
บทที ่3 

อปุกรณ์และวธีิการทดลอง 
 

3.1 วตัถุดบิ 
 3.1.1 เปลอืกและเมลด็ส้มเขียวหวาน 
                      - เปลือกและเมลด็สม้เขียวหวานไดรั้บความอนุเคราะห์จากร้านขายนํ้าสม้คั้นท่ี  
                          ต.คลองหก  อ.คลองหลวง จ. ปทุมธานี โดยเกบ็ตวัอยา่งในเดือนพฤษภาคม 2546   
 
 3.1.2   สารเคมี 
                      -  ปิโตรเลียมอีเธอร์    BHD    องักฤษ            
                      -  เอธานอล 95%   องคก์ารสุรากรมสรรพสามิต ไทย 
                      -  เมธานอล    Merck    เยอรมนันี 
                      -  คลอโรฟอร์ม    Lab scan analytical science ไทย  
                      -  เอธิลอะซีเตต   Merck    เยอรมนันี 
                      -  อะซีโตรไนไตรท ์   Merck    เยอรมนันี 
                      - โซเดียมคาร์บอเนต     Merck    เยอรมนันี 
                      -  โฟลินรีเอเจนต ์    Merck     เยอรมนันี               
                      -  กรดแกลลิค        Fluka    สวิตเซอร์แลนด ์
                      -  ABTS     Sigma    สหรัฐอเมริกา 
                         (2,2 – azino-di   (3– ethylbenzthiazoline  sulfonate))              
                      -  DPPH    Sigma    สหรัฐอเมริกา 
                          (1,1-Diphenyl-2-pycrylhydrazyl)  
          -  Na2HPO4    Merck    เยอรมนันี 
            -  NaH2PO4       Merck    เยอรมนันี 
                      -  โซเดียมคลอไรด ์   Merck    เยอรมนันี 
                      -  ไมโอโกลบิน    Sigma    สหรัฐอเมริกา 
                      -  โพแทสเซียมเฟอริกไซยาไนด ์   Fluka    สวิตเซอร์แลนด ์
                      -  กรดแอสคอร์บิก     Fluka    สวิตเซอร์แลนด ์    

                      -  โทรอกซ์     Merck    เยอรมนันี 
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3.2   อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
3.2.1   อุปกรณ์ในการเตรียมวตัถุดิบ 

                             -  ตูอ้บลมร้อน (hot air oven )    Memmert  854 Schwabach  เยอรมนันี  
    -  ถาดอะลูมิเนียม 
 
     3.2.2  อุปกรณ์ในการเตรียมการสกดั  
  -  เคร่ืองบดละเอียด        Blender and grinder SharpEM-11 ไทย 
  -  เคร่ืองสกดัไขมนั       Soxhlet apparatus BUCHI 810  สวิตเซอร์แลนด ์                     
                            -  เตาหลุมใหค้วามร้อน       Electro thermal EME6 0500/CE  องักฤษ 
                            -  เคร่ืองทาํความเยน็       Cooling รุ่น CBD1                  ไทย 
                            -  เคร่ืองระเหยสุญญากาศ      Rotavapor BUCHI R-114                      สวิตเซอร์แลนด ์ 
                            -  ป๊ัมสุญญากาศ                    Vacuum system BUCHI B-169              สวิตเซอร์แลนด ์
                            -  อ่างควบคุมอุณหภูมิ           Water bath BUCHI B-480                     สวิตเซอร์แลนด ์
                            -  เคร่ืองชัง่ชนิดละเอียด        Metter  AE 3000                                     สวิตเซอร์แลนด ์
   -   เคร่ืองทาํแหง้แบบแช่      UNTOP 200 SL VIRTIS                สหรัฐอเมริกา 
                                เยอืกแขง็ 
  3.2.3  อุปกรณ์ทใีช้ในการวเิคราะห์ผลทางเคมี 
                            -  เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์      Spectrophotometer 22                    สหรัฐอเมริกา 
                            -  ตูอ้บลมร้อน (hot air oven )    Memmert  854 Schwabach    เยอรมนันี  
                            -  อ่างควบคุมอุณหภูมิ                   Water bath BUCHI B-480              สวิตเซอร์แลนด ์
 

