
บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการวิจัย 

 
3.1 สถานที่เก็บตัวอยาง 
 
 3.1.1 ดอยอางขาง อ.ฝาง จ.เชียงใหม 

- ระดับความสูงพื้นที่ประมาณ 1100-1300 เมตรจากระดบัน้ําทะเล 
  - Litsea cubeba var. cubeba (AKC1, AKC2, AKC3) 
  - Litsea cubeba var. formosana (AKF1, AKF2, AKF3) 
  
 3.1.2 ดอยผากลอง อ.แมริม จ.เชียงใหม 

- ระดับความสูงพื้นที่ประมาณ 800-900 เมตรจากระดับน้าํทะเล 
  - Litsea cubeba var. formosana (MSF1, MSF2, MSF3) 
  
 3.1.3 ดอยอินทนนท อ.แมวาง จ.เชียงใหม 

- ระดับความสูงพื้นที่ประมาณ 1500-1800 เมตรจากระดบัน้ําทะเล 
  - Litsea cubeba var. cubeba (INC1, INC2, INC3) 
 
3.2 อุปกรณและสารเคมี 
 
 3.2.1 อุปกรณท่ีใชในการเปรยีบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
  1) เครื่องวัดส ี
  2) Vernier scales 
   
 3.2.2 อุปกรณท่ีใชในการทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ 
  1) Spectrophotometer 
  2)  Cuvette แกวและพลาสติก 
  3) หลอดทดลอง 
  4) บีกเกอรขนาด 50 100 และ 200 มิลลิลิตร 
  5) Erlenmyer flask ขนาด 100 และ 200 มิลลิลิตร 
  6) กระบอกตวง ขนาด 100 มลิลิลิตร 
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  7) Pipette ขนาด 1.0, 5.0 และ 10.0 มิลลิลิตร 
  8) Micropipette และ pipette tip 
  9) ขวดแกว scott duran ขนาด 500 มิลลิลิตร 
  10) ขวดสีชา ขนาด 100 มิลลิลิตร 
  11) Magnetic stirrer 
  12) อุปกรณใหออกซิเจนในตูเล้ียงปลา 
  13) เครื่องชั่ง 
  14) กระดาษฟอยล 
  15) กระดาษกรอง whatman no.1 
  
 3.2.3 สารเคมีท่ีใชในการทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ 
  1) 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

  2) β-carotene 
  3) Linoleic acid solution 

  4) α-tocopherol 
  5) Ascorbic acid 
  6) Tween 80 
  7) Chloroform 
  8) Methanol 
 
 3.2.4 อุปกรณท่ีใชในการกลัน่น้ํามันหอมระเหย 
  1) Round bottom flask ขนาด 1000 มิลลิลิตร 
  2) Condenser 
  3) Clevenger apparatus 
  4) Heating mantle 
  5) ขาตั้ง 
  6) สายยาง 
  7) Dropper 
  8) Vial สีชา 
  9) เครื่องชั่ง 
  10) ปมน้ํา 
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 3.2.5 อุปกรณในการวิเคราะหองคประกอบของน้าํมันหอมระเหย 
  1) GC 6890 Agilent Technology 
   -  Inlet : 250 oC 

    0.2 μL split ratio 200 : 1 
   -  Oven : 50 oC -- -- 6 oC/min ---> 230 oC (10 min) 
   -  Carrier : Helium (10 ml/min) 

   -  Column : HP-5MS (30 m x 0.25 mm ID x 0.25 μm film thickness) 
  2) MSD 5973 (EI) Hewlett Packard 
   -  MS quadrupole : 150 oC 
   -  MS source : 230 oC 
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3.3 วิธีการทดลอง 
 
