
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

3.1 วัตถุดิบ อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการทดลอง 
3.1.1 วัตถุดิบ 

1.  ชาเขียวพันธุอัสสัม (Camellia sinensis Var. assamica (Mast.)) จากไรชาระมิงค 
จังหวัดเชียงใหม 

2.    ชะเอม (Glycyrrhiza glabra) จากตลาด จังหวัดเชียงใหม 

  3.    ตะไคร (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) จากตลาด จังหวัดเชียงใหม 

 

3.1.2 สารเคม ี
1. เอทิลอะซีเตต (Ethyl acetate: CH3COOH, Merck, German) 
2. เอทานอล (Ethanol: C2H5OH, AR grad, Merck, England) 
3. เมทานอล (Methanol: CH3OH, AR and HPLC grade, Merck, England) 
4. อะซีโตไนไตรล (Acetonitrile: CH3CN, HPLC grade, Lab-scan, Ireland) 
5. Epigallocatechin gallate (EGCG, Sigma-Aldrich, USA) 
6. Gllocatechin (EGC, Sigma-Aldrich, USA) 
7. Catechin (C, Sigma-Aldrich, USA)  
8. Epicatechin (EC, Sigma-Aldrich, USA) 
9. Epicatechin gallate (ECG, Sigma-Aldrich, USA) 

10. DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Fluka, USA.) 
11. โซเดียมคารบอเนต (Sodium Carbonate: Na2CO3, AR grade, Merck, England) 
12. Folin-Ciocalteu’ phenol reagent (Fluka, USA.) 
13. Gallic acid (Fluka, USA.) 
14. โซเดียมคลอไรด (Sodium Chloride: NaCl, Merck, England) 
15. ดางทับทิม (Potassium permanganate: KMnO4, AR grade, Merck, England) 

16. indigo carmine 

17. ดินขาว (Kaolin) 
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18. น้ํากล่ัน (distillation Water) 

19. เจลาติน (Gelatin) 

20. กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid: H2SO4, AR grade, Merck, England) 

 

3.1.3 อุปกรณที่ใชในการผลติชาเขียวผสมตะไครและชะเอม 
1. เครื่อง Freeze-drier (Labconco, USA) 
2. เครื่องไมโครเวฟสุญญากาศ (MarchCool, Co.,Thailand)   
3. ตูแชเยือกแข็ง (Freezer, SUNYO, Thailand) 

4. เครื่อง High Performance Liquid Chromatograph (Milton Roy company, USA)  
5. หลอดฉีดยา (Nipro, Thailand) 
6. ไมโครปเปตตขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร(Micropipette,Wiggenhauser, Germany) 
7. เครื่องระเหยสุญญากาศ (Rotary Vacuum Evaporator, Büchi: V800, Switzerland) 
8. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  
       (Spectrophotometer model Genesys 10 UV Scanning, USA) 
9. เครื่องวัดสี (Hunter Lab รุน Color Quest XE SSE343, USA) 
10. เตาเผา (Muffle furnace, Vulcan: Model 3-1750, USA) 
11. โถดูดความชื้น (desiccator) 
12. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Mettler-Toledo: Model AB204-S, Switzerland) 
13. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง (Mettler-Toledo: Model PB1502-S, Switzerland) 
14. เครือ่งชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง (Precisa: Model BJ1000C, Switzerland) 
15. เครื่องปน (Blender, National: Model MX-T700 GN, Taiwan) 
16. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Memmert: Model UNB400, USA) 
17. ตูอบลมรอน (Hot air oven, Memmert: 400, Germany) 
18. ชุดอุปกรณเครื่องแกวและเครื่องมือวิทยาศาสตร 
19. ชุดกรอง ประกอบดวย กรวยกรอง และเครื่องปมสุญญากาศ (Suction pupm) 
20. กระดาษกรอง เบอร 1 และ 4  (Whatman, England) 
21. กระปองหาความชื้น (moisture can) 

22. ชอนตักสาร 

23. ถวยกระเบื้อง (Crucible)  
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อุปกรณที่ใชในการวิเคราะหคุณภาพทางดานประสาทสัมผสั 
1. ชุดอุปกรณทดสอบชิม 
2. แบบทดสอบทางประสาทสมัผัส (รายละเอียดแสดงดังภาคผนวก ข) 

 
เคร่ืองประมวลผลทางสถิต ิ

1. โปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert version 6.0.10 (Statease Inc., MN) 

2. โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS for windows version 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) 

3. โปรแกรม Su Sense  (มหาวิทยาลัยศิลปากร, นครปฐม) 

 

3.2 วิธีการทดลอง 
3.2.1 การเตรียมวัตถุดิบ 

3.2.1.1 การเตรียมชาเขียวอบแหง 
ใบชาเขียวพันธุอัสสัมจากไรชาระมิงค จํานวน 1 กิโลกรัม นํามาทําแหงโดยใชเครื่อง

ไมโครเวฟสุญญากาศ โดยมีอุณหภูมิการทําแหงไมเกิน 60 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนํามาบด บรรจุใน

