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บทคัดย-อ 
การทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงค6เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการรักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6ในสาหรEายกGามกุGง

ดGวยสารละลายโซเดียมไบคาร6บอเนต (NaHCO3) โดยวิธี RSM (Response Surface Methodology)  ปgจจัยที่ใชGในการศึกษาคือ 
ความเขGมขGนของ NaHCO3  (X1) อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา (X2) และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา  (X3)  วิเคราะห6ความเขGมขGน
ของคลอโรฟDลล6 (ug.g-1) และคEาสีเขียวของคลอโรฟDลล6 (-a*)  ผลการทดลองพบวEา  เมื่อวิเคราะห6สัมประสิทธิ์ของสมการถดถอย
ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6พบวEา มีคEา R-Square (R2) เทEากับ 92.98%  แสดงวEา ความเขGมขGนของ NaHCO3  อุณหภูมิในการทำ
ปฏิกิริยา  และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา สามารถอธิบายความผันแปรหรือการเปลี่ยนแปลงของความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6ไดG
รGอยละ 92.98  สำหรับการวัดคEาสีเขียวใหGผลในทำนองเดียวกับการวัดความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6   โดยสภาวะที่เหมาะสมในการ
รักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6คือ ความเขGมขGนของ NaHCO3 เทEากับรGอยละ 0.3 อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา เทEากับ 90 °C และ
ระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา เทEากับ 10 นาที ซึ ่งสภาวะดังกลEาว ไดGความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6สูงสุด (7.647 ug.g-1 ) ผล
การศึกษาที่ไดGสามารถนำไปใชGในการรักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6ในสาหรEายกGามกุGง  เพื่อทำใหGสามารถใชGประโยชน6จาก
คลอโรฟDลล6ไดGมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
คำสำคัญ: สาหรEายกGามกุGง  คลอโรฟDลล6  สารสี  วิธีพื้นผิวตอบสนอง 

 

Abstract 
This experiment aimed to study the optimum conditions for maintaining the stability of chlorophyll in 

Chara corallina with sodium bicarbonate (NaHCO3) solution using RSM (Response Surface Methodology).  Factors 
used in the study were NaHCO3 concentration (X1), reaction temperature (X2) and reaction time (X3).  Chlorophyll 
concentration (ug.g-1) and green value of chlorophyll (-a*) were analyzed.  The results showed that the R-Square 
(R2) value of the regression equation coefficients for chlorophyll concentration was 92.98%.  This demonstrated 
that the concentration of NaHCO3, reaction temperature and reaction time could have explained 92.98% of the 
variation or change in chlorophyll concentration.  For measuring green values, the results were similar to those 
for measuring chlorophyll concentration.  The optimum conditions for maintaining the stability of chlorophyll 
were that the NaHCO3 concentration was 0.3 %, the reaction temperature was 90 °C, and the reaction time was 
10 minutes. The above conditions yielded the highest chlorophyll concentration (7.647 ug.g-1) .  The results of 
this study can be used to maintain the stability of chlorophyll in Chara coralline.  Maintaining the stability of 
chlorophyll allows for more efficient utilization of chlorophyll. 
Keywords: Chara coralline, chlorophyll, pigment, response surface methodology 
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คำนำ 
ปgจจุบันความสนใจในการนำสารใหGสีและกลิ่นรสจากธรรมชาติมาใชGมีมากขึ้น  เนื่องจากความตระหนักในดGานความ

ปลอดภัยของสารใหGสีและกลิ่นรสที่ไดGจากการสังเคราะห6  การใชGสีสังเคราะห6ทำใหGเกิดปgญหาสำคัญเกี่ยวกับสุขภาพของมนุษย6 
งานวิจัยของ McCann et al. (2007) พบวEาการรับประทานอาหารที่มีสีผสมอาหารจะเพิ่มอาการอยูEไมEนิ่ง (Hyperactivity) ของ
เด็กในชุมชน อายุ 3 ป� และ อายุ 8/9 ป� เมื่อพิจารณาในแงEของสุขภาพรEางกาย  แมGวEาจะไมEไดGรับการทดสอบก็ตาม นอกจากนั้น
งานวิจัยของ Amin et al. (2010) พบวEา ทาร6ทราซีน (tartrazine) และ คาร6โมซีน (carmoisine) ซึ่งเป�นสีสังเคราะห6ที่ใชGในอาหาร 
มีผลในอวัยวะสำคัญคือตับและไต  โดยมีผลแมGมีปริมาณต่ำ  แนวทางหนึ่งในการแกGปgญหาขGางตGนคือการนำสารใหGสีจากธรรมชาติ
มาใชGในอาหารทดแทนสีสังเคราะห6 

