
บทที� 3 
วธีิดาํเนินการวจัิย 

 
 ในการวจิยัครั
 งนี
  มีขั
นตอนในการดาํเนินการดงัต่อไปนี
  

1. แหล่งที เลือกเก็บตวัอยา่งมาวิเคราะห์ 
2. เครื องมือและอุปกรณ์ที ใชใ้นการวจิยั 
3. สารเคมีที ใชใ้นการวิจยั 
4. วธีิดาํเนินการวจิยั 
5. สถานที ทาํการศึกษาและวจิยั 
6. ระยะเวลาทาํการวจิยั 

 
แหล่งที�เลือกเกบ็ตัวอย่างมาวิเคราะห์ 
 กลุ่มตวัอยา่งที ใชใ้นการสกดัเพื อนาํมาวเิคราะห์ครั
 งนี
  ผูว้ิจยัไดใ้ชต้วัอยา่งตน้ตานหม่อนที ปลูก

ใน ตาํบลวงัไก่เถื อน อาํเภอหนัคา จงัหวดัชยันาท โดยทาํการเก็บตวัอยา่งจากหลายๆตน้ที ปลูกในบริเวณ

เดียวกนั 

เครื�องมือและอุปกรณ์ที�ใช้ในการวิจัย 
 1. เครื องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) 

2. เครื อง UV–VIS Spectrophotometer  
3. เครื องชั ง 4 ตาํแหน่ง 
4. เครื อง Vortex mixer 
5. เครื องกลั นลาํดบัส่วน (Fractional distillation) 
6. เครื องบดพืช   
7. บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 1000, 250, 100 และ 50 มิลลิลิตร 
8. กระบอกตวง (Cylinder) ขนาด 100 มิลลิลิตร 
9. ขวดวดัปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร    
10. ปิเปต (Pipette) 
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11. Glass Cuvette 
  12. คอลมัน์ (Column) สาํหรับทาํโครมาโทกราฟีเส้นผา่นศูนยก์ลาง  15  เซนติเมตร 

13. Clamp, Stand และ Clamp holder 
14. แผน่ TLC 
15. หลอดแคพิลลารี (Capillary tube) 
16. เครื องใหค้วามร้อน (Hot plate) 
17. หลอดทดลอง (Test tube) 
18. ที วางหลอดทดลอง (Test tube rack) 
19. กระดาษอะลูมิเนียมฟอยล ์
20. สาํลี 
21. เครื องยอ่ยโปรตีน 
22. เครื องยอ่ยไขมนัโปรตีน 
23. เครื องยอ่ยไขมนั 

  24. เครื องหาเยื อใย 
25. เตาเผา 
26. Descicator 

   
สารเคมีที�ใช้ในการวิจัย 

1. DPPH  (2,2–diphenyl–1– picrylhydrazyl) 
2. ABTS (2,2–azino–bis(3–ethylbenzthiazoline  sulfonate)) 
3. BHA  (Butylated hydroxyanisole) 
4. กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (Conc. HCl )  
5. Ethyl acetate (CH3COOC2H5) 
6. Dichloromethane (CH2Cl2) 
7. Absolute ethanol (C2H6O) 
8. Ammonia’s  reagent  test 
9. Dragendorff’s  reagent 
10. เส้นลวด Magnesium 
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11. Developing reagent 
12. Gelatin salt solution 
13. 1% Ferric chloride 
14. Ethanol (EtOH) 
15. Wagner’s reagent 
16. Marmes’s reagent 
17. Mayer’s reagent 
18. Gelatin solution 
19. Hexane (C6H14) 
20. Octyl alcohol 
21. นํ
ากลั น 
22. Petroleum ether 
23. H2SO4  (conc) 
24. NaOH 
25. กรดบอริก 
26. CuSO4 
27. K2SO4 
28. อินดิเคเตอร์ชนิดต่างๆ   

 
วิธีดาํเนินการวจัิย 
 1. การเตรียมต้นตานหม่อน 

1.1 เก็บตน้ตานหม่อนที ไดจ้ากจงัหวดัชยันาท 
1.2 นาํมาผึ งลมจนแหง้ แลว้บดละเอียด 
1.3 ใส่ถุงเก็บไวใ้นที แหง้ 

 2. การหาคุณค่าทางโภชนาการ  
2.1 วเิคราะห์หาปริมาณความชื
น  

2.1.1 อบภาชนะสําหรับหาความชื
นในตูอ้บไฟฟ้าที อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 
2-3 ชั วโมง นาํออกจากตูใ้ส่ไวใ้นโถดูดความชื
น หลงัจากนั
นชั งหานํ
าหนกั  
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2.1.2 กระทาํเช่นขอ้ 1 ซํ
 า จนไดผ้ลต่างของนํ
าหนกัที ชั งทั
งสองครั
 งติดต่อกนัไม่เกิน  
1-3 มิลลิกรัม 

2.1.3 ชั งตวัอย่างให้ได้นํ
 าหนักที แน่นอนอย่างละเอียดประมาณ 1-2 กรัม ใส่ลงใน
ภาชนะหาความชื
น ซึ งทราบนํ
าหนกัแลว้ 

2.1.4 นาํไปอบในตูไ้ฟฟ้าที อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชั วโมง  
2.1.6 อบซํ
าอีกครั
 งๆละประมาณ 30 นาที และกระทาํเช่นเดิมจนไดผ้ลต่างของนํ
 าหนกั

