหเ้ยน็ 

7.   นาํมาถ่ายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และใชน้ํ้ ากลัน่ลา้งหลอดยอ่ยให้

หมด ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร เก็บไวก้ลัน่ต่อไป 

          ขั้นตอนการกลัน่  

1. จดัอุปกรณ์กลัน่ แลว้เปิดสวทิซ์ใหค้วามร้อน และเปิดนํ้าหล่อเยน็เคร่ืองควบแน่นดว้ย 
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2.    นาํขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุกรดบอริก (เขม้ขน้ร้อยละ 4) ปริมาณ 5 

มิลลิลิตร และนํ้ากลัน่ 5 มิลลิลิตร ซ่ึงเติมอินดิเคเตอร์เรียบร้อยแลว้ไปรองรับของเหลวท่ีกลัน่ไดโ้ดย

ใหส่้วนปลายของอุปกรณ์ควบแน่นจุ่มลงในสารละลายกรดน้ี 

3.   ดูดสารละลายตวัอย่างด้วยปิเปตแบบกระเปาะขนาด 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในช่องใส่

ตวัอยา่ง แลว้เติมโซเดียมไฮดรอกไซดล์งไป 20 มิลลิลิตร 

4.   กลัน่ประมาณ 10 นาที ลา้งอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยนํ้ากลัน่ลงในขวดรองรับ 

5.   ไตเตรตสารละลายท่ีกลั่นได้ด้วยกรดเกลือท่ีมีความเข้มข้น 0.02 N จนสารละลาย

เปล่ียนเป็นสีม่วง 

6.   คาํนวณหาปริมาณโปรตีนจากสูตร 

 

 

                                             (A-B) x N x 14.007 x F 

                                                          W   

 

เม่ือ A   =     ปริมาตรกรดท่ีใชไ้ตเตรตตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 

 B   =     ปริมาตรกรดท่ีใชไ้ทเทรตกบัแบลงค ์ (มิลลิลิตร) 

 N   =     ความเขม้ขน้ของกรด (นอร์มาล) 

 F   =     แฟกเตอร์ 

               W   =     นํ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้ (กรัม) 

 

  3.5.2.3 การวเิคราะห์หาปริมาณไขมัน 

อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์ชุดสกดัไขมนั (Soxhlet apparatus) ประกอบดว้ย ขวดกน้กลม ซอคเลต (soxhlet) 

อุปกรณ์ควบแน่น (condenser) และเตาใหค้วามร้อน (heating mantle) 

2.   หลอดใส่ตวัอยา่ง (extraction thimble) 

3.   สาํลี  

4.   ตูอ้บไฟฟ้า 

5.   เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 

6.   โถดูดความช้ืน (desiccator) 

7.   ปิโตรเลียม อีเทอร์ หรือเฮกเซน 

 

 

       ปริมาณโปรตีนคิดเป็นร้อยละโดยนํ้าหนกั        =                  X  100 
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วธีิการทดลอง  (ดัดแปลงจากA.O.A.C.1999) 

 1.   อบขวดกน้กลมสาํหรับหาปริมาณไขมนั ซ่ึงมีขนาดความจุ 250 มิลลิลิตร ในตูอ้บไฟฟ้า

ทิ้งใหเ้ยน็ ในโถดูดความช้ืน และชัง่นํ้าหนกัท่ีแน่นอน 

  2.  ชั่งตวัอย่างบนกระดาษกรองท่ีทราบนํ้ าหนัก ถา้ตวัอย่างเป็นอาหารชนิดท่ีไม่มีไขมนั

มากใหช้ัง่ 1-2 กรัม ถา้เป็นชนิดท่ีมีไขมนันอ้ยให้ชัง่ 3-5 กรัม ห่อให้มิดชิดตามวิธีการห่อ แลว้ใส่ลง

ในหลอดสําหรับใส่ตวัอย่าง คลุมด้วยใยแก้วหรือสําลีเพื่อให้สารตวัทาํละลายมีการกระจายอย่าง

