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บทคัดย่อ 

 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื ่อพัฒนาและตรวจสอบเทคนิคที่ง่ายและรวดเร็ว

สำหรับการวิเคราะห์หาปริมาณกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้งซึ่งซื้อจากผู้

เลี้ยงผึ้งโพรงป่าในท้องถิ่นจังหวัดพะเยา ทำการสกัดตัวอย่างน้ำผึ้งตามด้วยการตรวจวัดโดย

เครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ 272 และ 266 นาโนเมตร ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษา

สภาวะที่เหมาะสมสำหรับการสกัดกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิก ได้แก่ ชนิดของตัวทำ

ละลาย ปริมาณตัวทำละลายและเวลาในการปั่นเหวี่ยง ซึ่งการสกัดกรดออร์โทคูมาริกและกรด

แกลลิกโดยตัวทำละลายที่แตกต่างกัน 3 ชนิด (เมทานอล เอทานอล และเมทานอล : เอทานอล 

(1 : 1)) พบว่าเอทานอลเป็นตัวทำละลายที่ดีที่สุดในการสกัด เพื่อหาปริมาณกรดออร์โทคูมาริก

และกรดแกลลิก วิธีที่นำเสนอมีช่วงความเป็นเส้นตรงที่ดี (R2 = 0.9980 และ R2 = 0.9962 ) 

ในช่วงความเข้มขน้ 0.05-30.00 และ 0.10-80.00 มิลลกิรัมต่อลิตร ตามลำดับ มีความแม่นยำ

ที่ดีโดยมีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์น้อยกว่า 7.3 % ขีดจำกัดการตรวจวัดและขีดจำกัด

การตรวจวัดเชิงปริมาณของกรดออร์โทคูมาริกมีค่าเท่ากับ 0.01 และ 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร 

กรดแกลลิกมีค่าเท่ากับ 0.03 และ 0.10 มิลลิกรัมต่อลิตร ร้อยละการได้กลับคืนที่เติมสาร

มาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิก 5.00 มิลลกิรัมต่อลิตรในตัวอย่าง อยู่ในช่วง 93-

96 % และ 82-84% จากงานวิจัยพบปริมาณกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิกในตัวอย่าง

น้ำผึ้งที่แตกต่างกัน โดยพบปริมาณกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้ง อยู่

ในช่วง 282.91-497.93 และ 615.15-1051.28 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามลำดับ เทคนิคนี้

สามารถนำไปใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้ง

ได้ เนื่องจากเป็นเทคนิคที่ง่าย น่าเชื่อถือ รวดเร็ว และราคาไม่แพง 
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ABSTRACT 

 This study aimed to develop and validate a simple, rapid and low cost analytical 

method for the determination of o-coumaric acid and gallic acid in honey samples collected 

from local beekeeper of Phayao province. Honey samples were extracted under optimum 

conditions followed by UV-Vis spectrophotometric measurement at 272 and 266 nm. The 

optimum conditions for extraction o-coumaric acid and gallic acid including types of solvents, 

solvent volumes and centrifuge times were also investigated. o-Coumaric acid and gallic acid 

were extracted using three different solvents (Methanol, Ethanol and Methanol : Ethanol (1:1)) 

in which ethanol appears to be an excellent extractant. For determination of o-coumaric acid 

and gallic acid, the proposed method showed good linearity (R2 = 0.9980 and R2 = 0.9962) 

in a range of 0.05-30.00 and 0.10-80.00 mg/L, respectively. Precision was good with 

relative standard deviation of less than 7.3 %. The limit of detection and the limit of 

quantitation of o-coumaric acid were 0.01 and 0.05 mg/L, gallic acid were 0.03 and 0.10 

mg/L. Recovery of the analyte at 5.00 mg/L o-coumaric acid and gallic acid standard in 

spiked samples was in the range of 93-96 % and 82-84 %. o-Coumaric acid and gallic 

acid was found to be present in varied concentrations in the honey samples. The 

concentrations of o-coumaric acid and gallic acid in honey samples range from 282.91-

497.93 and 615.15-1051.28 mg/kg, respectively. The proposed method could be applied to 

the analysis of o-coumaric acid and gallic acid in honey samples with the advantages of 

simple, reliable, rapid and inexpensive method.
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บทท่ี 1 

 

บทนำ 

 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

1.1.1 ความเป็นมาของน้ำผึ้ง 

 น้ำผึ้ง เป็นสารให้ความหวาน ชนิดแรกที่มนุษย์ใช้เป็นอาหาร เป็นผลิตผลของ

น้ำหวานจากดอกไม้และแหล่งน้ำหวานอื่น ๆ ในธรรมชาติที่ผึ้งงานนำมาเก็บสะสมไว้ในรังผึ้ง 

จากนั้นผึง้จะกินน้ำหวานเข้าไป และน้ำหวานที่ผ่านการย่อยและผ่านเอนไซม์ในท้องผึ้งก็จะกลาย

มาเป็นน้ำผึ้งอยู่ในรังผึ้ง โดยน้ำผึ้งที่ได้มาจากแต่ละแห่งนั้นจะมีรสชาติ ความหอมหวาน และสีที่

แตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับวัตถุดิบหรือชนิดของเกสรดอกไม้ที่ผึ้งไปเก็บ รวมถึงแหล่งของพืชและ

พื้นดินในบริเวณที่ผึ้งอาศัยอยู่ เพราะฉะนั้นน้ำผึ้งที่ได้จากรังผึ้งในป่าใหญ่ก็จะประกอบไปด้วย

น้ำหวานจากดอกไม้หลากหลายพันธุ์ ส่วนน้ำผึ้งจากผึง้เลีย้งอาจมีน้ำหวานจากดอกไม้ชนิดเดียว

หรอืเพียงไม่กี่พันธุ์เท่านั้น 

1.1.2 ความสำคัญของน้ำผึ้ง 

    น้ำผึ้งประกอบไปด้วยน้ำตาลประมาณ 78% น้ำอีก 17% และส่วนที่เหลือจะ

ประกอบไปด้วยใยอาหาร วิตามินและแร่ธาตุ ที่เป็นสารต้านอนุมูลอสิระทีม่ีประโยชน์ต่อร่างกาย 

น้ำผึ้งมีสรรพคุณชำระล้างบาดแผล รักษาแผล สมานเนื้อเยื่อ บำรุงหัวใจ บำรุงสายตา บำรุง

ผวิพรรณใหเ้ปล่งปลั่งมีน้ำมีนวล เสริมสรา้งสติปัญญา นิยมใชใ้นการแก้ไอ แก้หอบหืด ร่างกาย

ซูบโทรม รักษาอาการบาดเจ็บจากการถูกกระทบกระแทก ทั้งยังใช้แก้อาเจียน แก้สะอึก 

วิงเวียน มึนงง แก้ท้องเสีย แก้อาการเลือดออกง่าย แก้กระหาย เป็นลม รักษาโรคเกี่ยวกับตา 

แก้พิษ และรักษาโรคพยาธิ เป็นต้น ส่วนใหญ่มักไม่ใช้น้ำผึ้งอย่างเดียว แต่จะผสมในยากวน ยา

ดอง หรอือาจใชเ้ป็นกระสายยา และยังใช้นำ้ผึ้งผสมกับยาเพื่อใหก้ินง่ายขึน้ จากรายงาน FAO ปี 

2560 ไทยผลิตน้ำผึ้งเป็นอันดับ 2 ของเอเชยี รองจากเวียดนาม และเป็นอันดับ 36 ของโลก โดย

ไทยผลิตน้ำผึ้งได้ในปริมาณครึ่งหนึ่งของปริมาณที่เวียดนามผลิตได้ แต่เมื่อคำนวณอัตราการ

เลี้ยงผึ้งของเกษตรกรไทยแล้ว สามารถมีกำลังผลิตน้ำผึ้งได้ถึง 2 ใน 3 ของผลผลิตน้ำผึ้งจาก

เวียดนาม 
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1.1.3 ความสำคัญของสารต้านอนุมูลอิสระในน้ำผึ้ง 

    สารต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidants) เป็นสารที่ช่วยต่อต้านหรอืกำจัดอนุมูลอิสระ 

(Free Radicals) ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาออกซิเดชันภายในร่างกาย ซึ่งสามารถพบได้หลากหลาย

รูปแบบตามธรรมชาติ เช่น กระบวนออกซิเดชันที่ทำให้เหล็กกลายเป็นสนิม น้ำมันพืชที่มีกลิ่น

เหม็นหืน ผลแอปเปิลเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลคล้ำ แต่หากเป็นในร่างกายจะพบได้จากการย่อย

สลายโปรตีนและไขมัน ซึ่งมาจากอาหารที่รับประทานเข้าไป การรับเอามลพิษทางอากาศ ควัน

บุหรี่ เชื้อโรค ฝุ่นละออง การรับเอารังสียูวีจากแสงแดด รวมทั้งการหายใจก็ทำให้เกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันได้ กลายเป็นสารอนุมูลอิสระล่องลอยอยู่ภายในร่างกายและสร้างความเสียหาย

ให้กับเซลล์ต่าง ๆ กลายเป็นอาการเจ็บป่วยและโรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคหัวใจ โรคปอด 

โรคตับแข็ง และโรคเบาหวาน เป็นต้น สารต้านอนุมูลอสิระจะเข้าไปจับกับตัวรับที่สามารถยับยั้ง

การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน สารอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจะทำปฏิกิริยาต่อเนื่องกันเป็นลูกโซ่ เข้า

ไปทำลายเซลล์ต่าง ๆ ของร่างกาย สารต้านอนุมูลอิสระจะตรงเข้าขัดขวางปฏิกิริยาดังกล่าว 

เข้าจับกับสารอนุมูลอิสระ ยับยั้งไม่ให้เกิดการทำลายเซลล์ในปฏิกิริยาออกซิเดชัน และถูก

ออกซิไดซ์ โดยมีสารตา้นอนุมูลอสิระเป็นตัวรีดวิซ์ สารต้านอนุมูลอสิระ เป็นสารอาหารที่สำคัญ 

แม้ร่างกายจะสามารถสร้างขึ้นมาได้เองตามธรรมชาติ แต่ไม่เพียงพอกับปริมาณของสารอนมุูล

อิสระที่เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว การได้รับจากอาหารที่มีประโยชน์ร่วมด้วย จึงจะช่วยให้เรามี

สุขภาพที่แข็งแรงสมบูรณ์ได้  

ในอาหารหลากหลายชนิดมีสารต้านอนุมูลชนิดต่าง ๆ อยู่ เช่น มะเขือเทศ กระเทียม 

ส้ม ฝร่ัง ถั่วเหลือง นม ไข่และนำ้ผึ้ง เป็นต้น การบริโภคน้ำผึ้งที่มสีารต้านอนุมูลอสิระจึงสามารถ

ช่วยบำรุงร่างกาย ลดอาการเจ็บป่วยและโอกาสในการเกิดโรคเรื้อรังต่าง ๆ ได้และยังเป็นการ

สนับสนุนเกษตรกรผู้เลี้ยงผึ้งภายในประเทศ ในปัจจุบันน้ำผึ้งมีหลากหลายชนิดให้เลือกซื้อ เช่น 

น้ำผึ้งจากดอกทานตะวัน น้ำผึ้งจากดอกลำไยและนำผึ้งจากดอกลิ้นจี่ เป็นต้น ผู้วิจัยจึงทำการ

วิเคราะห์หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในน้ำผึ้ง[2] 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1 เพื่อศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิกใน

ตัวอย่างนำ้ผึ้งทั้ง 6 ตัวอย่างโดยใช้เทคนิคอัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตร ี

1.2.2 เพื่อศึกษาการวิเคราะห์หาปริมาณกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิกในน้ำผึ้ง 

โดยใช้เทคนิคอัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี 
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1.3 สมมติฐานของการวิจัย  

เทคนิคอัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรีในการวิเคราะห์หาปริมาณกรด

ออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิกในน้ำผึ้งได้ 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย 

1.4.1  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดตัวอย่างน้ำผึ้ง 

ก. การศกึษาชนิดของตัวทำละลายในการสกัด 

ข. การศกึษาปริมาตรของตัวทำละลายที่ใชใ้นการสกัด 

ค. การศกึษาเวลาที่ใชใ้นการปั่นเหวี่ยง 

1.4.2 การทดสอบความใชไ้ด้ของวิธีการวิเคราะห์ 

ก. การหาความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

ข. การหาขีดจำกัดการตรวจวัดต่ำสุด (Limit of detection, LOD) และขีดจำกัด

การตรวจวัดเชงิปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) 

ค. การตรวจสอบความแม่นยำของการวิเคราะห์ (Precision) 

ง. การหาค่ารอ้ยละการได้กลับคืน (%Recovery) 

1.5 ระยะเวลาที่ทำการวิจัย 

เดือนพฤศจิกายน 2562 – เดือนมนีาคม 2563 

1.6 สถานท่ีทำการวิจัย  

ห้องปฏิบัติการทางเคมี SC 4311 และ SC 4314 คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย

พะเยา 

1.7 นิยามศัพท์เฉพาะ 

อนุมูลอิสระ (Free Radicle) เป็นตัวทำลายภูมิคุ้มกันและเซลล์ต่าง ๆ เมื่อรวมตัวกับ

ไขมันไม่ดี จะก่อให้เกิดเป็นสารพิษที่ทำลายเนื้อเยื ่อ หรืออาจไปเปลี่ยนแปลงข้อมูลทาง

พันธุกรรมภายในเซลล์ ทำให้เซลล์ปกติแปรสภาพเป็นเซลล์มะเร็งได้ 

สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) เป็นสารประกอบที่สามารถป้องกันหรือชะลอการ

เกิดกระบวนการออกซิเดชัน แต่ละกระบวนการอาจต้องใช้สารต้านอนุมูลอิสระที่แตกต่างกันไป

และไม่สามารถใช้แทนกันได้ ซึ่งสามารถลดความเสี่ยงต่อโรคเรื้อรังที่สัมพันธ์กับอาหาร เช่น 

โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคหัวใจ โรคสมอง เป็นต้น 

1.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.8.1 ได้รับความรูแ้ละกระบวนการทางวทิยาศาสตร์เพิ่มขึน้ 
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1.8.2 เพิ่มทักษะในการใชอุ้ปกรณ์และเครื่องมอืทางวิทยาศาสตร์ 

1.8.3 ทำให้ทราบปริมาณกรดออร์โทคูมาริกที่มีอยูใ่นตัวอย่างน้ำผึ้ง 

1.8.4 ทำให้ทราบปริมาณกรดแกลลิกที่มีอยู่ในตัวอย่างน้ำผึ้ง 



 

บทท่ี 2 

 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 

2.1 ผึ้ง  

ผึ้ง เป็นแมลงที่จัดอยู่อันดับ (Order) ไฮมีนอพเทรา (Hymenoptera) ได้แก่ แมลงพวก

ผึ้ง ต่อ แตน มด รวมทั้งพวกต่อห้า และแตนเบียน (Predator and Parasitic Wasps) เป็นแมลง

สังคม ที่มกีารแบ่งวรรณะสำหรับทำหนา้ที่ที่แตกต่างกันอีกทั้งยังเป็นแมลงเศรษฐกิจที่ผลิตน้ำผึ้ง

สำหรับอุตสาหกรรมอาหาร และเครื่องสำอางต่าง ๆ รวมถึงเป็นแมลงที่มีบทบาทสำคัญสำหรับ

การผสมเกสรของพชื 

ผึ้งเป็นแมลงที่มีวรรณะ ภายใน 1 รัง ประกอบไปด้วย ผึ้งนางพญา (Queen) ผึ้งตัวผู้ 

(Drone) และผึ้งงาน (Worker) ซึ่งทำหน้าที่ต่างกันภายในรัง โดยผึ้งนางพญา เป็นผึ้งที่มีลำตัว

ใหญ่ที่สุด มีอายุขัยมากกว่า 1 ปี อาจได้มากถึง 7 ปี โดยทั่วไป ใน 1 รังจะมีผึ้งนางพญา 1 ตัว

ยกเว้นบางรังที่มีขนาดใหญ่ อาจพบได้ 2-3 ตัว ทำหน้าที่สำคัญคือวางไข่ภายในรัง ผึ้งตัวผู้มี

ขนาดใหญ่รองลงมาจากผึ้งนางพญา แต่อ้วนสั้นกว่าผึ้งนางพญา ภายใน 1 รัง มีจำนวน 200-

500 ตัว มีอายุขัย 4-6 สัปดาห์ ทำหน้าที่คอยผสมพันธุ์กับผึ้งนางพญา ผึ้งงานเป็นผึ้งที่มีขนาด

เล็กที่สุด แต่มีปริมาณมากที่สุดในรัง มีจำนวนมากถึง 5,000-30,000 ตัวต่อรัง มีอายุขัย 6-8 

สัปดาห์ เป็นผึ้งเพศเมีย เกิดจากไข่ที่ได้รับการผสมจากผึ้งตัวผู้ แต่เป็นเพศเมียที่ไม่สมบูรณ์เพศ 

ทำหน้าที่ออกหาอาหาร หาน้ำหวาน สร้างรังจากไข่ที่ผลิตจากต่อมคอยเลีย ทำความสะอาด

นางพญา และรัง นอกจากนีย้ังทำหนา้ที่ป้อนอาหารให้แก่ผึง้นางพญา และผึ้งตัวผู้[1] 

2.1.1 ชนิดของผึ้ง  

1.  ผึ้งหลวง (Apis dorsata) ตัวใหญ่และดุที่สุดในบรรดาผึ้งชนิดอื่น ๆ ที่พบใน

ประเทศ รสชาติของน้ำผึ้งที ่ได้มีรสหวานมาก มักทำรังเป็นครึ่งวงกลมใหญ่  ๆ ตามที่สูงใน

บริเวณที่อุดมสมบูรณ์มาก ๆ  

2.  ผึ้งโพรง (Apis Cerana) ตัวเล็กกว่าผึ้งหลวง ชอบอยู่ตามซอกหลืบทั้งโพรง

ดิน หรอืโพรงไม้ ย้ายที่อยู่บ่อย หากมีสิ่งรบกวนเพียงเล็กน้อยจะพากันย้ายรังหายไปทันที เลี้ยง

ยาก แต่ก็เลี้ยงได้หากเข้าใจนิสัยของผึง้ชนิดนี้ด ี  
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3.  ผึ้งพันธุ์ (Apis Mellifera) บางครั้งเรียกว่าผึ้งโพรงฝรั่ง เป็นผึ้งที่นิยมเลี้ยงกัน

มากในประเทศไทย แหล่งกำเนิดอยู่ที่อิตาลี และมีการนำมาเพาะพันธุ์ต่อ ๆ กันมาจนถึงไต้หวัน 

เลี้ยงง่าย นิสัยดีอยู่เป็นที่ ไม่ดุร้าย ให้นำ้ผึ้งปริมาณมาก  

4.  ผึ้งมิ้ม (Apis florea) เป็นผึ้งที่ไม่มีเหล็กใน ตัวเล็ก ก้นปล้องบนสุดจะเป็นสี

เหลืองส้ม เห็นชัดเจน ทำรังขนาดประมาณฝ่ามืออยู่บนกิ่งไม้ ไม่เป็นอันตราย ปัจจุบันมีการทำ

วิจัยว่าผ้ึงชนิดนี้สามารถเลีย้งให้อยู่ในรังเดียวกันกับผึ้งพันธุ์ได้โดยไม่ทำร้ายกันด้วย[9] 

2.2 น้ำผึ้ง  

น้ำผึ้งเป็นผลิตผลของน้ำหวานจากดอกไม้และจากแหล่งน้ำหวานอื่น ๆ ที่ผึ้งงานนำมา

เก็บสะสมและผ่านขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและทางกายภาพบางประการแล้วสะสมไว้

ในรังผึ้ง น้ำผึ้งที่ได้มาจากแต่ละแห่งนั้นจะมีรสชาติ ความหอมหวาน และสีที่แตกต่างกันไป 

ขึน้อยู่กับวัตถุดิบหรอืชนิดของเกสรดอกไม้ที่ผึ้งได้ไป รวมถึงแหล่งของพืชและพื้นดินในบริเวณที่

ผึ้งอาศัยอยู่ เพราะฉะนั้นน้ำผึ้งที่ได้จากรังผึ้งในป่าใหญ่ก็จะประกอบไปด้วยน้ำหวานจากดอกไม้

นานาพันธุ์ ส่วนน้ำผึ้งจากผึง้เลีย้งอาจมีน้ำหวานจากดอกไม้ชนิดเดียวหรือเพียงไม่กี่พันธ์ุเท่านั้น 

2.2.1 วิธีการผลิตน้ำผึ้ง 

เมื่อผ้ึงงานเก็บน้ำหวานจากดอกไม้ลงสู่กระเพาะน้ำหวานจะมีเอนไซม์จากต่อมน้ำลาย

ขับออกมาเปลี่ยน หรือเมตาบอไลซ์น้ำตาลกลูโคสและฟรุกโทสให้เป็นน้ำตาลแปรรูป ( Invert 

Sugar) คือนำ้ตาลลีวูโลส เดกซ์โทรสและมอลโทส นอกจากนั้นยังมีนำ้ตาลอื่น ๆ อีกแต่มีจำนวน

น้อยมาก ปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงนี้เกิดขึ้นตั้งแต่ผึ้งเริ่มบินกลับรังในขณะที่ผึ้งกระพือปีกจะ

เกิดพลังงานความร้อนช่วยเร่งการทำงานของเอนไซม์ตลอดจนช่วยเผาผลาญลดความชื้นใน

น้ำหวานให้กลายเป็นน้ำผึ้งเร็วขึ้น เมื่อผึ้งงานกลับถึงรังจะคายน้ำหวานแปรรูปนี้ให้กับผึ้งงาน

ประจำรังซึ่งจะรับกันด้วยปากต่อปาก น้ำหวานแปรรูปนี้ยังไม่เป็นน้ำผึ้งที่สมบูรณ์เพราะยังมี

ความชื้นหรือน้ำในน้ำหวานจำนวนมากถึง 30-40% ต่อมาผึ้งงานประจำรังจะนำน้ำหวานนี้ไป

เก็บในหลอดรวงน้ำผึ้ง ตอนเย็นผึ้งกลับรังกันเป็นส่วนใหญ่จะช่วยกันกระพือปีกช่วยให้มีการ

ระเหยของน้ำหวานอีกจนได้น้ำผึ้งที่สมบูรณ์คือมีน้ำเหลืออยู่เพียง 20-25% เท่านั้น หลังจากนั้น

ผึ้งงานจะใช้ไขผึ้งปิดหลอดรวงที่เก็บน้ำผึ้งไว้ใช้เพื่อให้พลังงานในชีวิตประจำวันและยามขาด

แคลนอาหารต่อไป เมื่อผึ้งงานสร้างฝาขี้ผึ้งปิดฝาหลอดรวมแล้วแสดงว่าน้ำผึ้งเข้มขันได้ที่แล้วผู้

เลี้ยงจะนำรวงผึ้งมาปาดฝารวงด้วยมีดปาดฝาแล้วจึงน่ารวงผึ้งนั้นเข้าเครื่องสลัดหมุนให้น้ำฝั่ง
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ไหลออกจากรวงโดยแรงเหวี่ยงจะได้น้ำผึ้งที่สะอาดแต่อาจมีเศษไขผึ้งหรือชิ้นส่วนต่าง ๆ ติดมา

จงึตอ้งกรองด้วยผา้กรองแล้วเก็บไว้ในถังสูงที่มฝีาปิดมิดชดิป้องกันมดและฝุ่นละอองตกลงไปใน

ถังการบรรจุน้ำผึ้งจากถังลงสู่ขวดจะไขก๊อกให้น้ำผึ้งจากกันถังลงสู่ขวดบรรจุทั้งนี้เพื่อป้องกัน

ไม่ใหม้ีฟองอากาศตดิปนเข้ามา 

2.2.2 ความแตกต่างของน้ำผึ้งตามชนดิของพืช 

เป็นธรรมชาติของรังผ้ึงที่จะเก็บน้ำหวานสะสมไว้ภายในรัง ดังนัน้หากผู้เลี้ยงมีกรรมวิธี

จัดการดูแลที่ดแีละมีรังผ้ึงอยู่ในบริเวณที่ในช่วงเวลาหนึ่งที่มีพชืชนิดเดียวกันออกดอกบานพร้อม 

ๆ กันน้ำหวานทีผึ้งงานดูดเก็บสะสมแปรรูปเป็นน้ำผึ้งไว้ภายในรังส่วนใหญ่ก็มาจากแหล่งพื ช

เดียวกัน โดยปกติแล้วนำ้หวานที่ปล่อยออกมาจากต่อมน้ำหวานของพืชแต่ละชนิดจะมีกลิ่นรสสี

แตกต่างกันออกไปเฉพาะตัวและองค์ประกอบโครงสร้างของน้ำตาลก็อาจผิดแผกจากกันไป จึง

ทำให้สามารถระบุชนิดของน้ำผึ้งตามชนิดของพืชอาหารได้ เช่น น้ำผึ้งจากดอกลิ้นจี่ น้ำผึ้งจาก

ดอกส้ม น้ำผึ้งจากดอกลำไย น้ำผึ้งจากตอกสาบเสือ ฯลฯ ซึ่งน้ำผึ้งแต่ละชนิดจะมีลักษณะ

แตกต่างกันดังนี ้

1. ความแตกต่างในเรื่องกลิ่นรสและสีของน้ำผึ้ง ซึ่งขึน้อยู่กับน้ำหวานจากดอกไม้ที่ฝั่ง

เก็บมามีตั้งแต่สีเหลืองอ่อนน้ำตาลอ่อนไปจนถึงน้ำตาลไหม้ ตัวอย่างเช่น น้ำผึ้งที่ได้จากดอกสำ

ไยจะมีสีเข้มมีกลิ่นหอมและมีรสหวานกว่าน้ำผึ้งที่ได้จากดอกลิ้นจี่ ดอกเงาะ ดอกทุเรียนหรือ

ดอกนุ่น 

2. องค์ประกอบของน้ำตาล เช่น สัดส่วนของน้ำตาลกลูโคสและน้ำตาลฟรุกโทสไม่

เท่ากันซึ่งมีผลถึงความแตกต่างทางดา้นคุณสมบัติทางกายภาพของนำ้ผึ้ง เช่น 

• การตกผลึกน้ำผึ้งที่ได้จากการเลี้ยงผึ้งในสวนยางพาราสามารถตกผลึกได้

ทั้งหมด เมื่อนำไปแช่ในตู้เย็นหลายชั่วโมง ในขณะที่น้ำผึ้งจากดอกลิ้นจี่ตกผลึกได้น้อยกว่า หรือ

น้ำผึ้งจากดอกลำไยและนุ่นไม่ค่อยตกผลึกในสภาพเดียวกัน 

• ความสามารถในการอุ้มน้ำซึ่งน้ำผึ้งบางชนิดจะอุ้มน้ำไว้ในปริมาณมากกว่ า

น้ำผึ้งอีกชนดิหนึ่ง 

2.2.3 คุณสมบัติของน้ำผึ้ง 

คุณสมบัต ิทางกายภาพของน้ำผ ึ ้ง ค ือ ท ี ่อ ุณหภูม ิ 20C จะมีค่าความ

ถ่วงจำเพาะ เท่ากับ 1.4225 และน้ำผึ้งปริมาตร 3,785 มิลลลิิตร (1 แกลลอน) มีน้ำหนัก 5,375 

กรัมและน้ำผึ้งที่หนัก 0.453 กิโลกรัม (1 ปอนด์) จะมีปริมาตร 318.9 มิลลลิิตร โดยน้ำผึ้ง 0.453 
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กิโลกรัม (1 ปอนด์) ให้พลังงานประมาณ 1,380 แคลอรี่หรือน้ำผึ ้ง 100 กรัม ให้พลังงาน

ประมาณ 303 แคลอรี ่

2.2.4 ส่วนประกอบในน้ำผึ้ง  

1. ปริมาณความชื้น น้ำผึ้งที่ดีควรมีปริมาณความชื้นไม่เกินร้อยละ 21 เพื่อให้มี

รสชาติที่เข้มข้นสามารถเก็บไว้ได้นานโดยจะเปลี่ยนแปลงสภาพและป้องกันไม่ทำให้น้ำผึ้งเสีย

คุณค่าจากการหมัก  

2. นำ้ตาลของนำ้ผึ้ง เป็นแหล่งของสารอาหารคาร์โบไฮเดรตที่สำคัญ เพราะ ถ้า

ไม่รวมปริมาณน้ำหรือความชื้นแล้ว ร้อยละ 95-99 ที่เหลือจะเป็นน้ำตาลชนิดต่าง ๆ ชนิดที่

