
 
 

บทที ่2 
การทดลอง 

 
 
2.1 อุปกรณ์ และสารเคมี 

2.1.1 อุปกรณ์ 
1) เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid 

chromatographic system) ประกอบดว้ย 
ก) Degasser (รุ่น G1322A Agilent Technologies, USA) 
ข) Autosampler (รุ่น G 1329A, Agilent Technologies, USA) 
ค) Binary gradient pump (รุ่น G 1312 A, Agilent Technologies, USA) 
ง) Diode array detector (รุ่น G1315A, Agilent Technologies, USA) 
จ) Mass spectrometry detector (รุ่น G 1946 A, Agilent Technologies,  
 USA) 

2) เคร่ืองชัง่น ้าหนกัชนิดละเอียด (Analytical balance, รุ่น BA 210S, Sartorius AG, 
Germany) 

3) Ultrasonicator (รุ่น 8891, Cole Parmer, USA) 
4) Filter apparatus (รุ่น 11250, Millipore, USA) 
5) เคร่ืองกลัน่สุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator, Buchi Rotavapor FF-124, 

Switzerland)  
6) คอลมัน์ (VertiSep UPS C18 HPLC, 250×4.6 mm i.d., 5 µm) 
7) เคร่ืองป่ัน (รุ่น HR 2067, Philips, Indonesia) 

 
2.1.2 สารเคมี 

1) เมทานอล (methanol, HPLC grade, Fisher, UK) 
2) อะซิโตไนไตรล์ (acetonitrile, HPLC grade, Sigma-Aldrich, Germany) 
3) เอทานอล (ethanol, analytical grade, Fisher, UK) 
4) กรดแกลลิก (gallic acid, Sigma-Aldrich, USA) 
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5) แกลโลคาเทชิน (gallocatechin ≥ 98%, Sigma-Aldrich, USA) 
6) คาเทชินไฮเดรต (catechin hydrate ≥ 96%, Sigma-Aldrich, USA) 
7) อิพิแกลโลคาเทชินแกลเลต (epigallocatechin gallate from green tea ≥ 95%, Sigma-

Aldrich, USA) 
8) แกลโลคาเทชินแกลเลต (gallocatechin gallate from green tea ≥ 98%,   Sigma-

Aldrich, USA) 
 
2.2 การเตรียมตัวอย่าง 

2.2.1 วตัถุดิบ 
ตวัอยา่งใบชาสด สายพนัธ์ุ Camellia sinensis  var. assamica และตวัอยา่งเม่ียงหมกัท่ีผา่น

ขั้นตอนการผลิตตั้งแต่การน่ึง จนถึงการหมกั 120 วนั เก็บจากทอ้งท่ีในหมู่บา้นเทพเสด็จ อ าเภอดอย
สะเก็ด จงัหวดัเชียงใหม่ ซ่ึงเร่ิมเก็บในเดือนมีนาคม 2552 
มีวธีิการเตรียมตวัอยา่งชาก่อนสกดัอยูส่องวธีิคือ 

1) แบบอบ น าตวัอยา่งท่ีไดม้าอบท่ีอุณหภูมิ 50 C เป็นเวลา 48 ชัว่โมงให้ความช้ืนออก
จนไดน้ าหนกัแห้งจากนั้นน ามาป่ันเป็นผง เก็บไวใ้นถุงซิบท่ีแห้งท่ีอุณหภูมิห้องโดยปราศจากแสง
เพื่อน าไปสกดัต่อไป 
 2) แบบไม่อบ น าตวัอยา่งท่ีไดม้าป่ัน แลว้ท าการสกดัเลย 
 

2.2.2 การสกดัตัวอย่าง 
ชัง่ใบชาเม่ียง 10 กรัม สกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล 50% v/v 100 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 80 

C เป็นเวลา 120 นาที สกดัชาตวัอยา่งโดยวธีิการสกดัแบบ Soxhlet จากนั้นกรองสารท่ีไดด้ว้ย
กระดาษกรองเบอร์ 1 ระเหยเอาตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองกลัน่สุญญากาศแบบหมุน แลว้ละลาย
สารสกดัดว้ยเมทานอล ปรับใหป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 10 มิลลิลิตรดว้ยเมทานอล 
 
2.3 การเตรียมสารละลาย 

2.3.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
เตรียม stock สารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิก (GA) แกลโลคาเทชิน (GC)  คาเทชิน 

(C)  อิพิแกลโลคาเทชินแกลเลต (EGCG) และแกลโลคาเทชินแกลเลต (GCG) ความเขม้ขน้107.8, 
98.0, 146.4, 1440.0 และ 490.0 พีพีเอม็ ตามล าดบั จากนั้นเจือจางสารมาตรฐานให้ไดค้วามเขม้ขน้ท่ี
เหมาะสมดว้ยเมทานอลเพื่อน าไปใชใ้นการวเิคราะห์ 
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2.3.2 การเตรียมเฟสเคลือ่นที่ในการวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลกิ 

