
บทท่ี 3 
อุปกรณ  สารเคมี  และวิธีการทดลอง 

 
3.1 วัตถุดิบ และอุปกรณ 
 

 1)  ใบบัวบก (Centella asiatica (Linn.) Urban)  ท่ีใชในงานวิจัยนี้ไดจากโครงการหลวง 

ซ่ึงมีแหลงเพาะปลูกจากดอยอินทนนน  จังหวัดเชียงใหม  ในเดือน มิถุนายน 2552   อายุการเก็บ

เกี่ยว  60-90 วัน โดยไดคัดเลือกเฉพาะใบที่มีสีเขียว และตัดกานบัวบกใหมีความยาวจากฐานใบ 

ประมาณ  2-3  เซนติเมตร  เพื่อนําไปเตรียมสกัดน้ําใบบัวบก 

 2)  แคปปาร-คารราจีแนน (GC 300 : บริษัทไทยฟูดสแอนดเคมีคอล) 

 3) โลคัสตบีนกัม  (บริษัทไทยฟูดสแอนดเคมีคอล) 

 4)  น้ําตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ (บริษัท น้ําตาลทรายมิตรผล จํากัด) 

 5)  ถุงฟอยล (ไนลอนลามิเนตกับโพลีเอธิลีนเคลือบดวยอลูมิเนียมฟอยล ) 

 6)  ถุงไนลอน/โพลีเอทิลีน (ไนลอนลามิเนตกับโพลีเอธิลีน) 

 7)  ถุงโพลีโพรพิลีน (บริษัทลีดเดอรแพค) 

  8)  เทอรโมมิเตอร (Thermometer, Testo : 106-T1, England) 

  9)  เครื่องสับ 

    10) เครื่องอัดไฮโดรลิก (Hydraulic press) 

 11) เครื่องปดผนึกสุญญากาศ (Vacuum sealer, Audiovac : VM2010, USA) 

 12) เครื่องลดความชื้นแบบปมความรอนภายใตรังสีอัลตราไวโอเลต (Heat pump 

dehumidifier, บริษัท มารชคูล อินดัชทรี จํากัด) 

 13) เครื่องอินฟราเรดภายใตสุญญากาศ (Infrared vacuum dryer, บริษัท เฟบิกซ อินเตอร

เนชั่นแนล จํากัด, ประเทศไทย) 

14) เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-Vis Spectrophotometer: Rotina 46R, Germany) 

15) เครื่องวัดคาวอเตอรแอคติวิตี้ (Water Activity Meter; AquaLab: Model Series 3, USA) 

16) เครื่องเหวี่ยงหนีศูนยกลาง (Centrifuge: Model Rotina 46R, Germany) 
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3.2  วิธีการทดลอง 
 

3.2.1 การเตรียมน้ําใบบัวบก 
 
ในการศึกษาครั้งนี้ มีขั้นตอนการเตรียมน้ําสกัดใบบัวบก  โดยวิธีการคั้นสด (รูป 3.1)                 

โดยนําใบบัวบกที่เตรียมไว ไปลางดวยน้ําสะอาด 5  ครั้ง  สะเด็ดน้ําออก  ผสมน้ําสะอาดที่ผานการ

ตมฆาเชื้อแลวในอัตราสวนของใบบัวบกตอน้ํา  3  ตอ 1 โดยน้ําหนัก  หลังจากนั้นนําไปสับให

ละเอียดดวยเครื่องสับ  และสกัดแยกน้ําดวยเครื่องอัดไฮโดรลิก (hydraulic press)  นําน้ําใบบัวบกที่

ไดไปวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ  เคมี และจุลชีววิทยา  น้ําใบบัวบกสวนที่เหลือนําไปบรรจุใน

ถุงพลาสติกชนิดพอลีเอทธีลีน (Polyethylene; PE)  ถุงละ  500  กรัม  เก็บไวในตูแชแข็งท่ีมีอุณหภูมิ  

-18°ซ  เพื่อใชตลอดการทดลอง  ขั้นตอนการสกัดน้ําใบบัวบกแสดงดังรูป 3.1 

 

                                                                       ใบบัวบก  

 

ลางใหสะอาด/สะเด็ดน้ําออก 

 

ผสมใบบัวบกตอน้ําอัตราสวน 3 ตอ 1 โดยน้ําหนัก    

 

สับใหละเอียดดวยเครื่องสับ 

 

                                                                 สกัดแยกกากออก 

 

                                                                  น้ําใบบัวบกสด 

 

นําน้ําใบบัวบกใสถุงพลาสติก  เก็บรักษาไวตูแชแข็ง  

 

รูป 3.1  ขั้นตอนการเตรียมน้ําใบบัวบก  
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3.2.2 วิธีวิจัย 
 
การทดลองแบงออกเปน 4  ตอน ดังนี ้

 

ตอนที่ 1 ศึกษาคุณภาพทางดานกายภาพ  เคมี และจุลชีววิทยาของน้ําใบบัวบกสด 

 

การวิเคราะหทางกายภาพ  
1)  คาสี  ดวยเครื่องวัดสี (Chroma meter, Minolta : CR-310, Japan) 

 

การวิเคราะหทางเคม ี
1)   คาความเปนกรด-ดาง (pH) โดยใชเครื่องวัดความเปนกรด- ดาง (Microprocesser pH 

meter WTW : pH 537, Germany ) (AOAC, 2000) 

2)   ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด  (total soluble solid) ดวยเครื่องวัดปริมาณของแข็ง

ท่ีละลายไดท้ังหมด (Hand Refractometer, ATAGO, Japan) 

3)  ปริมาณอะเซียติโคไซด (asiaticoside) และกรดอะเซียติก (asiatic acid)  ในน้ําใบบัวบก 

ดวย HPLC  โดยดัดแปลงจากวิธีการวิเคราะหของ  Inamdar (1996) 

 
สารเคม ี

1. สารมาตรฐานกรดอะเซียติก (Fluka Analytical, France) 

2. สารมาตรฐานอะเซียติโคไซด (Fluka Analytical, France) 

3. เมทธานอล (methanol HPLC grade; Fisher Scientific, UK.)  

