
บทที่ 3 
ระเบียบวธีิวจิัย 
(Methodology) 

 

1. อุปกรณ์ 
1. Analytical balance (Satorius)  
2. pH meter   
3. Incubator (Binder) 
4. Hot air oven (Binder) 
5. Water bath (Memmert) 
6. Soxhlet‘s apparatus (Pyrex) 
7. UV and Visible Spectrophotometer (Spactronic) 
8. Microplate spectrophotometer (Beckman Coulter) 
9. Electrophoresis set (Amersham) 

 
2. สารเคมี 

2.1. การสกัดผักพืน้บ้านและสมุนไพร 
1. Absolute Ethanol (Merck) 
2. Distilled water (DW) 

 

2.2. ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) free radical 

 1. ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) (Sigma-aldrich) 
 2. Potassium persulfate (K2S2O8) (Merck) 
 3. Absolute Ethanol (Merck) 
 4. Trolox (Sigma-aldrich) 

5. Distilled water (DW) 
 

2.3.  Reducing power of ferric (FRAP) 
1. TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine) (Sigma-aldrich) 
2. Iron (III) chloride (Ajex finechem)  
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3. Iron (II) sulfate heptahydrate (Ajex finechem) 
4. Acetic acid (Fisher) 
5. Sodium hydroxide (Merck) 
6. Sodium acetate-3-hydrate (Ajex finechem)  
7. Hydrochloric acid (Merck) 
8. Sulfuric acid (Merck) 

 
2.4. Chelating effect on ferrous 
1. Iron (II) sulfate heptahydrate (Ajex finechem) 
2. Sulfulic acid (H2SO4) (Merck) 
3. Ferrozine (Ajex finechem) 
4. Distilled water (DW) 
5. Ethylene diamine tertraacetate (EDTA)  (Fisher) 
 
2.5 Protective effect on DNA damage induced by Fenton reaction 
1. Plasmid DNA PUC18 (Fermentas) 
2. Ethylene diamine tertraacetate (EDTA) (Fisher) 
3. Hydrogen peroxide (Sigma) 
4. Agarose (Wako) 
5. Ethidium bromide (Wako) 
6. Ferrous sulfate (Fisher) 
7. 6x loadind buffer (Fermentas) 
8. Tris (Merck) 
9. Boric acid (Lab scan) 
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3. วิธีการทดสอบ  
3.1. การสกัดผักพืน้บ้านและสมุนไพร 
 

3.1.1 ผักพืน้บ้าน 
 

สกัดโดย DW 
 

น ำตวัอยำ่งผกัพืน้บ้ำนทัง้ต้น(ยกเว้นรำก)มำล้ำงให้สะอำด 
 

น ำตวัอยำ่งมำบด 150 กรัม 
 

เตมิน ำ้กลัน่ (DW) ปริมำตร 300 มิลลิลิตร 
 

ให้ควำมร้อนจนสำรสกดัเดือด 30 นำที 
 

      น ำไปกรอง 
 

น ำสำรสกดัท่ีได้ไปท ำแห้งด้วยเคร่ือง Freeze dryer 
 

        Water Extract 
 

ชัง่น ำ้หนกั 
 

เก็บสำรสกดัท่ีได้ใสข่วดสีชำท่ีแห้ง อณุหภมูิ 4 oC 
 
 

สกัดโดย Absolute Ethanol 
 

น ำตวัอยำ่งผกัพืน้บ้ำนทัง้ต้น(ยกเว้นรำก)มำล้ำงให้สะอำด 
 

น ำตวัอยำ่งมำบด 200 กรัม 
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ใสข่วดรูปชมพูข่นำด 500 มิลลิลิตร 

 
เตมิตวัท ำละลำยใช้ EtOH:H2O  อตัรำสว่น 7:3 ปริมำตร 400 มิลลิลิตร 

 
น ำไปใสเ่คร่ือง Shaker เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 2 ครัง้ 

