
 
บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณและวิธกีารทดลอง 
 
 
3.1  วัสดุและอุปกรณ 
 3.1.1 วัตถุดิบ 

มะระจนีลูกผสมพันธุเขียวหยก 16     (ผลิตโดยบริษัท East-West Seed CO,LTD. จงัหวัด 
นนทบุรี)     จากแปลงทดลองสถานีวิจัยเกษตรเขตชลประทานศูนยวิจัยเพื่อเพิ่มผลผลิตทางเกษตร   
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 3.1.2  สารเคมี  
 คาแรนทิน    (charantin  reference ; คุณ มลฤดี  จันทรฉาย  โครงการผลิตภัณฑสมุนไพร 
                                       คุณภาพ มหาวิทยาลัยมหดิล)  
 เอธานอล      (95% Ethanol; Food grade, CM Chemical and Lab supplies, Thailand) 
 เมธานอล      (CH3OH; Analytical  reagent, Lab-Scan,Thailand) 
 กรดอะซิติก   (glacial  acetic  acid; Analytical  reagent, Lab-Scan,Thailand) 
 กรดซัลฟูริก         (H2SO4; Analytical  reagent, Lab-Scan,Thailand) 
 กรดฟอสฟอริก    (H3PO4; Analytical  reagent, J.T.Baker) 
 เฟอรริกคลอไรต  (FeCl3.6H2O; Analytical  reagent, Merk, Germany) 
 คลอโรฟอรม       (CHCl3; Analytical  reagent, Lab-Scan,Thailand)   
 3.1.3  วัสดุอุปกรณ  

  เคร่ืองปนผสม (Blender, Imarflex : Model IF-308, Thailand) 
  เคร่ืองวัดคา water activity (Aqualab : Model CX3TE, USA) 

  เคร่ืองวัดสี (Minolta chroma meter CR-300, Japan) 
  UV-Vis  Spectrophotometer (Model V-530, Perkinelmer) 

เตาอบลมรอนแบบถาด (Tray dryer, Armfield Limited Ringwood, England) 
เตาอบลมรอนแบบถาด (Tray dryer, Model 160x180x200, Navaloy, Thailand) 

 เตาอบไมโครเวฟสุญญากาศแบบถังหมุน (Microwave-vacuum dryer : March Cool,  
                 Thailand) 
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3.2  วิธีการทดลอง 
 
ตอนท่ี 1  การศึกษาเพื่อหาระยะความแกของมะระจีนท่ีเหมาะสมตอการสกัดสารคาแรนทิน 
 ศึกษาหาระยะความแกของมะระจีน  3  ระดับ  คือ ผลมะระจีนออน (มีอายุประมาณ              
15  วัน  หลังดอกบาน)   มะระจีนแกพอดี   (มีอายุประมาณ  20  วัน หลังดอกบาน)  และมะระจีนสุก  
(มีอายุประมาณ  25  วัน หลังดอกบาน)    ซ่ึงอายุการเก็บเกี่ยวของมะระจีนท่ีเหมาะสมตอการ                         
เก็บเกี่ยวเพื่อนําไปจําหนายคือ 17 วัน หลังดอกบาน (กรมวิชาการเกษตร, 2550)    ทําการทดลอง   
ดังนี้  
 
วิธีการเก็บเก่ียวมะระ 
 1. ติดฉลากดอกมะระจีนท่ีบานแลวซ่ึงจะมีสีเหลืองสด  โดยเลือกดอกท่ีมีความสมบูรณ     
ไมโดนแมลงกัดกินและมีกลีบดอกครบ  5  กลีบ   
 2. เม่ือมะระจีนติดผลจนลูกโตยาวประมาณ 5 เซนติเมตร จะเร่ิมหอผลทันที โดยใช
กระดาษหนังสือพิมพทําเปนถุงขนาด 15 × 40 เซนติเมตร ปากถุงเปดท้ังสองดาน นําปากถุงดาน
หนึ่งสวมผลมะระจีนแลวใชท่ีเย็บกระดาษเย็บปากถุงใหแขวนอยูบนกานของผลมะระจีน  การหอ
ผลจะชวยไมใหมะระถูกรบกวนจากแมลงศัตรูพืช 
 3. เม่ือผลมะระจีนมีอายุครบตามอายุท่ีกําหนดจะทําการเก็บเกีย่วมะระจีน        โดยทําการ
เก็บเกีย่วในตอนเชา    ซ่ึงในการเก็บเกีย่วจะทําการเกบ็เกี่ยวมะระจนีตามอายุท่ีกําหนด  2  คร้ัง      
(ทําการทดลองในชวงเดือน  สิงหาคม-ตุลาคม พ.ศ. 2549) 
 4. นํามะระจีนท่ีเก็บเกีย่วแตละคร้ังไปวิเคราะหปริมาณคาแรนทินดวยเทคนิค  HPLCโดย
ทําการวัดคา 2  ซํ้าเพื่อหาคาเฉล่ีย    
  
