
 
บทที่ 3 

วัสดุ  อุปกรณ  และวิธกีารทดลอง 
 
 

3.1 วัสดุ 
3.1.1 วัตถุดิบ 

1. ตัวอยางใบชาสด สายพันธุอูหลงเบอร 12 เก็บจาก 3 ทองท่ีในจังหวัดเชียงราย 
คือ อําเภอแมฟาหลวงซ่ึงเกบ็ในเดือนมีนาคม 2549 อําเภอเมืองเก็บในเดือนเมษายน 2549 และ
อําเภอแมลาวเก็บในเดือนกนัยายน 2549 

2. ตัวอยางใบชาสดและแหง ในกระบวนการผลิตสายพันธุอูหลงเบอร 12 ไดรับ
จากโรงงานใบชาในจังหวดัเชียงราย จํานวน 3 โรงงาน ไดแก โรงงานท่ี 1 จากอําเภอแมฟาหลวง 
ซ่ึงเก็บในเดือนเมษายน 2549 โรงงานท่ี 2 จากอําเภอแมฟาหลวง เกบ็ในเดือนสิงหาคม 2549 และ
โรงงานท่ี 3 จากอําเภอแมจนั เก็บในเดือนมกราคม 2550 

3. ตัวอยางชาที่ผานข้ันตอนการผลิตต้ังแตการผ่ึงจนถึงการมวนใบ ท่ีนาํมาผลิตเพื่อ
ใชในการทดสอบทางประสาทสัมผัส ใชชาสายพันธุอูหลงเบอร 12 จากโรงงานท่ี 1 อําเภอแมฟา
หลวง ซ่ึงเก็บในเดือนกรกฎาคม 2550 และโรงงานท่ี 2 อําเภอแมฟาหลวง เก็บในเดือนกันยายน 
2550 

4. ตัวอยางชาอูหลงจากทองตลาด สายพันธุอูหลงเบอร 12 จากอําเภอแมจัน 
จังหวดัเชียงราย 

3.1.2 สารเคมี 

ใชสารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade) ไดแก (-)-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 การเก็บตัวอยาง 

3.2.1 ตัวอยางใบชาสด 

 ทําการเก็บชาสายพันธุอูหลงเบอร 12 ในไรชา 3 ไร จากอําเภอเมือง อําเภอแมลาว 
และอําเภอแมฟาหลวง จังหวัดเชียงราย ตอนเชาประมาณ 9.00 นาฬกิา โดยใชมือเด็ด เก็บแยกเปน 
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  (1)   (2)    (3) 

 
รูป 3.1 สวนยอดตูม (1) สวนใบออนสองใบแรก (2) สวนยอดตูมกับใบออนสองใบแรก (3) 

 
3.2.2 ตัวอยางใบชาในกระบวนการผลิต 

ทําการสุมตัวอยางในกระบวนการผลิต โดยสุมเก็บมาจากจุดตาง ๆ 10 จุดภายใน
รุนนั้น ตวัอยางใบชาในกระบวนการผลิตประกอบไปดวยใบชาจากแตละข้ันตอน ดงันี้ 

1. ข้ันตอนการรับชาจะเก็บชาหลังจากคนงานเก็บตัวอยางชาใสกระสอบผา หรือ
ตะกรา (รูป ก.1 ในภาคผนวก) มาสงถึงโรงงานชา 

2. ข้ันตอนการพลิกกลับใบดวยเคร่ืองหมุนไมไผ (รูป ก.2 ในภาคผนวก) โดยเก็บ
กอนเขาเคร่ืองหมุนไมไผและเม่ือออกจากเคร่ืองหมุนไมไผ 

3. ข้ันตอนการค่ัวดวยเคร่ืองค่ัวทรงกระบอกแบบหมุน (rotary panner) (รูป ก.3
ในภาคผนวก) โดยเก็บกอนเขาเคร่ืองค่ัว และเม่ือออกจากเคร่ืองค่ัวคร้ังแรกและคร้ังท่ีสอง 