 
น ำสำรสกดัท่ีได้มำกรอง 

 
ระเหยตวัม ำละลำยออกด้วยเคร่ือง Rotary Evaporator 

 
Alcohol Extract 

 
ชัง่น ำ้หนกั 

 
เก็บสำรสกดัท่ีได้ใสข่วดสีชำท่ีแห้ง อณุหภมูิ 4 oC 

 
3.1.2 สมุนไพร 
 

สกัดโดย DW 
 

น ำสมนุไพรทัง้ต้น(ยกเว้นรำก)ท่ีสกดัด้วย Absolute Ethanol น ำมำตำกให้แห้ง 
 

    น ำไปต้มด้วยน ำ้กลัน่ปริมำตร 300-400 มิลลิลิตร 
 

ให้ควำมร้อนจนเดือด ใช้เวลำ 30 นำที 
 

       ตัง้ทิง้ไว้ให้สำรสกดัเย็น 
 

      น ำไปกรอง 
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     น ำสำรสกดัท่ีได้ไปท ำแห้งด้วยเคร่ือง Freeze dry 
 

       Water Extract 
 

     ชัง่น ำ้หนกั 
 

เก็บสำรสกดัท่ีได้ใสข่วดสีชำท่ีแห้ง อณุหภมูิ 4 oC 
 

 
สกัดโดย Ethanol 

 
น ำสมนุไพรทัง้ต้น(ยกเว้นรำก)บดให้ละเอียด 

 
         น ำสมนุไพร 100 g 

 
เตมิตวัท ำละลำยใช้ EtOH:H2O อตัรำสว่น 7:3 ปริมำตร 700 มิลลิลิตร 

 
ให้ควำมร้อนจนกวำ่ตวัท ำละลำยใสใน Soxlhet’s apparatus 

 
      ตัง้ทิง้ไว้จนสำรสกดัเย็น 

 
        น ำสำรสกดัท่ีได้ไปกรอง 

 
ระเหยด้วยเคร่ือง Rotary Evaporator 

 
       Alcohol Extract 

 
   ชัง่น ำ้หนกั 

 
เก็บสำรสกดัท่ีได้ใสข่วดสีชำท่ีแห้ง อณุหภมูิ 4 oC 
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3.2 วิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน 
 

3.2.1 ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) free radical 
หลกักำร 
เป็นกำรท ำให้เกิดปฏิกิริยำออกซิเดชนัของสำรท่ีท ำให้เกิดสีโดยกำรกระตุ้นให้เกิดอนมุลู ABTS 

จำก ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) ด้วย 
Potassium persulfate (K2S2O8) แล้วท ำกำรวดัคำ่กำรดดูกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 734 nm ซึ่งจะ
เกิดปฏิกิริยำ ดงัสมกำร 

 

ABTS + K2S2O8    ABTS+ 
             (สีน ำ้เงิน-มว่ง)  
 
จำกหลกักำรดงักล่ำว ถ้ำในปฏิกิริยำมีสำรต้ำนอนมุลูอิสระมำก ก็จะท ำให้ปฏิกิริยำกำรเกิดสี 

น ำ้เงิน-มว่ง ลดลง ในทำงตรงกนัข้ำมถ้ำในปฏิกิริยำมีสำรต้ำนอนมุลูอิสระน้อยจะท ำให้ขบวนกำรยบัยัง้
กำรเกิดปฏิกิริยำลดลงตำมล ำดบั 

 
ขัน้ตอนในกำรทดสอบ 
1. เตรียม ABTS stock solution 
- ABTS:K2S2O8 (1:0.5 mol:mol) 
- ตัง้ทิง้ใว้ให้เกิดปฏิกิริยำท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลำ 12-16 ชัว่โมง 
2. เตรียม ABTS working solution 
ท ำกำรเจือจำง ABTS stock solution ด้วยน ำ้กลัน่โดยก ำหนดให้ได้คำ่ absorbance ท่ี 734 

nm. เทำ่กบั 0.7-0.75 
3. เตรียม Trolox ซึง่เป็นสำรละลำยมำตรฐำนส ำหรับกำรทดสอบ ท่ีควำมเข้มข้นตำมต้องกำร 

