
 
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 
3.1 วัตถุดิบ อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
 

3.1.1 วัตถุดิบ 
    พืชเจียวกูหลานท่ีใชในการวิจัยนี้ เปนใบเจียวกูหลานสดท่ีมีอายุการเก็บเกี่ยว 2 เดือนนับ

จากวันท่ีปลูก จากโครงการหลวงแมทาเหนือ กิ่งอําเภอแมออน จังหวัดเชียงใหม โดยวัตถุดิบใบ
เจียวกูหลานสดทําการเก็บเกี่ยวเฉพาะยอดและใบเทานั้น สวนเถาคัดแยกออก เนื่องจากสวนใบมี
ปริมาณสารสําคัญอยูในปริมาณสูง โดย He (1987) ทําการศึกษาปริมาณของสารจีเพนโนไซด
ท้ังหมดของใบ และลําตนของเจียวกูหลานท่ีพบในประเทศจีน พบวา ในสวนของใบมีปริมาณสาร
จีเพนโนไซด 6.65 % และในลําตนมีปริมาณสารจีเพนโนไซดเพียง 4.05 %  
 

3.1.2  สารเคมี 
1. เมทานอล (Methanol: CH3OH, AR grade, Merck, England) 
2. ไดเอทิลอีเทอร (Diethyl ether: (C2H5)2O, AR grade, Lab scan, Ireland) 
3. เอทานอล (Ethanol: C2H5OH, AR grade, Merck, England) 
4. เอ็น-บิวทานอล (n-Buthanal: CH3(CH2)3 OH, AR grade, Lab scan, Ireland) 
5. เมทานอล  (Methanol: CH3OH, HPLC grade, Merck, England) 
6. อะซีโตไนไตร (Acetronitrile: CH3CN, HPLC grade, Merck, England) 
7. สารมาตรฐาน Gypenoside Rb1 (Wilshire technolodies, Inc Princeton, NJ) 
8. กรดซิตริก (Citric acid : C6H8O7, AR grade, APS Finechem, Australia) 
9. ซูโครส (Sucrose: C12H22O11, AR grade, Merck, England) 
10. น้ํากล่ัน (โพลสตาร, เชียงใหม ประเทศไทย) 
11. โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide: NaOH, AR grade, Merck, England) 
12. เกลือ (Sodium Chloride: NaCl, AR grade, Merck, England) 
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13. เปปโตน (peptone: AR grade, Merck, England) 
14. Total Plate Count Agar (AR grade, Merck, England) 
15. Potato Dextrose Agar (PDA) (AR grade, Merck, England) 
16. Yeast extract broth (YB) (AR grade, Merck, England) 

17. กรดไนตริก (Nitric acid: LAB – SCAN, AR grade, Thailand) 
18. กรดซัลฟวริก (Sulfuric acid: LAB – SCAN, AR grade, Thailand) 
19. สารละลายมาตรฐานตะกัว่ (Pb: (AR grade, Merck, Germany) 
20. สารละลายมาตรฐานปรอท (Hg: (AR grade, Merck, Germany)  
21. สารละลายมาตรฐานสารหนู (As: (AR grade, Merck, Germany) 
22. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2: AR grade, Merck, England) 
 

3.1.3 เคร่ืองมือ     
1.    เคร่ืองระเหยสุญญากาศ (Rotary Vacuum Evaporato, Büchi: V800, Swisserland) 
2.    เคร่ือง Freeze-drier (Labconco, America) 
3.    ชุด Suctions pump   
4.  เคร่ือง High Performance Liquid Chromatograph: HPLC (Shimudsu Kyoto 

ประกอบดวย Column oven (CTO-10A vp). Degasser (DGU-14A), Pump (LC-10AD vp), Diode 
array detector (SPD-M 10A vp), System controller (SCL-10A vp), Pressure vale (FCV-10AL vp), 
Column Dimonsil 18, 5μm 250x4.6 mm.) 

5.    Heat reflux extraction 
6.    ตูอบแหงไมโครเวฟสุญญากาศ (March Cool Co., Thailand) 
7.    ตูอบลมรอน (Hot air oven, Memmert: 400, Germany) 
8.    เคร่ืองแชเยือกแข็ง (Freezer, Sanyo: SF-C992NG, Itary) 
9.    ตะแกรงรอนขนาด 50 เมช (Sieve 50 mesh) 
10. เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (Electronic analytical balance, Sartorius: A120S, 

Germany) 
11.  ตูดูดควนั (Hood, Toplab Design and Technology, England) 
12. โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
13.  เตาไมโครเวฟ (Microwave oven, Sharp: R254, Thailand) 
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14. ไมโครปเปตต ขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร (Micropipette, Wiggen hauser, 
Germany) 

15. เคร่ืองกวนผสมแมเหล็กไฟฟา (Hot plate and Megnatic stirrer, Whatman: HPMS, 
England) 

16. เคร่ืองปน (Blender, Imarflex: IF-308, Thailand) 
17. เคร่ืองวัดสี (Minolta camera, chroma meter CR-310, Japan)  
18. เคร่ืองวัดคาพีเอช (Digital pH meter รุน HORIBA: F-22, Japan)      
19. เคร่ือง Hand refractmeter (Digital Refractometer รุน PAL-1 Atago, Japan) 
20. เคร่ืองอะตอมมิกแอบซอรพชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร (Atomic Absorption 