ที ชั งทั
งสองครั
 งติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 
2.1.7 คาํนวณหาปริมาณความชื
น จากสูตร 

 
                      ผลต่างของนํ
าหนกัตวัอยา่งก่อนและหลงัอบ   
                      นํ
าหนกัตวัอยา่งเริ มตน้ 
 

2.2 วเิคราะห์หาปริมาณเถา้ 
2.2.1 เผาถ้วยกระเบื
องเคลือบในเตาเผาที อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 

ชั วโมง ปิดสวิทซ์เตาเผารอประมาณ 30-45 นาที เพื อให้อุณหภูมิภายในเตาเผาลดลงก่อน แลว้นาํออก
จากเตาเผาใส่ในโถดูดความชื
น ปล่อยใหเ้ยน็จนถึงอุณหภูมิหอ้ง แลว้ชั งนํ
าหนกั  

2.2.2 เผาซํ
 าอีกครั
 งๆละประมาณ 30 นาที และกระทาํเช่นในขอ้ 1 จนได้ผลต่างของ
นํ
าหนกัทั
งสองครั
 งติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

2.2.3 ชั งตวัอย่างให้ได้นํ
 าหนักแน่นอนประมาณ 1-2 กรัม ใส่ในกระเบื
องเคลือบซึ ง
ทราบนํ
 าหนักแล้ว นาํไปเผาในตูค้วนัจนหมดควนั แล้วจึงนาํเขา้เตาเผา ตั
งอุณหภูมิเผาที  600 องศา
เซลเซียส และกระทาํซํ
 าเช่นเดียวกบัขอ้ 1-2  

2.2.4 คาํนวณหาปริมาณเถา้จากสูตร 
     นํ
าหนกัตวัอยา่งหลงัเผา    
     นํ
าหนกัตวัอยา่งเริ มตน้  

 
 
 
 

ปริมาณความชื
นคิดเป็นร้อยละโดยนํ
าหนกั      =                X  100  

       ปริมาณเถา้คิดเป็นร้อยละโดยนํ
าหนกั        =                X  100  
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2.3 วเิคราะห์หาปริมาณโปรตีน 
2.3.1 ขั
นตอนการยอ่ย 

1) ชั งตวัอยา่งให้ไดน้ํ
 าหนกัแน่นอนประมาณ 0.5-1 กรัม ใส่ในหลอดยอ่ยโปรตีน
และทาํแบลงค ์

2) ใส่สารผสม CuSO4.5H2O และ K2SO4 5 กรัม 
3) เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ ประมาณ 20 มิลลิลิตร   
4) วางหลอดยอ่ยในเตายอ่ยแลว้ประกอบสายยางระหวา่งฝาครอบ ขวดใส่ด่างและ

เครื องจบัไอกรดใหเ้รียบร้อย 
5) เปิดสวทิซ์เครื องจบัไอกรดและเตายอ่ย แลว้ตั
งอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เวลา 

30 นาที จากนั
นปรับเพิ มอุณหภูมิเป็น 350 องศาเซลเซียส ยอ่ยต่ออีก 60 นาที จนไดส้ารละลายใส  
6) ปล่อยทิ
งให้เยน็ 
7) นาํมาถ่ายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และใชน้ํ
 ากลั นลา้งหลอด

ยอ่ยใหห้มด ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร เก็บไวก้ลั นต่อไป 
2.3.2 ขั
นตอนการกลั น  

1) จดัอุปกรณ์กลั นแลว้เปิดสวทิซ์ให้ความร้อน และเปิดนํ
 าหล่อเยน็เครื องควบแน่น
ดว้ย 

2) นําขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 มิลลิลิตร ซึ งบรรจุกรดบอริก (เขม้ข้นร้อยละ 4) 
ปริมาณ 5 มิลลิลิตร และนํ
ากลั น 5 มิลลิลิตร ซึ งเติมอินดิเคเตอร์เรียบร้อยแลว้ไปรองรับของเหลวที กลั น
ไดโ้ดยใหส่้วนปลายของอุปกรณ์ควบแน่นจุ่มลงในสารละลายกรดนี
  

3) ดูดสารละลายตวัอยา่งดว้ยปิเปตแบบกระเปาะขนาด 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในช่อง
ใส่ตวัอยา่ง แลว้เติมโซเดียมไฮดรอกไซดล์งไป 20 มิลลิลิตร 

4) กลั นประมาณ 10 นาที ลา้งอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยนํ
ากลั นลงในขวดรองรับ 
5) ไตเตรตสารละลายที กลั นไดด้ว้ยกรดเกลือที มีความเขม้ขน้ 0.02 N จนสารละลาย

เปลี ยนเป็นสีม่วง 
6) คาํนวณหาปริมาณโปรตีนจากสูตร 

                                                (A-B) x N x 14.007 x F 
                                                           W   
 

       ปริมาณโปรตีนคิดเป็นร้อยละโดยนํ
าหนกั   =        X  100 
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เมื อ      A   =     ปริมาตรกรดที ใชไ้ตเตรตตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
 B   =     ปริมาตรกรดที ใชไ้ตเตรตกบัแบลงค ์ (มิลลิลิตร) 
 N   =     ความเขม้ขน้ของกรด (นอร์มาล) 
 F   =     แฟกเตอร์ 
W   =     นํ
าหนกัตวัอยา่งเริ มตน้ (กรัม) 
 

2.4 วเิคราะห์หาปริมาณไขมนั 
2.4.1 อบขวดกน้กลมสําหรับหาปริมาณไขมนัซึ งมีขนาดความจุ 250 มิลลิลิตรในตูอ้บ

