
 
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 
3.1 วัตถุดิบ อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
 

3.1.1 วัตถุดิบ 
    พืชเจียวกูหลานท่ีใชในการวิจัยนี้ เปนใบเจียวกูหลานสดท่ีมีอายุการเก็บเกี่ยว 2 เดือนนับ

จากวันท่ีปลูก จากโครงการหลวงแมทาเหนือ กิ่งอําเภอแมออน จังหวัดเชียงใหม โดยวัตถุดิบใบ
เจียวกูหลานสดทําการเก็บเกี่ยวเฉพาะยอดและใบเทานั้น สวนเถาคัดแยกออก เนื่องจากสวนใบมี
ปริมาณสารสําคัญอยูในปริมาณสูง โดย He (1987) ทําการศึกษาปริมาณของสารจีเพนโนไซด
ท้ังหมดของใบ และลําตนของเจียวกูหลานท่ีพบในประเทศจีน พบวา ในสวนของใบมีปริมาณสาร
จีเพนโนไซด 6.65 % และในลําตนมีปริมาณสารจีเพนโนไซดเพียง 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. กรดซัลฟวริก (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. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (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 

ประกอบดวย 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.    ตูอบแหงไมโครเวฟสุญญากาศ (March Cool Co., Thailand) 
7.    ตูอบลมรอน (Hot air oven, Memmert: 400, Germany) 
8.    เคร่ืองแชเยือกแข็ง (Freezer, Sanyo: SF-C992NG, Itary) 
9.    ตะแกรงรอนขนาด 50 เมช (Sieve 50 mesh) 
10. เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (Electronic analytical balance, Sartorius: A120S, 

Germany) 
11.  ตูดูดควนั (Hood, Toplab Design and Technology, England) 
12. โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
13.  เตาไมโครเวฟ (Microwave oven, Sharp: R254, Thailand) 
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14. ไมโครปเปตต ขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร (Micropipette, Wiggen hauser, 
Germany) 

15. เคร่ืองกวนผสมแมเหล็กไฟฟา (Hot plate and Megnatic stirrer, Whatman: HPMS, 
England) 

16. เคร่ืองปน (Blender, Imarflex: IF-308, Thailand) 
17. เคร่ืองวัดสี (Minolta camera, chroma meter CR-310, Japan)  
18. เคร่ืองวัดคาพีเอช (Digital pH meter รุน HORIBA: F-22, Japan)      
19. เคร่ือง Hand refractmeter (Digital Refractometer รุน PAL-1 Atago, Japan) 
20. เคร่ืองอะตอมมิกแอบซอรพชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร (Atomic Absorption 

Spectrophotometer รุน GBC 932 AA, Japan) 
21. เคร่ืองยอยเปยก (BUCHI Laboratechink AG CH – 923) 
 

3.1.4 วัสดุและอุปกรณ 
1.    บีกเกอร (Pyrex, England) 
2.    กระบอกตวง (Pyrex, England) 
3.    ปเปตขนาด 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.    พาราฟลม (Parafilm, Pechiney, Chicago, USA.) 
9.    กรวยกรองขนาด 250 มิลลิลิตร (Separate funnel, Witeg, Germany) 
10.  กระปองหาความช้ืน (Moisture can) 
11.  ตะแกรงรอนขนาด 50 เมช (Sieve 50 mesh) 
12.  ชอนตักสาร 
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3.2     การเตรียมวัตถุดิบสารสกัดเจียวกูหลาน   
   ใบเจียวกูหลานสดท่ีมีอายุของการเก็บเกี่ยว 2 เดือน นับจากวันท่ีปลูกโดยเก็บยอดและใบ

เทานั้น นํามาลางดวยน้ําสะอาด และฆาเช้ือดวยคลอรีนความเขมขน 1 ppm. ท้ิงใหสะเด็ดน้ํา และทํา
ใหแหงโดยใชเคร่ืองอบแหงไมโครเวฟสุญญากาศ (March Cool Co., Thailand) ความรอน 4,000 