สาหรEายกGามกุGง (Chara corallina) นิยมบริโภคกันมากในบางจังหวัดของภาคใตG  จากการศึกษาเบื้องตGนพบวEาสาหรEาย
กGามกุGงมีปริมาณคลอโรฟDลล6ในเซลล6สูงกวEาสาหรEายน้ำจืดชนิดอื่นๆ  ปริมาณคลอโรฟDลล6ที่สูงจึงมีความนEาสนใจในการนำมาใชGเป�น
สารใหGสีจากธรรมชาติ  ซึ่งการนำคลอโรฟDลล6มาใชGเป�นสารสีจากธรรมชาติมีการใชGกันมานานแลGว (Shahid et al., 2013)  ความ
ตGองการคลอโรฟDลล6เพิ ่มขึ ้นอยEางตEอเนื ่องตามความตระหนักที่เพิ ่มขึ ้นในการใชGสารใหGสีจากธรรมชาติ (Hung et al., 2014; 
Sigurdson et al., 2017) ในดGานสุขภาพ คลอโรฟDลล6และคลอโรฟDลลินมีประโยชน6ตEอรEางกายของมนุษย6 (Tumolo and Lanfer-
Marquez, 2012; Ghidouche et al., 2013) คลอโรฟDลล6มีคุณสมบัติตGานอนุมูลอิสระและตGานการอักเสบที่ป�องกันโรคเรื้อรัง เชEน 
มะเร็ง (McQuistan et al., 2012; Subramoniam et al., 2012; Jokopriyambodo et al., 2014) อยEางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลง
โครงสรGางคลอโรฟDลล6เป�นอนุพันธ6ทำใหGสูญเสียกิจกรรมไป (Albanese et al., 2007; Comunian et al., 2011; Benlloch-
Tinoco et al., 2015; Yilmaz and Gokmen, 2016) คลอโรฟDลล6สามารถยEอยสลายเป�นอนุพันธ6ไดGงEายเนื่องจากสูญเสียไอออน 
Mg2+ ในโมเลกุลคลอโรฟDลล6เมื่ออยูEภายใตGอิทธิพลของสิ่งแวดลGอม เชEน อุณหภูมิ แสง ออกซิเจน คEา pH และเอนไซม6 ซึ่งทำใหGเกิด
การเปลี ่ยนแปลงโครงสรGางของคลอโรฟDลล6จนกลายเป�นสีน้ำตาลมะกอก (Yilmaz and Gokmen, 2016; Solymosi and 
Mysliwa-Kurdziel, 2017) เพื่อป�องกันการยEอยสลายเป�นอนุพันธ6ของคลอโรฟDลล6 มักจะเติมเกลือที่มีไอออนของโลหะ เชEน Na+, 
Cu2+ หรือ Zn2+ ลงไป ไอออนของโลหะเหลEานี้ถูกนำเขGาสูEวงแหวนพอร6ไฟรินเพื่อสรGางปฏิกิริยาระหวEางไอออนของโลหะกับ Mg 
โดยการแทนที่ทำใหGมีความเสถียรมากขึ้นในนิวเคลียสของพอร6ไฟริน มีความทนทานตEอกรดและอุณหภูมิไดGดีกวEา จึงป�องกันการ
สูญเสียสีเขียวของพืช (Kidmose et al., 2002; Willows, 2004; Ngamwonglumlert et al., 2017)  การเลือกใชG NaHCO3 ใน
การศึกษาครั้งนี้เนื่องจากผลการศึกษาของ Kaur et al. (2018) ซึ่งศึกษาในบล็อกโคลีพบวEา NaHCO3 ชEวยรักษาสีเขียวและปริมาณ
คลอโรฟDลล6ไดGด ีท ี ่ส ุดเมื ่อเทียบกับ potassium metabisulphite, sodium bicarbonate, sodium chloride และ calcium 
chloride  และในชEวงไมEกี่ป�ที่ผEานมา NaHCO3 ซึ่งเป�นเกลืออนินทรีย6ธรรมดาสามารถพลิกกลับคEา pH ของสภาพแวดลGอมจุลภาค
ของเนื้องอก และยับยั้งการบุกรุก การแพรEกระจาย การหลีกเลี่ยงภูมิคุGมกัน การดื้อยา และภาวะขาดออกซิเจนของเซลล6เนื้องอก 
ดังนั้นการบำบัดโดยใชG NaHCO3 จึงเป�นแนวทางที่มีศักยภาพในการรักษาโรคมะเร็ง และมีรายงานการศึกษาที่เกี่ยวขGองมากขึ้น 
(Wang et al., 2021) 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค6เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมตEอการรักษาความคงตัวของสารสีคลอโรฟDลล6ในสาหรEายกGามกุGง
ดGวย NaHCO3  โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมดGวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology) ตัวแปรตGนที่ใชGใน
การศึกษา ไดGแกE ความเขGมขGนของ NaHCO3 อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา ผลการศึกษาที่ไดG
นำมาใชGรักษาความคงตัวของสารสีคลอโรฟDลล6เพื่อใหGสามารถนำคลอโรฟDลล6ไปใชGประโยชน6ไดGมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
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วิธีการศึกษา 
การเตรียมสารประกอบเชิงซ2อนของคลอโรฟ9ลล:จากสาหร=ายก2ามกุ2งและการวิเคราะห:ผลของความคงตัว 

การเตรียมตัวอย:าง 
        ลGางสาหรEายกGามกุGงใหGสะอาดดGวยน้ำประปา  จากนั้นลวกสาหรEายในน้ำเดือด เป�นเวลา 2 นาที  แลGวนำไปบดตัวอยEางใหG
ละเอียด (เก็บตัวอยEางดGวยการแชEเยือกแข็งระหวEางการรอการดำเนินการตEอไป) 
        การสังเคราะห>  metal-chlorophyll complexes 
        ทำการสังเคราะห6 metal-chlorophyll complexes โดยดัดแปลงวิธีการของ Rahayuningsih et al. (2018) และ Salama 
and Moharram (2007) นำสาหรEายที่ผEานการลวกและบดแลGว 70 กรัม มาทำปฏิกิริยาสารละลายเกลือของ NaHCO3 ปริมาตร 
280 มิลลิลิตร  ที่ความเขGมขGน อุณหภูมิ และระยะเวลาตามปgจจัยที่ศึกษา   

