
บทท่ี 3 
 วิธีด าเนินการวิจยั  
 
การเกบ็และเตรียมตวัอย่างพืช        

เก็บตวัอย่างดอกดาวเรอืงสดที่เหลอืจากการเก็บเกี่ยวของเกษตกร หมู่บ้านเกาะฝ้าย             
อ.ขาณุวรลกัษบุร ี จ.ก าแพงเพชร เกบ็เมือ่ เดอืนธนัวาคม พ.ศ 2557  

เตรยีมตวัอย่างดอกดาวเรอืงสด โดยน ามาแกะเอาเฉพาะกลบีดอกแล้วป ัน่ให้ละเอยีด
ดว้ยเครือ่งป ัน่  

        

ภาพ 22 ตวัอยา่งดอกดาวเรอืง 

เครื่องมือและสารเคมี 
 เครื่องมือ 

เครื่อง เขย่า เครื่อง ไมโครเพลท รดีเดอร ์(รุ่น SEECTROstar Nano บรษิทั ไซแอน
ตฟิิค โปรโมชนั จ ากดั) เครือ่งระเหยสญูญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) (ยีห่อ้ Buchi รุ่น 
R-124) เครื่อง  ยวูสีเปกโตรโฟโตมเิตอร ์(รุ่น Lamda 25 บรษิทั Perkin Elmer) เครื่องไออา 
(รุ่น Nicolet iS5 ยีห่อ้ Thermo Scientific) เครื่องชัง่วเิคราะหท์ศนิยม 4 ต าแหน่ง เครื่อง NMR 
400 MHz ยีห่อ้ Bruker เครือ่ง MS ยีห่อ้ Perkin Elmer เครือ่งวดั pH 

สารเคม ี                                          
สารเคมทีีใ่ชใ้นงานวจิยั ไดแ้ก่ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) จากประเทศ 

Germany, สารมาตรฐาน Gallic acid,  เอทานอล (EtOH), เฮกเซน (Hexane) บรษิทั เวลิลเ์คมี
คอลเซน็เตอร,์ เอทลิอะซเิตท (EtOAc) บรษิทัททีเีค ซายเอนซ์,  โซเดยีมคารบ์อเนต (Na2CO3), 
อลมูเินียมคลอไรด ์(AlCl3.6H2O) reagent, ฮอรโ์มน จบิเบอเรลลดิแอซดิ บรษิทั ฟลาย เคมคีลัส ์
จ ากดั, สารละลายธาตุอาหาร เอ บ ีบรษิทั เซยีพานิช พษิณุโลก , ซลิกิา เจล,   4-methoxy-
benzaldehyde, H2SO4 
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วิธีการด าเนินการวิจยั 
 ศึกษาระบบตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกดัสารประกอบฟลาโวนอยด ์ 

เนื่องจากพชืแต่ละชนิดมสีารไม่เหมอืนกนัท าให้การเลอืกตวัท าละลายที่ใช้ในการสกดั
ต่างกนัด้วย ดงันัน้จงึต้องศกึษาหาระบบตวัท าละลายทีเ่หมาะสมเพื่อให้ได้สารปรมิาณมากและ
ตรงเป้าหมาย ส าหรบัเป้าหมายในครัง้น้ีคอื สารประกอบฟลาโวนอยด ์โดยใชอ้ตัราส่วนของตวั
ท าละลายทีต่่างกนั ตวัท าละลายทีใ่ชค้อื เอทานอล เอทลิอะซเิตด และน ้า ในอตัราส่วนผสมที่ 
ต่ า ง กั น                                                       ด                                                                        
  การเตรียมตัวอย่างดอกดาวเรืองส าหรบัศึกษาระบบตัวท าละลายท่ี
เหมาะสม เกบ็ดอกดาวเรอืงน ้าหนักสด 2 กโิลกรมั เลอืกและแกะเอาเฉพาะกลบีดอก จากนัน้
ป ัน่ใหล้ะเอยีด เตรยีมขวดรปูชมพู่ขนาด 250 ml 22 ใบ ใส่ดอกดาวเรอืงสดน ้าหนัก 50 กรมั ลง
ในแต่ละใบ (แต่ละความเขม้ขน้ท าสามซ ้า) จากนัน้ใส่ตวัท าละลายที่เตรยีมไว้ 11 ระบบ ดงั
ตาราง 1 จ านวน 150 ml แสดงดงัภาพ 23 

