
 
บทที่ 3 

วัสดุ  อุปกรณ  และวิธกีารทดลอง 
 
 

3.1 วัสดุ 
3.1.1 วัตถุดิบ 

1. ตัวอยางใบชาสด สายพันธุอูหลงเบอร 12 เก็บจาก 3 ทองท่ีในจังหวัดเชียงราย 
คือ อําเภอแมฟาหลวงซ่ึงเกบ็ในเดือนมีนาคม 2549 อําเภอเมืองเก็บในเดือนเมษายน 2549 และ
อําเภอแมลาวเก็บในเดือนกนัยายน 2549 

2. ตัวอยางใบชาสดและแหง ในกระบวนการผลิตสายพันธุอูหลงเบอร 12 ไดรับ
จากโรงงานใบชาในจังหวดัเชียงราย จํานวน 3 โรงงาน ไดแก โรงงานท่ี 1 จากอําเภอแมฟาหลวง 
ซ่ึงเก็บในเดือนเมษายน 2549 โรงงานท่ี 2 จากอําเภอแมฟาหลวง เกบ็ในเดือนสิงหาคม 2549 และ
โรงงานท่ี 3 จากอําเภอแมจนั เก็บในเดือนมกราคม 2550 

3. ตัวอยางชาที่ผานข้ันตอนการผลิตต้ังแตการผ่ึงจนถึงการมวนใบ ท่ีนาํมาผลิตเพื่อ
ใชในการทดสอบทางประสาทสัมผัส ใชชาสายพันธุอูหลงเบอร 12 จากโรงงานท่ี 1 อําเภอแมฟา
หลวง ซ่ึงเก็บในเดือนกรกฎาคม 2550 และโรงงานท่ี 2 อําเภอแมฟาหลวง เก็บในเดือนกันยายน 
2550 

4. ตัวอยางชาอูหลงจากทองตลาด สายพันธุอูหลงเบอร 12 จากอําเภอแมจัน 
จังหวดัเชียงราย 

3.1.2 สารเคมี 

ใชสารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade) ไดแก (-)-epigallocatechin 

gallate, (+)-catechin และ gallic acid (Sigma, Germany), sodium carbonate, sodium 

nitrite และ sodium hydroxide (Merck, Germany), trifluoroacetic acid (Fluka, 
Switzerland), acetronitrile (ACN) (J.T. Baker, USA), folin-ceocultue (CarloErba, Italy) 
และ aluminium chloride (BDH, England) 

 
3.2 การเก็บตัวอยาง 

3.2.1 ตัวอยางใบชาสด 

 ทําการเก็บชาสายพันธุอูหลงเบอร 12 ในไรชา 3 ไร จากอําเภอเมือง อําเภอแมลาว 
และอําเภอแมฟาหลวง จังหวัดเชียงราย ตอนเชาประมาณ 9.00 นาฬกิา โดยใชมือเด็ด เก็บแยกเปน 
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  (1)   (2)    (3) 

 
รูป 3.1 สวนยอดตูม (1) สวนใบออนสองใบแรก (2) สวนยอดตูมกับใบออนสองใบแรก (3) 

 
3.2.2 ตัวอยางใบชาในกระบวนการผลิต 

ทําการสุมตัวอยางในกระบวนการผลิต โดยสุมเก็บมาจากจุดตาง ๆ 10 จุดภายใน
รุนนั้น ตวัอยางใบชาในกระบวนการผลิตประกอบไปดวยใบชาจากแตละข้ันตอน ดงันี้ 

1. ข้ันตอนการรับชาจะเก็บชาหลังจากคนงานเก็บตัวอยางชาใสกระสอบผา หรือ
ตะกรา (รูป ก.1 ในภาคผนวก) มาสงถึงโรงงานชา 

2. ข้ันตอนการพลิกกลับใบดวยเคร่ืองหมุนไมไผ (รูป ก.2 ในภาคผนวก) โดยเก็บ
กอนเขาเคร่ืองหมุนไมไผและเม่ือออกจากเคร่ืองหมุนไมไผ 