ไฟฟ้าทิ
งใหเ้ยน็ในโถดูดความชื
น และชั งนํ
าหนกัที แน่นอน 
2.4.2 ชั งตวัอย่างบนกระดาษกรองที ทราบนํ
 าหนัก ถา้ตวัอย่างเป็นอาหารชนิดที ไม่มี

ไขมนัมากให้ชั ง 1-2 กรัม ถา้เป็นชนิดที มีไขมนันอ้ยให้ชั ง 3-5 กรัม ห่อให้มิดชิดตามวิธีการห่อ แลว้ใส่
ลงในหลอดสําหรับใส่ตวัอย่าง คลุมด้วยใยแก้วหรือสําลีเพื อให้สารตวัทาํละลายมีการกระจายอย่าง
สมํ าเสมอ 

2.4.3 นาํหลอดตวัอยา่งใส่ลงในซอคเลต 
2.4.4 เติมสารตวัละลายปิโตรเลียม อีเทอร์ ลงในขวดหาไขมนัประมาณ150 มิลลิลิตร 

แลว้วางลงบนเตา 
2.4.5 ประกอบอุปกรณ์ชุดสกดัไขมนั พร้อมทั
งเปิดนํ
 าหล่ออุปกรณ์ควบแน่นแลเ้ปิด

สวทิซ์ใหค้วามร้อน 
2.4.6 ใช้เวลาในการสกดัไขมนันาน 6 ชั วโมง โดยปรับความร้อนให้หยดของตวัทาํ

ละลายกลั นตวัจากอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยอตัรา 15 หยดต่อนาที 
2.4.7 เมื อครบ 6 ชั วโมงแลว้ นาํหลอดใส่ตวัอยา่งออกจากซอคเลต ทิ
งให้ตวัทาํละลาย

ไหลจากซอคเลตลงในขวดกน้กลมจนหมด  
2.4.8 ระเหยตวัทาํละลายออกดว้ยเครื องระเหยแบบสุญญากาศ 
2.4.9 นําขวดหาไขมนัอบในตู ้อบที อุณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียสจนแห้ง ใช้เวลา

ประมาณ 30 นาที ทิ
งใหเ้ยน็ในโถความชื
น 
2.4.10 ชั งนํ
 าหนกัแลว้อบซํ
 าๆ ครั
 งละ 30 นาที จนกระทั งผลต่างของนํ
 าหนักสองครั
 ง

ติดต่อกนั ไม่เกิน 1-3 มิลลิลิตร 
2.4.11 คาํนวณหาปริมาณไขมนัจาก สูตร  



31 
 

   
นํ
าหนกัไขมนัหลงัอบ   

     นํ
าหนกัตวัอยา่งเริ มตน้  
 
2.5 วเิคราะห์หาปริมาณสารเยื อใย 

2.5.1 นาํกระดาษกรองวางบนกระจกนาฬิกา อบในตูอ้บที อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 1 ชั วโมงแลว้นาํออกมาใส่โถดูดความชื
น ชั งนํ
าหนกัเก็บไวใ้ชก้รองในขั
นตอนต่อไป  

2.5.2 ชั งตวัอยา่งซึ งผา่นการสกดัไขมนัออกแลว้ลงในบีกเกอร์ทรงสูง สําหรับวิเคราะห์
สารเยื อใยขนาด 600 มิลลิลิตร  

2.5.3 เติมกรดซลัฟูริกที มีความเขม้ขน้ร้อยละ 1.25 ปริมาณ 200 มิลลิลิตร  
2.5.4 วางบีกเกอร์บนอุปกรณ์ให้ความร้อนซึ งต่อเขา้กบัอุปกรณ์ควบแน่น แลว้เปิดนํ
 า

หล่ออุปกรณ์ควบแน่นพร้อมเปิดสวทิซ์ไฟ 
2.5.5 ตม้ใหเ้ดือด 30 นาที  
2.5.6 กรองขณะร้อนผา่นกระดาษกรองที ชั งนํ
าหนกัแลว้ 
2.5.7 ลา้งดว้ยนํ
าร้อนจนกระทั งนํ
าลา้งหมดความเป็นกรด 
2.5.8 ถ่ายกากที ไดล้งในบีกเกอร์ใบเดิม  
2.5.9 เติมโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 1.25 ปริมาณ 200 มิลลิลิตร 
2.5.10 วางบีกเกอร์บนอุปกรณ์ใหค้วามร้อนซึ งต่อกบัอุปกรณ์ควบแน่นเช่นเดิม และตม้

ต่ออีก 30 นาที  
2.5.11 กรองขณะร้อนผา่นกระดาษกรองแผน่เดิม  
2.5.12 ลา้งดว้ยนํ
าร้อนจนนํ
าลา้งหมดความเป็นด่าง 
2.5.13 ลา้งดว้ยเอทิลแอลกอฮอล ์(ร้อยละ 95 ) ปริมาณ 10 มิลิลิตร 
2.5.14 นาํกระดาษกรองพร้อมกากใส่ลงในถว้ยกระเบื
องเคลือบ  อบแห้งในตูอ้บไฟฟ้า  

อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ประมาณ 3  ชั วโมง  และทิ
งใหเ้ยน็ในโถดูดความชื
น 
2.5.15 ชั งนํ
าหนกัแลว้อบซํ
 าอีกครั
 ง ๆ ละ 30 นาที  จนกระทั งไดผ้ลต่างของนํ
 าหนกัที 