วัตต เปนเวลา 50 นาที โดยมีอุณหภูมิของการทําแหงไมเกิน 60°C หลังจากนั้นก็นํามาบด และผาน
ตะแกรงรอนขนาด 50 เมช ไดผงเจียวกูหลานแหง (ณัฏฐวี, 2550) 
     ผงเจียวกูหลาน 5 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ันปริมาตร 95 มิลลิลิตร  ใหความรอนดวย
ไมโครเวฟท่ีความรอน 800 วัตต โดยใชเวลา 1 นาที  47 วินาที  (ณัฏฐวี, 2550) กรองเอากากท้ิงดวย
ผาขาวบางที่ซอนทับกัน 4 ช้ัน จํานวน 2 รอบ  จากนั้นกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 จํานวน  
2 รอบ วัดปริมาตรท้ังหมด   นําของเหลวท่ีไดไประเหยนํ้าออก โดยใชเคร่ืองระเหยสุญญากาศ 
(Büchi: V800, Swisserland) จนไดสารละลายเขมขน วัดปริมาตรของเหลวท่ีเหลือท้ังหมด   

เทของเหลวบรรจุลงในถาดๆ  ละ 500 มิลลิลิตร แชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20°C  ทําแหงโดยใชเคร่ือง 
freeze-drier  (Labconco, America) ช่ังน้ําหนักสารสกัดท่ีได   
 
การวิเคราะห     

- ปริมาณผลผลิต (yield) 
- ปริมาณความชื้น (moisture content) (AOAC, 2000) 
- ปริมาณเถารวม (total ash) (AOAC, 2000) 
- ปริมาณซาโปนินท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

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

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
- ปริมาณฟนอลิกท้ังหมด (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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การวิเคราะหปริมาณซาโปนินท้ังหมด  
(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 

 
ช่ังผงเจียวกูหลาน 10 กรัม (ถาเปนสารสกัดใช 3 กรัม) ใสลงในบีกเกอรแลวเติม  

เมทานอล 80 %  จํานวน 200 มิลลิลิตร สกัดเปนเวลา 6 ช่ัวโมงดวย heat reflux extraction หลังจาก

นั้นนําไปกรองผานกระดาษกรองเบอร 1 นําสารละลายท่ีไดไประเหยท่ีอุณหภูมิ 55°C  ดวยเคร่ือง
ระเหยสุญญากาศ (Büchi: V800, Swisserland) เพื่อระเหยเมทานอลออก จากนั้นนํามาสกัดเอาไขมัน
ออกดวย ไดเอทิลอีเทอร หลังจากการสกัดใชกรวยแยกอีเทอรออก สวนของสารสกัดท่ีไดนํามาสกัด

ดวยสารละลายบิวทานอลท่ีอ่ิมตัวดวยน้ํา จํานวน 3 รอบ นําไประเหยท่ีอุณหภูมิ 55°C ดวยเคร่ือง

ระเหยสุญญากาศ จากนั้นนําสารสกัดท่ีเหลือไปอบที่อุณหภูมิ 105°C ดวยตูอบลมรอน (Memmert: 
400, Germany) จนน้ําหนักคงที่  นําคาน้ําหนักท่ีไดไปคํานวณหาเปอรเซ็นตของปริมาณสารสกัด
ของซาโปนินท้ังหมด 
 
การวิเคราะหปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  
(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
 

ช่ังผงเจียวกูหลาน 10 กรัม (ถาเปนสารสกัดใช 3 กรัม) ใสลงในบีกเกอรแลวเติม 80 %  
เมทานอล จํานวน 200 มิลลิลิตร สกัดเปนเวลา 6 ช่ัวโมงดวย heat reflux extraction หลังจากนั้น

นําไปกรองผานกระดาษกรองเบอร 1 นําสารละลายท่ีไดไประเหยท่ีอุณหภูมิ 55°C  ดวยเคร่ือง
ระเหยสุญญากาศ (Büchi: V800, Swisserland) เพื่อระเหยเมทานอลออก จากนั้นนํามาสกัดเอาไขมัน
ออกดวยไดเอทิลอีเทอร หลังจากการสกัดใชกรวยแยกอีเทอรออก สวนของสารสกัดท่ีไดนํามาสกัด

ดวยสารละลายบิวทานอลท่ีอ่ิมตัวดวยน้ํา จํานวน 3 รอบ นําไประเหยท่ีอุณหภูมิ 55°C  ดวยเคร่ือง
ระเหยสุญญากาศสวนท่ีเหลือจากการระเหยนํามาละลายดวยน้ํากล่ัน  ปรับปริมาตรใหได  
10 มิลลิลิตร บรรจุลงใน Sep-Pak C-18 (Restex) ลางสวนท่ีไมตองการใน Sep-Pak C-18 ออกดวย
น้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร จากนั้นลางดวยเมทานอล 50 %  จํานวน 5 มิลลิลิตร และเมทานอล 60 % 
จํานวน 2  มิลลิลิตร ตามลําดับ และในขั้นตอนสุดทายใหลางดวยเมทานอล จํานวน 3 มิลลิลิตร  
นําสารละลายเมทานอลดังกลาว ใสในขวดแกวท่ีทราบปริมาตรท่ีแนนอน จากนั้นนําไปอบแหงท่ี