สมํ่าเสมอ 

3.   นาํหลอดตวัอยา่งใส่ลงในซอคเลต 

4.   เติมสารตวัละลายปิโตรเลียม อีเทอร์ ลงในขวดหาไขมนัประมาณ150 มิลลิลิตร แลว้วาง

ลงบนเตา 

5.  ประกอบอุปกรณ์ชุดสกดัไขมนั พร้อมทั้งเปิดนํ้ าหล่ออุปกรณ์ควบแน่นแลเ้ปิดสวิทซ์ให้

ความร้อน 

6.   ใชเ้วลาในการสกดัไขมนันาน 6 ชัว่โมง โดยปรับความร้อนให้หยดของสารทาํละลาย

กลัน่ ตวัจากอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยอตัรา 15 หยดต่อนาที 

7.   เม่ือครบ 6 ชัว่โมงแลว้ นาํหลอดใส่ตวัอย่างออกจากซอคเลต ทิ้งให้ตวัทาํละลายไหล

จาก ซอคเลตลงในขวดกน้กลมจนหมด  

8.   ระเหยตวัทาํละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ 

9.   นาํขวดหาไขมนัอบในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียส จนแห้งใชเ้วลาประมาณ 

30 นาที ทิ้งใหเ้ยน็ในโถความช้ืน 

10.  ชัง่นํ้าหนกัแลว้อบซํ้ าๆ คร้ังละ 30 นาที จนกระทั้งผลต่างของนํ้าหนกัสองคร้ังติดต่อกนั 

ไม่เกิน 1-3 มิลลิลิตร 

11.  คาํนวณหาปริมาณไขมนัจาก สูตร  

 

     

นํ้าหนกัไขมนัหลงัอบ   

     นํ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้  

 

 

 

 

 

 

       ปริมาณไขมนัคิดเป็นร้อยละโดยนํ้าหนกั    =    

                  

X  100  
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  3.5.2.4 การวเิคราะห์หาปริมาณเถ้า 

อุปกรณ์ 

1. เตาเผา (muffle furnace) 

2. ถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ (porcelain crucible) 

3. โถดูดความช้ืน (desiccator) 

4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 

 

วธีิทดลอง(ดัดแปลงจากA.O.A.C.1999) 

 

1.   เผาถว้ยกระเบ้ืองเคลือบในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ปิด

สวิทซ์เตาเผารอประมาณ 30-45 นาที เพื่อให้อุณหภูมิภายในเตาเผาลดลงก่อน แล้วนําออกจาก

เตาเผาใส่ในโถดูดความช้ืน ปล่อยใหเ้ยน็จนถึงอุณหภูมิหอ้ง แลว้ชัง่นํ้าหนกั  

2.  เผาซํ้ าอีกคร้ังๆละประมาณ 30 นาที และกระทาํเช่นในขอ้ 1 จนไดผ้ลต่างของนํ้ าหนกัทั้ง

สองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

3.   ชั่งตวัอย่างให้ได้นํ้ าหนักแน่นอนประมาณ 1-2 กรัม ใส่ในกระเบ้ืองเคลือบซ่ึงทราบ

นํ้ าหนักแล้ว นําไปเผาในตู้ควนัจนหมดควนั แล้วจึงนําเข้าเตาเผา ตั้ งอุณหภูมิเผาท่ี 600 องศา

เซลเซียส และกระทาํซํ้ าเช่นเดียวกบัขอ้ 1-2  

4.   คาํนวณหาปริมาณเถา้จากสูตร 

 

 

     นํ้าหนกัตวัอยา่งหลงัเผา    

     นํ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้  

 

  3.5.2.5 การวเิคราะห์หาปริมาณสารเยือ่ใย 

วธีิการทดลอง 

 1. นาํกระดาษกรองวางบนกระจกนาฬิกา  อบในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ  105 องศา

เซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชัว่โมงแลว้นาํออกมาใส่โถดูดความช้ืนและชัง่นํ้าหนกั เก็บไวใ้ช้

กรองในขั้นตอนต่อไปน้ี  

 2. ชัง่ตวัอยา่งซ่ึงผา่นการสกดัไขมนัออกแลว้ลงในบีกเกอร์ทรงสูง สาํหรับ

วเิคราะห์สารเยือ่ใยขนาด  600 มิลลิลิตร  

 3. เติมกรดซลัฟูริกท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 1.25 ปริมาณ 200 มิลลิลิตร  

