
บทที่ 3  

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสำรเคมี 

ในการศกึษากระบวนการสกดัสารต้านอนมุลูอิสระจากเปลือก และเมล็ดของผลมงัคดุทัง้แบบ

สดและแบบอบแห้งด้วยตวัท าละลายต่างชนิด อีกทัง้การศึกษาหาปริมาณสารฟีนอลิก และฟลาโว

นอยด์ทัง้หมด (Total Phenolic and Flavonoid Contents) และคณุสมบตัิในการเป็นสารต้านอนมุลู

อิสระด้วยวิธี DPPH และABTS (DPPH and ABTS assays) ดงักล่าว จะมีการใช้เคร่ืองมือและ

อุปกรณ์ท่ีเก่ียวข้องในการวิเคราะห์ดังนี ้โดยสารเคมีท่ีใช้ในการทดลองท่ีใช้เป็นระดับคุณภาพ

ห้องปฏิบตักิารเคมีวิเคราะห์ (Analytical Grade) แสดงดงัในตารางท่ี 3.1 และตารางท่ี 3.2 

ตำรำงที่ 3.1  เคร่ืองมือ และอปุกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิตและรุ่น ประเทศ 

Analytical Balance Sartorius / CPA224S Germany 

Autopipette (20 – 200 µL) Thermo Scientific / FINNPIPETTE F2 Finland 

Autopipette (100 – 1000 µL) Thermo Scientific / FINNPIPETTE F2 Finland 

Benchtop Centrifuge SCANSPEED / 1580R Denmark 

Hot Air Oven Binder / FD 240 Germany 

Rotary Vacuum Evaporator BÜCHI Rotaryvapor / R-200 Switzerland 

Mesh Sieve Tyler U.S.A. 

Orbital Shaker Gerhardt / Laboshake Netherland 

Purify Water Generator Type I TKA / GENPURE UF-UV Germany 

Refrigerator 4 °C EVERMED / LCRF 625S PRO Italy 

UV/Visible spectrophotometer UVIKON 900XLX5 / Schott France 

Vortex Mixer Vision Scientific / KMC-1300V South Korea 

Water Bath DIGITAL HEAT / DH-45-110 Thailand 
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ตำรำงที่ 3.2  สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

สำรเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

Acetone Merck Germany 

Acetonitrile Merck Germany 

2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6- 

sulphonic acid) 

Sigma U.S.A. 

Aluminium Chloride Hexahydrate Merck Germany 

Dichloromethane Merck Germany 

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  Aldrich U.S.A. 

Ethanol, absolute Merck Germany 

Ethyl Acetate Merck Germany 

Folin-Ciocalteu’s Phenol Reagent Merck Germany 

Gallic Acid Monohydrate Sigma-Aldrich U.S.A. 

n-Hexane Merck Germany 

Methanol, absolute Merck Germany 

Rutin Trihydrate Sigma U.S.A. 

Sodium Carbonate Merck Germany 

Sodium Hydroxide Merck Germany 

Sodium Nitrite Merck Germany 

 

3.2 กำรออกแบบกระบวนกำรสกัดสำรต้ำนอนุมูลอิสระจำกเปลือก และเมล็ดของผล

มังคุดทัง้แบบสดและแบบอบแห้ง 

หลักในการออกแบบกระบวนการสกัดสารต้านอนุมูลอิสระจากผลมังคุดในครัง้นี  ้ได้

ท าการศกึษาหาข้อมลูเก่ียวกบัตวัอย่างผลมงัคดุ ท่ีน ามาใช้ในการศกึษา และหาสภาวะท่ีเหมาะสม

ในการสกัดสารต้านอนุมูลอิสระ โดยมีขัน้ตอนการด าเนินงานตัง้แต่การคดัเลือกตวัอย่าง การเก็บ