          

ภาพ 23 ขัน้ตอนการเตรยีมตวัอยา่ง 

 ตาราง 1 ระบบตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดั 

ล าดบั      ระบบตวัท าละลาย ล าดบั    ระบบตวัท าละลาย 
  1 100% EtOAc   7 20% H2O/EtOH 
  2 20% EtOH/EtOAc   8 40% H2O/EtOH 
  3 40% EtOH/EtOAc   9 60% H2O/EtOH 
  4 60% EtOH/EtOAc  10 80% H2O/EtOH 
  5 80% EtOH/EtOAc  11 100% H2O 
  6 100% EtOH   
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  วิธีการสกดั แบ่งเป็น 2 ขัน้ตอน คอืการสกดัแบบแช่ในระบบตวัท าละลายที่
ต่างกนัดว้ยเครือ่งเขยา่ และน าสารสกดัทีไ่ดม้าสกดัต่อดว้ยการสกดัแบบแบ่งส่วนดว้ยกรวยสกดั 
 ตอนท่ี 1 น าตวัอย่างทีเ่ตรยีมไวม้าสกดัโดยใชเ้ครื่องเขย่า ทีอุ่ณหภูม ิ45 oC เป็นเวลา
15 ชัว่โมง เสรจ็แลว้ทิง้ไวใ้หเ้ยน็สกัครู ่น ามากรองดว้ยผา้ขาวบาง แลว้น าไประเหยตวัท าละลาย  
ออกดว้ยเครือ่ง rotary evaporator จนเหลอืเฉพาะน ้า แสดงดงัภาพ 24      

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพ 24 ขัน้ตอนการสกดัตอนที ่1 

 
 ตอนท่ี 2 น าชัน้น ้าที่ได้ใส่กรวยสกัด 100 ml แล้วสกดัด้วยตวัท าละลาย 20% 

EtOH/EtOAc 100 ml เนื่องจาก ระบบนี้เป็นระบบทีส่ามารถดงึสารออกมาไดม้ากทีสุ่ดและแยก

ชัน้กบัชัน้น ้าได ้ท า 3 ครัง้ แสดงดงัภาพ 25 

  

 
 
 
 
 

ภาพ 25 ขัน้ตอนการสกดัตอนที ่2 

ตวัอย่างทีเ่ตมิตวัท าละลายดว้ยระบบต่างๆ 
สกดัโดยใชเ้ครือ่งเขย่า 

น ามากรองดว้ยผา้ขาวบาง ระเหยตวัท าละลายออกจนเหลอืแต่น ้า 

น าชัน้น ้ามาสกดัดว้ย 20% EtOH/EtOAc 
ระเหยตวัท าละลายออกจะไดส้ารสกดั
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  การศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 
Colorimatric assay (Anna Pekal , Krystyna Pyrzynska. 2004) วเิคราะห์ปรมิาณสาร 
ประกอบฟีนอลรวมของสารสกดัทัง้หมด 11 ตวัอย่างดว้ยวธิ ี Folin-Ciocalteu reagent ซึง่เป็น
สารละลายที่มสีีเหลือง เมื่อเติมสารลงไป สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีม่วงหรือน ้าเงนิ โดยมี
ขัน้ตอนดงันี 

1. เตรยีมสารสกดัตวัอยา่งทัง้หมด 11 ตวัอยา่ง (10mg/ml) ปรมิาตรทีใ่ช ้20 µl  
2. เตมิสารละลาย 20% Na2CO3 ปรมิาตรทีใ่ช ้80 µl  
3. เตมิสารละลาย Folin Ciocalteu reagent ปรมิาตรทีใ่ช ้100 µl 
4. ผสมใหเ้ขา้กนั ตัง้ทิง้ไวใ้นทีม่ดืเป็นเวลา 30 นาทแีละวดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วาม