4. ข้ันตอนการนวด ดวยเคร่ืองนวดชา (รูป ก.4 ในภาคผนวก) จะเก็บหลังจากชา
ออกมาจากเคร่ืองนวด 

5. ข้ันตอนการอบดวยเคร่ืองอบลมรอน (tray drier) แบบสายพานลําเลียง   (รูป 
ก.5 ในภาคผนวก) โดยเกบ็ใบชากอนเขาเคร่ืองอบ และเม่ือออกมาจากเคร่ืองอบคร้ังแรกและคร้ัง
สุดทาย 

6. ข้ันตอนการผ่ึงคางคืน เก็บจากกระดงท่ีผ่ึงชาไวคางคืน (รูป ก.6 ในภาคผนวก) 
กอนท่ีจะเขาสูกระบวนการอ่ืนตอไป 
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7. ข้ันตอนการมวนใบ ดวยเคร่ืองมวน (rolling mill) (รูป ก.7 ในภาคผนวก) จะ
เก็บใบชาหลังจากออกมาจากเคร่ืองมวนรอบแรก 

ใบชาท่ีไดจากแตละข้ันตอนในกระบวนการผลิตของแตละโรงงาน ข้ันตอนละ 30 

กรัม จะถูกนาํมาใหความรอนดวยเคร่ืองไมโครเวฟ (Sharp, model R-246, Japan) ท่ีระดับความ
รอน 600 วตัต เปนระยะเวลา 90 วินาที จากนัน้จะนํามาบรรจุใสกระปุกพลาสติกสีขาวขุน 
ทรงกระบอกขนาดเสนผานศูนยกลาง 3.5×5.5 นิว้ แลวปดฝาใหแนนหุมดวยฟลมหุมอาหาร ชนดิ 
PVC บรรจุใสกลองโฟมซ่ึงมีน้ําแข็งบรรจุอยู เพื่อขนสงใบชาจากโรงงานชามายงัหองปฏิบัติการ
มหาวิทยาลัยแมฟาหลวง จังหวัดเชียงราย แลวนําไปแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอ
การวิเคราะหตอไป 

3.2.3 ตัวอยางชาเม็ดท่ีผานข้ันตอนการผลิตต้ังแตการผ่ึงจนถึงการมวนใบ ปริมาณ 500 

กรัม เก็บใสถุงพลาสติกชนิด polypropylene (PP) แลวรัดยางใหแนน ขนสงมายงัหองปฏิบัติการ
มหาวิทยาลัยแมฟาหลวง จงัหวัดเชียงราย แลวนํามาทําการทดลองทันทีเม่ือมาถึงหองปฏิบัติการ 

หรือเก็บในตูเย็นอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอทําการทดลองตอไป 
3.2.4 ตัวอยางชาอูหลงจากทองตลาด บรรจุสุญญากาศในถุง aluminium foil laminate 

ขนาดบรรจุ 500 กรัม เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองเพื่อรอการทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 

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

ใบ และการศึกษาเวลาในการผ่ึงตอปริมาณ total polyphenol, total catechins และ EGCG 

ใบชาสดแตละสวนท่ีเก็บจากไรชา จากขอ 3.2.1 จะถูกแบงเปน 7 สวน สวนละ
ประมาณ 20 กรัม นํามาใสตระกราพลาสติก จากนั้นนําไปผ่ึงในท่ีรมในหองปฏิบัติการ เปนเวลา 0, 

1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาจะนําแตละสวนของชาออกมา 1 สวน แลวนํามาใหความ
รอนดวยเคร่ืองไมโครเวฟ (Sharp, model R-246, Japan) ท่ีระดบัความรอน 600 วัตต เปน
ระยะเวลา 90 วินาที  แลวบรรจุใสถุงซิปพลาสติก ขนาด 6×9 นิ้ว    จากนั้นนําไปแชแข็งท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 

