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บทที่ 3 
วิธีด าเนนิการวิจัย 

 
พืชทีใช้ในการวิจัย 
 

น าแก่นมะหาดไปตากให้แหง้ 5 กิโลกรัม น ามาบดใหล้ะเอียดด้วยเครื่องบด (Blender) จะได้
ผงละเอียดสเีหลืองหนัก 4.5 กิโลกรัม ซื้อจากห้างขายยา ไทย ฮั่ว จั่น เมื่อวันที่ 9 สิงหาคม 2555 

 
วัสดุ สารเคมี อุปกรณ์และเครื่องมือ 
 1. วัสดุและสารเคม ี

1.1  กระดาษกรอง (Whatman เบอร์ 1) 
1.2 เอธิลอะซิเตต 99 % (Ethyl acetate commercial grade, จักรวาล 

  แอพพลิเคช่ัน ประเทศไทย) 
1.3 เมทานอล 99 % (Methanol commercial grade, จักรวาลแอพพลิเคช่ัน 

  ประเทศไทย) 
1.4  เอทธานอล 99 % (Ethanol AR grade, Carlo Erba, Italy) 
1.5   ฟูริน ชิโอคอลต์ทิลฟินอล รีเอเจนต์ (Folin-Ciocalteuphenol reagent,  

  Sigma Aldrich, USA) 
1.6   โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3, Carlo Erba, Italy) 
1.7   กรดแกลลิก (Gallic acid, Carlo Erba, Italy) 
1.8 2,2-ไดฟีนิล-1-ไพคริลไฮดราซิล (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH, 

  Sigma Aldrich, USA) 
1.9  วิตามินซี (L-ascorbic acid, Carlo Erba, Italy) 

   
  2. อุปกรณ์ และเครื่องมือ 
   2.1   กระบอกตวง (Cylinder) 

  2.2   กรวยแก้ว (Glass funnel) 
  2.3   ขวดก้นกลม (Round bottom flask) 
  2.4   ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) 
  2.5   ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) 
  2.6   บีกเกอร์ (Beaker) 
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  2.7   ปิเปต (Pipette) 
  2.8   หลอดทดลอง (Test tube) 
  2.9   แท่งแก้วคนสาร (Stirring rod) 
  2.10  หลอดหยด (Dropper) 

   2.12  เครื่องกลั่นสุญญากาศ (EYELA ACE CA-1100, Swizerland ) 
   2.13  เครื่องช่ังอย่างละเอียด 4 ต าแหน่ง (Precisa 240A) 
   2.14  UV-VIS spectrophotometer (Shimadzu UV-2401 PC, Japan) 
   2.15  Glass drying oven (Buchi B-580, Swizerland) 
   2.16  เครื่องบด (Blender) 
 
การสกัดสารตา้นอนุมูลอิสระจากแก่นมะหาดด้วยตัวท าละลายชนิดต่างๆ 

1. ช่ังแก่นมะหาดบดละเอียด 2.3 กิโลกรัม น าไปห่อด้วยผ้าขาวบางมัดให้แน่น จากนั้นน าไป
ใส่ภาชนะที่มีฝาปิดสนิท แล้วท าการแช่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตต (EtOAc) ปริมาตร 15 ลิตร ตั้งทั้งไว้ 3 
วัน น ามากรองสารสกัดออกมาเกบ็ไว้ แล้วน ากากแก่นมะหาดมาแช่ต่อด้วยตัวท าละลายชนิดเดิมท าซ้ า 
5 ครั้ง น าสารสกัดที่ได้มาระเหยเอาตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสารแบบลดความดัน (Rotary 
Vacuum Evaporator) จะได้สารสกัดหยาบช้ันเอทิลอะซิเตต (Crude EtOAc extract) ท าการช่ัง
และบันทึกน้ าหนักของสารสกัดหยาบที่ได้ น ากากที่เหลือมาท าการแช่สกัดต่อด้วยเมทานอล (MeOH) 
ปริมาตร 15 ลิตร ตั้งทั้งไว้ 3 วัน น ามากรองสารสกัดออกมาเก็บไว้ แล้วน ากากแก่นมะหาดมาแช่ต่อ
ด้วยตัวท าละลายชนิดเดิมท าซ้ า 5 ครั้ง น าสารสกัดที่ได้มาระเหยเอาตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง
ระเหยสารแบบลดความดัน (Rotary Vacuum Evaporator) จะได้สารสกัดหยาบช้ันเมทานอล 
(Crude MeOH extract) ท าการช่ังและบันทึกน้ าหนักของสารสกัดหยาบที่ได้ 

