
บทที่ 3 

วัตถุดิบ อุปกรณ และวธิีการทดลอง 
 
 
3.1 วัตถุดิบ 

บัวบก (Centella asiatica (Linn.) Urban) ที่ใชในงานวิจยันี้ไดจากตลาดทองถ่ิน 
อําเภอเมือง จังหวัดเชียงราย ในเดือน กันยายน พ.ศ. 2549 โดยคัดเลือกบัวบกที่มีความแกสม่ําเสมอ
กัน นําลําตนและใบมาทดลอง 

 
3.2 การเตรียมน้ําบัวบก 

3.2.1 การเตรียมน้ําบัวบกไมใสน้ําตาล 

นําลําตนและใบของบัวบกปริมาณ 1,000 กรัม มาลางใหสะอาด ปนแยกกากดวยเครื่อง
แยกกาก (Moulinex, model A753, UK) ไดน้ําบวับกประมาณ 300 มิลลิลิตร จากนั้นแบงเปน 2 
สวนใหเทากัน นําสวนทีห่นึ่ง 150 มิลลิลิตร ผสมกับน้ําสะอาดที่ผานการตมฆาเชื้อแลว 500 
มิลลิลิตร ไดน้ําบัวบกปริมาตรรวม 650 มิลลิลิตร   

 
3.2.2 การเตรียมน้ําบัวบกความหวาน 14๐Brix 

นําน้ําบัวบกสวนที่สองประมาณ 150 มิลลิลิตร ผสมกับน้ําสะอาดที่ผานการตมฆาเชื้อ
แลวประมาณ 400 มิลลิลิตร เติมน้ําตาลทรายขาวมิตรผลลงในสวนผสม (ประมาณ 91 กรัม) ปรับ
ความหวานดวยเครื่องวัดปรมิาณของแข็งที่ละลายน้ําได (Atago, model N-1E, USA) โดยใหน้าํ
บัวบกใหมีความหวานสุดทายเปน 14 ๐Brix  และปริมาตรรวมเปน 650 มิลลิลิตร  
 
3.3 การทําบัวบกผงดวยวิธีการทาํแหงแบบแชเยือกแข็ง 

นําน้ําบัวบก 25 มิลลิลิตร ใสในขวดกนกลมขนาด 500 มิลลิลิตร แชแข็งตัวอยาง (pre-

freeze) ในอางควบคุมความเย็นดวยแอลกอฮอล (Heto, model CBN 18-50, Denmark) ที่
อุณหภูมิ -50C° เปนเวลา 15 นาที โดยใช spin freezing เปนตัวหมุนขวดกนกลมเพื่อใหตวัอยาง
เรียบบางเทากนั แลวนําไปทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบสุญญากาศ (Heto, model FD8-55, 

Denmark) (รูปที่ 3.1) โดยทําแหงที่อุณหภูมิหอง (25C°) และลดความดนัลงประมาณ 4.58 

ทอรร (610.5 พาสคาล) ซ่ึงทําใหความดันไอน้ําในตัวอยางลดต่ําลงน้ําที่อยูในสภาพน้ําแข็งจะ
ระเหิดกลายเปนไอ และไอน้าํที่เกิดขึ้นจะถูกดูดออกไปดวยปมสุญญากาศ 
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รูปท่ี 3.1 การทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 

(ก) แชแข็งที่อุณหภูมิ -50 C° ในอางควบคมุความเยน็ดวยแอลกอฮอล  
(ข) และ (ค) ทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบสุญญากาศ  

 
3.4 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการทําแหงน้ําบัวบกแบบแชเยือกแข็ง 

นําน้ําบัวบกไมใสน้ําตาลและน้ําบัวบกที่มคีวามหวาน 14°Brix จากขอ 3.2.1 และ 
3.2.2 มาทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ตามวิธีขอ 3.3 โดยใชเวลาทําแหง 3, 4, 5 และ 6 ช่ัวโมง แลววดั
คาวอเตอรแอคทิวิตี (aw) ดวยเครื่องวดัคาวอเตอรแอคทิวิตี (Novasina, model AWC500, 

Switzerland ) จากนัน้นําตวัอยางไปตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพและเคมี 
 