ยาวคลื่น 765 nm ดว้ยเครื่อง Microplate reade เทยีบกบัน ้ากลัน่ น าค่าทีไ่ด้
ค านวณหาปรมิาณสารประกอบฟีนอลรวม เทยีบกบักราฟมาตรฐาน Gallic acid  

           
ภาพ 26 ขัน้ตอนการศกึษาปรมิาณสารประกอบฟีนอลรวม 

 

  การศึกษาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม โดยใช้วิธี Aluminium 
chloride colorimetric assay  (Ordonez et al. 2006) การตรวจสอบหาปรมิาณสารประกอบ 
ฟลาโวนอยด์รวม ขึน้อยู่กบัการก่อตวัของสารประกอบเชงิซ้อน aluminium-flavonoid วดัด้วย
เครือ่ง UV-Vis spectrophotometer 

1. เตรยีมสารสกดัตวัอยา่งทัง้หมด 11 ตวัอยา่ง (10mg/ml) ปรมิาตรทีใ่ช ้1 mL  
2. เตมิ 2%AlCl3 ปรมิาตรทีใ่ช ้0.5 mL  
3. เตมิน ้ากลัน่ ปรมิาตรทีใ่ช ้0.5 mL  
4. ทิง้ไวอุ้ณหภมูหิอ้ง 10 น. แลว้น าไปวดัที่ความยาวคลื่น  425 nm น าค่าการดูดกลนื

แสงที่ได้ไปค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ Quercetagetin  
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ภาพ 27 ขัน้ตอนการศกึษาปรมิาณสารประกอบฟลาโวนอยดร์วม 

 F 
  ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ   
 การเตรียมสารสกดั สารทีไ่ดจ้ากการสกดั 11 ระบบ ชัง่น ้าหนกัแต่ละระบบ 10 mg 
ละลายดว้ยเอทานอล  1 ml   
 การเตรียม DPPH (11.8 mg/100ml) 
 1)  ชัง่ DPPH ใส่ ขวดขนาดเลก็ 11.8 mg 
 2)  ละลายดว้ยเอทานอล จนกว่าสารจะละลายหมด โดยเตรยีมใส่ Volumetric flask 
               ขนาด 100 ml แลว้ปิดดว้ยฟอยดใ์หส้นิทเพื่อป้องกนัแสง                      ด 
 การทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระของสารสกดัทัง้หมดโดยใช ้DPPH reagent ซึง่เป็น
สารละลายทีม่สีมีว่ง เมือ่เตมิสารลงไป สารละลายจะเปลีย่นเป็นสเีหลอืง วดัค่าการดูดกลนืที่
ความยาวคลื่น 517 nm โดย  

1. เตมิเอทานอล 200,180,100,80 µl ตามล าดบั  
2. เตมิสารสกดัตวัอยา่งลงในเพลท (96-well plate) ปรมิาตร 20 µl  
3. เตมิสารละลาย DPPH reagent ปรมิาตร 100 µl ตัง้ทิง้ไวใ้นทีม่ดืเป็นเวลา 30 นาที

และวดัค่าการดูดกลนืแสง ดว้ยเครื่อง Microplate reader เทยีบกบักราฟมาตรฐาน 
Gallic acid 

    

        

ภาพ 28 ขัน้ตอนการทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ 
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 เปรียบเทียบผลของสารสกดัด้วยเทคนิคท่ีต่างกนัต่อการเจริญเติบโตของผกั 
กาดหอม  
          น าระบบตวัท าละลายที่ดทีี่สุดซึ่งศกึษามาแลว้เบื้องต้นจากการสกดัเพื่อหาระบบตวัท า
ละลายทีเ่หมาะสมจากขอ้มลูขอ้ 3.3.1 คอื 20%EtOH/EtOAc และ 60%H2O/EtOH ซึง่มปีรมิาณ
สารสกดัมากทีสุ่ด มปีรมิาณสารประกอบฟีนอลรวมและสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมมากทีสุ่ด 
สกดัดว้ยเทคนิคทีต่่างกนั คอื สกดัแบบการองัดว้ยไอน ้า สกดัดว้ยเทคนิคอลัตราโซนิก สกดัดว้ย
เทคนิคไมโครเวฟ ซึง่วธิกีารสกดัเหล่านี้เป็นวธิทีี ่งา่ย รวดเรว็ ประหยดัค่าใชจ้า่ย 
  การเตรียมสารสกดั 
 1. เกบ็ดอกดาวเรอืงดงัขอ้มลูขอ้ 3.1  
 2. เตรยีมตวัอยา่งโดยแกะเอาเฉพาะกลบีดอกแลว้ป ัน่ใหล้ะเอยีด ใส่ขวดขนาด 1000 ml                
             200 g ทัง้หมด 6 ขวด 
 3. เตมิตวัท าละลายเทคนิคละ 2 ระบบ คอื 60%H2O/EtOH และ 20%EtOH/EtOAc 
 4. สกดัดว้ยเทคนิคทีต่่างกนั 

