
บทท่ี 3 
การด าเนินการวิจัย 

 

3.1 เครื่องมือ 
 3.1.1 เครื่องชั่งสี่ต ำแหน่ง  (Analytical balance)  ยี่ห้อ DENVER INSTRUMENT  รุ่น s1-234 
 3.1.2 เครื่องยูวี-วิซิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ( UV-Visible Spectrometer)  ยี่ห้อ CECIL  
รุ่น CE 4002 
 3.1.3 เครื่องโครมำโทรกรำฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสูง ( Hight Performance Liquid 
Chromatrography)  ยี่ห้อ Agilent Technologies  รุ่น 1100 series 
 3.1.4 เครื่องระเหยสุญญำกำศ (evaporator)  ยี่ห้อ Heidolpl  รุ่น  Laborata 4000 
 3.1.5 เครื่องปั่น (vortex)  ยี่ห้อ Scientefic Industries  รุ่น vortex genie-2 
 3.1.6 หม้อนึ่งควำมดัน (Auto  clave) 
 3.1.7 ตู้เขี่ยเชื้อ (Laminar  air  flow) 
 3.1.8 คอลัมน์ส ำหรับเครื่องโครมำโทรกรำฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสูง ( HPLC column ) 
(ACE-129-2546, 25cm*4.6mm) 
3.2 อุปกรณ ์
  3.2.1 ขวดวัดปริมำตร  และเครื่องแก้วชนิดต่ำงๆ 
 3.2.2 กระดำษฟลอยด์ 
 3.2.3 กระดำษกรอง whatman เบอร์ 4 
 3.2.4 แผ่น TLC  Silica gel  60  F 254  บริษัท  Merck 
 3.2.5 Auto pipette  ขนำด 100-1000 ไมโครลิตร 
 3.2.6 ขวดสเปรย์ 
 3.2.7 หลอดคะปิลำรี 
 3.2.8 ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) 
 3.2.9 จำนเลี้ยงเชื้อแก้ว 
 3.2.10 ขวดขนำดเล็ก (vial) 
 3.2.11 ส ำลีพันปลำยไม้ 
 3.2.12 ส ำลี 
 3.2.13 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
 3.2.14 ปำกคีบ  
 3.2.15 คอลัมน์แก้ว  500 มิลลิลิตร 
3.3 สารเคมี 
 3.3.1 สำรสกัดจำกใบฮวำนง็อก 
 3.3.2 Bacillus  cereus  (ATCC  10876) 
 3.3.3 Staphylococus  aureus  (ATCC  25923) 
 3.3.4 Esherichia  coli  (ATCC  25922) 
 3.3.5 Enterobacter  aerogenes  (ATCC  13048) 
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 3.3.6 Agar, 
 3.3.7 Beef extract 
 3.3.8 Peptone 
 3.3.9 1,1-diphenyl 1-2-picrylhydrazyl (DPPH) 
 3.3.10 Hexane, HPLC grade บริษัท RCl Labscan 
 3.3.11 Ethanol, AR grade  บริษัท RCl Labscan 
 3.3.12 Athyl acetate, AR grade  บริษัท Merck 
 3.3.13 Methanol, HPLC grade บริษัท RCl Labscan 
 3.3.14 Acetonenitrite, AR grade  บริษัท Merck 
 3.3.15 Acetic acid, AR grade  บริษัท Merck 
 3.3.16 Formic acid, AR grade  บริษัท Merck 
 3.3.17 Glacial Acetic acid, AR grade  บริษัท Merck 
 3.3.18 Silica 7734  บริษัท Merck 
 3.3.19 Silica 7731  บริษัท Merck 
 3.3.20 Rutin hydrate  บริษัท Sigma 
 3.3.21 Catechin  บริษัท Sigma 