3.3  สถานที่ดาํเนินงาน 
 - โครงการคณะอุตสาหกรรมการเกษตร  สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหาร 
              ลาดกระบงั  
            -  สถาบนัเทคโนโลยรีาชมงคล    วิทยาเขตพระนครใต ้
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3.4  วธีิดาํเนินงาน 
 

3.4.1   การเตรียมเปลอืกและเมลด็ส้มเขียวหวานอบแห้ง 
       นาํเปลือกและเมลด็สม้เขียวหวาน มาลา้งนํ้าสะอาด ผึ่งใหส้ะเดด็นํ้า นาํไปตาก

แดด 6 ชัว่โมง ( ช่วงเวลา 10.00 - 16.00 น.)  จากนั้นนาํไปอบแหง้ดว้ยตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 
และ 60 องศาเซลเซียสจนมีความช้ืนสุดทา้ยตํ่ากวา่ร้อยละ 5  แลว้เกบ็ตวัอยา่งแหง้ใส่ถุงพลาสติก
เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ - 15 องศาเซลเซียส นาํตวัอยา่งท่ีเตรียมไดม้าวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ           
โพลีฟีนอลทั้งหมดเพื่อเลือกอุณหภูมิเหมาะสมในการอบแหง้วตัถุดิบตามวิธีขอ้ 3.4.2 โดยใช้
เอธานอลและนํ้ากลัน่เป็นตวัสกดั 

 

 3.4.2    การเตรียมสารสกดัจากเปลอืกและเมลด็ส้มเขียวหวานโดยใช้ตวัทาํละลายอนิทรีย์  
                          ชนิดต่าง ๆ 

       นาํเปลือกและเมลด็สม้เขียวหวาน มาบดใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ืองบดละเอียด แลว้
นาํไปสกดัไขมนัออกโดยใชเ้คร่ือง Soxhlet และใช ้ ปิโตรเลียมอีเธอร์ (petroleum ether) เป็นตวั
สกดั ใชเ้วลาในการสกดั 2 ชัว่โมง จากนั้นระเหยตวัทาํละลายออกจากตวัอยา่งเปลือกและเมลด็
สม้เขียวหวาน โดยตั้งท้ิงไวใ้นตูดู้ดควนัเป็นเวลา 30 นาที    

ชัง่เปลือกและเมลด็สม้บดละเอียดท่ีผา่นการสกดัไขมนัออกแลว้  10  กรัม ใส่ใน
ขวดกน้กลมขนาด  250  มิลลิลิตร เติมตวัทาํละลายอินทรียท่ี์ใชใ้นการสกดัชนิดต่างกนั 7 ชนิด คือ  
นํ้ากลัน่,  เอธานอล,  เมธานอล,  อะซีโตน,  อะซีโตรไนไตรท,์  คลอโรฟอร์ม และเอธิลอะซีเตต 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร สกดัโดยการรีฟลกัซ์นาน 1 ชัว่โมง กรองสารสกดัท่ีไดด้ว้ยกระดาษกรอง 
Whatman No.1    โดยใชก้รวยบุชเนอร์ นาํไประเหยเอาตวัทาํละลายออกภายใตร้ะบบสุญญากาศ
โดยใชเ้คร่ือง rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  ส่วนตวัทาํละลายท่ีเป็นนํ้าจะใชว้ธีิ
ทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็  ชัง่นํ้ าหนกัของสารสกดัท่ีไดแ้ละเกบ็ไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ -15  องศา
เซลเซียสก่อนนาํไปใชใ้นการทดลองต่อไป 
 

 3.4.3     การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบโพลฟีีนอลทั้งหมดในสารสกดัทีไ่ด้จากเปลอืก 
                           และเมลด็ส้มเขียวหวาน    

            การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอลทั้งหมด ของสารสกดัจากเปลือก
และเมลด็สม้เขียวหวานท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยตวัทาํละลายอินทรียท์ั้ง  7 ชนิดจะใชว้ิธีท่ีดดัแปลง
จากวิธีของ Alonso และคณะ (2002)  ซ่ึงมีหลกัการดงัน้ี คือสารประกอบโพลีฟีนอลจะทาํปฏิกิริยา
กบั Folin-Ciocalteu ใหส้ารประกอบเชิงซอ้นท่ีมีสีนํ้ าเงิน ดงันั้น การหาปริมาณสารประกอบ       
โพลีฟีนอลในตวัอยา่งท่ีทาํการวิเคราะห์ สามารถทาํไดโ้ดยการวดัปริมาณของสารประกอบ              
สีนํ้ าเงินท่ีเกิดข้ึนโดยการวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร และใชก้รดแกลลิค 
(gallic acid) เป็นสารประกอบฟีนอลิกมาตรฐาน   
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      3.4.3.1  การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดแกลลคิ 
                                                    ชั่งกรดแกลลิคมา 0.02 กรัมละลายในเอธานอล 95% แลว้ปรับ
ปริมาตรดว้ยเอธานอล 95% ให้ครบ 50 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารละลายกรดแกลลิคท่ีเตรียมไว้
ใส่ในหลอดทดลองหลอดละ 0, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, และ0.50 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรด้วย           
นํ้ากลัน่ใหเ้ป็น 10 มิลลิลิตรซ่ึงในแต่ละหลอดทดลองจะมีปริมาณกรดแกลลิคอยูเ่ท่ากบั 0, 40,  80, 
120 , 160  และ 200 ไมโครกรัม  ตามลาํดบั 

             นาํหลอดทดลองทั้งหมดมาเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu   หลอด
ละ 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 5 นาที จากนั้น เติมสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนต (Na2CO3 ) ความเขม้ขน้ 10 % ลงไป 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
10 นาที  นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร เขียนกราฟความสัมพนัธ์
ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงดงักล่าวกบัปริมาณกรดแกลลิคเป็นไมโครกรัม 

 

 3.4.3.2   การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบโพลฟีีนอลในตัวอย่างสารสกดัจาก 
                           เปลอืกและเมลด็ส้มเขียวหวาน 

               ชั่งสารสกัดจากเปลือกและเมล็ดส้มเขียวหวานท่ีสกัดด้วยตัวทาํ
ละลายอินทรียท์ั้ง 7 ชนิด มาตวัอยา่งละ 0.1 กรัม จากนั้นละลายในเอธานอล 95% ปรับปริมาตรให้
ครบ 10 มิลลิลิตรดว้ยเอธานอล 95%  สาํหรับสารสกดัจากเปลือกและเมลด็ส้มท่ีสกดัดว้ยนํ้ ากลัน่
จะละลายในนํ้ ากลัน่และปรับปริมาตรให้ครบ 10 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ ากลัน่ จากนั้นเก็บสารละลาย
ตวัอยา่งท่ีเตรียมไดไ้วใ้นขวดสีชา  

             ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีเตรียมไวม้าตวัอยา่งละ 0.5 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดทดลองแลว้เติมนํ้ากลัน่ 9.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu 0.5 มิลลิลิตร 
เขยา่ใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 5 นาที เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ 10% 
ลงไป 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 10 นาที  นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร    ส่วน Blank เตรียมไดโ้ดยใชเ้อธานอล 95% 0.5 มิลลิลิตร หรือ           
นํ้ากลัน่ 0.5 มิลลิลิตรแทนตวัอยา่งสารสกดัแลว้แต่กรณี  
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3.4.4       การศึกษาสมบัติการต้านปฏิกริิยาออกซิเดชันของตัวอย่างสารสกดัจากเปลอืกและ 
                 เมลด็ส้มเขียวหวาน 
 

                       3.4.4.1      การเตรียมสารละลายตัวอย่างของสารสกดัจากเปลอืกและเมลด็ 
                                        ส้มเขียวหวาน 

