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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1. วตัถดุบิและสารเคมี 

3.1.1. การเตรียม            

น าตวัอยา่งพืชท่ีให้สี 7 ชนิด ได้แก่ ข้าวเหนียวด า มะเกลือ แกแล ประดู ่สมอพิเภก ฝาง และขมิน้ชนั ท่ีซือ้
จากตลาด มาท าการบดโดยใช้เคร่ืองบด และน าไปร่อนด้วย sieve ขนาด 100 เมช น าตวัอย่างท่ีเตรียม
ได้เก็บในท่ีแห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 

3.1.2. การเตรียมตวัอยา่งเส้นผม 

น าตวัอยา่งผมด าท่ีซือ้จากร้านขายวิกผมมาล้างด้วยแชมพแูละเป่าให้แห้ง หลงัจากนัน้น าตวัอย่างผมด า
มาฟอกสีผมให้อ่อนลงด้วยสารผสมของ 9%(v/v) hydrogen peroxide และ 42%(w/w) potassium 
persulfate เป็นเวลา 30 นาที น าผมไปล้างออกด้วยน า้จนสะอาด ผมท่ีได้จะมีสีน า้ตาลทองจนถึงสีทอง 
น าตวัอยา่งผมท่ีเตรียมได้เก็บในท่ีแห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 

3.1.3. สารเคมี 

ตวัท าละลายท่ีใช้ในการสกดั ได้แก่ acetone, ethanol และ methanol (analytical grade) จาก Sigma 
Chemicals (NJ, USA) ส่วน silica gel 60 (70-230 mesh ASTM) จาก Merck (Germany) ใช้ส าหรับ
การแยกส่วนของสารให้สีธรรมชาติด้วยคอลมัน์โครมาโตกราฟี สาร mixture pigment standards จาก 
DHI LAB products (Denmark) ใช้ส าหรับเปรียบเทียบกบัสารให้สีจากพืช 7 ชนิดด้วยการวิเคราะห์โดย 
high-performance liquid chromatography-diode array detector (HPLC-DAD) สาร hydrogen 
peroxide (QReC, New Zealand), ascorbic acid (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spain) และ 
lime juice (local market in Thailand) ใช้เป็น oxidizing agents ส่วน ferric sulphate, alum, 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Ajex Finechem, NSW, Australia) และสารสกดัจากชา 
ใช้เป็น mordant agent 
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3.2. วิธีการด าเนินการวิจยั 

3.2.1. การสกดัสารให้สีธรรมชาตจิากพืช 

ศกึษาตวัอย่างพืชท่ีให้สี 7 ชนิด ได้แก่ ข้าวเหนียวด า มะเกลือ แกแล ประดู ่สมอพิเภก ฝาง และขมิน้ชนั 
โดยสกดัด้วยตวัท าละลาย 3 ชนิด ได้แก่ acetone, ethanol และ methanol ใช้ปริมาณวตัถดุิบตอ่ตวัท า
ละลายคือ 1:4 แชน่าน 24 ชัว่โมง จากนัน้น าไปกรองด้วยเคร่ืองกรองสญุญากาศ ใช้กระดาษกรองเบอร์ 1 
และน าสารละลายไประเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ือง rotary evaporator (Büchi Rotavapor R200, 
Büchi Labortechnik AG, Switzerland) ได้ crude น าไปล้าง wax ออกด้วย petroleum ether เทส่วนท่ี
เป็น petroleum ether ออก (Saito, 2000) และน าไประเหยตวัท าละลายออกอีกครัง้ ได้สารให้สี
ธรรมชาติเก็บในขวดสีชา ท่ีอณุหภูมิ 4˚C น าไปวดัหาปริมาณสารให้สีท่ีได้ คา่สี คา่การดดูกลืนคล่ืนแสง 
วิเคราะห์หาสารส าคญัด้วย HPLC-DAD และน าไปแยกส่วนของสารให้สีธรรมชาติโดยวิธีคอลมัน์โครมา
โตกราฟี 

3.2.1.1. การวดัปริมาณสารให้สีธรรมชาติ 

น าสารสกดัท่ีได้มาชัง่น า้หนกั และค านวนตามสตูร ดงันี ้

yield (% w/w dry basis)   =         น า้หนกัสารสกดั (กรัม)          x  100 

3.2.1.2. การวดัคา่สี 

วดัคา่สีของสารให้สีธรรมชาติจากพืชโดยใช้เคร่ือง Miniscan EZ (Hunter Associates Laboratory, Inc., 
Reston, USA) ด้วยระบบ CIELAB color system คา่ L* หมายถึงคา่ความสว่าง (คา่ L* ต ่า คือ สว่าง
น้อย, คา่ L* สงู คือ สว่างมาก) คา่ a* หมายถึงคา่สีช่วงสีแดง (คา่ + ) ถึงสีเขียว (คา่ - ) และคา่ b* 
หมายถึงคา่สีชว่งสีเหลือง (คา่ + ) ถึงน า้เงิน (คา่ - ) สว่นคา่ hue angle (h°) ค านวนโดยใช้สตูร ดงันี ้

h° = arc tan (b*/a*), if a* > 0 and 
h° = 180 + arc tan (b*/a*), if a* < 0 
h° = 360 + arc tan (b*/a*), if a* > 0 and b* < 0 