กรองตวัท าละลายเมทานอล อะซิโตไนไตรล ์ และน ้า ผา่นเมมเบรน 0.45 µm จ านวน 1 
ลิตร แลว้น าไปไล่แก๊ส โดยการ sonicate เป็นเวลา 15 – 30 นาที จากนั้นบรรจุใส่ขวดบรรจุตวัท า
ละลาย และน าไปต่อเขา้กบัเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง-แมสสเปกโทรมิเตอร์ 
 
2.4 การศึกษาโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  

น าสารละลายมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG และ GCG ท่ีเตรียมไวแ้ลว้ในขอ้ 2.3.1 
เจือจางให้มีความเขม้ขน้ 2.15, 43.12, 29.28, 71.82 และ 61.25 พีพีเอ็ม ตามล าดบั ฉีดเขา้เคร่ืองโคร
มาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 230 นาโนเมตร ซ่ึงพิจารณาจาก
ชนิดของเฟสเคล่ือนท่ี อตัราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ี ความยาวคล่ืนท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ และอตัราการ
ไหลของตวัพาท่ีเหมาะสม ท่ีท าให้สามารถแยกสารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิดไดอ้ยา่งสมบูรณ์ (ค่าการ
แยก มากกวา่หรือเท่ากบั 1.5) โดยวธีีการทดลองมีดงัน้ี 
 

2.4.1 การหาสภาวะของเฟสเคลือ่นทีท่ีเ่หมาะสม  
น าสารละลายมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG และ GCG ฉีดเขา้เคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวสมรรถนะสูงวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 230 นาโนเมตร โดยให้มีอตัราการไหลของเฟส
เคล่ือนท่ีเท่ากบั 5 มิลลิตรต่อนาที เปล่ียนอตัราส่วนผสมของเฟสเคล่ือนท่ีระหวา่งเมทานอลหรืออะ
ซิโตไนไตรล์ และน ้ า ดงัน้ี  อตัราส่วนของเมทานอล : น ้ า เท่ากบั 40 : 60, 50 : 50 และ 60 : 40 
อตัราส่วนอะซิโตไนไตรล ์: น ้า เท่ากบั 15 : 85, 20 : 80 และ 30 : 70 
 

2.4.2 อตัราการไหลของเฟสเคลือ่นที่ทีเ่หมาะสม 
ปรับอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเป็น 0.5, 0.7 และ 1.0 mL/min ศึกษาดูผลของการแยก

ของสารมาตรฐานผสมแลว้เลือกอตัราการไหลท่ีเหมาะสม 
 

2.4.3 ความยาวคลืน่ในการตรวจวดั 
ท าการเปล่ียนความยาวคล่ืนเพื่อให้ความไวในการตรวจวดัท่ีเหมาะสม โดยเปล่ียนความ

ยาวคล่ืน 3 ค่า คือ 230, 270 และ 280 นาโนเมตร 
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2.5 การตรวจสอบความใช้ได้ของวธีิการวเิคราะห์ 
จากสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดใ้นการวิเคราะห์ดว้ยโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 

ตอ้งน ามาทดสอบความถูกตอ้งของวิธีการวิเคราะห์ ก่อนท่ีจะน าไปใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกในตวัอยา่ง เพื่อให้ไดผ้ลการทดลองอย่างถูกตอ้งและแม่นย  า วีธีการทดสอบ
ความถูกตอ้งของวธีิการวเิคราะห์มีวธีิการทดลอง ดงัน้ี 

 
2.5.1 ปริมาณต ่าสุดของการตรวจวดั และปริมาณต ่าสุดของการวเิคราะห์ 

สร้างกราฟมาตรฐานโดยฉีดสารละลายมาตรฐานผสมท่ีระดับความเข้มข้นต ่าท่ีให้
สัญญาณพีกของสารชดัเจน จากความเขม้ขน้นอ้ยไปมากทั้งหมด 5 ระดบั ส าหรับใช้หาค่า LOD 
และ LOQ โดยใชห้ลกัการของ Miller และ Miller[35] 
 

2.5.2 ความแม่นย าของเคร่ืองมือ 
การหาความแม่นย  าของวธีิวเิคราะห์ภายในวนัเดียวกนัและระหวา่งวนั สามารถท าไดโ้ดย

การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมท่ีระดบัความเขม้ขน้หน่ึงเท่า สองเท่า และสามเท่าของความ
เขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถวิเคราะห์ไดจ้ากวีธีการในหวัขอ้ 2.5.1 โดยการฉีดซ ้ า 5 คร้ังในหน่ึงวนั และ
ระยะเวลาวนัเวน้วนัจ านวน 3 วนั น าขอ้มูลท่ีได ้มาค านวณทางสถิติ เพื่อหาความแม่นย  าของเคร่ือง 
ดงัสมการ (2.1) – (2.3) 
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โดย n   คือจ านวนขอ้มูลท่ีน ามาค านวณทั้งหมด 
 Xi      คือขอ้มูลท่ีน ามาค านวณ 
 x      คือค่าเฉล่ีย 
 SD    คือส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานในกลุ่มตวัอยา่ง 
 %RSD   คือร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์  
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2.5.3 ร้อยละการกลบัคืน  
ก. เติมสารมาตรฐานในสารละลายตวัอย่าง โดยให้สารมาตรฐานมีความเขม้ขน้ท่ีระดบั 