  ชัง่สารสกดัจากเปลือกและเมลด็สม้เขียวหวานท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลาย
อินทรียท์ั้ง 7 ชนิด   มาตวัอยา่งละ 0.1 กรัม   จากนั้นละลายในเอธานอล 95% แลว้ปรับปริมาตรให้
ครบ 10 มิลลิลิตรดว้ยเอธานอล 95%  สาํหรับสารสกดัจากเปลือกและเมลด็สม้ท่ีสกดัดว้ยนํ้ากลัน่
จะละลายในนํ้ากลัน่และปรับปริมาตรใหค้รบ 10 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ จากนั้นเกบ็สารละลาย
ตวัอยา่งท่ีเตรียมไดไ้วใ้นขวดสีชา จะไดส้ารละลายของสารสกดั สาํหรับใชต้รวจวดัสมบติัการ
ตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนั 
 

                          3.4.4.2         การเตรียมสารละลายของสารต้านปฏิกริิยาออกซิเดชันมาตรฐาน 
                               ชัง่โทรอกซ์     วิตามินซี และโพรพิลแกลเลต (propyl gallate)    ซ่ึงใช้

เป็นสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันมาตรฐานอย่างละ 0.1 กรัม แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 10 
มิลลิลิตร โดยใชเ้อธานอล 95% เป็นตวัทาํละลาย สาํหรับวิตามินซีจะใชน้ํ้ ากลัน่เป็นตวัทาํละลาย 
จากนั้นเก็บสารละลายตวัอย่างท่ีเตรียมไดไ้วใ้นขวดสีชา จะไดส้ารละลายของสารตา้นปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัมาตรฐานสาํหรับใชต้รวจวดัสมบติัการตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนั 

 

          3.4.4.3     การตรวจวดัสมบัติการต้านปฏิกริิยาออกซิเดชันของสารสกดัจาก 
                          เปลอืกและเมลด็ส้มเขียวหวานโดยใช้อนุมูลอสิระ ABTSo+ 

การวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารสกดั
จากเปลือกและเมลด็สม้เขียวหวาน จะอาศยัการติดตามความสามารถของตวัอยา่งสารสกดัในการ
ยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระของ 2,2 – azino-di   (3– ethylbenzthiazoline  sulfonate )  หรือ ABTS o+ 
ซ่ึงเป็นอนุมูลอิสระ ท่ีทาํใหส้ารละลายมีสีนํ้ าเงินแกมเขียวและสามารถดูดกลืนแสงท่ี 734                
นาโนเมตร  ดงันั้น ถา้สารตวัอยา่งมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระดงักล่าวไดดี้ จะทาํให้
อตัราการเกิดสีนํ้าเงินแกมเขียวของสารละลายปฏิกิริยาชา้  ซ่ึงแสดงวา่สารนั้นมีสมบติัในการตา้น
ปฏิกิริยาออกซิเดชนัไดดี้ ( Landrault et al. 2001 )   โดยจะเปรียบเทียบกบัสารตา้นปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัมาตรฐาน 3  ชนิด คือ โพรพิลแกลเลต ,  วิตามินซี และโทรอกซ์  

                    เตรียมสารละลายปฏิกิริยาท่ีมีปริมาตรรวมสุดทา้ยเท่ากบั 9.58  มิลลิลิตร 
โดยปิเปตสารละลายต่าง ๆ ต่อไปน้ี ใส่หลอดทดลอง คือสารละลาย ABTS (2,2- azino-di                      
(3-ethylbenzthi- azoline  sulfonate)) ความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์ 0.8  มิลลิลิตร, สารละลาย              
ไมโอโกลบิน (myoglobin) ความเขม้ขน้ 0.188 %  1.44 มิลลิลิตร, สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
(PBS) ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์  6.2 มิลลิลิตร,  สารละลายของสารสกดัจากเปลือกและเมลด็
สม้เขียวหวานความเขม้ขน้  10 % ( ขอ้ 3.4.4.1)  0.2 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายไฮโดรเจน
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เปอร์ออกไซดค์วามเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์  0.96  มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixer พร้อม
กบัจบัเวลาทนัที ถ่ายสารละลายปฏิกิริยาใส่คิวเวต (cuvette) นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 734              
นาโนเมตร อ่านผลทุกๆ 30 วินาทีเป็นเวลา 20 นาที นาํขอ้มูลผลการทดลองท่ีไดไ้ปเขียนกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ี 734 นาโนเมตรกบัเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