เพ่ือสร้ำงกรำฟมำตรฐำน 
4. เตรียมตวัอยำ่งสำรสกดัตำมควำมเข้มข้นท่ีต้องกำร 
5. ทดสอบฤทธ์ิต้ำนออกซิเดชนัของตวัอยำ่งสำรสกดั โดยวดัปฏิกิริยำกำรเกิดสี น ำ้เงิน-มว่ง 

ของ ABTS+ โดยเคร่ือง UV/VIS Spectrophotometer (Shimadzu, UV-1201V) ท่ีควำมยำวคล่ืน 734 
nm 

6. ค ำนวณหำปริมำณสำรต้ำนออกซิเดชนัของสำรสกดัตวัอยำ่งจำกกรำฟมำตรฐำน Trolox 
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3.2.2 Reducing power (FRAP Assay) 
หลกักำร 
Reducing power เป็นกำรศกึษำฤทธ์ิต้ำนออกซิเดชนัโดยอำศยัควำมสำมำรถในกำรยบัยัง้

กำรเปล่ียน Fe3+ เป็น Fe2+ วดัคำ่กำรดดูกลืนแสงของ Fe2+ - TPTZ complex ท่ีควำมยำวคล่ืน 595     
นำโนเมตร ดงัสมกำร 

 

 Fe3+ - TPTZ + A                              Fe2+ - TPTZ + A+ 
                             (สีน ำ้เงิน) 

ขัน้ตอนในกำรทดสอบ 
1. เตรียม 10 mM TPTZ  
2. เตรียม 20 mM FeCl3  
3. เตรียม 300 mM Acetate buffer pH 3.6  
4. เตรียม FRAP reagent  
โดยใช้ 300 mM Acetate buffer pH 3.6 : 10 mM TPTZ : 20 mM FeCl3 (10:1:1) 
5. เตรียม Ferrous sulfate (FeSO4) ซึง่เป็นสำรละลำยมำตรฐำนส ำหรับกำรทดสอบ ท่ีควำม

เข้มข้นตำมต้องกำร เพ่ือสร้ำงกรำฟมำตรฐำน 
6. เตรียมตวัอยำ่งสำรสกดัตำมควำมเข้มข้นท่ีต้องกำร 
7. ทดสอบฤทธ์ิ reducing power ของตวัอย่ำงสำรสกดั โดยวดัปฏิกิริยำกำรเกิดสีน ำ้เงิน ของ 

Fe2+ - TPTZ + A+ โดยเคร่ือง UV/VIS Spectrophotometer (Shimadzu, UV-1201V) ท่ีควำมยำว
คล่ืน 593 นำโนเมตร 

8.ค ำนวณหำปริมำณสำรต้ำนออกซิเดชัน่ของสำรสกดัตวัอยำ่งจำกกรำฟมำตรฐำน Ferrous 
sulfate (FeSO4) 
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3.2.3. Chelating effect on ferrous 
หลกักำร 
เป็นควำมสำมำรถในกำรเป็น Chelating agent ของตวัอยำ่งสำรสกดัโดยกำร chelate กบัFe 

(II) หรือ ferrous ion อำศยัหลกักำร Fe (II) จะจบักบั Ferrozine เกิดเป็น Fe2+- ferrozine complex วดั
กำรดดูกลืนแสงท่ี 562 nm และเม่ือเตมิสำรตวัอยำ่งเข้ำไป สำรตวัอยำ่งจะจบักบั Fe (II) ท ำให้กำร
ดดูกลืนแสงลดลง 

 
 Fe2+- ferrozine + A   Fe2+- A + Ferrozine 
                        (สีชมพ)ู 
 

ขัน้ตอนในกำรทดสอบ 
1. เตรียม Ferrozine Solution 5 mM  
2. เตรียม FeSO4.7H2O Solution 0.5 mM 
3. EDTA 3 mM ใน 300 mM Acetate buffer pH 3.6 ซึง่เป็นสำรละลำยมำตรฐำนส ำหรับกำร