อุณหภูมิ 50°C  ดวยตูอบลมรอน (Memmert: 400, Germany) จนน้ําหนักคงท่ี นําคาน้ําหนักท่ีไดไป
คํานวณหาเปอรเซ็นตของปริมาณจีเพนโนไซดรวมจากน้ําหนักของผงสมุนไพรท่ีปราศจากความชืน้ 
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การวิเคราะหปริมาณจินเซนโนไซด Rb1 ท้ังหมด  
(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
 

วิเคราะหปริมาณจินเซนโนไซด Rb1 ท้ังหมด ท้ังในผงเจียวกูหลาน และสารสกัด 
เจียวกูหลาน โดย High performance Liquid Chromatography (HPLC) ของ Shimadsu, Kyoto, 
Japan เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานจินเซนโนไซด Rb1 (Wilshire technologies, Inc 
Princeton, NJ) โดยใชอะซีโตไนไตร (Acetonitrile: CH3CN, HPLC grade, Lab-scan, Ireland) และ
น้ําไดออไนน (Diorni) เปนโมบายเฟส (mobile phase) โดยมีข้ันตอนการเตรียมสารละลาย
มาตรฐาน และการเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหดังนี้ 

 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพ่ือวิเคราะห HPLC 

 ช่ังสารละลายมาตรฐานจินเซนโนไซด Rb1 0.0025 กรัม ปริมาตรดวยเมทานอลเปน  
25 มิลลิลิตร เปนสตอค (stock) 100 ppm. จากนั้นเจือจางลงเปน 20 40 60 และ 80 ppm. 
   

การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะห HPLC 
 ช่ังตัวอยางท่ีเตรียมไว  0.0040 กรัม ละลายในเอทานอล 1 มิลลิลิตรวิธีการ ฉีดตัวอยาง

จํานวน 10 ไมโครลิตรเขา Column Dimonsill 8,5 μm 250 x 4.6 mm. ท่ีอุณหภูมิ 40°C อัตราเร็ว 1.5 
มิลลิลิตร/ นาที ใชเวลาท้ังหมด 18 นาที โดยมีเฟสเคล่ือนเปนสวนประกอบท่ีเวลา 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 ฟนอลิกท้ังหมด โดยวิธี โดย Folin-Ciocalteu colorimetric method  
(Kahkonen et al., 1999; Ragazzi and Veronase, 1973)   
 

ช่ังตัวอยางสารสกัดชาเจียวกูหลาน 0.10 กรัม ในเมทานอล (blank) 5 มิลลิลิตร จะได
สารละลายท่ีมีความเขมขน 10-1 ดูดสารละลายมา 0.1 มิลลิลิตร เติมเมทานอล 0.9 มิลลิลิตร จะได
สารลายที่มีความเขมขน 10-2 ดูดสารละลายมา 0.1 มิลลิลิตร เติมเมทานอล 0.9 มิลลิลิตรอีกคร้ัง  
จะไดสารละลายท่ีมีความเขมขน 10-3 ดูดสารละลายท่ีมีความเขมขน 10-3 มา 500 ไมโครลิตร ใสใน
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ขวดสีชา เติม folin-ciocalteu reagent 2.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 3 นาที เติม
โซเดียมคารบอเนต 7.5 % (w/v) 2 มิลลิลิตร กวนผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสม(vortex mixer)  
(G – 560E, USA) เก็บไวในท่ีมืด 60 นาที ท่ีอุณหภูมิหองกอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี      
ความยาวคล่ืน 775 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (Model Genesys10UV Scaning, 
USA) หาปริมาณรวมของสารประกอบฟโนลิก โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 
(gallic  acid) และรายงานผลเปนเปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักแหงของชา 

 
การวิเคราะหกิจกรรมสารแอนติออกซิแดนท  โดย DPPH method (Masuda et al., 1999) 

 

