
บทที ่3 
อปุกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
3.1 ตัวอย่างน า้ผึง้ 

3.1.1 การสุ่มเกบ็ตัวอย่างน า้ผึง้ 
 หลกัในการสุ่มเก็บตวัอย่างเพื่อการวิเคราะห์ให้ได้มาตรฐานและทัว่ถึง จากตวัอย่างท่ีมี
จ านวนมาก (Bulk) เพื่อวเิคราะห์คุณภาพ โดยทัว่ไปยดึตามหลกัของ AOAC (2000) ดงัภาพท่ี 4  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 4 ขั้นตอนของการเลือกสุ่มเก็บตัวอย่างเพื่อการวิเคราะห์คุณภาพของตวัอย่างชนิดต่าง ๆ 

(AOAC, 2000) 
  
 ส าหรับในการศึกษาน้ีไดสุ่้มเก็บตวัอยา่งน ้าผึ้งจากแหล่งต่าง ๆ ไดแ้ก่ 
 1. แหล่งการซ้ือ-ขายของเกษตรกรกบับริษทัส่งออกและบริษทัรับซ้ือน ้ าผึ้งเพื่อน าไปแปร
รูปสินคา้ ซ่ึงตวัอยา่งน ้าผึ้งท่ี ไดแ้ก่ ตวัอยา่งน ้าผึ้งสาบเสือ ล าไย ล้ินจ่ี ทานตะวนั 
 การสุ่มตัวอย่างจากถังขนาด 300 กิโลกรัม จะสุ่มโดยการใช้ท่อพลาสติกใสขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 1/2-3/4 น้ิว มีความ 1- 1.2 เมตร จากกดลงไปในถงัจนถึงกน้ถงัจากนั้นใช้
มือปิดดา้นบนแลว้ดึงข้ึนมาจะไดต้วัอย่างน ้ าผึ้งจากทุกระดบัในถงัประมาณ 250 ml มาเป็นตวัแทน
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ของน ้าผึ้งถงันั้น หากมีมากกวา่ 1 ถงั จะน าเอาน ้าผึ้งท่ีสุ่มมากจากทุกถงัมารวมแลว้จึงสุ่มเก็บตวัอยา่ง
มา 1 กิโลกรัม เพื่อการวเิคราะห์ ไดแ้ก่ น ้าผึ้งล าไย น ้าสาบเสือ 
 2. การสุ่มจากน ้าผึ้งบรรจุขวด เป็นสินคา้ท่ีผลิตเพื่อขาย ซ่ึงท าการสุ่มซ้ือจากแหล่งผลิตระบุ
ชดัเจนแหล่งท่ีผลิตและช่ือผูผ้ลิต ท าการสุ่มซ้ือ ณ แหล่งผลิตหรือบริษผัูผ้ลิต ปริมาณ 0.5-1 กิโลกรัม
ต่อตวัอยา่งน ้าผึ้ง ไดแ้ก่ น ้าผึ้งล าไย น ้าสาบเสือ ล้ินจ่ี 
  

3.1.2 ตัวอย่างน า้ผึง้ทีใ่ช้ในการศึกษา 
ตวัอย่างน ้ าผึ้งท่ีสุ่มเก็บจากแหล่งต่าง ๆ จะน ามาวิเคราะห์คุณสมบติัดา้นต่าง ๆ ของน ้ าผึ้ง 

โดยตวัอย่างน ้ าผึ้ งทั้ งหมดถูกเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิห้องและไม่เกิน 6 เดือน ส าหรับการตรวจ
วเิคราะห์ ส าหรับจ านวนตวัอยา่งของน ้าผึ้งท่ีไดว้เิคราะห์สรุปไวด้งัตารางท่ี 5 

  
ตาราง 5 จ านวนและชนิดของตวัอยา่งน ้าผึ้งท่ีท าการวเิคราะห์ 
 

ล าดับที ่ ชนิดน า้ผึง้ แหล่งทีม่า จ านวน 

1 ล าไย เชียงใหม่ ล าพนู 40 

2 สาบเสือ เชียงใหม่ ล าพนู 8 

3 ล้ินจ่ี เชียงใหม่ ล าพนู 3 
4 ทานตะวนั ลพบุรี สระบุรี 3 

  
3.2 วธีิการทดลอง 
3.2.1 การตรวจวเิคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของตัวอย่างน า้ผึง้ 

ส าหรับการวิเคราะห์คุณสมบติัของตวัอย่างน ้ าผึ้ งน้ี เป็นไปตามวิธีมาตรฐานสากล  (ตาม
หลกัของ AOAC method) ซ่ึงมีวธีิการท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ไดด้งัน้ี (AOAC, 2000) 

