
บทที ่3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
พืชท่ีใช้ในกำรวิจัย 
 
 น ำแก่นมะหำดไปตำกแห้ง 5 กิโลกรัม น ำมำบดให้ละเอียดด้วยเครื่องบด (Blender) จะได้ผง
ละเอียดสีเหลือง หนัก 4.5 กิโลกรัม ซื้อจำกห้ำงขำยยำ ไทย ฮั่ว จั่น เมื่อวันที่ 9 สิงหำคม 2555 
 
วัสดุ สำรเคมี และอุปกรณ์/เครื่องมือ 
 
 วัสดุและสำรเคมี 

1. ตัวท ำละลำยอินทรีย์ (ท ำให้บริสุทธิ์โดยกำรกลั่น) 
- เฮกเซน (Commecial grage, Jakraval Application Co.,Ltd.) 
- ไดคลอโรมีเทน (Commecial grage, Jakraval Application Co.,Ltd.) 
- อะซิโตน (Commecial grage, Jakraval Application Co.,Ltd.) 
- เมทำนอล (Commecial grage, Jakraval Application Co.,Ltd.) 
- อทิลอะซิเตต (Commecial grage, Jakraval Application Co.,Ltd.) 

2. Silica gel ส ำหรับ column chromatography 
- Silica gel (less than 0.063 mm Merck 1.07729.1000) 
- Silica gel 60 (0.063-0.200 mm Merck 1.07734.1000) 
- Silica gel 60 (0.040-0.063 mm Merck 109385) 

3.  Thin-layer chromatography (aluminium sheet 20x20 cm. silica gel 60 GF254) 
4.   Developing reagent (p-anisaldehyde: conc.H2SO4: glacial acetic acid:  
    methanol อัตรำส่วน 0.5 : 8 : 10 : 85)  

 
อุปกรณ์และเครื่องมือ 

1. เครื่ องให้แสงอัลตรำไวโอเลต ที่ ควำมยำวคลื่ น 254 และ 365 nm (CAMAG, 
Switzerland) 

2. Rotary vacuum evaporator (N-series EYELA, Japan) 
3. Melting point (SM11 Stuart®, USA)  
4. Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (IR-Tracer 100, 

SHIMADZU, Japan) 
5. UV-visible Spectrophotometer (UV-2400PC, SHIMADZU, Japan) 
6. Nuclear Magnetic Resonance  Spectrophotometer (Bruker Avance 300) 
7. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต ำแหน่ง (TE2142 Sartorius, Thailand) 
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8. UHPLC-MS ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific) 
 
3.1 กำรสกัดสำรจำกแก่นมะหำด  
 

ชั่งแก่นมะหำดบดละเอียด 2.3 กิโลกรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนำด 10 ลิตร แล้วท ำกำรแช่สกัด
ด้วยเอทิลอะซิเตต ปริมำตร 8 ลิตร ตั้งทิ้งไว้ 3 วัน น ำมำกรองสำรสกัดมำเก็บไว้ แล้วน ำกำกแก่นมะหำด
มำแช่ต่อด้วยตัวท ำละลำยชนิดเดิมท ำซ้ ำ 5 ครั้ง น ำสำรสกัดที่ได้มำระเหยเอำตัวท ำละลำยออกด้วย
เครื่องระเหยสำรแบบลดควำมดัน (Rotary Vacuum Evaporator) จะได้สำรสกัดหยำบชั้นเอทิลอะซิเตต 
ท ำกำรชั่งและบันทึกน้ ำหนักของสำรสกัดหยำบที่ได้  
  น ำกำกที่เหลือมำท ำกำรแช่สกัดต่อด้วยเมทำนอล ปริมำตร 8 ลิตร ตั้งทิ้งไว้ 3 วัน น ำมำกรอง
สำรสกัดมำเก็บไว้ แล้วน ำกำกแก่นมะหำดมำแช่ต่อด้วยตัวท ำละลำยชนิดเดิมท ำซ้ ำ 5 ครั้ง น ำสำรสกัดที่
ได้มำระเหยเอำตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่องระเหยสำรแบบลดควำมดัน (Rotary Vacuum Evaporator) 
จะได้สำรสกัดหยำบชั้นเมทำนอล ท ำกำรชั่งและบันทึกน้ ำหนักของสำรสกัดหยำบที่ได้ 
 