 3.3.22 น้ ำกลั่นและน้ ำ RO (Distilled water and Reversed osmosis water) 
 
3.4 การเตรียมสารสกัด 
       น ำใบฮวำนง็อกสด  ล้ำงท ำควำมสะอำด  ตำกให้แห้ง จำกนั้นน ำไปอบที่ อุณหภูมิ 60                       
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง  แล้วบดให้ละเอียด  และสกัดฟลำโวนอยด์ออกมำด้วยเอทำนอล 
95 เปอร์เซ็นต์  ปริมำตร 5 ลิตร  ท ำซ้ ำ 3 ครั้ง  น ำสำรสกัดที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแห้ง
สุญญำกำศ (evaporator) ชั่งน้ ำหนักสำรสกัดหยำบที่ได้ทั้งหมด  เก็บใส่ขวดขนำดเล็ก (vial)  เพ่ือ
เตรียมทดสอบในข้ันตอนต่อไป  
3.5 การทดสอบฤทธิต์้านแบคทีเรียในสารสกัดจากใบฮวานง็อก 
 3.5.1 วิธีการทดลอง 
 3.5.1.1 กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
                             ก.กำรเตรียมอำหำรแข็ง NA (Nitrient Agar) 
                              ชั่ง Beef extract 3 กรัม  Peptone 5 กรัม  และผงวุ้น (Agar) 15 กรัม 
เติมน้ ำกลั่นให้ได้ปริมำตร 1000 มิลลิลิตร  ต้มจนอำหำรเลี้ยงเชื้อใส  เทใส่ขวดรูปชมพู่  น ำส ำลีอุด
ปำกขวดใช้กระดำษ ฟลอยด์ปิดทับอีกชั้น  แล้วน ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่งควำมดัน (Auto clave) ที่
อุณหภูมิ 121องศำเซลเซียส  ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว  นำน 20 นำที  เมื่อฆ่ำเชื้อเสร็จแล้วน ำ
อำหำรเลี้ยงเชื้อเทใส่จำนเลี้ยงเชื้อในทันที  รอให้อำหำรแข็งตัวน ำไปฆ่ำเชื้อในตู้เขี่ยเชื้อ (Laminar air 
flow) 
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         ข.กำรเตรียมอำหำรแข็ง NB (Nutrient Broth) 
       ชั่ง Beef extract 0.75 กรัม  Peptone 1.25 กรัม  และน้ ำกลั่น 250 มิลลิลิตร  
น ำไปต้มจนอำหำรเลี้ยงเชื้อใส  ใช้ปิเปตดูดใส่หลอดทดลอง หลอดละ 10 มิลลิลิตร  น ำส ำลีมำอุด
ปลำยหลอดใช้กระดำษฟลอยด์ปิดทับอีกชั้น  แล้วน ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่งควำมดัน (Auto  clave) 
ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส  ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว  นำน 20 นำที 
 3.5.1.2 กำรเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
             น ำเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4ชนิด คือ Bacillus cereus (ATCC 10876), 
Staphylococus aureus (ATCC 25923), Esherichia coli (ATCC  25922), Enterobacter  
aerogenes  (ATCC  13048)  ที่อยู่ในอำหำรแข็ง NB (Nutrient  Broth) ไปใส่ในอำหำรเหลว  โดย
ลนไฟปำกหลอดทดลองท่ีใส่เชื้อแบคทีเรีย  และลนไฟห่วงเขี่ยเชื้อที่ตะเกียงแอลกอฮอล์ให้ร้อนจนเป็น