 
3.2.1.1 การเตรียมตัวอย่างน า้ผึง้เพื่อการวเิคราะห์   
 น าน ้ าผึ้งมา 250 ml มาวิเคราะห์ หากน ้ าผึ้งมีส่วนท่ีตกผลึกหรือมีส่วนของแข็งปนอยูด่ว้ย 
ให้น าไปอุ่นท่ี 60 ºC 30 นาที ให้ส่วนของของแข็งหรือผลึกกลายเป็นของเหลวพร้อมส าหรับการ
วเิคราะห์หวัขอ้ต่อไป แต่ยกเวน้ส าหรับการวเิคราะห์ค่า Diastase Activity และการหาปริมาณสารไฮ
ดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอลไม่ตอ้งอุ่นตวัอยา่งน ้าผึ้ง 
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3.2.1.2 การวเิคราะห์ความช้ืน (Moisture content)  
 การวิเคราะห์ความช้ืนด้วยเคร่ือง Refractrometer น้ีเป็นวิธีการวดัค่าดัชนีการหักเหแสง 
(Refractive index) ของของแข็งท่ีละลายได ้(Soluble solid) ในตวัอยา่งน ้ าผึ้ง โดยน ้ าผึ้งบริสุทธ์ิจะมี
ของแข็งท่ีละลายได้ส่วนใหญ่เป็นน ้ าตาล ค่าดชันีการหักเหแสงท่ีอ่านได้มีหน่วยเป็นองศาบิกซ์ 
(◦Brix) มีวธีิการวเิคราะห์ดงัน้ี 

1. น าตวัอยา่งน ้าผึ้งแช่ลงบนอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ท่ีอุณหภูมิ 20 ºC 
2. รอจนกระทัง่อุณหภูมิของตวัอยา่งน ้าผึ้งมีอุณหภูมิ 20 ºC 
3. หยดน ้าผึ้งลงบนเคร่ือง Refractrometer  
4. อ่านค่าท่ีวดัไดเ้ป็นปริมาณของแขง็ท่ีละลายในน ้าผึ้ง (%)  
5. น าค่าท่ีวดัไดไ้ปค านวณหาปริมาณความช้ืนตามสูตรดงัน้ี 

 
เปอร์เซ็นต์ความช้ืน = 100 –  ค่าทีว่ดัได้จากเคร่ือง  Refractrometer 

 
3.2.1.3 การวเิคราะห์ปริมาณเถ้า (Ash content) 
 การวิเคราะห์ปริมาณเถ้าน้ีเป็นวิธีการวดัของแข็งท่ีอยู่ในตวัอย่างน ้ าผึ้งหลงัจากการเผา มี
วธีิการวเิคราะห์ดงัน้ี 
 1. น าถว้ย Crucible ท่ีสะอาดไปอบไล่ความช้ืนท่ี 100 ºC เป็นเวลา 1 ชัว่โมงแลว้ เก็บถว้ย 
Crucible ไวใ้นโถดูดความช้ืน (Desiccator) เพื่อใหเ้ยน็ตวัลง  
 2. ชัง่น ้าหนกัถว้ย Crucible แลว้จึงชัง่ตวัอยา่งน ้ าผึ้งใส่ลงในถว้ย Crucible ประมาณ 5.0000 
g บนัทึกน ้าหนกัจริงไว ้
 3. น าถว้ยใส่ตวัอยา่งน ้าผึ้งตั้งบนเตาอบ (Hot air oven) เพื่อเผาไล่ควนัจนหมด 
 4. จากนั้นน าถ้วยใส่ตวัอย่างน ้ าผึ้งใส่ในเตา ปรับอุณหภูมิเตาเท่ากบั 500 ºC ท าการเผา
ตวัอยา่งประมาณ 2 ชัว่โมง แลว้จึงปิดเตาทิ้งไวจ้นถว้ย crucible เยน็ลง  
 5. น าถว้ย Crucible ท่ีเยน็แลว้ไปเก็บไวใ้น Desiccator เพื่อไม่ให้มีความช้ืนเพิ่มจากอากาศ 
แลว้จึงน ามาชัง่เพื่อหาน ้าหนกัสุดทา้ย  
 6. น าค่าทั้งหมดมาค านวณหาปริมาณเถา้ ดงัสมการ 
 
ปริมาณเถ้า (%) = (น า้หนักถ้วยรวมตัวอย่างหลงัเผา – น า้หนักถ้วยเปล่าก่อนเผา) x 100 
      น า้หนักของน า้ผึง้ทีใ่ช้ 
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3.2.1.4 การวเิคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
 มีวธีิการวเิคราะห์ดงัน้ี 
 1. ชัง่ตวัอยา่งน ้ าผึ้งจ  านวน 10.00 g ใส่ในขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 ml 
แลว้เติมน ้ากลัน่ 75 ml ละลายใหเ้ขา้กนั  
 2. วดัค่า pH ดว้ย pH meter จดบนัทึกค่า pH ท่ีวดัได ้ 
 
3.2.1.5 การวิเคราะห์ปริมาณกรดอิสระ (Free acidity) แล็กโตน (lactones) และปริมาณกรด