ทดสอบ ท่ีควำมเข้มข้นตำมต้องกำร เพ่ือสร้ำงกรำฟมำตรฐำน 
4. เตรียมตวัอยำ่งสำรสกดัตำมควำมเข้มข้นต้องกำร 
5. ทดสอบฤทธ์ิ reducing power ของตวัอยำ่งสำรสกดั โดยวดัปฏิกิริยำยบัยัง้กำรเกิดสีชมพู

ของ Fe2+- ferrozine โดยเคร่ือง UV/VIS Spectrophotometer (Shimadzu, UV-1201V) ท่ีควำมยำว
คล่ืน 593 nm. 

6.ค ำนวณหำปริมำณสำรต้ำนออกซิเดชนัของสำรสกดัตวัอยำ่งจำกกรำฟมำตรฐำน EDTA 
 

 3.2.4 Protective effect on DNA damage induced by Fenton reaction 
 หลกักำร 

 โดยปกตแิล้ว Plasmid DNA เม่ือท ำอิเล็กโทรโฟรีซิสจะพบวำ่แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึน้จะมี
ปริมำณดีเอ็นเอท่ีอยูใ่นรูป Supercoiled form (Form I) สงูและอยูใ่นรูป Relaxed form (Form II) 
ปริมำณเล็กน้อย หลงัจำกท่ี Incubated Plasmid DNA กบัสำรละลำยไฮโดรเจนเปอร์อกไซด์ (H2O2) 
และสำรละลำย Fe (II) หรือ Fe (III) ในควำมเข้มข้นท่ีเหมำะสมจะเกิดกำรสร้ำงอนมุลูไฮดรอกซิล เม่ือ
อนมุลูไฮดรอกซิลเข้ำท ำลำยดีเอ็นเอ แถบดีเอ็นเอท่ีได้จำกกำรท ำอิเล็กโทรโฟรีซิสจะมีปริมำณแถบ      
ดีเอ็นเอท่ีอยูใ่นรูป Supercoiled form (Form I) ลดลงและมีกำรเพิ่มขึน้ของดีเอ็นเอในรูป Relaxed 
form (Form II) และ Linear form (Form III)  
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 H2O2 +    Fe2+     Fe3+ +  OH +  OH- 
  

ขัน้ตอนกำรทดสอบ 
1. เตรียมสำรละลำยดีเอ็นเอควำมเข้มข้น 50 ng/µl 
2. Incubate สำรละลำยดีเอ็นเอ กบัสำรละลำย Hydrogen peroxide และสำรละลำย 

Ferrous sulfate รวมทัง้สำรละลำยตวัอย่ำงท่ีควำมเข้มข้นตำ่งๆ ท่ีอณุหภมูิ 37 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 60 นำที 

3. เตรียมเจลส ำหรับท ำอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช้ Agarose ควำมเข้มข้น 10 mg/ml โดยใช้ 
TBE buffer เป็นตวัท ำละลำย 

4. น ำสำรละลำยท่ีได้จำก Incubate มรท ำอิเล็กโทรโฟรีซิสเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
5. น ำมำวิเครำะห์ปริมำณดีเอ็นเอโดยใช้เคร่ือง Gel documentation  

 
3.3 การทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้ S. typhimurium TA98 
การเตรียมเชือ้  S. typhimurium (OD 0.132  เทียบกบั McFarland standards No. 0.5) 

1. เลีย้งเชือ้ใน nutrient slant 
2. ถ่ำยเชือ้ลงใน nutrient broth, incubate 24 hr. 
3. น ำ เชือ้ S. typhimurium ท่ีได้ไปวดั UV ควำมยำวคล่ืน 600 nm. ให้คำ่OD 0.132 