องัดว้ยไอน ้า  1 ชม. 

 
ภาพ 29 เทคนิคการสกดัแบบการองัดว้ยไอน ้า 

 
 สกดัดว้ยเทคนิคอลัตราโซนิก เป็นเวลา 1 ชม 

 
 ภาพ 30 วธิกีารสกดัแบบอลัตราโซนิก 
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สกดัดว้ยเทคนิคไมโครเวฟ ก าลงัไฟฟ้า 460 w เวลา 10 นาท ี

 
   ภาพ 31 วธิกีารสกดัแบบไมโครเวฟ 

 
 5. กรองเอากากดอกดาวเรอืงออก 
 6. น าสารสกดัทีไ่ดร้ะเหยตวัท าละลายออก 
 7. ไดส้ารสกดัแลว้น าไปชัง้น ้าหนกัและเตรยีมสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ 0.4 mg/ml เพื่อใช้
ส าหรบัการทดสอบต่อการเจรญิเตบิโตของผกักาดหอม 
 
   ขัน้ตอนการทดสอบสารสกดัต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอม 
 การเพาะเมลด็  
 1. เพาะเมลด็ในกระบะเพาะ โดยใชฟ้องน ้าส าหรบัเพาะเมลด็ น าฟองน ้ามาแช่น ้าและกด
ฟองน ้าใหน้ ้าซมึทัว่ทัง้ฟองน ้า 
 2. ใส่เมลด็พนัธุท์ีต่อ้งการเพาะลงในฟองน ้า โดยใหเ้มลด็จมลงในฟองน ้าเพยีงครึง่เมลด็  
 3. เทน ้าลงในกระบะเพาะ รกัษาระดบัน ้าประมาณ 3/4 ของความสงูของฟองน ้า 
 4. น ากระบะทีล่งเมลด็แลว้เกบ็ใหพ้น้แสงแดด เยน็ และชืน้ โดยไมต่อ้งปิดฝากระบะ
เพาะ 
 5. หลงัจาก 1-2 วนั สงัเกตเมือ่เมลด็เริม่งอก ใหน้ ากระบะเพาะออกไปตากแดด เป็น
แดดตอน เชา้ แลว้เกบ็เขา้ทีร่ม่โดยไมต่อ้งเกบ็ในทีม่ดื 
 ขัน้ตอนการปลูก 
 1. ท าตามขอ้ 5. ไปจนตน้กลา้ไดอ้ายปุระมาณ 7 วนั นับจากวนัทีง่อกโดยทุกๆวนัให้
หมัน่เตมิน ้า 3/4 ของฟองน ้า 
 2. ตน้กลา้อาย ุ8 วนั สงัเกตว่าตน้กลา้เริม่มใีบที ่3 งอกออกมาจากนัน้ใหเ้ตมิสารละลาย
ธาตุอาหาร A,B 
 3. ท าตามขอ้ 2. ไปจนตน้กลา้อาย ุ14 วนั โดยรกัษาระดบัสารอาหาร สงัเกตว่าตน้กลา้
เริม่มใีบที ่4 สมบรูณ์ และมรีากงอกออกมาจากฟองน ้า 
 4. น าตน้กลา้ทีง่อกสมบรูณ์แลว้ยา้ยลงกล่องปลกู ซึง่ปรมิาตรรวม ต่อ 1 กล่อง คอื 8 
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ลติร ซึง่ในการปลกูตอ้งมกีล่องส าหรบัทดสอบสารและกล่องทีม่สีารควบคุมซึง่ม ีnegative 
control และ positive control 
 5. ดแูลเตมิน ้า รกัษาค่า pH และค่า EC ใหเ้หมาะสม 
   

