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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้มุ่งพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมโดยใช้สารสกัดธรรมชาติจากดอกกล้วยไมส้กุล

หวาย พันธุ์เอียสกุล (Dendrobium Sonia ‘Earsakul’) ที่มีสมบัติการเป็นกรด-เบสอินดิเคเตอร์ สำหรับระบุจดุยุติ
ของการไทเทรตแบบกรด-เบส โดยสารสกัดจากดอกกล้วยไม้มีรงควัตถุหลัก คือ สารในกลุ่มแอนโทไซยานิน ซึ่งให้สี
แดงในสารละลายกรด สีม่วงในสารละลายกลาง และสีเขียวเหลืองในสารละลายเบส ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดจาก

ดอกกล้วยไม้มีช่วงการเปลี่ยนสีที่ค่าพีเอชใกล้เคียงกับจุดสมมูลของการไทเทรต ทั้งการไทเทรตระหว่างกรดแก่และ
เบสแก่ และการไทเทรตระหว่างกรดอ่อนและเบสแก่ สุดท้ายได้ประยุกต์วิธีนี้เพื่อวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูป

ของกรดอะซิติกในน้ำส้มสายชูตัวอย่าง พบว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (ANOVA 

test) เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองที่ได้กับวิธีมาตรฐาน AOAC และวิธีการไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรี ดังนั้นสาร

สกัดจากดอกกล้วยไม้สามารถนำมาใช้เป็นทางเลือกทดแทนการใช้กรด-เบสอินดิเคเตอร์จากสารสังเคราะห์ และยัง
เป็นวิธีวิเคราะห์ที่มีต้นทุนต่ำ สะดวก มีความถูกต้อง และเชื่อถือได้ 
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ทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติก 
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Abstract 
A green analytical chemistry method employing crude aqueous extracted from the orchid 

flower Dendrobium Sonia ‘Earsakul’ as an acid-base indicator for acid-base titration was reported. 

In the orchid extract, there are many anthocyanin compounds which are red in acidic solution, 
purple in neutral solution and greenish-yellow in alkaline solution.  When the orchid extract was 
utilized as indicators in acid-base titrations, sharp color changes at the equivalence point were 
observed.  Titration curves of a strong acid, and weak acid to strong base were demonstrated. 

Moreover, the equivalence points obtained by the orchid extract were coincided with those of 
standard indicators and potentiometric titration. Additionally, this method was successfully applied 
for the determination of the total acidity in cooking vinegar samples and the measured values were 
reported as the percentage of acetic acid content.  Our results were not significantly different from 
the standard AOAC method as well as potentiometric titration at a 95 %  confidence level (ANOVA 
test). This indicated that orchid extract was acceptable to be used as a natural acid – base indicator, 
which was also economical, simple, accurate and reliable. 
 

Keywords: natural extract; orchid flower; anthocyanin; acid- base indicator; titration; acetic acid 
content 

 
1. บทนำ 

ปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ทางเคมีอย่าง
ต่อเนื่องเพื่อให้ได้วิธีที่ถูกต้อง แม่นยำ สะดวก รวดเร็ว 
และลดค่าใช้จ่าย อย่างไรก็ตาม การวิเคราะห์โดยอาศัย
วิธีดั้งเดิม (classical method) เช่น การวิเคราะห์เชิง
น้ำหนัก (gravimetric method) และการวิเคราะห์เชิง
ปริมาตร (volumetric method) ยังคงใช้เพื่อวิเคราะห์
ปริมาณอย่างกว้างขวางโดยเฉพาะใช้เป็นวิธีมาตรฐาน 
(standard method) การไทเทรต (titration) เป็นอีก
หนึ่งวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาตร ซึ่งทำได้ง่ายและสะดวก 
สามารถวิเคราะห์หาปริมาณสารโดยอาศัยจุดสมมูล
ของการไทเทรต (equivalence point) ทั้งนี้การหาจุด
สมมูลของการไทเทรตอาจต้องใช้การเปลี ่ยนสีของ 
อินดิเคเตอร์บอกจุดยุติของการไทเทรตนั้น ๆ เช่น การ
ใช้กรด-เบสอินดิเคเตอร์บอกจุดยุติของการไทเทรต