สีแดง ทิ้งไว้สักครู่จำกนั้นน ำไปเขี่ยเชื้อในหลอดทดลอง  ลนไฟก่อนใช้ส ำลีปิดที่ปำกหลอดทดลอง  
จำกนั้นลนไฟที่ปำกหลอดทดลองของอำหำรเหลว  น ำเชื้อที่ติดในห่วงเขี่ยเชื้อไปใส่ในอำหำรเหลวลน
ไฟที่ปำกหลอดอีกครั้งก่อนใช้ส ำลีปิดที่ปำกหลอดทดลอง  เมื่อเตรียมเชื้อครบทุกตัวแล้วน ำไปเข้ำ
เครื่องปั่น (Vortex) เพ่ือให้เชื้อไม่ติดเป็นก้อน 
 3.5.1.3 กำรเตรียมสำรตัวอย่ำงแต่ละควำมเข้มข้นในกำรทดสอบ 
             เตรียมสำรตัวอย่ำงที่ใช้ทดสอบที่ควำมเข้มข้น 50, 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร
จำกสำรสกัดใบฮวำนง็อก ในขวดวัดปริมำตรขนำด 2 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรด้วยสำรละลำย DMSO 
 3.5.2 การปฏิบัติการทดสอบ 
             ลนไฟปำกหลอดทดลองเชื้ออำหำรเหลวที่เตรียมไว้  ใช้ส ำลีพันปลำยไม้ที่ปรำศจำก
เชื้อจุ่มลงในหลอดทดลอง  บิดให้แห้งพอหมำดๆกับข้ำงหลอดทดลอง  ลนไฟก่อนปิดปำกหลอด
ทดลอง  น ำส ำลีทำให้ทั่วบนจำนเลี้ยงเชื้ออำหำรแข็ง NA (Nitrient Agar) โดยใช้เชื้อแบคทีเรียเชื้อละ  
3  ซ้ ำ  ปิดฝำจำนเลี้ยงเชื้อ  ใช้ปำกคีบ คีบกระดำษกรอง (ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 0.7 เซนติเมตร)ที่
ปรำศจำกเชื้อ  วำงลงบนจำนเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ข้ำงต้นในต ำแหน่งที่ก ำหนดไว้  กดเบำๆ (พยำยำม
อย่ำให้อำหำรเลี้ยงเชื้อแตก)  น ำสำรละลำยแต่ละควำมเข้มข้นปริมำตร 10 ไมโครลิตร  หยดบน
กระดำษกรองที่เตรียมไว้ตำมต ำแหน่งที่ก ำหนด  ท ำกำรบ่มเชื้อเป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 
 3.5.3 การวิเคราะห์ผลการทดลอง 
          เมื่อบ่มเชื้อครบ 24 ชั่วโมงแล้ว  ให้สังเกตวงใส (clear zone) รอบกระดำษกรองที่
เกิดขึ้น  โดยท ำกำรวัดวงใส (clear zone) จำกด้ำนหนึ่งไปอีกด้ำนหนึ่งโดยให้ผ่ำนจุดศูนย์กลำงของ
กระดำษกรองด้วย  บันทึกผลกำรทดลองหน่วยเป็นเซนติเมตร 
 
3.6 การทดสอบฤทธิต์้านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากใบฮวานง็อก 
       3.6.1 วิธีการทดลอง 
 3.6.1.1 กำรทดสอบด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-vis) 
              ก. กำรเตรียมสำรตัวอย่ำงแต่ละควำมเข้มข้นในกำรทดสอบ 
                 เตรียมสำรตัวอย่ำงจำกสำรสกัดใบฮวำนง็อกควำมเข้มข้น1,000 ppm ในขวดวัด
ปริมำตรขนำด 50 มิลลิลิตร  ปรับปริมำตรด้วยเอทำนอล  เตรียมควำมเข้มข้น 800 ppm, 600 
ppm, 400 ppm, 300 ppm, 200 ppm และ 100 ppm ในขวดวัดปริมำตร 10 มิลลิลิตร จำกสำร
ตัวอย่ำงที่ควำมเข้มข้น 1,000 ppm ปรับปริมำตรด้วยเอทำนอล 
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        ข. กำรเตรียมสำรละลำย1,1-diphenyl 1-2-picrylhydrazyl (DPPH) 