 3.3.1 การศึกษาดานสัณฐานวิทยา 
 1) ศึกษาตัวอยางตะไครตนที่ขึ้นเองตามธรรมชาติในพื้นที่ตางๆ ในจังหวัดเชียงใหม ไดแก ดอย
อางขาง ดอยผากลอง และดอยอินทนนท โดยสุมตัวอยางพื้นที่ละ 3 ตนตอสายพันธุ ไดแก 
  1.1) ดอยอางขาง - AKF1 (Litsea cubeba var. formosana) 
    - AKF2 (Litsea cubeba var. formosana) 
    - AKF3 (Litsea cubeba var. formosana) 
    - AKC1 (Litsea cubeba var. cubeba) 
    - AKC2 (Litsea cubeba var. cubeba) 
    - AKC3 (Litsea cubeba var. cubeba) 
  1.2) ดอยผากลอง - MSF1 (Litsea cubeba var. formosana) 
    - MSF2 (Litsea cubeba var. formosana) 
    - MSF3 (Litsea cubeba var. formosana) 
  1.3) ดอยอินทนนท - INC1 (Litsea cubeba var. cubeba) 
        - INC2 (Litsea cubeba var. cubeba) 
        - INC3 (Litsea cubeba var. cubeba) 
 เก็บตัวอยางสวนใบ กิ่งที่ติดผล ผล และผลแก สวนละประมาณ 1 กิโลกรัม โดยชวงเวลาที่เก็บ
ตัวอยางในการทดลองนี้อยูในชวงเดือนสิงหาคม ป พ.ศ. 2549 
 2) บันทึกลักษณะทางสณัฐานวิทยาที่แตกตางกันระหวางสายพันธุ  ไดแก 
  2.1) ขนาด รูปราง สี และลักษณะอื่นๆ ที่เดนชัดของใบที่เจริญเต็มที่ 
   - ขนาด : วัดและบันทึกความกวาง ความยาว และความหนา 
   - รูปราง : บันทึกรูปรางตามหลักการทางอนุกรมวิธาน 
   - สี : วัดและบนัทึกสีตามระบบ L*a*b* 
  2.2) ขนาด สี และลักษณะอืน่ๆ ที่เดนชัดของผลออนและผลแก 
   - ขนาด : วัดและบันทึกความยาว เสนผาศนูยกลางของทัง้ผลและเมล็ด 
   - สี : วัดและบนัทึกสีตามระบบ L*a*b* 
  2.3) ขนาด รูปราง สี และลักษณะอื่นๆ ที่เดนชัดของกิ่งทีต่ิดผล 
   - ขนาด : วัดและบันทึกเสนผาศูนยกลางและความหนาเปลือกของกิ่ง 
   - สี : วัดและบนัทึกสีตามระบบ L*a*b* 
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 3) บันทึกขอมูลอ่ืนๆ ของตะไครตนตัวอยางทั้ง 12 ตน ไดแก เสนผาศูนยกลางลําตน ความสูง 
และระดับความสูง 
 
 3.3.2 การศึกษากิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ 
 
 3.3.2.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะห 
 
 1) ช่ังตัวอยาง ใบ ลําตน ผล และผลแกของตะไครตนแตละตน ตัวอยางละ 4.0 กรัม สับให
ละเอียด แลวใสลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 100 มิลลิลิตร 
 2) เติมสารละลายเมธานอล 80% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงไป ปดปาก   Erlenmeyer flask   
ดวยกระดาษฟอยล  แลวแชทิ้งไวเปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง 
 3) กรองดวยกระดาษกรอง Whatman no.1 เก็บเฉพาะสวนของสารสกัด (tincture) ไวในขวดสี
ชา ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อทําการทดลองตอไป 
 

 
 

ภาพที่ 12  สารสกัดจาก (ก) ใบ (ข) กิ่ง และ (ค) ผลของตะไครตน 
 
 
 
 

ก) ข) ค) 
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  3.3.2.2 การทดสอบการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดโดยวิธี DPPH 
 
