
 
     

บทที่ 3 
วิธีการวิจัย 

 
3.1 วิธีการวิจัย 

3.1.1 การศึกษาและพัฒนาการผลิตชาอัสสัม (Camellia sinensis var. assamica) บนพื้นที่สูง 
พ้ืนที่ด ำเนินงำน : พ้ืนที่โครงกำรหลวงและโครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวง 

ที่เป็นแหล่งปลูกชำอัสสัมที่ส ำคัญ อย่ำงน้อย 5 แห่ง 
วิธีด ำเนินงำน : 
1) กำรส ำรวจ รวบรวม และศึกษำฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำและสำรส ำคัญของชำอัสสัม 

จำกแหล่งปลูกส ำคัญบนพ้ืนที่สูง 
1.1) รวบรวมข้อมูลแหล่งปลูกชำอัสสัมที่ส ำคัญในพ้ืนที่โครงกำรหลวงและโครงกำร

พัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวง จำกแหล่งข้อมูลต่ำงๆ เช่น รำยงำน/เอกสำร ข้อมูลพ้ืนที่รำยแปลง
ของ สวพส. กำรสอบถำมจำกเจ้ำหน้ำที่และผู้ที่เกี่ยวข้อง เป็นต้น โดยบันทึกข้อมูล เช่น พื้นที่ปลูก  
ระดับควำมสูงของพ้ืนที่ สำยพันธุ์ชำอัสสัม และอำยุต้น เป็นต้น 

1.2) คัดเลือกพ้ืนที่จำกข้อ 1.1) อย่ำงน้อย 5 แห่ง ส ำหรับกำรเก็บข้อมูลกำรปลูก
ชำอัสสัมจำกแหล่งปลูกส ำคัญในพ้ืนที่โครงกำรหลวงและโครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวง 
ตลอดจนกำรเก็บตัวอย่ำงใบชำอัสสัมจำกพ้ืนที่ที่คัดเลือก 

1.2.1) คัดเลือกพ้ืนที่ปลูกชำอัสสัมที่ส ำคัญในพ้ืนที่โครงกำรหลวงและโครงกำร
พัฒนำพื้นที่สูงแบบโครงกำรหลวง อย่ำงน้อย 5 แห่ง 

1.2.2) เก็บข้อมูลเชิงลึกของกำรปลูกชำอัสสัมจำกพ้ืนที่ที่คัดเลือก เช่น รูปแบบ
กำรปลูก วิธีกำรจัดกำรแปลงปลูก กำรเกี่ยวผลผลิต กำรใช้ประโยชน์ เหตุผล/แรงจูงใจในกำรปลูก 
ปัญหำและข้อจ ำกัด เป็นต้น โดยกำรรวบรวมข้อมูลจำกเอกสำร กำรสัมภำษณ์ กำรใช้แบบสอบถำม 
หรือกำรสังเกตกำรณ์ เป็นต้น 

1.2.3) เก็บตัวอย่ำงใบชำอัสสัมจำกพ้ืนที่ที่คัดเลือก โดยวำงแผนกำรทดลองแบบ  
2x2 Factorial in RCBD ทวนซ้ ำ 3 ครั้ง แบ่งเป็น 2 ปัจจัย ดังนี้ 

ปัจจัยที่ 1 วิธีกำรเก็บใบชำ (A) 2 ลักษณะ 
a1 = เก็บแบบชำ (1 ยอดตูม 2 ใบบำน) 
a2 = เก็บแบบเมี่ยง (ใบที ่4-6 ถัดลงมำจำกยอดชำ) 

ปัจจัยที่ 2 อำยุต้น (B) 2 ช่วงอำยุ 
b1 = อำยุไม่เกิน 50 ปี  
b2 = อำยุ 50 ปีขึ้นไป 
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ภาพที ่4 กำรเก็บตัวอย่ำงใบชำอัสสัมตำมแผนกำรทดลองแบบ 2x2 Factorial in RCBD 
 

 
ภาพที ่5 วิธีกำรเก็บตัวอย่ำงใบชำแบบยอด (Young tea leaves) และแบบเมี่ยง (Mature tea leaves)  

หมำยเหตุ:  1) ส ำหรับต้นชำอัสสัมที่มีอำยุต้นมำกกว่ำ 100 ปีขึ้นไป ท ำกำรเก็บตัวอย่ำงใบชำตำมลักษณะใบชำที่พบ 
ดังปัจจัยที่  1 (ยอดชำหรือใบเมี่ยง) อย่ำงน้อย 1 วิธีกำร ทั้งนี้เพื่อใช้เป็นข้อมูลเปรียบเทียบ
คุณสมบัติต่ำงๆ กับใบชำที่ท ำกำรศึกษำ 

2) กำรเก็บตัวอย่ำงใบชำทั้ง 2 ลักษณะดังปัจจัยที่ 1 อำจถูกเก็บในสวนเดียวกันหรือสวนที่ปลูก 
ในบริเวณใกล้เคียงกัน ทั้งนี้เพื่อให้ได้ปริมำณตัวอย่ำงที่เพียงพอต่อกำรน ำไปวิเครำะห์ (ไม่น้อยกว่ำ 
5 กิโลกรัมสดต่อตัวอย่ำง)  

1.3) ศึกษำฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำและสำรส ำคัญของชำอัสสัม โดยน ำตัวอย่ำงใบชำอัสสัม
จำกพ้ืนที่ที่คัดเลือกในข้อ 2) มำท ำกำรวิเครำะห์สำรออกฤทธิ์/สำรส ำคัญ และฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำ ดังนี้ 

1.3.1) ลักษณะทำงกำยภำพและร้อยละของสำรสกัด 
1.3.2) สมบัติทำงเคมีและวิเครำะห์คุณภำพเบื้องต้นของสำรสกัดชำอัสสัม ดังนี้ 