       ปริมาณเถา้คิดเป็นร้อยละโดยนํ้าหนกั        =                  X 100  
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 4. วางบีกเกอร์บนอุปกรณ์ให้ความร้อนซ่ึงต่อเขา้กบัอุปกรณ์ควบแน่น แลว้เปิดนํ้า

หล่ออุปกรณ์ควบแน่นพร้อมเปิดสวทิซ์ไฟ 

 5. ตม้ใหเ้ดือด 30 นาที  

 6. กรองขณะร้อนผา่นกระดาษกรองท่ีชัง่นํ้าหนกัแลว้ 

 7. ลา้งดว้ยนํ้าร้อนจนกระทัง่นํ้าลา้งหมดความเป็นกรด 

 8. ถ่ายกากท่ีไดล้งในบีกเกอร์ใบเดิม  

 9. เติมโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 1.25 ปริมาณ 200 มิลลิลิตร 

 10. วางบีกเกอร์บนอุปกรณ์ใหค้วามร้อนซ่ึงต่อกบัอุปกรณ์ควบแน่นเช่นเดิม  และ

ตม้ต่ออีก 30 นาที  

 11. กรองขณะร้อนผา่นกระดาษกรองแผน่เดิม  

 12. ลา้งดว้ยนํ้าร้อนจนนํ้าลา้งหมดความเป็นด่าง 

 13. ลา้งดว้ยเอทิลแอลกอฮอล์(ร้อยละ 95 ) ปริมาณ 10 มิลิลิตร 

 14. นาํกระดาษกรองพร้อมกากใส่ลงในถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ  อบแหง้ในตูอ้บ

ไฟฟ้า  อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ประมาณ 3  ชัว่โมง  และทิ้งใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน 

 15. ชัง่นํ้าหนกัแลว้อบซํ้ าอีกคร้ัง ๆ ละ 30 นาที  จนกระทัง่ไดผ้ลต่างของนํ้าหนกัท่ี

ชัง่สองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

 16. นาํถว้ยกระเบ้ืองพร้อมกากท่ีอบแหง้แลว้ไปเผาเช่นเดียวกบัวธีิการวเิคราะห์

ปริมาณเถา้ 

 17. คาํนวณหาปริมาณสารเยือ่ใยจากสูตร  

 ผลต่างของ นน. ตวัอยา่งหลงัอบและหลงัเผา    

นน. ตวัอยา่งเร่ิมตน้  

   

  3.5.2.6 การวเิคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรต 

 คาร์โบไฮเดรต (%) = 100 –( %ความช้ืน + %โปรตีน+ ไขมนั + เยือ่ใย + เถา้) 

                                              

 

 

 

 

 

 

 

ปริมาณสารเยื่อใยคิดเป็นร้อยละ  =  X 100 
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3.5.3  วเิคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมุลอสิระของดอกงิว้และใบงิว้ 

 เตรียมสารสกดัจากดอกง้ิวและใบง้ิว 

 

นาํดอกง้ิวและใบง้ิวมาตากแดด/ ผึ่งลมใหแ้หง้ 

 

บดใหเ้ป็นช้ินเล็ก ๆ 500 – 600 กรัม 

 

ใส่ในภาชนะขนาด  5 ลิตร 

 

เติม ethanol ใหท้่วม 

 

นาํสารละลายท่ีไดม้ากรอง  

 

ระเหยดว้ยเคร่ือง Rotary evaporator 

 

สารสกดัหยาบในเอทานอล 

 

แยกสารสกดัใส่ในขวดท่ีแห้งและสะอาด 

 

 

                  เตรียมการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยใช ้   DPPH assay 

 

- เตรียมสารละลายตวัอยา่งดว้ย absolute ethanol ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ต่างๆกนั 8 ความเขม้ขน้ 

ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมต่อการทาํ linear regression(absorbance and concentration) 

โดยใช ้absolute ethanol  เป็นตวัทาํละลาย 

- เตรียมสารละลายมาตรฐาน 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole (BHA) ใหมี้ความเขม้ขน้ท่ี

ต่างๆกนั 8 ความเขม้ขน้ 

- เตรียมสารละลายมาตรฐาน 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ความเขม้ขน้ 0.3 mM 