 1) การเตรียม reagent 
 1.1) เตรียมสารละลาย DPPH เขมขน 0.025 กรัม/ลิตร เพื่อใชเปน stock solution เขมขน 10 เทา 
โดยวิธีการดังตอไปนี้ 
  1.1.1) ช่ังสาร DPPH 0.010 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายเมธา-
นอล 80% ลงไปและคนดวยแทงแกวคนสารจนกวาสาร DPPH จะละลายทั้งหมด 
  1.1.2) เทสารละลายในบีกเกอรลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 200 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตร ดวยสารละลายเมธานอล 80% ใหได 200 มิลลิลิตร เก็บสารละลายดังกลาวไวในขวดสีชา ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 1.2) เตรียมสารละลาย DPPH สําหรับใชในการทดลอง โดยปเปต stock solution ของ
สารละลาย DPPH เขมขน 0.025 กรัม/ลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดแกว Scott Duran ขนาด 500 
มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายเมธานอล 80% ลงไป 450 มิลลิลิตร เพื่อใหไดสารละลาย DPPH เขมขน 
0.0025 กรัม/ลิตร 
 
 2) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  

 2.1) เตรียมสารละลาย α-tocopherol ที่ความเขมขนตางๆ (0-600 ไมโครโมลาร) เพื่อใชเปน
สารละลายมาตรฐาน ดังวิธีการตอไปนี้ 

 2.1.1) เตรียมสารละลาย α-tocopherol เขมขน 1.0 มิลลิโมลาร โดยชั่งสาร α-
tocopherol 0.025 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายเมธานอล 80% ลงไป
และคนดวยแทงแกวคนสารจนกวาสารจะละลายหมด 

  2.1.2) เทสารละลายดังกลาวลงใน Erlenmyer flask ขนาด 100 มิลลิลิตร และเติม
 สารละลายเมธานอล 80 % เพื่อปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

  2.1.3) เจือจางสารละลาย α-tocopherol เขมขน 1.0 มิลลิโมลาร ในหลอด

ทดลอง เพื่อใหไดสารละลาย α-tocopherol ที่ความเขมขน 0-600 ไมโครโมลาร โดยใช

อัตราสวนปริมาตรของสารละลาย α-tocopherol เขมขน 1.0 มิลลิโมลาร ตอสารละลายเมธา-
นอล 80% ดังตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3  อัตราสวนปริมาตรในการเตรียมสารละลาย α-tocopherol เขมขน 0-600 ไมโครโมลาร 
 

ความเขมขน (μM) α-tocopherol 1 mM (ml) เมธานอล 80% (ml) 

0 
100 
200 
300 
400 
500 
600 

0 
0.04 
0.08 
0.12 
0.16 
0.20 
0.24 

0.40 
0.36 
0.32 
0.28 
0.24 
0.20 
0.16 

 
 2.2) เตรียมสารละลาย ascorbic acid ที่ความเขมขนตางๆ (0-600 ไมโครโมลาร) เพื่อใชเปน
สารละลายมาตรฐาน ดังวิธีการตอไปนี้ 

 2.2.1) เตรียมสารละลาย ascorbic acid เขมขน 1.0 มิลลิโมลาร โดยชั่งสาร ascorbic 
acid 0.017 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นลงไปและคนดวยแทงแกวคนสาร
จนกวาสารจะละลายหมด 

  2.2.2) เทสารละลายดังกลาวลงใน erlenmyer flask ขนาด 100 มิลลิลิตร และเติมน้ํา
 กล่ันเพื่อปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

 2.2.3) เจือจางสารละลาย ascorbic acid เขมขน 1.0 มิลลิโมลาร ในหลอดทดลอง 
เพื่อใหไดสารละลาย ascorbic acid ที่ความเขมขน 0-600 ไมโครโมลาร ใชอัตราสวนปริมาตร
ของสารละลาย ascorbic acid เขมขน 1.0 มิลลิโมลาร ตอน้ํากลั่น ดังตารางที่ 4 