3.3.2 การศึกษาผลของอุณหภู มิและเวลาในการอบใบชาเม็ดตอปริมาณ  total 

polyphenol, total catechins และ EGCG 

นําตัวอยางชาเม็ดท่ีไดจากขอ 3.2.3  แบงใสถาดอลูมิเนียมขนาด 8.5 × 12 นิ้ว 
ถาดละประมาณ 25 กรัม 12 ถาด นํามาอบที่อุณหภูมิ 90, 100, 110 และ 120 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 60, 90 และ 120 นาที โดยเร่ิมอบทีละอุณหภูมิ เร่ิมท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส     ในตูอบ
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สภาวะท่ีมีปริมาณ EGCG และ total catechins สูงสุดและมีปริมาณความช้ืนไม
เกิน 7 เปอรเซ็นต ตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมใบชา แสดงดังภาคผนวก ง จะถูกคัดเลือก
เพื่อนําไปทดสอบทางประสาทสัมผัส 

3.3.3 การทดสอบทางประสาทสัมผัส 

ทดสอบลักษณะท่ัวไปของน้ําชาในดาน  สี  กล่ินหอมของชา  รสชาติของน้ําชา รส
หวานหลังจากกลืน (sweet aftertaste) ความฝาด ความขม และความชอบโดยรวม จากใบชาทีผ่าน
กระบวนการผลิตต้ังแตข้ันตอนการผ่ึงจนมวนเปนเม็ด แลวนําไปอบที่หองปฏิบัติการดวยอุณหภมิู
และเวลาตามขอ 3.3.1  ท่ีมีปริมาณ total catechins และ สูงสุด จาก 2 โรงงาน โดยใชผูชิมท่ีไม
ผานการฝกฝน 50 คน ซ่ึงเปนนักศึกษาและพนักงานในมหาวิทยาลัยแมฟาหลวง ใชการทดสอบการ
ยอมรับแบบ 9 point hedonic scale (9 = ชอบมากท่ีสุด 8 = ชอบมาก 7 = ชอบปานกลาง 6 = 
ชอบเล็กนอย 5 = เฉยๆ 4 = ไมชอบเล็กนอย 3 = ไมชอบปานกลาง 2 = ไมชอบมาก 1 = ไมชอบ
มากท่ีสุด) ตามแบบประเมินคุณภาพ ในภาคผนวก ค ทําการชงชาดัดแปลงจาก Wang et al. 

(2004)  โดยนําชา 3 กรัม ใสลงในถวยชงชา  แลวรินน้าํเดือด ปริมาณ 150 มิลลิลิตร ใสลงในถวย
ชงชา จับเวลา 2 นาที แลวกรองกากชาออก รินใสถวยชิมชนิดเมลามีนสีขาว ปริมาณ 20 มิลลิลิตร 
และจัดเรียงใสถาดโดยวิธีสุม ตั้งช่ือตัวอยางเปนเลขสุม 3 ตําแหนง เสริฟใหกับผูชิมคร้ังละ 3 

ตัวอยาง ท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) ผูชิมจะชิมในหองชิมอยางเปนอิสระตอกันแลวให
คะแนนในแบบประเมินคุณภาพ ทําการทดลองท้ังหมด 3 ซํ้า เปรียบเทียบกับตัวอยางผลิตภัณฑชาท่ี
ไดจากทองตลาด สายพันธุอูหลงเบอร 12  
 
3.4 วิธีการวิเคราะห 
 3.4.1 การเตรียมตัวอยาง 

นําชาท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาท้ิงไวใหละลายท่ีอุณหภูมิหอง แลว
บดดวยเคร่ืองบดตัวอยาง (Philips, HR1721, China) ท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา 30 วินาที แลว
เก็บไวในถุงซิปท่ีแหงขนาด 6×9 นิ้ว เพื่อนาํไปวิเคราะหตอไป 

