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บทที ่3 
 

วิธีการวิจัย 
 

 

3.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ 
1. UV-Vis spectrophotometer (JASCO V-650) 
2. IR spectrometer 
3. เครื่องชั่งละเอียด ทศนิยม 2 ต้าแหนง และ 4 ต้าแหนง 
4. เครื่องตรวจวัดค่าความเป็นกรด เบส (pH meter) 
5. ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด  25, 50, 100, 250 และ 500 ลู กบาศก

เซนติเมตร 
6. ขวดก้นกลม 
7. เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary Evaporator) 
8. เทอร์โมมิเตอร์ 
9. เตาไฟฟ้า (Hotplate) 
10. เครื่องแกวพื นฐานที่มีในหองปฏิบัติการ เชน หลอดทดลอง ขวดรูปชมพู บีกเกอร แทงแกวคน 
11. ขวดแกวสีชาแบบมีฝา 

 
3.2 สารเคมี 

1. เหล็กคลอไรด์ (FeCl3) 
2. Tannic acid 
3. โพแทสเซียมโบรไมด์ (KBr) 
4. เปลือกมะพร้าวสดและแห้ง 
5. เอทานอล  
6. เมทานอล 
7. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid: HCl 37 %, Grade AR) 
8. น้ํากลั่นปราศจากไอออน (Deionized water) 

 
 

3.3 วิธีด้าเนินการวิจัย 
3.3.1 การเตรียมกาบมะพร้าวส้าหรับการสกัด 

น้ากาบมะพร้าวทั งสดและแห้งมาล้างท้าความสะอาดด้วยน ้าเปล่า 2-3 ครั ง จากนั นน้ามาผึ่ง
ให้แห้งในที่ร่ม ก่อนท้าการสกัด น้าเปลือกมะพร้าวทั งแห้งและสดมาสับหรือหั่นให้ละเอียด 
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3.3.2 การสกัดแทนนินจากเปลือกมะพร้าวสด และเปลือกมะพร้าวแห้ง 
 ชั่งเปลือกมะพร้าวสดที่สับละเอียดแล้วจ้านวน 10 กรัม ใส่ในขวดแก้วมีฝาปิด กรณีเปลือก
มะพร้าวแห้งให้ชั่งจ้านวน 5 กรัม จากนั นเติมตัวท้าละลายที่ใช้ในการสกัด (เอทานอล หรือ เมทานอล) 
อย่างละ 150 มิลลิลิตร แล้วทดลองสกัดที่เวลา สองชั่วโมงที่อุณหภูมิต่างๆ คือ 20, 30, 40 และ 60 

องศาเซลเซียล ดังแผนภาพ  
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.1 แสดงการสกัดด้วยตัวท้าละลายสองชนิด เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  
 
ซึ่งท้าการทดลองเช่นเดียวกันในการสกัดแทนนินจากกาบมะพร้าวสด หลังจากสกัดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง
แล้ว ให้กรองเพ่ือแยกเอาสารละลายออกมาและน้ากาบมะพร้าวหลังการสกัดทิ งไป น้าสารที่กรองได้
ไประเหยตัวท้าละลายออกด้วยเครื่องกลั่นระเหยแบบหมุน (Rotary Evaporator) จนเกือบแห้ง น้าไป
ละลายสารที่สกัดได้ด้วยตัวท้าละลายจ้านวน 3 มิลลิลิตร และดูดสารสกัดแทนนินเก็บใส่ vial เก็บไว้
ท้าการทดสอบต่อไป 
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ภาพที่ 3.2 แสดงการดูดสารสกัดเพ่ือเก็บใส่ vial 
 
3.3.3 การทดสอบคุณลักษณะของสารสกัดแทนนิน 

การทดสอบคุณลักษณะของแทนนินท้าได้หลายวิธี ดังนี   
1. การตรวจสอบ Hydrolysable tannin และ Condensed tannin ด้วย 1% FeCl3 

 การตรวจสอบ Hydrolysable tannin และ Condensed tannin ด้วย 
1% FeCl3  ท้าได้โดยการเตรียมสารละลาย 1% FeCl3 โดยชั่ง 0.25 g ของ anhydrous FeCl3 
ละลายในน ้ากลั่น และปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร จากนั น น้าสารสกัดแทนนินในตัวท้าลายจ้านวน 
1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองและเติมน ้าลงไปจ้านวน 2 มิลลิลิตร จากนั นหยดสารละลาย 1% 
FeCl3 ลงไปจ้านวน 2 หยด สังเกตการเปลี่ยนแปลงและบันทึกผลการทดลอง    

2. การตรวจสอบหมู่ฟังก์ชั่นด้วย IR spectrometry 
การตรวจสอบสามารถท้าได้โดยน้าสารสกัดแทนนินไปบดผสมกับ KBr จากนั นน้าไปวัดด้วยเครื่อง IR 
spectrometer  เทียบกับ Tannic acid 
 
3.3.4 การตรวจสอบเชิงปริมาณ 

การตรวจสอบเชิงปริมาณสารสกัดแทนนินสามารถท้าได้โดยการวัดเทียบกับ Tannic acid 
แล้วน้ามาหา % Tannic acid โดยใช้เครื่อง UV-vis spectrometer โดยมีวิธีการเตรียมสารดังนี  

การเตรียมสารละลาย 2.5 %g/v KIO3  โดยชั่ง KIO3 2.5 กรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วย
น ้ากลั่นจนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

สารสกัดแทนนิน จ้านวน 1 มิลลิลิตร น้ามาเจือจางด้วยตัวท้าละลาย 5 เท่า จากนั นน้าไป
ผสมกับ 2.5 %g/v KIO3  จ้านวน 5 มิลลิลิตร จะได้สารละลายสีแดง น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
550 nm จากนั นสารละลายจะเริ่มเปลี่ยนเป็นสีเหลือง โดยเทียบกับสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก 

การเตรียมสารละลาย Stock solution ของ 5000 mg L-1 โดยละลายกรดแทนนิก 0.25  
กรัม ในตัวท้าละลาย 50 mL โดยเตรียมสารละลายที่ประกอบด้วยสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก 
0, 100, 200, 400, 600, 800 and 1000 mg L−1 แล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงเพ่ือสร้างกราฟ
มาตรฐาน  

 