 
ตารางที่ 4  อัตราสวนปริมาตรในการเตรียมสารละลาย ascorbic acid เขมขน 0-600 ไมโครโมลาร 
 

ความเขมขน (μM) ascorbic acid 1 mM (ml) น้ํากลั่น (ml) 

0 
100 
200 
300 
400 
500 
600 

0 
0.04 
0.08 
0.12 
0.16 
0.20 
0.24 

0.40 
0.36 
0.32 
0.28 
0.24 
0.20 
0.16 
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 3) การทดสอบการตานอนุมูลอิสระของสารละลายมาตรฐาน 

 3.1) เมื่อเตรียมสารละลาย α-tocopherol และ ascorbic acid ตามตารางที่ 1 และตารางที่ 2 แลว 
จะไดสารละลายในหลอดทดลองหลอดละ 4.0 มิลลิลิตร 
 3.2) ปเปตสารละลาย DPPH ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายมาตรฐาน

ที่ความเขมขนตางๆ (0-600 μM) จนครบทุกหลอด 
 3.3) เขยาหลอดทดลอง แลวทิ้งไวใหสารละลายมาตรฐานทําปฏิกิริยากับสารละลาย DPPH ใน
ที่มืดเปนเวลา 30 นาที   
 3.4) นําสารละลายมาตรฐานที่ผานการทําปฎิกิริยาไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 
นาโนเมตร โดยใชสารละลายเมธานอล 80% เปน blank โดยการทดลองนี้ทําทั้งหมด 3 ซํ้าในแตละความ
เขมขน โดยในการวัดคาการดูดกลืนแสงของแตละซ้ําจะวัดทั้งหมด 4 คร้ัง แลวนําไปหาคาเฉลี่ย 
 3.5) บันทึกผลการทดลอง แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณคา percent radical 
scavenging activity (%RSA) จากสูตรดังตอไปนี้ 
  

  %RSA       =             x   100 
 

 โดย sample ABS คือคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ และ 
control ABS คือคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขน 0 มิลลิโมลาร 
 3.6) บันทึกคา percent radical scavenging activity ของสารละลายมาตรฐานทั้ง 2 ชนิด เพื่อใช
เปรียบเทียบกับผลการวิเคราะหการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดโดยวิธี DPPH 
 
 4) การทดสอบการตานอนุมูลอิสระของสารสกัด 
 4.1) เตรียมสารละลายชุด blank ของตัวอยาง โดยปเปตสารสกัดของแตละตัวอยางปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แลวเติมสารละลายเมธานอล 80% ปริมาตร 12  มิลลิลิตร 
 4.2) เตรียมสารละลายชุดทดลอง โดยปเปตสารสกัดของแตละตัวอยางปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร 
ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DPPH เขมขน 0.0025 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 12 มิลลิลิตร 
 4.3) สารละลายชุดควบคุม ใชสารละลายเมธานอล 80% ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร แทนสารสกัด 
และเติมสารละลาย DPPH เขมขน 0.0025 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 12 มิลลิลิตร 
 4.4) ปลอยใหสารสกัดในชุดทดลองและชุดควบคุมทําปฏิกิริยากับสารละลาย DPPH ในที่มืด
เปนเวลา 30 นาที 
 4.5) ตั้งคา blank ของเครื่อง spectrophotometer ดวยสารละลายเมธานอล 80% และวัดคาการ
ดูดกลืนแสงของชุดควบคุมที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร บันทึกขอมูล 

