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จากต้นคาเมลเลยีโอเลเฟรา เอเบล 

 
จิรดา สิงขรรัตน์1,* และ นุชนาฏ    เสือเลก็2 

 
 

บทคัดย่อ 
การใชเ้คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)  เป็นเทคนิคท่ีง่าย  เช่ือถือได ้ และท าซ ้ าได ้ซ่ึงใน

การวจิยัน้ี ไดน้ ามาพฒันาเพื่อศึกษาการตรวจสอบความถูกตอ้งของการหาปริมาณแคทเทชินในสารสกดัน ้ ามนัเมล็ดชาจาก
ตน้คาเมลเลียโอเลเฟรา เอเบล การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชค้อลมัน์ชนิด ACE (C18 ขนาด 150 × 4.6 มม.)  ดว้ยเม
ทานอลในน ้ าท่ีมีกรดอะซิติก 2 % มีสดัส่วนโดยปริมาตร 11 ต่อ 89 เป็นตวัท าละลายเคล่ือนท่ี ใชอ้ตัราการไหลท่ี 1 มิลลิลิตร
ต่อนาที ในระบบ แบบเด่ียว (isocratic system ) และวดัความยาวคล่ืนท่ี 280 nm แลว้พบวา่ความถูกตอ้งของการใชแ้คทเทชิน
เป็นสารมาตรฐานแสดงดว้ย ความเป็นเสน้ตรงของวธีิการน้ี (R2 = 0.999) ความแม่นย  าของวิธีการ (RSD <4%) ส าหรับความ
เขม้ขน้ช่วง 20-100 ppm โดยมีกรดกลัลิกเป็นสารมาตรฐานเทียบภายใน การวิเคราะห์ขีดจ ากดัต ่าสุดของการทดสอบเชิง
คุณภาพ คือ  1.061 ppm และความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีวธีิวเิคราะห์สามารถวเิคราะห์เชิงปริมาณไดคื้อ 3.54 ppm วิธีการน้ีสามารถ
ใชต้รวจวิเคราะห์หาแคทเทชินท่ีสกดัจากน ้ ามนัเมล็ดชาท่ีขายทัว่ไปดว้ยตวัท าละลาย 3 ชนิดอย่างต่อเน่ือง โดยงานวิจยัน้ี
พบวา่ ความเขม้ขน้เฉล่ียของน ้ ามนัเมลด็ชาตวัอยา่งท่ีขายตามทอ้งตลาดท่ีสกดัแลว้อยูท่ี่ 4.27  0.0908 ppm (n=3) ผลงานวจิยั
น้ีสามารถใชใ้นการควบคุมคุณภาพและเป็นประโยชน์อา้งอิงส าหรับการใชพ้ฒันาเป็นอาหารเสริมและอุตสาหกรรมการทาง
ยาต่อไป 
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Quantification of Catechin in Tea Seed Oil from Camellia oleifera Abel.  
 

Jirada Singkhonrat 1* and  Nuchanart Suealek 2 
 
 

Abstract 
 A high performance liquid chromatographic (HPLC) method was developed and validated for quantitative 
determination of polyphenols (catechin) in extracts of Camellia oleifera Abel. The analysis was carried out on ACE-
HPLC Column (C18 with 150 × 4.6 mm) using methanol-water containing 2%acetic acid (11:89 v/v) as mobile phase 
under isocratic system. The flow rate was 1.0 mL/min and the detection was at 280 nm. The validation using catechin as 
standard demonstrated that the method presented linearity (linear correlation coefficient = 0.999), precision (relative 
standard deviation <4%) in the concentration range 20-100 ppm with gallic acid as internal standard. The limit of 
detection (LOD) was 1.061 ppm and the limit of quantification was 3.54 ppm. This method allowed the identification of 
catechin in the ethyl acetate extracts obtained from the commercial tea oil. The average concentrations of (+)-Catechin in 
the commercial tea seed oil was 4.27  0.0908 ppm (n=3). Results obtained in this study will serve as quality control and 
useful reference for supplement development and pharmaceutical industry. 
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1.  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 สารตา้นออกซิเดชนัหรือสารตา้นอนุมูลอิสระ เป็นสาร
ท่ีท าหน้าท่ีป้องกนัการเกิดอนุมูลอิสระ หรือตา้นฤทธ์ิของ
อนุมูลอิสระ จึงช่วยป้องกนัและลดความเสียหายท่ีเกิดจาก
อนุมูลอิสระได ้โดยเฉพาะในร่างกาย สารตา้นอนุมูลอิสระ
ช่วยลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคท่ีมีความสัมพนัธ์กบัอนุมูล
อิสระได้[1] สารตา้นออกซิเดชัน มกัพบในผกั ผลไมช้นิด
ต่างๆ ไดแ้ก่ วิตามินซี (vitamin C) ท่ีพบใน ฝร่ัง ส้ม และ
มะขามป้อม หรือ วิตามินอี (vitamin E) ท่ีพบในน ้ ามนัพืช
ชนิดต่างๆ เป็นตน้ โดยวติามินซีและวติามินอี มีบทบาทเป็น
สารตา้นออกซิเดชนัท่ีมีประสิทธิภาพ ช่วยลดการเกิดการอุด
ตันของหลอด เ ลือดแดงและหลอด เ ลื อดแดงแข็ ง 
(atherosclerosis) ซ่ึงเป็นโรคหัวใจร่วมหลอดเลือด ท่ีมี
มูลเหตุจากอนุมูลอิสระท่ีพบบ่อย [2] นอกจากน้ี ยงัมีสารอีก
หลายชนิด ท่ีไ ม่ใ ช่วิตามิน  ท่ี มีฤท ธ์ิต้านออกซิ เดชัน 
(antioxidant activity) ไดแ้ก่ สารพอลิฟีนอล (polyphenols) 
เป็นต้น จากการสืบค้นพบว่าในชาโดยเฉพาะชาเขียว มี
ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกอยูม่าก โดยเฉพาะแคทเท
ชิน ซ่ึงมีรายงานวา่แคทเทชินของชาเขียวมีผลการออกฤทธ์ิ
ต้านอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพสูงกว่า วิตามินซีและ
วิตามินอีหลายเท่า รวมถึงการใชแ้คทเทชินของชาเขียวโรค
พาร์คินสัน  (Parkinson's disease) โรคมะเร็ง (cancer) และ
โรคหัวใจร่วมหลอดเลือด (cardiovascular disease) เป็นตน้
[3] 