โดยชัง่ DPPH 11.8 มิลลิกรัม(นํ้าหนกัโมเลกุลของ DPPH เท่ากบั 394.32) ละลายดว้ย 

absolute ethanol แลว้ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 
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วธีิการทดลอง 

 

ชัง่ตวัอยา่ง 1.0000 กรัม 

 

เติมตวัทาํละลาย 10 มิลลิลิตร 

 

ป่ัน 1 นาที (2 คร้ัง คร้ังละ 30 วนิาที) 

 

กรองดว้ยกระดาษ Whatman No. 1 

 

ทาํการทดสอบเพื่อจะเลือกหลอดท่ีจะนาํไปทาํการ Diluteต่อไป 

 

ข้ันตอนการทดสอบ 

หลอดท่ี สารสกดั(ml) Solvent (ml) สารละลาย DPPH (ml) 

1 1.00 0.00 1.00 

2 0.80 0.20 1.00 

3 0.60 0.40 1.00 

4 0.40 0.60 1.00 

5 0.20 0.80 1.00 

6 0.10 0.90 1.00 

 

หลงัจากเติมสารละลาย DPPH แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้มืด 30 นาที แลว้ทาํการเลือกหลอดทดลอง 

โดยดูจากสี (สีตอ้งไม่เป็นสีของสารละลาย DPPH หรือสีของสารสกดัมากเกินไป) แลว้นาํหลอด

ทดลองท่ีเลือกแลว้นั้นมาทาํการ dilute ตามขั้นตอนดงัน้ี 
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การ Dilute เพือ่การทดลองหาค่า Absorbance 

 

หลอดท่ี สารสกดั(ml) Solvent(ml) DPPH  (ml) 

1 1.00 0.00 1.00 

2 0.85 0.15 1.00 

3 0.70 0.30 1.00 

4 0.55 0.45 1.00 

5 0.40 0.60 1.00 

6 0.25 0.75 1.00 

7 0.10 0.90 1.00 

8 0.00 1.00 1.00 

 

หลงัจากเติมสารละลาย DPPH แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้มืด 30 นาที แลว้นาํไปวดัค่า Absorbance ท่ี 

516 นาโนเมตร 

 

คํานวณ % radical scavenging จากสมาการ 

% radical scavenging = { 1-                                    } × 100 

 

เม่ือ A516 nm Sample = absorbance ท่ีวดัไดจ้ากสารสกดัผสมกบั DPPH และ 

        A516 nmControl = absorbance ท่ีวดัไดข้อง DPPH และตวัทาํละลายท่ีใช ้

 

การหาค่า  IC50 

-    จากนั้นนาํค่าการดูดกลืนแสง และ % radical scavenging ไป plot graph เพื่อทาํ  

 linear  regression จะไดส้มการสาํหรับคาํนวณค่า IC50 ( IC50 คือ ความเขม้ขน้ตํ่าสุดของสาร  

 ตวัอยา่งท่ีสามารถยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัได ้50 % ) 

-     คาํนวณค่า IC50 จากสมการท่ีได ้

 

 

 

 

A516 nm Sample 

A516 nmControl 
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3.5.4  วเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของดอกงิว้และใบงิว้ 

 โดยใชเ้ทคนิคต่าง ๆ เช่น Column chromatography , GC-MS , NMR เพื่อยนืยนั

โครงสร้างของสารท่ีได ้  มีขั้นตอนการเตรียมสารสกดัดงัน้ี 

นาํดอกง้ิวมาตากแดด/ ผึ่งลมใหแ้หง้ 

บดใหเ้ป็นช้ินเล็ก ๆ  

 

ใส่ในภาชนะขนาด  5 ลิตร 

 

เติม  Ethylacetate ใหท้่วม 

 

นาํสารละลายท่ีไดม้ากรอง  

 

ระเหยดว้ยเคร่ือง Rotary evaporator 

 

สารสกดัหยาบดอกง้ิว 

 
เก็บสารสกดัใส่ในขวดท่ีแหง้และสะอาด 

 

แยกหาองคป์ระกอบทางเคมีโดยคอลมัน์โครมาโตกราฟีต่อไป 

 