ทั้งหมด (Total acidity)  
มีวิธีการวิเคราะห์ดงัน้ี (AOAC, 2000; Finola et al., 2007; Silva et al., 2009; Ajlouni and 
Sujirapinyokul, 2010) 

 1. ชัง่ตวัอยา่งน ้ าผึ้งจ  านวน 10.00 g ใส่ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml แลว้เติมน ้ ากลัน่ 
75 ml ละลายใหเ้ขา้กนั  
 2. วดัค่า pH ดว้ย pH meter จดบนัทึกค่า pH ท่ีวดัได ้
 3. หลังจากวดั pH เร่ิมต้นแล้วจึงไตเตรทสารละลายตัวอย่างน ้ าผึ้ ง ด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเขม้ขน้ 0.05 M จนไดค้่า pH เท่ากบั 8.5 จดบนัทึกปริมาณ 
NaOH ท่ีใชใ้นการไตเตรท 
 4. หลงัจากนั้นเติมสารละลาย 0.05 M NaOH จ านวน 10 ml ใน Erlenmeyer flask ทนัที 
 5. ท าการไตเตรทสารละลายตวัอย่างน ้ าผึ้ งต่อด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
ความเขม้ขน้ 0.05 M จนกระทั้งไดค้่า pH เท่ากบั 8.3 บนัทึกปริมาณสารละลาย HCl ท่ีใชใ้นการ 
ไตเตรท  
 6. น าค่าท่ีบนัทึกไปค านวณหาค่าปริมาณกรดอิสระ ค่าปริมาณแล็กโตน และปริมาณกรด
ทั้งหมดต่อกิโลกรัมของน ้าผึ้ง (milliequivalent/kg; me/kg) ดงัสมการ  
 
Free acidity  =  (ปริมาณ NaOH ท่ีใชใ้นการไตเตรต – ปริมาณท่ีใชไ้ตเตรท Blank) x 50 
     น ้าหนกัของน ้าผึ้ง (กรัม)  
  
Lactone  = (10 –  ปริมาณ HCl ท่ีใชใ้นการไตเตรต) x 50 
                น ้าหนกัของน ้าผึ้ง (กรัม)  
Total acidity = free acid + lactone  
Blank   =  น ้ากลัน่ (deionized water)      
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3.2.1.6 การวเิคราะห์ค่า Diastase Activity  
 มีวิธีการวิเคราะห์ดงัน้ี (AOAC, 2000; Silva et al., 2009; Ajlouni and Sujirapinyokul, 
2010; Gomes et al., 2010) 
 
 3.2.1.6.1 การเตรียมตัวอย่างน า้ผึง้  
 1. ละลายตวัอยา่งน ้าผึ้ง 5 g ดว้ยน ้ากลัน่ประมาณ 20 ml ในบีกเกอร์ขนาด 25 ml  
 2. เติมสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตรท (Acetate buffer) ความเขม้ขน้ 1.59 M ค่า pH 5.3 
จ านวน 2.5 ml แลว้เทสารละลายใส่ขวดวดัปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 25 ml 
 3. เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ์(0.5 M NaCl) จ านวน1.5 ml ผสมใหเ้ขา้กนั 
 4. ปรับปริมาตรเป็น 25 ml ดว้ยน ้ากลัน่ 
 
 3.2.1.6.2 การเตรียมสารละลายแป้ง (Starch solution) 
 1. ชัง่แป้ง 2.000 g ละลายในน ้ ากลัน่ประมาณ 90 ml ในบีกเกอร์ขนาด 250 ml แลว้น าไป
ตม้จนเดือด ลดความร้อนของไฟ และตม้ต่อไปดว้ยไฟอ่อน ๆ อีก 3 นาที ปิดฝาและตั้งทิ้งไวใ้ห้เยน็
ท่ี อุณหภูมิหอ้ง 
 3. จากนั้นเทสารละลายแป้งใส่ขวดปรับปริมาตร แลว้ปรับปริมาตรให้ได ้100 ml ดว้ยน ้ า
กลัน่ 
 