แบบกรด-เบส ซึ่งอินดิเคเตอร์สำหรับการไทเทรตแบบ
กรด-เบสที่นิยมใช้มีหลายชนิด เช่น โบรโมไทมอลบลู  
ฟีนอล์ฟทาลีน และเมทิลออเรนจ์ เป็นต้น สารเหล่านี้
ล้วนเป็นสารเคมีจากการสังเคราะห์ทั้งสิ้น อาจก่อให้  
เกิดอันตรายต่อผู้ทดลอง และหากกำจัดทิ้งโดยไม่มีการ
บำบัดที่ถูกต้องก็จะเป็นมลพิษต่อสิ่งแวดล้อมได้ อีกทั้ง
ยังมีราคาสูงอีกด้วย เพื่อหลีกเลี่ยงปัญหาดังกล่าวจึงมี
งานวิจัยที่หันมาใช้สารจากธรรมชาติแทนการใช้สาร 
เคมีส ังเคราะห์ เพื ่อเป็นอีกหนึ ่งทางเลือกของวิธี
วิเคราะห์ที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม [1] เช่น การใช้สาร
สก ัดจากธรรมชาต ิ เป ็นกรด - เบสอ ินด ิ เค เตอร์  
Chigurupati และคณะ [2] นำสีที่สกัดจากกะหล่ำม่วง 
มาใช้เป็นเซนเซอร์วัดค่าความเป็นกรด-เบส ในกระบวน 
การสลายตัวของ chlorbutol พบว่าส ีท ี ่สก ัดได ้มี
ประสิทธิภาพดีแม้จะใช้ความเข้มข้นเพียงแค่ 0.015 % 
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w/v เท่านั ้น Bhagat และคณะ [3] ใช้น้ำสกัดสีจาก
ดอกกุหลาบ (Rosa indica L.) มาทดสอบการเป็น 
อินดิเคเตอร์สำหรับกรด-เบส Sukaram และคณะ [4] 
ใช้สารสกัดจากดอกกล้วยไม้ในการวิเคราะห์ปริมาณ
แอมโมเนียไนโตรเจนด้วยระบบการไหลแบบโฟลอิน-
เจคชันและสมบัติการเป็นกรด-เบส อินดิเคเตอร์ของ
สารจากธรรมชาตินี้สามารถนำมาใช้บอกจุดยุติของการ
ไทเทรต ได้แก่ ดอกชบา ดอกเฟื่องฟ้า และดอกกุหลาบ 
[5] ดอกยี่โถและดอกโพทะเล [5] หรือสารสกัดจาก
หม่อน [7] เป็นต้น แม้ว่าสารสกัดจากธรรมชาติเหล่านี้
สามารถนำมาใช้เป็นกรด-เบสอินดิเคเตอร์ อย่างไรก็
ตาม ยังคงมีข้อจำกัดบางประการ เช่น พืชบางชนิดที่ใช้
อาจมีราคาแพง หาได้ยาก เป็นพืชเฉพาะท้องถิ่น หรือมี
เฉพาะบางฤดูกาล 

ด้วยเหตุนี้ ผู้วิจัยจึงสนใจใช้สารสกัดจากดอก
กล้วยไม้มาเป็นกรด-เบสอินดิเคเตอร์สำหรับการ
ไทเทรต โดยเลือกใช้กล้วยไม้สกุลหวาย พันธุ์เอียสกุล 
(Dendrobium Sonia ‘Earsakul’) เนื่องจากเป็นพนัธุ์
กล้วยไม้ที่ปลูกในประเทศไทยได้ง่าย โดยปลูกเพื่อตัด
ดอกและมีจำหน่ายทั่วไป ทั้งยังราคาถูกอีกด้วย [10] 
การสำรวจแหล่งปลูกกล้วยไม้ในจังหวัดนครปฐมพบว่า 
มีบางช่วงที่ผลผลิตดอกกล้วยไม้มีมากเกินกว่าความ
ต้องการของตลาด นอกจากนี้ในการตัดดอกกล้วยไม้
เพื่อส่งจำหน่ายนั้นต้องมีการคัดดอกกล้วยไม้ที่ไม่ได้
มาตรฐานทิ้งก่อนส่งขายตามท้องตลาด ผู้วิจัยจึงสนใจ
นำดอกกล้วยไม้เหล่านี้มาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยดอก
กล้วยไม้พันธุ์เอียสกุลมีกลีบดอกมีสีม่วง เมื่อนำมาสกัด
ด้วยน้ำจะได้สารละลายใสสีม่วงสด มีรงควัตถุที่สำคัญ 
คือ สารประกอบในกลุ ่มแอนโทไซยานิน (antho-
cyanin) [8-10] แอนโทไซยานินเป็นสารประกอบ
อินทรีย์ประเภท (glycoside) มีโครงสร้างหลัก คือ   
อะไกลโคน (aglycone) หรือแอนโทไซยานิดิน โดย
โครงสร้างทางเคมีของแอนโท  ไซยานินประกอบด้วย

คาร์บอน 6 อะตอม คาร์บอน 3 อะตอม คาร์บอน 6 
อะตอม (C6-C3-C6) เชื่อมต่อกันดังรูปที่ 1 ซึ่งแอนโท
ไซยานิดินแต่ละชนิดต่างที่หมู ่แทนที่แต่ละตำแหน่ง 
[11] โดยโครงสร้างของแอนโท ไซยานิดินอยู่ในรูปของ
ออกโซเนียมไอออน (oxonium ion) หร ือเร ียกว่า 
flavylium cation ในสภาวะกรด และเปลี่ยนโครงสรา้ง
เป ็น quinoidal base ในสภาวะเบส จ ึงทำให้สาร 
ละลายมีสีต่างกันตามพีเอชที่เปลี่ยนแปลง [12] โดย
ส่วนใหญ่รงควัตถุแอนโทไซยานินให้สีแดงในสารละลาย
กรด สีม่วงในสารละลายกลาง และสีเขียวเหลืองใน
สารละลายเบส [13] 
 

 
 

Figure 1 General chemical structure of antho-
cyanin aglycone core (adapted from 
reference 11) 