    ในการแยกสารใช ้ silica gel 70-230 และ 230-400 Mesh ASTM (Scharlau) เป็น 

adsorbent ใน column chromatography และใช ้siliga gel 60 GF254 (Merck) สาํหรับ  prepapative 

thin-layer chromatography (PTLC) 

    ใชแ้ผน่สาํเร็จ aluminum sheets silica gel 60 F254 (Merck) ใน thin-layer 

chromatography (TLC) 

      ตรวจสอบสารบน TLC โดยใช ้1% Ce(SO4)2 ใน 10% สารละลาย H2SO4 ฉีดพน่ลงไป

แลว้ใหค้วามร้อน  

เม่ือแยกองคป์ระกอบของสารสกดัไดเ้ป็นสารบริสุทธ์ิหรือสารประกอบแลว้ นาํสาร

บริสุทธ์ิหรือสารประกอบท่ีไดม้าทาํการทดลองต่อดงัน้ี 

  1. หาจุดหลอมเหลวของสารประกอบโดยใชเ้คร่ือง Büchi melting point B-540 apparatus 

โดยมิไดป้รับเปล่ียนจุดหลอมเหลวท่ีได ้ 
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   2. บนัทึก 1H NMR สเปกตราของสารประกอบโดยใช ้CDCl3 หรือ DMSO-d6 เป็นตวัทาํ

ละลายดว้ยเคร่ือง Brüker AVANCE400 400 MHz Spectrometer และใช ้ TMS เป็นมาตรฐาน 

(intermal standard) บนัทึก 13C NMR สเปกตราของสารประกอบวดัท่ี 100.62 MHz ค่า chemical 

shifts (δ) ใชห้น่วยเป็น parts per million ท่ี downfield จาก TMS และค่า coupling constants มี

หน่วยเป็น Hz เทคนิคการทดลองแบบ DEPT COSY HMQC และ HMBC ใช ้software ของ Brüker 

   3.บนัทึก EI mass สเปกตรา ดว้ยเคร่ือง GC-MS Finnigan INCOS 50 และ GC-MS 

Finnigan Polaris Spectrometer 

   4.บนัทึก high resolution mass สเปกตรา ดว้ยเทคนิค HRTOF-APCIMS บนัทึกดว้ย

เคร่ือง Bruker Micro TOF Mass Spectrometer  

         

                              เตรียมสารสกดัใบง้ิวในตวัทาํละลายเมทานอล 

 

นาํใบง้ิวมาตากแดด/ ผึ่งลมใหแ้หง้ 

บดใหเ้ป็นช้ินเล็ก ๆ  

 

ใส่ในภาชนะขนาด  5 ลิตร 

 

เติม  methanol ใหท้่วม 

 

นาํสารละลายท่ีไดม้ากรอง  

 

ระเหยดว้ยเคร่ือง Rotary evaporator 

 

สารสกดัหยาบดอกง้ิวและใบง้ิว 

 
เก็บสารสกดัใส่ในขวดท่ีแหง้และสะอาด 

 

แยกหาองคป์ระกอบทางเคมีโดยเคร่ืองGC MS 
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 การแยกสารโดยใช้เคร่ือง GC-MS      มีขั้นตอนดงัน้ี 

1 ละลายสารตวัอยา่งท่ีไดด้ว้ย methanol จาํนวน 300 ไมโครกรัม 

2 ทาํการวเิคราะห์ดว้ยเคร่ืองGC-MS  ซ่ึงประกอบดว้ยเคร่ือง  GC-Agilentรุ่น6890N และ

เคร่ืองMS-Agilent รุ่น5973N 

    สภาวะท่ีใชใ้นการแยกของเคร่ือง GC-MS คือ 

   -Column HP-5   Length 30 m    ID 0.25 mm  Filmthickness  0.25  mm. 

   -Oven temperature  700C hold 5 min   ramp 60C/MIN 2400Chold 5 min. 

