
บทที่  3  
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
วัตถุดบิ 

 น ำกระเจ๊ียบแดงแห้งจำกร้ำนปิยฟำร์มำซี สถำนท่ีจ ำหน่ำยยำแผนโบรำณ จังหวัด
กำญจนบรีุ (22 พฤษภำคม 2554) 

 
วัสดุอุปกรณ์ 

 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรผลิต 
1)  กระบอกตวง (Cylinder) 
2)  ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
3)  กรวยกรอง (Glass funnel) 
4)  Filtering Flask 
5)  กระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 (Cat No 1001 090/China) 
6)  ขวดสีชำ 
7)  ปิเปต (Pipette) 
8)  ขวดปรับปริมำตร (Volumetric flask) 
9)  Aluminium Foil 
10)  เคร่ืองตีป่ัน (House Worth/HW-9302) 
11)  เคร่ืองชัง่น ำ้หนกัควำมละเอียด4 ต ำแหนง่ (240A/Precisa/Switzerland) 
12)  ป๊ัมสญูญำกำศ (Vacuum pump) (ST. LOUIS/MO. U.S.A) 
13)  เคร่ืองก ำเนิดคล่ืนอลุตร้ำโซนิค ปริมำตร 6 ลิตร (D-78224 Singen/Elma/ 

Germany)  
อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ทำงกำยภำพ 

เคร่ืองวดัคำ่สี (NR-3000/Handy Colorimeter/Japan) 
 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ทำงเคมี 

1)  เคร่ือง UV-Vis Spectrophotometer (UV-1601/Shimadzu/Australia) 
2)  เคร่ืองระเหยสญุญำกำศแบบหมนุ (Rotary evaporator) (ASPIRATOP A-35 

EYELA /Japan) 
 



58 
 

สำรเคมี 
1) เอทำนอล 95% (Merck, Germany) 

 2) น ำ้กลัน่ 
 3)  DPPH  (2,2,-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl) (Sigma-Aldrich/Germany) 
 
วิธีกำร 

ศึกษำผลของตัวท ำละลำยต่อกำรสกัด (รักษิณำ นิลวรรณำ, 2547) 
1) สกัดด้วยน ำ้กล่ัน 

ตวัอย่ำงกระเจ๊ียบแดงแห้ง 20 กรัมต่อน ำ้กลัน่ 100 มิลลิลิตร น ำเข้ำ
เคร่ืองตีป่ันเป็นเวลำ 15 วินำที ไม่ควรโดนแสงเก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลำ 30 นำที จำกนัน้กรองด้วย
กระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 วดัปริมำณสำรละลำยทัง้หมดท่ีกรองได้  

2) สกัดด้วยน ำ้กล่ันผสมเอทำนอล 
a) อตัรำสว่นน ำ้กลัน่ตอ่เอทำนอลควำมเข้มข้น 95% 3:1 

ตวัอย่ำงกระเจ๊ียบแดงแห้ง 20 กรัมต่อน ำ้กลั่นผสมเอทำนอล100 
มิลลิลิตร น ำเข้ำเคร่ืองตีป่ันเป็นเวลำ 15 วินำที ไม่ควรโดนแสง เก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลำ 30 นำที 
จำกนัน้กรองด้วยกระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 วดัปริมำณสำรละลำยทัง้หมดท่ีกรองได้  

b) อตัรำส่วนน ำ้กลัน่ตอ่เอทำนอลควำมเข้มข้น 95% 1:1 
ตวัอย่ำงกระเจ๊ียบแดงแห้ง 20 กรัมต่อน ำ้กลั่นผสมเอทำนอล100 

มิลลิลิตร น ำเข้ำเคร่ืองตีป่ันเป็นเวลำ 15 วินำที ไม่ควรโดนแสง เก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลำ 30 นำที 
จำกนัน้กรองด้วยกระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 วดัปริมำณสำรละลำยทัง้หมดท่ีกรองได้  