ช่ังน้ําหนักตัวอยางสารสกัดเจียวกูหลาน 0.25 กรัม ผสมกับเมทานอล ใสในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตร จะไดสารละลายท่ีมีความเขมขน 10-1  
ใชไมโครปเปต (SL – 1000, USA) ดูดสารละลายปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตร
ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตรดวยเมทานอล จะไดสารละลายท่ีมีความ
เขมขน 10-2  อีกสวนใชไมโครปเปตดูดสารละลายท่ีเหลือใสในขวดสีชา ขวดละ 4.9 มิลลิลิตร 
จํานวน 4 ขวด ทําการเจือจางสารละลายตอจนถึงความเขมขนท่ี10-8 นําสารละลายในขวดสีชาในแต
ละความเขมขน เติม 5 มิลลิโมลาร DPPH ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จํานวน 2 ขวด (2 ซํ้า) 
สารละลายอีก 2 ขวดเติมเอทานอล  100 ไมโครลิตร (blank) ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสม เก็บไว
ในท่ีมืด 30 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง กอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร นํา
คาท่ีไดไปคํานวณดังสมการเพื่อนําผลไปสรางกราฟ เพื่อหาคากิจกรรมของสารแอนติออกซิแดนท 
ในรูปของ EC50 หมายถึง ความเขมขนของสารสกัดตัวอยางท่ีสามารถยับยั้งปฏิกิริยาท่ี 50 %  

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

       โดยท่ี  A0
 
คือ คาการดดูกลืนแสงของสารละลาย DPPH  

A1คือ คาการดดูกลืนแสงของสารละลายสารสกัดตัวอยางในสารละลาย DPPH  
As คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายสารสกัดตัวอยาง  

                  
จากนั้นทําการสรางขอกําหนดเฉพาะของสารสกัดเจียวกูหลาน เพื่อกําหนดไวเปน

ลักษณะเฉพาะของสารสกัดเจียวกูหลานท่ีจะใชเปนวัตถุดิบในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑเคร่ืองดื่ม
เพื่อสุขภาพ  โดยใบเจียวกูหลานสดจะตองมีอายุการเก็บเกี่ยว 2 เดือน นับจากวันท่ีปลูก กอนท่ีจะ
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นํามาผานกรรมวิธีเปนสารสกัด ท้ังนี้เพื่อใหไดสารสกัดเจียวกูหลานท่ีมีปริมาณสารสําคัญคงท่ี  
ซ่ึงประกอบดวยปริมาณซาโปนินท้ังหมด อยูในชวง 150 – 180 มิลลิกรัม/กรัม หรือ 15-18 %(w/v) 
และปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด อยูในชวง 100 – 125 มิลลิกรัม/กรัม หรือ 10 – 12.5 %(w/v)  
(ดัดแปลง จากสถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548)  
 
การวิเคราะหหาปริมาณตะก่ัว (Lead) ปรอท (Mercury) และสารหนู (Arsenic) (AOAC, 2000) 
 

ช่ังผงชาเจียวกูหลานท่ีอบแหง และบดละเอียดจํานวน 2 กรัม ใสในหลอดเคร่ืองยอย เติม
กรดไนตริก 5 มิลลิลิตร และ 30 % ไฮโดรเจนเปอรออกไซดปริมาตร 2 มิลลิลิตร สารละลายที่ได
ระเหยไปเหลือติดกนหลอด เทสารละลายท่ีไดใสลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากล่ัน 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน ซ่ึงปฏิบัติเชนเดียวกับการเตรียมสารละลายตัวอยาง แตไมใสผง
ชาเจียวกูหลาน 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน ความเขมขน 2 4 และ 6 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากตะก่ัว
มาตรฐาน 1 กรัม ในกรดไนตริก 7 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1 ลิตร โดยทําการเจือ
จางดวย 3 โมล กรดไนตริก (สําหรับปรอทและสารหนู ก็ตองใชสารละลายมาตรฐานของปรอทและ
สารหนู) 

นําสารละลาย blank สารละลายมาตรฐาน และสารละลายตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ดวยเคร่ืองอะตอมมิกแอบซอรพชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร(Atomic Absorption Spectrophotometer) 
แบบใชเปลวไฟ โดยใชสารละลายมาตรฐานความเขมขน 2  4 และ 6 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร สราง
กราฟมาตรฐานเพ่ือใชเปรียบเทียบในการวิเคราะหปริมาณตะกั่วในผงชาเจียวกูหลาน สภาวะของ
เคร่ืองอะตอมมิกแอบซอรพชัน สเปกโทรโฟโตมิเตอร ใชตัวผลิตอะตอมอิสระชนิดเปลวไฟแบบ
อากาศอะเซทีลีน ท่ีความยาวคล่ืน 283.3 นาโนเมตร นําขอมูลท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเคร่ือง
อะตอมมิกแอบซอรพชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร ไปคํานวณหาปริมาณตะกั่วในผงชาเจียวกูหลาน
ตามสูตร 

