
 

 

บทที ่3 
ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 
 

การทดลองน้ีไดท้  าการศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในใบชาเม่ียง โดยใชว้ิธีการ
วิเคราะห์ท่ีมีความเหมาะสมท่ีให้ความถูกต้อง แม่นย  าสูง ซ่ึงวิธีการดังกล่าวประกอบไปด้วย 
การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกและการตรวจวดั และการหาความถูกตอ้ง (accuracy) 
ความแม่นย  า (precision) ปริมาณต ่าสุดของการตรวจวดั (LOD) ปริมาณต ่าสุดของการวิเคราะห์ 
(LOQ) ของสารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิดท่ีพบในใบชาเม่ียงไดแ้ก่ กรดแกลลิก (GA) แกลโลคาเทชิน 
(GC) คาเทชิน (C) อิพิแกลโลคาเทชินแกลเลต (EGCG) และแกลโลคาเทชินแกลเลต (GCG)  
หลงัจากนั้นจึงน าวิธีการวิเคราะห์น้ีมาทดสอบหาปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกน้ีในตวัอยา่งชา
เม่ียง ไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 
 
3.1 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิกด้วยโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง  

ในการทดลองน้ีท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีท าให้สามารถแยกวิเคราะห์
สารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด ไดแ้ก่ GA, GC, C, EGCG และ GCG ดว้ยโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง โดยพิจารณาจากชนิดของตวัท าละลายในการชะท่ีเหมาะสม อตัราส่วนผสมของตวัท า
ละลายส าหรับการชะท่ีเหมาะสม ความยาวคล่ืนท่ีใช้ในการวิเคราะห์ และอตัราการไหลของตวั
ท าลายท่ีเหมาะสม โดยผลการทดลองมีดงัน้ี 

 
3.1.1 การหาชนิดของเฟสเคลือ่นที่ทีเ่หมาะสม 

เตรียมสารมาตรฐานผสมของ GA, GC, C, EGCG และ GCG ความเขม้ขน้ 2.15, 43.12, 
29.28, 71.82, และ 61.25 ppm ตามล าดบั มาท าการศึกษาสัดส่วนเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสม โดยฉีด
สารมาตรฐานผสมเขา้เคร่ือง HPLC ดว้ยอตัราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ีเป็นแบบคงท่ี (isocratic elution) 
โดยใชค้อลมัน์ VertiSep UPS C18, 5 m (250  4.6 mm I.D.) เฟสเคล่ือนท่ีประกอบดว้ย
สารละลายผสมของเมทานอลหรืออะซิโตไนไตรลแ์ละน ้ า เน่ืองจากสารมาตรฐานเป็นสารกลุ่มมีขั้ว
ปานกลาง จึงตอ้งเติมเมทานอลหรืออะซิโตไนไตรลใ์นตวัชะดว้ยเพื่อ 
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ปรับสภาพขั้วของตวัชะ วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร พบว่า พีกของสาร
มาตรฐานทั้ง 5 ชนิด แยกกนัไม่ชดัเจนและบางพีกรวมกนั เปรียบเทียบเฟสเคล่ือนท่ีระหวา่งเมทา
นอลกบัอะซิโตไนไตรล์ เลือกเมทานอลเป็นเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสม เน่ืองจากระยะเวลาในการชะ
สารมาตรฐานออกมาแลว้แยกกนัไดน้ั้นใชร้ะยะเวลาในการชะนอ้ยกวา่เฟสเคล่ือนท่ีของอะซิโตไน
ไตรล์ ดังรูป 3.1-3.2 จึงได้ท าการศึกษาอตัราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ีแบบโปรแกรมตวัท าละลาย 
(gradient elution) โดยก าหนดให้อตัราการไหลคงท่ี 0.7 มิลลิลิตรต่อนาที แล้วท าการเปล่ียน
อตัราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ี ดงัตาราง 3.1  
 

 
รูป 3.1  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG และ GCG ท่ีเฟสเคล่ือนท่ี

ประกอบดว้ยเมทานอล:น ้า ท่ีอตัราส่วน (ก) 40:60 (ข) 50:50 และ (ค) 60:40 (v/v)  
 

EGCG C 
GCG 

GA 

GC 

(ก) 

GA 

GC 
EGCG+GCG 

C 

(ข) 

GA 

GC+C+ ECGC 

GCG 

(ค) 
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รูป 3.2  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG และ GCG ท่ีเฟสเคล่ือนท่ี

ประกอบดว้ย อะซิโตไนไตรล์:น ้า ท่ีอตัราส่วน (ก) 15:85 (ข) 20:80 และ (ค) 30:70 (v/v)  
 

  

GA 

GC 

C 
GCG 

 

EGCG 

(ก) 

(ข)  
GA +GC 

C 
GCG 

EGCG 

GA + GC 

C 

ECGC+GCG 

 

(ค)  
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ตาราง 3.1 โปรแกรมตวัท าละลายในการหาสภาวะของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสม 

สภาวะที ่
สัดส่วนเฟสเคลือ่นที่ 

เวลา (นาที) % เมทานอล 

1 

0 10 
10 10 
20 40 
25 60 
40 95 

2 

0 10 
10 10 
20 40 
25 50 
40 95 

3 

0 3 
1 3 
21 50 
26 55 
40 95 

 
  



38 

 

 
 
รูป 3.3  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG และ GCG ท่ี วเิคราะห์โดย 

(ก) สภาวะท่ี 1, (ข) สภาวะท่ี 2 และ (ค) สภาวะท่ี 3   
 
  

GA 

GC 
C 

GCG EGCG 

GA 

GC C 

GCG 
EGCG 

GA 

GC C 

GCG EGCG 

(ก) 

 

 

 

 

(ข) 

 

 

 

 

(ค) 
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จากการศึกษาโปรแกรมตวัท าละลายของเฟสเคล่ือนท่ี ไดผ้ลการทดลองดงัรูป 3.3 พบวา่
ทั้ง 3 สภาวะมีค่าการแยกท่ีมากกวา่ 1.5โดยถือวา่มีการแยกไดดี้ 100 % จึงพิจารณาเวลาท่ีใชก้าร
วเิคราะห์จะเห็นไดว้า่โปรแกรมตวัท าละลายท่ีสภาวะท่ี 3 ใชเ้วลาในการวเิคราะห์นอ้ยท่ีสุด ดงันั้น
สภาวะท่ี 3 เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการทดลอง 
 

3.1.2 การหาอตัราการไหลของเฟสเคลือ่นที่ทีเ่หมาะสม 
ท าการศึกษาผลของอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีต่อความสามารถในการแยกของสารท่ี 