(1) ปริมำณสำรพอลิฟีนอลรวม (Total polyphenol) โดยท ำปฏิกิริยำกับ
สำร Folin-Ciocalteu และวิ เครำะห์ ค่ ำกำรดู ดกลื นแส งของปฏิ กิ ริ ย ำด้ วย เครื่ อ ง UV-Vis 
spectrophotometer  

(2) ปริมำณสำรส ำคัญหลัก (Major component) หรือสำรออกฤทธิ์ 
(Active component) โดยวิธี HPLC  
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1.3.3) ฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำ/สำรส ำคัญของชำอัสสัม เช่น  
(1) ฤทธิ์ต้ำนจุลชีพที่เป็นตัวแทนของจุลินทรีย์ฤทธิ์ต้ำนจุลชีพที่เป็นตัวแทน

ของจุลินทรีย์ก่อโรคต่ำงๆ เช่น แบคทีเรียก่อโรคทำงเดินอำหำร แบคทีเรียก่อโรคผิวหนัง แบคทีเรีย 
ก่อโรคช่องปำก และยีสต์รำก่อโรค 

(2) ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันหรืออนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) โดยใช้
วิธีกำรที่ศึกษำที่เหมำะสม เช่น ABTS assay, FRAP หรือ Lipid peroxidation assay 

(3) ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลำจิเนส (Collagenase enzyme inhibition) 
เพ่ือประเมินควำมสำมำรถในกำรลดเลือนริ้วรอย (Anti-wrinkle) 

(4) ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Inhibition of tyrosinase enzyme 
activity) 

(5) ฤทธิ์ยับยั้ งกิจกรรมเอนไซม์ α-amylase และ α-glucosidase  
ของสำรสกัด (ฤทธิ์ลด/ยับยั้งภำวะเมแทบอลิกซินโดรม ซึ่งมีควำมสัมพันธ์กับโรคเบำหวำน ไขมัน 
ควำมดัน) 

(6 ) ฤทธิ์ ยั บ ยั้ ง เอน ไซม์  Angiotensin-Converting Enzyme (ACE)  
ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับกลไกกำรเกิดภำวะควำมดันสูง 

 

1.4) จัดท ำข้อมูลพื้นที่ปลูกชำอัสสัมเชิงแผนที่ (Mapping) 
1.5) ประมวลและสรุปผลกำรศึกษำ 

 

2) กำรศึกษำแนวทำงกำรพัฒนำผลิตภัณฑ์จำกชำอัสสัมที่มีอัตลักษณ์เฉพำะถิ่น 
2.1) คัดเลือกชุมชนในพ้ืนที่โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงที่มีผลิตภัณฑ์

ชำอัสสัมและมีโอกำสในกำรต่อยอดพัฒนำเป็นผลิตภัณฑ์ชำอัสสัมที่มีอัตลักษณ์เฉพำะถิ่น จ ำนวน 2 แห่ง  
2.2) ศึกษำมำตรฐำน/ข้อก ำหนดที่เก่ียวข้องกับผลิตภัณฑ์ชำอัสสัมของชุมชนที่คัดเลือก 

เช่น มำตรฐำนสินค้ำเกษตร มำตรฐำนผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช.) และประกำศกระทรวงสำธำรณสุข  
(ฉบับที่ 196) พ.ศ. 2543 ว่ำด้วยเรื่อง ชำ เป็นต้น 

2.3) ศึกษำแนวทำงกำรพัฒนำกระบวนกำรผลิตและคุณภำพของผลิตภัณฑ์ชำอัสสัม
ของชุมชนที่คัดเลือก ตำมมำตรฐำน/ข้อก ำหนดของผลิตภัณฑ์ที่เกี่ยวข้อง โดยอำศัยกระบวนกำรมีส่วนร่วม
ของชุมชน เช่น 

- กำรปรับปรุงคุณภำพวัตถุดิบใบชำสดตำมมำตรฐำนสินค้ำเกษตร ส ำนักงำน
มำตรฐำนสินค้ำเกษตรและอำหำรแห่งชำติ 

- กำรพัฒนำกระบวนกำรผลิตผลิตภัณฑ์ชำอัสสัมโดยใช้หลักเกณฑ์วิธีกำรที่ดี
เบื้องต้น (Primary GMP) ตำมประกำศส ำนักงำนคณะกรรมกำรอำหำรและยำ และประกำศกระทรวง
สำธำรณสุข (ฉบับที่ 196) พ.ศ. 2543 ว่ำด้วยเรื่อง ชำ 

2.4) ตรวจวิเครำะห์คุณภำพตัวอย่ำงผลิตภัณฑ์ชำอัสสัมของชุมชน ได้แก่ ควำมชื้น 
คำเฟอีน เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค (Salmonelle spp. และ Staphylococcus aureus) โลหะหนัก 
(ตะกั่วและ สำรหนู) เป็นต้น 

2.5) ศึกษำแนวทำงกำรพัฒนำกระบวนกำรผลิตและคุณภำพของผลิตภัณฑ์ชำอัสสัม
ของชุมชนที่คัดเลือก ตำมมำตรฐำน/คุณภำพของผลิตภัณฑ์ที่เกี่ยวข้อง โดยอำศัยกระบวนกำรมีส่วน
ร่วมของชุมชน เช่น 
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- กำรปรับปรุงคุณภำพวัตถุดิบใบชำสดตำมมำตรฐำนสินค้ำเกษตร ส ำนักงำน
มำตรฐำนสินค้ำเกษตรและอำหำรแห่งชำติ 

- กำรพัฒนำกระบวนกำรผลิตผลิตภัณฑ์ชำอัสสัมโดยใช้หลักเกณฑ์วิธีกำรที่ดี
เบื้องต้น (Primary GMP) ตำมมำตรฐำนคณะกรรมกำรอำหำรและยำ เป็นต้น 