Spectrophotometer รุน GBC 932 AA, Japan) 
21. เคร่ืองยอยเปยก (BUCHI Laboratechink AG CH – 923) 
 

3.1.4 วัสดุและอุปกรณ 
1.    บีกเกอร (Pyrex, England) 
2.    กระบอกตวง (Pyrex, England) 
3.    ปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร(Pyrex, England) 
4.    ขวดปรับปริมาตร (Witeg, Germany) 
5.    กระดาษกรอง (Whatman, England) 
6.    หลอดฉีดยา ขนาด 3 มิลลิลิตร (Nipro, Thailand) 
7.    Sep-Pek  18 (Restex)  
8.    พาราฟลม (Parafilm, Pechiney, Chicago, USA.) 
9.    กรวยกรองขนาด 250 มิลลิลิตร (Separate funnel, Witeg, Germany) 
10.  กระปองหาความช้ืน (Moisture can) 
11.  ตะแกรงรอนขนาด 50 เมช (Sieve 50 mesh) 
12.  ชอนตักสาร 
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3.2     การเตรียมวัตถุดิบสารสกัดเจียวกูหลาน   
   ใบเจียวกูหลานสดท่ีมีอายุของการเก็บเกี่ยว 2 เดือน นับจากวันท่ีปลูกโดยเก็บยอดและใบ

เทานั้น นํามาลางดวยน้ําสะอาด และฆาเช้ือดวยคลอรีนความเขมขน 1 ppm. ท้ิงใหสะเด็ดน้ํา และทํา
ใหแหงโดยใชเคร่ืองอบแหงไมโครเวฟสุญญากาศ (March Cool Co., Thailand) ความรอน 4,000 

วัตต เปนเวลา 50 นาที โดยมีอุณหภูมิของการทําแหงไมเกิน 60°C หลังจากนั้นก็นํามาบด และผาน
ตะแกรงรอนขนาด 50 เมช ไดผงเจียวกูหลานแหง (ณัฏฐวี, 2550) 
     ผงเจียวกูหลาน 5 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ันปริมาตร 95 มิลลิลิตร  ใหความรอนดวย
ไมโครเวฟท่ีความรอน 800 วัตต โดยใชเวลา 1 นาที  47 วินาที  (ณัฏฐวี, 2550) กรองเอากากท้ิงดวย
ผาขาวบางที่ซอนทับกัน 4 ช้ัน จํานวน 2 รอบ  จากนั้นกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 จํานวน  
2 รอบ วัดปริมาตรท้ังหมด   นําของเหลวท่ีไดไประเหยนํ้าออก โดยใชเคร่ืองระเหยสุญญากาศ 
(Büchi: V800, Swisserland) จนไดสารละลายเขมขน วัดปริมาตรของเหลวท่ีเหลือท้ังหมด   

เทของเหลวบรรจุลงในถาดๆ  ละ 500 มิลลิลิตร แชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20°C  ทําแหงโดยใชเคร่ือง 
freeze-drier  (Labconco, America) ช่ังน้ําหนักสารสกัดท่ีได   
 
การวิเคราะห     

- ปริมาณผลผลิต (yield) 
- ปริมาณความชื้น (moisture content) (AOAC, 2000) 
- ปริมาณเถารวม (total ash) (AOAC, 2000) 
- ปริมาณซาโปนินท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจินเซนโนไซด Rb1 ท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
- ปริมาณฟนอลิกท้ังหมด (Kahkonen et al., 1999; Raggazzi; Veronase, 1973)   
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนท (Masuda et al., 1999) 
- ปริมาณสารหนู  (AOAC, 2000)  
- ปริมาณสารตะกัว่  (AOAC, 2000)  
- ปริมาณสารปรอท (AOAC, 2000) 
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การวิเคราะหปริมาณซาโปนินท้ังหมด  
(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 

 
ช่ังผงเจียวกูหลาน 10 กรัม (ถาเปนสารสกัดใช 3 กรัม) ใสลงในบีกเกอรแลวเติม  

เมทานอล 80 %  จํานวน 200 มิลลิลิตร สกัดเปนเวลา 6 ช่ัวโมงดวย heat reflux extraction หลังจาก

นั้นนําไปกรองผานกระดาษกรองเบอร 1 นําสารละลายท่ีไดไประเหยท่ีอุณหภูมิ 55°C  ดวยเคร่ือง
ระเหยสุญญากาศ (Büchi: V800, Swisserland) เพื่อระเหยเมทานอลออก จากนั้นนํามาสกัดเอาไขมัน
ออกดวย ไดเอทิลอีเทอร หลังจากการสกัดใชกรวยแยกอีเทอรออก สวนของสารสกัดท่ีไดนํามาสกัด

ดวยสารละลายบิวทานอลท่ีอ่ิมตัวดวยน้ํา จํานวน 3 รอบ นําไประเหยท่ีอุณหภูมิ 55°C ดวยเคร่ือง