  ( )a-b df×25
C =

m
 

เม่ือ C คือ ปริมาณตะก่ัวในตัวอยางผงชาเจียวกูหลาน (มิลลิกรัม/ กิโลกรัม) 
 a คือ  ความเขมขนของสารละลายในการทดสอบ (มิลลิกรัม/ ลิตร)                                           
 b คือ ความเขมขนเฉล่ียในสารละลายมาตรฐาน (มิลลิกรัม/ ลิตร) 
 df คือ ระดับการเจือจาง 
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3.3 วิธีการทดลอง 
วิธีการทดลองแบงออกเปน 3 ข้ันตอน ประกอบดวย 
ตอนท่ี 1 การศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณสารสําคัญในสารสกัดเจียวกูหลาน       
ตอนท่ี 2 การพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน         
ตอนท่ี 3 การทดสอบการยอมรับของผูบริโภคท่ีมีตอผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัด 

เจียวกูหลานท่ีพัฒนาได 
โดยแตละข้ันตอนของการศึกษามีรายละเอียดดังนี้ 

 
ตอนท่ี 1 การศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณสารสําคัญในสารสกัดเจียวกูหลาน 
       

3.3.1   การศึกษาผลของปริมาณกรดซิตริกและน้ําตาลซูโครสตอปริมาณสารซาโปนินในสาร
สกัดเจียวกูหลาน 

  การศึกษาระดับความเขมขนของกรดซิตริก (0 - 3 %) และความเขมขนน้ําตาลซูโครส  
(0 - 25 %) ตอปริมาณสารซาโปนินในสารสกัดเจียวกูหลาน โดยในการศึกษาจะกําหนดระดับความ
เขมขนของสารสกัดเจียวกูหลานไวท่ีความเขมขน 1 % และใชระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาโดยการ
กวนผสมเปนเวลา 10 นาที วางแผนการทดลองแบบ 32 Factorial experiment ทําการทดลอง 3 ซํ้า 
โดยกําหนดความเขมขนของสารละลายน้ําสารสกัดไวท่ีความเขมขน 1 % โดยมีปจจัยในการศึกษา
ดังนี้ 

 
ตาราง 3.1 ระดับปจจัยท่ีใชในการศึกษาระดับความเขมขนของกรดซิตริกและน้ําตาลซูโครสตอ     
                    ปริมาณสารสําคัญในสารสกัดเจียวกูหลาน 

 
ปจจัยท่ีศึกษา 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) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

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

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

ตอนท่ี 2 การพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน         
 

3.3.2   การอภิปรายกลุม (focus group discussion) 
การอภิปรายกลุมจะใชผูบริโภคท่ีเคยบริโภคเคร่ืองดื่มประเภทชาจํานวน30 คน  

แบงออกเปน 3 กลุมๆ ละ 10 คน ทําทีละกลุมโดยใชคําถามและการดําเนินงานท่ีเปนไปในลักษณะ
เดียวกันทุกประการ เพื่อรวบรวมความคิดเห็นของผูบริโภคตามลักษณะคําถามท่ีกําหนด (เพ็ญขวัญ, 
2550) ท้ังนี้เพื่อหาขอสรุปของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มท่ีจะพัฒนา โดยคุณลักษณะดานตางๆ ของ
ผลิตภัณฑท่ีผูบริโภคตองการ เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑตนแบบของผลิตภัณฑ
เคร่ืองดื่มจากสารสกัดเจียวกูหลาน และนํามาสรางแบบทดสอบในการสํารวจความตองการของ
ผูบริโภค 

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

    b1 (-) 
B    b2 (0) 
    b3 (+) 
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3.3.3   การสํารวจความตองการของผูบริโภค 
การสรางแบบสอบถาม (ภาคผนวก ข) ท่ีใชในการเก็บรวบรวมขอมูลออกแบบโดย