3.5 การเตรียมน้ําบัวบกคืนรูปจากบัวบกผง 

กอนที่จะทําการตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพและเคมีบวับกผงที่เตรียมจากการทําแหง
แบบแชเยือกแข็งตองนํามาทําเปนน้ําบวับกคืนรูปกอน สามารถทําไดดังนี้ นําบวับกผงจากการทาํ
แหงของน้ําบวับกไมใสน้ําตาลจํานวน 1.74 กรัม และบัวบกผงจากการทําแหงของน้ําบัวบกความ

 
(ก) 

 
(ข) 

 
(ค) 



30 

หวาน 14°Brix จํานวน 16.83 กรัม ละลายในน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวมเปน 100 มิลลิลิตร สังเกต
การละลายของบัวบกผงและสังเกตสีของน้ําบัวบกหลังการละลายโดยเปรียบเทียบกับกบัชุดควบคุม 
(น้ําบัวบกสด) จากนั้นนําไปตรวจสอบคาสี และคุณภาพทางเคม ี

  
3.6 การตรวจสอบคาส ี

ตรวจสอบคาสีน้ําบัวบกโดยเครื่องวัดส ี (HunterLab, model Color Quest XE, 

USA) วัดการเปลี่ยนสีดวยระบบ CIE L*C*H๐ โดยตั้งคาการทํางานของเครื่อง ดังนี ้
Mode   : Total transmission   
Scale  : CIELCh 
Illuminant  : D 65 
Observer  : 10º 
MI Illuminant : Fcw 

การวัดคาสีของตัวอยางน้ําบวับก เจือจางตวัอยาง (อัตราสวน 1:4) โดยปเปตน้ําบวับก 4 

มิลลิลิตร   เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวมเปน 20 มิลลิลิตร จากนั้นใสตัวอยางลงในเซลลที่มีความ
หนา (path length) 1 เซนติเมตร แลวบันทึกคาสีในระบบ CIE L*C*H๐   

คา L* คือ Lightness เปนคาความสวาง มีคาอยูในชวง 0 ถึง 100   

L* มีคาใกลศูนย หมายถึง ตัวอยางมีความสวางนอยจนเปนสีคลํ้า   

L* เขาใกล 100 หมายถึง ตัวอยางสวางมากจนเปนสีขาว 

คา C* คือ Chroma เปนคาแสดงถึง ความเขมของสี   

C* มีคาเขาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีความเขมสีต่ําลงจนเปนสีเทา   

C* มีคาเพิ่มขึ้น หมายถึง วัตถุมีความเขมสีเพิ่มมากขึ้น 

คา H๐ คือ Hue angle เปนคาแสดงถึง สีแทจริงที่ปรากฏใหเห็น ซ่ึงมีคาอยูระหวาง 0-

360 องศา Hue angle แตละชวงองศา แสดงสีแตกตางกนัดังนี้ (McGuire, 1992) 

0 - 45 องศา  แสดงสีมวงแดงถึงสีสมแดง   

45 - 90 องศา  แสงสีสมแดงถึงสีเหลือง    

90 - 135 องศา แสดงสีเหลืองถึงเหลืองเขียว 

135 - 180 องศา แสดงสีเหลืองเขียวถึงเขยีว   

180 - 225 องศา แสดงสีเขียวถึงสีน้ําเงิน 

225 - 270 องศา แสดงสีน้ําเงินเขียวถึงน้ําเงนิ 
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270 - 315 องศา แสดงสีน้ําเงินถึงมวง 

315 - 360 องศา แสดงสีมวงถึงมวงแดง 
 
3.7 การตรวจสอบคุณภาพทางเคมี 

3.7.1 คา pH 

นําน้ําบัวบกปริมาตร 20 มิลลิลิตร วัดคา pH ดวยเครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (Eutech, 

model CyberScan PH510, Singapore) โดยปรับมาตรฐานเครื่องวัดคา pH ดวยสารละลาย
บัฟเฟอรมาตรฐาน pH 4.01, 7.00 และ 10.01 กอนแลวจึงวัดคา pH ของตัวอยาง 

 
3.7.2 ปริมาณรวมของสารประกอบฟนอลิค 

วิเคราะหหาปริมาณรวมของสารประกอบฟนอลิค โดยวิธีทางสเปกโตรโฟโตเมตริก 
ตามวิธีของ Tsai et al. (2005) มีหลักการ คือ ตัวอยางทําปฏิกิริยากบั Folin-Ciocalteu reagent 