0.5, 0.7 และ 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที โดยท าการศึกษาวา่อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีมีผลต่อเวลา
ในการแยกสาร พบวา่ อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที มีค่าการแยกมากกวา่ 1 
โดยท่ีท่ีอตัราการไหล 0.7 และ 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที พบวา่ลกัษณะเส้นฐาน (baseline) ช่วงสุดทา้ย
ยกข้ึน และอัตราการไหลท่ี 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที เหมาะสมกับการน าวิเคราะห์โดยเคร่ือง
แมสสเปกโทรมิเตอร์ ดงัรูป 3.4 
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รูป 3.4  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG, GCG และ CG ท่ีอตัราการ

ไหล (ก) 0.5 mL/min, (ข) 0.7 mL/min และ (ค) 1.0 mL/min   
 
  

(ก) 

 

 

 

 

(ข) 

 

 

 

(ค) 

GA 

GC 

C 

EGCG 

GCG 

GA 

GC 

C 

EGCG 

GCG 

CG 

CG 

GA 

GC 

C 

EGCG 

GCG 

CG 
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3.1.3 การหาความยาวคลืน่ในการตรวจวดั 
ศึกษาความยาวคล่ืนในการตรวจวดัต่อการตอบสนองต่อสัญญาณของสารมาตรฐาน       

ฟีนอลิก 3 ความยาวคล่ืนคือ 230, 270 และ 280 นาโนเมตร จากการทดลองพบวา่การตอบสนองต่อ
สัญญาณของสารมาตรฐานฟีนอลิกท่ีความยาวคล่ืนทั้งสามซ่ึงแสดงในค่าของพื้นท่ีใตพ้ีก (ตาราง 
3.2) พบวา่ความยาวคล่ืนในการตรวจวดัท่ี 230 นาโนเมตร ให้พื้นท่ีใตพ้ีกมากท่ีสุด ซ่ึงบอกไดว้า่มี
การตอบสนองต่อสัญญาณดีสุด ในการวิเคราะห์สารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิด ดงันั้นจึงเลือกความยาว
คล่ืนท่ี 230 นาโนเมตร ในการวเิคราะห์ แสดงดงัรูป 3.5 

 

 

 

 
รูป 3.5 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG และ GCG ท่ีความยาวคล่ืน 

(ก) 230 นาโนเมตร, (ข) 270 นาโนเมตร และ (ค) 280 นาโนเมตร 
 
  

(
(ก) 

 
 
(

(ข) 
 
 

 
(
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ตาราง 3.2 พื้นท่ีใตพ้ีกของสารมาตรฐาน 5 ชนิดเพื่อหาความยาวของคล่ืนท่ีเหมาะสมในการ
วเิคราะห์ 

สารมาตรฐาน 
พื้นท่ีใตพ้ีก (mAU*s) ท่ีความยาวคล่ืน (nm) 

230 270 280 

กรดแกลลิก 122.3 121.9 110.0 
แกลโลคาเทชิน 777.5 90.1 60.2 
คาเทชิน 350.7 58.8 81.3 
อิพิแกลโลคาเทชินแกลเลต 171.5 61.9 62.0 
แกลโลคาเทชินแกลเลต 585.6 220.0 226.0 

 
3.1.4 สรุปการหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการหาปริมาณประกอบสารฟีนอลกิในสารสกดัจากใบ

ชาเมี่ยงโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด ไดแ้ก่ 

GA, GC, C, EGCG และ GCG โดยศึกษาชนิดและอตัราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ี อตัราการไหลของ
เฟสเคล่ือนท่ี และความยาวคล่ืนในการตรวจวดัต่อการตอบสนองต่อสัญญาณ ไดส้ภาวะท่ีเหมาะสม
ท่ีใชใ้นการทดลองดงัตาราง 3.3 
 
3.2 การตรวจสอบความใช้ได้ของวธีิการวเิคราะห์ 

ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์สารประกอบประกอบฟีนอลลิกบาง
ชนิดในชาสดและชาหมกัโดยใช้โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง-แมสสเปกโทรเมตรี จะ
ศึกษาพารามิเตอร์ต่าง ๆ ไดแ้ก่ ความถูกตอ้ง ความแม่นย  า ปริมาณต ่าสุดของการตรวจวดั ปริมาณ
ต ่าสุดของการวเิคราะห์ และค่าร้อยละการกลบัคืน  
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ตาราง 3.3 สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมในการฉีดวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิกด้วยโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง 

พารามิเตอร์ สภาวะ 

1. คอลมัน์ 
VertiSep UPS C18 HPLC  
ขนาด 4.0250 มิลลิลิตร ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร 

2. ประเภทของเคร่ืองตรวจวดั Ultra-violet detector 
3. ความยาวคล่ืนท่ีตรวจวดั 230 นาโนเมตร 
3. ชนิดของเฟสเคล่ือนท่ี เมทานอล : น ้าผสมกรดอะซิติก 0.05% 
4. ปริมาตรของสารท่ีฉีดเขา้เคร่ือง 20 ไมโครลิตร 

5. สัดส่วนเฟสเคล่ือนท่ี 

เวลา (นาที) % เมทานอล 
0 
1 
21 
26 
40 

 
 
 
 
 

3 
3 
50 
55 
95 

 

6. อตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที 
 

3.2.1 ปริมาณต ่าสุดของการตรวจวดั และปริมาณต ่าสุดของการวเิคราะห์ 
การหาขีดต ่าสุดของการวิเคราะห์และปริมาณต ่าสุดท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ค  านวณจาก

สมการการถดถอยเชิงเส้นของกราฟมาตรฐานโดยอา้งอิงจากวิธี Miller และ Miller[35] ท าไดโ้ดย
เจือจางสารละลายมาตรฐานผสม 5 ชนิด ไดแ้ก่ GA, GC, C, EGCG และ GCG ให้อยู่ช่วงความ
เขม้ขน้ 0.1 ถึง 10 มิลลิกรัมต่อลิตรดว้ยเมทานอล หลงัจากนั้นน าสารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมไดไ้ป
ฉีดวิเคราะห์ดว้ยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม จากการทดลอง
เม่ือน าพื้นท่ีใตพ้ีกแสดงดงัตาราง 3.4 มาสร้างกราฟระหวา่งความเขม้ขน้กบัพื้นท่ีใตพ้ีก พบวา่กราฟ
มาตรฐานท่ีไดมี้ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (r2) มากกวา่ 0.995 แสดงผลการหาขีดจ ากดัต ่าสุดของ
การตรวจวดัสารแต่ละชนิดไดด้งัตารางท่ี 3.5 
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ตาราง 3.4 พื้นท่ีใตพ้ีกของสารละลายมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ในการหาปริมาณต ่าสุดของการตรวจวดั และความปริมาณต ่าสุดของการวเิคราะห์ (n=3) 

GA GC C EGCG GCG 

ความเขม้ขน้ 
(ppm) 

พื้นท่ีใตพ้ีก
เฉล่ีย 

(mAU*s) 

ความเขม้ขน้ 
(ppm) 