สำคัญคือนำ้ตาลลีวูโลส (ฟรุกโทส) และเดกซ์โทรส (กลูโคส) ที่ผ้ึงย่อยสลายจากน้ำตาลซูโครส

ในน้ำหวาน น้ำตาลทั้งสองชนิดเป็นน้ำตาลโมเลกุลเดี ่ยวที่ร่างกายสามารถดูดซึมไปสร้าง

พลังงานได้ทันทีและทำให้น้ำผึ ้งมีคุณสมบัติทางกายภาพอื่น ๆ อีก เช่น ดูดความชื้นจาก

บรรยากาศได้น้ำผึ้งที่ดีควรมีน้ำตาลทั้งสองชนิดไม่น้อยกว่าร้อยละ 65 นอกจากนี้น้ำตาลลีวูโล

สยังมีความหวานมากกว่าน้ำตาลทราย 1.6 เท่า ขณะที่ร่างกายดูดซึมได้ช้า จึงสามารถใช้น้ำผึ้ง

เป็นสารให้ควานแทนน้ำตาลทั่วไปได้ สำหรับผู้ที่ต้องการควบคุมน้ำหนักในระดับที่ไม่เคร่งครัด

นัก น้ำผึ้งที่ได้จากน้ำหวานดอกไม้จะมีน้ำตาลลีวูโลสมากกว่าน้ำตาลเดกซ์โทรส นอกจาก

น้ำตาลทั้งสองชนิดแล้วน้ำผึ้งยังประกอบด้วยน้ำตาลซูโครส, มอลโทส, แล็กโทสและน้ำตาลอื่น 

ๆ รวม 17 ชนิด 

3. กรดในน้ำผึ้ง เนื่องจากน้ำผ้ึงมรีสหวานจัด รสเปรีย้วของสภาพความเป็นกรด

จงึถูกปิดบังเอาไว้ กรดในน้ำผึ้งมีหลายชนิด เช่น กรดฟอร์มกิ, อะซีตกิ, มิวทาร์ค, ซิตริก, มาล็ก

และซักซินิก กรดที่สำคัญที่สุดในน้ำผึ้ง คือ กรดกลูโคนิก ซึ่งเป็นอนุพัทธ์ของน้ำตาลเดกซ์โทรส 

ในน้ำผึ้งยังมีกรดอะมิโนถึง 16 ชนิด นอกจากนี้ยังมีกรดอนินทรีย์ คือ กรดฟอสฟอริกและกรด

เกลือ (ไฮโดรคอลริก) 

4. แร่ธาตุในน้ำผึ้ง ปริมาณเถ้า (ส่วนของแร่ธาตุต่าง ๆ ) ในน้ำผึ้งมีค่าเฉลี่ย

ประมาณ 0. 17% ของน้ำหนักน้ำผึ้ง แร่ธาตุที่พบในน้ำผึ ้ง ได้แก่ แคลเซียม, โพแทสเซียม, 

ฟอสฟอรัส, แมกนีเซียม, โซเดียม, สังกะสี, เหล็ก, แมงกานีสและทองแดง ปริมาณแร่ธาตุต่าง 

ๆ ในน้ำผึ้งแมจ้ะมีไม่มาก แต่ก็อยู่ในสัดส่วนที่เหมาะสม การเดิมนำ้ผึ้งลงไปแทนน้ำตาลในอาหาร

ชนิดต่าง ๆ เป็นการเพิ่มปริมาณแร่ธาตุที่จำเป็นและเป็นการเพิ่มคุณค่าทางอาหารให้แก่ร่างกาย 
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5. เอนไซม์ในน้ำผึ้ง เอนไซม์คือสารประกอบเชิงซ้อนที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ของ

สิ่งมีชีวิตมีหน้าที่เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาต่าง ๆ ภายในเซลล์นั้น ๆ เอนไซม์สำคัญที่สุดที่

พบในน้ำผึ้งคือ“ อินเวอร์เทส” ซึ่งมีหน้าที่เปลี่ยนน้ำตาลซูโครสในน้ำหวานของดอกไม้ให้เป็น

น้ำตาลแปรสภาพ คือ น้ำตาลเดกซ์โทรสและลีวูโลส ในน้ำผึ้งมีเอนไซม์ที่สำคัญอีกชนิดหนึ่งคือ 

“ไดแอสเทส” (หรอื อะไมเลส) เอนไซม์ชนิดอื่น ๆ เช่น คาตาเลสและฟอสฟาเทส และในรายงาน

ล่าสุดพบว่าในน้ำผึ้งมีเอนไซม์อีกชนิดหนึ่ง คือ กลูโตออกซิเดส เป็นเอนไซม์จากฟาริงเกล

แกลนด์ของผึ้ง ทำหนา้ที่เปลี่ยนน้ำตาลกลูโคสเป็นกรดกลูโคนิกและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์หรือ

“ อินฮิบิท” ที่ทำหน้าที่ยับยั้งและทำลายเชื้อโรค 

6. วิตามินในน้ำผึ้ง ในน้ำผึ้งมีวิตามินอยู่หลายชนิด ได้แก่ ไทอามีน (B1), ไรโบฟ

ลาวนิ (B2), กรดแอสคอร์บิก (C), ไพริด็อกซิน (B6), กรดแพนโทธินิก, กรดนิโคตินิกหรือที่เรียก

รวมกลุ่มว่าวิตามินบีคอมเพล็กซ์ ปริมาณวิตามินในน้ำผึ้งแต่ละชนิดแตกต่างกันตามที่มาของ

น้ำผึ้ง เดกซ์ทรินในน้ำผึ้งเป็นสารประกอบที่มีโมเลกุลของกลูโคสต่อกันเป็นโซ่ยาว เป็นส่วนที่ทำ

ให้นำ้ผึ้งชุ่มคอและเคลือบผวิ 

7. สารแขวนลอยในน้ำผึ้ง สารแขวนลอย หมายถึง โมเลกุลขนาดใหญ่ที่เกิดจาก

การรวมกลุ่มกันของโมเลกุลขนาดเล็กและกระจายตัวอยู่ในของเหลวนั้น ๆ โมเลกุลของสาร

แขวนลอยจะไม่ตกตะกอน สารแขวนลอยส่วนใหญ่ในน้ำผึ้งจะเป็นเกสรดอกไม้ทั้งที่ไม่ถูกย่อย

และที่ถูกย่อยเพียงบางส่วนและพบว่ามีโปรตนี 47 ชนิด ในปริมาณที่แตกต่างกัน ปริมาณโปรตีน

ในน้ำผึ้งจะมีอยู่ประมาณ 0.1-0.6%  

8. อินฮิบิทหรือคุณสมบัติในการต่อต้านเชื้อโรคของน้ำผึ้ง สารอินฮิบิทมีผล

ต่อต้านเชื้อโรค เพราะมีการผลิดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในปฏิกิริยาเปลี่ยนน้ำตาลกลูโคสเป็น

กลูโคสในแลคโตน โดยเอนไซม์กลูโคออกซิเดส จงึมกีารนำน้ำผึ้งมาใช้ในการรักษาบาดแผลสด, 

ไฟไหม้, น้ำร้อนลวก, แผลติดเชื้อ วิตามินและแร่ธาตุต่าง ๆ ในน้ำผึ้งถือว่าเป็นส่วนหนึ่งของสาร

ที่กระตุ้นปฏิกิรยิาทางชีวภาพ แต่ในปัจจุบันได้มีการทดลองหลายอย่างเพื่อพิสูจน์ว่าน้ำผึ้งมีส่วน

ในการกระตุน้ปฏิกิริยาทางชีวภาพ เช่น ช่วยการสร้างรากของกิ่งไม้ ช่วยในการเจริญเติบโตของ

ยีสต์ ช่วยเร่งน้ำย่อย ช่วยให้เจริญอาหารและช่วยในการเจริญเติบโตตามภาวะปกติหรือยาม

เจ็บป่วย 
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2.2.5 ลักษณะที่ดขีองน้ำผึ้ง 

1. มีความข้นและหนืดพอสมควร ซึ่งแสดงว่ามีน้ำน้อย น้ำผึ้งที่ดีไม่ควรมีน้ำเกิน

ร้อยละ 21 หากมีน้ำเจือปนมากกว่านั้น จะทำให้จุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตและทำลาย

คุณค่าทางอาหารของนำ้ผึ้งได้  

2. มีสตีามธรรมชาติ ตั้งแต่สเีหลืองอ่อนถึงสีน้ำตาลใส ไม่ขุ่นทึบ  

3. มีกลิ่นหอมของน้ำผึ้งและดอกไม้ตามแหล่งที่ได้มา ปกติพืชที่ใช้ผลิตน้ำผึ้งมี

หลายชนดิที่นยิมคือลำไย, ลิน้จี่และสาบเสือ น้ำผึ้งสำไยนับเป็นน้ำผึ้งที่มีรสหอมหวานเป็นพิเศษ

เหนอืกว่าน้ำผึ้งจากพรรณไม้อื่น 

4. ปราศจากกากไขผึง้หรอืเศษตัวผึ้งปะปนอยู่ 

5. ปราศจากกลิ่นรสที่ไม่พึงประสงค์หรอืกลิ่นบูดเปรีย้วและไม่มีฟอง  

6. ไม่มีการใส่สารปรุงแต่งสกีลิ่นรสใด ๆ ลงในน้ำผึ้ง 

2.2.6 ประโยชน์ของน้ำผึ้ง 

1. ช่วยคลายความเหน็ดเหนื่อยอ่อนเพลียจากการทำงานหนัก, เล่นกีฬา, อด

นอนหรอืดื่มสุรา  

2. ช่วยเสริมสร้างสุขภาพใหแ้ก่ผูสู้งอายุผู้ป่วยระยะพักฟืน้  

3. บำรุงประสาทและสมองให้สดช่ืนแจ่มใส  

4. ช่วยระงับประสาท อาการหงุดหงดิ นอนไม่หลับ แก้ตะคริว  

5. บรรเทาอาการไอและหวัด  

6. ลดกรดในกระเพาะ ช่วยให้ย่อยอาหารได้ดีขึ้น แก้ท้องไม่ผูก เนื่องจากน้ำผึ้ง

ถูกดูดซึมได้ทันทีเมื ่อสัมผัสสำไส้ต่างจากน้ำตาลชนิดอื่นที ่คงค้างอยู ่และถูกเปลี ่ยนเป็น

แอลกอฮอล์หรอืกรด  

7. แก้เด็กปัสสาวะรดที่นอน เนื่องจากน้ำผึ้งมีน้ำตาลฟรุกโตส ซึ่งมีคุณสมบัติ

ดูดความชืน้ได้ดีกว่าน้ำตาลชนิดอื่น จงึสามารถดูดนำกลับและอุ้มน้ำไว้ ทำให้เด็กไม่ปัสสาวะรด

ที่นอน  

8. แก้โรคโลหิตจาง เนื ่องจากน้ำผึ ้งมีธาตุเหล็ก ซึ ่งเป็นองค์ประกอบของ

ฮีโมโกลบินช่วยเพิ่มเม็ดเลือดแดง 

9. แก้โรคความดันโลหิตสูง[2] 
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2.2.7 วิธีการทดสอบน้ำผึ้งแท้ 

1. ทดสอบด้วยนิ้วหัวแม่มอื โดยเทน้ำผึ้งลงบนนิว้หัวแม่มือ ถ้าเหนียวหนืดแสดง

ว่า คือ น้ำผึ้งแท้ แต่ถ้าไหลผ่านนิว้ไป แสดงว่าเป็นน้ำผึ้งปลอม 

2. ทดสอบด้วยน้ำ โดยการเทน้ำผึ้งลงในแก้วที่ใส่น้ำประมาณ 1 ช้อนโต๊ะ และ

สังเกตดูว่านำ้ผึ้งละลายหรือจมลงไปด้างล่าง ถ้านำ้ผึ้งจมลงไป แสดงว่าเป็นน้ำผึ้งแท้ 

3. ทดสอบด้วยไฟ นำ้ผึ้งแท้จะติดไฟได้ง่ายกว่า น้ำผึ้งปลอมจะไม่ติดไฟ เพราะมี

ปริมาณความชืน้อยู่สูง 

4. ทดสอบด้วยกระดาษทิชชู โดยหยดน้ำผึ้งลงบนกระดาษทิชชู ถ้าเป็นน้ำผึ้งแท้ 

เมื่อหยดลงไปจะคงรูปอยู่บนทิชชู ไม่ซึมลงไปในเยื่อกระดาษ แต่ถ้าเป็นน้ำผึ้งปลอม น้ำผึ้งจะซึม

ลงกระดาษทิชชูทีที่หยดลงไป 

5. ทดสอบด้วยการแช่เย็น โดยการนำน้ำผึ้งเข้าช่องแช่แข็ง ถ้าเป็นน้ำผึ้งแท้จะ

ไม่จับตัวเป็นก้อน แต่จะมีลักษณะเหมือนเดิมทุกประการ ส่วนน้ำผึ้งปลอมจะจับตัวแข็งเหมือน

น้ำแข็ง[4] 

2.3 อนุมูลอิสระ 

อนุมูลอิสระเป็นสารที่มีอิเล็กตรอนอิสระอยู่ในวงนอกของอะตอมหรือโมเลกุล จึงมี

ความว่องไวในการเข้าทำปฏิกิริยา โดยรับอิเล็กตรอนจากสารอื่น ๆ เพื่อทำให้ตัวเองเสถียรขึ้น 

ในขณะเดียวกันก็ชักนำให้สารที่ให้อิเล็กตรอนไปมีอเิล็กตรอนที่ไม่ครบคู่ จนอาจกลายเป็นสารที่

มีความรุนแรง ซึ่งถ้าเกิดในระบบสิ่งมีชีวิต อาจทำอันตรายกับส่วนประกอบของเซลล์รอบ ๆ ไม่

ว่าจะเป็นโปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรตหรือดีเอ็นเอ ทำให้สารชีวโมเลกุลเกิดการเปลี่ยนแปลง

โครงสรา้งและเสียหน้าที่การทำงาน ดังนัน้ในสภาวะที่มกีารสร้างอนุมูลอิสระเป็นจำนวนมากจะ

ก่อใหเ้กิดการเสียหายของเซลล์ ซึ่งก่อใหเ้กิดโรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหัวใจ ไข

ข้ออักเสบและต้อกระจก 

อนุมูลอิสระที่สำคัญ ได้แก่ 

1. อนุมูลเปอร์ออกไซด์ (O2
•-) เป็นอนุมูลอิสระที่พบได้ภายในเซลล์ทั่วไป ส่วนใหญ่

เกิดขึ้นระหว่างการขนส่งอิเล็กตรอนจากโมเลกุลของออกซิเจนไปยังโมเลกุลของน้ำภายในไม

โทรคอนเดรีย อนุมูลนี้จะไม่เข้าทำปฏิกิริยาทำลายเซลล์โดยตรง แต่เมื่อทำปฏิกิริยากับ Fenton 

จะได้เป็นอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (OH•) ซึ่งเป็นสารออกซิไดซ์ที่มีความไวสูง นอกจากนี้สิ่งมีชีวิต
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สามารถสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) จากซูเปอร์ออกไซด์ (O2
•-) ได้โดยตรง จาก

ปฏิกิรยิา dismutation ของเอนไซม์ Superoxide dismutase (SOD) ดังสมการ 

O2
•-  +  2H+              H2O2   +  O2 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ได้ ถึงจะไม่ได้เป็นอนุมูลอิสระแต่จัดเป็นสารออกซิไดซ์ที่ไม่

ทำปฏิกิริยากับเซลล์ แต่เป็นสารตั้งต้นที่ทำให้เกิดอนุมูลไฮดรอกซิล และยังเกี ่ยวข้องกับ

กระบวนการสร้างอนุมูลไฮโปคลอรัส (HOCl•) ของเม็ดเลือดขาว 

   H2O2   +  Cl-                           HOCl•   +  OH- 

2. อนุมูลไฮดรอกซิล (OH•) จัดเป็นสารออกซิไดซ์แรงสูงที ่ม ีความว่องไวสูงสุด 

สามารถเข้าทำปฏิกิริยากับสารต่าง ๆ ที่อยู่รอบข้างในทันทีที่ถูกสร้างขึ้น ดังนั้นอนุมูลนี้จึงเป็น

อันตรายต่อสารชีวโมเลกุลในชีวิตประจำวันมากกว่าอนุมูลชนิดอื่น ๆ โดยอนุมูลนี้สร้างขึ้นจาก

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ที่มีโลหะทรานซิชันอยู่ในระบบ โดยเหล็ก (Fe2+) จะทำลาย

พันธะที่ยึดเหนี่ยวระหว่างออกซิเจนของสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ได้เป็นอนุมูลไฮดรอกซิล

และไฮดรอกไซด์ไอออน ในปฏิกิรยิาด้านล่าง  

Fe2+  +  O2          Fe3+  +  O2
- 

2O2
-  +  2H+          H2O2   +  O2 

Fe2+  +  O2
-  +  2H+          Fe3+ +   H2O2  

Fe2+  +   H2O2                Fe3+
 +   OH• 

  +  OH-     (Fenton’s reaction) 

3.  อนุมูลไนตริกออกไซด์ (NO•) เป็นอนุมูลขนาดเล็กที่เป็นพิษกับเซลล์ปอด สามารถ

รวมตัวกับโลหะทรานซิชันหรอืโปรตนีที่มีโลหะชนิดนี้เป็นองค์ประกอบได้ อนุมูลไนตริก ออกไซด์

สามารถเข้าจับกับฮีโมโกลบิลได้เร็วกว่าโมเลกุลของออกซิเจน จนอาจขัดขวางกระบวนการส่ง

ก๊าซออกซิเจน นอกจากนีย้ังทำปฏิกิริยากับอนุมูลซูเปอร์ออกไซด์ได้อย่างรวดเร็วเกิดเป็นอนุมูล 

peroxynitrite (ONOO•) ที่มคีวามว่องไวสูง ในสภาวะที่มอีอกซิเจน NO• จะถูกออกซิไดซ์เป็น NO2 

ซึ่งเป็นสารมลพิษสามารถทำลายเซลล์ของถุงลมปอดและผนังหลอดเลือดภายในปอดได้[3] 

2.4 สารต้านอนุมูลอิสระ 

ในทางเคมีสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant)  คือ สารประกอบที่สามารถป้องกันหรือ

ชะลอการเกิดกระบวนการออกซิเดชัน กระบวนการออกซิเดชันมีได้หลายรูปแบบ เช่น 

กระบวนการออกซิเดชันที่ทำให้เหล็กกลายเป็นสนิม ทำให้แอปเปิลเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลหรือทำ

ให้น้ำมันพืชเหม็นหืน หรือกระบวนการออกซิเดชันที่เกิดในร่างกาย เช่น การย่อยสลายโปรตีน

SOD 

myeolperoxidase 
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และไขมันจากอาหารที่กินเข้าไป มลพิษทางอากาศ การหายใจ ควันบุหรี่ รังสียูวี ล้วนทำให้เกิด

อนุมูลอิสระขึ้นในร่างกายของซึ่งสร้างความเสียหายต่อร่างกาย แต่ละกลไกอาจต้องใช้สารต้าน

อนุมูลอิสระที่แตกต่างกันในการหยุดกระบวนการออกซิเดชัน ในอีกทางหนึ่งกระบวนการ

ออกซิเดชันเป็นกระบวนการที่สำคัญต่อร่างกาย เช่น เราใชอ้อกซิเจนจากอากาศที่หายใจเข้าไป

ไปเผาผลาญอาหารที่ร่างกายได้รับใหเ้ป็นพลังงานสำหรับการทำงานของเซลล์ต่าง ๆ แต่ก็ทำให้

เกิดอนุมูลอิสระเป็นผลพลอยได้ อนุมูลอิสระต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นจะทำปฏิกิริยากับโมเลกุลที่สำคัญ

ในร่างกาย เช่น ไขมัน โปรตีน ดีเอ็นเอ ทำให้เกิดความเสียหายต่อโมเลกุลดังกล่าว ตัวอย่างเช่น 

เมื ่ออนุมูลอิสระทำปฏิกิร ิยากับแอลดีแอล (LDL : low-density  lipoprotein) ซึ ่งเป็นคลอ

เลสเตอรอลไม่ดีทำให้เก ิดออกซิไดซ์แอลดีแอล (oxidized LDL) ซึ ่งมีหลักฐานยืนย ันว่า 

ออกซิไดซ์แอลดีแอลเป็นสาเหตุของการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็งทำให้เกิดการอุดตันของ

หลอดเลือดและเป็นสาเหตุทำให้เกิดโรคหัวใจ 

2.4.1 การแบ่งประเภทสารต้านอนุมูลอิสระตามลักษณะการออกฤทธิ์ 

1. สารต้านอนุมูลอิสระปฐมภูมิ เป็นสารที่หยุดปฏิกิริยาอนุมูลอิสระโดยการให้

อนุมูลไฮโดรเจน (H) หรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระโดยตรง ทำให้อนุมูลนั้นกลายเป็นสารที่มี

ความเสถียรขึ ้นสารออกฤทธิ ์ในลักษณะดังกล่าว ได้แก่ สารประกอบกลุ ่ม phenolic เช่น 

flavonoids, eugenol และ verilin เป็นต้น มีรายงานว่าสารต้านอนุมูลอิสระชนิดนีจ้ะทำหน้าที่ได้ดี

ที่ความเข้มข้นต่ำ ๆ แต่เมื่อมีความความเข้มข้นสูงขึ้นอาจกลายเป็นสารเสริมฤทธิ์ออกซิเดชัน

ได้[2] 

กรดฟีโนลิกเป็นกลุ่มสารประกอบฟีโนลิกกลุ่มหนึ่งที่ถูก สร้างขึ้นโดยพืช สามารถแบ่ง

กรดฟีโนลิกได้ 2 ชนิด ได้แก่ 

1.1 กรดไฮดรอกซีซินนามิก (hydroxycinnamic acids) เป็นกรดฟีโนลิกกลุ่มใหญ่

ที่สุดพบทั่วไปในพืช กรดฟีโนลิกที่พบมาก ได้แก่ p-coumaric, caffeic, ferulic และ sinapic acid 

โดยปกติเกิดขึ้นจากหลายๆ รูปแบบ เช่น เกิดจากการย่อยของเอนไซม์ หรือการเชื่อมกันของ

เอสเทอร์ของ hydroxyacids ตัวอย่างเช่น quinic, shikimic และ tartaric acid 

• p-coumaric acid เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่เป็นอนุพันธ์ของกรดไฮดรอกซีของ

กรดซินนามิก มีลักษณะเป็นผลึกแข็งสีขาวละลายในน้ำได้ แต่ละลายได้ดีในเอทานอลและ      

ไดเอธิลเอสเทอร์ กรดนี ้พบได้ 3 ไอโซเมอร์ คือ o-coumaric acid, m-coumaric acid และ             

p-coumaric acid โดยแตกต่างกันที่ตำแหน่งไฮดรอกซี ซึ่งทั้ง 3 ไอโซเมอร์จะมีค่าการละลายน้ำ
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อยู่ที่ 1.15, 1.02 และ 1.04 กรัมต่อลิตร[26, 27, 28] ตามลำดับ ซึ่ง p-coumaric acid เป็นไอโซเมอร์

ที่พบมากที่สุดในธรรมชาติ เช่น ถั่วลิสง แครอท พริกสีเขียว สตอเบอร์รี สับปะรด มะเขือเทศ 

และกระเทียม ฤทธิ์ทางชีวภาพของกรดชนิดนี้คือ สามารถต้านการออกซิเดชันของ low-density 

lipoprotein (LDL) และเชื่อว่าสามารถลดภาวะเสี่ยงต่อการเป็นโรคมะเร็งในกระเพาะอาหารโดย

ลดการเกิด carcinogenic nitrosamines ทำให้มะเร็งในกระเพาะอาหารไม่พัฒนา ซึ่งไนโตรซามีน

เป็นกลุ่มสารประกอบอินทรีย์ที่โครงสร้างประกอบด้วยครึ่งหนึ่งเป็นไนโตรเจน (N=O) มีการ

ค้นพบมากว่า 100 ปี แล้ว แต่จนกระทั่งปี 1950 จึงพบว่าเป็นสารที่มีคุณสมบัติในการก่อมะเร็ง

อย่างแรงในสัตว์ทดลอง นักวิจัยพบว่า 90% ของไนโตรซามีนทั้งหมดเป็นสาเหตุของการเกิด

มะเร็งในผลิตภัณฑ์อาหาร เช่น เนื้อสัตว์ อาหารดอง และปลาเค็มแห้ง ซึ่งเป็นอาหารที่มีการใช้

ไนโตรซามีน ผู้บริโภคจึงมีความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็ง เชื่อกันว่ากระบวนการเริ่มต้นเกิดขึ้นที่

กระเพาะอาหาร เมื่อเกลือไนเตรทถูกย่อยกลายเป็นไนไตรส์ จากนั้นไนไตรส์จะไปจับกับเอมีนซึ่ง

เป็นสารที่ถูกสร้างขึ้นจากโปรตนีโดยแบคทีเรยีในเนือ้ ผลสุดท้ายจะได้สารก่อมะเร็ง 

• กรดคาเฟอิก (caffeic acid) เป็นสารทุติยภูมิที่พืชสร้างขึ้น จัดเป็นกรดคาร์บอก

ซิลกิ ซึ่งอาจอยู่ในรูปกรดอิสระหรอืจับกันเป็นโอลิโกเมอร์ หรอืเชื่อมด้วยสารประกอบอินทรีย์ใน

รูปของกลูโคไซด์และเอสเทอร์ เป็นสารเมตาโบไลต์ที่เกิดขึ้นในวิถีฟีนิวโพรพานอยด์ และเป็นพรี

เคอร์เซอร์สำหรับวิถีชวีสังเคราะห์ลิกนิน กรดคาเฟอิกพบในผลไม้ ผัก เครื่องเทศ และเครื่องดื่ม 

กรดคาเฟอิกฟีนิลเอสเทอร์ (caffeic acid phenethylester, CAPE) ใช้ประโยชน์ทางยา โดยเป็น

สารประกอบโดยเป็นสารประกอบที่มีฤทธิ์ต้านสารก่อมะเร็ง ต้านภาวะการอักเสบ และมี

คุณสมบัติในการช่วยปรับระบบภูมิคุ ้มกัน จากการศึกษาพบว่ากรดคาเฟอิกสามารถต้าน

ออกซิเดชัน สามารถกำจัดอนุมูลอิสระและโครงสร้างมีความเสถียร สามารถป้องกันการเกิด

ออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก (linoleic acid) และ low-density lipoprotein (LDL) ป้องกันเนื้อเยื่อ

และดีเอนเอจากการถูกทำลายด้วยปฏิกิรยิาออกซิเดชัน 

• กรดวาน ิล ิก (vanillic acid) เป ็นสารประกอบหลักของ biovanillin กรดน ี้

ประกอบด้วยหมู่อัลดีไฮด์และฟีโนลิก กรดวานิลิกถูกสร้างขึ้นโดยพืช เช่น ฝักวานิลลา และ

สามารถสังเคราะห์ได้ในอุตสาหกรรมอาหาร เพื่อใช้เป็นสารให้กลิ่นในลูกกวาด อาหารและ

เครื่องดื่มนอกจากนี้ยังสามารถพบได้ในไวน์ที ่บ่มนาน ๆ และได้จากการผลิตเคอร์คิวมิน 

(curcumin) จากขมิ้น กรดวานิลิกมีกลิ่นแรง ใช้มากในอุตสาหกรรมอาหาร และนิยมใช้ใน

กระบวนการสังเคราะห์ยาในยุโรป อนุพันธุ์ของกรดวานิลิกถูกใช้เป็นยาบำรุงกำลัง กรดวานิลิก
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มีคุณสมบัติในการต้านสารก่อมะเร็ง โดยลดจำนวนเซลล์มะเร็งในลำไส้เล็ก  สามารถต้าน

ออกซิเดชัน ป้องกันเซลล์จากการทำลายของ H2O2 ป้องกันเซลล์ไม่ให้เกิดการกลายพันธุ์ใน

เซลล์ที่ได้รับความเสียหาย ช่วยใหก้ารใชย้าตา้นมะเร็งมปีระสิทธิภาพมากขึ้น 

1.2 กรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (hydroxybenzoic acids) มีโครงสรา้งโดยทั่วไปคือ C6-

C1 เป็นอนุพันธ์ของกรดเบนโซอิก ความแปรผันโครงสร้างของกรดนี้ขึ้นอยู่กับการเกิดปฏิกิริยา 

hydroxylations และ methylations ของวงแหวนอะโรมาติก เช ่น phydroxybenzoic, vanillic, 