4. Acetonitrile  (HPLC grade; Lab-Scan analytical science) 

       5. น้ํา (water HPLC grade; Lab-Scan analytical science) 

 

การเตรียมตัวอยาง 
        1. นําตัวอยางน้ําใบบัวบกผงที่ผานการอบแหงดวยเครื่องอบแหงแบบแชเยือกแข็ง              

1 กรัม ละลายดวยสารละลายผสมของเมทานอลตอน้ํา ในอัตราสวน 9 ตอ 1 โดยปริมาตร ปริมาณ 

10 มิลลิลิตร  สกัดไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลานาน 5  ช่ัวโมง แลวจึงนําไปกรองดวยกระดาษกรอง

เบอร 4 

     2. นําสารละลายที่ไดไประเหยเอาตัวทําละลายออก (evaporated) จนแหง  
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     3. ละลายตะกอนที่ไดดวยสารละลายผสมของเมทานอลตอน้ํา อัตราสวน 9 ตอ 1โดย

ปริมาตร แลวปรับปริมาตรสุดทายเทากับ 10  มิลลิลิตร  

     4. กรองสารละลายดวย membrane filter  ท่ีมีความละเอียด 0.45 ไมโครเมตร แลวจึง

นําไปวิเคราะหโดยใชเครื่อง HPLC 

 

Condition ของ HPLC – UV/Vis Detection Analyses 
         Column :  C18  (GL Science Inc, Japan)    

 Reversed phase Column :  Acetonitrile (สารละลาย A) และน้ํา (สารละลาย B) 

 อัตราเร็ว : 1.4  มิลลิลิตรตอนาที    

 อุณหภูมิ : อุณหภูมิหอง 

 ปริมาตรของตัวอยางที่ฉีดเขา column : 20  ไมโครลิตร    

 UV detector : 220  นาโนเมตร 

 
การควบคุม mobile phase โดยใชระบบ gradient   

 นาทีท่ี  0      B รอยละ 80    A รอยละ 20 

 นาทีท่ี 30     B รอยละ 45    A รอยละ 55 

 นาทีท่ี 45     B รอยละ 80    A รอยละ 20 

 

 กราฟมาตรฐาน 

y = 2041.1x - 5044.8
R2 = 0.9995
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รูป 3.2  กราฟมาตรฐานอะเซียติโคไซด (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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y = 5890.7x
R2 = 0.9715
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รูป 3.3  กราฟมาตรฐานกรดอะเซียตกิ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

 

การคํานวณหาปริมาณอะเซียติโคไซด 
 นําคาท่ีอานไดจากสารละลายอะเซียติโคไซดมาตรฐานที่เตรียมไวในขั้นตอนการสราง

กราฟมาตรฐาน มาคํานวณหาสูตรสมการเสนตรงได ดังนี ้

   y = 2041.1x – 5044.8  โดยที่  R2  = 0.9995 

                โดย y =  พ้ืนที่ท่ีอานไดของตัวอยางอะเซียติโคไซด 

                        x =  ปริมาณอะเซียติโคไซดในตัวอยาง (มิลลิกรัมตอลิตร) 

 

 จากนั้นนําคา x ท่ีไดมา  คํานวณปริมาณอะเซียติโคไซดในตัวอยาง ตอไป 

ตัวอยาง  ปริมาณอะเซียติโคไซดในสารละลายน้ําใบบัวบกมีเทากับ 13.2  (มิลลิกรัมตอลิตร) 

 

สารละลายเจือจางปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  มีปริมาณอะเซียติโคไซด  

  =  13.2  มิลลิกรัม 

สารละลายเจือจางปริมาตร 10 มิลลิลิตร  มีปริมาณอะเซียติโคไซด   

   = (13.2 × 10)/1000  

  =  0.132  มิลลิกรัม 

ปริมาณอะเซียติโคไซดท่ีไดมาจากตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง  1  กรัม 

ตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง 1 กรัม  ไดมาจากน้ําใบบัวบก  38.73  มิลลิลิตร  
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น้ําใบบัวบกสด  38.73 มิลลิลิตร  จะมีปริมาณอะเซียติโคไซด                    

         =  0.132  มิลลิกรัม         

ดังนั้นน้ําใบบัวบกสด 100 มิลลิลิตร จะ มีปริมาณอะเซียตโิคไซด     

        =  (0.132 x 100)/38   

                                 = 0.34 มิลลิกรัมตอหนึ่งรอยมิลลิลิตร 

                                                                                                            

การคํานวณหาปริมาณกรดอะเซียติก 
 นําคาท่ีอานไดจากสารละลายกรดอะเซียตกิมาตรฐานที่เตรียมไวในขั้นตอนการสรางกราฟ

มาตรฐาน มาคํานวณหาสูตรสมการเสนตรงได ดังนี ้

    y =  5890.7x  โดยที่  R2  = 0.9715 

                โดย y =  พ้ืนที่ท่ีอานไดของตัวอยางกรดอะเซียตกิ 

                        x =  ปริมาณกรดอะเซียตกิในตัวอยาง (มิลลิกรัมตอลิตร) 

 