 3.2.1.6.3 การท ากราฟมาตรฐานของสารละลายแป้ง (Standard curve) 
 1. น าสารละลายแป้งในขอ้ 3.2.1.6.2 ไปอุ่นไวท่ี้ 40 ºC จากนั้นจึงดูดสารละลายแป้งจ านวน 
5 ml ใส่หลอดทดลองขนาด 20 ml แลว้เติมน ้ากลัน่ท่ีท าใหอุ่้นไวท่ี้ 40 ºC จ านวน 10 ml จากนั้นผสม
ใหเ้ขา้กนั  
 2. ปิเปตสารละลายแป้งเจือจางขา้งตน้ จ านวน 1 ml ลงในหลอดทดลองหลาย ๆ หลอด ซ่ึง
บรรจุดว้ยสารละลายไอโอดีนท่ีมีความเขม้ขน้ 0.0007 M จ านวน 10 ml แลว้จึงเติมน ้ ากลัน่ลงไปใน
ปริมาตรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละหลอดทดลอง เช่น 1 ml, 2 ml และ 5 ml เป็นตน้ 
 3. น าไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 660 nm (ใชน้ ้ากลัน่เป็น Blank)  
 4. บนัทึกปริมาณน ้ากลัน่ท่ีเติมลงไปแลว้ท าใหส้ามารถวดัค่าการดูดกลืนไดเ้ท่ากบั 0.760  ±  
0.02 เพื่อน าไปใชใ้นขั้นตอนต่อไป    
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3.2.1.6.4 วธีิวเิคราะห์หาค่า Diastase Activity 
 1. ปิเปตสารละลายตวัอยา่งน ้าผึ้ง จ  านวน 10 ml ลงในบีกเกอร์ขนาด 50 ml แลว้น าบีกเกอร์
ไปแช่ไวใ้น Water bath ท่ีอุณหภูมิ 40 ºC แช่ทิ้งไว ้15 นาที  
 2. ปิเปต Starch solution (ท่ีแช่ไวใ้น Water bath เช่นเดียวกบัตวัอยา่ง) จ  านวน 5 ml ลงไป
ในตวัอยา่งน ้าผึ้ง ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้แช่ทิ้งไวใ้น Water bath ท่ีอุณหภูมิ 40 ºC 
 3. เม่ือครบเวลา 5 นาที ให้ดูดสารละลายดงักล่าว 1 ml เติมลงในหลอดทดลองท่ีบรรจุ
สารละลายไอโอดีน ความเขม้ขน้ 0.0007 M จ านวน 10 ml ผสมให้เขา้กนั เติมน ้ ากลัน่ในปริมาณ
เท่ากบัท่ีประเมินไดจ้ากการท า Standardize สารละลายแป้งขา้งตน้ แลว้น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 
660 nm ทนัที 
 4. ท าซ ้ าแบบเดียวกนัทุก ๆ 5 นาที จนกระทัง่ค่าดูดกลืนแสงต ่ากวา่ 0.235  
 
 3.2.1.6.5 การค านวณหาค่า Diastase Activity 
 1. น าค่าดูดกลืนแสงกบัเวลา (นาที) มาสร้างกราฟเส้นตรง โดยลากกราฟให้ผา่นจุดให้ได้
มากท่ีสุด   
 2. จากกราฟประเมินหาค่า Diastase activity (DN) โดยน าเวลาท่ีปฏิกริยาของสารละลาย
ลดลดงจนอ่านค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 0.235 หารดว้ย 300 จะได้ค่า DN ซ่ึงเป็นค่าแสดงการ
ท างานของเอนไซม์ในน ้ าผึ้ ง 1 g ต่อขบวนการไฮโดรไลซ์ 1% starch solution ต่อ 1ชัว่โมงท่ี
อุณหภูมิ 40 ºC 
 
 3.2.1.7 การวเิคราะห์ค่าการน าไฟฟ้า (Electrical conductivity) 
 มีวธีิการวเิคราะห์ดงัน้ี 
 1. ละลายตวัอยา่งน ้าผึ้ง 20 g ดว้ยน ้ากลัน่ประมาณ 60 ml  
 2. เทสารละลายตวัอยา่งน ้ าผึ้งลงใน Volumetric flask ขนาด 100 ml ปรับสารละลายเป็น 
100 ml ดว้ยน ้ากลัน่ 
 3. ปิเปตดูดสารละลายท่ีเตรียมได ้จ านวน 40 ml ใส่บีกเกอร์ แลว้น าไปแช่ใน Water bath ท่ี
อุณหภูมิ 20 ºC  
 4. รอจนสารละลายตวัอย่างมีอุณหภูมิ 20 ºC (วดัดว้ยเทอร์โมมิเตอร์) แลว้จึงวดัค่าการน า
ไฟฟ้าของสารละลายดว้ยเคร่ืองวดั Conductometer  
แลว้จึงน าค่าท่ีวดัไดไ้ปค านวณค่าการน าไฟฟ้าของตวัอยา่ง ตามสูตรค านวณดงัน้ี 
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     SH = K x G 
 
 SH  =  ค่าการน าไฟฟ้าของน ้าผึ้ง มีหน่วยเป็น mS.cm-1 
 K  =  ค่าคงท่ีของเซลล ์(cell constant) 
 G  =  ค่าการน าไฟฟ้าท่ีวดัไดจ้ากเคร่ือง มีหน่วยเป็น mS.cm-1 
 
