
บทท่ี 3  
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1 วัตถุดิบและอุปกรณ 
 3.1.1 วัตถุดิบ 

1. ผักแสว  
2. ผักกระถิน  
3. ผักคาวตอง  

                       ผักท้ังสามชนิดซ้ือจากตลาดสด บานกาดเมฆ ในอําเภอเมือง จังหวดัลําปาง ชวงเดือน 
มิถุนายน  

3.1.2 สารเคมีท่ีใชในสารสกัดปองกันการหืน 
1. 2,2 – ไดฟนิล – พิคริลไฮดราซิล (2,2 – diphenyl – 1 – picrylhydrazyl  

(DPPH radical) ; C18H12N5O6, Fluka, USA.)  
2. เมทานอล (Methanol ; CH3OH, Merck, Germany)  
3. แอซีโทน (Acetone ; C3H6O, Merck, Germany) 
4. เอทิลแอซีเตต (Ethyl acetate ; C4H8O2, Merck, Germany)  
5. เอทานอล (Ethyl alcohol ; C2H5OH, Merck, Germany)   
6. บิทิลเลเตดไฮดรอกชีทอลูอีน (Butylated hydroxyl toluene ; BHT, Food 

grade, Thailand) 
7. บิวทิลเลเตดไฮดรอกชีแอนโิซล (butylated hydroxyl anisole ; BHA, Food 

grade, Thailand)  
8.  แกสไนโตรเจน (Nitrogen; N2) 

 
 3.1.2 อุปกรณ 

1. เคร่ืองสกัดซอลกเลต (soxhlet apparatus ; Büchi B-811, Switzerland) 
2. เคร่ืองระเหยสุญญากาศ (vacuum rotary evaporator ; Buchi RII, Switzerland) 
3. เคร่ืองกรองสุญญากาศ (filter-vacuum pump; Büchi, Switzerland) 
4. เคร่ืองปนผสม (blender; National MX897GM, Malaysia) 
5. เคร่ืองช่ังไฟฟา ทศนิยม 4 ตําแหนง (balance; Mettler torado AG204 ; 

Switzerland) 
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6. กระดาษกรอง เบอร 1 ขนาดเสนผาศูนยกลาง 110 มิลลิเมตร (filter paper 
No.1 ; Whatman) 

7. เคร่ืองวัดคาดดูกลืนแสง (spectrophotometer ; Model UV 6001 Shimadzu,   
Japan) 

8. เคร่ืองแกส โครมาโตกราฟ- แมสเปกโทรโฟโตมิเตอร (GC-MS, Agilent, 
Germany) 

9. ตูควบคุมอุณหภูมิ (high Incubator Labec; Laboratory equipment PTY, 
Germany) 

10. ตูบมควบคุมอุณหภูมิ (incubator; Contherm, New Zealand)  
11. ขวดสีชา  
12. ฟอลยอะลูมิเนยีม (aluminum foil)   
13. เคร่ืองทําแหงเยือกแข็ง (freezing drier; Freezone 4.5, England) 
14. ขวดไวแอล (vial) 

