
บทที� � 

วธีิการทดลองและการวเิคราะห์ 

�.� วสัดุตั�งต้น อุปกรณ์และสารเคมี 

�.�.�  เห็ดถั�งเช่าสีทอง  ในส่วนของเห็ดถั�งเช่าสีทองที�ใชเ้ป็นสารตั�งตน้ในการสกดันั�น ผูว้จิยัได ้
          ควบคุมคุณภาพ โดยการนาํตวัอยา่งเห็ดถั�งเช่าสีทอง มาจากแหล่งเดียวกนั และเก็บไวที้� 
          อุณหภูมิและความชื�นเท่ากนัตลอดเวลา 

�.�.1 สารเคมี 

�. นํ�ากลั�น  
1. เอทานอล (Analytical Grade) 
@. กรดซิตริก (Analytical Grade)  
�. โซเดียมไบคาร์บอเนต (Analytical Grade)  

 �.�.@  อุปกรณ์ 

      �. ครกบด 
      1. เครื�องชั�งทศนิยม � ตาํแหน่ง 
      @. นาฬิกาจบัเวลา 
      �. เครื�องวดัความเป็นกรด-เบส (pH Meter) 
      I. เครื�องแกว้ที�ใชใ้นการวเิคราะห์ 
      J. เครื�องใหค้วามร้อนและกวนละลายดว้ยแม่เหล็ก (Hot plate stirrer) 

                  �.�.�  เครื�องมือวเิคราะห์ปริมาณคอร์ดิเซปปิน  

   เครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid   
          Chromatography) 

 

�.#  วธีิการทดลอง 

    กระบวนการสกดัสกดัคอร์ดิเซปปินออกจากเห็ดถั�งเช่าสีทอง มีขั�นตอนในการสกดัดงันี�  

�.นาํเห็ดถั�งเช่าสีทองที�อบแหง้แลว้ ปริมาณ @ กรัม มาบดดว้ยครก แยกใหมี้ขนาด W.�X-1.1I มิลลิเมตร 

1. นาํเห็ดถั�งเช่าสีทองใส่ลงในตวัทาํละลาย และปั�นดว้ยเครื�องกวนสารละลายดว้ยแม่เหล็กเป็นเวลา �  
            ชั�วโมง 
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@. เมื�อครบกาํหนดเวลา เก็บตวัอยา่งโดยกรองเห็ดถั�งเช่าสีทองออก ตรวจสอบปริมาณคอร์ดิเซปินดว้ย 
           เครื�อง  HPLC  

  

หมายเหตุ �  ในการทดลองจะมีการศึกษาตวัแปรต่างๆตามการออกแบบการทดลองแบบส่วนประสม

กลาง (ดงัที�กล่าวไวใ้นบทที� @ ) โดยวธีิการจดัเตรียมตวัแปรต่างๆ มีดงันี�  

- ปรับค่าความเป็นกรด-เบสของตวัทาํละลายโดยใชก้รดซิตริกและโซเดียมไบคาร์บอเนต 

ใหเ้ป็น @, I, `, X และ �� 

            -  ผสมตวัทาํละลายให้มีปริมาตร IW, `I, �WW, �1I และ �IW  มิลลิลิตร โดยใชป้ริมาณเอทานอล 
                      ในนํ�า เท่ากบั  W%, 1I%, IW%, `I% และ �WW% โดยปริมาตร  

            -ปรับอุณหภูมิในการสกดั ใหเ้ป็น  @I, �1, IW, I` และ JI องศาเซลเซียส 

 

