
 
 

บทที่ 3 วธีิการทดลอง 
 
3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
3.1.1  เคร่ืองสกดัดว้ยคาร์บอนไดออกไซดเ์หนือวกิฤต (Super Critical Carbon Dioxide : SCCO2) 
  รุ่น Spe-edTM SFE Model 680 BAR system (Applied Separations, Allentown, Pa, USA) 
3.1.2   เคร่ืองวเิคราะห์สารดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง  
         (High Performance Liquid Chromatography: HPLC) ยีห่อ้ Water รุ่น 600 – 486 -717 
3.1.3   เคร่ืองวดัความช้ืน (Moisture Balance Precisa) รุ่น XM 120 
3.1.4   เคร่ืองชัง่น ้าหนกัแบบละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
3.1.5   ตะแกรงร่อนแยกขนาด 
3.1.6   เคร่ืองแยกขนาด 
3.1.7   เคร่ืองวดัสเปกโตรมิเตอร์ช่วง UV-VIS (UV-VIS Spectrophotometer)  
3.1.8   เคร่ืองแกว้ 

 

3.2 วสัดุและสารเคมี 
3.2.1  ใบสบู่ด าแหง้ (Jatropha curcas Linn.) พนัธ์ุนครราชสีมา จากศูนยศึ์กษาการพฒันาเขาหิน

ซอ้นอนัเน่ืองมาจากพระราชด าริ 7 ม.2 ต.เขาหินซ้อน อ.พนมสารคาม จ.ฉะเชิงเทรา 
3.2.2   เมทานอล  
3.2.3  เอทานอล  
3.2.4   สารมาตรฐานกรดแกลลิก 
3.2.5  สารมาตรฐานกรดแอลลาจิก 
3.2.6  สารมาตรฐานคอริลาจิน 
3.2.7   ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
3.2.8   น ้าปราศจากไอออน 
3.2.9   กรดฟอสฟอริก 
3.2.10  กรดอะซิติก 
3.2.11  สารมาตรฐาน 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazy (DPPH) 
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3.3 วธีิการทดลอง 
3.3.1 การออกแบบการทดลอง 
ในงานวิจยัน้ีออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบ็นเกน (Box-Behnken Design, BBD) ซ่ึงใชห้ลกัทาง
คณิตศาสตร์ดา้นมิติ สามารถใชก้บัการทดลองท่ีมีตวัแปรไดม้ากสุดถึง 5 ตวัแปร โดยจะใชลู้กบาศก ์
(cube) ในการออกแบบการทดลอง ลูกบาศก์น้ีประกอบดว้ยจุดศูนยก์ลางและจุดก่ึงกลางของแต่ละ
ดา้น ดงัแสดงในรูปท่ี 3.1 ซ่ึงตวัแปรท่ีศึกษาในงานวิจยัน้ีไดแ้ก่ ความดนั (X1) อุณหภูมิ (X2) และ
สัดส่วนตวัท าละลายร่วม (X3) โดยแต่ละตวัแปรท าการศึกษาท่ี 3 ระดบั คือ ความดนัท่ี 8 25 และ 42 
เมกกะปาสคาล (เน่ืองจากความดนัวิกฤตของคาร์บอนไดออกไซด์มีค่าเท่ากบั 7.4 เมกกะปาสคาล  
และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการสกดัสามารถใช้ความดนัไดไ้ม่เกิน 50 เมกกะปาสคาล) อุณหภูมิท่ี 35 60  
และ 85 องศาเซลเซียส เน่ืองจากอุณหภูมิวกิฤตของคาร์บอนไดออกไซด์มีค่าเท่ากบั 31 องศาเซลเซียส 
และสารสกดัผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติจะสลายตวัได้ง่ายท่ีอุณหภูมิสูงจึงเลือกใช้อุณหภูมิไม่เกิน 85 
องศาเซลเซียสในการสกดั และสัดส่วนตวัท าละลายร่วมท่ี 1 3 และ 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 
เน่ืองจากงานวิจยัท่ีผา่นมาพบวา่การใชส้ัดส่วนตวัท าละลายร่วมในช่วง 1 – 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร 
จะใหผ้ลในการสกดัสูงท่ีสุด โดยผลการออกแบบการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 3.1 และ 3.2 
 