ใชขอมูลจากการอภิปรายกลุม   และผานการทดสอบกอน (pre-test)   ในกระบวนการทดสอบกอน
จะใชผูบริโภคจํานวน 20 คน ทดลองตอบแบบสอบถามเพ่ือประเมินถึงความผิดพลาดท่ีอาจจะเกิด
จากความไมเขาใจในคําถาม หรือคําส่ังในสวนตางๆ ของแบบสอบถาม ซ่ึงถาหากมีขอผิดพลาด
เกิดข้ึนก็ตองทําการแกไขปรับปรุง เพื่อใหไดแบบสอบถามที่มีคุณภาพท้ังนี้จะนํามาซ่ึงขอมูลท่ีดี
สําหรับการวิเคราะหตอไป  โดยแบบสอบถามจะประกอบดวย 3 ตอน ประกอบดวยตอนท่ี 1 ขอมูล
ท่ัวไปของผูตอบแบบสอบถาม ตอนที่ 2 ขอมูลการทดสอบตัวอยางผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มสําเร็จรูป
เจียวกูหลานสกัด และตอนท่ี 3 ขอมูลเกี่ยวกับการพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มจากสารสกัด 
เจียวกูหลาน   

การสํารวจความตองการของผูบริโภคที่มีตอการพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มจากสาร
สกัดเจียวกูหลาน ศึกษาโดยใชแบบสอบถามถามผูบริโภคจํานวน 400 คน ซ่ึงผูบริโภคท่ีทําการ
สํารวจท้ังหมดไดมาจากการสุมประชากรโดยใชชวงอายุเปนเกณฑ 5 ชวงอายุ คือ ตํ่ากวา 15 ป  
16-30 ป 31-45 ป 46-60 ป และมากกวา 60 ป ชวงอายุละ 80 คน    

สวนขอมูลในการพัฒนาผลิตภัณฑ ใชตัวอยางเคร่ืองดื่มจํานวน 2 สูตร ซ่ึงทําการ
ดัดแปลงมาจากสูตรพื้นฐานของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มชาเขียวญ่ีปุนยี่หอชาลีวัง ผลิตโดยบริษัท  
ยูนิ-เพรสซิเดนท เอ็นเตอรไพรส คอรปอเรช่ัน ประเทศไตหวัน โดยมีสวนผสมของแตละสูตรดังนี้ 

 
สูตรท่ี 1 ประกอบดวย 
1. น้ําชาสด 1 %   
2. สารสกัด 0.15 %    
3. น้ําตาล 4.5 %   
4. วิตามินซี 0.035 %   
 
สูตรท่ี 2 ประกอบดวย 
1. น้ําชาสด 1 %   
2. สารสกดั 0.01 %   
3. น้ําตาล 4.5 %   
4. วิตามินซี 0.035 % 
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จากน้ันใหผูบริโภคจํานวน 400 คนทดสอบชิม แลวใหคะแนนความชอบใน
คุณลักษณะตางๆ โดยใชวิธี Hedonic Scaling 9 Point (Meilgaard et al., 1999) นอกจากนั้นทําการ
สอบถามความเห็นของผูบริโภค เพื่อหาทิศทางในการพัฒนาผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียว
กูหลาน โดยใชวิธี Just About Right (Meilgaard et al., 1999) ดังแสดงในแบบสอบถามภาคผนวก ข 
 
การวิเคราะหทางสถิติ 

-  Factor Analysis ในการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการเลือกซ้ือเคร่ืองดื่มประเภทชาของ
ผูบริโภค 

-  Logistic Regression Analysis ในการศึกษาคุณลักษณะท่ีมีผลตอการยอมรับของ
ผลิตภัณฑ โดยใช SPSS (Chicago, USA) 

 
3.3.4  การพัฒนาสูตรและกรรมวิธีการผลิตเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน 

การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน  การทดลองนี้จะหา
สัดสวนท่ีเหมาะสมของสวนผสมตางๆ เพื่อใหไดสูตรท่ีผูทดสอบชอบมากท่ีสุด โดยใหแผนการ
ทดลอง Mixture Design แบบ  D-optimal ซ่ึงเปนแผนการทดลองท่ีใชในการหาสวนผสมของสูตรท่ี
เหมาะสม (optimization) โดยใหไดปริมาณซาโปนินท่ีเหมาะสมท่ีผูบริโภคยอมรับได   เพื่อหาสูตร
และคุณสมบัติท่ีเหมาะสมของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มจากสารสกัดเจียวกูหลาน ไดส่ิงทดลองท้ังหมด  
8 ส่ิงทดลอง ซ่ึงมีสวนผสมในอัตราสวนท่ีแตกตางกันออกไปดังตาราง 3.3 โดยมีปจจัยท่ีศึกษาดังนี้ 