sample ABS - control ABS 
control ABS [      ] 
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 4.6) วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายชุดทดลองที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร โดยกอน
วัดคาดังกลาวในแตละตัวอยาง ใหตั้งคา blank ใหมดวยชุด blank ของตัวอยางเดียวกันกอนเสมอ เพื่อ
ไมใหคาที่ไดคลาดเคลื่อนเนื่องจากการรบกวนโดยสีของสารสกัด 
             4.7) คํานวณหาคา percent radical scavenging activity เชนเดียวกับการทดลองในสวนของ
สารละลายมาตรฐาน โดยแทนคา sample ABS ดวยคาการดูดกลืนแสงของสารละลายในชุดทดลอง และ
แทนคา control ABS ดวยคาการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
 4.8) นําผลการทดลองที่ไดไปคํานวณหาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยใช
โปรแกรม SPSS for windows standard version release 11.0.0 
 4.9)  การทดลองนี้จะทําตัวอยางละ 3 ซํ้า โดยแตละซ้ําจะวัดคาการดูดกลืนแสงทั้งหมด 4 คร้ัง
แลวนําไปหาคาเฉลี่ย รวมทั้งชุดควบคุมและชุด blank ของตัวอยางดวย 
 
        3.3.2.3 การทดสอบการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดโดยวิธี BCB 
 
 1) การเตรียม reagent 

 1.1) เตรียมสารละลาย β-carotene ในคลอโรฟอรมเขมขน 1.0 มิลลิกรัม/10 มิลลิลิตร โดยช่ัง

สาร β-carotene 0.010 กรัม แลวเติมคลอโรฟอรมลงไป 100  มิลลิลิตร เก็บสารละลายดังกลาวไวใน
ขวดสีชาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใชทดลองตอไป 
 1.2) เพิ่มใหออกซิเจนแกน้ํากลั่นปริมาตร 100  มิลลิลิตร เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยใชอุปกรณให
ออกซิเจนในตูเล้ียงปลา 

 1.3) ปเปตสารละลาย β-carotene ในคลอโรฟอรมปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
และเติมสารละลาย linoleic acid ปริมาตร 0.02  มิลลิลิตร และ tween 80 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เขยาให
สารละลายเขากันเปนเนื้อเดียว 
 1.4) นําสารละลายดังกลาวไประเหยคลอโรฟอรมออกดวย water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส จนกวาสารละลายจะแหง 
 1.5) เติมน้ํากลั่นที่ผานการใหออกซิเจนแลวเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงไป 
จากนั้นใช magnetic stirrer ปนสารละลายใหเขากันเปนเนื้อเดียว 

 
 2) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

2.1) เตรียมสารละลาย α- tocopherol และ ascorbic acid ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิโมลาร โดย
วิธีการเชนเดียวกับการเตรียมสารละลายมาตรฐานในการทดลองดวยวิธี DPPH 
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2.2) เจือจางสารละลาย α- tocopherol เขมขน 1 มิลลิโมลาร ดวยสารละลายเมธานอล 80% 
และเจือจางสารละลาย ascorbic acid 1 มิลลิโมลาร ดวยน้ํากลั่น เพื่อใหไดสารละลายมาตรฐานที่ความ
เขมขน  0-600 ไมโครโมลาร โดยใชอัตราสวนปริมาตรดังตารางที่ 5 และตารางที่ 6 
 

ตารางที่ 5  อัตราสวนปริมาตรในการเตรียมสารละลาย α- tocopherol เขมขน 0-600 ไมโครโมลาร 
      

ความเขมขน (μM) α- tocopherol 1 mM (ml) เมธานอล 80% (ml) 

0 
100 
200 
300 
400 
500 
600 

0 
0.02 
0.04 
0.06 
0.08 
0.10 
0.12 

0.2 
0.18 
0.16 
0.14 
0.12 
0.10 
0.08 

 
 
ตารางที่ 6  อัตราสวนปริมาตรในการเตรียมสารละลาย ascorbic acid เขมขน 0-600 ไมโครโมลาร 
 

ความเขมขน (μM) ascorbic acid 1 mM (ml) น้ํากลั่น (ml) 