 การสกัด metal-chlorophyll complexes 
        สกัด metal-chlorophyll complexes โดยการนำตัวอยEางสาหรEายที่ไดGจากการใหGความรGอน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาสกัด
ดGวยเอทานอลความเขGมขGน 96% ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask shaker ปDดปากฟลาสก6ดGวยอลูมิเนียมฟรอยด6 
นำไปใสEใน  shaker water bath  ที่อุณหภูมิ 60 οC เขยEาดGวยความเร็ว 135 rpm เป�นเวลา 45 นาที  

 การวิเคราะห>ความเขKมขKนของคลอโรฟPลล>  
        วิเคราะห6ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6 ตามวิธีการของ Rahayuningsih  et al. (2018) โดยการนำสารสกัด 6 กรัม เจือจาง
ดGวยอะซิโตน 30 มิลลิลิตร ผสมตัวอยEางดGวย magnetic stirrer ความเร็ว 1000 rpm เป�นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นนำสารสกัด
ตัวอยEาง 5 มิลลิลิตร ไปทำการหมุนเหวี่ยงดGวยความเร็วรอบ 5000 รอบตEอนาที ที่อุณหภูมิ   25 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
กรองสารสกัดที่ไดGผEานกระดาษกรองเบอร6 1 จากนั้นนำสารละลายสEวนใสมาทำการวัดคEาความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6 ที่ความยาว
คลื่น  645 และ 663 nm คำนวณความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6 ตามสมการของ Zhang et al. (2009)  
  Chla (ug.g-1)       =  12.72 OD663 - 2.59 OD645  ………………………………(1)  
  Chlb (ug.g-1)       =  22.90 OD645 - 4.67 OD663 ……………………………….(2)  
  Chltotal (ug.g-1)   =  Chla + Chlb = 20.31 OD645 + 8.05 OD663 ..........(3) 

การวัดค:าสี 
 วัดคEาสีดGวยเครื่องวัดคEาสี (Colorimeter) ยี่หGอ HunterLab รุEน ColorFlex EZ  (ประเทศสหรัฐอเมริกา) ทำการวัดคEา L*, 
a*, b*,  เมื ่อ คEา L* บEงบอกถึงความสวEาง (100 = ขาว, 0 = ดำ), a* value  (+a* = red, -a* = green), b* value (+b* = 
yellow, -b* = blue) 
การออกแบบการทดลอง การวิเคราะห>ผลทางสถิติ และการหาสภาวะที่เหมาะสม 
การกำหนดระดับของปYจจัยที่ใชKในการทดลอง 
         ปgจจัยที่ศึกษามี 3 ปgจจัย คือ ความเขGมขGนของ NaHCO3  (X1) อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา (X2) และระยะเวลาในการทำ
ปฏิกิริยา  (X3)  การกำหนดระดับของปgจจัยทั้ง 3 ปgจจัย โดยพิจารณาจากงานวิจัยที่เกี่ยวขGอง การทดลองเบื้องตGน และขGอจำกัด
ของเครื่องมือที่ใชGในการทดลอง ซึ่งระดับของปgจจัยที่ใชGในการทดลองมี 3 ระดับ คือ ระดับต่ำ (-1) ระดับกลาง (0) และระดับสูง (1) 
ดังแสดงใน Table 1   
 

Table 1 Factors and levels of each factor used in the experiment  

Factors 
levels 

-1 0 1 
NaHCO3 concentration (%) 0.00 0.15 0.30 
reaction temperature ( °C)  70 80 90 
reaction time (minute) 10 15 20 
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การออกแบบการทดลองแบบบcอกซ>-เบห>นเคน 
          ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการรักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6ในสาหรEายกGามกุGง  ไดGใชGโปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติ  
Design expert version 13 กำหนดลำดับการทดลองและออกแบบการทดลองแบบบ¤อกซ6-เบห6นเคน ที่มี 3 ปgจจยั แตEละปgจจยัม ี3 
ระดับ และมีการทำซ้ำที่จุดกึ่งกลาง 5 ครั้ง ดังนั้นจึงมีจำนวนหนEวยทดลองทั้งหมด 17 หนEวยทดลอง แสดงดัง Table 2 
 

Table 2 Experimental sequence of a 3- factor Box- Behnken experimental design, 3 levels per factor, and the 
midpoint was repeated 5 times 

StdOrder RunOrder PtType Blocks X1 X2 X3 
8 1 2 1 1 0 1 
1 2 2 1 -1 -1 0 
12 3 2 1 0 1 1 
4 4 2 1 1 1 0 
15 5 0 1 0 0 0 
17 6 0 1 0 0 0 
3 7 2 1 -1 1 0 
13 8 0 1 0 0 0 
6 9 2 1 1 0 -1 
14 10 0 1 0 0 0 
11 11 2 1 0 -1 1 
2 12 2 1 1 -1 0 
5 13 2 1 -1 0 -1 
16 14 0 1 0 0 0 
7 15 2 1 -1 0 1 
10 16 2 1 0 1 -1 
9 17 2 1 0 -1 -1 

 
การวิเคราะห:ผลทางสถิติ และการหาสภาวะท่ีเหมาะสมด2วยวิธี RSM 
การวิเคราะห:ผลทางสถิติ 
         ตรวจสอบขGอมูลที ่ไดGจากการทดลองกEอนนำไปวิเคราะห6คEาสัมประสิทธิ ์ของการตัดสินใจ และวิเคราะห6ความ
แปรปรวน  วิเคราะห6คEาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจโดยคำนวณจากสมการของ Hu (1999) จากนั้นวิเคราะห6ความแปรปรวนเพื่อ
ตรวจสอบแหลEงผันแปรของแบบจำลอง  และสรGางสมการทำนาย โดยสรGางสมการทำนายความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6 และคEาสี
เขียว (-a*)  ดGวยการนำคEาของปgจจัยที่ไดGจากการวิเคราะห6สัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยมาเขียนใหGอยูEในรูปของสมการตEอไปนี ้