ระเหยสุญญากาศ จากนั้นนําสารสกัดท่ีเหลือไปอบที่อุณหภูมิ 105°C ดวยตูอบลมรอน (Memmert: 
400, Germany) จนน้ําหนักคงที่  นําคาน้ําหนักท่ีไดไปคํานวณหาเปอรเซ็นตของปริมาณสารสกัด
ของซาโปนินท้ังหมด 
 
การวิเคราะหปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  
(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
 

ช่ังผงเจียวกูหลาน 10 กรัม (ถาเปนสารสกัดใช 3 กรัม) ใสลงในบีกเกอรแลวเติม 80 %  
เมทานอล จํานวน 200 มิลลิลิตร สกัดเปนเวลา 6 ช่ัวโมงดวย heat reflux extraction หลังจากนั้น

นําไปกรองผานกระดาษกรองเบอร 1 นําสารละลายท่ีไดไประเหยท่ีอุณหภูมิ 55°C  ดวยเคร่ือง
ระเหยสุญญากาศ (Büchi: V800, Swisserland) เพื่อระเหยเมทานอลออก จากนั้นนํามาสกัดเอาไขมัน
ออกดวยไดเอทิลอีเทอร หลังจากการสกัดใชกรวยแยกอีเทอรออก สวนของสารสกัดท่ีไดนํามาสกัด

ดวยสารละลายบิวทานอลท่ีอ่ิมตัวดวยน้ํา จํานวน 3 รอบ นําไประเหยท่ีอุณหภูมิ 55°C  ดวยเคร่ือง
ระเหยสุญญากาศสวนท่ีเหลือจากการระเหยนํามาละลายดวยน้ํากล่ัน  ปรับปริมาตรใหได  
10 มิลลิลิตร บรรจุลงใน Sep-Pak C-18 (Restex) ลางสวนท่ีไมตองการใน Sep-Pak C-18 ออกดวย
น้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร จากนั้นลางดวยเมทานอล 50 %  จํานวน 5 มิลลิลิตร และเมทานอล 60 % 
จํานวน 2  มิลลิลิตร ตามลําดับ และในขั้นตอนสุดทายใหลางดวยเมทานอล จํานวน 3 มิลลิลิตร  
นําสารละลายเมทานอลดังกลาว ใสในขวดแกวท่ีทราบปริมาตรท่ีแนนอน จากนั้นนําไปอบแหงท่ี

อุณหภูมิ 50°C  ดวยตูอบลมรอน (Memmert: 400, Germany) จนน้ําหนักคงท่ี นําคาน้ําหนักท่ีไดไป
คํานวณหาเปอรเซ็นตของปริมาณจีเพนโนไซดรวมจากน้ําหนักของผงสมุนไพรท่ีปราศจากความชืน้ 
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การวิเคราะหปริมาณจินเซนโนไซด Rb1 ท้ังหมด  
(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
 

วิเคราะหปริมาณจินเซนโนไซด Rb1 ท้ังหมด ท้ังในผงเจียวกูหลาน และสารสกัด 
เจียวกูหลาน โดย High performance Liquid Chromatography (HPLC) ของ Shimadsu, Kyoto, 
Japan เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานจินเซนโนไซด Rb1 (Wilshire technologies, Inc 
Princeton, NJ) โดยใชอะซีโตไนไตร (Acetonitrile: CH3CN, HPLC grade, Lab-scan, Ireland) และ
น้ําไดออไนน (Diorni) เปนโมบายเฟส (mobile phase) โดยมีข้ันตอนการเตรียมสารละลาย
มาตรฐาน และการเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหดังนี้ 

 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพ่ือวิเคราะห HPLC 

 ช่ังสารละลายมาตรฐานจินเซนโนไซด Rb1 0.0025 กรัม ปริมาตรดวยเมทานอลเปน  
25 มิลลิลิตร เปนสตอค (stock) 100 ppm. จากนั้นเจือจางลงเปน 20 40 60 และ 80 ppm. 
   

การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะห HPLC 
 ช่ังตัวอยางท่ีเตรียมไว  0.0040 กรัม ละลายในเอทานอล 1 มิลลิลิตรวิธีการ ฉีดตัวอยาง

จํานวน 10 ไมโครลิตรเขา Column Dimonsill 8,5 μm 250 x 4.6 mm. ท่ีอุณหภูมิ 40°C อัตราเร็ว 1.5 
มิลลิลิตร/ นาที ใชเวลาท้ังหมด 18 นาที โดยมีเฟสเคล่ือนเปนสวนประกอบท่ีเวลา 0-5 นาที อะซีโต
ไนไตร 30-45 %  น้ํา 70-55 % เวลา 5-10 นาที อะซีโตไนไตร 45-60% oeh 55-44 % เวลา 10-12 
นาที อะซีโตไนไตร 60 % น้ํา 40% เวลา 12-18 นาที  อะซีโตไนไตร 30% น้ํา 70 % ตรวจสอบ 
โครมาโตแกรมโดยใช Photodiode-array multiwavelength detector ตรวจวัดท่ีความยาวคล่ืน 203 
นาโนเมตร 
 