 จากนั้นนําคา x ท่ีไดมา  คํานวณปริมาณกรดอะเซียตกิในตัวอยาง ตอไป 

ตัวอยาง  ปริมาณกรดอะเซียตกิในสารละลายน้ําใบบัวบกมีเทากับ 281.69  มิลลิกรัมตอลิตร 

 

สารละลายเจือจางปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  มีปริมาณกรดอะเซียตกิ      

      =  281.69  มิลลิกรัม 

สารละลายเจือจางปริมาตร 10 มิลลิลิตร มีปริมาณกรดอะเซียตกิ          

= (281.69×10)/1000 มิลลิกรัม 

                      

      =  2.816  มิลลิกรัม 

ปริมาณกรดอะเซียตกิที่ไดมาจากตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง  1  กรัม 

ตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง 1 กรัม ไดมาจากน้ําใบบัวบก  38.73  มิลลิลิตร 

น้ําใบบัวบกสด 38.73  มิลลิลิตร  จะมีปริมาณกรดอะเซียตกิ 

                                                               =  2.816  มิลลิกรัม  

ดังนั้นน้ําใบบัวบกสด 100  มิลลิลิตร จะ มีปริมาณกรดอะเซียตกิ 

      = (2.816×100)/38.7 มิลลิกรัม 

     =7.27 มิลลิกรัมตอหนึ่งรอยมิลลิลิตรมิลลิลิตร 
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4) ปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมดในน้ําใบบัวบก โดยใชวิธีทางสเปกโตรโฟโตมิเตอร 

ตามวิธีการวิเคราะหของ Tsai et al. (2005) 

 

 สารเคม ี 
     1.  สารมาตรฐานกรดแกลลิก (gallic acid; Purum AR, 100 gm : Fluka, Germany) 

       2.  เอทานอล (ethanol; Fisher Scientific, UK.) 

       3.  folin-ciocalteu reagent (VWR International SAS 20) 

                   4.  โซเดียมคารบอเนตแอนไฮดรัส (sodium carbonate anhydrous) 

                

การเตรียมสารเคม ี
1. สารละลายเอทานอลที่ผานการแชเย็น ความเขมขนรอยละ 80 เตรียมโดยตวง                  

เอทานอล  ความเขมขนรอยละ  95 ปริมาตร 210.5  มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตร ดวยน้ํากล่ันใหครบ 

250  มิลลิลิตร 

 2. folin-ciocalteu reagent ความเขมขนรอยละ 10  เตรียมโดยปเปต folin-ciocalteu 

reagent ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 100  มิลลิลิตร 

 3. สารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขนรอยละ 7.5  เตรียมโดยชั่งโซเดียม

คารบอเนตแอนไฮดรัส  7.5 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 100 

มิลลิลิตร 

 4. ช่ังสารมาตรฐานกรดแกลลิค  0.01 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน และปรับปริมาตรดวย

น้ํากล่ันใหครบ 100  มิลลิลิตร 

 

 การสรางกราฟสารประกอบฟนอลมาตรฐาน 
 1. ปเปตสารละลายกรดแกลลิคความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร              

50,  100,  150, 200 และ 250  ไมโครลิตร  ลงในหลอดทดลอง 

 2. เติมน้ํากล่ันใหปริมาตรรวมเทากับ 500 ไมโครลิตร 

 3. เติมสารละลาย folin-ciocalteu reagent  ความเขมขนรอยละ 10  ปริมาตร 2.5 

มิลลิลิตร  ผสมแลววางไว  เปนเวลา  8 นาที 

 4.  เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขนรอยละ 7.5  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

ผสมแลววางไว 2 ช่ัวโมง  

 5. นําไปวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 765  นาโนเมตร 
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 การวิเคราะหตัวอยาง 
 1.  ช่ังตัวอยาง  3  กรัม  ใสในโกรงบดท่ีแชเย็นแลว 

 2.  เติมเอทานอลเย็นความเขมขนรอยละ  80  ปริมาตร 12  มิลลิลิตร บดใหเขากัน 

 3.  นําไปเหวี่ยงดวยเครื่องเหวี่ยงหนีศูนยกลางดวยความเร็ว 3000 x g ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ 

เปนเวลา 20 นาที  

 4. นําของเหลวใสที่ได 1 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน ใหครบ 10  มิลลิลิตร  

 5. ปเปตมา 0.5 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย folin-ciocalteu reagent 

ความเขมขนรอยละ 10   ปริมาตร 2.5  มิลลิลิตร  แลววางไวเปนเวลา 8 นาที 

 6. เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขนรอยละ 7.5  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

ผสมแลววางไว  2  ช่ัวโมง  

 7. นําไปวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 765  นาโนเมตร 

 

 กราฟมาตรฐาน 

y = 0.0158x + 0.0164
R2 = 0.9966
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รูป 3.4  กราฟมาตรฐานสารประกอบฟนอลทั้งหมด (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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การคํานวณหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด 
 นําคาท่ีอานไดจากสารประกอบฟนอลมาตรฐานที่เตรียมไวในขั้นตอนการสรางกราฟ

มาตรฐาน มาคํานวณหาสูตรสมการเสนตรงได ดังนี ้

 y = 0.0158x + 0.0164  โดยที่  R2  = 0.9966 

             โดย y =  คาดูดกลืนแสงที่อานไดของตัวอยางสารประกอบฟนอลทั้งหมด 

x = ปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมดในตัวอยาง (มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอ

ลิตร) 

 

จากนั้นนําคา x ท่ีไดมา  คํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมดในตัวอยางตอไป 

ตัวอยาง เจือจาง 100 เทา  ดังนั้นปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมดในตัวอยาง 