                      
การหาสภาวะท่ีเหมาะสมด2วยวิธี RSM 
                    เมื่อไดGสมการสำหรับทำนายความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6 และคEาสีเขียว (-a*) แลGว จึงนำมาสรGางกราฟพื้นผิว
ตอบสนองและกราฟโครงรEางของความเขGมขGนคลอโรฟDลล6  และคEาสีเขียว (-a*)  เทียบกับปgจจัยที่ใชGในการทดลอง และหาคEาปgจจัย
ที่เหมาะสมที่สุด เพื่อใหGไดGคลอโรฟDลล6ที่มีความเขGมขGนมากที่สุด  และคEาสีเขียว (-a*) สูงสุด โดยใชGโปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติ 
หลังจากที่ไดGสภาวะที่เหมาะสมแลGว นำสภาวะดังกลEาวไปใชGในการเตรียมสารประกอบเชิงซGอนของคลอโรฟDลล6จากสาหรEายกGามกุGง 
เพื่อหาความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6 จำนวน 3  ซ้ำ 
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ผลการศึกษาและวิจารณ8 
ปริมาณคลอโรฟPลล> และการวัดค:าสีเขียวของสารประกอบเชิงซKอน 

การศึกษาปgจจัยที่มีผลตEอความคงตัวของสารสีจากสาหรEายกGามกุGงในครั้งนี้  ประเมินความคงตัวจากการวิเคราะห6ความ
เขGมขGนของคลอโรฟDลล6 และการวัดคEาสีเขียวของสารประกอบเชิงซGอน metal-chlorophyll complexes ที่เกิดขึ้น ผลการทดลอง
แสดงดัง Table 3   
 
Table 3 Chlorophyll concentration and green value (-a*) of the metal-chlorophyll complexes 

Number 
Test 

 

Factors Chlorophyll 
concentration 

(ug.g-1) 

Green value 
(-a*) NaHCO3 

concentration 
(X1) (%) 

reaction 
temperature 

(X2) (°C) 

reaction time 
(X3) (minute) 

1 0.3 80  20  6.971 -8.54 
2 0.0 70  15  4.995 -7.76 
3 0.1 90  20  5.119 -7.94 
4 0.3 90  15  6.724 -8.34 
5 0.1 80  15  5.730 -8.08 
6 0.1 80  15  5.338 -8.03 
7 0.0 90  15  5.426 -8.08 
8 0.1 80  15  5.244 -7.96 
9 0.3 80  10  7.191 -8.71 
10 0.1 80  15  6.035 -8.16 
11 0.1 70  20  5.878 -8.14 
12 0.3 70  15  6.278 -8.30 
13 0.0 80  10  4.917 -8.63 
14 0.1 80  15  5.779 -8.05 
15 0.0 80  20  5.608 -7.98 
16 0.1 90  10  6.216 -8.25 
17 0.1 70  10  5.034 -7.92 

 
ผลการวิเคราะห>ทางสถิติ 

การตรวจสอบความถูกตKองของแบบจำลอง 
         จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตEอความคงตัวของสารสีคลอโรฟDลล6จากสาหรEายกGามกุGง ทั้ง 17 หนEวยทดลอง และนำผล

การทดลองที่ไดGมาตรวจสอบคุณภาพของขGอมูลวEามีความเหมาะสมหรือไมEดGวยการวิเคราะห6ความถูกตGองของแบบจำลอง หากขGอมูล
มีความเหมาะสมจึงนำมาวิเคราะห6คEาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R-Square: R2) และวิเคราะห6ความแปรปรวน (ANOVA) การ
ตรวจสอบคุณภาพขGอมูลมี 3 ขั้นตอนคือ (1) การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ (2) การตรวจสอบความเป�นอิสระของ
ขGอมูล (3) การตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน   จากการตรวจสอบความถูกตGองของรูปแบบการทดลองพบวEา คEาสEวน
ตกคGางของขGอมูลที่ไดGจากการทดลองเป�นไปตามสมมติฐานทั้ง 3 ขGอ คือ (1) สEวนตกคGางมีการแจกแจงแบบปกติ (2) คEาสEวนตกคGางมี
ความเป�นอิสระตEอกัน และ (3) คEาความแปรปรวนมีเสถียรภาพ จึงสรุปไดGวEาขGอมูลที่ไดGจากการทดลองชุดนี้มีความถูกตGองและ
เหมาะสมสำหรับการนำไปวิเคราะห6คEาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจและวิเคราะห6ความแปรปรวน  

การสรKางสมการทำนายความเขKมขKนของคลอโรฟPลล>และค:าสีเขียว 
          จากการวิเคราะห6สัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยของความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6พบวEา สัมประสิทธิ์ของสมการถดถอย

ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6มีคEา R2 เทEากับ 0.9298 (Table 4) แสดงวEา ความเขGมขGนของ NaHCO3 อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา 
และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา สามารถอธิบายความผันแปรหรือการเปลี่ยนแปลงของความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6ไดGรGอยละ 
92.98  ซึ่งสามารถนำไปสรGางสมการทำนายเพื่อหาคEาความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6ในสาหรEายกGามกุGงไดGดังนี ้
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       =  17.72 + 3.99  + 0.418 + 0.700  + 18.50  - 0.00154  + 0.00646                  
               + 0.0025  - 0.304 - 0.01049  …………………….(1) 
 เมื่อ  =  ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6  (ug.g-1) 
        =  ความเขGมขGนของ NaHCO3  (Conc = 0.00 – 0.30%) 
        =  อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา  (Temp = 70 – 90 °C) 
        =  ระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา (Time = 10 – 20 นาที) 