การเตรียมตัวอยาง 

 1.  นํามะระจนีมาลางใหสะอาด    ผาคร่ึงตามยาว  และเอาเมล็ดออก     แลวนํามาหัน่ตาม 
ขวางหนา  2±0.1 มิลลิเมตร  
  2.  นํามะระจนีท่ีหั่นเรียบรอยแลววางเรียงบนถาดของเตาอบลมรอน    แลวอบท่ีอุณหภูมิ   
50   องศาเซลเซียส เปนเวลา 5   ช่ัวโมงติดตอกัน (Batran,2006)     นํามะระจนีท่ีทําแหงแลวท้ังหมด
ไปทําใหเปนผงโดยใชเคร่ืองปนผสม  ปนท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา 10 นาที 
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การวิเคราะหปริมาณ  charantin ดวยเทคนิค HPLC  
 วิเคราะหปริมาณคาแรนทินในมะระจีนท่ีมีอายุการเก็บเกี่ยว 15 วัน   20 วัน  และ 25วัน
หลังดอกบาน   ดวยเทคนิค HPLC โดยสงสารตัวอยาง (มะระจีนผง)ไปวิเคราะหท่ีโครงการ
ผลิตภัณฑสมุนไพรคุณภาพ  มหาวิทยาลัยมหิดล   มีวิธีการวิเคราะหดังนี้    

 1.  นํามะระจนีผง 1 กรัม  เติมเอธานอล 95%  ปริมาตร 20  มิลลิลิตร  นําไป sonicate เปน 
เวลา   30 นาที      นําสารละลายท่ีไดไปกรองผาน    millipore membrane filter   (0.45 ไมโครเมตร)    
จากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปฉีดเขาเคร่ือง HPLC 

 2.  วิเคราะหปริมาณคาแรนทิน ดวยเทคนคิ HPLCโดยใชคอลัมน C-18 Hyperbon  ระบบ 
ตัวชะ  (mobile phase) คือ น้ํา:เมธานอล ในอัตราสวน 100:2  ใช  flow  rate 1 มิลลิลิตรตอนาที
injection volume  คือ 20 ไมโครลิตร  และใช  UV detector โดยวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี                            
204   นาโนเมตร  (มลฤดี, 2545)  

 วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลอง 2 ซํ้า โดยทําการเก็บเกีย่วมะระจนีตามอายุ
ท่ีกําหนด 2 คร้ัง  นําผลการทดลองไดไปวิเคราะห  ANOVA และเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี  
Duncan’s new multiple range test  โดยใชโปรแกรม   SPSS  version 10   เพื่อคัดเลือกระยะความ
แกของมะระจีนท่ีเหมาะสมตอการสกัดสารคาแรนทิน 

 
ตอนท่ี 2   การศึกษาวิธีการทําแหงมะระจีนท่ีเหมาะสมตอการสกัดสารคาแรนทิน 
 
การเตรียมวัตถุดิบ  

1.  นํามะระจีนท่ีมีความแกท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากตอนท่ี 1  มาลางใหสะอาด ผาคร่ึงตามยาว 
และเอาเมล็ดออก    

2.  หั่นมะระจีนตามขวางหนา 2±0.1 มิลลิเมตร   
 
2.1 การศึกษาหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการทําแหงมะระจีนดวยเตาอบลมรอน 
 1.  ศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการทําแหงมะระจีนดวยเตาอบลมรอนโดยใชเตาอบ
ลมรอนแบบถาด tray dryer, Armfield Limited Ringwood, England (ภาคผนวกภาพ จ-1)  ซ่ึงเปน
เตาอบลมรอนมีทิศทางการเคล่ือนท่ีของลมรอนแบบขนานกับช้ินอาหาร  สามารถบรรจุถาด                 
สแตนเลสขนาด 0.184×0.270 เมตร สําหรับทําแหงไดจํานวน 4  ถาด  ทําการทดลองโดยวางเรียง
มะระจีนท่ีหั่นเรียบรอยแลวในถาดสแตนเลส ขนาด 0.184×0.270 เมตรใหเต็มถาด จํานวน 4 ถาด  
อบท่ีอุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส (มลฤดี, 2545)  จนกระท่ังน้ําหนักตัวอยางคงท่ีในระหวางการ               
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ทําแหงจะทําการบันทึกน้ําหนักตัวอยางทุกๆ 20  นาที   จนกระท่ังน้ําหนักเร่ิมคงท่ี    นําขอมูลท่ี
ไดมาคํานวณหาปริมาณความช้ืน  สรางกราฟการทําแหงเพื่อหาเวลาที่ใชในการทําแหงท่ีเหมาะสม
และสรางกราฟอัตราการทําแหง 