น้ำตาลหรือกรดอินทรีย์ ถูกสะสมอยู่บริเวณผนังเซลล์ของพืชในส่วนที่เรียกว่า “ลิกนิน” 

ตัวอย่างกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก เช่น กรดซาลิไซลิก (2-hydroxybenzoate) และกรดแกลลิก ซึ่ง

มีหมู่ไฮดรอกซิล 3 หมู่ อยู่ในโมเลกุล ซึ่งมีส่วนร่วมในการสรา้ง hydrolysable gallotannins 9 ทำ

ให้ได้ hexahydroxydiphenic acid และ dilactone, ellagic acid โดยปกติแล้ว ellagic acid พบใน 

ellagitannins เช่น เอสเทอร์ของ diphenic acid  

• กรดเอลลาจิก (ellagic acid) เป็นสารประกอบฟีโนลิกที่ประกอบด้วยวงแหวน

เบนซีน 4 วง และเป็นอนุพัน์ไดเมอร์ของกรดแกลลิก เมื่อบริสุทธิ์จะเป็นผลึกสีขาวครีมถึงอม

เหลือง กรดนี่พบในไวน์แดงจากผลไม้ เช่น องุ่นและผลไม้ตระกูลเบอร์รี่ ได้แก่ ราสเบอร์รี่ สตอ

เบอร์รี่ แบรคเบอร์รี่ แครนเบอร์รี่  ทับทิม เกาลัดบางชนิดและมันฮ่อ พบกรดนี้มากที่สุดในผล

ราสเบอร์รี่ พืชหลายชนิดพบกรดนี้ในรูปของ ellagiannin ซึ่งเป็นกรดเอลลาจิกจับกับโมเลกุล

ของนำ้ตาล กรดเอลลาจิกมีฤทธิ์ทางชีวภาพมากมาย กล่าวคือเป็นสารต้านออกซิเดชันสามารถ

ต้านไวรัส กำจัดอนูลอิสระ ต้านการเกิดการกลายพันธุ์ ต้านการสร้างหรือเกิดเนื้อเยื่อมาก

ผิดปกติ ต้านภาวะอักเสบ และต้านมะเร็ง จากการศึกษาคุณสมบัติของกรดเอลลาจิกในการ

ต้านมะเร็ง พบว่ามีฤทธิ์ต่อเซลล์มะเร็งหลายชนิด ได้แก่ มะเร็งเต้านม มะเร็งหลอดอาหาร 

มะเร็งผิวหนัง มะเร็งลำไส้ มะเร็งต่อมลูกหมากและมะเร็งตับ คุณสมบัติที่เฉพาะอย่างหนึ่งของ

กรดนี้คือสามารถป้องกันการทำงานของยีนของเซลล์มะ เร็งไม่ให้ทำลายเซลล์ เนื่องจากกรดนี้

สามารถจับกับเซลล์มะเร็งทำให้เซลล์มะเร็งไม่ทำงาน กรดเอลลาจิกที่แยกได้จาก Phyllanthus 

urinaria สามารถยับยั้งการหลั่ง HBeAg ในเซลล์มะเร็ง ดังนั้นจึงถือว่ากรดเอลลาจิกเป็นกรดที่

สามารถป้องกันและเหนี่ยวนำเซลล์มะเร็งหลายชนิดได้อย่างแท้จริง นอกจากนีย้ังมีคุณสมบัติใน

การต้านไวรัสและแบคทีเรียอีกด้วย เช่นคุณสมบัติในการ ต้านเชื้อพลาสโมเดียม (Plasmodium 

falciparum) ในพืชกรดนี้จะช่วยในการตา้นการรุกรานจากเชือ้จุลินทรีย์และป้องกันยาฆ่าแมลง 
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• กรดแกลลิก (gallic acid) เมื่อบริสุทธิ์ จะเป็นผงผลึกอินทรีย์ ไม่มีสี กรดนี้อยู่ใน

รูปโมเลกุลอิสระหรือเป็นส่วนของโมเลกุลแทนนิน มีค่าการละลายน้ำเท่ากับ 4.94 กรัมต่อลิตร
[25] ซึ่งกรดแกลลิกพบมากในพืชหลายชนิด พืชที่มีกรดนี้ ในปริมาณมาก ได้แก่ สมอ องุ่น ชา 

ฮอบและเปลือกต้นโอ๊ก กรดแกลลิกมีคุณสมบัติที่น่าสนใจหลายอย่าง เช่น คุณสมบัติในการ

ต้านเชื้อราและต้านเชื้อไวรัส นอกจากนี้ยังสามารถต้านทานการเกิดออกซิเดชันไม่ให้เซลล์ถูก

ทำลาย และยังสามารถต้านเซลล์มะเร็งไม่ให้มีอันตรายต่อเซลล์ได้ กรดแกลลิกสามารถใช้ใน

การป้องกันสาเหตุของเลือดไหลออกที่ลำไส้ นอกจากนี้ยังสามารถใช้ในการรักษาภาวะที่

กระเพาะปัสสาวะมีอัลบูมีน (albumin) สูง โรคเบาหวาน บางครัง้ใชเ้ป็นครีมรักษาโรคเรื้อนกวาง

และภาวะเลอืดออกง่าย  

• p-hydroxybenzoic acid (parabens) เป็นกรดที่อยู่ในกลุ่ม hydroxybenzoic acid 

ใช้ประโยชน์ในการตา้นเชื้อจุลินทรีย์ พาราบีนส์มฤีทธิ์ทางชีวภาพหลายอย่าง แต่โดยทั่วไปเชื่อว่า

จะมีผลยับยั้งเนื้อเยื่อขนส่งสารและยับยั้งการทำงานของไมโทคอนเดรีย พาราบีนนำมาใช้ครั้ง

แรกเพื่อใช้เป็นสารตา้นเชื้อจุลินทรีย์ในการผลิตยาในช่วงปี 2013 จากนั้นพาราบีนจึงปรับปรุงให้

สามารถต้านเชือ้จุลินทรีย์ได้กว้างขวาง และมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น เช่น การเพิ่มหมู่เอสเทอร์

ในสายพาราบีนส์ ทำให้สามารถต้านเชื้อจุลินทรีย์ได้ดีขึ้น อย่างไรก็ตามความสามารถในการ

ละลายน้ำก็ลดลง ในปัจจุบันมกีารใชป้ระโยชน์มากมาย เช่น ใช้เตมิในเครื่องสำอาง ยา ใช้ในการ

ต้านเชื้อยีสต์และราในผลิตภัณฑ์อาหาร เช่น สินค้าอบแห้ง เครื่องดื่ม ผลิตภัณฑ์จากผลไม้ น้ำ

สลัด ไซรับ และน้ำมันมะกอกเป็น มีรายงานว่าความเข้มข้นต่ำสุดของพาราบีนในการยับยั้งเชื้อ 

S. cerevisiae และ Klebsiella pneumoniae ได้ 50% คือ 1.29 และ 4.28 mM ตามลำดับ พารา

บีนมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรียในช่องปาก Steinberg และคณะรายงานว่าเมธิลและโพรพิว

พาราบีนที่ความเข้มข้น 0.6% และ 0.3% ในน้ำยาบ้วนปากมีผลเพียงเล็กน้อยต่อจำนวน

แบคทีเรยีในปาก แต่ก็สามารถช่วยลดจำนวนแบคทีเรยีในช่องปากได้ดี[7] 

2. สารต้านอนุมูลอิสระทุติยภูมิ สารต้านอนุมูลอิสระประเภทนี้ไม่ทำปฏิกิริยา

โดยตรงกับอนุมูลอิสระแต่จะช่วยการทำงานของสารต้านอนุมูลอิสระปฐมภูมิในลักษณะต่าง ๆ 

เช่น จับกับ Fe2+ ดักจับออกซิเจนดูดหรือซับรังสยีูวี 

2.4.2 แหล่งที่มาของสารต้านอนุมูลอิสระ 

1. สารตา้นอนุมูลอสิระสังเคราะห์  
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สารประกอบฟีนอลิกส ังเคราะห ์ม ี  5 ชน ิด ได ้แก ่ propyl gallate, 2-

butylated,  hydroxyanisole, 3-butylate hydrxyanisole, BHT (butylated hydroxytoluene) และ 

tertiary butylhydoquinone ซึ่งมีสูตรโครงสร้างดังรูปที่ 1 เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่นิยมใช้ใน

อุตสาหกรรมอาหาร เพื่อยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เป็นสาเหตุให้อาหารมี

กลิ่นสีและรสชาติที่เปลี่ยนแปลง สารสังเคราะห์เหล่านี้มีประสิทธิ์ภาพและความคงตัวสูงกว่า

สารต้านออกซิเดชันจากธรรมชาติทั่วไป แต่มีข้อจำกัดของการใช้เนื่องจากปัญหาด้ านความ

ปลอดภัยในการบริโภค 

 

                                       
            propyl gallate                2-Butylated hydroxyanisol     3-butylate hydrxyanisole 

 

     
butylated hydroxytoluene       tertiary butylhydroquinone 

ภาพ 1 โครงสรา้งทางเคมีของสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ 

 

2. สารตา้นอนุมูลอสิระจากธรรมชาต ิ 

สารกลุ่มนี้ได้รับความสนใจและมีการพัฒนาค้นคว้ากันอย่างมากในปัจจุบัน 

เนื่องจากแนวคิดเรื่องการกลับคืนสู่ธรรมชาติ ประกอบกับความเชื่อมั่นว่ามีความปลอดภัยใน

การบริโภค สารต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้พบได้ทั้งในจุลชีพ สัตว์และพืช ซึ่งมีทั้งที่เป็นวิตามิน 

อย่างเช่น วิตามินซี วิตามินอี บีตาแคโรทีนและสารที่ไม่ให้คุณค่าทางโภชนาการ (non-nutrient) 

ซึ่งมีโครงสร้างเป็นสารประกอบ phenolic โดยเฉพาะ polyphenols เช่น แซนโธนและฟลาโว

นอยด์ ซึ่งประกอบด้วยหมู่ aromatic hydroxy ตั้งแต่ 2 หมู่ขึ้นไป หมู่ฟังก์ชัน (functional group) 
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เหล่านี้มีบทบาทสำคัญในการดักจับอนุมูลอิสระต่าง ๆ ไม่ให้ไปกระตุ้นหรือก่อให้เกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันได้โดยการใหอ้นุมูล H แก่อนุมูลอิสระเหล่านั้น นอกจากนีส้ารประกอบ polyphenols 

ที่มีโครงสร้างของ ortho-dihydroxyl phenol อยู่ในโมเลกุลยังสามารถยับยั้งการเกิดอนุมูล OH• 

ในปฏิกิริยาที่มีอนุมูลโลหะทรานซิชัน คือ Fe2+ และ Cu2+ เป็นตัวเหนี่ยวนำ โดยการเข้าจับกับ

โลหะดังกล่าวเกิดเป็นสารประกอบเชงิซ้อน (complex) 

2.4.3 กลไกการทำงานของสารต้านอนุมูลอิสระ 

1. การดักจับอนุม ูลอิสระ (Radical Scavening) โดยการให้ไฮโดรเจนหรือ

อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ ดังปฏิกิริยา 

R•    +  AH           RH  +  A• 

RO•  +  AH           ROH  +  A• 

R•    +  A•            RA 

RO•  +  A•            ROH 

2. การยับยั้งการทำงานของ Single Oxygen (Singlet Oxygen Quenching) สาร

กลุ่มแคโรทีนอยด์สามารถยับยั้งการทำงานของ Single Oxygen โดยการเปลี่ยน Single Oxygen 

(1O2*) ให้อยู่ในรูป Triplet Oxygen (3O2) และปล่อยพลังงานที่ได้รับออกไปในรูปความร้อน โดย

ที่แคโรทีนอยด์ (Car) 1 โมเลกุล สามารถทำปฏิกิริยากับ Single Oxygen ได้ถึง 1000 โมเลกุล 

ดังปฏิกิริยา 
1O2* +   1Car               3O2   +   3Car* 

   3Car*          1Car  +  thermal energy 

3. การจับกับอโลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ (Metal Chelation) 

สารที่สามารถจับโลหะ Fe2+ และ Cu2+ คือ ฟลาโวนอยด์ กรดฟอตฟอริกและกรดซิตรกิ เป็นต้น 

ดังปฏิกิริยา 
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4. การหยุดปฏิกิรยิาการสร้างอนุมูลอิสระ (Chain-breaking) โดยวิตามินอี

สามารถป้องกันเยื้อหุ้มเซลล์ถูกทำลายจากปฏิกิรยิาออกซิเดชันของไขมัน โดยทำหนา้ที่เป็น

ตัวรับอิเล็กตรอนจากอนุมูลอิสระ[3] 

2.5 เทคนิคอัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโตรสโคปี (Ultraviolet–visible 

spectroscopy) 

2.5.1 หลักการทำงาน 

สารที่นำมาวิเคราะห์ด้วยเครื่องอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-

Vis) ต้องมีคุณสมบัติดูดกลืนแสงได้ เช่น สารประกอบอินทรีย์ สารประกอบเชงิซ้อน และสารอนิ

นทรีย์ ซึ ่งสารประกอบดังกล่าวมักเป็นสารที่เรียกว่า “Chromophores” เช่น สารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอนชนิด ไม่อิ่มตัว คือ มีหมู่ C=C, C=O, N=O,C-X (X=Br, I), Benzene ring  และมี 

Lone pair electron  เป็นต้น หลักการทำงานของเครื่องมือ อาศัยการดูดกลืนแสงในช่วงความ

ยาวคลื่น UV และ Visible ที่ความยาวคลื่นประมาณ 190-800 นาโนเมตร ซึ่งการวิเคราะห์

ตัวอย่างด้วยเครื่องอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ต้องเลือกความยาวคลื่นที่

เหมาะสม เนื่องจากสารแต่ละชนิดจะมีการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่นเฉพาะ เมื่อนำค่า

ความเข้มข้นเริ่มต้นของแสง (Io) และค่าความเข้มข้นสุดท้ายหลังจากถูกดูดกลืนแสง ( I1) มา

คำนวนผล จะได้ “ค่าการดูดกลืน (Absorbance, A)” ซึ่งค่าการดูดกลืนแสงจะมากหรือน้อย

ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารตัวอย่าง ดังนั้นในการวิเคราะห์หาปริมาณของสารตัวอย่างทำได้

โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน 3-5 ความเข้มข้น และนำมา

วิเคราะห์หาค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ จากนั้นสร้างกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนและค่าความ

เข้มขน้ของสารละลายมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ (Calibration curve) ซึ่งเมื่อนำค่าการ

ดูดกลืนคลื่นแสงของตัวอย่างมาเปรียบเทียบกับสมการที่ได้จากกราฟของสารละลายมาตรฐาน 

ก็จะสามารถวิเคราะห์หาปริมาณสารตัวอย่างได้[6] 

2.5.2 ส่วนประกอบของเคร่ือง 

ส่วนประกอบหลักของเครื่องอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมเิตอร์มีอยู่ 5 ส่วน คือ 

1. แหล่งกำเนิดแสง (light source) 

แหล่งกำเนิดแสงในเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์จะต้องให้รังสีในช่วงความยาวคลื่นที่

ต้องการอย่างต่อเนื่องและคงที่ตลอดเวลา รวมทั้งมีความเข้มแสงที่มากพอ สำหรับความยาว

คลื่นในช่วงอัลตราไวโอเลตจะใช้หลอดดิวเทอเรียม (deuterium lamp) เป็นแหล่งกำเนิดแสง ซึ่ง
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ให้แสงในช่วง 185-375 nm หลักการคือทำให้อะตอมดิวเทอเรียมที ่อยู ่ในสภาวะเร้าคาย

พลังงานออกมา ส่วนหลอดทังสเตน (tungsten filament lamp) จะให้ความยาวคลื่นครอบคลุม

ช่วงแสงที่มองเห็นได้ คือตั้งแต่ 320-2500 nm หลักการจะคล้ายกับหลอดไฟทังสเตนธรรมดา

คือ ให้กระแสไฟฟ้าผ่านเข้าไปจนกระทั่งลวดทังสเตนร้อนและเปล่งรังสีออกมา โดยปกติจะเปิด

เครื่องทิ้งไว้ก่อนใช้งานประมาณ 30 นาที เพื่อให้แน่ใจว่า หลอดดิวเทอเรียมหรือหลอดทังสเตน

ให้แสงที่มคีวามเข้มสม่ำเสมอ 

2. ส่วนเลือกความยาวคลื่น (wavelength selector) 

เป็นส่วนที่ใช้แยกความยาวคลื่นที่ออกมาจากแหล่งกำเนิดแสง ซึ่งเป็นแสงที่มีหลายๆ 

ความยาวคลื่น (polychromatic wavelength) ให้เป็นแถบแสงในช่วงแคบ ๆ หรือเป็นความยาว

คลื่นเดี่ยว (monochromatic wavelength) เครื่องมือสมัยก่อนจะใช้ปริซึมหรือ ฟิลเตอร์สำหรับ

แยกความยาวคลื่น แต่ปัจจุบันเปลี่ยนมาใช้โมโนโครเมเตอร์ (monochromator) แบบเกรตติ้ง 

(grating) สะท้อนแสงซึ่งมลีักษณะเป็นร่องเล็ก ๆ ขนานกันจำนวนมาก แสงจากแหล่งกำเนิดแสง

จะตกกระทบลงบนผิวหน้าของร่อง แล้วสะท้อนออกมาที่มุมต่าง ๆ เฉพาะความยาวคลื่นที่เรา

เลือกเท่านั้นจึงจะผ่าน ช่องแสงออก (exit slit) ไปสู่สารตัวอย่าง 

3. ภาชนะใส่สาร (cell หรอื cuvette) 

ภาชนะใส่สารตัวอย่างสำหรับสเปกโทรโฟโตมิเตอร์จะเรียกว่า เซลล์หรือคิวเวทท์ 

(cuvette) มีหลายแบบหลายขนาดด้วยกันขึ้นกับการใช้งาน หลักสำคัญในการเลือกใช้ก็คือ การ

วัดในช่วงแสงอัลตราไวโอเลต จะต้องใช้เซลล์ที่ทำจากควอตซ์ (quartz) เท่านั้น เนื่องจากแก้ว

สามารถดูดกลืนแสงในช่วงอัลตราไวโอเลตได้ ส่วนเซลล์ที่ทำจากแก้วจะใช้วัดในช่วงแสงที่

มองเห็นได้ นั่นหมายความว่าถ้าต้องการวัดสารในช่วงแสงที่มองเห็นได้ก็ควรจะใช้เซลล์ที่ทำจาก

แก้ว การใช้เซลล์ควอตซ์ไม่ได้มีผลให้การวัดแสงดีขึ้น แต่จะสิ้นเปลืองเปล่าประโยชน์เพ ราะ

ควอตซ์ราคาแพงกว่าแก้วมาก ส่วนการทำความสะอาดเซลล์เพียงแค่กลั้วด้วยน้ำกลั่นหรือกลั้ว

ด้วยตัวทำละลายที่เหมาะสมตามด้วยน้ำกลั่นก็เพียงพอ ห้ามขัดถูเพราะจะทำให้เซลล์มีรอยขีด

ข่วน  

4. ตัวตรวจจับสัญญาณ (detector) 

เครื่องตรวจจับสัญญาณที่ดีต้องมีสภาพไวสูง คือแม้ปริมาณแสงจะเปลี่ยนไปเล็กน้อย 

ก็สามารถตรวจจับสัญญาณความแตกต่างได้ ปัจจุบันเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ส่วนใหญ่ 

นิยมใชต้ัวตรวจจับสัญญาณ 2 ชนิดคอื  
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• หลอดโฟโตมัลติพลายเออร์ (photomultiplier tube; PMT) 

หลอด PMT ประกอบไปด้วยแคโทด (cathode) ที ่ฉาบผิวด้วยสารที ่สามารถให้

อิเล็กตรอนได้เมื่อถูกแสงจำนวน 9 ชุด เรียกว่า ไดโนด (dynode) แต่ละไดโนดจะมีศักย์ไฟฟ้า

สูงขึ้นเรื่อย ๆ เมื่อแสงตกกระทบกับไดโนดตัวที่หนึ่งสารที่ฉาบผวิจะเกิดอเิล็กตรอนขึน้ แล้ววิ่งไป

กระทบไดโนดที่สอง สาม สี่ จนครบทั้งเก้าตัว ดังนั้นปริมาณอิเล็กตรอนจะเพิ่มขึ้นถึง 106-107 

เท่า แล้วจงึชนแอโนดใหก้ระแสไฟฟ้าออกมาเข้าเครื่องขยายสัญญาณต่อไป 

• โฟโตไดโอดอาร์เรย์ (photodiode arrays; PDA) 

ตัวตรวจจับสัญญาณชนิดนี้สามารถจับสัญญาณได้ครอบคลุมทั้งสเปกตรัมโดยใช้

ไดโอดมาเรียงต่อกันเป็นแถว ซึ่งสามารถวัดครอบคลุมสเปกตรัมได้ตั้งแต่ 200-1100 nm ตัว

ตรวจจับสัญญาณนี้ประกอบไปด้วยโฟโตไดโอดและตัวเก็บประจุ (capacitor) ประมาณ 200- 

4000 ตัวเรียงต่อกันเป็นแถว  หลักการเริ่มต้นดว้ยการให้ประจุผ่านผวิหน้าไดโอด ซึ่งไดโอดก็จะ

เก็บประจุไว้ที่ตัวเก็บประจุ เมื่อแสงตกลงบนไดโอดจะทำให้เกิดประจุไฟฟ้าไปทำลายประจุที่เก็บ

ไว้ที่ตัวเก็บประจุ ทำให้ต้องใส่ประจุเพิ่มเข้าไปใหม่ซึ่งเป็นช่วงของการสแกนแต่ละครั้ง ปริมาณ

ของประจุที่ต้องใส่เข้าไปใหม่จะเป็นปฏิภาคโดยตรงกับความเข้มแสงที่วัดได้ของแต่ละไดโอด 

ดังนั้นจากการวัดปริมาณแสงที่แตกต่างกันตลอดช่วงความยาวคลื่นจะได้เป็นสเปกตรัมการ

ดูดกลืนของสารนั้นออกมา 

5. ส่วนบันทึกและแปรผลสัญญาณ (recorder and processor) 

ทำหน้าที่ขยายสัญญาณ และแปรผลสัญญาณให้ออกมาในมาตราส่วนแบบล็อก ( log 

scale) [8] 

2.5.3 ปัจจัยที่มีผลต่อการดูดกลืนแสง 

1. โครโมฟอร์ (Chromophore) คือโมเลกุลของสารอินทรีย์ที่มีหมู่ฟังก์ชันแบบไม่

เสถียร (Unsaturated functional group) ซึง่ดูดกลืนแสงในช่วงอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลและแสดง

สมบัติของมัน มีดว้ยกัน 3 แบบ 

• โครโมฟอร์ที่มี multiple bond ระหว่าง 2 อะตอมของธาตุ โดยไม่มี

อิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยว เช่น C=C 

• โครโมฟอร์ท ี ่ม ี multiple bond ระหว่าง 2 อะตอมของธาตุ โดยมี

อิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยว เช่น C=O 
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• โครโมฟอร์ท ี ่ม ี benzene ring ได ้แก ่ สารประกอบพวกอโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอน เช่น benzene, phenol 

2. ออกโซโครม (auxochrome) เป็นกลุ่มของธาตุที่ไม่ดูดกลืนแสง แต่สามารถมี

ผลต่อ absorption spectrum ของโครโมฟอร์ที่มีออกโซโครมเกาะอยู่ ทำให้เกิดผลดังต่อไปนี้ 

• เกิด Bathochromic shift (red shift) ทำให้ spectrum เคลื่อนไปทางที่มี

ความยาวคลื่นมากขึ้น (max เพิ่ม) 

• เกิด Hypsochromic shift (blue shift) ทำให้ spectrum เคลื่อนไปทางที่มี

ความยาวคลื่นลดลง (max ลด) 

• เกิด Hyperchromic effect ทำให้เกิดการดูดกลืนแสงมากขึ ้น (max 

เพิ่มขึน้) 

• เก ิด Hypochromic effect ทำให้เก ิดการดูดกลืนแสงน้อยลง (max 

น้อยลง) 

3. ตัวทำละลาย (Solvent effect) ตัวทำละลายที่มีขั้ว เช่น สารอินทรีย์บางตัวที่

มีหมู่คาร์บอนิล (C=O) ทำให้เกิดการเคลื่อนไปของแถบการดูดกลืนพลังงานเรียกว่า solvent 

shift 

4. สเตอริกของโมเลกุล (Steric effect) ผลของโครงสร้างที่มีความเกะกะทำให้

การเกิดอันตรกิริยาของอิเล็กตรอนเปลี่ยนแปลง ส่งผลให้การวัดการดูดการแสงเปลี่ยนแปลง 

เช่น สารประกอบที่มีหมู่ฟังก์ชันใหญ่ ๆ จะทำให้ max เคลื่อนไปทางที่สั ้นกว่าและค่า max 

ลดลง[6] 

2.6 งานวจิัยที่เกี่ยวข้อง 

ในปี ค.ศ. 2009 Augustin M. และคณะ[12] ได้ทำการความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระของสารสกัดจากตัวอย่างกาวผึ้ง โดยใช้เทคนิค FT-IR และ UV-Vis spectroscopy โดยทำ

การแช่แข็งและเก็บตัวอย่างกาวผึ้งที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และนำตัวอย่างที่ได้มาบดเป็น

ผงจากนั้นเติม 95% เอทานอล ให้ได้เป็นความเข้มข้นสุดท้ายที่ 1.66 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จา

กนนั้นนำไปอัลตราโซนิเคตเป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

48 ชั่วโมง ในเครื่องเขย่าที่ 200 รอบต่อนาที จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 1600 รอบต่อนาที เป็น

เวลา  2 ช่ัวโมง จานนั้นนำสารละลายที่ได้ไปกรองและนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงพบว่าที่ความ
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ยาวคลื่น 353 นาโนเมตรให้ค่าการดูดกลืนแสงดีที่สุดและมีความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระดีที่สุดและที่ค่าสัญญาณสำหรับ FT-IR ที่ 1515 cm-1, 1633 cm-1 และ 1683 cm-1 ของ

สารสกัดตัวอย่าง สอดคล้องกับสารสกัดเฉพาะของกาวผึ้ง และที่ค่าสัญญาณ 1630 cm-1 มี

ความสัมพันธ์กับความสามารถในการตา้นอนุมูลอสิระที่เป็นสารประกอบกลุ่มฟลาโวนอยด์ โดย 

สามารถใช้เป็นพารามิเตอร์ในกาหาปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระได้ 

ในปี ค.ศ. 2013 N P Pawar และ V R Salunkhe[24]  ได้ทำการศึกษาการหาปริมาณรูติน

และกรดแกลลิกจากตัวอย่างตรีผลาในประเทศอินเดียที่ทำการสกัดด้วยสารละลายแอลกอฮอร์

ในน้ำ โดยทำการชั่งตัวอย่าง 50 กรัม และนำมาสกัดด้วยเมทานอล จากนั้นนำไปกรอง และนำ

สารละลายที่ได้มาทำการลดความเข้มข้นโดยใช้เมทานอล และนำไปวัดค่าการดูดกลืนของรูติน

และกรดแกลลิกที่ความยาวคลื่น 359 และ 273 นาโนเมตร ตามลำดับ ซึ่งได้ค่าขีดจำกัดการ

ตรวจวัดต่ำสุดของรูตินและกรดแกลลิกอยู ่ที ่ 0.023 และ 0.014 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามลำดับ และขีดจำกัดการตรวจวัดต่ำสุดเชิงปริมาณของรูตินและกรดแกลลิกอยู่ที่ 0.068 

และ 0.045 ไมโครกัรมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และพบว่าในตัวอย่างตรีผลามีปริมาณรูตินและ

กรดแกลลิกอยู่ที่ 0.67±0.005144 และ 0.76±0.01171 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และ

มีร้อยการได้กลับคืนของรูตินและกรดแกลลิกอยู ่ในช่วง 100.73-101.73% และ 102.36-

103.4% ตามลำดับ 

ในปี ค.ศ. 2017 Jose T, และคณะ[19]  ได้ทำการศึกษาสารกลุ่มฟีนอลิกในตัวอย่างไวน์

จากองุ ่น โดยใช้เทคนิค UV-Visible spectroscopy โดยทำการเก็บตัวอย่างจาก Welgevallen 

cellar (Stellenbosch, South Africa) สามสายพ ันธ ุ ์  ได ้แก ่  Cabernet Sauvignon, Shiraz และ 