 เมื่อพิจารณาการขาดความเหมาะสมของสมการ (Lack of fit) พบวEาคEา P – value ของ Lack of Fit มีคEาเทEากับ 0.5007 
(Table 5) ซึ่งมีคEามากกวEา 0.05 ทำใหGสามารถสรุปไดGวEา แบบจำลองนี้มีความพอเพียงของตัวแปรในสมการ ดังนั้นจึงสามารถนำ
สมการขGางตGนมาใชGในการทำนายความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6ในการรักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6ดGวย NaHCO3 ในสาหรEาย
กGามกุGงไดG 
 

Table 4 Response surface regression analysis for chlorophyll concentration 

Factor Coefficient Estimate p-value VIF 

Intercept -17.7192 0.0028  
A-Conc 3.98533 0.0001 1 
B-Temp 0.418303 0.1918 1 
C-Time 0.700205 0.6499 1 

AB 0.0025 0.9794 1 
AC -0.30367 0.1474 1 
BC -0.01049 0.0072 1 
A² 18.50444 0.0185 1.01 
B² -0.00154 0.2946 1.01 
C² 0.006464 0.2745 1.01 

R2 = 0.9298, Adjusted R2 = 0.839 
 
Table 5 Analysis of variance for chlorophyll concentration 

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value 

Model 7.26 9 0.8064 10.31 0.0028 

A-Conc 4.83 1 4.83 61.77 0.0001 
B-Temp 0.1633 1 0.1633 2.09 0.1918 
C-Time 0.0176 1 0.0176 0.2247 0.6499 

AB 0.0001 1 0.0001 0.0007 0.9794 
AC 0.2075 1 0.2075 2.65 0.1474 
BC 1.1 1 1.1 14.07 0.0072 
A² 0.7299 1 0.7299 9.33 0.0185 
B² 0.1004 1 0.1004 1.28 0.2946 
C² 0.11 1 0.11 1.41 0.2745 

Residual 0.5477 7 0.0782   

Lack of Fit 0.2262 3 0.0754 0.9385 0.5007 

Pure Error 0.3214 4 0.0804   

Cor Total 7.8 16    
  

Y
1X 2X 3X

2
1X

2
2X 2

3X

1X 2X 1X 3X 2X 3X
Y
1X

2X

3X
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จากการวิเคราะห6สัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยของคEาสีเขียวพบวEา  สัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยของคEาสีเขียวมีคEา R2 
เทEากับ เทEากับ 0.9117 (Table 6) แสดงวEา ความเขGมขGนของ NaHCO3  อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา  และระยะเวลาในการทำ
ปฏิกิริยา สามารถอธิบายความผันแปรหรือการเปลี่ยนแปลงของคEาสีเขียวไดGรGอยละ 91.17 ซึ่งสามารถนำไปสรGางสมการทำนายเพื่อ
หาคEาสีเขียวในสาหรEายกGามกุGงไดGดังนี ้

        =  4.67 + 0.58  - 0.3237 + 0.046  - 10.37  + 0.001692  - 0.00703                  
               + 0.0467  - 0.1600 + 0.00265  …………………….(2) 
เมื่อ   =  คEาสีเขียว (คEา –a*) 
        =  ความเขGมขGนของ NaHCO3  (Conc = 0.00 – 0.30%) 
        =  อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา  (Temp = 70 – 90 °C) 
        =  ระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา (Time = 10 – 20 นาที) 

 เมื่อพิจารณาการขาดความเหมาะสมของสมการ (Lack of fit) พบวEาคEา P – value ของ Lack of Fit มีคEาเทEากับ 0.082 
(Table 7) ซึ่งมีคEามากกวEา 0.05 ทำใหGสามารถสรุปไดGวEา แบบจำลองนี้มีความพอเพียงของตัวแปรในสมการ ดังนั้นจึงสามารถนำ
สมการขGางตGนมาใชGในการทำนายคEาสีเขียวในการักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6ดGวย NaHCO3 ในสาหรEายกGามกุGงไดG 
 

Table 6 Response surface regression analysis for green value (-a*) 

Factor Coefficient Estimate p-value VIF 

Intercept 4.66975 0.0059  
A-Conc 0.576667 0.0035 1 
B-Temp -0.32368 0.1861 1 
C-Time 0.04565 0.0297 1 

AB 0.046667 0.2748 1 
AC -0.16 0.0818 1 
BC 0.00265 0.0598 1 
A² -10.3667 0.0049 1.01 
B² 0.001692 0.0217 1.01 
C² -0.00703 0.0185 1.01 

R2 = 0.9117, Adjusted R2 = 0.7982 
 
Table 7 Analysis of variance for green value (-a*) 

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value 

Model 1.01 9 0.1122 8.03 0.0059 

A-Conc 0.2592 1 0.2592 18.56 0.0035 
B-Temp 0.03 1 0.03 2.15 0.1861 
C-Time 0.1035 1 0.1035 7.41 0.0297 

AB 0.0196 1 0.0196 1.4 0.2748 
AC 0.0576 1 0.0576 4.13 0.0818 
BC 0.0702 1 0.0702 5.03 0.0598 
A² 0.2291 1 0.2291 16.41 0.0049 
B² 0.1206 1 0.1206 8.64 0.0217 
C² 0.1301 1 0.1301 9.31 0.0185 