ถุงอลูมิเนียมฟอยล  

 

3.2.1.2 การเตรียมตะไครอบแหง 
นําตะไครท่ีผานการลางทําความสะอาดและหั่นละเอียด มาทําแหงโดยใชเครื่อง

ไมโครเวฟสุญญากาศ เปนเวลา 15 นาที โดยมีอุณหภูมิการทําแหงไมเกิน 60 องศาเซลเซียส 

หลังจากนั้นนํามาบด บรรจุในถุงอลูมิเนียมฟอยล โดยมีคุณภาพแสดงในตาราง 3.1 พบวา ตะไคร

อบแหงมีความชื้น 6.69% ปริมาณของแข็งท้ังหมด 92.41% มีคา aw 0.363 ปริมาณเถาท้ังหมด 4.74% 

ปริมาณสารที่สกัดไดดวยน้ํา 4.46% ปริมาณสารประกอบฟโนลิกทั้งหมด 16.74 mg GAE/ g 

ความสามารถในการยับยั้งสารอนุมูลอิสระของตะไครมีคา 47.87 mg/L  
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ตาราง 3.1 การวิเคราะหคุณภาพเบื้องตนของตะไครและชะเอม 

 
คุณภาพ ตะไคร ชะเอม 

ความชื้น (%) 

ปริมาณของแข็งท้ังหมด (%) 

aw 

ปริมาณเถาท้ังหมด (%) 

ปริมาณสารที่สกัดไดดวยน้ํา (%) 

ปริมาณสารฟโนลิกทั้งหมด 

(mg GAE/ g dry basis) 

ปริมาณสารตานออกซิเดชัน (EC50) (mg/L) 

6.69±0.15 

93.31±0.15 

0.363±0.002 

4.74±0.14 

4.46±0.70 

16.74±0.49 

 

47.87±0.23 

7.59±0.12 

92.41±0.12 

0.500±0.005 

4.00±0.08 

6.23±0.65 

27.05±0.31 

 

82.00±0.34 

คาของขอมูล คือ คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

3.2.1.3 การเตรียมชะเอมอบแหง 
นําชะเอมมาลางทําความสะอาด แลวอบแหงดวยตูอบลมรอน 50 องศาเซลเซียสเปน

เวลา 12 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาบดใหละเอียด บรรจุในถุงอลูมิเนียมฟอยล โดยมีคุณภาพดังแสดงใน

ตาราง 3.1 พบวาชะเอมมีความชื้นเทากับ 7.59% มีปริมาณของแข็งท้ังหมด 92.41% มีคา aw 0.5 มีปริมาณ

เถาท้ังหมด 4 %ปริมาณสารที่สกัดไดดวยน้ํา 6.23% ปริมาณสารประกอบฟโนลิกทั้งหมด 27.05 mg 

GAE/ g dry basisความสามารถในการยับยั้งสารอนุมูลอิสระของชะเอมมีคา 82 mg/L 

 

3.2.2 การวิเคราะหคุณภาพเบื้องตนของชาเขียว ตะไคร และชะเอม 
3.2.2.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อนํามาวิเคราะห 
นําใบชาแหงซ่ึงเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาทําการปนใหละเอียดดวยเครื่อง

ปนท่ีความเร็วปานกลางเปนเวลา 30 วินาท ีบรรจุในถุงอลูมิเนียมฟอยล เพื่อรอทําการวิเคราะห 

 

3.2.2.2 การวิเคราะหปริมาณความชื้น (AOAC, 2000) 
นําใบชาที่บดละเอียดมาหาความชื้น โดยใชตัวอยาง ประมาณ 2  กรัม ใสในถวย

อลูมิเนียมที่อบจนน้ําหนักคงที่และช่ังน้ําหนักแลว จดน้ําหนักที่แนนอน จากนั้นนําไปอบที่ตูอบลมรอน

ท่ีอุณหภูมิ 105 ± 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ท้ิงไวใหเย็นในโถดูดความชื้น แลวช่ังน้ําหนัก จน
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ไดน้ําหนักคงที่ คํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้นในตัวอยาง นําขอมูลท่ีไดไปหาเปอรเซ็นตน้ําหนักแหง 

โดยผลการวิเคราะหจะรายงานเปนเปอรเซ็นตน้ําหนักแหง 

 
3.2.2.3 การหาปริมาณสารที่สกัดไดดวยน้ํารอน (ลักขณา และ นิธิยา, 2544) 
ช่ังชาบดละเอียด 2 กรัม (อบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส กอนนํามาใช) ใสลงใน

น้ํา 100 มิลลิลิตร นําไป reflux นาน 1 ช่ัวโมง กรองเก็บสารละลายที่กรองไดใสใน volumetric flask 

ขนาด 250 มิลลิลิตร นํากากไป reflux ซํ้าอีกแลวกรองเก็บสารละลายที่กรองไดรวมกัน ทําซํ้าจน

สารละลายไมมีสี เก็บสารละลายที่ไดท้ังหมดรวมกัน ปรับปริมาตรใหครบ 200 มิลลิลิตรดวยน้ํา