 การค านวณค่า K constant 
  เตรียมสารละลาย Potassium chloride (KCl) ความเขม้ขน้ 0.1 M เพื่อใชเ้ป็นสาร
มาตรฐานในการวดัค่า cell constant โดยเทสารละลายดงักล่าวจ านวน 40 มิลลิลิตร ลงในบ๊ิกเกอร์
ขนาด 100 มิลลิลิตร แลว้น าไปแช่ในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ีอุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส เม่ืออุณหภูมิได ้ของสารละลาย KCl ได ้20 องศาเซลเซียส ให้อ่านค่าการน าไฟฟ้าของ
สารละลาย (G)  0.1 M KCl แลว้น าค่าท่ีไดไ้ปค านวณหา ค่า cell constant (K) ตามสูตรค านวณดงัน้ี 
 

K = 11.691 x 1/G 
 
 K =   cell constant  
 G =    ค่าการน าไฟฟ้าท่ีวดัไดจ้ากเคร่ือง มีหน่วยเป็น mS/cm 
 11.691 =  ผลรวมของค่าการน าไฟฟ้าของน ้าและสารละลาย 0.1 M KCl ท่ี 20C 
 
 3.2.1.8 การวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาล (น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลฟรุกโตสและน ้าตาลซูโครส) 

โดย High Performance liquid chromatography (HPLC)  
 มีวธีิการวเิคราะห์ดงัน้ี (Mendes et al., 1998) 
 1. ละลายตวัอยา่งน ้าผึ้ง 5.00 g ดว้ยน ้ ากลัน่ประมาณ 80 ml แลว้เทสารละลายตวัอยา่งน ้ าผึ้ง
ลงใน volumetric flask ขนาด 100 ml แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ดว้ยน ้ากลัน่  
 2. กรองสารละลายตวัอยา่งน ้ าผึ้งผา่นกระดาษกรองขนาด 0.45 m แลว้จึงน าสารละลายท่ี
กรองไดไ้ปวิเคราะห์ปริมาณและชนิดของน ้ าตาลดว้ยเคร่ือง HPLC เทียบกบัสารละลายมาตรฐาน
น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลฟรุกโตสและน ้าตาลซูโครส 
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 สภาวะของเคร่ือง HPLC ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
  - Phase column: Inersil NH2, 5 m, 250 x 4.6 mm 
  - Mobile phase: water : acetronitrile (25:75 v/v), flow rate 1 ml/min 
  - Detector: Refractive index detection (RID) 
 
3.2.1.9  การวิเคราะห์ปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟิวรอล (Hydroxylmethylfurfural, HMF) 

โดย High Performance liquid chromatography (HPLC)  
 มีวธีิการวเิคราะห์ดงัน้ี (Mendes et al., 1998) 
 1. ละลายตวัอยา่งน ้าผึ้ง 5.00 g ดว้ยน ้ ากลัน่ประมาณ 80 ml แลว้เทสารละลายตวัอยา่งน ้ าผึ้ง
ลงใน volumetric flask ขนาด 100 ml แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ดว้ยน ้ากลัน่  
 2. กรองสารละลายตวัอย่างน ้ าผึ้งผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 m แลว้จึงน าไปฉีดเขา้
เคร่ือง HPLC เทียบกบัสารละลายมาตรฐาน HMF เพื่อหาปริมาณ HMF ท่ีมีในตวัอยา่งน ้าผึ้งต่อไป 
 
 สภาวะของเคร่ือง HPLC ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
 - Phase column: Ultra C18 ODS (Restex, USA) 5 m, 250 x 4.6 mm 
 - Mobile phase: water : methanol (90 : 10 v/v) , flow rate 1.2 ml/min 
 - Detector: UV detector 280 nm (diode array detector SPD-M10A)   
  
3.2.2 การตรวจวเิคราะห์คุณภาพทางจุลชีววทิยาของตัวอย่างน า้ผึง้  
 การตรวจวิเคราะห์หาปริมาณแบคทีเรีย ยีสต์ และรา ใช้วิธี Spread plate ซ่ึงเป็นไปตาม
มาตรฐานของคู่มือการวิเคราะห์ทางแบคทีเรีย โดยมีจุดประสงค์ในการหาจ านวนของจุลินทรียแ์ต่
ละชนิดท่ีปนเป้ือนอยู่ในตวัอย่างน ้ าผึ้งทั้งแบคทีเรีย ยีสต์ และรา ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีถึงความปลอดภยั
ของอาหาร  
 3.2.2.1 การเจือจางตัวอย่าง (BAM, 2001)   
 1. ชั่งตัวอย่างน ้ าผึ้ ง 10 g ใส่ในหลอดพลาสติกสะอาดท่ีมีสารละลาย Butterfield's 
phosphate-buffered dilution water (BPB) จ านวน 90 ml หลงัจากนั้นผสมให้เขา้กนั สารละลาย
ตวัอยา่งน ้าผึ้งท่ีไดถื้อวา่มีความเจือจาง 10-1 (ตวัอยา่งถูกเจือจาง 10 เท่า)  
 2. เตรียมสารละลายตวัอยา่งน ้ าผึ้งให้มีความเจือจางเพิ่มข้ึน 100 และ1,000 เท่าตามล าดบั 
(ตวัอย่างน ้ าผึ้ งมีความเขม้ขน้ 10-2 และ 10-3 ตามล าดบั) หรือระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม โดย 
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ปิเปตดูดสารละลายท่ีมีความเจือจาง 10-1 จ  านวน 10 ml ใส่ลงในสารละลาย BPB 90 ml ซ่ึงได้
สารละลายตวัอยา่งน ้าผึ้งเจือจางมีความเขม้ขน้เท่ากบั 10-2  
 3. ท าการเจือจางสารละลายตวัอยา่งน ้าผึ้งใหมี้ความเขม้ขน้ 10-3 
 