การวิเคราะห ฟนอลิกท้ังหมด โดยวิธี โดย Folin-Ciocalteu colorimetric method  
(Kahkonen et al., 1999; Ragazzi and Veronase, 1973)   
 

ช่ังตัวอยางสารสกัดชาเจียวกูหลาน 0.10 กรัม ในเมทานอล (blank) 5 มิลลิลิตร จะได
สารละลายท่ีมีความเขมขน 10-1 ดูดสารละลายมา 0.1 มิลลิลิตร เติมเมทานอล 0.9 มิลลิลิตร จะได
สารลายที่มีความเขมขน 10-2 ดูดสารละลายมา 0.1 มิลลิลิตร เติมเมทานอล 0.9 มิลลิลิตรอีกคร้ัง  
จะไดสารละลายท่ีมีความเขมขน 10-3 ดูดสารละลายท่ีมีความเขมขน 10-3 มา 500 ไมโครลิตร ใสใน
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ขวดสีชา เติม folin-ciocalteu reagent 2.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 3 นาที เติม
โซเดียมคารบอเนต 7.5 % (w/v) 2 มิลลิลิตร กวนผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสม(vortex mixer)  
(G – 560E, USA) เก็บไวในท่ีมืด 60 นาที ท่ีอุณหภูมิหองกอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี      
ความยาวคล่ืน 775 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (Model Genesys10UV Scaning, 
USA) หาปริมาณรวมของสารประกอบฟโนลิก โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 
(gallic  acid) และรายงานผลเปนเปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักแหงของชา 

 
การวิเคราะหกิจกรรมสารแอนติออกซิแดนท  โดย DPPH method (Masuda et al., 1999) 

 

ช่ังน้ําหนักตัวอยางสารสกัดเจียวกูหลาน 0.25 กรัม ผสมกับเมทานอล ใสในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตร จะไดสารละลายท่ีมีความเขมขน 10-1  
ใชไมโครปเปต (SL – 1000, USA) ดูดสารละลายปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตร
ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตรดวยเมทานอล จะไดสารละลายท่ีมีความ
เขมขน 10-2  อีกสวนใชไมโครปเปตดูดสารละลายท่ีเหลือใสในขวดสีชา ขวดละ 4.9 มิลลิลิตร 
จํานวน 4 ขวด ทําการเจือจางสารละลายตอจนถึงความเขมขนท่ี10-8 นําสารละลายในขวดสีชาในแต
ละความเขมขน เติม 5 มิลลิโมลาร DPPH ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จํานวน 2 ขวด (2 ซํ้า) 
สารละลายอีก 2 ขวดเติมเอทานอล  100 ไมโครลิตร (blank) ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสม เก็บไว
ในท่ีมืด 30 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง กอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร นํา
คาท่ีไดไปคํานวณดังสมการเพื่อนําผลไปสรางกราฟ เพื่อหาคากิจกรรมของสารแอนติออกซิแดนท 
ในรูปของ EC50 หมายถึง ความเขมขนของสารสกัดตัวอยางท่ีสามารถยับยั้งปฏิกิริยาท่ี 50 %  

 
  DPPH radical scavenging activity (%) = [A0-(A1-As)]/A0x100  
     

       โดยท่ี  A0
 
คือ คาการดดูกลืนแสงของสารละลาย DPPH  

A1คือ คาการดดูกลืนแสงของสารละลายสารสกัดตัวอยางในสารละลาย DPPH  
As คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายสารสกัดตัวอยาง  

                  
จากนั้นทําการสรางขอกําหนดเฉพาะของสารสกัดเจียวกูหลาน เพื่อกําหนดไวเปน

ลักษณะเฉพาะของสารสกัดเจียวกูหลานท่ีจะใชเปนวัตถุดิบในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑเคร่ืองดื่ม
เพื่อสุขภาพ  โดยใบเจียวกูหลานสดจะตองมีอายุการเก็บเกี่ยว 2 เดือน นับจากวันท่ีปลูก กอนท่ีจะ
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นํามาผานกรรมวิธีเปนสารสกัด ท้ังนี้เพื่อใหไดสารสกัดเจียวกูหลานท่ีมีปริมาณสารสําคัญคงท่ี  
ซ่ึงประกอบดวยปริมาณซาโปนินท้ังหมด อยูในชวง 150 – 180 มิลลิกรัม/กรัม หรือ 15-18 %(w/v) 
และปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด อยูในชวง 100 – 125 มิลลิกรัม/กรัม หรือ 10 – 12.5 %(w/v)  
(ดัดแปลง จากสถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548)  
 
การวิเคราะหหาปริมาณตะก่ัว (Lead) ปรอท (Mercury) และสารหนู (Arsenic) (AOAC, 2000) 
 