หมายเหตุ 1  การหาปริมาณคอร์ดิเซปปินทั�งหมดที�อยูใ่นเห็ดถั�งเช่าสีทอง   

           การหาปริมาณคอร์ดิเซปปินทั�งหมดที�อยูใ่นเห็ดถั�งเช่าสีทอง  ทาํไดโ้ดยการนาํเห็ดถั�งเช่าสีทองมา
ปริมาณหนึ�ง (เช่น @ กรัม)  และนาํมาสกดัดว้ยตวัทาํละลาย (โดยเลือกสภาวะใดก็ได)้ แลว้ทาํการสกดัซํ� าๆ
หลายๆครั� ง กล่าวคือ ทาํการสกดั� ครั� ง แล้วนาํเห็ดถั�งเช่าสีทองที�ผ่านการสกัดครั� งแรกนั�น มาสกดัอีกครั� ง
โดยใช้ตวัทาํละลายใหม่  ทาํเช่นนี� เรื� อยไป จนกระทั�งพบว่าไม่มีคอร์ดิเซปปินละลายอยู่ในตวัทาํละลาย 
หลงัจากนั�นจึงนาํปริมาณคอร์ดิเซปปินในทุกการสกดัมารวมกนั  ก็จะไดป้ริมาณคอร์ดิเซปปินทั�งหมดที�อยู่
ในเห็ดถั�งเช่าสีทอง    

 

 

�.$ ออกแบบการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (Central composite design) 

�. กาํหนดปัจจยัที�มีผลเกี�ยวขอ้งกบัการสกดัออกเป็น � ปัจจยัด้วยกนัคือ อุณหภูมิ อตัราส่วนโดย 
               ปริมาตรระหวา่งเอทานอลในตวัทาํละลาย ปริมาตรตวัทาํละลาย และค่าความเป็นกรด-ด่างของตวั 
               ละลาย 
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            1. กาํหนดสัญลกัษณ์ในเชิงปัจจยัแทนดว้ยตวัอกัษรภาษาองักฤษอนัไดแ้ก่ A แทนค่าอุณหภูมิ,    B  
                แทนค่าอตัราส่วนโดยปริมาตรระหวา่งเอทานอลในตวัทาํละลาย, C แทนค่าปริมาตรตวัทาํละลาย  
                และ D แทนค่าค่าความเป็นกรด-ด่างของตวัละลาย 

             @. กาํหนดขอบเขตของการทดลองในรูปแบบของค่าสูง (+1) กบัค่าตํ�า (-1) ของแต่ละปัจจยัดงัตาราง     
                 ขอ้มูลที� �.� 

 

        ตารางที� �.� ขอบเขตของการทดลอง 

 

แทนด้วย

สัญลกัษณ์ 

 

ตวัแปรที�ศึกษา หน่วย 

ค่าที�เปลี�ยนแปลงไป 

(-#) (-�) (>) (�) (#) 

A อุณหภูมิ องศา
เซลเซียส 

3I 42 50 57 6I 

B อตัราส่วนโดยปริมาตร
ระหวา่งเอทานอลในตวั

- 0 25 50 75 10W 

C ปริมาตรตวัทาํละลาย มิลลิลิตร IW `I �WW �1I �IW 

D ค่าความเป็นกรด-ด่าง        
ของตวัทาํละลาย 

- 3 5 ` 9 11 

 

1. กาํหนดรูปแบบของการทดลองดงัตารางขอ้มูลที� �.1 โดยให้ (-1) แทนระดบัตํ�าที�สุดของแต่ละ
ปัจจยั, (-�) แทนระดบัตํ�าของแต่ละปัจจยั, (W) แทนระดบักลางของแต่ละปัจจยั, (�) แทน
ระดบัสูงของแต่ละปัจจยั และ (1) แทนระดบัสูงที�สุดของแต่ละปัจจยั ซึ� งเป็นไปตามรูปแบบ 
แผนการทดลองแบบนี�จะคลา้ยกบัแผนการทดลองแบบ Fractorial Design โดย CCD จะ 
ประกอบดว้ยตาํแหน่งการทดลองของ Fractorial Design  ซึ� งมีตาํแหน่งการทดลองทั�งหมด �J 
ตาํแหน่ง (24) และจะมีตาํแหน่งการทดลองที�เพิ�มขึ�นมาอีก  p ตาํแหน่ง คือ ตาํแหน่งที�เป็น แนว 
+2 หรือ -2 ในแนวแกน ตาํแหน่งตรงกลางของพื�นที�การทดลองอีก 7 ตาํแหน่ง คือ Central Point 
(ตาํแหน่ง W,W) 