 จำกนั้นน ำสำรสกัดท่ีได้มำท ำกำรแยกสำรบริสุทธิ์และพิสูจน์โครงสร้ำงของสำรที่แยกได้ ดังแสดง
ขั้นตอนวิธีกำรสกัดและกำรแยกสำรจำกแก่นมะหำดในภำพที่ 3.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพที่ 3.1 วิธีกำรสกัดและกำรแยกสำรจำกแก่นมะหำด 

ผงแก่นมะหำดแห้ง 2.3 กิโลกรัม 

สำรสกัดชั้นเอทิลอะซิเตต          
น้ ำหนัก 137.81 กรัม 

แช่ด้วยเอทิลอะซิเตตที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลำ 3 วัน แล้วกรอง 
  

กำก 

แช่ด้วยเมทำนอลที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลำ 3 วัน แล้วกรอง 

 

สำรสกัดชั้นเมทำนอล
น้ ำหนัก 250.20 กรัม 

กำก สำรบริสุทธิ์ 

คอลัมน์โครมำโทกรำฟี 

พิสูจน์โครงสร้ำงทำงเทคนิคทำงสเปกโทรสโกปี 
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3.2 กำรศึกษำหำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรสกัดสำร 
 
 3.2.1 หำตัวท ำละลำยที่เหมำะสมในกำรสกัดสำร oxyresveratrol จำกแก่นมะหำด 

 -  แก่นมะหำดแห้งบดละเอียด น ำมำท ำกำรร่อนด้วยตะแกรงให้มีขนำดที่เท่ำกัน 
 -  ชั่งแก่นมะหำดบดละเอียด 5 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 mL น ำมำท ำ

กำรสกัดด้วยตัวท ำละลำยน้ ำ และเอทำนอลในอัตรำส่วนต่ำง ๆ ได้แก่  5:0, 1:4, 2:3, 3:2, 4:1 และ 
0:5 ปริมำตร 50 mL ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ท ำกำรกรอง และระเหยตัวท ำ
ละลำยออกด้วยเครื่อง rotary vacuum evaporator จะได้สำรสกัด น ำไปชั่งน้ ำหนัก ค ำนวณหำ
ร้อยละของสำรสกัดท่ีได้ แล้วน ำไปวิเครำะห์หำปริมำณของสำร oxyresveratrol 
 

3.2.2 หำอัตรำส่วนที่เหมำะสมในกำรสกัดสำร oxyresveratrol จำกแก่นมะหำด 
 - ชั่งแก่นมะหำดบดละเอียด 5 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 mL น ำมำท ำ

กำรสกัดด้วยตัวท ำละลำยที่เหมำะสมที่ได้จำกข้อ 3.2.1 โดยใช้อัตรำส่วนของพืชต่อสำรสกัดใน
อัตรำส่วนที่แตกต่ำงกัน ดังนี้ 1:5, 1:10, 1:15 และ 1:20 ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 
ท ำกำรกรอง และระเหยตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่อง rotary vacuum evaporator จะได้สำรสกัด 
น ำไปชั่งน้ ำหนัก ค ำนวณหำร้อยละของสำรสกัดที่ได้ แล้วน ำไปวิเครำะห์หำปริมำณของสำร 
oxyresveratrol 

 
3.2.3 ศึกษำผลกำรเขย่ำและกำรใช้กำรสั่นสะเทือนต่อกำรสกัดสำร oxyresveratrol 

จำกแก่นมะหำด 
 - ชั่งแก่นมะหำดบดละเอียด 5 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 mL น ำมำท ำ