พื้นท่ีใตพ้ีก
เฉล่ีย 

(mAU*s) 

ความเขม้ขน้ 
(ppm) 

พื้นท่ีใตพ้ีก
เฉล่ีย 

(mAU*s) 

ความเขม้ขน้ 
(ppm) 

พื้นท่ีใตพ้ีก
เฉล่ีย 

(mAU*s) 

ความเขม้ขน้ 
(ppm) 

พื้นท่ีใตพ้ีก
เฉล่ีย 

(mAU*s) 

2.10 48.5 0.88 63.6 0.79 61.8 1.54 50.8 2.94 116.0 

3.15 95.0 1.32 113.5 1.19 106.0 2.31 97.6 4.41 233.0 

4.20 135.8 1.63 150.4 1.58 145.8 3.08 143.0 5.88 334.6 

5.26 167.6 2.21 202.7 1.98 184.9 3.85 184.1 7.35 455.4 

6.31 204.5 2.65 256.0 2.37 214.5 4.62 222.9 8.82 543.4 
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ตาราง 3.5 สรุปค่าปริมาณต ่าสุดของการตรวจวดั และปริมาณต ่าสุดของการวิเคราะห์ของ
สารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด 

สารมาตรฐาน LOD 
(พพีเีอม็) 

LOQ 
(พพีเีอม็) 

GA 0.40 1.35 

GC 0.11 0.37 

C 0.15 0.49 

EGCG 0.26 0.85 

GCG 1.76 2.62 

 
3.2.2 การศึกษาหาความแม่นย าของเคร่ืองมือ  

การศึกษาหาความแม่นย  าของเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิเคราะห์โดยการน าสารละลาย
มาตรฐานผสมท่ีมีสารมาตรฐาน GA, GC, C, EGCG และ GCG ท่ีมีระดบัความเขม้ขน้หน่ึงเท่า สอง
เท่า และสามเท่าของความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถวเิคราะห์ไดฉี้ดเขา้เคร่ือง โดยการฉีดซ ้ า 5 คร้ังใน 1 
วนั ภายใตส้ภาวะของเคร่ือง HPLC-UV เดียวกนั เพื่อหาความสามารถในการวดัซ ้ า (repeatability) 
และหาความแม่นย  าในการวดั เพื่อหาความสามารถในการประเมินซ ้ า (reproducibility) น าขอ้มูลท่ี
ได้มาค านวณหาค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ตรวจสอบหาความแปรปรวนของวิธีการ จากการ
ค านวณพบวา่ร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ของพื้นท่ีใตพ้ีกของสารมีค่านอ้ยกวา่ร้อยละ 5 
แสดงวา่การวเิคราะห์มีความแม่นย  าสูง (ดงัตาราง 3.6 - 3.7) 
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 ตาราง 3.6 การวเิคราะห์ซ ้ าของพื้นท่ีใตพ้ีกท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ของเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลว
สมรรถนะสูงของสารมาตรฐาน 

คร้ังท่ี 

ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (ชุด 1) 
พ้ืนท่ีใตพ้ีก (mAU*s) 

GA GC C EGCG GCG 

1 25.3 5.0 32.4 25.0 95.4 
2 23.9 5.6 34.6 24.6 95.6 
3 24.7 5.6 32.0 23.2 95.4 
4 24.8 5.3 31.6 23.2 95.3 
5 24.4 5.4 32.9 24.5 95.3 

ค่าเฉล่ีย 24.6 5.4 32.7 24.1 95.4 
%RSD 2.04 4.63 3.62 3.64 0.14 

คร้ังท่ี 
ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (ชุด 2) 

พ้ืนท่ีใตพี้ก (mAU*s) 
GA GC C EGCG GCG 

1 162.8 48.8 115.5 92.2 412.8 
2 162.5 49.7 114.7 92.1 412.2 
3 162.1 49.6 115.2 92.6 412.6 
4 162.8 48.6 115.2 92.3 412.3 
5 162.7 48.3 116.7 92.5 413.0 

ค่าเฉล่ีย 162.6 49.0 115.5 92.3 412.6 
%RSD 0.19 1.20 0.66 0.20 0.08 

คร้ังท่ี 
ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (ชุด 3) 

พ้ืนท่ีใตพ้ีก (mAU*s) 
GA GC C EGCG GCG 

1 311.6 67.4 190.4 148.9 813.7 
2 311.1 67.4 190.7 148.8 813.7 
3 313.0 67.7 190.1 148.9 813.4 
4 310.3 67.9 190.7 148.3 813.9 
5 310.6 67.5 190.4 148.2 813.0 

ค่าเฉล่ีย 311.3 67.6 190.5 148.6 813.6 
%RSD 0.34 0.30 0.12 0.21 0.04 
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ตาราง 3.7  การวเิคราะห์ซ ้ าระหวา่งวนัของพื้นท่ีใตพ้ีกท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ของเคร่ืองโครมาโท
กราฟของเหลวสมรรถนะสูงของสารมาตรฐาน 

วนั
ที่ 

3 

1 24.0 5.7 31.5 23.3 95.7 
2 24.4 5.7 36.6 23.7 95.0 
3 24.1 5.3 31.1 23.3 95.9 
4 24.8 5.7 32.9 22.5 95.9 
5 24.4 6.0 34.3 23.8 95.7 

วนั
ที่ 

5 

1 24.5 5.5 32.1 23.8 95.7 
2 24.4 5.3 32.9 23.3 95.6 
3 24.9 5.4 27.8 23.8 95.5 
4 24.4 5.2 27.5 23.4 95.6 
5 24.3 5.5 32.7 23.3 96.0 

ค่าเฉล่ีย 24.5 5.5 32.2 23.7 95.6 
%RSD 1.48 4.45 7.21 2.81 0.28 

 
  

คร้ังท่ี 
ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (ชุด 1) 

พื้นท่ีใตพ้ีก (mAU*s) 
GA GC C EGCG GCG 

วนั
ที่ 

1 

1 25.3 5.0 32.4 25.0 95.4 
2 23.9 5.6 34.6 24.6 95.6 
3 24.7 5.6 32.1 23.2 95.4 
4 24.8 5.3 31.6 23.2 95.3 
5 24.4 5.4 32.9 24.5 95.3 



48 

ตาราง 3.7 (ต่อ) 
วนั

ที่ 
3 

1 162.5 48.6 115.4 92.8 412.9 
2 163.3 48.9 115.2 93.0 412.9 
3 162.3 47.1 116.7 92.8 413.1 
4 162.9 48.5 115.1 92.1 412.6 
5 162.2 48.8 114.2 92.9 412.8 

วนั
ที่ 

5 

1 162.2 49.2 115.3 93.0 421.2 
2 162.3 48.9 115.0 91.7 405.5 
3 162.2 48.6 115.2 92.2 448.2 
4 162.8 48.9 115.1 91.1 446.7 
5 162.1 48.1 115.5 94.0 475.8 