0 
100 
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300 
400 
500 
600 

0 
0.02 
0.04 
0.06 
0.08 
0.10 
0.12 

0.20 
0.18 
0.16 
0.14 
0.12 
0.10 
0.08 

  
 3) การทดสอบการตานอนุมูลอิสระของสารละลายมาตรฐาน 

 3.1) เมื่อเตรียมสารละลาย α- tocopherol และสารละลาย ascorbic acid ตามตารางที่ 5 และ
ตารางที่ 6 แลว จะไดสารละลายในหลอดทดลองหลอดละ 0.2 มิลลิลิตร 
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3.2) เติมสารละลาย β-carotene-linoleic acid ที่เตรียมไว ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองทุกหลอด เขยาใหเขากัน และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร ทันที 
เพื่อบันทึกคาการดูดกลืนแสงเริ่มตน (initial absorbance) 

3.3) ปลอยใหสารทําปฏิกิริยาและเขยาหลอดทดลองเปนระยะเพื่อไมใหสารตกตะกอน วัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร ทุก 15 นาที จนกวาจะครบ 120 นาที บันทึกคาการ
ดูดกลืนแสงสุดทาย (final absorbance) 

3.4) นําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณหาคา degradation rate (D) จากสูตรดังนี้ 
 

D = ln  
 

3.5) นําคา degradation rate มาคํานวณหาคา % antioxidant activity (%AA) จากสูตรดังนี้ 
 

  %AA =          x  100 
 
 โดยคา D sample คือคา degradation rate ของสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ และคา 
D control คือคา degradation rate ของสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขน 0 มิลลิโมลาร 

3.6) นําคา % antioxidant activity ของสารละลาย α- tocopherol และสารละลาย ascorbic acid 
ไปทํากราฟมาตรฐาน (standard curve) ของสารละลายมาตรฐาน เพื่อใชเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห

การตานอนุมูลอิสระของสารสกัดโดยวิธี β-carotene bleaching assay 
3.7)  การทดลองนี้จะทําตัวอยางละ 3 ซํ้า โดยแตละซ้ําจะวัดคาการดูดกลืนแสงทั้งหมด 4 คร้ัง

แลวนําไปหาคาเฉลี่ย 
 
4) การทดสอบการตานอนุมูลอิสระของสารสกัด 

 4.1) เตรียมสารละลายชุด blank ของตัวอยาง โดยปเปตสารสกัดของแตละตัวอยาง ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แลวเติมคลอโรฟอรมปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร 
 4.2) วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายชุด blank ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร โดยใช
คลอโรฟอรมเปน blank บันทึกผลการทดลอง 
 4.3) เตรียมสารละลายชุดทดลอง โดยปเปตสารสกัดของแตละตัวอยางปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 

ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย β-carotene-linoleic acid ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร 
 4.4) สารละลายชุดควบคุม ใชสารละลายเมธานอล 80% ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร แทนสารสกัด 

และเติมสารละลาย β-carotene-linoleic acid ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร 

[    ] initial ABS - final ABS 
เวลา 

D sample – D control 
D control [    ] 
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 4.4) วดัคาการดูดกลืนแสงของสารละลายชุดทดลองและชุดควบคุมทีค่วามยาวคลื่น 470 นาโน-
เมตร ทันที เพือ่บันทึกคาการดูดกลืนแสงเบื้องตน (initial absorbance) โดยใชคลอโรฟอรมเปน blank 

4.5) ปลอยใหสารทําปฏิกิริยาและเขยาหลอดทดลองเปนระยะเพื่อไมใหสารตกตะกอน วัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร ทุก 15 นาที จนกวาจะครบ 120 นาที บันทึกคาการ
ดูดกลืนแสงสุดทาย (final absorbance) 

4.6) คํานวณหาคาการดูดกลืนแสงที่แทจริงของสารละลายชุดทดลอง โดยนําคาการดูดกลืนแสง
ของสารละลายชุด blank มาหักออกจากทั้งคาการดูดกลืนแสงเบื้องตนและคาการดูดกลืนแสงสุดทาย 

