
บทที ่3 
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

 
3.1  กลุ่มตัวอย่ำง 
 ใบสดของพืช 3 ชนิด ไดแ้ก่ มะม่วง สัก และหูกวาง 
 
3.2  สถำนทีด่ ำเนินกำรวจัิย 
 1)  ห้องปฏิบัติการเคมี ศูนย์วิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย  
ราชภฏัเชียงใหม่ 
 2)  ห้องปฏิบัติการเคมี ชั้ น  3 อาคาร 2 ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
มหาวทิยาลยัราชภฏัเชียงใหม่ 
 
3.3  เคร่ืองมือ วสัดุ-อุปกรณ์ และสำรเคมี 

3.3.1 เคร่ืองมือ 
1)  เคร่ืองวดัสี (Colorimeter), Miniscan EZ, Color global, America 
2)  เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 4 ต  าแหน่ง (Balance); BSA224S-CW, Sartorius Group, Germany 
4)  เคร่ืองใหค้วามร้อน (Hotplate), SH4, Bibby Stuart Scientific, United Kingdom 
5)  ตูท้  าความเยน็ (Refrigerator), SBC-P339K, Sanyo Commercial Solutions, Thailand 
6)  เค ร่ืองระ เหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ  (Rotary evaporator), R-210, Buchi 

Labortechnik Ag, Switzerland 
3.3.2 วสัดุ-อุปกรณ์ 

1)  กะละมงั 
2)  ถุงซิปล็อคพลาสติก  
3)  มีด 
4)  เขียง 
5)  บีกเกอร์ขนาด 50 mL, 100 mL, 1,000 mL และ 2,000 mL 
6)  ขวดน ้ากลัน่ 
7)  ตะแกรงร่อน 
8)  ขวดปรับปริมาตร 
9)  กระดาษกรอง เบอร์ 5 
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10)  หลอดหยด 
11)  หลอดทดลอง 
12)  กระบอกตวง ขนาด 10 mL และ 100 mL 
13)  จุกยาง 
14)  ปิเปตต ์ขนาด 0.5 mL, 1 mL และ 10 mL 
15)  ขวดระเหย ขนาด 250 mL และ 500 mL 

3.3.3 สำรเคมี 
1)  คลอรีนชนิดผง (Calcium hypochiorite, CaCl2O2), AR, Assay 65%, MW 143 g/mol, 

World Chemical, Thailand 
2)  น ้ากลัน่ 
3)  เมทานอล  (Methanol, CH3OH), Assay 99.9% , MW 32.04 g/mol, Lab-Scan LTD, 

Thailand 
4)  โลหะแมกนีเซียม (Magnesium, Mg) 
5)  คลอโรฟอร์ม  (Chloroform, CHCl3), AR, Assay 99.8% , Mw 119.38 g/mol, RCI 

Labscan, Thailand 
6)  กรดซัล ฟิ ว ริก  (Sulfuric acid, H2SO4), AR, Assay 98.0% , Mw 98.08 g/mol, RCI 

Labscan, Thailand 
7)  กรดแกลเชียลแอซีติก (Glacial acetic acid, CH3COOH), Assay 100% , MW 60.05 

g/mol, Merck KGaA, Germany 
8)   เฟ อ ริ ก ค ล อ ไ ร ด์  (Ferric chloride, FeCl3) , Assay 98.0% , MW 162.21 g/mol,  

Ajax Finechem, Australia 
9)  กรดไฮโดรคลอริก  (Hydrochloric acid, HCl) , Assay 37.0% , MW 36.50 g/mol, 

Merck KGaA, Germany 
10)  แอมโมเนียไฮดรอกไซด์  (Ammonia hydroxide, NH4OH), ACS, Assay 28.0 % ,  

MW 35.05 g/mol, APS Finechem, Australia 
11)  อลูมิเนียมโพแทสเซียมซลัเฟต (Aluminium potassiumsulphate,AlK(SO4)2∙12H2O), 

Assay 98.0%, MW 474.38 g/mol, Ajax Finechem, Australia 
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3.4  ขั้นตอนกำรด ำเนินงำน 
3.4.1 กำรเตรียมสำรละลำยคลอรีน 

1) ผสมคลอรีนกบัน ้ากลัน่ ในอตัราส่วนคลอรีน 30 กรัม ต่อน ้า 3,000 มิลลิลิตร 
2) ทิ้งไว ้30 นาที ในตูดู้ดควนั ปล่อยใหค้ลอรีนตกตะกอน 
3) รินเอาแต่น ้าใส เพื่อท าการฟอกจางสีเยือ่ปอสาต่อไป 