ซ่ึงประกอบดวย phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents   โดยสารดังกลาวจะไป
ออกซิไดซหมูฟนอลิคไฮดรอกซิลของสารประกอบฟนอลิคในตัวอยาง เกิดเปน tungsten และ 
molybdenum blue ซ่ึงเปนสารประกอบสีน้ําเงินและสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด 
765 นาโนเมตร แลวหาปริมาณรวมสารประกอบฟนอลิคโดยเปรียบเทียบกับปริมาณของกรดแกล
ลิกมาตรฐาน (gallic acid) มีวิธีการ ดังนี ้

 
วิธีวิเคราะห 
นําน้ําบัวบก 5 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยงดวยแรง 12,000xg  โดยเครื่องปนเหวี่ยง (Hettich 

Zentrifuge Universal, model Mikro22R,  Germany) เปนเวลา 20 นาที นําสารละลายใสที่ได
จากการปนเหวี่ยง มาเจือจาง 3 เทา โดยปเปตสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่น 2 
มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลายที่เจือจางแลว 0.1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง เติม Folin-Ciocalteu 

phenol reagent 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 นาที หลังจากนั้น
เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 10% (w/v) จํานวน 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันวาง
ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโน
เมตร หาปริมาณรวมของสารประกอบฟนอลิค โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 

(ภาคผนวก ค) และรายงานผลเปน μg/ml ของผลิตภัณฑตัวอยาง 
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การคํานวณหาปริมาณรวมสารประกอบฟนอลิค 

กราฟมาตรฐานสารประกอบฟนอลิค แสดงดังรูปภาคผนวก ค1  
โดยมีสูตรสมการเสนตรง คือ 

y  =  0.0056x    (5) 

โดย  y  =  คาการดดูกลืนแสงที่อานได 
   x  =  ปริมาณรวมสารประกอบฟนอลิคเปน μg/ml 

จากนั้นนําคา x มาคูณ 3 (dilution factor) จะไดปริมาณรวมสารประกอบฟนอลิคโดย
มีหนวยเปน μg/ml ของผลิตภัณฑตัวอยาง 

 
3.7.3 ปริมาณรวมคลอโรฟลล  
วิเคราะหหาปริมาณรวมคลอโรฟลลในน้ําบัวบก โดยวธีิทางสเปกโตรโฟโตเมตริก ตาม

วิธีของ Mahanom et al. (1999) โดยทั่วไปในพืชมีคลอโรฟลล 2 ชนิด คือ คลอโรฟลลเอ 
(chlorophyll a) และ คลอโรฟลลบี (chlorophyll b) โดยรงควัตถุทัง้สองสามารถดูดกลืนแสงใน
ยานสเปกตรัมสีน้ําเงินและแดง แตสามารถดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่นที่จําเพาะแตกตางกนั 
โดยคลอโรฟลลเอ มีความสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 663 นาโนเมตร สวนคลอโรฟลลบี 
มีความสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 645 นาโนเมตร เนื่องจากสเปกตรัมการดูดกลืนแสง
ของคลอโรฟลลทั้งสองชนิดซอนทับกัน ดังนั้น การคํานวณหาปริมาณรวมคลอโรฟลล มีวิธีการ
คํานวณ ดังสมการตอไปนี ้(http://www-class.unl.edu/biochem/labs/student/exp1.htm)   

 
 
 
         (6) 
 
 
 
         (7) 

 
 
 

Total chlorophyll = Chl a + Chl b     (8) 
 

หมายเหตุ ปริมาณรวมคลอโรฟลลมีหนวยเปน μg/ml ของผลิตภัณฑตัวอยาง 
 
 
 

sampleml

Acetoneml))645Abs(2.6)663Abs((12.7
  sample) g/ml( a Chl

××−×
=μ

sampleml

Acetoneml))663Abs(4.68)645Abs((22.9
   sample) g/ml( b Chl

××−×
=μ
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วิธีวิเคราะห 
ปเปตน้ําบัวบก 2 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง เติมแคลเซียมคารบอเนต (Merck, 

Germany) 0.2 กรัม และสารละลายอะซิโตน 80% (v/v) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร เขยา 3 นาที นําไป
ปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่งความเร็ว 4,200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 3 นาที นําสารละลายที่ไดไป
วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตรโดยใชอะซิโตน 80% (v/v) เปน
สารละลายแบลงค  แลวคํานวณหาปริมาณรวมคลอโรฟลล 