ในปี 2551 สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช
กุมารี มีพระราชด าริให้ส านักงานมูลนิธิชัยพฒันา ด าเนิน
การศึกษาและทดลองปลูกชาน ้ ามนัจากประเทศจีน พร้อม
ทั้งจดัตั้งศูนยว์จิยัและพฒันาชาน ้ ามนัและพืชน ้ ามนั เพื่อเป็น
โรงงานผลิตน ้ ามนัจากเมลด็ชาและพืชน ้ ามนั ท่ีสามารถผลิต
น ้ ามันคุณภาพสูงส าหรับการบริโภคและท าผลิตภัณฑ์
ต่อเน่ือง อ่ืนๆ เช่น เคร่ืองส าอางค์ เป็นตน้ งานวิจัยน้ีจึง
สนใจ ศึกษาวิจยัประโยชน์อ่ืนๆ ของตน้ชาน ้ ามนั เพ่ือเพ่ิม
มูลค่าผลิตภัณฑ์ ไม่นานมาน้ี มีเอกสารในประเทศหลาย
ฉบบั กล่าวอา้งถึงสารพอลิฟีนอลในน ้ ามนัท่ีสกดัจากเมล็ด
ชาหรือท่ีเรียกกนัแพร่หลายวา่ “น ้ามนัเมลด็ชา” หรือ “น ้ามนั
ชา” ถึงฤทธ์ิในการตา้นออกซิเดชนั และยงักล่าวถึงสรรพคุณ
ของน ้ ามันเมล็ดชาว่า มีคุณสมบัติท่ีดีใกล้เคียงกับน ้ ามัน

มะกอก  น ้ ามันเมล็ดชา ได้มาจากเมล็ดของต้นชาน ้ ามัน 
(Camellia oleifera Abel.)   ซ่ึงอยูใ่นวงศ์ Theaceae มีช่ือ
เรียกต่างๆ กัน อาทิ เม่ียงอีอาม (Miang i am) บริเวณ
ภาคเหนือ, เม่ียงดอง (Miang dong) ท่ี จ. เชียงใหม่, เหมือด
หมี (Mueat mi) ท่ี จ. เลย นอกจากน้ี ยงัมีช่ือเรียกอ่ืนๆ อาทิ 
คนัโคกตน้ (Khan khok ton) เม่ียงหลวง (Miang luang) 
เม่ียงอาม (Miang am) และ เหมือดเมก็ (Mueat mek) เป็นตน้ 
[4a] ส าหรับการรายงานผลทางเคมีจากต้นชาน ้ ามัน 
(Camellia oleifera Abel.)  พบสารส าคญัท่ีถูกรายงานไดแ้ก่
เซซามินและอนุพนัธ์ (sesamin and derivative) [4b] จาก
น ้ ามันเมล็ดชา, อนุพนัธ์ของคาแอมป์เฟอรัล (kaempferol 
derivatives)[4c] จากสารสกัดของเมล็ดชาและอนุพันธ์
ของฟีนิลอีแทน (phenylethane derivatives) [4d] จากสาร
สกัดของใบชา ทั้ งย ังพบซาโปนิน  (camelliasaponin, 
theasaponin E1 และ theasaponin E2)ในกากเมล็ดชาอีกดว้ย 
(defatted seed meal) [4e] ยงัไม่มีรายงานสารพอลิฟีนอล ซ่ึง
พบมากในน ้ ามนัเมล็ดชาชนิดอ่ืนๆ[4f] จึงเป็นท่ีมาของ
งานวิจัยในคร้ังน้ี ท่ีต้องการวิเคราะห์หาสารท่ีออกฤทธ์ิ
ส าคญัในน ้ ามนัเพ่ือการบริโภคท่ีหาไดง่้าย ราคาถูกส าหรับ
ผูค้นในพ้ืนท่ีเอเชีย 