ชั งสองครั
 งติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 
2.5.16 นาํถ้วยกระเบื
องพร้อมกากที อบแห้งแล้วไปเผาเช่นเดียวกับวิธีการวิเคราะห์

ปริมาณเถา้ 

       ปริมาณไขมนัคิดเป็นร้อยละโดยนํ
าหนกั      = X  100  
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2.5.17 คาํนวณหาปริมาณสารเยื อใยจากสูตร  
 
 
 ผลต่างของนํ
าหนกัตวัอยา่งหลงัอบและหลงัเผา    

นํ
าหนกัตวัอยา่งเริ มตน้    
 
2.6 วเิคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรต  ( by difference ) 

               สูตรคาํนวณ คือ                                                                                                                                                                                
คาร์โบไฮเดรต (%)    =     100  –  ( %ความชื
น + %โปรตีน+ ไขมนั + สารเยื อใย + เถา้ ) 

 3. การหาส่วนประกอบทางเคมีของสารสกดัตานหม่อน 
3.1 การเตรียมสารสกดัตานหม่อน                                            

3.1.1 นาํตวัอยา่งตน้ตานหม่อนที บดเสร็จแลว้มาแช่ในตวัทาํละลายอินทรีย ์3 ชนิด คือ 
hexane , ethyl acetate และ ethanol โดยครั
 งแรกแช่ดว้ย hexane ใชอ้ตัราส่วนของตน้ตานหม่อน 591.12 
กรัม ต่อตวัทาํละลาย 3 ลิตร และเขยา่เป็นครั
 งคราวแช่ไว ้เป็นเวลา 2-3 วนั 

3.1.2 กรองเอาสารสกดัที ไดด้ว้ยสาํลีใส่ภาชนะที แหง้และสะอาด 
3.1.3 ระเหยตวัทาํละลายออกโดยใชเ้ครื องระเหยสุญญากาศ (rotary evaporator) โดย

ใช ้อุณหภูมิที  50 องศาเซลเซียส จะไดส้ารสกดัที ขน้เหนียว ทาํทั
งหมด 3 ซํ
 าเพื อให้ไดส้ารสกดัในแต่ละ
ชั
นมากที สุด 

3.1.4 เก็บสารสกดัที ไดใ้นขวดสีชา 
3.1.5 บนัทึกผลของสารสกดัที ได ้คือ สี และ นํ
าหนกัของสารสกดัที ได ้

หมายเหตุ ต่อไปจึงเปลี ยนสารละลายเป็นแช่สารสกดัต่อดว้ย ethyl acetate และ ethanol ตามลาํดบั โดย                    
 ทาํเหมือนขอ้ที  3.1.1 – 3.1.5 

3.2 การทดสอบหาชนิดของกลุ่มสารในสารสกดัตานหม่อนดว้ยรีเอเจนตช์นิดต่างๆ 
นาํสารสกดัตานหม่อนทั
งหมด 3 ส่วน มาทดสอบหากลุ่มสารสําคญัตามวิธีของออ้มบุญ 

ลว้นรัตน์. ภาควชิาเภสัชวนิิจฉยั. คณะเภสัชศาสตร์. มหิดล (2536) ดงันี
    
3.2.1 ทดสอบกลุ่มสารแอลคาลอยด ์

1) หยด 0.5% สารละลายสารสกดัตานหม่อนชั
น hexane ประมาณ 2-3 หยดลงใน
หลอดทดลอง (ในกรณีที ตะกอนมีสีขาว ขาวนวลหรือเหลืองอ่อน) เติมกรดเจือจาง 1 หยด 

ปริมาณสารเยื อใยคิดเป็นร้อยละ  =  X 100 



33 
 

2) หยดนํ
ายาทดสอบลงไป 1-2 หยด (ระวงัอยา่หยดมากเกินไป) ทาํซํ
 า 3 ซํ
 า 
3) สังเกตสีและปริมาณของตะกอนที เกิดขึ
น บนัทึกผล 

 

ตาราง 3.1 นํ
ายาทดสอบสารแอลคาลอยดที์ ใชแ้ละการแปลผล 

นํ.ายาทดสอบ ผล (สีของตะกอน) 
Dragendorff’s  reagent ส้ม 
Marme’s  reagent ขาว 
Mayer’s  reagent ขาว 
Wagner’s  reagent นํ
าตาลแดง 

 
หมายเหตุ สารละลายสารสกดัตานหม่อนในชั
น ethyl acetate และ ethanol ทาํเหมือนขอ้ที  1) – 3) 

3.2.2 ทดสอบกลุ่มสารฟลาโวนอยด ์
1) วธีิ Shinoda test 

1. นาํสารสะลายสารสกดัตานหม่อนชั
น hexane ประมาณ 1 มิลลิลิตร ลงไปใน
หลอดทดลองใส่แมกนีเซียม 1 ชิ
น (เล็กนอ้ย) เติม conc. HCl 10 หยด สังเกตสีส้มถึงสีแดงที เกิดขึ
น ทาํ
ใหห้ลอดเยน็โดยเจือจางดว้ยนํ
าปริมาตรเท่าตวั 

2. เติม octyl alcohol 1 มิลลิลิตร เขยา่และตั
งทิ
งไวใ้ห้แยกชั
นสังเกตสีแต่ละชั
น
บนัทึกผล ทาํซํ
 า 3 ซํ
 า 
 