คือ 223.69 × 100 = 22,369  (มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอลิตร) 

 

สารละลายเจือจางปริมาตร 1000 มิลลิลิตร มีสารประกอบฟนอลทั้งหมด  

     = 22,369  มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอลิตร 

สารละลายเจือจางปริมาตร10 มิลลิลิตร มีสารประกอบฟนอลท้ังหมด         

 = (22,369×10)/1000             

                                                        =  223.69 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอลิตร 

ปริมาณสารประกอบฟนอลท้ังหมดที่ไดมาจากตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง  1  กรัม 

ตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง 1 กรัม  ไดมาจากน้ําใบบัวบก  38.73  มิลลิลิตร  

น้ําใบบัวบกสด 38.73 มิลลิลิตร จะมีปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด   

                                    =  223.69 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก 

ดังนั้นน้ําใบบัวบกสด 100  มิลลิลิตร  จะมีปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด   

     =  (223.69 × 100)/38.73 

                                    = 577.56 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกตอหนึ่งรอยมิลลิลิตร 
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ปริมาณกรดแอสคอรบิก (ascorbic acid) ในน้ําใบบัวบก ดวย HPLC ตามวิธีการวิเคราะห

ของ Rodriguez et al. (2002) 

 
สารเคมี 

 1. สารมาตรฐานกรดแอสคอรบิก (L-ascorbic acid; Asia Pacific Specialty Chemicals, 

Australia) 

2. เมทธานอล (methanol HPLC grade; Fisher Scientific, UK.) 

3. กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid; Merck, Germany) 

4. กรดอะซิติก (Acetic acid; Merck, Germany) 

 

การเตรียมสารเคม ี
        1. เตรียมกรดซัลฟูริก pH 2.2  โดยตวงน้ํากล่ันปริมาตร 500  มิลลิลิตร นําไปวัด pH 

เริ่มตน  จากนั้นคอยๆ  หยดกรดซัลฟูริกเขมขนลงไปในน้ํากล่ัน  จนกระทั่ง pH ลดลงเหลือประมาณ  

2.2  

        2. การเตรียมกรดอะซิติก 0.1  โมลาร  โดยปเปตกรดอะซิติกเขมขนรอยละ  99.99  

ปริมาตร  5.87  มิลลิลิตร  ลงในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ  1  ลิตร 

 

การสกัดตัวอยาง 
1. นําตัวอยางน้ําใบบัวบกที่ผานการอบแหงแบบแชเยือกแข็ง 1 กรัม สกัดดวยกรด             

ซัลฟูริก pH  2.2  ปริมาตร 9  มิลลิลิตร  เขยาแรงๆ ใหเขากัน   

2. กรองสารสกัดท่ีไดดวย nylon syringe filter ขนาด 13 มิลลิลิตร  ความละเอียด 0.45 

ไมโครเมตร ใชในการวิเคราะหตอไป 

 
การสรางกราฟมาตรฐาน 

 1. การเตรียมสารมาตรฐานกรดแอสคอรบิกในสารละลายซัลฟูริก pH 2.2 ใหมีความ

เขมขน 10, 20, 30, 40 และ 50  ไมโครกรัมตอลิตร 

 2. นํามากรองดวย nylon filter  ความละเอียด 0.45 ไมโครเมตร   

 3. นําสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอรบิกไปวิเคราะห โดยใช HPLC 
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การวิเคราะหตัวอยาง 
         Condition ของ HPLC – UV/Vis Detection Analyses ใชระบบ Isocratic  

 Column :  C18  (GL Science Inc, Japan) 

 Reversed phase Column : กรดอะซิติกความเขมขน 0.1 โมลาร (สารละลาย A) และ          

เมทธานอล (สารละลาย B)    

 อุณหภูมิ  : 30°ซ                 

        UV detector : 250  นาโนเมตร 

        อัตราเร็ว : 1.5 มิลลิลิตรตอนาที   

 ปริมาตรของตัวอยางที่ฉีดเขา column : 20 ไมโครลิตร  
  

กราฟมาตรฐาน 

y = 55802x
R2 = 0.9886
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รูป 3.5  กราฟมาตรฐานกรดแอสคอรบิก (ไมโครกรัมตอลิตร) 

 

การคํานวณหาปริมาณกรดแอสคอรบิก 
 นําคาท่ีอานไดจากสารละลายกรดแอสคอรบิกมาตรฐานที่เตรียมไวในขั้นตอนการ

สรางกราฟมาตรฐาน มาคํานวณหาสูตรสมการเสนตรงได  ดังนี้ 

   y = 55802x  โดยที่  R2  = 0.9866 

 โดย y =  พ้ืนที่ท่ีอานไดของตัวอยางปริมาณกรดแอสคอรบิก 

                            x =  ปริมาณกรดแอสคอรบิกในตัวอยาง (มิลลิกรัมตอลิตร) 

 จากนั้นนําคา x ท่ีไดมา  คํานวณปริมาณกรดแอสคอรบิกในตัวอยาง  ตอไป 
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ตัวอยางสารละลายเจอืจางมีปริมาณกรดแอสคอรบิก เทากับ 19.721  มิลลิกรัมตอลิตร 

 

สารละลายเจือจางปริมาตร  1000   มีปริมาณกรดแอสคอรบิก   

      =  19.721  มิลลิกรัม 

สารละลายเจือจางปริมาตร 10 มิลลิลิตร มีปริมาณกรดแอสคอรบิก     

 =  (19.721 × 10)/1000   

      =  0.1972  มิลลิกรัม 

ปริมาณกรดแอสคอรบิกที่ไดมาจากตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง  1 กรัม 

ตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง 1 กรัม  ไดมาจากน้ําใบบัวบก  38.73  มิลลิลิตร  

น้ําใบบัวบกสด 38.73 มิลลิตร  จะมีปริมาณกรดแอสคอรบิก  

                                                  =  0.1972  มิลลิกรัม         

ดังนั้นน้ําใบบัวบกสด 100 มิลลิตร จะ มีปริมาณกรดแอสคอรบิก  

      =  (0.1972 × 100)/38.73 

     =  0.50  มิลลิกรัมตอหนึ่งรอยมิลลิลิตร 

                                                                                                    

6)  ปริมาณสารประกอบแคโรทีนอยดในน้ําใบบัวบก  โดยใชวิธีทางสเปกโตรโฟโตมิเตอร

ดัดแปลงจาก AOAC (2002) 

          
 สารเคม ี
 1.สารมาตรฐานเบตาแคโรทีน (Beta-carotene; Asia Pacific Specialty Chemicals, 

Australia) 

 2. เฮกเซน (Hexane AR Grade; Lab-Scan analytical science) 

 3. อะซิโตน (Acetone AR Grade; Fisher Scientific) 

  

                การเตรียมสารเคม ี
  1. การเตรียมสารผสมอะซิโตนเขมขนรอยละ 10  ในเฮกเซน  โดยปเปตอะซิโตน 10  

มิลลิลิตร  ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด  100  มิลลิลิตร  จากนั้นปรับปริมาตรดวยเฮกเซนใหครบ 

100  มิลลิลิตร 
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 การเตรียมสารมาตรฐานเบตาแคโรทีน 
        1. ช่ังสารมาตรฐานเบตาแคโรทีนมา 0.005 กรัม ใสลงในบีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร 

ละลายสารมาตรฐานดวยคลอโรฟอรมจํานวน 2.5 มิลลิลิตร 

 2. ปรับปริมาตรสารละลายในขอ 1 ใหครบ 50 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตรดวย                

เฮกเซน 

        3. ปเปตสารละลายในขอ 2  มา 5 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร 

แลวปรับปริมาตรดวยเฮกเซน ใหครบ 50 มิลลิลิตร 

        4. ปเปตสารละลายในขอ 3 มา 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 มิลลิลิตร ใสลงในขวดปรับ

ปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบโดยใชสารละลายผสม แอซีโตนในเฮกเซน 

(ความเขมขนรอยละ 10 โดยปริมาตร) 

        5. นําสารละลายในขอ 4 ท่ีมีความเขมขนสูงสุดมาหาคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืนสูงสุด โดยใชเครื่อง Spectrophotometer ในชวงความยาวคล่ืน 400-500 นาโนเมตร ใช

สารละลายผสม  แอซีโตนในเฮกเซน (ความเขมขนรอยละ 10 โดยปริมาตร) เปนแบลงค 

        6. ตั้งคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืนสูงสุดตามที่วัดไดจากขอ 5 (วัดได

สูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร)  จากนั้นนําสารละลายเบตาแคโรทีนมาตรฐานในขอ 4 

ท้ังหมดเตรียมไวมาวัดคาการดดูกลืนแสง โดยใชสารละลายผสม แอซีโตนในเฮกเซน (ความเขมขน

รอยละ 10 โดยปริมาตร) เปนแบลงค  บันทึกคาท่ีวัดได  

         7. นําคาท่ีวัดไดมาเขียนกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของเบตาแคโรทีน 

(สวนในลานสวน) กับคาดูดกลืนแสงที่อานได แลวหาสมการเสนตรงจากกราฟ 

 
 วิธีการสกัด 
 ช่ังตัวอยางน้ําใบบัวบกที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง  5.00 กรัม ใสในขวดรูป

ชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  เติมสารผสมอะซิโตนเขมขนรอยละ 10  ในเฮกเซน  ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร  นําไปกวนบนเครื่อง magnetic stirrer นาน 10 นาที  แลวนําไปกรองดวยกระดาษกรอง

เบอร 4  แยกกากกับสวนใส  โดยเก็บสวนใสในกรวยแยกขนาด 250  มิลลิลิตร  ลางกากดวย                 

อะซิโตน  25  มิลลิลิตร  2  ครั้ง  และเฮกเซน  25  มิลลิลิตร  อีก 1  ครั้ง  นําสวนใสของอะซิโตนและ

เฮกเซนที่ใชลางกากไปรวมกับสวนแรกที่อยูในกรวยแยก  ทําการลางแยกเอาอะซิโตนออก  โดยการ

ลางสารละลายผสมในกรวยแยกดวยน้ํากล่ัน  ครั้งละ  100  มิลลิลิตร  5  ครั้ง  แยกสวนของน้ําท่ีมี               

อะซิโตนผสมอยูออกจากสวนที่เปนเฮกเซนที่มีสารแคโรทีนอยดละลายอยู   นําสารผสมแคโรที-

นอยดในเฮกเซนไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 2  โดยรองรับสารผสมดวยบีกเกอรขนาด 250  
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มิลลิลิตร  แลวนําสารที่กรองไดไประเหยในตูดูดควันจนแหง  นําสารที่ระเหยแหงแลวมาละลาย

ดวยสารผสมอะซิโตนรอยละ 10  ในเฮกเซน  และปรับปริมาตรใหเปน 50  มิลลิลิตร  นําสารละลาย

ผสมท่ีไดไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450  นาโนเมตร บันทึกคาท่ีไดเปรียบเทียบกับคา

ดูดกลืนแสงของแบลงค (สารผสมอะซิโตนรอยละ 10 ในเฮกเซน) ทําซํ้า 2 ครั้ง นําคาท่ีไดท้ัง                 