สารส าคญัท่ีมีรายงานการออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีส าคญั 
ไดแ้ก่ สารประกอบฟีนอลิก (รูปท่ี 1) เป็นกลุ่มเคมีอินทรีย ์
ซ่ึงประกอบดว้ยหมู่ฟังก์ชนัไฮดรอกซิล (hydroxyl group) 
ต่ออยูก่บัวงอะโรมาติก (aromatic ring) โดยสารประกอบฟี
นอลิก แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ กรดฟีนอลิก และพอลีฟีนอล  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที ่1 แสดงโครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิก 
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1.1 กรดฟีนอลกิ  
กรดฟีนอลิก เป็นสารท่ีมีวงแหวนฟีนอล (phenol ring) 

อยู่กบัโครงสร้างของหมู่ฟังก์ชนัคาร์บอกซีลิก (carboxylic 
group) พบไดใ้นมงัคุด ผลบลูเบอร์ร่ี คะน้า เป็นตน้[5] ซ่ึง
สามารถแบ่งตามลกัษณะโครงสร้างได ้3 กลุ่ม คือ อนุพนัธ์
ของกรดไฮดรอกซ่ีเบนโซอิก (hydroxybenzoic acid 
derivatives, HBA) และอนุพนัธ์ของกรดไฮดรอกซ่ีซินนามิก 
(hydroxycinnamic acid derivatives, HCA) และกรดฟีนอลิก 
ชนิดอ่ืน ซ่ึงสารทั้ง 3 กลุ่มน้ี สามารถอยู่ในรูปแบบ 2 ชนิด
คือ กรดฟีนอลิกอิสระ และอนุพนัธ์ของกรดฟีนอลิก ซ่ึง
อนุพนัธ์ของกรดฟีนอลิก แบ่งตามการเกิดพนัธะระหว่าง
กรดฟีนอลิกกบัสารชนิดนั้นๆ คือ ถา้โมเลกลุของน ้ าตาล เขา้
มาสร้างพันธะ  เ รียกโม เลกุลชนิด น้ีว่ า  ไกลโคไซด ์
(glycoside) โดยใชพ้นัธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) ใน
การเช่ือม แต่ถา้เป็นโมเลกุลของแอลกอออล์ท่ีเขา้มาสร้าง
พนัธะ เรียกโมเลกุลชนิดน้ีว่า       เอสเตอร์ (ester) กรดฟี
นอลิกอิสระ และอนุพนัธ์ของกรดฟีนอลิกนั้น สามารถสกดั
แยกได้จากขั้นตอนการสกัดท่ีแตกต่างกัน ซ่ึงการสกัดน้ี
อาศัยคุณสมบัติความแตกต่างของโมเลกุล เพ่ือแยกและ
วเิคราะห์หาโครงสร้างของโมเลกลุต่อไป  

การศึกษาองคป์ระกอบของสารส าคญัของสารสกดัจาก
พืชต่างๆ นิยมใช้สารประกอบกรดฟีนอลิก เป็นสาร
มาตรฐานเทียบภายใน (internal standard) เพื่อประยกุตใ์ช้
กบัเทคนิค HPLC โดยทัว่ไปสามารถเลือกใชส้ารมาตรฐาน 
เช่น p-hydroxy-phenylacetic acid, ursolic acid, vanillin, p-
hydroxy-phenyl-propanoic acid, p-coumaric acid, 3,4-
dihydroxy-phenyl-acetic acid, o-coumaric acid, gallic  acid 
1, syringic acid 2, sinapic acid, vanillic acid  เป็นตน้ ซ่ึง
ทั้งหมดจดัเป็นสารอยู่ในกลุ่มของ hydroxybenzoic acid 
derivatives (HBA) และ gallic  acid 1 จดัเป็นสารไดรั้บ
ความนิยมในการใชเ้ป็นสารมาตรฐานเทียบภายใน จึงถูกใช้
ในงานวจิยัในคร้ังน้ี 
1.2 พอลฟีีนอล  

สารพอลีฟีนอล เป็นสารท่ีมีวงแหวนฟีนอล อยู่ใน
โครงสร้างโมเลกุลมากกว่าหน่ึงวงแหวนฟีนอลสารพอลี-       
ฟีนอลพบไดใ้นพืชหลายชนิด อาทิ ผลบลูเบอร์ร่ี และน ้ ามนั