      -Injection   mode split  Ratio 100-1 

      -Inlet  temperature  2500C 

      -Detector 2400C 

 

3.5.5. วเิคราะห์ฤทธ์ิต้านการอกัเสบของดอกงิว้และใบงิว้ 

 นาํสารสกดัหยาบของดอกง้ิวและใบง้ิวในตวัทาํละลายอินทรียท่ี์ได ้ มาทดสอบฤทธ์ิตา้น

การอกัเสบ 3 วธีิ คือ  

1. ใช้ชุดเคร่ืองมือ Eliza  kit  สําหรับทดสอบ  COX – 2 (cyclooxygenase- 2)  

                           โดยนาํสารสกดัมาทาํการชัง่นํ้ าหนกัและละลายใน  DMSO  ให้ได ้stock  ท่ีความ

เขม้ขน้  10 mg/ml    แลว้ใช ้  stock เตรียมเป็นความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ีตอ้งการทดสอบต่อไป โดย

ป ริ ม า ต ร ท่ี ใ ช้ ใ น ก า ร ท ด ส อ บ   จ ะ ทํา ท่ี ค ว า ม เ ข้ม ข้น    1 ,  1 0  , 5 0  แ ล ะ  1 0 0  µg/ml                                                                                        

สารละลายท่ีใชป้รับความเขม้ขน้คือ  reaction  ของชุดทดสอบ    

ในการทดสอบส่วนแรก  COX  enzyme จะเปล่ียน  substrate  arachidonic acid  ให้เป็น 

prostaglandin    ตรวจวดัปริมาณความเขม้ขน้ของ  prostaglandin  ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาดงักล่าวให้อยู่

ในช่วงท่ีเหมาะสม  โดย protocol  ระบุวา่ตอ้งทาํให้อยูใ่นระดบัช่วง C2  หรือ 1:2000 ( dilution  of 

the original  sample ) สาํหรับค่า OD  (optical density) ท่ีใชใ้นการทดลองน้ีคือ  412 nm 

2. ใช้ชุดเคร่ืองมือ Eliza kit  สําหรับทดสอบ  iNOS  (inducible nitric oxide  synthase) 

                            หลงัจากท่ีเล้ียงเซลล์แมโครฟาจน์ซ่ึงถูกกระตุน้ดว้ยLPS จนทาํให้เซลล์แมคโคร

ฟาจน์มีการแสดงออกของเอนไซม ์iNOSในเซลล์เพิ่มข้ึน(เซลล์ควบคุม) เม่ือมีการเติมสารสกดัใดๆ

ในปริมาณท่ีแตกต่างกนั(แมโครฟาจน์ + LPS+ extracts)  สารสกดัใดมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการอกัเสบ

โดยการกดการแสดงออกของเอนไซม ์ iNOS     ก็จะทาํให้เซลล์แมโครฟาจน์ไม่มีการแสดงออก

ของเอนไซมi์NOS หรือแสดงนอ้ยกว่าปกตินัน่เอง     จากนั้นจึงนาํเซลล์ทั้งหมดซ่ึงมีเซลล์ควบคุม

และเซลล์ท่ีมีสารสกดั  มาสกดัแยก iNOS  ออกมา  แลว้นาํไปป่ันตกตะกอนโปรตีนเอนไซม ์iNOS

ท่ีได ้เพื่อนาํมาตรวจต่อไปในEliza    ตามวธีิการท่ีกาํหนดไวใ้นคู่มือของเคร่ือง Eliza  kit ดงัน้ี 
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1) เติมสารละลายdiluent RDl-34  ปริมาณ 100 ไมโครลิตรทุกหลุมของEliza ซ่ึงเคลือบดว้ย 

iNOSท่ีกน้หลุมแลว้ 

2) เติม iNOS มาตรฐานท่ีปริมาณความเขม้ขน้ต่างๆกนัคือ   40- 20 U/mL (1UmL  =  1 

ng/mL)และเซลลท่ี์เก็บไวจ้ากการ treat  ดว้ยสารสกดัต่างๆมาละลายดว้ยdiluent RD1-34 

เติมในปริมาณ 100   µL                 ทิ้งไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