2.6) ประมวลผล วิเครำะห์ข้อมูล และสรุปผลกำรศึกษำ 
 

3) กำรศึกษำแนวทำงกำรขึ้นทะเบียนสิ่งบ่งชี้ทำงภูมิศำสตร์ (GI) ของแหล่งผลิตชำอัสสัม
คุณภำพสูง 

3.1) ศึกษำและวิเครำะห์เงื่อนไขกำรขึ้นทะเบียนสิ่งบ่งชี้ทำงภูมิศำสตร์ (GI) ของไทย 
กล่ำวคือ พระรำชบัญญัติคุ้มครองสิ่งบ่งชี้ทำงภูมิศำสตร์ พ.ศ. 2546 เปรียบเทียบกับกฎหมำยสิ่งบ่งชี้
ทำงภูมิศำสตร์และกำรรับรองผลิตภัณฑ์พิเศษซึ่งรับรองกำรผลิตด้วยวิธีดั้งเดิมของสหภำพยุโรป 
ตำมระเบียบเลขที่ 1151/2012 ว่ำด้วยระบบมำตรฐำนส ำหรับผลิตภัณฑ์กำรเกษตรและผลิตภัณฑ์
อำหำร เพ่ือแสดงให้เห็นถึงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงภูมิปัญญำท้องถิ่นอำหำรกับสิ่งบ่งชี้ทำงภูมิศำสตร์ 
และกำรรับรองผลิตภัณฑ์พิเศษซึ่งรับรองกำรผลิตด้วยวิธีดั้งเดิม เพ่ือกำรวิ เครำะห์แนวทำง 
ในกำรคุ้มครองภูมิปัญญำท้องถิ่น 

3.2) คัดเลือกแหล่งปลูกชำอัสสัมคุณภำพสูงใน พ้ืนที่ โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่ สู ง 
แบบโครงกำรหลวง จ ำนวน 2 แห่ง เพ่ือวิเครำะห์โอกำสและแนวทำงกำรขึ้นทะเบียนสิ่งบ่งชี้ 
ทำงภูมิศำสตร์ (GI) ของแหล่งผลิตชำอัสสัมคุณภำพสูง 

3.3) ประมวลผลและสรุปผลกำรศึกษำ 
 

3.1.2 การศึกษาวิจัยตีนฮุ้งดอย (Daiswa polyphylla (Smith) Raf.) พืชสมุนไพรหายาก 
บนพื้นที่สูง เพื่อพัฒนาให้เกิดคุณค่าทางเศรษฐกิจ 

พ้ืนทีด่ ำเนินงำน : ศูนย์พัฒนำโครงกำรหลวงและโครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวง 
อย่ำงน้อย 10 แห่ง 

1) กำรส ำรวจแหล่งก ำเนิดและกำรกระจำยตัวของตีนฮุ้งดอยบนพ้ืนที่สูง 
1.1) ส ำรวจแหล่งก ำเนิดและกำรกระจำยตัว โดยกำรสอบถำมชุมชนหรือเจ้ำหน้ำที่ในพ้ืนที่ 
1.2) จัดท ำแผนที่แหล่งก ำเนิดและกำรกระจำยตัวของตีนฮุ้งดอยบนพ้ืนที่สูง อย่ำงน้อย 

10 แห่ง 
1.3) กำรศึกษำควำมสัมพันธ์ของปัจจัยสิ่งแวดล้อม อย่ำงน้อย 3 แห่ง 

1.3.1) ศึกษำและบันทึกสภำพแวดล้อมที่ตีนฮุ้งดอยเจริญเติบโต ได้แก่ อุณหภูมิ 
ควำมชื้น และควำมเข้มแสง 

1.3.2) เก็บตัวอย่ำงดินที่ตีนฮุ้งดอยเจริญเติบโตและวิเครำะห์คุณสมบัติดินบำง
ประกำร โดยใช้ชุดทดสอบดินแบบง่ำย Soil Test Kit โดยมีรำยละเอียดคือ 

(1) กำรวิเครำะห์ค่ำควำมเป็นกรดหรือด่ำง (pH) ในดิน  โดยวิธีกำร
ดังต่อไปนี้ 

(1.1) ตักดิน ใส่หลอดพลำสติก ผสมกับน้ ำกลั่นให้เข้ำกัน ในอัตรำ 1:1 
(1.2) ทิ้งให้ดินตกตะกอน 
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(1.3) ใช้เครื่องวัดค่ำ pH ส ำหรับวัดกรดหรือด่ำง แบบดิจิตอล (pH 
Meter) จุ่มปลำยลงไปในสำรละลำย ให้พอท่วมหัววัด จำกนั้นอ่ำนค่ำ pH ของสำรละลำยตัวอย่ำง  
ค่ำควำมเป็นกรดหรือด่ำง (pH) ของดิน ซึ่งผลที่ได้คือ มีควำมเป็นกรดโดยเฉลี่ย คือ 6.07 

(2) กำรวิเครำะห์ปริมำณฟอสฟอรัส (P) ในดิน โดยวิธีกำรดังต่อไปนี้ 
(2.1) ตักดิน ประมำณ 1 กรัม หรือ 1 ช้อน ใส่ลงในขวดพลำสติก 
(2.2) ใช้หลอดฉีดยำดูดน้ ำยำ P1 จ ำนวน 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวด 

ปิดฝำเขย่ำทันที เป็นเวลำ 1 นำที 
(2.3) กรองสำรละลำยด้วยกระดำษกรองและกรวยกรอง น ำขวด

พลำสติกใบใหม่รองรับสำรละลำยที่กรองได้ 
(2.4) เตรียมน้ ำยำพัฒนำสี โดยผสมน้ ำยำ P2 จ ำนวน 10 มิลลิลิตร กับ

ผงพัฒนำสี จ ำนวน 1 หลอด ปิดฝำ เขย่ำให้ละลำย 
(2.5) เตรียมหลอดพลำสติกจ ำนวน 4 หลอด หรือให้เท่ำกับจ ำนวน