 
กรด-เบสของสารละลายในชีวิตประจำวันเป็น

เรื ่องใกล้ตัวที่สำคัญมาก มีทั ้งประโยชน์และโทษต่อ
สิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อม ซึ่งทางอุตสาหกรรมอาหารมี
การนำกรดอะซิติกมาใช้ในการควบคุมระดับพีเอชเพื่อ
ปรับรสชาติของอาหาร ประเทศไทยมีการกำหนดระดบั
ความเข้มข้นที่เหมาะสมของกรดอะซิติกในน้ำส้มสายชู
จากกระทรวงสาธารณสุข พบว่าเกณฑ์ความเข้มข้นที่
เหมาะสมของกรดอะซิติกในน้ำส้มสายชูหมักหรือ
น้ำส้มสายชูกลั่นควรมีความเข้มข้นของกรดอะซิติไม่
น้อยกว่า 4 % w/v ขณะที่น้ำส้มสายชูเทียมควรมคีวาม
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เข้มข้นของกรดอะซิติก 4-7 % w/v [14] การวิเคราะห์
หาปริมาณกรดอะซิติกด้วยวิธีมาตรฐาน AOAC คือการ
ไทเทรตโดยอาศัยปฏิกิริยาระหว่างกรดอะซิติกกับสาร 
ละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์และใช้ฟีนอล์ฟ
ทาลีนเป็นอินดิเคเตอร์ ซึ ่งวิธีมาตรฐานนี ้เป็นวิธ ีที่
สะดวก วิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว และมีความน่าเช่ือถือ 
[15] อย่างไรก็ตาม หากสามารถหลีกเลี่ยงการใช้อินดิ
เคเตอร์ที ่เป็นสารเคมีสังเคราะห์มาใช้สารสกัดจาก
ธรรมชาติ จะทำให้การวิเคราะห์มีความเป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อมและค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์จะถูกลงมาก 

งานวิจ ัยนี ้จ ึงนำสารสกัดจากดอกกล้วยไม้
พันธุ์เอียสกุลมาเป็นกรด-เบสอินดิเคเตอร์สำหรับการ
ไทเทรต โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อใช้เตรียมสาร
สกัดจากดอกกล้วยไม้  จากนั ้นแสดงการไทเทรต
ระหว่างกรดแก่และเบสแก่ และการไทเทรตระหว่าง
กรดอ่อนและเบสแก่ สุดท้ายประยุกต์วิธีการไทเทรตนี้
วิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติกใน
น้ำส้มสายชูตัวอย่างที่มีจำหน่ายตามท้องตลาด เปรียบ 
เทียบผลการวิเคราะห์ที่ได้กับวิธีมาตรฐาน AOAC และ
วิธีการไทเทรตแบบ    โพเทนชิโอเมตรี 
 

2. วิธีดำเนินการวิจัย 
2.1 สารเคมีและการเตรียมสารละลาย 

สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัยนี้เป็นเกรดสำหรับ
วิเคราะห์ (analytical grade) และสารละลายทุกชนิด
เตรียมในน้ำกลั่นจากระบบ reversed osmosis ตลอด
การศึกษา 0.15 โมลาร์ สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด ์
เตรียมโดยการชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Carlo Erba, 
France) 0.60 กรัม ละลายด้วยน้ำกลั ่น แล้วปรับ
ปริมาตรเป็น 100.00 มิลลิลิตร จากนั ้นนำไปเทียบ
มาตรฐานกับสารละลายโพแทสเซ ียมไฮโดรเจน      
พทาเลตเข้มข้น 0.1500 โมลาร์ เพื ่อคำนวณความ
เข้มข้นที่แน่นอน สารละลายกรดอะซิติกเข้มข้น 0.15 

โมลาร์ เตรียมในน้ำกลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 100.00 
มิลลิลิตร และสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 
0.15 โมลาร์ เตรียมในน้ำกลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 
100.00 มิลลิลิตร เช่นกัน 

2.2 การเตรียมสารตัวอย่าง 
งานวิจัยนี้มีตัวอย่าง 2 ประเภท ประเภทท่ี 

1 คือ น้ำส้มสายชูตัวอย่างบรรจุขวดซื ้อจากร้านค้า
ทั่วไปในจังหวัดนครปฐม เตรียมโดยปิเปตสารละลาย
ตัวอย่าง 10.00 มิลลิล ิตร จากนั ้นนำไปวิเคราะห์
ปริมาณกรดทั ้งหมดในรูปของกรดอะซิติกในน้ำส้ม 
สายชูด้วยการไทเทรต และประเภท 2 คือ น้ำส้มสายชู
ตัวอย่างสุ่มจากร้านก๋วยเตี๋ยว มหาวิทยาลัยศิลปากร 
จังหวัดนครปฐม เตรียมโดยนำสารละลายตัวอย่างไป
กรองด้วยกระดาษกรองก่อนปิเปตสารละลายตัวอย่าง 
10.00 มิลลิลิตร เพื่อนำไปไทเทรตวิเคราะห์หาปริมาณ
กรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติก 

2.3 การเตรียมอินดิเคเตอร์สารสกัดจากดอก
กล้วยไม้  

เตรียมโดยใช้วิธ ีเดียวกับงานวิจัยที ่เคย
รายงานก่อนหน้านี้ [4] โดยชั่งดอกกล้วยไม้ที่ตากแห้ง
ด้วยโรงอบแห้งพลังงานแสงอาทิตย์ [16,17] แล้วฉีก
กลีบดอกส่วนสีม่วงเป็นชิ้นเล็ก ๆ นำมา 10.00 g ต้ม
กับน้ำกลั่น ปริมาตร 100.0 มิลลิลิตร ให้เดือด เป็น
เวลา 15 นาที จากนั้นกรองด้วยผ้าขาวบาง 2 ชั้น ตาม
ด้วยกระดาษกรอง (No.1, Wintech, Japan) จะได้
สารละลายใสสีม่วงพร้อมใช้งาน  

2.4 ศึกษาพันธุ์ของดอกกล้วยไม้  
การทดลองนี ้ทำเพื่อคัดเลือกพันธุ์กล้วยไมท้ี ่

สามารถให้สารละลายสีม่วงที่เข้มที่สุด และควบคุม
ประสิทธิภาพของสารสกัดจากดอกกล้วยไม้ สกัดสาร
จากดอกกล้วยไม้ 5 พันธุ ์ที่มีสีกลีบดอกต่างกัน โดยนำ
กล้วยไม้แต่ละสายพันธุ์ไปตากให้แห้งด้วยโรงอบแห้ง
พลังงานแสงอาทิตย์ ชั่งน้ำหนักพืชแต่ละชนิดอย่างละ 
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10.00 กรัม ต้มด้วยน้ำเดือด 15 นาที กรองด้วยผ้าขาว
บาง 2 ชั้น และกระดาษกรอง จากนั้นเจือจาง 10 เท่า 
แล้วนำไปวัดการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโต
มิเตอร์ (UV-Vis spectrophotometer, Lambda 35, 
Perkin Elmer, USA)  