4.7) คํานวณหาคา degradation rate และคา % antioxidant activity เชนเดียวกับการทดลองใน
สวนของสารละลายมาตรฐาน โดยแทนคา D sample ดวยคา degradation rate ของสารละลายชุดทดลอง 
และแทนคา D control ดวยคา degradation rate ของสารละลายชุดควบคุม 
 4.8) นําผลการทดลองที่ไดไปคํานวณทางสถิติ โดยใชโปรแกรม SPSS for windows standard 
version release 11.0.0 
 4.9)  การทดลองนี้จะทําตัวอยางละ 3 ซํ้า โดยแตละซ้ําจะวัดคาการดูดกลืนแสงทั้งหมด 4 คร้ัง
แลวนําไปหาคาเฉลี่ย รวมทั้งชุดควบคุมและชุด blank ของตัวอยางดวย 
 
3.3.3 การศึกษาปริมาณและองคประกอบของน้ํามันหอมระเหยในตะไครตน 
 
 1) เตรียมตัวอยางสวนใบและกิ่งของตะไครตนทั้งสองสายพันธุที่เก็บตัวอยางจากดอยอางขาง 
ประมาณ 100-200 กรัม ตอการกลั่นน้ํามันหอมระเหยแตละครั้ง ลางใหสะอาด 
 2) ตัวอยางใบนําไปหั่นตามแนวขวางใหมีความกวางประมาณ 0.2-0.5 เซนติเมตร สวนตัวอยาง
กิ่ง นําไปผาครึ่งตามยาว แลวตัดเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1 เซนติเมตร 
 3) นําตัวอยางแตละตัวอยางไปใสใน round bottom flask ขนาด 1000 มิลลิลิตร ใหมีปริมาณ
คร่ึงหนึ่งของความจุทั้งหมด เติมน้ํากลั่นลงไปใหมีระดับต่ํากวาตัวอยางเล็กนอย 
 4) ประกอบอุปกรณกล่ันน้ํามันหอมระเหยโดยวิธีกล่ันดวยน้ํา (cleavenger apparatus และ 
condenser) เขากับ round bottom flask (ภาพที่ 13) เติมน้ํากลั่นลงในหลอดวัดปริมาตรของ cleavenger 
apparatus จนเต็ม เพื่อปองกันไมใหน้ํามันหอมระเหยจับกับผิวของหลอดวัดปริมาตร 
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ภาพที่ 13 : อุปกรณกล่ันน้ํามนัหอมระเหยโดยวิธีกล่ันดวยน้ํา 
(A = Condenser B = Cleavenger apparatus C = Round bottom flask D = Heating mantle) 

 
 5) ใหความรอนแก round bottom flask ดวย heating mantle โดยปรับระดับอุณหภูมิสูงสุดกอน
จนกวาน้ําจะเริ่มเดือด แลวจึงลดอุณหภูมิลงใหอยูในระดับ 3-4 
 6) ปลอยใหน้ํามันหอมระเหยกลั่นตัวเปนเวลาประมาณ 5-6 ช่ัวโมง หรือจนกวาจะไมมีน้ํามัน
หอมระเหยออกมาอีก 
 7) ทิ้งไวใหน้ํามันหอมระเหยทั้งหมดลอยขึ้นสูผิวน้ําเปนเวลาประมาณ 12 ช่ัวโมง แลวจึงเก็บ
น้ํามันหอมระเหยที่ไดไวใน vial สีชา โดยเลือกขนาดของ vial ใหเหมาะสมกับปริมาณน้ํามันหอมระเหย 
ในกรณีที่ไดปริมาณน้ํามันหอมระเหยนอยมาก จะใชวิธีการถอด condenser ออก แลวใช dropper ดูดชั้น
ของน้ํามันหอมระเหยออกจาก cleavenger apparatus โดยตรง 
 8) กําจัดน้ําที่ปนอยูในน้ํามันหอมระเหย โดยใช dropper ดูดออก 
 9) คํานวณหาเปอรเซ็นตน้ํามันหอมระเหย โดยสูตรดังตอไปนี้ 
 