รักษาตวัอย่าง ขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่าง และขัน้ตอนวิธีการสกดัสารต้านอนมุลูอิสระจากผลมงัคดุ
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เพ่ือให้ได้ปริมาณสารต้านอนมุลูอิสระสงูท่ีสดุ  ตลอดจนท าการศกึษาคณุสมบตัิของสารสกดัท่ีได้จาก

ส่วนของน า้จากเนือ้ เมล็ดและเปลือกนอกของผลมงัคดุแบบสด และแบบอบแห้ง ท่ีคดัเลือกมา

เพ่ือให้ได้สารต้านอนมุลูอิสระท่ีดีมีคณุภาพ เหมาะแก่การน าไปใช้ประโยชน์ตอ่ไป 

ในงานวิจยัได้ท าการสกดัสารต้านอนมุลูอิสระโดยจะน าส่วนของเมล็ดและเปลือกนอกของผล

มงัคดุแตล่ะชนิดไปท าการเตรียมตวัอยา่ง และท าการสกดัในขัน้ตอนตอ่ไป ดงัแสดงในรูปท่ี 3.1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.1  กระบวนการสกดัสารต้านอนมุลูอิสระจากผลมงัคดุท่ีออกแบบไว้ 

 

 

ตวัอยา่งผลมงัคดุ 

ล้างตวัอยา่งผลมงัคดุ 

บดสว่นของเปลือกท่ีให้ละเอียด        

ด้วยเคร่ืองป่ันละเอียด 

 

ผา่และคัน้เอาน า้ออก  ปอกเปลือกด้วยมีด 

น าไปสกดัด้วยตวัท าละลาย 

ชนิดตา่งๆ 

วิเคราะห์คณุสมบตัทิางกายภาพและเคมีรวมถึง
คณุสมบตัใินการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ 

น า้จากผลของพืชตวัอยา่ง 
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3.3 กำรหำปริมำณควำมชืน้จำกเปลือก และเมล็ดของผลมังคุด 

น าเปลือกของตวัอย่างผลมังคุดท่ีได้จากการเตรียมตัวอย่างมาหาปริมาณความชืน้ด้วยวิธี 

Oven Drying Method (AOAC, 2000) โดยชัง่ตวัอย่างประมาณ 1.00 ± 0.05 กรัม ท่ีเหมาะสมให้

ทราบน า้หนกัท่ีแนน่อน ใสใ่นภาชนะอลมูิเนียม (ซึ่งผ่านการอบ 30 นาที และทราบน า้หนกัท่ีแน่นอน) 

โดยเปิดฝาเล็กน้อย  น าไปอบแห้งด้วยเคร่ืองเป่าลมร้อน (Hot Air Oven) ท่ีอณุหภูมิ 105 ± 3 องศา

เซลเซียส  เป็นเวลาประมาณ 12 ชั่วโมง จากนัน้น าภาชนะออกจากตู้ อบลมร้อนพร้อมปิดฝา

อลูมิเนียม ทิง้ให้เย็นในโถดดูความชืน้ประมาณ 60 นาที  ท่ีอุณหภูมิห้อง ชั่งน า้หนกั  น าผลท่ีได้ไป

ค านวณหาปริมาณความชืน้ โดยคดิเป็นเปอร์เซ็นต์ของความชืน้ ดงันี ้

วิธีค านวณ เปอร์เซ็นต์ความชืน้   =   
( )

w-w

w-100

1

21w   

เม่ือ w  =  น า้หนกัของจานอลมูิเนียมพร้อมฝาปิด (กรัม) 

 w1  =  น า้หนกัของจานอลมูิเนียมพร้อมฝาปิด  และตวัอยา่งก่อนอบ  (กรัม) 

 w2  =  น า้หนกัของจานอลมูิเนียมพร้อมฝาปิด  และตวัอยา่งหลงัอบ  (กรัม) 

 

3.4 กำรเตรียมตัวอย่ำงสำรสกัดจำกเปลือกและเมล็ดของผลมังคุดทัง้แบบสด และแบบ

อบแห้งด้วยตัวท ำละลำยต่ำงชนิด 

 