 
การเตรียม disc  

1. ปิเปตสำรสกดั 25 µl ลงบน disc 
2. ทิง้ไว้ให้แห้ง 
3. ปิเปตสำรสกดั 25 µl ลงบนอีกด้ำนหนึง่ของ disc 

 
การทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้ S. typhimurium TA98 

1. swab เชือ้ S. typhimurium ลงใน Muller-Hinton agar (MHA) เป็น 3 ระนำบโดยใช้ sterile 
cotton swab ทัง้ให้หมำด 

2. น ำ disc  ท่ีเดรียมจำกสำรสกดัพืชมำวำงลงบน agar โดยใช้ sterile forcep กดเบำๆ 
3. incubate ท่ีอณุหภมูิ  37 °C  16-18 hrs. 
4.  บนัทกึผลโดยวดั clear zone 
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3.4 การทดสอบฤทธ์ิต้านการกลายพันธ์ุ 
1. ละลำยสำรสกดัใน DMSO  ให้มีควำมเข้มข้น 100mg/ml 
2. กรองผำ่นเมมเบรนขนำด 0.22 ไมโครเมตร 
3. ผสมสำรสกดั 50 µl กบั S. typhimurium TA98  100 µl 
4. เตมิ  S9-mix 0.5 ml  
5. เตมิ top agar 2 ml + 2AA 0.5 mcg  
6. ป่ันใน vortex ให้ผสมกนัดี 
7. เทลงบน Davis minimal agar plate 
8. incubate ท่ี 37 ◦c เป็นเวลำ 2 วนั  
หมำยเหต ุทดลองทัง้หมด 3 ซ ำ้ และ Control: DMSO 50µl แทนสำรสกดัจำกพืช 

   
การวิเคราะห์ผล 
กำรทดสอบฤทธ์ิต้ำนกำรกลำยพนัธุ์แสดงผลเป็น 
 

Inhibition (%) = [(A-B ) / (A-C)] x 100  
โดย 
A = a number of His+ revertants induced by 2-AA(positive control) 
B = a number of His+ revertants induced by 2-AA in the presence of vegetable extract 
C = a number of spontaneous His+ revertants per plate. 

 
การแปลผล 

          ตารางท่ี3.1 ตำงรำงกำรแปลผล Anti mutagenic activity 

Anti-mutagenic activity Percentage of inhibition 

strongly active > 60% 

moderately active 41-60% 

weakly active 21-40% 

not active 0-20% 
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3.5 การทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพันธ์ุ 
1. ละลำยสำรสกดัใน DMSO ให้มีควำมเข้มข้น 100 mg/ml  
2. กรองผำ่นเมมเบรนขนำด 0.22 ไมโครเมตร 
3. ผสมสำรสกดั 50 µlกบั S. typhimurium TA98 100 µl 
4. เตมิ ของ S9-mix  0.5 ml  
5. เตมิ top agar 2 ml 
6. ป่ันใน vortex ให้ผสมกนัดี 
7. เทลงบน Davis minimal agar plate 
8.  incubate ท่ี 37 ◦c เป็นเวลำ 2 วนั  

หมำยเหต ุทดลองทัง้หมด 3 ซ ำ้ และ Positive control :ใช้ 2-AA 0.5µg 
 
การวิเคราะห์ผล 
ฤทธ์ิก่อกำรกลำยพนัธุ์ MI (Mutagenicity Index) ค ำนวณจำก 
   
   MI   =   mean of colony – background colony 
                                     background colony 
 

Background colony คือ จ ำนวน colony ท่ีนบัได้จำก negative-control 
Mean colony คือ คำ่เฉล่ียของโคโลนีท่ีนบัได้จำก plate  ท่ีท ำกำรทดสอบ 

 
การแปลผล 

             ตารางที่3.2 ตำรำงแปลผลฤทธ์ิก่อกลำยพนัธุ์ 
 

แปลผล MI Dose effect relationship 

Mutate 2 / 

Possible mutate 1.70-1.99 / 

No-mutate 0.00-1.69 x 