กล่ัน เขยาใหเขากัน นํากากที่เหลือไปอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส คํานวณหาปริมาณ

เปอรเซ็นตกากที่เหลือ 

ปเปตของเหลวที่สกัดไดใน volumetric flask มา 50 มิลลิลิตร ใสในภาชนะโลหะที่

ผานการอบและทราบน้ําหนักแลว นําไประเหยเอาน้ําออกจนแหงบน water – bath นําไปอบตอใน

ตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส จนไดน้ําหนักคงที่ ช่ังหาปริมาณสารที่สกัดไดดวยน้ํา และ

คํานวณเปนเปอรเซ็นตตอน้ําหนักแหงของชาตัวอยาง 

 
3.2.2.4 การวิเคราะหปริมาณเถาท้ังหมด (AOAC, 2000) 

  ช่ังชาบดละเอียดตัวอยางมา 5 กรัมใสใน crucible เผาโดยใชอุณหภูมิต่ําโดยใชเตา

ไฟฟา จนควันของตัวอยางเปนสีขาว แลวนําไปเผาตอในเตาเผาที่อุณหภูมิ 525 องศาเซลเซียสจนเถา

มีสีเทา ช่ังหาน้ําหนักของเถาท่ีได คํานวณหาเปอรเซ็นตเถาในชาตัวอยาง 

  ชาจะมีเถาไมเกิน 7 เปอรเซ็นต และสวนประกอบที่สําคัญของเถาคือ โปแตสเซียม 

27 – 36 เปอรเซ็นต ในรูปของ K2O และฟอสฟอรัส 14 – 18 เปอรเซ็นตในรูป P2O5  

 

3.2.2.5 การวิเคราะหปริมาณแทนนิน  (AOAC, 2000)  
เปนการวิเคราะหดวย Lowenthal’s permanganate oxidization process โดยชั่งน้ําหนัก

ตัวอยางชา 5 กรัม ใสลงในน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร ตมนาน 1 ช่ัวโมง กรองผานสําลีใสใน volumetric flask 

ขนาด 500 มิลลิลิตร ปลอยใหเย็นแลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน เขยาใหเขากันดี 

(เรียกวาสารละลาย A) ปเปตสารละลาย A มา 100 มิลลิลิตร ใสลงใน volumetric flask ขนาด 250 

มิลลิลิตร เติมสารละลายเจลาตินลงไป 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 250 มิลลิลิตร ดวย

สารละลาย acid sodium chloride เทลงในขวดรูปชมพูขนาดใหญ เติมเกาลีน (Kaolin) ลงไป 20 กรัม เขยา

นาน 15 นาที แลวกรอง สารละลายที่ไดเรียกวา สารละลาย B   
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ปเปตสารละลาย A มา 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 1 ลิตร เติมสารละลาย 

indigo carmine ลงไป 25 มิลลิลิตร ปรับใหปริมาตรทั้งหมดเปน 750 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน นํา

สารละลายโปแตสเซียมเปอรแมงกาเนต ความเขมขน 0.008 โมลาร ใสในบิวเรต คอยๆ หยดใสลงใน

ขวดรูปชมพูครั้งละ 1 มิลลิลิตร เขยาขณะทําการไตเตรชั่น สีจะคอยๆเปล่ียนจากสีน้ําเงินเปนสีเหลือง

และสีชมพูออน หยุดไตเตรตเมื่อไดสีชมพูออน จดปริมาตรของสารละลายโปแตสเซียมเปอรแมงกาเนต

ท่ีใช = A มิลลิลิตร 

ปเปตสารละลาย B มา 25 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 1 ลิตร เติม

สารละลาย indigo carmine ลงไป 25 มิลลิลิตร ปรับใหปริมาตรทั้งหมดเปน 750 มิลลิลิตร ดวยน้ํา

กล่ัน ไตเตรตเชนเดียวกันสารละลาย A จนไดสีชมพูออนจดปริมาตรของสารละลายโปแตสเซียม

เปอร แมงกาเนตที่ใช = B มิลลิลิตร โดยคํานวณจากสมการ 3.1, 3.2, 3.3  

25 มิลลิลิตร สารละลาย B = 10 มิลลิลิตร สารละลาย A = 0.1 กรัมชาตัวอยาง

ปริมาตรสารละลายโปแตสเซียมเปอรแมงกาเนตที่ใชไตเตรตกับแทนน=ิ (A – 4.0) - (B – 4.5)            

4.0 และ 4.5 เปนคา blank ของสารละลาย A และ B ตามลําดับ คํานวณหาปริมาณ

แทนนิน ตอน้ําหนักแหง 

 
3.2.3 การเตรียมสารสกัดชาเขียว  (Maisuthisakul et al., 2007) 
ช่ังน้ําหนักชาแหงบดละเอียดผสมกับ 95% เอทานอลในอัตราสวน 1:5 (w/v) ใสลงในขวด

รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาสาร ท่ีความเร็ว 27.8 rpm เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