คา่ Hue angle (h°) แสดงคา่มมุ 0° ถึง 360° โดยท่ีคา่มมุจาก 0° ถึง 90° แสดงสีแดง ส้ม และเหลือง คา่
มมุจาก 90° ถึง 180° แสดงสีเหลือง เหลืองเขียว และเขียว คา่มมุจาก 180° ถึง 270° แสดงสีเขียว น า้

น า้หนกัตวัอยา่งพืช (กรัม) 
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เงิน-เขียว น า้เงิน และคา่มมุจาก 270° ถึง 360° แสดงสีน า้เงิน ม่วง และกลบัไปท่ีสีแดงอีกครัง้ (Pek และ
คณะ, 2010) 

3.2.1.3. การวดัค่าการดดูกลืนคล่ืนแสง และวิเคราะห์หาสารส าคญัด้วย high-performance liquid 
chromatography - diode array detection (HPLC-DAD) 

วิเคราะห์สารให้สีธรรมชาติจากพืชด้วย HPLC-DAD (1200 Series, Agilent Technologies) และ 
Eclipse XDB-C18 column (4.6 mm ID x 250 mm, 5 m) โดยใช้ injection volume ปริมาณ 20 L 
และใช้ flow rate เท่ากบั 1 mL/min ตัง้คา่ wavelength ของ DAD detector ท่ี 450 nm ใช้ gradient 
systems ของ mobile phase เป็น solvent A (70:30 of methanol/28mM TBA) และ solvent B 
(methanol) โดยเร่ิมจาก 5% B ท่ีเวลา 0-22 min, 95% B ท่ี 22-29 min และ 5% B ท่ี 29-36 min (Van 
Heukelem และ Thomas, 2001) วิเคราะห์หาสารส าคญัโดยท าการเปรียบเทียบกบั mixture pigment 
standard และวดัคา่การดดูกลืนคล่ืนแสงของสารให้สีธรรมชาติโดยการ scan ระหว่าง 400 และ 700 
nm ท่ี rate 12 spectra/min 

3.2.1.4. การแยกสว่นของสารให้สีธรรมชาตโิดยวิธีคอลมัน์โครมาโตกราฟี 

เตรียมคอลมัน์แก้ว ขนาด 280x25 mm i.d. โดยบรรจุ silica gel (70-230 mesh) ท่ีแช่ใน 60% 
methanol ในน า้ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพ่ือให้เม็ดเจลอ่ิมตวัจึงบรรจลุงในคอลมัน์ หลงัจากนัน้น าสารให้สี
ธรรมชาติท่ีสกดัได้จากข้อ 1 มา 0.3 g โดยละลายใน methanol ปริมาตร 2 ml ใส่ลงในคอลมัน์เพ่ือท า
การแยกส่วนของสารให้สีธรรมชาติ เติมสารละลายผสม 60% methanol ในน า้ ซึ่งใช้เป็นเฟสเคล่ือนท่ี 
โดยควบคมุอตัราการไหลเป็น 1 มิลลิลิตร/                    5 ml จ กระทัง่   ออกมาหมด เก็บ
สารแตล่ะส่วนในขวดสีชา ท่ีอณุหภูมิ 4°C (Lee และคณะ, 2007) และน าสารท่ีแยกได้ในแตล่ะส่วนมาส
เกนหาค่าการดดูกลืนคล่ืนแสงสงูสดุ โดยใส่สารละลายลงใน quartz cuvette แล้ววดัในช่วง 190-800 
nm ด้วยเคร่ือง UV-VIS spectrophotometer (UV-1601, Shimadzu Corporation, Japan) 
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3.2.2. ศกึษาประสิทธิภาพของสารให้สีธรรมชาตติอ่การติดสีผม 

3.2.2.1. ศกึษาประสิทธิภาพของสารให้สีธรรมชาตติอ่การตดิสีผมเบือ้งต้น 

น าสารให้สีธรรมชาติจากพืชทัง้ 7 ชนิด (0.2 g) ท่ีเลือกจากการสกัดด้วยตวัท าละลายท่ีดีท่ีสดุ มาผสม
ด้วย 6%(v/v) hydrogen peroxide (oxidizing agents) ปริมาตร 4 mL หลงัจากนัน้เติม ferrous 
sulphate ปริมาตร 2 mL เป็น mordant agents น าสารผสมใส่ลงบนตวัอย่างผมท่ีผ่านการฟอกสีผมแล้ว
เป็นเวลา 20 นาทีท่ีอณุหภมูิห้อง และน าตวัอยา่งผมมาล้างด้วยน า้จนน า้ล้างไม่มีสีปนออกมา เป่าให้แห้ง 
เก็บตวัอย่างผมท่ีผ่านการท าสีในถงุซิบ (Pushpangadan และคณะ 2006) น าตวัอย่างผมท่ีผ่านการท า
สีมาวดัคา่สี และเปรียบเทียบกบัผมด าธรรมชาต ิและผมท่ีผ่านการฟอกสีผม ผลของการศกึษานีเ้ลือกพืช
ท่ีสามารถติดสีท่ีดีท่ีสดุในการย้อมสีผม และน าไปศกึษาผลของ oxidizing agent และ mordant agent 
ตอ่การย้อมสีผมโดยใช้สารให้สีธรรมชาตจิากพืชตอ่ไป 