ตัวอย่ำงดิน โดย 
หลอดที่ 1 เติมน้ ำยำมำตรฐำน P1 จ ำนวน 1 มิลลิลิตร 
หลอดที่ 2 เติมน้ ำยำมำตรฐำน P2 จ ำนวน 1 มิลลิลิตร 
หลอดที่ 3 เติมน้ ำยำมำตรฐำน P3 จ ำนวน 1 มิลลิลิตร 
หลอดที่ 4 เติมสำรละลำยตัวอย่ำงดิน (จำกข้อ 3) จ ำนวน 1 มิลลิลิตร 

(2.6) เติมน้ ำยำพัฒนำสี (จำกข้อ 4) ลงไปทุกหลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร  
(2.7) เติมน้ ำยำ P3 จ ำนวน 3 มิลลิลิตร ลงไปทุกหลอด ปิดฝำ และเขย่ำให้

เข้ำกัน ทิ้งไว้ 15 นำที 
(2.8) เปรียบเทียบสีของตัวอย่ำงดิน (หลอดที่ 4) กับสีของน้ ำยำมำตรฐำน 

(หลอดที่ 1-3) และประเมินปริมำณของฟอสฟอรัสในในตัวอย่ำงดิน ซึ่งผลที่ได้ คือ มีฟอสฟอรัส (P) เป็น
กลำง 

(3) วิเครำะห์ปริมำณโพแทสเซียม (K) ในดิน โดยวิธีกำรดังต่อไปนี้ 
(3.1) ตักดิน ประมำณ 3 กรัม หรือ 3 ช้อน ใส่ลงในขวดพลำสติก 
(3.2) ใช้หลอดฉีดยำดูดน้ ำยำ K1 จ ำนวน 12 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวด  

ปิดฝำเขย่ำทันที เป็นเวลำ 15 นำที 
(3.3) กรองสำรละลำยด้วยกระดำษกรองและกรวยกรอง น ำขวดพลำสติก

ใบใหม่รองรับสำรละลำยที่กรองได้ 
(3.4) เตรียมหลอดพลำสติกจ ำนวน 4 หลอด หรือให้เท่ำกับจ ำนวน

ตัวอย่ำงดิน โดย 
หลอดที่ 1 เติมน้ ำยำมำตรฐำน K1 จ ำนวน 1 มิลลิลิตร 
หลอดที่ 2 เติมน้ ำยำมำตรฐำน K2 จ ำนวน 1 มิลลิลิตร 
หลอดที่ 3 เติมน้ ำยำมำตรฐำน K3 จ ำนวน 1 มิลลิลิตร 
หลอดที่ 4 เติมสำรละลำยตัวอย่ำงดิน (จำกข้อ 3) จ ำนวน 1 มิลลิลิตร 

(3.5) เติมน้ ำยำ K2 จ ำนวน 0.5 มิลลิลิตร หรือ 10-12 หยด ลงไปทุกหลอด 
(3.6) เติมน้ ำยำ K3 จ ำนวน 1 มิลลิลิตร ลงไปทุกหลอด ปิดฝำ และเขย่ำ

ให้เข้ำกัน ทิ้งไว้ 2 นำที 
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(3.7) เปรียบเทียบสีของตัวอย่ำงดิน (หลอดที่ 4) กับสีของน้ ำยำมำตรฐำน 
(หลอดที่ 1-3) และประเมิณปริมำณของโพแทสเซียมในในตัวอย่ำงดิน ซึ่งผลท่ีได้คือ มีโพแทสเซียม (K) 
ค่อนข้ำงสูง 

(4) วิเครำะห์ปริมำณอินทรียวัตถุ (OM) โดยวิธีกำรดังต่อไปนี้ 
(4.1) ใช้ช้อนขนำดเล็กตักดินที่ต้องกำรวิเครำะห์ประมำณ 0.25 กรัม 

หรือ 1 ช้อน ใส่ลงในขวดพลำสติก 
(4.2) ใช้หลอดฉีดยำดูดน้ ำยำ OM จ ำนวน 10 มิลลิลิตร ใส่ลงไป 

ในขวดแล้วปิดฝำเขย่ำด้วยมือเป็นเวลำ 30 นำที  
(4.3) กรองสำรละลำยด้วยกระดำษกรองและกรวยกรอง น ำขวดพลำสติก

ใบใหม่รองรับสำรละลำยที่กรองได้ 
(4.4) ดูดสำรละลำยที่กรองได้ ใส่หลอดพลำสติดประมำณ 2-3 มิลลิลิตร 
(4.5) น ำสำรละลำยที่สกัดได้จำกตัวอย่ำง เปรียบเทียบกับสีของ

สำรละลำยที่สกัดได้จำกตัวอย่ำงดินมำตรฐำน OM1, OM2 และOM3 ซึ่งผลที่ได้คือ มีอินทรียวัตถุ (OM) สูง 
1.4) วิเครำะห์และสรุปผล 

 

2) ศึกษำวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระและฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำและสำรส ำคัญของตีนฮุ้งดอย 
บนพื้นที่สูง 

2.1) เก็บรวบรวม/เตรียมตัวอย่ำง ส ำหรับใช้ศึกษำฤทธิ์ อย่ำงน้อย 10 แห่ง 
2.2) ศึกษำวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ 10 แห่ง แห่งละ 1 ตัวอย่ำง 

2.2.1) เตรียมตัวอย่ำงส ำหรับกำรศึกษำวิเครำะห์ 
(1) น ำตีนฮุ้งดอยมำท ำกำรลดขนำด และสกัดด้วยตัวท ำละลำยและวิธีกำร 