3. ข้ันตอนการค่ัวดวยเคร่ืองค่ัวทรงกระบอกแบบหมุน (rotary panner) (รูป ก.3
ในภาคผนวก) โดยเก็บกอนเขาเคร่ืองค่ัว และเม่ือออกจากเคร่ืองค่ัวคร้ังแรกและคร้ังท่ีสอง 

4. ข้ันตอนการนวด ดวยเคร่ืองนวดชา (รูป ก.4 ในภาคผนวก) จะเก็บหลังจากชา
ออกมาจากเคร่ืองนวด 

5. ข้ันตอนการอบดวยเคร่ืองอบลมรอน (tray drier) แบบสายพานลําเลียง   (รูป 
ก.5 ในภาคผนวก) โดยเกบ็ใบชากอนเขาเคร่ืองอบ และเม่ือออกมาจากเคร่ืองอบคร้ังแรกและคร้ัง
สุดทาย 

6. ข้ันตอนการผ่ึงคางคืน เก็บจากกระดงท่ีผ่ึงชาไวคางคืน (รูป ก.6 ในภาคผนวก) 
กอนท่ีจะเขาสูกระบวนการอ่ืนตอไป 
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7. ข้ันตอนการมวนใบ ดวยเคร่ืองมวน (rolling mill) (รูป ก.7 ในภาคผนวก) จะ
เก็บใบชาหลังจากออกมาจากเคร่ืองมวนรอบแรก 

ใบชาท่ีไดจากแตละข้ันตอนในกระบวนการผลิตของแตละโรงงาน ข้ันตอนละ 30 

กรัม จะถูกนาํมาใหความรอนดวยเคร่ืองไมโครเวฟ (Sharp, model R-246, Japan) ท่ีระดับความ
รอน 600 วตัต เปนระยะเวลา 90 วินาที จากนัน้จะนํามาบรรจุใสกระปุกพลาสติกสีขาวขุน 
ทรงกระบอกขนาดเสนผานศูนยกลาง 3.5×5.5 นิว้ แลวปดฝาใหแนนหุมดวยฟลมหุมอาหาร ชนดิ 
PVC บรรจุใสกลองโฟมซ่ึงมีน้ําแข็งบรรจุอยู เพื่อขนสงใบชาจากโรงงานชามายงัหองปฏิบัติการ
มหาวิทยาลัยแมฟาหลวง จังหวัดเชียงราย แลวนําไปแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอ
การวิเคราะหตอไป 

3.2.3 ตัวอยางชาเม็ดท่ีผานข้ันตอนการผลิตต้ังแตการผ่ึงจนถึงการมวนใบ ปริมาณ 500 

กรัม เก็บใสถุงพลาสติกชนิด polypropylene (PP) แลวรัดยางใหแนน ขนสงมายงัหองปฏิบัติการ
มหาวิทยาลัยแมฟาหลวง จงัหวัดเชียงราย แลวนํามาทําการทดลองทันทีเม่ือมาถึงหองปฏิบัติการ 

หรือเก็บในตูเย็นอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอทําการทดลองตอไป 
3.2.4 ตัวอยางชาอูหลงจากทองตลาด บรรจุสุญญากาศในถุง aluminium foil laminate 

ขนาดบรรจุ 500 กรัม เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองเพื่อรอการทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 

3.3 วิธีการทดลอง 
3.3.1 การศึกษาปริมาณ total polyphenol, total catechins และ EGCG ในยอดและ

ใบ และการศึกษาเวลาในการผ่ึงตอปริมาณ total polyphenol, total catechins และ EGCG 

ใบชาสดแตละสวนท่ีเก็บจากไรชา จากขอ 3.2.1 จะถูกแบงเปน 7 สวน สวนละ
ประมาณ 20 กรัม นํามาใสตระกราพลาสติก จากนั้นนําไปผ่ึงในท่ีรมในหองปฏิบัติการ เปนเวลา 0, 

1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาจะนําแตละสวนของชาออกมา 1 สวน แลวนํามาใหความ
รอนดวยเคร่ืองไมโครเวฟ (Sharp, model R-246, Japan) ท่ีระดบัความรอน 600 วัตต เปน
ระยะเวลา 90 วินาที  แลวบรรจุใสถุงซิปพลาสติก ขนาด 6×9 นิ้ว    จากนั้นนําไปแชแข็งท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 