ช่ังผงชาเจียวกูหลานท่ีอบแหง และบดละเอียดจํานวน 2 กรัม ใสในหลอดเคร่ืองยอย เติม
กรดไนตริก 5 มิลลิลิตร และ 30 % ไฮโดรเจนเปอรออกไซดปริมาตร 2 มิลลิลิตร สารละลายที่ได
ระเหยไปเหลือติดกนหลอด เทสารละลายท่ีไดใสลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากล่ัน 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน ซ่ึงปฏิบัติเชนเดียวกับการเตรียมสารละลายตัวอยาง แตไมใสผง
ชาเจียวกูหลาน 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน ความเขมขน 2 4 และ 6 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากตะก่ัว
มาตรฐาน 1 กรัม ในกรดไนตริก 7 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1 ลิตร โดยทําการเจือ
จางดวย 3 โมล กรดไนตริก (สําหรับปรอทและสารหนู ก็ตองใชสารละลายมาตรฐานของปรอทและ
สารหนู) 

นําสารละลาย blank สารละลายมาตรฐาน และสารละลายตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ดวยเคร่ืองอะตอมมิกแอบซอรพชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร(Atomic Absorption Spectrophotometer) 
แบบใชเปลวไฟ โดยใชสารละลายมาตรฐานความเขมขน 2  4 และ 6 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร สราง
กราฟมาตรฐานเพ่ือใชเปรียบเทียบในการวิเคราะหปริมาณตะกั่วในผงชาเจียวกูหลาน สภาวะของ
เคร่ืองอะตอมมิกแอบซอรพชัน สเปกโทรโฟโตมิเตอร ใชตัวผลิตอะตอมอิสระชนิดเปลวไฟแบบ
อากาศอะเซทีลีน ท่ีความยาวคล่ืน 283.3 นาโนเมตร นําขอมูลท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเคร่ือง
อะตอมมิกแอบซอรพชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร ไปคํานวณหาปริมาณตะกั่วในผงชาเจียวกูหลาน
ตามสูตร 

  ( )a-b df×25
C =

m
 

เม่ือ C คือ ปริมาณตะก่ัวในตัวอยางผงชาเจียวกูหลาน (มิลลิกรัม/ กิโลกรัม) 
 a คือ  ความเขมขนของสารละลายในการทดสอบ (มิลลิกรัม/ ลิตร)                                           
 b คือ ความเขมขนเฉล่ียในสารละลายมาตรฐาน (มิลลิกรัม/ ลิตร) 
 df คือ ระดับการเจือจาง 
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3.3 วิธีการทดลอง 
วิธีการทดลองแบงออกเปน 3 ข้ันตอน ประกอบดวย 
ตอนท่ี 1 การศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณสารสําคัญในสารสกัดเจียวกูหลาน       
ตอนท่ี 2 การพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน         
ตอนท่ี 3 การทดสอบการยอมรับของผูบริโภคท่ีมีตอผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัด 

เจียวกูหลานท่ีพัฒนาได 
โดยแตละข้ันตอนของการศึกษามีรายละเอียดดังนี้ 

 
ตอนท่ี 1 การศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณสารสําคัญในสารสกัดเจียวกูหลาน 
       

3.3.1   การศึกษาผลของปริมาณกรดซิตริกและน้ําตาลซูโครสตอปริมาณสารซาโปนินในสาร
สกัดเจียวกูหลาน 

  การศึกษาระดับความเขมขนของกรดซิตริก (0 - 3 %) และความเขมขนน้ําตาลซูโครส  
(0 - 25 %) ตอปริมาณสารซาโปนินในสารสกัดเจียวกูหลาน โดยในการศึกษาจะกําหนดระดับความ
เขมขนของสารสกัดเจียวกูหลานไวท่ีความเขมขน 1 % และใชระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาโดยการ
กวนผสมเปนเวลา 10 นาที วางแผนการทดลองแบบ 32 Factorial experiment ทําการทดลอง 3 ซํ้า 
โดยกําหนดความเขมขนของสารละลายน้ําสารสกัดไวท่ีความเขมขน 1 % โดยมีปจจัยในการศึกษา
ดังนี้ 

 
ตาราง 3.1 ระดับปจจัยท่ีใชในการศึกษาระดับความเขมขนของกรดซิตริกและน้ําตาลซูโครสตอ     
                    ปริมาณสารสําคัญในสารสกัดเจียวกูหลาน 

 
ปจจัยท่ีศึกษา ระดับต่ํา (-) ระดับกลาง (0) ระดับสูง (+) 

A.  กรดซิตริก 0 1.5 3 
B.  น้ําตาลซูโครส 0 12.5 25 
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ตาราง 3.2 ส่ิงทดลองจากการวางแผนการทดลองแบบ 32 Factorial experiment 
 

32 Factorial experiment ส่ิงทดลอง กรดซิตริก น้ําตาลซูโครส 
1 0 0 
2 0 12.5 
3 0 25 
4 1.5 0 
5 1.5 12.5 
6 1.5 25 
7 3 0 
8 3 12.5 

 

9 3 25 
 

การวิเคราะห 
- ปริมาณซาโปนินท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจินเซนโนไซด Rb1 ท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
 

ตอนท่ี 2 การพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน         
 

3.3.2   การอภิปรายกลุม (focus group discussion) 
การอภิปรายกลุมจะใชผูบริโภคท่ีเคยบริโภคเคร่ืองดื่มประเภทชาจํานวน30 คน  