2.  นํามะระจีนท่ีหั่นเรียบรอยแลวไปทําแหงดวยเตาอบลมรอน tray dryer,  Navaloy,  
Thailand (ภาคผนวกภาพ จ-2)  ซ่ึงเปนเตาอบลมรอนท่ีมีขนาด 1.6×1.8×2.0 เมตร สามารถบรรจุ
ถาดสแตนเลสขนาด 0.48×0.88 เมตร สําหรับทําแหงไดจํานวน  14  ถาด ทําแหงมะระจนีท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ตามเวลาท่ีไดจากกราฟการทําแหง (5 ช่ัวโมง) และนํามะระจนีท่ีทําแหง
แลวท้ังหมดไปทําใหเปนผง โดยใชเคร่ืองปนผสมปนท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา10นาที เพื่อใชเปน
ตัวอยางในการวิเคราะห 
 
2.2  การศึกษาวิธีการทําแหงมะระจีนดวยเตาอบไมโครเวฟแบบสุญญากาศ         
 นํามะระจีนท่ีหั่นเรียบรอยแลว (1 กโิลกรัม) ทําแหงดวยเตาอบไมโครเวฟแบบสุญญากาศ   
(ภาคผนวกภาพ จ-3)  ซ่ึงเปนเตาอบไมโครเวฟแบบสุญญากาศแบบถังหมุน ประกอบดวยถังอบ
สุญญากาศ    ชุดดักจับไอน้ํา  และปมสุญญากาศ    อบมะระจีนท่ีกําลังเคร่ือง 2880  วัตต   เปนเวลา  
30  นาที  จากนั้นนํามาอบตอท่ีกําลังเคร่ือง  1440  วัตต   เปนเวลา  30  นาที   แลวนํามาอบตอท่ี
กําลังเคร่ือง  960  วัตต  เปนเวลา 60  นาที   ท่ีความดัน 600  มิลลิเมตรปรอท     รวมเวลาในการ             
ทําแหงท้ังหมด 2 ช่ัวโมง  (ดัดแปลง จาก Cui และคณะ, 2004)  โดยอุณหภูมิภายในเตาอบอยูในชวง 
29-35 องศาเซลเซียส  ในระหวางการทําแหงจะทําการสุมเก็บตัวอยางจํานวน 10 กรัม   เพื่อนําไปหา
ความช้ืนทุกๆ 30  นาที   นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟการทําแหง และนํามะระจีนท่ีทําแหงแลว
ท้ังหมดไปทําใหเปนผงโดยใชเคร่ืองปนผสม ปนท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา  10  นาที  เพื่อใชเปน
ตัวอยางในการวิเคราะห 
 วางแผนการทดลองแบบ  CRD   ทําการทดลอง  2 ซํ้า     นํามะระจีนท่ีไดจากการทําแหง
ท้ัง 2 วิธี    มาตรวจวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ  ทางเคมี  และคํานวณและคาใชจายในการทําแหง  
(ตามวิธีการในภาคผนวก  ก) 
 
การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ   
 -  หาคา  Aw                  (Aqualab : Model CX3TE, USA)  
 -  วัดคาสี  L*, a*, b*, C*, Hue  angle   (Minolta chroma meter : Model CR-300, Japan) 
 -  การคืนรูป                                          (Planinic, 2005)             
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การวิเคราะหคุณภาพทางเคมี     
 -  หาปริมาณความช้ืน                           (Hot  air  oven, AOAC 1998) 
 -  หาปริมาณคาแรนทิน                         (HPLC,โครงการผลิตภัณฑสมุนไพรคุณภาพ   
                                                                               มหาวิทยาลัยมหดิล; มลฤดี, 2545) 
 
2.3  การคัดเลือกวิธีการทําแหง 

 นําผลการวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ ทางเคมี  และคาใชจายในการทําแหงมาพจิารณา
เปรียบเทียบโดยใชโปรแกรม  SPSS  version 10   วิเคราะห  ANOVA  และเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดย
วิธี  Duncan’s new multiple range test   
 