มะกอก เป็นตน้[6]  มีรายงานพบว่าสารพอลีฟีนอลในผล
เบอร์ร่ี มีฤทธ์ิลดการเกิด reactive oxygen species ในเม็ด
เลือดแดงของหนูขาว  [7a] นอกจากน้ี สารพอลีฟีนอลใน
น ้ ามันมะกอก ท่ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน ได้แก่ oleuropein 
และ hydroxytyrosol[7,8] ซ่ึงสารทั้ งสองชนิดน้ี มีฤทธ์ิลด
การเกิดหลอดเลือดแดงแข็งได้ อย่างไรก็ตาม ในประเทศ
ไทยน ้ ามนัมะกอกเป็นน ้ ามันท่ีมีราคาแพง เน่ืองจากต้อง
น าเข้าจากต่างประเทศ ขณะท่ีเมล็ดชาได้ถูกรณรงค์การ
เพาะปลูกโดยมูลนิธิไทยพฒัน์ ตั้งแต่ปี 2547 เป็นตน้มา การ
ให้ขอ้มูลเชิงวิชาการเพื่อการบริโภคมีความส าคญั อีกทั้ ง
น ้ ามันเมล็ดชามีข้อดีท่ีเหนือกว่าคือ ราคาถูกกว่าน ้ ามัน
มะกอก ดงันั้นงานวจิยัน้ีจึงสนใจศึกษาแนวโนม้การพบสาร
กลุ่มพอลีฟีนอลโดยเฉพาะแคททาซิน (Catechin, 3) ใน
น ้ ามนัเมล็ดชา และใช้น ้ ามนัมะกอกเป็นตวัเทียบ โดยใช้
วิธีการสกัดด้วยตัวท าละลาย (solvent extraction หรือ 
liquid-liquid extraction) รวมไปถึงการวิเคราะห์และหา
ปริมาณสารพอลิฟีนอลด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography, 
HPLC) โดย มีสารมาตรฐานคือ  กรดกัล ลิก  (internal 
standard)  และแคทเทชิน (external standard) 
 
2.  อุปกรณ์และวธีิการทดสอบ 
2.1 อุปกรณ์ 

เคร่ืองมือ HPLC ท่ีใชเ้ป็นเคร่ือง shimadzu รุ่น 20AT มี UV-
VIS Detector ใชค้อลมัน์เป็น ACE C18–AR (ขนาด 150 mm x 
4.6 mm i.d. 5 m) และวเิคราะห์ขอ้มูลดว้ยโปรแกรม  Microsoft 
Excel. 
2.2 สารเคมแีละตวัท าละลาย 

ตวัท าละลายท่ีใชเ้ป็นเกรดของ HPLC จาก Merck Co. Ltd. 
(Thailand) สารเคมีอ่ืนๆท่ีใช้เป็นเกรดในห้องปฎิบัติการ 
(laboratory grade) จาก Carlo และ Fluka สารละลายในน ้ า
ทั้ งหมดใช้น ้ ากลัน่ผ่านระบบท่ีปราศจากไอออน (deionized 
water) สารทุกชนิดท่ีตอ้งใชก้ับเคร่ือง HPLC ตอ้งกรองผ่าน    
เมมเบรน กรองชนิดไนลอนขนาด  0.45 m (Nylon membrane 
filter, Millipore) 
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2.3 การเตรียมตวัอย่าง 
น าน ้ ามนัเมลด็ชา (tea seed oil) และน ้ ามนัมะกอก (olive 

oil – ชนิด Extra vergin) ท่ีมีจ าหน่ายจากหา้งสรรพสินคา้ มา
สกดัดว้ยตวัท าละลาย (solvent extraction หรือ liquid-liquid 
extraction) 3  ช นิ ดอย่ า ง ต่ อ เ น่ื อ ง  โด ย ใช้ เ มท านอล 
(methanol) ปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) และ
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) ตามล าดบั[9]  แลว้ไดส้ารสกดั
หยาบ 50 9.52 มิลลิกรัมต่อน ้ ามนัเมล็ดชาหน่ึงลิตรออกมา  
การทดลองเตรียมสารตวัอย่างสารสกัดของน ้ ามนัทั้งสอง
ดว้ยความเขม้ขน้ 50,000 ppm กรองผ่านเมมเบรน กรอง
ชนิดไนลอนขนาด  0.45 m แลว้ ฉีดเขา้เคร่ือง HPLC  
2.4 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับ HPLC 

การหาสภาวะของตวัท าละลายแบบเคล่ือนท่ี (mobile 
phase) ส าหรับการวิเคราะห์แบบเด่ียว (isocratic mode) ท่ี
เหมาะสม ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณ catechin ใน
น ้ ามนัเมล็ดชาดว้ยเทคนิค HPLC โดยอาศยัการปรับเปล่ียน 
ความมีขั้วของตวัท าละลายเคล่ือนท่ี (mobile phase) เป็นเม
ทานอลกบั 2% ของสารละลายอะซิติก และอตัราการไหลท่ี 
0.7 และ 1 mL/min  โดยใชป้ริมาตรการฉีดสาร (Inject 
volume) ท่ี 20 μL และเป็นระบบแบบเด่ียวในการน าตวัท า
ละลายเคล่ือนท่ีเขา้ระบบ (isocratic system) สารมาตรฐานท่ี
ใชไ้ดแ้ก่ gallic acid (internal standard)  และแคทเทชิน 
(external standard) เวลาท่ีใชท้ดลอง 20 นาทีต่อตวัอย่างท่ี
ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร[9] 