 3.2.2.2 การเลีย้งเช้ือบนอาหารเลีย้งเช้ือเพื่อหาปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด (Colony count 
technique) ในน า้ผึง้ 
 1. ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีมีความเจือจาง 10-1, 10-2 และ 10-3 ใส่ลงในจานเพาะเช้ือ 3 จาน 
จานละ 0.1 ml ในแต่ละระดบัความเจือจาง ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Plate count agar (PCA)  
 2. ท า Spread plate ของผสมทุกความเจือจางบนอาหาร PCA ความเจือจางละ 3 จาน  
 3.  น าไปอบเพาะเช้ือในตูอ้บเพาะเช้ือท่ีมีอุณหภูมิ 30 ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นท าการ
นบัจ านวนโคโลนีโดยนบับนจานอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้ท าการค านวณปริมาณเช้ือ 

 
 3.2.2.2.2 การเลี้ยงเช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือเพื่อหาปริมาณยีสต์และเช้ือรา (Yeasts and 
moulds) ในน า้ผึง้ (BAM, 2001; Iurlina and Fritz, 2005) 
 1. ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีมีความเจือจาง 10-1, 10-2 และ 10-3 ใส่ลงในจานเพาะเช้ือ 3 จาน 
จานละ 0.1 ml ในแต่ละระดับความเจือจาง ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ yeast extract–glucose–
chloramphenicol (YGC)  
 2. ท า Spread plate ของผสมทุกความเจือจางบนอาหาร YGC ความเจือจางละ 3 จาน 
             3.  น าไปอบเพาะเช้ือในตูอ้บเพาะเช้ือท่ีมีอุณหภูมิ 25 ºC เป็นเวลา 5 วนัจากนั้นท าการนบั
จ านวนโคโลนีโดยนบับนจานอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้ท าการค านวณปริมาณเช้ือ 
 
3.2.3 การตรวจวเิคราะห์คุณภาพทางสัณฐานอณูวทิยา  

การตรวจสอบแหล่งท่ีมาของน ้ าผึ้ งโดยใช้วิธี Melissopalynology นั้ น เป็นวิธีการตรวจ
ละอองเกสรตวัผูท่ี้อยูใ่นน ้าผึ้งดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยายระดบัสูง เพื่อตรวจสอบชนิดของน ้ าผึ้ง 
มีวธีิการวเิคราะห์ดงัน้ี (Louveaux et al., 1970; Gomes et al., 2010) 

 
3.2.3.1 การเตรียมตัวอย่างน า้ผึง้ 
1. ท าการชั่งน ้ าหนักน ้ าผึ้ งประมาณ 1 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ และเติมน ้ ากลัน่ 20 ml (ท่ี

อุณหภูมิ 20 - 40 ºC คนใหเ้ขา้กนั  
2. น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 2500 rpm อุณหภูมิ 25 ºC เป็นเวลา 10 นาที แลว้เทเอาสารละลายออก 



 30 

3. เติมน ้ ากลัน่ลงไป 10 ml (ท่ีอุณหภูมิ 20 - 40 ºC) แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 2500 rpm 
อุณหภูมิ 25 ºC เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายออกจนเหลือแต่ตะกอนละอองเกสร 

4. น าเอาตะกอนละอองเกสรท่ีได้ไปส่องภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ แล้วท าการนับและจดั
จ าแนกละอองเกสร 

 
3.2.3.2 การตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบแบบใช้แสงธรรมดา 

 ท าการตรวจดูเกสรในสไลด์โดยท าการนบัเกสรท่ีก าลงัขยาย 400 เท่า และท าการจ าแนก
ละอองเกสรหลกั และละอองเกสรอ่ืน ๆ เพื่อหา % ของเกสรท่ีพบ 
 

3.2.3.3 การหา % เกสร 
% เกสร =     จ  านวนเกสรท่ีตอ้งการทราบ   ×   100 

                           จ  านวนของเกสรทั้งหมด 
 

3.2.3.4 การจ าแนกชนิดน า้ผึง้ตามจ านวนละอองเกสรตามเกณฑ์ (Louveaux et al., 1970) 
เกสรหลกั (Predominant pollen) หมายถึง เกสรท่ีพบในน ้ าผึ้งมากกว่า 45 % ของเกสร