2  ครั้ง  มาหาคาเฉล่ียและนําไปคํานวณหาปริมาณของแคโรทีนอยดตอไป 

 

 กราฟมาตรฐาน 

y = 0.0043x + 0.0062
R2 = 0.9906
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 รูป 3.6  กราฟมาตรฐานสารประกอบแคโรทีนอยด (มิลลิกรัมตอลิตร) 

 
 การคํานวณหาปริมาณแคโรทีนอยด 
 นําคาท่ีอานไดจากสารละลายเบตาแคโรทีนมาตรฐานที่เตรียมไวในขั้นตอนการสราง

กราฟมาตรฐาน  มาคํานวณหาสูตรสมการเสนตรงได ดังนี้  

     y = 0.0043x + 0.0062  โดยที่  R2  = 0.9906 

 โดย    y = คาดูดกลืนแสงทีอ่านไดของตัวอยางแคโรทีนอยด 

     x = ปริมาณแคโรทีนอยดในตัวอยาง (มิลลิกรัมตอลิตร) 

    จากนั้นนําคา x ท่ีไดมา  คํานวณปริมาณแคโรทีนอยด ในตัวอยาง ตอไป 

ตัวอยาง  สารละลายมีปริมาณแคโรทีนอยดเทากับ  246.24  มิลลิกรัมตอลิตร 

 

สารละลายเจือจางปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  มีแคโรทีนอยด    

    =   246.24  มิลลิกรัม 
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สารละลายเจือจางปริมาตร 50 มิลลิลิตร  มีแคโรทีนอยด          

=   (246.24 × 50)/1000     

    =   12.312  มิลลิกรัมสมมูลของเบตาแคโรทีน 

ปริมาณแคโรทีนอยดท่ีไดมาจากตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง  5  กรัม 

ดังนั้นน้ําใบบัวบกแหง 1 กรัม จะมีปริมาณแคโรทีนอยด 

    =  12.312/5   

    =  2.462  มิลลิกรัมสมมูลของเบตาแคโรทีน 

ตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง 1 กรัม  ไดมาจากน้ําใบบัวบก  38.73  มิลลิลิตร  

น้ําใบบัวบกสด 38.73  มิลลิลิตร จะมีปริมาณกรดแคโรทีนอยด 

                                           =  2.462  มิลลิกรัมสมมูลของเบตาแคโรทีน  

ดังนั้นน้ําใบบัวบกสด 100  มิลลิกรัม จะ มีปริมาณกรดแอสคอรบิก 

    =  (2.462 × 100)/38.73 

                                                       =  6.35 มิลลิกรัมสมมูลของเบตาแคโรทีนตอหนึ่งรอยมิลลิลิตร 

 

 7)  ปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมดในน้ําใบบัวบก โดยใชวิธีทางสเปกโตรโฟโตมิเตอร

ดัดแปลงจากวิธีการวิเคราะหของ Mahanom et  al. (1999) 

โดยทั่วไปในพืชมีคลอโรฟลล 2 ชนิด คือ คลอโรฟลลเอ (chlorophyll a) และ คลอโรฟลล

บี (chlorophyll b) โดยรงควัตถุท้ังสองสามารถดูดกลืนแสงในยานสเปกตรัมสีน้ําเงินและแดง  แต

สามารถดูดกลืนแสงในชวงความยาวคล่ืนที่จําเพาะแตกตางกันโดยคลอโรฟลลเอมีความสามารถ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  663  นาโนเมตร  สวนคลอโรฟลลบี มีความสามารถดูดกลืนแสงที่

ความยาวคล่ืน 645  นาโนเมตร  เนื่องจากสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของคลอโรฟลลท้ังสองชนิด

ซอนทับกัน  ดังนั้น  การคํานวณหาปริมาณคลอโรฟลล มีวิธีการคํานวณ   ดังสมการตอไปนี้ 

(marcano et al., 2007) 

 

Chl a (ไมโครกรัมตอกรัมของตัวอยาง)  = ((12.7 × Abs663)- (2.6 × Abs645 ))×ปริมาตรของอะซิโตน 

                                                                                    น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 

  

Chl b (ไมโครกรัมตอกรัมของตัวอยาง) = ((22.9 × Abs645)- (4.68 × Abs663 ))×ปริมาตรของอะซิโตน 

                                                                                    น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 

Total chlorophyll  =  Chl a + chl b 
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วิธีวิเคราะห 
 ช่ังตัวอยางน้ําใบบัวบกที่ผานการอบแหงแบบแชเยือกแข็ง  1  กรัม ใสในหลอด

ทดลอง  เติมแคลเซียมคารบอเนต (Merck, Germany) 0.2 กรัม และสารละลายอะซิโตนความ

เขมขนรอยละ 80 โดยปริมาตร ปริมาณ 10  มิลลิลิตร  เขยานาน 3 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง

ปนเหวี่ยงความเร็ว 4,200  รอบตอนาที เปนเวลา 3  นาที  นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคล่ืน 645  และ 663  นาโนเมตร โดยใชอะซิโตนความเขมขนรอยละ 80 โดย

ปริมาตร  เปนสารละลายแบลงค แลวคํานวณหาปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมด 

 

การคํานวณหาปริมาณคลอโรฟลลทั้งหมด 
สารละลายตัวอยาง มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 663 นาโนเมตร  เทากับ 4.6513 

สารละลายตัวอยาง มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 645 นาโนเมตร  เทากับ 1.8214 

 

คลอโรฟลล เอ (ไมโครกรัมตอกรัม) =  ((12.7 × 4.6513)- (2.6 × 1.8214)) × 10 

              =  543.35 ไมโครกรัมตอกรัม 

               = 0.54  มิลลิกรัมตอกรัม 

 