2.4.1การหาสัดส่วนที่ เหมาะสมของตัวท าละลาย
เคลือ่นที ่

การเตรียมตวัท าละลายเคล่ือนท่ี เพื่อใช้หา สภาวะท่ี
เหมาะสมในการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC ในคร้ังน้ี อาศยั
สารมาตรฐานแคทเทชินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ดว้ยการเปล่ียน
สัดส่วนของเมทานอลกบัสารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 2 
เปอร์เซนต ์โดยเลือกความเขม้ขน้ของตวัท าละลายจากความ
มีขั้วน้อยไปหามาก (ร้อยละ 60 จนถึง ร้อยละ 8 ของเมทา
นอล) 

2.4.2 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมด้ีวยเทคนิค HPLC  
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 2 ชนิด คือ gallic acid 

มีความเขม้ขน้ 40 ppm และ catechin ให้มีความเขม้ขน้ 20 

40 60 80 และ 100 ppm ตามล าดบั เพื่อใชส้ร้างกราฟ
มาตรฐาน 
2.5.ตรวจสอบความถูกต้องและความแม่นย าของวธีิการ 

สร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือหาค่าความเป็นเสน้ตรง 
ค านวณความแม่นย  า 

Linearity หมายถึง ความสามารถของวิธีการวิเคราะห์ท่ี
จะท าใหวิเคราะห์แลว้ไดผ้ลการวิเคราะห์ท่ีเป็นสัดสวนกบั
ความเข้มข้นของสารท่ีวิเคราะห์ในชวงความเขมข้นท่ี
ก าหนด ส่วน range หมายถึง     ช่วงความเขม้ขน้ของสารท่ี
จะวดัตั้งแตค่วามเขม้ขน้ต ่าสุดถึงความเขม้ขน้สูงสุดท่ีวดัแล้
วมี accuracy precision และ linearity อยู่ในระดบัท่ีมี
ความถูกตอ้งยอมรับไดต้ามขอ้ก าหนด 

ค านวณหาค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (correlation 
coefficient, r) เกณฑก์ารยอมรับไดโ้ดยทัว่ไปค่า r จะตอ้งมี
คา่อยูร่ะหวา่ง 0.995 – 1.000 

ค านวณค่า Limit of detection (LOD) และ ค านวณค่า 
Limit of quantification (LOQ) ซ่ึงค านวณไดจ้าก LOD = 
3/S และ LOQ = 10/S โดย   คือ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน
ของสารท่ีสนใจ และ S คือ ค่าความชนัของเสน้มาตรฐาน 

LOD (limit  of  detection) หมายถึงคาความเขม้ขน้ต ่า
สุดท่ีวเิคราะห์ไดใ้นตวัอยางท่ีสามารถตรวจวดัได ้และ LOQ 
(limit of quantification ) หมายถึง ค่าความขม้ขน้ต ่าสุดท่ี
วเิคราะห์ไดใ้นตวัอยา่งท่ีสามารถหาปริมาณ หรือรายงานผล
โดยมี accuracy และ precision ท่ียอมรับได ้

ค านวณหาค่า repeatability   หมายถึง ความแม่นย  าท่ี
เกิดจากการวเิคราะหซ ้ าในสภาวะเดียวกนัโดยใชวิธีเดียวกนั
ใน     ห้องปฎิบติัการเดียวกนั เคร่ืองมือชุดเดียวกนัและผู ้
วิเคราะห์คนเดียวกนั ค านวณหาระดบัความแม่นย  าโดยหา
คา่ %RSD (relative standard deviation = (SD/mean) x 100) 
 
3.  ผลการทดลองและการวจิารณ์ผล 
3.1. ผลการหาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับ HPLC  