2.5 pKa ของอินดิเคเตอร์ 
งานว ิจ ัยน ี ้ทดลองหาค ่า pKa ของสาร 

ละลายอินดิเคเตอร์ตาม Hendersen–Hasselbalch 
equation ดังสมการที่ 1 โดยเตรียมสารละลายอินดิ 
เคเตอร์ในสภาวะกรด และละลายอินดิเคเตอร์ใน
สภาวะเบสให้มีค่าพีเอชต่าง ๆ จากนั้นการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายอินดิเคเตอร์แต่ละพีเอชที่
เตรียมไว้ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาว
คล ื ่น 612 นาโนเมตร (Cary 60 UV-Vis Spectro-
photometer, Agilent Technologies, Inc., United 
States) [2] 

[ ]
log

[ ]

A AIn
pK pHa

A AHIn

− −
= +

−
               (1) 

2.6 ศึกษาปริมาตรสารสกัดจากดอกกล้วยไม้
ที่เหมาะสมในการใช้เป็นอินดิเคเตอร์สำหรับไทเทรต 

ทดลองโดยไทเทรตกรดไฮโรคลอริกเข้มข้น 
0.15 โมลาร์ ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.15 โม
ลาร์ โดยใช้สารที่สกัดได้จากดอกกล้วยไม้เป็นอินดิเค
เตอร์เพื ่อบอกจุดยุติปริมาตร 0.50, 1.00 และ 1.50 
มิลลิลิตร บันทึกปริมาตรไทแทรนต์ (NaOH) ที่ใช้ และ 
pH ของสารละลายที่จุดยุติ เนื่องจากที่จุดยุติของการ
ไทเทรตพบว่าสารละลายมีส ีม ่วงจึงบันทึกค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายที่จุดยุติที ่ความยาวคลื่น 
591 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Cary 
60 UV-Vis Spectrophotometer with Fiber Optic 
Dip Probe Coupler ( G6866A) , Agilent 
Technologies, Inc., United States) 

2.7 การไทเทรตกรด-เบสโดยใช้สารสกัดจาก
ดอกกล้วยไม้เป็นอินดิเคเตอร์ 

ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดจากดอก
กล้วยไม้สำหรับใช้เป็นอินดิเคเตอร์ในการบอกจุดยุติ
ของการไทเทรตและเปรียบเทียบกับวิธ ีมาตรฐาน 
AOAC และวิธีการไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรี โดย
ศึกษาการไทเทรตสองระบบ คือ การไทเทรตระหว่าง
กรดแก่และเบสแก่ และการไทเทรตระหว่างกรดอ่อน
และเบสแก ่ซึ่งทดลองโดยจัดอุปกรณ์ดังรูปที่ 2 
 

 
 

Figure 2 Experimental set up for acid- base 
titration 

 
2.7.1 การไทเทรตระหว่างกรดแก่และเบส

แก่ 
เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของกรด-เบส

อินดิเคเตอร์ซึ่งเป็นสารสกัดจากดอกกล้วยไม้ ทดลอง
โดยจัดเครื่องมือการไทเทรตดังรปูที่ 2 ปิเปตสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.15xx โมลาร์ ปริมาตร 
25.00 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ทรงสูงขนาด 100 มิลลิ 
ลิตร เป็นไทแทรนด์ (titrand) เติมสารสกัดจากกลว้ยไม้ 
1.00 มิลลิลิตร ผสมสารละลายในบีกเกอร์ให้เข้ากัน
ด้วยแท่งแม่เหล็กและเครื ่องกวนสาร จากนั้นนํามา
ไทเทรตด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 
0.15xx โมลาร์ ที ่บรรจุอยู ่ในบิวเรตเป็นไทแทรนต์ 
(titrant) จนกระทั่งสารละลายในบีกเกอร์เปลี่ยนจาก
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สารละลายสีแดงเป็นสารละลายสีเขียวถาวร และ
ทดลองซ้ำอีก 2 ครั้ง จากนั้นไทเทรตในทำนองเดียวกัน
แต่ใช้ 0.15xx โมลาร์ สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเป็น
ไทแทรนต์ และ 0.15xx โมลาร์ สารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์เป็นไทแทรนด์ ทดลองซ้ำอีก 2 ครั้ง 

2.7.2 การไทเทรตกรดอ่อนด้วยเบสแก่ 
ทดลองเช ่นเด ียวก ับข ้อ 2.5.1 แต่

เปล ี ่ยนจากสารละลายกรดไฮโดรคลอร ิกเข ้มข้น 
0.15xx โมลาร์ เป็นสารละลายกรดอะซิติกเข้มข้น 
0.15xx โมลาร์ 

2.8 การวิเคราะห์หาปริมาณกรดทั้งหมดใน
รูปของกรดอะซิติกในน้ำส้มสายชูตัวอย่างโดยใช้สาร
สกัดจากดอกกล้วยไม้เป็นกรด-เบส อินดิเคเตอร์ 