ตาราง 3.2 การแปลผลการทดสอบสารกลุ่มฟลาโวนอยดโ์ดยวธีิ Shinoda test  

 
กลุ่มสาร 

ผล 

                          ถา้มี  Flavonol จะใหสี้แดงถึงสีแดงเลือดนก 
                          ถา้มี  Flavone จะใหสี้ส้มถึงสีแดง 
                          ถา้มี  Flavanone จะใหสี้แดงเลือดนกถึงสีม่วงชมพอู่อน 
                          ถา้มี  Flavanonols จะใหสี้เขม้ แดงถึงม่วงแดง 
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2) วธีิ Pew test   
ถ่ายสารละลาย 1 ml ลงในหลอดทดลอง เติม Zn-dust 0.5 g และ 2N HCl 2 หยด 

เขย่าให้เขา้กนัประมาณ 1 นาที เติม conc HCl 10 หยด จะเกิดสีแดงเขม้ภายใน 2-5 นาที แสดงว่ามี 
Flavanonol หรือ Flavonol-3-glycoside ส่วน Flavanone และ Flavonol จะใหสี้จางๆ 

3) ปฏิกิริยากบัด่าง 
นาํสารละลายสารสกดัตานหม่อนชั
น hexane ประมาณ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดลองแลว้เติม Ammonia TS ทีละหยด แลว้สังเกตสีที เกิดขึ
น ทาํ 3 ซํ
 า และบนัทึกผล 
 

ตาราง 3.3 การแปลผลการทดสอบสารกลุ่มฟลาโวนอยดโ์ดยวธีิปฏิกิริยากบัด่าง 

กลุ่มสาร ผล 
ถา้มี Flavone, Flavonol, Xanthone                               จะใหสี้เหลือง 
ถา้มี Flavonone                               จะใหสี้ส้มแดง 
ถา้มี Chalcone  and  Aurone                               จะใหสี้ม่วงทนัที 
ถา้มี Flavanonol                               จะใหสี้ส้มนํ
าตาล 

 
หมายเหตุ  :  สารสกดัตานหม่อนชั
น ethyl acetate และ ethanol ทาํเหมือนขอ้ที  1) – 3) 

 3.2.3 การทดสอบกลุ่มสารแทนนินและฟิโนลิค 
แบ่งสารสะลายตานหม่อนชั
น hexane ใส่ลงในหลอดทดลองหลอดละ 2  มิลลิลิตร  

จาํนวน 7  หลอด 
หลอดที  1 ใชเ้ป็น control (sodium chloride solution) 
หลอดที  2 เติม gelatin solution 2-3 หยด                  ผลบวก ไดต้ะกอนขุ่นขาว 
หลอดที  3 เติม gelatin salt solution 2-3 หยด            ผลบวก ไดต้ะกอนขุ่นขาว 
หลอดที  4 เติม 1% ferric chloride 2-3 หยด              ผลบวก ไดสี้นํ
าเงินเขียว 
 หลอดที  5 เติม bromine water  5-6 หยด                  ผลบวก ไดต้ะกอนเทาสีอ่อน 

(buff–coloured) 
หลอดที  6 vanillin–HCl test ถ่ายสารสกดัลงใน evaporating dish ระเหยจนแหง้บนอ่าง

องัไอนํ
าเติม vanillin reagent 1 มิลลิลิตร และconc. HCl 1 หยด ผลบวก สีแดง (crimson colour) 
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หลอดที  7 เติม lime-water 5 มิลลิลิตร ผลบวก ตะกอนสีเหลือบนํ
 าเงินเทา (blue–gray 
colour)  

   ทาํทั
งหมด 3 ซํ
 า 
การแปลผล 
1 ให้ผลลบกบั gelatin และ gelatin salt reagent ไม่ให้สีกบั ferric chloride แสดงวา่ไม่มี

tannin หรือ phenolic                                     
2 ใหผ้ลบวกกบั gelatin และ gelatin salt reagent ให้สีเขียวกบั ferric chloride, bromine water 

และ vanillin–HCl test ใหผ้ลลบกบั lime-water แสดงวา่มี condensed tannin 
3 ใหผ้ลบวกกบั gelatin และ gelatin salt reagent ใหสี้ออกนํ
าเงิน นํ
 าเงินดาํกบั ferric chloride 

และ lime–water ใหผ้ลลบกบั bromine water และ vanillin–HCl test แสดงวา่มี hydrolysable tannin 
4 ให้ผลบวกกบัทุกการทดสอบ ให้สีนํ
 าเงินอมเขียวกบั ferric chloride แสดงวา่มี tannin ทั
ง

สองประเภท 
5 ให้ผลลบกบั gelatin และ gelatin salt reagent ให้สีนํ
 าเงินหรือ สีเขียว หรือ สีผสมของทั
ง

สองสีกบั ferric chloride แสดงวา่มี phenolic แต่ไม่มี tannin 
 หมายเหตุ สารสกดัตานหม่อนในชั
น ethyl acetate และ ethanol ทาํเหมือนหลอดที  1 – 7 

3.2.4 การตรวจสอบกลุ่มสารจากการแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟี                                 
1) นาํสารสกดัตานหม่อนชั
น hexane, ethyl acetate และ ethanol ละลายดว้ยตวัทาํ

ละลายจนไดส้ารละลายตานหม่อนพอประมาณ 
2) นาํสารละลายตานหม่อนมาคลุกกบัซิลิกา โดยค่อยๆเติมซิลิกาทีละน้อยคนจน