              ชั่งสำรละลำย DPPH 0.0012 กรัม  ในขวดวัดปริมำตรขนำด 100 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมำตรด้วยเอทำนอล สังเกตสำรละลำยเมื่อละลำยหมดแล้วห่อขวดวัดปริมำตรด้วยกระดำษฟลอยด์
ให้มีควำมสูงเท่ำกับควำมสูงของสำรละลำย  น ำไปเก็บในที่มืด 
   ค. กำรเตรียมสำรตัวอย่ำงแต่ละควำมเข้มข้นที่ใช้ในกำรทดสอบ 
            น ำสำรตัวอย่ำงแต่ละควำมเข้มข้นปริมำตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง 
ขนำดเล็ก  โดยแต่ละควำมเข้มข้นท ำซ้ ำ 3 ครั้ง ผสมกับสำรละลำย DPPH ปริมำตร 1.5 มิลลิลิตร  น ำ
กระดำษฟลอยด์ปิดหลอดทดลองให้สูงเท่ำกับควำมสูงของสำรละลำยรวมทั้งปิดที่ปำกหลอดทดลอง
ด้วย  น ำไปเก็บในทีม่ืดเป็นเวลำ 15 นำท ี
         ง. กำรเตรียมสำรละลำยผสม DPPH กับ เอทำนอล 
           น ำสำรละลำย DPPH ปริมำตร 1.5 มิลลิลิตร และสำรละลำยเอทำนอลปริมำตร 
1.5 มิลลิลิตร ผสมในหลอดทดลองขนำดเล็ก น ำกระดำษฟลอยด์ปิดหลอดทดลองให้มีควำมสูงเท่ำกับ             
ควำมสูงของสำรละลำย เก็บไว้ในที่มืด 15 นำท ี
 3.6.2 การปฏิบัติการทดสอบ 
          เมื่อเวลำผ่ำนไปครบ 15 นำที  น ำสำรละลำยทุกตัวที่เตรียมไว้ข้ำงต้นทดสอบฤทธิ์กำร 
ต้ำนอนุมูลอิสระด้วยเครื่อง UV-visible light spectrometer  โดยวัดกำรดูดกลืนแสงที่  515           
นำโนเมตร 
  3.6.3 การวิเคราะห์ผลการทดลอง 
             น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ได้ของสำรแต่ละควำมเข้มข้นมำหำค่ำเฉลี่ย  รวมทั้ง
สำรละลำยผสม DPPH  กับเอทำนอลด้วย  และน ำมำหำค่ำควำมเข้มข้นที่สำมำรถยับยั้งอนุมูลอิสระ
ได้ 50 เปอร์เซ็นต ์(EC50) และ ค่ำ % R.C. 
 3.6.1.2 กำรทดสอบด้วยวิธีสเปรย์  DPPH 
               น ำสำรสกัดหยำบมำแยกตำมควำมสำมำรถในกำรละลำยและควำมมีขั้วของ                
ตัวท ำละลำย  ได้แก่  เฮกเซน  เอทิลอะซิเตด  เมทำนอล  ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมำโทกรำฟี 
   ก. เทคนิคคอลัมน์โครมำโทรกรำฟี 
                   ชั่งน้ ำหนักสำรสกัดหยำบที่เหลือ  ซึ่งมีน้ ำหนักประมำณ 17 กรัม  น ำสำรสกัดมำ
คลุกกับsilica (7734) ตั้งทิ้งไว้ให้แห้ง  จำกนั้นน ำ silica (7731) มำคลกกับสำรละลำยเฮกเซน  โดย
ใช้ silica (7731)  ปริมำณ 2 เท่ำของน้ ำหนักสรสกัดหยำบ บรรจุลงคอลัมน์ให้แน่น  สำรสกัดหยำบที่
คลุก silica (7734) แล้วมำโรยลงในคลัมน์  น ำตัวท ำละลำยทั้ง 3 ชนิดในอัตรำส่วนต่ำงๆ  มำชะสำร
สกัดในคอลัมน์                                     
   ข. เทคนิคทินเลเยอร์โครมำโทกรำฟี 
                   เมื่อได้สำรสกัดในอัตรำส่วนตัวท ำละลำยต่ำงๆแล้ว  น ำสำรสกัดที่ได้รวมกลุ่มกับ