นำสารสกัดจากดอกกล้วยไม้ด้วยวิธีสกัดที่
พัฒนาขึ้นในงานนี้มาประยุกต์เป็นอินดิเคเตอร์เพื่อระบุ
จุดยุติของการไทเทรตในการวิเคราะห์หาความเข้มข้น
ของกรดอะซิติกในน้ำส้มสายชู โดยจัดเครื่องมือการ
ไทเทรตดังรูปที่ 2 ปิเปตน้ำส้มสายชูตัวอย่างปริมาตร 
10.00 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ทรงสูง เติมสารสกัดจาก
ดอกกลัวยไม้ 1.00 มิลลิลิตร ผสมสารละลายในบีก
เกอร์ให้เข้ากัน จากนั้นนํามาไทเทรตด้วย 1.0xx โมลาร์ 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที ่บรรจุอยู ่ในบิวเรต 
จนกระทั่งสารละลายในบีกเกอร์เปลี่ยนจากสารละลาย
สีแดงเป็นสารละลายสีเขียวถาวร ทดลองซ้ำตัวอย่างละ 
3 ครั้ง และเปรียบเทียบความเข้มข้นท่ีคํานวณได้กับวิธี 
AOAC และการไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรี 

2.9 การวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูป
ของกรดอะซิติกในตัวอย่างน้ำส ้มสายชูด้วยวิธี
มาตรฐาน AOAC 

ว ิธ ีมาตรฐาน AOAC [18] สำหร ับการ
วิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติกจะ
อาศัยปฏิกิร ิยาระหว่างกรดอะซิติกกับสารละลาย
มาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์และใช้ฟีนอล์ฟทาลีนเป็น

อินดิเคเตอร์ จัดอุปกรณ์การไทเทรตดังรูปที่ 2 ทดลอง
โดยการปิเปตน้ำส้มสายชูตัวอย่างปริมาตร 10.00 
มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ทรงสูงหยดฟีนอล์ฟทาลีนลงใน
สารละลาย 2 หยด ผสมสารละลายในบีกเกอร์ให้เข้า
กัน จากนั้นไทเทรตด้วย 1.00xx โมลาร์ สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที ่บรรจุอยู ่ในบิวเรตจนกระทั่ง
สารละลายในบีกเกอร์เปลี่ยนจากสารละลายใสไม่มีสี
เป ็นสารละลายสีชมพูอ่อนอย่างถาวร ทดลองซ้ำ
ตัวอย่างละ 3 ครั้ง 

2.10 การวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูป
ของกรดอะซิติกในตัวอย่างน้ำส้มสายชูด้วยวิธีการ
ไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรี 

จัดอุปกรณ์การไทเทรตดังรูปที่ 2 ขณะที่
ไทเทรตให้บันทึกค่าความต่างศักย์ที่อ่านได้จากพีเอช
มิเตอร์เมื่อใช้ combined glass electrode (320 pH 
meter, Mettler Toledo, Switzerland) สร้างกราฟ
การไทเทรต (titration curve) หาจุดสมมูลของการ
ไทเทรต และคำนวณความเข้มข้นของกรดอะซิติกใน
ตัวอย่าง ทดลองซ้ำตัวอย่างละ 3 ครั้ง 

 
3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

3.1 ผลของพันธุ์ดอกกล้วยไม้ 
พบว่าดอกกล้วยไม ้หวาย specimen 4 

และ 5 ให้สารละลายที่มีสีชัดเจนมากที่สุดเมื่อพิจารณา
สเปกตรัมการดูดกลืนแสงในรูปที่ 3 พบว่ามีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูง สอดคล้องกับสีของดอกกลีบกล้วยไม้ที่
มีสีเข้มชัดเจนมากท่ีสุดด้วย 

จากนั้นผู้วิจัยจึงวิเคราะห์หาปริมาณแอนโทไซ
ยานินรวม (total anthocyanin content) [19] พบว่า
สารสกัดจากดอกกล้วยไม้ ตัวอย่าง 4 ซึ่งคือพันธุ์เอีย
สกุล มีปริมาณแอนโทไซยานินมากที่สุดเมื ่อเปรียบ 
เทียบกับดอกกล้วยไม้พันธุ ์อื ่น ๆ ดังตารางที ่ 1 ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ [4] ดังนั้นงานวิจัยนี ้
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Table 1 Total anthocyanin content of extract 
solutions obtained from various 
orchid specimens 

 

Orchid 
specimens 

Flower 
colors 

Total anthocyanin 
content 

Specimen 1 
 

n.d. 

Specimen 2 
 

0.1 

Specimen 3 
 

1.1 

Specimen 4 
 

10.5 

Specimen 5 
 

n.d. 

n.d. = not detectable 
 
นี้ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ดอกกล้วยไม้สายพันธุ์เอียสกุลเป็น
อินดิเคเตอร์เนื่องจากมีสีเข้มง่ายต่อการสังเกตจุดยุติ 
และมีปริมาณแอนโทไซยานินรวมมากที่สุด แสดงให้

เห็นว่าสีของสารสกัดจากดอกกล้วยไม้นี้จะเปลี่ยนตาม
ความเป็นกรด-เบสของสารละลายขณะไทเทรตนั่นเอง 
 

 
 

Figure 3 Absorption spectra of diluted extract 
(1 : 10)  obtained from various orchid 
specimens 

 
3.2 pKa ของอินดิเคเตอร์ 

pKa ของสารสกัดจากดอกกล้วยไม้พันธ์ุเอีย
สกุลที่คำนวณได้แสดงดังตารางที่ 2 พบว่าสาร ละลาย
อินดิเคเตอร์ที่สกัดได้นี้มีค่า pKa เฉลี่ย 6.12±0.12 (n 
= 6) และมีค่าใกล้เคียงกับ pKa ของสารสกัดจาก
กะหล่ำม่วงซึ่งเป็นสารในกลุ่มแอนโทไซยานินเช่นกัน 
[2] และอินด ิเคเตอร ์น ี ้ม ีช ่วงการเปลี ่ยนส ีท ี ่  pH 
ประมาณ 5-8