3.4.2 กำรเตรียมเย่ือปอสำ 
1) น าเยื่อปอสา 1 กิโลกรัม มาใส่ลงในสารละลายคลอรีนท่ีเตรียมไว้ แล้วคนให้เยื่อ

กระจายตวั 
2) แช่เยือ่ปอสาทิ้งไวเ้ป็นเวลา 15 นาที จนสีของเยือ่ปอสาเปล่ียนเป็นสีขาว 
3) กรองดว้ยตะแกรงร่อน แลว้ลา้งคลอรีนออกดว้ยน ้าสะอาด 2–3 คร้ัง 
4) เก็บ เยื่อปอสาสีขาว ท่ีล้างจนสะอาดไว้ใน ถุงซิปล็อคพลาส ติกและเก็บไว ้

ท่ีตูท้  าความเยน็อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 
3.4.3 กำรเตรียมตัวอย่ำงพืช 

1) น าตวัอยา่งพืช ไดแ้ก่ ใบมะม่วง ใบสัก และใบหูกวางลา้งน ้ าให้สะอาด จากนั้นน ามา
หัน่เป็นช้ินเล็ก ๆ 

2) ชัง่ตวัอยา่งพืชแต่ละชนิด ชนิดละ 650 กรัม เพื่อใชใ้นการสกดัสีต่อไป 
3.4.4 กำรสกดัสีจำกตัวอย่ำงพืช 

1) น าตัวอย่างพืชท่ีเตรียมได้ในข้อ 3.4.3 มาต้มในน ้ าท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 2,600 มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที 

2) พกัไวใ้หเ้ยน็ จากนั้นกรองสารสกดัสีดว้ยตะแกรงร่อน 
3) ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 2,600 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่  

3.4.5  กำรเตรียมสำรสกดัหยำบจำกตัวอย่ำงพืช  
1)  แบ่งสารสกดัสีจากตวัอยา่งพืชแต่ละชนิดจ านวน 400 มิลลิลิตร จากขอ้ 3.4.4 
2)  น าไประเหยดว้ยเคร่ืองระเหยสารแบบหมุนภายใตสุ้ญญากาศ 
3)  น าสารสกดัหยาบท่ีไดไ้ปตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ต่อไป 

3.4.6  กำรตรวจสอบสำรพฤกษเคมีเบื้องต้น (Phytochemical Screening) 
น าสารสกัดหยาบจากตัวอย่างพืช 3 ชนิด ท่ีได้ในข้อ 3.4.5 มาท าการตรวจสอบ 

สารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ดงัต่อไปน้ี 
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1)  การทดสอบแทนนิน (Tannins)  
ชั่งสารสกัด 0.2 กรัม ลงในหลอดทดลอง เติมน ้ ากลั่น  5 มิลลิ ลิตร น าไป อุ่น 

โดยเค ร่ืองให้ความร้อน  5–10 นาที  กรองส่วน ท่ีไม่ละลายออก จากนั้ นหยดสารละลาย 
เฟอร์ริกคลอไรด์เจือจาง (0.1% w/v FeCl3) 2–3 หยด เขย่า ถ้าปรากฏสีเขียวด าหรือสีน ้ าเงินด า 
แสดงวา่พบแทนนิน 

2)  การทดสอบแอนทราควโินน (Anthaquinones) 
ชัง่สารสกดั 0.2 กรัม ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายกรดซลัฟูริกเจือจาง (10% v/v 

H2SO4) 10 มิลลิลิตร เขย่า น าไปอุ่นโดยเคร่ืองให้ความร้อน 5–10 นาที กรองส่วนท่ีไม่ละลายออก  
เติมคลอโรฟอร์ม 5 มิลลิลิตร ปิเปตต์สารผสมใส่หลอดทดลอง 1 มิลลิลิตร จากนั้นหยดสารละลาย
แอมโมเนียเจือจาง (10% v/v NH3) 2–3 หยด เขยา่ ถา้ปรากฏสีชมพูแดงแสดงวา่พบแอนทราควโินน 

3)  การทดสอบฟลาโวนอยด ์(Flavonoids) 
ชั่งสารสกัด มา 0.2 กรัม ลงในหลอดทดลอง เติมเมทานอล 10 มิลลิลิตร เขย่า  