2. ดาํเนินการทดลองทางแบบส่วนประสมกลาง เพื�อบนัทึกผลที�เกิดขึ�นจากการสกดั 
คอร์ดิเซปปินออกจากถั�งเช่าสีทองโดยใชก้ารสกดัดว้ยตวัทาํละลายจากวธีิเบื�องตน้ 
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ตารางที� �.1 ตารางการออกแบบการทดลอง  

จาํนวน

การ

ทดลอง 

อุณหภูมิ 

(A) 

อตัราส่วนโดยปริมาตร

ระหวา่งเอทานอลในตวั

ทาํละลาย 

(B) 

ปริมาตรตวัทาํ

ละลาย 

(C) 

ค่าความเป็น

กรด-ด่างของตวั

ทาํละลาย 

(D) 

� -� -� -� -� 
1 � -� -� -� 
@ -� � -� -� 
� � � -� -� 
I -� -� � -� 
J � -� � -� 
` -� � � -� 
p � � � -� 
X -� -� -� � 
�W � -� -� � 
�� -� � -� � 
�1 � � -� � 
�@ -� -� � � 
�� � -� � � 
�I -� � � � 
�J � � � � 
�` -1 W W W 
�p 1 W W W 
�X W -1 W W 
1W W 1 W W 
1� W W -1 W 
11 W W 1 W 
1@ W W W -1 
1� W W W 1 
1I W W W W 
1J W W W W 
1` W W W W 
1p W W W W 
1X W W W W 
@W W W W W 
@� W W W W 
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�.� การวเิคราะห์ผล 

�. นาํสารละลายที�ไดจ้ากการสกดัคอร์ดิเซปปินออกจากถั�งเช่าสีทองไปตรวจหาปริมาณคอร์ดิเซปปิน 
   ในแต่ละการทดลองดว้ยเครื�อง HPLC  หลงั จากนั�นนาํผลที�ไดใ้นแต่ละการทดลองมาหาเปอร์เซ็นต ์
    การสกดัเปรียบเทียบกบั ดงัสมการ 

      100% ×=

t

i

m

m
ex  

 

โดยที� 
i
m   คือ  ปริมาณคอร์ดิเซปปินที�สกดัไดใ้นแต่ละการทดลอง (ไมโครกรัม) 

           
t
m   คือ  ปริมาณคอร์ดิเซปปินที�อยูใ่นถงัเช่าสีทอง   (สาํหรับงานวิจยันี�  ผูว้ิจยัไดท้ดลองหา  

                                       แลว้วา่ ปริมาณคอร์ดิเซปปินที�อยูใ่นถงัเช่าสีทอง  3 กรัม มีค่า��1,W@` ไมโครกรัม 

          1.  ในการใชโ้ปรแกรม Minitab เพื�อออกแบบการทดลองแบบการทดลองแบบ  Central Composite  
                Design สามารถทาํไดต้ามขั�นตอนดงัต่อไปนี�  

- ติดตั�งโปรแกรม Minitab V�` หลงัจากติดตั�งโปรแกรม คลิกเขา้สู่หนา้ ของโปรแกรม  เริ�มตน้
ใชง้าน 