 
 

รูปที่ 3.1 การออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken 3 ตวัแปร [3] 
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ตารางที ่3.1 สัญลกัษณ์และระดบัตวัแปรต่าง ๆ ในการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken 
 

ตวัแปร สัญลกัษณ์ ระดบั 

รหสัทัว่ไป รหสัระบุ รหสัทัว่ไป รหสัระบุ 

ความดนั P X1 8 -1 

(เมกกะปาสคาล)   25 0 

   42 1 

อุณหภูมิ T X2 35 -1 

(องศาเซลเซียส)   60 0 

   85 1 

สัดส่วนตวัท าละลายร่วม C X3 1 -1 

(เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร)   3 0 

   5 1 
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ตารางที ่3.2 ผลการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken แบบ 3 ตวัแปร 3 ระดบั  
 
การทดลอง ความดนั 

 (X1) 
(เมกกะปาสคาล) 

อุณหภูมิ  
(X2) 

(องศาเซลเซียส) 

สัดส่วนตวัท าละลายร่วม 
(X3) 

(เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร) 

1 -1   (8) -1   (35) 0   (3) 

2 -1   (8) 1   (85) 0   (3) 

3 1   (42) -1   (35) 0   (3) 

4 1   (42) 1   (85) 0   (3) 

5 -1   (8) 0   (60) -1   (1) 

6 -1   (8) 0   (60) 1   (5) 

7 1   (42) 0   (60) -1   (1) 

8 1   (42) 0   (60) 1   (5) 

9 0   (25) -1   (35) -1   (1) 

10 0   (25) -1   (35) 1   (5) 

11 0   (25) 1   (85) -1   (1) 

12 0   (25) 1   (85) 1   (5) 

13 0   (25) 0   (60) 0   (3) 

14 0   (25) 0   (60) 0   (3) 

15 0   (25) 0   (60) 0   (3) 
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3.3.2 การเตรียมใบสบู่ด าอบแห้ง 
3.3.2.1   น าใบสบู่ด าท่ีตดักา้นแลว้มาอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
3.3.2.2   น าใบสบู่ด าท่ีอบแหง้แลว้มาบดเพื่อลดขนาด แลว้คดัแยกขนาดดว้ยตะแกรงขนาด 1.19 – 2.00 
   มิลลิเมตร 
3.3.2.3   น าใบสบู่ด าอบแหง้ท่ีคดัแยกขนาดแลว้มาวเิคราะห์หาปริมาณความช้ืนดว้ยเคร่ืองวดัปริมาณ 
  ความช้ืน พบวา่ใบสบู่ด าอบแหง้มีความช้ืนเหลือไม่เกิน 7 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัแหง้ 
3.3.2.4 เก็บใบสบู่ด าอบแหง้ท่ีคดัแยกขนาดแลว้ในตูค้วบคุมความช้ืนท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 

3.3.3 การสกดัสารประกอบฟีโนลคิจากใบสบู่ด าโดยใช้คาร์บอนไดออกไซด์เหนือวกิฤต 
ศึกษาการสกดัสารประกอบฟีโนลิคจากใบสบู่ด าด้วยคาร์บอนไดออกไซด์เหนือวิกฤต (รูปท่ี 3.2) 
ท าการศึกษาอิทธิพลของ 3 ตวัแปรไดแ้ก่ ความดนัท่ี 8 25 และ 42 เมกกะปาสคาล อุณหภูมิท่ี 35 60 
และ 85 องศาเซลเซียส และสัดส่วนตวัท าละลายร่วมท่ี 1 3 และ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร ขั้นตอนการ
ทดลองมีดงัน้ี 

 

 
 