   - ปริมาณนํ้าชาเจียวกูหลานความเขมขน 1 % (เนื่องจากผลิตภัณฑตนแบบในการ
พัฒนาเคร่ืองดื่มจากสารสกัดใชน้ําชาท่ีความเขมขน 1 % อางอิงจากผลิตภัณฑชาเขียวญ่ีปุนยี่หอ 
ชาลีวัง ผลิตโดยบริษัท ยูนิ-เพรสซิเดนท เอ็นเตอรไพรส คอรปอเรช่ัน ประเทศไตหวัน) โดยวัตถุดิบ
ใบชาเจียวกูหลานสดมีอายุการเก็บเกี่ยว 2 เดือน นับจากวันท่ีปลูกเก็บเกี่ยวยอดและใบเทานั้น เม่ือ
นํามาทําแหงเปนผงชาเจียวกูหลานตองมีความช้ืนไมเกิน 7 % และมีปริมาณซาโปนินท้ังหมด  
อยูในชวง 70 – 100 มิลลิกรัม/ กรัม กอนท่ีจะนํามาทํา 1% น้ําชาเจียวกูหลานตอไป 

- ปริมาณนํ้ามะนาว (จากการสํารวจความตองการของผูบริโภค) 
- ปริมาณนํ้าตาลซูโครส 
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ตาราง 3.3 ส่ิงทดลองของการทดลองแบบ Mixture Design แบบ D-optimal ท้ัง 3 ปจจัย 
 

ส่ิงทดลอง 1% น้ําชาเจียวกูหลาน (%) 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 

- การวัดคาสี L* a* b* และ ΔE*  
- ปริมาณซาโปนินท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

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

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
- คาพีเอช 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้า (total soluble solid)  
- ปริมาณกรดท้ังหมด (total acidity) (AOAC, 2000)  
- ความช้ืน (moisture content) (AOAC, 2000) 
- ปริมาณของแข็งท้ังหมด (total solid) (AOAC, 2000) 
- การทดสอบเชิงพรรณนา (descriptive analysis) โดยใชวิธีการวิเคราะหลักษณะทาง

ประสาทสัมผัสแบบพรรณนาเชิงปริมาณ (Quantitative Descriptive Analysis; QDA) (Meilgaard  

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

et al., 1999) (แบบสอบถามภาคผนวก ข) ทดสอบผูบริโภคจํานวน 200 คน เพื่อหาอัตราความชอบ
ตอผลิตภัณฑท่ีทําการพัฒนา แลวทําการแสดงผลเปนคาเฉล่ียและหาคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
การศึกษาระดับปริมาณสารสกัดเจียวกูหลาน 
หลังจากไดสูตรท่ีเหมาะสมแลว ทําการศึกษาระดับความเขมขนของการสกัดเจียวกู

หลานในระดับตางๆ โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD ผันแปรความเขมขนของสารสกัด  
4 ระดับ ประกอบดวย 0.10 % 0.20 % 0.30 % และ 0.40 % ตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพและเคมี 
และทางประสาทสัมผัสของเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดท่ีมีปริมาณสารสกัดท่ีแตกตางกัน และทดสอบ
การยอมรับของผูบริโภคตอระดับความเขมขนสูงสุดของปริมาณสารสกัดเจียวกูหลานท่ียอมรับได 
โดยใชผูบริโภคจํานวน 100 คน และผูทดสอบท่ีผานการฝกฝนประเมินลักษณะประสาทสัมผัสเชิง
พรรณนา จํานวน 10 คน จากนั้นนํามากําหนดปริมาณสารสกัดเจียวกูหลานในเคร่ืองดื่มท่ีพัฒนาได 

 
การวิเคราะห 

- การวัดคาสี L* a* b* และ ΔE*  
- ปริมาณซาโปนินท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

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

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003; Wu et al., 2001)  
- คาพีเอช 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้า  
- ปริมาณกรดท้ังหมด (AOAC, 2000)  
- ความช้ืน (AOAC, 2000) 
- ปริมาณของแข็งท้ังหมด (AOAC, 2000) 
- การทดสอบเชิงพรรณนา โดยใชวิธีการวิเคราะหลักษณะทางประสาทสัมผัสแบบ

พรรณนาเชิงปริมาณ โดยใชโปรแกรม SU Sense (มหาวิทยาลัยศิลปากร, นครปฐม) 