แหง้                        
3) เตรียมคอลมัน์โดยใชต้วัดูดซับเป็นซิลิกาเจล ใช้ hexane เป็นตวัทาํละลาย ให้

ความสูงของตวัดูดซบัประมาณ 15–16 เซนติเมตร  
4) ค่อยๆโรยผงสารสกดัตานหม่อนลงในคอลม้น์ 
5) ใชต้วัชะเริ มจาก hexane, hexane - ethyl acetate, ethyl acetate - ethanol และ 

ethanol โดยเพิ มปริมาณของตวัทาํละลายที มีขั
วมากกวา่ขึ
นเรื อย ๆ 
6) ตรวจหาสารจากคอลมัน์ดว้ยแผ่น TLC และทาํการรวมกลุ่มสารที แยกไดเ้พื อ

นาํไปทดสอบกลุ่มสารดว้ยรีเอเจนตต์่อไป 
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 4. การศึกษาฤทธิ7ทางชีวภาพของสารสกัดจากตานหม่อน 
4.1 การตรวจฤทธิ� ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัตานหม่อนโดยวธีิ DPPH    

(Wenli Yu ,2002 อา้งถึงใน นนัธิดา ศรเผอืก, 2548) 
4.1.1 เตรียมสารละลายตวัอยา่งของสารสกดัตานหม่อนในชั
น hexane โดยนาํสารสกดั

ที ได้ มาทาํให้เจือจางด้วย dichloromethane ให้ไดค้วามเขม้ขน้ต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ ซึ งเป็นความ
เขม้ขน้ที เหมาะสมต่อการทาํ linear regression (absorbance and concentration) 

4.1.2 ปิเปตสารละลาย DPPH 0.3 มิลลิโมลาร์ 1.00 มิลลิลิตร และสารละลายตวัอยา่ง
แต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด เขยา่ให้เขา้กนั แลว้ตั
งทิ
ง
ไวใ้นที มืด 30 นาที 

4.1.3 นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที  517 นาโนเมตร แต่ละตวัอยา่งทาํการทดลอง 3 ซํ
 า 
เพื อหาค่าเฉลี ย ส่วนหลอดที เป็นปฏิกิริยาควบคุม (control) และหลอดที เป็นแบลงค์ (blank) ใช ้
dichloromethane ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร แทนสารละลายตวัอยา่งสารสกดั 

4.1.4 คาํนวณ % radical scavenging 
4.1.5 นาํค่าความเขม้ขน้ของสารละลายและ % radical scavenging ไปสร้างกราฟ 

มาตรฐานเพื อคาํนวณค่า IC50      
4.1.6 สารสกดัใน ethyl acetate, ethanol และสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ ทาํ

เหมือนขอ้ 4.1.1– 4.1.6 
4.2 การตรวจฤทธิ� ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัตานหม่อนโดยวธีิ ABTS    

 (Re et al., 1999  อา้งถึงใน สุรศกัดิ�  ใจเขียนดี และ คณะ, 2550) 
4.2.1 เตรียมสารละลายตวัอยา่งของสารสกดัตน้ตานหม่อนในชั
น hexane โดยนาํสาร

สกดัที ไดม้าทาํให้เจือจางดว้ย acetone (CH3COCH3) ให้ไดค้วามเขม้ขน้ต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ ซึ งเป็น
ความเขม้ขน้ที เหมาะสมต่อการทาํ linear regression (absorbance  and  concentration ) 

4.2.2 ปิเปตสารละลาย 7 มิลลิโมลาร์ ABTS 3.00 มิลลิลิตร และสารละลายตวัอยา่งแต่
ละความเขม้ขน้ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด เขย่าให้เขา้กนั แลว้ตั
งทิ
ง
ไวใ้นที มืด 6 นาที 

4.2.3 จากนั
นนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที  734 นาโนเมตร ในแต่ละตวัอย่างทาํการ
ทดลอง 3 ซํ
 าเพื อหาค่าเฉลี ย ส่วนหลอดที เป็นปฏิกิริยาควบคุม ให้ใช ้acetone ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร 
แทนสารละลายตวัอยา่งสารสกดัและหลอดที เป็นแบลงค ์ใช ้acetone  
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4.2.4 คาํนวณ % radical scavenging 
4.2.5 จากนั
นนาํค่าความเขม้ขน้ของสารละลายและ % radical scavenging ไปสร้าง

กราฟมาตรฐานเพื อคาํนวณค่า IC50 
4.2.6 สารสกดัดว้ย ethyl acetetate , ethanol และสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ ทาํ

เหมือนขอ้ 4.2.1 – 4.2.5 
แผนภูมิแสดงวธีิการทดสอบฤทธิ� ตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และ ABTS ดงัภาพที  3.1 

- 3.2 ตามลาํดบั 
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ภาพที� 3.1 แผนภูมิแสดงวธีิการทดสอบฤทธิ� ตา้นอนุมูลอิสระโดยวธีิ DPPH 
 

สารสกดัในชั
น hexane , ethyl acetate และ ethanol ของตานหม่อน 
 

เตรียมสารละลายตวัอยา่งให้มีความเขม้ขน้แตกต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ 

เติมสารละลายตวัอยา่งแต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร    

และสารละลาย DPPH ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร 

ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื อง vortex mixer 

วดัค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น 517 นาโนเมตร 

ตั
งทิ
งไวใ้นที มืด 30 นาที 
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ภาพที� 3.2 แผนภูมิแสดงวธีิการทดสอบฤทธิ� ตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS 

 