30 นาที จากนั้นกรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 11 เซนติเมตร (whatman, 

England) โดยใชปมสุญญากาศ นําสารละลายที่ไดมาทําการแยกสารสกัดกับ 95% เอทานอลออก

จากกันโดยใชเครื่องระเหยสุญญากาศ ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 180 rpm นําสาร

สกัดท่ีไดไปทําแหงโดยใชเครื่อง Freeze-drier (LABCONCO, USA) จนไดผงสารสกัด เพื่อนําไป

ทําการวิเคราะหตอไป 

 
3.2.4 การวิเคราะหปริมาณฟโนลิกทั้งหมดโดยวิธี Folin-Ciocalte colorimetric method 

(Kahkonen et al., 1999; Ragazzi and Veronase, 1973)   
ช่ังตัวอยางสารสกัดชาเขียว 0.10 กรัม ในเมทานอล (blank) 5 มิลลิลิตร จะไดสารละลายที่มี

ความเขมขน 10-1 ดูดสารละลายมา 0.1 มิลลิลิตร เติมเมทานอล 0.9 มิลลิลิตร จะไดสารละลายที่มี

ความเขมขน 10-2 ดูดสารละลายมา 0.1 มิลลิลิตร เติมเมทานอล  0.9 มิลลิลิตรอีกครั้ง  

จะไดสารละลายที่มีความเขมขน 10-3 ดูดสารละลายที่มีความเขมขน 10-3 มา 500 ไมโครลิตร ใสใน
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ขวดสีชา เติม Folin-Ciocalteu reagent 2.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 3 นาที เติม

โซเดียมคารบอเนต 7.5 % (w/v) 2 มิลลิลิตร กวนผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม (vortex mixer)  

 เก็บไวในที่มืด 60 นาที ท่ีอุณหภูมิหองกอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงเพื่อหาชวงความยาวคลื่นท่ีดี

ท่ีสุดคือ ความยาวคล่ืน 775 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Model Genesys10 UV 

Scaning, USA) หาปริมาณรวมของสารประกอบฟโนลิก โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ

กรดแกลลิก (gallic  acid) และรายงานผลเปนเปอรเซ็นตโดยน้ําหนักแหงของชา 

 

3.2.5 การวิเคราะหกิจกรรมสารแอนติออกซิแดนท โดย DPPH method (Masuda et al., 
1999 and Maisuthisakul et al., 2007) 

ช่ังน้ําหนักตัวอยางสารสกัดชาเขียว 0.25 กรัม ผสมกับเมทานอล ใสในขวดปรับปริมาตร

ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตร จะไดสารละลายที่มีความเขมขน 10-1  

ใชไมโครปเปตตดูดสารละลายปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตรดวยเมทานอล จะไดสารละลายที่มีความเขมขน 10-2  อีกสวนใชไม

โครปเปตตดูดสารละลายที่เหลือใสในขวดสีชา ขวดละ 4.9 มิลลิลิตร จํานวน 4 ขวด ทําการเจือจาง

สารละลายตอจนถึงความเขมขนที1่0-8 นําสารละลายในขวดสีชาในแตละความเขมขน เติม 5 มิลลิ

โมลาร DPPH ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จํานวน 2 ขวด (2 ซํ้า) สารละลายอีก 2 ขวดเติมเอทานอล  

100 ไมโครลิตร (blank) ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม เก็บไวในที่มืด 30 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง กอน

นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร นําคาท่ีไดไปคํานวณดังสมการเพื่อนํา

ผลไปสรางกราฟ เพื่อหาคากิจกรรมของสารแอนติออกซิแดนท ในรูปของ EC50 หมายถึง ความ

เขมขนของสารสกัดตัวอยางที่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาที่ 50%  

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

       โดยที ่ A0
 
คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH  

A1คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายสารสกัดตัวอยางในสารละลาย DPPH  

As คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายสารสกัดตัวอยาง  

 

3.2.6  การวิเคราะหปริมาณคาเทชินโดย HPLC (Chen et al., 2001; Zang et al., 1997) 
วิเคราะหปริมาณสารประกอบคาเทชินไดแก EGCG EGC ECG EC และ คาเทชินในสาร

สกัดชาเขียวโดย High performance Liquid Chromatography (HPLC) เปรียบเทียบกับสารละลาย

มาตรฐาน EGCG EGC ECG EC และ คาเทชิน (Sigma-Aldrich, USA) โดยใชอะซีโตไนไตรล 

(Acetonitrile: CH3CN, HPLC grade, Lab-scan, Ireland) เอทิลอะซีเตรท (ethyl acetate) และน้ํา
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ปราศจากไอออน (deionize water) หรือน้ําดีไอ (DI) เปนโมบายเฟส (mobile phase) โดยมีขั้นตอน

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน และการเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหดังนี ้

 

3.2.6.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อวิเคราะห HPLC  
ช่ังสารละลายมาตรฐาน EGCG 0.00229 g ปรับปริมาตรดวยน้ํา DI 1 ml ความเขมขน5 mM 