กำรสกัดด้วยตัวท ำละลำยที่เหมำะสมที่ได้จำกข้อ 3.2.1 และอัตรำส่วนที่ใช้ในกำรสกัดในข้อ 3.2.2 
น ำมำท ำกำรสกัดที่อุณหภูมิต่ำง ๆ ได้แก่ 30, 40 และ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ท ำ   
กำรกรอง และระเหยตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่อง rotary vacuum evaporator จะได้สำรสกัด 
น ำไปชั่งน้ ำหนัก ค ำนวณหำร้อยละของสำรสกัดที่ได้ แล้วน ำไปวิเครำะห์หำปริมำณของสำร 
oxyresveratrol 

 
3.2.4 ศึกษำปัจจัยท่ีมีผลต่อกำรสกัดสำร oxyresveratrol จำกแก่นมะหำด 
 - ชั่งแก่นมะหำดบดละเอียด 5 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 mL น ำมำท ำ

กำรสกัดด้วยตัวท ำละลำยที่เหมำะสมที่ได้จำกข้อ 3.2.1 และอัตรำส่วนที่ใช้ในกำรสกัดในข้อ 3.2.2 
น ำมำท ำกำรสกัดที่อุณหภูมิต่ำง ๆ ได้แก่ 30, 40 และ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ท ำ 
กำรกรอง และระเหยตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่อง rotary vacuum evaporator จะได้สำรสกัด 
น ำไปชั่งน้ ำหนัก ค ำนวณหำร้อยละของสำรสกัดที่ได้ แล้วน ำไปวิเครำะห์หำปริมำณของสำร 
oxyresveratrol 
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3.3 กำรแยกสำรและกำรท ำให้สำรบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟี (chromatography) 
 