3) สกัดด้วยเอทำนอล 
ตวัอย่ำงกระเจ๊ียบแดงแห้ง 20 กรัมตอ่เอทำนอล 100 มิลลิลิตร น ำเข้ำ

เคร่ืองตีป่ันเป็นเวลำ 15 วินำที ไม่ควรโดนแสง เก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลำ 30 นำที จำกนัน้กรองด้วย
กระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 วดัปริมำณสำรละลำยทัง้หมดท่ีกรองได้  

 
 
 
 
 
 



59 
 

ศึกษำผลของอุลตร้ำโซนิคอุณหภูมิ และเวลำต่อกำรสกัดแอนโทไซยำนินจำกกระ
เจี๊ยบแดง 

น ำผลกำรวิเครำะห์คำ่สีและปริมำณแอนโทไซยำนินของตวัท ำละลำยตอ่กำรสกดัท่ีดี
ท่ีสดุมำท ำกำรสกดัด้วยอลุตร้ำโซนิคในสภำวะตำ่งๆดงันี ้

- ระดบัควำมถ่ี (Ultrasonic Power)  40 kHz(40W x 4) 

- เปอร์เซ็นต์อลุตร้ำโซนิค 60, 80  และ 100 เปอร์เซ็นต์ 
- อณุหภมูิ 65, 75 และ 85 องศำเซลเซียส 

- ระยะเวลำ 60, 90  และ 120 นำที 
วิเครำะห์ค่ำสี 

น ำสำรสกัดท่ีได้มำวดัค่ำสีโดยระบบ CIE LAB L* a* b* ด้วยเคร่ือง Handy 
Colorimeter 

วิเครำะห์ปริมำณแอนโทไซยำนิน (บุศรำรัตน์ สำยเชือ้, 2545) 
ปิเปตสำรสกัดท่ีได้ปริมำณ 8 มิลลิลิตรท ำในบริเวณท่ีไม่มีแสง ใส่ในขวดปรับ

ปริมำตรขนำด 100 มิลลิลิตร จำกนัน้ปรับปริมำตรด้วยตวัท ำละลำยท่ีใช้ในกำรสกดั เก็บไว้ในท่ีมืด
เป็นเวลำ 2 ชัว่โมง จำกนัน้น ำไปวดัคำ่กำรดดูกลืนแสงท่ีช่วงควำมยำวคล่ืนในช่วง 520 นำโนเมตร 
(Fuleki,T.&Francis, F.J., 1968) แล้วค ำนวณปริมำณแอนโทไซยำนินตำมสตูร 

 

TAcy = O.D. × DV × 
   

  
 × 

   

  
 × 

 

    
     

 

 
โดยท่ี 

TAcy คือ ปริมำณแอนโทไซยำนินทัง้หมด (มิลลิกรัมแอนโทไซยำนินตอ่วตัถดุิบ 
100 กรัม) 

O.D. คือ คำ่กำรดดูกลืนแสงท่ีอำ่นได้จำกสำรละลำยสกดัท่ีเจือจำงแล้ว 
DV คือ ปริมำตรของสำรละลำยสกดัท่ีได้เจือจำงแล้ว (มิลลิลิตร) 
SV คือ ปริมำตรของสำรละลำยสกดัท่ีเตรียมส ำหรับเจือจำง (มิลลิลิตร) 
TEV คือ ปริมำตรทัง้หมดของสำรละลำยสกดัท่ีได้ (มิลลิลิตร) 
SW คือ น ำ้หนกัของตวัอยำ่งท่ีใช้สกดั (กรัม) 

    
   คือ ค่ำ Extinction coefficient ในท่ีนีใ้ช้ค่ำ     

   ของ Delphinidin         
-3-glucosideซึง่มีคำ่เทำ่กบั 559 
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กำรวิเครำะห์คุณสมบัตกิำรเป็นสำรต้ำนออกซิเดชัน (Maisuthisakul et al., 2008) 
     1)  กำรเตรียมสำรละลำย 2,2,-Diphenyl-2-Picryl-Hydrazyl (DPPH) ในเอทำนอล 
กำรเตรียมสำรละลำย DPPH ควำมเข้มข้น 6x10-5 โมล โดยน ำ DPPH น ำ้หนกั 2.4 