2. ช่ังแก่นมะหาดบดละเอียด 1.5 กิโลกรัม แล้วน าไปห่อด้วยผ้าขาวบางมัดให้แน่น จากนั้น
น าไปใส่ภาชนะที่มีฝาปิดสนิท แล้วท าการแช่สกัดด้วยเอทธานอล (EtOH) ปริมาตร 15 ลิตร ตั้งทั้งไว้ 
3 วัน น ามากรองสารสกัดออกมาเก็บไว้ แล้วน ากากแก่นมะหาดมาแช่ต่อด้วยตัวท าละลายชนิดเดิม
ท าซ้ า 5 ครั้ง น าสารสกัดที่ได้มาระเหยเอาตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสารแบบลดความดัน  
(Rotary Vacuum Evaporator) จะได้สารสกัดหยาบช้ันเอทธานอล (Crude EtOH  extract) ท า
การช่ังและบันทึกน้ าหนักของสารสกัดหยาบที่ได้  

 
การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด (Total Phenolic content) ของสารสกัด
หยาบจากแก่นมะหาดท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Singleton, et al., 1999) 

1. การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ท าได้ดังนี้ 
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  1.1 เตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteuphenol reagent ในน้ าให้มีความเข้มข้น 
10 % โดยปริมาตร 
  1.2 เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ให้มีความเข้มข้น 7.5 % น้ าหนักโดย
ปริมาตร 
  1.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 
g/mL โดยใช้เอธานอลเป็นตัวท าละลาย 
  1.4 การเตรียมตัวอย่างสารสกัดจากแก่นมะหาดที่ความเข้มข้น 0, 50, และ 100 
g/mL โดยใช้เอธานอลเป็นตัวท าละลาย  

 1.5 น าสารสกัดหยาบเข้มข้น 50 g/mL ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน้ า DI ปริมาตร 
4 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เติม 10 % Folin-Ciocalteuphenol reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตั้ง
ทิ้งไว้ 5 นาที เติม 7.5 % โซเดียมคาร์บอเนต ปริมาตร 4 มิลลิลิตรเก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
น าไปวัดด้วยเครื่องอัลตราไวโอเลตวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตรมิเตอร์ (UV – VIS Spectrophotometer) 
โดยวัดที่ความยาวคลื่น 725 นาโนเมตร เทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีสารตัวอย่างและเทียบกับสาร
มาตรฐาน Gallic acid และน าค่าที่ได้มาท าการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
 
การตรวจสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยเทคนิคสคาเวนกิง (scavenging method) โดยวิธี 
DPPH ของสารสกัดจากแก่นมะหาด (Singhatong, et al., 2010) 

1. การทดสอบการออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยใช้วิธี DPPH assay ท าได้ดังนี้  
  1.1 เตรียมสารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ในเอทธานอลให้
มีความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร ์
  1.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินซี ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 
g/mL โดยใช้เอธานอลเป็นตัวท าละลาย 
  1.3 การเตรียมตัวอย่างสารสกัดจากแก่นมะหาดที่ความเข้มข้น 0, 20, 40, 60, 80 
และ 100 g/mL โดยใช้เอธานอลเป็นตัวท าละลาย  
  1.4 ผสมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่างๆ กับ
สารละลาย DPPH ในเอธานอลที่เตรียมไว้ในอัตราส่วน 1:2 โดยปริมาตร เขย่าให้เข้ากันและตั้งทั้งไว้
ในที่มืด 30 นาที น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่องอัลตราไวโอเลตวิสิเบลิสเปกโตร
โฟโตรมิเตอร์ (UV – VIS Spectrophotometer) จากนั้นน าข้อมูลที่ได้ไปค านวณหาค่า Radical 
scavenging (%) โดยใช้วิตามินซี (L-ascorbic acid) เป็นสารมาตรฐาน  
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Radical scavenging (%) = [( A
control 

– A
sample

)/ A
control 

] x 100  

 
A

sample 
= ค่า Absorbance ที่วัดได้ของสารผสมระหว่างสารละลาย DPPH กับสารตัวอย่าง  

A
control 

= ค่า Absorbance ที่วัดได้ของสารละลาย DPPH 

จากนั้นค านวณหาค่าความเข้มข้นของสารสกัดแก่นมะหาดทีส่ามารถต้านอนุมูลอสิระ 50 % 
(IC50) จากกราฟระหว่างเปอรเ์ซ็นต์การต้านอนุมลูอสิระและความเข้มข้นของสารสกัดจากแก่นมะหาด 