 3.3.1  แบ่งสำรสกัดชั้นเอทิลอะซิเตต (45 กรัม) แยกและท ำให้บริสุทธิ์โดยใช้เทคนิคทำง           
โครมำโทกรำฟีแบบคอลัมน์ชนิดเร็ว (Quick Column Chromatography) ขนำด 500 มิลลิลิตร 
เส้นผ่ำศูนย์กลำง 10 เซนติเมตร โดยบรรจุ silica gel ขนำดกลำง (Silica gel 60; 0.040-0.063 mm, 
Merck 109385) ใช้ระบบตัวท ำละลำยในกำรชะ CH2Cl2 - acetone และ acetone - methanol (100:0) 
ท ำกำรเพ่ิมขั้วทีละ 10% ปริมำตรที่ใช้ระบบละ 500 มิลลิลิตร เก็บสำรละลำยที่ผ่ำนออกจำกคอลัมน์ ครั้ง
ละ 100 มิลลิลิตร (ภำคผนวกที่ ก-1) เก็บรวมสำรเป็นกลุ่ม ๆ โดยน ำมำท ำกำรทดสอบกลุ่มสำรด้วยเทคนิค 
(Thin-layer chromatography; TLC) ส่ องภำยใต้แสงอัลตรำไวโอเลต (UV; 254 และ 365 nm)  
developing reagent บนแผ่น TLC ด้วย p-anisaldehyde reagent น ำไปให้ควำมร้อนที่ 80-120 °C  
นำน 5 นำทีจะปรำกฏเป็นสีแตกต่ำงกัน และน ำกลุ่มสำรที่คล้ำยกันมำรวมกัน ได้ทั้งหมด 10 กลุ่ม โดย
แสดงแผนผังกำรแยกสำรทั้งหมดดังภำพที่ 3.2 
 3.3.1.1 แบ่งสำรกลุ่มที่  4 มำ 11.05 กรัม มีลักษณะเป็นผลึกสีขำวปนกับของแข็งสี
น้ ำตำล ที่ได้จำกกำรชะด้วยระบบ acetone-CH2Cl2 (30:60) จำกกำรตรวจสอบด้วย TLC พบว่ำจะให้
ดวงสำรสีชมพูกับ p-anisaldehyde reagent เป็นดวงที่ใหญ่ที่สุด น ำมำท ำกำรแยกด้วยคอลัมน์        
โครมำโทกรำฟี โดยใช้คอลัมน์ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 5 เซนติเมตร บรรจุ silica gel (7729)  จ ำนวน 
100 กรัม ได้ควำมสูง 15.5 เซนติเมตร เลือกใช้ระบบตัวท ำละลำยในกำรชะ 100% CH2Cl2 ถึง 100% 
methanol กำรเพ่ิมขั้วทีละ 0.5%  เติมระบบครั้งละ 300 มิลลิลิตร (ภำคผนวกที่ ก-2) เก็บรวมสำรเป็น
กลุ่มๆ โดยน ำมำท ำกำรทดสอบกลุ่มสำรด้วยเทคนิค TLC และน ำกลุ่มสำรที่คล้ำยกันมำรวมกัน ได้
ทั้งหมด 12 กลุ่มสำรย่อย 
 3.3.1.1.1 สำรกลุ่มย่อยที่ 4.3 และ 4.4  มีน้ ำหนักรวม 373.7 มิลลิกรัม เป็นของ
หนืดปนของแข็งสีน้ ำตำล ได้จำกกำรชะด้วยระบบ 1.5-4% methanol/CH2Cl2 น ำมำแยกด้วยต่อด้วย
คอลัมน์โครมำโทกรำฟี คอลัมน์ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 3 เซนติ เมตร ที่บรรจุด้วย silica gel         
จ ำนวน 17 กรัม ได้ควำมสูง 8.5 เซนติเมตร ชะด้วยระบบตัวท ำละลำย 100% hexane - 25% 
acetone/hexane ท ำกำรเพ่ิมควำมมีขั้วทีละ 0.5% เติมระบบครั้งละ 100 มิลลิลิตร เก็บครั้งละ          
5 มิลลิลิตร พบของแข็งสีขำวปนน้ ำตำล (75.8 มิลลิกรัม) จึงน ำมำแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมำโทกรำฟี 
คอลัมน์ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 1.5 เซนติเมตร บรรจุด้วย silica gel จ ำนวน 5 กรัม ได้ควำมสูง          
9.5 เซนติเมตร ชะด้วยระบบตัวท ำละลำย 100% hexane - 30% acetone ท ำกำรเพ่ิมควำมมีขั้วทีละ 
0.5% เติมระบบครั้งละ 100 มิลลิลิตร เก็บครั้งละ 5 มิลลิลิตร (ภำคผนวกที่ ก-3)  ได้ สำรประกอบ B 
(sss6621) น  ำหนัก 4.9 มิลลิกรัม ของแข็งสีเหลืองปนน  ำตำล 
 3.3.1.1.2 กลุ่มย่อยที่ 4.5 และ 4.6 มีน้ ำหนักรวม 3.1525 กรัม  ของแข็งสีน้ ำตำล