กรองส่วนท่ีไม่ละลายออก เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเจือจาง (1% v/v HCl) 5–10 หยด  
และลวดแมกนีเซียมช้ินเล็ก ๆ จ านวน 2–3 ช้ิน เขย่า จากนั้นน าไปอุ่นโดยเคร่ืองให้ความร้อน  
10–15 นาที ถา้สารละลายเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลแดงหรือสีแดงชมพูแสดงวา่พบฟลาโวนอยด ์

4)  การทดสอบไกลโคไซด ์(Glycosides)  
ชั่งสารสกัด 0.2 กรัม ลงในหลอดทดลอง เติมน ้ ากลั่น 2 มิลลิลิตร เขย่า กรองส่วน 

ท่ีไม่ละลายออก เติมกรดแกลเชียลแอซิติก (Glacial acetic acid, CH3COOH) 1 มิลลิลิตร และ
สารละลายเฟอริกคลอไรด์เจือจาง (0.1% w/v FeCl3) 2–3 หยด จากนั้นหยดกรดซัลฟิวริกเขม้ข้น 
(conc. H2SO4) จ  านวน 2–3 หยด เขยา่ ถา้ปรากฏสีเขียวเขม้หรือสีน ้าเงินแสดงวา่พบไกลโคไซด ์

5)  การทดสอบเทอร์พีนอยด ์(Terpenoids)  
ชั่งสารสกัด 0.2 กรัม ลงในหลอดทดลอง เติมคลอโรฟอร์ม 5 มิลลิ ลิตร เขย่า  

กรองส่วนท่ีไม่ละลายออก จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ (conc. H2SO4) 1 มิลลิลิตร ถา้ปรากฏ 
สีน ้าตาลแดงแสดงวา่พบเทอร์พีนอยด ์

6)  การทดสอบซาโปนิน (Saponins)  
ชั่งสารสกัด 0.2 กรัม ลงในหลอดทดลอง เติมน ้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร เขย่าอย่างแรง 

จนปรากฏฟอง ทิ้งไว ้30 นาที จากนั้นหยดกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (conc. HCl) เขย่าอีกคร้ัง  
ถา้ปรากฏฟองถาวรเกิดข้ึนในหลอดทดลองแสดงวา่พบซาโปนิน 
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3.4.7 กำรเตรียมสำรสกดัหยำบจำกตัวอย่ำงพืช เม่ือเติมสำรส้ม 
1)  น าสารส้ม 44 กรัม เติมลงในสารสกดัตวัอยา่งพืชท่ีเหลือ 2,200 มิลลิลิตร ในขอ้ 3.4.4 
2)  แบ่งสารสกดัตวัอยา่งพืชแต่ละชนิดจ านวน 400 มิลลิลิตร  
3)  น าไประเหยดว้ยเคร่ืองระเหยสารแบบหมุนภายใตสุ้ญญากาศ 
4)  น าสารสกดัหยาบท่ีไดไ้ปตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองตน้ต่อไป ดงัขอ้ 3.4.6 

3.4.8  กำรท ำกระดำษสำมีสีจำกพืชตัวอย่ำง 
ใช้กรรมวิธีแบบตกัใช้ตะแกรงร่อนอลูมิเนียมขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 10 เซนติเมตร 

และใช้วิธีชั่งน ้ าหนักของเยื่อเป็นตัวก าหนดความหนาของแผ่นกระดาษแช่เยื่อในอ่างน ้ า  
ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี  

1) น าเยื่อปอสาสีขาวจ านวน 27 กรัม มาแช่ในสารสกัดตัวอย่างพืชท่ีได้ในข้อ 3.4.7  
(เหลือ 1,800 มิลลิลิตร) เป็นเวลา 1 วนั 

2) น ามาปรับปริมาตรใหเ้ป็น 8,000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 
3) ใช้ตะแกรงร่อนอลูมิเนียมตักเยื่อปอสาในอ่างน ้ า และใช้มือเกล่ียกระจายเยื่อ 

บนตะแกรงใหส้ม ่าเสมอ 
4) น าไปผึ่งลม ทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
5) เม่ือแหง้แลว้จึงลอกแผน่กระดาษสาออกจากตะแกรงร่อน 
6) น าไปศึกษาการติดสีบนกระดาษสา 

3.4.9 กำรศึกษำกำรติดสีบนกระดำษสำ 
การศึกษาการติดสีของสารสกดัจากพืชตวัอย่างบนกระดาษสา ด้วยการตรวจวดัค่าสี 