3.3.2 การศึกษาผลของอุณหภู มิและเวลาในการอบใบชาเม็ดตอปริมาณ  total 

polyphenol, total catechins และ EGCG 

นําตัวอยางชาเม็ดท่ีไดจากขอ 3.2.3  แบงใสถาดอลูมิเนียมขนาด 8.5 × 12 นิ้ว 
ถาดละประมาณ 25 กรัม 12 ถาด นํามาอบที่อุณหภูมิ 90, 100, 110 และ 120 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 60, 90 และ 120 นาที โดยเร่ิมอบทีละอุณหภูมิ เร่ิมท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส     ในตูอบ
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สภาวะท่ีมีปริมาณ EGCG และ total catechins สูงสุดและมีปริมาณความช้ืนไม
เกิน 7 เปอรเซ็นต ตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมใบชา แสดงดังภาคผนวก ง จะถูกคัดเลือก
เพื่อนําไปทดสอบทางประสาทสัมผัส 

3.3.3 การทดสอบทางประสาทสัมผัส 

ทดสอบลักษณะท่ัวไปของน้ําชาในดาน  สี  กล่ินหอมของชา  รสชาติของน้ําชา รส
หวานหลังจากกลืน (sweet aftertaste) ความฝาด ความขม และความชอบโดยรวม จากใบชาทีผ่าน
กระบวนการผลิตต้ังแตข้ันตอนการผ่ึงจนมวนเปนเม็ด แลวนําไปอบที่หองปฏิบัติการดวยอุณหภมิู
และเวลาตามขอ 3.3.1  ท่ีมีปริมาณ total catechins และ สูงสุด จาก 2 โรงงาน โดยใชผูชิมท่ีไม
ผานการฝกฝน 50 คน ซ่ึงเปนนักศึกษาและพนักงานในมหาวิทยาลัยแมฟาหลวง ใชการทดสอบการ
ยอมรับแบบ 9 point hedonic scale (9 = ชอบมากท่ีสุด 8 = ชอบมาก 7 = ชอบปานกลาง 6 = 
ชอบเล็กนอย 5 = เฉยๆ 4 = ไมชอบเล็กนอย 3 = ไมชอบปานกลาง 2 = ไมชอบมาก 1 = ไมชอบ
มากท่ีสุด) ตามแบบประเมินคุณภาพ ในภาคผนวก ค ทําการชงชาดัดแปลงจาก Wang et al. 

(2004)  โดยนําชา 3 กรัม ใสลงในถวยชงชา  แลวรินน้าํเดือด ปริมาณ 150 มิลลิลิตร ใสลงในถวย
ชงชา จับเวลา 2 นาที แลวกรองกากชาออก รินใสถวยชิมชนิดเมลามีนสีขาว ปริมาณ 20 มิลลิลิตร 
และจัดเรียงใสถาดโดยวิธีสุม ตั้งช่ือตัวอยางเปนเลขสุม 3 ตําแหนง เสริฟใหกับผูชิมคร้ังละ 3 

ตัวอยาง ท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) ผูชิมจะชิมในหองชิมอยางเปนอิสระตอกันแลวให
คะแนนในแบบประเมินคุณภาพ ทําการทดลองท้ังหมด 3 ซํ้า เปรียบเทียบกับตัวอยางผลิตภัณฑชาท่ี
ไดจากทองตลาด สายพันธุอูหลงเบอร 12  
 
3.4 วิธีการวิเคราะห 
 3.4.1 การเตรียมตัวอยาง 

นําชาท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาท้ิงไวใหละลายท่ีอุณหภูมิหอง แลว
บดดวยเคร่ืองบดตัวอยาง (Philips, HR1721, China) ท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา 30 วินาที แลว
เก็บไวในถุงซิปท่ีแหงขนาด 6×9 นิ้ว เพื่อนาํไปวิเคราะหตอไป 

3.4.2 การเตรียมสารสกัดจากชา 
ช่ังตัวอยางชาสดและชาแหงท่ีบดละเอียด อยางละ 1 กรัม ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 

250 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ลงไป 100 มิลลิลิตร แลวกวนผสมบนเตาให
ความรอนพรอมแผนกวนแมเหล็ก (IKA, RTCB, Malaysia) ท่ีปรับระดับความรอนใหคง
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3.4.3 การวิเคราะห total polyphenol  