 

Table 2 Calculation of pKa for orchid extract 
 

Solutions pH Abs at 612 nm log[A-AIn-]/[AHIn-A] Calculated pKa 

A1 5.65 0.0359 0.34 5.99 

A2 5.97 0.0493 0.02 5.99 

A3 6.09 0.0486 0.04 6.13 

A4 6.27 0.0548 -0.10 6.17 

A5 6.44 0.0623 -0.27 6.17 

A6 6.73 0.0684 -0.43 6.30 

A =  Absorbance of indicator at various pH (A1-A6) ; AHIn =  Absorbance of indicator in molecular form 

at pH 2.23 which is 0.0112; AIn- = Absorbance of indicator in ionized form at pH 11.62 which is 0.0895 
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3.3 ศึกษาปริมาตรสารสกัดจากดอกกล้วยไม้
ที่เหมาะสมในการใช้เป็นอินดิเคเตอร์สำหรับไทเทรต 

พบว่าไม่ว่าจะใช้ปริมาตรอินดิเคเตอร์เท่าไร
ก็ตาม ปริมาตรไทแทรนต์ที่ใช้และค่า pH ที่จุดยุติไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ แสดงถึงความ
แม่นยำในการวิเคราะห์ดี เมื่อพิจารณาการสังเกตสีของ
สารละลายที่จุดยุติพบว่าเมื่อใช้อินดิเคเตอร์ปริมาตร 
0.50 มิลลิลิตร สังเกตสีสารละลายด้วยตาเปล่าที่จุดยุติ
ไม่ช ัด (A519 =  0.027±0.016) และมีความเที ่ยงต่ำ     
(%RSD = 59.7 %) เมื ่อใช้ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร 
สังเกตสีของสารละลายด้วยตาเปล่าที่จุดยุติได้อย่าง
ชัดเจน (A519 =  0.108±0.003) และมีความเที ่ยงสูง   
(%RSD =  2.3 %) เช่นเดียวกับเมื ่อใช้อินดิเคเตอร์  
ปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร สังเกตสีของสารละลายที่จุด
ยุติได้ชัดเจนเช่นกัน (A519 = 0.200±0.002, %RSD = 

1.0 %) แต่เพื่อลดปริมาณการใช้อินดิเคเตอร์และให้มี
ผลกระทบกับความเข้มข้นของสารละลายไทแทรนด์
และไทแทรนต์ให้น้อยที่สุด งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้อินดิ  

เคเตอร์ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ก็เพียงพอต่อการใช้
งานเพื่อวิเคราะห์ปริมาณ 

3.4 การไทเทรตระหว่างกรดแก่และเบสแก่
โดยใช้สารสกัดจากดอกกล้วยไม้เป็นกรด-เบสอินดิ  
เคเตอร์ 

การไทเทรตกรดแก่ด ้วยเบสแก่โดยใช้
สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเป็นไทแทรนด์ จัดระบบ
การไทเทรตดังรูปที่ 2 พบว่าสารสกัดจากดอกกล้วยไม้
นำมาใช้ในการบอกยุติของการไทเทรตได้จริง และมี
ช่วงการเปลี่ยนสีที่ค่าพีเอชใกล้เคียงกับจุดสมมูลของ
การไทเทรต สีของสารละลายที่จุดยุติเปลี่ยนจากสีแดง 
(acid form:  flavylium ion) ไปเป ็นส ีเข ียว (base 
form: quinoidal base) ดังโครงสร้างในรูปที่ 4A และ 
4B ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของรงควัตถุ
แอนโทไซยานินเมื่อพีเอชของสารละลายเปลี่ยนไป ที่
จุดสมมูลของการไทเทรตมีค่าพีเอช 7.00 สอดคล้องกับ
กราฟการไทเทรตที่ได้จากการไทเทรตแบบโพเทนชิโอ
เมตรีดังรูปที่ 5A 

 

 
Figure 4 Chemical structures of anthocyanin under different acid- base conditions.  R = H, OH, or 

OCH3, OGI = glycosyl or H [adapted from reference 20] 
 

การไทเทรตเบสแก่ด้วยกรดแก่โดยใช้สาร 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นไทแทรนด์ จัดระบบ
การไทเทรตดังรูปที่ 2 ที่จุดยุติของการไทเทรตพบว่าสี
ของสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวอ่อนเป็นสีชมพูอ่อน 
ทั้งนี้เนื่องจากเริ่มต้นการไทเทรตในสภาวะเบสที่แรง

มาก (pH 13.1)  ส ่ งผลต ่อระบบคอนจ ู เกช ันของ
โครงสร้างแอนโทไซยานิน จึงอาจมีทั ้ง quinoidal 
base ซึ ่งมีสีเขียว และ carbinol pseudo-base ซึ่ง
เป็นสารละลายใสไม่มีส ีแสดงโครงสร้างทางเคมีดงัภาพ
ที่ 4C ทำให้เริ่มต้นสารละลายมีสีเขียวอ่อน และเมื่อ
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ไทเทรตจนถึงจ ุดยุต ิ แอนโทไซยานินจะอยู ่ในรูป 
flavylium ion จึงทำให้สารละลายที่จุดยุติเห็นเป็นสี
ชมพูอ่อน [20] อย่างไรก็ตาม สารสกัดจากดอกกล้วยไม้
ยังคงสามารถใช้เป็นอินดิเคเตอร์ในการบอกจุดยุติของ

การไทเทรตเบสแก่ด้วยกรดแก่ได้ และที่จุดสมมูลของ
การไทเทรตมีค่าพีเอช 7.00 สอดคล้องกับกราฟการ
ไทเทรตที่ได้จากการไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรีในรูป
ที่ 5B 

 

 
 

Figure 5 Color changes and titration curves between strong acid and strong base using HCl (A) and 
NaOH ( B)  as titrands.  Color changes and titration curves between weak acid and strong 
base using CH3COOH (C) and NaOH (D) as titrands. 