ค่าเฉล่ีย 162.5 48.7 115.33 92.5 421.6 
%RSD 0.22 1.26 0.57 0.71 4.62 

 
 
  

คร้ังท่ี 
ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (ชุด 2) 

พื้นท่ีใตพ้ีก (mAU*s) 
GA GC C EGCG GCG 

วนั
ที่ 

1 

1 162.8 48.8 115.5 92.2 412.8 
2 162.5 49.7 114.7 92.1 412.2 
3 162.1 49.6 115.2 92.6 412.6 
4 162.8 48.6 115.2 92.3 412.3 
5 162.7 48.3 116.7 92.5 413.0 
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ตาราง 3.7 (ต่อ) 
วนั

ที่ 
3 

1 311.3 67.1 190.5 148.3 813.2 
2 311.5 68.7 190.3 148.2 813.5 
3 311.4 67.5 190.9 148.7 813.9 
4 311.1 67.7 190.2 148.1 813.1 
5 311.9 67.7 190.7 148.9 813.2 

วนั
ที่ 

5 

1 311.8 67.7 190.3 148.1 813.4 
2 311.4 67.0 190.4 148.5 813.4 
3 311.4 67.8 190.0 148.6 813.7 
4 312.0 67.2 190.7 148.7 813.7 
5 311.7 67.4 190.6 148.8 813.5 

ค่าเฉล่ีย 311.5 67.6 190.5 148.5 813.5 
%RSD 0.20 0.59 0.13 0.20 0.03 

  

คร้ังท่ี 
ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (ชุด 3) 

พื้นท่ีใตพ้ีก (mAU*s) 
GA GC C EGCG GCG 

วนั
ที่ 

1 

1 311.6 67.4 190.4 148.9 813.7 
2 311.1 67.4 190.67 148.8 813.7 
3 313.0 67.7 190.1 148.9 813.4 
4 310.3 67.9 190.7 148.3 813.9 
5 310.6 67.5 190.4 148.2 813.1 
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3.2.3 การศึกษาหาร้อยละการกลบัคืน 
การหาร้อยละการกลบัคืนเป็นการตรวจสอบความถูกตอ้งของการวิเคราะห์ โดยท าการ

เติมละลายสารมาตรฐานฟีนอลิกทั้ง 5 ชนิด ให้มีความเขม้ขน้ท่ี 5LOQ และ 10LOQ ในสารสกดั
ตวัอยา่ง จากนั้นน าไปฉีดเขา้เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง โดยท าการฉีดซ ้ า 3 คร้ัง 
น าพื้นท่ีใตพ้ีกท่ีไดไ้ปเทียบกบักราฟมาตรฐานและหาค่าร้อยละการกลบัคืนแสดงดงัตาราง 3.8 จาก
ผลการทดลองเพื่อบอกความแม่นย  า ของผลวิเคราะห์ท่ีได ้ถา้ให้ค่าร้อยละการกลบัคืนเขา้ใกล ้ 100 
แสดงวา่มีความแม่นย  า ในการทดลองไดค้่าร้อยละการกลบัคืนของ GA, GC, C, EGCG และ GCG 
อยูใ่นช่วงร้อยละ 88, 90-96, 83-91, 102-103 และ 96-107 ตามล าดบั 
 
ตาราง 3.8 ร้อยละการกลบัคืนของสารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด เม่ือท าการสกดัตวัอยา่งใบชาสดท่ี
เติมสารประกอบฟีนอลิกท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5LOQ และ 10LOQ โดยการวเิคราะห์โดยเคร่ืองโคร
มาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงในสภาวะการทดลองท่ีเหมาะสม 

ชนิดของ
ตวัอยา่ง 

ร้อยละการกลบัคืน 
GA GC C EGCG GCG 

TFAprilN 
(5LOQ) 

88 96 91 103 107 

TFAprilN 
(10LOQ) 

88 90 83 102 96 
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y = 113.62x + 112.61 
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y = 51.30x + 16.08 
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3.3 การสร้างกราฟมาตรฐาน 
เตรียมสารละลายมาตรฐานผสม GA, GC, C, EGCG และ GCG ความเขม้ขน้ 5 ระดบัจาก

นอ้ยไปมาก น าไปฉีดเขา้เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงโดยท าซ ้ า 3 คร้ัง น าสัญญาณ
ท่ีไดโ้ครมาโทแกรมสร้างกราฟมาตรฐาน ดงัรูป 3.6-3.10 ค่าท่ีไดจ้ากกราฟมาตรฐาน ไดแ้ก่ ช่วง
ความเป็นเส้นตรง และค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (correlation coefficient, r) พบวา่กราฟมาตรฐาน
ทุกสารท่ีไดมี้ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์มากกวา่ 0.995 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูป 3.6 กราฟมาตรฐานของสารละลาย GA ส าหรับวเิคราะห์หาปริมาณ 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูป 3.7 กราฟมาตรฐานของสารละลาย GC ส าหรับวเิคราะห์หาปริมาณ 
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y = 158.25x + 47.37 
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y = 71.11x + 100.90 

R² = 0.9980 
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y = 160.67x + 129.02 
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รูป 3.8 กราฟมาตรฐานของสารละลาย C ส าหรับวเิคราะห์หาปริมาณ 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูป 3.9 กราฟมาตรฐานของสารละลาย EGCG ส าหรับวเิคราะห์หาปริมาณ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 3.10 กราฟมาตรฐานของสารละลาย GCG ส าหรับวเิคราะห์หาปริมาณ 
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3.4 สารประกอบฟีนอลกิในตัวอย่างชาโดยการใช้อเิลก็โทรสเปรย์ไอออไนเซชันแมสสเปกโทรเมทรี 
 

3.4.1 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของพารามิเตอร์อิเล็กโทรสเปรย์ไอออไนเซชันแมสสเปกโทร
เมทรี ในการวเิคราะห์สารสารละลายมาตรฐานฟีนอลกิ 

หาสภาวะท่ีเหมาะสมของพารามิเตอร์ ESI-MS ในการวเิคราะห์สารสารละลาย
มาตรฐานฟีนอลิกโดยการปรับค่าความต่างศกัยใ์นการแตกตวัเป็นไอออน (Fragmentor voltage) 
ความต่างศกัยข์องแคปปิลลารี (Capillary voltage) ความดนัของแก๊สท่ีใชใ้นการผลกัของเหลวให้
แตกตวัเป็นละอองแก๊ส (Nebulizer pressure) อุณหภูมิของแก๊สท่ีใชใ้นการระเหยแหง้ (Drying gas 
temperature) และ อตัราการไหลของแก๊สท่ีใชใ้นการระเหยแหง้ (Drying gas flow) โดยการฉีด
สารละลายมาตรฐานฟีนอลิก 5 ชนิด ไดแ้ก่ GA, GC, C, EGCG และ GCG ความเขม้ขน้ 5.39, 1.96, 
2.93, 4.56 และ 12.25 พีพีเอม็ ตามล าดบั และสังเกตสัญญาณพีกของสารท่ีเด่นชดัและสูงสุดท่ี
ปรากฏในสเปคตรัม ไดส้ภาวะต่าง ๆ ท่ีเหมาะสมดงัน้ี 