โดยใชเ้คร่ืองวดัสี ซ่ึงเป็นการก ากบัค่าของสีวิธีการหน่ึง โดยแสดงค่าความสวา่งหรือค่า L* (L* = 0 
หมายถึงสีด า และ L* = 100 หมายถึงสีขาว) ต าแหน่งท่ีอยูร่ะหว่างสีแดง (Red) กบัสีเขียว (Green) 
หรือค่า a* (ถา้ค่าเป็นค่าลบแสดงวา่ไปทางสีเขียว ถา้เป็นค่าบวกแสดงวา่ไปทางสีแดง) และต าแหน่ง
ท่ีอยู่ระหว่างสีเหลือง (Yellow) กับสีน ้ าเงิน (Blue) หรือค่า b* (ถ้าค่าเป็นค่าลบแสดงว่าไปทาง 
สีน ้ าเงิน ถ้าเป็นค่าบวกแสดงว่าไปทางสีเหลือง) ค่าความสดใสหรือค่า C* (ท่ีจุดศูนย์กลาง 
มีความเป็น 0 และมีความสดใสข้ึนตามระยะท่ีห่างจากศูนยก์ลาง) และมีค่ามุมของสีหรือค่า h*  
(ค่ามุมของสี, h* เป็นมุมบนแกน +a* มีค่าเป็นองศา โดยท่ี 0 องศา แทนค่าด้วย +a* เป็นสีแดง  
90 องศา แทนค่าด้วย +b* เป็นสีเหลือง 180 องศา แทนค่าด้วย –a* เป็นสีเขียว และ 270 องศา  
แทนค่าดว้ย –b* เป็นสีน ้าเงิน) มีขั้นตอนดงัน้ี 
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1) เตรียมแผ่นกระดาษสาท่ีไม่ได้เติมสารสกดัพืชตวัอย่าง เป็นกระดาษสาสีมาตรฐาน 
(Standard Control) ในการตรวจวดัค่าสีดว้ยเคร่ืองวดัสี 

2) คัดเลือกกระดาษสาสีมาตรฐาน โดยเลือกแผ่นท่ีมีความเรียบและมีสีสม ่ าเสมอ  
น าไปตรวจวดัค่าสีโดยเคร่ืองวดัสี โดยปรับมาตรฐานเคร่ืองดว้ยแผ่นสีขาวมาตรฐาน วดัซ ้ า 3 คร้ัง  
บนัทึกค่าสี L*, a*, b*, C* และ h* แสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย 

3) วัดกระดาษสาตัวอย่างจาก สีของพื ชแ ต่ละชนิด  ได้แ ก่  มะม่ วง สะ เดา สั ก  
และใบหูกวาง ชนิดละ 3 แผน่ แผน่ละ 3 ซ ้ า 

4) เปรียบเทียบค่าสีของกระดาษสาท่ีได้จากพืชแต่ละชนิดกับค่าสีของกระดาษสา 
มาตรฐาน ตามขั้นตอนดงัรูป 3.1 
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รูป 3.1  ขั้นตอนการด าเนินงาน 
 
 
 
 

ตวัอยา่งพืช 650 g 
ไดแ้ก่ ใบมะม่วง ใบสัก ใบหูกวาง 

 
- เติมน ้ากลัน่ 2,600 mL 

 - ตม้ท่ีอุณหภูมิ 70 ˚C เวลา 10 นาที 

 
- กรองสารสกดัสี 

 
สารสกดัสี กาก 

- ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 2,600 mL 
 

สารสกดัสี 400 mL สารสกดัสี 2,200 mL 

- ใส่สารส้ม 44 g 

 

สารสกดัสี 400 mL สารสกดัสี 1,800 mL 

- ระเหยตวัท าละลาย 

 

ทดสอบ 
แทนนิน 

ทดสอบ 
ฟลาโวนอยด์ 

 

ทดสอบ 
ไกลโคไซด ์

 

ทดสอบ 
ซาโปนิน 

 

ทดสอบ 
แอนทราควิโนน 

 

ทดสอบ 
เทอร์พีนอยด์ 

 

- ใส่เยือ่ปอสาสีขาว 27 g 

- แช่ทิ้งไว ้1 วนั 
 - ปรับปริมาตรเป็น 6,200 mL 

- ร่อนกระดาษสา 
- ผึ่งทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิห้อง 
- ลอกกระดาษสา 

กระดาษสาตวัอยา่ง 
ท่ียอ้มดว้ยสีธรรมชาติ 

 

ศึกษาค่าสีบนกระดาษสา 

 

 

 

 

 