  
38 

- การทดสอบการยอมรับ โดยใช Hedonic Scaling 9 Point (Meilgaard et al., 1999) 
ทดสอบผูบริโภคจํานวน 100 คน เพื่อหาอัตราความชอบตอความเขมขนของสารสกัดท่ีเติมลงไปใน
ผลิตภัณฑท่ีทําการพัฒนา แลวทําการแสดงผลเปนคาเฉล่ียและหาคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
ตอนท่ี 3 การทดสอบการยอมรับของผูบริโภคท่ีมีตอผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลาน 
               ท่ีพัฒนาได 
 

3.3.5 การทดสอบการยอมรับของผูบริโภค 
   การทดสอบการยอมรับของผูบริโภคจะใชการทดสอบแบบ Hedonic Scaling 9 Points 
(Meilgaard et al., 1999)โดยใชกลุมผูบริโภคจํานวน 200 คน เพื่อหาอัตราความชอบตอผลิตภัณฑท่ี
ทําการพัฒนา แลวทําการแสดงผลเปนคาเฉล่ีย และหาคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน โดยใชแบบทดสอบ
การยอมรับของผูบริโภค จากนั้นก็นําขอมูลท่ีไดมาทําการวิเคราะหโลจิสติก รีเกรสชัน ตอปจจัยการ
ยอมรับ และการตัดสินใจซื้อของผูบริโภค ทําการการเปรียบเทียบสัดสวนการตัดสินใจซ้ือของ
ผูบริโภคระหวางกอน และหลังไดรับขอมูลเกี่ยวกับผลดีตอสุขภาพของเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียว
กูหลาน โดยใชสถิติ Chi-Square McNemar Test ซ่ึงเปนสถิติท่ีใชสําหรับทดสอบความแตกตาง
สัดสวนสําหรับ 2 ตัวอยางท่ีมีความสัมพันธตอกัน 
  

3.3.6  การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย 
    การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย จะทําการตรวจวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 

เคมี จุลินทรีย และการกําหนดลักษณะจําเพาะ (specification) ของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัด
เจียวกูหลาน เพื่อกําหนดเปนคุณลักษณะผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกัดเจียวกูหลานท่ีพัฒนาได   

 
การวิเคราะห 

- การวัดคาสี L* a* b* และ ΔE*  
- ปริมาณซาโปนินท้ังหมด  

(ดัดแปลงจาก สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2548; Kwon et al., 2003) 
- ปริมาณจีเพนโนไซดท้ังหมด  

(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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- คาพีเอช 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้า  
- ปริมาณกรดท้ังหมด (AOAC, 2000)  
- ความช้ืน (AOAC, 2000) 
- ปริมาณของแข็งท้ังหมด (AOAC, 2000) 
- ปริมาณจุลินทรียท้ังหมด (total plate count) (Kiss, 1984) 
- เช้ือยีสตและรา (Kiss, 1984) 

 
3.4 การกําหนดคุณลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑ 

ในข้ันตอนของการกําหนดคุณลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑ จะทําการกําหนดคุณลักษณะ
ของวัตถุดิบ กระบวนการผลิต และผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มเสริมสารสกดัเจียวกูหลาน 
 

3.5 การวิเคราะหผลทางสถิต ิ
 จากการวางแผนการทดลองแบบ 32 Factorial วิเคราะหแบบ MANOVA (กัลยา, 2549)  
และวางแผนการทดลองแบบ Mixture Design วิเคราะหหาโมเดลโดยวิธีรีเกรสชัน ในลักษณะของ 
linear model และ quadratic model ท้ังนี้ข้ึนอยูกับคา 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 คาคงท่ีของสมการ 
  b1b2 คือ สัมประสิทธ์ิของ Linear effects 
  b11b22 คือ สัมประสิทธ์ิของ Quadratic effects 
  b12 คือ สัมประสิทธ์ิของ Interaction effects 
  X1X2 คือ ตัวแปรอิสระหรือปจจยัท่ีใชในการศึกษา 
 จากโมเดลผลตอบสนองท้ังหมดจะทํา Response surface graphs เพื่อดูพื้นผิวการ
ตอบสนองโดยใชโปรแกรม Design-Expert Program (Design-Expert version 6.0.10, Stat-Ease Inc, 
MN) เพื่อหา optimization ของคาสูงสุดในแตละผลตอบสนอง เพื่อใหไดสูตรการพัฒนาเคร่ืองดื่ม
เสริมสารสกัดเจียวกูหลานท่ีเหมาะสม 