3.4.2 การเตรียมสารสกัดจากชา 
ช่ังตัวอยางชาสดและชาแหงท่ีบดละเอียด อยางละ 1 กรัม ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 

250 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ลงไป 100 มิลลิลิตร แลวกวนผสมบนเตาให
ความรอนพรอมแผนกวนแมเหล็ก (IKA, RTCB, Malaysia) ท่ีปรับระดับความรอนใหคง
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3.4.3 การวิเคราะห total polyphenol  

นําสารสกัดจากชาทําปฏิกิริยากับ Folin-Ciocalteu reagent ซ่ึงประกอบดวย 
phosphomolybdic-tungstic acid reagents ซ่ึงเปนตัวออกซิไดซหมูฟนอลิคไฮดรอกซิลของ
สารประกอบฟนอลิคในสารสกัดจากชา เกิดเปน tungsten และ molybdenum blue ซ่ึงเปน
สารประกอบสีน้ําเงินและสามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสูงสุด 760 นาโนเมตร แลวหา
ปริมาณรวมสารประกอบฟนอลิคโดยเปรียบเทียบกับปริมาณของ gallic acid มีวิธีการ ดังนี ้

เตรียม stock solution โดยช่ัง gallic acid 100 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรใหครบ 
100 มิลลิลิตร จะไดความเขมขนของ gallic acid 1000 สวนในลานสวน(ppm) แลวเตรียม 

gallic acid working standard solution 7 ความเขมขน คือ 10, 25, 50, 100, 150, 200 และ 
250 ppm 

ปเปตสารสกัดจากชา  จากขอ 3.4.1 น้ํากล่ัน (blank)  และ gallic acid working 

standard solution ความเขมขน 10, 25, 50, 100, 150, 200 และ 250 ppm ใสหลอดทดลอง 
0.125 มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ัน 0.5 มิลลิลิตร  Folin-Ciocalteu reagent  0.125 มิลลิลิตร ผสมให
เขากันท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 6 นาที เติมโซเดียมคารบอเนต 7 เปอรเซ็นต (w/v) 1.25 มิลลิลิตร  แลว
ปรับปริมาตรใหครบ 3 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน  กวนผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสม (vortex mixer) 

(Velp Scientifica, Italy) ตั้งท้ิงไว 90 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง กอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 
760 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (PerkinElmer Lamda 35, USA) หาปริมาณรวม
ของสารประกอบฟนอลิค โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน gallic acid (รูป ข.1 ในภาคผนวก) 
และรายงานผลเปน เปอรเซนตโดยนํ้าหนักแหงของชา (Sakanaka et al., 2005) 

 
3.4.4 การวิเคราะห total catechins  

เตรียม stock solution โดยช่ัง (-)-catechin 50 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรใหครบ 50

มิลลิลิตร จะไดความเขมขนของ (-)-catechin 1000 ppm แลวเตรียม gallic acid working 

standard solution 8 ความเขมขน คือ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 ppm    
 ปเปตสารสกัดจากชา  จากขอ 3.4.1 น้ํากล่ัน (blank) และ catechin working 

standard solution เขมขน 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 ppm   ใสหลอดทดลองปริมาณ 
0.25 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 1.25 มิลลิลิตร โซเดียมไนไตรท 5 เปอรเซ็นต (w/v) 0.075 มิลลิลิตร 
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(Sakanaka et al., 2005) 

การวิเคราะห EGCG 3.4.5 

วิเคราะหปริมาณ EGCG ดวยเคร่ือง HPLC (Water, 2695 separation module, 

USA) ประกอบดวย photodiode array detertor รุน 2996 และ autiosampler ใชคอลัมน ซ่ึง
ภายในเปน 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
ปริมาตรใหครบ 10 มิลลิลิตร จะไดความเขมขนของ (-)-epigallocatechin gallate 1000 ppm 