Pinotage ซึ่งเก็บตัวอย่างทุก ๆ 3 วันและทุก ๆ 15 วัน เป็นเวลา 2 เดือน จากนั้นทำการสกัด

ตัวอย่างโดยการนำผลองุ่น 50 กรัมใส่ถุง บีบด้วยมือเบาๆ จากนั้นเทใส่ขวดสีชาและห่อด้วย

ฟอยล์ จากนั้นเติมตัวทำละลายสกัด (40% เอทานอล (%v/v), 10 กรัมต่อลิตรของกรดทาร์ทา

ริก ปรับ pH เป็น 3.4) หลังจากนั้นทำการเติมแก๊สไนโตรเจน ทำการสกัดทิ้งไว้ 40 ชั่วโมง ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นนำไปกรองและก่อนการวิเคราะห์จะนำไปปั่นเหวี่ยงเป็น

เวลา 5 นาที โดยพบว่าในตัวอย่างมีค่าเฉลี่ยของปริมาณกรดแกลลิกอยูที่ 23 มิลลิกรัมต่อลิตร 

โดยตัวอย่างที่มีปริมาณกรดแกลลิกสูงที่สุดและต่ำที่สุดอยู่ที่ 88 และ 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร

และพบปริมาณ p-Coumaric acid มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 2 มิลลกิรัมต่อลิตร โดยตัวอย่างที่พบปริมาณ 

p-Coumaric acid สูงที่สุดอยู่ที่ 18 มิลลกิรัมต่อลิตร และมีบางตัวอย่างที่ตรวจไม่พบ  
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ในปี ค.ศ. 2004 Lihu Y. และคณะ[21]  ได้ทำการศึกษาหาปริมาณกรดฟีนอลิกและ

วิตามินซีในตัวอย่างน้ำผึ้งจากดอกยูคาลิปตัสในประเทศออสเตรเลีย ซึ่งกรดฟีนอลิกที่ศึกษา

ได้แก่ Gallic acid, Chlorogenic acid, Caffeic acid, Coumaric acid, Ferulic acid, Ellagic acid และ 

Unknown phenolic acid โดยใช้ตัวอย่างน้ำผึ้ง 100 กรัม ผสมกับน้ำกลั่น 500 มิลลิลิตร ปรับให้

เป็น pH 2 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก จากนั้นนำไปกรองผ่านสำลีและนำไปกรองด้วย Amberlite 

XAD-2 และนำไปกวนด้วยเครื่องเป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้เกิดการดูดซับที่ผิวของตัวดูดซับ 

จากนั้นล้างด้วย น้ำที่มกีรด (pH 2 ที่มกีรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร 250 มิลิลิลิตร) และล้างด้วย

น้ำกลั่น 300 มิลลิลิตร เพื่อล้างน้ำตาลและองค์ประกอบอื่น ๆ ที่มีขั้วอื่น ๆ จากนั้นชะกรดฟี

นอลิกทั้งหมดออกด้วยเมทานอล 400 มิลลิลิตร นำไปเพิ่มความเข้มข้นด้วยเครื่องระเหยแบบ

หมุนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ส่วนที่เหลอืถูกละลายด้วยน้ำกลั่น 5 มิลลลิิตร และสกัดด้วย

ไดเอทิลอีเทอร์ 5 มิลลิลิตร 3 ครั้ง นำไประเหยด้วยเครื่องระเหยแบบหมุนอีกครั้ง จากนั้น

ละลายด้วยเมทานอล  1 มิลลิลิตร และนำไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง จากการวิเคราะห์พบปริมาณกรดแกลลิกในตัวอย่างอยู ่ในช่วง 0.34-6.62 

มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมของน้ำผึ้ง โดยตัวอย่างที่มีปริมาณกรดแกลลิกสูงที่สุดคือ ตัวอย่างจาก 

Maryborough, QLD และตัวอย่างที ่ปริมาณกรดแกลลิกน้อยที ่สุด คือ ตัวอย่างจาก New 

England, NSW ซึ่งกรดแกลลิก (Gallic acid) เป็นกรดฟีนอลิกที่พบได้มากที่สุดจากกรดฟีนอลิก

ทั้งหมดที่ทำการศึกษานี้ และจากการวิเคราะห์พบปริมาณกรดคูลมาริก (Coumaric acid) ใน

ตัวอย่างอยู่ในช่วง 0.18-1.43 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมของน้ำผึ้ง โดยตัวอย่างที่มีปริมาณกรด

คูลมาริกสูงที่สุดคือ ตัวอย่างจาก Kempsey, NSW และตัวอย่างที่ปริมาณกรดคูลมาริกน้อย

ที่สุดเป็นตัวอย่างที่ไม่ทราบแหล่งที่มา 

ในปี ค.ศ. 2010 Krisina R. และคณะ[20] ได้ทำการวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพในน้ำผึ้งจากดอกอาเคเซีย ดอกราสเบอร์รี่ ดอกบัควีต ดอกยูคาลิปตัสและดอกไม้

ป่าในประเทศลิทัวเนีย โดยทำการสกัดตัวอย่างน้ำผึ้งด้วยเอทานอลและนำไปวิเคราะห์ด้วย 

HPLC-UV/VIS โดยในน้ำผึ้งจากดอกอาเคเซียพบปริมาณ coumaric acid มากที่สุด คือ 3.674 ± 

0.009 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และพบปริมาณ gallic acid และ vanillic acid น้อยที่สุด ซึ่งน้อย

กว่าค่าขีดจำกัดการตรวจวัดต่ำสุด  และในน้ำผึ้งจากดอกราสเบอร์รี่พบปริมาณ chlorogenic 

acid มากที่สุด อยู่ที่ 5.751 ± 0.051 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และพบ cinnamic acid น้อยที่สุด 

อยู่ที่ 0.023 ± 0.054 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร และในน้ำผึ้งจากดอกบัควีตพบปริมาณ coumaric 

acid มากที่สุดอยู่ที ่43.676 ± 0.051 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร และพบ rosmarinic acid น้อยที่สุด 

อยู่ที่ 0.500 ± 0.028 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และในน้ำผึ้งจากดอกไม้ยูคาลิปตัสพบปริมาณ 
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gallic acid มากที่สุด คือ 5.150 ± 0.041 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร และพบปริมาณ cinnamic acid 

น้อยที่สุด คือ 0.274 ± 0.047 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และในน้ำผึ้งจากดอกไม้ป่าพบปริมาณ  

chlorogenic acid มากที่สุด อยู่ที่ 79.106 ± 0.026 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และพบปริมาณ 

cinnamic acid น้อยที่สุด คือ 0.104 ± 0.058 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยจะพบปริมาณ gallic 

acid ในน้ำผึ้งจากดอกยูคาลิปตัส อยู่ที่ 5.150 ± 0.041 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และพบปริมาณ 

coumaric acid สูงที่สุดในน้ำผึ้งจากดอกบัควีต อยู่ที่ 43.676 ± 0.051 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร 

ในปี ค.ศ. 2013 Izabela M. และคณะ[16]  ได้ทำการศึกษาสารประกอบฟีนอลิกและ

กรดแอบไซซิกในตัวอย่างน้ำผึ้งจากดอกบัควีทและจากทุ่งหญ้าในประเทศโปแลนด์ โดยทำการ

สกัดตัวอย่างน้ำผึ้งด้วยตัวดูดซับของแข็ง โดยใช้ Amberlite-XAD-2 เป็นตัวดูดซับ และนำไป

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC-DAD และศึกษาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยเทคนิค Folin–Ciocalteu 

และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร ผลการศึกษาพบว่าน้ำผึ้งจากทุ่ง

หญ้ามีปริมาณฟีนอลิกรวมอยู่ในช่วง 59.9-76.2 มิลลิกรัมแกลลิกต่อ 100 กรัม และจาก 8 ใน 

15 ตัวอย่าง มีปริมาณฟีนอลิกรวมมากกว่า 70.0 มิลลิกรัมแกลลิกต่อ 100 กรัม และพบ

สารประกอบฟีนอลิก 15 ชนิด คือ 3-hydroxybenzoic acid, chlorogenic acid, 4-hydroxybenzoic 

acid, vanillic acid, caffeic acid, syringic acid, ferrulic acid, p-coumaric acid, rosmarinic acid, 

ellagic acid, myricetin, quercetin, kaempferol, chrysin และ galangin ซึ่งพบว่าในทุกตัวอย่างมี

ปริมาณ p-coumaric acid มากที่สุด อยู่ในช่วง 2.8 ถึง 8.9% ซึ่งสามารถใช้ระบุได้ว่าน้ำผึ้งที่มี

ปริมาณ p-coumaric acid สูงอาจเป็นน้ำผึ้งจากทุ่งหญ้า และน้ำผึ้งจากดอกบัควีทจะมีความ

เข้มข้นมากกว่าตัวอย่างน้ำผึ้งจากทุ่งหญ้า โดยมีปริมาณฟีนอลิกรวมอยู่ในช่วง 98.3-121.4 

มิลลิกร ัมแกลลิกต่อ 100 กรัม และพบ p-hydroxybenzoic, ferulic และ vanillic acids เป็น

องค์ประกอบหลัก โดยมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 28.79%, 13.26% และ 8.46% ตามลำดับ ตัวอย่าง 5 ใน 

7 มีปริมาณ p-hydroxybenzoic สูงกว่า 30% และพบ p-coumaric acid ในตัวอย่างที่ 1 ถึง 4 มี

ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 20.85% 

ในปี ค.ศ.2013 Isnandia S. และคณะ [15] ได ้ทำการศึกษาสารประกอบฟินอลิก,  

ปริมาณฟีนอลิก รวม, ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและความสามารถในการต้านจุล

ชีพของน้ำผึ้งจากชันโรงในรัฐอามาโซนัสของประเทศบราซิล จากดอกไม้ทั้งหมด 22 ชนิด ผล

การศึกษาพบว่า ปริมาณฟีนอลรวมจากสารสกัดเมทานอลของตัวอย่างน้ำผึ้งจากชันโรงอยู่

ในช่วง 17 ถึง 66 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัม โดยปริมาณฟีนอลิกรวมจะมีความสัมพันธ์กับ

แหล่งที่มาของนำ้ผึ้งและสายพันธุ์ของผ้ึง โดยตัวอย่างนำ้ผึ้งจาก Maues, Labrea และ  Rio Preto 
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da Eva มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงที่สุด และตัวอย่างน้ำผึ้งที่มีปริมาณฟีนอลิก รวมต่ำที่สุดคือ

ตัวอย่างน้ำผึ้งจาก Pauini และ Boca do Acre โดยในตัวอย่างจาก Boca do Acre และ Pauini มี

ปริมาณ Gallic acid สูงที่สุด อยู่ที่ 0.02 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และตัวอย่างจาก Lábrea มี

ปริมาณ Catechol สูงที่สุด อยู่ที่ 8.76 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม นอกจากนี้ยังเป็นตัวอย่างเดียวที่

ตรวจพบ Naringenin และ Luteolin อยู่ที่ 1.30 และ 2.26 มิลลกิรัมต่อ 100 กรัม ตามลำดับ และ

ตัวอย่างที ่พบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมากที ่ส ุดคือตัวอย่างจาก Manaus ซ ึ ่งพบ           

3 ,4 - Dihydroxybenzoic acid, 4-Hydroxybenzoic acid, Vanillic acid, Salicylic acid, Syringic 

acid, Coumaric acid, Cinnamic acid, trans,trans-Abscisic acid และ cis,trans-Abscisic acid โดย

ตัวอย่างจาก Rio Preto da Eva พบปริมาณ Taxifolin สูงที่สุดเท่ากับ 1.58 มิลลกิรัมต่อ 100 กรัม 

ในปี ค.ศ. 2014 Luca C. และคณะ[22] ได้ทำการศึกษาการหาปริมาณสารประกอบฟี

นอลิกในน้ำผึ้งโดยใช้การสกัดระดับจุลภาคด้วยของเหลวแบบกระจาย งานนี้อธิบายแนวทาง

ใหม่ในการวิเคราะห์หาของกรดฟีนอลิก 5 ชนิดและฟลาโวนอยด์ 10 ชนิดในน้ำผึ้งจากเมืองคา

ลาเบรีย 7 ตัวอย่างอย่างรวดเร็ว สารประกอบฟีนอลถูกสกัดอย่างรวดเร็วและมีการเข้มข้นด้วย

การสกัดระดับจุลภาคด้วยของเหลวแบบกระจาย (DLLME) โดยใช้ CHCl3 เป็นตัวทำละลายสกัด

และใช้ Me2CO เป็นตัวทำละลายช่วยกระจายจากนั้นทำการวิเคราะห์โดยใช้ HPLC-UV โดยจะ

ตรวจพบสารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด คือ caffeic acid (CAA), ferulic acid (FEA), p-coumaric 

acid (p-COA), syringic acid (SYA) และ vanillic acid (VAA), และฟลาโวนอยด์ 10 ชนิด ค ือ

apigenin (API), chrysin(CHR), galangin (GAL), hesperetin (HES), kaempferol (KAE), luteolin 

(LUT), myricetin (MYR), pinobanksin (PNB), pinocembrin (PNC) แล ะ  quercetin (QUE) ใ น

ตัวอย่างน้ำผึ้งทั้ง 7 ตัวอย่าง โดยจะพบ p-coumaric acid, chrysin และ cis, trans-abscisic acid 

มากที่สุดในน้ำผึ้งตัวอย่างที่ 1 พบ kaempferol และ Galangin มากที่สุดในน้ำผึ้งตัวอย่างที่ 2 พบ 

pinobanksin, luteolin, apigenin และ pinocembrin มากที่สุดในน้ำผึ้งตัวอย่างที่ 3 พบ myricetin  

มากที ่ส ุดในน ้ำผ ึ ้งต ัวอย่างท ี ่  5 พบ vanillic acid, caffeic acid, ferulic acid, myricetin และ 

quercetin มากที่สุดในน้ำผึ้งตัวอย่างที่ 6 และพบ syringic acid และ hesperetin มากที่สุดใน

น้ำผึ้งตัวอย่างที่ 7 โดยมีค่าขีดจำกัดการตรวจวัดต่ำสุดอยู่ในช่วง 1.4 - 12.0 นาโนกรัมต่อกรัม 

และมีค่าขีดจำกัดการตรวจวัดต่ำสุดเชิงปริมาณอยู่ในช่วง 4.7-40.0 นาโนกรัมต่อกรัม 

ในปี ค.ศ. 2015 Walter S. และคณะ[29] ได้ทำการวิเคราะห์หาสารประกอบฟีนอลิก 13 

ชนิด ใน ตัวอย่างฝรั่ง (Psidium guajava L.)จากซัลวาดอร์ บาร์เฮีย บราซิล งานแสดงสินค้า 
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ห้างสรรพสินค้าและสวนที่ปลอดสารพิษ ทำการแบ่งตัวอย่างเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่มีสีเขียว 

(G), กลุ่มที่มีสขีาว (WG) และกลุ่มที่ทีสุก (R) โดยใช้เทคนิค HPLC-DAD โดยทำการสกัดตัวอย่าง

ด้วยเมทานอล และกรองด้วย PTFE จากนั้นนำไปวิเคราะห์ พบว่า ตัวอย่างของฝรั่งสีขาวมี

ปริมาณ gallic acid มากที่สุด คือ 7.28±1.57 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และในตัวอย่างฝั่งสีเขียว

พบปริมาณ chlorogenic acid และ ellagic acid 15.75±0.28 และ 30.60±1.75 มิลลกิรัมต่อ 100 

กรัม ตามลำดับ ซึ่งในตัวอย่างฝรุ่งสุก จะพบปริมาณ caffeic acid, transcinnamic acid, vanilic 

acid, p-coumaric acid, syringic acid และ ferulic acid อย ู ่ท ี ่  0.74  ± 0.05, 4.13  ± 0.31, 

3.37±0.42, 4.10±0.08, 2.20±0.13 และ 3.45±0.47 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม ตามลำดับ และ

พบปริมาณฟีนอลิกรวมในตัวอย่างฝรั่งสีขาวอยู่ที่ 55.23±1.34 มิลลิกรัมแกลลิกต่อ 100 กรัม 

และพบปริมาณฟีนอลิกรวมในตัวอย่างฝรั่งสุกและฝรั่งสีเขียว อยู่ในช่วง 186.89-448.54 และ 

246.60-516.50 มิลลกิรัมแกแลลิกต่อ 100 กรัม ตามลำดับ 

ในปี ค.ศ. 2016 Gulzer N. และคณะ[14] ได้ทำการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบ       

ฟีนอลิก สารต้านอนุมูลอิสระและปริมาณแร่ธาตุในตัวอย่างน้ำผึ้งจากดอกแอปเปิล ดอกเชอร์รี่ 

ดอกหญ้าฝรั่นและดอกไม้ป่าในเมืองแคชเมียร์ ประเทศอินเดีย โดยทำการชั่งตัวอย่ างน้ำผึ้ง 5 

กรัม ละลายด้วยน้ำกลั่น 5 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 2 ด้วย กรดไฮโดรคลอริก วางไว้ในอ่างน้ำที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนนั้นนำมากรองด้วย PTFE ขนาด 0.45 ไมโครเมตร โดย

สารประกอบฟีนอลิกจะติดอยู่ในคอลัมน์ โดยจะชะออกด้วยเมทานอล 250 มิลลิลิตร จากนั้น

นำไประเหยแบบหมุนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยสกัดสารตกค้างด้วยไดเมทิลอีเทอร์     

5 มิลลิลิตร 3 ครั้ง จากนั้นนำกากที่เหลือไปละลายด้วยเมทานอล 1 มิลลิลิตร (เกรด HPLC) 

และนำไปกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 

High Performance liquid chromatography ควบคู่กับ photodiode-array detector โดยจากการ

วิเคราะห์พบว่าในตัวอย่างจากดอกแอปเปิลมีปริมาณ gallic acid มากที่สุด อยู่ที่ 0.24± 0.06 

มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และพบน้อยที่สุดจากดอกหญ้าฝรั่น อยู่ที่ 0.11± 0.05 มิลลิกรัมต่อ 100 

กรัม และพบปริมาณ p-coumaric acid สูงที่สุดจากดอกแอปเปิล อยู่ที่ 0.25 ± 0.05 มิลลิกรัม

ต่อ 100 กรัม และพบน้อยที่สุดจากดอกหญ้าฝรั่น อยู่ที่  0.17 ± 0.12 มิลลกิรัมต่อ 100 กรัม ซึ่ง

น้ำผึ้งจากดอกไม้ทั้ง 4 ชนิดพบปริมาณ Naringenin มากที่สุด คือ 1.64 ± 0.08, 2.04 ± 0.10, 

1.84 ± 0.09 และ 1.71 ± 0.15 มลิลิกรัมต่อ 100 กรัม ตามลำดับ และพบ Ferulic acid น้อยที่สุด 

อยู ่ที ่ 0.07 ± 0.04, 0.17 ± 0.06, 0.10 ± 0.04 และ 0.09 ± 0.04 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม 

ตามลำดับ 
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ในปี ค.ศ. 2016 Janaína S. และคณะ[17] ได้ทำการศึกษาโพลีฟีนอลิคและสารต้าน

อนุมูลอิสระของน้ำผึ้งที่มาจากเกสรดอกไม้ชนิดเดียวกันโดย Meliponini จากภูมิภาคกึ่งบราซิล 

ซึ่งทำการหาปริมาณฟีนอลิกรวมโดยใช้ Folin–Ciocalteu phenol reagent  หาปริมาณฟลาโว

นอยด์รวมโดยใช้ colorimetric assay และศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธีการทดสอบด้วย 

Oxygen radical absorption capacity (ORAC),  ABTS•+ free radical-scavenging assay, Ferric 

reducing antioxidant power (FRAP) แล ะ  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical assays 

(DPPH) ในการหาสารประกอบฟีนอลิกจะทำการสกัดด้วย  Amberlite XAD-2 resin จากนั้น

วิเคราะห์ด้วย HPLC-DAD จากผลการทดลองพบว่าน้ำผึ้งจาก Ziziphus joazeiro Mart (juazeiro) 

และ Croton heliotropiifolius Kunth (velame branco) แสดงปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุด (TPCs) 

และมีผลการต้านอนุมูลอิสระที่สูงที่สุดในการทดสอบด้วย  DPPH และ ABTS•+ radicals ส่วน

น้ำผึ้งจาก Mimosa quadrivalvis L. (malícia) แสดงผลการต้าน peroxyl ที่สูงที่สุดในการทดสอบ 

ORAC และในน้ำผึ้ง Juazeiro แสดงปริมาณสูงสุดของ trans-cinnamic, p-coumaric, ellagic และ 

ferulic acid รวมถึง catechin, rutin, hesperetin และ chrysin เมื่อเปรียบเทียบกับน้ำผึ้งอื่น ๆ ที่

ผลิตโดยผึ ้งสายพันธุ ์เด ียวกัน  และน้ำผึ ้ง Malícia แสดงจำนวน myricetin, quercetin และ 

kaempferol ในปริมาณที่มากที่สุด โดยฟีนอลิกรวมเฉลี่ยสำหรับการตรวจวิเคราะห์ทั้งหมดคือ 

56.32 ± 28.5 มิลลิกรัมแกลลิกต่อ 100 กรัม และค่าเฉลี ่ยฟลาโวนอยด์รวม สำหรับการ

วิเคราะห์ทั้งหมด คือ 2.97 ± 0.9 มิลลิกรัมเคอเซตินต่อ 100 กรัม ซึ่งน้ำผึ้งที่มีฟีนอลิกรวม

สูงสุดจะมีความสามารถในการต้านจุลชพีที่สูงที่สุด ทั้งนีผ้ลการวิจัยพบว่าแหล่งที่มาของดอกไม้

มีผลต่อโพลีฟีนอลิคเช่นเดียวกับคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระและคุณสมบัติต้านจุลชีพของน้ำผึ้ง 

Meliponini 

ในปี ค.ศ. 2017 Fabíola B. และคณะ[13] ได้ทำตรวจหาสารประกอบฟีนอลิกในโดยทำ

การสกัดสารฟีนอลิกตามวิธีที่อธิบายไว้ใน Trautvetter et al. (2009) จากนั้นทำการตรวจวัด

ด ้ ว ย  Liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry (LC-ESI–

MS/MS) และหาสารต้านอนุมูลอิสระ ของน้ำผึ้งชันโรง (Meliponinae) 13 ตัวอย่างจากผึ้งชันโรง 

(Meliponinae) 9 ชนิดที ่แตกต่างกันด้วยการทดสอบ Oxygen radical absorbance capacity 

(ORAC) จากการผลการทดลองพบสารประกอบฟีนอลิก 26 ชนิด ได้แก่ กรดฟีนอลิก 12 ชนิด, 

ฟลาโวนอยด์ 9 ชนิด, ฟีนอลิกแอลดีไฮด์ 3 ชนิด, คูมารินและไดเทอร์พีน  สารประกอบฟีนอลิก

ที่สำคัญ ได้แก่ กรดซาลิไซลิค (8.02 – 94.8 ไมโครกรัมต่อ 100 กรัม), p-coumaric acid  (4.54 

– 64.3 ไมโครกรัมต่อ 100 กรัม), naringin (4.00 – 32.0 ไมโครกรัมต่อ 100 กรัม) และ taxifolin 

(12.0–1920 ไมโครกรัมต่อ 100 กรัม) ผลของ ORAC ของตัวอย่างน้ำผึ้งนั้นแตกต่างกันไปจาก 
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199 ถึง 667 µmol เทียบเท่า Trolox (TE) 100 กรัม (p <0.05) เมื่อเทียบความสัมพันธ์ของ ORAC 

กับฟีนอลิกแต่ละชนิด จะเห็นถึงความสัมพันธ์เชงิบวกที่สำคัญกับกรด p-coumaric (r = 0.83; p 

<0.001), syringaldehyde (r = 0.73; p <0.005), naringenin (r = 0.61; p <0.001) และ caffeic, 

ferulic, syringic และ aromadendrin (r = 0.51 ถึง r = 0.56; p <0.005) ความสัมพันธ์เหล่านี้

ชีใ้ห้เห็นวา่สารประกอบฟีนอลิกมีส่วนช่วยในการตา้นอนุมูลอิสระของน้ำผึ้งชันโรง 

ในปี ค.ศ. 2018 Jianling D. และคณะ[18] ได้ทำวิเคราะห์หาสารต้านอนุมูลอิสระใน

เซลล์ของน้ำผึ้งบัควีทเปรียบเทียบกับน้ำผึ ้งมานูก้า โดยหาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วย Folin-

Ciocalteu method จากผลการวิเคราะห์พบว่าน้ำผึ้งบัควีทมีปริมาณฟีนอลิก 1498 ± 37.3 (P < 

0.05) ในขณะที่น้ำผึ้งมานูก้ามีปริมาณฟีนอลิก 561 ± 2.82 ปริมาณฟีนอลิกของน้ำผึ้งบัควีทสูง

กว่าน้ำผึ้งมานูก้ามาก ซึ่งแสดงให้เห็นว่าน้ำผึ้งบัควีทมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดีกว่าน้ำผึ้งมานูก้า 

และหาสารประกอบฟีนอลิกถูกสกัดโดย Amberlite XAD-2 resin ตามด้วยการทำให้บริสุทธิ์ด้วย 

ethyl acetate ซ ึ ่ ง ก ร ด ฟ ี น อ ล ิ ก  9 ชน ิ ด  ไ ด ้ แ ก่  protocatechuic acid, chlorogenic acid,                     

p-hydroxybenzoic acid, caffeic acid, syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, isoferulic 

acid และbenzoic acid และ ฟลาโวนอยด์ 6 ชน ิด ได ้แก่  quercetin, apigenin, kaempferol, 

isorhamnetin, chrysin, galangin ถูกนำมาใช้เป็นมาตรฐานสำหรับการจำแนกสารประกอบ      

ฟีนอลิกของน้ำผึ้ง จากผลการทดลองพบว่ากรดฟีนอลิคทั้งหมดถูกพบในปริมาณที่สูงกว่าฟลา

โวนอยด์ทั้งหมดในน้ำผึ้งบัควีท ซึ่งผลลัพธ์นี้สอดคล้องกับรายงานก่อนหน้านี้ แสดงว่าน้ำผึ้งสี

เข้มมีกรดฟีนอลิกมากกว่าฟลาโวนอยด์ (Moniruzzaman et al., 2013) ปริมาณสารประกอบ     

ฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกัดน้ำผึ้งบัควีท (110 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม) สูงกว่าในสารสกัดจาก

น้ำผึ้งมานูก้า (7.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม) ดังนั้นน้ำผึ้งบัควีทจึงมีศักยภาพในการต้านอนุมูล

อิสระได้ดกีว่าน้ำผึ้งมานูก้า 

ในปี ค.ศ. 2019 Mitra Z. และคณะ[23] ได้ทำการศึกษา การประยุกต์ใช้สารประกอบ

เชิงซ้อนที่เกิดการอัลตราโซนิกกับ α– cyclodextrin สำหรับการวิเคราะห์สเปกโทรโฟโตเมตริก

ของกรดแกลลิกและกรดวานิลลิกในตัวอย่างน้ำผลไม้ 5 ตัวอย่างจากห้างสรรพสินค้า โดยการ

นำน้ำผลไม้ตัวอย่างละ 5 มิลลลิิตรไปปั่นเหวี่ยงที่  3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที จากนั้น

นำไปกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และน้ำไปเจือจางเป็น 50 มิลลิลิตร ด้วย

น้ำกลั่น จากนั้นนำสารละลายตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร เติม α-cyclodextrin ปรับ pH เป็น 3 ปรับ

ปริมาตรด้วย 10% เอทานอลในน้ำน้ำไปโซนิเคตเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วย 
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HPLD-DAD ซึ่งจากทั้ง 5 ตัวอย่างพบปริมาณกรดแกลลิกอยู่ในช่วง  1.32-5.00 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร โดยมีร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 96-105% และพบปริมาณกรดวานิลลิกอยู่ในช่วง 

2.59-5.92 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีร้อยละการได้กลับคืนอยู ่ในช่วง  97.5-105% และเมือ่

เปรียบเทียบกับเทคนิคการวิเคราะห์ด้วย HPLC-UV จะพบปริมาณกรดแกลลิกและกรดวานลิลิ

กอยู่ในช่วง 1.30-4.98 และ 2.60-5.10 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งจะพบว่าเทคนิคนี้ที่มีการสร้าง

สารประกอบเชิงซ้อนกับ α– cyclodextrin ให้ผลการวิเคราะห์ที ่ดีกว่า โดยมีการตรวจพบ

ปริมาณกรดแกลลิกและกรดวานลิลิกมากกว่า 

ในปี ค.ศ. 2019 Zuoyi Z. และคณะ[30] ได้ทำการศึกษาการสกัดสารประกอบฟีนอลิก 

17 ชนิดในน้ำผึ้งด้วยของเหลวและนำไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะ

สูง โดยทำการวิเคราะห์หาปริมาณ gallic acid, protocatechuic acid, caffeic acid, vanillic acid, 

sinapic acid, ferulic acid, rosmarinic acid, 3,4-dimethoxycinnamic acid, rutin, myricetin, 

quercetin, luteolin, kaempferol, apigenin, pinocembrin, chrysin และ galangin ในตัวอย่างนำ้ผึ้ง  

7 ตัวอย่าง โดยชั่งตัวอย่างนำ้ผึ้ง 0.5 กรัม เติมสารละลายกรด (1 โมลต่อลิตรของสารละลายกก

รดไฮโดรคลอริก pH 2) 1 มิลลลิิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเติมอะซิโตไนไตล์ 1 มิลลิลิตร นำไปผสม

ด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 1 นาที เก็บสารละลายชั้นบนนำไปทำให้แห้งในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส และนำมาละลายด้วย 200 มิลลิลิตรของเมทานอลในน้ำ (1:1 v/v) จากนั้น

นำไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยทั้ง 7 ตัวอย่าง พบปริมาณ

กรดแกลลิกอยู่ในช่วง 657-1450 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ ่ง 6 ใน 7 ตัวอย่างพบปริมาณ 

chrysin สูงที่สุดอยู่ในช่วง 1785-3364 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และจาก 5 ใน 7 ตัอย่างตรวจไม่

พบปริมาณ rosmarinic acid ที่อยู่ในตัวอย่างนำ้ผึ้ง แต่อกี 2 ตัวอย่างพบอยู่ที่ 85±2 และ 207±6 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยข้อดีของเทคนิคนี้ คือ เป็นการวิเคราะห์ที่ง่าย รวดเร็ว และเป็นมิตร

ต่อสิ่งแวดล้อม 

 



 

บทท่ี 3 

 

วธิีการดำเนนิการวิจัย 
 

3.1 สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

3.1.1 กรดออร์โทคูมาริก (o-Coumaric acid) Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

3.1.2 กรดแกลลิก (Gallic acid) Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

3.1.3 เมทานอล (Methanol) เกรดวิเคราะห์ RCI Labscan ประเทศไทย 

3.1.4 เอทานอล (Ethanol) เกรดวิเคราะห์ RCI Labscan ประเทศไทย 

3.2 วัสดุ อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

3.2.1 เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์แบบยูวี-วิสิเบิล (UV-visible spectrophotometer) 

รุ่น V-530, Jasco, สหรัฐอเมรกิา 

3.2.2 เครื่องช่ัง 4 ตำแหน่ง รุ่น AB 204-S, Mettler Toledo, เยอรมัน 

3.2.3 เครื่องผสมสารอัตโนมัติ 

3.2.4 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 

3.2.5 หลอดเซนติฟวิก์พลาสตกิ (Centrifuge tube) ขนาด 15 มิลลลิิตร 

3.2.6 ช้อนตักสาร (Spatula) 

3.2.7 กระดาษกรอง (Filter paper) ยี่หอ้ Whatman เบอร์ 1  

3.2.8 ชุดเครื่องแก้ว 

• บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 100 และ 250 มิลลลิิตร 

• ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 50 และ 250 มิลลลิิตร 

• ปิเปต (pipette) ขนาด 5 และ 10 มิลลลิิตร 

• หลอดหยดสารและจุกยาง (Dropper) 

• แท่งแก้วคนสาร (Stirring rod) 

3.3 ตัวอย่างน้ำผึ้ง 

 ตัวอย่างน้ำผึ้งที่นำมาใช้ในการวิเคราะห์มีจำนวน 6 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างทั้งหมดเป็น

ตัวอย่างน้ำผึ้งโพรงป่าที่ได้จากผู้เลี้ยงผึ้งโพรงป่าในอำเภอเชียงม่วน (H1) อำเภอปง (H2) อำเภอ

เมืองพะเยา (H3) อำเภอแม่ใจ (H4) อำเภอภูกามยาว (H5) และอำเภอเชียงคำ (H6) จังหวัด

พะเยา ซึ่งลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างน้ำผึ้ง แสดงดังตาราง 1 



32 
 

ตาราง 1 ลักษณะทางกายภาพตัวอย่างน้ำผึ้งโพรงป่า 

ชื่อตัวอย่างน้ำผึ้ง ส ี ลักษณะ ลักษณะตัวอย่างน้ำผึ้ง 

H1 
สีเหลอืง 

อมนำ้ตาล 

ข้น 

ใส 

 

H2 
สีเหลอืง 

อมนำ้ตาล 

ข้น 

ใส 

 

H3 
สีเหลอืง 

อมนำ้ตาล 

เหลวเล็กน้อย 

ใส 

 

H4 
สีเหลอืง 

อมนำ้ตาล 

ข้น 

ใส 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

ชื่อตัวอย่างน้ำผึ้ง ชนิดน้ำผึ้ง อำเภอ ลักษณะตัวอย่างน้ำผึ้ง 

H5 
สีเหลอืง     

อมนำ้ตาล 

ข้น 

ใส 

 

H6 สีเหลอืง 
ข้น 

ใส 

 

 

3.4 การศึกษาหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณกรดออร์โทคูมารกิ

และกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้ง 

3.4.1 การศึกษาหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณกรด

ออร์โทคูมารกิ 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงใน

ขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้น 1.00, 2.00, 3.00, 

4.00, 5.00, 6.00, 7.00, 8.00, 9.00, 10.00, 15.00, 20.00, 25.00 แล ะ 

30.00 ppm 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปสแกนหาความยาวคลื่นที่เหมาะสม 
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3.4.2 การศึกษาหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณกรด

แกลลิก 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลลิิตร ให้ได้ความเข้มข้น 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 

6.00, 7.00, 8.00 9.00, 10.00, 15.00, 20.00, 25.00 และ 30.00 ppm 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปสแกนหาความยาวคลื่นที่เหมาะสม 

 

3.5 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมที่ใช้ในการสกัดตัวอย่าง 

3.5.1 วิธีการสกัดตัวอย่างด้วยตัวทำละลาย 

• ช่ังตัวอย่างน้ำผึ้ง 1.66 กรัม ลงในหลอดเซนติฟวิก์พลาสตกิ ขนาด 15 มิลลลิิตร 

• ละลายตัวอย่างดว้ยน้ำปราศจากไอออน 1 มิลลลิิตร เขย่าด้วยมือใหผ้สมกัน 

• เติมตัวทำละลาย 3 ชนิด ได้แก่ เมทานอล เอทานอลและเมทานอลต่อเอทานอล 

(1:1) ปริมาตร 5 และ 10 มิลลลิิตรลงในหลอด 

• นำไปหมุนเหวี่ยงเป็นเวลา 1 นาที 

• นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3, 5 และ 10 นาที 

• นำสารละลายไปกรองด้วยกระดาษกรอง เบอร์ 1  

• เก็บสารตัวอย่างที่สกัดได้ในหลอดเซนติฟวิก์พลาสตกิ 

3.6 การตรวจสอบประสิทธิภาพของการวิเคราะห์หากรดออร์โทคูมารกิ (Analytical 

performance) 

3.6.1 การศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงใน

ขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลลิิตร ให้ได้ความเข้มข้น 0.05, 1.00, 2.00, 3.00, 

4.00, 5.00, 6.00, 7.00, 8.00 9.00, 10.00, 15.00, 20.00, 25.00, 30.00, 

40.00, 50.00 และ 60.00 ppm 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร 



35 
 

3.6.2 การศึกษาความแม่นยำของการวิเคราะห์ (Precision) 

 3.6.2.1 Repeatability 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงใน

ขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้น 1.00, 5.00 และ 10.00 

ppm 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร 

• ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงซ้ำจำนวน 7 ครั้ง (ความเข้มข้นละ 1 ขวด) 

3.6.2.2 Reproducibility 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงใน

ขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้น 1.00, 5.00 และ 10.00 

ppm 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร 

• ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงซ้ำจำนวน 3 ครั้ง (ความเข้มข้นละ 7 ขวด) 

3.6.3 การศึกษาขีดจำกัดการตรวจวัด (Limit of Detection) และขีดจำกัดการ

ตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation) 

• ปิเปตเอทานอล 5.00 มิลลลิิตร และปิเปตน้ำปราศจากไอออน 1.00 มิลลลิิตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร 

• วัดซ้ำจำนวน 11 ครั้ง คำนวณหาค่า LOD และ LOQ 

• สร้างกราฟมาตรฐานที ่ความเข้มข้น 1.00-19.00 ppm โดยมีความสัมพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกและค่าการ

ดูดกลืนแสง 

3.6.4 การศึกษาร้อยละการการได้กลับคืนของเคร่ืองมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

(%Recovery) 

• ปิเปตสารตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 

มิลลลิิตร (ตัวอย่างเริ่มตน้ (Original sample)) 
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• ปิเปตสารตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตรและสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคู

มาริกให้ได้ความเข้มข้น 5 ppm (Spiked sample) ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 

50 มิลลลิิตร  

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร 

3.6.5 การศึกษาร้อยละการการได้กลับคืนของวิธีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

(%Recovery) 

• ชั่งตัวอย่างนำผึ้ง 1.66 กรัมด้วนเครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง ปรับปริมาตรเป็น 10 

มิลลลิิตรด้วยน้ำปราศจากไอออน (ตัวอย่างเริ่มตน้ (Original sample)) 

• ช่ังตัวอย่างนำผึ้ง 1.66 กรัมด้วนเครื่องช่ัง 4 ตำแหน่ง 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกให้ได้ความเข้มข้น 5 ppm (Spiked 

sample) ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลลิิตร  

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร 

3.6.6 การสร้างกราฟมาตรฐาน (Calibration Curve) 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงใน

ขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้น 1.00, 3.00, 5.00, 7.00

และ 9.00 ppm 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร 

• ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงซ้ำจำนวน 3 ครั้ง 

• สร้างกราฟมาตรฐานโดยมีความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกและค่าการดูดกลืนแสง 

3.6.7 การวิเคราะห์หาปริมาณกรดออร์โทคูมารกิ 

• ปิเปตสารละลายที ่ได้จากการสกัดตัวอย่าง 1.00 มิลลิลิตร ลงในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 10.00 มิลลลิิตร 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออน 
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• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความ

ยาวคลื่น 272 นาโนเมตร 

3.7 การตรวจสอบประสิทธิภาพของการวิเคราะห์หากรดแกลลิก (Analytical 

performance) 

3.7.1 การศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้น 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 

6.00, 7.00, 8.00, 9.00, 10.00, 15.00, 20.00, 25.00, 30.00, 40.00, 50.00, 

60.00, 70.00, 80.00, 90.00 และ 100.00 ppm 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร 

3.7.2 การศึกษาความแม่นยำของการวิเคราะห์ (Precision) 

 3.7.2.1 Repeatability 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลลิิตร ให้ได้ความเข้มข้น 1.00, 20.00 และ 40.00 ppm 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร 

• ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงซ้ำจำนวน 7 ครั้ง (ความเข้มข้นละ 1 ขวด) 

3.7.2.2 Reproducibility 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลลิิตร ให้ได้ความเข้มข้น 1.00, 20.00 และ 40.00 ppm 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร 

• ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงซ้ำจำนวน 3 ครั้ง (ความเข้มข้นละ 7 ขวด) 

3.7.3 การศึกษาขีดจำกัดการตรวจวัด (Limit of Detection) และขีดจำกัดการ

ตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation) 

• ปิเปตเอทานอล 5.00 มิลลลิิตร และปิเปตน้ำปราศจากไอออน 1.00 มิลลลิิตร 
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• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร 

• วัดซ้ำจำนวน 11 ครั้ง คำนวณหาค่า LOD และ LOQ 

• สร้างกราฟมาตรฐานที ่ความเข้มข้น 1.00-19.00 ppm โดยมีความสัมพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกและค่าการ

ดูดกลืนแสง 

3.7.4 การศึกษาร้อยละการการได้กลับคืนของวิธีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

(%Recovery) 

• ปิเปตสารตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 

มิลลลิิตร (ตัวอย่างเริ่มตน้ (Original sample)) 

• ปิเปตสารตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตรและสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 

ให้ได้ความเข้มข้น 5 ppm (Spiked sample) ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 

มิลลลิิตร  

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร 

3.7.5 การศึกษาร้อยละการการได้กลับคืนของวิธีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

(%Recovery) 

• ชั่งตัวอย่างนำผึ้ง 1.66 กรัมด้วนเครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง ปรับปริมาตรเป็น 10 

มิลลลิิตร ด้วยน้ำปราศจากไอออน (ตัวอย่างเริ่มตน้ (Original sample)) 

• ช่ังตัวอย่างนำผึ้ง 1.66 กรัมด้วนเครื่องช่ัง 4 ตำแหน่ง 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกให้ได้ความเข้มข้น 5 ppm (Spiked 

sample) ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลลิิตร  

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร 

3.7.6 การสร้างกราฟมาตรฐาน (Calibration Curve) 

• ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้น 100.00 ppm ลงในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้น 0.05, 0.1, 1.00, 5.00, 10.00, 

15.00, 20.00 และ 25.00 ppm 
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• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนถึงขีดวัดปริมาตร 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร 

• ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงซ้ำจำนวน 3 ครั้ง 

• สร้างกราฟมาตรฐานโดยมีความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกและค่าการดูดกลืนแสง 

3.7.7 การวเิคราะห์หาปริมาณกรดแกลลิก  

• ปิเปตสารละลายที ่ได้จากการสกัดตัวอย่าง 1.00 มิลลิลิตร ลงในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 10.00 มิลลลิิตร 

• ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออน 

• นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความ

ยาวคลื่น 266 นาโนเมตร 

 



 

บทท่ี 4 

 

ผลการวจิัย 

 

ก่อนทำการวิเคราะห์จำเป็นต้องหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด เนื่องจากสภาวะที่

เหมาะสมในการสกัดจะทำให้ผลการทดลองมีประสิทธิภาพ ถูกต้อง และแม่นยำ โดยสภาวะที่

ศกึษา ได้แก่ ชนิดของตัวทำละลาย ปริมาตรตัวทำลาละลาย และเวลาที่ใชใ้นการปั่นเหวี่ยง โดย

เกณฑ์ที่ใช้ในการเลือกสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์จะพิจารณาจากค่าการดูดกลืนแสงที่

สูง เนื่องจากค่าการดูดกลืนแสงแสดงถึงปริมาณกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิกที่สกัดได้สูง

ด้วย 

4.1 ผลของการหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์กรดออร์โทคูมารกิโดย

เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตเมตรี 

ทำการศึกษาหาความยาวคลื่นที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (max) โดยทำการศึกษา

ที ่ความเข ้มข ้น 0.10, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00, 7.00, 8.00, 9.00, 10.00, 

15.00, 20.00, 25.00, 30.00, 40.00, 50.00 และ 60.00 มิลลกิรัมต่อลิตร ซึ่งความสูงของเส้น

สเปกตรัมจะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อความเข้มข้นของสารละลายมาตราฐานกรดออร์โทคูมาริกเพิ่มขึ้น 

แสดงดังภาพ 38 (ภาคผนวก ค) ดังนั้นจึงศึกษาความยาวคลื่นที่เหมาะสม โดยการสร้างกราฟ

มาตรฐานระหว่างความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 267, 268, 270, 271, 272, 273, 274 และ 275 นาโนเมตร โดยเกณฑ์ที่ใช้ใน

การเลือกความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ จะพิจารณาจากสภาพไว (Sensitivity) ที่สูง

ที่สุด สภาพไวในที่นี้ พิจารณาจากค่าความชัน (Slope) จากสมการเส้นตรงโดยค่าความชันมาก

แสดงถึงสภาพไวที่สูง แสดงดังภาพ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และตาราง 2 จะเห็นได้ว่าที่ความ

ยาวคลื่น 272 นาโนเมตร มีสภาพไวที่สูงที่สุด จึงเลือกความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร ในการ

วิเคราะห์กรดออร์โทคูมาริก 
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ภาพ 2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมา

ริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 267 นาโนเมตร 

 

 
ภาพ 3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมา

ริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 268 นาโนเมตร 
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ภาพ 4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมา

ริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร 

 

 
ภาพ 5 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมา

ริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 271 นาโนเมตร 

 

y = 0.0884x + 0.0344
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y = 0.0889x + 0.0342
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ภาพ 6 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมา

ริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร 

 

 

ภาพ 7 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมา

ริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 273 นาโนเมตร 

 

y = 0.0899x + 0.0298
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ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ (mg/L)

y = 0.0892x + 0.0394
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ภาพ 8 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมา

ริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 274 นาโนเมตร 

 

 

ภาพ 9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมา

ริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 
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ตาราง 2 สมการเส้นตรงและค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคู

มาริกที่ความยาวคลื่น 267, 268, 270, 271, 272, 273, 274 และ 275 นาโนเมตร 

ความยาวคลื่น (นาโนเมตร) สมการเส้นตรง ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 

267 y = 0.0831x + 0.0411 0.9982 

268 y = 0.0858x + 0.0357 0.9989 

270 y = 0.0884x + 0.0344 0.9987 

271 y = 0.0889x + 0.0342 0.9981 

272 y = 0.0899x + 0.0298 0.9987 

273 y = 0.0892x + 0.0394 0.9972 

274 y = 0.0892x + 0.0367 0.9975 

275 y = 0.0886x + 0.0345 0.9973 

 

4.2 ผลของการหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์กรดแกลลิกโดยเทคนิคยูวี-

วิสิเบิลสเปกโตเมตร ี

ทำการศึกษาหาความยาวคลื่นที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (max) โดยทำการศึกษา

ที ่ความเข ้มข ้น 0.10, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00, 7.00, 8.00, 9.00, 10.00, 

15.00, 20.00, 25.00, 30.00, 40.00, 50.00, 60.00, 70.00, 80.00, 90.00 แล ะ  100.00 

มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งความสูงของเส้นสเปกตรัมจะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อความเข้มข้นของสารละลาย

มาตราฐานกรดแกลลิกเพิ่มขึน้ แสดงดังภาพ 39 (ภาคผนวก ค) ดังนัน้จงึศึกษาความยาวคลื่นที่

เหมาะสม โดยการสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก

กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267 และ 268 นาโน

เมตร โดยเกณฑ์ที่ใช้ในการเลือกความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ จะพิจารณาจาก

สภาพไว (Sensitivity) ที่สูงที่สุด สภาพไวในที่นี้พิจารณาจากค่าความชัน (Slope) จากสมการ

เส้นตรงโดยค่าความชันมากแสดงถึงสภาพไวที่สูง แสดงดังภาพ 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 

และตาราง 3  จะเห็นได้ว่าที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร มีสภาพไวที่สูงที่สุด จึงเลือกความ

ยาวคลื่น 266 นาโนเมตร ในการวิเคราะห์กรดแกลลิก 
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ภาพ 10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก

กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 261 นาโนเมตร 

 

 
ภาพ 11 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกกับ

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 262 นาโนเมตร 
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ภาพ 12 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก

กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 263 นาโนเมตร 

 

 
ภาพ 13 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก

กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 264 นาโนเมตร 

y = 0.0436x + 0.0175
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ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลกิ(mg/L)
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ภาพ 14 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกกับ

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 265 นาโนเมตร 

 

 
ภาพ 15 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก

กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร 
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ภาพ 16 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก

กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 267 นาโนเมตร 

 

 
ภาพ 17 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก

กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 268 นาโนเมตร 
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ตาราง 3 สมการเส้นตรงและค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่

ความยาวคลื่น 261-268 นาโนเมตร 

ความยาวคลื่น (นาโนเมตร) สมการเส้นตรง ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 

261 y = 0.0417x + 0.0257 0.9990 

262 y = 0.0428x + 0.0209 0.9991 

263 y = 0.0436x + 0.0175 0.9990 

264 y = 0.0443x + 0.0131 0.9992 

265 y = 0.0447x + 0.0094 0.9990 

266 y = 0.0452x + 0.0044 0.9990 

267 y = 0.0454x - 0.0002 0.9989 

268 y = 0.0454x - 0.0042 0.9989 

 

4.3 สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกรดออร์โทคูมาริก 

4.3.1 ผลการศึกษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด (Types of 

solvent) 

จากการศึกษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด จากการทดลอง ช่ัง

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 1.66 กรัม ลงในหลอดเซนติฟิวก์ ขนาด 15 มิลลิลิตร และละลายตัวอย่างน้ำผึ้ง

ด้วยน้ำปราศจากไอออน 1.00 มิลลิลิตรโดยตัวทำละลายที่ใช้ในการศึกษาการสกัด มี 3 ชนิด 

คือ เมทานอล เอทานอลและเมทานอลต่อเอทานอล อัตราส่วน 1 ต่อ 1 โดยปริมาตร ทำการ

สกัดภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกันแล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง โดยเครื่องยูวี-วิสิเบิล 

สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร ซึ่งในการศึกษาค่าการดูดกลืนแสงของ

สารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกในตัวอย่างน้ำผึ้งที่ใช้ตัวทำละลายในการสกัดทั้ง 3 ชนิด 

พบว่าเอทานอลเป็นตัวทำละลายที่ใชส้กัดแล้วให้ค่าการดูดกลืนแสงมากที่สุด เนื่องจากกรดออร์

โทคูมาริกจัดเป็นสารกลุ่มฟีโนลิกที่มาจาก hydroxycinnamic acid ที่ประกอบด้วยหมู่คาร์บอก

ซิลและหมู่ไฮดรอกซิลทำให้เป็นสารที่มีขั้ว จึงเหมาะสมกับตัวทำละลายที่มีขั้ว เช่น เอทานอล 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้เอทานอลเป็นตัวทำละลายที่ใช้ในการสกัดกรดออร์โทคูมาริกใน

ตัวอย่างน้ำผึ้ง ซึ่งการศึกษาข้อมูลค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมา

ริกในตัวอย่างนำ้ผึ้งที่ใชต้ัวทำละลายในการสกัดทั้ง 3 ชนิด แสดงผลดังตาราง 4 และภาพ 18 
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ตาราง 4 ผลการศกึษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 

ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) ± SD 

เมทานอล เอทานอล 
เมทานอล : เอทานอล 

(1:1 v/v) 

H1 0.7924 ± 0.0003 0.8180 ± 0.0008 0.7958 ± 0.0002 

H2 0.7968 ± 0.0006 0.8131± 0.0004 0.8044 ± 0.0002 

H3 0.5484 ± 0.0002 0.5764 ± 0.0003 0.5654 ± 0.0001 

H4 0.5942 ± 0.0004 0.5992 ± 0.0004 0.5730 ± 0.0007 

H5 0.4503 ± 0.0002 0.4612 ± 0.0008 0.4461 ± 0.0002 

H6 0.4471 ± 0.0005 0.4619 ± 0.0003 0.4475 ± 0.0003 

 

 
ภาพ 18 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของตัวทำละลายกับค่าการดูดกลืนแสง 
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4.3.2 ผลการศึกษาปรมิาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด (Solvent 

volumes) 

การศึกษาปริมาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด โดยปริมาตรตัวทำละลายที่ใช้ 

คือ 5.00 และ 10.00 มิลลิลิตร ทำการสกัดภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกันและวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร ซึ่งใน

การศึกษาค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกโดยใช้ปริมาตรตัวทำ

ละลายต่างกัน พบว่าตัวทำละลายปริมาตร 5.00 มิลลลิิตร ให้ค่าการดูดกลืนแสงมากกว่าตัวทำ

ละลายปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร ดังนั้นจึงเลือกใช้ตัวทำละลายปริมาตรที่น้อยที่สุด คือ 5.00 

มิลลลิิตรในการสกัดตัวอย่าง แสดงผลดังตาราง 5 และภาพ 19 

 

ตาราง 5 ผลการศกึษาปริมาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมสำหรับการสกัด 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) ± SD 

5.00 มิลลิลิตร 10.00 มิลลิลิตร 

H1 0.8236 ± 0.0006 0.5089 ± 0.0002 

H2 0.7984 ± 0.0003 0.5232 ± 0.0008 

H3 0.5927 ± 0.0003 0.3710 ± 0.0004 

H4 0.5940 ± 0.0004 0.3625 ± 0.0003 

H5 0.4696 ± 0.0000 0.2801 ± 0.0005 

H6 0.4555 ± 0.0005 0.2875 ± 0.0001 
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ภาพ 19 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาตรของตัวทำละลายที่ใชใ้นการสกัดกับค่า

การดูดกลืนแสง 

 

4.3.3 ผลการศึกษาเวลาที่ใช้ในการปั่นหวี่ยงที่เหมาะสมในการสกัด (Mixing 

times) 

การศึกษาเวลาที่ใช้ในการปั่นเหวี่ยงที่เหมาะสมสำหรับการสกัด โดยใช้เวลาในการปั่น

เหวี่ยง คือ 3, 5 และ10  นาที ทำการสกัดภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกันและวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร ซึ่งใน

การศึกษาค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกโดยใช้เวลาในการปั่น

เหวี่ยงต่างกัน พบว่าเมื่อเพิ่มเวลาในการปั่นเหวี่ยงสารละลายเป็น 10 นาที จะทำให้ค่าการ

ดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้น แต่ในตัวอย่างน้ำผึ้งอำเภอเมืองที่เวลาปั่นเหวี่ยง 10 นาที ให้ค่าการดูดกลืน

แสงที่น้อยกว่า 3 และ 5 นาที เพียงเล็กน้อย ดังนั้นจึงเลือกใช้เวลาในการปั่นเหวี่ยงที่ 10 นาที 

ซึ่งการศกึษาข้อมูลค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทรคูมาริกที่ใช้เวลาปั่น

เหวี่ยงต่างกัน แสดงผลดังตาราง 6 และภาพ 20 

 

 

 

 

0.0000

0.2000

0.4000

0.6000

0.8000

1.0000

H1 H2 H3 H4 H5 H6

ค่า
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

ง 
(A

.U
.)