ช่ังสารละลายมาตรฐาน EGC 0.00153 g ปรับปริมาตรดวยน้ํา DI 1 ml ความเขมขน5 mM 

ช่ังสารละลายมาตรฐาน ECG 0.00221 g ปรับปริมาตรดวยน้ํา DI 1 ml ความเขมขน5 mM 

ช่ังสารละลายมาตรฐาน EC 0.00145 g ปรับปริมาตรดวยน้ํา DI 1 ml ความเขมขน5 mM 

ช่ังสารละลายมาตรฐาน คาเทชิน  0.00145 g ปรับปริมาตรดวยน้ํา DI 1 ml ความเขมขน5 mM 

จากนั้นเจือจางลงเปน 2.5 1.25 0.625 0.3125 mM 

 

3.2.6.2 การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะห HPLC  
ใบชาเขียวแหง  2 กรัม ปน/บด ใหละเอียด นํามาสกัดดวยน้ํารอน 100 มิลลิลิตร 80 

oC  นาน 15 นาที  ท้ิงใหเย็นที่อุณหภูมิหองกรองดวยกระดาษกรองเบอร1(Whatman No.1) นําสาร

สกัดกรองอีกครั้งดวย cellulose acetate membrane (Whatman, 0.45 µm pore size) ฉีดสารสกัด (20 

mg/ ml) จํานวน 50 ไมโครลิตรเขา column (Spherosorb-ODS2 type analytical column, 250x4.6 

mm, 5 µm) โมบายเฟสประกอบดวย 0.05% H2SO4, acetonitrile และ ethyl acetate (86:12:2, v/v/v) 

อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตร / นาที ในชวงความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรใชเวลาทั้งหมด 40 นาที 

 
วิธีการวิจัย แบงออกเปน 4 ตอน ประกอบดวย 
ตอนที่ 1  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการอบแหงชาเขียวดวยไมโครเวฟสุญญากาศ 

ตอนที่ 2  การศึกษาปริมาณสารสกัดสมุนไพรที่มีตอปริมาณคาเทชินในชาเขียว 

ตอนที่ 3  การพัฒนาผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอม 

ตอนที่ 4  การศึกษาการยอมรับผลิตภัณฑสุดทายของผูบริโภค 

โดยแตละขั้นตอนของการทดลองมีวิธีการดังตอไปนี ้
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ตอนที่ 1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการอบแหงชาเขียวดวยไมโครเวฟสุญญากาศ 

 

วัตถุดิบคือ  ชาอัสสัมสดจากไรชาระมิงค  จํานวน 1 กิโลกรัม นํามาทําแหงดวยเครื่อง

ไมโครเวฟสุญญากาศ (MarchCool, Co., Thailand)  โดยศึกษา 2 ปจจัย ไดแก กําลังไมโครเวฟ 3 

ระดับ 3,200 3,600 และ 4,000 วัตต และเวลาในการทําแหง 3 ระดับ 20, 30 และ 40 นาที วาง

แผนการทดลองแบบ 32 Factorial (3 ซํ้า) นําตัวอยางชาอบแหงมาตรวจสอบคุณภาพดังนี้ 

 

การวิเคราะห 
 - การวัดคาสี L* a* b* และ ∆E* โดยระบบ CIE วัดโดยเครื่องวัดสี Hunter Lab 

 - ความชื้น (AOAC, 2000) 

 - ปริมาณของแข็งท้ังหมด (AOAC, 2000) 

 - คาวอเตอรแอคติวิต ี (aw, AquaLab LITE, USA) 

 - ปริมาณเถาท้ังหมด (AOAC, 2000) 

 
การทดสอบการยอมรับของผูบริโภค  
ผูบริโภคจํานวน 150 คนโดยวิธีหาคะแนนความชอบใหอัตราความชอบเปน 9 คะแนน โดยที่ 1 

คือไมชอบมากอยางยิ่ง 5 คือ เฉยๆ และ 9 คือ ชอบมากอยางยิ่ง (Meilgaard et al., 2007) ประเมินในดาน

ความชอบโดยรวม, สี, กล่ิน และกล่ินรส การเตรียมตัวอยาง ชาเขียวท่ีอบแหงดวยไมโครเวฟสุญญากาศ 

จํานวน 1 g แชในน้ํารอนอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที โดยเสิรฟตัวอยางชาที่อุณหภูมิ 65-70 

องศาเซลเซียส ในถวยพลาสติก 20 ml ประเมินความชอบและการยอมรบั 

 
ตอนที่ 2 การศึกษาผลของสารสกัดตะไครและชะเอมที่มีตอปริมาณคาเทชินในชาเขียว 
 การศึกษาระดับความเขมขนของสารสกัดตะไคร (0%, 1%, 2 %) และความเขมขนของสาร

สกัดชะเอม (0%, 1%, 2 %) ตอปริมาณสารคาเทชินในสารสกัดชาเขียว โดยในการศึกษาจะกําหนด

ระดับความเขมขนของสารสกัดชาเขียวไวท่ี 2 % และใชระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาโดยการเขยา

เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง วางแผนการทดลองแบบ 32 Factorial experiment ทําการทดลอง 3 

ซํ้า โดยมีปจจัยในการศึกษาดังนี ้
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ตาราง 3.2 ระดับปจจัยท่ีใชในการศึกษาระดับความเขมขนของสารสกัดตะไครและชะเอมตอ

ปริมาณสาระสําคญัในสารสกัดชาเขียว 

 

ปจจัยที่ศึกษา ระดับต่ํา (-) ระดับกลาง (0) ระดับสูง (+) 
A. สารสกัดตะไคร (%) 
B. สารสกัดชะเอม (%) 

0 
0 

1 
1 

2 
2 

 
ตาราง 3.3 ส่ิงทดลองจากการวางแผนการทดลองแบบ 32 Factorial experiment 
 
32 Factorial experiment ส่ิงทดลอง สารสกัดตะไคร (%) สารสกัดชะเอม (%) 

 
                         a1   (-)      
A                      a2   (0) 
                         a3   (+) 
 
                        b1   (-) 
  B                   b2   (0) 
                        b3   (+) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

0 
0 
0 
1 
1 
1 
2 
2 
2 

0 
1 
2 
0 
1 
2 
0 
1 
2 

 
การวิเคราะห 
-  ปริมาณฟนอลิคท้ังหมด โดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric method        

-  กิจกรรมสารแอนติออกซิแดนท โดยวิธี DPPH method      

-  วิเคราะห  EGCG EGC ECG คาเทชิน และ EC ดวย High performance liquid chromatography 

(HPLC) ดัดแปลงจาก Chen, et al., (2001)         
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ตอนที่ 3 การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอม 
 3.1 การหาสูตรพ้ืนฐานผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอม 

การเตรียมตัวอยาง 

นําชาเขียวผสมกับตะไครและชะเอม โดยมีอัตราสวนของสวนผสมทั้ง 4 สูตร ดังนี้ ชาเขียว 

(50-80%) ชะเอม (10-40%) และตะไคร (10-40%) ดังตาราง 3.4   

 

ตาราง 3.4 อัตราสวนผสมของสูตรชาเขียวผสมตะไครและชะเอม 
 

สูตร ชาเขียว (%)  ตะไคร (%) ชะเอม (%) 

1 50 40 10 

2 50 25 25 

3 50 10 40 

4 80 10 10 

 
การวิเคราะห 
 - การวัดคาสี L* a* b* และ ∆E* โดยระบบ CIE วัดโดยเครื่องวัดสี Hunter Lab 

 - ความชื้น (AOAC, 2000) 

 - ปริมาณของแข็งท้ังหมด (AOAC, 2000) 

 - คาวอเตอรแอคติวิต ี (aw, AquaLab LITE, USA) 

 - ปริมาณเถาท้ังหมด (AOAC, 2000) 

 
การทดสอบการยอมรับ ของผูบริโภค   

การทดสอบการยอมรับของผูบริโภค จากผูบริโภคจํานวน 100 คน โดยวิธี 9-point Hedonic 

scaling (Resurreccion, 1998; Meilgaard et al., 2007). ใหอัตราความชอบเปน 9 คะแนน โดยที่ 1 

คือไมชอบมากอยางยิ่ง 5  คือ เฉยๆ และ 9 คือชอบมากอยางยิ่ง (Meilgaard et al., 1999)  การเตรียม

ตัวอยางชาผสมตะไครและชะเอมทั้ง 4 สูตร จํานวน 1 g แชในน้ํารอนอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส 

นาน 3 นาที โดยเสิรฟตัวอยางชาที่อุณหภูมิ 65-70 องศาเซลเซียส ในถวยพลาสติก 20 ml ประเมิน

ในดานความชอบโดยรวม สี กล่ินโดยรวม กล่ินรสชา กล่ินรสตะไคร กล่ินรสชะเอม รสชาติ

โดยรวม และความรูสึกหลังชิม  นอกจากนั้นทําการสอบถามความเห็นของผูบริโภค  เพื่อหาทิศทาง
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ในการพัฒนาผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอม โดยใชวิธี just about right (Meilgaard et al., 
2007) ดังแสดงในแบบสอบถามภาคผนวก ข-2 

 

3.2   การพัฒนาสูตรท่ีเหมาะสมในการพัฒนาผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอม 

 การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอม  การทดลองนี้จะหาสัดสวนที่

เหมาะสมของสวนผสมตางๆ เพื่อใหไดสูตรท่ีผูทดสอบชอบมากที่สุด  โดยใชแผนการทดลอง 

Mixture Design แบบ D-optimal ซ่ึงเปนแผนการทดลองที่ใชในการหาสวนผสมของสูตรท่ี

เหมาะสม (optimization) โดยใหไดปริมาณคาเทชินที่เหมาะสมที่ผูบริโภคยอมรับได เพื่อหาสูตร

และคุณสมบัติท่ีเหมาะสมของผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอมจากแผนการทดลอง mixture 

design ไดส่ิงทดลอง 12 สูตร (ภาพ 3.1) ซ่ึงมีสวนผสมในอัตราสวนท่ีแตกตางกัน ดังแสดงในตาราง 