3.4.1 วัตถุดบิ 

ตวัอยา่งผลของมงัคดุจากตลาดสดท้องถ่ินในเขตพืน้ท่ีบางขนุเทียน กรุงเทพมหานคร 

 

3.4.2 กำรเตรียมตัวอย่ำงผลมังคุด 

ตวัอย่างผลมงัคดุน ามาล้างท าความสะอาดและผึ่งจนแห้งท่ีอุณหภูมิห้อง น ามาแยก

สว่นเปลือก เมล็ด และเนือ้ออกจากกนั โดยใช้มีดปลอกผลไม้ ปลอกส่วนเปลือกโดยไม่ให้สีม่วงติดอยู่

ท่ีสว่นเนือ้ ซึง่ปลายท่ีได้จะหนาไม่เกิน 1 มิลลิเมตร  แล้วหัน่เป็นชิน้เล็กๆ จากนัน้น ามาบดด้วยเคร่ือง

ป่ันละเอียดและน าไปร่อนผ่านตระแกรง (Mesh Sieve) ขนาด 16 mesh ส่วนของเนือ้และเมล็ดแยก

ออกจากกันโดยการผ่าคร่ึงแล้วแยกส่วนเมล็ดออก น าส่วนของเนือ้ไปคัน้น า้ออกด้วยเคร่ืองคัน้น า้
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ผลไม้  จากนัน้น าตวัอย่างท่ีผ่านการเตรียมไปเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 ºC เพ่ือรอการน าไปสกัดและ

วิเคราะห์ตอ่ไป 

 

3.4.3 กำรสกัดสำรตัวอย่ำงจำกเปลือกนอกและเมล็ดของผลมังคุดแบบสด และแบบ

อบแห้งโดยใช้ตัวท ำละลำยต่ำงชนิด 

 

น าเปลือกนอกและเมล็ดของตัวอย่างผลมังคุดแบบสดและแบบอบแห้งท่ีผ่านการ

บดละเอียดมาชัง่ให้ได้น า้หนกัท่ีแน่นอน 1.0 กรัม เติมสารละลายแต่ละชนิดท่ีใช้สกัดปริมาตร 50 

มิลลิลิตร แล้วน าไปเขย่าด้วยเคร่ือง Orbital Shaker เป็นเวลา 8 ชั่วโมง หลงัจากนัน้กรองด้วย

กระดาษกรอง Whatman (No.1) แล้วระเหยเอาสารละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยแบบลดความดนั 

(Rotary Vacuum Evaporator) ท่ีอณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  จนได้สารสกัดท่ีมีความหนืด ซึ่ง

สารละลายท่ีใช้สกัดสารต้านอนุมูลอิสระในงานวิจัยนี ้คือ Purified Water (H2O), Methanol 

(CH4O), 80 % (v/v) Methanol, Ethanol (C2H6O), 80 % (v/v) Ethanol, Acetonitrile (C2H3N), 

Acetone (C3H6O), 80 % (v/v) Acetone, Dichloromethane (CH2Cl2), Ethyl Acetate (C4H8O2) 

และ n-Hexane (C6H14) จากนัน้ท าให้แห้งด้วยเคร่ืองเป่าลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ชัง่

น า้หนกัค านวณหา ร้อยละของผลผลิต (% yield) จากสตูร 

% yield     =               น า้หนกัสารสกดัท่ีได้  x  100 

             น า้หนกัเปลือกนอกของผลมงัคดุท่ีใช้ในการสกดั 

ละลายสารสกดัท่ีได้ด้วยตวัท าละลายและปรับปริมาตรให้เป็น 5 มิลลิลิตร น าสารละลายท่ีได้เก็บใส่

ขวดสีชาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

 

3.5 กำรวิเครำะห์ปริมำณสำรฟีนอลิกทัง้หมด (Total Phenolic Contents) 