รูปที่ 3.2 โครงสร้างเคร่ืองสกดัดว้ยคาร์บอนไดออกไซดเ์หนือวกิฤต 
 

3.3.3.1   ชัง่น ้าหนกัใบสบู่ด าแหง้ 5 กรัม บรรจุลงในหน่วยสกดั (1) 
3.3.3.2    น าหน่วยสกดัเขา้เคร่ืองสกดัดว้ยคาร์บอนไดออกไซดเ์หนือวกิฤต (2) 
3.3.3.3    ใส่เมทานอลในขวดรองรับ (3) 20 มิลลิลิตร 
3.3.3.4    น าขวดรองรับ (3) เขา้เคร่ืองสกดัดว้ยคาร์บอนไดออกไซดเ์หนือวกิฤต 
3.3.3.5    เปิดเคร่ืองท าความเยน็ (4) ตั้งอุณหภูมิท่ี 20 องศาเซลเซียส 
3.3.3.6   ตั้งค่าอตัราการไหลของตวัท าละลายร่วม (5) 
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3.3.3.7  เปิดเคร่ืองป๊ัมอากาศ (6) และเปิดถงัแก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์(7) 
3.3.3.8  เปิดเคร่ืองสกดัดว้ยคาร์บอนไดออกไซดเ์หนือวกิฤต และตั้งอุณภูมิ (8) 
3.3.3.9    ตั้งค่าความดนัของแก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์(9) 
3.3.3.10 เร่ิมการสกดัโดยปรับอตัราการไหลของสารสกดัขาออกไวท่ี้ 100 มิลลิลิตรต่อนาที แลว้เร่ิม 
   จบัเวลา 
3.3.3.11 เก็บตวัอยา่งทุกคร่ึงชัว่โมงเป็นเวลาสองชัว่โมง และเก็บตวัอยา่งทุกชัว่โมงจนครบ 4 ชัว่โมง 
3.3.3.12 เก็บรักษาสารท่ีสกดัไดท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
3.3.3.13   น าสารท่ีสกดัได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีโนลิค (กรดแกลลิก กรดแอลลาจิก 

และคลอริลาจิน) โดยใช้เทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (HPLC)      
(หวัขอ้ 3.4.2) 

3.3.3.14   น าสารท่ีสกดัไดไ้ปวเิคราะห์หาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวธีิโมดิฟาย 
    ออลิจินอลดีพีพีเอช (modified original DPPH) (หวัขอ้ 3.4.3) 
  

3.4 การวเิคราะห์ผลการทดลอง 
3.4.1 การสร้างกราฟมาตรฐาน 
สร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) เพื่อใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณกรดแกลลิก กรดแอลลาจิก 
และคลอริลาจิน จากสารสกดัใบสบู่ด าโดยใชเ้ทคนิค HPLC 
3.4.1.1  น าสารมาตรฐานกรดแกลลิก 0.5 กรัม ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
3.4.1.2  เติมเอทานอล 10 มิลลิลิตร 
3.4.1.3  ปรับปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากไอออน 
3.4.1.4  ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกปริมาตร 1 2 3 4 5 และ 10 มิลลิลิตร ใส่ขวดปรับ

ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
3.4.1.5  ปรับปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากไอออนจะไดส้ารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิกความเขม้ขน้ 

50 100 250 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
3.4.1.6  น าสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกไปวเิคราะห์หาปริมาณดว้ยเคร่ือง HPLC 
3.4.1.7  น าขอ้มูลท่ีวเิคราะห์ไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐานดงัรูปท่ี ก.1 
3.4.1.8 ท าซ ้ าตั้ งแต่ข้อ 3.4.1.1 ถึง 3.4.1.7 โดยเปล่ียนเป็นสารมาตรฐานกรดแอลลาจิก และ            

คลอริลาจิน ตามล าดบั  
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3.4.2 การวเิคราะห์หาปริมาณกรดแกลลกิ กรดแอลลาจิก และคลอริลาจิน โดยใช้เทคนิค  
 โครมาโตกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
3.4.2.1 เตรียมสารสกัดตัวอย่าง โดยกรองด้วยตัวกรองสารสกัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.45 

ไมครอน เก็บในขวดตวัอยา่ง 
3.4.2.2  ใช้ไมโครไซร้ิงค ์(micro syringe) ขนาด 100 ไมโครลิตร ดูดสารสกดัตวัอยา่งปริมาตร 20 