3) ดูดสารละลายในหลุมทั้งหมดออก  แลว้ลา้งดว้ย washing buffer  ในปริมาณ 200 mL

จาํนวน  4  รอบ 

4)  เติมสารละลาย  iNOS conjugate ในปริมาณ  200 µL   

5) ทิ้งไวใ้นท่ีมืด  2   ชัว่โมง 

6) ดูดสารละลายในหลุมทั้งหมดออก แลว้ลา้งดว้ยwashing  buffer ในปริมาณ 200 mL

จาํนวน 4 รอบ 

7) เติม  substrate ท่ีประกอบดว้ยTMBและH2O2 ในปริมาณ 100 µL ทุกหลุม 

8) ทิ้งไวป้ระมาณ 20  นาที 

9) เติมสารหยดุปฏิกิริยา 2N H2SO4 ในปริมาณ 50 µL  

10) นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450  nm 

11) เปรียบเทียบปริมาณiNOS ดว้ยกราฟมาตรฐานท่ีได ้มีหน่วยเป็น pg/mL 

12) ทาํการสรุปปริมาณ iNOS โดยแสดงผลเป็น pgในปริมาณโปรตีนท่ีเท่ากนัทั้งหมดคือ 50  

µg 

3. ใช้ Model  Rat  Paw Edema   

               โดยใชส้ัตวท์ดลอง หนูขาวเพศผูพ้นัธ์ุ  wistar  นํ้าหนกั  180 – 200 กรัม  จาํนวน  

30 ตวั  จากสาํนกัสัตวท์ดลองแห่งชาติ  มหาวทิยาลยัมหิดล วทิยาเขตศาลายา  จงัหวดันครปฐม        

     วธีิการทดสอบ 

                 ก่อนทาํการทดสอบ นาํหนูมาเล้ียงในหอ้งปฏิบติัการ นาน 1 สัปดาห์ เพื่อใหห้นู

ปรับตวัคุน้เคยกบัส่ิงแวดลอ้มในหอ้งปฏิบติัการ ซ่ึงมีอุณหภูมิอยูใ่นช่วง 24 ± 1 °ซ จดักลุ่มหนูโดย

ใชว้ธีิการสุ่มตวัอยา่งแบบง่ายและทาํสัญลกัษณ์ประจาํตวั โดยการแตม้เบอร์ท่ีหาง ออกเป็น 6 กลุ่มๆ 

ละ 6 ตวั อดอาหารหนู 16 ชัว่โมงก่อนป้อนตวัอยา่งทดสอบ โดยใหน้ํ้าด่ืมตามปกติ 

                เตรียมสารแขวนลอยพื้นฐาน จาก นํ้ากลัน่, tragacanth และนํ้ามนัพืช ส่วนสาร

แขวนลอยตวัอยา่งทดสอบและสารแขวนลอยยามาตรฐาน (standard drug) เตรียมแยกกนั     ในสาร

แขวนลอยพื้นฐานท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัคือ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และเตรียม Carrageenan ซ่ึงเป็น

สารเหน่ียวนาํใหเ้กิดการอกัเสบท่ีอุง้เทา้หนูในรูปสารละลาย โดยละลาย Carrageenan ใน 0.9% 

Normal saline ท่ีขนาด 1% นํ้ าหนกั/ปริมาตร 
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           ในวนัทดสอบ วดัปริมาตรเทา้ขา้งซา้ยของหนูทุกตวั ดว้ยเคร่ือง Plethysmometer 

บนัทึกไว ้หลงัจากนั้นป้อนสารทดสอบทางปากแก่หนูแต่ละตวั ทั้งน้ี  กลุ่มทดลองไดรั้บสาร

แขวนลอยของ “Bombax anceps” ในขนาด 100, 500 และ 1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม นํ้าหนกัตวั 

กลุ่มควบคุมบวกไดรั้บสารแขวนลอยมาตรฐาน Phenylbutazone ขนาด 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

นํ้าหนกัตวั และกลุ่มควบคุมไดรั้บสารแขวนลอยพื้นฐานปริมาตรเทียบเท่ากบักลุ่มทดลอง   เม่ือครบ 

1 ชัว่โมง หลงัจากป้อนสารทดสอบ  ฉีดสารละลาย 1% carrageenan ท่ีอุง้เทา้หนูขา้งซา้ยในขนาด 

0.1 ml หลงัจากนั้นวดัความเปล่ียนแปลงของปริมาตรอุง้เทา้หนูท่ีชัว่โมงท่ี 1, 2 และ 3 

         เปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ โดยการวเิคราะห์

ขอ้มูลทางสถิติดว้ยวธีิ One-way ANOVA ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

 

 

 

 

 