3.5 โดยมีปจจัยท่ีศึกษาดังนี้ 

 

ปริมาณชาเขียว 50-70 % 

ปริมาณตะไคร 10-20 % 

ปริมาณชะเอม 20-40% 

DESIGN-EXPERT Plot

StdErr of Design
Design Points

X1 = A: green tea
X2 = B: lemongrass
X3 = C: liquorices

A: green tea
70.00

B: lemongrass
30.00

C: liquorices
40.00

20.00 10.00

50.00

StdErr of Design

22

22

 
 

ภาพ 3.1 ส่ิงทดลองจากการวางแผนแบบ mixture design แบบ D-optimal 
 

 

( 7 ) 

(3) 

(5, 12) 

(4, 11) 

(1) 

(2) 

(6) 

(9) 

(8) 

(10) 
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ตาราง 3.5 ส่ิงทดลองของการทดลองแบบ mixture design แบบ D-optimal ท้ัง 3 ปจจัย 

 

ส่ิงทดลอง ชาเขียว (%) ตะไคร (%) ชะเอม (%) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

60 

65 

60 

70 

50 

50 

56.25 

53.75 

61.25 

50 

70 

50 

20 

15 

10 

10 

10 

20 

17.50 

12.50 

15 

15 

10 

10 

20 

20 

30 

20 

40 

30 

26.25 

33.75 

23.75 

35 

20 

40 

 
การวิเคราะห 
 - การวัดคาสี L* a* b* และ ∆E* โดยระบบ CIE วัดโดยเครื่องวัดสี Hunter Lab 

 - ความชื้น (AOAC, 2000) 

 - ปริมาณของแข็งท้ังหมด (AOAC, 2000) 

 - คาวอเตอรแอคติวิต ี (aw, AquaLab LITE, USA) 

 - ปริมาณเถาท้ังหมด (AOAC, 2000) 

- ปริมาณฟนอลิคท้ังหมด โดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric method        

- กิจกรรมสารแอนติออกซิแดนท โดยวิธี DPPH method      

-วิเคราะห EGCG EGC ECG คาเทชิน และ EC  ดวย HPLC  

  ดัดแปลงจาก Chen, et al., (2001)   
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การวิเคราะหทางประสาทสัมผัสเชิงพรรณนา (descriptive sensory analysis) 

ทําการคัดกรองผูทดสอบที่มีความสามารถในการรับรูทางประสาทสัมผัส โดยใชแบบสอบถาม

คัดกรองเบื้องตน (prescreening questionnaire) และแบบทดสอบการอานสเกล โดยคัดเลือกผูทดสอบที่

สามารถตอบคําถามไดชัดเจนถูกตองไมต่ํากวา 80% และขอสอบชุดการอานสเกลตองอานไดถูกตอง

และผิดพลาดไดไมเกิน 10% จากนั้นจึงทําการทดสอบดานความเฉียบแหลม (acuity test) โดยใหผู

ทดสอบทําแบบทดสอบ Triangle test, Duo-trio test และ Ranking test กําหนดเกณฑผูท่ีผานเขารอบ

ตอไป คือ มีความสามารถแยกความแตกตางในแบบทดสอบ Triangle test ถูกตอง 50-60% Duo-trio test 

ถูกตอง 70-80% และผูท่ีผานการทดสอบการจัดอันดับสามารถจัดอันดับไดถูกตองมากกวา 80% จากนั้น

คัดกรองใหได ผูทดสอบที่มีความเหมาะสมที่ สุดผานเขาสูขั้นตอนการฝกหัดจํานวน  10 คน 

ประกอบดวยผูทดสอบเพศชาย 3 คน และหญิง 7 คน โดยเปนนักศึกษาในระดับปริญญาโทจํานวน 10 

คน  จากสาขาวิชาเทคโนโลยีการพัฒนาผลิตภัณฑ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

จากนั้นทําการเปดอภิปรายกลุมเพื่อฝกฝนผูทดสอบใหเขาใจและประเมินผลไปในทิศทางเดียวกัน โดย

ใชเวลาฝกฝน 8 ช่ัวโมง (2 ช่ัวโมง/การประชุม) ไดผลดังนี ้

 

การประชุมคร้ังที่ 1 
ทําการเปดอภิปรายกลุมเพือ่หาคุณลักษณะที่สําคัญของชาเขียว โดยผูทดสอบสามารถระบุ

คุณลักษณะที่สําคัญของชาเขียวตามลําดับการรับรูกอน-หลัง โดยแบงเปน ดานลักษณะปรากฏ ดาน

กล่ิน ดานกล่ินรส และความรูสึกหลังกลืน 

 

การประชุมคร้ังที่ 2 
สําหรับการประชุมครั้งนี้ ใหผูทดสอบทําการคัดเลือกตัวอยางอางอิงท่ีเหมาะสมในแตละ

คุณลักษณะ  

 