 % น้ํามันหอมระเหย    =    ปริมาตรของน้ํามันหอมระเหย   x   100 
             น้ําหนกัของวัตถุดิบ 
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 10) สงตัวอยางเพื่อวิเคราะหองคประกอบโดยวิธี gas chromatography mass spectrometry (GC-
MS) ณ หนวยบริการทางวิชาการ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยเชยีงใหม  เพื่อใหไดขอมูล
ที่สําคัญ ไดแก 
  - โครมาโตแกรม (chromatogram) 
  - รอยละขององคประกอบ (area percent) 
  - เวลาของการเกิดพีค (peak) ขององคประกอบ (retention time : Rt) 
  - ขอมูลแมสสเปคตรัมของแตละพีคขององคประกอบเทียบกับแมสสเปคตรัม 
    มาตรฐาน (retention index : RI) 
 
 11) นําขอมูลที่ไดมาพิจารณาหาความสัมพันธกับผลการทดลองในสวนของประสิทธิภาพการ
ตานอนุมูลอิสระของตัวอยางตะไครตนในการทดลองทั้ง 2 วิธี 
 
3.3.4 การรวบรวมขอมูลดานสภาพแวดลอมในการเจริญเติบโตของตะไครตน 
 
 3.3.4.1 การศึกษาองคประกอบและคุณภาพดิน 
 1) เก็บตัวอยางดินบริเวณที่ตะไครตนเจริญเติบโตในแตละพื้นที่ โดยขุดดินใหมีความลึก
ประมาณ 1 ฟุต จากผิวดิน 
 2) ตัวอยางดินที่เก็บจะมีทั้งหมด 3 ตัวอยาง ไดแก 
  2.1) ตัวอยางดินในบริเวณที่ตะไครตนเจริญเติบโตจากดอยอางขาง 
  2.2) ตัวอยางดินในบริเวณที่ตะไครตนเจริญเติบโตจากดอยผากลอง 
  2.3) ตัวอยางดินในบริเวณที่ตะไครตนเจริญเติบโตจากดอยอินทนนท 
 3) สงตัวอยางดิน ณ หองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เพื่อการ
วิเคราะหขอมูลดังตอไปนี้ 
  3.1) ธาตุอาหารหลัก (macro element) 
  3.2) ธาตุอาหารรอง (micro element) 
  3.3) คาความเปนกรด-ดาง (pH) 
  3.4) ปริมาณอินทรียวัตถุ 
 4) นําขอมูลที่ไดมาพิจารณาหาความสัมพันธกับผลการทดลองในสวนของประสิทธิภาพการ
ตานอนุมูลอิสระของตัวอยางตะไครตนในการทดลองทั้ง 2 วิธี 
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 3.3.4.2 การรวบรวมขอมูลดานอุตุนิยมวิทยา 
 1) ขอความอนุเคราะหขอมูลทางดานอุตุนิยมวิทยาจากสถานีโครงการหลวงในพื้นที่ตางๆ 
ไดแก ดอยอางขาง แมสาใหม และดอยอินทนนท 
 2) ขอมูลที่ใชจะเปนขอมูลทางดานอุตุนิยมวิทยาในรอบปเดียวกันกับที่เก็บตัวอยางพืช 
 3) นําขอมูลที่ไดมาพิจารณาหาความสัมพันธกับผลการทดลองในสวนของประสิทธิภาพการ
ตานอนุมูลอิสระของตัวอยางตะไครตนในการทดลองทั้ง 2 วิธี 
 
สถานที่ดําเนินการวิจัย 
 1) หองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 2) หองปฏิบัติการพืชอุตสาหกรรม คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 3) หองปฏิบัติการพฤกษศาสตรพื้นบาน คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 4) พื้นที่ตางๆ ดังที่ระบุในหัวขอสถานที่เก็บตัวอยาง 