 
3.2 วิธีการทดลอง 
 นําสวนท่ีรับประทานได (ใบ และกานออน) ผักพื้นบาน 3 ชนิด คือ ผักแสว ผักกระถิน และ
ผักคาวตอง ท่ีเก็บมาไมเกนิ 1 นํามาลางทําความสะอาดดวยน้าํประปา นําเอาผักท่ีผานการลางผ่ึงให
สะเด็ดน้ําบนตะแกรง แลวนํามาศึกษา โดยมีข้ันตอนการทดลองดังตอไปนี้ 
 3.2.1     การหาตัวทําละลายท่ีเหมาะสมในการสกัดสารตานอนุมูลอิสระจากผักพื้นบาน  
 นําตัวอยางผักสดในสวนท่ีรับประทานไดมาปนใหละเอียด ช่ังน้ําหนักดวยเคร่ืองช่ังไฟฟา 4 
ตําแหนง จํานวน 50 กรัม  สกัดโดยวิธี refluxing ดวยเคร่ืองสกัดแบบ Soxhlet และใชตัวทําละลาย
ในการสกัด คือ  เอทิลแอซีเตต  แอซีโทน และเมทานอล ปริมาตร 300 มิลลิลิตร สกัดเปนเวลา 2 
ช่ัวโมง กรองเก็บสวนท่ีเปนสารละลายไว แลวทําการ reflux สวนท่ีเปนกากสกัดดวยตัวทําละลาย
ใหมปริมาตร 300 มิลลิลิตร อีกคร้ัง (Murray et al., 2004) กรองและเก็บสวนท่ีเปนสารละลายมา
รวมกันกับสารละลายท่ีกรองคร้ังแรก นําสารละลายท่ีไดไประเหยตัวทําละลายออกดวยเคร่ือง
ระเหยสุญญากาศ จะไดสารสกัดหยาบที่อยูในขวดกนกลม หุมดวยกระดาษฟอลย จากนั้นนําไปดูด
ความช้ืนและตัวทําละลายท่ีคางอยูในสารสกัดดวยเคร่ืองทําแหงเยือกแข็งเปนเวลา 2 วัน เม่ือไดสาร
สกัดท่ีปราศจากความชื้นและตัวทําละลายแลว เก็บสารสกัดในขวดไวแอลท่ีหุมดวยกระดาษฟอลย 
นําสารสกัดท่ีได ความเขมขน100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 และ 1000 มิลลิกรัมตอ
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ลิตร ไปศึกษาสมบัติการตานอนุมูลอิสระ ปจจัยท่ีมีผลตอความคงตัวของสารสกัด วิธีการสกัดแสดง
ดังภาพท่ี 3.1  
 

ผักสดสวนท่ีรับประทานได 
 

ปนดวยเคร่ืองปน แลว ช่ังน้ําหนัก 50 กรัม 
 

สกัดโดยวิธี reflux โดยใชตัวทําละลาย 300 มิลลิลิตร เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
 

กรอง 
 

                กาก   ของเหลว 
 
     สกัดดวยการ reflux อีกคร้ังโดยใชตัวทําละลายใหม 
                             เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

 
            กรอง 

 
       กากกําจัดท้ิง       ของเหลว 
 

นําไประเหยตัวทําละลายดวย 
    เคร่ืองระเหยสุญญากาศ 

 
               ทําแหงดวยเคร่ือง freezing drier         
  

        สารสกัดหยาบ     
 

     ภาพท่ี 3.1 การสกัดสารตานอนุมูลอิสระจากผักพื้นบาน 
ท่ีมา :  ดัดแปลงจาก Murray et al., 2004  และ  พรทวี, 2548 

 

นําของเหลวมารวมกัน ได
สารสกัดหยาบ  

(crude antioxidant extract) 
 

กรอง 
 

ของเหลว 
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3.2.2 ศึกษาคุณสมบตัิในการตานอนุมูลอิสระ  
          การทดสอบการตานอนุมูลอิสระใชวิธี Spectrophotometer assay : Radical 

scavenging activity on DPPH Radical  โดยนําสารสกัดหยาบจากผักพืน้บานท่ีไดจากขอ 3.2.1 มา
ทําปฏิกิริยากับ DPPH radical ต้ังท้ิงไวเปนเวลา 30 นาที และนําสารละลายมาวัดคาดดูกลืนแสงดวย
เคร่ือง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร คํานวณคา รอยละของการยับยั้ง (% 
Inhibition) (Mao et  al., 2006)  ดังสมการท่ี 3.1 

 

 รอยละของการยับยั้ง =  100
)(
×

−

control

samplecontrol

A
AA

      -------------- (3.1) 

 
   Acontrol   =      คาดูดกลืนแสงของสารละลายควบคุม 
   Asample   =      คาดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยาง 
 

หาปริมาณความเขมขนท่ีเหมาะสมของสารสกัดหยาบในการใชตานอนุมูลอิสระ 
เปรียบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระสังเคราะห BHT และ BHA  
 
3.3  ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอความคงตัวของสารสกัดจากผกัพื้นบาน 
          คัดเลือกสารสกัดท่ีมีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระท่ีดีท่ีสุดของผักแตละชนิด และ
ความเขมขนท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการยับยั้งอนุมูลอิสระ โดยพิจารณาจาก รอยละของการยับยั้งสูง
ท่ีสุดและศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอความคงตัวของสารสกัด 3 ปจจัย คือ แสง อากาศ และอุณหภูมิ ดังนี้ 