ตัวแปรท่ีใช้คือสภาวะความมีขั้ วท่ีเพ่ิมข้ึนของตัวท า
ละลายเคล่ือนท่ี ถึงแมจ้ะมีข้อจ ากัดของเคร่ืองด้วยระบบ 
isocratic นั้น พบว่าสารสามารถแสดงผลไดใ้นเวลาท่ีสั้ น 
ผูว้จิยัไดศึ้กษาโดยคงค่าอตัราเร็วของตวัละลายท าเคล่ือนท่ี 1 
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มิลลิลิตรต่อนาที แต่เปล่ียนสัดส่วนของเมทานอลกบัน ้ าท่ีมี 
2 % ของกรดอะซิติกต่างๆ เร่ิมท่ีร้อยละ 60 ของเมทานอล 
พบวา่แคทเทชิน แสดงท่ีเวลา 2 นาที จดัวา่เร็วไป อีกทั้งเป็น
บริเวณท่ีสารต่างๆท่ีมีขั้วสูงจะแสดง ผูว้ิจยัจึงเพ่ิมความมีขั้ว
ข้ึน พบว่าเม่ือมีปริมาณของเมทานอลลดลง เป็นร้อยละ 30 
ของเมทานอล พบว่า แคทเทชินแสดงเป็นโครมาโทแกรม
ดว้ยพีคให้เห็นได้ชัด โดยปรากฏท่ีเวลามากกว่า 2.5 นาที 
ขณะท่ีเม่ือเพ่ิมขั้วของตวัท าละลายเคล่ือนท่ีเป็นร้อยละ 15 
ของเมทานอล แคทเทชินปรากฏเป็นพีคให้เห็นไดใ้นช่วงท่ี
กวา้ง 5.0-9.8 นาที และเม่ือเพ่ิมความมีขั้วเป็นร้อยละ 10 
ของเมทานอล แคทเทชินแสดงเป็นพีคให้เห็นไดใ้นช่วงท่ี
กวา้งข้ึนเป็น 7.0-14.5 นาที ซ่ึงพบวา่ช่วงกวา้งกวา่เดิม และ
หากเพ่ิมความมีขั้วของตวัท าละลายเคล่ือนท่ีเป็นร้อยละ 8 
ของเมทานอล แคทเทชินแสดงเป็นพีคให้เห็นไดใ้นช่วงท่ี
กวา้งข้ึนเป็น 7.0-16.0 นาที ด้วยสัดส่วนท่ียงัแสดงช่วงท่ี
กวา้ง เราจึงสนใจพีคท่ีชดัเจนของแคทเทชิน ณ ระยะเวลา
เคล่ือนผ่าน (retention time, Tr) เท่ากบั 12.5 นาที และได้
ทดลองดว้ยร้อยละ 11 ของเมทานอล พบแคทเทชินปรากฏ
เป็นพีคใหเ้ห็นดว้ย peak width ในช่วงระยะเวลาเคล่ือนผ่าน
ท่ีเราสนใจ อยูใ่นช่วงท่ีแคบท่ีสุดคือ 12.5-13.0 นาที เท่านั้น 
 อยา่งไรก็ตามเม่ือทดสอบการเปล่ียนแปลงของค่า
อตัราเร็วของระยะเวลาเคล่ือนผ่านท่ี  มิลลิลิตรต่อนาที เป็น
ค่าอตัราเร็วท่ี 0.7  มิลลิลิตรต่อนาที ส าหรับระยะเวลาเคล่ือน
ผา่นดว้ยร้อยละ 10 ของเมทานอล พบวา่ความกวา้งของช่วง
เพ่ิมข้ึนเป็น 11-20 นาที ผูว้จิยัจึงคงค่า อตัราเร็วท่ี 1 มิลลิลิตร
ต่อนาที พร้อมทดสอบความเขม้ขน้ของตวัอย่างท่ีเติมสาร
มาตรฐาน (spike) ดว้ยกรดกลัลิก (gallic acid) 40 ppm 
แสดงพีคท่ีค่า retention time 2.5-3.5 นาที 
 
3.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายแคทเทชิน 

จากการทดลองพบว่าสภาวะท่ีเหมาะสม จะเห็นไดว้่า 
สดัส่วนของตวัท าละลายเคล่ือนท่ี ของสารละลายเมทานอล 
(CH3OH) 11 % ใน 2% acetic acid มีความเหมาะสมท่ีสุดใน
การสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน โดยรายงานดว้ยระดบัความ
เขม้ขน้ท่ีใชคื้อ 20 -100 ppm มีค่าความชนัท่ี 157500 ค่าตดัท่ี 
-570539 ด้วยค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (correlation 

coefficient) เท่ากบั 0.999 (Y = 157500X – 570539 ; R2 = 
0.999) ท่ีแต่ละความเขม้ขน้ พบวา่ ค่าความแม่นย  าส าหรับ
การทดลองซ ้ าอยูท่ี่ ช่วง 0.33-3.25% ซ่ึงพบว่าเป็นค่าท่ีน่า
พอใจยิ่งส าหรับการหาค่าสารส าคัญในพืช ท่ีควรมีค่า 
R.S.D. ต ่ากวา่ 6%[10] 

 

ตารางที่ 1: การหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์
สารแคททาชินดว้ยการเปล่ียนสัดส่วนของ %เมทานอลกบั 2 
% ของกรดอะซิติกในน ้ า 

หมายเหตุ ทุกตวัอยา่งใช ้อตัราการไหลสารละลายท่ี1 mL/min   
ยกเวน้ *อตัราการไหลสารละลายท่ีใช ้เท่ากบั 0.7 mL/min   
 