       สาํหรับปฏิกิริยาควบคุม (control) จะใชเ้อธานอล 95% หรือนํ้ ากลัน่ 0.2 
มิลลิลิตรแลว้แต่กรณีแทนสารละลายตวัอย่างสารสกดั และหลอดท่ีเป็น Blank จะเตรียมเหมือน
ปฏิกิริยาควบคุมแต่เติมสารละลายสารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์   0.96   มิลลิลิตร
ลงไปแทนสารละลาย ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

 

3.4.4.4 การตรวจวดัสมบัติการต้านปฏิกริิยาออกซิเดชันของสารสกดัจากเปลอืก
และเมลด็ส้มเขียวหวานโดยใช้อนุมูลอสิระ DPPH 

                               การวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารสกดั
จากเปลือกและเมลด็สม้เขียวหวานโดยวิธีน้ีจะอาศยัการติดตามความสามารถของตวัอยา่งสารสกดั
ในการทาํลายอนุมูลอิสระของ DPPH ซ่ึง เป็นอนุมูลอิสระท่ีทาํใหส้ารละลายมีสีม่วงและสามารถ
ดูดกลืนแสงท่ี 517 นาโนเมตร (Parejo et al., 2002)   โดยจะเปรียบเทียบกบัสารตา้นปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัมาตรฐาน 3  ชนิด คือโพรพิลแกลเลต ,  วิตามินซี และโทรอกซ์  

          เตรียมสารละลายปฏิกิริยาท่ีมีปริมาตรรวมสุดทา้ยเท่ากบั 6  มิลลิลิตร
โดยปิเปตสารละลายต่าง ๆ ต่อไปน้ีใส่หลอดทดลอง คือ  สารละลาย DPPH (1,1-Diphenyl-2-
pycrylhydrazyl) ความเขม้ขน้ 0.188% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรใน 95 % เอธานอล   0.72 มิลลิลิตร, 
สารละลายของสารสกดัจากเปลือกและเมลด็สม้เขียวหวานความเขม้ขน้ 10 % (ขอ้ 3.4.4.1) 0.1 
มิลลิลิตร จากนั้นเติม 40 %  เอธานอล 5.18  มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixer พร้อมกบั
จบัเวลาทนัที เม่ือครบ 30 นาทีแลว้ถ่ายสารละลายปฏิกิริยาใส่คิวเวต นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
517 นาโนเมตร  

                     สาํหรับปฏิกิริยาควบคุม (control) จะใชเ้อธานอล 95% และนํ้ากลัน่ 0.1 
มิลลิลิตรแทนสารละลายตวัอยา่งสารสกดั และหลอดท่ีเป็นBlankจะเตรียมเหมือนปฏิกิริยาควบคุม 
แต่เติม 95 %เอธานอล 0.72 มิลลิลิตร ลงไปแทนสารละลาย  DPPH 

 

3.4.5  การเปรียบเทยีบความสามารถในการต้านปฏิกริิยาออกซิเดชันของสารสกดัจาก 
          เปลอืกและเมลด็ส้มเขียวหวานเม่ือกาํหนดให้ปริมาณของสารประกอบโพลฟีีนอล 
          เท่า ๆ กนั 

         โดยนาํสารสกดัจากเปลือกและเมลด็สม้เขียวหวาน   มาศึกษาความสามารถใน 
การตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัในรูปของปริมาณสารประกอบ                
โพลีฟีนอลทั้งหมดเท่า ๆ กนัคืออยูใ่นช่วง 30 – 40 มิลลิกรัมของกรดแกลลิคต่อกรัมของสารสกดั 
โดยใชว้ิธีทดสอบอนุมูลอิสระ DPPH ตามการทดลองในขอ้  3.4.4.4 