นําสารสกัดจากชาทําปฏิกิริยากับ Folin-Ciocalteu reagent ซ่ึงประกอบดวย 
phosphomolybdic-tungstic acid reagents ซ่ึงเปนตัวออกซิไดซหมูฟนอลิคไฮดรอกซิลของ
สารประกอบฟนอลิคในสารสกัดจากชา เกิดเปน tungsten และ molybdenum blue ซ่ึงเปน
สารประกอบสีน้ําเงินและสามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสูงสุด 760 นาโนเมตร แลวหา
ปริมาณรวมสารประกอบฟนอลิคโดยเปรียบเทียบกับปริมาณของ gallic acid มีวิธีการ ดังนี ้

เตรียม stock solution โดยช่ัง gallic acid 100 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรใหครบ 
100 มิลลิลิตร จะไดความเขมขนของ gallic acid 1000 สวนในลานสวน(ppm) แลวเตรียม 

gallic acid working standard solution 7 ความเขมขน คือ 10, 25, 50, 100, 150, 200 และ 
250 ppm 

ปเปตสารสกัดจากชา  จากขอ 3.4.1 น้ํากล่ัน (blank)  และ gallic acid working 

standard solution ความเขมขน 10, 25, 50, 100, 150, 200 และ 250 ppm ใสหลอดทดลอง 
0.125 มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ัน 0.5 มิลลิลิตร  Folin-Ciocalteu reagent  0.125 มิลลิลิตร ผสมให
เขากันท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 6 นาที เติมโซเดียมคารบอเนต 7 เปอรเซ็นต (w/v) 1.25 มิลลิลิตร  แลว
ปรับปริมาตรใหครบ 3 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน  กวนผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสม (vortex mixer) 

(Velp Scientifica, Italy) ตั้งท้ิงไว 90 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง กอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 
760 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (PerkinElmer Lamda 35, USA) หาปริมาณรวม
ของสารประกอบฟนอลิค โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน gallic acid (รูป ข.1 ในภาคผนวก) 
และรายงานผลเปน เปอรเซนตโดยนํ้าหนักแหงของชา (Sakanaka et al., 2005) 

 
3.4.4 การวิเคราะห total catechins  

เตรียม stock solution โดยช่ัง (-)-catechin 50 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรใหครบ 50

มิลลิลิตร จะไดความเขมขนของ (-)-catechin 1000 ppm แลวเตรียม gallic acid working 

standard solution 8 ความเขมขน คือ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 ppm    
 ปเปตสารสกัดจากชา  จากขอ 3.4.1 น้ํากล่ัน (blank) และ catechin working 

standard solution เขมขน 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 ppm   ใสหลอดทดลองปริมาณ 
0.25 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 1.25 มิลลิลิตร โซเดียมไนไตรท 5 เปอรเซ็นต (w/v) 0.075 มิลลิลิตร 
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(Sakanaka et al., 2005) 

การวิเคราะห EGCG 3.4.5 

วิเคราะหปริมาณ EGCG ดวยเคร่ือง HPLC (Water, 2695 separation module, 

USA) ประกอบดวย photodiode array detertor รุน 2996 และ autiosampler ใชคอลัมน ซ่ึง
ภายในเปน reversed-phase material ชนิด Platinum EPS C18 100A Rocket (53 × 7 

มิลลิเมตร, 3 ไมโครเมตร) (Alltech, USA) และ guard column Platinum EPS C18 100A 

(7.5 × 4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร) (Alltech, USA)  

เตรียม stock solution โดยชั่ง (-)-epigallocatechin gallate  1 มิลลิกรัม  ปรับ
ปริมาตรใหครบ 10 มิลลิลิตร จะไดความเขมขนของ (-)-epigallocatechin gallate 1000 ppm 

แลวเตรียม (-)-epigallocatechin gallate working standard solution 8 ความเขมขนคือ 1, 5, 