ไมโครลิตร ฉีดเขา้เคร่ือง HPLC โดยสภาวะของเคร่ืองมีดงัน้ี 
 - คอลมัน์ : reverse-phase Shimpack CLC-ODS 
 - ดีเทคเตอร์ : UV-visible detector ใชท่ี้ความยาวคล่ืน 270 นาโนเมตร 
 - เฟสเคล่ือนท่ี : กรดฟอสฟอลิก 0.05 เปอร์เซ็นต ์และอะซิโตไนไตร์ 100 เปอร์เซ็นต ์ 
 - อตัราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ี : 80 ต่อ 20 โดยปริมาตร 
 - อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี : 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
 - ปริมาตรสารตวัอยา่งท่ีฉีด : 20 ไมโครลิตร 
3.4.2.3 เปรียบเทียบผลการวเิคราะห์ท่ีไดก้บักราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก กรดแอลลาจิก และ 
  คลอริลาจิน 
3.4.2.4  รายงานผลผลไดก้ารสกดัในหน่วยมิลลิกรัมต่อกิโลกรัมใบสบู่ด าแหง้  
 

3.4.3. การทดสอบคุณสมบัติการต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัจากใบสบู่ด า 
ศึกษาคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากใบสบู่ด า โดยวิธีโมดิฟายออลิจินอลดีพีพีเอช                    
(modified original DPPH) [3] มีขั้นตอนดงัน้ี 
3.4.3.1  น าตวัอยา่งสารสกดัจากใบสบู่ด า 0.1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดสอบ 
3.4.3.2   เติมสารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ 60 ไมโครโมลาร์ในเอทานอลความเขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต์

โดยปริมาตร ปริมาณ 3.9 มิลลิลิตร 
3. 4.3.3   วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 515 นาโนเมตร โดยใชเ้คร่ืองวดัยวูวีซิิเบิลสเปกโตรมิเตอร์ 
3. 4.3.4   รายงานผลของความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัใบสบู่ด าเป็นเปอร์เซ็นต ์
  เทียบเท่ากบัสารมาตรฐาน DPPH 
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3.4.4 การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของปัจจัยทีม่ผีลต่อการสกดัสารประกอบฟีโนลคิจากใบ 
 สบู่ด าด้วยวธิีพืน้ทีผ่วิตอบสนอง 
วิเคราะห์ความสัมพนัธ์ของปัจจยัท่ีมีผลต่อผลได้การสกดัสารประกอบฟีโนลิคจากใบสบู่ด าดว้ยวิธี
พื้นท่ีผวิตอบสนองโดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูปในการค านวนผลการทดลองทั้งหมด 15 การทดลอง เพื่อ
หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดั และสร้างสหสัมพนัธ์เพื่อใช้ท านายค่าของผลไดก้ารสกดั โดยศึกษา
อิทธิพลของสามตวัแปร (ความดนั อุณหภูมิ และสัดส่วนตวัท าละลายร่วม) ท่ีมีผลต่อค่าของผลไดก้าร
สกดั และแสดงผลในรูปของกราฟพื้นท่ีผวิตอบสนอง 
 

3.4.5 การวเิคราะห์ความคงตัวของสารสกดัในระหว่างการเกบ็รักษา 
วิเคราะห์ความคงตวัของสารประกอบฟีโนลิค (กรดแกลลิก กรดแอลลาจิก และคลอริลาจิน) และ
ความเสถียรของความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัใบสบู่ด า โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
3.4.5.1  เก็บรักษาสารสกดัจากใบสบู่ด าดว้ยคาร์บอนไดออกไซด์เหนือวิกฤตและตวัท าละลายร่วมทั้ง 

15 การทดลองในขวดสีชาท่ีมีฝาปิด  
3.4.5.2  น าสารสกดัใบสบู่ด าไปเก็บในสภาวะท่ีไม่มีแสงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 

สัปดาห์ 
3.4.5.3   วเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีโนลิค (กรดแกลลิก กรดแอลลาจิก และคลอริลาจิน) ท่ี 
   เหลืออยูด่ว้ยเทคนิค HPLC เพื่อเปรียบเทียบกบัปริมาณสารประกอบฟีโนลิคเร่ิมตน้ทุก 1 
   สัปดาห์ 
3.4.5.4  วเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัใบสบู่ด าทุก 1 สัปดาห์ ดว้ยวธีิ 
  DPPH เพื่อเปรียบเทียบกบัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัเร่ิมตน้ 
 

 