  
3.3.1   ศึกษาผลของแสงท่ีมีตอความคงตัวของสารสกัด 
นําสารสกัดมาเก็บรักษาในภาชนะแกวแบบใสและแบบทึบแสง โดยปดปากภาชนะเพ่ือ

ไมใหสัมผัสอากาศและเติมกาซไนโตรเจน  เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง (32±1 oC) เปนเวลา 20 วัน 
โดยวิเคราะหการเปล่ียนแปลงสมบัติการตานอนุมูลอิสระทุกๆ 5 วันจนครบ 20 วัน เพื่อศึกษาความ
คงตัวของสารสกัดตอแสงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา วิเคราะหสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ
ดวยวิธี Spectrophotometer assay : Radical scavenging activity on DPPH Radical หารอยละการ
ยับยั้งตามขอ 3.2.2 (พรทวี, 2548) 
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  3.3.2  ศึกษาผลของอากาศที่มีตอความคงตัวของสารสกัด 
นําสารสกัดมาศึกษาผลของอากาศตอความคงตัว โดยเปรียบเทียบสารสกัดท่ีสัมผัสและไม

สัมผัสกับอากาศ ในภาชนะบรรจุแบบทึบแสง สารสกัดในภาชนะท่ีไมสัมผัสอากาศจะเติมดวยกาซ
ไนโตรเจนเพื่อกําจัดออกซิเจนออกกอน แลวทําการปดปากภาชนะ นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง  
(32±1 oC) เปนเวลา 20 วัน โดยวิเคราะหการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระทุกๆ  5 วัน
จนครบ 20 วัน เพื่อศึกษาความคงตัวของสารสกัดตออากาศตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ทําการ
วิเคราะหสมบัติในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Spectrophotometer assay : Radical scavenging 
activity on DPPH Radical หารอยละการยับยั้งตามขอ 3.2.2  (พรทวี, 2548) 

 
3.3.3   ศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีตอความคงตัวของสารสกัด 
นําสารสกัดมาศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัว โดยเปรียบเทียบสารสกัดท่ีเก็บท่ี

อุณหภูมิหอง (32±1 oC) และท่ีอุณหภูมิ 60±1 oC เพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงสมบัติในการตานอนุมูล
อิสระเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนเปนหนึ่งเทาของอุณหภูมิหอง โดยเก็บในภาชนะแบบทึบแสงและปด
สนิทเปนเวลา 20 วัน โดยวิเคราะหการเปล่ียนแปลงสมบัติการตานอนุมูลอิสระทุกๆ  5 วันจนครบ 
20 วัน เพื่อศึกษาความคงตัวของสารสกัดตออุณหภูมิตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ทําการวิเคราะห
หาคุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Spectrophotometer assay : Radical scavenging activity 
on DPPH Radical หารอยละการยับยั้งตามขอ 3.2.2 (พรทวี, 2548) 
 
3.4  ศึกษาองคประกอบทางเคมีของสารสกัดจากผัก 3 ชนดิ 
         นําสารสกัดจากผักพื้นบานท้ัง 3 ชนิด คือ ผักแสว ผักกระถิน และผักคาวตอง ท่ีสกัดดวยตัว
ทําละลายท่ีมีสมบัติการตานอนุมูลอิสระดีท่ีสุด ไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีดวยเคร่ือง แกส
โครมาโทรกราฟ-แมสเปกโทรโฟโตมิเตอร (Gas chromatography-Mass spectrophotometer, GC-
MS) สภาวะของเคร่ือง GC-MS ท่ีใชในการวิเคราะห คือ GC detector ชนิด flame ionization (FID) 
ใช  คอลัมนชนิด capillary column (HP-5) ขนาด 50×0.20 มิลลิเมตร อุณหภูมิในการวิเคราะห คือ 
อุณหภูมิต้ังเปนแบบโปรแกรม โดยใชอุณหภูมิท่ี 50OC อัตราการเพิ่มของอุณหภูมิคือ 5OC ตอนาที 
ถึง 150OC นาน 2 นาที จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิจาก 150OC อัตราการเพ่ิม 10OC ตอนาที เปน 250OC 
นาน 30 นาที ใชแกสฮีเลียมเปนแกสพา อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที  (Garcia et al., 2002)  
 