 
ภาพ 32 ตวัควบคุมในการปลกูพชื  

 ขัน้ตอนการทดสอบสารสกดั 
 ดูแลเตมิน ้า รกัษาค่า pH ของสารละลายใหอ้ยู่ในช่วง 5.5-6.5 และรกัษาธาตุอาหารค่า 
EC ใหอ้ยูใ่นช่วง 0.8 - 1.2 ms/cm จนอายคุรบ 30 วนั เตมิสารทีต่อ้งการทดสอบ(sample ความ
เขม้ขน้ 0.4 mg/ml, positive control) วดัความสูงของพชื และเกบ็ผกักาดหอมเมื่อผกัครบ 45 
วนั    
 ตวัอย่างการวิเคราะหผ์ล   
 1. วดัความสงูของผกักาดหอม เมือ่ผกัเจรญิเตบิโตได ้15, 30 และ 45 วนั  โดยวดัจาก
ส่วนเหนือดนิ 
 2. ชัง่น ้าหนกัสด เกบ็ผกักาดหอมเมือ่ครบ 45 วนั มาชัง่น ้าหนกัสดโดยแยกส่วนเหนือ
ดนิ และส่วนราก 
 3. ชัง่น ้าหนกัแหง้ น าผกักาดหอมทีไ่ดไ้ปอบใหแ้หง้ทีอุ่ณหภมู ิ45 oC จนแหง้แลว้ชัง่
น ้าหนกัแหง้โดยแยกส่วนเหนือดนิและส่วนราก 
 
 ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของดอกดาวเรืองสด 
 จาการศกึษาระบบตวัท าละลายทีเ่หมาะสมและเทคนิคการสกดั ขอ้ 3.3.1, 3.3.2 พบว่า 
ตวัท าละลายทีด่คีอื 60%H2O/EtOH  และเทคนิค คอื การองัดว้ยไอน ้า ดงันัน้ การศกึษาในหวัขอ้
นี้จะเลอืกเทคนิคการแช่หมกั มาใช้แทนการองัดว้ยไอน ้า เนื่องจากตวัอย่างดอกดาวเรอืงที่ใช้มี
ปรมิาณทีม่ากและตอ้งการปรมิาณสารสกดัทีเ่พยีงพอต่อการศกึษา  
 ดอกดาวเรอืงสดเก็บจากหมู่บา้นเกาะฝ้าย อ.ขาณุวรลกัษบุร ี จ.ก าแพงเพชร เกบ็เมื่อ 
เดอืนมกราคม พ.ศ. 2558 น ้าหนักประมาณ 10 กโิลกรมั น ามาแกะเอาเฉพาะกลบีดอกแลว้ป ัน่
ใหล้ะเอยีด แช่หมกัดว้ยตวัท าลายปรมิาตร 5.5 ลติร 1 สปัดาห ์จากนัน้ น ามากรองเอากากดอก
ดาวเรอืงออกแลว้น าสารละลายทีก่รองไดไ้ประเหยตวัท าละลายออกจนเหลอืเฉพาะน ้า น าชัน้น ้า
ที่ได้ใส่กรวยสกดั แล้วสกดัด้วยตวัท าละลาย 20%EtOH/EtOAc ระเหยตวัท าละลายออกด้วย
เครื่องระเหยความดนัต ่าแบบหมุนจะได้สารสกดัหยาบเพื่อน าไปศกึษาในขัน้ตอนของการแยก
ดว้ยคอลมัน์โครมาโตกราฟีต่อไปแสดงดงัภาพ 33 

H2O H2O+ปุ๋ย AB+Hormone H2O+สารสกดั H2O+Hormone H2O+ปุ๋ย AB 
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ภาพ 33 ขัน้ตอนการสกดัเพื่อศกึษาองคป์ระกอบทางเคม ี
 