ทั้งหมด 
เกสรรอง (Secondary pollen) หมายถึง เกสรท่ีพบในน ้ าผึ้งระหว่าง 16 - 45 % ของเกสร

ทั้งหมด 
เกสรปะปนท่ีส าคญั (Important minor pollen) หมายถึง เกสรท่ีพบในน ้ าผึ้งระหว่าง  

3 – 15 % ของเกสรทั้งหมด 
เกสรปะปน (Minor pollen) เกสรท่ีพบในน ้าผึ้งนอ้ยกวา่ 3 % ของเกสรทั้งหมด 
 

3.2.4 การพฒันาผลติภัณฑ์จากน า้ผึง้ 
3.2.4.1 การเตรียมสมุนไพร 

3.2.4.1.1 วธีิการเตรียมสารสกดัสีจากกระเจ๊ียบ (Roselle) 
1. น ากระเจ๊ียบ 300 g มาฉีกเป็นช้ิน  ๆ แลว้บรรจุลงในบีกเกอร์ 1000 ml 
2. เติมน ้ า 500 ml ลงในบีกเกอร์ ให้พอท่วมกระเจ๊ียบ แช่ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 5 วนั 
3. น าไปกรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman No.1  
4.  น าไปท า Evaporation เพื่อระเหยตวัท าละลายออก 
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5. จากนั้นน าไปท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง freeze dryer แลว้น าไปเก็บไวตู้เ้ยน็ 
 

3.2.4.1.2 วธีิการเตรียมสารสกดัสีจากแก่นฝาง (Sappan wood) 
1. น าแก่นฝาง 300 g มาบรรจุลงในบีกเกอร์ขนาด 1000 ml  
2. เติม ethanol 500 ml ลงไปใหพ้อท่วม แช่ทิ้งไวท่ี้อุณหภมิูหอ้งเป็นเวลา 5 วนั 
3. น าไปกรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman No.1 
4. น าไปท า Evaporation เพื่อระเหยตวัท าละลายออก 
5. จากนั้นน าไปท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง freeze dryer แลว้น าไปเก็บไวตู้เ้ยน็ 

 
3.2.4.2 วธีิการเตรียมยาพืน้เจลลปิสติก 

1. เตรียมต ารับโดยการโปรยสารก่อเจล ไดแ้ก่ Carbopol, Hydroxypropyl methyl cellulose 
(HPMC), Polyvinylpyrrolidone K-30 (PVP K30) ลงในน ้าร้อน คนตลอดเวลาจนไดส้ารท่ีเขา้กนัดี 

2. เติมสาร Propylene glycol, Glycerin และน ้าผึ้งลงไป 
3. ปรับปริมาตรน ้าจนครบ 100 ml คนใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั ดงัตารางท่ี 6  
4. น ามาบรรจุไวใ้นขวดแกว้ ปิดฝาใหส้นิท 
 

ตาราง 6 สูตรต ารับยาพื้นเจลลิปสติก 
 

ส่วนประกอบ 
ปริมาณทีใ่ช้ในต ารับยาพืน้เจล (% w/v) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

น ้าผึ้ง               
Carbopol  -    -  -    - - - 
HPMC -     - -   - -     
PVP K30 - - - - -     - - -   
Propylene 
glycol          -  - -  

Glycerin - - - - - - - - -      
Water               
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3.2.4.3 ศึกษาความคงตัวของต ารับยาพืน้เจลลปิสติก 
เลือกต ารับยาพื้นเจลท่ีดีท่ีสุดมา 5 ต ารับ และท าการทดสอบความคงตวัของต ารับยาพื้น 

เจลแบบ Heating - cooling cycle จ านวน 6 คร้ัง พร้อมสังเกตลกัษณะภายนอก โดยการทดสอบ 
Heating - cooling cycle มีวธีิการทดสอบดงัน้ี 
 1. น าต ารับยาพื้นเจลท่ีผา่นการบรรจุขวดแลว้ต ารับละ 3 ขวด เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 45 ºC เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง แลว้น าออกมาเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าเช่นน้ีอีกเป็นจ านวน 6 
คร้ัง 
 2. ท าการวดัค่าความเป็นกรด ด่าง ดูสี ลกัษณะเน้ือเจล การแยกชั้น ความเหนอะหนะ การ
กระจายของเน้ือยาพื้นเจล เพื่อวเิคราะห์ความคงตวัทางกายภาพ  
 
3.2.4.4 การพัฒนาต ารับยาพืน้เจลลิปสติกเมื่อผสมกับสารสกัดสีจากกระเจ๊ียบและสารสกัดสีจาก
ฝาง 