วิธี Folin-ciocalteu  (Waterhouse et al., 2001) เป็นวิธีการหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ทัง้หมดโดยเทียบกับสาระลายมาตรฐาน Gallic Acid ต่อน า้หนกัของสารสกัดของตวัอย่าง ซึ่ง

สามารถวดัคา่ดดูกลืนแสงได้ดีท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร 
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3.5.1 กำรเตรียมสำรละลำยส ำหรับกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรฟีนอลิกทัง้หมด 

3.5.1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic Acid เข้มข้น 1,000 ppm 

ชัง่ Gallic Acid Monohydrate 40 กรัม ละลายด้วย Methanol แล้วถ่ายลงใน

ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Methanol จนถึงขีดวดัปริมาตร ผสมให้เข้า

กนั 

3.5.1.2 การเตรียมสารละลาย 20 % (w/v) Sodium Carbonate 

ชัง่ Sodium Carbonate 40 กรัม ละลายด้วย Methanol แล้วถ่ายลงในขวดวดั

ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Methanol จนถึงขีดวดัปริมาตร ผสมให้เข้ากนั 

 

3.5.2 วิธีกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรฟีนอลิกทัง้หมด 

ปิเปตสารละลายมาตรฐาน และ/หรือ สารสกดัตวัอย่างสกัดตวัอย่าง 0.5 มิลลิลิตร ลง

ในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร เติมน า้ปราศจากไอออนปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร แล้วเติม Folin-

Ciocalteu’s Phenol Reagent ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร และตัง้ทิง้ไว้นาน 8 นาที แล้วเติม 20 % (w/v) 

Na2CO3 ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร น าไปอุ่นในอ่างน า้ควบคมุอณุหภูมิ (Water Bath) 40 องศา-

เซลเซียส นาน 30 นาที จากนัน้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องแล้ววดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 

นาโนเมตร โดยใช้เคร่ือง UV/Visible spectrophotometer 

 

3.6 กำรวิเครำะห์ปริมำณสำรฟลำโวนอยด์ทัง้หมด (Total Flavonoid Contents) 

วิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทัง้หมดในสารสกัดตัวอย่างจากผลมังคุดด้วยวิธี 

Aluminium Chloride Colorimetric Assays (Bushra et al., 2009) วิธีนีเ้ป็นวิธีวดัโดยการ

เกิดปฏิกิริยา AlCl3 ท่ีเติมในปฏิกิริยา เกิดสารประกอบเชิงซ้อนกบัสารฟลาโวนอยด์ (Aluminium / 

Flavonoid) ซึง่สามารถวดัคา่ดดูกลืนแสงได้ดีท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร 
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3.6.1 กำรเตรียมสำรละลำยส ำหรับกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรฟลำโวนอยด์ทัง้หมด 

3.6.1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Rutin เข้มข้น 5,000 ppm 

ชัง่ Rutin Trihydrate 40 กรัม ละลายด้วย Methanol แล้วถ่ายลงในขวดวดั

ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Methanol จนถึงขีดวดัปริมาตร ผสมให้เข้ากนั 

3.6.1.2 การเตรียมสารละลาย 30 % (v/v) Ethanol 

ตวง Ethanol (absolute) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร แล้วถ่ายลงในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน า้ปราศจากไอออนจนถึงขีดวดัปริมาตร ผสม

ให้เข้ากนั 

 

3.6.1.3 การเตรียมสารละลาย 5 % (w/v) Sodium Nitrite 

ชัง่ Sodium Nitrite 40 กรัม ละลายด้วยน า้ปราศจากไอออนแล้วถ่ายลงในขวด

วดัปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน า้ปราศจากไอออนจนถึงขีดวดัปริมาตร ผสมให้

เข้ากนั 

 

3.6.1.4 การเตรียมสารละลาย 10 % (w/v) Aluminium Chloride 

ชัง่ Aluminium Chloride Hexahydrate 40 กรัม ละลายด้วยน า้ปราศจาก

ไอออนแล้วถ่ายลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน า้ปราศจากไอออน