 
3.5 การไทเทรตระหว่างกรดอ่อนและเบสแก่

โดยใช้สารสกัดจากกล้วยไม้เป็นกรด-เบสอินดิเคเตอร์ 
การไทเทรตกรดอ่อนด้วยเบสแก่โดยใช้

สารละลายกรดอะซิติกเป็นไทแทรนด์ จัดระบบการ
ไทเทรตดังรูปที่ 2 พบว่าการเปลี่ยนแปลงสีของสาร 
ละลายที่จุดยุติเป็นเช่นเดียวกับการไทเทรตกรดแก่ด้วย
เบสแก่ นั่นคือ เปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีเขียว จุดสมมูล
ของการไทเทรตมีค่าพีเอช 8.81 ซึ่งให้ผลการทดลองที่

สอดคล้องกับการไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรีดังรูปที่ 
5C 

การไทเทรตเบสแก่ด้วยกรดอ่อนโดยใช้
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นไทแทรนด์ พบว่า
เกิดการเปลี่ยนแปลงในทำนองเดียวกับการไทเทรตเบส
แก่ด้วยกรดแก่ นั ่นคือ เปลี่ยนจากสีเขียวอ่อนเป็นสี
ชมพูอ่อนเมื่อถึงจุดยุติของการไทเทรต และมีจุดสมมูล
ของการไทเทรตอยู ่ที ่ค ่าพีเอช 8.80 ซึ ่งให้ผลการ

(A) Strong acid (HCl) - Strong base (NaOH) (B) Strong base (NaOH) - Strong acid (HCl)

(C) Week acid (CH3COOH) - Strong base (NaOH) (D) Strong base (NaOH) - Week acid (CH3COOH)
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ทดลองสอดคล้องกับการไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรี 
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 5D 

ผลการทดลองทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าสาร
สกัดจากดอกกล้วยไม้พันธ์ุสกุลเอียสามารถนำมาใช้เปน็
กรด-เบสอินดิเคเตอร์สำหรับบอกจุดยุต ิของการ
ไทเทรต และมีช่วงการเปลี่ยนสีที่ค่าพีเอชใกล้เคียงกับ

จุดสมมูลของการไทเทรต ตารางที่ 3 แสดงปริมาตร  
ไทแทรนต์ที่จุดยุติของการไทเทรตเมื่อใช้สารสกัดจาก
ดอกกล้วยไม้เป็นอินดิเคเตอร์เปรียบเทียบกับการใช้    
ฟีนอล์ฟทาลีนเป็นอินดิเคเตอร์ และเปรียบเทียบกับ
ปริมาตรไทแทรนต์ที ่จุดสมมูลจากการไทเทรตแบบ   
โพเทนชิโอเมตรี 

 
Table 3 Color of titrands and volume of titrants at the end point titration using orchid extract 

indicator, phenolphthalein indicator and potentiometric titration 
 

Titration Titrand (mL) Innitial color End point color 

Titrant (mL)a 

Acid-base titration 
using orchid extract 

indicator 

Acid-base titration 
using phenolphthalein 

indicator 

Potentiometric 
titration 

1 (Fig. 5A) 
25.00 mL 

(0.1502 M HCl) 
Red Green 

25.00±0.25 
(0.1517 M NaOH) 

25.00±0.05 
(0.1517 M NaOH) 

25.00±0.01 
(0.1517 M NaOH) 

2 (Fig. 5B) 
25.00 mL 

(0.1517 M NaOH) 
Pale green Pale pink 

25.18±0.03 
(0.1502 M HCl) 

25.05±0.05 
(0.1502 M HCl) 

25.00±0.01 
(0.1502 M HCl) 

3 (Fig. 5C) 
25.00 mL 

(0.1512 M CH3COOH) 
Red Green 

25.50±0.70 
(0.1517 M NaOH) 

25.80±0.70 
(0.1517 M NaOH) 

25.75±0.25 
(0.1517 M NaOH) 

4 (Fig. 5D) 
25.00 mL 

(0.1517 M NaOH) 
Pale green Pale pink 

24.93±0.18 
(0.1512 M CH3COOH) 

25.13±0.08 
(0.1512 M CH3COOH) 

25.05±0.05 
(0.1512 M CH3COOH) 

amean±SD from triplicate titrations 

 
3.6 การวิเคราะห์ปริมาณของกรดทั้งหมดใน

รูปของกรดอะซิติกในน้ำส้มสายชูโดยใช้สารสกัดจาก
ดอกกล้วยไม้เป็นกรด-เบสอินดิเคเตอร์ 

การทดลองนี้ทำขึ้นเพื่อแสดงให้เห็นว่าสาร
สกัดธรรมชาติจากดอกกล้วยไม้พันธุ์สกุลเอียนำไป
ประยุกต์เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณของกรดทั้งหมดในรูป
ของกรดอะซิติกในน้ำส้มสายชูได้จริง ผลการวิเคราะห์
รายงานเป็นร้อยละโดยมวลตอ่ปริมาตรของกรดอะซติกิ 
(% w/v acetic acid) แสดงดังตารางที่ 4 เมื่อพิจารณา
ปริมาณกรดอะซิติกในตัวอย่างน้ำส้มสายชูบรรจุขวด 
(ตัวอย่าง 1-3) พบว่าเป็นไปตามค่ามาตรฐานที่กำหนด 
ขณะที่น้ำส้มสายชูเครื่องปรุงสุ่มเก็บตัวอย่างจากร้าน
ก๋วยเตี ๋ยวตัวอย่างที่ 5 มีปริมาณกรดอะซิติกต่ำกว่า