ปนเหลือง ได้จำกกำรชะที่ระบบ 4-6% methanol/CH2Cl2 แยกด้วยต่อด้วยคอลัมน์โครมำโทกรำฟี 
คอลัมน์ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 5 เซนติเมตร บรรจุ silica gel (7729) จ ำนวน 35 กรัม ได้ควำมสูง   
7 เซนติเมตร ชะด้วยระบบตัวท ำละลำย 100% hexane – 30% acetone/hexane ท ำกำรเพ่ิม
ควำมมีขั้วทีละ 1% เติมระบบครั้งละ 250 มิลลิลิตร เก็บครั้งละ 50 มิลลิลิตร (ภำคผนวกที่ ก-4) 
ได้ สำรประกอบ A (sss6610) น  ำหนัก 516.9 มิลลิกรัม ของแข็งสีเหลือง 
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 3.3.1.1.3 กลุ่มย่อยที่ 4.7 น้ ำหนัก 2.0251 กรัม ของแข็งสีน้ ำตำลอมเขียว ได้จำก
กำรชะท่ีระบบ 6% methanol/CH2Cl2  น ำมำแยกด้วยต่อด้วยคอลัมน์โครมำโทกรำฟี คอลัมน์ขนำด
เส้นผ่ำศูนย์กลำง 4 เซนติเมตร บรรจุ silica gel (7729) จ ำนวน 35 กรัม ได้ควำมสูง 9.5 เซนติเมตร  
ชะด้วยระบบตัวท ำละลำย 100% hexane – 50% acetone/hexane ท ำกำรเพ่ิมควำมมีขั้วทีละ 
1% เติมระบบครั้งละ 200 มิลลิลิตร เก็บครั้งละ 100 มิลลิลิตร (ภำคผนวกที ่ก-5) ได้สำรประกอบ A 
(sss6606, 6607) น  ำหนัก 1.0131 มิลลิกรัม ของแข็งสีเหลืองปนสีน  ำตำล 
 3.3.1.1.4 กลุ่มย่อยที่ 4.8 น้ ำหนัก 3.1428 กรัม ของแข็งสีน้ ำตำลปนเทำ ได้จำก
กำรชะที่ระบบ 7% methanol/CH2Cl2 น ำมำแยกด้วยต่อด้วยคอลัมน์โครมำโทกรำฟี คอลัมน์ขนำด
เส้นผ่ำศูนย์กลำง 5 เซนติเมตร โดยบรรจุ  silica gel (7729) จ ำนวน 50 กรัม ได้ควำมสูง              
8.5 เซนติเมตร ชะด้วยระบบตัวท ำละลำย 100% CH2Cl2 ถึง 10% methanol/CH2Cl2 ท ำกำรเพ่ิม
ควำมมีข้ัวทีละ 1% เติมระบบครั้งละ 300 มิลลิลิตร เก็บครั้งละ 50-100 มิลลิลิตร (ภำคผนวกที่ ก-6) 
ได้สำรประกอบ A (sss6609,6608 และBY6038) น  ำหนัก 1.2199 มิลลิกรัม ของแข็งสีเหลือง
และสีน  ำตำลอ่อน 
 3.3.1.1.5 กลุ่มย่อยที่ 4.9 น้ ำหนัก 539 มิลลิกรัม ของแข็งสีน้ ำตำล ได้จำกกำรชะ
ที่ระบบ 7-9% methanol/CH2Cl2 น ำมำแยกด้วยต่อด้วยคอลัมน์โครมำโทกรำฟี คอลัมน์ขนำด
เส้นผ่ำศูนย์กลำง 3 เซนติเมตร บรรจุ silica gel (7729) ชะด้วยระบบตัวท ำละลำย 100% CH2Cl2 
ถึง 5% methanol/CH2Cl2 ท ำกำรเพ่ิมควำมมีขั้วทีละ 0.1 % เติมระบบครั้งละ 300 มิลลิลิตร เก็บ
ครั้งละ 5 มิลลิลิตร (ภำคผนวกที่ ก-7) ได้สำรประกอบ A (sss6611) น  ำหนัก 8.7 มิลลิกรัม 
ของแข็งสีเหลืองอ่อน 
 3.3.1.1.6 กลุ่มย่อยที่ 4.10 และ 4.11 มีน้ ำหนักรวม 1.0291 กรัม เป็นของหนืดสี
น้ ำตำลเข้ม ที่ ได้จำกกำรชะที่ระบบ 10-30% methanol/CH2Cl2 น ำมำแยกด้วยต่อด้วยคอลัมน์        
โครมำโทกรำฟี คอลัมน์ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 4 เซนติเมตร บรรจุ silica gel (7729) จ ำนวน 35 กรัม 
ได้ควำมสูง 9 เซนติเมตร ชะด้วยระบบตัวท ำละลำย 100% CH2Cl2 - 50% methanol/CH2Cl2 ท ำ    
กำรเพ่ิมควำมมีขั้วทีละ 1% เติมระบบครั้งละ 300 มิลลิลิตร เก็บครั้งละ 50-100 มิลลิลิตร (ภำคผนวกที่      
ก-8) และน ำกลุ่มสำรที่คล้ำยกันมำรวมกัน ได้ทั้งหมด 11 กลุ่ม 
 