10, 20, 40, 60, 40, 80 และ 100 ppm 

นําตัวอยางสารสกัดจากชา จากขอ 3.4.1 ไปกรองดวย syringe filter membrane 

ชนิด cellulose acetate ขนาด 0.45 ไมโครเมตร (Whatman, England) ลงใน vial ขนาด 1 

มิลลิลิตร แลวนําไปฉีดเขาเครื่อง HPLC โดยใชสภาวะดงันี้ (ศิริพัชร, 2548) 

Mobile phases Eluent A: Eluent B (87:13) 
(Eluent A: 0.05 เปอรเซ็นต (v/v) Trifluoro acetic 

acid (TFA) ท่ีมี EDTA (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) อยู 2 

มิลลิลิตร/ลิตร และ Eluent B:  Acetonitrile) 

Flow rate 2 มิลลิลิตร/ นาที 
Column temperature 30 องศาเซลเซียส 

นาโนเมตร Detection wavelength  210 

Injection volume  10 ไมโครลิตร 

Run time 13 นาที 
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คํานวณคาความเขมขนของ EGCG โดยใชโปรแกรม Millinium32 4.00 (Waters 

corporation, 2001) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (-)-epigallocatechin gallate (รูป ข.3 ใน
ภาคผนวก) และรายงานผลเปนเปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักแหงของชา 

3.4.6 การหาเปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัแหง 
นําใบชาท่ีบดละเอียดจากขอ 3.4.1 มาหาความช้ืนดดัแปลงจากวิธีของ ISO (1975) 

โดยช่ังตัวอยางชา 2 กรัม ในถวยอลูมิเนยีมท่ีอบจนน้ําหนักคงท่ีและชั่งน้ําหนกัแลว จดน้ําหนกัท่ี
แนนอน จากนั้นนําไปอบท่ีตูอบลมรอน (Contherm, Thermotech 2000, New Zealand) ท่ี
อุณหภูมิ 103±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง ท้ิงไวใหเย็นใน dessiccator แลวช่ังน้ําหนกั 
นําไปอบซํ้าอีกคร้ังเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ท้ิงไวใหเย็นใน dessiccator แลวช่ังน้ําหนกั จนไดน้ําหนัก
คงท่ี ตางกันไมเกิน 0.005 กรัม แลวคํานวณเปอรเซ็นตความช้ืน นําขอมูลท่ีไดไปหาเปอรเซ็นต
น้ําหนกัแหง โดยนําผลการวเิคราะหปริมาณ total polyphenol, total catechins และ EGCG มา
รายงานเปนเปอรเซ็นตน้ําหนักแหง โดยคํานวณจาก สมการ 3.1 
 

         เปอรเซ็นตน้ําหนักแหง   =      …….. (3.1) 
100)) ความช้ืน/(เปอรเซนต-(1
ยกน้ําหนักเปเปอรเซนต

      
3.5 การวิเคราะหผลทางสถิต ิ

วิเคราะหคุณภาพของใบชาทางเคมีท้ังหมด 3 ซํ้า นําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหขอมูลทาง
สถิติโดยใชโปรแกรม SPSS 13.0 ทําการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) แลวรายงานผล
เปนคาเฉล่ีย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน การวิเคราะหปริมาณ total polyphenol, total catechins และ 
EGCG ในใบชาท่ีไดจากกระบวนการผลิต ใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely 

Randomized Design, CRD) สําหรับการวิเคราะหปริมาณ total polyphenol, total catechins 

และ EGCG ในยอดและใบชา  ท่ีไดจากไรชา 3  ไร และการวิเคราะหคุณภาพทางประสาทสัมผัส
ใชแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณภายในบลอค (Randomized Complete Block Design, 

RCBD) และการวิเคราะหความสัมพันธของอุณหภูมิและเวลาในการอบแหงท่ีมีตอ polyphenol, 

total catechins และ EGCG ใชการทดลองแบบ 3 ×4 แฟคทอเรียลท่ีใชแผนการทดลองแบบสุม
ตลอด (Factorial Experiments in CRD) ทําการทดลอง 3 ซํ้า แลวเปรียบเทียบคาเฉล่ียแบบเปน
คู (multiple comparisons) โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับความ
เช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (p≤0.05) เพื่อวิเคราะหความแตกตางแตละทรีตเมนตสําหรับทุกการ
วิเคราะห 

 
 

 