ค่า LOD เท่ากบั 1.061 ppm นั้นคือความเขม้ขน้ต ่าท่ีสุด
ในสารตวัอยา่งท่ีสามารถวิเคราะห์ได ้และ ค่า LOQ เท่ากบั 
3.54 ppm นั้ นคือความเข้มข้นต ่าท่ีสุดในสารตัวอย่างท่ี
สามารถยอมรับการวิเคราะห์ด้วยวิธีการท่ีเลือกใช้ในการ
ทดลองคร้ังน้ี ซ่ึงถือว่ายอมรับและเช่ือถือได้ว่าดี เม่ือ
เปรียบเทียบกับงานวิจัยใกล้เคียงกันท่ีผ่านมาดังเช่นในปี 
2548 มีการรายงานผลการวิเคราะห์หาแคททาชินในผลไม้
รวม 15 ชนิด ในประเทศบูลกาเรีย ด้วยเทคนิค HPLC ท่ี
อาศยัตวัวดัเป็นฟลูออเรเซนซ์ท่ีความยาวคล่ืน (fluorescence 
detection) 280 นาโนเมตรตวัท าละลายเคล่ือนท่ี (mobile 
phase) เป็น 9% ของอะซิโตไนไตรล์กับ 2% ของ
สารละลายอะซิติก และอตัราการไหลท่ี 1 mL/min มีช่วง
ความเขม้ขน้ของการทดลองท่ี 0.2 – 15 µg/mL และรายงาน
ค่า LOD เท่ากบั 0.1 mg/kg ของผลสดและค่า LOQ เท่ากบั 
0.3 mg/kg ของผลสด [10a] 

 

ล าดบั สดัส่วนของ  
%CH3OH: 2 % 
ของกรดอะซิติก 

การวิเคราะห์ปริมาณสาร
มาตรฐาน catechin (ppm) 

 
Tr  

(min.) คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
1. 60:40 10000 1000 - 2 
2. 30:70 10000 1000 100 2.5 
3. 15:85 100 60 20 5-9.8 
4. 11:89 100 80 20 12.5-13 
5. 10:90  100 40 20 7-14.5 
6. 10:90* 100 - - 11-20 

7. 8:92  100 60 - 7-16.5 
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ตารางที ่2: ขอ้มูลการสร้างกราฟมาตรฐาน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ปี 2549 มีการายงานผลการวิเคราะห์หาแคททาชินใน
พืชรวม 5 ชนิด ในประเทศกรีซ ดว้ยเทคนิค HPLC ท่ีอาศยั
ตวัวดัเป็นยูวีท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรตวัท าละลาย
เคล่ือนท่ี (mobile phase) เป็น 65% ของอะซิโตไนไตรล์กบั 
1-6% ของสารละลายอะซิติก แบบตวัท าละลายเคล่ือนท่ี
ผสม (gradient mode) และอตัราการไหลท่ี 0.5 mL/min มี
ช่วงความเข้มข้นของการทดลองท่ี 0.5 – 25 mg/L และ
รายงานค่า LOD เท่ากบั 1.65 mg/L [10b] 
 ในปี 2554 มีการายงานผลการวิเคราะห์หาแคททาชิน
ในน ้ ามะพร้าวสด ดว้ยเทคนิค LCMS มีช่วงความเขม้ขน้
ของการทดลองท่ี 15.6 – 250 µg/mL โดยรายงานค่า LOD 
เท่ากบั 7.8 µg/mL และค่า LOQ เท่ากบั 15.6 µg/mL [10c] 
 
3.3 ผลการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค HPLC 
fingerprint ของแคทเทชินในน า้มนัตวัอย่าง 
 การวิเคราะห์ด้วย HPLC ได้พัฒนาข้ึนเพื่อศึกษา
ปริมาณของแคทเทชินในน ้ ามนัมะกอกและน ้ ามนัเมล็ดชา 
โดยวิธีการท่ีท าการทดลองน้ี ได้ให้ผลความใช้ได้ของ
วิธีการทดสอบท่ีน่าพอใจ ดว้ยกราฟมาตรฐาน ท่ีมีค่าความ
เป็นเส้นตรงท่ีสูงถึง R2 = 0.999 วิธีการวิเคราะห์ทั้ งหมด
สามารถใช้กับขอ้ก าหนดส าหรับการวิเคราะห์แคทเทชินใน
ระดบัอุตสาหกรรมการผลิตได ้
 

 
 

 

 
รูปที ่2: แสดงโครมาโตแกรม HPLC จากสารสกดัของ 
Camellia oleifera Abel ท่ี 280 nm  (พีคแสดง: C = 
Catechin) 
 

จากการวเิคราะห์หาปริมาณแคทเทชินในตวัอยา่งน ้ามนั
มะกอกและน ้ ามนัเมลด็ชา โดยสร้างกราฟมาตรฐานจากสาร
มาตรฐานแคทเทชินจะไดส้มการ คือ  

Y     =    157500X – 570539 
น ามาค านวณหาปริมาณแคทเทชินของสารตัวอย่าง 

น ้ ามันเมล็ดชาและสารตัวอย่างน ้ ามันมะกอกพบว่าสาร
ตวัอย่างน ้ ามนัเมล็ดชา 105.30    3.86 mg มีปริมาณของ
แคทเทชินเท่ากับ 0.0090  0.0006 mg (n=3) และสาร
ตวัอยา่งน ้ ามนัมะกอก 103.81   2.68  mg มีปริมาณของแคท
เทชินเท่ากบั 0.01048  0.0002 mg (n=3) หรือคิดเป็น สาร
ตวัอยา่งน ้ ามนัเมล็ดชา 1 กรัมจะมีปริมาณของแคทเทชิน
เท่ากบั 0.0855  0.0018 mg (85.5 1.82 µg/mg) และสาร