 
3.7.4 ปริมาณกรดแอสคอรบิก  
วิเคราะหหาปริมาณกรดแอสคอรบิกในน้ําบัวบก โดยวิธีการไทเทรตดวยสารละลาย 

indophenol dye ตามวิธีของ Mahanom et al. (1999) 

 
วิธีวิเคราะห 
นําสารละลายกรดแอสคอรบิกมาตรฐานความเขมขน 1 mg/ml จํานวน 2 มิลลิลิตร 

ผสมกับสารละลายกรดเมตาฟอสฟอริก (m-phosphoric acid) 30%(w/v) จํานวน 5 มิลลิลิตร 
ไทเทรตกับสารมาตรฐานอินโดฟนอลความเขมขน 1 mM จนถึงจุดยตุิ (สมมุติเทากับ a มิลลิลิตร) 
บันทึกปริมาตรที่ใชสําหรับเปนคามาตรฐานในการคํานวณหาปริมาณกรดแอสคอรบิก 

นําน้ําบัวบก 2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายกรดเมตาฟอสฟอริก (m-phosphoric acid) 
30%(w/v) จาํนวน 5 มิลลิลิตร ไทเทรตกับสารมาตรฐานอินโดฟนอลจนถึงจุดยุต ิ(สมมุติเทากับ b 
มิลลิลิตร) บันทึกปริมาตรที่ใช 

 
การคํานวณหาปริมาณกรดแอสคอรบิก 

การคํานวณหาปริมาณกรดแอสคอรบิกในน้ําบัวบก โดยใชปริมาตรของสารมาตรฐาน
อินโดฟนอลที่ใชในการไทเทรตน้ําบัวบก เปรียบเทียบกับที่ใชในการไทเทรตกับสารละลายกรด
แอสคอรบิกมาตรฐาน โดยมีวิธีคํานวณดังนี้  

ปริมาตรสารมาตรฐานอินโดฟนอล a มิลลิลิตร ไทเทรตพอดีกับกรดแอสคอรบิก
มาตรฐาน เทากับ 1 มิลลิกรัม 

น้ําบัวบกใชสารมาตรฐานอินโดฟนอล b มิลลิลิตร ดังนั้น น้ําบัวบกมีปริมาณกรด
แอสคอรบิก เทากับ (1×b) / a  =  c  มิลลิกรัม นั่นคือ น้ําบัวบก 1 มิลลิลิตร มีกรดแอสคอรบิก 
เทากับ c มิลลิกรัม 
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3.8 การตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพและเคมีระหวางการเก็บรักษาบัวบกผงสําเร็จรูป 

ศึกษาคุณภาพทางกายภาพและเคมีระหวางการเก็บรักษาบัวบกผงสําเร็จรูป ที่ผานการทํา
แหงแบบแชเยอืกแข็งที่สภาวะเหมาะสม จากขอ 3.4 โดยแบงเปน 2 กลุม คือ บัวบกผงที่ไดจากน้ํา
บัวบกไมใสน้าํตาลและบัวบกผงที่ไดจากน้าํบัวบกความหวาน 14๐Brix เกบ็บัวบกผงในถุง
อลูมิเนียมฟอยล (laminated aluminum foil) ในสภาพสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 25  และ 40C° เปน
เวลา 5 สัปดาห โดยถุงอลูมิเนียมฟอยลนิยมใชกนัอยางแพรหลายสําหรับผลิตภัณฑอาหารแหง 
เนื่องจากสามารถปองกันความชื้น ออกซิเจน และแสงไดดี จากนั้นตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ
และเคมี 4 คร้ัง คือ สัปดาหที่ 1, 2, 3 และ 5 โดยวดัคาวอเตอรแอคทิวิตีดวยเครือ่งวัดคาวอเตอร
แอคทิวิตี วดัคาสีตามวิธีขอ 3.6 และหาปริมาณรวมสารประกอบฟนอลิคและปริมาณรวม
คลอโรฟลล ตามวิธีขอ 3.7.2 และ 3.7.3 ตามลําดับ โดยชุดควบคุม คอื น้ําบัวบกคนืรูปสัปดาหที่ 0 

 
3.9 การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ

การทดลองนี ้ วางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (Complete Randomized 

Design, CRD) นําขอมูลผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติดวยวิธีการหาคาเฉลี่ย และ
ทดสอบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple-range test (DMRT) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 % (p ≤ 0.05) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 
  