Residual 0.0977 7 0.014     

Lack of Fit 0.0764 3 0.0255 4.78 0.0824 

Pure Error 0.0213 4 0.0053     
Cor Total 1.11 16       

Y
1X 2X 3X

2
1X

2
2X 2

3X

1X 2X 1X 3X 2X 3X
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การสรKางพื้นผิวตอบสนอง 
การสรKางพื้นผิวตอบสนองของความเขKมขKนของคลอโรฟPลล> 

            แบบจำลองทางคณิตศาสตร6 หรือสมการสำหรับทำนายความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6 จากการศึกษาความคงตัวของ
คลอโรฟDลล6ดGวย NaHCO3 ในสาหรEายกGามกุGง  สามารถนำมาสรGางกราฟพื้นผิวตอบสนองของความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6ไดGดัง 
Figure 1  

จากกราฟ Response surface และ contour plot (Figure 1a) ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6 เมื่อพิจารณาปgจจัยสอง
ปgจจัยคือ ความเขGมขGนของ NaHCO3  และอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา โดยกำหนดใหGระยะเวลาในการทำปฏิกิริยาอยูEที่ระดับกลาง
พบวEา ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6เพิ่มขึ้นเมื่อความเขGมขGนของ NaHCO3  เพิ่มขึ้น และอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น เมื่อ
พิจารณาปgจจัยสองปgจจัยคือ ความเขGมขGนของ NaHCO3  และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา โดยกำหนดใหGอุณหภูมิในการทำ
ปฏิกิริยาอยูEที่ระดับกลาง (Figure 1b) พบวEา ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6เพิ่มขึ้นเมื่อความเขGมขGนของ NaHCO3  เพิ่มขึ้น และ
ระยะเวลาในการทำปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น สEวนผลของอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา  และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา เมื่อกำหนดใหGความ
เขGมขGนของ NaHCO3 อยูEที่ระดับกลาง (Figure 1c) พบวEา ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6เพิ่มขึ้นในสองกรณีคือ เมื่ออุณหภูมิในการ
ทำปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยาลดลง และ เมื่ออุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาลดลง และระยะเวลาในการทำ
ปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น 
 

    
(a)                                         (b)                                         (c) 

Figure 1 Factors effecting concentration of chlorophyll in Chara corallina, a:  effect of NaHCO3 concentration 
and reaction temperature, b:  effect of NaHCO3  concentration and reaction time and c:  effect of reaction 
temperature and reaction time 
                

เกลือของโลหะสามารถรักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6ในเนื้อเยื่อพืชไดG เนื่องจากเกลือของโลหะเขGาไปแทนที่แมกนีเซียม
ไอออนในโมเลกุลของอนุพันธ6คลอโรฟDลล6ไดGเป�นสารประกอบเชิงซGอนที่มีสีเขียวสดเหมือนคลอโรฟDลล6 แตEจะมีความคงตัวในระหวEาง
กระบวนการแปรรูปและการเก็บรักษาที่สูงกวEาเนื ้อเยื ่อพืชที่ไมEเติมเกลือของโลหะ (Jone et al., 1977; Elbe et al., 1986; 
Tonucci and Elbe, 1992; LaBorde and Elbe, 1994)  การศึกษาครั้งนี้ใชG NaHCO3 เนื่องจากผลการศึกษาของ Kaushal et 
al. (2013) ซึ่งศึกษาการลวกใบเผือก (Colocasia esculenta (L.) Schott) พบวEา NaHCO3 ชEวยลดการสูญเสียสีเขียวของใบเผือก
ไดGดีที่สุด และใหGคEา antioxidant activity สูงสุด เชEนเดียวกับการศึกษาในบล็อกโคลีของ Kaur et al. (2018) ซึ่งพบวEา NaHCO3 
ชEวยรักษาสีเขียวและปริมาณคลอโรฟDลล6ไดGดีที่สุดเมื่อเทียบกับ potassium metabisulphite, sodium bicarbonate, sodium 
chloride และ calcium chloride   

โดยทั่วไปสาเหตุหลักของการเปลี่ยนสีของผักสีเขียวในระหวEางกระบวนการผลิตคือการเปลี่ยนคลอโรฟDลล6เป�น    ฟ�โอไฟ
ติน  โดยอิทธิพลของ pH สีเขียวของผักจะเปลี่ยนเป�นสีเขียวมะกอกเมื่อถูกความรGอนหรือวางในสภาวะที่เป�นกรด (Gold and 
Weckel, 1959; Gunawan and Barringer, 2000) ผลของปริมาณ NaHCO3 จากการศึกษาครั้งนี้อาจจะเกี่ยวเนื่องกับ pH เชEนกัน 
จึงทำใหGความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6มากขึ้นเมื่อปริมาณของ NaHCO3 มากขึ้น รEวมกับอุณหภูมิที่สูงขึ้น และ ความเขGมขGนของ
คลอโรฟDลล6มากขึ้นเมื่อปริมาณของ NaHCO3 มากขึ้น รEวมกับระยะเวลาที่สูงขึ้น จากการศึกษาในถั่วเขียวของ Koca et al. (2007) 
พบวEาสีเขียวของถั่วเขียวลวกหายไปอยEางรวดเร็วพรGอมกับคEา pH ที่ลดลง  สำหรับผลรEวมของอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา  และ
ระยะเวลาในการทำปฏิกิริยานั้น ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6เพิ่มขึ้นในสองกรณีดังกลEาวขGางตGน อุณหภูมิจึงนEาจะเป�นปgจจัยหลัก 
เนื่องจากการสูญเสียสีเขียวของคลอโรฟDลล6เนื่องจากความรGอนและออกซิเดชันสEวนใหญEเป�นไปตามปฏิกิริยาลำดับที่หนึ่งของ 
Arrhenius (Arrhenius first order reaction)  การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเพียงเล็กนGอยจะสEงผลตEอการเคลื่อนที่ของคลอโรฟDลล6 
(chlorophyll kinetic) (Aparicio-Ruiz and Gandul-Rojas, 2014) ปgจจัยตEางๆ ที่สEงผลตEออัตราและจลนศาสตร6ของการเสีย
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สภาพคลอโรฟDลล6 เชEน ความรGอน  ความเป�นกรด  การเจริญเติบโตของจุลินทรีย6 และความเขGมของแสง (Cuny et al., 1999; 
Gunawan and Barringer, 2000; Gaur et al., 2007; Erge et al., 2008; Inanc, 2016) 