คลอโรฟลล บี (ไมโครกรัมตอกรัม)  =  ((22.9 × 1.8214)- (4.68 × 4.6513)) × 10 

                                                        =  199.41 ไมโครกรัมตอกรัม 

                  =  0.20  มิลลิกรัมตอกรัม 
  

ปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมด  =   0.54 + 0.20  

 =  0.74  มิลลิกรัมตอกรัม  

ปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมดที่ไดมาจากตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง  1  กรัม 

ตัวอยางน้ําใบบัวบกแหง 1 กรัม  ไดมาจากน้ําใบบัวบก  38.73  มิลลิลิตร  

น้ําใบบัวบกสด 38.73  มิลลิลิตร  จะมีปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมด  

                                                                =  0.74  มิลลิกรัม         

ดังนั้นน้ําใบบัวบกสด 100 มิลลิลิตร จะ มีปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมด 

                    =  (0.74 × 100)/38.73 

      =  1.91  มิลลิกรัมตอหนึ่งรอยมิลลิลิตร 
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การวิเคราะหทางจุลชีววิทยา 
1) จํานวนจุลินทรียท้ังหมด (Total Plate Count)   โดยวิธีการวิเคราะหของ  BAM (2000) 

2)  จํานวนยีสตและรา (Yeast and Mould)   โดยวิธีการวิเคราะหของ  BAM (2000) 

3) จํานวน Coliform bacteria และ Escherichia  coli โดยวิธีการวิเคราะหของ  BAM (2000) 

 

ตอนที่ 2  พัฒนาสูตรที่เหมาะสมของเยลลีแหงจากน้ําใบบัวบก 

2.1  ศึกษาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางคารราจีแนนกับโลคัสตบีนกัมในการผลิตเยลลีแหง          
น้ํา ใบบัวบก   

กอนทําการผลิตเยลลีแหงน้ําบัวบกจะตองนําน้ําใบบัวบกแชแข็ง  มาละลายน้ําแข็งกอนแลว

จึงนํามาผลิต  ซ่ึงมีสูตรท่ีผันแปรอัตราสวนระหวางคารราจีแนนกับโลคัสตบีนกัม  ดังตาราง 3.1 

และกรรมวิธีการผลิตเยลลีแหงจากน้ําใบบัวบกแบบเบื้องตนแสดงดังรูป 3.7   

 
น้ําใบบัวบก 

 

กวนในหมอควบคุมอุณหภูมิ  85°ซ  

 

คอยๆ เติมคารราจีแนน  และโลคัสตบีนกัม 

 

กวนใหละลายจนหมด 

 

เทสวนผสมลงในแมพิมพเยลลีขนาด 2 × 2 × 1 cm 

 

พักไวใหเย็น แลวแกะออกจากพิมพ 

 

อบแหงจนมีความชื้นลดลงเหลือรอยละ 20-30  ของเยลลีท่ีไมไดอบแหง 

 

เยลลีแหงจากน้ําใบบวับก 

 

รูป  3.7   กรรมวิธีการผลิตเยลลีแหงจากน้ําใบบัวบก 

             ท่ีมา: ดัดแปลงจากวิภาพร (2547) 
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ตาราง  3. 1 ส่ิงทดลองท่ีผันแปรอัตราสวนของคารราจีแนนกับโลคัสตบีนกัม 

ส่ิงทดลองท่ี 
น้ําใบบัวบก 

(รอยละ) 

คารราจีแนน 

(รอยละ) 

โลคัสตบีนกัม 

(รอยละ) 

1 99.0 1.0 0.0 

2 99.0 0.8 0.2 

3 99.0 0.6 0.4 

4 99.0 0.4 0.6 

 

เมื่อไดเยลลีแหงจากน้ําใบบัวบกที่ผลิตตามสูตรท่ีกําหนดไวแลว  จากนั้นนํามาวิเคราะห

คุณภาพทางกายภาพ   เคมี  และทางประสาทสัมผัส  ดังนี ้

 

การวิเคราะหทางกายภาพ  
1)   คาสี  ดวยเครื่องวัดสี (Chroma meter, Minolta : CR-310, Japan) 
2)   วัดลักษณะเนื้อสัมผัสดวยวิธี Texture profile analysis (TPA) ดวยเครื่องวัดเนื้อสัมผัส 

(Texture Analyzer, TA- Xtplus, England) 

 

การวิเคราะหทางเคม ี
1)  ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด  (total soluble solid ) ดวยเครื่องวัดปริมาณของแข็ง

ท่ีละลายไดท้ังหมด (Hand Refractometer, ATAGO, Japan) 

2) คากิจกรรมของน้ํา (aw) ดวยเครื่องวัดคาวอเตอรแอคติวิตี้ (Water Activity Meter, 

AquaLab : Model series 3, Decagon Devices Inc., USA) 

3)  ปริมาณความชื้น (moisture content) โดยใชตูอบแบบสุญญากาศ  (Vacuum oven, 

Binder : VD 53, Germany) ตามวิธี AOAC (2000) 

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design: CRD) ทําการทดลอง  

3  ซํ้า นําขอมูลท่ีไดวิเคราะหผลทางสถิติ  โดยวิเคราะหความแปรปรวน(ANOVA) แลวเปรียบเทียบ

คาเฉล่ีย  โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT)  
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การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส 
นําเยลลีแหงน้ําใบบัวบกที่ผันแปรอัตราสวนระหวางคารราจีแนนกับโลคัสตบีนกัมแตละ

สูตรไปทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส  โดยใชผูทดสอบชิมท่ีเปนผูบริโภคท่ัวไปจํานวน 50  

คน ทดสอบความชอบและการยอมรับดวยวิธี  9 Point Hedonic Scaling Test  (ไพโรจน, 2535)  

ทดสอบคุณภาพดานลักษณะปรากฏ    สี   กล่ินใบบัวบก   ความเหนียวขณะเคี้ยว  ความยืดหยุน  

และความชอบรวม  วางแผนการทดลองแบบสุมบล็อกสมบูรณ (Randomized Complete Block 

Design: RCBD) วิเคราะหความแปรปรวนแลวเปรียบเทียบคาเฉล่ีย โดยวิธี Duncan’s New Multiple 

Range Test (DMRT)  

 

2.2 ศึกษาปริมาณน้ําตาลที่เหมาะสมในการผลิตเยลลีแหงจากน้ําบัวบก   
คัดเลือกเยลลีแหงจากน้ําใบบัวบกสูตรท่ีดีท่ีสุดจากตอนที่ 2.1  มาทําการศึกษาปริมาณ

น้ําตาลที่เหมาะสมในการผลิตเยลลีแหงจากน้ําใบบัวบก  โดยศึกษาปริมาณน้ําตาล  4  ระดับ คือ             

รอยละ  5  10  15  และ  20  วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design : 

CRD) ทําการทดลอง  3  ซํ้า  แลวจึงนําไปวิเคราะหคุณภาพเชนเดียวกับตอนที ่ 2.1              

 
ตอนที่ 3 ศึกษาคุณภาพของเยลลีจากน้ําใบบัวบกที่ทําแหงดวยวิธีปมความรอนภายใตรังสี
อัลตราไวโอเลตและอินฟราเรดภายใตสุญญากาศ 
 
3.1  ศึกษาผลของการทําแหงดวยวิธปีมความรอนภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตตอคุณภาพของเยลลี
น้ําใบบัวบก       
          นําเยลลีแหงจากน้ําใบบัวบกสูตรท่ีดีท่ีสุดจากตอนที่ 2  ไปลดความชืน้ดวยวิธีปมความรอน

ภายใตรังสีอัลตราไวโอเลต โดยใชชวงอุณหภูมิ  4  ชวงคือ  30-50  30-60  40-50  และ 40-60°ซ  

เนื่องจากไมสามารถตั้งอุณหภูมิของเครื่องใหคงที่ได  โดยอุณหภูมิจะคอยๆ เพิ่มขึ้นจากอุณหภูมิต่ํา

ไปถึงอุณหภูมิสูงสุดท่ีตั้งไว  หลังจากนั้นอุณหภมิูจะคอยๆ  ลดลงมาจนถึงอุณหภูมิต่ําสุดท่ีตั้งคาไว  

และอุณหภูมิจะคอยๆ  เพิ่มสูงขึ้น  เปนวงจรตอเนื่องจนส้ินสุดระยะเวลาที่ใชในการอบแหง  เมื่อได

เยลลีแหงจากน้ําใบบัวบกที่ผานการอบแหงในแตละชวงอุณหภูมิ  วางแผนการทดลองแบบสุม

ตลอด (Completely Randomized Design: CRD) ทําการทดลอง  3  ซํ้า นําไปวิเคราะหคุณภาพทาง

กายภาพ  และประสาทสัมผัสเชนเดียวกับตอนที่ 2  วิเคราะหคุณภาพทางเคมี และจุลชีววิทยา

เชนเดียวกับตอนที่ 1 
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3.2  ศึกษาผลของการทําแหงดวยอินฟราเรดภายใตสุญญากาศตอคุณภาพของเยลลีน้ําใบบัวบก       
นําเยลลีแหงจากน้ําใบบัวบกสูตรท่ีดีท่ีสุดจากตอนที่ 2 ไปอบแหงดวยวิธีอินฟราเรดภายใต

สุญญากาศ   โดยผันแปรอุณหภูมิในการอบแหง  3  ระดับคือ 40   50 และ  60°ซ เมื่อไดเยลลีแหง

จากน้ําใบบัวบกที่ผานอบแหงในแตละอุณหภูมิแลว วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely 

Randomized Design : CRD) ทําการทดลอง  3  ซํ้า  นําไปวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ  และ

ประสาทสัมผัสเชนเดียวกับตอนที่ 2  วิเคราะหคุณภาพทางเคมี และจุลชีววิทยาเชนเดียวกับตอนที่ 1 

 

ตอนที่ 4  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพในระหวางการเก็บรักษาของเยลลีแหงจากน้ําใบบัวบก 

คัดเลือกเยลลีแหงน้ําใบบัวบกที่ดีท่ีสุดจากตอนที่ 3.1  และ 3.2  บรรจุในบรรจุภัณฑชนิด

ไนลอนลามิเนตในสภาวะสุญญากาศ   และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  4  และ 30°ซ  เปนเวลา 3 เดือน  

โดยตัวอยางที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°ซ   จะเก็บตัวอยางทุก ๆ  15 วัน และตัวอยางที่เก็บรักษาที่

อุณหภูมิ  30°ซ  จะเก็บตัวอยางทุก ๆ  7 วัน  เพื่อวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพเชนเดียวกับตอนที่ 2  

วิเคราะหคุณภาพทางเคม ี และจุลชีววิทยาเชนเดียวกับตอนที่ 1 

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design :  CRD) ทําการ

ทดลอง  3  ซํ้า นําขอมูลท่ีไดวิเคราะหผลทางสถิติ  โดยวิเคราะหความแปรปรวน(ANOVA) แลว

เปรียบเทียบคาเฉล่ีย  โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT)  

 