ที่เหมำะสม โดยใช้ตัวท ำละลำยที่มีสภำพควำมเป็นขั้วที่แตกต่ำงกัน (เช่น petroleum ether, ethyl 
acetate, ethanol)  ด้วยวิธีกำรหมักหรือกำรสกัดต่อเนื่องโดย Soxhlet’s apparatus 

โดยน ำตัวอย่ำงแห้งมำท ำกำรบดลดขนำดพอหยำบ ชั่งสมุนไพรแห้งบด
หยำบ 10 กรัม ใส่ถุงผ้ำดิบที่ เย็บไว้ตั้งชุดสกัด เติมตัวท ำละลำย 95% Ethanol ปริมำตร 300 
มิลลิลิตร สกัดจนตัวท ำละลำยเป็นสีใส (ใช้เวลำทั้งหมด 2 วัน) กรองด้วยกระดำษกรอง Whatman 
เบอร์ 1 แล้วน ำไประเหยแห้งให้ได้สำรสกัดที่เข้มข้นด้วยเครื่อง Rotary evaporator 

(2) สำรสกัดหยำบที่ได้ ท ำกำรระเหยตัวท ำละลำยออกให้เข้มข้น เพ่ือน ำไป
ศึกษำองค์ประกอบทำงเคมี และทดสอบฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชัน  

 

2.2.2) ทดสอบฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชัน 2 วิธีกำร ได้แก่ 
(1) ABTS method 

(1.1) เตรียม Stock ABTS solution ด้วยสำรละลำย ABTS ควำมเข้มข้น  
7 mg/mL และ Potassium persulfate ควำมเข้มข้น 2.45 mg/ml ทิ้งไว้ให้เกิดปฏิกิริยำสมบูรณ์  
1 วัน และเจือจำงจนมีค่ำกำรดูดกลืนแสงประมำณ 0.7-0.9 ที่ควำมยำวคลื่น 734 nm 

(1.2) เต รียม  Stock solution ของสำรละลำยมำตรฐำน  Trolox  
ที่ควำมเข้มข้น 1.0 mg/mL แล้วท ำกำรเจือจำงให้อยู่ในช่วงควำมเข้มข้นตั้งแต่ 0.1-1.0 mg/ml 
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(1.3) ผสมสำรละลำยข้อ (1.1) ปริมำตร 2,000 µl กับ สำรละลำยข้อ (1.2) 
ปริมำตร 20 µl ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลำ 5 นำที จำกนั้นน ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง ที่ควำมยำวคลื่น 
734 nm 

(1.4) น ำค่ ำดู ดกลืนแสงที่ ได้หลั งกำรท ำปฏิ กิ ริยำมำค ำนวณ  % 
Inhibition ตำมสมกำรดังต่อไปนี้ 

% Inhibition = [(Ac – At)/Ac] x 100 
เมื่อ Ac = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ ABTS solution 
At = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ สำรมำตรฐำน หรือ ตัวอย่ำง 

(1.5) น ำค่ำ % Inhibition และ ควำมเข้มข้นของสำรมำตรฐำน ที่ได้มำ 
plot graph เพ่ือหำควำมสัมพันธ์ 

(1.6) เตรียม Stock solution ของสำรละลำยตัวอย่ำงที่ควำมเข้มข้น  
5 mg/ml แล้วท ำกำรวัดฤทธิ์ตำมข้อ (3)-(5) 

ค ำน วณ  และรำย งำน ผล เป็ น  TEAC (Trolox Equivalent 
Antioxidant Capacity) 

(2) DPPH method 
(2.1) เตรียม Stock DPPH solution ควำมเข้มข้น 2.4 mg/ml ด้วย 

ตัวท ำละลำย ethanol และเจือจำงจนมีค่ำกำรดูดกลืนแสงประมำณ 0.9-1.0 ที่ควำมยำวคลื่น 520 nm 
(2.2 ) เตรียม  Stock solution ของสำรละลำยมำตรฐำน  Trolox  

ที่ควำมเข้มข้น 0.1 mg/ml แล้วท ำกำรเจือจำงให้อยู่ในช่วงควำมเข้มข้นตั้งแต่ 0.008-0.1 mg/ml 
(2.3) ผสมสำรละลำยข้อ (2.1) ปริมำตร 1,800 µl กับ สำรละลำยข้อ 

(2.3) ปริมำตร 200 µl ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลำ 30 นำที จำกนั้นน ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง ที่ควำมยำว
คลื่น 520 nm 

(2.4) น ำค่ ำดูดกลืนแสงที่ ได้ หลั งกำรท ำปฏิ กิ ริยำมำค ำนวณ  % 
Inhibition ตำมสมกำรดังต่อไปนี้ 

% Inhibition = [(Ac – At)/Ac] x 100 
เมื่อ Ac = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ DPPH solution 
At = ค่ำกำรดดูกลืนแสงของ สำรมำตรฐำน หรือ ตัวอย่ำง 

(2.5) น ำค่ำ % Inhibition และ ควำมเข้มข้นของสำรมำตรฐำน ที่ได้มำ 
plot graph เพ่ือหำควำมสัมพันธ์ 

(2.6) เตรียม Stock solution ของสำรละลำยตัวอย่ำงที่ควำมเข้มข้น  
5 mg/ml แล้วท ำกำรวัดฤทธิ์ตำมข้อ (3)-(5) 

(2.7) ค ำน วณ  แ ล ะรำย งำน ผ ล เป็ น  TEAC (Trolox Equivalent 
Antioxidant Capacity) 
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2.3) ศึกษำวิเครำะห์สำรส ำคัญ เช่น ซำโปนิน และสำรอ่ืน  ๆอย่ำงน้อย 5 แห่ง แห่งละ 1 ตัวอย่ำง 
2.3.1) กำรตรวจสอบปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิก 

กำรตรวจสอบปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิกใช้ Folin-Ciocalteu method 
สำรสกัดของตีนฮุ้งดอยและสำร gallic acid เตรียมให้อยู่ในควำมเข้มข้น 1 mg/mL เติม 500 µL  
ของสำรสกัดตีนฮุ้งดอยและ gallic acid ลงในหลอดทดลอง ตำมด้วย 2.5 mL ของ Folin-Ciocalteu 
reagent และ 2 mL ของ 7.5 % (w/v) sodium carbonate (เตรียม reagent blank ที่ไม่มี Folin-
Ciocalteu reagent และ control ที่ไม่มี sample/standard) ตัวอย่ำงวำงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 
30 นำที จำกนั้นน ำไปวัดที่  760 nm ค ำนวณปริมำณฟีนอลิกรวม  (milligrams of gallic acid 
equivalent (GAE) per gram dry weight (mg GAE/g)) 

2.3.2) กำรตรวจสอบสำรกลุ่มซำโปนิน 
(1) ตรวจสอบปริมำณซำโปนินรวม 

กำรสกัดเพ่ือตรวจสอบปริมำณซำโปนิน (Content of total crude 
saponin) 

ชั่ งตั วอย่ ำงผงสมุน ไพร 2 กรัม  ใส่ ในขวดก้นกลมขนำด  
500 มิลลิกรัม เติมน้ ำกลั่น ปริมำตร 200 มิลลิลิตร สกัดเป็นเวลำ 2 ชั่วโมง โดยใช้เตำให้ควำมร้อน  
ในกำรสกัด น ำไปกรองด้วยกระดำษกรองเบอร์ 1 และล้ำงกำกด้วยน้ ำกลั่นร้อน ปริมำตร 50 มิลลิลิตร 

สำรสกัดที่ ได้  น ำไปแยกด้วย 1 -Butanol ด้วย Separating 
funnel โดยจะใช้ 1- Butanol ปริมำตร 50 มิลลิลิตร ทั้งหมด 3 ครั้ง เก็บส่วน 1-Butanol น ำไป
ระเหยให้แห้งในชำมระเหยที่รู้น้ ำหนักที่แน่นอน ด้วย  water bath (ท ำกำรทดลองในตู้ดูดควัน) 
จำกนั้นน ำไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 105 องศำเซลเซียส และชั่งน้ ำหนักคงที่ที่ได้ จะได้น้ ำหนักของสำรสกัด
ของสำรกลุ่มซำโปนิน 

(2) ตรวจสอบปริมำณซำโปนินรวมด้วย spectroscopic technique 
เตรียมสำรสกัดตีนฮุ้งดอยและสำรมำตรฐำน diosgenin 1mg/mL  

ใน methanol แล้วเติมลงในหลอดทดลอง 250 µL ตำมด้วย  250 µL 8 % vanillin reagent  
ที่เตรียมใน absolute ethanol และ 2.5 mL ของ 72 % sulphuric acid v/v ท ำปฏิกิริยำที่ 60 ◦C 
ใน water bath เป็นเวลำ 10 min (เตรียม reagent blank ที่ไม่มี vanillin reagent และ control 
ที่ ไม่มี  sample/standard) รอให้ เย็นแล้วน ำไปวัด spectrophotometer ที่  544 nm จำกนั้ น
ค ำนวณปริมำณซำโปนินรวม (milligrams of Diosgenin equivalent (DE) per gram dry weight 
(mg DE/g)) 

2.3.3) จัดท ำ Chemical fingerprint ด้วย Thin Layer Chromatographic Technique (TLC) 
กำรเตรียมสำรมำตรฐำนและตัวอย่ำง 

เตรียมสำรมำตรฐำน ที่ควำมเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยตัวท ำ
ละลำยเอทำนอล และตัวอย่ำงที่ควำมเข้มข้น 10 mg/ml ด้วยตัวท ำละลำยเอทำนอล 

วิธีกำรทดสอบ 
น ำสำรละลำยตัวอย่ำงที่เตรียมมำ spot ลงบนแผ่น TLC โดย spot  

ให้ห่ำงจำกขอบล่ำง 1 เซนติเมตร เตรียม mobile phase ใส่ลงในภำชนะแก้วที่มีฝำปิดแล้วตั้งทิ้งไว้ 
จนอ่ิมตัว จำกนั้นน ำแผ่น TLC ที่ spot สำรตัวอย่ำงแล้วมำวำงลงในภำชนะแก้วที่บรรจุ solvent  
ที่เตรียมไว้โดยให้ต ำแหน่งตัวอย่ำงอยู่เหนือตัวท ำละลำย และปิดฝำภำชนะให้สนิท เพ่ือให้ภำยใน



29 
 

ภำชนะอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท ำละลำย เมื่อตัวท ำละลำยเคลื่อนขึ้นไปจนเกือบถึงขอบบนให้น ำแผ่น TLC 
ออก แล้วผึ่งไว้ให้แห้ง ตรวจสอบแถบสำรส ำคัญที่ขึ้นบนแผ่น TLC ภำยใต้แสง UV ที่ควำมยำวคลื่น 
254 และ 365 นำโนเมตร บันทึกภำพและต ำแหน่งของแถบสำรที่ปรำกฏจำกนั้นค ำนวณค่ำ Rf 

2.4) วิเครำะห์เปรียบเทียบฤทธิ์/สำรส ำคัญ จำกตัวอย่ำงพ้ืนที่ต่ำงๆ  
2.5) ประมวลผลและสรุปผลกำรศึกษำ 

3) ศึกษำวิธีกำรเพ่ิมกระบวนกำรขยำยพันธุ์ตีนฮุ้งดอย 

3.1) ทดสอบกำรเพำะขยำยพันธุ์ด้วยวิธีไม่อำศัยเพศ หรือกำรแบ่งเหง้ำ 
3.1.1) รวบรวมและเตรียมเหง้ำพันธุ์ส ำหรับทดสอบกำรเพำะขยำยพันธุ์ 
3.1.2) วำงแผนกำรทดลองแบบ RCBD 4 กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 3 ซ้ ำ ซ้ ำละ  