การสรKางพื้นผิวตอบสนองของค:าสีเขียว (-a*) 
 แบบจำลองทางคณิตศาสตร6 หรือสมการสำหรับทำนายคEาสีเขียว (-a*) ของคลอโรฟDลล6 จากการศึกษาความคงตัวของ
คลอโรฟDลล6ดGวย NaHCO3 ในสาหรEายกGามกุGง   สามารถนำมาสรGางกราฟพื้นผิวตอบสนองของคEาสีเขียวไดGดัง Figure 2 
 

     
(a)                                          (b)                                      (c) 

Figure 2 Factors effecting the green value (-a*)  in Chara corallina, a: effect of NaHCO3 concentration and 
reaction temperature, b: effect of NaHCO3 concentration and reaction time and c: effect of reaction 
temperature and reaction time 
 

จากกราฟ Response surface และ contour plot (Figure 2a) คEาสีเขียว (-a*)  เมื่อพิจารณาปgจจัยสองปgจจัยคือ ความ
เขGมขGนของ NaHCO3  และอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา โดยกำหนดใหGระยะเวลาในการทำปฏิกิริยาอยูEที่ระดับกลางพบวEา คEาความ
เป�นสีเขียวเพิ่มขึ้นเมื่อความเขGมขGนของ NaHCO3  เพิ่มขึ้น และอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น เมื่อพิจารณาปgจจัยสองปgจจัยคือ 
ความเขGมขGนของ NaHCO3  และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา โดยกำหนดใหGอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาอยูEที่ระดับกลาง (Figure 
2b) พบวEา คEาความเป�นสีเขียวเพิ่มขึ้นเมื่อความเขGมขGนของ NaHCO3  เพิ่มขึ้น และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น สEวนผลของ
อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา  และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา เมื่อกำหนดใหGความเขGมขGนของ NaHCO3 อยูEที่ระดับกลาง (Figure 
2c) พบวEา คEาความเป�นสีเขียวเพิ่มขึ้นในสองกรณีคือ เมื่ออุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยาลดลง 
และ เมื่ออุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาลดลง และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น  โดยใหGผลในทำนองเดียวกับความเขGมขGนของ
คลอโรฟDลล6 

สำหรับกระบวนการสกัด  อุณหภูมิมีผลตEอกระบวนการสกัด (Sinha et al. 2012; O¨zkan and Ersus, 2015) Tijskens 
et al. (2001) ไดGศึกษาการเปลี่ยนแปลงคEาสีของบล็อกโคลีและถั่วเขียวในระหวEางการลวก พบวEาในชEวงแรกของการลวกผักทั้ง 2 
ชนิด คEาสีเขียวมีคEาเพิ่มขึ้น เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของสารตั้งตGนที่ไมEมีสีหรือมีสีเขียวนGอยเป�นสารที่มีสีเขียวที่มองเห็นไดGชัดขึ้น 
Lau et al. (2000) ศึกษาผลของการลวกหนEอไมGฝรั่งพบวEาในชEวงแรกสีเขียวของหนEอไมGฝรั่งเพิ่มขึ้นเมื่อใหGความรGอนในชEวง 70 และ 
98 องศาเซลเซียส  การศึกษาในสาหรEายกGามกุGงครั้งนี้เนื่องจากศึกษาที่อุณหูมิ 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส การเพิ่มของอุณหภูมิ
จึงสEงผลทำใหGความเป�นสีเขียวเพิ่มขึ้นหรือความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6เพิ่มขึ้น สEวนการศึกษาของ Pinsirodom (2003) ศึกษาผล
ของอุณหภูมิ (50, 75 และ 100 องศาเซลเซียส) ความเป�นกรด-ดEาง (4, 7 และ 10) และความเขGมขGนของซิงค6คลอไรด6 (100, 200 
และ 300 ppm) ตEอความคงตัวของสีเขียวของสารสกัดใบเตย โดยการวัดการเปลี่ยนแปลงของคEาสีดGวยเครื่อง Hunter color 
meter พบวEาที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส สีเขียวของสารสกัดใบเตยมีความคงตัวลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับที่อุณหภูมิ 50 และ 
75 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส การใชGซิงค6คลอไรด6ที่ระดับความเขGมขGนสูงขึ้นมีผลในการเพิ่มความคง
ตัวของสีเขียวของสารสกัดใบเตย  ซึ ่งปgจจัยความเขGมขGนของสารนั้น Ngo and Zhao (2007) ไดGศึกษาโครงสรGางของ Zinc-
chlorophyll-derivatives complexes ในการแปรรูปลูกแพร6 (green pear) ซึ ่งทำการทดลองโดยลวกลูกแพร6ที ่ม ีการเติม
สารละลายซิงค6ไอออน (zinc ion solution) ซึ่งเตรียมจากซิงค6แลคเตต (zinc lactate) ความเขGมขGน 0, 1,300 และ 2,600 ppm 
ในแตEละชุดการทดลอง ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 6, 12 และ 18 นาที พบวEาเมื่อความเขGมขGนของสารละลายซิงค6
ไอออนเพิ่มมากขึ้นจะสEงผลใหGจำนวนของซิงค6ฟ�โอไฟตินเพิ่มขึ้น  ทำใหGลูกแพร6ที่ผEานกระบวนการแปรรูปมีสีเขียวและความคงตัว
มากขึ้น 
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การหาปYจจัยที่เหมาะสมที่สุด 
การหาคEาปgจจัยที่เหมาะสมที่สุดในการศึกษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6ดGวย NaHCO3 ในสาหรEายกGามกุGง เพื่อใหGไดGความ