 
ก) ความต่างศักย์ในการแตกตัวเป็นไอออน 
Fragmentor voltage เป็นพารามิเตอร์ท่ีส าคญัชนิดแรกท่ีควรท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสม

เพื่อหารูปแบบการแตกตวัของไอออนโมเลกุล วเิคราะห์พารามิเตอร์ของ Fragmentor voltage ท่ี 
100, 120 และ 150 V โดยใหพ้ารามิเตอร์อ่ืน ๆ มีค่าคงท่ี โดยใชส้ารมาตรฐานคาเทชินเป็นสาร
ทดสอบไดค้่า ion counts ดงัตาราง 3.9 พบวา่ ท่ี fragmentor voltage 100 V มีรูปแบบการแตกตวัท่ี
บ่งช้ีไดว้า่เป็นสารมาตรฐานคาเทชินไดดี้ และมีค่า ion count สูงท่ีสุด ดงันั้นท่ี 100 V เป็นค่าท่ี
เหมาะสมท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ต่อไป 
 
ตาราง 3.9 ค่า Ion count ของสารละลายมาตรฐานฟีนอลิก ณ Fragmentor votage ต่าง ๆ ใน negative 
ionization mode 

สารมาตรฐาน Ion count ที ่fragmentor voltage (V) 

100 120 150 
GA 7200 5232 1884 
GC 35152 41576 4449 
C 43400 21608 7503 
EGCG 8526 6015 3415 
GCG   11804 9636 4353 
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ข) ความต่างศักย์ของแคปปิลลารี 
วเิคราะห์พารามิเตอร์ของความต่างศกัยข์องแคปปิลลารีท่ี 3500, 4000 และ 4500 V โดย

ใหพ้ารามิเตอร์อ่ืน ๆ มีค่าคงท่ี ไดผ้ลการทดลองดงัตาราง 3.10 จากการทดลองพบวา่ ท่ี capillary 
voltage 4500 V มีรูปแบบการแตกตวัท่ีบ่งช้ีไดว้า่เป็นสารมาตรฐานคาเทชินไดดี้ และมีค่า ion count 
สูงท่ีสุด ดงันั้นท่ี 4500 V เป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ต่อไป 
 
ตาราง 3.10 ค่า Ion count ของสารละลายมาตรฐานฟีนอลิก ณ capillary voltage ต่าง ๆใน negative 
ionization mode 

สารมาตรฐาน Ion count ที ่capillary voltage (V) 

3500 4000 4500 
GA 4785 65335 5232 
GC 24500 24472 41576 
C 30368 30744 21508 
EGCG 5990 8717 5015 
GCG   13722 12579 9636 

 
ค) ความดันของแก๊สทีใ่ช้ในการผลกัของเหลวให้แตกตัวเป็นละอองแก๊ส 
nebulizer pressure ท่ีเหมาะสมท าใหไ้ดห้ยดละอองของไอออนในตวัท าละลายท่ีละเอียด 

มีขนาดค่อนขา้งสม ่าเสมอ nebulizer pressure จะควบคุมความดนัของแก๊สไนโตรเจนซ่ึงใชเ้ป็น 
nebulizer gas โดยจะข้ึนอยูก่บัค่าอตัราการไหลของ HPLC องคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ี  

วเิคราะห์พารามิเตอร์ของ nebulizer pressure ท่ี 35, 40 และ 45 psi โดยใหพ้ารามิเตอร์อ่ืน 
ๆ มีค่าคงท่ีไดผ้ลการทดลองดงัตาราง 3.11 พบวา่ nebulizer pressure ท่ี 35 psi มีรูปแบบการแตกตวั
ท่ีบ่งช้ีไดว้า่เป็นสารมาตรฐานคาเทชินไดดี้ และมีค่า ion count สูงท่ีสุด ดงันั้นท่ี 35 psi เป็นค่าท่ี
เหมาะสมท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ต่อไป  
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ตาราง 3.11 ค่า Ion count ของสารละลายมาตรฐานฟีนอลิก ณ nebulizer pressure ต่าง ๆใน negative 
ionization mode 

สารมาตรฐาน Ion count ที ่nebulizer pressure (psi) 

35 40 45 
GA 5220 7553 5232 
GC 20872 23944 41576 
C 25440 29544 21608 
EGCG 7301 7211 6015 
GCG   10516 11528 9636 

 
ง) อุณหภูมิของแก๊สทีใ่ช้ในการระเหยแห้ง 
drying gas temperature ท่ีเหมาะสมข้ึนอยูก่บัองคป์ระกอบและอตัราการไหลของเฟส

เคล่ือนท่ี เม่ืออุณหภูมิและอตัราการไหลของแก๊สแหง้ต ่าเกินไป อตัราการระเหยไปของตวัท าละลาย
ต ่าดว้ย ท าใหเ้กิด spikings บนโครมาโทแกรมท่ีได ้ แต่ถา้อุณหภูมิสูงและอตัราการไหลของแก๊ส
แหง้พอเหมาะ อตัราการระเหยไปของตวัทะลายจะพอดีจึงไม่เกิด spiking  

วิเคราะห์พารามิเตอร์ของ drying gas temperature ท่ี 300, 330 และ 350 C โดยให้
พารามิเตอร์อ่ืน ๆ มีค่าคงท่ีไดผ้ลการทดลองตาราง 3.12 พบวา่อุณหภูมิของแก๊สท่ีใชใ้นการระเหย
แห้ง ท่ี 330C มีรูปแบบการแตกตวัท่ีบ่งช้ีไดว้า่เป็นสารมาตรฐานคาเทชินไดดี้ และมีค่า ion count 
สูงท่ีสุด ดงันั้นท่ี 330C เป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ต่อไป 
 
ตาราง 3.12 ค่า Ion count ของสารละลายมาตรฐานฟีนอลิก ณ drying gas temperature ต่าง ๆ ใน 
negative ionization mode 

สารมาตรฐาน Ion count ที ่drying gas temperature (C) 

300 330 350 
GA 4733 7553 6695 
GC 17415 23944 19784 
C 28488 29544 28586 
EGCG 5117 7211 7514 
GCG   7451 11528 9626 
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จ) อตัราการไหลของแก๊สทีใ่ช้ในการระเหยแห้ง 
Drying gas flow rate เป็นพารามิเตอร์ท่ีควบคุมอตัราการไหลของแก๊สไนโตรเจนท่ีท า