จนถึงขีดวดัปริมาตร ผสมให้เข้ากนั 

 

3.6.1.5 การเตรียมสารละลาย 1 M Sodium Hydroxide 

ชัง่ Sodium Hydroxide 40 กรัม ละลายด้วยน า้ปราศจากไอออนแล้วถ่ายลงใน

ขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน า้ปราศจากไอออนจนถึงขีดวดัปริมาตร 

ผสมให้เข้ากนั 
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3.6.2 วิธีกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรฟลำโวนอยด์ทัง้หมด 

ปิเปตสารละลายมาตรฐาน และ/หรือ สารสกดัตวัอย่างสกดัตวัอย่าง 1.0 มิลลิลิตร เติม 

30 % (v/v) Ethanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วเติม 5 % (w/v) NaNO2 ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตร และ

ตัง้ทิง้ไว้นาน 5 นาที เติม 10 % (w/v) AlCl3 ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตร และตัง้ทิง้ไว้อีก 6 นาที จึงเติม 1 

M NaOH ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร ด้วย 30 % (v/v) Ethanol จากนัน้

ผสมให้เข้ากนัแล้ววดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร โดยใช้เคร่ือง UV/Visible 

spectrophotometer 

 

3.7 กำรวิเครำะห์คุณสมบัติในกำรเป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH (DPPH 

assays) 

 

วิธีวิเคราะห์คณุสมบตัิในการเป็นสารต้านอนมุูลอิสระของสารสกดัตวัอย่างจากผลมงัคดุด้วย

วิธี DPPH assays (Brand-Williams et al., 1995) วิธีนีเ้ป็นวิธีวดัทางอ้อมโดยใช้สาร 2,2-diphenyl-

1-picrylhydrazyl หรือ DPPH radical (DPPH•) มีสตูรโมเลกลุ C18H12N5O6 เป็น stable radical ใน

ตวัท าละลาย Methanol ซึ่งสารละลายนีมี้สีม่วง และสามารถดดูกลืนแสงได้ดีท่ีความยาวคล่ืน 515 

นาโนเมตร 

 

3.7.1 กำรเตรียมสำรละลำยส ำหรับกำรวิเครำะห์คุณสมบัติในกำรเป็นสำรต้ำนอนุมูล

อิสระด้วยวิธี  DPPH 

 

3.7.1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid เข้มข้น 1,000 ppm 

ชัง่ Gallic acid monohydrate 40 กรัม ละลายด้วย Methanol แล้วถ่ายลงใน

ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Methanol จนถึงขีดวดัปริมาตร ผสมให้เข้า

กนั 
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3.7.1.2 การเตรียมสารละลาย DPPH• เข้มข้น 6.5×10-2 mM 

ชัง่ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 0.0150 กรัม ละลายด้วย Methanol แล้ว

ถ่ายลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Methanol จนถึงขีดวดัปริมาตร 

ผสมให้เข้ากนั 

 

3.7.2 วิธีกำรวิเครำะห์คุณสมบัตใินกำรเป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH 

น าสารละลาย DPPH• ใสล่งในหลอดทดลองขนาดกลางหลอดละ 3 มิลลิลิตร จ านวน 3 

หลอด เตมิสารละลายมาตรฐาน และ/หรือ สารสกดัตวัอย่าง หลอดละ 0.30 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนั

แล้วตัง้ทิง้ไว้ 15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนัน้วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV/Visible 

spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร โดยใช้ Methanol เป็นสารละลายแบงค์ 

(Blank) และใช้สารละลาย DPPH• ท่ียงัไมมี่การเตมิสารละลายมาตรฐานเป็นชดุควบคมุ (Control)  

สารละลายมาตรฐานอ่ืนๆท่ีความเข้มข้นต่างๆและสารตัวอย่าง ท าการทดลอง

เช่นเดียวกัน โดยเปล่ียนความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน และ /หรือ สารละลายตัวอย่าง 