การประชุมคร้ังที่ 3 
เตรียมตัวอยางอางอิงท่ีเหมาะสมในแตละคุณลักษณะที่ความเขมขน 2 ระดับ แลวเปด

อภิปรายกลุมเพื่อหาระดับความเขม (intensity) ของตัวอยางอางอิงโดยใชความเห็นรวมกัน  

 

การประชุมคร้ังที่ 4 
ฝกการประเมินตวัอยางชาเขียวผสม (warm-up sample) โดยเสนอตัวอยางชาเขียวผสมซ่ึง

เปนตัวอยางที่เสนอใหผูทดสอบกอนการประเมินตัวอยางจริง (warm-up sample) โดยใหผูทดสอบ
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ใหคะแนนความเขมของตัวอยางทุกคุณลักษณะ โดยทําเครื่องหมายขีด        ลงบนเสนตรงตาม

ระดับรูสึกของแตละคน แลวจึงสรุประดับความเขมขนโดยใชความเห็นคิดเห็นรวมกัน  

หลังจากฝกฝนผูทดสอบจนครบ 4 ครั้งแลว จึงทําการประเมินตัวอยางชาเขียวผสมตะไคร

และชะเอมจํานวน 12 ตัวอยาง โดยทดสอบซํ้า 2 ครั้ง จากแบบทดสอบการประเมินผลิตภัณฑทําการ

วัดระยะทางบนสเกลเสนตรงในหนวยมิลลิเมตร จากปลายซายสุดถึงตําแหนงท่ีผูทดสอบแตละคน

ทําเครื่องหมายขีด            ไวในแตละคุณลักษณะ จากนั้นนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหความแปรปรวน 

(ANOVA)  

 

การทดสอบการยอมรับของผูบริโภค  
ทดสอบผูบริโภคจํานวน 100 คน โดยใช Hedonic scaling 9 point (Meilgaard et al., 2007) 

เพื่อหาสูตรท่ีผูบริโภคใหการยอมรับมากที่สุดในผลิตภัณฑท่ีทําการพัฒนา แลวทําการแสดงผลเปน

คาเฉล่ียและหาคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

ตอนที่ 4   การศึกษาคุณภาพและการยอมรับของผูบริโภคตอผลิตภัณฑสุดทาย 
 

การทดสอบการยอมรับ ของผูบริโภค   
โดยใชผูบริโภคท้ังหมด 200 คน ใชวิธีการทดสอบแบบ 9-point hedonic scale ทดสอบทั้ง

ในดาน สี กล่ิน รสชาติ ความฝาดเฝอน ความรูสึกหลังชิม และความชอบโดยรวม พรอมตัดสินดาน

การยอมรับ และการซ้ือ   

 

การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย 
การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย จะทําการตรวจวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพเคมี 

ของผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอม 

 

การวิเคราะห 
 - การวัดคาสี L* a* b* และ ∆E* โดยระบบ CIE วัดโดยเครื่องวัดสี Hunter Lab 

 - ความชื้น (AOAC, 2000) 

 - ปริมาณของแข็งท้ังหมด (AOAC, 2000) 

 - คาวอเตอรแอคติวิต ี (aw, AquaLab LITE, USA) 

 - ปริมาณเถาท้ังหมด (AOAC, 2000) 

(    ) 

(    )  
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- ปริมาณฟนอลิคท้ังหมด โดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric method        

- กิจกรรมสารแอนติออกซิแดนท โดยวิธี DPPH method      

     - วิเคราะห EGCG EGC ECG คาเทชิน และ EC ดวย HPLC  

                              ดัดแปลงจาก Chen, et al., (2001)  

 

            การวิเคราะหทางสถิต ิ
 จากการวางแผนการทดลองแบบ 32 Factorial วิเคราะหคาทางเคมีกายภาพทั้งหมด 3 ซํ้า นํา

ขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหความแปรปรวน MANOVA (กัลยา, 2549) และเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดย

โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) 

วิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance) ความแตกตางของส่ิงทดลองดวยวิธี 

Duncan' new multiple range test (DMRT) และวิเคราะห Logistic regression เพื่อศึกษาการยอมรับ

และการตัดสินใจซ้ือผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอม   

ขอมูลท่ีไดจากการวัดคุณภาพทางดานประสาทสัมผัส นํามาวิเคราะหหาชวงของสูตรท่ี

เหมาะสม (optimization) ใชวิธีการพื้นผิวตอบสนอง (RSM) โดยใชโปรแกรม Design-expert 

version 6.0.10 (Statease Inc., USA) คาท่ีใชในการคัดเลือกระดับของสวนผสมที่เหมาะสมในการ

พัฒนาผลิตภัณฑชาเขียวผสมตะไครและชะเอม คือ คะแนนการยอมรับคุณภาพทางประสาทสัมผัส

ในดานลักษณะความชอบโดยรวม กล่ินรสโดยรวม ความฝาดเฝอน และความรูสึกหลังกลืน อยาง

นอย 6 (Resurreccion, 1998) มีปริมาณ EGCG และ EGC สูง 
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