ตัวอย่างน้้าผึ้ง

5 mL

10 mL



54 
 

 

ตาราง 6 ผลการศกึษาเวลาที่ใชใ้นการปั่นเหวี่ยงที่เหมาะสมสำหรับการสกัด 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) ± SD 

3 นาที 5 นาที 10 นาที 

H1 0.7980 ± 0.0005 0.8102 ± 0.0005 0.8297 ± 0.0003 

H2 0.7789 ± 0.0001 0.7858 ± 0.0002 0.8214 ± 0.0002 

H3 0.5792 ± 0.0002 0.5716 ± 0.0004 0.5676 ± 0.0004 

H4 0.6126 ± 0.0002 0.5921 ± 0.0005 0.6133 ± 0.0006 

H5 0.4586 ± 0.0005 0.4526 ± 0.0002 0.4644 ± 0.0004 

H6 0.4636 ± 0.0003 0.4470 ± 0.0001 0.4727 ± 0.0003 

 

 
ภาพ 20 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเวลาที่ใชใ้นการสกัดกับค่าการดูดกลืนแสง 
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4.4 สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกรดแกลลิก 

4.4.1 ผลการศึกษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด (Types of 

solvent) 

จากการศึกษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด จากการทดลอง ช่ัง

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 1.66 กรัม ลงในหลอดเซนติฟิวก์ ขนาด 15 มิลลิลิตร และละลายตัวอย่างน้ำผึ้ง

ด้วยน้ำปราศจากไอออน 1.00 มิลลิลิตรโดยตัวทำละลายที่ใช้ในการศึกษาการสกัด มี 3 ชนิด 

คือ เมทานอล เอทานอลและเมทานอลต่อเอทานอล อัตราส่วน 1 ต่อ 1 โดยปริมาตร ทำการ

สกัดภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกันแล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง โดยเครื่องยูวี-วิสิเบิล 

สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร ซึ่งในการศึกษาค่าการดูดกลืนแสงของ

สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้งที่ใช้ตัวทำละลายในการสกัดทั้ง 3 ชนิด พบว่า

เอทานอลเป็นตัวทำละลายที่ใช้สกัดแล้วให้ค่าการดูดกลืนแสงมากที่สุด เนื่องจากกรดแกลลิก

จัดเป็นสารกลุ่มกรดฟีโนลิกที่มาจาก hydroxybenzoic acids ที่ประกอบด้วยหมู่คาร์บอกซิลและ

หมู่ไฮดรอกซิลทำให้เป็นสารที่มีขั้ว จึงเหมาะสมกับตัวทำละลายที่มีขั้ว เช่น เอทานอล ดังนั้นใน

งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้เอทานอลเป็นตัวทำละลายที่ใช้ในการสกัดกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้ง ซึ่ง

การศึกษาข้อมูลค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้งที่ใช้

ตัวทำละลายในการสกัดทั้ง 3 ชนิด แสดงผลดังตาราง 7 และภาพ 21 

 

ตาราง 7 ผลการศกึษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 

ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) ± SD 

เมทานอล เอทานอล 
เมทานอล : เอทา

นอล (1:1 v/v) 

H1 0.7596 ± 0.0004 0.7857 ± 0.0012 0.7639 ± 0.0005 

H2 0.7559 ± 0.0010 0.7734 ± 0.0004 0.7614 ± 0.0005 

H3 0.5227 ± 0.0007 0.5518 ± 0.0004 0.5394 ± 0.0010 

H4 0.5689 ± 0.0002 0.5855 ± 0.0008 0.5499 ± 0.0006 
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ตาราง 7 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 

ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) ± SD 

เมทานอล เอทานอล 
เมทานอล : เอทา

นอล (1:1 v/v) 

H5 0.4387 ± 0.0005 0.4651 ± 0.0010 0.4404 ± 0.0003 

H6 0.4294 ± 0.0013 0.4480 ± 0.0006 0.4300 ± 0.0004 

H5 0.4387 ± 0.0005 0.4651 ± 0.0010 0.4404 ± 0.0003 

H6 0.4294 ± 0.0013 0.4480 ± 0.0006 0.4300 ± 0.0004 

 

 
ภาพ 21 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของตัวทำละลายกับค่าการดูดกลืนแสง 

 

4.4.2 ผลการศึกษาปรมิาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด (Solvent 

volumes) 

การศึกษาปริมาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด โดยปริมาตรตัวทำละลายที่ใช้ 

คือ 5.00 และ 10.00 มิลลิลิตร ทำการสกัดภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกันและวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร ซึ่งใน
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การศึกษาค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกโดยใช้ปริมาตรตัวทำละลาย

ต่างกัน พบว่าตัวทำละลายปริมาตร 5.00 มิลลลิิตร ให้ค่าการดูดกลืนแสงมากกว่าตัวทำละลาย

ปริมาตร 10.00 มิลลลิิตร ดังนัน้จงึเลือกใช้ตัวทำละลายปริมาตรที่น้อยที่สุด คือ 5.00 มิลลิลิตร

ในการสกัดตัวอย่าง แสดงผลดังตาราง 8 และภาพ 22 

 

ตาราง 8 ผลการศกึษาปริมาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมสำหรับการสกัด 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) ± SD 

5.00 มิลลิลิตร 10.00 มิลลิลิตร 

H1 0.7905 ± 0.0001 0.4900 ± 0.0002 

H2 0.7560 ± 0.0012 0.5000 ± 0.0017 

H3 0.5674 ± 0.0004 0.3579 ± 0.0004 

H4 0.5717 ± 0.0010 0.3497 ± 0.0005 

H5 0.4630 ± 0.0005 0.2774 ± 0.0007 

H6 0.4399 ± 0.0006 0.2787 ± 0.0003 
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ภาพ 22 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาตรของตัวทำละลายที่ใช้ในการสกัดกับค่าการ

ดูดกลืนแสง 

 

4.4.3 ผลการศึกษาเวลาที่ใช้ในการปั่นเหวี่ยงท่ีเหมาะสมในการสกัด (Mixing 

times) 

การศึกษาเวลาที่ใช้ในการปั่นเหวี่ยงที่เหมาะสมสำหรับการสกัด โดยใช้เวลาในการปั่น

เหวี่ยง คือ 3, 5 และ 10 นาที ทำการสกัดภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกันและวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร ซึ่งใน

การศึกษาค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกโดยใช้เวลาในการปั่นเหวี่ยง

ต่างกัน พบว่าเมื่อเพิ่มเวลาในการปั่นเหวี่ยงสารละลายจาก 3 เป็น 5 และ 10 นาที จะทำให้ค่า

การดูดกลืนแสงลดลง แต่ในตัวอย่างนำ้ผึ้งจากอำเภอเมืองที่ทำการปั่นเหวี่ยงที่ 5 นาที มีค่าการ

ดูดกลืนแสงที่มากกว่า 3 นาที เพียงเล็กน้อย ดังนั้นจึงเลือกใช้เวลาในการปั่นเหวี่ยงที่น้อยที่สุด

คือที่เวลา 3 นาที ซึ่งการศกึษาข้อมูลค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่

ใช้เวลาปั่นเหวี่ยงต่างกัน แสดงผลดังตาราง 9 และภาพ 23 
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ตาราง 9 ผลการศกึษาเวลาที่ใชใ้นการปั่นเหวี่ยงที่เหมาะสมสำหรับการสกัด 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) ± SD 

3 นาที 5 นาที 10 นาที 

H1 0.7653 ± 0.0004 0.7858 ± 0.0005 0.7959 ± 0.0006 

H2 0.7352 ± 0.0005 0.7520 ± 0.0006 0.7763 ± 0.0005 

H3 0.5526 ± 0.0005 0.5537 ± 0.0002 0.5416 ± 0.0004 

H4 0.5888 ± 0.0004 0.5746 ± 0.0007 0.5938 ± 0.0007 

H5 0.4515 ± 0.0003 0.4469 ± 0.0003 0.4534 ± 0.0004 

H6 0.4460 ± 0.0005 0.4347 ± 0.0003 0.4562 ± 0.0009 

 

 
ภาพ 23 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเวลาที่ใชใ้นการสกัดกับค่าการดูดกลืนแสง 
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4.5 สมรรถนะที่เหมะสมในการวเิคราะห์กรดออร์โทคูมารกิ (Analytical performance) 

4.5.1 ผลการหาช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

จากการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง โดยใช้สารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่

ค ว าม เ ข ้ ม ข ้ น  0.05, 0.10, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00, 7.00, 8.00, 9.00, 10.00, 

15.00, 20.00, 25.00, 30.00, 40.00, 50.00 และ 60.00 มิลลิกรัมต่อลิตร วัดซ้ำความเข้มข้น

ละ 3 ซ้ำ พบว่าที่ 0.05-30.00 มิลลิกรัมต่อลิตร มีความเป็นเส้นตรงมากที่สุด แสดงผลดัง

ตารางที่ 10 และภาพที่ 24 แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นจาก 40.00-60.00 มิลิกรัมต่อลิตร พบว่า

กราฟที่ได้มลีักษณะโค้ง ดังนัน้ในการศกึษาครั้งนีจ้งึได้สร้างกราฟมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่

ความเข้มข้น 0.50, 1.00, 3.00, 5.00, 7.00 และ 9.00 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อหาความสัมพันธ์

เชิงเส้นที่ทำให้กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรง (y = 0.0985x + 0.0069) และมีค่าสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9996 แสดงผลดังตาราง 11 และภาพ 25 

 

ตาราง 10 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกในการหาช่วงความ

เป็นเส้นตรง 

ความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานกรด

ออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

± SD 

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 

(R2) 

0.05 0.0068 ± 0.0008 1.0000 

0.10 0.0126 ± 0.0005 1.0000 

1.00 0.1032 ± 0.0003 1.0000 

2.00 0.1999 ± 0.0016 0.9990 

3.00 0.3000 ± 0.0006 0.9990 

4.00 0.3945 ± 0.0006 0.9990 

5.00 0.4911 ± 0.0003 0.9990 
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ตาราง 10 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานกรด

ออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

± SD 

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 

(R2) 

6.00 0.5842 ± 0.0006 0.9990 

7.00 0.6813 ± 0.0011 0.9990 

8.00 0.7741 ± 0.0012 0.9990 

9.00 0.8586 ± 0.0007 0.9990 

10.00 0.9524 ± 0.0015 0.9990 

15.00 1.4147 ± 0.0006 0.9990 

20.00 1.8632 ± 0.0071 0.9990 

25.00 2.2655 ± 0.0031 0.9990 

30.00 2.6250 ± 0.0552 0.9980 

40.00 2.9732 ± 0.1215 0.9830 

50.00 3.0072 ± 0.1024 0.9480 

60.00 2.8997 ± 0.0588 0.8990 
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ภาพ 24 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคู

มาริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ 272 นาโนเมตร  

 

ตาราง 11 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก (กราฟมาตรฐาน) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

(A.U.) ± SD 

ค่าสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์ (R2) 

1.00 0.0985 ± 0.0004 1.0000 

3.00 0.3082 ± 0.0004 1.0000 

5.00 0.5029 ± 0.0013 0.9995 

7.00 0.6998 ± 0.0006 0.9997 

9.00 0.8878 ± 0.0002 0.9996 
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ภาพ 25 กราฟมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานออร์โทคูมาริกกับค่าการดูดกลืนแสง 

 

4.5.2 ผลการหาขีดจำกัดการตรวจวัด (Limit of Detection, LOD) และขีดจำกัด

การตรวจวัดเชิงปรมิาณ (Limit of Quantization, LOQ)   

จากการศกึษาขีดจำกัดการตรวจวัดและขีดจำกัดการตรวจวัดเชงิปริมาณ โดยการใช้

สารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความเข้มข้น 0.50, 1.00, 3.00, 5.00, 7.00, 9.00, 

11.00, 13.00, 15.00, 17.00  และ 19.00 มิลลกิรัมต่อลิตร สร้างกราฟมาตรฐานกรดออร์โทคู

มาริก เพื่อให้ได้สมการเส้นตรง (y = 0.0943x + 0.0281) แสดงผลดังภาพ 28 (ภาคผนวก ก) 

โดยใช้สารละลายเอทานอลต่อน้ำปราศจากไอออน (5:1 v/v) ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสง 7 ซ้ำ 

จากนั้นคำนวณหาขีดจำกัดของการตรวจวัดและขีดจำกัดการตรวจวัดเชิงปริมาณ จากสูตร 3 

เท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Sy/x) / ความชัน (b) และ 10 เท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Sy/x) 

/ ความชัน (b) ตามลำดับ พบว่ามีค่าขีดจำกัดการตรวจวัดเท่ากับ 0.01 มิลลกิรัมต่อลิตร และ

ขดีจำกัดการตรวจวัดเชิงปริมาณเท่ากับ 0.05 มิลลกิรัมต่อลิตร 

4.5.3 ผลการตรวจสอบความแม่นยำ (Precision) 

4.5.3.1 ความแม่นยำของเคร่ืองมือ (Repeatability) 

จากการตรวจสอบความแม่นยำของเครื่องมอืที่ใชใ้นการวิเคราะห์ โดยนำ

สารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก ความเข้มขน้ 1.00, 5.00 และ 10.00 มิลลิกรัมต่อลิตร 

y = 0.0985x + 0.0069

R² = 0.9996
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(ความเข้มข้นละ 1 ขวด) ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร วัดซ้ำจำนวน 

7 ครั้ง แสดงผลดังตาราง 12 พบว่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรบานสัมพัทธ์อยู่ในช่วง 0.08-0.65 % จึง

ถือว่าการวิเคราะห์มคีวามแม่นยำสูง เนื่องจากอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ของ AOAC  2016[9] 

(น้อยกว่าหรอืเท่ากับ 7.3 %) 

 

ตาราง 12 ความแม่นยำ (Repeatability) โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน

กรดออร์โทคูมาริกที่ความเข้มข้น 1.00, 5.00 และ 10.00 มิลลกิรัมต่อลิตร (n = 7) 

คร้ังที่ 
ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

1.00 mg/L 5.00 mg/L 10.00 mg/L 

1 0.1052 0.4909 0.9615 

2 0.1051 0.4908 0.9675 

3 0.1046 0.4903 0.9651 

4 0.1047 0.4923 0.9668 

5 0.1051 0.4898 0.9664 

6 0.1065 0.4915 0.9663 

7 0.1054 0.4916 0.9668 

เฉลี่ย 0.1052 0.4910 0.9658 

SD 0.0007 0.0009 0.0008 

%RSD 0.66 0.18 0.08 

 

4.5.3.2 ความแม่นยำของวิธีวิเคราะห์ (Reproducibility) 

จากการตรวจสอบความแม่นยำของวิธีที่ใชใ้นการวิเคราะห์ โดยการนำ

สารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก ความเข้มขน้ 1.00, 5.00 และ 10.00 มิลลิกรัมต่อลิตร 

(ความเข้มข้นละ 7 ขวด) ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 272 นาโนเมตร วัดซ้ำจำนวน 
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3 ครั้ง แสดงผลดังตาราง 13 พบว่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์อยู่ในช่วง 0.36-1.60 %  จึง

ถือว่าการวิเคราะห์มคีวามแม่นยำสูง เนื่องจากอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ของ AOAC  2016[9] 

(น้อยกว่าหรอืเท่ากับ 7.3 %) 

 

ตาราง 13 ความแม่นยำ (Reproducibility)  โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน

กรดออร์โทคูมาริกที่ความเข้มข้น 1.00, 5.00 และ 10.00 มิลลกิรัมต่อลิตร (n = 3) 

ขวดที่ 

ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(A.U.) ± SD 

1.00 mg/L 5.00 mg/L 10.00 mg/L 

1 0.1052 ± 0.0005 0.4898 ± 0.0005 0.9625 ± 0.0008 

2 0.1072 ± 0.0014 0.4953 ± 0.0011 0.9621 ± 0.0016 

3 0.1041 ± 0.0003 0.4900 ± 0.0002 0.9557 ± 0.0009 

4 0.1064 ± 0.0006 0.4934 ± 0.0001 0.9627 ± 0.0009 

5 0.1049 ± 0.0004 0.4892 ± 0.0009 0.9610 ± 0.0011 

6 0.1033 ± 0.0001 0.4866 ± 0.0001 0.9603 ± 0.0013 

7 0.1080 ± 0.0006 0.4879 ± 0.0006 0.9673 ± 0.0010 

เฉลี่ย 0.1056 0.4903 0.9617 

SD 0.0017 0.0030 0.0035 

%RSD 1.61 0.61 0.36 

 

4.5.4 ผลการหาร้อยละการได้กลับคืนของเครื่องมือ (%Recovery) 

ทำการตรวจสอบความถูกต้องจากการศกึษาร้อยละการได้กลับคืนของเครื่องมอื โดย

ทำการสกัดตัวอย่างแล้วเติมสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความเข้มข้น 5.00  

มิลลิกรัมต่อลิตร ลงในตัวอย่างน้ำผึ้ง 6 ตัวอย่าง และนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
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คลื่น 272 นาโนเมตร วัดซ้ำความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ มีค่าร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 93-96 

% พบว่าการวิเคราะห์มีความถูกต้อง ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ของ AOAC 2016[9] (80-110 

%) แสดงผลดังตาราง 14 

 

ตาราง 14 ร้อยละการได้กลับคืนของเครือ่งมือ (%Recovery) ของกรดออร์โทคูมาริกในตัวอย่าง

น้ำผึ้ง 

ความเข้มข้นที่เติม 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

(A.U.) ± SD 

ความเข้มข้นที่พบ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ร้อยละการได้

กลับคืน (%) 

H1 0.1743 ± 0.0002 1.5564 - 

H1 + 5.00 0.6143 ± 0.0005 6.2372 94 

H2 0.1771 ± 0.0008 1.5862 - 

H2 + 5.00 0.6123 ± 0.0004 6.2160 93 

H3 0.1225 ± 0.0007 1.0053 - 

H3 + 5.00 0.5657 ± 0.0001 5.7202 94 

H4 0.1301 ± 0.0002 1.0862 - 

H4 + 5.00 0.5736 ± 0.0002 5.8043 94 

H5 0.0974 ± 0.0004 0.7383 - 

H5 + 5.00 0.5451 ± 0.0005 5.5011 95 

H6 0.0971 ± 0.0007 0.7351 - 

H6 + 5.00 0.5468 ± 0.0001 5.5191 96 
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4.5.5 ผลการหาร้อยละการได้กลับคืนของวิธีการวิเคราะห์ (%Recovery) 

ทำการตรวจสอบความถูกต้องจากการศึกษาร้อยละการได้กลับคืนของวิธีการ

วิเคราะห ์โดยเติมสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความเข้มข้น 5.00 มิลลกิรัมต่อลิตร 

ลงในน้ำผึ้งทั้ง 6 ตัวอย่าง แล้วทำการสกัด จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

272 นาโนเมตร วัดซ้ำความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ มีค่าร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 16-40% ซึ่งไม่

อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ตามมาตรฐาน AOAC2016 โดยเกณฑ์ที่ยอมรับได้อยู่ในช่วง 80-110% 

ทั้งนี้อาจเกิดจากสารรบกวน เช่น โลหะ (แมกนีเซียม สังกะสีหรือเหล็ก) โดยโลหะจะไปทำ

ปฏิกิริยากับสารกลุ่มฟีนอลิก เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ใหม่ ซึ่งไม่สามารถตรวจวัดที่ความยาวคลื่น  

272 นาโนเมตรได้ จึงส่งผลให้ได้ค่าร้อยละการได้กลับคืนที ่ต่ำกว่าเกณฑ์ตามมาตรฐาน 

AOAC2016 โดยสามารถแก้ปัญหาได้ด้วยการศึกษาผลกระทบของสารรบกวนที่มีผลต่อการ

วิเคราะห์เพื่อลดหรือหลีกเลี่ยงการเกิดปฏิกิริยาระหว่างสารที่สนใจที่จะวิเคราะห์กับโลหะ  

แสดงผลดังตาราง 15 

 

ตาราง 15 ร้อยละการได้กลับคืนของวิธีการวิเคราะห์ (%Recovery) ของกรดออร์โทมาริกใน

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 

ความเข้มข้นที่เติม 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

(A.U.) ± SD 

ความเข้มข้นที่พบ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ร้อยละการได้

กลับคืน (%) 

H1 1.4829 ± 0.0008 15.48 - 

H1 + 5.00 1.6062 ± 0.0036 16.79 26 

H2 1.4945 ± 0.0017 15.60 - 

H2 + 5.00 1.5715 ± 0.0022 16.42 16 

H3 0.9456 ± 0.0012 9.76 - 

H3 + 5.00 1.1008 ± 0.0001 11.41 33 

H4 1.0870 ± 0.0004 11.27 - 

H4 + 5.00 1.2752 ± 0.0006 13.27 40 
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ตาราง 15 (ต่อ) 

ความเข้มข้นที่เติม 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

(A.U.) ± SD 

ความเข้มข้นที่พบ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ร้อยละการได้

กลับคืน (%) 

H5 0.8502 ± 0.0018 8.75 - 

H5 + 5.00 0.9691 ± 0.0006 10.01 25 

H6 0.8304 ± 0.0018 8.75 - 

H6 + 5.00 0.9709 ± 0.0004 10.03 30 

 

4.6 สมรรถนะที่เหมะสมในการวเิคราะห์กรดแกลลิก (Analytical performance) 

4.6.1 ผลการหาช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

จากการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง โดยใช้สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความ

เข ้ มข ้ น  0.10, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00, 7.00, 8.00, 9.00, 10.00, 15.00, 

20.00, 25.00, 30.00, 40.00, 50.00, 60.00, 70.00, 80.00, 90.00 และ 100.00 ม ิลลิกรัม

ต่อลิตร วัดซ้ำความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ พบว่าที่ 0.10-80.00 มิลลกิรัมต่อลิตร มีความเป็นเส้นตรง

มากที ่ส ุด แสดงผลดังตาราง 16 และภาพ 26 เมื ่อเพิ ่มความเข้มข้นเป็น 90.00-100.00 

มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ากราฟจะโค้ง ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงได้สร้างกราฟมาตรฐานกรด

แกลลิกที่ความเข้มข้น 0.50, 1.00, 3.00, 5.00, 10.00, 15.00, 20.00 และ 25.00 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร เพื่อหาความสัมพันธ์เชิงเส้นที่ทำให้กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรง (y = 0.0456x - 0.0071) 

และมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9999 แสดงผลดังตาราง 17 และภาพ 27 

 

ตาราง 16 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกในการหาช่วงความเป็น

เส้นตรง 

ความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐาน 

กรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

± SD 

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 

(R2) 

0.10 0.0055 ± 0.0002 1.0000 
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ตาราง 16 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานกรด

แกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

± SD 

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 

(R2) 

5.00 0.2116 ± 0.0003 0.9997 

6.00 0.2554 ± 0.0006 0.9997 

7.00 0.2987 ± 0.0001 0.9998 

8.00 0.3418 ± 0.0007 0.9998 

9.00 0.3838 ± 0.0006 0.9999 

10.00 0.4374 ± 0.0003 0.9995 

15.00 0.6595 ± 0.0002 0.9995 

20.00 0.8805 ± 0.0000 0.9997 

25.00 1.1190 ± 0.0011 0.9996 

30.00 1.3481 ± 0.0012 0.9997 

40.00 1.7942 ± 0.0027 0.9998 

50.00 2.2207 ± 0.0117 0.9999 

60.00 2.5766 ± 0.0407 0.9993 

70.00 2.8736 ± 0.0507 0.9978 

80.00 3.1705 ± 0.0991 0.9962 

90.00 3.1650 ± 0.0631 0.9874 

100.00 3.1722 ± 0.1414 0.9742 
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ภาพ 26 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก

กับค่าการดูดกลืนแสงที่ 266 นาโนเมตร  

 

ตาราง 17 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (กราฟมาตรฐาน) 

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน

กรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

(A.U.) ± SD 

ค่าสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์ (R2) 

0.50 0.0204 ± 0.0006 1.0000 

1.00 0.0428 ± 0.0006 1.0000 

5.00 0.2168 ± 0.0009 1.0000 

10.00 0.4404 ± 0.0004 1.0000 

15.00 0.6740 ± 0.0003  0.9999 

20.00 0.9027 ± 0.0006 0.9999 

25.00 1.1375 ± 0.0009 0.9999 
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ภาพ 27 กราฟมาตรฐานกรดแกลลิกแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มขน้ของสารละลาย

มาตรฐานแกลลิกกับค่าการดูดกลืนแสง 

 

4.6.2 ผลการหาขีดจำกัดการตรวจวัด (Limit of Detection, LOD) และขีดจำกัด

การตรวจวัดเชิงปรมิาณ (Limit of Quantization, LOQ)   

จากการศึกษาขีดจำกัดการตรวจวัดและขีดจำกัดการตรวจวัดเชิงปริมาณ โดยการใช้

สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความเข้มขน้ 0.10, 0.50, 1.00, 5.00, 10.00, 15.00, 20.00, 

25.00, 30.00, 40.00, 50.00 และ 60.00 มิลลิกรัมต่อลิตร สร้างกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 

เพื่อให้ได้สมการเส้นตรง (y = 0.0453x - 0.0044) แสดงผลดังภาพ 29 (ภาคผนวก ก.) โดยใช้

สารละลายเอทานอลต่อน้ำปราศจากไอออน (5:1 v/v) ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสง 11 ซ้ำ 

จากนั้นคำนวณหาขีดจำกัดของการตรวจวัดและขีดจำกัดการตรวจวัดเชิงปริมาณ จากสูตร 3 

เท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Sy/x) / ความชัน (b) และ 10 เท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Sy/x) 

/ ความชัน (b) ตามลำดับ พบว่ามีค่าขีดจำกัดการตรวจวัดเท่ากับ 0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร และ

ขีดจำกัดการตรวจวัดเชงิปริมาณเท่ากับ 0.1 มิลลกิรัมต่อลิตร 

4.6.3 ผลการตรวจสอบความแม่นยำ (Precision) 

4.6.3.1 ความแม่นยำของเคร่ืองมือ (Repeatability) 

จากการตรวจสอบความแม่นยำของเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ โดยนำ

สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ความเข้มข้น 1.00, 20.00 และ 40.00 มิลลิกรัมต่อลิตร 

y = 0.0456x - 0.0071

R² = 0.9999

0.0000

0.2000

0.4000

0.6000

0.8000

1.0000

1.2000

0 5 10 15 20 25 30

ค่า
กา

รด
ุดก

ลืน
แส

ง 
(A

.U
.)

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (mg/L)



72 
 

(ความเข้มข้นละ 1 ขวด) ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร วัดซ้ำจำนวน 

7 ครั้ง แสดงผลดังตาราง 18 พบว่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรบานสัมพัทธ์อยู่ในช่วง 0.11 – 0.69 % จึง

ถือว่าการวิเคราะห์มคีวามแม่นยำสูง เนื่องจากอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ของ AOAC 2016[9] (น้อย

กว่าหรอืเท่ากับ 7.3 %) 

 

ตาราง 18 ความแม่นยำ (Repeatability) โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน

กรดแกลลิกที่ความเข้มขน้ 1.00, 20.00 และ 40.00 มิลลิกรัมต่อลิตร (n = 11) 

คร้ังที่ 
ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 

1.00 mg/L 20.00 mg/L 40.00 mg/L 

1 0.0459 0.8823 1.7825 

2 0.0451 0.8821 1.7803 

3 0.0452 0.8817 1.7838 

4 0.0459 0.8815 1.7811 

5 0.0454 0.8819 1.7800 

6 0.0455 0.8806 1.7777 

7 0.0456 0.8797 1.7771 

เฉลี่ย 0.0455 0.8814 1.7804 

SD 0.0003 0.0009 0.0024 

%RSD 0.69 0.11 0.14 

 

4.6.3.2 ความแม่นยำของวิธีวิเคราะห์ (Reproducibility) 

จากการตรวจสอบความแม่นยำของวิธีท ี ่ใช้ในการวิเคราะห์ โดยการนำ

สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ความเข้มข้น 1.00, 20.00 และ 40.00 มิลลิกรัมต่อลิตร 

(ความเข้มข้นละ 11 ขวด) ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร วัดซ้ำ



73 
 

จำนวน 3 ครั้ง แสดงผลดังตาราง 19 พบว่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์อยู่ในช่วง 0.12 – 

2.25%  จึงถือว่าการวิเคราะห์มีความแม่นยำสูง เนื่องจากอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ของ  AOAC  

2016[9] (น้อยกว่าหรอืเท่ากับ 7.3 %) 

 

ตาราง 19 ความแม่นยำ (Reproducibility)  โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน

กรดแกลลิกที่ความเข้มขน้ 1.00, 20.00 และ 40.00 มิลลิกรัมต่อลิตร (n = 3) 

ขวดที่ 

ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(A.U.) ± SD 

1.00 mg/L 20.00 mg/L 40.00 mg/L 

1 0.0422 ± 0.0005 0.8857 ± 0.0011 1.7913 ± 0.0024 

2 0.0409 ± 0.0006 0.8874 ± 0.0010 1.7874 ± 0.0025 

3 0.0416 ± 0.0007 0.8889 ± 0.0008 1.7870 ± 0.0133 

4 0.0433 ± 0.0013 0.8879 ± 0.0006 1.7876 ± 0.0059 

5 0.0425 ± 0.0002 0.8886 ± 0.0010 1.7752 ± 0.0058 

6 0.0432 ± 0.0002 0.8870 ± 0.0006 1.8021 ± 0.0053 

7 0.0435 ± 0.0012 0.8879 ± 0.0005 1.7980 ± 0.0017 

เฉลี่ย 0.0425 0.8876 1.7898 

SD 0.0010 0.0011 0.0087 

%RSD 2.27 0.12 0.49 

 

4.6.4 ผลการหาร้อยละการได้กลับคืนของเครื่องมือ (%Recovery) 

ทำการตรวจสอบความถูกต้องจากการศกึษาร้อยละการได้กลับคืนของเครื่องมอื โดย

ทำการสกัด แล้วเติมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความเข้มข้น 5.00  มิลลิกรัมต่อลิตร 

ลงในตัวอย่างน้ำผึ้ง 6 ตัวอย่าง และนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นาโน

เมตร วัดซ้ำความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ มีค่าร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 85-87% พบว่าการ
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วิเคราะห์มีความถูกต้อง ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ของ AOAC 2016[9] (80-110 %) แสดงผล

ดังตาราง 20 

 

ตาราง 20 ร้อยละการได้กลับคืน (%Recovery) ของกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึง้ 

ความเข้มข้นที่เติม 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

(A.U.) ± SD 

ความเข้มข้นที่พบ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ร้อยละการได้

กลับคืน (%) 