5 ตัวอย่ำง ประกอบด้วย  
- GA3 ควำมเข้มข้น 50 mg/l. 
- GA3 ควำมเข้มข้น 100 mg/l. 
- GA3 ควำมเข้มข้น 100 mg/l. + IBA ควำมเข้มข้น 100 mg/l. 
- ไม่ใช้สำรควบคุมกำรเจริญเติบโต   

3.1.3) ปลูกทดสอบโดย  
- ใช้วัสดุรองพ้ืนและคลุมหน้ำดิน ได้แก่ แกลบด ำ 
- ก ำจัดเชื้อโรคบริเวณแผลโดยใช้น้ ำยำฟอกฆ่ำเชื้อ ได้แก่ Clorox 
- ปลูกภำยใต้โรงเรือนทดสอบที่พรำงแสงด้วย สแลนด์ 50 เปอร์เซ็น 
- ควบคุมควำมชื้น โดยคลุมแปลงด้วยฟำงข้ำว และให้น้ ำอย่ำงสม่ ำเสมอ 

3.1.4) บันทึกขนำดเหง้ำก่อนทดสอบ ได้แก่ ควำมยำว ควำมกว้ำง และน้ ำหนัก
เหง้ำ และกำรเปลี่ยนแปลงหลังทดสอบหรือผลกำรเจริญเติบโตของตีนฮุ้งดอย 

3.1.5) สรุปผลกำรทดสอบ 

ตารางที่  1  พ้ืนที่ทดสอบกำรเพำะขยำยพันธุ์ตีนฮุ้งดอยด้วยวิธีแบ่งเหง้ำ จ ำนวนตัวอย่ำงและ
ระยะเวลำกำรทดสอบปลูก 

ล าดับ พ้ืนที่ทดสอบ 
ระดับความสูงจาก

ระดับน้ าทะเล (เมตร) 

จ านวนเหง้า
ที่ทดสอบ/

วิธีการ 

วันเร่ิม
ทดสอบ 

วันบันทึก
ข้อมูล 

ระยะเวลา 

1 บ้ำนปำงมะโอ  
คก.ป่ำแป๋ 

800 5 เหง้ำ 3 ก.ค. 67 9 ก.ย. 67 2 เดือน 

2 บ้ำนแม่สำยป่ำเมี่ยง  
คก.โหล่งขอด 

1,000 5 เหง้ำ 5 ม.ค. 67 9 ก.ย. 67 8 เดือน 

3 บ้ำนสำมหลัง 
ศ.ห้วยส้มป่อย 

1,300 5 เหง้ำ 2 ม.ค. 67 13 ก.ย. 67 8 เดือน 
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3.2) ทดสอบกำรเพำะขยำยพันธุ์ด้วยวิธีอำศัยเพศ หรือเมล็ด 
3.2.1) รวบรวมและเตรียมเมล็ดพันธุ์ส ำหรับทดสอบกำรเพำะขยำยพันธุ์ 
3.2.2) วำงแผนกำรทดลองแบบ 4x4 Factorial in RCBD ประกอบด้วย 2 ปัจจัย 

ทวนซ้ ำ 3 ครั้ง ซ้ ำละ 10 ตัวอย่ำง   
ปัจจัยที่ 1 กำรจัดกำรเมล็ดก่อนเพำะขยำยพันธุ์ 4 วิธี ได้แก่ 
- ไม่มีกำรจัดกำรเมล็ดก่อนทดสอบ 
- แกะเปลือกหุ้มเมล็ดก่อนทดสอบ 
- ใช้วิธีกล ได้แก่ ฝนเมล็ดด้วยกระดำษทรำยประมำณเบอร์ 4 
- แช่น้ ำร้อนอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 คืน 
ปัจจัยที่ 2 กำรใช้และไม่ใช้สำรควบคุมกำรเจริญเติบโต 4 วิธี ได้แก่ 
- GA3 ควำมเข้มข้น 50 mg/l. 
- GA3 ควำมเข้มข้น 100 mg/l. 
- GA3 ควำมเข้มข้น 100 mg/l. + IBA ควำมเข้มข้น 100 mg/l. 
- ไม่ใช้สำรควบคุมกำรเจริญเติบโต  

3.2.3) ปลูกทดสอบโดยใช้วัสดุปลูก ได้แก่ ขุยมะพร้ำว และควบคุมควำมชื้น  
โดยคลุมแปลงด้วยฟำงข้ำว และให้น้ ำอย่ำงสม่ ำเสมอ 

3.2.4) บันทึกอัตรำกำรงอกหรือผลกำรเจริญเติบโตของตีนฮุ้งดอย 
3.2.5) วิเครำะห์ข้อมูลและสรุปผลกำรทดสอบ 

ตารางที่ 2  พ้ืนที่ทดสอบกำรเพำะขยำยพันธุ์ตีนฮุ้งดอยด้วยวิธีเพำะเมล็ด จ ำนวนตัวอย่ำงและ
ระยะเวลำกำรทดสอบปลูก 

ล าดับ พ้ืนที่ทดสอบ 
ระดับความสูงจาก

ระดับน้ าทะเล 
(เมตร) 