แบงออกเปน 3 กลุมๆ ละ 10 คน ทําทีละกลุมโดยใชคําถามและการดําเนินงานท่ีเปนไปในลักษณะ
เดียวกันทุกประการ เพื่อรวบรวมความคิดเห็นของผูบริโภคตามลักษณะคําถามท่ีกําหนด (เพ็ญขวัญ, 
2550) ท้ังนี้เพื่อหาขอสรุปของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มท่ีจะพัฒนา โดยคุณลักษณะดานตางๆ ของ
ผลิตภัณฑท่ีผูบริโภคตองการ เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑตนแบบของผลิตภัณฑ
เคร่ืองดื่มจากสารสกัดเจียวกูหลาน และนํามาสรางแบบทดสอบในการสํารวจความตองการของ
ผูบริโภค 

    a1 (-) 
A    a2 (0) 
    a3 (+) 

    b1 (-) 
B    b2 (0) 
    b3 (+) 
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3.3.3   การสํารวจความตองการของผูบริโภค 
การสรางแบบสอบถาม (ภาคผนวก ข) ท่ีใชในการเก็บรวบรวมขอมูลออกแบบโดย

ใชขอมูลจากการอภิปรายกลุม   และผานการทดสอบกอน (pre-test)   ในกระบวนการทดสอบกอน
จะใชผูบริโภคจํานวน 20 คน ทดลองตอบแบบสอบถามเพ่ือประเมินถึงความผิดพลาดท่ีอาจจะเกิด
จากความไมเขาใจในคําถาม หรือคําส่ังในสวนตางๆ ของแบบสอบถาม ซ่ึงถาหากมีขอผิดพลาด
เกิดข้ึนก็ตองทําการแกไขปรับปรุง เพื่อใหไดแบบสอบถามที่มีคุณภาพท้ังนี้จะนํามาซ่ึงขอมูลท่ีดี
สําหรับการวิเคราะหตอไป  โดยแบบสอบถามจะประกอบดวย 3 ตอน ประกอบดวยตอนท่ี 1 ขอมูล
ท่ัวไปของผูตอบแบบสอบถาม ตอนที่ 2 ขอมูลการทดสอบตัวอยางผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสําเร็จรูป
เจียวกูหลานสกัด และตอนท่ี 3 ขอมูลเกี่ยวกับการพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มจากสารสกัด 
เจียวกูหลาน   

การสํารวจความตองการของผูบริโภคที่มีตอการพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มจากสาร
สกัดเจียวกูหลาน ศึกษาโดยใชแบบสอบถามถามผูบริโภคจํานวน 400 คน ซ่ึงผูบริโภคท่ีทําการ
สํารวจท้ังหมดไดมาจากการสุมประชากรโดยใชชวงอายุเปนเกณฑ 5 ชวงอายุ คือ ตํ่ากวา 15 ป  
16-30 ป 31-45 ป 46-60 ป และมากกวา 60 ป ชวงอายุละ 80 คน    

สวนขอมูลในการพัฒนาผลิตภัณฑ ใชตัวอยางเคร่ืองดื่มจํานวน 2 สูตร ซ่ึงทําการ
ดัดแปลงมาจากสูตรพื้นฐานของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มชาเขียวญ่ีปุนยี่หอชาลีวัง ผลิตโดยบริษัท  
ยูนิ-เพรสซิเดนท เอ็นเตอรไพรส คอรปอเรช่ัน ประเทศไตหวัน โดยมีสวนผสมของแตละสูตรดังนี้ 

 
สูตรท่ี 1 ประกอบดวย 
1. น้ําชาสด 1 %   
2. สารสกัด 0.15 %    
3. น้ําตาล 4.5 %   
4. วิตามินซี 0.035 %   
 
สูตรท่ี 2 ประกอบดวย 
1. น้ําชาสด 1 %   
2. สารสกดั 0.01 %   
3. น้ําตาล 4.5 %   
4. วิตามินซี 0.035 % 
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จากน้ันใหผูบริโภคจํานวน 400 คนทดสอบชิม แลวใหคะแนนความชอบใน
คุณลักษณะตางๆ โดยใชวิธี Hedonic Scaling 9 Point (Meilgaard et al., 1999) นอกจากนั้นทําการ
สอบถามความเห็นของผูบริโภค เพื่อหาทิศทางในการพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียว
กูหลาน โดยใชวิธี Just About Right (Meilgaard et al., 1999) ดังแสดงในแบบสอบถามภาคผนวก ข 
 
การวิเคราะหทางสถิติ 

-  Factor Analysis ในการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการเลือกซ้ือเคร่ืองดื่มประเภทชาของ
ผูบริโภค 

-  Logistic Regression Analysis ในการศึกษาคุณลักษณะท่ีมีผลตอการยอมรับของ
ผลิตภัณฑ โดยใช SPSS (Chicago, USA) 

 
3.3.4  การพัฒนาสูตรและกรรมวิธีการผลิตเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน 

การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน  การทดลองนี้จะหา
สัดสวนท่ีเหมาะสมของสวนผสมตางๆ เพื่อใหไดสูตรท่ีผูทดสอบชอบมากท่ีสุด โดยใหแผนการ
ทดลอง Mixture Design แบบ  D-optimal ซ่ึงเปนแผนการทดลองท่ีใชในการหาสวนผสมของสูตรท่ี
เหมาะสม (optimization) โดยใหไดปริมาณซาโปนินท่ีเหมาะสมท่ีผูบริโภคยอมรับได   เพื่อหาสูตร
และคุณสมบัติท่ีเหมาะสมของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มจากสารสกัดเจียวกูหลาน ไดส่ิงทดลองท้ังหมด  
8 ส่ิงทดลอง ซ่ึงมีสวนผสมในอัตราสวนท่ีแตกตางกันออกไปดังตาราง 3.3 โดยมีปจจัยท่ีศึกษาดังนี้ 

   - ปริมาณนํ้าชาเจียวกูหลานความเขมขน 1 % (เนื่องจากผลิตภัณฑตนแบบในการ
พัฒนาเคร่ืองดื่มจากสารสกัดใชน้ําชาท่ีความเขมขน 1 % อางอิงจากผลิตภัณฑชาเขียวญ่ีปุนยี่หอ 
ชาลีวัง ผลิตโดยบริษัท ยูนิ-เพรสซิเดนท เอ็นเตอรไพรส คอรปอเรช่ัน ประเทศไตหวัน) โดยวัตถุดิบ
ใบชาเจียวกูหลานสดมีอายุการเก็บเกี่ยว 2 เดือน นับจากวันท่ีปลูกเก็บเกี่ยวยอดและใบเทานั้น เม่ือ
นํามาทําแหงเปนผงชาเจียวกูหลานตองมีความช้ืนไมเกิน 7 % และมีปริมาณซาโปนินท้ังหมด  
อยูในชวง 70 – 100 มิลลิกรัม/ กรัม กอนท่ีจะนํามาทํา 1% น้ําชาเจียวกูหลานตอไป 

- ปริมาณนํ้ามะนาว (จากการสํารวจความตองการของผูบริโภค) 
- ปริมาณนํ้าตาลซูโครส 
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ตาราง 3.3 ส่ิงทดลองของการทดลองแบบ Mixture Design แบบ D-optimal ท้ัง 3 ปจจัย 
 

ส่ิงทดลอง 1% น้ําชาเจียวกูหลาน (%) น้ําตาล (%) น้ํามะนาว (%) 
1 85 5 9.95 
2 68.32 18.32 13.32 
3 85 9.95 5 
4 64.95 30 5 
5 50 29.95 20 
6 74.95 5 20 
7 59.16 24.14 16.66 
8 64.95 30 5 

 
การวิเคราะห 

- การวัดคาสี L* a* b* และ ΔE*  
- ปริมาณซาโปนินท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจินเซนโนไซด Rb1 ท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
- คาพีเอช 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้า (total soluble solid)  
- ปริมาณกรดท้ังหมด (total acidity) (AOAC, 2000)  
- ความช้ืน (moisture content) (AOAC, 2000) 
- ปริมาณของแข็งท้ังหมด (total solid) (AOAC, 2000) 
- การทดสอบเชิงพรรณนา (descriptive analysis) โดยใชวิธีการวิเคราะหลักษณะทาง

ประสาทสัมผัสแบบพรรณนาเชิงปริมาณ (Quantitative Descriptive Analysis; QDA) (Meilgaard  

et al., 1999)  โดยใชโปรแกรม SU Sense (มหาวิทยาลัยศิลปากร, นครปฐม) 
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- การทดสอบการยอมรับ (acceptance test) โดยใช Hedonic Scaling 9 Point (Meilgaard 

et al., 1999) (แบบสอบถามภาคผนวก ข) ทดสอบผูบริโภคจํานวน 200 คน เพื่อหาอัตราความชอบ
ตอผลิตภัณฑท่ีทําการพัฒนา แลวทําการแสดงผลเปนคาเฉล่ียและหาคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
การศึกษาระดับปริมาณสารสกัดเจียวกูหลาน 
หลังจากไดสูตรท่ีเหมาะสมแลว ทําการศึกษาระดับความเขมขนของการสกัดเจียวกู

หลานในระดับตางๆ โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD ผันแปรความเขมขนของสารสกัด  
4 ระดับ ประกอบดวย 0.10 % 0.20 % 0.30 % และ 0.40 % ตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพและเคมี 
และทางประสาทสัมผัสของเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดท่ีมีปริมาณสารสกัดท่ีแตกตางกัน และทดสอบ
การยอมรับของผูบริโภคตอระดับความเขมขนสูงสุดของปริมาณสารสกัดเจียวกูหลานท่ียอมรับได 
โดยใชผูบริโภคจํานวน 100 คน และผูทดสอบท่ีผานการฝกฝนประเมินลักษณะประสาทสัมผัสเชิง
พรรณนา จํานวน 10 คน จากนั้นนํามากําหนดปริมาณสารสกัดเจียวกูหลานในเคร่ืองดื่มท่ีพัฒนาได 

