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บทที่ 3 

วิธกีารดําเนนิการวิจัย 

วิธกีารดําเนนิการวิจัย 

3.1. วัตถุดิบและสารเคมี 

3.1.1. การเตรียมตัวอย่างพืช 

นําชะครามทั้งส่วนท่ีเป็นสีแดงและสีเขียวที่เก็บจากพ้ืนที่บางขุนเทียน และผักแพวที่ซื้อจากตลาดท้องถ่ินมา
ล้างทําความสะอาด แล้วหั่นเป็นชิ้น ขนาดประมาณ 1 ซม. แบ่งเป็นชนิดสด และชนิดแห้ง โดยชนิดสดซึ่ง
หลังจากล้างทําความสะอาดแล้ว นําไปหั่นและบดละเอียดด้วย blender ส่วนชนิดแห้งนําส่วนของพืชแต่ละ

ชนิด ไปอบในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 40C นาน 24 ชั่วโมง บดที่แห้งแล้วด้วย blender นําตัวอย่างพืชทั้งชนิดสด
และชนิดแห้งที่บดแล้วไปทดสอบต่อไป 

3.1.2. สารเคมี 

- 80% ethanol เตรียมโดยใส่ ethanol (C2H5OH) (analytical grade) จาก Sigma Chemicals (NJ, 
USA) 800 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 1,000 mL เติมนํ้ากลั่น เขย่าให้ผสมเป็นเน้ือเดียวกันและ
ปรับปริมาตรเป็น 1,000 mL 
- 10% Folin-Ciocalteu phenol reagent เตรียมโดยใส่ Folin-Ciocalteu phenol reagent 
(analytical grade) จาก BHD CO., Ltd (England) ปริมาตร 50 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 500 
mL เติมนํ้ากลั่นเขย่าให้ผสมเป็นเน้ือเดียวกันและปรับปริมาตรเป็น 500 mL 
- 0.12 N HCl เตรียมโดยใส่ hydrochloric acid (HCl) (analytical grade) จาก Sigma Chemicals (NJ, 
USA) 4.98 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 500 mL เติมนํ้ากลั่น เขย่าให้ผสมเป็นเน้ือเดียวกันและ
ปรับปริมาตรเป็น 500 mL 
- 7.5% sodium carbonate เตรียมโดยชั่ง sodium carbonate (Na2CO3) (analytical grade) จาก 
BHD CO., Ltd (England) 37.50 g แล้วละลายใน 0.12 N HCl ใส่ลงใน volumetric flask ขนาด 500 
mL และปรับปริมาตรด้วย 0.12 N HCl เป็น 500 mL เก็บในขวดสีชา 
- สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค เตรียมได้จากละลาย gallic acid (C7H6O5) จาก Fluka CO., Ltd 
(German) จํานวน0.001, 0.002, 0.003, 0.004, 0.005 และ 0.006 g แล้วละลายในนํ้ากลั่น ใส่ลงใน 
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volumetric flask ขนาด 100 mL และปรับปริมาตรเป็น 100 mL จะได้ working solution ความเข้มข้น 
0.001, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 และ 0.06 mg/mL 

3.2. วิธีการดําเนินการวิจัย 

3.2.1. การสกัดสารสกัดจากชะครามและผักแพว 

เปรียบเทียบวิธีการที่เหมาะสมในการสกัดสารสกัดจากชะครามและผักแพว เพ่ือให้ได้ปริมาณ yield สูงและ
มีคุณภาพในการนําไปใช้เป็นสาร biopreservative 

3.2.1.1. การสกัดสารสกัดจากชะครามและผักแพว โดยวิธีการกลั่นด้วยไอนํ้า (hydrodistillation) 

นําตัวอย่างพืชชะครามและผกัแพวที่เตรียมได้จากข้อ 3.2.1 มาสกัดโดยใช้ตัวอย่างสดชนิดละ 1000 g และ
ตัวอย่างแห้งชนิดละ 500 g ใส่ลงใน flask สําหรับกลั่นขนาด 10 L สําหรับใสต่ัวอย่าง เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 
5 L ลงไปให้ท่วมตัวอย่างพืช ประกอบชดุกลั่นให้สมบูรณ์และตั้งอุณหภูมิให้นํ้าเดอืด ตั้งกลั่นเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง โดยไอนํ้าพาสารสกัดนํ้ามันหอมระเหยจากตัวอย่างพืชออกมา ไอของสารสกัดนํ้ามันหอมระเหยผ่าน 
condenser และถูกควบแน่นตกลงมาจนได้สารสกัดนํ้ามนัหอมระเหยออกมา เก็บในขวดสชีา ท่ีอณุหภูมิ 
4˚C นําไปวิเคราะหอ์งค์ประกอบทางเคมีและกายภาพ 