สารสกดัในชั
น hexane , ethyl acetate และ ethanol ของตานหม่อน 
 

เตรียมสารละลายตวัอยา่งให้มีความเขม้ขน้แตกต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ 

เติมสารละลายตวัอยา่งแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร    

และสารละลาย ABTS ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร 

ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื อง vortex mixer 

ตั
งทิ
งไวใ้นที มืด 6 นาที 

วดัค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น 734 นาโนเมตร 
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4.3 การตรวจฤทธิ� ตา้นเชื
อยสีต ์
โดยห้องปฏิบติัการ Biotec ตรวจฤทธิ� ตา้นเชื
อยีสต ์Candida albicans ดว้ยวิธี Resazurin 

Microplate assay ( REMA) ใช ้Negative control เป็น 0.5 % DMSO ส่วน Positive control เป็น 
Amphotericin B ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารตวัอย่างที ใช้ทดสอบ คือ 50 µg/ml (รายละเอียดใน
ภาคผนวก) 

4.4 การตรวจฤทธิ� ตา้นมะเร็ง 
โดยห้องปฏิบติัการ Biotec ตรวจฤทธิ� ตา้นมะเร็งปอด (NCI-H187-Small cell lung cancer)

ดว้ยวิธี Resazurin Microplate assay (REMA) ใช ้Negative control เป็น 0.5% DMSO ส่วน Positive 
control เป็น Ellipticine, Doxorubicin และ Tamoxifen ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารตวัอยา่งที ใชท้ดสอบ
คือ 50 µg / ml (รายละเอียดในภาคผนวก) 

4.5 การตรวจความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ 
โดยห้องปฏิบติัการ Biotec ตรวจความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) ด้วยวิธี Green 

Fluorescent Protein ( GFP )-based assay ใช ้Negative control เป็น 0.5 % DMSO ส่วน Positive control 
เป็น Ellipticine ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารตวัอย่างที ใช้ทดสอบ คือ 50 µg/ml (รายละเอียดใน
ภาคผนวก) 

4.6 การตรวจฤทธิ� ตา้นอลัไซเมอร์ 
       ฤทธิ� ตา้นอลัไซเมอร์ของสารสกดัตานหม่อน ตรวจสอบจากความสามารถของสารสกดัใน

การยบัย ั
งเอนไซมแ์อซีทิลโคลีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase) โดยใชเ้ทคนิคการวิเคราะห์ดว้ยวิธี
ทางสเปกโทรสโคปี ใชแ้อซีทิลไธโอโคลีนไอโอไดด์ (acetylthiocholineiodide) เป็นสารตั
งตน้ ตามวิธี
ที ปรับปรุงมาจากวิธีการของ Ellman Ref  การทดลองจะใช้ถาดหลุมชนิด 96 หลุม โดยเริ มแรกใส่
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ pH 8.0 ปริมาตร 140 มิลลิลิตร ตามดว้ย 20 มิลลิลิตรของ
สารละลายเอนไซมแ์อซีทิลโคลีนเอสเทอเรส (0.2 U/mL) และ 20 มิลลิลิตรของสารตวัอยา่งที ละลายใน 
80% เมทานอล จากนั
นบ่มสารผสมดงักล่าวเป็นเวลา 15 นาที สุดทา้ยเติม 20 มิลลิลิตรของสารละลาย
ผสม 5 มิลลิโมลาร์ สารละลาย 5,5′-ไดไธโอบิช[2-ไนโตรเบนโซอิค แอซิด] ที มีโปรตีนมาตรฐาน 
bovine serum albumin (BSA) อยู ่0.1% และ 5 มิลลิโมลาร์สารละลายแอซีทิลไธโอโคลีน ไอโอไดด์ ใน
อตัราส่วน 5 ต่อ 1 นาํไปเขยา่ที อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที และวดัค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น 
405 นาโนเมตร ดว้ยเครื อง Microtiter plate reader (Sunrise, Tecan) ทาํการคาํนวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั
ง
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เอนไซมแ์อซีทิลโคลีนเอสเทอเรส โดยใชก้าแลนทามีน เป็นสารอา้งอิงมาตรฐาน และทุกๆ การทดลอง
จะทาํซํ
า 3 ครั
 ง 

4.7 การตรวจฤทธิ� ตา้นเชื
อไวรัสเอชไอวี (HIV) 
ทดสอบฤทธิ� ตา้นเชื
อเอชไอวีของสารสกดัเอทานอลของตานหม่อน  โดยใชเ้ซลลเ์มด็เลือด

ขาวชนิดโมโนนิวเคลียส ( PBMC ) มีขั
นตอนการทาํตามลาํดบัดงันี
  
1. ใส่  IL-2-GM (20%FBS) 100 µl ต่อ หลุม ในทุกหลุม columns 2-12 ( column 2 ทาํ virus 

control ) ของเพทแบบ 96 หลุมรูปตวัย.ู ใส่ IL-2-GM (20%FBS) 150 µl ใน columns 1 ( cell control). 
2. ใส่สารสกดัเอทานอลของตานหม่อน 125 µl ทาํซํ
 าใน row E-H, column 3-4. (1 g stock 

solution). 
3. ผสมสารสกดัเอทานอลของตานหม่อน  ใน row E-H, column 3-4 แลว้ถ่าย 125 µl ไปยงั row 