หนา้ท่ีเป็น drying gas ค่าน้ีข้ึนอยูก่บัอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีในการวเิคราะห์โดย HPLC 
โดยทัว่ไปถา้อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเร็ว ก็จ  าเป็นท่ีจะตอ้งให้อตัราการไหลของ drying gas 
สูงตาม   

วเิคราะห์พารามิเตอร์ของ drying gas flow ท่ี 8, 9 และ 10 L/min โดยใหพ้ารามิเตอร์อ่ืน ๆ 
มีค่าคงท่ีไดผ้ลการทดลองดงัตาราง 3.13 พบวา่ อตัราการไหลของแก๊สท่ีใชใ้นการระเหยแหง้ท่ี 10 
L/min มีรูปแบบการแตกตวัท่ีบ่งช้ีไดว้า่เป็นสารมาตรฐานคาเทชินไดดี้ และมีค่า ion count สูงท่ีสุด 
ดงันั้นท่ี 10 L/min เป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ต่อไป 
 
ตาราง 3.13 ค่า Ion count ของสารละลายมาตรฐานฟีนอลิก ณ drying gas flow ต่าง ๆใน negative 
ionization mode 

สารมาตรฐาน Ion count ที ่drying gas flow (L/min) 

8 9 10 
GA 50384 6788 7553 
GC 54556 19120 23944 
C 45735 30408 29544 
EGCG 6255 5720 7211 
GCG   9793 12739 11528 
สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมของ ESI-MS ในการวเิคราะห์สารมาตรฐานคาเทชินแสดงดงั

ตาราง 3.14 
 
ตาราง 3.14 สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมของการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐานคาเทชินท่ีไดจ้ากวิเคราะห์
โดย ESI-MS 
พารามิเตอร์ สภาวะทีใ่ช้ 
Fragmentor 100 V 
Capillary voltage 4500 V 
Nebulizer pressure 35 psi 
Drying gas temperature 330 C 
Drying gas flow 10 L/min 
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3.4.2 การวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลกิในตัวอย่างชาเมี่ยง โดยเทคนิค LC-ESI-MS 
เก็บตวัอยา่งชาเม่ียงท่ีปลูกและหมกัเม่ียงท่ีต าบลเทพเสด็จ อ. ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ และ

แบ่งเป็นระยะเวลาในการหมกัเม่ียงทุก ๆ 15 วนั ตั้งแต่ 15-120 วนั น าตวัอย่างมาก าหนดรหสัเพื่อ
เป็นการช้ีบ่งรายละเอียดของตวัอยา่งนั้น ๆ โดยรายละเอียดของตวัอยา่งแสดงดงัตาราง 3.15  
 
ตาราง 3.15 รายละเอียดของตวัอยา่งชาเม่ียง 

รหัสตัวอย่าง รายละเอยีดของชาเมี่ยง 

TFAprilN/D ชาเม่ียงสดเก็บเม่ือวนัท่ี 24 พ.ค. 53  
TS1hrN/D ชาเม่ียงหลงัน่ึงเสร็จ 1 ชัว่โมง 
TP15N/D เม่ียงหมกั 15 วนั 
TP30N/D เม่ียงหมกั 30 วนั 
TP45N/D เม่ียงหมกั 45 วนั 
TP60N/D เม่ียงหมกั 60 วนั 
TP75N/D เม่ียงหมกั 75 วนั 
TP90N/D เม่ียงหมกั 90 วนั 
TP105N/D เม่ียงหมกั 105 วนั 
TP120N/D เม่ียงหมกั 120 วนั 
หมายเหตุ : N = เม่ียงท่ีไม่ท าใหช้าเม่ียงแหง้ก่อนสกดั,  

D = เม่ียงท่ีท าใหแ้หง้โดยวธีิการอบท่ีอุณหภูมิ 50C ก่อน 
 
น ามาสกดัการวเิคราะห์เชิงคุณภาพโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงได้

อาศยัการเทียบเวลาท่ีสารเคล่ือนท่ีออกจากคอลมัน์ระหว่างสารตวัอย่างกบัสารมาตรฐานภายใต้
สภาวะทดลองเดียวกนัซ่ึงมกัจะเกิดขอ้ผดิพลาดไดง่้าย เพื่อแกไ้ขปัญหาเหล่าน้ีการทดลองน้ีจึงไดน้ า
เทคนิคอิเล็กโทรสเปรยไ์อออไนเซชนัแมสสเปกโทรเมทรี มาใชใ้นการช้ีบ่งโครงสร้างเคมีของสาร
ท่ีวเิคราะห์โดยเทียบกบัแมสสเปกตรัมของสารตวัอยา่ง กบัแมสสเปกตรัมของสารประกอบฟีนอลิก
มาตรฐาน 5 ชนิด และไดศึ้กษารูปแบบการแตกตวัของแมสสเปกตรัมของสารประกอบฟีนอลิกช
นิดอ่ืน ๆ ท่ีพบในชาโดยอา้งอิงจากงานวิจยั [36, 37] หากรายละเอียดรูปแบบของแมสสเปกตรัม
ตรงกนั ก็เป็นไปไดว้า่สารนั้นเป็นสารเดียวกนั ท าให้เราสามารถยืนยนัโครงสร้างทางเคมีของสารท่ี
ตอ้งการวเิคราะห์ได ้ 
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สรุปขอ้มูลแต่ละพีก และรายละเอียดแมสสเปกตรัมของสารประกอบฟีนอลิกมาตรฐาน
แต่ละชนิด ดังตาราง 3.16 แสดง total ion chromatogram (TIC) และแมสสเปกตรัมของ
สารประกอบฟีนอลิกมาตรฐานดงัรูป 3.11-3.12 ตามล าดบั  
 
ตาราง 3.16 แมสสเปกตรัมท่ีไดจ้ากการแยกของสารประกอบฟีนอลิกมาตรฐานโดยเทคนิค LC-
ESI-MS 

Peak 
No. 

tR 
(min) 

Mol.Wt. Compound m/z (%RA) 

1 20.43 170 GA 125(100), 169(48) 

2 21.76 306 GC 125(16), 305(100) 

3 25.84 290 C 245(30), 289(100) 

4 27.11 458 EGCG 125(40), 169(100), 305(12), 457(35) 

5 28.65 458 GCG 125(29), 169(100), 305(17), 457(24) 

 

 
รูป 3.11 Total ion chromatogram ของสารประกอบฟีนอลิกมาตรฐาน โดยใชเ้ทคนิค LC-ESI- 
 MS  

 