3.2.1.2. การสกัดสารสกัดจากชะครามและผักแพว โดยวิธีการสกัดด้วยตัวทําละลาย (solvent extraction) 

นําตัวอย่างพืชชะครามและผกัแพวที่เตรียมได้จากข้อ 3.2.1 มาสกัดโดยใช้ตัวอย่างสดและตัวอย่างแห้ง ใส่ลง
ใน flask ขนาด 1 ลิตรสําหรับใสต่ัวอย่าง แล้วใสต่ัวทําละลาย 99% ethanol, petroleum ether และ 
acetone ด้วยอตัราส่วน 1:2 โดยนํ้าหนักตอ่ปริมาตร แชท้ิ่งไว้นาน 24 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง หลังจากน้ันจึง
กรองเอาสารสกัดออกจากกากของตัวอย่างพืช โดยใช้กระดาษกรองเบอร ์ 1 ได้สารละลายทีส่กัด แล้วนําไป
ระเหยเอาตัวทาํละลายออกดว้ยเครื่อง vacuum rotary evaporatory รุ่น BUCHI Rotavator R-200 จาก 
Büchi Labortechnik AG (Switzerland) นําสารสกัดหยาบที่ได้ไปลา้งเพื่อเอา wax ออกด้วย ethanol 
และแช่สารละลายท่ีอุณหภูม ิ -5˚C ถึง -10˚C จนเกิดตะกอน wax และกรองเอา wax ออก แล้วนํา
สารละลายที่ได้ไประเหยเอาตัวทําละลายออก เก็บสารสกัดที่ได้ในขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิ 4˚C นําไปวิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีและกายภาพ 

3.2.1.3. วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีและกายภาพ ไดแ้ก่  

- การวัดปริมาณของสารสกัดที่สกัดได้ 
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นําสารสกัดท่ีได้มาชั่งนํ้าหนัก และคํานวณตามสูตร ดังน้ี 

yield (% w/w dry basis)   =       นํ้าหนักสารสกัด (g)          x  100 

 
- การวัดค่าการหักเหคลื่นแสง (Refractive index RI) 

วัดค่าการหักเหคล่ืนแสงของสารสกัดจากพืชด้วยเคร่ือง hand-held refractometer หยดสารสกัดโดย
เตรียมความเข้มข้นท่ี 2000 ppm ประมาณ 1-2 หยด หยดลงแผ่นปริซึมของตัวเครื่อง อ่านสเกลผ่านช่อง
มองสังเกตเห็นแถบมืดแถบสว่าง ปรับโฟกัสใหเ้ห็นเส้นสเกลชัดเจนที่สุด บันทึกอุณหภูมิและค่า refractive 
index ท่ีวิเคราะห์ได้ 

- การวัดค่า optical rotation 

เคร่ืองมือที่ใช้ในการตรวจสอบคุณสมบัติการเบ่ียงเบนแสงโพลาไรซ์ คือ เครื่อง polarimeter โดยนําสาร
สกัดมาบรรจุลงใน polarimeter tube (ระวังไม่ให้มีฟองอากาศ) หาตําแหน่ง end point อ่านค่าการ
เบ่ียงเบนแสง ซึ่งค่าการเบ่ียงเบนไปทางซ้ายหรือทางขวาเป็นองศา (°) แสงที่ถูกเบ่ียงเบนไปทางซ้าย มี
เคร่ืองหมายเป็นลบ (-) เรียกว่า รูปเลโว (levo forms เขียนย่อเป็น l-) แสงที่ถูกเบ่ียงเบนไปทางขวา มี
เคร่ืองหมายเป็นบวก (+) เรียกว่า รูปเดคโตร (dextro forms เขียนย่อเป็น d-) 

- การวิเคราะห์หาสารสําคัญด้วย gas chromatography - mass spectrometry (GC-MS) 