E-H, column 5-6. ทาํซํ
 าและถ่ายเพื อทาํการเจือจางสารสกดัเอทานอลของตานหม่อนจนไปถึง row A-D, 
column 3-12 (these are serial; 2-fold dilutions). หลงัจากนั
นก็ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ถ่ายที เหลือ 125 µl.ทิ
ง
ดงัแสดงตามแผนภาพแสดงการเจือจางสารสกดัเอทานอลของตานหม่อน 

 4. ใส่ไวรัสเอชไอวี 50 µl ในทุกหลุมของ column 2-12 [ เจือจางไวรัสในสารสกดัเอทานอล
ของตานหม่อน  เลี
ยงเซลล์ ( IL-2-GM (20%FBS) ให้มีค่าไวรัสที  100 TCID ]. Column 2 เป็น virus 
controls (ไม่ใส่สารสกดัเอทานอลของตานหม่อน . Column 1 เป็น cell controls (ไม่ใส่ไวรัส และสาร
สกดัเอทานอลของตานหม่อน  ). 

5. นาํไปอบในตูอ้บ CO2 ที  37°C และ 5% CO2 1 ชั วโมง.  
6. นาํเซลล ์เมด็เลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส (PBMC) มานบั  แลว้เจือจางให้ความเขม้ขน้ของ

เซลลเ์ท่ากบั 100,000 เซลลต์่อ 1 ml โดยผสมดว้ย IL-2-GM(20%FBS) อยา่งนอ้ย 10 ml. 
7. ใส่เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส (PBMC) 100 µl โดยให้มีความเขม้ขน้ที  100,000 

เซลลต์่อ 1 ml (10,000 เซลลต์่อหลุม) ในทุกหลุมของเพท 96 หลุม. 

8. นาํไปอบในตูอ้บ CO2 ที  37°C และ 5% CO2  เป็นเวลา 7 วนั และทาํการตรวจสอบการ
เปลี ยนแปลงของเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบัหลงัจากอบเพื อดูการติดเชื
อและความเป็นพิษ. 

9. ตรวจผลการทดลองโดยวิธี p24 Antigen ใน supernatant (สารสกดัเอทานอลของตานหม่อน
ที เลี
ยงเซลล)์ ในทุกความเขม้ขน้ของสารสกดัเอทานอลของตานหม่อน รวมถึง ไวรัส และ เซลลที์ ทาํ
การควบคุม หลงัจากอบ 7 วนั. 
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 แผนภาพแสดงการเจือจางสารสกดัเอทานอลของตานหม่อน    

 

 
 

 
ภาพที� 3.3 แผนภาพแสดงการเจือจางสารสกดัเอทานอลของตานหม่อน 

 
 
 
 
 

µg CC VC 0.016 0.008 0.004 0.002 0.001 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             

µg CC VC 0.500 0.250 0.125 0.063 0.031 

Discard 
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 การทดสอบการยบัย ั
งเชื
อเอชไอวีดว้ยสารสกดัเอทานอลของตานหม่อน ในเซลล์เม็ดเลือดขาว
ชนิดโมโนนิวเคลียส (PBMC). แสดงเป็นแผนภาพง่ายๆไดด้งันี
  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ใส่ไวรัสที มีความเขม้ขน้ที  100 TCID รวมกบัสารสกดัแลว้อบที  37°C และ 5% CO2 

ใส่เซลลเ์มด็เลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส (PBMC) 10,000 เซลลต่์อหลุม 

นาํไปอบในตูอ้บ CO2 ที  37°C และ 5% CO2 เป็นเวลา 7 วนั 

เจือจางสารสกดัเอทานอลของตานหม่อนใหมี้ความเขม้ขน้เป็น 0.5, 0.25, 0.125, 0.063, 0.031, 

0.016, 0.008, 0.004, 0.002, 0.001 µg 

ตรวจสอบการติดเชื
อเอชไอวีและความเป็นพิษของเซลลเ์บื
องตน้โดยกลอ้งจุลทรรศน์ 

ตรวจสอบผลการทดลองโดยวธีิ p 24 Antigen ใน supernatant (นํ
ายาเลี
ยงเซลล)์ ทุกความเขม้ขน้

ของสารสกดั รวมทั
ง ไวรัส และ เซลลที์ ควบคุม หลงัจากอบ 7 วนั 
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สถานที�ทําการศึกษาและวจัิย 
1. การทดสอบหาคุณค่าทางโภชนาการ ทาํการทดสอบที สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์  

ม ห า วิ ท ย า ลัย ร า ช ภัฏ จัน ท ร เ ก ษ ม  แ ล ะ ที ส ถ า บัน ค้น ค ว้ า แ ล ะ พัฒ น า ผ ลิ ต ภัณ ฑ์ อ า ห า ร  
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

2. การบดตานหม่อนด้วยเครื องบดขนาดใหญ่ ทาํการบดที สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์  
มหาวทิยาลยัรามคาํแหง 

3. การวิเคราะห์ส่วนประกอบทางเคมี ทาํการวิเคราะห์ที สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์  
มหาวทิยาลยัราชภฏัจนัทรเกษม      

4. การตรวจหาฤทธิ� ทางชีวภาพต่างๆ ทาํการตรวจที ห้องปฏิบติัการตรวจหาสารออกฤทธิ� ทาง
ชีวภาพ ศูนย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ และที ห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา 
โรงพยาบาลศิริราช 

 
ระยะเวลาทําการวจัิย 
 1 ปี 7 เดือน  เริ มวจิยั เดือน มกราคม พ.ศ 2555 ถึง  เดือน กรกฎาคม พ.ศ 2556  

 
 

 