ตอนท่ี 3    การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดสารคาแรนทินจากมะระจีน 
  
 ปจจัยท่ีศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดสารคาแรนทิน คือ อุณหภูมิของ
เอธานอลท่ีใชในการสกัด   เวลาท่ีใชในการสกัด   และปริมาตรตัวทําละลาย (มิลลิลิตรตอกรัม 
มะระจีนผง)  วางแผนการทดลองแบบ  CCD (central  composite  design) กําหนดระดับสูงตํ่าของ               
แตละปจจัย โดยศึกษาการสกัดท่ีอุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียส  (ดัดแปลงจาก Pitipanpong, 2007 
และ Schugerl, 1994)   เวลาในการสกัด 3-9 ช่ัวโมง (ดัดแปลงจาก สายสุนีย, 2539)  และปริมาตร  
ตัวทําละลาย 12-20  มิลลิลิตรตอกรัมมะระจีนผง (ดัดแปลงจาก กฤษณา, 2540 และ สุรัตน, 2522)                         
ดังตาราง 3.1 และไดส่ิงทดลองดังตาราง 3.2 

  
การเตรียมตัวอยาง 

 1.  นํามะระจนีท่ีมีความแกท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากตอนท่ี 1 มาลางใหสะอาด ผาคร่ึงตามยาว 
และเอาเมล็ดออก  แลวนํามาหั่นตามขวางหนา  2±0.1 มิลลิเมตร 

 2.  นํามะระจนีท่ีหั่นแลวไปทําแหงตามวิธีการที่ไดจากการทดลองตอนท่ี   2    จากนัน้นํา
มะระจนีท่ีทําแหงแลวท้ังหมดไปทําใหเปนผงดวยเคร่ืองปนผสมท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา  10 นาที  

  
วิธีการสกัด  

 1. ช่ังมะระจีนผง 10 กรัมนําไปสกัดโดยใช soxhlet ดวยเอธานอล 95%โดยนํามะระจนีผง     
ท่ีช่ังเรียบรอยแลวใสลงใน   thimble    และใสตัวทําละลายลงในขวดกนกลม    ท่ีมีชองสําหรับเสียบ
เทอรโมมิเตอร จากนั้นทําการประกอบชุดเคร่ืองมือ      และสกัดสารคาแรนทินตามสภาวะท่ีกําหนด   
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โดยปริมาตรของตัวทําละลาย   อุณหภูมิ และเวลาท่ีใชในการสกัดกําหนดไวดังตาราง 3.1  และ 3.2  
นําสารสกัดไปวัดคาสี  L*, a*, b*, C* และคา Hue  angle (ภาคผนวก  ก)  วดัตัวอยางละ 2 ซํ้า 

 2. นําสารสกัดท่ีไดในแตละส่ิงทดลอง      ไปทําใหเขมขนใหเหลือตัวทําละลายนอยท่ีสุด  
ดวย  rotary  evaporator  จะไดสารสกัดหยาบ (crude  extract) 
 3. นําสารสกัดหยาบท่ีไดไปทําใหบริสุทธ์ิข้ึน   เพื่อลดปริมาณสารท่ีเจอืปนในตัวอยางให
นอยลง  โดยเติมเมธานอล 50% ปริมาตร 10  มิลลิลิตร  ลงในสารสกัดหยาบนําไป  sonicate เปน
เวลา 15  นาที  นําไปปนเหวีย่งท่ี 6,500  รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที  เทสวนใสท้ิงไป นําตะกอน
ท่ีไดผสมกับเมธานอล  70%   ทําการทดลองซํ้าอีกคร้ัง  ซ่ึงในข้ันตอนนี้จะเปนการกําจัดน้าํตาลและ
คลอโรฟลลออกจากตัวอยางจากน้ันนําตะกอนท่ีไดมาสกัดดวยเฮกเซน ปริมาตร 5  มิลลิลิตร  นําไป                 
sonicate เปนเวลา 15  นาที   และนําไปปนเหวีย่งท่ี 6,500  รอบตอนาที  เปนเวลา 15  นาที เพื่อกําจัด
สารไมมีข้ัวท่ีเจือปนอยูออกไป  ซ่ึง Pitipanapong และคณะ (2007)  รายงานวาการทําบริสุทธ์ิดวยวธีิ
นี้จะไมเกดิการสูญเสียสารคาแรนทินแตอยางใด      นําตะกอนท่ีไดมาละลายในสารละลายผสมของ 
คลอโรฟอรม:เมธานอล(1:1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรปรับปริมาตรใหเปน 20 มิลลิลิตรโดยใชเมธานอล
(มลฤดี, 2545)แลวนําสารละลายท่ีไดไปวิเคราะหปริมาณคาแรนทินดวยเทคนิค spectro-photometry 
โดยใช FeCl3-H2SO4 reaction (Henry, 1974)  รายละเอียดดังภาคผนวก  ก    
 เนื่องจากการวเิคราะหปริมาณคาแรนทินดวยเทคนิค HPLC นั้นตองสงไปวิเคราะหท่ี
โครงการผลิตภัณฑสมุนไพรคุณภาพ  มหาวิทยาลัยมหดิลทําใหมีคาใชจายสูง และในการทดลองน้ี
มีจํานวนตัวอยางถึง 20 ตัวอยาง ดังนั้นเพื่อเปนการลดคาใชจายจึงทําการวิเคราะหปริมาณคาแรนทิน
โดยใช FeCl3-H2SO4 reaction แทน 
 