มิลลิกรัม มำละลำยในเอทำนอล 100 มิลลิลิตร ปิเปตสำรละลำย 3 มิลลิลิตร ทดสอบดูกำร
เปล่ียนแปลงคำ่กำรดดูกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 515 นำโนเมตร ในเวลำ 1 ชัว่โมง  

     2)  กำรเตรียมสำรตัวอย่ำงและกำรวิเครำะห์ 086-052-7297 

น ำสำรสกัดท่ีได้มำระเหยเอทำนอลออก ด้วยเคร่ืองระเหยสุญญำกำศแบบหมุน (Rotary 
evaporator) ท่ีอณุหภูมิ 50 องศำเซลเซียส จนกระทัง่เอทำนอลระเหยออกหมด น ำมำเจือจำง 20 
เทำ่ของสำรสกดัเร่ิมต้น ปิเปตสำรสกดัมำ 0.5 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมำตรด้วยเอทำนอลให้ครบ 10 
มิลลิลิตร ปิเปตสำรละลำย DPPH 3 มิลลิลิตร ใส่ในสำรสกดั เก็บในท่ีมืด 15 นำที และวดัคำ่กำร
ดดูกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 515 นำโนเมตร 

038-512538 171 
กำรค ำนวณ 

% Inhibition = 
     

  
x  100 

 

เม่ือ    =  คำ่กำรดดูกลืนแสงของ Blank 

       =  คำ่กำรดดูกลืนแสงของตวัอยำ่ง 
 

กำรวิเครำะห์ทำงสถติ ิ
จำกกำรวำงแผนกำรทดลองด้วยวิธีพืน้ผิวตอบสนองแบบ  Response Surface 

Design (RSD) แบบ Box-Behnken Design โดยใช้โปรแกรม Minitab Version 16 ซึ่งก ำหนดช่วง
ของปัจจยัท่ีศกึษำดงัตำรำงท่ี 4 ท ำให้ได้กำรทดลองทัง้หมด 13 Design Point ประกอบด้วยจดุ
กึ่งกลำง (Center Point) จ ำนวน 1 จดุและ Factorial Point จ ำนวน 12 จดุ 
 
 
 
 
 
 



61 
 

ตำรำงท่ี 3.1  ชว่งของระดบัทัง้ 3 ปัจจยัท่ีท ำกำรทดลอง 

ปัจจัย สัญลักษณ์ 
รหัสของปัจจัย 

-1 0 1 
เปอร์เซ็นต์อลุตร้ำโซนิค X1 60 80 100 
อณุหภมูิ (องศำเซลเซียส) X2 65 75 85 
เวลำ (นำที) X3 60 90 120 

 
จำกกำรทดลองแบบ Response Surface Design (RSD) สำมำรถแสดง

ควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงอิทธิพลของตวัแปรอิสระท่ีศกึษำ (Dependent Variable) คือ เปอร์เซ็นต์ 
อณุหภมูิ และเวลำในกำรสกดัแอนโทไซยำนินจำกกระเจ๊ียบแดง ดงัสมกำร 

 
Y = β0 +β1x1 + β2x2 + β3x3 + β11x1

2 + β22x2
2 + β33x3

3 + β12x1x2+  β13x1x3 + β23x2x3 
 

โดยท่ี Y คือปริมำณแอนโทไซยำนิน x1 คือ ก ำลังของคล่ืนอุลตร้ำโซนิค x2 คือ 
อณุหภมูิ x3  คือ เวลำ ในขณะท่ี β คือคำ่สมัประสิทธ์ิกำรถดถอย (Regression Coefficients) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