หา้เท่า และสิบเท่าของค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถวเิคราะห์ได ้
ข. ท าการวเิคราะห์หาปริมาณสารมาตรฐานท่ีเติมลงไป โดยใชก้ราฟมาตรฐาน 
ค. ค านวณร้อยละกลบัคืนของสารมาตรฐานท่ีเติมลงไป ดงัสมการ 2.4 

100
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C
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C
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C

%Recovery








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

 

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โดย  
Csample คือความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานในตวัอยา่ง 
Csample+added  คือความเขม้ขน้ของสารละลายตวัอยา่งท่ีเติมสารมาตรฐาน 
Cadded คือความเข้มข้นของสารมาตรฐานท่ีเติมลงไปในสารละลาย

ตวัอยา่ง 
%Recovery  คือร้อยละกลบัคืนของสารมาตรฐานท่ีเติมลงไป 

 
2.6 การสร้างกราฟมาตรฐาน  

ฉีดสารละลายมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG และ GCG ความเขม้ขน้สองเท่า ส่ีเท่า 
หกเท่า แปดเท่า และหน่ึงร้อยเท่าของระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถวิเคราะห์ได ้ความเขม้ขน้
ละ 3 ซ ้ า จากนั้นท ากราฟมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆโดยสร้างกราฟระหวา่งความเขม้ขน้ของ
สารละลายมาตรฐานกบัพื้นท่ีใตพ้ีก  
 
2.7 สารประกอบฟีนอลกิในตัวอย่างชาโดยการใช้อเิลก็โทรสเปรย์ไอออไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี 

2.7.1 การหาสภาวะที่ เหมาะสมของพารามิเตอร์อิเล็กโทรสเปรย์ ไอออไนเซชัน 
แมสสเปกโทรเมทรี  

ฉีดสารละลายมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG และ GCG ความเขม้ขน้5.39, 1.96, 
2.93, 4.56 และ 12.25 พีพีเอ็ม ตามล าดบัเขา้สู่เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้
สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ และหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิคแมสสเปกโทรมิเตอร์ 
โดยการปรับความต่างศกัยใ์นการแตกตวัเป็นไอออน ความต่างศกัยข์องแคปปิลลารี ความดนัของ
แก๊สท่ีใชใ้นการผลกัของเหลวให้แตกตวัเป็นละอองแก๊ส อุณหภูมิของแก๊สท่ีใช้ในการระเหยแห้ง 
และ อัตราการไหลของแก๊สท่ีใช้ในการระเหยแห้ง ภายใต้อิทธิพลของสนามไฟฟ้าท่ีเป็นลบ 
พิจารณาสัญญาณพีกของสารท่ีเด่นชัดและสูงสุดท่ีปรากฏในสเปคตรัม ในการวิเคราะห์แต่ละ
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พารามิเตอร์ท่ีสนใจจะปรับเป็นค่าต่าง ๆ โดยให้พารามิเตอร์อ่ืน ๆ มีค่าคงท่ี โดยปรับตั้งสภาวะของ
เคร่ืองมือ ดงัตาราง 2.1  
 
ตาราง 2.1 สภาวะต่าง ๆ ของเคร่ืองมือแมสสเปกโทรมิเตอร์ท่ีใช ้  
พารามิเตอร์ สภาวะ 

Fragmentor 
Capillary voltage 
Nebulizer pressure 
Drying gas temperature 
Drying gas flow 

100, 120 และ 150 V  
3500, 4000 และ 4500 V 
35, 40 และ 45 psi  
300, 330 และ 350 C  
8, 9 และ 10 L/min 

 
2.7.2 สารประกอบฟีนอลิกในตัวอย่างชาเมี่ยงโดยอิเล็กโทรสเปรย์ไอออไนเซชัน 

แมสสเปกโทรเมทรี  
จากสภาวะท่ีเหมาะสมของอิเล็กโทรสเปรยไ์อออไนเซชนั แมสสเปกโทรเมทรี น าสาร

สกดัใบชาเม่ียง และเม่ียงหมกัท่ีระยะเวลาในการหมกัต่าง ๆ วิเคราะห์ยืนยนัผลท่ีพบสารประกอบ  
ฟีนอลิกชนิดต่าง ๆ ในตวัอยา่ง 
 
2.8 การวเิคราะห์สารตัวอย่าง 

เตรียมสารสกดัตวัอย่างเจือจางดว้ยเมทานอล และน าไปกรองผ่าน syringe membrane 
filter ขนาด 0.45 m วเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง จากนั้นค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในแต่ละตวัอยา่ง  
 
 