H1 0.1616 ± 0.0002 3.5022 - 

H1 + 5.00 0.3503 ± 0.0002 7.8711 87 

H2 0.1664 ± 0.0003 3.6089 - 

H2 + 5.00 0.3513 ± 0.0004 7.8889 86 

H3 0.1148 ± 0.0015 2.4622 - 

H3 + 5.00 0.3033 ± 0.0004 6.8289 87 

H4 0.1289 ± 0.0007 2.7756 - 

H4 + 5.00 0.3120 ± 0.0008 7.0422 85 

H5 0.0916 ± 0.0019 1.9467 - 

H5 + 5.00 0.2798 ± 0.0002 6.3089 87 

H6 0.0901 ± 0.0003 1.9133 - 

H6 + 5.00 0.2764 ± 0.0004 6.2400 87 

 

4.6.5 ผลการหาร้อยละการได้กลับคืนของวิธีการวิเคราะห์ (%Recovery) 

ทำการตรวจสอบความถูกต้องจากการศึกษาร้อยละการได้กลับคืนของวิธีการ

วิเคราะห ์โดยเติมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความเข้มขน้ 5.00  มิลลกิรัมต่อลิตร ลงใน

ตัวอย่างนำ้ผึ้ง 6 ตัวอย่าง แล้วทำการสกัด นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 266 นา

โนเมตร วัดซ้ำความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ มีค่าร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 28-90% ซึ่งไม่อยู่ใน
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เกณฑ์ที่ยอมรับได้ตามมาตรฐาน AOAC2016 โดยเกณฑ์ที่ยอมรับได้อยู่ในช่วง 80-110% ทั้งนี้

อาจเกิดจากสารรบกวน เช่น โลหะ (แมกนีเซียม สังกะสีหรือเหล็ก) โดยโลหะจะไปทำปฏิกิริยา

กับสารกลุ่มฟีนอลิก เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ใหม่ ซึ่งไม่สามารถตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 266 นาโน

เมตรได้ จึงส่งผลให้ได้ค่าร้อยละการได้กลับคืนที่ต่ำกว่าเกณฑ์ตามมาตรฐาน AOAC2016 โดย

สามารถแก้ปัญหาได้ด้วยการศึกษาผลกระทบของสารรบกวนที่มีผลต่อการวิเคราะห์เพื่อลด

หรอืหลีกเลี่ยงการเกิดปฏิกิรยิาระหว่างสารที่สนใจที่จะวิเคราะห์กับโลหะ แสดงผลดังตาราง 21 

 

ตาราง 21 ร้อยละการได้กลับคืน (%Recovery) ของของวิธีในการวิเคราะห์กรดแกลลิกใน

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 

ความเข้มข้นที่เติม 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

(A.U.) ± SD 

ความเข้มข้นที่พบ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ร้อยละการได้

กลับคืน (%) 

H1 1.4381 ± 0.0006 32.05 - 

H1 + 5.00 1.5006 ± 0.0005 33.44 28 

H2 1.4087 ± 0.0034 31.39 - 

H2 + 5.00 1.5544 ± 0.0005 34.63 65 

H3 0.8878 ± 0.0015 19.82 - 

H3 + 5.00 0.9899 ± 0.0001 22.09 45 

H4 1.0315 ± 0.0009 23.01 - 

H4 + 5.00 1.1538 ± 0.0008 25.73 54 

H5 0.8856 ± 0.0016 19.77 - 

H5 + 5.00 1.0024 ± 0.0000 22.36 52 

H6 0.7927 ± 0.0017 17.70 - 

H6 + 5.00 0.9943 ± 0.0003 22.18 90 
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4.7 การวเิคราะห์หาปริมาณกรดออร์โทคูมารกิในตัวอย่างน้ำผึ้งโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล 

สเปกโตรโฟโตเมตร ี

การวิเคราะห์หาปริมาณกรดออร์โทคูมาริกในตัวอย่างน้ำผึ้งในจังหวัดพะเยา จำนวน 

6 ตัวอย่าง จากนั้นทำการสกัดตัวอย่างน้ำผึ้ง พบว่าปริมาณกรดออร์โทคูมาริกในตัวอย่างน้ำผึ้ง

ทั้ง 6 ตัวอย่าง อยู่ในช่วง 282.91– 497.93 มิลลกิรัมต่อกิโลกรัม แสดงดังตาราง 22 

ตาราง 22 ปริมาณกรดออร์โทคูมาริกที่พบในตัวอย่างน้ำผึ้ง 

ตัวอย่างน้ำผึ้งแต่

ละอำเภอ 

น้ำหนักตัวอย่าง

น้ำผึ้ง (กรัม) 

ปริมาณกรดออร์โทคูมาริกที่พบใน

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 

มิลลิกรัมต่อลิตร 
มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม 

เชยีงม่วน 

(H1) 
1.6613 82.7208 497.93 

ปง 

(H2) 
1.6627 82.1726 494.21 

เมือง 

(H3) 
1.6620 58.7310 353.38 

แม่ใจ 

(H4) 
1.6626 62.3858 375.23 

ภูกามยาว 

(H5) 
1.6647 47.0964 282.91 

เชยีงคำ 

(H6) 
1.6609 47.6142 286.68 
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4.8 การวเิคราะห์หาปริมาณกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้งโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปก

โตรโฟโตเมตรี 

การวิเคราะห์หาปริมาณกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ ้งในจังหวัดพะเยา จำนวน 6 

ตัวอย่าง จากนั้นทำการสกัดตัวอย่างน้ำผึ้ง พบว่าปริมาณกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้งทั้ง 6 

ตัวอย่าง อยู่ในช่วง 615.15 – 1051.28 มิลลกิรัมต่อกิโลกรัม แสดงดังตาราง 23 

 

ตาราง 23 ปริมาณกรดแกลลิกที่พบในตัวอย่างน้ำผึง้ 

ตัวอย่างน้ำผึ้งแต่

ละอำเภอ 

น้ำหนักตัวอย่าง

น้ำผึ้ง (กรัม) 

ปริมาณกรดแกลลิกที่พบในตัวอย่างน้ำผึ้ง 

มิลลิกรัมต่อลิตร 
มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม 

เชยีงม่วน 

(H1) 
1.6613 174.6491 1051.28 

ปง 

(H2) 
1.6627 172.1053 1035.10 

เมือง 

(H3) 
1.6620 124.5395 749.33 

แม่ใจ 

(H4) 
1.6626 132.6974 798.13 

ภูกามยาว 

(H5) 
1.6647 102.6316 616.52 

เชยีงคำ 

(H6) 
1.6609 102.1711 615.15 

 



 

บทท่ี 5 

 

บทสรุป 

 

5.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดตัวอย่างน้ำผึ้งในการวเิคราะห์หาปริมาณกรด

ออร์โทคูมารกิและกรดแกลลิก 

จากการศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดตัวอย่างน้ำผึ้ง ซึ่งทำการศกึษาสภาวะ

ดังนี้ ชนิดตัวทำละลายที่ใช้สกัด ปริมาตรที่ใช้ในการสกัดและเวลาที่ใช้ในการปั่นเหวี่ยง พบว่า

สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดตัวอย่างน้ำผึ้งแสดงดังตาราง 24 

 

ตาราง 24 สภาวะที่เหมาะสมที่ใช้ในการสกัดตัวอย่างน้ำผึ้งในการวิเคราะห์หาปริมาณกรดออร์

โทคูมาริกและกรดแกลลิก 

สภาวะที่ศึกษา สภาวะที่เหมาะสม 

ชนิดตัวทำละลายที่ใชใ้นการสกัด เอทานอล 

ปริมาตรที่ใช้ในการสกัด (มิลลิลิตร) 5 

เวลาที่ใชใ้นการปั่นเหวี่ยง (นาที) 10 

 

5.2 สรุปผลการตรวจสอบสมรรถนะในการวิเคราะห์กรดออร์โทคูมารกิ (Analytical 

performance) 

จากการตรวจสอบสมรรถนะในการว ิ เคราะห ์  (Analytical performance) ได้

ทำการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง โดยใช้สารละลายกรดออร์โทคูมาริกที่ช่วงความเข็มข้น 

0.00-60.00 ppm พบว่าช่วงความเป็นเส ้นตรงอยู ่ท ี ่  0.05-30.00 ppm (ค่าสัมประสิทธ ิ์

สหสันพันธ์เท่ากับ 0.998) และจาการศกึษาขีดจำกัดการตรวจวัด (LOD) เท่ากับ 0.01 ppm และ

มีค่าขีดจำกัดการตรวจเชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 0.05 ppm และค่าความแม่นยำของเครื่องมือ

ในการวิเคราะห์ (Repeatability) และค่าความแม่นยำของการวิเคราะห์ (Reproducibility) โดยใช้
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สารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความเข้มข้น 1.00, 5.00 และ 10.00 ppm พบว่ามีค่า

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ อยู่ในช่วง 0.08-0.66% และ 0.36-1.61% ตามลำดับ ซึ่งถือว่า

เครื่องมือและกระบวนที่ใช้ในการวิเคราะห์มีความแม่นยำสูง เนื่องจากอยู่ในเกณฑ์ที่ยอบรับได้

ของ AOAC 2016[9] (Repeatability น้อยกว่าหรือเท่ากับ 7.3%, Reproducibility น้อยกว่าหรือ

เท่ากับ 7.3%) และสำหรับการศกึษาความความถูกต้อง (Accuracy) ของเครื่องมือการวิเคราะห์

ทำได้โดยทำการสกัดตัวอย่างแล้วเติมสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก 5.00 ppm พบว่า

มีค่าร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 93-96% สำหรับการศึกษาความความถูกต้อง (Accuracy) 

ของวิธีการวิเคราะห์ทำได้โดยการสกัดสารตัวอย่างแล้วเติมสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคู

มาริก 5.00 ppm  พบว่ามีค่าร้อยละการได้กลับคืนอยู่ ในช่วง 16-40% ซึ ่งการตรวจสอบ

สมรรถนะในการวิเคราะห์กรดออร์โทคูมาริก แสดงผลดังตาราง 25 

 

ตาราง 25 การตรวจสอบสมรรถนะในการวิเคราะห์กรดออร์โทคูมาริก (Analytical 

performance) 

การตรวจสอบสมรรถนะในการวเิคราะห์ ผลการวิเคราะห์ 

ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity) (ppm) 0.05-30.00 

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 0.998 

ขีดจำกัดต่ำสุดของการตรวจวัด (LOD) (ppm) 0.01 

ขีดจำกัดต่ำสุดของการตรวจวัดเชงิปริมาณ (LOQ) (ppm) 0.04 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ; Repeatability (%) 0.08-0.66 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ; Reproducibility (%) 0.36-1.61 

ร้อยละการได้กลับคืนของเครื่อง (%recovery) 93-96% 

ร้อยละการได้กลับคืนของวิธีการวิเคราะห์ (%recovery) 16-40% 
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5.3 สรุปผลการตรวจสอบสมรรถนะในการวิเคราะห์กรดแกลลิก (Analytical 

performance) 

จากการตรวจสอบสมรรถนะในการวิเคราะห์ (Analytical performance) ทำการศึกษา

ช่วงความเป็นเส้นตรง โดยใช้สารละลายกรดออร์โทคูมาริกที่ช่วงความเข็มข้น 0.00-60.00 

ppm พบว่าช่วงความเป็นเส้นตรงอยู่ที่ 0.10-80.00 ppm (ค่าสัมประสิทธิ์สหสันพันธ์เท่ากับ 

0.996) และจาการศกึษาขีดจำกัดการตรวจวัด (LOD) เท่ากับ 0.03 ppm และมีคา่ขีดจำกัดการ

ตรวจเชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 0.1 ppm และค่าความแม่นยำของเครื่องมือในการวิเคราะห์ 

(Repeatability) และค่าความแม่นยำของการวิเคราะห์ (Reproducibility) โดยใช้สารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความเข้มข้น 1.00, 20.00 และ 40.00 ppm พบว่ามีค่าส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ อยู่ในช่วง 0.11-0.69 % และ 0.12-2.25% ตามลำดับ ซึ่งถือว่า

เครื่องมือและกระบวนที่ใช้ในการวิเคราะห์มีความแม่นยำสูง เนื่องจากอยู่ในเกณฑ์ที่ยอบรับได้

ของ AOAC 2016[9] (Repeatability น้อยกว่าหรือเท่ากับ 7.3%, Reproducibility น้อยกว่าหรือ

เท่ากับ 7.3%) และสำหรับการศกึษาความความถูกต้อง (Accuracy) ของเครื่องมือการวิเคราะห์

ทำได้โดยทำการสกัดตัวอย่างแล้วเติมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 5.00 ppm พบว่ามีค่า

ร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 85-87% และสำหรับการศึกษาความความถูกต้อง (Accuracy) 

ของวิธีการวิเคราะห์ทำได้โดยการสกัดสารตัวอย่างแล้วเติมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 

5.00 ppm  พบว่ามีค่าร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 28-90% ซึ่งการตรวจสอบสมรรถนะใน

การวิเคราะห์กรดแกลลิก แสดงผลดังตาราง 26 

 

ตาราง 26 การตรวจสอบสมรรถนะในการวิเคราะห์กรดแกลลิก (Analytical performance) 

การตรวจสอบสมรรถนะในการวเิคราะห์ ผลการวิเคราะห์ 

ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity) (ppm) 0.10-80.00 

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 0.996 

ขีดจำกัดต่ำสุดของการตรวจวัด (LOD) (ppm) 0.02 

ขีดจำกัดต่ำสุดของการตรวจวัดเชงิปริมาณ (LOQ) (ppm) 0.08 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ; Repeatability (%) 0.11-0.69 
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ตาราง 26 (ต่อ) 

การตรวจสอบสมรรถนะในการวเิคราะห์ ผลการวิเคราะห์ 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ; Reproducibility (%) 0.12-2.25 

ร้อยละการได้กลับคืน (%recovery) 85-87% 

ร้อยละการได้กลับคืนของวิธีการวิเคราะห์ (%recovery) 28-90% 

 

5.4 สรุปผลการหาปริมาณกรดออร์โทคูมารกิและกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้ง 

เมื่อทำการวิเคราะห์หาปริมาณกรดออร์โทคูมาริกแลกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้งใน

พืน้ที่จังหวัดพะเยา ที่สกัดภายใต้สภาวะที่เหมาะสม พบว่าปริมาณกรดออร์โทคูมาริกในตัวอย่าง

น้ำผึ้ง อยู่ในช่วง 282.91- 497.93 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยตัวอย่างน้ำผึ้งที่มีปริมาณกรดออร์

โทคูมาริกมากที่สุดคือ ตัวอย่างน้ำผึ้งจากอำเภอเชียงม่วน รองลงมาคืออำเภอปง และตัวอย่าง

น้ำผึ้งที่มีปริมาณกรดออร์โทคูมาริกน้อยที่สุดคือตัวอย่างน้ำผึ้งจากอำเภอภูกามยาว และพบว่า

ปริมาณกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึ้ง อยู่ในช่วง 615.15 – 1051.28 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดย

ตัวอย่างนำ้ผึ้งที่มีปริมาณกรดแกลลิกมากที่สุดคือตัวอย่างน้ำผึ้งจากอำเภอเชียงม่วน รองลงมา

คืออำเภอปงและตัวอย่างน้ำผึ้งที่มีปริมาณกรดแกลลิกน้อยที่สุดคือตัวอย่างน้ำผึ้งจากอำเภอ

เชยีงคำ 

 

5.5 ข้อเสนอแนะ 

5.5.1 ควรมีการทดสอบน้ำผึง้แท้และน้ำผึ้งเทียม 

5.5.2 ควรศึกษาจำนวนครั้งในการสกัดและจำนวนรอบที่ใชใ้นการปั่นเหวี่ยง 

5.5.3 ควรศกึษาการสกัดด้วยเอทานอลที่ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

5.5.4 ควรศกึษา interference ที่มผีลต่อขั้นตอนการสกัดตัวอย่าง 

5.5.5 ควรศึกษาวิธีการสกัดแบบอื่น ๆ 

5.5.6 ควรเจือจางสารละลายตัวอย่างใหม้ีค่าการดูดกลืนแสงไม่กิน 1 ตามกฎของ

เบียร์ (Bear’s low) 
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5.5.7 ควรมีการเปรียบเทียบการหาปริมาณกรดออร์โทคูมาริกและกรดแกลลิกกับ

เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 
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ภาคผนวก



 

ภาคผนวก ก 

1. ผลของการหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์กรดออร์โทคูมารกิโดยเทคนิค

ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตเมตรี 

สเปกตรัมของสารมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก ปรากฏจุดยอดคลื่นของสเปกตรัมที่

ความยาวคลื่น 267, 268, 270, 271, 272, 273, 274 และ 275 นาโนเมตร ดังนัน้จงึศึกษาความ

ยาวคลื่นที่เหมาะสม โดยการสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นสารละลายมาตรฐาน

กรดออร์โทคูมาริกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 267, 268, 270, 271, 272, 273, 

274 และ 275 นาโนเมตร แสดงดังตาราง 27 ถึง 34 

 

ตาราง 27 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความยาวคลื่น 

267 นาโนเมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

0.05 0.0059 0.0004 

0.10 0.0096 0.0003 

1.00 0.1001 0.0005 

2.00 0.1943 0.0005 

3.00 0.2871 0.0003 

4.00 0.3771 0.0005 

5.00 0.4722 0.0005 

6.00 0.5519 0.0004 

7.00 0.6436 0.0004 
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ตาราง 27 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

8.00 0.7318 0.0010 

9.00 0.8067 0.0012 

10.00 0.8913 0.0007 

15.00 1.3180 0.0001 

20.00 1.7339 0.0071 

25.00 2.1408 0.0193 

30.00 2.4499 0.1190 

 

ตาราง 28 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความยาวคลื่น 

268 นาโนเมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

0.05 0.0057 0.0003 

0.10 0.0100 0.0005 

1.00 0.1013 0.0004 

2.00 0.1966 0.0006 

3.00 0.2911 0.0003 
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ตาราง 28 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

4.00 0.3827 0.0003 

5.00 0.4788 0.0007 

6.00 0.5620 0.0003 

7.00 0.6556 0.0005 

8.00 0.7445 0.0010 

9.00 0.8231 0.0011 

10.00 0.9102 0.0018 

15.00 1.3473 0.0029 

20.00 1.7767 0.0031 

25.00 2.1872 0.0096 

30.00 2.5500 0.0347 
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ตาราง 29 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความยาวคลื่น 

270 นาโนเมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

0.05 0.0055 0.0003 

0.10 0.0101 0.0007 

1.00 0.1012 0.0006 

2.00 0.1979 0.0003 

3.00 0.2939 0.0007 

4.00 0.3896 0.0004 

5.00 0.4872 0.0003 

6.00 0.5763 0.0007 

7.00 0.6707 0.0003 

8.00 0.7616 0.0006 

9.00 0.8465 0.0004 

10.00 0.9379 0.0013 

15.00 1.3931 0.0004 

20.00 1.8356 0.0077 

25.00 2.2556 0.0135 

30.00 2.6118 0.0176 
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ตาราง 30 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความยาวคลื่น 271 

นาโนเมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

0.05 0.0053 0.0002 

0.10 0.0095 0.0004 

1.00 0.1003 0.0004 

2.00 0.1966 0.0006 

3.00 0.2931 0.0008 

4.00 0.3893 0.0003 

5.00 0.4877 0.0002 

6.00 0.5801 0.0009 

7.00 0.6747 0.0006 

8.00 0.7658 0.0011 

9.00 0.8527 0.0003 

10.00 0.9427 0.0026 

15.00 1.4062 0.0013 

20.00 1.8519 0.0124 

25.00 2.2896 0.0116 

30.00 2.6043 0.0306 
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ตาราง 31 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความยาวคลื่น 272 

นาโนเมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

0.05 0.0056 0.0006 

0.10 0.0095 0.0003 

1.00 0.0996 0.0005 

2.00 0.1955 0.0007 

3.00 0.2919 0.0007 

4.00 0.3883 0.0006 

5.00 0.4863 0.0004 

6.00 0.5812 0.0004 

7.00 0.6742 0.0008 

8.00 0.7660 0.0010 

9.00 0.8553 0.0002 

10.00 0.9507 0.0009 

15.00 1.4124 0.0020 

20.00 1.8679 0.0021 

25.00 2.2918 0.0005 

30.00 2.6495 0.0729 
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ตาราง 32 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความยาวคลื่น 

273 นาโนเมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

0.05 0.0059 0.0004 

0.10 0.0098 0.0001 

1.00 0.1006 0.0005 

2.00 0.1955 0.0006 

3.00 0.2920 0.0004 

4.00 0.3903 0.0007 

5.00 0.4878 0.0001 

6.00 0.5863 0.0005 

7.00 0.6818 0.0006 

8.00 0.7788 0.0004 

9.00 0.8739 0.0002 

10.00 0.9721 0.0007 

15.00 1.4472 0.0016 

20.00 1.8545 0.0028 

25.00 2.3004 0.0126 

30.00 2.6030 0.0357 
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ตาราง 33 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความยาวคลื่น 

274 นาโนเมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

0.05 0.0060 0.0006 

0.10 0.0097 0.0001 

1.00 0.0991 0.0004 

2.00 0.1929 0.0005 

3.00 0.2886 0.0005 

4.00 0.3878 0.0007 

5.00 0.4850 0.0004 

6.00 0.5837 0.0003 

7.00 0.6793 0.0004 

8.00 0.7761 0.0008 

9.00 0.8717 0.0008 

10.00 0.9683 0.0010 

15.00 1.4435 0.0039 

20.00 1.8238 0.0043 

25.00 2.3059 0.0110 

30.00 2.6099 0.0276 
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ตาราง 34 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่ความยาวคลื่น 

275 นาโนเมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดออร์โทคูมารกิ 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

0.05 0.0062 0.0005 

0.10 0.0092 0.0004 

1.00 0.0964 0.0003 

2.00 0.1887 0.0005 

3.00 0.2842 0.0006 

4.00 0.3835 0.0002 

5.00 0.4796 0.0003 

6.00 0.5782 0.0003 

7.00 0.6733 0.0005 

8.00 0.7699 0.0004 

9.00 0.8651 0.0011 

10.00 0.9593 0.0018 

15.00 1.4344 0.0032 

20.00 1.7946 0.0056 

25.00 2.3033 0.0207 

30.00 2.5897 0.0249 
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2. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกรดออร์โทคูมารกิ 

2.1 ผลการศึกษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด (Types of 

solvent) 

จากการศกึษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด ซึ่งข้อมูลค่าการดูดกลืนแสง

ของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกในตัวอย่างน้ำผึ้งที่ใช้ตัวทำละลายในการสกัดทั้ง 3 

ชนิด แสดงผลดังตาราง 35 ถึง 37 

 

ตาราง 35 ค่าการดูดกลืนแสงของเมทานอล  

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.7921 0.7924 0.7927 
0.7924 ± 

0.0003 

H2 0.7974 0.7963 0.7968 
0.7968 ± 

0.0006 

H3 0.5486 0.5482 0.5484 
0.5484 ± 

0.0002 

H4 0.5938 0.5946 0.5941 
0.5942 ± 

0.0004 

H5 0.4504 0.4501 0.4504 
0.4503 ± 

0.0002 

H6 0.4475 0.4471 0.4466 
0.4471 ± 

0.0005 
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ตาราง 36 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอล  

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.8188 0.8178 0.8173 
0.8180 ± 

0.0008 

H2 0.8135 0.8127 0.8130 
0.8131 ± 

0.0004 

H3 0.5763 0.5761 0.5767 
0.5764 ± 

0.0003 

H4 0.5997 0.5990 0.5989 
0.5992 ± 

0.0004 

H5 0.4621 0.4610 0.4606 
0.4612 ± 

0.0008 

H6 0.4619 0.4616 0.4621 
0.4619 ± 

0.0003 

 

ตาราง 37 ค่าการดูดกลืนแสงของเมทานอลต่อเอทานอล อัตราส่วน 1 ต่อ 1 โดยปริมาตร 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.7959 0.7958 0.7956 
0.7958 ± 

0.0002 
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ตาราง 37 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H2 0.8044 0.8043 0.8046 
0.8044 ± 

0.0002 

H3 0.5655 0.5654 0.5654 
0.5654 ± 

0.0001 

H4 0.5736 0.5723 0.5730 
0.5730 ± 

0.0007 

H5 0.4462 0.4461 0.4459 
0.4461 ± 

0.0002 

H6 0.4477 0.4475 0.4472 
0.4475 ± 

0.0003 

 

2.2 ผลการศึกษาปริมาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด (Solvent 

volumes) 

จากการศึกษาปริมาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด ซึ่งข้อมูลค่าการดูดกลืน

แสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกในตัวอย่างน้ำผึ ้งที ่ใช้ปริมาตร 5 และ 10 

มิลลลิิตรในการสกัด แสดงผลดังตาราง 38 และ 40 
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ตาราง 38 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอล ปริมาตร 5.00 มิลลลิิตร  

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.8229 0.8239 0.8239 
0.8236 ± 

0.0006 

H2 0.7982 0.7982 0.7988 
0.7984 ± 

0.0003 

H3 0.5928 0.5930 0.5924 
0.5927 ± 

0.0003 

H4 0.5944 0.5940 0.5936 
0.5940 ± 

0.0004 

H5 0.4696 0.4696 0.4696 
0.4696 ± 

0.0000 

H6 0.4560 0.4553 0.4551 
0.4555 ± 

0.0005 

 

ตาราง 39 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอล ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.5090 0.5086 0.5090 
0.5089 ± 

0.0002 

H2 0.5241 0.5226 0.5228 
0.5232 ± 

0.0008 
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ตาราง 39 (ต่อ)     

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H3 0.3715 0.3708 0.3708 
0.3710 ± 

0.0004 

H4 0.3627 0.3622 0.3625 
0.3625 ± 

0.0003 

H5 0.2806 0.2798 0.2798 
0.2801 ± 

0.0005 

H6 0.2876 0.2874 0.2874 
0.2875 ± 

0.0001 

 

2.3 ผลการศึกษาเวลาที่ใช้ในการปั่นหวี่ยงท่ีเหมาะสมในการสกัด (Mixing 

times) 

จากการศกึษาเวลาในการปั่นเหวี่ยงที่เหมาะสมในการสกัด ซึ่งข้อมูลค่าการดูดกลืนแสง

ของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกในตัวอย่างน้ำผึ้งที่ เวลาในการปั่นเหวี่ยง 3, 5 และ 

10 นาที แสดงผลดังตาราง 40 ถึง 42 

 

ตาราง 40 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลที่เวลาปั่นเหวี่ยง 3 นาที  

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.7985 0.7976 0.798 
0.7980 ± 

0.0005 
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ตาราง 40 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H2 0.7790 0.7788 0.7790 
0.7789 ± 

0.0001 

H3 0.5793 0.5793 0.5790 
0.5792 ± 

0.0002 

H4 0.6124 0.6128 0.6126 
0.6126 ± 

0.0002 

H5 0.4587 0.4581 0.4591 
0.4586 ± 

0.0005 

H6 0.4639 0.4635 0.4633 
0.4636 ± 

0.0003 

 

ตาราง 41 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลที่เวลาปั่นเหวี่ยง 5 นาที 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.8098 0.8100 0.8108 
0.8102 ± 

0.0005 

H2 0.7860 0.7857 0.7858 
0.7858 ± 

0.0002 

H3 0.5712 0.5719 0.5716 
0.5716 ± 

0.0004 
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ตาราง 41 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H4 0.5927 0.5917 0.5919 
0.5921 ± 

0.0005 

H5 0.4528 0.4524 0.4525 
0.4526 ± 

0.0002 

H6 0.4470 0.4469 0.4471 
0.4470 ± 

0.0001 

 

ตาราง 42 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลที่เวลาปั่นเหวี่ยง 10 นาที 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
สกัดครั้งที่ 1 สกัดครั้งที่ 2 สกัดครั้งที่ 3 

H1 0.8301 0.8296 0.8295 
0.8297 ± 

0.0003 

H2 0.8216 0.8213 0.8212 
0.8214 ± 

0.0002 

H3 0.5679 0.5678 0.5671 
0.5676 ± 

0.0004 

H4 0.6139 0.6129 0.6130 
0.6133 ± 

0.0006 

H5 0.4646 0.4647 0.4640 
0.4644 ± 

0.0004 
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ตาราง 42 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
สกัดครั้งที่ 1 สกัดครั้งที่ 2 สกัดครั้งที่ 3 

H6 0.4729 0.4724 0.4727 
0.4727 ± 

0.0003 

 

3. กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดออร์โทคูมาริก 

 
ภาพ 28 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดออร์โทคูมาริก เพื่อคำนวณหาขีดจำกัดการ

ตรวจวัด (Limit of Detection, LOD) และขีดจำกัดการตรวจวัดเชงิปริมาณ (Limit of 

Quantization, LOQ) 
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4. ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลต่อน้ำปราศจากไอออน (5:1 v/v) ที่ความยาวคลื่น 