3.4 กำรศึกษำสมบัติทำงกำยภำพและสูตรโครงสร้ำงของสำรบริสุทธิ์ที่แยกได้ 
 
 สำรบริสุทธิ์ที่แยกได้นั้น รำยงำนค่ำจุดหลอมเหลว (mp) ในหน่วย องศำเซลเซียส (°C) แถบ
ของกำรดูดกลืนรังสีอินฟรำเรด (IR) รำยงำนเป็น νmax ในหน่วย reciprocal centimeter (cm-1) แถบกำร
ดูดกลืนรังสียูวี-วิสซิเบิล (UV-visible) รำยงำนเป็น λmax ในหน่วย nanometer (nm) และ  log ɛ ในตัว
ท ำละลำย methanol (นอกจำกจะบ่งเป็นตัวท ำละลำยอ่ืน) ข้อมูล 1H และ 13C NMR บันทึกโดยใช้   
เครื่อง NMR spectrometer ที่ 300 MHz และ 75 MHz ตำมล ำดับ ตัวท ำละลำย Dimethyl sulfoxide 
(CD3SOCD3), Deuterated chloroform (CDCl3), Deuterated methanol (CD3OD) (นอกจำกจะบ่ ง
เป็นตัวท ำละลำยชนิดอ่ืน) และรำยงำนในหน่วย δ ที่ downfield จำก TMS (Tetramethylsilene) ซึ่งใช้
เป็น internal standard (δ 0.00)  
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ภำพที่ 3.2 แสดงแผนผังรวมกำรแยกสำรจำกสำรสกัดแก่นมะหำดชั้นเอทิลอะซิเตตด้วยเทคนิค 
 คอลัมน์โครมำโทกรำฟี 
 

 
 
 
 
 

Quick column chromatography, silica gel 60 GF254  
acetone - CH2Cl2 , methanol - acetone                            
ตรวจสอบ TLC ด้วย p-anisaldyhyde  ได้ทั้งหมด 10 fraction 

สำรสกัดจำกแก่นมะหำดชั้น EtoAc (45 กรัม) 
 

F9-10 
F4 

F 4.3 F4.4 

F4.5 

F4.6 

สำรประกอบ B 

F4.7 

F4.8 

สำรประกอบ A 

Column chromatography, ระบบตัวท ำละลำย 
CH2Cl2 - methanol 

CC, ระบบตัวท ำละลำย 
hexane/acetone 

CC, ระบบตัวท ำละลำย 
hexane/acetone 

CC, ระบบตัวท ำละลำย 
hexane/acetone 

F1-3 F5-8 

F4.1- 
4.2 

F4.10- 
4.11 

CC, ระบบตัวท ำละลำย 
CH2Cl2/methanol F4.9 

สำรประกอบ A 

CC, ระบบตัวท ำละลำย 
CH2Cl2/methanol 
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3.5 วิเครำะห์หำฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระ 
 

3.5.1 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH) freeradical scavenging assay 

 - กำรเตรียม 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl หรือ DPPH ชั่ง DPPH 0.0237 กรัม 
น ำมำละลำยด้วย 80% ethanol แล้วใช้น้ ำกลั่นปรับปริมำตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร  

 - น ำตัวอย่ำงสำรสกัดปริมำตร 50 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง และเติมสำรละลำย
มำตรฐำน DPPH ปริมำตร 4 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันแล้วตั้งทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลำ  30 นำที          
ก่อนน ำมำวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น  517 นำโนเมตร ด้วยเครื่อง  UV-visible 
spectrophotometer และน ำมำค ำนวณหำค่ำ % Radical scavenging activity เมื่อเทียบกับ 
trolox เป็นสำรละลำยมำตรฐำน 