เขGมขGนของคลอโรฟDลล6สูงสุด โดยสภาวะที่เหมาะสมมีดังนี ้
-  =  ความเขGมขGนของ NaHCO3  (%)      = 0.3 
- =  อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา  (C° )     = 90 
- =  ระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา (นาที)   = 10 

จากสภาวะที่เหมาะสมขGางตGนไดGความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6สูงสุด เทEากับ 7.647 ug.g-1  เมื่อนำสภาวะที่เหมาะสมที่
ไดGมาทำการทดสอบความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6อีกครั้งพบวEา ความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6 เทEากับ 7.329 ± 0.007 ug.g-1 สำหรับ
สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดคลอโรฟDลล6จากพืชชนิดอื่น เชEน สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดคลอโรฟDลล6จากใบ suji  (Pleomele 
angustifolia Roxb.) โดยใชG ZnCl2 เป�นตัวรักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6พบวEาสภาวะที่เหมาะสมคือ  pH 7 ความเขGมขGนของ 
ZnCl2 เทEากับ 700 ppm อุณหภูมิ 85 C° โดยมีปริมาณ  total chlorophyll content (TCC)  เทEากับ 47.2975 mg/100 g fw 
(Rahayuningsih et al., 2018) 
 

สรุปผลการศึกษา 
จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการรักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6ในสาหรEายกGามกุGงดGวยสารละลาย NaHCO3  

โดยวิธี RSM  ปgจจัยที่ใชGในการศึกษาคือ ความเขGมขGนของโซเดียมไบคาร6บอเนต (NaHCO3)  (X1) อุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา (X2) 
และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา  (X3) พบวEาสภาวะที่เหมาะสมคือ ความเขGมขGนของ NaHCO3 เทEากับรGอยละ 0.3 อุณหภูมิในการ
ทำปฏิกิริยา เทEากับ 90 C° และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยา เทEากับ 10 นาที ซึ่งสภาวะดังกลEาว ไดGความเขGมขGนของคลอโรฟDลล6
สูงสุด (7.647 ug.g-1) ผลการศึกษาที่ไดGสามารถนำไปใชGในการรักษาความคงตัวของคลอโรฟDลล6ในสาหรEายกGามกุGง  ซึ่งความคงตัว
ของคลอโรฟDลล6สEงผลตEอการใชGประโยชน6ในการทำเป�นสารสี  และสEงผลตEอคุณคEาทางโภชนาการของคลอโรฟDลล6 นั้นคือการรักษา
ความคงตัวของคลอโรฟDลล6ทำใหGสามารถใชGประโยชน6จากคลอโรฟDลล6ไดGมีประสิทธิภาพมากขึ้น 

 

ผลประโยชน8ทับซ<อน 
ผูGเขียนขอประกาศวEาบทความนี้ไมEมีผลประโยชน6ทับซGอน 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 ขอขอบคุณ  กองทุนสEงเสริมวิทยาศาสตร6 วิจัยและนวัตกรรม (กองทุนสEงเสริม ววน.) สำนักงานคณะกรรมการสEงเสริม

วิทยาศาสตร6 วิจัยและนวัตกรรม (สกสว.) สำหรับทุนอุดหนุนการทำวิจัยในครั้งนี้ 
 

การส-วนร-วมในการเขียนบทความของผู<เขียน 
ความคิดริเริ ่ม และ สมมุติฐาน: นพรัตน6 มะเห. การปฏิบัติการวิจัย การมีสEวนรEวมในการออกแบบ การทดลอง การ

ทดสอบ เครื่องมือวัด วิธีการเก็บขGอมูล และ criteria: นพรัตน6 มะเห, ดาริกา อวะภาค. การจัดเก็บขGอมูลการวิเคราะห6ขGอมูล การ
แปรผล: นพรัตน6 มะเห, ดาริกา อวะภาค. การวิพากษ6วิจารณ6ผล การแสดงการเปรียบเทียบกับขGอสรุปหรือองค6ความรูG หรือทฤษฎี
เดิม: นพรัตน6 มะเห, ดาริกา อวะภาค. การมีสEวนรEวมในการเขียนตGนฉบับบทความ: นพรัตน6 มะเห, ดาริกา อวะภาค. การใหGการ
สนับสนุนเครื่องมือ หGองปฏิบัติการ และ ครุภัณฑ6: ดลฤดี พิชัยรัตน6. 
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