เกณฑ์ที่กำหนด อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี
มาตรฐาน AOAC และการไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรี 
พบว่ามีค่าใกล้เคียงกัน เมื่อทดสอบด้วยวิธีทางสถิติ 
ANOVA (single factor) ที ่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
โดยค่า Fstat มีค่า 0.002 ซึ ่งน้อยกว่า Fcritical ที ่มีค่า 
3.89 ดังนั ้นผลการวิเคราะห์จากทั ้งสามวิธีนี ้จ ึงไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ [21] 
 

4. สรุปผลการวิจัย 
งานวิจ ัยนี้นำเสนอการใช้สารสกัดจากดอก

กล้วยไม้พันธุ์สกุลเอียที่สกัดด้วยน้ำต้มให้เดือด เป็น
เวลา 15 นาที และใช้เป ็นกรด-เบสอินดิเคเตอร์  
เนื่องจากมีรงควัตถุที่สำคัญ คือ แอนโทไซยานินสูงกว่า
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พันธุ์อื่นที่นำมาศึกษา ซึ่งแอนโทไซยานินนี้ให้สีแดงใน
สภาวะกรดและเขียวในสภาวะเบส ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากดอกกล้วยไม้สามารถ
นำมาใช้เป็นกรด-เบสอินดิเคเตอร์เพื่อบอกจุดยุติของ
การไทเทรต โดยใช้ปริมาณสารสกัดจากดอกกล้วยไม้
เพียง 1.0 มิลลิลิตร ก็สามารถมองเห็นการเปลี่ยนสีที่
จุดยุติได้อย่างชัดเจน และมีช่วงการเปลี่ยนสีที่ค่าพีเอช
ใกล้เคียงกับจุดสมมูลของการไทเทรต ให้ผลสอดคล้อง
กับการใช้อินดิเคเตอร์ที่เป็นสารสังเคราะห์ คือ ฟีนอล์ฟ
ทาลีน และการไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรี และ
สุดท้ายประยุกต์สารสกัดจากดอกกล้วยไม้เป็นกรด-เบส
อินดิเคเตอร์เพื่อไทเทรตหาปริมาณกรดทั้งหมดในรูป
ของกรดอะซิติกในน้ำส้มสายชูตัวอย่าง โดยเปรียบ 

เทียบผลที ่วิเคราะห์ได้กับวิธีมาตรฐาน AOAC และ
วิธีการไทเทรตแบบโพเทนชิโอเมตรี พบว่าปริมาณกรด
ทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติกไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (ANOVA test) 
ดังนั ้นสารสกัดจากดอกกล้วยไม้สามารถใช้เป็นทาง 
เลือกทดแทนการใช้กรด-เบสอินดิเคเตอร์จากสาร
สังเคราะห์ และยังเป็นวิธีวิเคราะห์ที่มีต้นทุนต่ำ สะดวก 
มีความถูกต้อง และเชื่อถือได้ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี 
AOAC ที่ใช้ฟีนอล์ฟทาลีนเป็นอินดิเคเตอร์ ซึ ่งทำให้
ค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ถูกลง (วิธี AOAC ใช้ 1 % 
w/v ฟีนอล์ฟทาลีนในเอทานอล คิดเป็นค่าใช้จ่าย
ประมาณ 500 บาทต่อการเตรียมอินดิเคเตอร์ 100 
มิลลิลิตร) 

 
Table 4 Comparison of total titratable acidity (%w acetic acid/ v) obtained from acid-base titration 

using orchid extract indicator, standard AOAC and potentiometric titreation. 
 

Samples 
Acetic acid content (%w/v)a 

Acid-base titration using orchid extract indicator AOAC Potentiometric titration 

1 5.29±0.15 5.38±0.04 5.26±0.12 

2 5.32±0.12 5.38±0.05 5.43±0.02 

3 5.32±0.06 5.34±0.12 5.48±0.03 
4 4.59±0.05 4.30±0.03 4.39±0.15 

5 3.00±0.06 3.04±0.04 2.81±0.09 
amean±SD from triplicate measurements 
 
5. กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณทุนอุดหนุนการวิจัยสำหรับอาจารย์
หลังสำเร็จการศึกษาระดับปริญญาเอกจากกองทุนวิจัย
และสร้างสรรค์คณะวิทยาศาสตร์ ประจำปีงบประมาณ 
2560 (SRF-PRG-2560-09) ขอบคุณ ผู้ช่วยศาสตรา 
จารย์ ดร. กุลนารถ อบสุวรรณ สำหรับคำแนะนำเรื่อง
ดอกกล้วยไม้ ขอบคุณ คุณพันทิพา ลิ้มสงวน จากวัชระ 

ออร์คิดฟาร์ม อำเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม ที่
อน ุ เคราะห ์ดอกกล ้วยไม ้ตลอดงานว ิจ ัยนี้  และ
ขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ดลฤดี ฉิม
พาลี สำหรับคำแนะนำเพิ ่มเติมเพื ่อให้งานวิจ ัยนี้
สมบูรณ์ 
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