1
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GA 
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การวิเคราะห์หาสารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด ในตวัอยา่งชาอสัสัมไดเ้ลือกเอาตวัอยา่งชา
แบบไม่อบท่ีเป็นชาสด ชาหลงัน่ึงเพื่อท าเม่ียง และเม่ียงหมกัท่ีระยะเวลา 15, 30, 60, 90 และ 120 วนั 
วเิคราะห์โดยเทคนิค LC-ESI-MS ท่ีสภาวะเหมาะสม การช้ีบ่งพีก นอกจากจะพิจารณาจากเวลาการ
รีเทนชนัของแต่ละพีกเทียบกบัสารมาตรฐานแลว้ยงัพิจารณาแมสสเปกตรัมของแต่ละพีกของสาร
สกดัตวัอยา่ง พบวา่ ตวัอยา่งชาสดมีกรดแกลลิกเป็นองคป์ระกอบ แต่ไม่พบกรดแกลลิกในตวัอยา่ง
ชาน่ึงก่อนการหมกั และชาเม่ียงหมกัท่ีระยะเวลาต่าง ๆ ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะในกระบวนการผลิตเม่ียง
การน่ึงชาเป็นเวลา 2 ชัว่โมงน้ี มีการใช้ความร้อนท าให้มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ polyphenol 
oxidase โดย polyphenol เกิดการสลายตวัดว้ยความร้อนและจากการ oxidation ของเอนไซม ์ท าให้
แกลลิคเปล่ียนไปเป็นสารอ่ืน หรือมีปริมาณลดลง ส่วนสารประกอบฟีนอลิก 4 ชนิด ไดแ้ก่ GC, C, 
EGCG และ GCG สามารถตรวจพบไดใ้นตวัอยา่งทั้งชาสด ชาน่ึงก่อนการหมกั และชาเม่ียงหมกัท่ี
ระยะเวลาตั้งแต่ 15 – 120 วนั  
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รูป 3.12 Negative-ion ES mass spectra ของสารประกอบฟีนอลิกมาตรฐาน (ก) GA (ข) GC (ค) C 
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3.5 วเิคราะห์หาปริมาณของสารประกอบฟีนอลกิบางชนิดในตัวอย่างชาเมี่ยง 
 
การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด ในสารสกดัตวัอยา่ง โดยสกดัสาร

ตวัอยา่งท่ีบดละเอียดและทราบน ้าหนกัท่ีแน่นอน 10 กรัม ดว้ยตวัท าละลายเอทานอล 50 เปอร์เซ็นต ์
โดยปริมาตร 100 มิลลิลิตร สกดัแบบ Soxhlet เป็นเวลา 120 นาที หลงัจากนั้นระเหยเอาตวัท าละลาย
ออกดว้ยเคร่ืองระเหยระบบสุญญากาศแบบหมุน ไดส้ารสกดัท่ีมีลกัษณะเหนียวหนืด สีน ้ าตาลเขม้ 
มีกล่ินของชา น าสารสกดัท่ีไดไ้ปชัง่น ้ าหนกั จากนั้นละลายแลว้ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรดว้ย
เมทานอล วเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก โดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง โดยใชส้ภาวะท่ีเหมาะสม ท าการฉีดวิเคราะห์ 3 คร้ังและบ่งช้ี โดยเทียบเวลารีเทนชนัของแต่ละ
พีก หาปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกทั้ง 5 ชนิดในสารสกดั ไดผ้ลดงัตาราง 3.17 คือสารสกดัทั้ง 
20 ตวัอยา่ง วิเคราะห์หาปริมาณสารฟีนอลิก 5 ชนิดดว้ยเทคนิค HPLC พบ GA เฉพาะชาสดเท่านั้น
ทั้งแบบไม่อบ และอบมีปริมาณ 1.14±0.01 และ 2.62±0.02  mg/10 g tea ตามล าดบั พบ GC มี
ปริมาณ 1.35±0.01 ถึง 111.47±0.22 mg/10 g tea, C 1.62±0.01 ถึง 65.86±0.32 mg/10 g tea, EGCG 
2.92±0.05 ถึง 225.98±0.50 mg/10 g tea และGCG 5.20±0.04 ถึง 182.81±0.39 mg/10 g tea  

ในสารสกดัชาเม่ียงแบบไม่อบ สารประกอบฟีนอลิกแต่ละชนิด มีปริมาณแตกต่างกนัตาม
กรรมวิธีการผลิตเม่ียง ตั้งแต่ชาสด ชาหลงัน่ึง และชาเม่ียงหมกัท่ีระยะเวลา 15, 30, 45, 60, 75, 90, 
105 และ 120 วนั แสดงผลการทดลองดงัรูป 3.13 ซ่ึงเป็นการเตรียมตวัอยา่งชาในการสกดัโดยไม่อบ
ใบก่อนจะเห็นวา่ GC, EGCG และ GCG มีประมาณมากท่ีสุดในเม่ียงหลงัน่ึง เม่ือท าเป็นเม่ียงหมกัท่ี
ระยะเวลาต่าง ๆ ก็ท  าให้มีปริมาณลดลง และสูงข้ึนไม่คงท่ี กล่าวไดว้า่ สภาวะการน่ึงชาในกรรมวิธี
การผลิตเม่ียงเป็นเวลา 2 ชัว่โมงนั้นท าให้ไดป้ริมาณ GC, EGCG และ GCG เพิ่มข้ึน เน่ืองจาก
อิทธิพลร่วมระหว่างอุณหภูมิและเวลาในกระบวนการน่ึงดว้ยไอน ้ า ท่ีอาศยัความร้อนสูงไปท าให้
เอนไซม์ polyphenol oxidase และ peroxidase ท่ีมีอยู่ในใบชาเสียสภาพท าให้ ไม่สามารถไป
เปล่ียนแปลงสารในกลุ่ม polyphenol ให้กลายเป็นสารเคมีชนิดอ่ืน ท าให้ใบชามีการคงอยู่ของ
ปริมาณ GC, EGCG และ GCG อยูสู่ง แต่หลงัจากน าเม่ียงท่ีน่ึงเสร็จแลว้เขา้สู้ขั้นตอนการหมกัม่ียง
โดยการเก็บเม่ียงหมกัไวใ้นน ้าเก็บไวใ้นภาชนะท่ีปิดสนิทเม่ือทิ้งระยะเวลาในการหมกัไปเร่ือย ๆ จะ
ท าใหส้ารประกอบฟีนอลิกท่ีมีในชาเส่ือมสภาพมีปริมาณลดลงหรือสารฟีนอลิกในใบชาถูกเปล่ียน
รูปไปเป็นสารพวก theaflaveins และ thearubigins [38] ท าให้ไดเ้ม่ียงท่ีมีกล่ินฉุน และใบชาแปร
สภาพเป็นสีเหลืองเขม้ และจากผลการทดลอง C มีปริมาณมากท่ีสุดในชาเม่ียงหมกั 15 วนั โดยจะ
เห็นวา่มีปริมาณท่ีไม่แตกต่างกนัมากนกัในแต่ละตวัอยา่ง 
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ตาราง 3.17 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด ท่ีพบในสารสกดัจากใบชาเม่ียง (n=3) 