272 นาโนเมตร เพื่อคำนวณขดีจำกัดต่ำสุดของการตรวจวัด 

 

ตาราง 43 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลต่อน้ำปราศจากไอออน (5:1 v/v) 

คร้ังที่ 

ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลต่อ 

น้ำปราศจากไอออน 

Ethanol : DI (5:1 v/v) 

1 0.0004 

2 -0.0001 

3 0.0004 

4 -0.0003 

5 0.0006 

6 0.0002 

7 0.0003 

8 0.0014 

9 0.0002 

10 0.0003 

11 0.0005 

เฉลี่ย 0.0004 

SD 0.0004 
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5. ผลของการหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์กรดแกลลิกโดยเทคนิคยูวี-วิ

สิเบิลสเปกโตเมตร ี

สเปกตรัมของสารมาตรฐานกรดแกลลิก ปรากฏจุดยอดคลื่นของสเปกตรัมที่ความ

ยาวคลื่น 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267 และ 268 นาโนเมตร ดังนัน้จงึศึกษาความยาว

คลื่นที่เหมาะสม โดยการสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานกรด

แกลลิกกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267 และ 268 

นาโน แสดงดังตาราง 44 ถึง 51 

 

ตาราง 44 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความยาวคลื่น 261 นาโน

เมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

1.00 0.0514 0.0002 

2.00 0.0946 0.0003 

3.00 0.1384 0.0005 

4.00 0.1822 0.0008 

5.00 0.2251 0.0003 

6.00 0.2711 0.0002 

7.00 0.3127 0.0002 

8.00 0.3578 0.0006 

9.00 0.3973 0.0008 

10.00 0.4408 0.0004 
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ตาราง 44 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

15.00 0.6665 0.0006 

20.00 0.8799 0.0003 

25.00 1.1031 0.0007 

30.00 1.3095 0.0020 

40.00 1.7203 0.0071 

50.00 2.1255 0.0065 

60.00 2.4600 0.0024 

70.00 2.7590 0.0130 

80.00 2.9245 0.0333 

90.00 3.0640 0.0339 

100.00 3.2110 0.0571 
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ตาราง 45 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความยาวคลื่น 262 นาโน

เมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

1.00 0.0514 0.0002 

2.00 0.0948 0.0003 

3.00 0.1387 0.0002 

4.00 0.1829 0.0002 

5.00 0.2262 0.0001 

6.00 0.2730 0.0003 

7.00 0.3145 0.0003 

8.00 0.3616 0.0003 

9.00 0.4019 0.0004 

10.00 0.4462 0.0002 

15.00 0.6748 0.0009 

20.00 0.8944 0.0005 

25.00 1.1249 0.0007 

30.00 1.3371 0.0008 

40.00 1.7624 0.0026 

50.00 2.1775 0.0139 
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ตาราง 45 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

60.00 2.5248 0.0224 

70.00 2.7897 0.0464 

80.00 2.9712 0.0627 

90.00 3.0595 0.0509 

100.00 3.2193 0.0872 

 

ตาราง 46 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความยาวคลื่น 263 นาโน

เมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

1.00 0.0503 0.0002 

2.00 0.0930 0.0003 

3.00 0.1379 0.0002 

4.00 0.1829 0.0002 

5.00 0.2261 0.0002 

6.00 0.2735 0.0003 

7.00 0.3153 0.0002 
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ตาราง 46 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

8.00 0.3637 0.0001 

9.00 0.4046 0.0001 

10.00 0.4503 0.0005 

15.00 0.6805 0.0003 

20.00 0.9051 0.0007 

25.00 1.1421 0.0007 

30.00 1.3583 0.0011 

40.00 1.7936 0.0023 

50.00 2.2116 0.0016 

60.00 2.5630 0.0222 

70.00 2.8448 0.0404 

80.00 2.9518 0.0329 

90.00 3.1014 0.0431 

100.00 3.2602 0.1124 
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ตาราง 47 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความยาวคลื่น 264 นาโน

เมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

1.00 0.0497 0.0003 

2.00 0.0924 0.0003 

3.00 0.1370 0.0003 

4.00 0.1825 0.0005 

5.00 0.2258 0.0002 

6.00 0.2724 0.0010 

7.00 0.3154 0.0001 

8.00 0.3654 0.0004 

9.00 0.4067 0.0004 

10.00 0.4520 0.0002 

15.00 0.6836 0.0006 

20.00 0.9126 0.0004 

25.00 1.1547 0.0004 

30.00 1.3754 0.0011 

40.00 1.8157 0.0014 

50.00 2.2426 0.0055 
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ตาราง 47 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

60.00 2.6074 0.0072 

70.00 2.8584 0.0138 

80.00 2.9817 0.0469 

90.00 3.0817 0.0597 

100.00 3.1735 0.0447 

 

ตาราง 48 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความยาวคลื่น 265 นาโน

เมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

1.00 0.0482 0.0007 

2.00 0.0905 0.0002 

3.00 0.1349 0.0007 

4.00 0.1810 0.0001 

5.00 0.2237 0.0004 

6.00 0.2702 0.0008 

7.00 0.3134 0.0003 
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ตาราง 48 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

8.00 0.3642 0.0007 

9.00 0.4056 0.0008 

10.00 0.4523 0.0004 

15.00 0.6844 0.0002 

20.00 0.9153 0.0003 

25.00 1.1633 0.0009 

30.00 1.3874 0.0003 

40.00 1.8367 0.0025 

50.00 2.2683 0.0137 

60.00 2.6194 0.0264 

70.00 2.8443 0.0263 

80.00 3.0051 0.0582 

90.00 3.1106 0.0634 

100.00 3.0855 0.0501 
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ตาราง 49 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความยาวคลื่น 266 นาโน

เมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

1.00 0.0474 0.0003 

2.00 0.0890 0.0003 

3.00 0.1333 0.0003 

4.00 0.1789 0.0001 

5.00 0.2216 0.0003 

6.00 0.2675 0.0006 

7.00 0.3107 0.0004 

8.00 0.3630 0.0006 

9.00 0.4037 0.0008 

10.00 0.4515 0.0004 

15.00 0.6829 0.0003 

20.00 0.9165 0.0003 

25.00 1.1685 0.0011 

30.00 1.3952 0.0021 

40.00 1.8501 0.0004 

50.00 2.2912 0.0076 
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ตาราง 49 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

60.00 2.6447 0.0061 

70.00 2.8757 0.0488 

80.00 2.9964 0.0376 

90.00 3.1178 0.0678 

100.00 3.1941 0.0688 

 

ตาราง 50 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความยาวคลื่น 267 นาโน

เมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

1.00 0.0459 0.0004 

2.00 0.0868 0.0003 

3.00 0.1305 0.0033 

4.00 0.1760 0.0004 

5.00 0.2176 0.0004 

6.00 0.2633 0.0006 

7.00 0.3064 0.0002 
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ตาราง 50 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

8.00 0.3596 0.0009 

9.00 0.3997 0.0003 

10.00 0.4478 0.0003 

15.00 0.6778 0.0006 

20.00 0.9139 0.0007 

25.00 1.1688 0.0008 

30.00 1.3968 0.0013 

40.00 1.8570 0.0039 

50.00 2.3042 0.0038 

60.00 2.6461 0.0132 

70.00 2.8794 0.0649 

80.00 2.9560 0.0333 

90.00 3.1046 0.0734 

100.00 3.1862 0.0158 
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ตาราง 51 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความยาวคลื่น 268 นาโน

เมตร (n = 3) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

1.00 0.0445 0.0001 

2.00 0.0842 0.0002 

3.00 0.1273 0.0003 

4.00 0.1727 0.0007 

5.00 0.2135 0.0003 

6.00 0.2587 0.0002 

7.00 0.3017 0.0002 

8.00 0.3548 0.0002 

9.00 0.3952 0.0006 

10.00 0.4435 0.0006 

15.00 0.6711 0.0003 

20.00 0.9079 0.0003 

25.00 1.1658 0.0010 

30.00 1.3921 0.0014 

40.00 1.8526 0.0045 

50.00 2.2965 0.0097 
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ตาราง 51 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย 

(A.U.) 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) 

60.00 2.6452 0.0257 

70.00 2.8352 0.0562 

80.00 2.9850 0.0315 

90.00 3.1126 0.0903 

100.00 3.2134 0.1141 

 

6. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกรดแกลลิก 

6.1 ผลการศึกษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด (Types of 

solvent) 

จากการศกึษาชนิดของตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด ซึ่งขอ้มูลค่าการดูดกลืน

แสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึง้ที่ใช้ตัวทำละลายในการสกัดทั้ง 3 

ชนิด แสดงผลดังตาราง 52 ถึง 54 
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ตาราง 52 ค่าการดูดกลืนแสงของเมทานอล  

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.7593 0.7595 0.7600 
0.7596 ± 

0.0004 

H2 0.7570 0.7554 0.7553 
0.7559 ± 

0.0010 

H3 0.5235 0.5224 0.5223 
0.5227 ± 

0.0007 

H4 0.5687 0.5688 0.5691 
0.5689 ± 

0.0002 

H5 0.4393 0.4384 0.4385 
0.4387 ± 

0.0002 

H6 0.4309 0.4287 0.4287 
0.4294 ± 

0.0013 
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ตาราง 53 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอล  

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
สกัดครั้งที่ 1 สกัดครั้งที่ 2 สกัดครั้งที่ 3 

H1 0.7870 0.7854 0.7847 
0.7857 ± 

0.0012 

H2 0.7738 0.7733 0.7730 
0.7734 ± 

0.0004 

H3 0.5522 0.5515 0.5518 
0.5518 ± 

0.0004 

H4 0.5864 0.5852 0.5850 
0.5855 ± 

0.0008 

H5 0.4662 0.4645 0.4645 
0.4651 ± 

0.0010 

H6 0.4486 0.4474 0.4480 
0.4480 ± 

0.0006 

 

ตาราง 54 ค่าการดูดกลืนแสงของเมทานอลต่อเอทานอล อัตราส่วน 1 ต่อ 1 โดยปริมาตร 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.7645 0.7636 0.7637 
0.7639 ± 

0.0005 

H2 0.7618 0.7615 0.7609 
0.7614 ± 

0.0005 
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ตาราง 54 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
สกัดครั้งที่ 1 สกัดครั้งที่ 2 สกัดครั้งที่ 3 

H3 0.5405 0.5389 0.5388 
0.5394 ± 

0.0010 

H4 0.5506 0.5496 0.5496 
0.5499 ± 

0.0006 

H5 0.4407 0.4402 0.4403 
0.4404 ± 

0.0003 

H6 0.4303 0.4296 0.4300 
0.4300 ± 

0.0004 

 

6.2 ผลการศึกษาปรมิาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด (Solvent 

volumes) 

จากการศกึษาปริมาตรตัวทำละลายที่เหมาะสมในการสกัด ซึ่งขอ้มูลค่าการดูดกลืน

แสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึง้ที่ใช้ปริมาตรในการสกัด 5 และ 10 

มิลลลิิตร แสดงผลดังตาราง 55 และ 56 
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ตาราง 55 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอล ปริมาตร 5.00 มิลลลิิตร  

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.7905 0.7904 0.7906 
0.7905 ± 

0.0001 

H2 0.7574 0.7551 0.7556 
0.7560 ± 

0.0012 

H3 0.5679 0.5672 0.5671 
0.5674 ± 

0.0004 

H4 0.5729 0.5713 0.5710 
0.5717 ± 

0.0010 

H5 0.4635 0.4625 0.4629 
0.4630 ± 

0.0005 

H6 0.4406 0.4396 0.4394 
0.4399 ± 

0.0006 

 

ตาราง 56 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอล ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.4902 0.4899 0.4898 
0.4900 ± 

0.0002 

H2 0.5020 0.4992 0.4988 
0.5000 ± 

0.0017 
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ตาราง 56 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
สกัดครั้งที่ 1 สกัดครั้งที่ 2 สกัดครั้งที่ 3 

H3 0.3583 0.3577 0.3576 
0.3579 ± 

0.0004 

H4 0.3503 0.3495 0.3493 
0.3497 ± 

0.0005 

H5 0.2781 0.2767 0.2773 
0.2774 ± 

0.0007 

H6 0.2789 0.2784 0.2788 
0.2787 ± 

0.0003 

 

6.3 ผลการศึกษาเวลาที่ใช้ในการปั่นหวี่ยงท่ีเหมาะสมในการสกัด (Mixing 

times) 

จากการศกึษาเวลาในการปั่นเหวี่ยงที่เหมาะสมในการสกัด ซึ่งขอ้มูลค่าการดูดกลืนแสง

ของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกในตัวอย่างน้ำผึง้ที่ใชเ้วลาในการปั่นเหวี่ยง 3, 5 และ 10 

นาที แสดงผลดังตาราง 57 ถึง 59 

 

ตาราง 57 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลที่เวลาปั่นเหวี่ยง 3 นาที  

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.7656 0.7648 0.7654 
0.7653 ± 

0.0004 
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ตาราง 57 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H2 0.7347 0.7352 0.7357 
0.7352 ± 

0.0005 

H3 0.5531 0.5523 0.5523 
0.5526 ± 

0.0005 

H4 0.5884 0.5888 0.5891 
0.5888 ± 

0.0004 

H5 0.4515 0.4513 0.4518 
0.4515 ± 

0.0003 

H6 0.4465 0.4456 0.4459 
0.4460 ± 

0.0005 

 

ตาราง 58 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลที่เวลาปั่นเหวี่ยง 5 นาที 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.7856 0.7854 0.7863 
0.7858 ± 

0.0005 

H2 0.7526 0.7515 0.7518 
0.7520 ± 

0.0006 

H3 0.5535 0.5539 0.5536 
0.5537 ± 

0.0002 
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ตาราง 58 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H4 0.5754 0.5743 0.5741 
0.5746 ± 

0.0007 

H5 0.4466 0.4470 0.4471 
0.4469 ± 

0.0003 

H6 0.4350 0.4345 0.4345 
0.4347 ± 

0.0003 

 

ตาราง 59 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลที่เวลาปั่นเหวี่ยง 10 นาที 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H1 0.7966 0.7956 0.7956 
0.7959 ± 

0.0006 

H2 0.7768 0.7759 0.7763 
0.7763 ± 

0.0005 

H3 0.5421 0.5414 0.5413 
0.5416 ± 

0.0004 

H4 0.5946 0.5934 0.5935 
0.5938 ± 

0.0007 

H5 0.4537 0.4535 0.4530 
0.4534 ± 

0.0004 
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ตาราง 59 (ต่อ) 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง 
ค่าการดูดกลืนแสง (A.U.) 

ค่าเฉลี่ย ± SD 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

H6 0.4573 0.4555 0.4559 
0.4562 ± 

0.0009 

 

7. กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก 

 
ภาพ 29 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก เพื่อคำนวณหาขีดจำกัดการตรวจวัด 

(Limit of Detection, LOD) และขดีจำกัดการตรวจวัดเชงิปริมาณ (Limit of Quantization, LOQ) 
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8. ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลต่อน้ำปราศจากไอออน (5:1 v/v) ที่ความยาวคลื่น 

266 นาโนเมตร เพื่อคำนวณขดีจำกัดต่ำสุดของการตรวจวัด 

 

ตาราง 60 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลต่อน้ำปราศจากไอออน (5:1 v/v) 

คร้ังที่ 

ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลต่อ 

น้ำปราศจากไอออน 

Ethanol : DI (5:1 v/v) 

1 0.0002 

2 0.0007 

3 0.0007 

4 0.0005 

5 0.0006 

6 0.0003 

7 0.0006 

8 0.0001 

9 -0.0006 

10 0.0000 

11 0.0010 

เฉลี่ย 0.0004 

SD 0.0004 



 

ภาคผนวก ข 

การคำนวณ 

1. การเตรยีมสารละลายมาตรฐานจากสารที่เป็นของแข็ง 

จากการเทียบบัญญัติไตรยางศ์ 

ตัวอย่าง  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ปริมาตร 250 มิลลลิิตร จากสารมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก 94.0 % 

สารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก ความเข้มข้น 100 มิลลกิรัมต่อลิตร หมายถึง 

สารละลาย 1000.00 mL มีสารมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก 100 mg 

ต้องการเตรียมสารละลาย 250.00 mL จะมีสารมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก  

250.00 mL ×100 mg

1000 mL
    = 25.00 mg     

จากความเข้มข้นสารละลายมาตรฐาน 94.0 % หมายความว่า ถ้าต้องการเตรียม

สารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก 94.0 mg ต้องชั ่งสารมาตรฐาน 100 mg ต้องการ

เตรียมสารมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก 25.00 mg ต้องช่ังสารมาตรฐาน  

25.00 mg × 100 mg

94.0 mg
 = 25.80 mg      

 ดังนั้น เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก ความเข้มข้น 100.00 มิลลิกรัม

ต่อลิตร ปริมาตร 250.00 มิลลิลิตร โดยชั่งสารมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก 25.80 มิลลิกรัม 

ละลายและปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออน ในขวดวัดปริมาตร ขนาด 250 มิลลลิิตร 

2. การเตรยีมสารละลายจากสารที่เป็นของเหลว 

  สูตรที่ใช้  C1V1= C2V2 

 เมื่อ C1 = ความเข้มข้นของสารละลายก่อนเจอืจาง (มิลลกิรัมต่อลิตร) 

  V1 = ปริมาตรของสารละลายก่อนเจอืจาง (มิลลลิิตร) 

  C2 = ความเข้มข้นของสารละลายหลังเจอืจาง (มิลลกิรัมต่อลิตร) 

  V2 = ปริมาตรของสารละลายหลังเจือจาง (มิลลลิิตร) 
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ตัวอย่าง  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริก ความเข้มข้น 5.00 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ปริมาตร 50.00 มิลลิลิตร จากสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกความเข้มข้น 100 

มิลลกิรัมต่อลิตร 

         C1V1 =  C2V2 

        (100 mg/L)(V1) = (5.00 mg/L)(50.00 mL) 

    V1= 
5.00 mg/L ×50.00 mL

100 mg/L
     

    V1 =  2.50 mL 

  ดังนั้น เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกความเข้มข้น 5.00 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร ปริมาตร 50.00 มิลลิลิตร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมิก ความเข้มข้น 

100.00 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออน 

ในขวดวัดปริมาตร ขนาด 50.00 มิลลลิิตร 

3. การคำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard derivative, SD) 

 ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) = √
∑(x-x)̅2

n-1
 

 เมื่อ x ̅ = ค่าเฉลี่ยของแต่ละชุดข้อมูล 

  n = จำนวนชุดข้อมูลทั้งหมด 

  Ʃ =  ผลรวม 

  x = ข้อมูล 

ตาราง 61 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลต่อน้ำปราศจากไอออน (5:1 v/v) ที่ความยาวคลื่น 

272 นาโนเมตร 

คร้ังที่ 

ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลต่อ 

น้ำปราศจากไอออน 

Etanol: DI (5:1 v/v) 

1 0.0004 
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ตาราง 61 (ต่อ) 

คร้ังที่ 

ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลต่อ 

น้ำปราศจากไอออน 

Etanol: DI (5:1 v/v) 

3 0.0004 

4 -0.0003 

5 0.0006 

6 0.0002 

7 0.0003 

8 0.0014 

9 0.0002 

10 0.0003 

11 0.0005 

เฉลี่ย 0.0004 

 

จากสูตร SD= √
∑(x-x)̅2

n-1
 

   SD=  

√

(0.0004-0.0004)2+(-0.0001-0.0004)2+(0.0004-0.0004)2+
(-0.0003-0.0004)2+(0.0006-0.0004)2+(0.0002-0.0004)2+
(0.0003-0.0004)2 +(0.0014-0.0004)2+(0.0002-0.0004)2

+(0.0003-0.0004)2+(0.0005-0.0004)2

11-1
 

   SD= 0.0004 



131 
 

4. การคำนวณขีดจำกัดต่ำสุดของการตรวจวัด 

 Limit of detection (LOD) 

  สูตรที่ใช้ LOD =   
3SD

Slope
 

 

 Limit of quantitation (LOQ) 

  สูตรที่ใช้ LOQ =  
10SD
Slope

 

 เมื่อ LOD = ขีดจำกัดการตรวจพบ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

  LOQ =  ขีดจำกัดการตรวจวัดเชิงปริมาณ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

  SD = ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

  Slope = ความชัน 

 จากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน y = 0.102x + 0.0116 ( R2 = 1 ) 

จากสมการ  LOD =  
3SD

Slope
 

    LOD =  
(3 ×0.0004)

0.0943
 

    LOD =  0.01  มิลลกิรัมต่อลิตร 

จากสมการ  LOQ =  
10SD

Slope
 

    LOQ =  
(10 ×0.0004)

0.0943
 

    LOQ =  0.05 มิลลกิรัมต่อลิตร 
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4. ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 

ตาราง 62 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออรทโทคูมาริก ความเข้มขน้ 1.00 

มิลลกิรัมต่อลิตร 

คร้ังที่ 

ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดออร์

โทคูมารกิ 

1.00 mg/L 

1 0.1052 

2 0.1051 

3 0.1046 

4 0.1047 

5 0.1051 

6 0.1065 

7 0.1054 

เฉลี่ย 0.1052 

SD 0.0007 

 

จากสูตร  %RSD =   
SD

X̅
 × 100 

  %RSD =   
0.0007

0.1052
 × 100 

  %RSD =   0.66 % 
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4. การคำนวณหาปรมิาณกรดออร์โทคูมารกิในน้ำผึ้ง 

ตัวอย่าง  สารละลายตัวอย่างน้ำผึ้ง (อำเภอเชียงม่วน) ได้ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย เท่ากับ            

2.9080 

สมการเส้นตรง          y =        0.0943x + 0.0281 

   0.8217 = 0.0943x + 0.0281 

   x = 
0.8217-0.0281

0.0943
 

   x = 8.416 ppm 

 เนื่องจากตัวอย่างถูกเจอืจางลง 10 เท่า ดังนัน้ นำ้ผึ้งอำเภอเชยีงม่วน มปีริมาณกรด

ออร์โทคูมาริก 8.146 x 10 = 81.46 มิลลกิรัมต่อลิตร 

5. การหาร้อยละการได้กลับคนื (%Recovery) 

 ร้อยละการได้กลับคืนคำนวณได้จาก 

  %Recovery = 
(C1-C0)

C
 × 100 

 เมื่อ c1  = ความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน (ppm) 

  c0  = ความเข้มข้นของสารที่สนใจในตัวอย่าง (ppm) 

  c = ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เติม (ppm) 

ตัวอย่าง 

 ความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน (C1)  = 6.2372 ppm 

 ความเข้มข้นของตัวอย่าง (C0)    = 1.5564 ppm 

 ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เติม   = 5.00 ppm 

 จะได้  %Recovery =   
(6.2372-1.5564)

5.00
 × 100 

   %Recovery =   94  

 ดังนัน้ ค่าร้อยละการได้กลับคืนที่ 5.00 มิลลกิรัมต่อลิตร คือ 94 % 
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6. การแปลงหน่วยจากมิลลิกรัมต่อลิตรเป็นมิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

ตัวอย่าง  ช่ังตัวอย่างน้ำผึ้ง(อำเภอเชยีงม่วน)มา 1.6613 กรัม นำไปสกัดด้วยน้ำปราศจากไอออน 

ปริมาตร 1.00 มิลลลิิตร และเมทานอล ปริมาตร 5.00 มิลลลิิตร พบว่ามีความเข้มข้น

กรดออร์โทคูมาริก 81.46 มิลลิกรัมต่อลิตร ต้องการเปลี่ยนหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร

เป็นมลิลิกรัมต่อกิโลกรัม 

84.16 มิลลกิรัมต่อลิตร หมายความว่า 

สารละลาย 1000.00 mL    มีปริมาณกรดออร์โทคูมาริก 84.16 mg 

ถ้าสารละลาย 10.00 mL    จะมีปริมาณกรดออร์โทคูมาริก  = 
84.16 mg ×10.00 mL

1000.00 mL
 

           = 0.8416  mg 

1 กิโลกรัม = 1000 กรัม 

ตัวอย่างน้ำผึ้ง(อำเภอเชียงม่วน) 1.6678 g มีปริมาณกรดออร์โทคูมาริก 0.8416 mg 

ถ้าตัวอย่างน้ำผึง้ 1000 กรัม จะมีปริมาณกรดออร์โทคูมาริก            =  
0.8416 mg ×1000 g

1.6613 g
 

             =  506.59 mg 

ดังนัน้ ปริมาณกรดออร์โทคูมาริกในตัวอย่างน้ำผึ้ง ความเข้มขน้ 81.46 มิลลิกรัมต่อลิตร เท่ากับ 

506.59  มิลลกิรัมต่อกิโลกรัม 

 

  



 

ภาคผนวก ค 

ภาพประกอบการศึกษาวจิัย 

1. ตัวอย่างน้ำผึ้งทั้ง 6 อำเภอ 

 
ภาพ 30 น้ำผึ้ง (Honey) อำเภอเมือง 

 

 
ภาพ 31 น้ำผึง้ (Honey) อำเภอปง 
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ภาพ 32 น้ำผึ้ง (Honey) อำเภอเชยีงคำ 

 

 
ภาพ 33 น้ำผึ้ง (Honey) อำเภอเชยีงม่วน 

 

 
ภาพ 34 น้ำผึ้ง (Honey) อำเภอภูกามยาว 
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ภาพ 35 น้ำผึ้ง (Honey) อำเภอแม่ใจ 

 

 

ภาพ 36 ลักษณะสีของตัวอย่างน้ำผึง้ 
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2. เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 

 
ภาพ 37 เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-visible Spectrophotometer) 

 

 
ภาพ 38 การสแกนหาความยาวคลื่นสูงสุดของสารละลายมาตรฐานกรดออร์โทคูมาริกที่   

ความเข้มข้น 0.10-60.00 ppm 

 

272 นาโนเมตร 
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ภาพ 39 การสแกนหาความยาวคลื่นสูงสุดของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความเข้มขน้ 

0.10-100.00 ppm 

 

3. วิธีการดำเนินการทำวิจัย 

 
ภาพ 40 ตัวอย่างน้ำผึง้ 1.66 กรัม (หลังละลายด้วยน้ำปราศจากไอออน 1 มิลลลิิตร) 

 

266 นาโนเมตร 
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ภาพ 41 ตัวอย่างน้ำผึง้ที่สกัดด้วยเอทานอล 5 มิลลลิิตร (หลังการเขย่า) 

 

 
ภาพ 42 ตัวอย่างน้ำผึ้งที่ทำการสกัดด้วยเอทานอล (หลังการปั่นเหวี่ยง) 
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ภาพ 43 ตัวอย่างน้ำผึ้งหลังการสกัดด้วยเอทานอล 

 

 

ภาพ 44 ตัวอย่างน้ำผึ้งที่เจือจางลง 10 เท่า 
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ประวัติผู้ศกึษาวิจัย 

 

 
 

ชื่อ-สกุล   นางสาวอัญญรัตน์  ศีละพงษ์ 

วันเดือนปีเกิด  15 พฤศจกิายน 2541 

ประวัติการศึกษา - ระดับช้ันมัธยมศกึษาตอนต้น โรงเรียนทัพทันอนุสรณ์ 

จังหวัดอุทัยธานี ปีที่จบ 2555 

 - ระดับช้ันมัธยมศกึษาตอนปลาย โรงเรยีนทัพทันอนุสรณ์ 

จังหวัดอุทัยธานี ปีที่จบ 2558 

ที่อยู่ปัจจุบัน 62 หมู่ 4 ต.หนองหลวง อ.สว่างอารมณ์ จ.อุทัยธานี 61150 

เบอร์โทรติดต่อ 091-1122469 

อีเมล ์ anyarat2469@gmail.com 

  

mailto:anyarat2469@gmail.com
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ประวัติผู้ศกึษาวิจัย 

 

 
 

ชื่อ-สกุล   นางสาวอารีรัตน์  บุญโย 

วันเดือนปีเกิด  6 กันยายน 2541 

ประวัติการศึกษา - ระดับช้ันมัธยมศกึษาตอนต้น โรงเรียนแหลมรังวิทยาคม 

จังหวัดพิจิตร ปีที่จบ 2555 

 - ระดับช้ันมัธยมศกึษาตอนปลาย โรงเรยีนแหลมรังวิทยาคม 

จังหวัดพิจิตร ปีที่จบ 2558 

ที่อยู่ปัจจุบัน 468 หมู่ 8 ต.แหลมรัง อ.บึงนาราง จ.พิจิตร 66130 

เบอร์โทรติดต่อ 061-3074202 

อีเมล ์ arerat0609@gmail.com 

 

 