แลวเตรียม (-)-epigallocatechin gallate working standard solution 8 ความเขมขนคือ 1, 5, 

10, 20, 40, 60, 40, 80 และ 100 ppm 

นําตัวอยางสารสกัดจากชา จากขอ 3.4.1 ไปกรองดวย syringe filter membrane 

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

มิลลิลิตร แลวนําไปฉีดเขาเครื่อง HPLC โดยใชสภาวะดงันี้ (ศิริพัชร, 2548) 

Mobile phases Eluent A: Eluent B (87:13) 
(Eluent A: 0.05 เปอรเซ็นต (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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คํานวณคาความเขมขนของ EGCG โดยใชโปรแกรม Millinium32 4.00 (Waters 

corporation, 2001) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (-)-epigallocatechin gallate (รูป ข.3 ใน
ภาคผนวก) และรายงานผลเปนเปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักแหงของชา 

3.4.6 การหาเปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัแหง 
นําใบชาท่ีบดละเอียดจากขอ 3.4.1 มาหาความช้ืนดดัแปลงจากวิธีของ ISO (1975) 

โดยช่ังตัวอยางชา 2 กรัม ในถวยอลูมิเนยีมท่ีอบจนน้ําหนักคงท่ีและชั่งน้ําหนกัแลว จดน้ําหนกัท่ี
แนนอน จากนั้นนําไปอบท่ีตูอบลมรอน (Contherm, Thermotech 2000, New Zealand) ท่ี
อุณหภูมิ 103±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง ท้ิงไวใหเย็นใน dessiccator แลวช่ังน้ําหนกั 
นําไปอบซํ้าอีกคร้ังเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ท้ิงไวใหเย็นใน dessiccator แลวช่ังน้ําหนกั จนไดน้ําหนัก
คงท่ี ตางกันไมเกิน 0.005 กรัม แลวคํานวณเปอรเซ็นตความช้ืน นําขอมูลท่ีไดไปหาเปอรเซ็นต
น้ําหนกัแหง โดยนําผลการวเิคราะหปริมาณ total polyphenol, total catechins และ EGCG มา
รายงานเปนเปอรเซ็นตน้ําหนักแหง โดยคํานวณจาก สมการ 3.1 
 

         เปอรเซ็นตน้ําหนักแหง   =      …….. (3.1) 
100)) ความช้ืน/(เปอรเซนต-(1
ยกน้ําหนักเปเปอรเซนต

      
3.5 การวิเคราะหผลทางสถิต ิ

วิเคราะหคุณภาพของใบชาทางเคมีท้ังหมด 3 ซํ้า นําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหขอมูลทาง
สถิติโดยใชโปรแกรม SPSS 13.0 ทําการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) แลวรายงานผล
เปนคาเฉล่ีย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน การวิเคราะหปริมาณ total polyphenol, total catechins และ 
EGCG ในใบชาท่ีไดจากกระบวนการผลิต ใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely 

Randomized Design, CRD) สําหรับการวิเคราะหปริมาณ total polyphenol, total catechins 

และ EGCG ในยอดและใบชา  ท่ีไดจากไรชา 3  ไร และการวิเคราะหคุณภาพทางประสาทสัมผัส
ใชแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณภายในบลอค (Randomized Complete Block Design, 

RCBD) และการวิเคราะหความสัมพันธของอุณหภูมิและเวลาในการอบแหงท่ีมีตอ polyphenol, 

total catechins และ EGCG ใชการทดลองแบบ 3 ×4 แฟคทอเรียลท่ีใชแผนการทดลองแบบสุม
ตลอด (Factorial Experiments in CRD) ทําการทดลอง 3 ซํ้า แลวเปรียบเทียบคาเฉล่ียแบบเปน
คู (multiple comparisons) โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับความ
เช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (p≤0.05) เพื่อวิเคราะหความแตกตางแตละทรีตเมนตสําหรับทุกการ
วิเคราะห 

 
 

 