 
การวิเคราะห 

- การวัดคาสี L* a* b* และ ΔE*  
- ปริมาณซาโปนินท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจินเซนโนไซด Rb1 ท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
- คาพีเอช 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้า  
- ปริมาณกรดท้ังหมด (AOAC, 2000)  
- ความช้ืน (AOAC, 2000) 
- ปริมาณของแข็งท้ังหมด (AOAC, 2000) 
- การทดสอบเชิงพรรณนา โดยใชวิธีการวิเคราะหลักษณะทางประสาทสัมผัสแบบ

พรรณนาเชิงปริมาณ โดยใชโปรแกรม SU Sense (มหาวิทยาลัยศิลปากร, นครปฐม) 
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- การทดสอบการยอมรับ โดยใช Hedonic Scaling 9 Point (Meilgaard et al., 1999) 
ทดสอบผูบริโภคจํานวน 100 คน เพื่อหาอัตราความชอบตอความเขมขนของสารสกัดท่ีเติมลงไปใน
ผลิตภัณฑท่ีทําการพัฒนา แลวทําการแสดงผลเปนคาเฉล่ียและหาคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
ตอนท่ี 3 การทดสอบการยอมรับของผูบริโภคท่ีมีตอผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน 
               ท่ีพัฒนาได 
 

3.3.5 การทดสอบการยอมรับของผูบริโภค 
   การทดสอบการยอมรับของผูบริโภคจะใชการทดสอบแบบ Hedonic Scaling 9 Points 
(Meilgaard et al., 1999)โดยใชกลุมผูบริโภคจํานวน 200 คน เพื่อหาอัตราความชอบตอผลิตภัณฑท่ี
ทําการพัฒนา แลวทําการแสดงผลเปนคาเฉล่ีย และหาคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน โดยใชแบบทดสอบ
การยอมรับของผูบริโภค จากนั้นก็นําขอมูลท่ีไดมาทําการวิเคราะหโลจิสติก รีเกรสชัน ตอปจจัยการ
ยอมรับ และการตัดสินใจซื้อของผูบริโภค ทําการการเปรียบเทียบสัดสวนการตัดสินใจซ้ือของ
ผูบริโภคระหวางกอน และหลังไดรับขอมูลเกี่ยวกับผลดีตอสุขภาพของเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียว
กูหลาน โดยใชสถิติ Chi-Square McNemar Test ซ่ึงเปนสถิติท่ีใชสําหรับทดสอบความแตกตาง
สัดสวนสําหรับ 2 ตัวอยางท่ีมีความสัมพันธตอกัน 
  

3.3.6  การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย 
    การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย จะทําการตรวจวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 

เคมี จุลินทรีย และการกําหนดลักษณะจําเพาะ (specification) ของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัด
เจียวกูหลาน เพื่อกําหนดเปนคุณลักษณะผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลานท่ีพัฒนาได   

 
การวิเคราะห 

- การวัดคาสี L* a* b* และ ΔE*  
- ปริมาณซาโปนินท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจินเซนโนไซด Rb1 ท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
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- คาพีเอช 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้า  
- ปริมาณกรดท้ังหมด (AOAC, 2000)  
- ความช้ืน (AOAC, 2000) 
- ปริมาณของแข็งท้ังหมด (AOAC, 2000) 
- ปริมาณจุลินทรียท้ังหมด (total plate count) (Kiss, 1984) 
- เช้ือยีสตและรา (Kiss, 1984) 

 
3.4 การกําหนดคุณลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑ 

ในข้ันตอนของการกําหนดคุณลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑ จะทําการกําหนดคุณลักษณะ
ของวัตถุดิบ กระบวนการผลิต และผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกดัเจียวกูหลาน 
 

3.5 การวิเคราะหผลทางสถิต ิ
 จากการวางแผนการทดลองแบบ 32 Factorial วิเคราะหแบบ MANOVA (กัลยา, 2549)  
และวางแผนการทดลองแบบ Mixture Design วิเคราะหหาโมเดลโดยวิธีรีเกรสชัน ในลักษณะของ 
linear model และ quadratic model ท้ังนี้ข้ึนอยูกับคา p-value ของโมเดล ซ่ึงมีโมเดลในลักษณะดังนี้ 
 Linear model 
  Y  =  b0 + b1X1 + b2X2 
 Quadratic model  
  Y  =  b0 + b1X1 + b2X2 + b12X1X2 + b11X1

2 + b22X2
2 

 โดยท่ี  Y   คือ ผลตอบสนอง  
  b0 คือ คาคงท่ีของสมการ 
  b1b2 คือ สัมประสิทธ์ิของ Linear effects 
  b11b22 คือ สัมประสิทธ์ิของ Quadratic effects 
  b12 คือ สัมประสิทธ์ิของ Interaction effects 
  X1X2 คือ ตัวแปรอิสระหรือปจจยัท่ีใชในการศึกษา 
 จากโมเดลผลตอบสนองท้ังหมดจะทํา Response surface graphs เพื่อดูพื้นผิวการ
ตอบสนองโดยใชโปรแกรม Design-Expert Program (Design-Expert version 6.0.10, Stat-Ease Inc, 
MN) เพื่อหา optimization ของคาสูงสุดในแตละผลตอบสนอง เพื่อใหไดสูตรการพัฒนาเคร่ืองดื่ม
เสริมสารสกัดเจียวกูหลานท่ีเหมาะสม 