ค านวณหาหาเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH (%DPPH radical scavenging activity) จาก

คา่การดดูกลืนแสงเฉล่ีย (คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน และ/หรือ สารละลายตวัอย่าง

, Asample) โดยคดิเทียบกบัคา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ (Acontrol) ดงัสมการนี ้
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น าเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้อนมุูลอิสระ DPPH สร้างกราฟเทียบกับความเข้มข้นแล้วหา

ความเข้มข้นท่ีสามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได้ร้อยละ 50 ของปริมาณอนมุลูอิสระทัง้หมด (IC50) 

 

3.8 กำรวิเครำะห์คุณสมบัตใินกำรเป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี  ABTS (ABTS assays) 
 

วิธีวิเคราะห์คณุสมบตัิในการเป็นสารต้านอนมุูลอิสระของสารสกดัตวัอย่างจากผลมงัคดุด้วย

วิธี ABTS assays (Rice-Evans et al., 1996) วิธีนีเ้ป็นวิธีวัดโดยใช้สาร 2,2'-Azino-bis                     
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(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) หรือ ABTS•+ มีสตูรโมเลกลุ C18H24N6O6S4 เป็น stable 

radical ในตวัท าละลาย Methanol ซึ่งสารละลายนีมี้ฟ้า และสามารถดดูกลืนแสงได้ดีท่ีความยาว

คล่ืน 734 นาโนเมตร 

 

3.8.1 กำรเตรียมสำรละลำยส ำหรับกำรวิเครำะห์คุณสมบัติในกำรเป็นสำรต้ำนอนุมูล

อิสระด้วยวิธี  ABTS 

 

3.8.1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid เข้มข้น 1,000 ppm 

ชัง่ Gallic Acid Monohydrate 40 กรัม ละลายด้วย Methanol แล้วถ่ายลงใน

ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Methanol จนถึงขีดวดัปริมาตร ผสมให้เข้า

กนั 

 

3.8.1.2 การเตรียมสารละลาย ABTS•+ เข้มข้น 6.5×10-2 mM 

ชัง่ 2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) 0.0150 กรัม 

ละลายด้วย Methanol แล้วถ่ายลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 

Methanol จนถึงขีดวดัปริมาตร ผสมให้เข้ากนั 

 

3.8.2 วิธีกำรวิเครำะห์คุณสมบัติในกำรเป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี  ABTS 

น าสารละลาย ABTS•+ ใส่ลงในหลอดทดลองขนาดกลางหลอดละ 3.00 มิลลิลิตร 

จ านวน 3 หลอด เติมสารละลายมาตรฐานหลอดละ 0.30 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนัแล้วตัง้ทิง้ไว้ 15 

นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง จากนัน้วดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV/Visible spectrophotometer ท่ี

ความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร โดยใช้เมทานอลเป็นสารละลายแบงค์ (Blank) และใช้สารละลาย 

ABTS ท่ียงัไมมี่การเตมิสารละลายมาตรฐานเป็นชดุควบคมุ (Control) 

สารละลายมาตรฐานอ่ืนๆท่ีความเข้มข้นต่างๆและสารตัวอย่าง ท ากา รทดลอง

เช่นเดียวกัน โดยเปล่ียนความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน และ/หรือ สารละลายของตวัอย่าง 

ค านวณหาหาเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้อนมุลูอิสระ ABTS (%ABTS radical scavenging activity) จาก
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คา่การดดูกลืนแสงเฉล่ีย (คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน และ/หรือ สารละลายตวัอย่าง

, Asample) โดยคดิเทียบกบัคา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ (Acontrol) ดงัสมการนี ้
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น าเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้อนุมลูอิสระ ABTS สร้างกราฟเทียบกับความเข้มข้นแล้วหาความ

เข้มข้นท่ีสามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได้ร้อยละ 50 ของปริมาณอนมุลูอิสระทัง้หมด (IC50) 