สำรที่มลีักษณะคล้ำยกัน โดยใช้เทคนิคทินเลเยอร์โครมำโทกรำฟี (TLC)  ระบบที่ใช้คือ อัตรำส่วนของ
ตัวท ำละลำยแต่ละตัว 
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    ค. กำรทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยกำรสเปรย์ DPPH 
                   น ำสำรสกัดที่ได้มำทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระโดยให้แต่ละแผ่น TCL                  
มีกำร spot เทียบกับสำรมำตรฐำนฟลำโวนอยด์ ได้แก่ คำร์ทีชินส์และรูทิน ระบบที่ใช้ คือ ethyl 
acetate : formic acid : glacial acetic acid : water (16.9 : 1.8 : 1.8 : 4.5)  หลังจำกนั้นน ำ
แผ่น TLC ที่ได้มำสเปรย์ด้วยสำรละลำย DPPH ให้ทั่วแผ่น  เก็บไว้ในที่มืดสักครู่  สังเกตสีแต่ละspot 
ที่ปรำกฎบนแผ่น  บันทึกผล  และเลือกกลุ่มสำรสกัดที่สนใจที่มีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ  เพ่ือน ำไป
วิเครำะห์หำชนิดและปริมำณฟลำโวนอยด์ต่อไป 
 
3.7 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฟลาโวนอยด์ 
     น ำสำรสกั ดที่ สน ใจจำกข้ อ  3 ด้ ว ยกำรส เปรย์  DPPH มำทดสอบด้ วย เทคนิ ค                              
โครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) เพ่ือวิเครำะห์หำชนิดและปริมำณของฟลำโวนอยด์ใน
สำรสกัด ซึ่งสำรสกัดท่ีใช้ทดสอบมีดังนี้   
 1. สำรมำตรฐำนคำร์ทีชินส์ที่ควำมเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 2. สำรมำตรฐำนรูทินที่ควำมเข้มข้น  50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 3. สำรละลำยผสมของสำรมำตรฐำนคำร์ทีชินส์และรูทิน 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 4. สำรตัวอย่ำงที่สนใจที่ควำมเข้มข้น 1000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
     วิเครำะห์หำสภำวะที่สำมำรถใช้แยกสำรผสมของสำรมำตรฐำนคำร์ทีชินส์และรูทิน  และน ำ
สภำวะนั้นมำใช้ในกำรฉีดสำรตัวอ่ืนด้วย 
 เมื่อฉีดสำรที่ใช้ทดสอบทั้งหมดแล้ว  ปรำกฏว่ำสำรตัวอย่ำงที่สนใจอำจจะมีคำร์ทีชินส์อยู่  
ซึ่งกำรทดลองในขั้นต่อไปคือ  น ำสำรมำตรฐำนคำร์ทีชินส์ผสมกับสำรตัวอย่ำงแล้วน ำไปฉีดอีกครั้งที่
สภำวะเดียวกัน  ถ้ำสำรตัวอย่ำงที่สนใจมีสำรคำร์ทีชินส์อยู่จริง  โครมำโทรแกรมที่ได้จะปรำกฏขึ้นมำ
เป็น peak เดียว มี retention time ตรงกับสำรมำตรฐำนคำร์ทีชินส์  และตรวจสอบ spectrum ที่
ได้ว่ำตรงกับคำร์ทีชินส์หรือไม่  ถ้ำตรงกับคำร์ทีชินส์แสดงว่ำมีคำร์ทีชินส์ในสำรสกัดให้ค ำนวณหำ
ปริมำณของคำร์ทีชินส์โดยค ำนวณผ่ำนกรำฟมำตรฐำน  ซึ่งใช้สำรมำตรฐำนคำร์ทีชินส์ที่ควำมเข้มข้น 5            
ควำมเข้มข้น ได้แก่  0.5, 1, 2, 4 และ 6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 