ล าดบั ความเขม้ขน้ของ 
catechin standard 

(ppm) 

การวเิคราะห์ปริมาณ catechin ดว้ยเทคนิค 
HPLC  (peak area) 

 
ค่าเฉล่ีย 

 
% 

RSD คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
1. 20 2638306 2654715 2664666 2652562 0.50 
2. 40 5889719 5569768 5569768 5676418 3.25 
3. 60 8759335 8505670 8831382 8698796 1.97 
4. 80 12248562 12202774 12321561 12257632 0.49 
5. 100 15054055 15141934 15139966 15111985 0.33 

C 
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ตวัอยา่งน ้ ามนัมะกอก 1 กรัมมีปริมาณของแคทเทชินเท่ากบั 
0.1039  0.0022 mg (103.9  2.15 µg/mg)  

ส าหรับรายงานการศึกษาหาปริมาณแคททาชินในคร้ัง
น้ี แสดงปริมาณมากกวา่ท่ีเคยรายงานโดย Wang และคณะ 
[11] ถึงเกือบ 3 เท่า ทั้งน้ี ข้ึนกบัตวัอยา่งและแหล่งท่ีมาของ
เมลด็ชา การศึกษาผลงานวิจยัท่ีผ่านมายงัไม่พบการรายงาน
ปริมาณของแคททาชินในน ้ ามนัมะกอก มีเพียงการรายงาน
ปริมาณแคททาชินจากกากของมะกอก หลงัจากการหีบแลว้
เท่านั้น [12] 
 
4.  บทสรุปผลวจัิย 
 “น ้ามนัเมลด็ชา” เป็นน ้ ามนัท่ีไดรั้บสมญาวา่เป็น “น ้ ามนั
มะกอกแห่งตะวนัออก” แต่ยงัไม่เป็นท่ีรู้จกัและแพร่หลาย
มากนัก งานวิจัยน้ีเป็นงานวิจัยแรกท่ีรายงานการพบ
สารแคทเทชินในน ้ ามนัเมล็ดชาจากตน้คาเมลเลียโอเลเฟรา 
เอเบล นอกจากน้ี ยงัแสดงปริมาณสารแคทเทชินในสาร
สกดัท่ีมีสัดส่วนใกลเ้คียงกบัในน ้ ามนัมะกอก ทั้งยงัมีราคา
ถูกกว่า จึงสามารถให้คุณประโยชน์ท่ีจะช่วยลดความเส่ียง
ในการเกิดโรคร้ายและช่วยเสริมสุขภาพ 
 เน่ืองจากการทดลองในคร้ังน้ีเรามีขอ้จ ากดัของเคร่ือง 
HPLC ดว้ยการใชไ้ด้เฉพาะระบบการเคล่ือนท่ีของตวัท า
ละลายแบบเด่ียวหรือไอโซเครติก (Isocratic system) เท่านั้น 
อยา่งไรก็ดี งานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นวา่สามารถวิเคราะห์แคท
เทชินในระบบน้ีได ้ โดยพบความเขม้ขน้เฉล่ียของน ้ ามนั
มะกอกและน ้ ามนัเมล็ดชาตัวอย่างท่ีขายตามท้องตลาดท่ี
สกดัแลว้ อยูท่ี่ 85.5  1.816 และ 103.9  2.152 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิกรัม ตามล าดบั ดงันั้น ความเขม้ขน้เฉล่ียของแคทเท
ชินในน ้ ามนัเมล็ดชาเท่ากบั 4.275  0.0908 ppm (n=3) 
ผลงานวจิยัน้ี ไดร้ายงานผลการวเิคราะห์ปริมาณของแคททา
ชินในน ้ ามนัมะกอกและน ้ ามนัเมล็ดชาท่ีหาซ้ือไดต้ามแหล่ง
การค้าทั่วไป ท าให้ผู ้บ ริโภคใช้เ ป็นทางเ ลือกในการ
รับประทานน ้ ามันเพ่ือการบริโภคได้อีกทางหน่ึง อีกทั้ ง 
เทคนิคท่ีพฒันาข้ึนน้ี สามารถใชใ้นการควบคุมคุณภาพและ
เป็นประโยชน์อา้งอิงส าหรับการใชพ้ฒันาเป็นอาหารเสริม
และอุตสาหกรรมทางยาต่อไป 
 

5.  กติติกรรมประกาศ 
งานวิจยัน้ีไดรั้บทุนสนบัสนุนการวิจยั จากกองทุนวิจยั 

มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์ และขอขอบคุณ ภาควชิาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
ส าหรับเคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีจ าเป็นต่อการวิจัย และ
นางสาวจิตราพร อาจวิชยั ผูด้  าเนินการวิจยัและเก็บขอ้มูล
อยา่งเตม็ท่ี 
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