นําสารสกัดจากพืชที่ได้มาวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณขององค์ประกอบทางเคมีด้วยเครื่อง gas 
chromatography - mass spectrometry (GC-MS) เตรียมสารตวัอย่างสารสกัดของชะครามและผักแพว
ที่ความเข้มข้น 1000 ppm ใน ethanol หลังจากน้ันฉีดตัวอย่างปริมาตร 1 μL โดยใช้ splitless mode, 

column type: DB-5MS (30 m length x 0.25 mm ID x 0.25 m film thickness), carrier gas: 
helium, pressure: 3 psi, oven temperature: flow rate 0.57 ml/min, inlet temperature: 

230C, detector temperature: 250C ตั้งอุณหภูมิ oven เริ่มต้น 70oC then rate at 10oC/min to 
140oC, and then rate at 5oC/min to 240oC ซึ่งใช ้internal standard ในการหาปริมาณของสาร ส่วน 
spectrum ของสารนําไปเปรียบเทียบกับ Wiley275 and NIST library โดยตอ้งม ี % quality match 
มากกว่า 85% เพ่ือหาชนิดของสารสําคัญในสารสกัด ส่วนค่า RI คํานวณเทียบกับสารมาตรฐาน n-alkanes 
standards (C10 - C20). 

นํา้หนกัตวัอยา่งพชื (g) 
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3.2.1.4. การทดสอบประสทิธิภาพของสารสกัดเพ่ือประเมินคุณสมบัติการเป็นสาร antibacterial ของ
ชะครามและผักแพว ไดแ้ก่ 

- Disc diffusion assay 

ทดสอบประสิทธิภาพการเป็นสาร antibacterial ของสารสกัดชะครามและผักแพวโดยใช้วิธี disc diffusion 
โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 4 สายพันธุ์คือ Eschericia coli, Staphylococcus aureus, 
Salmonella spp. และ Bacillus cereus ปริมาตร 50 μL ที่มี 1x106 CFU/mL ของแบคทีเรียจากการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง spectrophotometer โดยเปรียบเทียบกับ MacFarland no. 0.5 ให้มีความขุ่นเท่ากับ 
McFarland เบอร์ 0.5 ซึ่งค่า OD ควรอยู่ในช่วง 0.008-0.1 จากน้ันนําเชื้อทั้งหมดมา spread โดย sterile 
glass spreader ลงบน Muller-Hinton Agar (MHA) medium นําแผ่น filter paper (Whatman No.1) 
ขนาด 6 mm ที่ผ่านการ sterile มาทําให้อิ่มตัวด้วย 100μL/mL สารสกัดที่ละลายด้วย 
dimehtylsulfoxide (DMSO) ที่ผ่านการ sterile หลังจากน้ันนําไปใส่ใน inoculated plate บ่มที่ 
อุณหภูมิ 37±2˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ววัดเส้นผ่าศุนย์กลาง inhibition zone ที่เกิดรอบ filter paper 
disk ของสารสกัดทุกความเข้มข้น เปรียบเทียบกับตัวควบคุม คือ DMSO ใช้เป็น negative control และ 
streptomycin (5mg/mL) ใช้เป็น positive control  

- Minimum Inhibitors Concentration (MIC) 

ทดสอบหาค่า minimum inhibition concentration (MIC) สําหรับแบคทีเรยีโดยถูกวัดเป็นความไวต่อ
สารสกัดใน disc diffusion assay นําสารสกัดมาละลายใน DMSO โดยความเข้มข้นแรกมีความเข้มข้น
สูงสุด (50 μL/mL) และปรับความเข้มข้นลดลงเป็น 25 μL/mL, 12.5 μL/mL และ 6.25 μL/mL 
ตามลําดับ ซึ่งความเข้มข้นต่ําสุดของสารสกัดแต่ละชนิดที่เกิด inhibition zone คือ MIC level โดย
เปรียบเทียบกับตัวควบคุม คือ DMSO ใช้เป็น negative control และ streptomycin (5mg/mL) ใช้เป็น 
positive control 

3.2.1.5. การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดเพ่ือประเมินคุณสมบัติการเป็นสาร antioxidant ของ
ชะครามและผักแพว ได้แก่ 

- วิธีการวิเคราะห์การเป็นสาร antioxidant ด้วย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay 

ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดเพ่ือประเมินคุณสมบัติการเป็นสาร antioxidant ของชะครามและผักแพว 
โดยใช้วิธี DPPH ซึ่งดดัแปลงจากวิธีของ Devi และคณะ (2008) นําสารสกัดของพืชแตล่ะชนิดโดยเตรียม
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ความเข้มข้น 2000 ppm ปริมาตร 100 μL มาเติม 0.1 mM DPPH ปริมาตร 3 mL เขย่าให้เข้ากันแล้วเก็บ
ไว้ในที่มดืทีอุ่ณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที หลังจากน้ันนําไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่นที่ 
517 nm ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ค่าการดูดกลืนคลื่นแสงต่ําแสดงว่ามีค่า free radical 
scavenging activity สูง โดยใช ้ethanol เป็น control และใชส้ารละลาย TROLOX ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 
เป็นสารมาตรฐาน การคํานวณ % DPPH Scavenging effect ตามสตูร ดังน้ี 

% DPPH Scavenging effect   =   (Ablank - Asample/ Ablank)  100 

Ablank คือ ค่า absorbance ของสารควบคุม โดยเติม ethanol แทนการเติมสารสกัด 
Asample   คือ ค่า absorbance ของสารสกัดที่ตอ้งการทดสอบ 

- วิธีการวิเคราะห์การเป็นสาร antioxidant ด้วย 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic 
acid) (ABTS) assay 

ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดเพ่ือประเมินคุณสมบัติการเป็นสาร antioxidant ของชะครามและผักแพว 
โดยใช้วิธี ABTS ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Devi และคณะ. (2008) นําสารสกัดของพืชแต่ละชนิดปริมาตร 100 
μL มาเติมสารละลาย ABTS ปริมาตร 4 mL เขย่าให้เข้ากันแล้วเก็บไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 
นาที หลังจากน้ันนําไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่นที่ 734 nm ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ค่าการดูดกลืนคลื่นแสงต่ําแสดงว่ามีค่า free radical scavenging activity สูง โดย
ใช้ ethanol เป็น control และใช้สารละลาย TROLOX ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นสารมาตรฐาน 

3.2.1.6. การวิเคราะห์ปริมาณ Total phenolic ด้วย Folin-ciocateau methods 

นําตัวอย่างพืชจํานวน 30 g ป่ันกับ 80% ethanol ปริมาตร 45 mL ให้ละเอียด นําตัวอย่างที่ได้ไปทําให้
ตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหว่ียง (centrifuge) ท่ีความเร็วรอบของเคร่ือง 12,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที 
นําส่วนใสมาเจือจาง 20 เท่า โดยดูดสารละลายส่วนใสปริมาตร 0.05 mL เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 0.95 mL 
ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ือง vortex mixture นําสารละลายที่เจือจางแล้วปริมาตร 1 mL ใส่ลงในหลอด
ทดลอง เติม 10% Folin-Ciocalteu phenol reagent  ปริมาตร 10 mL ผสมให้เข้ากันทันที เติม 7.5% 
sodium carbornate ปริมาตร 8 mL ผสมให้เข้ากัน และเตรียมหลอด blank โดยใช้นํ้ากลั่นแทน
สารละลายตัวอย่าง เติม 10% Folin-Ciocalteu phenol reagent และ 7.5% sodium carbornate 
เช่นเดียวกับตัวอย่าง หลังจากน้ันนําสารละลายไปใส่ใน water bath 35˚C นาน 1 ชั่วโมง หลังจากน้ันแช่
นํ้าแข็ง 0˚C นาน 1 ชั่วโมง แล้วตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลง นําสารละลายที่สกัดได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 



 28

(absorbance) ด้วยเครื่อง spectrophotometer เทียบกับ blank โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 760 nm แล้วนําค่าที่ได้มาคํานวณหาปริมาณสารฟีนอลิค เทียบผลกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย

กรดแกลลิค ความเข้มข้น 0-0.06 g/mL (Singleton และคณะ, 1965) 

3.2.1.7. การวิเคราะห์ขอ้มลู 

วิเคราะห์ข้อมลูโดยใชโ้ปรแกรม SAS วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance; ANOVA) 
และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ย โดย Duncan New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% 

 