 
% Radical scavenging = [(A O – A s )/A Ol]×100 

 
     เมื่อ  AO คือค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรตั้งต้น 
            As คือค่ำกำรดูดกลืนแสงหลังจำกกำรเติมสำรตัวอย่ำง 
 
  3.5.2 กำรทดสอบฤทธิ์ ต้ ำนอนุ มูลอิสระด้วย วิธี  ABTS (2,2-azinobis-[3-ethyl 
benzthiazoline-6-sulfonic acid]) assay 
 สำรละลำยของ ABTS (7 มิลลิโมลำร์) เป็นสำรที่คงตัวแต่เมื่อได้รับกำรกระตุ้นด้วย 
potassium peroxide จะท ำให้ ABTS เปลี่ยนไปเป็นอนุมูล ABTS+• ที่มีสีฟ้ำเขียว ดูดกลืนแสงที่
ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร เมื่อมีสำรที่มีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระในระบบจะท ำให้อนุมูล ABTS+• 
เปลี่ยนกลับมำเป็น ABTS (6 นำที) ท ำให้กำรดูดกลืนแสงลดลง ศึกษำเทียบกับสำรต้ำนอนุมูลอิสระ
มำตรฐำน คือ โทลอกซ์ (trolox; 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรในเมทำนอล) สำรสกัดเพ่ือใช้ของสมุนไพร 
(1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  
 
3.6 กำรวิเครำะห์ปริมำณสำร oxyresveratrol ในสำรสกัดจำกแก่นมะหำด 
 
 3.6.1 กำรตรวจสอบควำมบริสุทธิ์ของสำร oxyresveratrol ที่แยกได้จำกแก่นมะหำด 
  - ชั่ ง สำร  oxyresveratrol ที่ แยกได้ จำกแก่นมะหำดด้ วย เทคนิ คคอลัมน์                
โครมำโทกรำฟี ปริมำณ 1 มิลลิกรัมละลำยในเมทำนอลปริมำตร 1 มิลลิลิตร น ำมำท ำกำรวิเครำะห์
ด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) เทียบกับสำรมำตรฐำน 
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 3.6.2 กำรวิเครำะห์ปริมำณสำร oxyresveratrol  
  - ชั่งสำรสกัดที่ได้จำกข้อ 3.2.1 – 3.2.4 และสำรบริสุทธิ์ที่แยกได้จำกแก่นมะหำด    
1 มิลลิกรัม ละลำยในเมทำนอลปริมำตร 1 มิลลิลิตร น ำมำท ำกำรวิ เครำะห์ปริมำณสำร 
oxyresveratrol ด้วยเทคนิค HPLC เทียบกับสำรมำตรฐำน 
  - สภำวะที่ใช้ในกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณสำร oxyresveratrol เทียบกับสำร
มำตรฐำนด้วยเครื่อง UHPLC-MS รุ่น ultimate 3000 คือ 
  Column  : HyPURITY C18 (150 x 3 mm, 3 m) 
  Column oven  : 30 °C 
  Flow rate  : 0.6 mL / min 
  Detector : DAD 190 – 800 nm. (@ 280 nm.) 
    : MS (Positive polarity Full scan) 
  Injection Vol. : 2 L 
  ระบบตัวชะที่ใช้  : แบบ gradient 
    mobile phase A = 0.1% formic acid ในน้ ำ 
    mobile phase A = 0.1% formic acid ในเมทำนอล 
  โดยใช้ระบบกำรแยกดังต่อไปนี้ 
 

Time (min) Mobile phase B (%) 
0 20 
2 20 
5 50 
7 80 
9 80 
10 20 

 
3.7 กำรวิเครำะห์ข้อมูล 
 
 - ท ำกำรทดลองซ้ ำทั้งหมด 3 ครั้ง และแสดงค่ำข้อมูลทำงสถิติใหม่ในรูปค่ำเฉลี่ย (Mean) ± 
SD          
 
 
 
 
 

 

 