3.2.2.2. ศกึษาผลของ oxidizing agent ตอ่การย้อมสีผมโดยใช้สารให้สีธรรมชาตจิากพืช 

น าสารให้สีธรรมชาติจากพืช (0.2 g) ท่ีเลือกจากการสกัดด้วยตัวท าละลายท่ีดีท่ีสุด มาผสมด้วย 
oxidizing agents 3 ชนิด ได้แก่ 6%(v/v) hydrogen peroxide, lime juice และ 10%(v/v) ascorbic 
acid ปริมาตร 4 mL หลงัจากนัน้เติม ferrous sulphate ปริมาตร 2 mL เป็น mordant agents น าสาร
ผสมใสล่งบนตวัอยา่งผมท่ีผา่นการฟอกสีผมแล้วเป็นเวลา 20 นาทีท่ีอณุหภูมิห้อง และน าตวัอย่างผมมา
ล้างด้วยน า้จนน า้ ล้างไม่มี สีปนออกมา เป่าให้แห้ง เ ก็บตัวอย่างผมท่ีผ่านการท าสีในถุงซิบ 
(Pushpangadan และคณะ 2006) น าตวัอย่างผมท่ีผ่านการท าสีมาวดัค่าสี คา่ color strength และ
ศกึษาพืน้ผิวของเส้นผมด้วย microscope chromameter ผลของการศกึษานีจ้ะเลือก oxidizing agent 
ท่ีดีท่ีสดุในการย้อมสีผม  

3.2.2.3. ศกึษาผลของ mordant agent ตอ่การย้อมสีผมโดยใช้สารให้สีธรรมชาตจิากพืช 

น าสารให้สีธรรมชาติจากพืช (0.2 g) ท่ีเลือกจากการสกัดด้วยตัวท าละลายท่ีดีท่ีสุด มาผสมด้วย 
oxidizing agents ท่ีดีท่ีสุด คือ 10%(v/v) ascorbic acid ปริมาตร 4 mL หลงัจากนัน้เติม mordant 
agents 4 ชนิด ได้แก่ 2%(w/v) ferrous sulphate, 2%(w/v) alum, 2%(w/v) 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) และสารสกดัจากชา ปริมาตร 2 mL น าสารผสมใส่ลงบน
ตวัอย่างผมท่ีผ่านการฟอกสีผมแล้วเป็นเวลา 20 นาทีท่ีอณุหภูมิห้อง และน าตวัอย่างผมมาล้างด้วยน า้
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จนน า้ล้างไม่มีสีปนออกมา เป่าให้แห้ง เก็บตวัอย่างผมท่ีผ่านการท าสีในถงุซิบ (Pushpangadan และ
คณะ 2006) น าตวัอย่างผมท่ีผ่านการท าสีมาวดัค่าสี (วิธีการตามข้อ 2.2.2) ค่า color strength และ
ศกึษาพืน้ผิวของเส้นผมด้วย scanning electron microscope (SEM) 

3.2.3. การวิเคราะห์ผมท่ีผา่นการท าสีผมโดยใช้สารให้สีธรรมชาตจิากพืช 

3.2.3.1. การวดัคา่ color strength (K/S value) 

วดัคา่สีของผมท่ีผ่านการย้อมโดยใช้เคร่ือง Miniscan EZ และน าคา่ไปค านวณคา่ color strength (K/S 
value) ตาม Kulbelka-Munk equation (Nagia และ EL-Mohamedy, 2007):  

K/S = (1-R2) / 2R 
โดยท่ี K คือ the sorption coefficient. 

        S คือ the scattering coefficient. 
          R คือ the reflection of the dyed hair. 

3.2.3.2. ศกึษาพืน้ผิวของเส้นผมท่ีผา่นการท าสี 

การวิเคราะห์ตวัอยา่งผมท่ีผา่นการท าสีด้วยเคร่ือง Microscope Chromameter 

น าตวัอย่างผมท่ีผ่านการท าสีความยาวขนาด 1 cm ติดด้วยกระดาษกาว และวางทบัด้วย microscope 
slide ท าการส่องด้วยเคร่ือง microscope chromameter โดยการสุ่มตรวจวดั (Pushpangadan และ
คณะ, 2006) 

การวิเคราะห์ตวัอยา่งผมท่ีผา่นการท าสีด้วยเคร่ือง Scaning Electron Microscopy (SEM) 

น าตวัอย่างผมท่ีผ่านการท าสีและไม่ผ่านการท าสีจะถูกเคลือบด้วยทองท่ีความลึก 30 nm และเคร่ือง 
scaning electron microscopy (SEM) จะท าการสแกนตวัอยา่งของเส้นผม (Guthrie และคณะ, 1995) 