- เมื�อเขา้สู่โปรแกรมจะพบ 1 ส่วนหลกับนหนา้จอ ไดแ้ก่ ส่วนที� �  คือ session windows ซึ� งจะ
แสดงผลการวเิคราะห์ในรูปแบบของตวัอกัษร (text) และในวนิโดวนี์�สามารถป้อนคาํสั�งเขา้ไป
แทนการใช้เมนูของได ้ ส่วนที� 1 คือ  Data window จะมีแผ่นงานที�มีลกัษณะคล้ายตาราง
คาํนวณ (SpreadSheet) ซึ� งสามารถเปิดไดห้ลายแผน่งาน ดงัแสดงในรูปที� �.� 
 

 
            รูปที� �.� แสดงองคป์ระกอบของหนา้จอหลกัในการป้อนขอ้มูลของ Minitab 

Session windows 

Work sheet 
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- ทาํการป้อนขอ้มูลในรูปแบบแฟคทอเรียลแบบ 1 โดย เขา้ไปที� Stat ในแถบเครื�องมือดา้นบน 

� เลือก DOE � เลือก Response surface � เลือก Create Factorial Design จะเกิดบล็อก
สี�เหลี�ยมของแถบเครื�องมือขึ�นมาใหม่ดงัรูปที� �.1 

 

รูปที� �.1 หนา้จอแสดงวธีิการป้อนขอ้มูล 

- เลือก Central composite � เลือก Number of factors 4 � คลิก Designs ปรากฏหนา้จอดงัรูป
ที� �.@ 
 

 
 

รูปที� �.@ หนา้จอแสดงวธีิการป้อนขอ้มูล 
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- ปรากฏหนา้จอดงัรูปที� �.� เลือก Full factorial � Number of replicates for corner point:3 � 
คลิก OK    
 

 
 

รูปที� �.� หนา้จอแสดงวธีิการป้อนขอ้มูล 
 
 
 

- จากรูปที� �.� นั�น จะทาํการจดัเรียงขอ้มูลใหม่โดยทาํการตั�งค่าที� Stats � DOE � Display 
Design � Standard Order For Design � คลิก OK จากนั�นจะทาํการจดัเรียงขอ้มูลที� Standard 
Order ในแผน่งานใหม่และเปลี�ยนค่าตวัแปรเชิงสัญลกัษณ์ใหม่ เช่น A เปลี�ยนเป็นอุณหภูมิ , B 
เปลี�ยนเป็นอตัราส่วนโดยปริมาตรของเอทานอลในตวัทาํละลาย , C เปลี�ยนเป็นปริมาตรตวัทาํ
ละลาย D เปลี�ยนเป็นค่าความเป็นกรด-ด่างของตวัวทาํละลาย และ Column C9 เพิ�มตวัแปร Y 
ซึ� งแสดงผลของร้อยละของการสกัดที�ได้ในแต่ละการ ทดลองทําการป้อนข้อมูลลงใน
โปรแกรม 

- เมื�อทาํการป้อนขอ้มูลที�ไดจ้ากการทดลองเรียบร้อยแลว้จะทาํการประมวลผลและทาํวิเคราะห์
ผลโดยเขา้ไปที� Stat � DOE � Response Surface � Analyze Response Surface Design จะ
ปรากฏดงัรูปที� �.I เพื�อเลือกปัจจยัที�ใชเ้ป็นค่าตอบสนอง โดยในที�นี� คือร้อยละการสกดั จากนั�น
โปรแกรมจะทาํการประมวลผลในรูปสมการเชิงถดถอยและค่าตวัแปรต่างๆที�เกี�ยวขอ้งในการ
วเิคราะห์ตามทฤษฎีทางสถิติ 
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รูปที� �.I หนา้จอแสดงวธีิการป้อนขอ้มูล 

 

จากนั�นทาํการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ตวัแปรต่างๆในทางสถิติ  ดงันี�  

�. ตวัแปรที�ส่งผลต่อกนัมากที�สุด 
1. ตวัแปรเดี�ยวที�ส่งผลต่อการสกดั 
@. สมการความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรต่างๆกบัการสกดั 
�. ตวัแปรที�มีผลมากหรือนอ้ยที�สุดต่อการสกดั 