  การแยกด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโตกราฟี 

1. เลอืกขนาดของคอลมัน์ใหเ้หมาะสมกบัน ้าหนกัของสารสกดั 
2. น าสารสกดัทีไ่ด ้20.08 g มาคลุกกบัซลิกิาเจลจนซลิกิาเจลแหง้เป็นผง 
3. เฟสคงที ่คอื ซลิกิาเจล โดยผสมเฟสคงทีก่บัตวัท าละลาย 60%EtOAc/Hexane จน

มลีกัษณะขน้เหลว 
4. ค่อยๆเทเฟสคงที ่ทีเ่ตรยีมไว้ลงในคอลมัน์ทีม่สี าลอุีดที่ปลายด้านในโดยระวงัไม่ให้

ตวัท าละลายไหลออกและควรเคาะคอลมัน์เบาๆ เพื่อไล่ฟองอากาศออกใหห้มด 
5. ปล่อยใหเ้ฟสคงทีน่อนกน้ (โดยท าจนไดค้วามสงูของเฟสคงทีส่งูตามตอ้งการ)  
6. เปิดใหต้วัท าละลายไหลออกจนเหลอืพอกบัทีจ่ะบรรจสุารสกดัตวัอยา่งลงไป 
7. บรรจสุารสกดัทีเ่ตรยีมไดจ้ากขอ้ 2. ลงในคอลมัน์แลว้เปิดให้ตวัท าละลายไหลลงจน

ผวิหน้าเกอืบแห้ง แล้วชะสารในคอลมัน์ด้วยตวัท าละลายเลก็น้อยท าซ ้าจนแน่ใจว่า
สารตวัอยา่งถูกลา้งลงสู่เฟสคงทีห่มดแลว้ จากนัน้เตมิตวัท าละลายไดม้ากๆ 

8. เกบ็และรวม Fraction โดยตรวจสอบดว้ย UV-visible และ anisaldehyde reagent 
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ภาพ 34 รปูการแยกสารสกดัดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟี 

  การพิสูจน์โครงสร้างสารท่ีแยกได้ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี 
 1. Infrared Spectroscopy(IR) น าสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกได้ตกัสารเพยีงเลก็น้อยวางบน
ช่องวางส าหรบัวางสารจากนัน้วดัดว้ยเครือ่ง Infrared Spectroscopy  

  
ภาพ 35 ขัน้ตอนการวดัสารบรสิุทธิด์ว้ยเทคนิค IR 

 2. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) น าสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกไดใ้ส่
ขวดขนาดเลก็ประมาณ 1-10 mg ละลายดว้ยตวัท าละลายส าหรบั NMR เช่น CDCl3, CD3CD, 
DMSO-d6 แลว้วดัดว้ยเครื่อง NMR วเิคราะหผ์ลโครงสรา้งจาก NMR spectrum (1H-NMR, 
13C-NMR)  

 3. Mass spectroscopy น าสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกไดใ้ส่ขวดขนาดเลก็ประมาณ 0.5 mg 
ละลายดว้ยตวัท าละลายส าหรบั MS แลว้วดัดว้ยเครือ่ง MS วเิคราะหผ์ลโครงสรา้งจาก MS โดย
ยนืยงัผลจาก IR และ NMR  
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 ศึกษาผลของสารสกดัและสารบริสทุธ์ิต่อสารควบคมุการเจริญเติบโตของพืช  
  การศึกษาประกอบด้วยหวัข้อดงัน้ี การปลูกพชืมวีธิปีลูกเหมอืนกนักบัขอ้มลู
ขอ้ 3.3.2.2  แตกต่างกนัในส่วนของการใส่สารและความเขม้ขน้ของสารสกดัและสารบรสิุทธิ ์
 1. ศกึษาความเขม้ขน้ทีต่่างกนัของฮอรโ์มน(0.004, 0.02 และ 0.04 mg/ml) สารสกดั
(0.2, 0.3และ 0.4 mg/ml) 

2. สารสกดั(0.4 mg/ml) และสารบรสิุทธิ(์0.02 และ 0.04 mg/ml)  
 

 ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของผกักาดหอมท่ีได้จากการปลกูด้วยสารสกดัดอกดาว 
เรืองโดยวิธีไฮโดรโปนิกต ์   
 ทดสอบฤทธิต์้านอนุมูลอสิระของสารสกดัทัง้หมดโดยใช ้DPPH reagent วดัค่าการ
ดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 517nm โดยใชส้ารมาตรฐาน Gallic acid เป็นสารมาตรฐาน เตมิ  
เอทานอล 200,180,100,80 µl ตามล าดบั เตมิสารสกดัตวัอย่าง(10mg/ml) ลงในเพลท (96-well 
plate) ปรมิาตร 20 µl เตมิสารละลาย DPPH reagent ปรมิาตร 100 µl ตัง้ทิง้ไวใ้นทีม่ดืเป็น
เวลา 30 นาทแีละวดัค่าการดดูกลนืแสง ดว้ยเครือ่ง Microplate reader 
 วิธีการเตรียมตวัอย่างผกัเพ่ือทดสอบฤทธ์ิ 
      1. อบผกัใหแ้หง้ทีอุ่ณหภมู ิ45 ºC  
      2. ป ัน่ผกัทีแ่หง้ใหล้ะเอยีด 
      3. สกดัดว้ยเอทานอลเป็นเวลา 2 สปัดาห ์ในอตัราส่วน (1 g / 6 ml) 
 วิธีการเตรียมตวัอย่างเพ่ือทดสอบฤทธ์ิ 
      1. ปิเปตสารสกดัผกั 1 ml ใส่ eppendorf tube รอใหแ้หง้ 
      2. ชัง่น ้าหนกัสารทีแ่หง้แลว้เตมิเอทานอล 10 mg/ml  
      3. น าไปทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระหาค่า %Inhibition แสดงดงัภาพ 36 
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ภาพ 36 ขัน้ตอนการเตรยีมตวัอยา่งผกักาดหอมเพื่อทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ 
 
 การศึกษาปริมาณสารท่ีถกูพืชดดูซึมของสารสกดัน ้าท่ีใช้ในการปลูกผกักาดหอม
ด้วยระบบไฮโดรโปนิกส ์(เร่ิมต้นและสดุท้ายจากการเกบ็ผกั)  
 จากการศกึษาปรมิาณสารทีถู่กพชืดูดซมึของสารสกดัน ้าทีใ่ช้ในการปลูกผกักาดหอมที่
ไดจ้ากการเกบ็น ้าจากกล่องทีป่ลูกผกักาดหอม 2 ครัง้ คอืตอนใส่สารสกดั(เริม่ต้น) และหลงัจาก
การเก็บผัก(สุดท้าย) สารละลายมาตรฐานคือ Quercetagetin วัดด้วยเครื่อง UV-Vis 
spectrophotometer สารสกดัตวัอย่างหรอืสารมาตรฐาน 1 mL เตมิ 2%AlCl3 0.5 mL น ้ากลัน่ 
0.5 mL ทิง้ไวอุ้ณหภูมหิอ้ง 10 น.  วดัทีค่วามยาวคลื่น  425 nm และน าค่าการดูดกลนืแสงทีไ่ป
ค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมเทียบจากกราฟสารละลายมาตรฐานของ 
Quercetagetin  

 
 
 

ผกัอบจนแหง้ ป ัน่ใหล้ะเอยีด 

วดัดว้ยเครือ่ง Microplate 

rEtOAcder  

สกดัดว้ยตวัท าละลาย เอทานอล 

ปิเปตสารสกดัใส่ eppendorf ทิง้ไวใ้หแ้หง้ 

 ชัง่น ้าหนกัแลว้ละลายดว้ยเอทานอล  

อบผกัใหแ้หง้แลว้ป ัน่ใหล้ะเอยีด 

วดัดว้ยเครือ่ง Microplate 

rEtOAcder 
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ภาพ 37 การทดสอบปรมิาณสารของน ้าผกัก่อนและหลงัปลกู 
 
 

 

 

 

ระเหยตวัท าละลาย ไดส้ารสกดัน าสาร

สกดัทดสอบค่าการดดูกลนืแสงดว้ย 

UV-vis Spectrophotometer 

              น ้าผกัเริม่ตน้และสุดทา้ย            สกดัดว้ย Ethanol:Ethyl acetate 