ตัวอย่าง 
ปริมาณทีพ่บในใบชาเมี่ยง (mg/10.00 g tea), mean±SD  

กรดแกลลิก 
แกลโล 
คาเทชิน 

คาเทชิน 
อิพิแกลโลคา
เทชินแกลเลต 

แกลโลคาเท
ชินแกลเลต 

TFAprilN 1.14±0.01 2.61±0.06 2.51±0.01 18.10±0.01 43.55±0.04 
TFAprilD 2.62±0.02 1.35±0.01 1.72±0.01 3.76±0.02 88.22±0.24 
TS1hrN nd 51.48±1.85 17.19±0.17 201.05±0.56 84.63±3.81 
TS1hrD nd 27.35±0.07 18.24±0.28 63.67±0.11 182.81±0.39 
TP15N nd 29.11±0.10 22.26±0.02 48.56±0.25 60.46±0.02 
TP15D nd 63.74±0.11 60.33±0.33 204.27±0.26 157.61±0.45 
TP30N nd 24.77±0.09 8.87±0.16 41.24±0.73 26.74±0.39 
TP30D nd 53.60±0.19 24.26±0.06 147.12±0.13 162.25±0.69 
TP45N nd 13.74±0.76 9.97±0.21 2.96±0.02 20.12±0.61 
TP45D nd 33.94±0.12 36.78±0.35 33.77±0.13 101.11±0.44 
TP60N nd 12.92±0.88 7.94±0.01 1.64±0.03 32.46±0.22 
TP60D nd 101.32±0.03 11.66±0.11 143.26±0.29 159.23±0.36 
TP75N nd 12.26±0.21 9.00±0.02 46.12±0.64 53.29±0.13 
TP75D nd 111.47±0.22 65.86±0.32 225.98±0.50 92.31±0.13 
TP90N nd 21.15±0.17 10.06±0.01 2.92±0.05 29.67±0.13 
TP90D nd 10.79±0.04 32.94±0.02 133.13±0.01 23.47±0.07 
TP105N nd 25.25±0.05 1.62±0.01 44.49±0.04 43.35±0.03 
TP105D nd 36.94±0.33 23.92±0.05 104.72±0.27 30.23±0.20 
TP120N nd 22.56±0.04 2.12±0.03 33.20±0.15 45.91±0.35 
TP120D nd 9.67±0.11 6.96±0.01 28.43±0.01 5.20±0.04 
nd = not detected 
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รูป 3.13  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด ท่ีพบในสารสกดัจากใบชาเม่ียงท่ีไม่อบ 
 

 

รูป 3.14 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด ท่ีพบในสารสกดัจากใบชาเม่ียงท่ีอบ 
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ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 5 ชนิด ท่ีพบในสารสกดัจากใบชาเม่ียงท่ีอบ แสดงดงัรูป 
3.14 จะเห็นไดว้า่มีความแตกต่างกบัเม่ียงท่ีมีการเตรียมตวัอยา่งแบบไม่อบ คือ ไดเ้ตรียมตวัอยา่งชา
ก่อนน ามาสกดั โดยการน าตวัอย่างชามาให้ความร้อนในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 50C ให้ความช้ืนของ
ตวัอย่างใบชาออกให้หมดไดใ้บชาแห้ง จากการอบนั้นไดค้่าร้อยละความช้ืนของใบชาสดและใบ
เม่ียงหลงัน่ึงมีค่าเท่ากบัร้อยละ 9-11 ขณะท่ีเม่ียงหมกัซ่ึงมีน ้ าไวท่ี้ใบมากกว่าใบชาสดท าให้มี
ความช้ืนร้อยละ 18-20 แลว้น าใบชาแห้งท่ีผา่นการอบแลว้มาสกดัหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ต่อไป ผลการทดลองท่ีไดพ้บวา่ การเพิ่มข้ึนและลดลงของปริมาณ GC, C , EGCG และ GCG นั้น
ไม่คงท่ี กล่าวคือ GC มีปริมาณเพิ่มข้ึนตั้งแต่ใบสด ใบชาหลงัน่ึง ถึงเม่ียงหมกั 15 วนั จากนั้นลดลงท่ี
เม่ียงหมกั 30 และ 45 วนัตามล าดบั แลว้เพิ่มข้ึนท่ีเม่ียงหมกัเวลา 60 วนั และมากท่ีสุดท่ี 75 วนั
จากนั้นก็ลดต ่าลงท่ีเวลาในการหมกั 90, 105 และ 120 วนั ตามล าดบั เช่นเดียวกบั C ท่ีมีแนวโนม้
สูงข้ึนท่ีเม่ียงหมกั 15 วนั จากนั้นลดลงเพิ่มข้ึนไม่คงท่ี ท่ีเห็นไดช้ดัคือ EGCG ท่ีมีปริมาณเร่ิมตน้จาก
ปริมาณต ่า แลว้สูงข้ึนเร่ือย ๆ จนถึงเม่ียงหมกั 15 วนั แลว้ลดลงท่ีระยะเวลาในการหมกั 30 และ 45 
วนั แลว้เพิ่มข้ึนอีกท่ี 60 วนั และมีปริมาณสูงสุดท่ีระยะเวลาการหมกั 75 วนั จากนั้นก็ปริมาณก็
ลดลง ส่วน GCG นั้น เร่ิมตน้จากใบสดท่ีมีปริมาณสูงกวา่สารประกอบฟีนอลิกชนิดอ่ืน ๆ แลว้มีการ
ปริมาณเพิ่มข้ึนท่ีใบชาหลงัน่ึง จากนั้นก็มีการลดลงท่ีเวลาในการหมกั 15 วนั เพิ่มข้ึนท่ีระยะเวลาการ
หมกั 30 วนั ลดลงท่ี 45 วนั เพิ่มข้ึนท่ี 60 วนัจากนั้นปริมาณก็ลดลงไปเร่ือย ๆ ตามระยะเวลาในการ
หมกั 

แนวโนม้ของปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 4 ชนิดท่ีไม่คงท่ีอาจมีผลจากการท่ีอบใบชา
ก่อนน ามาสกดั เน่ืองจากขณะอบนั้นมีการสูญเสียความช้ืน และอุณหภูมิของใบชาก่อนน ามาสกดั 
เน่ืองจากการสูญเสียความช้ืน และอุณหภูมิของใบชาระหวา่งการอบ ซ่ึงสัมพนัธ์กบัความช้ืนท่ีผิวใบ
ชา อุณหภูมิสัมพทัธ์ของอากาศ การไหลเวียนอากาศ ความหนาแน่นของใบท่ีอบ และความร้อนท่ี
เกิดข้ึนระหวา่งการอบท าให้แนวโนม้ของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ง 5 ชนิดไม่คงท่ี ดงันั้นจึง
ตอ้งมีการควบคุมอุณหภูมิของใบชาระหว่างการอบ ความหนาแน่นของใบท่ีอบ เพื่อจะคงคุณค่า
ของสารประกอบฟีนอลิกไดดี้ 