1. น าต ารับยาพื้นเจลท่ีดีท่ีสุดมา 1 ต ารับคือต ารับยาพื้นเจลท่ี 12 มาท าการผสมสารสกดัสี
จากกระเจ๊ียบ สารสกดัสีจากแก่นฝาง และน ้าผึ้ง ดงัตารางท่ี 7 

 
 ตาราง 7 สูตรต ารับยาพื้นเจลลิปสติกท่ีผสมสารสกดัสีจากสมุนไพรและน ้าผึ้ง 
 

ส่วนประกอบ 
ปริมาณทีใ่ช้ในต ารับยาพืน้เจล (% w/v) 

15 16 17 18 

น ้าผึ้ง -    

HPMC     

Glycerin     

สารสกดัสีจากกระเจ๊ียบ - -  - 

สารสกดัสีจากฝาง - - -  

Water     
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3.2.4.5 การทดสอบฤทธ์ิในการต้านปฏิกริิยาออกซิเดช่ันของต ารับยาพืน้เจลลิปสติกที่ผสมสารสกัด
สีจากสมุนไพรและน า้ผึง้ด้วยวธีิ DPPH radical scavenging method  
มีวธีิการทดสอบดงัน้ี (Meda et al., 2005) 
1. ท าการละลายต ารับยาพื้นเจลลิปสติกท่ีผสมสารสกัดจากสมุนไพรและน ้ าผึ้ งด้วย  

Methanol โดยใชต้ ารับยาพื้นเจลแต่ละชนิดใหมี้ความเขม้ขน้อยูใ่นช่วง 1 - 100 % (v/v) 
2.  เตรียมสารละลาย DPPH. ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 0.02 mg/ml 
3. ดูดสารละลายต ารับยาพื้นเจลลิปสติกท่ีผสมสารสกดัจากสมุนไพรและน ้ าผึ้งแต่ละความ

เขม้ขน้ปริมาตร 0.75 ml ใส่ลงในสารละลาย DPPH   ปริมาตร 1.5 ml 
4. ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex ทิ้งไว ้15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
5. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm ดว้ย spectrophotometer ท าเป็นจ านวน 3 ซ ้ า 
6. ใช ้methanol เป็น blank, ascorbic acid ความเขม้ขน้ 1 - 6 (mg/l) เป็น positive control 

และ sugar analogue เป็น negative control 
7.น าค่าท่ีไดม้าค านวณหา % Inhibition ตามสมการดงัน้ี  
 
             % Inhibition = [(A517 Control - A517 Sample)/ A517 Control] × 100 
 

3.2.4.6 ศึกษาความคงตัวของต ารับยาพืน้เจลลปิสติกทีผ่สมสารสกดัสีจากสมุนไพรและน า้ผึง้ 
มีวธีิการทดสอบดงัน้ี 
3.2.4.6.1 การทดสอบความคงตัวในสภาวะเร่ง 

1. น าต ารับยาพื้นเจลท่ีผา่นการบรรจุขวดแลว้ต ารับละ 3 ขวด เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 45 
ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้น าออกมาเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าเช่นน้ี
อีกเป็นจ านวน 6 คร้ัง 

2. ท าการวดัค่าความเป็นกรด ด่าง ดูสี ลักษณะเน้ือเจล การแยกชั้ น ความ
เหนอะหนะ การแพร่กระจาย คราบ ฟองอากาศ กล่ิน และวดัความหนืดของยาพื้นเจล เพื่อ
วเิคราะห์ความคงตวัทางกายภาพ โดยสถิติท่ีใชท้ดสอบ คือ One-way ANOVA 
 
3.2.4.6.2 การทดสอบความคงตัวในระยะเวลา 2 เดือน 

1. น าต ารับยาพื้นเจลท่ีผ่านการบรรจุขวดแล้วต ารับละ 3 ขวด เก็บไว้ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง (25 ºC - 30 ºC) อุณหภูมิ 4 ºC และ 45 ºC 
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2. ท าการว ัดค่าความเป็นกรด ด่าง ดูสี ลักษณะเน้ือเจล การแยกชั้ น ความ
เหนอะหนะ การแพร่กระจาย คราบ ฟองอากาศ กล่ิน และ วดัความหนืด ของยาพื้นเจลดว้ย
เคร่ือง Brookfield เพื่อวเิคราะห์ความคงตวัทางกายภาพ โดยสถิติท่ีใชท้ดสอบ คือ One-way 
ANOVA 

 
3.2.4.7 การทดสอบความพงึพอใจในอาสาสมัคร 

น าผลิตภณัฑเ์จลลิปสติกท่ีไดท้  าการพฒันามาทดสอบความพึงพอใจในอาสาสมคัร  20  คน 
โดยใชแ้บบสอบถามให้อาสาสมคัรกรอกขอ้มูล การทดลองใชผ้ลิตภณัฑ์วา่ รู้สึกพอใจหรือไม่ เช่น 
สี, กล่ิน, การกระจายตวั, ความเนียน, ความมนัวาวและการเกาะติด เป็นตน้ 
 