จ านวน
เมล็ดท่ี

ทดสอบ/
วิธีการ 

วันเร่ิม
ทดสอบ 

วันบันทึก
ข้อมูล 

ระยะเวลา 

1 บ้ำนห้วยเป้ำ 
คก.ห้วยเป้ำ 

500 15 เมล็ด 21 ธ.ค. 66 2 ก.ย. 67 8 เดือน 

2 บ้ำนแม่สำยป่ำเมี่ยง  
คก.โหล่งขอด 

1,000 15 เมล็ด 4 ม.ค. 67 9 ก.ย. 67 8 เดือน 

3 บ้ำนป่ำเกี๊ยะ 
ค.ห้วยน้ ำขุ่น 

700 15 เมล็ด 19 มค 67 5 กย 67 7.5 เดือน 

4 บ้ำนสำมหลัง 
ค.ห้วยส้มป่อย 

1,300 15 เมล็ด 2 ม.ค. 67 13 ก.ย. 67 8 เดือน 
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3.1.3 การศึกษาการอนุรักษ์ ฟื้นฟู และใช้ประโยชน์ความหลากหลายทางชีวภาพบนพื้นที่สูง 
พ้ืนที่ด ำเนินงำน : พ้ืนที่ศูนย์พัฒนำโครงกำรหลวง 1 แห่ง และโครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบ

โครงกำรหลวง 1 แห่ง 
1) ทดสอบกระบวนกำรขับเคลื่อนกิจกรรมเพ่ืออนุรักษ์และคุ้มครองพืชสมุนไพรบนพ้ืนที่สูง

แบบมีส่วนร่วม ภำยใต้พระรำชบัญญัติคุ้มครองและส่งเสริมภูมิปัญญำกำรแพทย์แผนไทย 
1.1) พ้ืนทีโ่ครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวง 1 แห่ง 

1.1.1) คัดเลือกพ้ืนที่ศึกษำแนวทำงกำรคุ้มครองสมุนไพรในพ้ืนที่อนุรักษ์ร่วมกับ
ชุมชน  

1.1.2) ส ำรวจรวบรวมข้อมูลชุมชน ด้ำนสมุนไพร และกิจกรรมอ่ืนๆ ที่เก่ียวข้อง  
1.1.3) ส ำรวจรวบรวมองค์ควำมรู้และภูมิปัญญำท้องถิ่น กำรใช้พืชท้องถิ่นและ 

พืชสมุนไพรของชุมชน 
 
1.1.4) ส ำรวจสถำนภำพพืชสมุนไพร และกำรใช้ประโยชน์จำกป่ำชุมชน เช่น 

- สมุนไพรที่มีค่ำต่อกำรศึกษำวิจัย 
- สมุนไพรที่มีควำมส ำคัญทำงเศรษฐกิจ 
- สมุนไพรที่อำจจะสูญพันธุ์และขำดแคลนในชุมชน 
- สมุนไพรที่ชุมชนให้เป็นเอกลักษณ์ของพ้ืนที่ พืช/สัตว์ จำกป่ำที่ชุมชน 

มีกำรใช้ประโยชน์มำก 
- สมุนไพรที่ชุมชนขยำยพันธุ์ยำก 
- สมุนไพรที่ชุมชนต้องกำรปลูกฟ้ืนฟูในป่ำชุมชน 
- สมุนไพรที่ชุมชนต้องกำรปลูกเพ่ิมในชุมชน โดยวิธีประชุมกลุ่มย่อย 

(Focus Group) 
1.1.5) ประเมินควำมพร้อมของข้อมูลและชุมชน  และแนวทำงกำรอนุรักษ์และ

คุ้มครองพืชสมุนไพรบนพื้นที่สูงร่วมกับชุมชน 
1.2) พ้ืนที่ศูนย์พัฒนำโครงกำรหลวง 1 แห่ง 

1.2.1) รวบรวม ขยำยพันธุ์ และปลูกฟ้ืนฟูสมุนไพรท้องถิ่นส ำคัญหรือมีมูลค่ำ 
ทำงเศรษฐกิจของชุมชน 

1.2.2) ส ำรวจและพัฒนำเส้นทำงศึกษำสมุนไพรเพ่ืออนุรักษ์/คุ้มครอง หรือ
ท่องเที่ยวเชิงอนุรักษ์ บริเวณถ่ินก ำเนิด 

1.2.3) รวบรวมข้อมูลสรุปจัดท ำสื่อสมุนไพรท้องถิ่นของชุมชน 
2) ส ำรวจมำตรกำรและข้อก ำหนดกำรสนับสนุนกำรอนุรักษ์คุ้ม ครองพืชสมุนไพร 

ของหน่วยงำนอื่น 
2.1) หน่วยงำนรำชกำร 
2.2) บริษัทเอกชน 
2.3) หน่วยงำนต่ำงประเทศ 
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3.2  สถานที่ด าเนินการวิจัย 
พ้ืนที่ด ำเนินงำนของสถำบันวิจัยและพัฒนำพ้ืนที่สูงและมูลนิธิโครงกำรหลวง อย่ำงน้อย

จ ำนวน 12 แห่ง  คือ 
1) ศูนย์พัฒนำโครงกำรหลวงห้วยส้มป่อย อ.แม่แจ่ม จ.เชียงใหม่ 
2) ศูนย์พัฒนำโครงกำรหลวงวัดจันทร์ อ.กัลยำณิวัฒนำ จ.เชียงใหม่ 
3) ศูนย์พัฒนำโครงกำรหลวงห้วยน้ ำขุ่น อ.แม่สรวย จ.เชียงรำย 
4) โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงป่ำแป๋ อ.แม่แตง จ.เชียงใหม่ 
5) โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงโหล่งขอด อ.พร้ำว จ.เชียงใหม่ 
6) โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงปำงมะโอ อ.เชียงดำว จ.เชียงใหม่ 
7) โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงป่ำกล้วย อ.แม่แจ่ม จ.เชียงใหม่ 
8) โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงแม่มะลอ อ.แม่แจ่ม จ.เชียงใหม่ 
9) โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงปำงหินฝน อ.แม่แจ่ม จ.เชียงใหม่ 

10) โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงวำวี อ.แม่สรวย จ.เชียงรำย 
11) โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงแม่สลอง อ.แม่ฟ้ำหลวง จ.เชียงรำย 
12) โครงกำรพัฒนำพ้ืนที่สูงแบบโครงกำรหลวงแม่จริม อ.เม่จริม จ.น่ำน 
 