ตาราง 3.1  ปจจัยท่ีศึกษาเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารคาแรนทิน  
ปจจัย ตัวแปร ระดับ 
  - 1.68 -1 0 1 1.68 
อุณหภูมิเอธานอล (๐C)       T 66.59 70 75 80 83.41 
เวลา (ช่ัวโมง) t 0.95 3 6 9 11.05 
ปริมาตรเอธานอล (ml)      
ตอมะระจีนผง 1 กรัม 

V 9.27 12 16 20 22.73 

 
 นําผลการวัดคาสี (L*, a*, b*, C* และHue angle) และผลการวิเคราะหปริมาณคาแรนทิน
มาวิเคราะหทางสถิติโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป  Design-Expert  Version 6.0.2 เพื่อหาความสัมพันธ
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ของคาตอบสนองกับปจจัยตางๆที่ทําการศึกษาและหาสภาวะในการสกัดท่ีเหมาะสมโดยใช 
response surface  methodology   เพื่อทําการคัดเลือกหาสภาวะในการสกัดท่ีเหมาะสมท่ีสุด  ทําการ
ทดลองซํ้าโดยใชสภาวะการสกัดท่ีเหมาะสมที่สุดและนําสารสกัดท่ีไดไปวิเคราะหหาปริมาณ                
สารคาแรนทินดวยเทคนิค HPLC (มลฤดี, 2545)  อีกคร้ัง  โดยสงวิเคราะหท่ีโครงการผลิตภัณฑ
สมุนไพรคุณภาพ  มหาวิทยาลัยมหิดล  
 
ตาราง 3.2  ส่ิงทดลองของปจจัยท่ีศึกษาเพือ่หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดสารคาแรนทิน 

ส่ิงทดลอง ระดับความแปรปรวน 
 อุณหภูมิ (T) เวลา (t) ปริมาตร (V) 
1 70.00 (-1) 3.00 (-1) 12.00 (-1) 
2 80.00 ( 1) 3.00 (-1) 12.00 (-1) 
3 70.00 (-1) 9.00 ( 1) 12.00 (-1) 
4 80.00 ( 1) 9.00 ( 1) 12.00 (-1) 
5 70.00 (-1) 3.00 (-1) 20.00 ( 1) 
6 80.00 ( 1) 3.00 (-1) 20.00 ( 1) 
7 70.00 (-1) 9.00 ( 1) 20.00 ( 1) 
8 80.00 ( 1) 9.00 ( 1) 20.00 ( 1) 
9 66.59 (-1.68) 6.00 (0) 16.00 (0) 
10 83.41 ( 1.68) 6.00 (0) 16.00 (0) 
11 75.00 (0) 0.95 (-1.68) 16.00 (0) 
12 75.00 (0) 11.05 ( 1.68) 16.00 (0) 
13 75.00 (0) 6.00 (0) 9.27 (-1.68) 
14 75.00 (0) 6.00 (0) 22.73 ( 1.68) 
15 75.00 (0) 6.00 (0) 16.00 (0) 
16 75.00 (0) 6.00 (0) 16.00 (0) 
17 75.00 (0) 6.00 (0) 16.00 (0) 
18 75.00 (0) 6.00 (0) 16.00 (0) 
19 75.00 (0) 6.00 (0) 16.00 (0) 
20 75.00 (0)  6.00 (0)  16.00 (0) 

 


